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研究成果の概要（和文）：脳オルガノイドは多能性幹細胞が自己組織的に三次元構造化した多細胞集団であり、
発生過程を模倣した脳組織モデルとして発生・進化など学術研究や、再生医療や病態研究など応用研究に広く活
用されている。大脳オルガノイドでは発生で見られる一連の素過程が再現されうるのに対し、小脳オルガノイド
においては未だ組織構造の形成・成熟が不十分であり、既報の培養技術では胚子期後期相当の組織構築の再現に
とどまる。本課題では、多能性幹細胞の自己組織化能の誘導・促進と細胞のアセンブルを組合せ、より高度な小
脳オルガノイドモデルを創出することを目的とし、ヒト小脳研究の新規モデルに寄与することを目指した。

研究成果の概要（英文）：Brain organoids are self-organised 3D structures of pluripotent stem cells, 
and are widely used in academic research on development and evolution as brain tissue models that 
mimic early neural development, and in applied research such as regenerative medicine and 
pathological research. While a series of elementary processes seen in development can be reproduced 
in cerebral organoids, the formation and maturation of tissue structures are still insufficient in 
cerebellar organoids, and the previously reported culture techniques can only reproduce tissue 
construction equivalent to the late embryonic stage in human. The aim of this project was to create 
a more advanced cerebellar organoid model by combining the induction and promotion of the 
self-assembly capacity of pluripotent stem cells with cell assembly, and to contribute to a novel 
model for human cerebellar research.

研究分野： 神経発生学、幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳オルガノイドはiPS細胞など多能性幹細胞が自己組織的に三次元構造を形成した細胞の塊であり、ヒト脳の研
究や再生医療・創薬研究のin vitroヒト脳モデルとして有用である。小脳は発生過程が複雑で、ヒト小脳の形成
には未解明な部分が多く、あらたなヒト小脳モデルの開発が求められている。また、脊髄小脳変性症や多系統萎
縮症など小脳の神経細胞が特異的に変性する疾患も多く、病態解明・創薬・治療法開発のためにもヒト小脳を再
現したオルガノイドの分化誘導法の開発は極めて重要であり、本研究はこれら課題に寄与するものである。

※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 

研究代表者らはこれまで、ヒト脳の発生原理を解明することを目的として、ヒト多能性幹細胞か

ら神経細胞への選択的な分化を誘導するシステムの開発を進めてきた。一連の研究の中で、とり

わけ分化誘導が困難であるとされた小脳オルガノイドの分化誘導に成功し、電気生理学的およ

び形態学的にも成熟した小脳プルキンエ細胞も分化されることを示した（Muguruma et al., Nature 

Neurosci. 2010, Muguruma et al., Cell Report 2015）。本オルガノイド作成技術は脊髄小脳変性症

（SCA）患者の体細胞から作製した人工多能性幹細胞（iPSC）に応用することで病態モデル化が

可能であることも示した（Morino et al., Mol Brain 2015, Ishida et al., Cell Report 2016）。 

脳オルガノイドは、iPS 細胞など多能性幹細胞が自己組織的に三次元構造化した多細胞集団で

あり、発生過程を模倣した脳組織モデルとして、発生・進化などの学術研究から再生医療や病態

研究などの応用研究まで幅広く活用されている。例えば、大脳オルガノイドでは神経発生で見ら

れる神経上皮の形成、細胞分裂、細胞周期に伴う核移動（エレベーター運動）、inside-out 様式の

細胞移動、層特異的な分子マーカーの発現など、一連の経時的な素過程が再現され、大脳皮質特

有の明瞭な層構造が再現される。しかしながら、小脳オルガノイドにおいてはそのような明瞭な

層構造・組織形成がまだ不十分であり、現在の培養技術で再現できる組織構造は、胚子期後期相

当の組織構築に留まり、小脳皮質形成の複雑な発生過程を十分に再現するには至らない。この大

きな要因のひとつは層構造の形成過程が大脳と小脳では全く異なることに起因している。大脳

皮質では組織構築に関わるほぼ全ての神経細胞が脳室帯から産生されるのに対し、小脳では異

なる二つの胚芽領域から生み出され、複雑な細胞移動を経て層構造が形成される。また、皮質内

外には非神経細胞を含むニッチ細胞が多く存在することも精密な組織構築には必要であると考

えられる。本課題では、多能性幹細胞の自己組織化能の誘導と非神経細胞のアセンブルにより、

より高度な小脳オルガノイドモデルを創出することを目的とし、これによりヒト小脳研究の新

規 in vitro モデルとして、神経回路形成、組織破綻、機能不全とその修復機能の解明に寄与する

ことを目指した。 

 

２．研究の目的 

多能性幹細胞の自己組織化能の誘導と非神経細胞のアセンブルにより、より高度な小脳オルガ

ノイドモデルを創出することを目的とし、これによりヒト小脳研究の新規 in vitro モデルとして、

神経回路形成、組織破綻、機能不全とその修復機能の解明に寄与することを目指した。 

 

３．研究の方法 

小脳皮質の大多数を占める顆粒細胞の小脳オルガノイドにおける高効率な分化誘導を、i) BMP

シグナルの一時的な活性化、ii) BMP シグナルの活性化とそれに引き続く SHH シグナルの制御

による過剰な BMP シグナルの解放、iii) Notch シグナル制御の組合せによる前駆細胞分裂の促進

を検討する。ATOH1-tdTomato ki/wt iPS 細胞株をゲノム編集により作成し、分化誘導の可否を効

率的に解析する。同時に、脳室帯由来細胞（プルキンエ細胞など GABA 作動性神経細胞）の誘

導効率についても、KIRREL2, SKOR2, LHX1/5, PAX2 などの発現レベルにより評価しながら、自

己組織的な小脳オルガノイド作成を促す。 

前駆細胞や非神経細胞のアセンブルによる小脳組織構造の高度化は、１つのオルガノイドから

特化した細胞集団、例えば菱脳唇由来の細胞のみ、あるいは脳室帯由来の前駆細胞のみをそれぞ



れ効率的に分化誘導する。次いでこれらをシート化する方法を開発し、さらにこれらを重層する

ことで再配置（アセンブル）し、足場タンパクやケモカインで細胞移動を促進する。オルガノイ

ド技術を究極的な組織構築モデルとするのではなく、効率的な分化培養法として活用し、神経発

生学で汎用される器官培養を模した再配置技術と生体医工学のノウハウを活用した組織シート

化とそのアセンブルを駆使し、高度な組織構築を有する小脳モデルを開発する。 

本研究課題で新たに開発した分化誘導技術を用い、健常由来 iPS 細胞株から作成した小脳オル

ガノイド由来のプルキンエ前駆細胞を調製する。小脳プルキンエ細胞特異的に変性する病態モ

デルマウス小脳へ移植し、in vivo におけるヒト由来移植細胞の生着や機能発現を組織学的およ

び行動学的に評価する。 

 

４．研究成果 

分化条件の精緻化によりプルキンエ細胞に代表される脳室帯由来細胞の分化効率を既報の 3 倍

以上に高めることに成功した。非神経細胞を別途作成し、これらをアセンブルすることでより複

雑な組織構築を伴う小脳オルガノイドを作成した。さらに共焦点顕微鏡によるオルガノイドの

ライブイメージングシステムと、レポーター遺伝子（ATOH1-tdTomato, KIRREL2-Venus）ノック

イン iPS 細胞の利用により、個々の細胞の挙動を定量的に解析した。改良型小脳オルガノイド由

来のプルキンエ細胞は小脳失調モデルマウス小脳に半数以上が生着し、軸索伸長、樹状突起伸展、

シナプス形成、標的細胞への投射などがみとめられた。ヒト iPS 細胞由来の小脳神経細胞が病態

モデルマウスに移植後生着した初めての成果として論文及び学会発表をおこなった。 
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