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研究成果の概要（和文）：これまで我々はiPS細胞と人工神経を用いた末梢神経再生に関する基礎研究を行ってきた。
本研究ではGFP遺伝子がノックインされたiPS細胞を用いてハイブリッド型人工神経を作製し、マウス坐骨神経欠損モデ
ルを用いてiPS細胞由来神経前駆細胞の付加による末梢神経再生の促進メカニズムについて検証するとともに、その安
全性についても検証した。人工神経に付加したiPS細胞由来の神経前駆細胞は、マウスに移植後も少なくとも14日目ま
ではシュワン様細胞として人工神経内、特に末梢側の再生軸索周囲に残存しており、軸索再生に寄与していた。また移
植後24週および48週において組織学的に奇形腫の形成は認められなった。

研究成果の概要（英文）：We have developed tissue-engineered nerve conduits in combination with iPS cells 
transplantation for peripheral nerve regeneration. In the present study, we reconstructed peripheral 
nerve gaps in mice using the nerve conduits coated with iPS cell-derived neurospheres and evaluated the 
teratoma formation and localization of engrafted cells histologically. The iPS cell-derived Schwann-like 
cells survived in the nerve conduits, especially around the distal nerve stump, until at least 14 days 
after transplantation. This finding suggests that transplanted Schwann-like cells derived from iPS cells 
may contribute to axon regeneration at the distal side. No teratomas were identified in the nerve 
conduits at 24 and 48 weeks after implantation.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
現在、四肢の末梢神経欠損に対しては自家

神経移植が標準治療であるが、ドナーサイト
の正常神経を犠牲にするという大きな問題
を抱えている。そこでこれまで我々は、自家
神経移植の代替治療方法として人工多能性
幹細胞（Induced pluripotent stem cell 以
下 iPS 細胞）と神経再生誘導管（以下人工神
経）を用いた末梢神経再生の基礎研究を行っ
てきた。平成 21-23 年度の研究（科研費基盤
研究 C 課題番号 21591904 ）結果から、マウ
スの坐骨神経欠損に対して人工神経を用い
て末梢神経再生を行った場合、人工神経に
iPS 細胞由来の神経前駆細胞を付加すること
で、人工神経単独よりも再生軸索が増大し、
マウスの下肢機能回復も促進した。付加した
iPS 細胞が軸索再生の促進に寄与したことが
推察されるが、そのメカニズムについては不
明であった。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、人工神経とマウス坐骨神経欠
損モデルを用いて、iPS 細胞移植による末梢
神経再生の促進メカニズムについてより詳
細に検討し、臨床応用へ向けて、iPS 細胞を
用いた人工神経の安全性（腫瘍化）について
検討した。 
 
３．研究の方法 
 人工神経は生体吸収性ポリマーチューブ
を使用した（図 1）。この人工神経は壁が 2層
構造であり、内層はポリ乳酸とポリカプロラ
クトン（50:50）のスポンジ共重合体、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。サイズはマウスの坐骨神経
に合わせて内径 1mm、外径 2mm、長さ 7mm と
した。この人工神経は内層が蜂巣構造のため
細胞の足場としても機能する。 

マウス iPS 細胞は、GFP 遺伝子があらかじ
めノックインされた iPS- Stm-FB/gfp-99-1
ならびにiPS-MEF-Ng-178B-5を理研から購入
して使用した。過去の報告のとおり、iPS 細
胞から第 2 世代神経前駆細胞を分化誘導し、
in vitroで人工神経に充填し、14 日間培養
を行い人工神経に生着させた（iPS 細胞ハイ
ブリッド型人工神経の完成）。付加した iPS
細胞の性質を評価するために、人工神経の短
軸横断切片を用いて抗 Tuj-1 抗体（未分化神
経マーカー）および抗 S-100 抗体（シュワン
細胞マーカー）を用いた免疫染色を行った。 
次に、オス6週齢のマウス（C57BL/6NCrSlc）

の左坐骨神経に長さ5mmの欠損を作製し、iPS
細胞ハイブリッド型人工神経で架橋再建し
た。切断した神経の断端をそれぞれ人工神経
に 1mm ずつ引き込んで人工神経に縫合した
（図 2）。移植後 4、7、14 日目に人工神経を
採取し、人工神経の長軸横断切片を用いて再
生軸索ならびに移植iPS細胞について組織学
的に評価した。移植 iPS 細胞は Alexa Fluor 
488 で標識された抗 GFP 抗体を用いて、また
再生軸索およびシュワン細胞は抗S-100抗体
を用いた免疫染色によって同定した。いずれ
の免疫染色においても BZ-8000 蛍光顕微鏡
（KEYENCE, Osaka, Japan）を用いて観察を
行った。 

 また移植後 24週および 48週で人工神経を
採取し、中央部横断切片で奇形腫形成の有無
について Hematoxylin-Eosin（以下 HE）染色
で組織学的に評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 人工神経に付加したiPS細胞由来神経前
駆細胞 
人工神経に付加したiPS細胞由来の神経前

駆細胞は抗 Tuj-1 抗体および抗 S-100 抗体が
陽性であった（図 3）。特に抗 S-100 抗体陽性
細胞が多く、iPS 細胞由来神経前駆細胞はシ
ュワン様細胞に優位に分化して人工神経に
生着していた。 

(2) 移植 iPS 細胞の局在 
マウスに移植後の人工神経の組織像（長軸

横断切片）を図 4に示す。移植後 4、7、14
日目では、抗 GFP 抗体が陽性となる移植 iPS
細胞は人工神経の内壁および内層内に残存
していた。特に移植後 14 日目では、これら
移植 iPS細胞は抗 GFP抗体と抗 S-100 抗体が
二重陽性であり、シュワン様細胞としての性



質を保持したまま人工神経内に残存してい
た。またこれらの移植 iPS 細胞は、抗 S-100
抗体が陽性となる再生軸索の遠位断端に遊
走して局在しており、一部は再生軸索内にも
入り込んで存在していた（図 5）。 

(3) 奇形腫形成の有無 
 マウスに移植後 24週および 48週において、
人工神経内に線維束形成をした再生軸索を
認めたが、人工神経の内外に奇形腫形成は認
められなかった（図 6）。 
図 6. 人工神経の組織像（Hematoxylin-Eosin
染色）。Scale bar: 200 μm。左：移植後 24
週、右：移植後 48 週。 

末梢神経再生ではシュワン細胞が非常に
重要な役割を担っている。このため本研究で
もiPS細胞から分化誘導した神経前駆細胞を
人工神経上でさらに 14 日間培養し、シュワ
ン細胞へと分化させて人工神経に生着させ
た。本研究ではシュワン細胞の同定を抗
S-100 抗体による免疫染色で行なったが、シ
ュワン細胞に特異的な遺伝子発現までは検
索していない。そのためシュワン様細胞と表
記したが、今後 iPS 細胞から分化誘導したシ
ュワン様細胞が真のシュワン細胞かどうか
検証する必要がある。また、これら iPS 細胞
由来のシュワン様細胞は、マウスに移植（免
疫抑制剤なし）後 14 日目まではシュワン様
細胞として人工神経内に残存していた。これ
らの移植細胞は特に遠位の神経断端の周囲
に局在しており、一部は再生軸索内にも入り
込んで軸索伸長に貢献していることが示唆
された。Marchesi らの報告によると、人工神
経に付加した細胞（皮膚由来幹細胞）は、遠
位神経断端に作用して軸索再生の促進に寄
与するとされている。このため本研究では、
特に人工神経の遠位部における再生軸索を
評価しMarchesiらと同様の結果であったが、
今後は人工神経の近位部における移植iPS細
胞と再生軸索との相互作用についても検討
する必要がある。 
本研究は、マウス iPS 細胞をマウスに同種

移植（免疫抑制なし）したモデルであり、免
疫抑制下では移植iPS細胞がより長期に人工
神経内で生存する可能性がある。移植 iPS 細
胞が長期に生存することで、移植細胞からの
液性因子による間接的な神経再生促進効果
だけではなく、移植細胞がシュワン細胞とし
て直接再生軸索の髄鞘形成を担う可能性も
あり、神経再生がさらに促進するものと考え
る。今後は iPS 細胞移植を併用した人工神経
の臨床応用に向けて、ヒト iPS 細胞由来の神
経前駆細胞を付加した人工神経の有用性に
ついて、本研究で確立した免疫抑制下での末
梢神経欠損動物モデルを用いて検証してい
きたい。 
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