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研究成果の概要（和文）： 
申請者らが独自に構成した生体適合性ナノファイバマトリクスを用いた多能性マイクロ流

体システムを構成し，胚性幹細胞(ES Cell)および誘導多能性幹細胞（iPS Cell）の分化過
程とその方向を制御する．特に，神経細胞の形成に着目して神経細胞ネットワークの形成

試験を行う．細胞増殖を促進しうる空間パターンと生化学材料を導入した基材を用い，神

経軸索と樹状突起の生長およびシナプス接合の生成を促す．マイクロ流路と集積マイクロ

電極アレイを組み合わせ，構成された神経細胞ネットワークの動的特性の解析と制御とを

行う．本研究の進展により，神経系バイオマーカ・薬剤の高効率スクリーニング(HTS)テ
スタのみならず，バイオマシンインタフェイスのモデルが提供される． 
 
研究成果の概要（英文）： 
We construct well-designed neural networks by using either embryonic or induced 
pluripotent stem cells. Both topographic and biochemical cell growth cues are 
patterned to guide the growth and connation of derived axons and dendrites. In 
addition, aligned nanofibers-based topographic and microfluidic circuits as well as 
integrated microelectrode arrays are used for more active control and monitoring 
cellular network activities. If successful, the derived neuron chips can be useful as 
model system for advanced study of drug screening. 
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１．研究開始当初の背景 
  神経変性疾患は神経細胞が何らかの原因

により死に至る病気であり、その結果記憶形

成障害や運動機能調節障害など人が生活す
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る上で必要な機能が失われてしまう疾患で

ある。これには、アルツハイマー病、パーキ

ンソン病、ポリグルタミン病、筋萎縮性側索

硬化症、脊髄小脳変性症、プリオン病などが

挙げられるが、これらの神経変性疾患の根本

的な治療薬は今のところなく、新規薬剤の開

発が急務となっている。ヒト多能性幹細胞

（ES/iPS 細胞）は生体内におけるどの細胞
にも分化できる細胞であり、また自己複製が

可能であることから、再生医療や細胞移植治

療などへの応用が期待されている。また、生

体外においてヒト ES/iPS 細胞を分化するこ
とによって、それを用いた薬剤評価試験の開

発なども行われている。 
  ヒト ES/iPS 細胞を薬剤スクリーニングに
用いる際に、高効率・高収率に目的細胞を得

ることは、データの信用性を高めるために非

常に重要である。現在行われているヒト

ES/iPS 細胞の神経細胞分化誘導には大きく
二つの方法があり、1）胚様体（Embryoid 
Body）を形成、その中で神経細胞へ分化する
方法、2）ヒト ES/iPS細胞に化学物質・生体
物質などを添加し直接神経細胞へと分化す

る方法、が挙げられる。しかし、これらの方

法は未だに分化効率・収率が低く、また長期

において分化誘導が必要であるため、さらな

る改善が必要である。 
	 ここ数年、ヒト ES 細胞は分化した心筋、
神経、肝臓細胞の創薬スクリーニング分野に

広く応用されている。連携協力者である中辻

憲夫教授は、遺伝子組み換え技術を用いたヒ

ト ES 細胞の神経変性疾患モデルの開発に成
功している(Wada et al. 2009)。また、ヒト
iPS 細胞も疾患患者から体細胞を採取し、そ
れを用いて作製することができることから、

やはり同様に疾患モデルとして使用するこ

とが可能である。しかし、これらの細胞を効

率よく目的細胞に分化誘導することは長年

の課題であり、高効率、且つ再現性のある新

規方法の開発が薬剤スクリーニングを行う

上で必要である。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、ヒト多能性幹細胞（ES/iPS
細胞）から神経変性疾患モデルを用いて、神

経変性疾患の新規薬剤スクリーニングシス

テムの開発を行うため、これまでの細胞・分

子生物学的アプローチだけではなく、物理

学・化学・工学などの様々な角度からの視点

が重要である。本研究期間内、申請者らはこ

れまでにナノ・マイクロテクノロジーを駆使

したヒト多能性幹細胞の実験系を用いて、以

下の目的に着目した。 
目的１: 神経細胞の形成に着目して、微加工
技術を用いた基板をパターン化によって、神

経細胞ネットワークの形成試験を行う。 
目的２:マルチチャンネルマイクロ電極及び
マイクロ流体システムを導入し、リアータイ

ムで神経細胞応答評価法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
	 申請者らのグループでは、これまでにナノ

テクノロジーを基にした新規細胞足場基材

の開発を行ってきた。ナノファイバーを代表

とするナノテクノロジーとは、細胞の大きさ

により小さいスケールを扱える技術であり、

従来の平らな培養皿上の細胞に比べ、ナノ構

造体上の細胞は基材への接着力が向上され、

それに伴い細胞内シングルの活性化・細胞の

増殖や分化などが促進される。 
	 さらに、ナノファイバーの技術と微加工技

術と融合により、申請者が特有したオリジナ

ルナノ・マイクロパターンを開発した。これ

により、多能性幹細胞分化効率が向上する可

能性がある。 
	 一方、マルチチャンネルマイクロ電極シス

テムは多能幹細胞の電気生理学的な研究用

ツールとして、一般的に使われている

（Hecheler et al. 2001, Illes, et al., 2007）。
マルチチャンネルマイクロ電極システムを

利用すると、細胞外電位を記録し、細胞内活

動電位のパラメータを抽出することができ

る。このシステムを用いて、パターン化した

電極ディッシュ上に心筋細胞の電位波を観

察することに成功した（投稿中）。本研究で

は、マルチチャンネルマイクロ電極ディッシ

ュ上にパターン化されたナノファイバーを

取り組むことで、ヒト ES/iPS由来の神経細
胞の作製の効率化が高くなり、さらに神経興

奮電位波形の変化により、リアータイムに薬

剤の効果を評価する。 
 
４．研究成果	 

	 研究期間中に、申請者らは生体適合性ナノ

ファイバーを用いた幹細胞の未分化状態を

制御する新規手法の開発に成功した(Fig. 1,	 
2nd NanoToday International Conference 
2011,8th iCeMS international sympusium 



2010,10th ISSCR 2012, Biotech. Lett. 
2012)。	 	 
Fig. 1ナノファイバー上で培養されたマウス ES細胞 

 
	 さらに、申請者らは MEMS 加工技術を利
用して、ナノファイバーをパターン化させる

新規方法を開発した。このパターン化された

ナノファイバー上で、マウス ES 細胞由来の
神経細胞を培養し、パターン制御による細胞

のネットワーク形成に成功し、神経軸索と樹

状突起の生長およびシナプス接合の生成を

促したことが明らかとなった(Fig. 2, MNE 
2012)。ここまで、細胞増殖を促進しうる空
間パターンと生化学材料を導入した基材を

用い，ヒト多能性細胞から神経細胞分化誘導

に最適なナノファイバー材料を見出した。現

在、パターン化されたナノファイバー上で、

ヒト ES/iPS 細胞由来の神経細胞ネットワー
ク形成に取り組んでいる。 
Fig. 2 パターン化されたマウス ES細胞から神経細胞ネ
ットワーク形成 

 
	 また、申請者らは新規オープン式マイクロ

流路デバイスシステムの開発に成功した

（Fig. 3, Lab on chip 2011）。このデバイス
を用いて、これまで不可能だった薬剤を厳密

に放出することができる。現在、このデバイ

スをマルチチャンネルマイクロ電極システ

ムに融合して、基板パターン化によって形成

された神経細胞ネットワークに定量・定位に

薬剤を投入し、神経細胞の特異的な奮電位波

形の変化反応を行っている。 

Fig.3薬剤を細胞に定位・定量に放出するオープン
式マイクロ流路デバイスシステム	 
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