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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞から神経細胞を作製し、ヒト由来の神経細胞の分化特性を明らかにする
ことを目指している。本研究では、その端緒として、神経細胞分化におけるDNA修復酵素の役割に着目し、polβ
欠損のヒトiPS細胞株を樹立することによって、polβ遺伝子の果たす役割を解析する系を構築した。 Polβ欠損
ヒトiPS細胞株の樹立のためには、ジーンターゲティング法CRISPR/Cas9システムを導入し、ホモ変異体を得た。
得られたクローンは、DNA塩基損傷による細胞死に対して感受性が野生型と比較して有意に高くなっていた。さ
らに、Polβ欠損ヒトiPS細胞を神経幹細胞、神経細胞へと分化誘導にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Our goal is to reveal characteristics of human neuronal differentiation and 
circuit formation using iPS cell technology. This study is aimed at making an experimental system to
 analyze the role of DNA polymerase β (polβ), by establishing the iPS cell line which lacks polβ.
 To establish the cell line, CRISPR/Cas9 system was utilized, and we could obtain the homozygote 
after drug selection. The obtained clone showed higher sensitivity than wild type clones. We further
 succeed in inducing neuronal stem cells and the neuronal cells.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
近年 iPS細胞が開発され、ヒトの iPS細胞

から様々なサブタイプの神経細胞を効率的

に作成する方法が様々な研究グループによ

って開発されている。この手法を用いること

により、ヒトの神経発生過程を in vitroで再

現し、神経発生の様々な過程における細胞機

構や各遺伝子が果たす役割をヒト神経細胞

で解析を行うことができると考えられる。実

際、これらの手法は精神神経疾患との関連性

において、世界中で数多くの研究が展開され

ている。発生過程における細胞挙動や神経系

で長年に亘る問題として上げられた「Nature 

vs Nurture」のような問題に切り込めること

を計画し、その問題に取組むことが有意義で

ある。 
 
２．研究の目的 
ヒト特有の神経回路形成の仕組みあるい

は哺乳類を通じて共通な仕組みを解明する

ことは生物学的にも進化的にも重要な仮題

である。本研究では、ヒト iPS細胞から神経

細胞を作製し、ヒト由来の神経細胞の分化特

性を明らかにすることである。特に、神経細

胞分化における DNA 修復酵素の役割に着目

し、ヒト iPS 細胞由来の神経細胞における

polβ 遺伝子の果たす役割を解析する系を構

築することを目指した。 

 

３．研究の方法 

 まず Polβ 欠損ヒト iPS 細胞株を樹立し、

これを培養系で神経細胞へと分化誘導を行

って神経発生過程を再現し、ゲノム不安定性

の解析を行うことにした。Polβ欠損ヒト iPS

細胞株の樹立に際しては、従来の方法よりも

高効率に遺伝子改変細胞が得られることを

期待して、ジーンターゲティング法に

CRISPR/Cas9 システムを組み合わせた。ま

た、gRNAのターゲット部位はオフターゲッ

トの影響やターゲット部位による遺伝子改

変効率の違いを考慮してターゲティングベ

クターによる組換え部位である Polβ の遺伝

子座のエキソン 4付近に 3ヶ所設計した。そ

れぞれヒト iPS細胞に遺伝子導入し、薬剤選

択の後にクローンを得て、これらが予測通り

に欠損を生じているかを確認した後、神経幹

細胞への分化、さらには神経細胞への分化を

行い、それぞれの過程での Polβ の役割を細

胞分子レベルで解析した。 

 

４．研究成果 

iPS 細胞に遺伝子導入し、薬剤選択の後に

得られたクローンをゲノミック PCR、ウェス

タンブロッティングによって解析した結果、

複数のホモ変異体を得ることができた。これ

らのクローンで Polβ の機能が失われている

ことを確認するために、塩基損傷を引き起こ

すmethyl methane sulfonate (MMS) を培

地に加えて培養を行い、細胞死に対する感受

性を調べたところ、Polβホモ変異体では野生

型と比較して感受性が有意に高くなってい

た。したがって、Polβ欠損ヒト iPS細胞株を

樹立できたと考えられる。次に、Polβ欠損ヒ

ト iPS細胞を神経幹細胞へと分化誘導し、神

経幹細胞のマーカーである Nestin 陽性細胞

の存在を確認した。これら Nestin 陽性細胞

に対して MMS を加えるアッセイを行うと、

細胞死に対する感受性が野生型神経幹細胞

より有意に高かった。さらに、Polβ欠損神経

幹細胞を神経細胞へ分化させることにも成

功し、脳発生期におけるヒト神経細胞の発達

における DNA 修復酵素の役割を解析できる

系が構築できた。 
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