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iPS 細胞由来オータプス培養標本によるシナプス機能評価法開発 

－シナプス対象の神経疾患治療薬創製法開発－ 
 

1．研究の目的 

（１）目的 

本研究の目的はシナプス機能の詳細な解析に適した培養標本であるオータプス培養標本をヒ

ト iPS 細胞より調製し、ハイスループットでニューロンの電気的活動を評価できる次世代微小

電極アレイシステムを用いてシナプス機能のスクリーニング法を開発することにある。具体的

には微小孔アレイデバイスを用いてオータプス培養標本を作製する技術を構築するとともに、

デバイス上の微小電極アレイを用いてオータプス培養標本の電気活動を計測する技術を構築す

る。 

（２）背景 

アストロサイトがシナプス機能を制御することは既に分かっている。しかし、アストロサイト

の密度が変化した際のシナプス動態は、未知な部分が多い。例えば、１）ニューロンがシナプス

を投射する場所（位置）は影響を受けるのか、２）個々のシナプスにおける開口放出メカニズム

の変化はどうなっているのか、３）その生理的意義は何か、などである。本研究で用いた培養標

本は、従来の神経生理学研究で用いられる脳スライス標本や分散培養標本とも異なる、全く新し

いコンセプトに基づいた再構築型単一ニューロン培養モデルである。この特徴を活かした解析

的研究の成果を基に、共存するアストロサイトの密度環境とシナプス動態の相関関係を理論的

にモデル化することによって、アストロサイトの密度依存的な環境変化を基軸として高次脳機

能の獲得原理を理解することが必要であった。 

 

2．研究の計画 

（１）オータプス培養標本での次世代微小電極アレイシステムによる測定技術の確立 

半導体加工技術を利用して、窒化シリコン製の自立膜に微小孔をアレイ状に形成した培養膜

を製作する。この培養膜の裏面にアストロサイトを、膜のオモテ面にニューロンを培養すること

で、微小孔アレイを通じたアストロサイトとニューロンの細胞間コミュニケーションを実現し、

オータプス培養標本を作製し得る培養環境を構築する。次に、微小孔アレイを有する窒化シリコ

ン製培養膜のオモテ面に微小電極アレイを形成する。培養膜の裏面にアストロサイトを、オモテ

面の微小電極アレイ上にニューロンを播種して共培養を行いながら、微小電極アレイによりニ

ューロンの細胞外電位を計測する技術を構築する。 

（２）単一ニューロン培養標本におけるシナプス伝達の解析 

まず初めに自己にシナプスを投射する海馬オータプス初代培養標本の作製を行う。続いてこ

の海馬オータプス初代培養標本を用いてパッチクランプ法を用いたシナプス伝達の解析を行う。

さらに、蛍光イメージング法によるシナプス数の解析を行うことで、シナプス数の解析を実施す

る。 

 

3．研究の成果 

（１）オータプス培養標本での次世代微小電極アレイシステムによる測定技術の確立 

直径 3μmの多数の微小孔を形成した厚さ 1μmの窒化シリコン製多孔膜と、直径 300μm の円

筒状貫通孔を 8×8 個のアレイ状に形成したシリコーン樹脂シートを貼り合わせることで、底面

に多孔膜を有するマイクロウェルアレイを製作した。このウェル内の膜表面に単一ニューロン

を、膜裏面に多数のアストロサイトを共培養することで、オータプス培養標本を構築した。ニュ

ーロンとシナプスを免疫染色することで、神経突起に沿って多数のシナプスが形成されている

ことを確認した。次に、窒化シリコン膜表面の中央部に一辺 50μm の微小電極を 8×8 個のアレ

イ状に形成するとともに、直径 5μmの多数の微小孔を形成した。膜裏面にアストロサイトを、

膜表面にニューロンをそれぞれ培養し、4 週間以上に渡り安定してニューロンの細胞外電位を計

測することに成功した。 

（２）単一ニューロン培養標本におけるシナプス伝達の解析 

アストロサイトが高密度になるほど、単一ニューロンにおける興奮性シナプス伝達は大きく

なった。形態学的に同定されたグルタミン酸作動性シナプスの数は両者で有意な差は認めなか



ったが、伝達物質を放出できる興奮性シナプス（アクティブシナプス）の比率はアストロサイト

高密度群では増加しており、逆にシナプス前サイレントシナプスの比率は低い結果であった。こ

れらの結果を踏まえて、健常ヒト iPS 細胞由来のアストロサイトを樹立し、マウス海馬ニューロ

ンと組み合わせた単一ニューロン培養標本を作製した。結果、従来のマウス由来のアストロサイ

トを用いた単一ニューロン培養標本に類似した興奮性シナプス伝達を確認できた（Uchino et 

al., iScience, 2022）。健常ヒト iPS 細胞由来のアストロサイトを除去するとシナプス伝達は

ほぼ皆無になったことから、健常ヒト iPS 細胞由来のアストロサイトは機能的にも重要な役割

を果たしていることが分かった。しかし従来のマウスアストロサイトは２週間培養でシナプス

伝達を構築できるが、iPS 細胞由来のアストロサイトでは４週間培養を有することも明らかとな

った。 

 

4．研究の反省・考察 

（１）オータプス培養標本での次世代微小電極アレイシステムによる測定技術の確立 

本研究の窒化シリコン多孔膜を用いることでオータプス培養標本を構築できることは確認し

たが、歩留まりが低いため、それを改善するデバイス構成とニューロン播種方法の検討が必要で

ある。また、微小電極によるオータプス培養標本の電位計測を実現するために、微小電極上でオ

ータプス培養標本を構築する技術の確立が必要である。 

（２）単一ニューロン培養標本におけるシナプス伝達の解析 

健常ヒト iPS 細胞由来のアストロサイトとマウス海馬ニューロンと組み合わせた単一ニュー

ロン培養標本を作製することに成功したものの、ニューロンはヒト iPS 細胞由来ではない。今後

はアストロサイトだけでなく、ニューロンも iPS 細胞由来にした単一ニューロン培養標本を開

発する必要がある。ただし、アストロサイトとニューロンで培養期間が全く異なることから、培

養時期のタイミングを上手にずらす工夫が必要である。 
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