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ヒト脳オルガノイドの多機能同時計測法の開発と薬効評価 
 

1．研究の目的 

ヒト脳オルガノイドの電気活動と神経伝達物質放出（グルタミン酸・GABA）の同時計測技術

を確立し、ヒト脳オルガノイドのオシレーションを指標とした薬効評価系の構築を目的とす

る。 

 

2．研究の計画 

(1) 疾患 iPSC 由来脳オルガノイドの作製法の確立と脳オルガノイドのオシレーション特性の

評価を行う。 

健常者iPSCでこれまで実施してきた大脳皮質オルガノイドのプロトコルを用いて、疾患

iPSCから疾患脳オルガノイド作製プロトコルを検討する。作製した脳オルガノイドを平面

微小電極アレイ（MEA）上にマウントし、電気活動の周波数特性を明らかにする。ウエーブ

レット変換、FFT等の解析手法で、各周波数成分の強度を定量し、健常者と各疾患脳オルガ

ノイドの周波数特性の差異を明らかにする。 

(2) 細胞外電位と同時に主要な神経伝達物質であるグルタミン酸・GABA 放出量を計測可能な

酵素電極を開発する。 

グルタミン酸、GABAを電気化学的に検出する為に、酵素電極を作製する。Glutamate oxidase 

(GOx)及びGABA酵素の電極への塗布法を検討し、グルタミン酸及びGABAの検出感度を明らか

にする。検出限界濃度100nM以下、線形検出範囲0.1-10µMを達成目標とする。 

 

3．研究の成果 

(1) 疾患ヒト iPS 株、健常者株を用いて、脳オルガノイドの作製を行った。本年度は、初めに

脳オルガノイド作製の成功率向上の鍵となる iPS 細胞の純化プロトコルを検討した。プレー

トコーティングを Vitronectin XF™、培地を mTeSR Plus、細胞剥離剤を ReLeSR™に変更し、細

胞剥離時にスクレーパーを使用しないプロトコルを確立したことで、オルガノイド作製効率

が上昇した。但し、株間でオルガノイド作製効率が異なった為、各疾患株から最も成功率の高

い株を選定し、優先的に作製することとした。オルガノイド作製過程において、(1)Embryoid 

Body formation 形成後（24 時間後）、形態が丸くなめらかなエッジであること、(2)Induction

（Day5-7）時に外周が半透明かつなめらかなエッジであること、(3)Expantion（Day7-10）時

に表面から出芽が観察されることの３つの評

価指標を設けた。作製した脳オルガノイドは、

大脳皮質関連マーカーである CTIP2,β -

tubulinⅢ, SOX2, PAX6の発現が免疫染色によ

り確認された。 

 脳オルガノイドの電気活動における周波数解析法を検討した。健常者脳オルガノイドに痙攣

陽性化合物であるペンチレンテトラゾール（PTZ）を投与したところ、培養細胞とは異なり、

強い同期バースト発火が急激に現れ、持続する in vivo に近い応答が検出された。周波数特

性の評価として、同期バースト発火のオシレーション特性を低周波数に着目して解析した結

果、下図に示すように、1～3Hz のオシレーションが用量依存的に持続し、規則性が高くなる

傾向が見られた。下図は、強い同期バースト発火が見られた直後のウエーブレット変換画像

である。また、各同期バースト発火における 10Hz～250Hz の強度を解析したところ、用量依

存的な強度の上昇が認められた。すなわち、同期バースト発火の発生パターンと同期バース

ト内の発火強度が変化していることがわかった。更に、周波数解析の結果から、一見ノイズの

ように見られる波形にも低周波成分に電気活動情報が内在していることがわかった。脳オル

ガノイドの MEA 計測法を行う上で重要な知見を得られた。これらの成果は、現在、論文投稿

中である。 



また、疾患脳オルガノイドの電気活動において、250Hz以下の成分が同期的活動後に持続的

に活動する Seizure-like event(SLE)が観察された（下図）。疾患患者由来の特徴の一つとし

て着目している。疾患脳オルガノイドにおける抗てんかん薬の応答を評価した。Na＋チャネル

の阻害剤である旧世代の抗てんかん薬フェニトイン投与で、同期的活動が上昇し悪化する現象

が観察され、新世代の抗てんかん薬であるぺランパネルで同期活動頻度の減少が認められた

（下図）。 

 

(2) シナプス機能である神経伝達物質の放出を細胞外電位（活動電位情報）と同時に計測する

為に、カーボンナノチューブ（CNT）を電極材料とした CNT 電極を開発した。本年度は、主要

な神経伝達物質であるグルタミン酸を計測する為に、酵素を塗布した CNT 電極を開発した。

Glutamate oxidase (GOx)によりグルタミン酸を選択的に酸化し、発生した H2O2を西洋わさび

ペルオキシダーゼ（HRP）を用いて高感度に検出する方法である。GOxや HRP を CNT 電極にコ

ーティングする方法を検討した結果、H2O2の検出において、1nM の検出感度と 50nM までの線

形性（R＝0.99）を確認できた。50×50µm の微小電極において最も優れた感度特性を有してい

る成果が得られた。また、グルタミン酸の検出限界 100nM 以下、線形性検出範囲 0.1-10µM を

達成した（下図）。作製したグルタミン酸計測用 CNT 電極を用いて、脳スライスの海馬領域を

計測したところ、グルタミン酸の放出と活動電位の同時計測にも成功した（下図）。 

 

疾患脳オルガノイドのフェニトインとぺランパネルの応答



 

 
4．研究の反省・考察 

(1)疾患脳オルガノイドの作製および電気活動特性を検出できた点は、研究が順調に進んで

いると言える。作製プロトコルの検討により、作製効率は向上したが、さらに向上させる為

には、作製プロトコルの改良は必要である。健常者脳オルガノイドへのPTZ投与で、培養細胞

には見られない、強い同期バースト発火の急激な出現、および持続する活動が検出された点

はin vivoの応答に近く、in vivoへの外挿性を検討していく上で有効な現象であると考えて

いる。しかしながら、全てのオルガノイドサンプルで同様の現象が見られるとは限らない。

脳オルガノイドの作製状態と活動状態の関係性を見出して行くことが信頼性の高い評価系

を構築する上で重要であると考えられる。今後の課題としたい。疾患患者由来脳オルガノイ

ドにおいて、抗てんかん薬であるフェニトインは適さず、ぺランパネルは効果があることを

示す結果が得られた。難治性てんかんでは、薬剤の選択は、医師の経験に頼るところが大き

く、薬剤によっては症状を悪化させる為、至適抗てんかん薬を選定する方法が強く求められ

ている。本研究成果は、疾患脳オルガノイドのMEA計測が、至適抗てんかん薬の選定法として

有効である可能性を示唆している。同じ疾患の複数のiPS細胞株から作製した脳オルガノイ

ドで共通する特徴が得られるかが今後の課題である。 

 (2)GOx と HRP の CNT 電極表面への塗布条件を明らかにしたことで、グルタミン酸の検出感度

100nM 以下、線形検出範囲 0.1-10µM を実現し、脳スライスからの活動電位とグルタミン酸の

同時計測に成功した。脳オルガノイドからのグルタミン酸放出計測へ移行できることが示唆

された。しかし、脳スライスの実験から、電極毒性を考慮する必要性も明らかとなり、今後脳

オルガノイド計測における条件を検討する予定である。GABA の検出には、GABA 特異的な酵素

を使用したが、グルタミン酸との明確な選択性が得られなかった。酵素の種類および検出法

を再検討する必要がある。 
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グルタミン酸濃度ごとの経時変化と検量線(100 nM)

グルタミン酸濃度ごとの経時変化と検量線(1 mM)
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