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iPS細胞由来神経細胞を用いた薬剤評価系の開発 
Development of Drug Assay System Based on iPS Cell-Derived Neurons 
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要  旨  _________________________________________________  
神経系疾患の多くは，依然として有効な治療法が限られている．iPS細胞から分化させた

神経細胞は，疾患メカニズムの解析や治療薬候補の探索への応用が期待されている．リコー

のバイオメディカル事業では，独自の分化技術によりiPS細胞由来の神経系細胞を用いた薬

物評価技術を開発・整備してきた．本稿では，これらの技術のうち，電極による神経活動の

測定，神経細胞の成熟化，アルツハイマー病患者由来細胞の解析について紹介する． 

 

ABSTRACT  _________________________________________________  
The effectiveness of therapeutic treatments for many neurological diseases remains extremely limited. 

Neurons generated from iPS cells are expected to contribute to the analysis of disease mechanisms and 

the development of therapeutic drug candidates. As part of Ricoh's biomedical business, we have 

developed technologies for drug evaluation using neuronal cells differentiated from iPS cells using 

unique differentiation techniques. Among these technologies, we describe recent progress in neuronal 

activity measurement with multi-electrodes, maturation of neurons, and analysis of neurons derived 

from Alzheimer's patients. 
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1. 背景 

神経系の疾患には治療の有効性が極めて限られて

いるものが多く残っている．神経系疾患の治療法開

発が難しい理由の一つに，疾患の特徴を再現するヒ

ト神経細胞を得ることが困難であったことがある．

iPS細胞は神経細胞を含め様々な種類の細胞に分化

することができるため，遺伝性の神経疾患を持つ患

者からiPS細胞を作成することや，疾患を誘発する

遺伝子操作を加えることなどにより，疾患を構成す

る症状を示す神経細胞を作成できる．そのような細

胞を用いれば，疾患のメカニズム解析や，治療薬候

補の評価が行えると期待される1)． 

Ricoh Biosciences社はiPS細胞から各種細胞を迅速

に分化させる技術を持ち，中でも神経系の細胞に強

みがある．リコーのバイオメディカル事業では，こ

の強みを生かし，iPS細胞から分化させた神経系細

胞を用いて，製薬企業が薬の試験をするために使え

る技術を開発・整備してきた．本論文では，このよ

うな技術の中から，電極による神経活動測定，神経

細胞の成熟化，アルツハイマー病患者由来細胞の解

析などを紹介する． 
 

2. MEAプレートを用いた神経活動評価 

2-1 MEAを用いた神経活動測定 

MEA（Microelectrode Array，微小電極アレイ）プ

レートは，神経細胞や心筋細胞などの電気的活動を

非侵襲的に計測するための培養器である．培養面上

に数十～数千の微小電極が格子状に配置された構造

を持つ．神経細胞の膨大な細胞外電位データを一括

で記録・取得し，その電気生理学的機能を定量的か

つ高感度に検出・評価することが可能である．しか

しながら，電極上で神経細胞を安定して培養するこ

とが難しい，培養期間が長く評価の負荷が大きいな

どの課題がある． 

近年，このMEAプレートをヒトiPS細胞由来神経

細胞の電気生理学的評価に応用する試みが進められ

ている．ヒトiPS細胞由来神経細胞を用いたMEAプ

レート評価系の確立により，疾患患者由来の神経細

胞を用いた病態再現モデルの構築や，創薬開発にお

ける薬効・毒性評価の臨床試験前の動物実験代替法

としての応用が期待される．しかしながら，神経細

胞をMEAプレート上に播種した際，電極上での細

胞接着や長期培養が安定せず2)，神経活動による細

胞外電位を安定して測定可能な系を実現することは

難しい．グリア細胞の一種であるアストロサイトと

共培養することで神経細胞の培養状態が安定するこ

とが報告されているが，共培養に用いられるアスト

ロサイトの多くはヒト胎児由来であり，倫理的な制

約に加えて，ロット間で細胞の特性や品質にばらつ

きが見られるという課題もある． 

2-2 ヒトiPS神経細胞の活動測定 

リコーのバイオメディカル事業では，ヒトiPS細

胞から分化させた神経細胞（Ricoh Biosciences社製，

興奮性／抑制性神経細胞など）を用いたMEAプ

レートアッセイ系の実現を目指し，細胞播種前の

コーティング条件および播種・培養条件の最適化を

進めた．さらに，同一のヒトiPS細胞由来アストロ

サイトとの共培養を組み合わせることで，MEA電

極上での安定した細胞接着と長期培養（6～8週）を

実現し，神経活動を安定して測定できる評価系を確

立した（特許出願済，審査中）．以降，この測定系

を神経細胞MEAと呼ぶ．神経細胞MEAの例として，

AXION社製マルチウェルMEAプレート（CytoView 

MEA 48，Axion BioSystems, Inc）を用いて，培養面

上にヒトiPS細胞から分化させた興奮性神経細胞と

アストロサイトを共培養して神経活動測定を行った．

CytoView MEA 48は，1つのプレートが48個の微小

培養器（ウェル）を持ち，それぞれのウェルの底に

16個の微小電極が配置されている（Fig. 1上）．測定

では，全48ウェルにおいて神経突起の活発な伸展と

ネットワーク形成が確認され，神経細胞群が神経

ネットワークを形成して，安定した神経発火および

ネットワークバーストを伴う旺盛な活動を示すこと

が認められた（Fig. 1下）． 
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Fig. 1 Co-culture of excitatory neurons and iPSC-
derived astrocytes on MEA. Top: phase contrast 
image of neurons and astrocytes cultured in a well 
of a MEA plate. The 16 electrodes are visible. 
Bottom: Raster plot. The horizontal axis represents 
time. Each row shows firings recorded with an 
electrode. Green lines indicate synchronized 
firings. The continuous curve represents the rate 
of firing. 

2-3 神経細胞MEAを用いた薬剤応答評価 

神経細胞MEAの機能評価の一環として既知の薬

剤添加による神経活動の変化を評価した．Table 1に，

使用した薬剤種を示す．MEAプレート上に興奮性

神経細胞と抑制性神経細胞を別々にアストロサイト

と共培養し，培養6週目に各薬剤への応答評価を3水

準の濃度で評価した．薬剤は各ウェル1種で3水準の

濃度を累積で投与し，各濃度投与後にMEA電位測

定をそれぞれ実施した．この結果，コントロールで

あるジメチルスルホキシド（DMSO，薬剤の溶媒と

して使用）と比較して，興奮性神経細胞では，

NMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストD-

AP5投与により神経発火が減少し，GABA受容体の

アンタゴニストPicrotoxinには応答しなかった（Fig. 2）．

一方，抑制性神経細胞ではD-AP5に反応せず，

Picrotoxin投与により神経発火が増大した（Fig. 3）．

DMSO単体では発火状態は大きく変化しないこと，

イオンチャネルブロッカーには共通した応答を示す

ことなども確認されている（Fig. 4）．これらの結果

は，神経細胞MEAアッセイを用いて，興奮性神経細 

Table 1 Compounds for drug response evaluation. 

Compound 
Receptor/ 

Ion 
channel 

Mode Concentration 
[μM] Neurons* 

NMDA NMDA 
receptors Agonist 10, 100,  

1000 EX 

Glutamate 
AMPA/ 
NMDA 

receptors 
Agonist 0.3, 3, 30 GA 

D-AP5 NMDA 
receptors Antagonist 1, 10, 100 EX 

GA 

GABA GABA 
receptors Agonist 0.1, 1, 10 EX 

GA 

Picrotoxin GABA 
receptors Antagonist 0.1, 1, 10 EX 

GA 

4-AP Potassium 
Channel Blocker 0.3, 3, 30 EX 

CNQX 
AMPA/ 
Kainate 

receptors 
Antagonist 0.5, 5, 50 EX 

Pentylenet
etrazol 
(PTZ) 

GABA 
receptors Antagonist 10, 100,  

1000 GA 

Carbamaze
pine (CBZ) 

Sodium 
Channel Blocker 1, 10, 100 GA 

Kainic acid Kainate 
receptors Agonist 0.1, 1, 10 EX 

GA 

     

Dimethyl 
sulfoxide 
(DMSO) 

- Negative 
control 

0.2%, 0.3%, 
0.4% 

EX 
GA 

*EX: excitatory neurons, GA: GABAergic neurons 

 

 

Fig. 2 Pharmacological responses of excitatory neurons 
co-cultured with iPSC-derived astrocytes. Each 
dot represents a well sample. Two-sided Wilcoxon 
rank-sum tests were performed to compare the 
effects of the drugs at each concentration with 
those at 0 μM. *: p < 0.01. 

胞および抑制性神経細胞の神経活動と各神経細胞種

特有の薬剤応答を明瞭に評価可能であることを示唆

している．また，複数の細胞ロットにわたり同様の

傾向が確認され，ヒト胎児由来アストロサイトを使
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用した場合と同等の結果が得られており，ヒトiPS

細胞由来の神経細胞およびアストロサイトを用いた

MEAが実験室環境下での中枢神経系細胞の薬物応

答評価および毒性評価等に適用可能であることを示

唆している． 

 

 

Fig. 3 Pharmacological responses of GABAergic 
neurons co-culturing with iPSC-derived astrocytes. 
Each dot represents a well sample. Two-sided 
Wilcoxon rank-sum tests were performed to 
compare the effects of the drugs at each 
concentration with those at 0 μM. *: p < 0.01. 

 

 

Fig. 4 Summary of pharmacological responses of 
Excitatory/GABAergic neurons co-cultured with 
iPSC-derived astrocytes. Firing number is shown 
as color-coded log₂ fold change relative to the 
drug-free condition. Two-sided Wilcoxon rank-
sum tests were performed to compare the effects 
of each drug with that of DMSO. *: p < 0.01. 

2-4 今後 

本研究では，ヒトiPS細胞由来の神経細胞および

アストロサイトのみを用い，同一細胞株由来の複数

神経細胞種における神経活動および薬剤応答を評価

可能なMEAアッセイ系を構築した．これまでにも

ラット細胞やヒトiPS細胞由来神経細胞を用いた薬

剤応答評価の報告はあるが3)，すべての構成細胞を

同一ヒトiPS細胞株由来とした安定した評価系を実

現した点に本研究の独自性がある．ヒトを対象とし

た創薬開発における薬効・毒性評価プロセスにおい

て臨床試験前の動物実験の代替評価系としての利用，

疾患患者由来のiPS細胞を用いた疾患表現型モデル

への応用など，種々の応用先への展開が期待される． 

 

3. ヒト成熟神経細胞 

3-1 ヒトiPSC由来神経細胞の成熟化 

ヒトiPSC由来神経細胞は，認知症や精神疾患と

いった中枢神経系疾患の研究に役立つことが期待さ

れている．脳の神経ネットワークでは，細胞同士が

電気信号をやり取りする接続部位である「シナプス」

が記憶・認知メカニズムの中心的な役割を担ってお

り，その構造や機能を再現することは脳の仕組みや

病態を理解するうえで非常に重要であると考えられ

る．薬剤評価においては，シナプスの数や状態変化

を的確に評価できる手法の確立が求められている．

そのような評価技術の進展により，シナプス機能に

作用する新薬の開発が期待されている． 

しかし，これまでヒトiPSC由来神経細胞はシナ

プス形成に時間がかかり，特に興奮性シナプス後部

の棘構造（スパイン）形成が困難とされていた．ヒ

トの神経細胞は，他の動物種（げっ歯類や他の霊長

類）の細胞より成熟化が遅延する特徴を持つことが

知られている4)．ヒトiPSCから分化誘導した神経細

胞は，これまで主に神経発生の初期段階までの成熟

しか確認されていなかった5)．一方で，スパイン形

成を伴う後期の成熟過程を再現するには，数十～数
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Fig. 5 Advanced maturation of human iPSC-derived neurons. 
A: Schematic representation of the stages of neuronal development in iPSC-derived neurons generated with the 

Quick-Neuron™ technology (Ricoh Biosciences, Inc.). 
B: Time-course characterization of neuronal development in cultured iPSC-derived neurons with immunofluorescence 

staining of the axon-specific marker NF-H (green) and the dendritic marker MAP2 (red). Scale bar: 100 µm. 
iPSC: induced pluripotent stem cell; NF-H: neurofilament heavy chain; MAP2: microtubule-associated protein 2; 
and DAPI: 40,6-diamidino-2-phenylindole.

百日にわたる長期培養を必要とする3次元脳オルガ

ノイドなどの複雑な手法が用いられてきた6,7)． 

近年では，様々な種類の神経細胞を効率よく作製

する技術の開発も進められている．我々はこうした

流れを踏まえ，Ricoh Biosciences社の高速分化誘導

技術によって神経発生を加速し，さらに培養条件を

最適化することで，3次元オルガノイドを用いずに

ヒトiPSC由来神経細胞の後期成熟過程を再現する

ことに成功した8)（Fig. 5A）．この手法では，約3ヶ

月の培養でスパイン形成およびシナプス機能の成熟

化が高効率に観察された．転写因子を用いてQuick-

Neuron™ Excitatory - Human iPSC-derived Neurons（興

奮性神経細胞）の分化誘導を行うと，短期間で神経

突起が伸長した（Fig. 5B）．培養10日目で神経細胞

の分化が完了し，極性化により電気信号を伝導・出

力する軸索と，信号を受ける側の樹状突起が形成さ

れていることを，それぞれの特異的因子の染色で識

別できる．この段階ではiPSC由来神経細胞はまだ

未成熟であり，後の培養で樹状突起がさらに伸長・

分岐し，シナプス形成が行われる．培養70日から

3ヶ月程度で，複雑に発達した樹状突起上に多くの

スパイン形成が観察できる（Fig. 6）． 

 

 
 

 

Fig. 6 Dendritic maturation and spine formation in iPSC-
derived neurons. 
Drebrin clusters (green) accumulate in spine heads
along the MAP2- positive dendrites (red). 
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3-2 神経成熟化の遺伝子発現プログラム 

成熟過程の遺伝子発現プログラムを分析するため

に，ヒトiPSC由来神経細胞を最大3ヶ月間培養し，

経時的にデータを収集し，RNAシーケンス（RNA-

seq）を用いたトランスクリプトーム解析を行った8)．

その結果，これらの細胞は培養10日で未分化性を失

い多くの神経細胞特異的遺伝子を発現するが，胎児

様の幼若なヒト神経細胞に近く，その後2～3ヶ月の

培養を経てヒトの大脳皮質神経細胞の遺伝子発現パ

ターンに近づくことが明らかになった．ヒトの脳発

達データと比較した結果（Fig. 7），特に培養57日以

降で胎児様の脳の遺伝子発現パターンとの相関性は

減少し，一方で出生後・成人の脳との相関性が上が

ることを確認した． 

 

 

Fig. 7 Correlations of the gene expression in iPSC-
derived neurons with the developing human brain 
transcriptome (BrainSpan atlas9)). 
RNA-seq revealed the time-dependent transition 
from a prenatal (left, post-conception week 8-26) 
to a postnatal/adult-like profile (right, 4 months-
40 years following birth). 

また，培養の後半時期に発現が上昇する遺伝子群

には，シナプス可塑性や記憶・学習機能などに関連

付けられるものが多く含まれており8)，成熟した脳

に特異的とされる遺伝子のアイソフォーム変換も確

認された．例えば，これまで胎児様の未成熟な

iPSC神経細胞では困難とされていたドレブリン

（drebrin）の脳型アイソフォームAへの変換 10)

（Fig. 8A）や，タウ（tau）の3Rから4R型への変

換11,12)（Fig. 8B）が，RNA-Seqおよび定量的リアル

タイムRT-PCRで認められた． 

 

 
Fig. 8 Differential expression of neuronal maturation 

markers in iPSC-derived neurons. 
A: Expression of drebrin (all isoforms and  

isoform A) 
B: Expression of tau (isoforms 3R and 4R) 

Mean and standard deviation of the relative 
levels of expression determined by RT-qPCR 
from n = 3 biological replicates at each time 
point. 
*: p < 0.05, ***: p < 0.001 from Dunnett's  
multiple comparison test for one-way ANOVA. 

3-3 AI画像解析によるシナプス定量アッセイ 

げっ歯類などの神経細胞を用いて，シナプス数の

変動を指標として薬剤評価を行うために，シナプス

後部のスパインに集結するドレブリンのタンパク質

の粒を検出する手法が知られている13,14)．ドレブリ

ンは細胞骨格に関与するアクチン結合タンパク質で

あり，未成熟な神経細胞では主に突起先端部位の成

長円錐に存在するが，成熟化が進むとシナプス形成

部位に集結し，安定したスパインの形成と動態に重

要な役割を持つ15)． 

我々はヒトiPSC由来成熟神経を用いて免疫染色

を行い，共焦点定量イメージサイトメーターで画像

観察を行った．その結果，神経細胞の樹状突起の成

長に伴い，期待通りのドレブリンの局在変化が起こ

り，2～3ヶ月で樹状突起上にスパインを示す粒が無
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数に形成されることを確認した（Fig. 9A）．また，

スパインの機能性を示すために，グルタミン酸刺激

への応答性を評価した（Fig. 9B）．高濃度（100 µM）

のグルタミン酸に神経細胞を接触させると，数分で

ドレブリンが樹状突起内に移動し，スパインの粒が

消失する現象（drebrin exodus）を，世界で初めてヒ

トiPSC由来神経細胞で再現した（東京大学との共

同研究8)）．本現象は，これまでげっ歯類の初代培

養神経細胞を用いて，樹状突起スパインの形態的可

塑性のメカニズムとして報告されてきた15,16)．今回，

ヒトiPSC由来神経細胞でも同様の現象を再現でき

たことにより，シナプスが分子機能レベルで成熟し

ていることを明らかにした． 

さらに，効率よく樹状突起上のドレブリン陽性粒

子を自動検出し，多くの画像サンプルを用いた薬剤

評価を可能にするために，独自の人工知能（AI）

を用いた解析技術を開発した（リコーデジタルサー

ビスBU AIサービス事業本部 デジタル技術開発セ

ンターとの共同開発）．一般的な画像解析では，高

解像度の画像を用いて熟練者が詳細に確認しない限

り，スパインに局在するドレブリン陽性粒子とノイ

ズとの区別が困難であった．本開発では畳み込み

ニューラルネットワークによる深層学習を用いた

AIを導入することにより，数十～数百条件の画像

から，ドレブリン陽性の粒子の密度を高精度かつ高

速に定量することが可能となった．例えば，96ウェ

ルプレートに培養したヒトiPSC由来成熟神経細胞

を，20×対物レンズで1サンプル当たり16視野ずつ

撮影することで，グルタミン酸刺激による濃度依存

的な用量反応曲線を描くことができるようになった

（Fig. 9C）．今後このようなハイスループット画像

解析を用いることにより，シナプス機能の薬剤評価

アッセイの開発が発展することが期待される． 

 

 

Fig. 9 AI-based imaging assay of the effect of glutamate 
on mature iPSC-derived neurons. 
A: Non-treated control sample. White circles  

indicate examples of drebrin clusters identified 
by AI. 

B: Cells treated with 100 µM glutamate for 10 min 
before immunostaining. 

C: Dose-dependent response curve to glutamate. 

3-4 成熟神経細胞における神経伝達機能評価 

ヒトiPSC由来成熟神経細胞のシナプスを介した

伝達機能を評価するために，細胞外活動電位を経時

的にラベルフリーで測定できる高密度微小電極アレ

イ（High-density microelectrode array，HD- MEA17,18)）

を用いて，長期培養における電気生理活動の変化を

1週間おきに観測した（Fig. 10）．CMOSセンサー上

に培養したヒトiPSC由来成熟神経細胞から，培養2

週目で自発発火が検出され，その後時間と共に神経

活動が見られる電極数と発火頻度の上昇が観察され

た（Fig. 10A, D）．また，神経細胞の集団が一時的

に同期して高頻度で発火することにより，集団間の

接続性の発達を示すネットワークバーストが，培養

6週目あたりから出現し，シナプスが形成されてい
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ることが示唆された（Fig. 10B, C）．ネットワーク

バーストの頻度は培養48日目で最大値を迎えるが，

その後頻度はより低い一定間隔に落ち着く一方で，

バースト内発火頻度が高く上昇する状態に，長期間

安定することが判明した（Fig. 10E, F）．このバース

ト頻度が安定し始める時期が，発達したシナプス後

部のスパイン形成を免疫染色で観察できる時期と概

ね一致しているため（培養70日目以降），後期の成

熟化による変化であることが示唆された． 

安定した時期のネットワークバーストを用いて，

シナプス伝達に影響する薬剤への応答性を示すこと

ができる．例えば，シナプス受容体の阻害剤を加え

ることで，ネットワークバーストの濃度依存的な消

失が確認できた（Fig. 11）．ネットワークバースト

が安定している時期であれば長期間の経時観測も可

能であるため，効力が現れるまでに時間がかかる薬

剤の評価にも役立つと考えられる． 

さらにHD-MEAは，電極上の個々の神経細胞の電

気信号を分離して活動パターンを抽出することで，

細胞ごとの活動電位の発生を特定し，軸索伸長を追

跡することが可能である（Axon Tracking）．電極表

面全体の高振幅活動電位の空間分布をマッピングし

た結果，成熟化と共に軸索伸長と回路の複雑性が増

すことが観察された（Fig. 12A）．ネットワーク

バースト頻度が安定した後も，1細胞当たりの総軸

索長は上昇し続けることが示された（Fig. 12E）．一

方，伝播速度はほぼ一定に保たれており（Fig. 12F），

代表的な無髄神経線維の速度と同程度であった 

（0.6 m/s）． 
 

 

Fig. 10 Spontaneous firing activity of excitatory iPSC-derived neurons measured by HD-MEA. 
A: Firing rate distribution map across the electrode area over the indicated time course above. Scale bars: 500 μm. 
B: Raster plots displaying detected spikes (dots) in 1,020 recording channels (y-axis) over 600 s (x-axis). 
C: Network Assay results, showing the evolution of spontaneous network burst profiles over time. 
D: Percentage of active electrodes across the culture area. 
E: Number of network bursts per minute of recording. 
F: Burst peak firing rate (average maximal firing rate during a network burst). 
(n = 2 biological replicates)
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Fig. 11 Dose-dependent response to synaptic blockers. 
A: AMPA/Kainate receptor antagonist NBQX. 
B: NMDA receptor antagonist D-AP5. 

 

Fig. 12 Axon tracking assay. 
A: Maps of the spatial distribution of action  

potential amplitude and the reconstructed  
axonal propagation paths across the electrode 
area. Scale bars: 100 μm. 

B: Representative analysis of a single neuron. 
C: Action potential propagation after alignment of 

the signal traces along an axonal branch (red 
line in B). 

D: Linear regression interpolation to compute the 
conduction velocity. 

E: Average total axon length of single neurons. 
F: Average conduction velocity of axon branches. 

3-5 神経疾患モデル開発への展望 

これらの結果により，ヒトiPSC由来神経細胞を

より生体の脳に近い機能を持つように成熟化させる

ことが可能であり，安定したシナプスと，高度な

ネットワーク接続性を示す神経伝達活動を評価でき

ることが示唆された．シナプスの消失や機能変化を

ターゲットとした創薬は，認知症を含む神経変性疾

患19)，統合失調症などの精神疾患20)，ストレス耐性

やうつ病21)など，非常に多くの中枢神経系疾患の予

防・治療に期待されている．神経細胞の成熟化は，

患者由来iPSCや変異を持つiPSCを用いた疾患モデ

ルにも応用することが可能であり，今後，病態解明
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や神経細胞作用薬の研究開発，また，認知機能障害

などを含む医薬品の安全性予測試験などへの展開を

通じて，創薬およびiPS細胞産業の活性化に貢献す

ることが期待される． 

 

4. アルツハイマー病患者のiPS細胞由来 
分化細胞を用いた疾患モデリング 

4-1 アルツハイマー病の創薬標的 

アルツハイマー病（Alzheimer's disease: AD）は進

行性の神経変性疾患であり，全認知症例の約60%を

占めている．記憶障害を初発症状とし，認知機能の

低下，行動異常，人格変化などを呈することから，

患者本人のQOLを低下させるのみならず家族や介

護者への心理的・経済的負担も極めて大きい．AD

の病態としてアミロイドβ（Aβ）斑の沈着やタウタ

ンパク質の蓄積による神経原線維変化が広く知られ

ており，これらの異常が神経活動の異常や神経細胞

死を引き起こすと考えられている22-24)．さらに近年

は中枢神経系における慢性炎症等も病態形成に関与

することが示唆されており，ADの発症および進行

には多因子的かつ複雑な分子機構が関与しているこ

とが明らかとなってきた25)．2020年代以降，アミロ

イドβを標的とする抗体医薬（レカネマブ，ドナネ

マブなど）の相次ぐ承認は，ADを標的とした創薬

研究に大きなインパクトを与え，製薬企業はこれを

契機としてさらに疾患修飾薬の開発を加速させてき

た．現在はタウ，神経炎症，ミトコンドリア機能，

神経保護など様々な機序を標的とした候補薬が臨床

試験に進んでおり，開発パイプラインも多角化の傾

向を示している． 

AD患者のうち原因遺伝子が同定されている家族

性ADは1%未満であり，大部分のADは家族歴のな

い孤発性である．孤発性ADにおいては，アポリポ

蛋白質E（APOE）の多型である4対立遺伝子（以

下，APOE4）がリスク因子であることが知られて

いる26)．一方で2対立遺伝子（APOE2）はAD発症

に対して保護的に作用するとされており，4と対照

的に疾患リスクを低減する因子として注目されてい

る．APOE4キャリアAD患者由来のiPSC分化細胞を

利用した細胞アッセイは，病態再現，薬剤応答性の

評価，患者層別化の観点から創薬研究における極め

て有用なツールである．本項ではAPOE4キャリア

のAD患者由来iPS細胞より分化誘導した神経細胞を

用いた表現型解析の例を紹介する．特に，ADに特

徴的なタウの病理を再現した例について述べる． 

4-2 アルツハイマー病におけるタウの病理 

ADの代表的な病態の一つであるタウの蓄積と構

造変化は，神経細胞内での神経原線維変化を引き起

こし，シナプス機能障害や神経細胞死の引き金とな

ることから重要な創薬標的として位置付けられてい

る．本来タウは主に軸索に局在する親水性タンパク

質であり，微小管結合領域を介して微小管に結合す

ることでその安定化に寄与している．タウはGSK-

3β (glycogen synthase kinase-3β) やMAPK (mitogen-

activated protein kinase) などのリン酸化酵素によっ

てリン酸化を受けることが知られており，タウのリ

ン酸化状態は細胞周期やシグナル伝達，シナプス可

塑性など多様な生理機能調節に関与している．タウ

のリン酸化は通常可逆的であるが，アルツハイマー

病のようにタウの異常を伴う神経変性疾患において

はこのバランスが崩壊し，過剰リン酸化状態に陥る

（Fig. 13）．過剰にリン酸化されたタウは微小管に

対する親和性が低く，微小管と結合しない可溶性モ

ノマー状態を呈する．この可溶性タウは二量体およ

びオリゴマーへと重合し，さらに線維状構造を形成

する凝集体へと進展することで神経原線維変性を引

き起こす27,28)． 

リン酸化制御因子およびオリゴマー形成の初期段

階に対する標的療法の開発は，タウの異常が関与す

る疾患に対する治療戦略の中核を成すものである．

これらの分子機構に着目した複数の創薬アプローチ

がすでに臨床段階に進展しており，抗タウ抗体薬や

リン酸化阻害剤，凝集体形成を阻害する低分子化合

物などが次々と臨床試験へ進んでいる．これらの治

療候補は疾患の進行抑制あるいは神経変性の修飾を 
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Fig. 13 Pathology of Tau in Alzheimer's disease. 

目的として設計されており，病態の根本的改善を目

指すものとして期待されている．しかしながら，こ

れまでにいずれのタウ標的薬も主要規制当局による

承認には至っていないのが現状であり，特に抗タウ

抗体を中心とするパッシブ免疫療法に関しては臨床

試験で有効性が示されずに脱落する例が相次いでい

る． 

前臨床試験において病態の本質を反映した再現性

の高いモデルの確立は依然として困難であり，特に

ヒト特異的な遺伝背景と病態を模すモデルの不在は

創薬開発上の大きな障壁となっている．このような

背景から，近年では患者由来のiPS細胞から分化誘

導した神経細胞を用いたin vitro病態モデルの構築が

注目されている．本研究では，APOE4遺伝子多型

を有するAD患者由来iPS細胞から分化誘導した神経

細胞が，ADで見られるタウの病理を再現するかを

検討した． 

4-3 アルツハイマー病患者iPS細胞由来神経

細胞におけるタウ蓄積の再現 

本研究ではTable 2に示すAD患者iPS細胞由来の神

経細胞を用い，タウの細胞内蓄積がin vitroにおいて

再現可能であるかを検討した． 

iPS由来神経細胞を1週間から8週間培養し，セル

ライセートを回収して酵素免疫測定法（ELISA）に

よりタウの発現量を定量した．AD株iPS細胞由来の

神経細胞においては，培養4週以降にタウの有意な

蓄積が認められた（Fig. 14）．さらに神経細胞内に

蓄積したリン酸化タウ（p-Tau）を蛍光免疫染色し

た結果，AD株iPS細胞由来の神経細胞では細胞体に

おけるp-Tau染色が顕著に増強した（Fig. 15）． 

Table 2 Neurons used in the study. 

Donor ID APOE 
genotype Age Onset 

year Sex 

CW50065 (Healthy) 2/4 74 ― F 

CW50114 (AD) 3/4 72 65 F 

The two iPS cell-derived excitatory neurons were Quick-Neuron™ 
Excitatory, Ricoh Biosciences, Inc. 

 

 
Fig. 14 Accumulation of Tau in AD neurons. 

iPSC-derived neurons at 1 to 8 weeks of culture 
were collected and the amount of Tau in the cell 
lysates was measured using the ELISA method. 
After 4 weeks of culture, the amount of Tau in AD 
neurons (CW50114) was higher than that of the 
healthy control (CW50065). N = 7, Error bar: SD. 
Student t-test (*p < 0.001). 

 

Fig. 15 Accumulation of phosphorylated Tau in the cell 
body of AD neurons. 
Neurons were stained for phosphorylated Tau (p-
Tau, green) using fluorescence immunostaining.
Blue Hoechst staining shows the nucleus of the
cells. In AD (CW50114) neurons, p-Tau was 
accumulated in the cell body. 



 

Ricoh Technical Report No.48 83 2026 

本研究の結果から，疾患株iPS細胞由来の神経細

胞を用いた2次元培養系において，細胞体における

リン酸化タウの蓄積が再現可能であることが示され

た．今後はタウを標的とした創薬スクリーニングへ

の応用が期待される． 

4-4 今後の展望 

2D培養系において細胞内リン酸化タウの蓄積を

再現するためには，分化誘導方法や培養条件，解析

手法の最適化など様々な課題が存在する．これらの

課題を克服し，リン酸化タウの蓄積を再現できたこ

とは意義深い成果である．本項で紹介した神経細胞

におけるタウの蓄積は有用な創薬プラットフォーム

となることが期待され，現在は製薬企業向けの受託

アッセイサービスとしても展開している．今後はさ

らにタウの凝集状態評価やシナプス機能の評価，神

経細胞死の評価など多角的な表現型解析を行い，疾

患状態に伴う変化を統合的に捉えるアッセイシステ

ムの確立を目指す． 

 

5. 終わりに 

以上，リコーのバイオメディカル事業における

iPS細胞由来神経細胞関連の開発・整備状況を紹介

した．これらの技術が創薬に貢献することを期待す

る． 
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