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１． 研究のねらい 

ヒトの中枢神経は胎児期における神経細胞の遊走によって形成される。側脳室に面した脳室

帯と呼ばれる増殖層において神経前駆細胞から最終分裂で生成された神経細胞が脳表に向か

って移動し、あとから遊走してきた細胞がより脳表に到達する inside-out のパターンによって全６

層からなる大脳皮質が形成される。この神経細胞の遊走異常により、滑脳症や多小脳回などの

脳形成障害を生じ、発達障害やてんかんの原因となる。滑脳症は脳形成障害のうち最も重篤で

重度の精神運動発達遅滞をきたし、生涯寝たきりとなることが多い。近年のゲノム解析技術の進

歩により、脳形成障害の原因となる遺伝子が次々と明らかにされている。PAFAH1B1 (LIS1)や

RLN、FLNA、DCX、ARX、TUBA1A、TUBB2B、TUBB3 など、細胞の骨格形成や接着に関わる遺

伝子が多くを占めている。このうち 17 番染色体短腕末端に位置する LIS1 は、1992 年にハプロ不

全によって滑脳症を生じることが Miller-Dieker 症候群における genotype-phenotype 関連解析に

よって明らかにされた。モデルマウスも作成され、LIS1 の細胞遊走における機能もかなり明らか

になってきた。しかし、ヒトにおける病態はまだ完全に明らかになったわけではない。何よりげっ

歯類の脳表は、ヒトの脳の表面に見られる脳回と呼ばれる皺が形成されておらず、あたかもヒト

の滑脳症と同様に滑らかであり、ヒトの脳回形成異常の解析には、真のモデルになり得ない。さ

らにヒトにおける病態解析が困難な理由として患者の脳組織を採取したり中枢神経細胞を生き

たまま採取したりすることができないということが挙げられる。疾患 iPS 細胞の利用はこの状態に

風穴を開けることに成功した。患者由来疾患 iPS 細胞を生体外で神経系細胞に分化誘導させる

ことで、胎児期に起こった脳の発生、あるいは形成過程を再現することが可能となったからであ

る。このように脳形成障害は疾患 iPS 細胞を用いた病態解析のモデルとしてふさわしいと考え、

ゲノム変異が明らかな脳形成障害患者を対象とした研究に着手した。脳形成障害をモデルとし

て疾患 iPS 細胞を用いた病態解析の手法を確立させることで、より発症頻度が高く、社会的イン

パクトの高い自閉症スペクトラムなど、まだ病態が明らかでない小児難治性神経疾患について、

神経細胞レベルでの病態解析に応用していきたいと考える。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究の目的は、上に述べたようにヒト疾患患者由来iPS 細胞を使った小児難治性神経疾

患の病態解析系を確立するために、そのモデルとして脳形成障害の病態解析を行うことであ

る。この目的のためには、疾患の原因となるゲノム変異が明らかな脳形成障害患者を対象と

することが何よりも重要となる。胎生期の母体感染症や周産期障害のような外的要因による

脳形成障害では、患者由来 iPS 細胞を分化誘導しても病態を再現できないからである。また、



 

脳形成障害を来した原因となるゲノム変異が明らかでなければ、病態解析で得られた所見と

の関連を考察することが困難である。そこで本研究においては、これまでの先行研究でゲノム

変異を明らかにした 13 人の患者から疾患 iPS 細胞を樹立した。得られた疾患 iPS 細胞のうち

2-4 割において何らかのゲノムコピー数の変化が 2 次的に生じていたため、それらを除外して

次の病態解析に供した。iPS 細胞は、浮遊培養を経て接着培養を行う SFEBq 法を用いて神経

系細胞に分化誘導した。 

研究に先立ち、世界で初めて先天性大脳白質形成不全症患者由来疾患 iPS 細胞を樹立

し、遺伝子発現解析を行った。この研究で対象とした 3名の患者は、典型的な PLP1 遺伝子重

複例とミスセンス変異例に加え、過去に報告のない極めて稀な PLP1 の部分的な重複例であ

る。この研究により、部分重複例ではオリゴデンドロサイト細胞特異的な PLP1 の発現が null

になっていることを明らかにした。 

次に、LIS1 のハプロ不全によって脳形成障害を来した患者由来 iPS 細胞を用いた病態解

析を行った。iPS 細胞を神経系細胞に分化誘導する過程における遺伝子発現の変化を、マイ

クロアレイを用いて網羅的に解析したところ、CHCHD2 遺伝子の発現が恒常的に低下してい

ることが明らかになった。免疫組織染色でもタンパク質レベルでの発現低下が確認できた。こ

の結果が神経細胞の遊走障害に普遍的に関連しているものかどうかを検証するために、まっ

たく異なる遺伝子異常（TUBA1A 変異）による滑脳症患者由来 iPS 細胞でも検証したところ、

同様に発現が低下していた。CHCHD2 は在胎 26-28 週の胎児脳における遊走中の神経細胞

で特異的に発現が認められたことから、この遺伝子が神経細胞における遊走に関連している

ことが明らかとなった。 

 

（２）詳細 

研究テーマ A「中枢神経疾患患者由来 iPS 細胞の樹立と神経系細胞への分化誘導」 

本研究の目的は、ヒト疾患患者由来 iPS 細胞を使った小児難治性神経疾患の病態解析を

行うことである。特に遺伝的要因により先天的な発達障害を示す疾患の病態解析を行うこと

を目的としている。この目的のためには、疾患の原因となるゲノム変異が明らかな発達障害

患者から疾患 iPS 細胞を樹立することが何よりも重要となる。次に、得られた疾患 iPS 細胞を

神経系細胞に分化誘導する系を確立させ、疾患の病態に迫る解析を行うことが必要となる。 

そこで本研究においては、これまでの先行研究において、何らかのゲノム変異により小児

難治性神経疾患を来した計 13 人の患者から iPS 細胞の樹立に成功した。細胞の採取におい

ては、家族から研究の趣旨への賛同が得られ、書面によるインフォームド・コンセントが得ら

れた患者を対象とした。なお、本研究は実施施設である東京女子医科大学の倫理委員会の

承認を得て行っている。研究に着手した当初の 6 例においてはレンチ・レトロウイルスによる

遺伝子導入により iPS 細胞を樹立した。レンチ・レトロウイルスによる樹立法では染色体への

integration が起こるため、より natural でより簡便なエピソーマルベクターによる遺伝子導入法

を導入し、以後の例においてはこの方法で iPS 細胞を樹立した。 

得られた iPS 細胞に関して、レンチ・レトロウイルスによる樹立法の場合には導入した外来

性遺伝子のサイレンシングを RT-PCR で確認し、エピソーマルベクターによる方法の場合に

はベクタープラスミドの残存を genomic PCR で確認した。得られたiPS 細胞の多能性の評価を



 

アルカリフォスファターゼ染色、qPCR、免疫組織染色にて確認した。2 次的な染色体再構成に

ついては、染色体標本を作製して G-band 法で確認し、さらに元の細胞から抽出した DNA をリ

ファレンスサンプルとして利用し、アレイ CGH 法を行うことにより微細な 2 次的ゲノムコピー数

変化の発生を検証した。 

レンチ・レトロウイルスによる樹立法の場合には導入した外来性遺伝子がサイレンシングさ

れていない株が 2-3 割存在した。エピソーマルベクターによる方法の場合には約 1 割でベクタ

ープラスミドの残存が認められた。多能性の評価ではほぼ全ての株がクリアできた。染色体

再構成に関しては、G-band 法で明らかになる変化は認められなかったが、2-4 割の株におい

て何らかの 2 次的ゲノムコピー数変化が生じていた。正常対象とされた細胞にもゲノムコピー

数の変化が認められるものがあった。これらの全ての評価をクリアし、真に解析に供すること

ができる iPS 細胞を 1 例につき複数株選定することができた。 

iPS 細胞の神経系細胞への分化誘導は、理化学研究所が開発した SFEBq 法を modify して

用いた。具体的には iPS 細胞コロニーを単細胞レベルに分散させて細胞数を正確にカウント

し、低吸着 dish 上で浮遊培養を行い、8 日後にマトリゲルコートした dish 上で接着培養を行う

ことで成功した。神経系細胞への分化誘導の成否は、qPCR による遺伝子発現定量や免疫組

織学的解析によって行った。正常コントロールの iPS 細胞では 56 日まで培養することができ、

Ｔｕｊや Maps の発現を確認できた。 

 

研究テーマ B「疾患 iPS 細胞による先天性大脳皮質形成障害における病態解析」 

研究テーマＡで確立した iPS 細胞から神経系細胞に分化誘導する系を用いて、疾患患者由

来 iPS 細胞を用いた病態解析を行った。大脳皮質形成障害患者由来 iPS 細胞から分化誘導

した神経細胞においては、分化誘導の比較的初期から何らかの形態的な変化を示すことが

予測される。したがって病態解析モデルとしてふさわしいと考え、まず大脳皮質形成障害患者

由来 iPS 細胞を用いた病態解析に着手した。 

ヒトの大脳新皮質はモデル動物に比して非常に発達しており、そのことがヒトの知能が他の

動物と比べて著しく発達している要因となっている。ヒトの脳が進化し得た理由として、ヒト固

有であって、モデル動物にはホモログが存在しない分子がヒト特有の脳回形成に関連してい

ると考えられる。その中で、LIS1 は種を超えて細胞遊走の重要な役割を果たしており、モデル

動物を用いた細胞レベルでの解析も進んでいる。LIS1 は細胞内微小管結合蛋白であり、微

小管の重合と安定性に関わっている。LIS1 機能障害があると、核-中心体連結に障害が生

じ、細胞遊走障害を来たすことで脳形成障害を生じると考えられている。大脳皮質形成障害

は非常に稀な疾患である上に、原因となる遺伝子は多岐に亘ることが明らかになっており、疾

患 iPS 細胞研究を用いた病態解析を行うためには、その患者のゲノム異常が特定できている

ことが何よりも重要である。今回、先行研究により、滑脳症患者において LIS1 のハプロ不全を

明らかにすることができた。この貴重な症例を対象として、疾患 iPS 細胞による病態解析を行

うこととした。 

患者由来 iPS 細胞を神経系細胞に分化誘導し、分化の過程における遺伝子発現状況をマ

イクロアレイによる網羅的解析により解析し、正常対象と比較検討した。この解析により、

CHCHD2 の発現が低下していることが明らかになった。CHCHD2 は細胞遊走障害を示す遺伝



 

子のスクリーニングで明らかになった遺伝子であるが、その機能の詳細は明らかでなかった。

次に CHCHD2 の発現低下が単に LIS1 のハプロ不全によるものか、神経細胞の遊走障害に

普遍的に関連しているものかどうかを検証することとした。この目的のために、LIS1 以外の遺

伝子異常で生じた滑脳症患者由来 iPS 細胞を利用することとした。並行して行っていた滑脳

症患者のゲノム解析で、TUBA1A の de novo 変異を同定することができた。この患者からも

iPS 細胞を樹立し、神経系細胞に分化誘導して qPCR による発現定量を行ったところ、

CHCHD2 は TUBA1A 変異を有する細胞においても発現低下を示していた。このことは

CHCHD2 の発現が、単に LIS1 のハプロ不全を直接的に反映しているのではなく、細胞遊走異

常の結果を反映していることを示唆している。次に CHCHD2 が脳内で時間的・空間的にどの

ように発現しているかを検証した。この目的のため、ヒト胎児剖検脳における免疫組織染色を

行った。その結果、CHCHD2 は、神経細胞が遊走する在胎 26-28 週の胎児脳において発現

が確認され、特に遊走中の神経細胞で発現が認められた。このことから、CHCHD2 はまさに

神経細胞における遊走に関連している遺伝子であることが明らかとなり、論文報告した。論文

発表と相前後して CHCHD2 変異が Parkinson 病患者で認められたとの報告や、我々の報告

同様、細胞遊走との関連を示す報告が相次いでおり、CHCHD2 が細胞遊走、しかも神経系の

細胞と関わっていることは明らかである。 

上記の研究で用いた疾患 iPS 細胞を用いて、細胞の遊走障害を直接的に解析した。実際、

患者由来細胞では接着培養後からの遊走が視覚的にも遅いことが見受けられた。この事象

を統計的に検証するため、まず、細胞における pericentrin と細胞核との位置を計測し、

polarization（極性）が整然と行われているかどうか検討した。Pericentrin は LIS1 分子が接着

し、細胞を遊走させるためのアンカーとなる分子である。細胞が直線的に遊走していれば、

Pericentrin と細胞核の位置関係は常に一定のはずである。しかし、この手法で得られた結果

では、LIS1 欠失患者由来細胞では not-polarized が優位に上昇していた。この現象をさらに検

証するため、遊走中の細胞を経時的に撮像し、タイムラプス解析した。その結果、大脳皮質形

成不全患者由来細胞では細胞の遊走が直線的ではなく、迷走している状態が観察された（論

文作成中）。 

 

研究テーマ C「疾患 iPS 細胞による先天性大脳白質形成不全の病態解析」 

先天性大脳白質形成不全症は、出生直後から筋緊張低下、眼振、喉頭喘鳴などを示し、

次第に運動発達の遅れや四肢の痙性麻痺を来たす希少神経難病である。大脳白質を構成

する神経細胞の軸策を取り囲む髄鞘の先天的な形成不全が疾患の本質である。そのため

MRI による頭部画像診断で大脳白質における特徴的なシグナルパターンから診断されること

が多い。原因遺伝子が複数明らかになっているが、最も頻度が高く認められるのが X 染色体

に位置する proteolipid protein 1 (PLP1)遺伝子の変異ないし重複である。この場合 X 連鎖劣

性遺伝形式をとるため基本的に患者は男性であり、女性は保因者となる。PLP1 は中枢神経

のオリゴデンドロサイト（髄鞘形成細胞）で高発現しており、ミスセンス変異のために高次構造

に変化を来たした PLP1 タンパクがオリゴデンドロサイトの小胞体に蓄積し、小胞体ストレスを

誘発してアポトーシスを来たすことが発症原因であると理解されている。PLP1 の重複も PLP1

発現の over dose からアポトーシスを誘発すると考えられている。これまでに多くの先天性大



 

脳白質形成不全症患者のゲノム解析に関わり、さまざまなミスセンス変異や多彩なサイズの

ゲノム重複を明らかにしてきたが、その中で過去に報告の無いPLP1の部分重複を同定した。

しかし、この部分重複がミスセンス変異例や重複例のような発症メカニズムで説明できるかど

うか明らかでなかったため、PLP1 の発現状況を解析することを考えた。 

ここで問題になるのが PLP1 の発現解析のためのサンプル収集である。PLP1 は中枢神経

のオリゴデンドロサイトで高発現しているものの、他の臓器・組織ではほとんど発現していな

い。iPS細胞における発現状態は知られていなかったため、in-silico libraryから遺伝子発現デ

ータをダウンロードして皮膚線維芽細胞と比較検討したところ、iPS 細胞では皮膚線維芽細胞

に比べ、30 倍以上高い発現を示していることが明らかとなった。そこで、PLP1 の部分重複例

に全 PLP1 領域の重複例、ミスセンス変異例、さらに正常男性コントコールを加え、全 4 例の

iPS 細胞を樹立し、各 3 株ずつ選定した。そして、ノーザンブロッティングで PLP1 の発現を解

析したところ、部分重複例だけはPLP1の発現がnullになっていることを明らかにし、論文報告

した。 

この研究においては iPS 細胞の分化誘導を行わなかった。それは神経系細胞に分化誘導

すると、PLP1 重複例やミスセンス変異例においては PLP1 がストレスを引き起こし、結果的に

アポトーシス誘発を来して一見 PLP1 発現が低下した状態を再現してしまう恐れがあると考え

られたからである。今回樹立した疾患 iPS 細胞のオリゴデンドロサイトにおける病態の解析

は、今後共同研究者と連携して行っていく予定である。 

 

研究テーマ D「疾患 iPS 細胞による中枢神経発達障害の病態解析」 

本研究においては、脳形成障害を病態解析のモデルとして選定し、患者からの iPS 細胞の

樹立方法と評価法、そして神経系への分化誘導法や細胞遊走の解析方法などを確立してき

た。この方法をさらに発展させ、モデル動物では解析できないヒト固有の疾患解析に応用する

ことを目指した。 

小児の知的障害や自閉症スペクトラムにおいては、診断の決め手になるバイオマーカーが

なく、画像検査でも鑑別の手掛かりとなる所見が認められないことがほとんどである。ただ、

近年の網羅的なゲノム解析の進歩により、これまで原因がよくわからなかった小児の知的障

害や自閉症スペクトラムの患者においては、多くの例でゲノム変異が発症に関連していること

が明らかになってきた。その変異の多くは神経細胞のシナプス機能に関連していることから、

小児の知的障害や自閉症スペクトラムはシナプス機能の障害によって生じていることが示唆

されている。シナプス機能は複雑で、ヒトのシナプス機能を解析するためにはヒトの細胞を用

いて解析することが求められる。患者由来 iPS 細胞から神経細胞に分化誘導させることが可

能となったことにより、実現することが可能となった。 

本研究に先立ち樹立していた発達障害関連疾患 iPS 細胞を用いて、神経細胞レベルでの

病態解析を行った。全て原因となったゲノム変異が明らかな患者由来である。iPS 細胞の神

経系細胞への分化誘導において、浮遊培養から接着培養に移行したあと、細胞の遊走をタイ

ムラプス観察すると、直線的に遊走できないものや、遊走速度が遅い疾患があることが明ら

かになった（論文準備中）。さらに成熟させたあと、シナプス関連タンパクの免疫組織学的観

察を行うと、正常対象では認められた発現が、疾患では認められない場合があり、神経細胞



 

の成熟にも問題があることが明らかになってきた（personal data）。シナプスを形成するまで成

熟させるにはマウス由来アストロサイト初代細胞との共培養を行うことにより実現できたが、

疾患細胞ではそもそもシナプス形成が不良である可能性があり、今後はこのメカニズムを解

明するため、レスキュー実験を行うことなどを検討中である。 

 

３． 今後の展開 

本研究に取り組むことで疾患 iPS 細胞を神経系細胞に分化誘導させ、網羅的遺伝子発現

解析や免疫組織染色による遺伝子の動態解析、神経細胞のタイムラプス観察、電気生理学

的解析の系を確立させることができ、疾患 iPS 細胞の病態解析への応用には多くの可能性が

あることを示すことができた。今後はこれまでの経験と培った実験系を活用し、まだ病態が明

らかでない小児難治性神経疾患の病態解析を行い、将来の治療研究に繋がるシーズを明ら

かにしたいと考えている。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究においては、臨床医として診断に関わる立場から、患者由来疾患 iPS 細胞を小児神

経難病の病態解析に、そして治療研究に結び付けたいという思いで取り組んできた。先天性

大脳白質形成不全症に関しては、以前から継続して遺伝子診断に関わってきており、過去に

報告の無い PLP1 部分重複例を同定できた。そして、世界で初めて先天性大脳白質形成不全

症患者由来iPS細胞を樹立して遺伝子発現状態を解析し、論文発表することができた。この疾

患の研究に携わる医師として、１つの礎を築くことができたものと考える。先天性大脳白質形

成不全症に関しては、病巣組織を構成するオリゴデンドロサイトへの分化誘導法が他施設か

ら報告されるまでは確立していない状態であったため、共同研究者との共同研究として継続し

て進めている。 

本研究課題のテーマとした大脳皮質形成異常については、神経細胞の遊走に関わる遺伝

子として CHCHD2 が LIS1 欠失や TUBA1A 変異による大脳形成障害に関与していることを iPS

細胞から分化誘導させた神経細胞で明らかにすることができた。この論文発表と相前後して

CHCHD2 変異が Parkinson 病患者で認められたとの報告や、我々の報告同様、細胞遊走との

関連を示す報告が相次いでおり、CHCHD2 が細胞遊走、しかも神経系の細胞と関わっている

ことは明らかである。この研究成果は単に CHCHD2 の神経細胞遊走との関わりを明らかにし

ただけでなく、疾患 iPS 細胞による病態解析が有用であることを示したものと考える。本研究で

構築した iPS 細胞の神経系細胞への分化誘導技術や病態解析技術を応用し、さらに多くの神

経難病の病態解析に取り組んでいきたい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

派手さはないが、 最初計画したことを着実に進めている。途中で出産・育児による中断が

あっても、時間的には遅れたとしても、その影響を感じさせない。 



 

   もともと人間の脳研究に iPS は有用であろうと期待されていたが、下島は自分で原因遺伝

子を明らかにした２種類の大脳形成不全患者からiPSを樹立し、原因遺伝子は異なっていても、

ともに細胞レベルで遊走活性に異常が存在することを突き止めている。この発見を手がかりに、

研究をさらに続けており、遺伝学者であるとともに細胞生物学者としての幅が生まれてきてい

ると感じる。 

   他にも同じ遺伝子座の異なる突然変異についての iPS を用いた研究、あるいはより複雑な

神経発達障害にまで iPS 利用の範囲を広げている。最初 iPS 技術を導入するのに苦労したが、

おそらく今後もっとも iPS を使った研究を続けていく一人になるのではと期待している。また、

iPS と出会うことでもっとも成長した一人と言っていいと思う。 
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