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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞であるiPS細胞より、2次元分散ニューロンおよび立体的構造を有する大
脳皮質様オルガノイドを作成し、それらヒトニューロンを用いて、メープルシロップ尿症、副腎白質ジストロフ
ィー、およびプロピオン酸血症など、発達障害・精神発達遅延などがみられる疾患病態の解析を試みた。メープ
ルシロップ尿症やプロピオン酸血症のiPS細胞より神経分化させたケースでは、健常ニューロンに比べ、著しい
神経伝達物質放出機能の低下など、病態と関連するであろう知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Although studies using neurons obtained from animals including rats or mice 
are very useful to examine the cellular/molecular basis of brain disorders, models using human 
neurons established from iPSCs are much more suitable for investigating the pathophysiology of brain
 disease. In this study, dissociated human neurons and brain organoids made using iPSCs (healthy, 
maple syrup urine disease, propionic academia, and adrenoleukodystrophy) were established. 
Interestingly, disease human neurons (from iPSC of maple syrup urine disease or propionic academia) 
showed a significant decrease in the system of neurotransmitter release. Furthermore, it was 
revealed that brain organoids of maple syrup urine disease exhibited an immaturity in the neuronal 
differentiation. 

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの脳研究では、生きたヒト脳を使用することは極めて困難であったため、動物個体レベルもしくは動物
脳より分散させた初代培養ニューロンを用いたアプローチが主であった。本研究では、これまでの動物を用いた
研究の弱点を克服するiPS細胞由来のヒトニューロンを用いて、メープルシロップ尿症、副腎白質ジストロフィ
ー、およびプロピオン酸血症などの有効な治療法がみつかっていない疾患において、細胞・分子レベルでの病態
解析に成功した。特に、メープルシロップ尿症やプロピオン酸血症では、機能的ニューロンにおいて、それぞれ
固有の脆弱性を発見し、これが今後の病態解明および新規薬剤スクリーニングに役立つ可能性を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多能性幹細胞である iPS 細胞を用いたヒトニューロンの作成方法の樹立は、これまで動物由来
の神経系を用いた研究の限界を克服する画期的な進展であった。本研究開始当初、2 次元に分
散させた状態で分化誘導したヒトニューロンの解析に加えて、ヒト大脳皮質に類似した 3 次元
構造を有するオルガノイドの作成の成功が報告されるようになっていた（Lancaster et al, Nature 
2013 など）。しかし、動物脳由来の初代培養ニューロンとは異なるこれらヒトニューロンの特
性に着目した研究や、さらには特定の脳疾患の発症メカニズムにアプローチする研究において、
ヒトニューロンを疾患モデルとして利用し、疾患の分子病態を明らかにしようとする試みは、
まだまだ初歩的な段階であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、健常者および疾患患者より樹立した iPS 細胞を用いて、大脳皮質様オルガノイド
を作成し、疾患病態を細胞・分子レベルで詳細に解析することを目的とした。また、分化・成
熟させたヒトニューロンを用いて、疾患特異的な機能変化の精査を実践する際に、分散させた
神経幹細胞を介する、2 次元での分化誘導システムを利用して得たニューロンも併せて解析に
用いた。これらの 2 次元および 3 次元で培養維持したヒトニューロンを用いて、これまで発症
メカニズムがほとんど不明であった、メープルシロップ尿症、副腎白質ジストロフィー、およ
びプロピオン酸血症では、疾患に関連していかなる神経機能変化、および分子病態が生じてい
るのかを解明することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
健常者、および疾患（メープルシロップ尿症、副腎白質ジストロフィー、およびプロピオン酸
血症）患者由来の iPS 細胞を用いて、胚葉体を経た大脳皮質様オルガノイド、および神経幹細
胞（Neural stem cells, NSCs）を介する 2 次元分散培養ニューロンの分化誘導を行った。これら
の疾患では、乳児期などの発達段階に脳神経系の機能異常等がみられるため、神経分化のそれ
ぞれの段階において、以下の解析を実施した。 
 
神経分化ステージの解析 
様々な分化の段階にある大脳皮質様オルガノイド、および 2 次元分散培養ニューロンの分化・
成熟の解析では、q-PCR 法や免疫染色法を用いた生化学的な手法により、神経幹細胞（PAX6
や nestin など）、および神経細胞マーカー（DCX、MAP2 や TUJ1 など）の発現量に着目した。
また、ニューロンの構造的特性を確認するため、抗 MAP2 抗体での染色後、IN Cell Analyzer を
用いた、神経突起伸展の定量解析を行った。 
 
神経細胞死 
メープルシロップ尿症では分岐鎖アミノ酸が、プロピオン酸血症ではプロピオン酸の蓄積が、
それぞれ神経症状の原因である可能性があるため、ニューロンに対してこれら蓄積物を曝露し、
その神経生存率を測定した。解析には、細胞におけるミトコンドリアの活性（細胞生存の指標
となる）に相関した呈色変化の生じる WST-8 を負荷し、その後、プレートリーダを用いた比色
分析を行った。 
 
シナプス機能 
成熟ニューロンにおける開口放出（エキソサイトーシス）の機能を定量するために、細胞に色
素 FM 1-43 を負荷し、高カリウム（50mM）刺激で引き起こされる脱分極依存的なエキソサイ
トーシス活性を、蛍光顕微鏡下でリアルタイムでモニターした。エキソサイトーシス効率は、
FM1-43 の蛍光強度の減少として計測できる。また、長期維持したニューロンを用いて、機能
的なシナプス結合、および自発的な神経伝達の指標として用いられるカルシウムオシレーショ
ンの計測を、カルシウム指示薬 Fluo-4 を用いて実施した。 
 
大脳皮質様オルガノイド内におけるアミノ酸濃度 
メープルシロップ尿症では、分岐鎖アミノ酸であるロイシン、イソロイシンおよびバリンの細
胞内での蓄積が、シナプス機能低下などの原因であることを想定した解析を行った。そのため、
大脳皮質様オルガノイドをホモジェナイズしたのち、細胞・組織内に含まれるアミノ酸量の定
量を行った。このアミノ酸定量では、o-フタルアルデヒドによる誘導体化を行った後、高速液
体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて分離・測定を行った。 
 
 
４．研究成果 
プロピオン酸血症 
常染色体劣性遺伝型の先天性代謝異常症のプロピオン酸血症では、新生児から乳児期において、
ケトーシス、アシドーシス、および高アンモニア血症の症状が出現する。そして、昏睡などの
急性脳症の症状もみられ、予後はよくなく、精神発達の遅れがみられる。これには、プロピオ
ニオニル CoA カルボキシラーゼの活性が減少していることで、プロピオン酸など有機酸の異常



蓄積が原因となっている可能性が示唆されているが、脳の機能低下との関連における詳細はわ
かっていない。このプロピオン酸血症に関し、まず、健常者、および疾患 iPS 細胞由来の 
ヒト NSCs を作成し、その誘導効率を観察した。その結果、コントロール（健常 iPS 細胞由来）
と比較して、Nestin 陽性を呈する NSCs の誘導効率（分化誘導の 7 日目）に違いは見られなか
った。さらに、分化誘導開始後、28 日維持した幼若ニューロンに着目した。その結果、ニュー
ロンマーカーである TUJ1 の陽性率においても、コントロールおよび疾患群において、分化効
率の差が観察されなかった。次に、NSCs および幼若ニューロンを用いて、疾患における神経
障害を引き起こす原因であると仮定した、プロピオン酸を曝露し、その細胞生存率を測定した。
まず、神経分化 4 日目に（10、100、1000 M）のプロピオン酸ナトリウム曝露を行い、7 日目
に細胞生存率測定を WST assay にて行った。予想に反し、各濃度において、コントロールおよ
び疾患 NSCs における顕著な細胞死は観察されなかった。さらに、神経分化 15 日目においてプ
ロピオン酸ナトリウム曝露を行い、その 3 日後に細胞生存率を計測したところ、やはりプロピ
オン酸ナトリウム曝露における神経細胞死は観察されなかった。しかし興味深いことに、コン
トロールニューロンに比べて、疾患ニューロンでは明らかに細胞の生存率が低下していた。こ
れは、疾患幼若ニューロンでは、外からのプロピオン酸濃度における感受性は低いものの、内
在的にその生存における脆弱性を有している可能性がある。 
次に、より分化成熟させたニューロンを用いて、エキソサイトーシスにおける疾患病態の解析
を試みた。神経分化開始 77 日目において、コントロールニューロンでは、FM1－43 の蛍光強
度の減少が脱分極による刺激で顕著に引き起こされた。これは神経分化 77 日目では、十分な神
経伝達物質放出機能がヒトニューロンで備わってくることを示している。ところが、疾患ニュ
ーロンでは、このエキソサイトーシス能力が有意に減少していた。この培養系では、外からプ
ロピオン酸ナトリウム曝露は行っていない。すなわち、プロピオン酸血症における分化ニュー
ロンでは、細胞外のプロピオン酸濃度には関係なく、むしろ内在的に神経伝達物質放出メカニ
ズムに異常が生じている可能性を示している。 
 
副腎白質ジストロフィー 
小児大脳型の副腎白質ジストロフィーでは、2 から 10 歳において発症し、知的退行や精神症状
がみられる。中枢神経系での脱髄が特徴的な遺伝子疾患で、極長鎖脂肪酸のペルオキシソーム
への取り込み機能が阻害されている。このため、極長鎖脂肪酸の細胞内蓄積が引き起こされる
が、細胞レベルでのニューロンの機能障害には不明な点が多い。そこで、この病気由来の iPS
細胞より NSCs を作成し、ニューロンへの分化を誘導した。しかし、得られたニューロンにお
いて、コントロール群と比較した場合における細胞生存率に違いは見られなかった。また、成
熟ニューロンマーカーである MAP2 で免疫染色を行い、その陽性神経突起の長さを定量解析し
たが、やはりコントロールニューロンとの違いは観察されなかった。 
 
メープルシロップ尿症（MSUD） 
分岐鎖ケト酸脱水素酵素の活性低下によりバリン、ロイシン、イソロイシンが蓄積することが
病態と関係するとされる MSUD においても、その疾患発症後に発達障害や、精神運動発達遅延
が見られるが、その詳細がわかっていない。まず、コントロールおよび MSUD 疾患 iPS 細胞か
らニューロン誘導率（分化誘導 77 日目）を定量したところ、ともに 80％以上の効率で、MAP2
陽性ニューロンが得られ、神経分化において疾患特異的な表現型は得られなかった。同時に、
神経物質放出に密接に寄与するシナプスマーカーsynapsinI の発現を免疫染色法にて検出した。 
その結果、MSUD 疾患においてもコントロールニューロンと変わらないシナプス形成が見られ
た。 
次に、疾患患者の血中におけるバリン、ロイシン、イソロイシンの濃度と、神経症状が相関す
るとの報告をふまえて、ニューロンに対して、高濃度曝露を行った。興味深いことに、バリン、
ロイシン、イソロイシンの高濃度曝露による神経細胞死が観察されたが、コントロールおよび
疾患群での有意な差が見いだされなかった。これは、高濃度バリン、ロイシン、イソロイシン
はニューロンに対して毒性を示しうるが、疾患特異的な細胞レベルでの病態が生じるためには、
さらに別の要因が関与する可能性があることを想起させた。一方で、興味深いことに、培養 77
日目において、エキソサイトーシスを測定すると、MSUD ニューロンにおいて著しい活性の低
下が観察された。この神経情報伝達機能に必須であるエキソサイトーシス機能の障害は、神経
分化 304 日目、および 608 日目の非常に長期的な維持のあとにも観察された。これに一致して、
自発的なカルシウムオシレーション（興奮性伝達物質であるグルタミン酸が介在する反応）に
よる機能的なシナプス結合の成立を解析すると、長期培養後において、コントロールにくらべ
て明らかに低レベルのカルシウム動態が、MSUD ニューロンで観察された。 
さらに、コントロール iPS 細胞、および MSUD の iPS 細胞からそれぞれ大脳皮質様のオルガノ
イドを作成し、オルガノイド組織内におけるバリン、ロイシン、イソロイシンの濃度を測定し
た。驚くべきことに、着目した胚葉体形成から 21 日目では、MSUD 大脳皮質様オルガノイド
におけるバリン、ロイシン、イソロイシンの濃度がコントロールの大脳皮質様オルガノイドに
比べ、高い値を示す結果は得られなかった。この結果は、大脳皮質様のオルガノイドを作成前
の iPS 細胞でも同様の結果であった。ところが興味深いことに、同一サンプル内において、興
奮性の神経伝達物質であるグルタミン酸の量は、MSUD 大脳皮質様オルガノイドにおいて減少



している傾向が見いだされた。さらに、グルタミン酸と同様に、大脳皮質ニューロンにおいて
の主要な神経伝達物質である GABA の量は、MSUD 大脳皮質様オルガノイドにおいて有意に低
下していた。これらの結果は、大脳皮質様オルガノイド内において、患者個体レベルでの病態
であるバリン、ロイシン、イソロイシンの蓄積は観察されないが、神経伝達物質であるグルタ
ミン酸および GABA の量が減少しており、神経系の機能的な発達の遅れが生じている可能性が
示唆された。そこで、さらに分子病態の解明のため、MSUD 大脳皮質様オルガノイドの神経マ
ーカーの発現量を定量した。その結果、大脳皮質のニューロンマーカーである Foxg1 および
Ctip2、前出のシナプスマーカーsynapsinI の遺伝子発現には変化がなかった。一方で、幼若ニュ
ーロンマーカーである DCX は MSUD 大脳皮質様オルガノイドでその発現が高く、成熟ニュー
ロンのマーカーである MAP2 発現はコントロールの大脳皮質様オルガノイドにおいて、有意に
高発現が確認できた。これは、MSUD 疾患大脳皮質様オルガノイドにおいて、機能的な神経発
達の低形成、もしくは遅延が引き起こされている可能性を示す。 
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