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研究成果の概要（和文）：６種類の低分子化合物と神経細胞培地との組み合わせを詳細に検討した結果、サブタ
イプドーパミン作動性様ニューロンおよびオリゴデンドロサイトへの部分的な誘導が確認できた。本研究で明ら
かとなった低分子化合物による誘導できたドーパミン作動性ニューロンを用いたパーキンソン病の病態改善、ま
たオリゴデンドロサイトを用いた神経変性疾患の一つである多発性硬化症の原因とされている髄鞘の損傷の改
善・治療のため有用となる可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：The direct conversion in a chemical compound-based manner is an ideal 
approach to further reduce the risk for tumorigenesis. In this research, as a result of detailed 
examination of the combination of six small molecule compounds and neuronal medium, the 
dopaminergic-like neurons and oligodendrocytes were at least partially converted from human dermal 
fibroblasts. The chemical compound-induced dopaminergic-like neurons and oligodendrocytes could be a
 promising model applicable for basic research, drug development, and clinical uses for the 
pathological improvement of Parkinson's disease and the neurodegenerative diseases.

研究分野：分子生物学、再生医学、分子遺伝学

キーワード： ダイレクトリプログラミング　神経変性疾患　ドーパミン作動性ニューロン　運動ニューロン　オリゴ
デンドロサイト　低分子化合物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で６種類の低分子化合物と神経細胞培地との組み合わせにより、部分的に誘導できたサブタイプドーパミ
ン作動性様ニューロンおよびオリゴデンドロサイトは、いずれも再生医療に不可欠な細胞であるにも関わらず、
患者自身の細胞から移植治療に利用できるほど安全な神経系細胞を、迅速に準備できるに至っていない。そのた
め、更なる研究により、簡単に誘導されるドーパミン作動性様ニューロンおよびオリゴデンドロサイトは、有望
なヒト細胞モデルとして、今後、創薬研究や臨床研究に応用されることが期待される。

※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 
 パーキンソン病と筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、加齢による異常たんぱく質の蓄
積によって、それぞれ特定の神経細胞サブタイプであるドーパミンニューロンおよび
運動ニューロンが長い時間をかけ変性・消失することにより発症する神経変性疾患で
ある。一度発症した場合の根本的な治療には、特定の神経細胞の移植による失われた
細胞の供給が必要となる。実際に iPS細胞から分化させたドーパミンニューロンの前
駆細胞が、パーキンソン病モデルのカニクイザルに移植され、その症状が緩和したこ
とが報告されている（Kikuchi T., et al., Nature, 548, 592-596, 2017）。しかし、将来
的に多数の患者への臨床応用を考えた場合、現在の技術では個々の患者から iPS細胞
を樹立することが困難なことや、他家（他人）の iPS細胞を用いた場合、免疫抑制剤
の使用が不可欠であり、その副作用から患者にとって大きな負担になる。また iPS細
胞から分化させた神経細胞は、未分化の幹細胞が残留することによる腫瘍化のリスク
が無視できない問題となっている（図１）。このように、より臨床応用に適したより安
全な神経細胞を誘導する技術の開発が必須となっている。 
 応募者はこれまで、低分子化合物のみによる神経細胞のダイレクトリプログラミン
グを世界に先駆けて成功しており、本研究ではこれをさらに発展させ、特定の神経細
胞サブタイプへの直接誘導を試みる。化合物を用いる手法では、遺伝子の導入が必要
ないため感染や腫瘍化のリスクが低いことや、幹細胞の残留による腫瘍化のリスクが
ない。また、患者自身の細胞から化合物を用いて短期間（数週間）で誘導することが
できれば、免疫拒絶反応がない移植治療に最適な細胞となると期待される（図１）。 

 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、遺伝子
の導入を避け、種々のシグ
ナル伝達経路やヒストン修
飾酵素を制御する低分子化
合物を同時に用いることに
よって、ヒト線維芽細胞か
ら特定の神経細胞サブタイ
プであるドーパミンニュー
ロンおよび運動ニューロン
へダイレクトリプログラミ
ングすることである（図
２）。そして本研究の学術的
独自性は、臨床応用のため
安全性を損ねる遺伝子の導
入や多能性幹細胞の使用を
避け、患者自身の細胞を用
いた特定の神経細胞サブタ
イプへの直接誘導を試みる
ことにある。また、患者本人
から短期間で誘導されるこ 
れらの神経細胞を用いて、薬理試験や毒性試験を行うことが可能であり、より効果の高
い神経変性疾患治療薬の選択や副作用の可能性のある薬の回避といったオーダーメド

図１.iPS細胞を経た細胞の分化と低分子化合物を用いたダイレクトリプログラ 
ミングによる細胞の誘導の比較 

図２.低分子化合物を用いたドーパミンニューロンと 
運動ニューロンのダイレクトリプログラミング 
 



医療に利用可能である。 
低分子化合物を用いてダイレクトリプログラミングされる上記の神経細胞は、ドナー
の加齢情報を維持している可能性がある。パーキンソン病や筋萎縮性側索硬化症（ALS）
などの神経変性疾患は、細胞の老化を主な原因とする加齢関連疾患として捉えられてい
るが、細胞が一度 iPS細胞へ初期化されると細胞の若返りが起こり、加齢情報の大部分
を消失してしまう（Ocampo A., et al., Cell, 167, 1719-1733, 2016）。本研究の手法で
は、iPS細胞のような多能性の状態を経ないため、加齢情報を維持したヒト神経細胞モ
デルを構築できる可能性がある。これは、加齢により現れる新規な発症メカニズムの解
明や標的分子の同定、創薬研究のためのスクリーニングなど多くの重要な研究へ発展す
る可能性がある。ヒトにおける神経細胞の研究は、試料を手に入れることが非常に困難
なため手法が限られており、本研究のような新規なヒト神経細胞モデルの構築は、未だ
不明な点の多い神経変性疾患の発症原因の解明や、創薬研究に利用されることが期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
I ドーパミンニューロンおよび運動ニ   
ューロンへの直接誘導 
 我々の研究室から報告した神経細胞への
直接誘導を可能とした６種類の低分子化合
物（表１）が、特定の神経細胞サブタイプ
の直接誘導でも必要である可能性が高い。
特に、WNT シグナル経路の活性化剤であ
る CHIR99021 と TGFシグナル経路の阻
害剤である SB431542は、線維芽細胞の可
塑性を向上させる上で重要であると考えら
れる。さらにドーパミンニューロンおよび
運動ニューロンの機能および分化に重要
であると報告されている、あるいは可能性
のある低分子化合物とサイトカイン（表
２）を組み合わせて使用する。これら様々
な低分子化合物の組み合わせを、数種類の
神経細胞用培地に添加し、ヒト線維芽細胞
に対して濃度と培養時間（２〜４週間）を
変動しながら条件検討を行う。最終的に年
齢と性別の異なる複数のヒト線維芽細胞
から、最も効率的にこれらの細胞を誘導す
る低分子化合物の組み合わせと培養条件
について決定する。また片岡製作所の協力
のもと、速やかに特許の出願を行う。 
 ドーパミンニューロンと運動ニューロ
ンの同定には、それぞれの細胞に特異的な
遺伝子、TH（チロシンヒドロキシラーゼ）
と ChAT（コリンアセチルトランスフェラ
ーゼ）の発現を、リアルタイム PCRと免疫
染色によって検出することで行う。 
 
Ⅱ CiNから CiDNおよび CiMNへの直接誘導 
 我々が報告した低分子化合物誘導性神経細胞（CiN）は、他のニューロンへの分化
の可能性を残した比較的未成熟な状態であると考えられた。そこで線維芽細胞から
CiN細胞を一度誘導し、次に表２の化合物を組み合わせることにより、CiNを中間体
として CiDNと CiMNへ誘導が可能かどうか検討する。 
 
Ⅲ CiDNおよび CiMNにおける機能および発現解析 
上記から誘導される CiDNと CiMNの候補について、それぞれの神経細胞における

表１. 神経細胞の直接誘導に必要な６種類
の低分子化合物 

表２.ドーパミンニューロンおよび運動ニュ
ーロンの機能および分化に重要な低分子化合
物およびサイトカイン 



ドーパミンおよびアセチルコリンの分泌や電気生理学的特性を解析し、iPS 細胞から
分化させたこれらの神経細胞と同様か比較する。また、これら神経細胞の遺伝子発現
を RNA-Seq 解析によって網羅的に解析し、iPS 細胞由来の神経細胞と比較すること
で、細胞のキャラクタリゼーションを行い臨床応用が可能かどうか検証する。 
 
Ⅳ CiDNおよび CiMNへの直接誘導メカニズムの解析 

CiDN および CiMN の直接誘導に必要な低分子化合物を一つずつ除いて細胞を培養
することにより、それが制御するシグナル伝達経路の重要性を評価する。そして、これ
らの分化・機能に主要な転写因子（Lmx1aやHB9など）における発現活性化の分子機
構について、エピジェネティクスの観点から解析し、直接誘導メカニズムの一端を解明
する。 
 
Ⅴ 免疫不全マウス脳内に移植された CiDNおよび CiMNの生着および機能解析 
上記の実験により機能の確認された CiDNおよび CiMNを、それぞれ免疫不全マウ
ス（NOD/SCIDマウス）の脳内に移植する。数週間後、ヒトに特異的な抗体を用いて
免疫染色を行い、生体内における CiDN および CiMN の生着とその機能性について
解析する。 
 
４．研究成果 
(1)ドーパミンニューロンへの直接誘導低分子化合物及び分化誘導培地の条件検討 
研究実施計画に則り、神経細胞へのダイレクトリプログラミングを可能とする６種類
の低分子化合物に加え、目的とするドーパミン作動性ニューロンサブタイプへの誘導を
試みた。具体的には、これら低分子化合物の組み合わせを神経細胞用培地に加え、濃度
と培養時間（数週間）を変化させながら、ヒト皮膚由来線維芽細胞を培養した。神経細
胞用培地の組成についても、添加物やベースとなる基本培地（Nurobasal 培地と
DMEM/F12培地）を様々に変化させ、条件検討を行った。誘導後、線維芽細胞から誘
導される神経様細胞について、細胞体や軸索の長さなどの形態変化からドーパミン作動
性様ニューロンの直接誘導ができた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に、ドーパミン作動性ニューロンに特異的な遺伝子の発現についてそれぞれ解析を
行った（図 4）。その結果、特定の条件において、ドーパミン作動性ニューロンに特異的
な遺伝子であるNurr1や Th（チロシンヒドロキシラーぜ）といった遺伝子の発現が活
性化していることが判明した。この結果は、低分子化合物のみで神経細胞サブタイプを
誘導する実験条件を決定するために大きな進展であると考えられる。 
 
 
 
 
 

図 3. 低分子化合物誘導性ドーパミン作動性様ニューロン 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) グリア細胞の一つであるオリゴデンドロサイトのダイレクトリプログラミング 
特定の神経細胞サブタイプの誘導条件についてさらに検討するため、低分子化合物の
種類と培養時間を変化させながら、ヒト線維芽細胞を培養した。その結果、当初予定し
ていた細胞とは異なり、４種類の化合物を添加した神経細胞用培地で培養したところ、
グリア細胞の一つであるオリゴデンドロサイトの遺伝子マーカーOlig2の発現が活性化
しており、オリゴデンドロサイトの部分誘導が進んでいることが判明した（図 5、図 6）。 
本研究で明らかとなった低分子化合物による誘導できたドーパミン作動性ニューロンを
用いたパーキンソン病の病態改善、またオリゴデンドロサイトを用いた神経変性疾患の一
つである多発性硬化症の原因とされている髄鞘の損傷の改善・治療のため有用となる可能
性がある。また、これらの細胞を創薬研究や臨床研究に応用するための科学的基盤とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. 低分子化合物誘導性オリゴ
デンドロサイト様グリア細胞 
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図６. オリゴデンドロサイト様グリア細胞 
特異的な遺伝子発現 
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図 4. 低分子化合物誘導性ドーパミン作動性様ニューロン特異的な遺伝子発現 
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