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研究成果の概要（和文）：脳オルガノイドの微小電極アレイ（MEA）計測において、従来のスパイク成分ではな
く、500Hz以下の低周波成分に電気活動特性や化合物応答が顕著に現れることを示した。また、疾患脳オルガノ
イドにおいて、vivoを反映する周波数特性が検出され、禁忌薬の応答も検出された。更に、カーボンナノチュー
ブMEAの開発と電気化学計測を同時に行えるMEAシステムを開発したことで、グルタミン酸の放出と細胞外電位を
同時に検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In microelectrode array (MEA) measurements of human brain organoids, we 
showed that electrical activity characteristics and compound responses are more pronounced in the 
low-frequency component below 500 Hz, rather than in the conventional spike component. Frequency 
characteristics reflecting in vivo and contraindicated drug responses were also detected in diseased
 brain organoids. Furthermore, the development of carbon nanotube MEAs and an MEA system capable of 
simultaneous electrochemical measurements enabled real-time detection of glutamate release and 
extracellular potentials.

研究分野： 神経医工学

キーワード： ヒト脳オルガノイド　MEA　低周波成分解析　神経伝達物質　同時計測　細胞外電位計測　電気化学計測
　創薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物実験代替とヒトへの外挿性を有するヒト脳オルガノイドの機能評価法を開発し、疾患脳オルガノイドの電気
活動特性および禁忌薬の応答を見出した成果は、今後の創薬開発に大きく貢献する成果である。神経伝達物質の
放出と細胞外電位の同時計測法は、神経応答のメカニズムにアプローチできる新規計測法であり、学術的意義は
高く、医薬品をはじめとする化合物評価において実用化が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

In vitro ヒト神経ネットワークの機能（電気活動）を指標とした薬効評価法の構築が期待さ
れているが、in vitro から in vivo への外挿性をどう担保するかという課題がある。3 次元構
造を一部再現できるヒト脳オルガノイドを用いた評価は、「in vivo への外挿性」と「ヒトへの
薬効」を同時にアプローチできる評価法の一つとして期待されている。本研究では、In vivo 脳
の現象として、神経疾患患者の大脳皮質におけるオシレーション強度に着目し、in vivo 脳への
外挿性にアプローチする為に脳オルガノイドのオシレーション特性を電気的に評価できる微小
電極アレイ（MEA）を用いた化合物評価法の開発を行うこととした。また、細胞外電位に加え、
神経機能で重要である神経伝達物質の放出もリアルタイムに計測できる MEA 計測法の開発も合
わせて行うこととした。 
 

２．研究の目的 

ヒト大脳皮質の３次元構造を一部再現できる「脳オルガノイド」を用いて、神経疾患患者の大
脳皮質で見られるオシレーション強度の違いを指標とした薬効評価法、および細胞外電位と神
経伝達物質放出を同時検出可能な MEA 評価系の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）脳オルガノイドのオシレーション解析と化合物応答 
ドラべ症候群患者および健常者由来 iPS 細胞から STEMdiff Cerebral Organoid Kit (ST-08570；
STEMCELL Technologies)を用いて大脳皮質オルガノイドを作製した。大脳皮質オルガノイドを
24well-MEA プレート上にマウントし、自発活動を計測した。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。各化合物の各用量において、自発活動を 30 分間計測した。 
 
（２）カーボンナノチューブ微小電極アレイによる細胞外電位（FP）と神経伝達物質放出の同時
計測法の開発 

2.1 酵素修飾 CNT-MEA の作製 
カーボンナノチューブ（CNT）懸濁液を作製し、微小電極アレイ（MED）プローブ(アル

ファメッド、64 電極、電極サイズ 50 µm×50 µm)に電解メッキし、CNT 微小電極アレイ
(CNT-MEA)を作製した。次に、CNT-MEA 表面に酵素を修飾し、グルタミン酸を還元電流値
で測定した。  
2.2 同時計測装置 
酵素修飾 CNT-MEA を用いて電気化学計測と細胞外電位(FP)を同時に計測できる MEA シ

ステムを開発した。1 電極で クロノアンペロメトリー（CA） 計測を実施し、他の電極
で FP を測定するように制御した。 

 
４．研究成果 
（１）脳オルガノイドの低周波成分解析 

脳オルガノイドの電気活動における周波数解析法を検討した。健常者脳オルガノイドに痙攣
陽性化合物であるペンチレンテトラゾール（PTZ）を投与したところ、培養細胞とは異なり、強
い同期バースト発火が急激に現れ持続する、in vivo に近い応答が検出された。同期バースト発
火のオシレーション特性を低周波成分に着目して解析した結果、次頁図に示すように、1～3Hz の
オシレーションが用量依存的に持続し、強度が増強する特徴が見られた。次頁図 A は、強い同期
バースト発火が見られた直後のウエーブレット変換画像である。また、各同期バースト発火にお
ける 10Hz～250Hz の強度を解析したところ（次頁図 B）、用量依存的な強度の上昇が認められた。
脳オルガノイドの MEA 計測において、500Hz 以上の従来のスパイク解析に加えて、低周波成分の
解析がオルガノイドの特徴や薬剤応答を評価する上で有効であることがわかった（Biochem and 
Biophys Res, 28:101148, 2021）。脳波との比較が可能な解析法であることが示唆された。 



 

Biochem and Biophys Res, 28:101148, 2021 

（２）疾患脳オルガノイドの薬剤応答 
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（論文投稿中）。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。本研究結
果から、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周波数解析は、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。 



 
（３）神経伝達物質と細胞外電位同時計測法の開発 

3.1 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。 

 
 

3.2 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。 

 

 

3.3 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。 

 

 

 

3.4 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。 

 
 
 

3.5 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。 

 
 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。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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