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末梢神経の再生におけるシ ュ ワ ン細胞移植に関する実験的研究

金沢大学医学部整形 外科学講座 く主 任 二 野 村 進数授1

池 田 和 夫

く昭和6 3 年 6 月14 日 受付I

神経欠損部 に 対す る 培養シ ュ ワ ン 細胞移植の 有用性 に つ い て 検討 した ． 生後 1 勺 2 日の ラ ッ トの

坐 骨神経 か ら採取 した 培養 シ ュ ワ ン細胞 を コ ラ ー ゲ ン 潜熱 こ浮遊 し
，
シ リ コ ン チ ュ ー ブ 内で ゲ ル 化さ

せ
，

こ の チ ュ
ー ブ くS チ ュ

ー

ブI を 移植材料 と し た ． S チ ュ
ー ブ の 両端 を ミ リ ポ ア の膜 で 閉鎖 し た

チ ュ
ー ブ くS

，

チ エ
一 刀 と コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル の み を注入 した チ ュ ー ブ くC M チ ュ ー

ブJ
，
生 理 食塩水 を注入

した チ ュ
ー ブ くP チ ュ ー

ブL 及 び死 滅 シ ュ ワ ン細 胞を コ ラ ー

ゲ ン ゲル に 包埋 し た チ ュ ー ブ くD チ ュ ー

ブう も作成 し た ． 同系の 成熟 ラ ッ ト の 坐 骨神経 に チ ュ ー ブ を移植 し ， 経 時的に チ ュ ー

ブ 内組織の 変化を

光頗的な ら び に 電顕的 に検討し た － なお
，
S
，

チ ュ
ー

ブ に 関し て は切断 した 坐骨神経 の中枢端の み
，
ま た

は末梢端の み 縫合 した群 ， 健常神経近傍 に 移植 した群 を作成 し た ． 移植後10 日 で ，
S お よ びS

，

チ ュ
ー ブ

内の 培養 シ ュ ワ ン 細胞は互 い に 平行 に 長軸方向に 縦列し た ． しか し
，
S
，

チ ュ ー ブ で 片側の み神経断端 と

縫合し た群と 健常神経近傍 に 移植 し た群で は ， 移植し た シ ュ ワ ン細胞 は球状 へ 紡錐形の ま ま であ り ，

一

定の 配列 をと っ て 並 ぶ こ と は な か っ た ． し たが っ て
，
シ ュ ワ ン 細胞 が縦列す る と い う 現 象は両側神経断

端か ら の 何ら か の 因子 ， 例 え ば液性因 子 を認知す る こ と で生 ず る も の と 考え られ た ． S チ ュ
ー

ブ内の再

生 軸索 は ，
シ ュ ワ ン細胞 に 沿 っ て伸長 し

，
1 2 日 目に 中央部 を通過 ，

2 週 目に は 末棉側神経内に 到達 し

た ．

一

方
，
P
，
C M

，
D チ ュ ー ブの い ず れ の 場合 に も ， 再生軸索が末梢側神経内 へ 達す る の は 2 週目以後 で

あ っ た ． した が っ て
，
S チ ュ ー ブ内の 生き た シ ュ ワ ン細胞が

， 軸索再生速度 を速 める 役割 を果た して い

る と考 え られ た ． 再生有髄神経の 数 は ， 移植後4 週目以 降 ， S ， P チ ュ
ー ブ間 で 同等 で あ っ たが ．

C M
，

D チ ュ ー ブは 少な い 傾 向に あ り
，

．基 質の コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル は軸索再生 に 対 し て 阻害的 に作用 し てい る と推

定され た ．

K e y w o r d s s c h w a n n c ell ， n e r V e
．

g r aft ， p e rip h e r al n e r v e ， r e g e n e r a tio n

末棉神経の 大 欠損が あ る場合の 治 療 は
，
外 科医 に

とり難問の一
一

つ で あ り
，
こ の 欠 損 郡 を補 う た め に

，

通常神経移植と い う 方 法が行わ れ て い る
1，

． 臨床的 に

現在用 い られ て い る の は
， 遊離自家神経移植 で あ る ．

しか し
， 移植神経採取 に は制限が あ る た め ， 自家神

経移植に か わ る 移植材料の 開発が 切 望 さ れ ， 種 々 の

方法が 考案さ れ て い る ． た と え ば ， 神経 の 欠損部 に

自己以外の 神経組織 を あ て る同種神経移植 は未だ研

究の 段階に あ り
， 臨床 的 に は成功 し て い な い

2－3，

A b b r e v i ati o n s 二 A B C
，
a Vi di n － b i o ti n A C O m P l e x ニ

pit uit a r y e x t r a c t 三 C M
－I A

， C ell － M a t ri x t y p e

m e di u m ニ 5 － F U
，
5 － Fl u o r o d e o x y u ridi n e ニ H － E

，

f a ct o r ．

方
， 神経 の 欠損部 に 対 して ， 欠損 部 を橋渡 しす る 空

管構造を保 つ こ と で 神経再生 を図 ろ う と す る 方法に

は
，
生 体 内組織 を 用 い た 血 管移 植

41
m e s o th eli al

t u b e
珊 移植

， 神経 周膜移植
7
が あ り

，
ま た人 工 材料 を

用 い た シ リ コ ン チ ュ
ー

ブ移植
81

，
b i o d e g r a d a bl e t u b e

移植
9，

，
m illi p o r e t u b e 移植

10

等 が あ るが
．
これ らも 実

験段階で あ る ．

さ て
，
g乃 び加 に お い て は

， 末梢神経 の 再生軸索が

シ ュ ワ ン細胞 に 沿 っ て 進 ん で い く こ と は よ く 知 ら れ

A r a － C
，
C y t O Si n e a r a b in o sid e i B P E ， b o v in e

I ． A こ D M E M ，
D ulb e c c o

，

s m o difi e d E a gl e

h e m at o x y li n e o si n ニ N G F ， n e r V e g r O W th



7 34

てお り
11－

，
神経の 再生過程 に あ た っ て シ ュ ワ ン 細胞が

重要 な役割 を果た して い る と考 え ら れ て い る ． 最近 ，

わ7 訂か0 の 実験か ら ，
シ ュ ワ ン維胞 が 軸索 の 伸長 を促

進す る こ とが 明 らか に さ れ
12I

， ま た ，
シ ュ ワ ン細胞 が

神経成長因子 くN e r v e G r
－

O W th F a ct o r
，
N G Fl や

N G F 様神経突起成長因子 を 産 生 分泌 し て い る こ と

も確か め ら れ て い る
l 錮

． し たが っ て
，
シ ュ ワ ン 細胞

が 神経軸索の 伸長促進や誘導作用 を 有 して い る と す

1 1 i t t ら r o r n 8 0 n 乙 七8 r a t S

励
く3つ P r i m a r y

タメ■

く4つ S e c o n d a r y

f
－ し

巨ラ
ー 4 8 h r s

巨ヨ

i珊
D I S S O C l a 七 1 0 n

く5 ， T e r t i 8 r y

Eヨ 巨ヨ
巨ヨ G喜
一

1■ト く6 I e Y e r y 3 d a y 5

E a r Y 8 S t
ー

ノアファニく へ
ノ
〆
－ く 1 ら －

ノ

S c h w 一礼 n n C e l l s

く1 ， 1 X l O
5
c e l l む旬 n e o n a t e r a t l

Fi g ． 1 ． F l o w c h a r t f o r th e p r e p a r a ti o n o f

S c h w a n n c e11 s i n v it r o ．

く11 A
J

s c i a ti c n e r v e i s r e m o v e d a s e p ti c a ll y f r o m

a n e o n a t e r a t a n d i m m e r s e d i n D M E M ．

く21 T h e n e rv e i s cl e a n e d o f e pi n e u r al a n d

p e ri n e u r al c o n n e c ti v e ti s s u e s u n d e r a di s s e ct
－

i n g m i c r o s c o p e a n d t o r n i n t o s m a11 f a s ci cl e s ■

く31 T h e e x pl a n ts a r e pl a c e d o n a C ell M a t ri x

I A c o a ti n g 60 m m
－

p e t ri di sh ， a n d f e d wi th

D M E M ．

く41 A ft e r 4 8 h o u r s ， th e p ri m a r y e x pl a n t s a r e

t r a n sf e r r e d o n t o a f r e s h d i s h c o a t ed w ith C e11

M a t ri x I A ．

く51 F o ll o w i n g 4 8 h o u r s ， th e e x pl a n t s a r e

r e e x pl a n t e d o n f o u r 3 5 m m
－

p e t ri d i s h e s c o a t ed

w ith l a m i n i n く25 JL gl di s吊 ．

く6I C ult u r e m e d i u m くD M E M J c o n t ai ni n g b o v i n e

pit uit a r y e x t r a c t く30 p gl m lJ i s c h a n g e d e v e r y

3 d a y s ． ，

れ ば ，
シ ュ ワ ン 細胞 を神経欠損部 に 移植 す る 方法は

有効 ，
か つ 十分考慮 に 値す る と思 わ れ る

151
． しか しな

が ら
，
こ れ ま で の と こ ろ培養 シ ュ ワ ン 細 胞 を用 いた

移植研究の報告は見当た ら な い ． そ こ で本研究で は
，

欠損の ある 末梢神経 の 再生 に お け る シ ュ ワ ン細胞移

植の 有用 性 に つ い て 検討 を行 っ た ．

材料 お よ び方 法

工 ．
シ ュ ワ ン 細胞 の 培 養 と移 植 チ ュ ー ブ の 作製

1 ． シ ュ ワ ン 細胞 の 調整

1 う 一 次培養

生 後 ト ー 2 日の ウイ ス タ
ー 系ラ ッ トよ り ， 無菌的

に 両側 の 坐 骨神経 を採取 し ，
D ul b e c c o

，

s m o difi ed

E a gl e m ed id u m くD M E M l に 室 温 で 保存 し た ．

D M E M は
，
D M E M 粉末くFl o w L a b o r a t o r y ， 米国1

13 ．5 g ， ウ シ 胎仔血 清 くGib c o ， 米国1 1 50 m l ， ペ ニ シリ

ン ． ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶液 くGib c o l l O m l ， 炭酸水

素ナ ト リ ウ ム 3 ．7 g ， 注射 用 蒸留水 840 m l で 作製し

た ． 実体顕微 鏡下 くX l 郎 に マ イ ク ロ 摂子 を用 い て ，

坐 骨神経 の 神経外膜 と神経周膜 を除去 し ， 神経を細

く引 き裂 い た ． これ を
，
セ ル マ ト リ ッ ク ス I A くC

．

M －I A ニ 新 田 ゼ ラ チ ン ，大阪1 を被覆 した 60 m m ペ トリ

デ ィ ッ シ ュ げ al c o n ， 弾3 8 0 2 ， 米国う で 培養 し た ，

C M －王A は
，
ウ シ か ら 調 整さ れ た酸可 溶性 卜型コ ラ

ー

ゲ ン で あ る ． 培養液 に は ，
D M E M l O m l を用い ，C O 2

5 ．0 ％37
0

C の 恒温器内で ， 4 8 時間培養 し た ．

2 う 二 次培養

神経片を位相差顕微鏡下 に ，

二 次培養系に 移した．

デ ィ ッ シ ュ と 培養液は同様 の もの を 用 い て ，
4 椚寺間

培養 した ．

3 う 三 次培養

35 m m ベ ト リ デ ィ ッ シ ュ くF al c o n ，
丼3 8 0 11 をラミ

ニ ン 亡C oll a b o r a ti v e R e s e a r c h ， 米 国 ，
2 5 JJ gl

d i s hコ で 被覆 し ， 位相差顕 微 鏡下 に ，
二 次 培養系よ

り 神経片を移 し た ． 培 養液 は D M E M 4 m ll di sh と

し
，
ウ シ 下垂 体抽出物 くB o v i n e P it u it a r y E x t r a c t ．

B P E
，
C oll a b o r a ti v e R e s a r c h 1 3 0 JL gl m l を加えた－

4 う 線維芽細胞の 除去

培養系に お い て は ，
シ ュ ワ ン 細胞 と 線維芽細胞と

を概 ね 区別 で き る
醐

． す な わ ち ， 位相差顕微鏡 下に

観察 す る と ，
シ ュ ワ ン細胞 は ， 双 極 性 な い し 三極性

を 示 す 小型 の 光沢 の あ る細胞 で あ る の に 対 し ，
線維

芽細胞 は ， 細胞質の 豊富な や や大 型 の 多角形 ない し

星 空 状の 細胞形態 を しめ す ．

本研究 に お い て は ，

一

，

二 次培養 の 神経片か ら遊

出す る細胞 の 大部分 は線椎芽細胞 の 形態 を示 し た
の



シ ュ ワ ン 細胞移植 の 末御中経再生 に 与 え る影響

で
，
培養神経片を移す場合 に連出線維芽細胞 を培地

に残す こ と に よ っ て混 入 する線椎芽細胞 を で き る だ

け除い た ． つ ぎ に 三 次培養で は神経 片か ら遊 出す る

細胞はほ と ん どが シ ュ ワ ン細胞 の 形態 を示 した の で
，

この細胞 を収集 した ． しか し
，
な お 敷 石 状 に 増殖 す

る線推芽細胞が
一 部に 混入 す る た め

，
こ れ を 3 日 毎

に位相差顕微鏡下に 熱 した摂子 で 殺 し ， 培 養液 くD －

M E M ＋B P E l の 交換 を行い ， 培養 シ ュ ワ ン細 胞の純

度を向上 さ せ た く囲い ．

5う シ ュ ワ ン細胞 の 採取

三次培養10 日目の 培養細胞を0 ．0 2 5 ％ トリ プ シ ン ＋

0 ．02 ％ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸四 ナ ト リ ウ ム に よ り

単離浮遊 さ せ ， 遠心 く15 0 0 回 転ノ分 X 5 分う に て 収

集， こ れ を再 び D M E M に 浮遊さ せ て ， 単離 シ ュ ワ

ン細胞浮遊液と して用 い た ，

一 部 に メ チ レ ン 青染色

を行い細胞数 を算定 した ． ま た ，

一

部 は 継代 し ， 抗

SlO O 蛋白抗体 くフ ナ コ シ
， 東京J を用 い た 免疫螢光

抗体法に よ り培養細胞 の純度 を確認 した ．

2 ． 移植チ ュ ー ブ の 作製

移植チ ュ ー ブ作 製直前 に 調整 し た C M 一工A に 培養

シ ュ ワ ン細胞 を混 合 し ， 泡立 て な い よ う に 注意 し て ，

パ ス ツ
ー ル ピペ ッ トで

， 滅菌済 み の シ リ コ ン チ ュ ー

ブ く内径 2 m m
，
外径 3 m m

， 長さ 1 0 m m l 内に 注入 し

た■ こ の チ ュ
ー ブ を37

0

C 4 5 分 間静置 す る こ と に よ っ

てC M －I A を ゲ ル 化さ せ
，
シ ュ ワ ン 細胞移植用 チ ュ ー

ブくS チ ュ ー

ブう と し た ． 次に S チ ュ ー

ブの 両端 に ミ

リ ポ ア くマ イ レ ク ス G V
，
0 ．2 2 〆 m ， 日 本 ミ リ ポ ア

K 且 う の 膜 を10 －0 ナ イ ロ ン 糸 4 針 で 縫い つ けて 閉

鎖した チ ュ ー ブ を作 製 した くS
，

チ ュ ー ブ ト ま た
，

シ ュ ワ ン 細胞 を遠心 管 の 底 に 収集 した 後 ． －80
0

C で

1 分間凍結 し37
0

C で1 0 分間解凍す る と い う 操作 を 6

回繰り返 し
， 死 滅さ せ た シ ュ ワ ン 細胞 を混 入 し た

チュ ー ブを 同様 な方法 で作製 した くD チ ュ 一 刀 ． い

ずれ の 場合 に お い て もー
一

本の チ ュ ー ブ に は シ ュ ワ ン

細胞が1 0万 個 とな る よ う に 調整 し た ． 対照 と し て
，

C M 一工A ゲ ル だ け を満 た し た チ ュ ー ブ くC M チ エ
一

刀 と ， 生理 食塩水を注入 し た チ ュ ー

ブ くP チ ュ
ー

ブコ を用意 した ．

3 ． C M －I A の 抗原性 に つ い て の 検討

ゲル 化 した C M ．I A を 5 m l ， 成熟 ラ ッ トの 背部皮下

に哩 入 し
，
2 週 間後 に 麻酔下 に 皮膚 と筋膜 を含め て

採取 し た ． 採 取 組織 の パ ラ フ ィ ン 切 片 に つ き

h e m a t o x y li n
－

e O Si n くH － E J 染色を し て 観察 し た ．

II ． 移植 チ ュ ー ブの 設置

25 0 g
へ 3 0 0 g の ウ ィ ス タ

ー 系成熟 ラ ッ ト を 馴 －
，

ペ

ン ト パ ル ビ タ
ー ル くネ ン ブ タ ー

ル
， 大 日 本製薬 ，

大

73 5

阪1 の 腹腔内投与 く40 m gノk gl に よ り全 身麻酔 した ．

そ の 後
，
ラ ッ ト を腹 臥位 で固定

， 手術 用 顕微鏡下 に

坐骨神経 を露出 し， 以 下 の 如 くチ ュ ー ブ を設置 し た ．

術後 は ， セ フ ェ ム 系抗生剤入 り 生 理 的食塩水 で 洗浄

後 ， 創 を閉 じた ．

1 ． S チ ュ
ー

ブ群

坐骨神経 を大腿部で 4 m m 切除 した 後
，
両 側神経

断端の神経上膜 とS チ ュ ー

ブ を10 岬 0 ナ イ ロ ン 糸4

針で縫合 し た ． 切断神経両端 は 1 m m ず つ チ ュ ー

ブ

内に 引 き こ まれ る の で
， 間隙 は 8 m m と な っ た く図2

－ 1 J ．

2 ． S
，

チ ュ
ー

ブ群

1 1 S
，
－1 チ ュ

ー ブ群

2 － 1 1

－ 2 つ

－

3 I

－ 4 I

画 三 三 三陸

亙弓臣喜 喜ヨ

r喜喜喜喜ヨ巨重

工喜喜喜ヨ
i nt a c t N

F i g ． 2 ． A r r a n g e m e n ts o f sili c o n e t u b e s ．

1
． B o th s t u m p s of th e s e c ti o n e d s ci a ti c n e r v e
a r e i n s e rt e d i n t o th e sili c o n e t u b e c o n t a i n i n g
C u lt u r ed S c h w a n n c ell くS t u b el く10 m m i n
l e n g th a n d 2 m m i n i n n e r d i a m et e rJ ． A g a p
b e t w e e n th e s t u m p s i s 8 m m ．

2－11 T h e S t u b e ， b o th e n d s of w h i c h a r e cl o s e d
wi th th e m e m b r a n e o f M illi p o r e くS

，

t u b el ， i s
i m pl a n t e d in a g a p b et w e e n p r o x i m a l a n d

d i s t al st u m p s o f th e n e r v e ． くS
，
．1J ．

2 －2I T h e p r o x i m al e n d o f S
，

t u b e i s a tt a c h e d t o

th e p r o x i m al st u m p o f th e n e r v e ． T h e di s t a l

S t u m p O f t h e n e rv e i s c o m pl e tel y r e s e c t e d ．

くS
，
一 21 ．

2 －3J T h e d i s t al e n d o f th e S
，

t u b e i s att a c h e d

t o th e d i s t al s t u m p o f t h e n e r v e ．くS
，

－3ン．

2 －4J T h e S
，

t u b e i s i m pl a n t e d n e a r th e i n t a ct

S Ci a ti c n e r v e ． くS
，
－41 ．

D
， d i st a l s t u m p i N ， n e r V e ニ P ， p r O X i m al

S t u m P ．
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S
，

チ ュ ー ブ を 1 ． と 同様 に 切 断し た坐 骨神経 の 両

断端 に 縫合 した ．

2 う S
，
－ 2 チ ュ

ー ブ群

S
，

チ ュ
ー ブ を坐 骨 神経 の 中枢側断端 の み に 縫合

し ， 遠位側 を遊離 した ． 神経の 末梢断端 は 可 能 な 限

り切除 した ．

3 う S
，
－ 3 チ ュ

ー

ブ群

S
，

チ ュ
ー

ブ を坐 骨 神経 の 末棺側断端 の み に 縫 合

し
，
近位側 を遊離 し た ． 神経 の 中枢断端 は ，

結致 し バ

イ ポ ラ
ー ル で 熱擬固させ た ．

4 う S
，
－4 チ ュ

ー ブ群

ラ ッ ト の 坐 骨神経 を傷 つ け な い よ う に 展 開 し S
，

チ ュ
ー

ブ を その 側方に 埋込 ん だ く図 2
－ 2 I ．

3 ． 対照 チ ュ ー ブ群

S チ ュ
ー ブ群 の 対照 と して ，

C M
，
P
，
D チ ュ

ー ブ を

1 ． と同様 に 切断神経 の 両断端 に 縫合 し た ．

実験工ト 1 ． では ，
S チ ュ

ー

ブ を68本 ，
H － 2 ■ で

は
，
各群 8 本用 い た ． 1工ト 3 ． の C M ， P チ ュ

ー

ブ は

各 々60 本 ，
D チ ュ ー ブ は10 本用 い た 一

IIl ． 観察方 法

1 ． 移植 シ ュ ワ ン細胞 の チ ュ
ー ブ 内 で の 早期動態

の観察

実験II
－

1 ． お よ び 2 ． の S チ ュ
ー ブ と S

，

チ ュ
ー

ブ に つ い て ，
7 日目 と10 日目 に 各 々 4 本 を麻酔下 に

採取 ，
10 ％緩衝ホ ル マ リ ン で 固定後 ， 縦割切 片 を 作

成 し ，
H － E 染色 を行 っ て 光顕的 に 観察 した ．

2 ． チ ュ
ー ブ内の 神経再生 の 観察

実験工1
－

1 ． お よび 3 ． の S
，
P
，
C M チ ュ ー ブ は 移

P － 2 m m C D
－

2 m m

F i g ． 3 ． S ch e m e sh o wi n g th e l o n git u d
i n a l s e c ti o n

くal ， a n d tr a n s v e r s e s e c ti o n くbl ， Of th e ti s s u e s i n

th e i m pl a n t e d t u b e s e x a m i
n e d a t v a ri o u s

st a g e s ． I n c u t s e cti o n s ， C e
n t e r Of th e t u b e くcl ，

2 m m p r o x i m al f r o m th e c e
n t e r tP － 2 m m l ， a n d

2 m m d i st a l t o th e c e n t e r くD
－2 m m l a r e e x a m i －

11 e d ．

F i g ． 4 ． al L i gh t mi c r o g r a p h o f S c h w a n n c e
11 s

w ith b i p ol a r o r t ri p o l a r f e a t u r e s
a t th e t e rti

－

a r y c ul t u r e ．
H － E s t ai n ．

X 7 5 ．

bl I m m u n o fl u o r e s c e n t m i c r o g r a p h o f s
u b c ult －

u r ed c ell s s t ai n e d f o r S l O O p r o t ei n ．
All c ells

i n th i s fi eld a r e p o siti v e ．
X 3 0 0 ．

cI T r a n s v e r s e s e c ti o n o f th e S t
u b e b ef o r e

i m pl a n t a ti o n － H
－ E st a i n ． X 7 5 ．



シ ュ ワ ン 細胞移植の 末梢神経再生 に 与 え る影響

植後5 日 ，
7 日 ，

10 日
，
12 日

，
2 週 ，
3 週 ，

4 週
，
6

週， 8 過 ，
1 2 過 に それ ぞ れ 6 本ず つ 採取 し， D チ ュ ー

ブは移植後5 日 ，
7 日 ，
2 遇 ， 4 過

，
8 週 に それ ぞ れ

2 本ずつ 用 い ，
光顕 的 も しく は電顕的 に 観察 した ．

7 3 7

1 う 光頗的観察

標本 は1 0 ％緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固定 し ， 縦 断切 片

く図 3 － aフ と横 断切 片 く図 3－bl を作製 し た ． 横断標

本は
，
チ ュ ー ブ の 中央 くC I ， 中央か ら 中枢 へ 2 m m

F i g ■ 5 ■ L i gh t mi c r o g r a ph s o f l o n git u d i n a l s e cti o n s o f e a c h t u b e l O d a y s a ft e r
i m pl a n t a ti o n ．

H－E st ai n ．

aI T r a n s pl a n t ed S c h w a n n c ell s i n th e S t u b e b e c o m e el o n g a t e d l o n git u d i n all y a n d

li n e d u p p a r a ll el wi th e a ch o th e r ． x 1 5 0 ．

b l T h e S c h w a n n c ell s i n th e S
，

－1 t u b e a r e t r a n sf o r m e d a n d a r r a n g e d si mi 1 a r t o th e S
t u b e ． x 1 5 0 ．

CI T h e S c h w a n n c e ll s i n th e S
，
－2 t u b e a r e b u lb o u s a n d s c a tt e r e d i r r e g u l a rl y ． x 1 5 0 ．

d l T h e S c h w a n n c ell s i n th e S
，
－4 t u b e ． x 1 5 0 ．

el T h e p r o x i m al e n d o f th e S
，
－ 2 t u b e ． x 7 5 ．

fl S c h e m e o f th e p r o xi m al o r d i s t al e n d o f th e S
，

t u b e ．

1
，
n e r V e S t u m p ニ 2 ， M illi p o r e m e m b r a n e ニ 3 ， fl u id ニ 4 ， S h r u n k e n g el c o n t ai n l n g

t r a n s pl a n t e d S c h w a n n c ell s ．
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くP －2 m m l ， 中央か ら末梢 へ 2 m m くD －2 m m l の 3 カ

所 を 作成観察 し た ． 染 色 は H － E 染 色 の 他 に ，

a v id i n －b i o ti n ， C O m pl e x くA B Cう 法
18
厄 よ り S lO O 蛋

白と n e u r o fil a m e n t くL a b s y s t e m s ， O y ， フ ィ ン ラ ン

ドう に 対す る免疫組織染色 を行 っ た ．

2 つ 電顕的観察

標本 は ， 2 ． 5 ％グル タル ア ル デ ヒ ドで 1 時間， 2 ％

四 酸化 オ ス ミ ウ ム で 1 時間固定 し た の ち ，
型 の 如 く

脱 水 し エ ボ ン樹脂 に 包理 した ． た だ し
，
移植 2 週 目

か らの ラ ッ トに は あ ら か じめ 深麻酔下 に 腹部大動脈

よ り 130 c m H ぉ の 圧 力で 濯 流固定 く2 ． 5 ％ グ ル タル

田

ア ル デ ヒ ド
，

1 0 0 m lう を行 っ た ． L K B ウ ル トラ ト ー

ム を用 い て作成 した超薄切片 に 酢酸 ウ ラ ニ ー ル ． 硝

酸錯 の 二 重 染色 を行 い ，
日立 電子 顕微鏡 H U ．5 0 0 で

観察 した ．

3う 再生有髄神経線推数の 計測

4 週目以 後の エ ボ ン 樹脂包埋標本 D －2 m m の 1 月

m 切 片に トル イ ジ ン 青 くp H 2 ．5フ 髄 鞘染色を行い
， 光

顕 的 に 観察 ． 写真撮影 し た ． こ の 拡大写真を用い て
，

再生 有髄神経線維数 を計測 し た ． 横 断面 を4 5
0

ずつ

8 区画 に 分 け ， 任意 に 2 区画 を選 び 計測 し た ． また

同時に ， 再生神経幹 の 直径を計測 し た ． な お 対照と

Fi g ． 6 ， M a c r o s c o pl C V i e w s o f th e i m pl a n t ed tu b e s
■ X 4 ．5 ．

al S t u b e a ft e r lO d a y s ニ

bl C M t u b e af t e r l O d a y s i

cI P t u b e a ft e r l O d a y s ニ

dl S t u b e a ft e r 8 w e e k s i

el C M t u b e a f t e r 8 w e e k s ニ

fl P t u b e af t e r 8 w e e k s i

P r o x i m a l s t u m p s a r e l ef t a n d d i st al st u m p s a r e ri gh t ．

璽
t
t
t

t
t



璽
t
t
t

t
t

a

b

C

シ ュ ワ ン細胞移植の 末梢神経再生 に 与 える 影響 739

くP － 2 m m ， くC フ

I l

くD － 2 m m う

l

Fi g ． 7 ． I m m u n o h is t o c h e mi c a l m i c r o g r a p h s of i n g r o w l n g ti s s u e s i n S ， C M ， a n d P
t u b e s st ai n e d f o r n e u r o fil a m e n t ．

al S t u b e 1 2 d a y s af t e r i m pl a n t a ti o n ． x 1 5 ．

b I C M t u b e af t e r 12 d a y s ． R e sid u a l C M －I A i s s e e n i n th e c e n t e r o f th e
S p e Ci m e n ． x 1 5 ．

CI P t u b e 1 2 d a y s a f t e r i m pl a n t a ti o n ． x 15 ．



7 4 0

して成熟 ラ ッ ト坐 骨神経大腿 中央部 の 標本 で ， 同様

の 計測 を行 っ た ．

成 績

工 ． シ ュ ワ ン 細胞 の 単漑培養 と移 植 チ ュ ー ブ に つ

い て

三 次培養1 0 日目 の 細胞 は ， 大部分 が S lO O 蛋白陽性

の 二 極性な い し三 極性 を示 す 小 型 の 細胞 で ，
シ ュ ワ

ン 細胞で あ る こ と が確認さ れ た く図 4 － a ，b l シ ュ ワ ン

細胞の 純度 は95 へ 9 7 ％ で あ っ た ．

移植前の S チ ュ
ー

ブ の 横断面 で 観察さ れ る シ ュ ワ

ン細胞 の 核 は ， 平均1 0 0 個 くn ニ 4う で ，
3 2 個ノm m

2
で

あ っ た く図 4 － Cう ． 正 常ラ ッ ト坐骨神経大腿部 の 横断

面で 観察さ れ る細胞の 核 は ， 平 均5 70個 くn ニ 41 で ，

1 0 5 5 個ノm m
2

で あ り
，
S チ ュ

ー

ブ 内の シ ュ ワ ン細胞数

は正 常神経 に 比 べ か な り 少数で あ る ．

C M 一工A の 抗原性 に つ い て は ， 背部 皮下 埋 入 2 週間

後 の 組織学的検索の 結果 ， 炎 症細胞 浸潤 な どの 免疫

反 応性変化 は ほ と ん ど認 め られ な か っ た ．

H ． 移植 シ ュ ワ ン 細胞 の チ ュ ー ブ 内 で の 早期動態

に つ い て

S チ ュ
ー

ブ 群に お い て は ，
球状 で あ っ た シ ュ ワ ン

細胞 は 7 日 目に は紡鋒形 に 伸長 し ，
チ ュ ー ブ の 長軸

方向 に 平行に 配列す る よ う に な っ た ． 1 0 日目 に は そ

の 傾 向が 顕 著と な り ， 整然と長軸方向 に 縦列する細

長い シ ュ ワ ン 細胞が 認め ら れ た く図 5 － aう ． こ の よう

な 所見 は両端 を ミ リポ ア の 膜で 閉鎖 した S
，
．1 チ ュ ー

ブ群 の 場合 も同様で あ っ た く図 5－bう ． ゲル 自体は収

縮 し て 細 くな る と共 に ，
シ ュ ワ ン 細胞 の 密度は ゲル

Fi g ． 8 ． L i gh t m i c r o g r a ph s of tr a n s v e r s e s e Ct
i －

o n s o f S a n d C M t u b e s 2 w e e k s a f t e r i m pl a
－

n t a ti o n ，

al C s e c ti o n of S t u b e ニ

bl D － 2 m m s e c ti o n of S t u b e ニ

cI P － 2 m m s e c ti o n of C M t u b e ．

I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n f o r n e u r ofil a m e n t ．

X 7 5 ．
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の中央よ り も ゲ ル 周辺 で 高く な っ た ．

一 方 ． S
，
一 2 ， 3 ，

4 チ ュ
ー ブ群に お い て は ， 移植 さ れ た シ ュ ワ ン 細胞

の多く は球状な い し短 紡錐形 の 形 態 に 留 ま り ．

一 定

の 方向性 を も っ て 配 列 は 認 め ら れ な か っ た く図

5 ． c ，d ト S
，

チ ュ
ー ブ群 に お い て ， ミ リ ポ アの 膜と ゲ ル

は10 日目 に は開離 して お り ， その 間 に は 柴液性 の 液

体が貯留し て い た ． 収 縮し た ゲ ル に は ． ミ リ ポ ア の

膜を こ え て外部か ら シ ュ ワ ン細胞 が 侵 入 し て く る こ

とはな か っ た く図 5
－

e
，
fさ．

1工工． チ ュ
ー ブ内の 神 経 再 生 に つ い て

1 ． 肉眼 的所見

S チ ュ
ー ブ群 く図 6 － a ，dl こ 5 日 目 で は ， 充填 した

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は収縮 し ， 開離 し た ゲ ル と シ リ コ ン

チ ュ
ー ブ との 問 は

，
淡黄 褐色 の 黎液 で 充さ れ て い た ，

以後経時的 に ，
ゲル は 両端か ら侵 入 す る 組織 に と り

か こま れ て い っ た ， 3 週目以 後 は ， 両側神経断端は
，

S t n b e

5 d a y s

ワ d a y s

1 0 d a y s

1 2 d a y s

之 w e e k s

5 w e e k s

7 4 1

光沢 の あ る乳 白色の 組織 で 架橋 され て い た ．

C M チ ュ ー ブ群 く6 －b ，ej ニ 5 日目 で は
，
充填 した

コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル が収縮 して い た が ， S チ ュ
ー

ブ群 に

比 べ 軽度 で あ っ た ． 両側か ら侵入 す る 組織 は ， ゲ ル

を置換 す る形 で 増殖 し
，
3 週目 に 淡 紅褐色 の 太 い 組

織で 架橋 され た ． こ の 間 ， 残存 す る コ ラ ー ゲ ン ゲ ル

と 侵入組織 と の 境界 は明 瞭で あ っ た ． 3 週目 か ら 6

週目ま で
． 架橋組織 は外径を減 じ ， ま た 4 過 日 か ら

は光沢 を有 す る よう に な っ た ．

D チ ュ ー ブ群 こ C M チ ュ ー

ブ群 と ほぼ 同様 の 経過．

をた ど っ た ．

P チ ュ
ー

ブ群 個 6 － C ，fI こ 5 日目 で は ， 内膳 は淡黄

褐色の 液で 充 さ れ て お り
，
そ の 中央 に は フ ィ プ リ ン

が 凝 集 し， 両 側神経断端 を架橋 し て い た ． 7 日目 以

後両側か ら組織 が フ ィ プ リ ン を置換 し つ つ 増 殖 し ，

12 日目に ， 両側神経切断部は細長 い 組織 に よ っ て 連

D t n b e

C M t u b e

ニニニi二三三．二ニー1二二

P t ． u b e

－

一

書喜

こ
． ．

－1 1

t

F i g ． 9 ． S c h e m e o f s p a ci a l－t e m p O r al p r o g r e s si o n o f th e r e g e n e r a t e d a x o n s a n d
S c h w a n n c ell s i n i m pl a n t e d t u b e s ．

匡ヨ A r e a c o n t ai n i n g S l O O p r o t e i n － p O Si ti v e c ell s ． 匡ヨ R e g e n e r a ti v e a x o n s ．
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続 した ． そ の 後 4 週目 ま で に ， 架橋組織 は ， 淡紅褐色

か ら乳白色 へ と変色 し た ．

2 ． 組織学的所見

S チ ュ
ー ブ群 こ 5 日目 に は コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル 内 に び

ま ん性 に SlO O 蛋白陽性の 紡錐形細胞 くシ ュ ワ ン 細

胞フ が散在 して い た ． 後述 す る 如 く ， C M チ ュ
ー

ブ群

で は
， 移植 早期 に 残存 して い る コ ラ

ー ゲ ン ゲ ル 内 に

シ ュ ワ ン 細胞は み と め られ な い の で ，
こ の 細 胞 は 移

植 され た培養 シ ュ ワ ン細胞 と考 え ら れ た ． 移植 シ ュ

ワ ン細胞 は ， 7 日 目に は チ ュ
ー

ブ の 長軸方向 に 沿 っ

て 縦 列す る傾向が み ら れ た が ，
1 0 日 目 で は そ の 傾 向

が 明瞭と な っ た ． 横断面で ，

シ ュ ワ ン 細 胞 は ゲ ル の

中央部よ り も辺 繚部 で 密度が高 か っ た ． 両側 か ら 侵

入 す る組織 は ，
基質であ る コ ラ

ー ゲ ン ゲ ル を 吸 収置

換 し てい っ た ． と く に ゲ ル 中央部 よ り も 辺 綾部 で そ

の進行 は速 く ， 1 2 日目 に は ， 両側 か ら 侵 入 し た 組織

が合流連結 し た ．

再生軸索の S チ ュ ー ブ へ の侵 入 は
，
7 日目 に 明 ら

か で あ っ た ． 軸 索は ， 侵 入 した組織内と コ ラ ー

ゲ ン

ゲ ル 内の 紡錐形細胞 に接 して伸長 し て い た ． 1 0 日目

に は ，
P －2 m m を通過 し ， 1 2 日 目に は D ．2 m m に 達し

て い た く図 7 － a ト 2 週目 に は か な り の 数 の 軸 索が

D － 2 m m を通過 し く図 8 －bう
，

一 部は 末梢側神経内 に侵

入 し て い た0 横 断切 片標本で 明 ら か な よ う に ， 再生

軸索は ， 充填 した コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル の 中央部 よ りも辺

緑部に 密集 して い た く図 8 － aJ コI ．

C M チ ュ
ー

ブ群 二 5 日目 に は， 両側 神経断端部に

シ ュ ワ ン 細胞 を含 む組織が増殖 し て い た ． 少数 の炎

症細胞 と紡錐形細胞 と が ， 侵 入 し た 組織近傍 の コ

ラ
ー ゲ ン ゲ ル 内 に 認 め ら れ た が ，

こ れ ら の 細 胞は

S l OO 蛋 白陰性 で あ っ た ． 以 後 ． チ ュ
ー ブ内 の コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル は 両端か ら 吸 収さ れ ， 両 側 か ら侵 入 す る組

織 に よ っ て 置換さ れ て い っ た ． 3 週 副手， 神経断端

は両側 か ら侵入 した 組織 で 架橋さ れ ，
全 長 に わ た っ

て シ ュ ワ ン細胞が 縦列 し て い た ．

再生 軸索は ，
2 過 日 ま で は 中枢側神経断端 か ら侵
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入する 組織 の 進行 に
一

致 して 伸長 し て お り ． そ の 組

織に 先行し て ．

コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 内に 侵 入 す る 軸索 は

認め られ な か っ た 一 再 生 軸索は1 2 日 目 に P － 2 m m 付

近に 達し く図 7
－ b l ．
2 週 目 で 平 均的 3 ．4 m m 伸長し て

い た ． 3 過 日 に は ， 軸索は 末棺側神経内 へ 侵 入 し て

い た ． 横断面 で 観察す る と ， 再生 軸 索 は 再生 神経幹

の 中央部に
一 様 に 分布 して お り く図 8 － Cン，

S チ ュ ー

ブ群で み られ たよ う な 偏 っ た進行態度 は 示 さ な か っ

た ．

D チ ュ
ー

ブ群 こ 5 日 日に
，

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内に は
．

炎症細胞や S lO O 蛋 白陽性 の 生 存細胞 は 認 め ら れ な

か っ た ． その 後の 経過 は ，
C M チ ュ

ー ブ 群 と 同様 で

あ っ た ．

P チ ュ
ー

ブ群 こ 5 日 目 に は両側神経 断端 か ら 侵 入

する組織が ，
フ ィ プ リ ン基 質 に 沿 っ て 増殖 して い た ．

この組織内 に は シ ュ ワ ン細胞が 混 在 し て い た ． そ の

組織先進部 に近 接 す る フ ィ プ リ ン 基 質内に も 少数 の

紡錐形細胞と炎症細胞 を認 めた が ．
こ の 部分 の 細胞

743

は S l O O 蛋 白陰性 で あ っ た ． 1 2 日目に は両 側か ら侵 入

した シ ュ ワ ン 細胞 はチ ュ ー ブの 中央 付近 で 連続 し ，

2 週目 に は縦走配列 した ．

中枢側 神経断端か ら伸長 し てき た再 生軸索 が
，
7

日 日に 肉芽組織内に 認め ら れた ． 軸索 は ， 1 2 日 目 ま

で は
， 中枢側の 神経組織 の 増殖

， 進行 に 追従 し て 伸

長し
，
12 日目 に P －2 m m を通過 して 中央付近 に 達 し

て い た く図 7 － Cl ． 2 週目 に は D －2 m m 付近 に 達 し
，
3

週 目に は末梢神経内 へ 侵入 して い た ． 横 断面 で 観察

す る と
，
C M チ ュ ー ブ群 同様

， 再生軸索 は架橋組織

の 中央部 に ほ ぼ均 一 に 分 布 して い た ．

3 週目 ま で の 再生軸索 の 伸長距離 と シ ュ ワ ン 細 胞

の 分布状態 を各移植 チ ュ ー

ブ実験群 ごと に 平均化 し
，

図9 に 模式的 に 示 した ．

3 ． 電子 顕 微鏡的所見

C M チ ュ ー ブ
，
P チ ュ ー ブ で は

， 伸長 す る 再生軸

索は常 に ， 中枢か ら侵入 し た血 管内皮細胞 ， 線推 芽

細胞 ，
シ ュ ワ ン 細胞

，
大 食細胞な ど か ら な る 肉芽組

Fi g ．1 1 ■ E l e c tr o n mi c r o g r a p h a t l m m d i s t a n c e f r o m th e p r o x i m al s t u m p i n th e S t u b e 7 d a y s
a ft e r i m pl a n t a ti o n ． A g r o w th c o n e o f r e g e n e r a t e d a x o n くa r r o w I i s s u r r o u n d e d b y t r a n s pl a n t e d
S c h w a n n c e ll s ． x 6 ，0 0 0 ．
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織 内 の シ ュ ワ ン 細胞 に 接触 も し く は 囲 ま れ て い た

く図10 ト それ に 対 して S チ ュ ー ブ の 7 日 目の 所見で

は ， 周 囲に C M －工A が 残存 す る 中で ， シ ュ ワ ン 細胞 に

囲まれ た再生軸索の先端が認 め られ た く図1 い ． こ れ

は
， 中枢 か ら の 侵入 組織が存在 し て い な い の で ． 移

植 した シ ュ ワ ン細胞 と考 え られ た ．

4 ． 再生神経幹 に お け る所見

移植 4 退か ら1 2 適に お け る再 生 神経幹 の 直径 ， 再

生有髄神経 の数 に つ い て ， トル イ ジ ン 青 染色 を施 し

て計測 した結果 を表 1 に まと め た ． 再 生有髄神経 の

数は どの実験群 に お い ても12 週 ま で は増加傾向 を認

めた が
，
S
，
P チ ュ ー ブ に 比 して C M

，
D チ ュ

ー ブ は少

な い 傾向 に あ っ た ． S チ ュ ー ブ と P チ ュ
ー ブ の 間 に

は ほ と ん ど差 はな か っ た ．

考 察

末栂神経 の組織欠損が著 しい 場合 ，
こ の 欠損部 を

補う た め に ， 通常遊離自家神経移植 が 行 わ れ て い る

1I
． しか し ， 移植神経採取部 に 愁訴 が残 る こ と や採取

神経の長さ や 太さ に 限界が ある こ と か ら ， 新 し い 移

植材料の 研究が進め ら れ て い る ． 最 近神経欠損部 を

空管 で架橋 し よう と す る実験 が ，
種 々 報告 さ れ て い

る
4 H Ol

． 最 も繁用 さ れ て い る シ リ コ ン チ ュ
ー ブ 内 く本

研究 で P チ ュ
ー

ブ に 相当1 の 軸索再生様式 に つ い て

はか な り詳細 に 調 べ ら れ て い る
811 榊

． 移 植 チ ュ
ー ブ

の 条件 は， 体液 の浸透性 を十分保 ち な が ら 炎症細胞

の 侵入 を防ぎ ，
さ ら に 末梢神経断端 に 由来 す る と 考

え られ て い る N G F 様物質の 拡散 を防げる と い う こ

T a b l e l ． D i a m 釦 e rくゆl o f r e g e n e r a t e d ti s s u
－

e s a n d n u m b e r of nI y
eli n a t e d a x o n s くM yl

a t D －2 m m s e c ti o n s l n e X pe ri m e n t al t u b e s

4 w e e k s くW l a n d m o r e a f t e r i m pl a n t a
－

ti o n ．

4 W 6 W 8 W 1 2 W

ゆ 0 ．8 6 0 ． 7 0 0 ． 7 3 0 ． 7 3

M y 5 ，0 6 4 5 ，5 4 4 7 ，9 2 0
8
，
2 9 2

C M t u b e
卓 0 牒3 0 ． 6 5 0 ． 6 8 0 ． 6 8

M y l ，2 3 6 4 ，7 2 4 4 ．4 0 0 6 ，2 64

卓 0 ．7 3 0 ． 8 2 0 ．8 0 0 ． 6 2

M y 5 ，6 8 0 5 ，4 8 0 8 ，6 0 8
8
，
2 3 2

D t u b e
卓 0 ． 5 3 0 ． 8 5

M y l ，0 7 2 5
，
9 7 6

N o r m al s ci a ti c n e r v e M y 6 ，9 1 4

と で あ る が
2 り

，
現在 の と こ ろ こ の 条件 を 満た す チ ュ ー

ブ は な い ．

最近 で は ， チ ュ
ー

ブ の 材質の 他 に チ ュ ー ブ 内腫の

基質に つ い ても 研究さ れ て い る ． そ の 一 つ に コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル を使 っ た実験 が あ る
22 ト 24，

． コ ラ ー ゲ ン が再

生 軸索や シ ュ ワ ン 細胞の 足場 と な り ，
ま た N G F 様

物質 の 保持 に も役立 つ と し て末梢神経 の 再生促進に

有効 で あ る と す る意見 が あ る
2 2，

． し か し
，

一

方 ．

V al e n ti n i ら
23，
の 述 べ る 如く ，

コ ラ
ー

ゲ ン は 再生阻害

に 働 い て も ， 決 して 促進す る こ と は な い と す る報告

も あ り ，
コ ラ ー ゲ ン を用 い た 再生実験 の 評価 は 一

定

して い ない ． 今回 の 実験 で は P チ ュ
ー ブ 群 の ほ うが

C M チ ュ
ー

ブ群 に 比 べ て再生軸索の 伸長 が促進 され

て い た ． し た が っ て ， コ ラ
ー ゲ ン は 再 生 軸索の伸長

を阻害 す る と 考え ら れ る ．
コ ラ ー ゲ ン争こ ，

N G F やラ

ミ ニ ン な どの 軸索伸長を促進 す る と 考 え ら れ る 物質

を混ぜ た チ ュ ー ブ 移植の 報告
乃1
も あ る が ，

こ れ らの 物

質は 非常 に 不安定 で 失活 し や す く ， そ の 上 ，
N G F

は
， 効果発現 に 関 し て それ ぞれ の 神経細胞特異性が

きわ め て強 い
25I

． し たが っ て ，
こ の よう な物質の みで

は切断末梢神経 の 軸索再生 の成績向上 に は つ な がら

な い よ う に 思 わ れ る ．

本研 究で は ，
シ リ コ ン チ ュ

ー ブ 内 に 封入 し た 培養

シ ュ ワ ン細胞 が ， 軸 索再生を促進 す る 移植材料 に な

り 得る か を検討 した ． シ ュ ワ ン細 胞 を 単離培養する

方法 は ， 大別 して 3 種類の 方法が知 ら れ て い る ． 第

一 は W o o d
2 6
や B u n g e ら

2n

の 方法 で ， 胎児も しくは

新生仔 の ラ ッ トの 後根神経節 を コ ラ
ー ゲ ン 上 で培養

し
， 後根神経節に 混 在 す る線推芽細胞 を抗腫 瘍剤で

あ る シ ト シ ン ア ラ ピ ノ シ ド くA r a－Cl と 5 －フ ル オ ロ

ウラ シ ル く5 － F U さ を用 い て 殺す 方法 で あ る ． こ の 方

法で は A r a ． c
，
5 － F U に よ る シ ュ ワ ン細胞 へ の 殺細胞

効果 を見逃せ ず，
採取 され た シ ュ ワ ン 細 胞が ，

正常

の 機能 を失う可能性が あ る
16，

． 第 二 は ，
B r o c k e s ら

17
切

， 免疫 反応 に よ る細胞障害作 用 を利用 し て 坐骨神

経 よ り シ ュ ワ ン細胞 を採取 す る方法 で あ る ． こ の方

法 は
，
A r a － C を用 い て線推芽細胞 の 増殖 を お さ え ，

さ らに T h yl －1 と い う 線維芽細胞膜表面 と 反 応する

シ ュ ワ ン 細胞 と は 反 応 しな い 抗体 を 反応 さ せ ．
補体

を加 え て 混在す る線椎芽細胞 を溶解 さ せ よ う とい う

も の で ある ． こ の 方法 で得 られ た シ ュ ワ ン 細胞の 純

度 は高 い が ，
操作 が頬雑で特殊 な抗体 を必 要とする t

ま た抗腫瘍剤を用 い て い る 点 も 問題 が残 る ． B u n g e

ら
2n 及び B r o c k e s ら

1 n
の ど ち らか の 方法 に し て も ，

え

ら れ る 細胞 す べ て が シ ュ ワ ン細胞 で は な く ，
少数の

線推芽細胞の 混在は避 けら れ な い ． 第 三 の 方法は ．

．－．
．．し．
．
－
．－．．－．
．．．．．．．．
ノこ
．．
．



．－．
．．し．
．
－
．－．．－．
．．．．．．．．
ノこ
．．
．
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浜岡ら
2即
が 報告 して い る 二 重 寒 天 培地 を 用 い た 方法

である ．
こ れ は ， 線維 芽細胞が寒天 内 で は 増殖 が抑

制さ れ コ ロ ニ
ー

を形 成 で き ない の に 対 し ， シ ュ ワ ン

細胞が コ ロ ニ
ー

を形成 す る こ と を利用 し て 分離 す る

方法で あ る ． こ の 方法 を用 い る こ と で ， 10 0 ％純粋 な

シ ュ ワ ン細胞 を入 手す る こ と は 可能 であ る が
， 採取

細胞が少な い こ と が 欠点で あ る ． そ こ で
，
本実験 で

は ，
以 上 の 3 つ の 方法 の 欠点 を補 っ た A s k a n a s ら

16
切 e x pl a n t

－ r e e X pl a n t m e th o d に 準 じて シ ュ ワ ン 細

胞を分離 し た ． こ の 方法は
，
細胞 殺傷性の 薬剤 を使

う こと は なく 簡単に 大 量 の シ ュ ワ ン 細胞 が 採取 で き

る利点が あ る ． た だ し
， 本法 で も得 ら れ る 細 胞 は

100 ％ シ ュ ワ ン細胞 で は な い こ と は成績の 章で 示 した

通りで ある ，

こう して 得た シ ュ ワ ン細胞 を C M ．I A に 埋 入 して
，

シリ コ ン チ ュ
ー ブ に つ め る こ と で 本研究 の 移植材料

とした ． 近 年， 培養 し た シ ュ ワ ン 細胞 を 末梱神経 や

中枢神経に 移植 す る と ， 移植 した シ ュ ワ ン 細胞 が 軸

索を囲ん で ミ エ リ ン 鞠 を形成す る の み な ら ず ，
コ リ

ン作 動 性 神 経 軸索 を伸長 さ せ る と い う 報告 も あ

り
2 酬

， 培養 シ ュ ワ ン細胞 は 玩1 正和 の 実験系に も ど

しても 充分機能す る こ と が 確か め られ て い る ．

神経断端 に 縫い つ け た S チ ュ ー

ブ 群 で は ， 7 日 日

から1 0 日目 で 埋 入 した シ ュ ワ ン細 胞が 長軸方向 に 縦

列し た． S チ ュ ー ブ で は こ の シ ュ ワ ン細胞 が h o s t よ

り増生し たも の か も しれ な い と い う 疑 問が残 る が
，

この現 象は ミリ ポ ア の 膜 で S チ ュ ー ブ の 両端 を 閉鎖

して細胞の 侵入 を 防い だ S
，
一 1 群の 場合 に も 同様 に 認

められ た ． S
，

チ ュ ー ブ に お い て
，
ミ リポ アの 膜 と ゲ ル

の境界付近 の 組織所見 か ら ， 神経 断端 よ り 侵入 し て

きた シ ュ ワ ン細胞 で な い こ と は明 ら か で あ る ．

一 度

培養系に も どし た シ ュ ワ ン 細胞が g 乃 め 0 で再 び こ の

ような縦列形態 を取 る こ と は興 味深 い ． プ ラ ス チ ッ

ク上 の 培養で ， 細胞が お 互 い 接触 し合 っ て 鎖状 に つ

らなる こ と は し ば し ば観察さ れ る が
，
こ の よ う に 鵬

定の 方向性 を も っ て 平行 に 配列す る こ と は な い ． ま

た
，
三 次元 培養で は 一

般 に シ ュ ワ ン 細 胞 は 球状 も し

くは短紡錐形の 形態 をと る ， し た が っ て ， 移 植 し た

シュ ワ ン細胞 は わ 乙前作 の 培養系に は な い 何 ら か の

因子 に 反応 して ， 伸長 し縦列し て い る と考 え られ る ．

片側に の み 神経断端が存在し て い る S
，
－ 2
，
3 群 の シ ュ

ワ ン細胞 に お い て は こ の 現 象を み る こ と は で き な い

ので
， 移植さ れ た シ ュ ワ ン細胞が 両側 の 神経断端 を

認知して 縦列 して い る も の と考 え ら れ る ． 少 な く と

も神経断端と の 直接接触 が なく と も縦列 は 生 じる こ

と
， ま た

． 非切 断神経近傍 に 放置 した S
，
－4 群で は こ

74 5

の よ う な現象 は生 じ な い こ と よ り ，
こ れ は 両側神経

断端 に 由来 す る何 らか の 液生 因子 が 関与 し て い る 可

能性 が高い と 思わ れ る ．

現在 まで の 神経再生の 方向性 に つ い て の研 究 の ほ

と ん どが 軸索 に つ い て で あ り ， 大部 分は 軸索 と シ ュ

ワ ン細胞が 混在 して い る 玩H 正鋸 の 実験 が 勒
，
ま た

は後根神経節細胞培養 に よ る 軸索 の伸長 を み た 玩

ひど如 の 実験 で あ っ た
33－

． っ ま り ，
シ ュ ワ ン 細胞独自

の 方向性に 関す る研究は今ま で の と こ ろ な い ． 今 回

の結果か ら
， 軸 索が 存在せず

， 基 質の コ ラ ー

ゲ ン に

方向性が な い 状況 で も ，
シ ュ ワ ン 細 胞 に は 方向性 を

も っ て 配列 す る性格が あ る こ とが 明ら か と な っ た ．

神経 が 再生 す る 場合 に は ， 両 断端が 方向性 の な い

フ ィ プ リ ン 様物質で架橋 さ れ ， 次第 に 縦 方向の 線維

配列と な り ，
これ に シ ュ ワ ン細胞が 侵 入 し て き て

，

長軸 方向に 縦列 して い く こ とが 知ら れ て い る
11J

． こ の

シ ュ ワ ン細胞の 縦列 は， 再生軸索や フ ィ プ リ ン 様構

造物 に 影響さ れ て い る と 考え るよ り も
，
む し ろ 両側

断端 か らの 液性因子 に よ り
， 独自 の 性格 と し て 縦列

し て い くも の と 考え ら れ る ． 以 上 の 所見 か ら
，
こ れ

ま で 神経向性因子 の 研究 は再生軸索 に の み 主 眼 が お

か れ て きた が
， 今後 は シ ュ ワ ン細 胞 に も 注目 し て い

く こ と が 重 要と 考え られ た ．

本研究 で は
，
S チ ュ ー ブ群で は 対照 群 に 比 べ て 再

生 軸索の 伸長が促進 され る こ と が 明ら か に な っ た ．

S チ ュ
ー ブ 内に は ， 移植後 5 日目 か ら 7 日目 の 間に

軸索の 侵入 が開始 す るの で あ るが
， 伸長速度 の透い

軸索で は14 日 目 に 末棉側に 到達 し て い る の で
， 少 な

く と も 8 m m の 距離 を 7 日 か ら 9 日で進 ん だ こ と に

な る ． これ は
， 自家神経移植実験 に お け る ラ ッ ト の

軸索伸長速度 1 ．15 m m ノ日の 報告に 近 い
瑚

． 死 滅 し た

シ ュ ワ ン細胞 を含有す る D チ ュ ー ブ で は
，
コ ラ

ー

ゲ

ン ゲ ル の み の C M チ ュ
ー

ブと ほ ぼ同様の 結果 で 軸索

の 伸長 はS チ ュ ー ブ よ り遅 延 した ． こ の こ と は 死 滅

し た シ ュ ワ ン細 胞に は軸索伸長を促進 す る 何 ら の 作

用 も因子 も な い こ と を示 して い る ． 特 に 注目 さ れ る

こ と は
， S チ ュ

ー

ブ で は移植 した シ ュ ワ ン 細胞 が 早

期 に 縦列す る こ と で ある ． こ れ が C M チ ュ ー ブ
， P

チ ュ ー ブ
，
D チ ュ ー ブと の 相違点 で ある ． し た が っ

て
， 縦列し た シ ュ ワ ン 細胞 が存在 す る た め に 中枢側

神経断端 か ら シ ュ ワ ン 細胞 の 遊走 を待た ず し て 軸索

は伸び て い ける もの と 考え ら れ る ． 移植 し た シ ュ ワ

ン細胞 は ，
C M 一工A の 退 縮 に 伴い ， 周辺 部分 に 密度が

高く な る ． その 部分 に 集中し て 軸 索の 再生 を見 る こ

と も
，
その 傍証 とい えよ う ． こ の 時期の 電顕的観察

で は
． 再生軸索 は移植さ れ た と推定さ れ る シ ュ ワ

．

ン



7 4 6 池

細胞表面 に 沿 っ て伸長し て い る ． 最近 ，
f乃 め 0 や 玩

びf 如 の 実験 か ら シ ュ ワ ン 細 胞膜表面 ， も し く は ，

シ ュ ワ ン細胞が 分泌 す る あ る種 の 神経突起成長因 子

が
，
軸索の 伸長 に きわ めて 重要な働 き を し て い る こ

と が明 ら か に さ れ つ つ あ る ． H e u m a n n ら
35，
は ，
ラ ッ

ト坐骨神経 を切断す る と早期 に 切断部近傍 ， 特 に 末

棺側の シ ュ ワ ン細胞が N G F を産 生す る こ と を示 し ，

As s 。u li n e ら
1 4

軋 培 養 シ ュ ワ ン 細 胞が 培養液中 に

N G F と は異な る神経突起成長因 子 を 分泌 す る こ と

を報告し て い る ． 局所で 産生 さ れ た N G F や N G F 様

神経突起成長因子 は ，
シ ュ ワ ン 細 胞膜表面 か ら レ セ

プ タ ー を介 して 再生軸索に 吸収 さ れ ． 神経 細胞 の 栄

養 と再生軸索の誘導 を行 っ て い る ら し
い 嘲

． さ ら

に
，
シ ュ ワ ン 細胞が生成 ． 分泌す る 細胞外物質 ，

特

に 基底膜
認や

，
その 構 成 成 分 の

一 つ で あ る ラ ミ ニ

ン
瑚

， ある い は ラ ミ
ニ ン と へ パ ラ ン硫 酸 を含む プ ロ テ

オ グリ カ ン複合物
亜，
が末棺神経軸索の再生 を誘導 ， 促

進 す る こ とも 知ら れて い る ． 以上 の よ う な こ れ ま で

の 諸 家の実験結果を考慮 す る と ， 本研 究 で も ， 移 植

され た と推定 され た シ ュ ワ ン細胞 の 産生 す る 種 々 の

細胞外物質や細胞膜成分を介 して ，
神経 欠損部 に お

け る再生軸索の伸長が促進 され て い る と 推測 さ れ る ．

4 週目以降 に み られ る再生軸索数 ， 再 生神経幹 の

太さ に つ い て はか な り個体差が あ っ た ． しか し ， 全

体 的な 傾向 と し て は ，
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を封 入 し た

C M
，
D チ ュ

ー ブ群 は P チ ュ
ー

ブ群 に 比 べ て 再生神経

幹 の直径 ，
有髄神経の数 に一お い て 劣 っ て い た ■ こ れ

は C M H A が神経の 再生に 対 して む し ろ 阻害的 に 作

用 して い るた め で あ ろ う ． 長期 的 に み る と S チ ュ
ー

ブ群と P チ ュ
ー

ブ群の 成績 に は ほ と ん ど差 が な か っ

たが
，
こ れ は移植 した シ ュ ワ ン細 胞が 10 万 個 と 少 な

か っ た こ とが影響 し てい るの か も しれ な い ． あ る い

は逝 に ，
C M －I A の 再 生 阻害作 用 に 対 し，

生き た シ ュ

ワ ン細胞が 相殺効果を及 ぼ し た結果 と も 考 え る こ と

が で き る か も しれ な い ． 現在臨床的 に 黄 も 信頼 で き

る方法と して血管柄付神経移植 が注目さ れ て お り
相

，

そ の 理 論は移植 した神経内の シ ュ ワ ン 細 胞 の 死滅 を

最小限 と して ， 軸 索伸長 に 役立 て よ う と す る 試 み で

ある ． 我々 の 培養シ ュ ワ ン 細胞移植 も こ の 観点か ら ，

将来有効 な手段の
一 つ に な る可能性 が あ る と 思 わ れ

る ． 現時 点で は ，
こ の よ う な 人 工 的移植 チ ュ ー ブ を

臨床応用 す る た め に は ， ま だ か な り の 課 題が 残 さ れ

て い る ． そ の 第
一

は
，
ヒ ト シ ュ ワ ン 細胞 の 培養技術

の開発 で ． 本人か ら採取 し た神経片か ら ．
シ ュ ワ ン

細胞 を短期間 に 大量に 得 る 方法 が必要で あ る
42－

． それ

．

に 加え て
，
シ ュ ワ ン細胞 を 移植 す る た め の 基 乳 生

理的 に 好 都合 な チ ュ
ー

ブ な どの 開発 も 必 要で あ り
，

臨床 的に は な お 多く の 基礎的研究 を積 み重ね れ ばな

らな い ．

結 果

末梢神経再生 に お け る培養 シ ュ ワ ン 細 胞移植の 有

用性 に つ い て ． ラ ッ ト坐 骨神経 を 用 い て 検討 し た結

果 ， 次の 結論 を得た ．

1 ． 単離培養 シ ュ ワ ン 細胞10 万 個 を コ ラ
ー

ゲ ンゲ

ル の 基質内に 容 れ た S チ ュ
ー ブ く内径 2 m 町 長さ

10 m m の シ リ コ ン 外簡う を， 離 断し た坐骨神経間に

移植す ると ，
移植 時に 球形で あ っ た シ ュ ワ ン細胞は，

移植 後 7 旬 1 0 日 目 に は 細長 い 紡錐形細胞 と な り ，

チ ュ
ー

ブ の 長軸方向 に 平行 に 縦列 し た ■ こ の よ うな

現象は両端 を ミ リ ポ アの 膜 で 閉鎖 し 神経断端よ り の

シ ュ ワ ン細胞 の 侵入 を阻止 し た S
，

チ ュ
ー

ブ に お い て

も 同様 に 認め られ た の で ， 移植 し た シ ュ ワ ン細胞に

生 じ た 現象 で あ る こ と が わ か っ た ． こ の 現 象は S
，

チ ュ
ー ブ の 片側 ，

また は両側 を神経断端 か ら 遊離し

た場合に は み ら れ な か っ た ． した が っ て
，
両側神経

断端か ら放出さ れ る何 ら か の 液生国子 が ，
移植 した

シ ュ ワ ン 細胞の 形態と配列に 影響 を与 え て い る もの

と推定 さ れた ．

2 ． S チ ュ
ー ブ実験群 で は ， 中枢 側神経断端から

再生 し た 軸索 は ，
1 2 日 日 に は チ ュ ー ブ の 中央 か ら

2 m m 末棺側 に 到達 し， 1 4 日目 に は末梢側神経内
へ侵

入 し た ． こ れ に 対 し ， コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル の み の C M

チ ュ
ー

ブ ， 死 滅 シ ュ ワ ン 細胞埋入 の D チ ュ
ー

ブ の 場

合 に は ， 再 生軸索 の 伸長 は遅れ ，
チ ュ

ー

ブ 中央を通

過す る の は14 日目 以後 で あ り ，
生 理 食塩水 を容れた

P チ ュ ー ブ で は1 2 日 目 で あ っ た ． し た が っ て ，
S

チ ュ ー ブで は移植 シ ュ ワ ン細胞 は 長軸方向に 平行に

．縦列す る事実 と共 に ，
再生軸索伸長 に 際 し 誘導的役

割 を果 た す も の と考 え られ た ．

3 ． C M チ ュ
ー ブ と D チ ュ ー ブの 場 合 に お い て は －

S チ ュ
ー

ブ や P チ ュ
ー ブ に 比 べ て 再生軸索 が明ら か

に 少 な か っ た ． した が っ て
，
コ ラ

ー ゲ ン ゲ ル 自体は

軸索再生 に 関し て む し ろ阻害的 に 働 く も の と 考
えら

れ た ．
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