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研究成果の概要（和文）：マウスの坐骨神経欠損部を1) 人工神経単独（C群）、2) 人工多能性幹細胞ハイブリッド型
人工神経（I群）、3) 線維芽細胞増殖因子を付加した人工多能性幹細胞ハイブリッド型人工神経（I+F群）、4) 神経移
植（A群）の4群で架橋再建を行った。12週までのマウスの下肢運動・知覚機能は、A群、I+F群並びにI群、C群の順に良
好な回復を示した。12週目の人工神経および移植神経の組織像ではA群、I+F群、I群、C群の順で統計学的に有意に多く
の再生軸索を認めた。人工神経による末梢神経の再生医療では、人工神経を足場として細胞と成長因子の両者を組み合
わせることによって、末梢神経の再生が促進される。

研究成果の概要（英文）：For peripheral nerve repair, various modifications have been explored. Here, 
sciatic nerve gaps in mice were reconstructed in the following groups: nerve conduit alone (C group), 
nerve conduit coated with induced pluripotent stem cell (iPSc)-derived neurospheres (I group), nerve 
conduit coated with iPSc-derived neurospheres and basic fibroblast growth factor (bFGF)-incorporated 
gelatin microspheres (I+F group), and autograft (A group). The fastest functional recovery and the 
greatest axon regeneration occurred in the A group, followed in order by the I+F group, I group, and C 
group until 12 weeks after reconstruction. Thus, peripheral nerve regeneration using nerve conduits and 
functional recovery in mice were accelerated by a combination of iPSc-derived neurospheres and a bFGF 
drug delivery system. The combination of all three fundamental methodologies was essential and useful for 
peripheral nerve regenerative medicine.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 
 末梢神経欠損に対しては従来から自家神
経移植による治療が行われてきた。しかし自
家神経移植に伴う正常神経の犠牲や採取長
の制限などの問題がある。そこでこれらの問
題を克服すべく、末梢神経再生が期待できる
様々な人工神経の開発が行われてきた。さら
に神経再生の促進に向けて、シュワン細胞や
神経幹細胞などの細胞が人工神経を足場と
して付加されてきた。一方、成長因子として
Nerve growth factor や Basic fibroblast 
growth factor（以下 bFGF）をドラッグデリ
バリーシステム（以下 DDS）とともに人工神
経に付加する試みも進められてきた。 
しかし、人工神経に細胞と成長因子の両者
を同時に導入した末梢神経の再生医療の研
究はこれまでに行われていない。 
 
２．研究の目的 
 これまで我々は独自に人工神経の開発を
行い、人工多能性幹細胞（induced 
pluripotent stem cells 以下 iPS 細胞）由来
の神経前駆細胞塊（以下 neurosphere）を付
加したiPS細胞ハイブリッド型人工神経に関
する研究、あるいは bFGF-DDS を併用した人
工神経に関する研究を行ってきた。今回、人
工神経を用いた末梢神経再生の更なる促進
を目指して、iPS cell delivery system と
bFGF drug delivery system を併用し、足場
としての人工神経に細胞と成長因子の両者
を導入した人工神経を作製し、マウス坐骨神
経欠損モデルにおける末梢神経再生につい
て検討した。 
 
３．研究の方法 
 人工神経は、マウスの坐骨神経のサイズに
合わせた生体吸収性のポリマーチューブ（内
径 1mm 外径 2mm 長さ 7mm）とした（図 1）。人
工神経の管腔壁は 2層構造であり、内層はポ
リ乳酸とポリカプロラクトンの共重合体ス
ポンジで構成され、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おり、人工
神経の強度を補強した作りとなっている。 

 
この人工神経に iPS 細胞由来の
neurosphere を付加した iPS 細胞ハイブリッ
ド型人工神経を作製した。iPS 細胞は、Oct3/4, 
Sox2, Klf4 の 3 因子で樹立した iPS 細胞株
（iPS-MEF-Ng-178B-5. 理研 BRC から提供）
を使用し、すでに確立されているプロトコー
ルに従って iPS 細胞から胚細胞へ、さらに分
化誘導して primary neurosphere を作製した。

そして primary neurosphere を継代し
secondary neurosphere を作製した。完成し
た secondary neurosphere（4.0×106個/本）
を人工神経内腔に充填し、インキュベーター
内で人工神経ごと 14 日間静置し、iPS 細胞ハ
イブリッド型人工神経を作製した。本研究で
は人工神経に付加する neurosphere として、
シュワン細胞を含めたグリア細胞へと分化
誘導した状態であるneurosphereが望ましい
と考えたため、secondary neurosphere を使
用した。 
次に iPS 細胞ハイブリッド型人工神経に
bFGF-DDS を付加した。成長因子として、現在
褥瘡・皮膚潰瘍治療剤として市販されている
ヒト bFGF 製剤（Fibrast spray, Kaken 
Pharmaceutical Co. Ltd., Tokyo, Japan）
を使用した。bFGF-DDS の担体としてゼラチン
（京都大学再生医科学研究所田畑教授から
提供）を使用した。このゼラチンは含有率
95vol%で直径約 10-30μmの非常に小さな粒
子構造となっており、bFGF などの成長因子を
吸着することが可能である。マウスに移植前
に、人工神経 1本当たり bFGF100μg を吸着
したゼラチン 5mg を、ピペット操作で iPS 細
胞ハイブリッド型人工神経に追加播種を行
い、bFGF を付加した iPS 細胞ハイブリッド型
人工神経を作製した。 
マウス（C57BL/6NCrSlc、オス 6週齢、Japan 
SLC, Inc., Hamamatsu, Japan）の左坐骨神
経に作成した 5mmの神経欠損部を以下の 4群
で移植再建した。 
(1) C 群; 人工神経単独で再建（n=18） 
(2) I 群; iPS 細胞ハイブリッド型人工神
経で再建（n=18） 
(3) I+F 群; bFGF 付加 iPS 細胞ハイブリッ
ド型人工神経で再建（n=8） 
(4) A 群; 自家神経移植で再建（n=8） 
C 群、I群、I+F 群は、遠位・近位の各神経断
端を人工神経断端に 1mm ずつ引き込み、内層
面に9-0ナイロンで顕微鏡下にマットレス縫
合した（図 2）。A群は 5mm 長で切離した坐骨
神経を 180°回転させて、各々の神経断端に
9-0 ナイロンで顕微鏡下に端々縫合した。 
以上の4群で坐骨神経欠損を移植再建した
後、マウス患肢の知覚・運動機能回復につい
て経時的（4, 8, 12 週）に比較検討した。知
覚機能については、Derby らの報告に基づき、
患側足趾が 50℃の温熱水を感知して足指を
逃避させるまでの時間（Time of foot 
withdrawal reflex）を指標として、1匹あた
り 3回測定しその平均値を算出した。運動機
能については、Georgeらの報告に基づきfoot 
print を用いて、患側(experimental print 
length; EPL)と健側(normal print length; 
NPL)の足趾長から導いた Print Lengths 
Factor (PLF = (EPL-NPL)/NPL)を指標として、
1匹あたり4点計測しその平均値を算出した。
移植後 12 週で人工神経および移植神経を採
取し、中央部横断切片で組織学的評価を行っ
た。再生軸索の評価ために神経細胞マーカー



である抗 neurofilament protein（NFP）抗体
（DAKO, Tokyo, Japan）による免疫染色を行
い、画像処理ソフト（WinROOF, Mitani, Tokyo, 
Japan）を用いて定量評価を行った。統計学
的検討は分散分析（Fisher’s Protected 
Least Significant Difference (PLSD) test）
を用い、P < 0.05 を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
 移植後 12 週の肉眼写真では、移植した人
工神経は圧潰することなくチューブとして
の形態を維持していた（図 2）。また神経移植
を行った坐骨神経の連続性は保たれていた。 

 
(1)下肢機能回復（図 3） 
知覚機能回復の結果は、4, 8, 12 週のいず
れにおいても A群、I+F 群、I群は C群に比
較して Time of foot withdrawal reflex 値
が統計学的に有意に低かった。8, 12週では、
A群、I+F 群、I群の順に Time of foot 
withdrawal reflex 値が低くなる傾向を認め
た。運動機能回復の結果は、4, 8, 12 週のい
ずれにおいても A群、I+F 群、I群は C群に
比較して PLF 値が統計学的に有意に低く、A
群は I+F 群、I群に比較して PLF 値が統計学
的に有意に低かった。I+F 群は I群に比較し
て、PLF 値が低くなる傾向を認めた。 

(2)組織像（図 4） 
移植後 12 週で採取した人工神経および移
植神経の中央部横断切片を用いて抗NFP抗体
で免疫染色を行った結果、抗 NFP 抗体陽性の
再生軸索が全ての群で認められた。 

 
これら抗NFP抗体陽性軸索数の定量結果は、
A群、I+F 群、I群、C群の順に統計学的に有
意に大きい値であった（図 5）。 

 
 本研究は足場としての人工神経に、細胞と
して iPS 細胞由来 neurosphere を用い、さら
に成長因子として bFGF を追加付加すること
で末梢神経再生が促進した。移植した
neurosphere はシュワン様細胞へ分化可能で
あり、実際に移植前には人工神経上でシュワ
ン様細胞として生着していることを既に確
認は行っているが、移植後どのように末梢神
経再生促進に関与しているかについては未
だ不明である。また付加した bFGF が直接シ



ュワン様細胞の増殖に関与しているのか、あ
るいは血管新生作用やサイトカインなどを
介して間接的に神経再生に関与しているの
か、その詳細なメカニズムについても不明で
ある。今後、移植した iPS 細胞由来
neurosphereおよび付加したbFGFが実際にど
のように末梢神経再生に関与しているのか、
その詳細なメカニズムの解明を行う必要で
ある。 
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