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研究成果の概要（和文）：再生医療実現のための細胞源として、生体内で最終分化した細胞に対して遺伝子導入を伴わ
ない分化転換により目的とする機能細胞を確保する可能性につき検討した。その結果、特定組成の神経細胞分化誘導因
子の存在下に骨芽細胞は神経細胞様細胞形態へと分化転換し、特有のタンパク質を発現することが確認された。さらに
これらの細胞をマウス脊髄損傷モデルに移植したところ、後肢の運動回復が確認でき、組織学的免疫細胞組織学的にも
脊髄の機能の回復が認められた。これらのことから、最終分化した細胞でも適切な分化誘導環境におくことで遺伝子導
入を伴わない分化転換現象が起こりうること、その細胞は再生医療に有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the new method for direct reprogramming of adult 
somatic cells into different cell type by changing environment around cells without gene transfection of 
transcriptional factors. As a result, mouse osteoblastic cells cultured under the neural conditioned 
medium were induced transdifferentiation into neural cells. These cells expressed some proteins related 
neural cells. Moreover, to elucidate the possibility that these cells could be use as the cell source for 
regenerative medicine of spinal cord, these cells were transplanted with mouse spinal cord injury model. 
As a result, recovery of motor function of hind limbs was confirmed. Moreover, it is indicated that these 
cells could produce/secretion some neurotrophic factors. From these findings, it is suggested that adult 
somatic cells could be a source of regenerative medicine without gene transfection.

研究分野：外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
 
 現在行われている生体臓器移植や人工臓
器移植などの先端医療には、それぞれ拒絶反
応や耐久性、機械的強度などのさまざまな問
題点や限界があり、Quality of Lifeの向上を
目指す上で細胞を用いた再生医療の果たす
役割は大きい。再生医療においては、安定し
た幹細胞の供給源を確保することはきわめ
て重要であり、胚性幹細胞（ES 細胞）や成
体幹細胞、あるいは人工多能性幹細胞（iPS
細胞）を用いた研究が進められている。しか
し、細胞の安定性等の生物学的制約や倫理的
問題、分離・同定法の未確立、さらにはウイ
ルスベクターを用いた遺伝子導入に伴う安
全性の確保など、安全で確実な再生医療実現
のためには未だ克服すべき点が多い。そのた
め、新たな視点に立った、細胞源の確保と安
定的な供給は急務であると言える。 
 
２．研究の目的 
 
 そこで、本研究では、再生医療に利用する
細胞を、従来のような幹細胞（すなわち、ク
ローン技術により作製する ES細胞や効率的
選別・分離方法が確立されていない成体幹細
胞、あるいは造腫瘍性の懸念が克服されてい
ない iPS細胞）ではなく、生体内において最
終分化したと考えられる種々の細胞（骨芽細
胞、軟骨細胞、筋細胞、神経細胞、血管内皮
細胞など）とし、これらの細胞への遺伝子操
作を行うことなく、他の機能細胞に分化転換
させる方法を確立し、併せてこの分化転換現
象がエピジェネティックな変化なものであ
ることを確かめるとともに、積極的なエピジ
ェネティクス制御を駆使することによる新
たな視点からの再生医療の実現を目的とし
ている。そこで本研究期間においては、まず、
分化転換の対象とする細胞を顎口腔領域か
ら比較的簡単に採取が可能な骨芽細胞とし、
骨芽細胞を神経細胞に安定的に分化転換さ
せ、分化転換により作製された神経細胞の分
子細胞生物学的特性について確認するとと
もに、in vivoにおける神経組織の再生への応
用の可能性について実証することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）骨芽細胞から神経細胞への分化転換 
 
 特定組成の神経細胞分化誘導因子の存在
下にマウス骨芽細胞株である MC3T3-E1 細
胞の分化転換を行い、表現型の変化を経時的
に観察するとともに、神経細胞の特徴である
細胞突起（dendrite および axon）の形成・
伸長を形態学的に観察する。さらに神経細胞
の分化マーカーである neurofilament 200、glial 
fibrillary acidic protein (GFAP) 、 Tuj-1
（Neuron-specific class III beta-tublin）等の遺

伝子発現（real-time RT-PCR法）、タンパク
質発現（Western blotting法、免疫細胞化学
的手法）を指標として神経細胞への分化状態
を確認する。 
 
（２）分化転換後の細胞の機能について検討 
 
  分化転換により作製した細胞が実際に神
経細胞としての機能を有しているか否か、
NGF 刺激に対する電気生理学的応答性を細
胞外誘導法により検討する。また、膜電位感
受性蛍光色素である Di-8-ANEPPS を用いて
分化転換した細胞に通電刺激を行い、膜電位
の変動を測定することにより、神経細胞の機
能を有することを確認する。また、in vitro
において分化転換した神経細胞の軸索を、
AXISTM（Axon Investigation System）を用
いて計測し、神経細胞としての機能の定量的
評価を行う。 
 
（３）機能細胞の再生医療への応用の可能
性の検討 
 
 GFP 標識した MC3T3-E1 細胞を、前述の
分化転換条件で培養し神経細胞へと分化転
換させた後、あるいは、細胞をそのまま、マ
ウスに人工的に作製した脊髄損傷部位に移
植する。その時の経時的なマウスの後肢運動
能の回復につき経時的に観察する。また、そ
の時の経時的な組織変化と細胞の局在、分布
について GFP をマーカーとして追跡観察す
る。さらに再生部位のタンパク質発現を免疫
細胞化学的手法により確認し、分化転換によ
り作製された神経細胞が実際に生体内にお
いて神経再生に関与することを明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
 
（１）骨芽細胞から神経細胞への分化転換結
果 
 
 マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 を用いて、特
定の条件下で培養すると、遺伝子導入するこ
となく、神経細胞様の形態、つまり、細胞突
起様の形成・伸長を確認できた。 



（２）分化転換後の細胞機能検討の結果 
 
 さらに、このとき、神経細胞関連分子とし
て知られるニューロフィラメント200やGFAP
を指標に免疫細胞化学的手法によりタンパ
ク質発現を検討した結果、この分化転換後の
細胞にこれらのタンパク質が発現している
ことが確認できた。 
 
 

 
 また、電気生理学的検討により、分化転換
した細胞を NGF 刺激したところ、電位変化が
確認でき、分化転換後細胞は神経細胞として
の機能を有している可能性が示唆された。 
 以上のことから、遺伝子導入を伴わない培
養条件のみによる機能細胞の分化転換が可
能であることが示唆され、これらは、細胞が
おかれた環境によるところが大きいことが
示された。 
 以上をまとめると、MC3T3-E1 が骨芽細胞か
ら神経細胞への分化転換能を有し、それが細
胞を取り巻く環境によって誘導されること
がわかり、そこから考慮すると、中枢神経系
の再生医療においても、周囲環境が整えば分
化転換現象を利用した細胞再生医療が可能
になるのではないかという仮説の下、マウス
脊髄損傷モデルを作成し、その損傷部へ直接
MC3T3-E1 を移植することで、神経再生が可能
か否かについて検討を進めた。 
 
（３）機能細胞の再生医療への応用 
  
 機能細胞である骨芽細胞を用いて中枢神
経再生が可能か否かを検討するために、まず
マウスを用いて脊髄損傷モデルを作成した。
マウス第 10 胸椎を露出させ、これを幅２mm
で切断し、後肢の完全な運動機能障害が出現
することを確認した。 
 この脊髄損傷モデルマウスに対して、脊髄
損傷と同日に GFP 標識した MC3T3-E1 細胞と
マトリゲルを混和して損傷部に移植し、コン
トロール群としてマトリゲルのみの移植群
と切断のみの群を準備した。切断後１週間お
きに後肢運動機能を BBB Scale（後肢運動機
能を視覚的に点数評価する基準）にて評価し、
切断後５日目と 12 週目に組織学的検討も行
った。 

 その結果、脊髄切断後、切断のみを行った
群とマトリゲルのみ移植のコントロール群
では 12 週後も後肢の運動機能は完全に失わ
れたままであったが、マトリゲルに MC3T3-E1
を混和し移植した群では、後肢を大きく動か
せる程度まで運動機能の回復が認められた。 
 
 

 
 そこで、脊髄切断部の組織学的検討を行っ
た。その結果、切断後５日目の脊髄損傷部で
は、切断のみの群では脊髄が断裂しており、
神経の変性が起こっていることが確認でき
た。マトリゲルのみ移植群と細胞移植群では
それに加えて損傷部にマトリゲルが存在し
ていた。この各群の頭側では組織所見に明ら
かな違いは認められなかったが、尾側におい
て、その違いが明らかとなった。つまり、切
断のみの群とマトリゲルのみ移植群では脊
髄組織の変性、細胞数の減少が認められたが、
一方、細胞移植群では、多くの細胞が存在し
ていることが確認できた。また、脊髄損傷部
では、切断のみの群で細胞数の著しい現象や
変性が認められ、マトリゲルのみ移植の群で
はマトリゲル中に少数の紡錘形細胞が散在
していた。細胞移植群にはマトリゲル中に多
くの類円形の細胞が認められた。 

 
 



 そこで、脊髄損傷部およびその頭側と尾側
における細胞数を比較したところ、頭側にお
いては各群管に有意差はなく、損傷部におい
ては切断のみの群に対してマトリゲルのみ
移植群および細胞移植群において細胞数が
多い傾向が認められた。一方、尾側において
は、細胞移植群において切断のみの群とマト
リゲルのみ移植群に比較し、有意に多くの細
胞が認められた。 

 
 また、この尾側において、神経細胞関連因
子であるニューロフィラメント200およびミ
エリンベーシックプロテインのタンパク質
発現について免疫組織化学的に検討したと
ころ、切断のみの群、マトリゲルのみ移植群
ではともに陽性細胞は認められなかったの
に対し、細胞移植群では損傷部に GFP 陽性細
胞が認められ、損傷部に近接する尾側の組織
にニューロフィラメント200陽性細胞も認め
られたが、両者の局在は一致しなかった。一
方、ミエリンベーシックプロテイン陽性細胞
は認められなかった。 
 
 

 
 
 さらに脊髄損傷後 12 週目では、組織学的
検討を行うと、切断のみの群、マトリゲルの
み移植群では、損傷部から尾側にかけて脊髄
の断裂や萎縮が認められるが、一方で、細胞
移植群では、損傷部脊髄の萎縮は認められる
ものの、尾側においてほぼ正常な脊髄組織が
維持されていた。 
 
 
 
 
 
 

 このときの神経細胞関連分子のタンパク
質発現についても、ニューロフィラメント
200、GFAP、ミエリンベーシックプロテイン
を指標として検討すると、損傷部に近接する
尾側の領域において、切断のみの群では少数
のニューロフィラメント200陽性細胞の存在
が認められたのに対し、GFAP、ミエリンベー
シックプロテインの発現は認められなかっ
た。マトリゲルのみ移植群においても、損傷
部に近接する尾側においてニューロフィラ
メント200の陽性細胞が認められるのみであ
った。一方、細胞移植群においては、多数の
ニューロフィラメント200陽性細胞に加えて、
少数の GFAP 陽性細胞およびミエリンベーシ
ックプロテイン陽性細胞が認められた。 
 
 

 
 
 そこで、これらの陽性細胞が移植骨芽細胞
であるかどうかを確認するため、GFP の局在
との関連を比較検討した。その結果、GFP 陽
性を示す移植細胞にはニューロフィラメン
ト 200 の発現は認められず、GFAP およびミエ
リンベーシックプロテインの発現が確認さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 以上の結果から、①骨芽細胞株 MC3T3-E1
が神経細胞様細胞への分化転換能を有して
いること、②脊髄損傷モデルにおいて骨芽細
胞を移植することで後肢運動機能障害が改
善すること、③骨芽細胞を移植することで損
傷部より尾側の脊髄の変性が抑制されるこ
と、④移植骨芽細胞が GFAP やミエリンベー
シックプロテインを発現し、その周囲の細胞
でニューロフィラメント200の発現がみられ
るようになること、が確認できた。これらの
ことから、細胞移植によって後肢運動機能が
改善したメカニズムとしては、移植骨芽細胞
がアストロサイトやオリゴデンドロサイト
に分化することにより、損傷部周囲の組織に
対し保護効果をもたらすとともに、ニューロ
トロフィックファクターなどの産生・分泌に
よる神経再生へのサポーティブな効果をも
たらしたことによる可能性が考えられた。今
後はさらに検討を重ね、より安全で効率的な
機能細胞による再生医療実現を目指してい
く予定である。 
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