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研究成果の概要（和文）：慢性の神経障害性疼痛に対しては、三環系抗うつ薬やプレガバリン、ガバペンチンなどの抗
てんかん薬による内服治療が主体になるが、難治性で服薬も長期に渡る症例が多い。最近、新たな治療の試みとして、
ラットを用いた実験で胚性幹細胞(ES)細胞から分化誘導させたGABAergic神経細胞のくも膜下投与によって脊髄損傷に
因る神経障害性疼痛が軽減される事が報告されている。将来的な臨床応用を目指して、マウス線維芽細胞を神経細胞に
変換し、GABAergic神経細胞を誘導分離する方法を検討する。神経障害性疼痛モデルマウスを作製し、試験的に分離細
胞をくも膜下に投与し、神経障害性疼痛が軽減されるかどうかを検討する。

研究成果の概要（英文）：For future clinical application, we tried to convert a mouse fibroblast into nerve
 cells and examined a method to derive it, in order to isolate GABAergic nerve cells. We prepared neuropat
hic pain model mice for intrathecal administration of the separation cells on a trial basis, to consider w
hether neuropathic sharp pain would be reduced.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 末梢神経あるいは中枢神経の損傷による神
経障害性疼痛に対しては、慢性期には三環系
抗うつ薬やプレガバリン、ガバペンチン、ク
ロナゼパムなどの抗てんかん薬による内服治
療が主体になるが、難治性で服薬も長期に渡
る症例が多い。最近、新たな治療の試みとし
て、ラットを用いた実験でマウスの胚性幹細
胞(ES)細胞から分化誘導させたGABAergic神
経細胞のくも膜下投与によって脊髄損傷に因
る神経障害性疼痛が軽減される事が報告され
ている(1)。本研究者はマウスのES細胞や受精
卵を用いて遺伝子変異マウスの作製に従事し
た経験が多くあり(2-5)、こうした発生工学を
生かした新たな疼痛治療の開発を着想した。 
 将来的な臨床応用を考えるとES細胞の使用
は問題が多い。2006年にYamanakaらによって、
ES細胞の様に多様な細胞に分化出来る分化万
能性 (pluripotency)と、分裂増殖を経てもそ
れを維持出来る自己複製能を持つiPS細胞
（induced pluripotent stem cells）が、マ
ウスの線維芽細胞に4種類の遺伝子を導入す
ることにより、世界で初めて作られた(6)。ま
た、2007年にはヒトの線維芽細胞からも同様
にiPS細胞が作成された(7)。iPS細胞は体を構
成するすべての組織や臓器に分化誘導するこ
とが可能と考えられ、ヒトの患者自身からiPS
細胞を樹立する技術が確立されれば、拒絶反
応の無い移植用組織や臓器の作製が可能にな
ると期待されている。また、患者自身の細胞
からiPS細胞を作製し、そのiPS細胞を特定の
細胞へ分化誘導することで、従来は採取が困
難であった組織の細胞を得ることができ、今
まで治療法のなかった難病に対してその病因
や発症メカニズムを研究したり、薬剤の効
果・毒性を評価することが可能となる。実際、
2008年には筋萎縮性側索硬化症の患者の線維
芽細胞からiPS細胞を経て運動神経細胞が作
製されている(8)。 
 一方、体細胞からiPS細胞への
de-differentiationとiPS細胞から特定の分
化した細胞へのre-differentiationの過程を
簡略化して、iPS細胞を経ずに体細胞を直接特
定の細胞に変換分化させる試みも始まってい
る。2010年には３種類の遺伝子を導入する事
により、マウス線維芽細胞を神経細胞に変換
出来た事が発表された(9)。Vierbuchenらはこ
の神経細胞をinduced neuronal(iN)cell(転
換神経細胞と仮に呼ぶ)と名付けた。このiN 
cellは大部分が興奮性の神経細胞だが一部は
GABAergic神経細胞である。 
 本研究は、将来的に患者由来の線維芽細胞
からその患者のiN cellを作製し、これを患者
のくも膜下などに投与することによって、難
治性の神経障害疼痛の治療を行うための基礎
研究である。そのために、マウス線維芽細胞
からiN cellを作成する方法を検討する。また、
脊髄損傷モデルマウスを作製し、iN cellをく
も膜下投与し、疼痛が軽減されるかどうかを
検討することを目指す。 
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２．研究の目的 
 iPS 細胞のヒトへの臨床応用での最大の懸
念は、iPS 細胞の癌化である。iPS 細胞は分
裂増殖能を持ち、また、患者自身の細胞であ
るので免疫機構による排除も受けない。iPS
細胞を用いる場合は混入したiPS細胞の癌化
の懸念がある。従って患者から採取し易い線
維芽細胞などからiPS細胞の段階を経ずに直
接目的の分化した細胞、本研究では iN cell
が得られれば、そうした可能性は少なくなる。 
 もう一つの懸念はiPS細胞作製時に遺伝子
導入に用いるレトロウイルスが染色体内の
不特定部位に挿入されるため、遺伝子変異を
もたらす可能性がある事である。Vierbuchen
らも iN cell 作製のために、線維芽細胞にレ
トロウイルスであるレンチウイルスを用い
て３種類の遺伝子を導入発現させている。こ
れに対して、レトロウイルスを用いないで遺
伝子導入を行う方法や、遺伝子導入を用いず
に薬剤によってiPS細胞を作成する試みが行
われている。Kim らは iPS 細胞作成に必要な
4 種類の遺伝子から出来る蛋白質にそれぞれ
cell penetrating peptide(CPP)を融合した
蛋白質を作製した。これらの融合蛋白は線維
芽細胞に細胞外から取り込まれる性質を持
ち、これらを用いて iPS 細胞を作製する事に
成功している(10)。 
 本研究では、iN cell 作製に必要な３種類
の遺伝子産物（蛋白質）に CPP を融合させ、
これをマウス線維芽細胞に取り込ませ、遺伝



子導入を用いずに、線維芽細胞から iN cell
を作成する事を目指す。この方法論によって、
癌化や遺伝子変異の危険性を小さくする事
が出来る。 
 患者自身の皮膚などの線維芽細胞から iN 
cell を作製し、GABAergic 神経細胞を誘導分
離し、脊髄損傷による神経障害痛のある患者
にくも膜下投与する。これによって疼痛が軽
減されれば、患者は服薬から解放される。神
経障害性疼痛に対しても処方される三環系
抗うつ薬やプレガバリン、クロナゼパムなど
の抗てんかん薬は眠気、だるさなどの訴えも
多く、患者の肉体的並びに精神的な活動性も
制限される。また、iN cell は患者由来の細
胞であるので、臓器移植患者の様に免疫抑制
剤を服薬する必要もない。 
 テーラーメイド医療の見地からも、患者由
来の iN cell 作製法が確立すれば、線維筋痛
症など抑制性神経系に何らかの変異（患者毎
に異なる変異がある可能性もある）が関与し
ていると考えられる疾患の患者由来の iN 
cell を作製し解析する事によって、病態の解
明、治療法の開発、より有効な治療法や内服
薬の選択に寄与すると考えられる。 
 本研究計画の方法論は現在世界中で競争
が繰り広げられている分野である。研究期間
中により優れた方法論が開発される可能性
は高い。実際にはその時点での他の研究者に
よる研究成果を適宜取り入れて行う事にな
るにしても、本研究計画を実行する事は、い
ざ患者に対して臨床応用する場合に有益な
経験となると考えられ、準備段階としてマウ
スを用いた基礎研究は必要な課程である。 
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３．研究の方法 
 臨床応用への準備段階として、マウス線維
芽細胞を神経細胞に変換し、GABAergic 神経
細胞を誘導分離する方法を検討する。神経障
害性疼痛モデルマウスを作製し、試験的に分
離細胞をくも膜下に投与し、神経障害性疼痛
が軽減されるかどうかを検討する。 
 モデルマウスにおける疼痛試験は、プラン
ター式鎮痛効果測定装置（UGO BASILE社）と
ホットプレイトテストによって行なう。プラ
ンター式鎮痛効果測定装置ではマウスの後肢
に赤外線光源から熱刺激を与え、反応時間を
カウンターで自動測定し、熱刺激に対する痛
覚過敏度を患側肢と健側肢それぞれ測定して
いる。ホットプレイトテストではマウス用足
底熱刺激装置(hot plate)により熱刺激を与
え、それに対する反応時間を測定する。Hot 
plateの温度設定は54.5度とする。測定時間は
熱による組織の障害を防ぐため、60秒を最大
値とし、それ以上の場合はすみやかにマウス
をhot plateから移動させる。 

４．研究成果 
 Vierbuchenらはマウス線維芽細胞がAscl1、
Brn2、Myt1lの３種類の蛋白質によって、iN 
cellになる事を示した。また、KimらはiPS細 
胞作製に必要な蛋白質にnine arginine 
repeat (9R)配列を融合させると、細胞培養液
に加えた融合蛋白質が線維芽細胞の細胞内に
取り込まれiPS細胞に転換される事を報告し
ている。そこで、Ascl1、Brn2、Myt1lの３種
類の蛋白質のカルボキシル末端にそれぞれ9R
配列を付加し、また、アミノ末端に6 x 
histidine tagを付加した融合蛋白質を発現
するcDNAを含む発現プラスミドベクターを作
製する。各蛋白質のcDNAはマウス胎児脳RNA
からRT-PCR反応によって作製中であり、この
発現プラスミドベクターをHEK293細胞（ヒト
胎児腎臓細胞由来）に遺伝子導入し、融合蛋
白質を一種類ずつ産生する安定発現細胞株を
得る予定である。安定発現細胞株作製につい
ては、リポフェクチンによるプラスミド遺伝
子導入後にネオマイシンによるセレクション
を行なう事によって作製するが、過去の研究
で実施している（J Biol Chem. 2003 Sep 
5;278(36):34525-32. PMID: 12821650 Epub 2003 Jun 
23. The KDEL receptor modulates the endoplasmic 
reticulum stress response through mitogen-activated 
protein kinase signaling cascades. Yamamoto K1, 
Hamada H, Shinkai H, Kohno Y, Koseki H, Aoe T.）。 
 並行して、神経障害性疼痛モデルマウスの
作成を進めている。C57/BL6マウスを用いて坐
骨神経部分損傷モデル(partial sciatic 
nerve injury,PSL,Seltzer model)を作製した。
プランター式鎮痛効果測定装置（UGO BASILE
社）を用いて、熱刺激に対する痛覚過敏度を
患側肢と健側肢それぞれ継時的に測定してい
る。 
 Ascl1、Brn2、Myt1lの３種類の融合蛋白質
の作成に時間がかかっており、今後これをさ
らに進める。この発現プラスミドベクターを
HEK293細胞（ヒト胎児腎臓細胞由来）に遺伝
子導入し、融合蛋白質を一種類ずつ産生する
安定発現細胞株を得る予定である。これらの
細胞は遺伝子導入された各融合蛋白質を産生
する。各融合蛋白質を一つずつ、マウス線維
芽細胞の培養液に加える。マウス線維芽細胞
はC57/BL6マウスの受精後13,5日胚から作製
済みである。Dulbecco’s modified essential 
medium (DMEM;Sigma Chemical Co.)に10％
fetal bovine serum (FBS), 2mM glutamine, 50 
mg/mlのstreptomycin と50 U/mlの
penicillin G.を加えた通常の細胞培養液で
5% CO2、37度の培養器で培養可能であった。 
継代の過程で自然に形質転換し、増殖能を獲
得した。従って、必要なだけ細胞を増殖させ
て確保する事が可能である。ただ、神経細胞
への形質転換後に、増殖能がどうなるのか検
討が必要である。 
 各融合蛋白質の線維芽細胞への取り込みに
最適な条件を検討した上で、それに従って、
３種類の融合蛋白質をマウス線維芽細胞に同



時に投与する。線維芽細胞に融合蛋白質を投
与して、１２日前後から、細胞を一部固定し、
神経細胞に発現するMAP2蛋白の発現を免疫蛍
光染色で観察する。坐骨神経部分損傷モデル
を作成後１週間で患側肢に痛覚過敏が検出出
来たら、このモデルマウスにGABAergic神経細
胞への分化を促進したiN cellをくも膜下投
与する。対照群として生理食塩水注入群、マ
ウス線維芽細胞注入群を設ける。投与後1週間
ごとに、プランター式鎮痛効果測定装置また
はホットプレイトテストによる測定を行う。
測定結果に応じて、iN cellの投与量、投与方
法（複数回、単回）など改善点を適宜検討す
る。一部のiN cell投与後の神経障害性疼痛モ
デルマウスは、投与後１ヶ月経過した時点で、
安楽死させ、経心臓的に灌流固定し、パラフ
ィン包埋標本を作製する。組織切片を作製し、
hematoxylin-eosin染色によって脳・脊髄の病
理変化を、形態学的に観察する。 
 現在iN cellの作製に成功していないが、近
年低分子化合物の投与でiN cellを作製した
との報告があり、今後はそうした方法も合わ
せて用いて作製を試み、研究を継続する予定
である。 
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