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研究成果の概要（和文）： 
小脳プルキンエ細胞が選択的に脱落する脊髄小脳変性症に対する再生治療法を確立することが
本研究の目的である。まず、我々が世界で先駆けて報告した手法で、マウス ES 細胞より小脳
プルキンエ細胞を分化誘導した。誘導された小脳プルキンエ細胞は、シナプスを形成し電気生
理学的にも活性を持ち、成熟した機能する神経細胞であることが確認できた。また、脊髄小脳
変性症モデルマウスに同細胞を移植したところ、プルキンエ細胞の形態を保ったまま生存して
いることが確認された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to establish novel stem cell therapy for spinocerebellar 
degeneration.  
We successfully established a system that induced the maturation of Purkinje cells 
(PCs) derived from mouse ES cells (ESC). ESC-derived Purkinje cells (EDPCs) showed 
the morphology of mature PCs and synaptogenesis with other cerebellar neurons. 
Furthermore, the electrophysiological properties of these EDPCs were compatible with 
those of native mature PCs in vitro, which were assessed by whole-cell patch-clamp 
recordings. Next, we transplanted these EDPCs into the cerebellum of Purkinje cell 
degeneration (PCD) mouse. Transplanted EDPCs showed abilities to survive and 
maintain mature Purkinje cell morphology in vivo. 
Thus, EDPCs show promise as a powerful source for stem cell therapies aimed at 
spinocerebellar degeneration. 
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１．研究開始当初の背景 
脊髄小脳変性症は小脳、脳幹の萎縮が徐々

に進行する難治性神経変性疾患で、高齢者の
失調症状の原因の中心であるとともに、本邦
での発症率は 7-10/10万人と少なくない疾患
である。近年の分子生物学の発達により中枢
神経変性のメカニズムは徐々に解明されて
いるものの、いまだ有効な治療法はなく、効
果的な治療法の開発が望まれている。 
パーキンソン病では中脳黒質のドーパミン

産生神経細胞が選択的に脱落することで発
症することから、以前より胎児由来の黒質細
胞を移植し補充する治療法が試みられ、実際
に効果があることが知られている。同様に、
脊髄小脳変性症では、小脳のプルキンエ神経
細胞が選択的に変性・脱落するため、それを
補充することの可能な細胞移植は有望な治
療法と考えられる。近年、韓国から脊髄小脳
変性症の一つである多系統委縮症患者に対
し骨髄間葉系細胞を経静脈的に投与し、障害
部位である小脳/脳幹部の代謝改善、神経症
状の改善効果があったことが報告された。 
このように、幹細胞治療は脊髄小脳変性症

に対して治療効果があることが期待でき、そ
の応用範囲は非常に高いと考えられるが、現
時点では未分化な幹細胞を障害部位に移植
するのみで、変性した神経細胞を特異的に作
り出し、細胞補充を行う試みはなされていな
い。 
すなわち、様々な難治性疾患において障害

部位特異的な細胞を作成し、移植の効果を確
認することが来るべき幹細胞治療の時代に
備えて非常に重要と考えられる。 
 
２．研究の目的 

我々はマウス胚性幹細胞（以下 ES 細胞）
から小脳プルキンエ細胞を選択的に誘導す
る培養法を初めて確立した。本研究では、ま
ず、ES 細胞由来の小脳プルキンエ細胞 
(EDPC) がどのような条件で最も分化能を
発揮するかを検討し、さらに形態学的な成熟
度とともに、シナプス形成の有無、電気生理
学的な活性の有無を検討する。 

さらに、Purkinje cell degeneration (PCD) 
mouse などの脊髄小脳変性症モデル動物に
対し、我々の誘導系で得られた ES 細胞由来
のプルキンエ細胞を移植し、生存能、分化能
を検討することにより難治性神経疾患に対
する神経再生治療法を開発することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
1. 我々が開発した方法により、マウス ES 細
胞より、プルキンエ細胞を分化誘導する（原
著論文 1 参照） 
2. 共培養する小脳初代培養系の条件による

生存能、分化能の変化を in vitro で評価す
る 
3.誘導された小脳プルキンエ細胞に対して、
免疫染色及び、パッチクランプ法によりシナ
プス形成能、電気生理学的機能を確認する 
4. 脊髄小脳変性症のモデル動物（PCD マウ
ス）小脳に、ES 細胞由来のプルキンエ細胞
（EDPC）を定位的に移植し、生存能、分化能
を確認する 
5. その他、脳梗塞モデルや虚血性末梢神経
障害モデルなどで障害を受ける細胞を補充
する治療法の効果を確認する。 
 
４．研究成果 
1. マウス ES 細胞からプルキンエ細胞
（EDPCs）を分化誘導する 

 
 マウス ES 細胞（上図左）を無血清下で浮
遊培養すること（SFEB 法）により神経幹細胞
が誘導される（上図中央）が、この過程で適
切な誘導因子（BMP4/Fgf8b/Wnt3a）を作用さ
せると小脳ニューロン前駆細胞を含む細胞
塊が得られる。これを小脳初代培養系と共培
養することにより、ES細胞由来の小脳プルキ
ンエ細胞が得られる（上図右）。誘導された
細胞はプルキンエ細胞特異的マーカーであ
る IP3R1 陽性であることが確認出来る。 
 
2. 小脳初代培養系の違いによる分化能の検
討 
 

 
SFEB 法により誘導された神経幹細胞を、新生
マウス（neonatal mice; P0）あるいは、出
生終日後のマウス（postnatal mice; P6-8）
から得られた小脳初代培養系と共培養し、生
存能、分化能を比較した。 
 Postnatal mice では、neonatal mice と比



較して、良好な生存能と分化能が確認され、
移植療法の際にも脳内微小環境（niche）の
違いが、治療効果に大きな影響を与える可能
性が考えられた。 
 
3. EDPCs のシナプス形成能の検討 
 
 

 
免疫染色では、EDPCs の樹状突起周辺に多く
のシナプス関連蛋白が検出され、形態学的に
シナプスを形成していると考えられる（上
図）。 
パッチクランプ法による解析では、EDPC は電
気生理学的に active であることが確認出来
た（原著論文 1 参照） 
 
 
4. 定位的に障害部位の小脳に移植した、
EDPCs の生存能、分化能の検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
脊髄小脳変性症モデルマウスへ、EDPC を移植
すると、生着するとともに成熟したプルキン
エ細胞のマーカーであるIP3R1の発現も保持
されている。 
 
5. 脳梗塞モデルへの骨髄間葉系幹細胞から
分化誘導した神経細胞の移植療法の効果 
脳梗塞で障害を受ける神経細胞を骨髄間葉
系幹細胞から分化誘導し、虚血病変に移植し
たところ、虚血脳内で生存し、神経症状を改
善させる効果を確認した（原著論文 2参照）。 
また、虚血性末梢神経障害においても、障害
後の p75 陽性 Schwann 細胞が、末梢神経の再
生に強く関与していることを確認した（原著
論文 4参照）。 
 
以上の結果から、ES 細胞から成熟した機能す
るプルキンエ細胞が誘導可能であり、疾患モ
デルへ移植後も成熟度を維持したまま生存
することが可能であり、今回の治療戦略は脊
髄小脳変性症症例に応用可能と考えられる。 
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