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研究成果の概要（和文）： 
マウス線維芽細胞に遺伝子導入を行い、直接に神経幹細胞を得る分化誘導系を確立した。マ

ウス皮膚繊維芽細胞から誘導された神経幹細胞はエピジェネティックな観点からも十分に成熟

した神経幹細胞であることが証明された。培養法を最適化することによって樹立されたiPS細

胞から安全なクローンを選択した場合と同程度の残存未分化細胞を持つ神経幹細胞を作り出す

ことができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have succeeded in generating neural stem cells from mouse fibroblasts by using gene 
transfer. These neural stem cells are mature and contain few residual pluripotent cells. 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2009年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2010年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 
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１．研究開始当初の背景 
再生医学を用いた次世代の細胞移植療法
として、培養によって増幅できる多能性の胚
性幹細胞(ES細胞)からの細胞分化誘導、細胞
移植が近年検討されてきた。しかしながら
ES 細胞から分化させた細胞は比較的可塑性
に富み、ある程度分化誘導させた状態でも生
体内に移植した場合に奇形腫を形成するリ
スクを有するのが大きな問題である。近年山
中らによりマウス繊維芽細胞から ES細胞様
の細胞(iPS 細胞)が作成できることが報告さ
れた(Takahashi et al. Cell 2006, Okita et al. 
Nature 2007)。この発見から、患者自身の細
胞から比較的簡単に ES様の万能性細胞を樹
立できる可能性が示唆され、細胞移植治療に

大きな進歩が期待される。しかしながらこの
細胞は 4種類の未分化維持に重要な転写因子
を高発現させねばならず、将来的な臨床応用
を考えた場合、生体内への移植では奇形腫な
どの腫瘍を生じるリスクが無視できない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、哺乳類多能性幹細胞が特定の

細胞系譜、特に神経系細胞へと分化する際に
どのようにして多能性を失い、目的の細胞に
分化していくのかというメカニズムを解明
し、さらにその知見を応用して、万能細胞か
ら誘導した細胞が再生医療における移植ソ
ースとして実用可能な移植源であるかを検
討していくことを目的とした。 
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３．研究の方法 
Oct4の発現量をモニター、操作することに
よって腫瘍形成のリスクのないドナー細胞
の樹立を確立すること、万能性の細胞から神
経幹細胞を効率よく誘導する方法の確立を
目指して研究を行った。 
 ヒトiPS細胞の樹立システムを確立し、多
くのヒトiPS細胞を樹立し比較検討を行った
が、クローンごとの腫瘍形成能の差は大きく、
それを規定する因子を同定するのは非常に
困難であった。万能性細胞からではなく、体
細胞への遺伝子導入を行い、iPS細胞を経な
いことによって、細胞の安全性がどう変わる
かを検討した。申請者はiPSの樹立と神経分
化誘導の培養手法(Akamatsu et al 
J.Neurosci 2009)を組み合わせることにより、
iPS 細胞をクローン化する手順をスキップし、
マウス成体線維芽細胞から直接に神経幹細
胞を誘導する細胞培養系を確立した。 

 

申請者らはこの細胞をiNSCと名付け、詳
細な解析を行った。誘導された神経幹細胞は、
iPS細胞から直接の分化誘導した神経幹細胞
よりも成熟したグリア産生能力の高い神経
幹細胞であった。さらに、一般的にリプログ
ラミング効率が高く高純度のiPS細胞が作成
されるとされる胎児由来の細胞を用いて同
様にiNSCを誘導すると、iNSCはニューロン
しか産生しない幼若な神経幹細胞の性質を
示した。これらのことから、成体由来iNSC
は、その培養過程でフルにリプログラミング
されないために、成熟した神経幹細胞に迅速
に到達すると考えられた。誘導過程でiNSC
がフルにリプログラミングされないという

ことは、その過程で細胞が十分な多能性を獲
得しないことが推測される。 
 マウスiPS細胞から神経幹細胞を誘導した
場合、移植細胞に残存する多能性を有する細
胞が奇形腫を形成すると考えられる。これま
で申請者の研究室では、分化誘導した移植細
胞に含まれるNanog陽性細胞が0.01%以下（1
万個に1個以下）でないと、高率に移植個体
に奇形種を形成することを示した（Miura et 
al. nature Biotech 2009）。この含有率はiPS
細胞のクローンによって大きく異なり、樹立
後に慎重にクローンを選択し、その安全性を
検討する必要があった。さらに、成体皮膚か
ら誘導したiPS細胞では、このような性質を
持つ安全なiPS細胞を得ることはほぼ不可能
であった。申請者らはiNSCにおいて、同様
にNanogレポーターの発現を指標に腫瘍化能
の評価と安全性の検討を行った。 
 
４．研究成果 

我々はH20年度に、マウス線維芽細胞に
遺伝子導入を行い、直接に神経幹細胞を得
る分化誘導系を確立した。マウス皮膚繊維
芽細胞から誘導された神経幹細胞はエピジ
ェネティックな観点からも十分に成熟した
神経幹細胞であることが証明された。我々
が得た神経幹細胞はES/iPS細胞から同時
に分化をさせた細胞よりも分化度が高く、i
PS細胞を経ないで神経幹細胞が生成され
ていることが示唆された。この結果として、
従来2ヶ月かかっていた繊維芽細胞から神
経幹細胞を得る工程を3週間程度に短縮す
ることができた。これらの細胞の腫瘍化能
に関しては培養法を改良することによって、
樹立されたiPS細胞と同程度の腫瘍形成能
の神経幹細胞を作り出すことができた。さ
らに同様の方法をヒト細胞に応用し、従来
半年以上かかっていた線維芽細胞から神経
幹細胞の樹立をわずか2週間で成し遂げる
ことに成功した。我々が得たヒト神経幹細
胞はiPSから得た神経幹細胞と同様に、ニ
ューロン、アストロサイトへ分化すること
が明らかになった。これらの細胞の腫瘍化
能に関しては、培養法を最適化することに
よって樹立されたiPS細胞から安全なクロ
ーンを選択した場合と同程度の残存未分化
細胞を持つ神経幹細胞を作り出すことがで
きた。この方法で得た神経幹細胞を免疫不
全マウス脳へと移植を行い、奇形腫形成が
殆ど見られないことを確認した。すなわち
我々の方法では成熟した神経幹細胞を得る
までの培養期間が大きく短縮され、さらに
クローン選択を行うことなしに安定して安
全な細胞を得ることに成功した。この方法
はたとえば亜急性期に細胞移植が有効であ
る脊髄損傷など、再生医療の実現化におい
て細胞移植の時期にタイムリミットを有す



る疾患に対する迅速な細胞誘導法として非
常に有用であると考えられる。同時にヒト
細胞でも検討を行い、安定してニューロン
を生成する神経幹細胞の誘導を行うことに 
成功している。 
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