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研究成果の概要（和文）：本研究課題によって、ヒトiPS細胞から作製した大脳オルガノイドを軸索束組織を介
してつなぎ合わせる技術を開発することができた。微細流路の両端に小さな部屋をもつ培養チップに2つの大脳
オルガノイドを入れると、部屋の中のオルガノイドから伸長した軸索が流路内に入り、集まって束になる。軸索
の先端は流路の逆側のオルガノイドにたどり着き、シナプスを形成してつながる。つなぎ合わされたオルガノイ
ド間で神経活動がやり取りされることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This research project successfully developed a method to connect two or more
 cerebral organoids through axon bundles spontaneously extended from them and assembled. We 
confirmed that neuronal actives are exchanged between the organoids. This method could open up new 
studies to model neuronal circuits in the brain because the tissue bears both local and distant 
neuronal connections. 

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
大脳は領域(領野)ごとに機能が異なる局所構造（回路）をもち、それらが互いに巨視的に繋がり合うことで機能
することができる。本研究ではこの基本の回路構造を模倣することを目指した。本研究で開発した方法によっ
て、局所的な神経回路と巨視的な神経回路の両方を同時に持たせた人工組織内を作ることができるようになっ
た。今後さらに発展させることによって脳に似た神経回路を構築し、機能解析などを行うために活用されること
が期待される。

※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 

近年、多能性幹細胞を三次元培養で分化することによって、臓器に似た内部構造を持
った組織（オルガノイド）を作る研究が盛んに行われている。一般的に、臓器の内部に繰り返し
あらわれる微細構造ユニットはすべて機能的にほぼ同一であるため、その構造的特徴を有する
オルガノイドは臓器全体を模倣しているといえる。一方で、脳においては部位ごとに機能が異な
るという特徴がある。さらに、部位間で巨視的につながって連絡し合うことで初めて正常に機能
することができる。例えば、ある入力情報を脳内の複数の領域で段階的に処理する場合には、あ
る領域内部の局所的（微視的）な神経回路で処理された情報が、軸索を介して別の領域に伝わる、
というプロセスを繰り返すことが必須である。このような脳の構造的および機能的な特徴のた
め、通常のオルガノイドによって脳の機能を模倣することは難しいことが容易に考えられる。通
常の方法でオルガノイドを作製すると、脳内のさまざまな局所的な部位を真似できるようにな
ってきた。しかし、脳内の巨視的ネットワークを再現できないので、脳全体の機能を模倣できな
い。オルガノイドを二つ密着して結合させる「アセンブロイド」も報告されているが、二つのオ
ルガノイドの境界はあいまいになり、最終的には融合してしまう上、三つ以上のオルガノイドを
思う様に配置させて結合すことも難しいため、体外で巨視的な回路を作るのに最適な方法では
ない。そこで、局所的（微視的）な回路をもつオルガノイドをつなげて、脳内の巨視的な回路を
模倣する組織を作成する手法が求められていた。 

また、大脳の異なる機能領域、あるいは左右の 2 つの半球は自律的に活動を調節し合
い、情報を統合することで脳の高次機能を発揮しており、その機構を知ることは脳の働きを理解
するためにとても重要である。これまでにヒトの脳の活動を計測することなどによって脳の働
きのしくみを理解する試みが多くなされ、脳波として広範囲に観測される周期的な神経活動や、
大脳半球間で互いに抑制し合う仕組みなどが脳の統合的な働きに重要であることが示されてい
る。しかし、試験管内で複数の大脳領域を模した構造を接続した神経ネットワークを構築し、そ
の活動パターンを再現しようとする試みはほとんど行われていなかった。 
 
２．研究の目的 

脳内では、たくさんの神経領域が互いに軸索を伸ばし合い、束状に集まりながら接続
しあっている。そこで、そのような構造を作らせ、神経組織をつなぎ合わせた組織をつくりだす
手法を開発することを目的とした。神経組織が軸索によってつなぎ合わせ、神経活動をやり取り
させることを目指した。また、試験管内で作製した三次元状の神経ネットワークを用いて大脳の
自律的な活動調節を再現することを目指した。 
 
３．研究の方法 

本研究では、長距離領域間のネットワークに特徴的で、脳の統合的な活動に重要な、周
期性の神経活動パターンに注目する。この最も基本的な大脳の神経活動パターンを再現できる
三次元神経ネットワークを試験管内で構築することを目指して研究を行う。 
以上の研究を行うために、下の 5段階に大別される項目の開発と検討を行う（図 3）。 

1) ヒト iPS 細胞を用いた大脳オルガノイドの作製 
2) 長い軸索束による大脳オルガノイド間の接続 
3) 抑制性神経細胞の誘導 
4) 軸索束で接続した大脳オルガノイドの電気活動計測 
5) 周期的活動の観測と活動周期の解析 

周期的な神経活動を再現できた場合には、それぞれの大脳オルガノイドを異なる周波
数で刺激し、どのように互いに影響を及ぼし合うかを調べる。これにより、脳内の異なる領域の
神経活動が統合される過程を調べるようになるのではないかと考えた。 
 
４．研究成果 
1) ヒト iPS 細胞を用いた大脳オルガノイドの作製 

大脳オルガノイドの作製については、先行論文を参考にした。いくつかのプロトコル
でヒト iPS 細胞（４０９Ｂ２株）から大脳オルガノイドを作製できることを確認した。プロトコ
ルごとに得られる大脳オルガノイドの性質が異なる部分が多々あることを経験した。 
 
2) 長い軸索束による大脳オルガノイド間の接続 

本研究開始以前、微細加工とマイクロ流体技術を用いて運動神経の軸索を束状に組織
化させ、運動神経の人工組織を作成する手法を開発することに成功していた（Kawada et al Stem 
Cell Reports 2017）。この手法によって、神経組織が微小通路内部に多数の軸索を伸長させる
と、通路内で互いに接近した軸索同士は側面同士で寄り添うように接着し、束状の組織を形成す
る。 

この手法を応用し、シリコーンゴム（PDMS）で作製したマイクロ培養チップ内で 2 つ
の大脳オルガノイドを培養した。オルガノイド間に配置したチップ内の細い通り道（微細流路）
に軸索を誘導すると、大脳オルガノイド同士が互いに軸索を伸ばす。軸索同士は束のように集ま
る。最終的には軸索の末端は反対側のオルガノイドに到達し、シナプスを形成して接続すること



を確認した。 
2 つ以上の大脳オルガノイドから互いに軸索を伸ばし、接続させて最もシンプルな巨視

的な大脳神経回路ユニットを作製する手法を開発した。この方法は、局所的な回路と巨視的な回
路の両方を組織内に持つことが特徴であり、脳内の神経回路のモデルを作るのに適した手法で
ある。 
 
3) 抑制性神経細胞の誘導 
 オルガノイド内に抑制性神経細胞を作り出すために、神経オルガノイドの作製時に腹
側への分化誘導を行なった。ヘッジホッグシグナリングを活性化するために SAG（Smoothened 
Agonist）を用いた。オルガノイド分化誘導過程で、NKX2.1 などの腹側前脳幹細胞の出現を確認
した。抑制性神経細胞については、GAD などのマーカー遺伝子の発現を確認した。 
 局所的に腹側誘導を行い、抑制性神経細胞を生み出すために、ケージド SAG を開発し
た。この化合物はヘッジホッグシグナリングを活性化しないが、紫外光によってアンケージする
と NVOC 保護基が外れて SAG が生まれてヘッジホッグシグナリングを活性化する。これを用いる
ことで、光を当てたオルガノイドに NKX2.1 陽性の抑制性神経細胞前駆細胞を生み出すことがで
きた。また、光依存的にヘッジホッグシグナリングを抑制するケージド SANT も開発することに
成功した。 
 
4) 軸索束で接続した大脳オルガノイドの電気活動計測 
 多電極アレイ（MEA）の上で軸索束を介して接続した大脳オルガノイドを作製し、活動
を計測した。大脳オルガノイド単体、及び二つを結合させたものにくらべ、軸索束を介して接続
した大脳オルガノイドは強く、複雑な活動を示した。 
 オルガノイド全体が発火するバースト活動が頻繁にみられたが、接続したオルガノイ
ドの片方のバースト活動は、少し（100ms 程度）遅れてもう片方にも伝搬することがわかった。
軸索束を切断すると、バースト活動が両方のオルガノイドで同時に計測されることはなくなり、
軸索束を介してオルガノイド間でコミュニケーションをすることにより、接続されたオルガノ
イドは全体として複雑な活動を生み出すことが明らかになった。 
 
5) 周期的活動の観測と活動周期の解析 
 MEA で得られた神経活動パターンを周波数帯に分割して解析すると、大脳オルガノイド
単体、及び二つを結合させたものにくらべ、軸索束を介して接続した大脳オルガノイドは EEG に
おいては「デルタ」や「シータ」と呼ばれる帯域と同じ周波数帯においてより強い活動を示した。
したがって、オルガノイドをつなげて巨視的な回路構造を作ることによって神経活動パターン
が顕著に変化し、周期的活動を生み出すことができたと言える。 
 当初は、活動電位が軸索を伝わる伝導時間が「遅れ時間」となって周期的活動を生み出
すと予想していた。しかし実際には、軸索の長さを変化させた組織を作製して実験しても周期的
な活動に変化は見られなかった。つながった２つのオルガノイド間のバースト活動の時間差に
も変化はなかった。これに加え、バースト活動自体が 100ms 程度継続することから、オルガノイ
ド内のバースト活動が広がるために必要な多数のシナプス伝達が行われ、オルガノイド間をつ
なぐ軸索を持つ神経細胞が十分な数発火してもう片側のオルガノイドにバースト活動を引き起
こすためにかかる時間が低周波成分として観測される神経活動を生み出すと考えられる。 
 
 以上により、本研究によって体外で巨視的な神経回路を再現することによって、神経
回路の構造に応じて神経活動を変化させられることが明らかになった。機能と構造の関連性に
ついて、脳領域間の巨視的な接続が必要であるという根本的な原理の一端を体外で模倣するこ
とに成功したと考えている。 
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