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研究成果の概要（和文）： 気分障害の発症に関わる分子メカニズムの一つとして、POLG1（ミトコンドリアDNA合成酵
素）変異によるmtDNAのクローナルな蓄積に伴うミトコンドリア異常が引き起こす特定神経回路の機能障害について明
らかにするため、(1)マウス脳切片よりレーザーマイクロダイセクションで単離回収した神経細胞における欠失型mtDNA
定量法の確立、(2)POLG1変異細胞作製のためのヒトiPS細胞樹立および神経細胞分化誘導系の確立を行った。

研究成果の概要（英文）： Clonal accumulation of deleted-mtDNA caused by POLG1 mutation in the specific 
neural circuit is thought to be one of the molecular mechanisms underlying the pathogenesis of mood 
disorders. To analyze the neuronal dysfunction caused by the accumulation of deleted-mtDNA, we 
established a method for the quantification of deleted-mtDNA in cells dissected from mouse brain by qPCR. 
We also generated induced-pluripotent stem (iPS) cells from human peripheral blood mononuclear cells 
using episomal vectors, and successfully differentiated them into neurons, to generate PLOG1 mutant iPS 
cells using genome editing methods.

研究分野：精神医学、細胞生物学

キーワード： mtDNA　双極性障害
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１．研究開始当初の背景 
精神疾患は、その患者数が近年増加の一途
をたどり、大きな社会問題となっている。そ
の中でも、うつ病や双極性障害（躁うつ病）
は、自殺の主な要因となるなど、社会生活へ
の影響がきわめて大きく、原因解明と診断
法・根本的治療法の開発が強く望まれる疾患
である。遺伝性筋疾患である慢性進行性外眼
筋麻痺（CPEO）ではしばしば双極性障害やう
つ病を伴うことが知られているが、このよう
な患者では、筋肉だけでなく脳にも欠失型ミ
トコンドリア DNA（⊿mtDNA）の蓄積が認めら
れること（Suomalainen et al., 1992）に加
え、双極性障害患者の死後脳でも、一部に
mtDNA 欠失の増加が観察されており（Kato et 
al., 1997）、双極性障害の少なくとも一部に
mtDNA 変異によるミトコンドリア機能障害が
関与する可能性が示唆された。 
 そこで申請者の所属する研究チームでは、
CPEO の原因遺伝子である Polg1（ミトコンド
リア DNA 合成酵素）変異体（D181A）の神経
細胞特異的トランスジェニック（Tg）マウス
（Kasahara et al., 2006）を作製し解析を
行ったところ、このマウスでは情動を司る神
経系への⊿mtDNAおよび呼吸鎖複合体IVサブ
ユニット I 陰性細胞の選択的な蓄積（図 1）
に伴い、平均して半年に 1回、2～3週間継続
する反復性のうつ病様エピソードが観察さ
れることを見出した（未発表データ）。双極
性障害は躁状態とうつ状態の再発を繰り返
す疾患であり、病相を繰り返すごとに再発の
間隔が短縮することが知られているが、同様
の傾向が、変異 mPolg1 Tg マウスでも観察さ
れる。しかしながら、なぜ情動に関わる神経
系だけに⊿mtDNA が蓄積するのかは全くの謎
である。 

 近年、神経変性疾患における進行性の神経
変性のメカニズムとして「蛋白癌仮説」が提
唱されている。これは、異常タンパク質が増
殖し、がん細胞が転移するように、シナプス
などを介してほかの細胞に広がることで神
経変性が進行するという仮説であり、実際に
パーキンソン病における α-Synuclein
（α-Syn）、アルツハイマー病における tau
などの神経細胞から神経細胞への伝播が確
認されている（Kostanzo et al., 2013）。こ
れを踏まえ、申請者は、双極性障害患者や変
異 mPolg1 Tg マウスで認められるうつ状態の
出現と病相再発の間隔短縮に、⊿mtDNA の特
定神経回路へのクローナルな蓄積が関与し
ているのではないかと考えた（図 2）。⊿mtDNA
が α-Syn のように神経ネットワークなどを
介してほかの細胞に伝播することで、互いに
密接な線維連絡のある情動神経回路に蓄積

し、これによるミトコンドリア機能不全が引
き金となって生じる神経機能障害によりう
つ状態の発症と反復に至る可能性が考えら
れる。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、 
(1)  ⊿mtDNA の神経細胞間伝播 
(2)  ⊿mtDNA の蓄積およびこれによるミト
コンドリア機能障害 
について培養神経細胞を用いて検討し、気分
障害の発症にかかわる分子メカニズムのひ
とつとしての‘⊿mtDNA のクローナルな蓄積
に伴うミトコンドリア機能障害が引き起こ
す特定神経回路の機能障害’について明らか
にすることである。 
 
３．研究の方法 
 マウス初代神経細胞に⊿mtDNA および変異
Polg1 を導入し、①Polg1 変異による継時的
な⊿mtDNA の蓄積、②遺伝子導入された細胞
から、遺伝子導入されなかった周辺細胞への
⊿mtDNA の伝播について検討する。また
CRISPR/Cas9 システムを用いたヒト iPS 細胞
のゲノム編集により、変異 POLG1 細胞を作製
し、ヒト細胞においても同様の検討を行う。
加えて、ミトコンドリア膜電位やATP産生能、
解糖系活性等の測定により、⊿mtDNA の蓄積
が神経細胞のミトコンドリア機能におよぼ
す影響について検討する。神経細胞の形態や
機能についても解析を行い、最終的には、⊿
mtDNA の蓄積と神経細胞機能障害との関連を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 欠失型 mtDNA（⊿mtDNA）の定量 
 ⊿mtDNA および変異 Polg1 を導入したマウ
ス初代神経細胞や、ゲノム編集により POLG1
に変異を導入したヒトiPS細胞由来神経細胞
における⊿mtDNA の定量法を確立するため、
レーザーマイクロダイセクションによりマ
ウス脳切片から単離回収した神経細胞を用
いてリアルタイムPCR解析を行った。⊿mtDNA
を多く含む神経細胞と正常神経細胞とを比
較するため、⊿mtDNA の蓄積が観察される高
齢（＞100 週齢）変異 Polg1 Tg マウスの脳切
片を作製し、COX 活性染色およびニッスル（チ
オニン）染色を行った。COX は mtDNA にコー
ドされていることから、この活性が低下した
細胞では、COX 領域を含む mtDNA 配列の少な
くとも一部が欠失していると考えられる。レ
ーザーマイクロダイセクションにより単離、



回収した COX 活性陽性細胞、陰性細胞それぞ
れ100個からDNAを抽出し、mtDNA上のD-loop
配列（⊿mtDNA に残存するコントロール領域
として使用）と COX サブユニット（MTCO1）
配列内に設計したプライマーおよび Taq Man
プローブを用いたマルチプレックスリアル
タイム PCR により、⊿mtDNA の定量を試みた
（図 3）。 

 8 週齢の若齢野生型マウス脳より単離回収
した COX 活性陽性神経細胞と比較して、高齢
マウス脳由来の COX 活性陽性神経細胞では
MTCO1/D-loop の値が小さく、COX 活性陰性神
経細胞においては、その差がより顕著であっ
た（図 4）。MTCO1/D-loop の低下は MTCO1 配
列を欠失した mtDNA の増加を意味している。
高齢マウスのCOX活性陽性細胞と陰性細胞に
おけるこの値には、統計学的に優位な差が認
められ、本解析法により⊿mtDNA の定量が可
能であることが確認できた。レーザーマイク
ロダイセクションとリアルタイムPCRを組み
合わせたこの方法により、⊿mtDNA の蓄積し
た神経細胞から、周囲の神経細胞への mtDNA
の伝播を継時的・定量的に評価することが可
能となった。 

 
(2) 末梢血単核球からのヒト iPS 細胞樹立
と神経分化誘導法の確立 
① ヒト iPS 細胞の樹立 
 CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集
により変異 POLG1 細胞を作製するため、末梢
血単核球に OCT3/4、SOX2、KLF4、L-Myc、LIN28
および p53 shRNA を組み込んだエピソーマル

ベクターを導入し、iPS 細胞を樹立した。未
分化マーカーの発現および多能性について
は、免疫染色、qRT-PCR、三胚葉分化誘導実
験（図 5）により確認した。また、ミトコン
ドリア関連遺伝子に複数の変異を有する双
極性障害患者からも iPS 細胞を樹立し、品質
確認実験を行った。 

 
②  変 異 POLG1 細 胞 作 製 に む け た
CRISPR/Cas9 ベクターの構築 
 iPS 細胞に挿入する POLG1 変異として、変
異 Polg1 Tg マウスに導入した D181A に相当
する D198A、および気分障害を併発する CPEO
患者家系において認められるY955Cを選択し、
それぞれの変異につき、異なる single guide 
RNA配列を含む3通りのベクターを作製した。
用いたベクターには緑色蛍光タンパク（GFP）
の遺伝子配列が組み込まれており、Gas9 発現
細胞の FACS による選別が可能なため、POLG1
変異細胞の効率的なスクリーニングが可能
である。 
 
③ ヒト iPS 細胞からの神経分化誘導 
無血清凝集浮遊培養法を用いてiPS細胞の
神経分化誘導を行った（図 6）。 

Koyanagi-Aoi, et al.に従い、誘導開始 14
日後の細胞を、神経前駆細胞マーカーである
PSA-NCAM の抗体で染色し、FACS によりその



陽性率を評価した。複数の iPS 細胞クローン
について解析を行った結果、ミトコンドリア
関連遺伝子変異を有する双極性障害患者由
来 iPS 細胞では、コントロール細胞と比較し
て PSA-NCAM 陽性率が低く、神経分化過程に
おける何らかの異常が示唆された(図 7)。 

 また、図6に示した方法で分化誘導したiPS
細胞は、誘導開始から 80 日後には 80％近く
がβIII-チューブリン陽性の神経細胞とな
ることを確認した（図 8）。 

 図 6に示す方法では、グルタミン作動性神
経細胞優位の大脳皮質神経細胞が誘導可能
であるが、このほか中脳ドーパミン作動性神
経細胞、GABA 作動性介在神経細胞への分化誘
導についても検討し、方法を確立した。変異
POLG1 iPS 細胞からさまざまな神経細胞種を 
誘導することにより、⊿mtDNA の蓄積に対し
て脆弱な神経細胞種の特定が可能になると
考えられる。 
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