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研究成果の概要（和文）：人工神経のより有効な使用法を検討するため、端側神経縫合によるシュワン細胞充填
を施行し、その有用性について検討を行った。トランスジェニックマウスの坐骨神経を用いて検討を行ったが、
人工神経の硬さやマウスの坐骨神経の短さゆえに、一定したモデル作成が困難であった。その為、モデルをラッ
トに変更し、軸索が蛍光発色するトランスジェニックラット（Thy1-GFPラット）を米国の研究室から特別に譲渡
頂き実験を継続した。
　その結果、端側神経縫合によるシュワン細胞遊走群の方が遊走を行わない群に対して、軸索やシュワン細胞の
面積率が高い傾向にあった。ただし、人工神経独特の自己融解現象に伴なう固有の難しさも存在した。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the more effective use of artificial nerves(AN), we 
utilize the end-to-side neurorrhaphy as Schwann cells provider to the AN and evaluate how it affect 
to the axonal regeneration.We examined a bilateral end-to-side neurorrhaphy model using the sciatic 
nerve of transgenic mice in which axons or Schwann cells have fluorescence. However, due to the 
stiffness of the AN and the shortness of the sciatic nerve of the mouse, it was difficult to create 
uniform animal models.Therefore, we switched animal model from the mouse to the rat, and transgenic 
rat whose axons were fluorescenced was specially transferred from a laboratory in the United States 
and further experiment was conducted.
 As a result, the area ratio of axons and Schwann cells tend to be higher in the Schwann cell 
migrated model with end-to-side neurorrhaphy. However,there were also inherent difficulties 
associated with the autolysis phenomenon of the AN and further investigation seems to be required.
  

研究分野： 再建外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在人工神経の適応は3cm以下の神経欠損に限られており、感覚神経のみの回復に留まっている。シュワン細胞
を付加した人工神経が、より長い欠損に使用可能となれば、より多くの神経欠損症例に使用することが出来、神
経採取を要する症例を少なく出来る。
　神経採取後に生じる知覚鈍麻や痺れが術後長期にわたって問題となる場合もあるため、人工神経による再建の
幅を拡げることは、神経採取に伴う合併症の回避につながり、非常に意義深いものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



研究成果報告書 
 
１：研究開始当初の背景 
これまで四肢外傷よる神経損傷や悪性腫瘍切除後に生じた長い神経欠損に対して、自家神
経移植術が標準術式として用いられてきた。しかし、①移植神経採取部の合併症、②採取可
能な神経長の限界などが問題となっている。この問題を解決する方法として、人工神経や無
細胞化した同種神経といった移植材料が近年注目されており、本邦でも 2013 年 3 月から人
工神経の臨床応用が可能となった。現時点で、無細胞な移植神経の有用性については 3 ㎝
以内の短い感覚神経欠損に限られており、外傷に伴う四肢の長い運動神経欠損や悪性腫瘍
切除後の神経欠損の架橋に対する人工神経の有用性は示されていない。長い神経欠損に対
する治療成績を向上させるには、軸索栄養因子を供給するシュワン細胞の導入が必要不可
欠となる。 

我々は、シュワン細胞の同種神経移植内への遊走について、人工神経の様に移植神経内に
シュワン細胞が存在しなければ、非常に速やかな遊走を移植母体から生じることをトラン
スジェニックマウスによる検討で明らかにした(Hayashi et al. 2008)。また、端側神経縫合
における軸索再生のメカニズムについては、独自モデルの考案や軸索が蛍光発色するトラ
ンスジェニックマウスなどを用い、Collateral sprouting の存在（Hayashi et al. 2004）や軸
索発芽に関わる軸索損傷刺激の必要性など、様々な報告を行ってきた（Hayashi et al. 2008）。 

我々は、端側神経縫合が無細胞な移植神経に対するシュワン細胞供給法として有用なの
ではないかと考え、その有効性について検討を始めた。先行研究として、幼弱化シュワン細
胞が蛍光発色する Nestin-GFP マウス を用いて、蛍光発色しない無細胞化した同種神経を、
蛍光発色するマウスの坐骨神経に様々な端側神経縫合法でモデルを作成し、シュワン細胞
の遊走程度について検討した。その結果、マウスにおける 1cm の無細胞化神経において、
移植神経片側に対する端側神経縫合でも移植神経内全体にシュワン細胞を遊走させられる
ことが判明した。さらに、移植神経の両側に端側神経縫合を行うことで、より多くのシュワ
ン細胞を無細胞化神経内へ遊走させる事がわかり、シュワン細胞を充填させた同種の無細
胞化神経（Hybrid ANG）を神経欠損部に移植すると、遊走させていないコントロール群に
比べ有意差を持って軸索再生が促進されることを確認した（Yoshizawa, Hayashi et al. 2016）。 

これらの同種神経における研究成果や知見を活かし、端側神経縫合を用いてシュワン細
胞を充填した人工神経の有用性を検討することが、より長い欠損の再建を可能にするなど
人工神経の有効性をより向上させるのではないかと考え研究を開始した。 
 
２：研究の目的 

現在人工神経の有効性向上のために、軸索再生をサポートする幹細胞のシュワン細胞へ
の分化誘導やシュワン細胞又は神経栄養因子の人工神経内への補充といった基礎研究が
様々な形で取り組まれている。そうした中、端側神経縫合でシュワン細胞を供給する方法の
報告は我々が調べ得た限り無く、世界的にも新規の特徴ある手法である。さらに、端側縫合
法により人工神経にシュワン細胞を供給する手法は、幹細胞移植に伴う倫理的な側面や細
胞培養など In vitro での作業が不要で臨床への応用に直結する。 

無細胞な同種神経に対するシュワン細胞の供給法として、端側神経縫合が有用であるこ
とは、今までの研究結果である程度確認することが出来、移植神経の両側端を端側縫合して、
シュワン細胞を遊走させた移植神経において、最も旺盛な神経再生が得られた。 

本研究では、無細胞化した同種神経を既に臨床応用されている人工神経に変更し、人工神
経においても同様の結果が得られるかを検討することを主な目的とした。 

本手技は、すぐにでも臨床応用が可能な手技と考えるが、シュワン細胞を遊走させ
prefabricate するのに必要な期間や遊走可能な移植神経の長さ、遊走にかかわる因子の解明
など、その手法を具体化するための検討を行っていくこととした。 

 
３：研究の方法 
（１） 人工神経を用いて端側神経縫合を行った蛍光発色マウスの坐骨神経の神経再生の評

価 
幼弱化シュワン細胞が蛍光発色する Nestin-GFP マウスの坐骨神経の近位端に損傷を加え
perineural window を作成する。0.4m 幅で長さ 10mｍのコラーゲン性人工神経（リナーブ：
ニプロ社）を用いて 11-0 ナイロンで 3 針、端側神経縫合を行った。2、4 週で人工神経内に



遊走しているシュワン細胞を共焦点型顕微鏡で評価を行う。 
（２） シュワン細胞充填型人工神経移植群の有用性について 
両側端側神経縫合を行う際に使用するラットは、8～12 週齢オスの Sprague Dawley ラット
坐骨神経を使用した。また、アジアでは初となる軸索が蛍光発色するトランスジェニッラッ
ト（Thy1-GFP ラット：以下 TG ラット）をワシントン大学セントルイスの末梢神経外科ラ
ボから譲って頂き、神経欠損作成後の端端神経縫合要のモデルで使用した。評価群は以下の
3 群に分類した。 

Group１(以下 G1）は、コントロール群で TG ラット坐骨神経に 20mm の神経欠損を作
成し、1.0mm 幅 20mm 長の人工神経 20mm を端端縫合し,4 週で評価する群(N=4)。 

Group２(以下 G2)は、SD ラット坐骨神経両端に perineural window を作成し、1.0mm 幅
で長さ 25mm のコラーゲン性人工神経(Re Nerve：ニプロ社)を 8-0 ナイロン、10－0 ナイ
ロンで端側縫合する。端側縫合 2 週後に人工神経を切離し、縫合部両端を約 2.5mm ずつカ
ットし 20mm 長の人工神経とする。その後、TG ラットの対側の坐骨神経 20mm 欠損を作
成し,欠損部に端側縫合後 2 週経過した人工神経を 8-0 ナイロン、10-0 ナイロンを用いて端
端縫合する。端端縫合 4 週後に評価した群を Group2(2-4ES 群)とした(N=4)。 
 Group3(以下 G3)は G2 同様に人工神経を端側縫合施行しシュワン細胞遊走 4 週後に採取
し、TG ラットの坐骨神経 20mm 欠損に移植した群を Group3 とした。（4-4ES 群）。（図 1） 

図１：実験グループ 
評価法については、1. 人工神経全面積に対するシュワン細胞占有面積と、軸索専有面積

の面積率： 人工神経の神経縫合部から各々5mm の近位断端,遠位断端の横断切片を凍結切
片で作成し、免疫染色（抗 Neurofilament 抗体,抗 S-100 抗体）を施行して、染色される領
域の面積率を評価した（図２）。 

 
図２：シュワン細胞占有面積と軸索専有面積の面積率の評価 

2.前脛骨筋横断面積：前脛骨筋の筋腹中央部横断面の関心領域における筋細胞 1 個の平均面
積を算出した。 
3.人工神経内へのシュワン細胞遊走状況：移植前の端側縫合法における人工神経内へのシュ
ワン細胞の遊走状況について、遊走後の人工神経の縦断面を作成し 
S-100 抗体にて染色した上で、蛍光顕微鏡下にて人工神経全体の観察を行なった。 
 
４：研究成果 
（１） 人工神経を用いて端側神経縫合を行った蛍光発色マウスの坐骨神経の神経再生の評

価 
蛍光発色マウスの坐骨神経の両断端に perineural window を作成し、人工神経を用いて両側
端側縫合を試みたが、無細胞化した自家神経の様に人工神経では柔軟性がなく、組織が硬い



ため人工神経ではループを作成することができず両側端側縫合は困難であった。そこで坐
骨神経近位のみ perineural window を作成し、0.4mm 幅で 10mm 長の人工神経を端側縫合
し、遠位断端は盲端のままのモデルを作成した。4 週後に live imaging で軸索の伸長を確認
した。しかし、4 週の時点では人工神経の分解が進んでしまい評価が難しかった（図３）。 

図３ 
そのため、坐骨神経と同側の大腿神経を同定し、各々の神経に perineural window を作成、
0.4mm 幅で 10mm 長の人工神経を端側縫合したモデルを作成した。10 日後に採取し、別の
TG マウスの坐骨神経 10mm 欠損に端々縫合で移植し 10 日後に人工神経を採取して組織学
的評価を行った。 

まだ標本数は少ないが、人工神経近位断端では人工神経管内中央部に軸索の伸長を認め
ている。また、遠位断端では近位断端ほどではないが、軸索の伸長が見られる。今後 N 数
を増やして評価を行う予定である。 
（２）シュワン細胞充填型人工神経移植術の有用性について 
1:移植神経におけるシュワン細胞の遊走、軸索伸長の評価 
人工神経近位横断面におけるシュワン細胞の遊走状況は、G1 で 2%、G2 で 17%とあまり
差を認めなかったが、G3 では多くのシュワン細胞を認め、その占有率は 47％に達していた
（図４）。人工神経近位断端における軸索の面積率は、G1,G2 では差はなかったが、G3 で
は、多数の再生軸索を認め、その占有率は 30％と他群と比較して有意に多い印象であった。
（図 5） 

図 ４                                    図５ 
人工神経遠位横断面における比較を示す。シュワン細胞は、G1,2 では、G1:５％、G2:10%

とほとんど認めなかったが、G3 では 36％とシュワン細胞の存在を認めた（図６）。 

図６ 図７ 
人工神経遠位横断面での軸索の占有率では G1:０％、G2:2%、G3:9%と差は得られなかっ

たが、G3 で占有面積が大きい傾向が見られた（図 7）。 
 

また、G1 と G3 の縦断切片を作成し、免疫染色の写真と、無細胞化自家神経の Whole Mount 
写真についての比較を行った。先行研究で、シュワン細胞充填型の無細胞化自家神経におい



て、神経全体への旺盛なシュワン細胞の遊走と、軸索再生について報告した。本研究のシュ
ワン細胞充填型人工神経の縦断面の染色画像ではシュワン細胞の遊走は緩徐な印象であっ
た。また、無細胞化自家神経は、神経内を均一に遊走するのに対して、人工神経管内はまず
外膜に沿ってシュワン細胞が遊走し、その後内部のコラーゲン線維に遅れて遊走すること
が分かった。また、G1 と G3 を比較するとシュワン細胞を付加した方が人工神経内に多く
のシュワン細胞が分布し、再生軸索も多い傾向であった（図８）。 

図８ 
2:前脛骨筋の横断面積における関心領域の平均 
Keyence 社の BZ-X800 Analyzer を用いて細胞カウント、細胞面積の計測を行った。 
健常なラット前脛骨筋は、多核を伴う多角形の形状を呈しており平均関心領域は 1471μ㎡
であった、一方 G1,G2,G3 は、G1:322μ㎡、G2:340μ㎡、G3:356μ㎡であり、3 群間にお
ける平均関心領域の差はなく、いずれも脂肪変性を伴う所見であった。 
3:端側縫合後 2,4 週の人工神経縦断像 
ラット坐骨神経に端側縫合 2 週後、4 週後に人工神経を採取し、凍結切片を作成し、人工神
経の縦断面を免疫染色（抗 S-100 抗体、抗 Neuro-Filament 抗体）した。端側縫合 2 週群は、
人工神経管内へのシュワン細胞の遊走ははっきりと確認できなかったが、端側縫合 4 週群
では、人工神経管内 3.5mm の部分においてシュワン細胞の遊走を確認出来た。上記の結果
より坐骨神経に人工神経を端側縫合した場合でもしっかりとシュワン細胞が遊走している
ことが確認できた（図９）。 

図 9 図１０ 
【本研究の Limitation】 
端側神経縫合でシュワン細胞を付加することで軸索再生促進を示唆する所見が得られた。

しかし、人工神経の経時的な分解により、移植神経の形状も経時的に細くなっている所見が
見られた（図 10）。図 10 に示す通り端側縫合後 4 週経過した人工神経は比較的保たれてい
るが、8 週の時点では中央部は分解が進んでいる印象であった。上記より、人工神経の分解
が進むのは異物反応を起きにくくするための重要な過程であるが、二期的に移植する場合
には、その影響を加味する必要がある。 

人工神経の分解を制御できないかと考え、分解反応の減弱や、分解速度調整のために、
2015 年にカラマン（Kahraman）らが報告した Polythetrafluoroethylene(PTFE)に注目した。
PTFE とは、生体内非吸収性の合成化合物であり、周囲の瘢痕組織との癒着を防止し、栄養
因子の流入や血管新生を促す効果を有している。この素材で端側縫合部の人工神経を被覆
することで分解反応を減弱化したり、分解速度を緩徐にしたりすることが可能なのではな
いかと考え使用し始めている。PTFE を使用した実験方法については今後実験数を増やして
報告をする予定である。また、本研究はラットにおける坐骨神経 20mm 欠損モデルで、神
経欠損長が大きいため、軸索の再生、前脛骨筋評価には、現時点の 4 週よりも長い 12 週、
24 週での評価が必要と考え、今後さらに実験を継続して、本手技の人工神経に対する有用
性を検証していく予定である。 
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