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研究成果の概要（和文）：難病である筋萎縮性側索硬化症（ALS）等の疾患の治療法は限定される。この問題の
克服には神経細胞ネットワークの正確な分析技術が必要である。唯一ピペットパッチクランプ法は、細胞の状態
を正確に分析できる。 ただし、神経回路網は不均一であり、神経回路網内の全細胞の同時測定がこの方法では
不可能です。平面パッチクランプ法は、多点測定とハイスループット分析に利点があり、神経細胞ネットワーク
の機能分析に適用できる。2016年-2019年の科学研究費基盤(C)では神経細胞のネットワーク形成技術とイメージ
ング技術の開発を進めた。それにより基板製作、マイクロ流路製作、神経細胞培養等の要素技術開発の課題解決
を行った。

研究成果の概要（英文）：Neurological diseases such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are 
intractable diseases whose causes are unknown and the therapeutics are restricted. To overcome these
 issues, it has been anticipated to develop precise analysis technology of in vitro neuronal cell 
network.
Pipette patch clamps can analyze state of cells precisely. But, since in vitro neuronal network is 
heterogeneous, it is necessary to measure many cells in the neuronal network at the same time, which
 is impossible with this technique. Planar patch clamp has many advantages in multipoint measurement
 and high throughput analysis, so attempts have been made to apply them to functional analysis of 
neuronal cell networks. In 2016-2019 Grant-in-Aid for Scientific Research(C), we advanced the 
development of neural cell network formation technology and imaging technology. As a result, we 
solved the problems of element technology development such as substrate fabrication, microchannel 
fabrication, and neuronal cell culture.

研究分野：マイクロナノデバイス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞の特性については、ピペットパッチクランプにより精密な計測が可能となり、膨大な知識が集積されつ
つある。しかし、ピペットパッチクランプは多点計測が困難なため、非常にヘテロかつ自己組織能力を有する細
胞集団からなる神経細胞ネットワークについては、今だ精密な特性の計測がなされた例がない。神経細胞ネット
ワークをピペットパッチクランプ並みの精密さで多点計測を行うことにより、ネットワークとしての特性をはじ
めてあきらかにすることは、ネットワークの異常として現れる、多くの神経難病の原因解明や、治療法開発大き
く役立つと期待される。

※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 
多くの神経変性疾患は 100年以上の研究にもかかわらず、原因も確たる治療法も不明である。 
原因は、患部の脳神経細胞を患者の存命中に採取できないという点にある。この点を補うため、
これまで、マウスなどの疾患モデル動物が開発され、膨大な研究がなされたが、動物モデルにお
ける有効性は、必ずしも臨床試験には反映されていない（すなわちヒトでは期待したほど有効で
ない）ことが創薬の現場で問題にされている。すなわち、モデル動物ではなくヒトでのハイスル
ープット研究、すなわち in vitroでのヒト神経細胞ネットワークの利用が重要であることを意味
している。まず、ハイスループットスクリーニングに利用できる、in vitroヒト神経細胞ネット
ワーク形成技術を早急に開発することが必要であることがわかる。しかし、神経細胞ネットワー
ク形成については重要な課題が残っている。細胞は遊走するため、凝集しやすい。そのため、面
内での均一性が良く、かつ長期培養が可能なネットワーク形成技術がいまだ開発されていない
現状で、多点計測を必要とするハイスループットスクリーニング技術開発のために早急に開発
する必要がある。我々は、（神経細胞のネットワーク形成時の挙動自体はラットやマウスとヒト
の神経細胞との間で大きな差異が見られないことから、これまで取り扱いの容易なラット大脳
皮質神経細胞を用いて研究を行ってきた）。面内均一性の良いネットワークを形成する目的で基
板表面に多数の“柵”を形成し、その柵の中に細胞を設置してネットワークを形成するセルケー
ジ法を開発したが、細胞の面内均一性の観点からは不完全な段階であった。さらに、面内均一性
の良いネットワークを形成できたとしても、ハイスループットスクリーニングを実施するため
に、何を計測するかという課題も残っていた。Ca2+イメージングをはじめとする各種のイメージ
ング技術は発達しているが、神経細胞ネットワークの機能を十分に表現しているとは言えない。
神経細胞の機能を計測する最も優れた手法としてピペットパッチクランプがあるが、これは多
点計測が不可能に近いという問題があった。我々は神経細胞に適用でき、多点計測が可能な培養
型プレーナーパッチクランプ法（T. Urisu et.al., Analytical and Bioanalytical Chemistry,391 
(2008) 2703-2709)を開発し、神経細胞ネットワークからのイオンチャンネル電流の計測にはじ
めて成功した（H. Uno et al., Sensors & Actuators B: Chemical, 193 (2014) 660-668.）が、ネ
ットワーク形成技術が未開発のため、計測される信号の生理学的意味を理解するまでに至って
いなかった。このような状況を考慮し、本研究では、面内均一性の良い長期培養が可能な神経細
胞ネットワーク形成技術を開発し、プレーナーパッチクランプにより計測されるチャンネル電
流信号を解析し、各種イメージング計測と合わせたハイスループットスクリーニング技術の開
発を目指す事を目的とした。 
 
２．研究の目的 
 アルツハイマーや筋委縮性側索硬化症（ALS）などの神経変性疾患はいまだに原因不明であり、
それにより治療法も不明な難病である。理由は、患者の脳神経を存命中に採取できないという問
題以外に、創薬に必要なハイスループットスクリーニング技術がないことも大きな理由である。
ハイスループットスクリーニングには多点計測に利用できる神経細胞ネットワークの制御され
た形成技術が必須である。本研究では、ラット大脳皮質神経細胞を利用し、当グループが発明し
たセルケージ基板上に再現性の良い神経細胞ネットワーク形成技術を開発し、ハイスループッ
トスクリーニング技術の基盤技術としての神経細胞培養技術を確立する。下記の技術課題を重
点的に進めることで。 
１．細胞播種密度が低いので、グリア細胞を活用した安定した培養技術を開発する。 
２．抗体染色、イオンチャネル電流計測、Ca2+イメージングによりネットワークの構造と特性を    
明らかにする。 
３．遺伝子導入により疾患状態を形成し、上記特性への影響を明らかにする。 
４．そのネットワークがハイスループットスクリーニングに利用できることを実証する。 
上記の技術課題を重点的に進めることで神経系疾患難病の原因解明や創薬に必須な精度の高い
ハイスループットスクリーニング技術の開発を目指す事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究にあたり 3つの課題に重点を置き遂行した。(1)“多点計測用単位ネットワーク”を確
立する工程、(2)このネットワークから定常的にイオンチャンネル電流を計測できるようにする
こと、および（3）測定されたシナプス自然放出電流を解析すること、の 3点であった。（1）に
ついては、細胞が育ちにくい低密度培養で、かつ興奮性と抑制性を識別して選択播種が不可能で
あることから、ある程度、多様かつ多数のネットワークを形成し、特徴を分類する方針で進めた。
（2）については、セルケージの構造パラメータをふって、チャンネル電流がほぼ確実に測定で
きる、すなわち細胞が必ず計測点の上にくるようにした。（3）については、上記の(1)の分類に
そって、各種アンタゴニストを活用し、測定信号の起源などを解明した。 
 
４．研究成果 
 
 (1) “多点計測用単位ネットワーク”の確立 
神経細胞の培養はネットワークが成熟に形成されるまでに、約 3 週間必要であり、抗体染色や
Ca2+イメージング計測用のサンプルが少ない時期に、十分な数の播種基板（セルケージ基板）を



製作した。ネットワークのパタン形状については、主要パラメーターである、播種する細胞の数
と細胞と細胞の間の間隔を、これまでの経験を反映して設定して、数種類のパタンを決めた（図
1）。ある程度の数のネットワークのサンプルの準備後、Ca2+イメージングの測定を開始した。 
Ca2+イメージングで自然発火の観測がされたら、それは成熟したネットワーク、すなわち十分な
数のシナプスが形成されていることを意味するので、その中からできるだけシンプルで細胞数
の少ないパタンを選択した。上記の選別したパタンについて、抑制性細胞と興奮性細胞の識別の
染色を行った。さらにシナプシン染色、チューブリン染色などを行い、選別したネットワークの
構造を決定した。これらの結果を総合して、“多点計測用単位ネットワーク”を確立した。 
 

図 1 のセルケージパタンの例 
赤丸はケージを構成する柵の柱。青丸は
播種された細胞。左端は柵の中に複数の
細胞を播種するケース。中央は外側の領
域に複数の細胞を播種。 
 
 
 

 
(2) 多点計測用単位ネットワークから定常的にイオンチャンネル電流の計測 
決定した“多点計測用単位ネットワーク”について、セルケージの細胞播種領域（柵の内側の領
域）の面積をパラメータとして変えて培養を行い、柵の内側にある微細貫通穴（計測点）の上に
細胞がほぼ確実に位置する最適条件を決定した。基板への細胞播種について興奮性細胞と抑制
性細胞の識別播種が不可能なこと、また播種する細胞数の精密な制御が不可能に近いことを考
慮し、数十程度のネットワークを形成し、チャンネル電流計測、Ca2+イメージング計測を行い、
抗体染色の結果ともあわせて決定し、そのサンプルと並行して準備したサンプルを用いて定常
的なイオンチャンネル電流の計測を行った。 
(3) 測定されたシナプス自然放出電流の解析 
計測されるチャンネル電流信号としては、（a）シナプス前膜から自然放出される神経伝達物質に
よるシナプス電流、(b)およびこれが蓄積し脱分極が誘起されて生ずる自然発火によるチャンネ
ル電流が予測された。シナプス密度が大きくなると多数のパルス状信号が重なってしまい、解析
が困難であった。Ca2+イメージングにおいては（シナプス電流による Ca2+イオンの増大は弱くて
明確には検出しにくい）自然発火による Ca2+イオンの増大および、代謝型受容体の刺激に伴って
生ずる、細胞内の小胞体やミトコンドリアからの Ca2+の放出や Ca2+イオンの振動などが観測され
た。これらは、細胞播種と引き続く自己組織化の後、錐体細胞とインターニューロン（すなわち
興奮性細胞と抑制性細胞）がどのように配置されるかにより電流信号と Ca2+濃度信号の様子が変
わる。このネットワーク構造と観測された信号の特徴を解析し、ネットワークパタンとの相関も
含めたネットワークの特性として分類した。 
 これまでの成果をヒトモデルに発展させるため、iPS 細胞技術を利用し、ヒト神経細胞を用い
た in vitro での神経細胞ネットワークを形成目指し、ヒト神経細胞に適用した新たな培養及び
播種方法の開発を行った。具体的には同一の iPS 細胞から、大脳皮質神経細胞と運動ニューロ
ン、グリア細胞への分化誘導技術を開発し、セルケージの内部の単一細胞を運動ニューロンとし
た、ヒト単一細胞ネットワークモデルを基板上にて形成させた。基板上での iPS 細胞の分化誘導
は既に確立されている細胞培養皿を用いたケースと異なり困難を極めたが、細胞外マトリック
スの再検証の結果、従来の PLL コーティングと比較し PEI+iMatrix のコーティングにより均一
な単層培養が可能である事が判明した。低雑音の精度の高いイオンチャネル電流測定のために
は、更に低密度で培養する必要がある。そこで播種方法について(A)運動ニューロン前駆細胞の
直接播種法と(B) プライミングした運動ニューロンの再播種法の二通りの播種法を検討した結
果、現時点でイメージング観察結果から神経軸索の成長過程においてヒト単一細胞ネットワー
クモデルとしてはプライミングした運動ニューロンの再播種法が最適であると判明した。今後
はこれまでの確立した技術を用いて本研究の本願である筋委縮性側索硬化症(ALS)の研究に供す
ることを目指す。 
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