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第 1 章 緒言 

1-1. 序論 

 創薬の分野において、臨床試験で副作用が検出され、候補化合物が脱落してしまう割合が

最も高い臓器は中枢神経系であり[1]、その中でも高い頻度で検出される重篤な副作用は痙

攣毒性である[2]。痙攣毒性が臨床試験おいて検出された化合物は即開発中止となってしま

い、膨大な開発コストと時間の損失が生じる。そのため、前臨床の段階で医薬品候補化合物

の痙攣毒性を検出できる評価法の構築が求められている。従来は、動物に化合物を投与する

大掛かりな実験で行われていた。しかしながら、検出精度、スループット性が低い、膨大な

時間とコストが掛かかる、痙攣前兆の用量同定が難しい、ヒト外挿性や、疾患患者に対する

毒性評価も困難であるなどの問題があった。そのため、ヒトの痙攣毒性を高精度に予測可能

な in vitro の評価系を開発する必要がある。この課題へのアプローチの一つとして、ヒト人

工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells; iPSC）の応用が期待されている。 

ヒト iPSC の発見と分化誘導技術の発展により、様々な種類の神経細胞の作製が可能にな

った[3]。ドーパミン作動性ニューロン、グルタミン酸作動性ニューロン、GABA 作動性ニ

ューロンなど、異なる機能をもつ細胞を作製することが可能となった[4-7]。さらに、海馬

歯状回の顆粒細胞[8]や大脳皮質第 5 層の錐体ニューロン[9,10]など、特定の脳領域に由来

する神経細胞の作製も可能となってきた。これらのヒト iPSC 由来ニューロンを使用して、

細胞死、遺伝子発現、形態、電気生理学的機能などのパラメータに基づいて化合物の毒性評

価が行われている[11-18]。 

ヒト iPSC 由来ニューロンを用いた電気生理学的機能計測では、パッチクランプ法

[9,19,20]や、カルシウムイメージング法[14,21]、平面微小電極アレイ(micro electrode array; 

MEA)による細胞外記録法[16-18,22-33]などの手法が用いられている。MEA 法は、直径 数

～数十μm の微小電極が配置された基板上に培養した細胞の電気活動を、非侵襲に長期間

計測することができる手法である。さらに、時間分解能が高く、多点同時計測であるため、

神経ネットワーク活動の評価が可能である。MEA での最初の培養細胞計測は 1972 年に

Thomas らによって報告され[34]、培養ニューロンからの記録は、1979 年と 1980 年にそれ

ぞれ Pine と Gross らによって報告された[35,36]。ヒト iPSC 由来ニューロンの MEA 計測

は、2014 年に小田原らによって報告され[16]、それ以来、ヒト iPSC 由来ニューロンの機能

評価や化合物応答に関する報告がされてきた。我々は、MEA 計測法で、iPSC 由来ニューロ

ンへの痙攣陽性化合物の応答の検出や、抗てんかん薬の副作用の検出を行ってきた

[16,17,30,31]。 

脳神経細胞は、主に興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの 2 種類に分類される。我々

の脳神経ネットワーク活動は、興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの入力バランス(E/I

バランス)により制御されている。医薬品の深刻な副作用である痙攣毒性や、神経疾患で見
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られるてんかん発作は、脳内の E/I バランスの乱れが原因の一つであると考えられてい

る。例えば、レット症候群では、MeCP2 遺伝子の欠損により、皮質における GABA 作動

性伝達が減少し、痙攣が起こることが報告されている[37]。ドラベ症候群では、Na+チャ

ネル Nav 1.1 をコードする SCN1A 遺伝子の欠損により、抑制性ニューロンの活動が減少

し、痙攣が起こることが報告されている[38]。ラフォラ病では、大脳皮質の GABA 作動性

ニューロンの発達障害により、ラフォラ体が細胞質に見られ、痙攣が認められている

[39]。さらに、大脳皮質のパルブアルブミン介在ニューロンの機能や発達障害により、ピ

ラミダルニューロンの興奮性を制御できなくなることで、てんかんが発症することが報告

されている[40,41]。また、ハンチントン病では、大脳皮質の 5 層や 6 層のニューロンの脱

落による痙攣発作が報告されている[42]。このように、E/I バランスの乱れによるてんか

ん発作を伴う神経障害が数多く報告されていることから、化合物の毒性評価を行う際に

は、評価サンプルの E/I バランスが大変重要だと考えられる。しかし、MEA を用いた既

存のヒト iPSC 由来ニューロンの毒性評価系では、神経ネットワークにおける E/I バラン

スは考慮されていない。さらに、ヒト iPSC 由来神経ネットワークで痙攣毒性を検出する

ための最適な E/I バランスは同定されていない。ヒト iPSC 由来神経ネットワークにおい

て、痙攣陽性化合物である pentylenetetrazol （PTZ）に対する痙攣応答の検出用量や、

PTZ で誘発された痙攣状態に対する抗てんかん薬である phenytoin 投与時の応答は培養サ

ンプルにより異なっている。これらの結果は、分化誘導法の違いによって引き起こされる

神経ネットワークのイオンチャネルの発現や、E/I バランスの違いによるものであると考

えられる。より精度の高い痙攣毒性評価系の構築には、痙攣毒性検出に最適なサンプル条

件の同定が必要である。 

痙攣毒性評価において、in vitro の知見から in vivo の現象を再現、予測する in vitro to in 

vivo extrapolation（IVIVE）が重要なアプローチとなっている。その一つとして、三次元オ

ルガノイドの応用が期待されている。オルガノイドは、in vitro での三次元細胞集合体であ

り、自己再生、自己組織化が可能かつ、臓器のような生体機能を示す[43]。オルガノイドは、

ヒトの多機能幹細胞や単離された臓器の前駆細胞から作製される。生体の構造に近く、オル

ガノイドは、IVIVE が重要である生物医学や、個別化医療へ応用期待されている[44]。現在

までに、ヒト脳、胃、網膜、食道、肺、肝臓、前立腺、卵巣、腸、腎臓、膵臓のオルガノイ

ド作製法が確立されている[45,46]。ヒト脳オルガノイドは、初期の胚及び胎児の脳の発達

を反映し、ヒト神経疾患の非常に高度な in vitro モデルである[47]。ヒト脳オルガノイドは、

Lancaster らによって 2013 年に初めて報告された[48]。現在では、海馬[49]、中脳[50]、視

床下部[51]、小脳[52]、脳下垂体前葉[53]などの様々な特徴を持つオルガノイドの作製法が

開発されており、形態評価や遺伝子発現解析[54-62]といったオルガノイド作製自体の評価

がほとんどであり、脳オルガノドの電気活動特性を見出す有効な評価法は確立していない。 

疾患患者を対象とした痙攣毒性評価において、疾患特異的な毒性の応答を検出可能かが

重要な課題となっている。現在、様々な疾患患者由来の iPSC 株が作製され、動物モデルに
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代わる新たなヒト由来疾患モデルとして使用されるようになってきた。神経疾患では、ドラ

ベ症候群[63,64]やレット症候群[65,66]、アンジェルマン症候群[67,68]などの難治性てんか

ん患者由来の iPSC 株が作製されている。近年では、疾患 iPSC 由来脳オルガノイドの作製

も報告されている。形態評価では、疾患により引き起こされる組織構造の欠損がオルガノイ

ドでもみられることが報告されている[62]。遺伝子発現解析では、疾患を反映した遺伝子変

異や同一疾患でも患者の重症度による差異が見られることが報告されている[69]。電気生理

学的機能計測では、MEA 計測やパッチクランプ法による自発活動計測において、疾患を反

映した活動の増減が報告されている[70,71]。このように、疾患脳オルガノイドは、新たな in 

vitro 疾患モデルとしての有効性が示されてきている。しかしながら、疾患特異的な痙攣毒

性評価系としての有効性は、まだほとんど検証されていない。 

 このような背景の下、本博士論文では、ヒト iPSC 由来中枢神経モデルを用いた医薬品候

補化合物の痙攣毒性評価系の構築を目的として、第 2 章で、ヒト iPSC から分化した大脳皮

質の興奮性グルタミン酸作動性ニューロンと抑制性 GABA 作動性ニューロンの比率が異な

る 5 種のサンプルを MEA プレート上に構築し、痙攣陽性化合物に対する応答性の違いと、

痙攣毒性評価に最適な E/I バランスについて論じる。次に、in vivo 外挿性へのアプローチ

として、ヒト脳オルガノイドを用いた MEA 計測法の構築を第 3 章で論じる。最後に、疾患

患者を対象とした医薬品の痙攣毒性評価法構築の可能性を明らかにするために、ドラベ症

候群患者由来 iPSC から作製した疾患脳オルガノイドの禁忌薬に対する応答について第 4 章

で論じる。 
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1-2. 本博士論文の構成 

第 1 章では本研究の背景と目的、本論文の構成について記載した。 

第 2 章では、ヒト iPS 細胞由来ニューロンの興奮性と抑制性ニューロンのバランス(E/I

バランス)に依存した痙攣陽性化合物の応答評価について記載し、痙攣毒性検出並びに作用

機序予測に最適な二次元神経ネットワークのサンプル条件について論じた。 

第 3 章では、健常ヒト脳オルガノイドを用いた MEA 計測法の構築について記載し、痙

攣陽性化合物や抗てんかん薬に対する 500 Hz 以下の低周波帯での応答について論じた。 

第 4 章では、ドラベ症候群患者由来 iPS 細胞から作製した脳オルガノイドの禁忌薬に対

する応答評価について記載し、疾患脳オルガノイドを用いた疾患患者を対象とした医薬品

の痙攣毒性評価の可能性について論じた。 

第 5 章では、各章のまとめと、総括として、開発した各技術の関連性を含めた本研究の

まとめについて記載した。 
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ヒト iPS 細胞由来ニューロンの興奮性と抑制性ニューロンの 
バランスに依存した痙攣陽性化合物の応答評価 

第 2 章 ヒト iPS 細胞由来ニューロンの興奮性と抑制性ニューロンのバランスに

依存した痙攣陽性化合物の応答評価 

2-1. 序論 

 近年、人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells; iPSC）の発見と分化誘導技術の

発展により、様々な種類の神経細胞の作製が可能になった[3]。ドーパミン作動性ニューロ

ン、グルタミン酸作動性ニューロン、GABA 作動性ニューロンなど、異なる機能をもつ細胞

を作製することが可能となった[4-7]。さらに、海馬の歯状回の顆粒細胞[8]や大脳皮質第 5

層の錐体ニューロン[9,10]などの、特定の脳領域に由来する神経細胞の作製も可能となって

きた。このような細胞は、再生医療の分野だけではなく、新薬開発におけるリード化合物の

初期段階でのスクリーニングや毒性評価への応用が期待されている[72-75]。ヒト iPSC 由

来ニューロンを使用して、細胞死、遺伝子発現、形態、機能などのパラメータに基づいて化

合物の毒性評価が行われている[11-18]。神経細胞の機能評価は、パッチクランプ法[9,19,20]、

カルシウムイメージング法[14,21]、および平面微小電極アレイ（MEA）を用いた細胞外記

録法[16-18,22-33]などの手法を使用して行われてきた。その中でも MEA を用いた評価は、

神経ネットワークの電気生理学的活動を、高時間分解能で多点同時かつ非侵襲に計測でき

ることから、近年注目が集まっている。 

 現在、MEA を用いた毒性評価系の開発が国内外で行われている。我々の研究室では、中

枢神経系の深刻な毒性である痙攣毒性を指標として、ヒト iPSC 神経ネットワークを用いた

評価系の構築を行ってきた。この評価系を用いて、痙攣陽性化合物への応答を検出や、抗て

んかん薬の副作用の検出を行ってきた[16,17,30-32,76]。しかしながら、MEA を使用した in 

vitro 化合物評価系のサンプル条件は最適化できていない。痙攣陽性化合物の EC50 は、ヒト

海馬由来幹細胞から作成したヒトニューロンとラットの皮質ニューロンにおいて 10 倍以上

異なるという報告がある[77,78]。さらに、ヒト iPSC 由来神経ネットワークにおいても、痙

攣陽性化合物である pentylenetetrazol （PTZ）に対する痙攣陽応答の検出用量や、PTZ で

誘発された痙攣状態に対する抗てんかん薬である phenytoin 投与時の応答が培養サンプル

により異なっている。これらの結果は、分化誘導法の違いによって引き起こされる神経ネッ

トワークのイオンチャネルの発現や、興奮性/抑制性のニューロンの比率（E/I バランス）

の違いによるものであると考えられる。 

 脳神経ネットワーク活動は、興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの入力バランスによ

り制御されている。脳神経の以上興奮である痙攣は、脳内の E/I バランスの乱れが原因の一

つであると考えられている。レット症候群では、MeCP2 遺伝子の欠損により、皮質におけ

る GABA 作動性伝達が減少し、痙攣が起こることが報告されている[37]。ドラベ症候群で

は、ナトリウムチャネル Nav 1.1 をコードする SCN1A 遺伝子の欠損により、抑制性ニュー

ロンの活動が減少し、痙攣が起こることが報告されている[38]。ラフォラ病では、大脳皮質

の GABA 作動性ニューロンの発達障害により、ラフォラ体が細胞質に見られ、痙攣が認め
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ヒト iPS 細胞由来ニューロンの興奮性と抑制性ニューロンの 
バランスに依存した痙攣陽性化合物の応答評価 

られている[39]。さらに、大脳皮質のパルブアルブミン（PV）介在ニューロンの機能や発達

障害により、ピラミダルニューロンの興奮性を制御できなくなることで、てんかんが発症す

ることが報告されている[40,41]。また、ハンチントン病では、大脳皮質の 5 層や 6 層のニ

ューロンの脱落により、痙攣発作が引き起こされることが報告されている[42]。 

 このように、大脳皮質の E/I バランスの乱れによる痙攣を伴う神経障害が数多く報告さ

れている。したがって、化合物の毒性評価を行う際には、評価サンプルの E/I バランスが大

変重要である。しかし、MEA を用いた既存のヒト iPSC 由来ニューロンの毒性評価系では、

神経ネットワークにおける E/I バランスは考慮されていない。さらに、ヒト iPSC 由来神経

ネットワークで痙攣毒性を検出するための最適な E/I バランスは同定されていない。 

 そこで、本研究では、ヒト iPSC から分化した大脳皮質の興奮性グルタミン酸作動性ニュ

ーロンと抑制性 GABA 作動性ニューロンの比率が異なる 5 種のサンプルを MEA プレート

上に構築し、各神経ネットワークの痙攣陽性化合物に対する応答性を調べた。 
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2-2. 実験方法 

2-2-1. E/I バランスの異なるヒト iPSC 由来神経ネットワークの培養 

 興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの比率がことなるニューロンネットワークを構築

するために、ヒト iPSC から分化させた大脳皮質第 5 層グルタミン作動性ニューロン（BX-

0350; BrainXell Inc.）とパルブアルブミン陽性 GABA 作動性ニューロン（BX-0451; BrainXell 

Inc.）を 100/0、75/25、50/50、25/75、0/100（グルタミン作動性ニューロン/GABA 作動

性ニューロン）の割合で播種した。細胞は Polyethyleneimine （Sigma）及び Lminin-511

（Nippi）でコーティングした 24well-MEA プレート（Comfort、Eco、Alpha Med Scientific 

Inc.）に 8.0×105 cells/cm2 で播種した。Seeding Medium を使用して細胞を播種し、培養 1

日目に Day 1 Medium に全量置換し、培養 4 日目に Day 4 Medium に全量置換した。培養

7、11、14 日目に Day 4 Medium を半量交換した。培養 18 日以降は SM1 Supplement

（STEMCELL technologies）を含む BrainPhys で培養した。培地は 4 日おきに半量交換し

た。さらに、培養 8 日目に 3×104 cells/well のアストロサイト（AX0084; Axol Bioscience 

Inc.）を各 well に添加した。 

 

2-2-2. 免疫化学染色 

 細胞を氷上（4℃）で 4％ paraformaldehyde を含む Phosphate buffered saline（PBS） 、

-20 ℃の methanol でそれぞれ 10 分間固定した。固定した細胞を 4℃で 0.2 %の Triton X-

100 を含む PBS で 10 分間インキュベートし、次に preblock buffer （0.05% Triton X and 

5% goat serum in FBS）1 時間インキュベートした。その後、anti-β-Tubulin Ⅲ（T8578; 

Sigma-Aldrich）、anti-GABA（A2052、Sigma-Aldrich）抗体を 4℃で 12 時間インキュベー

トした。免疫標識は、anti-mouse 488 Alexa Fluor（ab150109、Abcam）、anti-rabbit 546 Alexa 

Fluor（A-11010、ThermoFisher Scientific）を preblock buffer で 1000 倍希釈して室温で 1

時間インキュベートした。また、1 µg/mL の Hoechst 33258（H341、DOJINDO）を室温

で 1 時間インキュベートし、細胞核を染色した。染色した細胞は全て蛍光顕微鏡（BZ-9000; 

KEYENCE）にて撮影し、取得した画像を ImageJ software （NIH）にて解析した。培養し

た各神経ネットワークにおける GABA 作動性ニューロンとグルタミン酸作動性ニューロン

の比率を算出した。まず、Anti-β-Tubulin Ⅲと Hoechst 33258 で染色した蛍光画像から神

経細胞体と非神経細胞体領域（ベース）を検出した。次に、anti-GABA で染色した蛍光画

像から各神経細胞体とベースの輝度の最頻値を算出した。Anti-GABA 抗体の染色画像にお

ける細胞体の輝度値がベースの輝度値の 2.6 倍より大きいものを GABA 作動性ニューロン

とし、それ以外をグルタミン作動性ニューロンとした。 

 

2-2-3. MEA 計測 

 培養した神経ネットワークの MEA 計測は、SM1 Supplement を含む BrainPhys にて行わ
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れた。自発活動は 24well MEA システム（Presto; Alpha Med Scientific Inc.）を使用して、

37℃、5％ CO2 下で 20 kHz のサンプリングで計測した。自発活動の電気信号は 1 Hz のハ

イパスフィルタで処理した後に記録された。取得した信号を 100 Hz のハイパスフィルタで

処理し、スパイクを検出した。 

 

2-2-4. 薬理試験 

 培養した神経ネットワークのグルタミン酸受容体の機能を評価するために、培養 8 週目

に NMDA 受容体のアンタゴニストである D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid（AP-

5; ab120003、Abcam）及び AMPA 受容体のアンタゴニストの 6-cyano-7nitroquinoxaline-

2,3-dione（CNQX; C239-5MG、Sigma–Aldrich）を投与した。また、痙攣陽性化合物に対す

る応答を評価するために、GABAA 受容体のアンタゴニストである picrotoxin（P1675-1G、

Sigma–Aldrich）、GABAB 受容体のアンタゴニストである CGP 35348（ab120167、Abcam）、

K+ チャネルのアンタゴニストである 4-aminopryridine（4-AP; 275875-1G、Sigma–Aldrich）、

ムスカリン受容体のアゴニストである pilocarpine（P6503-5G、Sigma–Aldrich）、D2 受容体

のアンタゴニストである chlorpromazine（C8138-5G、Sigma–Aldrich）、グリシン受容体の

アンタゴニストである strychnine（195-11151、Wako）を投与した。GABA 受容体の機能

を評価するために、GABAA 受容体のアゴニストである muscimol（M1523-5MG、Sigma–

Aldrich）、GABAB 受容体のアゴニストである baclofen（029-10261、Wako）を投与した。

各化合物の各用量において、自発活動を 10 分間計測した。 

 

2-2-5. スパイク検出 

 スパイクは、Presto（Alpha Med Scientific Inc.）及び Mobius（Alpha Med Scientific Inc.）

を使用して、20 kHz/channel のサンプリングレートで検出した。100 Hz の high-pass filter

をかけた電位活動信号のシグナルが±5.3σ の閾値を超えたときにスパイクをカウントした。

ここで、σ は静止期間中のベースラインノイズの標準偏差である。10 分間の計測で 600 回

以上のスパイクが検出された電極（スパイク数＞1 Hz）をアクティブ電極とした。ウェル全

体の 1 秒当たりのスパイク数（array-wide spike detection rate; AWSDR）は、アクティブ電

極で検出されたスパイクの合計値とした。アクティブ電極当たりのスパイクの平均値は

Spike frequency per active channel として定義した。Network burst （NB）は MED64 spikes 

analysis （Alpha Med Scientific Inc.）または、4-step method を用いて検出した[79]。全て

のデータは、平均値±標準誤差として示した。 

 

2-2-6. 解析パラメータ 

 化合物に対する薬理学的応答を評価するために、6 つの解析パラメータを使用した。各パ

ラメータは、10 分間のアクティブ電極でのスパイク数の総和（total number of spikes）、10

分間の NB 数（number of NB）、NB 内の最大スパイク数（Maximum frequency in a NB; 
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MF）、MF の変動係数（a coefficient of variation of MF; CV of MF）、MF の平均時間間隔

（inter MF interval; IMFI）、IMFM の変動係数（CV of IMFI）を示す。MF の算出方法を以

下に示す。まず、各 NB 内での bin サイズ（10 ms）当たりのスパイク数の最大値を算出す

る。計測時間内の全ての NB 内の最大スパイク数の平均値を MF とした。MF は頻度で示す

ため、1 秒当たりのスパイク数に換算している。各解析パラメータは各ウェルの vehicle デ

ータを 100%として計算し、正規化した。 

 

2-2-7. クラスタリング分析 

 MATLAB でクラスタリング分析を行い、作用機序（mechanism of action; MoA）の分類

と各比率における痙攣陽性化合物の用量依存性を評価した。クラスタリングは群平均法に

より行い、化合物の用量ごとに 6 つの解析パラメータ値を持つデータセットを使用した。6

種の痙攣陽性化合物の用量特異的クラスタリングを各比率で実行し、クラスター間のユー

クリッド距離を算出した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. 免疫化学染色による E/I バランスの同定 

 薬理試験後の 5 種の神経ネットワークの E/I バランスを同定するために、ニューロンマ

ーカーであるβ-tubulin Ⅲ、GABA 作動性ニューロンのマーカーである GABA 抗体を用い

て免疫化学染色を行った［Fig. 2-1A（a）］。画像解析により、細胞播種時の E/I バランスが

100/0 のサンプルは 88/12、75/25、50/50、25/75、および 0/100 のサンプルは、それぞ

れ 84/16、74/26、58/42、および 48/52 の比率を示した［Fig. 2-1（b）］。さらに、アスト

ロサイトのマーカーである GFAP 抗体によりアストロサイト共培養であることが示された。

シナプス形成は、シナプス前マーカーである synaptophysin 抗体によって確認された。 

 

2-3-2. E/I バランスに依存した自発活動の継時変化 

 MEA プレート上に培養した神経ネットワークを Fig. 2-2A に示す。Fig. 2-2B（a）は、単

一電極の自発活動の典型的な波形を示し、Fig. 2-2B（b）、2-2B（c）は、1 個のウェル内の

アクティブ電極の AWSDR のヒストグラムとラスタープロットである。5 種類の神経ネッ

トワークにおける自発活動の継時変化を培養 25、33、50、57、63、69、74、80 日目にそ

れぞれ 10 分間測定し、スパイク数と NB 数を比較した。NB は神経ネットワーク網全体が

シナプス伝達を介して同期的に電気活動を行う際のスパイク群を示している。NB はスパイ

ク数のヒストグラムにおける山のような部分［Fig. 2-2B（b）］、ラスタープロットの垂直方

向の帯状の黒い領域部分である［Fig. 2-2B（c）］。Fig. 2-2C は各培養期間におけるウェル全

体の AWSDR を示している。培養 25 日目は、E/I バランスによるスパイク数の違いはなく、

NB は全ての E/I バランスの神経ネットワークで見られなかった。NB は一部の条件で培養

33 日目に観察され、培養 50 日目に全ての条件で観察された。 

 培養 69 日以降は、興奮性ニューロンの割合が最も高い GABA12 のサンプル（E/I バラン

スが 88/12）が、GABA 作動性ニューロンの割合が高い GABA42、GABA52 と比較してス

パイク数が有意に多かった［Fig. 2-2D（a）］。一方、NB 数は、GABA16 の神経ネットワー

クがほかの条件よりも有意に大きいことを示した［Fig. 2-2D（b）］。GABA 作動性ニューロ

ンの割合が最も高い GABA52 は NB 数が最も低く、培養 33 日目から 80 日目の間に変化も

見られなかった。このように、興奮性ニューロンの割合が高いサンプルではスパイク数が多

く、GABA 作動性ニューロンの割合が最も高い GABA52 はスパイク数、NB 数ともに低い

数値であった。 

 

2-3-3. E/I バランスに依存した NB 波形の振幅 

 各 E/I バランスの神経ネットワークにおける NB 時の生波形の代表例を Fig. 2-3A に示す。

これらの信号から、培養 50、63、80 日目における各 E/I バランスの NB 時の peak potential

を算出した（Fig. 2-3B）。この時、各ウェル内で最も大きい振幅を示した電極を選出した。
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各電極の peak potential は、NB 時の最大振幅の平均値である。GABA12 は、培養 50、63、

80 日目の全てにおいて最も高い peak potential を示した。さらに、GABA12 と GABA26、

GABA42、GABA52 のサンプル間の peak potential で有意差認められた。GABA16 と

GABA42 のサンプル間でも有意差が見られた。以上の結果は、興奮性ニューロンの比率が

高いサンプルは、より振幅の大きい NB と関連していることを示している。 

 

2-3-4. E/I バランスに依存した Glutamate receptor の機能 

 NMDA 受容体のアンタゴニストである AP-5 （30 µM）と AMPA 受容体のアンタゴニ

ストである CNQX （30 µM）を累積投与し、グルタミン酸受容体の機能を調べた。AP-5 は

GABA12 のサンプルで NB の数を有意に減少させたが、GABA16、GABA26、GABA42 で

は中程度の減少を示した［Fig. 2-3（a）］。GABA52 では NB の数に変化は見られなかった

［Fig. 2-3（a）］。一方で、全ての E/I バランスにおいてスパイク数は約 50%に減少した［Fig. 

2-3（b）］。以上の結果は、全ての E/I バランスにおいて NMDA 受容体が機能していること

を示している（Fig. 2-2C）。また、CNQX 投与後は、全ての E/I バランスで NB が見られな

くなった［Fig. 2-3（a）］。これは、NB が AMPA 受容体を介して発生していることを示唆

している。GABA12 を除く 4 つのサンプルにおいて、CNQX 投与後にスパイク数の有意な

減少が見られた［Fig. 2-3（b）］。GABA 作動性ニューロンの比率が多いサンプル程スパイク

数の減少が大きく、GABA52 は最も大きいスパイク数の減少を示した［Fig. 2-3（b）］。

GABA12 において、AP-5 投与後のスパイク数の減少は他の E/I バランスと差が見られなか

ったが、NB 数は著しく減少した。CNQX 投与後では、GABA12 のスパイク数は有意な減

少が見られなかった。これは、GABA12 の神経ネットワークではシナプス伝達を介さない

活動が多かったことが原因であると考えられる。以上の結果から、AMPA 受容体と NMD

受容体の両方が全ての E/I バランスにおいて機能していることが確認された。さらに、

GABA12 では NMDA 受容体が NB に大きく寄与していることが示された。GABA 作動性

ニューロンの比率が増加するにつれて AMPA 受容体の阻害によるスパイク数の減少が顕著

であることが示された。 

 

2-3-5. E/I バランスに依存した薬剤応答 

E/I バランスに依存した化合物に対する応答を評価するために、培養 7～11 週目に 8 つ

の化合物の累積投与試験を行った（Fig. 2-4）。Fig. 2-5 は代表的な 6 つの解析パラメータを

使用し、E/I バランスごとに化合物応答を分析した結果を示している。各 E/I バランスにお

いて Vehicle を 100%とした際の変化率と有意差を示した。GABAA 受容体のアンタゴニス

トの picrotoxin[80-82]、GABAB 受容体のアンタゴニストの CGP 35348[83]、GABAA 受容

体のアゴニストの muscimol[84-87]、GABAB 受容体のアゴニストの baclofen[88]に対する

E/I バランスに依存した応答を調べた。Picrotoxin 投与後、GABA12 のサンプルでは有意な

変化は見られなかった（Fig. 2-5A）。一方で、GABA26、GABA42、および GABA52 では連
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続した NB 群が見られた（Fig. 2-4A）。連続した NB の出現時間と静止時間がそれぞれ 0.5

分以上の場合に連続した NB を NB 群とした。例えば、GABA26、GABA42、および GABA52

の picrotoxin 3 µM 投与後の自発活動では、約 1 分間の連続した NB の出現と、0.5～1 分間

の NB が出現しない休止期が交互に見られる。この時、連続して出現した NB を NB 群と

した。GABA16 では picrotoxin 投与後、CV of MF が顕著に減少した（Fig. 2-5A）。GABA16

では、GABA26、GABA42、GABA52 で見られた NB 群は見られなかった。CGP 35348 投

与後、GABA12 のサンプルでは顕著な変化は見られなかった（Fig. 2-5B）。NB 群は、GABA42

と GABA52 で見られた（Fig. 2-4B）。一方で、muscimol 1 µM および baclofen 10 µM 投与

後、全ての E/I バランスのサンプルで NB が見られなくなった（Fig. 2-4C、D）。これらの

結果から、全ての条件のサンプルにおいて GABAA 受容体および GABAB 受容体が発現し、

機能していることが示された。さらに、GABA 作動性ニューロンの比率が高いサンプルで

は、GABA 受容体のアゴニストの投与後に NB 群が発生する傾向が見られた。 

 次に異なる作用機序（mechanism of action; MoA）をもつ痙攣陽性化合物である、4-AP、

pilocarpine、chlorpromazine、strychnine に対する応答を調べた。K+ チャネルのブロッカ

ーである 4-AP[89-95] 30 µM を投与すると、全ての比率で高頻度の NB が一定間隔で出現

する現象が観察された。GABA26、GABA42、GABA52 では中用量投与時に NB 群が見ら

れた。ムスカリン受容体のアゴニストである pilocarpine[96,97]の投与により、GABA12 で

は顕著な応答は見られなかった（Fig. 2-5F）。一方で、GABA42、GABA52 では、中、高用

量で NB 群が見られた（Fig. 2-4F）。D2 受容体のアンタゴニストである chlorproma-

zine[98,99]の投与では、GABA12 が顕著な変化が見られなかった（Fig. 2-5G）。GABA42 と

GABA52 では NB 群が見られた（Fig. 2-4G）。グリシン受容体のアンタゴニストである

strychnine 投与により、全ての E/I バランスでスパイク数が用量依存的に減少した（Fig. 2-

4H）。30 µM 投与時に全ての用量で有意に減少した（Fig. 2-5H）。さらに、NB 数も用量依

存的な減少傾向が見られた。GABA12、GABA16、GABA26 および GABA42 のサンプルで、

10 µM 投与後に NB の有意な減少が見られた。 

 興味深いことに、picrotoxin、CGP 35348、4-AP、pilocarpine、chlorpromazine、strychnine

などの様々な痙攣陽性化合物に対する応答は、E/I バランスにより有意差が見られる解析パ

ラメータが異なっていた（Fig. 2-5）。これらの結果は、痙攣陽性化合物の応答検出には、サ

ンプルの E/I バランスに適した解析パラメータが必要であることを示唆している。さらに、

同一の E/I バランスのサンプルであっても、異なる MoA をもつ痙攣陽性化合物の応答は、

同一の解析パラメータで検出できなかった（Fig. 2-5）。以上から、MoA により、応答が検

出できる解析パラメータが異なる可能性が示唆された。 

 

2-3-6. E/I バランスに依存した作用機序の分離 

 E/I バランスに依存した MoA 分離能を評価するために、各 E/I バランスの 6 つの痙攣陽

性化合物に対する 6 つの解析パラメータの応答のクラスタリング分析を行った。各 E/I バ
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ランスの条件において、低用量の応答は同じクラスターにグループ化される傾向が見られ

た（Fig. 2-6）。各条件で 6 つの痙攣陽性化合物の最低用量の応答が 1 つのクラスターに分

類されるユークリッド距離を基準とし、それ未満の距離ものを一つのクラスターとした。生

体脳の E/I バランス[100,101]に最も近い GABA16 では、picrotoxin の 0.3 µM 以下、CGP 

35348 の 10 µM 以下、4-AP の 0.3 µM、pilocarpine の 1 µM 以下、chlorpromazine の 1 µM

以下、strychnine の 1 µM 以下が低用量のクラスターに分類された（Fig. 2-6A、blue）。中

用量及び高容量は、低用量のクラスターとは異なるクラスターに分類された。痙攣陽性化合

物の中高用量は、化合物ごとに異なるクラスターに分類された（Fig. 2-6A）。さらに、GABA

受容体に作用することが知られている picrotoxin、CGP 35348 及び chlorpromazine のクラ

スターが隣り合って形成された。一方で、他の E/I バランスでは、各低容量のクラスターに

複数の中用量、高用量の化合物応答が含まれていた（Fig. 2-6B-E、blue）。中高用量では、

いくつかの化合物の独立したクラスターや、複数の化合物が含まれるクラスターが形成さ

れ た 。 痙 攣 陽 性 化 合 物 に 対 す 応 答 性 が 最 も 高 か っ た GABA52 で は 、 中 高 用 量 の

chlorpromazine と strychnine のみが独立したクラスターに分類された。以上から、生体脳

の E/I バランスに最も近い GABA16 のサンプルが痙攣陽性化合物への応答性が高い

GABA52 よりも化合物応答の分離に適していることを示唆している。 
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2-4. 考察 

 興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの比率が異なる 5 種類のヒト iPS 神経ネットワー

クを構築した。細胞播種時の E/I バランスは、100/0、75/25、50/50、25/75、0/100 だっ

たが、培養 83 日後の比率は免疫化学染色より、それぞれ 88/12、84/16、74/26、58/42、

48/52 であった（Fig. 2-1B）。興奮性ニューロンとして播種された細胞が 100%ではなく、

興奮性ニューロン 88%であり、抑制性ニューロンとして播種された細胞が抑制性ニューロ

ン 52%であったと仮定する。この場合、播種時の比率は、75/25 は 78/22、50/50 は 68/32、

25/75 は 58/42 と算出される。したがって、細胞播種後の培養中に自己組織的に E/I バラ

ンスを調整するのではなく、播種時の E/I バランスを維持しながらネットワークが形成さ

れたと考えられる。しかしながら、大脳皮質第 5 層グルタミン酸作動性ニューロンのバイ

アルに含まれるグルタミン酸作動性ニューロンとパルブアルブミン陽性 GABA 作動性ニュ

ーロンのバイアルに含まれるグルタミン酸作動性ニューロンの特性は異なると考えられる。

Supplementary Fig. 2-1 は第 5 層グルタミン酸作動性ニューロン（GABA12）のバイアルの

グルタミン酸作動性ニューロンの形態を示している。GABA12 で観察されたグルタミン酸

作動性ニューロンは、細胞体が大きく錐体ニューロンのような形態であったが、GABA52 で

観察されたものは、より小さな細胞体であった。E/I バランスに加えて、グルタミン酸作動

性ニューロンの特性の差異がスパイクパターンの違いを引き起こしていた可能性が示唆さ

れた。 

 自発活動の継時変化の結果から、興奮性ニューロンの比率が高くなるにつれてスパイク

数が増加する傾向が見られた［Fig. 2-2D（a）］。この結果は、抑制性シナプスの入力、Na+ 

チャネルの発現レベル、及び NMDA 受容体の発現レベルの違いによるものであると考えら

れる。抑制性シナプスの入力はポスト側のニューロン活動を抑制するため、抑制性ニューロ

ンの割合が高くなるにつれてスパイク数が減少するのは妥当である。GABA 受容体のアン

タゴニストである picrotoxin と CGP 35348 の投与により、抑制性ニューロンの比率が低い

GABA12 と GABA16 では活動変化が小さく、GABA26、GABA42、GABA52 では活動の変

化が大きかった。そのため、E/I バランスにより抑制性入力に差異があることは明らかであ

る（Fig. 2-1、2-4A、2-4B ）。より厳密に理解するためには、GABA を介した伝達が脱分極

しているかどうか、また、脱分極している場合は培養期間の長さを考慮する必要があるかも

しれない。 

皮質錐体ニューロンでは、Nav1.6 が多く発現している。Nav1.6 は、他のサブタイプの Na+ 

チャネルよりも低電圧で活性化し、活動電位の発生を促進することが知られている[102-

104]。したがって、第 5 層グルタミン酸作動性ニューロンの比率が高い神経ネットワークで

は、スパイク数が増加すると考えられる。NMDA 受容体の発現は、抑制性ニューロンに比

べて興奮性ニューロンで多いことが知られている[105]。GABA12 のサンプルにおいて、

NMDA 受容体のアンタゴニストである AP-5 の投与により、NB 数の顕著な減少が見られ
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たことから、GABA12 における NMDA 受容体の発現とその早期機能化が示唆された［Fig. 

2-3C（a）］。培養 50 日後に興奮性ニューロンの比率が高いサンプルでスパイク数が増加し

た潜在的な理由は、AMPA 受容体を介した NB による NMDA 受容体の機能化が促進され

たことが原因の 1 つとして考えられる[106,107]。 

 スパイク数は GABA12 で最も多く見られたが、NB 数は GABA16 で最も多かった（Fig. 

2-2D）。これは主に、神経ネットワーク全体ではなく、ネットワーク内の部分的な回路によ

って発生する NB などの多様性が見られたためである。しかしながら、培養 80 日目には、

神経ネットワークの成熟化と共に、E/I バランスによる NB 数の有意な差は見られなくなっ

た［Fig. 2-2D（b）］。神経ネットワークが成熟するにつれて、NB 以外のスパイクや単一電

極でのローカルバーストは観察されなくなった。これは、神経ネットワークが自己組織的に

自発活動を調整していることを示唆している。 

 NB 波形の振幅（Peak potential）が E/I バランスにより異なることは大変興味深い現象で

ある（Fig. 2-3A、2-3B）。細胞外電位計測は、活動電位発生時の Na+イオンの流れによる電

極表面の電気二重層の変化を電位として記録している。錐体ニューロンは、先述のように

Nav1.6 の発現に一部起因して、Na+ チャネルの発現が多い。したがって、興奮性ニューロ

ンの比率が高いサンプルでは、活動電位の発生時に Na+イオンの流れが強くなるため、興奮

性ニューロンの比率が高いサンプルほど電位の振幅が大きくなったと考えられる。 

 痙攣陽性化合物に対する応答は、E/I バランスによって異なっていた（Fig. 2-4、2-5）。

GABA12 のサンプルにおいて、GABAA 受容体のアンタゴニストである picrotoxin と GABAB

受容体のアンタゴニストである CGP 35348 は、顕著な応答が見られなかった（Fig. 2-4、 

2-5A、 B）。この結果は、GABA 受容体に作用する化合物を評価するためには、評価サンプ

ルの GABA 作動性ニューロンの比率が、少なくとも生体脳と同等以上である必要があるこ

とをが示している。K+チャネルのブロッカーである 4-AP は、細胞内の Ca2+の濃度を増加

させることが知られている。したがって、4-AP は発作のようなスパイクを誘発し、10 µM

以上の用量で E/I バランスに関係なく連続的なスパイクを生成する（Fig. 2-4、2-5E）。さら

に、4-AP はシナプス前終末からのグルタミン酸と GABA の放出を増加させる[108]。GABA

作動性ニューロンの割合が高いサンプル（GABA52、GABA42、GABA26）に 1 µM または

3 µM の 4-AP を投与した際に NB 群が発生した原因は、4-AP によるグルタミン酸と GABA 

の放出のバランス変化によるものであると考えられる。 

 ムスカリン性アセチルコリン受容体（mAChR）のアンタゴニストである pilocarpine は、

M1 mAChR 活性により媒介されるパルブアルブミン（ＰＶ）GABA 作動性ニューロンの脱

分極により興奮作用を引き起こす。さらに、その後の PV GABA 作動性ニューロンの活動

は減少または消失する[109]。したがって、抑制性入力が減少し、発作が引き起こされる。

PV GABA 作動性ニューロンの比率が最も高い GABA52 では、スパイク数、NB、MF の顕

著な増加が見られた（Fig. 2-4、2-5F）。この結果は上記の作用機序（mechanism of action; 

MoA）と一致している。一方、GABA12 のサンプルには、PV GABA 作動性ニューロンが
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含まれておらず、最初から抑制性入力が低かったため、pilocarpine による有意な変化は見

られなかったと考えられる。D2 受容体のアンタゴニストである chlorpromazine は、高用量

で NMDA 受容体を阻害する[110]。GABA52 以外のサンプルでは、10 µM の chlorpromazine

を投与すると、スパイク数と NB 数の減少が見られた。これはおそらく NMDA 受容体阻害

によるものであると考えられる（Fig. 2-5G）。GABA52 では、chlorpromazine 1 µM 以上投

与で NB 群が観察され、NB 数と MF の増加が見られた（Fig. 2-4、2-5G）。GABA52 のサ

ンプルは、D2 受容体の比率が他のサンプルよりも高く、興奮性入力が D2 受容体阻害により

増大した可能性が考えられる。 

 Strychnine は、グリシン受容体を阻害し、抑制性入力を減少させることで神経ネットワー

クを興奮させ、発作を引き起こす痙攣陽性化合物である。しかしながら、全ての E/I バラン

スのサンプルにおいてスパイク数の増加が見られず、strychnine 30 µM 投与時にスパイク

数は減少した（Fig. 2-5H）。全ての E/I バランスのサンプルで CV of MF の減少傾向が観察

されたことから、strychnine の作用は他の痙攣陽性化合物とは異なるスパイクパターンとし

て現れることが示唆された。 

 Muscimol と baclofen の投与後、全ての E/I バランスのサンプルでスパイク数と NB 数が

減少した（Fig. 2-5C、2-5D）。これらの結果は、全ての E/I バランスにおいて GABAA 受容

体及び GABAB 受容体が発現、機能していることを示している。興味深いことに、muscimol

と baclofen の低用量から中用量で NB 群が出現した（Fig. 2-4C、2-4D）。これは、抑制性

入力が増加することで NB 群が発生することを示している。低用量の GABA 受容体のアゴ

ニストを投与した差に見られる興奮作用は、ラット海馬切片に baclofen を投与した場合に

もみられることが報告されている[111]。Muscimol と baclofen は、抗てんかん薬として使

用されてきたが、発作の発現や悪化などの副作用が臨床で報告されている[112-114]。この

研究で観察された GABA 入力由来の痙攣様応答は in vitro でこれらの副作用を再現してい

る可能性がある。 

 GABA52 は、この研究で投与した 6 つの痙攣陽性化合物に対して有意な応答を示し、そ

の応答は低用量から観察された（Fig. 2-5）。これらの結果は、GABA52 の E/I バランスが

痙攣陽性化合物に対して高い応答検出感度を有することを示している。しかし、同時に擬陽

性を引き起こすリスクもあると考えられる。GABA52 に加えて、GABA12 も他の E/I バラ

ンスとは異なる反応性を示した。しかしながら、痙攣陽性化合物に対する応答の有意差は 5

つの条件の中で最少だった。GABA12 は GABA 受容体のアゴニストである muscimol や

baclofen に対して顕著な応答を示したことから、GABA12 は神経活動を抑制する化合物の

評価に適していると考えられる。さらに、まったく同じ化合物応答を示す E/I バランスのサ

ンプルはなかった。有意差を示した解析パラメータは E/I バランスに依存していたことか

ら、化合物の有効性を評価するためには、それぞれの E/I バランスに適した解析パラメータ

を選出する必要があることが示された。また、異なるベンダーから取得した様々な E/I バラ

ンスを持つ神経ネットワークの化合物応答を比較するには、共通の解析パラメータを使用
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することは難しいことが示された。本研究では、NB 群が観察されたため、アーティファク

トなしで NB の期間を検出することは困難だった。 したがって、期間に関連するパラメー

タを除いて、6 つの代表的なパラメータを分析に使用した。 

 MoA により化合物応答を分類するためにクラスタリング分析を行った。化合物応答性が

最も高かった GABA52 では、chlorpromazine と strychnine のみが MoA によって分類され

た（Fig. 2-6E）。GABA52 は全ての痙攣陽性化合物に対して非常に反応性が高く、strychnine

を除き、NB 群の発生という特徴的な応答を示した。高い化合物応答性が MoA による分類

を妨げたと考えられる。GABA26 と GABA42 では、一部の化合物のみが分離された（Fig. 

2-6C、2-6D）。興奮性ニューロンの割合が最も高い GABA12 では、GABA 受容体に作用す

る picrotoxin、CGP 35348、chlorpromazine の全ての用量が低用量クラスターに分類された

（Fig. 2-6B）。これは、GABA12 の神経ネットワーク内の GABA 作動性ニューロンの数が

少なく、GABA 受容体に作用する痙攣陽性化合物に対する応用性が低いためであると考え

られる。生体脳の E/I バランスに最も近い GABA16 は、全ての痙攣陽性化合物がそれぞれ

別のクラスターに分類された（Fig. 2-6A）。さらに、GABA 受容体に作用する picrotoxin、

CGP 35348、chlorpromazine のクラスターは互いに隣接していた。本研究結果は、生体脳

の E/I バランスに最も近い GABA16 が痙攣陽性化合物の MoA 分離に最も適していること

を示した。さらに、GABA16 は、他の E/I バランスと異なり、低用量の応答が単一のクラ

スターに分類された（Fig. 2-6A）。この結果は、毒性用量を検出できる可能性を示しており、

GABA16 が化合物の痙攣傾向の強さを決定できる比率であることが示唆された。 

 本研究では、異なる 5 種類の E/I バランスのヒト iPSC 由来神経ネットワークを構築し、

痙攣陽性化合物に対する応答性を評価した。痙攣誘発応答を検出するために解析パラメー

タは E/I バランスにより異なっており、評価サンプルの E/I バランスに適した解析パラメ

ータを特定することに重要性を示唆している。さらに、GABA52 は痙攣陽性化合物に対し

て最も顕著な応答を示したが、擬陽性を生み出す可能性も示唆された。生体脳の E/I バラン

スに最も近い GABA16 は、最も優れた MoA の分離能を示した。本研究の結果は、ヒト iPSC

由来ニューロンを使用した MEA 評価における化合物の痙攣応答感受性及び、MoA の予測

には、生体脳と同様の E/I バランスが重要であることを示唆している。
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Figure 2-1. ヒト iPSC 由来大脳皮質ニューロンの E/I バランス 

（A） E/I バランスが異なる 5 種類のヒト iPSC 由来神経ネットワーク。（a） グルタミン

酸作動性ニューロンと GABA 作動性ニューロンを混合して培養した神経ネットワークの免

疫化学染色画像。β-tubulin Ⅲ（緑）、GABA（赤）、Hoechst 33258（青）の抗体を使用

して、培養 83 日目に免疫化学染色を行った。Scale bar=100 µm。（b） 各神経ネットワー

クにおけるグルタミン酸作動性ニューロンと GABA 作動性ニューロンの比率（GABA12：

n=5、GABA16、GABA26、GABA42、GABA52：n=4）。比率は、β-tubulin Ⅲの染色画
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像内のニューロンの数と、GABA の染色画像内の GABA 作動性ニューロンの数をカウン

トすることで算出された。（B） GFAP 抗体（赤）で染色されたアストロサイト共培養の

免疫蛍光画像（上段）。Synaptophysin 抗体（赤）で染色したシナプス形成を示す免疫蛍光

画像（下段）。β-Tubulin Ⅲ（緑）、Hoechst 33258（青）。染色は培養 143 日目に行った。

Scale bars=100 µm。 
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Figure 2-2. 神経ネットワークの E/I バランスによる自発活動の継時変化。 

（A）MEA プレート上に培養したヒト iPSC 由来神経ネットワークの免疫蛍光画像。培養

143 日目に、L-グルタミン酸（緑）、GABA（赤）、Hoechst 33258（青）の抗体を使用して

染色した。Scale bars=100 µm。（B）ヒト iPSC 由来神経ネットワークで観察された、典型

的なスパイクパターン。（a）単一電極における NB の典型的な電圧波形。（b）1 つのウェ
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ル全体の 1 秒当たりのスパイク数（AWSDR）。Bin size = 1 ms。（C）1 つのウェルのスパ

イクのラスタープロット。（C）培養 25 日目から培養 80 日目に観察された自発活動の

AWSDR。Bin size = 1 sec。Scale bars = 1 min。（D）自発活動の経時変化。自発活動は培

養 25 日から 80 日目までの期間中にそれぞれ 10 分間測定された。培養 25 日目のデータを

100%として計測した各日のスパイク頻度と NB 数を正規化した。各 E/I バランスのデー

タの検定は、one-way ANOVA と Holm–Bonferroni 法を用いて行われた。（∗p < 0.05、∗∗

p < 0.01）。エラーバーは標準誤差を示す。（a）アクティブ電極あたりのスパイク頻度の経

時変化（GABA12：25 DIV から 63 DIV は n=4、69 DIV 以降は n=3。GABA16：25 DIV

は n=3。33 DIV 以降は n=4、 GABA36、GABA42、GABA52：n=4）。スパイクが 1Hz

以上の電極をアクティブ電極とした。（b）NB 数の継時変化（GABA12：25 DIV から 63 

DIV は n=4、69 DIV 以降は n=3。GABA16：25 DIV は n=3。33 DIV 以降は n=4、 

GABA36、GABA42、GABA52：n=4）。 
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Figure 2-3. E/I バランスに依存した NB 波形の振幅とグルタミン酸受容体の電気生理学的

機能。 

（A）培養 80 日目の各 E/I バランスの NB の典型的な電圧波形。（B）NB のピーク電圧振

幅の経時変化（n=3 電極）。各ウェル内から最も高い電圧振幅を示す電極を選択した。培

養 50、63、80 日目の 10 分間の自発活動のピーク電圧振幅の平均を算出した。各 E/I バラ

ンス間を比較するために、one-way ANOVA と Holm–Bonferroni 法を用いて検定を行った

（∗p < 0.05、∗∗p < 0.01）。（C）E/I バランスに依存したグルタミン酸受容体の機能。培養

56 日目に、AP-5 30µM と CNQX 30 µM の累積投与を行った。各化合物の投与前後 10 分

間の自活活動を計測した。10 分間のスパイク数と NB 数の変化を Vehicle を 100%として

算出した。エラーバーは標準誤差を示す。（a）NB 数の変化（n=4 well、one-way ANOVA 

並びに Holm–Bonferroni 法。∗∗p < 0.01 vs. vehicle）。（b）スパイク数の変化（n=4 

well、∗p < 0.05、∗∗p < 0.01 vs. Vehicle、†p < 0.05、††p < 0.01 vs. 30 µM AP-5）。 
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Figure 2-4.化合物投与後の各 E/I バランスの用量依存的な自発活動の変化。 

培養７から 11 週目に 8 つの化合物を神経ネットワークに投与した。全ての化合物につい

て、投与前後 10 分間の自発活動を計測した。図は、化合物投与前後 5 分間の AWSDR

（spike/sec）を示している。Bin size = 1 sec。Scale bars = 1 min。（A）picrotoxin。（B）

CGP 35348。（C）muscimol。（D）baclofen。（E）4-AP。（F）pilocarpine。（G）chlor-

promazine。（H）strychnine。 
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Figure 2-5. E/I バランスに依存した化合物応答。 

8 つの化合物に対する応答評価は、スパイク数、NB 数、NB 内のスパイク数の最大値

（MF）、MF の変動係数（CV of MF）、MF の平均時間間隔（IMFI）、IMFM の変動係数

（CV of IMFI）の 6 つのパラメータを使用して行われた。図は、培養 7 から 11 週目の化

合物応答のヒートマップを示す（n=4）。Vehicle（100％）と比較して、赤が増加、青が減

少を示す。各解析パラメータの検定は、one-way ANOVA と Holm–Bonferroni 法を用いて

行われた。（∗p < 0.05、∗∗p < 0.01 vs. Vehicle）。（A）picrotoxin。（B）CGP 35348。（C）

muscimol。（D）baclofen。（E）4-AP。（F）pilocarpine。（G）chlorpromazine。（H）

strychnine。 
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Figure 2-6. E/I バランスに依存した MoA 分離。 

培養 7 から 11 週目に測定した痙攣陽性化合物に対する応答のクラスタリングは、各化合

物の各用量の 6 つの解析パラメータセットを使用して行われた。（A）GABA16。（B）
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GABA12。（C）GABA26。（D）GABA42。（E）GABA52。各 E/I バランスでは、6 つの痙

攣陽性化合物の最低用量に対する応答が 1 つのクラスター（青い四角）に分類されるユー

クリッド距離を基準とし、それ未満の距離のものを 1 つのクラスターとした。四角で囲ま

れた部分は、各クラスターを示す。また、色付けされた部分は、GABA16 の低用量に含ま

れない化合物応答を示す（Picrotoxin：オレンジ、 CGP 35348：黄緑、4-AP：ピンク、

Pilocarpine；水色、Chlorpromazine：緑、Strychnine：赤）。 
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Supplementary Figure 2-1. 各 E/I バランスのグルタミン作動性ニューロンと GABA 作動

性ニューロンの形態。 

培養 143 日目の GABA12（左）と GABA52（右）の神経ネットワークに対し、L-グルタ

ミン酸（緑）、GABA（赤）、Hoechst 33258（青）の抗体を用いて免疫化学染色を行っ

た。GABA12 で細胞体のサイズが大きく、特徴的な錐体ニューロン様の形態が観察され

た。Scale bars = 100 µm。 
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第 3 章 ヒト脳オルガノイドを用いた MEA 計測法の構築 

3-1. 序論 

 オルガノイドは、in vitro での三次元細胞集合体であり、自己再生、自己組織化が可能か

つ、臓器のような生体機能を示す[43]。オルガノイドは、ヒトの多機能幹細胞や単離された

臓器の前駆細胞から作製される。近年、in vitro の知見から in vivo の現象を再現、予測する

in vitro to in vivo extrapolation（IVIVE）が重要なアプローチとなっている。生体構造に近

いオルガノイドは、IVIVE が重要である生物医学や、個別化医療へ応用期待されている[44]。

現在までに、ヒト脳、胃、網膜、食道、肺、肝臓、前立腺、卵巣、腸、腎臓、膵臓のオルガ

ノイド作製法が確立されている[45,46]。ヒト脳オルガノイドは、初期の胚及び胎児の脳の

発達、ヒト特有の疾患の非常に高度な in vitro モデルである[47]。現在、海馬[49]、中脳[50]、

視床下部[51]、小脳[52]、脳下垂体前葉[53]などの様々な特徴を持つ脳オルガノイドの作製

法が開発されている。 

 痙攣発作は、脳神経活動の異常な興奮として定義され、様々な化合物における深刻な副作

用である[115,116]。医薬品開発の前臨床試験段階において、ヒトに外挿できる医薬品の痙

攣を予測するための高精度な評価系を開発する必要がある。創薬や医薬品の安全性薬理学

の分野では、新しい抗てんかん薬(antiepileptic drugs ; AED)の開発が急務となっている

[117]。ヒト iPSC の使用はヒトへの外挿性が期待されている。培養ヒト iPSC 由来神経ネッ

トワークに対する MEA 計測法を用いて、化合物の痙攣毒性を予測する方法が報告されてい

る[26,76,118]。しかし、培養ヒト iPS 細胞由来神経ネットワークは脳組織とは異なるランダ

ムな構造を持つ。そのため、脳オルガノイドを使用することは、IVIVE の有効な手段である

と考えられる。 

 近年、MEA を使用したオルガノイドの電気活動計測が報告されている[119-124]。MEA

を使用した機能測定は、シングルユニット、マルチユニット、フィールドポテンシャル、シ

ナプス電流記録など、解析の目的に合わせて測定方法を選択することができる。また、シリ

コンプローブ法、MEA 法、Ca2+イメージング法、パッチクランプ法など、目的に合わせた

計測手法を選択するとこも可能である。MEA 計測の場合、オルガノイドを MEA プローブ

上にマウントするだけで、自発活動を測定できるため、医薬品の毒性評価や創薬スクリーニ

ングに有効だと考えられる。MEA を用いたオルガノイド計測は、マルチユニット解析が主

流であるが、フィールドポテンシャルの周波数解析も有効な手法である。周波数成分解析を

用いて脳オルガノイドの化合物応答を検出できれば、新しい AED の開発における痙攣毒性

評価や作用機序の分析に有効な指標となる可能性がある。将来的には、生体内脳波との比較

が期待されている。痙攣発作時の生体脳波では、通常 500 Hz 未満の周波数帯域が分析に使

用されている[125,126]。したがって、脳オルガノイドの電気活動特性、化合物応答は 500 

Hz 以下で見られる可能性がある。本研究では、MEA を使用してヒト iPSC 由来大脳皮質オ
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ルガノイドから得られた電気信号の周波数成分を解析した。  
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3-2. 実験方法 

3-2-1. ヒト iPSC 由来脳オルガノイドの培養 

 理化学研究所から取得した健常者由来ヒト iPSC（201B7）は 6well ディッシュ上で StemFit

（AK02N、Ajinomoto）を用いて培養された。細胞がコンフルエントになった後に、Gentle 

Cell Dissociation Reagent (ST-07174、STEMCELL Technologies)を使用して細胞を収集し

た。収集した細胞を室温で 800 rpm にて 5 分間遠心分離した。上清を取り除いた後、1 mL

の EB seeding medium （10 mM Y-27632 を添加した EB formation medium）を添加し、細

胞ペレットを再懸濁した。EB seeding medium を用いて iPSC を 9.0×103 cells/well で播種

した。培養 2 日目、4 日目に 100 µL/well の EB formation medium を添加した。培養 5 日目

に、オルガノイドを観察し、球形のサンプルを選択した。選択したサンプルを EB formation 

medium から induction medium に置換し、2 日間インキュベートした。培養 7 日目に、

Matrigel (354,277, Corning)で包埋し、expansion medium で 3 日間インキュベートした。

その後、expansion medium を maturation medium に置換し、オービタルシェイカー（COSH6、

AS ONE Corporation）上でオルガノイドを培養した。オルガノイドは、maturation medium

で 3 か月間培養され、培地は、3～4 日ごとに交換された。オルガノイドの形成には、STEMdiff 

Cerebral Organoid Kit (ST-08570、STEMCELL Technologies)の培地を使用した。 

 

3-2-2. 免疫化学染色 

 培養した脳オルガノイドは、4％paraformaldehyde を含む PBS を用いて固定された。固

定したサンプルを Optimal Cutting Temperature Compound (45833、Sakura Finetek Japan)

に包埋し、クライオスタット（CM3050、Leica）を使用して厚さ 10 µm の切片を作製した。

オルガノイド切片を透過処理し、preblock buffer でインキュベートした。その後、一次抗体

を添加した preblock buffer を加えて 4℃で 12 時間インキュベートした。一次抗体は、anti-

pax6（ab5790、Abcam）、anti-β-Tubulin Ⅲ（ab7751、Abcam）、anti-ctip2（ab18465、Abcam）

を使用した。免疫標識は、anti-rat 647 Alexa Fluor（ab150155、Abcam）、anti-mouse 546 

Alexa Fluor（A10036、Invitrogen）、anti-rabbit 488 Alexa Fluor（A21206、Invitrogen）を

preblock buffer で 1000 倍希釈して室温で 1 時間インキュベートした。また、1 µg/mL の

Hoechst 33258（H341、DOJINDO）を室温で 1 時間インキュベートし、細胞核を染色した。 

染色したオルガノイド切片は共焦点レーザー顕微鏡（TCS SP8、Leica）を使用して観察さ

れ、取得した画像を ImageJ software （NIH）にて解析した。 

 

3-2-3. MEA 計測とスパイク検出 

 MEA 計測並びにスパイクの検出は、前述の 2-2-3、2-2-5 と同様の方法にて行った。培養

4 か月後の脳オルガノイドを 24 well MEA プレート（Comfort; Alpha Med Scientific）にマ

ウントし、Presto を使用して自発活動を取得した。 
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3-2-4. 薬理試験 

 培養 4 か月の脳オルガノイドを 24well プレートにマウントした。MEA 上にオルガノイ

ドを 10 分間静置した後に自発活動を計測した。計測が終了したオルガノイドは直ちに培養

プレートに回収した。オルガノイドの薬剤応答性を調べるために、GABAA 受容体のアンタ

ゴニストである pentylenetetrazol （PTZ; P0046、Tokyo chemical Industry）、グリシン受容

体のアンタゴニストである strychnine（S0632-5G、Sigma–Aldrich）、Na＋チャネルのブロッ

カーである phenytoin（166–12082、Wako）、AMPA 受容体のアゴニストである perampanel

を投与した。各化合物の各用量において、自発活動を 20 分間計測した。 

 

3-2-5. 周波数分析 

 周波数分析は、MATLAB の「Wavelet Toolbox」の cwt 関数を使用して行った。計測した

生データ f(t)は次の式で変換される。 

 

𝑊(𝑏, 𝑎) =
1

√𝑎
∫ 𝑓(𝑡)𝐺 (

𝑡 − 𝑏

𝑎
) 𝑑𝑡

∞

−∞

 

 

ここで、a と b は、それぞれマザーウェーブレット関数のスケーリングファクター（1/Hz）

と中心位置（ms）を示す。1/a は 0.1 から 250 Hz まで変化した。𝐺(𝑥)は Morlet 関数を示

す。 

 

𝐺(𝑥) =
1

√𝜋𝐹𝐵

exp (−
𝑥2

𝐹𝐵
) exp(2𝑖𝜋𝐹𝐶𝑥) 

 

ここで、𝐹𝐵=5 は周波数帯域幅または波数、𝐹𝐶=1 は中心周波数を示す。 

 

ウェーブレットパワースペクトル𝑊(𝑏, 𝑎)も指定された。この変換の振幅は絶対値から取得

され、色分けされた。スカログラムは、Y 軸が 181 ピクセルの周波数帯域を示し、X 軸は時

間を示す。X 軸の 1 ピクセルは 50 µs を示す。 

 

𝑊𝑇𝐴 =
𝑊𝑇𝑆

𝑁𝑋 × 𝑁𝑌(𝑓)
 

 

𝑊𝑇𝐴：各周波数帯域のピクセル当たりのウェーブレット変換係数 

𝑊𝑇𝑆：各周波数帯域のピクセル当たりのウェーブレット変換係数の総和 
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𝑁𝑋：X 軸のピクセル数 

𝑁𝑌(𝑓)：Y 軸上のピクセル数、f は周波数帯域 

 

ピーク電圧値を生波形から検出し、20 µV 以下のものは解析から除外した。さらにピーク時

間の±250 ms での周波数パワーを算出し、80 秒間の平均のスカログラムを作製した。 
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3-3. 結果 

3-3-1. ヒト iPSC 由来脳オルガノイドの作製 

 作製した脳オルガノイドの神経細胞の分化特性を調べるために、免疫化学染色を行った

［Fig. 3-1A（b）］。スライスした脳オルガノイドは、細胞核のマーカーである Hoechst 33258、

未分化細胞マーカーである PAX6、ニューロンのマーカーであるβ-Tubulin Ⅲ、皮質マー

カーである ctip2 を用いて染色した。免疫化学染色により、β-Tubulin Ⅲと ctip2 が脳オル

ガ濃度で発現していることが確認された。この結果は、作製した脳オルガノイドは発達中の

ヒト大脳皮質の in vitro モデルにおける基本的な要素を含むことを示しており、ヒト大脳皮

質オルガノイドが機能的な構造を有することを示唆している。 

 

3-3-2. 痙攣陽性化合物投与後の脳オルガノイドにおける電気活動の周波数解析 

 作製した脳オルガノイドの機能を調べるために、MEA システムを使用して自発活動計測

と典型的な痙攣陽性化合物である PTZ に対する応答を計測した［Fig. 3-1A（a）］。Fig. 1B

（a）は PTZ 投与 10 分後の自発活動の生波形を示し、Fig. 3-1B（b）は、ハイパスフィル

タを用いて 100 Hz 未満の成分をカットした波形を示している。脳オルガノイドの自発活動

は、vehicle 投与で観察された［Fig. 3-1B（a）］。PTZ 投与により、用量依存的にオシレーシ

ョンの頻度と振幅が増加した［Fig. 3-1B（a）］。また、1、3、10 mM の PTZ 投与により、

オシレーションが連続する現象が見られた。この現象は、最初のオシレーションから 4 分

以上観察された［Fig. 3-1B（a）、（b）］。これらの神経回路の連続した活動は、平面培養の神

経ネットワークでは見られない活動である。 

 Fig. 3-1C（a）のラスタープロットは、PTZ 投与後 10 分間の 16 電極（1well）での自発

活動発火を示す。Fig. 3-1C（b）は、vehicle を 100%として正規化した 10 分間のスパイク

数の変化率を示す。PTZ 投与後スパイク数は、0.1 mM で 163.7%、0.3 mM で 191.9%、1 

mM で 258%、3 mM で 303.2%、10 mM で 252.2%に増加した。スパイクの解析では、平

面培養で見られる network burst が検出されなかったため、PTZ 投与によるスパイク数の増

加しか検出できず、生波形で見られた変化を十分に検出できなかった。そこで、500 Hz 以

下の周波数成分の特性を調べた（Fig. 3-2）。 

 Fig. 3-2A は、PTZ 投与後 5 分間の生波形と 0.3～9 Hz のウェーブレット変換のスカログ

ラムを示している。Fig. 3-2A（a）のスカログラムに示されているように、Vehicle、PTZ 0.1 

mM、0.3 ｍM では、オシレーションが離散的であった。0.1 mM、0.3 ｍM では、30～40

秒間隔のオシレーションが 1～3 Hz の周波数帯で見られた。1 mM 以上では、周期的な持続

したオシレーションに変化した［Fig. 3-2A（a）］。また、3 mM、10 mM での最初のオシレ

ーションは、その後のオシレーションより強い周波数成分を示した。Fig. 3-2A（b）は、Fig. 

3-2A（a）における赤線部分の周波数パワーのヒストグラムを示している。オシレーション

周波数パワーの合計値のピークは、vehicle では 1661.49（1.41 Hz）、0.1 mM では 1430.84
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（1.41 Hz）、0.3 mM では 1542.90（1.41 Hz）、1 mM では 5474.25（1.26 Hz）、3 mM では

3089.08（1.12 Hz）、10 mM では 5735.20（0.89 Hz）であった。周波数パワーのピークは 1 

mM から顕著な増加を示した。これらの結果は、脳オルガノイドの PTZ 投与による用量依

存的な持続的かつ周期的な活動を示している。 

 次に、のオシレーションの周波数特性を調べた。生波形からオシレーション部分を検出し

［Fig. 3-2B（a）の赤い点］、4～500 Hz の周波数パワーを算出した［Fig. 3-2B（b）］。PTZ

投与により、4～10 Hz、60～460 Hz 帯の周波数パワーが用量依存的に増加した［Fig. 3-2-

B（b）］。特に、3 ｍＭ、10 mM 投与で 100～300 Hz 帯のパワーが増加した。さらに、増加

した周波数パワーの持続時間は、3 mM、10 mM において、約 250 ms であった［Fig. 3-2-

B（b）］。以上のように、脳オルガノイドの電気活動波形の周波数成分には、PTZ に対する

応答の情報が含まれている。また、オシレーションごとの周波数成分を分析することで、さ

らに詳細な化合物応答を検出することができることが分かった。 

 作製した脳オルガノイドが他の作用機序をもつ化合物に対しても応答が検出できるか調

べた。Fig. 3-3 は、strychnine 投与 5 分後の電気活動の生波形とウェーブレット変換のスカ

ログラムを示している。オシレーション数は、vehicle で 4 回、0.3 µM で 2 回、1 µM で 6

回、3 µM で 3 回、10 µM で 22 回、30 µM で 8 回であった。周波数解析では、strychnine

投与による 4～10 Hz 帯のパワーの増強が見られた。さらに、10 µM では 4～500 Hz 帯の

周波数パワーの増加が見られた。グリシン受容体のアンタゴニストである strychnine の応

答が見られたことから、脳オルガノイドにおいて、グリシン受容体が発現、機能している可

能性が示唆された。 

 以上から、PTZ と strychnine に対する応答は低周波帯で観察されることが分かった。 

 

3-3-3. 脳オルガノイドの抗てんかん薬投与に対する応答 

 抗てんかん薬(antiepileptic drugs ; AED)に対する応答を調べるために、培養 4 か月目の

脳オルガノイドに perampanel と phenytoin を投与し、投与前後の電気活動を測定した。Fig. 

3-4A は perampanel、phenytoin 投与後 10 分間の生波形を示す。Perampanel 投与により、

用量依存的にオシレーション頻度が減少し、1 µM 異常で消失した［Fig. 3-4A（a）］。Fig. 3-

4B、3-4-C は、抗てんかん薬投与後 10 分間の典型的なラスタープロットとスパイク数の総

和を示す。スパイク数は vehicle を 100%として正規化した。Perampanel 投与後、スパイク

数は 0.03 µM で 64%、0.1 µM で 29.4%、0.3 µM で 10.4%、1 µM で 6.54%、3 µM で 5.64%

に減少した［Fig. 3-4B（a）、3-4-C（a）］。一方、phenytoin 投与後のスパイク数は、30 µM

まで減少が見られず、100 µM で 47.3%、300 µM で 2.12%に減少した［Fig. 3-4A（b）、3-

4-B（b）、Fig. 3-4C（b）］。Fig. 3-4D は、Fig. 3-4A の赤線の特徴的な電気活動波形と周波

数解析の結果を示している。Perampanel、phenytoin を投与した両サンプルで 1 回のオシレ

ーション後に 10～30 Hz 帯の反復した活動が見られた（Fig. 3-4D）。この反復した神経活動

は、perampanel、phenytoin により減少した。脳オルガノイドにおいて、perampanel と
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phenytoin による反復した活動の減少はという応答は類似していたが、オシレーション頻度

は perampanel では減少、phenytoin では中用量で増加という異なる変化を示した。以上か

ら、脳オルガノイドで作用機序の異なる AED の応答を検出できる可能性が示唆された。 
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3-4. 考察 

 ヒト iPSC 由来の脳オルガノイドの MEA 計測を行い、得られた電気活動の周波数解析を

行った。痙攣陽性化合物である pentylenetetrazol (PTZ)と strychnine を投与し、持続的な

オシレーション活動を伴う用量依存的な発作様の波形が観察された（Fig. 3-1、3-2、3-3）。

さらに、PTZ 投与により、スパイク数の用量依存的な増加が見られた［Fig. 3-1C（b）］。ラ

ット electroencephalography (EEG)では、PTZ の経口投与で神経ネットワークの活動が増

加する[127]。したがって、これらの結果は、脳オルガノイドの電気的活動が哺乳類の電気

的活動に類似していることを示唆している。PTZ 1 mM 以上の投与で、持続したオシレー

ション活動が見られた。平面培養 iPSC 由来神経ネットワークでは、化合物投与前に見られ

た network burst 頻度が PTZ 投与により増加することが報告されている[17]。したがって、

本研究で見られたオルガノイドの持続的なオシレーション活動は、培養神経ネットワーク

では見られない特徴的な現象であると考えられる。 

 脳オルガノイドの電気活動波形の 500 Hz 以下の低周波解析を行った結果、PTZ 投与に

より、10 Hz 未満の周波数強度が用量依存的に増加した。また、1 mM、3 mM、10 mM 投

与時には、60～460 Hz 帯の周波数成分が増強した（Fig. 3-2B）。特に、3 mM、10 mM 投与

時に 100～300 Hz 帯が増強した［Fig. 3-2B（b）］。以上から、脳オルガノイドの電気活動波

形の 500Hz 以下の周波数解析は、化合物の痙攣応答の検出に有効な手法であると考えられ

る。 

 Perampanel は、主に AMPA グルタミン酸受容体に作用する抗てんかん薬(antiepileptic 

drugs ; AED)である。Perampanel 投与により、スパイクとオシレーション頻度の用量依存

的な減少が見られた［Fig. 3-4B（a）、3-4-C（a）］。ラットでは pilocarpine 誘発性てんかん

様脳波が perampanel 投与により抑制されることが報告されている[128]。さらに、Na＋チャ

ネルの阻害薬である phenytoin は、100～300 µM 投与でスパイク数が著しく減少した［Fig. 

3-4B（b）、3-4C（b）］。硬膜外に電極を移植したラットでは、FeCl3 の皮質内投与後に誘発

されたてんかん様脳波が、phenytoin を投与により抑制された[129]。さらに、てんかん様脳

波は、ヒトにおいても phenytoin の経口投与で抑制される[130]。興味深いことに、脳オル

ガノイドへの phenytoin 投与により、オシレーションが連続する痙攣発作様の応答が観察

された[Fig. 3-4A（b）]。Phenytoin はてんかん発作に対する代表的な AED であるが、その

副作用についても報告されている[131]。したがって、脳オルガノイドで見られたオシレー

ション頻度の上昇は phenytoin の副作用を反映している可能性がある。周波数解析では、

perampanel 及び phenytoin の投与により、用量依存的にオシレーション後の連続した活動

が減少することが示された［Fig. 3-4D（a）、（b）］。perampanel と phenytoin により神経ネ

ットワークのシナプス伝達が阻害されたことにより、再帰的な周波数成分の減少が見られ

たと考えられる。本研究の結果から、作用機序の異なる AED の応答をヒト iPSC 由来脳オ

ルガノイドで評価することが可能であることが示された。 
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 本結果は、ヒト脳オルガノイドの痙攣陽性化合物並びに AED に対する応答を 500 Hz 以

下の周波数解析により検出できることを示している。しかしながら、再現性の高い脳オルガ

ノイドの作製は依然として課題となっている。脳オルガノイドで見られた発作様の応答（Fig. 

3-1B）は、PTZ を投与することによって必ず観察される現象ではない。自発活動のパター

ンの安定性は、作製した脳オルガノイドの状態に依存していると考えられる。したがって、

今後、安定した脳オルガノイド評価系を構築するためには、作製した脳オルガノイドと電気

活動の関係を明らかにする必要がある。さらに、本研究では、オルガノイドをおもり無しで

MEA チップ上にマウントしオルガノイドの表面からの信号を計測した。MEA システムを

用いてオルガノイドの電気生理学的機能をより詳細に解析するためには、オルガノイド内

部の活動を測定する必要がある。したがって、次の課題は脳オルガノイドの切片を作製し、

電気活動を測定することである。依然として、脳オルガノイドの MEA 計測における課題は

あるものの、本研究の低周波解析法は、今後のオルガノイドを研究する上で重要な解析手法

となることが期待されており、オルガノイド自体の機能や生体ヒト脳の発達、様々な疾患の

治療の関する科学的研究を支援することが可能であると考えられる。  
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Figure 3-1. 培養 4 か月目の脳オルガノイドにおける PTZ 投与時の MEA 計測 

（A）培養 4 か月のヒト iPSC 由来脳オルガノイド。（a）MEA 上にマウントされた脳オル

ガノイド。（b）脳オルガノイドの免疫化学染色画像。Hoechst 33258（青）、paired box 

protein 6（PAX6、緑）、β-tubulin Ⅲ（赤）、CTIP2（黄）。（B）PTZ 投与後 10 分間の自

発活動。（a）自発活動生波形。（b）ハイパスフィルタにより 100 Hz 未満の成分を除去し

た自発活動波形。（C）PTZ 投与によるスパイク数の変化。（a）16 電極/well のラスタープ

ロット。（b）Vehicle に対するスパイク数の変化。 
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Figure 3-2. PTZ 投与時の 500 Hz 未満の周波数成分。 

（A）投与後 5 分間の周波数分析。（a）5 分間の自発活動生波形と 0.3～9 Hz のスカログラ

ム。生波形は Fig. 3-1B の赤線部分の拡大図。（b）0.3～9 Hz の周波数パワーのヒストグラ

ム。（B）（a）Fig. 3-2A（a）赤線部分の 80 秒間のスカログラム。赤い点は、オシレーショ

ンを示す。（b）検出したオシレーションごとの周波数パワーの平均値。オシレーションのピ

ーク検出時間の±250 ms のスカログラム。Vehicle（n=9）、0.1 mM（n=44）、0.3 mM（n=39）、

1 mM（n=41）、3 mM（n=55）、10 mM（n=51）  
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Figure 3-3. 培養 4 か月の脳オルガノイドにおける strychnine に対する応答。 

Strychnine 投与時の自発活動の生波形とスカログラム。Strychnine 投与後の 60 秒間の特

徴的な波形のウェーブレット分析を行った（4～500 Hz）。
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Figure 3-4. 培養 4 か月目の脳オルガノイドの抗てんかん薬(antiepileptic drugs ; AED)に対

する応答。 

（A）AED 投与後の 10 分間の自発活動生波形。（a）perampanel。（b）phenytoin。（B）

AED 投与後の 16 電極/well における 10 分間の典型的なラスタープロット。（a）peram-

panel。（b）phenytoin。（C）スパイク数の変化。（a）perampanel。（b）phenytoin。（D）

Fig. 3-4A 赤線部分のオシレーションの周波数分析。AED を投与後 15 秒の特徴的な生波形

（左）と 4～250 Hz 帯のスカログラム（右）。（a）perampanel。（b）phenytoin。  
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第 4 章 疾患脳オルガノイドを用いた疾患患者を対象とした医薬品の痙攣毒性評

価 

4-1. 序論 

 神経創薬において、ターゲットとする神経疾患患者に対する候補化合物の安全性を評価

することが重要である。健常者では毒性が認められないが、疾患患者では禁忌薬として報

告されている薬が存在する。例えば、Na+チャネルに欠損があることが知られているドラ

ベ症候群では、Na+チャネルに作用する化合物の投与は禁忌である。安全性薬理の分野に

おいて、このような疾患特異的な化合物応答を検出することができる評価系の構築が求め

られている。 

ヒト iPS 細胞の開発により、様々な疾患患者由来の iPS 細胞が作製されている。脳神経

系の疾患では、ドラベ症候群[63,64]やレット症候群[65,66]、アンジェルマン症候群[67,68]

など難治性てんかん患者由来 iPS 細胞の作製が盛んに行われている。これらの疾患患者由

来 iPS 細胞から神経細胞を作製することで、疾患メカニズムの解明や、疾患特異的なヒト

由来 in vitro 評価系の構築が期待されている。その中でも近年開発された脳オルガノイド

法[48]は、自己組織的に三次元の構造を再現し、疾患特異的な組織が作製できることか

ら、より生体に近いサンプルとして in vitro 毒性評価系への応用が期待されている。現

在、脳オルガノイドを用いた研究では、形態評価や遺伝子発現といったオルガノイド作製

自体の評価[54-62]や、パッチクランプ法[59,61,122,132-135]や Ca2+イメージング

[48,56,119,135,136]、平面微小電極アレイ(MEA)[70,71,119,120,122,124,132,136-143]を用

いた電気活動計測が行われている。我々はこれまで MEA 計測法を用いて、大脳皮質オル

ガノイドの MEA 計測法の構築を行ってきた。痙攣陽性化合物であるペンチレンテトラゾ

ールの投与による活動増強の検出、および従来の MEA 計測法で解析されてきたスパイク

成分だけではなく、500 Hz 以下の低周波帯にオルガノイドの電気活動の特徴が現れること

を見出してきた[144]。 

ドラベ症候群は、難治性てんかん発作と認知機能障害を伴う発達性てんかん性脳症であ

り、ドラベ症候群患者の約 70%が Na+チャネルの Nav1.1 をコードする SCN1A 遺伝子の

変異がみられる[145]。Nav1.1 は抑制性のニューロンである介在ニューロンに多く発現し

ていることが知られており[146,147]、抑制性入力が減少することでてんかん発作が引き起

こされる。また、Na+チャネルに障害があるため、Na+チャネルをブロックすることで痙

攣を抑制する phenytoin や carbamazepine、lamotrigine は発作を悪化させる可能性があ

り、禁忌薬とされている。Electroencephalography(EEG)の計測では、マウスモデルの成

熟度に依存した周波数特性の違いや、熱誘発痙攣時の周波数特性の検出も行われている。

例えば、ドラベ症候群のマウスモデルでは、発作が確認される前の幼児期には自発活動の

周波数特性に健常と差異はなく、発作重症期では theta、alpha 波帯のパワーが弱くなるこ

とが報告されている[148]。さらに、発作時の EEG では、ラットモデルでは delta、theta
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波のパワーが増強し[149]、マウスモデルでは alpha、beta 波帯のパワーが強くなる[150]こ

とが報告されている。 

近年では、ドラベ症候群患者から iPSC が作製され、疾患 iPSC から分化された神経細胞

の電気生理学的機能計測も行われている。パッチクランプ法を用いた電気生理学的機能計

測では、終脳の抑制性ニューロンの Na＋電流や自発活動の減少、グルタミン酸作動性ニ

ューロンの Na チャネルの活性化やそれに伴う活動の増加が報告されている[38]。また、

軽度の熱性てんかん患者とドラベ症候群患者由来のグルタミン酸作動性ニューロンの過興

奮の程度は、臨床での重症度と同様にドラベ症候群患者の方が深刻であることが患者由来

iPS 細胞試験において報告されている[64]。さらに、ドラベ症候群患者由来 iPSC から作製

した腹側前脳オルガノイドは、健常者由来オルガノイドと比較して、GABA 関連遺伝であ

る GAD67 と ABAT の発現レベルが上昇し、遺伝子発現の異常は、患者の重症度に依存し

ていることが報告されている[69]。 

ドラベ症候群脳オルガノイドで電気活動を指標とした禁忌薬の応答を検出できれば、ド

ラベ疾患患者に対する医薬品候補化合物の安全性試験や、疾患や患者ごとの至適化合物の

選定といった個別化医療への応用につながる。そこで、本研究ではドラベ症候群患者由来

iPSC から大脳皮質オルガノイドを作製し、MEA 計測法を用いて禁忌薬に対する応答評価

および波形の周波数特性の評価を行った。  
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4-2. 実験方法 

4-2-1. ドラベ症候群患者及び健常者由来脳オルガノイドの培養 

  理化学研究所から取得した健常者由来ヒト iPSC（201B7）とドラベ症候群患者由来ヒ

ト iPS 細胞（HPS2834）は、それぞれ 6well ディッシュ上で StemFit（AK02N、Ajinomoto）

を用いて培養された。細胞がコンフルエントになった後に、Gentle Cell Dissociation Reagent 

(ST-07174、STEMCELL Technologies)を使用して細胞を収集した。収集した細胞を室温で

800 rpm にて 5 分間遠心分離した。上清を取り除いた後、1 mL の EB seeding medium （10 

mM Y-27632 を添加した EB formation medium）を添加し、細胞ペレットを再懸濁した。

EB seeding medium を用いて iPSC を 9.0×103 cells/well で播種した。培養 2 日目、4 日目

に 100 µL/well の EB formation medium を添加した。培養 5 日目に、オルガノイドを観察

し、球形のサンプルを選択した。選択したサンプルを EB formation medium から induction 

medium に置換し、2 日間インキュベートした。培養 7 日目に、Matrigel (354,277, Corning)

で包埋し、expansion medium で 3 日間インキュベートした。その後、expansion medium を

maturation medium に置換し、オービタルシェイカー（COSH6、AS ONE Corporation）上

でオルガノイドを培養した。オルガノイドは、maturation medium で 3 か月間培養され、培

地は、3～4 日ごとに交換された。オルガノイドの形成には、STEMdiff Cerebral Organoid 

Kit (ST-08570、STEMCELL Technologies)の培地を使用した。 

 

4-2-2. 免疫化学染色 

 培養した脳オルガノイドは、4％ paraformaldehyde を含む PBS を用いて固定された。固

定したサンプルを Optimal Cutting Temperature Compound (45833、Sakura Finetek Japan)

に包埋し、クライオスタット（CM 1950、Leica）を使用して厚さ 10 µm の切片を作製した。

オルガノイド切片を透過処理し、preblock buffer でインキュベートした。その後、一次抗体

を添加した preblock buffer を加えて 4℃で 12 時間インキュベートした。一次抗体は、anti-

β-Tubulin Ⅲ（60052、STEMCELL Technologies）、anti-ctip2（ab18465、abcam）を使用

した。免疫標識は、anti-rat 647 Alexa Fluor（ab150155、abcam）、anti-mouse 546 Alexa Fluor

（A10036、Thermo Fisher Scientific Inc.）を preblock buffer で 1000 倍希釈して室温で 1

時間インキュベートした。また、1 µg/mL の Hoechst 33258（H341、DOJINDO）を室温

で 1 時間インキュベートし、細胞核を染色した。 

 

4-2-3. MEA 計測 

 培養 5-6 か月の大脳皮質オルガノイドを 24 well MEA プレートにマウントした。MEA 上

でオルガノイドを 10 分間静置した後に自発活動を計測した。計測は、24 well MEA システ

ム(Presto; Alpha Med Scientific Inc.)を用いて 37℃、5％ CO2j 条件下で 20 kHz のサンプリ

ングで行った。 
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4-2-4. 薬理試験 

 作製したドラベ症候群患者由来脳オルガノイドで禁忌薬の応答を検出できるか調べるた

めに、培養 5～6 か月の脳オルガノイドに carbamazepine（CBZ；034-23701、Wako）と

phenytoin（PHT；PHR-1139-1G、Sigma–Aldrich、治療薬である sodium valproate（VPA；

197-09722、Wako）を投与した。各化合物の各用量において、自発活動を 30 分間計測した。

各試験は、CBZ; Control: n=4, Dravet: n=6, PHT; Control: n=4, Dravet: n=5, VPA; Control: 

n=5, Dravet: n=6 で行った。 

 

4-2-5. CMOS MEA を用いた疾患脳オルガノイドの計測 

  我々は、電極サイズ 11.22 μm×11.22μm(126 μm2)、23,6880 電極、計測可能面積

32.8mm2 の CMOS-MEA を用いた Field potential imaging（FPI）法を提案してきた[151]。

培養 6 か月のドラベ症候群脳オルガノイドを CMOS-MEA system (Sony semiconductor so-

lutions)にマウントし、5 % CO2、37 ℃下で CBZ の投与試験を行った(n=1)。各用量で 3

分間の電気活動を計測した。電気活動は、サンプリングレート 5 kHz で取得され、500 サ

ンプルごとに最小二乗法によりトレンド除去によってオフセット補正された。電圧波形か

らピートマップを作製し、オシレーション時間を目視で検出した。オシレーション時に 100 

μV 以上の振幅がみられた電極をアクティブ電極とした。また、オシレーション時のアクテ

ィブ電極の平均波形をオシレーション波形とし、個々の電極の波形とのコサイン類似度が

0.25 を超えたものをオシレーション電極とした。コサイン類似度の算出には下記の式を用

いた。 

 

𝑐𝑜𝑠𝑖𝑛𝑒 𝑠𝑖𝑛𝑖𝑙𝑎𝑟𝑖𝑡𝑦 =  
∑ (𝐴𝑖  ×  𝐵𝑖)𝑁

𝑖=1

√∑ 𝐴𝑖
2𝑁

𝑖=1  ×  √∑ 𝐵𝑖
2𝑁

𝑖=1

 

この時の A はアクティブ電極の平均波形、B は 1 電極の波形、N は切り出したオシレーシ

ョン波形のサンプリング数を示す。 

 

4-2-6. オシレーションの検出 

 脳オルガノイドから取得した電圧の生波形に移動平均波形を算出した。移動平均波形か

ら閾値を設定し、閾値を超えている区間をオシレーションとした。また、オシレーション区

間のピーク値を Max. voltage として検出した。 

 

4-2-7. 波形のポテンシャル解析 

 取得した 30 分の電気活動波形から、5 分に 1 回オシレーションを検出した。検出したオ

シレーション波形に FIR バンドパスフィルタを用いてゼロ位相フィルタ処理を行い、周波
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数ごとに分割た。分割波形から各周波数帯のポテンシャルを算出した。解析した周波数帯は、

delta（0.5~3 Hz）、theta（4～7 Hz）、alpha（8～11 Hz）、beta（12～29 Hz）、gamma（30

～100 Hz）、high-gamma（100～150 Hz）である。 

 

4-2-8. 統計解析 

 統計解析は、すべて one-way ANOVA および Holm–Bonferroni methods にて行った。薬

理試験データは、control と dravet の各条件で、vehicle と各用量群の多重検定を行った。自

発活動データは、周波数帯ごとに control 群と dravet 群の検定を行った。 
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4-3. 結果 

4-3-1. ドラベ症候群患者由来脳オルガノイドの作製 

 作製した脳オルガノイドの神経細胞の分化特性を調べるために、免疫化学染色を行った

［Fig. 3-1A（a）］。スライスした脳オルガノイドは、細胞核のマーカーである Hoechst 33258、

ニューロンのマーカーであるβ-Tubulin Ⅲ、皮質マーカーである ctip2 を用いて染色した。

免疫化学染色により、β-Tubulin Ⅲと ctip2 が脳オルガノイドで発現していることが確認

された。この結果は、作製した脳オルガノイドは発達中のヒト大脳皮質の in vitro モデルに

おける基本的な要素を含むことを示しており、ヒト大脳皮質オルガノイドが機能的な構造

を有することを示唆している。 

 作製した脳オルガノイドを、おもり無しで 24-well MEA plate 上にマウントし、電気活動

計測を行った(Fig. 1B)。 Control とドラベ症候群(DS)オルガノイドの代表的なオシレーシ

ョン波形を Fig. 1C に示す。16 electrodes/well で取得した電圧波形の中から、well ごとに最

も振幅が高い電極を選択して解析を行った。 

 

4-3-2. ドラベ症候群患者由来脳オルガノイドにおける禁忌薬の応答評価 

ドラベ症候群患者由来脳オルガノイドで禁忌薬の応答を検出できるか検証するために、

禁忌薬である CBZ と PHT、治療薬である VPA の投与試験を行った。各化合物に対するオ

シレーション頻度とオシレーション時の最大電圧値(Max. voltage)を解析した。MEA で取

得される電気信号は、複数の神経細胞活動の総和であるため、Max. voltage はオシレーショ

ンの活動強度を示す。CBZ では、30 μM まで、健常とドラベ症候群でオシレーション頻度

の用量依存的な増加がみられた。100 μM 時は、健常では 51.2% ±5.31%（p<0.01, one-

way ANOVA and Holm–Bonferroni methods）に有意に減少したが、ドラベ症候群では 248 

±41.2%（p<0.01）に顕著に増加し、健常とドラベ症候群の応答に有意差がみられた［Fig. 

4-1D(b)］。Max. voltage は、健常では 3 μM から 41.1 ±18.2 %（p<0.01）に顕著に減少し

たが、ドラベ症候群では 100 μM でも 67.1 ±4.27%までしか減少しなかった［Fig. 4-1D(c)］。

Max. voltage は 3 μM から健常とドラベ症候群に有意差がみられた（p<0.01）。ドラベ症候

群では、オシレーションの振幅を保ちながら、頻度が増加していた。 

PHT 投与では、健常、ドラベ症候群ともにオシレーション頻度は用量依存的に上昇したが、

300 μM 時の応答は健常とドラベ症候群に有意差がみられた［p<0.01, Fig. 4-1E(b)］。Max. 

voltage は、健常のみ 300 μM 投与時に 25.2 ±6.66%に顕著に減少した［p<0.05, Fig. 4-

1E(c)］。CBZ 投与時と同様に、ドラベ症候群はオシレーションの振幅を保ちながら、頻度

が増加していた。 

治療薬である VPA 投与では、10 mM で健常では 7.64 ±2.12%（p<0.01）、ドラベ症候群で

は 4.69 ±3.31%（p<0.01）にオシレーション頻度が有意に減少した［Fig. 4-1F(b)］。Max. 

voltage は、健常、ドラベ症候群ともに用量依存的に減少した［Fig. 4-1F(c)］。治療薬であ
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る VPA 投与では、健常とドラベ症候群の応答に有意な差はみられなかった。一方、禁忌薬

である CBZ と PHT を投与したドラベ症候群脳オルガノイドは、オシレーションの振幅を

保ちながらオシレーション頻度が上昇する禁忌薬の応答を示した。 

 

4-3-3. CMOS MEA を用いたドラベ症候群脳オルガノイドの禁忌薬に対する応答評価  

High density （HD）-CMOS MEA は、空間分解能が高く、計測可能範囲が大きいため、

MEA 基板との接着面における脳オルガノイド活動を詳細に計測することが可能である

[151-153]。我々は、電極サイズ 11.22 μm×11.22μm(127 μm2)、236,880 電極の CMOS-

MEA を用いた Field potential imaging（FPI）法を提案してきた[151]。CMOS MEA 上にド

ラベ症候群脳オルガノイドをマウントし、CBZ の累積投与試験を行った。CMOS MEA で

計測したドラベ症候群脳オルガノイドの典型的なオシレーション活動動画を supplement 

fig.1 に示す。79,729 電極がオルガノイドと接着し、約 11.0 mm2 の範囲の活動が、空間分解

能 1.4 mm2/electrode で計測された。オルガノイドの右側部分でオシレーションが顕著に観

察され、Fig2A は、オシレーション後 400ms 間の最大電圧値のヒートマップを示す。 CBZ 

30 μM 以上で、オシレーション活動エリアが減少し、300 μM ではオシレーションの持

続時間も減少した。しかしながら、CBZ 投与により常に活動する領域がみられるようにな

った（Fig. 4-2A 下部）。オシレーション時に 100 μV 以上の振幅がみられた電極をアクティ

ブ電極とした。アクティブ電極数は CBZ 投与により、有意差は見られなかったものの用量

依存的に増加した［Fig. 4-2B（a）］。この結果は、CBZ により、オルガノイドの活動エリア

が上昇したことを示している。オシレーション時のアクティブ電極の平均波形をオシレー

ション波形とし、個々の電極の波形とのコサイン類似度が 0.25 を超えたものをオシレーシ

ョン電極、それ以外を非オシレーション電極とした。アクティブ電極数中のオシレーション

電極と非オシレーション電極の割合を Fig. 4-2B(b)に示す。非オシレーション電極数の割合

は用量依存的に上昇し、vehicle 投与時の 74.5 ±3.59 %から、300 μM 投与時には 95.8 ±

1.21%に増加した［Fig. 4-2B（b）］。つまり、オルガノイドの活動の上昇は、オシレーショ

ン以外の活動エリアの増強によることを示している。CMOS MEA を用いることで、ドラベ

症候群脳オルガノイドにおいて、CBZ はオシレーション活動以外の活動を増強させること

も分かった。 

 

4-3-4. ドラベ症候群脳オルガノイドの周波数特性 

スパイク成分とは異なる delta（0.5-3 Hz）、theta（4-7 Hz）、alpha（8-11 Hz）、beta（12-

29 Hz）、gamma（30-100 Hz）、High-gamma（100-150 Hz）波帯のポテンシャルを算出し

た。周波数ごとの典型的なオシレーション波形を Fig. 4-3A に示す。ドラベ症候群脳オルガ

ノイドでは、健常者オルガノイド比べて theta、alpha、beta 波帯でオシレーションパワーが

強かった〔θ 波：0.590 ±0.0319 μV（Dravet syndrome） >  0.203 ±0.0123 μV(Control), 

alpha 波: 0.391 ±0.0205 μV（Dravet syndrome）＞0.140 ±0.00463 μV（Control）,beta
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波：0.598 ±0.0325 μV（Dravet syndrome）＞0.274 ±0.00593 μV（Control）,  p< 0.01, 

one-way ANOVA and Holm–Bonferroni methods, Fig. 4-3A and B〕。一方、delta、gamma、

High-gamma 波帯は、健常者に比べて弱いパワーを示した〔delta 波：4.87 ±0.156 μV（Dra-

vet syndrome）＜18.9±1.10 μV（Control）, gamma 波：0.448 ± 0.00836 μV（Dravet 

syndrome）＜0.532 ±0.0109 μV（Control）, high-gamma 波：0.231 ±0.00198 μV（Dravet 

syndrome）＜0.366 ±0.00752 μV（Control）, one-way ANOVA and Holm–Bonferroni meth-

ods, Fig. 4-3A and B〕。 

次に、抗てんかん薬に対する周波数特性の変化を調べた（Fig. 4-4）。ドラベ症候群は、CBZ 

3,10,30μM 投与において、健常者に比べて、δ 波～High gamma 派成分の変動が弱かった。

健常オルガノドでオシレーションが消失した 300 μM では各周波数帯で減少が認められた

（one-way ANOVA and Holm–Bonferroni methods, Fig. 4, left）。PHT 投与では、健常では

30 μM から theta 波帯以外のポテンシャルが減少したが、ドラベ症候群は beta 波以外での

ポテンシャルの減少はみられなかった(Fig. 4, middle)。VPA 投与では、健常では有意差は

みられないものの、0.1 mM から周波数強度の減少が見られたが、ドラベ症候群は 3mM か

ら変化が見られ、10 mM 投与時には、delta 波、theta 波、beta 波のポテンシャルが有意に

減少した（one-way ANOVA and Holm–Bonferroni methods , Fig. 4, right）。まとめると、ド

ラベ症候群脳オルガノイドは、特に抗てんかん薬の低用量において、健常オルガノイドと比

べて周波数成分の変化が弱い傾向を有していた。治療薬である VPA に対しては、高用量で

複数の周波数帯においてポテンシャルの減少がみられた。 
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4-4. 考察 

  本研究では、ドラベ症候群患者由来大脳皮質オルガノイドを作製し、禁忌薬と治療薬の

応答と周波数特性を MEA 計測にて調べた。 

 ドラベ症候群の禁忌薬である CBZ と PHT の急性投与では、健常、ドラベ症候群ともに

オシレーション頻度の上昇がみられた。しかしながら、ドラベ症候群では、ピーク電圧値を

維持したままオシレーション頻度が上昇するという健常とは異なる応答を示した（Fig. 4-

2D and DE）。また、CBZ 投与では、健常でオシレーション活動がみられなくなった 300 μ

Ｍでもオシレーション活動がみられた。この結果は、ドラベ症候群オルガノイドを用いた禁

忌薬の顕著な応答を示している。一方、治療薬である VPA では、ドラベ症候群と健常の応

答に差異は見られず、10 mM 用投与時にオシレーション頻度と Max. voltage が減少した

［Fig. 4-2F］。本結果から、ドラベ症候群オルガノイドの MEA 計測において、禁忌薬の応

答を検出できたと言える。また、脳オルガノイドの抗てんかん作用はオシレーションの振幅

の減少に現れると考えられる。臨床でも、てんかん患者に対する CBZ 投与により、光刺激

に対する発作の減少と共に脳波波形の振幅が減少することが報告されている[154]。 

CBZ の投与の CMOS-MEA 計測の結果、オシレーション活動以外の増強がみられた［Fig. 

4-2B(b)］。ドラベ症候群マウスモデルの ECoG において、CBZ 投与による発作時以外のス

パイク活動が増強することが報告されている[155]。本研究で見られた応答はマウスモデル

での応答を反映している可能性がある。 

ドラベ症候群脳オルガノイドの自発活動のオシレーションは、健常オルガノイドと比較

して、theta、alpha、beta 波帯が強く、delta、gamma、High-gamma 波帯が弱かった（Fig. 

4-3B）。６歳以上のドラベ症候群患者の EEG 計測では、健常者と比較して、発作間欠期の

theta 波成分が強く、alpha 波成分が弱いという報告がある[156]。本研究で見られた、強い

theta 波成分の結果と一部一致している。また、水玉模様のパターン刺激により発作が誘発

されたドラベ症候群患者では、theta 波と beta 波の混合波がみられるという報告がある[157]。

本研究で見られた強い theta 波と beta 波の成分は発作との関連があるのかもしれない。さ

らに、ドラベ症候群患者は、健常者と比較して、音刺激で誘発される gamma 波帯の活動が

健常と比較して弱いことが報告されている[158]。本研究では、外部刺激はなかったものの、

gamma 波帯の成分が弱かったことから、gamma 波成分の生成能力が弱いドラベ症候群患者

の特性を反映している可能性が考えられる。皮質において、delta 波の活動は、パルブアル

ブミン介在ニューロンが関係しているとされている[159,160]。また、gamma 波以上の活動

にも、GABA 作動性ニューロンがその発生と制御に関与していることが知られている[161-

163]。ドラベ症候群は GABA 作動性ニューロンの活動が弱いため、delta、gamma、high-

gamma 波帯のパワーが弱かった可能性がある。以上から、ドラベ症候群脳オルガノイドの

自発活動の周波数特性は、ドラベ症候群の生体脳波での特徴を一部反映している可能性が

示唆された。 



第 4 章  

54 

 

疾患脳オルガノイドを用いた疾患患者を対象とした 
医薬品の痙攣毒性評価 

抗てんかん薬に対する周波数特性の変化を調べたところ、ドラベ症候群脳オルガノイド

は、抗てんかん薬に対する応答性が低いことが分かった（Fig. 4-4）。CBZ 投与により、健

常者、てんかん患者の両方で、delta、theta 波帯の増強、alpha 波帯の減少が報告されてい

る[164-170]。本研究で用いた脳オルガノイドでは delta、theta 波の増強はみられなかった

が、alpha 波帯の減少がみられた。また、ドラベ症候群では、alpha 波帯の減少に、より高い

用量が必要であった。健常者への PHT 投与時の EEG は、delta、theta、alpha 波の活動の

変化が主に報告されているが、その増減はそれぞれの報告で異なっている[130,171,172]。ま

た、てんかん患者への PHT 投与では、delta 波と theta 波帯の増強が報告されている[173]。

ドラベ症候群脳オルガノイドでは、有意差は見られなかったが、delta 波が 30、100 μM で、

theta 波が 10～100 μM で上昇した。この活動の増強は、てんかん患者特有の応答を示して

いる可能性が考えられる。VPA では、健常はすべての周波数帯で、ドラベ症候群では delta

から beta 波帯の減少がみられた。VPA は主に GABA 作動性ニューロンの増強により抗て

んかん作用を示すことが知られている。GABA 作動性ニューロンの入力の増強が、ドラベ

症候群で作用して複数の周波数帯の減少が見られたと考えられる。また、てんかん患者への

VPA 投与では、主に delta～gamma 波帯の減少が報告されている[174-176]。ドラベ症候群

脳オルガノイドでは、gamma 波帯の減少は見られなかったものの、臨床で見られる低周波

帯の活動の減少がみられた。以上から、脳オルガノイドの抗てんかん薬に対する応答は、生

体脳で見られる応答を一部反映している可能性が示唆された。 

疾患患者 iPS 細胞から作製する脳オルガノイドは、同一疾患であっても、患者毎に特性は

異なる。実際、複数のドラベ症候群患者由来 iPS 細胞から作製された脳オルガノイドでは、

患者の重症度により GABA 関連遺伝子などの発現が異なることが報告されている。今後は、

作製した脳オルガノイドの構造や遺伝子発現と電気生理学的活動の相関性を検証する必要

がある。また、単一の疾患 iPS 細胞株のみでは、ドラベ症候群に対する抗てんかん薬の評価

指標を同定することは難しいが、臨床では、患者ごとに抗てんかん薬に対する応答性が異な

る。すなわち、本研究で実施した抗てんかん薬投与による周波数成分の解析結果は、患者毎

に異なる可能性がある。今後、複数のドラベ症候群患者から作製された脳オルガノイドの抗

てんかん薬のデータを周波数解析することで、本研究で実施した周波数成分の指標が至適

抗てんかん薬を選定するパラメータになる可能性がある。 

本研究では、ドラベ症候群大脳皮質オルガノイドの MEA 計測により、禁忌薬に対する応答

を見出した。また、周波数解析により、生体脳波の周波数特性を一部反映している可能性を

見出した。周波数解析を含めたドラベ症候群脳オルガノイドの MEA 計測法は、ドラベ症候

群患者に対する医薬品の安全性評価、至適抗てんかん薬選定を可能とする個別化医療、抗て

んかん薬のスクリーニング法として有効であると考えられる。 
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Figure 4-1. 培養 5-6 か月のドラベ症候群と健常脳オルガノイドの抗てんかん薬に対する

応答 

（A）MEA 上にマウントされたドラベ症候群脳オルガノイド。（B）培養 8 か月の脳オルガ

ノイドの免疫化学染色画像。β-tubulin Ⅲ（赤）、CTIP2（黄）、Hoechst 33258（青）。 

Scale bar=100 µm。（C）脳オルガノイドで観察された典型的なオシレーションパターン。

（a）Control。（b）Dravet syndrome。 抗てんかん薬投与後 15 分間の活動波形とオシレ

ーション頻度と Max voltage の変化。化合物投与後 30 分の活動からオシレーションを検出

し、頻度とピーク電圧の変化を調べた。Vehicle を 100%として正規化した。各条件の

vehicle との比較と、健常とドラベ症候群のデータの比較は、one-way ANOVA と Holm–

Bonferroni 法を用いて行われた。（∗p < 0.05、∗∗p < 0.01 vs. Vehicle、††p< 0.01 ）。健

常（黒）。ドラベ症候群（赤）。（D）carbamazepine。（a）代表的な活動電位波形。（b）オ

シレーション頻度。（c）Max. voltage。（E）phenytoin。（a）代表的な活動電位波形。（b）

オシレーション頻度。（c）Max. voltage。（F）sodium valproate。（a）代表的な活動電位波

形。（b）オシレーション頻度。（c）Max. voltage。  
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Figure 4-2. CMOS MEA を用いたドラベ症候群脳オルガノイドの CBZ に対する応答 

（A）オシレーション時の自発活動電圧波形。 

（B）CBZ 投与に対する応答。（a）アクティブ電極数。オシレーション時の最大電圧が

100 μＶ以上の電極をアクティブ電極とした。Vehicle を 100%として正規化し、one-way 

ANOVA と Holm–Bonferroni 法にて検定を行った（∗p < 0.05 vs. Vehicle）。（b）アクティ

ブ電極数中のオシレーション電極と非オシレーション電極の割合。オシレーション時の全

アクティブ電極の平均波形をオシレーション波形として、オシレーション波形とのコサイ

ン類似度が 0.25 以上の電極をオシレーション電極、それ以外を非オシレーション電極とし

た。 
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Figure 4-3. ドラベ症候群患者、健常者由来大脳皮質オルガノイドの抗てんかん薬に対す

る応答 

（A）周波数帯ごとの自発活動波形。上から、生波形、delta、theta、alpha、beta、

gamma、high-gamma の波形。健常（左）。ドラベ症候群（右）。 

（B）周波数帯ごとのポテンシャル。培養 5-6 か月に行われた健常、ドラベ症候群の自発

活動計測波形（n=17）からオシレーションを検出し、各周波数帯のポテンシャルを算出し

た。健常とドラベ症候群の各周波数帯のポテンシャルに対し、one-way ANOVA と Holm–

Bonferroni 法にて検定を行った（∗p < 0.05、∗∗p < 0.01）。健常（黒）。ドラベ症候群

（赤）。  
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Figure 4-4. 抗てんかん薬に対する周波数ポテンシャルの変化。 

健常（上段）。ドラベ症候群（下段）。各周波数帯のポテンシャルの変化率ヒートマップを

示す（CBZ：健常 n=4、ドラベ n=6、PHT：健常 n=4、ドラベ n=5、VPA：健常 

n=5、ドラベ n=6）。Vehicle と比較して、赤が増加、青が減少を示す。検定は、one-way 

ANOVA と Holm–Bonferroni 法を用いて行われた。（∗p < 0.05、∗∗p < 0.01 vs. Vehicle）。 
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第 5 章 結言 

 本研究ではヒト人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells; iPSC）由来中枢神経モ

デルを用いた医薬品候補化合物の痙攣毒性評価系の構築を目的として、二次元神経ネット

ワークの痙攣毒性評価に最適な興奮性と抑制性ニューロンのバランス(E/I バランス)の同定

を行った。また、三次元脳オルガノイドの MEA 計測法の構築を行い、ドラベ症候群患者由

来脳オルガノイドの禁忌薬に対する応答を調べた。 

 第 1 章では、脳の E/I バランスの乱れにより引き起こされる痙攣毒性が医薬品候補化合

物で頻繁にみられることから、前臨床試験の段階でヒトの痙攣毒性を高精度に予測可能な

評価系の開発が必要であることを述べた。ヒト iPSC 由来ニューロンの MEA 計測による痙

攣毒性評価において、計測サンプルに最適な E/I バランスが同定されていないことが課題

であることを述べた。また、in vivo 外挿性に有効な手法として、生体での現象を再現でき

る三次元脳オルガノイドを用いた評価系の構築が期待されていることを述べた。さらに、疾

患患者を対象とした痙攣毒性評価において、疾患特異的な応答を検出ために患者由来 iPSC

神経モデルが有効であることを述べた。最後に、本研究の目的と研究内容について述べた。 

 第 2 章では、ヒト iPS 細胞由来神経ネットワークの E/I バランスに依存した痙攣陽性化

合物の応答評価について述べた。 

E/I バランスが 88/12(GABA12)、84/16(GABA16)、74/26(GABA26)、58/42(GABA42)、

48/52(GABA52)の 5 種のヒト iPSC 由来神経ネットワークを構築した。自発活動において、

スパイク数と network burst (NB)数、NB の振幅が E/I バランスにより異なっていた。 

6 種の痙攣陽性化合物に対する応答を、6 つの解析パラメータ用いて評価した。GABA12

では、GABA 受容体のアンタゴニストである picrotoxin と CGP35348 に対する顕著な応答

がみられず、GABA 受容体に作用する化合物を評価するためには、評価サンプルの GABA

作動性ニューロンの比率が、少なくとも生体脳と同等以上である必要があることが示され

た。GABA52 は、本研究で投与した 6 つの痙攣陽性化合物全てに対して有意な応答を示し、

その応答は低用量から観察された。これらの結果は、GABA52 の E/I バランスが痙攣陽性

化合物に対して高い応答検出感度を有することを示している。しかし、同時に擬陽性を引き

起こすリスクもあると考えられる。まったく同じ化合物応答を示す E/I バランスのサンプ

ルはなかった。有意差を示した解析パラメータは E/I バランスに依存していたことから、化

合物の有効性を評価するためには、それぞれの E/I バランスに適した解析パラメータを選

出する必要があることが示された。 

 痙攣陽性化合物の応答を作用機序(mechanism of action; MoA)により分類するためにクラ

スタリング分析を行った。化合物応答性が最も高かった GABA52 では、chlorpromazine と

strychnine のみ MoA によって分類された。GABA52 で見られた高い化合物応答性が MoA

による分類を妨げたと考えられる。生体脳の E/I バランスに最も近い GABA16 は、全ての

痙攣陽性化合物がそれぞれ別のクラスターに分類された。さらに、GABA 受容体に作用す
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る picrotoxin、CGP 35348、chlorpromazine のクラスターは互いに隣接していた。本研究結

果は、生体脳の E/I バランスに最も近い GABA16 が痙攣陽性化合物の MoA の分離におい

て最も優れていることを示した。さらに、GABA16 は、他の E/I バランスと異なり、低用

量の応答が単一のクラスターに分類された。この結果は、毒性用量を検出できる可能性を示

しており、GABA16 が化合物の痙攣傾向の強さを決定できる比率であることが示唆された。 

 第 2 章では、E/I バランスが異なる 5 種類のヒト iPSC 由来神経ネットワークを構築し、

痙攣陽性化合物に対する応答を評価した。応答が検出された解析パラメータは E/I バラン

スにより異なっており、評価サンプルに適した解析パラメータを特定する重要性を示唆し

ている。生体脳の E/I バランスに最も近い GABA16 は、最も優れた MoA の分離能を示し

た。ヒト iPSC 由来ニューロンを使用した MEA 評価における化合物の痙攣応答検出及び、

MoA の予測には、生体脳と同様の E/I バランスが最適であるとことを見出した。 

 第 3 章では、ヒト脳オルガノイドの MEA 計測法の構築について述べた。 

 痙攣陽性化合物である pentylenetetrazol (PTZ) 1 mM 以上の投与で、突発的発火した活

動が持続する現象が見られた。これは、二次元培養神経ネットワークでは見られない特徴的

な現象であった。PTZ 投与で、オシレーション波形の 10 Hz 未満の周波数強度が用量依存

的に増加した。また、1 mM、3 mM、10 mM 投与時、60～460 Hz 帯の周波数成分が増強し

た。特に、100～300 Hz 帯域は、3 mM、10 mM 投与時に増強した。本研究結果から、脳オ

ルガノイドの電気活動波形の 500Hz 以下の周波数解析は、化合物の痙攣応答予測に有効な

手法であると考えられる。 

 脳オルガノイドに対する perampanel 及び phenytoin の投与により、オシレーション後の

10～30 Hz 帯の周波数成分が減少した。perampanel と phenytoin により神経ネットワーク

のシナプス伝達が阻害されたことにより、再帰的な周波数成分の減少が見られたと考えら

れる。また、Perampanel ではスパイク頻度が減少したのみであったが phenytoin を投与で

は、増加が見られた。本結果から、作用機序の異なる抗てんかん薬の応答をヒト iPSC 由来

脳オルガノイドで評価することが可能であることが分かった。 

 第 3 章の結果から、ヒト iPSC 由来脳オルガノイドの MEA 計測では、500 Hz 以下の周

波数解析が有効であることが明らかになった。 

第 4 章では、ドラベ症候群患者由来 iPSC から作製した脳オルガノイドの禁忌薬に対する

応答評価について述べた。 

 ドラベ症候群の禁忌薬である carbamazepine（CBZ）と phenytoin（PHT）の急性投与で

は、健常、ドラベ症候群ともにオシレーション頻度の上昇がみられた。しかしながら、ドラ

ベ症候群では、ピーク電圧値を維持したままオシレーション頻度が上昇するという健常と

は異なる応答を示した。この結果は、ドラベ症候群オルガノイドを用いた禁忌薬の顕著な応

答を示している。一方、治療薬である sodium valproate（VPA）では、ドラベ症候群と健常

の応答に差異は見られなかった。本結果から、ドラベ症候群オルガノイドの MEA 計測にお

いて、禁忌薬の応答を検出できたと言える。また、脳オルガノイドの抗てんかん作用はオシ
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レーションの振幅の減少に現れると考えられる。臨床でも、てんかん患者に対する CBZ 投

与により、光刺激に対する発作の減少と共に脳波波形の振幅が減少することが報告されて

いる。 

CBZ の投与の CMOS-MEA 計測の結果、オシレーション活動以外の増強がみられた。ド

ラベ症候群マウスモデルの electrocorticography において、CBZ 投与による発作時以外のス

パイク活動が増強することが報告されている。本研究で見られた応答はマウスモデルでの

応答を反映している可能性がある。 

ドラベ症候群脳オルガノイドの自発活動オシレーションは、健常と比較して、theta、alpha、

beta 波帯が強く、delta、gamma、High-gamma 波帯が弱かった。ドラベ症候群患者の elec-

troencephalography (EEG)計測では、健常者と比較して、発作間欠期の theta 波成分が強く、

alpha 波成分が弱いという報告と一部一致している。また、パターン刺激により誘発された

発作では、theta 波と beta 波の混合波がみられるという報告がある。本研究で見られた強い

theta 波と beta 波の成分は発作との関連があるのかもしれない。さらに、ドラベ症候群患者

は、健常者と比較して、音刺激で誘発される gamma 波帯の活動が健常と比較して弱いこと

が報告されている。本研究では、外部刺激はなかったものの、gamma 波帯の成分が弱かっ

たことから、生体での gamma 波成分の生成能力が弱いドラベ症候群患者の特性を反映して

いる可能性が考えられる。ヒト脳において、delta 波の活動は、パルブアルブミン介在ニュ

ーロンが関係しているとされている。また、gamma 波以上の活動にも、GABA 作動性ニュ

ーロンがその発生と制御に関与していることが知られている。ドラベ症候群は GABA 作動

性ニューロンの活動が弱いため、delta、gamma、high-gamma 波帯のパワーが弱かった可能

性がある。以上から、ドラベ症候群脳オルガノイドの自発活動の周波数特性は、ドラベ症候

群の生体脳波での特徴を一部反映している可能性が示唆された。 

抗てんかん薬に対する周波数特性の変化を調べたところ、ドラベ症候群脳オルガノイド

は、抗てんかん薬に対する応答性が低いことが分かった。CBZ 投与により、健常者、てん

かん患者の両方で、delta、theta 波帯の増強、alpha 波帯の減少が報告されている。脳オル

ガノイドでは delta、theta 波の増強はみられなかったが、alpha 波帯の減少がみられた。て

んかん患者への PHT 投与では、delta 波と theta 波帯の増強が報告されている。ドラベ症候

群脳オルガノイドでは、有意差は見られなかったが、中用量で delta 波と theta 波が上昇し

た。この活動の増強は、てんかん患者特有の応答を示している可能性が考えられる。VPA で

は、ドラベ症候群脳オルガノイドで、臨床で見られる低周波帯の活動の減少がみられた。以

上から、脳オルガノイドの抗てんかん薬に対する応答は、生体脳で見られる応答を一部反映

している可能性が示唆された。 

第 4 章では、ドラベ症候群大脳皮質オルガノイドの MEA 計測により、禁忌薬に対する応

答を見出した。また、周波数解析により、生体脳波の周波数特性を一部反映している可能性

を見出した。 

本研究では、ヒト iPSC 由来中枢神経モデルを用いた医薬品候補化合物の痙攣毒性評価系
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の構築を目的として研究を行った。二次元培養において、生体バランスに最も近い 84/16 の

サンプルが、痙攣毒性検出および作用機序予測に最適であることを見出し、三次元脳オルガ

ノイドの MEA 計測および痙攣毒性評価において、低周波解析が有効であることを見出し

た。また、ドラベ症候群脳オルガノイドで禁忌薬の応答が検出され、また、一部 in vivo を

反映する周波数の特徴を見出した。再現性の高い脳オルガノイドの作製法の開発や、患者ご

との特徴検出などの課題はあるものの、本研究で得られた知見は、患者に対する医薬品の安

全性評価、至適抗てんかん薬選定を可能とする個別化医療、抗てんかん薬のスクリーニング

法として有効であると考えられる。 
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