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Novel　 technique　 for　peripheral　 nerve　 reconstruction

　　　　　in　the　absence　 of　an　artificial　 conduit

　　(人 工 の管腔 構造 を用 いな い新 しい末梢神 経 の再建 方 法)

内容の嬰旨

小　見　山

　 末梢 神経 の損 傷は重篤な 四肢の機能障宙を生 じるが、マイク ロサー

ジャ リー によって縫 合す ると神経 露生 に よ り再び 元の機能 を回復 で

きる。しか しなが ら、欠損部が大 きい場合は何 らかの代用物 を移植 し

欠損部 を架楯す る必要があ った。シ3ワ ン細胞 を含有す る人 工神経は

理険上 ではチ ュー ビングas独 よりも宥利 と思われ るが 、問題点 もあ り

臨床応用 には未だ到 っていない。それは、生体吸収素材 による異物反

応 やチ ューブ とい う閉鎖 空聞で移植 した脆 弱な成体 シュワン細胞 が

長期生存できない点な どである。その一方で.シ ュ ワン細胞は商密度

で培 養 され た場合、自家栄穣供給 で爵期 生存 できることが分かって き

た。本研究 では.組 織工学の技術 を応用す ることで移植 した細胞を長

期間生存 させ、従来か ら試み られ てきた管腔構造に代わ る新たな構造

の人工神経 を作製 しそ の有用性 を検肘 しr.,ion齢 ラッ トよ り成 体

シュワン細胞 を採取 しinvitro'で4週岡培養 したの ち、生体吸収性 ゲル

とポ リグリコール酸繊維(PGA)複 合体 に播種 しシ リコン鋳型 ととも

に8週 齢のヌー ドマ ウスの皮 下に移植 した。6週 後に シリコン鋳型 を

摘 出 し、その管腔 より白い線維性の神経搬の組識 を得た。HE染 色では

自家 坐骨神経 と比較 して類似 した構避が認め られ た。また免疫 染色で

は、S100・GFAP・DAPlで 染色 され る細胞が多数認 め られ た。　 i群:

上記 で得 られ た神 経様組織 を10週 齢 ヌー ドラ ッ トの左 坐骨神経欠損

部lcmに 移 植 した。2群:1群 と同様 に神経 欠損 部を同 量の シ3ワ

ン細胞 とゲル 、PGA複 合体 を含有 した シリコンチューブで架橋 した。

3群:1㎝ 長の左坐骨 神経を切除 し、再び移殖片 を縫合 した。8週 間

fi#,移植 部 は、1群 では白い神経様組織で架 橋 され 、2群 で もシ リコ

ンチ3　 ブ内 に細い再生 した神経が認 め られ た。3鮮 では、移樋 した

神経 片は良好 に生 着 していた。亀顕で軸 索径 は3群 で有意 に高値で

あ った。軸索数はi,3群 に有意差は認め られ なかったが、2群 で有

意 に低 下 してい た。運 動機 能評価は1,3群 に有意差 は認 め られな

かったが、2群 で有意 に低下 していた。GFPの 発現は、1群 で移植後

8週 において も認め られたが、2群 では認め られず、有意 に低下 して

いた。これ らの結果 か ら、作製 した人工神経 内で成体 シ3ワ ン細胞が

長期聞生存 し、それが軸索の伸展 または内因性 のシュワン細胞の遊走

に寄与 した と考え られた。以上よn,患 者 自身 の細胞 を使用 し、人工

の管腔柵造を用いない今回の 人工神経は今後 の臨床上 、末楕神経再建

法の一つ として有効である耶が示唆 され た。

貴　継

論文審査の要旨

　 末 梢神経 損傷後 の欠m部 には何 らか の代用物 を移植 しその欠揖 部

を架檎する必要があった。シュワン紹胞 を含有 する人 工神経 は理茜 上

ではチュー ビング単独よ りも有利 と思 われ るが.臨 床応 用 となるとま

だ多 くの問題 点 を残 している。それは 、生 体吸 収衆材 による異物反応

やチ3'一 ブ とい う閉鎖空 間で移 櫃 した脆弱 な成 体 シュワン細胞が畏

期生存できないため と考え られ る。本研究では、組織工学の技術 を応

用することで移植 した細胞 を畏期問生存 させ、従来か ら試み られて き

た管腔 構造 に代わ る新た な構造 の人工神経 を作製 しその有 用性を検

atし た。且0週齢 ラッ トよ り成 体シュワン細胞 を採敢 し111　YIIIOで4週 間

培養 したの ち、生体吸収性 ゲル とポ リグ リコール酸繊維 複合体に播極

しシ リコン鋳型 とともに8週 齢の ヌー ドマ ウスの皮下に移植 した。6

週 後にシ リコン鋳型 を簡出 し、その管腔 より白い線維性の神経様の組

識 を得 た。HE染 色では 自家坐骨神 経 と比較 して類似 した構造 が認め

られ 、免疫染 色ではS100・GFAP・DAPIで 染色 される細胞 が多数み ら

れ た。次 に得 られた神経搬 組織 をm週 齢ヌー ドラ ットの左 坐骨神経欠

損部1㎝ に移植 し、8週 問後摘 出 した ところ、移植部は 白い神経様組

織 で架橋 され 再生 した軸索が隠め られ た。組織像では移植 したシ3ワ

ン細胞が発現す るGFPが 認 め られ た。運動機能評価では 自家神経移極

に匹敵す る良好な成績が得 られた。以 上の結果 か ら、作製 した人工神

経内で成体 シュワン細胞 が長期間生存 し、それが橘索の伸展 または内

因性 の シュ ワン紹胞の遊 走に寄与 した と考え られた。

　 審査では.ま ず移植 後GFPの 減少 する理 由が質問 され た。それ に対

して、移植 した細胞のアポ トーシスや 内因性 シ ュワン細胞 の遊走 な ど

が考え られ る との回答がな され た。また、シュ ワン細胞の アポ トー シ

スな どは測定 したか、とい う質圖がな さf1.,Tunnel　ASSAYに て検証済

みである との回答がな され た。さらに 、匿顕像で の ミエ リンが内因性

の シュ ワン細胞 による ものか移植 した細胞に よるものか識別 可能か、

との質問 がな されたが、残念 ながら電顕 では移植 した細胞の翻IJ方 法

は施行 していない との回答 がなされ た。移櫃 した細胞 の役割 を明 らか

にす るため、さらなる検証が必要であ るとの示 唆を受 けた。また シー

ワン細胞 の軸 索誘 導の機構 はど うい うもの であるか との質 問がな さ

れ 、継紮 の伸展 に先ん じてシュワン細胞が遊 走 し、それ に ともない

NCAMやPOな どの蛋白の発現が諾め られ る との回 答がなされ た。現在

の賭説 では 、NGF、　lGF,　PDGFな どの液性因子が シュワン細胞か ら発

現 され軸索の瞬導が なされ ると曾われ てお り、本研究で もそれ らの液

性因子の定 量が必要 であ るとの示唆 を受けた。

　以 上の よ うに、本研究 は さらに検討 され るべ き点 を残 してい るもの

の、シュワン細胞 を用 いた人 工神経の開発への新たな道 を切 り拓いた

点が有意義 であ ると評価 された。
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