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研究成果の概要（和文）：人工多能性幹細胞（iPS細胞）作製技術により、脳機能障害での神経細胞解析が可能
になった。しかし自閉症は症例ごとに遺伝学的原因と背景が多彩で、コントロールiPS細胞・誘導神経細胞と比
較しても神経細胞の表現型の差が原因遺伝子に由来するのか遺伝学的背景の差に由来するかはわからない。我々
は標準iPS細胞にゲノム編集で既知の自閉症原因遺伝子変異を導入し、コントロールと遺伝学的背景に差がない
自閉症モデル細胞の作製を試みた。 iPS細胞610B1株でNLGN4X遺伝子ノックアウトに成功したが、神経細胞への
分化誘導が困難であった。別に２つのiPS細胞株で同様のノックアウトが完了しモデル細胞として解析する。

研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem cells (IPSCs) enabled detailed analyses of human 
neurons in CNS disorders. However, due to complex genetic abnormalities found in ASD patients, and 
due to various genetic backgrounds of the human species, the differences between neurons derived 
from patients' iPSCs and those from control iPSCs can not be readily regarded as a result of genetic
 alterations causing ASD. Applying genome editing technique, we introduced a single ASD gene 
disruption in iPSCs, otherwise the identical genetic background with parental iPSCs. We established 
two independent 610B1 iPSC colones with the NLGN4X gene disruptions. Both clones as well as parental
 610B1 cells could not be differentiated to neurons,  even by a couple of modified differentiation 
protocols. Thus, we could not compared neuronal phenotypes of ASD model iPSCs with those of parental
 iPSCs. We then made NLGN4X KO clones of two other iPSCs that have high efficacy of neuronal 
differentiation. Analyses are in progress.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉症の原因遺伝子は２００以上あると言われており、その変異一つ一つがどのような神経細胞の異常を引き起
こすのかは必ずしも明らかになっていない。個々の遺伝子の機能を明らかにするためには、遺伝学的背景を揃え
た上での神経細胞での比較検討が必要となる。今回標準iPS細胞にゲノム編集の技術で自閉症原因遺伝子のみの
変異を引き起こしたiPS細胞のクローンが得られたことで、自閉症原因遺伝子の機能障害による神経細胞異常を
詳細に明らかにすることが可能となる。さらにはその異常を改善するための薬物開発に利用することも可能とな
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自閉症の原因は極めて多様であり、その原因遺伝子だけでも２００を数えるに至る。さらに患
者それぞれでも単一遺伝子の機能消失変異やコピー数異常に起因するもの、複数の遺伝子や染
色体領域の変化に起因するものなどがある。さらに直接は原因にならないが、他の遺伝子変異等
による発症に背景となる遺伝子多型が影響する。このため、自閉症での神経細胞機能の異常を明
らかにするために自閉症者由来の iPS 細胞を利用しようとしても、適切な比較対象の選択が非
常に困難となる。これを回避するためには有意で確実な情報が得られるだけの、極めて多数のサ
ンプル同士（自閉症群と定型発達者群）の比較が必要となる。一方で臨床遺伝学の進歩により自
閉症の原因となる単一遺伝子が明らかになっているが、その機能喪失による神経細胞の異常は
必ずしも明らかになっておらず、自閉症状改善のため治療法を探索する基盤は十分整っている
とは言えない。 
 
２．研究の目的 
 ２００３年にニューロリギン（NLGN）4XおよびNLGN3が、最初の自閉症単一原因遺伝子
として報告されたが、その異常がどの様な神経細胞の機能不全を引き起こすのかは未だに不明
である。本研究課題では NLGN4Xの機能消失がどのように神経細胞機能に影響を与えるかを明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 すでに健常者から作製されている iPS 細胞に、ゲノム編集により NLGN4X の機能消失変異
を導入することにより、自閉症モデル iPS 細胞を作製する。これを分散培養系で神経細胞に分
化誘導したもの、浮遊培養で mini-brainとしたもの、さらに可能であればマウス胎児脳へ移植
して in vivoで分化させたもの、等を、元の NLGN４X機能消失のない iPS細胞からの分化誘導
神経細胞とを形態学的、生化学的に比較、検討する計画とした。 
 
４．研究成果 
 
１）NLGN４Xゲノム編集ガイド RNAの作製と TGW細胞（神経芽腫株）での検証 
 
 NLGN4X 遺伝子の exon2 にある翻訳開始メチオニン下流に以下の３種の guideRNA(gRNA)
をデザインし、まずはニューロリギン４を発現する神経芽腫細胞 TGWを用いて、ノックアウト
効率の検証を行った。 
 
【NLGN4X mRNA(V.1)塩基配列上での gRNA標的配列】 
  421 ccacatcact gggacagctg tggatgtgga tgcagatttg aaccatgtca cggccccagg 

                                            翻訳開始コドン 

  481 gactgctatg gcttcctttg ttgttcaccc cggtctgcgt catgttaaac tccaatgtcc 

                     sgRNA#3             sgRNA#1         sgRNA#2 

  541 tcctgtggtt aactgctctt gccatcaagt tcaccctcat tgacagccaa gcacagtatc 
 

 
【TGW細胞でのタンパク発現抑制】 
 
 
 
 
 
 
 
 
← ニューロリギン４タンパク 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
その結果、デザインしたガイド RNAのうち、gRNA#3が最も遺伝子発現抑制効果が強く、次
いで gRNA#2 が強かった。これらが遺伝子ノックアウト効率が高いと判断し、iPS 細胞での遺
伝子ノックアウト実験に適用した。 
 
２）iPS細胞 610B1株での NLGN4Xノックアウト実験 
 
 NLGN4Xが X染色体上にあることから、男性由来の標準 iPS細胞 610B1株を入手し、上記
の gRNA#2および#3を用いてNLGN4Xノックアウト実験を実施した。 
 
   【得られたクローンでタンパク発現抑制】 
    
    

gRNA#2を導入して得られたクローン g2-8-1と gRNA#3を導入し 
   て得られたクローン g3-5-3において、ニューロリギン４タンパクの 
   強い発現抑制が確認された。 
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
 
【得られたクローンでのゲノム DNA 塩基配列解析】 
 
g3-5-3クローン 
 
 
 
 
 
 
g2-8-1クローン 
 
 
 
 
 
 
 
【NLGN4X mRNA(V.1)塩基配列と比較した核クローンの塩基配列変化】 
491 gcttcctttg ttgttcaccc cggtctgcgt catgttaaac tccaatgtcc tcctgtggtt 

           sgRNA#3                               sgRNA#2 

     gTtt------ --gttcaccc cggtctgcg        taaac tccaatgtcc tcActg 
               g3-5-3クローン             g2-8-1クローン 
 
   ガイド RNA標的近傍での 8塩基脱落  ガイド RNA標的内での 1塩基挿入 
 
いずれのクローンも NLGN4X遺伝子の改変により、premature stop codonが出現する形で遺
伝子ノックアウトが達成されていた。 
 
 
 



 
 
３）610B1NLGN4XKO株 g2-8-1と g3-5-3由来神経細胞でのニューロリギン４発現 
 
親株である iPS 細胞 610B1 が長期培養による神経細胞への分化誘導効率が低かったため、ロ
ゼッタ形成をスキップさせる直接神経分化誘導法(Neuron. 2013 June 5; 78(5): 785–798)に
より神経細胞へ分化させた g2-8-1(KOgRNA#2)、および g3-5-3(KOgRNA#3)iPS クローンを
ニューロリギン４に対する抗体（p1）おおびMAP2に対する抗体で染色した。その結果、MAP2
陽性（マゼンダ）の神経細胞に分化したノックアウトクローンでもニューロリギン４の発現（グ
リーン）が観察された。ただし、そのシグナル強度は親株 610B1の１／６程度に減弱していた
（右端の NLGN4X signal value）。またニューロリギン４のシグナルがほぼ検出されない神経
細胞（黄色矢頭）も認められた。 
 細胞染色に利用した p1抗体は我々の研究室で作製され、ニューロリギン４に対する特異性が
高くニューロリギン１〜３とは交差反応しないことを確認している。ただし Y 染色体上にある
NLGN4Y から転写・翻訳されるタンパクには反応するため、NLGN4X のノックアウトにより
代償的に NLGN4Yからの遺伝子発現が起きている可能性が考えられた。また p1抗体がニュー
ロリギン４タンパク C 末に近い膜貫通領域近傍部を認識するために、今回ノックアウトした
exon2よりも下流から転写される非全長タンパクが発現している可能性も否定できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４）まとめ 
 
 本研究課題では、想定した研究期間３年の間にニューロリギン４の発現を確実に消失させた
と言える神経細胞モデルの完成には至らなかった。ただし iPS 細胞の段階ではゲノム編集によ
る改変で、全長型ニューロリギン４の発現はほぼ消失できていた。神経細胞に分化させた時の細
胞レベルでのニューロリギン４シグナル検出に関しては、上記の様な解釈が考えられたため、現
在その可能性を検証するための研究を継続している。さらに当初選んだ iPS細胞株 610B1が必
ずしも神経細胞への分化誘導実験に適さなかったため、神経細胞への分化効率が高い RIKEN-12A
およびWTC-11といった iPS細胞株を新たに入手し、改めてゲノム編集を実施している。 
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