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研究成果の概要（和文）：将来的に病態研究や治療薬開発のツールになることを目的に、双極性障害（躁うつ
病）患者からiPS細胞を作成し、双極性障害の特徴をもつ「疾患モデル細胞」を開発を目指す研究である。
双極性障害が多く見られる家族の患者に協力をいただき、細胞を作成した。また双極性障害の発症に影響する遺
伝変異も探索した。
研究成果(1)双極性障害患者から作成したiPS細胞を、実験的に神経細胞に変化させると、健常者に比べて神経活
動が活発だった。双極性障害のモデル細胞として妥当と考えられた。(2)１番染色体のSPOCD1遺伝子を発症に影
響を与える可能性がある候補遺伝子とした。

研究成果の概要（英文）：Patient-derived induced pluripotent stem cells (iPSCs) with genetic 
variations having large effects on the development of neuropsychiatric diseases are expected to be 
cellular disease models. To establish bipolar disorder iPSC model, we focused on rare familial cases
 with potential high-risk genetic factors and we performed comprehensive genetic analysis and 
cellular phenotype analysis of patient iPSC-derived neurons.
In summary, we identified SPOCD1, a candidate gene which have the potential to contribute to bipolar
 disorder and depression in a multiplex pedigree. Moreover, iPSCs from affected individuals of the 
pedigree were differentiated into excitatory neurons. The neurons from the affected individuals 
showed higher frequency of the calcium transient compared with neurons from healthy controls. Our 
results would be promising to the cellular model of bipolar disorder for various applications.

研究分野： 精神医学、細胞生物学、ゲノム医学、神経科学

キーワード： 双極性障害　iPS細胞　ゲノム医学　病態生理　カルシウムイメージング　連鎖解析　疾患モデル　神経
細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
双極性障害の原因はほとんどわかっていない。そのようななか、本研究では、目標である原因変異の明らかな双
極性障害疾患モデルiPS細胞の確立に向けて、期待できる成果を得ることができた。疾患モデルiPS細胞が作成さ
れれば、神経細胞の易興奮性の分子機序の解明や本質的な病態生理に基づく創薬、双極性障害動物モデルの作成
など、これまでのボトルネックが解消され、多方面に展望が開ける。疾患モデルiPS細胞の確立に向けて、今後
さらに研究を積み重ねていく必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

（1）双極性障害は人口の約１〜４％が罹患する精神疾患であるが、分子病態はほとんどわかっ

ておらず、病態解明の手がかりも乏しい。一般に遺伝性の高い複雑疾患では、発症に強い影響力

をもつ稀なゲノム要因をもつ患者の iPS 細胞を疾患モデルとする手法は合理的なアプローチで

ある。しかしながら、双極性障害の発症に強い影響力をもつゲノム要因は未だ同定されず、強い

原因変異をもつ疾患 iPS 細胞モデルはなかった。 

（2）そのような状況のなか、我々は 2013 年に沖縄県で双極性障害と反復性うつ病の多発する大

規模家系を見出し、この家系内で１番染色体短腕領域（1p36-35）が疾患に連鎖することを発見

した。これは双極性障害と反復性うつ病の発症に強い影響力をもつ潜在的なゲノム要因と考え

られた。また過去の連鎖解析研究で 1p36-35 領域と双極性障害やうつ病の間に、有意あるいは

nominal な連鎖の報告があり、この領域に疾患と関連する遺伝要因が存在している可能性が考え

られた。 

（3）双極性障害患者の iPS 細胞を用いた病態研究では 2015 年に Mertens ら(Merten et al., 

2015)が分化誘導神経細胞の易興奮性を発表し、この分野に大きなインパクトを与えた。研究の

次段階は分子機序解明であり、そのために原因変異の明らかな双極性障害疾患モデル iPS 細胞

の確立が望まれた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、双極性障害の病態研究に有用な、原因変異の明らかな双極性障害疾患モデル

iPS 細胞の確立である。双極性障害と反復性うつ病の多発する家系の原因変異を探索し、並行し

て家系内患者の iPS 細胞から神経細胞を分化誘導し細胞表現型を見出すことを目指した。 

 

３．研究の方法 

（1）家系内の罹患者と非罹患者のゲノムを全ゲノムあるいは全エクソンシーケンスし、罹患者

が共通して保有する 1p36-35 の連鎖領域内のハプロタイプを決定する。ハプロタイプにあるゲ

ノム変異のうち、アミノ酸が非同義変異となりマイナーアレル頻度(MAF)が低いものをピックア

ップし検討する。（これらの遺伝学的解析は本研究課題以外の公的研究費も使用した。） 

（2）研究開始前に樹立した家系内患者、家系内健常者、家系外健常者の iPS 細胞を使用する。

iPS 細胞を神経細胞に分化誘導し、神経細胞の自発的興奮を Fluo4-AM によるカルシウムイメー

ジングで評価する。なお、iPS 細胞の樹立は共同研究を行なっている東京慈恵会医科大学 再生

医学研究部で一貫した手法で行われた。 

 

４．研究成果 

（1）1p36-35 疾患ハプロタイプの決定と候補遺伝子 SPOCD1 変異の発見 

双極性障害と反復性うつ病の多発する家系から、3世代 8名の患者と 8 名の非罹患者の血液検体

の提供を受けてゲノム解析を行った。全ての研究計画は琉球大学の倫理審査委員会で承認され、 

参加者からインフォームドコンセントを得て実施した。2つのトリオを構成する 5名の全ゲノム

シーケンスを標準ヒトゲノム配列にアライメントし、一塩基置換(SNV)と挿入・欠失を 1p36.11–

1p34.3 の範囲でフェージングし、家系内患者が共有する 6.7Mb のハプロタイプを決定した。最

終的に 6,713,222 塩基対のうち 74 サイトを除いたほとんどのサイトの相を決めることができ



た。このハプロタイプに何らかの疾患の原因となる変異が隠れていると考え、変異をフィルタリ

ングすると、アミノ酸置換を起こし、MAFが 1％未満である 3つの SNV、rs74896528-T（SESN2 遺

伝子）、rs200858617-A（SDC3 遺伝子）、rs201246409-G（SPOCD1 遺伝子）が見つかった。さらに

SPOCD1 遺伝子はコード領域に rs201246409-Gとともに rs35252813-Aと rs35533335-Aをもち、

ハプロタイプ上に 3 つのミスセンス変異が同時に存在し（表 1）、その三つ組の頻度は世界的に

極めて稀だった（頻度 0.0004, 1000GP database）。 

表 1．家系内患者が共有していた SPOCD1 の 3ミスセンス変異(Takamatsu et al., 2022 より) 

 

SESN2、SDC3、SPOCD1 はこれまでのゲノムワイド関連解析研究（GWAS）で報告のない遺伝子であ

ったが、SPOCD1 の機能的パートナーである PIWIL4（Zoch et al., 2020）は英国のうつ病 GWEIS

（genome-wide by environment interaction study）で最も強い関連を示した遺伝子であった

（Arnau-Soler et al., 2019, p = 4.95 × 10−9）。PIWIL4は SPOCD1依存的に精巣における piRNA

の制御を行い、LINE1 などのトランスポゾンのサイレンシングに関わっている。PIWILと SPOCD1

の脳での機能は未知であるが、トランスポゾンの発現調節などを介して精神疾患に影響する可

能性はあるかもしれない。 

 

また本研究課題とは別に、国立精神神経医療研究センター 疾患第 3部と共同で、精神疾患患者

検体の SPOCD1 rs201246409-Gアレル保有率を調べたところ、一般人口での極めて低いアレル頻

度（MAF= 0.0008, ToMMo 8.3KJP）に比して、88 名の双極性障害 I型患者から 1名のヘテロ接合

体が見つかった。また、その患者は rs201246409-G、rs35252813-A、rs35533335-Aの三つ組アレ

ルを保有した。ただし低いアレル頻度に対してサンプル数が足りず、統計学的に関連性を結論で

きなかった。 

 

以上のことから、今回我々が家系ハプロタイプから発見した SPOCD1 変異は双極性障害とうつ病

に影響する候補遺伝変異と考えられ、今後さらなる検討を行うこととした。なお 1p36-35 疾患ハ

プロタイプの非コード領域、特に転写調節に関わる領域の探索も必要であり、新たに研究を開始

した。 

 

（2）家系内患者 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞のカルシウムイメージング 

これまで述べてきた双極性障害と反復性うつ病の多発する家系の患者の iPS 細胞を用いて、神

経細胞に分化したときの表現型を調べた。本研究課題以前に末梢血の T細胞から樹立した iPS 細

胞を用いた。 

 

研究計画では低分子化合物を用いた dual SMAD 阻害により神経細胞を分化誘導する手法であっ

たが、実際に行うと我々の実験環境では誘導効率が低く、培養毎に細胞状態のばらつきが大きか

ったことから分化誘導方法を変更した。様々な試行錯誤を経て、Ngn2 遺伝子をレンチウイルス

で導入し、ドキシサイクリンでその発現を誘導するとともに、培養初期に低分子化合物で dual 



SMAD 阻害を行う Nehme らの方法（Nehme et al., 2018）をもとに、細部を最適化した分化誘導

プロトコルを作成した。この方法で、培養 30日目にカルシウムイメージングで細胞の同期発火

が観察でき、免疫染色でシナプスや神経突起マーカーのシグナルを見ることができた（図 1）。 

 

図 1．ヒト iPS 細胞から分化誘導した神経細胞の免疫染色 (Synapse は抗 Active Zone抗体) 

 

家系内患者 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞と、家系外の健常者コントロールの神経細胞を

培養し、培養 29日〜30日目に Fluo4-AM に反応させ、倒立型蛍光顕微鏡で自発活動下でのカル

シウムトランジェントを撮影した。観察環境を安定させるため、ステージに恒温 CO2チャンバー

を設置した顕微鏡を用いた。サンプルは患者 3名、健常者 3名からそれぞれ 1ラインずつ iPS 細

胞を用い、各ライン 2〜5回反復して培養し、データを収集した。その結果、健常者由来神経細

胞に比べて、患者由来神経細胞はカルシウムスパイクの頻度が有意に多かった（図 2）。 

 

図 2．iPS 細胞由来神経細胞のカルシウムイメージング結果 

 

家系内患者 iPS 細胞で観察した自発神経活動の亢進は、2015 年に Mertens らが報告した双極性

障害の易興奮性と類似した結果と言えた。先行研究は低分子化合物を用いた分化誘導方法であ

り、今回のレンチウイルスを用いたリプログラミングで表現型が見られるのであれば、疾患モデ

ル細胞として有用性が高いと思われる。今後、1名あたり複数の iPS 細胞ラインを解析し、再現

性を確認する。 

 

まとめると、本研究により 1p36-35 に配列の決定された疾患ハプロタイプをもつ疾患 iPS 細胞

の作成を行った。候補遺伝子として SPOCD1 の変異を明らかにした。また分化誘導神経細胞の表

現型として高い自発発火頻度を観察した。今後は解析 iPSラインを増やし、表現型を確実にする

ことと、SPOCD1 と病態との関係を検討していく。目的である、原因変異の明らかな双極性障害

疾患モデル iPS 細胞の確立に向けて、期待できる成果を得ることができた。疾患モデル iPS 細胞

図 6. 疾患 iPS 細胞由来神経細胞  (a) 低分子化合物とNgn2
レンチウイルスで誘導したグルタミン酸作動性神経細胞。 
シナプスカウント、ミトコンドリア膜電位・形態、カルシ
ウムイメージングで表現型を評価する。
(b) 現在作成中のセロトニン作動性神経細胞の位相差像。
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が作成されれば、神経細胞の易興奮性の分子機序の解明や本質的な病態生理に基づく創薬、双極

性障害動物モデルの作成など、これまでのボトルネックが解消され、多方面に展望が開ける。今

後もさらに研究を積み重ねていく必要がある。 
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