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研究成果の概要（和文）：膨大な種類の薬剤や毒性物質の神経細胞に対する影響を短時間で解析するためにドラ
ッグスクリーニングに適した3次元組織アレイを作成した。紐状の神経組織を利用して作製した3次元組織アレイ
は、組織中心部での細胞死が観察されない、細胞数が均一、アッセイに必要な細胞数がある、形状が均一などの
特徴を有していた。z'-factorが0.5以上で薬剤スクリーニングの受け入れ基準をクリアすることができ、細胞死
や細胞増殖の評価に用いることができることが示唆された。また神経組織と血管内皮細胞の灌流培養系も確立し
た。今後は、本系を利用することで神経疾患の新規薬物の探索につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in fabricating a 3D tissue array suitable for drug screening to
 analyze the effects of a vast array of drugs on neural tissue in a short time. The 3D tissue arrays
 constructed using nerve tissue with a tubular-like structure had the following characteristics: no 
cell death was observed at the tissue center, the number of cells was uniform, there were enough 
cells for the assay, and the shape was uniform. The drug assay using this 3D tissue array was able 
to pass the acceptance criteria for drug screening. It was also suggested that the assay could be 
used to evaluate cell proliferation as well as cell death. We also established a perfusion culture 
system for neural tissue and vascular endothelial cells. In the future, this system will be used to 
search for novel drugs for neural diseases.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
２次元培養と組織では薬物の効果が異なることが報告されており、ドラッグスクリーニングに適した３次元組織
アレイの開発が求められていた。これまで３次元組織アレイとしては、スフェロイドを利用した抗がん剤のスク
リーニングが主流であったが、本研究で開発した3次元組織アレイは、薬剤スクリーニングの受け入れ基準をク
リアし、細胞死や細胞増殖の評価を行うことができる新規の組織アレイである。神経組織アレイと血管内皮の共
培養系を利用することで、血液中からの組織への薬物取り込みを評価することが可能となり、将来的には大量の
薬物スクリーニングに利用できる可能性があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患とは脳や脊髄などで特定の神経細胞が死んでいく病気である。この疾患の多くは、
神経組織の再生が難しいため難治性疾患であり、本質的な治療法がなく、治療法の確立、特に創
薬開発に向けた評価技術の開発が強く望まれている。神経変性疾患は、疾患の種類により変性が
生じる神経細胞が異なることが特徴である。例えばアルツハイマー病では海馬、大脳皮質の神経
細胞が損傷を受けるが、パーキンソン病では、中脳の黒質と大脳基底核の線条体に異常がおこる
ことが知られている。また近年、２次元培養と３次元培養組織では薬物応答性が異なることが報
告され、２次元組織を利用したドラッグスクリーニングの開発が求められている。そのため、創
薬評価には次のような評価系が必要になると考えられる。①神経幹細胞及び各脳組織由来の神
経細胞から形成される神経組織の構築、②神経変性を効率よく評価できる観察系の確立③生体
内で薬剤は血管から血液脳関門を通過し神経組織に持ち込まれるため、血管内皮細胞との共培
養系の評価が必須④評価薬剤の量を少量にすることで薬剤の開発コストを削減 
これまでに、ラット初代培養大脳皮質細胞や海馬細胞、マウスやヒトの神経幹細胞を利用して、
紐状の神経組織（細胞ファイバ）を構築し、これらの神経組織の特性を評価してきた。そこで、
細胞ファイバを利用した 3 次元組織アレイを構築し、血管内皮細胞との共培養系の確立を進め
ドラッグスクリーニングへの利用の可能性を探ることにした。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、 膨大な種類の薬剤や毒性物質の神経細胞に対する影響を短時間で解析する
ためにこれまでほとんど報告のない神経組織のドラッグスクリーニングに適した 3 次元組織ア
レイを作成する。また、神経組織と血管内皮細胞との共培養を行うことで、灌流培養可能な神経
組織を構築する。βアミロイドタンパク質による神経細胞死が検出されるアルツハイマー病モデ
ル組織を構築し、3次元組織で評価を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)3次元組織アレイ作製 

2 重同軸層流マイクロデバイスを用いて、アルギン
酸ゲルで覆われた細胞ファイバを視床下部神経細胞
株(GT1-7)、がん細胞(HeLa)、神経幹細胞より作製し
た。細胞ファイバを切断し 96 ウェルプレートに転写
するためのデバイスは、3D プリンタ で作成したフレ
ームを紫外線とオゾンガスで滅菌後、3%（w/v）アガ
ロースを流し込み作製した（図１）。細胞ファイバをデ
バイス上に固定し、ミクロトームブレードを用いて切
断、デバイスを裏返し培地を含んだ 96 ウェルプレー
ト上に置くことで細胞ファイバ片をウェルに移した
３次元組織アレイを作製した。 
 
(2)３次元組織アレイの均一性評価 

3次元組織アレイ作製用デバイスを利用して作製された組織片（細胞ファイバ片）の均一性を
評価するために、3次元組織の形状を顕微鏡下で計測するとともに細胞数の計測も行い、細胞死
の有無を live/dead assayで評価した。 

 
(3)３次元組織アレイを利用したドラッグスクリーニング 
薬物スクリーニングには、96ウェルプレート中の細胞ファイバ片をアルギナーゼで処理し、ア
ルギン酸ハイドロゲルを除去したものを用いて実施した。H2O2、抗がん剤のドキソルビシン、
β-estradiol で処理後の細胞の生存率について、CellTiter-Glo3D を用いて測定した。３次元組
織アレイがドラッグスクリーニングに適しているかどうかを、アッセイ系の最適度を表す指標
である z’-factorを算出することで評価した。 

 
(4)血管内皮細胞と３次元組織の共培養 
インサート膜を介して神経組織をチャンバウェル下部に上部に血管内皮細胞を播種し、灌流培
養を行った。薬剤の透過性を観察評価した。 

 
(5)３次元組織を利用した病態モデル組織の構築 
スフェロイドや細胞ファイバにβ-アミロイドタンパク質（Aβ1-40，Aβ1-42）を投与し、神経細胞
の変性を免疫組織化学染色と CellTiter-Glo3Dで評価した。 
 
 

M. K-N, et al., Scientific reports, 12, 7870 (2022)より引用 
 

(図 1) 3次元組織アレイ作製用デバイス 
デバイスは 3Dプリンタ で作成したフレームと
アガロースで作製された。 



４．研究成果 
(1)３次元組織アレイの評価 

3次元組織アレイ作製用デバイスを利用すること
で、細胞ファイバから均一な長さの細胞ファイバ
片が切り出され、96 ウェルプレートに転写される
かを評価した。長さ 5.18 ± 0.45 mm (mean ± 
SD)、CV = 8.7%, n = 96）のファイバ断片が 96 ウ
ェルプレートに転写効率 100%で転写され、3次元
組織アレイを作製することに成功した（図 2）。 
視床下部神経細胞由来の細胞株である GT1-7 細
胞で作製した細胞ファイバアレイでは、1本の細胞
ファイバ片の細胞数は 1.2 ± 0.1 × 105 (mean 
±  SD)であり、変動係数は小さかった  (CV = 
9.9%)。バイオルミネッセンスアッセイは、細胞数
が 103 個を超える組織で広く用いられていること
を考えると、細胞ファイバで作製された 3 次元組
織アレイは、十分な細胞数を有していることが示
唆された。さらに、細胞ファイバ片は実験直前まで
アルギン酸の殻で覆われていたため、実験時の形
状は均一であり、live/dead assayの結果から組織
中心部の細胞死も観察されなかった。これらの結
果から、細胞ファイバで作製したアレイは組織の
中心で細胞死が観察されず、細胞数が均一で、アッ
セイに十分な細胞があり、形状が均一という薬剤
スクリーニングに適した 3 次元組織アレイの特徴
を示していることが示唆された。 
 
(2) ３次元組織アレイを利用したドラッグスクリ
ーニング 

GT1-7 細胞とマウス神経幹細胞から作製した細胞
ファイバ片のアレイを利用し、H2O2に対する薬剤応
答アッセイを実施した。GT1-7 細胞ファイバ片のア
レイでは、H2O2を 24 時間処理すると、濃度依存的
に細胞死を誘導した（図 3a）。H2O2の EC50は 0.84 
mM であった。バイオルミネッセンスアッセイにお
いて、GT1-7 細胞ファイバ片での感度（シグナル／
バックグラウンド比（S/B））は 1000 以上あった。ま
た、アッセイ性能や品質の指標である z'-factorを算
出した結果、3 回の独立した測定で、z’-factorは、そ
れぞれ 0.7、0.8、0.9であった。一方、β-estradiolで
48 時間処理すると、発光として検出される ATP 量
が増加し、100 ppb β-estradiolでは 123.4 ± 28.3% 
(mean ± SD) となり（図 3b）、この ATP量の増加
は細胞増殖を示唆していた。マウス神経幹細胞ファ
イバ片のアレイを 24時間 H2O2処理したところ、0-
1 mM H2O2の範囲では細胞生存率が維持された（図
4a）。一方、マウス神経幹細胞ファイバの分化を誘導後にH2O2で 24時間処理したところ、GT1-
7細胞と同様に濃度依存的に細胞死を誘導した（図 4b）。EC50は 0.47 mMであり、z'-factorは
0.5であった。 
これらの結果から、神経系の細胞ファイバ片のアレイは薬剤スクリーニングの受け入れ基準
（z'-factor≥0.5）をクリアすることができ、細胞死や細胞増殖の評価に用いることができること
が示唆された。 
 
(3) 血管内皮細胞と３次元組織の共培養と病態モデル組織の構築 
インサート膜を介して神経組織をチャンバウェル下部に、上部に血管内皮細胞を播種し、灌流
培養を行った結果、灌流による蛍光物質の移動が観察できた。また、Aβ1-40，Aβ1-42による神経細
胞変性も確認することが出来た。今後は、共培養系での TEER の測定も行い BBB のバリア機
能の評価を進め、また Aβ1-40，Aβ1-42による神経細胞変性や ROS などによる神経細胞変性が、
血管内皮細胞を通過した薬で抑制されるか評価を行い神経疾患治療に対する新規薬物の探索に
つなげていく予定である。 
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 (図 2) 3次元組織アレイの均一性評価 
(a) 96 well plateに転写されたファイバの写真, 
(b) 転写されたファイバの長さのグラフ 

(図 3) GT1-7 細胞ファイバアレイを利用した
H2O2および β-estradiol (ES)処理後の細胞生存率 
(a) H2O2で 24時間処理後の細胞生存率 
(b) β-estradiol (ES)で 48時間処理後の ATP量の 
変化 

M. K-N, et al., Scientific reports, 12, 7870 (2022)より引用 

 

(図 4) マウス神経幹細胞ファイバアレイを利用し
たH2O2処理による細胞生存率変化 
(a) 分化誘導前の神経幹細胞への H2O2、24 時間
処理後の細胞生存率 

(b) 分化誘導後の神経幹細胞への H2O2、24 時間
処理後の細胞生存率 
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