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研究成果の概要（和文）：将来の再生医療や創薬研究に資する安全な間葉系幹細胞をiPS細胞から効率的に得る
方法を確立するため、異なる３つの細胞系譜（神経堤細胞と神経細胞と中胚葉細胞）を経由して間葉系幹細胞を
誘導するゼノフリーの方法の開発を行った。また、同一ロットの細胞を大量に得るため、中間段階の細胞の拡大
培養・凍結保存法の開発を試みた。誘導された間葉系幹細胞の品質は、骨・軟骨・脂肪への分化能で比較・評価
した。神経堤細胞と中胚葉細胞を経由した分化誘導法の確立に成功し、神経細胞を経由した分化誘導法の確立に
は一部成功した。拡大培養については神経細胞について成功し、神経堤細胞、中胚葉細胞、間葉系幹細胞につい
ては一部成功した。

研究成果の概要（英文）：Aiming to the future regenerative medicine and drug discovery research, we 
have tried to establish efficient xeno-free induction methods for mesenchymal stem cells from iPS 
cells through three different cell line lineages; neural crest cells, neural cells and mesodermal 
cells. In addition, in order to obtain a large amount of cells in the same lot, we have tried to 
develop expansion culture and cryopreservation methods for neural crest cells, neural cells and 
mesodermal cells. The quality of the induced mesenchymal stem cells was compared and evaluated in 
their ability to differentiate into bone, cartilage and fat. We succeeded to establish induction 
methods via neural crest cells and mesodermal cells, and partially succeeded to establish an 
induction method via nerve cells. The expansion culture was successful for neurons, and partially 
successful for neural crest cells, mesodermal cells, and mesenchymal stem cells.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： 間葉系幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞は既に細胞移植治療などの臨床応用に使用されている有用な細胞であるにも関わらず、その分子的
な実態はあまりよく分かっていない。そもそも現在の間葉系幹細胞の定義は極めて定性的であり、多種多様な細
胞が含まれるため、間葉系幹細胞の本質を捉えているとは言い難い。本申請により３種類の中間細胞のうち、少
なくとも神経堤細胞と中胚葉細胞について、間葉系細胞への文化誘導に成功した。最終産物の比較についてはま
だ十分ではないが、これらの細胞を分化能、および遺伝子発現などによって分類する、さらに成体由来の間葉系
幹細胞とも比較することによって、間葉系幹細胞の本質を明らかにできると考えられる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 間葉系幹細胞とは、成体の骨髄、脂肪、滑膜、歯髄、臍帯血などに存在し、骨・軟骨・脂肪
へと分化する能力のある細胞集団である。最近の研究により、間葉系幹細胞から分泌される因
子によって免疫抑制作用や周辺細胞の活性化などが生じるということが示されてきており、細
胞移植治療の細胞源として有望視されている。 
	 一方で、骨髄中に存在する間葉系幹細胞は新生児においても 1/104程度と非常に稀であり、
また初代培養系での増殖や分化能に個人差があるため、必要に応じて十分な細胞数を迅速に供
給することが難しい。また、間葉系幹細胞は「幹」細胞という名称がついているが、現行の培
養法では骨・軟骨・脂肪への多分化能を維持したまま継代培養することができず、10回程度の
継代培養後に老化を起こして分裂を停止することが分かっている。 
	 これらの問題を根本的に解決するため、申請者はヒト多能性幹細胞から段階的に間葉系幹細
胞へと分化誘導するゼノフリーの方法の確立（図１Ａ）、中間段階の細胞や間葉系幹細胞の拡大
培養・保存法の開発（図１Ｂ）、およびそれぞれの分化能の比較（図１Ｃ）を申請研究として提
案した。 
	 これまでの研究により、間葉系幹細胞の起源には神経堤細胞、神経細胞、中胚葉細胞の３種
類が存在すると考えられている。2014年に申請者らは、間葉系幹細胞の起源細胞の１つである
神経堤細胞を、化学合成培地と低分子化合物を組み合わせることにより、ヒト多能性幹細胞か
ら約 80%の高効率で誘導する簡便な方法の開発に成功した(Fukuta et al., 2014, PLOS ONE)。
誘導された神経堤細胞は、EGF(上皮成長因子)と FGF(線維芽細胞増殖因子)を含む化学合成培
地で 20 回以上の継代培養と凍結保存が可能であり、かつこの細胞を間葉系幹細胞培地で培養
することにより骨・軟骨細胞へ分化能を持つ間葉系の細胞へと分化誘導することに成功してい
た。しかし同時に、この間葉系の細胞は、脂肪への分化能が低いという予備的結果が得られて
いた。これらの結果は、図１で示す本申請研究のうち神経堤細胞を誘導し（①Ａ）、拡大培養法
の開発に成功し（①Ｂ）、骨・軟骨
分化能は持つが脂肪への分化能が
低いという特徴を持つ間葉系幹細
胞（④Ｃ）への分化誘導法の開発に
成功したことを示していた。 
	 申請者らはさらに、別の小分子化
合物と成長因子を化学合成培地に
加えることにより、中胚葉組織の１
つである沿軸中胚葉細胞をヒト iPS
細胞から誘導することに成功し、さ
らにこの細胞をセルソーターによ
り選別可能な表面抗原も同定して
いた（③Ａ）（未発表データ）。また、
予備的実験ではあるが、この中胚葉
細胞から間葉系の細胞を誘導し、そ
の細胞が骨へと分化する能力を持
っていることを示していた（③→
④）（未発表データ）。 
２．研究の目的 
	 本研究では、異なる３つの細胞系譜（神経堤細胞と神経細胞と中胚葉細胞）を経由して間葉
系幹細胞を誘導するゼノフリーの方法を開発することで、将来の再生医療や創薬研究に資する
安全な間葉系幹細胞を iPS 細胞から効率的に得る方法を確立することを第１の目的とした。ま
た、中間段階の細胞の拡大培養・凍結保存法を開発することで、同一ロットの細胞の大量取得、
および品質評価を可能とすることを第２の目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 本研究は、平成 28〜30 年度の 3 年計画で実施した。実施内容としては、 



	 ①神経堤細胞 
	 ②神経細胞 
	 ③中胚葉細胞（特に沿軸中胚葉細胞） 
	 ④そこから分化誘導される間葉系幹細胞 
の 4つの細胞種について、 
Ａ.	誘導過程の分子作用機序の解明：mRNA およびタンパク質の網羅的発現解析を行う。	
Ｂ.	幹細胞を規定する分子実態の解明：それぞれの細胞種の維持培養条件を、京都大学 iPS
細胞研究所が保持する化合物ライブラリーを用いてスクリーニングする。得られた培養条件
で維持培養した細胞の網羅的遺伝子発現解析を行い、幹細胞を規定する分子実態を探る。	
Ｃ．間葉系幹細胞の分化能の比較：間葉系幹細胞の品質を骨・軟骨・脂肪への分化能で評価
する。	

の３項目の研究をそれぞれ実施した。	
	
４．研究成果	
①神経堤細胞研究：	
(A)	誘導過程の分子作用機序の解明を目的とした網羅的遺伝子発現解析として、マイクロアレ
イおよび RNAseq を実施した。解析の結果、これまでに開発した神経堤細胞誘導法では、まず
iPS 細胞から神経外胚葉が誘導され、次に神経堤細胞が誘導されるという、実際の発生段階に
沿った過程を経て誘導されることを示唆するデータが得られた。さらに解析の結果から、拡大
培養中に神経堤細胞の重要な１つのマーカーである SOX10 遺伝子が減少するという現象が観察
された。本件についてはパスウェイ解析などにより SOX10 発現減少の作用機序の探索を試みた
が、有益な情報は得られなかった。しかし、別研究経費で培養皿表面の気質の固さを調整した
際に SOX10 遺伝子の減少が一部抑制されるという予備的データが得られており、本申請研究終
了後も継続して研究を行う予定である。	
(B)	神経堤細胞で特異的に発現する SOX10 の遺伝子座に GFP 遺伝子をノックインした iPS 細胞
の作製を行い、成功した。この iPS 細胞から神経堤細胞を誘導し、SOX10 の発現を維持するよ
うな拡大培養条件を探索するためにスクリーニングを行った。実際にシグナル分子に焦点を絞
り、いくつかの分子についてミニスクリーニングを行ったが、有効な条件の同定には至らなか
った。しかし、得られた知見と、さらに別経費での研究により培養方法を根本的に見直すこと
で、SOX10 遺伝子発現を維持したまま拡大培養する方法の確立に成功したため、本申請による
研究は一旦中止とした。	
(C)	神経堤由来の間葉系幹細胞の骨、軟骨、脂肪への分化能で検証したところ、申請時にすで
に得られていた予備的な実験の通り、脂肪への誘導能は常に低い事が分かった。また、軟骨に
は最も再現性よく分化したのに対し、骨への分化は使用する誘導培地によっては実験回により
再現性にばらつきがある事が判明した。	
	
②神経細胞研究：	
(A)	様々な候補化合物の組み合わせによる培養を行うことで、新しい誘導方法を探索し、これ
までにない新しい神経細胞への分化誘導法を確立することに成功した。この培養法では特に後
脳の神経幹細胞が誘導されていることが遺伝子発現解析から判明した。	
(B)	また、神経特異的マーカーとして SOX1 遺伝子座に GFP を組み込んだノックイン iPS 細胞を
作製し、神経幹細胞としての検出を簡易にした。さらにこの SOX1-iPS 細胞を用い、拡大培養後
にも SOX1 が維持されること、また維持培養後も神経への分化能が維持されていること（神経幹
細胞としての証明）を明らかにした。	
(C)	間葉系幹細胞への分化能については、現在検討中である。	
	
③中胚葉細胞研究：	
(A)	これまでに確立した誘導法の誘導過程を、マイクロアレイにより網羅的に解析した。解析
の結果、4日目に未分節体節中胚葉が、7日目に体節中胚葉が優位に誘導されていることが分か
った。また、分化誘導法の際に使用していた動物由来成分の排除（ゼノフリー化）に成功した。	
(B)	化合物ライブラリーを使ったミニスクリーニングによる維持培養法の開発を行った。特に
中胚葉細胞については発生学的な知見により FGF シグナル、WNT シグナル、BMP シグナルが重要
な役割を担っていることがわかっているため、これらのシグナルの複数の組み合わせによる維
持培養条件の検討を行った。しかし、維持培養可能な培地条件を見出だすことはできなかった。	
(C)	血清を使った間葉系幹細胞培地を用いることで、間葉系幹細胞への誘導に成功した。得ら
れた間葉系幹細胞は、神経堤由来間葉系幹細胞と同様に脂肪への分化誘導能が低いことが判明
した。	
	
④間葉系幹細胞研究：	
(A)	間葉系幹細胞への分化誘導法として、以前の研究で使用していた血清入り培地から、動物
由来成分を含まない培地（ゼノフリー培地）への置換を行った。血清代替物などを用いた自作
培地と、販売されているゼノフリー培地を数種類検討し、最終的に市販培地の１つが、神経堤
細胞および中胚葉細胞から高効率に間葉系幹細胞へと分化誘導可能なことが分かった。	



(B)	しかし同時に、10 回程度の拡大培養までは可能であるが、それ以上は増殖が停止すること
が判明した。また網羅的遺伝子発現解析により、神経堤細胞由来間葉系幹細胞のみで発現して
いる特徴的な遺伝子を幾つか同定することに成功した。しかし、それらの遺伝子群がどういっ
た特徴を決定しているのかについては解析に至っておらず、今後の検討課題である。	
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