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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞から末梢神経細胞を作成する方法であって、以下の工程（ａ）
～（ｂ）を含む、末梢神経細胞の作成方法。
（ａ）ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞を培養し、成長したコロニーを培養器から剥離することな
く神経前駆細胞へ分化誘導する工程。
（ｂ）工程（ａ）で作成した神経前駆細胞を培養器から剥離した後に、培養器に対して２
×１０5～６×１０5cells／ｃｍ2の播種密度で細胞を播種し、１４～４２日間培養する工
程。
【請求項２】
　工程（ａ）において、さらに以下の工程（ａ’）を含む、請求項１に記載の方法。
（ａ’）ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞を、フィーダーセルを使用せずに、接着培養する工程。
【請求項３】
　工程（ａ）又は（ａ’）において培養する細胞がｉＰＳ細胞である、請求項１又は２に
記載の方法。
【請求項４】
　工程（ｂ）における培養の培養期間が２１～２８日間である、請求項１～３のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）における培養時の培地がＮＧＦを含むものである請求項１～４のいずれか１
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項に記載の方法。
【請求項６】
　工程（ｂ）において、培養後の培養物中における、βＩＩＩ－Ｔｕｂｕｌｉｎ、ｐｅｒ
ｉｐｈｅｒｉｎおよびＢｒｎ３ａのいずれか１以上の発現が陽性である細胞が８５％以上
である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は末梢神経細胞の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　末梢神経は、中枢神経（脳と脊髄）以外のすべての神経であり、運動神経や感覚神経を
含み、外部からの中枢神経への情報入力、筋肉など効果器官への中枢からの出力を担って
いる。末梢神経障害は、糖尿病やアルコールの過剰摂取、ビタミンＢの欠乏、抗がん剤等
の薬剤による副作用等の原因により引き起こされ、筋肉の萎縮、しびれや痛みの発生、立
ちくらみ、下痢、便秘等の様々な症状が現れ、場合によっては不可逆的に症状が治らない
場合も存在する。
【０００３】
　近年、未分化な細胞（幹細胞）を分化誘導することで、損傷して障害を受けた神経、組
織、器官等の補填を図る再生医療の研究が進められている。幹細胞である胚性幹細胞（Ｅ
Ｓ細胞）や人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）より神経細胞が得られれば、再生医療はもと
より、神経障害に関するｉｎ　ｖｉｔｒｏやｉｎ　ｖｉｖｏでの様々な研究に利用できる
可能性があり、現在、幹細胞を神経細胞に分化誘導する技術が注目を集めている。
【０００４】
　従来、ｉＰＳ細胞を分化誘導して末梢神経細胞を作成する技術としては、ｉＰＳ細胞を
、マウス胎児線維芽細胞（ＭＥＦｓ細胞）をフィーダーセルとして用いてコロニーを成長
させた後ｉＰＳ細胞を剥離し、接着培養して神経前駆細胞へ分化誘導し、次いで１４日間
培養して末梢神経細胞へ分化させる方法が報告されている（非特許文献１）。
　しかしながら、この方法により作成された末梢神経細胞は、神経障害に関するｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏやｉｎ　ｖｉｖｏの研究、ひいては再生医療に利用できるほど高純度ではなく、
また分化誘導率も良いとは云えず、より高純度な末梢神経細胞を効率的に作成する技術が
求められている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】PLOS ONE December 2012 Vol. 7, issue 12, e53010
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、未分化細胞から高純度の末梢神経細胞を効率よく製造する方法を提供するこ
とに関する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞から末梢神経細胞を分化誘導す
る条件を検討したところ、当該未分化細胞を培養してコロニーのまま神経前駆細胞へ分化
誘導し、さらに末梢神経細胞への分化誘導を、細胞の播種密度を高めてコンフルエントな
状態で行うことにより、高純度の末梢神経細胞を効率よく製造できることを見出した。
【０００８】
　すなわち、本発明は、以下の１）～９）に係るものである。
　１）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞から末梢神経細胞を作成する方法であ
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って、以下の工程（ａ）～（ｂ）を含む、末梢神経細胞の作成方法。
（ａ）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞を培養し、成長したコロニーを培養器
から剥離することなく神経前駆細胞へ分化誘導する工程。
（ｂ）工程（ａ）で作成した神経前駆細胞を培養器から剥離した後に、培養器に対して２
×１０５～６×１０５cells／ｃｍ２の播種密度で細胞を播種し、１４～４２日間培養す
る工程。
　２）工程（ａ）において、さらに以下の工程（ａ’）を含む、１）に記載の方法。
（ａ’）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞を、フィーダーセルを使用せずに、
接着培養する工程。
　３）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞が、ｉＰＳ細胞である１）又は２）に
記載の方法。
　４）工程（ｂ）における培養の培養期間が２１～２８日間である、１）～３）のいずれ
かに記載の方法。
　５）工程（ｂ）における培養時の培地がＮＧＦを含むものである１）～４）のいずれか
に記載の方法。
　６）工程（ｂ）において、培養後の培養物中における、βＩＩＩ－Ｔｕｂｕｌｉｎ、ｐ
ｅｒｉｐｈｅｒｉｎおよびＢｒｎ３ａのいずれか１以上の発現が陽性である細胞が８５％
以上である、１）～４）のいずれかに記載の方法。
　７）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞から分化誘導された末梢神経細胞であ
って、当該末梢神経細胞の培養物中において、βＩＩＩ－Ｔｕｂｕｌｉｎ、ｐｅｒｉｐｈ
ｅｒｉｎおよびＢｒｎ３ａのいずれか１以上の発現が陽性である細胞が８５％以上である
、末梢神経細胞。
　８）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞から分化誘導された末梢神経細胞であ
って、当該末梢神経細胞中で発現しているＢｒｎ３ａのｍＲＮＡ量が、未分化細胞に対し
て３０倍以上である、末梢神経細胞。
　９）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞がｉＰＳ細胞である、７）又は８）に
記載の末梢神経細胞。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞から、生体中の末梢神経
細胞と同等の形態と性質を有する高純度の末梢神経細胞を効率よく製造することができる
。本発明の末梢神経細胞は、患者自身の体細胞より作製した人工多能性幹細胞等より作成
できることから、末梢神経障害に対する再生医療分野におけるドナー不足の問題と拒絶反
応の問題を同時に解決し得る。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】末梢神経細胞を含む培養物のＦＡＣＳ（fluorescence activated cell sorting
）データ（実施例１）。上段：βＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、中段：Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ
、下段：Ｂｒｎ３ａ
【図２】末梢神経細胞を含む培養物のＦＡＣＳデータ（比較例１）。上段：βＩＩＩ－ｔ
ｕｂｕｌｉｎ、中段：Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ、下段：Ｂｒｎ３ａ
【図３】末梢神経細胞の培養物の顕微鏡写真（実施例１）。
【図４】末梢神経細胞の培養物の顕微鏡写真（比較試験例）。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明の末梢神経細胞の作成方法は、以下の工程（ａ）～（ｂ）を含むものである。
（ａ）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞を培養し、成長したコロニーを培養器
から剥離することなく神経前駆細胞へ分化誘導する工程。
（ｂ）工程（ａ）で作成した神経前駆細胞を培養器から剥離した後に、培養器に対して２
×１０５～６×１０５cells／ｃｍ２の播種密度で細胞を播種し、１４～４２日間培養す
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る工程。
【００１２】
　本発明において用いられる「末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞」（以下、単
に「未分化細胞」とも称する）としては、末梢神経細胞への分化能を有する未分化の細胞
であれば何れであってもよく、例えば、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、人工多能性幹細胞（in
duced pluripotent stem cell：ｉＰＳ細胞）等を挙げることができるが、細胞の供給量
の点で、ＥＳ細胞及びｉＰＳ細胞であるのが好ましく、ｉＰＳ細胞であるのがより好まし
い。
【００１３】
　ここで、ｉＰＳ細胞とは、哺乳動物体細胞または未分化幹細胞に、特定の因子を導入す
ることにより、ＥＳ細胞と同様の分化多能性を有するように再プログラミング（初期化）
された細胞をいう（K. Takahashi and S. Yamanaka (2006) Cell、国際公開第２００７／
０６９６６６号））。
　本発明で用いられるｉＰＳ細胞は、上記の機能を有する限り、公知の人工多能性幹細胞
及びこれと等価な人工多能性幹細胞のすべてを含み、細胞源、導入因子、導入方法等は特
に限定されない。
【００１４】
工程（ａ）；
　本工程は、末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞を培養し、成長（成熟）した未
分化細胞のコロニーを培養器から剥離することなく神経前駆細胞へ分化誘導する工程であ
る。
　特に、工程（ａ’）末梢神経細胞への分化能を有する未分化細胞を、フィーダーセルを
使用せずに、接着培養する工程を含むことが好ましい。
　ここで、フィーダーセルとは、細胞を培養する際に、目的とする細胞の増殖や分化に必
要な環境を整えるために補助的に用いられる細胞をいう。従来、ＥＳ細胞やｉＰＳ細胞の
培養は、培地と添加物だけでは補えない栄養素（細胞間接着因子も含む）の補完を目的に
、マウス胎児線維芽細胞等のフィーダーセルと共培養して行われるが、本工程における細
胞培養は、フィーダーセルを用いることなく行われることが好ましい。本工程は、細胞付
着性を有する素材（足場材）を用いてコーティングした培養器で接着培養することが好ま
しい。
【００１５】
　足場材としては、フィブロネクチン（ＦＮ）、ビトロネクチン（ＶＮ）、ラミニン等の
細胞接着因子があり、特にラミニンを含む細胞接着因子の混合物である基底膜マトリック
ス（コーニング社製の成長因子低減マトリゲル（マトリゲルＧＦＲ））を用いるのが好ま
しい。
【００１６】
　本工程の培養に使用される培地としては、未分化細胞の培養に適するものであれば特に
限定されないが、例えば、ＲｅｐｒｏＦＦ２培地、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地等の動物細胞、
特に未分化細胞のフィーダーセルフリー培養に適する培地を基本培地とし、これに適宜添
加剤を加えることにより調製した培地を用いることができる。
　ここで、添加剤としては、ペニシリン、ストレプトマイシン等の抗生物質、線維芽細胞
増殖因子（basic fibroblast growth factor；ｂＦＧＦ）、血清代替物、例えば、KnockO
utTM Serum Replacement等が挙げられる。
【００１７】
　培養開始時の細胞の播種密度は、特に限定されないが、例えば、培養器に対して１×１
０３～５×１０４cells／ｃｍ２、好ましくは５×１０３～２×１０４cells／ｃｍ２であ
る。
　培養条件は、特に限定されるものではないが、培養温度は、例えば３０～４０℃、好ま
しくは３６℃～３８℃であり、また、ＣＯ２濃度は、例えば1～１０％、好ましくは４～
６％である。培養は、未分化細胞のコロニーの密度が培養器に対して５０％前後に達する
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まで行うことが好ましい。
【００１８】
　培養器としては、細胞を培養可能なものであれば特に限定されないが、例えば、ディッ
シュ（コーニング社製の60mm 組織培養ディッシュ）が挙げられる。
【００１９】
　ＥＳ細胞やｉＰＳ細胞を誘導する際には、フィーダーセルを除去する理由より、細胞を
培養後、培養器から細胞を剥離した上で誘導を行うことが多いが、本工程では、未分化細
胞のコロニーの密度が５０％前後に達したら、培養器から未分化細胞を剥離することなく
、コロニーのまま神経前駆細胞へ分化誘導することができる。
　ここで剥離とは、細胞剥離液等を使用して培養器に接着している細胞を培養器から剥が
すことをいう。
【００２０】
　神経前駆細胞へ分化誘導するための培地は、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地などの動物細胞用の
培地を基本培地とし、これに細胞の維持増殖に必要な各種栄養源や分化誘導に必要な各成
分を適宜添加することにより調製することができる。
　添加剤としては、ペニシリン、ストレプトマイシン等の抗生物質、ＫＳＲ（KnockoutTM

 Serum Replacement）等の血清代替物、ＦＧＦＲ阻害剤（例えば、ＳＵ５４０２）、γ－
セクレターゼ阻害剤（例えば、ＲＯ４９２９０９７）、ＧＳＫ３阻害剤（例えば、ＣＨＩ
Ｒ９９０２１）、ＴＧＦβファミリー阻害剤（例えば、Ａ８３－０１）、ＡＬＫ阻害剤（
例えば、ＬＤＮ－１９３１８９）、ＰＭＡ（Ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ）、レチノイン
酸等を挙げることができる。
【００２１】
　培養条件は、特に限定されるものではないが、培養温度は、例えば３０～４０℃、好ま
しくは３６℃～３８℃であり、また、ＣＯ２濃度は、例えば1～１０％、好ましくは４～
６％である。培養期間は、好ましくは、６～１４日間、より好ましくは８～１２日である
。
【００２２】
工程（ｂ）；  
　本工程は、工程（ａ）で作成された神経前駆細胞を培養器から剥離した後に、培養器に
対して２×１０５～６×１０５cells／ｃｍ２の播種密度で細胞を播種し、１４～４２日
間培養する工程である。
　すなわち、工程（ａ）で作成された神経前駆細胞は、末梢神経細胞へ分化誘導する前に
、培養器から剥離され、細胞の播種密度を高めてコンフルエントな状態（培養器の底面及
び側面一杯に細胞が接着した状態）で誘導される。これにより、分化誘導効率を高め、ま
た分化マーカーを高度に発現する末梢神経細胞の製造が可能となる。
【００２３】
　神経前駆細胞の剥離は、公知の細胞剥離液（例えば、Ａｃｃｕｔａｓｅ（イノベーティ
ブセルテクノロジーズ社）、ディスパーゼ（合同酒精社）等）を用いることにより行うこ
とができる。
　剥離回収された神経前駆細胞は、適宜洗浄操作を行った後に、工程（ａ）で用いたもの
と同様の足場材でコーティング処理された培養器に播種されるが、この場合の播種密度は
、培養器に対して２×１０５～６×１０５cells／ｃｍ２である。斯かる播種密度とする
ことにより、９０～１００％コンフルエントな状態での培養が可能となる。
　具体的には、例えば、培養器を、培養面積が１／２～１倍、好ましくは２／３倍程度の
ものに変更して（例えば、直径６０ｍｍの培養皿から得た細胞を、６wellプレート（直径
３５ｍｍ）の２wellに播種する）、播種することにより行うことができる。
【００２４】
　培養に用いられる培地は、ＮＧＦ（ｎｅｒｖｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）を添加
した培地が好ましい。基本培地としては工程（ａ）で用いたのと同様のＤＭＥＭ／Ｆ１２
培地などの動物細胞用の培地が挙げられ、これに適宜分化誘導に必要な成分を添加するこ
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とにより調製することができる。
　ＮＧＦ以外の添加剤としては、例えば、ペニシリン、ストレプトマイシン等の抗生物質
、ＫＳＲ（KnockoutTM Serum Replacement）等の血清代替物、Ｎ２－サプリメント、Ｂ２
７－サプリメント、インスリン、ニューロトロフィン－３（neurotrophin-3；ＮＴ－３）
、脳由来神経栄養因子（brain-derived neurotrophic factor；ＢＤＮＦ）、グリア細胞
株由来神経栄養因子（glial cell line-derived growth factor；ＧＤＮＦ）、ビタミン
類（アスコルビン酸他）、ジブチリルｃＡＭＰ、ＢＭＰ－４（bone morphogenetic prote
in-4）アミノ酸等を挙げることができる。
【００２５】
　培養条件は、例えば、好ましくは３０～４０℃、より好ましくは３６～３８℃で、ＣＯ

２濃度は、例えば１～１０％、好ましくは４～６％である。
【００２６】
　培養期間は、１４～４２日間であるが、分化マーカーの発現率を上昇させる点から、よ
り好ましくは１４～３５日間、さらに好ましくは１４～２８日間であり、特に２１日間と
することが好ましい。
【００２７】
　斯くして分化誘導された末梢神経細胞は、培養液中より公知の細胞剥離液（例えば、Ａ
ｃｃｕｔａｓｅ（イノベーティブセルテクノロジーズ社）、ディスパーゼ（合同酒精社）
等）を用いることにより単離することが出来る。
【００２８】
　本発明の方法により製造された末梢神経細胞は、末梢神経細胞の分化マーカーとして知
られている、βＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ、Ｂｒｎ３ａを発現し、
ｉｎ　ｖｉｖｏにおける末梢神経細胞と同等の形態と性質を有する。加えて、本発明の方
法により、従来の方法と比べ高純度な末梢神経細胞を製造することができる。ここで、末
梢神経細胞の純度は、βＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ、Ｂｒｎ３ａ等
の発現量で評価することができ、高純度とは、例えば、Ｂｒｎ３ａの発現量が、分化前の
未分化細胞の３０倍以上、具体的には３０～３００倍であることが挙げられる。
　また、本発明の方法では、工程（ｂ）の培養終了後の培養物中におけるβＩＩＩ－ｔｕ
ｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ及びＢｒｎ３ａのいずれか１以上の発現が陽性である
細胞が８５％以上、特にβＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ及びＢｒｎ３
ａのすべての発現が陽性である細胞が８５％以上である末梢神経細胞を得ることができる
。すなわち本発明の方法により得られる培養物中の末梢神経細胞の割合は８５％以上であ
り、本発明の方法は、末梢神経細胞への分化誘導効率が極めて優れている。
【００２９】
　斯くして、本発明の方法によって製造された末梢神経細胞は、再生医療のための細胞製
剤として使用でき、また本発明の方法によって、未分化細胞から分化誘導された末梢神経
細胞を含む培養物は、研究、再生医療、或いは細胞製剤の原料として使用できる。
　本発明の方法によって製造された末梢神経細胞を用いた細胞製剤としては、例えば、末
梢神経細胞がネットワーク化して調製される細胞シート、細胞線維等が挙げられる。
【実施例】
【００３０】
実施例１
（１）ヒトｉＰＳ細胞の準備と培養（工程（ａ）中の工程（ａ’））
　ヒトｉＰＳ細胞（ＪＣＲＢ１３６３細胞、以下ｉＰＳ細胞）はＪＣＲＢ細胞バンクから
入手した。ｉＰＳ細胞は成長因子低減マトリゲル（マトリゲルＧＦＲ、コーニング社）で
コートされた６０ｍｍディッシュ（コーニング社）に、細胞凍結保存管１本分の細胞（約
１×１０４cells／ｃｍ２）を播種した。
　マトリゲルＧＦＲのコートは、マトリゲルＧＦＲ原液をＤＭＥＭ／Ｆ１２培地（１％Ｌ
－グルタミン含有、和光純薬社）で５０倍希釈し、一面を覆う程度ディッシュに注ぎ、室
温で３時間静置し、使用までは４℃で保存することにより行った。
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　培養は、１％ペニシリン－ストレプトマイシン（和光純薬社）、１０ｎｇ／ｍＬ　ｂａ
ｓｉｃ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ｂＦＧＦ、リプロセル社
）を含むＰｅｐｒｏＦＦ２培地（リプロセル社）で、５％ＣＯ２、３７℃の条件で行った
。培地は２、３日毎に交換し、ｉＰＳコロニーが成長したら継代を行った。
【００３１】
（２）神経前駆細胞への分化（工程（ａ））
　ｉＰＳ細胞コロニーの密度が培養器に対して５０％前後に達した後、ｉＰＳ細胞はディ
ッシュから剥離を行わずに、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地（１％Ｌ－グルタミン含有、和光純薬
社）で細胞を洗浄後、以下の成分を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２培地で、５％ＣＯ２、３７℃の
条件で１０日間培養した。培地は２、３日毎に交換した。
　培地添加剤；１０％ｋｎｏｃｋｏｕｔＴＭ　ｓｅｒｕｍ　ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ（Ｋ
ＳＲ、ライフテクノロジーズ社）、１％ペニシリン－ストレプトマイシン、０．３μＭ　
ＳＵ５４０２（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）、１．０μＭ　ＲＯ４９２９０９７（Ｃ
ｅｌｌａｇｅｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社）、５μＭ　ＣＨＩＲ９９０２１（ＢｉｏＶｉ
ｓｉｏｎ社）、１μＭ　Ａ８３－０１（Ｃｅｌｌａｇｅｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社）、
０．２μＭ　ＬＤＮ－１９３１８９（Ａｘｏｎ　Ｍｅｄｉｃｈｅｍ社）、０．１μＭ　ｒ
ｅｔｉｎｏｉｃ　ａｃｉｄ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）。
【００３２】
（３）末梢神経細胞への分化（工程（ｂ））
　神経前駆細胞に分化させたｉＰＳ由来細胞を、Ａｃｃｕｔａｓｅ（イノベーティブセル
テクノロジーズ社）を使用してディッシュから剥がした。回収したｉＰＳ由来細胞は遠心
分離（１０００ｒｐｍ、５分）で培地と分離し、分化因子などを含まないＤＭＥＭ／Ｆ１
２培地に懸濁し、再び遠心分離機（１０００　ｒｐｍ、５分）を行い、ｉＰＳ由来細胞を
洗浄した。
　沈殿として得たｉＰＳ由来細胞を、マトリゲルＧＦＲコート済み６ｗｅｌｌプレート（
１ｗｅｌｌの直径３５ｍｍ）（イワキ社）の２ｗｅｌｌに播種し（面積としては６０ｍｍ
　ディッシュの２／３倍相当。細胞播種密度：４×１０５cells／ｃｍ２）、以下の成分
を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２培地（１％Ｌ－グルタミン含有、和光純薬社）で、５％ＣＯ２、
３７℃の条件で２１日間培養した（コンフルエントな状態での培養）。培地は２、３日毎
に交換した。
　培地添加剤；１０％ＫＳＲ（ライフテクノロジーズ社）、１％ペニシリン－ストレプト
マイシン（和光純薬社）、ｘ１　Ｎ２サプリメント（ライフテクノロジーズ社）、１０ｎ
ｇ／ｍＬ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ－３（ＮＴ－３、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ
社）、１０ｎｇ／ｍＬ　ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａ
ｃｔｏｒ（ＢＤＮＦ、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ社）、１０ｎｇ／ｍＬ　ｎｅｒｖ
ｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＮＧＦ、ライフテクノロジーズ社）、１０ｎｇ／ｍＬ
　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（Ｇ
ＤＮＦ、和光純薬社）、２００μＭ　ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ社）、０．５ｍＭ　ｄｉｂｕｔｙｒｙｌ　ｃＡＭＰ（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社）。
【００３３】
（４）末梢神経細胞の単離
　培地を取り除き、細胞をＰＢＳで洗浄後、Ａｃｕｔａｓｅを加え、室温で５～１５分放
置した。培養器をゆっくり傾け、細胞が剥がれたのを確認後、末梢神経細胞をピペットで
回収した。
【００３４】
実施例２
　実施例１（３）における培養時間を４２日間とし、実施例１と同様にして、末梢神経細
胞を製造した。
【００３５】
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比較例１
　実施例１（３）において、神経前駆細胞へ分化誘導したｉＰＳ由来細胞の培養容器への
播種を、マトリゲルＧＦＲコート済み６０ｍｍディッシュ２枚に播種（面積としては６０
ｍｍディッシュの２倍。細胞播種密度：１×１０５cells／ｃｍ２）することとした他は
実施例１と同様にして末梢神経細胞を製造した（非コンフルエントな状態での培養）。
【００３６】
比較例２
　実施例１（３）を以下の方法に変更して行った。
　神経前駆細胞に分化させたｉＰＳ由来細胞をディッシュから剥がす剥離処理を行うこと
なく、以下の成分を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２培地（１％Ｌ－グルタミン含有、和光純薬社）
で、５％ＣＯ２、３７℃の条件で１４日間培養した（神経前駆細胞に分化させたｉＰＳ由
来細胞をディッシュから剥がさずに末梢神経細胞への分化誘導を行った）。培地は２、３
日毎に交換した。
　培地添加剤；１０％ＫＳＲ（ライフテクノロジーズ社）、１％ペニシリン－ストレプト
マイシン（和光純薬社）、ｘ１　Ｎ２サプリメント（ライフテクノロジーズ社）、１０ｎ
ｇ／ｍＬ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ－３（ＮＴ－３、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ
社）、１０ｎｇ／ｍＬ　ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａ
ｃｔｏｒ（ＢＤＮＦ、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ社）、１０ｎｇ／ｍＬ　ｎｅｒｖ
ｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＮＧＦ、ライフテクノロジーズ社）、１０ｎｇ／ｍＬ
　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（Ｇ
ＤＮＦ、和光純薬社）、２００μＭ　ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ社）、０．５ｍＭ　ｄｉｂｕｔｙｒｙｌ　ｃＡＭＰ（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社）。
　次いで、Ａｃｃｕｔａｓｅ（イノベーティブセルテクノロジーズ社）を使用して末梢神
経細胞をディッシュから剥がした。回収した末梢神経細胞は遠心分離（１０００ｒｐｍ、
５分）で培地と分離し、分化因子などを含まないＤＭＥＭ／Ｆ１２培地に懸濁し、再び遠
心分離機（１０００　ｒｐｍ、５分）を行い、末梢神経細胞を洗浄した。
　沈殿として得た末梢神経細胞を、マトリゲルＧＦＲコート済み６ｗｅｌｌプレート（１
ｗｅｌｌの直径３５ｍｍ）（イワキ社）の２ｗｅｌｌに播種し（面積としては６０ｍｍ　
ディッシュの２／３倍相当。細胞播種密度：６×１０５cells／ｃｍ２）、５％ＣＯ２、
３７℃の条件で７日間追加培養した（コンフルエントな状態での培養）。
【００３７】
試験例
（１）Ｂｒｎ３ａ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎの発現量の測定
　実施例１及び比較例１で単離された末梢神経細胞について、末梢神経細胞に特異的に発
現すると考えられているＢｒｎ３ａ及びＰｅｒｉｐｈｅｒｉｎのｍＲＮＡ量を、以下に示
すように、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ法を用いて測定した。測定する細胞からＮｕｃｌｅ
ｏＳＰｉｎ　ＲＮＡ　ＩＩ（ＭＡＣＨＥＲＥＹ－ＮＡＧＥＬ社）ＲＮＡ抽出キットを用い
て全ＲＮＡを抽出した。全ＲＮＡを鋳型にＲｅｖｅｒＴｒａ　Ａｃｅ ｑＰＣＲ　ＲＴ　
Ｋｉｔ（東洋紡社）を用いてｃＤＮＡを合成した。そして、合成したｃＤＮＡを鋳型とし
ＫＡＰＡ　ＳＹＢＲ　ＦＡＳＴ　ｑＰＣＲキット（Ｋａｐａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）
とリアルタイムPCRシステム ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ（ライフテクノロジーズ社）を使用
して測定を行った。内在性コントロール遺伝子としてＧＡＰＤＨを用い、ΔΔｃｔ法によ
りターゲット遺伝子発現の定量を行った。また、比較例２で単離された末梢神経細胞につ
いても、Ｂｒｎ３ａのｍＲＮＡ量を同様に測定した。
【００３８】
（２）培養物中における末梢神経細胞の割合
　実施例１及び比較例１～２の工程（ｃ）で得られた培養終了後の培養物について、以下
に示すように、ＦＡＣＳにより、βＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ、Ｂ
ｒｎ３ａを指標として、末梢神経分化マーカーを発現している細胞の割合を測定した。測
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定する細胞はＡｃｕｔａｓｅを用いて剥離し、遠心分離を用いて剥離液の除去と細胞の洗
浄を行った。細胞沈殿はＰＢＳに懸濁してセルストレーナー（ＦＡＬＣＯＮ社）を通して
シングルセルにした。ＦＩＸ　＆　ＰＥＲＭ　Ｃｅｌｌ　Ｆｉｘａｔｉｏｎ　＆　Ｃｅｌ
ｌ　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（サーモフィッシャーサイエンティフィ
ック社）を用いて細胞の固定と細胞膜透過処理を行った。その後、５％ＦＢＳ、５％ｇｏ
ａｔ血清、０．１％ＮａＮ３を含むＰＢＳでブロッキングを行った。βＩＩＩ－ｔｕｂｕ
ｌｉｎはＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ６４７　Ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉ-β-Ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｃ
ｌａｓｓＩＩＩ抗体（ＢＤ社）を用いて蛍光ラベルした。ＰｅｒｉｐｈｅｒｉｎとＢｒｎ
３ａはＺｅｎｏｎ　Ｒａｂｂｉｔ　ｉｇＧ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ（サーモフィッシ
ャーサイエンティフィック社）を結合したＡｎｔｉ－ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ抗体（ミリポ
ア社）、Ａｎｔｉ－ＢＲＮ３Ａ抗体（アブカム社）をそれぞれ用いて蛍光ラベルした。固
定と透過処理のみを行い蛍光ラベルしていない細胞をコントロールとした。測定はＦＡＣ
ＳＶｅｒｓｅフローサイトメーター（ＤＢ社）で行い、データ解析はＦＬＯＷＪＯソフト
ウェア（ＦＬＯＷＪＯ社）を用いて行った。
【００３９】
（３）形態観察
　実施例１の工程（ｃ）で得られた培養終了後の培養物について、細胞固定を行わずに、
培養状態のまま、顕微鏡にて撮影を行った。顕微鏡は、カールツァイス社PrimoVertカメ
ラ一体型顕微鏡（位相差モード）を使用した。
【００４０】
（４）結果
　１）実施例１および比較例１のＢｒｎ３ａ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎの発現量　
【００４１】
【表１】

【００４２】
　実施例１のＢｒｎ３ａ及びＰｅｒｉｐｈｅｒｉｎ量を１．００とした際の比較例１の量
を相対値で示した。
　**：ｐ＜０．０１で有意（ｎ＝３）、***：ｐ＜０．００１で有意（ｎ＝３）
【００４３】
　２）実施例１および比較例２のＢｒｎ３ａの発現量
【００４４】
【表２】

【００４５】
　表２中の（１）、（２）は次の条件である。
（１）実施例１のＢｒｎ３ａ及びＰｅｒｉｐｈｅｒｉｎ量を１．００とした際の比較例２
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の量を相対値で示した。
（２）分化前のｉＰＳ細胞におけるＢｒｎ３ａ量を１．００とした際の実施例１及び比較
例２の量を相対値で示した。
　***：ｐ＜０．００１で有意（ｎ＝３）
【００４６】
　実施例１で作成した末梢神経細胞は、比較例１と比較してＢｒｎ３ａの発現量は１５倍
以上も多かった。また、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎの発現量は、比較例１と比較して４倍以上
も多かった。以上から、神経前駆細胞に分化させたｉＰＳ由来細胞から末梢神経細胞に分
化させる際に播種密度を上げてコンフルエントな状態で培養を行うことにより純度の高い
末梢神経細胞を製造できることが示された。
　また、比較例２で作成した末梢神経細胞は、実施例１と比較してＢｒｎ３ａの発現量は
１／４程度と少なかった。また、比較例２のＢｒｎ３ａの発現量は、分化前の未分化細胞
の３０倍未満であったが、実施例１の発現量は、３０倍以上であった。
　以上から、神経前駆細胞に分化させたｉＰＳ由来細胞から末梢神経細胞に分化させる前
に、一度ディッシュから剥がした上で培養（分化誘導）することにより、結果的に純度の
低下を避け、高い純度の末梢神経細胞を製造できることが示された。
【００４７】
　３）培養物中における末梢神経細胞の割合
【００４８】
【表３】

【００４９】
　表３ならびに図１及び図２に示すように、βＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅ
ｒｉｎ、Ｂｒｎ３ａのすべてにおいて、実施例１及び２の数値は、比較例１に比べて大き
く、８５％以上を示した。したがって、末梢神経細胞に分化させる際に播種密度を上げて
コンフルエントな状態で培養を行うことにより、効率よく末梢神経細胞を製造できること
がさらに示された。
　また、工程（ｃ）において培養時間を２１日とした場合（実施例１）と４２日とした場
合（実施例２）では、いずれも８５％以上を示し効率よく末梢神経細胞が作成されている
ことが示されているが、２１日の方がより数値が高く、好ましいことが示された。
【００５０】
　３）形態観察
　図３より、本発明の方法より誘導された末梢神経細胞は、末梢神経細胞及び軸索が密に
存在し、末梢神経細胞の純度が高いと云える。
【００５１】
比較試験例
　前記非特許文献１に記載の方法に準じ、以下に示す方法でｉＰＳ細胞から末梢神経細胞
を誘導し、得られた末梢神経細胞の形態を評価した。
（１）ヒトｉＰＳ細胞
　実施例１で使用したヒトｉＰＳ細胞（ｉＰＳ細胞）を使用した。
　マトリゲルコートしたディッシュに、ｉＰＳ細胞を播種し、ペニシリンストレプトマイ
シン、及び１０ｎｇ／ｍＬ　ｂＦＧＦを含むＲｅｐｒｏＦＦ２（リプロセル社）で、５％
ＣＯ２、３７℃の条件で培養した。培地は２日毎に交換し、ｉＰＳコロニーが成長したら
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【００５２】
（２）神経前駆細胞への分化
　ｉＰＳ細胞コロニーの密度が５０－７０％に達したｉＰＳ細胞をＡｃｃｕｔａｓｅ（イ
ノベーティブセルテクノロジーズ社）を使用してディッシュから剥がした。回収したｉＰ
Ｓ細胞は遠心分離機（１０００ｒｐｍ、５分）で培地と分離した。分離して得たｉＰＳ細
胞を２×１０４cells／ｗｅｌｌの細胞密度で、マトリゲル（コーニング社）でコートさ
れた１２ｗｅｌｌプレートに播種し、以下の成分を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２培地で、５％Ｃ
Ｏ２、３７℃の条件で１０日間培養した。培地は２、３日毎に交換した。
＜培地添加剤＞
　１０％　ＫＳＲ、１％ペニシリン－ストレプトマイシン、１％Ｌ－グルタミン、０．３
μＭ　ＳＵ５４０２（Ｔｏｃｒｉｓ社）、１．０μＭ　ＲＯ４９２９０９７（Ｃｅｌｌａ
ｇｅｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社）、５μＭ　ＣＨＩＲ９９０２１（ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ
社）、１μＭ　Ａ８３－０１（Ｃｅｌｌａｇｅｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社）、０．２μ
Ｍ　ＬＤＮ－１９３１８９（Ｃｅｌｌａｇｅｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社）、０．１μＭ
　ｒｅｔｉｎｏｉｃ　ａｃｉｄ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）。
【００５３】
（３）末梢神経細胞への分化
　神経前駆細胞に分化させたｉＰＳ由来細胞を以下の成分を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２培地で
、５％ＣＯ２、３７℃の条件で１４日間培養した。培地は２、３日毎に交換した。
＜培地添加剤＞
　１０％　ＫＳＲ、１％ペニシリン－ストレプトマイシン、１％Ｌ－グルタミン、ｘ１　
Ｎ２サプリメント、１０ｎｇ／ｍＬ　ＮＴ－３、１０ｎｇ／ｍＬ　ＢＤＮＦ、１０ｎｇ／
ｍＬ　ＮＧＦ、１０ｎｇ／ｍＬ　ＧＤＮＦ、２００μＭ　ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ、
０．５　ｍＭ　ｄｉｂｕｔｙｒｙｌ　ｃＡＭＰ。
【００５４】
（４）末梢神経細胞の形態
　上記の方法により誘導された、末梢神経細胞の培養物について、前記試験例（３）と同
様にして、顕微鏡観察を行った。ただし、顕微鏡は、カールツァイス社Axiovert100顕微
鏡（位相差モード）に浜松フォトニクス社GRCA-R2カメラユニットを接続したものを使用
した。結果を図４に示す。
　図４より、上記の方法により誘導された末梢神経細胞は、実施例１の方法により作成さ
れた末梢神経細胞に比べ、末梢神経細胞及び軸索の密度が低く、末梢神経細胞の純度が低
いことが判明した。
【００５５】
（５）文献値との比較
　非特許文献１では、得られた末梢神経細胞中に発現するＢｒｎ３ａ量は、分化前のｉＰ
Ｓ細胞におけるＢｒｎ３ａ量を１とした際に約１５倍であった。また、ＦＡＣＳにより、
培養物中のβＩＩＩ－ｔｕｂｕｌｉｎ、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ、Ｂｒｎ３ａを指標とした
末梢神経細胞の割合は、βＩＩＩ－Ｔｕｂｕｌｉｎ：７９．２％、Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ
：約７８％、Ｂｒｎ３ａ：約１５％とされていることから、本発明の方法は、非特許文献
１に記載の方法に比べ末梢神経細胞への分化誘導効率が大幅に高いことが分かる。
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