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研究成果の概要（和文）：巨脳症患者89例を集積し、42例（47.1%）に病因バリアントを同定し、巨脳症レジス
トリーを構築した。
巨脳症患者変異を導入したMYCN-KIマウスおよびMYCNの機能喪失変異ヘテロ接合性に有するMYCN-hKOマウスを作
成した。それぞれ、脳サイズの増大と減少が再現され、ヒト疾患が再現された。
ヒトiPS細胞をゲノム編集し、PNPLA8、MYCN、SZT2に変異を導入した細胞を樹立した。それぞれから脳オルガノ
イドを分化誘導し、解析を行った。脳サイズとsubventricular zone (SVZ)のサイズおよびSVZに存在する外側放
射状グリア（oRG）数が関連することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We collected 89 cases of megalencephaly patients and identified causative 
variants in 42 case (47.1%), constructing a megalencephaly registry.
We created MYCN-KI mice introducing mutations identified in megelencephaly patients and MYCN-hKO 
mice with heterozygous loss-of-function mutations in MYCN. Both models reproduced brain size 
enlargement and reduction, recapitulating the human disease.
We edited the genome of iPS cells to introduce mutations in PNPLA8, MYCN, and SZT2, establishing 
cell lines. From each, we induced differentiation into brain organoids and conducted analyses, 
revealing the association between brain size, sub ventricular zone (SVZ) size, and the number of 
outer radial glial cells (oRG) in the SVZ.

研究分野： 小児科学、遺伝学

キーワード： 巨脳症　脳オルガノイド　神経発生　外側放射状グリア　神経幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
巨脳症の発症メカニズムを患者集積、マウスモデル、脳オルガノイドの組み合わせにより解明した。巨脳症は脳
サイズが大きくなり、様々な神経症状を呈する疾患であり、治療法は存在しない。そのメカニズムを解明するこ
とで、創薬への基盤を築くことができた。さらに、脳サイズはヒトの進化の理解に重要である。脳発生における
外側放射状グリアが脳サイズ決定に重要な役割を果たしていることを明らかにした今回の研究は、ヒト進化の理
解への貢献が期待できる。

※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 

 
巨脳症は脳容量の増加と神経症状を示す疾患群である。巨脳症の原因として mTOR 経路の機能

亢進が明らかにされ、その発症機構解明に大きな進展が得られた（図 1）。mTOR 経路に関連する

結節性硬化症では mTOR 阻害剤が有効であり、

遺伝性巨脳症に対しても治療可能性が注目され

ている。私たちは独自の遺伝子パネル解析とエ

クソーム解析により、巨脳症の原因遺伝子変異

の集積を進めると同時に、新規原因遺伝子 MYCN

の同定に世界に先駆けて成功した。これらの原

因遺伝子の集積により一定の遺伝子型表現型連

関が示されている。しかし、これらは遺伝子レ

ベルについてであり、それぞれの相互関係や脳

の発生学的メカニズムとしての理解は進んでい

ない。 

mTOR 経路の機能亢進は巨脳症の主たる原因で

ある（図 1）。一方、私たちの同定した MYCN の

機能亢進は著明な巨脳症を来すが、白質容量はむしろ減少しており mTOR 経路の機能亢進による

巨脳症と異なる所見を有する。MYCN も細胞増殖を促進するが、同様の作用がある mTOR 経路と

の関連は不明である。このように巨脳症の原因となる遺伝子間のクロストークとそれらが支え

る脳発生における役割は十分に解明されていない。 

未診断疾患イニシアチブ（IRUD）に代表されるエクソーム解析の普及により既報告の原因遺伝

子以外の遺伝子に機能不明なバリアントが同定される。これらの未知のバリアントの意義を知

るためには、機能解析が必要になる。しかし、巨脳症の発症メカニズムとしての脳発生のシス

テムを再現することができないため、機能解析は困難である。モデル動物としてマウスが用い

られているが、マウスの脳は人の滑脳症に相当するため、モデルマウスのみで機能解析を行う

には限界がある。 

 
 
２．研究の目的 
 
上述した課題を解決するためには、マウスではなく、ヒトの脳発生における機能解析が必要で

ある。そこで、本研究の目的はヒトの脳発生を再現する脳オルガノイドを用いて巨脳症の病態

を再現することである。そして、巨脳症患者に同定される遺伝子変異の機能解析系を確立す

る。さらに、マウスモデルと比較検討することで、巨脳症の発生学的メカニズムの解明と分類

を目的とする。 

脳形成・皮質形成の研究は数多い。また、脳サイズに関する研究も様々な観点から多く行われ

ている。しかし、実際の巨脳症患者を集積し、その臨床情報・遺伝学的情報に立脚してそのメ

カニズムを統合的に行う研究は存在せず、独自のものである。ヒトの脳は近縁の類人猿に比べ

てもサイズが極めて大きく、脳のサイズの決定はヒトの進化と深く関連している。そのため、

ヒトの脳サイズの研究をマウスなどのモデル動物のみで行うことには限界がある。そのため、



ヒト患者のデータに基づく研究には医学的側面のみならず進化論的側面からも価値がある。巨

脳症の発生学的メカニズムの解明を通して、ヒトの脳の進化のメカニズムに迫りたい。 

医学的観点からは、エクソーム解析の普及により意義不明のバリアントが多く同定されるよう

になり、その解釈には機能評価の系が必須である。さらに、特に小分子化合物を用いる創薬研

究には遺伝子レベルではなく機能単位としての分類が重要である。脳オルガノイドを用いた機

能解析系を樹立することで、これらの基盤を構築する。 
 
 
３．研究の方法 

上記の目的を達成するために下記の研究を実施する。 

1) 巨脳症患者の集積とゲノム解析 

 全国から巨脳症患者を集積し、体系的な遺伝学的解析を実施する。遺伝学的解析としては、

mTOR 経路を中心としたパネル解析を実施する。パネル解析で原因バリアントが同定されない場

合は、エキソーム解析もしくは全ゲノム解析の対象とする。 

 臨床症状と脳 MRI画像の臨床情報および遺伝学的解析結果を集積し、データベース化を行

い、レジストリーを構築する。 

2)患者由来もしくは遺伝子改変 iPS 細胞からの脳オルガノイド作成と解析 

 正常ヒト iPS細胞に CRISPR/Cas9を用いて目的となるバリアントを導入する。また、患者か

ら末梢血を採血し、単核球を分離し iPS細胞を作成する。 

 作成した iPS細胞から脳オルガノイドを分化誘導する。 

 作成した脳オルガノイドを用いて免疫組織化学、Western blot解析、トランスクリプトーム

解析を実施する。 

3) マウスモデルと脳オルガノイドの比較検討 

私たちは先行研究で既に MYCN 変異マウスの作製を行った。これまでに患者変異に相当する変

異を導入した p.Thr58Metマウス（MYCN-KI マウス）および MYCN の機能喪失変異である

p.Pro60Valfs*49をヘテロ接合性に有するモデルマウス（MYCN-hKO マウス）を作成した 2)。こ

れらのマウスモデルを用いて、ヒト iPS細胞由来脳オルガノイドでの表現型と変異導入マウス

の発生期脳の表現型との比較検討を行う。 

 

４．研究成果 

1) 巨脳症患者の集積とゲノム解析 

巨脳症患者の解析を全国から引き受け、89 例を集積した。その内、mTOR 経路パネル解析にて

39 例（43.8%）に原因と考えられるバリアントを同定した。原因遺伝子では PTEN 19 例、AKT3 

6 例、PIK3R2 5 例、PIK3CA 4 例、MTOR 2 例、CCND2 1例であった。パネル解析陰性の患者を対

象として、エクソーム解析を 3 例に行い、2 例（66.7 %）に原因と考えられるバリアントを同

定した（SHOC2 1例、MYCN 1例）。さらに、全ゲノム解析を 3 例に行い、1例（33.3%）で原因

と考えられるバリアントを同定した（ZDHHC9 1例）。 

これらの症例の臨床症状、脳 MRI画像および遺伝学的解析情報を集積したデータベースを作成

した。 

2) 患者由来もしくは遺伝子改変 iPS 細胞からの脳オルガノイド作成と解析 

まず、脳オルガノイド作成手技を確立するために、小頭症と脳形成異常を呈する PNPLA8遺伝

子異常をモデルとして、正常ヒト iPS細胞および患者由来 iPS細胞から脳オルガノイドを作成



し、解析を行った 1)。その結果、PNPLA8-KO 脳オルガノイドでは subventricular zone (SVZ)の

サイズが減少し、SVZに存在する外側放射状グリア（oRG）が減少することを示した 1)。さら

に、空間トランスクリプトーム解析を行ったところ、PNPLA8-KO 脳オルガノイドでは神経幹細

胞からの分化傾向が促進することが明らかになった 1)。 

PNPLA8により実験系が確立したので、私たちが世界で初めて同定した MYCN 機能亢進バリアン

ト（p.Thr58Met）をヘテロ接合性に導入した MYCN-KI iPS細胞を樹立し、脳オルガノイドを作

成した。同時に、MYCN にフレームシフト変異をヘテロ接合性に導入した MYCN-hKO iPS細胞を

樹立し、同様の脳オルガノイドを作成した。8 週の段階でそれぞれの脳オルガノイドを比較検

討したところ、MYCN-KI 脳オ

ルガノイドでは正常対照と比

較して SVZのサイズが増加

し、SVZに存在する oRGも増

加することが明らかになった

（図 2）。MYCN-hKO 脳オルガ

ノイドでは逆に、SVZのサイ

ズが減少し、SVZに存在する

oRGが減少していた。これら

の結果は、患者由来 iPS細胞

を用いた実験においても再現

された（図 2）。実験結果か

ら、MYCN は oRGの運命決定

に重要な役割を果たすことが

明らかになった。 

次に、同様の手法で、SZT2遺伝子の解析も実施した。SZT2はアミノ酸依存的に mTOR を抑制す

る役割が知られている。SZT2の両アレル性機能喪失により大頭症を伴う知的障害が引き起こさ

れる。私たちは、SZT2を両アレル性にノックアウトした SZT2-KO iPS細胞を樹立し、脳オルガ

ノイドを作成した。作成した脳オルガノイドは MYCN-KI 脳オルガノイドと同様に SVZ サイズの

増加と oRGの増加を示した。さらに、SZT2-KO 脳オルガノイドではリン酸化 S6が亢進してお

り、mTOR 経路の活性化が確認された。 

これらの結果から、遺伝子編集を行ったヒ

ト iPS細胞由来脳オルガノイドは巨脳症にお

ける脳発生過程を再現し、発症メカニズム解

明において強力な方法であることが示され

た。小頭症を示す PNPLA8、巨脳症を示す

MYCN および SZT2脳オルガノイドの結果か

ら、脳のサイズは脳発生過程における oRGの

数と関連する可能性が示唆された。oRGはマ

ウスにおいてはほとんど存在せず、ヒトに豊

富に存在する。脳発生においては SVZに存在

し、分化能と自己再生能の両方を併せもつ神

経幹細胞である。ヒトの脳が著明に増大した

背景として、oRGの存在が指摘されている。
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今回の研究により oRGの自己再生と分化の運命決定の制御に様々な遺伝子が関連していること

が明らかになった。また、その制御のメカニズムの一つとして、mTOR 経路の活性化が関連して

いることが示された。 

3) マウスモデルと脳オルガノイドの比較検討 

 MYCN-KI マウスと MYCN-hKO マウスの脳サイズを検討したところ、MYCN-KI マウスでは脳サイズ

が増大したのに対して、MYCN-hKO マウスでは減少していた（図 3）2)。さらに、MYCN-KI マウス

では大脳皮質の厚さが増大し、MYCN-hKO マウスでは減少していた 2)。また、MYCN-KI マウスで

は神経幹細胞の増殖が促進し、神経細胞の遊走が遅延していた 2)。 

これらの結果はヒト脳オルガノイドにおける結果と一致し、異なったモダリティーでの実験結

果が互いの結果の理解を補完することを示した。 

これらの結果から、脳のサイズ決定の研究には患者情報、マウスモデル、脳オルガノイドでの

評価が重要であり、マルチモダリティーアプローチにより脳サイズ決定のメカニズム解明に貢

献するとともに、巨脳症発症メカニズムを解明し、創薬の基盤を構築できることを示すことが

できた。 

 

本研究の支援による主たる論文成果 

1) Nakamura Y, et al. Biallelic null variants in PNPLA8 cause microcephaly by 

reducing the number of basal radial glia. Brain (in press) 

2) Nishio Y, et al. Gain-of-function MYCN causes a megalencephaly- polydactyly 

syndrome manifesting mirror phenotypes of Feingold syndrome. HGG Adv. 

2023;4(4):100238. 
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