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研究成果の概要（和文）：本研究では（１）ナノピラーを用いた神経細胞の軸索の誘導制御（２）マイクロウェ
ル構造および架橋膜の最適化（３）シナプス関連因子の導入，という３つの要素技術を並行して進め，神経細胞
との人工的なシナプスの形成を目指した．ナノピラーを用いることで神経細胞の突起の誘導を行い，ピラーへの
分子修飾による細胞の機能発現の可能性を見出した．マイクロウェルにおいては，架橋する自立膜のドメイン構
造の形成と安定化を実証し，シナプス関連因子を強制発現した出芽ウイルス粒子の作出にも成功した．基板上へ
のウイルス粒子のパターニングにより細胞の誘導制御を行えたことから，神経細胞の機能発現の可能性が示唆さ
れた． 

研究成果の概要（英文）：This study was proceeded by solving the following three issues; (1) Control 
of neurite growth using nanopillars, (2) optimization of microwell structures and the control of 
domain structure in suspended lipid bilayers and (3) introduction of synapse related factors onto 
the lipid bilayers. Neurites growth was successfully controlled on nanopillar substrates, and the 
chemical modification of the pillars suggested functional modification of neurites. The domain 
structures in the suspended lipid bilayer over the microwell were also optimized to be stable. 
Budded vesicles, overexpressed with synapse related factors, were also successfully formed. By 
patterning of these BVs on substrates enabled neuronal patterning, suggesting the possibility of 
functional expression in neurons. 

研究分野： ナノバイオ

キーワード： 人工シナプス　神経成長制御　ナノピラー　シナプス形成因子　出芽ベシクル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞のパターニングは，機能発現という目的では行われていなかった．本プロジェクトでは，前述したそれ
ぞれの要素技術を大きく発展させることができた．ナノピラーを用いることで細胞の機能発現を示唆する結果を
得た．マイクロウェルの構造および架橋自立膜におけるドメイン構造の最適化に成功し，膜タンパク質の架橋自
立膜への効率的な再構成が可能となった．出芽ウイルス粒子は，これまでベシクルとして扱われていたが，平面
状に再構成した膜タンパク質としての可能性が広がった．これらは産業的にも様々な分野で活用できる基礎技術
であり，神経細胞の機能発現という本目標以外に，様々な分野での発展が期待される．
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞の情報伝達のしくみの理解は脳機能の解明につながるものであり、学術的にも医学的にも意
義が高い。シナプスの情報伝達は、主に形態形成・機能発現・機能維持の3過程に分類される。それぞ
れの過程において異なるタンパク質が相互作用・情報処理を行い、複雑なプロセスを経て、情報伝達能
を発現し、記憶や学習などの脳機能に大きく関与する。それゆえシナプスの構造・機能の理解は記憶・
学習のメカニズムの解明につながる。しかしながら、これらの過程が分子レベルで発現制御しうるのかという
ことを確かめる分子ボトムアップ的な検討は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、分子ボトムアップテクノロジにより神経細胞との人工的なシナプスの形成を目指す。 
ポストシナプスを模倣した微細加工技術を用いて作製したマイクロウェル構造（微小井戸型構造）の開
口部を架橋し封止する脂質自立膜中にシナプス形成因子を集積化し、誘導した神経細胞の軸索末端
との間のシナプス結合形成を実現する。（図１）さらに、人為的に発現再構成したシナプス形成因子
の種類により、その機能を制御する。 
分子レベルで制御した人工デバイスと、ラット神経細胞との間
にシナプス結合を実現することにより、人工シナプス作製を通
してシナプス結合形成メカニズムの理解を直接的に推し進め
る。これは、シナプス形成因子の探索プラットフォームの構築、
神経・工学・医学分野での新規な技術の実現を目指すもの
であり，神経疾患の新しい治療法に繋がると考えられる。 
 

３．研究の方法 
本研究では、新規インターフェース(人工ポストシナプス)
としてマイクロウェル構造と、神経細胞から成長した神経
突起とのシナプス形成を試みた。 
ポストシナプスでは、プレシナプスからの信号を取得する
ための受容体タンパク質・受容体からのシグナル伝達の
下流にある様々なタンパク質・細胞骨格などの因子が
無数に存在し連携して機能している。そのためシナプス
機能を構築するためには、人工ポストシナプスにそれら
の因子を封入・機能させる必要がある。マイクロウェル構造は、ウェルの開口部を脂質自立膜で封止し、
その脂質膜内で膜タンパク質が活性を保持するため、まずシナプス形成因子をボトムアップ的にマイクロウ
ェル構造へ埋め込むための方法を検討した。一方、ラット神経突起末端を、作製した人工ポストシナプス
上へ誘導するために、脂質支持膜で覆われた基板上へ細胞を成長する必要があるが、人工脂質膜上
で神経細胞の成長は困難である。そのため、ナノピラー基板を用いることで、脂質支持膜と細胞とが接す
ることがない環境を構築した。（図２） 
以上のストラテジーをふまえ、研究は以下３つの分野を分担して進めた。（１）ナノピラーを用いた神経
細胞の軸索末端の誘導制御。（２）人工ポストシナプス構築のためのマイクロウェル構造の構築。
（３）分子ボトムアップテクノロジによるシナプス形成因子導入手段として出芽ウイルス粒子の作出とそ
の機能確認。これらの基礎技術の検討により、マイクロウェル構造に基づく人工シナプス結合を目指した。 

図１ 人工シナプスの概念図。 
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図 2 ナノピラー上に細胞を誘導する 
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４．研究成果 
 
（１）神経突起の成長制御 
マイクロウェルの開口部でタンパク質を再構成するために用いる脂
質膜上には神経細胞が成長しないことから、神経細胞をマイクロ
ウェルまで誘導するために、ピラーを用いて脂質膜とは接触しない
環境を構築し神経細胞を成長させた。自発展開により脂質支持
膜を作製した a-Si ピラー基板において、脂質がピラー上部には展
開していないこと確認し、ピラー上への選択的な神経成長に成功
した(図１)。さらに金ピラー基板を用い、ピラー上部のみ選択的に
SAM 修飾を行うことで神経成長の選択性を向上した。 
ここでは、ピラー基板における神経細胞とナノ加工基板との親和
性を検討するための要素技術として、ピラー基板における神経細
胞の蛍光観察技術および、FIB/SEM による界面の観察技術を
構築した。 
また、ピラーについては材料・直径・間隔の異なる基板を作製し、
神経細胞成長を検討した。さらにピラーとマイクロウェルの混在する
ピラー/マイクロウェルハイブリッドチップについては、電子ビーム描画・
エッチング・材料の堆積技術を駆使することで、ガラスおよびシリコン
基板上に、数μm 直径のウェルアレイを、ピラーアレイから数μm の
位置に作製することに成功した。 (図 4) 
 
（２）神経突起のシナプス形成因子による影響 
成長した神経細胞のシナプス形成因子による影響について基礎検討を行った。シナプス形成因子である
細胞接着分子 1 に着目し、基板上に金をパターニングし、チオール SAM を介して抗体を結合し、神経
細胞を培養した際の神経細胞の成長に与え
る影響について光学顕微鏡および SEM によ
り検討した。コントロール基板では細胞がラン
ダムに成長したのに対し、細胞接着分子１
基板では抗体を結合した範囲で細胞が選択
的に成長することがわかり、神経との親和性の
向上が示された。(図５上) 
さらにピラー上に抗体を修飾した場合は、ピラ
ー上の神経突起の形態に変化が確認された。
（図５下）そのときの神経突起のタンパク質
発現を超解像顕微鏡による検討したところ、
シナプス形成タンパクの発現が増加している
様子が見られたが、より詳細な検討のために
は試料調整の最適化が必須であることが分
かった。 
 

図 5 細胞接着分子 1 による神経成長への影響。(上：
金パターン直径 200um，下：ピラー直径 500nm） 

コントロール 細胞接着分子１

図 4 ピラー/マイクロウェルハイブリッ
ド基板。(ピラー直径 500nm，ウェ
ル直径 4um) 

図 3 ピラー上に成長した神経突起
の蛍光顕微鏡像。（G:tau，R:脂
質，ピラー直径 500nm，パターン
幅 2～10um） 
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（３）出芽ウイルス粒子の作出および脂質膜への融合： 
マイクロウェル構造へシナプス形成因子を導入する手段として、バキュロウイルス由来の出芽ウイルス粒子
を用いた。まず動物種やバイオリソースからの cDNA 入手可能性等を参考にしながら、神経シナプスの細
胞接着性膜タンパク質の一群から、人工シナプス構築のキーとなる数種類のターゲットタンパク質を選択
し、発現に必要となる組換えバキュロウイルスの作出を行った。また、蛍光タンパク質の融合タグを持つイン
テグリンを発現したウイルス粒子を用いて GUV 膜への膜融合を確認した。 
シナプス関連因子のうち、ラットのカドヘリン 2、ならびに、細胞接着分子 1 について、全長のもの、ならび
に C 末端に蛍光タンパク質を融合したものを提示する組換えバキュロウイルスを得た。感染させた Sf9 細
胞の検鏡から、後者の発現細胞において細胞質の分離が阻まれた形態が認められることが分かり、発現
したタンパク質の機能評価の一方法となることが示唆された。さらにSf9細胞の検鏡を進めたところ、２種
類の間で細胞レベルでの感染後の分裂途中において接着挙動に起因すると考えられる、形態的に明瞭
な差異が認められることを確認したことを発表した。 
また、波長の違う2種の蛍光タンパク質をそれぞれ融合・提示した出芽ウイルス粒子を得るとともに、細胞
レベルでの機能発現の検討、およびウイルス-脂質膜融合による膜への移行挙動を、人工ベシクル（リポ
ソーム）および脂質支持膜を用いて、顕微観察した。さらに、細胞接着分子 1 の出芽ウイルス粒子の脂
質支持膜への融合挙動について脂質や溶液の条件を変え検討を行った。 
一方、出芽ウイルス粒子の SLB、井戸型自立膜や SAM との融合条件の比較検討のため、自立膜を
有するリン脂質ベシクル（リポソーム）、とくに光学・蛍光顕微鏡による直接観察が可能な巨大単層ベ
シクル（Giant Unilamellar Vesicle：GUV）を標的とした出芽ウイルス粒子の膜融合実験を行った。
GUV 膜へのウイルス融合による蛍光シグナルの移行、分布状況から、融合を効率的に引き起こすために
好ましい脂質条件や溶液条件などを調査し、情報共有することで前記の分子膜との類似点・相違点を
考察した。また、出芽ベシクル粒子の融合特性に関する知見を用い、基板上に作成した脂質支持膜へ
細胞接着分子 1 を発現した出芽ベシクルの融合実験を行った。脂質支持膜への融合挙動について脂
質や溶液の条件を変え検討、AFMによる観察を行ったところ、リポソームへの融合のpH依存性とほぼ一
致することを確認した。 
 
（４）マイクロウェル構造および自立膜の最適化： 
シナプス形成因子である細胞接着因子は膜タンパク質であり、脂質膜に再構成したうえで機能を果たす。
人工シナプスとして想定しているマイクロウェル構造において、それらのタンパク質の再構成・タンパク質の
機能化を制御することを目的として、マイクロウェルを架橋する自立膜におけるラフト様のドメイン構造形
成とその安定化を検討した。自立膜においてはより流動性の高い無秩序相の方が安定に存在する。無
秩序相を形成する不飽和脂質の量を制限することで、自立膜におけるドメイン構造の形成と安定化を
実証した。 
一方、脂質の相分離のダイナミクスに関する詳細な検討を行うため、脂質支持膜における脂質分子の
側方拡散とラフト様ドメイン形成について検討した。光退色後蛍光回復法（FRAP）の解析を通して、
ミクロンオーダーの微小領域における側方拡散の解析モデルを提案し、微小井戸を架橋する脂質二分
子膜の解析に適用した。 
続いて、ベシクル融合やタンパク質再構成に重要な役割を果たす脂質膜ドメインの制御を試みた。特に、
マイクロウェルを架橋する自立膜において、基板支持膜と自立膜の間の脂質の側方拡散を通したドメイン
形成・消失についてモデルを提唱するとともに制御方法を検討し、タンパク質の融合制御の可能性につい
ても思量した。 
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（５）出芽ウイルス粒子による細胞成長への影響： 
出芽ウイルス粒子由来の細胞接着因子1
を用いた場合の神経細胞の成長・機能へ
の影響を検討した。基板上に複数の方法
で組換え体出芽ウイルス粒子を固定し、
AFM による観察により、単一ウイルス粒子
が固定されている場合、および、基板上で
融合して支持膜様に固定している場合が
あることが確認された。続いてウイルス粒子
の基板へのパターニングを行った。さらに、
神経細胞成長への影響についても検討し
たところ、金パターン上に接着したウイルス粒子に沿って細胞のパターニングができることが確認された。出
芽ウイルス由来の膜タンパク質を基板上に配置、パターニングすることで、神経細胞の成長制御に有用
な基板を形成することが可能であることが示された。（図 6） 
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コントロール   細胞接着因子 1 
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