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Ａ．研究目的 

現在、化学物質の発達神経毒性は主にげっ歯類を用

いた行動試験により評価されているが、ヒトへの外挿

性や予測性に課題がある。動物試験における 3Rs の観

点からも、ヒト生体環境に近い細胞や組織を活用した

in vitro 評価系の開発が望まれる。 

現在、発達神経毒性の in vitro 評価系として OECD

の in vitro testing battery（DNT-IVB）ガイダンスが

進められており、アッセイの中で多点電極アレイ

（MEA）システムによる神経毒性評価法が記載されて

いる。しかし、施設間・実験間の再現性や、キネティ

クスの反映、細胞の株間差等が課題である。そこで本

研究では、MEA による in vitro 神経毒性評価において

キネティクスを考慮することが可能な生体模倣システ

ム（MPS）の開発を目標として検討を進めた。 

これまで開発を進めてきたMEAとBBBを灌流培養

装置で接続したシステムを構築するため、本年度は既

存データが豊富なラット初代培養大脳皮質神経細胞

（以下、ラット神経細胞）を利用して、培養プロトコ

ルやアッセイ系を検討した。 

まず、DNT-IVB のラット神経細胞を用いて、国際的

にデータが蓄積されている慢性曝露 MEA データと比

較するため、プロトコルを検証した。 

次に、ヒト iPS 細胞由来神経細胞に関しては、前年

度まで使用したNeuCyte社のヒト iPS細胞由来神経細

胞の安定供給に問題が生じて購入できなくなったため、

OECD DNT 専門家会議で報告するとともに、本年度は

別メーカー（富士フィルム CDI 社）のヒト iPS 細胞由

来神経細胞を用いて培養および MEA 計測プロトコル

の検討を行った。 

さらに、ヒト iPS 細胞由来脳オルガノイドの作製と

MEA 計測による品質評価を実施した。 

 

Ｂ．研究方法 

①灌流装置におけるラット神経細胞のMEA計測 

ラット皮質由来の神経細胞は米国LONZA社の市販

凍結品(R-Cx-500, CryoCells, Rat Brain Cortex)を使

用した。凍結細胞バイアルを 37℃温浴中で 2.5 分加温

して解凍し、トリパンブルー染色により生細胞をカウ
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ントし、播種した。 

MEAシステムはMaestro（米国Axion社）および高

密度電極のMaxOne（スイスMaxwell社）を使用した。

Maestroでの計測のため、48 ウェルMEAプレート

（Axion社）に１ウェル当たり 3.4x104個の割合で生細

胞を播種し、週に 2 回の培地交換、3 回のMEA計測を

実施した。プレートを装置にセットして 10 分間静置後、

15 分間の計測を行った。計測データをAxISソフトウェ

ア（Axion社）で処理してスパイク数、バースト数等の

パラメータを算出した。またMEA計測実施後、BioRevo

オールインワン顕微鏡（Keyence社）により細胞の

Z-stack画像を取得し、AI画像解析に供した（加藤の項

を参照のこと）。 

MaxOneシステムでは、上記と同じラット神経細胞

を高密度微小電極アレイチップに 3x104 個の割合で播

種した。週に 2 回の培地交換、3 回のMEA計測を実施

した。電極チップを装置にセットし 5 分間静置後、5

分間のActivity scan、5 分間の計測を行った。MEAデ

ータからのネットワーク活動関連パラメータの算出は

Scopeソフトウェア（Maxwell社）により行った。培養

19-20 日目に灌流培養装置との接続実験を実施した（松

永の項を参照のこと）。 

 

②ラット神経細胞を用いた慢性曝露MEA計測 

48 ウェルMEAプレート（Axion社）にラット神経細

胞（LONZA社）を①と同様に播種した。DNT-IVB収

載の慢性曝露プロトコル（Fig.3A）に従い、DMSO（溶

媒対照）と化学物質の曝露、MEA計測を実施した。化

学物質としては、DNT陽性対照物質としてハロペリド

ール（0-30µM）、陰性対照物質としてアセトアミノフ

ェン（0-300µM）を使用した。化学物質はDMSOに最

終濃度の 1,000 倍濃度で溶解し、培地に 1/1000 量を混

合した（最終DMSO濃度 0.1%）。各化学物質の最大用

量は、ヒトにおけるCmaxをもとに安全係数を 30 とし

て算出した。播種日をDIV (Days In Vitro)＝0 とし、

播種当日から化学物質を含む培地で培養を行った。

DIV5, 9, 12, 14 にMEA計測を実施し、MEA計測後、

化学物質を含む培地にて培地交換（全量）を行った。 

 

③MEAのためのヒトiPS細胞由来神経細胞培養プロト

コルの検証 

ヒトiPS細胞由来グルタミン酸作動性神経細胞iCell 

glutaneuron（富士フィルムCDI社）を 37℃温浴中で

正確に 2 分間加温して解凍し、トリパンブルー染色に

より生細胞を計数した。48ウェルMEAプレート（Axion

社）に１ウェル当たり 7.3x104個の割合で生細胞を播種

し、週に２回の培地交換を行った。iCell GlutaNeuron

の解凍と同日に、ヒトiPS細胞由来アストログリア細胞

iCell Astrocyte v2.0（富士フィルムCDI社）を 37℃温

浴中で正確に 2 分間加温して解凍し、10cm細胞培養デ

ィッシュに１枚当たり 5x105個の割合で播種して 7 日

間培養した。培養 7 日目にiCell Astrocyteを回収し、

iCell GlutaNeuronを培養しているウェルに 1 ウェル

当たり 1.2x104 個の割合で重層した。以後、週に 2 回

の培地交換およびMEA計測を実施した。MEA計測は

Axionシステムを使用し、ラット神経細胞と同様に行っ

た。 

 

④ヒトiPS細胞由来脳オルガノイドの作製プロトコル

の検証とMEAによる品質評価 

ヒトiPS細胞RIKEN-1A（理研バイオリソースセンタ

ー）から、培養液キットStemDiff cerebral organoid kit

（米国STEMCELL Technologies社）を用いて脳オル

ガノイドの樹立を行った。MEAによる脳オルガノイド

神経ネットワーク活動の検出には高密度MEAシステ

ムMaxOneを使用した。培養 113 日の脳オルガノイド

（直径 2-4mm）11 個を、ラミニンコートした電極チ

ップ 1 基あたり 1-2 個播種し、週 2 回のOrganoid 

maturation medium（STEMCELL Technologies社）

培養液の交換とMEA計測を実施した。MEAデータから

のネットワーク活動関連パラメータの算出はScopeソ

フトウェア（Maxwell社）により行った。 
 

（倫理面の配慮） 

本研究で用いたヒトiPS細胞由来神経細胞やアストロ

サイトは、細胞バンクに集積された匿名化ドナー由来

細胞から作製されており、個人情報の取扱いは生じな

い。 
 
Ｃ．研究結果 

①灌流装置におけるラット神経細胞のMEA計測 

MEAシステムMaestroにより計測されたラット神経

細胞の全スパイク数、ネットワークバースト数の経時

変化をFig.1 に示す。全スパイク数、ネットワークバー

スト数とも培養開始後 1 週間で増加が始まり、培養開

始後 2 週間でプラトーに達するプロファイルが得られ

た。DNT-IVBガイダンスに記載のプロトコルでは、ラ

ットから単離した神経細胞を凍結せずにそのまま用い

ているが、本研究では検証試験の観点から市販の凍結

ラット神経細胞を使用したところ、ネットワーク活動

が見られるまでの期間に両細胞間で特に差は見られな

かった。 

MaxOneシステムにラット神経細胞を播種し、神経

活動の指標として、多電極アレイ上でスパイクを検出

した電極（Active電極）の割合を経時的に計測した

（Fig.2）。Active電極の割合(%)は、培養開始後 1 週間

で増加し、培養後 3 週間目までにプラトーに達してい
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ると思われた。ラット神経細胞を搭載したMaxOne電

極を灌流培養装置と接続してMEA計測を行った結果、

培養液流動に伴うと考えられるノイズが見られたもの

の、ネットワーク活動の計測に成功した（松永の項を

参照のこと）。 

 

②ラット神経細胞を用いた慢性曝露MEA計測 

DMSO (0.1%)の曝露は、MEAデータに影響を及ぼさ

なかった。全スパイク数に対するDMSO曝露の結果を

Fig. 3Bに示す。DIV7-14 のハロペリドール曝露は 3µM

以上の濃度でスパイクを消失させた (Fig.3C上)。これ

に対し、アセトアミノフェン慢性曝露はいずれの濃度

でも全スパイク数に影響を与えなかった (Fig.3C下)。 

 

③MEAのためのヒトiPS細胞由来神経細胞の培養プロ

トコルの開発 

iCell GlutaNeuronとAstrocyteの重層培養により、

培養開始後 4～5 週間でネットワークバーストが認め

られたが、多くのウェルで強い凝集が観察された

（Fig.4A）。細胞解凍の際、iCell GlutaNeuronを、顕

微鏡下ですべて単一細胞として観察できるまでピペッ

ティングして分散させるようにしたところ、凝集はほ

ぼ見られなくなった（Fig.4B）。 

 

④ヒトiPS細胞由来脳オルガノイドの作製と品質評価 

近年、より生理的なモデルとして脳オルガノイドに

着目されているが、化学物質影響の解析のための手法

やエンドポイントは確立されていない。再現性の良い

オルガノイドのMEA評価法を目指し、本研究ではオル

ガノイドの作製プロトコルの改良を行った。具体的に

は、神経誘導時に細胞を包埋するマトリゲルを、ES細

胞用（米国Corning社、カタログ番号 354277）からオ

ルガノイド作製用に最適化されたマトリゲル基底膜マ

トリックス フェノールレッドフリー オルガノイド形

成用（Corning社、カタログ番号 356255）に変更した。

またMEA計測をより早い時点（昨年度：オルガノイド

作製開始後 260 日以降、今年度：同 113 日以降）に変

更した。 

ヒトiPS細胞より作製した脳オルガノイドは直径

2mm以上と大きく、Maestroシステムで用いられる電

極（1mm四方の範囲に 16 電極）では十分にカバーで

きなかったことから、26,400 電極により 4mm x 3mm

の範囲をカバーできる高密度MEAシステムMaxOneを

用いた。各 1-2 個の大脳オルガノイドを播種した 8 基

のMaxOne電極チップのうち、2 個で播種後１週間目か

らネットワークバーストが検出された。前年度までの

研究では、測定ごとにネットワークバーストの検出に

大きな変動が生じていたが、本年度は 1 個のオルガノ

イド（直径約 2mm）について、培養 3 週間にわたりほ

ぼ安定したネットワークバーストを観察できた

（Fig.5）。 

 

Ｄ．考察 

本年度はBBBを搭載する灌流培養装置とラット神経

を搭載した高密度MEAシステムMaxOneを接続したア

ッセイ系の構築を目指して培養プロトコルやアッセイ

系のフィージビリティを検討し、神経ネットワーク活

動をMEAにより計測ができることを明らかにした（詳

細は松永の項を参照）。 

DNT-IVBガイダンスでも指摘されているように、化

学物質の中枢神経作用を評価するうえでBBBの影響は

重要である。前年度までに、ヒトiPS細胞由来BBBの複

数施設におけるプレバリデーションを実施し、バリア

機能を安定して発揮できることを確認した。今後、作

製したMPSにより、統合的な神経毒性リスク評価法に

つながることが期待される。Maxwell社のシステムは、

灌流培養装置との接続など拡張性が高く、キネティク

スを考慮したMEA計測には利点が大きいと考えられ

る。一方、神経ネットワーク活動を記録するパラメー

タはMaxOneとMaestroなどでシステムごとに独自の

ものが用いられており、異なるシステムで得られた

MEAデータを比較するためには、パラメータの対応付

けなど機種間差を検討する必要がある。 

これまでEPAでは、ラット神経細胞を用いたMEAに

より、多くの化学物質について急性・慢性影響のデー

タが蓄積（https://comptox.epa.gov/dashboard/）され

ており、現在、OECDやEFSAなどでは適切な対照化合

物の選定と技術移転を進めている。これらの手法の予

測性を明らかにするためには、MEAなどin vitroのデー

タを in vivo に外挿する IVIVE (in vitro-in vivo 

extrapolation)が重要である。ヒト、ラットそれぞれの

体内濃度と毒性影響が明確な対照物質を用いて、ヒト

細胞とラット神経細胞でMEAパラメータの選定と曝

露マージンなどを比較する必要がある。本研究では、

陽性対照物質としてハロペリドール、陰性対照物質と

してアセトアミノフェンを使用し、ラット神経慢性曝

露評価系の検証を行った。ハロペリドールは 3µM以上

の濃度でスパイクを完全に消失させることが観察され、

EPAのデータ（10µMでスパイクを 100％抑制）と一致

する結果が得られた。今後、更に化学物質を増やして、

ラット神経細胞を用いた慢性曝露系の再現性などを検

証する必要があると考えられる。 

化学物質の発達神経毒性評価に関して、2023 年 4 月

にOECDのin vitro testing battery（DNT-IVB）ガイダ

ンスが承認され、国際的な議論が進められている。そ

の中でMEAによる神経ネットワーク活動の評価法が

https://comptox.epa.gov/dashboard/
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記載されているが、同一のヒトiPS細胞由来神経細胞を

用いたMEA評価で化学物質の投与前の神経ネットワ

ーク活動にばらつきが認められることから、標準化の

ネックとなっている（ALTEX, 37:121-135, 2020）。

現在、EFSAの予算をもとに、欧米ではCROに技術移

転を検討している。 

ヒトiPS細胞由来神経細胞に関しては、培養手順の標

準化に関する検討を進め、解凍した細胞を単一細胞ま

で分散させることが、凝集防止に重要であることを見

出した。これは細胞供給元のプロトコルには記載のな

い工程であり、実験データの再現性に重要であると考

えられる。また、これまで使用してきた市販ヒトiPS細

胞由来神経細胞の供給が停止する事態が生じたこと等

も踏まえ、使用するヒトiPS細胞由来神経細胞の株間差

も重要な課題である。細胞の株間差を克服できる評価

指標の選定が必要と考えられるが、今のところ、MEA

のパラメータからは選定できていない。今後、トラン

スクリプトーム解析などを実施し、MEAデータと細胞

の品質との相関をさらに検討する必要がある。 

 さらに近年、より生理的なモデルとして脳オルガノ

イドに着目され、MEAによる脳オルガノイドの神経活

動解析が数多く報告されている（Sun Y et al. Cell 

Stem Cell. 2025）が、化学物質影響の解析のための手

法は確立されていない。前年までの研究では、大脳オ

ルガノイドからネットワーク活動を示すMEAデータ

を得ることに成功したが、測定ごとにデータの変動が

大きく、試験のためのタイムウィンドウを見出すこと

が課題であった。本年度のオルガノイド作製・計測で

は、オルガノイド作製のための包埋材（マトリゲル）

や培養期間を調整することで、3 週間にわたり安定した

ネットワークバーストが見られるオルガノイドを得る

ことに成功した。オルガノイドの安定したMEA計測に

は、マトリゲルなどの材料の選択や培養期間の最適化、

オルガノイドのサイズなどが重要という知見を得るこ

とができた。 

 

Ｅ．結論 

本研究において、新たにMEA試験系を灌流装置につ

なぐことに成功し、BBBと神経の臓器連関モデルの基

盤となる技術を構築できた。また、ラット神経細胞や

ヒトiPS細胞由来神経細胞、ヒトiPS細胞由来大脳オル

ガノイドの作製についても安定した結果が得られたこ

とから、今後、標準プロトコルの確立に役立つと考え

られる。以上の成果をもとに、DNT-IVBの改訂の議論

を進めることにより、ガイダンスに貢献したい。 
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Fig.1 MEA システムによるラット神経細胞のネットワーク活動の経時変化 

 

48well MEA プレートに凍結ラット神経細胞を解凍して播種後、経時的に全スパイク数（左）および

ネットワークバースト数（右）を計測した。いずれも N=4、平均値±標準偏差を示す。 
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Fig.2 高密度 MEA システムによるラット神経細胞活動の経時変化 

 

高密度 MEA システム MaxOne の電極チップに凍結ラット神経細胞を解凍して播種後、経時的に

Active 電極の割合（%）を計測した。N=4、平均値±標準偏差。 
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Fig.3 薬剤慢性曝露によるラット神経細胞活動の変化 

 

48well MEA プレートに凍結ラット神経細胞を解凍して播種後、経時的に全スパイク数を計測した。

A. 実験手順（DNT-IVB 収載の慢性曝露プロトコルに従った）。B. ベースラインに対する溶媒(DMSO)

添加の影響。N=4、平均値±標準偏差。C. 全スパイク数に対するハロペリドール（上）およびアセト

アミノフェン（下）慢性曝露の経時的影響。ハロペリドール 3µM 以上の投与ではスパイクが消失した

（＊）。N=4、平均値±標準偏差。 
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Fig.4  iCell GlutaNeuron、astrocyte 混合培養のプロトコル整備 

 

A. iCell GlutaNeuron を解凍後、顕微鏡観察で細胞数個～10 個程度の塊が見える状態で播種した

もの（培養 28 日目撮影） 

B. iCell GlutaNeuron を解凍後、顕微鏡観察で完全に細胞が single cell になるまでピペッティン

グで分散させて播種したもの（培養 32 日目撮影） 
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Fig.5 高密度MEAシステムによるヒト iPS細胞由来脳オルガノイドの神経ネットワーク活動の計

測 

 

StemDiff kit を用いて作製したヒト iPS 細胞由来脳オルガノイド（培養 108 日目、直径約 2mm）

のネットワークバーストを高密度 MEA システム MaxOne で計測した。8 個の電極チップ中、安

定してネットワークバーストが計測された１個の結果を示す。 


