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研究成果の概要（和文）：近年、ヒト多能性幹細胞からin vitroに3次元培養を行うことで、ヒト脳と類似した
構造を有する脳オルガノイドの樹立法が確立された。脳オルガノイド技術は、てんかんなどの小児神経疾患の研
究に有用と考えられている。本研究は、大脳・脳幹オルガノイドを用いて小児難治性てんかんの一つであるMWS
の病態解明を行うことを目的とした。脳幹オルガノイドの作成法を樹立し、免疫染色や1細胞遺伝子発現解析を
行い、脳幹成分を含むことを確認した。ZEB2欠損大脳・脳幹オルガノイドを樹立し、形態評価や定量的PCRなど
を行った。脳オルガノイドは小児神経疾患の病態解明に有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Recently, three-dimensional in vitro human brain models derived from human 
pluripotent stem cells, brain organoids, have been developed. Brain organoids technologies are 
thought to be useful for research on pediatric neurological disorders, such as epilepsy. The aim of 
this study was to elucidate the pathogenesis of Mowat-Wilson Syndrome using human brain organoids of
 cerebrum and brainstem. MWS is one of the pediatric intractable epilepsy due to deficits of ZEB2 
(zinc finger E-box-binding homeobox 2) gene. We established a method to induce brainstem organoids. 
Various methods, such as immunohistochemistry and single-cell RNA-sequencing, suggested that 
brainstem organoids mimic the structure of human brainstem.  We developed the ZEB2 knock-out human 
brain organoids of cerebrum and brainstem, and performed morphological analysis and quantitative 
PCR. These results suggested that brain organoids might be useful model to elucidate the 
pathogenesis of the pediatric neurological disorders.

研究分野： 脳神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児難治性てんかんなどの小児神経疾患は、胎生期の中枢神経系の異常によって生じる。その多くは発生メカニ
ズムが十分に解明されておらず、故に根本的な治療法がなく、病態解明が早急に必要とされていた。ヒト脳疾患
の研究には、げっ歯類が用いられてきたが、ヒト脳との構造の違いから、疾患の病態解明を行うのは困難であっ
た。本研究ではヒト多能性幹細胞、CRISPER/Cas9によるゲノム編集で得たZEB2欠損ヒト多能性幹細胞から、ヒト
脳幹オルガノイド及びZEB2欠損ヒト脳幹オルガノイドを樹立した。これら脳オルガノイドは、小児の中枢神経疾
患の発生過程の再現や病態解明に有用なツールとなりうると考えられた。

※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 
小児難治性てんかんなどの小児神経疾患は多くが胎生期の中枢神経系の異常によって生じる。

その多くが発生機序に未解明な点が多く、病態解明及び治療法開発が望まれている。小児難治性
てんかんの 1 つである Mowat-Wilson 症候群は、出生直後より、精神発達遅滞やてんかん、小脳
症など、様々な中枢神経症状を呈する重篤な遺伝病であり、ZEB2（zinc-finger E-box-binding 
homeobox 2）遺伝子の欠損によって生じることが知られている。これらヒト脳疾患の研究に、ヒ
ト生体の脳を用いて侵襲的な研究を行うことは倫理面から不可能であり、ヒト中枢神経系の発
生過程を再現可能な実験系が存在せず、疾患の詳細な病態解明は困難であった。近年、試験管内
の培養条件下でヒト多能性幹細胞から、ヒト脳と類似した構造を持つ臓器様組織（脳オルガノイ
ド）の樹立が報告され［Lancaster MA, et al. Nature 2013］、中枢神経疾患研究への有用性が
期待されている。 
 
２．研究の目的 
ヒト脳オルガノイドを用いて、中枢神経の発生過程を明らかにし、小児難治性てんかんをはじ

めとする小児神経疾患がどのような過程で生じうるか明らかにすることを目的に、本研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
ヒト多能性幹細胞から脳幹オルガノイドを分化誘導し、免疫染色や定量的 PCR、single-cell 

RNA-sequencing（scRNA-seq）による遺伝子発現解析などで、脳幹成分を含んだヒト脳オルガノ
イドの評価を行った。中脳オルガノイドを樹立し、scRNA-seq 解析を行うとともに、脳幹オルガ
ノイドとの比較解析を行った。また、CRISPER/Cas-9 を用いたゲノム編集により ZEB2 欠損ヒト
脳幹オルガノイドを樹立し、MWS 患者における中枢神経発生の過程の再現を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト多能性幹細胞を、種々の成長因子を加えた Neural induction medium で分化誘導し、
シェイカー上で 1 か月間培養を行い（図 1）、黒化領域を含んだヒト脳幹オルガノイドを得た（図
2）。 

 

 

 

黒化領域を含む脳幹オルガノイドについて、免疫染色で

は中脳のドパミン作動性神経細胞マーカーである TH

（thyrosin hydroxylase）、延髄や橋のコリン作動性神経

細胞マーカーである ChAT（cholineacetyltransferase）、

ノルアドレナリン作動性神経細胞マーカーである DBH

（Dopamine β-hydroxylase）の発現を確認した。定量的

PCR でもこれらの神経細胞マーカーの発現を確認した

（図 3）。脳幹オルガノイド内の黒色色素に関しては、

Fontana-Masson 染色を行い、メラノサイトであることを

確認した。ScRNA-seq による網羅的解析では、脳幹オル

ガノイドには、中脳成分の他に、後脳の分化に関与する

ZIC1（Zic Family Member 1）や ZIC4 を発現する細胞集

団を含むことが明らかとなった（図 4・5）。 

 

図 1：ヒト脳幹オルガノイド作製プロトコル 

 

 
図 2：黒化領域を認める 

ヒト脳幹オルガノイド 

 
図 3：免疫染色による発現解析 



 

（２）中脳オルガノイドを樹立、scRNA-seq 解析を行うとともに、脳幹オルガノイドとの比較解

析を行った。中脳オルガノイドは間葉系細胞のマーカーである COL1A1 (Collagen Type I Alpha 

1 Chain)を発現する細胞集団、脳幹オルガノイドは炎症・免疫細胞のマーカーである AIF1 

(Allograft Inflammatory Factor 1)を発現する細胞集団をそれぞれ含んでいた。このように、

2 つの脳オルガノイドは神経成分の他に中胚葉由来の成分も含むことが、網羅的解析で明らかと

なった。また過去に報告されたヒト胎児期中脳の scRNA-seq 解析［Manno, et al. Cell 2016］

との比較では、これら 2 つのオルガノイドがヒト中脳と同じ神経細胞集団を含んでいることが

証明された（図 6）。 

 

 

（３）CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas9 システム

によるゲノム編集により ZEB2 欠損ヒト ES 細胞を作成、ZEB2 欠損大脳・脳幹オルガノイドを樹

立した。ZEB2 欠損大脳オルガノイドでは、野生型と比べて容積の低下を認めており（図 7）、こ

のことは MWS 患者でみられる小脳症、てんかん発作との関与が示唆された。ヒト中脳に

neuromelanin 顆粒を有するドパミン作動性神経細胞が分布し、中脳黒質を形成する。ZEB2 欠損

脳幹オルガノイドは、野生型でみられる黒化領域が欠けており（図 8）、ZEB2 発現を欠いた MWS

患者において、中脳黒質の発生過程で異常が生じていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 6：ヒト胎児期中脳とヒト脳幹・中脳オルガノイドの scRNA-seq 比較解析 

 
図 4：クラスタリング 

 

図 5：Violin plot 

 
図 8：黒化領域を認める 

ヒト脳幹オルガノイド 

 
図 7：野生型・ZEB2 欠損大脳

オルガノイドの容積の比較解
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