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研究成果の概要（和文）：本研究では配向性コラーゲンチューブ (Oriented collagen tube : OCT) をラット坐
骨神経切除モデルに移植し、神経の組織学的回復および感覚機能の回復を評価した。OCT移植群は移植後2週で患
側足底の感覚が偽手術群と同程度まで回復した。H.E染色、TB染色では移植後2週間で神経の接合を認めた。免疫
染色では移植後4週で髄鞘の再生を認めた。またOCT移植群は健側と比較して多くの新生血管の増殖を認めた。透
過型電子顕微鏡での観察では移植後4週で髄鞘の再生を認めた。以上の結果より末梢神経障害に対しOCTを移植す
ることは組織学的回復および感覚機能の回復に有用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：ResultsThe sensory reflexes of the OCT group were restored to the level of 
that of the　intact group after 15 days. Hematoxylin and eosin staining revealed the cross-linking 
between the proximal and distal stumps after 2 weeks. After 4 weeks, Luxol Fast Blue and 
immunohistochemical staining revealed the presence of myelin sheath from the proximal to distal 
region of the regenerated tissue and S100B staining confirmed the presence of Schwann cells. 
Interestingly, no myelin sheath was ultrastructurally observed around the regenerated axons at the 
central region after 2 weeks.Conclusions：These results suggest that OCTs facilitate the recovery of
 sensory function. Additionally, the non-myelinated axons contributed to the recovery of the sensory
 function.

研究分野： 神経科学

キーワード： 末梢神経再生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経の損傷は支配領域の神経組織、結合組織および筋組織の機能的、形態学的変化をもたらす。軸索の断裂
を伴う損傷を受けた場合には、自然回復は困難であり、患者のQOLは著しく低下する。このような有害事象が生
じた場合には、従来の外科的治療法の適応となるが、高度な技術や長い手術時間が必要である。今回われわれが
開発したOriented collagen tube (OCT)による治療は従来の外科的治療法と比較して患者への身体的負担が少な
く、末梢神経障害治療の新たなデバイスとなる可能性があると考えられる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 下歯槽神経は三叉神経下顎枝の終枝のひとつである。下顎智歯の歯根は下顎管と近

接しているため、埋伏した下顎智歯を抜歯する際には下歯槽神経を損傷することがあ

り、慢性的な下歯槽神経麻痺が生じる主な原因となっている。そして、下歯槽神経の

損傷はさまざまな症状と関連し、生活の質を低下させる。 

末梢神経が断裂した症例では自家神経移植を含む外科的治療を要するが、中等度の

挫滅症例では対症療法が適応されている。このような治療法はヒトではしばしばおこ

なわれるが、下歯槽神経の再生研究に科学的に適した動物実験モデルは存在しない。 

２．研究の目的 

 近年、従来の外科的治療法に加え、神経再生誘導チューブを用いた方法や細胞移植

療法が末梢神経再生の治療法として注目されている。 

① 神経再生誘導チューブを用いた方法 

Fujimaki らは配向性コラーゲンチューブ (Oriented Collagen Tube; OCT) をラット

坐骨神経切除モデルに移植し、有意に歩行機能が回復したことを報告している。今回

われわれは、ラット坐骨神経切除モデルに OCT を移植することによる感覚機能の回復

を評価することを目的に解析をおこなった。 

② 細胞移植療法 

シュワン細胞を利用した細胞治療は末梢神経の再生を促進する可能性が大きい。そこ

で１）臨床に即した新規動物実験モデルを開発し、２）そのモデルを利用したシュワ

ン細胞の移植効果を検討することとした。 

３．研究の方法 

①神経再生誘導チューブを用いた方法 

 13 週齢の雄性 SD ラット坐骨神経に 10 mm の欠損を作成し、OCT 内に縫合した。ラッ

トの患側足底部の知覚機能を調べるために von Frey test を術後３日から 15 日まで、

３日毎に実施した。OCT 移植後２週および４週でヘマトキシリン・エオジン (H&E) 染

色およびルクソール・ファストブルー (LFB) 染色を行い、神経中央部の厚さ、走行す

る血管の数、LFB 陽性面積を計測した。抗 Myelin basic protein (MBP) 抗体、抗 S–100B

抗体および抗 CD34 抗体を用いて免疫組織化学をおこない、それぞれ再生した髄鞘、シ

ュワン細胞の分布および血管内皮細胞の存在を解析した。微細構造学的解析として

JEM-1400 Plus system.を用い、坐骨神経の髄鞘の厚さをランダムに選択し、その厚さ

を計測し比較をおこなった。統計解析にはエクセル統計を使用した。H&E 染色におけ

る神経中央部の厚さの比較と、抗 CD34 抗体における血管直径の比較には Student’s 

t-test を用いた。von Frey test による知覚機能の回復の評価、LFB 染色、抗 MBP 染

色および抗 S-100B 染色での各領域における陽性反応面積の比較、透過型電子顕微鏡に

よる髄鞘の厚さの比較にはTukey検定による一元配置

分散分析を用いた。 

②細胞移植療法 

４週齢の雄性 SDラット下顎右側第一臼歯を抜去し、

抜歯窩から虫ピンを下顎下縁に達するまで挿入（図１

C, D, G, H）して下歯槽神経 (IAN)を損傷した。抜歯

窩より虫ピンを取り外した後、GFP または SD シュワン

細胞（4.0 × 105個／SCM４μL）を抜歯窩に注入した。 
図 １ 



 次に von Frey test による知覚機能評価、マイクロコンピューター断層撮影（マイ

クロ CT）による骨形態分析を行った。H＆E染色し、術後１週および２週の遠心根の抜

歯窩に形成された新生骨を、ImageJ を用いて解析した。また、術後２週の横断された

下顎管内に再生した IAN の最大直径を測定して再生程度を解析した。抗 MBP 抗体を使

用して髄鞘の観察を、抗 S-100B 抗体を使用してシュワン細胞の分布を、抗 GFP 抗体を

使用して移植されたシュワン細胞を同定した。IAN 中の MBP 陽性髄鞘数および S100B

陽性領域を ImageJ (NIH) で計測した。 

４．研究成果 

①神経再生誘導チューブを用いた方法 

von Frey test による知覚機能評価で、OCT 移植群は術後６日から９日の間で 50%反応

閾値の低下を認め、術後 15 日の 50%反応閾値は sham 群の 50%反応閾値と同程度の数値

を示した。 

OCT 移植後２週で、中枢側と末梢側の両神経断端が連続した。再生した坐骨神経の神

経中央部に充血を認めた 。再生神経の太さを OCT 移植後２週と４週で比較すると、OCT

移植後４週のほうが太かった。切除のみ群では、術後４週が経過しても両神経断端の

連続を認めなかった。 

H&E 染色を観察すると、OCT 移植後２週で中枢側と末梢側の両神経断端の連続を認めた。

再生した神経の中央部の太さはOCT移植後２週よりもOCT移植後４週の方が太かった。

この所見から再生した神経中央部の直径を計測して OCT 移植後２週と４週とで比較し

てみると、OCT 移植後４週の方が有意に大きかった。高倍率で、OCT 移植後４週では髄

鞘様組織の存在を観察することができた。LFB 染色において、OCT 移植後２週では再生

神経の中枢側にのみ LFB 陽性反応を示したが、４週になると中枢側、神経中央部およ

び末梢側にかけて LFB 陽性反応を示す領域が認められた。OCT 移植後４週では OCT 移

植後２週と比較すると、再生神経の中枢側、中央部、および末梢側のすべての領域で

LFB 陽性領域の面積が有意に広かった。しかし、健側の坐骨神経と比較すると、OCT 移

植後４週の再生神経では、すべての領域で LFB 陽性領域の面積が有意に狭かった。OCT

移植後２週では再生神経の中枢側にのみに MBP 陽性反応を示し、OCT 移植後４週にな

ると中枢側、神経中央部および末梢側にかけて MBP 陽性反応を示す領域を認めた。OCT

移植後４週では OCT 移植後２週と比較すると、再生神経の中枢側、中央部、および末

梢側のすべての領域で MBP 陽性領域の面積が有意に広かった。しかし、健側の坐骨神

経と比較すると、OCT 移植後４週の再生神経では、MBP 陽性領域の面積が有意に狭かっ

た。OCT 移植後２週では再生神経の中枢側にのみに S-100B 陽性反応を示す領域を認め

たが、４週になると再生神経の中枢側、神経中央部および末梢側にかけて S-100B 陽性

反応を示す領域を認めた。OCT 移植後４週では移植後２週と比較すると、再生神経の

中央部および末梢側の領域で S-100B 陽性領域の面積が有意に広かった。しかし、OCT

移植後２週と４週の再生神経の中枢側の S-100B 陽性領域の面積には有意な差はなか

った。また、健側の坐骨神経と比較すると、OCT 移植後４週の再生神経では、すべて

の領域で S-100B 陽性領域の面積が有意に狭かった。また TEM により再生神経の中央部

における髄鞘の存在を確認し、その厚みを計測した。OCT 移植後２週では再生神経の

中央部には無髄軸索の存在を認めたが、髄鞘の存在は認めなかった。再生した髄鞘の

厚さを計測すると、OCT 移植後４週の再生神経および健側の坐骨神経での平均値はそ

れぞれ、0.423±0.107μm、および 2.151±0.477μm であった。OCT 移植後４週になる



と再生神経に髄鞘の再生を確認できたが、その厚みは健側の坐骨神経の髄鞘と比較す

ると有意に薄かった。 

②細胞移植療法 

逃避反射閾値 (HWT) は術後７日目に低下をし始めた。そして、術後８および９日目に

なると、Cell group の HWT は Injury group よりも有意

に低くなった。しかし、術後 10 日目になると、両群の

HWT は有意な差を認めず、control group の HWT と同等

までに低下した（図２）。 

抜歯窩の治癒過程をマイクロCT画像で観察するために、

術直後、術後 1週および２週で撮影した（図３A-F）。 

下顎管に着目すると術後２週で Cell group では下顎管上壁

部において放射線不透過像を認めた。 

次に抜歯窩の治癒過程に着目した。Cell group における

術後２週での抜歯窩の放射線不透過領域は Injury group よ

りも多かった。当該領域の骨量と骨塩密度 (BMD) を測定し

たところ、Injury group と Cell group における骨量と BMD

は、術後１週および２週でも有意な差を認めなかった (図３

G, H)。 

 

抜歯窩の治癒過程を術後１週および２週を H&E 染色した組織像

で比較検討した。低倍率の組織像（図４A-D）を観察すると、術

後１週において、 

新生骨は歯槽頂に達するまでに形成されていた。骨梁の幅は、術

後１週よりも術後２週になると大きくなっていた。新生骨の面積

を ImageJ で比較すると、術後１および２週において、Cell group

の骨面積は Injury group よりも有意に大きかった（図４E）。下

顎管横断像の形状は、Injury group において術後１週では円形

を呈しておらず（図４A）、術後２週になると円形を呈した（図４

B）。一方、Cell group では術後１週で円形を呈していた（図

４C）。 

高倍率の組織像を観察すると、Injury group では術後

２週においても線維性骨を認め、また骨組織に並ぶ骨芽細

胞の形態は立方状を呈した（図５B）。Cell group では術後

1週では線維骨であったが、術後２週になると同心円状の

層板骨で形成されており、骨組織に面して並ぶ骨芽細胞の

形態は扁平であった（図５C, D）。さらに、術後２週になると、

層板骨中の骨細胞は同心円状に配置されていた（図５D）。 

移植した SCs の存在を検出するために、抗 GFP 抗体を用いて免疫組織化学的解析を

実施した。GFP 陽性である SCs は、新たに形成された結合組織中および骨組織に面し

て存在することが確認された（図 1０A, B）。 

図 ４ 

図 ５ 

図 ２ 

図３ 



下顎管を高倍率で観察すると、両群において、術後１週で

は下顎管の周囲はまだ骨梁で取り囲まれていた（図６A, E）。

Injury group において、術後２週でも下顎管の上壁を構成

する骨は形成されていなかった（図６C）。一方、Cell group

において、術後 1週では下顎管の上壁はまだ形成されてい

なかった（図６E）が、術後２週になると、下顎管の上壁

は形成されていた（図６G）。 

IAN の再生を観察するために、術後１週および２週の下顎

管内に存在する組織像を観察し、Injury group および Cell 

group で比較検討した。低倍率で組織像を観察すると、両

群ともに術後１週で下顎管内に再生した組織を認

めた（図４A, C）。高倍率で観察すると、再生した

組織には末梢神経様組織の横断像を認めた（図６）。

両群の術後２週における再生 IAN の直径を ImageJ

で測定したところ、再生した IAN の神経線維束の直

径は Injury group よりも Cell group が有意に大き

かった（p < 0.05）（図４F）。 

末梢神経様組織を抗 MBPおよび抗 S100B 抗体を用

いて免疫組織化学を実施し、髄鞘およびシュワン細

胞の存在を確認した。術後２週目で再生した IAN を

観察してみると、Cell group では MBP 陽性髄鞘が多

数存在することを確認できたが、Injury group では

MBP 陽性髄鞘がわずかに存在していた（図７B, D）。

そこで、両実験群において MBP 陽性髄鞘の数を計測

したところ、術後２週における MBP 陽性髄鞘の平均

数は Injury group よりも Cell group が有意に多か

った（p < 0.05）（図９A）。また、両群における再

生 IAN 中の S100B 陽性領域を ImageJ（NIH）で測定したところ、術後１週および２週

における S-100B 陽性領域の面積は、Injury group よりも Cell group が有意に大きか

った（p < 0.05）（図８, ９B）。また、移植した SCs の存在を検出するために、抗 GFP

抗体を用いて免疫組織化学的解析を実施した。GFP 陽性である SCs は、術後１および

２週で再生した IAN 中の髄鞘に主に存在することが確認された。 

 

図 ６ 

図 ７ 

図 ８ 
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