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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 

① 認知機能障害、神経異常活動の数値化指標の確立、in vitro 定量的薬理試験法の開発 

認知機能障害リスク  

認知機能障害の数値化指標として機能的シナプス後部に集積するドレブリンをマーカータンパク質と

して用いた in vitro 薬理試験法（DIBES 法）を開発した。 
神経異常活動リスク 

微小電極アレイシステム（MEA）および機械学習により、薬物が神経活動に及ぼす影響を精度よく検

出できる in vitro システムを開発した。海馬急性スライスに薬物を適用し局所フィールド電位（LFP）
記録を行い、発火を示す画像に機械学習を応用することで、本実験で使用した薬物の痙攣副作用を正

確に予測できた。 
②評価に必要な脳機能メカニズムを備えた hiPSC-neuron の選抜と機能促進条件の検討 

・評価に必要な脳機能メカニズムを備えた hiPSC-neuron の選抜 
複数の市販 hiPSC-neuron について評価に必要な脳機能メカニズムを備えているかどうかを検討し

た。いずれの標本でもマウス初代培養アストロサイト調整培地（mACM）が hiPSC-neuron の自発

的活動電位スパイク、同期した周期的バーストの誘導に有利に働くことが示され、神経回路形成が薬

理学的に確認された。この標本では痙攣誘発剤 gabazine, picrotoxin, 4-AP が同期バーストを用量依

存的に誘導したため、てんかん原性評価に使用可能であることも示された。MEA 培養条件に特化し

た免疫組織化学的染色プロトコルを確立した。synapsin1 と PSD95 の共局在が明確に観察され 
mACM がシナプス形成を促進していることを裏付けた。mACM はドレブリンアイソフォームも成

熟型に変換した。これまでより短期培養で薬物評価を行うことができる hiPSC-neuron 候補も選抜

した。 
・グリア細胞因子による神経細胞機能促進条件の検討 
mACM を作用させた hiPSC-neuron について、マイクロアレイデータ上流パスウェイ解析、次世代

シークエンサー解析、培養上清中に放出された因子の解析を行い、神経回路形成を促進させる候補因

子リストを作成した。標本成熟判定マーカー候補も見いだした。アストロサイト因子  X が 
hiPSC-neuron の突起長を有意に増加することを発見した。アストロサイト因子 GPC6 が NMDA 
受容体の細胞膜発現を増加させ興奮毒性感受性を獲得させることを見いだした。hiPSC-neuron をマ

ウス海馬切片に播種すると、CA1 野上の hiPSC-neuron は CA1 野錐体細胞様の形態に分化しスパ

インが形成されることを明らかとした。 
③hiPSC-neuron 等を用いた認知機能障害、神経異常活動予測評価法プロトコル整備 

hiPSC-neuron を用いた神経異常活動予測評価法提案の実現可能性が高まったことから、医薬品を含

むテストコンパウンド（実験的陽性対照：picrotoxin, 4-AP；実験的陰性対照：triazolam；高リスク

医薬品：theophilin; 低リスク医薬品：Aspirin）を用いてプロトコルの一般化を行った。MEA シス

テム汎用化のためデータ解析アプリケーションを開発した。痙攣誘発リスクの指標としては、異所の

神経がネットワークを通じて同期するてんかん原性と呼ばれる現象を数値化することが考えられる。

MEA の 64 電極のスパイク数の総和で同期バーストの強度を継時的に示すことを可能とした。この

指標は、上記テストコンパウンドにより用量依存的に強度が変化したため、薬物誘発痙攣リスク評価

指標として有用であることがわかった。 
④hiPSC-neuron 等を用いた認知機能障害、神経異常活動予測評価法の多施設バリデーション 

CSAHi およびその協賛企業と協働し、上記テストコンパウンドを hiPSC-neuron に適用し MEA 
データを取得した。mACM は調整法によるばらつきが大きく多施設データの比較検討に適さないた

め、性状が均一で同一ロット細胞を多数確保可能な市販ヒト  iPS 細胞由来アストロサイト

（hiPSC-astrocyte）を用いたプロトコルを整備した。hiPSC-neuron と hiPSC-astrocyte の混合培

養条件で、自発的活動電位スパイク、64 電極で同期した周期的バーストを全施設で再現できた。陽

性対照テストコンパウンドによる同期バーストの増強も全施設で有意な作用を確認できた。 
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英文 

① Development of the quantitative parameters and in vitro pharmacological test methods for 
cognitive disorders and abnormal neuronal activities. 

Risk of cognitive disorders: We established in vitro pharmacological test methods (DIBES 
methods) to quantify the risks of cognitive disorders by using drebrin as a marker of functional 
synapses. 
Risk of abnormal neuronal activities: By use of MEA and AI, we established the in vitro system 
that accurately detect the effects of drugs on neuronal activity.  We could accurately predict 
seizure risks of the seizure-inducing drugs by machine learning of LFP graphic patterns obtained 
from hippocampal slices. 
② Selection of hiPSC-neuron lines suitable for the in vitro pharmacological test methods and 

development of the protocols that enhance functional maturation on hiPSC-neurons 
Selection of hiPSC-neuron lines suitable for the in vitro pharmacological test methods: We 
investigated whether commercially-available hiPSC-neurons adopt the mechanisms necessary 
for the pharmacological tests. We found that mACM enhanced the inductions of spontaneous 
activities and synchronous bursts, and also confirmed the establishment of neural circuitry 
pharmacologically.  When we treated these cells with gabazine, picrotoxin, and 4-AP, the 
frequency of synchronous bursts was increased in a concentration-dependent manner, which 
means that these hiPSC-neurons can be applied for the seizure risk prediction.  We also 
established the immunocytochemical protocols optimal for MEA samples.  Co-localization of 
synapsin1 and PSD95 was clearly detected in these samples, indicating that mACM enhances 
synaptogenesis.  mACM also converted the drebrin isoform to the mature type.  Furthermore, 
we found the hiPSC-neuron line that attain synaptic maturation in a shorter period than before.   
Development of the protocols that enhance functional maturation on hiPSC-neurons: We have 
made a candidate list for the factors that enhance the neural circuit formation based on the IPA 
analysis, NGS analysis, and the analysis of the releasing factors of hiPSC-neurons cultured with 
mACM.  We also found the markers that can be used for the judgement of the maturation stage 
of the samples.  Astrocyte-releasing factor X significantly increased the neurite extension of 
hiPSC-neurons.  Astrocyte-releasing factor GPC6 increased the membrane localization of 
NMDA receptors and made hiPSC-neurons responsive to excitotoxicity.  When hiPSC-neurons 
were cultivated on hippocampal slices, hiPSC-neurons on the CA1 pyramidal layer obtained the 
morphological phenotype similar to CA1 pyramidal neurons and spinogenesis.   
③ Protocol adjustment of in vitro pharmacological test methods for cognitive disorders and 

abnormal neuronal activities. 
Because the feasibility of in vitro pharmacological test methods for abnormal neuronal activities 
is increased, we attempted to generalize the protocols based on the data of test compounds 
(positive control: picrotoxin, 4-AP; negative control: triazolam; high risk drug: theophilin; low 
risk drug: aspirin).  We also developed the data analysis application software to generalize MEA 
data analysis protocols.  To quantify seizure risks, we have to quantify the synchronous 
activities recorded by 64 electrodes.  We have shown that the summation of the number of 
spikes recorded by 64 electrodes is useful to monitor the sustained synchronization.  We could 
detect the concentration-dependent changes of these parameters by the test compounds 
described above. 

④ Inter-facility validation of the protocol of in vitro pharmacological test methods for 
abnormal neuronal activities. 

In cooperation with CSAHi and the supporting companies, we performed inter-facility validation 
of the protocol of in vitro pharmacological test methods for abnormal neuronal activities.  mACM 
is not suitable for the validation study owing to the large variance, we employed 
commercially-available hiPSC derived astrocytes and adjusted the protocols.  Mixed culture of 
hiPSC-neurons and hiPSC-astrocytes enabled all facilities to induce the spontaneous neuronal 
activities and synchronous bursts among 64 channels.  The enhancement of the synchronous 
bursts by the positive test compounds were also confirmed in all facilities.   
  

3



III. 成果の外部への発表 
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由来神経細胞標本における NMDA 受容体由来興奮毒性感受性の評価について、第 90 回 

日本薬理学会年会（2017.3）（長崎市） 
5. Shimizu H, Kohari A, Suchi Y, Sekiguchi T, Hanamura K, Shirao T, Tanabe M, Sekino Y, 

Sato K, An attempt to establish a synapse imaging-based in vitro evaluation system to 
predict adverse effects of new drugs on cognition of new drugs, 第 59 回日本神経化学大会

（2016. 9）（Fukuoka） 
6. Sato K, Takahashi K, Shigemoto-Mogami Y, Chujo K, Sekino Y, Astrocyte-derived 

factor enhances NMDA receptor functions in human induced pluripotent stem 
cell-derived neurons, 第 59 回日本神経化学大会（2016. 9）（Fukuoka）  

7. Shigemoto-Mogami Y, Sato K, Hoshikawa K, Shimizu H, Kikura-Hanajiri R, 
Hakamatsuka T, SekinoY, A new assay method for the pharmacological activities of 
N-methyl-D-aspartate-type receptor antagonists detected in illegal products, 第 59 回日
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8. Takahashi K, Shigemoto-Mogami Y, Shimizu H, Chujo K, Hoshikawa K, Okada Y, Okano 

H, Sekino Y, Sato K, Study about the sensitivities of human induced pluripotent stem 
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12. 阿部浩幸、岡村 愛、白川誉史、白川敬一、佐藤 薫、宮本憲優、板野泰弘、山本 渉、ヒ

ト iPS 細胞由来神経細胞を用いた微小電極アレイシステムによる痙攣・てんかん評価法確立

の試み－CSAHi 神経チーム、第 43 回日本毒性学会学術年会（2016. 6）（名古屋市） 
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発表会（2017. 2）（神戸市） 
2. 佐藤 薫、iCell GlutaNeuron の培養コーティング条件が受容体発現および神経細胞分化に
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