
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

挑戦的萌芽研究

2014～2012

多能性間葉系幹細胞へのＢＣ－ｂｏｘモチーフペプチド導入による神経分化機構の解明

Mechanism of neruonal differention of pluripotent mesenchymal stem cells by 
intracullular delivery of BC-box motif peptides

４０２４４４９６研究者番号：

菅野　洋（Kanno, Hiroshi）

横浜市立大学・医学（系）研究科（研究院）・客員准教授

研究期間：

２４６５９６５５

平成 年 月 日現在２７   ６ １７

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、BCボックス蛋白群が有しているElongin BCと結合するアミノ酸配列である
BC-boxモチーフ構造[(A,P,S,T)LXXX (A,C) XXX(A,I,L,V)]が、神経分化ドメインであることを突き止め、BC-box モチ
ーフペプチドは、Elongin BCと結合して複合体を形成するとJAK2/Stat3の発現を制御し多能性間葉系幹細胞を神経細胞
へ分化誘導することが示唆された。種々のBC-boxモチーフペプチドと特異的神経マーカーのプロモーターとの関連を網
羅的Chipアッセイにて調べるとBC-box モチーフペプチドはそれぞれ特異的な神経マーカーへの結合が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study we used neural stem cells and skin-derived mesenchymal stem cells 
as pluripotent somatic stem cells to neuronal lineage.BC-box proteins-derived functional peptides 
correspoding to BC-box motif strucre[(A,P,S,T)LXXX (A,C) XXX(A,I,L,V)], showing induction activity of 
neuronal differentiation, are delivered to those somatic stem cells. Different BC-box motif peptides 
induced to differentiate different type of neuron, but two kinds of somatic stem cells differentiated to 
same neurons. This mechanism of neuronal differentiation is suggested to be related to blocking of 
binding between elongin BC & A, and inhibition of JAK2/Stat3, but is under investigation. From these 
results, it is considered that this study will contribute to neuronal regenerative medicine using somatic 
stem cells differentiated to useful neurons.

研究分野：脳神経外科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
あらゆる臓器の細胞へ分化する多能性幹

細胞には、ＥＳ細胞や iPS細胞の他に、間

葉系細胞に含まれる一部の細胞集団が存在

することが明らかとなっている（PNAS 

2010）。この多能性間葉系幹細胞は、iPS

細胞などと同様にあらゆる臓器の細胞へ分

化することができ、神経細胞へも分化する。

これまで、研究代表者は、BC-box モチー

フペプチドの一種であるＶＨＬペプチドが、

主にドーパミンニューロンへの分化誘導活

性があることを明らかにし、ＶＨＬペプチ

ドを導入したラット皮膚由来の多能性間葉

系幹細胞をパーキンソン病モデルラットの

脳へ移植すると移植した細胞がドーパミン

ニューロンへ分化し、パーキンソン病モデ

ルラットの神経症状が改善されることを示

し て き た (Stem Cells Dev 18 : 

1523-1532,2009; J Neurosurg 113:648-655, 

2010)。また、最近では BC-box モチーフ

ペプチドの一種である SOCS7 ペプチドが

acetyl cholinesterase(ChAT)陽性のモータ

ーニューロンへの分化誘導活性があること

を報告した(第 70回日本脳神経外科学会総

会、2011)。このほかに BC-boxモチーフペ

プチドの一種であるASB3ペプチドに網膜

神経細胞の局在蛋白であるロドプシンの陽

性細胞への分化誘導活性があることも判明

している（未発表データ）。これに対して、

BC-box モチーフペプチドの一種である

elonginA ペプチドは神経分化誘導ではな

く、逆に幹細胞を未分化の状態に維持させ

る作用があることが判明している(未発表

データ)。BC-box モチーフペプチドによる

幹細胞の神経分化制御機構は、幹細胞に発

現している Stat3の発現抑制と関係がある

と考えられ、BC-box モチーフペプチドが

VHLやSOCS7などのSOCS-box群の場合

は、elongin C と結合し複合体を形成後ユ

ビキチン/プロテアソーム系を通じて Stat3

を分解することによりグリアへの分化を抑

制してニューロンへの分化を進めるが、

BC-boxモチーフペプチドが elonginA群の

場合は elonginCと結合しmRNAの伸長反

応を進めて細胞の分化を阻害すると考えら

れる。ただし、この機構については完全に

明らかになっている訳ではなく、とくにユ

ビキチン/プロテアソーム系の関与につい

ては反応系全体から推測されているに過ぎ

ない。また、ＢＣ-boxモチーフペプチドの

わずかなアミノ酸の違いにより構造異同に

より、分化するニューロンの種類や分化誘

導効率が異なっていたり、あるいは全く逆

に分化を抑制するが、このことに関しては

全く解明されていない。更に、こうして多

能性間葉系幹細胞をＢＣ－box ペプチド導

入により種々のニューロンへ分化させた細

胞をドナーとした再生医療もまだ動物実験

を進めている段階であり、これらを臨床応

用すること重要な課題である。 
 
２． 研究の目的 
研究代表者らは、種々のBC-box motif ペ

プチドを多能性間葉系幹細胞へ導入すると、

elongin Aペプチド以外のBC-box motif ペ

プチドでは様々なニューロンへ分化誘導す

るが、elongin A ペプチドでは分化を抑制

することを見出した。これまで、研究代表

者は、BC-box モチーフペプチドの一種で

あるＶＨＬペプチドが、主にドーパミン

ニューロンへの分化誘導活性があること

を明らかにし、ＶＨＬペプチドを導入し

たラット皮膚由来の多能性間葉系幹細胞

をパーキンソン病モデルラットの脳へ移

植すると移植した細胞がドーパミンニュ

ーロンへ分化し、パーキンソン病モデル

ラットの神経症状が改善されることを示

してきた。また、最近ではBC-box モチー

フペプチドの一種であるSOCS7 ペプチド

がacetylcholinesterase(ChAT)陽性のモ

ーターニューロンへの分化誘導活性があ



ることを報告した。このほかにBC-box モ

チーフペプチドの一種であるASB3ペプチ

ドにロドプシンの陽性細胞への分化誘導

活性があることも判明している。これに

対して、BC-box モチーフペプチドの一種

であるelonginA ペプチドは神経分化誘

導ではなく、逆に幹細胞を未分化の状態

に維持させる作用があることが判明して

いる。このようにＢＣ-box モチーフペプ

チドのわずかなアミノ酸の違いにより構

造異同により、分化するニューロンの種

類や分化誘導効率が異なっていることに

関しては全く解明されていない。 

 上記をふまえ本研究では、BC-box モチ

ーフペプチドの多能性間葉系幹細胞内へ

の導入による神経分化制御機構を解明し、

BC-box モチーフペプチド導入細胞をド

ナー細胞とする神経再生医療を確立する

ことを目的とする。 
 
  
３．研究の方法 
(1) 多能性間葉系幹細胞の分離・培養：多

能性間葉系幹細胞として、ラット皮膚

由来の多能性間葉系幹細胞とヒト皮膚

線維芽細胞より分離した多能性間葉系

幹細胞を用いた。 

(2) BC-box motif ペプチド合成：BC-box 

motifペプチドは、固相法にて化学合成

した１８種類 (SOCS-BOX family, 

VHL-box family, Virus family, elongin 

A family)を用いた。 

(3) BC-box motifペプチド導入による神経

分化機構の解明：BC-box motifペプチ

ド導入により、多能性間葉系幹細胞が

種々のニューロンに分化するメカニズ

ムについて、Stat3阻害機構を中心に検

討を行った。 

 

① 多能性間葉系幹細胞の分離・培養 

現在、研究代表者はウイスターラッ

ト新生仔背部真皮より樹立した多能性

間葉系幹細胞を保持している（Stem 

Cells Dev 18 : 1523-1532 2009）。これは

論文中にも記載してあるように多分化

能を有する幹細胞であり、BC-box 

motifモチーフの一種であるVHLペプ

チドを導入することにより、主に中脳

のドーパミンニューロンへ分化する

（Stem Cells Dev, 18 1523-1532 2009; 

J Neurosurg, 113:648-655, 2010）。本研

究で主に使用する細胞の一つとして、

この細胞を用いる。この細胞の培養方

法は、Stem Cells Dev 2009に記載し

た方法に従って行う。この他には、将

来の臨床応用を視野において、ヒト皮

膚線維芽細胞より、Dezawa らの報告

した多能性間葉系幹細胞であるMUSE

細胞を分離・培養する。ヒト皮膚線維

芽細胞は原則として購入した細胞

(LONZA 社)を用いる。MUSE 細胞の

分離・培養方法は、Dezawa らの方法

に準じて行い、多能性幹細胞のマーカ

ーである抗 SSEA-3 抗体を用いて細胞

分離装置(ミルテニー社 AutoMACS)に

より分離し、培養した。 

 

② BC-box motifペプチド合成 

  以下の配列のペプチドを蛋白導入ドメイ

ンmodified HIV-TAT (YARAAARQARA)

を結合させて、ペプチド合成装置にて固相

法にて合成した。 

 SOCS-box family 

SOCS1 PLQELCRQRIVAAVG,    

SOCS2 TLQHFCRLAINKCT    

SOCS3 TLQHLCRKTVNGHLD,   

SOCS4  SLQHICRTVICNCTT  

SOCS5 SLQYICRAVICRCTT,     

SOCS6 SLQYLCRFVIRQYTR 

SOCS7  SLQHLCRFRIRQLVR,   

ASB 1 TLLSLCRVAVRRALG,  



ASB2 PLAHLCRLRVRKAIG,    

ASB3  SLTHLCRLEIRSSIK,    

WSB1 SLQHICRMSIRRVMS,     

WSB2  SLKHLCRKALRSFLT 

RAR1 SLQDLCCRAVVSCTP,   

SSB1 PLMDLCRRSVRLALG 

Virus family     

 HIV-1 Vif A  SLQYLALKALVTPKK 

VHL-boxfamily   

VHL   TLKERCLQVVRSLVK,  

 hLRR-1   TLLESSARTILHNRI 

Elongin A family  

 hEloA  TLHQQCIRVLKNNI 
 
４．研究成果 

 本研究において、研究代表者らは、

elongin BCをリガンドとするBCボックス

蛋白群が神経幹細胞のみならず多能性間葉

系幹細胞の神経分化制御に関わっており、

elongin BCと結合するアミノ酸配列であ

る BCボックスモチーフ構造

[(A,P,S,T)LXXX (A,C) XXX(A,I,L,V)]が、

神経分化ドメインであることを突き止めた。

BCボックスモチーフ構造は、哺乳類の細

胞のみならず、ウイルスにも認められるこ

とから、生物進化の過程において保存され

た重要な構造であると考えられる。BCボ

ックス蛋白群は、elongin BCと結合するモ

チーフ（BC box motif）を持つことからそ

う呼ばれるが、転写因子 Stat3を制御する

SOCS-box群は、elongin BCと結合して

SBC複合体を形成するとStat3の発現を制

御し多能性幹細胞を神経細胞へ分化誘導す

ることが示唆されていた。このため、多能

性間葉系幹細胞の細胞内へ BC-boxモチー

フペプチドを導入した際に様々な種類の神

経細胞への分化が何故引き起こされるのか

を検討した。その結果、BC-boxモチーフ

ペプチドを細胞内へ導入すると

JAK/STAT系が抑制されることがWestern 

blottingの結果から明らかとなり、この反

応は JAK2の発現をまず制御することから

始まることが示唆された。次に、VHL、

SOCS5、SOCS7由来の３種類の BC-box

モチーフペプチドを多能性間葉性幹細胞へ

導入して、神経マーカーのプロモーターと

の関連を網羅的 Chipアッセイにて調べて

みると３種類のBC-box モチーフペプチド

はそれぞれ特異的な神経細胞への分化に直

接関わっていることが明らかとなった。ま

た、elongin BCに結合して機能する

BC-box モチーフペプチドの最小数のアミ

ノ酸配列を検討し、7個のアミノ酸配列が

最小であることが判明した。 
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