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Ⅰ．緒　　　　言
　我が国の糖尿病患者数は 1000 万人を超え、増加し続
けている。糖尿病性神経障害は糖尿病合併症の中で最も
早く発症し、罹患率の高い合併症である。しびれ、痛み
など多彩な自覚症状が患者の生活の質を低下させるのみ
でなく、寿命とも関連する重大な合併症である。糖尿病
性神経障害は、慢性高血糖に起因する代謝異常と血流障
害を中心に、さらに加齢や免疫機能低下が加わって、発
症・進展する 1）。糖尿病性神経障害に対する治療法はい
まだ痛みに対する対症療法が主であり、糖尿病性神経障
害の病因に則した根治的治療法の開発が望まれている。
　幹細胞移植療法は糖尿病性神経障害の新しい治療法と
して期待されている。これまでの動物実験より間葉系幹
細胞、embryonic stem（ES）細胞、induced pluripotent 
stem（iPS）由来細胞などさまざまな種類の幹細胞を用
いた糖尿病性神経障害に対する細胞移植療法の効果が、
報告されている 2-7）。これらの幹細胞移植は、糖尿病で
障害された神経伝導速度、神経内血流量、表皮内神経線
維密度、感覚障害および神経形態を改善した。一方で、
糖尿病または加齢により前駆細胞や幹細胞の機能不全が
生じることが明らかとなっている 8-11）。細胞移植の効果
は移植細胞機能に依存しており、正常動物より分離培養し
た幹細胞移植と比較して、加齢または糖尿病動物から分離
培養した幹細胞移植では治療効果が損なわれていた 12, 13）。
こうした移植幹細胞機能障害の問題を解決する一つの方
法として、歯髄幹細胞（dental pulp stem cell; DPSCs）
が期待されている。DPSCsは若年時または糖尿病発症
前の矯正治療により抜去された歯から容易に採取可能で
あり、使用までに凍結保存が可能である 14）。必要時に
解凍・再培養することにより、自己の若年時の DPSCs
を用いて幹細胞移植を実施することが可能となる。すで
に我々はストレプトゾトシン（streptozotocin; STZ）誘
導 1型糖尿病モデルラットを用い、DPSCsの後肢骨格
筋への移植が低下した坐骨神経伝導速度、坐骨神経内血
流量、および表皮内神経線維密度を改善し、また長期間
の糖尿病状態による末梢神経形態異常も改善することを
明らかにした 14, 15）。
　幹細胞移植療法の糖尿病性神経障害治療メカニズムと
して、局所的な生着と血管や神経への細胞分化によって
血管新生や神経再生が起こると予想されていたが、その
後の研究により、移植部位に生存する移植細胞の数がご
くわずかであることが判明し 14）、この現象は、虚血性
心疾患や脳梗塞など他の疾患に対する細胞療法と同様で
あった 16, 17）。現在は、血管新生因子や神経栄養因子また

は免疫抑制因子を含む移植細胞からの豊富なセクレトー
ムが幹細胞移植初期に多量に分泌されることにより、移
植部位で血管新生効果や保護効果を示す可能性が考えら
れる 18, 19）。
　本研究では、DPSCsより分泌されたセクレトームの
投与が糖尿病性神経障害の治療に有効であることを検証
する目的で、歯髄幹細胞培養上清 (dental pulp stem 
cell culture media; DPSC-CM)を STZ誘導 1型糖尿病
モデルラットの片側後肢骨格筋に投与し、一定期間後の
糖尿病性神経障害治療効果について検討した。

Ⅱ．実験材料および方法
1．動物
　実験動物は、中部科学資材株式会社（Nagoya, 
Japan）より 6週齢雄 Sprague-Dawley（SD）ラットを
購入し、一晩絶食後 STZ（Sigma Chemical Co., MO, 
USA）を腹腔内投与した（60mg/kg）。STZ投与 1週間
後に血糖値を測定し、14mmol/L以上の血糖値を有する
ラットを糖尿病モデルとした。動物は、12 時間の明暗
サイクルの人工照明下、室温（23±1.0℃）および湿度（45
±10％）で飼育し、自由飲水下で固形飼料を与えた。な
お、本研究は愛知学院大学歯学部動物実験委員会の承認
を受けて行われた（承認番号 : AGUD318 号）。

2．歯髄幹細胞の分離・培養および歯髄幹細胞培養上清
の作製

　6週齢雄性 SDラットに三種混合麻酔薬：塩酸メデト
ミジン（Meiji Seika Pharma Co., Ltd., Tokyo, Japan）、
ミダゾラム（Astellas Pharma Inc., Tokyo，Japan）、
酒石酸ブトルファノール（Meiji Seika Pharma Co., 
Ltd.）を腹腔内投与し屠殺後、下顎中切歯の抜歯を行っ
た。短針を用いて歯髄組織を採取し、0.1％コラゲナー
ゼ（Sigma）および 0.25％トリプシン /EDTA 溶液
（GIBCO Lab Inc., Grand Island, NY）を用いて酵素処
理を行った後、10cmシャーレ（BD Falcon）上に播種し、
alpha modification of Eagle’s medium（α-MEM）
（GIBCO）に 20％ ES細胞用ウシ胎児血清（GIBCO）
および 1％ penicillin-streptomycin（GIBCO）を添加し
た培養液を用いて、DPSCsの分離・培養を行った。フロー
サイトメトリ―を使用した表面抗原解析における CD29 / 
CD90 陽性、CD34 / CD45 陰性、および各分化誘導によ
る脂肪分化能および骨分化能により DPSCを同定した。
培養歯髄幹細胞を無血清 Dulbecco’s modified Eagle 
medium（DMEM）培地（Sigma）に交換し、37℃、5％
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CO2 気相下で培養した。その 24 時間後培養上清を回収
し、3-kDa centrifugal filters（Amicon Ultra-15, Nihon 
Millipore, Japan）を用いて 10 倍濃縮したものを
DPSC-CMとして実験に用いた。

3．歯髄幹細胞培養上清の投与
　STZ糖尿病誘導 8 週後に DPSC-CM（1.0mL/rat）を
正常ラットおよび糖尿病ラットの片側後肢骨格筋に
10ヶ所にわけて投与した。反対側には同量の DMEMを
投与し対照群とした。投与4週後に以下の測定を行った。

4．坐骨神経における神経伝導速度の評価
　イソフルランによる吸入麻酔下にて、Neuropack 
MEB-9400（Nihon-Koden, Osaka, Japan）を用いて神
経伝導速度を測定した。坐骨神経運動神経伝導速度
（motor nerve conduction velocity：MNCV）は、坐骨
神経走行部位である足首と坐骨切痕部に刺激を与え活動
電位を記録し、感覚神経伝導速度（sensory nerve 
conduction velocity：SNCV）は腓腹神経走行部位であ
る足首と膝裏に電気刺激を与え、活動電位を記録した。
坐骨神経周囲を 37℃に維持するため、加温パット上で
記録を行った。

5．坐骨神経内血流量 (sciaticnervebloodflow:SNBF)
の評価

　イソフルランによる吸入麻酔下にて、大腿皮膚を切開
し坐骨神経を露出させ、坐骨結節より 1cm遠心部にセ
ンサーをあて計測を実施した。計測には Laser Doppler 
Blood Flow Meter（FLO-N1:Omega Wave Inc., Tokyo, 
Japan）を用い、坐骨神経周囲を 37℃に維持するため、
加温パット上で行った。

6．足底皮膚における表皮内神経線維密度の評価
　足底より 0.5cm角で皮膚を採取し、4%パラホルムア
ルデヒド溶液（Sigma）で固定をした後、ドライアイス
を用いて OCTコンパウンド（Sakura Finetechnical, 
Tokyo, Japan）に包埋し、クリオスタットを用いて厚
さ 25μmの組織切片を作製した。一次抗体に PGP9.5
抗体（Millipore, Tokyo, Japan）、二次抗体に Alexa 
Fluor 594（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いて
蛍光免疫染色を行い、神経線維は FV10i共焦点システ
ム（Olympus, Tokyo, Japan）を用いて計測した。

7．坐骨神経および後肢骨格筋における免疫組織染色
　坐骨神経と腓腹筋を採取し、4%パラホルムアルデヒ
ド溶液（Sigma）で固定をした後、パラフィン包埋し 5
μmの厚さの組織切片を作製した。坐骨神経の切片に
は CD68 抗体（Abcam, Cambridge, UK）と PECAM-1
抗 体（Dianova Hmburg, Germany） を 用 い て
Simplestain rat system（Nichirei, Tokyo, Japan）にて
染色を行った。腓腹筋の切片には一次抗体に PECAM-1
抗体（Dianova Hmburg）、二次抗体に Alexa Fluor 594
（Invitrogen）を用いて蛍光免疫染色を行った。スライ
ドは蛍光顕微鏡下で観察した。

8．坐骨神経における遺伝子発現解析
　坐骨神経および腓腹筋を RNA安定化試薬の RNA 
later（Qiagen, Valencia, CA, USA）に浸潤後、RNeasy 
Mini Kit（Qiagen）を用いて RNAを抽出した。cDNA
は ReverTra Ace（Toyobo, Osaka, Japan）を用いて合
成した。Real-time PCRは 95℃ 1 分、52℃ 1 分、72℃
30 秒、50 サイクルの反応を ABI Prism 7000（Applied 
Biosystems）を用いて解析した。CD68 （CD68）, TNF-
α（tnf）に対する、TaqMan Gene Expression Assay プ
ライマーとプローブは Applied Biosystems（Foster 
City, CA, USA）から購入した。内在性コントロールと
してをβ2 microglobulinを用いてΔΔCt法で計算した。

9．ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に対する歯髄幹
細胞培養上清の効果と検討

　DPSC-CMの HUVECに対する細胞増殖促進効果を
検 討 し た。HUVEC は American Type Culture 
Collection（ATCC, Manassas, VA）から入手し、EGM-
2 MV培地 （LONZA, Walkersville, MDLONZA）で培
養した。HUVECは 24wellディッシュ中で 50%コンフ
ルエントに達したときに、細胞を無血清 EGM-2 培地中
でインキュベーションし、24 時間後、DPSC-CMと
MTT（Sigma）を添加した。4 時間インキュベート後、
HUVEC を 溶 解 し、 分 光 光 度 計（Spark, TECAN, 
Männedorf, Switzerland）を用いて 550nmの吸光度を
計測した。また同様に、CCK-8（Dojindo, Kumamoto, 
Japan）を用いて 4時間インキュベート後、分光光度計
を用いて 450nmの吸光度を計測した。

10．統計処理
　全ての群の値は平均値±標準誤差（S.E.）で表した。
統計分析は多重比較のために一元配置分散分析の
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Bonferroni検定を用いて行った。差は p＜0.05 を有意
とした。

Ⅲ．結　　　　果
1．体重および血糖値
　糖尿病ラットは高血糖および体重減少を示した。正常
ラットと糖尿病ラットともにDPSC-CM投与による血糖
値および体重の有意な変動は認められなかった（表 1）。

2．坐骨運動 / 感覚神経伝導速度（MNCV/SNCV）お
よび坐骨神経内血流量（SNBF）

　DPSC-CM投与 4 週後に MNCV、SNCV、SNBFを
測定した。対照群正常ラットと比較して、対照群糖尿病
ラットはMNCV、SNCVが有意に遅延し、SNBFは有
意に減少した（図 1A、B、C）。糖尿病ラットにおける
DPSC-CM投与は糖尿病で低下したMNCV、SNCV、
SNBFを有意に増加させた。対照的に、正常ラットに
おける DPSC-CM投与はMNCV、 SNCV、SNBFに影
響を及ぼさなかった。

3．足底皮膚における表皮内神経線維密度（IENFD）
　足底表皮内に入る単位距離あたりの末梢神経 c線維数
を計測した。対照群糖尿病ラットにおける IENFDは対照
群正常ラットと比較して有意に低い値を示した（図 1D）。
DPSC-CM投与は糖尿病ラット投与側における IENFD

表１　体重および血糖値

Body weight (g) Blood glucose (mM)
Normal-vehicle 435.0±17.3 4.8±0.7
Normal-DPSC-CM 445.0±34.2 4.7±0.5
Diabetes-vehicle  245.0±56.9* 23.2±7.2*
Diabetes-DPSC-CM 214.0±25.1* 20.3±4.8*

*p<0.05 vs Normal-vehicle  n=4-5

図 1　坐骨神経伝導速度、坐骨神経内血流量および足底皮膚における表皮内神経線維密度の評価
A ：運動神経伝導速度（足首～坐骨切痕間で測定 n=5-7）
B ：感覚神経伝導速度（足首～膝間で測定 n=5-7）
C ：坐骨神経内血流量（n=5-7）
D ：表皮内神経線維密度（n=4）
DPSC-CM投与４週間後に測定を実施し、データは平均値± S.E. で表した。** p<0.01
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を有意に増加させた。正常ラットにおいては IENFDに
おける DPSC-CMの効果は認められなかった。

4．坐骨神経におけるCD68陽性細胞数
　CD68 抗体で染色し、坐骨神経神経内膜内のマクロ
ファージ数を可視化した（図 2A）。糖尿病ラットにおい
てマクロファージ数は有意に増加した（図 2B）。DPSC-
CM投与は糖尿病ラットの坐骨神経内マクロファージ数

を有意に抑制した。しかし、対照群正常ラットと DPSC-
CM投与群正常ラットの間には有意差を認めなかった。

5．坐骨神経における炎症性遺伝子発現
　マクロファージのマーカーであるCD68（CD68）遺伝子
発現は糖尿病ラットの坐骨神経で有意に増加し、DPSC-
CM投与によって改善することを確認した（図 3）。炎症
誘発性遺伝子であるTNF-α（tnf）遺伝子発現は糖尿病ラッ

図 2　坐骨神経におけるCD68 免疫組織学的染色
A ：正常ラットおよび糖尿病ラットの坐骨神経における代表的な CD68陽性細胞染色写真　（scale bar＝10μm）
B ：CD68陽性細胞 /mm2の計測（n＝4）
DPSC-CM投与 4週間後に坐骨神経を免疫染色し、データは平均値± S.E. で表した。** p<0.01

図 3　坐骨神経における炎症性遺伝子発現
DPSC-CM投与 4週間後に坐骨神経の CD68（CD68）、TNF-α（tnf）遺伝子をリアルタイム PCR法で評価し、データは平均値±S.E. 
で表した。n＝4-6  *p<0.05
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トの坐骨神経で増加傾向を示したが、有意差は認めなかっ
た。DPSC-CM投与は正常ラットにおけるCD68（CD68）
および TNF-α（tnf）遺伝子発現に影響を与えなかった。

6．坐骨神経神経内膜内における毛細血管数
　血管内皮細胞を PECAM-1 抗体で染色し、毛細血管を
可視化し、単位面積あたりの神経内膜内毛細血管数を計
測した（図4A）。坐骨神経における毛細血管数は正常ラッ

トおよび糖尿病ラットで同程度であった（図 4B）。後肢
骨格筋への DPSC-CM投与は、正常ラット糖尿病ラッ
トともに、坐骨神経神経内膜内における毛細血管数に影
響を与えなかった。

7．後肢骨格筋における毛細血管筋束比
　糖尿病ラットの後肢骨格筋の筋束当たりの毛細血管数
は有意に減少していた（図 5A, B）。DPSC-CM投与は

図 4　坐骨神経における毛細血管の免疫組織学的染色
A ：正常ラットおよび糖尿病ラットの坐骨神経における代表的な毛細血管染色写真　（scale bar＝10μm）
B ：毛細血管数の計測（n＝4）
DPSC-CM投与 4週間後に坐骨神経を免疫染色し、データは平均値±S.E. で表した。

図 5　後肢骨格筋における毛細血管の免疫組織学的染色
A ：正常ラットおよび糖尿病ラットの後肢骨格筋における代表的な毛細血管染色写真　（scale bar＝50μm）
B ：毛細血管筋束比（n＝4）
DPSC-CM投与 4週間後に坐骨神経を免疫染色し、データは平均値± S.E. で表した。**p<0.01
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糖尿病ラットの毛細血管筋束比を有意に増加させた。一
方で正常ラットにおける毛細血管筋束比は DPSC-CM
投与による影響を受けなかった。

8．ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に対する歯髄幹
細胞培養上清の効果

　血管内皮細胞増殖に対する DPSC-CM の効果につい
て、CCK-8 とMTTアッセイを用いて評価した。DPSC-
CMは HUVECsの増殖を有意に促進し、CCK-8 アッセ
イで 1.2 倍の増加（図 6A）とMTTアッセイで 1.3 倍の
増加（図 6B）を示した（p＜0.05）。

Ⅳ．考　　　　察
　本研究では、糖尿病性神経障害における DPSC-CM
の治療効果について明らかにした。糖尿病ラット後肢骨
格筋への DPSC-CM投与は、坐骨神経における運動神
経伝導速度、感覚神経伝導速度、坐骨神経内血流量およ
び足底皮膚における表皮内神経線維密度を増加させた。
さらに、DPSC-CM投与が糖尿病ラットの坐骨神経にお
いて抗炎症効果を示すことを明らかにした。
　糖尿病性神経障害に対し DPSCs移植が有効である 
が 14, 15, 20）、移植された DPSCsの多くは移植後一定期間
で移植部位から消失する。この現象は虚血性心疾患や脳
梗塞など他の細胞移植療法においても同様であった17, 21）。
こうした事実より、幹細胞移植の治療メカニズムは、移
植の初期段階での幹細胞からの豊富なセクレトームが主
に関連していると考えられている。そこで本研究では
DPSCsより分泌されるセクレトームの直接投与による

糖尿病性神経障害の効果を検討した。後肢骨格筋への
DPSC-CM単回投与は、糖尿病で低下した神経機能（神
経伝導速度および神経内血流量）および足底表皮内神経
線維密度を有意に増加させ、糖尿病性神経障害を改善し
た。さらに、DPSC-CM投与は糖尿病ラットの後肢骨格
筋の毛細血管筋束比を増加させるとともに、坐骨神経内
のマクロファージ数を減少させた。
　これまでの検討より、培養 DPSCsにおいて血管新生
因子、神経成長因子、免疫調節因子の遺伝子発現を確認
している 20）。DPSC-CMは、ラット後根神経節細胞の
神経突起伸長を伸展させ、またシュワン細胞の増殖とミ
エリン蛋白形成を増加させた。さらにマクロファージ細
胞 株 で あ る Raw264.7 細 胞 を 用 い た 検 討 で は、
Lipopolysaccharide（LPS）刺激下で、DPSC-CMは抗
炎症マーカーである CD206 と IL10 遺伝子を増加させ、
M2 分極を誘導し抗炎症性に働いた。
　糖尿病患者の骨格筋における毛細血管密度は減少して
いることが証明されているが 22）、本研究において
DPSC-CM投与は糖尿病ラットで低下した後肢骨格筋に
おける毛細血管筋束比を改善した。DPSC-CMは VEGF
を中心に血管新生因子が豊富に発現しており、DPSC-
CM投与は血管内皮細胞の増殖を誘導することより、こ
の現象は DPSC-CMの直接的な血管新生作用による可
能性がある。しかし、骨格筋における毛細血管密度と糖
尿病性神経障害の直接的な関係性を調べた研究はほとん
どなく、未だ不明である。Andreassenらは、神経障害
の程度と毛細血管密度に関係がないことを示した 23）が、
この研究では十分なサンプルサイズではなかった。今後

図 6　ヒト臍帯静脈内皮細胞に対する歯髄幹細胞培養上清の効果
A ：細胞増殖を CCK-8アッセイで評価
B ：細胞増殖をMTTアッセイで評価
データは平均値±S.E. で表した。n＝8  *p<0.05
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の検討が必要である。
　本研究において糖尿病ラットにおける神経内血流量
が、DPSC-CM投与によって改善することを明らかにし
たが、坐骨神経の毛細血管数は正常ラットと糖尿病ラッ
トで類似し、DPSC-CM投与による影響は認められな
かった。糖尿病患者の末梢神経における毛細血管の主な
病理学的変化が、基底膜肥厚、血管内皮細胞の過形成そ
して神経内腔領域の減少であり、毛細血管数の減少では
ないことがすでに報告されている 24, 25）。DPSC-CMは末
梢神経の毛細血管形態に影響を及ぼしている可能性があ
るが、さらなる研究が必要である。
　間葉系幹細胞培養上清の治療効果は、虚血性心疾患 26）

や脳損傷 27）、脊髄損傷 28）、骨欠損 29）のような他の疾患
においても検討されており、幹細胞移植療法に比較して
次のような利点を有していると考えられる。第一に、培
養上清は移植片対宿主病や腫瘍原性、塞栓形成がない 30）

こと、第二に、培養上清の大量生産はコストを削減し、
良質な培養上清の維持が可能であること、第三に、虚血
性心疾患や脳梗塞のような急性疾患の治療で直ちに利用
可能であることである。DPSC-CMのさらなる利点とし
ては、矯正歯科治療による抜去歯から採取することによ
り、疾患が発症する前の若年時に採取可能であり、若く
て高品質の DPSCsを継続的に得ることができる点であ
ると考える。
　顎口腔領域における歯髄幹細胞を用いた研究は、歯髄
再生や骨増生に有効であると報告されており 31, 32）、歯髄
幹細胞培養上清の多面的作用は、糖尿病性神経障害のみ
ならず、他の疾患においても有効であると考えられる。
一方で、本研究の DPSC-CM投与とこれまでに実施され
た DPSCs移植との糖尿病性神経障害治療効果を比較し
たところ、SNCVと SNBFにおける DPSC-CM投与の
効果は DPSCs移植と同程度であった。しかし、MNCV
における DPSC-CM投与の効果は DPSCs移植よりやや
劣っていた。今後、DPSC-CM投与を臨床応用するため
には、さらなる効果の改善のために、投与量または投与
回数を検討していく必要があることが示唆された。

Ⅴ．まとめ
　本研究により、後肢骨格筋への歯髄幹細胞培養上清投
与が、神経保護作用、血管新生作用および抗炎症作用を
介して糖尿病性神経障害に対して治療効果を有すること
が解明された。糖尿病性神経障害に対し、歯髄幹細胞よ
り分泌される多様なセクレトームの投与が糖尿病性神経
障害の根治的治療法として有用であることを示唆してお

り、今後の臨床応用が期待できる。
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