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研究成果の概要（和文）：顎顔面の発生・分化機構の解明を目標として、ヒト多能性幹細胞(hPSCs)から外胚葉、神経
上皮、神経堤、頭部神経堤へと分化誘導を行った。その結果、hPSCsは自発的に神経細胞へと分化するが、その分化はF
GF-2とアクチビンにより複雑な分化制御が行われていることが明らかとなった。さらに、種々の増殖因子やインヒビタ
ーを組み合わせることにより神経堤、頭部神経堤へと誘導できた。以上の結果から、顎顔面領域の発生過程の分子機構
を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanisms underlying craniofacial development, we promoted 
cell differentiation of human pluripotent stem cells (hPSCs) into ectoderm, neural epithelium, and 
anterior neural crest. At first, we have provided evidence that fibroblast growth factor-2 and Activin A 
synergistically regulated the initiation of hPSC differentiation into neural cell lineages even though 
hPSCs autonomously differentiate into neural cell lineages. Further, we developed a differentiation 
protocol for anterior neural crest induction using several growth factors and inhibitors, suggesting the 
mechanisms underlying craniofacial development.

研究分野：幹細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

  
左:アニマルキャップから誘導したア
メロジェニン陽性の歯胚 右:幼生にお
いて下顎に goosecoid の発現が確認さ
れた。 

１．研究開始当初の背景 

〈ヒト ES 細胞と iPS 細胞について〉ヒト胚
性幹（ES）細胞ならびに人工多能性幹(iPS)
細胞は体のあらゆる組織の細胞に分化する
能力を持っており、in vitro で発生のメカニ
ズムを解明するツールとして近年注目を浴
びている。 

〈無血清培地について〉申請者は、2005 年に
マウスES細胞用無血清培地を開発し（特許、
製品化）、英国・シェフィールド大学幹細胞
生物センター・P.W.Andrews 教授らとともに、
2008 年にヒト ES 細胞用の無血清培地を開発
した（2006 年 特許）。さらに動物由来成分を
含まない無血清培地へと改変（特願）を行い、
薬効評価、毒性評価、発生機構解明へ応用す
るための準備を整えてきた。 

〈顎と歯の誘導について〉脊椎動物において
歯は外胚葉から生じると考えられていたが、
近年、外胚葉と内胚葉の混合したものから発
生することが明らかになった。申請者は、ア
フリカツメガエル・アニマルキャップを高濃
度のアクチビンにて処理を行い内胚葉を誘
導したものと未処理のものを混合すること
により、下顎、歯を誘導することに成功した。 

〈マウスES細胞からの神経堤誘導について〉
上記の結果を受けて、無血清・単層培養下に、
FGF-2 と BMP-4 を適切なタイミングで処理す
ることにより神経堤細胞への分化誘導に成
功した。誘導した神経堤細胞群は骨芽細胞な
らびに軟骨細胞用分化培地を用いて分化誘
導を行うと、それぞれ骨、軟骨に分化するこ
とを確認した。 

 以上のことから、ヒト ES/iPS 細胞を用い
てヒト頭部神経堤を分化誘導し、その発生過

程を in vitro で再現することにより、分化
機構を明らかにすることを目標とした。 

２．研究の目的 

ヒト神経堤由来組織の発生・分化機構を明
らかにすることを目標として、ヒト ES/iPS
細胞などの多能性幹細胞から外胚葉、前方神
経上皮、頭部神経堤に分化誘導を行い、顎・
歯への分化誘導カスケードを解明すること
を目的とした。 

３．研究の方法 

手順として、(i)未分化なヒト ES/iPS 細胞
から外胚葉への高効率な分化誘導 (ii) 前
方神経上皮の誘導 (iii)頭部神経堤の誘導
を行い、頭部神経堤の分化誘導カスケードの
検討を行った。 

(i)ヒト ES/iPS細胞から外胚葉への高効率の
分化誘導 

ヒト ES/iPS 細胞からの分化誘導は、胚様
体(Embryoid Body; EB)と言われる胚の発生
を模倣させる細胞凝集塊を作成するのが一
般的な方法である。この方法は確実に分化誘
導できるが in vivo と同様に内部の解析は困
難である。未分化なヒト ES/iPS 細胞から分
化する過程ではダイナミックに形態を変化
させることから、単層培養での分化誘導によ
り得られる情報は多い。マウス ES 細胞から
単層培養下に神経堤誘導に成功している。そ
こで、まずは、二次元無血清培養法による外
胚葉への分化誘導プロトコールの作成を行
った。 

96 ウェルプレートに種々の細胞外マトリ

ックスをコートし、hESF8differ 培地（申請
者が開発したヒトES細胞分化用無血清培地）



にて ES/iPS 細胞を播種。各ウェルに増殖因
子(FGF ファミリー、TGF-β ファミリー、
EGF,PDGFAA,AB,BB など)、を添加し、外胚葉
マーカーに対する抗体を用い反応させスク
リーニングを行った。 

(ii) 神経堤誘導 

Menendez らの分化誘導法を用いて神経堤
細胞へ分化誘導を行った(Menendez et al. 
PNAS.108:19240–19245(2011))。細胞をシング
ルセルに分散し、マトリジェルコートしたマ
ルチウェルプラスチックプレートに細胞を
播種した。分化誘導培地は、DMEM/F12 培地に、
牛血清アルブミン（2%, Life Technologies）、
L-アラニル-L-グルタミン（2mM, 和光純薬, 
大阪）、MEM 非必須アミノ酸溶液（1%）、trace 
elements A（1000X, Cellgro, Mediatech, 
Herndon, Virginia, USA）、trace elements B
（1000X, Cellgro）、trace elements C（1000X, 
Cellgro）、2-メルカプトエタノール（0.1 mM）、
トランスフェリン（10 μg/ml, Sigma）、L(+)
－アスコルビン酸ナトリウム塩（50 μg/ml, 
和光純薬）、Heregulin β-1（10 ng/ml, R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA）、LONGR3 
IGF-I（200 ng/ml, Sigma）、FGF-2（8 ng/ml, 
R&D Systems）、SB431542（20 μM, Tocris 
bioscience, Ellisville, MO, USA）、Wnt3a
（25 ng/ml, R&D Systems）を添加したもの
を用いた。5%CO2/95%気相下、37℃で培養し、
毎日培地交換を行った。なお、Menendez らは
Wnt3a を使用せず、2 μM の BIO を用いてい
るが、本研究では、生体内での細胞ニッチを
明らかにするため、化合物の BIO ではなく
Wnt3a を用いた。また、Menendez らの 2013
年の論文(Menendez et al. 2013)では、未分
化維持培地で播種しサブコンフルエントに
なったときに上記の分化誘導培地で継代を
行う方法となっているが、本研究では継代が
細胞に与える影響を除くため播種時から分
化誘導培地を用いて分化誘導を行った。 

 
(iii) 頭部神経堤誘導 

 上記の結果を受けて、頭部神経堤へ誘導す
るため、種々の増殖因子やインヒビターを添
加して、位置情報の発現をカスタム PCR アレ
イならびにHoxライブラリーアレイを用いて、
検討した。 

４．研究成果 

①二次元無血清培養下における神経上皮細
胞への分化誘導 

本研究では、申請者の先行研究であるマウ
ス ES 細胞から神経堤細胞への分化誘導法
(Aihara et al. Int. J. Dev. Biol. 54: 
1287-1294 (2010))を改良し、ヒト ES 細胞か
ら神経細胞へ分化誘導を行った。マウス ES
細胞から神経上皮細胞への分化誘導の際、マ
ウス ES 細胞の未分化維持用無血清培地 ESF7
から、オレイン酸―脂肪酸不含牛血清アルブ
ミンと LIF を除いた ESF5 培地(Furue et al. 
In vitro Cell Dev Biol Anim 41: 
19-28.(2005))を用いていた。この先行研究
をもとに、hESF9 培地から、未分化維持に関
与するオレイン酸―脂肪酸不含牛血清アル
ブミンやヘパリンを除き、ヒト ES 細胞 H9 細
胞株から神経外胚葉へ分化誘導を試みたと
ころ、細胞接着が低下し、また細胞生存率が
減少し、効率の良い分化誘導を行えなかった。
そのため、播種時から培養 2 日目までは、
hESF9 培地を用いて培養し、細胞外マトリッ
クスがヒト ES 細胞から神経外胚葉への分化
誘導に与える影響について検討した。 

IV 型コラーゲン、マトリジェルまたはラミ
ニンでコートしたプラスチックプレートに、
10 ng/ml の FGF-2 を含んだ hESF9 培地を用い
て H9 細胞を播種した。培養 2 日目に、100 
ng/ml の FGF-2 を添加した分化誘導培地を播
種した培地と等量加え、さらに 2日間培養を
行った。培養 0、2、4、６日目の細胞からト
ータル RNA を抽出し、定量的 RT-PCR を用い
て、神経分化マーカーNestin ならびに MAP2
遺伝子の mRNA 発現を測定した。 

IV型コラーゲン上で培養した細胞は培養4
日目まで Nestin の発現が維持されたがラミ
ニン上では 4 日目には神経幹細胞マーカー
Nestin の発現が低下した。また、神経マーカ
ーMAP2 は、マトリジェルならびにラミニン上
では徐々に発現が上昇したが、IV 型コラーゲ
ン上では培養2日目から発現が高く維持され
た。さらに、各マトリックス上で 4日間分化
誘導した細胞における Nestin および MAP2 の
タンパク発現を蛍光免疫染色により検討し
た。イメージアナライザーを用いて各マーカ
ー発現の陽性率を解析したところ、IV 型コラ
ーゲン上で分化誘導した細胞は全体の 31.9
±6.2%の細胞が神経幹細胞マーカーである
Nestin 陽性となり、ラミニンやマトリジェル
上で分化誘導した細胞に比較して最も高い
割合となった。また、MAP2 の発現についても、
IV 型コラーゲン上での細胞はラミニン上で
の細胞（やマトリジェル上での細胞に比較し
て最も高い割合となった。以上の結果から、
全て既知因子で構成される無血清培地 hESF9
培地および分化誘導培地を用いてヒト ES 細
胞から神経外胚葉への分化を行う際には、IV
型コラーゲンが有用であることが示された。 



②各種増殖因子の神経初期分化マーカーの
発現に与える影響 
IV 型コラーゲンでコートした 24 ウェルプ
レートに細胞を播種し、FGF-2および Activin 
ATGF-beta,Wnt3a,BMP4 を種々の濃度で添加
した分化誘導培地で培養し、Nestin ならびに
MAP2 に対する抗体を用いて発現を解析した。 
その結果、TGF-beta や BMP4 は Nestin や MAP2
の発現を抑制した。Wnt3A は顕著な効果は認
められなかった。Nestin 陽性細胞の割合は
FGF-2 の濃度依存的に増加し、Activin A の
濃度依存的に減少した。しかし、50 または
100 ng/ml の Activin A 存在下で Nestin 陽性
細胞の割合がわずかに増加する傾向にあっ
た。また、MAP2 陽性細胞の割合は、FGF-2 の
濃度依存的に増加し、Activin A の濃度依存
的に減少したが、50 または 100 ng/ml の
Activin A 存在下ではわずかに増加する傾向
にあった。以上の結果から、神経外胚葉への
細胞分化に対して、FGF-2 は濃度依存的に神
経外胚葉分化をわずかに促進し、Activin A
は抑制するが、FGF-2 存在下で高濃度の
Activin A を添加することによりわずかに分
化を促進した。以上のことから FGF-2 と
Activin A は相互作用を行いながら、神経外
胚葉分化に対して濃度依存的な影響を与え
ることが示唆された。 

さらに、前方マーカーである OTX2、神経マ
ーカーである PAX6 に対する抗体を用いて検
討を行ったところ、培養 7 日目に一時的に
OTX2 の発現が上昇しており、同条件で頭部神
経領域が誘導されていることが示唆された。 

③神経堤分化誘導 
Menendez らがヒト ES 細胞からの神経堤分
化誘導法(Menendez et al. 2011)を報告して
いる。そこで、彼らの方法を用いて、15 日間
分化誘導を行い、誘導された細胞が神経堤細
胞であるかを検証した。培養0日目の細胞と、
培養 15 日目の細胞について、神経堤細胞で
発現する HNK-1、頭部神経堤細胞で発現する
DLX1、体幹部神経堤で発現する HOXB9 に対す
る抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。その
結果、神経堤細胞の表面マーカーである
HNK-1 の発現は培養 0 日目の細胞では認めら
れなかったが、培養 15 日目の細胞では全体
の 79.2 %の細胞で認められ、神経堤細胞に分
化していることが示された。また培養 0日目
の細胞では、DLX1、HOXB9 の発現はともに認
められなかった。一方で、培養 15 日目の細
胞においては、95%以上の細胞が DLX1 を発現
しており、91.0%の細胞が HOXB9 を発現し、
約７０％の細胞が DLX1 と HOXB9 を共発現し
ていた。これらの結果から、15 日間分化誘導
した神経堤細胞では位置情報決定に関与す
る遺伝子が発現しているものの、前方化・後
方化は制御されていないことが明らかとな
った。 

 
④ HOX 遺伝子の発現プロファイル解析 



 上記で得られた神経堤細胞の位置情報関
連遺伝子の発現を見るため、14 日間分化誘導
を行い、ヒト HOX遺伝子 PCRアレイを用いて、
培養 0日目、 7 日目、 14 日目の細胞におけ
る 84 個の HOX 遺伝子の発現を解析した。  
この結果から、Menendez らの神経堤誘導法に
より神経堤細胞へは誘導されるが、特定の位
置情報を持つ神経堤細胞を誘導することは
できておらず、頭部神経堤細胞を特異的に誘
導するには誘導条件を変更する必要がある
ことが示唆された。 

⑤頭部神経堤誘導 
Menendez らがヒト ES 細胞からの神経堤分
化誘導法を改良し、頭部神経堤への誘導を試 
みた。その結果、P75 陽性細胞集団はやや減
少するものの MSXや DLX が発現する細胞集団
は増加し、頭部神経堤が誘導されたことが示
唆される。そこで、同細胞の軟骨分化誘導な
らびに骨分化誘導を行ったところ、軟骨なら
びに骨の誘導が再現できた。以上の結果から、
ヒト多能性幹細胞から頭部骨格成分を誘導
するポテンシャルを持つ頭部神経堤を誘導
することができた。今後さらに、遺伝子発現
を詳細に解析する予定である。 
尚、本研究は基盤Ｃ 「神経の初期発生に
おけるニッチの解析」と連携しながら研究を
行なった。 
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