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研究成果の概要（和文）：　近年、ヒトES/iPS細胞から神経堤を誘導する方法が複数報告された。しかしながら、それ
らの方法では複数の因子を高濃度で使用するため、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り、また、
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、我々は無血清・
無フィーダー・単層培養下における増殖因子、細胞外マトリックス、低分子化合物の効果をスクリーニングし、頭部神
経堤誘導に必要なニッチを解析し、さらに、誘導に応用可能な培養面及び培地組成の開発を行った。その結果、ヒト多
能性幹細胞から頭部神経堤を特異的に誘導する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：　Several protocols for derivation of neural crest cells from human pluripotent 
stem cells in vitro have been reported. However, accurate analysis of factors required for neural crest 
induction cannot be done in those protocols because of complex formation of the induction medium. 
Moreover, cranial and trunk neural crest cells cannot be specified by those protocols. Here we analyzed 
stem cell niche during cranial neural crest induction by screening the effects of growth factors, 
extracellular matrix, and small molecules under the chemically defined serum free culture condition. 
Besides, we conducted to research and develop cell culture surface and medium which can be used for 
neural crest induction. As a result, we developed a new method for directed differentiation of cranial 
neural crest cells from human ES cells.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 神経堤（neural crest）は、脊椎動物の初期
発生において神経上皮細胞からなる神経管
と表皮外肺葉の境界に生じる領域である。神
経管と神経堤は、同じ外肺葉の神経板から生
じる。神経堤から上皮―間充織転換（EMT、
脱上皮化ともいう）を起こして移動する細胞
を神経堤細胞という。この神経堤細胞からは、
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種が分化する。末梢
神経系の細胞の系譜は明らかになったが、発
生のメカニズムは未だ不明の点も多く、今後
の研究データの蓄積が必要であり、ES/iPS細
胞の末梢神経系への誘導方法の確立によっ
て研究が促進されると期待されている。 
(2) ヒトやマウスの ES/iPS細胞から神経系に
分化誘導するプロトコルは既にいくつか報
告されているが、いずれも胚様体や神経細胞
塊（ニューロスフィア）を経て分化させるも
のである（文献①、②、③）。そのような細
胞塊の内部でおこる現象は、生体内でおこる
現象と同様、解析をすることが非常に難しい
ため、脊椎動物の神経の初期発生における細
胞運命決定の分子機構についてはほとんど
明らかにされていない。神経の初期分化の分
子機構を試験管内で解析するためには、
ES/iPS 細胞を胚葉体やニューロスフィアを
形成せずに神経系へ誘導することが必要で
ある。そこで、古江（研究分担者）らは、無
血清/無フィーダー/単層培養の系で、神経堤
への分化誘導に必要な因子を解析し、マウス
ES 細胞から神経堤への分化誘導方法を確立
した（文献④）。 
(3) 生体内では細胞の運命はその細胞が存在
する領域に支配されている。例えば、神経の
初期発生において、神経板が形成される時期
（ヒトでは受精後第３週）には、神経板の細
胞は神経上皮細胞と神経堤細胞の両方に分
化しうる可塑性の高い細胞ではないかと考
えられているが、神経管の形成時（ヒトでは
受精後第４週）に胚の背側末端にくる神経板
の一部が神経堤細胞系列に分化し、神経上皮
細胞と明瞭に区別できるようになる。このよ
うに、細胞の増殖・分化は自律的に決定され
るだけでなく、その細胞を取り巻く微小環境
（ニッチ）、つまり周囲の細胞から産生され
るサイトカイン、接着分子、細胞外基質など
の環境分子（ニッチ因子）によって制御され
ると考えられる。神経の初期発生における細
胞の運命決定機構を解明するには、ニッチの
解析は不可欠である。 
(4) 以上のことより、古江らがこれまでに開
発したヒト ES 細胞用無血清培地（文献⑤）
やヒト間葉系幹細胞用分化誘導培地（文献
⑥）を用い、マウス ES細胞の分化誘導法（文
献④）を応用することにより、ヒト ES/iPS細
胞を神経堤細胞、末梢神経系幹細胞へと分化
誘導すれば、ヒトの神経堤から末梢神経への
分化に関与するニッチ因子を正確に解析で

きるのではないかという着想に至った。また、
金（研究分担者）らが開発中のオリゴデンド
リマー提示型培養面（文献⑦）のようなイン
テグリンシグナルを介さずに細胞が培養面
に接着できる特殊な培養システムを神経堤
誘導に応用すれば、より正確なニッチの解析
が可能なのではないかという着想を得た。こ
のような着想をもとに研究計画を立案し、本
研究を実施するに至った。 
 
２．研究の目的 
末梢神経の初期発生における細胞運命決定
機構を解明するため、ヒト ES/iPS細胞から神
経堤への誘導を行い、神経の初期分化に必要
な細胞周囲環境（ニッチ）因子を同定するこ
とを目的として本研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
(1) 種々の細胞外マトリックスで処理をし
たマルチウェルプレート培養面上で、複数株
のヒト iPS 細胞（201B7、iPS-TIG114-4f1､及
び Tic）の単層培養をおこない、さらに様々
な種類・濃度・組み合わせのサイトカイン・
増殖因子を添加し、神経堤細胞・末梢神経へ
の分化誘導をおこなった。細胞培養観察装置
による継時的生細胞観察で、分化誘導過程の
個々の細胞の形態変化を追った。さらに、分
化誘導後 3日後、7日後および 14日後の細胞
におけるNestin等の神経幹細胞マーカー遺伝
子、及び神経堤・神経関連遺伝子の発現を免
疫染色により検討した。さらに、複数株のヒ
ト ES細胞（H9、Shef3、及び Shef6）を用い
て、上記の再現性を確認し、細胞株間の神経
分化効率の差異を比較した。 
(2) 神経誘導に応用可能であると見込まれ
る数種のオリゴデンドリマー提示型培養面
について、これらを用いて、未分化の ES/iPS
細胞から神経系細胞への誘導が可能か検討
した。 
(3) 本研究の実施途中に Menendez らにより
無血清・無フィーダー・単層培養下に「神経
堤幹細胞」を誘導する方法が報告された（文
献⑦）。この方法により誘導される神経堤幹
細胞の遺伝子発現についてフローサイトメ
トリー、免疫染色、及び PCRアレイ解析によ
り検討した。 
(4) 位置情報を有する特定の神経堤細胞を
特異的に誘導するために必要なニッチを解
析するために、増殖因子、細胞外マトリック
ス、低分子化合物の効果をスクリーニングし、
さらに、Menendezらの方法において用いられ
たプロトコルを改変し、特定の位置情報をも
つ神経堤細胞を誘導するための培地組成及
び誘導培養時間について検討し、新規のプロ
トコルを開発した。フローサイトメトリー、
免疫染色、および PCRアレイ解析により、本
研究で開発したプロトコルにより誘導され
た神経堤細胞について、Menendezらの方法に
より誘導される神経堤幹細胞と比較して遺
伝子発現変動解析を行った。 



 
４．研究成果 
(1) 無血清・無フィーダー・単層培養下のヒ
ト iPS細胞及びヒト ES細胞から神経幹細胞、
神経堤・末梢神経への分化誘導に適した培養
面の条件、及び添加因子（サイトカイン・増
殖因子の種類・濃度・組み合わせ）の条件が
明らかになった。また、検討したヒト ES/iPS
細胞株の中から、増殖因子、細胞外マトリッ
クス、低分子化合物ライブラリーの効果をス
クリーニングし、神経堤及び末梢神経への分
化への影響を検討するために適した細胞株
を選択した。 
(2) 金が開発、作製した神経誘導に応用可能
と見込まれる数種のオリゴデンドリマー提
示型培養面を用いて神経の初期分化誘導が
可能か検討したところ、培養面及び培地の組
成の両方に依存して誘導効率（未分化維持効
率および神経系細胞分化効率）、及び生存率
に有意差があることが明らかとなった。 
(3) Menendez らの方法により誘導される神
経堤幹細胞は、遺伝子発現の詳細な解析によ
り、特定の位置情報を有しない細胞集団であ
ることが明らかとなった。 
(4) 無血清・無フィーダー・単層培養下にお
ける増殖因子、細胞外マトリックス、低分子
化合物の効果をスクリーニングし、特定の位
置情報を有する神経堤細胞の誘導に必要な
ニッチを解析し、特定した。殊に BMP4活性
の制御は神経堤誘導に重要であり、BMP4 を
誘導用培地に添加する濃度とタイミングが
誘導される細胞のサブタイプ及び位置情報
の決定に重要な要素となることを見出した。
この解析結果をもとに、特定の位置情報をも
つ神経堤細胞を誘導するための培地組成及
び誘導培養時間を決定し、位置情報を有する
頭部神経堤細胞を誘導する方法を開発し、本
法により誘導された細胞が神経堤細胞であ
ることを複数の試験方法により確認した。さ
らに、遺伝子発現解析により、特定の位置情
報を有する頭部神経堤であることが確認さ
れた（発表論文①）。 
 本研究において、末梢神経の初期分化、つ
まり神経堤分化に必要なニッチ因子を同定
し、位置情報を有する頭部神経堤細胞を特異
的に誘導する方法を確立した。今後は、本研
究の成果を踏まえ、位置情報を持った神経堤
細胞から末梢神経への最終分化に必要なニ
ッチについて検討を行う。 
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