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要旨 
 

細胞は外界より与えられた様々な情報に対して、シグナル伝達機構を用いて細胞の増

殖や分化、神経細胞のシナプス可塑性などの生命現象を展開している。このシグナル伝

達機構の実体は主にタンパク質等の分子からなる巨大な生化学反応ネットワークであ

る。近年、それらの機能分子の同定や分子機構が徐々に明らかになりつつあるが、細胞

間あるいは細胞集合体としてのネットワークにおける情報処理機構については不明な

点が多く、ネットワーク内の協調的作用機構の特性を明らかにする必要がある。細胞内

外の情報のやり取りの中心的役割を担っているのが、生体内の細胞膜上に存在する膜タ

ンパク質である。さらに、それらは多くの疾病との関与も示唆されており、神経ネット

ワーク網の破綻が神経変性疾患における神経機能の障害をもたらす直接的要因である

ことが考えられる。このように神経細胞が構成する細胞間ネットワークのシグナル伝達

機構を解明するためには、膜タンパク質の活動メカニズムや生体システムとしての総合

的な理解が必要であり、それを実現できる研究方法論及びデバイスの創製が急務である。 

現在、細胞機能を計測する有力な手法としてパッチクランプ法が挙げられる。微小ガ

ラス管ピペットにより区切られた細胞膜における単一あるいは複数のチャネル分子の

活動を、それを通り抜けるイオン電流として記録する手法である。生細胞のイオンチャ

ネル分子の機能をリアルタイムに観察できる優れた計測法である反面、①低いスループ

ット性、②操作の熟練性、③小型化の困難性、④多点計測の困難性、⑤神経回路の全容

解析の困難性などの欠点及び制限がある。これらの問題点に対して、二次元平面に展開

したプレーナー型のパッチクランプ素子が提案されている。プレーナー素子のメリット

は表面微細加工技術を駆使して、電極の微細・集積化による多点計測やハイスループッ

ト化が実現できる点である。さらに原子間力顕微鏡や共焦点レーザー顕微鏡、蛍光イメ



要旨 

II 

ージングなどの手法との組み合わせが容易に可能となる。近年、盛んに研究開発が進め

られており、小型化した素子や簡便性、多点計測を可能にした装置などが開発され、上

記①～④の問題点に関しては解決されつつある。しかし、安定性において課題が残され

ていることやタイムラプスの計測ができないこと、剥離した直後の細胞のみに測定が限

られることなどの欠点があり、⑤のような神経回路網全体を研究対象とする場合には適

していない。 

本研究では従来法の持つ問題点を解決し、細胞から細胞への化学的、電気的にシグナ

ル伝達を行う神経ネットワークの機能を解析するためのバイオセンサー素子及び手法

の開発を行った。これまでに報告されている既存のプレーナー型のパッチクランプ素子

の基板材料にはガラスやプラスチック等が用いられており、特にシリコン(Si)は高ノイ

ズ性である点が問題視されていた。これに対し酸化膜層を Si 層でサンドウィッチ状に

した silicon on insulator(SOI)を用いて、さらに熱酸化処理により基板表面に非導電性の

酸化膜層を形成させることで膜厚に応じて基板の持つ浮遊容量を低減させた。これによ

りバックグランドノイズの最大の要因となる基板固有の電気容量起因のノイズを抑え

ることができ、S/N 比の大幅な向上を実現した。電極部に当たる基板の微細貫通孔(直径

1-1.5 µm)は、半導体プロセス(異方性ウェットエッチングと熱酸化処理)及び収束イオン

ビーム(FIB)加工を用いた三次元加工プロセスにより作製した。さらに従来法では困難

であった細胞間のシグナル伝達やタイムラプスの計測を可能にする培養計測モードを

開発した。これは素子内で培養を行い、測定基板上に細胞間ネットワークを形成させた

後に電気測定を適用することで、細胞間の応答や相互作用の観察が可能となる。細胞接

着性タンパク質をコートしたセンサー基板上で培養したリガンド作動型 transient 

receptor potential vanilloid type 1(TRPV1) を 発 現 し た Human embryonic kidney 

293(HEK293)細胞に対してホールセル電位固定記録を行い、リガンド(カプサイシン)刺

激に応じたイオンチャネルの開閉によるイオン電流を観察することに成功し、本研究開
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発のプレーナー型バイオセンサーが実用レベルでの高い S/N 比で電流記録が実現でき

ることを実証した。また、素子の電気等価回路モデルを立て、培養モードにおける細胞

－基板（微細孔）間接着部を流れる電流波形の解析を行い、本素子の主要なノイズ源が

過剰電流ノイズであることを数値理論と実証実験で証明し、雑音低減の指針を示した。 

 神経細胞は生体内において感覚器や効果器といった複数の細胞と結合し複雑なネッ

トワークを形成させることで情報伝達の処理機能を発揮しているため、シグナル解析が

複雑困難である。そこで、細胞体と突起部を空間的に分離させた神経ネットワークを素

子の測定基板上に形成させるために、microcontact printing(µCP)を用いたタンパク質の固

定化による細胞マイクロパターニングを行った。神経細胞をパターン整列させるための

形状と大きさの幾何学的パターンを持った polydimethylsiloxane(PDMS)製のスタンプを

ソフトリソグラフィにより作製し、このスタンプを用いて基板上にタンパク質パターン

を形成させた。神経系のモデル細胞であるラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞(PC12)

を用いて神経成長因子による分化誘導を行うと、タンパク質の特定の微細パターン形状

に従い、細胞体の配置及び軸索伸張が誘導され、測定基板上に細胞の形態、成長領域が

制御された神経細胞のネットワークアレイを形成させることができた。 

細胞間のシグナル伝達解析を精密に行うために、時間的・空間的に解像度が優れてい

る光を利用した光刺激法を開発した。遺伝子工学的手法を用いて生物由来の光受容体ロ

ドプシンファミリータンパク質の神経細胞への発現を試みた。ロドプシンファミリータ

ンパク質は、単細胞緑藻類の一種コナミドリムシの眼点に分布し、可視光に応答してイ

オンを透過させることで膜電位を制御する光受容チャネルである。その一つである

channelrhodopsin-2(ChR2)の光感受性とイオンチャネルの機能を利用して、細胞に刺激を

与える。µCP により基板微細孔上に形成させた ChR2-PC12 のネットワークよりホール

セル電位固定記録を行うと、光照射に同期した光電流の発生を確認した。また、光電流

の活性化と脱活性化はともにミリセカンドオーダーの時定数を示し、興奮性シナプス後



要旨 

IV 

膜電流の立ち上がりの早さに匹敵することから刺激と反応の同期性という点で、ChR2

を用いた光刺激によって細胞を刺激し、細胞から細胞への信号の送受信制御が可能であ

ることを示した。 

現在、神経系の研究ではガラス微小電極などによる電気生理学的手法や電位感受性色

素などを用いたイメージング法により個々のニューロンの電位変化を一細胞レベルで

記録している。また、フローサイトメトリー法などにより単位時間あたりに多くの細胞

を測定できる細胞分析技術により統計的な解析が行われている。しかし、本研究で対象

とする神経細胞ネットワークのような細胞間あるいは細胞集団における外的刺激前後

の応答や特定の細胞に対する応答など、多くの細胞を対象とした一細胞レベルの解析は

困難である。開発したセンサー素子は測定基板上で機能発現した細胞に対する観察を可

能にし、細胞間のシグナル伝達や相互作用を計測することができる。さらに電極の集積

化を行うことで、従来法では技術的に困難であった多数のニューロンの活動や応答を同

時に記録することができ、神経回路全体のシグナル伝達機構の詳細な解析が可能となる。

また、神経細胞ネットワークシステムの機能を明らかにすることは、神経変性疾患の神

経細胞死の基礎過程との関係や発症機構の解明及び治療法の開発につながるものと期

待できる。本研究開発素子は半導体材料であるシリコンを基板として用いていることか

ら、半導体微細加工技術を用いて素子の微細化や後段のデータ処理回路の集積化を行う

ことで、小型且つ可搬型の細胞機能解析システムや非常に簡便な薬剤スクリーニングシ

ステムなどの応用も期待できる。 
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Abstract 
 

Neuronal cells control the life phenomena such as the cell proliferation, differentiation and 

survival using the various signaling functions in the network for various external stimulations. 

However, the function of a neuronal network and the mechanism of a signal transduction is not 

fully understand. The function analysis of reproducible and well-defined artificial networks of 

neuronal cells in vitro offers a promising approach to refine existing neuronal models and to 

gain deeper understanding of the related processes. Membrane proteins are known as 

indispensably important molecules for the cell functions. In addition, many reports have shown 

that dysfunctions of membrane proteins strongly relate to severe diseases. The pipette 

patch-clamp is a very excellent technique which can be used to detect the electrical activity of 

cells and their networks. It, however, has several difficulties in monitoring multiple cells 

simultaneously, high-throughput screenings, and long time laps measurements and also has 

disadvantage of high level skill-requirement in operations. The planar patch-clamp method is 

suitable for the miniaturization of the experimental apparatus and moderates the requirement of 

high skill-level. However, some problems exist still even in the conventional planer patch-clamp 

method. The lifetime of the cells in the measurement is too short to be applied to cell function 

analysis. 

In the present study, a new planar type ion channel biosensor was developed to overcome the 

problems in the conventional methods. This biosensor has advantages in time laps recording, 

applicability to the analysis of a neural network function, and significant miniaturization by 

combining with a Si integrated electrical circuit, retaining the advantages of the conventional 

planar patch-clamp methods. This sensor can be potentially applied to functional analysis of 
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neural network, clarification of neurodegenerative disease mechanism, and development of their 

treatment method. 

The micro fabrication of the sensor chip was achieved using a semiconductor technology and 

focused ion beam (FIB) process. The performance of the fabricated sensor was demonstrated 

with two measurement methods, the planar patch-clamp (conventional) mode and the incubation 

(newly developed) mode. The whole-cell current of the TRPV1-transfected HEK293 cells 

activated by capsaicin ligand stimulations was successfully recorded by both measurement 

modes. Current noise and its power spectrum have been measured by the incubation mode. The 

spectral density and the variance of these noises were formulated in the general form using an 

equivalent circuit. The observed noise in the present device was explained by the excess noise 

with 1/f dependence, which mainly originates from the current through the cleft between the cell 

membrane and the substrate surface. 

Neuronal networks on the substrate in the sensor were formed by microcontact printing (µCP). 

Extracellular matrix (ECM) proteins have been patterned with polydimethylsiloxane (PDMS) 

stamp by this method, in order to control the neuronal cell growth on the substrate surface in the 

sensor. PC12 cells were seeded on the substrate printed with laminin (LN) micropatterns. After 

the cells were cultured for 2 - 6 days, the growth of the cell bodies and neurites were confined to 

the LN patterns on the surface. The light-gated channel (ChR2) was expressed in PC12 cells for 

transmission and reception of the signal as a optical stimulation method. The photostimulation is 

ideal for stimulating a selected point of the soma or axon of a single cell in a neuronal network. 

In this study, it was shown that the present planar biosensor, the neural network device 

combined with photostimulation methods has tremendous potential for the investigation of 

cell-cell interactions, synapse functions and network functions. 
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第1章  
 

緒言 
 

 

1.1 研究目的と背景 
1.2 構成 
参考文献 

 

 

1.1 研究目的と背景 

 

細胞は外界より与えられた様々な情報(シグナル)に対して、シグナル伝達機構を用い

て細胞の増殖や分化、神経細胞のシナプス可塑性などの様々な生命現象を展開してい

る[1]。このシグナル伝達機構の実体は主にタンパク質等の分子からなる巨大な生化学

反応ネットワークである[2-4]。近年、それらの機能分子の同定や分子機構が徐々に明

らかになりつつあるが、細胞間あるいは細胞集合体としてのネットワークにおける情

報処理機構については不明な点が多い。これまでにシグナル伝達ネットワークには非

線形性が存在することが報告されており[5-7]、個々の分子の構造や機能と連関させた

ネットワーク内の協調的作用機構の特性を明らかにする必要がある。細胞内外の情報

のやり取りの中心的役割を担っているのが、チャネルやトランスポーター、レセプタ

ーとして生体内の細胞膜上に存在する膜タンパク質である[8]。これらの膜タンパク質

は生体機能維持に大きな役割を果たし、不可欠な重要分子であることが知られている

[9,10]。さらに近年では様々な疾病との関与が示唆されており[11,12]、その一つに難治
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性の神経変性疾患であるアルツハイマー病が挙げられる。神経細胞の顕著な脱落を伴

う進行性の疾患で[13,14]、この疾患の症状である認知機能低下と神経細胞シナプスの

機能変性との間の因果関係が示唆されているが[15-18]、発症メカニズムは明らかにさ

れておらず、有効な治療法も見出されていない。しかし、神経変性疾患における神経

機能の障害をもたらす直接的要因は、神経ネットワーク網の破綻である。神経細胞が

構成する細胞間ネットワークのシグナル伝達機構を解明するためには、膜タンパク質

の活動メカニズムや生体システムとしての総合的な理解が必要であり、それを実現で

きる研究方法論及びデバイスの創製が急務である。 

脳神経系の活動においてイオンチャネルは膜電位変化を発生させ、電気信号による

情報伝達の重要な役割を果たしている[10]。現在、細胞(イオンチャネル)機能を計測す

る有力な手法として、パッチクランプ法が挙げられる[19-23]。微小ガラス管ピペット

により区切られた細胞膜の一部における単一あるいは複数のチャネル分子の活動を、

それを通り抜けるイオン電流として記録する手法である。パッチクランプ法の特徴は

高抵抗シールを形成するために①リーク電流が極少[19]、②バックグランドノイズが極

少[21]、③小細胞においても電位固定下での膜電流記録が可能[22]、④直接細胞内環境

のコントロールが可能[23]なことが長所として挙げられる。しかし、生細胞のイオンチ

ャネル分子の機能をリアルタイムに観察できる優れた計測法である反面、以下に示す

欠点及び制限がある。 

1) スループットが低い。 

2) 操作に熟練性が要求される。 

3) 除振台など装置が大掛かりなために小型化が困難である。 

4) 多点同時計測が困難である。 

5) 神経回路のような生体システムの全容解析が困難である。 

これらの問題点に対して、ピペットパッチクランプ素子を二次元平面に展開したプ
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レーナー型のパッチクランプ素子が提案されている。プレーナー素子のメリットは表

面微細加工技術を駆使して、電極の小型・集積化による多点計測やハイスループット

化が実現できる点である[24]。さらに原子間力顕微鏡(AFM; atomic force microscope)[25]

や共焦点レーザー顕微鏡[26]、蛍光イメージング[27]、分光分析[28]などの物理学的手

法との組み合わせが容易に可能となる。近年盛んに研究開発が進められており、小型・

微細化した素子[29-38]や簡便性、多点計測を可能にした装置[39,40]などが開発され、

上記 1)～4)の問題点に関しては解決されつつある。しかし、感度や安定性において課

題が残されていることやタイムラプスの計測ができないこと、剥離した直後の細胞の

みに測定が限られることなどの欠点があり、5)のような神経回路網全体を研究対象と

する場合には適していない。 

そこで、従来法の持つ問題点を解決し、細胞から細胞への化学的、電気的なシグナ

ル伝達を行う神経ネットワークの機能を解析するためのバイオセンサー素子及び手法

の開発を目的として本研究を行った。具体的にはプレーナー型パッチクランプ素子構

造とし、神経細胞ネットワークをセンサー上に形成させ、単純化された in vitro の測定

系を構築することで、細胞間の相互作用や信号伝達の観察を可能にするセンサーとし

た。これにより神経ネットワークにおけるシグナル伝達機構の定量的な解析が可能と

なる。また、神経細胞が構成する情報処理システムを明らかにすることは、神経変性

疾患過程で観察される神経細胞死の基礎過程との関係や発症機構の解明及び治療法の

開発につながるものと期待できる。 
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1.2 構成 

 

本論文は提案したプレーナーイオンチャネルバイオセンサー及び研究手法について、

素子の有用性を検証するともに、神経細胞ネットワークの機能解析に応用するために

行った要素技術及び手法の開発についてまとめたものであり、5 つの章より構成され

る。 

 

第 1 章では緒論として、神経科学分野における研究手法と現状及び、近年盛んに研

究が行われているバイオセンサーの研究動向について言及し、本研究の位置付けと目

的について述べた。 

 

第 2 章では提案したプレーナーイオンチャネルバイオセンサーの概念及び作製方法

について述べた。神経細胞ネットワークの機能解析に応用するために、培養中の細胞

に対するタイムラプス測定が可能な培養測定モードを開発した。半導体プロセスと集

束イオンビーム(FIB; focused ion beam)を用いた三次元微細加工法を確立し、基板微細

孔の作製を行った。作製した基板の電気的特性を検証し、熱酸化プロセスを用いた基

板修飾による最適構造化を行った。 

 

第 3 章では作製したセンサー素子の特性評価として、二つの測定モードによる全細

胞膜電流記録及びノイズ解析を行った。基板表面に細胞外基質修飾を行い、測定基板

上での細胞培養からイオンチャネル電流計測までの一連の操作を素子内で実現した。

またシステムの電気的特性を検証し、数値理論計算と実証実験によるノイズ解析を行

い、雑音低減の指針を示した。 
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第 4 章ではタンパク質分子パターニングによる神経細胞ネットワークの構築法及び

光感受性イオンチャネルを用いた光刺激法の要素技術の構築を行った。Microcontact 

printing (µCP)法を用いて形成した細胞外基質のパターンによる細胞マイクロパターニ

ングを行い、パターン形状によるネットワーク構築特性を評価した。遺伝子工学手法

を用いて生物由来の光受容体ロドプシンファミリータンパク質を神経細胞に発現させ、

光照射により細胞を刺激する細胞興奮法を開発した。 

 

第 5 章では総括として本論文内容をまとめると共に、今後の展望について述べた。 
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2.1 緒言 

 

これまでに報告されている既存のプレーナー型素子の基板材料にはガラス[1,2]やプ

ラスチック[3,4]、polydimethylsiloxane(PDMS)[5,6]、シリコン[7]等が用いられており、特

にシリコンは高ノイズ性である点が問題視されていた。この問題に対してシリコン酸化

膜(SiO2)の上にシリコン(Si)単結晶層を形成させた構造の silicon on insulator (SOI)を基板

として用いることとした。SOI は CMOS LSI の高速性・低消費電力化を向上させる目的

で開発された基板で、サイモックス(SIMOX: separation by implantation of oxygen)方式と

張り合わせ方式の 2 つの製造法がある[8,9]。SIMOX 方式は Si ウェーハに酸素イオンを

注入し埋め込み、それを高熱で酸化させることでシリコン結晶中に SiO2 の絶縁膜を形

成させる。張り合わせ方式は、SiO2層をウェーハ上に直接成長させ、その上に別のウェ

ーハを貼り合わせて作製する。酸化膜が絶縁体として作用することで、シリコンに吸収

される電気エネルギー量が低減され、寄生容量を大幅に抑制する特徴を持っている。本

研究では寄生容量及び基板強度を考慮して、厚い SiO2 層を形成できる張り合わせ方式

で作製された SOI を用いた。 

本章では提案したプレーナーイオンチャネルバイオセンサーの概念及びパッチクラ

ンプ法、新しく開発した測定法について述べ、作製方法並びに熱酸化処理プロセスを用

いた基板修飾による素子の特性評価と構造の 適化を行った結果を詳述する。 



13 

2.2 プレーナーイオンチャネルバイオセンサーの設計 

 

本研究開発のセンサーは細胞間において化学的・電気的に情報伝達を担う神経細胞の

機能計測への応用を念頭に置き、素子設計を行った。神経ネットワークにおける細胞間

の観察を行うために、システム内で細胞培養により神経細胞ネットワークを測定基板上

に形成させることで、生理機能発現後の細胞に対して計測が可能なセンサーとした。図

2.1 に提案したプレーナーイオンチャネルバイオセンサーの素子構造及び測定モードの

概略図を示す。プレーナーパッチクランプモード及び培養モードの測定法の詳細につい

ては、第 2.3.2 及び 2.3.3 節にてそれぞれ述べる。素子は上下 2 層のチャンバーで構成さ

れており、電極となるセンサーチップを PDMS によってチャンバー間にシールする。

システム内培養を行うために必要となる素子の滅菌はアルコール洗浄と ultraviolet(UV)

照射により行う。そのため、素子の材質としては培養部である上チャンバーにはフッ素

系樹脂(ダイフロン)、下チャンバーには加工が容易な塩化ビニル樹脂を用いた。また、

下チャンバー部の電極には銀管を用いてアンプとの電気的接続点に加えて、薬物や電解

液の溶液交換をするための還流用の流路として利用した。 
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2.3 イオンチャネル電流計測法 

 

2.3.1 ピペット‐パッチクランプ法の原理 

 

パッチクランプ法は、細胞膜における単一あるいは複数のイオンチャネル分子の活動

や機能をリアルタイムに計測できる手法である[10-14]。細胞膜に微小ガラス管ピペット

を高抵抗で密着させ、その先端開口部の微小膜領域を電気的に他の領域と隔絶した状態

で電位固定することで、そこに含まれるイオンチャネルを通るイオン電流を計測する

(図 2.2)。パッチクランプ法は高抵抗シールを形成するため、リーク電流が極めて少な

く、電位固定を正確に行うことが可能である[11]。熱ノイズ及びパッチクランプアンプ

図 2.1 提案したプレーナーイオンチャネルバイオセンサーの概略図 
(a) 素子構造の全体図、(b, c) 本素子による二つの測定モードの概略図；プ

レーナーパッチクランプモード(b), 培養モード(c) 

(a) 

(b)

(c)
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装置に生じる電流雑音はシール抵抗に反比例し小さくなるため、高抵抗シール下ではバ

ックグランドノイズが極めて低くなる[13]。また、小細胞においても電位固定下での膜

電流記録を可能とすることや直接細胞内環境のコントロールが可能なことなどが長所

として挙げられる[14]。 

パッチクランプ法は OP アンプで構成される I-V コンバーターが基本回路となってい

る(図 2.2)。OP アンプの電圧利得を無限大とすると、両端(+と-)の入力端子は等電位と

なり、+の入力端子にコマンド電位を加えるとバーチャル・ショートによって－端子(パ

ッチ膜)も同電位にクランプされる。細胞膜とピペットとの間を高抵抗でシールするこ

とで、シャント電流は極小となり、Ip = I となる。これを I-V コンバーター内のフィー

ドバック抵抗(Rf)における電圧降下として検出することで、パッチ膜を横切る電流(I)の

ほぼ 100％をパッチ電極からの記録電流(Ip)として計測する。また、初段 OP アンプ A1

の出力には、膜電位成分も含まれるため A2で差し引いている。このように nA - pA オ

ーダーレベルの極小電流の測定を実現している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2.2 ピペットパッチクランプ法の原理図と計測回路 
ピペット電極抵抗(Rs)は通常1 - 5 MΩ程度でRs≪Rsealとなれば、Ip / I = Rseal 
/ (Rs + Rseal) ~ 1 となる。IpをI-Vコンバータ(点線)内の高抵抗Rf (feedback 
resister)における電圧降下として検出することで細胞膜を通過する電流

が計測できる。初段OPアンプ(A1)に含まれる膜電位成分を次段OPアンプ

(A2)で差し引いている。 
補足：Rsはパッチ膜に直列に入るピペット電極抵抗(access resistanceまた

はseries resistance)、Rsealはピペット－細胞膜間のシール抵抗を示す。 
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パッチクランプ法には実験目的、方法に応じて種々の測定モードがある。単一チャネ

ル記録(single channel recording)法として、セルアタッチモード(cell-attached mode) [12]、

インサイドアウト(inside-out mode) [14]、アウトサイドアウトモード(outside-out mode) 

[14]、また全細胞膜を流れる電流の記録法としてホールセルモード(whole-cell mode また

は conventional whole-cell mode) [14]、穿孔パッチモード(perforated patch mode) [15,16]が

ある(図 2.3)。セルアタッチモードはパッチ電極を細胞上に装着したままで単一チャネ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

モード 計測対象 利点 欠点 

(a) cell-attached 単一チャネル電流 細胞内環境の保持 
セカンドメッセンジャーの予見

細胞内液のコントロール不可 
実行電位が不明 

(b) inside-out 単一チャネル電流 細胞内液がコントロール可 
セカンドメッセンジャーの予見

細胞内環境の欠落 

(c) outside-out 単一チャネル電流 細胞外液がコントロール可 
リガンド活性の観察 細胞内環境の欠落 

(d) whole-cell 全細胞膜電流 
細胞内環境がコントロール可 

細胞内電位の測定 
リガンド活性の観察 

チャネルの rundown 

(e) perforated patch 全細胞膜電流 
細胞内環境の保持 
細胞内電位の測定 
リガンド活性の観察 

Raが高い 
細胞内液のコントロール不可 

図2.3 パッチクランプ法の各種の測定モード模式図と特徴 
単一チャネル記録(single channel recording)法として、(a) cell-attached mode、
(b) inside-out mode、(c) outside-out、全細胞膜を流れる電流(whole-cell mode)
法として(d) whole-cell、(e) perforated patch modeがある。各測定モードには表

に示すような特徴をそれぞれ持っている。 

(a) 

(b)
(c)

(d) (e)
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ル電流を記録する(a)。セルアタッチモードからパッチ電極を引き上げて、細胞からパッ

チ膜を切り取り、細胞内をバス液に露出させた状態での記録がインサイドアウトモード

である(b)。アウトサイドアウトモードは細胞内側が電極内液に面したモードで後述す

るホールセルモードからパッチ電極を引き上げることで形成される(c)。セルアタッチモ

ードでパッチ膜を破り穴を開け、パッチ膜以外の全細胞膜を流れるイオン電流を記録す

るのがホールセルモードである(d)。ホールセルモードの細胞内液の washout 問題を克服

するためにイオン透過性の高い小孔（イオノフォア）を形成させることで全細胞膜電流

を測定するのが穿孔パッチモードである(e) (詳細は第 3 章 3.2.4 節にて述べる)。 

 

 

2.3.2 プレーナー‐パッチクランプモード 

 

プレーナーパッチクランプ法は、平面基板上に形成した微細貫通孔を従来のピペット

電極部の替わりとして用いて、細胞膜を捉え計測する手法である(図 2.1 b)。システム構

造が二次元平面に展開されたプレーナー素子のメリットは、表面微細加工技術を駆使し

て小型化や電極のアレイ化を行うことができ、多点計測やハイスループット化が実現で

きる[17]。また、ピペット電極を配置する必要がなく素子上部の空間自由度が高いため

に、AFM[18]や共焦点レーザー顕微鏡[19]、蛍光イメージング[20]、分光分析[21]など物

理学的手法との組み合わせが容易となる。プレーナーパッチクランプではインサイドア

ウトやアウトサイドアウトモードによる記録は困難であるが、セルアタッチやホールセ

ルモードの記録が可能である。また、素子内に流路を持たせることで還流による電極内

液の交換を容易にすることができ、ピペットパッチクランプでは比較的困難である穿孔

パッチモードによる記録が再現性良く実現できる。 
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2.3.3 プレーナー‐培養モード 

 

培養モード測定ではプレーナーパッチクランプモードと同様に基板上の微細貫通孔

を電極として用いて、システム内の測定基板上で細胞培養を行い、細胞膜の接着、伸展

により微細孔を覆わせた後に電流記録を行う(図 2.1 c)。生理機能を発現した細胞を観察

することができ、剥離した直後の細胞のみに限られずに、培養中の細胞に対してタイム

ラプスの計測や細胞間の相互作用の計測などが可能となる。培養モードによる電流記録

実験では長時間の観察、測定を考慮し、細胞内の機能分子の washout を抑制し低侵襲的

に測定できる穿孔パッチ法によるホールセル電流記録を行う。 

 

 

 

2.4 SOI 基板を用いたセンサーチップの作製 

 

第 2.1 節にて述べたようにシリコンは抵抗が低いためにバックグランド雑音電流が大

きいという問題が指摘されていた。そこで、本研究ではシリコン基板の高ノイズ問題を

トップ Si 層とバルク Si 間に張り合わせ法で形成した厚い SiO2 層(4µm)を BOX(buried 

oxide)層として挟んだ構造の SOI を基板として用いた。使用した SOI 基板断面の電子顕

微鏡(SEM; scanning electron microscope)像を図 2.4 に、仕様を表 2.1 に示す。シリコン基

板は半導体プロセスである異方性ウェットエッチングを利用することができ、微細貫通

孔構造を正確に作製することができる。また、表面平坦性が高く、種々の表面化学修飾

を容易に可能とする点でシリコン基板は有利となる。さらに電子回路を集積することで

超小型素子の開発が期待できる点も利点として挙げられる。 
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表 2.1 SOI 基板の仕様表 

type P-type 

抵抗率 50 - 75 Ωcm 

面方位 < 100 > 

Overall thickness 532 ± 5 µm 

SOI (Si) thickness 3 ± 0.5 µm 

Oxide thickness 4 ± 0.2 µm 

 

 

2.4.1 シリコン基板洗浄 

 

大気中でシリコン表面は自然酸化によって SiO2 層が形成され、また有機物などの汚

染を受けるが、RCA 洗浄(Radio corporation of America 社考案のシリコン基板洗浄方法)

による十分な洗浄を行うことで清浄な表面を得ることができる。以下の操作は全てクリ

2SiO

)SOI(Si

Si

図 2.4 SOI 基板の断面 SEM 像 
SiO2層が Si 層に挟まれている様子が確認できる。上部 表面層には熱酸化

処理による酸化膜層 1 µm が堆積している(2.4.2 節を参照)。 (scale bar : 1µm)
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ーンルーム内にて行い、各工程間には超純水(≧ 18.2 MΩ cm, Advantech, Millipore Ltd.,)

によるすすぎ工程を含んでいる。また、フッ化水素酸水溶液処理(工程 5)ではフッ素樹

脂製ビーカーを使用し、それ以外の工程ではガラス製ビーカーを用いた。 

 

1. アセトン中で超音波洗浄(RT, 5 min) 

2. メタノール中で超音波洗浄(RT, 5 min) 

3. Piranha 溶液(硫酸：過酸化水素水 = 4：1 [v/v])中で煮沸(90℃, 10 min) 

4. アンモニア水：過酸化水素水：純水 = 1：4：20 [v/v]溶液中で煮沸(90℃, 10 min) 

5. 1%フッ化水素酸水溶液中で静置(RT, 10 min) 

6. 塩酸：過酸化水素水：純水 = 1：1：6 [v/v]溶液中で煮沸(90℃, 10 min) 

7. 窒素ガスにて乾燥 

 

以上の方法により清浄な SiO2 層を基板表面に形成させた。各溶液による処理は以下の

目的のために行った。 

 

1 ~ 3 ： 有機汚染物と金属の除去 

4  ： 塵埃吸着物と金属の除去 

5  ： 自然酸化膜除去 

6  ： 表面酸化 
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2.4.2 微細貫通孔作製 

 

ピペット電極部にあたる基板の微細貫通孔の作製プロセスを図 2.5 に示す。サブマイ

クロメーターオーダーの精度で微細な三次元加工を実現するため、異方性ウェットエッ

チング及び FIB 加工を用いて作製を行った。作製手順を以下に示す。水酸化テトラメチ

ルアンモニウム (TMAH; tetra methyl ammonium hydroxide)エッチングの保護及び基板の

寄生容量を抑制(詳細は第 2.5 節にて述べる)させるためにウェット熱酸化処理による酸

化膜を形成させた。熱酸化プロセスは、酸化性雰囲気中で高温に加熱することでシリコ

ン表面に二酸化珪素(SiO2)を形成させる方法である[22,23]。表面に形成された SiO2膜中

の拡散速度は酸素イオンより水酸イオンの方が大きいため[24]、水蒸気下での加熱によ

って酸素下よりも短い時間で膜厚の大きな SiO2 層を形成することができる。電気炉に

95℃で水中をバブリングさせた酸素(1 L/min)雰囲気下で熱酸化を行った。Si/SiO2のエッ

チングレート比の差を利用した TMAH エッチング[25-27]によってバルク Si 層を削り

BOX 層の SiO2を露出させ、SOI 層と BOX 層のみを残した薄膜部分を形成させた。そし

て、FIB を用いてエッチング加工することで直径約 0.7- 1.5 µm の貫通孔を作製した。FIB

加工は透過型電子顕微鏡(TEM; transmission electron microscope)試料の作製ツールとし

ても使用されており、試料表面のイオンビームの照射された部分だけを選択的にエッチ

ングすることができるためマスクレス加工を可能とし、高精度に微細加工ができる特徴

を持っている[28,29]。なお、工程 2 と 5 は分子科学研究所 装置開発室とエスアイアイ・

ナノテクノロジー㈱にそれぞれ依頼し加工を行った。 
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1. 基板表面に熱酸化処理[900℃, 10 h, O2 + H2O (95℃, bubbling)]によって約 1 µm

の SiO2層を形成する。 

2. φ1 mm のダイアモンドグラインダーにより、SiO2層及びバルク Si を切削する

（深さ 0.40 - 0.45 mm）。 

3. 8% (v/v) TMAH により残りの Si の異方性ウェットエッチング(90℃, 50 min)を

行い、BOX 層である SiO2層まで到達させる。 

4. 熱酸化処理[900℃, 10 h, O2 + H2O(95℃, bubbling)]によってエッチングされ Si が

露出した部分を含めた基板表面全体に約 1 µm の SiO2層を形成する。 

5. FIB を用いて直径約 0.7- 1.5 µm の微細貫通孔を形成する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 1st Thermal oxidation 

2. Drill milling 

3. TMAH etching 

4. 2nd Thermal oxidation 

5. FIB milling 

SOI (Si)

Si 
SiO2 

1 mm in diameter and 400 - 450 µm deep is 
formed on the backside by diamond 
grinding 

Anisotropic wet etching using 8% TMAH 
at 90℃ for 100 - 120 min 

O2+H2O (95℃, bubbling) at 900℃ for 10
h 

Micropore with φ0.7 - 1.5 µm penetrated 
to the bottom of the well is formed by 
focused ion beam 

O2+H2O(95℃, bubbling) at 900℃ for 10 h 

図 2.5 異方性ウェットエッチング及び FIB 加工を用いたセンサーチップの

作製方法 
Si/SiO2のエッチングレート差を利用して、貫通孔のボトムにあたる BOX 層

の SiO2 でエッチングを精確に停止させた。エッチング後に再び熱酸化処理

を施し、露出した Si 表面に絶縁体である酸化膜層を形成させた。 
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作製した微細貫通孔の SEM 像を図 2.6 に示す。基板上に FIB 加工によって平滑な壁

面を持ったミクロンオーダーの微細な貫通孔が高精度に形成されていることが確認で

きる(a)。また、基板裏側では TMAH 異方性ウェットエッチングにより SiO2層で正確に

エッチングが停止されているのが観察された(b)。約 300 µm×300 µm の領域のみを薄膜

化することで基板強度を維持しつつ、ミクロンオーダーの貫通孔加工を可能にした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

0.5 µm 

図 2.6 SOI基板に形成された微細貫通孔の光学顕微鏡像(左)と SEM像(右) 
(a) 基板上面, (b) 基板下面。FIB 加工によって直径約 1 µm の貫通孔が精密

且つ滑らかに形成されていることが確認できる。TMAH 異方性エッチング

によって SiO2層で正確にエッチングが停止されている。また貫通孔部(SOI 
+ SiO2層＝約 8 µm)は厚いために十分な機械的強度が保持されている。 

1 µm 

100 µm

10 µm 

(b) 
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2.5 熱酸化処理による基板修飾及び電気的特性評価 

 

極めて短い時間内においてイオンチャネルの高周波開閉現象を記録するパッチクラ

ンプ記録では、バックグランドノイズが大きな問題となる[30]。その原因としては熱ノ

イズやショットノイズが挙げられるが、 も大きく起因するのが浮遊容量性ノイズであ

る[14]。電流測定を行う際に基板は電解液と接触するために電極基板の寄生容量由来の

ノイズが発生する。よって、ノイズを抑えるために低容量の基板が要求される[31]。そ

こで、熱酸化処理を用いて酸化膜を形成させ、寄生容量の抑制を行った。実験方法は

2.4.2 節と同様の方法で行った。 

素子の電気的特性を評価するために等価回路モデル(図 2.7)を立て、基板抵抗及び容

量について検証した。基板抵抗(access resistance) Rs (Ω)は、センサーチップの微細貫通

孔の伝導性により定義され、(2.1)式より電解液の電気抵抗率 ρ (Ω m)、微細孔の断面積 A 

(m2)、微細孔の長さ l (m)から求められる[32]。 

 

 
A

lRs
⋅

=
ρ

      …………… (2.1) 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.7 センサーチップの電気的等価回路モデル 

C1 

C2 

C4C3 

Rs
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図 2.8 に Rsの測定結果と(2.1)式から求めた計算値を示す。微細孔の断面積(A)に対し

て抵抗が反比例しており、実験値とほぼ一致した。また、その抵抗値はピペットパッチ

クランプで使用するピペット抵抗(1 - 5 × 106 Ω)と同等もしくは低い値を示している。ホ

ールセル記録時には、膜容量(Cm)が Rs を介してチャージされる(RsCm)ことによる slow 

transient の発生や単一チャネル計測時に比べて流れる電流が大きいために Rs での電圧

降下が無視できない問題が生じる。そのために Rs はできる限り小さく抑える必要があ

る[1]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

基板の浮遊容量 Cs (F)は、(2.2, 2.3)式より真空誘電率 12
0 10854.8 −×=ε 、比誘電率 rε  

(SiO2 = 4.5)、面積 S (m2)、厚み d (m)から求められる[32] (Si 層の寄生容量は寄与が小さ

いため考慮しない)。 

 

 
d
SC ri ⋅⋅= εε 0  (i = 1 - 4)    ………………… (2.2) 

 
1

4321
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−

⎟⎟
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図 2.8 センサーチップ基板の抵抗 Rsの実測値と計算値(式 2.1) 
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熱酸化処理を行った基板を直径 3 mmの PDMS (S = 7.069 × 10-6 m2)によりシールを

してセンサーシステムに組み込み、容量を測定した結果を図 2.9 (a)に示す。これより

基板表面に非導電性の酸化膜層を形成させることで、基板固有の寄生容量が酸化膜厚

に応じて減少していることがわかる。また、図 2.9 (b)は基板の電解液と接触する面積

と容量の関係を示したもので、接触面積を減少させることで容量を抑制できることを

示している。プレーナー型のメリットである素子のダウンサイジングを行い、マイク

ロ流体回路と組み合わせて微細化することでさらに低ノイズ化が可能となることが

示唆される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.9 センサーチップ基板の電気容量 Csの実測値と計算値(式 2.2, 2.3) 
(a) 熱酸化処理により形成した酸化膜厚に対する基板容量の関係(S = 7.069 
× 10-6 m2一定)と(b) 電解液との接触面積に対する容量の関係(SiO2 = 2.0 µm
一定) 
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次に AFM (SPA400, Seiko Instruments Inc.)を用いて熱酸化処理前後の基板表面を観察

した(タッピングモード, RT, 大気中)。図 2.10 に示すように熱酸化処理によって基板表

面の粗さが低下し、より平坦化されていることが確認できる。これは基板上での培養時

及び電流測定時の基板と細胞膜との間の密着性の向上が期待できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6 センサーチップ洗浄方法 

 

シリコン製のセンサーチップ基板は強酸化洗浄プロセスにより種々のタンパク質

や細胞膜片などの有機物を除去し、十分に洗浄することで再使用することができる。

以下の操作は全てクリーンルーム内にて行い、各工程の間には超純水によるすすぎ工

程を含んでいる。微細貫通孔を壊さないために超音波洗浄は行わず、各溶液中に静置

図2.10 熱酸化処理前(a)と処理後(b)のSOI基板表面のAFM像(3 × 3 µm2)と断

面プロファイル 
熱酸化処理を施すことによって表面粗さが低下し、より平坦化されているこ

とが確認できる。RMS : (a) 0.15 nm, (b) 0.08 nm 

(a) (b) 

1 nm 
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させ洗浄を行う。 

 

1. アセトン中に浸漬(RT, 20 min ~ ) 

2. メタノール中に浸漬(RT, 20 min ~ ) 

3. Piranha 溶液(硫酸：過酸化水素水 = 4：1 [v/v])中で煮沸(90℃, 20 min ~ ) 

 

 

 

2.7 結言 

 

本章では新しく提案したプレーナーイオンチャネルバイオセンサーの概念及び作製

方法、作製したセンサーチップ基板の特性評価の結果について述べた。 

プレーナーパッチクランプ素子の基板材料としてシリコンを用いる際の問題点であ

った高ノイズ性を、絶縁体として働く SiO2層を挟み込んだ SOI を用いて、熱酸化処理に

よる 適構造化を行うことで解決した。電極となる基板の微細貫通孔は半導体プロセス

の異方性ウェットエッチングと FIB 加工による精密な三次元加工プロセスにより作製

した。微細孔の抵抗は孔下側が大きく広がった構造となっているためにピペットパッチ

クランプで使用されるガラスピペットと比較して小さく、パッチクランプ電極として適

用できることを示した。また、熱酸化処理によって基板表面に非導電性の酸化膜層を形

成させることで、基板固有の浮遊容量を膜厚に応じて減少させた。SOI をセンサー素子

の基板として用いることで精密な微細加工と電気特性の向上の両者を実現することが

できた。また、半導体材料であるシリコンを用いることは微細加工技術を駆使して素子

の微細化や電子回路の集積化による超小型素子の開発を期待することができる。
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3.1 緒言 

 

本章では作製したイオンチャネルバイオセンサーの動作実証として、生細胞を用いた

二つの測定モード、従来法のプレーナーパッチクランプモード及び本研究提案の培養モ

ードによる全細胞膜電流記録、並びにシステムの電気特性解析結果について述べる。プ

レーナーパッチクランプモードは電極となる微細孔のアレイ化による多点計測が可能

となることからスクリーニングへの応用が期待できる。新しく開発する培養モードは細

胞間におけるシグナル伝達や相互作用の解析が可能となる測定法である。培養モードは

素子内のセンサーチップ上で培養を行うために、微細孔が形成されたシリコン基板表面

に細胞膜の足場となる細胞外基質(ECM; extracellular matrix)をコーティングした。ECM

は細胞接着や神経突起伸張、細胞移動、細胞極性など個体発生と分化の基礎となる事象

全てに対し、足場として働くタンパク質である[1-5]。また、電気測定は長時間計測やタ

イムラプス計測を実現するために低侵襲性のパッチ膜離断法である穿孔パッチ法を適

用し電流記録を行った。素子の電気的特性評価として基板－細胞間を流れる電流波形解

析からシステムの電気ノイズ特性を検証した。 

 

 

 

3.2 実験方法 

 

3.2.1 細胞培養及びリガンド作動型イオンチャネル－TRPV1 

 

生体膜に貫通するイオンチャネルは、細胞内外のイオンの出入りを調節して細胞に電
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気信号やカルシウム信号を発生させる輸送タンパク質としての機能を担っている[6,7]。

Ca2+のような特定の物質に対して選択的且つ効果的に輸送し、外部からの刺激に応じて

活性化してイオン輸送率を変化させている[8,9]。イオンチャネルの種類として開閉機構

で分類すると、膜電位に依存する電位作動型、一定の物質との結合によるリガンド作動

型、膜の伸張や容積変化などの刺激による機械刺激作動型、光を受容する光感受性型の

4種類に大別される。活性時の大きなイオンコンダクタンス、刺激に対する速い応答性、

創薬スクリーニングへの応用を考慮して、リガンド作動型である transient receptor 

potential vanilloid type 1 (TRPV1)を用いた。 

TRPV1 は、感覚神経に特異的に発現して刺激受容に関わるイオンチャネル型受容体

で[10,11]、カプサイシン(CAP; capsaicin)、プロトン(pH＜6)、熱(＞43℃)という複数の刺

激によって活性化し、外向き整流性を有する Ca2+透過性の高い非選択性陽イオンチャネ

ルである[12-14]。分子構造は 6 回膜貫通型で、アミノ基末端とカルボキシル基末端を細

胞質内に向け、5 番目と 6 番目の膜貫通領域にチャネルポアとなるループを作っている

(図 3.1)[15]。これまでの研究でパッチ膜を細胞から切り取った excised patch による単一

チャネル電流の観察から、セカンドメッセンジャーを介さずにカプサイシンによって直

接活性化することが確認されている[10]。カプサイシンとは唐辛子に含まれるアルカロ

イドと呼ばれる辛味成分の一つである。脂溶性の無色無臭の結晶で、アルコールには溶

けやすく、冷水にはほとんど溶けず、痛覚神経を刺激し局所刺激作用あるいは辛味を感

じさせる[15]。カプサイシンは体内に吸収されると脳に運ばれ内臓感覚神経に働き、副

腎のアドレナリンの分泌を活発化し発汗を促す。本章では TRPV1 を発現させたヒト腎

臓由来の細胞株である Human embryonic kidney 293 (HEK293)細胞を用いて、リガンド物

質としてカプサイシン刺激による活性記録を行った。 

細胞は培養ディシュを用いて培養液中にて 37℃, 5% CO2 で培養する。培地は

Doulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Sigma)に、10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, 
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Biological industries)と 1% (v/v) glutamax (Gibco)、0.5% (v/v) penicillin / streptomycin 

(Gibco)、50 µg/ml geneticin (G418, Gibco)を加えたものを使用した。細胞密度が 70 - 80%

まで達したらクリーベンチ内の滅菌下にて以下の方法で継代培養を行う。 

 

1. ディシュの培地をアスピレータで吸引・廃棄し、phosphate buffered saline (PBS; 

Wako pure chemical)で洗浄する。 

2. Trypsin-EDTA (TE, Gibco)を加えて 37℃で 1-2 min インキュベートし、細胞をデ

ィシュから剥離させる。 

3. 剥離後、TE と同量以上の培地を加えて酵素の活性を停止させ、遠心機により

(1000 rpm, 5 min)細胞を分離する。 

4. 遠心分離した上清をアスピレータで廃棄し、培地を加えてピペッティングし、

新しいディシュに播種する。 

 

なお、TRPV1 発現 HEK293 細胞は総合研究大学院大学／自然科学研究機構 生理学研

究所 富永真琴教授／柴崎貢志助教 研究室より御供与戴いた。 

 

 

 

 

 

 

 
図 3.1 TRPV1 の膜のトポロジーとドメイン構造 
6 回膜貫通領域を有しており、アミノ基末端とカルボキシル基末端の 25 ア

ミノ残基から構成され、5-6 番目の膜貫通領域にチャネルポアを形成してい

る。(文献[15]より引用) 
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3.2.2 電気測定システム 

電気測定システムは従来のピペットパッチクランプ法で用いられるパッチクランプ

アンプ装置(Axonpatch 200B)並びに解析ソフト(pCLAMP9.2)を使用する。全ての測定デ

ータはカットオフ周波数 2 kHz のローパスフィルターを介し、出力ゲイン 5 mV/nA、サ

ンプリング周波数 10 kHz、室温(25℃)下で測定する。実験に用いる電解液の基本組成は

等張の KCl 溶液である。細胞内の生理的条件である pH 7 付近、約 10 - 100 nM の Ca2+

濃度に合わせるように、HEPES などの pH バッファや EGTA などの Ca2+キレータにより

調整、作製する。細胞外液(bath solution)は 140 NaCl、5 KCl、10 HEPES、2 MgCl2、2 CaCl2、

10 Glucose、pH7.4 (NaOH で調整) [in mM]、細胞内液(本稿では電極溶液(electrode solution)

と記述する)は 140 KCl、5 EGTA、10 HEPES、pH7.4 (KOH で調整) [in mM]と調製した。

細胞外液及び電極溶液は 0.2 µm のシリンジフィルターを介してゴミ等のシールの障害

となる不純物を除去した後、本素子では上側チャンバーに細胞外液、下側チャンバーに

電極溶液を充填する。電極は Ag 線及び Ag 管を市販の漂白剤(次亜塩素酸ナトリウムを

主成分とする)に 5 - 6 h 浸漬して非分極性電極 Ag/AgCl とし、それぞれを上・下のチャ

ンバーとアンプ装置に接続する。 

 

 

3.2.3 プレーナーパッチクランプモード 

 

開発した本素子は上下 2 層のチャンバーから構成されており、洗浄したセンサー基板

をシステム内に組み込み測定を行う(図 2.1)。第 3.2.1 節の手順で培養した細胞を以下の

方法でプレーナーパッチクランプ記録実験の準備を行う。ディシュの培地をアスピレー

タで吸引・廃棄し、PBS で洗浄する。培地を加え、ピペッティングによりディシュ底に
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接着している細胞を剥離させる。TE 処理による剥離を行うとイオンチャネルを含む細

胞膜表面のタンパク質を消化してしまうため、電流記録実験の際にはピペッティングに

よる剥離を行う。剥離後、遠心分離を行い細胞外液により 1 - 5 × 104 cells/ml の細胞懸濁

液を作製する。この時、懸濁液中に Accumax (Innovative Cell Technologies, 50% [v/v])を

加えることで細胞塊を減らし、懸濁液を均一にすることができる。以上のように準備し

た細胞を用いて、下記の手順でプレーナーパッチクランプモードによるチャネル電流計

測を行う(図 3.2)。 

 

1. 上下のチャンバーをそれぞれ細胞外液、電極溶液で満たす。 

2. 上チャンバーに細胞懸濁液(5 - 7 × 102 cell/mm2)を注入した後、陰圧(2 - 5 kPa)を印

加して微細孔周辺に近づいた細胞をランダムに吸引し、シールを形成する。 

3. さらに強い陰圧(20 - 30 kPa)を印加して、パッチ膜を破りホールセルモードとする。 

4. CAP (~ 2 µM)刺激による活性記録を行う。 

 

 

 

 

 

 

 

細胞の吸引及びパッチ膜離断の際の圧力は下チャンバーに接続した圧力センサーでモ

ニターする。また、細胞－基板間のシール抵抗並びにホールセルモードの形成は

Axopatch 200B の電流応答出力波形より確認する。 

図 3.2 プレーナーパッチクランプモードの測定手順模式図 

強陰圧 

2 3 4 1 

陰圧 

Bath solution 

Electrode solution 

CAP 
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3.2.4 穿孔パッチ法 

 

細胞内におけるイオンチャネルが担う機能や現象を観測する場合、ホールセルモード

による測定法では細胞内分子の流出が問題となる。陰圧によって機械的にパッチ膜を破

り細胞膜に穴を開けた状態にすると、細胞内液は人工的に作製された電極溶液と交通し

細胞内分子の流失が起こる(washout)。特に小細胞においては顕著に影響を受けてしまう。

これはチャネル活動の維持や細胞内の情報伝達機構を担っている可溶性の機能性分子

などの消失により、rundown が生じるからである(代表的なものに Ca2+チャネルの

rundown が挙げられる) [16-18]。ホールセルパッチ法は細胞内液を実験的にコントロー

ルすることができる反面、細胞の正常な機能を損なってしまう欠点を持っている。電極

溶液に失われる物質をあらかじめ補うことである程度は解消することはできるが、その

物質のほとんどが未知であることが多い。正常な細胞では機能性分子のダイナミックな

量的・質的変動が機能を担っているため、人工的に同環境を作り出すことは難しい。こ

の問題を解決する有効な手段として穿孔パッチ法(perforated patch mode または slow 

whole-cell mode) [19,20]がある。物理的な膜離断の代わりにポリエン抗生物質を用いて

パッチ膜に対してイオノフォアと呼ばれるイオン透過性の高い小孔を形成させること

で、細胞内への電気的アクセスを行うものである。脂質二重層内に形成された電気伝導

性ポアは分子量の小さいイオンのみを通し、大きな分子は通さないために細胞内環境が

損なわれ難く、細胞内の有効機能性分子を失わずに電流記録や長時間の測定を可能にす

る。 

そこで、細胞内の機能を可能な限り保持した状態で、細胞間の相互作用やシグナル伝

達の長時間観察を行うために、培養モード測定では穿孔法による膜離断を行う。また、

従来法のピペットを用いた系ではピペット内径が数 µmと非常に小さいためにイオノフ
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ォアを含んだ溶液を還流させることが技術的に容易ではなかった。しかし、本研究のプ

レーナー型素子では溶液を充填させる下チャンバーが大きく開いた流路構造となって

いるために溶液の交換が容易に行うことができる。 

イオノフォアとして、ポリエン抗生物質の一つである nystatin[21-23]を用いた。以下

に nystatin 溶液の調整方法について記述する。nystatin 10 mg (Sigma)を 1 ml メタノール

に溶解し、超音波攪拌(1 - 2 min)する。45 µl 塩酸(1 M)及び 45 µl 塩化ナトリウム(1 M)

を順に加え、ボルテックスによって振動攪拌(15 - 30 s)する。-20℃で静置後(≧1 h)、上

澄み液を回収し電極溶液にて 100 - 200 µg/ml に調整する。抗生物質の活性が時間ととも

に低下するために電極溶液で調整した nystatin 溶液は 2 - 3 h で新しいものと交換する。

調整済み nystatin 溶液は実験直前まで氷上で保管し、不溶物や塵の混入を防ぐために

0.45 µm フィルターで濾過後、下チャンバーに注入し、nystatin イオノフォアによる穿孔

パッチ膜を形成させる。 

 

 

3.2.5 培養モード 

 

培養モードでは電極である測定基板の微細孔上で細胞培養を行った後に電流記録を

行う。基板表面上での安定した細胞培養を実現するために ECM タンパク質による基板

修飾を行う。人工材料表面上での細胞培養において、細胞は材料(接着)表面に形成され

た吸着タンパク質層を介することで接着しており(足場依存性)、直接材料表面と相互作

用していない[24-26]。吸着タンパク質層内の細胞接着に関与しているのが ECM である。

ECM とは、生体内で細胞を取り巻き、細胞を物理的に支持する役割を担っている物質

の総称であり、生物学的には細胞や組織、器官、生体の物理的支持及び細胞の形態や増
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殖、機能、組織や器官の構築に重要な役割を果たす一群の分子を指す[1-5]。その成分は

コラーゲンファミリー(コラーゲンⅠやⅣなどの繊維成分)や糖タンパク質(フィブロネ

クチン、ラミニン、エラスチンなどの接着物質)、プロテオグリカン(ヒアルロン酸、コ

ンドロイチン硫酸、ヘパリンなど非繊維成分)などから構成され、細胞種や組織ごとに

極めて多様性に富むことが知られている[27]。ECM を材料表面に吸着させることで目的

の人工材料上で細胞培養を可能にすることができる[28-30]。 

そこで細胞接着、増殖促進に関与する ECM の一つであるフィブロネクチン(FN; 

fibronectin)を基板表面に吸着させ、安定した細胞培養を実現させる。FN は血液、体液、

組織基底膜に存在し、遊離されたものが血液中に比較的高濃度(0.3 mg/ml)に含まれ、形

態形成の調節や正常化、細胞の接着、伸展、移動の促進に関与する細胞接着性糖タンパ

ク質である[31-35]。細胞接着に関与するアミノ酸配列のアルギニン－グリシン－アスパ

ラギン酸(RGD)が細胞側の接着分子のインテグリンと相互作用することで細胞－ECM

間の接着が行われている[32,36]。図 3.3 に培養モードの測定手順を示す。下記の作業は

全てクリーベンチ内の滅菌下にて行う。FN のシリコン基板表面へのコーティング方法

は、FN (Sigma)を脱イオン水に 1 mg/mlで溶解し、さらに使用前に PBSを加えて 100 - 200 

µg/ml に調整する。調整した FN 溶液を基板表面に滴下し(5 - 10 µg/cm2)、室温にて 1 h

静置した後、脱イオン水にてリンスを行い自然乾燥させ、測定に使用するまで無菌状態

を保つ。細胞の準備方法はプレーナーパッチクランプモ－ドと同様の方法で細胞を剥離、

遠心分離した後、培地にて 1 - 5 × 104 cells/ml の細胞懸濁液を作製する。 

 

1. FN コーティングした基板をシステム内に組み込み、上下のチャンバーに培地を

満たした後、上チャンバーに細胞懸濁液(2 - 5 × 102 cells/mm2)を注入する。 

2. インキュベータ内(37℃, 5% CO2)にて 6 - 12 h 培養する。 

3. 基板の微細孔を細胞膜が覆っていることを確認した後、nystatin による穿孔法を
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適用する。 

4. CAP (~ 2 µM)刺激による活性記録を行う。 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.6 電気ノイズ解析 

 

本研究で開発した素子の問題点は、ピペットパッチクランプと比較して、シール抵抗

が小さいために雑音電流が増大することによる S/N 比(signal-to-noise ratio)の低下が挙

げられる。素子の電気的特性を評価するためにシステムの等価回路モデルを立て、培養

モードにおける細胞－基板(微細孔)間接着部を流れる電流波形から解析を行う。ノイズ

解析による雑音特性及び雑音源を明らかにすることは素子の電気的特性を決定付ける

重要な要素となる。第 3.2.4 節にて述べた方法で ECM 修飾した基板上で細胞を培養し、

細胞接着によって微細孔が細胞膜で覆われた状況下で測定を行う。 

素子及び細胞の電気的特性は抵抗成分と容量性成分の並列の等価回路として表現で

き、それぞれが電気的な雑音を発生して全体の雑音(背景雑音)となっている。雑音とし

て考慮すべきものは、ショット雑音(shot noise) [37]、熱雑音(thermal noise または Johnson 

noise) [38,39]、前置増幅器の電圧雑音[40]、過剰雑音(1/f ノイズ) [41,42]である。この中

1. Seeding 
CAP 

2. Culture 
Bath solution 

Nystatin 

3. Perforation 4. Recording 

図 3.3 培養モード測定法の測定手順模式図 

Culture medium 
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でショット雑音は測定の取得周波数に対して十分に高い周波数領域での現象であり、そ

の影響は無視できるものと考えられる。熱雑音は電子のブラウン運動により抵抗体の端

子間電位差が統計的に変動することにより発生し、抵抗値、絶対温度、周波数帯域幅に

よって論理的に決まる雑音であり、周波数ドメインで一様に分布する。電圧雑音は測定

機器類(パッチクランプアンプなど)から発生する雑音である。過剰雑音はピンクノイズ

とも呼ばれ、様々な自然現象において観察されるが、その発生機序は明らかになってい

ない[43]。過剰雑音は材質に大きく依存し、周波数が低いほど大きくなる雑音であり[44]、

本研究で行う微小なイオン電流を計測するような実験系では測定特性を非常に大きく

左右する雑音源であることが考えられる。 

 

 

 

3.3 実験結果及び考察 

 

3.3.1 TRPV1 チャネル電流記録－プレーナーパッチクランプモード 

 

プレーナーパッチクランプモードによる TRPV1 発現 HEK293 細胞を用いた電流記録

結果について述べる。電解液で満たされた上チャンバーに細胞懸濁液を加え、下側チャ

ンバーに陰圧を加えることによって細胞を微細孔上にトラップさせた(図 3.2 手順 2)。

微細孔上にトラップした HEK293 細胞の顕微鏡像を図 3.4 に示す。Axopatch 200B より

10 - 50 ms の短形波のパルス入力を与え、電流波形から電極抵抗(Rs)及びシステムの電気

容量(Cs)を測定した。図 3.2 に示したそれぞれの手順に対応するオシロスコープの電流

応答波形を図 3.5 (a)に示す。本実験ではホールセルモードの形成(細胞膜離断)は下側チ
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ャンバーに接続したシリンジにより強い陰圧を加えることで行った(図 3.2 手順 3)。ま

た、Axopatch 200B よりパッチ膜に大電流(20 nA 以下)あるいは高電圧をかけて電気的膜

離断(zap)を行うことでホールセルモードを得ることもできる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

電流記録は保持電位-30 - -50 mV の電位固定(voltage-clamp)下で行った。細胞外液で調

整した CAP 溶液を上チャンバーに注入し刺激を加え(図 3.2 手順 4)、刺激間には細胞外

液を灌流させ、CAP の排液ならびに洗浄を繰り返し行った。図 3.5 (b)に電流記録結果を

示す。CAP 刺激に応じたイオンチャネルの開閉によるイオン電流を観察することがで

き、開発したプレーナー素子がイオンチャネルセンサーとして機能することを示した。

第 2 章 2.5 節にて行った熱酸化膜を堆積させた SOI 基板を用いることでバックグランド

ノイズが抑えられ、十分に高い S/N 比で電流記録が実現できている。また、CAP の繰

り返し投与による TRPV1 の脱感作を確認することができる。これは CAP 刺激によって

TRPV1 が活性化されチャネルが開き、細胞内に Ca2+が流れ込むと、流入した Ca2+がカ

ルモジュリン(Calmodulin; CaM)を活性化することで構造変化を起こし、TRPV1 に対し

て水素結合による特異的な結合が起こる。CaM が TRPV1 に結合することでチャネルの

不活性化がもたらされ、脱感作が生じている[45-48]。 

図 3.4 基板微細孔上にトラップされた HEK293 細胞 
微細貫通孔上にトラップされた細胞及び矢印は電極部となるシリコン基板

に形成された貫通孔を示す。(Scale bar : 10 μm) 
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図 3.5 TRPV1 発現 HEK293 のプレーナーパッチクランプモードによる

whole-cell 電流記録 
(a) 図 3.2 の計測手順に対応した電流応答波形を示す。1. 微細貫通孔を流

れるリーク電流波形(手順 1)、2. 細胞－貫通孔部におけるシール形成時の

波形(手順 2)、3. 微細孔上の細胞膜を破り、電極溶液と細胞内液が導通し

た際の波形(手順 3)。(b) プレーナーパッチクランモードでの CAP 刺激に

よる TRPV1 の活性記録 (holding potential: -30 mV, CAP: 7.1 µM)。 
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3.3.2 システム内における細胞培養 

 

培養モードによる測定を実現するために ECM 修飾したシリコン基板上での細胞培養

の評価を行った。FN コート(20 µg/cm2, RT, 1h)したシリコン基板表面を AFM (タッピン

グモード, RT, 大気中)で観察すると、基板表面には高さ 1.7 - 2.9 nm の分子が表面全域に

ほぼ均一に吸着していた(図 3.6)。これは報告されている FN 分子のサイズ[49]と一致し、

piranha洗浄によって親水化されたシリコン基板表面上に細胞接着面となるFNの吸着層

が形成できていることを確認した。また、コーティング前の基板表面 SiO2 とコーティ

ング後の表面粗さは 0.09 nm 及び 1.91 nm であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FN コートした基板をシステムに組み込み、細胞培養を行った。FN コート処理と未処理

の基板上での細胞接着の様子及び 24 h 培養後の接着している細胞数を測定した結果を

図 3.7 に示す。評価対象として通常の細胞培養に用いる培養ディシュ(polystyrene)と比較

を行った。図 3.7 (a)より FN 処理を施すことで接着性及び増殖性を促進させていること

を確認できる。また、図 3.7 (b)より FN コートしたシリコン基板上での 24 h 培養後の細

図3.6 シリコン基板表面へのFNコーティング評価 
FN (20 µg/cm2)コート前後のシリコン基板表面のAFM像(5 µm × 5 µm)。
(a) non-coated Si、(b) FN-coated Si (20 µg/cm2)の表面。

(a) (b) 

5 nm 
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胞数は培養ディシュと同程度であることがわかり、システム内での安定した細胞培養を

実現していることが示された。すなわち細胞接着が困難なシリコン表面に細胞膜の足場

となる ECM をコートすることで、培養ディシュと同等の培養環境をセンサー基板上に

構築することができた。 
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図3.7 シリコン基板上で培養したHEK293細胞 
(a) 左: 未処理、右: FNコート処理したシリコン基板上での培養結果。(b) 24 
h培養後の1 mm2当たりの接着細胞数(1: polystyrene製ディシュ, 2: シリコン

基板) 
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3.3.3 TRPV1 チャネル電流記録－培養モード 

 

イオノフォアを用いた穿孔パッチ法による培養モードの電流記録結果について述べ

る。第 3.2.3 節で示した手順により、FN コートした基板をシステムに組み込み、基板上

での細胞培養を行い、細胞接着及び細胞膜の伸展によって微細孔を細胞自身により覆わ

せた。基板微細孔上での培養経過を図 3.8 に示す。貫通孔直径は 1 - 1.5 µm と非常に微

細であることと、図 3.6 で示したように FN 修飾後の基板の表面粗さは非常に滑らかで

あるために、細胞膜の接着及び伸展に影響を及ぼすことなく成長した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞膜によって微細孔が覆われたのを確認した後、孔上に接着している細胞を剥離さ

せないように弱い陰圧(＞3 kPa)の下で nystatin 溶液を下側チャンバー(lower chamber)に

シリンジにより注入し、細胞膜穿孔を行った。この時、10 - 50 ms の短形波パルスを与

え電気容量変化をモニターした。図 3.9 (a)は nystatin による導電性ポアの形成過程にお

ける容量の経時変化を示す。時間とともに nystatin チャネルの形成数が増加し細胞膜容

量分の 3 - 6 pF の電気容量が増加した。この容量成分は細胞膜の脂質二重層が膜内外と

図 3.8 培養モード測定における電極‐微細貫通孔上での培養結果 
(a) 細胞播種直後、(b) 6 h 培養後、(c) 12 h 培養後の観察像。細胞接着及び細

胞膜伸展によって電極部である微細孔が覆われることが確認できる。 

(a) (b) (c) 
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の間にコンデンサを形成することに起因し、細胞膜面積に比例する。細胞を直径 10 - 15 

µm の球状と仮定し、その面積から求めた細胞膜容量(比例定数: 1 µF/cm2 [50])は 3 - 7 pF

であり、実験結果と一致した。 

保持電位-30 - -50 mV の膜電位固定下において穿孔－培養モードによるホールセル電

流記録の結果を図 3.9 (b)に示す。CAP 刺激及び細胞外液による灌流、洗浄をそれぞれ 2

回行った。図 3.5 で示したプレーナーパッチクランプモードの測定結果と同様、TRPV1

のカプサイシン応答及び脱感作の挙動を観察することができた。図 3.5 (b)の結果とは異

なり、CAP 刺激中にイオン電流の減衰が見られるのは protein kinase C(PKC)によるリン酸化

が関係している[51]。これは CAP 刺激により細胞内で CaM による脱感作と同時に PKC

の活性化によるチャネルのリン酸化が起こり、脱感作を抑制させる作用が競争的にチャ

ネルに働くからである。細胞内に内在する CaM 量には個体差があるため、CaM による

脱感作が大きければ減衰し、PKC による活性化が強ければ減衰せずにイオン流入が続

く現象が見られる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3.9 TRPV1の穿孔‐培養モードによるwhole-cell 電流記録 
(a) Nystatin (200 µg/ml)穿孔による電気容量の経時変化。(b) 穿孔‐培養モー

ドによるTRPV1の活性記録 。(holding potential: -30 mV, CAP: 1 µM) 
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3.3.4 電気ノイズ特性評価 

 

本素子の等価回路モデル(図 3.10)を立て、細胞接着によって形成される細胞－基板間

の微小間隙領域を含めたシステム全体のノイズ特性の評価を行った。ノイズ特性は測定

スペクトル領域(f = fu - fl)における電力スペクトル密度(power spectral density)及び雑音

変動 (noise variance)により表すことができる。培養モード測定時におけるノイズ源は主

に(Ⅰ)素子の寄生容量に起因するアンプ計測器の電圧雑音及び(Ⅱ)抵抗成分に起因する

熱雑音 (Johnson noise)、(Ⅲ)素子固有の過剰雑音の 3 つの要素が挙げられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

素子と細胞膜をインピーダンスとして捉えると抵抗を通って流れる電流はオームの

法則に従う。一方、容量を通って流れる容量性電流は周波数(時間)依存性があるため、

dt
dVC となる。抵抗、容量成分を周波数応答特性を含めてシステム全体のインピーダン

図 3.10 微細孔上に接着している細胞及びシステム全体の電気的等価回路 
培養モード測定時における基板微細孔上に細胞が接着している際のモデル。

Rm: 細胞膜抵抗, Cm: 細胞膜容量, Rj: クレフト抵抗, Cj: クレフト容量, Ra: 
基板微細孔のアクセス抵抗, Cs: 基板容量 

Rm 

Ra

Rj

Cm 

Cs 

Vm 

Cj 

I 
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ス(Zt)を表すと(3.1)式のようになる。 

 

)1/()()( 2222232
sjjjsjsjjjt CRCRCRjCCRRZ ωωωω ++−−=  …………… (3.1) 

 

ここで、 12 −=j 、角周波数 fπω 2= である。また Csは基板の容量を表し、細胞膜で覆

われる前に予め測定した容量である。クレフト抵抗(Rj)は細胞膜‐基板間ギャップに発

生する抵抗、クレフト容量(Cj)は Rjに由来する容量を示す。Rmは細胞膜におけるイオン

透過性に由来する抵抗で 109 Ω以上である[52]。下記の実測値及び報告されている文献

の参考値を(3.1)式に導入し Ztを概算すると、(3.2)式のようなインピーダンス式が求めら

れた。 

実験値：Rj = 6 - 25 × 106 Ω, Ra = 1 - 2 × 106 Ω, Cs = 4 - 6 × 10-11 F , ω = 101 - 103 Hz, 

Cm = 3 - 6 × 10-12 F 

参考値：Cj ≦ 8.5 × 10-13 F, Rm > 109 Ω [52] 

 

)1/()( 2222
sjsjjt CRCRjRZ ωω +−≅    …………… (3.2) 

 

(3.2)式を用いて各雑音の電力スペクトル密度及び雑音変動を求めた。 

 

(Ⅰ) 電圧雑音 

パッチクランプ増幅器が発生する電圧雑音は素子の寄生容量に由来し、電圧ノイズ係

数 Vi (V2 Hz-1)により求められる。ノイズスペクトル密度 Shv
2

 (A2 Hz-1)と全周波数領域に

おいてShv
2を積分した電圧雑音電流

2

hvi (A2)はそれぞれ(3.3)、(3.4)式より求められる[40]。 
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Shv
2 = vi

2
/ Zt

2

= vi
2
(1+ ω 2R j

2Cs
2) /R j

2
    …………… (3.3) 

ihv
2

= vi
2

B /R j
2 + 4π 2 /3( )Cs

2B3[ ]    …………… (3.4) 

 

(Ⅱ) 熱雑音 

インピーダンスに起因する熱雑音 Sth
2(A2 Hz-1)、 2

thi (A2)は以下より求められる[40]。 

 

Sth
2 = 4kTReZt / Zt

2 ≅ 4kT /R j     …………… (3.5) 

ith
2

≅ 4kTB /R j       …………… (3.6) 

 

ここで、k, T はそれぞれ Boltzmann 定数及び絶対温度、ReZtはインピーダンス Ztの実数

成分である。 

 

(Ⅲ) 過剰雑音 

材質に大きく依存する過剰雑音
2

exv  (V2Hz-1)は、低周波数ほど大きくなる雑音であり、

以下より求められる[41,42,44]。 

 

fKIvex /22
=       …………… (3.7) 

 

また、過剰雑音のスペクトル密度 Sex
2(A2 Hz-1)及び平均雑音電流

2

exi (A2)は 
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Sex
2 = KI2 / f ⋅ Zt

2[ ]≅ KI2(1+ ω 2R j
2Cs

2) / f ⋅ R j
2[ ]  …………… (3.8) 

iex
2

≅
KI2

R j
2

⎛ 

⎝ 
⎜ ⎜ 

⎞ 

⎠ 
⎟ ⎟ In fu / f l( )+ 2π 2Cs

2R j
2 fu

2( )   …………… (3.9) 

 

となった。ここで、Iは過剰雑音発生部(細胞膜‐基板間)を流れる電流(図3.10)、fuとflは

それぞれアンプのローパス/ハイパスフィルタのカットオフ周波数を示す。Kはキャリア

の種類、抵抗材料や形状、構造によって決まる素子固有の定数である[41,42,44]。 

(3.4)、 (3.6)式に対してRj = 6 × 106 (Ω)、Cs = 4.3 × 10-11 (F)、B = 2 × 103 (Hz)、νi = 2.3 × 10-9 

(VHz-0.5) (パッチクランプアンプAxopatch 200Bの冷却タイプフィードバックコンデンサ

ーの係数[40])、k= 1.38 × 10-23 (JK-1)、T = 298 (K)を挿入し、 2

hvi と 2

thi を求めた。得ら

れた雑音電流値はそれぞれ 2

hvi
 = 1.7 × 10-14 (A)、 2

thi = 2.3 × 10-12 (A)となり、測定した

ノイズ電流 1.2 × 10-11 - 2.8 × 10-11 (A)より非常に小さい値を示した。図3.11 (a)に測定し

たノイズ電流波形のシール抵抗(Rs+Rj)依存性の結果を示す。抵抗値の増加(電流値Iの減

少)に伴い、ノイズ電流(ベース電流の振れ幅)が減少している。また、記録した電流波形

からフーリエ変換(FFT; fast Fourier transform)によってノイズスペクトルを求めると、ス

ペクトルは1 - 1000 (Hz)の低周波領域において1/fに比例するスペクトル強度を示した

(図3.11 (b))。求めた電圧雑音(Ⅰ)及び熱雑音電流(Ⅱ)は非常に小さく、全バックグラウン

ドノイズに寄与する割合は小さい。よって、本素子における主要なノイズ源は過剰雑音

(Ⅲ)であることが示された。(3.9)式より過剰雑音ノイズは抵抗Rjに対して反比例し、Cs

に対して比例する関係を示しており、これは熱酸化処理によって基板固有の容量を抑制

させることでバックグランドノイズを下げ、S/N比を向上させた実験データと一致して

いる。よって、クレフト抵抗Rj(シール抵抗)を上げ、基板容量Csを下げることで過剰雑

音が抑制できることを示した。また、測定したノイズレベル(≦3.0 × 10-11 A)は、ホール
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セル電位固定記録で観察される電流値(~ 1 × 10-9 A) [53,54]と比べて2桁程度小さく、非常

に良好なS/N比で電流記録が可能であることを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.11 培養モード測定時におけるノイズ特性 
(a) ノイズ電流波形のクレフト抵抗(シール抵抗)依存性と(b) そのノイズス

ペクトル密度。 

(a) 

(b) 
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3.4 結言 

 

本章では作製したセンサー素子の特性評価として、TRPV1 発現 HEK293 細胞を用い

た全細胞膜電流記録及びノイズ解析を行った。従来のプレーナーパッチクランプモード

及び新たに提案した培養モードの両モードにおいてリガンド分子刺激によるリガンド

作動型イオンチャネルの活性記録を高い S/N 比で実現することができた。培養モードで

はシリコン基板表面の細胞外基質修飾を行うことで素子内での細胞培養からイオンチ

ャネル電流計測までの一連の操作を測定基板上で行い、nystatin を用いたイオノフォア

穿孔法による電流記録に成功した。また、ピペットパッチクランプ法では比較的困難と

されている穿孔法を、素子内に流路構造を持たせることで、還流による溶液交換が容易

となり再現性良く行うことができた。開発した培養モード測定法はタイムラプス計測、

細胞間のシグナリングや相互作用の観察に応用可能であることを示した。さらに素子の

電気的特性評価として電気等価回路モデルを立て、培養モード測定時における細胞－基

板(微細孔)間接着部を流れる電流波形を解析し、本素子の主要なノイズ源が過剰雑音で

あることを明らかにした。基板‐細胞膜間の抵抗(シール抵抗)を上げ、熱酸化処理によ

って基板容量を下げることにより、バックグランドノイズが抑制されることを数値理論

と実証実験で証明し、雑音低減の指針を示した。 
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第4章  
 

神経細胞ネットワーク機能解析への展開 

－要素技術の開発－ 
 

 

4.1 緒言 
4.2 実験方法 

4.2.1 神経細胞ネットワークアレイパターンの設計 
4.2.2 µCP 法を用いた細胞マイクロパターニング 
4.2.3 光感受性イオンチャネルの遺伝子導入 

4.3 実験結果及び考察 
4.3.1 ネットワークスタンプの作製と ECM パターニング 
4.3.2 神経細胞ネットワークの構築と評価 
4.3.3 光感受性 PC12 細胞を用いた光刺激法 

4.4 結言 
参考文献 

 

 

4.1 緒言 

 

生体機構を理解する上で、細胞内のみならず細胞間の相互作用やシグナルの授受メカ

ニズムを明らかにすることは必須であると考えられる。神経ネットワークに代表される

ように無数の細胞から構成される細胞集団において、単一細胞あるいは複数細胞間の活

動や応答を解析する手法及びシステムの開発が急務である。生体内において、神経細胞

は感覚器や効果器(手や足などの筋肉)との間に複雑なネットワークを形成することで、
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情報伝達の処理機能を発揮しているため[1,2]、シグナル解析が複雑困難である。一方、

現在主に細胞の刺激に用いられているのは電気刺激法であるが、時間・空間またはその

両方において高い分解能が得られないという問題がある。細胞間のシグナル解析を精密

に行うためには細胞体や軸索、シナプスといった部分を局所的、選択的に直接刺激する

ことが必要となる。そこで、本章では神経細胞のネットワークをアレイ状に形成させる

細胞マイクロパターニング法及び光を利用した刺激法を開発し、神経細胞ネットワーク

の機能解析応用を検討した結果について述べる。 

 

 

 

4.2 実験方法 

 

4.2.1 神経ネットワークアレイパターンの設計 

 

生体試料を基板表面の任意の部位に吸着・固定化させ、細胞接着や配列固定を行う手

法はバイオセンサーやバイオキャタリシス分野で盛んに研究されており、学問的、技術

的蓄積を有している[3-11]。生体分子パターニングの一つにフォトリソグラフィを利用

した µCP 法が挙げられる[12-15]。小分子や生体高分子をインクとしてモノレイヤーを

形成し、固体から固体への転写を行う手法である。アルカンチオール[16]、シラン[17]、

タンパク質[18,19]、DNA [20]、デンドリマー[21]などの局所パターニングに応用され、

転写効率の高さ、容易さ、安価さ、巨大分子の転写が可能なことが特徴として挙げられ

る。この手法を用いてマイクロメーターオーダーのタンパク質パターンを形成し、細胞

のマイクロパターニングによる神経細胞ネットワークアレイを検討する。 
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哺乳類中枢神経の神経細胞は様々な形と大きさを持っているが、その多くは主に 3 つ

の部位に分けられ、細胞核のある細胞体、他の細胞に出力する軸索、他の細胞からの入

力を受ける樹状突起に分けられる[22]。神経細胞間の情報伝達は細胞同士の結合部位で

あるシナプスを介して行われ、信号の送り手であるシナプス前細胞の軸索終末と信号の

受け手であるシナプス後細胞の樹状突起との間で電気的・化学的に情報伝達が行われて

いる[23,24]。そこで、細胞体と突起部を空間的に分離し、整列固定したアレイ状の神経

ネットワークを形成させるための幾何学的パターンを設計した。パターン形状と大きさ

が細胞のパターニング特性を決定付ける重要な要素となるため[25,26]、パターンは細胞

体を接着させる円形ノード部(直径 D = 10 - 20 µm)と、軸索を誘導・伸張させるライン部

(幅 W = 4 - 8 µm)からなるグリッド形状(ピッチ P = 100 µm)とし(図 4.1)、パターン形状に

よる細胞パターニングの特性を検証する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.1 神経細胞ネットワークアレイパターンの設計図 
細胞体を配置するノード(直径 D : 10 - 20 [µm])、軸索を誘導するライン(幅
W : 4 - 8 [µm])がピッチ間隔 100 [µm]で連続したグリッドアレイパターン。 
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4.2.2 µCP 法を用いた細胞マイクロパターニング 

 

µCP 法はソフトリソグラフィとも呼ばれる技術で、ハンコの要領で目的の生体高分子

や小分子を基板表面に転写させる手法である。図 4.2 に作製手順の模式図を示す。紫外

線(UV)や電子線(EB)を用いたフォトリソグラフィによってマイクロメーターオーダー

のパターンを有する鋳型(マスター)を作製する(A)。この鋳型に PDMS を流し込み、マ

スターのパターンを転写したリコーン製のスタンプを作製する(B)。この凹凸のパター

ンを持つスタンプ表面にタンパク質分子を塗布し、基板に密着させることで、パターン

分子膜を基板上に形成させる(C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Press 

UV
Photo resist

A) Lithography 

Si

B) Molding 
PDMS

Peel off 

ECM
C) Printing 

Master

Patterned proteins

図 4.2 µCP 法を用いたタンパク質マイクロパターニング模式図 
(A) リソグラフィによって微細構造パターンを有する鋳型を作製する。(B) 
鋳型から PDMS スタンプを転写・作製する。(C) スタンプ表面にタンパク

質分子を充填し基板にコンタクトすることでパターン分子膜を形成させる。
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以下に各工程の実験方法について述べる。 

A) Lithography 

神経ネットワークパターンとなる鋳型は UV リソグラフィによってネガ型感光性レ

ジスト(SU-8 3010, Kayaku Microchem Co., Ltd.)を用いて作製する。露光方法はマスクア

ライナー(MA-10, Mikasa Co., Ltd.)を用いて、微細パターンが形成されたガラスマスク

とレジストを塗布したシリコン基板を密着させ、コンタクト露光にて行う。フォトレ

ジストの粘度が膜厚に大きく影響するため、予め冷蔵庫から取り出し室温まで戻した

後に使用する。また、シリコンウェハは第 2.6 節の強酸化洗浄プロセスによって洗浄

後、酸素プラズマ処理(PDC-32G, Harrick Plasma Inc.)を行い、レジストと基板の密着性

を向上させる。 

 

1. 洗浄・プラズマ処理したシリコンウェハに SU-8 を塗布し、500 rpm - 10 s、3000 rpm 

- 30 s でスピンコートし膜厚 6 - 8 µm のレジスト膜を形成する。 

2. 95℃, 3 min のソフトベークを行い、室温まで冷却させる。 

3. 露光量 70 - 80 mJ/cm2にて露光する。 

4. 65℃ - 1 min、 95℃ - 2 min のポストベークを行い、室温まで冷却させる。 

5. SU-8 現像液中にて 1 - 2 min 浸漬・攪拌し、IPA(isopropyl alcohol)にてリンスする。 

6. 150 - 200℃、 1 - 3 min のハードベークを行い、レジスト強度を上げる。 

 

B) Molding 

(A)で作製したマイクロメーターオーダーのパターンを有する鋳型に対して PDMS  

(主剤：硬化剤 = 10：1) (Sylgard 184, elastomer kit; Dow Corinig Co., Ltd.)を流し込む。オ

ーブンで加熱(60℃, ≧3 h)して硬化させ、鋳型から剥離するとパターンが転写された

PDMS スタンプが作製される。一度作製した鋳型は繰り返し使用できるため、同じ形状
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のスタンプを大量に作製することができる。 

 

C) Printing 

パターニングするタンパク質として、ECM の一つで神経突起の伸張にも誘導効果が

あるラミニン(LN; laminin)を用いる。LN は基底膜の細胞外に局在し、細胞接着や器官

形成、神経網再生、血管新生などの様々な生命現象に深く関わっている多機能な巨大分

子であり、多くのドメインを持った糖タンパク質である[27]。LN 溶液の調整方法と基

板上へのパターンの転写手順を以下に示す。LN (BD Bioscience)バイアルを氷上で 12 h

程度かけて緩やかに溶解後、無血清培地にて 50 µg/ml に希釈する。作製した PDMS ス

タンプ表面を LN 溶液(60 - 100 µl/cm2)に 1 h 浸漬した後、窒素ブローで余分な溶液を飛

ばし、基板に対して 5 - 30 g/cm2 (PDMS スタンプ上に与える圧力)の圧力をかけて 15 - 30 

min スタンプすることで LN パターンを基板表面に形成する。ECM タンパク質の充填及

びスタンプの操作は全てクリーンベンチ内で行い、無菌下で行う。PDMS は疎水性であ

るために ECM タンパク質溶液を塗布する際に水溶性分子を弾いてしまう。PDMS が疎

水的なのは表面に存在する Si-CH3 基によるものだが、酸素プラズマを照射してシラノ

ール基 Si-OH へと置換することで親水化する[28,29]。 

 

D) Patterning 

ECMパターニングによる神経細胞ネットワークの形成及びパターニングの特性を評

価するために、神経系のモデル細胞であるラット副腎髄質褐色細胞腫由来の

pheochromocytoma-12 (PC12) [30]を用いる。PC12は上皮成長因子(EGF; epidermal growth 

factor)刺激により増殖を、神経成長因子(NGF; nerve growth factor)刺激により神経細胞様

へと分化する機能を持っている[31]。NGF非存在下の培養では副腎髄質クロム親和細胞

の形質を示すが、NGF存在下では長い神経線維を伸ばし交感神経節細胞様に分化する。
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PC12細胞をECMパターンが形成された基板上で培養し、NGFによる分化誘導によりネ

ットワークの形成・制御を行う。分化誘導時はPBSで5 µg/mlに調整したNGF (Sigma)を

最終濃度50 - 100 ng/mlで添加した無血清培地で培養する。また、ローダミン標識ファロ

イジン(Cytoskeleton, Inc.)とDAPI (Vector Laboratories, Inc.)を用いてアクチンフィラメン

トと核をそれぞれ蛍光染色し、細胞形態を観察する。蛍光観察にはrhodamin phalloidin

にはexcitation : 535 +/- 20 nm、emission : 585 +/- 20 nm、DAPIにはexcitation : 355 +/- 20 nm、

emission : 460 +/- 20 nmの蛍光フィルターを用いる。染色手順を以下に示す。 

 

1. 細胞を PBS にて 2 回洗浄する。 

2. 3.7%パラホルムアルデヒド溶液中に室温で 30 min 浸漬・固定する。 

3. PBS にて洗浄する。 

4. 0.2 %Triton X 溶液中に室温で 5 min 浸漬する。 

5. PBS にて 3 回洗浄する。 

6. 70 nM ローダミン標識ファロイジン(rhodamin-phalloidin)溶液中に室温・遮光下で

30 min 浸漬する。 

7. PBS にて 3 回洗浄する。 

8. DAPI を加えてカバーガラスでマウントする。 

 

 

4.2.3 光感受性イオンチャネルの遺伝子導入 

 

細胞を刺激し活動電位を発生させる手法として、これまでは主に電気的な方法が用い

られてきた。細胞間のシグナル伝達解析を精密に行うためには局所的に細胞を刺激する
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ことと、発火のタイミングを厳密にコントロールし刺激と発火を同期させることが求め

られる[32-34]。そのため、従来の電気刺激法は分解能や制御性の点において十分ではな

い。また、電気刺激法では刺激を与える細胞やその周辺細胞に対しても侵襲的であるこ

とも欠点として挙げられる。その問題点に対して、高解像度の光を利用した刺激法を開

発し、光照射によって細胞間の信号の送受信を制御する手法を構築する。細胞の刺激に

光を用いることができれば、光学的計測法と同様に空間的・時間的に高い分解能で、よ

り選択的且つ効率良く、目的の細胞もしくは特定の部位のみを刺激することができる。 

そこで、遺伝子工学的手法を用いて生物由来の光受容体ロドプシンファミリータンパ

ク質を利用する。ロドプシンファミリータンパク質は、単細胞緑藻類の一種コナミドリ

ムシ(chlamydomonas reinhardtii)の眼点に分布し、可視光に応答してイオンを透過させる

ことで膜電位を制御しており、単一の分子で光感受性と膜電位変化の機能を併せ持って

いる。クラミドモナスには 2 種類の光受容チャネル(channelrhodopsin-1; ChR1[35], 

channelrhodopsin-2; ChR2[36])が存在している。ChR1 は、カエル(ゼノパス)の卵母細胞に

発現させると、光に応答して H+を透過させる性質を持っている。ChR2 は 7 回膜貫通型

の構造を有しており[37]、全長 737 アミノ酸残基からなるチャネルオプシン(Chop2; 

channelopsin-2)と、発色団に all-trans レチナールを持つ複合タンパク質(ChR2 = Chop2 + 

retinal)であり、400 - 500 nm の青色光に応答して、all-trans 型から 13-cis 型に光学異性体

変換することにより、H+や Na+、Ca2+などの陽イオン透過性を増大させる特徴を持って

いる。培養哺乳類細胞(HEK293 や BHK)に発現させることで、青色光に応答した脱分極

を引き起こすことがこれまでに報告されている[36,38-40]。また、ChR2 の 1-315 アミノ

酸残基の領域に全長と同じ光受容チャネルとしての機能が保存されていることが確認

されている[36]。この ChR2 の光感受性とイオンチャネルの機能を利用して、細胞を刺

激する光刺激法を構築する。イオンチャネルとしての機能を有する 1-315 アミノ酸残基

に蛍光標識として黄色蛍光タンパク質の Venus[41]を結合させた Chop2-Venus のコンス
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トラクトを組み込んだレンチウィルスベクター法を用いて PC12 細胞に発現させ、光感

受性機能を付加する。ウィルスベクター法はウィルスが元来持っている細胞侵入機構を

利用して細胞内に遺伝子を導入する方法である[42]。細胞表面に特異的に結合する受容

体を介して細胞に感染し、染色体に目的遺伝子断片を挿入するため、長期的な遺伝子発

現を期待できる。Venus の蛍光観察によって ChR2 発現の有無を確認し、蛍光像を手が

かりに発現率の高い細胞を同定してクローニングを行う。作製した光感受性 PC12 細胞

を用いて、ホールセル電位固定下で青色光を照射させ、光受容チャネル電流の観察より

光感受性の発現の有無及び光照射による信号の送受信制御の可能性を検証する。 

ChR2 の基礎知識及び光励起システムの構築に関して東北大学大学院 八尾寛教授／

石塚徹講師より御教授頂いた。また、レンチウィルスベクターは総合研究大学院大学／

自然科学研究機構 生理学研究所 重本隆一教授／深澤有吾助教 研究室より御供与戴い

た。 

 

 

 

4.3 実験結果及び考察 

 

4.3.1 ネットワークスタンプの作製と ECM パターニング 

 

UV リソグラフィにより作製したフォトレジストの鋳型と、その鋳型より転写・作製

した PDMS 製ネットワークスタンプを図 4.3 (a)、(b)にそれぞれを示す。フォトレジス

トによって形成されたモールドの形状を正確に反映し、微細アレイパターンを持った

PDMS スタンプが確認できる。作製したスタンプはノード直径(D) 9.2 ± 0.5 µm、ライン
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幅(W) 3.3 ± 0.4 µm、ピッチ(P) 100.7 ± 1.2 µm、高さ(H) 6.7 ± 0.8 µm (設計値: D = 10, W= 4, 

P = 100, H = 6 - 8 [µm])であり(N = 6)、設計値に対して高い精度で作製できている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、酸素ガスプラズマ処理による PDMS 表面の表面性状を調査するため接触角を

測定した。図 4.4 に処理時間に対する水接触角の測定結果を示す。この結果より 10 - 20 

s のプラズマ処理で疎水性表面が親水化されていることがわかる。しかし、親水化した

PDMS 表面は時間経過によって、疎水性に戻ってしまうため[28,43]、親水化処理後は速

やかに ECM の塗布を行う。 

図 4.3 作製した神経細胞ネットワークスタンプ 
(a) マイクロオーダーの微細パターンを有した SU-8 レジストマスターの光

学顕微鏡像(矢印①はレジスト凸部、②は凹部を示す)。(b) PDMS 製ネット

ワークスタンプの SEM 像。Scale bar: (a) : (left) 100 μm, (right) 10 μm, (b) :
(left, right) 10 μm 

(a) 

(b) 

①

② 
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基板表面へのタンパク質転写を確認するため、FITC 蛍光標識した poly-L-lysin (PLL, 

Sigma)を基板上にパターニングし、蛍光顕微鏡により転写精度と均一性を観察した。転

写の際には PDMS スタンプ上に一様に圧力が作用するように 30 g/cm2で 30 min 圧力を

加えた。図 4.5 に示す蛍光観察像よりスタンプした全範囲に渡り一様にパターンが形成

されており、基板上にタンパク質分子のパターンが転写されていることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 図 4.5 µCP 法によるマイクロパターニングの蛍光像 
FITC 標識された PLL (1 mg/ml)を 30 g/cm2、1 h スタンプした基板表面の蛍

光観察像。 

図4.4 O2ガスプラズマ処理によるPDMS表面改質 
(a, b) プラズマ処理前後のPDMS上に滴下した水滴：(a) 処理前(WCA = 
98°)、(b) 30sプラズマ処理後(WCA = 13°)。(c) PDMS表面の水接触角のプ

ラズマ照射時間依存性。 
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4.3.2 神経細胞ネットワークの構築と評価 

 

モデルニューロンである PC12 細胞を ECM パターンが形成された基板上で培養し、

NGF による分化誘導応答を観察した。図 4.6 に NGF (100 ng/ml)添加無血清培地中にて 3

日間培養した PC12 を示す。ECM タンパク質の微細パターン形状に従い、グリッドパタ

ーンの交差部であるノード上に細胞体が接着し、ライン上に軸索が伸張し隣のノードの

細胞と結合している(a)。パターンを形成していない基板上では四方八方へと神経突起を

伸ばし、枝分かれした突起が無数の細胞と結合している(b)。また、アクチンフィラメ

ントと核の二重蛍光染色より、ノード部分に核が配置され、ライン部分に軸索が誘導さ

れている(c)ことが観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(c)(b) 

図 4.6 タンパク質パターニングによって形成された神経細胞ネットワーク

(a) LN グリッドパターン上で分化誘導を行った PC12 細胞。(b) 一様に LN
コートされた部分での結果。(c) アクチンフィラメント(赤)と核(青)の二重染

色の蛍光マージ像。 



75 

ECM パターン形状による細胞のパターニング特性について検討した。無作為に

700×900 µm / flame の観察画像 25 枚を抽出し、パターン上の全ての細胞に対するノード

上に接着するシングルセルの割合及びライン上に接着する割合、播種する細胞密度に対

する割合について特性を調べた(図 4.7)。ノード直径の増加に伴い、1 ノード上に 1 細胞

が接着するシングルセルの割合が低くなる傾向が見られた(a)。これはノード直径が大き

くなるにつれて接着面積が大きくなることで、1 つのノード上に複数の細胞が接着しや

すくなるためである。また、ライン形状についても幅が大きくなることによってライン

上に細胞体が接着する割合が増加し、パターニング特性を低下させている(b)。またパ

ターン上に播種する細胞密度に関しては、250 cells/mm2以下では突起形成による細胞間

の結合を形成する細胞数が減少し、500 cells/mm2以上になるとパタ－ン部全体に細胞が

高密度に接着した。以上より最適なグリッドパターンはノード直径≧10 µm、ライン幅

≧4 µm、細胞密度 250 - 500 cells/mm2を見出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.7 パターン形状に対する PC12 細胞のパターニング特性 
(a) ライン幅を W = 4 µm 一定とし、シングルセルを形成する割合のノード

直径依存性(点線はタンパク質パターン位置を示す)。(b) ノード直径を D = 
10 µm 一定とし、ライン上に細胞体が接着する割合のライン幅依存性。 
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4.3.3 光感受性 PC12 細胞を用いた光刺激法 

 

対数増殖期の PC12 細胞に対してレンチウィルスベクター法を用いて Chop2-Venus の

遺伝子導入及びクローニングを行った。HIV-1 ベースのレンチウィルスベクターを用い

てプラスミド DNA (pCL20c)に組み込んだ Chop2-Venus 遺伝子の PC12 細胞への導入を

行い、導入効率及び発現量を Venus の蛍光顕微鏡観察により確認した。図 4.8 に同一領

域の明視野像(a)及び蛍光像(b)を示す。蛍光発色している PC12 細胞を観察することがで

き、光感受性イオンチャネル ChR2 が発現していることが示唆された。Venus の蛍光強

度を手がかりに発現率の高い細胞を同定しクローニングを行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC12 細胞への光感受性機能の付加を検証するために、ChR2 の電流記録を試みた。

ChR2 の光刺激には青色発光ダイオード( nmex 470=λ )を使用した。発光ダイオードは瞬

時に光の on/off が可能であり、また光強度を再現性良くコントロールすることができる。

基板の微細孔上に細胞体を接着させるため、図 4.9 (a)に示す冶具を用いてタンパク質パ

図 4.8 Venus 蛍光標識された光感受性イオンチャネル ChR2 を発現した

PC12 細胞 
(a) 明視野位相差観察像及び(b) 蛍光観察像。Venus の蛍光発色により ChR2
が発現していることが予想される PC12 細胞。(scale bar : 10 μm) 

(b) (a) 
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ターニングの位置合わせを行った。基板の微細孔周辺は薄膜化されているために光が透

過することを利用して、基板‐微細孔とスタンプ‐ノード部の位置を合わせて、LN の

ネットワークパターンを形成させた(図 4.9 b)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

µCP によって基板微細孔上に形成させた ChR2-PC12 のネットワークより(図 4.10 a)ホ

ールセル電位固定記録を行うと、光照射によって速やかに内向きの電流が発生し、光の

消灯によって速やかに減衰する応答を観察することができた(図 4.10 b)。また、ChR2 の

光電流にはピーク成分と定常成分の 2 成分が存在している。ピーク成分は光の強度にほ

ぼ比例して増大し、定常成分は光強度が強くなるに従い、徐々に頭打ちになる傾向を示

した(図 4.10 c)。両成分ともに光強度に依存して増加するが、それぞれ異なった光依存

性を持つ ChR2 の特徴を示している[38-40]。また、光電流の活性化と脱活性化はともに

ミリ秒オーダーの時定数を示し、非常に早い応答であることがわかる。特に活性化の応

答は興奮性シナプス後膜電流の立ち上がりの早さに匹敵することから、刺激と反応の同

期性が十分取れており、ChR2 を用いた光刺激が非常に優れた細胞興奮法であることを

示した。また、本結果は基板全面に対して光照射を行っているため、ネットワークを形

成している複数の細胞を同時に刺激しているが、単一細胞あるいは突起部のみを照射で

図 4.9 基板‐スタンプ位置合わせ冶具 
(a) 基板と PDMS スタンプの位置合わせ冶具概略図。(b) 貫通孔上に張り合

わせられたスタンプノード部(矢印は貫通孔を示す)。 

Substrate 

PDMS stamp

(a) (b) 
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きる光学系を構築すれば、光を用いた信号の送受信制御による細胞間のシグナル応答や

相互作用の観察が実質的に可能であることを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.10 ChR2-PC12 細胞の光電流記録 
(a) µCP法により基板微細孔上にパターニングされたChR2-PC12ネットワー

ク(矢印は微細孔位置を示す)。(b) 青色発光ダイオードの光照射刺激による

穿孔‐培養モードによる whole-cell 電位固定記録(holding potential: -30 mV)。
(c) 光パルス照射による光電流の強度依存性。 
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4.4 結言 

 

本章では開発したバイオセンサーを細胞間のシグナル伝達や相互作用の観察に応用

するために、µCP 法を用いたタンパク質の固定化による神経ネットワークの構築法及び

光感受性イオンチャネルを用いた光刺激法について要素技術の開発並びに基礎検討を

行った。細胞体と突起部を空間的に分離した神経ネットワークアレイを形成させるため

に、細胞体を接着させるノード部と、軸索を誘導・伸張させるライン部が連続した形状

のグリッドパターンを持つ PDMS スタンプをフォトリソグラフィを用いて作製した。

作製したスタンプにより基板上に ECM タンパク質のパターンを形成し、神経系モデル

細胞である PC12 を用いて NGF による分化誘導を行うと、タンパク質の特定の微細パ

ターン形状に従い、細胞体の配置及び軸索伸張が誘導され、測定基板上に細胞の形態、

成長領域が制御された神経細胞のネットワークアレイを形成させることができた。さら

に、パターン形状による細胞配列特性を検討すると、ノード直径≧10 µm、ライン幅≧4 

µm、細胞密度 50 - 100 cells/cm2の最適条件を見出した。また、遺伝子工学的手法を用い

て生物由来の光受容体ChR2の光感受性とイオンチャネルの機能を利用した光刺激法を

開発した。ChR2 を用いた光刺激は、比較的小さな単一の遺伝子の導入で簡単に光感受

性を細胞に付加することができる点、タンパク質発現後の化学的な修飾や化合物の添加

が不要（哺乳動物では代謝によりレチナールが供給されるためレチナールの添加は不

要）である点、光照射に同期させて細胞を刺激することができる点、電気刺激法に比べ

細胞に機械的なダメージを与えない点で従来法の問題点を解決する優れた細胞刺激法

であることを示した。 
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第5章  
 

総括 
 

 

本論文は神経細胞ネットワークの機能解析応用を目指した新規プレーナーイオンチ

ャネルバイオセンサーの作製並びに研究手法、要素技術の開発に関する研究成果をまと

めたものである。現在、神経系の研究ではガラス微小電極などによる電気生理学的手法

や電位感受性色素などを用いたイメージング法により個々のニューロンの電位変化を

一細胞レベルで記録している。また、フローサイトメトリー法などにより単位時間あた

りに多くの細胞を測定できる細胞分析技術により統計的な解析が行われている。しかし、

本研究で対象とする神経細胞ネットワークのような細胞間あるいは細胞集団における

外的刺激前後の応答や特定の細胞に対する応答など、多くの細胞を対象とした一細胞レ

ベルの解析は困難である。本研究ではパッチクランプ法を応用したバイオセンサーを作

製し、新しい測定法を確立したとともに、素子の有用性について理論、実験の両面から

検証した。以下に本研究で得られた結果及び結論を各章ごとに示す。 

 

第 1 章では研究背景として神経科学分野における研究手法と現状及び、近年盛んに研

究が行われているバイオセンサーの研究動向について言及し、本研究の位置付けと目的

について述べた。 

 

第 2 章では本研究開発のプレーナーイオンチャネルバイオセンサーの概念及び作製

方法について述べた。従来法では困難であった細胞間のシグナル伝達やタイムラプスの
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計測を可能にする培養モードを開発した。素子の特性は基板の物性に大きく左右される

ため、①低い寄生容量、②精密な微細加工、③多様な表面化学修飾、④電子回路の集積

による微細化といった点から Si/SiO2/Si 構造を持った SOI を基板として用いた。電極部

となる基板の微細貫通孔は Si/SiO2 のエッチングレート比の差を利用した異方性ウェッ

トエッチング及び FIB 加工を用いた三次元加工法を確立し、作製を行った。素子の特性

を明らかにするために電極となる基板の等価回路モデルを立て電気的特性評価を行っ

た。基板の抵抗は孔下側が大きく広がった構造となっているために、ピペットパッチク

ランプで使用されるピペット電極のアクセス抵抗(1 - 10 MΩ)と同等もしくは低い抵抗

値を示した。またバックグラウンドノイズの最大の要因となる基板固有の浮遊容量は、

ウェット熱酸化処理を用いた酸化膜の堆積及びプレーナー素子の利点であるシステム

の微細化を行うことでさらに抑制が可能であることを明らかにした。 

 

第 3 章では作製したセンサー素子を用いて、TRPV1 発現 HEK293 細胞を用いた全細

胞膜電流記録及びノイズ解析を行った。作製したセンサー素子を用いて、従来法のプレ

ーナーパッチクランプモード並びに本研究提案の培養モードの両測定モードにて、高い

S/N 比で電流記録が可能であることを実証した。シリコン基板表面を細胞外基質で修飾

することによって、細胞培養からイオンチャネル電流計測までの一連の操作を素子基板

上で行うことができる培養モードを確立した。流路構造を持たせたことで灌流による溶

液交換が容易となり、ガラスピペットでは比較的困難とされる穿孔パッチを再現性良く

行うことができた。また、素子の電気等価回路モデルを立て、培養モードにおける細胞

－基板（微細孔）間接着部を流れる電流波形の解析を行い、本素子の主要なノイズ源が

過剰電流ノイズであることを数値理論と実証実験で証明し、雑音低減の指針を示した。 
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第 4 章では神経ネットワークの機能解析に応用するために、細胞マイクロパターニン

グ及び光局所刺激法の要素技術の開発並びに基礎検討を行った。細胞体と突起部を空間

的に分離させた神経ネットワークアレイを測定基板上に形成させるために、µCP 法を用

いたタンパク質の固定化による細胞マイクロパターニングを行った。神経細胞をパター

ン配列させるための形状と大きさの幾何学的パターンを持った PDMS スタンプをソフ

トリソグラフィにより作製し、基板上に ECM タンパク質パターンを形成させた。モデ

ル神経細胞 PC12 を用いて NGF による分化誘導を行うと、タンパク質の特定の微細パ

ターン形状に従い、細胞体の配置及び軸索伸張が誘導され、測定基板上に細胞の形態、

成長領域が制御された神経細胞のネットワークアレイを形成させることができた。また、

遺伝子工学的手法を用いて光受容体ChR2をPC12に発現させ、光感受性を付加させた。

基板上に形成された ChR2-PC12 細胞ネットワークより、光照射に同期した応答を観察

することができ、ChR2 を用いた光刺激によって細胞を刺激し、細胞から細胞への信号

の送受信制御が可能であることを示した。 

 

以上のように本研究にて提案、開発した培養機能集積型プレーナーイオンチャネルバ

イオセンサーはプレーナー素子の利点を網羅しつつ、システム内での培養から測定まで

の一連の操作を集約した新しい測定手法を確立した。これにより細胞間のシグナル伝達

や相互作用の観察を可能にすることができる。さらに電極の集積化を行うことで、従来

法では技術的に困難であった多数のニューロンの活動や応答を同時に記録することが

でき、神経回路全体のシグナル伝達機構の詳細な解析が可能となる。神経細胞ネットワ

ークシステムの機能を明らかにすることは、神経変性疾患における神経細胞死の基礎過

程との関係や発症機構の解明及び治療法の開発につながるものと期待できる。また、本

研究開発素子は半導体材料であるシリコンを基板として用いていることから、半導体微

細加工技術を用いて素子の微細化や後段のデータ処理回路の集積化を行うことで、小型
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且つ可搬型の細胞機能解析システムや非常に簡便な薬剤スクリーニングシステムなど

の応用も期待できる。 
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参考資料 
 

開発したプレーナーイオンチャネルバイオセンサーは 5 つのチャンバー部品によっ

て構成されている。センサー本体上部(Ⅰ)は細胞培養を行うためにアルコール洗浄と

UV 照射による滅菌が可能なフッ素系樹脂(ダイフロン)を使用した。センサー本体下部

(Ⅱ)には加工が容易な塩化ビニール樹脂を用いた。また、下チャンバー部の電極として

用いる銀管は塩化銀化処理を適時行い、安定した測定を行うために、先端部が交換でき

るようジョイント型とした。以下に各構成要素と設計図面を示す。 

 

構成部品 

I. センサー本体上部 

II. センサー本体下部 

III. 電極・流路導入部 

IV. Ag 電極ジョイント 

V. 締め付けリング 

VI. センサーステージ 
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