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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ノンコーディングRNAと考えられる転写産物を同定した。
また、約1週間でヒトES細胞、iPS細胞の神経分化が可能な迅速神経分化誘導法を開発した。この方法を用いて、
同定した転写産物について、siRNAを用いたノックダウンスクリーニングによる機能解析を進めている。

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.

研究分野： 分子神経生物学
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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。研究代表者は、
これまでに、ヒト ES/iPS 細胞から神経幹細
胞を高効率に誘導可能な培養システムを構
築し、これを神経発生モデルとして、神経分
化とともに発現変化する転写産物のデータ
ベースを構築してきた。また、siRNA の一過
性発現によるノックダウンによる転写産物
の機能解析を行うための、ヒト ES/iPS 細胞
の分化誘導法の開発を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
これまでに構築したデータベースをもと

に、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、
siRNA を用いたノックダウンにより、ヒト
ES/iPS 細胞の神経分化に重要な役割を果た
す ncRNA のスクリーニングと機能解析を行
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 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
total RNA を採取し、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、神経誘導に伴う転写産物の発現データベ
ースを作成している。そこで、このデータベ
ースをもとに、神経分化とともに発現が上昇
する転写産物、とくに長鎖 ncRNA と考えられ
る転写産物を同定し、定量的RT-PCRにより、
発現変化を確認する。 
(2) 迅速神経分化誘導法によるncRNAの発現
変化の解析 
 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、BMP
の阻害剤である Dorsomorphine、および ALK
阻害剤である SB431542、GSK3b 阻害剤（BIO）
を用いて、接着培養系により一週間以内に迅
速に神経分化が可能な培養法を開発した。そ
こで、従来の神経分化誘導法で発現変化がみ
られた転写産物について、この迅速神経分化
誘導法における発現変化を解析し、両方の神
経分化誘導法で同様に発現上昇を示す転写
産物を同定する。 
(3)より効率的な迅速神経分化誘導法の開発 
これまでの迅速神経分化誘導法では、細胞

生存率が低く、また得られる神経細胞数も限
られることから、用いる阻害剤をより毒性が
低く選択制の高い化合物へと変更して、より

効率的な分化誘導法を開発する。 
(4)ヒト ES/iPS 細胞への siRNA 導入法の改良 
invitrogen社の Neon®をいたエレクトロポ

レーション法、またはリポフェクション法の
応用により、より高い細胞生存率がえられ、
効率的にsiRNAの導入が可能な解析法を開発
する。 
(5) siRNA によるヒト ES細胞の神経分化を制
御する ncRNA の解析 
(2)の解析で絞り込んだ転写産物（ncRNA）

に対する siRNA を作成し、(4)の方法で未分
化ヒト ES 細胞やヒト iPS 細胞に導入し、迅
速神経分化誘導を行い、神経幹細胞のマーカ
ーである SOX1の発現を指標に神経分化に対
する影響を解析する。 
 
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)および、それぞれの細胞から
従来法で分化誘導した神経幹細胞
(neurosphere)の分化過程において、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。
このデータベースでは、ヒト神経系組織、お
よび様々な組織における転写産物の情報も
盛り込んでいる。このデータベースを用いて、
ヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞の神経分化に伴
って発現が上昇する転写領域を 1000 個以上
同定した。この中で、特に発現量が高く、神
経系組織に特異的に発現する転写産物、なか
でも長鎖ncRNAと考えられる転写産物を約80
個同定した。さらに、定量的 RT-PCR による
発現解析を行ったところ、52 個の転写産物が
ヒト ES 細胞の神経分化に伴い発現上昇する
ことを確認した。 
(2) 迅速神経分化誘導法によるncRNAの発現
変化の解析 
 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、ALK の阻
害剤 SB431542、GSK3阻害剤 BIO を用いて、
迅速で高効率な神経分化誘導法を開発した。
この方法を用いて接着培養で分化誘導する
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。 
そこで、接着培養による迅速神経分化誘導

法により分化誘導した神経系前駆細胞にお
いて、前述の 52 個の転写産物の発現変化を
定量的 RT-PCR 法により解析したところ、41
個の転写産物が神経分化に伴い発現上昇す
ることを見出した。複数の培養条件で同様の
発現上昇を示すことを見出した。そこで、こ
の 41 個の転写産物に絞り込み、以降の解析
を行うこととした。 
(3)より効率的な迅速神経分化誘導法の開発 
迅速神経分化誘導法で用いる化合物は、分

化誘導に際して顕著な細胞毒性を示すこと
から、用いる阻害剤をより毒性が低く選択制



の高い化合物へと変更した（Doromorphine を
LDN139189 へ、BIO を CHIR99021 へ）。胚様体
（EB）を用いた神経分化誘導系でその効果を
検証したところ、得られる細胞数がそれまで
の約 2.8 倍へ上昇し、より効率的な解析が可
能になると考えられた。 
(4)ヒト ES/iPS 細胞への siRNA 導入法の改良 
これまでの研究で、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
できることを確認した。この方法を用いて、
未分化 ES 細胞、iPS 細胞に siRNA を導入する
と、未分化細胞特異的 ncRNA の発現をよく抑
制し、その一部でヒト ES 細胞の未分化維持
を阻害したことから効率的なスクリーニン
グが可能であると考えられた。 
しかし、同様の方法でエレクトロポレーシ

ョン後の未分化 ES 細胞を迅速神経分化誘導
の条件で培養すると、十分な細胞の生存が得
られないことがあり、神経分化の評価が安定
しないと考えられた。そこで、siRNA 導入法
をリポフェクション法による Reverse 
transfection 法へと変更したところ、細胞生
存率の改善が得られ、今後の実験で応用して
いくこととした。 
(5) siRNA によるヒト ES細胞の神経分化を制
御する ncRNA の解析 
絞り込んだ 41 個の転写産物（ncRNA）に対

する siRNA（sense, antisense の合計で 82
個）を作成し、未分化細胞に導入して迅速神
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た。その結果 35
個の siRNA を導入した場合に SOX1の発現抑
制効果がみられた。今後、さらに再現性の確
認を進め、高い SOX1発現抑制効果がみられ
る siRNA が標的とする転写産物について、ク
ローニングと強制発現による解析へと進め
る予定である。 
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