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研究成果の概要（和文）：　皮膚由来神経堤幹細胞移植法を用いた糖尿病多発神経障害(DPN)における治療効果
として神経伝導速度の改善と移植部位の細小血管再生が確認された。幹細胞から分泌されるサイトカイン
(PGE2、NGF)と移植部に生着する幹細胞の組織における血管構成細胞への分化がDPN治療効果を果たしていること
が示唆された。
マウス皮膚由来幹細胞移植と同様、ヒトの剥離した乳歯からの歯髄幹細胞(DPSC)の馴化培地（SHED-CM）にて、4
つの画分のうち6kDa未満の画分のみが、DMEMと比較して後根神経節ニューロンの神経突起伸長を有意に促進。
SHED-CMは、糖尿病マウスの感覚神経伝導速度の低下と毛細血管血流を改善した。

研究成果の概要（英文）：Improvement of nerve conduction velocity and regeneration of small blood 
vessels at the transplantation site were confirmed as therapeutic effects in diabetic polyneuropathy
 (DPN) using skin-derived neural crest stem cell transplantation. It was suggested that 
differentiation of cytokines secreted from stem cells (PGE2, NGF) and stem cells engrafted at the 
transplanted site into vascular component cells plays a DPN therapeutic effect.
In secretory factors derived from DPSC (dental pulp stem cells), the neurite outgrowth effect on the
 peripheral nervous system was confirmed in mouse dorsal root ganglion cells. It was suggested that 
VEGF is involved in the mechanism of action. Furthermore, in vivo, it was suggested that low 
molecular weight proteins other than cytokines exert therapeutic effects in DPSC secretion factor.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の成果により糖尿病神経障害の新たな治療法と末梢神経における合併症の発症機転に幹細胞の欠如が関係す
る可能性が示唆された。今後の糖尿病合併症治療に幹細胞移植療法または、幹細胞から産生されるの液性因子が
補充されることで、合併症の進行を止めるだけでなく完治に向けた治療法の確立が可能となることが期待され
る。社会的な貢献としては、糖尿病合併症の重症化でADLの低下した患者の社会復帰を支援、補完する可能性も
ある。そのために、できる限り早期の幹細胞移植療法の実現に向けて更なる科学的根拠を積み上げていく所存で
ある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病多発神経障害(DPN)は、糖尿病患者の約半数に認められ(Dyck PJ, Neurology, 1993)、自
発痛・しびれ感・知覚低下などの感覚障害に加え、一部の患者には足壊疽・切断といった生命
予後悪化をもたらす病態を招く。DPN の発症・進展機序としては、①高血糖に伴う代謝障害(ポ
リオール代謝亢進、神経栄養因子の低下、PKC 活性の変化、AGE 蓄積、酸化ストレス亢進等)
と②血流障害が重要であると考えられている。代謝障害に対する治療として、α リポ酸および
アルドース還元酵素阻害薬epalrestatが一部の国で使用されているが、有用性には限界がある。
血流障害に対する治療では、血管内皮増殖因子 VEGF 遺伝子治療が報告された(Ropper AH, 
Ann Neurol 2009)が、広く臨床に応用されるには至っていない。また、根治療法となりうる再
生医療・細胞移植療法の早期実用化は期待が高まるばかりである。そこで我々は簡便利用可能
でき、また腫瘍化リスクの少ない皮膚幹細胞を球状凝集化した立体構造を持つマウスやヒトの
多能性幹細胞集合体から神経前駆細胞(neural progenitor like cell;以下 NPLC)に分化誘導し、
糖尿病神経障害モデルマウスに移植することで神経障害の改善効果を確認している。本研究で
は、治療メカニズムの鍵となる生化学・代謝シグナル因子の発見や、その相互作用を解明し、
早期臨床応用に繫げていくことを目的とする。以上のように、DPN の改善を目的とした治療
法は確立されておらず、有効な治療法の確立のためには、発症機序の更なる解明が必要と考え
られる。 
 
２．研究の目的 
我々は、DPN の新規病態として、神経終末グリア細胞群の機能不全を仮定し、シュワン細胞
あるいはシュワン系細胞を補充することで DPN が改善されると仮説を立てた。この仮説の検証
のために、まず、DPN における神経終末グリア細胞群機能不全の詳細を解明し、更に、皮膚由
来神経幹細胞から分化誘導したシュワン細胞あるいはシュワン系細胞の移植療法が DPN に有
益性を発揮することを検証し、早期臨床応用に繋げていくことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
5 週齢雄性 EGFP-C57BL/6J より皮膚線維芽細胞を初代培養・球状凝集化し、sDSC を作製。

Nestin 陽性神経前駆細胞（sDSC-NC）を誘導。8 週齢 C57BL/6J を用い、STZ 糖尿病マウス
を作成。STZ投与3カ月後、糖尿病マウスと正常マウスの片側下肢筋に sDSC-NCsを各肢3×104 
cells を移植し、対側には生食を投与。治療前および治療 4週後に Thermal Planter test およ
び下肢神経伝導速度検査を施行。移植治療 4週後、下肢組織における移植細胞の生着確認し、
免疫組織学的解析、ならびにRT-PCRにて非移植組織と移植組織のNGF、PGI2, PGE2, FGF-2, 
VEGF, NT-3, IGF-1 の mRNA 発現を定量。 
ヒトの剥離した乳歯からの幹細胞の無血清培地（DMEM）を用いた馴化培地（SHED-CM）を 48

時間後に収集し、分子量に応じて 4 つの画分に分離。 C57BL / 6J マウス後根神経節ニューロ
ンの神経突起伸長への影響を評価。ストレプトゾトシン誘発糖尿病マウスに、100μLの SHED-CM
または DMEM を週 2回、4週間にわたって片側後肢筋肉に注射。末梢神経機能は、PLANTAR Test、
および運動神経と感覚神経の伝導速度によって評価した。表皮内神経線維密度、毛細血管数対
筋線維比、毛細血管血流および腓腹神経の形態計測によって評価している。 
 
４．研究成果 
 移植後 4週での下肢組織に多数の GFP 陽性細胞(sDSC-NC)の生着確認、腫瘍形成は認めな
かった。糖尿病状態では温覚機能及び神経伝導速度が低下し、sDSC-NC 移植はこの低下を有
意に改善した。細胞移植肢の組織所見において、CD34 or αSMA 陽性の GFP 陽性細胞を認め
たのに対し、神経分化したと考えられる Tuj1＋GFP 陽性細胞は確認できず。これらの結果か
ら、神経生理学的検査所見で認めた神経障害の治療メカニズムは、移植細胞の直接神経分化に
よるものではなく、移植前駆細胞が神経血管周辺細胞に分化し間接的に神経修復機能を発揮し
たと考えられる。同時に、sDSC-NC 移植後組織では NGF mRNA が上昇し移植細胞からの神
経栄養因子等サイトカイン産生が示唆された。 
 マウス皮膚由来幹細胞移植と同様、ヒトの剥離した乳歯からの歯髄幹細胞(DPSC)の馴化培地
（SHED-CM）についても、前述の方法にて DMEM と比較して後根神経節ニューロンの神経突起伸
長を有意に促進した。 SHED-CM の 4つの画分のうち、6 kDa 未満の画分のみが、後根神経節ニ
ューロンの神経突起伸長を促進した。 さらに、SHED-CM は、糖尿病マウスの DMEM と比較して、
感覚神経伝導速度の低下を有意に防止した。 SHED-CM は、表皮内神経線維密度または腓腹神経
の形態改善を認めなかったが、下肢ヒラメ筋内毛細血管数と筋線維の比率および毛細血管血流
を改善した。これらの結果より、DPSC 由来の分泌因子においては末梢神経系への神経突起伸長
効果と in vivo では、SHED-CM 治療においてサイトカイン以外の低分子量タンパクが糖尿病性
神経障害治療効果を発揮していることが示唆された。 
 
今後の課題として、移植細胞の血小板由来成長因子受容体(PDGFR)と血管内皮増殖因子

(VEGF)の発現を確認し、移植後組織内での PDGFR/VEGF 発現細胞動態を観察することで、
血管内皮細胞、血管周皮細胞(間葉系細胞)、平滑筋細胞、グリア細胞の何系統に変化し神経修
復機能を発揮するのかを立証することで、最も効率よく治療効果を発揮する細胞系統を確認す



ることができる。また、乳歯歯髄幹細胞由来分泌因子に存在する神経突起を伸長する因子を同
定することで DPN の修復メカニズムと新規治療法の開発、創薬等への発展を期待する。 
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