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研究成果の概要（和文）： 

神経幹細胞の神経分化に関わるVHL蛋白の中のBCボックスモチーフ構造のアミノ酸配列が神経

分化誘導に関わるドメイン(神経分化ドメイン)であることを明らかにし、このアミノ酸配列構

造のペプチドに蛋白導入ドメインを結合して多能性幹細胞を神経細胞へ分化誘導する機能性ペ

プチド合成した。機能性ペプチドの神経分化誘導活性は約100種のBCボックス蛋白のうちVHL、

ABS2、WSB2、LRR-1 が強力であった。さらに多能性体性幹細胞にこれらのペプチドを導入して

神経疾患動物の脳・脊髄内へ移植すると症状の改善を認め、脳・脊髄内で神経マーカー陽性の

細胞へ分化していることが示され、多能性体性幹細胞の神経分化を誘導する機能性ペプチドは、

そのペプチドにより神経分化誘導された体性幹細胞を移植して神経を再生させる可能性がある

ことが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We identified a neural induction domain for somatic stem cells at elonign BC binding site 

in the VHL protein, and show neuronal differentiation of the cells by transfer of the 

domain peptide linked to protein transduction domain (PTD). In addition, we show that 

the domain has the same function for the other somatic stem cells, and that BC-box motifs 

within SOCS-box proteins also have an ability to induce neuronal differentiation. 

Furthermore, when the domain peptide-transferred stem cells are grafted into recipient 

nervous tissue, the grafted cells differentiate to neurons and recovery of the neuronal 

symptom is recognized. Thus, the neuronal differentiation of pluripotent somatic stem 

cells is occurred by transfer of the neural induction domain peptide linked to PTD and 

would contribute to neuronal regenerative therapy.   
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１．研究開始当初の背景 

① 研究の学術的背景 

幹細胞からニューロンへの神経分化に関わ

る蛋白には、Nurr1, Mash, Neurogenin, Notch

などが知られているが、本研究代表者らが報

告した VHL（von Hippel-Lindau 腫瘍抑制蛋

白）もその一つで、神経幹細胞に VHL 遺伝子

を導入することにより、ニューロンへの分化

を誘導し（Cancer Res, 2000）、分化誘導し

た細胞をパーキンソン病ラットの脳内へ移

植して、移植した細胞のニューロンへの分化

と症状の改善を認めている（Ann Neurol, 

2003）。これらの結果から、神経幹細胞を VHL

遺伝子導入によりニューロンへ分化誘導し

うること、また、このようにして神経分化誘

導した細胞をドナー細胞として、パーキンソ

ン病などの神経難病の患者の脳に移植する

ことにより神経を再生させて神経難病を治

療しうる可能性が示された。しかし、この方

法は、臨床応用するためには２つの問題点が

ある。一つは、遺伝子導入により分化誘導す

るという過程で遺伝子治療の手法を用いね

ばならないこと。もう一つは、神経幹細胞を

用いるということであり、ヒトの神経幹細胞

は自己の脳組織からの採取であれば手術を

要し、十分な量の確保は容易でないこと、他

人（中絶した胎児）の脳組織からの採取とそ

の細胞の使用には倫理的な問題や免疫（移植

細胞の拒絶）の問題を克服する必要があるこ

とである。これらの問題を解決するためには、

遺伝子導入法を用いず、採取が容易な自己の

組織幹細胞を用いて、その細胞を神経分化誘

導させたのちに移植する技術の開発が重要

と考えられたため、組織幹細胞の神経分化に

共通するドメインを同定してそれを利用す

ることを考え、幹細胞の神経分化に関与する

ドメインを VHL の中で同定し、このドメイン

のアミノ酸配列からなるペプチドを合成し

てさらに細胞膜通過性の蛋白導入ドメイン

を結合して細胞内へ導入することにより幹

細胞の神経分化を誘導することを試み、成功

している（図 1.米国特許取得 2007 年）。この

神経分化ドメインは、BC ボックスモチーフと

いわれる 10 数個のアミノ酸配列からなり、

このアミノ酸配列を含む BC ボックス蛋白す

べてに存在し、VHL 以外の BC ボックス蛋白の

BC ボックスモチーフも大部分は神経分化ド

メインとしての機能があることが判明して

きている。 

しかもこの神経分化ドメインのペプチドの

細胞内導入による神経分化誘導は、神経幹細

胞のみならず皮膚由来幹細胞、骨髄間質細胞、

脂肪幹細胞など調べたすべての組織幹細胞

において認められており（図 2）、この神経分

化ドメインは組織幹細胞の神経分化に共通

のものではないかと考えられる。この神経分

化ドメインペプチドの細胞内導入による神

経分化のメカニズムについては、これまでの

研究で、神経分化ドメインペプチドは細胞内

へ導入後、Elongin BC と結合すること、その

際に mRNA 伸張反応を促進する Elongin A と

Elongin BC との結合を阻害すること、またア

ストロサイトへの分化を促進する転写因子

Stat3 の発現が阻害され、ニューロンへの分

化に必須の NueoDの発現を誘導することが判

明したがまだ明らかではない。 

更に、この神経分化ドメインのペプチドを

細胞内へ導入した幹細胞を神経疾患（パーキ

ンソン病、脊髄損傷、脳梗塞）モデル動物の

脳・脊髄に移植することにより、神経症状の



改善を認めており、パーキンソン病モデルラ

ットにおいては、神経分化ドメインペプチド

を導入した皮膚由来幹細胞を移植すると脳

内のドーパミンの濃度の上昇を認めている。

また、移植した幹細胞は高率に脳・脊髄内で

ニューロン特異的蛋白の発現することが明

らかとなっている。幹細胞はこれまで大部分

はラット由来の細胞を用いてきたが、ヒト由

来細胞においても同様な結果を得ている。 

また神経分化ドメインペプチドを体内に

投与（局所、全身）することで、パーキンソ

ン病モデルマウスの症状が改善し、網膜変性

疾患モデルでは網膜の神経細胞死が押さえ

ていることから、神経保護作用も有すること

が示唆されていた。 

 

２．研究の目的 
本研究においては以下の事項を遂行する

ことを目的とした。 

1) 幹細胞の神経分化ドメインの同定 

幹細胞のニューロンへの分化に関わるド

メインは、BC ボックス蛋白群の中の BC-box 

motif であることが判明したが、BC ボックス

蛋白群として報告されているのは、SOCS-box 

superfamily 蛋白群に属するものだけである。

BC-box motif に相同の構造を含む蛋白は、他

にも存在し、その中には、Notch など神経分

化に関わる蛋白も存在する。本研究において

は、様々な蛋白群に神経分化ドメインが存在

する部位を同定し、それぞれの活性について

明らかにしてゆく。 

2) 幹細胞の神経分化ドメインによる神経分

化誘導のメカニズムの解明 

これまで判明していることは①で述べた

通りであるが、アストロサイトへの分化に関

わる Stat3は神経ドメインペプチド導入によ

りユビキチン/プロテアソーム系で分解され

ることが示唆されており、その機構を解明す

る。また、その機構とニューロンへの分化に

関わる NeuroDの発現誘導機構を明らかにし、

幹細胞の神経分化のメカニズムそのものの

解明に迫る。 

3) 神経分化ドメインペプチドを導入した幹

細胞をドナー細胞とした神経再生医療の

開発 

 神経分化ドメインペプチドを幹細胞の細

胞内へ導入するとニューロンへの分化が誘

導され、その細胞を脳・脊髄に移植すると、

神経疾患動物では神経症状の改善が得られ

ているが、実際に移植した細胞が生体内でど

のようなタイプのニューロンとして機能し

ているかは明らかではない。また、これまで

は動物モデルは齧歯類に限られていたが、臨

床応用を視野におき霊長類も含めた検討を

行う。 

4)神経分化ドメインペプチドの直接生体内

投与（全身、局所）による効果の検討 

 神経分化ドメインペプチドの直接投与で、
内在性の幹細胞が賦活化されてニューロン
へ分化誘導されるか、あるいは、そのペプチ
ドそのものに神経保護作用があるかを明ら
かにする。 
３．研究の方法 

 本研究では、①幹細胞の神経分化ドメイン

を BC ボックスモチーフのアミノ酸配列を含

む蛋白群において同定し、神経分化ドメイン

による神経分化誘導のメカニズムを解明す

ることを計画する。BC ボックスモチーフを含

む蛋白群は、全蛋白質の中から探索し、同定

する。そのアミノ酸配列を明らかにし、その

アミノ酸配列のペプチドを合成し、幹細胞に

導入して神経分化活性を調べる。このうちで

もっとも神経分化活性の高いアミノ酸配列

を明らかにし、そのアミノ酸配列のペプチド

を以下の研究に用いる。神経分化ドメインに

よる神経分化誘導メカニズムの解明につい

ては、神経分化ドメインペプチドを導入した

幹細胞内で引き起こされる反応を明かにす

る。神経分化ドメインペプチドが Elongin BC



と結合し複合体を形成したのち、その複合体

が Stat3 の発現の阻害を引き起こすことが、

幹細胞からニューロンへの分化を誘導して

いる可能性があり、それらの反応が実際に幹

細胞で起こっているか（Stat3 の発現阻害に

関してはユビキチン/プロテアソーム系が関

与していると可能性がある）を検証すると同

時にこれまで報告されてきた神経分化のメ

カニズムとの関連について検討する。②上記

の方法で同定された様々な蛋白における神

経分化ドメインのうちで、今後の幹細胞を用

いた神経再生医療に用いるのに適したもの

（神経分化活性が高く、生体内に投与して副

作用等のないもの）を選別し、その神経分化

ドメインからなるペプチドに細胞膜透過性

を与えるために蛋白導入ドメイン(PTD)を結

合して幹細胞内へ導入してニューロンへ分

化誘導させる。用いる幹細胞としては、神経

幹細胞、皮膚由来幹細胞、脂肪幹細胞、骨髄

間質細胞等を用いるが、最も非侵襲的に採取

可能で神経分化ドメインペプチドによる分

化高率は神経幹細胞に匹敵する皮膚由来幹

細胞を用いた検討を中心に行う。次に、これ

らのニューロンへ分化誘導させた幹細胞を

各種神経疾患動物モデルの脳・脊髄へ移植し、

移植細胞の機能性ニューロンへの分化、モデ

ル動物の症状改善等について検討する。用い

る神経疾患モデルは、パーキンソン病モデル

（ラット）、脊髄損傷モデル（ラット）。 

 
４．研究成果 

 これまで神経細胞への分化能を有する多

能性幹細胞に関して、研究代表者は神経幹細

胞へ VHL遺伝子を導入することで高率に神経

細胞への分化誘導を示し(Cancer Res 2000)、

研究分担者と研究代表者らは、骨髄間葉系幹

細胞へ神経栄養因子と共に Notch 遺伝子を導

入することで高率に神経細胞への分化誘導

を示してきたが(J Clin InV 2003)、今回は

更に、研究代表者は VHL 蛋白の中で神経分化

に関わるドメインを蛋白全長の中から蛋白

構造解析に基づいて elongin BC の結合部位

のアミノ酸配列であ ると同定し、そのドメ

インのアミノ酸配列からなるペプチド（神経

分化ペプチド）を合成した（Portein Pept 

Lett 2009）。更に、この神経分化ペプチドを

種々の多能性幹細胞（神経幹細胞、皮膚由来

幹細胞、骨髄間葉系幹細胞）に導入して、高

効率に神経細胞へ分化誘導することに成功

し、これらの分化誘導された多能性幹細胞を

神経疾患モデル動物（パーキンソン病・脊髄

損傷）の脳・脊髄へ移植して、移植された細

胞が神経細胞として機能して神経疾患モデ

ル動物の症状が改善することを報告した

（Neuroreport 2009; Stem Cell Dev 2009; 

Nueoreport 2010;  J Neurosurg 2010）。こ

れらのことから、神経系に分化しうる多能性

組織幹細胞には神経分化ペプチドを導入す

ることで、神経細胞へ分化誘導可能で、分化

誘導された細胞をドナー細胞として用いた

細胞移植治療は神経再生医療として期待で

きるものと考えられた。 
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