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研究成果の概要（和文）：本研究の主目的は、汎用性が高く、かつ元細胞の形質を完全に保持し

たヒト中枢神経系・末梢神経系構成細胞株を網羅的に作成し、個々の細胞の生物学的特性を把

握する基盤を整備することである。2 年間の研究により、ヒト骨格筋微小血管由来内皮細胞と
同周細胞（平成 23 年度）、ヒト脊髄微小血管由来内皮細胞と同周細胞（平成 24 年度）の不死
化細胞株が樹立できた。細胞種によっては単離・不死化操作が極端に困難で未だ株化に至って

いないものも多数残っており、網羅的な樹立にはさらなる研究の継続が必要である。

研究成果の概要（英文）：Human immortalized cell lines originating from central and 
peripheral nervous system are potent tool to understand the molecular and physiological 
properties of cells composing the human nervous system.  The aim of this study is to 
comprehensively establish the human cell lines of central and peripheral nervous system 
origin which retain original cellular properties.  In this study period, we finally 
established (1) microvascular endothelial cell line and pericyte cell line of human skeletal 
muscle, and (2) microvascular endothelial cell line and pericyte cell line of human spinal 
cord.  These immortalized cell lines adequately keep cellular properties of cells in vivo, 
and thus will be widely used as potent research tools for the human muscle disorders and 
spinal cord diseases including multiple sclerosis and neuromyelitis optica. 
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１．研究開始当初の背景
神経系構成細胞の機能を制御して難治性神
経疾患の根本的治療を目指す、という戦略を
立てた場合、それぞれの細胞の分子特性が十
分に理解されているという大前提がクリア
される必要がある。各細胞のヒト不死化株は
この目的を達成するにあたっての最も重要
なツールの一つであり、その必要性について
は疑念の余地がない。しかし、世界の多くの

研究室で“不死化細胞株”として使用されてい
た細胞の大多数は、単に SV40 large T 
antigen、ヒト papilloma ウイルス遺伝子な
どを transfect して“癌化”させたのみの細胞
であり、ほとんどが元細胞の重要な蛋白を欠
失しているだけでなく、多くは腫瘍化し、元
細胞の形質を殆どとどめない形状に分化し
てしまう傾向が顕著であった。このため、不
死化細胞株の解析による元細胞の性状の詳
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細な解析、あるいは、不死化細胞株を用いた
生理的な in vitro実験システムの構築といっ
た本来の目的の達成にはほど遠い状況が続
いていた。汎用性が高く、かつ元細胞の形質
を完全に保持した優れたヒト神経系不死化
培養細胞株は、その技術的困難から国内外と
も殆ど確立されていなかったのが、本研究開
始時点での現状であったといってよい。
 研究代表者の研究室では、この数年来適切
な不死化遺伝子の選択や株化細胞の維持に
最適な条件を探求してきた結果、温度感受性
SV40 large T 抗原とヒトテロメラーゼ遺伝
子のレトロウイルスベクターを用いた
double transfectionが、ヒト細胞の不死化に
最良の方法であるという結論を得、2010 年
に至ってようやく、ヒトバリアー構成不死化
細胞株に関する論文を複数上梓することが
できた（Sano et al. J Cell Physiol 2010; 
Shimizu et al. J Cell Physiol 2010）。この温
度感受性 SV40 large T抗原は通常の培養温
度である 37oC で不活化するため、通常の培
養環境では癌化遺伝子の活性化がおこって
いない細胞として扱うことができ、また、生
化学的・形態学的にも一次培養細胞とほぼ区
別のつかない特性が継代を重ねても維持さ
れるという利点をもつ。この不死化細胞作製
を公表するや否や、国内外の多数の施設から
細胞譲渡・共同研究の依頼があり、現在、国
立精神・神経医療研究センター神経研究所、
フランス・ナント大学、米国 UCSF等に細胞
が供与され、共同研究が進行中である。この
シンプルな研究計画の実現はまさに世界か
ら待たれていたのであり、最適な不死化条件
が確立した現在、バリアー構成細胞に留まら
ず神経系のすべての細胞にこの不死化技術
を応用し、神経系構成細胞の細胞学的特性を
明らかにする基盤を整備するという本研究
の目的が達成される背景がようやく成立し
た。

２．研究の目的
(1) 研究代表者の確立した温度感受性 SV40 
large T 抗原とヒトテロメラーゼ遺伝子のレ
トロウイルスベクターを用いた double 
transfection によるヒト不死化細胞株作製技
術を更に発展させ、神経細胞を除くヒト中枢
神経系・末梢神経系構成細胞の不死化細胞株
を網羅的に作製する。樹立した不死化細胞株
を用いて、個々の神経系構成細胞の生物学的
特性を把握する基盤を整備すること。
(2) 複数種のヒト不死化細胞株を用いて神経
系の in vitroモデルを再構築することにより、
より生理的条件に近い形での実験系を樹立
して難治性神経疾患の解明に寄与すること。
この 2年間で目的としたのはヒト脳血管モデ
ルの構築である。
上記 2点が本研究の目的である。

３．研究の方法
文書による承諾の得られたヒト脳、末梢神経
および骨格筋の剖検材料、または手術材料を
用いる。十分な洗浄ののち、無菌操作下での
コラゲナーゼ、ディスパーゼによる細胞分離
を含む定法にのっとって目的とする細胞の
単離を行い、続いて一次培養を行う。培養皿
上に複数のコロニーが形成された段階で、レ
トロウイルスベクターを用いて温度感受性
SV40 large T抗原、続いてヒトテロメラーゼ
遺伝子を transfectする。不死化形質を獲得
した単独細胞を複数クローニングし、それぞ
れを樹立細胞株の候補とする。
候補各クローンについて、発現遺伝子を中
心とした生化学的解析と生理学的解析を行
う。目的とする細胞の in vivoでの形質を最
も良好に保持している細胞株をピックアッ
プし、キーとなる分子の蛋白レベルでの発現
を確認してヒト不死化細胞株の樹立とする。
上記の手技によって確立した不死化細胞
株を複数組み合わせ、神経系の in vitro三次
元モデルを構築する。

４．研究成果
(1) ヒト骨格筋由来微小血管周細胞（図 1）、
微小血管由来内皮細胞（図 2）の不死化細胞
株が樹立できた。

図 1 ヒト骨格筋由来微小血管周細胞株。
不整形、多角形の形態を示す。

(2) ヒト脊髄微小血管由来周細胞、同微小血
管由来内皮細胞の不死化細胞株が樹立でき
た。



図 2 ヒト骨格筋由来微小血管内皮細胞
株。紡錘形の形態は 20継代以上維持可能
であった。

骨格筋微小血管由来不死化細胞株について
は、ヒト壊死性筋症の代表的疾患である抗
SRP 抗体筋症患者の血清がこの血管周細胞
の細胞死を惹起することを報告した
(Manuscript in preparation)。また、後者に
ついてはヒト脳および末梢神経バリアー由
来内皮細胞・血管周細胞との比較を行い、脊
髄微小血管由来内皮細胞・血管周細胞は独自
の細胞学的形質を把持していることを確認
した(Maeda et al. Clin Exp Neuroimmunol 
2013, in press)。
当初の目的の 1 つであった脳血管 in vitro 
modelの構築は、良好なヒト血管平滑筋細胞
株の樹立ができなかったために研究期間中
の達成は残念ながらできなかった。しかし、
細胞株化の技術的情報はこの 2年間で十分蓄
積されており、継続する研究課題で達成し得
るものと考えている。
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