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研究成果の概要（和文）：Contactin associated protein（Caspr）4は、マウス大脳皮質介在ニューロンのシナ
プス前膜に局在し、発現していることが報告された。また、我々はCaspr4が、マウス胎仔期から神経幹細胞に発
現し、神経分化に関与することを明らかにした。そこで、マウス胚性腫瘍（EC）細胞である P19細胞において、
Caspr4を一過性に導入し、RA存在下において、Caspr4導入細胞およびコントロール細胞をsphere様の細胞塊を形
成させた際に、Caspr4導入細胞は増殖を減少させ、さらに、Oct4のような幹細胞維持に必要な遺伝子発現を減少
させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Contactin associated protein (Caspr) 4 is a transmembrane protein, belonging
 to the Caspr family. Caspr4 is one of the adhesion molecules associated with autism spectrum 
disorders (ASDs). We recently identified that Caspr4 regulated neuronal differentiation in cultured 
mouse NPCs. However the molecular function of Caspr4 has yet to be identified. In this report, we 
investigated the role of Caspr4 in neuronal cell differentiation of P19 embryonic carcinoma cells. 
We have shown that qunantitative RT-PCR revealed that Oct4 was down-regulated. Cell growth was 
reduced in Caspr4 overexpressing P19 cells by methylthiazolyltetrazolium (MTT) assay. Our study 
suggests that Caspr4 is involved in neural differentiation in P19 cells.

研究分野： 医療薬学

キーワード： Caspr4　neuronal differentiation　P19
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス胚性腫瘍（EC）細胞である P19細胞は，レチノイン酸（RA）により分化誘導され，神経細胞およびアスト
ロサイトに分化することが知られている細胞株である。Caspr4はマウス神経幹細胞において発現し、神経分化を
正に調節しているが、細胞内の転写因子群の挙動を確認したデータはなかった。今回の研究で、マウス胎仔期の
細胞培養より安価な株化細胞であるP19細胞株を研究に使用できたことから、今後、Caspr4の神経分化のメカニ
ズムをさらに詳細に調べることができ、Caspr4の自閉症のメカニズムの解析、さらには、GABA性の介在性ニュー
ロンの培養系を確立することへ貢献できるものと考えている。

※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 

近年、精神疾患の病態に大脳皮質介在ニューロンの関連が示唆されており、神経接着関連分子

Contactin associated protein（Caspr）4 は、マウ 

ス大脳皮質介在ニューロンのシナプス前膜に局

在すること、Caspr4 遺伝子ノックアウト（K/O）マ

ウスは自閉症様症状を示すことが報告されてい

る。Caspr4 遺伝子が、2010 年に自閉症スペクト

ラムと関連のある遺伝子として初めて報告され、

その後、2014 年 Caspr4 タンパク質が GABA 性

の介在ニューロンで発現していることが報告さ

れた。 

我々は Caspr4 が、マウス胎仔期から神経幹細

胞に発現し、PDZ ドメインタンパク質である

Ligand of numb X2（LNX2）と相互作用し、神経分化に関与することを明らかにした（Fig. 1 、参考文

献）。 

 
２．研究の目的 

神経分化への Caspr4 の関与に関しては、詳細なメカニズムは解析されていない。本研究では、培

養細胞における Caspr4の機能および細胞内シグナルを解析し、新規治療候補分子を見出すことを目

的とした。 
 
３．研究の方法 

 マウス胚性腫瘍（EC）細胞である P19 細胞は，レチノイン酸（RA）により分化誘導され，神経細胞お

よびアストロサイトに分化することが知られている。P19 細胞は RA 存在下で幹細胞と同じく sphere を

形成する。Caspr4 の機能を調べるために、P19 細胞に Caspr4-pCDNA4 を一過性に導入し，RA 存在

下において、Caspr4 導入細胞およびコントロール細胞に sphere 様の細胞塊を形成させた。Caspr4 が

RA 誘導による分化過程にどのような影響を及ぼすかをマイクロアレイ解析（株式会社セルイノベータ

ーへ委託、Agilent Technology 社: SurePrint G3 Mouse GE Microarray 8x60K (v1)/2.0 を使用）を用い

て検討した。データベース DAVID により幹細胞の増殖に関わる pathway により遺伝子変動をみたとこ

ろ、RA 処理した Caspr4 導入細胞株は、Nanog や Oct4 などの幹細胞維持に関与する遺伝子群の低

下が見られた。 

 次に、Caspr4 強制発現株とコントロール細胞株との比較を、MTT アッセイ、定量的 PCR 法、ウェスタ

ンブロット法を用い解析した。 

 

４．研究成果 

 P19 細胞株における RA 誘導分化系の構築は以前に構築しており、神経分化のマーカー、アストロ

サイトマーカーなどの発現増加とともに Caspr4 の

発現増加を確認した（Fig. 2）。 

 P19 細胞に Caspr4-pCDNA4 を一過性に導入し，

RA 存在下において、Caspr4 導入細胞およびコント

ロール細胞について MTT（3-（4, 5-ジメチル-チア

ゾール-2-イル）-2, 5-ジフェニルテトラゾリウムブ

ロマイド）アッセイを行った結果、コントロール細胞

Fig.1 

Fig.2 



と比較して、Caspr4 導入細胞の増殖能が減少した。

（Fig. 3）。コントロール細胞株と比較して、Caspr4

導入細胞株の細胞増殖能が低下したことから、細

胞増殖に関わる遺伝子の変化がみられることを予

想した。 

 次に、P19 細胞株に Caspr4-pCDNA4 を RA 存在

下において一過性に導入し、Caspr4 が RA 誘導に

よる sphere 形成過程に影響を及ぼすかにえる因

子について、定量的 PCR 法を用いて検討した。

P19 細胞株の RA 処理神経分化誘導系において、

sphere 様の細胞塊を形成させたところ、コントロール細胞と比較して、Caspr4 導入細胞において幹細

胞マーカーである Oct4 mRNA が減少した（Fig.4）。同じく、Oct4 タンパク質量も減少した。 

また、前述のマイクロアレイ解析の結果から、

Caspr4-pCDNA4を一過性に導入した細胞をRA処

理し, sphere 様の細胞塊を形成させたところ，ゲノ

ムのエピジェネティックな制御を司る Gene X が減

少し、Gene Y が増加した（未掲載）。 

 これらのことから、P19 細胞において Caspr4 が神

経分化を誘導する傾向にあり、その効果のメカニ

ズムの一つとして、細胞増殖能が低下し、Oct4 や

Nanog などの幹細胞維持に関与する遺伝子を減

少させることにより、神経分化誘導へ調節されて

いる可能性が考えられる。 

 Caspr4 はマウス神経幹細胞において発現し、神経分化を正に調節しているが、細胞内の転写因子

群の挙動を確認したデータはこれまでない。今回の研究で、マウス胎仔期の細胞培養より安価な株

化細胞である P19 細胞株を研究に使用し、幹細胞と同じ挙動を示したことから、今後、Caspr4 の神経

分化のメカニズムをさらに詳細に調べることができ、Caspr4 の自閉症のメカニズムの解析、さらには、

GABA 性の介在性ニューロンの培養系を確立することへ貢献できるものと考えている。 

（参考文献）Futagawa T et. al. Stem Cell Dev. 2015 
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