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研究成果の概要（和文）：日本人の双極性障害患者を対象に高解像度ゲノムコピー数変異（CNV）解析を実施した。そ
の結果、発症に関与する頻度の稀なCNVを患者全体の約6%で同定し、中でも複数の患者で欠失を同定したPCDH15 (proto
cadherin 15)を双極性障害の有力な候補遺伝子として見出した。同定した患者のうち、同意を得た2症例患者の血液よ
り誘導多能性幹細胞（iPS）細胞の樹立を行った。さらにCRISPR/Cas9法により、Pcdh15欠失モデルマウスの作出に成功
した。

研究成果の概要（英文）：We performed a high-resolution genome-wide copy number variation (CNV) analysis 
on Japanese patients with bipolar disorder (BP). We identified clinically significant CNVs in around 6% 
of BP patients. Among others, PCDH15 (protocadherin 15) was identified as a promising candidate gene 
because exonic deletions were observed in three patients. From two BP patients with PCDH15 deletions, we 
established induced pluripotent stem (iPS) cell lines. We applied genome-modifying technology of 
CRISPR/Cas9 method and generated the Pcdh15-deficient mice, carrying the NHEJ mutant allele.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
双極性障害は躁病相とうつ病相を繰り返

す重篤かつ慢性の精神疾患で、発症頻度は
1%に及び、高い自殺率や長期にわたる就労困
難を引き起こす。うつ病との鑑別が難しく、
適切な診断や治療が遅れること、既存の治療
薬の効果が限定的であることから、病因・病
態の理解に基づいた診断法や治療法の開発
が喫緊の課題となっている。 
疫学研究から、双極性障害の発症に遺伝要

因が強く関与し（遺伝率：約 80%）、統合失
調症、自閉スペクトラム症（以下、ASD）と
共通の遺伝要因が存在することが報告され
ていた。近年のゲノム研究から、統合失調症
や ASD の発症に頻度の稀な（<1%）ゲノム
コピー数変異（CNV）が関与することが明ら
かになった。CNV は、染色体上の 1kb 以上
にわたるゲノム DNA が、通常 2 コピーのと
ころ、1 コピー以下(欠失）、あるいは 3 コピ
ー以上（重複）となるゲノム変異を指す。双
極性障害においても稀な CNV が発症に関与
することが複数の研究によって報告されて
いた。 
しかし、これまでの知見はコーカシアンを

対象に行われた研究で得られたもので、日本
人患者を対象にした双極性障害の大規模
CNV 解析は実施されていなかった。稀なゲ
ノム変異は人種特異性が存在する可能性も
指摘されていることから、コーカシアン患者
で得られた知見が日本人患者に当てはまる
か否かを検証する必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
日本人の双極性障害患者を対象に全ゲノ

ムで高解像度の CNV 解析を行い、発症に関
与する頻度の稀な CNV を同定する。その解
析結果に基づき、本疾患の候補遺伝子を選択
する。病態解明に向けて、発症関連 CNV を
もつ患者から iPS 細胞の樹立を行い、さらに
同ゲノム変異を模したモデルマウスを作製
する。 
 
３．研究の方法 
（1）CNV 解析 
日本人の双極性障害患者400名を対象に高解
像度アレイ CGH（Agilent SurePrint G3 Human 
CGH 400K）を用いて全ゲノム CNV 解析を実施
した。患者は DSM-IV-TR の診断基準で双極性
障害と診断された者とし、末梢血採血から抽
出したゲノムを用いた。アレイ CGH を用いた
実験はアジレントの解析システムを用いて
プロトコールに沿って実施した。 
CNV callingは Nexus Copy Number software 

v7.5 で Fast Adaptive States Segmentation 
Technique 2 algorithm を用いて実施した。
具体的には、significance threshold 
p-value を 1×10-6、CNV のコールに必要な最小
プローブ数を 5と設定した。CNV データの
quality control を行い、最終的に高精度の

稀な（<1%）CNV を得た。 
本研究は、名古屋大学医学部倫理委員会にお
いて承認を受け、被験者に書面による説明を
行い、書面で同意を得たうえで実施した。 
 
（2）iPS 細胞の樹立 
 研究項目（１）の結果に基づき、双極性障
害関連 CNV である PCDH15欠失を持つ患者よ
り iPS 細胞の樹立に着手した。具体的には、
PCDH15欠失を持つ双極性障害患者２症例よ
り同意を得た後に採血を行った。採血した血
液より単核球の単離を行い、非ウイルス性の
エピソーマルベクターの遺伝子導入を行な
った。導入する遺伝子は、Oct4、Sox2、Klf4、
L-Myc、Lin28、mp53DD（マウス p53 遺伝子の
ドミナントネガティブ変異体）とした。これ
をフィーダー細胞下で培養し、ヒト ES 様の
コロニーが現れたのを確認した。このコロニ
ーをピックアップし、形態を維持しかつエピ
ソーマルベクター残存のないクローンをス
トックした。 
 
（3）モデルマウスの作製 
 双極性障害患者で同定した PCDH15の欠失
を模倣するモデルマウスの作製に着手した。
具体的には、ゲノム編集技術である
CRISPR/Cas9 法を用いて、マウス Pcdh15の全
てのアイソフォームに含まれているエキソ
ン 5を標的としたデザインの設計のため､ガ
イド RNA である CRIAPR RNA と
Trans-activating RNA を人工的に合成した。
これらの人工 RNA と Cas9 リコンビナントタ
ンパク質との混合液を C57BL/6J マウス系統
より採取した受精卵の前核にマイクロイン
ジェクションで導入した。２細胞期まで成育
が進んだ卵を偽妊娠雌マウスの卵管に移植
し、産仔の尾よりゲノム DNA を抽出した。遺
伝子型をPCR法とサンガーシークエンス法に
より確認し、1系統、エキソン 5が 11bp 欠失
している産仔を得ることが出来た。 
 
４．研究成果 
（1）CNV 解析 
高解像度アレイCGHを用いて双極性障害患

者 400 名の CNV 解析を実施した。Quality 
control後の高精度CNVデータから、American 
College of Medical Genetics（ACMG）のガ
イドラインの基準(“Pathogenic”または 
“uncertain clinical significance, likely 
pathogenic”に相当)に基づいて発症に関与
する CNV を抽出した。その結果、患者全体の
約 6%において、病的意義をもつ CNV を同定し
た。この中には、分節重複領域に反復性に起
こる CNV（15q11.2 欠失、22q11.23 重複、
Xp22.31重複など）、非反復性の大規模CNV（サ
イズが 2Mb 以上）、疾患関連遺伝子の小規模
CNV（PCDH15欠失、RBFOX1欠失、ULK4欠失な
ど）が含まれ、双極性障害の遺伝的異質性の
一端を明らかにした。上述の CNV は、統合失
調症や ASD を含む多様な精神疾患・神経発達



症の患者で既に報告されているものが多く、
同一CNVが疾患横断的に発症に関与すること
が示唆された。 
PCDH15 (protocadherin 15)ではエキソン

領域を含む欠失が3名の患者で同定されたこ
とから、双極性障害の有力な候補遺伝子とし
て絞り込んだ。 
 
（2）iPS 細胞の樹立 
 研究項目（１）において双極性障害の有力
な候補遺伝子として絞り込んだ pCDH15 欠失
をもつ３名の患者のうち、同意の得られた２
名の患者から血液細胞を得て、iPS 細胞の樹
立を行った。樹立手法として、ゲノム DNA へ
の挿入を伴わないエピソーマルベクターを
用いた方法を採用した。遺伝子導入を行った
血液細胞をフィーダー細胞の存在下、ヒト ES
用培地で培養したところ、ヒト ES 細胞様の
コロニーが得られた。このコロニーを複数単
離し、数回継代後、エピソーマルベクターの
残存確認を行った。エピソーマルベクターの
残存が認められないクローン群の胚様体形
成能確認後、一次ストックとして保存した。 
 PCDH15が関与する病態として、セロトニン
神経系が示唆されている。上記樹立に並行す
る形で、健常者由来 iPS 細胞よりセロトニン
ニューロンの誘導を試みた。先行論文を参考
にし、これまで 10%以下であったセロトニン
ニューロン誘導を 50%以上の割合で誘導する
ことに成功した。 
 今後、この誘導法を患者由来 iPS 細胞に対
しても行い、セロトニン神経系における
PCDH15の関与を解析していく必要があると
考えられた。 
 
（3）モデルマウスの作製 
 (1)の双極性障害の CNV 解析で見出した多
くの病態関連遺伝子の中から、候補遺伝子と
して PCDH15に絞り込んだ。脳内のセロトニ
ン神経経路において表現型を示す可能性が
報告されたためである。そこで、患者で同定
した PCDH15欠失を模倣する Pcdh15欠失マウ
スの作製に着手した。遺伝子操作の方法とし
て、ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 法を
用いて、マウス Pcdh15の全てのアイソフォ
ームに含まれているエキソン5を標的とした
デザインを設計した。ガイド RNA である
CRIAPR RNA（配列 5'- 
TTGATTAAGGGGACTGCCGGAGG-3'）と
Trans-activating RNA（配列 5'- AAACAG 
CAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCA 
ACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCU-3'）を人工
的に合成した。これらの人工 RNA と Cas9 リ
コンビナントタンパク質との混合液を
C57BL/6J マウス系統より採取した受精卵の
前核にマイクロインジェクションで導入し
た。２細胞期まで成育が進んだ卵を偽妊娠雌
マウスの卵管に移植し、産仔の尾よりゲノム
DNA を抽出した。遺伝子型を PCR 法とサンガ
ーシークエンス法により確認し、1系統、エ

キソン5de11bp欠失している産仔を得ること
が出来た。 
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