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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト器官形成時における各組織のクロストークメカニズムを眼を対象とし
て解明する事を目的とした。具体的にはSEAM自体がどのようなメカニズムによって 発生してくるかを検討し
た。
iPS細胞におけるENUによる変異誘導を行い多くの変異株を得たうえで、それぞれに対してSEAM誘導を行い、異常
を起こす92株の同定をおこなった。これらの異常は表現型により３つほどのパターンに分類され、我々はそれら
のうち、２層の発生が不良で異常になるものについて、全ゲノムシークエンスを行い、複数の遺伝子に変異を認
めた。その一つの遺伝子についてCRSPRによるノックアウト体を解析するとともにmRNAseqを行った。

研究成果の概要（英文）：We had tried to elucidate the crosstalk mechanism of each tissue during 
human organogenesis. Specifically, we examined the mechanism by which SEAM itself is generated. In 
SEAM, cells and tissue primordia with different developmental genealogy are arranged concentrically.
 
Mutation induction by ENU (N nitrosourea) in iPS cells was performed last year to obtain many mutant
 strains, and then SEAM induction was performed on each of them, and 92 strains causing the 
abnormality were identified. These abnormalities are classified into about 5 patterns according to 
the phenotype, and we perform a whole-genome sequence for those that are abnormal due to poor 
occurrence of 2 layers and those that cause abnormalities in the shape of 3 layers.This was compared
 with the genomic annotations up to now, and the analysis was started in order from the one that 
seems to be the causative gene mutation, and the knockout form by CRSPR was analyzed for one gene 
and mRNAseq was performed.

研究分野： 発生学、眼科学

キーワード： オルガノイド　再生医療技術　順遺伝学　眼発生異常　PAX6
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本検討に於いてはヒトの器官形成における初めてのミュータジェネシススクリーニング系を確立したと考えてい
る。従来に於いて、ヒトを用いた、眼のような複雑な発生過程をを持つ器官全体の発生を検討することはできな
かった。本検討に於いては再生医療技術を応用することで、極めて基礎的な研究にその成果を還元できることを
示したものと思われる。また、作製したライブラリーを順次解析することで人の眼の発生の機構をこれからも明
らかにしていくことが期待できる

※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。



1.研究開始当初の背景 
（1）前眼部の発達と眼の異形成 
眼は、神経外胚葉、表層外胚葉、神経堤から発達する器官である。眼の発生・分化過程は複雑で、
網膜、角膜、水晶体などのいくつかの異なる組織が同時に発生てくる。その中で、網膜の発生・

文化過程はかなり、明らかにされている 1-5、し
かし、前眼部の分化と器官発生における協調を
伴った発生・分化過程はまだ不明である 6。 
一方、ヒトに於いては多くの眼形成異常があり、
目の奇形として報告されてきた。それらの多く
は上記のような発達過程の異常によって引き起
こされると考えられるが、その表現型は分化・
発生の異常の結果のみを示し、発達中の実際の
病理・メカニズムは不明である。 
本検討では、SEAM と呼ばれる iPS 細胞のヒト眼
のオルガノイド構造を用いて、眼の分化メカニ
ズムと眼の発生異常の病態を明らかにするため
に、新しい ENU を介したスクリーニング法の開
発を試みた。 
（ ２ ）  SEAM （ self-formed ectodermal 
autonomous multi-zone） 
ENU（N-Ethylnitrosourea）7は、DNA の塩基置換
を引き起こす可能性のある化学変異原物質であ

る。 ENU は、マウス、ラット、ゼブラフィッシュの順遺伝学的検討で使用されてきた 8 -10が、も
ちろん、人間で同様の方法をとるのは倫理的に不可能であった。この問題を克服するために、
SEAM（self-formed ectodermal autonomous multi-zone）と呼ばれる iPS 細胞由来の眼オルガノ
イドを使用した。 SEAM は、我々が開発したヒト iPS 細胞に由来する眼のオルガノイドであり
（Figure  

1）11。ヒトの眼のオルガノイド培養誘導を発達さ
せることにより、in vitro でのヒトの眼の原基
の発達を再現する。 SEAM の特徴の一つは 2D 培
養システムであるため、多くのオルガノイド培
養で使用されている3D培養よりもはるかに単純
であり、スクリーニングがはるかに簡単に行え
ることである。 
SEAM においては、中枢神経系から末梢神経系、
CNS、網膜、角膜上皮、皮膚上皮まで、それぞれ
4 つの異なる同心円状のゾーンで構成される 12。
構造の異常、同心円状のゾーンは、眼の発達の異
常を指している可能性がある。この仮説の下で、
我々は眼器官発達の ENU 突然変異誘発スクリー

ニングをヒトで初めて行った。 
 
２．研究の目的 
本検討では、ENU 変異ヒト iPS 細胞株を樹立し、眼球マスター遺伝子 PAX6 に ENU 変異が存在す
るかどうかを確認することにより、変異誘発システムが機能することを証明しようとした。さら
に、SEAM 形成異常の原因となる遺伝子の特定を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト iPS 細胞の ENU 変異誘発 
Figure 2 に、ランダム突然変異誘発とスクリーニング法を開発するための戦略を示す。まず、
ヒト iPS 細胞における高効率の突然変異誘発法を確立した。現在まで他の生物種に対して行わ
れてきた突然変異誘発プロトコルを参照して、最初に突然変異誘発に適切な ENU 用量を検討し
た 13,14。ENU 用量を増やすと、細胞生存率が低下し、ヒト iPS 細胞を維持できなくなった。一方
で、低用量では、突然変異誘発の有効性が低い可能性があったため、15, 16.細胞生存率よりわず



かに低い用量 130μMを選択した。（Figure 3）。次に、ヒト iPS 細胞をこの用量に 2回曝露し、
合計 92の ENU 変異株を単離することができた。 
 
４．研究成果 
（１）PAX6 変異スクリーニング 
ヒト iPS 細胞における突然変異誘発の有効性を確認するために、PAX6 遺伝子の突然変異の存在
を検討した。 PAX6 は眼のマスター遺伝子として知られており、PAX6 変異が眼の重度の奇形であ
る Anilidia17 18 を引き起こす。また、PAX6 変異を持つアニリディア患者由来の iPS 細胞を使
用して SEAM 形成の異常をきたすことは別実験で確認している。ここで、iPS 変異誘導ラインに
PAX6 変異が見つかり、そのラインが SEAM 形成異常を示している場合、この変異誘発システムが
機能している結論付けることができると考えた。 PAX6 には 14個のエクソンがあり、患者で頻
繁に報告されるエクソン 5〜8 を分析した 19 -23. 92 個の ENU 変異ヒト iPS細胞株すべてからゲノ
ム DNA を抽出し、PCR によってエクソン 5〜8 を増幅し、シーケンス解析を行った。残念ながら、
92 個の ENU 変異 iPS 細胞株すべてで、エクソン 5〜8 に変異は見られず、変異誘発の有効性を確
認することはできなかった。 
（２）SEAM 奇形のスクリーニング 
次に、確立された変異誘発 iPS 細胞株から SEAM を誘導し、SEAM 形成の異常を検討した。合計 92
系統中、201B7 野生型系統では見られない表現型を示す 28 系統が検出された。これらは外見上、
以下のように SEAM の形で 3つのカテゴリーに分類された。①.第 2層の異常、15 株 
②. 1,2 同一レイヤー、10株 
③.第 3層、3株 
SEAM の異常は、2回の独立した誘導において確認され（両方の誘導で同じ異常を示した場合陽性

とした）、SEAM の創設者である専門家によって評
価された。 
その中で、まず網膜の発達に異常があると思わ
れる 2a1 という 2 層目の異常に注目しました
（Figure４）。このラインは完全な第 2層を形成

できず、RT-PCR 分析で PAX6 の発現レベルを低下させていた（data not shown）。 
（３） 2a1 クローンの次世代シーケンス 
次に、2a1 クローンゲノムのフルゲノム次世代シーケンス（NGS）を実行した。 NGS 分析では、
この系統に特異的なエクソンの 8つの突然変異を含む、150 の ENU 突然変異が検出された。我々

はそれらの中で、遺伝子 GENEX にナンセンス突
然変異に注目した。この遺伝子は転写因子であ
るため、網膜の発達に関与している可能性があ
るが、機能はまったく知られていなかった。 
しかしながら、続けて行わえれたサンガーシー
ケンシングおいては、NGS によって予測されたナ
ンセンス変異は存在しなかったが、別の部位に
ミスセンス変異があるようにおもわれた。ただ

し、GENEX の最初の構造には反復性の高い構造が含まれているため、結果でも変異の存在を結論
付けることはできなかった。 
（４）GENEXKO ヒト iPS 細胞株の作製 
変異株での NGS による分析では、GENEX でナンセンス変異が予測されたため、CRISPR/Cas9 を使
用して GENEXKO ヒト iPS 細胞株の生成を試みた。 GENEX 変異が導入された 2系統が得られた。 
GENEX ヘテロ KOno1 は 193 ヌクレオチドを欠損しており。 GENEX ヘテロ KOno2 は 9 ヌクレオチ
ドを欠損していた。これは、KOno2 がインフレームの欠損であり、何らかの機能（獲得も含む）
を示唆する。この二つに SEAM に誘導を行ったところ、KO no1 は 201B7 野生型系統と同様の形
成を示し、有意な異常を認めなかった。一方、KO no2 は、2a1 クローンに由来する SEAM と同様
の形成異常を示した。 
（５）SEAM 形成異常における変異の同定 
GENEX の 5'UTR 周辺の配列について、ノックアウト実験は、GENEX における病原性突然変異の存
在の問題を提起した。 
予測された GENEX ミスセンス変異をさらに確認するために、2a1 クローンのゲノムおよび相補
DNA を再配列を試みた。まず、以前の研究で、データベース内の GENEX の 5'UTR 付近の遺伝子配



列が予測された遺伝子配列と異なることが確認できていた。そこで、この部分の塩基配列を完全
に決定するため RNA から 5'RACE を実行して、最初のメチオニンの位置と 5'UTR 周辺の配列情報
を確認した。 
2127 bp 5’RACE PCR 産物をサブクローニングして配列決定した後、GENEX のオープンリーディ
ングフレームを照合し全塩基配列を決定した。 
（６）22a1 クローンのサンガーシーケンシング 
次に、SEAM 形成段階の 2a1 クローンの cDNA をサブクローン化し、サンガー法で配列決定した。
変異体は変異のヘテロ接合体でなければならないので、複数のコロニーをピックアップして配
列を決定した。しかし、cDNA 上には予想される変異を認めなかった。 
結果を確認するために、2a1 クローンからゲノム DNA を抽出し、上記と同じ方法でサンガーシー
ケンシングを実行しましたが、予想された変異は認めなかった。  
（７）PAX6 変異スクリーニング 
ENU 変異誘発システムの妥当性を調べるために、PAX6 変異スクリーニングを行ったが、残念なが
ら、92 の ENU 変異 iPS 細胞株すべてで変異は発見できなかった。しかし、この事実は変異誘発
システムの有効性を否定するものではないと考えている。 PAX6 遺伝子に変異が見つからなかっ
た理由は。 1 つは ENU 変異型ヒト iPS 細胞株の数が少なかったこと、もう 1つは 14 個すべての
エクソンをスクリーニングできなかったことが考えられる。ライブラリーの平均 ENU 誘発突然
変異頻度は、ゼブラフィッシュの逆遺伝学的スクリーニングで見られたものと同様に、345,000bp
あたり 1突然変異であることが我々の検討ではわかっており。 PAX6 遺伝子の 4つのエクソン、
62,008 bpをカバーする4つの異なるアンプリコンの完全なライブラリーをスクリーニングする
のみでは当然変異が見つかる可能性は低いといえる。したがって、より多くの ENU 変異ヒト iPS
細胞株を検討すれ PAX6 変異株を発見できると考えられる。 
（８）クローンでの変異検出 
この研究では、GENEX は第 2層ラインの SEAM 異常の原因遺伝子ではないと結論付けた。 NGS に
よる予測される変異がない理由は、遺伝子 GENEX 自体が非常にリピートが豊富な遺伝子である
ため、NGS 分析時にフラグメントが誤って配置されていたためであると考えてる。サンガーシー
ケンシングで変異が確認できなかった理由も、同様であり、実際、この遺伝子のゲノム構造は
RACE により、データベース上のものと異なっていた。 
2a1およびRFLPから抽出されたcDNAおよびゲノムDNAの配列決定からは陽性の結果が得られな
かったため、予測される変異はないと結論付けた。 
しかし、GENEX が原因遺伝子ではない場合、前の研究で GENEXKOno2 系統の SEAM 異常形成を説明
することができない。これについて検討するために、現在、2a1 ライン、GENEX KO no1 ライン
（表現型のないヌル変異）、GENEX KO no2 ライン（表現型のあるインフレーム変異）、および 201B7
野生型系統の mRNA-seq 分析を行っている。 
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