
	
 

様式 C-19	
 

科学研究費補助金研究成果報告書	
 

 

平成２３年	
 ５月１０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
神経堤細胞の分化機構の解明や神経堤症治療に応用する目的で、転写因子 Sox10を蛍光タンパ
ク質で標識して神経堤細胞を可視化した遺伝子改変 ES細胞とマウスを作成した。ES細胞から
誘導した神経堤細胞は培養した胎仔腸管への生着が認められた。遺伝子改変マウスから神経堤
細胞を分離し、神経堤細胞特異的に発現する遺伝子群を明らかにした。また、このマウスを利
用して、胎仔皮膚において神経堤様の細胞が維持されていることを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For the purpose of elucidating the mechanism of the neural crest cell differentiation, we 
generated the embryonic stem cells and mice, where the expression of Sox10 can be 
visualized with a fluorescent protein. The transplanted neural crest cells derived from the 
ES cells survived in the embryonic intestinal tract. We separated neural crest cells from 
the gene modified embryo and analyzed the gene expression by gene arrays. In addition, 
using the mice, we found that the multipotent neural crest-like cells were maintained in 
skin. 
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１．研究開始当初の背景 
神経堤症は、胚の神経管形成時に発生する外
胚葉由来の細胞である神経堤細胞の異常を
原因としている。疾患の原因である神経堤細
胞は、末梢神経系細胞や色素細胞などに分化
する多分化能を有し、さらに体の各所に移動
するため、その異常は非常に重篤である。神

経堤症は高い頻度で新生児に生じるが、その
治療法は、移植治療に頼るしか方法はない。
そのため、神経堤細胞そのものの分化機構の
解明を通して、神経堤症発症機構が明らかに
できるのではないかと考えた。 
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２．研究の目的 
我々はマウス ES 細胞から試験管内で神経堤
細胞を誘導できる培養系を開発し、その培養
系から神経堤細胞を純化することに成功し
た。さらに発生初期の神経堤細胞に発現する
転写因子 Sox10 を蛍光タンパク質で標識し
た遺伝子改変 ES 細胞を作成し、神経堤細胞
の純化に成功した（図 1）。これに加え、この
ES 細胞から遺伝子改変マウスを作成し、生
体内での神経堤細胞の可視化に成功した（図
2）。 
 

図 1 
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以上より、 
(1)培養によって得られる大量の神経堤細胞
が神経堤症治療に利用できないか？ 
(2)純化した神経堤細胞を利用すれば、神経堤
細胞の精密な解析が可能ではないか？ 
と着想し、本研究の目的を以下に設定した。 
(1)純化したES細胞由来の神経堤細胞を用い
た神経堤症治療の検討を行う。 
(2)神経堤細胞の分化機構を解明する。 
(3)神経堤細胞を可視化したマウスを用いて、
神経堤症の発症機構を解明する。 
(4)マウスES細胞の神経堤細胞誘導システム
をヒト ES細胞へ応用する。 
 
３．研究の方法 
(1)ES 細胞由来の神経堤細胞を利用した
神経堤症治療のモデルの構築	
 
神経堤細胞だけが標識される遺伝子改変 ES
細胞（Sox10-IRES-GFP	
 ES 細胞：神経堤細胞
の発生初期に発現する転写因子 Sox10 と

Internal	
 Ribosomal	
 Entry	
 Site(IRES)の制
御下で蛍光タンパク質 GFP が発現するため、
GFP 陽性を指標にして Sox10 陽性の神経堤細
胞を純化できる）から神経堤細胞を誘導し、
フローサイトメトリーでその純化を行う。こ
の純化した神経堤細胞を胎仔腸管に移植し、
その生着や神経・グリア細胞への分化を解析
する。	
 
	
 
(2)ヒト ES 細胞の神経堤細胞への誘導	
 
マウス ES 細胞の神経堤細胞誘導系を基にし
て、ヒト ES 細胞の神経堤細胞への誘導を試
みる。先ず、培養系に加える因子、加える時
期・濃度、ストローマ細胞の検討を行い、神
経堤細胞の最終分化細胞である色素細胞へ
の誘導を試みる。次いで、その分化段階を
RT-PCR、免疫染色などより経時的に解析し、
神経堤細胞が生じている段階を確定する。	
 
	
 
(3)神経堤細胞を可視化したマウスを用
いて、成体組織に存在する神経堤細胞を
分離する	
 
Sox10-IRES-GFP	
 ES 細胞より作成した神経堤
細胞を可視化したマウスを用いて、組織中に
維持されている神経堤細胞の分離を試みる。
方法としては、成体マウスの各組織（皮膚や
腸）をディスパーゼで解離後、フローサイト
メトリーで GFP 陽性細胞の分離を試みる。つ
いで分離した細胞の幹細胞性、分化能の解析
を行う。	
 
	
 
(4)神経堤細胞に発現する分子の探索	
 
ES 細胞由来の純化した神経堤細胞、及び神経
堤細胞を可視化したマウスから分離した神
経堤細胞に関して、RT-PCR、マイクロアレイ
などにより、神経堤細胞に発現する分子のレ
パートリーを調べあげ、神経堤細胞に特異的
に発現する分子の同定を試みる。	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)ES 細胞由来の神経堤細胞を利用した
神経堤症治療のモデルの構築	
 
ES 細胞から誘導した神経堤細胞の移植モデ
ルを構築する目的で、Sox10-IRES-GFP	
 ES 細
胞から誘導した神経堤細胞をセルソーター
で純化し、器官培養している胎仔腸管への移
植を試みた。移植一週間後、ES 細胞由来の神
経堤細胞は胎仔腸管へ生着していたが（図 3）、
末梢神経系細胞への分化は認められなかっ
た。今後、ES 細胞由来の神経堤細胞のより細
分化した分離方法や移植方法及び細胞採集
後の移植時期の検討が必要である。	
 
	
 
	
 
	
 

 

 

図 1：Sox10を GFPで
標識した ES細胞 
転写因子Sox10の発現
(赤)に伴って蛍光タン
パク(GFP、緑)も発現
する。 
図 2：E10.5 マウス胎
仔の神経堤細胞の分布 
さらにこの ES 細胞か
らマウスを作成し、神
経堤細胞(図 2、緑)を可
視化した。顔面(A)、咽
頭弓(B)、感覚神経節
(C)、交感神経節(D) 



 

 

	
 
	
 
	
 
	
 
(2)ヒト ES 細胞の神経堤細胞への誘導	
 
マウス ES 細胞の神経堤細胞への分化誘導系
を応用して、ヒト ES 細胞から神経堤細胞の
最終分化細胞である色素細胞の誘導に成功
した。さらに、その分化段階の詳細な解析よ
り、ヒト ES 細胞由来の神経堤細胞が発生し
ている可能性を見いだした（図 4）。しかし、
その誘導効率が非常に低かったため、ヒト ES
細胞由来の神経堤細胞を単離して、さらなる
研究に供するには不十分であった。引き続き、
効率よい誘導法の検討を行っている。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
(3)神経堤細胞を可視化したマウスを用
いて、成体組織に存在する神経堤細胞を
分離する	
 
神経堤細胞を可視化したマウスを利用して、
生体内の各組織に多分化能を持つ神経堤細
胞が維持されていることを明らかにした。本
来、神経堤細胞は発生後に多分化能を失って
しまうと考えられてきたが、発生後でしかも
各組織に移動した後でさえ、多分化能を維持
しているということは、驚くべきことであっ

た。特に胎仔皮膚に維持されている神経堤様
の細胞に関しては、STEM	
 CELLS 誌にその成果
を発表した（STEM	
 CELLS. 	
 27, 	
 888 -897,	
 
2009.）。皮膚という利用しやすい組織に存在
する神経堤様細胞は再生医療への応用の可
能性を秘めていると思われる。さらに内耳、
後根神経節などにおいても神経堤様の細胞
が維持されていることを見いだしている。現
在その幹細胞性、多分化能を解析している。	
 
	
 
(4)神経堤細胞に発現する分子の探索	
 
Sox10-IRES-GFP	
 ES 細胞の神経堤細胞への分
化誘導系及び同 ES 細胞より作成した遺伝子
改変マウス胚から、発生時の神経堤細胞をセ
ルソーターで分離し、発現する遺伝子の網羅
的解析を行った。解析にあたっては、神経堤
細胞で発現する遺伝子とその起源である神
経管で発現する遺伝子とを比較することで、
神経堤細胞での発現上昇がみられる遺伝子
の抽出を試みた（図 5）。この解析により、神
経堤細胞で特異的に発現上昇がみられる遺
伝子群（転写因子、成長因子、レセプター型
分子など）を明らかにし、さらにこれら遺伝
子群から、神経堤細胞の発生と関連ある遺伝
子を見出している。本研究は未だ発展段階で
あるが、神経堤細胞関連遺伝子の全貌が明ら
かにでき、神経堤細胞発生に関与する可能性
のある遺伝子を同定できたことは、今後の神
経堤細胞研究の新たな展開につながると思
われる。引き続き、これら遺伝子の神経堤細
胞の発生との関連性を中心とした機能解析
を行っている。	
 

	
 
	
 

 

 

図 3：Sox10-IRES-GFP ES細胞から誘導
した神経堤細胞を胎仔腸管へ移植した。
（左図）胎仔腸管 (右図、緑)移植した神
経堤細胞 

図 4：ヒト ES細胞から誘導した色素細胞
（矢印） 

図 5：神経堤細胞と神経管での遺伝子発現
の比較。神経堤細胞で発現上昇がみられ
る遺伝子群を青丸で示している。 
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