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研究成果の概要（和文）：本研究では、統合失調症の神経発達障害とカルボニルストレスとの関係を明らかにするため
、カルボニルストレス性統合失調症患者由来のiPS細胞を用いて、神経分化効率の解析及び神経分化に影響を与えるAGE
s（終末糖化産物）の同定を行った。解析の結果、患者由来のiPS細胞では、①神経細胞の発達に関わるタンパク質のAG
E化が亢進していること、②ニューロスフィア（神経幹細胞の細胞塊）への分化効率が低下すること、③カルボニルス
トレス阻害剤（ビタミンB6）を培養液に加えることで、ニューロスフィアへの分化効率が回復することが認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have focused on the relationship between carbonyl stress and 
abnormal neural differentiation and development in schizophrenic patient, examined the influence of 
advanced glycation end products (AGEs) on neural differentiation efficiencies by using iPS cells derived 
from the schizophrenia patients. Patients iPS cells showed specific AGEs compared to control iPSC. We 
have found that there is a specificity in proteins that preferentially react with AGEs. We differentiated 
iPS cells into neurospheres. Neural differentiation efficiencies were decreased in patients iPS cells. 
Inhibition of carbonyl stress allowed patients neurospheres to recover from decrease in neural 
differentiation efficiencies.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症の極めて有力な病因仮説とし
て、「神経発達障害仮説」が知られている
(Weinberger et al., 1987等)。この仮説は、”
胎生期〜生後脳発達期にかけての神経発達
障害が統合失調症の脆弱性を形成する”とい
う説であるが、倫理的な問題からヒト由来サ
ンプルを用いて直接的、かつ具体的にこの仮
説を検証することはこれまでは不可能であ
った。しかし、近年開発された iPS細胞の技
術を用いることで、ヒト検体から iPS細胞を
樹立し、神経細胞を分化誘導することが可能
になった。この技術を用いることにより、統
合失調症患者の発達期の脳内においてどの
ような神経発生・発達の障害が起きているか、
実際に検証することが出来るようになった。
既に、統合失調症患者由来 iPS細胞を用いた
解析が報告されており (Brennand et al., 
2011)、統合失調症研究における iPS 細胞の
有用性が証明されている。 
カルボニルストレスは、生体内の糖、脂質、
アミノ酸の酸化・還元、過酸化に由来する
種々の反応性カルボニル化合物が非酵素的
にタンパク質修飾を起こしている状態のこ
とをいい、その結果、終末糖化産物(Advanced 
Glycation End products： AGEs)が産生され
る(Fig. 1)。 

Fig. 1 カルボニルストレスの消去系 
 
近年、およそ 2割の統合失調症患者におい
て、AGEs のひとつであるペントシジンの蓄
積と AGEs を消去する働きをもつビタミン
B6 の減少が起こっていることが報告され
(Arai et al., 2010)、「カルボニルストレス性」
の統合失調症という新しい統合失調症の概
念が考えられるようになった。またこのカル
ボニルストレスには、 GLO1 遺伝子
(Glyoxalase Iをコードする: Glyoxalase Iは、
細胞にとって有毒なAGEsの前駆物質である
反応性カルボニル化合物を、酵素的変換によ
り除去する)の変異による機能低下が関連す
ることが報告されている(Arai et al., 2010)。
糖尿病などでもカルボニルストレスの亢進
が見られるが、糖尿病患者おいて統合失調症
の発症率は増加しない。しかし、糖尿病の母

体から生まれた子供(胎児期にカルボニスス
トレスを受けた状態)では、統合失調症の発症
が 7倍に増加することが報告されている(Van 
lieshout and Voruganti, 2007)。 
 
２．研究の目的 
上記の背景から、カルボニルストレス性統
合失調症患者における病因仮説として「胎生
期から生後脳発達期にかけて、カルボニルス
トレスによる神経発達障害がおこり、統合失
調症の発症脆弱性を形成する」との作業仮説
を構築するに至った。本研究では、カルボニ
ルストレス性統合失調症患者由来の iPS細胞
を用いて本仮説を検証し、統合失調症の神経
発達障害とカルボニルストレスとの関係を
明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)iPS細胞の培養と神経分化 
本研究では、GLO1 遺伝子のフレームシフ
ト変異(365 番目のシトシンの欠失)により、
カルボニルストレスが亢進した統合失調症
患者由来の iPS細胞(SA001)、GLO1 遺伝子
に変異を持たない統合失調症患者由来の iPS
細胞(KO001)、健常者由来 iPS 細胞(WD39)
を用いた。患者由来 iPS 細胞と健常者由来
iPS細胞は、iPS細胞用培地で培養した。iPS
細胞からの神経分化誘導は、シングルセル化
した iPS 細胞を LIF、FGF2 を加えた神経幹
細胞用培地で浮遊培養することで、神経分化
を誘導し、Neurosphere(神経幹細胞/神経前駆
細胞の凝集塊)を作製した。 

 
(2)抗AGEs抗体を用いた疾患特異的なAGEs
の同定 
患者由来 iPS細胞と健常者由来 iPS細胞及
び、分化誘導によって作製した Neurosphere
に対して、抗 AGEs抗体(抗 AGE-1抗体、抗
AGE-3 抗 体 、 抗 AGE-4 抗 体 、 抗
CML(N-ε-(Carboxymethyl) lysine)抗体)を用
いたWestern blottingを行い、疾患特異的に
AGE化しているタンパク質を検出した。特異
的な AGE 化タンパク質は、質量分析器及び
免疫沈降法による解析により同定を行った。 

 
(3) 神経分化におけるカルボニルストレスの
影響 
カルボニルストレス阻害薬を加えた培養
液で、患者由来 iPS細胞と健常者由来 iPS細
胞を 6 日間培養した後、分化誘導によって
Neurosphereを作製し、分化効率と神経幹細
胞マーカー(SOX1)の発現量を解析した。カル
ボニルストレス阻害薬としては、AGEs 形成
阻害薬(アミノグアニジン:100μM、ビタミン
B6:200μM)と AGE-RAGE 阻害薬 (α-リポ
酸:100μM)を用いた。 
 
本研究は、理化学研究所及び研究参加施設
の倫理委員会の承認を得て被験者には十分
な説明と文書による同意を得て実施した。 



４．研究成果 
(1) カルボニルストレス性統合失調症患者由
来 iPS細胞・Neurosphereにおける AGEsの
変化 
健常者由来 iPS 細胞(WD39)及び患者由来

iPS 細胞(SA001, KO001)を用いて GLO1 の
発現解析を行った。その結果、GLO1遺伝子
のフレームシフト変異を持つ患者由来 iPS 
細胞(SA001)においてGLO1遺伝子のmRNA
の発現量が半減していた(Fig.2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig. 2 GLO1遺伝子の発現量 
 

GLO1遺伝子の発現量の低下は、フレーム
シフトより生じた不完全な GLO1 の mRNA
が NMD によって分解されたためと考えられ
る。 

GLO1遺伝子の発現量の低下はカルボニル
ストレスの亢進に繋がることが報告されて
いる。そこで、iPS細胞、Neurosphereにお
いて疾患特異的に変化するAGEsが存在する
のか調べるために、AGE-1、AGE-3、AGE-4、
CMLに対する抗体を用いてWestern blotting
を行った。その結果、抗 CML 抗体による
Western blottingにおいて、GLO1遺伝子のフ
レームシフト変異を持つ患者由来の iPS細胞
(SA001)では 55 kDa の CML 化タンパク質
(Fig.3)、Neurosphereでは 35 kDaの CML化
タンパク質(Fig.3)が増加していた。これらの
結果から、GLO1遺伝子のフレームシフト変
異を持つ患者由来 iPS 細胞(SA001)では、
GLO1遺伝子の発現量の低下により、カルボ
ニルストレスが亢進し、特定の CML 化タン
パク質が増加すると考えられる。 

 
Fig. 3 CML化タンパク質の検出 

 
 

(2) カルボニルストレス性統合失調症患者由
来 iPS細胞で特異的に増加する AGEの同定 

GLO1遺伝子のフレームシフト変異を持つ
患者由来 iPS 細胞(SA001)において、特異的
にCML化している 55 kDaのタンパク質につ
いて、質量分析及び免疫沈降法により同定を
行った。その結果、神経細胞の突起伸長に関
わるタンパク質(Protein X)であった(Fig.4)。 

 

Fig. 4 免疫沈降による Protein Xの同定 
 
(3) カルボニルストレス性統合失調症患者由
来 iPS細胞における神経分化の異常 
カルボニルストレスが神経分化に影響を
与えるか調べるために、健常者由来 iPS 細胞
(WD39)及び患者由来 iPS 細胞 (SA001, 
KO001)から分化誘導によって Neurosphere 
を作製した。その結果、GLO1遺伝子のフレ
ームシフト変異を持つ患者由来 iPS 細胞
(SA001)は、健常者由来 iPS 細胞(WD39)と比
較してNeurosphere への分化効率が 60 %低
下し(Fig.5)、 SOX1 遺伝子の mRNA の発現
量が 90％低下した(Fig.6)。 
 

Fig. 5 iPS細胞からの神経分化 
 
 

Fig. 6 SOX1遺伝子の発現量 
 



iPS 細胞の培養時にカルボニルストレス
阻害剤を加え、その後 Neurosphereへの分化
誘導を行った。その結果、GLO1遺伝子のフ
レームシフト変異を持つ患者由来 iPS 細胞
(SA001)において、ビタミン B6(ピリドキサ
ミン)と α-リポ酸を加えた場合 SOX1 遺伝子
のmRNAの発現量が大きく上昇した(Fig.6)。 
更に、Neurosphere への分化効率は、ビタ
ミン B6(ピリドキサミン)を加えた場合、1.5 
倍の上昇が見られた(Fig.7)。一方、α-リポ酸
を加えた場合は、Neurosphere への分化効率
に変化は無かった(Fig.8)。 

 

Fig. 7 ビタミン B6添加の効果 
 
 

Fig. 8 α-リポ酸添加の効果 
 
これらのことから、カルボニルストレス性
統合失調症の iPS細胞やNeurosphereにおい
ては、神経発達に関わるタンパク質が AGE
化することで機能低下し、神経幹細胞や神経
前駆細胞への分化・発達に影響を与えること
が示唆された。 
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