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研究成果の概要（和文）：脊索は発生初期に神経管近傍に出現し、ShhやNogginといわれる分泌蛋白を産生し、ドパミ
ン神経などの特定の神経の発生を誘導する。これまでにカエルやニワトリらを用いて脊索の役割が研究されてきたが、
ヒトでは胎児を使う事が困難なため研究が進んでいない。本研究ではヒトのES細胞、iPS細胞を用いる事でヒトでの脊
索および神経管の初期発生におけるモデルを作成した。既知の因子、低分子化合物の組み合わせによりヒトES細胞、iP
S細胞から脊索細胞を誘導する条件を検討しShh, Foxa2という脊索で発現しているマーカーを確認する事ができた。本
法により従来では困難であったヒト脊索の初期発生の研究の道が開けた。

研究成果の概要（英文）：Notochord appears in the developing embryo close to the neural tube. It secretes 
Sonic hedgehog (Shh) and Noggin that induce specific of neurons such as dopaminergic neurons.The research 
of notochord has been proceeded with Xenopus or Chick. Regarding human, as it is difficult to use its 
embryo, the notochord of human development has not been studied. In this study, human pluripotent stem 
cells made it possible to generate the in vitro model of development of human notochord and neural tube. 
Many combinations of known factors and small molecules has been tried to induce human notochord from 
pluripotent stem cells. Finally the markers expressed in notochord such as Shh and Foxa2 were observed in 
the induced cells. This invented protocol enables the study of notochord development with human cells 
that has been difficult without pluripotent stem cells.
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1. 研究開始当初の背景 
脊索は発生初期において神経管や近接する組

織の分化に対し大きな役割を果 ���たし、Sonic 

hedge hog (SHH)や Noggin, Chordin, Folistatin 

等の因子をモルフォゲン( ���morphogen) として

分泌する。これまでのカエルやニワトリを用

いての研究に より、脊索は神経管腹側の 

floor plate の誘導に密接に関係することが解

っ ���ている ���(図1)。ほ乳類、特にヒトの初期発生

における脊索の役割などはヒト胎児での研究

が 困難であるため直接的には示されていな

い。近年、ヒト多能性幹細胞(ES細胞:胚性幹
細胞、iPS細胞:人工多能性幹細胞)の登場に
よりほ乳類の初期 発生の研究の進歩が見ら

れている。ヒト由来の ES 細胞、iPS 細胞を用

いる事で、ヒト脊索および 神経管の初期発

生における in vitro モデルを作ることが可能

と考えられた。  

 

 

 

 
２．研究の目的 
ヒト由来の ES 細胞、iPS 細胞から脊索細胞

の誘導法を確立する。同幹細胞由来の脊索細

胞、初期神経細胞を用いて神経管腹側の floor 

plate型の細胞を誘導する。Floor plateの発生

で働く遺伝子、蛋白質のスクリーニングを行

う。得られた知見によりより生体に近い環境

でのドーパミン神経、運動神経の分化誘導法

を確立し、再生医療や病態解明に役立てる。 

 
３．研究の方法 
マウス ES 細胞からの脊索誘導法が近年報告

された（Winzi ら 2011）。このマウス ES 細

胞での方法を基にヒト由来の ES細胞、iPS細

胞用に改変してプロトコールを作成する。ア

クチビン, Wnt、レチノイン酸、BMP、などの

シグナル因子、阻害因子、および bFGF など

の成長因子を分化ステージによって適宜組

み合わせていく。第 1段階として中内胚葉を

誘導する。評価系として Brachyury, hGSC, 

hMIXL1,Foxa2 などの中内胚葉のマーカーの

発現上昇を qPCR,免疫染色で確認する。 

添加する因子の濃度やタイミング、細胞の培

養密度など検討事項は多数あるが、各段階で

の評価系のマーカーを用いて至適条件を決

定していく。中内胚葉から脊索細胞への第２

段階の誘導では脊索誘導の指標として Noto, 

Foxa2, Shh, Noggin, Chordin, Foxj1等を用いる。

浮遊培養した細胞塊（sphere）を２つ用いて

同一の well 内で培養することにより接着培

養させる技術を応募者は最近開発した。この

方法により脊索細胞の sphere と神経細胞の

sphereを用いる事で in vivoの異所性移植実験

をヒトの細胞で模倣できると考えた。 
 
４．研究成果 

ヒト ES細胞、iPS細胞を用い、分化誘導の至

適条件を検討した。中内胚葉を誘導する第 1

段階としては Activin 100ng/mL, CHIR99021 3

μM を添加する事により 48 時間の誘導で

Brachyury, hGSC, hMIXL1などのマーカーの

発現が認められた。これらの発現は qPCR, 免

疫染色にて確認した(図 2:qPCRによる中内胚

葉マーカーの推移、図 3:RT-PCR による中内

胚葉マーカーの発現、図 4:分化 48 時間後の

免疫染色像)。 

 



	
 
	
 

次に中内胚葉から脊索細胞への第 2段階の誘

導条件を検討では BMP 系の阻害、Wnt 系の阻

害、アクチビンの濃度、bFGF の濃度などを検

討した。その結果、第 2 段階の至適条件は

Wnt-C59	
 10nM,	
 Activin	
 100ng/mL,	
 LDN	
 100nM,	
 

bFGF	
 5ng/mL となった。この細胞は SHH,	
 

Brachyury,	
 Foxa2,	
 Noggin を発現している事

が PCR 等で確認できた(図 5:脊索様細胞の位

相差像、図 6:qPCR による脊索マーカーの推

移)。	
 

	
 

	
 
	
 

上記の分化誘導法で決定した脊索の分化誘

導培地で接着培養から浮遊培養に変更し､細

胞塊を作らせた。第２段階(分化 7 日目)の浮

遊 sphere と SFEBq 方で誘導した神経細胞の

浮遊 sphere	
 (こちらは分化 12 日目)を１つず

つ同一 well に入れて sphere 同士を接着させ

た。さらにその状態で 7日培養した。免疫染

色を行うと神経 sphere には神経マーカー

TuJ1 が、脊索 sphere には Foxa2 が弱く発現

していることが確認された。しかし、期待さ

れるような神経管腹側のドパミン神経の誘

導効果は認められなかった。分化誘導日数の

タイミング、脊索型細胞の sphere による誘

導効率を上げる事が今後の課題と考えられ

た。	
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