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略語・用語一覧 

 

ACSF: artificial cerebrospinal fluid [人工脳脊髄液] 

AMPA: α-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid [α-アミノ-3-ヒドロキシ-5-

メチル-4-イソキサゾールプロピオン酸] 

CA1: cornu ammonis 1 

CA3: cornu ammonis 3 

CMOS: complementary metal oxide semiconductor 

EEG: electroencephalogram [脳波] 

EPSP: excitatory postsynaptic potential [興奮性シナプス後電位] 

fEPSP (s) : field excitatory postsynaptic potential (s) [フィールド興奮性シナプス後電位] 

FOB: functional observational battery [機能観察総合評価法] 

4AP: 4-aminopyridine [4-アミノピリジン] 

GABA: γ-aminobutyric acid 

GZ: gabazine [ガバジン] 

IC50: half maximal inhibitory concentration [50%阻害濃度] 

ICH: International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals 

for Human Use [医薬品規制調和国際会議] 

MEA: multi-electrode array [多電極アレイ] 

NMDA: N-methyl-D-aspartic acid [N-メチル-D-アスパラギン酸] 

Pilo: Pilocarpine [ピロカルピン] 

PiTX: picrotoxin [ピクロトキシン] 

PR-ratio: stratum pyramidale vs. stratum radiatum optical signal ratio [PR 比] 
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SP: stratum pyramidale [錐体細胞層] 

SR: radiatum: stratum radiatum [放射状層] 

VSD: voltage sensitive dye [電位感受性⾊素]  



5 

第 1 章 緒論 

 

1-1 研究の背景 

 

1-1-1 医薬品の開発における痙攣発作リスク評価の重要性 

 

医薬品の開発は、膨大な時間・コストのかかるプロセスである。医薬品が承認される

までに、12~15 年の期間がかかる (Roses, 2008)。この間、前臨床試験や臨床試験の結果

に基づいた申請資料を規制当局に提出する必要がある。さらに、その承認を得るため

のプロセスが必要となる (図 1)。この全体のプロセスにかかるコストは平均で約 2000

億円と報告されている (Paul et al., 2010)。医薬品の開発で、候補化合物がこのプロセス

から脱落することは大きな損失となる。 

前臨床試験で候補化合物が脱落する主な原因は、その化合物の物理化学特性の制御よ

りも、生体の生理に対する安全性課題にあることが知られている (Waring et al., 2015)。

生体の生理に対する安全性課題−すなわち毒性 (toxicity) とは、化学物質等が生体や臓器

などに与える悪影響を示す。臨床試験において、候補化合物の約 34%は、他の臓器等

への影響ではなく、中枢神経系で顕在化する副作用により脱落している (Cook et al., 

2014, 図 2)。中枢神経系の毒性評価は重要な課題である。 

前臨床試験での中枢神経系の毒性検出には、ICH ガイドライン S7A (安全性薬理試験

ガイドライン) に基づき Irwin 法 (Irwin, 1968) 又は FOB (Moser et al., 1995) を用いたラッ

トやマウスなどのげっ歯類の行動試験を中心とした in vivo 評価が行われている。特

に、前臨床試験では、痙攣発作 (seizure) が良く観察される中枢神経系毒性の一つであ

る (Authier et al., 2016b)。 
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痙攣発作は、脳神経細胞の過剰な電気活動を原因とする筋肉の緊張や運動、行動、感

覚及び意識状態の一時的な異常である。臨床試験においては、重大な副作用とみなさ

れ試験中止の原因となる。医薬品候補化合物が痙攣発作を起こす指標を、痙攣発作リ

スク (seizure-liability) 評価という。痙攣発作は全身症状として顕在化するが、脳での過

剰興奮から生じる症状である。このため、特に初期の医薬品開発や安全性試験におい

ては、in vitro 脳スライスを用いた電気生理学的手法を用いた神経回路の過剰興奮の検

出が多く利用されている (Easter et al., 2007, 2009; Accardi et al., 2016)。 

近年では、ラット、イヌ、サル、ミニブタなどの様々な動物種の海馬脳スライスを用

いた痙攣発作リスクの評価が行われている。海馬神経回路が選ばれる理由は、生理的

応答がよく知られていること、てんかん等の脳の過剰興奮の焦点とされているためで

ある。実際、多く痙攣誘発薬及び坑痙攣薬に対して感受性があることが示されている 

(Accardi et al., 2018)。動物全体を対象とする in vivo 試験では、EEG (脳波) 解析で電気生

理学的に痙攣発作が検出可能であるが、前臨床試験で行われる安全性試験に組み込ま

れることが少ない (Authier et al., 2016c)。 

一般の試験と同様に in vivo 試験は in vitro 試験に比べ実験にかかる規模が大きくなる

傾向があり負荷が高くなる。このため、これらの中枢神経系での痙攣発作の検出評価

は、現在、前臨床試験の後半になるまで評価されないため、痙攣発作が出た場合、医

薬品の開発期間に大きな影響を及ぼす可能性がある。 

以上のことから、開発期間の初期から実行可能で検証能力の高い in vitro の痙攣発作リ

スク (seizure-liability) 評価法を開発し、創薬早期での実施を可能にすることは、医薬品

開発企業にとって重要な課題になると考えられる。 
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1-1-2 in vitro 痙攣発作リスク（seizure-liability）評価の現状 

 

in vitro 試験の中でも、電気生理学的手法の延長である多電極アレイ (MEA)を利用した

痙攣発作リスク評価の研究報告が、近年増加している (図 3)。MEA は、微小電極 (直径

10 ~ 30 μm) が基板上に配置され、微小電極上の細胞の電気活動を細胞外で電位計測す

るシステムである。このシステムは、リアルタイムでの測定が可能であり、長期の実

験にも適している。これらの特性から、MEA を用いた医薬品の痙攣発作リスク評価法

への関心が高まり、国内外で積極的な研究が展開されている。 

日本では、ヒト iPS 細胞応用安全性コンソーシアム (CSAHi, Consortium for Safety 

Assessment using Human iPSC Cells) が神経チームを設立し、試験評価系の構築に取り組

んでいる。米国では、環境保健科学研究所 (HESI, The Health and Environmental Sciences 

Institute) の Translational Biomarkers of Neurotoxicity (NeuTox) Committee が試験評価系の

実現可能性を検討している (Shirakawa and Suzuki, 2020; Roberts et al., 2021)。 

MEA は原理的に細胞外計測であり、スライス標本のような神経回路活動が計測できる

はずであるが、スライス表面との接触面ではスライスへのガス供給が絶たれること

や、良好な接触ができても長期の計測は困難であることから現実的な応用は限られて

いる。もっぱら分散培養系で用いられるが、この場合は分散培養で痙攣発作リスクが

検証できるかどうかについて慎重な検討が必要となる。また、分散培養の場合は培養

にかかる時間も問題である。 

現在の段階では、前臨床試験における in vitro での痙攣発作リスクを評価する標準的な

試験デザインやガイドラインは確立されていない状況である。そのため、前臨床試験

における痙攣発作リスク評価は、イオンチャネル機能や神経伝達物質放出の変化に対

する医薬品候補化合物のメカニズム検索に焦点を当てることが一般的である。 
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1-1-3 痙攣発作の発生メカニズム 

 

痙攣発作につながるメカニズムは明確ではない。痙攣発作を起こす必要条件となる脳

の過剰興奮は、シナプスのシグナル伝達の変化やイオンチャネルの内因性興奮性から

説明できるものもある。シナプスレベルでは、興奮性グルタミン酸作動性 (AMPA、

NMDA、カイニン酸受容体など) や抑制性シグナル (GABA、グリシンなど) の変化が、

痙攣発作を引き起こし得るメカニズムとされている (Fukata and Fukata, 2017)。内因性興

奮性では、活動電位の発生と伝播に重要な電位依存性ナトリウム (Na+)、カリウム (K+)

及びカルシウム (Ca2+) イオンチャネルの機能調節の関与が指摘されている (Kaplan et al., 

2016; Köhling and Wolfart, 2016; Rajakulendran and Hanna, 2016)。また、海馬や扁桃体の

神経細胞死が大脳辺縁系ネットワークの興奮/抑制のバランスを変化させることで、痙

攣発作が起こりえることも知られている (Sloviter, 1994; Baram et al., 2011)。 

すなわち痙攣発作の発生メカニズムは、神経細胞の興奮性、神経回路の興奮性などを

調節する複数の薬理学的ターゲットや細胞機構が関与する複雑なプロセスであること

がわかっているものの、どの脳領域でどの様に過剰興奮性が亢進することが痙攣発作

につながるかも含め基本的な情報を探索する段階にある。このため、MEA のような分

散培養系を対象とする実験手法、行動解析及び EEG 解析よりも、実験動物を用いた過

剰興奮発生のメカニズムを検証可能な in vitro（スライス標本）での神経回路応答の計

測手法の開発が適切と考えられる。 

スライス標本での神経回路応答性の計測には長く電気生理学的手法が使われ、計測さ

れる計測値と生理学的メカニズムの応答は比較的良くわかっている。一方、スライス

標本をつかっても、使用される電極の数が少ないため、空間的な解像度において厳し
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く制限される。一部の箇所から詳細な情報が得られるが、ネットワークダイナミクス

の全体像が不足してしまうのが現状である (Karadas et al., 2018)。 

痙攣発作のような脳の広範な神経回路の過剰興奮を検証するためには、より包括的な

計測方法の開発が待たれていた。 

 

1-1-4 電位感受性色素 (Voltage Sensitive Dye; VSD) の特徴及び応用 

 

In vitro 脳スライスを用いた電気生理学的手法には、電極の数を増やせない制約や、

個々の細胞の活動を測定することが困難という欠点がある。このような問題を解決す

る手法の一つとして、電位感受性⾊素 (Voltage Sensitive Dye; VSD) による光計測法があ

る (Grinvald and Hildesheim, 2004; Homma et al., 2009; Tominaga et al., 2013, 2018)。Voltage 

sensitive dye (VSD) は、神経細胞の細胞膜に取り込まれ、膜内外の電位差 (膜電位) に比

例的な光特性変化を示す分子プローブである。この色素を用いることで、ミリ秒オー

ダーで変化する膜電位変化を光学的に計測し、神経細胞の活動電位とシナプスの受容

電位を網羅的に可視化することができる。光計測法は、高い時間分解能を持ち、複数

の細胞の活動を同時に記録することが可能であり、従来の電気生理学的手法では困難

だった詳細なネットワークの動態を研究するための有用な手段となると考えられる。 

VSD を用いて、神経活動による高速な膜電位変化を記録するためには、カメラシステ

ムに高い時間分解能が要求される。さらに、VSD の膜電位変化に対する応答は、10-4か

ら 10-5 (変化率) と非常に小さいため、ダイナミックレンジの広くかつノイズの小さなカ

メラが必要で、ノイズ (機械的ノイズ、振動) の低い条件でないと信頼性のあるデータ

を取得することができない。 

VSD はその応答速度から、高速応答色素と低速応答色素に分けられる (表 1)。神経回
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路の動態解析では数ミリ秒単位の電位変化から計測する必要があり、神経回路の解析

では高速応答色素が用いられる。高速応答色素の応答速度は nsec に及び、色素として

の応答時間は十分に早い。VSD は大別して水溶性の高い色素と、脂溶性の高い色素が

あり、使用する VSD は、実験に応じて、選択する必要がある。例えば、スライス標本

においては、水溶性の吸光色素の RH-155 は染色しやすいが、洗い流されてしまうた

め、長期間の測定には適していない (冨永 and 冨永, 2011)。また、吸光色素は染色料に

応じた校正ができないので、より正確な膜電位応答を測るには蛍光色素が用いられ

る。蛍光色素の一つである Di-4-ANEPPS は非常によい特性を有している (Loew et al., 

1992) が、脳組織での使用においては染色方法などに課題がありあまり使用されていな

かった。Di-4-ANEPPS を DMSO で溶解するのではなく、エタノールを溶媒に用いるこ

とで最適な色素となることが報告されている (Tominaga et al., 2000)。 

また、脳スライスの標本を容易に取り扱うために、アクリル樹脂のリングにミリポア

社のメンブレンフィルター (OMNIPORE MEMBRANE FILTERS, 0.45 µm; JHWP01300) 

を貼りつけたものにスライスを載せ、これをチャンバーシステムにはめ込むように固

定し、スライスが動くことなく、ガスや生理塩溶液の良好な交換を可能になった 

(Tominaga et al., 2000)。このように、VSD 光計測法には多くの技術的課題 (カメラシス

テム・光学系の確立、VSD の選択・染色法の確立及びスライス標本作成・長期計測の

確立) があったが、生理機能の定量的な解析が可能となった (Tominaga et al., 2000, 

2019)。 

海馬は記憶や学習の鍵となる神経回路である。実際、海馬のスライ標本−中でも CA1

野は、記憶学習に関係した基礎研究や、認知症関連の脳研究でこれまでに最もよく研

究されている神経回路標本であり、脳神経科学の最も代表的な神経回路モデルとなっ

ている。特にその解剖が比較的単純な層構造をしていることが、研究材料としての利
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点の一つである。この特性があることは神経回路の光学的計測にとっても大きな利点

であり、組織から計測される光学信号を、神経細胞の樹状突起、細胞体などの膜構造

からの信号として解析することで、信号の変化と細胞機構の対応をよくとることがで

きる。すなわち、海馬 CA1 野の放射状層 (stratum radiatum; SR) の光信号は、尖端樹状

突起 (apical dendrite) の応答として解釈することが可能である。また、錐体細胞層 

(stratum pyramidale; SP) の光信号を細胞体の応答として評価することができる。この関

係を用いることにより、海馬 CA1 野の光信号の変化を錐体細胞の各膜区分の電気生理

学的特性の変化として評価することが可能となる。このような利点を活かして多くの

VSD による海馬の光計測研究が⾏われている (Grinvald et al., 1982; Barish et al., 1996; 

Tominaga et al., 2000, 2001, 2002; Inoue et al., 2001; Mochida et al., 2001; Aihara et al., 2005; 

Mann et al., 2005; Chang and Jackson, 2006)。 

痙攣発作誘発の機構は未だに決まっていないが、てんかんで見られる過剰興奮との関

連は明らかである。てんかんの発生領域（焦点）として、前脳、側頭葉が挙げられる

が、側頭葉性てんかんは、てんかんの代表的なモデルとして研究されている。海馬は

側頭葉てんかんモデルにおいて、痙攣発作の誘発に重要な役割を果たしていることが

知られている (Schwartzkroin, 1994)。 

以上のことから、VSD を用いて痙攣発作リスク評価を海馬で行うことは有用であると

考えられる。さらに、海馬スライス標本は、脳に存在する神経回路やシグナル伝達経

路をある程度保持しているため、VSD を用いた痙攣発作リスク評価のモデルシステム

として利用できると考えられる (図 4)。 
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1-2 研究の目的 

 

本論文では、医薬品開発における痙攣発作リスク評価の現状を把握するために

PubMed 検索による先行研究調査を行い、それらの考察を行った。また、陽性対照物質

としてピクロトキシン (PiTX) 、ガバジン (GZ)、4-アミノピリジン (4AP) 及びピロカル

ピン (Pilo) を代表的な痙攣発作誘発化合物として選定した。マウスの海馬スライスにお

ける神経回路機能を Di-4-ANEPPS を用いた VSD ベースのアッセイによる定量・可視化

を検討した。この検討により、痙攣発作リスクの新しい評価法を提案することを目的

とした。  
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第 2 章 痙攣発作リスク (seizure-liability) 評価の先行研

究調査 

 

2-1 序論 

 

前臨床試験における中枢神経系の毒性評価は、主に Irwin 法又は FOB などの in vivo 試

験が中心であったが、2014 年以降、MEA を含む in vitro 痙攣発作リスク (seizure-

liability) 評価の研究が国内外で積極的に展開されている。そのため、in vivo 試験を含

め、痙攣発作リスク評価の先行研究調査を PubMed 検索により行い、医薬品開発におけ

る痙攣発作リスク評価の現状を把握し、それらの考察を行った。 

 

2-2 方法 

 

2-2-1 検索ワードの設定 

 

医薬品開発における痙攣発作リスク評価については、seizure-liabilityというワードが

使用されていることから、「seizure-liability」を設定し、PubMed で検索した (検索日：

2023 年 8 月 31 日)。 

 

2-2-2 文献の選択 

 

PubMed により検索された文献について、review 及び reprint に該当するものは、除外

した。また、文献の内容について、医薬品開発又は drug-induced seizure に関連のないも
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のも除外した。 

 

2-2-3 文献内容の分類 

 

選択された文献の内容について、試験種 (in vivo/in vitro)、用いた動物・細胞等 

(Species; Rat, Mouse, Dog, Monkey, Zebrafish, Rodent cells, Human iPS cells)、評価法 

(Method; Brain slice electrophysiology, Brain slice MEA, Cells MEA, EEG, Machine learning, 

Principal component analysis  (PCA) , Other) 及び研究限界 (Limitation) をキーワードとして

分類を行った。 

 

2-3 結果 

 

2-3-1 文献検索及び選択結果 

 

seizure-liabilityで PubMed 検索した結果、57 報の文献がヒットした。その内、2-2-2 に

より、34 報の文献を選択した (表 2)。 

 

2-4 文献内容の分類結果 

 

試験種 (in vivo/in vitro) 及び用いた動物・細胞等 (Species; Rat, Mouse, Dog, Monkey, 

Zebrafish, Rodent cells, Human iPS cells) の分類結果は、表 2 に示した。試験種につい

て、in vivo が 12 報、in vitro が 24 報となった (同一文献内で in vivo 及び in vitro を実施

している場合はそれぞれカウントした)。用いた動物・細胞等について、Human iPS 

cells (11 報) が一番多く、次いで Rat (10 報)、Rodent cells (10 報)、Dog (6 報) となった。 
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評価法 (Method; Brain slice electrophysiology, Brain slice MEA, Cells MEA, EEG, Machine 

learning, Principal component analysis  (PCA) , Other) の分類結果は、表 3 に示した。評価

方法について、Cells MEA (細胞を用いた MEA 計測、13 報) が一番多く、次いで EEG (8

報)、Brain slice electrophysiology (7 報) となった。研究限界 (Limitation) の分類結果は、

表 4 に示した。研究限界を記載した文献は、16 報であった。 

 

2-5 先行研究調査のまとめ及び考察 

 

先行研究調査の分類結果から、医薬品開発における痙攣発作リスク評価に関する重要

な情報及び示唆を得ることができた。 

試験種に関して、in vivo 試験 (12 報) よりも in vitro 試験 (24 報) が多く報告されてい

た。EEG を用いた報告が in vivo 試験では多かったが、医薬品開発の安全性試験では一

般的ではない。通常、医薬品開発における痙攣発作の検出は、ICH S7 ガイドラインに

記載されている Irwin 法 (Irwin, 1968) 又は FOB (Moser et al., 1995) に従い、ラット、マ

ウス、サル又はイヌ等が使用されている。また、FOB は、8 匹/用量、3 用量での実施さ

れることが多い (Authier et al., 2016b) ため、必要な薬物量や時間的な制約が考えられ

る。したがって、痙攣発作リスク評価において、in vitro 試験の重要性が示唆された。 

評価で用いられた動物・細胞等に関して、従来用いられてきた Rat や Rodent cells に加

え、Human iPS cells (11 報) が最も多く報告された。これは、ヒトと動物の種差を補完

する有力なツールとして注目されている。ただし、iPS 細胞を用いる場合は、測定まで

に 2~8 週間の培養期間が必要であり (Tukker et al., 2020b, 2020a; Ishibashi et al., 2022, 

2023; Matsuda et al., 2022; Yokoi et al., 2022; Rockley et al., 2023; Zhai et al., 2023)、iPS 細胞

由来のオルガノイドの場合は、3 ヶ月の培養期間 (Yokoi et al., 2021) が必要である。こ
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のため、測定までの期間及びコスト面において、デメリットがあると考えられた。 

評価方法に関して、Cells MEA (細胞を用いた MEA 計測、13 報) が最も多く報告され

た。これらの評価法は、24~96 well プレートを用いることで、in vivo 試験や他の in vitro

試験に比べて高いハイスループット性を持ち、近年は国内外で積極的に利用されてい

る。また、Machine learning や Principal component analysis (PCA) を用いた評価法 (Zhang 

et al., 2011; Ishibashi et al., 2021, 2022, 2023; Matsuda et al., 2021, 2022; Lipponen et al., 2023) 

についても報告され、その有用性が示されている。 

研究限界 (Limitation) に関して、in vivo 試験、in vivo 試験を問わず、種差 (ヒトと動物

の違い)、評価 (実験) デザイン上、痙攣発作リスクを検出できない可能性があること、

評価法の検証のためには、より多くの化合物を評価することが挙げられる。現状にお

いて、痙攣発作リスク評価 (法) は、発展途上にあり、今後の評価方法の確立や、他の

情報 (血中濃度、薬物動態、代謝物) を加味した評価が求められると考えられた。  
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第 3 章 マウス海馬スライスにおける膜電位感受性色素

イメージングを用いた in vitro 痙攣発作リスク評価 

(本章の内容に関しては、Front. Cell. Neurosci. 17:1217368 (2023) に発表済み) 

 

3-1 序論 

 

薬剤誘発性の痙攣発作は、主に興奮性神経伝達の亢進、抑制性神経伝達の低下、又は

その両方のアンバランスが原因となる。このような薬物の有害反応は、薬剤の臨床使

用の失敗や有望な薬剤の市場撤退、薬剤のセカンドラインへの格下げにつながる可能

性がある。そのため、前臨床試験の初期段階で痙攣発作を検出するスクリーニングア

ッセイは、リード化合物の最適化に寄与し、候補化合物の選択に大きく貢献する可能

性がある。 

in vitro 痙攣発作リスク評価の手法として、海馬スライスを用いた電気生理学的実験に

おいては、Schaffer 側枝経路 (SC) に電気刺激を与え、CA1 領域における錐体細胞層の

集合スパイク及びその面積を測定し、これらを評価の指標としている。集合スパイク

は、神経細胞の発火活動の総和を示しており、化合物の痙攣発作リスクを反映するも

のと考えられる。しかし、従来の電気生理学的手法では、設置できる電極数に制約が

あり、個々の細胞の活動を測定することが困難であった。それらを解決するために、

膜電位感受性色素 (VSD) を利用することで、ミリ秒単位で膜電位変化を光学的に測定

し、神経回路の微細な変化の可視化・定量化することが可能となった。 

本章では、海馬スライス標本の VSD アッセイにより、神経細胞の活動電位とシナプス

の受容電位を測定し、その結果から in vitro での新しい痙攣発作リスク評価法を提案し

https://doi.org/10.3389/fncel.2023.1217368
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た。 

 

3-2 方法 

 

3-2-1 VSD によるスライス作製と染色 

 

すべての動物実験は、徳島文理大学実験動物委員会の承認を得たプロトコルに従って

行った。4~7 週齢の雄マウス (C57BL6) を深部イソフルラン麻酔下で断頭し、厚さ 350 

μm の海馬スライス標本を作成した。スライス標本の作成、VSD の調製や染色は、冨永

ら (Tominaga et al., 2019) が発表した方法を採用した (図 5)。 

具体的な手順として、脳を氷冷人工脳脊髄液 (ACSF; 124 mM NaCl、2.5 mM KCl、2 

mM CaCl2、2 mM MgSO4、1.25 mM NaH2PO4、26 mM NaHCO3及び 10 mM グルコース, 

pH7.4, 95% O2/5% CO2 混合ガスでバブリング) 中で急速に冷却した。5 分間冷却した

後、海馬を周囲の皮質とともに切り離し、海馬構造全体を寒天ブロック上に置いた。

腹側の垂直面側をシアノアクリレート接着剤でビブラトーム (VT-1000 及び VT-1200S、

Leica) に取り付け、海馬を含む 350 μm 厚の横断切片を切り出した。各切片をメンブレ

ンフィルター (Omnipore, JHWP01300、孔径 0.45 μm、Merck Millipore Ltd.,MA, USA) が

固定されたプレキシガラスリング (内径 11 mm、外径 15 mm、厚さ 1~2 mm) 上のフィル

ターに移した。 

プレキシガラスリングをモイストチャンバー内で 95% O2/5% CO2 混合ガスを ACSF を

通して連続的にバブリングしながら、28°C の温度で 25 分間保ち、その後室温に戻し

た。1 時間のインキュベーション後、スライスを 100-110 μLの VSD 染色液[0.1 mM Di-

4-ANEPPS (D-1199, Thermo FisherScientific Inc., MA, USA) , 2.7%エタノール, 0.13% 
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CremophorEL (Sigma-Aldrich Co.) , 50% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich Co.) , 50% ACSF] 

で、20 分間染色した。スライスは記録前に遮光して室温で少なくとも 1 時間インキュ

ベートした。 

 

3-2-2 刺激と電気生理学的計測 

 

海馬スライス標本は、プレキシガラスリングごとサブマージチャンバーに移し、1 

mL/min の速度で 31℃に加温した ACSF を連続的に灌流し、95% O2 / 5% CO2 混合ガス

でバブリングした。Ag/AgCl ワイヤーを挿入した内部に ACSF を満たしたガラス電極を

刺激用電極及び記録用電極として使用した。これらの電極により、Schaffer 側枝経路 

(SC) 刺激による Cornu ammonis 1 (CA1) の放射状層 (SR) のフィールド興奮性シナプス

後電位 (fEPSP) を測定した。 

フィールド電位の記録は、差動増幅器 (モデル 3000；AM Systems, WA, USA；ローパ

スフィルター3 kHz、ハイパスフィルター0.1 Hz、ゲイン 100) を用い、ESTM-8 のアナ

ログ入力を 10 kHz サンプリングし、16 ビットの AD コンバーターでデジタル化を経

て、コンピューターに入力された。電気生理学的データの解析はこれらの記録に対し

て行われた。なお、電気生理学的記計測と光計測は互いに影響を及ぼさなかった。 

刺激周波数は、実験中ずっと 0.05 Hz を維持した。刺激強度は、電気刺激装置 (ESTM-

8, Brainvision, Inc.) 及び IgorPro (WaveMetrics Inc.) のマクロプログラムで制御した。 

 

3-2-3 VSD 光信号の計測 

 

VSD 光信号の計測は電気生理学的計測と同時に行った。スライス標本の上方に焦点距
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離が 20 mm の水浸対物レンズ (開口数 =0.35、Brainvision Inc.、東京)、1.0 倍のライカマ

イクロシステムズ (投影レンズ)、ダイクロイックミラー (λ = 575 nm)、励起フィルター 

(λ = 530 ± 30 nm) 及び発光 (λ > 590 nm) フィルターからなる落射蛍光顕微鏡を設置し

た。スライス標本からの蛍光は、CMOS カメラ (MiCAM02、Brainvision Inc.) で取得し

計測した。VSD 蛍光の初期蛍光量に対する変化の割合 (ΔF/F) を光信号として用いた。

MiCAM02 カメラ (12bit ADC, 4.5 × 105 well depth, 70 dB) で 0.6 ms/frame で撮影した。ま

た、光信号は、5 × 5 × 3 (水平 × 垂直 × 時間; σ≈1) のガウシアンカーネルを用いて、空

間的及び時間的に 2 回フィルタリングし、光信号の解析は、IgorPro ソフトウェア 

(WaveMetrics Inc.) で行った。なお、フィールド電位記録も MiCAM02 システムのアナロ

グ入力で取り込み、電気生理学的データと光信号の時間相関を継続的に確認した。 

 

3-2-4 使用した薬物 

 

本章で用いた痙攣発作誘発性化合物の濃度、溶媒及び作用機序は表 5 に示した。ピク

ロトキシン (PiTX)、SR955331 (ガバジン:GZ)、4-アミノピリジン (4AP) 及びピロカルピ

ン塩酸塩 (Pilo) で Sigma-Aldrich Co.及び Tocris から入手した。これらの化合物のストッ

ク溶液 (1000×) は、各々の溶媒で調製し、分注後には-20℃で凍結保存した。使用直前

には、これらの溶液を、酸素を含んだ ACSF で希釈して使用した。その他の試薬は日本

国内の代理店から入手した。 

 

3-2-5 データ処理と統計学的処理 

 

電気生理学的記録では、SR に設置した電極から 30 秒ごとに (合計 204 回) フィールド
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電位を取得し、fEPSP slope を算出した (図 6A、B)。同時に、VSD 光学データも 30 秒ご

とに記録 (0.6 ms/frame×512 frame、トータル 307.2 ms) し、SR 及び SP の反応波形を取

得した。1 つの脳スライスから 307.2 ms の記録が 204 件取得されることになる。光信号

と電気生理学的信号は、Igor Pro ソフトウェアで開発されたカスタムマクロを用いて同

時に解析された。すべてのデータは平均 ± 標準誤差で表示し、n はスライス数を表す。

統計解析は R 統計ソフトウェアパッケージ (4.1.2; R Core Team, 2021) を用いて行った。

統計学的有意差は、一元配置分散分析の後に Dunnett の検定を実施し、p 値が 0.05 未満

の場合を有意差ありと判断した。図中では統計学的有意差を示す記号を、ns (有意差な

し)、* (p < 0.05)、** (p < 0.01) 及び *** (p<0.001) で表記した。 

 

3-3 結果 

 

3-3-1 痙攣発作誘発性化合物の fEPSP slope に対する影響 

 

興奮性シナプス後場電位 (fEPSP) は、神経細胞入力に対する直接的なシナプス応答と

して重要である。そのため、本研究では、fEPSP slope (図 6B) を CA1 領域の生理学的反

応のモニタリングとして用いた。図 6 に示す実験スキームで、痙攣発作性化合物である

PiTX (1~100 µM)、GZ (0.1~10 µM)、4AP (10~100 µM) 及び Pilo (10~100 µM) を用いて、

それぞれ 3 濃度 (低、中、高濃度) で試験し、fEPSP slope に及ぼす影響を調べた (図 7A-

D)。 

その結果、PiTX は高濃度 (100 μM) で fEPSP slope を有意に減少させ (68.63 ± 1.39%、p 

< 0.001) 、中濃度 (≧1 μM) の GZ も同様であった (80.39 ± 2.43%、p < 0.05; 40.94 ± 

2.46%、p < 0.001)。Pilo は、低濃度 (≥10 μM) で fEPSP slope を強く減少させた (26.80 ± 
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1.47%、21.02 ± 1.66%、19.70 ± 1.43%、p < 0.001)。4AP は中濃度 (40 μM) では fEPSP 

slope を有意に上昇させたが (133.16 ± 2.39%、p < 0.05)、高濃度 (100 μM) では slope を上

昇させる傾向があった。 

 

3-3-2 VSD イメージングを用いた痙攣発作誘発性化合物の神経細胞の活動に対

する影響 

 

fEPSP と同時に VSD イメージングを用いて、Schaffer 側枝経路刺激に対する神経細胞

活動の伝播パターンを観察した (図 8)。 

その結果、PiTX は中濃度 (10 μM) でより顕著で応答時間の長い神経興奮を引き起こし

た。また、高濃度 (100 μM) で顕著な効果が観察された (図 8B 左上)。同様に、GZ は中

濃度以上 (≧1 μM) で、同様の顕著な持続的で大きな神経興奮を示した (図 8B 右上)。さ

らに、4AP も中濃度以上 (≧40 μM) において、同様の応答が見られた (図 8B 左下)。一

方で、Pilo は低濃度以上 (≧10 μM) で CA1 領域における神経興奮の減弱が認められた

(図 8B 右下)。 

 

3-3-3 痙攣発作誘発性化合物の VSD 光信号応答に対する影響 

 

SR (刺激電極と記録電極の中央部、図 9A) における光信号の波形を比較し、各化合物

の効果を評価した (図 9)。各化合物濃度及び処理時間の条件は、3-3-1 と同様である。 

PiTX は高濃度 (100 μM) で持続反応の上昇を引き起こし、GZ は中濃度以上 (≧1 μM)で

同様の反応を引き起こした (図 4Bi、Ci)。4AP は高濃度 (100 μM) で即時ピークの明確な

上昇がみられ、中濃度以上 (≧40 μM) では持続反応の上昇を引き起こした (図 9Di)。一
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方、Pilo は即時ピークの振幅の顕著な減少を引き起こした (図 9Ei)。 

 

3-3-4 トレース波形の定量化パラメータ設定及び解析 

 

トレース波形の定量化し、さらに詳細に解析した。即時ピーク値 (immediate peak)、

即時後ピーク値 (post-immediate peak) 及び持続反応値 (sustained response) の 3 つのパラ

メータを設定し た(図 9Bi~Ei)。各化合物濃度及び処理時間の条件は、3-3-1 と同様であ

る。 

PiTX は即時ピーク値には影響を与えなかったが、高濃度 (100 μM) では持続反応値を

上昇させた (6.65 ± 0.97、p<0.001)。GZ は高濃度 (10 μM) で即時ピーク値を下降させ 

(3.97 ± 0.15、p<0.001)、持続反応値を上昇させた (7.47 ± 1.24、p < 0.001)。4AP はまた、

高濃度 (100 μM) で即時ピーク値を上昇させ (6.36 ± 0.24、p < 0.05)、中濃度以上(≧40 

μM) で持続反応値を上昇させた (3.17 ± 0.28 及び 3.91 ± 0.33、p < 0.001)。一方、Pilo は

低濃度以上 (≧10 μM) で即時ピーク値を下降させた (2.32 ± 0.15、1.90 ± 0.14、1.65 ± 

0.14; それぞれ p < 0.001) が、持続反応値には影響しなかった。 

さらに、最大持続反応値と即時後ピーク値の差を ΔSPi 値として計算した (図 9Bii-

Eii)。PiTX 及び Pilo は、∆SPi 値に影響は無かったが、GZ は中濃度 (1 μM) で ΔSPi 値を

下降させ (-1.87 ± 0.32、p < 0.05)、高濃度 (10 μM) で ΔSPi 値を上昇させた (0.86 ± 0.62、

p<0.01)。4AP は、中濃度以上 (≧40 μM) で、∆SPi 値を上昇させた (0.93 ± 0.23 及び 1.40 

± 0.18、それぞれ p<0.001)。 

 

3-3-5 痙攣発作誘発性化合物の PR-ratio に対する影響 
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SR の光信号は EPSP に依存し、SP の光信号はスパイクに依存することが報告されてい

る (Tominaga et al., 2009)。そのため、尖端樹状突起で発⽣する EPSP に対して、細胞体

で活動電位が発⽣する割合 (EPSP-活動電位発火制御) の指標として、SR 応答に対する

SP 応答の比 (PR-ratio) を採用し、解析を行った。各化合物の影響を比較するため、各化

合物濃度及び処理時間の条件は、3-3-1 と同様で行った。 

その結果、各化合物の代表的な VSD 光信号応答の波形 (10 V 刺激及び 55 V 刺激)は、

図 9Bi-Ei と同様の変化を示した (図 10Aii)。PR-ratio は興奮性と抑制性との比率の指標

であり、特に弱い刺激レベルでは細胞体への抑制性入力に敏感に反応することが分か

っている (Tominaga et al., 2009)。図 10Bi~Ei は、PR-ratio の算出に必要な SP 及び SR の

最大即時ピーク値の各濃度と刺激強度による変化を示している。PiTX と GZ の SP 応答

と SR 応答の最大値は、濃度の増加とともに上昇しなかった (図 10Bi, Ci)。4AP は濃度

依存的に SP 応答と SR 応答の最大値を増加させ (図 10Di)、Pilo は濃度依存的に減少さ

せた (図 10Ei)。PR-ratio は、各測定点における SP 応答の最大即時ピーク値と SR 応答の

最大即時ピーク値の比として計算した (図 10Ai、赤色塗りつぶし菱形)。 

図 10Bii-Eii は、それぞれ弱刺激 (10 V) と飽和刺激 (55 V) について計算した PR-ratio の

比較を表している。PiTX は、10 V 刺激と 55 V 刺激の両方について、中濃度以上 (≧10 

μM) で平均 PR-ratio の有意な上昇を示した (図 10Bii)。同様に、GZ は中濃度以上 (≧1 

μM) で平均 PR-ratio を上昇させる傾向を示し、55 V 刺激でのみ有意差が観察された (図 

10Cii)。これらの所見は、PiTX と GZ による細胞体での抑制作用の低下を示唆してい

る。一方、4AP は中濃度以上 (≧40 μM) で平均 PR-ratio の上昇を示したが、この効果は

10 V 刺激に限られた (図 10Dii)。つまり、E-S 関係 (興奮性入力と神経細胞のスパイク発

火の間の関連性) への影響は最小限であることが示された。一方、Pilo は弱刺激及び飽
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和刺激において、それぞれ中濃度及び低濃度以上 (30 μM 及び≧10 μM) で平均 PR-ratio

の低下傾向を示したが、ともに有意差は認められなかった (図 10Eii)。 

したがって、PiTX と GZ は細胞体での抑制作用を明らかに低下させ、PR-ratio の顕著

な上昇をもたらした。一方、4AP は E-S 関係にわずかな影響しか及ぼさず、Pilo は PR-

ratio にほとんど影響を及ぼさず、選択した刺激に対して有意差を示さなかった。 

 

3-4 考察 

 

痙攣発作リスク評価において、海馬スライス電気生理学的手法などの in vitro 脳スライ

スアッセイは、初期の安全性薬理の評価に採用されている (Easter et al., 2007; Accardi et 

al., 2016)。このアッセイの予測率は 89%と比較的高いが(Easter et al., 2009)、げっ歯類と

ヒトの間には種差が観察されている (Löscher, 2009; Bankstahl et al., 2012; Nagayama, 

2015)。VSD でのアッセイではミリ秒単位で膜電位の変化を測定し、神経細胞の活動電

位とシナプスの受容器電位を包括的に視覚化することが可能である (Tominaga et al., 

2009)。この特性を活用して、本研究では動物モデル及びヒトで発作を誘発するとされ

る 4 つの化合物が、電気生理学的パラメータ (fEPSP slope) 及び VSD 光学応答に与える

影響を検討した。知る限りでは、本研究は VSD ベースのアッセイを用いた in vitro 痙攣

発作リスク評価への初の適用例を示している。 

 

3-4-1 既報の in vitro 脳スライス実験との比較 (スループット・濃度範囲) 

 

医薬品開発において、スクリーニングアッセイのスループット性は極めて重要であ

る。この点においては、細胞を用いた MEA 測定 (Zhai et al., 2021) にある程度の優位性
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があり、iPS 細胞にも使用できる測定方法である (Tukker et al., 2018, 2020b)。しかしな

がら、痙攣発作が複雑なプロセスで引き起こされる性質を考慮すると、動物試験は依

然として必要である。脳スライス実験は、痙攣発作リスク評価のスループット性の向

上において、大きな前進を示している。さらに重要なことは、スライス実験により、

神経ネットワークの機能へのアクセスが可能になることから、痙攣発作メカニズムの

理解を向上させることができると考えられる。 

脳スライス実験のスループット性 (Easter et al., 2007; Accardi et al., 2018; Zhai et al., 

2021) は、一個体の動物の脳から生理学的な組織を収集するための実験手順によって決

定されるが、データを収集するために必要な時間は、実験手順に関係なく比較的一貫

している。例えば、Easter らの研究 (Easter et al., 2007) では、単一の化合物のデータを

収集するのに約 70 分 (5 つの濃度、2 つの刺激応答関係)であったのに対し、本研究では

刺激応答関係の記録を含めて 100 分であった。ただし、VSD アッセイは、刺激の伝播

の変化の範囲と程度を視覚化でき、記録された画像の視野の任意の部分で定量的な分

析が可能である利点がある。 

本研究で使用された痙攣発作誘発性化合物の濃度範囲について、既報の脳スライスを

用いた痙攣発作リスク評価 (電気生理学的手法及び MEA) で痙攣発作性反応が検出され

た濃度範囲と比較した (表 6)。その結果、PiTX、GZ 及び 4AP の濃度は既存のアッセイ

の範囲内であった。Pilo は VSD ベースのアッセイでは検出されなかったが、これにつ

いては 3-4-3 で議論した。 

 

3-4-2 CA1 領域の生理学的反応をモニターするための fEPSP 

 

本研究では、シナプス活動を直接反映する方法として、fEPSP を用いてスライスの生
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理的活動をモニターした。痙攣発作活動は、シナプス前系統及び後系統の両方におけ

るさまざまな生理的過程によって引き起こされる可能性がある。痙攣発作誘発性化合

物による変化は、シナプス後細胞の変化に加えて、シナプスに由来する変化を反映す

るはずである。 

電気生理学的実験の結果より、PiTX と GZ で fEPSP slope の減少が観察された (図 7Aii, 

Bii)。おそらく、シナプス前 GABAA受容体を介したグルタミン酸作動性伝達のトニッ

ク促進 (tonic facilitation) が GABAA受容体阻害薬により阻害されたものと考えられる 

(Jang et al., 2005)。これは、GABAA受容体拮抗薬の海馬の抑制解除の複雑さを示唆して

いる (Bast et al., 2017)。4AP の fEPSP slopeの増加は、以前に報告されたように、中濃度 

(40 μM) で観察された (Barish et al., 1996)。しかし、高濃度 (100 μM) では、以前の報告 

(Wheeler et al., 1996) とは対照的に、4AP に有意差は認められなかった。4AP の高濃度 

(100 μM) では増加傾向が観察されたが (図 7Cii)、単一の濃度の処理ではなく、低濃度

から高濃度への 4AP 投与濃度の累積適用が影響している可能性が推察された。さら

に、fEPSP slope の濃度依存的な減少が Pilo で観察されたが、Pilo 誘発側頭葉てんかん

のラットモデルでは、てんかん状態発症後に海馬スライスで fEPSP slope の減少が観察

された (Postnikova et al., 2021)。このように、各痙攣発作誘発性化合物の fEPSP slope に

及ぼす影響は、概ね既報と通りであった。 

これらの観察結果は、痙攣発作誘発性化合物によるシナプス変化を浮き彫りにしてい

ると考えられた。しかし、後述の VSD イメージングでは、錐体細胞層における出力機

能とともに、放射状層における EPSP 成分 (図 8) だけでなく、PR-ratio としての入出力

機能 (図 10) 及び異なる時間窓における変化 (図 9：即時ピーク値-即時後ピーク値-持続

反応値比率) にもアクセスすることができる。これにより、個々の化合物が痙攣発作を

誘発するメカニズムの違いが明らかになるかもしれない。 
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3-4-3 VSD イメージングによる神経細胞活動の可視化 

 

PiTX、GZ 及び 4AP は、海馬スライスにおいてより大きく持続時間の長い神経興奮を

起こすことがわかった(図 8B)、痙攣発作様反応が検出できることが示された。 

Pilo の痙攣発作性反応は、VSD イメージングでは検出されなかったが、ラット皮質ニ

ューロンを用いた多電極アレイ (MEA) でも検出できないことが報告されている 

(Bradley et al., 2018)。同様に、ヒト人工多能性幹細胞 (hiPSC) 由来の神経細胞やげっ歯

類の初代皮質細胞を用いた MEA でも、Pilo の用量依存的で明確な痙攣発作原性反応は

検出されなかった (Tukker et al., 2020b)。Pilo 誘発痙攣発作モデル動物の海馬スライスを

用いた VSD イメージングでは、嗅内皮質から CA1 野に直接入力する皮質-アンモン角

経路の顕著な活性化が示されており (Ang et al., 2006)、薬物によって複数の経路を分析

する必要があることが示唆された。 

 

3-4-4 VSD アッセイパラメータによる神経機能への直接的な薬理学的影響の探

索 

 

本研究では、VSD 反応波形について、即時ピーク値、即時後ピーク値及び持続反応値

の 3 つのパラメータを定義した (図 9)。Pilo を除くすべての化合物において、SR におけ

る VSD 光信号応答の波形は持続反応の上昇を示し、痙攣発作性反応が確認された (図 

9E)。GABAA受容体のアンタゴニストでは、高濃度 (100 μM) の PiTX と中濃度以上 (≧

10 μM) の GZ で持続反応値の上昇が観察された。GABAA受容体に対する PiTX の IC50

は 1.15 μM であり、GZ のそれは 0.2 μM である (Ueno et al., 1997; Ng et al., 2017)ことか
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ら、痙攣発作性反応の活性濃度の差は、受容体の IC50の差に関係していると考えられ

た。4AP は中濃度以上(≧40 μM) で持続性反応値と∆SPi 値 (図 9Di、ii) の上昇を示し

た。4AP の処理は、最初のシナプス反応に続く遅延脱分極を引き起こしたが (Barish et 

al., 1996;図 9Di)、PiTX と GZ は長時間の脱分極反応を誘導した (図 9Bi、Ci)。この現象

は、4AP の薬理効果であるカリウム電流の阻害によるものと考えられ、同様の現象は

ラットの脳切片でも観察されている (Barish et al., 1996)。 

これらのことから、VSD 光信号のトレース波形について、即時ピーク値 (immediate 

peak)、即時後ピーク値 (post-immediate peak) 及び持続反応値 (sustained response) の 3 つ

のパラメータを定義し、定量化することにより、神経機能に対する薬理学的影響の探

索ができる可能性が示唆された。 

SR の光信号は EPSP に依存し、SP の光信号はスパイクに依存することが報告されてい

る (Tominaga et al., 2009)。そのため、尖端樹状突起で発生する EPSP に対して、細胞体

で活動電位が発生する割合 (EPSP-活動電位発火制御) の指標として、SR 応答に対する

SP 応答の比 (PR-ratio) を採用した。PiTX と GZ は PR-ratio を上昇させた (図 10Bii、Cii) 

ことから、これらの化合物は GABA 受容体のシャント作用を低下させ、スパイク発火

の閾値を下げることで発作反応を誘導している可能性が示唆された (Mann and Paulsen, 

2007)。同様に、4AP は弱刺激 (10 V) で PR-ratio の上昇を示し (図 10Dii)、スパイク発火

の閾値を下げ、発作反応を誘導する可能性を示している。4AP は低濃度以下 (≦40 μM) 

では D 型カリウムチャネルを阻害し (Storm, 1988)、高濃度では A 型カリウムチャネル

を阻害することが知られている (Gutman et al., 2005)。カリウムチャネルに対するこれら

の作用は、錐体細胞の E-S 発火機能に影響を与え、PR-ratio の修飾に寄与すると考えら

れる。しかしながら、4AP の PR-ratio は 55 V 刺激で有意な変化を示さなかったことか

ら (図 10Dii)、遅延再分極 (図 9Di, ii) が発作反応を誘導している可能性が示唆された。
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以上の結果は、膜電位応答を直接反映する VSD アッセイのパラメータを用いて、神経

細胞機能に対する直接的な薬理学的影響を捉えることにより、未知の発作原性化合物

の作用機序を調べる上で有用であると考えられた。 

 

3-5 結論 

 

本章では、新しい in vitro 痙攣発作リスク評価法の提案を目的とし、マウス海馬スライ

スの VSD アッセイを実施した。このアプローチにより、電気刺激の伝播状態を可視化

し、VSD のトレース波形及び PR-ratio の解析を通じて、痙攣発作誘発性化合物の特性

を明らかにした。 

このアッセイのスループット性は、従来の電気生理学的アッセイと比べ、多くの情報

量が得られると考えられた。 

Pilo の痙攣発作リスクの検出には、まだ課題が残っているものの、海馬スライスの

VSD アッセイは、創薬の初期段階で痙攣発作誘発性化合物を同定するために有用であ

ることを示唆していると考えられた。この手法を用いることで、医薬品研究開発にお

ける遅れを軽減し、痙攣発作誘発のメカニズムや関連する痙攣発作誘発性化合物のリ

スクに関する知見を提供するものと期待される。  
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第 4 章 総括 

 

第 1 章：研究背景として、医薬品開発における痙攣発作のリスク評価が重要であるこ

と、in vitro での痙攣発作リスク評価の現状、痙攣発作の発生メカニズム、そして VSD

の特徴とその応用について述べた。 

第 2 章：先行研究をキーワードによって分類し、痙攣発作リスク評価の現状を把握し

た。報告数から、in vitro 試験の重要性が浮かび上がった。評価対象としてヒト iPS 細胞

の利用が増えつつあるが、長期の培養期間が必要であるという問題点が指摘された。

また、細胞を用いた MEA の利用が増加しているが、その際に評価の限界や種差による

課題が示唆された。痙攣発作リスク評価は、まだ発展途上であり、より包括的な評価

法の必要性が強調された。 

第 3 章：新しい in vitro の痙攣発作リスク評価法を提案するために、マウス海馬スライ

スを用いた VSD アッセイを行った。VSD アッセイによる可視化により、痙攣発作性化

合物の神経細胞への影響を示し、新たなアプローチを提案した。さらに、VSD 波形の

解析により、薬理学的影響の探索が可能となり、神経細胞機能に対する薬物の影響を

検出できる可能性が示された。この海馬スライスを用いた VSD アッセイは、in vitro に

おける痙攣発作リスク評価法として今後の展開が期待される。 
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図表一覧 

 

 

図 1 医薬品が承認されるまでの一連のステップの要約 

[Roses, 2008 より引用] 

医薬品開発は、一般的に前臨床試験及び臨床試験、そして規制当局への申請・承認か

ら成り立っており、その過程には、12~15 年の期間と 2000 億円のコストが必要である

と言われている。前臨床試験は、基本的に標的の同定 (target identification) 、標的のア

ッセイ構築及びスクリーニングの実施 (target assay construction and screening)、標的のバ

リデーション、良好な物性を持つリード化合物及び安全性 (毒性) 確認 (target validation, 

hits to leads medical chemistry safety) などで構成される。臨床試験は、Phase I (健常人で

の安全性確認)、Phase II (小規模の対象患者での安全性・有効性) 及び Phase III (大規模

の対象患者での安全性・有効性) で構成される。  

前臨床試験 臨床試験 申請・承認 
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図 2 臓器・組織系別のプロジェクトの失敗の割合（前臨床及び臨床試験） 

[Cook et al., 2014 のデータから作成] 

前臨床試験では、候補化合物が脱落する主な原因は、毒性であることが知られてお

り、臨床試験においても、医薬品候補化合物の約 34%が中枢神経系の副作用により脱

落している。したがって、中枢神経系の毒性評価が重要であると考えられる。 

  

前臨床試験 
臨床試験 

中枢神経系 

心血管系 

肝臓 

筋骨格系 

遺伝子 

呼吸器系 

腎臓系 

胃腸管系 

その他 
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図 3 seizure-liability (痙攣発作リスク) の論文数の推移 (1987~2023 年)  

[PubMed 検索で seizure-liability (痙攣発作リスク) を入力し、年ごとの論文数で示され

る csv ファイルを改変して作成] 

【図の説明及び本文の要約】 

多電極アレイ (MEA) を含む in vitro での痙攣発作リスク評価の研究報告が、近年増加

している。しかしながら、現在の段階では、前臨床試験における in vitro での痙攣発作

リスクを評価する標準的な試験デザインやガイドラインは確立されていない状況であ

る。特に、前臨床試験では、痙攣発作 (seizure) は、良く観察される中枢神経系毒性の

一つであることが報告されている。痙攣発作の検出は、前臨床試験の後半になるま

で、評価されないため、痙攣発作がある場合は、医薬品開発のタイムスケジュールに

大きな影響を与えることになる。以上、in vitro の痙攣発作リスク (seizure-liability) 評価

法を開発し、創薬の早期に実施することは、企業にとって重要な課題になると考えら

れる。  
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図 4 痙攣発作評価法の概略図  

痙攣発作は脳の異常興奮が原因で引き起こされる。現状、痙攣発作の評価は、in vivo

試験 (Irwin 法又は FOB)に依存している。MEA は、分散培養系を用いて行われることが

多く、神経ネットワークが不完全 (分化不均一性、成熟度など) であると考えられる。

電気生理学的手法では EEG (脳波)、海馬スライスの Population spike (集合スパイク)、イ

ントラパッチ (細胞内電極記録)などがあるが、VSD 計測は、脳全体、海馬の神経回路

などの神経細胞レベルで広い適用範囲がある方法である。VSD を用いて痙攣発作リス

ク評価を海馬で行うことは有用であると考えられる。さらに、海馬スライス標本は、

脳に存在する神経回路やシグナル伝達経路をある程度保持しているため、VSD を用い

た痙攣発作リスク評価のモデルシステムとして利用できると考えられる。  
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図 5 マウス脳からの海馬スライス標本の作成 

[Tominaga et al., 2019 より引用] 

(A) 脳の切断方法の模式図。 (B) 切断後の寒天ブロックへの載せ方。 (C) スライサーで

の切断様式。 (D) 海馬切片 (脳幹部をカット)。 (E) メンブレンフィルター (孔径 0.45 

μm) 付きのプレキシガラスリング。Rostral は鼻側；Caudal は尾側；Dosal は背側；

Ventral は腹側。 
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【図 5 の説明及び本文の要約】 

4~7 週齢の雄マウス (C57BL6) を深部イソフルラン麻酔下で断頭し、脳を氷冷人工脳脊

髄液 (ACSF; pH7.4, 95% O2/5% CO2 混合ガスでバブリング) 中で急速に冷却した。5 分間

冷却した後、海馬を周囲の皮質とともに切り離し、海馬構造全体を寒天ブロック上に

置いた。腹側の垂直面側をシアノアクリレート接着剤でビブラトームに取り付け、海

馬を含む 350 μm 厚の横断切片を切り出した。各切片をメンブレンフィルターが固定さ

れたプレキシガラスリング上のフィルターに移した。プレキシガラスリングをモイス

トチャンバー内で 95% O2/5% CO2 混合ガスを ACSF を通して連続的にバブリングしな

がら、28°C の温度で 25 分間保ち、その後室温に戻した。1 時間のインキュベーション

後、スライスを 100-110 μLの VSD 染色液で、20 分間染色した。スライスは記録前に遮

光して室温で少なくとも 1 時間インキュベートした。海馬スライスは、プレキシガラス

リングを使ってサブマージチャンバーに移し、31℃に加温した ACSF を 1 mL/min の速

度で連続的に灌流し、95%/5% O2/CO2 混合ガスでバブリングした。 
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図 6 実験スキーム：マウス海馬スライスにおける電位感受性色素 (VSD) と電気生理

学的信号の記録 

(A) 光及び電気生理学的信号の記録配置を示す模式図。(B) SR のフィールド電極で記

録したフィールド興奮性シナプス後電位（fEPSP）のトレース波形。 (C) SP 又は SR の

VSD 光信号のトレース波形。黒く塗りつぶした三角形は電気刺激を示す。画像は

BioRender.com で作成。DG は歯状回、SC は Schaffer 側枝、SP は錐体層、SR は放射状

層、ΔF/F は VSD 蛍光の変化量と初期蛍光量の比。 

【図 6 の説明及び本文の要約】 

ガラス電極を刺激電極及び記録電極として使用し、Schaffer 側枝経路 (SC) 刺激による

Cornu ammonis 1 (CA1) の放射状層 (SR) のフィールド興奮性シナプス後電位 (fEPSP) を

測定し、VSD 光信号は SR 及び SP から取得した。電気生理学的記録では、SR に設置し

た電極から 30 秒ごとに (合計 204 回) フィールド電位を取得し、fEPSP slope を算出した 

(図 6A、B)。同時に、VSD 光信号も 30 秒ごとに記録 (0.6 ms/frame×512 frame、トータル

307.2 ms) し、SR 及び SP の反応波形を取得した(図 6A、C)。  
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図 7 痙攣発作誘発性化合物の fEPSP slope に対する影響 

(i) ACSF、溶媒 (Veh.) 及び各化合物［ (A) ピクロトキシン (PiTX)、(B) ガバジン 

(GZ)、(C) 4-アミノピリジン (4AP)、(D) ピロカルピン (Pilo) ］の 3 濃度［低-中-高濃
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度］で、1 濃度あたり 20 分間ずつ作用させた後の fEPSP の傾きの時間経過。刺激-反応 

(S-R) の関係は、化合物の各濃度で行われた (赤実線)。(ii) fEPSP slope に対する化合物

の効果の平均データまとめ。平均 fEPSP slope は、(S-R) 関係の前の fEPSP 勾配（開矢

印）の 10 データポイントから算出した。すべてのエラーバーは、n = 8~16 スライスの

標準誤差。*p<0.05；***p<0.001；ns は有意差なし (Dunnett の検定)。fEPSP は野性興奮

性シナプス後電位；EPSP は興奮性シナプス後電位；Mid.は中濃度。 

【図 7 の説明及び本文の要約】 

神経細胞の興奮性シナプス後場電位（fEPSP）は神経細胞への入力に対する直接的な

シナプス応答で重要である。痙攣発作誘発性化合物である PiTX、GZ、4AP、Pilo の異

なる濃度を使用して CA1 領域で実験を行い、fEPSP slope への影響を調査した。結果と

して、PiTX と GZ は高濃度で fEPSP slope を減少させ、GZ は中濃度でも同様だった。

一方、Pilo は低濃度で強く fEPSP slope を減少させた。4AP は中濃度で上昇を示した

が、高濃度では以前の報告と異なり、有意な変化は見られなかった。4AP の高濃度で

は増加傾向があったが、低濃度からの累積適用が影響している可能性が示唆された。

Pilo は fEPSP slope の濃度依存的な減少を示し、てんかん発症後の海馬スライスでも同

様の減少が観察された。これらの結果は既存の報告と一致した。  
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図 8 海馬への単一刺激による神経活動に対する痙攣発作誘発性化合物の影響 

(A) 90×80 ピクセルの高速度カメラで撮影したマウス海馬スライスの明視野画像。 

(B) 電気刺激後の誘発神経活動の広がりパターン (代表例)。一連の画像は、電気刺激

後の神経活動マップである： PiTX (左上)、GZ (右上)、4AP (左下)、Pilo (右下)。電位変

化は、各ピクセルの蛍光の変化量として測定され、右下のスケールで示されるように

擬似カラーに変換され、スライスの蛍光画像に重ねている。PiTX はピクロトキシン、

GZ はガバジン、4AP は 4-アミノピリジン、Pilo はピロカルピン、C はコントロール 

(ACSF)、V は溶媒、L は低濃度、M は中濃度、H は高濃度、ΔF/F は電位感受性色素蛍

光の変化量と初期蛍光量の比。  
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µM 
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【図 8 の説明及び本文の要約】 

痙攣発作における神経細胞の異常な興奮を理解するため、VSD イメージングを使用し

て神経細胞の活動を観察した。PiTX、GZ、4AP は海馬スライスにおいて神経活動領域

の拡大と伝播時間の延長を引き起こし、痙攣発作様反応を示した。これらの物質は、

神経活動領域の拡大と持続反応の上昇をもたらし、4AP は遅延性の脱分極によって影

響を与えた。一方で、Pilo による痙攣発作性反応は VSD イメージングでは検出されな

かった。Pilo に対する痙攣発作性反応の検出は困難であり、複数の経路を分析する必要

があることが示唆された。  
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図 9 SR における単一刺激後の VSD 光信号応答波形解析 

(A)  光信号検出のための記録セットアップの説明図（90×80 ピクセルの高速度カメラシ
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ステムで撮影）。3 つのパラメータ (Immediate peak、Post-immediate peak 及び

Sustained response) の最大値を解析に利用した。図は BioRender.com で作成。 

(B-E) (i) VSD 光信号応答波形の変化の比較。実線と対応する斜線部分は、n＝8~16 ス

ライスから得られた平均値±標準誤差を表す。 (ii) 各処理濃度における VSD 光信号応答

の最大 immediate peak の比較 (左パネル)、最大 sustained response の比較 (中央パネル) 及

びデルタ最大値 (Sustained response ₋ Post-immediate peak；ΔSPi) の比較 (右パネル)。効

果は n=8~16 スライスの平均 ΔF/F±標準誤差として描かれている。*p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001; ns, 有意差なし (Dunnett の検定)。ACSF、人工脳脊髄液；PiTX、ピクロト

キシン；GZ、ガバジン；4AP、4-アミノピリジン；Pilo、ピロカルピン；VSD、電位感

受性色素；SC、シャファー側副；SP、錐体層；SR、放射状層。 

【図 9 の説明及び本文の要約】 

痙攣発作を誘発する化合物の作用メカニズムを解明するため、トレース波形を定量化

して解析を行った。即時ピーク値、即時後ピーク値、持続反応値の 3 つのパラメータを

設定し、分析を行った結果、Pilo を除く化合物では持続反応値の上昇と痙攣発作性反応

が確認された。GABAA受容体のアンタゴニストでは異なる活性濃度が観察され、これ

は受容体の IC50の差に関連している可能性が示唆された。4AP の処理では持続反応値

と∆SPi 値の上昇があり、これはカリウム電流の阻害によるものと考えられた。VSD 光

信号のトレース波形に基づく定量化は、神経機能への薬理学的影響を探る手法として

有望であることが示唆された。 
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図 10 神経回路機能 (E-S カップリング) 評価のための電圧感受性色素 (VSD) 光信号応

答解析 

10~55 V の漸増刺激で光信号を記録するための配置を示す図。光信号の測定点は、(A) 

(i) の画像の赤い塗りつぶしの菱形で示す。SP と SR のピークの最大値は、 (A) の (ii)の
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画像で白抜き逆三角形で表す。PR-ratio は、SP と SR のピーク値の比として定義され

る。(B-E) (i) 各濃度・刺激強度における SP と SR の最大即時ピーク値の変化を示す。黒

色塗りつぶし三角形は 10 V と 55 V の最大即時ピーク値を示す。プロットは n = 8~16 ス

ライスの平均±標準誤差として図示されている。 (ii) 弱刺激 (10 V) と飽和刺激 (55 V) 

における PR-ratio の比較。n=8~16 スライスでの PR-ratio の箱ひげ図。*p < 0.05; **p < 

0.01; ***p < 0.001; ns, 有意差なし (Dunnett の検定)。VSD, 電位感受性色素; PiTX, ピクロ

トキシン; GZ, ガバジン; 4AP, 4-アミノピリジン; Pilo, ピロカルピン; ΔF/F, 電位感受性色

素の蛍光の最初の蛍光量に対する変化の割合; SR, 放射状層; SP, 錐体層; C, コントロー

ル; V,溶媒; L, 低濃度; M, 中濃度; H, 高濃度。 

【図 10 の説明及び本文の要約】 

SR の信号は、EPSP に依存し、SP の信号はスパイク（発火）に依存することが報告さ

れている。そのため、尖端樹状突起で発生する EPSP に対して、SR 応答に対する SP 応

答の比 (PR-ratio)を採用し、解析を行った。PiTX と GZ は GABA 受容体のシャント作用

を低下させ、スパイク発火の閾値を下げることで発作反応を引き起こす可能性が示唆

された。一方、4AP は低い刺激電圧でスパイク発火の閾値を下げ、発作反応を誘導す

る可能性が示唆された。4AP はカリウムチャネルを阻害し、神経細胞の E-S 発火機能に

影響を与えることで PR-ratio を変化させたが、一部の条件では有意な変化を示さなかっ

た。これらの結果は、膜電位応答を直接反映する VSD アッセイのパラメータを用い

て、神経細胞機能に対する直接的な薬理学的影響を捉えることにより、未知の発作原

性化合物の作用機序を調べる上で有用であると考えられた。  
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表 1 Voltage sensitive dye の種類と特徴 

 Dyes Toxicity Solubility 

Fast voltage sensitive dyes Di-4-ANEPPS Low Amphiphilic 

 RH795 Low Hydrophilic 

 RH414 Low Hydrophobic 

Slow voltage sensitive dyes RH155 High Hydrophilic 

 RH1691 Low Amphiphilic 

 DiBAC4 (3) Low Hydrophobic 
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表 2 選択した文献の試験種及び用いられた動物・細胞等で分類した結果 

Study 

In vitro/In vivo Species 

In 
vitro 

In 
vivo Dog 

Huma
n iPS 
cells 

Minipi
g 

Monk
ey Mouse Other Rat Roden

t cells 
Zebra 
fish 

Accardi et al., 
2018 ✔   ✔   ✔ ✔     ✔     

Authier et al., 
2016a   ✔       ✔           

Authier et al., 
2019   ✔ ✔     ✔     ✔     

Bassett et al., 
2014   ✔ ✔     ✔     ✔     

Bradley et al., 
2018 ✔                 ✔   

Breidenbach et 
al., 2019   ✔ ✔                 

Cassar et al., 
2017   ✔                 ✔ 

Delaunois et al., 
2020  ✔ ✔ ✔                 

Easter et al., 2007 ✔               ✔     
Engers et al., 

2018   ✔         ✔         

Fan et al., 2019 ✔               ✔ ✔   
Hermann and van 

Amsterdam, 2015 ✔               ✔     

Ishibashi et al., 
2021 ✔     ✔               

Ishibashi et al., 
2022 ✔     ✔               

Ishibashi et al., 
2023 ✔     ✔           ✔   

Koseki et al., 
2014   ✔                 ✔ 

Kreir et al., 2018 ✔                 ✔   
Lipponen et al., 

2023 ✔                 ✔   

Lu et al., 2023 ✔     ✔               
Markgraf et al., 

2014 ✔ ✔             ✔     

Matsuda et al., 
2021   ✔             ✔     

Matsuda et al., 
2022 ✔     ✔               

Rockley et al., 
2023 ✔     ✔           ✔   

Scott et al., 2014 ✔           ✔         
Steidl et al., 2019 ✔               ✔     
Tukker et al., 

2020a ✔     ✔           ✔   

Tukker et al., 
2020b ✔     ✔           ✔   

van der Linde et 
al., 2011   ✔ ✔                 

Winter et al., 
2008   ✔                 ✔ 

Yokoi et al., 2021 ✔     ✔               
Yokoi et al., 2022 ✔     ✔               
Zhai et al., 2021 ✔               ✔ ✔   
Zhai et al., 2023 ✔     ✔           ✔   
Zhang et al., 2011 ✔             ✔       
Total 24 12 6 11 1 4 2 1 10 10 3 

  



49 

表 3 選択した文献の評価法で分類した結果 

Study 
Brain 

organoid 
MEA 

Brain slice 
electrophy

siology 

Brain slice 
MEA 

Ca2+ 
oscillation 

Cells 
MEA EEG Gene 

expression 

Ion 
channel 
panel 

Locomoto
r activity 

Machine 
learning 

Phenotypi
c seizure 

assay 

Principal 
componen
t analysis 

(PCA)  
Accardi et 
al., 2018   ✔                     

Authier et 
al., 2016a           ✔             

Authier et 
al., 2019           ✔             

Bassett et 
al., 2014           ✔             

Bradley et 
al., 2018         ✔               

Breidenba
ch et al., 
2019 

          ✔             

Cassar et 
al., 2017                 ✔       

Delaunois 
et al., 
2020  

          ✔   ✔         

Easter et 
al., 2007   ✔                     

Engers et 
al., 2018                     ✔   

Fan et al., 
2019     ✔   ✔               

Hermann 
and van 
Amsterda
m, 2015 

  ✔                     

Ishibashi 
et al., 
2021 

        ✔             ✔ 

Ishibashi 
et al., 
2022 

        ✔             ✔ 

Ishibashi 
et al., 
2023 

        ✔             ✔ 

Koseki et 
al., 2014                 ✔       

Kreir et 
al., 2018         ✔               

Lipponen 
et al., 
2023 

            ✔     ✔     

Lu et al., 
2023       ✔                 

Markgraf 
et al., 
2014 

  ✔       ✔             

Matsuda 
et al., 
2021 

          ✔       ✔     

Matsuda 
et al., 
2022 

        ✔         ✔     

Rockley et 
al., 2023         ✔     ✔         

Scott et 
al., 2014   ✔                     

Steidl et 
al., 2019   ✔ ✔                   

Tukker et 
al., 2020a         ✔               

Tukker et 
al., 2020b         ✔               

van der 
Linde et 
al., 2011 

          ✔             

Winter et 
al., 2008                 ✔       

Yokoi et 
al., 2021 ✔                       

Yokoi et 
al., 2022         ✔               

Zhai et al., 
2021   ✔     ✔               

Zhai et al., 
2023         ✔               

Zhang et 
al., 2011                   ✔     

Total 1 7 2 1 13 8 1 2 3 4 1 3 
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表 4 研究限界の記載のある文献一覧 

Study Limitations 
Accardi et 
al., 2018 

・げっ歯類とヒトとの種差があるが、一般的な動物モデル (ラット、イヌ、ミニブタ、NHPなど) を用いて、

in vitro海馬痙攣発作リスクアッセイを行い、各組織の類似点と微妙な相違点を明らかにすることで、理解を

深めることができる。 
Authier et 
al., 2016 

・部分痙攣発作は脳波で同定できないことがある (焦点性発作放電が遠方や深部にある場合、あるいは神経細

胞の集合体が小さすぎて同期した脱分極活動が脳波で検出できない場合) 。 
Bassett et 
al., 2014 

・痙攣発作の活動は必ずしも脳波に反映されるとは限らない。 
・PTZと異なる作用機序で痙攣発作を引き起こす場合、PTZ痙攣発作閾値試験は痙攣発作リスクを反映してい

ない可能性がある。 
Cassar et al., 
2017 

・偽陰性率が高い (78%) 。 

Easter et al., 
2007 

・フィゾスチグミンの評価には、追加解析が必要であった。 
・実験デザイン上、痙攣性化合物のみが検出される。 
・BBB機能の変化や低酸素障害などの慢性的な作用によって痙攣発作を誘発するような化合物を検出できな

い可能性がある。 
・海馬スライスアッセイでは、ヒトにおける薬物誘発性痙攣発作と強く関連することが知られている素因が全

く考慮されていない 
Hermann 
and van 
Amsterdam., 
2015 

・海馬 CA1領域に焦点を当てたアッセイであり、AchRのサブタイプの構成や発現プロファイルが脳領域によ

って異なるため、他の領域に対して、アッセイ結果を当てはめることが出来ないと考えられる。 
・最大の情報量を得るためには、海馬全域 (又は領域別に) を調べることが望ましいと考えられる。 

Ishibashi et 
al., 2023 

・化合物を累積で処理しているため、神経伝達物質受容体やイオンチャネルを脱感作することが知られている

化合物は、累積処理を避けるべきである。 
・iPSC由来のニューロンは成体ニューロンに比べ未熟である可能性がある。そのため、同じ薬剤でも成体神

経細胞に対する作用は異なる可能性がある。 
Kreir et al., 
2018 

・代謝物による影響や慢性的な暴露による影響を検出することができない。 
・ラット皮質神経は、セロトニン受容体の発現がないことや、グリシン受容体はヒト (新生児) とラット (成
体) で明らかな違いがあり、種差がある。 

Lu et al., 
2023 

・評価化合物数 (25種類) が比較的少なく、さらなるバリデーションが必要と考えられる。 
・今回の研究では陽性対照薬 (4-AP と KA) の濃度が高すぎたため、Ca2+振動を増減させる薬物のカットオフ値

をより明確にするためには、これらの薬物をより低濃度で試験する必要がある。 
・他の in vitroアッセイと比較して、測定パラメータのバラツキが大きい。また、カルシウムトランジェント

の臨床的意義を明らかにする必要がある。 
・本アッセイでは、急性の薬理学的変化に起因する神経細胞活動と痙攣発作リスクの潜在的変化しか検出でき

ない。 
Matsuda et 
al., 2022 

・開発した AIは、発火パターンの異なる様々なヒト iPS細胞やげっ歯類神経細胞に対して高い予測精度を示

さない。そのため、ヒト iPS細胞やげっ歯類神経細胞ごとに新たな AIを作成する必要がある。 
Rockley et 
al., 2023 

・陰性コントロールが一つしか含まれていないこと。 

Steidl et al., 
2019 

・本アッセイの感度を上げ、弱い興奮性化合物も検出できるようにすることが望まれる。 
・本アッセイの検証は 20-30化合物の評価が必要と考えられる。 
・化合物の開発段階の初期において、本アッセイの適切な濃度設定が難しいと考えられる。 
・ラットとヒトの種差。 
・海馬スライスでの評価のため、海馬以外に作用して、痙攣発作を誘発するものを検出することが出来ない可

能性がある。 
Tukker et 
al., 2020 

・限られた数の化合物で評価している。 

van der 
Linde et al., 
2011 

・FEAB (fentanyl/etomidate-anaesthetised Beagle) イヌは中枢神経系への影響を検出することにおいて、信頼性が

高く、高感度モデルであると思われるが、麻酔薬が脳波信号に影響する。 
・このモデルは、痙攣発作活動を伴わない薬物誘発性の行動変化や痙攣 (振戦など) の場合には有用ではな

い。このような特殊な状況では、意識のある動物を用いた研究が必要となる。 
Zhai et al., 
2021 

・wMFR に対する濃度反応で観測されたばらつきや、同調性に関連するエンドポイントの大きなばらつきなど

の技術的限界がある。 
Zhai et al., 
2023 

・培養環境で構築したネットワークやシナプスの構成が in vivoとは異なっている可能性がある。 
・細胞毒性、毒性代謝物、ホメオスタシスの変化、薬物の慢性的な作用を補足的に評価することで、さらなる

考察が得られると考えられる。 
・薬物の遊離血漿中濃度、脳/CSFへの暴露量及び in vitroと in vivoアッセイ間の濃度相関に関する情報が必要

であると考えられる。 
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表 5 使用した化合物 (濃度)、溶媒及び作用機序 

化合物 
使用濃度 

(µM) 
溶媒 作用機序/用途 参考文献 

ピクロトキシン 1, 10, 100 エタノール 

GABAA受容体アン

タゴニストで、痙攣

発作の誘発の研究で

用いられている。 

(Mackenzie et al., 

2002) 

ガバジン 0.1, 1, 10 水 

GABAA受容体アン

タゴニストで、痙攣

発作の誘発の研究で

用いられている。 

(Lindquist et al., 

2005; Johnston, 

2013) 

 

4-アミノピリジン 10, 40, 100 DMSO 

カリウムチャネル

の阻害薬で、in vivo

痙攣発作の誘発の研

究で用いられてい

る。 

(Peña and Tapia, 

2000) 

ピロカルピン塩酸塩 10, 30, 100 水 

ムスカリン性アセ

チルコリン受容体の

アゴニストで in vivo

側頭葉てんかん誘発

モデル作成に用いら

れる。 

(Zimmerman, 

1981; Marchi et al., 

2007) 
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表 6 本研究と既報の脳スライス in vitro 痙攣発作リスク評価の化合物濃度の比較 

化合物 

痙攣発作性反応の濃度範囲 (μM) 

本研究 

濃度範囲 
既報 濃度範囲 [評価法] (参考文献) 

ピクロトキシン 10-100 

10-300 [PS number and PS area in EP] (Easter et al., 2007) 

3-300 [PS number and PS area in EP] (Zhai et al., 2021) 

0.2-100 [MEA] (Bradley et al., 2018) 

10-100 [MEA] (Gao et al., 2017; Fan et al., 2019) 

ガバジン 1-10 
1-10 [MEA] (Bradley et al., 2018) 

0.3-3 [MEA] (Fan et al., 2019) 

4-アミノピリジン 40-100 

10-100 [PS number and PS area in EP] (Easter et al., 2007) 

1-300 [PS number and PS area in EP] (Zhai et al., 2021) 

11-100 [MEA] (Bradley et al., 2018) 

10-100 [MEA] (Fan et al., 2019) 

ピロカルピン ND 
10-1000 [PS number and PS area in EP] (Zhai et al., 2021) 

NEG [MEA] (Fan et al., 2019) 

EP, Electrophysiology; MEA, multiwell microelectrode arrays or multi-electrode array;  

ND, Not determined; NEG, Negative for seizure liability  
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