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研究成果の概要（和文）：近年のゲノム解析技術により、自閉スペクトラム症を初めとする神経発達障害の発症
に関連する遺伝子変異や染色体異常が同定された。しかし、見出されたゲノム変異により生じる病態の解明には
至っていない。そこで本研究では、神経発達障害の病態発症機序となる分子・神経回路異常を明らかにする目的
で、霊長類のマーモセットを用いてin vitroの病態モデルを作製した。マーモセット胚性幹細胞（ES細胞）にノ
ックインあるいはノックアウトしたES細胞株を樹立した。それらES細胞株から異なる脳領域のオルガノイドを誘
導し、それらオルガノイドを融合し領野間相互作用を再構築し、構造及び機能を評価した。

研究成果の概要（英文）：Recent genome analyses have identified genetic mutations and chromosomal 
abnormalities associated with the development of neurodevelopmental disorders such as autism 
spectrum disorders. However, the pathophysiology caused by these genomic abnormalities has not been 
elucidated. In the present study, we created an in vitro pathological model using the primate 
marmosets to reveal the molecular and neural circuit mechanisms of neurodevelopmental disorder 
pathogenesis. We generated marmoset embryonic stem cell lines that were knocked-in or knocked-out of
 disease-causing genes or locus. We differentiated these ES cell lines toward organoids with 
different brain region characteristics, fused these organoids to reconstruct interregional 
interactions in vitro, and evaluated their structure and function.

研究分野：薬理学
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メージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、マーモセットES細胞に関わる技術を独自に構築し、霊長類脳の解析をin vitroで実施できることを
示した。中枢神経系治療薬の開発成功率を向上させるために、ヒトと齧歯類をつなぐモデルとして非ヒト霊長類
を薬効評価に用いる流れがある。しかし、倫理的な理由から非ヒト霊長類の個体を用いた実験には制限がある。
さらに、個体を用いた解析のみでは侵襲的な実験が難しいため、分子・細胞レベルでのメカニズム解析には限界
がある。本研究で構築したマーモセット脳オルガノイドは、それらの問題点を克服することができると期待され
る。以上より本研究は、科学的意義に加えて、医学・薬学的意義も極めて高いと考えられる。

※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 
自閉スペクトラム症を初めとする神経発達障害の発症において、遺伝的要因が強く影響する

ことが疫学的に示されてきた。近年のゲノム解析技術により、精神障害の発症に関連する遺伝子
変異や染色体異常が同定された。しかし、見出されたゲノム変異により生じる病態の解明には至
っていない。今後、精神障害に対する治療法・診断法開発や創薬へと繋げるためには、分子病態
および神経回路異常の解明が喫緊の課題である。また、病態の理解や治療法の開発のためには、
よりヒトに近い脳機能や構造を有する霊長類を用いて、病態を模したモデルを作製し検証する
ことが重要である。in vitro 病態モデルを作製することができれば、詳細な分子生物学的解析や
生化学的解析や創薬スクリーニングに繋がると期待される。 
 
 
２．研究の目的  
本研究課題では、神経発達障害の病態形成に繋がる分子・神経回路異常を霊長類にて明らかに

するために、多能性幹細胞である胚性幹細胞（ES 細胞）を用いて霊長類脳の構造と機能を in vitro
で再構築し、in vitro 病態モデルを構築することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
マーモセット ES 細胞は、マイトマイシン C で処置した線維芽細胞をフィーダーとして未分化

維持を行った。未分化マーモセット ES 細胞からオルガノイドを誘導するために、ES 細胞を単
一細胞に解離させ、非吸着性の 96 穴 V ボトムプレートに播種し, 凝集体を形成させた。脳発生
に必要な分化誘導因子として低分子化合物あるいは組み換えタンパク質を様々なタイミングで
分化誘導培地に添加した。ゲノム標的配列に蛍光タンパク質や機能性タンパク質をノックイン
する、あるいは疾患関連遺伝子をノックアウトするために、ゲノム編集技術として CRISPR/Cas9
システムを用いた。オルガノイドの分化細胞特性を評価するために、転写因子などの分化マーカ
ーの mRNA を qPCR により定量した。オルガノイドの組織構築を明らかにするために、オルガ
ノイドを固定し、凍結切片を作製し、特異的な抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。オルガノイ
ドの機能解析するために、アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）あるいはレンチウイルスベクタ
ーを用いてカルシウム感受性緑色蛍光タンパク質である GCaMP を導入し、2 光子顕微鏡を用い
て 920 nm にてライブイメージングを行った。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、まず異なる脳領域の神経細胞を得るために、マーモセット胚性幹細胞（ES 細胞）

から脳領域特異的なオルガノイドを誘導する分化条件を検討した。マーモセット ES 細胞から大
脳皮質オルガノイドを誘導するために、ES 細胞から外胚葉への誘導するための浮遊培養条件を
最適化した。マーモセット ES 細胞からオルガノイドを単一細胞に解離させ、非吸着性の 96 穴
V ボトムプレートに播種し, 凝集体を形成させた。分化誘導に使用する細胞数、培地の種類、成
分、発生に必要なシグナルの種類、それらの添加タイミングについて検討した。qPCR 解析によ
り、神経分化の指標であるSox1などの発現、さらには大脳皮質への分化誘導の指標であるFoxG1, 
Pax6, βIII-tubulin などの発現が認められた。さらに、オルガノイドの組織解析の結果、ロゼッタ
構造の形成、層構造や極性構造の形成が認められた。 
興奮性ニューロンは大脳皮質の背側にて産生されるが、抑制性ニューロンは medial ganglionic 

eminence （MGE）領域にて産生され、tangential migration により大脳皮質へ移動することで、
大脳皮質の神経回路に組み込まれることが神経発生学的な研究により明らかになっている。そ
こで、マーモセット ES 細胞から MGE 領域のオルガノイドの誘導を試みた。さらに、大脳皮質
は視床と相互に投射を形成することで、感覚情報処理や知覚・認知などの機能を司る。そこで、
マーモセット ES 細胞から視床オルガノイドの誘導も試みた。大脳皮質オルガノイドと同様に、
マーモセット ES 細胞からオルガノイドを単一細胞に解離させ、非吸着性の 96 穴 V ボトムプレ
ートに播種し, 凝集体を形成させた。分化誘導に使用する細胞数、培地の種類、成分、発生に必
要なシグナルの種類、それらの添加タイミングについて検討した。qPCR 解析および免疫染色解
析を通じて、MGE オルガノイドおよび視床オルガノイドの誘導条件を最適化した。 
次いで、マーモセットゲノムの特定の遺伝子座に外来遺伝子をノックインする、あるいは標的

遺伝子をノックアウトするために、マーモセット ES 細胞に CRISPR/Cas9 システムを適用した。
マーモセットゲノム上の AAVS1 領域と呼ばれる遺伝子座に、蛍光タンパク質である EYFP と
mCherry をそれぞれノックインした ES 細胞株を樹立するために、それぞれのドナーベクターを
作製し、AAVS1 領域に特異的な gRNA を設計した。マーモセット ES 細胞にトランスフェクシ
ョンした後に、複数クローンを取得した。各クローンのゲノムを抽出し、genotyping により選別
し、樹立したノックイン ES 細胞株の未分化能および分化能を検証することで、ノックインした



マーモセット ES 細胞株を樹立した。病態モデルを作製するために、同様に CRISPR-Cas9 システ
ムを用いて、疾患関連遺伝子に変異を導入したマーモセット ES 細胞株を樹立した。 
誘導されたマーモセット神経細胞の機能を明らかにするために、まずは分散培養あるいはオ

ルガノイド培養に適したイメージングチャンバーを構築した。オルガノイドから分散培養した
ニューロン、さらにはオルガノイドから 2 光子顕微鏡で GCaMP を用いたカルシウムライブイメ
ージングを行い、神経活動を観察した。Matlab を用いた独自の解析アルゴリズムを構築し、神経
活動の解析を行った。次いで、脳の領域間相互作用を in vitro で再構成するために、マーモセッ
ト ES 細胞から異なる脳領域のオルガノイドを誘導し、それらを融合させた。形成させた融合オ
ルガノイドは上記の qPCR や免疫染色、イメージングなどにより構造および機能を詳細に評価し
た。 
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