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研究成果の概要（和文）：Schwann cell (SC)は、末梢神経再生に必須の役割を果たす。本研究において、線維
芽細胞に２つの転写因子の遺伝子を導入することで、その40％以上をSCに直接転換させることに成功した。得ら
れた直接誘導シュワン細胞（dSC）は、SC特異的マーカーを強発現し、様々な神経栄養・保護因子を十分量に産
生・分泌する。また、神経細胞と共培養すると、神経軸索を伸長させる神経再生活性を有し、ミエリン鞘を形成
した。さらに、 マウス坐骨神経欠損モデルを作成し、神経欠損部にdSC を移植すると、神経再生が著明に亢進
され、ミエリン鞘が形成し、歩行機能と除神経筋萎縮が有意に改善することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Schwann cells (SCs) fulfill important functions in supporting and healing 
peripheral nerve tissue. Here, we found that transduction of both SOX10 and Krox20 genes directly 
converted human fibroblasts into functional SCs. The directly converted Schwann cells (dSCs) showed 
typical SC characteristics, and were capable of forming myelin that is the key component of the 
myelin sheath. Xenogeneic transplantation of the dSCs aided recovery from peripheral nerve injury in
 mice, leading to functional improvements including locomotive performance. The present technology 
provides a potential novel transplantation therapy for damaged peripheral and central nervous 
tissues.

研究分野： 形成外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本発明では、ダイレクト・リプログラミングにより体細胞から短期間でシュワン細胞を提供できる。このシュワ
ン細胞は、移植する本人の体細胞から容易に誘導できるので、得られたシュワン細胞を移植した場合にも免疫学
的な拒絶応答などの問題は生じない。また、iPS細胞やES細胞を経由することなく直接体細胞からシュワン細胞
を誘導できるため、癌化などの多能性幹細胞に起因する問題を回避できる。さらに末梢神経のみならず、脊髄損
傷や脳損傷などの中枢神経障害に対する移植細胞として、またはシュワン細胞機能不全症などの病態解明など幅
広く応用利用される可能性があると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

シュワン細胞は、神経栄養および神経保護因子の産生、細胞外マトリックスの産生、ミ
エリン形成等を行うことにより、末梢神経再生に重要な役割を担う。外傷に伴う神経欠損
や様々なシュワン細胞機能不全症に対して、自家シュワン細胞を移植することができれば
理想的な再生医療になると期待される。実際、外傷や悪性腫瘍切除に起因する神経損傷に
対して、自家神経より分離・培養したシュワン細胞を移植する治療が効果を上げているが、
患者への侵襲の大きさと、供給できるシュワン細胞の数の不足という問題がある。 

我々はヒト線維芽細胞(Human Dermal Fibroblast:HDF)に２つの遺伝子(Sox10,Krox20)
を導入することで、高効率にシュワン細胞を直接誘導する技術を確立した。得られたシュ
ワン細胞（iSC）はシュワン細胞特異的な遺伝子群(S100β, GAP43, p75NTR, GFAP など)
を強発現する。このような技術はこれまで全く報告がない。しかし神経再生能や機能面に
ついての評価はされておらず、この手法の臨床応用への検討課題は多い。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は以下の４点である。 
① iSC の神経再生促進効果を検証する。 

② 生体内における神経再生促進効果とミエリン化能の検討 

③ 線維芽細胞以外の体細胞からの誘導を検討する。 

④ ゼノフリーの培養系を樹立する。 
 
３．研究の方法 
 
平成２７年度 
 
iSC の神経再生促進効果など期待される細胞機能の検証。 

 
① 遺伝子プロファイリング 
 
皮膚由来ヒト線維芽細胞（HDF）から iSC への細胞転換を分子生物学的に確認するため、iSC、
cSC(初代培養のシュワン細胞)、HDF のそれぞれについて免疫組織学的染色、RT-PCR と
microarray analysis を行い、遺伝子発現プロファイリングの比較を行う。 
 
② Neurite outgrowth assay 
 
培養下での軸索伸長作用についての機能比較：iSC、cSC、HDF の培養上清を採取する。
NG108-15 neuronal cells（a motor neuron-like cell line: Jiang et al. 2003）の神経突起伸長に対
する促進効果を計測し比較する。 
 
③ 神経保護因子の産生能の比較 
 
NT3、GDNF、BDNF、NGF および VEGF の mRNA 発現と培養上清中への分泌を、 RT-PCR 
と ELISA で測定し、iSC、cSC、HDF で比較する。 
 
④ ミエリン化能の計測 
 
神経細胞と共培養し、培養液中にアスコルビン酸を添加することでミエリン化を誘導する。ミ
エリン関連マーカーの発現で評価し、iSC、cSC、HDF で比較する。 
 
 
平成２８年度 
 
①生体内における神経再生促進効果の検証 
 
iSC が移植後に神経再生にどのような影響を与えるかを、免疫不全マウス坐骨神経欠損モデル
を用いて検討する。このとき比較対照群として、神経分化させた脂肪由来幹細胞(differentiated 
adipose derived stem cells:dADSCs)と cSC の 2 種類を使用する（☟図 H）。免疫不全マウスの
坐骨神経幹に 5 ㎜ gap を作成した後、これらの細胞をゼラチンハイドロゲルチューブに播種さ
せ移植する。術後異なる期間(2，5，8 週目)をおいて、組織学的検索(架橋再生組織面積、axon



再生、髄鞘形成)、行動学的検索（BBB score および Walking track analysis）,坐骨神経機能評
価法(SFI)を行い、神経再生促進効果を iSC、dADSC、cSC 間で比較検討する。髄鞘形成能に
ついては、蛍光免疫染色の重染色で組織学的評価を行う。 
 
 
平成２９年度 
 
ゼノフリーの培養系の樹立。 
 
遺伝子導入後のヒト線維芽細胞を、FBS 添加培地に換えて種々の無血清合成培地、またはヒト
血清を添加した培地を用いて培養する。経時的に RT-PCR による解析を行って、シュワン細胞
特異的遺伝子発現を定量する。シュワン芽細胞の誘導効率、誘導に要する期間を比較し、最適
なゼノフリー培養条件を見出す。FBS 添加培地に比して、シュワン細胞へのダイレクト・リプ
ログラミングの効率が７５％以上であることを目指す。 
 
線維芽細胞以外の体細胞(血液リンパ球、脂肪由来の間質細胞)からの誘導。 
 
皮膚線維芽細胞以外のさらなる低侵襲な体細胞として、血液由来の細胞もしくは脂肪組織由来
の間質細胞が考えられる。われわれは、すでにこれらの細胞の分離・培養の豊富な経験がある。
そこで健常人ボランティアからインフォームド・コンセントを得て末梢静脈血を採取する。ま
た通常の形成外科的手術で生じた余剰組織より脂肪由来の間質細胞を分離する。これらの細胞
を、線維芽細胞と同様の方法で遺伝子導入後、iSC に誘導される効率と誘導に要する期間を比
較し、もっとも適した細胞を見出す。６０％以上の細胞を iSC に誘導でき、得られた iSC が線
維芽細胞に比して８０％以上の神経再生能を有することを目指す。得られた iSC の神経再生促
進効果を評価する目的で、培養中での神経栄養因子の産生・放出能、神経軸索の伸長効果を計
測する。 
 
４．研究成果 
 
平成２７年度 
 
Ⅰ.iSC の神経再生促進効果など期待される細胞機能の検証。 
 
①遺伝子プロファイリング 
 
RTPCR による遺伝子発現解析で、iSC 細胞において著明な s100B や p75NTR の発現上昇がみ
られた。これらは同定した２つの因子の組み合わせによってのみ明らかな発現を認めた。 
 
② Neurite outgrowth assay 
 
cSC と iSC いずれにおいても、Con に比較して神経突起伸長効果は優れており、両者は
comparable であった。 
 
③ 神経保護因子の産生 
 
cSC と iSC の神経栄養因子発現パターンは類似しており、いずれも Con に比較して発現量は有
意に増加していた。 
 
④ ミエリン化能の計測 
 
In vitro の系では、あらかじめ GFP でマーキングした dSC を後根神経節細胞と共培養すること
で、in vivo の系では同様に GFP にラべリングした dSC を神経欠損部に移植してから 
10 週後に再生神経内で移植した dSC がミエリン化マーカーを発現しているかを検討した。 
念のために、MBP と P0 の 2 種類のミエリンマーカーで確認した。GFP でマーキングした iSC
と DRGn との共培養において DRG の神経突起に沿って移植したシュワン細胞がみられ、多数
の GFP 細胞がミエリンマーカーと Overlap していた。これらは 2 種類のミエリンマーカーで
確認された。 
 
 
平成２８年度 
 
① 生体内における神経再生促進効果の検証 
 



再生された神経架橋についてはマクロ像での con 群よりしっかりとした架橋が生成されており、
pSC とも明らかな差異はみられなかった。再生神経の短軸切片の Luxol fast blue によるミエリ
ン染色により、再生したミエリン数を比較したところ Con 群に比較して有意にミエリン再生が
優れており、pSC 群に匹敵していた。坐骨神経機能インデックスでは 12W の時点で dSC 群は
ｃSC に匹敵する坐骨神経機能の回復がみらた。また支配筋の委縮についても Con 群と比較し
て委縮は軽度であり、cSC と dSC 間での有意差はみられなかった。 
 
②生体内におけるミエリン化能の検証 
 
再生神経に沿うように GFP+細胞が並んでいるが、これらはミエリンマーカー＋細胞と
Overlap していた。また、2 種類の神経マーカーとミエリンマーカーで確認できた。以上より
ｄSC は神経損傷部位への移植により、ミエリン化することが明らかとなった。 
 
平成２９年度 
 
線維芽細胞以外の体細胞(血液リンパ球、脂肪由来の間質細胞)からの誘導 
 
血管内皮細胞を細胞材料としても、20%近くの効率でシュワン細胞に誘導できたが、内皮細胞
の増殖力が乏しく、遺伝子の導入効率に問題があった。一方、皮膚線維芽細胞の代替え細胞と
して脂肪組織由来の間質細胞は、皮膚線維芽細胞を上回る(45%)導入効率を示した。 
しかし、われわれが目指した線維芽細胞６０％以上のシュワン細胞への誘導効率を持つ代替え
細胞ソースが見いだされた。今後、線維芽細胞に代わる細胞材料として脂肪間質細胞が注目さ
れていくことが予想される。 
 
ゼノフリーの培養系の樹立の検討 
 
遺伝子導入後のヒト線維芽細胞を、FBS 添加培地に換えて種々の無血清合成培地、またはヒト
血清を添加した培地を用いて培養を行い、最適なゼノフリー培養条件を検討した。しかしなが
ら、FBS 添加培地に比して、シュワン細胞へのダイレクト・リプログラミングの効率が 37%か
ら 5%に低下した。また誘導した誘導シュワン細胞の Viability も低下することが明らかとなっ
た。 
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