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研究成果の概要（和文）：本研究の結果から、若齢・老齢いずれにおいてもiPS細胞付加によって神経再生促進
因子の発現増大を認めたがその発現増加は老齢動物で低下傾向であり、老齢動物は若齢動物に比べて移植iPS細
胞の生存率は低下していた。さらに高度免疫抑制動物の方が免疫応答動物に比べてより長期間移植iPS細胞は生
存していた。また若齢動物由来多血小板血漿フィブリンを人工神経に付加することによって、若齢動物末梢神経
再生の促進効果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The results of this study showed that the expression of peripheral nerve 
regeneration promoting factors increased with the addition of iPS cells in both young and old 
animals, but the increase in expression tended to be lower in old animals, and the survival rate of 
transplanted iPS cells was lower in old animals than in young animals. Furthermore, transplanted iPS
 cells survived longer in highly immunosuppressed animals than in immunoresponsive animals. In 
addition, the addition of platelet rich fibrin derived from young animals to the nerve conduits had 
the effect of promoting the regeneration of peripheral nerves in young animals.

研究分野： 脊椎外科

キーワード： 人工神経　iPS細胞　末梢神経再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、「人工神経内に付加/移植したiPS細胞由来神経前駆細胞の生存は、移植動物の週齢や免疫状態に
より左右されるのか」に対する答えと、「老齢動物においても、人工神経内の環境を若齢動物と同様の環境とな
るよう調整すれば、末梢神経再生は維持・促進されるのか」に対する答えの足がかかりを得た。iPS細胞由来神
経前駆細胞と若齢動物由来血漿成分を組み合わせれば、老齢動物でも若齢動物同様に自家神経移植に匹敵する神
経再生が得られる可能性がある。超高齢者社会の本邦において、加齢による神経再生能の低下をいかにして抑え
るかというアンチエイジングの課題に挑戦するための礎となる重要な基礎研究を実施することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
これまで我々はマウス坐骨神経損傷モデルにおいて、神経再生誘導管（以下人工神経）を足場

とした多能性幹細胞（以下 iPS 細胞）移植による神経再生の有用性を報告してきた（基盤 C 
21591904, 25462300, 25350537, 16K01393）。iPS 細胞移植による末梢神経再生を臨床応用する
にあたり、iPS 細胞移植の効果を減弱させる大きな問題点は、レシピエント側の加齢による神経
再生能の低下と免疫応答による移植細胞の生着率低下であり、これらの影響を基礎実験で検証
する必要があった。また加齢による末梢神経再生能力低下の問題を克服するため、若齢の個体の
血液に含まれる神経再生促進因子を用いて、老齢の個体の神経再生を促進させることが可能で
あるか（アンチエイジング効果を得ることができるか）について検証が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、免疫応答（若齢・老齢）マウスを用いて、人工神経内に付加/移植した iPS 細胞
由来神経前駆細胞の生存率と生存期間を追跡することで神経再生における加齢の影響を調査し、
さらに iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加した人工神経内の神経再生促進因子の発現は、移植さ
れた免疫応答マウスの週齢により左右されるのかについて検証した。次に、免疫応答マウスと高
度免疫抑制マウスを用いて移植細胞の生存期間を追跡し、移植した iPS 細胞由来神経前駆細胞
の生存率と生存期間における免疫応答の影響を検証した。最後に、前述のアンチエイジング効果
の検証のための先行実験として、若齢動物（ラット）由来の血漿成分を付加した人工神経を若齢
ラットに移植することにより、末梢神経再生が促進されるかについて検証した。 
 
３．研究の方法 
各実験における共通項 
人工神経 ：人工神経は壁が 2 層で構成される生体吸収性ポリマーチューブを使用した。内層は
ポリ乳酸/ポリカプロラクトン（50:50）の共重合体スポンジ、外層はポリ乳酸のマルチファイバ
ーメッシュで構成されている。マウス用人工神経は、坐骨神経に合わせて内径 1mm、外径 2mm、
長さ 7mm とし、ラット用人工神経は、内径 2mm、外径 3mm、長さ 12mm とした。この人工神経は内
層が蜂巣構造であり、細胞の足場としても機能する。我々はこれまでに、この人工神経を用いて
げっ歯類の末梢神経が再生することを報告している。 
 
iPS 細胞から神経前駆細胞への分化誘導：すでに確立されている分化誘導法に従ってマウス iPS
細胞（iPS-MEF-Ng-178B-5 理化学研究所より提供）から、第 2世代の iPS 細胞由来神経前駆細胞
を作製した。 
 
ffLuc 遺伝子導入による移植細胞の標識：上記の神経前駆細胞に蛍光蛋白質融合ルシフェラーゼ 
fluorescent protein fused Luciferase (ffLuc) を遺伝子導入して標識し、インビボイメージ
ングによって移植細胞を追跡可能にした。 
 
人工神経へ iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加播種：iPS 細胞由来神経前駆細胞を人工神経に充填
（1 本あたり 200 万-400 万個）し、人工神経内で 2 週間培養を継続することで人工神経の内壁
に神経前駆細胞を生着させた。これにより、充填した神経前駆細胞はその一部がシュワン様細胞
に分化して人工神経に生着する。 

A:マウス用人工神経外観写真 B:ffLuc 遺伝子導入神経前駆細胞が付加播種された人工神経 
 
坐骨神経欠損を架橋再建：マウスでは、左坐骨神経に長さ 5mm の欠損を作成し、人工神経で架橋
再建した。人工神経の両端に神経断端を 1mm ずつ引き込んで人工神経の内壁に顕微鏡下に 9-0 ナ
イロンを用いて縫合した（下写真）。ラットでは、坐骨神経の欠損長を 10mm とし、同様に人工神
経の両端を 1mm ずつ引き込んで縫合し人工神経で架橋再建した。 

左：マウス坐骨神経 5mm 欠損モデル 右：人工神経による架橋再建 



【実験 1】免疫応答マウス（若齢・老齢）における移植 iPS 細胞由来神経前駆細胞の生存期間を
調査するため、免疫応答若齢マウス（6週齢の雄 C57BL/6 マウス）、免疫応答老齢マウス（96週
齢の雄 C57BL/6 マウス）に長さ 5mm の坐骨神経欠損を作成し、前述の発光蛋白 ffLuc が遺伝子
導入された iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加した人工神経を用いて架橋再建を行った。インビ
ボイメージングを用いて、移植後経時的（移植後 4,7,14,28 日）に移植細胞の生存率を評価した
（実験 1-1）。次に、iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加した人工神経内における神経再生関連因子
の発現を調査するため、免疫応答若齢マウス、免疫応答老齢マウスぞれぞれの坐骨神経欠損に対
して、iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加した人工神経を用いて架橋再建を行った（iPS 群）。対照
群（コントロール群）には人工神経単独で架橋再建を行った。移植後 4日目、7日目で人工神経
内における神経再生関連因子の遺伝子発現について Real time RT-PCR 法を用いて比較した。神
経栄養因子として神経細胞の分化・成熟・生存維持にかかわる脳由来神経栄養因子 BDNF（brain-
derived neurotrophic factor）、神経保護作用・軸索誘導作用を有するグリア細胞由来神経栄養
因子 GDNF（Glial cell line-derived neurotrophic factor）、転写因子として神経に対するス
トレスに反応し細胞周期を制御することで軸索再生を支持するATF3（activating transcription 
factor3）の遺伝子発現を比較した(実験 1-2)。最後に、移植動物の免疫応答によって移植した
神経前駆細胞の生存率に差があるのかについて検証した（実験 1-3）。免疫応答若齢マウス、高
度免疫抑制若齢マウス（6 週齢の雄 NOD/SCID マウス）それぞれの坐骨神経欠損に対して、発光
蛋白 ffLuc が遺伝子導入された iPS 細胞由来神経前駆細胞を付加した人工神経を用いて架橋再
建を行い、移植細胞の長期的な生存についてインビボイメージングを用いて調査した。移植後 4
日、7日、14日、28日、8週、12週、24 週、48 週と経時的に移植細胞の生存率と生存期間を評
価した。 
 
【実験 2】若齢動物由来の血漿成分を人工神経に付加することで末梢神経再生が促進されるかに
ついて検証した。当初、若齢マウス由来多血小板血漿（platelet rich plasma: PRP）の作成を
試みたが、採取可能な血液量と PRP の性状の観点から、人工神経内に充填が容易な若齢ラット由
来多血小板血漿フィブリン（platelet rich fibrin: PRF）を用いて実験を行うこととした。PRF
はラット（12週齢の雄 Wister rat）の心臓から採血した血液を直ちに遠心し PRF を作製した。 
PRF は人工神経の管腔内に充填することで人工神経に付加した。同週齢のラットの左坐骨神経欠
損を、1)Phosphate-buffered saline(PBS)付加人工神経、2)PRF 付加人工神経、3)自家神経の 3
群で架橋再建した。移植後 12 週で下肢運動機能に関しては Print length factor、腓腹筋の複
合筋活動電位を用いて評価し、下肢知覚機能に関しては Von Frey Test を用いて評価した。さら
に、人工神経ならびに自家神経の中央部の軸索再生に関してはトルイジンブルー染色で組織学
的に評価した。 
 
４．研究成果 
【実験 1】 
（実験 1-1）免疫応答マウス（若齢・老齢）における移植 iPS 細胞由来神経前駆細胞の生存期間 
主たる結果：免疫応答下では若齢、老齢マウスいずれにおいても移植した iPS 細胞由来神経前駆
細胞は、移植後 28 日目には消失していた。しかし、移植した iPS 細胞由来神経前駆細胞の生存
細胞数は、若齢マウスの方が老齢マウスよりも多い傾向であった。 
詳細：免疫応答下では若齢マウス、老齢マウス共に、移植後 4,7 日目にかけて移植細胞の生存率
は極大となった後、移植後 14 日目まで移植細胞の発光を確認できた。しかし、移植後 28日目で
は、移植細胞の発光はみられなかった。また、若齢マウスの方が老齢マウスに比べて、生存移植
細胞数は多い傾向であった（下図）。レシピエント動物の加齢は移植した細胞の生存率に影響を
及ぼすことが判明した。 

A：インビボイメージング 上段：若齢マウス、下段：老齢マウス 
B：生存している移植細胞の発光量をグラフ化したもの。移植当日を 100%とした。 
 
（実験 1-2）加齢における iPS 細胞由来神経前駆細胞付加人工神経内の神経再生関連因子の発現
の違い（免疫応答若齢・老齢マウス） 
主たる果：免疫応答下では若齢・老齢マウスいずれにおいても、iPS 細胞神経前駆細胞を付加し
た人工神経内では神経再生関連因子が増大していた。神経再生関連因子は若齢マウスの方が老
齢マウスよりも神経再生関連因子の発現は増加していた。 



詳細：若齢マウスでは、各因子いずれにおいても iPS 群で遺伝子発現が強い傾向がみられ、その
傾向は移植後 4日目でより顕著であった。特に 4日目の ATF3、7日目の BDNF は、コントロール
群に比べて iPS 群において発現が有意に増加していた。老齢マウスでは、若齢マウスと同様、
iPS 群でそれぞれの遺伝子発現が強い傾向がみられ、その傾向は移植後 4 日目で顕著であった。
4 日目の BDNF と GDNF は、コントロール群に比べて iPS 群において発現が有意に増加していた。
すなわち、移植動物が若齢・老齢のいずれであっても人工神経内への iPS 細胞付加によって神経
再生関連因子は増大するが、若齢の方が老齢よりも神経再生因子が増加する傾向があった（下
図）。ATF3 は、若齢動物でその発現が低いと報告されており、若齢動物で発現の低い ATF3 が iPS
細胞付加によってより顕著に増加した。また老齢動物で発現が低下している BDNF、GDNF は、iPS
細胞付加によって顕著に増加した。 

  
（実験 1-3）免疫応答の有無による移植した iPS 細胞由来神経前駆細胞の生存率の差 
主たる結果：高度免疫抑制マウスでは免疫応答マウスに比して、移植した iPS 細胞由来神経前駆
細胞の生存率はより高く、より長期に生存が継続していた。 
詳細：免疫応答若齢マウスでは、移植後 4,7 日目にかけて移植 iPS 細胞の生存率は極大となった
後、移植後 14 日目まで移植細胞の生存を確認できた。しかし、移植後 28日目では移植細胞は消
失していた。一方、高度免疫抑制若齢マウスでは、移植後 28日目以降も移植後 24 週目まで人工
神経内で移植細胞の生存が持続し、最長 48週目でも移植細胞の生存が確認できた（下図）。すな
わち、免疫が高度に抑制された環境では、他家移植された iPS 細胞は最低 1年間生存することが
証明された。ただし完全免疫抑制ではないため、わずかに残る免疫応答によって、移植細胞の生
存率は徐々に低下していた。 



A:免疫応答マウスのインビボイメージング（いずれのマウスでも移植後 28日目には発光が消失） 
B:高度免疫抑制マウスのインビボイメージング（移植後 1年でも発光が持続） 
C:生存している移植細胞の発光量それぞれをグラフ化したもの（赤:免疫応答マウス 青：高度免
疫抑制マウス 生存率は、移植当日の発光量を 100 としてその増減を％で表示して定量化した） 
 
【実験 2】若齢ラット由来 PRF の付加による末梢神経再生促進効果 
主たる結果：若齢ラット由来 PRF を付加した人工神経は若齢ラットにおいて、人工神経の神経再
生を促進した。 
詳細：PRF 付加人工神経群は PBS 付加人工神経群と比較し、腓腹筋の複合筋活動電位の振幅およ
び再生軸索数が有意に増加し、下肢知覚機能も有意に改善した（下図、*:p<0.05）。これは PRF
に含まれる nerve growth factor(NGF)や GDNF などの神経栄養因子によって軸索再生が促進した
ものと考えられた。一方、自家神経移植群が最も運動機能および知覚機能回復が得られ、再生軸
索数も最も多かった。今後さらなる神経再生促進に向けて、人工神経に付加する PRF の濃度や量
について検討する必要がある。また PRF 付加による神経再生促進のメカニズムについて解明し、
老齢ラットにおける PRF 付加効果（アンチエイジング効果）について検証する必要がある。 

 
研究結果総括とその意義 
本研究の結果から、若齢・老齢いずれにおいても iPS 細胞付加によって神経再生促進因子の発

現増大を認めたがその発現増加は老齢動物で低下傾向であり、老齢動物は若齢動物に比べて移
植 iPS 細胞の生存率は低下していた。さらに高度免疫抑制動物の方が免疫応答動物に比べてよ
り長期間移植 iPS 細胞は生存していた。幹細胞を付加した人工神経に関するこれまでの報告で
は、いずれも移植細胞の生存に関しては比較的短期間の検討であった。本研究は免疫応答の有無
による移植幹細胞の生存の違いを解明し、インビボイメージングで移植細胞の長期間生存の確
認を行った初めての研究である。 
これにより、本研究課題の学術的問いの 1つであった「人工神経内に付加/移植した iPS 細胞

由来神経前駆細胞の生存は、移植動物の週齢や免疫状態により左右されるのか」に対する答えを
得ることができた。さらに、若齢ラット由来 PRF を人工神経に付加することによって、若齢ラッ
ト末梢神経再生の促進効果が得られた。若齢動物由来の血漿成分に含まれる豊富な神経再生促
進因子を含有する PRF を人工神経とともに老齢動物に移植すれば、老齢動物の神経再生促進効
果も期待できる。これはもう一つの学術的問いであった「老齢動物においても、人工神経内の環
境を若齢動物と同様の環境となるよう調整すれば、末梢神経再生は維持・促進されるのか」に対
する答えの足がかかりとなる。最終的に、iPS 細胞由来神経前駆細胞と若齢動物由来血液成分を
組み合わせることによって、たとえ老齢動物であっても若齢動物同様に神経再生が得られ、さら
には自家神経移植に匹敵する神経再生が得られる可能性がある。神経移植術の適応/対象が高齢
化している超高齢者社会の本邦において、加齢による神経再生能の低下をいかにして抑えるか
というアンチエイジングの課題に挑戦するための礎となる重要な基礎研究を実施することがで
きた。 
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