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研究成果の概要（和文）： 

パーキンソン病に対する細胞移植治療を研究するため、胚性幹細胞をマウス由来の PA6 細胞
と共培養してドーパミン産生神経に分化させる方法が使用されてきた。臨床応用ではマウスの
細胞を使用することができないため、分化誘導の機序を解明する必要がある。我々は PA6 から
分泌される Wnt シグナルを調べ、Wnt5a と sFRP1 が神経分化誘導に協調的に働いていることを
突き止めた。今後、マウス細胞を使用しない化学的に決定された方法でドーパミン産生神経を
誘導することが可能になるであろう。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For the research of cell transplantation therapy for Parkinson’s disease, the method 

of coculture with mouse derived PA6 cells has been used for the differentiation of 
embryonic stem (ES) into dopaminergic (DA) neurons. For the clinical application, 
nevertheless, it is impossible to use PA6 cells derived from mouse, the molecular 
mechanism of the method should be revealed. 
  We investigated the roles of Wnt-related molecules and revealed that PA6 cells secreted 
Wnt5a and sFRP1, and both of them cooperatively induced neural stem cells from mouse ES 
cells. These results will lead to understanding the mechanism of SDIA and provide a new 
chemically defined method of DA neuron induction from ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病などの神経難病の治療法

として細胞移植による機能再生が期待され
ており、移植細胞の候補として高い増殖能と
多分化能をもつ幹細胞の利用が考えられて
いる。特にＥＳ細胞（胚性幹細胞）からはパ
ーキンソン病治療に必要なドーパミン産生
神経が効率よく分化誘導され、動物モデル
（ラット、カニクイザル）に対する移植実験
で行動改善が報告されている。ただし、この
効率的な神経誘導にはマウス骨髄由来フィ
ーダー細胞であるPA6との共培養が必要であ
り （ stromal cell-derived inducing 
activity, SDIA法）、病原体伝播の危険性
からこの方法は臨床には用いられない。今後、
PA6を用いることなく異種細胞を含まない分
化誘導法が開発されることが期待される。 
 
２．研究の目的 

これまでの研究でマウス髄膜細胞がES細
胞からドーパミン産生神経を誘導すること
を示し、SDIＡ法に共通する機序としてWnt5a
が重要な働きをしていることを示した。Wnt
シグナルに着目することにより、他のWntシ
グナル因子もPA6が産生していることが分か
ってきた。これまでSDIA法の機序は不明であ
ったが、今後、PA6を用いることなく異種細
胞を含まない分化誘導法が開発されること
が期待される。 
本研究の目的は、この神経分化誘導のメカ

ニズムを解明し、動物由来因子を含まない臨
床応用可能な神経誘導法を確立することに
ある。 

 
３．研究の方法 
（1）PA6 細胞の conditioned medium による
神経誘導 
マトリゲルを基質としてマウスＥＳ細胞を
培養し、PA6 conditioned medium がＥＳ細胞
の分化に与える影響を調べる。その存在によ
り、神経幹細胞、中脳神経、腹側中脳神経、
ドーパミン産生神経前駆細胞、ドーパミン産
生神経への分化がどのように変化するかを
免疫染色および real time PCR を用いて詳細
に検討する。 
 
（2）PA6 細胞が産生する Wnt タンパクの同定
と神経誘導に対する影響の検討 
ついで PA6 細胞が産生する Wnt タンパクを
RT-PCR およびウェスタンブロットによって
同定する。さらにそのリコンビナント蛋白を
分化誘導中のＥＳ細胞培養培地に添加し、中
脳神経、腹側中脳神経、ドーパミン産生神経
前駆細胞、ドーパミン産生神経それぞれの分
化ステージごとにおける分化への影響を免
疫染色および real time RT-PCR により検討
する。同時に Wnt タンパクの中和抗体や RNA

干渉によって Wntシグナルを抑制することに
より分化への影響も検討する。 
 
（3）ＥＳ細胞に発現する Wnt 受容体の発現
の検討 
これまでのところＥＳ細胞の分化過程にお
ける Wnt の受容体 Frizzled、LRP5/6 などの
発現は検討されていないため、まず RT-PCR
でスクリーニングして、さらに免疫染色で確
認する。 
 
（4）ＥＳ細胞における Wnt シグナルの伝達
の解析 
Wnt タンパクに myc-tag をつけたリコンビナ
ント蛋白を発現させるための各種ベクター
を作成し、マウスＥＳ細胞に遺伝子導入して
機能解析を行う。また、リコンビナント蛋白
を作成・精製し、各分化ステージでの Wnt 受
容体との結合を、蛍光免疫組織染色および免
疫沈降を用いて検討する。Wnt シグナルには
canonical 経路、non-canonical 経路として
PCP 経路、Ca2+経路が知られており、どのシ
グナルを介して神経誘導およびドーパミン
産生神経誘導がなされるかをウェスタンブ
ロットにて解析を行う。 
 
４．研究成果 
まず、PA6 細胞の分泌因子がどの分化段

階で働くかを調べるため、マトリゲルを
基質として PA6 の Conditioned medium
を添加してマウス ES 細胞を培養し、免
疫染色および real time PCR を用いて検
討した。その結果、分泌因子は神経幹細
胞の誘導、中脳神経への誘導に働いてい
るが、腹側中脳神経への誘導はむしろ抑
制していた(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 PA6 の conditioned medium を添

加して分化誘導した ES 細胞に対して行
った real time PCR 



 分泌因子のうち、Wnt シグナルに関与
する因子をスクリーニングしたところ、
Wnt5a と sFRP1 の発現を RT-PCR およびウ
ェスタンブロットで同定した（図 2）。 

 
 
 
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 PA6 の RT-PCR（最上段） 
PA6 の conditioned mediuｍに対する

Western blotting（中・下段） 
 
PA6 細胞の分泌因子のうち Wnt に関連

する因子では Wnt5a と sFRP1 が未分化 ES
細胞の神経分化誘導において重要な役
割を果たしていることを突き止めた。神
経幹細胞に誘導されると蛍光発色する
Sox1-GFP knock-in mouse ES 細胞を FACS
で解析することにより、Wnt5a および
sFRP1 ともに協調的に神経誘導に作用す
ることが分かった。sFRP1 は通常 Wnt の
アンタゴニストとして働くが、Wnt5a の
神経分化誘導能を促進することが分か
った（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  Wnt のリコンビナント蛋白を添

加して未分化 Sox1-GFP ES 細胞を分化さ
せ、FACS により解析を行った。 
 
ま た 、 RNA 干 渉 に よ り Conditioned 

medium 中の Wnt 関連蛋白を knock-down
すると神経誘導作用は低下し、リコンビ
ナント蛋白を加えることにより作用が
回復することが分かった（図 4）。 
 

 
 
 
 
 
 

図 4 Wnt のリコンビナント蛋白と RNAi
で Wnt5a と sFRP1 を抑制した PA6 の
conditioned medium を添加して未分化
Sox1-GFP ES 細胞を分化させ、FACS によ
り解析を行った。 
 
Wnt5a に myc tag を付加したベクターを

ES 細胞に誘導すると発現量が適切なも
のでは神経系への分化が促進されるが、
過剰に発現させるとむしろ神経誘導は
抑制されて内胚葉系への分化が促進さ
れた（図 5 ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 Wnt5a-myc 遺伝子の発現量が異な

る細胞株を作成して 3 日（上段）、6 日（下
段）分化させて、real time RT-PCR を行
った。 
 
次に定量的 real time RT-PCR で分化過

程の ES 細胞に発現する Wnt 受容体の
mRNA の発現量を調べると、未分化 ES 細
胞から神経幹細胞へ分化誘導するまで
に 4 日を要するが、分化途中の 2 日目の
細胞では Frizzled（Fz）2、Fz7、Fz8、
LRP5、Ror2 が強く発現していることが分
かった（図 6）。免疫染色でも蛋白レベル
での発現が確認された。 
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図 7 未分化 ES 細胞を神経に分化させ
る際に、2 日目の細胞に対して行った免
疫染色 
 
特定の Wnt 受容体が発現していること

により、Wnt5a と sFRP1 が協調して未分
化 ES 細胞から神経への誘導がなされる
ものと考えられた。 
これまでヒト ES細胞からの神経誘導に

マウス由来の PA6 細胞を利用していたが、
PA6 細胞から分泌されて神経分化誘導を
促進する Wnt5a と sFRP1 を培養液に直接
入れることにより純粋な培養系を開発
することが可能となった。 
 
 
 
 


