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研究成果の概要： 
 

 ヒト胚性幹細胞からのCystatin C を用いて神経幹細胞作製に応用出来るかを評価す

るべく実験を行なった。ヒト胚性幹細胞では効率良く分化誘導する事が出来ず、その

問題点について検討を行なっているところである。新生児マウス精巣由来の多能性幹

細胞（MGS 細胞）を用いて神経幹細胞分化誘導の基盤研究を行なった。シスタチンＣ

を用いる事によって無血清培養条件で多分化能、自己増幅能を有する細胞塊を効率良

く形成する事ができた。 
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患など、変性、または損傷をうけ
た中枢神経を再生させる事はこれまで不可
能な事であり、その治療は対処的なものであ
った。しかしながら、近年の再生医学の進歩
によって、これまで難治とされていた中枢神
経系疾患の治療において神経幹細胞移植な
どの再生医療を用いた研究が精力的におこ
なわれている。実際に、パーキンソン病罹患

者に対して、中絶したヒト胎児脳から分離し
たドーパミン作動性ニューロンを用いたパ
ーキンソン病罹患者への移植治療が既に行
なわれており、いくつかのグループからその
有効性についての報告がされている。しかし
ながら、中絶胎児を用いていることの倫理的
問題をはじめ、供給面、感染、拒絶反応など
様々な問題点が臨床応用に立ちはだかって
いる。これらの問題点を解消すべく、新たな
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幹細胞移植の担い手として注目を浴びてい
るのが胚性幹細胞（ES 細胞）であり、その
現実化が大きく期待されている。ES 細胞は
生体のあらゆる組織に分化し得る能力を維
持しながら、ほぼ無尽蔵に増殖する性質を有
する細胞であり、近年では霊長類においても
その樹立が確立されている。ES 細胞から神
経系への分化誘導法に関する研究は多数報
告されているが、その培養法の便宜性、安全
性など様々な問題点があげられている。臨床
応用に向けて無血清倍用条件下で液性因子
のみによって目的とする神経細胞へ特異的
に誘導する基盤技術の確立が求められてい
る。 
 我々は，神経幹細胞から分泌されるシスタ
チン C によって無血清下で効率よくマウス
ES 細胞を神経幹細胞へ分化誘導させる基盤
技術を確立した（ Kato, T., Heike, T., 
Nakahata, T. (他９名省略、１番目 )A 
Neurosphere-derived factor, cystatin C, 
supports differentiation of ES cells into 
neural stem cells. PNAS 103: 6019-6024. ）。
シスタチン C によって分化誘導された神経
幹細胞は様々な成熟神経細胞へ分化する能
力を有しており、その中でもドーパミン作動
性神経細胞へ優位に分化する特徴を有して
いることが判っている。この分化誘導法では
他の細胞と共培養せず、また血清を用いてい
ないという点、RA など神経毒性のある因子
を使用していないという点から安全性に優
れた方法であり、中枢神経を構成する
Neuron、Astrocyte、Oligodendrocyte  の３
系統への多分化能を維持しながら細胞増殖
する事が可能であるという点より今後の神
経系疾患への再生医療において有用な培養
技術であると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究ではシスタチン C 用いて、ヒト ES
細胞、更には胎児精巣細胞起源の ES 細胞
（MGS cells: Multipotent Germline Stem 
cells）を無血清培養条件下で神経幹細胞へ
分化誘導すること、さらに様々な神経細胞
に特異的に分化誘導する基盤技術の開発を
検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト ES 細胞、マウス MGS 細胞の維
持培養 
Feeder 細胞上に付着培養を７日間行なう。
Feeder 細胞として OP9、MEF (mouse 
embryonic fibroblast)を用いる。培養液は
DMEM+15%FCS+non-essential amino 
acids+ 2MEを用い、成長因子 LIFを加える。 
 
（２）ヒト ES 細胞、マウス MGS 細胞の神
経細胞誘導培養 

 先の維持培養で形成されたヒト ES 細胞、
マウス MGS 細胞をトリプシン処理し、単一
細胞に分離させる。その後、Gelatin 培養皿
で 4-6日間付着培養させる。その時の培養液
は DMEM+15%FCS+non-essential amino 
acids+ 2MEで成長因子として LIFを用いる。 
 その後、トリプシン処理し、単一細胞に分
離 さ せ 、 無 血 清 培 養
（ DMEM/F12+insulin+transferrin+gulcos
e+progesterone+putresine+selenium ）条
件下で 14 日間培養を行なう。この間成長因
子（ FGF2 + EGF + リコンビナント 
cystatin C）を２日毎加える。 
 
（３）神経細胞分化培養 
無血清培養条件下で Gelatin培養皿に付着培
養させる。 
 
４．研究成果 
 
（1) ヒト ES細胞からの神経細胞分化誘導 
 ヒト ES 細胞を無血清培養条件下で培養し
たところ、ほとんどの細胞は死滅した。無血
清培養に移行する前に、ヒト ES 細胞を血清
下培養で Hanging drop法を用いて小細胞塊
を一端形成した後に、無血清培養に移行させ
ても同様に、無血清培養で培養維持させる事
は出来なかった。 
 ヒト ES 細胞の神経系分化誘導を行なうた
めには付着培養等の培養条件の検討が必要
である。 
 
（ 2) 胎児精巣細胞起源の多能性幹細胞
（Multipotent Germline Stem Cells (MGS
細胞)）からの神経幹細胞への分化誘導 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. MGS由来の sphereの遺伝子発現形式 
Lane 1: ES細胞、Lane 2: MGS細胞、Lane 
3, 4:MGS 由来の sphere、Lane 5: マウス
Primary neurosphere 
 
①MGS細胞を Cystatin C存在下、無血清培



養条件で 14 日間培養することによって、細
胞塊（sphere）を形成する事が出来た。 
 この細胞塊が神経幹細胞の特徴を有して
いるかどうか評価するため、未分化細胞特異
的マーカーとして Rex1, Oct4、早期神経系マ
ーカーとして Otx2、MASH1、神経幹細胞に
特異的なマーカーとして Nestin の遺伝子発
現形式をRT-PCR法を用いて評価した。MGS
由来の細胞塊の遺伝子発現形式はマウス
Primary neurosphere とほぼ同じである事
が判った。また、未分化細胞特異的なマーカ
ーの発現が認められない事が判明した 
(Figure 1) 
 
② Cystatin C存在下、無血清培養条件で形
成されたMGS由来のsphereが神経幹細胞の
特徴の１つでる多分化能（Neuron, Astrocyte, 
Oligodendrocyte の 3系統の神経細胞に分化
可能）を有しているかを評価した。神経分化
培養条件下で培養する事によって Neuronに
特異的な Tuj、Astrocyteに特異的なGFAP、
Oligodendrocyte に特異的なMBPを用いて
免疫細胞組織染色を行なった。Figue 2
に示すようにMGS由来のsphereはNeuron, 
Astrocyte、Oligodendrocyte に分化する
事が可能であることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 
 
また、多分化能の評価として MGS 由来の
sphere の発現される遺伝子表現マーカーを
RT-PCR 法を用いて評価したところ、Neuron
に特異的な Tuj, MAP2、Astrocyte に特異的
な GFAP、Oligodendrocyte に特異的な Gal C
を発現している事が判明した。従って、MGS
由来の sphere は神経幹細胞と同様な多分化
能を有している事が判明した。 
 
③ この MGS 由来の sphere は無血清培養条件
下で少なくとも3継代は維持することが出来
た(Figure 3)。   
    
    

    
   
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 
 
この継代して形成された sphere は神経分化
誘導することによって Neuron, Astrocyte, 
Oligodendrocyte の 3 系統の神経細胞に分化
することが可能であり、また RT-PCR 法によ
って Tuj, MAP2、GFAP、Gal C を発現してい
る事が判明した。従って、本培養法で形成さ
れた MGS 由来の sphere は自己増幅能を有し
ていることが判明した。 
 以上より MGS 細胞もマウス ES 細胞と同様
に Cystatin C を用いて無血清培養条件下で
神経幹細胞を分化誘導する実験系を確立す
る事が出来た。 
 
④ この MGS 由来の細胞はドーパミン産生細
胞に特異的なチロシンハイドロキシゲナー
ゼ（TH）陽性細胞にも分化する事が可能であ
る事も判明した(Figure 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4. 

 
 ＭＧＳ細胞は遺伝子操作を用いずに作製
されているという点、体性幹細胞を用いてい
ることから、将来的な移植治療において拒絶
という問題点を回避出来るという点で非常
に優れたツールである。現在、このＭＧＳ細
胞由来の神経幹細胞を用いて、パーキンソン
モデルマウス、脊髄損傷モデルマウスへの移
植実験を準備中である。 
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