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研究成果の概要： 
本研究は、高率に神経へ分化する神経幹細胞のマーカーを同定することによって分化傾向の違

う神経幹細胞の精製を目指した。ヒト神経幹細胞を様々な細胞表面特異的抗原に対するモノク

ローナル抗体で染色後、サブポピュレーションをフローサイトメーターにより分離した。また、

CD133陽性ヒト神経幹細胞の中でも CD24陰性細胞が、CD24陽性細胞やフローサイトメータ
ーで分離していない細胞に比べて自己増殖能に優れていることを明らかにした。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 
キーワード：再生医学 神経幹細胞 
 
１． 研究開始当初の背景 
神経幹細胞はニューロスフェア法という
特殊な培養法を用いることによって、自己複
製能や多分化能を保ちながら試験管内で増
幅させることが可能である。実際にはニュー
ロスフェア法で試験管内増幅させた細胞群
は、神経幹細胞を含みながらも神経前駆細胞
やグリア前駆細胞などが混在する雑多な細
胞集団であるが、実験動物レベルではニュー
ロスフェア法により増幅させた細胞群の移
植が中枢神経系疾患に対する治療として有
効であるという証明が数多くなされており、
臨床応用への期待は非常に高まっている。今
後、神経幹細胞移植治療を実現化するために

は、実験動物レベルではなく、実際に医療現
場で使用することのできる細胞を確立する
ことが重要となる。ヒト神経幹細胞は移植の
細胞源として有望視されている細胞の一つ
であるが、実験動物由来の神経幹細胞とは異
なり基礎的研究が進んでいないのが現状で
ある。 
我々はフローサイトメトリーを活用した
組織幹細胞分離に関する研究を行ってきた。
これまでに、マウス、ヒト全骨髄細胞に対し、
様々な細胞表面抗原に対する抗体で骨髄細
胞を染色後、フローサイトメトリー解析によ
りサブポピュレーションに分類・分離後、
CFU-F 法により付着細胞を検出するという
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手法でスクリーニングを行い、間葉系幹細胞
の指標となりうる細胞表面抗原を数種類同
定した。さらに同定された特異抗原を指標に、
マウスおよびヒト骨髄から、間葉系幹細胞を
直接分離することに成功している。 
(Morikawa et al. 投稿中、Mabuchi et al. 投
稿準備中) 
 さらに我々の研究グループでは培養ヒト
神経幹細胞を用いたプロジェクトを進行し
ている。造血幹細胞の研究分野では、細胞表
面抗原を認識する抗体を組み合わせて造血
幹細胞の分離が行われているが、同じ原理を
利用してヒト胎児脳からCD133に陽性で、血
球系・血管内皮細胞マーカーである CD34や
CD45陰性の細胞が神経幹細胞の性質を持つ
との報告がある（Uchida,N. et al. :Proc. 
Natl.Acad.Sci.USA,97:14720-14725,2000）。
我々はヒト神経幹細胞において、現在未報告
の細胞表面抗原に対する抗体でヒト神経幹
細胞のさらなる分離を行っており、表面抗原
の違いによりニューロスフェアの増殖能や
分化能が違うことを見出している。 
 
 
２． 研究の目的 
神経幹細胞を培養下で神経細胞へ分化さ
せることが出来るようになり、神経幹細胞や
分化させた神経細胞を移植して損傷神経を
再生させる細胞移植治療が期待されている。
しかし、神経細胞には数千もの種類があり、
しかもそれぞれが複雑なネットワークを形
成しているため、単純に細胞移植だけでは効
果が得られない可能性がある。そこで神経幹
細胞から特定の神経細胞へと分化させるこ
とは重要な課題である。 
本課題では、ヒト神経幹細胞による神経変
性疾患への実用化に向けて、フローサイトメ
トリーの技術を応用し、高率に神経へ分化す
る神経幹細胞のマーカー抗原を同定するこ
とによって分化傾向の違う神経幹細胞の精
製を目指す。効率的な神経分化細胞群の濃縮
や培養条件などを検討するとともに、分化し
た神経細胞の種類の同定を行う。さらに、そ
れらの安全性や安定性を評価するために役
立つデータを取得する。 
本研究により、神経幹細胞を細胞表面抗原
の発現を指標としてサブポピュレーション
に分類し、その生物学的特性を精査すること
によって、これまで定義の曖昧だった神経幹
細胞を厳密に特徴づけることが出来ると考
えられる。一方、細胞移植治療が有効である
と期待される中枢神経系の対象疾患は、パー
キンソン病、アルツハイマー病、筋萎縮性側
索硬化症などの神経変性疾患や、外傷による
脊髄、脳損傷、および血流障害による脳梗塞
と多岐にわたっており、それぞれの疾患に対
する移植治療に適した細胞群を、同定したサ

ブポピュレーションの中から選び出し移植
に用いることによって、より効果的な治療方
法の開発が期待される。従来の神経幹細胞を
用いた移植療法に関する研究は、そのほとん
どが培養によって得られた動物由来の細胞
を用いて行われてきた。これらの研究によっ
て、試験管内増幅された神経幹細胞を含む細
胞群が様々な中枢神経系疾患に対して有効
であることが既に示されている。しかし、マ
ウスとヒトとでは細胞表面マーカーの違い
や分化傾向に様々な違いがあることが ES細
胞研究などからも指摘されている。当研究は
ヒト由来の細胞を用いており、今後の中枢神
経系の再生医療の発展の基盤を成すもの、と
位置づけられる。また培養ヒト神経幹細胞群
を細胞表面抗原の発現を指標にして生物学
的特性を調査し、神経細胞の機能解析などに
より神経細胞を特定する、というアプローチ
を用いることにより、本研究は神経幹細胞の
基礎的研究の発展にも貢献すると考えられ
る。 
ヒトＥＳ細胞は多能性幹細胞として注目
されているが、移植後にテラトーマを形成す
ることやヒト受精卵を使用することから倫
理上の問題も残されている。ヒト骨髄由来多
能性幹細胞に関しては本人の骨髄を採取し
調整することで免疫拒絶反応が起こりにく
いメリットがあるが未知の部分が多い。緊急
の移植にも対応できるような神経細胞バン
クとしては、神経細胞に分化しやすい神経幹
細胞をそれらの生物学的性質をよく理解し
たうえで維持していくことは意義のあるこ
とと考えられる。 
慶應義塾大学にて研究目的で使用される
ヒト神経幹細胞は、国立病院機構・大阪医療
センター臨床研究部から２次プロセシング
目的で送られたものである。ヒト神経幹細胞
は組織細胞ではあるが、胎児由来のため現在
新たな細胞が手に入らない状況で貴重であ
り、倫理問題の議論が続いており早急の臨床
応用が出来ない。しかし、ヒト神経幹細胞研
究は今後倫理的な問題が解決すれば早急に
臨床応用可能な道をひらくものであり、もし
も倫理的な問題が解決しなかったとしても
今後使用可能になるであろう幹細胞からの
神経細胞再生医療に多くの情報を与えるも
のである。 
 
 
３． 研究の方法 
申請者はこれまでにニューロスフェア法を
改良した培養法を用いて、妊娠 9,10週の中絶
ヒト胎児前脳から分離した神経幹細胞群を 1
年以上にわたり試験管内で生存、大量増幅さ
せることに成功している。 また、選択した
ヒト神経幹細胞をモニターする系として三
好浩之博士（理化学研究所）より供与された 



図３ CD24抗原の発現の違いによる細胞増殖の差 

 
 
 
 

 
レンチウイルスベクターシステムを利用し
た（図１）。レンチウイルスゲノムは細胞の
セルサイクルに関係なく宿主染色体に組み
込まれ、外来遺伝子を安定にかつ長期的に発

現させることができる。EF プロモーターの
下流に、基質依存的に発光する CBR ルシフ
ェラーゼ（生体透過性に優れた改変型ルシフ
ェラーゼ）および蛍光タンパク質である
EGFP を恒常的に発現するレンチウイルス
を作製し、ヒト神経幹細胞への導入を確認し
ている（図２）。 

 
 
 
 
４．研究成果 
ヒト神経幹細胞は長期間の培養により、増
殖能の低下、フラスコへの接着等が観察され
るが、細胞表現抗原の中からCD133とCD24
に着目して培養期間の異なる細胞（DIV230、
406、443、504）についてその表面抗原の発
現量の解析を行ったところ、長期間の培養に
より CD133陽性細胞の減少、CD24陽性細
胞の増加が認められた。今回 CD133陽性細
胞の中でも CD24陰性細胞のが、CD24陽性
細胞やフローサイトメーターで分離してい
ないヒト神経幹細胞に比べて自己増殖能に

優れていることをATPアッセイ法にて明ら
かにした。（図３）さらに、これらフローサ
イトメーターで分離した細胞を分化培地に
て培養したところ、CD133陽性、CD24陰性
細胞に比べて、CD133陽性、CD24陽性細胞
の方がよりβ-Ⅲ-Tubulin陽性ニューロンへ
の分化能を示した。（図４・赤；GFAP、緑；
抗β-Ⅲ-Tubulin ）これらのことから、CD133
陽性細胞、CD24陰性細胞が未分化な培養ヒ
ト神経幹細胞のマーカーとして有用である
一方、CD133陽性、CD24陽性細胞が効率の
よいニューロンへの分化につながるマーカ
ーとして有用である可能性が示唆された。 
また、増殖・分化能がニューロスフェアの
培養条件によってさらに変化する可能性も
考えられる。これまでのヒト中枢神経組織由
来神経幹細胞の培養は通常酸素濃度（約
20％）条件下で行うことが多いが、発生途中
の胎児ではより低い酸素濃度（1.5～5.3％）
にさらされていることから、低酸素条件で培
養することにより、ヒト神経幹細胞を比較的
生理的条件に近い状態で増殖・分化をさせる
ことができるのではないかと考えられる。そ
こで、ヒト神経幹細胞とマウス神経幹細胞を
低酸素濃度（3％）と通常酸素濃度（20％）
の培養条件下にて一週間培養し、それぞれの
細胞数を比較検討した結果、マウス神経幹細
胞では低酸素培養条件で増殖能の亢進が認
められたのに対し、ヒト神経幹細胞では低酸
素培養条件で増殖の変化がみられなかった。 
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