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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から作製され、脳の立体組織構造を有する球状オルガノイド（ヒト脳スフェ
ロイド）がヒト脳の発生モデルとして注目されている。しかし、従来の脳スフェロイドにはミクログリアが含ま
れておらず、ミクログリアの役割が見過ごされていた。本研究では、ミクログリアを含む大脳スフェロイドを作
製し、ストレスホルモンによる神経発生異常をミクログリア動態に着目し解明することを目指した。ミクログリ
アを添加した大脳スフェロイドでは、ミクログリアが分散して存在し、成熟することが確認された。また、スト
レスホルモンの曝露によりミクログリアの活性低下と、神経分化障害が生じることが示された。

研究成果の概要（英文）：Research has shown that human iPSC-derived cerebral spheroids can serve as 
an effective model for studying brain development. However, conventional cerebral spheroids lack the
 presence of microglia, which play a crucial role in brain development. To address this gap, our 
study focused on generating human cerebral spheroids with microglia and investigating the impact of 
stress hormones on neurodevelopment, especially focusing on microglial dynamics. Our findings 
revealed that microglia in cerebral spheroids dispersed and matured as expected. Furthermore, 
exposure to stress hormones resulted in reduced microglial activity and impaired neuronal 
differentiation.

研究分野：神経科学 / 幹細胞工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、胎生期におけるミクログリアの発生過程をin vitroで再現することで、ミクログリアを含有する脳
スフェロイドの評価系を構築した。また、本系を用いることで、神経発達障害の環境因子として知られる胎生期
ストレスホルモン曝露の影響を解析し、ミクログリアの活性および生存が障害され、神経分化が抑制されること
を示した。本スフェロイド培養系は、脳内免疫系の異常が関与する様々な神経・精神疾患、発達障害の研究に利
用でき、ミクログリアが関与する病態の解明や治療標的の探索、薬剤候補の薬効評価スクリーニングに有用であ
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 
近年、ヒト iPS 細胞から作製した脳の立体組織構造を有する球状オルガノイド（以下ヒト脳ス
フェロイド）が多数報告されており、ヒト発生の新たなモデル系として注目されている。ヒト脳
スフェロイドは、その内部に脳室様の空洞とそれを取り囲む神経幹細胞層と神経細胞層を形成
し、特に大脳皮質層の発生過程をよく再現している。また、その層構造体中にヒト固有の神経幹
細胞が含まれているなど、ヒト特有の神経発生過程が再現できる点で極めて画期的である（Xuyu 
et al., Cell. 2016）。精神疾患や神経発達障害が、ヒトの高度な知性と精神活動の上で成立する疾
患であることを考えると、ヒト脳スフェロイドによりこうした疾患のモデルを作製・解析するこ
とは意義深い。 
 一方で、既存の手法で作製された脳スフェロイドには、脳内免疫を司るミクログリアが存在し
ないという重大な欠点がある。ミクログリアは、脳の常在性マクロファージであり、脳内唯一の
免疫細胞である。その前駆細胞は卵黄嚢を起源とし、血流を介して発生初期の脳に浸潤・定着し
ミクログリアへと分化する。こうした発生起源の違いのため、iPS細胞から脳スフェロイドへの
分化誘導過程では、ミクログリアは含まれず、ヒト脳の発生におけるミクログリアの役割は見過
ごされてきた。しかし、近年の動物脳を使った研究により、ミクログリアが発生初期の神経発生
やシナプス動態に重要な生理的役割を持つことが明らかとなり、これらの破綻が神経発達障害
の一因となる可能性が注目されている。（Ueno et al., Nat Neurosci. 2013; Paolicelli et al., 
Science. 2011; Miyamoto et al., Nat Commun. 2016）。そのため、ヒト脳においてこの可能性を
検証するためにも、ミクログリアを含有する脳スフェロイドの作製手法の確立が重要な課題と
なっている。 
 
２．研究の目的 
本課題では、ヒト iPS 細胞から分化誘導したヒト脳スフェロイドとミクログリアを用いて、ミ
クログリアを内包する脳スフェロイド（ミクログリア-脳スフェロイド）を作製し、ヒト大脳皮
質の発生においてミクログリアの果たす役割を解明する。さらに、神経発生の障害が生じるよう
な病的状況下において、ミクログリアの異常が障害の原因となる可能性を検証する。本課題では、
こうした病的状況として特に、グルココルチコイドの胎生曝露を想定する。妊娠中の母体への精
神的・身体的ストレスは、子の将来的な精神疾患や発達障害の発症リスクを上昇させるが、これ
の生物学的要因の一つと考えられているのが、ストレスに応答して血中へ放出されるグルココ
ルチコイドの胎生曝露である。グルココルチコイドは、免疫細胞に対し抗炎症作用を示すことで
知られるため、ミクログリアに対しても何らかの作用を示す可能性が高いが、胎生期ミクログリ
アの生理的機能に対する影響は不明であり、グルココルチコイドによる神経発生障害との関連
も検討されていない。そこで、グルココルチコイド曝露によるミクログリア-脳スフェロイドへ
の影響を解析することで、ストレス誘発性の神経発達障害におけるミクログリア障害の寄与を
考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト iPS 細胞からミクログリア前駆細胞および脳スフェロイドの分化誘導を行い、共
培養によりミクログリア-脳スフェロイドを作製する手法を確立する。 
(2) グルココルチコイドの曝露をミクログリア-ヒト脳スフェロイドに対して行う。ミクロ
グリアと神経系細胞に起こる表現型異常を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ミクログリア-脳スフェロイド作製法の確立 
 上述の通り、ミクログリアは、前駆細胞の状態で発生初期の脳内に浸潤し分化することで脳内
に定着する。この発生過程を再現するため、iPS 細胞から分化誘導した造血前駆細胞を脳スフェ
ロイドと共培養することで浸潤させ、スフェロイド中でミクログリアへ分化誘導する系の構築
を行った。まず、ヒト iPS 細胞株（201B7）から STEMdiff Hematopoietic Kit（STEMCELL 
Technologies）による分化誘導を行い、CD43 陽性の造血前駆細胞を得た。続いて神経系へのパ
ターニングが完了した初期の脳スフェロイド（Day6）に対して 0.3-3×104個の造血前駆細胞を
添加し、ミクログリアへの分化誘導条件下で培養を行った（図 1a）。スフェロイドの脳室様構造
形成が完了する Day25 時点において、Myeloid 系細胞のマーカーである CD45 のフローサイトメ
トリー解析を行ったところ、スフェロイド中の 0.038-0.93%が CD45 陽性細胞であることが確認
された（図１b）。胎児脳のミクログリア含有率はおおむね 1%程度であることから、以降の実験
では 3×104個の添加条件で実験を行った。 
 続いて免疫染色によりミクログリア形態および分布を解析した。Day25 と Day43 のミクログリ
ア-脳スフェロイドに対し、ミクログリアマーカーである IBA1 と神経細胞マーカーである TUJ1
よる免疫染色を行った。IBA1 陽性ミクログリアは脳スフェロイドの内部に分散して分布してい



ることが確認された（図 2a）。さらに、Day25 においてミクロ
グリアは球状のアメポイド様形態を示すのに対し、Day43 時点では突起が伸展した形態に変化し
ていた（図 2b）。このことから、ミクログリアの成熟が進行していることが示唆された。さらに
ミクログリア-脳スフェロイドを特徴付けるために、ミクログリアマーカー、ミクログリア由来
分泌因子（サイトカイン、成長因子）、神経細胞マーカー、シナプスマーカーについて定量 PCR
による遺伝子発現解析を行った。ミクログリアマーカーおよびミクログリア由来分泌因子は、通
常の脳スフェロイドではほとんど発現しておらず、ミクログリア-脳スフェロイドで特異的な発
現が確認された。また Day25 に比べ Day43 のミクログリア-脳スフェロイドでは、恒常性ミクロ
グリアに発現する P2RY12 は発現が上昇した一方、活性化ミクログリアに発現する遺伝子群は減
少しており、Day43 においてミクログリアの成熟が進行していることが裏付けられた。また、神
経細胞・シナプスマーカーの発現も Day25 に比べ Day43 で上昇することから、神経発生が本培養
系でも正常に進行することが確認された。以上の結果から、ミクログリアと神経発生を評価でき
る脳スフェロイド系を確立することができた。 

 
(2) グルココルチコイド曝露モデルの解析 
ミクログリア-脳スフェロイドに対し、合成グルココルチコイドである Dexamethason(DEX)の曝
露を行い、ミクログリアと神経分化に与える影響を評価した。グルココルチコイドの受容体であ
るＧＲの発現量を定量ＰＣＲで解析したところ、通常の脳スフェロイドに比べ、ミクログリア-
脳スフェロイドでの高発現が認められた。また、DEX 投与によるグルココルチコイド応答遺伝子
FKBP5 の発現上昇が通常の脳スフェロイドに比べ、ミクログリア-脳スフェロイドでより顕著に
上昇することを見出した。さらに DEX 投与の 3 日後と 21 日後にそれぞれ IBA1（ミクログリア）
と TUJ1（神経細胞）の免疫染色を行い、その数と形態を解析した。DEX 投与 3日時点では、ミク
ログリア数や神経細胞に顕著な差は見られなかったのに対し、DEX 投与 21 日後ではミクログリ
ア数の減少と TUJ1 染色性の低下が認められた。興味深いことに、ミクログリアの数や形態に差
が見らなかった 3日時点において、ミクログリア分泌因子の発現量を解析したところ、DEX 投与
群で著減していることが分かった。以上の結果は、DEX 曝露が胎生期ミクログリアの分泌活性や
生存に大きく影響することを示唆している。また、DEX 曝露により TUJ1 染色性が低下したこと
から、神経分化の抑制が示唆された。今後、ミクログリア由来分泌因子の減少が DEX による神経
の分化障害に関与しているか調べる必要がある。 
 

図 1. (a) ミクログリア-脳スフェ

ロイドの分化誘導スキーム  (b) 

Day25時点でのCD45フローサイ

トメトリー解析。CO：通常の脳ス

フェロイド、MG-CO：ミクログリ

ア-脳スフェロイド 

図 2. (a) Day25, 43のミクログリア-脳スフェロイドの免疫

染色。緑：IBA1、赤：TUJ1、青：細胞核、CO：通常の脳

スフェロイド、MG-CO：ミクログリア-脳スフェロイド (b) 

MG-COの IBA1染色の拡大像。 
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