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研究成果の概要（和文）：本研究では虚血周皮細胞より誘導されるオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)様細胞
を用いてオリゴデンドロサイトの取得を試みた。しかし、OPC様細胞を十分量安定して得られるよう維持するこ
とができず、虚血周皮細胞から直接オリゴデンドロサイトへ分化させてもその効率は非常に低かった。
虚血周皮細胞には継代による分化能の低下や継代回数制限がある。そこで虚血周皮細胞を安定して維持する方法
を検討した。その結果、継代時の播種細胞密度を高くすることにより分化能を持った細胞を長期間維持できるこ
とを見出した。さらにBMPシグナルのアンタゴニスト存在下で培養することで、神経幹細胞様細胞を得た。

研究成果の概要（英文）：We attempted to get oligodendrocytes using oligodendrocyte precursor cell 
(OPC)-like cells which is induced from ischemic pericytes. However, it was very difficult to 
maintain OPC-like cells. In addition, the differentiation efficiency of ischemic pericytes into 
oligodendrocytes was very low.
Ischemic perycytes have limitations in the differentiation ability and in the passage times. Thus we
 tried to stably maintain ischemic perisytes. As a result, the cells were maintained for long 
periods of time by the high seeding cell density. In addition, they kept their ability to 
differentiate. Furthermore, we obtained neural stem cell-like cells by culturing ischemic pericytes 
with a BMP antagonist.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経幹細胞を得る方法として、発生段階の脳組織から直接得る、ES細胞やiPS細胞の作成を経て神経幹細胞へと
誘導する、といった方法が主に知られている。今回、本研究により成体の脳梗塞巣から、神経への分化能を保持
し、かつ安定的に長期維持できる神経幹細胞様細胞を得ることに成功した。このことは幹細胞生物学に新たな知
見をもたらすだけでなく、脳梗塞などの疾患に対する細胞治療といった臨床応用へつながることが将来的に期待
できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 周皮細胞は血管壁細胞であり、全身の小血管に基底膜に包まれて存在する。本学先端医学研
究所の松山知弘教授、中込隆之准教授らは脳梗塞モデルマウスを用い、梗塞巣内に多分化能を
有した周皮細胞(虚血周皮細胞)が出現することを見出した。虚血周皮細胞は中枢神経系の各種
細胞に分化できることから、中枢神経系の各種疾患に対する細胞治療に有用と考えられている。
虚血周皮細胞の分化をより緻密にコントロールすることにより、細胞治療への応用に道が開か
れると考えられる。 
 細胞治療への応用に向けて虚血周皮細胞を制御するため、我々は細胞外マトリックス(ECM)
に着目した。ECM は細胞外に存在する超分子複合体の総称であり、細胞の接着や組織形成・維
持に重要な役割を果たしている。周皮細胞の周囲に存在する基底膜も ECM により構成されてい
る。これまで ECM は単なる構造体、基質成分としてしか認識されていなかったが、近年細胞の
増殖や分化の制御に直接関わっていることが明らかにされてきている。 
 虚血周皮細胞を特定の ECM 上で培養して継代すると、数回の継代後に著しい形態変化を示し
た。この細胞を免疫染色すると、ほぼすべての細胞がオリゴデンドロサイトマーカーである O4
で染色され、他の中枢神経系細胞マーカーでは染色されなかった。オリゴデンドロサイトは中
枢神経系での髄鞘形成に関わり、オリゴデンドロサイト前駆細胞 (OPC)から分化誘導される。
その分化過程はマーカーの発現や細胞形態に応じて数段階に分けられる。そこで RT-PCR 法によ
り遺伝子発現を検討したところ、OPC マーカー遺伝子である PDGFRや ST8SIA1 の発現が検出さ
れた。一方、MAG や MOG などの成熟オリゴデンドロサイトマーカー遺伝子の発現は検出されな
かった。以上の結果から、この細胞は OPC 様細胞である可能性が考えられた。 
 観察された形態変化は無血清培養により誘導される。そこで次に液性因子による影響の有無
を検討するため、ECMが血清存在下でも虚血周皮細胞からOPC様細胞へ誘導できるか検討した。
検討を行った結果、血清存在下では虚血周皮細胞は形態変化を起こさなかった。また、O4+細胞
の割合を調べたところ、無血清培養ではほぼすべての細胞が O4+であったのに対し、O4+細胞の
割合は血清濃度依存的に著しく低下した。以上の結果から、血清中には OPC 様細胞への誘導を
阻害する因子が含まれていることが示唆された。 
 現在 OPC を得るには、(1)ES 細胞や iPS 細胞から OPC を分化誘導する方法、(2)神経系でない
体細胞からリプログラミングにより OPC を得る方法、(3)生体組織から直接分取する方法がある。
しかしこれらの方法にはいずれも(1)長期間を要する、(2)遺伝子操作する必要がある、(3)収量
が少ない、といった医療へ応用する上での問題点がある。 
 
２．研究の目的 
 今回我々は、OPC 様の性質を持つ可能性がある細胞集団を遺伝子操作なしに短期間かつ高効
率に取得できた。そこで本研究では、虚血周皮細胞から OPC 様細胞が高効率で得られるメカニ
ズムを分子レベルで明らかにし、オリゴデンドロサイトの短期取得方法を開発することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1)オリゴデンドロサイトへの分化検討 
 OPC 様細胞を無血清下で培養し、必要に応じて PDGF-A あるいは=Bを添加した。OPC 様細胞の
total RNA を抽出、逆転写し、RT-PCR により PDGFRの発現を検討した。虚血周皮細胞をオリゴ
デンドロサイト分化培地で 3週間培養後、固定し、免疫染色を行った。 
 
(2)虚血周皮細胞の維持 
 虚血周皮細胞を高播種密度で培養した。週に 2回培地交換を行い、2週に一度継代を行った。
虚血周皮細胞を神経分化培地で 7日間培養し、免疫染色を行った。 
 
(3)虚血周皮細胞から神経幹細胞様細胞への誘導 
 虚血周皮細胞を BMP アゴニストあるいはアンタゴニスト存在下で培養した。各種マーカーの
発現は免疫染色により評価した。虚血周皮細胞を記録電極が付いた培養皿上で 1週間以上神経
分化誘導し、活動電位を記録した。 
 
４．研究成果 
(1)オリゴデンドロサイトへの分化検討 
 OPC 様細胞がオリゴデンドロサイトへの分化能を有しているか検討するのに必要な細胞数を
確保するため、まず OPC 様細胞を維持できる条件について検討を行った。OPC 様細胞は無血清
下で得られるが、非常に増殖が遅い。OPC の増殖に PDGF/PDGFRシグナルが重要である。OPC
様細胞は PDGFRを RNA レベルで発現していたことから、そのリガンドである PDGF-A あるいは
-B で増殖刺激を試みた。その結果、増殖速度や継代回数に改善はみられず、安定して OPC 様細
胞を維持することができなかった。他の増殖因子についても検討を行ったが、やはり改善はみ
られなかった。 
 OPC 様細胞の維持・増殖が困難であったことから、OPC 様細胞への誘導を経ずに虚血周皮細胞
からオリゴデンドロサイトへの分化誘導を試みた。その結果、成熟オリゴデンドロサイトマー



カーの発現を確認することができたが、その効率は低かった。 
 
(2)虚血周皮細胞の維持 
 OPC 様細胞を維持することは分化実験等を行えないほどに困難であった。虚血周皮細胞は分
化実験を行えるものの、継代回数に制限がある、継代により分化能が著しく低下する、といっ
た問題がある。今後実験に用いるのに十分な細胞を安定して得るべく、まず虚血周皮細胞の維
持条件を検討した。播種細胞密度は、幹細胞の分化能や増殖能に影響を与えることが報告され
ている。これまで虚血周皮細胞の播種細胞密度は低かったことから、高密度で播種して培養し
た。その結果、低播種密度で培養したときは継代回数 5 回程度、培養日数 40日程度、細胞分裂
回数 6回程度が限界であったが、高播種密度では継代回数 10回以上、培養日数 100 日以上、細
胞分裂回数 20 回以上を達成することができた。さらに、10 回以上継代した虚血周皮細胞から
神経マーカーを発現する細胞を誘導することができた。 
 
(3)虚血周皮細胞から神経幹細胞様細胞への誘導 
 (2)で高密度培養により分化可能な虚血周皮細胞を長期維持できる可能性を見いだしたが、タ
ンジェントカーブ様の増殖曲線を示し、未分化マーカーや分化能にロット差があった。虚血周
皮細胞は脳梗塞巣から混合培養として得られることから、培養中に含まれる各種細胞の割合の
ロット間差によって増殖速度が一定でなかったり、分化能維持に必要な因子の発現にもばらつ
きが生じているのではないかと考えられた。 
 BMP シグナルは神経幹細胞の文化や維持の制御、多能性幹細胞からの神経幹細胞への誘導時
などへの関与が多数報告されている。そこで BMP シグナルのアゴニスト、アンタゴニストを添
加して虚血周皮細胞を培養した。アゴニスト/アンタゴニストの添加により増殖曲線はいずれも
直線性を示すようになった。アゴニストは一過的にしか神経マーカーの発現を誘導できなかっ
たが、アンタゴニストは持続して神経マーカーの発現を誘導でき、細胞形態も神経幹細胞に似
たものであった。アンタゴニスト存在下で培養した細胞はそのほとんどが神経幹細胞マーカー
を発現しており、分化誘導により神経マーカーを発現した。さらに電気生理学的解析により自
発活動電位が記録できた。また、虚血周皮細胞は無血清下では培養維持が非常に困難であった
が、アンタゴニスト存在下で培養した細胞は無血清下でも容易に培養維持ができるようになっ
た。 
 以上の結果から、BMP アンタゴニストにより虚血周皮細胞から神経幹細胞様細胞を誘導する
ことができた。 
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