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研究成果の概要（和文）：プレーナー型 パッチクランプ技術を単一神経細胞の機能解析に応用

する目的で、要素技術開発を進めた。培養型のプレーナー型素子を開発しホールセルモードで

のリガンド刺激電流の観測、高効率光感受性イオンチャンネルを HEK293 に遺伝子導入しクロー

ニングを達成、神経細胞ネットワークを形成し ChR2 の遺伝子導入技術を確立、高嘆声電極を開

発、レーザー光刺激による活動電位発生技術を開発、と必要な要素技術をすべて達成。 

研究成果の概要（英文）：We have developed the elementary technology necessary to apply 
the planer patch clamp technology to the single neural cell analysis. Incubation type planar 
patch clamp device was developed and (1) Ligand gated ion channel current measurement 
by whole cell mode was attained, (2) Transfection of photosensitive ion channel to HEK293 
and cloning were attained, (3) Neural network was formed and photosensitive ion channel 
was transfected, (4) Highly stable electrode of planar patch clamp was developed, and (5) 
Generation of active potential by laser irradiation was attained. All necessary elementary 
technologies were successfully developed. 
 
交付決定額  
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 13,300,000 3,990,000 17,290,000 

2008年度 9,600,000 2,880,000 12,480,000 

2009年度 7,000,000 2,100,000 9,100,000 

2010年度 6,900,000 2,070,000 8,970,000 

総 計 36,800,000 11,040,000 47,840,000 

 
研究代表者の専門分野：ナノバイオデバイス、物理化学 
科研費の分科・細目：ナノ・マイクロ科学・マイクロナノデバイス 
キーワード：プレーナーパッチクランプ、光感受性イオンチャンネル、神経細胞ネットワーク、 
       マイクロ流路、ChR2、ホットエンボス                
 
１．研究開始当初の背景  
 生体回路と Si 電子回路の融合の概念は
10 年ほど以前から提案されており、Peter 
Fromherz の優れた多数の業績がある（同
氏の解説、Neuroelectrronic Interfacing: 
Semicon-ductor Chips with Ion Channels, 
Nerve Cells, and Brain, in 
“Nanoelectronics and Information 

Technology” 781-810, Editor R. Waser, 
Wiley-VCH Verlag: Berlin, 2003、に詳し
い）。また、最近では、さらに高度なナノテ

クを駆使した Charles M Lieberグループ
の研究（例えば、Nature Biotechnology, 23 
(2005) 1294, Science, 313 (2006) 1100）が
ある。国内でもこのテーマは 10 年以上前
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から現在に至るまで、川名明夫、鳥光慶一、

神保泰彦など NTT のグループにより優れ
た 研 究 が な さ れ て い る （ 例 、 J. 
Neurophysiology 70 (1993) 1606）。これら
の研究については、しかし、膜電位観測が

中心で、神経伝達物質観測は全くなされて

いない。 他方チャンネル電流観測や神経

伝達物質観測については、神経伝達物質を

イオンチャンネルを利用して検出するバイ

オセンサーの研究が古くから有り、特に最

近では、ピペットパッチクランプの弱点で

ある“小型化や多点観測が出来ない”と言

う問題を克服するものとして、プレーナー

パッチクランプの研究が活発である（例：

F. J. Sigworth et al., IEEE Trans. 
Nanobioscience 4, (2005) 121他多数）。な
ぜ前者の研究者たち、即ち、生体回路と Si
電子回路の融合集積回路に関心をもつ研究

者が、神経伝達物質観測も取り入れた素子

の研究をこれまでしなかったのか？ 推測

される理由の一つとしては、プレーナー型

パッチクランプ素子の製作がかなり難しく、

その上先駆的なプレーナー型パッチクラン

プの研究者の間では“Si基板は雑音が大き
いので材料として良くない”と言うことが

定説に近いまでになっていた事（例 N . 
Fertig et al., Phys. Rev. E 64 n(2001) 
040901-1）によるのではないかと考える。 
 このような状況の下で、代表者は、約 5
年まえからイオンチャンネルバイオセンサ

ーの研究を開始し、平成 18 年に、TRPV1
発現 HEK293 細胞を用いカプサイシンに
よるリガンド刺激電流の観測に成功した。

また、SOI基板を用いることによりプレー
ナー型パッチクランプ素子の電流雑音を大

幅に低減出来ることを実験と理論により証

明した。これにより、膜電位観測のみでな

く神経伝達物質観測も取り入れた素子の研

究をする展望が初めて明確に開けたと考え

る。 
 
２．研究の目的  
 本提案代表者は、Si の SOI 基板を用いるこ

とにより、プレーナー型イオンチャンネルバ

イオセンサーを製作し、低雑音でのリガンド

刺激イオンチャンネル電流の Si 基板での観

測に世界で初めて成功した。本研究では、こ

の成果をベースに、培養した単一神経細胞に

ついて、従来からの膜電位観測に加え、これ

までになされたことのないイオンチャンネ

ルによる神経伝達物質観測を加え、神経細胞

の機能の解析を行う。とくに生体系の場合新

陳代謝や成長という回路構成の時々刻々の

変化がある点が Si 電子回路系との大きな違

いで、このような構造と機能の経時変化の観

測に着目して研究を行う。マイクロ流体回路

内に位置を指定して細胞体を置き、樹状突起

や軸索を方向を指定して伸長させる技術を

確立し、所定の位置に、膜電位を観測する電

極を配置し、かつ神経伝達物質を観測するパ

ッチクランプセンサーを配置した素子を製

作する。また、これらの電気計測に必要な電

子回路装置を設計製作する。これにより、神

経細胞の成長に伴う、特にシナップス形成時

の膜電位信号伝搬特性や神経伝達物質信号

の変化を単一神経細胞レベルで調べ、神経細

胞の基本的性質を明らかにする。また、電気

刺激を与えることによる神経細胞の成長へ

の影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法  
（１）プレーナー型パッチクランプセンサー

の開発、改良：神経細胞をセンサー細胞とし

て利用できるためには培養機能が必要であ

ることから、培養機能を有するセンサーを開

発し、さらにプレーナー型の特徴を反映した

多点計測型を開発する。分子研装置開発室の



協力を得て、種々のナノマイクロ加工技術を

駆使して進める。 

（２）マイクロ流体回路の設計製作、 

パッチクランプ技術の核心である、微細貫通

孔に細胞を設置することが最も重要な技術

課題である。この問題を解決するため、マイ

クロ流体回路を基板表面に形成し、さらに細

胞外マトリックスのパターンニング技術を

駆使して、細胞のパタンニング技術の確立を

目指す。 

（３）電子回路系の設計と製作、 

多点計測に向いたチャンネル電流計測のた

めの電子回路を、分子研装置開発の協力を得

て開発する。 
 
４．研究成果 

（1）イオンチャンネルバイオセンサー開
発 
 イオンチャンネルの特性を計測する装置

として最も良く知られているものは、ピペ

ットパッチクランプがある。これは現在電

気生理学の最も重要な計測装置の一種であ

るが、高度な手技を必要とする以外に、装

置が大型であるため、ハイスループットス

クリーニング応用が困難であるという問題

を有する。神経細胞ネットワーク素子開発

においておいても、伝搬する活動電位信号

の受信素子としてもイオンチャンネルバイ

オセンサーは重要であるが、ピペットパッ

チクランプでは小型集積化が困難となる。

そこで我々は、小型集積化が容易なプレー

ナー型のパッチクランプ素子を開発した。

プレーナ型の素子自体は数年前に提案され、

スクリーニング装置として実用化している

が、現在実用化している装置は培養機能を

有しないため、神経細胞への適用が不可能

である。我々は、これを改良し、培養機能

を有するプレーナー型のパッチクランプ素

子の開発に成功した(図 1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1開発した培養機能付きプレーナーパッ
チクランプ素子の概念図。 
（2）チャンネルロドプシンの遺伝子導入と

光刺激による伝達信号発信。 

 チャンネルロドプシンは光刺激によりチ

ャンネルを開き非選択的にカチオンを通す

ため、高い空間分解能と時間分解能で、神

経細胞の興奮を誘起できるとして、最近注

目を集めている。われわれは、神経細胞に

これを発現し、シナプスを介した信号の送

信と受信を行う（図 2）ことを考え、ウイ

ルスを利用した神経細胞への遺伝子導入を

行った。また、レーザー刺激により、活動

電位を発生させることにも成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2シナプスを介した神経細胞間の信号の
送受信の概念図と、チャンネルロドプシン
を遺伝子導入した C2C12 細胞にレーザー
を照射し、観測されたイオンチャンネル 
電流。 
 

（３）多チャンネル神経細胞ネットワーク

素子開発をめざした、プラステック基板の



開発。 

 これまでに、発信器と受信機という要素

技術を開発し、現在これらを組み合わせた

神経細胞ネットワーク素子の開発を進めた。

マウス海馬の神経細胞を用いてネットワー

ク回路を製作した例を図 3 に示す。このよ

うな神経細胞回路に発信機能と受信機能を

搭載したものを製作する予定である。これ

までの単体素子では、成熟した微細加工技

術のある Si 基板を用いてきたが、将来の

多チャンネル化、高機能マイクロ流路の導

入などを考えると、プラステイック基板の

開発はきわめて重要であると考えた。これ

まで上面にマイクロ流路構造を、下面にセ

ンサーとして必要な電極構造を有する基板

の開発を、先に述べた、各種の精密加工技

術を組み合わせて開発した。開発した製作

工程を図 4 に示す。両面エンボスを主要な

技術とし、電極構造側の金型は、サブミク

ロンからナノレベルの精度が必要で、超精

密多軸加工機が必須である。また上面のマ

イクロ流路構造の形成は、機械加工による

金型の製作は難しく、プォトリソグラフィ

により形成したレジストパタンを利用した

電鋳加工により製作した。 

 

 

 

 

 

 

図 3マウス海馬の神経細胞のデイッシュで
の培養（左）（生理学研究所、深澤有吾先生

提供）と細胞外マトリックスを印刷してパ

タン化培養したもの（右） 
 

最後にセンサー構造として必要な微細貫通

孔の形成には基板として PMMA を使用し、

LIGAプロセスにより形成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 4両面ホットエンボスによる神経細胞ネ
ットワーク素子基板の製作工程。（分子研装

置開発室、高田紀子、青山正樹、鈴井光一、

水谷伸雄氏らの協力により開発した）。 
 
エンボスの上下のモールドの位置合わせ、

また、上部のマイクロ流路と微細貫通孔と

の位置合わせなど、正確な位置合わせも重

要な技術課題で現在開発中である。 
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