
脂肪組織由来再生細胞 (adipose derived
regenerative cells)
を封入した人工神経は末梢神経再生を促進する

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2018-06-18

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: Okamoto, Syunro

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

https://doi.org/10.24517/00051110URL
This work is licensed under a Creative Commons
Attribution-NonCommercial-ShareAlike 3.0
International License.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/


 2  金沢大学十全医学会雑誌　第127巻　第 1 号　2－9（2018）

　平成16年 0 月 0 日受付，平成16年 0 月 0 日受理

緒　　　　　言

　1972年にMillesiら1)が自家神経移植術を報告した後，
重度の外傷や悪性腫瘍切除後などに生じる末梢神経の
欠損に対しては，自家神経移植術が広く行われるように
なった．しかし，自家神経移植術は健常な神経を採取す
るため，神経を採取した部位に疼痛やしびれなどの愁訴
が残ることや，再建できる神経のサイズに限界があるこ
となどの問題点がある．これらの問題点を解決するため，
Lundborgら2)は欠損部位を神経以外の管腔物で架橋し，
神経の再生を誘導するtubulizationの原理を提唱した．そ
の後現在に至るまで約半世紀にわたり，tubulizationの成
績を向上させるために，管腔物の「材質」と管腔物内の「封
入物」の2つの要素について多数の研究が行われてきた．
　末梢神経の再生に際しては，シュワン細胞と呼ばれる
細胞が重要な役割を担っていることが知られている．
従ってシュワン細胞は管腔物内の「封入物」として理想的

な細胞だと考えられるが，十分な量のシュワン細胞を培
養し確保することは現在も技術的に困難である．そこで，
近年は各種の「幹細胞」にシュワン細胞としての機能を期
待し，「封入物」として用いるという試みが行われるよう
になった．我々は幹細胞の中でも，脂肪組織由来再生細胞 

(adipose-derived regenerative cells，ADRCs) に着目した．
ADRCsは脂肪組織由来幹細胞 (adipose-derived stem 

cells, ADSCs) を含むヘテロな細胞群である．ADRCsは
皮下脂肪組織から採取できるため，安全かつ簡便で豊富
に採取することが可能であり，採取後に分化誘導等の操
作を加えずとも十分量の幹細胞を確保できることが報告
されている3)．また，自己由来の細胞であり免疫反応を
生じないことや4)，体性幹細胞であることから倫理的な
ハードルが低いといった利点も持ち合わせている．
　我々は臨床応用を念頭に置き，国内で唯一使用可能な
人工神経であるナーブリッジ®(東洋紡株式会社，大阪 ) 

に，ADRCsを封入することを考案した．本研究の目的は，

脂肪組織由来再生細胞 (adipose derived regenerative cells) を
封入した人工神経は末梢神経再生を促進する

金沢大学大学院医学系研究科機能再建学 (整形外科学 ) 
 (主任：土屋 弘行　教授 ) 
岡　　本　　駿　　郎

　　　近年は幹細胞を用いた人工神経の研究が進んでいる．今回我々は臨床応用を念頭に置き，脂肪組織由来再
生細胞 (adipose derived regenerative cells, ADRCs) を封入した人工神経を作成し，その短期成績について検討し
た．体重2.5～3.0kgの日本白色家兎の右側の坐骨神経を切離し，15mmの欠損部を内径3.5mmの管腔物で架橋し
た．実験群は管腔物，封入物により分類し，I群はシリコンチューブと生理食塩水，II群は人工神経と生理食塩水，
III群は人工神経とADRCs，IV群は自家神経移植群とした．各群5羽の計20羽を作成し，肉眼的評価，病理学的評価
および電気生理学的評価を行った．肉眼的評価では全例に組織の連続性を認めたが，I群と比較しII，III，IV群では
管腔内に組織が充満していた．病理学的評価では，I群と比較しII，III，IV群において髄鞘化の始まった線維像が認
められ，特にIV群において顕著であった．また有髄線維数はIV，III，II，I群の順で多くなっており，各群間に有意
差を認めた．電気生理学的評価ではIII群，IV群の成績が良好であったが，各群間には有意差を認めなかった．本研
究の結果，ADRCsは神経再生を促進すると考えられ，今後さらに解析を進めることで臨床応用できる可能性があ
ると考えられた．

　　Key words Adipose-derived regenerative cells, Artificial nerve graft, Peripheral nerve, Regeneration

　平成29年11月21日受付，平成30年2月19日受理
Abbreviations: ADRCs, adipose-derived regenerative cells; ADSCs, adipose-derived stem cells; CMAP, compound 
muscle action potential; EGF, epidermal growth factor; PGA, polyglycolic acid; PLC, poly-ε-caprolactone; VEGF, 
vascular endothelial growth factor
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我々が作成したハイブリッド型人工神経による末梢神経
の再生について評価検討することである．

対象および方法

1．研究デザイン
　実験は金沢大学動物実験委員会の承認を受けて行った  

(承認番号：AP－153587)．また，実験動物に対する麻酔
や手術操作，屠殺方法についてはIASP (Ethics Committee 

of the International Association for the Study of Pain) の
ガイドライン5)を遵守して行った．まず，塩酸メデトミ
ジン0.1mg (日本全薬工業，郡山 ) とミダゾラム10mg (ア
ステラス製薬，東京 ) を左臀部に筋肉内注射し麻酔導入
を行った後，ペントバルビタールナトリウム (共立製薬，
東京) を17%に希釈し，3.5ml/hrで経静脈投与して麻酔を
維持した．実験に使用した家兎は，耳静脈よりソムノペ
ンチル5mlを注射し屠殺した．
　実験群は使用した管腔物，封入物によって4群に分類
した．シリコンチューブ内に生理食塩水を充填した群を
I群，ナーブリッジ®内に生理食塩水を充填した群をII群，
ナーブリッジ®内にADRCsを封入した群をIII群，自家神
経移植群をIV群とした．各群5羽のモデルを作成し，術後
4，8週時に肉眼的，病理学的および電気生理学的に評価
を行った．なお，ナーブリッジ®はポリグリコール酸  

(polyglycolic acid，PGA) からなる管腔物にコラーゲンを
充填した人工神経である．
2．ADRCsの分離
　ADRCsの分離はZukら3)の方法に従った．まず日本白
色家兎の背部皮下から10gの脂肪組織を採取し，鋏で細
片した．次に，0.12%コラゲナーゼ (和光純薬工業，大阪 ) 

を加え，インキュベータ内にて37℃で45分間，細片した
脂肪組織と反応させた．この間，15分毎に攪拌を行った．
反応終了後，直ちにD-MEM (和光純薬工業，大阪 ) を
20ml加え，中和した．この溶液をFalcon®40μm セルスト
レーナー (コーニング，東京 ) で濾過した後，1300回転，
25℃で6分間遠心分離を行った．以上の操作で得られた
沈殿物がADRCsであり，これをナ―ブリッジ内の封入物
とした．また，ナ―ブリッジ内でのADRCsの保持性を高
めるため，抽出したADRCsはアテロコラーゲン (高研，
東京 ) 0.2mlと混合して封入した．
3．手術方法
　体重2.5～3.0kgの日本白色家兎の右側の坐骨神経を展
開した後，膝関節部より50mmの部位で坐骨神経を切断
し，4群ともに欠損長が15mmになるように内径3.5mm

の管腔物で架橋した．シリコンチューブおよびナーブ
リッジ®の長さは17mmとし，管腔両端より神経を1mm

ずつ引き込み，10－0ナイロン糸で両端を4針ずつ縫合固
定した．IV群では右側の坐骨神経を15mm切除し，これ
を反転して縫合した．最後に殿筋筋膜と皮膚を6－0ナイ
ロン糸で縫合し，手術を終了した．

4．評価方法
a) 肉眼的評価
　手術後4週時および8週時に再生組織の連続性や色調
などについて肉眼的に評価した．
b) 病理学的評価
　手術後8週時に屠殺し，再生組織を摘出した．再生組織
中央横断面にHematoxylin-Eosin染色およびKlüver-

Barrera染色を行い，有髄線維数および軸索径に関して，
顕微鏡 (BZ-X700：キーエンス，大阪 )，画像解析ソフト 

(キーエンス，大阪 ) を用いて解析した．有髄線維数は断
端面全体の線維数を測定した．神経線維径は伏見ら6)の
報告を参考に単位面積あたり計100本の神経線維径を測
定し，その平均値を算出した．また，再生組織内の新生
血管についても評価を行った．
c) 電気生理学的評価
　手術後8週時に再生組織を摘出する前に麻酔をかけ，
前脛骨筋の複合筋活動電位 (compound muscle action 

potential，CMAP) を計測した．評価は遠位潜時および振
幅の健側比を算出して行った．計測の際は神経縫合部か
ら近位5mmの位置で電気刺激を加え，膝蓋骨から遠位
50mmの位置にて導出した．
　病理学的ならびに電気生理学的評価においてはSteel-

Dwass法により有意水準5%で検定を行った．

成　　　　　績

a) 肉眼的評価
　手術後4，8週時を含めた全例において再生組織により
欠損部の架橋が得られていた．なお4週時ではII，III群と
もにナーブリッジ®は吸収されず残存していた (図1) が，
8週時では完全に吸収され消失していた．また，8週時に
おける再生組織はI群では単白色調で中央部が細くなっ
ていたが，II，III，IV群においては赤みを帯びており，健
常部と同等の太さとなっていた (図2)．
b) 病理学的評価
　Hematoxylin-Eosin染色ではIV，III，II，I群の順に結合
織の増生ならび神経線維と考えられる同心円状の組織の
再生が認められた．
　また，III，IV群においては再生組織内に新生血管と考
えられる管腔構造が散在していた (図3)．
　Klüver-Barrer染色では神経線維，髄鞘が確認され，IV，
III，II，I群の順に多く認められた．またIV，III，II，I群の
順に神経線維が集簇する傾向を認め，IV群では均一な有
髄神経が規則正しく配列していた (図4)．有髄線維数は，
4週時でI群：961±364.5 (平均値±標準偏差 )(本 )，II群：
1774±405.3，III群：2053±161.4，IV群：3354±1322，8週
時でI群：1262±569.6，II群：2743±430.0，III群：3385±
414.9，IV群：5250±1433となっており，いずれの週数に
おいてもIV，III，II，I群の順で有意に有髄線維数が多く
なっていた (p<0.01)(図5，図6)．神経線維径は，4週時でI

群：3.04±0.90 (μm)，II群：3.98±1.34，III群：4.52±1.38，
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IV群：10.42±3.33，8週時でI群：4.19±1.42，II群：5.25±
1.73，III群：6.22±1.94，IV群：11.20±2.73となっており，
IV，III，II，I群の順に太くなっていたが，各群間に有意差
は認めなかった (図7，図8)．
c) 電気生理学的評価
　遠位潜時の健側比はI群：2.54±0.98，II群：1.82±0.55，
III群：1.51±0.67，IV群：1.11±0.05となっており，IV，III，
II，I群の順に良好な結果を示したが，各群間に有意差は
認めなかった．振幅の健側比はI群：0.017±0.006，II群：
0.020±0.015，III群：0.047±0.027，IV群：0.033±0.021と
なっており，III，IV，II，I群の順に良好な結果を示したが
各群間に有意差は認めなかった (図9，図10)．

考　　　　　察

　本研究では臨床応用を念頭に置き，実際に臨床で使用
できるナーブリッジ®に，幹細胞の中でも倫理的なハー
ドルが比較的低いとされるADRCsを封入した人工神経
を作成した．その結果，我々の人工神経は自家神経移植
群の成績には及ばなかったものの，シリコンチューブ単
体群およびナーブリッジ単体群と比較し，より神経の再
生を促す効果があったと考えられた．ナーブリッジ®に
幹細胞を封入して作成した人工神経の報告はこれまでに
存在せず，本研究が初めての報告となる．本研究の結果
は幹細胞を付加することでナーブリッジ®の成績が向上

Fig. 1. Macroscopic findings after 4weeks  
 Regenerated nerve is barely concecutive in group I. Artificial nerve is left in group II and III.

Fig. 2. Macroscopic findings after 8 weeks
 Artificial nerve was absorbed and disappeared. Diameters of regenerated tissues were larger in group II, III and IV than I. Regenerated 

tissues were predominantly white color tone in group I, but intrusion of blood vessels was observed in group II and III.
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Fig. 4. Pathological findings after 8 weeks: Kluver-Barrera staining
 Regenerated nerve fibers and myelin sheath were closely observed in the order of group IV, III, II, I.

Fig. 3. Pathological findings after 8 weeks: Hematoxylin-Eosin staining
 Regenerated tissues were closely observed in the order of group IV, III, II, I. Regenerated blood vessels (arrowhead) were found in group 

III and IV.
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Fig. 5. Number of the nerve fiber number after 4 weeks
 Regenerated nerve fibers were observed in the order of group 

IV, III, II, I.

Fig. 6. Number of the nerve fiber after 8 weeks
 Regenerated nerve fibers were observed in the order of group 

IV, III, II, I.

Fig. 7. Diameter of the nerve fiber after 4 weeks
 Diameter of the nerve fiber was thickened in the order of 

group IV, III, II, I. And there were significant differences in 
each groups. (*p<0.01)

Fig. 8. Diameter of the nerve fiber after 8 weeks
 Diameter of the nerve fiber was thickened in the order of 

group IV, III, II, I. And there were significant differences in 
each groups. (*p<0.01)

Fig. 9. Ratio of the distal latency after 8 weeks
 Ratio of the distal latency was high in the order of group IV, III, 

II, I.

Fig. 10. Ratio of the amplitude after 8 weeks
 Ratio of the amplitude was high in the order of group IV, III, II, I.
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する可能性を示唆している．
　人工神経の研究に関しては，前述の如く管腔物の材質
や封入物に関して様々な検討が行われてきた．管腔物に
ついては当初，異物反応の少ないシリコン7) やポリエチレ
ンが用いられたが，これらには生体吸収性が無いために，
再生組織と周囲組織とが隔絶され十分な神経の再生が認
められなかったことが報告されている8)．以降，管腔物は
生体吸収性を持つことが望ましいと考えられるようにな
り，コラーゲン9)や，PGA10)，PLC (Poly-ε-caprolactone)11)

等を用いたチューブが作成されてきた．その一方で，生
体親和性の高さに着目し，筋組織12)や動静脈13)などの自
己生体材料を管腔物として用いるという研究も行われて
きたが，自己生体材料は強度が十分ではなく内腔の閉塞
などが問題となっていた．
　これらの結果から，適度な強度と生体吸収性を持つ，
神経の再生に特化した管腔物である人工神経が開発さ
れ，1999年にはPGA製のNeurotube®が，2003年にはPLC

製のNeurolac®が，2005年にはコラーゲン製のNeuraGen®

がFDAの認可を受け臨床応用された14)～16)．しかしなが
ら，これらの人工神経も素材の硬さの問題や早期に人工
神経が吸収される等の問題17)が報告されており，人工神
経の素材や性質には依然として検討の余地があると考
えられる．なお，本邦では2013年にPGA製のナーブリッ
ジ®が，初の人工神経として厚労省に認可された．現在，
短期成績ではあるが末梢神経損傷例に対する良好な成績
も報告されている18)19)．本研究では，研究内容を臨床応用
できることが重要であると考え，既に臨床応用されてい
るナ―ブリッジ®を管腔物として選択した．
　管腔物内の封入物に関しては，末梢神経の再生には
シュワン細胞が遊走して形成するシュワン管が必須であ
ることから，シュワン細胞が最も理想的な封入物である
と考えられている20)．しかし，現在でもシュワン細胞の
培養は技術的に困難である．そこで近年は再生医学の進
歩に伴い，幹細胞にシュワン細胞としての機能を期待し，
管腔内に封入するという研究が行われるようになった．
幹細胞の研究においてはES細胞やiPS細胞などの多能性
幹細胞が注目されている21)22)が，これらの幹細胞には倫
理的な問題や腫瘍化などの問題があるため，広く臨床応
用されるまでには時間を要すると考えられる．一方，我々
が選択したADRCsは，安全にかつ大量に採取することが
可能な幹細胞であり23)24)，臨床応用へのハードルは比較的
低い．またADRCsは骨25)，筋肉26)，腱組織27)，椎間板28)，血
管29)などの組織へ幅広く分化することが報告されてお
り，既に虚血性心疾患や30)や阻血性潰瘍31)の治療に臨床
応用され，今後も多方面での応用が期待されている．
　ADRCsが神経再生を促進する機序としては，ADRCs内
に豊富に含まれるADSCsが主たる役割を担っていると考
えられており，Kinghamら32)はADSCsがシュワン類似
細胞に分化し，シュワン細胞として機能することにより
神経再生が促進されたと報告している．また，Xuら33)は

ADSCsから分化したシュワン類似細胞がVEGF (vascular 

endothelial growth factor) やEGF (epidermal growth 

factor) など各種の成長因子を放出することにより神経
再生が促進されたと報告している．また，Magnaghiら34)

はADSCsから分化したシュワン類似細胞が放出した神
経伝達物質であるGABA type1，type2により，再生軸索の
髄鞘化が促進されたと報告している．
　本研究に先立ち当科のSuganumaら35)は，ADRCsが
VEGFやneureglin－1などの成長因子を放出することで
シュワン細胞の遊走を促進させ，末梢神経の再生を促進
したことを報告しており，本研究で認められたADRCsの
神経再生能もこれらの成長因子が関与している可能性が
高いと考えられる．その他，ADSCsが有する多様な分化
能が血管の新生を促進した可能性なども推察されるが，
詳細な機序については今後もさらなる検討が必要である．
　神経の再生をより促すためには，ADRCsに操作を加え
ずに用いるべきなのか，それともADRCsからADSCsを
抽出，培養した上で用いるべきなのか，またはADSCsに
分化誘導を加えて用いるべきなのか，現在も議論が続い
ている．Di summaら36)はADSCsをシュワン類似細胞へ
分化させることで良好な成績が得られたと報告している
が，その一方で，Obeyら37)は非分化型ADSCsと分化型
ADSCsの成績には有意差を認めなかったと報告してい
る．我々は臨床応用へのハードルを下げるため，体外で
の培養や分化誘導を行わないADRCsを封入物として用
いた．しかし，本研究で作成したADRCsを封入した人工
神経の成績は，自家神経移植群には及んでいないと考え
られた．さらに成績を向上させるため，今後の研究では
移植細胞数を増やすことや，ADRCsに培養や分化誘導を
加えることも検討していきたい．
　本研究のlimitationは，ADRCsがどのような機序で神
経の再生に寄与していたのか，詳細な検討が行えていな
い点である．また，再生組織内の新生血管について定量
的な評価を行えていない点も本研究のlimitationであり，
今後の検討課題としたい．

結　　　　　論

　ナーブリッジ®にADRCsを封入した人工神経は，自家
神経移植には及ばなかったものの，シリコンチューブ単
体およびナーブリッジ®単体と比較し，末梢神経再生を
促す効果があった．
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Artificial nerve graft using adipose-derived regenerative cells promotes peripheral nerve regeneration 　　Syunro 
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Abstract

 Recently, great progress has been made in the development of stem cell-containing artificial nerve grafts. The 

present study evaluated the feasibility of an artificial nerve graft containing adipose-derived regenerative cells (ADRCs) for 

clinical application and examined its short-term results in Japanese white rabbit. In this model, the right sciatic nerve was 

excised, and a 15 mm gap was bridged by lumen material (3.5 mm). The animals were divided into four groups according to 

the type of lumen and enclosed material: group I, silicon tube and saline; group II, artificial nerve graft and saline; group III, 

artificial nerve graft and ADRCs; and group IV, autologous nerve graft (n = 5). The macroscopic, pathological, and 

electrophysiological findings were subsequently evaluated at 4 weeks and 8 weeks postoperatively. The macroscopic 

findings revealed that the lumina of group I contained less material than those of groups II, III, and IV. The pathological 

findings indicated a higher prevalence of myelinated fibers in groups II, III, and IV than in group I, which was the most 

prominent in group IV. The prevalence of myelinated fibers increased in the following order: groups I, II, III, and IV; 

significant differences were observed among the groups. The electrophysiological findings showed good results in groups 

III and IV; however, there was no significant difference between groups. The results revealed nerve regeneration by ADRCs. 

Therefore, the artificial nerve graft containing ADRCs is effective in promoting nerve regeneration, but not as effective as an 

autologous nerve graft.


