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研究成果の概要（和文）：末梢神経系の細胞の分化メカニズムの解明を目標として、ヒト多能性幹細胞から外肺
葉、神経上皮、神経堤、末梢神経への分化誘導を行った。培地添加因子ならびに培養面をコントロールすること
により、すなわち、種々の増殖因子やインヒビター、細胞外マトリックスを組み合わせることにより、神経堤細
胞、末梢神経細胞へと誘導できた。以上の結果から、末梢神経細胞の発生過程の分子機構を示唆する結果が得ら
れた。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanisms underlying peripheral nerve system 
development, we conducted in vitro differentiation of human pluripotent stem cells into ectoderm, 
neural epithelium, neural crest, and peripheral neurons.Neural crest cells and peripheral neurons 
were induced by controling  medium conposition and culture surface, using growth factors, 
inhibitors, and extracellular matrixes.The results suggest the mechanisms underlying peripheral 
nerve development.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経細胞は神経堤（Neural Crest）から発生するが、神経堤は、脊椎動物の発生過程で一過性に現れる細胞
群であり、解析が困難であるため、末梢神経系の細胞の分化メカニズムは中枢神経系の細胞に比べても不明な部
分が多い。培養皿でヒト多能性幹細胞から神経堤、末梢神経への分化を再現することは、末梢神経系の細胞の分
化メカニズムの解明をするために有効な方法である。本研究では、種々の増殖因子やインヒビター、細胞外マト
リックスを組み合わせて培地添加因子ならびに培養面を精密にコントロールすることにより神経堤細胞、末梢神
経細胞へと誘導し、末梢神経細胞の分化メカニズムを示唆する結果が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
初期発生において神経管と表皮外胚葉の

境界に生じる神経堤は、末梢神経系の神経細
胞や支持細胞の大部分、色素細胞、内分泌細
胞、平滑筋、頭部骨格といった非常に多様な
細胞へと分化する。末梢神経系の大部分は体
幹部神経堤由来であるが、頭部神経堤からは
頭部及び顎顔面領域の末梢神経が発生する。
in vivo の実験によって哺乳類の神経堤由来
細胞の系譜が明らかになってきたが、in vitro
の解析系は未だ確立されておらず、末梢神経
の発生の分子機構の解析は十分には進んで
いない。ヒト ES/iPS 細胞からの末梢神経系
への分化誘導法を確立できれば、再現性の高
い in vitro のアッセイ系で分化のプロセスを
解析することが可能になる。ヒト多能性幹細
胞由来末梢神経細胞の in vitro 誘導のために
は、ヒトを含む脊椎動物の神経堤初期発生の
メカニズムを理解した上で細胞運命を制御
し、再現性の高い分化誘導プロトコルを開発
することが重要である。 
ヒトやマウスの ES 細胞から胚様体

（Embryoid body: EB）と呼ばれる細胞塊を
作成させ末梢神経細胞へ分化させる方法が
報告されている。しかし、細胞塊の内部で起
こる現象は in vivo と同様に解析をすること
が難しい。単層培養でヒト ES/iPS 細胞から
神経堤を経て末梢神経を分化誘導できれば、
細胞の形態変化や遊走運動をリアルタイム
で観察することが可能になり、末梢神経の初
期分化を試験管内で解析できる。近年、ヒト
ES/iPS 細胞から無血清・単層培養下で神経
堤を分化誘導する方法も報告されたが、ウシ
血清アルブミン（BSA）やグリコーゲン合成
酵素キナーゼ 3β（GSK3β）阻害剤など複
数の因子が高濃度に添加されているため、分
化誘導に必要な因子を正確に解析すること
が困難であった。また、同条件では頭部神経
堤や体幹部神経堤など位置情報をもった神
経堤を選択的に誘導することができない。そ
こで、研究代表者らは頭部神経堤誘導に必要
なにニッチを解析し、ヒト ES 細胞から頭部
神経堤を誘導する方法の開発に取組んでき
た。ES/iPS 細胞由来の頭部神経堤細胞から
末梢神経を in vitro で誘導できれば、頭部及
び顎顔面領域の末梢神経の初期発生に関わ
る分子メカニズムを詳細に解析することが
できる。 
 
２．研究の目的 

ヒトの初期発生における頭部神経堤由来
の末梢神経の細胞運命決定機構を解明する
ことを目標として、これまでに開発したヒト
/マウスES細胞の神経堤分化誘導法を応用し
て、ヒト多能性幹細胞（ES 細胞及び iPS 細
胞）から頭部神経堤を経て末梢神経誘導を行
い、これらの末梢神経の分化に必要な細胞周
囲環境（niche:ニッチ）を同定することを本
研究の目的とする。特に頭部の末梢神経系の
細胞を誘導するための外来遺伝子導入によ

らない、培地添加因子や ECM 成分の調製の
みによるプロトコルの開発、ならびに誘導細
胞の特性解析を目的としている。 

 
３．研究の方法 
まず、(1)未分化のヒト ES 細胞から神経堤

幹細胞ならびに頭部神経堤を高効率に誘導
する条件を設定した。その分化誘導課程にお
ける遺伝子発現変化をリアルタイム PCRによ
り誘導効率の評価を実施した。 (2)また、数
多いヒト iPS 細胞株（細胞クローン）の中か
ら、複数の iPS 細胞株を用いて誘導実験を実
施し、頭部末梢神経系細胞の誘導法開発に最
も有用な細胞株を選択した。次に、(3)選択
したヒト iPS 細胞株を用いて、ヒト ES 細胞
を用いて設定した誘導培養条件が適用でき
ることを確認した。(4)ヒト iPS 細胞株を用
い、頭部神経堤細胞への誘導培養条件の最適
化をおこなうため、ヒト iPS 細胞由来頭部神
経堤細胞の特性解析として、生細胞位相差顕
微鏡観察による形態評価ならびに免疫染色
によるマーカー発現解析評価、リアルタイム
PCR 解析によるマーカー遺伝子発現評価を実
施した。(5)ヒト iPS 細胞由来頭部神経堤細
胞から末梢神経を誘導し、生細胞位相差顕微
鏡観察による形態評価ならびに免疫染色に
よるマーカー発現解析評価、リアルイム PCR
解析によるマーカー遺伝子発現評価実施し、
誘導された細胞の特性解析をおこなった。 
 
４．研究成果 

未分化のヒト ES 細胞（H9）から神経堤幹
細胞ならびに頭部神経堤を高効率に誘導し、
その分化誘導課程における遺伝子発現につ
いて解析を進め、未分化のヒト ES 細胞から
頭部神経堤を誘導する課程で BMP4 などの
成長因子を添加する濃度と時間を的確に制
御することが重要であることを立証した。ま
た、数多いヒト iPS 細胞株（細胞クローン）
の中から、頭部末梢神経系細胞の誘導法開発
に最も有用な細胞株 Tic（JCRB1331）と
iPS-DF-19-9-7T を選択した。次に、選択し
たヒト iPS 細胞株を用いて、ヒト ES 細胞を
用いて設定した誘導培養条件が適用できる
ことを確認した。ヒト iPS 細胞株 2 株を用い、
頭部神経堤細胞への誘導培養条件の最適化
をおこなった。生細胞位相差顕微鏡観察によ
る形態評価ならびに免疫染色によるマーカ
ー発現解析評価、リアルタイム PCR 解析に
よるマーカー遺伝子発現評価によるヒト iPS
細胞由来頭部神経堤細胞の特性解析の結果、
最適化した誘導条件で頭部神経堤細胞の特
性を示す細胞が再現性良く誘導できること
を確認した。さらに、ヒト iPS 細胞由来頭部
神経堤細胞から末梢神経を誘導し、生細胞位
相差顕微鏡観察による形態評価ならびに免
疫染色によるマーカー発現解析評価、リアル
イム PCR 解析によるマーカー遺伝子発現評
価実施し、誘導された細胞の特性解析をおこ
なった。しかしながら末梢神経誘導効率が安



定しないことから、誘導頭部神経堤細胞の剥
離方法、播種方法の検討、末梢神経誘導培地
ならびに ECM について再検討を実施した。
その結果、FACS 等のフローサイトメーター
によるソーティングや外来遺伝子導入発現
等の遺伝子操作を必要とせずに、ECM と培
地添加因子の調製のみで細胞運命をコント
ロールし、in vitro で高効率に外胚葉、神経
上皮様細胞、頭部神経堤細胞、末梢神経細胞
をヒト iPS細胞から誘導できることが示唆さ
れた。 
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