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研究成果の概要（和文）：SOX10とKrox20という２つの転写因子の遺伝子を導入することでシュワン細胞を誘導
する技術を開発した。もし小分子化合物で誘導できるようになれば、移植後の有害事象のリスクを大幅に減少さ
せることができる。SOX10とKrox20の各々を代替する小分子化合物をそれぞれ大型スクリーニングモデルで検索
したところ、Krox20の代替えとなる化合物を同定することに成功した。これにより、線維芽細胞をシュワン細胞
のフェノタイプと機能を持つ、schwann cell-like cell(ｍSCLC)に転換することができた。しかし、SOX10の代
替えになる化合物は同定できなかったため、今後の課題となる。　

研究成果の概要（英文）：We have developed a technique to induce Schwann cells by introducing genes 
for two transcription factors, SOX10 and Krox20. By searching for small molecule alternatives to 
each of SOX10 and Krox20 in a large screening model, they were able to identify an alternative to 
Krox20. This allowed us to convert fibroblasts into schwann cell-like cells (mSCLC), which have the 
phenotype and function of Schwann cells. However, we were not able to identify a compound that can 
replace SOX10, which will be the subject of future research.
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの申請者の研究でSOX10とKrox20 の2種類の遺伝子を線維芽細胞に導入発現ｎさせることでシュワン細
胞に転換することを発見したが、今回の申請分の検討ではこれらの２遺伝子に代わる化合物をスクローニングし
た。結果Krox20に代わる小分子化合物が同定され、これを用いることでシュワン細胞により類似したフェノタイ
プと機能を示すｍSCLC
を創出することに成功した。この発見から、これまでより安全で容易にシュワン細胞を調整することが可能とな
り、今後の末梢神経再生に大きく利用価値があると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
シュワン細胞は、神経栄養および神経保護因子の産生、ラミニン等の細胞外マトリックスの産

生、ミエリン形成等を行い、末梢神経の再生に必須の役割を担う。実際、外傷や悪性腫瘍の切除
に起因する神経損傷に対して、自家神経よりシュワン細胞を分離培養して移植する治療が大き
な効果を上げている。しかし、ドナー・サイトの神経の犠牲、採取量の不足などの障壁があった。 
iPS 細胞の発見に端を発した体細胞リプログラミングの研究は、体細胞から別の体細胞を直接誘
導する（たとえば線維芽細胞から心筋細胞を直接誘導する）ダイレクト・リプログラミングを可
能にした。もし、直径数 mm の皮膚生検サンプルからでも採取して培養できる線維芽細胞から、
シュワン細胞を直接作り出すことができれば、侵襲をほとんど与えずに、移植用の自家シュワン
細胞を提供できると期待できる。そこで検討を重ねた結果、２つの転写因子(SOX10 と Krox20)
を導入することで、ヒト線維芽細胞からシュワン細胞（iSC）を直接誘導することに成功した。
マウスの坐骨神経に欠損を作ってこの細胞を移植すると、著明な神経再生と神経機能の回復が
得られる（☜図１）（素輪他,Stem Cells Transl Med. 2017；素輪他,国際特許取得）。しかし現在
の方法では、遺伝子導入が不可欠であるため、臨床応用のためにはさらに安全性が高い誘導法の
確立が必要とされる。よってレトロウイルス・ベクターに代わる小分子化合物を用いて、機能的
なシュワン細胞を線維芽細胞から直接誘導する技術を樹立し、得られたシュワン細胞の性状と
機能を検討することで末梢神経損傷に対する新規再生医療の基盤を確立することが望まれる。 
 
２．研究の目的 
 

SOX10 と Krox20 という２つの転写因子の遺伝子を導入することでシュワン細胞を誘導する
技術は、世界で唯一の我々の独自技術であり、短期間に低コストで高機能のシュワン細胞を多数
の供給することができる。もし小分子化合物で誘導できるようになれば、遺伝子導入と異なりゲ
ノム配列を変化させずにエピジェネティックにフェノタイプを変えるので、移植後の有害事象
のリスクを大幅に減少させることができる。シュワン細胞を誘導できる小分子化合物を見出す
ことは通常では極めて困難であるが、上記の遺伝子導入によるシュワン細胞誘導法を用いれば
可能である。すなわち SOX10 と Krox20 の各々を代替する小分子化合物をそれぞれスクリーニ
ングしたのち、最終的にそれらを組み合わせることで、小分子化合物のみでシュワン細胞を誘導
することが可能になると考えられる。以上、これまで培った我々の独創的先端技術を基盤として、
小分子化合物によるシュワン細胞誘導法にチャレンジし、より速やかかつ安全に臨床応用でき
る新技術を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
Ⅰ.シュワン細胞のダイレクト・リプログラミングを誘導する小分子化合物の探索１）Krox20 の
機能を代替する小分子化合物の探索 
 
最初に、Krox20 の機能を代替する小分子化合物を、以下の方法で探索する。 
①ヒト線維芽細胞に、Sox10を単独で遺伝子導入する。9,600分子種の小分子化合物Core Library
を音波分注した 384 well プレート（創薬機構より供与）に、この細胞を播種する。 
②培養後、シュワンマーカーS100b を蛍光染色し、蛍光プレートリーダーで蛍光強度を定量する。
Krox20 と Sox10 を共導入して誘導した iSC（ポジティブコントロール）に比し、80%以上のシグ
ナルを発するウェルを陽性とする。③②でヒットした候補化合物について、S100b 染色強度と
S100b と P75NTR の mRNA 発現量を指標として、２次スクリーニングを行う。 
 
Ⅱ. Sox10 の機能を代替する小分子化合物の探索  
 
次に、Sox10 の機能を代替する小分子化合物を見出す。上記１）とは逆に、ヒト線維芽細胞に
Krox20 を単独で遺伝子導入し、この細胞を用いて上記②～③と同様のスクリーニングを行う。 
 
Ⅲ小分子化合物によるシュワン細胞のダイレクト・リプログラミング  
①1)と 2)で見出した候補化合物を、種々の濃度で混合し、遺伝子導入していない線維芽細胞に
加えて培養する。 
 
②同様に、S100b 染色強度と S100b と P75NTR の mRNA 定量を指標として、最も効率よく高品質な
シュワン細胞を誘導できる２つの化合物の組み合わせを決定する。 
 
③②の化合物で誘導したシュワン細胞（chemically converted Schwann cells＝ccSC）の GFAP、



GAP43、NG2、SOX10 の発現を免疫染色、mRNA 定量を行う。また網羅的遺伝子発現プロファイルを
DNA マイクロアレイ解析で調べ、pSC(ヒト初代培養シュワン細胞)、iSC と比較する。 
 
Ⅳ小分子化合物で誘導したシュワン細胞の in vitro 機能解析 
  
① 神経保護因子の産生：NT3、GDNF、NGF の mRNA 発現と培養上清中への分泌を RT-PCR と ELISA
で測定し、遺伝子導入で誘導した細胞と培養シュワン細胞で比較する。 
② 神経突起伸長促進作用：ccSC、pSC、HDF の培養上清を NG108-15 neuronal cells の培養に添
加し、神経突起の伸長を計測し比較する（Neurite outgrowth assay）。 
③ ミエリン化能の計測：神経細胞と共培養し、アスコルビン酸を添加してミエリン化を誘導す
る。ミエリン関連マーカーの発現で評価し、ccSC、pSC、iSC で比較する 
 
 
４．研究成果 
 
Krox20 については遺伝子導入で誘導した dSC（ポジティブコントロール）に比し、陽性のシグナ
ルを発する化合物 Xを同定できたが、SOX10 の代替え化合物は残念ながら同定されなかった。そ
こで Krox20 の代替えとなる化合物 Xを投与して、シュワン誘導培地で化学刺激的誘導を試みた
ところ、これまでのコンベンショナルな誘導シュワン(conventional Schwann cell-like cell: 
cSCLC)に比較して誘導効率は飛躍的に向上した(以下 modified SCLC：ｍSCLC)。 
 
幹細胞能の確認 
 
ヒト線維芽細胞を(10% FBS, 2μM Compound A を含む dMEM 培地)で培養し MSC 様細胞を作製し
た。作成した MSC 様の細胞は、細胞形態上は線維芽細胞に大きな変化は確認されなかったが、通
常の誘導培地で培養することで骨・軟骨・脂肪細胞の 3系統の間葉系細胞に分化することが確認
された。また増殖力(自己複製能)も確認され stemness は維持されていた。 
 
細胞形態と細胞染色によるシュワン細胞マーカー発現の検討 
 
MSC 様の細胞をシュワン細胞誘導培地で培養したところ、約 72 時間後には、位相差顕微鏡で明
るく見える類円形の細胞体と数本の長い突起を有した(双極性形態)SC 様の細胞を認め、1 週間
後には多くの細胞が同様の形態に変化しているのが確認された。また mSCLC は cSCLC に比較し
てシュワン細胞マーカー(s100b,GFAP,P75NTR,GAP43)やミエリン関連蛋白(MBP)を強く発現した。
(図 2)。 
 
遺伝子発現 
 
8,14 および 21日後に RNA を抽出し、SOX10,Krox20,S100b mRNA の相対的発現レベルを経時的に
real time RT-PCR にて定量した結果では、Compound A およびシュワン誘導培地を用いない線維
芽細胞に比較して、8 日目に約 3 倍、14 日目に 29 倍、21 日目に 6 倍の発現の上昇がみられた。 
同様に S100b においても 8日目に約 3倍、14日目に 27 倍、21日目に 16倍の発現の上昇がみら
れ、シュワン誘導培地を用いたが Compound A を用いていない細胞に対しても約 2.5 倍の発現が
見られた。しかしながら、これらの発現は dSC の発現と比較すると、はるかに低いものあり、ま
た SOX10 の発現は 14 日目には発現の上昇が確認されたが、その他の Time Point では確認され
なかった。 
培養開始から 14日目の代表的な Sox10, Krox20, S100β, GAP43, p75NTR, GFAP, Nestin, MBP
の発現を提示する(図２)。しかし、これらは DSC の発現に比較すると、はるかに低い発現といえ
た(図３)。 
 
細胞免疫染色 
 
8 と 22 日後に抗 s100b 抗体、抗 p75NTR 抗体、抗 GAP43 抗体、、抗 NG2 抗体(シュワン細胞マーカ
ー)による免疫染色と DAPI による核染色を行ったところ、弱いが陰性コントロールに比較して
強い発現が見られた。しかし、RT-PCR の結果と同様、DSC に比較すると、その発現は明らかに低
い結果となった(図４)。 
 
軸索伸長作用の検討 
 
CCSC、の培養上清の NG108-15 neuronal cells の神経突起伸長に対する促進効果については、
HDF に比較して優位性はみられなかった。 
また、DSC に比較すると、促進効果は低かった(図５)。 
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