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はじめに 
このファクトシートは、ヒト幹細胞由来のin vitroモデルを用いた神経障害性疼痛のモデル化に関
する主要な情報源と推奨事項をまとめ、疼痛研究と幹細胞研究の橋渡しを目的としています。従
来の神経障害性疼痛の前臨床モデルの臨床への外挿には限界があるため、人を基盤とした堅牢な
実験系構築に関心が高まっています。その結果、人工多能性幹細胞（iPS細胞）由来の感覚神経
（iSNs）が、臨床応用への高い可能性を秘めた主要な実験系プラットフォームとして注目されて
います。これらのモデルは、既存の多くのアプローチに比べて拡張性が高く、ヒトの遺伝的多様
性を再現できるという重要な利点を備えており、ヒト感覚神経における機能評価や薬物スクリー
ニングを直接行うことが可能となります。  
 
現在、同技術を用いて多様な神経障害性疼痛をモデル化した報告がますます増えています。この
ような急速な拡大は、実験結果の厳密性や再現性、臨床的妥当性を担保するために、標準化され
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た方法論的枠組みの整備が必要とされています。重要な点として、iPS細胞を用いた神経疾患のモ
デル化は確立された研究分野です。この分野における数多くの報告 [13,15,26]は強固な学術的基
盤を成しており、そこで確立された最良の手法を感覚および疼痛の神経生物学へと応用すること
ができます。 
 
iPS細胞を用いた神経障害性疼痛モデルの例 
遺伝的疼痛疾患のin vitroモデルは、患者特有の特徴をiSNsにおいて再現することに成功していま
す。 Nav1.7の機能獲得型変異による遺伝性肢端紅痛症のモデルでは、患者由来のiSNsにおいて、
対照群と比較して自発活動、発火頻度およびバースト頻度の増加に加え、熱感受性の亢進が認め
られました[1, 6, 37]。小径線維ニューロパチー患者由来のモデルにおいても同様の結果が得られ
ています。薬物介入によりiSNsの発火活動を正常化させた事例では、後に臨床応用にも成功して
います[41]。 また、Nav1.7の機能喪失型変異が原因の先天性無痛症では[36]、同患者由来のiSNs
において予想通り興奮性の低下が観察されています[36]。  
 
遺伝性感覚ニューロパチーのiSNモデルにおいて、電気生理学的な性質の変化や神経突起伸長の障
害に加えて、ニューロトロフィンシグナルの障害や傍絞輪部の構造異常が報告されています [9]。
同様に、ファブリー病のiSNモデルでは、軸索誘導の障害が報告されています [17]。 がん化学療
法誘発性末梢神経障害における神経毒性に関する研究では、細胞毒性や神経障害、細胞内ストレ
スおよびアポトーシス関連遺伝子発現の増加に加えて、神経突起伸長障害や突起退縮および軸索
の断片化などの形態変化が投与量依存的に観察されます[5,20,38,50]。 
 
単に神経障害性疼痛の病態をモデル化するためだけではなく、動物モデルでの発見をヒトin vitro
システムへ応用するためのツールとしてもiSNsが利用されており、炭疽毒素を介したPKAシグナ
ル伝達の調節や過活動状態の侵害受容器の化学遺伝学的サイレンシングなどがその例として挙げ
られます[45,60]。 
 
被験者の募集および幹細胞リポジトリ  

iPS細胞を用いた研究プロジェクトのためにドナーを募集する際には、各機関の倫理承認の必要性
を明確にし、ドナーに対しインフォームドコンセントを得るために包括的な情報を提示すること
が不可欠です。同意説明資料に記載すべき情報については、Orzechowskiら[44]によって提案・要
約されており、研究の背景情報、将来の（商業的な）研究に細胞を使用する可能性、患者由来の
材料および細胞株の保存方法、ならびに偶発的な発見に至った際の対応などが含まれる必要があ
ります。可能であれば人口統計、病院、医療、診断および遺伝学的な詳細データが収集され、作
成された細胞株に紐づけられることが推奨されます[13]。iPS細胞を用いた研究の対象集団は、そ
の研究目的に合わせて選定されるべきであり、適切な代表例や多様性に富むサンプルとなるよう
に努める必要があります。  
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新たな研究に向けたiPS細胞株の初期化に加えて、既に初期化されたiPS細胞株や対照群あるいは
疾患を背景に持つ品質管理されたiPS細胞株は、様々な細胞バンクやリポジトリ、あるいは最初に
作製し論文発表した研究室から直接入手することができます。以下に、世界の主要な多能性幹細
胞バンクのリストを示します： 
African iPSC Initiative, CellBank Australia, Coriell, European Bank for Induced Pluripotent Stem Cells, 
HipSci, Indian Stem Cell Repository, National Stem Cell Bank Korea, New York Stem Cell Foundation 
Repository, NINDS Human Cell and Data Repository, RIKEN BRC Japan, the Human Pluripotent Stem 
Cell Registry, UK Stem Cell Bank, WiCell.  
 
 
細胞の初期化および幹細胞の品質管理  
2006年にエピジェネティックな細胞の初期化が発見されて以来、再現性、ゲノムの完全性、およ
び生物学的関連性を確保するために確立されたプロトコールおよび品質管理基準に支えられるこ
とで、iPS細胞技術は堅牢で広く用いられるプラットフォームとなりました。このため、神経障害
性疼痛のメカニズムをモデル化するにあたりiPS細胞株を樹立し使用する場合には、いくつか重要
な検討事項があります。 
  
体細胞は初期化後も継続して、後天性の遺伝子変異およびエピジェネティックな変異を保持する
可能性があるため、初期化に使用した組織の供給源を注意深く選択し、明確に報告する必要があ
ります[43]。例えば、皮膚線維芽細胞は紫外線および加齢に伴う変異を蓄積している可能性があ
り、それらから樹立されたiPS細胞株にも引き継がれる場合があります [40,56]。可能であれば、
採取が容易であり、環境要因による変異のリスクが低いことなどの利点があるため、末梢血単核
細胞（PBMCs）を使用することが望ましいです。挿入突然変異を最小限に抑えるため、センダイ
ウイルスやエピソーマルプラスミド、mRNAベースの手法などのゲノムに組み込まれない方法で
初期化されるのが望ましいとされています。iPS細胞株は染色体分析、コピー数解析によりゲノム
安定性を評価するべきであり、また特に遺伝的な原因に基づく疼痛研究の場合は、女性ドナー由
来の細胞株ではX染色体の不活性化状態を評価することが望ましいです[10]。多能性幹細胞は培養
条件に影響を受けやすいため、実験の信頼性を確保するために、iPS細胞培養はマイコプラズマな
どの微生物汚染について定期検査を行い、ロット間でのばらつきを減らし、研究室間での再現性
を改善するため、ヒト以外の異種動物由来成分を含まない合成培地や培養器材を用いる必要があ
ります。 最近、国際幹細胞学会（ISSCR）ではヒト幹細胞を研究に用いる際の推奨基準や、ヒト
多能性幹細胞を用いた研究結果を論文化する際の推奨記載事項について公開しています[47]。  
 
分化誘導戦略、品質管理および細胞種の確認  
多能性幹細胞からヒト感覚神経を誘導するin vitroモデルは、ここ15年間で数多くのプロトコール
が報告されています[27]。 多くのプロトコールは次の3つの中のいずれかの方法に分類されます:  
 

1. 低分子化合物を用いたiPS細胞からの感覚神経への分化を誘導する方法  



4 
 

2. 運命決定を担う転写因子の過剰発現によるiPS細胞から感覚神経への分化を誘導する方法  
3. iPS細胞から安定した中間段階の神経前駆細胞または神経堤細胞集団を樹立し、そこからさ

らに感覚神経あるいは他の神経堤由来細胞へと分化させる方法 

 
論文化された多くのプロトコールでは、一般的あるいは混合型の感覚神経細胞群を作製すること
ができます[2,4,14,19,22,31,39]。一方、侵害受容性感覚神経[3,7,11,46,51]、機械受容性感覚神経
[21,42,52]、あるいは固有受容性感覚神経[12,21] を豊富に含む培養が可能なプロトコールや、分
化後に混合型の感覚神経細胞群の中から特定のサブタイプを選別するプロトコールも報告されて
います[49]。  
 
分化誘導プロトコールを実施する場合、作製した細胞種について検証および特性を明らかにする
ことは非常に重要です。iSNsの細胞種同定には、一般的な感覚神経のマーカー（例えば
peripherin, ISLET1, BRN3A）およびサブタイプ特異的マーカー（例えばTRPV1, TRKA, Nav1.7, 
Nav1.8）の共発現を確認して検証する必要があります [28]。さらに、特定の薬理学的アゴニスト
あるいは阻害剤を組み合わせた、パッチクランプ法や多電極アレイ記録（MEA）により、電気生
理学的な機能を評価することもできます[23,28]。注意すべき点として、幹細胞由来のin vitroモデ
ルはヒトの発達過程を模倣するため、成熟度や機能が培養期間とともに変化します。オピオイド
受容体はiSNsの初期段階から発現するのに対し、細胞内シグナル伝達が機能的になるのは長期培
養後であること [48]、また、Nav1.7については培養期間を経てはじめて細胞膜に局在すること
[32]が示されています。そのため、iSNsモデル系を用いて新規標的を研究する場合、長期間にわ
たって、その発現や局在性および機能を解析するのが推奨されています。既知の一般的なプロト
コールを用いて作成したiSNsの網羅的遺伝子発現データは、モデル選定の初期段階において有益
な情報となります [e.g., 33]。  
 
統計的な検討事項および実験計画について  

in vivo研究と同様に、iPS細胞を用いたモデルから得られた知見を臨床へと橋渡しするには、堅牢
な実験計画、適切な統計解析手法が必要であり、いくつかの点を考慮する必要があります。主要
評価項目は事前に定義するべきであり、選択した手法を用いて研究対象とする生物学的な事象が
直接検証される必要があります [5,58]。重要なのは、特にモデル開発の段階において、新たな発
見を検証するためには複数の補完的な検討がしばしば必要となるということです。感覚神経へと
分化誘導するプロトコールは多岐に及ぶため、神経細胞の成熟度については慎重に評価し報告す
る必要があります。機能的な成熟度を定義するにはマーカー発現のみでは不十分であり、発達段
階におけるばらつきが意図しない変動となることを避けるために、可能であればパッチクランプ
法や多電極アレイ記録（MEA）を用いた電気生理学的解析により、イオンチャネルの機能や興奮
性について評価する必要があります [23]。多段階の工程を経て分化誘導を行うため、試行ごとに
ばらつきが生じることもあります。これらに対処するため、可能であればそれぞれ独立した分化
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誘導プロトコールや複数のクローンを用いてデータを採取し、解析時には分化誘導のロット間で
の違いについて考慮するべきです。  
 
iPS細胞を用いた他分野での研究結果より、初期化されたiPS細胞株間での遺伝的な背景の違いが
ばらつきの主要な要因となることが明らかとなっています[24,53]。これはがん化学療法誘発性末
梢神経障害（CIPN）など、特発性あるいは環境素因が原因で生じる疼痛をモデル化する場合に特
に考慮すべき重要事項になります。そのような場合、1つの株化細胞を用いて反復実験を行うので
はなく、多様なドナー由来のiPS細胞株を用いて実験を行うのが望ましいです。モデル特異的な検
出力分析に基づいて、適切なサンプルサイズは決められるべきですが、網羅的遺伝子発現解析で
は4から6つ程度の異なる株化細胞を用いることが求められます[13,18,29]。Nav1.7のチャネロパ
チーのように、単一遺伝子に由来する疼痛疾患の場合、遺伝的背景を考慮するためアイソジェニ
ックコントロール細胞（疾患原因遺伝子を正常遺伝子に置換）の使用が効果的であり、堅牢な品
質管理によりゲノム編集のオフターゲット効果を排除することができます。  
 
実験デザインのみならず、実験パラメーターの正確かつ一貫性のある報告は、方法論的な厳密さ
を保つために必要です。RIVER Recommendations [57], the FAIR guidelines [59], and the 
ENTRUST PE framework [16] などの標準化された報告フレームワークは、透明性のある書類作成
の実務指針となり、研究室間での神経障害性疼痛モデルの再現性向上のため強く推奨されていま
す。  
 
結論と展望  
本ファクトシートでは、現在利用可能な幹細胞を用いた神経障害性疼痛モデルの作製方法及び概
念を要約し、疼痛研究者が幹細胞研究コミュニティ内で利用できるリソースを知る橋渡しとなる
ことを目的としています。  
 
ここ10年間でiSNモデルは最適化され、病態メカニズムや患者特有の表現型の再現に成功していま
す。一方で、培養系は感覚神経の自然な生育環境とは異なり、成熟には長期間必要であり、また
TRPV1やNav1.9など一部の分子については初代培養ヒト一次求心性神経に比べると機能低下が起
こるなど、一部制限や課題が残っています。最適化した培養条件や分化誘導パラダイムはこれら
障壁を乗り越えるのに役立つ可能性があります。最近では、初代培養あるいはiPS細胞由来のシュ
ワン細胞やサテライトグリア細胞とヒトiSNの共培養[4,8,22,30,54]、iPS細胞由来の一次求心性神
経オルガノイド [34,35] 、また体性感覚路を構成する種々の神経オルガノイドからなるアセンブロ
イド[25] など、より複雑な培養系の報告数が増加しています。 堅牢な方法および研究コミュニテ
ィ内での情報開示や分化誘導および培養プロトコールの共有は、モデルシステムや研究の改善に
役立ち、末梢神経の発達、機能および病態の理解につながることが期待されます。  
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リソース  
https://youtu.be/iFfjQ5k7hqo?si=5b0y2wiiWNHGoV6g  
人工多能性幹細胞（iPSC）を用いた神経障害性疼痛モデルを利用した研究のための主要な情報、
分化誘導戦略、および実践的なヒントを解説したPascal Röderer博士による8分間の動画です。 
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