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研究成果の概要（和文）：ゲノムへの遺伝子挿入が無いエピゾーマルプラスミドもしくはセンダイウイルスを用いてヒ
ト線維芽細胞に山中4因子（Oct4,Sox2,Klf4,cMyc)の導入を行い、これまでのレトロウイルスを用いた方法よりも効率
よくdiNSCを含むニューロスフェアが形成されたが、それらのスフェアを分化誘導したところ、神経分化が極めて遅い
という問題が明らかになった。一方でiPS細胞の樹立は線維芽細胞から末梢血由来細胞に変化してきており、ヒトdiNSC
も末梢血由来細胞から誘導できるかを検証したが、良好な神経分化を得られる誘導方法の確立には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in making human directly induced neural stem cells by using Sendai vi
rus vectors. Although we were able to obtain increased number of neurospheres compared to retroviral vecto
rs, SeV-induced neurospheres did not differentiate into neural cells efficiently.
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１．研究開始当初の背景 
 神経幹細胞は神経損傷・神経変性に対する
細胞移植治療の移植源として有効であるこ
とが報告されてきた。申請者の所属する慶應
義塾大学医学部生理学では、整形外科学教室
との共同研究のもと、これまで主として脊髄
損傷モデル動物を対象として、ラット神経幹
細胞（Ogawa et al JNR 2002）、マウス ES 細
胞由来神経幹細胞(Kumagai et al Plos One 
2008)、マウスiPS細胞由来神経幹細胞（Tsuji 
et al PNAS 2010）が、損傷脊髄に対して治
療効果を有することを報告してきた。近年報
告された iPS 細胞の樹立技術は、損傷患者に
対する自己移植の可能性を切り開き、安全で
倫理的に問題のない移植医療が確立される
ことが期待される。しかしながら、脊髄損傷
においては損傷部位が瘢痕化する以前の時
期（マウスでは受傷後 7-14 日程度）に細胞
移植を行わないとその効果がほとんど無い
ことが明らかになっている（Ogawa et 
al.J.Neurosci Res.2002）。これに対して iPS
細胞は樹立および神経分化誘導に必要な期
間はマウス細胞で 2ヶ月、ヒト細胞で 3-4 ヶ
月以上を要するため、iPS 細胞の大きなメリ
ットの一つである自家移植を目指すために
は、より早く細胞を誘導する技術の開発が必
要である。さらに現在の iPS 細胞の樹立技術
では樹立されたクローンにおける腫瘍原性
を詳細に評価した後でないと、樹立された
iPS 細胞が安全であるかどうかは担保できな
い。しかしながら現状では成体細胞から得た
マウスiPS細胞から神経幹細胞に分化誘導を
行っても、極めて高い確率で未分化細胞が残
存し、移植動物に奇形種を引き起こす(Miura 
et al Nature Biotech 2009)。近年では繊維
芽細胞からiPS細胞を経ずに目的の体細胞へ
とリプログラミングすることにより、そのよ
うな奇形種の発生リスクを回避することが
できるのではないかと期待されている（Ieda 
et al Cell 2010）。神経系でもニューロンへ
の直接誘導が報告されているが(Vierbuchen 
et al Nature 2010)、その安全性に関しては
多くが不明である。申請者はこの問題を解決
するため、成体の体細胞から安全に迅速に神
経幹細胞を誘導する方法を確立したいと考
えた。 
２．研究の目的 
 申請者はこれまでに、iPS の樹立と神経分化
誘導の培養手法(Akamatsu et al J.Neurosci 
2009)を組み合わせることにより、iPS 細胞を
クローン化する手順をスキップし、マウス成
体線維芽細胞から直接に神経幹細胞を誘導
する細胞培養系を確立した。申請者らはこの
細胞をdiNSCと名付け、詳細な解析を行った。
diNSC を移植細胞として用いることにより、
培養期間の短縮だけでなく、樹立された iPS
からの誘導で必須である安全なクローン選
択の評価も不要になるため、申請者らは、こ
の diNSC がヒト細胞でも誘導できれば、移植
までの時間が限られる疾患に対して有効で

安全な移植源になるのではないかと考えた。
マウスと同様の方法でヒトdiNSCの誘導を試
みたところ、皮膚繊維芽細胞への遺伝子導入
から約 2 週間でニューロンを産生する
Neurosphere が誘導された。従来、iPS 細胞
の樹立に 2ヶ月程度、分化誘導にも 2ヶ月程
度の期間を要していたことから考えると、飛
躍的に所要時間を短縮することが出来た。さ
らに腫瘍化しないクローンの選択と評価の
期間が不要になることを考慮すると、これま
でほぼ不可能と考えられてきた急性神経損
傷に対する移植治療が現実的になると期待
される。本研究計画では、研究期間中にさら
に培養法を改良し、マウスで成功したのと同
様に、グリアを産生し奇形腫を作らない、成
熟した神経幹細胞を短期間に誘導すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス diNSC 細胞の培養法の改良 
ヒト diNSC の培養方法の改良を目的として、
さらに安全性の高いマウスdiNSCの樹立方法
を確立し、応用することを試みた。培養方法
の改良を使用する成長因子などを変更して
検討し、ニューロスフェアでの Nanog-EGFP
含有率とマウス線条体移植時の腫瘍形成を
指標に安全性の検討を行った。 
 
(2) ヒト iNSC 細胞の培養法の改良 
これまで申請者らは慶應義塾大学病院で皮
膚片から樹立された繊維芽細胞にレトロウ
イルスベクターを用いて遺伝子導入を行い、
その後の培養を神経幹細胞の選択培養法で
あるNeurosphere法に直接移行させることに
より、2 週間でヒト diNSC を誘導することに
成功した（ReV-hiNSC）。この diNSC が有効か
つ安全な細胞であるとすれば、これまでの方
法（繊維芽細胞→iPS 細胞→神経幹細胞）に
比べ、安全なクローンを評価・選択する期間
も含めれば細胞調整に必要な時間を10分の1
以下に短縮したと言える。しかしながら、現
在のところ 2 週間の培養で得られるヒト
diNSCは主としてNeuronに分化する初期型の
神経幹細胞であるため、脊髄損傷の治療に有
効なグリア産生型の成熟した神経幹細胞へ
分化させるために、継代などの更なる培養が
必要になると考えられる。また、現在の培養
条件では誘導効率が極めて低く、実用化に向
けては誘導効率自体を増加させる培養条件
の確立が急務であると言える。しかしながら、
申請者らがマウスdiNSCを初めて誘導した培
養条件と、その後改良を重ねた現在の培養条
件を比較すると、誘導効率では 100 倍の改良
に成功しているため、同様に培養中の成長因
子、薬剤、継代の方法を最適化することによ
り誘導効率および分化度の改良を試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス diNSC 細胞の培養法の改良 



 マウス線維芽細胞に iPS 化 4 因子
（Oct4,Sox2,cMyc,Klf4）を発現するレトロ
ウイルスを用いて遺伝子導入を行い直接誘
導した神経幹細胞（diNSC）の培養方法を改
良し、EGF を用いることにより Nanog-EGFP 含
有率がほぼ 0%になるような誘導条件を確立
した。この誘導条件で作成した神経幹細胞は
マウス線状体への移植においても腫瘍を形
成せず、培養条件を最適化することによって
diNSC の安全性が実用レベルに達することを
示すことが出来た。 
 
(2)ヒト iNSC 細胞の培養法の改良 
 さらに多くのヒト線維芽細胞を用いて、神
経幹細胞の直接誘導を行った。市販細胞と生
検細胞の計 4種類の細胞でヒト diNSC の誘導
が可能であることを示した。誘導効率は細胞
株ごとに差が認められたが、ほぼ全ての線維
芽細胞で同様の方法で神経幹細胞を誘導す
ることが可能であることを示した。さらに、
ヒトdiNSCではセンダイウイルスやエピゾー
マルベクターなどを用いて将来の再生医療
に用いることが出来るようなプロトコール
の作成を目指した。ゲノムへの遺伝子挿入が
無いエピゾーマルプラスミドもしくはセン
ダイウイルスを用いてヒト線維芽細胞に山
中 4因子（Oct4,Sox2,Klf4,cMyc)の導入を行
い、酸素濃度、化合物の添加、培地に添加す
る成長因子の各条件に分けて検討を行い、培
養条件を最適化した場合、これまでのレトロ
ウイルスを用いた方法よりも効率よく diNSC
を含むニューロスフェアが形成されたが、そ
れらのスフェアを分化誘導したところ、神経
分化が極めて遅いという問題が明らかにな
った。H25 年度は分化誘導プロトコールの最
適化を試みると同時になぜ神経分化が遅い
かという問題の解決を試みた。マウス diNSC
が分化誘導速度がきわめて速いのはiPS細胞
を樹立しないことにより、本来なら iPS クロ
ーンになれない細胞が線維芽細胞から diNSC
に誘導されていると考えられた。ヒト diNSC
の分化能の解析の結果から、現在のヒト
diNSC の誘導方法は形成される Neurosphere
の数がきわめて少なく、選択性の高い培養に
なっているために未分化維持しやすい細胞
が選択されているのではと考えた。一方で
iPS 細胞の樹立は線維芽細胞から末梢血由来
細胞に変化してきており、ヒト diNSC も末梢
血由来細胞から誘導できるかを検証したが、
良好な神経分化を得られる誘導方法の確立
には至らなかった。 
 
 以上の結果の一部を Stem Cells 誌に投稿
し、受理された。同時期に体細胞からの神経
幹細胞の誘導は海外の複数のグループから
多数報告されたが、マウスの細胞の増殖性と
安全性は他グループの結果に比較して明ら
かに高く、ヒト細胞における成体細胞からの
誘導に成功したのは本グループのみであっ
たため、国内外からの反応は大きかった。本

研究の結果に対する一般の関心も非常に高
く、論文発表に際してプレス発表を行った。 
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