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研究成果の概要（和文）：歯髄から歯髄幹細胞を得て、胚様体を還流培養し、3胚葉性の胚子様構造体を生育さ
せ、中枢神経原基を作成する技術において、神経導管と血管内在神経束を作製した。マウス顔面神経損傷モデル
を作成し移植後の神経症状評価、組織評価、電気生理学的評価を行い、移植神経束がホストの神経再生を促進さ
せる可能性が示唆された。ネコ脊髄損傷モデルに対する神経束移植の実験系を確立し、神経症状の改善過程を明
らかにするとともに、呼吸機能の電気生理学的評価、組織学的評価を行った。神経導管と血管内在神経束の作成
技術を確立し、これらは末梢神経損傷や脊髄損傷に対する新たな再生医療技術となることを検証することができ
た。

研究成果の概要（英文）：Embryoid bodies derived from dental pulp stem cells  were cultured to grow 
three embryonic germ-like structures to create nerve conduits and vascular intrinsic nerve bundles 
in a technique to create central nerve primordia. A mouse model of facial nerve injury was created 
and post-transplantation neurological, histological, and electrophysiological evaluations were 
performed, suggesting that the transplanted nerve bundles may promote nerve regeneration in the 
host. We established an experimental system for nerve bundle transplantation into a mouse spinal 
cord injury model and clarified the process of improvement of neurological symptoms, as well as 
electrophysiological and histological evaluation of respiratory function. We established a technique
 for creating nerve conduits and vascular intrinsic nerve bundles, and were able to verify that 
these would be a new regenerative medical technology for peripheral nerve injury and spinal cord 
injury.

研究分野： 神経再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
外傷や疾病による脳神経や脊髄神経の障害では、神経支配領域に関わる運動感覚障害、自律神経障害により身体
機能が低下する。広範囲な神経の挫滅や欠損では、顕微鏡下の神経断端吻合は困難である。現行の神経再生で
は、移植神経の長さと太さ、及び運動神経や感覚神経、自律神経の神経機能再生の視点は欠けており、脳神経、
脊髄神経の再生医療には課題がある。本技術は、これらの課題を克服できる技術として開発しており、将来的に
は、第I～XII脳神経や脊髄神経、末梢神経再生のための新たな神経作製技術と、神経機能再生を可能にするた新
たな神経再生医療の技術基盤となる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
外傷や疾病による脳神経や脊髄神経の障害では、神経支配領域に関わる運動感覚障害、自律神

経障害により身体機能が低下する。広範囲な神経の挫滅や欠損では、顕微鏡下の神経断端吻合は
困難である。そのような神経の挫滅欠損には、自家神経移植や神経再生誘導チューブを足場とし
た神経再生が行われている。しかし、自家神経移植は移植片として採取できる長さと太さに限界
があり、手術侵襲が問題である。神経再生誘導チューブは、神経長 40mm、太さ 4mm までしか
対応できず、必要な神経長が長くなるほどホストからの神経再生効果は低下する。さらに、現行
の神経再生には運動神経や感覚神経、自律神経の神経機能再生の視点は欠けており、脳神経、脊
髄神経の再生医療には課題がある。 
 
研究代表者らは、神経再生の課題を解決する医療材料として、歯髄由来間葉系幹細胞に着目し

てきた。体性幹細胞が多いとされるヒト歯髄に、間葉系マーカー(CD20,CD105,CD90)と ES 細
胞マーカー(SSEA-3)が存在し、歯髄幹細胞は多能性を有することを見出した。さらに、歯髄は
第一鰓弓の神経堤由来であるため、他組織由来の間葉系幹細胞よりも中枢神経系細胞への分化
能が高いことを示した。このような増殖能と
多能性をもつ歯髄幹細胞を、Embryotrophic 
factor (Ishikawa.Human cell 2000) か ら
embryo-growth factor を作製し、Hanging 
drop 法により培養すると、その約 20％は胚
様体を形成した。さらにこの胚様体を還流培
養すると、胚様体は発育して約 4 週間後に 3
胚葉性の胚子様構造体を作出させることが
できた(Fig. 1)。このような研究開発の背景を
基に、第 I～XII 脳神経や脊髄神経再生のた
めの新たな神経導管作製技術を開発し、さら
に運動神経や感覚神経、自律神経など、神経
の機能特性に合わせた新たな神経再生医療
の技術基盤を開発する。 

 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、これまでの研究成果を基盤として、歯髄由来の神経系細胞の作成から、脊髄や末

梢神経再生に活用できる血管内在神経束の作成する技術を確立する。また、歯髄幹細胞から 3 胚
葉性胚子様構造体を作出し、胚子様構造体内に多くの容積を占めている中枢神経原基から得ら
れた神経管様の中空索状物を用いて神経導管を作製する技術を確立する。これらの、神経束や神
経導管の構造を組織学的に明らかするとともに、神経損傷動物モデルに移植し、神経再生効果を
検証する研究開発を行い、従来の医療では回復困難であった重症脊髄損傷や、神経移植に課題が
ある末梢神経損傷に対する新たな神経再生医療の基礎的研究を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
歯髄から歯髄幹細胞を得て、胚様体を還流培養することで、3胚葉性の胚子様構造体を生育さ

せる。この胚子様構造体には、中枢神経原基の神経管、メラニン細胞をもつ中脳黒質原基や網膜
原基を認め、さらには心臓、肺、消化管、骨、軟骨、皮膚、そして歯の原基も存在する。胚子様
構造体の中枢神経原基には、とぐろを巻くよう
な神経管様の中空索状物が出現しており、これ
を採取した(Fig. 2)。この神経管様の中空索状
物の還流培養を継続し、神経再生医療に十分な
長さを持つ神経導管を作成した。血管内在神経
束は、歯髄から神経系細胞を分化誘導し、歯髄
由来神経系細胞を作製する過程において、グリ
ア幹細胞から希突起膠細胞とシュワン細胞を
採取した。それらの細胞と血管内皮細胞を用い
て、脊髄・末梢神経の移植に使用できる血管内
在神経束（バイオナーブ: 商願 2021-017100）
を作成した。組織学的解析として、細胞の評価
は、Nestin,β3tubulin,MAP2,NeuN（神経幹細



胞～未熟・成熟神経細胞）、GFAP、Oligo2、Iba1（グリア細胞）により評価し、シナプス結合は
NF200（有髄神経）、Synaptophysin と PSD95 (Pre-,post-synaptic marker)により評価し、神経
導管と血管内在神経束を構成する細胞の特性を明らかにした。マウス顔面損傷モデルに対する
血管内在神経束移植では、Whisker movement により神経症状評価、神経線維の組織評価、血管
内在神経束の活動電位の評価を行った。脊髄損傷に対する移植試験は、ネコの脊髄半切による脊
髄損傷・呼吸運動障害モデルにより、血管内在神経束移植 3ヶ月経過後の損傷側の前後肢運動麻
痺、及び呼吸運動障害の回復を検証した。延髄呼吸中枢から脊髄呼吸中枢、及び横隔神経への呼
息性ニューロンと吸息性ニューロンの活動電位を評価した。また、移植した血管内在神経束が、
ホスト脊髄との神経回路の再構築を組織学的に検証した。 
 
４．研究成果 
 
歯髄から歯髄幹細胞を得て、胚様体を還流培養し、3胚葉性の胚子様構造体を生育させ、中枢

神経原基の神経管、中脳黒質原基、網膜原基、心臓、肺、消化管、骨、軟骨、皮膚、歯など各種
の原基を作成する技術において、培養条件を変えることで、これらの原基の発育に変化があるこ
とを発見した。そのため、各種器官の原基を作成させるための培養条件の最適化を進め、その結
果をもって、特許出願するための明細書の作成を進めた。歯髄幹細胞から、神経系細胞を分化誘
導し、血管内皮細胞、周皮細胞、シュワン細胞、オリゴデンドロサイト、線維芽細胞を用いて、
末梢神経用と中枢神経用の血管内在神経束を作製した。この技術は特許出願後に、PCT 出願から
指定国移行へ権利化申請を進めた。作製した血管内在神経束を用いて、動物モデルを用いた神経
移植の基礎的実験を行った。作製した血管内在神経束は、電気生理学的評価で活動電位が得られ
ること、神経線維、シュワン細胞（末梢神経用）、オリゴデンドロサイト（中枢神経用）、血管内
皮を含むことを組織学的に確認し、作成した神経束内に、血管網が形成されていることを明らか
にした。マウス顔面神経損傷モデルを作成し移植後の機能評価として Whisker movement の改善
が得られることを確認し、組織評価では、移植神経束がホストの神経との連続性を保ちながらホ
ストの神経再生を促進させる可能性が示唆された。ネコ脊髄損傷モデルに対する神経束移植の
実験系を確立し、神経束移植後の呼吸機能評価として、延髄孤束核からの移植神経束を介した肋
間筋や横隔膜の活動電位を評価する実験系を確立した。ネコの頚髄の半切モデルを作成し、中枢
神経用血管内在神経束を移植し、ネコの神経症状の改善過程を明らかにするとともに、呼吸機能
の電気生理学的評価では、延髄から脊髄にかけての吸息性ニューロン、呼息性ニューロン刺激を
行い、横隔神経の活動電位を評価する実験系を確立し、脊髄損傷後の血管内在神経束が脊髄再生
を促進させる過程を評価することができた。組織学的評価では移植神経束内に、神経線維と血管
内皮が生存していることを確認することができた。神経導管と血管内在神経束の作成技術を確
立し、これらは末梢神経損傷や脊髄損傷に対する新たな再生医療技術となることを検証するこ
とができた。 
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