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研究成果の概要（和文）：ヒトCCN2タンパク質を含む培地で培養後、免疫抗体染色法を用いて神経突起マーカー
MAP2の染色を行った結果、CCN2タンパク質は神経突起伸展の促進効果が見られた。神経前駆細胞のp44/42 MAPK
のリン酸化を検定したところ、リン酸化が増加した。CCN2タンパク質の添加により、細胞内のp-44/42 MAPKが活
性化し神経栄養因子様活性を示したと考えられる。CCN2タンパク質がヒト神経細胞の分化や成熟過程に関わると
いう報告はこれまでになく、そのCCN2タンパク質は骨形成に関わることが知られていることから、骨形成と神経
分化・成熟を結びつける接点となっている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive RNA sequencing showed that mRNA level expression of smooth 
muscle protein 22-alpha (SM22a), annexin A2 (ANXA2), CCN2, IGFBP3, and CCN1 were up-regulated, 
whereas those of the TP53 was down-regulated by treatment with jiadifenolide. In silico molecular 
network analysis showed that the up-regulated mRNA level expression of CCN, CCN1, CCN2, SM22a, 
ANXA2, and IGFBP3 genes were related to the regulation of SMAD, SMAD1, SMAD2, SMAD3, nuclear factor-
κB (NF-κB), and STAT3 or p53. RT-qPCR showed that expression levels of CCN1, CCN2, CCN6, SM22a, 
and AXNA2 mRNA were significantly up-regulated in jiadifenolide-treated cells. These results showed 
that jiadifenolide activates CCN signaling via up-regulating the mRNA level expression of the CCN 
family members CCN1, CCN2, and CCN6, and CCN2 gene expression. CCN2 protein promoted neuronal 
dendritic outgrowth and increased neuronal cell numbers and increased phosphorylation of p44/42 MAPK
 protein in human neuronal precursor cells.

研究分野： 薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨形成因子CCNファミリータンパク質が神経分化に関与するという研究は他には全く無く世界の中でも極めて創
造性が高い研究と言える。この研究を通して、神経細胞の分化と骨形成の接点が明らかになる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
低分子性神経栄養因子ジアジフェノライドによるアルツハイマー病治療薬に向けて 

 近年，高齢化社会により認知症患者が増加し、社会問題となっている。認知症の中で大部分を

占めるアルツハイマー型認知症患者の脳内では、神経細胞内部に老人斑や神経原繊維変化とい

った異常タンパク質が蓄積し、神経細胞死が誘導されることで脳萎縮が引き起こされ、神経細胞

間での情報伝達の喪失によって障害が起きる。そこで，アルツハイマー型認知症治療のため、神

経突起伸展作用や神経細胞生存維持作用を持つ神経栄養因子が注目されている。しかしながら、

高分子タンパク質である神経栄養因子は臨床的問題から脳内への投与は困難である。従って、こ

れらの臨床的問題を解決し、神経栄養因子活性を示す低分子化合物が求められている。ジアジフ

ェノライド（下図）は、中国南西部に生息するシキミ属植物（Illicium jiadifengpi）の実から抽出

された分子量 310 の低分子化合物であり、ラット由来初代培養神経細胞に対して、神経突起伸展

の促進活性を示す。 

 

ヒト iPS 細胞を用いた神経分化の研究 

臨床応用する上で必要な、ジアジフェノライドのヒト神経細胞における神経栄養因子様活性は

解明されていなかったので、ヒト神経細胞に直接作用し、神経栄養因子様活性を検討するためヒ

ト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を用いた。ヒト細胞における効果を倫理的問題なく検討でき、

ヒト細胞におけるメカニズム解析に有用である。ヒト iPS 細胞から神経細胞を作製し、ジアジフ

ェノライドによるヒト神経細胞に対する神経栄養因子様活性を検討した。ジアジフェノライド

処理により神経突起ネットワークの広がりが確認され、神経細胞増殖作用または神経細胞生存

維持作用を示した。MAP2 及び PSD95 のタンパク量増加から神経突起伸展作用だけでなく、シ

ナプス成熟への関与も示唆された。ジアジフェノライドはアルツハイマー型認知症に対する治

療薬候補として期待される。次にジアジフェノライドのヒト神経細胞に対する作用を網羅的に

検討するために、次世代シークエンサーを用いて細胞内 mRNA 発現の変化等の遺伝子発現を網

羅的に解析した。その結果、ジアジフェノライドの添加により、CCN シグナル伝達経路のスコ

アが最も高いと分かった。 

 

神経栄養因子ジアジフェノライドによる骨形成因子 CCN ファミリーの誘導 

CCN タンパク質は Cystein-rich 61 (Cyr61: CCN1), Connective tissue growth factor (CTGF: CCN2), 

Nephroblastoma overexpressed (Nov: CCN3)の頭文字により命名されたファミリーを形成するタン

パク質である。このファミリーの代表格である CCN2/CTGF は軟骨細胞、血管内皮細胞、骨芽細

胞、破骨細胞前駆細胞の４種の細胞に働いて内軟骨性骨化を全般にわたり促進する多機能因子

である。ジアジフェノライド添加により CCN シグナル経路が活性化し、ヒト神経細胞分化が促



進することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 
ヒトを含む脊椎動物では、脊椎などでは神経細胞が収納されており、発生段階では骨と神経は

連携して発生分化が行われると考えられる。申請者らは、植物由来の低分子化合物であるジアジ

フェノライドがヒト iPS 細胞由来の神経細胞を突起伸展させる活性と神経分化マーカーを増加

させる活性を有することを発見した。ヒト iPS 細胞を用いて神経細胞へと分化させ、その過程

に低分子化合物ジアジフェノライドが神経栄養因子活性を持つ研究自体が世界の中でも独自な

ものである。ジアジフェノライドの作用メカニズムを調べるために、ヒト iPS 細胞由来の神経細

胞に対する遺伝子発現の変化を次世代シークエンサーにて包括的に調べたところ、ジアジフェ

ノライドの処理により骨や軟骨の形成に関わる組織再生因子である CCN ファミリーの遺伝子発

現が増大していることを見いだした。CCN タンパク質が、iPS 細胞や神経細胞の分化過程に関わ

るという報告は未だなく、その関連性から骨形成と神経分化を結びつける極めて新しい局面を

切り開く研究になると期待できる。そのメカニズムとして骨形成因子 CCN ファミリータンパク

質が神経分化に関与するという研究は他には全く無く世界の中でも極めて創造性が高い研究と

言える。この研究を通して、神経細胞の分化と骨形成の接点が明らかになる可能性がある。 

 
 
３．研究の方法 
 

ジアジフェノライド添加により CCN ファミリー分子の遺伝子発現が上昇するのか定量的に確

認すると共に、CCN シグナル経路活性化による神経前駆細胞の分化成熟に対する影響などを検

討する。 

ジアジフェノライドの作用メカニズムの検討 

 ヒト iPS 細胞由来神経細胞を用いジアジフェノライド作用による細胞内遺伝子発現変化の網

羅的な解析を行うことで、ジアジフェノライドの作用メカニズムを解明する。 

次世代シークエンサーなどを用いたジアジフェノライドによる網羅的な遺伝子発現の解析 

 ジアジフェノライドのヒト神経細胞に対する作用を網羅的に検討するために、次世代シーク

エンサーを用いて細胞内 mRNA 及び ncRNA 発現の変化等の遺伝子発現を解析する。これによ

り、標的遺伝子及びシグナル伝達経路を特定し、細胞内の分子機序を解明する。前段階として、

少し結果を得ている。さらに定量 PCR 法・ウエスタンブロット法などにより遺伝子発現の変化

を検討する。 

骨形成因子 CCN ファミリーのヒト iPS 細胞由来神経細胞への神経突起促進活性の検討 

 骨形成因子 CCN ファミリー自体に神経分化や神経突起促進活性があるかを調べる。ヒト iPS

細胞由来神経細胞を培養し、CCN ファミリーのリコンビナントタンパク質を作用させ、神経突

起伸展活性の有無を検討する。神経突起伸展は抗 MAP2 抗体を用いた蛍光抗体法による染色を



行い、その画像をコンピューターに取り込んだあと神経突起の面積や長さを計算するソフトウ

エアによって定量化する。またマーカータンパク質である MAP2 や PSD95 のウエスタンブロッ

トによる定量法により解析する。 
 
４．研究成果 

 

ヒト iPS 細胞株 201B7 を用い、ヒト iPS 細胞から神経前駆細胞を作製し、ジフェノライドがヒ

ト iPS 細胞由来の神経細胞に対して、神経突起伸展の促進活性を有することを見出した。さら

に、ジアジフェノライドがどの様なメカニズムで神経栄養因子様活性を示すのかを解明するた

めに、ジアジフェノライドを作用させたヒト iPS 細胞由来の神経前駆細胞における遺伝子発現

を RNA シークエンスにより網羅的に分析し、それらの遺伝子発現変化を定量 RT-PCR にて確認し

た。さらにネットワーク解析により分子間の繋がりを調べたところ、CCN2 遺伝子および CCN シ

グナルに関わる遺伝子群の発現が上昇することを発見した。ヒト iPS 細胞由来の神経前駆細胞

を DMSO 或いは組換えヒト CCN2 タンパク質を含む培地で培養後、免疫抗体染色法を用いて神経

突起マーカーMAP2 の染色を行い画像解析により数値化した。その結果、CCN2 タンパク質は DMSO

と比較し神経突起伸展の促進効果を有することを見いだした。さらに、神経前駆細胞の p44/42 

MAPK のリン酸化をウエスタンブロット解析により検定したところ、リン酸化が増加した。した

がって、CCN2 タンパク質の添加により、細胞内の p-44/42 MAPK が活性化し神経栄養因子様活性

を示したと考えられる（下図参照）。CCN2 タンパク質がヒト神経細胞の分化や成熟過程に関わる

という報告はこれまでになく、世界で初めての発見である。その CCN2 タンパク質は骨形成に関

わることが知られていることから、骨形成と神経分化・成熟を結びつける接点となっている可能

性がある。 
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