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【序論】

ドラベ症候群（指定難病140）は，Dravet博士
によって記載された乳児ミオクロニーてんかん

（severe myoclonic epilepsy in infancy; SMEI）
を中核群とするてんかん性脳症である1）。頻度
は約15,000人に1人とされ，日本で6,000人程度
の患者がいると推定される。原因となる遺伝子
異常が明確となった数少ない乳児期発症難治性
てんかんの一つであり，主に電位依存性Na+チャ
ネルNav1 .1のαサブユニットをコードする
SCN1A 遺伝子の異常が同定される2）。SCN1A
遺伝子の変異同定による遺伝子診断は可能だ
が，詳細な分子病態は未だ不明な点が多く効果
的な治療法が未確立であるため，発作重積等に
より約3割の患者が若年死亡する。ドラベ症候
群の根治を目指すうえで早期の病態解明が急務
であり，患者ご家族およびてんかん研究の悲願

である。
DSモデルマウスを用いた研究より，発達期

の前脳GABA性介在性神経細胞における
Nav1.1のハプロ不全が報告された3, 4）。これに
より中枢神経におけるGABA作動性神経細胞
を含む神経ネットワークに異常が生じ，脳の抑
制性の機能不全により神経細胞の過剰興奮が誘
起され，重篤なてんかん発作を発病すると考え
られている。しかしながら，ヒトとモデル動物
間での生物学的特性の違いからも，患者由来神
経細胞を用いたヒト脳神経のex vivo 疾患モデ
ルが必要不可欠である。加えて，DS患者にお
ける発達性てんかん性脳症（DEE）の発症は，
群発する難治のてんかん発作により惹起される
と考えられている。この群発するてんかん発作
に伴った神経毒性や神経変性の関与が疑われて
いるが，脳神経疾患であるDDEは発症機序の
全貌を理解することが難しく，未だ不明な点が
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に作り分け単純化することで，認知機能障害などを含む発達遅滞の発症機構の解明に迫まっ
た。
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多い。さらには，DEEの病態・治療研究には患
者の脳組織を利用することはできず，適切なモ
デルがないことも本研究分野のボトルネックと
なっている。

そこで本研究では，ヒトiPS細胞から終脳領
域への脳オルガノイド誘導法を活用して，DS
患者におけるDEEの病態解明を目指す。DS患
者iPS細胞から病態への関与が想定される終脳
領域の脳オルガノイド（MGEOs）を疾患モデル

（ex vivo 疾患モデル）として活用する。これに
より，全貌を理解しにくい脳神経疾患である
DDEの病態に関して， 脳領域ごとに作り分け
単純化することで，認知機能障害などを含む発
達遅滞の発症機構の解明に迫る。

【方法】

1. 患者由来および患者由来人工健常iPS細胞
①健常者由来iPS細胞（201B7; 健常コント

ロール），②DS患者由来iPS細胞（D1; SCN1A 
遺伝子にnonsense変異を有するDSモデル）5），
③DS患者由来人工健常iPS細胞（D1T; D1細
胞株の遺伝子変異を修復したisogenicな人工健
常コントロール）6, 7）。

2. �終脳領域の脳オルガノイド（MGEOs）の作製
ヒトiPS細胞から3次元の細胞凝集体を浮遊

培養にて作製した。この凝集体の神経分化を誘
導する成分や脳の領域形成を制御する因子が含
まれる培地で培養することで，ヒトiPS細胞由
来脳オルガノイドを作製した。前脳領域の脳オ
ルガノイドを作製するために，前脳領域へ分化
誘導可能な因子群を用いて浮遊培養を行った。
前脳領域へ分化誘導に必要な因子群や添加の時
期については，他の研究グループの方法を参考
にした8）。定量的RT-PCRお呼び免疫染色法に
より，これら3株のiPS細胞より作製したMGEOs
の終脳領域特異的なマーカー遺伝子の発現を解
析した。同様に，MGEOsに含まれる神経細胞
種の同定ならびにNav1.1の発現も解析した。

3. �終脳領域の脳オルガノイド（MGEOs）の
RNA-seq解析

作製したMGEOsからRNAを抽出し，網羅的

なRNA-Seqを実施した。健常者と比較しDS患
者において発現変化していた遺伝子群をGene 
Ontology解析等で同定した。

【結果】

1. �患者由来iPS細胞を用いた終脳領域脳オ
ルガノイド（MGEOs）の作製

ドラベ症候群患者由来iPS細胞は，SCN1A 遺
伝子のエクソン26にナンセンス変異（c.4933C>T, 
p.R1645*）を有するiPS細胞株を用いた5）。加え
て，より詳細な病態解析を行うために，ドラベ
症候群患者由来iPS細胞の遺伝子異常を修復し
たアイソジェニックな人工健常iPS細胞も活用
して，以降の実験を実施した6, 7）。ヒトiPS細胞
から3次元の細胞凝集体を浮遊培養にて作製し，
神経分化を誘導する成分や脳の領域形成を制御
する因子が含まれる培地で培養することで，ヒ
トiPS細胞由来脳オルガノイドを作製した（Fig. 
1）。前脳領域の脳オルガノイドを作製するため
に，前脳領域へ分化誘導可能な因子群を用いて
浮遊培養を行った。作製した前脳領域の脳オル
ガノイドでは，MGE領域マーカーである
FOXG1およびNKX2.1の発現が陽性な神経幹
細胞が観察され，MGE領域に属する脳オルガノ
イド（MGEOs）であることが確認した（Fig. 1）。

12週間培養したMGEOsにおいて，BII-tubulin
陽性な神経細胞とGFAP陽性なアストロサイト
の発現が観察された。加えて，神経細胞におい
ては，VGLUT1陽性なグルタミン酸作動性の興
奮性神経細胞およびVGAT陽性なGABA作動
性の抑制性神経細胞が発現していた。抑制性神
経細胞のサブタイプの同定を試みた結果，てん
かんの病態に重要なParvalbumin（PV）陽性な
抑制性神経細胞が含まれていることが分かった 

（Data not shown）。また，このPV陽性な神経細胞
ではNav1.1の発現も認められ，作製したMGEOs
がDSの病態モデルとして活用できることが示唆
された（Data not shown）。

2. �RNA-seq法を用いたMGEOsの遺伝子発
現解析

PV陽性な抑制性神経細胞の発現が確認され
たMGEOsからRNAを抽出した。健常者，DS
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位相差顕微鏡画像 免疫染色画像

Fig. 1　�培養30日目のMGE領域に属するヒトiPS細胞由来の脳オルガノイド（MGEOs） 

Fig. 2　�抽出したRNAの電気泳動写真
Lane A1：分子量マーカー。Lane B1-D1：
iPS細胞。Lane E1-G1：培養2週間後の
MGEOs。Lane H1-B2：培養12週間後の
MGEOs。

患者およびDS患者由来人工健常株のiPS細胞
から作製したMGEOsより高品質なRNAを抽
出することができた（Fig. 2）。これらのサンプ
ルを用いてRNA-seqを試みた。 サンプル間の
遺伝子発現の度合いに関して類似性を確認する
ために主成分分析を実施した結果，iPS細胞群
とMGEOs群間での遺伝子発現が異なるクラス

ターに属していることが確認できたことから，
両群のクラスター間での遺伝子発現を比較した

（Fig. 3）。 健常者由来のMGEOsに対してドラ
ベ症候群患者由来のMGEOsでは，12個の遺伝
子で発現量の変化が示唆された。 特に，アポ
トーシスを抑制する遺伝子とシナプスオーガナ
イザーとして機能する遺伝子において，発現量
の低下が強く示唆された（Data not shown）。

【考察】

DS患者のDEE発症には，興奮性神経と抑制
性神経の機能バランスの破綻が引き金となり，
群発するてんかん発作に伴った興奮毒性による
神経細胞死の誘発が考えられる。また，DSモ
デルマウスにおいて，Tauタンパク質発現を減
少させることで病態の予防に繋がることが報告
されている9）。このことからも，DS患者のDEE
発症には神経毒性の関与が示唆されている。本
研究で発現量の変化を示した2個の因子は，ア
ポトーシスとシナプスオーガナイザーに関連し
た遺伝子であり，DS患者由来MGEOsにおいて
も，DEE発症と神経毒性との関連性を示唆した
結果である。今後は，DSモデルマウスにおい
ても，DS患者由来MGEOsで確認された遺伝子
の発現が変化しているか解析する必要がある。
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Fig. 3　�RNA-seqデータの主成分分析


