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研究成果の概要（和文）：うつ病や双極性障害は、社会生活への影響が極めて大きく、原因解明と診断法・根本
的治療法の開発が強く望まれる精神疾患である。ヒトiPS細胞の技術進歩により、患者iPS細胞由来神経細胞の解
析が盛んになっているが、疾患による影響よりも個々人の遺伝的背景によるバラツキの影響を強く受けるため
か、病因解明につながるような知見は得られていない。本研究では、双極性障害の類似疾患である双極型失調感
情障害にかんして不一致な遺伝的背景の違いによるバラツキのない一卵性双生児を対象に、iPS細胞より分化誘
導した前脳特異的神経幹・前駆細胞および皮質神経細胞の解析を行い、疾患の発症と強く関連する表現型の同定
を試みた。

研究成果の概要（英文）：Major depression and bipolar disorder are neuropsychiatric disorders which 
cause severe psychosocial disturbance without defined molecular pathogenesis, definitive methods for
 diagnosis and fundamental treatment. Recent progresses in iPS cell technologies have enabled us to 
analyze patient’s neurons. However, large genetic variability between individuals often hampers the
 identification of subtle disease-relevant changes in cellular functions. In this study, we 
recruited a pair of monozygotic twins discordant for schizoaffective disorder, bipolar-type and 
analyzed forebrain specific neural stem/progenitor cells and cortical neurons derived from the 
twins’ iPS cells. This approach can minimize the genetic variability and thus enhance the 
likelihood of identifying subtle disease-associated cellular phenotypes.

研究分野： 細胞生物学、精神医学
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１．研究開始当初の背景 

（1） うつ病や双極性障害（躁うつ病）は、
自殺の主な要因となるなど、社会生活への
影響が極めて大きく、原因解明と診断法・
根本的治療法の開発が強く望まれる精神疾
患である。一卵性双生児における双極性障
害の一致率は 40～70%（Craddock N, et al., 
Lancet. 2013）と高く、その発症にはゲノム
要因が強く寄与すると考えられる。しかし、
これまでのゲノム研究で同定された各遺伝
子の影響は非常に小さく、双極性障害の原
因遺伝子と呼べるものは見つかっていない。 

（2） ヒト iPS 細胞（Takahashi K, et al., Cell. 
2007）の技術進歩により、患者由来神経細
胞を用いた病態解明が可能となって以来、
精神疾患研究の分野でも、統合失調症をは
じめとした患者 iPS 細胞由来神経細胞の解
析が盛んになっている（Brennand KJ, et al., 
Nature. 2011 など）。しかし、現時点ではゲ
ノム要因を考慮しない孤発例患者由来の
iPS 細胞を用いた解析が中心であり、疾患に
よる影響よりも個々人の遺伝的背景による
バラツキの影響を強く受けるためか、病因
解明につながるような知見は得られていな
い。 

 
２．研究の目的 

 双極性障害の類似疾患である双極型失調感
情障害にかんして不一致な一卵性双生児（図
1）を対象に、（1）双生児 iPS 細胞由来神経細
胞の遺伝子発現差異、および（2）これに寄
与するゲノム差異（de novo 変異）の探索を行
い、双極性障害の‘なりやすさ（感受性）’に
大きく影響するゲノム変異を特定するとと
もに、（3）ゲノム変異が神経細胞の機能にお
よぼす影響を明らかにし、双極性障害の発症
に関わる分子メカニズムの解明を目指す。 

 
３．研究の方法 

（1） 双極型失調感情障害にかんして不一

致な一卵性双生児の末梢血単核球よりエピ
ソーマルベクターを用いて作製した iPS 細
胞（一人あたり 8 クローン）の神経分化能
および分化抵抗性について検討するため、
SFEBq 法（Koyanagi-Aoi M, et al., PNAS. 
2013）を用いて神経前駆細胞を分化誘導し、
誘導開始から 14 日目における神経前駆細
胞特異的表面マーカーPSA-NCAM および
多能性幹細胞マーカーTRA-1-60 の発現を
Flow cytometry で評価する。 

（2） 3-(1)の結果を踏まえ、一人あたり 2
クローンの iPS 細胞を選択し、Kondo T, et 
al., Acta Neuropathol Commun. 2016 に従っ
て前脳特異的神経幹・前駆細胞を誘導する。
また、成熟皮質神経細胞を得るため、誘導
開始 24 日目の細胞をマウス新生児脳より
単離培養したアストロサイト上に播き直し、
神経前駆細胞の最終分化（成熟化）を促す。 

（3） 3-(2)の方法で分化誘導した前脳特異
的神経幹・前駆細胞の total RNA を誘導開
始 8 日目および 24 日目に回収し、RNA 
sequencing による遺伝子発現解析を行う。
ライブラリ調整には、illumina 社の TruSeq 
RNA Sample Preparation Kit v2 を用い、
シーケンス反応は HiSeq 2500 system を用
いて実施する。シーケンス結果の解析に際
しては、リファレンスゲノムとして The 
UCSC Human Reference Genome 
(hg19/GRCh37)を用いる。 

（4） 3-(3)のシーケンス結果をもとに、ま
ず実験系の妥当性を評価するため、罹患双
生児、非罹患双生児それぞれにおいて、神
経分化誘導8日目と24日目の遺伝子発現パ
ターンを比較し、|Fold change|>2 かつ
False Discovery Rate (FDR)< 5%の条件を
満たして発現量に差が認められた遺伝子に
着目し、upregulated genes、downregulated 
genes のそれぞれに関して Ingenuity 
Pathway Analysis software（Ingenuity）
を用いた解析を行う。 

（5） 次に、神経分化誘導 8日目、24 日目に
おける双生児間の遺伝子発現パターンを比
較する。|Fold change|>1.5 かつ False 
Discovery Rate (FDR)< 5%の条件を満たし
て発現量に差が認められた遺伝子に着目し、
Ingenuity Pathway Analysis を実施する。 

（6） 神経分化誘導120日目以降の成熟皮質
神経細胞における興奮性神経細胞、抑制性
神経細胞のバランスについて、各種シナプ

【図 1】本研究で対象とした一卵性
双生児不一致例を含む家系図 



スマーカーを用いた免疫染色により評価す
る。用いる一次抗体は以下のとおりである。 
Presynaptic marker: 
Anti-Synapsin1 (Millipore) 
Postsynaptic marker: 
Anti-Homer1 (Synaptic Systems、興奮性) 
Anti-Gephyrin（Synaptic Systems、抑制性) 

（7） 成熟皮質神経細胞の形態について評
価するため、誘導開始から 120 日前後の細
胞に Lipofectamine 2000（invitrogen）を
用いて EGFP をトランスフェクションし、細
胞体サイズ、分岐数（Sholl analysis）、突
起数を Image J software（NIH）で解析す
る。 

（8） 成熟皮質神経細胞の自発発火能、シナ
プス伝達について、パッチクランプ法を用
いて検討する。微小興奮性シナプス後電位
の測定時には、recording solution に TTX 
および Picrotoxin を、微小抑制性シナプス
後電位の測定時には、TTX を加える。 

（9） 一卵性双生児およびその両親の末梢
血由来ゲノム DNA を用いた全ゲノム解析結
果から、de novo 変異（一塩基変異、コピ
ー数変異、トランスポゾン挿入変異）候補
を絞り込み、PCR－ダイレクトシーケンス法
による変異の確認を行う。 

 
４．研究成果 

（1） 分化誘導 14 日目には、双生児由来 iPS
細胞（一人あたり 8 クローン）のすべてに
おいて、7-AAD で染色されない生細胞の
85%以上が PSA-NCAM 陽性の神経前駆細
胞に分化し、TRA-1-60 陽性の未分化細胞の
割合は 0.5％と極めて少なかったことから、
双生児由来 iPS 細胞中に分化抵抗性を示す
クローンが存在しないことが確認できた。
また、8 クローンの平均 PSA-NCAM 陽性率
には双生児で差は認められず、iPS 細胞の神
経分化能には罹患双生児と非罹患双生児で
差がないことを確認し、その後の解析に用
いる細胞として各 2 クローンの iPS 細胞を
選択した。 

（2） Kondo T, et al. （2016）に従って分
化誘導した前脳特異的神経幹・前駆細胞の
分化度について、8 日目、24 日目における
細胞表面マーカー（CD15、CD24、CD56、
CD184）の発現を flow cytometry で評価した
結果、罹患双生児由来の 2 クローン、非罹
患双生児由来の 2 クローンともに 100％近
くの生細胞で発現が認められ、神経幹・前

駆細胞への分化を確認した。また、8 日目、
24 日目における生細胞数にも双生児間で差
は認めなかった。 

（3） 各 2 クローンの iPS 細胞から分化誘導
した 8 日目、24 日目の前脳特異的神経幹・
前駆細胞から total RNA を抽出・精製し、
RNA-seq.を行った。 

（4） iPS 細胞から神経分化誘導した前脳特
異的神経幹・前駆細胞の 8日目および 24 日
目における遺伝子発現パターンを罹患双生
児、非罹患双生児それぞれで比較した結果、
|Fold change|>2 かつ False Discovery Rate 
(FDR)<5%の条件を満たして発現量に差が認
められた遺伝子は、罹患双生児で 2448 個、
非罹患双生児で 2222 個であった。IPA の結
果、8日目と比較して 24 日目の細胞で発現
が上昇していた遺伝子は、罹患双生児、非
罹患双生児ともに、神経分化に関わる遺伝
子群であり、発現が低下していた遺伝子は
細胞増殖や細胞周期に関連する遺伝子群で
あった。この結果から、双生児由来 iPS 細
胞からの時間依存的神経分化が確認でき、
また RNA-seq 解析の結果妥当性についても
確認できた。 

（5） 分化誘導 8日目の前脳特異的神経幹・
前駆細胞における双生児間の遺伝子発現を
比較した結果、|Fold change|>1.5 かつ
False Discovery Rate (FDR)< 5%の条件を
満たして発現量に差が認められた遺伝子は、
190 個あり、非罹患双生児と比較して罹患
双生児で発現上昇が認められたのが 62 遺
伝子、発現低下が認められたのが 128 遺伝
子であった。計 190 遺伝子の IPA の結果、
Wnt シグナルに関連する遺伝子が有意にエ
ンリッチしていた。また、24 日目に双生児
間で発現量が異なっていた遺伝子は 184 個
（うち罹患双生児で発現増加が認められた
のが 105 遺伝子、発現低下が認められたの
は 79 遺伝子）あり、IPA の結果、Wnt シグ
ナルのほかに、GABA 作動性神経細胞の分
化に関連する遺伝子のエンリッチメントが
確認された。 

（6） 神経分化誘導120日目以降の成熟皮質
神経細胞における興奮性・抑制性シナプス
の免疫染色の結果、罹患双生児では非罹患
双生児と比較して興奮性シナプスが少なく、
抑制性シナプスが多いことを見出した。こ
の結果を確認するため、GABA 抗体を用いた
免疫染色を行い、GABA 陽性神経細胞の割合
を評価したところ、罹患双生児 iPS 細胞由



来の皮質神経細胞では、非罹患双生児と比
較して、その割合が多いことを確認した。 

（7） 成熟皮質神経細胞の細胞体サイズお
よび分岐数に双生児間で差は認められなか
ったが、罹患双生児由来の神経細胞では突
起（dendritic protrusion）の数に増加傾
向が認められた。 

（8） 罹患双生児、非罹患双生児いずれの
iPS 細胞由来皮質神経細胞にも、非常に低
頻度ではあるものの、自発発火能を有する
細胞が存在し、興奮性・抑制性シナプス電
位も確認できたことから、iPS 細胞由来の
皮質神経細胞が生理学的にある程度成熟し、
ネットワークを形成していることを確認し
た。 

（9） 全ゲノム解析の結果から両親のゲノ
ムには存在せず、双生児のどちらか一方の
みに認められる de novo変異（一塩基変異、
コピー数変異、トランスポゾン挿入変異）
の候補を絞り込み、PCR－ダイレクトシーケ
ンスによる確認を行ったが、双生児間で不
一致な de novo 変異の同定には至らなかっ
た。 
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