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Ⅰ．緒  言  

末梢神経の損傷後に引き起こされる機能的な障害に対 する根治的治療法は無いのが現状であり、

顎顔面領域に おいては外科的処置の合併症として生じることが多い。 損傷後の末梢神経系には

再生能力がある程度は有することが知られているが、その再生能力は不十分であり、完全に機能

回復するまでには至らないことが多いので、臨 床的な問題として挙げられている 1）。顎顔面領

域の手術 で損傷しやすい神経は、下歯槽神経、舌神経および舌下 神経であり、下顎第三大臼歯

抜歯後の神経損傷は 0.4％ から 8.4％の割合で生じるとの報告がある 2）。これまで の末梢神

経損傷に対する治療法として、圧挫や軽度の切 断症例においては薬物療法や理学療法などの対

症療法が あるものの、神経の欠損部の大きい症例では自家神経移 植が適用されている。しかし

ながら、自家神経移植に必 要な移植神経を採取するために新たな外科的侵襲を加えることから 

3）、末梢神経損傷後の機能回復のために神経 採取をする必要の無い、新規の根治的な治療法の

開発が 望まれている。 近年、末梢神経再生の治療法として細胞移植療法が注 目されている。

これまでの細胞移植治療で用いられている細胞として、神経幹細胞、骨髄間葉系幹細胞および臍 

帯由来間葉系幹細胞が挙げられる。これらの細胞から分泌する神経栄養因子の産生やシュワン細

胞へ優位に分化 させる因子が、末梢神経の再生に効果があることが知ら れている 4-6）。 成体

幹細胞の一つとなる間葉系幹細胞は、骨髄、脂肪 組織、骨格筋、歯根膜、歯肉および歯髄組織

といったさまざまな組織から単離されることから再生医療に利用される幹細胞の中で造血幹細

胞と共に最も注目されている 細胞である 7-10）。これまでの間葉系幹細胞移植の効果と しては

骨芽細胞、脂肪細胞および軟骨細胞といった中胚 葉系の細胞へ分化することを期待した医療の

開発が主で あった 7, 8）。近年、この間葉系幹細胞は免疫および炎症 反応を調整する機能や傷

害部位に移動する能力などを備 えることが報告され、パラクリン機構を介した組織固有 の細胞

への効果を期待した医療の開発が進んでいる 9）。 今回の研究で焦点をあてた末梢神経損傷にお

ける細胞治 療の細胞源となる条件としては、神経栄養因子を産生するということが重要となる 

11-14）。 歯髄組織は血管や神経に富んだ疎性結合組織であり、 歯冠ではエナメル質と象牙質に、

歯根では、象牙質とセ メント質に囲まれている環境下に存在する。Gronthos ら が歯髄組織の

間葉系幹細胞（歯髄幹細胞）を 2000 年に 同定してからすでに 15 年が経過し、その特性を解

析し た研究報告はかなり多い。その歯髄幹細胞は生体内では 歯髄の線維芽細胞と象牙芽細胞に

分化するが、適切な培 地を用いると骨芽細胞、脂肪細胞および軟骨細胞に分化 することが報告

されている 15-18）。発生学的に重要なこととして、歯髄幹細胞は神経堤から生じた外胚葉性間

葉 に由来し、間葉系幹細胞と神経堤幹細胞の特徴を併せも つことが、中胚葉由来の間葉系幹細

胞と異なる点である。 さらに、ヒトの歯髄幹細胞は中胚葉由来の間葉系幹細胞 と比較すると増

殖能や組織修復能が高く、免疫原性も低いことから、細胞治療における細胞源として有用である 

と考えられる 15）。近年では、歯髄幹細胞が神経損傷を 抑止し修復するという結果も示され 

21-26）、歯髄幹細胞 を顔面神経の損傷部位に移植すると軸索の再生が促進することも報告され

ている 27, 28）。これらの研究から、ヒ ト歯髄幹細胞は神経疾患の治療に対して他の幹細胞と

同 様に有効であると考えられる。さらに、他の中胚葉由来 の間葉系幹細胞と比較すると、歯髄

は廃棄される抜去歯 から採取でき、倫理的な問題もない点を考えると細胞治 療における利点が

ある。 坐骨神経損傷の動物モデルには、代表例として神経切 断モデルと神経圧挫モデルの二つ

がある 29-32）。切断モ デルでは、神経を縫合する際の手技上の問題あるいは炎 症を惹起させ
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る架橋物等の使用などにより、外的要因が その実験結果に影響を及ぼすことが考えられる 32）。

一 方、圧挫モデルではラット等を用いるとその運動機能は 自然回復してしまう欠点があるもの

の 33, 34）、圧挫 4 週 後で細胞の移植群と非移植群と比較すると、運動機能評 価、電気生理

学的評価および髄鞘形成において細胞移植 群が有意に高いことも報告されている 32, 35）。そ

こで、 本研究では下顎埋伏智歯抜歯による末梢神経損傷の状態 と類似する坐骨神経圧挫モデル

を選択し、ヒト歯髄細胞 の移植効果を検討することとした。 

 

 Ⅱ．材料および方法  

Ⅱ－ 1 細胞培養 

本研究は、愛知学院大学歯学部倫理委員会の承認（承 認番号：406）を得て実施した。愛知学院

大学歯学部附 属病院口腔外科外来を受診し、インフォームドコンセン トの得られた患者（18 歳

～ 29 歳）より第三大臼歯を抜去し、それらの歯髄組織を摘出後、以下の方法を用いて 歯髄幹

細胞を含む間葉系細胞（以下歯髄細胞）を採取し た。歯髄組織を 0.04 mg/ml リベラーゼ溶液

（Roche, Mannheim, Germany）で 37℃、60 分間酵素処理をし、セルストレーナー（40 μm; BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA）で 濾過して細胞を分離した。さらに IOTest3 （Beckman 

Coulter, Fullerton, CA, USA）を用いて赤血球を 溶解後、10％ヒト血清含有 Dulbeccoʼs 
modified Eagleʼs medium（DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）培 地に 3.0 × 104

個の細胞数で 35 mm 培養ディッシュ（BD Biosciences）上に播種した。コロニーを形成した歯

髄細胞が培養ディッシュ内で 70％コンフルエントに達した後に、TrypLE Select（ThermoFisher, 

Waltham, MA, USA）を 用いて細胞を分散し、100 mm 培養ディッシュへ継代培養した。なお、第 

6 継代目の歯髄細胞を本研究に供した。 

Ⅱ－ 2 坐骨神経圧挫モデルの作製  

本研究は愛知学院大学歯学部動物実験委員会の承認 （AGUD258 号）を得て実施し、実験動物の

取り扱いは 同委員会の指針に沿っておこなった。動物は 12 時間ごとの明暗サイクルで温度を

一定に保った環境下におかれ、自由に飼料や水を摂取した。実験には Fischer344 系 雄性ラッ

ト（体重 190 ～ 210g、日本エスエルシー、静岡） を用いた（n = 18）。手術の前に、ラットを

導入麻酔ボッ クス内に入れてイソフルラン（インターベット、東京） を濃度 3.0％で導入後に、

頭部マスクを装着しイソフル ラン濃度を 1.7％で維持した吸入麻酔下で手術を行った。 左側後

肢外側面上の皮膚を剃毛および消毒し、No.15 メ スで皮膚切開を加えて坐骨神経を剖出し、周

囲の結合組 織を剥離して坐骨神経を明示した。その後、坐骨神経を マイクロバスキュラークリ

ップ（ベアーメディック、茨 城）を用いて 0.6N で 30 分間圧挫した（図 1a,b）。なお、 圧挫

部位を明示するために、圧挫部位中央部の坐骨神経 上膜に 10－0 ナイロン糸（ベアーメディッ

ク）1 糸で 縫合した。細胞懸濁液は次のように調整した。2 μl のア テロコラーゲン（高研、

東京）に 0.2 μl のフィブロネク チン（Sigma-Aldrich）、0.1 μl のラミニン（Thermofisher） 

および 8 μl のハンクス液（Sigma-Aldrich）にて作製した コラーゲン混合液 10 μl にて 3.0 

×105個の歯髄細胞を懸濁し、酸化セルロース（SURGICEL; Johnston and Johnston, New Brunswick, 

NJ, USA）に播種後に圧挫部を 取り囲むように留置した（細胞移植群、n = 6）（図 1c）。 また、

対照として坐骨神経を圧挫したのみの群（圧挫群、 n = 6）、および左側後肢外側面を皮膚切開

後に閉創した 群（Sham 群、n = 6）を設定した。なお、免疫抑制剤で あるタクロリムス（アス
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テラス製薬、東京）を手術前日 から術後 14 日目まで毎日体重 1 kg あたり 0.05 mg を腹 腔

内に投与した。 

図 1. 坐骨神経圧挫モデルの作製 a：マイクロバスキュラークリップを用いて、左側坐骨神経を 

30 分間圧挫した。 b：圧挫 30 分後の坐骨神経 c：コラーゲン混合液で懸濁した歯髄細胞（3.0 

× 105 個）を酸化セルロース に播種し、圧挫部を取り囲むように留置した 

Ⅱ－ 3 運動機能解析 

圧挫群および細胞移植群の運動機能解析には Cat Walk XT（Noldus Information Technology, 

Leesburg, VA, USA） を用いて、ラットの自然歩行を分析した。ガラス板の上 でラットを自然

に歩行させ、その様子を下からビデオカ メラで撮影し、そのフットプリントとゲイトを数値化

したデータを収集した。なお、個体差をなくすためにパラ メータは同一個体内の左右の後肢を

比較しておこない、 左側後肢を患側、右側後肢を健側とした。そして、デー タから得られた解

析パラメータの中で坐骨神経損傷による影響が大きいと考えられるラット後肢の第一指と第五 

指の間隔（以下 1 ～ 5 指間隔）、第二指と第四指の間隔（以 下 2～4 指間隔）および第三指先

と踵の間隔の 3 項目を 圧挫群と細胞移植群で比較した。 

 Ⅱ－ 4 前脛骨筋湿重量の測定 ラットを術後 14 日目で安楽死させ、圧挫した患側および健側

の前脛骨筋を摘出し、筋湿重量を秤量した。圧 挫群と細胞移植群において、健側の筋湿重量を 

100% と した時の患側の筋湿重量比を算出し、両群で比較した。 

 Ⅱ－ 5 組織学的解析 

術後 14 日目に左側坐骨神経を採取し、4% パラホル ムアルデヒド（和光純薬工業、大阪）中に

浸漬して固定 した（4℃、24 時間）。その後、0.01 M リン酸緩衝液（以 下 PBS，pH7.35）にて

洗浄、上昇エタノール系列において脱水し、通法に従いパラフィン包埋した。パラフィン 切片

は、パラフィン包埋された試料をミクロトームで厚 さ 5 μm に薄切し、スライドグラス（松浪

硝子工業、大阪）に載せ作製した。キシレンにて脱パラフィン後、下降エ タノール系列を通し、

水洗後にヘマトキシリン・エオジ ン（以下 H・E）（武藤化学、東京）染色、またはルクソー ル

ファストブルー（以下 LFB）（武藤化学）染色を実施し、 上昇エタノール系列で脱水、キシレン

による透徹、マリ ノール（武藤化学）で封入した。観察および撮影には CCD カメラ（Nikon 

Digital Sight DS-Fi1；ニコン、東京） を備えた光学顕微鏡（Eclipse E800M；ニコン）を用い

た。 圧挫群と細胞移植群における神経線維間の空隙面積率 （空隙部の面積／画像全体の面積）

を比較するために、 はじめに坐骨神経圧挫部位を中心とした中枢側と末梢側 の H・E 染色した

組織像の画像サイズを統一（0.42 × 2.27 mm）した。次に、神経線維間の空隙面積を画像解析

ソ フト（ImageJ, NIH）を用いて測定し、圧挫群と細胞移 植群での線維間の空隙面積率を求め

た。変性の割合を圧 挫群と細胞移植群で比較するために、H・E 染色した組 織切片を強拡大（× 

40）し、その視野（0.21 × 0.37 mm）で観察される空胞数を測定した。なお、両群のそれぞれ

中枢側および末梢側の 5ヶ所ずつ、計 10ヶ所を 無作為に選択して測定した。また、H・E 染色

と同様に、 LFB 染色でも坐骨神経圧挫部位を中心とした中枢側と 末梢側の組織像の画像サイズ

を統一（0.54 mm × 3.22 mm）し、ImageJ を用いて LFB 陽性面積率（LFB 染色 陽性部位の面

積／画像全体の面積）を求めた。  

Ⅱ－ 6 免疫組織化学的解析 

 2 － 3 と同様の手法で厚さ 5 μm のパラフィン切片を 作製し、抗 Myelin basic protein（以
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下 MBP）抗体（ab40390; abcam, Cambridge, UK）を用いた免疫組織化学的手法に よる染色をお

こなった。まずパラフィン切片を脱パラ フィンおよび脱水後、蒸留水で水洗した。そして、内

因 性ペルオキシダーゼ活性を除去するために、メタノール で希釈した 3% 過酸化水素水に 10 

分間反応させ、0.05% Tween20 を含むトリス緩衝液（以下 TBST）を用いた 5 分間の洗浄を 2 回

行った。次いで、HistoVT One（ナカ ライテスク、京都）を蒸留水で 10 倍希釈した液を用い、 

90℃、20 分間で抗原賦活化処理をおこなった。TBST で の 5 分間の洗浄を 3 回行った後に、

2.5% ウマ血清（Vector Laboratories, Burlingame, California, USA）に室温で 1 時 間浸漬

し、非特異的反応部位のブロッキングをおこなった。そして、ブロッキング液で希釈した抗 MBP 

抗体を 組織切片と反応させた（4℃、12 時間）。TBST で 5 分間 の洗浄を 3 回行った後に、二

次抗体として ImmPRESS Reagent, anti-rabbit IgG（Vector Laboratories）を組織切片 と反応

（室温、1 時間）させた。なお、陽性部位の検出 のため 3,3ʼ-diaminobenzidine（以下 DAB）

を含む ImmPACTTM DAB（Vector Laboratories）にて発色させた。 蒸留水で洗浄後、ヘマトキシ

リンによる核染色を施して 封入した組織切片を、CCD カメラ（Nikon Digital Sight DS-Fi1；

ニコン）を備えた光学顕微鏡（Eclipse E800M, Nikon）で観察し、必要な部位の撮影を行った。

次に、 圧挫群および細胞移植群において、坐骨神経圧挫部位を 中心とした中枢側と末梢側の組

織像の画像サイズを統一 （0.47 mm × 3.12 mm）し、抗 MBP 抗体陽性部位の面積率（抗 MBP 抗

体陽性部位の面積／画像全体の面積）を ImageJ にて解析した。 

 Ⅱ－ 7 統計処理  

データは平均値±標準偏差で表し、Studentʼs t-test にて有意差検定をおこなった。なお、有

意水準は 5％とし た。 

 

 Ⅲ．結  果  

Ⅲ－ 1 細胞培養 

 ヒト歯髄組織を酵素処理して得られた歯髄細胞は、培 養 6 日目には培養ディッシュ上でコロ

ニーを形成し、線 維芽細胞様の形態を示した（図 2a）。なお、本研究では 6 継代培養した細胞

を使用した（図 2b）。 

図２. 歯髄幹細胞を含む間葉系細胞（歯髄細胞） a： 初代培養時のコロニーを形成した細胞（培

養６日目） b： 移植に使用した第６継代目の歯髄細胞 

Ⅲ－ 2 坐骨神経圧挫後の肉眼的所見  

坐骨神経圧挫部位への歯髄細胞移植効果を検討するために、術後 14 日目での細胞移植群および

圧挫群における左側後肢（患側）の第一指から第五指の間隔および坐 骨神経圧挫部位の肉眼的

所見を比較した。細胞移植群の 左側後肢において、第一指から第五指の屈曲はなく、第 一指か

ら第五指の間隔は右側後肢（健側）と比較しても 顕著な差は観察さなかった（図 3a）。一方、

圧挫群の左 側後肢において、第一指から第五指は内反し屈曲しており、かつ細胞移植群と比較

すると第一指から第五指の間 隔は狭かった（図 3b）。また、剖出した坐骨神経の肉眼 所見では、

細胞移植群および圧挫群に形態的な差は観察 されなかった。（図 3c, d） 

図３. 圧挫処置 14 日後における後肢および坐骨神経の観察 a：細胞移植群の患側後肢（矢印）  

b：圧挫群の患側後肢（矢印） c：細胞移植群の坐骨神経（矢頭）  d：圧挫群の坐骨神経（矢

頭） 
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Ⅲ－ 3 運動機能評価 

 坐骨神経圧挫部位へ移植した歯髄細胞による運動機能 改善効果を検討するために、術後 14 日

目で Cat Walk XT を用いた指間および指踵間隔を測定および前脛骨筋湿重 量、を測定した。 ① 

Cat Walk XT による運動機能評価 指間隔および指踵間隔を坐骨神経圧挫後 7、10 および 14 日

目に計測した。圧挫群における健側の 1 ～ 5 指間 隔から患側の 1 ～ 5 指間隔を減算した数

値は 7 日目で 1.16 ± 0.21 cm、10 日目で 1.09 ± 0.25 cm、14 日目で 0.72 ± 0.34 cm で

あり、細胞移植群における健側の 1 ～ 5 指 間隔から患側の 1 ～ 5 指間隔を減算した数値は 

7 日目で 0.86 ± 0.21 cm、10 日目で 0.83 ± 0.18 cm、14 日目で 0.38 ± 0.25 cm であっ

た。また圧挫群における健側の 2 ～ 4 指間隔から患側の 2 ～ 4 指間隔を減算した数値は 7 

日目 で 0.58 ± 0.16 cm、10 日目で 0.50 ± 0.19 cm、14 日目で 0.41 ± 0.17 cm であり、

細胞移植群における健側の 2 ～ 4 指間隔から患側の 2～4 指間隔を減算した数値は 7 日 目

で 0.37 ± 0.16 cm、10 日目で 0.36 ± 0.13 cm、14 日目 で 0.12 ± 0.13 cm であった。こ

れらの結果から、指間隔 はすべての測定日において、細胞移植群と圧挫群の間で 有意な差（P < 

0.05）を認めた。さらに圧挫群における 健側の第三指先と踵の間隔から患側の第三指先と踵の

間 隔を減算した数値は 7 日目で－ 1.43 ± 0.04 cm、10 日目 で－ 1.42 ± 0.13 cm、14 日

目で－ 0.89 ± 0.18 cm であり、 細胞移植群における健側の第三指先と踵の間隔から患側 の

第三指先と踵の間隔を減算した数値は 7 日目で－ 1.18 ± 0.20 cm、10 日目で－ 1.04 ± 0.09 

cm、14 日目で－ 0.84 ± 0.21 cm であった。この結果から指踵間隔は 7 日目および 10 日目

において細胞移植群と圧挫群の間で有意な 差を認めた（P < 0.05）。（図 4，5） ② 前脛骨筋

湿重量の変化 坐骨神経麻痺により前脛骨筋が委縮することが知られているので、圧挫後の前脛

骨筋を摘出し、筋湿重量および健側に対する患側の筋湿重量比（％）を求めた 36-38）（図 6）。

患側前脛骨筋の平均湿重量は、圧挫群で 259.50 ± 36.74 mg、細胞移植群で 312.17 ± 44.19 mg 

であり、圧 挫群および細胞移植群の健側前脛骨筋の平均湿重量は 391.5 ± 46.73 mg であった

（表 1）。各実験群での健側に 対する患側の筋湿重量比は、圧挫群で 67.21 ± 4.44%、 細胞移

植群で 78.66 ± 6.89% であった。両実験群において坐骨神経麻痺による前脛骨筋の委縮を認め

たが、細胞 移植群では圧挫群よりも前脛骨筋の筋重量比が有意に高 かった（P < 0.05）（表 1）。 

図４. 圧挫処置後 14 日目の圧挫群、細胞移植群 および Sham 群の Cat Walk XT による運動機

能解析 

図５. 圧挫処置後７、10 および 14 日目のラット後肢足跡における指間隔と指踵間隔の測定 第

一指から第五指までの間隔（TS）、第二指から第四指の間隔（ITS）および第三指先から踵までの

間隔（PL）を示す。なお、個体 差をなくすために、健側（N）から患側（E）の長さを減算した

値を求めた。*P < 0.05 

図６. 圧挫処置後 14 日目のラット前脛骨筋 a：圧挫群  b：細胞移植群  c：健側 

表１．前脛骨筋湿重量と健側に対する筋湿重量比 

Ⅲ－ 4 組織学的解析 

 坐骨神経圧挫部位への歯髄細胞移植の効果を検討する ために、術後 14 日目で摘出した左側坐

骨神経を組織学 的に解析し、H・E 染色および LFB 染色により圧挫群および細胞移植群を比較

検討した。 ①H・E 染色 圧挫部位を中心とし、その中枢側および末梢側に位置 する坐骨神経の 

H・E 染色像を観察した（図 7a,b）。圧 挫群では、圧挫部位より末梢側（図 7c）および中枢側
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（図 7d）の坐骨神経線維間で空隙を認めた。一方、細胞移植 群では、圧挫部位より末梢側の坐

骨神経線維間で空隙を 認める（図 7e）ものの、中枢側では神経線維間は密で あり空隙を認め

なかった（図 7f）。そこで、撮影した画 像全体の面積に対する神経線維間の空隙面積の割合を

圧 挫群および細胞移植群で比較した。その結果、圧挫群で は 17.99 ± 1.65%、細胞移植群で

は 7.04 ± 3.34% であり、 細胞移植群における神経線維間の空隙は圧挫群よりも有 意に少な

かった（P < 0.05）（図 7g）。また圧挫群および 細胞移植群の圧挫部末梢側では空胞が観察され

た（図 4c-e）が、細胞移植群の圧挫部中枢側では観察されなかった（図 4f）。空胞数を測定し

たところ、圧挫群では 319.33 ± 20.24 個、細胞移植群では 177.0 ± 13.06 個で あり、細胞

移植群における空胞数は圧挫群よりも有意に 少なかった（P < 0.05）（図 7h）。 ② LFB 染色 髄

鞘の存在を明らかにするために、LFB 染色を実施 した。画像全体の面積に対する LFB 陽性面積

の割合を 圧挫群（図 8a）および細胞移植群（図 8b）で比較した ところ、圧挫群では 0.82 ± 

1.11%、細胞移植群では 42.29 ± 5.48% であり、細胞移植群は圧挫群よりも LFB 陽性面積の割

合が有意に高かった（P < 0.05）（図 8e）。 

 Ⅲ－ 5 抗 MBP 抗体による免疫組織化学的解析 

 髄鞘特異的タンパクである MBP を検出するために、 免疫組織学的染色を実施した。画像全体

の面積に対する 抗 MBP 抗体陽性面積の割合を圧挫群（図 8c）および細 胞移植群（図 8d）で

比較したところ、圧挫群では 15.73 ± 2.08% で、細胞移植群では 37.68 ± 1.47% であり、細 

胞移植群は圧挫群よりも抗 MBP 抗体陽性面積の割合が 有意に高かった（P < 0.05）（図 8f）。 

 図 ７. 圧挫処置後 14 日目の摘出した坐骨神経の H・E 染色像 a：圧挫群の弱拡大像（４倍）  

b：細胞移植群の弱拡大像（４倍）  c：圧挫群の圧挫部より末梢側の強拡大像（40 倍） d：

圧挫群の圧挫部より中枢側の強拡大像（40 倍）  e：細胞移植群の圧挫部より末梢側の強拡大

像（40 倍） f：細胞移植群の圧挫部より中枢側の強拡大像（40 倍）  g：各群の単位面積当

たりにおける空隙面積の割合（*P < 0.05） h：各群の単位面積当たりにおける空胞の数（*P < 0.05） 

図 ８. 圧挫処置後 14 日目の摘出した坐骨神経の LFB 染色および免疫組織化学的解析 a：圧挫

群における LFB 染色  b：細胞移植群における LFB 染色  c：圧挫群における抗 MBP 抗体

の染色像 d：細胞移植群における抗 MBP 抗体の染色像  e：各群の単位面積当たりにおける 

LFB 陽性面積の割合（*P < 0.05） h：各群の単位面積当たりにおける抗 MBP 抗体陽性面積の割

合（*P < 0.05） 

 

Ⅳ．考  察  

顎口腔外科領域において、下顎埋伏智歯の抜歯、イン プラントの埋入および顎骨嚢胞の摘出な

どの手術後の合 併症として、神経線維の損傷および骨切削器具による神 経線維の直接的損傷に

よって末梢神経麻痺が起きること がある 39）。特に、下顎埋伏智歯の抜歯は日常の外来診 療で

おこなう手術の中で末梢神経麻痺が出現する頻度が 最も高いと考えられる。抜歯に伴う下歯槽

神経の損傷が 起きる要因として、タービンや電気エンジンによる神経 の完全断裂や部分的断裂

よりも、脱臼操作での歯根の圧 迫や骨片の機械的に圧迫による軸索断裂または抜歯後の 神経露

出による一過性局在性伝導障害が知覚鈍麻症例の 主要な原因であると報告されている 40）。そ

こで、本研 究では日常の臨床で遭遇する症例に類似する末梢神経圧 挫モデルを作製し歯髄幹細

胞の効果を検討することを計 画した。 末梢神経損傷後の再生はシュワン細胞、神経栄養因子 お
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よび炎症細胞が相乗的に作用し、軸索の伸長や髄鞘化 によって起きる 1, 41, 42）。これまでに、

いくつかの幹細胞移 植による末梢神経の再生治療への効果が報告されている が 4–6, 30）、そ

の理由として移植された幹細胞が神経栄養因 子を産生する一方で、損傷により失われたシュワ

ン細胞 へ分化して生着することが示唆されている 43）。従って、 末梢神経損傷後の細胞治療に

用いる細胞源の候補となる 条件として、入手がしやすくシュワン細胞への分化が可 能であり、

軸索の再生を促進させるような成長因子やサ イトカインを分泌することが望ましいと考えられ

る。歯髄 幹細胞は、胚葉を超えた多分化能 7, 8, 14, 19, 20）、種々の成長 因子やサイトカイ

ンを分泌することで損傷組織の修復能 や抗炎症作用 21-23）および免疫寛容能 15）を有してい

ることが報告されている。この歯髄幹細胞は抜去歯の歯髄組 織から二次的侵襲や倫理的問題も

なく、歯科医療の現場 で比較的容易に入手できる利点もある。そこで、本研究 ではラットの坐

骨神経を一定の力で圧挫後にヒト歯髄幹 細胞を含む歯髄細胞を圧挫部へ移植することにより、

末 梢神経の再生を促進することを明らかにした。 最初に、移植に利用する歯髄細胞を位相差顕

微鏡で観 察した。ヒト歯髄組織から酵素処理により採取した細胞 を 3.0 × 104 個の細胞数で 

35 mm 培養ディッシュ上に播種すると、次の日に細胞は接着し、6 日目にはコロニー を形成し

た。この結果から、間葉系幹細胞の特性の一つ であるコロニー形成能をもつ細胞 15）を認めた

ことから、 歯髄から採取した細胞集団内に歯髄幹細胞が存在することが示唆された。 次いで、

坐骨神経圧挫部位へ移植された歯髄細胞による運動機能の改善効果を検討した。はじめに、細胞

移植 を伴わない圧挫群（圧挫群）と細胞移植群における圧挫 処置後 14 日での患側後肢の状態

を肉眼的に観察した。 圧挫群の患側後肢では第一指から第五指が内反し、各指 の間隔が狭まっ

ていた。これに対し、細胞移植群では第 一指から第五指が内反することなく、各指が開いてお

り、 健側後肢の状態と類似した肉眼的所見が認められた。 Cat Walk XT を用いて圧挫処置後 7 

日、10 日および 14 日目における歩行した足跡による運動機能を解析した。 Cat Walk XT を用

いた指間間隔を計測すると、圧挫群と 比較して細胞移植群は全ての測定日において有意に短く 

なっていた（P < 0.05）。正常ラットでは全歩行周期において踵骨隆起底面部の接地は全くない

が、坐骨神経を損傷すると立脚期初期に踵骨隆起底面からの接地を認める ようになることから、

指踵間距離は坐骨神経の回復とともに短くなることが報告されている 44）。本研究においても指

踵間距離は 7 日目および 10 日目において、圧挫 群と比較して細胞移植群は有意に短くなった

（P < 0.05）。 これらの結果から、圧挫群と比較して細胞移植群では再 生した軸索がより早期

に支配筋に到達し 29）、自発的な 筋活動が再開されて運動機能が早期に回復したことが示 唆さ

れた。次に坐骨神経が支配する前脛骨筋の萎縮・変 性の程度を、摘出した前脛骨筋の湿重量変

化を用いて評 価した。圧挫 14 日後における、健側に対する圧挫側の 前脛骨筋の筋湿重量の割

合を算出すると、圧挫群よりも 細胞移植群では有意に高い割合を示した（P < 0.05）。 圧挫処

置後 14 日目で圧挫群と細胞移植群の運動機能 に有意な差を認めたため、同時点で圧挫した坐

骨神経を 含む試料を摘出して組織学的解析を行った。H・E 染色 像において、圧挫群では圧挫

部位より中枢側および末梢 側の両側で坐骨神経の線維間に空隙および空胞の形成を 認め、神経

線維の変性所見が観察された。一方で、細胞 移植群において圧挫部位より中枢側では、坐骨神

経線維 の空隙は末梢側と比較して少なく、空胞形成は観察され なかった。そこで、圧挫部位を

中心として中枢側および 末梢側における単位面積当たりでの空隙面積と空胞の数 を比較して

みると、細胞移植群は圧挫群よりも有意に少 なかった（P < 0.05）。このことは、過去に報告さ
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れたラッ ト坐骨神経圧挫モデルの圧挫部位へ羊水中に含まれる間 葉系幹細胞を移植した細胞

移植群と圧挫群との組織学解 析結果 32, 35）と一致しており、細胞移植群の中枢側では 髄鞘

の形成量が多いことが示唆された。 そこで、髄鞘の存在を明らかにするために LFB 染色 およ

び抗 MBP 抗体による免疫組織化学的解析を実施し た。各実験群における単位面積当たりの LFB 

陽性部位 と抗 MBP 抗体陽性部位の面積を比較すると、それぞれ において細胞移植群が圧挫群

よりも有意に広いことが明 らかになった（P < 0.05）。この結果から、細胞移植群の 圧挫部よ

り中枢側から再生した神経線維周囲の髄鞘の形 成量が多いことが明らかとなった。 本研究では、

坐骨神経の圧挫部へ歯髄幹細胞を含む歯髄細胞を移植すると、運動機能評価および組織学的解析 

評価により坐骨神経の再生を促進することが示された。歯 髄幹細胞は、血管内皮細胞の遊走と

増殖に関わる血管内皮 細胞増殖因子（VEGF）を産生し 45, 46）、脳由来神経栄養因 子（BDNF）

47, 48）、毛様体神経栄養因子（CNTF）46）、グ リア細胞由来神経栄養因子（GDNF）47, 48）お

よび神経成長 因子（NGF）46-48）などの各種神経栄養因子を産生することが報告されている。

これらの神経栄養因子はシュワン細 胞の増殖、遊走、細胞死からの保護、軸索伸長や髄鞘形 成

を促進されることが知られている 49）。今回の実験結果も、 圧挫部に移植した歯髄幹細胞が産

生する各種成長因子に より、血管新生が誘導されて軸索および髄鞘の再生が促進 したと示唆さ

れるが、本研究では明らかにできなかったの で、今後の研究課題とする。 Ⅴ．まとめ 本研究

では、ヒト歯髄幹細胞を含む歯髄細胞をラット の坐骨神経を圧挫した部位に移植して坐骨神経

の再生を 促進する効果を検討したところ、以下の結果および結論 を得た。 1．ヒト歯髄組織か

ら採取した細胞はコロニーを形成 し、幹細胞の特性をもつ細胞を含んでいた。 2．健側に対す

る患側の前脛骨筋湿重量の割合におい て、細胞移植群は圧挫群よりも有意に高かった。 3．Cat 

Walk XT による解析で、全測定日において細胞 移植群は、圧座群と比較して指間間隔が有意に

広かった。 また、圧挫後 7 日目および 10 日目において細胞移植群 は圧挫群と比較して指踵

間隔が有意に狭かった。 4．組織学的解析から、細胞移植群は圧挫群よりも神 経線維間の空隙

面積と空胞数が有意に少なかった。 5．LFB 陽性面積および抗 MBP 抗体陽性面積において、 細

胞移植群は圧挫群よりも有意に広かった。 以上の結果より、ヒト歯髄幹細胞を含む歯髄細胞を 

ラット坐骨神経の圧挫部に移植すると、坐骨神経の再生 を促進することが明らかになった。す

なわち、歯髄細胞 は末梢神経後の再生治療の細胞源として有用であること が示唆された。 
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