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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 
 
 難治性疾患では、病態解明に基づく新規治療法の開発が必要である。患者由来 iPS 細胞を用いて、多

種類の難治性疾患治療薬シーズを探索すること、および心筋・肝細胞・神経細胞に対して毒性を検出す

る細胞とアッセイ系を iPS 細胞から作製することが、本研究の目的である。 
難治性神経疾患治療薬シーズの探索と神経系副作用評価法の開発：神経疾患については、ALS および

アルツハイマー病の大規模薬剤スクリーニング方法を施行、数種類のヒット化合物の濃度依存性、マウ

スでの効果を検討した。ALS では、治療標的分子パスウェイを同定した。また、ヒト iPS 細胞由来の神

経細胞を用いて、薬剤の神経毒性を検出するアッセイ系を構築した。 
難治性肝疾患創薬シーズの探索と肝毒性評価法の開発：新生児型シトルリン血症特異的 iPS 細胞由来

の肝細胞様細胞において尿素代謝異常を再現し、治療薬として使用されるアルギニンの添加によりその   
異常の改善を確認した。また、メタボローム解析にてクエン酸回路関連代謝産物が蓄積する所見を見出

した。新規肝細胞誘導化合物を用いてヒト iPS 細胞から分化誘導した肝細胞様細胞において diclofenac
などの 5 つの既知肝毒性物質による毒性を確認した。マウス線維芽細胞から独自の転写因子導入にて肝

細胞を誘導する方法を確立し、さらに遺伝子導入にて誘導効率と成熟度を高める方法を開発した。 
  遺伝性心疾患創薬シーズの探索と薬剤安全性評価法の開発：合成 RNA を用いて細胞内のマイクロ

RNA の発現量の差を利用して目的の細胞を選別する技術を用いて心筋細胞を高純度で選別する技術開

発 (miRNA-switch 法)を行った(Miki et al. Cell Stem Cell 2015)。本技術を用いて精製した心筋細胞を
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用いて精度の高い電気生理学的解析が可能であることを確認した。QT 延長症候群 1 型患者より樹立し

た iPS 細胞(LQT１-iPS)を心筋細胞に分化誘導し,健常 iPS 細胞由来心筋細胞と比較することにより、パ

ッチクランプ法、多点電極アレイ(MEA)によるフィールドポテンシャル測定法、膜電位色素を用いた光

学的細胞内電位測定法などによって細胞の脱分極時間の延長や早期後脱分極の発生頻度の上昇を確認

した。さらに MEA 法についてはマルチウェルプラットホームでの解析系を確立した。 
  血球系細胞の創薬基盤構築：難治性血液・免疫疾患の新規治療法開発の基盤とするため、iPS 細胞由

来血球を用いた化合物スクリーニング系及び病態解析系を確立することを分担研究の目的として、「1. 
単球系の分化系・株化系を用いたスクリーニング系構築」及び「2. iPS 細胞由来赤芽球系の増殖系の構

築」について、研究開発を実施した。1 について、自己炎症性疾患の iPS 細胞由来単球株を用いて疾患

関連表現型の再現と数種類の活性既知化合物の効果を確認した。スクリーニング系構築に着手した。2
について、前年度までに確立した血球前駆細胞からの赤芽球系の分化・増殖系を改良し、造血系疾患 iPS
細胞を用いたパイロットスクリーニングを行った。 
難治性骨・筋疾患創薬スクリーニング：FOP 患者 iPS 細胞を用いて化合物ライブラリ（6,826 化合

物：既存薬、活性既知化合物、天然物）をスクリーニングし、特異性、用量依存性を指標に 76 化合物を

選抜した。POMPE 病 iPS 細胞から分化誘導した筋細胞において、オートファゴゾームを検出する蛍光

染色キットで染めたところ蛍光強度が高く、オートファジーが亢進していた。そこで化合物ライブラリ

ー（4881 化合物：既存薬、活性既知化合物）をスクリーニングした。その中の 263 化合物に抑制作用

があった。それらを再評価し、活性が再現し細胞毒性が低い化合物を、37 選抜した。新たに化合物を購

入し同様な評価を行い、細胞毒性のなく作用が強いもの３化合物を選抜した。 
 
 

   This project aims to explore a therapeutic candidate for intractable diseases and to develop an 
assay for drug-safety prediction using iPSC technology. We proposed 5 specific aims as below and 
advanced research. 
#1. Exploration of therapeutic candidates for intractable neurological diseases and development of a 
predictive assay for drug-induced neurological toxicity using iPSC technology. 

   We conducted a large-scale compound screen using ALS and Alzheimer’s disease models, and 
confirmed the dose-dependency and in vivo efficacy of some active compounds. We also found a 
potential therapeutic pathway in ALS. In addition, we developed a model for predictive neurological 
toxicity using human iPSCs.  
#2. Exploration of therapeutic candidates for intractable hepatic disorders and development of 
predictive assays for drug induced-hepatotoxicity using iPSC technology. 

   We recapitulated urea cycle abnormalities of neonatal citrullinemia and confirmed the efficacy of 
L-arginine, an amino acid clinically used for the treatment, using patient iPSC-derived hepatocyte-
like cells. We also found that tricarboxylic acid cycle-related metabolites were accumulated in patient 
iPSC-derived hepatocyte-like cells by metabolome analysis. In addition, we found that hepatocyte-
like cells differentiated from human iPSCs by adding newly identified compounds could, as expected, 
respond to 5 known hepatotoxic substances, such as diclofenac. Finally, we developed a new method 
to induce mature hepatocytes from mouse fibroblasts with high yields by transducing transcription 
factors. 
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#3. Exploration of therapeutic candidates for intractable cardiac diseases and development of a 
predictive assay for drug induced-cardiac toxicity using iPSC technology. 

   We developed a new technology for the high purification of cardiomyocytes derived from 
pluripotent stem cells using synthesized RNAs (miRNA-switch) (Miki et al., Cell Stem Cell 2015). 
Purified cardiomyocytes using miRNA-switch could be used for electrophysiological study. We also 
modeled a long QT syndrome using patient iPSC-derived cardiomyocytes. Multiple studies, including 
Patch-clamp analysis, field potential measurement using multi-electrode array (MEA assay), and 
the membrane potential dye method, presented QT prolongation and frequent early after-
depolarization in the patient cardiomyocytes. Furthermore, we have set up a multi-well platform for 
MEA assay. 
# 4. Development of an assay platform for hematologic and immunological diseases using iPSC 
technology. 

   We aimed to develop a platform for compound screen and pathomechanistic analysis using patient 
iPSC-derived hematopoietic cells. For this purpose, we conducted setting-up for compound screen 
using monocytic cell lines and constructing a differentiation method for erythroblasts from human 
iPSCs. As a result, we found active compounds using monocytic cell lines from autoimmune-disease 
patient iPSCs, and started compound screening. We also modeled hematologic disease using our 
erythroblast-differentiation methods. 
#5. Compound screening for intractable bone and muscular diseases  

   We conduced compound screening using FOP patient iPSCs, and selected 76 compounds with 
specificity and dose dependency. Muscular cells derived from POMPE disease patient iPSCs 
exhibited aberrant autophagic reaction detected by high-content analysis. Using this cellular 
phenotype as a readout, we conduced compound screening and identified 263 compounds. We 
checked the reproducibility of these compounds and finally selected 3 compounds with potent activity 
and without cellular toxicity. 

 
 研究開発分担者による報告の場合 
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（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 

 
（井上治久） 
1. 井上治久, シャーレの中の病気モデル( https://www.youtube.com/watch?v=0Yb-F2XFYN0 ), 

第39回日本神経科学大会【市民公開講座】脳科学の達人2016, 2016/8/6, 国内 
 

  （齋藤潤） 
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（４）特許出願 
 
 

https://www.youtube.com/watch?v=0Yb-F2XFYN0

