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研究成果の概要（和文）：我々は統合失調症の発症脆弱性基盤として支持されている神経発達障害仮説に注目
し、22q11.2の微細欠失を持つ統合失調症患者由来iPS細胞を用いて、神経分化・発達の異常に関わるmiRNAの分
子病態について解析した。患者由来の神経幹細胞では、神経細胞への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、これらの異常は特定のmiRNAやp38の発現変化が関わっていることが明らかになった。更に、
統合失調症患者死後脳においても、神経細胞とアストロサイトのマーカー量比に異常があることが判明し、脳発
達期における神経幹細胞の分化効率の微細な変化が、統合失調症の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 established hiPSCs from two schizophrenia patients with the 22q11.2 
deletion, and examined the molecular pathology of microRNA (miRNA) related to abnormality of 
neuronal differentiation/development. Neurosphere size, neural differentiation efficiency, neurite 
outgrowth, cellular migration and the neurogenic-to-gliogenic competence ratio were significantly 
reduced in patient-derived cells. miRNA profiling detected reduced expression levels of miRNAs 
belonging to miR-17/92 cluster and miR-106a/b in the patient-derived neurospheres. Those miRNAs are 
reported to target p38, and conformingly the levels of p38 were up-regulated in the patient-derived 
cells. Furthermore, we confirmed an elevated expression of gliogenic (astrocyte) marker in 
postmortem brains from schizophrenia patients. These results suggest that a dysregulated balance of 
neurogenic and gliogenic competences may underlie schizophrenia.

研究分野：分子精神医学
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症の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。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、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これまでは不可能
であった。しかし、近年の iPS細胞技術の進
歩により、iPS 細胞から神経幹細胞や神経細
胞が作製可能となり、患者由来サンプルを用
いてどのような神経分化・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。既に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等）、統合失調症研究における iPS
細胞の有用性が証明されつつある。 

miRNAは、蛋白質をコードしていない 21
～25塩基程度の一本鎖 RNAで、標的となる
mRNAの 3’非翻訳領域に結合して翻訳を阻
害する。同様の翻訳抑制をおこなう siRNA
とは異なり、標的の結合部位の配列と完全に
一致する必要はないため、ひとつの miRNA
は平均 200個の mRNAを標的としている。
また、標的となる mRNA の配列依存的に翻
訳抑制効果の強弱が決定されため、遺伝子発
現の微調整を担っていると考えられている。
神経系においてmiRNAは、神経分化や神経
発達、シナプス機能に重要な役目を果たして
いることから、統合失調症や自閉症などの病
態に関与すると考えられている。これまで、
統合失調症特異的に発現変化するmiRNAの
探索が行われ、miR-30 family, miR-132, 
miR-137, miR-195, miR-198, miR-208など
が報告されているが、末梢血単核細胞や死後
脳を用いた解析であるため、実際の神経発達
段階でどのようなmiRNAが発現変動するか
明らかになっていない。 
 22q11.2の微小欠失（22q11.2欠失症候群）
は、2,000-4,000 出生に 1 人の割合で起こる
染色体異常症の一つである。この欠失領域は、
遺伝学的解析において連鎖や関連が繰り返
し報告されてきた領域であり、実際に
22q11.2 の微小欠失(1.5 ～ 3Mb) が統合失
調症の発症リスクを約 20 ～ 40 倍に増大さ
せることから、統合失調症の責任領域の一つ
として重要視されている。この 22q11.2 欠損
領 域 に は 、 DGCR6,PRODH,DGCR2, 
UFD1L,CDC45L,CLDN5,GNB1L,TXNDR2, 
COMT,ARVFC,DGCR8,RTN4R などの統合
失調症関連遺伝子が含まれるが、個々の遺伝
子の詳細な貢献メカニズムには不明な点も
多い。この欠失領域に存在する DGCR8遺伝
子は、miRNA の生合成のプロセスの中で、
核内で行われる一段階目のプロセシングに
関わる DGCR8をコードしている。Dgcr8+/-
マウスでは、miRNA の生成異常の他に、プ
レパルス抑制や空間的ワーキングメモリー
の低下といった行動異常や、海馬の神経新生
の低下、海馬 CA1 錐体細胞や前頭前皮質第

Ⅴ層錐体細胞の樹状突起スパインの減少な
どが報告されている。これらのことから、
Dgcr8の発現低下によるmiRNAの発現低下
は、前頭前皮質や海馬のシナプス機能および
神経発達を障害し、認知行動異常を引き起こ
すと考えられる。 
 
２．研究の目的 
上記背景から申請者は、「miRNAの生成経路
の異常による特定の miRNA の発現低下が、
神経系細胞の分化・発達に影響を及ぼし、統
合失調症の発症リスクを増大させる一因」と
考え、本研究では、この仮説を検討するため
miRNA の発現低下を起こす iPS 細胞
（22q11.2DS欠損患者由来 iPS細胞）を作製
し、神経幹細胞や各種神経細胞への分化誘導
について解析を行ことで、miRNA の発現低
下がヒトの神経系細胞の分化・発達にどのよ
うな影響を及ぼすのか明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
1)iPS細胞の培養と神経分化 
本研究では、22q11.2 領域の欠失をもった
統合失調症患者由来の iPS細胞（2例）と健
常者由来 iPS細胞（2例）を用いた。患者由
来 iPS細胞と健常者由来 iPS細胞は、iPS細
胞用培地で培養した。iPS 細胞からの神経分
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 、
Neurosphere(神経幹細胞/神経前駆細胞の凝
集塊)を作製した。神経細胞への最終分化は、
NeurosphereをTrypLE™ Select でシングル
セル化し、ポリ-L-オルニチン/フィブロネク
チンでコートした 24 well プレートに蒔き、
神経細胞用培地で培養した。 

 
2)神経細胞の分化解析  
患者、健常者由来の Neurosphereを神経細
胞に分化誘導し、誘導後 2週間目に、抗 TUJ1
抗体(神経細胞のマーカー)、抗 GFAP抗体(ア
ストロサイトのマーカー) で免疫染色を行っ
た。染色画像から全細胞中の神経細胞、アス
トロサイトの割合を求め、分化効率を解析し
た。 
 
3) miRNAの発現解析  
患者、健常者由来の Neurosphereから total 

RNA を抽出し、Human miRNA Microarray 
(8x60K array)を用いて網羅的に発現量を解
析した。その後、特定のmiRNAに対しては、
Taqman probe を用いた qRT-PCR で定量し
た。 

 
4) 死後脳の発現解析  
死後脳は Victorian Brain Bank Networkか
ら入手した。total RNAを抽出した後、Taqman 
probeを用いた qRT-PCRで定量した。 
 



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 
本研究では、22q11.2 欠失を持つ統合失調症
患者 2名から iPS細胞を樹立し、分化誘導に
より神経幹細胞および神経系の細胞を作製
して、欠失領域にある遺伝子がどのように神
経発達や神経分化に影響を及ぼすかの解析
を行った。その結果、患者由来の neurosphere 
(神経幹細胞の細胞塊)では、細胞塊の縮小化
や、遊走能の低下、神経細胞への分化効率の
低下とそれに伴う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１）。 
 

 
図1. 22q11.2欠失を持つ統合失調症患者由来
の神経前駆細胞における分化異常 
 
同様の神経分化異常は、Dgcr8+/-マウスで報
告されていたため、神経分化異常にはmiRNA
が関わっていると考え、患者由来の
neurosphere における miRNA の発現解析を
行った。その結果、miR-17 family (miR-17、 
miR-106a/b) や miRNA-185 の発現が低下し
ていた（図 2）。これらのmiRNAは、神経幹
細胞の増殖や分化制御に関わる遺伝子 
(E2F1, PTEN, BIM)や神経幹細胞の「神経細
胞：グリア分化比率」に関わっている
MAPK14 (p38α をコードしている)を標的と
していることから、患者由来の神経幹細胞に
見られた分化異常には、特定の miRNA の発
現減少が関わっていることが示唆された。 
 
 

図2. 22q11.2欠失を持つ統合失調症患者由来
の神経前駆細胞におけるmiRNAの発現低下 
 
 

22q11.2 欠失を持った統合失調症患者由来の
神経幹細胞で見られた分化異常が、“一般の”
統合失調症にも見られるのかを確かめるた
め、統合失調症患者の死後脳を用いて解析を
行った。その結果、発現変化量は小さいが、
患者死後脳では神経細胞のマーカーである
MAP2の発現量の低下と、アストロサイトの
マーカーであるGFAPの発現量の増加が年齢
縦断的に認められた（図３）。GFAPの発現量
の増加は、炎症によっても引き起こされるが、
患者死後脳において炎症マーカーの発現増
加は認められなかった。患者死後脳において
も神経細胞とアストロサイトの異常が見ら
れたことから、神経幹細胞から神経細胞・グ
リア細胞への分化効率が、統合失調症の病因
に関わっていることが示唆された。 

 
図 3. 統合失調症患者死後脳における GFAP, 
MAP2の発現変化 
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