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Ⅰ. 緒言 

 

 

再生医療研究は, 近年, 様々な分野において盛んに進められており, 臨床応

用への成功例もみられるなど社会的な関心も高い. 例えば, 脂肪組織に含まれ

る脂肪幹細胞などを用いた乳房や顔面などの軟組織の再建が行われている [1]. 

また, 最近では iPS 細胞が初の臨床応用として加齢黄斑変性症の治療に用い

られた. こうした組織再生療法は, 幹細胞を用いて損傷あるいは欠損した組織

や臓器を復元し, その機能回復を目指すものである． 歯科領域においては, う

蝕や歯周病, そして外傷などにより失われた歯の再生を目指した研究がさまざ

まなグループによりなされている [2-5] . 現在, 失われた歯の機能を取り戻

す方法としてはブリッジ, 義歯, あるいはインプラントといった人工物で置換

する方法がとられているが [6] , 機能性や生体親和性など様々な観点におい

ていずれも天然歯には及ばない. そのため幹細胞を用いて新たに歯を再生する

ことが望まれている.  

歯科領域からも様々な幹細胞が採取できることがこれまでに報告されている

が [3] , 中でも歯髄組織より採取できる歯髄幹細胞は象牙質・歯髄複合体の復

元が可能であり, 失われた歯を再生し得る幹細胞供給源の一つとして注目され
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ている [7-9] ．この歯髄組織は間葉系幹細胞と呼ばれる幹細胞を含み [10] ，

不要になった抜去歯から採取できるなどの利点がある．しかしながら, 採取で

きる細胞数が少ないことから, 研究の上では実験に供することができる細胞数

が少なく, また臨床応用においては必要な細胞数の確保が難しいなどの問題点

があり, さらには患者自身に不要な歯がない場合には自家移植による再生医療

への応用は難しい. そこで歯髄細胞の代替として, 骨髄細胞から得られる幹細

胞を用いるのことを考えた. なぜなら, 歯髄腔と骨髄腔は構造や細胞構成など

において多くの類似性を有し [11, 12] , 歯髄細胞を用いた骨組織の再生が試

みられるなど [13-15] , 互換性が期待できるからである. たとえば, 歯髄腔

内の構造は, 象牙質表面に象牙芽細胞 (硬組織産生細胞) が配列し, すぐ近傍

には血流を維持する血管内皮細胞と血球細胞や, 知覚を司る神経細胞が存在し, 

そしてそれらの間を埋める線維芽細胞や脂肪細胞などにより微小環境 (niche) 

を形成している. 一方で, 間葉系幹細胞が多く存在する骨髄腔内の構造は, 骨

表面上に骨芽細胞 (硬組織産生細胞) が配列し, そのすぐ近傍に血流を維持す

る血管内皮細胞と血球細胞 (血液幹細胞を含む), 知覚を司る神経細胞, そし

てそれらの間を埋める線維芽細胞や脂肪細胞などにより niche が形成されてい

る. このように歯髄腔と骨髄腔 nich を形成する細胞群は酷似しており, 歯髄

細胞を用いるよりも, 採取可能な細胞数の多い骨髄細胞が研究対象としてふさ
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わしいと考えられる.  

骨髄組織中の間葉系幹細胞は, 骨髄細胞から得られる付着細胞分である骨髄

ストローマ細胞 (BMSCs ; bone marrow stromal cells) に含まれていることが, 

1970 年代に Friedenstein らにより提唱され [16] , その後の研究により, 付

着性の線維芽細胞様細胞は 1 つのクローンからさまざまな間葉系細胞に分化

できるということがわかってきた [17-19] . しかしながら, 間葉系幹細胞の

単離には未だ成功しておらず, 現状の間葉系幹細胞は依然として不均一な細胞

集団であるため, 分離法や培養条件によって細胞集団の構成が大きく左右され, 

間葉系幹細胞の正確な情報は得られていないのが実態である [20, 21] . こう

した背景から, 現状においてヒト間葉系幹細胞は, 1) CD14, CD19, CD34, CD45, 

HLA-DRといった血球系マーカー群の発現が陰性であること, 2) CD73や CD90 そ

して CD105 が陽性であること, 3) 付着系細胞であり, 少なくとも骨芽細胞, 

軟骨芽細胞, そして脂肪細胞の 3 系統の細胞に分化できるという 3 要件を満

たす幹細胞として, 国際細胞療法学会によって定義付けられている [22] . そ

のため, 分化誘導培地で骨芽細胞や軟骨芽細胞そして脂肪細胞に分化できる幹

細胞を便宜的に間葉系幹細胞として呼んでいる. 近年では, 間葉系幹細胞は

このような間葉系組織に限らず, 筋・心筋細胞 [23-25] や肝細胞 [26-28] 

などにも誘導できる, 適応性に優れた幹細胞集団であり, さらに神経へも分化
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可能な細胞であることが報告されている． 

例えば, BMSCs を採取して in vitro で培養したところ, 神経幹細胞様細胞

が誘導され, ニューロンやグリア細胞へ分化することがヒト, マウス, ラット

等様々な動物種で確認されている [29-37] . 分化したニューロンはパッチ・ク

ランプ法によって電気生理学的に機能することも認められている [38] . In 

vivo においては, 標識されたマウス BMSCs を新生マウスの脳に移植したとこ

ろニューロンやグリア細胞への分化が認められた [39, 40] . 成体マウスにお

いても, 放射線照射等によって損傷した脳に BMSCs を投与したところ, 細胞は

脳組織内へ遊走しニューロンやグリア細胞のマーカーに陽性を示した 

[41-43] . また BMSCs をラットに移植し, 脊髄の髄鞘再生を認めた等の例も

報告されている [44] . 最近では国内において, 骨髄由来幹細胞の自家移植に

よる脊髄損傷の治療が臨床試験として行われている.  

先述のように，BMSCs は間葉系幹細胞以外の細胞も多く含む不均一な集団で

ある. このため幹細胞についての詳細な分析や, より効率的な臨床応用のため

には, 不要な細胞を取り除いて幹細胞を精製することが望まれる．これまでに

もマウス骨髄より幹細胞を精製する方法は様々試みられてきた．たとえば, 間

葉系幹細胞のマーカーと推察されている Sca-1, CD44, CD90 (Thy1.1), SH2 

(CD105 もしくは endoglin), SH3, SH4 (CD73) に対する抗体を用いて精製する
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positive selection 法や [45-49] ,  マウスの骨髄に含まれる多量の血球細胞

を取り除くためにいくつかの血球系の細胞に対する抗体を使用して行う

negative selection 法である [46, 47] . しかしながら, これらの方法を用い

た間葉系幹細胞の精製では, 得られた幹細胞集団が骨芽細胞, 軟骨芽細胞, お

よび脂肪細胞の 3 系統すべての細胞への分化能を有していることを検証して

いる報告や, どの程度間葉系幹細胞を濃縮できたかについて具体的に示してい

る報告はあまりない [47] .  

そこで, 近年, Itoh らは, マグネティックマイクロビーズを用いることに

よりマウス骨髄ストローマから間葉系幹細胞を濃縮する簡便な方法を見出した 

[50] ．この精製方法は, 抗 CD5, CD45R, CD11b, Gr-1, 7-4, Ter-119, CD45 抗

体が結合した磁気ビーズと骨髄ストローマを反応させた後, 磁気カラムを通過

させることによって分化した細胞を取り除き, 間葉系幹細胞が濃縮された細胞

集団を得るという，一種の negative selection 法を用いている. 精製前の 

BMSCs に含まれる間葉系幹細胞の割合は 15 万個に 1 個であるのに対し，上記

の精製方法により得られた新規細胞集団ではおよそ 1000 個に 1 個であるこ

とが Limiting dilution 法による解析結果から明らかとなった. つまり, この

精製方法では間葉系幹細胞が約 100 倍以上濃縮されるということになる. さ

らに, この新規細胞集団を用いて in vivo 細胞移植実験を行い, 移植片を回
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収して組織切片を作製し組織染色を行ったところ, 多量の硬組織の再生が確認

され, 皮質骨様硬組織によって囲まれた内部には骨梁や骨髄様組織が認められ

た. またマイクロ CT にて硬組織量を測定したところ, 濃縮前の BMSCs と比

較して, 新規細胞集団では約 100 倍もの硬組織再生能を有することが明らか

となった. これらの解析結果から, この高い硬組織再生能を持つ新規幹細胞集

団は "highly purified osteoprogenitors" (HipOPs) と命名された.  

これまでの研究により, HipOPs は骨組織に加えて軟骨組織や脂肪組織に対

しても BMSCs に比べて高い再生能を示すことが明らかとなっている [50] . 

しかしながら, 神経組織への分化能については未だ解析しておらず不明である. 

象牙質・歯髄複合体には, 知覚を司る神経細胞が含まれており, HipOPs がう

蝕や外傷などにより失われた象牙質・歯髄複合体を再生しうる細胞源であるこ

とを証明するためには, 神経組織への分化能について検証することが必須であ

る. これまでに髄腔内への細胞移植などによって歯髄様の組織再生を認めた例

は in vivo でも in vitro でも数多く報告されている. 例えばヒト埋伏智歯か

ら歯髄細胞を分離しマウス皮下に移植したところ，ドナー由来の象牙質・歯髄

複合体様組織の形成が確認され [7, 51] 根管モデルに注入してマウス体内に

移植した研究でも, 根管内において象牙質・歯髄複合体様組織を認め血管新生

や象牙質の添加を認めた [52] . またビーグル犬の歯髄細胞を根管内に移植し
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たところ, 修復象牙質や象牙質・歯髄複合体様組織の形成が認められた 

[53-57] . ブタにおいては, dental bud cells を培養し抜歯窩に移植したとこ

ろ象牙質・歯髄複合体を含む歯様構造体の形成を認めた例や [58] ,  Dental 

pulp stem cells を顎骨に移植して象牙質様組織を認めた例などが報告されて

いる [59] . しかしながら, これらの研究において神経の再生および神経機能

の回復まで評価した報告は認められない.  

また一方で, 口腔外科領域においても末梢神経の再生は重要な課題である. 

たとえば, 下顎大臼歯近傍には下歯槽神経や舌神経が走行しており, 第三大臼

歯の治療や抜歯, インプラント埋入, 下顎枝矢状分割法等の外科処置, 下顎部

の腫瘍切除等に際してこれら神経を損傷することがあり, 歯科・口腔外科治療

時の重大な偶発症として知られている. [60-63] . 特に, 舌神経損傷は疼痛・

異常感覚のほかに触覚のみならず味覚の鈍麻や喪失を招き, 損傷後に著しい 

QOL の低下を来たすことがある [64-66] . その治療方法としては主に薬物療

法や神経ブロックが行われるが, 重症例では神経縫合や耳介神経等を用いた神

経移植などが必要となる [73-75] . そこで, HipOPs によって末梢神経および

その機能が再生することが証明されれば, このような症例の治療に有用な細胞

源となりうる. 舌神経支配領域の感覚異常は口腔外科領域以外でも, 全身麻酔

を用いた外科手術後に報告されており, 手術中の気道確保のために口腔内に挿
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入される装置が原因と考えられている [67-72] .  

以上のことから, 本研究ではマウス骨髄由来新規幹細胞集団である HipOPs 

を用いて, in vitro における神経幹細胞としての HipOPs の有用性を評価する

とともに, in vivo における損傷した末梢神経の HipOPs による再生能につい

て解析を行い, 検討することとした.  
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Ⅱ. 材料および方法 

 

 

1．間葉系幹細胞集団 HipOPs の精製 

 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (life technologies, CA, USA) と Ham's 

F12 Nutrient Mixture (life technologies) を 3 : 1 の割合にて配合し, 1% 

penicillin-streptomycin を添加した溶液を調整した (DMEM / F12 (3:1)) .  

BMSCs および HipOPs の調整は Itoh らの方法に準じて以下のように行った

[50] . 6-8 週齢の C57BL/6J マウス (日本チャールズ・リバー，横浜) より大

腿骨および脛骨を採取した．骨頭を除去し，シリンジを用いて骨髄腔内に DMEM 

/ F12 (3:1) を注入し骨髄を得た．40 µm セルストレーナーを用いて軟組織を

除去したのち， DMEM / F12 (3:1) に 10% Fetal calf serum  (FCS; ニチレイ, 

東京) を添加した培養液にて細胞培養皿上で培養を開始した． 

3 日後に Phosphate-Buffered Saline (PBS; Sigma-Aldrich Corporation, MO, 

USA) を用いて 3 回洗浄することで浮遊細胞を除去し, 2-3 日毎に培養液を

交換して 80% セミコンフルエントになるまで 2 週間培養を続けた．その後, 

0.25% Trypsin-Ethylenediaminetetraacetic acid (0.25% Trypsin-EDTA 
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solution; life technologies) 処理にて付着細胞を回収し, BMSCs として以

下の実験に供した．さらに,血球系細胞のマーカー分子に対する抗体 (抗 CD5, 

抗 CD45, 抗 CD11b, 抗 Gr-1, 抗 7-4, 抗 Ter-119, 抗 CD45R) が結合したマグ

ネティックビーズ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) を BMSCs 

に反応させた後, マグネティックカラムに注入し, カラムから流出してきた

細 胞 を 回 収 し て 間 葉 系 幹 細 胞 集 団  (HipOPs: highly purified 

osteoprogenitors) として以下の実験に供した (図 1)． 

なお，本研究におけるすべての動物実験は，大阪大学大学院歯学研究科動物

実験委員会の審査を受け，承認のもとに実施した．(受付番号：動歯-26-011-0) 

 

2．HipOPs の neurosphere 形成能の評価 

 

DMEM / F12 (3:1) に 40 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF; BD 

Bioscience, MA, USA または PEPROTECH, NJ, USA), 20 ng/ml epidermal growth 

factor (EGF; BD Bioscience), および 2% B-27 (life technologies, CA, USA) 

を加えた培地を用いて，非接着性 24 well プレートにて 1×104 / ml の 

HipOPs を培養した．培養液は 3 日毎に bFGF，EGF，B-27 を 2 倍濃度添加し

た培養液を用いて全体の半量を交換した. 成熟した neurosphere が形成され
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るまで約 2 週間培養を行い，neurosphere を回収した．ピペティングによって 

neurosphere をシングルセル化した後，上記と同様の方法にて継代培養を行っ

た．約  2 週間の培養の後 , 蛍光免疫染色を行った . 一次抗体として 

anti-nestin (1:100; BD Bioscience) を室温にて 1 時間反応させた後, 洗浄

し, 室温にて FITC-streptoavidine (1:50; BD Bioscience) を 15 分間反応さ

せて発色させた. 試料は VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI (Vector 

Laboratories, CA, USA) を用いてマウントし, Axio Vision 3.1 (Carl Zeiss, 

Germany) にて観察した. 

一方で, neurosphere から分離した細胞を poly-D-lysine (Sigma-Aldrich 

Corporation) および laminin (BD Bioscience) にてコーティングしたスライ

ド上で, 5% FCS 添加 DMEM / F12 (3:1) にて培養した.  

また, BMSCs と HipOPs の neurosphere 形成能を比較するため, BMSCs を

3×105 , 3×106 / ml の細胞濃度で, また HipOPs を 5×104, 5×105 / ml の

濃度で非接着性 24 well プレートに播種し, 上記と同様の方法で 10 日間培

養した.  
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3．Limiting dilution 法 

 

非接着性 96 well プレートに BMSCs を 1.5×104, 3×104, 5×104, 1×105, 

1.5×105 / ml の各細胞濃度にて, また HipOPs を 1×103, 3×103, 6×103, 

1×104, 1.5×104 / ml にてそれぞれ各 48 well ずつに播種し, 40 ng/ml bFGF, 

20 ng/ml EGF および  2% B-27 を加えた  DMEM / F12 (3:1) を用いて 

neurosphere の培養を行った. 培養液の交換は 3 日目に行った. 1 週間の培

養の後, 各 well における neurosphere 形成の有無を判定した. 各細胞濃度

において neurosphere の形成を認めない well 数を Fo, 各 well に含まれる

前駆細胞数を x とすると, ポアソン分布より, Fo = 0.37 となる希釈濃度のと

き 1 well 内に 1 つの前駆細胞が含まれることになることから, 計算式 Fo = 

e-x により前駆細胞の数を求めた. 各々独立した 4 回以上の細胞採取に対し

て同様の試験を行った.  

 

4．移植実験モデルの確立 

 

イソフルラン吸入麻酔下で, 10 週齢メス Crlj:CD1-Foxn1nu マウス (日本チ

ャールズ・リバー) の左側坐骨神経を露出した．腓腹神経を温存し，上流は腓
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腹神経が分岐する位置，下流は脛骨神経と腓骨神経に分岐する位置として，こ

の間で坐骨神経を切断または 1.5 mm 部分切除したのち, 5-0 絹糸を用いて皮

膚縫合を行った (図 2). Sham グループは右側坐骨神経を露出したのち, 神経

に損傷を与えず皮膚縫合を行った．各マウスは処置内容をブラインド化するた

めランダムな番号の下で管理され, 以下の評価試験に供した.  

各マウスは手術後 2 週間毎に 8 週間後まで，von Frey 試験および運動・感

覚機能のスコア化によって坐骨神経の機能を評価した．von Frey 試験では, マ

ウスを金網上に 3 分以上静置して安静がみられた後に von Frey フィラメン

トにて足底中央を刺激し，細いフィラメントから順に刺激を与えて最初にマウ

スに反応の確認されるフィラメントを求め, 感覚閾値を測定した．8.0 g フィ

ラメントを用いると適切な刺激が与えられる前に後肢全体が拳上される場合が

あるため， 6.0 g フィラメントにて反応がない場合は閾値を 8.0 g とした. 一

方の運動・感覚機能試験においては, マウスの行動観察を行いスコア化して評

価した. マウスをプラスチックケージ内に入れ, 1 分間静置したのちに 3 分

間の行動観察を行った. その後, 金網上での歩行について観察を行った. これ

らの行動観察から, 表 1 に示す 5 項目について 0 (回復を認めない) , 1 (部

分的な回復を認める), 2 (回復を認める) の 3 段階のスコアにて判定し, スコ

アの合計によって左側坐骨神経の機能を評価した.  
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5．HipOPs の神経再生能の in vivo における評価 

 

HipOPs を 40 ng/ml bFGF, 20 ng/ml EGF および 2% B-27 を加えた DMEM / F12 

(3:1)にて 10 日間培養し, 得られた neurosphere から細胞を機械的に分離し

て HipOP 由来神経幹細胞 (HipOP-NSCs) とした. 5×105 HipOPs，5×105 BMSCs，

5×106 BMSCs，および 5×105 HipOP-NSCs を 40 µl の 10%FCS 添加 DMEM / F12 

(3:1) に懸濁し, 約 5 mm 立方のコラーゲンスポンジ (ファイザー, 東京) に

導入し, 移植実験に供した. コントロールとして, 細胞を含まない 10%FCS 添

加 DMEM / F12 (3:1) のみをコラーゲンスポンジに導入したものを作製した.  

10 週齢メス Crlj:CD1-Foxn1nu マウス左側坐骨神経を上記と同様に 1.5 mm 

切除し, 切除後の間隙にコラーゲンスポンジを移植して皮膚縫合を行った. 各

マウスはランダムな番号の下で管理し, 手術後 2 週間毎に 8 週間後まで，von 

Frey 試験および運動・感覚機能試験によって評価した． 

HipOPs 移植 3 か月後に, 神経切除および細胞移植を行った組織を摘出し, 

凍結切片を作製した. Anti-H-2Kk-FITC (1:100; Miltenyi Biotec) および Cy3 

で標識された anti NGFR/p75NTR (1:100; Biosensis, Australia) を室温にて 1 

時間反応させた後, VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI を用いてマウン

トし, Axio Vision 3.1 にて観察した. 
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6．統計処理 

 

結果は平均値 ± 標準偏差で表示した. 一連の実験では Dunnet test によっ

て有意水準 5% で統計学的検定を行った.  
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Ⅲ. 結果 

 

 

1．HipOPs 由来 neurosphere の形成 

 

 間葉系幹細胞集団 HipOPs を非接着基材上で, bFGF および EGF 存在下で培

養したところ, 培養 3 日目には細胞塊の形成を認め, 8 日目には直径 100 µm 

以上の neurosphere が観察された (図 3). 培養 14 日目の neurosphere を

採取し, 神経幹細胞マーカーとして用いられる nestin で蛍光免疫染色を行っ

たところ, これらの neurosphere は nestin 陽性であった (図 4).  

 

2．HipOPs の神経幹細胞集団としての評価 

 

HipOPs 培養 16 日目に neurosphere を採取し, 細胞を機械的に分離して

bFGF および  EGF を含む培地で継代培養を行ったところ , 新たな 

neurosphere の形成を認めた  (secondary neurosphere; 図  5A). この 

neurosphere を採取し, 同様の手法で細胞を分離して継代培養を行ったとこ

ろ, tertiary neurosphere が形成された (図 5B). また, HipOPs より得られ
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た neurosphere を機械的に分離し, FCS 存在下で分化せたところ, シュワン

細胞様の双極性の細胞像を示した (図 6).  

 

3．Limiting dilution 法による BMSCs と HipOPs の比較 

 

 BMSCs および HipOPs をそれぞれ 3×105 , 3×106 / ml および 5×104, 5×105 

/ ml の細胞数で播種し, 10 日間培養して比較したところ, HipOPs は 5×105 

で培養すると大きな neurosphere が多数形成され (図 7C), 5×104 / ml の低

濃度で培養しても neurosphere の形成が認められる (図 7D)のに対し, BMSCs 

は高濃度, 低濃度いずれの培養においても小さな細胞塊が認められる程度であ

った (図 7A, B). 以上の結果から, HipOPs は BMSCs に比べて neurosphere

形成能が高いことが明らかとなった. また, Limiting dilution 法による解析

では, BMSCs に含まれる neurosphere 形成細胞の割合はおよそ 1 / 45,000 で

あったのに対し, HipOPs では 1 / 410 であり, HipOPs に含まれる前駆細胞の

割合は BMSCs に比べて 120 倍以上高いことが明らかとなった (表 2).  
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4．移植実験モデルの確立 

 

 マウスの左側坐骨神経を腓腹神経分岐部より下流, 脛骨神経および腓骨神経

の分岐部より上流で切断し (図 2), 術後 2, 4, 6, 8 週間後に von Frey 試験

および運動・感覚機能試験によって評価したところ, いずれの試験においても

坐骨神経機能の部分的な回復が認められた (図 8,9). そこで, 同部を 1.5 mm 

切除して同様に評価したところ, いずれの試験においてもほとんど回復しない

か, きわめて限局的な回復を認めるのみだった (図 8,9).  

次に, 細胞移植に用いる scaffold が機能回復に与える影響を検証するため,  

DMEM / F 12 (3:1) に 10% FCS を加えた溶液をコラーゲンスポンジに含ませて

左側坐骨神経を 1.5 mm 切除した間隙に移植した. 術後 2, 4, 6, 8 週後のい

ずれの時点においても, 左側後肢の withdrawal threshold は神経を 1.5 mm 

切除して移植を行っていない群との間に有意差を認めなかった (図 10A). ま

た, 対照として健常側である右側の withdrawal threshold を測定したところ, 

いずれの時点においても有意差は見られなかった (図 10B). 運動・感覚機能試

験のスコアにおいても同様の結果を認め (図 11), 神経機能の回復は限局的な

ものであった. このことから, コラーゲンスポンジおよび溶液の移植による神

経機能回復への影響はないものと判断された.  
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そこで, 本研究における in vivo 細胞移植実験においては左側坐骨神経を 

1.5 mm 切除し, 対象となる細胞を DMEM / F 12 (3:1) ＋ 10% FCS 溶液に懸濁

したものをコラーゲンスポンジに含ませて, 神経切除後の間隙に移植すること

とした. また, 同様に神経を 1.5 ㎜ 切除して, 細胞を含まない DMEM / F 12 

(3:1) + 10% FCS 溶液のみを含ませたコラーゲンスポンジを移植したものをコ

ントロール群とした.  

 

5．末梢神経損傷マウスに対する HipOPs 移植 

 

 HipOPs を移植した群は, 術後 2, 4, 6, 8 週後のいずれの時点においてもコ

ントロール群に比べて左側後肢の withdrawal threshold が有意に低く (図 

12A), 神経機能が回復していることが示唆された. 一方で, 右側後肢の 

withdrawal threshold に有意差は認められなかった (図 12B). また, 運動・

感覚機能試験においても術後いずれの時点においても HipOPs 移植群はコント

ロール群に比べてスコアが有意に高く (図 13), 運動・感覚機能が回復してい

ることが明らかとなった.  
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6．BMSCs と HipOPs の末梢神経機能回復能の比較 

 

  BMSCs を移植した群は, 術後 2, 4, 6, 8 週後のいずれの時点においても

左側後肢の withdrawal threshold はコントロール群との間に有意差を認めな

かった (図 14A). 右側後肢の withdrawal threshold にも有意差はみられな

かった (図 14B). また運動・感覚機能試験においては, 術後 2, 6, 8 週後に

おいてコントロール群に比べて高いスコアを得られたが, 回復の程度は 

HipOPs 移植群に比べて限局的だった (図 15). ここで, HipOPs は BMSCs を

濃縮して得られる細胞集団であるため, 10 倍濃度の BMSCs を移植したところ, 

左側後肢の withdrawal threshold はわずかに低下を認めたもののコントロー

ル群との間に有意差はなかった (図 14A). 運動・感覚機能試験においては低濃

度の BMSCs 移植群同様の結果となった (図 15).  

 

７．HipOPs 由来神経幹細胞の移植 

 

 HipOPs により形成された neurosphere をシングルセル化した HipOP-NSCs

を左側坐骨神経損傷マウスに移植した. 左側後肢の withdrawal threshold 

は術後いずれの時点においてもコントロール群に比べて有意に低く, 神経機
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能の回復効果は HipOPs より高かった (図 16). 特に, 2 週間後の短期間か

ら高い回復を示すことが確認された. 運動・感覚機能試験においても, 

HipOP-NSCs は術後短期間から高いスコアを示し, 神経機能の回復が認められ

た (図 17).  

 

８．移植細胞の同定 

 

 HipOPs 移植 3 ヶ月後の組織切片に対して蛍光免疫染色を行ったところ, 移

植細胞を示す H-2Kk と神経栄養因子受容体 p75NTR は同じ部位において発現

していることが確認された (図 18). 
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Ⅳ. 考察 

 

 

神経幹細胞は , EGF 等を添加した無血清培地上で球状の浮遊細胞塊 

(neurosphere) として分離・増殖させられることが知られているが [76] ,  神

経幹細胞の分化経路の詳細については未だ不明な点が多い. 近年, 神経幹細胞

分化の初期に関与している因子が報告されたが, 神経幹細胞を誘導する特定の

因子は明らかとなっておらず  [77, 78] , このような現状においては 

neurosphere の形成が神経幹細胞同定法の一つとして多用されている. この神

経幹細胞同定法は neurosphere assay とよばれ, 具体的には, 無血清培地に

加える因子として EGF の他に bFGF, LIF (leukemia inhibitory factor), BDNF 

(brain derived neurotrophic factor) など様々な因子を用いた培養法が工夫

され, ES 細胞や iPS 細胞など, 種々の幹細胞の神経細胞誘導能を検証するた

めに用いられている [32, 79-81] .  

そこで, マウス骨髄由来幹細胞集団 HipOPs の神経細胞への分化能を検証す

るにあたり, まずはこの細胞を bFGF および EGF を含む培養液を用いて非接

着性基材上で培養した [82] . その結果 neurosphere の形成を認め, さらに

その neurosphere から得られた細胞は神経幹細胞マーカーとして用いられる 
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nestin に陽性を示した (図 3,4). これらのことから HipOPs は神経幹細胞を

含む細胞集団であることが推察されるが, このことを証明するためには幹細胞

の重要な特徴である自己複製能と分化能を有することを示す必要性があった.  

そこでまず自己複製能を検証するために , HipOPs により形成された

neurosphere に含まれる細胞をシングルセル化して継代培養したところ, 各細

胞から新たな neurosphere が形成された (図 5) . 従って, neuroshere を形

成している細胞は自己複製能を持つことが明らかとなった. 次に, neuroshere

を形成している細胞を血清培地にて培養し分化誘導をかけたところ, シュワン

細胞様細胞への分化が確認された (図 6) . これらの結果から, HipOPs は自己

複製能を持ち神経系細胞に分化し得る神経幹細胞を含む細胞集団であることが

確認された.  

ところで, HipOPsは BMSCsから幹細胞を濃縮した細胞集団であるため, BMSCs

と HipOPs それぞれに含まれる神経幹細胞の割合について検証する必要性があ

る. そこで, まずは neurosphere assay によってそれぞれの細胞から形成さ

れる neurosphere を比較したところ, HipOPs は neurosphere 形成能に優れ, 

より多数の, またより大きな neurosphere の形成を認めた (図 7C,D) . その

一方で BMSCs は細胞を低濃度で播種して培養すると neurosphere はほとんど

確認されず, また HipOPs よりも高濃度で播種しても小さな neurosphere が
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少数みられる程度であった (図 7A,B) . これらの結果から, HipOPs の精製に

よって幹細胞が濃縮されたばかりでなく, 不要な幹細胞が除かれて神経幹細胞

の分化や増殖がより行われやすい環境が形成されたことが推測される.  

BMSCs とHipOPsの神経幹細胞誘導能をさらに詳細に検討するため, limiting 

dilution 法による検証を行った. これは, ある細胞集団を種々の濃度に希釈

して特定の細胞へ誘導し, 各細胞濃度において反応のみられた割合からその細

胞集団における前駆細胞の含有率を推定するものである. そこで HipOPs と 

BMSCs をそれぞれ 5 段階に希釈して bFGF および EGF 存在下で neurosphere

（神経幹細胞を含む細胞集団）に誘導した. ただし神経幹細胞は容易に凝集す

る細胞であるため [83] , neurosphere の形成の有無をより正確に判定するた

めに培養期間を短くし, 培養液の交換回数を少なくすることで細胞の移動を可

及的に抑えることとした. Neurosphere の誘導において, 細胞濃度が高い場合

に培養 3 日目頃までにみられる細胞塊は自己複製ではなく細胞が凝集したも

のである可能性があるとされているが, 予備実験において各細胞を注意深く培

養し 7 日目と 15 日目に neurosphere の形成の有無を判定したところ, すべ

ての well において判定結果が同一であることを確認した . そのため

neurosphere 形成の有無を判定するには 7 日間の培養で十分であると考え, 

この実験においては培養期間を 7 日間としその間の培養液の交換は 1 回のみ
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とした. この limiting dilution 法による解析により, BMSCs と HipOPs に含

まれる神経幹細胞の割合が計測される. そして解析の結果, HipOPs は BMSCs 

に比べて約 120 倍も高い割合で神経幹細胞を含んでいることが明らかとなった 

(表 2) . 以上の結果から, in vitro において HipOPs は BMSCs に比べて高い

神経幹細胞誘導能を示すことがわかった. 

次に, 臨床応用への可能性を探るため, HipOPs の in vivo での神経回復能

を細胞移植によって評価することとした. 末梢神経損傷後の感覚および運動機

能回復の評価を目的とした in vivo 実験には様々な動物モデルが考案されて

きたが, その中でも一般的によく用いられるのはラットの坐骨神経損傷モデル

である [84-88]. しかしながら HipOPs の精製に際して, BMSCs から分化した

細胞を negative selection するためにターゲットとした表面マーカーはマウ

スに特有のものであり, ヒトやラットなど他の動物種では分化した細胞はこれ

らとは異なる表面マーカーを示す. そこで本研究では移植実験の対象としてマ

ウスを用いることとした. 神経損傷の部位としては大腿神経, 脛骨神経, 腓骨

神経 [89-92] などを対象とした例もあるが, 神経の太さやアクセスの良さ等

から末梢神経損傷としては坐骨神経を用いることが多い. 神経損傷後の機能回

復の評価には, 筋重量の測定や電気生理学的な評価, また walking track 

analysis など様々な方法が用いられているが [86, 87, 93-95] ,  その中でも
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オープン・フィールドで行動を観察する方法は, 特別な装置等を必要とせず容

易に実施できるという利点があり, 様々な研究で用いられている. その評価方

法として広く用いられるものの 1 つに Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) スコ

アがあるが [96] ,  このシステムはラットの運動機能評価として開発された

ものであり, マウスの評価方法としては適さない部分もある. そこでマウスの

運動機能評価として適合するように新たに開発されたのが Basso Mouse Scale 

(BMS) スコアである [97] . BMS はマウス脊髄損傷後の運動機能評価として一

般的に用いられているが, 評価項目の内容が重複しているなどの問題もあり 

Body Support Scale (BSS) や Toyama Mouse Score (TMS) などの評価方法が開

発されてきた  [98, 99] . しかしながら, これらは脊髄損傷モデルの機能回復

評価を想定したものであり, これより下位にあたる末梢神経損傷の評価として

は適合しない部分もある. また, 動物サイズの違いなどから坐骨神経損傷モデ

ルとして用いられる第一選択はラットであり [100] , マウスを対象とした研

究には脊髄損傷を扱ったものが多いのが現状である [101-104] . そこで簡便

な方法でマウス坐骨神経損傷後の神経機能を評価するため, 本研究では新たな

評価方法を策定した. マウスをプラスチックケージに入れ, オープン・フィー

ルドでの行動観察をもとにして,  BMS スコアや BMS サブスコアを参考に 

[97] , 主に運動機能に関連した 5 つの項目を設定し (表 1), それぞれ 3 段
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階でスコア化し評価することとした . また感覚機能の評価として臨床でもよ

く用いられる von Frey 試験を併せて行うこととした.  

これらの動物モデルおよび評価方法を用いて細胞移植実験を行ったところ, 

HipOPs の移植によって, 損傷した末梢神経の機能が感覚機能および運動機能

ともに回復することが確認され (図 12,13) , その回復能は BMSCs の移植に比

べて有意に高いということが明らかとなった (図 14,15) . HipOPs は BMSCs 

を濃縮して得られる細胞集団であるため, この回復能の違いは間葉系幹細胞が

濃縮されたことのみによるものであるか否かを判断するためには, より多くの 

BMSCs を移植して比較検討する必要があった. BMSCs から HipOPs を精製する

と細胞数は数十分の一程度に減少するため, HipOPs の数十倍量の BMSCs を移

植して, もし HipOPs 移植時と同程度の回復が確認されれば回復能の違いは幹

細胞の濃縮によるもののみであると示される. ただし細胞の量が多くなりすぎ

ると scaffold に担持させることが難しくなるため, ここでは 10 倍量の 

BMSCs を移植して比較することとした. その結果, 10 倍量の BMSCs を移植し

ても HipOPs の移植に匹敵する回復は見られず, 低濃度の BMSCs を移植した

時と比べてもほとんど差異は見られなかった (図 14,15) . 従って, HipOPs の

移植が高い回復能を示したのは間葉系幹細胞が濃縮されたことのみによるもの

ではなく, HipOPs の精製によってより神経組織の分化を誘導しやすい細胞集
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団が形成されたことが推察される. さらに, HipOPs を neurosphere に誘導し

たのちに細胞移植すると, 術後短期間で有意に回復を認め (図 16,17) , 行動

観察において患側の後肢が十分に機能していることが見て取れた.  

最後に, 移植された細胞が生体内でどのような経過を辿るかを探るため,移

植 3 ヶ月後の組織切片に対して蛍光免疫染色を行った. HipOPs 由来の細胞を

識別する目的で, 移植のドナーである C57BL/6J マウス では発現するがレシ

ピエントである Crlj:CD1-Foxn1nu マウス には発現しない, マウス主要組織

適合遺伝子複合体 (major histocompatibility complex ; MHC) クラスⅠ抗原 

H-2Kk を用いた. 従って組織切片において HipOPs 由来細胞のみが H-2Kk を

発現することになる. 神経栄養因子受容体 p75NTR と共に蛍光免疫染色を行

って発現部位を観察したところ, 神経切断および細胞移植処置を行った部位

の組織切片において, H-2Kk と p75NTR は同じ部位での発現が確認されたた

め (図 18), 移植された HipOPs は生体内に生着し幹細胞として組織再生に

寄与していると考えられる. 但しその詳細についてはいまだ不明であり, 移

植された細胞がどのようなメカニズムを介して損傷した神経組織の再生, お

よびその機能回復に関与しているのかについては今後さらに検討していく必

要があると考えられる.  

以上より, 末梢神経損傷モデルにおける HipOPs の細胞移植実験で観察され



29 

 

た短期間での神経機能の回復は, 神経損傷に対する神経再生療法や歯科領域に

おける歯髄再生療法において HipOPs は有用な細胞集団であると言える. 将来

的には, マウスからヒト細胞へと検証を進めて行くことで, 臨床応用へと繋が

っていくと考えている.  
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Ⅴ. 結論 

 

 

本研究により,  間葉系幹細胞集団として骨, 軟骨, 脂肪に対して高い分化

能を示す HipOPs は, 間葉系組織のみならず神経組織にも分化可能であること

が明らかとなり, 多様な組織に分化し得る幹細胞として再生医療に有用な細胞

源であることが示された.  
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表1 運動・感覚機能試験の評価項目 

1 後肢を引き摺る 

2 足指が丸くなる 

3 歩行時に後肢が外旋する 

4 起立時に後肢が接地しない 

5 金網上で後肢が網目に嵌る 

各項目について, 該当する場合を 0, 部分的に該当する場
合を 1, 該当しない場合を 2 として 3 段階で評価し, 5 項目
の合計をスコアとした. 



表2  Limiting dilution 法によって求
められた神経前駆細胞の割合 

  BMSCs HipOPs 
#1 1/39255 1/397 

#2 1/45392 1/412 

#3 1/45043 1/455 

#4 1/48283 1/391 

BMSCs および HipOPs に含まれる神経前駆細胞の割合.  
各細胞につき, 4 回の独立した細胞採取について試験を
行った.  



図1 BMSCs および HipOPs  調整の概略図 



腓腹神経 
坐骨神経 

腓骨神経 
脛骨神経 

0mm / 1.5mm 
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B 

(A) Spared nerve injury の概略図.腓腹神経を温存し, 坐骨
神経を切除する.  
(B) 坐骨神経切除後の写真. 

図2  細胞移植実験の術式 



A         B 
 
 
 
 
C         D 

HipOPs を bFGF および EFG 存在下で培養した, 培養 3日目
(A), 8日目(B), 17日目(C), 21日目(D) の顕微鏡像.  培養 8
日目頃より neurosphere の形成を認める (矢印). 

図3 HipOPs  の neurosphere 形成能の評価 

100μm 



Nestin                    DAPI                         Merge 

図4 HipOPs 由来 neurosphere の
蛍光免疫染色 

Neurosphere 形成細胞の nestin に対する蛍光免疫染色像.  

100μm 



100μm 

A B 

図5 HipOPs 由来 neurosphere の継代培養実験 

HipOPs 由来 neurosphere の継代培養によって形成された 
secondary neurospheres (A) および tertiary neurospheres (B). 



100μm 

HipOPs 由来 neurosphere を 10% FCS 存在下で分化させ
た, 培養 10日目の光学顕微鏡像. 

図6 HipOPs 由来 neurosphere の分化能解析 



BMSCs 
 
 
 
 
 
HipOPs 

3×106               3×105 

5×105                                                           5×104 

100μm 

A           B 

C           D 

BMSCs (A,B) および HipOPs (C,D) を異なる細胞数にて播種
し, bFGF および EGF を含む培地で培養 10 日目の光学顕
微鏡像. 

図7  BMSCs と HipOPs の 
neurosphere 形成能の比較 



左側坐骨神経を切断した群 (黄) と 1.5 mm 切除した群 
(青) および sham 群 (黒) の左側後肢の von Frey 試験の結
果. 横軸は術後の経過週数, 縦軸はwithdrawal threshold. 
n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005     (Dunnett test) 

図8  坐骨神経切除量による比較 
( von Frey 試験) 
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左側坐骨神経を切断した群 (黄) と 1.5 mm 切除した群 
(青) および sham 群 (黒) の左側後肢の行動試験の結果. 
横軸は術後の経過週数, 縦軸はスコア. n=8.  
*   :  p < 0.05     (Dunnett test) 

図9  坐骨神経切除量による比較 
( 運動・感覚機能試験 ) 
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坐骨神経を切除した群 (青) と切除後 scaffold を移植した群 
(赤) の左側後肢 (A) および右側後肢 (B) の von Frey 試験. 
横軸は術後の経過週数, 縦軸は withdrawal threshold. n=8.  
いずれも有意差を認めない. (Dunnett test) 

図10  scaffold 移植群の von Frey試験 
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Postoperative time (week) 

坐骨神経を切除した群 (青) と切除後 scaffold を移植した
群 (赤) の行動試験の結果. 横軸は術後の経過週数, 縦軸
はスコア. n=8.  
いずれも有意差を認めない. (Dunnett test) 

図11  scaffold 移植群の 運動・感覚機能試験 
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*** ** 

* 

** 

HipOPs 移植群 (緑) とコントロール群 (赤) の左側後肢 (A) 
および右側後肢 (B) の von Frey 試験の結果. 横軸は術後
の経過週数, 縦軸はwithdrawal threshold. n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005 , ***:  p < 0.001 (Dunnett test) 

図12  HipOPs 移植群の von Frey 試験 
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Postoperative time (week) 

HipOPs 移植群 (緑) とコントロール群 (赤) の行動試験の結
果. 横軸は術後の経過週数, 縦軸はスコア. n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005, ***:  p < 0.001 (Dunnett test) 

図13  HipOPs 移植群の スコア試験 
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* 

** 

BMSCs 移植群 (紫) および 10 倍量 BMSCs 移植群 (青) の左側後肢 
(A) および右側後肢 (B) の von Frey 試験の結果. 赤はコントロール群, 
緑は HipOPs 移植群. 横軸は術後の経過週数, 縦軸はwithdrawal 
threshold. n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005, ***:  p < 0.001 (Dunnett test) 

図14  BMSCs 移植群の von Frey 試験 
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Postoperative time (week) 

BMSCs 移植群 (紫) および 10 倍量 BMSCs 移植群 (青) の
行動試験の結果. 赤はコントロール群, 緑は HipOPs 移植
群. 横軸は術後の経過週数, 縦軸はスコア. n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005, ***:  p < 0.001 (Dunnett test) 

図15  BMSCs 移植群の 運動・感覚機能試験 
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*** ** 

* 

** 

HipOP-NSCs 移植群 (黄) の左側後肢 (A) および右側後肢 (B) の von 
Frey 試験の結果. 赤はコントロール群, 緑は HipOPs 移植群.   横軸は
術後の経過週数, 縦軸は withdrawal threshold. n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005, ***:  p < 0.001 (Dunnett test) 

図16  HipOP-NSCs 移植群の von Frey 試験 
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Postoperative time (week) 

HipOPs-NSCs 移植群 (黄) の行動試験の結果. 赤はコント
ロール群, 緑は HipOP 移植群. 横軸は術後の経過週数, 縦
軸はスコア. n=8.  
*   :  p < 0.05, ** ： p < 0.005, ***:  p < 0.001 (Dunnett test) 

図17  HipOP-NSCs 移植群の 運動・感覚機能試験 

B
eh

av
io

ra
l t

es
t 

sc
o

re
 

* 

*** 

** 
*** ** 

*** 

*** *** 



p75NTR   H-2Kk 

 
 
 
 
 
 
 
 
DAPI    Merge 

HipOP-NSCs 移植3 ヶ月後の組織切片の p75NTR およ
び H-2Kk に対する蛍光免疫染色像. 

図18  組織切片の蛍光免疫染色 

100μm 


