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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒトの発達神経毒性試験に利用可能なモデル細胞構

築を行うことである。神経細胞の分化や発達過程における化学物質曝露による影響を見る上で、

そのようなモデル細胞の創出は毒性試験系の有効なツールとなる。神経細胞分化マーカーのプ

ロモーター領域を遺伝子導入した細胞株の取得を目指したが、毒性試験に利用可能なレベルの

発現をモニター出来る細胞株の取得には至らなかった。しかし、遺伝子導入を行う細胞株につ

いての詳細な遺伝子発現解析を行うことは成功し、今後の細胞株選択に利用できることがわか

った。 

 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to construct the model cell system for using 

human development neurotoxicity study. When seeing the influence by chemical exposure in 

specialization and developing process of neuronal cells, creation of such a model cell serves as an 

effective tool of a toxicity test system.  
Although I strived to an acquisition of the cell lines carrying out transgenics of the promoter region of 

a neuronal differentiation marker, it could not get the cell lines which can monitor revelation of the level 

to be used for a toxicity test.  

However, it turned out that it is successful to conduct detailed gene expression analysis about a cell 

lines conducted for transgenics, and it can use for future cell lines selection. 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトを取り巻く環境に蔓延している有害
化学物質で最も重度の障害を引き起こすも
のとして、カドミウム、メチル水銀等に代表
される神経毒性化学物質が挙げられる。特に
胎児期、主に神経幹細胞が成熟した神経細胞
に分化する時期に、母体経由でこれら化学物
質に曝露された場合、出生後に神経発達障害
が生じるリスクは生後曝露されたものより

深刻である。よって胎児期の化学物質曝露に
よる神経細胞への毒性影響を調べることは
重要である。しかし、実際にヒトを研究対象
とすることは不可能であるので、神経分化段
階における各種化学物質の及ぼす影響を検
索するために、ヒト多能性幹細胞をモデル細
胞として用いることが非常に有効であった。 
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２．研究の目的 

 本研究の目的は、ヒトの神経毒性試験に利
用可能なモデル細胞の構築である。神経細胞
の分化･発達過程における化学物質曝露によ
る影響を見る上で、影響の検出が容易なマー
カーが導入されていること、神経分化段階で
の均一な細胞集団に分取が可能であること
は重要で、そのようなヒト多能性幹細胞の創
出は衛生学上も重要なツールとなりうる。そ
こでヒト多能性幹細胞を用い遺伝子導入に
より均一な分化段階の細胞株を樹立する。さ
らにこれら細胞株を神経誘導後、種々の環境
化学物質を作用させ、ヒト神経発達毒性試験
への有用性を検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）神経毒性試験系に用いるプラスミドの  
構築 
 ①細胞に遺伝子導入するプラスミドの構
築  
 神経分化マーカーとして MAP2、終末神経分
化マーカーとして THを選択し、各プロモー
ター領域を EGFPと Luciferaseを同時に発現
するベクターに組み込む。また、各プロモー
ター領域を EGFP、Luciferaseのみを発現す
るベクターにも組み込む。 
 ②細胞への遺伝子導入と耐性株の樹立 
 得られたプラスミドをリポフェクション
法によりヒト多能性幹細胞（京都大学より移
入した KhES-3株）に導入する。ベクターに
はネオマイシン耐性遺伝子が組み込まれて
おり、ネオマイシンに対する耐性株を得るこ
とができる。 
 ③神経分化誘導 
 耐性株から胚葉体（EB）形成を行い、更に
神経分化誘導を行う。 
 ④発現定量化の解析 
 ルシフェラーゼを組み込んだ細胞株に関
しては、神経分化させ、ルシフェラーゼ活性
を測定することで、発現レベルを計測する。 
 
（２）遺伝子導入を行うヒト多能性幹細胞の
検討 
 ①DNAバーコードを用いたシングルセル遺
伝子発現解析 
 細胞株におけるヒト多能性幹細胞の遺伝
子導入効率の違いを見るため、ヒト ES細胞
の KhES-1株、KhES-3株、ヒト iPS細胞の
201B-7株、253G-1株、454C-2株の 5種類の
細胞株を用いてシングルレベルでの遺伝子
発現解析を行った。細胞の特定を行うために
DNAバーコードを細胞に組み込ませ、RNA-seq
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）神経毒性試験系に用いるプラスミドの  
構築 

 human MAP2 promoter EGFP IRES Luciferase
（図１）、human MAP2 promoter EGFP、human 
MAP2 Luciferaseプラスミドを作成した。 

（図１）プラスミドコンストラクト (human 
MAP2 promoter EGFP-IRES-Luc) 
 
（２）プラスミドの遺伝子導入チェック 
 ①PC-12細胞への遺伝子導入 
 ヒト多能性幹細胞への遺伝子導入前に、
PC-12 細胞への遺伝子導入を行い、作成した
プラスミドが正しく機能するかを調べた。
PC-12 細胞は NGF で処理することにより神経
分化を誘導した。 
Human MAP2 promoter EGFP-IRES-Luc は正し
く機能しなかったが、Human MAP2 promoter 
EGFP は神経分化に伴い EGFP の発現が確認出
来た（図２）。 
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Day8（図２） 

 
Day4 あたりから発現が見られ、Day8 では神
経様細胞は EGFP が高発現していることが確



 

 

認され、作成したプラスミドは正しく機能す
ることが証明出来た。 
 
 ②マウス ES 細胞への遺伝子導入、神経誘
導 
 マウス ES細胞 B6N22UTR細胞への遺伝子導入
を行った。フィーダーフリーで培養したマウ
ス ES細胞に Human MAP2 promoter EGFPを遺
伝子導入し、ネオマイシン耐性細胞株を取得
した。 
 取得したうちの数クローンで神経誘導を
行うにつれ EGFP の発現が高くなるように見
えるクローンは得られたが、毒性試験系に利
用可能なレベルに達するクローンは得る事
が出来なかった（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 （図３）オルニチン･ラミニンコートディ
ッシュに播種後 Day20（上；明視野、下；GFP） 
 
 ③ヒト ES細胞への遺伝子導入、神経誘導 
 ヒト ES細胞 KhES-3株をフィーダーフリー
で培養し、Human MAP2 promoter EGFPを遺伝
子導入し、ネオマイシン耐性細胞株を取得し
た。 
 取得した細胞株を神経誘導したが、マウス
ES と同様に毒性試験系に使用できるレベル
の細胞株の取得は出来なかった（図４）。 
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Day 20 
(オルニチン･
ラミニンコー
トディッシュ
に播種後) 
 

(図４) 
 
（３）遺伝子導入を行うヒト多能性幹細胞の
シングルセル遺伝子発現解析 
 
 多能性幹細胞の細胞間での遺伝子発現レ
ベルの違いを詳細に調べるため、シングルセ
ルでの遺伝子発現解析を行った。方法として
は DNAバーコードを細胞に組み入れ細胞の特
定ができるようにし、RNA-seqを試みた。 
調べた細胞株はヒト ES細胞の KhES-1、KhES-3、
ヒト iPS細胞の 201B-7、253G-1、454C-2、及
びマウスフィーダー細胞 SNL76/7である。 
 各細胞株を 15 シングルセルずつ用いた遺
伝子発現解析では、DNA バーコードを組み込
むことによりわずか１回のシークエンスラ
ンで測定可能にしたが、細胞より取得した
mRNAの収量がまだ十分でないため、手法の更
なる改良が必要である事がわかった。しかし
ながら、得られた結果から、同じ細胞株間で
も個々の細胞レベルで発現の違いが観察さ
れ（図５）、目的の遺伝子導入細胞を得る上
で技術的な困難をもたらすことがわかった。 
 
 

 
 

 
 （図５）シングルセル遺伝子発現データ 
 
 これまでのところ、ヒト神経毒性試験に利
用できるモデル細胞の取得には至っておら
ず、技術的な面も含め更に改良の余地がある
ことは否めない。ただ、未分化状態である多



 

 

能性幹細胞における細胞間の遺伝子発現レ
ベルの違いが、分化過程の運命を左右するこ
とも考えられ、より正確な毒性試験のモデル
系を構築するためには個々の細胞レベルで
の解析も必要になってくるだろう。最終年度
に行ったシングルセルレベルの遺伝子発現
解析は今後ますます技術レベルも上がり詳
細な解析が可能になると期待できる。その上
でヒト発達神経毒性をモニターできる細胞
株の樹立は更なる重要性を持つようになる
と考えられる。 
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