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研究成果の概要（和文）：再生医学研究で注目されるES細胞やiPS細胞から、様々な細胞を分化誘導する実験系
は、発生生物学においても強力な研究手段となりうる。研究代表者はこれまで、幹細胞から発生過程を再現する
研究を通じて、マウスES細胞から小脳神経細胞を分化誘導する培養法を開発し、これをヒトES細胞に応用できる
ことを見出した。本研究課題では、この分化培養法を脊髄小脳変性症患者から作製したiPS細胞にも応用し、iPS
細胞に由来する分化した小脳プルキンエ細胞の脆弱性が病型によって異なることを見出した。本研究課題で開発
した小脳細胞の分化誘導方法が、神経変性疾患の病態解明のための解析系として活用できる可能性を示すことが
できた。

研究成果の概要（英文）：The R&D PI was engaged in the pioneering works on the development of the 
self-organizing culture of pluripotent stem cells (PSCs) for brain tissue formation (brain
organoid). Using this technique, she developed efficient methods for differentiation of PSCs into 
cerebellar neurons and cerebellar tissues. In this R&D project, she succeeded in construction of 
human disease models for cerebellar ataxia by differentiation of the patient-derived iPSCs.

研究分野：神経科学、神経発生学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	
(1)これまでの発生生物学研究では、発生過
程で生じる現象に関わる要素を同定し、細
胞の破壊・遺伝子阻害などにより発生機構
を明らかにする手法が主流であった。近年、
ES細胞や iPS細胞から様々な細胞に分化さ
せることが可能になり、発生生物学の新た
な研究手法として期待されている。すなわ
ち、ES細胞や iPS細胞に少数の外因性因子
を加えながら培養することで、様々な器官
の細胞に分化する手法は、従来型のアプロ
ーチでは見えてこなかった発生過程の原
理・素過程を浮き彫りにする可能性が期待
された。研究代表者らのグループはこの手
法を用いて、これまでに、ES細胞からドパ
ミン細胞、大脳細胞、網膜細胞など様々な
神経細胞を分化誘導することに成功してき
た。	
(2)小脳は数ある脳の領域の一つであるが、
発生生物学的観点から見ると興味深い特徴
を有する。器官形成の時系列の途中で、菱
脳峡オーガナイザーが生じ、これにより小
脳原基が誘導される。小脳構成細胞は二つ
の異なる神経上皮から生み出され、移動し、
秩序正しく配置され、緻密な神経回路を形
成する。これまでの研究により、発生初期
の細胞分化機構に関しては、多くの知見が
得られているが、発生中期以降の組織形成
過程に関しては現象が複雑すぎることもあ
り、未解明な部分が多く残されていた。	
	
２．研究の目的	
研究代表者はこれまでに３次元培養法
SFEBq 法を駆使して、マウス ES細胞から小
脳神経細胞を作製することに成功した。本
法は、ヒト ES細胞へも応用可能であるため、
ヒト ES細胞から立体的な小脳の組織構造
を形成させる系を確立することにより、小
脳の器官形成メカニズムを明らかにするこ
とを目指した。また、確立した手法をヒト
iPS 細胞にも適用し、小脳の形成異常や神
経変性疾患である脊髄小脳変性症の病態解
明に役立てる。	
	
３．研究の方法	
マウスおよびヒト ES細胞で開発した、小脳
の構成要素である各種神経細胞を分化誘導
する方法を応用する。	
(1)ES 細胞の分化誘導系の改良による小脳
原基の誘導と細胞分化の効率化：ヒト ES細
胞をSFEBq法で立体培養し、FGF2とinsulin
の添加により小脳の発生に必須である菱脳
峡オーガナイザーの誘導を促す。オーガナ
イザ-作用により分化誘導される神経前駆
細胞（顆粒細胞、プルキンエ細胞、小脳核
細胞）を組織学的、分子生物学的に同定す
る。遺伝子改変により細胞種特異的なプロ
モータ下に蛍光レポーターをノックインし
た細胞株を作製し、効率的な分化誘導法の
開発と細胞抽出に活用する。	

(2)小脳神経（前駆）細胞の３次元培養系に
よる組織的配置の再現：分化誘導された
個々の小脳神経細胞の移動･配置を誘導す
るため、外部からシグナル因子や移動に関
わる因子を添加し組織形成のメカニズムを
検討する。	
(3)ヒト iPS 細胞からの小脳組織構造の構
築：(1)(2)で見出した方法をヒト iPS 細胞
に展開する。また、小脳関連疾患患者から
作製した iPS 細胞へも展開し、病態解明の
ための解析系としての有用性を検証する。	
	
４．研究成果	
(1)マウス ES細胞で開発された小脳分化誘
導法が、ヒト ES細胞にも展開可能であるこ
とを見出した。培養初期の FGF2、インスリ
ン、TGFβ阻害剤の組み合わせにより、小脳
上皮細胞からなる小脳オルガノイドのサッ
ク製に成功した。小脳顆粒細胞の分離抽出
に活用するため、転写因子 Atoh1 の遺伝子
座に蛍光レポーターをノックインしたES
細胞株の作成を試みた。細胞株の作製には
成功したが、ライブ下で視認可能な蛍光タ
ンパクの発現を得るには至らなかった。	
(2)分化誘導された小脳神経前駆細胞の配
向･配置を促すため、細胞外マトリックス
（ラミニン、フィブロネクチン）、細胞移
動を支えるケモカイン、細胞シグナル因子
（SHH,FGF,	BMP,	WNT）の効果を検討した。
顆粒細胞の移動には CXCL12/SDF1、神経皮
質構造の形成には FGF19、脈絡叢の分化に
は GDF7 がそれぞれ有効であることを見出
した。	
(3)ヒト iPS 細胞から小脳組織、小脳プルキ
ンエ細胞を作製することに成功した。運動
失調を主な症状とする常染色体優性遺伝性
の脊髄小脳変性症患者から作製した iPS 細
胞から、小脳プルキンエ細胞を作製したと
ころ、変異遺伝子の違いにより分化細胞の
脆弱性が異なることを見出した。	
	
本研究課題を通じて見出したヒト幹細胞か
らの小脳分化誘導法は、国内外で大きなイ
ンパクトを与えた。本法を利用した国外の
研究者による成果も報告され始めた。患者
由来の iPS 細胞にも展開することができた
ことで、病態解明や治療法開発につながる
成果であると考えられる。	
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