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研究成果の概要（和文）：末梢神経再生を促進させる人工神経導管の改良をするために、三次元バイオプリンタ
ーを用いた神経導管の作成を試みた。アルギン酸とナノセルロースを含有したバイオインクおよびゼラチンメタ
クリレートを用いて内径2.5mmの筒状の形状を造形することができた。造形した神経導管の細胞生存率を確認し
たところ、培養3日後までは生存性が減少していき50%程度となるが、その後は回復傾向が認められた。
次に、超音波刺激による神経栄養因子の発現変化を検証した。その結果、末梢神経再生における超音波治療の作
用メカニズムの一つとして、脳由来神経栄養因子の発現上昇が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to improve artificial nerve conduits to promote peripheral nerve 
regeneration, we attempted to create a nerve conduit using a three-dimensional bioprinter. Using 
bioink containing alginate and nanocellulose and gelatin methacrylate, we were able to form a 
cylindrical shape with an inner diameter of 2.5 mm. The cell viability of the sculpted nerve 
conduits was checked, and the viability decreased to about 50% until 3 days after incubation, after 
which a recovery trend was observed.
Next, we examined the changes in the expression of neurotrophic factors by ultrasound stimulation. 
As a result, it was suggested that increased expression of brain-derived neurotrophic factor was 
involved as one of the mechanisms of action of ultrasound therapy in peripheral nerve regeneration.

研究分野： 理学療法学

キーワード： 超音波　物理療法　理学療法　末梢神経損傷　リハビリテーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、三次元バイオプリンターを用いた細胞含有神経導管の作成に成功した。これは末梢神経再生医療の
発展における基盤となる成果となる。また、超音波治療による末梢神経再生に寄与する作用メカニズムとして、
脳由来神経栄養因子の発現上昇の関与を示唆し、さらにその経時的変化を明らかにした。この成果は、超音波治
療の開始時期や継続期間の設定におけるエビデンスを提供する。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
再生医療分野におけるリハビリテーション科学の貢献が期待されている。特に、理学療法などに
よるメカニカルストレスの負荷や調整が、移植された細胞の生着・増殖・分化・機能化を促進さ
せる“治療”として作用する可能性が報告されるようになった。しかしながら、細胞移植後にど
のようなメカニカルストレスを負荷すればよいのか、さらにはその背景にある作用メカニズム
については不明な点が多く、実験動物を用いた基礎的なデータの蓄積が必須である。重篤な末梢
神経損傷の際には、自家神経移植術が選択されるが未だ課題が多い。自家神経を用いることなく、
さらに高い治療効果を生み出す方法の開発が求められている。また、超音波治療（以下、US 治
療）はこれまで末梢神経を含む様々な組織において再生促進効果が既に報告されているが、未だ
その詳細な作用メカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、末梢神経再生を促進させる人工神経導管の改良をするために、三次元バイオプリン
ターを用いた神経導管の作成を試みた。また、US 治療による末梢神経再生促進メカニズムにつ
いて、経時的な遺伝子発現解析によって解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)三次元バイオプリンターを用いた神経導管の作成 
末梢神経再生を促進させる人工神経導管の改良をするために、三次元バイオプリンターを用い
た神経導管の作成を試みた。三次元 CAD データを基に、内径 2.5mm の筒状の形状をアルギン酸と
ナノセルロースを含有したバイオインクを用いて造形した。クロスリンク剤には塩化カルシウ
ム水溶液を用いた。細胞生存性を確認するため、ラット大腿骨由来の間葉系間質細胞を 15 万細
胞/ml 濃度でバイオインクに混合し、導管をプリント後に培養液中で培養した。培養 3 時間後、
1日後、および 7日後の細胞生存率を確認した。続いて生体組織に近いバイオインクを用いて神
経導管を作成するために、ゼラチンメタクリレートを用いた造形を試みた。細胞生存性を確認す
るために、300 万細胞/ml 濃度でゼラチンメタクリレートに混合し、導管を造形後、培養液中で
培養した。培養 3時間後、1～14 日後に細胞生存率を確認した。 
 
(2)US 治療による末梢神経再生促進メカニズムの解明 
人工神経移植治療と US治療の併用による相乗治療効果を検討するための基礎として、US治療の
末梢神経再生作用メカニズムを経時的な遺伝子発現解析にて検討した。 
実験動物として 12 週齢の Lewis 系雄性ラットを用いた。麻酔下で片側の坐骨神経に対して鉗子
で 2 mm 幅の挫滅損傷を作成した。損傷作成後、無作為に US 群と疑似照射群（Sham 群）の 2群
に振り分けた。損傷から 3、7、14、30 日後に坐骨神経を回収し、定量的リアルタイムポリメラ
ーゼ連鎖反応によって遺伝子発現解析を実施した。また、正常コントロールラット（Ctrl 群）
からも坐骨神経を回収し、同様に遺伝子発現解析を実施した。 
 
４．研究成果 
 
(1)三次元バイオプリンターを用いた神経導管の作成 
アルギン酸とナノセルロースを含有し
たバイオインクを用いて造形した人工
神経導管は、壁の厚みの不均一性が確
認され、特にプリントベッド側の壁が
薄くなってしまう現象が認められた。
培養 3時間後、1日後、および 7日後の
細胞生存率を確認したところ、すべて
およそ 100%の生存性を確認した。ゼラ
チンメタクリレートを用いた人工神経
導管の細胞生存率は、培養 3 日後まで
は生存率が減少していき 50%程度とな
るが、その後は回復傾向が認められた
（図 1）。単位面積当たりの生存細胞数
は全期間においてほぼ変化しなかった
ことから、細胞増殖も同時に生じてい
ることが示唆された。本神経導管は、ピ

 
図 1．細胞生存率 
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ンセットなどでハンドリング可能
であり、移植術に耐えられると考
えられる。 
 
(2) US 治療による末梢神経再生促
進メカニズムの解明 
遺伝子発現解析の結果、神経栄養
因子である脳由来神経栄養因子
（BDNF）の発現は、損傷 14 日後に
ピークを迎え、損傷 30日後には減
弱する傾向が認められた。損傷 30
日後、Sham 群では Ctrl 群と比較し
て有意差が認められなくなった
が、US群では依然として Ctrl 群よ
りも有意に高い発現を示した。さ
らに US 群では、損傷 30 日後にお
ける発現が Sham群と比較して有意
に高かった。神経成長因子（NGF）
の発現は、Ctrl 群と比較して US 群
において損傷 3 日後から高い発現
傾向を示し、損傷 7 日後にピーク
を迎えて減少した。低親和性神経
成長因子受容体（NGFR）の発現は、
US群とSham群の間に有意な差は認
められなかった。以上のことから、
Sham群と比較して US群は、BDNFの
発現がより長期にわたって高発現
を維持する傾向が認められた。 
 
以上のことから、末梢神経再生に
対する USの作用メカニズムの一つ
として、BDNF の発現上昇が関与し
ていることが示唆され、臨床応用
するためのエビデンスを提供す
る。今後は、開発した人工神経導管
の移植術と USの相乗治療効果を検
証し、末梢神経再生医療の発展に
貢献する。 
 
 
  

図 2．経時的な遺伝子発現解析 
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