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研究成果の概要（和文）：これまでの研究により、自閉スペクトラム症では、神経細胞の発達異常やシナプス機
能の異常等が指摘されていますが、病態の詳しい分子メカニズムは不明な点が多く残されています。本研究で
は、in utero electroporation法、妥当性の高い疾患モデルマウス、及び患者由来iPS分化神経細胞を用いて、
自閉スペクトラム症の分子病態研究を推進しました。その結果、変異が多く同定されており疾患と強く関連する
ことが示唆されているANK2遺伝子、POGZ遺伝子、及び3q29領域欠失変異に関する分子病態の一端が明らかになり
ました。

研究成果の概要（英文）：Abnormalities in neuronal development and synaptic function have been 
implicated in autism spectrum disorder (ASD), but the molecular and cellular pathogenesis underlying
 ASD remains largely unclear. In this study, we analyzed the molecular and cellular pathogenesis of 
ASD using in utero electroporation method, disease model mice with high validity for ASD, and 
patient-derived iPS-differentiated neurons. As a result, we determined the molecular and cellular 
pathogenesis of ASD related to the ANK2 gene mutations, POGZ gene mutations, and 3q29 deletion, all 
of which show a strong association with ASD.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、疾患と強く関連することが示唆されている遺伝子変異やゲノムコピー数変異に関する分子病態の
一端が明らかになりました。本研究成果から、自閉スペクトラム症の分子レベルの理解、及び創薬研究のための
基礎データや分子メカニズムに応じたテーラーメード医療の開発に貢献するデータを提供することができたと考
えています。実際の患者由来iPS分化神経細胞を用いた研究の報告例はまだ多くはなく、本研究成果は社会的急
務である精神疾患創薬を加速することが期待される点で社会的意義が大きいものです。

※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 
これまでに、自閉スペクトラム症では神経細胞の発達異常やシナプス機能の異常等が指摘さ

れていますが、病態の詳しい分子メカニズムは不明な点が多く残されています。また、従来のゲ

ノムワイドの遺伝学的解析等の方法では、自閉スペクトラム症患者の多くに共通した疾患関連

遺伝子を同定することができておらず、多数の患者の病態を説明できる明確な分子病因は同定

されていません。従って、頻度は稀であっても、病態に直結することが期待される効果サイズが

大きい変異を持つ患者を地道に解析することが必要であると考えられます。また、これまでの分

子レベルの研究は、死後脳や患者血液由来細胞を用いたものが多く、活動する患者神経細胞を直

接的に解析してこなかったことが問題点として考えられことから、新たな方法論による研究の

必要性があると考えられます。我々は、精神疾患の解析には、実際に活動する患者神経細胞を用

いた実験が有効であると考え、直接的に患者由来の神経細胞が解析可能となる「患者由来のリン

パ芽球から iPS 細胞を介して神経細胞を作製する」系を利用した研究を実施してきました。これ

までの解析では、主に 2次元（平面）培養の iPS 神経細胞を用いてきましたが、それらの解析結

果とマウス個体レベルやヒト臨床サンプルレベルとの間に大きな乖離があることがわかりまし

た。従って、「iPS 細胞という細胞レベルの研究をより妥当性の高いものにし、実際の患者脳に

おける神経発達・機能異常を明らかにする」ために、患者 iPS 細胞由来 3次元脳オルガノイドを

用いた分子病態解析が必要であるということが考えられます。そこで、種々の患者 iPS 細胞から

安定的に 3次元オルガノイドを培養する技術を開発してきました。また、精神疾患は、原因不明

の様々な疾患の集合体と考えられており、個々の家系（患者）に注目し、少なくともその患者の

分子病態を地道に明らかにしていくことが重要であると考えており、臨床・遺伝情報や脳機能デ

ータを保持した独自のサンプルを用いた研究を実施してきました。 

 
２． 研究の目的 
我々は、詳細な臨床情報や患者脳機能データを具備した大規模な患者リソースから、分子病態

に直結すると考えられる変異を持つ患者を選抜し、患者 iPS 分化神経細胞等を作製し、精神疾患

の分子病態解析を実施してきました。本研究では、これまで開発してきた iPS 細胞分化技術を応

用して、実際の患者脳に近い 3次元脳オルガノイド培養技術を開発し、自閉スペクトラム症の創

薬に資する分子病態研究を推進します。解析対象は、「疾患関連の変異が多く同定されている遺

伝子」である POGZ 遺伝子、ANK2 遺伝子、およびオッズ比が極めて高い値を示す 3q29 欠失変異

という、解析結果が分子病態に直結すると期待されるサンプルです。すでに、POGZ 変異持つ患

者あるいは 3q29 領域欠失を持つ患者から iPS 細胞を独自に樹立しています。また、POGZ 遺伝子

座の疾患関連 de novo 変異導入マウスおよび 3q29 欠失導入マウスに自閉スペクトラム症様の社

会行動の低下を見いだしています。これらのサンプルを用いて、患者 iPS 細胞由来の平面培養や

3次元オルガノイドのみならず、すでに作出済みのそれぞれの患者に対応する疾患モデルマウス

や in utero electroporation 法を用いて、自閉スペクトラム症の分子病態の一端を明らかにし

ます。本研究から、自閉スペクトラム症の分子病態を確立するとともに、分子病態に基づいた創

薬研究のための基礎データや分子メカニズムに応じたテーラーメード医療の開発に貢献するデ

ータを提供します。 

 
３．研究の方法 
本研究における解析対象は、その遺伝子変異が分子病態に直結すると考えられる POGZ 遺伝子



や ANK2 遺伝子の de novo 変異、もしくは 3q29 領域欠失という異なる種類の変異です。現在ま

でに、POGZ 変異を有する患者あるいは 3q29 領域欠失を有する患者から iPS 細胞を独自に樹立

し、2次元平面培養において、それらのiPS神経幹細胞の分化異常を予備的に見いだしています。

また、患者変異をそのまま導入したヒト型精神疾患モデルマウスである、POGZ の de novo 変異

導入マウスおよび 3q29 欠失導入マウスをすでに作出済です。このような独自の患者 iPS 分化神

経細胞およびヒト型疾患モデルマウスを用いて、創薬研究に貢献する分子病態を明らかにする

ために、以下の研究を実施します。多種類の変異を一括して解析することにより、それらの共通

性や相違性に注目した解析が可能になります。 

（１）ANK2遺伝子のin utero electroporation法を用いた機能解析 

ANK2 遺伝子産物の脳発達期における機能は不明な点が多く残されています。本研究では、妊

娠 14 日目の ICR マウスの胎児に ANK2 遺伝子のノックダウンが可能な shRNA をコードする

plasmid を導入し、その後、妊娠 18 日目に表現型を解析しました。また、マウス Neuro2a 細胞

を用いて、ANK2 遺伝子のノックダウンが神経細胞の分化に与える影響に関わる分子メカニズム

の解析を網羅的 RNA 発現解析などにより実施しました。 

（２）POGZ 点変異導入マウスを用いた前帯状皮質神経細胞の機能解析 

 これまでの研究で、POGZ 点変異導入マウスの社会性行動異常に前帯状皮質領域の神経細胞の

過剰な神経活動が関与している可能性を示唆するデータを得ていました。前帯状皮質領域の神

経細胞の過活動の意義を明らかにすることを目的として、DREADD 法により、前帯状皮質神経細

胞の活動操作を実施しました。また、c-Fos TRAP 法を用いて、社会性行動によって活性化され

る前帯状皮質神経細胞が形成する神経回路網を網羅的に調べました。 

（３）前脳領域を含む脳オルガノイド培養を用いた分子病態解析 

 POGZ 点変異モデルでは、前脳領域における神経発達や脳機能異常が社会性行動異常と関連す

ることが示唆されていることから、前脳領域を含む脳オルガノイドの作製と解析が必要です。領

域特異性に関わる化合物を用いて、前脳領域を含む脳オルガノイドの作製技術の開発を目指し

た研究を実施しました。また、3q29 領域欠失による神経細胞の発達異常に関わる分子病態解析

を実施しました。 

 
４．研究成果 

（１）妊娠14日目の胎児の神経幹細胞にANK2遺伝子を標的とするshRNA-ANK2コンストラクトを

in utero electroporation法により導入しました。妊娠18日目のマウスの神経細胞の発達を解

析したところ、神経幹細胞から神経細胞への分化に異常が見られることが明らかになりました。

また、大脳皮質の層マーカーを用いて、神経細胞の発達異常をさらに詳細に解析したところ、

ANK2遺伝子のノックダウンにより、PAX6陽性の神経幹細胞数が有意に増加していました。この結

果は、ANK2遺伝子のノックダウンにより、神経細胞の分化のごく初期段階に異常が生じることが

示唆されました。さらに、マウスNeuro2a細胞において、ANK2遺伝子をノックダウンし、網羅的

な遺伝子発現解析を実施したところ、神経細胞の発達に関与する遺伝子群の発現レベルが低下

していることが明らかになりました。これらの結果は、ANK2のノックダウンにより、神経細胞の

分化に必要な遺伝子の発現量が低下し、神経細胞の分化に遅れが生じることを示唆しています。 

（２）3次元脳オルガノイドの特定の脳領域への分化を実施するために、POGZ変異による脳機能

異常の領域特異性を調べました。これまでの研究結果から、前帯状皮質領域に注目しました。そ

の結果、野生型マウスの前帯状皮質において、社会性行動の際に活性化する神経細胞の活動を

DREADDシステムを用いて抑制したところ、社会性行動が大きく低下することが明らかになりま



した。次に、社会性行動の際に活性化する前帯状皮質の神経細胞の投射パターンを調べました。

その結果、野生型マウスにおいては、扁桃体、視床下部、線条体などへの投射が確認されました

が、POGZ点変異導入マウスでは、扁桃体への投射がほとんど見られないなどの異常が観察されま

した。これらの結果は、POGZ点変異導入マウスでは、前帯状皮質が形成する神経回路網の発達異

常、もしくは機能異常があることを示唆しており、脳オルガノイドを用いたPOGZ遺伝子座の変異

に起因する神経発達異常の分子病態研究において、前帯状皮質に注目することの重要性が示唆

されました。 

（３）これまでの研究から、3q29領域の相同領域に欠失を導入した3q29欠失モデルマウスにおい

て、社会性行動異常を見出していました。その分子病態を解析することを目的として、マウス脳

を用いたRNA発現解析を実施したところ、大脳皮質領域における興奮性神経細胞および抑制性神

経細胞の発達異常が社会性行動異常を引き起こす可能性を示す結果を得ました。前年度までの

研究から、POGZ変異モデルについても大脳皮質領域に注目する必要性が示唆されていたため、前

脳部分に相当する領域をモデル化した3次元脳オルガノイドの作製のための技術開発を実施し、

前脳部分に相当する領域に相当する神経細胞を含むオルガノイドの作製に成功しました。また、

3q29領域欠失を有する患者由来iPS神経細胞の分化異常に関する分子病態解析を推進し、欠失領

域に含まれる遺伝子の一部で分化異常を説明可能であることを示唆する結果を得ました。 
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