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研究成果の概要（和文）：本研究では脳梗塞マウス脳内のグリア細胞にレトロウイルスを用いてAscl1, Sox2, 
NeuroD1を発現させる実験を行った。その結果レトロウイルス注入後24日目には神経前駆細胞が誘導され、52日
目には成熟した神経細胞が誘導されていることが明らかになった。この研究成果により、脳梗塞で一旦失われて
しまった神経細胞も、周囲に豊富に残っているグリア細胞から誘導し補充できる可能性が示すことが出来た。今
後、誘導効率を更に向上させると共に安全性を確立し、脳梗塞患者の運動麻痺改善に寄与する治療法開発を進め
ていく。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted experiments to express Ascl1, Sox2, and NeuroD1 
in glial cells in the post-stroke brain of mice using retrovirus. As a result, it was revealed that 
neural progenitor cells were induced 24 days after the retrovirus injection and mature neurons were 
induced 52 days. These results suggested that nerve cells can be reproduced from the abundant 
remaining glial cells in the brain. In the future, we will further improve the induction efficiency,
 establish safety and promote the development of treatment methods that contribute to the 
improvement of motor paralysis in patients with ischemic stroke.

研究分野： 脳梗塞、再生治療、神経変性疾患

キーワード： 脳梗塞　iN細胞　ダイレクトリプログラミング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、神経特異的転写因子であるAscl1やSox2、NeuroD1を脳内グリア細胞に強制発現させることで、神経系細胞
に直接的に誘導することができ、脳梗塞で一旦失われてしまった神経細胞も、周囲に豊富に残っているグリア細
胞から誘導し補充できる可能性が示すことが出来た。今後3つの転写因子を発現できる高力価ポリシストロニッ
クベクター等を用いるなど、誘導効率を更に向上させると共に安全性を確立し、脳梗塞患者の運動麻痺改善に寄
与する治療法開発を進めていく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

日本を含めた先進諸国における急速な高齢化は、寝たきり患者の増加という大きな社

会問題を引き起こしてきている。寝たきり患者の原因の約 40％が脳卒中であるが、パ

ーキンソン病や多系統委縮症、筋萎縮性側索硬化症などの神経変性疾患も大幅に増加し

てきており、その治療法開発が強く望まれている。このことから、脳梗塞や神経変性疾

患で一旦失われてしまった神経ネットワーク機能を、幹細胞移植治療や内在性神経再生

機構の促進を行うことで修復する「再生療法」の確立が待ち望まれている。 

2006 年 8 月に京都大学山中伸弥教授らによって開発された 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、脳梗塞や神経変性疾患等で失われた神経細胞を補充する神経細胞移

植治療への応用が期待されている。しかしながら iPS 細胞由来の神経系細胞を移植治療

に用いる場合、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るため、臨床

応用する段階での課題となっている。申請者はこれまでに脳梗塞マウスモデルを用いて、

移植細胞の安全性を評価する実験系を確立し、脳梗塞マウスに iPS 細胞を移植した場

合、高い腫瘍形成率と有意に大きい腫瘍を形成することを報告してきた(Yamashita et 

al. 2010 年 Cell Transplantation)。この腫瘍化の問題を解決する一つの有効な方法と

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。申請者はこれまでにヒト成人皮膚

線維芽細胞に 5 つの転写因子を強制発現させることで Human induced neuronal 

cells(iN 細胞)を誘導することに成功している。 またすでにマウス皮膚線維芽細胞か

ら直接誘導した神経幹細胞株（iNS 細胞）を脳梗塞マウスモデルに移植し、その高い治

療効果と移植後 6 か月以上後でも腫瘍形成を認めない高い安全性を持つことを 2016 年

に報告した (Yamashita et al. 2016 年 Cell Transplantation)。 

 

２．研究の目的 

近年、脳内のアストロサイトなどのグリア細胞を直接脳内で神経系細胞に変えてしま

う、いわゆる in vivo ダイレクトリプログラミング法の研究成果が最近相次いで報告

されてきている（Guo et al., Cell Stem Cell, 2013）。本研究では、上記のダイレク

トリプログラミング法を in vivo に応用し、脳内のグリア細胞を目的の神経系細胞に直

接誘導する技術の確立が目的として、以下の実験を行った。 

 

３．研究の方法 

予備的検討では脳梗塞マウスモデルに精製レトロウイルス pMX-GFP 脳内投与後 2 日

後に組織学的検討を行った。その結果、マイクログリア（41.9%）、アストロサイト

（40.5％）、オリゴ前駆細胞（14.5％）が GFP 陽性細胞であった。一方で神経前駆細胞

や成熟ニューロンには GFP 陽性細胞は認めず、今回用いたレトロウイルスは上記グリア

細胞特異的に感染することを確認した。  

次に本実験として 8 週齢オスの ICR マウスを 2 群（n=13, n=14）に分け、30 分一過

性中大脳動脈脳虚血 3 日後に精製レトロウイルス pMX-GFP と pMX-Ascl1＋pMX-Sox2＋

pMX-NeuroD1 (計 1.5-2.0×107 /ul) を虚血周辺部に投与を行い、7, 21, 49 日後に運



動機能評価と組織学的検討をそれぞれ行った。 

 

４．研究成果 

レトロウイルス投与後 7，21 日後において、GFP 陽性細胞の一部が Dcx 陽性神経前駆

細胞に誘導されており、49日後にはNeuN陽性細胞が誘導されていることが確認できた。 

また誘導された NeuN 陽性細胞は長い軸索とシナプス様構造を持つなど成熟ニューロン

に非常に類似した形態を示していた。 一方、Bederson スコアやコーナーテスト試験に

おいては有意な治療効果は見出すことは出来なかった。以上の研究結果を英語論文にま

とめ、Scientific Reports 誌に報告した（図１、文献１）。今回、神経特異的転写因子

である Ascl1 や Sox2、NeuroD1 を脳内グリア細胞に強制発現させることで、神経系細胞

に直接的に誘導することができ、脳梗塞で一旦失われてしまった神経細胞も、周囲に豊

富に残っているグリア細胞から誘導し補充できる可能性が示すことが出来た。今後 3つ

の転写因子を発現できる高力価ポリシストロニックベクター等を用いるなど、誘導効率

を更に向上させると共に安全性を確立し、脳梗塞患者の運動麻痺改善に寄与する治療法

開発を進めていく。 

 

図１．脳内グリア細胞から誘導された iN 細胞（文献１から改変引用） 
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