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研究成果の概要（和文）：ZEB2遺伝子欠損により生じるMowat-Wilson症候群は、難治性てんかん、小脳症、精神
発達遅滞、腎低形成、Hirschsprung病など、多彩な症状をきたす．病態機序解明・治療法開発に向けて，脳オル
ガノイドを用いた疾患モデルを作成，その表現型を解析することを目的とした．申請者はCRISPR/Cas9を用いて
ZEB2ノックアウト（KO）ヒトES細胞を作製し,それを用いて大脳皮質オルガノイド（CO），脳幹オルガノイド
（BSO）を樹立．定量PCR，免疫組織化学，一細胞RNA sequencingを行い，野生型とZEB2ノックアウトCO/BSOの比
較を行った．

研究成果の概要（英文）：Mowat-Wilson syndrome (MWS), caused by ZEB2 gene deficiency, has a variety 
of symptoms including refractory epilepsy, microencephaly, mental retardation, renal hypoplasia, and
 Hirschsprung's disease. The purpose of this study is to generate a disease model using brain 
organoids and analyze its phenotype in order to elucidate the pathomechanism and develop a treatment
 for MWS. We generated ZEB2 knockout (KO) human ES cells using CRISPR/Cas9 technology and 
established cortical organoids (CO) and brainstem organoids (BSO). Quantitative PCR, 
immunohistochemistry, and single-cell RNA sequencing were performed to compare wild-type and ZEB2 
knockout CO/BSO.

研究分野：神経発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の鍵となる実験技術は、ヒト脳オルガノイドとCRISPR/Cas9によるゲノム編集であ
る。2013年に初めて脳オルガノイドが樹立されて以降、その樹立手法を改良した論文は数多くあるが、脳オルガ
ノイドを用いて中枢神経難病の発症メカニズムを詳細に解明した報告はない。特に、本研究のように、脳幹オル
ガノイドを用いた研究はない。脳オルガノイドを用いてZEB2欠損によるMowat-Wilson症候群（MWS）の病態を明
らかにすることにより、その治療法の開発が期待できるだけではなく、大脳皮質オルガノイド、脳幹オルガノイ
ドの疾患モデルとしての有用性が示され、他の中枢神経難病の研究に役立つと考えられる。

※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 
先天性のてんかんや精神発達遅滞を来す疾患の一つである Mowat-Wilson 症候群は，出生直
後より精神発達遅滞やてんかん，脳・腎臓の形成不全，低身長や腸管の運動障害など，多岐にわ
たる症状を呈する．原因遺伝子である ZEB2（Zinc finger E-boxbinding homeobox 2）遺伝子は
1胎生期ヒト大脳において発現が確認されており，本遺伝子の機能喪失型変異によってMowat-
Wilson症候群が生じる． 
これまでヒト脳の発生過程を再現可能な実験系が存在しなかったため，本疾患の発生機序に
ついて，ヒト細胞を用いて行われた研究報告はほぼ皆無であった．最近，試験管内でヒト ES細
胞からヒト大脳皮質や中脳の構造を再現した細胞塊（オルガノイド）を樹立できることが報告さ
れ，さらに CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集により，特定遺伝子をノックアウトしたヒト ES
細胞を得ることも可能になった．これらの技術を用いて，特定の遺伝子をノックアウトした ES
細胞からオルガノイドを樹立することで，特定の疾患モデルを作製することが可能となってい
る． 
 
２．研究の目的 

CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集で得た ZEB2ノックアウトヒト ES細胞からヒト大脳皮質
/脳幹オルガノイドを樹立し，ZEB2 遺伝子欠損患者の脳発生の過程を試験管内で再現すること
により，Mowat-Wilson症候群の病態機序解明を試みる． 
 
３．研究の方法 
 CRISPR/Cas9を用いて ZEB2ノックアウト（KO）ES細胞を作製した．既報告の手法を用い
て大脳皮質オルガノイド（CO）を作製，また，Brain-Derived Neurotrophic Factor（BDNF），
Glial cell-Derived Neurotrophic Factor（GDNF）などの growth factorを加えることにより，
脳幹オルガノイド（BSO）を作製し，それぞれ 1 か月間培養した．また，野生型（WT）CO，
BSOを作製し，1か月間培養した． 
 作製した WT-CO と ZEB2KO-CO，および WT-BSO と ZEB2KO-BSO の形質を比較するた
め，表現型の観察，単一細胞 RNAシークエンス（scRNA-seq），定量的 PCR，免疫組織化学染
色を行った． 
  
 
４．研究成果 
 ZEBKO-COはWT-COと比較してオルガノイド径が有意に小さかった．またWT-COでは突
起を有するなど不整な形態を示すのに対し，ZEB2KO-CO は平滑な円形を呈していた．
ZEB2KO-COの免疫組織化学では，activated caspase-3陽性 apoptotic cellsがWT-COに比較
して有意に増加していた． 
一方 WT-BSO には黒色斑がみられることを 2020 年に論文報告した（Eura N et al., Front 

Neurosci 2020）が，ZEB2KO-BSOではWT-BSOと比較してある特異なフェノタイプが観察さ
れた．scRNA-seqの結果，ZEB2-KO BSOでは，pluripotencyや，神経堤細胞の移動に関連す
る遺伝子群の発現がWT-BSOと比較して低下していた．また，表現型として見られた特異的な
所見を反映する遺伝子発現の低下も確認された．  
これらの結果から ZEB2KO オルガノイドは WT オルガノイドと比較して明瞭なフェノタイ
プを有していた．ZEB2遺伝子の多機能性を反映したこれらの結果は，Mowat-Wilson症候群の
病態を理解するうえで重要な所見と考えられた． 
 
 
５．主な発表論文 

① Eura N, Matsui TK, Luginbühl J, Matsubayashi M, Nanaura H, Shiota T, Kinugawa K, Iguchi N, 

Kiriyama T, Zheng C, Kouno T, Lan YJ, Kongpracha P, Wiriyasermkul P, Sakaguchi YM, Nagata R,  

Komeda T, Morikawa N, Kitayoshi F, Jong M, Kobashigawa S, Nakanishi M, Hasegawa M, Saito Y, 

Shiromizu T, Nishimura Y, Kasai T, Takeda M, Kobayashi H, Inagaki Y, Tanaka Y, Makinodan M, 

Kishimoto T, Kuniyasu H, Nagamori S, Muotri AR, Shin JW, Sugie K, Mori E. Brainstem organoids 

from human pluripotent cells. Front Neurosci 2020 Jun 26. doi: https://doi.org/ 

10.3389/fnins.2020.00538 

 

② Brainstem organoids from human pluripotent stem cells accommodate multiple types of cell population. 
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