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研究成果の概要（和文）：神経欠損を伴う末梢神経損傷の治療は、重要な機能を果たしていない末梢神経を自己
の体から採取し、その神経欠損に移植する自家神経移植術が一般的である。この方法では、移植できる神経量に
限りがあり、また神経採取部に神経麻痺を起こす。本実験では、免疫学的に不寛容であるラットから採取した坐
骨神経を免疫反応を避けるため脱細胞化し、そこにシュワン細胞に分化する可能性のある自家骨髄間葉系幹細胞
を移植したものを、ポリグリコール酸線維外套管に挿入して作成した人工神経を作成した。この人工神経ではラ
ット坐骨神経で自家神経の70-80%の末梢神経再生を獲得でき、臨床応用可能と考える。

研究成果の概要（英文）：Autogenous nerve grafting is a gold standard for repair of peripheral nerve 
deficits. However, that is associated with limit of nerve source and followed by neurological 
deficits in the area innervated by the donor nerves. In the current study, a 20 mm gap created in a 
rat sciatic nerve model was bridged using the vascularized polyglycolic acid (PGA) tube containing 
the decellularized allogenic basal lamellae (DABL) with implantation of isogenic cultured bone 
marrow derived mesenchymal stem cells (BMSCs) and 20-mm long autogenous nerve graft (Auto group). 
The DABL was not involved by immunological rejection. Some transplanted BMSCs were differentiated 
into Schwann cell-like cells. Nerve regeneration in our PGA tube was about 70-80% of that in the 
Auto group at 24 weeks. Our PGA artificial nerve is applicable to clinical use in near future.

研究分野： 整形外科、末梢神経外科、末梢神経再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回実験で用いた外套管は，柔軟性があり生体分解性があるため，神経再生後外套管を除去する必要がなく，ま
た屈伸する関節部にも移植できる。
以前の実験(Kaizawa Y. Cell Transplant 2017)では，外套管内に血管茎を挿入していただが、本実験の外套管
の毛細血管透過性のため、血管は外套管の外を沿わすだけで再生神経に良好な血流を付与する事がわかった。ま
た血流の良い場所に移植するのであれば，外套管の周囲に血管茎を沿わす必要が無い。
脱細胞化同種神経は，ほぼ完全にcell debrisを取り除けて，抗原性を示さず、また細胞外マトリックスを保持
でき、移植したBMSCを誘導管内に保持していた。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
我々は神経チューブが長くなれば、チューブ内中央部が疎血環境になることに着目し、腓腹動静脈を
挿入したシリコンチューブでラット坐骨神経を架橋する、血管含有チューブ(VCT)モデルを作成した。そ
の結果、VCT では、神経再生速度を増加させ(Kakinoki R. et al. Neurosci Res 1994)、神経再生距離を 
25mm まで延長させたが(Kakinoki R. et al. Int Orthop 1997)、最終的な神経再生は、血管茎を含有し
ないチューブと有意差がないこともわかった。VCT 内は血流に富み、かつその両端に縫合された神経
断端より様々な神経好性、神経栄養因子が分泌されている。我々は、そのような環境に骨髄間葉系幹
細胞(BMSC)を移植すれば、細胞はその豊富な血流と神経因子により、神経系細胞に分化、増殖し、神
経再生を促進するのではないかと仮説を立て、ラット坐骨神経の 15mm 欠損を、VCT 内に BMSC を移
植したシリコンチューブ(VBT)で架橋するモデルを作成した.その結果 VBT では、VCT や線維芽細胞を
移植した VCT に比較して、有意に良好な神経再生を示した(Yamakawa T, Cell Transplant 2004)。しか
しイヌ尺骨神経 30mm 欠損を、VBT で架橋する実験では、VBT 内での神経再生は、自家神経移植内
での神経再生には及ばないことがわかった(Kaizawa Y. et al. Microsurgery 2015)。そこで我々は、神経
誘導管内での神経再生をより自家神経移植に近づけるには、移植した骨髄間葉系幹細胞や神経断端
からチューブ内へ移動したシュワン細胞の足場の必要性に着目した。DA ラット(RT-1a,inbred) より坐
骨神経を採取し、凍結解凍を繰り返して脱細胞性神経基底膜片を作成した。凍結解凍処理した末梢神 
経片は、細胞成分が除去されて抗原性も少なくなる一方、basal lamina, extracellular matrix が残存す 
るため 、末 梢神 経再 生の 足場、 移植 細胞 の有 利な 足場に なる と考え た。 DA ラ ットと  major 
histocompatibility mismatch の関係にあるルイスラット(RT-11, inbred)の坐骨神経に作成した 20mm 神
経欠損を、DA ラットより採取した凍結解凍処理同種脱細胞性神経片(DABL)を用いて架橋し、さらに腓
腹動静脈を含有したシリコンチューブで同種脱細胞神経片を wrap し，最後に同種脱細胞神経片内に 
3X106 個の BMC を注入して、BMC 移植 DABL と血管茎を含有したチューブ(VBST)を作成した。ルイ
スラットの坐骨神経 20mm 欠損を VBST で架橋した群(VBST 群)と 20mm 長の坐骨神経を切離、反転さ
せて架橋した自家神経移植群(AN 群)の比較では、移植後 24 週で VBST 群は、再生軸索総数，軸索
直径、足部内転筋での M 波の振幅、神経伝導速度のすべてにおいて AN 群の平均値を上回った 
(Kaizawa Y et al. Cell transplant, 2016)。 しかし今回 VBST の臨床応用を考えたところ，以下のような
問題点が浮かびあがった。 1)  凍結解凍して作成した DABL には、組織の debris が残存し，donor か
ら recipient への病原体の移行の可能性が完全に否定できない. 2)  シリコンチューブでは、弾性が強
すぎて，関節部や皮下組織の薄い組織では、皮膚より突出する可能性が否定できず、神経鞘は、ある
程度の弾力性があり，関節運動によりチューブ全体がしなる構造を持ち，かつ生体分解性のある物質
が適当と考えた。 3) ex vivo により培養された BMC を生体に戻す事には、病原体の混入も否定できな
いし、培養 BMC の発癌性も否定できない。 これらの問題を解決し、VBST を改良することで、VBST の
高等動物への応用、さらには臨床応用を視野に，本研究を実施することになった。   
 
２．研究の目的 
日本国内で臨床応用されている Nerbridge ○Rの外套管は、flexibility があり、biodegradable である．本研
究の目的は，この外套管を用いて VBST を作成し、ラット坐骨神経 20mm 欠損を架橋し、その神経再生
を自家神経移植術と比較検討することである。Nerbridge ○Rの外套管で作成した VBST は、ラット坐骨神
経 20mm 欠損モデルで、自家神経と同等もしくはそれに近い神経再生が起こるのではないかと仮説を
立てた。 
 
３．研究の方法 
 
実験１： Nerbridge ○R（Toyobo Co. Ltd, Osaka, Japan）の外套管内の毛細血管透過性に関する実験 
外套管の毛細血管透過性を検討し，あわせて外套管内の神経再生をも検討する。 
（１）手術と実験群 
ラット坐骨神経の 5mm 欠損を長さ 8mm、直径 3mm の外套管で架橋する。続いて下腿より 0.5cmX0.5cm
の皮弁をつけた腓腹動静脈茎を採取する(Kakinoki R. et al. Neurosci Res 1994)。 
E-tube 群: ラット坐骨神経の 5mm 欠損を架橋した外套管の外側に腓腹動静脈茎を沿わせる。 
I-tube 群: ラット坐骨神経の 5mm 欠損を架橋した外套管に縦方向の slit を作成し、tube 内に腓腹動
静脈茎を挿入し、slit を 10-0 nylon 糸で縫合閉鎖する。 
N-tube 群: ラット坐骨神経の 5mm 欠損を架橋した外套管周囲に血管茎をおかない。 
全てのグループで外套管と坐骨神経を 20X20X0.1mm のシリコン膜で覆う。 
（２）Nerbridge ○R外套管の毛細血管透過性に関する検討 
E-tube, I-tube, N-tube それぞれ３匹のラットを使用。術後４週で，それぞれの tube の中央部より凍結切
片を採取し、RECA-1 染色を行い，RECA-１陽性細胞数を測定し、再生神経内の毛細血管形成を比較
検討する。 
（３）電気生理学的、組織形態学的検討 
術後 12 週で外套管内の神経再生を神経伝導速度、足部内転筋 CMAP amplitude の測定した(Kakinoki 
R. et al. Neurosci Res 1994)。遠位の外套管と坐骨神経の遠位縫合部の遠位 5mm で採取した神経切
片をトルイジンブルー染色して、平均有髄軸索直径、平均有髄軸索数、平均髄鞘厚を測定した



(Kakinoki R. et al. Neurosci Res 1994)。 
 
実験２：Nerbridge ○R 外套管にルイスラット骨髄間葉系細胞（BMSC）を移植したルイスラットと major 
histocompatibility mismatch のある DA ラットより採取した作成した同種脱細胞性神経基底膜（DABL）を
挿入した神経誘導管で、ルイスラット坐骨神経 20mm 欠損を架橋し、自家神経にて架橋した群とその神
経再生を電気生理学的、組織形態学的に比較検討する。 
（１）DABL の組織学的検討 
DA ラットより採取した坐骨神経を界面活性剤処理し，さらに γ 線照射を加えた後に凍結乾燥処理した
DABL 片 20mm (Szynkaruk et al. 2013)を作成し，凍結融解を３回繰り返して作成した DABL 片(Ide et 
al. 1983)と電子顕微鏡的にその形態を比較する。また抗ラミニン抗体をもちいて DABL 内の細胞外マト
リックスの残存について検討する(Kaizawa Y et al. Cell transplant, 2016)。 
（２）骨髄間葉系細胞（BMSC）の作成 
GFP 陽性ルイスラットから BMC 採取し、5-7 継代する。 
（３）実験群の作成 
TubeC+ 群：長さ 22mm 直径 3mm の Nerbridge ○Rの外筒管のなかに 3X106 個の BMSC を移植した
20mm 長の DABL を挿入して作成した神経誘導管で、ルイスラットの坐骨神経を 15mm 切除して作成し
た 20mm の神経欠損を架橋する。続いて下腿より翻転した腓腹動静脈茎を外套管に沿わせるように移
植する。 
TubeC- 群: Tube C+ group と同様に作成するが、DABL 内に BMSC の移植をしない群。 
Auto 群: 20m 長のルイスラット坐骨神経を切離し、近位端と遠位端を翻転し直ちに縫合する自家新鮮
神経移植群。 
Allo 群: 20mm 長の DA ラット坐骨神経を切離し、近位端と遠位端を翻転し直ちにルイスラット坐骨神経
に作成した 20mm 神経欠損を縫合架橋する同種新鮮神経移植群。 
（４）電気生理学的、組織形態学的検索 
TubeC+群，TubeC-群，Auto 群を 16 匹ずつ作成し、8 匹ずつ術後 12, 24 週に実験１と同様の電気生
理学的と組織形態学的解析をおこない、これら 3 群間での神経再生を比較検討する。 
（５）脱細胞性同種神経片の拒絶反応 
脱細胞性同種神経片の拒絶反応をみるため、TubeC+, TubeC-, Auto, Allo 群のラット（各３匹づつ）より
移植後 4 週間後に tube 中央より切片を採取し、抗 CD8 免疫染色をおこない CD8 陽性細胞数をカウン
トし，各群間で比較検討する(Kaizawa Y et al. Cell transplant, 2016)。 
（６）移植した BMSC 細胞の Schwann cell-like cell への分化 
偏向顕微鏡で TubeC+群で GFP 陽性細胞が再生神経内に残存している事を確認するとともに、抗 s-
100 抗体で免疫染色を行い移植した BMSC が glia 系細胞へ分化しているかを確認する。(5 匹)  
 
４．研究成果 
実験１ 
E-tube, I-tube では神経再生をみとめたが、N-tube では神経再生は認められなかった。 
（１）Nerbridge ○R外套管の毛細血管透過性に関する検討 
E-tube, I-tube 群での RECA-1 陽性細胞数は、それぞれ 175±37、162±29 でこの２群間に有為差は
無かった。Nerbridge ○R外套管内に、外づけ血管より良好な毛細血管形成がみとめられた。Tube のなか
に血管茎を入れ他場合と Tube への外付け血管で，tube 内の毛細血管形成に有意差はなく、Nerbridge 
○R外套管を神経誘導管として用いる場合は、神経誘導管内に血管を通す必要が無いことがわかった。 
（２）電気生理学的、組織形態学的検討 
E-tube 群，I-tube 群ともに平均有髄軸索直径位、平均有髄軸索数、平均髄鞘厚に有為差は無かっ
た。（表１） 
 

 
実験２ 
（１）DABL 片の組織学的検討 
凍結融解で作成した DABL 片では、細胞の debris、変性したミエリン鞘をみとめた。界面活性剤で作成
した DABL 片には、ほとんど完全に細胞成分が除去されていた。 
（２）DABL 片の細胞外マトリックスの評価 
凍結融解で作成した DABL 片および界面活性剤で作成した DABL 片ともに抗ラミニン抗体陽性で、界
面活性剤で作成した DABL 片にもラミニンの残存が確認できた。 
（３）電気生理学的検索 
12 週の時点では、運動神経伝導速度は Auto 群が、TubeC-, TubeC+群より有為に速かったが，
TubeC-群と TubeC+群の間に有意差を認めなかった。 
足部内転筋の CMAP amplitude については，３群間に有為差は認めなかった。（表２） 
24 週の時点では，Auto 群は、TubeC-群より有為に高値で，Auto と TubeC+群間, TubeC+と TubeC-群
間に有意差を認めなかった。（表２） 
（４）組織形態学的検索 



12 週の時点の平均有髄軸索数と平均有髄軸索直径は、Auto 群が、TubeC-, TubeC+群より有為に高
値であったが，TubeC-群と TubeC+群の間に有意差は認めなかった。平均髄鞘厚については、Auto 群
が、TubeC-群より有為に高値であったが，TubeC-と TubeC+群間，TubeC+と Auto 群間に有意差は認
めなかった。（表３） 
24 週時点で、平均有髄軸索数と平均有髄軸索直径は、Auto 群が、TubeC-, TubeC+群より有為に高値
で，TubeC+群は TubeC-群より有為に高値であった。平均髄鞘厚については、Auto 群が、TubeC-, 
TubeC+群より有為に高値であったが，TubeC-群と TubeC+群の間に有意差は認めなかった。（表３） 
（５）DABL 片の拒絶反応について 
TubeC+, TubeC-, Auto, Allo 群での平均 CD8 陽性細胞数は、32±10, 40±9, 66±11, 123±34 であ
った。Allo 群は他の３群より有為に CD8 陽性細胞数が多く，のこりの３群間に有意差はなかった。この結
果より TubeC+, TubeC-群の DABL には，明らかな免疫学的拒絶反応は認めなかった。 
（６）移植した BMSC 細胞の Schwann cell-like cell への分化 
偏向顕微鏡観察で、TubeC+群で再生神経内に GFP 陽性細胞が残存していた。また抗 s-100 染色で、
抗 s-100 抗体陽性でかつ GFP 陽性細胞が再生神経内に存在し、DABL 内に移植した BMSC が glia 
系細胞に分化していることが確認できた。 
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