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研究成果の概要（和文）： マウス人工多能性幹細胞(iPS細胞)や神経前駆細胞でのGPR56の発現を認め、GPR56 siRNAの
導入はマウスiPS細胞の神経分化を抑制した。一方、GPR56 siRNA導入はフィブロネクチンに対する神経前駆細胞の結合
活性に有意な影響を与えなかった。beta-アドレナリン受容体あるいはセロトニン受容体の刺激は、マウスiPS細胞から
の神経分化を促進したが、フィブロネクチンに対する神経前駆細胞の結合活性に影響を与えなかった。GPR56、beta-ア
ドレナリン受容体およびセロトニン受容体が、神経分化促進に関与する一方、神経前駆細胞の細胞外マトリックスとの
結合活性には影響しないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transfection of GPR56 siRNA significantly inhibited neural diffrentiation of mouse
 induced pluripotent stem cells (iPS cells). However, the transfection of GPR56 siRNA did not affect fibro
nectin-binding activity in mouse neural progenitor cells. Stimulation with either beta-adrenoceptor or ser
otonin receptor significantly enhanced neural differentiation of mouse iPS cells, but the stimulation did 
not affect fibronectin-binding activity in mouse neural progenitor cells. These findings suggest the invol
vement of GPR56, beta-adrenoceptor, and serotonin receptor on neural differentiation.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 従来の研究で、うつ病を含むストレス関
連疾患では、海馬や側脳室周囲の神経新生が
低下していることが指摘されている。一方、
我々は、成体ラットの海馬歯状回や側脳室周
囲の未分化細胞にG蛋白共役型受容体の1種
である GPR56が発現しており、ストレス関
連疾患での GPR56の発現低下が神経新生障
害をもたらしている可能性を明らかにした。 
 
(2) 我々は、1-アドレナリン受容体刺激が神
経前駆細胞の増殖および遊走を促進するこ
とを明らかにした。一方、脳内ノルアドレナ
リンがうつ病や PTSDの病態と関連がある
ことが報告されているが、神経前駆細胞での
GPR56の発現調節機構と神経伝達物質との
関連性は、解明されていない。さらに、神経
前駆細胞の機能を調節する脳内ニッシェの
存在が指摘され、ニッシェに多く発現する細
胞外マトリックスと神経前駆細胞の相互作
用に対する GPR56の関連も不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) そこで、まず、人工多能性幹細胞(iPS細
胞)や神経前駆細胞におけるGPR56の発現と
うつ病や PTSDの病態との関連性が深いノ
ルアドレナリンやセロトニンとの関連性を
検討した。まず、iPS細胞や神経前駆細胞で
の GPR56の発現を確認した後、ノルアドレ
ナリンやセロトニン刺激による GPR56の発
現変化とその変化をもたらすメカニズムに
関して薬理学的手法を用いて検討した。さら
に、siRNAにより GPR56をノックダウンし
た時の iPS細胞や神経前駆細胞の増殖や分化
に対する影響を検討した。 
 
(2) 次に、iPS細胞や神経前駆細胞における
インテグリン発現や細胞外マトリックスと
の結合活性に対する GPR56, ノルアドレナ
リン, セロトニンの関与を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス iPS細胞や iPS細胞から分化誘導
した神経前駆細胞を用いて、GPR56抗体に
よる蛍光抗体染色を行い、蛍光顕微鏡にて
GPR56の発現を確認した。次に、その培養
系にノルアドレナリンやセロトニンによる
刺激を行い、GPR56の発現変化を、蛍光抗
体染色、ウェスタン・ブロット法により解析
した。この時、アドレナリンやセロトニン受
容体拮抗薬を前投与し、その影響により、そ
れらの受容体の関与を検討した。次に、マウ
ス iPS細胞や神経前駆細胞に GPR56 siRNA
を導入して GPR56をノックダウンした後、
細胞増殖能は、MTTアッセイ法で、神経前
駆細胞あるいは神経細胞への分化誘導後の
神経分化能は、細胞特異的なマーカーである
Nestinおよび-tubulinの発現を、Real 
Time RT-PCR法、ウェスタン・ブロット法
で解析し、GPR56の影響を検討した。 

 
(2) マウス iPS細胞や神経前駆細胞を用いて、
蛍光抗体染色によるインテグリンの発現を
確認した。次に、その培養系にノルアドレナ
リンやセロトニンによる刺激を行い、インテ
グリンの発現変化を、蛍光抗体染色、ウェス
タン・ブロット法、フローサイトメトリー法
により解析した。この時、アドレナリンやセ
ロトニン受容体拮抗薬を前投与し、同受容体
の関与を検討した。次に、マウス iPS細胞や
神経前駆細胞に GPR56 siRNAを導入して
GPR56をノックダウンした後、インテグリ
ン発現および細胞外マトリックスとの結合
活性を、フローサイトメトリー法および
binding assay法にて検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス iPS細胞および神経前駆細胞での
GPR56の発現を蛍光抗体染色およびウェス
タン・ブロット法で確認した。しかし、神経
伝達物質であるノルアドレナリンあるいは
セロトニンで刺激しても、マウス iPS細胞お
よび神経前駆細胞での GPR56の発現に影響
はみられなかった。一方、ノルアドレナリン
あるいはセロトニンの刺激は、レチノイン酸
によるマウス iPS細胞から Nestin陽性の神
経前駆細胞への分化誘導を促進させた。これ
らの分化促進作用は、-アドレナリン受容体
アンタゴニストであるイソプロテレノール
あるいは 5-HT4受容体アンタゴニストであ
る GR113808の前添加で抑制された事から、
-アドレナリン受容体あるいは 5-HT4受容
体を介した作用であることが示唆された。 
 
(2) マウス iPS細胞由来胚様体に GPR56 
siRNAを導入した後、レチノイン酸で刺激し
神経分化を誘導したところ、negative control 
siRNA導入の胚様体に比べ、Nestin陽性の
神経前駆細胞および神経細胞への分化が有
意に抑制された。また、マウス iPS細胞およ
び神経前駆細胞に GPR56 siRNAを導入し、
細胞増殖および導入前後のインテグリン発
現変化を検討したところ、明らかな影響はみ
られなかった。 
 
(3) マウス iPS細胞由来胚様体をフィブロネ
クチンあるいはラミニンでコートした培養
ディッシュに接着させ、3日後に接着する神
経前駆細胞の数を検討したところ、無刺激に
比しレチノイン酸刺激で有意な増加がみら
れた。一方、-アドレナリン受容体アゴニス
トであるプロプラノロールあるいはセロト
ニンの刺激は、接着する神経前駆細胞の数に
有意な影響を与えなかった。さらに、胚様体
に GPR56 siRNAを導入し、negative control 
siRNA導入の胚様体と比較したが、接着する
神経前駆細胞の数に有意差はみられなかっ
た。 
 



(4) 今回検討した結果より、GPR56、-アド
レナリン受容体あるいは 5-HT4 受容体の刺
激が、レチノイン酸による神経前駆細胞およ
び神経細胞への分化誘導を促進しているこ
とが示唆された。一方、ノルアドレナリンや
セロトニンは、GPR56 の発現調節には影響
しないことが示された。さらに、GPR56、-
アドレナリン受容体あるいは 5-HT4 受容体
の刺激は、神経前駆細胞のインテグリン発現
や細胞外マトリックスとの結合活性には影
響しないことが明らかになった。 
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