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研究成果の概要（和文）：　転写因子RAXに着目し、RAX::VENUSをノックインしたヒトES細胞を用いて視床下部
神経幹細胞の作製に成功した。この細胞は神経幹細胞の性質である自己複製能と多分化能とを有していた。また
この細胞を免疫不全モデルマウスの腹側視床下部に移植したところ、生着し視床下部神経細胞に分化することを
確認した。細胞表面抗原を利用して野生型のヒトES細胞から作製することにも成功した。視床下部障害患者への
再生医療の基盤技術になりうる。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we induced human hypothalamic neural tissue organoids using
 human ESCs (hESCs), attempted to fractionate hypothalamic neural stem cell-like cells from the 
organoids, and examined whether these fractionated cells have tissue stem cell properties.
　We focused on RAX and differentiated RAX::VENUS knock-in hESCs into hypothalamic organoids and 
sorted RAX-positive cells from mature organoids. The isolated RAX-positive cells formed neurospheres
 and exhibited self-renewal and multipotency. Neurogenesis was observed when neurospheres were 
transplanted into the mouse hypothalamus. We isolated RAX-positive hypothalamic neural stem 
cell-like cells from wild-type human ES organoids. This is the first study to differentiate human 
hypothalamic neural stem cell-like cells from pluripotent stem cells.

研究分野：内分泌学、再生医学、発生学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒトES細胞から視床下部神経幹細胞の性質を持つ細胞を作製する基盤技術ができたと考えられる。視床下部は
体の恒常性を保つ重要な器官だがひとたび傷つくと回復しない。今後視床下部障害を来した患者さんに対する再
生医療実現のための技術となることが期待される。またマウスの視床下部神経幹細胞から分泌されるエクソソー
ムは抗加齢作用を持つと報告されており、加齢に関する研究にも役立つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 視床下部は、体の恒常性を維持する司令塔として機能している。視床下部が障害された場合、
生命維持を含め様々な直接的影響が生じる。しかしながら、視床下部は再生能力に乏しいため、
一旦機能を失えば自然回復は望めない。 
 近年の再生医療技術の飛躍的な向上により、多能性幹細胞から視床下部神経への分化も可能
になりつつある。しかし分化させた神経細胞を当該部位へ移植するだけではまだ、視床下部再生
医療に向けた基盤技術が揃ったとは言えない。なぜか。それは視床下部が多種類の神経からなる
ネットワーク組織であるからであり、それ故に再生医療においてもその最終ゴールはネットワ
ークの再構築にあるはずである。その点では、完全
に成熟しきった神経細胞の移植よりも、視床下部神
経幹細胞の移植や、あるいは視床下部神経幹細胞を
何らかの方法で活性化する方法を見出すほうが優れ
たものに仕上がる可能性がある。発生学上、視床下
部神経は徐々に分化し成熟しながら同時にネットワ
ークを構築していくからである。以上の理由で、ヒ
トの視床下部神経幹細胞を同定し、手に入れたいと
考えるに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではヒト視床下部の神経幹細胞研究を行う。ヒト多能性幹細胞（ES細胞、iPS細胞）
から視床下部神経幹細胞への分化誘導法を確立し、誘導した細胞が神経幹細胞として機能を果
たすことを示す。 
 視床下部神経組織は再生能力が低く、一旦傷つくと回復は難しい。かつて視床下部には神経幹
細胞は存在しないとされていたが、齧歯類を用いた昨今の研究では神経幹細胞の存在を示唆す
る報告が続くようになった。我々はマウス ES細胞から視床下部神経を分化させ、その中に増殖
能と分化能とを併せ持った細胞、すなわち神経幹細胞が存在することを証明し、単離することに
成功した。一方、ヒトでは生体から視床下部組織を採取する難しさもあって、神経幹細胞の研究
は進んでいない。本研究ではヒト ES 細胞・iPS 細胞を利用し、vitro での分化技術と合わせる
ことで、ヒトの視床下部における神経幹細胞の存在に迫りたい。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1). ヒト ES細胞の Rax::Venus ノックイン株を用いて視床下部神経幹細胞を単離、同定する 
(1)-① マウス ES細胞 Rax::eGFP ノックイン株から視床下部神経幹細胞への分化法を利用 
 胎児の脳発生過程で視床下部幹細胞が出現するこ
とが報告されており、その特徴的なマーカーのひと
つに Rax がある。我々は独自技術として、マウスや
ヒトの ES細胞・iPS 細胞から視床下部神経への分化
誘導方法を開発し保持している。これまでに、マウ
ス ES 細胞から視床下部幹細胞の誘導に成功した。ま
ずマウスES細胞の遺伝子組換えを行ってRax::eGFP
ノックイン細胞株を樹立、この細胞株を用いて視床
下部分化を行ったところ、視床下部神経（例えば AVP
ニューロン）が最終分化する段階になってもなおRax
を発現し続ける細胞群を見出し、eGFP を利用して選
別した。選別した Rax 持続陽性細胞は、多分化能
（multipotency）と自己複製能（self-renewal）とを
保持しており、組織幹細胞としての性質をもつこと
が判明した。 
 本研究では上記成果を応用し、ヒト ES 細胞から視
床下部神経幹細胞の誘導を行った。 
(1)-② ヒト ES 細胞由来 Rax 発現残存細胞を単離、
神経への分化能を検討 
 ヒト ES 細胞の Rax::Venus ノックイン株を用いた。視床下部神経への分化（150 日間を要す
る）を行い、神経成熟が得られる時期でもなお Rax 発現を続ける細胞を、Venus を目印に cell 



sorter で分離採取した。採取した Rax 持続陽性細胞に、神経幹細胞としてのマーカー（Sox2、
Nestin、Vimentin など）が発現しているかどうか、あるいは接着培養により視床下部神経やグ
リア細胞へ分化するかどうか、検討した。 
(1)-③ ヒト ES 細胞由来 Rax 発現残存細胞の維持培養、継代方法、凍結保存方法を確立 
 神経幹細胞であることの特徴のひとつが neurosphere を形成する性質である。Neurophere が
継代できること、10 代程度の継代を経ても多分化能を維持していることを確認する事で、神経
幹細胞であることの証明とした。 
 
(2). 表面抗原を検索し、ノックイン細胞でなくとも視床下部神経幹細胞を単離可能にする 
(2)-① マウス ES細胞由来 Rax 持続陽性細胞を利用し、あらかじめ表面抗原を検索 
 Rax は細胞表面には発現しないため、細胞を生かしたまま選別するのには、GFP などのマーカ
ー遺伝子を導入する必要があった。Rax 持続陽性細胞の表面抗原を網羅的に解析することで、特
異的な表面抗原を検索することが可能である。結果として、一般的な ES 細胞・iPS 細胞、ある
いは生体サンプルからでも、表面抗原を利用して視床下部神経幹細胞を選別する手法となり得
る。ヒト ES 細胞から視床下部分化には約 150 日と長期間を要するため、実験上、小回りが効か
ない。マウス ES細胞 Rax::eGFP 株では約 30日間で済ますことが出来るため先んじて実施した。 
(2)-② ヒト ES 細胞由来 Rax 持続陽性細胞の表面抗原を検索 
 (2)-①でのノウハウをもとに実施した。 
(2)-③ ヒト iPS 細胞を用いた視床下部神経分化を行い、表面抗原にて細胞選別し、視床下部神
経幹細胞としての性質を確認 
 遺伝子組換えを行っていない野生型のヒト iPS 細胞から視床下部分化を行い、(2)-②で見出
した表面抗原の組合せにより細胞選別を行った。その細胞群が視床下部神経幹細胞としての性
質、すなわち多分化能と自己増殖能とを有するか検討した。 
 
(3). 動物移植により、生着と視床下部神経への分化を証明する 
(3)-① マウス ES細胞由来 Rax 持続陽性細胞を用いて移植法の基礎を確立 
 (2)同様、短期間で繰り返し実験の行いやすいマウス ES 細胞を利用して、移植の基本技術を予
め確立しておいた。 
(3)-② ヒト ES/iPS 細胞由来 Rax 持続陽性細胞を動物移植、視床下部神経分化と機能性とを検
討 
 上記を実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)-① RAXに蛍光蛋白VENUSをノックインしたヒトES細胞を用いて視床下部神経へ分化させ、
RAX が最も長く発現する培養条件を複数検討した。その結果、我々がこれまでに報告した視床下
部・下垂体分化誘導法が最適と判断した。 
 この条件で 90 日間分化させた細胞塊に蛍光免疫
染色を行い、腹側視床下部神経のマーカーである
POMC、AgRP、NPY、Nr5a1 の発現を認めたことから、
day90 にて視床下部神経組織が成熟していることを
証明した。 
 同じ細胞塊の中に、タニサイトで発現する Rax, 
SOX2, Vimentin, Nestin が全て一致して発現する細
胞群が含まれていたことから、本分化法にて視床下
部神経幹細胞が分化誘導されていることを示唆する
と考えた。 
 
(1)-② この視床下部オルガノイドをシングルセ
ルに分散し RAX::VENUS 陽性細胞を cell sorter で
分取した。 
 分取したRAX::VENUS陽性細胞をFGF2や EGFを含
む培地で浮遊培養したところ、RAX::VENUS 細胞のみ
で構成される凝集塊(neurosphre)を形成した。 
 
(1)-③ この neurosphere は RAX や神経幹細胞マーカーを維持しながら複数回の継代が可能で
あり、in vitro での自己複製能を示したと言える。 
 次に neurosphere をシングルセルに分散し平面培養をすると、視床下部神経である POMC、NPY
陽性細胞や、グリア細胞である GFAP、O4 陽性細胞を認め、in vitro で多分化能を示したと言え
る。 
 
 



 
(1)の小括 以上よりRAX::VENUS陽性細胞で構成さ
れる neurosphere は in vitro にて視床下部神経幹
細胞の性質を持つことが判明した。 
 
 
 
 
(2)-① 予備的検討のため結果なし。 
(2)-② RAX::VENUS をノックインした視床下部オ
ルガノイドをシングルセルに分散、378 種類の細胞
表面抗原スクリーニングキットを用いてフローサ
イトメーターで表面抗原候補を検討した。その結果
CD29 陽性かつ CD24 陰性細胞が最も RAX::VENUS 陽
性細胞を分取できることをつきとめた。 
 
(2)-③ 実際に CD29+CD24-細胞を分取し、FGF2 お
よび EGF 存在下で浮遊培養を施行したところ、これ
までより RAX::venus の発現が弱い neurosphere 
(CD29+CD24-neurosphere)が形成された。 
 RAX::venus の発現が弱い理由を解析してみると、
分取した細胞の RAX::VENUS 陽性率は 35%しかなく
不純物が混入していることが判明した。そこで
CD29+CD24-neurosphere をもう一度継代すると、再
度 形 成 さ れ た neurosphere(reaggregate 
nerurosphere)では RAX::VENUS の発現が増強した。 
 この 2 つの neurosphere の違いを検討した。
CD29+CD24-neurosphere には神経前駆細胞マーカー
である SOX1 が RAX::venus 陰性の不純物として混入
していた。一方 reaggregate neurosphere は SOX1 陽
性細胞が減少し、ほぼ全ての細胞が RAX::venus 陽性
細胞であった。 
 このreaggregate neurosphereは継代可能であり、
また視床下部神経細胞やグリア細胞に分化可能であ
った。 
 
(2)の小括 reaggregate nerurosphere は視床下部
神経幹細胞の性質を持つことが判明した。 
 
 
 
 
 
 



(3)-① 予備的検討のため結果なし。 
(3)-② 8 週齢の SCID マウスの腹側視床下部に
neurosphere を移植し、その 1 週間後の脳を示す。
neurosphere移植群はヒト核マーカーとRAX::venus
とが共発現している領域を認め、生着を確認した。
生着したヒト核抗体陽性細胞の一部は POMC、NPY 陽
性を示しており、視床下部神経細胞へ分化したこと
を示している。 
 
(3)の小括 以上よりヒト ES 細胞由来の視床下部神
経幹細胞は in vivo においても機能することを明ら
かにした。 
 
 
 
 
 
結果のまとめ 
・ヒト ES細胞を in vitro 培養で視床下部神経幹細胞へ分化誘導することに成功し、in vitro
および in vivo で神経幹細胞として機能することを証明した。 
・さらに細胞表面抗原マーカーを用いることで野生型ヒト ES 細胞からでも視床下部神経幹細胞
を分取することが可能となった。 
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