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研究成果の概要（和文）：本研究では、統合失調症の神経発達障害仮説に着目し、22q11.2領域の欠失やカルボ
ニルストレスに関与するGLO1遺伝子の変異を持った患者由来のiPS細胞を用いて研究を進め、以下の成果が得ら
れた。
患者由来の神経幹細胞や神経細胞では、分化効率の異常など神経発達障害を示唆する表現型が見られた。分化効
率の異常はp38阻害剤やカルボニルストレス消去剤を用いることで回復したことから、p38の発現増加やカルボニ
ルストレスの亢進が、神経発達障害に関わっていることを明らかにした。また、患者死後脳でも、同様の異常が
あることが分かり、脳発達期における分化効率の微細な変化が、病因の可能性の一つであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied iPS cells derived from schizophrenia with the microdeletion of 
chromosome 22q11.2 and with impaired GLO1 gene whose protein product is involved in the scavenging 
of carbonyl stress. In these studies, we focused on the schizophrenia theory of “abnormal 
neurodevelopment”.We observed disturbed differentiation efficiencies in patients’iPS cell-derived 
neurospheres and neurons. Those defects of neural differentiations were partially rescued by an 
inhibitor of p38 (for 22q11.2 deletion) or by scavengers of carbonyl stress (for GLO1 mutation), 
suggesting an importance of rectifying abnormal neural differentiations in early neurodevelopmental 
stage.
We could also confirm that abnormal neural differentiations are seen in patients’ postmortem 
brains, by examining the expression ratio of neuronal and glial markers.

研究分野： 精神医学、精神科遺伝学、分子細胞生物学

キーワード： 統合失調症　22q11.2欠失　iPS細胞　カルボニルストレス　神経発達　終末糖化産物　miRNA　コピー数
多型
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症の極めて有力な病因仮説とし

て、「神経発達障害仮説」が知られている
（Weinberger et al., 1987）。この仮説は、”
胎生期〜生後脳発達期にかけての神経発達
障害が統合失調症の脆弱性を形成する”と
いう説であるが、従来のヒト研究では倫理的
な問題からヒト由来サンプルを用いて直接
的、かつ具体的にこの仮説を検証することは
不可能であった。しかし、近年開発された iPS
細胞の技術を用いることで、健常者および患
者由来検体から iPS細胞を樹立し、神経系細
胞を分化誘導することが可能になった。この
技術を用いることにより、統合失調症におい
てどのような神経発生・発達の障害が起きて
いるか、実際に検証することが出来るように
なった。実際、既に“一般例”の統合失調症
患者由来 iPS細胞を用いた解析が報告されて
おり（Brennand et al., 2011）、統合失調症
研究における iPS細胞の有用性が証明されて
いる。統合失調症患者由来 iPS細胞を解析す
る場合、統合失調症の発症に関与するゲノム
変異（コピー数多型：CNV）や遺伝子変異を
持つ“特殊例”の統合失調症患者由来 iPS細
胞を用いることで、強調された表現型を観察
できる可能性があり、申請者は、これまで統
合失調症の発症に関与する CNV（22q11.2 の
微小欠失）や遺伝子変異（カルボニルストレ
ス除去に関与する GLO1 遺伝子のフレームシ
フト変異など）を発見している（Toyoshima et 
al., 2011）。 
 

図 1. iPS細胞を用いた統合失調症研究 
 
２．研究の目的 

上記の背景より、本研究では、統合失調症
の神経発達障害仮説に着目し、神経発達最初
期の異常やその後の分化・発達過程の異常を
捉えることで、「神経発達障害仮説」の具体
的事象の解明、分子・細胞病理の新しいパラ
ダイム（マイクロエンドフェノタイプ）を発
見できるのではないかと考えた。そこで、
“特殊例”の統合失調症患者由来の iPS 細
胞・神経幹細胞・神経細胞を用いて、①「ど
のような分子細胞レベルの異常(マイクロエ
ンドフェノタイプ)が見られるか」、②「どの
ような化合物が、分子細胞レベルの異常を回
復できるか」を明らかにすることを目的とし
た。 

３．研究の方法 
(1)iPS細胞の樹立と選別 

統合失調症患者由来 iPS細胞と健常者由来
iPS 細胞は、被験者の線維芽細胞に山中因子
（KIF4, OCT3/4, c-MYC, SOX2）をレトロウ
イルスにより導入し樹立した。樹立後、細胞
形態、未分化マーカー、神経系細胞への分化
能を評価し、研究に使用するセルラインを選
別した。 
 

(2)iPS細胞の培養と神経分化 
統合失調症患者及び健常者由来 iPS細胞は、

iPS細胞用培地を用いてフィーダー細胞（SNL
細胞）上で培養した。iPS 細胞から神経幹細
胞への分化誘導は、シングルセル化した iPS
細胞を LIF、FGF2 を加えた神経幹細胞用培地
で浮遊培養することで、神経分化を誘導し、
ニューロスフィアを作製した。神経細胞への
分化誘導は、ニューロスフィアを細胞乖離液
でシングルセル化した後、ポリオルニチン/
ラミニンコートしたディシュ上に蒔き、LIF、
FGF2 を除いた神経細胞用培地で培養するこ
とで、最終分化を誘導し、神経細胞及びグリ
ア細胞を作製した。 
 

(3)遺伝子発現解析 
各サンプルの遺伝子発現解析は、目的に応

じて①DNA マイクロアレイ（Affymetrix : 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array）②miRNA
アレイ（Agilent : SurePrint G3 Human miRNA 
8 x 60K Rel16.0）③Taqman probe による RT- 
qPCRにより行った。 

 
(4)死後脳サンプル 

Victorian Brain Bank Network より入手し
た死後脳（健常者：75 例、統合失調症患者：
53 例）の Brodmann’s area 8 を遺伝子発現
に使用した。 
 

(5) 神経分化における各種化合物の影響 
p38 阻害薬及びカルボニルストレス阻害薬

を加えた培養液で、患者由来 iPS細胞と健常
者由来 iPS細胞を 6日間培養した後、分化誘
導によってニューロスフィアを作製し、分化
効率と神経幹細胞マーカー(SOX1)の発現量
を解析した。p38阻害薬としては、SB203580(1 
μM)、カルボニルストレス阻害薬としては、
ビタミン B6(200 μM)と α-リポ酸(100 μM)
を用いた。 

 
(6) GLO1 欠損 iPS細胞の作製 

GLO1遺伝子のエクソン 1の開始コドンの下
流に gRNA を設計し、健常者由来の iPS 細胞
に gRNA, CRISPR/CAS9 発現ベクターを導入し
た。クローニングとシーケンスにより、GLO1
遺伝子が欠損したセルラインを選別した。 

 
本研究は、理化学研究所及び研究参加施設

の倫理委員会の承認を得て被験者には十分
な説明と文書による同意を得て実施した。 



４．研究成果 
(1) 統合失調症の神経発達障害に関わる
miRNA の分子病態の解明 

22q11.2 欠失を持った統合失調症患者 2 名
から 4ラインの iPS細胞と、健常者 3名から
4 ラインの iPS 細胞を樹立し、分化誘導によ
り神経幹細胞及び神経細胞を作製した。これ
ら細胞を用いてどのような分子細胞レベル
の異常があるか解析を行った。解析の結果、
患者由来のニューロスフィア（神経幹細胞の
細胞塊)では、細胞塊の縮小化や（図 2）、神
経細胞への分化効率の低下、それに伴ってア
ストロサイトへの分化促進などの神経分化
異常が見られた(図 3)。また、患者由来の神
経細胞では、神経突起の伸長や遊走能の低下
が見られた。神経幹細胞や神経細胞で見られ
た異常は、統合失調症患者の神経発達障害を
示唆するものと考えられる。 
 

図 2.  ニューロスフィアのサイズの変化 
 

図 3. ニューロスフィアから神経系の細胞
への分化誘導 
 

患者由来のニューロスフィアで見られた
神経分化異常は、欠損領域に存在する DGCR8
遺伝子（miRNA のプロセッシングに関わる
DGCR8 をコードする）をヘテロ欠失させた
Dgcr8(+/-)マウスで報告されており、神経分
化異常には miRNA が関わっていると考え、患
者由来のニューロスフィア における miRMA
の発現解析を行った。その結果、miR-17-92 
clusterや miRNA-185の発現が低下していた。
発現低下した miRNAは、神経幹細胞の増殖や
分化制御に関わる遺伝子(E2F1, PTEN)や神経
幹細胞の「神経細胞：グリア細胞分化比率」
に関わっている MAPK14 をターゲットとして
いることが分かり、実際に患者由来ニューロ
スフィアにおいて PTENやｐ38α(MAPK14がコ
ードするタンパク質)の発現量は増加してい

た。そこで、ニューロスフィアの培養時に p38
の阻害剤を加えて培養し、神経細胞とアスト
ロサイトへの分化効率を解析した結果、患者
由来のニューロスフィアでは、神経細胞にな
る割合が上昇し、逆にアストロサイトになる
割合が低下することが明らかとなった（図 4）。
p38 の阻害剤によって、患者由来のニューロ
スフィアの分化効率を改善できたことから、
p38α が統合失調症の新たな創薬ターゲット
となる可能性が考えられる。 
 

 
図 4. ニューロスフィアの神経分化効率への
p38の阻害剤の効果 
 

22q11.2 欠失を持った統合失調症患者由来
の神経幹細胞でみられた分化効率の異常が、
統合失調症に共通してみられる異常なのか、
統合失調症患者の死後脳を用いて解析した。
その結果、健常者の死後脳（健常群）と比べ
て患者の死後脳（統合失調症群）では神経細
胞のマーカーである MAP2 遺伝子の発現量の
低下と、アストロサイトのマーカーである
GFAP遺伝子の発現量の上昇が見られた（図 5）。
GFAPの発現量の上昇は、脳内の炎症によって
も起こるが、患者の死後脳において炎症マー
カー（IL1B 遺伝子、IL6 遺伝子）の発現上昇
は見られなかった。患者の死後脳においても
神経細胞とアストロサイトの量比に異常が
みられたことから、脳発達期における神経幹
/前駆細胞の分化効率の微少な変化が、統合
失調症の病因の可能性の一つであると考え
られる。 

 
図 5. 死後脳における遺伝子発現解析 
 
(2)GLO1 遺伝子変異によるカルボニルストレ
スと神経分化異常の解析 

GLO1遺伝子のフレームシフト変異（365 番
目のシトシンの欠失）を持った統合失調症患
者 1 名から 2 ラインの iPS 細胞と、健常者 2
名から 2 ラインの iPS 細胞を樹立し、分化誘
導により神経幹細胞を作製した。GLO1 遺伝子
変異を持つ患者由来 iPS 細胞では、GLO1 遺



伝子の mRNA の発現量が半減しており、フレ
ームシフトより生じた不完全な GLO1 の mRNA
が NMDによって分解されたためと考えられる。 

GLO1 遺伝子の発現量の低下はカルボニル
ストレスの亢進に繋がることが報告されて
いる。カルボニルストレスの亢進は、終末糖
化産物(Advanced Glycation End products： 
AGEs)の増加に繋がるため、iPS細胞、ニュー
ロスフィアにおける、AGEs 量を測定した。
AGEsの一種である CML（N-カルボキシメチル
リシン)及び、CEL（N-カルボキシエチルリシ
ン）に対する抗体を用いて Western blotting
を行った結果、GLO1 遺伝子変異を持つ患者由
来の iPS 細胞では約 60 kDa の CML 化タンパ
ク質、ニューロスフィアでは約 35 kDa の CML
化タンパク質が増加していた(図 6)。これら
の結果から、GLO1遺伝子変異を持つ患者由来
の細胞では、GLO1遺伝子の発現量の低下によ
り、カルボニルストレスが亢進し、特定の CML
化タンパク質が増加すると考えられる。 

図 6. CML化タンパク質の検出 
 

カルボニルストレスの亢進が神経分化に
影響を与えるか調べるために、健常者由来
iPS 細胞及び GLO1 遺伝子変異を持つ患者由
来 iPS 細胞から分化誘導によってニューロ
スフィアを作製し、分化効率の解析を行った。
その結果、GLO1 遺伝子変異を持つ患者由来
iPS 細胞は、健常者由来 iPS 細胞と比較して
ニューロスフィアへの分化効率が 60 %低下し、 
SOX1遺伝子（神経幹細胞のマーカー）の mRNA
の発現量が 90％低下した。細胞培養時にカル
ボニルストレス阻害剤（ビタミン B6、α-リ
ポ酸）を加えた場合、SOX1 遺伝子の mRNA の
発現量は、健常者由来ニューロスフィアの 50
～80％まで回復した。また、ビタミン B6(ピ
リドキサミン)を加えた場合は、ニューロス
フィアへの分化効率も 1.5 倍上昇した。 

ニューロスフィアへの分化異常に GLO1 遺
伝子変異が関わっているか確かめるために、
ゲノム編集によって GLO1 遺伝子を欠損させ
た健常者由来の iPS細胞を作製し解析を行っ
た。その結果、GLO1遺伝子を欠損させた iPS
細胞では、ニューロスフィアへの分化効率の
低下（図 7）と、約 60 kDa の CML化タンパク
質の増加が見られた（図 8）。 

GLO1 遺伝子変異を持つ患者由来 iPS 細胞
において、特異的に CML 化している 60 kDa
のタンパク質について、免疫沈降法により同 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 7. GLO1 欠損 iPS細胞を用いたニューロ
スフィアへの分化誘導 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 8. GLO1 欠損 iPS細胞を用いた CML化タ

ンパク質の検出 
 
定を行った。その結果、特異的に CML 化して
いるタンパク質は、CRMP2 であることが明ら
かになった（図 9）。CRMP2は統合失調症発症
脆弱性因子であることから、統合失調症の中
でもカルボニルストレス負荷が病理に関係
する一群において、重要な標的分子である可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. GLO1遺伝子変異による CRMP2 の CML 化
の亢進 
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