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研究成果の概要（和文）：多能性組織幹細胞として、神経幹細胞と皮膚由来間葉系幹細胞を用い、これらの細胞に神経
分化誘導活性のある11種類のBCボックス蛋白由来の機能性ペプチド（SOCS1-7, ASB3, WSB2, LRR1, VHL）を細胞内へ導
入した。結果として、11種類のペプチドは、分化誘導するニューロンのタイプがそれぞれ異なっておりVHLとSOCS7由来
のペプチドは、ドーパミンニューロン, モーターニューロンを分化誘導し、SOCS5由来のペプチドは網膜色素上皮細胞
とグルタミン酸ニューロンへと分化誘導した。これらの機能性ペプチドの神経分化メカニズムは、Stat3の分解による
と考えられるが、現在、検討中である。

研究成果の概要（英文）：We used neural stem cells and skin-derived mesenchymal stem cells as pluripotent s
omatic stem cells to neuronal lineage. Eleven BC-box proteins(SOCS1-7, ASB3, WSB2, LRR1, VHL)-derived func
tional peptides are delivered to those somatic stem cells. Each peptide induced to differentiate different
 type of neuron. VHL and socs7-derived peptides induced to differentiate dopaminergic and motor neurons, a
nd SOCS5-derived peptide induced to differentiate retinal color epithelial cells and gultamate neuron. Thi
s mechanism of neuronal differentiation is suggested to be related to degeradation of Stat3, but is under 
investigation.
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１． 研究開始当初の背景 
 
ES細胞やiPS細胞と同様な多分化能を有す

る多能性幹細胞は、生体を構成する様々な組

織にも内在している。ただ、組織中に内在す

る多能性幹細胞は、組織により分化しうる細

胞系列の方向に違いがあるため、神経再生医

療に用いる神経系細胞へ分化しうる多能性

幹細胞の母地はある程度限定されており、採

取するのに侵襲が大きい組織は多能性幹細

胞を単離するには適していない。しかし、皮

膚や骨髄のような採取容易な自己の組織か

ら神経系細胞へ分化しうる多能性幹細胞が

単離できれば、採取の際の侵襲が少なく、iPS

細胞や ES 細胞などのように移植に伴う癌化

の危険性や免疫拒絶の問題がほとんどない

ため、神経再生医療のための細胞移植治療の

ソースとして最も理想的と考えられる。この

ため、神経系細胞へ分化しうる多能性幹細胞

の単離および維持の方法の確立が重要と考

えられる。最近本研究代表者らは新生仔ラッ

ト皮膚の真皮より神経系細胞へ分化能を有

する間葉系多能性幹細胞の単離と維持に成

功 し た も の の （ Stem Cells Dev 18: 

1523,2009）、これは１０数回の試行後によう

やく成功したにすぎないのが実状であった。

しかしその後は改良を重ね、ヒト皮膚の表皮

からも多能性幹細胞の単離に成功して神経

細胞への分化を報告し（日本再生医療学会

2010）、幹細胞マーカーである CD133 抗体を

用いた細胞磁気分離法（MACS 法）により更に

効率よく多能性幹細胞を単離しうることが

明らかになってきていた。また、連携研究者

の出沢らは、ヒトの皮膚あるいは骨髄の間葉

系組織に内在する神経系細胞へ分化しうる

多能性幹細胞をヘパリンの長時間処理と幹

細胞マーカーである SSEA-3 抗体を用いて単

離に成功し、MUSE 細胞と命名して注目されて

いる（Proc Natl Acad Sci U S A. 107:8639, 2010）。

この間葉系組織からの MUSE 細胞の単離の報

告は、研究代表者らが開発した CD133 抗体を

用いた MACS 法による単離法とともに、多能

性組織幹細胞の単離法の確立に大きく道を

拓いたが、これらの方法はなお安定してはお

らず、完全には確立しているとは言えない。

通常、神経系へ分化しうる多能性幹細胞は細

胞成長因子(FGF など)、神経栄養因子等の添

加により神経細胞へ分化誘導可能であるが、

多能性幹細胞の種類によって分化誘導方法、

分化誘導率はかなり異なる。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)、連携研究者と研究代表者

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た(J Clin InV 2003)。

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 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。ただ、神経分化ペプチド

として合成したのは、VHL蛋白の中のドメイ

ンのアミノ酸配列のみであり、この配列は
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BCボックスモチーフ[(A,P,S,T)LXXXCXXX 

(A,I,L,V)]という構造の配列の一つにすぎず、

BC ボックス蛋白群といわれる約 100 種類の

蛋白群はすべてこの相同配列を含む。これら

の BC ボックス蛋白群の BC ボックスモチー

フ配列からなるペプチドは、いずれも elongin 

BC と結合して複合体を形成し elongin A と

elongin BC との結合を阻害すると共に Stat3

の発現を阻害することによって神経分化誘

導を示すと考えられた。現在のその内の１０

数種類を検討したところ、神経分化誘導活性

があることが判明したが、活性の程度は様々

であった。神経細胞には様々な subtype があ

り、BC ボックスモチーフ構造の多数のペプ

チドのうちで VHL 蛋白由来のペプチドは主

にドーパミン作動性神経への誘導活性を示

すことが判明しているが（Stem Cell Dev 2009; 

J Neurosurg 2010）、他の種類の BCボックスモ

チーフペプチドはどれが各種の神経への誘

導活性を示すかは明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景を踏まえ、本研究ではまず

神経系細胞への分化能を有する多能性幹細

胞を採取容易な組織から効率よく単離する

方法を現在報告されている方法を基盤にし

て安定してかつ高効率に単離できるように

改良して確立し、また幹細胞を維持するため

の技術の開発を行い、これらの方法に基づい

て実際にヒトの各種組織から神経系へ分化

しうる多能性幹細胞を単離、維持する。また、

神経分化ペプチドによる多能性幹細胞の神

経分化機構を解明すると共に、多能性 VHL

蛋白由来以外の BC ボックスモチーフペプチ

ドが多能性組織幹細胞に対してどの程度の

神経分化誘導活性を示し、どの種類の神経へ

の分化誘導活性を有するかと明らかにする。

更に、BC ボックスモチーフ構造からなる神

経分化ペプチド導入により、神経細胞へ分化

誘導された多能性組織幹細胞を神経疾患モ

デル動物の神経系へ移植することで神経疾

患モデル動物の症状が改善されるか、移植さ

れた細胞が神経細胞として機能しているか

について明らかにする。神経疾患モデルは、

ラットを用いて作成し、パーキンソン病、脊

髄損傷、網膜変性疾患について検討した。こ

れらの研究ののちに、臨床応用のための臨床

前研究として、少数の大型の動物（カニクイ

ザル）を用いてこの研究の安全性、有効性を

検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)神経分化ペプチドによる多能性組織幹

細胞の神経分化誘導メカニズムの解明：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多能性組織幹細胞

の神経分化誘導のメカニズムを解明する。

神経分化ドメインによる神経分化誘導メカ

ニズムは、神経分化ペプチドを導入した多

能性幹細胞内で引き起こされる反応を検討

した結果、神経分化ペプチドが elongin BC

と結合し複合体を形成することによって、

elongin Aとの結合を阻害すると共に、その

複合体が Stat3の発現の阻害を引き起こす

ことが判明しており、グリア細胞への分化

を促す Stat3の発現阻害によって多能性幹

細胞から神経細胞への分化が起こる可能性

が高いと考えられた。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

与している可能性があると考えられ、これ

を検証する。これらの検討は、ウエスタン

ブロット法および免疫沈降法にて行う。 

また、RNAの伸長反応（elongation）に

促進的に関わる BCボックス蛋白である

elongin A由 来の BCボックスモチーフペ

プチドは、その他の BCボックス蛋白が

元々RNAの伸長反応に抑制的に関わるこ

とから、神経分化に対しても抑制的に関わ
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ることが考えられる、実際に分化を抑制し、

幹細胞維持に関わっているのかを検討する。

また、このことから幹細胞維持機構を解明

し、多能性組織幹細胞の幹細胞維持に対し

て、elongin A由来の BCボックスモチーフ

ペプチドが有用かどうかを検討する。これ

らの検討は、位相差顕微鏡による形態学的

検討、共焦点レーザー顕微鏡を用いた免疫

細胞化学、ウエスタンブロット法および免

疫沈降法により行った。 

なお以上の神経分化ペプチドによる多能

性組織幹細胞の神経分化誘導メカニズムの

解明に関しては、ラット神経幹細胞、ラッ

ト皮膚由来幹細胞を主に用いて行い、ヒト

の皮膚由来間葉系幹細胞は細胞が単離する

方法がほぼ確立されてから用いた。 

(2)PTD-VHL ペプチドによる種々の多能性

組織幹細胞の神経分化誘導の検討：神経分

化ペプチドの一つであり、これまで神経分

化活性を報告してきた VHL ペプチドを蛋

白導入ドメイン（PTD）を付加して細胞膜

透過性ペプチドとして F-moc法にて化学合

成する（研究協力者：東亜合成株式会社先

端科学研究所長  吉田徹彦）。この

PTD-VHL ペプチドを種々の多能性組織幹

細胞に導入して神経分化誘導について検討

した。これらの検討は、位相差顕微鏡を用

いた多能性幹細胞の形態変化の観察（神経

突起伸長など）、各種抗体（Tuj-1, MAP2, 

Neurofiment-M, NeuN, TH, DAT, Pax6, Ach, 

GABA, GFAP, Nestinなど） を用いた蛍光

免疫細胞化学法およびウエスタンブロット

法、RT-PCR法にて行った。 

(3)多能性組織幹細胞から神経分化誘導さ

れた細胞を用いた細胞移植療法の検討：神

経分化ペプチドを導入した多能性組織幹細

胞を神経疾患（パーキンソン病、脊髄損傷、

緑内障）モデル動物の中枢神経系へ移植し

て、幹細胞が神経細胞へ分化して神経細胞

として機能しているかどうか、病理組織学

的解析（PLPにて灌流固定後、凍結切片を

凍結ミクロトームで作成し、ニューロンマ

ーカー (Map2, Tuj1, NeuN, Neurofilament, 

Rodopsin)の発現を蛍光免疫染色により検

討した。また、大型モデル動物としては、

カニクイザルの緑内障モデルを用いて行い

て行った。これらはいずれも神経分化ペプ

チドの安全性の検討から始めて、神経症状

の改善、病理組織学的検討についても行っ

た。 
 
４．研究成果 
 
多能性組織幹細胞のうち、神経細胞へ分

化可能な細胞は、神経幹細胞、間葉系組織

幹細胞などである。本研究では、多能性組

織幹細胞として、既に単離後樹立したラッ

ト神経幹細胞とラット皮膚由来間葉系幹細

胞ならびに形成外科手術の際に得られた余

剰な皮膚表皮より分離・培養したヒト皮膚

由来間葉系幹細胞を用いた。ヒト皮膚由来

間葉系幹細胞に関しては、その分離・培養

方法に関して試行錯誤を続けたが、ラット

皮膚由来間葉系幹細胞の樹立した方法に準

じて行い、報告した（Int J Mol Sci. 

14:9604-9617, 2013）。連携研究者である

出澤らの報告したMUSE細胞に関しては、出

澤らが研究を進め、その確立した分離方法

について報告した(Nat Protoc 8(7): 

1391-415, 2013)。更に、Muse細胞はヒト線維

芽細胞だけでなく、ヒト脂肪組織由来幹細胞

からも分離できることを報告した(Stem 

Cells Dev 23:717-728, 2014)。 

ラット神経幹細胞およびラット皮膚由来

間葉系幹細胞を用いて、これらの細胞に神

経分化誘導活性のある11種類のBCボックス

蛋白由来の機能性ペプチド（SOCS1-7, ASB3, 
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WSB2, LRR1, VHL由来）を細胞内へ導入し、神

経特異蛋白の発現を蛍光免疫細胞化学および

ウエスタンブロット法にて解析した。この結

果として、11種類の機能性ペプチドは、分化

誘導するニューロンのタイプがそれぞれ異な

っていたが、神経幹細胞と皮膚由来間葉系幹

細胞で分化誘導されるニューロンのタイプは

同じであった。具体的には、VHLとSOCS7由来

のペプチドは、ドーパミンニューロン, モー

ターニューロン, GABAニューロンを分化誘導

し、SOCS5由来のペプチドは網膜色素上皮細胞

とグルタミン酸ニューロンへと分化誘導した

。また、SOCS5, 6由来のペプチドは、グルタ

ミン酸ニューロンこれらの機能性ペプチドの

神経分化誘導メカニズムに関しては、BCボッ

クス蛋白由来のペプチドが組織幹細胞へ導入

されるとエロンジンCと細胞内で結合し、その

直後にStatの発現が阻害されることとことか

ら、これらのペプチドがエロンジンBCとエロ

ンジンAとの結合を拮抗阻害することとStat3

の分解が神経分化誘導を惹起しているもの考

えられた（論文投稿中）。また、これを支持

する知見として、神経膠腫幹細胞にVHL遺伝子

を導入することにより、JAK/STAT系が抑制さ

れるこが明らかとなり報告した(Int J Oncol. 

42:881-6, 2013)。 

霊長類を用いた動物実験については、神経

分化誘導ペプチドであるVHLペプチドをカニ

クイザルの緑内障モデルの眼内（網膜）に直

接注入して、神経再生（保護）効果を検討し

たところVHLペプチドに神経細胞が保護され

る効果が確認された（論文未発表）。 
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