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Abstract 本研究は、脊髄固有の性質を持つ神経幹細胞サブタイプをヒトiPS細胞から作出し、脊髄損傷モデ

ルマウスに移植することで、その有効性を検証するものである。特に、脊髄型の特徴を持つ神経
幹細胞の移植による宿主神経回路の再構築に着目して研究を進めた。
まず、臨床研究で用いる細胞誘導プロトコルをベースに、後方化因子であるレチノイン酸とWnt活
性化剤を加えることで、ヒトiPS細胞から脊髄の領域情報を持つ神経幹細胞を作出することに成功
した。免疫組織化学染色によって、誘導された細胞には、脊髄領域に特異的なマーカーであるHO
XB4が強く発現することが確認された。さらに、RNA-seq解析によって、網羅的な遺伝子発現に
おいても、この細胞は実際のヒト脊髄細胞に類似したプロファイリングを示していることが実証
された。In vitroにおける分化実験においては、脊髄に特徴的な介在神経細胞マーカーの発現を確
認し、アストロサイトへの分化傾向も認めた。
次に、この細胞を、頸髄後索を切断した頸髄損傷モデルマウスに移植した。この際に、切断した
頸髄後索と移植細胞との神経回路際接続を精密に測定できるように、移植細胞を損傷後索の近傍
に正確に留置する移植手技を新たに開発した。移植した細胞は、十分な細胞生着、神経系分化傾
向を確認した。さらに、宿主の神経回路をトレーサー標識することで、宿主と移植細胞との相互
関係を探索したところ、一部、宿主神経回路と移植細胞が神経接続している様子を捉えることが
できた。現在、宿主神経回路と移植細胞との相互関係を定量的に測定する方法を開発中である。
本研究は、ヒトiPS細胞からの安定的かつ臨床グレードの脊髄型神経幹細胞の作成を可能とし、こ
の細胞が脊髄損傷動物モデルにおいて宿主神経回路再構築に寄与する可能性を示唆した。
In this study, we demonstrated the generation of spinal cord-type neural progenitors from human
induced pluripotent stem cells (iPSCs), and the elucidation of efficacy of these neural progenitors
on the treatment of spinal cord injury. In particular, this study focused on the reconstitution of host
neural circuits by these neural progenitors.
Firstly, we modified clinical-grade neural induction methods from iPSCs, and succeeded in
generating neural progenitors with spinal cord characteristics by treatment with retinoic acid and a
Wnt agonist. Immunohistochemical analyses demonstrated that these neural progenitors
expressed HOXB4, a spinal cord-specific marker. RNA-seq analyses revealed that these
progenitors had a similar gene expression profile to that of human dissected spinal cords. These
cells can be differentiated into spinal cord-specific interneurons, in addition to astrocytes.
Next, we transplanted these progenitors into cervical spinal cord injury mouse models. We
developed a novel transplantation technique by which we can target the desired coordinates within
injured spinal cords, and we succeeded in grafting our cells onto host injured neural circuits.
Transplanted neural progenitors exhibited good engraftment and differentiation properties. We
labelled host injured neural circuits by tracer labelling, and detected the interactions between
grafted cells and host injured neural circuits. We are now working on the quantification of these
interactions within spinal cords.
This study demonstrated the scalable generation of clinical-grade, spinal cord-type neural
progenitors from human iPSCs, and indicated the potential contribution of these cells to the
reconstitution of damaged neural circuits within injured spinal cords.
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１．研究成果実績の概要

本研究は、脊髄固有の性質を持つ神経幹細胞サブタイプをヒト iPS 細胞から作出し、脊髄損傷モデルマウスに移植することで、その有
効性を検証するものである。特に、脊髄型の特徴を持つ神経幹細胞の移植による宿主神経回路の再構築に着目して研究を進めた。
まず、臨床研究で用いる細胞誘導プロトコルをベースに、後方化因子であるレチノイン酸と Wnt 活性化剤を加えることで、ヒト iPS 細胞
から脊髄の領域情報を持つ神経幹細胞を作出することに成功した。免疫組織化学染色によって、誘導された細胞には、脊髄領域に特
異的なマーカーである HOXB4 が強く発現することが確認された。さらに、RNA-seq 解析によって、網羅的な遺伝子発現においても、こ
の細胞は実際のヒト脊髄細胞に類似したプロファイリングを示していることが実証された。In vitro における分化実験においては、脊髄
に特徴的な介在神経細胞マーカーの発現を確認し、アストロサイトへの分化傾向も認めた。
次に、この細胞を、頸髄後索を切断した頸髄損傷モデルマウスに移植した。この際に、切断した頸髄後索と移植細胞との神経回路際接
続を精密に測定できるように、移植細胞を損傷後索の近傍に正確に留置する移植手技を新たに開発した。移植した細胞は、十分な細
胞生着、神経系分化傾向を確認した。さらに、宿主の神経回路をトレーサー標識することで、宿主と移植細胞との相互関係を探索した
ところ、一部、宿主神経回路と移植細胞が神経接続している様子を捉えることができた。現在、宿主神経回路と移植細胞との相互関係
を定量的に測定する方法を開発中である。
　本研究は、ヒト iPS 細胞からの安定的かつ臨床グレードの脊髄型神経幹細胞の作成を可能とし、この細胞が脊髄損傷動物モデルに
おいて宿主神経回路再構築に寄与する可能性を示唆した。

２．研究成果実績の概要（英訳）

In this study, we demonstrated the generation of spinal cord-type neural progenitors from human induced pluripotent stem cells
(iPSCs), and the elucidation of efficacy of these neural progenitors on the treatment of spinal cord injury. In particular, this study
focused on the reconstitution of host neural circuits by these neural progenitors.
Firstly, we modified clinical-grade neural induction methods from iPSCs, and succeeded in generating neural progenitors with spinal
cord characteristics by treatment with retinoic acid and a Wnt agonist. Immunohistochemical analyses demonstrated that these neural
progenitors expressed HOXB4, a spinal cord-specific marker. RNA-seq analyses revealed that these progenitors had a similar gene
expression profile to that of human dissected spinal cords. These cells can be differentiated into spinal cord-specific interneurons, in
addition to astrocytes.
Next, we transplanted these progenitors into cervical spinal cord injury mouse models. We developed a novel transplantation
technique by which we can target the desired coordinates within injured spinal cords, and we succeeded in grafting our cells onto
host injured neural circuits. Transplanted neural progenitors exhibited good engraftment and differentiation properties. We labelled
host injured neural circuits by tracer labelling, and detected the interactions between grafted cells and host injured neural circuits. We
are now working on the quantification of these interactions within spinal cords.
This study demonstrated the scalable generation of clinical-grade, spinal cord-type neural progenitors from human iPSCs, and
indicated the potential contribution of these cells to the reconstitution of damaged neural circuits within injured spinal cords.
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