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研究成果の概要（和文）：健常人由来iPS細胞をSFEBq法によって神経系外胚葉に分化誘導し、浮遊培養をし続け
神経凝集体を得た。神経系細胞マーカーの推移から、この神経凝集体が大脳皮質の発生を模倣することを確認し
た。この胎児脳モデルにIL-6を24時間暴露したところ、リン酸化STAT3が増加し、10日後に対象と比較してアス
トロサイトが増加し、神経細胞が減少した。ルテオリンの同時添加は濃度依存的にSTAT3のリン酸化を阻害し、
IL-6による神経分化障害を抑制した。本研究で用いた神経分化系は、胎内環境による胎児脳障害の病態解析・治
療探索に有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We induced differentiation of iPS cells derived from healthy individuals 
into neuroectodermal cells. We then cultured these iPS cells in suspension cultures to obtain 
neuronal aggregates. Based on the shift of neuronal cell markers, we confirmed that these neuronal 
aggregates were emulating the cerebral cortex. When we exposed this fetal brain model to 
interleukin-6 (IL-6) for 24 hours, we observed increased levels of phosphorylated signal transducer 
and activator of transcription 3 (STAT3). Ten days later, we found increased levels of astrocytes 
and a reduction in neuronal cells. Simultaneous administration of luteolin downregulated the 
phosphorylation of STAT3 and inhibited the attenuation in neuronal differentiation induced by IL-6. 
We believe the neuronal system model used in this study can greatly contribute to the 
pathophysiological analysis and treatment discovery in fetal encephalopathy caused by the fetal 
environment.

研究分野：小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系の発生の様々な段階において多
様な環境ストレスが障害に働くことが知ら
れている。特に妊娠中の母胎の感染症は胎児
の神経発達に悪影響を与え、自閉症スペクト
ラム障害や統合失調症の発症に影響するこ
とが報告されている。疫学研究でも、妊娠中
のウイルス感染や細菌感染で、自閉症スペク
トラム障害や統合失調症の発症率が上がる
との報告がされている。齧歯類の研究では、
病原体そのものの影響というよりは、感染に
際して起こる母胎の免疫反応、特に母胎にお
けるインターロイキン 6	(IL-6)	の上昇が神
経発達の障害に関係することが示唆されて
いるが、ヒトでは同じように IL-6 の上昇が
胎児の神経発達にどのような影響を与える
かを調べることは難しい面があった。	
	 一方、ヒト由来 iPS 細胞やそれを分化させ
た神経前駆細胞は、胎生早期の神経系に母胎
環境がどのような影響を与えるか、また、そ
れらの影響を緩和する薬剤の候補となる物
質の検索においても有用なツールになる。	
	
２．研究の目的	
	 ヒト由来	iPS	細胞を用いて、胎児期大脳
皮質の神経分化を in	vitro で再現し、齧歯
類の実験で神経発達の障害に関与すること
が知られている IL-6 を暴露し、IL-6 が胎児
大脳皮質の分化に与える影響について調べ
た。また、IL-6による神経発達への影響を緩
和する物質の候補としてフラボノイドの一
種であるルテオリンの効果についても検討
した。	
	
３．研究の方法	
	 ヒト由来	iPS	細胞は理研 BRC 細胞材料開
発室から供与を受けた。本研究は、京都府立
医科大学医学倫理審査委員会の承認を受け
た。ヒト由来	iPS	細胞を単離した後、96 穴
プレートにまき、神経系に誘導させる培養液
中で20日間培養し、神経凝集体を作成した。
培養 20 日目からは神経細胞の分化を進める
培養液に変更し培養を続行した。	
	 各培養期間において、神経凝集体における
神経幹細胞のマーカーである PAX6、神経細胞
のマーカーである MAP2、βIII-tubulin、ア
ストロ細胞のマーカーである GFAP、GLT1、
GLAST の mRNA の発現について定量的 RT-PCR
法によって調べた。	
	 培養 51 日目に母胎の感染時の免疫反応と
してみられる IL-6 への暴露として培養液中
に 100	ng/ml の IL-6 を 24 時間だけ添加し、
IL-6 を添加しなかったものと凝集体の大き
さを測定した。また、神経系のマーカー(GFAP,	
TBR1,CTIP2,SATB2)の変化については免疫組
織化学法を用いて、STAT3 のリン酸化の度合
いについてはウェスタンブロット法を用い
て調べた。次に IL-6 の添加と同時に種々の
濃度（10,20,40,80μM）になるようにルテオ
リンを加え、IL-6 添加によってみられた

STAT3 リン酸化の変化がどのようになるかに
ついて調べた。	
	

図 1	培養方法	
	
４．研究成果	
1)	神経凝集体は胎児脳の発達段階を反映す
る	
	 神経凝集体の 60 日の培養期間において神
経系への誘導期間である培養 20 日目までは
神経幹細胞のマーカーである PAX6	mRNA の発
現が上昇した。神経細胞への分化を誘導する
培養液で培養を開始後、Pax6 の発現は減少し、
神経細胞のマーカーである MAP2 、β
III-tubulin	mRNA の発現が増加した。また、
培養 40 日目以降は、アストロ細胞のマーカ
ーである GFAP、GLT1、GLAST	mRNA の発現が
増加した（図 2）。このことから神経凝集体
は培養下において、神経細胞への分化が先で、
その後神経膠細胞が分化する胎児脳の発達
段階を反映していると考えられた。	
	
2)	IL-6 暴露の神経系への影響	
	 IL-6 の暴露によって培養 60 日目の神経凝
集体の大きさには変化はなかった（図 3）が、
IL-6 暴露群では、IL-6 を添加しないコント
ロール群と比較してアストロ細胞のマーカ
ーである GFAP 陽性を示す細胞の割合が増加
していた。また、早期に分化した皮質の深層
にある神経細胞のマーカーである TBR1 及び
CTIP2 陽性を示す細胞の割合は減少し、後半
に分化した皮質の浅層にある神経細胞のマ
ーカーであるSTAB2陽性細胞の割合に変化は
なかった（図 4）。さらにウェスタンブロット
法において IL-6 の暴露を受けた神経凝集体
ではリン酸化されたSTAT3の量がコントロー
ル群と比較して増加していた（図 5）。	
	
3)	ルテオリンはIL-6による影響を緩和する	
	 IL-6 添加と同時にルテオリンを添加した
条件では、IL-6暴露でみられた STAT3 のリン
酸化が阻害された（図 5）。阻害の効果はルテ
オリンが 10 から 80μM の濃度の範囲では濃
度によらず、効果を認めたが、80μM の濃度
では細胞障害性を示す可能性が示唆された	
(data	not	shown)。	
	
	
	
	
	
	



	

図 2	 神経凝集体の各種 mRNA 発現	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 3	 IL-6	添加による神経凝集体の大きさ
の変化	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 4	 IL-6 による神経系マーカの変化	
*<0.05,	**<0.01,	***<0.001	

	

	

図 5	 IL-6 とルテオリンによる STAT3 リン酸
化に対する影響	

*<0.05	
	
4)	結論	
	 本研究で用いた神経凝集体の分化は胎児
の大脳皮質の発達段階を反映し、胎内環境に
よる胎児脳障害の病態解析・治療探索に有用
である。	
	 IL-6 の胎児期の脳への暴露は、神経分化に
影響を与える。	
	 IL-6 による STAT3 リン酸化の変化は、ルテ
オリンによって緩和され、神経発達の障害に
対する治療薬となりうる可能性がある。	
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