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研究成果の概要（和文）：新規培養法を確立し、ヒト ES 細胞を一方向的に神経系細胞へ分化誘

導し、均質な神経幹細胞を大量に調製することができた。この神経幹細胞は、選択的に神経細

胞（主にドーパミン作動性神経細胞）に、あるいは、アストロサイトに分化誘導することが可

能であった。さらに、その培養法の基本的な培養条件をわずかに変えることによって、ヒト ES

細胞を脳の領域が異なる様々な種類の神経系細胞に分化誘導できる可能性を開いた。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed a new method to induce uni-directional 
differentiation from human ES cells into neural cells and to prepare a large amount of 
homogeneous neural stem cells. The neural stem cells could be selectively induced to 
differentiate into neurons, mainly dopaminergic neurons, or astrocytes. We have also 
opened the possibility that human ES cells can be differentiated into many different types 
of neural cells by simply modifying the basic culture conditions of the method. 
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2008年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2009年度 1,200,000 360,000 1,560,000 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学 ・ 神経化学・神経薬理 
キーワード：幹細胞生物学・再生・修復 
 
１．研究開始当初の背景 
胚性幹細胞（ES 細胞）由来の神経系細胞の
移植による再生医療は、難治性神経疾患の治
療法として有望である。しかし、その治療の
実現のためには、ヒト ES 細胞を神経系へ分
化させ、移植用の神経系細胞を大量に調製す
る新たな技術を確立する必要がある。 
 
２．研究の目的 

マウスおよびサル ES 細胞について独自に
確立した ES 細胞から神経系細胞への一方向

的へ分化誘導法である NSS 法（neural stem 
sphere 法）を基にして、ヒト ES 細胞から神
経幹細胞および神経細胞を分化誘導する。そ
して、調製した細胞の生物学的・神経科学的
特徴を明らかにして、移植用細胞として安全
な神経系の領域に特異的な種々の神経幹細
胞・神経細胞の調製法を確立することを目的
とする 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト ES 細胞から神経幹細胞・神経細胞
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への分化誘導培養 
マウスおよびカニクイザル ES 細胞で成功

した方法に従い、フィーダー細胞上に培養し
たヒト ES細胞の塊を、フィーダー細胞上か
ら取り上げ、塊のまま、非接着性ディッシュ
中のアストロサイト条件培地（ACM）の中に
移して 12～20日間浮遊培養する。浮遊培養
によって、ES細胞塊から球状の細胞集合体
（neural stem sphere: NSS）を形成させ、
その細胞集合体の中で ES細胞から神経系細
胞への分化が引き起こす。分化の過程を解析
するために、細胞集合体から mRNAを抽出し、
種々の細胞のマーカー遺伝子を特異的に認
識するプライマーを使用するリアルタイム
RT-PCR法を用いて、その mRNA量を測定する。
さらに、細胞集合体の凍結切片を作成し、固
定後、種々の細胞のマーカーとなるタンパク
質に対する抗体を用いて蛍光免疫染色を行
い、細胞集合体内における細胞の種類を同定
し、その局在を解析する。 

 
 (2) ヒト ES細胞由来の神経幹細胞の調製と
神経細胞への分化誘導 

ACM中で浮遊培養してヒトES細胞塊から形
成させた NSSを、マトリゲルコートしたディ
ッシュ上に接着させ、神経幹細胞の増殖因子
である塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）を
含む培養液中で培養して、接着した NSSの周
囲に細胞を遊走させる。遊走した細胞を回収
し、bFGF存在下で培養し増殖させることによ
って均質な神経幹細胞を調製する。異なる培
養液中で培養することによって、神経幹細胞
から神経細胞あるいはアストロサイトへ分
化誘導する。細胞の種類の同定は、細胞の
mRNAをリアルタイム RT－PCR法により解析す
ることにより行い、さらに、細胞種に特異的
な抗体を用いた蛍光免疫染色による解析も
行う。 

 
(3)ヒト ES細胞由来の神経幹細胞・神経細胞
の生物学的・神経科学的特徴の解析 

脳領域に特異的な種々の神経系細胞の分
化誘導を目的にして、神経幹細胞の形成期で
ある浮遊培養期間における培養条件を変え、
その結果形成した NSS、さらに、NSSから調
製される神経幹細胞および神経細胞の生物
学的・神経科学的特徴を解析する。脳領域に
ついては、中枢神経系の前後軸に沿う、前脳、
中脳、後脳、脊髄のマーカー遺伝子の発現を
リアルタイム RT-PCRによって解析する。神
経細胞種の解析については、ドーパミン、ノ
ルアドレナリン、セロトニン、GABA、アセチ
ルコリン作動性神経細胞のマーカー遺伝子
の発現を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト ES 細胞から神経幹細胞・神経細胞

への一方向的な分化 
NSS法に従い、ヒト ES 細胞の塊を ACM中で

浮遊培養することにより、球状細胞集合体
（neural stem sphere: NSS）を形成させた。
浮遊培養の 20日間に亘って、NSSの遺伝子発
現を解析することにより、培養に伴って、ES
細胞のマーカー遺伝子の発現が培養 5日目ま
でにほぼ無くなるのに対して、神経外胚葉、
神経幹細胞のマーカー遺伝子発現は培養 12
日目から、神経細胞のマーカー遺伝子発現は
培養 20 日目に顕著に増加しうることを明ら
かにした。一方、その浮遊培養期間中、内胚
葉、中胚葉、上皮のマーカー遺伝子発現は変
化しなかった。さらに、NSS の切片の免疫染
色法による解析によって、神経幹細胞が NSS
の表層に存在するとともに、NSS の内部にお
いても中空の球状細胞集合体として存在す
ることを明らかにした。そして、その中空の
球状細胞集合体には、神経細胞が存在するこ
とも明らかにした。一方、この分化誘導の過
程で、アポトーシスがほとんど起こらないこ
とも示した。すなわち、ヒト ES 細胞の塊を
ACM 中で約 2 週間浮遊培養することにより、
ヒト ES 細胞を神経系細胞に一方向的に分化
誘導できることを明らかにした。 

 
(2) ヒト ES 細胞から神経幹細胞の調製と神
経幹細胞から神経細胞・アストロサイトへの
分化誘導 

12 日間の浮遊培養によってヒト ES 細胞の
塊から形成した NSSを、ディッシュ上に接着
させ、bFGFを含む培養液中で培養することに
よって、NSS の周囲に細胞を遊走させること
ができた。この細胞が、接着培養下では bFGF
が存在すると対数増殖すること、一方、浮遊
培養下では bFGF が存在すると neurosphere
を形成すること、神経幹細胞のマーカー遺伝
子およびマーカータンパク質を発現するこ
とを明らかにして、この細胞が純度 90％以上
の均質な神経幹細胞であること証明した。さ
らに、その神経幹細胞は、神経細胞、特にド
ーパミン作動性神経細胞へ分化誘導できる
こと、あるいは、アストロサイトへも分化誘
導できることを明らかにした。さらに、その
ヒトアストロサイトを用いて調製したアス
トロサイト条件培地を使用することにより、
他の動物種由来のアストロサイト条件培地
を使用しないでも、ヒト ES 細胞から均質な
神経幹細胞を調製できることを示した。すな
わち、ヒト ES 細胞からパーキンソン病治療
に適した安全なドーパミン作動性神経細胞
を分化誘導できることを明らかにした。 

 
(3) ヒト ES 細胞からの脳領域に特異的な
種々の神経幹細胞および神経細胞の分化誘
導 

神経幹細胞が主に存在し神経細胞はまだ



 

 

あまり存在しない時期である浮遊培養 12 日
目の NSS と、神経幹細胞が増加し神経細胞の
存在が顕著になる時期である浮遊培養 20 日
目の NSS それぞれについて、脳領域に特異的
マーカー遺伝子の発現を解析したところ、ど
ちらの NSSも前脳および中脳のマーカー遺伝
子を発現するが、前脳のマーカー遺伝子の発
現は 12 日目の方が高く、逆に中脳のマーカ
ーは、20日目の方が高かった。それに対して、
後脳や脊髄のマーカー遺伝子の発現は低値
であった。しかし、浮遊培養 20 日目の NSS
から調製した神経幹細胞、および、その神経
幹細胞から分化させた神経細胞においては、
前脳と中脳のマーカーの発現は消失したが、
後脳のマーカー遺伝子を発現するようにな
った。さらに、神経細胞種に特異的なマーカ
ー遺伝子発現については、浮遊培養 20 日目
の NSSにおいてドーパミン作動性神経細胞マ
ーカーの発現が顕著に見られたが、その NSS
由来の神経細胞においては、発現が減少する
ことを明らかにした。これに対して、浮遊培
養 20 日目の NSS において、ノルアドレナリ
ン、セロトニン、GABA、アセチルコリン作動
性神経細胞のマーカーはほとんど発現しな
いにも関わらず、その NSSに由来する神経細
胞ではノルアドレナリン、セロトニン、GABA、
アセチルコリン作動性神経細胞のマーカー
の顕著な発現が見られた。 

一方、浮遊培養 15日目および 20日目の NSS
から調製した神経幹細胞では、どちらも神経
幹細胞のマーカー遺伝子を発現したが、15日
目の NSS 由来の神経幹細胞の方が、未分化性
に関係するマーカー遺伝子の発現がより高
かった。一方、脳領域に関連するマーカーに
ついては、15 日目の NSS由来の神経幹細胞に
おいて、中脳、後脳、脊髄のマーカー遺伝子
が顕著に発現した。これらの結果から、浮遊
培養の進行に伴い、さらに、神経幹細胞調製
および神経細胞への分化のための培養の進
行に伴って、脳領域の後方化、生成する神経
細胞種の変化が起こり、脳領域特異的な細胞
の分化誘導に応用できる可能性が示唆され
た。さらに、日核実験として行ったマウス ES
細胞についての結果から、浮遊培養に ACM を
用いる NSS法（原法）では、中脳から後脳の
領域の神経系への分化誘導が優位であるが、
ACM を変える NSS 法の変法によって、前脳か
ら中脳の領域への分化誘導が優位であるこ
とを見出し、培養液を変えることにより、脳
のより前方の領域への分化を誘導できるこ
とを示した。 
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