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研究成果の概要（和文）：脳組織モデルのin vitro再構成技術として、PDMSマイクロチャンバにより細胞体位置を制御
し、コラーゲン繊維配向技術により神経突起の方向を制御した３次元培養技術を開発した。構築した３次元脳組織モデ
ルは、生体組織と同等の細胞密度および活動電位の伝播スピードを有し、顕著な薬剤応答を示すことがわかった。また
、カーボンナノチューブ微小平面多電極アレイを開発し、マウス線条体脳スライスよりドーパミンのリアルタイム検出
に成功した。開発した脳組織モデルの３次元培養技術および神経伝達のリアルタイム計測技術は、創薬スクリーニング
における評価系としての応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We developed a 3D reconstruction neuronal tissue technique using collagen fiber or
ientation and PDMS microchambers. We used this method to produce 3D neuronal networks by controlling the p
osition of somata and the direction of neurite elongation in the 3D space. We confirmed that the interlaye
r propagation was chemical synaptic transmission by pharmacological experiments and that the velocity of p
ropagation was equivalent to biological tissue. Furthermore, we developed carbon nanotube (CNT)-MEA chips 
that can measure both electrophysiological responses such as field postsynaptic potentials and action pote
ntials as well as the release of the neurotransmitter dopamine. These CNT-MEA chips were fabricated by ele
ctroplating the indium-tin oxide microelectrode surfaces. Chronoamperometric measurements using these CNT-
MEA chips detected dopamine at nanomolar concentrations and successfully measured synaptic dopamine releas
e from spontaneous firings in mouse striatal brain slices.
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１．研究開始当初の背景 

工学と生物学の融合による生体組織を創
る研究は、心筋組織などを中心に研究が進ん
できている。今後も、様々な組織・臓器を iPS

細胞などから創る研究への期待は大きくな
ることが予想されるが、それに伴い新しい３
次元細胞培養技術の開発が重要な研究課題
となっている。われわれは、脳神経組織に着
目し、神経細胞から意図した形状の３次元神
経ネットワークを再構成する新たな３次元
培養技術の開発に取りかかることとした。In 

vitro で形態や機能をコントロールした３次
元脳回路を構築することができれば、生体環
境を模倣した神経系の薬剤評価モデルへの
応用や脳損傷部位の移植治療法にも将来的
につながると考えられる。学術的な面からは、
神経回路の構造の違い（２次元と３次元での
違い）を組み立てながら理解する構成的研究
を可能にする技術開発である。 

脳回路を動作させる神経伝達物質をネッ
トワークレベルでリアルタイムに計測する
ことは、神経疾患などの回路機能を評価する
上で重要である。しかしながら、in vitro 培
養系の神経細胞から神経伝達物質の放出を
非侵襲かつリアルタイムに計測できる技術
はない。神経細胞から放出される神経伝達物
質をチップ上で非侵襲かつリアルタイムに
計測することができれば、神経伝達物質の放
出異常で起こる神経疾患の解明や薬剤評価
系への応用が期待できる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、脳神経系における再生医療およ
び薬物毒性検査技術の分野で期待されてい
る脳組織モデルの３次元再構成技術に着目
し、従来の技術では難しかった細胞の空間配
置および神経突起の伸長方向を自在に制御
した３次元脳回路モデルの再構成技術を開
発する。また、脳回路機能を解析する上で重
要となる神経伝達物質の放出量を計測でき
る技術として、高導電性および吸着物質特異
的に物性が変化するカーボンナノチューブ
（CNT）などのナノカーボンを電極材料とし
た微小多電極アレイチップを開発し、神経機
能計測の分野で新しい基盤技術となる神経
伝達物質のリアルタイム計測技術を確立す
ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）３次元脳回路モデルの再構成技術 
 生体脳の構造を模倣した脳神経回路を構
築するために、細胞体の位置と突起の伸長方
向を制御した３次元培養技術を開発した。細
胞体位置を制御する技術として  PDMS マ
イクロ加工技術、神経突起の伸長方向を制御
する技術としてコラーゲン繊維配向技術を
用いた。はじめに、①PDMS シートに幅 
4000×2000μm、高さ 500μm のマイクロチ
ャンバを作製し、チャンバ内を細胞接着基質
である Poly-D-Lysine で１時間コートした。

次に、②チャンバ内に 5×106cells/ml のラッ
ト海馬初代培養細胞または大脳皮質細胞懸
濁液を 20μl 入れ、③30 分間 37℃, 5% CO2

インキュベータ内に静置した。④基板上に細
胞が接着したことを確認後、PDMS シートを
基板から剥がし、細胞ブロックを構築した。
その後、神経突起の伸長方向を制御するため
に、培養皿を 45°に傾け、⑤細胞ブロック
の上から 2mg/ml のゾル状コラーゲンを上
から流し、コラーゲン繊維の配向を行った。
培養皿を傾けたままの状態で、インキュベー
タ内に５分間入れ、ゲル化後、培地を入れ、
インキュベータ内で培養した。 
 構築した３次元脳回路の機能の評価を、
Oregon Green 488 BAPTA-1 を用いた Ca2+

イメージングおよび活動電位を非侵襲、リア
ルタイム、多点で計測できる平面微小多電極
アレイ計測法を用いて行った。 
（２）神経伝達物質のリアルタイム計測技術 
多点同時計測と長期計測が可能である微小
平面多電極アレイ基板を用いた。5cm×5cm 
のガラス基板上に、indium–tin oxide（ITO） 

を材料とした 50μm□の電極が 150μm 間隔
で 64 個、200μm□の電極が 4 個配置された
構造となっている。ITO 電極表面に修飾する
カーボンナノチューブは、竹型構造を有した
多層カーボンナノチューブ（ MWCNT 

type-HB）を用いた。MWCNT の分散液を多
電極アレイチップ上に滴下し、電気化学アナ
ライザーを使用して電気めっきを行った。電
気めっきにより作製した CNT 微小多電極ア
レイの構造評価を電子顕微鏡にて行い、神経
伝達物質（ドーパミン）に対する電気化学特
性をサイクリックボルタメトリー法および
クロノアンペロメトリー法にて調べた。神経
細胞からの神経伝達物質のリアルタイム検
出を行うために、4 週齢マウスから脳スライ
スを作製した。ドーパミン放出部位である線
条体部位を CNT 微小多電極アレイにマウン
トし、クロノアンペロメトリー法にて計測し
た。 
 
４．研究成果 

PDMS マイクロチャンバに生体脳組織と
同等の細胞密度となるようにRat海馬細胞を
３次元播種し、コラーゲン繊維に沿って神経
突起を伸長させることを試みた。その結果、
生体組織と同等の細胞密度(43,000±8,000  

cells/mm3 (n=4))で細胞体位置を制御し、神
経突起の伸長方向を３次元ゲル内のコラー
ゲン繊維の方向に制御した多層の３次元脳
回路を構築するに成功した（図１A）。また、
HE 染色により約 50μm の厚みに 3 層の細胞
体層を形成していることが確かめられた（図
１B）。次に、活動電位を多点および非侵襲か
つリアルタイムに取得できる多電極アレイ
上に３次元層構造を構築し、作製した層間の
活動電位の伝播時間を計測した。その結果、
A層から B層への伝播速度は 0.23 m/s ,B層
からA層への伝播速度は 0.18 m/sであった。



化学シナプスによって活動が層間を伝播し
ていること、および大脳皮質脳スライスで観
察されている伝播速度と同等の伝播速度を
有していることを確認した。また、機能的な
シナプス伝達を確認するために、シナプスの
アンタゴニストを投与し、２層間の同期発火
率と伝播時間の変化を評価した。その結果、
GABA-A receptor のアンタゴニストである
Bicuculline 投与によって、同期発火率 100％
となり伝播時間が短くなった。AMPA/Kaina

te receptor のアンタゴニストである CNQX

投与においては、同期発火率 0%となり層間
の伝播は遮断された。このことから、機能的
なシナプス伝播をしていることが確かめら
れた。開発した技術は、生体神経組織の構造
を模倣する３次元培養技術であり、創薬スク
リーニングにおける評価モデルなどへの応
用が期待できる。 

図１ 細胞体位置と神経突起の伸長方向を
制御した３次元脳回路モデル 

A：免疫染色画像（青：Hoechst33258、緑：
MAP2）。B：Z 軸断面の HE 染色画像。 

 

 ITO 微 小 平 面多 電極 ア レ イ 基 板 に
MWCNT を電気めっきした結果、50μm□お
よび 200μm□ITO 表面に CNT の構造を保っ
てめっきされている様子が電子顕微鏡観察
により確かめられた（図２）。サイクリック
ボルタメトリー計測により、ドーパミンの酸
化ピーク電流が顕著に見られ、クロノアンペ
ロメトリー計測の結果、nM レベルから濃度
相関が検出できることがわかった。また、マ
ウス線条体脳スライスをマウントすること
により、自発活動により放出されるドーパミ
ンをリアルタイムに検出することに成功し
た（図３）。計測したドーパミンシグナルと
ノイズ比（S/N 比）は約 62 倍であり、高い
感度で検出できることが明らかとなった。更
に、作製した CNT 微小多電極アレイ上に海
馬初代培養細胞を培養した結果、S/N 比 100
倍以上で活動電位が検出され、海馬脳スライ
スをマウントした結果、集合シナプス後電位
が検出された。これらの結果より、開発した
CNT 微小多電極アレイ基板は神経伝達物質
の放出、活動電位、シナプス後電位の３つの

主要な神経機能を非侵襲かつリアルタイム
に計測できることが明らかとなった。開発し
た CNT 微小多電極アレイチップは in vitro

の神経機能計測や薬剤スクリーニング技術
としての応用が期待できる。 

図２ CNT微小多電極アレイチップ 
A：電極チップの全体像。Scale bar, 1cm。B：
多電極アレイの位相差像。Scale bar, 100m。
C：電極表面の電子顕微鏡画像。Scale bar, 

200nm。 

図３ 線条体脳スライスからのドーパミン
リアルタイム検出 

A：CNT 微小電極上にマウントしたマウス線
条体脳スライス。B：自発活動時に放出され
たドーパミンのリアルタイム計測。 
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