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研究成果の概要（和文）：本研究では、先天性遺伝性神経難病の一つであるL1症候群の原因遺伝子である神経接着因子
L1CAM異常を持つ患者由来線維芽細胞から、疾患iPS細胞の作成を行った。このL1CAM異常iPS細胞は多能性幹細胞特性を
保持し、神経前駆細胞（iPS-NPCs）の誘導に成功した。生物学的特性解析により、L1CAM異常iPS-NPCsは終末分化能が
低く、出現したニューロンとグリア細胞はマトリックスとの接着能が低く脆弱であった。また細胞遊走能も低下してい
ることが明らかとなった。iPS細胞技術を用い、L1CAM異常に起因する神経系細胞の機能障害メカニズムを明らかとする
マテリアルを得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genetic abnormality　of nerve adhesion molecule L1CAM causes one of the 
congenital hereditary nerve intractable disease L1 syndrome. In this study, to reveal molecular mechanism 
of neurological dysfunction due to L1CAM abnormality, we established iPS cells from patient-derived 
fibroblast cells. L1CAM abnormal iPS cells maintain pluripotency, and successfully differentiate into 
neural progenitor cells (iPS-NPCs). The biological characterization revealed L1CAM abnormal iPS-NPCs were 
decreased in terminal differentiation potential, and emerging neurons and glial cells have vulnerably low 
adhesion ability to matrices. Also it was found that cell migration ability was also reduced. Using the 
iPS cell technology, we succeeded in obtaining the materials to elucidate dysfunction mechanisms of the 
nervous system cells due to L1CAM abnormality.

研究分野： 幹細胞学
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１．研究開始当初の背景 

L1CAM は、免疫グロブリンスーパーファミ
リー（IgCAM）に属する細胞接着因子で、分
子量約 220kDa の膜貫通型高分子糖タンパク
質である。細胞外領域には 6つの免疫グロブ
リン C2様ドメインと、5つのフィブロネクチ
ン typeIII 型様ドメインを持ち、L1CAM 同士
のホモフィリック結合や、RGD 配列を介した
インテグリンとの結合などに関与する。また
このドメインは、プラスミンと ADAM（A 
Disintegrin and Metalloprotease）ファミ
リーのプロテアーゼにより翻訳後修飾を受
け、機能が制御される。また細胞内ドメイン
は、アクチンやアンキリンなどの細胞骨格と
結合し、ERK2（extracellular signal-related 
kinase 2）などによりリン酸化修飾を受け、
細胞内情報伝達やエンドサイトーシスに関
与している。以上のように、L1CAM は細胞接
着分子としてだけでなく、シグナル伝達や細
胞内輸送など生物学的機能は多岐にわたり、
細胞接着の他、軸索の進展や神経細胞の移動、
ミエリンやシナプスの形成に関与する。 

L1CAM の遺伝子異常は、X 連鎖性劣性遺伝
性水頭症（X-linked hydrocephalus:以下 XLH）、
MASA 症候群、伴性劣性痙性麻痺、伴性劣性
脳梁欠損症など、L1症候群と総称される先天
性神経症を発症し、臨床症状は、水頭症、精
神発達遅滞、下肢の痙性麻痺、拇指の内転屈
曲などである。 

L1CAMの遺伝子異常は、1) 細胞内ドメイン
に限局した Class I 変異、2) 細胞外ドメイ
ンのアミノ酸置換を Class II変異、3) ナン
センス変異等により膜貫通ドメイン以下が
欠損する Class III 変異の 3 つに分類され、
変異による分子機能障害の程度と、表現型の
重症度には強い関連がみられることが明ら
かとなっている（ Kanemura Y et al, J 
Neurosurg 2006）。 

 

２．研究の目的 

先天性遺伝性神経難病の一つである L1 症
候群の発症機序の解明を目指し、疾患の原因
遺伝子である神経接着因子 L1CAM遺伝子異常
が同定された初代培養細胞から、疾患 iPS細
胞の作成を行う。疾患 iPS細胞より神経幹細
胞など神経系細胞を誘導し、健常人由来の
iPS 細胞より誘導した細胞との生物学的特性
の比較解析を行う。L1CAM 遺伝子異常の遺伝
子型と、それに起因する神経系細胞の機能障
害について解析を行い、分子メカニズムを明
らかとする。更には L1 症候群の病態との関
連性を検討する。 
 

３．研究の方法 

(1) L1CAM 異常を有する疾患ヒト iPS 細胞の
作成 

L1CAM 遺伝子異常が同定されている患者由
来の線維芽細胞 3 株（ClassIII 変異 2 株、
ClassII 変異 1 株: 図 1）より、沖田らの方
法に準じ iPS細胞を樹立した（Okita et al, 

Nat Methods 2011）。作成した iPS 細胞は、
多能性幹細胞の特性解析を実施し、適切なク
ローンを選別した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 神経前駆細胞（NPC）の誘導 
SMAD シグナル阻害作用を持つ低分子化合

物 Dorsomorphinと SB431542を添加した培地
中で、14 日間無血清凝集浮遊培養（SFEBq）
し、神経分化誘導を行った。その後、増殖因
子 FGF2/EGF/LIF を添加した培地で拡大培養
し、神経前駆細胞（iPS-NPCs）を樹立した。
iPS-NPCsは、増殖因子非添加培地で 2週間培
養して終末分化を誘導し、TuJ1（ニューロン）
と抗 GFAP（グリア）抗体で免疫染色解析を行
い、神経多分化能を確認した。 
 

(3) L1CAM異常 iPS-NPCsの遺伝子発現解析 
誘導後 70日前後の L1CAM異常 iPS-NPCsよ

り全 RNA を抽出し、アフィメトリクス社
HG-U133 Plus 2 Arrayを用いて遺伝子プロフ
ァイルを、指示に従い取得した。 
 
(4) 細胞遊走能アッセイ 
コーニング社 Transwell with culture 

membrane insertを用い、L1CAM異常 iPS-NPC
と正常 iPS-NPCの細胞遊走能を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) L1異常 iPS細胞の樹立と iPS-NPCsの誘導 
L1CAM 遺伝子異常が同定されている患者由

来の線維芽細胞より、iPS細胞を樹立した（図
1）。樹立した iPS 細胞は、L1CAM 遺伝子異常
の保全されていることを確認するとともに、
多能性幹細胞特性を検証して適切なクロー
ンを選択した。各クローンは、SFEBq 改変法
に よ る 神 経 分 化 誘 導 と 、 増 殖 因 子
（EGF/FGF/LIF）を添加した培地での拡大培
養により、iPS-NPCsを誘導した。L1CAM異常
iPS-NPCsは、増殖因子フリーの培地でマトリ
ゲル上に 2週間培養して終末分化を誘導した
結果、TuJ1 陽性（ニューロン）と GFAP（グ
リア）陽性細胞が出現し、神経多分化能を保
持することが示されたが、マトリックスとの
接着能が低く脆弱で、正常コントロールに比
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図1: L1CAM遺伝子のprotein domainと、遺伝子変異分類



べ、出現率も低かった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 遺伝子発現プロファイルの取得と解析 
分化誘導開始より 70日前後の iPS-NPCsよ

り全 RNAを抽出し、マイクロアレイにより遺
伝子発現解析を行った。正常コントロールと
の比較で、2 倍以上の発現量差のある 168 プ
ローブが抽出され、それらの中に増殖能や分
化能に関係する遺伝子が含まれていた。これ
らの遺伝子は、終末分化能低下の原因となっ
ていることが推察された。 
 
(3) 細胞遊走能の検討 
片面をマトリゲルコートしたトランスウ

ェルを用い、ボイデンチャンバー法で細胞遊
走能アッセイを行った。マトリゲルコート側
に移動した細胞数を経時的にカウントし、
L1CAM異常、及び正常コントロール iPS-NPCs
の細胞遊走能を検討した。 L1CAM 異常
iPS-NPCsの遊走能は極度に低下し、コントロ
ールの 10-20%程度であることが明らかとな
った（図 3）。 
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図3: L1CAM異常、及び正常iPS-NPCsの遊走能
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図2: L1CAM異常、及び正常iPS細胞と、その分化誘導像
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