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研究成果の概要（和文）：レチノイン酸（ATRA）による神経分化誘導モデルを用いて、小胞体ストレスによる神
経突起伸長および神経細胞移動への影響を検討した。持続的なストレス負荷によってATRA刺激に伴う神経突起伸
長や神経細胞移動が有意に抑制された。また、p38-MAPK経路の活性抑制やectodermal-neural cortex 1の発現低
下も認められ、同シグナル経路の活性低下が小胞体ストレスに伴う神経突起伸長および神経細胞移動の抑制に寄
与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using a model of all-trans retinoic acid (ATRA)-induced neuronal 
differentiation, we investigated the effects of endoplasmic reticulum (ER) stress on neurite 
outgrowth and neuronal migration. Sustained stress loading significantly inhibited ATRA-induced 
neurite outgrowth and neuronal migration. In addition, downregulation of p38-MAP kinase pathway and 
ectodermal-neural cortex 1 gene expression were also observed, suggesting that downregulation of 
this signaling pathway may contribute to the ER stress-induced inhibition of neurite outgrowth and 
neuronal migration.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 小胞体ストレス　神経突起伸長　MAPK　シグナル伝達　エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、小胞体の機能異常やエピジェネティックな遺伝子発現の制御異常が精神神経疾患の発症に関与することが
示されている。本研究により、p38-MAPK経路の活性低下が小胞体ストレスに伴う神経突起伸長抑制および神経細
胞移動抑制の一因であることが示された。また、DNAメチル化解析により、神経分化もしくは神経突起伸長に関
連する遺伝子のメチル化／脱メチル化領域が見出された。すなわち、小胞体ストレスによってエピジェネティク
ス異常が生じ、これらが疾患発症にも寄与する可能性が示された。本研究成果は、精神神経疾患に対する新たな
治療戦略確立の一助となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 神経回路形成の異常による脳形成障害の中には難治性疾患が数多く存在し、重度の精神運動
発達遅滞を呈することが知られている。また、これら稀少難治性疾患の発症原因は多岐に渡り、
根本的な治療法が確立されていない点は大きな課題として残されている。近年、小胞体の機能異
常や、DNA 塩基配列の変化を伴わないエピジェネティックな遺伝子発現制御の異常が精神神経
疾患の発症に関与することが示唆された。また、小胞体ストレスに対する細胞内応答（小胞体ス
トレス応答）は、細胞周期、神経機能、代謝および免疫応答など、種々の生命現象においても普
遍的に関わっていることが報告されており、同応答機構の異常は、細胞内の恒常性を破綻させ、
精神疾患や代謝性疾患、自己免疫疾患の一因となることが示されている。 
 研究代表者らは、これまでのマウス胚性腫瘍 P19 細胞を用いた神経分化誘導モデルでの解析
を通じて、持続的な小胞体ストレス負荷が神経幹細胞の分化系譜に影響を与えることを見出し
ている（J Neurosci Res. 2014; 92: 1122-33）。すなわち、神経幹細胞に対する小胞体ストレス負
荷によって神経細胞への分化が促進される一方で、神経突起伸長の抑制など、神経成熟過程での
異常が生じることを明らかにした。また、神経細胞の移動は、1)先導突起の伸長、2)核・細胞質の
移動、3)後方突起の退縮といった 3 種類の過程を繰り返すことが知られており、各段階における
分子機構の異常は神経細胞の移動を障害する。したがって、上述の小胞体ストレスによる神経突
起伸長の抑制は、神経細胞移動などの細胞動態にも影響を与えることで、神経回路形成を障害す
ることが推察される。一方、小胞体ストレス下におけるエピジェネティクス研究は広く実施され
ておらず、精神神経疾患におけるエピジェネティクス異常と小胞体ストレスとを直接的に関連
付ける分子機構の究明が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 近年、疾患特異的 iPS 細胞を活用したエピゲノム解析や疾患責任遺伝子の同定および生理機
能の解明に向けた研究が精力的に行われているが、疾患発症における環境的要因とエピジェネ
ティクス異常との関連は不明な点が多い。本研究では、稀少難治性疾患の環境的要因として小胞
体ストレスに着目し、精神神経疾患におけるエピジェネティクス異常との関連を解明すること
を目的とした。特に、小胞体ストレスによる神経突起の伸長抑制機序および神経細胞動態への影
響を解析するとともに、同機序および細胞動態に関連するエピジェネティクス変化の解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 
(1) レチノイン酸による神経分化誘導モデルを用いた神経突起伸長に対する小胞体ストレスの

影響：ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞はレチノイン酸（ATRA）刺激に応じて神経突起を
伸長させることが知られている。同細胞を 1.4 x104 cells/cm2の密度で播種した後、1% FBS、
10 µM ATRA および 10 ng/mL ツニカマイシン（Tm: 小胞体ストレス誘導試薬）を含む培
地で 3 日間の培養を行なった。各細胞の神経突起長は画像解析ソフトウェア NeuronJ を用
いて測定した。 

(2) Wound healing assay による神経細胞移動の解析と小胞体ストレスによる影響：SH-SY5Y
細胞を 1.0 x105 cells/cm2の密度で播種した後、1% FBS および 10 ng/mL Tm を含む培地
中で単細胞層を形成させた。その後、ピペットチップで溝を作成し、10 µM ATRA 刺激に
よる神経細胞移動の誘導を行った。48 時間までの経過観察後、細胞移動に伴う溝の閉塞幅
を画像解析ソフトウェア ImageJ を用いて測定した。 

(3) 小胞体ストレスによる神経突起伸長の抑制に関わる細胞内シグナル経路の同定：SH-SY5Y
細胞を種々の条件下で培養後、総タンパク質および総 RNA の抽出を行った。各サンプルは
ウエスタンブロット法および RT-PCR 法を用いて解析し、タンパク質リン酸化および遺伝
子発現量をそれぞれ評価した。 

(4) 小胞体ストレスに伴う DNA メチル化/脱メチル化領域の解析：SH-SY5Y 細胞を小胞体スト
レス誘導試薬存在下もしくは非存在下で培養を行った後、抽出したゲノム DNA に対して次
世代シーケンサーによるメチル化解析を実施した。DNA メチル化解析によって得られた実
験データ（領域リスト）は、遺伝子機能解析ツールを用いて関連遺伝子に対する遺伝子オン
トロジー（GO）解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) レチノイン酸による神経分化誘導モデルを用いた神経突起伸長に対する小胞体ストレスの

影響：神経細胞の成熟過程における小胞体ストレスの影響を検討するため、新たにヒト神経
芽細胞腫での神経分化誘導モデルの確立を行った。ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に対
して 10 µM のレチノイン酸（ATRA）を添加することで、神経突起の有意な伸長が認めら
れた。一方、ATRA による神経突起伸長の促進は、10 ng/mL ツニカマイシン（Tm）存在
下で有意に抑制された。したがって、本神経分化誘導モデルにおいても、小胞体ストレスに
伴う神経突起伸長の抑制は再現されることが示された。 

(2) Wound healing assay による神経細胞移動の解析と小胞体ストレスによる影響：小胞体ス
トレス下における神経細胞移動への影響を検討するため、SH-SY5Y 細胞を用いた Wound 
healing assay を実施した。培養細胞単層に一定幅の創傷を作成後、ATRA 刺激による神経



細胞移動の誘導を行った結果、ATRA 刺激後 36 時間以降に創傷エリアへの神経細胞の移動
が認められた。また、同条件下において WST-8 assay および BrdU cell proliferation assay
を実施し、試薬添加に伴う細胞増殖能への影響を検証した結果、ATRA 刺激に伴う細胞増
殖の促進は認められず、創傷の閉塞は細胞増殖非依存的であることが示された。一方、同条
件下において小胞体ストレスの影響を検討した結果、10 ng/mL Tm によって神経細胞移動
が有意に抑制されることが明らかになった。 

(3) 小胞体ストレスによる神経突起伸長の抑制に関わる細胞内シグナル経路の同定：小胞体ス
トレスによる神経突起伸長抑制機序の解明を目指し、ウエスタンブロット法を用いて細胞
内シグナル経路の解析を実施した。その結果、ATRA 刺激によって Erk、JNK、p38-MAPK
および Akt のリン酸化が促進し、ATRA 誘導性の p38-MAPK および Akt の活性化は、10 
ng/mL Tm によって抑制されることが明らかになった。続いて、神経突起伸長関連遺伝子
に対する小胞体ストレスの影響を検討した結果、Tm 濃度依存的に ectodermal-neural 
cortex 1（ENC1）の mRNA 量が減少することが明らかになった。さらに、10 ng/mL Tm
による ATRA 誘導性の p38-MAPK および Akt の活性抑制と ENC1-mRNA の発現量低下
との関連性を検討するため、各種細胞内シグナル阻害剤を用いて ENC1-mRNA の減少機序
に関与するシグナル経路を解析した結果、PD169316（p38-MAPK 阻害剤）によって ENC1-
mRNA の発現量が有意に減少することが明らかになった。また、U0126（MEK 阻害剤）
でも ENC1-mRNA の発現量は減少する傾向にあることも示された。したがって、小胞体ス
トレス負荷は ATRA 誘導性の p38-MAPK の活性化を抑制し、同経路の抑制に伴い ENC1-
mRNA の発現が低下することで神経突起の伸長が抑制される可能性が示された。 

(4) 小胞体ストレスに伴う DNA メチル化/脱メチル化領域の解析：小胞体ストレス伴うエピジ
ェネティクス変化を検討するため、ゲノム DNA に対するメチル化解析を実施した結果、10 
ng/mL Tm および 5 nM タプシガルギン（Tg）によって共通して DNA のメチル化が促進
される遺伝子領域が 43 data set、共通して DNA の脱メチル化が促進される遺伝子領域が
31 data set 見出された（fold change > 2.0）。抽出されたメチル化/脱メチル化領域と関連す
る遺伝子に対して遺伝子オントロジー（GO）解析を実施した結果、小胞体ストレスによっ
て DNA のメチル化が促進される領域には、cellular process（GO:0009987）、biological 
regulation（GO:0065007）、metabolic process（GO:0008152）、response to stimulus
（GO:0050896）および signaling（GO:0023052）などの Biological Process に関連する遺
伝子領域が多く含まれることが明らかになった。これらの内、神経分化や突起伸長などに関
連する GO term を有する遺伝子として、BMP7、GPR110、CASZ1、FZD1 および ALKAL1
などが見出された。一方、小胞体ストレスによって DNA の脱メチル化が促進される領域に
は、cellular process（GO:0009987）、biological regulation（GO:0065007）および metabolic 
process（GO:0008152）などの Biological Process に関連する遺伝子領域が多く含まれるこ
とが明らかになった。これらの内、神経分化などに関連する GO term を有する遺伝子とし
て、SH3GL3、PRDM16、TUBB および CCNK などが見出された。 

 
 本研究課題の遂行によって、p38-MAPK 経路の活性低下に伴う ENC1 の発現低下が小胞体ス
トレスによる神経突起伸長抑制および神経細胞移動抑制の一因であることが示された。しかし
ながら、U46619（p38-MAPK 活性化剤）等を用いた予備試験では、小胞体ストレスに伴う神経
突起伸長の抑制に対する有意な回復効果は認められなかった。したがって、同シグナル経路以外
も神経突起伸長の抑制に大きく寄与することが推察された。一方、DNA メチル化解析では神経
分化もしくは神経突起伸長に関連する遺伝子領域のメチル化／脱メチル化領域が見出され、小
胞体ストレスに伴いエピジェネティクス異常が発生する可能性も示唆された。本研究課題を継
続することで、神経細胞の分化成熟過程に対する小胞体ストレスの影響がより一層精査されて
いけば、精神神経疾患に対する新たな治療戦略の確立に進展していくと期待される。 
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