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研究成果の概要（和文）：近年脂肪組織内に多能性を有する体性幹細胞（脂肪組織由来幹細胞：

adipose tissue-derived stem cell、以下 ADSC）が存在することが明らかとなり、再生医療へ

の応用が期待されている。末梢神経損傷モデルにおける ADSCの移植実験においても再生促進効

果が報告されているが、その機序については不明な点が多かった。まずわれわれは ADSC が産

生・分泌する神経栄養因子が末梢神経再生を促進させることを明らかにした。またこれらの効

果は ADSCの採取部位・年齢に関係なく維持されていることを確認した。これらの結果は幅広い

年齢層においてその採取部位を問うことなく ADSC を医療に応用し得る可能性を示していると

考えられた。移植 ADSC の生体内動態についてはリポーター蛍光蛋白質で経時的にシュワン細胞

への分化をモニタリングした結果、移植後 3週間の移植細胞の生存が確認されたものの、シュ

ワン細胞への分化は確認できなかった。このことから、移植した ADSC が細胞環境(niche)によ

ってシュワン細胞に分化するというよりは、神経再生関連因子を産生・放出する molecular 

factory として機能することで末梢神経再生に寄与していることが示唆された。神経分化前後

の ADSCについて、生体内外の両者で末梢神経再生機能を比較したが、移植前にシュワン細胞に

分化させることへの明らかな優位性は認められなかった。 

 

研究成果の概要（英文）：Adipose-derived stem cells (ADSCs) are attracting increased 
attention as a novel source in regenerative medicine. Transplantation of ADSCs promotes 
functional recovery in animal models of peripheral nerve injury, but the mechanism of 
enhanced nerve regeneration remains to be elucidated. In this study, we revealed that 
ADSCs promote peripheral nerve regeneration partly through paracrine secretion of trophic 
factors and regardless of donor age or anatomic site of origin. These results suggested 
that donor age and the anatomic site of origin don’t influence the behavior of ADSCs 
and allow us safe and effective clinical application of ADSCs in in a wide age range. 
As a result of the monitoring of differentiation into Schwann cells with time with the 
reporter fluorescent protein for kinetics of ADSC, the survival of transplanted cells 
3 weeks after transplantation was confirmed, although differentiation into Schwann cells 
was not confirmed. These results indicated that ADSC contributes to peripheral nerve 
regeneration by acting as a molecular factory producing and releasing nerve 
regeneration-related factors rather than by differentiating Schwann cells in a particular 
kind of cellular environment (niche) We also demonstrated that both differentiated 
ADSC(dADSC) and undifferentiated ADSC (uADSC) exhibited comparable ability to support 
peripheral nerve regeneration, suggesting that uADSC can be an alternative source for 
autologous cell therapy against peripheral nerve injury. 
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1． 研究開始当初の背景 

 

(1)末梢神経再生は、形成外科領域において

も、陳旧性顔面神経麻痺、外傷や悪性腫瘍切

除後の四肢の神経再生、良好な知覚皮弁の作

成などにおいて重要であるが、元来再生能力

に乏しい組織のため、効果的に再生を促す治

療法の確立が望まれている。従来よりゴール

ドスタンダードである自家神経移植はドナ

ー・サイトの犠牲という問題があり、また自

家移植を凌駕するほどの人工神経の作製は

現在なお困難であることから、様々なアプロ

ーチで細胞移植による解決が試みられてい

る。 

 

(2)近年、脂肪組織内に多能性を有する体性

幹細胞（脂肪組織由来幹細胞： adipose 

tissue-derived stem cell、以下 ADSC）が存

在することが明らかになり、骨髄由来間葉系

幹細胞と比較しても高い採取効率や低侵襲

に獲得できるという利点から再生医療への

応用が期待されている。 

 

(3)末梢神経損傷モデルにおける ADSCの移植

実験においても再生促進効果が報告されて

いるが、その機序については不明な点が多い。

ADSC は胚葉を超えて神経系細胞に分化する

能力をもつとされるが、一方で創傷治癒に関

連する多くの因子を放出していることも報

告されている。 

 

(4) 最 近 で は 分 化 誘 導 を 行 わ な い

undifferentiated ADSC (uADSC)も同様の能

力を持つことが指摘され、神経分化誘導の必

要性について議論となっている。 

 

２．研究の目的 
 

本研究において、ADSCの末梢神経再生メカニ

ズムを解明することで、自家組織や人工神経

を凌駕する有効なハイブリッド型神経の作

成・臨床応用への発展を将来的に目指すもの

である。 

 

(1)末梢神経に対する栄養因子産生・分泌作

用および Schwann 細胞への分化能に着目し、

その有効性を検証するとともにさらに臨床

応用の可能性も視野に入れ、部位や年齢によ

るその能力の差異についても合わせて検証

すること。 

 

(2)脂肪由来幹細胞の Schwann 細胞への移植

前分化誘導の有用性についての検討：このた

め、培養下でのマウス ADSC よりの Schwann



細胞への分化誘(differentiated ADSC: 

dADSC)の検討を行うとともに、有効かつ生理

的な ADSCの細胞治療の利用法について検討

を行うこと。 

 

(3)Schwann 細 胞 特 異 的 な Cre-double 

reporter トランスジェニックマウスを用い

て脂肪由来幹細胞の生体内移植後の動態お

よび運命(生存・分化など)について追跡する

こと。 

 

(4)以上の結果を踏まえて、in Vivoにおける、

uADSC および dADSC の細胞移植による末梢神

経再生効果について明らかにし、臨床応用に

向けて ADSC の適切な利用法について検討を

行うことである。 

 

３． 研究の方法 
 

(1)本実験において用いた細胞はすべて初代

培養のものとした。ADSC はマウスの鼠径部脂

肪組織より Zuk PA (Tissue Eng,2001)らの方

法で、Schwann 細胞(以下 SC)は同系統マウス

坐骨神経より Wei（Cell Tissue Res,2009）

らの方法で、また DRGn は同系統マウスの脊

椎後根神経節より Sacha A（Nature 

Protocols,2007）らの方法で分散培養した。 

 

(2)ADSC が分泌する液性因子が末梢神経再生

を促進させるかを明らかにするために、培養

SC の生存・増殖及び培養後根神経節細胞の生

存・突起伸長への効果とそれらに関わると考

えられる候補因子の発現を培養下に検討し

た。陽性コントロール細胞には 3T3 線維芽細

胞、SCおよび星状膠細胞を用いた。また臨床

応用に向けて、採取部位・年齢によって ADSC

の細胞特性及び由来液性因子の効果に違い

がないかについても合わせて検証した。 

 

(3)ADSCの SCへの分化能の分子生物学的確証

について検討を行うため, dADSCと SCのそれ

ぞれの細胞について免疫組織学的染色と

RT-PCR を用いた遺伝子発現プロファイリン

グによる比較検討を行った。 

 

(4)培養下での軸索伸長作用についての機能

比較：uADSC、dADSC、SC (比較対照群)の培

養上清を採取し、それぞれの後根神経節細胞

に対する神経突起伸長促進効果の比較検討

を行った。またそれぞれの群における神経保

護因子(BDNF、NGF、VEGF)の mRNA発現量と培

養上清中への蛋白放出量を測定し比較をお

こなった。 

 

(5)移植 ADSC の追跡及び生体内での SC への

分化を２種類のリポーター蛍光蛋白質にて

経時的にモニタリングすることが可能な遺

伝子改変マウス (GFAP-Cre double Reporter、

P0-Cre double reporter)より ADSCを採取し、

坐骨神経欠損モデルへの移植実験を行い、移

植 ADSCが生体内で SC として機能するか、SC

への分化と神経再生促進効果に相関がある

かについて検討を行う。野生型マウスの坐骨

神経幹に gap を作成した後、Cre double 

Reporter 由来 ADSC をゼラチンチューブに播

種させたものを用いる。術後異なる期間をお

いて、RFP 及び GFPを指標にして移植 ADSCの

分布・SCへの分化・生着を組織学的に評価す

る。 

 

(6)坐骨神経欠損モデルにおける uADSC、

dADSC、SC(比較対照群) の末梢神経再生促進

効果の検討：ADSC及び ADSC 由来 SC が移植後

にどのような動態を示し、神経再生にどのよ

うな影響を与えるかを、マウス坐骨神経欠損

モデルを用いて検討する。このとき、uADSC、

dADSC、シュワン細胞(SC：比較対照群)の３



種類を使用する。同時に、Shamマウスをコン

トロールに、神経再生促進効果を組織学的検

索(架橋再生組織面積、axon 再生、髄鞘形成)、

行動学的検索（Walking track analysiｓ）,

坐骨神経機能評価法(SFI)にて評価し、ADSC

の SC への分化と再生促進効果とに相関性が

みられるかを検討する。 

 

４． 研究成果 
 

(1)ADSCの採取部位・年齢の細胞特性への影

響についてはほぼ差がなく、すべての ADSC

群で均一な特性を維持していることがわか

った。また、SCの生存・増殖または後根神経

節細胞の生存・突起伸長を促す高い能力を有

することが示され、実際にこれらの作用に関

与すると考えられる候補分子の発現もみと

めた。また、その中の数因子については SC

や星状膠細胞より有意に高い発現がみられ

た。これらの点についても ADSCの採取部位・

年齢に関係なく維持されており、幅広い年齢

層においてその採取部位を問うことなく

ADSCを医療に応用し得る可能性が示された

と考える。また今回、ADSCが末梢神経再生を

促進させる液性因子を産生・分泌するという

新知見を得たことで末梢神経損傷後の神経

再生への新たな治療戦略を提唱し得ると考

えられた。 

 

(2)ADSCの SCへの分化能の分子生物学的確証

の検討については、シュワン分化誘導を行う

ことにより成熟シュワン細胞発現マーカー

(P75NTR、s100 の強発現が確認されたが、

GFAPの発現はみられず、培養シュワン細胞に

比較してはるかに発現が低かった。同様の結

果が、遺伝子発現においても確認された。シ

ュワン分化関連遺伝子(Sox10, OCT-6, 

Crox20 )についても、シュワン分化誘導過程

においてその発現の上昇は確認されなかっ

た。 

 

(3)培養下での軸索伸長作用についての機能

比較では、uADSC 、dADSC はともに SC に匹敵

する高い神経突起伸長促進能を示したが、両

者の比較では dADSCの方がより高い効果を示

す傾向がみられものの、その差は著明ではな

かった。また、NGF と VEGF の発現・産生は

dADSC で有意に高かったが、BDNFについては

差異を認めなかった。以上より、シュワン様

細胞に分化誘導することで、ADSC における幾

つかの神経栄養因子の発現の上昇がみられ

たが、神経突起伸長は両群ともに高い効果を

示し、uADSC でも十分臨床応用が期待できる

ことが示唆された。 

 

(4)次にin vivoにおける組織学的、行動学的

検討からも、uADSCによる高い神経再生効果が

確認されたものの、それに対するdADSCの明ら

かな優位性は認められなかった。２種類のリ

ポーター蛍光蛋白質で経時的にシュワン細胞

への分化をモニタリングした結果、移植後3

週間の移植細胞の生存が確認されたものの、

シュワン細胞への分化は確認できなかった。

このことから、移植したADSCが細胞環境

(niche)によってシュワン細胞に分化すると

いうよりは、神経再生関連因子を産生・放出

するmolecular factoryとして機能すること

で末梢神経再生に寄与していることが示唆さ

れた。 
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