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新規誘導法で樹立された神経幹細胞は脳梗塞を治療しうるか？

Therapeutic effect of cell transplantation with novel induced neural stem cells in 
stroke animal model

６０６４４４０８研究者番号：

山下　徹（Yamashita, Toru）

岡山大学・医歯（薬）学総合研究科・講師

研究期間：

２５８７０４６０

平成 年 月 日現在２８   ６   ２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：神経幹細胞特異的な4つの転写因子群をマウス皮膚線維芽細胞にレトロウイルスベクターを
用いて強制発現させることで、iNS細胞株を誘導した。得られたiNS細胞株はニューロンとグリア細胞にそれぞれ分化で
きることも確認した。
また脳梗塞マウスモデルの検討ではiNSC細胞移殖群ではvehicle群と比較して、明らかな生存率の改善と運動機能改善
効果を認めた。以上の実験結果から新規iNS細胞株は脳梗塞急性期において治療効果があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：iNSC transplantation successfully improved the survival rate of stroke model mice 
with significant functional recovery from the stroke, suggesting that the directly converted iNSCs may 
represent a promising and safe cell resource for transplantation therapy in patients suffering from 
ischemic stroke.

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 

2006年8月に京都大学山中伸弥教授ら

によってマウス皮膚線維芽細胞に４つの転

写因子（Oct3/4, Klf4, Sox2, c-Myc）を強

制発現させることで iPS 細胞が誘導できる

ことが発表された。iPS 細胞はほぼすべて

の組織に分化する‘分化万能性‘と無限に

増殖できる‘自己複製能‘を併せ持つ多能

性幹細胞であり、この技術を使うことで患

者自身の皮膚細胞から神経系細胞を含む多

様な細胞種を誘導でき、脳梗塞やパーキン

ソン病等で失われた神経細胞を補充する神

経細胞移植治療への応用も期待されている。

しかしながら iPS 細胞から神経系細胞に分

化誘導し移植治療に用いる場合、少しでも

未分化な iPS 細胞が残存していると腫瘍形

成の可能性があり、臨床応用への大きな障

壁であった。この腫瘍化の問題を解決する

一つの有力な方法として現在注目されてい

るのが、iPS 細胞を経ずに皮膚細胞から神

経系細胞を誘導するダイレクトリプログラ

ミング法と呼ばれる手法である。 本研究

では、細胞移植治療への展開を踏まえ、増

殖能を持ちながら腫瘍形成のリスクの低い

とされる神経幹細胞（以下 iNS 細胞）を誘

導、樹立し、その治療効果と安全性を評価

することを目的としている。 

 
 
２．研究の目的 

本研究はマウス皮膚線維芽細胞より神

経幹細胞を直接的に誘導し、脳梗塞などを

含む神経疾患への治療応用へ展開するため

の基礎的研究基盤を確立することが目的で

ある。計画している具体的な研究項目は、

①皮膚線維芽細胞株からダイレクトリプロ

グラミング法により神経幹細胞株を樹立 

②神経幹細胞株を脳梗塞マウスモデルに移

植することでその治療効果と腫瘍形成能を

評価の２つである。 

 

３．研究の方法 

① iNS 細胞株の樹立とその多分化能

を確認。 

我々は、今回 韓国建國大学の Dong Wook 

Han 博士との共同研究により神経幹細胞特

異的な 4つの転写因子（ここでは Factor X

ｓとする）をマウス皮膚線維芽細胞にレト

ロウイルスベクターを用いて強制発現させ、

まず iNS 細胞株の樹立樹立を行った。また

至適条件下でニューロンとグリアに分化誘

導し、免疫染色で評価した（多分化能の確

認）。 
 

② iNS 細胞株を脳梗塞マウスモデル

に移植することでその治療効果と腫瘍形成

能を評価。 

8-9週齢オスのC57B6マウスに30分間

一過性中大脳動脈閉塞術を行い、その 24

時間後に iNS 細胞株を脳梗塞周辺領域に細

胞移植を行った。（iPS 細胞株はレンチウイ

ルスで GFP 標識されたものを用いた。）コン

トロール群として、中大脳閉塞術を行って

いないマウスにも同様の細胞移植を行った。

その後、ローターロッド、コーナーテスト

等運動機能評価を経時的に行い、28 日後と

８ヵ月後に還流固定後、免疫組織学的解析

を行った。 HE 染色と Nissle 染色で梗塞巣

体積と腫瘍の有無を評価し、各種細胞マー

カーで移植された GFP 陽性細胞がどのよう

な種類の細胞に分化、生着しているかを詳

細に評価した。 

 

４．研究成果 

神経幹細胞特異的な 4つの転写因子群

をマウス皮膚線維芽細胞にレトロウイルス

ベクターを用いて強制発現させ、培養開始

４週間後、皮膚線維芽細胞の形態はクラス

ター状に変化し、EGF,FGF 存在化で継代す

ることで、iNS 細胞株を誘導した。得られ

た iNS 細胞株は Nestin, Sox2, Olig2 など

の神経幹細胞マーカーが陽性であることが



確認された。またニューロンとグリア細胞

にそれぞれ分化させた場合、ニューロンの

マーカーである MAP2, Tuj1、アストロサイ

トのマーカーである GFAP, オリゴデンド

ロサイトのマーカーである GalC がそれぞ

れ陽性であることも確認でき、得られた

iNS 細胞株が多分化能を持つことも確認で

きた。   

また脳梗塞マウスモデルの検討では

iNSC細胞移殖群ではvehicle群と比較して、

明らかな生存率の改善と運動機能改善効果

を認めた。移植後 28 日後、8ヶ月後の検討

の結果、移植された細胞は大部分がアスト

ロサイト等のグリア細胞に分化しているこ

とが明らかになった。また移植後 8ヶ月ま

での間で、その細胞移殖群から腫瘍形成は

認めないことを確認できた。 

以上の実験結果から新規 iNS 細胞株は

脳梗塞急性期において治療効果があり、か

つ安全性が高いことが明らかになった。今

後臨床応用に向けて、更なる研究開発を行

っていく必要がある。 
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