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研究成果の概要（和文）：末梢神経損傷に対するシュワン細胞移植の効果が報告されiPSc由来神経堤幹細胞(NCSC)はシ
ュワン細胞を作成するソースとして期待されている．ヒトiPScをRhoキナーゼ阻害薬添加medium,成長因子を含むKSR me
dium,神経系細胞培養液へ経時的に濃度を変え培養した．免疫化学染色及びフローサイトメトリーにおいてiPScはNCSC
特有のp75，HNK-1陰性に対し,分化後の細胞では63％陽性であった．免疫不全マウスを用いた坐骨神経圧挫モデルを作
成し分化させたNCSCを移植した。移植後短期の組織標本ではコントロールと比べ有意な差は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have also shown that such sequelae affect neural stem cell and 
Schwann cell transplantation for nerves that have been damaged. Human induced pluripotent stem cells 
(hiPSCs) underwent monolayer culture on hiPSC maintenance medium on plastic dishes coated with Matrigel. 
Approximately 7 to 10 of these cells differentiated and were cultured further in Neural crest 
differentiation medium containing inhibitor. Markers of NCSCs; p75, Hnk1 were chosen as indicators of 
differentiation, while Sox2 was chosen as a marker for hiPSCs. After Immunocytochemistory and flow 
cytometry. It was found that the differentiated cells were negative for Sox2 and positive for p75 (65% ± 
9%). Next, we performed that differentiated NCSCs transplanted to naked mouse sciatic nerve damage model. 
The specimen was not shown nerve degenerative findings.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 

整形外科領域において外傷等による末梢

神経損傷は時に麻痺や知覚脱失・鈍麻な

ど の 重 篤 な 後 遺 症 を 残 し 患 者 の

activities of daily living や quality 

of life に多大な影響を及ぼす。 過去の

基礎研究では神経栄養因子や成長因子投

与で末梢神経修復・再生の報告が散見さ

れるが、その効果に一定の見解は得られ

ていない。当教室における神経再生に関

する最近の研究では, ラット embryo 由

来神経軸索と newborn 由来 Schwann 細胞

の共培養実験において LRP-1 (リポ蛋白

受容体関連レセプター1) binding domain

が髄鞘形成を促進したと報告した

（ Yamauchi et al. Gordon research 

conference 2010，ISSLS 2012）。 また, ラ

ット坐骨神経末梢神経損傷モデルに対し

vein wrapping を行い vein から放出され

る血管内皮細胞増殖因子 (Vascular 

endothelial growth factor: VEGF) と 

肝細胞増殖因子 (Hepatocyte growth 

factor: HGF)が髄鞘の形成を促進し行動

学的評価を改善したと報告し (Murakami 

et al. Society for neuroscience 2011) 

末梢神経機能の改善には髄鞘形成の促進

が大きく関与することを示唆した。また、

マウス iPS 細胞を Astrocyte へ分化させ

マウス脊髄損傷モデルに移植し中枢神経

への影響を検証した研究を行っている

(Hayashi et al. J Neurosurg Spine 2011)。

京都大学山中教授らによる iPS 細胞の発

見以来、我が国では iPS 細胞を用いた再

生医療研究は発展の一途をたどっている。

臨床応用に向け最新の研究では拒絶反応

や悪性化の抑制等合併症への対策にも重

点がおかれ、国際的に最もアドバンテー

ジのある研究分野である。現段階では臨

床応用に関しては対象疾患が限られてい

るが、法制度の整備が進む現在、将来的

に必ずや裾野が広がるものと考える。ま

た、本計画の如くiPS細胞からのSchwann

細胞へ分化させ生体内における評価を得

た基礎研究は未だ存在しない。 iPS 細

胞を用いた本計画の利点は臨床応用を念

頭に置いた際、自家組織移植と異なり自

家の組織を損傷することなく再生組織を

供給できる、細胞バンクの設立により早

期の安定供給が期待できる点にある。ま

た、本研究の方法としては申請者の過去

の研究を基盤としている。生後 7 日のラ

ット後根神経節とヒト椎間板培養細胞を

共培養し、感覚神経の伸長にはヒト椎間

板培養細胞内における神経伸長因子の影

響を見出した (Yamauchi et al. Spine 

2009) 。また、胎生 15 日のラットから後

根神経節を採取し, primary の Schwann

細胞と共培養を行い，神経細胞生存能、

神経伸長能および髄鞘形成能を有するか

の検証を目的とした研究を行った

(Yamauchi et al. Gordon research 

conference 2010, ISSLS 2011). 以上よ

り、神経細胞との共培養を研究材料とし

た神経成長因子の解析は独自性を持って

これまで行った実績があり、本研究にお

ける iPS 細胞由来 Schwann 細胞の有する

神経成長因子の作用を十分評価できると

考える。本研究から有効な結果が認めら

れた場合、将来的には末梢神経障害によ

る機能不全や神経障害性疼痛を有する患

者の長期苦痛を改善しうる発展性のある

基礎研究計画であると考え、本研究を計

画した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的はヒト iPS 細胞を Schwann

細胞へ分化させ, 損傷末梢神経に移植す

ることによる神経修復効果を検証するこ

とである。損傷した末梢神経は、中枢神

経と比較し再生能が高いことがこれまで



報告されている。 末梢神経の再生には, 

再生軸索の足場としての Schwann 細胞の

存在と Schwann 細胞から生ずる種々の成

長因子が重要である。本研究ではまず

Schwann 細胞を作成するソースとして着

目されている iPS 細胞由来神経堤細胞 

(NCSC; neural crest stem cell) を分化

誘導し、免疫不全マウスの生体における

作用を評価検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

人工多能性幹細胞ヒト iPS 細胞 (253G1;

千葉大学細胞分子学講座より供与)を，

Menendez らの方法 (Nature prot.2013)

により、Matrigel コーティングしたプラ

スチックディッシュ上で Rho キナーゼ

(ROCK) 阻 害 薬 を 添 加 し た ips 

maintenance medium を用いて 2週間単層

培養を施行．KSR medium へ交換して 4日

間培養したのち，KSR medium から神経系

細胞培養液へ徐々に濃度を変化させてい

き，約 12 日で分化させた。BMP アンタゴ

ニストであるNogginおよびALK阻害剤で

ある SB431542 は分化誘導中同じ濃度で

継続して添加した。分化の指標として

NCSC のマーカーである p75, HNK-1, iPSC

のマーカーである SOX2 について免疫細

胞化学染色ならびにフローサイトメトリ

ーによる評価を行った。 

 

４．研究成果 

免疫化学染色では、iPS 細胞は p75 と

HNK-1 が陰性、SOX2 が陽性であったのに

対し、分化後の細胞は p75 と HNK-1 が陽

性、SOX2 が陰性であった。同様に、フロ

ーサイトメトリーにおいても iPS 細胞は

p75、HNK-1ともに陰性であったのに対し、

分化後の細胞では両者ともに陽性である

細胞が 63％存在した．以上の結果より、

iPS細胞がNCSCへ分化したと考えられた。

次に、免疫不全マウスである NOD/SCID マ

ウスの坐骨神経圧挫モデルを作成、分化

させた NCSC を移植した。移植群と非移植

群を移植後1,2週で圧挫部をHE染色し比

較したところ、形態に有為差は認めなか

った。一方、腫瘍形成も認めなかった。

今回簡便な方法でiPS細胞からNCSCへ分

化させることに成功した。今後更なる長

期フォローおよび各タイムコースでのタ

ンパク、mRNAレベルでの解析、組織学的、

行動学的評価が必要である。iPS 細胞由

来 NCSC の移植は末梢神経損傷治療への

効果が期待される.  
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