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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、神経幹細胞のアストロサイト分化に必須である細胞

外シグナル（IL6-FC：IL-6 ファミリーサイトカイン）のシグナル入力を観察する手法として、

受容体膜タンパク質と転写因子が会合することを利用した二分子蛍光補完（BiFC）法の開発を

行った。また、現在まで分かっていなかった生体内における IL6-FC 分泌細胞を探索し、脳を覆

っている軟膜が LIF, CNTF, CLC といった複数の IL6-FC を高発現していることを発見した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this research, I have developed the method to detect the 
reception of cytokines (IL6-FCs, Interleukin-6 family of cytokines) signal by neural stem 
cells, which is essential for astrocyte differentiation of them using bi-molecular 
fluorescence complementation (BiFC). Furthermore, I identified that brain 
surface-covering meningeal cells express IL6-FC such as LIF, CNTF, CLC. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経幹細胞は記憶、学習、情動などの実体
を担うニューロンと、その機能を支持するグ
リア細胞への多分化能を持った細胞と定義
されるが、胎生中期まではニューロンへの分
化能しか持たず、胎生後期になって初めてグ
リア細胞への分化能を獲得する。本研究代表
者らはグリア細胞のうちアストロサイトへ
の分化能獲得には、アストロサイト特異的遺

伝子の脱メチル化が必須であることを明ら
かにしている（Dev Cell 2001, 2009）。しか
し神経幹細胞は脱メチル化によって分化能
は獲得しても、アストロサイトへ実際に分化
するためには細胞外シグナルを必要とする。
代表者らはこれに関して、IL-6 や LIF に代表
される IL-6 ファミリーサイトカイン
（IL6-FC）が転写因子 STAT3 を介して重要な
役割を果たすこと（J Neurosci 1999）、IL6-FC
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が全く異なるサイトカインである骨形成因
子群（BMPs）と相乗的に作用して神経幹細胞
のアストロサイト分化を誘導できる分子メ
カニズムを明らかにしている（Science 1999）。
しかし生体内において、前述サイトカインの
分泌細胞の同定とともに、神経幹細胞がこれ
らのシグナルを本当に受け取っているのか、
また受け取っているとすれば細胞のどの部
分で受け取っているのかという問題につい
ては残されたままであった。そこで代表者は、
この理解なくしては、神経幹細胞がアストロ
サイトへの分可能を獲得し、アストロサイト
へと分化するまでの全体像を解明したこと
にはなり得ないと考え、本研究課題を着想す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 前述のように、代表者らは IL6-FC と BMPs
が相乗的に作用して神経幹細胞のアストロ
サイト分化を誘導することを明らかにして
いるが、生体内において神経幹細胞が実際に
これらサイトカインシグナルを受け取って
いるかについては不明のままであった。そこ
で本研究では、これらサイトカインの分泌細
胞を同定することに加え、サイトカインシグ
ナル入力の際に、受容体膜タンパク質と転写
因子が会合することを利用したこれまでに
ない二分子蛍光補間（BiFC）法により、異な
るサイトカインシグナルの入力同時観察、及
びその入力部位同定を行う技術を開発する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）IL6-FC 分泌細胞の同定 
 BMPs の分泌細胞に関しては、胎仔期では脳
室内に突出した脈絡叢であるという報告が
多く成されていることから、本研究では特に
IL6-FC 分泌細胞の同定に焦点を当てた。胎生
期の神経幹細胞は細胞体を脳室帯に局在さ
せているが、放射状突起を脳表面を覆う軟膜
と接触あるいは非常に近接して存在してい
る。これを考慮して代表者らは、この軟膜が
IL6-FC 分泌細胞である可能性を検証する予
備的実験として、軟膜細胞の培養上清存在下
で神経幹細胞を培養したところ、アストロサ
イトへの劇的な分化が観察された。そのため、
軟膜細胞が実際に IL6-FC を発現しているか
を検証した。まず、IL6-FC に応答することが
明らかなアストロサイト特異的 GFAP 遺伝子
プロモーターを持つレポーターコンストラ
クトを神経幹細胞に導入し、軟膜細胞培養上
清に対してレポーターアッセイを行った。こ
の際、優性抑制型 STAT3 及び全ての IL6-FC
のシグナル伝達を阻害できる gp130阻害抗体
を培地に添加し、軟膜培養上清中のアストロ
サイト誘導因子が IL6-FC であるかを確認し
た。 

 また、胎仔から軟膜を単離し、RT-PCR 法に
て、どの IL6-FC が軟膜細胞で発現されてい
るかを同定した。 
 
（２）BiFC 法に必要なコンストラクトの開発 
 IL6-FC は、膜タンパク質 gp130 を介して
JAK チロシンキナーゼを活性化する。JAK は
gp130 の細胞内領域をリン酸化し、STAT3 は
その部分に会合することで JAKによってリン
酸化を受け gp130 から解離する。一方 BMPs
はセリン／スレオニンキナーゼを有する I型
BMP 受容体（BMPRI）と II 型 BMP 受容体
（BMPRII）のヘテロ４量体を活性化し、転写
因子 Smad は BMPRI に直接リン酸化を受け受
容体から解離する。本研究ではこの会合を利
用して、二分子蛍光補完（BiFC）法によりシ
グナル受領の検出とその細胞部位の同定を
試みた。まず、gp130 と緑色蛍光タンパク質
Venus の N 末側約半分の融合タンパク質
（gp130-VN）及び STAT3 と Venus の C末側約
半分の融合タンパク質（STAT3-VC）の発現コ
ンストラクトを作成し、細胞にこれらを同時
に発現させる。これは、細胞がシグナルを受
け取り両者が結合した場合にのみ Venusの立
体構造が再生され蛍光が観察されるという

原理に基づいたものである（図１）。 
 
 作成したコンストラクトは細胞株に発現
させ、その蛍光を観察することで最適なコン
ストラクトの組み合わせを選択しようと試
みた。 
 
４．研究成果 
（１）IL6-FC 分泌細胞の同定 
軟膜細胞より回収した培養上清にどのよう
な因子が含まれているかを検討するため、ル
シフェラーゼ遺伝子の上流に GFAP 遺伝子プ
ロモーターを組み込んだレポーターコンス
トラクトを用いてルシフェラーゼアッセイ
を行った結果、軟膜培養上清の添加によりプ
ロモーター活性の上昇が確認された。一方、
優性抑制型 STAT3（DN-STAT3）および IL-6 フ
ァミリーサイトカインの共通信号伝達受容

図１. BiFC の原理。IL6-FC 刺激により、
gp130-VN と STAT3-VC が会合したときのみ
Venus タンパク質の立体構造が再生され、蛍光
を発する。 



 

 

体である gp130 の特異的阻害抗体（RX435）
によってその効果が抑えられた（図２）ため、
軟膜細胞が IL6-FC を発現している可能性が
考えられた。そこで、どの IL6-FC を発現し
ているかを定量的 RT-PCR 法により解析した
結果、LIF, CNTF, CLC という複数の IL6-FC
が軟膜細胞において高発現していることを
見いだした。 

 
（２）BiFC 法に必要なコンストラクトの開発 
 まず、gp130 と緑色蛍光タンパク質 Venus
の N 末端側約半分（VN）の融合タンパク質
（gp130-VN）の発現コンストラクト、及び
STAT3 と Venus C 末端側約半分（VC）の融合
タンパク質（STAT3-VC）の発現コンストラク
トを作成した。また、組み合わせを換え、
gp130-VC や、STAT3-VN も作成した。しかし、
ただ単に野生型各タンパク質に Venus部分タ
ンパク質を融合させただけでは、Venus タン
パク質の立体構造再編成がうまく行われな
い可能性が考えられた。立体構造の再編成は
近接した時のみ起こるので、その距離を少し
でも縮めるため、gp130 の細胞内領域を必要
最低限まで削ったコンストラクトや、STAT3
の gp130 への結合に必要十分な SH2 ドメイン
のみのコンストラクトも作成した。また、
STAT3 は gp130 に結合後、直ちに JAK による
リン酸化を受け gp130から解離してしまうこ
とを考慮し、STAT3 のリン酸化を受けるチロ
シンをフェニルアラニンに置換したコンス
トラクトも作成した。 
 作成したコンストラクトの有効性を検証
するため、HEK293 細胞に各種組み合わせで融

合タンパク質をトランスフェクトし、それぞ
れの蛍光強度を観察した。その結果、
gp130-VC と、SH2 ドメイン-VN の組み合わせ
において蛍光を観察することができ、BiFC 法
に必要なコンストラクトを作成することが
できた。 
 多くの増殖因子やサイトカインは本課題
で取り扱ったサイトカインに類似したメカ
ニズムによって信号を細胞内へと伝達する
ため、本方法は当該分野の枠を超えて他分野
での研究へも広く応用できると期待される。 
 
（３）今後は、神経幹細胞が脱メチル化によ
りアストロサイトへの分化能を獲得する時
期（胎生 14日）、及びアストロサイトへの分
化が開始される時期（胎生 17 日あるいは 18
日）に、作成したコンストラクトを電気穿孔
法により導入する。その後、一定時間をおい
て、放射状突起を伸展させた神経幹細胞が
IL6-FC のシグナルを実際にうけとっている
かを蛍光顕微鏡下で観察する。 
 また、アストロサイト分化が胎仔脳で開始
される時期の脳を摘出し、軟膜を付着させた
まま、あるいは軟膜を除去した脳切片の培養
を行い、アストロサイト分化細胞数の変化を
観察する。 
 軟膜細胞が LIF, CNTF, CLC といった複数
の IL6-FC を高発現していることを同定した
ため、BiFC 法を用いた上述の実験により、以
下モデルのような神経幹細胞のアストロサ
イト分化の一連の過程を生体内で証明でき
ると期待できる（図３）。 
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図 2. DN-STAT3 及び RX435 は、軟膜培養上清に
よるプロモーター活性を抑制する。 
DN-STAT3 を発現させた場合(A)、及び、IL6-FC
の共通伝達受容体である gp130 の特異的阻害抗
体（RX435）で処理することにより(B)、軟膜培
養上清（Meninge）によって観察された Gfap プ
ロモーターのプロモーター活性が抑制された。
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図 3. 神経幹細胞のアストロサイト分化。 
神経幹細胞は発生段階の進行に伴いアストロ
サイト特異的遺伝子の脱メチル化が生じ、多分
化能を持った神経幹細胞として成熟する。この
神経幹細胞に軟膜より分泌された IL6-FCのシ
グナルが入力されると、STAT3 の活性化に応
じてアストロサイトへ分化する。 
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