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研究成果の概要（和文）：シリコンチューブ内に腓腹動静脈茎、同種無細胞性神経基底膜、骨髄幹細胞を移植し
た神経誘導管を作成し、ラット坐骨神経の20mm欠損を架橋した。結果は新鮮自家神経移植での神経再生とほぼ同
等の神経再生を獲得できた。
同種神経の使用には、移植免疫、感染、倫理問題など解決しなければならない多くの問題がある。我々は、無尽
蔵に採取でき、移植に伴う拒絶反応がなく、また移植倫理で問題のない自家筋肉基底膜に着目した。本研究で
は、同種無細胞性神経基底膜の代わりに自家無細胞性筋肉基底膜をシリコンチューブ内に挿入し、神経再生を観
察した。神経再生にはシュワン細胞が移動できる構造的空間が必要である。

研究成果の概要（英文）：We have created an artificial nerve conduit model made of a silicone tube 
containing a sural vascular pedicle and decellularized allogenic nerve basal lamellae implanted by 
bone marrow derived mesenchymal stem cells. The nerve regeneration through the tube with a 
20mm-interstump gap in a rat sciatic nerve was almost equal to that through a 20mm-long fresh nerve 
isograft. However, the use of allogenic nerves in the clinical setting is associated with several 
big problems that should be solved, including immunological responses, infectious disease 
transmission and ethical problems. The aim of this study was to investigate whether decellularized 
isogenic nerve basal lamellae (DIML) could be a substitute of decellularized allogenic nerve basal 
lamellae (DANL). Nerve regeneration occurred in the DANL and around the DIML. Scaffolds promoting 
nerve regeneration need the space that accommodates Schwann cell migration.

研究分野：手外科、末梢神経外科学

キーワード： 末梢神経再生　人工神経　血行　細胞　足場　成長因子　同種無細胞性神経基底膜　自家無細胞性筋肉
基底膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人工神経を作成するためには、神経再生に適した足場の開発が必須である。足場には、lamininなどの接着因子
のみならず、シュワン細胞の移動を許容する空間が必要であることがわかった。本研究は、今後の人工神経開発
の一助になると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
Lundborgらにより、神経断端をシリコンチューブで架橋するとチューブ内に神経再生がおこる
ことが発見された。しかしながらチューブ内の再生神経は、神経断端を自家神経移植で架橋し
た場合に比較して、再生神経軸索数は少なく，再生軸索直径は細く、神経再生距離も限られて
いると報告されている。 
我々は坐骨神経20mm欠損を、シリコンチューブ管腔内に血管柄、凍結解凍処理した脱細胞化
同種神経基底膜(decellularized allogenic nerve basal lamellae; DANBL)、骨髄幹細胞を移植して神
経欠損を架橋したところ、24週時点でほぼ自家神経移植と同等の神経再生を得た(Kaizawa Y. et 
al. Cell Transplant 2017)。さらに我々は臨床応用を視野にいれて、シリコンチューブを生体分解
性のあるNerbridge外套管にかえたところ、 24 週時点で自家神経移植の70-80%の神経再生を獲
得できた。(Tanaka H et al. Plos1 2021)。 しかし同種神経移植には,感染、 拒絶反応などの生物
学的問題のみならず、同種組織を使用することに対する倫理的問題がある。  
 
２．研究の目的 
今回我々は、DANBLの生物学的、倫理的欠点を補完する方法として，自家脱細胞化筋肉基底膜
(decellularized isogenic muscle basal lamellae; DIMBL)に着目した。筋肉には基底膜が存在し、その
基底膜には lamininなどの接着因子が残存しているため、神経再生の足場として利用できるので
はないかと考えた。われわれの前回研究と同様，ラット坐骨神経 20mm欠損をシリコンチューブ
で架橋し、チューブ内に血管茎、DIMBL，骨髄間葉系幹細胞を移植し、その神経再生を DANBL
と比較することである。 
 
３．研究の方法 
(1) DIBMLチューブの作成 
Lewisラットを用いて腓腹動静脈茎を挙上し、大腿部に翻転し、坐骨神経に20mm欠損を作成
し、それを腓腹動静脈茎含有シリコンチューブ(VCT)で架橋した。  
(2) DIMBL，DANBLの作成 
ラットの大腿四頭筋より筋肉を採取し、液体窒素にてfrozen and thawを3回繰り返して、
1mmX1mmX20mmのDIMBLを作成した。同様にDAラットの坐骨神経を液体窒素処理して、
20mm長のDANBL を作成した。 
(3)骨髄間葉系幹細胞(BMSC)の移植 
Lewisラットの大腿骨、脛骨より骨髄を採取し、in vitroで培養し、5-6 passageのBMSCを作成し
た。VCT内に20mm長のDIMBLと1X107個のBMSCを移植した群(VMC)、VCT内に20mm長の
DANBLと1X107個のBMSCを移植した群(VNC)を作成した。 
(4)移植後 12週、24週の時点で VMC, VNC群それぞれ 8匹の坐骨神経の運動神経伝導速度、足
部内転筋での複合筋活動電位 CMAPを測定した。また 24週での再生神経遠位端から 5mm中枢
部で切片を作成し、トルイジンブルー染色し、有髄神経軸索総数、平均軸索直径を測定した。 
(5)さらに移植前の DANBLと DIMBLの横断切片を作り、エポン包埋して電子顕微鏡切片を作成
した。切片中央部の 100個の基底膜間短径の距離を測定した。 
 
⒋．研究の結果 
(1)電気生理学的解析 
12 週で、CMAP を測定できたラットの数は、VNC７頭、VMC１頭であった。 
24 週では，VNC８頭、VMC４頭であった。 
24 週での運動神経伝導速度は、対側健側坐骨神経の VNC57.2±14.3%、VMC24.2±13.2%であっ
た。CMAP amplitudeは、健側坐骨神経の VNC88.2±21.3%、VMC31.3±16.2%であった。個体数が
少なく統計処理できないが、VMC 内での神経再生は VNC より明らかにに劣っていた。 
(2)移植後 24 週組織形態学的解析 
再生軸索総数  VNC:7120±1930 VMC: 1830±832 
再生軸索直径 VNC:2.84±1.22μm VMC: 1.23±0.57μm 
個体数が少なく統計処理できないが、VMC 内での神経再生は、再生軸索総数、再生軸索直径とも
に VNC より明らかにに劣っていた。また VNC では、神経再生は DANBL の中を、VMC では
DIBMLの外側に認められた。 
(3)電子顕微鏡での基底膜間距離の短径 
DANBL; 5.04±2.22μm、DIMBL; 2.01±1.24μm (p<0.001) 
DIMBL内の基底膜感距離は有為に DANBL内の基底膜感距離より狭かった。 
(4)DANBL、DIMBLの免疫染色 
DANBL、DIMBL の凍結横断雪片を作成し, 抗 laminin 抗体染色を行なった。両組織とも基底膜



上に lamininの存在が確認された。 
 
⒌ 研究の考察 
DIBMLでは、DANBLに比較して、基底膜間の距離が小さく、Schwann cellが DIBMLに侵入で
きなかったものと考えられる。今後の人工神経作成に関して神経再生の scaffoldの作成は、非常
に大きな問題となるが、lamininなどの細胞接着因子の存在のみならず、構造的に Schwann cellが
侵入できやすい空間を持たせた scaffoldの作成が大切と考える。 
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