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研究成果の概要（和文）：血管束と骨髄間葉系細胞、脱細胞化同種神経マトリックスを導管内へ移植した新規人
工神経の成績を、ラット坐骨神経モデル(20 mm欠損)を用いて自家神経移植と比較した。術後24週の人工神経移
植術群は神経移植術群に比較して後肢足底部接地面積が有意に大きく、接地圧も大きい傾向が見られた。足底内
転筋での複合筋活動電位の振幅、運動神経伝導速度も、人工神経群の方が神経移植群に勝る傾向を認めた。再生
神経の組織形態学的検索でも、有髄軸索線維数は人工神経群で少ないが、その直径は大きい傾向が見られた。こ
の人工神経内の神経再生は、自家神経移植に匹敵した。

研究成果の概要（英文）：Nerve regeneration in a novel artificial nerve conduit implanted with a 
vascular bundle and decellularized allogenic nerve matrix seeded with bone marrow stromal cells was 
investigated in comparison with that in an autologous nerve graft, using a rat sciatic nerve model 
with a 20mm gap. Gait analysis at 24 weeks showed that in the conduit group, the area of the foot 
print and contact pressure of the operated hind limb were significantly greater than that in the 
autograft group. The conduit group was superior to the autograft group, regarding the amplitude of 
the compound muscle action potential in the pedal adductor muscle and the motor nerve conduction 
velocity. In the conduit group, the number of the myelinated axons was smaller and the diameter of 
the nerve fibers was larger when compared with the autograft group. Nerve regeneration through this 
nerve conduit was compatible with that through an autogenous nerve graft.

研究分野： peripheral nerve surgery

キーワード： vascular bundle　stem cell　allogenic nerve　artificial nerve conduit
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１．研究開始当初の背景 
通常の人工神経は中空構造の導管であり、

その基本概念は tubulization である。 
近年、組織工学の発展に伴い、tubulization
に何らかの改良を加えて神経再生を促進させ
る試みが報告されてきている 1)。我々はこれ
までに、神経導管内に血管茎を挿入したモデ
ル（vessel-containing tube:以下 VCT）を考
案し、tubulization による末梢神経再生に対
して、導管内へ移植した血管が果たし得る効
果や VCT に改良を加えた人工神経について
報告してきた。ラット坐骨神経の silicon 
chamber model に、血管束を移植する(VCT)
と、導管内には移植血管からの微小血管網が
形成され、架橋可能な神経断端距離が延長で
き、導管内の神経再生速度は加速した 2)。さ
らに、VCT 内に骨髄間葉系細胞(bone marrow 
stromal cells:以下 BMSCs)を移植したところ、
移植細胞はその一部がシュワン細胞様細胞へ
と分化し、VCT 単独の群や、VCT に細胞成
分として線維芽細胞を移植した群よりも有意
に良好な神経再生が得られた 3)。これら結果
を踏まえて、血管茎の挿入されたポリ乳酸と
ポリカプロラクトンの重合体から作成した神
経導管内に自家 BMSCs を移植した人工神経
でイヌ尺骨神経 30mm 欠損を架橋した。イヌ
という高等動物での混合神経30mm欠損での
神経再生は、なお自家神経移植術には及ばな
かった 4)。 
 
２．研究の目的 

Ide らは同種神経に脱細胞化処置を加え
ることで、神経再生に有利に働く細胞外マト
リックス（extracellular matrix:以下 ECM）
は温存されつつも、同種組織移植の際に問題
となる抗原性が無くなることを報告した 5)。
我々はこの脱細胞化同種神経マトリックス
(decellularized allogenic nerve matrix: 以下
DANM)に着目し、BMSCs を移植した VCT
内に、更に足場として DANM を移植した新
規人工神経を考案した。今回我々は、VCT に
BMSCs移植とDANM移植を組み合わせた新
規人工神経移植術は、現在の標準的治療であ
る自家神経移植術の代替療法となり得ると仮
説を立て、ラット坐骨神経 20 mm 欠損モデル
を用いて、この新規人工神経移植術の成績を
自家神経移植術と比較した。また、VCT 内に
おける DANM の再血行化と抗原性について
も組織学的に評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物 

雌 Lewis ラット (RT-1l, 9-11 週齢 , 
180-220 g)を 48 匹、雌 Dark Agouti (DA)ラ
ット(RT-1a, 9-11週齢, 160-180 g)を16匹用い
た。 
(2) DANM の作成 

Lewis ラ ッ ト と major 

histocompatibility mismatchのあるDAラッ
トの坐骨神経から DANM を作成した。6) 
DANM の作成は Ide らの方法 5),7)に準じて液
体窒素内に浸漬させて行った。 
(3) BMSCs 採取 
BMSCs 採取には過去の論文を参照して行っ
た。3),8) 移植細胞としては第 5 継代の細胞を
使用した。  
(4) 手術手技と実験群 

Lewis ラットの右坐骨神経の 20 mm 欠
損を人工神経(D+V+B 群, n=10) あるいは自
家神経(Auto 群, n=10)で架橋して再建した。
D+V+B 群では、まず、15 mm の坐骨神経を
切除。20 mm の DANM で欠損部を架橋し、
架橋部を 23 mm のシリコンチューブ内にス
リット越しに挿入した。腓腹動静脈血管束の
みを踵にデザインしたモニター皮弁と共に挙
上し、シリコンチューブ内に挿入して、スリ
ットを 5-0 ナイロン糸で閉鎖。最後に BMSCs
を 3×106個移植した。Auto 群では 20 mm の
長さの坐骨神経を切離し、180 度反転してか
ら再び同部位に縫合した。 

また、DANM の再血行化と抗原性評価の
ために、Auto 群を 3 匹追加して作成したのに
加えて、以下の実験群も作成した。D+V+B
群の手術手技のうち、DANM による架橋と血
管茎移植は行うが BMSC 移植は行わない群
（V+D 群, n=12）、DANM による架橋のみを
行う群(D 群, n=9)、20 mm の DA ラットの坐
骨神経を採取後、脱細胞化処理を行わずにそ
のまま Lewis ラットの欠損部に移植を行った
群(Allo 群, n=3)。 
(5) 再生神経評価 

D+V+B 群の 10 匹、Auto 群の 10 匹につ
いて、術後 24 週に、以下の項目で再生神経の
評価を行った。 
① 歩行解析 

CatWalk XT (Noldus Information 
Technology, Wageningen, The Netherlands) 
を用いた歩行解析を行った。手術した右後肢
の足底部最大接地面積と最大接地圧を健側で
ある左後肢の値に対する割合(%)で評価した。 
② 電気生理学的評価 

歩行解析の後、左右の坐骨神経を剖出し、
梨状筋の遠位部(S1)と膝窩部(S2)を針電極で
刺激し、足底内転筋の近位部、遠位部に刺入
した 1 対の針電極で複合筋活動電位
(compound muscle action potential: CMAP)
を計測した。2),3),9) 
③ 組織学的評価 

電気生理学的評価の後、再生神経を摘出
し遠位縫合部から 5 mm 近位部で 1 µm の横
断準超薄切片を作成し、トルイジンブルー染
色して光学顕微鏡(Nikon ECLIPSE 80i)下に
観察。有髄軸索数を計測した。引き続き、超
薄切片を切り出して、酢酸ウランとクエン酸



鉛で二重染色した後、透過型電子顕微鏡
(transmission electron microscopy: TEM, 
HITACHI H-7000 型)で観察して、2 有髄軸索
直径を計測した。画像解析には Image J 用い
た。 
(6) VCT 内における DANM の評価 
① 再血行化の評価 

D+V群とD群(陰性対照)を 9匹ずつ使用
した。術後 5 日、１週、４週で、各群 3 匹ず
つを屠殺し、導管内中央部組織を採取した。
4%パラホルムアルデヒドに浸漬固定した後、
中央部横断面で 16 µm の凍結切片を作成。プ
ロテインキナーゼ K(Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, US)で抗原賦活化を行ったあと、
ロバ血清を用いてブロッキングを行った。一
次抗体(mouse monoclonal antibodies to rat 
endothelial cell cytoplasmic antigen 
(RECA-1) (1:40, AbD Serotec, Kidlington, 
UK))と 4℃で 24 時間、二次抗体(donkey 
anti-mouse IgG (H+L) whole antibodies; 
CFTM543 fluorescent reagents (1:200, 
Biotium, Hayward, CA, US)と室温 1 時間反
応させた後、共焦点蛍光顕微鏡 (Nikon 
D-Eclipse C1 confocal microscope; Nikon)を
用いて観察した。 
② 抗原性の評価 

術後 4 週で、D+V 群、Allo 群(陽性対照)、
Auto 群(陰性対照)の各群 3 匹ずつを屠殺し、
導管あるいは移植片の遠位1/3の組織を採取。
縦断面で 16 µm の凍結切片を作成し、一次抗
体(mouse monoclonal antibodies to CD8a 
(細胞傷害性 T 細胞の表面抗原) (1:10, AbD 
Serotec))、二次抗体(donkey anti-mouse IgG 
(H+L) whole antibodies; CFTM488 
fluorescent reagents (1:200, Biotium))と反
応させた後、共焦点蛍光顕微鏡で観察。200
倍率像でランダムに 5 視野を抽出して CD8
陽性細胞数/視野を計測した。 
(7) 統計 
値は平均値±SD で表示した。再生神経評価の
結果の統計学的分析には t 検定を用いた。抗
原性評価における CD8 陽性細胞数計測結果
は one-way ANOVA を 行 っ た 後 に
Tukey-Kramer 検定で統計学的分析を行った。
P 値は 0.05 未満を有意差とした。 
 
４．研究成果 
 
(1) 再生神経評価(D+V+B 群, n=10 vs Auto
群, n=10) 
① 歩行解析 

D+V+B群はAuto群に比較して有意に足
底部接地面積が大きかった (37.7 ± 7.3% vs 
17.8 ± 6.9%, P<0.05)。 また、接地圧も大き
い傾向を有したが、両群間に有意差はなかっ
た (79.6 ± 12.1% vs 53.1 ± 19.0%, P=0.06)。 
② 電気生理学的検査 

D+V+B群とAuto群の複合筋活動電位の
振幅(64.3 ± 19.6% vs 49.0 ± 21.3%, P=0.11)、
ならびに運動神経伝導速度(59.2 ± 12.8% vs 
57.9 ± 14.0%, P=0.83)はいずれも、D+V+B 群
の方が Auto 群に勝っていたが、有意差はな
かった。 
③ 組織形態学的評価 

D+V+B 群は Auto 群に比較して、有髄軸
索線維数 (5133 ± 899 vs 6556 ± 1991, 
P=0.07)は少ないが、その直径(3.96 ± 0.56 μm 
vs 3.67 ± 0.52 μm, P=0.28)は大きい傾向が見
られた(図 1.B, 表 1)。 
(2) VCT 内における DANM の評価 
① 再血行化の評価(D+V 群, n=9 vs D 群, 
n=9) 

D+V 群では、術後 5 日目の DANM 内に
RECA-1 陽性細胞は見られなかったが、術後
1週間では挿入した血管茎の近傍のDANM内
に RECA-1 陽性細胞を認めるようになり、術
後 4 週では DANM 内全体に RECA-1 陽性細
胞が観察された。一方 D 群では、術後 4 週に
おいても、DANM 内には殆ど RECA-1 陽性
細胞は見られなかった。(図 2.A.) 
② 抗原性の評価(D+V群, n=3 vs Allo群, n=3 
vs Auto 群, n=3) 

術後 4 週の導管内 DANM および移植片
遠位部組織の1視野あたりのCD8陽性細胞数
は D+V 群、Allo 群、Auto 群で、それぞれ 21 
± 6、102 ± 34 、51 ± 21/視野であった。D+V
群の DANM に見られた CD8 陽性細胞数は
Allo 群で見られた数に比較して有意に少なく
(P<0.05)、また Auto 群とは有意差が無かった。
(P = 0.15) 
(3) 考察 

今回用いた人工神経管腔内および
DANM 内では、移植した血管束からの新生血
管網により、良好な血流環境が早期に形成さ
れる。移植した BMSCs は、グリア系細胞へ
の直接分化 3),10)  と NGF や BDNF などの神
経栄養因子の分泌 11)により、神経再生に促進
的に作用するが、良好な管腔内血行動態と十
分な足場の存在により、管腔内での生着・生
存率は上昇し、より大きな神経再生促進効果
を発揮することが期待出来た。また、管腔内
には、神経両断端から放出される神経栄養因
子に加えて、移植した BMSCs、神経損傷部
位に遊走してくるレシピエントのシュワン細
胞、マクロファージ、線維芽細胞などが産生
する各種サイトカイン 12),13)が充満する。この
ように、本人工神経の管腔内に血行、細胞、
足場、成長因子の要素を含んだ末梢神経再生
に適した微小環境が形成されていることが、
良好な神経再生につながったと考えた。 

今回我々は骨髄間葉系細胞を未分化のま
ま移植したが、脂肪組織中の間葉系細胞等を
含 ん だ ヘ テ ロ な 細 胞 (Adipose-derived 



regenerative cells: ADRCs)を分化誘導させ
ることなく用いる方法 14)や骨髄間葉系幹細胞
をグリア系細胞へ分化させてから移植する方
法 15)、iPS 細胞から誘導した neurosphere を
用いる方法 16)などが試みられ、それぞれに神
経再生促進作用が報告されてきている。我々
は、整形外科医としてアプローチしやすい組
織である骨髄から採取出来る細胞で、かつ、
これまでに臨床応用実績も蓄積されてきてい
る骨髄間葉系細胞 17)を、採取から移植までの
処置をなるべく少なくする形で用いることが、
臨床応用を考えた際に実現性・有用性が高い
方法であろうと考えている。 
臨床応用を考えた場合には、骨髄間葉系細胞
の腫瘍化の問題、DANM の保存方法と期間な
どについての更なる研究や、高等動物におけ
る本人工神経の有効性の検討も必要ではある
が、血管茎(血行)と骨髄間葉系細胞(細胞)、同
種神経細胞外マトリックス(足場)を含む神経
導管は、自家神経移植に取って代わりうる、
人工神経開発の基本的戦略の 1 つとなり得る
と考えた。 
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