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研究成果の概要（和文）：疾患特異的iPS細胞は、多くが未解明のヒトにおける疾患の成立過程を解析できる画期的実
験系である。近年、神経発達や投射経路など発達初期の異常が精神疾患の原因として注目されているが、これら発達の
初期過程が実際の患者どのように変化しているのかは不明である。そこで本研究では、精神疾患の疾患特異的iPS細胞
の樹立および分化後の神経機能の解析を行った。その結果、患者および健常者からiPS細胞を樹立するとともに、迅速
な神経分化誘導法の開発に成功した。さらにこれらの手法とトランスクリプトーム解析を組み合わせることで、治療薬
への反応性に関わる可能性のある候補遺伝子の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that patient-specific iPS cells are promising resource to 
reveal the mechanisms of mental disorders. Lines of evidences indicate that abnormalities during neural 
development play a critical role in the development of mental disorders such as autism and schizophrenia. 
However, little is known about molecular mechanisms of the development of mental disorders. To unveil it, 
here we improved differentiation method for neural induction from human iPS cells and investigated 
possible mechanisms of the development of mental disorders.

研究分野： 神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 精神疾患は、発症後の治療期間が非常に長
期にわたる慢性疾患であるにもかかわらず
その寛解率は低く、疾患原因の究明と治療法
の開発は急務である。これらの精神疾患の背
景には、遺伝素因およびその環境との相互作
用における異常があると考えられており、現
に一卵性双生児を対象とした研究により、自
閉症における遺伝率（heritability）は 90％
に も 及ぶこ と が明ら か となっ て い る
（Steffenburg ら, 1989, Bailey ら, 1995, 
Freitag, 2007）。 
 しかし、非常に大規模な解析が行われてい
るにもかかわらず、多くの患者で共通してみ
られる変異は未発見であることから、大きな
影 響 を 及 ぼ す 非 常 に 希 な 変 異 （ rare 
variants）が各患者ごとに個別に発生してい
るのではないかという common-disease 
rare-variant 仮説が提唱されているものの
（Cirulli and Goldstein, 2010）、その実証に
は至っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、特にアンメットニーズが大き
い精神疾患の疾患特異的 iPS細胞の樹立およ
び分化後の神経の機能の解析を行うととも
に、exome 解析より得られる遺伝学的情報と
を組み合わせ、これら疾患の成立、発展過程
に関わる分子ネットワークを解明し、治療薬
開発に貢献することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 沖田らの方法に従い、患者由来細胞にエピ
ソーマルベクターを用いて初期化因子を一
過性に発現させることで、患者由来 iPS 細胞
の樹立を行った。樹立したiPS細胞の維持は、
Essential 8 medium (Life Technologies 社
製)を用いて行い、3-4 日に 1 回、EDTA によ
る継代を行った。 
 神経細胞への分化誘導（直接法）は、Zhang
らの方法に従い、neurogenin-2 発現レンチウ
イルスベクターを用いて行った。 
 神経幹細胞への分化誘導は、neural 
induction medium (Life Technologies 社製)
を用いて行い、分化誘導後の継代は 3-4 日に
1回、accutase を用いて行った。 
 その他の実験は常法に従い行った。 
 
４．研究成果 
 共同研究者である大阪大学病院・精神科・
橋本亮太准教授、大阪大学大学院薬学研究科
中澤敬信准教授、慶應大学医学部・岡野栄之
教授らのご協力の下、複数の精神疾患患者よ
り、iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞
における未分化マーカーの発現、増殖速度や
コロニーの形態などについて、健常者由来
iPS 細胞および患者由来 iPS 細胞の間の差に
ついて検討した結果、予備的ではあるが、両
群間に顕著な差は見られなかったことから、
幹細胞としての性質に著明な差は無いと考

えられた。 
 次に、iPS 由来神経細胞の機能解析に必要
となる神経分化誘導プロトコールの確立を
行った。既報に従い、neurogenin-2 発現レン
チウイルスベクターを用いた迅速な神経細
胞への分化誘導を実施したところ、神経細胞
様の形態をした細胞を得ることができたが、
生存率は高くなく、極めて限られた数の神経
細胞しか得られていない可能性が示唆され
る。生存細胞数の少なさの原因について、さ
らなる検討を行ったところ、死細胞の数が多
いのではなく、分化誘導後の接着率の低さに
その原因がある可能性が示唆されたため、培
養基質および培地について詳細に検討をお
こなった。その結果、コート剤の濃度を高め
るとともに、ウイルス感染効率を高める
polybrene を培地から除去する等の改変をほ
どこすことで、多数の神経様細胞を得ること
に成功した。またこの細胞を、神経細胞のマ
ーカーである Tuj1 に対する抗体を用いて染
色したところ、ほとんどすべての細胞が Tuj1
陽性の神経細胞であることが明らかになっ
た（図１）。 

図１．ヒト iPS 細胞の neurogenin-2 過剰発
現による分化誘導 
ヒト iPS 細胞に neurogenin-2 発現レンチウ
イルスベクターを感染させた。感染の 1週間
後、細胞を固定し、Tuj1（緑）に対する免疫
染色を行った。Hoechst による対比染色（青）
を行った。スケールバー＝40 μm 
 
 次に、神経系の発達過程における異常を検
出するため、神経幹細胞を経由して神経細胞
へと分化させる手法の確立を目指した。神経
幹細胞を経由する分化手法としては、TGFb お
よび BMP 阻害薬を用いたいわゆる dual-SMAD 
inhibition が有用であると報告 (Chambers 
et al., Nature Biotech.)があるが、本研究
では、一部異なるものの同様のリガンドを用
いる、neural induction medium を使用した。 
 神経系の発達過程においては、腹側－背側
軸の形成に sonic hedgehog（SHH）が重要な
役割を果たしていることが知られている。そ
こでこの神経幹細胞への分化系が、生体内同
様のSHHへの感受性を有しているか検討を行
ったところ、予備的ではあるが、SHH の添加
により濃度依存的に NKX2.2, FOXA2, EN1, 
OLIG2, PHOX2A, GBX2 の発現が上昇し、PAX6
の発現が減少することを示唆する結果を得
た。これらの結果は、本分化系が SHH 等のモ



ルフォジェンの影響を受け得る、生体内の器
官発生と同様の経路を経ている分化系であ
る可能性を示唆しているが、今後さらなる詳
細な検討が必要であると考える。 
 最後に、neurogenin-2 発現レンチウイルス
ベクターを用いた分化プロトコルを、治療薬
への反応性の異なる精神疾患患者由来iPS細
胞に適用し、神経細胞における機能解析を実
施した。分化誘導後得られた神経様細胞へと
治療薬を持続処置し、処置後の細胞より RNA
を回収し、トランスクリプトーム解析を行っ
た。その結果、治療薬への反応性と相関して
発現変動する遺伝子を複数同定することに
成功した。今後、この同定した分子が、神経
細胞において果たしている役割について解
析を進めていく予定である。 
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