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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞由来運動ニューロンに、レンチウイルスベクターを用いてChR2(H134R)を
導入した。青色光の照射により、ChR2(H134R)を導入した運動ニューロンにおいて活動電位が誘発されることを
多電極アレイを用いて確認した。ラット坐骨神経切断モデルにChR2(H134R)を導入したヒトiPS細胞由来運動ニュ
ーロンを移植した。移植後12週の組織学的解析では、移植細胞の生着と移植細胞由来の軸索がラットの筋内で神
経筋接合部を形成していることが確認され、電気刺激により、約半数の動物で筋収縮と筋活動電位が確認され
た。一方で、光刺激では十分な筋活動電位は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：ChR2 (H134R) was introduced into motor neurons derived from human iPS cells 
using a lentiviral vector. Using a multi-electrode array, it was confirmed that blue light 
irradiation induced action potentials in motor neurons to which ChR2 (H134R) was introduced.
Human iPS cell-derived motoneurons introduced with ChR2 (H134R) were transplanted into a rat sciatic
 nerve transection model. Histological analysis 12 weeks after transplantation confirmed that 
engraftment of the transplanted cells and axons derived from the transplanted cells formed 
neuromuscular junctions in the muscles of rats, and muscle contraction and muscle action potentials 
were confirmed in approximately half of the animals by electrical stimulation. On the other hand, 
sufficient muscle action potentials were not observed with light stimulation.

研究分野：整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
機能的電気刺激は実臨床において利用されている技術であり、当グループでの末梢神経損傷モデルにおける筋収
縮も電気刺激により誘発された。しかし電気刺激は細胞特異的に刺激することが不可能であり、運動神経と感覚
神経を含む横隔神経の刺激では、筋収縮のみでなく、不快感を誘発する。これに対し、光刺激は、移植前にあら
かじめ細胞にChR2を導入しておくことで、低侵襲で、細胞特異的な刺激が可能である。末梢神経をターゲットと
した運動機能再建において機能的電気刺激から機能的光刺激への移行は、臨床応用へ向けた重要な課題である。

※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 
神経損傷や運動ニューロン疾患による運動麻痺に対する有効な治療法が求められてお
り、再生医療は新たな治療技術の開発を期待されている。脊髄損傷や ALSを対象とした再
生医療研究の多くは脊髄内に多能性幹細胞もしくは多能性幹細胞由来の細胞を移植する方
法で行われている。しかし、中枢神経系の複雑な神経回路網を再形成するのは未だ困難な
状態にある。一方、末梢神経における神経再生では複雑な神経回路網を再構築する必要が
なく、中枢での再建と比較し、必要となる移植細胞数が少ない。また神経筋接合部までの
距離が短く機能回復までの期間が短い点からも、末梢神経は理想的な治療ターゲットと考
えられる。 
研究代表者らの研究グループでは、運動神経を末梢神経に移植し、脱神経筋の再支配に
よる運動機能の再建を目指してきた。末梢神経損傷モデルラットに胎児由来の脊髄前角細
胞を移植し、電気刺激による筋収縮と組織学的に再生軸索による脱神経筋の再支配を認め
た（Kurimoto S 2013, Kato S 2015）。多能性幹細胞を用いた研究として、マウス ES細胞と
ヒト iPS細胞から分化誘導した運動神経前駆細胞を末梢神経損傷モデルに移植し、運動機
能の再建に成功している（Shinkai H in preparation、 Niwa S in preparation）。 
 
２．研究の目的 

ChR2 を導入したヒト iPS 細胞由来運動神経前駆細胞をラットの坐骨神経損傷モデルに移
植し、脱神経筋の再支配と光刺激による運動機能再建を行う。また、光刺激による神経刺激・
筋収縮制御システムを構築する。 
 
３．研究の方法 
① ChR2 を発現するヒト iPS 細胞株の樹立 
ヒト iPS細胞（201B7）に、チャネルロドプシン（Ubc-ChR2-EGFP）を導入し、定常発
現する iPS細胞株を樹立する（201B7-ChR2）。樹立した 201B7-ChR2を運動神経へと分化
誘導し、465nm青色光の照射により活動電位が誘発されることを多電極アレイ（Multi 
electrode array：MEA）を用いて確認する。 
② ChR2 発現ヒト iPS 細胞の末梢神経への移植による運動機能の再建 

201B7-ChR2から誘導した運動神経前駆細胞を、坐骨神経損傷モデルラットに移植す
る。移植部位への青色光の照射による支配筋の筋収縮を評価する。併せて組織学的評価も

行う。 
 
４．研究成果 

（１）光感受性チャネルロドプシン（ChR2(H134R)）を発現するヒト iPS細胞由来運動ニ
ューロンの作成 

ヒト iPS 細胞由来運動ニューロンに、レンチウイルスベクター (pLenti-Synapsin-

hChR2(H134R)-EYFP-WPRE)を用いて ChR2(H134R)を導入した。ヒト iPS細胞由来運動
ニューロンで ChR2(H134R)が発現していることを、免疫染色と Western-blotting で確認
した。青色光の照射により、ChR2(H134R)を導入した運動ニューロンにおいて活動電位が
誘発されることを多電極アレイ(Multi electrode array：MEA)を用いて確認した。 

光刺激により低侵襲に、しかも細胞種特異的に刺激するという本研究の臨床応用に向けた
課題において、光刺激により活動電位が誘発される運動ニューロンの作成は、重要性が高い
と考える。 

（２）ChR2発現ヒト iPS細胞由来ニューロンの末梢神経への移植による運動機能の再建 

ラット坐骨神経切断モデルに、ChR2(H134R)を導入したヒト iPS細胞由来運動ニューロン
を移植した。in vivo bioluminescence imaging(BLI)で移植細胞のイメージングを行い、細
胞の生着を観察した。移植後 12週の組織学的解析では、移植細胞の生着と移植細胞由来の

軸索がラットの筋内で神経筋接合部を形成していることが確認され、電気刺激により、約半
数の動物で筋収縮と筋活動電位が確認された。一方で、光刺激では十分な筋活動電位は観察



されなかった。ヒト iPS 細胞由来運動ニューロンの移植により脱神経筋の再支配が可能で
あることを示しており、重要な結果であると考える。ChR2(H134R)を導入した運動ニュー
ロンを移植し、光刺激による筋収縮を得るには更なる条件の検討が必要であると考える。 
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