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研究成果の概要（和文）：マウス神経幹細胞においてMIF が細胞増殖を制御していることを既に明らかにした
が、MIF下流因子としてTCTP1 を新たに同定した。TCTP1はマウス神経幹細胞の細胞増殖制御に関与していた。さ
らに、ヒトES細胞由来神経幹細胞においても、TCTP1はMIFにより発現制御を受けるとともに神経分化制御にも貢
献していた。MIF-TCTP1-miR338-SMOよりなるシグナルカスケードにより、ヒトES細胞由来神経幹細胞の細胞増殖
が制御されていることを新たに見出した。また、ヒトグリオーマ幹細胞においても、TCTP1がMIFにより発現制御
を受けるとともに、その細胞増殖に貢献していることが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：MIF (Macrophage migration inhibitory factor) was identified as a functional 
molecule, which supports the proliferation of murine neural stem/progenitor cells (NSPCs). We also 
identified a new factor TCTP1 (Tumor Protein Translationally-Controlled 1), contributing to the cell
 proliferation of mouse NSPCs. TCTP1 gene expression was regulated by MIF and TCTP1 gene silencing 
defected neurogenesis in human ES cell-derived neural stem cells (hES-NSCs). We also found that 
MIF-TCTP1-miR338-SMO signaling cascade regulated the cell proliferation in hES-NSCs. In addition, 
TCTP1 supported the glioma-initiating cell proliferation regulated by MIF.

研究分野： 神経発生学

キーワード： 神経幹細胞　グリオーマ幹細胞　TCTP1
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

(1) Tumor Protein Translationally- 
Controlled1（TCTP1, 以下 TPT1と呼称する）
がどのような発現特異性や機能をマウス・ヒ
ト神経幹・前駆細胞（および脳）・ヒトグリ
オーマ(およびグリオーマ幹細胞)で有して
いるかは不明であった。 
(2) TPT1 がマウス神経幹・前駆細胞増殖能を
有することは、増殖能を指標とした発現クロ
ーニング法で同定された因子であったため
に、研究開始時推測されていた。 
 (3) MIF (Macrophage migration inhibitory 
factor)や CHD7(Chromodomain helicase DNA- 
binding 7)が神経幹・前駆細胞の細胞増殖・
幹細胞性維持に貢献することが申請者らに
より既に明らかにされていた。 
(4) 神経幹・前駆細胞やグリオーマ幹細胞に
おいて MIFや CHD7により TPT1がどのように
制御されているのか、TPT1下流においてどの
ような因子が機能しているかは不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 

 

(1) マウス神経幹・前駆細胞における TPT1
の発現制御様式や機能を明らかにする。  
(2) マウス胎生期神経新生における TPT1 の
機能を明らかにする。 
(3) ヒト神経幹・前駆細胞（ヒト ES 細胞由
来神経幹・前駆細胞）における TPT1 の機能
解明を行う。 
(4) グリオーマにおける TPT1 の発現様式を
明らかにするとともに、グリオーマ幹細胞に
おける TPT1 の機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

(1) マウス神経幹・前駆細胞培養、ニューロ
スフェア形成実験および分化実験法 

すでに報告した方法 1)に従い,マウス胎生
14 日終脳より神経幹・前駆細胞をニューロス
フェア培養法により、ヒト EGF, FGF2 
(PeproTech) お よ び B27 (Thermo Fisher 
Scientific)を含む Neurobasal培地 (Thermo 
Fisher Scientific)を用いて初代培養を行っ
た。分化誘導実験では、完全培地から EGF, 
FGF2を除き分化誘導を図った。 
(2) グリオーマ幹細胞・ヒト ES 細胞由来神
経幹・前駆細胞培養 

 使用したグリオーマ幹細胞は慶応義塾大学
医 学 部 で 樹 立 さ れ た ２ ）。 培 養 法 は
EGF,FGF2,LIF 存在下、ニューロスフェア培養
法を用いた２）。ヒト ES 細胞由来神経幹・前駆
細胞細胞は Thermo Fisher Scientific 社よ
り購入し、StemPro NSC SFM 培地を用いて

Cellstart（Thermo Fisher Scientific）細
胞マトリックス上で培養した。 
(3)マウス子宮内胎仔脳電気穿孔法 

ICR 胎生 14 日マウス子宮内胎仔脳内にプラ
スミド DNAを電気穿孔法により導入した３）。 

(4) 抗体および試薬 

TPT1 (MBL), TuJ1, GFAP, Actin (Sigma), 
SOX2 (R&D Systems) ,  Hh-Ag1.5 (Cellagen 
Technology). 
(5) 遺伝子発現解析 
Trizol (Thermo Fisher Scientific)を用い

て細胞から RNA を抽出後、ReverTra Ace® qPCR 
RT Master Mix with gDNA Remover (Toyobo)
を使用して cDNA合成を行った。THUNDERBIRD 
Probe qPCR Mix  (Toyobo), Taqman Probe 
(Thermo Fisher Scientific), StepOne- 
Plus(ABI)を使用して各遺伝子発現量を定量
した。 
（6）RNA シークエンシングおよび miR 発現

解析 
TaqMan® Array Human microRNA Card 

(Thermo Fisher Scientific), Taqman Probe
を 用 い て 、 miR 発 現 量 を 解 析 し た 。
Total RNA-Sequencing Kit お よ び Ion 
Proton™ System, CLC Genomics Workbench
を用いて RNAシークエンス解析を行った。 
(7) 遺伝子発現・抑制実験 
pMX-Tpt1, pMX-TPT1(独自に構築)を実験に

供した。遺伝子導入には ViaFect (Promega)
を使用した。shRNA-TPT1(shTPT1)およびコン
トロールレンチウィルスベクター(Sigma),
パッケージングベクター psPAX2 （Addgene）,
エンベロープベクターpMD.Gを 293T細胞にト
ランスフェクションし、48時間後に培養上清
よりレンチウィルスを回収した。21,000 回転、
2 時間の超遠心によりウィルス液を濃縮した。 
(8) 細胞増殖・細胞周期アッセイ 
細 胞 の 生 存 率 は CellTiter-Glo® 

Luminescent Cell Viability Assay 
(Promega)を用い解析した。細胞周期は、
MultiCycle for Windows(Beckman Coulter)
を使用して解析を行った。アポトーシス検出
は Caspase-Glo® 3/7 Assay(Promega)を用い
て解析を行った。 
(9) 免疫組織染色および免疫細胞染色解析 
免疫組織染色は、マウス組織をホルマリン固
定後、凍結切片として免疫染色解析に供した。
免疫細胞染色解析では、細胞をホルマリンで
固定したのち、PBS 洗浄後、直ちに免疫染色
解析に供した。各１次抗体に対して、
Alexa488,568 標識 2 次抗体(Thermo Fisher 
Scientific)を用いて可視化するとともに、
DAPIを用いて核を染色した。それぞれの画像
は共焦点顕微鏡（LMS710, Zeiss）を用いて
解析した。 
(10) ウェスタンブロット解析 



各サンプルは細胞溶解剤 (E-PER Nuclear 
and Cytoplasmic Extraction Kit,Thermo 
Fisher Scientific)を用いて、蛋白質を細胞
より可溶化したのち、Bradford法により蛋白
定量を行った。SDS－PAGE 法により試料を電
気泳動したのち、Hybond-C メンブレン(GE 
Healthcare)に転写後、さらに各抗体反応を
行ったのち、ECL-Plus (GE Healthcare)で化
学発光を行いシグナルの検出を行った。 
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４．研究成果 
 
(1)TPT1発現解析 
免疫組織化学的手法により TPT1 の発現を、
マウス胎生 14日終脳で行った(図 A)。その結
果、神経幹・前駆細胞存在部位として知られ
る脳室周囲での TPT1 の発現を認めた。さら
に、マウス胎生 14 日終脳よりニューロスフ
ェア培養法で得た神経幹・前駆細胞において
も細胞免疫染色法により TPT1 の発現を認め
た (図 B)。これらの解析結果により、神経
幹・前駆細胞に TPT1 が発現していることが
示唆された。Scale bar; A, B, 50m。 
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さらに神経幹・前駆細胞培養培地より増殖因
子を除き、神経幹・前駆細胞をニューロン・
グリア・オリゴデンドロサイト各神経細胞系
譜へ分化させた。分化誘導後 5 日で TPT1 蛋
白質の発現低下を認めた（図 C）。このことに

より、TPT1 が神経幹・前駆細胞における未分
化維持に関与していることが予想された。 
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（2）マウス神経幹・前駆細胞における機能
解析  
マウス胎生 14 日終脳より初代培養した神経
幹・前駆細胞において MIF刺激（24時間）に
より Tpt1遺伝子の発現上昇が認められた（図
A）。 
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さらに、マウス神経幹・前駆細胞において
Tpt1 を過剰発現させたところ細胞増殖の亢
進が認められた（図 B）。 
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我々は、MIF がマウス神経幹・前駆細胞細胞
増殖能を有することを既に報告したが、TPT1
が MIF下流に位置し、その細胞増殖制御に寄
与しうることが明らかとなった。 
 
（３）マウス子宮内胎仔脳電気穿孔法によ
る機能解析 
マウス胎生 14.5日において、子宮内胎仔脳
電気穿孔法により、shRNA-Tpt1 (shTpt1)
発現ベクター及びコントロールベクターを
終脳に導入した。遺伝子導入後 2日におけ
る遺伝子導入細胞を観察したところ、明ら
かに新生神経細胞移動の遅延を認めた。そ
の原因として、神経幹・前駆細胞細胞におけ
る TPT1 発現抑制による細胞周期の遅延が一
つの要因として考えられた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(４) ヒトＥＳ細胞由来神経幹・前駆細胞細
胞における TPT1の機能解析 
ヒトＥＳ細胞由来神経幹・前駆細胞細胞にヒ
ト TPT1 を過剰発現および遺伝子発現抑制さ
せたところ、それぞれ細胞増殖および抑制が
認められた（図Ａ）。さらに、遺伝子発現抑
制系において細胞周期解析を行ったところ、
Ｓ期の細胞集団の減少を認めた（図 B）。この
系において、p21,p27 の遺伝子発現上昇を認
めるとともに、アポトーシス誘導も同時に認
めた（図Ｃ）。 
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ヒトＥＳ細胞由来神経幹・前駆細胞細胞にお
いて、TPT1の遺伝子発現抑制を行った際にど
のような遺伝子発現変化が生じるのかを検
証するために RNAシークエンスを行った。そ
のＧＯターム解析の結果、細胞周期制御に関
与する遺伝子群が優位に変動していること
が明らかとなった（図Ｄ）。 
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さらに、ヒトＥＳ細胞由来神経幹・前駆細胞
細胞における遺伝子発現制御解析を行った
ところ、MIF→CHD7→TPT1→HES5 からなるシ
グナルカスケードが存在することが明らか
となった（図Ｅ）。また、TPT1 遺伝子抑制に
より神経分化が抑制されることも明らかと
なった（図 F）。 
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(５) ヒトＥＳ細胞由来神経幹・前駆細胞細
胞における TPT1による miR 制御 
ヒトＥＳ細胞由来神経幹・前駆細胞細におい
て、TaqMan® Array Card を用いて TPT1 に
より発現制御を受ける miR を網羅的に探索
したところ、miR338-3p を同定した。さら
に、TPT1および miR338-3p が SMOを標的と
していることも明らかとなった（図 A）。ヒ
ト ES 細胞由来神経幹・前駆細胞細胞では SMO
アゴニスト（HhAg1.5）により細胞増殖が濃
度依存的に亢進された。また、miR338-3p過
剰発現により、細胞増殖は抑制された（図 B）。
これらのことにより、ヒトＥＳ細胞由来神経
幹・前駆細胞細が SMOにより細胞増殖の調整
を受けていること、TPT1  miR338-3p         
SMO からなるシグナル制御により細胞増殖が
調節されうることが明らかとなった。 
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(6) グリオーマにおける TPT1 の機能解析 
グリオーマにおける TPT1 の発現を各種デー
タベースを用いて解析した。その結果、グリ
オーマにおいての TPT1 の高発現を確認した
（図Ａ）。ただし、グリオーマサブタイプに
よる発現差は認められなかった（図Ｂ）。 
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さらに興味深いことに、TPT1 高発現患者群で

は低発現群に比べ全生存期間が悪いこと（図
Ｃ）、およびグリオーマ患者において MIF と
TPT1 間に有意な遺伝子発現相関が存在する
ことも明らかとなった（図 D）。 
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（gliovis.bioinfo.cnio.es/） 
  
(７)グリオーマ幹細胞における TPT1 の機能
解析 
我々がグリオーマ患者より樹立したグリオ
ーマ幹細胞（G008 株,図 A）を用いて、TPT1
の機能解析を行った。 
 
Ａ 
 
 
 
 
 
 
グリオーマ幹細胞における幹細胞マーカー
(SOX2)の発現。Scale bar; A, B, 50m。 

 
我々はグリオーマ幹細胞 G008 株において、
MIFおよび CHD7がその細胞増殖能に貢献する
ことを明らかにしてきたが、当該グリオーマ
幹細胞において、TPT1遺伝子発現が MIFおよ
び CHD7 により発現制御を受けうることを明
らかにした（図Ｂ）。さらに、ヒトＥＳ細胞
由来神経幹・前駆細胞細胞において TPT1 の
発現制御を受けていた miR338-3pの過剰発現
や TPT1 の発現抑制により、G008 株の細胞増
殖抑制が起きることを新たに見出した（図
Ｃ）。 
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(8)まとめ 
マウス神経幹・前駆細胞の細胞増殖因子とし
て TPT１を新たに同定したが、TPT１が MIF(神
経幹・前駆細胞増殖因子として同定済み)に
よる発現制御を受けることを新たに明らか
にした。マウス子宮内胎仔脳電気穿孔法を
用いた解析において、TPT１の発現抑制は新
生神経細胞移動を阻害した。ヒト ES 細胞由
来神経幹・前駆細胞においても同様に TPT１
は MIFによる発現制御を受けていることが明
らかとなったが、細胞増殖に加えて神経分化
にも貢献していることが明らかとなった。ま
た、RNA シークエンスや miR アレイカードに
よる解析により、MIF-TPT1-miR338-3p-SMOか
らなる新たなシグナルパスウェイが存在す
ることが、ES細胞由来神経幹・前駆細胞にお
いて明らかとなった。さらに、ヒトグリオー
マ幹細胞においても、TPT１は MIF や CHD7に
より遺伝子発現制御を受けうることや、細胞
増殖への貢献を担うことが明らかになった。
これらの知見を通して、TPT１を制御するこ
とがグリオーマ治療対策に貢献しうること
が示唆された。今後の TPT１を起点としたグ
リオーマ幹細胞制御機構の解明が重要な課
題と言える。 
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