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略語一覧 

 

AC: adenylate cyclase, ACh: acetylcholine, aCSF: artificial cerebrospinal fluid, ALS: 

amyotrophic lateral sclerosis, ANOVA: analysis of variance, cAMP: cyclic adenosine 

monophosphate, ChAT: choline acetyltransferase, COX: cyclooxygenase, dbcAMP: 

dibutyryl-cAMP, DMEM: Dulbecco’s modified Eagle Medium, ECL: enhanced 

chemiluminescence western blotting detection reagents, EP: E-prostanoid receptor, 

FBS: fetal bovine serum, IPHC: isopropyl homocholine, LDH: lactate dehydrogenase, 

MAP2c: microtubule-associated protein 2c, MEM-NEAA: Minimum Essential Medium 

non-essential amino acid, Mg-ATP: adenosine 5’-triphosphate magnesium salt, mPGES-

1: microsomal PGES-1, MTT: [3-(4, 5)-dimetylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl-tetrazolium, 

Nav: voltage-gated sodium channel, PGE2: prostaglandin E2, PGES: prostaglandin E 

synthase, PGH2: prostaglandin H2, PI: propidium iodide, PLA2: phospholipase A2, RA: 

retinoic acid, RIPA: radioimmunoprecipitation assay, SDS: sodium dodecyl sulfate, 

Tris: tris(hydroxymethyl)aminomethane, TEA-Cl: tetraethylammonium chloride, 

TTBS: Tween Tris buffered saline, TTX: tetrodotoxin, VAChT: vesicular acetylcholine 

transporter.  
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神経変性疾患は、ニューロンが変性・脱落し、神経系の機能が消失する疾患で、現在

まで、根本的治療法は確立されておらず、薬物治療は進行遅延及び症状緩和に留まっ

ている。近年、胚性幹細胞(ES 細胞)及び人工多能性幹細胞(iPS 細胞)が樹立され、

種々のニューロンを調製することが可能となり、神経変性疾患に対する根本的治療法の

開発に貢献することが期待されている。なかでも、患者本人の体組織から樹立した iPS

細胞由来のニューロンは、失われたニューロンを補填する再生医療実現における最大の

障害である拒絶反応を回避できるという大きなメリットがあるため、高精度かつ効率的に

目的の細胞へ分化させる培養技術に関する研究が精力的に行われている(1)。また、患

者由来の iPS 細胞から調製したニューロンは、それぞれの患者の病態を再現したモデル

細胞として、発症メカニズムの解明研究や治療薬のスクリーニングにも利用されつつある

(2,3)。 

骨格筋の収縮を支配する運動ニューロン(4)の選択的な変性・脱落は、筋萎縮性側索

硬化症(amyotrophic lateral sclerosis: ALS)や脊髄性筋萎縮症などの筋萎縮と筋力低下

を主体とする極めて予後不良な運動ニューロン病を引き起こす(5,6)。特に ALS は、多く

の患者が、発症後 5 年以内に呼吸筋麻痺や嚥下障害により死亡する極めて進行の速い

病態を示すだけでなく、わずかに進行を遅らせる程度の薬物治療しかできないため、iPS

細胞を用いた再生医療への期待は非常に大きい。一般に、iPS 細胞から運動ニューロン

への分化誘導には、運動ニューロンの発生に必須なシグナル分子である retinoic acid 

(RA)が用いられているが、現在利用されている分化誘導法では 1 ヶ月以上の期間が必

要あり(7)、臨床応用のために、より短時間で成熟した運動ニューロンへと分化させる誘

導法の開発が切望されている。そのため、国内外を問わず、運動ニューロン分化誘導作

用を有する遺伝子や低分子化合物の探索が盛んに行われ、それらを利用した分化誘導

法の開発研究も行われている(8–10)。 

マウスの神経芽腫細胞と脊髄細胞の融合細胞である NSC-34 は、運動ニューロン様

株化細胞で、低血清培地中で RA を処置すると、細胞増殖が停止して、神経突起が伸

長し、βⅢ-tubulin などのニューロンの細胞骨格タンパク質及び HB9 などの運動ニューロ

ン特異的なマーカータンパク質の発現が増加する。これらのマーカータンパク質の上昇

が運動ニューロンの初代培養系とほぼ同様であることから、NSC-34 は、RA 処置により

運動ニューロン様の細胞へ分化すると考えられており(11–14)、運動ニューロンモデル細

胞として細胞死誘導機構の解明(15,16)や保護薬のスクリーニング(17)に用いられると同
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時に、未処置の NSC-34 は、運動ニューロンの前駆細胞として分化誘導作用を有する低

分子化合物の探索に汎用されている(18–21)。 

Prostaglandin E2 (PGE2)は、生体膜の構成成分であるアラキドン酸に由来する生理活

性物質である。Phospholipase A2 (PLA2)によって生体膜のリン脂質から遊離したアラキド

ン酸は、cyclooxygenase (COX)により代謝され、prostaglandin H2 (PGH2)を生成する。こ

の PGH2 を起点として様々なエイコサノイドが産生される。PGE2 は、PGH2 が PGE2 合成

酵素である prostaglandin E synthase (PGES)の作用を受けて生成される(22)。生成され

た PGE2 は、E-prostanoid receptor (EP)を介して、炎症(23)、発熱(24)、痛覚過敏(25)、

覚醒(26)といった多様な生理作用に関与することが知られている。EP には、EP1、EP2、

EP3 及び EP4 の 4 つのサブタイプが存在し、いずれも G タンパク質共役型受容体であ

る(27)。 

PGE2 は、ALS 患者及び病態モデルマウスの脊髄において増加することが報告されて

いる(28,29)。そこで、当研究室では、G93A 変異型ヒト superoxide dismutase-1 が導入さ

れた ALS モデルマウス(G93A マウス)において、PGE2 が ALS の発症や進行に及ぼす

影響について検討し、脊髄のミクログリアや運動ニューロンにおける microsomal PGES-

1 (mPGES-1)の発現増加が、脊髄における PGE2 の増加に関与すること(30)、マウス脊

髄運動ニューロン及び運動ニューロン様に分化した NSC-34 には EP2 及び EP3 が分布

し、EP2 の活性化が細胞死を誘発すること(31)、ALS の進行期における腰髄の PGE2増

加は、EP2 のさらなる発現増加を介して運動ニューロンの脆弱性をもたらすこと(32)を明

らかにしてきた。また、他の研究者によって、PGE2 は、ラット初代培養大脳皮質ニューロ

ンにおいて、細胞死を誘導すること(33)、及び 6-hydroxydopamine 誘発性パーキンソン

病モデルマウスの脳において、mPGES-1 により合成された PGE2 が、黒質ドパミン作動

性ニューロンの細胞死の誘導に重要な役割を果たすことも報告されている(34)。このよう

に、PGE2 は運動ニューロンだけでなく複数のニューロンにおいて細胞傷害性を示すこと

が明らかになっている。 

これに対し、骨髄、結腸もしくは肝臓を損傷したマウスにおいて、PGE2 代謝酵素であ

る 15-prostaglandin dehydrogenase 阻害薬の SW033291 が、損傷した組織の修復を促

進することが報告され(35)、PGE2 が組織修復を担う幹細胞及び前駆細胞に及ぼす影響

も注目されている。また、COX-2 阻害薬の meloxicam 及び nimesulide がマウス嗅球に

おけるニューロン新生を抑制すること(36)、PLA2 activating protein ホモ欠損マウスの胎
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児において、脳内の PGE2 レベルの低下に伴い、大脳皮質における未熟なニューロンの

数が増加すること(37)が報告され、PGE2 は、ニューロンの発生・分化にも重要な役割を

演じていることが明らかにされつつある。しかしながら、PGE2 の運動ニューロン分化に及

ぼす影響について検討された例はない。 

本研究では、RA より迅速な運動ニューロン分化誘導法の確立を目指して、このように

多様な生理活性を持つ PGE2が新たな分化誘導因子となるか否かを様々な角度から検

討することを目的とし、NSC-34 において、PGE2の運動ニューロン分化に及ぼす影響を

形態学的、電気生理学的及び生化学的特性から精査し、RA 処置の場合と比較した。  
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本論文は、次の論文を基礎とするものである。 

 

1. Nango H, Kosuge Y, Miyagishi H, Sugawa K, Ito Y, Ishige K. Prostaglandin E2 

facilitates neurite outgrowth in a motor neuron-like cell line, NSC-34. J Pharmacol 

Sci. 2017;135:64–71. 
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Prostaglandin E2が 

NSC-34 の細胞増殖及び神経突起伸長に及ぼす影響  
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2-1 序論 

PGE2受容体である EP は、4 つのサブタイプが存在し、いずれも G タンパク質共役型

受容体である(27)。EP1 は、Gq タンパク質と共役し、その活性化は、phospholipase C を

活性化し、inositol trisphosphate 受容体を介した細胞内 Ca2+濃度の上昇を引き起こす。

EP2 及び EP4 は、Gs タンパク質と共役し、adenylate cyclase (AC)を活性化させ、細胞

内 cyclic adenosine monophosphate (cAMP)を上昇させる。EP3 には、選択的スプライシ

ングによって、C末端の異なるアイソフォームが産生され、マウスでは α、β、γの 3つの存

在が報告されている(27)。EP3α 及び EP3β は、Gi タンパク質共役型受容体であり、AC

の活性を抑制することで細胞内 cAMPを減少させる。一方、EP3γは、Gi タンパク質及び

Gs タンパク質の両方と共役することが報告されており、共役する G タンパク質が条件に

より変化するため、伝達するシグナルを多様なものにしていることが明らかにされている

(38)。このように EP はサブタイプにより異なるシグナル伝達経路を活性化する。また、組

織や細胞の種類によって EP のサブタイプの発現パターンが異なることから、PGE2 は標

的とする細胞に応じて多彩な作用を示すと考えられている(27)。 

神経前駆細胞からニューロンへの分化では、細胞周期からの逸脱による細胞増殖

の停止の後、細胞の性質や形態の転換が生じ、分化・成熟すると、複数本の短い樹状突

起と一本の長い軸索が伸長する(39)。樹状突起は、他の細胞から放出された神経伝達

物質を受容し、その刺激を電気信号に変えて細胞体に伝え、軸索は、末端から神経伝

達物質を放出し、他の細胞へ情報を伝える(40)。また、樹状突起と軸索は、まとめて神経

突起と呼ばれ、その伸長は、培養神経芽腫細胞や神経幹細胞からニューロンへの分化

の形態学的指標のひとつとして用いられている(41–43)。 

PGE2 は、これまでに、培養マウス脊髄後根神経節ニューロンにおいて、EP2 を介して

神経突起伸長を促進すること(44)、及びラット感覚ニューロン様株化細胞 ND7/23 にお

いて、EP4 を介して神経突起伸長を促進すること(45)が報告されている。一方で、メカニ

ズムは不明なものの、PGE2がマウス神経芽腫細胞 Neuro-2a の神経突起を退縮させるこ

とも報告されている(46)。このように、PGE2は、神経突起の伸長に対して相反する作用が

報告されているだけでなく、細胞の種類により関与する EP サブタイプも異なる可能性が

高いため、突起伸長作用は、目的とする細胞毎に検討する必要があると考えられる。 

本章では、PGE2 が運動ニューロンの分化に及ぼす影響を明らかにするために、未分

化の NSC-34 を用いて、EP の発現を調べるとともに、PGE2の細胞増殖及び神経突起伸
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長に及ぼす影響について検討した。  
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2-2 実験方法 

1.使用試薬 

PGE2、Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)、[3-(4, 5)-dimetylthiazol-2-yl]-

2, 5-diphenyl-tetrazolium (MTT)、phosphatase inhibitor cocktail 2 及び phosphatase 

inhibitor cocktail 3 は Sigma Aldrich より、 fetal bovine serum (FBS)、penicillin-

streptomycin (10,000 U/mL)及び propidium iodide (PI)は Thermo Fischer Scientific よ

り、butaprost、sulprostone、PF-04418948 及び L-798,106 は Cayman Chemical より、ア

クトシン ®注射用  (dibutyryl-cAMP: dbcAMP)は第一三共株式会社より、 lactate 

dehydrogenase (LDH)-Cytotoxic Test Wako は富士フイルム和光純薬株式会社より、

enhanced chemiluminescence western blotting detection reagents (ECL) は GE 

Healthcare Biosciences より、complete protease inhibitor cocktail は Roche より購入し

た。その他の試薬は富士フイルム和光純薬株式会社より特級試薬を購入した。  

 

2. 使用抗体 

anti-EP1 rabbit polyclonal antibody、anti-EP2 rabbit polyclonal antibody、anti-EP3 

rabbit polyclonal antibody、anti-EP4 rabbit polyclonal antibody は、Cayman chemical

より、anti-caspase-3 rabbit monoclonal antibody は Cell Signaling Technology より、anti-

β-actin mouse monoclonal antibody は Sigma Aldrich より、anti-rabbit-IgG-HRP 及び

anti-mouse-IgG-HRP は Santa Cruz Biotechnology より購入した。 

 

3．細胞培養 

NSC-34 は、Dr. Neil Cashman (University of Toronto)より供与された。NSC-34 は、

10% FBS 及び 100 units/mL penicillin、100 units/mL streptomycin を含む DMEM を

用いて、5% CO2、37oC、加湿下で継代培養した。実験では、培養プレート(IWAKI)に

12,500 cells/cm2で播種し、24 時間培養した細胞に各試薬を処置した。本研究における

全ての実験には、5 ~ 15 代目の細胞を用いた。 

 

 

4. 細胞増殖の評価 

細胞増殖は、MTT 法により評価した。試薬処置終了後、MTT を含む培地(MTT の終
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濃度 250 μg/mL)に交換し、5%CO2、37oC、加湿下で 3 時間インキュベート後、生成した

ホルマザン色素を可溶化させるため、MTT 溶解液(50% N, N-dimethylformamide、20% 

sodium dodecyl sulfate (SDS)、pH 4.7)を加え、5%CO2、37oC、加湿条件下で一晩イン

キュベートした。マイクロプレートリーダー(SH-1000Lab, Corona Electric)により吸光度

(測定波長 570 nm、参照波長 655 nm)を測定した。各処置群の MTT 値は、無処置群の

吸光度を 100%として算出した。 

 

5. 神経突起伸長作用の評価 

神経突起伸長細胞の評価は、Oda らの方法(47)に従って行った。試薬処置終了後、

位相差顕微鏡(IX71, Olympus)を用いて撮影し、無作為に 50 個の細胞を選択した。選

択した細胞のうち、Fig. 1 に示したように全長が細胞体の 2 倍以上の細胞を神経突起伸

長細胞とし、その割合で示した。 

  

Fig. 1 Neurite outgrowth assay. Representative microscopy image of typical 

differentiated NSC-34 cells. Black lines indicate cell soma lengths. Red lines indicate 

Neurite lengths. Arrow heads indicate neurite-bearing cells. 

 

6. 細胞傷害性の評価 

細胞傷害性は、PI 染色及び LDH 法により評価した。 

(1) PI 染色 

試薬処置終了 30 分前に培地中に PI (終濃度 25 μg/mL)を添加し、インキュベート

した。処置終了後、新しい培地に交換し、倒立型蛍光顕微鏡(IX70, Olympus)を用い

て撮影した。細胞傷害率は、位相差顕微鏡像から無作為に選択した 50個の細胞にお

ける PI 陽性細胞の割合で示した。 

(2) LDH 法 

試薬処置終了後、培地の上清 50 μL を新しいプレートに移し、測定キット(LDH-
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Cytotoxic Test Wako)を用いて LDH 量を測定した。測定キットのプロトコルに従い、

LDH 発色試薬を 50 μL 添加し、45 分間室温でインキュベートし後、0.5 M HCl を 100 

μL 加え、発色反応を停止し、マイクロプレートリーダー(SH-1000Lab, HITACHI)により

吸光度(測定波長 570 nm)を測定した。LDH 放出量は、0.2% Tween-20 を処置した細

胞の吸光度を 100%として算出した。 

 

8. Western blot 法 

試薬処置終了後、細胞を radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (150 mM 

NaCl 、 1% nonidet P-40 、 0.5% sodium deoxycholate 、 0.1% SDS 、 50 mM 

tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)-HCl (pH 8.0) 、 1% triton X-100 、 5 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid 、 complete protease inhibitor cocktail 、 phosphatase 

inhibitor cocktail 2、phosphatase inhibitor cocktail 3)で回収し、handy sonic (UR-20P, 

TOMY SEIKO)でホモジナイズした。4oC、10,000 x g で 10 分間遠心し、得られた上清を

抽出液とした。タンパク定量は、bovine serum albumin をスタンダードとして Bradford の

方法(48)で行った。タンパク濃度が 1 mg/mL になるように 4 x sample buffer (250 mM 

Tris-HCl (pH 6.8) 、 10% SDS 、 40% glycerol 、 20% 2-mercaptoethanol 、 0.04% 

bromophenol blue)及び RIPA buffer を用いて希釈し、5 分間煮沸したものをサンプルと

した。ポリアクリルアミドゲルを調製し、各レーンに同一量のタンパク質を含むようにサン

プルをアプライし、電気泳動を行った。泳動終了後、セミドライ式転写装置(Transblot SD 

Semi-Dry Transfer Cell, BioRad)を用いて、 semi-dry buffer (48 mM Tris、39 mM 

glycine、 20% methanol、 0.001% SDS)により、メンブレン (ImmobilonTM-P Transfer 

Membrane, Millipore)に転写した。その後、メンブレンを 5% skim milk を含む Tween 

Tris buffered saline (TTBS: 20 mM Tris-HCl (pH 7.6)、137 mM NaCl、0.05% Tween-

20)中、室温で 1 時間振盪した。TTBS で洗浄した後、anti-EP1 rabbit polyclonal 

antibody (1:1000) 、 anti-EP2 rabbit polyclonal antibody (1:1000) 、 anti-EP3 rabbit 

polyclonal antibody (1:1000)、anti-EP4 rabbit polyclonal antibody (1:1000)または anti-

caspase-3 rabbit polyclonal antibody (1;1000)と 4oC で一晩反応させた。翌日、TTBS で

洗浄し、anti-rabbit-IgG-HRP (1:20000)と室温で 1 時間反応させ、ECL により発光させ

た。その後、anti-β-actin mouse monoclonal antibody (1:2000)と室温で 1 時間、次に

anti-mouse-IgG-HRP (1:40000)と室温で 1 時間反応させ、ECL により発光させた。得ら
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れたバンドは、Scion Image (Scion corporation)で解析した。 

 

9. 統計学的処理 

値は、平均値±標準偏差または平均値±標準誤差で示した。有意差検定には、2 群

では Student's t-test を、3 群以上では one-way analysis of variance (ANOVA)の後

Dunnett’s test もしくは Tukey’s test を用いた。  
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2-3 結果 

1. 未分化の NSC-34 における EP の発現 

播種 24時間後の NSC-34における EP の発現を western blot 法で検討した(Fig. 2)。

EP1から EP4 までの全てのサブタイプがタンパク質レベルで発現していることが報告され

ているマウス海馬(49)をポジティブコントロールとして用いた。本研究においても、マウス

海馬では全てのサブタイプの発現が認められた。これに対して、NSC-34 では EP2 及び

EP3 の発現が認められたが、EP1 及び EP4 の発現は認められなかった。 

 

Fig. 2 Expression of EP receptors in undifferentiated NSC-34 cells. Photographs 

show representative western blots of EP1-4 in undifferentiated NSC-34 cells. Mouse 

hippocampus lysate was used as a positive control.  β-actin was used as an internal 

control. Representative data from three separate experiments are presented. P.C., 

positive control. 

 

2. PGE2及び EP 作動薬が細胞増殖に及ぼす影響 

PGE2及び EP 作動薬が未分化の NSC-34 の細胞増殖に及ぼす影響について、MTT

法を用いて検討した(Fig. 3)。PGE2 (1-100 μM)を NSC-34 に 48 時間処置したところ、

MTT 値は濃度依存的に減少した。また、100 μM PGE2処置細胞の MTT 値は、58.7 ± 

2.7%で、vehicle 処置細胞(99.8 ± 4.3%)と比較して、有意な減少であった。EP2 作動薬

である butaprost (1-20 μM)の処置も、濃度依存的に MTT 値を減少させ、20 μM 処置で

58.6 ± 3.5%まで減少した。EP1/EP3 作動薬である sulprostone (1-20 μM)は、10 μM 及

び 20 μM 処置で、各々80.1 ± 1.2%及び 82.2 ± 1.4%まで減少させた。 

 

EP1 (42 kDa)

EP2 (52 kDa)

β-actin

EP3 (53 kDa)

EP4 (52 kDa)

NSC-34 P.C.
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Fig. 3 Effects of PGE2 and EP agonists on the proliferation of undifferentiated NSC-

34 cells. Undifferentiated NSC-34 cells were treated with various concentrations of 

PGE2, butaprost (an EP2 agonist) or sulprostone (an EP1/EP3 agonist). After 48 h of 

treatment, the proliferative potential of the cells was evaluated by MTT reduction assay. 

Values are indicated as percentages relative to non-treated cells in each case. Each value 

represents the mean ± S.E.M., n=4. **P<0.01. 

 

3. PGE2及び EP 作動薬が細胞死に及ぼす影響 

MTT 値の減少は、細胞増殖能の低下による細胞数の減少だけでなく、細胞死による

生細胞数の減少も反映する可能性がある。そこで、PGE2及び EP 作動薬による MTT 値

の減少に細胞死が関与するか否かを PI染色法により検討した(Fig. 4)。NSC-34に H2O2 

(300 μM)を 4 時間処置したところ、死細胞を示す PI 陽性細胞が観察され、その割合は

44.8 ± 4.9%であった(Fig. 4A)。この PI 染色条件を用いて、PGE2処置が及ぼす影響を

検討したところ、MTT 値の有意な減少が認められた PGE2 (100 μM)処置群における PI

陽性細胞の割合は、1.8 ± 0.8%で、vehicle 処置群(1.8 ± 0.5%)と同程度であり、PGE2処

置による PI 陽性細胞の増加は、観察されなかった(Fig. 4A)。同様の条件で、butaprost

処置及び sulprostone 処置が細胞死に及ぼす影響についても検討した。MTT 値の有意

な低下が認められた butaprost 及び sulprostone の 20 μM 処置後の PI 陽性細胞はそれ

ぞれ 2.0 ± 0.7%及び 3.5 ± 0.6%で、vehicle 処置細胞と比較して、有意な変化は認めら

れなかった (Fig. 4A)。また、PGE2 (100 μM)処置は、アポトーシス実行因子である

caspase-3 の活性化体 cleaved caspase-3 (17 kDa)の発現に影響を及ぼさなかった(Fig. 

4B)。さらに、PGE2 (1-100 μM)処置による細胞からの LDH 放出量について検討した。

PGE2処置細胞における LDH 放出量は、最大でも 5.3 ± 0.8%であった(Fig. 4C)。 
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 Fig. 4 Effects of PGE2 and EP agonists on the viability of undifferentiated NSC-

34 cells. Undifferentiated NSC-34 cells were treated with PGE2, butaprost (an EP2 

agonist) or sulprostone (an EP1/EP3 agonist) for 48 h. (A) Representative fluorescence 

microscopy image of typical PI staining in each treatment group. A photograph of 

undifferentiated NSC-34 cells treated with 300 μM H2O2 for 4 h was also shown. Graphs 

show quantitative analysis of PI-positive cells, expressed as the ratio of PI-positive cells 

to 50 cells counted randomly using phase-contact microscopy. Each value represents the 

mean ± S.E.M., n=4. Scale bar indicates 50 μm. (B) Photograph shows a representative 

result of Western blot with anti-caspase-3 antibody in control and 100 μM PGE2-treated 

cells. (C) Effects of PGE2 on LDH release in these cells. Values are calculated as the 

percentage of released LDH relative to cells treated with Tween-20 for 48 h. Each value 

represents the mean ± S.E.M., n=3.  
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4. PGE2及び EP 作動薬が神経突起伸長に及ぼす影響 

NSC-34 において、PGE2 及び EP 作動薬が、ニューロン分化の形態学的指標である

神経突起伸長に及ぼす影響について検討した(Fig. 5)。位相差顕微鏡観察による細胞

の形態変化から、PGE2 (1-100 μM) 48 時間処置により、神経突起の伸長が確認された

(Fig. 5A)。各濃度における神経突起伸長細胞の割合は、PGE2の濃度依存的に増加し、

100 μM で 71.0 ± 4.5%まで達した(Fig. 5B)。Butaprost (1-20 μM)処置によっても、同

様に神経突起の伸長が観察され(Fig. 5A)、その割合は濃度依存的に増加し、20 μM で

30.0 ± 1.8%であった(Fig. 5B)。一方で、sulprostone (1-20 μM)処置では、20 μM におい

ても形態学的な変化は観察されなかった(Fig. 5)。 

次に、PGE2 の神経突起伸長作用に EP 遮断薬が及ぼす影響を検討した(Fig. 6)。位

相差顕微鏡の観察では、PGE2 (100 μM)単独で認められた神経突起伸長は、EP2 遮断

薬である PF-04418948 (80 μM)の併用により抑制されたが、EP3 遮断薬である L-

798,106 (60 μM)の併用では抑制されなかった(Fig. 6A)。なお、各遮断薬単独では、細

胞形態に顕著な変化は認められなかった(Fig. 6A)。神経突起伸長細胞の割合を求めた

ところ、PGE2 (100 μM)により 66.8 ± 7.2%まで増加した神経突起伸長細胞は、PF-

04418948 (80 μM)の併用により 14.5 ± 2.7%まで有意に抑制されたが、L-798,106 (60 

μM)の併用では、57.8 ± 6.1%で有意差は認められなかった(Fig. 6B)。 
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Fig. 5 Effect of PGE2 and EP agonists on neurite outgrowth in undifferentiated 

NSC-34 cells. Undifferentiated NSC-34 cells were treated with various concentrations 

of PGE2, butaprost (an EP2 agonist) or sulprostone (an EP1/EP3 agonist) for 48 h. (A) 

Photographs show typical phase-contact microscopy images of cells subjected to the 

different treatments. Scale bar indicates 50 μm. (B) Graphs show quantitative analysis 

of cells bearing neurite, which was expressed as the percentage of cells bearing neurites. 

Each value represents the mean ± S.E.M., n=4. *P<0.05, **P<0.01.  
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Fig. 6 Effect of EP antagonists on PGE2-induced neurite outgrowth in 

undifferentiated NSC-34 cells. Undifferentiated NSC-34 cells were treated with 80 μM 

PF-04418948 (an EP2 antagonist) or 60 μM L-798,106 (an EP3 antagonist) with or 

without 100 μM PGE2 for 48 h. (A) Photographs show typical phase-contact microscopy 

images of cells treated with describing agents. Scale bar indicates 50 μm. (B) Graphs 

show the rate of neurite-bearing cells. Each value represents the mean ± S.E.M., n=3, 

**P<0.01. 
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5. 膜透過性 cAMP アナログが細胞増殖及び神経突起伸長に及ぼす影響 

Gs タンパク質共役型受容体である EP2 は、活性化により細胞内 cAMP の上昇を引き

起こす。そこで、膜透過性 cAMP アナログである dbcAMP が、NSC-34 の細胞増殖及び

神経突起伸長に及ぼす影響について検討した(Fig. 7)。ラット由来の神経幹細胞及び神

経前駆細胞からニューロンへの分化に用いられている 1 mM dbcAMP (50)で 48 時間処

置した細胞の MTT 値は、94.1 ± 3.6%で、vehicle 処置細胞の MTT 値(100.0 ± 4.9%)と

同程度であった(Fig. 7A)が、位相差顕微鏡像において同一面積中の細胞数をカウント

したところ、vehicle 処置細胞では 701 ± 113 個であったのに対し、dbcAMP 処置細胞で

は 493 ± 87 個であり、dbcAMP 処置により有意な減少が認められた(Fig. 7B)。dbcAMP

処置細胞の PI 陽性細胞の割合は、2.3 ± 0.5%で、vehicle 処置細胞(2.0 ± 0.4%)との間

に差は認められなかった(Fig. 7C)。また、dbcAMP 処置により、突起伸長細胞が観察さ

れ(Fig. 7C)、その割合は、29.8 ± 2.4%で、vehicle 処置細胞(6.0 ± 0.9%)と比較して、有

意に増加した(Fig. 7D)。 
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 Fig. 7 Exogenously applied cAMP analog facilitates neurite outgrowth from 

undifferentiated NSC-34 cells without affecting cell proliferation. Undifferentiated 

NSC-34 cells were incubated with 1 mM dbcAMP for 48 h. (A) Graphs show the effect 

of dbcAMP on MTT reduction activity in these cells. Values are indicated as the 

proportion relative to non-treated cells. Each value represents the mean ± S.E.M., n=4. 

(B) Graphs show the effect of dbcAMP on number of cells counted in phase-contrast 

images in these cells. Each value represents the mean ± S.D., n=4. (C) Photographs 

show typical fluorescence microscopy images of PI staining cells following the 

treatment with dbcAMP. Graph shows quantitative analysis of PI-positive cells, 

expressed as the ratio of PI-positive cells to 50 cells counted randomly using phase-

contact microscopy. Each value represents the mean ± S.E.M. Scale bar indicates 50 μm. 

(D) Photographs show typical phase-contrast microscopy images following the 

treatment with dbcAMP. Graph shows the percentages of cells with neurites following 

the treatment with dbcAMP. Each value represents the mean ± S.E.M., n=4. **P<0.01.  

Scale bar indicates 50 μm. 
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2-4 考察 

細胞周期からの逸脱による細胞増殖の停止とそれに続く神経突起の伸長は、

神経前駆細胞からニューロンへの分化において必要不可欠な段階である (51,52)。

これまでに、PGE2は EP1 の活性化を介して、マウス由来 ES 細胞の増殖を促進

することが報告されている(53)。しかし、PGE2 が神経前駆細胞の増殖に及ぼす

影響については不明なままであった。本研究において、PGE2処置は、MTT 値を

濃度依存的に減少させたが、細胞死の指標である PI 陽性細胞及び LDH 放出量

は増加させなかった。また、アポトーシス実行因子である cleaved caspase-3 タン

パク質の発現増加も認められなかった。従って、PGE2 処置による MTT 値の減

少は、細胞死によるものではなく、細胞増殖抑制の結果であることが明らかと

なった。さらに、PGE2 は、細胞増殖を停止させただけではなく、濃度依存的に

神経突起伸長細胞の割合を増加させた。以上より、PGE2 は、未分化の運動ニューロン

前駆細胞様の NSC-34の細胞増殖を抑制し、それに続くニューロン様の形態変化を引き

起こす分化誘導因子となることが明らかとなった。 

これまでに、当研究室ではマウス脊髄運動ニューロン及びニューロン様に分化した

NSC-34において、EP2及び EP3がタンパク質レベルで発現していることを報告している

(31)。本研究では、未分化の NSC-34 における EP の発現を検討し、マウス脊髄運動ニ

ューロンやニューロン様に分化した NSC-34 に一致して、EP2 及び EP3 が発現している

ことを明らかにした。そこで、PGE2による細胞増殖抑制及び神経突起伸長作用が、EPを

介するか否かを検討した。EP2作動薬である butaprostは、PGE2と同様に濃度依存的に

細胞増殖を減少させ、神経突起伸長細胞の割合を増加させた。これに対し、EP1/EP3作

動薬である sulprostoneは、EP3に対して選択性を示す濃度範囲(54)では細胞増殖や神

経突起伸長に影響を及ぼさなかった。また、PGE2 による神経突起伸長細胞の増加は、

EP2 遮断薬である PF-04418948 の併用によって有意に抑制されたが、EP3 遮断薬であ

る L-798,106の併用では抑制されなかった。以上より、PGE2による細胞増殖抑制及び神

経突起伸長作用は、主に EP2 を介していることが明らかとなった。 

Gs タンパク質共役型の受容体である EP2 は、刺激を受けると AC を活性化し、細胞

内 cAMP の上昇を引き起こす(27)。これまでに、dbcAMP が、ラット由来の神経幹細胞

及び神経前駆細胞からニューロンへの分化を誘導することが報告されている(50)。また、

細胞内 cAMP の上昇は、脊髄損傷後の軸索再生に重要な役割を担うこと(55)、培養ラッ
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ト運動ニューロンにおいて神経突起伸長を促進すること(56)が報告されている。このよう

に、細胞内 cAMP の上昇は、ニューロンへの分化や神経突起伸長に対して重要な役割

を果たすことが明らかになっている。本研究においても、ラット由来の神経幹細胞及び神

経前駆細胞からニューロンへの分化に用いられている濃度である 1 mM dbcAMP (50)の

処置は、MTT 値の低下は認められなかったものの、細胞数の増加を有意に抑制し、神

経突起伸長細胞の割合を butaprost (20 μM)と同程度まで増加させた。以上より、NSC-

34における PGE2の EP2の活性化を介した細胞増殖抑制及び神経突起伸長作用には、

細胞内 cAMP の上昇が関与することが示唆された。 

PGE2は、EP2 の活性化を介して培養マウス脊髄後根神経節ニューロンの神経突起伸

長を促進すること(44)、及び EP4 の活性化を介してラット感覚ニューロン様株化細胞

ND7/23 の神経突起伸長を促進すること(45)が報告されている。これらの細胞における

PGE2 による神経突起伸長作用は、dbcAMP によって完全に再現されるだけでなく、AC

阻害薬あるいは cAMP の下流にある protein kinase A に対する阻害薬を併用することで

完全に消失すること(44,45)から、cAMPの上昇がその作用に中心的な役割を果たしてい

ることが示唆されている。一方、NSC-34における PGE2による神経突起伸長作用は、PF-

04418948の併用によりほぼ完全に抑制されたが、butaprost及び dbcAMPによっては完

全に再現されなかったことから、EP2 の活性化は神経突起伸長作用に中心的な役割を

果たすものの、その作用を増強するような他の経路が存在する可能性が示唆される。

PGE2は、protein kinase C や nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 2 な

どの酵素タンパク質に直接結合することで、EP 非依存的にその活性を調節すること

(57,58)が報告されており、EP 非依存的経路も含めた EP2 以外の分化誘導機構につい

て今後さらなる検討が必要であると考えられる。 

本章をまとめると、PGE2 は、運動ニューロン様株化細胞 NSC-34 において、EP2 を刺

激して、形態学的にニューロンへの分化を誘導することが明らかとなった。  
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2-5 小括 

NSC-34において、EPの発現、及び PGE2及び関連化合物の影響を形態学的に検討

し、以下の知見を得た。 

 

1. EP2 及び EP3 の発現が認められたが、EP1 及び EP4 の発現は確認できなかった。 

 

2. PGE2は、濃度依存的に細胞増殖を抑制し、神経突起を伸長させた。 

 

3. EP2 作動薬である butaprost は、濃度依存的に細胞増殖を抑制し、神経突起を伸長さ

せた。 

 

4. EP1/EP3 作動薬である sulprostone は、至適濃度では、細胞の形態に影響を及ぼさな

かった 

 

5. PGE2による神経突起伸長細胞の割合の増加は、EP2 遮断薬である PF-04418948 の

併用により抑制されたが、EP3 遮断薬である L-798,106 の併用では抑制されなかった。 

 

6. 膜透過性 cAMP アナログである dbcAMP は、MTT値には影響を及ぼさなかったが、

細胞増殖を抑制し、神経突起を伸長させた。 

 

以上より、PGE2は、EP2 を介して、未分化の NSC-34 の増殖を抑制し、神経突起伸長

作用を示すことが明らかとなった。また、PGE2 のニューロン分化促進作用には EP2 の活

性化を介した細胞内 cAMP の上昇が少なくとも一部関与することが示唆された。  
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第三章 

 

Prostaglandin E2により神経突起を伸長した NSC-34 の 

運動ニューロン特性の評価  
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3-1 序論 

ニューロンは、神経幹細胞から神経前駆細胞を経て分化・誘導される。運動ニューロ

ンも同様に分化が進行し、運動ニューロン前駆細胞が RA をはじめとする様々なシグナ

ル分子の影響を受け、細胞周期から逸脱し、軸索及び樹状突起を伸長することで、運動

ニューロンへと分化する (Fig. 8)。分化した運動ニューロンは、活動電位の発生、

acetylcholine (ACh)合成・放出能の獲得などの成熟過程を経て機能的な運動ニューロ

ンへと成熟する(52)。 

 

Fig. 8 Expression of marker proteins and acquisition of functions during motor 

neuron development. 

 

現在までに、運動ニューロンの発生・分化に関与する複数の因子が同定され、その役

割についても解明されている。運動ニューロン前駆細胞が細胞周期から逸脱すると、転

写因子である HB9 及び Islet-1 の発現が上昇しはじめる(59)。これらの転写因子は、脊

髄の他のニューロンへの分化誘導に関与するタンパク質の発現を抑制することで、運動

ニューロン選択的な分化を進行させる(60,61)。HB9や Islet-1により分化が進行しはじめ

た運動ニューロンでは、微小管結合タンパク質 microtubule-associated protein 2c 

(MAP2c)の発現が上昇し、それにより軸索及び樹状突起の伸長が促進される(62)。また、

HB9 及び Islet-1 は、その発現を維持し続けることで、ACh 合成酵素である choline 

acetyltransferase (ChAT)などのコリン作動性機能に関連するタンパク質の発現誘導にも
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関与し、運動ニューロンを機能的に成熟させる(63,64)。ChATにより合成された AChは、

運動ニューロンの軸索末端に存在する synaptophysin などの膜タンパク質により構成さ

れる小胞に輸送・蓄積され、運動ニューロンの神経活動に応じて放出される(4,65)。この

ように、運動ニューロンの発生には種々のタンパク質の段階的な発現上昇が関与するこ

とが明らかにされている。これらのタンパク質は運動ニューロンへの分化度及び成熟度

の生化学的な指標として用いられる(66)。 

ニューロンの電気生理学的特徴のひとつである活動電位は、刺激を受けることで生じ

る一過性の細胞膜の電位変化である。一般に、活動電位は、隣接する細胞膜上の電位

依存性ナトリウムチャネル(Nav)を順次開口させることで生じる電位変化によって軸索上

を伝播し、軸索の末端へと到達することで AChの放出に関与する(4)。そのため、活動電

位の発生は、運動ニューロンの神経活動を反映するだけでなく、分化の進行度や成熟

度を評価する電気生理学的な指標として用いられている(66)。 

第二章に示したように、PGE2 は、NSC-34 において、ニューロン様の形態変化である

神経突起伸長を誘導することが明らかになった。しかし、PGE2により形態変化した NSC-

34 の運動ニューロンとしての分化度及び成熟度は不明なままである。本章では、PGE2

により神経突起を伸長した NSC-34 の運動ニューロンとしての分化度及び成熟度を明ら

かにするため、運動ニューロン特性を電気生理学的及び生化学的手法により検討し、

RA 処置の場合と比較した。
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3-2 実験方法 

1.使用試薬 

PGE2 は東京化成工業株式会社より、choline chloride 及び neostigmine methyl 

sulfate、 adenosine 5’-triphosphate magnesium salt (Mg-ATP)、 tetraethylammonium 

chloride (TEA-Cl)は、 Sigma Aldrich より、DMEM/F12 及び Minimum Essential 

Medium non-essential amino acid (MEM-NEAA) (100x)、Hoechst 33258 は Thermo 

Fischer Scientific より、RA 及び tetrodotoxin (TTX)は富士フイルム和光純薬株式会社

より購入した。その他の試薬は第二章に準じた。 

 

2. 使用抗体 

anti-MAP2 rabbit monoclonal antibody 及び anti-synaptophysin rabbit monoclonal 

antibody は Cell Signaling Technology より、anti-HB9 mouse monoclonal antibody は

Santa Cruz Biotechnology より、anti-Islet-1 rabbit monoclonal antibody は Abcam より、

anti-ChAT goat polyclonal antibody は Millipore より購入した。その他の抗体は第二章

に準じた。 

 

3．細胞培養 

継代培養は、第二章に準じた。神経突起は、培養プレート(IWAKI)または Poly-L-

Lysine を予めコートしたディッシュ(Corning)に 5,000 cells/cm2 で播種し、1 日培養した

細胞に PGE2または RA を処置し、誘導した。PGE2処置では、PGE2 (30 μM)を添加した

10% FBS、100 units/mL penicillin、100 units/mL streptomycin を含む DMEM に、RA

処置では、RA (10 μM)を添加した 0.5% FBS、100 units/mL penicillin、100 units/mL 

streptomycin、1% MEM-NEAA を含む DMEM/F12 に全量交換した。その後は、2 ~ 3

日毎に同一培地に全量交換した。本研究における全ての実験には、5 ~ 15 代目の細胞

を用いた。 

 

4. 神経突起伸長の評価 

第二章に準じて行った。位相差顕微鏡像は、IX70 (Olympus)に i-NTER LENS (マイ

クロネット株式会社)を装着し、iPod touch (Apple)によって撮影した。 
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5. 細胞障害性の評価 

細胞障害性は、Hoechst 33258/PI 染色及び LDH 法により評価した。 

(1) Hoechst 33258/PI 染色 

試薬処置終了 30 分前に Hoechst 33258 (終濃度 25 μg/mL)及び PI (終濃度 25 

μg/mL)を添加した。プレート内の培地を新鮮な培地に交換し、倒立型蛍光顕微鏡

(IX71, Olympus)を用いて撮影した。細胞傷害率は、Hoechst 33258 陽性細胞に対す

る PI 陽性細胞の割合で示した。 

(2) LDH 法 

第二章に準じて行った。 

 

7. Whole-cell patch-clamp 法 

Whole-cell patch-clamp 法は、Shiozaki らの方法に準じて行った(67)。試薬処置終了

後、培地を人工脳脊髄液(aCSF：artificial cerebrospinal fluid) (136 mM NaCl, 5 mM 

KCl、2.5 mM CaCl2、0.5 mM MaCl2、10 mM HEPES、10 mM glucose、12 mM NaHCO3、

pH 7.4)に交換した。また、Na+を除去した aCSF は、NaCl を等量の TEA-Cl に置換し、

NaHCO3 を除去することで作成した。ガラス電極(5–9 MΩ)は、DMZ-Universal Puller 

(Zeitz-Instruments)を用いて作成し、内部を人工細胞内液 (150 mM KCl、10 mM 

HEPES、2 mM Mg-ATP、pH 7.2)で満たした。ガラス電極の細胞へのアプローチは、位

相差顕微鏡(IX71, Olympus)観察下で行った。得られた電気信号は、電位固定条件下

では L/M-EPC-7+ patch-clamp amplifier (Heka Elektronik)、電流固定条件下では

Axopatch-1D patch-clamp amplifier (Axon Instruments)を用いて増幅し、DigiData 

1440A analog-to-digital interface (Molecular Device)を介して 10 kHz でフィルターした

後、pCLAMP ソフトウェア(Axon Instruments)でモニター、記録、解析を行った。全ての

記録は、30oC で行った。Fig. 9 に whole-cell patch-clamp 法の模式図及び記録中の位

相差顕微鏡像を示した。 

 

Fig. 9 Diagram (A) and 

phase-contact microscopy 

image (B) of whole-cell 

patch-clamp technique. 
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8. Western blot 法 

第二章に準じて行った。5% skim milk を含む TTBS で blocking されたメンブレンを

anti-MAP2 rabbit monoclonal antibody (1:1000)、anti-synaptophysin rabbit monoclonal 

antibody (1:1000)、anti-Islet-1 rabbit monoclonal antibody (1:1000)、anti-HB9 mouse 

monoclonal antibody (1:500)及び anti-ChAT goat polyclonal antibody (1:500)で一晩反

応させた。翌日、TTBS で洗浄し、anti-rabbit-IgG-HRP (1:20000)または anti-mouse-

IgG-HRP (1:40000)と室温で 1 時間反応させ、ECL により発光させた。その後、anti-β-

actin mouse monoclonal antibody (1:2000)と室温で 1 時間、次に anti-mouse-IgG-HRP 

(1:40000)と室温で 1 時間反応させ、ECL により発光させた。得られたバンドは、Scion 

Image (Scion corporation)を用いて解析した。 

 

9. ACh の放出及び定量 

培養液中へ放出された AChの回収は、Auld らの方法(68)に準じて行い、その定量は

Kiguchi らの方法(69)に準じて行った。具体的には、試薬処置終了後、細胞に choline

を取り込ませるため、培地を 10 μM choline chloride 及び 100 nM neostigmine methyl 

sulfate を含む aCSF (500 μL)に交換し、37oC、5%CO2条件下でインキュベートした。60

分後、半量を新しい同溶液と交換し、再び 10 分間インキュベートした。シャーレ内の溶

液 100 μL を回収し、4oC、10,000 x g で 10 分間遠心分離した後、上清を新しいエッペ

ンドルフチューブに移し、サンプルとした。サンプルは、液体窒素によって直ちに凍結し、

-80oC で保存した。サンプルは、内標準物質である isopropyl homocholine (IPHC)と等

量混合し、HPLC system (HTEC-500, Eicom)へ注入した。サンプル中の ACh は、

carbonate buffer (50 mM KHCO3, 1.1 mM decanesulfonic acid 、 0.13 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid、pH 8.2)を移動相とし、流速 150 μL/min で、Eicompak 

AC-GEL column (2.0 ID x 150 mm, Eicom)を用いた逆相クロマトグラフィーにより分離し

た。次いで、acetylcholinesterase 及び choline oxidase を含む酵素カラム (AC-ENZYM 

II, 1.0 ID x 4 mm, Eicom)を用いて、ACh から過酸化水素を生成させた。生成した過酸

化水素は、Ag/AgCl を参考電極とし、白金電極に印加電圧+450 mV を加えることにより

生じる電子移動による電流を電気化学的に検出し、定量した。分離カラム及び酵素カラ

ムは、33oC で用いた。サンプル中の ACh 量は、標準液中の ACh (250 fmol)及び IPHC 
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(250 fmol)の面積と比較して算出した後、血球計でカウントした細胞数によって標準化し

た。 

 

10. 統計学的処理 

値は、平均値±標準偏差または平均値±標準誤差で示した。有意差検定には、2 群

では Student's t-test を、3 群以上では one-way ANOVA の後 Tukey’s test を用いた。 
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3-3 結果 

1. PGE2及び RA による神経突起伸長細胞の経時変化 

PGE2による形態学的な分化誘導作用を、これまで使用されている RAによる作用と比

較した(Fig. 10)。位相差顕微鏡像では、PGE2 (30 μM)処置 3 日後までは細胞の増加は

認められず、1 日後から神経突起伸長細胞の出現が認められた(Fig. 10A)。また、PGE2 

(30 μM)処置 7 日後には、細胞死が誘導され、細胞のプレート底面からの剥離が観察さ

れた(Fig. 10A)。そこで、神経突起伸長細胞の割合を定量したところ、PGE2処置 2 日後

をピークとした増加が認められた(59.8 ± 1.8%, Fig. 10B)。RA (10 μM)処置群において

も、処置 1日後から形態変化が認められたが、PGE2処置群とは異なり、処置 7日後にお

いても細胞のプレート底面からの剥離は観察されず、細胞の増加も認められなかった

(Fig. 10A)。また、RA 処置群でも神経突起伸長細胞の割合は時間依存的に増加したが、

処置 2 日後の神経突起伸長細胞の割合は 34.6 ± 1.1%に留まり、PGE2 の 2 日処置群

(59.8 ± 1.8%)と同程度の割合になるまでに 7 日間を要した(55.5 ± 3.5%, Fig. 10B)。一

方、vehicle 処置群では、位相差顕微鏡での観察において、処置 7 日後まで、細胞はプ

レート底面に接着したまま時間依存的に増加したが、形態の変化は認められず、殆どの

細胞が円形を保ち、神経突起も認められなかった(Fig. 10B)。 

神経突起伸長細胞の割合が同程度であった PGE2 処置 2 日後及び RA 処置 7 日後

の細胞死について LDH 法及び PI 染色により検討した(Fig. 11)。PGE2処置 2 日後の細

胞の LDH 放出量は 0.7 ± 0.3% （Fig. 11A)、Hoechst 33258 陽性細胞(全細胞)に対す

る PI 陽性細胞(死細胞)の割合は 0.6 ± 0.3% (Fig. 11B)であり、両試験において、細胞

死は認められなかった。また、RA処置 7日後における LDH放出量は 5.1 ± 0.8% （Fig. 

11A)を、PI 陽性細胞の割合は 0.9 ± 0.4% (Fig. 11B)を示し、 LDH 放出量は、PGE2処

置細胞と比較して、増加する傾向を示したものの、その変化は有意なものではなかった。 
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Fig. 10 Effects of PGE2 and RA on neurite outgrowth in undifferentiated NSC-34 

cells. Undifferentiated NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH), 30 μM PGE2 or 

10 μM RA. (A) Photographs show typical phase-contrast microscopy image in each 

treatment group. Scale bar indicates 50 μm. (B) Graph shows quantitative analysis of 

cells bearing neurite, which was expressed as the percentage of cells bearing neurites. 

Each value represents the mean ± S.E.M. (n=4). *p<0.05, **p<0.01 vs. vehicle-treated 

cells at same days. #p<0.05, ##p<0.01 vs. RA-treated cells at same days. 

0

25

50

75

100

0 2 4 6 8 10 12 14

N
e
u

ri
te

-b
e
a
ri
n

g
 c

e
ll
s
 (

%
)

Days after treatment

P
G

E
2

R
A

V
e
h

ic
le

1

Days after treatment

0 2 3 7

(A)

(B)

RA

PGE2

Vehicle

0 1 2 3 7

**

*

**

**

*

**

#

##

##

**

##



33 

 

Fig. 11 Effects of PGE2 and RA on the viability in undifferentiated NSC-34 cells. 

Undifferentiated NSC-34 cells were treated with 30 μM PGE2 for 2 days or 10 μM RA 

for 7 days. (A) Graph shows the percentage of released LDH relative to cells treated 

with Tween-20. Each value represents the mean ± S.E.M. (n=4). (B) Photographs show 

representative fluorescence microscopy images of Hoechst 33258/PI double staining in 

each treatment group. Scale bar indicates 50 μm. Graph shows quantitative analysis of 

PI-positive cells, expressed as the ratio of PI-positive cells to Hoechst 33258-positive 

cells. Each value represents the mean ± S.E.M. (n=4). 

 

2. PGE2処置細胞及び RA 処置細胞における活動電位の変化 

PGE2 または RA 処置によりニューロン様に形態変化した NSC-34 の電気生理学的な

特徴を明らかにするため、神経突起伸長細胞の割合が同程度であった 2 日間の PGE2

処置細胞、7 日間の RA 処置細胞、及び 2 日間の vehicle 処置細胞における活動電位

の有無を whole-cell patch-clamp 法により比較検討した(Fig. 12)。150 ms の持続時間

で 100 pA ずつ上昇する脱分極電流パルスを加えたところ、PGE2処置細胞及び RA 処

置細胞では、いずれも典型的な活動電位の波形が記録されたが、vehicle処置細胞にお

いては、活動電位の発生は認められなかった(Fig. 12A)。また、初めて活動電位を発生

させるのに必要な刺激電流(閾値電流)は、PGE2処置細胞では平均 262.5 ± 55.4 pAで、

RA処置細胞の平均 525.0 ± 92.4 pAに対し、有意な低下が認められた(Fig. 12B)。PGE2

処置細胞及び RA 処置細胞において、閾値電流によって記録された活動電位の波形に

ついて、閾値電位、ピーク電位及び振幅を解析した。PGE2 処置細胞の閾値電位は-

28.6 ± 3.6 mV (Fig. 12C)、ピーク電位は 14.2 ± 4.5 mV (Fig. 12D)、波形の振幅は 44.7 

± 0.8 mV (Fig. 12E)であったのに対し、RA 処置細胞の閾値電位は-32.9 ± 5.9 mV (Fig. 

12C)、ピーク電位は 12.8 ± 6.4 mV (Fig. 12D)、波形の振幅は 41.7 ± 6.9 mV (Fig. 12E)
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であり、これらの値に有意な差は認められなかった。 

 

Fig. 12 Generation of action potential in PGE2- and RA-treated NSC-34 cells. 

Undifferentiated NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH) for 2 days, 30 μM PGE2 

for 2 days or 10 μM RA for 7 days. (A) Images show representative action potential 

traces recorded by depolarization current pulses of 150 ms in 100 pA steps from a 

holding potential of 0 pA in each treatment group. Graphs show threshold current (B), 

threshold potential (C), action potential peak potential (D) and action potential 

amplitude (E) in each treatment group. Each value represents the mean ± S.D. (vehicle 

n=14, PGE2 n=16, RA n=12). *P < 0.05. N.D. means not detected. 

 

 

 

 

0

20

40

60

0

10

20

30

-45

-30

-15

0

0

250

500

750

(A) Current trace

40 ms

-120

-100

-80

-60

-40

-20

0

20

40
60

M
e

m
b

ra
n

e
 p

o
te

n
ti

a
l 
(m

V
)

(C) Threshold potential

(D) Peak potential (E) AP amplitude

T
h

re
s
h

o
ld

 
p

o
te

n
ti

a
l 

(m
V

)

Vehicle PGE2 RA

N.D.

P
e
a
k
 p

o
te

n
ti

a
l

(m
V

)

Vehicle PGE2 RA

N.D.

A
P

 a
m

p
li
tu

d
e
 

(m
V

)

Vehicle PGE2 RA

N.D.

Δ+100 pA
0 pA

T
h

re
s
h

o
ld

 
c
u

rr
e
n

t 
(p

A
)

Vehicle PGE2 RA

N.D.

*

(B) Threshold current

Vehicle RA PGE2



35 

 

3. PGE2処置細胞及び RA 処置細胞における電位依存性イオン電流の変化 

活動電位の発生には、細胞膜上の電位依存性イオンチャネルを介したイオン流入に

よって生じるイオン電流の増大が重要である(70)。そこで、活動電位の発生が認められ

た PGE2 処置細胞及び RA 処置細胞における電位依存性イオンチャネル由来のイオン

電流の特徴を、whole-cell patch-clamp 法により検討した(Fig. 13)。保持電位を-80 mV

とし、-100 ~ +80 mV を+10 mV ずつ上昇するステップ状の脱分極電位パルスを加える

と、vehicle 処置細胞、PGE2 処置細胞及び RA 処置細胞のいずれの細胞においても、

電位依存性イオンチャネルを介した細胞内へのイオン流入を示す内向き電流が記録さ

れた(Fig. 13A)。ホールセル状態を形成した際に記録された細胞膜の電気容量である膜

容量は、それぞれ vehicle 処置細胞では平均 1.81 ± 0.1 pF、PGE2 処置細胞では平均

3.4 ± 0.2 pF、RA 処置細胞では平均 3.1 ± 0.5 pF であった(Fig. 13C)。そこで、これらの

細胞の膜容量で内向き電流の値を標準化した結果、PGE2 処置細胞のピーク電流密度

は、494.8 ± 84.2 pA/pF となり、vehicle 処置細胞の 224.0 ± 42.9 pA/pF と比較して、有

意な増大が認められた(Fig. 13B)。また、RA 処置細胞のピーク電流密度は、393.6 ± 

85.4 pA/pF であり、vehicle 処置細胞より増加したが、有意差は認められなかった(Fig. 

13B)。 

次に、ニューロンにおける電位依存性イオン電流の発生と活動電位の発生及び伝播

に最も重要な Factor である Nav (70,71)の関与について検討した(Fig. 14)。保持電位を

-80 mV とし、-100 ~ +100 mV を+2 mV ずつ徐々に上昇するスロープ状の脱分極電位

パルスを加えたところ、vehicle処置細胞、PGE2処置細胞及び RA処置細胞のいずれの

細胞でも内向き電流が記録された(Fig. 14)。そこで、脱分極電位パルスを繰り返し加え

続け、内向き電流を連続記録している状態で、還流液を Na+を除去した aCSF に変化さ

せたところ、いずれの細胞においても、内向き電流の完全な消失が認められた (Fig. 

14A)。また、Nav 遮断薬である TTX (1 μM)を含む aCSF で還流した場合も、全ての細

胞において、内向き電流の発生は、完全に消失した(Fig. 14B)。 



36 

 

Fig. 13 Increase in inward currents in PGE2- and RA-treated NSC-34 cells. 

Undifferentiated NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH) for 2 days, 30 μM PGE2 

for 2 days or 10 μM RA for 7 days. (A) Representative inward current traces recorded 

by depolarization voltage pulses from –100 mV to +80 mV in 10 mV steps from a 

holding potential of –80 mV in each treatment group. (B) Upper graph shows current-

voltage curve recorded by depolarization pulses in each treatment group. Lower graph 

shows the peak current densities of each treatment group. (C) Graph shows membrane 

electrical capacitance in each treatment group. Each value represents the mean ± S.D. 

(n=18). *P < 0.05.**P < 0.01.  
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Fig. 14 Effect of Na+-free aCSF or TTX perfusion on voltage-dependent inward 

current. Undifferentiated NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH) for 2 days, 30 

μM PGE2 for 2 days or 10 μM RA for 7 days. Ramp current were recorded by 

depolarization voltage pulses of 100 ms from –100 mV to +100 mV (insert panel). 

Baseline subtracted by fitting the linear portion between −100 mV and −60 mV to zero.  

Graphs show current-voltage curve with or without Na+-free aCSF (A) and 1 μM TTX 

(B) in each treatment group. Each value represents the mean ± S.D. (n=18). 
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4. PGE2処置細胞及び RA 処置細胞における神経分化マーカーのタンパク質発現変化 

ニューロンの分化マーカーで、分化の初期段階から発現が増加する微小管タンパク

質 MAP2c 及び、成熟段階から発現が増加するシナプス小胞膜タンパク質

synaptophysin のタンパク質発現を western blot 法により検討した。MAP2c の発現レベ

ルは、vehicle 処置細胞を 100%とすると、PGE2処置細胞では 184.9 ± 26.5%、RA 処置

細胞では 185.2 ± 0.9%となり、PGE2 処置及び RA 処置により有意に増加したが、PGE2

処置及び RA 処置による差は認められなかった(Fig. 15A)。また、synaptophysin の発現

レベルも、PGE2処置細胞では 171.9 ± 6.1%、RA 処置細胞では 206.7 ± 46.7%となり、

PGE2 処置または RA 処置により有意に増加したが、両処置間に有意な差は認められな

かった(Fig. 15B)。次に、運動ニューロン特異的マーカータンパク質について、運動ニュ

ーロン選択的な分化誘導及び成熟に関与する転写因子である HB9 及び Islet-1 の発現

を検討した。その結果、HB9 の発現レベルは、PGE2処置細胞で 338.7 ± 39.6%、RA 処

置細胞で 328.4 ± 73.6% (Fig. 15C)、Islet-1 は、PGE2処置細胞で 140.5 ± 8.3%、RA 処

置細胞で 164.9 ± 14.6%となり(Fig. 15D)、MAP2c及び synaptophysinの場合と同様に、

PGE2処置または RA 処置による有意な増加が認められたが、両処置間に有意な差は認

められなかった。一方、運動ニューロンの成熟段階から発現が増加する ACh 合成酵素

ChAT のタンパク質発現レベルは、PGE2 処置細胞で 202.7 ± 26.4%、RA 処置細胞で

145.6 ± 6.1%と、両処置ともに vehicle 処置より有意に増加したが(Fig. 16)、ChAT は、上

記の 4 タンパク質とは異なり、PGE2処置細胞の発現レベルが RA 処置細胞と比較しても

有意に高かった(Fig. 16)。 
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Fig. 15 Expression of differentiation markers in PGE2- and RA-treated NSC-34 

cells Undifferentiated NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH) for 2 days, 30 μM 

PGE2 for 2 days or 10 μM RA for 7 days. Photographs show representative results of 

western blot of MAP2c (A), synaptophysin (B), HB9 (C) and Islet-1 (D) with β-actin as 

an internal marker. Graphs show the relative densities of bands on the blots estimated 

quantitatively using Scion imaging software. Each value represents the mean ± S.D. 

(n=6). *P < 0.05, **P < 0.01. 
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Fig. 16 Expression of ChAT in PGE2- and RA-treated NSC-34 cells. 

Undifferentiated NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH) for 2 days, 30 μM PGE2 

for 2 days or 10 μM RA for 7 days. Photograph shows a representative result of western 

blot of ChAT with β-actin as an internal marker. Graph shows the relative densities of 

bands on the blots estimated quantitatively using Scion imaging software. Each value 

represents the mean ± S.D. (n=6). *P < 0.05, **P < 0.01.  

 

5. PGE2処置細胞及び RA 処置細胞における ACh 放出能の検討 

成熟運動ニューロンの機能である ACh の放出能について明らかにするため、培養液

中への ACh放出量を HPLC法により測定した。Fig. 17Aに示したように、各処置細胞の

培養液から調製したサンプル中の全てで保持時間約 11.80 min に内標準物質である

IPHCに由来するピークが、保持時間約 13.30 min に AChに由来するピークが検出され

た。ACh 標準液を用いて測定した IPHC と ACh の面積比との比較から各処置細胞の培

養液中の ACh 量を算出し、各々の試料中の細胞数で標準化した値を ACh 放出量とし

た。PGE2処置細胞からの ACh 放出量 は 45.4 ± 20.4 fmol/1.0 × 104 cells で、vehicle

処置細胞の 16.8 ± 2.7 fmol/1.0 × 104 cells 及び RA 処置細胞の 3.13 ± 3.0 fmol/1.0 × 

104 cells と比較して、有意に増加した(Fig. 17B)。RA 処置細胞からの ACh 放出量は、

vehicle 処置細胞より低値であったが、両処置間に有意差は認められなかった(Fig. 17B)。 
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Fig. 17 Release of ACh in PGE2- and RA-treated NSC-34 cells. Undifferentiated 

NSC-34 cells were treated with vehicle (EtOH) for 2 days, 30 μM PGE2 for 2 days or 

10 μM RA for 7 days. (A) Representative HPLC chromatograms (Red: IPHC, Blue: 

ACh) of each treatment group. (B) Graph shows the ACh concentration normalized per 

1.0 × 104 cells in each treatment group. Each value represents the mean ± S.D. (n=4). 
*P < 0.05, **P < 0.01.   
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3-4 考察 

RA は、運動ニューロンの発生に必須なシグナル分子であり(72)、iPS 細胞から運動ニ

ューロンへの分化誘導因子としても汎用されている(7,73)。また、RA は、細胞増殖能を

持つ運動ニューロン前駆細胞様の NSC-34においても、増殖を抑制し、神経突起伸長を

促進し、運動ニューロン様の細胞へと分化させることが報告されている (12,13,74)。これ

らの報告と一致して、本研究でも未分化の NSC-34 に RA を処置することにより、細胞増

殖抑制と時間依存的な神経突起伸長作用が確認された。そこで、RA による神経突起伸

長作用と第二章で明らかとなった PGE2 による神経突起伸長作用を経時的に比較したと

ころ、2 日間の処置で、PGE2 は、神経突起伸長細胞が 59.8 ± 1.8%になったのに対し、

RA は 34.6 ± 1.1%であった。また、RA 処置 7 日後の神経突起伸長細胞の割合は、

PGE2の 2 日処置と同程度であった。この時、両処置細胞において細胞死の誘導は認め

られなかった。以上より、PGE2 は、RA よりも迅速に NSC-34 をニューロン様の形態にさ

せることが明らかとなった。 

PGE2 処置細胞においては、処置 7 日後で細胞死の誘導が認められた。当研究室で

は、既にニューロン様に分化した NSC-34 に対する PGE2の細胞死誘導作用を報告して

おり(31)、処置 7 日後の細胞死は、この報告に一致するものだと考えられた。これまでに、

ラット海馬由来神経幹細胞に対して分化誘導作用を示す ciliary neurotrophic factor 

(75)が、初代培養ヒト骨格筋芽細胞における幹細胞マーカータンパク質の発現を誘導し、

脱分化誘導作用を示すこと(76)が報告されている。PGE2 も、初代培養ラット網膜ミュラー

グリア細胞において幹細胞マーカータンパク質の発現を誘導するとともに細胞増殖を促

進する作用を示すこと(77)が報告されており、PGE2 が脱分化誘導作用も有することが明

らかになりつつある。本研究において、PGE2 処置 3 日後においては、位相差顕微鏡に

よる観察で細胞死が誘導されているとは考えにくいにもかかわらず、処置 2 日後と比較

し、神経突起伸長細胞の減少傾向が認められることから、脱分化誘導作用が関与する可

能性について否定はできない。しかし、PGE2処置は、3日目以降、細胞増殖作用を示す

ことはなく、7 日後には、ほぼ全ての細胞が死に至ったことから、脱分化誘導作用を示し

ている可能性は低いと考えられる。 

これまでの研究において、RA 72時間処置によりニューロン様に分化したNSC-34は、

神経の電気生理学的指標である活動電位を発生するという特性を持つことが報告されて

いる(14)。本研究では、RA 処置 7 日後の NSC-34 において、活動電位の発生が認めら
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れた。実験条件の違いを考慮する必要はあるが、7日間の RA処置後に認められた活動

電位の波形は、既報(14)の RA 72 時間処置では認められなかった過分極相が認められ、

より典型的な活動電位の波形を示したことから、RA 処置 7 日後の細胞は、72 時間後と

比較して、より成熟したニューロン様細胞である可能性が示唆された。 

活動電位は、PGE2 処置細胞においても、RA 処置細胞と同様に認められ、PGE2 も電

気生理学的な機能を有するニューロンへと分化させることが明らかとなった。PGE2 処置

細胞と RA 処置細胞との間で、閾値電位、ピーク電位及び振幅に差は認められず、同様

の活動電位の波形パターンを示したが、両処置の間では、活動電位の発生に必要な閾

値電流に差が認められ、RA 処置細胞より PGE2処置細胞の方が有意に低い値を示した。

これまでに、マウス運動ニューロンにおいて、8-11 日齢のマウスの閾値電流の平均が約

300 pA であるのに対して、43-68 日齢のマウスの閾値電流の平均が約 110 pA であるこ

とが報告され、成熟に伴い閾値電流が減少することが明らかになっている(78,79)。本研

究において、PGE2 処置細胞おける閾値電流は、RA 処置細胞の閾値電流と比較して、

その値が有意に減少し、マウス運動ニューロンにおいて記録された閾値電流に近い値を

示したことから、PGE2 処置細胞が RA 処置細胞と比較して、電気生理学的に成熟度の

高い運動ニューロンへと分化していることが明らかとなった。 

ヒト iPS 細胞から分化したニューロンでは、分化の進行や成熟に伴い、細胞内 Na+流

入に由来する電位依存性イオン電流密度が増大し、活動電位の発生や頻度が増加する

ことが報告されている(80)。また、ヒト ES細胞由来の運動ニューロンにおける活動電位の

発生は、TTX によって完全に消失することが報告されている(73,81)。これらの結果は、

Nav を介した細胞内 Na+流入の増大が、運動ニューロンの成熟に伴う活動電位の発生

に中心的な役割を果たすことを示唆している。本研究において、電位依存性イオン電流

は、Na+を除去した aCSFあるいは TTXを含む aCSFの還流により完全に消失したことか

ら、PGE2 処置細胞及び RA 処置細胞における活動電位の発生には、主に Nav が関与

することが明らかとなった。また、電位依存性イオン電流の密度は、vehicle処置細胞と比

較して、PGE2 処置細胞では有意な増大が認められたが、RA 処置細胞では増加傾向に

留まったことから、PGE2処置細胞の電気生理学的な成熟度が RA 処置細胞より高いこと

が明らかとなった。 

神経分化マーカーのタンパク質発現解析により運動ニューロンとしての分化度や成熟

度を生化学的に検証した。ニューロンの分化マーカーであり、分化初期段階から増加す
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る微小管結合タンパク質 MAP2c 及び成熟段階から増加するシナプス小胞膜タンパク質

synaptophysin の発現は、PGE2処置細胞及び RA処置細胞において、同程度の増加が

認められたことから、ともにニューロンに分化していることが明らかとなった。これまでに、

RA によってニューロン様に分化した NSC-34 において、運動ニューロン前駆細胞の細

胞増殖停止後から増加し続ける転写因子である HB9 及び Islet-1 が発現していることが

報告されている(13)。本研究でも、PGE2 処置細胞及び RA 処置細胞において HB9 及

び Islet-1の発現上昇が認められ、両群間に差が認められなかったことから、両処置細胞

ともに運動ニューロンに分化していることが明らかとなった。運動ニューロンとしての機能

的な成熟度を比較するマーカータンパク質として、運動ニューロンの成熟段階から発現

が増加し、運動ニューロンのコリン作動性機能の状態を反映する ACh 合成酵素 ChAT

が汎用されている(7)。これまでに、RA 処置によってニューロン様に分化した NSC-34 に

おいても、分化の進行に伴い ChAT の mRNA レベルが増加すること(12)、RA 処置 7日

後において ChAT がタンパク質レベルで発現していること(17)が報告されている。本研究

においても、RA 処置細胞の ChATのタンパク質発現レベルは、vehicle処置細胞と比較

して有意に増加したが、PGE2 処置細胞の発現レベルより、有意に低かった。以上より、

電気生理学的特徴からだけではなく、マーカータンパク質の発現解析からも PGE2 処置

細胞の運動ニューロンとしての成熟度が RA 処置細胞より高いことが明らかとなった。 

これまでの in vitroニューロンモデルの成熟度については、活動電位の発生や神経分

化マーカーのタンパク質発現による評価が用いられていた(66,82)が、本研究では、これ

らに加えて、機能評価のひとつである ACh放出能に着目し、培養液中の ACh量の測定

を行った。RA 処置細胞からの ACh 放出量は、vehicle 処置細胞と比較して、有意では

ないものの減少する傾向を示したのに対して、PGE2 処置細胞からの ACh 放出量は、

vehicle 処置細胞と比較して、有意に増加した。以上より、PGE2 処置細胞は、ACh 放出

能を有する機能的な運動ニューロンへと分化していることが明らかとなった。 

RA により分化を誘導した NSC-34 において、シナプス小胞への ACh 輸送に関与す

る vesicular acetylcholine transporter (VAChT)の mRNA レベルが、処置 8 日後まで、

未分化の細胞と比較して変化しないことが報告されている(12)。本研究において、RA 7

日処置細胞において、ChAT は、vehicle 処置細胞より上昇していたにもかかわらず、両

処置細胞の ACh 放出量には、有意な差は認められなかった。これらを考え併せると、

ACh の放出には、VAChT が何らかの役割を持つと予想され、ACh 放出量が増加した
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PGE2 処置細胞では、VAChT の発現が増加している可能性が考えられる。PGE2 処置細

胞と RA 処置細胞で、ACh 放出能に差があったことは非常に興味深い知見であるが、そ

の機序に関しては、今後、詳細な検討が必要である。 

本章をまとめると、PGE2 は、NSC-34 において、従来用いられてきた RA より、迅速に

神経突起伸長作用を示すこと、及び機能的な運動ニューロンの特性を有するより成熟度

の高い細胞へ分化させることが明らかとなった。  
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3-5 小括 

PGE2により神経突起を伸長した NSC-34 の運動ニューロン特性を電気生理学的及び

生化学的に RA 処置の場合と比較し、以下の知見を得た。 

 

1. PGE2 処置細胞は、2 日間で、RA 処置細胞 7 日目と同程度の神経突起伸長作用を

示した。 

 

2. PGE2処置細胞は、RA 処置細胞と比較して、低い閾値電流で活動電位を発生させた。 

 

3. PGE2 処置細胞の電位依存性イオン電流密度は、vehicle 処置細胞と比較して、有意

に増大したが、RA処置細胞の電流密度は増加傾向に留まった。また、 NSC-34にお

いて記録された電位依存性イオン電流は、Na+除去した aCSF もしくは TTX を含む

aCSF の還流により完全に消失した。 

 

4. MAP2c、synaptophysin、HB9 及び Islet-1 の発現レベルの増加は、PGE2 処置細胞

及び RA 処置細胞で認められ、いずれも同程度増加した。 

 

5. PGE2処置細胞における ChAT の発現レベルは、RA 処置細胞の発現レベルと比較し

て有意に増加した。 

 

6. PGE2処置細胞から培養液中への ACh 放出量は、vehicle 処置細胞及び RA 処置細

胞と比較して有意に増加したが、RA 処置細胞からの ACh 放出量は、vehicle 処置細

胞と比較して有意な差を示さなかった。 

 

以上の結果より、PGE2は、NSC-34において、従来用いられてきた RA と比較して、迅

速な神経突起伸長作用を示し、実際の運動ニューロンにより近い低い閾値電流による活

動電位の発生や ACh を合成及び放出する機能的な運動ニューロンの特性を有する成

熟度の高い細胞へ分化させることが明らかとなった。  
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本研究では、より迅速な運動ニューロン分化誘導法を確立するため、新たな分化誘導

因子の同定を目的とし、運動ニューロン様株化細胞 NSC-34 において、PGE2 の運動ニ

ューロン分化に及ぼす影響を検討し、以下の知見を得た。本研究の結果の概要を Fig. 

18 に示した。 

 

1. PGE2は、EP2 を介して、未分化の NSC-34 の増殖を抑制し、神経突起伸長作用を示

すことが明らかとなった。また、PGE2 のニューロン分化促進作用には EP2 の活性化を

介した細胞内 cAMP の上昇が少なくとも一部関与することが示唆された。 

 

2. PGE2は、従来用いられてきた RA と比較して、迅速な神経突起伸長作用を示し、実際

の運動ニューロンに近い低い閾値電流による活動電位の発生や ACh を合成及び放

出する機能的な運動ニューロンの特性を有するより成熟度の高い細胞へ分化させるこ

とが明らかとなった。 

 

本検討結果は、PGE2 が、運動ニューロンにおいて、分化誘導因子となることを明らか

にし、その誘導速度及び成熟度の高さから、RA よりも優れた誘導因子となる可能性を示

唆したものである。本研究の成果を今後、iPS細胞に応用することにより、運動ニューロン

病に対する再生医療実現の一助となることが期待される。  
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Fig. 18 A schematic diagram showing the comparison of PGE2- and RA-induced cell 

differentiation, and the mechanism of PGE2-induced cell differentiation in NSC-34 

cells. 
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