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研究成果の概要（和文）：大脳皮質様の構造を培養皿の中で再現するための基盤技術の開発に取り組み，神経細
胞の移動制御において重要な神経幹細胞の突起の伸長方向をコントロールするための技術，および神経細胞に対
して対象とした部位に選択的に液性の因子を作用するための技術を開発した．これらの技術は，今後大脳皮質モ
デルの開発に重要な役割を果たすことが期待される．

研究成果の概要（英文）：In order to develop fundamental techniques for modeling the layer structure 
of cerebral cortex, we developed two methods; 1) a method for controlling process elongation of 
neural stem cells, which is important for guiding neuron migration; 2) a microfabrication-based 
method for treating neural cells with pharmacological reagent. These techniques will contribute to 
develop a cerebral cortex model in a dish.

研究分野： 神経工学

キーワード： 大脳皮質　マイクロ加工　パターニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した手法は，神経細胞の移動方向において重要な，神経幹細胞の突起構造の位置を制御するための
技術である．本後術は，今後大脳皮質構造を培養皿の中で再現していく際の基盤技術となりえる．大脳皮質のモ
デル化は，正常／異常な神経発生が起こる原因の解明に向けた重要な研究であり，基礎分野のみならず，疾患の
治療法開発や創薬という実社会への貢献にもつながる点で意義が大きい．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

大脳皮質は認知や情動といった脳機能にかかわる部位であり，特徴的な 6 層構造をも

つ．この 6 層構造は，新たに生まれた神経細胞が神経幹細胞の突起を伝って移動し，

Reelin と呼ばれる因子の作用で移動を終えることで形成される．大脳皮質の構造異常は，

てんかんなどの疾患を引き起こすため，形成機序の理解は疾患の原因解明や創薬におい

て重要な課題である．疾患のメカニズム解明や創薬応用を目指し，細胞の 3 次元凝集塊

を用いたモデルが開発された．しかし，大脳皮質構造が凝集塊内部に形成されるため，

栄養分不足や代謝不良により細胞死がおこる点，および外部からの薬理刺激が困難であ

る点が課題であった． 

本研究では，マイクロ加工技術を駆使し 2 次元平面上での大脳皮質モデル構築を目指

す．大脳皮質様の構造とは，神経幹細胞より分化した神経細胞が一方向に移動し，深層・

浅層神経細胞が Reelin により異なる位置で移動を終えることで層構造を形成した状態

とする．研究の核心をなす問いは，神経系細胞が大脳皮質構造を形成するために必要最

低限の要因は何かである．答えの探索は，正常／異常な発生が起こる原因の解明につな

がり，基礎分野のみならず，疾患の治療法開発や創薬という実社会への貢献にもつなが

る． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，マイクロ加工技術を利用し 2 次元培養環境において大脳皮質モデル

を形成することである．目的達成に向け，1)神経幹細胞の突起および神経細胞の移動を

ガイドするためのレール，および 2) 神経細胞に対して任意の位置で液性因子を作用さ

せるためのマイクロ流体デバイス，という 2 つの要素技術を開発する．さらに，大脳皮

質様の構造を自発的に形成させることができる手法である大脳オルガノイドを形成し，

本手法と組み合わせることができるかの検討も行う．本研究の遂行により，大脳皮質の

層構造を形成するために必要な要素技術が開発できる．その先には，実際に大脳皮質様

なモデルを構築し，てんかんや統合失調症，ダウン症といった神経疾患の発症メカニズ

ム解明や創薬に貢献するという目標を持つ． 

 

３．研究の方法 

本研究は，1) 神経幹細胞の突起と神経細胞の移動をガイドするためのパターニング

技術の開発，および 2) 局所的に液性の因子を用いて薬理刺激するためのマイクロデバ

イスの開発，3) 大脳オルガノイドの試作の 3 点から構成される． 

 

４．研究成果 

 研究の方法において述べた 2 点の実験について，実験の概要と具体的な手順，および

得られた成果を述べる． 

 

1) 神経幹細胞の突起と神経細胞の移動をガイドするためのパターニング技術の開発 

 神経発生において，新たに産生された未熟な神経細胞は，神経幹細胞の突起を伝って

移動する．そのため，生体を模した大脳皮質構造の形成には神経幹細胞の突起をガイド

することが重要であると考えた．そこで，神経細胞と培養器材の接着を促進することで

知られるタンパク質 laminin を，培養底面にストライプ状に塗布することで神経幹細胞



の突起がガイドできることを確認した． 

 ヒト iPS 細胞より分化誘導した神経幹細胞を，マイクロ加工によりストライプ状に

Laminin を塗布した培養皿内で培養した．形成した laminin パターンと神経幹細胞およ

び神経細胞の形態は，免疫組織化学染色法を用いて観察した．また，神経細胞の移動を

タイムラプスイメージングにより観察した． 

 最初に，ストライプ状のパターンが形成されたこと，および神経細胞の軸索が laminin

パターンによって影響されることを確認した．図 1 に結果を示す．赤色が laminin，緑

色が神経突起を示す．図より，laminin がストライプ状に存在したこと，および神経突起

がストライプの方向に伸長した

ことが示された．さらに，ストラ

イプ状に神経幹細胞を多く含む

細胞凝集塊を播種し，培養した．

結果を図 2 に示す．図 2 より，赤

色で示す nestin 陽性の細胞の突

起がストライプの方向(白矢印)

に伸びている様子が見られた．以

上より，laminin のパターンを用

いることで神経幹細胞の突起伸

長を制御できることが示唆され

た．最後に，位相差顕微鏡を用い

たタイムラプスイメージングに

より細胞の移動を評価した．パタ

ーニングにより突起伸長を促進

した方向では，垂直な方向と比較

して移動距離が長いことが示唆

された．以上は，表面パターニン

グが神経細胞の移動制御に有効

であることを示唆する． 

 

2) 局所的に液性の因子を用いて薬理刺激するためのマイクロデバイスの開発 

 上記の laminin パターンとマイクロ加工を組み合わせ，神経細胞に対して局所的に液

性の因子を作用させるためのデバイスを開発した．構造の検証のため，神経細胞の軸索

に対して局所的に Na チャネル

の阻害剤である TTX を作用さ

せた．結果，軸索を伝導する信号

の伝導時間が濃度依存的に上昇

した．伝導時間の延長は，伝導速

度の低下を示すため，Naチャネ

ルが部分的に阻害されたことで

信号の伝播速度が低下したと考

えられる．さらに，同様の機構を

持ちながらも，作用する濃度が

 

図 1 lamininと神経突起の方向 

 

図 2 lamininパターン上の神経幹細胞． 
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図 3 濃度と伝導時間の関係．緑色が TTX，オレン

ジ色が lidocaineの影響． 
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異なる Na チャネル阻害剤 lidocaine を作用させたところ，TTX と比較して高い濃度で作

用する様子が観察された．以上は，本デバイスが軸索に対して選択的な薬理刺激を行い，

その影響を細胞の機能から検討することに適することを示す． 

 

3) 大脳オルガノイドの試作 

 ヒト iPS 細胞と大脳オルガノイドの形成キットを用いて，上記の開発した手法と組み

合わせることができるかを検討するために大脳オルガノイドを形成した．分化誘導から

30 日目の染色像を図 4 に示す．赤色が神経幹細胞を示す nestin，緑色が神経細胞を示す

beta 3 tubulin，青色が細胞核である．図より，中央に空洞があり，神経幹細胞の突起が

空洞から外側に向けて伸びている様子が見られた．また，神経細胞は主に構造の外側に

集積していた．以上は，神経発生初期の構造に類似した構造である．大脳皮質を再現し

ていくために必要な要素が分化誘導した細胞集団に含まれることが示された．一方，凝

集塊の中央部では細胞死が起こった様子が観察され，上記の構造が形成された部分は凝

集塊の一部分であった．今後は，より凝集塊のサイズを小さくすることで生存率と形成

効率の高い方法を構築する必要性が示唆された． 

 

 

図 4 ヒト iPS細胞より形成された大脳皮質様の構造． 

100 mm
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