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研究成果の概要（和文）：ラット培養ニューロンで蓄積したAβによる神経毒性発現機序がヒトニューロンにお
いても重要であるかを検証し、ヒトニューロンを用いた薬効評価系の構築を目指した。最初にiPS細胞から神経
幹細胞への分化を行い、フィーダー細胞を必要としない神経幹細胞を得た。また、ニューロン－アストロサイト
の相互作用による細胞毒性への影響については、ラット培養ニューロン単独培養およびラット培養ニューロン－
アストロサイトの混合培養を用いて検討を行ったところ、ニューロンとアストロサイトの相互作用によって、ニ
ューロンへのAβへの感受性が変化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether the mechanism of Aβ-induced neurotoxicity 
accumulated in rat cultured neurons applied to human neurons and aimed to construct human iPS-based 
drug evaluation system for Alzheimer's disease. First, iPS cells were differentiated into neural 
stem cells (NSCs), and we obtained hiPS-differentiated NSCs which were not requiring feeder cells. 
Next, we examined that effect of neuron-astrocyte interaction on cytotoxicity using rat neuron 
monoculture and rat neuron-astrocyte mixed culture. It is suggested that the interaction between 
neuron and astrocyte reduce the susceptibility to Aβ-induced neurotoxicity.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト iPS由来ニューロンを用いたアルツハ

イマー病（AD）治療薬開発に向けた薬効評
価系としては、Xu らによりアミロイド β タ
ンパク質（Aβ）がニューロン死を誘発するこ
とを報告した（Stem Cell Research, 2013）
が、ニューロン死誘発には高濃度の Aβ が必
要であった。また、シナプス毒性を評価する
実験系としてはげっ歯類の脳スライスを用
いた評価系が頻用されているが、ヒトニュー
ロンにおける評価系は開発されていない。本
研究の遂行により新規実験系を開発するこ
とで、ヒトニューロンに対する細胞毒性なら
びにシナプス毒性に対する有用な薬物の開
発に貢献すると期待できる。 
 AD 治療薬開発に用いられているモデル動
物は主にマウスである。また in vitro 薬効評
価系としては、我々も含めラット・マウスと
いったげっ歯類が多用されてきた。しかしな
がら、これら動物細胞を用いた創薬研究では
AD の新規治療薬の開発は成功していないの
が現状である。そこで、モデル動物では再現
出来ていないヒトニューロンに特有な現象
を検証する必要があると考え、本研究ではヒ
ト iPS細胞由来ニューロンおよびアストロサ
イトを用いて、げっ歯類を用いた培養ニュー
ロンで蓄積してきた成果を検証するという
着想に至った。 
これまでに我々は、ラット培養大脳皮質ニ

ューロンを用いて Aβ 誘発神経細胞死に際し
て、特異的な立体構造である毒性コンホマー
の重要性を報告し、さらにその毒性発現機序
には Aβ の凝集と酸化ストレスの増大が重要
な役割を果たすことを報告した (ACS 
Neurosci,2012)。本研究において、これらの
研究成果がヒトニューロンにおいても適用
できるのかについて明らかにする。さらに、
これまでに Aβ によるシナプス毒性について
もマウスの急性スライスにより電気生理学
的手法を用いることにより報告してきた
（Eur J Pharmacol, 2008）。したがって、本
研究では、ヒト iPS 細胞由来ニューロンおよ
びアストロサイトを共培養することにより
形成したシナプス機能を測定することによ
り、Aβ によるシナプス毒性について検討す
ることを目指した。 
 
２．研究の目的 

AD は進行性の神経変性疾患であり、広範
な神経脱落が観察されるが、ニューロン保護
に基づく治療薬の開発には成功していない。
その一因にはヒト細胞を用いた適切な薬効

評価系の開発が遅れていることが挙げられ
る。そこで、本研究ではヒト iPS 由来中枢神
経系細胞を用いて、画期的な AD 治療薬開発
に有用な以下の２つの薬効評価系を構築す
ることである。 
◯ヒト iPS 由来ニューロンに対する Aβ 変異
体を用いたニューロン保護の評価系の構築 
◯ヒト iPS由来ニューロンおよびアストロサ
イトの混合培養によるシナプス毒性の評価
系の構築 
本研究の遂行により、従来のげっ歯類であ

るラット、マウスの培養ニューロンで蓄積し
た神経脱落機序がヒトニューロンにおいて
も重要であるかを検証するとともに、ヒトニ
ューロンを用いた薬効評価が可能になり、新
たな AD 治療薬開発に貢献することが期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
新規実験系の構築ならびに有用性を明ら

かにするため、以下の 2 つの項目について研
究を進める。 

 
A)ヒト iPS 由来ニューロンに対する Aβ 変異
体を用いたニューロン保護の評価系の構築 
A-1. ヒト iPS 細胞由来ニューロンにおける

Aβ 毒性の検出：ヒト iPS 由来ニューロ
ンに野生型および変異体 Aβ を投与し
ニューロン死を評価する。 

A-2. ヒト iPS 細胞由来ニューロンにおける
Aβ 毒性メカニズムの解析：A-1 で得ら
れた Aβ 毒性のメカニズムをラット初
代培養ニューロンで得られた結果と比
較しながら解析する。 

 
B)ヒト iPS由来ニューロンおよびアストロサ
イトの混合培養によるシナプス毒性の評価
系の構築：ヒト iPS 由来ニューロンおよびア
ストロサイトを共培養し、形態的および機能
的にシナプスを評価し、Aβ によるシナプス
毒性の評価系を確立する。 
 
４．研究成果 
これまでラット培養大脳皮質ニューロン

を用いた検討により、Aβ 処置により神経細
胞死が誘発されることを示してきた。本研究
においては、ヒト iPS 細胞由来ニューロンを
用いて、Aβ 毒性の発現ならびに薬効評価系
を構築することを目的としている。その基礎
的データとしてまず PC12 細胞を用いて、用
いる実験資材ならびに試薬の妥当性につい
て評価を行った。PC12 細胞を 96 well plate



ならびに 384 well plate に播種し、WST-1 な
どのいくつかの細胞毒性検出試薬を用いて、
その細胞生存率の測定を行ったところ、96 
well plate を 用 い て 、 CellTiter-Glo 
Luminescent Cell viability Assay を用いた
際に再現性良く毒性の検出ができ、薬効評価
系としての利用に向いていることが明らか
となった。 
さらにニューロン－アストロサイトの相

互作用による細胞死の変化については、ラッ
ト培養ニューロン単独培養およびラット培
養ニューロン－アストロサイトの混合培養
を用いて検討を行った。ニューロン単独培養
においては、Aβ 毒性は観察されたが、混合
培養系においてはその毒性の発現が顕著に
減弱した。したがって、ニューロンとアスト
ロサイトの相互作用によって、ニューロンへ
の Aβ への感受性が変化することが示唆され
た。 
続いて、ヒト由来 iPS 細胞からのニューロ

ンへの分化誘導について検討を行った。まず
iPS 細胞から神経幹細胞への分化を行い、フ
ィーダー細胞を必要としない神経幹細胞へ
と分化させた。これらをストックし、増殖さ
せることで継代可能な iPS細胞由来神経幹細
胞を得た。次に、この細胞に Aβ や酸化スト
レスをはじめとする各種細胞毒を添加する
ことにより細胞死を誘導した。しかし、ラッ
ト初代培養大脳皮質ニューロンと比較して
各種神経毒に対する感受性は低く、より高濃
度の神経毒を投与しなければ細胞死は誘発
できなかった。続いて、これらの神経毒によ
って惹起されるヒト iPS由来神経幹細胞にお
けるタンパク発現量の変化を 2次元電気泳動
に基づいたプロファイリングによって検出
を試みた。まず、代表的な酸化ストレスとし
て過酸化水素を処置した後、細胞を回収し、
そのタンパク発現量の変化を検討した。過酸
化水素処置により 2次元電気泳動像は変化を
起こし、そのパターンは酸化ストレスの代表
例としてストックした。Aβ を含めた他の神
経毒によるタンパク発現量の変化について
も今後蓄積を行う予定である。 
次に、ニューロンとアストロサイトの相互

作用により発現変化するタンパク性の機能
分子の同定を進めた。ラット由来アストロサ
イトをニューロンと混合培養した後、アスト
ロサイトのみを分離したものとアストロサ
イトのみで培養したものの両者からタンパ
ク質を回収しその発現量の差異をマイクロ
アレイ解析により行った。その結果ケモカイ
ン類の発現量が変化していた。さらにこれら

のケモカイン類をニューロンのみの培養に
添加することによりニューロンのグルタミ
ン酸毒性に対する感受性を低下させた。以上
の結果より、アストロサイトはニューロンと
の接触によりケモカイン類の産生を増加さ
せ、ニューロンに対して保護作用を有するこ
とが示唆された。 
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