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研究成果の概要（和文）：霊長類やヒトに特異的な遺伝子・特異的コピー数を有する遺伝子について神経系への
評価を行うため、ヒトiPS細胞からの神経分化誘導技術とゲノム編集技術を用いた実験方法の確立を目指した。
本研究では神経分化誘導法として、二つの培養法を確立した。一つは均一種（興奮性神経）細胞を作出するもの
である。もう一方は、大脳皮質器官培養である。実際に対象遺伝子に変異が生じたiPS細胞株（CRISPR/Cas9法で
作出）から大脳皮質培養を行うと、細胞塊の構成不全として表現型再現が出来た。
本研究により、ヒト脳の種としての特異的な進化の一端を解明になるとともに、脳神経疾患の良い疾患表現型モ
デルとして活用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Toward estimating characteristics of human or non-human primate-specific 
genes or their specific CNVs, we are investigating how the annotated genes function in neuronal 
development using human induced pluripotent stem cells and genome editing techniques. In this study,
 we have developed two efficient neural induction methods from human iPS cells. One is purification 
of excitatory neurons in a dish, by which biochemical analysis became to well function because of 
its less heterogeneity. On the other hand, generating human cerebral organoid system have been 
developed. Using CRSPR/Cas9 to human genome, we demonstrated that knock out of a neural development 
and microcephaly-related gene generated abnormal construction of human cortical layers. In summary, 
our studies would become a support of identifying and evaluating therapeutic strategies to 
ameliorate the symptoms of neurodevelopmental pathogenesis.

研究分野： 神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)ヒトのゲノムには重複領域が多数存在し、
遺伝子機能解析が複雑である。近年、ヒトに
固有な遺伝子やヒトに固有な CNV(Copy 
number variation)を有する遺伝子領域の機
能が脳の進化に関与しているという可能性
が多数報告されてきた。これらの遺伝子機能
を詳細に解析することで、ヒトの高次脳機能
の獲得機構やその破たんのメカニズムにつ
いてアプローチできると考えられていた。 
 
(2)申請者はヒトの体細胞から iPS 細胞への
初期化技術や、多能性幹細胞からの神経系へ
の分化誘導および神経機能解析を行う技術
を有していた。そこで、本申請では、脳発達
に関する遺伝子に異常が認められている患
者由来の体細胞からの iPS細胞の作出を行う。
さらに、ゲノム編集によって脳機能に関連す
る遺伝子に変異を導入したヒト iPS細胞を作
出し、神経分化誘導を行い、神経機能を解析
することとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究ではヒトに固有な脳発生・発達に
関与する遺伝子やヒトに特異的な遺伝子プ
ロモーター等の活性について解析するため、
ヒトの発達障害患者由来 iPS細胞を樹立して
神経細胞への分化誘導を行う。 
 
(2) iPS 細胞から分化誘導させる際に重要な
のはその分化誘導効率と成熟性である。その
うえで、神経機能の評価が可能となる。そこ
で興奮性神経細胞に高効率・高純度に分化誘
導させる方法の確立および、３D 培養による
神経成熟を促進させる大脳皮質器官培養法
を目指す。 
 
(3) 脳発達に関連する遺伝子の変異 iPS細胞
からも神経分化誘導を行い、神経細胞の形態
や細胞移動、シナプス機能について解析し、
疾患表現型を明らかにするとともに脳の進
化のメカニズムに迫る。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 脳発達に障害のある患者由来血球系細
胞から iPS細胞を作出し、その品質管理を十
分に行ったのちに、神経分化誘導可能なクロ
ーンを選定する。 
 
(2) ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9法を
用いて、ヒトの脳発達に関与する遺伝子につ
いて、そのノックアウト iPS細胞株を作出す
る。 
 
(3) 興奮性神経細胞の効率的な分化誘導を

行うために、iPS 細胞において安定的なプロ
ニューラル因子 Neurogenin2遺伝子の強制発
現系を確立させる。時期特異的な発現を制御
するため、Tet-Onシステムを採用する。 
 
(4)ヒト大脳皮質の構造を詳細に解析するた
めに、３次元オルガノイド培養法を適用し、
iPS細胞からの大脳皮質の分化誘導を行う。 
 
(5) 作出した疾患特異的神経細胞について、
その表現型解析をおこなうために、網羅的転
写産物解析として CAGE(Cap analysis gene 
expression)シーケンスを行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)「疾患特異的 iPS細胞の樹立」 
 脳発達に関する遺伝子の欠損や変異を含
む患者から末梢血単核球を単離し、エピソー
マルベクター（導入因子：hOct3/4, hKLF4, 
hSOX2, hLIN28,hL-myc,mDN-p53, EBNA1 の一
過性強制発現）を用いて初期化を行った。作
出した iPS細胞はエピソーマルベクターの残
存試験陰性・正常核型・三胚葉分化能・神経
細胞分化能を示した。【図 1】 
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(2)「CRISPR/Cas9法の iPS細胞への適用」 
 脳の進化、および脳発達に関する遺伝子群
に対するヒトノックアウト細胞株を作出す
る た め にダ ブ ルニ ッケ ー ス法 に よる
CRISPR/Cas9 を適用して、効率よく作出に成
功した。各ノックアウト細胞株については、
ヘテロ変異・ホモ変異のそれぞれを作出し
Gene Dosage に対する影響を確認できるよう
にした。 
 
(3)「興奮性神経細胞への効率的な分化誘導
法」 
①「神経分化誘導法の確立」 
 ヒト iPS細胞に対する Neurogenin2遺伝子
の強制発現を一定期間行うために、Tet-Onシ
ステムを採用した。具体的には piggyBac ベ
クターを用いて、安定的なトランスアクチベ
ーターrtTA3Gが発現するシステムとした。 



さらに、rtTA3G遺伝子、TetO::Neurogenin2 
遺伝子「共」発現株を単離できるように、
Hygromycin、Puromycin による薬剤セレクシ
ョンができるよう設計した。 
 実際に iPS細胞に Doxycycline添加を行う
と、培養 5日で、神経細胞マーカーであるβ
III-Tubulin 発現陽性の突起が伸展した。こ
の誘導系を用いると、神経細胞への分化誘導
効率はほとんど 100％に近い結果を示すこと
が明らかとなった。さらに培養３週間では、
シナプス関連タンパク質の発現が上昇して
いることが明らかとなり、カルシウムイメー
ジングや微小電極アレイシステム等で自発
的な神経発火が認められた。【図 2】 
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②「疾患特異的 iPS細胞からの興奮性神経細
胞分化誘導」 
 興奮性神経細胞への均一な分化誘導を行
うことで、健常者由来神経細胞と疾患患者由
来神経細胞との比較を生化学的に行うこと
ができるようになった。実際に、培養 4週間
後に Total-RNAを抽出し、RT-PCRを行い網羅
的な転写産物解析を行った【図 3】。 
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 本研究では、特にヒトの進化や脳発達に特
異的な遺伝子プロモーターの活性を評価す
る た め に 、 CAGE(Cap analysis gene 
expression)-SEQ という次世代シーケンスを
適用した。この技術は、既存のメッセンジャ
ーシーケンスと異なり、プロモーターやエン
ハンサーの活性化として転写されるノンコ
ーディング RNA の 5’Cap を標識させて、逆
転写反応させるというものである。これによ
って、プロモーター活性およびエンハンサー
活性の定量化が可能になった。 
 この結果、遺伝子発現レベルとして、発達
障害患者由来神経細胞では、細胞の形態やシ
ナプス関連の遺伝子に変動があることが明
らかになった。一方、哺乳類における神経活
動依的な活性化遺伝子のプロモーターのう
ち、ヒト特異的な活性化領域の同定すること
も可能であった。さらには、疾患患者由来プ
ロモーターの活性化領域の変化を同定でき
た。このことから、本解析法は脳の進化のみ
ならず、発達障害に関する遺伝子活性のパタ
ーンをより詳細に解析できるシステムであ
ることが証明された。 
 
(4)大脳皮質オルガノイドの作出 
 既に報告済みの大脳皮質オルガノイド作
出法（Lancaster et al, 2013, Nature）を
改変し、より多検体でのオルガノイド解析を 
簡便に行う方法を作出した。この方法を用い
て、発達障害患者由来 iPS細胞からの大脳皮
質オルガノイド分化誘導を行ったところ、最
も重症と考えられていた患者由来 iPS細胞か
らの大脳皮質形成は一部不全が認められ、そ
のオルガノイドサイズの小さいものとなっ
た。 
 このことから、症状の重い患者において小
頭症状が発現する、という臨床データと一致
する可能性を示されデータが取得できた。
【図 4】 
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