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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) 疾患脳オルガノイドにおける禁忌薬の応答を微小電極アレイ（MEA）にて評価する。 

①ドラべ症候群、レット症候群オルガノイドに対する禁忌薬を含めた応答を評価する。 

(2) 神経伝達物質グルタミン酸および H2O2と細胞外電位の同時計測法を確立する。 

①グルタミン酸とH2O2の用量依存的な電気化学応答および阻害物質の作用を明らかにする。 

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

酸と細胞外電位のリアルタイム計測を検証する。 

 

3．研究の成果 

(1) 疾患脳オルガノイドにおける禁忌薬の応答評価 

自発活動において、オシレーションの長さにドラベ症候群と健常者脳オルガノイドで差が認

められた。低周波解析により、特定の周波数強度が健常者脳オルガノイドとドラベ症候群脳オル

ガノイドで異なっていた（論文執筆中）。禁忌薬剤投与により、健常者脳オルガノイドはすべて

の周波数帯で強度が減少したが、ドラベ症候群オルガノイドでは、特定の周波数帯で強度が増加

した。他の禁忌薬剤において、健常者オルガノイドでは、オシレーション頻度が用量依存的に減

少したが、ドラベ症候群では、用量依存的に増加した。上記、自発活動における周波数特性およ

び禁忌薬応答は、ドラべ症候群患者脳の特徴を反映した応答であることが示唆された。 

レット症候群脳オルガノイドにおいては、カルママゼピン投与により、健常者オルガノイドと

異なり、同期バースト発火数の増加が認められた。また、用量依存的なスパイク数の変化も健常

者オルガノイドと有意差が認められた。レット症候群患者の化合物応答の特徴を反映した応答

であることが示唆された（論文執筆中）。 

本研究結果から、ドラベ症候群およびレット症候群患者由来 iPS 細胞から作製した脳オルガ

ノイドの本解析手法は、創薬開発において、有効な評価法となることが期待される。 
 

(2) 神経伝達物質と細胞外電位同時計測法の開発 

2.1 電極作製と電気化学特性 

グルタミン酸を電気化学的に高感度測定可能な電極にするために CNT をメッキした

MEA(CNT-MEA)を作製した。走査型電子顕微鏡観察により、メッキした CNT は、管状の形状を

保持していることが確認された。次に、

PBS 溶液中の 10ｍM フェロシアン化カ

リウムを使用して、ITO 電極と CNT 電

極の電気化学的応答を比較した。CNT-

MEA の CV 特性は、微小電極の特徴で

あるシグモイド型を示した（右図）。ま

た、電流密度は、1.5 µA/cm2であり、

高い電気化学反応特性が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



2.2 酵素修飾 CNT-MEA の過酸化水素(H2O2)反応電流値の濃度依存性 

10 nM過酸化水素を 60 sec ごとに滴下し、過酸化水素の反応電流値を測定した結果、過

酸化水素の濃度に依存した電流値の増大が認められた。また、100 pM過酸化水素を 60 sec

ごとに滴下した試験においても用量相関が得られた。検出限界は、100 pM以下であった。

10 nM H2O2の反応電流値と100 pM H2O2の反応電流値に大きな差が認められなかった原因は、

作製電極毎の反応性の差であると考えられる。 

 

2.3 酵素修飾 CNT-MEA のグルタミン酸反応電流値の濃度依存性 

100 nM グルタミン酸を 120 sec ごとに滴下し、グルタミン酸の反応電流値を測定した結

果、グルタミン酸の濃度に依存した電流値の増大が認められた。また、1 nM グルタミン酸

を 50 sec ごとに滴下した試験においても用量相関が得られた。検出限界は、1 nM以下であ

った。100 nM Gluの反応電流値と 1 nM Gluの反応電流値に大きな差が認められなかった原

因は、作製電極毎の反応性の差であると考えられる。 
 

 

2.4 グルタミン酸の電気化学反応と細胞外電位（FP）の同

時計測 

グルタミン酸の電気化学計測が FP 計測に影響を及ぼさな

いことを確認するために、同時計測状態で、グルタミン酸 100 

nM を累積投与した。右図が示すように、グルタミン酸の電気

化学反応による FP(局所フィールド電位)への影響は確認さ

れなかった。 
 

2.5 グルタミン酸測定干渉物質の電気化学測定 

グルタミン酸測定において干渉物質の影響を考慮する必要がある。干渉物質として 10 µM

γ-アミノ酸(GABA)、100 nM ドーパミン(DA)、10 µM 尿酸、ジメチルスルホキシド(DMSO) 

0.1％、200 µM カフェイン(caffein)を順次

滴下し、その後、10 µM グルタミン酸(Glu))

を 60 sec ごとに滴下した。 10 µM GABA、

10 µM 尿酸、0.1% DMSO、および 200 µM カ

フェインでは反応はみられなかった。100 nM

ドーパミン（DA）はグルタミン酸とは逆のプ

ラス電流値で反応を検出した。これらの干渉

物質の存在下においても、グルタミン酸の応

答が検出できることが示された。 
 



2.6 酵素修飾 CNT 微小電極による急性マウス海馬スライスの活動電位とグルタミン酸放

出の同時測定 

酵素修飾 CNT-MEA にマウス脳組織(海馬)を乗せ、aCSF に酸素 95％、二酸化炭素 5％を含

んだ空気を通気し灌流させた。対極に Pt電極、参照極に CNT 電極を用いて作用極に 0.0 V 

vs. CNT を印加、保持し、還元電流値を測定した。下図に細胞外電位記録とグルタミン酸の

同時計測の結果を示す。CA２領域の隣接する電極で細胞外電位計測（赤）と電気化学計測（青）

を実施した。細胞外電位計測により、集合電位が観察され、電気化学計測によりグルタミン

酸の放出電流値が観察さ

れた。しかしながら、全て

の活動において、グルタミ

ン酸放出電流値は検出さ

れなかった。海馬組織のど

のニューロン群による活

動であるかで、電極表面に

流れ出るグルタミン酸量

が異なることなどが要因

であると考えている。現

在、要因解明の為の実験を

進めている。 

 

4．研究の反省・考察 

(1) 疾患脳オルガノイドにおける禁忌薬の応答評価 

ドラベ症候群およびレット症候群患者由来iPS細胞から作製した脳オルガノイドの周波

数特性や禁忌薬の応答は、疾患の特徴を反映した成果であり、創薬開発において、有効な

評価法となることが期待される。 

 

(2) 神経伝達物質と細胞外電位同時計測法の開発 

本実験で酵素修飾型 CNT-MEAを開発した結果、グルタミン酸やH2O2（データ割愛）の放出

と細胞外電位の同時計測に成功した。脳オルガノイドのデータ解析まで至らなかった点が

反省点であるが、今後解析を進めてゆく。これらの結果を基に、神経伝達物質の放出と細

胞外電位の両指標を用いた化合物の薬効および毒性評価法を構築してゆく予定である。 
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