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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（細胞外電位）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) 健常者・各種てんかん患者由来脳オルガノイドを用いて既存薬に対する応答を評価する。 

①各疾患オルガノイドの自発活動特性を明らかにする。 

②既存薬に対する各疾患オルガノイドの周波数特性の変化を明らかにする。 

(2) 分散培養（２D）と脳オルガノイド（３D）の薬剤応答性の違いを明らかにする。 

(3) 脳オルガノイドからのグルタミン酸・GABA 放出の同時計測法を確立する。 

①GABAの検出限界を明らかにし、グルタミン酸とGABAの同時計測系を構築する。 

②マウス急性脳スライスを用いて、細胞外記録と電気化学計測を同時に行い、グルタミン

酸とGABAの検出感度を評価する。グルタミン酸やGABAの放出を促す薬剤を投与すること

によって、グルタミン酸、GABA放出の変化を算出する計測系を確立する。 

③各疾患脳オルガノイドからグルタミン酸、GABAの放出を記録し、疾患別のグルタミン酸

とGABAの放出比率および薬剤変化を検出する。 

 

3．研究の成果 

(1) 患脳オルガノイドにおける抗てんかん薬の応答と健常者脳オルガノイドの応答を比較し

た。下図は健常者脳オルガノイドおよびドラべ症候群の脳オルガノイドに抗てんかん薬を用

量依存的に投与した際の周波数強度変化を示している。δ波（1-3 Hz）、θ波（4-8 Hz）、α波

（8-14 Hz）、β波（15-30 Hz）、γ波（35-50 Hz）、High-γ波（80-150 Hz）、150-500Hz 帯の

波形を抽出し、周波数強度を解析した。健常者脳オルガノイドにおいて、フェニトイン 100 µM

投与によりα波、β波の周波数強度の減少が見られ、300µM 投与より全周波数帯で周波数強度

が減少した。一方、ぺランパネル投与においては、用量依存的にδ波から High-γ波の周波数

強度の減少が認められた。AMPA 受容体阻害が用量依存的に現れた結果だと考えられ、脳オル

ガノイドにおいても、抗てんかん薬の種類に依存して応答が異なることがわかってきた。ド

ラべ症候群脳オルガノイドにおいては、フェニトイン 300µM 投与でδ波は減少したものの、

健常オルガノイドと比べ各周波数帯強度の減少は観察されなかった。ドラべ症候群の禁忌薬

剤であるフェニトインの応答を示している結果であると考えられる。 

 
 

(2) 健常者株から分化した神経ネットワークをMEA上に分散培養した２Dサンプルと健常者株

オルガノイド（３D）に痙攣誘発化合物である Strychnine を投与した際の薬剤応答を比較し



た。下図はそれぞれの活動電位波形を示している。オルガノイドは Strychnine の投与でオシ

レーションの振幅・頻度が増加し、高濃度では減少したのに対し、分散培養は Strychnine の

投与で同期バースト発火の Duration が増加・頻度が減少し、高濃度では Duration が減少し

た。着目する現象は異なるがオルガノイド・分散培養ともに Strychnine に対する濃度依存的

な反応は一致していた。２D 分散培養と３D オルガノイドの薬剤応答を比較するデータを複数

薬剤にて取得し、現在データ解析を行っている。 

 
 

(3) 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 GABA を計測する為に、塗布する酵素を検討し GABA を計測可能な CNT

電極を開発した。塗布する酵素に GABASE を追加することにより GABA をグルタミン酸へと選

択的に変換し、次いで Glutamate oxidase (GOx)によりグルタミン酸を選択的に酸化する。グ

ルタミン酸酸化時に発生した H2O2を西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）を用いて検出する方

法である。GABASE を追加することにより GABA 100µM の検出に成功し、線形性（R=0.998）を

確認した。また酵素を CNT 電極にコーティングする方法を検討した結果、グルタミン酸の検

出限界 1nM以下、線形性検出範囲 1nM-10µM を達成し電極の高感度化に成功した（下図）。 

高感度化したグルタミン酸計測用 CNT 電極を用いて、Rat 皮質ニューロンの分散培養サンプ

ルを計測し、1 細胞レベルでのグルタミン酸の放出と活動電位の同時計測に成功した（下図）。 

 

4．研究の反省・考察 

(1) 疾患脳オルガノイドと健常者オルガノイドの活動特性において、低周波成分の解析が有



効であることがわかり、差異が検出できることがわかった。オルガノイド研究の性質上、均

一なオルガノイド作製が難しいことが挙げられる。iPS 細胞の状態を管理維持し、サンプル

数を増やす必要がある。また、各疾患において、複数ドナーの iPS 細胞および株を用意する

必要性が出てきた。疾患間差を明らかにしたいが、ドナー間差なのか、株間差なのかを未だ

不明な点がある為である。今年度は、同一疾患において複数の iPS 株を用いて検証すること

とした。本年度の成果として、疾患の禁忌薬剤に対する応答性が認められたことは今後の発

展が期待できる。 

 (2) 2D 分散培養と３Dオルガノイドにおける薬剤応答データを取得した。オルガノイドは低

周波解析が有効であり、2D はスパイク解析が主となるため、それぞれの解析法で得られたパ

ラメータ値の比較、毒性用量の比較を今後進めて行く予定である。また、2D 分散培養におい

ても低周波解析を行うことで、同一パラメータでの比較も実施して行く予定である。薬剤応

答を比較する上で、組織化学的に、３Dオルガノイドと２D分散培養において、興奮性ニュー

ロンと抑制性ニューロンの割合を比較する必要もある。今年度の課題とすることとした。 

（3）酵素 GABASE を用いることで、GABA の用量依存的な応答を検出できることがわかった。

しかしながら、細胞から放出される GABA をリアルタイムに計測する為には、感度が足りない

こと、およびグルタミン酸も GABASE 電極で反応する為、グルタミン酸と GABA の分離が難し

いことがわかった。今後は、グルタミン酸、ドーパミンに焦点をあて、細胞から放出される神

経伝達物質のリアルタイム計測を実施することとした。我々の独自技術である細胞外記録（活

動電位）と神経伝達物質のリアルタイム同時計測において、培養細胞においてもグルタミン

酸のリアルタイム計測に成功した点は今後の発展が期待できる成果である。今年度は、脳オ

ルガノイドを用いて、疾患と健常の差異、薬剤応答について、解析を進める予定である。 
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