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研究要旨 
本研究では、化合物を動物に投与した際に測定されたバイタルサインの総合的評価と致死性予測を可能とする解

析手法の構築を目的としている。本分担研究では、急性毒性に関連する神経毒性予測の高度化を目的とし、初年度

となる R3 年度にはヒト iPS細胞由来ニューロンを用いた MEA（多電極アレイ）計測による毒性リスク評価を実施した。

痙攣陽性・陰性化合物を対象とした検証により、用量依存的なリスク推定が可能であり、従来の代替法で予測困難だ

った化合物に対しても評価可能であることが示された。R5～R6 年度は、本研究班で独自に開発した CNT ヤーンを

表面電極として取得して、実際にラットを用いた動物実験により取得した脳波データを対象に、化合物投与による脳波

変化の解析を行った。具体的には、FFTによるパワースペクトル密度（PSD）解析と、独自に開発したバースト解析（特

許第 7138995 号）を組み合わせることで、周波数依存的な神経活動の変化を捉える手法を確立した。さらに、R6 年

度には、麻酔下および覚醒下での脳波解析への影響も検討し、実験条件による信号特性の違いを評価した。これら

の成果は、バイタルサインの統合的解析と致死性予測のための基盤技術としての応用が期待される。 
 

 

A．研究目的 

本研究では、化合物を動物に投与した際に測定され

たバイタルサインの総合的評価と致死性予測を可能と

する解析手法の構築を目的としており、本分担研究で

は神経毒性予測に特化した研究を推進した。初年度と

なる R3 年度にはヒト iPS 細胞由来ニューロンを用いた

MEA（多電極アレイ）計測による毒性リスク評価を実施

し、2 年目以降は二層カーボンナノチューブ（Double-
Walled Carbon Nanotube: DWCNT ）を基にした

CNT ヤーン（Siddarmark LLC）を用いたラット脳波測

定データから、化合物投与による脳波信号の変化を捉

えるための解析手法および、麻酔下と覚醒下における

脳波解析への影響を検討した。 

B．研究方法 

本研究では、急性毒性における神経毒性予測を目的

とし、ヒト iPS 細胞由来ニューロンおよび動物から測定し

た脳波データを用いた解析手法を開発・検証した。R4
年度は、ヒト iPS細胞から分化誘導したGlutamatergic
および GABAergic ニューロン、アストロサイトを共培養

し、MEA プレートにて神経ネットワーク活動を計測した。

痙攣陽性・陰性化合物や予測精度の低い化合物を用

い、スパイク検出および独自の4-step法により同期バー

スト発火を評価し、13 種のパラメータから毒性リスクを推

定した。R5 年度以降は、CNT ヤーン電極を用いて雌

性ヘアレスラットから脳波データを取得し、アミトリプチリ

ン塩酸塩およびアトロピン、ニコチンを投与後の脳波変

化を解析対象とした。脳波は被験物質投与前後でセク

ション分割し、FFT によるパワースペクトル密度（PSD）

解析によりピーク値およびピーク周波数を定量化した。

さらに、特許取得済みのバースト解析手法（特許第

7138995 号）を用いて、複数の周波数帯域ごとの神経

活動パラメータを抽出し、薬剤に対する周波数依存的な

脳波変化を評価した。R6 年度には、麻酔下および覚醒
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下の脳波データを比較し、意識状態の違いが解析結果

に与える影響についても検討した。これらの一連の方法

により、被験物質による神経毒性の影響を定量的かつ

多角的に評価可能な解析体系を構築した。 
 

倫理面への配慮 
本研究で実施したヒト iPS細胞由来ニューロンの利用

は、市販のニューロンであり、平成 30年 8月、令和元年

6 月に東北工業大学研究倫理審査委員会で承認済で

ある。 
 

C．研究結果 

R4 年 度 は 、 ヒ ト iPS 細 胞 か ら 分 化 さ せ た

Glutamatergic および GABAergic ニューロン、アスト

ロサイトを混合した共培養系を MEA プレートに播種し、

神経ネットワーク活動のスパイクパターンを解析した。そ

の結果、Caffeine 投与により、同期バースト発火頻度が

濃度依存的に上昇することが確認され、薬剤応答の解

析において同期バースト関連パラメータが有用であるこ

とが示された。痙攣陽性化合物（4-AP、Picrotoxin、
Pilocarpine ） 、 陰 性 化 合 物 （ Acetaminophen 、

Amoxicillin）、および予測性の低かった Caffeine や

Nicotine に対して、13 種類の神経活動パラメータを抽

出し、多変量解析による毒性リスク推定を実施した。主

成分分析により、DMSO 濃度に依存しない領域を定義

し、そこから逸脱した度合いに応じて低・中・高リスクと評

価する方法を確立した。痙攣陽性化合物は濃度依存的

に高リスクと判定され、陰性化合物ではリスク上昇が見ら

れなかったことから、定量的かつ再現性の高い毒性リス

ク推定が可能であることが明らかとなった。また、異なる

細胞種としてヒト iPS 細胞由来ドーパミンニューロンを用

いた系でも同様の解析を行い、Nicotine によるリスク上

昇を検出する一方、Acetaminophen ではリスクが上昇

しない結果となった。これにより、細胞種を変更しても手

法の有効性が保たれることが確認された。 
R4 年度は、in vivo モデルへの展開として、CNT ヤ

ーンを表面電極として用い、雌性ヘアレスラットから得ら

れた脳波データを用いて解析を行った。被験物質として

AmitriptylineおよびAtropineを用い、投与前後の脳

波データをセクションに分割し、FFT による PSD
（ Power Spectral Density ） を 算 出 し た 。

Amitriptylineでは時間経過に伴ってPSD ピーク値が

減少する傾向がみられ、Atropine では麻酔の有無がピ

ーク値や周波数に影響を与えることが明らかとなった。

加えて、特許取得済の独自バースト解析手法を適用し、

θ波から high-γ帯域まで各帯域の Oscillation rate
および Burst rate を定量化した結果、薬剤投与により

特定周波数帯における神経活動の変動が検出された。 
R5 年度には、非拘束、覚醒下での脳波測定の結果

を解析した。Amitriptyline 5 mg/kg および 50 mg/kg
の投与試験では、被験動物個体ごとの PSD プロファイ

ルに差がみられ、個体差が解析に与える影響の重要性

が示唆された。Nicotine投与では、1 mg/kgと 5 mg/kg
いずれにおいてもPSDに顕著な変化は認められなかっ

た。一方、麻酔中止直後の脳波解析では PSD のピーク

値が一時的に 1.5 倍程度に増加し、その後速やかに基

準値に戻ることが確認され、麻酔からの覚醒時の影響を

回避するための測定タイミングの工夫が必要であること

が示された。 
さらに、バースト解析の結果、Amitriptyline 投与で

は特にβ波帯域以上で Oscillation および Burst rate
が上昇する傾向が見られ、Nicotine 5 mg/kg では複数

の帯域で増加が確認された。麻酔中止後は、全帯域で

Oscillation rate が減少する一方、低周波帯（θ、α、

β）で Burst rate が急激に増加するという一過性の変

動が観察された。 
これらの結果より、ヒト iPS 細胞由来ニューロンを用い

た MEA 解析、および CNT ヤーン電極による脳波解析

を組み合わせた評価手法は、薬剤による神経毒性リスク

の濃度依存的・周波数依存的変化を的確に捉えるもの

であり、急性毒性試験における神経毒性予測手法とし

て高い有用性を示すものであった。 
 
D．考察 

本研究では、in vitro および in vivo における脳機能

指標を用いた化合物の神経毒性予測手法を検討した。

初年度の MEA 計測では、ヒト iPS 細胞由来ニューロン

の自発電気活動を指標とした毒性リスク推定において、

DMSO 濃度に依存しない領域の標準偏差（SD）範囲を

基準とする多変量解析法が有効であることを示し、異な

る細胞種においても予測性が維持されることを確認した。

これは細胞種ごとの神経活動特性の違いを前提とした

柔軟な評価体系の構築可能性を示唆している。 
2 年目以降のラット脳波解析では、FFT による PSD

および独自のバースト解析を用い、薬剤投与による周波

数帯域ごとの神経活動変化を定量的に評価した。

Amitriptyline や Atropine では、低〜高周波帯にお

ける Oscillation rate と Burst rate に特徴的な変動が

見られ、化合物の神経作用に応じた脳波応答が捉えら

れた。さらに、麻酔下と覚醒下での結果を比較したところ、
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特に麻酔中止直後における PSD やバースト指標に一

過性の変動が観察され、解析には状態依存性の考慮が

不可欠であることが示唆された。 
最終年度には、個体間差や行動状態の影響も含めて

評価を行い、覚醒下でも脳波変化の定量解析が可能で

あること、さらにバイタルサインや一般状態観察と組み合

わせることで、神経毒性評価の精度向上が期待できるこ

とが明らかとなった。これにより、in vitro と in vivo を統

合した神経毒性評価体系の実現に向けた重要な知見

が得られた。 
本研究により、麻酔下ではなく覚醒時の脳波測定に

おいても化合物投与による脳波信号の変化を捉えること

が可能であることが示された。覚醒下における脳波測定

時の一般状態観察および、その他のバイタルサインを

指標にして脳波データをラベリングすることで、上記課

題が解決されると共に、活動状態に依存した脳波信号

の評価が可能となることが期待される。 
 

E．結論 

本研究では、ヒト iPS 細胞由来ニューロンの MEA 計

測による神経毒性リスク推定が、予測性の低い化合物

にも有効であることを示した。また、CNT-Y を用いたラッ

ト脳波の FFT およびバースト解析により、化合物投与時

の脳波変化を捉えることができ、致死性予測に資する解

析基盤となる可能性が確認された。本解析手法は化合

物を動物に投与した際に測定されたバイタルサインの総

合的評価と致死性予測を可能とする解析手法の基盤と

しての活用に期待できる。 
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