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研究成果の概要（和文）：iPS細胞を用いた神経変性疾患の病態解析システムの開発と応用：構築したシステム
を応用し、運動ニューロン疾患の発症に関与する可能性がある分子を、トランスクリプトーム解析により複数同
定した。イメージングサイトメーターを用いた薬剤スクリーニングを行い、それぞれの分子に対する阻害剤を添
加することにより、一部の表現型の改善傾向が認められた。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of molecular pathogenesis and drug screening using 
disease-specific iPS cells: several molecules were identified that may be involved in disease 
pathogenesis. A trend towards improvement of some phenotypes was observed with the addition of the 
respective inhibitors.

研究分野： 神経科学

キーワード： 運動ニューロン　骨格筋　iPS細胞　運動ニューロン疾患　タイムラプスイメージング　オプトジェネテ
ィクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築するシステムを、様々な運動ニューロン疾患、筋疾患、そして神経筋接合部疾患の疾患特異的iPS
細胞に応用することで、患者由来運動ニューロンや骨格筋を用いた解析が可能になる。また、本解析で進める解
析法は、神経・筋病態の解明に応用可能であり、神経・筋疾患における新たな病態解明と治療開発へと発展す
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 

運動ニューロン疾患では、運動ニューロンにおける病態のみならず、骨格筋との相互作用が病
態に大きく寄与すると考えられている。そのため、神経筋接合部（Neuromuscular junction; NMJ）
を介した運動ニューロンと骨格筋の相互作用を詳細に解析できるモデルの開発が求められてき
た。しかし、運動ニューロンと骨格筋の相互作用を一つの機能単位（神経筋ユニット）として捉
えた疾患モデルの報告は乏しく、その分子病態は不明な点が多い。 

２．研究の目的 

ヒト iPS 細胞から誘導した運動ニューロンと骨格筋を共培養することで、神経・筋疾患の分
子メカニズムの解明と新たな治療標的の探索につながる機能的神経・筋モデルを構築する。 

３．研究の方法 

（1）iPS 細胞由来骨格筋の成熟促進 
NMJ の効率的形成には、骨格筋の成熟分化が必要不可欠である。Hu5/E18 からの myotube形成

には Ultroser-G を添加した培地で未分化状態を維持することが必須である（Tanaka et al., in 
prep）。また、C2C12 では myotube 形成開始後に TGFを阻害すると myotube 形成が亢進する（Watt 
et al., 2010）。そこで、Ultroser-G や TGF阻害剤（SB431542）を使用し myotube 形成の促進効
果を検討し、骨格筋の成熟分化条件を検討する。 
（2）NMJ レポーターを用いた NMJ の可視化と動的変化の解明 
申請者は NMJ レポーターを作成し、NMJ 形成を可視化・定量化することに成功している。iPS

細胞由来骨格筋にレンチウイルスを用いて NMJ レポーターを導入し、HB9e438::mRFP により可視
化したヒト iPS 細胞由来運動ニューロンと共培養し、HB9e438::mRFP 陽性軸索の投射部位での NMJ
レポーターのクラスタリングが検出できるかどうか検討する。さらに共焦点レーザー顕微鏡
（LSM700）を用いたタイムラプスイメージングにより NMJ 形成を経時的に捉えることができる
かどうか検討する。 
（3）NMJ 機能評価システムの構築 
①Microelectrode array（MEA） 
機能的な NMJ が形成されているかどうか検討するため、MEA プローブ上で運動ニューロンと骨

格筋の共培養を行い、運動ニューロン刺激により誘発される骨格筋の活動電位を記録し NMJ の
シナプス機能異常を明らかにする。 
②カルシウムイメージングを用いた解析 
光感受性タンパク ChrimsonR-mKate2 を導入した運動ニューロンと、細胞内 Ca2+濃度を可視化

する蛍光プローブ（G-CaMP6s）を導入した骨格筋とを共培養し（作成済のレンチウイルスで導入）、
600nm の赤色光で運動ニューロンの活動電位を誘発し、所属研究室に導入済みの Ca2+イメージン
グシステム（IX83-ORCA Flash）により骨格筋における筋活動を検出する。 
（4）神経・筋疾患の分子病態解析システムの構築 
トランスクリプトーム解析（RNAseq）を行うことで、神経・筋病態を担う分子変化や細胞内シ

グナル変化（パスウェイ解析）を同定する。同定した分子を標的としたノックダウンや細胞内シ
グナルに対する阻害剤を用いたレスキュー実験を行い、神経・筋病態を担う分子メカニズムを明
らかにする。 
（5）神経・筋共培養システムを用いた薬剤スクリーニングシステムの開発 
神経・筋相互作用を標的とした新規治療法の開発を行う。HB9e438::mRFP により標識された運動

ニューロンとNMJレポーターを導入した骨格筋とを96wellイメージングプレート上で共培養し、
イメージングサイトメーター（IN Cell Analyzer 6000）を用いて一括解析することで、NMJ 形
成と神経細胞死（AnnexinV-Alexa647）を指標とした High content analysis（HCA）によるスク
リーニングシステムを構築する。 
（6）疾患 iPS 細胞を用いた NMJ 病態の解明 
①NMJ の動態と機能性評価 
構築したシステムを応用し、球脊髄性筋萎縮症（SBMA）や筋萎縮性側索硬化症（ALS）などの

運動ニューロン疾患の疾患特異的 iPS 細胞を用いた神経・筋病態の解析を行う。特に、NMJ レポ
ーターを指標とした AChR の clustering （成熟 NMJ の形成）の定量解析を行い、NMJ 形成能（NMJ
の形成と退縮、形態や数）についての解析を行う。また、オプトジェネティクスのモデルを用い
た機能的検証、電子顕微鏡による終板の微細構造解析による形態学的検証を行い、NMJ の病態を
明らかにする。また、変異遺伝子を CRISPR/Cas9 によるゲノム編集で正常化し（SBMA において
は構築済）、遺伝的バックグランドが同一の（isogenic）コントロール iPS 細胞を作製し
（Footprint-free system）、病態をレスキューできるか検討する。 
②分子病態の解明と薬剤スクリーニング 
構築したシステムを用いて、同定した分子変化やシグナルを標的とした薬剤、あるいは既存薬

ライブラリーを用いたスクリーニングを行い、神経・筋病態を標的とした治療薬探索を行う。有
効性がみられた候補薬剤については、iPS 細胞を用いたモデルでの有効性、安全性を検証し、最
終的にはモデルマウスへ投与してその有効性、安全性を検証する。 



 
４．研究成果 
（1）TGFシグナルに着目した iPS 細胞由来骨格筋の成熟促進 
Ultroser-G や TGF阻害剤（SB431542）を使用することで、myotube 形成の促進効果が認めら

れ、骨格筋の成熟分化条件を決定した。 
（2）NMJ レポーターを用いた NMJ の可視化と動的変化の解明 
申請者は NMJ レポーターを作成し、NMJ 形成を可視化・定量化することに成功している。iPS

細胞由来骨格筋にレンチウイルスを用いて NMJ レポーターを導入し、HB9e438::mRFP により可視
化したヒト iPS 細胞由来運動ニューロンと共培養したところ、HB9e438::mRFP 陽性軸索の投射部
位で NMJ レポーターのクラスタリングが検出された。さらに共焦点レーザー顕微鏡（LSM700）を
用いたタイムラプスイメージングにより NMJ 形成を経時的に捉えることに成功した。このシス
テムを神経・筋疾患の疾患特異的 iPS 細胞に応用することで NMJ がそもそも形成されないのか、
一旦形成された NMJ が退縮するのかを明らかにできる。 
（3）NMJ 機能評価システムの構築 
光感受性チャネルロドプシン（ChR2-EGFP）発現 iPS 由来運動ニューロンを、MEA 上で骨格筋

細胞と共培養したところ 460nm の青色光による神経刺激で誘導される活動電位が AChR 遮断薬ベ
クロニウムにより抑制されたため、機能的な NMJ が形成されていることを確認した。 
（4）神経・筋共培養システムを用いた薬剤スクリーニングシステムの開発 
神経・筋相互作用を標的とした新規治療法の開発を行った。HB9e438::mRFP により標識された運

動ニューロンと NMJ レポーターを導入した骨格筋とを 96well イメージングプレート上で共培養
し、イメージングサイトメーター（IN Cell Analyzer 6000）を用いて一括解析することで、NMJ
形成（NMJ レポーター）を指標とした High content analysis（HCA）によるスクリーニングシス
テムを構築した。 
（5）疾患 iPS 細胞を用いた NMJ 病態の解明 
①NMJ の動態と機能性評価 
構築したシステムを応用し、球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の運動ニューロン疾患の疾患特異的 iPS

細胞を用いた神経・筋病態の解析を行った。特に、NMJレポーターを指標としたAChRのclustering 
（成熟 NMJ の形成）の定量解析を行い、NMJ形成能（NMJ の形成と退縮、形態や数）についての
解析を行った。また、オプトジェネティクスのモデルを用いた機能的検証、電子顕微鏡による終
板の微細構造解析による形態学的検証を行い、NMJ の病態の一端を明らかにした。 
②神経・筋疾患の分子病態の解析 
トランスクリプトーム解析（RNAseq）を行うことで、神経・筋病態を担う分子変化や細胞内シ

グナル変化（パスウェイ解析）を同定した。同定した分子を標的としたノックダウンや細胞内シ
グナルに対する阻害剤を用いたレスキュー実験を行い、神経・筋病態を担う分子メカニズムの一
端を明らかにした。  
③分子病態の解明と薬剤スクリーニング 
構築したシステムを用いて、同定した分子変化やシグナルを標的とした薬剤を用いたスクリ

ーニングを行い、神経・筋病態を標的とした治療薬探索を行った。 
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