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ヒトのニューロンにおける神経突起伸長メカニズムの解析

加瀬　義高
慶應義塾大学医学部生理学教室

はじめに

私が所属する慶應義塾大学医学部生理学教室
では、これまでに亜急性期脊髄損傷に対するヒト
iPS細胞由来神経幹細胞／前駆細胞（human induced 

pluripotent stem cell derived neural stem/progenitor cell; 

hiPSC-NS/PC）移植による再生治療研究を行ってき
ており、当院整形外科学教室とともに、2021年末
から世界初の臨床研究も開始されている。しか
し、脊髄損傷患者の大部分は慢性期の患者さんで
あり、かつ、慢性期脊髄損傷の治療は、亜急性期
脊髄損傷の治療に比べ、損傷部の環境の変化が軸
索再生に不利に働くなど、クリアすべき課題がい
くつか存在しており、慢性期脊髄損傷の治療技術
の開発が求められているのが現状である。
また、我々は、これまでにγ-セクレターゼ阻害
剤（γ-secretase inhibitor; GSI）の DAPTを hiPSC-NS/

PCに添加した後に、hiPSC-NS/PCを損傷患部へ移
植することで、分化したニューロンの神経突起が
伸長し慢性期脊髄損傷モデルマウスを治療するこ
とに成功してきた 1）。
しかし、ヒトのニューロンにおいて、神経突起
伸長がどのようなメカニズムで生じているのか、
どのようにすれば伸長を促進できるか解明できて
いない点があり、その解明を目的に本研究を開始
した。神経突起の伸長メカニズムの研究は、これ
までヒト以外のニューロン（マウス、ラット、ゼ
ブラフィッシュなど）で行われてきたが、本研究
は、今後の慢性期脊髄損傷の再生治療への応用を
見据えて、hiPSCから作製したヒトのニューロン
に着目して行った。

結 果

最初に、神経突起伸長を促進するシグナルを同
定するためのスクリーニング実験を行った。hiPSC 

201B72）、および hiPSC 414C23）の2ラインから
hiPSC-NS/PC（neurosphere）を誘導し、GSIである
DAPTと Compound 34をこれら neurosphereに添
加して神経系の遺伝子発現を促進させた。Control

群、DAPT添加群、Compound 34添加群の各々の
群について直径100 µmの neurosphereを選択し、
GSI（DAPT、compound 34）により神経系の遺伝子
を発現させたこれらサンプルをスクリーニングサ
ンプルとして、RNA-seqにより全転写産物を解析
した。ちなみに、γ-セクレターゼ阻害剤の選択に
関しては、予備実験にて DAPTと Compound 34が
hiPSC-NS/PCにおいて最もγ-セクレターゼ阻害作用
が強く認められた事に加え、単一の化合物特有の
効果ということを排除するために、これら2つを
選択した。
我々の以前の報告において、hiPSC-NS/PCを

DAPTで処理すると、mitogen-activated protein kinase

（MAPK）シグナルが増強し、神経突起伸長が促進
されることが示唆されていた 1）。そこで、DAPTま
たは Compound 34の投与後に発現が変動した全遺
伝子のうち、MAPKに関連する遺伝子を選択し、さ
らに解析した。その結果、MAPKの中で、growth 

arrest and DNA damage gamma（GADD45G）の発現
が最も大きく上昇し、GADD45GはMAPK関連遺
伝子全体の代表として適していることを数学的解析
から明らかにした。さらに、GSIの投与により発現
が変化した全遺伝子の中でも、GADD45Gは最も高

   



—    —97

い発現を示したひとつであった。
さらに、MAPK関連遺伝子の発現レベルおよ

び、MAPK関連タンパク質のリン酸化状態を免疫
染色、ウエスタンブロッティングにて調べていく
と、p38と CDC25Bのリン酸化レベルが GSI投与
群で有意に上昇していたため、GSI処理後に発現
変化を示す GADD45、p38、CDC25Bが同じシグナ
ル伝達経路で作用しているかどうかを検証するた
めに複数の検証実験を行った。
まず、GADD45Gの siRNAによるノックダウン
を行うと、neurosphereを GSIで処理しても、リン
酸化 p38レベルが有意に減少したことから、GAD-

D45Gが p38の上流で機能していることが明らかと
なった。次に、リン酸化 CDC25Bのレベルは、GSI

処理にもかかわらず、SB203580（p38 MAPK阻害剤）
により抑制された。これら実験により、これらは同
一のシグナル伝達経路内で作用し、GADD45G→ p38

のリン酸化→ CDC25Bのリン酸化の順でシグナル経
路が伝達されることが明らかになった。
また、Neurosphereにおいて、レンチウイルスベ
クターを用いて GADD45Gを過剰発現させると、
p38の総発現量は control群と GADD45G過剰発現
群の間で差がなかったが、p38のリン酸化レベル
は GADD45G過剰発現で有意に上昇した。
将来の臨床応用を見据えて、化合物によるこの
シグナル経路の活性化にも挑戦した。Streptomyces

属から単離される化合物 RK-682は、p38のチロシ
ン残基の脱リン酸化を防ぐことができ 4）、実際、
本研究で用いた neurosphereの実験系でも p38の
活性を維持することにつながり、RK-682処理後に
リン酸化 p38およびリン酸化 CDC25Bのレベルが
有意に上昇することが確認された。ちなみに RK-

682は直接 CDC25Bのリン酸化促進には働かない
ことが知られており 4）、その面からも p38の下流
に CDC25Bが位置していることが考えられた。
次に、このシグナル伝達経路の活性化が、実際
に神経突起伸長につながるかどうかを検証した。
これらレンチウイルスを用いた遺伝子導入およ
び、RK-682添加のどちらでシグナル経路を増幅さ
せた場合でも、neurosphereからニューロンに分化
させると、微小管が伸長していることが微小管構

成タンパク質であるα-tubulinとβ-III tubulinの免疫
染色により明らかになり、タウの免疫染色によっ
て神経突起が伸長していることが確認された。
次に、このシグナル経路が最終的に何に作用し
て微小管伸長、神経突起伸長を生じさせているの
かを調べた。ここで、コラプシン反応媒介タンパ
ク質2（collapsin response mediator protein 2; CRMP2）
に着目した。CRMP2はトレオニンの514番目残基
（Thr514）のリン酸化が脱リン酸化されると、tubu-

linに作用して微小管のアセンブリが進行して神経
突起を伸ばすことが知られている 5）。neurosphere

由来のニューロンへの RK-682の添加後に、リン酸
化 CRMP2の量をウェスタンブロッティングによ
り定量したところ、そのリン酸化レベルが減少し
ていることがわかった。
この解析から、RK-682投与群における神経突起
伸長は、CRMP2の脱リン酸化により、微小管の重
合が促進されることにより生じることが明らかに
なった。
また、GADD45G/p38 MAPK/CDC25Bシグナル経
路の各シグナルをブロックすることで、神経突起
伸長の表現型がキャンセルされるかどうかも検証
した。neurosphereを SB203580（p38シグナル阻害
剤）および GSIとともに14日間培養してニューロ
ン分化を誘導した後、β-III tubulinとタウの免疫染
色を行ったところ、神経突起伸長は SB203580によ
る p38シグナルの阻害により抑制された。
さらに、下流エフェクターである CDC25Bを

siRNAでノックダウンした場合の効果について
も検証した。CDC25Bに対する siRNAと GSI双方
を neuroshereに添加し、14日間培養するとニュー
ロンへ分化するものの、CDC25Bのノックダウン
により、GSI処理にもかかわらず神経突起伸長
が抑制された。CDC25Bをノックダウンしても、
ニューロンへの分化は抑制されなかったことか
ら、CDC25Bのシグナルはニューロンへの分化に
影響を与えることなく神経突起伸長を誘導してい
ることが示唆された。また、CRMP2の Thr514の
リン酸化の程度は、CDC25Bに対する siRNA処理
をした群の方が、対照群よりも高いことが分か
り、CRMP2のリン酸化状態は CDC25Bシグナルに
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より減弱することで、神経突起伸長を促進するこ
とが示された。以上のことから、リン酸基を付加
する GADD45Gを起点としたキナーゼカスケード
が、CRMP2による微小管重合と神経突起伸長を促
進することが明らかとなった。
また、神経突起の伸長には微小管の安定化も考
慮に入れる必要があるため、微小管の安定化の指
標となるα-tubulinのアセチル化（Lys40）を定量
することで、このシグナル伝達経路が微小管の安
定化に寄与しているかどうかを評価したが、アセ
チル化の状態は本シグナル経路とは関係がなかっ
た。これらのデータを総合すると、本シグナル経
路の神経突起伸長効果は、微小管の安定性より
も、微小管の重合反応の促進によってもたらされ
ていることが示された。
ここまでに上述した実験では、hiPS-NS/PCを
ニューロンに分化させる際に GADD45Gの過剰発
現や、RK-682による処理を施していたが、ニュー
ロンに分化させた後に RK-682を加え、シグナル
経路を増幅することでも、同様の神経突起伸長が
認められるかも検証した。シングルセル状態の 

hiPSC-NS/PCをニューロンに分化させ、5日後に
RK-682を投与し、RK-682によって引き起こされ
る神経突起伸長の程度を48時間のタイムラプス
イメージングによって観察したところ、RK-682添
加後に神経突起伸長が有意に増加した。したがっ
て、細胞の状態が hiPS-NS/PCの幹細胞の状態で
も、分化後のニューロンでも本シグナル経路は神
経突起伸長に働くことが明らかになった。
最後に、ヒト脳における GADD45Gの発現を

in vivoレベルで評価した。BrainSpan Atlas of  the 

Developing Human Brain（http://www.brainspan.org）
からヒト脳サンプルのバルク RNA-seqデータを
取得し、胎児期から成人期までのヒト脳における
GADD45Gの発現を解析した。GADD45Gの発現
は、胎児の脳や10歳までのヒトの脳では、それ以
上の年齢のヒトの脳よりも有意に高かった。さら
に、GADD45Gの発現は、胎児期によっても異な
り、初期胚期では後期胚期よりも高い傾向が認め
られた。この GADD45Gの高発現期には、ニュー
ロンマーカーである TUBBと DCXが高発現して

いたが、アストロサイトマーカーの SLC1A2と
GLULは著しく発現量が減少していた。神経新生
が活発な初期胚の時期に GADD45Gが高発現して
いることから、GADD45Gが神経突起伸長を含む
ニューロンの機能・形態面に関与している可能性
が示唆された。

考 察

本研究では、hiPSC-NS/PC由来のニューロンに
おいて GADD45Gから始まるシグナル経路が神経
突起伸長を促進することを明らかにし、また、発
達中のヒト胎児脳サンプルにおいても神経新生が
盛んな時期と一致して、GADD45Gの発現が上昇
していることを明らかにした（図1）。また、別の
公開データベースでも、胚性幹細胞（ES細胞）由
来の未熟なニューロンの分化・成熟に伴い GAD-

D45Gの発現が上昇することが確認されており 6）、
本シグナル経路は胎児期の初期におけるニューロ
ンの発達に伴い活性化される可能性が示唆された。

GADD45Gは、チンパンジーを含む非ヒト哺乳
類で保存されているエンハンサー配列が、ヒトゲ
ノムでは特異的に欠失されている human-specific 

conserved deletion enhancer-sequence（hCONDEL）と
して知られている 7）。この欠失により、ヒト脳内

図1　本研究の概念図
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の NS/PCでは GADD45Gの発現が低下し、より
増殖性の高い形質となり、それが進化の過程で
ヒトの脳の拡大・発達につながったと推測され
ている。本研究は hCONDELとして知られている
GADD45Gの post mitoticなニューロンでの役割を
初めて解明したものであり、GADD45Gの精細な
発現制御がヒトのニューロンの神経突起伸長を含
む機能発揮に寄与している可能性があると考えら
れた。この発見は従前多く行われてきたヒト以外
のマウスやゼブラフッシュなどを用いた解析では
到達できなかったものであり、「ヒト」の細胞であ
る hiPSCを用いたから可能となったものである。
また、in vitroと in vivoの両方で認められる神経
細胞系列での GADD45Gの精細な発現上昇が、ヒ
トの成熟ニューロンにおける、幹細胞・前駆細胞
の増殖状態から神経突起伸長状態への切り替えに
重要な役割を果たすという仮説も考えられる。本
研究結果も、この仮説を支持するものであり、GSI

は増殖性の神経前駆細胞を、post mitoticなニュー
ロンへと分化させるが 1）、GSI処理した neuro-

sphereにおける GADD45Gの発現上昇は、神経突
起伸長に重要な役割を果たすと考えられる。

おわりに

本研究では、ヒト以外の動物種ではなく、ヒト
のニューロンでの新たな神経突起伸長メカニズム
を解明し、そのメカニズムに立脚した神経突起伸
長化合物 RK-682を同定したものであり、いまだ課
題の残る慢性期脊髄損傷治療のブレイクスルーと
なる可能性がある。
さらに、GADD45Gは、ヒトの大脳がなぜ他の動
物種と異なり、大きく進化できたのかを説明できる
遺伝子として注目されており、その遺伝子のニュー
ロンにおける役割を初めて発見できた本研究結果は
進化生物学的にも意義のあると考えられる。
慢性期脊髄損傷治療への応用もさる事ながら、

GADD45Gの発現様式が異なるマウスとヒトでの
神経突起伸長のメカニズムの差異の検証や、今回
発見したシグナル経路の強度が老化とともに減少
してしまうのかどうか、もしそうであるならば、

このシグナル経路を増強すれば若返りにつながる
のか、また他の神経軸索が変性してしまう神経変
性疾患でも共通のメカニズムがあるのかどうかな
ど、今後の研究の広がりの可能性を感じさせる成
果であると考えられる。
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