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概要 

国立病院機構大阪医療センター・臨床研究センター・先進医療研究開発部（金村米博、

福角勇人）、大阪大学大学院医学系研究科神経内科学（東郷一行、望月秀樹）、群馬大学

（白尾智明）、東京大学大学院薬学系研究科（関野祐子）らの研究グループは共同で、

脳型ドレブリンを指標としたシナプス成熟評価法を開発し、ヒト iPS細胞から分化誘導

して作製したヒト iPS細胞由来神経細胞のシナプス成熟過程の詳細な解析とその成熟度

評価を行い、その特徴を明らかにしました。また、多施設間バリデーション試験を実施

し、頑健性を有するヒト iPS細胞由来神経細胞の分化誘導法の開発に成功しました。本

研究成果は、2021年 10月 11日 9時（日本時間）付で国際科学誌『Molecular Brain』に

掲載されます。 

 

研究の背景 

ヒト iPS細胞から誘導された成熟神経細胞はヒト神経に関する研究や治療法開発に有用

と考えられ、これまで様々な種類の神経細胞への分化誘導法が開発されてきました。ま

たその応用は神経細胞間で情報を伝達するシナプスへも期待されているところです。し

かし、ヒト iPS細胞由来の神経細胞はシナプス形成に時間がかかり、これまでの既報告

ではアストロサイト※1との共培養で促進を行っても数か月かかるとされています。この

ことがヒト iPS細胞由来神経細胞を利用したシナプス研究のボトルネックとなっていま

した。このため短い培養期間で機能的シナプス形成をもたらす手法の開発が待たれます

が、従来までのヒト iPS細胞由来神経細胞のシナプス形成過程の解析は電気生理学的手

法が主に使用され、それ以外の遺伝子・タンパク質発現様式を指標に用いた解析手法は

あまり実施されていません。今後、ヒト iPS細胞由来神経細胞を各種研究に応用してい

くためには、機能的シナプス形成とシナプス関連タンパク質の関係を明らかにして、研

究を進めていく必要がありました。 
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研究の成果 

本研究では、ヒト iPS細胞を神経前駆細胞※2に分化させたあと、神経前駆細胞の段階で

維持・拡大培養を行い、その後に神経細胞を作製しました。この手法では、ヒト iPS細

胞からの直接分化誘導法と比較して、均一性のある神経前駆細胞を簡便な手法で大量に

作り出すことが可能となりました。この神経前駆細胞を神経細胞へ分化誘導させる段階

において、経時的にシナプス形成の解析を行いました（図 1）。 

 

図 1. 研究概要 

 

１．脳型ドレブリン※3を指標としたヒト iPS 細胞由来神経細胞のシナプス成熟評価法

の開発 

本研究では、シナプス成熟に伴い選択的スプライシング※4 を受けて全身型ドレブリン

（ドレブリン E）から発現が切り替わる脳型ドレブリン（ドレブリン A）というタンパ

ク質に着目し、ヒト iPS細胞のシナプス成熟度の評価を行いました。その結果、ドレブ

リン Aが PSD-95
※5等、シナプス後部に発現するその他の主要分子に先駆けてシナプス

部分に発現・集積し、機能的シナプス後構造形成の指標になりうることを明らかにしま

した（図 2）。 
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図 2. ヒト iPS細胞のシナプス成熟度評価法の開発 

(A) 細胞蛍光免疫染色法を用いた経時的なシナプス関連タンパク質発現解析の結果、シナプ

ス前分子である Synaptophysin は早期からの発現を認めた。一方、シナプス後構造にお

いて、ドレブリン A の発現は分化誘導後 35日目頃から確認されたが（白矢頭）、PSD-95

の発現は明らかでなかった。 

(B) 遺伝子発現レベルではドレブリン A、PSD-95 のいずれも経時的な発現上昇を認めてお

り、シナプス形成の方向に向かっていることが確認された。 

(C) ウエスタンブロット法を用いたタンパク質発現解析の結果、異なる 2 株（1210B2 株、

1201C1 株）のヒト iPS 由来神経前駆細胞において、ドレブリン A、PSD-95 のいずれも

分化誘導することでタンパク質発現が上昇することが確認された。 
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２．ドレブリン A発現を指標としたヒト iPS細胞由来神経細胞のシナプス形成過程の

詳細解析とその特徴の解明 

ヒト iPS細胞由来神経細胞における経時的な遺伝子発現解析の結果、シナプス関連分子

の発現は、いずれも転写因子レベルでは上昇することが確認されました（図 2、図 3）。

一方、細胞蛍光免疫染色解析においては、分化誘導後 49 日目の時点で、前シナプス構

造に関連する分子（Synaptophysin）は、シナプス様の局在を呈しながら明瞭に発現した

のに対して、後シナプス構造に関連するドレブリン A、PSD-95 は、シナプス様構造内

における発現と局在が不十分な状態にあることが確認されました（図 2）。多点電極ア

レイを用いてこの状態のヒト iPS細胞由来神経細胞の生理学的機能を評価した結果、明

らかな神経細胞様の電気生理活動は確認されず、ヒト iPS細胞由来神経細胞のシナプス

成熟度は分化誘導後 49日目の時点でもまだ不十分であることが明らかとなりました。 

以上の結果から、ヒト iPS細胞由来神経細胞が機能的シナプスを形成するためには更な

る分化成熟が必要であり、後シナプス関連分子のシナプス構造内での十分な発現と適切

な局在をはじめとする、シナプス後構造の更なる成熟が重要であることが示唆されまし

た。 

 

図 3. ヒト iPS細胞由来神経細胞のシナプス形成過程の遺伝子発現解析結果 

遺伝子発現レベルではドレブリン A、PSD-95 以外のシナプス関連分子についても経時的な

発現上昇を認めた。 

 

３．頑健性を有するヒト iPS細胞由来神経細胞の分化誘導法の開発 

本研究では、ヒト iPS由来細胞は神経前駆細胞の段階で維持・拡大培養を行っています。

本手法は iPS細胞からの直接分化誘導法に比較して、大量に均一性のある細胞を作り出

すことが可能となるメリットを有しますが、これまであまり用いられた報告はありませ

ん。そこで合計 5施設で共通プロトコルに従ってヒト iPS細胞由来神経前駆細胞を神経

細胞に分化させ、その後、各種遺伝子発現の解析を行う多施設間でのバリデーション試

験を実施して本研究で使用した培養方法の再現性を確認しました。その結果、神経前駆

細胞関連遺伝子群は分化に伴い発現が減少する一方、神経細胞関連遺伝子群、シナプス

関連遺伝子群等の発現が上昇することを確認しました（図４）。以上の結果から、本手

法において作製された神経細胞が、細胞分化・成熟に関連する分子を十分に発現し、経

時的に分化していくことを、多施設間で再現性を持って確認することができ、本研究で
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用いたヒト iPS細胞由来神経細胞の分化誘導法は、十分な頑健性を有する手法であるこ

とが確認されました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. 多施設バリデーション試験結果 

共通プロトコルに従って、5施設（A、C、D、E、G）でヒト iPS細胞由来神経前駆細胞

（hiPSC-NSPC）を神経細胞（hiPSC-Neuron）に分化させ、その後、各種遺伝子発現の

解析を実施した。その結果、いずれの施設での培養においても神経前駆細胞関連遺伝子

群は分化に伴い発現が減少する一方、神経細胞関連遺伝子群、シナプス関連遺伝子群、

グルタミン酸受容体関連遺伝子群、アストロサイト関連遺伝子群は発現が上昇すること

を確認した。 
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研究成果の意義 

ヒトの神経疾患においてアルツハイマー病やパーキンソン病、自閉症などシナプス機能

障害が関わるとされる疾患が数多くあり、シナプス機能を対象とした研究には今後の展

開が期待されています。本研究では、樹状突起スパインのアクチン細胞骨格を安定化さ

せる脳型ドレブリン（ドレブリン A）がシナプス形成度評価の指標の 1つになることを

明らかにしました。シナプス形成での電気生理学的評価以外に加えて、本研究で得られ

た成果を新たな指標として用いることで、ヒト iPS細胞由来のシナプス成熟過程をより

客観的・定量的に評価することが可能となり生理学的・病理学的研究やシナプス機能障

害を標的とした治療といったさらなる発展に貢献することが期待されます。 

 

本研究への支援 

本研究は、国立研究開発法人日本医療研究開発機構（AMED）の再生医療実現拠点ネッ

トワークプログラム、疾患特異的 iPS細胞の利活用促進・難病研究加速プログラム「2.5

次元共培養系を用いたヒト神経細胞シナプス成熟法の開発」、再生医療実現拠点ネット

ワークプログラム「疾患・組織別実用化研究拠点」（拠点Ａ）「iPS 細胞由来神経前駆細

胞を用いた脊髄損傷・脳梗塞の再生医療 」、再生医療実用化研究事業「創薬のためのイ

ンビトロ脳機能評価法の確立と標準化ヒト神経細胞の開発」、科学研究費助成事業・基

盤研究(C)「ヒト神経細胞の低酸素・虚血ストレス障害発生メカニズム解析と新規治療

法開発」（JP18K08958）の支援のもとでおこなわれたものです。 

 

用語説明 

※1アストロサイト 

脳を構成する細胞の一種で神経細胞に栄養を与えたり、神経細胞の生存と働きを助けた

りする機能を持つ。 

 

※2 神経前駆細胞 

神経系の未分化細胞であり、自己増殖することが可能で神経細胞とグリア細胞に分化す

ることができる。 

 

※3 ドレブリン 

アクチン線維の形を決めるアクチン結合蛋白質の 1 つで、ヒトでは全身型ドレブリン

（ドレブリン E）および脳型ドレブリン（ドレブリン A）の２種類が存在しているとさ

れている。これまでの研究で神経細胞ではその成熟とともにドレブリン Eからドレブリ

ン A に切り替わるとされている。ドレブリン A は神経細胞の樹状突起スパインを構成
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するアクチン細胞骨格を安定化させている。 

 

※4 選択的スプライシング 

１つの遺伝子から複数の mRNA を生成する機構。この機構により１つの遺伝子から異

なる複数のタンパク質を作り出すことが可能とされている。 

 

※5 PSD-95 

シナプス後部の主要なタンパク質の１つ。 
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