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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
和文 
運動ニューロンでの特徴的な構造である軸索に着目し、神経細胞の極性を制御し、かつ樹状突起や軸索を取り

囲む特異的な微細環境を再現することができる iPS 細胞由来の運動ニューロンの新たな培養法の確立を目的と

した。 
東北大学神経内科グループでは家族性 ALS 家系を集積し、SOD1 変異に次いで多い 13 家系に Fused in 
Sarcoma (FUS)遺伝子変異を同定し臨床型をMuscle Nerve 誌に報告した。2015 年度にFUS-H517D 変異お

よびアイソジェニックコントロールラインの運動ニューロン分化、酸化的ストレス刺激等による表現型の解析

をおこなった。RNA シークエンスサンプル調製・網羅的遺伝子発現解析を準備した。2016 年度には RNA シ
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ークエンス解析・治療標的分子の抽出をおこなった。マイクロ流体デバイスを用いた培養系を確立し、軸索特異

的に変化したFUS病態関連遺伝子のリストを抽出した。また、蛍光マーカーにより軸索流を可視化することに

成功している。介入実験により表現型を解析している。iPS細胞のアイソジェニックラインも作成し、分化運動

ニューロンのRNA代謝異常について慶應大学・岡野研究室と共同でStem Cell Reports誌に報告した。また、

hNRNPA1 に関する遺伝子解析結果に関して Neurology Genetics 誌に報告し同家系の罹患者から hnRNPA1
変異を持つ iPS細胞を樹立した。hnRNPA1変異 iPS細胞の運動ニューロン分化、酸化的ストレス刺激等によ

る表現型を検討した。2016年度にhnRNPA1変異 iPS細胞の骨格筋分化を行っている。 
東海大学グループではALS2変異病態に関しては網羅的遺伝子発現の解析として iPSCs及びそれから分化誘導

した MNPs(Motor neuron precursors)をサンプルとして用いて、mRNA-Seq 解析を行った。実験には、2 名

ALS2患者、非患者1名、健常者3名由来の iPSCsを用いた。疾患発症分子機構の解明として得られたデータ

を解析し、ALS2患者由来MNPs特異的にみられる遺伝子発現量の増減について実験の再現性を検証している。 
新規培養法の確立として東海大学工学部機械工学科木村啓志准教授との共同研究によって作製したマイクロ流

体デバイスを用いて、マウス由来初代神経培養細胞及び iPSC由来MNPsを播種し、培養する方法を確立した。

さらに疾患表現型評価方法の確立としてマウス由来初代神経培養細胞を用いて、酸性小胞を可視化し、その動

態をリアルタイムで観察する条件を設定した。得られた動画から、Kymographを作成し、その軌跡を用いて小

胞動態を定量的に解析する手法を確立した。その手法を用いて、ALSマウスモデル由来初代培養神経細胞の酸

性小胞の動態を野生型マウスのそれと比較した。その結果、ALSマウスモデル由来の神経細胞の軸索の先端部

において、その酸性小胞の総数は変化しないが、輸送小胞数が増加していることが明らかとなった。よって、マ

イクロ流体デバイスを用い、軸索輸送の動態を指標としたALS疾患表現型を評価することが可能となった。こ

の手法を用いて、ALS2iPSC 由来 MNPs から最終分化した運動ニューロンの軸索輸送の解析に着手した。ま

た、iPSC由来MNPsに最適化したデバイスのデザイン、及び試作をおこなった。 
 
英文 
Focusing on the axon, a characteristic structure of motor neurons, our purpose is to establish the new cell 
culture method using iPS cell-derived motor neurons. At Tohoku University, among the familial ALS cases 
we collected, we identified Fused in Sarcoma (FUS) gene mutation in 13 families, and reported clinical 
phenotypes to Muscle and Nerve. We analyzed cellular phenotypes of FUS p.H517D mutant using isogenic 
control line mixed with oxidative stress stimulation. We also prepared RNA-seq samples. We established a 
culture system using a microfluidic device and extracted a list of genes related to FUS-mutant 
pathomechanism which changed in axon specifically. In addition, we succeeded in visualizing axonal flow 
with fluorescent markers. We also reported abnormal RNA metabolism of differentiated motor neurons in 
FUS mutant cells to Stem Cell Reports in collaboration with Okano Laboratory at Keio University. We also 
reported hnRNPA1 mutant case to Neurology Genetics. We established iPS cells with hnRNPA1 mutation. 
We performed skeletal muscle differentiation of hnRNPA1 mutant iPS cells and prepared for omics analysis. 
At Tokai University, for ALS2 mutant, RNA-Seq analysis was performed using iPSCs and MNPs (Motor 
neuron precursors). iPSCs from 2 ALS2 patients, 1 healthy in the same family and 3 healthy subjects were 
used. We analyzed the data obtained as a clarification of the mechanism of disease onset and verified the 
reproducibility of the experiment. We also tried to establish a method to culture mouse-derived primary 
neurons and iPSC-derived MNPs using a microfluidic device prepared in collaboration with Keiji Kimura at 
Tokai University Faculty of Engineering. To evaluate a disease phenotype, we used mouse-derived primary 
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neurons to visualize acidic vesicles in real time settings. From the obtained motion picture, Kymograph was 
created and quantified. By using this method, the behavior of acidic vesicles of primary cultured neurons 
derived from ALS mouse model was compared with that of wild type mouse. The total number of acidic 
vesicles does not change but the number of transported vesicles increases at the apical part of the axon of 
neurons derived from the ALS mouse model. Using this method, we started to analyze the axonal transport 
of motor neurons terminally differentiated from ALS2iPSC-derived MNPs.  
 

 研究開発分担者による報告の場合 
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