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研究成果の概要（和文）：本課題では、神経様細胞による 3D 組織を構築するデバイスを創成す

ることを目的とした。開発した細胞パターニングデバイスは、細胞組織体の均一・大量生産が

可能であり、一度に多くの培養条件を評価することができた。特に、様々な細胞（初代細胞、

組織由来幹細胞、iPS 細胞など）に対して、細胞組織体の大きさを制御でき、薬剤応答および

タンパク質レベルでの機能発現が確認できた。また、2D 培養による神経回路の構築、及び電気

刺激による周期内での応答率の変化も確認できている。 
 
 
研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a device for the construction of three 
dimensional cell assemblies of nerve-like cells. The device for cell patterning has 
enabled to generate cell assemblies with a controlled size in large numbers and to 
simultaneously evaluate their functions under various culture conditions. The size of 
the tissues was controlled for primary cells, tissue-derived stem cells, and induced 
plulipotent stem (iPS) cells. The cell assemblies on the device had their drug response, 
and protein level analysis revealed their some functions. The 2D culture of nerve-like 
cells also showed that a neural-like network was generated on the device and cyclic 
response to electric nerve stimulation was changed. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) In vivo 系で活発に行われているブレイ
ン・マシン・インタフェース(Brain-machine 

Interface : BMI)の技術開発に対して、１細
胞から数百、数万の細胞（神経様細胞など）
をクラスター形成させることで、In vitro 系
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でも BMIに技術応用できるデバイスを創成す
る。すなわち、人工的に、三次元脳神経組織
体を構築し、ミニブレインとなりうるマイク
ロチップを創成することを目指す。 
 
 
(2) ① 本デバイスを作製するにあたり、3次
元微細加工技術を用いることで、細胞組織体
の均一性、および大量生産の獲得を目指す。 
②サブテーマ）様々な細胞（組織由来幹細胞、
iPS 細胞など）を用いて、神経様細胞による
3D 組織を形成できるかを探索する。 
 
 
(3) In vitro 系で、神経回路を作製して、
神経細胞の活動を評価・検証する。 
 
２．研究の目的 
(1) 人工的に三次元細胞組織体を作成でき
る細胞パターニングデバイスを創成する（池
内真志ほか）。 
 
 
(2) 細胞パターニングデバイスによる三次
元細胞組織体の作製とその機能を評価する
（池内真志、加地範匡、宮本義孝ほか）。 
 
 
(3) 人工的に神経回路を構築して、パターン
刺激による応答性を評価する（八木透ほか）。 
 
３．研究の方法 
(1) 近年、移植医療における膵島再生、幹細
胞研究における胚様体の形成など、細胞を数
10～数 100μm の球状塊（クラスタ）に凝集
させて培養するプロセスが必要不可欠とな
っている。従来、クラスタ培養では、ハンギ
ングドロップ法や、超低接着培養皿が用いら
れてきたが、いずれの手法も、大量生産化に
不向きであったり、クラスタ形状が不均一で
あったりするという課題を有していた。そこ
で、池内らは、3 次元微細加工技術を利用し
て細胞パターニングデバイスを創成し、本課
題の解決を試みた。 
 
 
(2) 実際に作製したデバイスを用いて、様々
な細胞（初代細胞、組織由来幹細胞、iPS 細
胞など）に対して、本デバイスが有用かどう
かを評価した（宮本、池内ら）。具体的には、
①三次元細胞組織体の大きさ等を制御でき
るか、②作製した細胞組織体は機能を有する
かを評価した。 
 
 
(3) 人工的に神経回路を構築するにあたり、
ラット胎児の大脳皮質組織片を用い、神経細

胞を分離した。続いて、この分散した神経細
胞をあらかじめコーティング処理を行った
MEA 基板上に撒き、培養を開始した。培養開
始 14 日目以降に、作製した神経回路に対し
て、パターン刺激を与え、その応答性を評価
した。 
実験動物を用いる研究については、各機関

の動物実験指針に準拠して研究を実施した。
特に、動物愛護と動物福祉の観点から実験動
物使用は、目的に合致した最小限にとどめた。
またその際、麻酔等手段により苦痛を与えな
い等の倫理的配慮をおこなった。実験者は、
管理者と相互協力のもと適切な環境のもと
飼育管理を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 3 次元微細加工技術を利用し、一度の細
胞播種操作で、均一かつ大量のクラスタを形
成できる、新規培養デバイス”TASCL”を開
発した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 細胞パターンニングデバイス”TASCL” 
 
本デバイスは、PDMS シート上に所定形状の貫
通孔を多数配置し、貫通孔の壁面は上部から
下部に向かうテーパーとしている。デバイス
裏面は PDMS 素材であるため、任意の培養基
材上に接着剤を用いることなく、貼付して用
いることができる。また、デバイス表面には
水平面が全く存在せず、かつ、表面は親水化
処理が施されているため、細胞を播種すると、
必ずいずれかの貫通孔の底面に向かって沈
降する。細胞の播種数と密度は各貫通孔の形

 



 

 

状で物理的に決まるため、一度の播種操作で、
任意の培養基材上で、制御された細胞数及び
密度条件下でのクラスタ培養を大量に行う
ことができる。さらに，貫通孔の形状を複数
組み合わせて、1 枚のデバイス上に配置する
ことにより、細胞の播種条件の多数の組み合
わせを一括して解析することも可能である。 
 
(2) 実際に本デバイスを用いて、初代細胞、
マウス膵幹由来幹細胞、マウス脂肪由来幹細
胞、及び iPS 細胞の培養を行い、クラスタの
均一・大量生産が可能であること、クラスタ
培養条件のコンビナトリアル解析が可能で
あることを実証した。特に、一度の操作で、
クラスタの大きさを制御することができ（図
2. 例.初代細胞）、薬剤応答およびタンパク
質レベルでの機能発現が確認できた。さらに、
本デバイスを用いて、神経細胞によるクラス
タの作成を試みた結果、その大きさを均一に
制御することに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 初代細胞クラスタの大きさの制御 
 
サブテーマとして、幹細胞によるクラスタ

作製から神経様細胞への分化誘導実験を行
った。結果、神経様細胞への誘導効率が低く
かった。今後、さらなる培養条件等の検証が

必要である。 
 また、マウス iPS 細胞でも上記と同様の検
証を行った。本実験を行うにあたり、使用す
る細胞の品質も考慮する必要があるため、
iPS 細胞の凍結保存液における影響を確認し
た。結果、iPS 細胞の凍結保存液として、市
販のセルバンカー3（日本全薬工業）が有効
であった。良質な細胞を用いて神経様細胞へ
の分化誘導実験を行ったが、幹細胞と同様の
結果が得られた。 
 
(3) 本実験結果より、神経回路の応答を各周
期で平均した場合、応答率の減少率は刺激数
N の増加とともに小さくなることが確認され
た。しかし、N=1,10 以外のパターン刺激を
入力した場合は各周期の 1刺激に対する応答
とそれ以降の刺激に対する応答の間に有意
な差が確認された。先行研究では、刺激間隔
が長い刺激の方が応答の減少率が小さいと
いう点が明らかになっているので、「第 1 刺
激に対する応答は第 2刺激以降の応答より大
きく、刺激数 Nの増加に伴い応答率が減少す
る」という今回の実験結果は妥当であるとい
える。なお各周期の第 1 刺激に対する応答と
それ以降の応答はそれぞれ違う要素から影
響を受けていると考えられる（例えば、第 1 
刺激に対する応答は周期内の無刺激区間か
ら影響を受けていると考えられる）。今後、
これらの点を精査するために刺激数 N・刺激
間隔・周期を独立させた対照実験を行うとも
に、本デバイスによる検証を行う予定である。 
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