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研究成果の概要（和文）：われわれは、胎児の間に目、耳、鼻などの感覚器や顔の形成などに重要な役割をもつ
神経堤細胞の異常のために、生まれつき目、耳や顔面形成に異常をもつCHARGE症候群患者について、iPS細胞を
用いた病気モデルを作成しました。このモデルは細胞の動きを実際に観察することができ、より直接的に障害を
観察できる点が優れています。神経堤細胞の障害により生じる多くの他の病気の病態解明に応用できると期待し
ています。また創薬研究において、このモデルは初期の胎児の神経堤細胞に影響を与える薬剤の安全性スクリー
ニングにも応用可能と考えています。

研究成果の概要（英文）：CHARGE syndrome is a disease in which organs including the heart, eyes and 
ears may not develop properly. The cells that form the tissues affected by CHARGE syndrome develop 
in embryos called neural crest cells. 
We created iPSCs from CHARGE syndrome patients, developed these cells into neural crest cells, and 
compared them with neural crest cells that were developed from healthy individuals. The neural crest
 cells developed from CHARGE syndrome showed multiple abnormalities. For example, they were not able
 to move around correctly. This is an important observation because neural crest cells must move 
through tissues to form the various organs affected by CHARGE syndrome.
We also observed changes in the activity of many genes other than CHD7 in the neural crest cells 
developed from CHARGE patients. Further research is now needed to find out which genes are the most 
important for restoring the normal activity of neural crest cells.
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１．研究開始当初の背景 
 2006 年 Takahashi,Yamanaka らによりマウ
ス線維芽細胞を用いて、ES 細胞(Embryonic 
stem cells)に匹敵する多分化能を有するiPS
細胞を樹立することに成功した(Takahashi 
K,et al.Cell 2006)。2007 年にはヒト皮膚線
維芽細胞より、iPS 細胞が樹立することが可
能となった(Takahashi K,et al.Cell 2007)。
この技法を応用して患者由来ヒトiPS細胞を
樹立し、疾患部位の組織を作り、これまで解
析が困難であった臓器における発症機転の
研究を行うことが可能となった（図１）。 
 これまでに解析困難であった細胞の中で
も、神経堤細胞は顔面骨の形成、感覚器の形
成（聴覚、視覚、嗅覚）、心臓発生、消化管
の蠕動運動など多岐の器官の働きにおよぶ
大変重要な働きをしていることが知られて
おり、内胚葉／中胚葉／外胚葉に並ぶ第４の
胚葉とも呼ばれている。しかし、これらの細
胞は発生初期に神経管背側より遊離し、胎生
期に細胞が移動し、個々の器官の構成成分と
なるため、ヒトでの研究がほとんどなされて
いない。ヒト iPS 細胞からの神経堤細胞誘導
は、2009 年に Studer らにより報告されて以
降、改良が進められている(Lee GS et al. 
Nature 2009, Laura Menendez et al. PNAS 
2011)。中でも Bajpai らにより報告された方
法は、安価で、短期間（10日間）に、これま
での報告よりも 10 倍以上の神経堤細胞を得
ることができる(Bajpai R. et al. Nature 
2010, Rada-Iglesias A et al. Nature 2011)。 

 神経堤細胞が関与する機能の中でも、特に
視覚、嗅覚、聴覚はヒトの生活において直接
に関係する機能であるが、神経堤症の患者お
よび家族はこれらの不具合のために多くの
不便をもち生活している。iPS 細胞を用いた
ヒト神経堤症の研究をすることで、遺伝学的
原因によりこれらの感覚器の障害を持った
児にすこしでも音、におい、景色のある生活
をできるようにしたいと考え、研究を開始し
た。これらの機能障害が改善することで学習
効果が上がり、家族や社会と共存していく上
でも大きな効果を認めると考える。 
 
２．研究の目的 
 神経堤細胞は第４の胚葉と呼ばれ、多くの
器官の形成に重要な役割を果たしている。
iPS 細胞を用いたヒト神経堤症に関する研

究を通して、神経堤細胞の異常のために視覚、
聴覚、嗅覚などに障害を持つ児の治療に役立
ちたいと考える。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者はすでに神経堤症の１つであ
る CHARGE 症候群患者２名より皮膚線維芽細
胞を採取し、iPS 細胞を樹立している。また
コントロールおよび CHARGE 症候群由来 iPS
細胞の両方より P75/HNK1(+/+)神経堤細胞を
１０日間で樹立することに成功している。こ
れらの細胞を用いて、 
(１）細胞移動について in vitro での観察研
究を行う(Transwell Assay, 
Timelaps 顕微鏡下で Wound scratch を行い遊
走する細胞を観察）、 
(２）健常人由来神経堤細胞、患者由来神経
堤細胞の遺伝子発現をアレイ解析を用いて
行う、 
(３）CHARGE 症候群の原因遺伝子(CHD7)は胚
発生において chromatin remodeling 複合体
と共に、神経堤細胞の転写因子の活性化と神
経堤細胞の移動促進を制御していることが
報告されている。CHD7 を用いて誘導した神経
堤細胞の ChIP-seq を行い、（２）で得られた
結果の中で CHD7 に直接制御されている候補
因子を絞る。これらのシグナルカスケードを
レスキューすることで作製した in vitro/ in 
vivo モデルにおいて細胞移動の改善が得ら
れるものを探索する。 
 
４．研究成果 
すでに CHARGE 症候群および健常者より樹立
した下記のiPS細胞を用いて解析を行なった。 

(１）細胞移動について； 
 xCelligence 解析：CHARGE 症候群由来神経
堤細胞で有意に遊走障害を認めた。試験管内
でCHRGE症候群病態モデルの作成に成功した。 

タイムラプス解析：健常人 iPS 細胞由来神経
堤細胞および患者iPS細胞由来神経堤細胞を
別々の蛍光標識をし、混ぜ合わせたものを経
時観察した。両群を比較し、患者群で有意に
移動距離の低下がみられた。患者由来神経堤
細胞に運動障害が見られたことは、細胞自立

図２ xCelligence アッ セイ



的な影響による遊走障害が生じていること
を示している。 

神経堤細胞の遊走方向性の解析：iPS 細胞由
来神経堤細胞を8wellチェンバーに播種し創
傷治癒アッセイを実施した。播種 2時間後に
細胞固定し、核とゴルジ体の位置より遊走方
向性をみた。ゴルジ体の位置が核よりみて創
傷部位の120度内にあるときを方向付けられ
た細胞とカウントし、コントロール由来およ
び CHARGE 由来神経堤細胞を比較したところ
CHARGE 症候群で有意に方向付けられている
細胞が少ないことがわかった。 

ニワトリ胚を用いた in vivo での遊走解析：
健常人 iPS 細胞由来神経堤細胞を HH ステー
ジ 8-12 のニワトリ胚の後脳付近に移植し、
iPS 細胞由来神経堤細胞が in vivo で背側か
ら腹側へと遊走する系を確立した。コントロ
ール由来および CHARGE 由来神経堤細胞を混
合した細胞塊を移植し、CHARGE 患者由来のも
のに遊走障害が生じていた。 
 
 

 
(２）遺伝子発現解析：CHARGE 症候群由来神
経堤細胞で接着や遊走に関する遺伝子発現
の異常が示唆された。これまでに臨床症状よ
り CHARGE 症候群と神経堤細胞の関連が示唆
されていたが、今回の発現解析はそれを裏付
ける結果となった。 

 
(３）CHD7 に直接制御されている候補因子の
探索：健常人 iPS 細胞由来神経堤細胞をもち
いて、CHD7抗体によりChIP-seqを実施した。
ChIP-seq データおよび遺伝子発現アレイデ
ータより、Hippo-YAP pathway や PAX６下流
に関連する遺伝子近傍に CHD7 が結合してい
ることが示唆された。 
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