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[研究の目的]

ヒト iPS 細胞の大量培養法と各細胞への分化

技術の発展により，ヒト細胞を用いた疾患メカ

ニズムの解明や創薬スクリーニングにおける動

物実験を代替えする評価モデルとしての応用が

期待されている。ヒト iPS 細胞から分化させた

神経系においても，その潜在需要は非常に高い

が，培養した神経細胞の機能に着目した評価系

が確立していないことがボトルネックとなって

いる。本研究では，神経ネットワークの情報伝

達場であるシナプス機能 (プレシナプスから放

出される神経伝達物質とポストシナプス電位)

を培養細胞から非侵襲，長期間，リアルタイム

に定量計測可能なオンチップエレクトロセンシ

ング技術の開発を目的とする。具体的には，

カーボンナノチューブ微小電極を用いた神経伝

達物質計測技術と人工的に構築した 3次元脳組

織モデルによるシナプス後電位計測技術の開発

である。

[研究内容，成果]

1．微小櫛型カーボンナノチューブ電極を用い

た神経伝達物質のリアルタイム計測技術の

開発

培養細胞から放出される神経伝達物質を計測

するために，電極上に細胞を培養し，電気化学

計測にて計測する手法に着目した。微量な神経

伝達物質をリアルタイムに計測するためには，

高感度な電極を作製する必要がある。我々は，

電極材料としてカーボンナノチューブ，電極構

造として微小櫛型電極に着目し，独自に開発し

たカーボンナノチューブ電解めっき法を用いて

電極の開発を行った。櫛型電極は，酸化電極と

還元電極が交互に配置されており，電気化学活

性種の酸化還元が繰り返し行われるレドックス

サイクルにて，検出される電流値を増大させる

技術である。

微細加工技術で作製した ITO 櫛型電極上に

竹筒型構造を有している多層カーボンナノ

チューブを電解めっきによりコーティングした。

作製した電極上にヒト iPS 細胞由来ニューロン

を培養し，電気化学計測であるクロノアンペロ

メトリー法で計測を行った。図 1Aはカーボン

ナノチューブ櫛型電極上に培養したヒト iPS 細

胞由来ニューロンを計測後に免疫化学染色した

画像である。神経細胞のマーカーとして

MAP2 抗体 (緑)，ドーパミンニューロンの

マーカーとして Thyrosine Hydoroxylase 抗体

(赤) を用いて染色した。約 20% のニューロン

がドーパミンニューロンであり，電極上に培養

されていることが確かめられた。図 1B はドー

パミンの酸化電位である 0.3 V に片側の酸化電

極を固定し，−0.25 V に対の還元電極を固定

して電流計測した結果である。神経細胞からの
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ドーパミン放出が電流値の変化として観察され

た。青が酸化電極でオレンジが還元電極から得

られた電流値である。0 V 固定化では電流値は

得られず，ドーパミン取り込み阻害薬投与にお

いて，電流値の上昇が得られたこと，ドーパミ

ンニューロンが混在しない，グルタミン酸

ニューロンおよび GABA ニューロンからは電

流値の変化は見られなかったことから，ドーパ

ミンの反応であることがわかった。

これらの結果により，作製したカーボンナノ

チューブ微小櫛型電極によりヒト iPS 細胞由来

ニューロンから放出されるドーパミンをリアル

タイムかつ高感度に計測できることが示唆され

た。

2．3次元人工脳スライスモデルを用いたシナ

プス後電位計測技術の開発

神経ネットワークの情報伝達場であるシナプ

ス機能を調べる上で最も重要な計測としてシナ

プス後電位計測がある。しかしながら，培養細

胞から非侵襲，長期間，リアルタイム計測でき

る技術はなく，長期的な薬剤効果や神経回路動

態を評価することはできない。そこで，本研究

開発では，人工的に脳スライスモデルを 3次元

再構築することで，集合シナプス後電位を発生

させ，細胞外で電位計測する技術の開発を行っ

た。3 次元組織化することで微弱なシナプス電

流を集合させて計測するアイディアである。

コラーゲンゲルとゼラチンの相転移温度を利

用して人工脳スライスを作製した。PDMS

シートに 2×2×2 mmのマイクロチャンバを作

製し，チャンバ内の壁面にゾル状のゼラチン溶

液を薄く塗布後，4℃環境下で冷却しゼラチン

をゲル化させた。次に，細胞を懸濁したゾル状

のコラーゲンゲルを PDMS チャンバ内に適量

播種後，CO2 5 %，37℃環境下で 30 分間イン

キュベーションした。ゼラチンがゾル化し，コ

ラーゲンはゲル化することで人工 3次元脳スラ

イスを得ることができた。

ゲル内での細胞の生存と密度を確かめるため

に，切片を作製し，HE染色を行った。(図 2)

HE 染色の結果，厚さ約 2 mmの組織モデル

であり，満遍なく細胞が分散し，3 次元ゲル内

に生存していることがわかった。また，密度

を計算したところ 58,867±2,016 cell/mm3であ

り，ヒト大脳皮質の細胞密度 30,000〜80,000

cell/mm3と同等の細胞密度を有していた。

作製した人工脳スライスモデルから集合シナ
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図 1 カーボンナノチューブ微小櫛型電極上に培養したヒ

ト iPS 細胞由来ニューロンとドーパミン放出のリア

ルタイム計測

図 2 人工 3次元神経組織モデルのZ軸断面のHE染色画像



プス後電位 (fPSP) を計測するために，平面

微小多電極アレイチップ上に脳スライスモデル

をマウントし，計測した (図 3)。計測装置は

MED64 (Alpha Med Scientific Inc.) を使用し

た。fPSP を計測するため，Low cut filter 1 Hz

に設定し，37℃，CO2 5 % のインキュベーター

内で計測を行った。刺激応答実験は，Single

Pulse 刺激を人工脳スライスに −50 μA から

−70 μAの電流値で与え，刺激後の応答を計測

した。また，取得波形が細胞由来であるかを確

かめるために，計測後，サンプルを 4℃で 1 時

間冷蔵し，同様の計測を行った。図 3Aは得ら

れた自発活動データを示している。

自発活動計測をした結果，ゆったりとした成

分の波形が観察された。緩やかな波形の変動中

にスパイク成分 (活動電位) が観察されたこと，

4℃では波形が見られなかったことから，細胞

由来の波形であることが確認された。また，電

気刺激計測においても，同様の波形成分が観察

された。電気刺激に対する応答が観察されたこ

とから，脳スライスで行われているシナプス後

電位の解析と同様のことが，人工 3次元神経組

織モデルにおいてもできることが示唆された。

得られた波形がシナプス活動の変化によって

どのように変化するかを調べるために，代表的

なシナプス受容体阻害剤の投与実験と高頻度電

気刺激による効果を検討した。電気刺激に対す

る応答に着目して得られた波形 (緩やかな成

分) の面積，高さ，深さ，傾きとスパイク成分

であるスパイク数，バースト発火時間をそれぞ

れ比較解析した。

図 4 は，GABA-A 受容体の阻害剤である

Bicuculline，NMDA 型グルタミン酸受容体の

阻害剤であるD-AP5，AMPA型グルタミン酸

受容体の阻害剤である CNXQ を投与した時に

得られた波形を解析した結果である。波形の面
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図 3 人工 3 次元神経組織モデルを用いた平面微小多電極

アレイによる細胞外電位計測 図 4 波形成分解析



積 v. s. スパイク数，波形の面積 v. s. バースト

発火時間を示しているが，スパイク成分と波形

の面積には相関関係は見られなかった。また，

薬剤により，分布が分かれていることがわかっ

た。これらの結果より，緩やかな波形成分はス

パイク数に必ずしも依存しないことがわかり，

シナプス電流由来である可能性が示唆された。

[今後の研究の方向，課題]

カーボンナノチューブの電解めっき技術を用

いて，カーボンナノチューブ微小櫛型電極を作

製した。作製したカーボンナノチューブ櫛型電

極チップ上にヒト iPS 細胞由来ドーパミン

ニューロンを培養したところ，培養 2週間目以

降において，細胞から放出されるドーパミンの

リアルタイム計測に成功した。ヒト iPS 細胞由

来ニューロンからの神経伝達物質をリアルタイ

ムに計測した世界初の事例であり，本技術は今

後のヒト神経疾患メカニズムの解明や薬剤スク

リーニング技術などへの応用が期待できると考

えている。得られた波形からのドーパミン濃度

の算出やより少数のドーパミンニューロンから

の応答を検出することが今後の課題である。

人工的に神経細胞を集積化させた 3次元脳ス

ライスモデルを用いることで，脳スライスで見

られる fPSP 波形と類似の波形が観察された。

その波形は細胞由来の波形であり，薬剤投与に

おいて変化が見られた。本研究により，培養細

胞からシナプス後電位を計測できる可能性が示

唆された。今後，得られた波形がシナプス後電

流由来の波形であるかを脳スライスデータとの

比較検証，およびパッチクランプ法との同時計

測などによる直接的検証が必要であると考えて

いる。
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