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研究成果の概要（和文）：本研究では、アストロサイトの異常によって高次脳機能が生じるかどうかを検証する
系として、患者由来iPS細胞からアストロサイトを分化誘導させ、その機能を評価することにある。この目的の
ため、iPS細胞からアストロサイトへの分化誘導に向けて取り組んだ。embryoid bodiesを介する分化誘導法によ
り、形態的にアストロサイト類似の細胞が得られた。今後は遺伝子発現解析や免疫染色などにより、この細胞が
真にアストロサイトに分化しているかどうか検証する必要がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, as a system to verify whether astrocyte abnormalities cause 
higher brain function, we aim to induce differentiation of astrocytes from patient-derived iPS cells
 and evaluate their functions. For this porpuse, we worked to induce differentiation of iPS cells 
into astrocytes. By the method of inducing differentiation via embryoid bodies, cells 
morphologically similar to astrocytes were obtained. In the future, it will be necessary to verify 
whether these cells are truly differentiated into astrocytes by gene expression analysis or 
immunostaining.

研究分野：小児神経学

キーワード： 神経発達障害

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経発達障害の原因としてニューロンの機能障害を検証する方法については研究者らは既に確立しているが、マ
ウスのアストロサイトとの共培養によるニューロンの分化誘導法である。ヒトアストロサイトの分化誘導法を確
立すれば、アストロサイトが直接的に疾患の原因となりうるかどうかの評価が可能となる。また、ニューロンと
共培養させることにより生体に近い状況をin vitroにおいて再現できる可能性がある。本研究が目指す評価系が
確立すれば社会的意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞技術が発表されてから 10 年が経過した。iPS 細胞は再生医療への応用が期待されて
おり、一部はすでに臨床応用されている。一方、難治性疾患の病態解明におけるツールとしても
多く利用されてきた。特に中枢神経疾患においては特に有用性が高い。そもそも中枢神経疾患に
おいては、病変部をバイオプシーで採取することが困難であり、患者の死後の剖検か、モデル動
物実験による疾患解析を行うしか方法がなかった。しかしながら、死後の剖検では病変における
2次的な修飾の影響を除くことは困難であるし、そもそも剖検にあたる機会が少ない。モデル動
物実験においては、ヒトホモログが存在する分子であれば解析可能であるが、ヒト固有の高次脳
機能に関しては、モデル動物はツール足り得ない。そこで、研究代表者らは、従前より研究に取
り組んできた神経発達障害の病態について、疾患患者由来 iPS 細胞を用い、患者の中枢神経の病
態を試験管内で再現することによって病態解明に取り組んできた。それによる成果の一部はす
でに学術論文として公表しており、それを踏まえてさらに研究を促進させている(Shimojima et 
al. Reduced PLP1 expression in induced pluripotent stem cells derived from a Pelizaeus–
Merzbacher disease patient with a partial PLP1 duplication. J Hum Genet 57; 580-6, 
2012)。 
研究代表者らは、これまで神経発達障害患者のゲノム診断に多く関わってきた経験から、シナ
プス関連遺伝子領域のゲノムコピー数変化や、シナプス関連遺伝子の機能を喪失させる新生突
然変異が多くの患者において、発症要因となっていることを明らかにしてきた。それら、疾患の
原因となるゲノム変異が明らかになった患者から疾患 iPS 細胞を樹立し、神経系細胞、特にニュ
ーロンに分化誘導させ、神経系細胞の遊走やシナプスの形態的変化、神経活動電位の状態などを
精力的に解析してきた。その結果、神経発達障害患者では、疾患の原因となるゲノム変異の違い
があれど、多くはシナプス形成不良を示し、ニューロンにおける電位活動も一定のレベルに達す
るものがある反面、活動電位の乏しさや、他のニューロンとの電位伝達不良などの所見が認めら
れている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

iPS 細胞から分化誘導させた神経細胞における機能解析 
 
神経発達障害を示す疾患のうち、脳皮質形成不全による疾患は最も重篤な症状を引き起こす。
頭部画像診断では脳溝の形成が見られず、いわゆる滑脳症という所見を示すことがある。ただ、
脳表に皺を示すのはヒト特有の所見であり、モデル動物実験で最もよく用いられるマウスはそ
もそも脳溝（皺）がない。そのため、ヒト大脳を形成するニューロンの遊走機能障害をマウスを
用いて解析することはできないのである。研究代表者らは、滑脳症を示す複数の患者由来 iPS 細
胞の遊走に関わる遺伝子発現を解析し、滑脳症患者では CHCHD2 の発現が低下していることを世
界で初めて明らかにした(Shimojima et al. CHCHD2 is down-regulated in neuronal cells 
differentiated fromiPS cells derived from patients with lissencephaly. Genomics 106; 
196-203, 2015)。研究代表者らの発表とほぼ同時期に CHCHD2 が parkinson 病の一部に関与して
いることが明らかになり、中枢神経疾患との関わりが一気に明らかになった。 
滑脳症患者由来細胞の遊走機能を解析した研究は他施設からも報告があり、試験管内で病態
を再現できたとされているが、研究代表者らは、滑脳症患者由来細胞の単なる遊走機能障害だけ
ではなく、周辺細胞とのネットワークつかさどるニューロンとしての機能についても解析して
きた。その結果、滑脳症患者由来細胞においては単に遊走障害を示すだけではなく、成熟能力に 
 
 
 
研究代表者らは自閉症などのいわゆる発達障害を示す患者の病態にも注目し、ニューロンの 
 
 
 
支持組織であるアストロサイトとの細胞間ネットワーク機能の障害が存在していないかどう 
 

シナプス活動の電気生理学的解析 



も障害を示していることを見出し、その障害を正常細胞との共培養等によりある程度までレス
キューすることができるものの、完全な機能を有したニューロンにまでは成熟することができ
ないことを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは、これまでの研究により、疾患 iPS 細胞の樹立、そこからの神経系細胞への分
化誘導法など、すでに重要な実験系を確立させてきた。ニューロンの機能解析は、成熟した樹状
突起におけるシナプスを spine の密度等を免疫組織染色によって解析する系を確定させた。ニ
ューロンの活動電位は Ca イメージングによって、ネットワークと電位活動を同時記録する手技
も確立させた。そこで本研究においては、これらの既存の手技を用いて、神経発達障害のニュー
ロンにおける病態を明らかにすることを目的とした。さらにアストロサイトとの細胞間連携を
解析する実験系を確立させることを目指した。これまでの研究においては、マウスの初代培養に
よるアストロサイトとの共培養によって初めてニューロンの成熟が得られいる。すでに報告の
あるアストロサイトの分化誘導法を参考にして疾患アストロサイトを作成し、正常ニューロン
との共培養などによる評価方法を確立させることを目指した。 
 
３．研究の方法 
研究代表者らは iPS 細胞から成熟したニューロンに分化誘導させる２つの方法をすでに確立
させている。1つ目は、従来から知られている SFEBq 法と言われる方法であり、一定期間の浮遊
培養を経て神経前駆細胞の塊を形成させ、引き続きマトリゲル上に接着させて遊走培養させる
方法である。この方法では培養上清への薬物添加により、主にニューロンが得られやすい。もう
１つの方法は迅速分化誘導法であり、iPS 細胞にピギーバックをエレクトロポレーションによっ
て導入し、迅速にニューロンに分化させる方法である。ただし、この方法では、初代培養したマ
ウス神経細胞との共培養を行わない限り成熟したニューロンは得られない。このことは、ニュー
ロンの成熟にはアストロサイトからの物理的、あるいは生化学的な連絡が不可欠であることを
示唆している。このようにして得られた成熟したニューロンでは、シナプス形成を免疫組織染色
により定量化したり、周囲のニューロンとの活動電位の伝達などを Ca イメージングで観察する
ことが可能となる。このような手法を用いて神経発達障害患者における病態解析を行った。 
一方、疾患アストロサイトの評価はこの逆の組み合わせを行う。すなわち、分化誘導されたア
ストロサイトを正常ニューロンと共培養することでニューロンの機能障害が引き起こされるか
どうか検証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ca イメージングによるシナプス活動の可視化（タイムラプス観察） 
 
４．研究成果 
アストロサイトへの分化誘導法として、CiRA から報告のあった Kondo らの方法(Acta 
Neuropathol Commun.2016)を用いた。この不法は神経分化誘導法として用いられているembryoid 
bodies を介する培養方法である。embryoid bodies から遊走してきた細胞をさらに reseed し、
神経分化誘導因子を添加した培地へ切り替えることによってアストロサイトへの誘導を行った。
その結果、形態的にアストロサイト類似の細胞が得られたため、遺伝子発現解析や免疫染色など
により、この細胞が真にアストロサイトに分化しているかどうか検証するしているところであ
る。 
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