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研究成果の概要（和文）：チャイニーズハムスター肺線維芽細胞のコロニー形成阻害評価による電気刺激の生体
への安全性を評価するin vitro評価系を開発した。また神経培養細胞を用い、蛍光カルシウムインジケーターと
Microelectrode arrayを用いた神経インパルスを記録し、in vitroで機能維持まで含めた評価系を開発した。家
兎を用い、長期間の通電に対する安全性評価を行う実験系の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：We developed an in vitro evaluation system to evaluate the safety of 
electrical stimulation to the living body by observation of colony formation inhibition of Chinese 
hamster lung fibroblasts. We also used nerve cultured cells to record nerve activity using 
fluorescent calcium indicator and microelectrode array. This made it possible to evaluate safety, 
including whether the function is maintained in vitro. We succeeded in developing an experimental 
system that uses rabbits to evaluate safety against electrical stimulation for a long time.

研究分野：医用工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
国内外において、神経や脳を電気刺激する
ことにより外界の感覚情報を直接、脳に伝え
る BMI (Brain Machine Interface)、BCI 
(Braine Computer Interface)に関する研究
が盛んに行われている。これらの技術は、聴
覚や視覚などの生体機能を喪失した患者に
対し、人工的に感覚を再生する医療機器を供
給することが研究・開発のインセンティブの
主たるものである。医療機器としての実用化
を考えた場合、脳や神経に直接接触する形で
人工物を埋植し、電気刺激を長期間与え続け
ることの安全性の確認が機器そのものの開
発以上に重要かつ、時間的にも金銭的にもコ
ストのかかる問題となる。 
 BMI の要となる電気刺激が生体に及ぼす
悪影響としては、刺激電流が生体組織に流れ、
発熱することにより生じるジュール熱によ
る熱的熱傷と、パルス状の刺激電流を通電し
た際、電極電位が水の電位窓（ファラデー窓）
を超えることにより電極の電気分解が生じ、
局所的な pH変化や塩素ガスが発生すること
による化学熱傷、同じく電極を通じて直流が
流れることにより生じる化学熱傷の 3つがあ
る。このうち、電気分解に関するものは、電
極の生体内での耐久性にも影響する。局所的
な pH変化に対する電極の性能としては、電
荷注入能力 (Charge Injection Capacity; 
CIC)が知られているが、CICの計測はリン酸
緩衝生理食塩水などの生体模擬液の中で通
電し、電極電位がファラデー窓を超えない範
囲の最大電流（電荷注入能力）として評価さ
れる。CICが大きな電極ほど、電気分解を起
こしにくい電極であるが、生体模擬液と実際
の生体内での反応様式は大きく異なり、CIC
の値は同一条件下で計測した電極間の相対
的な性能比の指標としては役立つが、その値
をもって、生体内で電気分解を起こさない安
全値とすることはできない。実際、in vivoで
の CICの値は、in vitroでの CIC値の 1/4～
1/5ほどである。ただし、in vivoで CICを超
える電流を流しても生体側にも多少の耐性
はあり、ただちに危害が及ぶものでもなく、
in vivoでの CICを計測してもその値が、安全
閾値とはなり得ないことが分かっている。そ
のため、総合的な安全評価は実際に動物に埋
込んで長期間の安全性を評価することにな
る。厚生労働省の次世代医療機器評価指針－
神経機能修飾装置に関する評価指標－にお
いても、48時間の通電における障害が生じる
閾値電流の評価、6 ヶ月以上の長期埋植評価
が必要としている。in vivoでのこのような評
価は、機器の総合的な安全性を判断するのに
は役立つが、障害が生じた際、なにが原因で
生じているかの追求には向いていない。また
指針で定める安全閾値のような評価も多量
な頭数の動物を必要とし、パルス幅などの条
件をふった評価値も薬事承認には必要と判
断された場合には、組み合わせは膨大になり、
そのために必要な労力、時間的、金銭的なコ

ストは計り知れない。 
 
２．研究の目的 
 BMI, BCI を構造上持つ医療機器の開発に
は、その安全性を評価するのに CIC評価と in 
vivoでの埋植試験の中間にあたるような評価
系が開発されると、その実用化に大きく寄与
する 
 そこで、培養細胞に通電し、培養細胞に障
害が生じる電流、in vivoでの障害が生じる電
流値、in vivo, in vitroでの CICを対比させる
ことで、動物実験を行うより簡便に生体に与
える影響を評価する系の開発をはかる。また、
このような評価系は、動物実験では行いにく
い、障害の生じる原因究明にも役立つ。 
 この研究では、このような動物実験や臨床
試験による安全性評価の代替評価系となる、
培養細胞による BMI の安全性評価系の開発
を目的とする。実現されれば、BMI, BCIの
開発が動物実験や臨床試験による安全性評
価の閾の高さ、必要な期間の長さやコスト面
から遅滞、断念するケースをなくし、BMI
機器、BCI機器の実用化を加速する必須の評
価技術となると考える。また、倫理的な観点
からも、動物実験によらない安全試験系は重
要な意味を持つ。簡易に行える安全評価系の
作成やそれに基づくガイドライン策定は、レ
ギュラトリーサイエンス分野では重要な課
題で、医療機器産業を活性化させる上で貢献
できる点も多い。既存の生体材料との安全性
対比のため、細胞毒性評価に最も多用される
チャイニーズハムスター肺線維芽細胞(V79
細胞)を用いた評価系を確立する。また、マウ
ス神経芽細胞(NG108-15 細胞)を用い、神経
系への影響を V79細胞と比較する。 
 
３．研究の方法 
マイクロポアフィルター上に培養細胞を播
種し、その直下においた刺激電極から刺激電
流を 7日間通電し、コロニー形成の違いを観
察することにより毒性評価を行う(図１)。対
照材料とし、医療機器の安全性評価において
細胞毒性の程度がよく知られている ZDEC 含
ポリウレタンフィルム、ZDBC 含ポリウレタン
フィルムなどの材料を使用する。間接接触法
を用いた試験を行う。培養細胞は、医療機器
の細胞毒性試験に最も多用されるチャイニ
ーズハムスター肺線維芽細胞(V79 細胞)を使
用する。毒性の程度が明確な既存の細胞毒性
試験の結果と対比させることにより、刺激電
流が細胞に与える影響の大きさの推測、およ
び、培養液中で電気化学的に計測した電荷注
入能力値と対比させ、電荷注入能力値が細胞
毒性に対して持っている意味合いを評価す
る。 
 刺激電流のパルス幅、繰返し頻度など電流
振幅以外のパルスパラメーターを変化させ
培養細胞に与える影響を、それらパラメータ
ーの影響を電荷注入能力値と対比させた評
価を行う。また、マウス神経芽細胞



(NG108-15 細胞)を用い、神経系細胞の活動
を計測する。Ca2+蛍光プローブ Fluo-8 用い
た光学応答、Microelectrode Array (MEA)を
用いた電気的神経応答をとらえ評価する。 
家兎眼に刺激電極を埋込み、埋植通電実験
から、生体に与える評価を、誘発電位などを
用いた生理学的評価および組織学的評価に
よって行う。 

 

 図１ 培養細胞を用いた通電毒性評価系 
 
 
 
４．研究成果 

 

図２ V79 細胞を使用した通電毒性評価 

 
図２に示すように間接接触による通電によ
りコロニー形成が阻害され、生体への影響を
in vitroで評価可能なことが確認できた。対照
材料による毒性は間接接触では細胞への負
荷が大きく、完全にコロニー形成が阻害され
た。抽出法などによる段階的な毒性負荷が有
用であると考える。V79細胞は外部刺激によ

り変異しやすく、通電は CIC以下で行ったが、
コロニー形成が阻害された。この方法で、評
価できる安全率の見積もりは in vivoでの評価
結果の対比が必要である。図３に示すように
図１と同様の電極配置で電気刺激を加え
Ca2+蛍光プローブ応答の記録に成功した。こ
れにより、通電後コロニーの形成といった形
態的な評価だけでなく、神経細胞の機能が維
持されているかの機能的評価が可能である。
また、図４に示すようにMEA上に培養した
神経細胞からの自発スパイクの記録に成功
し、より直接的に神経活動の評価が可能とな
った。 
 また、図５に示すように家兎眼球に長期間
電気刺激を行える系を作成し、3 ヶ月連続刺
激（1 日 8 時間）後の光刺激誘発電位、電気
刺激誘発電位の記録に成功し刺激電流に対
する安全性を評価する in vivo実験系を確立し
た。図６に示すように摘出眼による形態的な
損傷も観察可能である。今後は、in vitroの評
価結果と in vivoでの評価結果を対比させ、動
物実験によらない培養細胞によるニューラ
ルインターフェースの安全性評価系を確立
する。 
 

 

図３ 電気刺激による Ca2+蛍光プローブを用 

いた NG108-15 細胞の Ca2+応答 

 

 
図４ MEA 上の神経細胞からの自発スパイク 

の記録 



図５ 兎眼球に対する長期刺激に後の誘発

電位記録による安全性評価 

 

 

図６ 兎眼球に対する長期刺激後の組織学 

的評価 
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