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研究成果の概要（和文）：双極性障害の病態研究を目的として、双極性障害の多発する家族の患者からiPS細胞
を作成し、培養室で神経細胞に分化させた。細胞内カルシウムイオン濃度をイメージングする手法を行った結
果、双極性障害患者由来の神経細胞は健常者に比べて神経活動の頻度が亢進していた。今回は技術的な問題や新
型コロナウイルス感染症の影響が重なり、研究期間内に神経活動の長期間の解析ができなかったが、今後は電気
的な手法での解析も組みあわせ、双極性障害患者由来の神経細胞の神経活動の詳細を明らかにしていく。
また双極性障害iPS細胞をリソースとして共同研究に活用できるよう、国際誌に公開した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the pathophysiology of bipolar disorder, iPS cells were generated
 from patients from families with multiple bipolar disorders and differentiated into neurons in 
vitro. Calcium imaging demonstrated that the frequency of neuronal activity was increased in neurons
 derived from bipolar disorder patients compared to healthy controls. Due to technical problems and 
the effects of the COVID-19, long-term analysis was unable to complete in the research period. In 
the future, we will apply electrical techniques as well as calcium imaging to elucidate in detail 
the neuronal activity in neurons derived from bipolar disorder patients.
In addition, bipolar disorder iPS cells were published in an international journal as a resource for
 future collaboration.

研究分野：精神医学、細胞生物学、神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
双極性障害の原因や病態生理はほぼ不明で、病態解明や治療薬開発の手がかりとなるツールも乏しい。そこで
iPS細胞を培養室で神経細胞などの脳を構成する細胞に分化させ、患者の生きた細胞による病態研究が期待され
ている。しかし、双極性障害患者のiPS細胞由来神経細胞がどのような異常を示すかはまだよくわかっていな
い。本研究では、双極性障害の患者から作成した神経細胞は健常者に比べて神経活動の頻度の亢進を示した。こ
の細胞は双極性障害の貴重な細胞モデルとして、将来的に病態研究や治療薬開発に貢献する可能性がある。本研
究は双極性障害病態研究の基盤形成の一段階として、大きな意義をもつ。

※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 

双極性障害（そううつ病）は人口の 1〜4％が罹患する精神疾患であるが、原因や病態生理はほ

ぼ不明であり、本質的な治療法は未だない。疫学研究から双極性障害に遺伝要因の関与が大きい

ことがわかっているが、単一遺伝子疾患ではなく、原因遺伝子はみつかっておらず、多数の遺伝

変異に環境要因が発症に絡み合う複雑疾患と考えられている。特定の遺伝子のノックアウトマ

ウスによる動物モデルアプローチは確立されておらず、また患者の死後脳による研究もされて

いるが、死後であることから得られる情報は限定されている。したがって病態解明や治療薬開発

の手がかりとなるツールが乏しい状況にある。そこで研究を補完するアプローチとして、患者由

来 iPS 細胞が期待されている。iPS 細胞は培養室で神経細胞やグリア細胞などの脳を構成する細

胞に誘導させ、生きた状態で解析することができるため、患者由来 iPS 細胞を用いれば、患者の

ゲノムをもつ細胞による病態研究が実現できる。 

 

しかし、双極性障害 iPS 細胞研究において細胞表現型は未だ確定していない。先駆的な研究とし

てMertenらは双極性障害患者のiPS細胞から分化誘導した神経細胞で電気生理学的解析を行い、

健常者に比べ神経細胞が興奮しやすく自発性活動電位が多いことを発表した(Mertenら, Nature, 

2015)。その後、同研究グループは同様の結果を再現し(Stern ら, Mol Psychiatry, 2018; Santos

ら, Mol Psychiatry, 2021)、現在電気的な易興奮性は双極性障害の細胞表現型の一つと考えら

れている。しかしながら、Merten らは神経細胞を長期培養した条件では逆に神経細胞の興奮性

の低下を報告しており、最近の他研究グループによる研究も双極性障害 iPS 細胞由来大脳皮質

スフェロイドの長期培養条件では神経興奮性が低かった（Osete ら, Mol Psychiatry 2023）。そ

こで本研究では双極性障害患者由来の神経細胞は成熟度や培養条件により興奮性が変化する可

能性を考えた。実際、双極性障害患者は臨床的に、躁うつの周期性や、セロトニン系抗うつ薬に

よる躁の誘発性という特徴を示す。したがって、双極性障害患者由来神経細胞の神経活動の継時

的な変化に注目すれば、健常者に見られない興奮性の異常が見出される可能性を考えた。 

 

２．研究の目的 

双極性障害患者 iPS 細胞由来神経細胞の細胞表現型を明らかにするため、（1）細胞内Ｃa２＋イメ

ージングにより双極性障害 iPS 細胞由来神経細胞の自発発火頻度を検討すること（2）長期培養

による自発発火頻度の継時変化やセロトニンなどの神経伝達物質への反応性を検証することを

本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 双極性障害・反復性うつ病多発家系由来 iPS 細胞の使用 

双極性障害は遺伝的異質性が高く、これまでの孤発例を用いた iPS 研究では分子病態の特定が

困難と考えた。そこで、我々は強い遺伝要因を共有する多発家系患者に注目し、沖縄県での調査

から双極性障害と反復性うつ病の多発家系を見出した（Takamatsu ら, J Affect Disord, 2022）。

再現性のある明瞭な細胞表現型の観察を期待し、本研究では多発家系内患者 3 名の iPS 細胞を

使用した。コントロールに家系外健常者 3 名の iPS 細胞を用いた。体細胞から iPS 細胞へのリ

プログラミングは共同研究を行なっている東京慈恵会医科大学 再生医学研究部で一貫した手法

で行われ、研究代表者の研究室で培養と品質管理を行なった。本研究はヒト試料・情報を対象と



する研究であり「ヘルシンキ宣言」、および我が国の「人を対象とする医学系研究に関する倫理

指針」を遵守し、琉球大学の人を対象とする生命科学・医学系研究倫理審査委員会の承認を得て、

インフォームドコンセントを得るための説明は、文書を用いて口頭で適切かつ十分に行い、署名

により研究協力の同意を受けた。 

(2) Ngn2レンチウイルスベクターと低分子化合物を用いた神経細胞へのリプログラミング 

先行研究(Zhangら, Neuron, 2013; Nehme ら, Cell Rep, 2018)を基に、レンチウイルスベクタ

ーを用いた Ngn2 遺伝子の導入と低分子化合物（SB4531542,LDN193189,XAV939)による dual SMAD 

と WNTの阻害を行い、ヒト iPS 細胞を神経細胞にリプログラミングする条件を検討した。 

(3)神経細胞の細胞内Ca２＋イメージング（Ca２＋指示薬Fluo4-AMの添加/Ca２＋指示蛋白質 JGCaMP7

恒常的発現 iPS 細胞の作成） 

はじめに Ca２＋指示薬 Fluo4-AM を用いて、培養 29 日〜30日目の双極性障害 iPS 細胞由来神経細

胞の自発的神経活動を解析した。続いて、長期培養しながら自発的神経活動をモニターする Ca２

＋指示蛋白質 JGCaMP7 恒常的発現 iPS 細胞を作成するため、JGCaMP7 をベクターに搭載し

CRISPR/Cas9を用いてヒト iPS 細胞ゲノムの AAVS座位に JGCaMP7を挿入する実験を行なった。 

 

４．研究成果 

(1) 双極性障害・反復性うつ病多発家系由来 iPS 細胞の樹立 

双極性障害・反復性うつ病多発家系の患者の iPS 細胞を樹立し、染色体検査、免疫染色、リアル

タイム PCRなどにより未分化性と三胚葉分化能を確認した。家系内患者 3 名から 1名あたり 2ラ

インの iPS 細胞の品質チェックを行い、すぐに使える状態で凍結保存した。貴重な双極性障害家

系由来 iPS 細胞のリソースとして学術誌に投稿し公開した（図 1）（Takamatsu ら, Stem Cell 

Res, 2022）。 

 

図 1 双極性障害・反復性うつ病多発家系の患者 3 名の iPS 細胞（Takamatsu ら, Stem Cell Res, 

2022 より改編） 

 

(2) 神経細胞へのリプログラミング方法の確立 

Ngn2 レンチウイルスベクターと低分子化合物を用いた方法を繰り返し検討し、最終的に iPS 細

胞から神経細胞を安定して作成できる方法に至った。培養 30日目に Fluo-4AM による Ca２＋イメ

ージングで神経細胞の同期的神経活動を観察できた。免疫細胞染色で樹状突起とシナプスを見

ることができた（図 2）。またリアルタイム PCRで NMDA型グルタミン酸受容体やセロトニン受容

体の発現が確認され、神経伝達物質への反応性の検証に利用できると思われた。 



 

図 2 作成した神経細胞の形態(撮影:沖縄科学技術大学院大学イメージングセクション甲本真也

博士との共同研究） 

 

(3) 双極性障害・反復性うつ病多発家系患者由来神経細胞の Ca２＋イメージング 

家系内患者 iPS 細胞から分化誘導した神経細胞と、家系外の健常者コントロールの神経細胞を

培養し、培養 29 日〜30日目に Fluo4-AM に反応させ、倒立型蛍光顕微鏡で自発活動下でのカル

シウムトランジェントを撮影した。観察環境を安定させるため、ステージに恒温 CO2チャンバー

を設置した顕微鏡を用いた。サンプルは患者 3 名、健常者 3 名からそれぞれ 1ラインずつ iPS 細

胞を用い、各ライン 2〜5回反復して培養し、データを収集した。その結果、健常者由来神経細

胞に比べて、患者由来神経細胞はカルシウムスパイクの頻度が有意に多かった（図 3）。 

(この内容は研究代表者の若手研究 課題番号 18K15521 と重複して行なった。) 

 

図 3 自発神経活動下におけるカルシウムスパイクの頻度 

 

Fluo4-AM による培養 29 日〜30日目の Ca２＋イメージングで双極性障害と健常者の神経細胞に違

いが見られたため、続いて長期培養をしながら経時的にイメージングする実験に進んだ。ヒト

iPS 細胞への JGCaMP7をノックインするため、CRISPR/Cas9でヒトゲノム AAVS1座位に JGCaMP7

を挿入するドナーベクターを構築した。続いて、AAVS1座位 gRNAと Cas9の発現ベクター、およ

び JGCaMP7 のドナーベクターをヒト iPS 細胞にエレクトロポレーションでコトランスフェクシ

ョンしたが、導入効率が低く、研究期間内に JGCaMP7をノックインしたクローンを作成できなか

った。予備実験で EGFP のノックインは成功しており、本実験のインサート長が長かったことと、

使用したエレクトロポレーション機器が旧式であったことが原因と考察した。また新型コロナ

ウイルス感染症の影響で研究活動が縮小し、計画通りに進展できなかった。 
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本研究の成果をまとめると、(1)稀な双極性障害・反復性うつ病多発家系由来 iPS 細胞を樹立し、

すぐに使用できる状態に整備した。（2）Ngn2 レンチウイルスベクターと低分子化合物を用いた

神経細胞リプログラミングを確立した。(3)培養 29〜30日目の Ca２＋イメージングで患者由来神

経細胞はカルシウムスパイクの頻度が有意に多かった。これらから強い遺伝要因の共有が想定

される多発家系患者の iPS 細胞が明瞭な細胞表現型を示す可能性が示された。遺伝的異質性が

高い双極性障害において、本研究の家系由来 iPS 細胞は分子病態の特定に向けた有用なリソー

スになるかもしれない。 

 

今後は、ベクター構造の修正と新しい機器の借用などにより課題を解決し、双極性障害 iPS 細胞

に jGCaMP7をノックインする。その後は神経細胞分化誘導を行い、長期培養下で Ca２＋イメージ

ングを行う。一方、研究期間中にも、培養しながらの神経活動のモニターは多電極アレイが一般

的になりつつあり、経時的な観察を目的とするなら今後は多電極アレイの使用を行いたい。多電

極アレイは高額で国内では使用できる研究施設が少なく、研究代表者の環境にはない。しかし本

研究の Ca２＋イメージングは有望な結果を示しており、これをもとに多電極アレイを使用する施

設と共同研究を進めたい。ただ本研究の目指した JGCaMP7 を用いた手法はＧタンパク質共役型

受容体などを介した細胞内 Ca２＋シグナリングを標的とするなどの電気活動以外の利点も多く、

今後も作成をすすめる。 
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