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研究成果の概要（和文）：幹細胞を用いた細胞療法の課題に取り組むために、マウス iPS 細胞

を用いて、①無血清培地下での効率的なオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)の分化誘導の確

立と、②腫瘍化細胞除去を行った。また、③生理的低酸素下では OPC の増殖が促進されるこ

とが明らかになり、より効率的で安全なドナー細胞の確保が可能になったと考えられる。脳室

周囲白質障害モデル動物への移植により、これらの iPS 由来 OPC が脳内で生着可能であるこ

とが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：To obtain appropriate donor cells for transplantation, we 

differentiated oligodendrocyte (OL) lineage cells from mouse iPS cells. iPS cell-derived 

oligodendrocyte precursor cells (OPC) were induced effectively under serum free condition 

by 7-step culture method. Then we removed SSEA-1 (+) cells with MACS to prevent teratoma 

formation, resulting in 97% reduction. Physiological low oxygen promoted OPC proliferation 

with no effects for cell differentiation in vitro. iPS-derived OPCs survived in immature 

rat brain after transplantation, suggesting these cells are suitable for donor cells. 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 幹細胞を用いた細胞移植療法の課題 

 神経細胞移植は、傷害を受けた脳機能を再
建させるための方法の一つとして期待され
ている。ドナー細胞として ES 細胞/iPS 細胞
などの幹細胞が注目されている。幹細胞を用
いた細胞移植療法では、①目的細胞への効率
的な分化誘導法の確立、②腫瘍化細胞の除去

が大きな課題となっており、効率的かつ安全
なドナー細胞の確保が必要とされている。 
(2) 発生時の生理的低酸素 

 幹細胞から効率良く目的細胞を分化させ
るためには正常発生を再現させることが重
要である。脳の発生時、子宮内は低酸素状態
にあり、神経分化には低酸素状態が強く影響
している。我々は発生時の生理的低酸素下
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(3.5%)でマウス ES 細胞由来の神経幹細胞を
培養するとドーパミン細胞への分化が促進
されること、その分化機構に低酸素誘導因子
(HIF-1α)が関与していることを報告した。 
(3) 低酸素と腫瘍化制御因子の関係 

 腫瘍化制御においては細胞周期と分化機
構の関連が重要である。低酸素が細胞周期制
御因子 p27kip を介し、神経系細胞の分化を 
制御していること(J Pathol. 214: 38-45; 
2008)や、腫瘍細胞の細胞周期に関与してい
る報告がされている(PLoS One. 4(3): e4739; 
2009)。低酸素状態と細胞周期・分化機構と
の関連が示唆される。 
(4) 脳室周囲白質障害への細胞療法 

 胎生 28-32 週で出生した未熟児における脳
性麻痺は、約 80%が脳室周囲白質障害による
ものである。脳内で発達中のオリゴデンドロ
サイト前駆細胞(OPC)が低酸素虚血により選
択的に傷害されることが原因と考えられて
いる。発達中の脳は高い再生能を有しており、
適切な時期に OPC を移植することで、その後
の機能再建が可能であると考え実験を行っ
ている。 
 
２． 研究の目的 
 発生時の生理的条件である低酸素に注目
し、①in vitro で幹細胞（ES/iPS 細胞）か
らオリゴデンドロサイトの効率的な分化誘
導法の確立、②低酸素条件下でのオリゴデン
ドロサイト前駆細胞（OPC）の分裂/分化への
影響と細胞内機構の解明、③細胞磁気選別法
(MACS)により腫瘍化しうる未分化細胞の除
去等、を行うことにより、効率的かつ安全な
ドナー細胞の誘導法を確立し、幹細胞を用い
た細胞療法の課題に取り組むことを目的と
する。また、脳室周囲白質障害モデルを用い
た移植実験により、細胞療法の基礎的研究を
行う。 
 
３． 研究の方法 

(1) 無血清培地下での幹細胞からのオリゴ 
デンドロサイト分化誘導 

 マウス iPS 細胞（第 1段階）から胚葉体の
形成（第 2段階）、神経幹細胞の選択（第 3
段階）と増殖（第 4段階）、ｸﾞﾘｱ前駆細胞の
誘導（第 5段階）、オリゴデンドロサイト前
駆細胞の誘導と増殖（第 6段階）、成熟オリ
ゴデンドロサイトへの分化(第７段階)の７ 
段階分化法により分化誘導を行った（図１）。
胚葉体形成（第 2段階）は無血清培地下で行
った。各段階での遺伝子発現、分化成熟度は、
RT-PCR、免液染色法（OPC;PDGFR-α抗体、未
熟オリゴデンドロサイト；O4,O1,CNPase 抗体 
、成熟オリゴデンドロサイト;MBP,CC1 抗体） 
により検討した。 
 
 

 
 
(2) 低酸素下での分化誘導 
 マウス iPS 細胞由来、およびラット（生後 
1 日）脳内から単離したオリゴデンドロサイ
ト前駆細胞を、通常酸素下（20% O2）と低酸
素条件下（3.5% O2）にて培養した。その後の
増殖、分化について BrdU 取り込み、DNA 量測
定、免疫染色法により検討した。 
 
(3) 腫瘍化細胞の除去 
 マウス iPS 由来 OPC において、SSEA-1 抗
体結合マイクロビーズを用いて、細胞磁気選
別（MACS）を行い腫瘍化の危険性のある未分
化細胞の除去を行った。 
 
(4) 電気生理学的実験 
 オリゴデンドロサイトは発達の段階に応
じて発現するイオンチャネルが変化するこ
とが知られている。iPS 由来オリゴデンドロ
サイトが生理的機能を持つことを確かめる
ため、未熟オリゴデンドロサイトでホールセ
ルパッチクランプを行い内向き整流性 K電流
(Ikir)を測定した。 
 
(5) 脳室周囲白質傷害モデルへの移植 
 ラット（生後３日）の右総頸動脈を閉塞し
たのち、低酸素負荷により傷害モデルを作成
した。2 日後（生後５日）、マウス iPS 細胞由
来 OPC(CSFE 標識)を脳梁部に移植した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス iPS細胞からのオリゴデンドロサ 
  イト分化効率 
 ①無血清培地下での外胚葉分化促進 
 胚葉形成時（第 2段階）に、無血清培地下
で培養すると通常の血清含有培地群と比較
して外胚葉の遺伝子発現（FGF5,nestin）が
増加した。一方、内胚葉マーカー（GATA4,AFP）
中胚葉マーカー（brachyuruy,goosecoid）遺



 

 

伝子の発現には変化がなかった（図２）。こ
のことより、無血清培地では外胚葉への分化
促進とその後の神経系細胞への分化促進が
明らかになった。 

 
 
  
②オリゴデンドロサイト分化効率 
 ７段階法によりマウス iPS 細胞を分化させ
ると、第 5段階で 68.7%が A2B5 陽性のグリア
前駆細胞であった。また、第 6段階では 47.5% 
のオリゴデンドロサイト前駆細胞の発現が
確認できた。その後、第７段階において最終
分化をさせると O4 陽性の未熟オリゴデンド
ロサイトの割合は 24.3%であった。また、成
熟オリゴデンドロサイトのマーカーである
CC1,MBP の発現も確認できた（図３）。従来法
よりもより効率的にオリゴデンドロサイト
が誘導できた。 
 

  
 
 
(2)低酸素下での OPC 増殖促進 
  ラット脳由来初代培養 OPC を 3.5%低酸素
下で６日間培養すると、20%酸素下と比較し 
て BrdU 取り込みが 2 倍に増加していた。免
疫染色による細胞分化度には変化が見られ
なかった（図４）。マウス iPS 由来 OPC でも
BrdU 取り込み、DNA 量の増加が確認できた。
低酸素条件は OPCの分化には影響せず増殖を

促進させることが明らかになった。 
 
 
 
 
(3)電気生理学的性質 
 ホールセルパッチクランプ法により iPS細
胞由来オリゴデンドロサイトの電気生理的
性質を測定した。未熟オリゴデンドロサイト 
で分化段階に特徴的な内向き整流性 Kチャネ
ルの発現が認められた（図５）。iPS 由来オリ
ゴデンドロサイトが形態的のみではなく、機
能的性質をもった細胞であることが確認で
きた。 

 
 
(4) 腫瘍化細胞の除去 
 iPS 細胞からオリゴデンドロサイトへの分
化誘導後、腫瘍化の危険性のある SSEA-1 陽
性未分化細胞が 2.4％残存していることが分
かった。これらの細胞を除去するため、第 5 
段階において細胞磁気選別法により SSEA-1
陽性細胞の除去を行った。その結果、陽性細
胞数が 0.1%まで減少し、腫瘍形成細胞を除去
できることが明らかになった。 
 
 
(5) 脳室周囲白質障害モデルへの移植実験 
 マウス iPS 由来 OPC の in vito での効果を
みるために、脳室周囲白質障害モデル動物へ
の移植を行った。生後５日のモデルラット脳
（脳梁部）に iPS 由来 OPC を移植すると、２ 



 

 

週間後に白質内での生存が確認できた（図
６）。また、免疫抑制剤の投与により移植細
胞の生存は促進されることが分かった。より
長期の生存と成熟のためには、栄養因子等の
処置が必要であることが示された。 
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