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研究成果の概要（和文）：　近年、iPS細胞を用いた神経変性疾患モデルでは脳内環境の複雑なネットワークを
再現する必要があると考えられるようになり、三次元培養が注目されている。しかし、高齢期の脳構造をin 
vitroで再現することは困難であり、患者剖検脳で観察される病態を明確に検出することができていない。
　本研究は、従来の2D培養を使用しながら、加齢と細胞間相互作用を含む脳内環境の模倣を組み合わせることに
よる神経変性疾患の病態解析システムを構築し、従来の単独培養や3次元培養で実現出来なかった高精度な病態
解析と創薬を実現する基盤システムを開発した。これらの研究成果は、適宜学会で発表し、一部は特許申請を行
った。

研究成果の概要（英文）：　In recent years, it has become necessary to reproduce the complex network 
of the brain environment in iPS cell-based neurodegenerative disease models, and three-dimensional 
culture has been attracting attention. However, it is difficult to reproduce the brain structure 
during aging, and the pathological conditions observed in patient autopsy brains have not been 
clearly detected.
　In this study, while using conventional 2D culture, we constructed a pathological analysis system 
for neurodegenerative diseases by combining aging and mimicry of the brain environment including 
cell-cell interactions, and developed a basic system to achieve highly accurate pathological 
analysis and drug discovery, which could not be achieved by conventional stand-alone culture or 3D 
culture. These research results were presented at conferences as appropriate, and some of them were 
applied for patents.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で確立された技術は、多検体の高齢発症神経変性疾患病態解析や創薬スクリーニングに適した手法の開
発を目的として構築した基盤システムであり、従来の単層培養法と比較してして高精度な結果を得ることができ
る。さらに、時間軸・脳内環境を模倣したモデルのため、ヒト剖検脳に近いデータを取得できる可能性を秘めて
いる。また、様々な神経変性疾患にも応用可能なシステムなため、効率的に病態表現型や創薬スクリーニング行
うことができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在、ヒトの平均寿命は長くなり、国際的にも高齢社会化が進んでいる。加齢と深く関与して
いる疾患として、アルツハイマー病やパーキンソン病とを含む神経変性疾患を患うヒトの増加
が懸念されている。神経変性疾患には根本的な治療は存在しておらず、いまだに対処療法が主で
ある。 
これまでの iPS細胞を用いた神経変性疾患の研究は、ニューロン (Stem Cell Reports. 2017
など )、グリア系細胞 (Stem Cell Reports. 2014など)といったそれぞれの細胞における病態に
焦点を当てている。一方で、近年の神経変性疾患研究では、これまでニューロンが主たる病因と
考えられてきた疾患においても、グリア系細胞による病態への寄与(Trends Neurosci. 2017, 
Neurotherapeutics. 2010など )が明らかになってきた。従って iPS細胞を用いた神経変性疾患
モデルにおいても脳内環境の複雑なネットワークを再現する必要があると考えられるようにな
った。この問題を解決するために、脳構造と老化を模倣したモデルとしてオルガノイドが近年着
目されている。しかしながら煩雑で長期的な培養が必要な現在のオルガノイド培養法では、高齢
期の脳構造を再現することは困難であり、患者剖検脳で観察される病態を明確に検出すること
ができない。一方で、平面培養(2D 培養)による神経変性疾患の解析システムは、創薬などのハ
イスループット化の実現に関しては比較的容易な方法であるが、脳内環境を模倣していないと
いう点で in vivoにおける完全な病態の再現性に改良の余地がある。それに加えて一部のパーキ
ンソン病やアルツハイマー病など高齢期に発症にする異常タンパク質凝集を有する神経変性疾
患については、数十日程度の長期間培養を行っても患者で数十年かかる病態変化を再現するこ
とが難しい。また、病態に関与する異常タンパク質を in vitroで検出することは、ヒト剖検脳と
比較して明確な病態表現型を観察することは困難であった。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、従来の 2D培養を使用しながら、加齢と細胞間相互作用を含む脳内環境の模
倣を組み合わせることによる神経変性疾患の病態解析システムを構築し、従来の単独培養やオ
ルガノイドで実現出来なかった高精度な病態解析と創薬を実現することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 申請者が同定した老化を促進させる化合物 JA１ (特許出願中)を用いることで、iPS 細胞
由来神経細胞の老化速度を速めることに成功している。化合物を用いない長期培養と化合物に
より老化が促進された短期培養を比較し、JA1 が老化速度をどれくらい早めるかの検証を行った。 
 
(2)JA１が誘導する老化促進現象がヒト体細胞の加齢とどの程度類似しているのかを検証する
ため、マイクロアレイを用いた解析を行った。 
 
(3)申請者が誘導法を確立した iPS 細胞由来アストロサイトとニューロンの共培養を用いて、
経時的に同期バースト発火やスパイク数の変動をマルチ電極アレイで測定した。単層培養およ
び共培養時における成熟指標(同期バーストやスパイク数)への影響を検証した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト iPS 細胞を用いた神経疾患モデルは、分化成熟速度が
極端に遅いため高齢発症神経変性疾患の病態表現型検出に長期間
の培養を要することが大きな課題である。この課題を解決するため
に、iPS 細胞由来神経細胞に早老症遺伝子(progerin）の導入（Cell 
Stem Cell. 2013）やテロメア合成酵素の阻害（Cell Stem Reports. 
2016）といった方法が確立されてきた。しかしながら、これらの方
法は煩雑な技術が必要であり、神経細胞の老化を微弱にしか促進さ
せることができない。 
 我々は、先行研究にて同定した JA1 が iPS 細胞由来神経細胞の成
熟・老化速度を促進すること確認しているが、どの程度短縮できる
かは不明であった。そこで、化合物 JA１を処理した iPS 細胞由来神
経細胞と化合物を使用していない長期培養した iPS 細胞由来神経
細胞を比較してどの程度の影響があるかをイメージングサイトメ
ーターで解析した。JA１を処理せずに 14 日間培養した神経細胞で
は、老化マーカーである SA-Gal 陽性の細胞が約 20％と低値であ
った。また、36 日間培養を行った神経細胞(長期間培養)では、約



50％の神経細胞が SA-Gal 陽性であり、培養日数依存的に老化細胞が増加していることが確認
された。一方で、JA1 を 14 日間処理して培養した iPS 細胞由来神経細胞では、約 50％の神経細
胞が SA-Gal 陽性が確認された。このことから、JA１を処理することにより、半分の培養期間
で老化細胞した神経細胞へと分化させることが可能であることを見出した。他のマーカーであ
る、LaminB1 の発現低下、テロメアの短縮やタンパク質分解機能の低下といった他の老化表現型
に関しても同様に短縮できることが観察された。これらの結果から、化合物 JA１を用いた培養
システムは、成熟/老化を促進させることにより病態特異的な表現型を検出することが困難であ
る神経変性疾患に対して有用なツールとして期待できる。現在、パーキンソン病 iPS 細胞由来神
経細胞やアルツハイマー病 iPS 細胞由来神経細胞に応用しているが、これまで長期間必要だっ
た病態表現系を短期間の培養で取得できることを確認できている。 
 
(2)JA１を処理することにより、老化速度の促
進がヒト体細胞の加齢と同じであるかを検証す
るためマイクロアレイを用いた網羅的解析を行
った。JA1 を 72 時間処理した若年性線維芽細胞と
無処理の若年性線維芽細胞を比較した結果、発現
が増加した遺伝子は 144 遺伝子、発現が低下する
遺伝子は 110 遺伝子あることを見出した。次に、
若年性線維芽細胞と高齢の線維芽細胞の遺伝子
パターンを比較し、JA１処理依存的に変動した遺
伝子との一致率を算出した。その結果、JA1 を処
理により発現が増加した遺伝子の約 27％(114 遺
伝子中 40 遺伝子)、発現が低下した遺伝子では
47%(110 遺伝子中 52遺伝子)が一致していることが分かった。また、若年性線維芽細胞に JA1 を
処理することにより、高齢性線維芽細胞と同等の SA-Gal 陽性細胞、老化特異的な表現型を有す
ることを確認している。  
このことから、JA１処理による遺伝子の変動は、ヒト体細胞の加齢による遺伝子変動パターン
と似ていることから、ヒトの加齢を模倣している可能性が示唆された。 
 
(3)これまでの iPS 細胞を用いた神経変性疾患の研究は、ニューロン、グリア系細胞といった
それぞれの疾患感受性細胞そのものにおける病態に焦点を当てている。しかしながら、近年の神
経変性疾患研究ではこれまでニューロンが主たる病因と考えられてきた疾患においても、グリ
ア系細胞による病態への寄与(Nature.2020, Trends Neurosci. 2017, Neurotherapeutics. 2010
など )が明らかになってきた。従って iPS 細胞を用いた神経変性疾患モデルにおいても脳内環
境の複雑なネットワークを再現する必要があると考えられるようになった。この問題を解決す
るために、脳構造を模倣したモデルを作製する必要がある。 
我々は、iPS 細胞からアストロサイトを約 50 日程度で分化させる方法を確立している。脳内
環境を模倣するため、iPS 細胞由来神経細胞と iPS
細胞由来アストロサイトを共培養することにより、
脳内の複雑なネットワークと神経成熟を促進させ
るシステムを開発した。神経ネットワーク構築の評
価は、マルチ電極アレイ(MEA) system を使用して、
①神経成熟の指標として発火頻度(Firing Rate)、
②神経細胞間のネットワーク構築を評価する指標
として同期バースト(Network Bursts)を計測した。
MEA で測定した結果、神経細胞の単培養では 27 日
間培養しても同期バーストは観察されず、神経のネ
ットワークが構築されていないことが観察され、発
火頻度も 1Hz と非常に低かった。一方で、iPS 細胞
由来神経細胞/アストロサイトを共培養した well
では、培養 27 日目に同期バーストが頻繁に観察さ
れ、単培養と比較して有意に増加していることが観
察された。発火頻度においても、単培養と比較する
と 3倍程度増加していた。このことから、我々が構
築した共培養システムは従来の単層培養と比較し
て、神経成熟速度・ネットワーク形成を促進させる
ことで、脳内環境を模倣できていることが示唆され
た。 
 
本研究において以上(1)-(3)の結果を得ることで、高齢発症神経変性疾患に対する新たな技術
を確立することができた。近年、脳構造を模倣したモデルとしてオルガノイドなどの 3次元培養
のオルガノイドが着目されているが、形態の均一性という観点からは薬剤スクリーニングなど



には不向きであるという大きな欠点が存在する。我々が構築している時間軸・脳構造を模倣した
２D培養モデルは、加齢や細胞間相互作用といった脳内の環境・ネットワークを均一に再現でき
るシステムである。本研究で構築した２D培養モデルは、多検体の神経変性疾患を対象とした精
度の高い病態解析や創薬スクリーニングに有用なモデルとなり得る。 
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