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研究成果の概要（和文）：はじめに，幹細胞を投与したモデル動物の社会性機能行動と，投与細胞の脳内分布の
解析を進め，患者由来細胞では，移植後に脳内でGAD67/Parvalbumin陽性のGABA系 interneuronになりにくいこ
と，また，患者由来細胞を移植した群では，コントロール，および健常者由来細胞を移植した群に比べ社会性行
動が減少することを観察した。次に，GABA系インターニューロンのシナプス形成能について，前駆構造体フィロ
ポディアのアクチン運動を指標とした解析を進め，患者由来細胞における，フィロボディア運動の低下と，それ
に対する転写因子TBX1の発現低下の影響の可能性を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：First, we analyzed the social functioning behavior of model animals 
administered with stem cells and the distribution of cells in the brain. We detected that the 
patient-derived stem cells was difficult to become GAD67 and Parvalbumin-positive GABA interneurons 
in the brain after administration, and social interaction behavior was decreased in the 
patient-derived stem cell administered group compared to the control and healthy-derived stem cell 
administered group. Next, the synapse forming ability of the GABAergic interneuron was analyzed by 
the actin motility of the precursor structure filopodia, and found the reduction of the filopodia 
movement in the patient-derived cells. We also found that the possibility of the influence of 
decreased expression of the transcription factor TBX1 against it. 

研究分野： 精神科学
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症では，幻覚・妄想などの陽性症

状の問題に加え，対人コミュニケーション能
をはじめ，種々の社会的な認知機能の障害が
あり，これが，患者の職業的・社会的復帰の
深刻な妨げになっていることが指摘されて
いる。社会相互性・言語コミュニケーション
の障害は自閉症領域でも指摘される重大な
脳機能の障害であるが，これらの社会性機能
の脳病態は複雑で，直接的に有効な治療法は
未だ存在しない。 
これまでに我々は，精神疾患の認知・行動

異常を改善させる脳内メカニズムとして，神
経回路網の修復・再生促進効果の重要性の観
点から研究を進め，外来から移植した種々の
幹 細 胞が， 脳 の神経 回 路に（ 一 部 は
GABAergic neuron として）組み込まれ，シ
ナプス密度を増加させること，また，種々の
精神疾患モデル動物の認知・行動異常を改善
させる効果を有することを示してきた。 
そこで，統合失調症治療の上で重要な課題

である，職業的・社会的機能回復の問題につ
いて，聴くこと・語ることの訓練を介して生
じる脳機能変化（言語・聴覚関連脳領域の修
復・再生～他者への共感・気遣いの機能の増
強）を明らかとし，その効果をより高める新
たな治療手段としての，薬物・幹細胞併用療
法の有用性の検討，開発を進めることとした。 
 
２．研究の目的 
精神疾患研究の難しさの 1 つには，ヒトの

病態を的確に反映した病態モデルの作製が
困難であることがあげられる。例えば統合失
調症においては，これまでに，DISC1 やリー
リン，カルモジュリンなど，原因候補遺伝子
の改変マウスが作製され，それらの動物では，
ある程度ヒトの病態に類似した行動変異フ
ェノタイプが確認されているが，多くの精神
疾患が複数の遺伝子異常の組み合わせで成
り立っているとの，近年の大規模遺伝子解析
研究の結果は，単一遺伝子の改変動物を用い
るだけでは，より高い精度でヒト精神疾患の
病態解明研究を進めていくことに限界があ
ることを示唆している。そこで，例えば，ヒ
ト精神疾患患者から作製した iPS細胞をマウ
スに移植することよって，新たな精神疾患病
態モデル動物を作製しようとする試みが進
められている。今回，我々は，ヒト患者体細
胞より作成した iPS 細胞から，神経系の細胞
に分化を進めた neurosphere を得て，これを
マウス/ラットの脳室および静脈内に投与す
る方法で投与し，移植した動物の脳神経回路
変異や行動異常を解析した。この方法では，
投与を行う動物の週齢を調整することで，発
達段階依存的な神経回路網の変異とその修
復・再生法について探索を進めることも可能
である。また，同時に，iPS-neurosphere を
用いた in vitro 解析を実施し，患者由来の神
経系細胞の脆弱性，発達異常につながる細胞
病態の発見を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) in vivo での検討 
種々の由来の幹細胞の投与が，モデル動物

の脳内にどのような形で生着し，神経回路修
復に影響を及ぼすかを検討する為，投与細胞
の標識法の改良を図り，CFSE 色素標識法に加
え，GFP 遺伝子導入の検討を進め，胎児脳由
来神経幹細胞，および iPS 細胞で，それぞれ
明瞭な標識結果を得，複数の投与方法（脳室
内投与，静脈内投与，胎仔頭蓋内投与）にお
いて，投与 1 週～1 か月後の脳内での生存・
生着を得た。また，幹細胞を投与した健常，
および精神疾患モデル動物の社会性機能行
動と，投与細胞の脳内分布の解析を進めた
（図 1）。 

 
(2) in vitro での検討 
成体での脳内新生も考えられている GABA

系インターニューロンのシナプス形成能に
ついて，前駆構造体フィロポディアのアクチ
ン運動を指標とした解析を進めた。具体的に
は，健常者および統合失調症を合併した
22q11.2欠失症候群患者由来のiPS細胞から，
それをNeurosphereに分化させた細胞を用い
て，神経分化誘導を行った際の神経突起上の
フィロポディアの動きに注目し，タイムラプ
スイメーイングを用いた運動変化の比較解
析，および変異メカニズムの一端の解明を試
みた（図 2）。 

 
 
 
 



４．研究成果 
(1) 脳室内投与 
健常者，および患者（統合失調症の症状を

有 す る 22q11.2 症 候 群 ） 由 来 
iPS-neurosphere を用いて，蛍光色素で標識
後に，マウス，およびラットの脳室内への投
与を進めた。投与 1～3か月後，健常者由来，
患者由来のいずれの移植細胞も脳内での存
在が観察され，帯状回，海馬領域に比較的多
く認められた。投与された健常者由来
iPS-neurosphere は ， 脳 内 で GAD67 ，
Parvalbumin,および Somatostatin 陽性の
GABAergic interneuron へ高率に分化してい
る可能性が伺われた（図 3)。一方，患者由来
iPS-neurosphere については，Somatostatin
陽性の細胞への分化は同様に認められるも
ものの，GAD67，および Parbalbumin 陽性細
胞への分化は減少している可能性が観察さ
れた。しかしながら，このままの方法では，
移植細胞の生存率は悪く，また，生存率の定
量化もこのままでは困難であり，移植細胞の
分化動態や，シナプス形成変異についての解
析は難しく，課題として残される結果となっ
た（図 4）。 
 

 

 
(2) 胎仔頭蓋内投与 
より多くの移植細胞が生存していくこと

が期待される投与方法として，胎仔頭蓋内投
与法の検討を進めた。この方法では，胎生期
（E14）ラット脳の頭蓋内に，色素標識した
iPS-neurosphere を投与し，脳室内投与の場
合よりも，多くの移植細胞の生存が得られ，
1～3 ヶ月齢の前脳部 Medial preoptic 

nucleus 領域では，ニューロンとして生存も
認めている（図 5）。胎児頭蓋内投与は，生存・
分化後の（シナプス）細胞機能を追跡する上
で期待がもたれたが，この方法では，なぜか
健常者由来のiPS-neurosphereを投与した胎
仔の出生のみが正常に起こらず，健常者，お
よび患者由来細胞を移植したラットを同時
に得て比較解析することがきていない。これ
はこれで，非常に興味深い知見ではあるが，
当初の研究計画を進めていく方法としては，
まだ検討の追加が必要である。また，細胞内
に残るタイプの色素による（蛍光）標識法で
は，移植細胞の生存の定量・追跡に難しさが
あった。そこで，Electroporation 等を用い
た移植細胞の GFP 標識を試み，改善が得られ
た。 

 
(3) 行動学的解析 
幹細胞の移植が脳機能と個体の行動に及

ぼす影響について解析を進めた。現在，まだ
例 数 は 少 な い も の の ， 患 者 由 来 の
iPS-neurosphre を投与（脳室内）した群では，
コントロール群，ならびに健常者由来の
iPS-neurosphere を投与した群の両群に対し
て，social interaction 行動が減弱するとの
知見を得た（図 6）。現在，移植細胞の機能解
析をより綿密に進められる方法で投与した
際の行動変化解析を実施していくとともに，
統合失調症モデル動物に投与した際の影響
について追加解析を行っている。また，細胞
投与が脳機能変化に及ぼす影響を解析する
手段の一つとして，行動中の脳波解析につい
て，準備実験を進めているところである。 

 



(4) TBX1 遺伝子ノックダウン 
近年，統合失調症の遺伝学的研究において，

ゲノム変異がシナプス関連遺伝子群に集積
しているとの知見が多くみられるが，シナプ
スの機能障害がなぜ実行機能や認知機能障
害を含む統合失調症の脳機能異常につなが
るのかについて，その生物学的メカニズムは
いまだ不明な点が多い。そこで，我々は，健
常者および統合失調症を合併した22q11.2欠
失症候群患者由来の iPS 細胞（iPSCs）から，
それをNeurosphereに分化させた細胞を用い
て，神経分化誘導を行った際の神経突起上の
フィロポディア（スパイン前駆構造体）の動
きに注目し，タイムラプスイメーイングを用
いた運動変化の比較解析を試みた。22q11.2
領域に含まれる遺伝子にコードされ，自閉症
関連遺伝子産物としての可能性が明らかと
なった，転写因子 TBX1 遺伝子サイレンシン
グによって，TBX1 タンパク発現の低下が認め
られた(図 7)。 

 
(5) TBX1 発現異常とフィロポディア運動 
iPS 細胞から作製した iPS-Neurosphere を
FGF(-)，LIF(-)の分化条件下で培養し，ニュ
ーロンへ分化させた。分化ニューロンの突起
先端から少し後ろの部分において，突起から
のフィロポディアの運動（伸展と収縮）を記
録した結果，患者由来 iPS 細胞では，フィロ
ポディア運動（数・頻度・大きさ）が，健常
者由来iPS細胞に比べ減弱していることを認
めた。次に，フィロポディア運動変異の分子
メカニズムを明らかにする目的で，22q11.2
領域に含まれる遺伝子にコードされ，自閉症
関連遺伝子産物としての可能性が明らかと
なった，転写因子 TBX1 の発現変化との関連
について解析を進めた。その結果，遺伝子サ
イレンシングによって，TBX1 タンパク発現を
低下させることで，健常者 iPSCs 由来ニュー
ロンでフィロポディア運動が減弱すること
が判明した（図 8）。転写因子 TBX1 の変化が，
どのようにして，ニューロンのフィロポディ
ア運動の変異につながるのかについては，ま
だ知見は得られていない。今後，TBX1 発現変
化と，パルブアルブミンを含め，フィロポデ
ィア運動を支えるアクチン分子の機能に影
響を及ぼす分子群の関係を中心に，探索を進
めていきたいと考えている。 

 
（考察・今後） 
本研究では，聴くこと・語ることの訓練を介
して生じる脳機能変化（言語・聴覚関連脳領
域の修復・再生～他者への共感・気遣いの機
能の増強）を明らかとし，その効果をより高
める新たな治療手段としての，薬物・幹細胞
併用療法の有用性を検討，開発を進めること
を目指した。現在，認知機能への影響が推察
されている薬物投与による脳諸領域と血中
の関連因子の変動解析を進めるとともに，幹
細胞投与による改善効果を報告した，子育て
行動との関連で，ヒト子育て行動（プログラ
ム）前後での，オキシトシン濃度変動の解析
を進めている。頭書の目標達成に向けて足り
ていない部分の検討・評価を急ぎたいと思っ
ている。 
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