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研究成果の概要：骨髄間葉系細胞に Notch 細胞質ドメインの遺伝子導入とサイトカイン刺激を

組み合わせることによって神経細胞や骨格筋細胞が特異的に誘導される。本研究では間葉系細

胞からの胚葉を超えた分化転換機構を解明するために， Notch 導入による骨髄間葉系細胞内シ

グナル系や遺伝子発現の変化を解析し，ある特定のシグナル系の変動を認め，またそれらは通

常の発生過程における神経幹細胞／前駆細胞や筋前駆細胞での Notch の反応とは異なるもので

あった。骨髄間葉系細胞における特殊性を反映しているものと思われる。 
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄間葉系細胞は患者本人からの容易に
採取可能であり、細胞数が確保が可能である
ことから「自己細胞移植治療」への応用が期
待される。この細胞に Notch 遺伝子導入とサ
イトカイン処理を順序だてて組み合わせる
ことによって、神経細胞(Dezawa et al., J 
Clin Invest, 2004)や骨格筋細胞(Dezawa et 
al, Science, 2005)への分化転換が引き出さ
れることを見出した。本研究では Notch の骨
髄間葉系細胞における作用点を明らかにし，
「胚葉を超えた分化転換」の分子機構を解明

することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
（１）Initial step の解析：神経誘導では
NICD の導入が、骨格筋誘導ではサイトカイン
処理が誘導の initial step に相当する。こ
の段階における遺伝子発現の違いはその後
の誘導の方向性を決定付ける重要な段階に
あると考えられ、操作の前後における遺伝子
発現の違いを解析する。 
（２）分化転換における Notch の新規の機
能：Notch のドメインごとの導入による誘導



を行い、分化転換活性ドメインを同定する。
さらにこの活性ドメインと GFPの融合蛋白質
を発現するベクターを骨髄間葉系細胞へ導
入し、抗 GFP 抗体によって免疫沈降し、共沈
してくる蛋白質をマス・スペクトロメトリー
で同定する。また Notch はシグナル伝達系に
作用をしていることが想定され、NICD 導入と
同時に各種シグナル伝達阻害剤を投与し、神
経・筋細胞への分化に対する影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）各種阻害剤を投与し，神経誘導と筋肉
誘導をおこなうことによってどのシグナル
系が動いているかを同定する。 

（２）分化誘導のinitial stepの解析：骨髄
間葉系細胞にNICDを導入すると神経幹細胞
様に分化する (Dezawa et al., J Clin Inv
est, 2004，Hayase et al., 2009 JCBFM in 
press)。またbFGF, PDGF, Neuregulin,FSKの
サイトカインを投与後によって骨髄間葉系
細胞はPax7などの筋前駆細胞のマーカーを
発現するようになる(Dezawa et al., Scien
ce, 2005)。この両操作は誘導のinitial ste
pに相当する。これらの刺激の前後において、
DNA microarrayを用いてどのような因子が
変化するかを網羅的に調べ、pathway解析に
おいて関連するシグナル系を絞り込む。 

（３）導入したNotchタンパクの発現動態をW
estern blotによって追跡する。NICD-GFPのf
usion plasmidを作製し，導入し，６時間ご
とに５日間までの間のサンプルを解析して
その発現動態を追跡する。またplasmidによ
る発現，retrovirusによる発現をそれぞれ試
み，Notchの発現動態と分化転換との相関を
調べる。 

（４）Notchの新規の機能：NotchはRAM、A
nkyrin repeat、TADのドメインから構成さ
れている(Wilson JJ & Kovall RA, Crysta
l structure of the CSL-Notch-Mastermin
d ternary complex bound to DNA. Cell, 
124: 985-, 2006)。そこでそれぞれのドメ
インをpCI-neo plasmid vectorに導入して
神経誘導（MAP2陽性率で評価）、骨格筋誘
導（MyoD陽性率によって評価）を行い、Q-
PCRを用いてそれぞれの分化転換マーカー
（例えば神経ではN）uroD, Neurogeninなど，
筋肉で ）Pax7, Myogenin, MyoD,など）の
発現量を調べ，神経および筋肉への分化転
換への活性を有するドメインを同定する。
さらにこの活性ドメインとFLAGの融合蛋白
質を発現するベクターを骨髄間葉系細胞へ
導入し、抗FLAG抗体によって免疫沈降し、
共沈してくる蛋白質をマス・スペクトロメ
トリーで同定する。現在いくつかの結合蛋
白の候補が絞られているため、これらの裏
づけを免疫沈降などの方法でさらに確認を

行なう。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの研究で骨髄間葉系細胞
にNotch Intracellular Domain (NICD)
を導入し、サイトカイン刺激をすると神
経細胞に分化すること、また誘導順序を
逆にしてサイトカインで刺激しNICDを導
入すると骨格筋が誘導されることを見出
した。この間葉系幹細胞の分化転換機構
をNICDの果たす役割から検証した。 
（２）骨髄間質細胞にNICDを導入すると
、神経前駆細胞へ分化する。そこで、様
々な各種阻害剤を加えて、分化への影響
を検討した結果、NICDはMEK1/2シグナル
系を主体として作用をしている可能性が
強く示唆された。 
（３）Western blotでNICD-GFPの発現を
追跡したところ，導入から４８時間にピ
ークがあり，その後速やかに分解され，
４日にはほとんど認められなかった。一
方レトロウイルスでNICDをstable tran
sfectantとして導入するとサイトカイン
刺激による分化転換が阻害された。この
ことから，NICDはすばやく分解され，一
過性に発現があることが重要であること
が分かった。 
（４）ラットおよびヒトの骨髄間葉系細
胞にNICDを導入し、その前後におけるDN
A microarray を行い、signal pathway
解析を行った。その結果、誘導前の細胞
で発現している未分化性に関わるGATA3,
 GATA4, GATA6, Foxo1AなどがNICD導入
によって発現が消失し、逆にPARP, BRCA
, STAT2などのpathwayが活性化される
ことがわかった。 
（５）NICDの様々なdeletion mutantを
作成し、トランスフェクションすること
によって、神経細胞への分化転換に必要
最小限のNotch細胞内領域を検索しとこ
ろ、アンキリン・リピート領域に強い神
経と筋肉の誘導活性があることが示唆さ
れた。これは、NICDによってもたらされ
る神経細胞誘導が、従来言われている核
における転写制御作用によるものではな
いことを示唆しており、大きな所見であ
る。また、アンキリン・リピートとGFP
との融合蛋白質の発現ベクターも作成し
たが、これをトランスフェクションして
もやはり同様の高効率で神経細胞へと分
化させうることが確認できた。 
（６）骨髄間質細胞へAnkyrin-FLAGを導
入し免疫沈降を行うことによって、アン
キリン・リピートと相互作用する蛋白質
を同定したところconventional Notch 
pathwayに関連するもの以外の分子と結
合することが分かった。 



（７）このことから骨髄間葉系細胞での
分化転換には conventional pathway と
は別の経路で誘導が起きていることが
強く示唆された。 
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