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研究成果の概要（和文）： 
 ヒト ES 細胞・iPS 細胞から神経幹細胞へと分化誘導する過程において、ゲノムタイリングア
レイによるゲノムワイドな転写産物解析を行い、神経分化と共に発現が上昇する non-coding 
RNA を同定した。さらに、同定した non-coding RNA の機能解析のための、培養システムを
構築した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several non-coding RNAs (ncRNAs) upregulated during neural differentiation of human 
embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs) were identified 
by genome-wide transcriptome analysis. In addition, methods for the analysis of 
identified ncRNAs during neural differentiation of human ESCs were also established. 
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１．研究開始当初の背景 
高度で複雑な機能を持つヒト脳の発生に

は、ゲノム上の非翻訳領域から生み出される
non-coding RNA(ncRNA)の関与が示唆され
ているが、ヒト神経発生におけるその実態は
殆ど明らかにされていない。また、これまで
はヒト神経発生を in vitro で再現する適切な
モデルが欠如しており、そのような ncRNA
の機能解析は困難であった。 
そこで、研究代表者はヒト ES/iPS 細胞か

ら神経幹細胞を高効率に誘導し、神経発生の
モデルとして利用するシステムを構築して
きた。 
 
２．研究の目的 
ヒト ES 細胞由来神経幹細胞の誘導システ

ムを、ヒト神経発生の in vitro モデルとして
活用し、神経分化誘導の各段階においてゲノ
ムタイリングアレイによる転写産物解析を
行って転写領域データベースを構築し、神経
分化に伴って発現が上昇する転写領域(特に
長鎖 ncRNA)を同定する。さらに、ノックダ
ウンによる解析を行うためのヒト ES 細胞の
神経分化誘導・機能解析システムを構築し、
ヒト ES 細胞の神経分化に重要な役割を果た
す ncRNA のスクリーニングおよび同定を行
う。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト ES細胞/iPS細胞の神経分化誘導に伴
って発現が上昇する non-coding RNA(ncRNA)
の同定 
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図１迅速神経分化誘導法による神経分化誘導。 

 ヒト ES細胞(KhES1,2,3)、ヒト iPS細胞
(201B7, 253G1)から神経幹細胞
(neurosphere)を誘導する過程において
total RNAを採取し、ゲノムタイリングアレ
イを行い、ゲノムワイドな転写産物解析を行
い、神経誘導に伴って発現が上昇する転写産
物を解析する。同定した ncRNA については、
定量的 RT-PCRにより、発現変化を確認する。 
 
(2)迅速神経分化培養法の開発 
 多数の候補遺伝子の機能解析には、一過性
発現による遺伝子導入が簡便で適している
が、短時間しか発現が得られないため、分化
誘導を一週間以内で行うことができる神経
分化誘導法を開発する。BMP の阻害剤である
Dorsomorphine(Noggin)、および ALK阻害剤
である SB431542などを用いて、接着培養系
により迅速で高効率な神経分化誘導法の開
発を行う。さらに、siRNAによるノックダウ
ンシステムを構築する。 
 
(3)Sox1レポータートランスジェニックヒト
ES 細胞の作成 
 神経系前駆細胞に特異的に発現する Sox1
は神経分化の指標として有用である。そこで、
BAC(Bacterial artificial chromosome)クロ
ーンを用いて、ヒト ES細胞の神経分化を可
視化できるトランスジェニックヒト ES 細胞
を作成する。 
 
(4)siRNA によるヒト ES細胞の神経分化を制
御する ncRNAのスクリーニング 
接着培養による迅速神経分化誘導法を用

いて siRNAによるノックダウンを行うことで、
神経分化の抑制効果を指標に、ncRNAのスク
リーニングを行う。 
 

４．研究成果 
(1) ヒト ES 細胞/iPS細胞の神経分化誘導に
伴って発現が上昇する ncRNA の同定 
 ヒト ES細胞(KhES1,2,3)、ヒト iPS細胞
(201B7, 253G1)から神経幹細胞
(neurosphere)を誘導する過程において、ゲ
ノムタイリングアレイにより、ゲノムワイド
な転写産物解析を行い、データベースを構築
した。このデータベースを用いて、神経誘導
に伴って発現が上昇する転写領域を 1000個
以上同定した。さらに、特に発現量が高く、
神経系組織、および他の臓器組織での発現パ
ターンから、神経系特異的であるもの約 80
個に、さらに、52 個の ncRNA については、定
量的 RT-PCR により、神経分化に伴う発現上
昇を確認した。 
 
(2)迅速神経分化培養法の開発 
 siRNAの一過性発現によるスクリーニング
のため、BMP 阻害剤 Dorsomorphine(Noggin)

および ALKの阻害剤である SB431542 などを
加えることで、接着培養による迅速で高効率
の神経分化誘導法を開発した。この方法で分
化誘導することで、分化誘導後 3-6 日目で通
常の神経分化誘導と同等のレベルの Sox1の
発現が得られることを確認した。 
さらに、invitrogen社の Neon®をいたエレ

クトロポレーション法により siRNAを導入す
ることで、内在性遺伝子(GAPDHおよび SOX1)
の発現を約 80%程度抑制できるシステムを開
発した。 

 

(3)Sox1レポータートランスジェニックヒト
ES 細胞の作成 
BACクローンを用いて、ヒト Sox1の遺伝子

座に緑色蛍光タンパク Venus と Luciferase
の融合タンパクである ffLucのレポーターを
ノックインした BACプラスミドを作成し、神
経分化を定量可視化できるトランスジェニ
ックヒト ES細胞を作成した(Sox1-ffLucヒト
ES 細胞)。9 株の Sox1-ffLuc ヒト ES 細胞株
を樹立し、神経分化誘導による Sox1の発現
上昇に伴って、Luciferaseの発光が上昇する
ことを確認した(図 2)。 

 
(4)siRNA によるヒト ES細胞の神経分化を制
御する ncRNAのスクリーニング 
同定した ncRNAに対する siRNAを導入して、

迅速神経分化誘導を行い、SOX1の発現を指標
に神経分化に対する影響を解析し、ncRNAの
スクリーニングを行い、少なくとも 15 個に
ついては、神経分化の抑制効果がみられるこ
とが確認できた。 

図 2  hSox1-dVenusLuc2 ヒト ES 細胞：74 以外の
9 株は神経分化誘導と共に Luciferase 活性が上昇。 



 今後、さらに多数の ncRNA のスクリーニン
グを進めると同時に、得られた結果の再現性
の確認を行う。 
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