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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞から３次元立体脳組織を自己組織的に分化誘導できるオル
ガノイド技術を基盤として、ヒト脳の領域間ネットワークを培養下で構築することに挑戦した。この再現系を、
ヒト脳機能の理解・精神・神経疾患の病態解明のためのin vitroモデルとして展開することに成功した。世界的
にも複数存在する既報のオルガノイド技術はいずれも組織構築の再現がヒト胎生期の２０週齢前後に留まり、発
生や機能解析を実施するには未だ十分ではない。既存技術の改良とともに、共培養系を駆使することによる機能
解析技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：The project aims to develop standardized methods for analyzing the 
formation, degeneration and restoration of human brain tissues. Combining 3D brain organoid cultures
 of human pluripotent stem cells, 4D imaging and image analysis, we established efficient methods to
 faithfully recapitulate and to quantitatively analyze the ontogenetic formation of human brain 
tissues. We induced degeneration of the formed tissues to construct human neurological disease 
models. We performed experiments on the development of methods for (1) maturation of brain 
organoids, (2) network formation of brain organoids, and (3) method development of anatomical and 
functional evaluation of network formation.

研究分野：神経発生学、幹細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞の分化誘導技術（オルガノイド技術）を革新して、ヒトの脳神経ネットワークを人工的に創り出
し、構造と機能を計測して解析するまでの一連の技術開発は、人の脳に関する実証実験を行うための標準プラッ
トフォームを構築することが可能になる。様々な分野の研究者が研究材料として解析できる環境が整い、分子・
細胞・組織・器官の各レベルにおいて実験動物研究と同等の実証実験を自由に実施できるようになり、ヒト脳に
関する科学的知見が加速度的に増大すると予想される。また、精神・神経疾患等の克服に関して重要な寄与をす
ることも期待できる。

※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 

神経科学の目標の１つは、ヒトの脳の発生・構造・機能を科学的に理解し、その知見を精神・神

経疾患や神経損傷の克服に活用することにあるが、これまでヒト脳に関する研究は、非侵襲法や

剖検脳や株細胞を用いる手法に限られてきた。これに対し、ES細胞や iPS細胞などの多能性幹

細胞の作製と、これらから自己組織的に多様な組織を形成するオルガノイド技術の急速な発展

は、技術的・倫理的に困難であったヒト脳に関する実証研究を、ミクロレベルからマクロレベル、

発生期から発達期を経て成熟後に至る様々な時空間スケールで行うことを可能としつつある。

これまで研究代表者は、脳オルガノイド技術の開発に従事し、小脳、大脳皮質を含む様々な領域

の脳組織を構築する技術を開発した（Muguruma, Keystone Symposia 2018; Muguruma, Cerebellum, 

2018; Eguchi et al., BBRC, 2018; Shiraishi et al., Development, 2017; Muguruma et al., Cell Rep, 2015; 

Muguruma et al., Nat Neurosci, 2010）。さらに、これらの技術を神経疾患由来 iPS細胞に応用し、

脊髄小脳変性症のヒト病態モデルの構築に成功した（Ishida et al., Cell Rep, 2017; Morino et al., Mol 

Brain, 2015）。オルガノイド技術はヒトの脳機能の解明、および、疾患の病態解析や創薬開発の

ための有用なツールになると期待されている。 

オルガノイド技術が実際にヒト脳の研究に有効に活用されるためには、脳オルガノイドがヒト

の脳の構造と機能を忠実に再現できることが必須条件となる。国内外においてオルガノイド技

術は盛んに開発・改良が進められてきているが、今のところ、研究代表者を含めてどの研究グル

ープもオルガノイドをヒト胎生期の 12-20 週相当の組織以上に成熟させることには成功してい

ない。また、個々のオルガノイド系で再現できるのは脳全体の組織ではなく、大脳や小脳といっ

た限られた領域の組織である。「ミニブレイン」と呼ばれる脳全体を作製する手法が海外のグル

ープから報告されているが、そこで形成される各々の領域は未熟で秩序だった組織構造を形成

するには至らない。 

 このような状況において、時間的・空間的な限界を突破して、より成熟した広範囲の脳組織を

作製する技術を開発することは世界的に喫緊の課題である。一連の既存技術を改良して個々の

成熟組織を作製し、これらを複合的に組み合わせれば、機能系を構成する神経回路ネットワーク

を形成できるのではないかという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ヒト iPS 細胞から 3D 脳組織を自己組織的に分化誘導するオルガノイド技術を革新

して、ヒト脳の領域間機能ネットワークを培養下で構築することに挑戦する。再現系をヒトの脳

機能の理解、精神・神経疾患の病態解明に役立てる。研究代表者は、世界に先駆けて報告された

オルガノイド技術である SFEBq法の開発に従事し、これをヒト iPS細胞に適用することで様々

な脳領域の組織の再現に成功してきた。しかし、現有の技術ではヒト胎生期 12-20 週齢までの

再現に留まっており、脳の本質的特徴である、情報処理系としての脳領域間機能ネットワークの

構築には成功していない。そこで本研究では、既存のオルガノイド技術の限界を突破して、時空

間的に成熟した神経回路網を形成させるための方法を確立することを目指す。具体的には、神経

細胞だけでなく非神経細胞も含む複雑系オルガノイドを作製することで妊娠後期以降への成熟

を図るとともに、個別に作製した異なる脳領域の組織を共培養して複合オルガノイドを形成す

ることで、脳領域間を結ぶ解剖学的・機能的神経ネットワークを形成させる。視覚系・運動系・

大脳小脳連関系の３つの機能系を再現することを目的とする。 



 

３．研究の方法 

研究項目として、（１）複雑なオルガノイドによる脳組織の成熟化、（２）オルガノイドの共培養

による脳領域間神経ネットワークの形成、（３）解剖学的・機能的神経ネットワークの評価・解

析の３つに分ける。 

（１）既存のオルガノイド作製技術は神経細胞の分化を主体とした SFEBq 法をベースとしてお

り、非神経細胞の分化には不向きである。そこで、別途アストロサイト・オリゴデンドロサイト・

ミクログリア・血管内皮細胞等を誘導し、これと SFEBq 法で得た神経細胞主体の凝集塊を混合

して複雑系オルガノイドを形成し、より生体脳組織の細胞構成に近づけることで、より成熟した

組織を構築する。 

（２）既存手法あるいは項目（１）の複雑系オルガノイド技術を用いて、個々の脳領域に相当す

る組織を個別に分化誘導した後、複数の組織を共培養し、複合型オルガノイドを構成する。視覚

系（網膜→視床外側膝状体→大脳皮質視覚野）、運動系（大脳皮質運動野→脊髄→骨格筋）、大脳

小脳連関ループ系の３つを目指す。 

（３）項目（２）の共培養系において神経ネットワークがどの程度形成されているのかについて

評価・解析する。解剖学的な神経回路形成の評価には最新の各種イメージング技術を駆使する。

細胞を蛍光色素あるいは蛍光遺伝子導入により標識しておき、蛍光顕微鏡により画像を取得す

る。また、細胞種特的なプロモーターで特定の細胞種の標識、あるいは、ランダムな多色蛍光標

識（Brainbow等）で細胞を識別する。機能的ネットワークの解析には、カルシウム動態の光学計

測を用いる。得られた解剖・機能データを解析しネットワーク形成の評価を行い、項目（１）（２）

の研究にフィードバックする。 

 

４．研究成果 

非神経細胞のアセンブルによる複雑系脳オルガノイドの形成は、SFEBq 法を基本とした既存技

術により iPS細胞から大脳または小脳オルガノイドを作製し、これにそれぞれ個別に誘導したア

ストロサイト、マイクログリア、神経堤由来細胞などをアセンブルする培養系の開発を進めた。

大脳小脳連関ループとして大脳−小脳オルガノイド、視覚系として網膜−大脳オルガノイドの共

培養系を作製し、領域間での神経軸索投射を確認した。中継核である視床の分化誘導法開発と、

運動系の共培養系開発を進めた。運動系については、オルガノイドでの再現は未達であるが、マ

スター遺伝子導入による direct conversion法で分化した骨格筋細胞と運動神経細胞との共培養を

進め、ALSや脊髄小脳変性症特異的 iPS細胞での表現型解析に応用可能であることを確認した。

脳オルガノイドの機能解析のため、Caセンサータンパクをコードする jGCaMP7fを導入した iPS

細胞株を作製し、タイムラプス解析が可能であることを確認した。また、Brainbow を導入した

iPS細胞株の作製により、細胞個別の形態解析を可能とした。 
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