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研究成果の概要：中枢神経系の発生におけるニューロン分化からグリア分化への移行メカニズ

ムの解明は、神経分化の最も重要なテーマの一つである。本研究ではニューロン／グリア細胞

のスイッチ機構に係る PRP19αと選択的スプライシングバリアント PRP19 βの遺伝子発現制

御メカニズムの解析を介してニューロン／グリア細胞分化機構の解析を行った。 
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                               （金額単位：円） 
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2007年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2008年度 1,300,000 390,000 1,690,000 
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年度    
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総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：分子生物学, 神経科学, 腫瘍学 
科研費の分科・細目：神経科学, 神経解剖学・神経病理学 
キーワード：神経科学, 脳・神経, 発生・分化, mRNAスプライシング 
 
１．研究開始当初の背景 

脊椎動物において中枢神経系を形成する
ニューロン、アストロサイト、オリゴデンド
ロサイトは、神経管を形成する一層の神経外
胚葉が増殖・分化して創り出される。これら
神経幹細胞がニューロン産生からグリア産
生に切りかわる時に機能するスイッチ分子
を解明することは、神経分化の最も重要なテ
ーマの一つである。我々はマウス胚性腫瘍細
胞 P19 細胞のレチノイン酸(RA)による神経分
化誘導システムを用いて、PRP19α (precursor 
RNA processing-19α)および N 末端領域に 19
アミノ酸残基が挿入されたスプライシング

バリアント PRP19βが、ニューロン/グリア細
胞分化のスイッチとして機能していること
を見出した。P19 細胞に PRP19αを過剰発現さ
せると、RA 処理せずに凝集培養するだけでニ
ューロンへと分化することを明らかにする
一方で、スプライシングバリアント体である
PRP19βを P19 細胞に過剰発現させると、ニュ
ーロン分化の抑制とグリア細胞への分化促
進が見られた。PRP19βによるニューロン分化
抑制メカニズムの一端は、PRP19βの挿入部位
を介したペプチジルプロリルイソメラーゼ
Cyclophilin A と結合することでニューロン
分化関連遺伝子の転写活性を抑制し、ニュー
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ロン分化誘導を抑制していると考えられる。
これらのことより、PRP19αおよびβは、哺乳
類におけるニューロン/グリア分化の運命を
決定するスイッチ分子であると考えられ、
PRP19α/βの遺伝子発現制御機構の解明が望
まれる。 
 
２．研究の目的 

哺乳類におけるニューロン/グリア分化の
運命を決定するスイッチ分子である PRP19α
およびβの機能解析とその遺伝子発現制御メ
カニズムの解析は、中枢神経系の分化メカニ
ズムの解明に繋がると期待される。本研究で
は(1) cAMP によるラットグリオーマ C6 細胞
のグリア細胞分化モデルを用いて、グリア細
胞 分 化 に お け る PRP19β の 機 能 解 析 と
(2)PRP19α およびβの遺伝子発現制御メカニ
ズムの解析を行う。さらに、(3)RA によるマ
ウス胚性腫瘍 P19細胞の神経分化誘導モデル
を用いて、神経栄養因子によ神経分化誘導モ
デルの解析を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)PRP19βのによるグリア細胞分化誘導メカ
ニズムの解析 

本研究では cAMP 処理によりアストロサイ
トやオリゴデンドロサイトへと分化する C6
細胞を用いて、PRP19βによるグリア細胞誘導
メカニズムを解析した。C6 細胞を cAMP によ
り分化誘導後、PRP19αおよびβの遺伝子発現
とアストロサイト分化に必須なシグナル伝
達経路である JAK-STAT 経路の活性を解析し
た。更に、センスおよびアンチセンス PRP19β 
mRNA を安定に発現する C6 細胞株を樹立し、
PRP19βを過剰発現および発現低下させた際
のアストロサイト分化誘導について解析し
た。次に、PRP19β特異的なスプライシング導
入部位に結合するタンパク質を yeast 
two-hybrid 法により探索した。得られた結合
タンパク質と PRP19βとの関連を解析し、グリ
ア細胞分化誘導メカニズムを解析した。 
(2) PRP19α およびβの遺伝子発現制御メカニ
ズムの解析 
  PRP19αおよびβの遺伝子発現制御メカニズ
ムを調べるために、in silico によるプロモ
ーター解析を行った。C6 細胞および P19 細胞
におけるグリア分化誘導時の推測された転
写因子の活性と PRP19 αおよびβの遺伝子時
期を解析した。 
(3)神経栄養因子による神経分化誘導モデル
の解析 

哺乳類の中枢神経系のニューロンは、分泌
する神経伝達物質によって多様なサブタイ
プに分類され、神経発生時のサブタイプの正
確な多様化が、正常な神経回路の形成に重要
な働きをしている。ニューロンの多様化に神
経栄養因子が関わっていることが示唆され

ているが、中枢神経系の発生時のニューロン
のサブタイプ特異化に対する詳細な神経栄
養因子の作用メカニズムはほとんど解明さ
れていない。P19 細胞は RA 存在下での凝集培
養による神経分化誘導後に、哺乳類の神経発
生時と同様に、ニューロン発生に続いてアス
トロサイト発生が起こるため、神経発生の優
れたモデル細胞である。本研究ではこの神経
発生モデルを用いて、ニューロンの多様化に
対する神経栄養因子による影響の解析を目
的した。初めに、P19 細胞の神経分化誘導モ
デルにおける、NGF ファミリーのレセプター
Trk 及び p75NTR の発現を解析した。次に、神
経栄養因子によるニューロンサブタイプの
特異化に対する影響を調べるために、P19 細
胞を神経分化誘導し 4 日目に NGF や BDNF を
添加し、その 2日後にニューロンサブタイプ
マーカーの発現を RT-PCR により解析した。 
 
４．研究成果 
(1) PRP19βのによるグリア細胞分化誘導メカ
ニズムの解析 

本研究では、cAMP 処理するとアストロサイ
トへ分化する C6 ラットグリオーマ細胞を用
いて、PRP19βのアストロサイト分化における
機能解析を行った。初めに、C6 細胞をアスト
ロサイトへ分化誘導した際の PRP19α、PRP19β
の発現を調べた。RT-PCR 法により PRP19αお
よびβの発現変動を解析したところ、PRP19α
およびβはともに cAMP 処理後 1日目から 4日
目にかけて発現が上昇した (Fig. 1A)。この
ことから、PRP19βは C6 細胞内において、cAMP



 

 

処理後 1日目から 4日目の間にアストロサイ
トの分化に関与する因子として機能してい
ることが考えられた。また分化に伴い PRP19α
およびβの転写を誘導する機構が働いている
ことが推測された。 
 C6細胞はcAMP処理することによりIL-6の
発現が誘導される。細胞外に分泌された IL-6
は受容体である gp130 に結合し、その結果
JAK-STAT 経路が活性化されると GFAP や
S100βなどアストロサイト特異的遺伝子の転
写が活性化され、アストロサイトの分化が誘
導される。そこで、C6 細胞を cAMP によりア
ストロサイト分化誘導後の経時的な STAT3の
活性化をウェスタンブロット法により解析
した。その結果、cAMP 処理後 6時間ほどで活
性化 STAT3 のバンドが検出され、その後も活
性化が続いた(Fig. 1B)。このことから、
PRP19α／βの発現が誘導されるのに先駆けて
STAT3 の活性化が起きることが明らかとなっ
た。 
  アストロサイト分化に伴い発現が誘導さ
れた PRP19βがどのようにしてアストロサイ
ト分化を促進しているのか調べるため、セン
スおよびアンチセンス PRP19β mRNA を安定に
発現する C6 細胞株を樹立した。得られた各
細胞株からタンパクを調製し、ウェスタンブ
ロット法により PRP19βの発現量を確認した
結果、センス PRP19β発現細胞(S1) およびア
ンチセンス PRP19β発現細胞(AS1)では、
pcDNA3 空発現ベクターを導入したベクター
コントロール細胞(V1)に比べて PRP19βタン
パク質の発現量は 2.8 倍および 0.3 倍であっ
た。また、PRP19 の mRNA レベルの発現におい
ても同様の結果が得られた(Fig. 2A)。 
 これまでの研究により PRP19βがアストロ
サイトのマーカータンパク質の発現を促進
することが明らかとなったことから、PRP19β
が JAK-STAT 経路の活性化に関与することで
アストロサイトの分化を促進していると考
えられる。そこで、STAT3 の活性化レベルに
ついて細胞株間で変化があるかどうかウェ
スタンブロット法により解析した。その結果、
V1に比べS1ではより強い活性化が誘導され、
長時間維持された。その一方で、AS1 では、

ほとんど活性化は検出できなかった(Fig. 
2B)。この結果から、PRP19βは STAT3 のリン
酸化を促進し JAK-STAT 経路を活性化するこ
とで、アストロサイトの分化を促進すること
が示唆された。 

更なる PRP19βの機能解析を行うために、
PRP19β特異的である配列とその前後を含む
27 アミノ酸(PRP19β 83-101)と結合する因子を
Yeast two hybrid 法によるスクリーニングを
行い、8つの遺伝子を同定した(Table. 1)。
我々は以前に同定された遺伝子の１である
イソプロピルイソメラーゼのcyclophillin A
が、グリア分化の促進に働くことを証明して
いる 1)。また、PRP19βには E3 触媒ドメインで
ある ring finger domain を有していること
から、同定されたプロテアソーム活性化因子
PA200 と共同して、ユビキチン・プロテアソ
ーム系に関わることが示唆された。そこで、
PRP19βはSTAT3のリン酸化を負に制御するホ
スファターゼをユビキチン・プロテアソーム
系により分解し、STAT3 のリン酸化を制御し
ているのではないかと仮定し、以下の解析を
行った。 

JAK-STAT経路のSTAT3のリン酸化を制御し
ていることが報告されている PTP1B、JAK の
リン酸化を制御していることが示唆されて
いる SHP2 の発現量をウェスタンブロットに
より細胞株間で解析した。その結果、SHP2 の
発現量は細胞株間で有意な差が見られなか
ったのに対し、PTP1B では S1 で発現量が減少
していることが明らかとなった(Fig. 3A)。
そこで、この発現量の減少が分解によるもの
なのか否かを解析するために、タンパク合成
阻害剤である cycloheximide を処理してタン
パクの合成を阻害し、PTP1B の代謝回転速度
を比較した。その結果、cycloheximide 処理
24 時間後には、S1 では顕著に PTP1B のタン
パク質量が減少し、一方 A1 ではほとんど変
化がなかった(Fig. 3B,C)。この結果から、
PRP19βが PTP1B の分解を誘導することで
STAT3 のリン酸化の促進に働いている可能性
が示唆された。 



 

 

 In vitroでの PRP19βと PTP1B の結合を調
べるため、COS7 細胞に PRP19βと PTP1B を一
過性に遺伝子導入しα-PTP1B 抗体で免疫沈降
を行った。その結果、両者が結合しているこ
とが明らかとなった(Fig. 4A)。PRP19βによ
る PTP1B のユビキチン化を証明するために、
COS7細胞にPRP19βのwild typeあるいはring 
finger domain 欠損体、PTP1B と His タグ標
識ユビキチンがタンデムに結合したプラス
ミドベクター[His-(Ub)8]を一過性に遺伝子
導入し、α-PTP1B 抗体で免疫沈降を行い、
α-PTP1B 抗体でウェスタンブロット解析を行
った。その結果、wild type PRP19βを遺伝子
導入によりユビキチン化された PTP1B が 110 
kDa に検出されたが、ring finger domain を
欠損させた PRP19βを遺伝子導入したもので

は PTP1Bのユビキチン化は検出されなかった
(Fig. 4B)。このことから、PRP19βの ring 
finger domain を介して PTP1B がユビキチン
化されることが明らかとなった。 

PRP19βによるPTP1Bのユビキチン化を介し
た PTP1Bの分解促進がアストロサイト分化与
える影響を調べるために、野生型 PRP19βある
いはring finger domainを欠損させたPRP19β 
⊿ring finger domain ベクターを C6 細胞に
遺伝子導入して、cAMP を添加にるアストロサ
イト分化を GFAP の発現量を指標に解析した。
その結果、PRP19β⊿ring finger domain を過
剰発現させると、GFAP 陽性のアストロサイト
への分化がコントロールに比べ 3割に抑制さ
れた(Fig. 5)。このことから、PRP19βは PTP1B
のユビキチン化と分解促進を介してアスト
ロサイト分化を促進しており、PRP19β⊿ring 
finger domain はアストロサイト分化に対し
てドミナントネガティブに作用して野生型
の PRP19βの機能が抑制することが示唆され
た。 

以上の結果から、C6 細胞内において、
PRP19βはring finger domain を介してPTP1B
をユビキチン化することで STAT3 のリン酸化
による活性化を誘導し、アストロサイトへの
分化を促進させていることが明らかになっ
た。本研究により明らかとなった。 
 
 (2) PRP19α およびβの遺伝子発現制御メカ
ニズムの解析 
 PRP19 遺伝子の発現制御メカニズムを調べ
るために、転写因子結合配列解析ソフトとし
て公開されている TF SEARCH および TRANSFAC 
を用いて rat Prp19 遺伝子の 5’上流領域
（ORF 開始点から-10,000 bp～+2,000 bp の
領域）のプロモーター解析を行った。
TRANSFACではスコア90以上の結果を参照し、
2 つのソフトで共通して結合の可能性が予測
された転写因子の結果のみを抽出した結果、
アストロサイト分化に係る STATx、と NF-1 お



 

 

よびニューロン分化時に活性化する C/EBPの
結合領域が存在した。その中でも第 1イント
ロンを含む複数の領域で STAT の結合配列と
相同性の高い配列が存在していた(Fig. 6A)。
このことから、STAT が PRP19 遺伝子産物の転
写を制御している可能性が考えられた。  
 これまでの研究で、P19 細胞を RA により神
経分化誘導した際、神経分化誘導初期におい
て PRP19αおよびβの発現が上昇することが明
らかとなっている 1)。また、神経分化誘導初
期に当たる RA 処理 3時間後から STAT3 の活
性化することから、PRP19αおよびβの発現上
昇と STAT3 の活性化に相関がみられる。そこ
で、アストロサイト分化誘導の STAT3 の活性
化が PRP19α およびβの発現を制御している
と推測し、JAK キナーゼ阻害剤である AG490
を用いて、STAT3 活性化の抑制による PRP19α 
およびβ発現の影響を調べた。C6細胞にAG490
を処理して 2時間後に分化誘導を行い、3日
目に細胞抽出液を調製しウェスタンブロッ
トを行ったところ、AG490 の処理濃度依存的
に STAT3 の活性化が抑制された(Fig. 6B)。
また、RT-PCR により PRP19α およびβの発現を
解析した結果、活性化 STAT3 の抑制とともに
発現が減少していくことが明らかとなった
(Fig 6B)。この結果から、PRP19α およびβの
発現上昇には STAT3 の活性化が必要であるこ
とが明らかとなり、C6 細胞においてアストロ
サイト分化誘導に伴う PRP19α /βの発現誘導
は JAK-STAT 経路の活性化を介していること
が強く示唆された。 

(3)神経栄養因子による神経分化誘導モデル
の解析 
    NGF ファミリーは全て同一の p75NTRに結合
する一方、Neurotrophic tyrosine kinase 
receptor (Trk)には A、B、C の 3 種類が存在
し、それぞれに NGF、BDNF、NT-3 が特異的に
結合する。P19 細胞を RA により神経分化誘導
し、GFAP 陽性アストロサイトに分化する神経
分化誘導後 11 日目までの NGF ファミリーレ
セプターの発現を RT-PCR により解析した。
神経分化誘導後 4日目からは、全ての NGF フ
ァミリーレセプターが発現していることが
明らかとなった(Fig. 7)。この結果を基に、
以後 P19 細胞の神経分化誘導後 4日目に各神
経栄養因子を添加し、神経分化誘導後 6日目
にニューロンの多様化への影響を調べた。 
神経栄養因子のニューロンサブタイプ特異
化への影響を解析するために、P19 細胞を神
経分化誘導の4日目にNGFあるいはBDNFを1、
10、50 ng/ml の濃度で P19 細胞に添加し、6
日目に各ニューロンサブタイプマーカーの
発現を RT-PCR によって解析した。NGF 添加に
よりコリン作動性ニューロンマーカー
choline acetyltransferase (ChAT)、グリシ
ン作動性ニューロンマーカーNMDA receptor 
channel subunit 3A (NR3A)とドーパミン作
動性ニューロンマーカーnuclear receptor 
related 1 (Nurr1)の発現が亢進された(Fig. 
8A)。また、グルタミン酸作動性ニューロン
マーカーNMDA receptor channel subunit 2B 



 

 

(NR2B)の発現は抑制され、GABA 作動性ニュー
ロンマーカーGlutamate decarboxylase 
65kDa (GAD65)の発現は NGF 添加によよる影
響は受けなかった(Fig. 8A)。一方で BDNF 添
加では NR2B が発現亢進と NR3A が発現抑制さ
れたが ChAt、GAD65 と Nurr1 の発現には影響
を与えなかった。これらのことより、NGF は
中枢神経系の発生時におけるコリン、ドーパ
ミンおよびグリシン作動性ニューロンの特
異化を促進し、グルタミン酸作動性ニューロ
ンの特異化を抑制することが、BDNF は中枢神
経系の発生時におけるグルタミン酸作動性
ニューロンの特異化を促進し、グリシン作動
性ニューロンの特異化を抑制することが明
らかとなり、NGF と BDNF はニューロンサブタ
イプへの特異化に対照的な機能をすること
が示唆された。 
本研究で明らかにした PRP19 α とそのスプ

ライシングバリアント PRP19βによるグリア
細胞分化メカニズムと PRP19遺伝子発現制御
機構の解析は、未だ詳細が明らかにされてい
ない発生段階でのニューロンからグリア細
胞分化誘導へと切り替わるスイッチ機構の
解明に繋がる重要な知見であり、スプライシ
ング分子機構が破綻したときに生じる神経
疾患の発症機序に対する基礎的研究として、
重要な知見を提供すると思われる。これらの
研究成果は国内の主要な学会で発表を行っ
た。また、神経栄養因子を用いた神経幹細胞
からニューロン/グリア細胞への、分化誘導
モデルを確立することは、再生医療の応用と
してニューロン変性で引き起こされるアル
ツハイマー病やパーキンソン病、オリゴデン
ドロサイトの変性脱落に伴う多発性硬化症
またはグリア細胞の機能異常が原因と考え
られる統合失調症に対する、新たな治療法の
開発への貢献が期待される。 
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