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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞の移動及び流失を妨げる複数の突起部により包囲された細胞配置領域を複数有し、
突起部により規定される細胞配置領域が、１～数個の細胞を収容できるサイズであり、神
経ネットワーク形成可能な細胞の培養基板と、当該培養基板上に配置された、細胞の通過
を許容する複数の貫通孔を有する流路基板とを含む神経ネットワーク形成可能な細胞の播
種培養装置であって、各貫通孔が、基板上面側を入口、基板下面側を出口とし、該入口か
ら該出口にかけて縮小する細胞播種のための流路を規定し、各流路の出口が、いずれかの
細胞配置領域上に位置し、該出口の大きさが細胞配置領域よりも小さく、該培養基板と該
流路基板との間に突起部の高さより厚いスペーサー部材を配置し、スペーサー部材の厚さ
に対応する、細胞配置領域間で神経ネットワークを形成可能な空隙を形成し、前記出口と
前記突起部との間に、細胞が流出する隙間が存在せず、ここで播種時に該空隙が液体で満
たされる、前記細胞播種培養装置。
【請求項２】
　前記入口から出口にかけて縮小する細胞播種のための流路が、漏斗形状である、請求項
１に記載の細胞播種培養装置。
【請求項３】
　前記細胞播種のための流路の入口が１００～５００μｍであり、出口が２０～５０μｍ
であり、及び前記流路基板の厚さが、０．２ｍｍ～５ｍｍである、請求項１又は２に記載
の細胞播種培養装置。



(2) JP 6624933 B2 2019.12.25

10

20

30

40

50

【請求項４】
　前記細胞の移動及び流失を妨げる複数の突起部から構成される細胞保持部の内径が、１
０～２５μｍである、請求項１～３のいずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
【請求項５】
　前記突起部の高さが、５～１５μｍである、請求項１～４のいずれか一項に記載の細胞
播種培養装置。
【請求項６】
　前記細胞播種培養装置が、１の細胞配置領域あたり、１～数個の細胞の配置を可能にす
る、請求項１～５のいずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
【請求項７】
　前記流路基板が、細胞定着後に培養基板から取り外し可能に配置されており、流路基板
が取り外された培養基板が実験に供される、請求項１～６のいずれか一項に記載の細胞播
種培養装置。
【請求項８】
　前記流路基板の上面に、貯液部を規定する貯液基板をさらに含む、請求項１～７のいず
れか一項に記載の細胞播種培養装置。
【請求項９】
　前記培養基板が、プレーナーパッチクランプに用いる電気絶縁性基板であり、細胞配置
領域内に、細胞を通過させないが電通を達成しうるプレーナーパッチクランプ用貫通孔を
有する、請求項１～８のいずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
【請求項１０】
　前記培養基板が、神経ネットワークのイメージング用基板である、請求項１～９のいず
れか一項に記載の細胞播種培養装置。
【請求項１１】
　細胞の移動及び流失を妨げる複数の高さ５～１５μｍの突起部により包囲された内径１
０～２５μｍの細胞配置領域を複数有する、神経ネットワーク形成可能な細胞の培養基板
と、当該培養基板上に配置された、細胞の通過を許容する複数の貫通孔を有し、０．２ｍ
ｍ～５ｍｍの厚さを有する流路基板とを含む神経ネットワーク形成可能な細胞の播種培養
装置であって、各貫通孔が、基板上面側に１００～５００μｍの入口、基板下面側に２０
～５０μｍの出口を有し、入口から出口にかけて縮小しており、各流路の出口が、いずれ
かの細胞配置領域上に位置し、培養基板と流路基板との間にスペーサー部材が存在し、ス
ペーサー部材の厚さに対応する、細胞配置領域間で神経ネットワークを形成可能な空隙を
形成し、そして播種時に該空隙が液体で満たされ、前記出口と前記突起部との間に、細胞
が流出する隙間が存在しない、前記播種培養装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、複数の細胞配置領域に対して、細胞を配置することを可能にする細胞播種培
養装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、細胞間ネットワークについての研究が活発になされてきており、細胞間のネット
ワークをin vitroで構成しようとする提案がなされている。in vitroで構成された細胞ネ
ットワークは、イメージング研究やパッチクランプ法による電気生理学的研究に有用であ
る。細胞間ネットワークをin vitroで構成するためには、細胞を所定の位置に配置して培
養を行うことが必要である。例えば、非特許文献１では、トランジスターを配置したシリ
コン基板上に複数の突起部で囲まれた領域を設け、ここに巻き貝（stagnalis)の末梢神経
細胞集合体である大きな神経節（ganglion）を配置して、神経細胞の電位を検出する実験
を行っている。また非特許文献２では、基板上に「ケージ」と称する略円盤形の囲い（高
さ約９μｍ）を複数形成し、各ケージの中央部のスペースに神経細胞を配置すると共に、
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ケージに設けた幾つかのトンネルを通じて神経細胞の軸索などを隣接のケージ中の神経細
胞に向かって伸張させるニューロチップを開示している。しかしながら、非特許文献１及
び２は、多数の細胞定着部に効率的に神経細胞を播種するための神経細胞播種システムを
開示しない。通常のピペットや計量機能付きのピペット、或いはマイクロインジェクター
などの器具を用いて、手作業により個々の細胞配置領域に細胞を播種するという方法は、
極めて微小な細胞配置領域に正確に播種することが困難であり、播種効率が劣るため好ま
しくない。
【０００３】
　一方で、パッチクランプ法は、細胞間のシグナルの伝達を、膜電位や膜電流を計測する
電気生理学的手法であり、通常ピペットを用いたパッチクランプ法が行われている。しか
しながら、ピペットパッチクランプ法では、個々の細胞をピペットで細胞を捕捉（クラン
プ）して、電気的変化を測定する手法であるため、多点計測によるハイスループットスク
リーニングに応用できなかった。パッチクランプ法をハイスループットスクリーニングに
用いることを目的として、本発明者等は、プレーナーパッチクランプ法を開発している（
特許文献１及び２）。このプレーナーパッチクランプ法では、電気絶縁性の基板上に複数
の微細な貫通孔を設け、かかる貫通孔上に配置された細胞における電気的変化、例えば膜
電位又は膜電流を計測する手法であり、多点計測によるハイスループットスクリーニング
が可能になる。しかしながら、in vitroで細胞間のネットワークを構成するために、細胞
を多数の細胞定着部に細胞を播種する方法が困難であるのと同様に、電気絶縁性の基板の
複数の貫通孔上に正確に細胞を配置する方法も依然として困難であった。
【０００４】
　したがって、細胞ネットワークをin vitroで構成するため、さらにはプレーナーパッチ
クランプ法により電気的性質を研究するためには、細胞を所定の配置領域に正確かつ迅速
に配置することが要求されている。
【０００５】
　所定の細胞配置領域に細胞を播種する技術としては、ピペットを利用した方法の他、イ
ンクジェットプリンターの原理を利用して、ピペットによる播種方法を機械的に自動化し
た細胞播種方法も開発されている（特許文献３）。また、別の細胞播種技術としては、マ
イクロ流路を用いて、所定の凹部に細胞を運び、その凹部が細胞で満たされると、次の凹
部に細胞が運ばれることにより、順次細胞配置領域である凹部が細胞で埋められていくと
いう原理で細胞を播種する技術が行われている（非特許文献３）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００９－２０４４０７号公報
【特許文献２】特開２０１３－１４６２６１号公報
【特許文献３】特開２００９―１３１２４０号公報
【特許文献４】国際公開第２０１３／０９４４１８号
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】G.Zeck, et al., PNAS 98 (2001) 10457-10462
【非特許文献２】J. Erickson, et al., J. Neurosci. Methods, 175 (2008) 1-16
【非特許文献３】WH. Tan, et al., PNAS　104 (2007) 1146-51
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本願発明者らは、ハイスループットスクリーングやプレーナーパッチクランプへの応用
を前提とした、複雑高度なin vitro細胞ネットワークの形成を試みたところ、従来の細胞
播種方法では、以下の問題が生じることを見出した。
１．ピペットを利用した細胞播種方法では、多くの細胞配置領域に短時間で播種できない
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という問題があり、播種時間が長くなることにより、細胞が死滅してしまうことがある。
２．インクジェットプリンターの原理を利用した細胞播種方法では、細胞配置領域に凹部
を設け、かかる凹部に細胞を定着させることが必要であるところ、凹部の深さが細胞の厚
みと比較して十分に深くないと、細胞が配置領域から飛び出してしまい、正確な位置に播
種ができない一方で、凹部の深さが深くなることにより細胞間のネットワークが形成しづ
らくなるという問題が生じる。
３．マイクロ流路を用いた播種方法でも同様に、凹部に細胞を配置することから、細胞間
のネットワークが形成しにくいという問題が生じる。
【０００９】
　したがって、細胞を簡便且つ短時間で正確に複数の細胞配置領域に播種する装置の開発
が依然として望まれている。細胞配置領域に細胞を播種後に細胞ネットワークを形成させ
ることから、播種装置は、播種後の細胞ネットワークの形成を阻害しないように構成され
ることが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者等は斯かる課題に鑑み鋭意検討した結果、複数の突起部により包囲された細胞
配置領域を複数有する神経ネットワーク形成可能な細胞の培養基板と、複数の貫通孔を有
する流路基板とを含む細胞播種培養装置であって、各貫通孔が細胞配置領域上に位置する
ように配置された、細胞播種培養装置を創案し、これによって上記課題が解決されること
を見出した。
【００１１】
　したがって、本発明は、以下の発明に関する：
［１]　複数の突起部により包囲された細胞配置領域を複数有する、神経ネットワーク形
成可能な細胞の培養基板と、当該培養基板上に配置された、複数の貫通孔を有する流路基
板とを含む神経ネットワーク形成可能な細胞の播種培養装置であって、各貫通孔が、基板
上面側を入口、基板下面側を出口とする流路を規定し、各流路の出口が、いずれかの細胞
配置領域上に位置する、前記細胞播種培養装置。
［２]　前記培養基板と前記流路基板との間に、突起部の高さより厚いスペーサー部材を
配置する、項目１に記載の細胞播種培養装置。
［３]　前記培養基板と前記流路基板との間に、スペーサー部材の厚さに対応する、細胞
配置領域間で神経ネットワークを形成可能な空隙を有する、項目１又は２に記載の細胞播
種培養装置。
［４]　前記流路の出口と、前記突起部との間に、細胞が流出する隙間が存在しない、項
目１～３のいずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
［５]　前記流路基板の上面に、貯液部を規定する貯液基板をさらに含む、項目１～４の
いずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
［６]　前記培養基板が、プレーナーパッチクランプに用いる電気絶縁性基板であり、細
胞配置領域内に、細胞を通過させないが電通を達成しうるプレーナーパッチクランプ用貫
通孔を有する、項目１～５のいずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
［７]　前記培養基板が、神経ネットワークのイメージング用基板である、項目１～５の
いずれか一項に記載の細胞播種培養装置。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の細胞播種培養装置によれば、複数の細胞配置領域に対して、簡便な操作により
、短時間で正確に細胞を播種することが可能になる。さらに、本発明の細胞播種培養装置
では播種された細胞の細胞ネットワークの形成能が妨げられることはない。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、細胞播種培養装置（１）の一例を示す分解模式図である。
【図２】図２は、細胞播種培養装置（１）の一例を示す断面模式図である。
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【図３】図３は、細胞培養基板（２）の上面図を示す。
【図４】図４は、流路基板（３）に形成された貫通孔（１４）により規定される流路を示
す。
【図５】図５は、細胞播種培養装置（１）の一例を示す分解図である。
【図６】図６は、単チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置を模式的に示す断面図で
ある。
【図７】図７は、多チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置を模式的に示す断面図で
ある。
【図８】図８は、細胞播種培養装置（１）の写真である。
【図９】図９は、本発明の細胞播種培養装置（１）により播種され細胞（Ａ）、並びにそ
の後に形成された神経ネットワーク（Ｂ）の写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
［細胞播種培養装置］
　本発明の細胞播種培養装置（１）は、複数の細胞配置領域（８）を有する細胞培養基板
（２）と、複数の貫通孔（１４）を有する流路基板（３）とを含んでおり、各貫通孔（１
４）が、いずれかの細胞配置領域（８）上に位置するように、流路基板（３）を配置する
構成をとる（図１）。流路基板（３）に開けられた各貫通孔（１４）は、流路基板（３）
の上面側を入口（１５）、流路基板（３）の下面側を出口（１６）とする流路を規定して
おり、各流路の出口（１６）が、いずれかの細胞配置領域（８）の上に位置するように構
成される（図４）。細胞播種培養装置（１）は、細胞培養基板（２）と流路基板（３）以
外に、貯液部を規定する貯液基板（４）や基板を固定する基板固定基板を含んでもよい。
基板固定基板は、これらの基板を動かないように固定できれば任意の形状であってよく、
例えばこれらの基板を挟み込んで固定する基板固定基板（下）（５）と基板固定基板（上
）（６）、さらにはねじやクリップなどの固定具（７）で固定されてもよい。
【００１５】
　細胞播種培養装置（１）に対して細胞を播種した後、当該装置はそのまま培養培地を含
む培養容器、例えばシャーレー、ボトル、ディッシュ内に入れられ、細胞が細胞配置領域
（８）に定着するまで細胞培養を行うことができる。または、培養培地を含む培養容器内
に最初から細胞培養装置（１）を入れた状態で、細胞を播種し、細胞が細胞配置領域（８
）に定着するまで、細胞培養を行ってもよい。細胞の定着が生じる十分な時間の経過後、
細胞播種培養装置（１）から流路基板（３）が取り外されて、細胞培養基板（２）を次の
実験、例えば分化誘導、細胞ネットワークの形成促進、さらには細胞ネットワーク形成後
の各種実験に供することができる。細胞分化誘導やネットワークの形成促進は、流路基板
（３）が取り外される前に行われてもよい。
【００１６】
　細胞培養基板（２）は、細胞を配置するための細胞配置領域（８）を含んでいる。細胞
培養基板（２）に含まれる複数の細胞配置領域（８）は、１の区画のみからなってもよい
し、スペーサー部材（９）により複数の区画に分けられてもよい。ここでスペーサー部材
（９）は、区画を分けるために使用されると同時に、細胞培養基板上に他の基板を載せる
際に、細胞培養基板上に存在する突起部などを保護するものである。スペーサー部材（９
）は、細胞培養基板と同材質であってもよいし、異なる材質であってよく、任意の厚さが
選択されるが、突起部の高さより厚いことが好ましい。より好ましくは、スペーサー部材
（９）として弾力性を有する材料、例えばＰＤＭＳ、シリコーンゴムなどを用いることが
でき、この場合、ネジ（７）の締め具合を調節することにより、スペーサーの厚みを調節
して、流路の出口（１６）と細胞保持部（１０）、例えば突起部（１２）の上部との隙間
（３０）の大きさを変えることができる。これにより、細胞播種時に細胞配置領域（８）
に播種される細胞数と、細胞配置領域（８）の外部にもれて播種される細胞数との比率を
変えることができる。この隙間をゼロ、すなわち、流路の出口（１６）と細胞保持部（１
０）、例えば突起部（１２）の上部が密着した状態とすれば、細胞が細胞配置領域（８）
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の外部に播種されることがないか、又は外部に播種されることを極力避けることができる
。細胞培養基板（２）と、流路基板（３）との間に突起部の高さよりも厚いスペーサー部
材を配置することにより、細胞培養基板（２）と、流路基板（３）との間には、スペーサ
ー部材の厚さに対応する空隙が生じ、それにより播種された細胞は、細胞配置領域間で神
経ネットワークを形成することができる。スペーサー部材の厚さに対応する空隙は、突起
部の高さ及び隙間（３０）の合計に対応する。隙間（３０）をゼロ、すなわち、流路の出
口（１６）と突起部（１２）の上部が密着した状態とすると、細胞培養基板（２）と流路
基板（３）との間には突起部の高さに対応する空隙が生じる。突起部の高さ及び隙間に対
応する高さを、単に突起部の高さ又はそれを超える高さと表すこともできる。同一区画内
に存在する細胞配置領域（８）間では、細胞ネットワークの形成が生じうる一方で、別区
画に存在する細胞配置領域（８）間では、細胞ネットワークの形成が生じることはない。
別区画間で液体の移動が生じていてもよいし、液体の移動が生じなくてもよい。例えば、
細胞が播種された細胞培養基板（２）を用いてイメージング研究を行う場合、区画毎に試
薬を変更してイメージングを行うことが望ましく、その場合液体の移動が生じないように
構成されることが望ましい。その一方で、細胞が播種された細胞培養基板（２）をプレー
ナーパッチクランプ法に供する場合、上面側の電極の数を減らす観点から、区画間で電気
的導通を許容するように流路で連結されていてもよい。
【００１７】
　細胞培養基板（２）の材質はその使用目的に応じて、任意に選択することができる。下
面からのレーザーの照射や顕微鏡による観察を行う観点からは、透明基板であることが好
ましく、ガラス製、セラミックス製、プラスチック製等の基板を任意に選択することがで
きる。また、プレーナ―パッチクランプに用いる場合、細胞培養基板（２）の材料は、電
気絶縁性でありプレーナーパッチクランプ用貫通孔（後述の図６及び７の符号２１に相当
）を設けていることが必要とされる。プレーナーパッチクランプ用貫通孔の大きさは、細
胞が通過できない一方で、電気的導通を許容する大きさであれば任意の大きさであってよ
く、例えば１μｍ～４μｍである。電気絶縁性の細胞培養基板（２）は、単一材料から形
成されてもよいし、複数の材料を混合又は積層することにより形成されてもよい。細胞培
養基板（２）の厚さについては、材料に応じて任意の厚さであってよいが、強度や絶縁性
を確保する観点から、例えば０．１ｍｍ以上であり、好ましく０．２ｍｍ以上であり、さ
らに好ましくは０．５ｍｍ以上である。両面を同時にエンボス加工し、厚み１０～２０μ
ｍの薄膜領域を形成する観点から、例えば、１．５ｍｍ以下であり、好ましくは１ｍｍ以
下であり、さらに好ましくは０．５ｍｍ以下である。
【００１８】
　また、細胞培養基板（２）には、細胞の接着を生じさせるため、親水処理、例えばプラ
ズマ処理などが施されて親水性官能基の導入がされていてもよいし、任意の細胞外マトリ
ックスと呼ばれる接着物質、例えばポリリジン、ヒアルロン酸、マトリゲル、プロテオグ
リカン（バーシカン、デコリン、アグリカン、コンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸など）
等や、接着性タンパク質、例えばコラーゲン（Ｉ型、ＩＩ型、ＩＶ型など）、フィブロネ
クチン、ラミニン、リンクタンパク質、エンタクチン、テネイシン、カドヘリン、エラス
チン、フィブリン、ゼラチンなどやそれらの部分ペプチドでコーティングされていてもよ
い。これらの処理は、細胞配置領域（８）のみに行われてもよいし、細胞培養基板（２）
全体にわたり行われてもよい。
【００１９】
　細胞培養基板（２）に規定された細胞配置領域（８）は、細胞の移動や流失を妨げるた
めの細胞保持部（１０）を有していてもよい。これにより、細胞の移動を制約しつつ細胞
ネットワークを構成させることが可能となる。細胞ネットワークを形成させるために、細
胞配置領域（８）は細胞培養基板（２）上に複数設定される。細胞配置領域（８）間の相
互間隔は、細胞ネットワークの種類に応じて任意に規定することができ、例えば神経細胞
ネットワークを形成する場合には、５０～５００μｍ程度の間隔で配置することができる
。
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【００２０】
　細胞を保持するための細胞保持部（１０）としては、例えば１又は複数の細胞を保持す
ることができる複数の突起部（１２）であってもよい。好ましい態様では細胞保持部（１
０）に保持される細胞の数は１又は数個、例えば１～９個、好ましくは１～５個である。
突起部（１２）により規定される細胞配置領域（８）は、１～数個の細胞を収容できるサ
イズであり、細胞の大きさや、所望される保持される細胞数に応じて適宜設定することが
できる。例えば、哺乳動物神経細胞を１つ配置する場合、細胞保持部（１０）の内径は１
０～２５μｍ程度であることが好ましい。
【００２１】
　突起部（１２）は、１又は複数の細胞を保持することから、その数は、例えば３、４、
５、６、又はそれ以上である。各突起部（１２）の形状は、１又は複数の細胞を保持でき
れば任意の形状であってもよく、例えば、柱状又は錐状である。各突起部（１２）の断面
は、任意の形状であってよく、例えば円形、多角形、例えば三角形、四角形、五角形、六
角形などである。突起部（１２）の頂部又は途中に橋渡しがされて柵状になっていてもよ
い。保持すべき細胞の種類や個数に応じて、突起部（１２）間の間隔や、突起部（１２）
の高さや個数を適宜選択することができる。一例として、突起部（１２）間の間隔は細胞
体の大きさに対して決定することができ、例えば細胞体の平均の大きさ１５μｍとしたと
き、細胞の流失を妨げる観点から、間隔の上限値は１０μｍ以下、特に５μｍ以下である
ことが好ましく、細胞ネットワークの形成を妨害しない観点から、間隔の下限値は１μｍ
以上、特に１．５μｍ以上であることが好ましい。突起部（１２）の高さは、細胞のラン
ダムな移動を有効に制約する観点から、５μｍ以上が好ましく、特に１０μｍ以上が好ま
しい。一方で、細胞の積層を防いだり、細胞配置領域（８）内表面に細胞外マトリックス
を塗布したり、マトリックス細胞ネットワークの形成に適した数の細胞を細胞保持部（１
０）に保持する観点から、１５μｍ以下、特に１０μｍ以下が好ましい。
【００２２】
　細胞播種培養装置（１）を構成する流路基板（３）は、複数の貫通孔（１４）を含む。
流路基板（３）は、細胞培養基板（２）上に重ねられており、流路基板（３）の面のうち
、細胞培養基板（２）側の面を下面、もう一方の面を上面と定義する。流路基板（３）に
形成された各貫通孔（１４）は、流路基板（３）の上面側を入口（１５）とし、流路基板
（３）の下面側を出口（１６）とする流路を規定する。流路基板（３）が細胞培養基板（
２）上に重ねられた場合に、各流路の出口（１６）が、細胞培養基板（２）の細胞配置領
域（８）又は細胞保持部（１０）上に位置するように構成されている。これにより、流路
を通過した細胞を細胞配置領域（８）又は細胞保持部（１０）に配置することが可能にな
る。全ての貫通孔（１４）の出口（１６）が、細胞培養基板（２）の細胞配置領域（８）
又は細胞保持部（１０）上に位置するように構成することが好ましいが、一部の貫通孔（
１４）が、細胞培養基板（２）の細胞配置領域（８）外に細胞を配置するように構成する
こともできる。これにより、細胞配置領域（８）内に細胞を配置しつつ、細胞配置領域（
８）外にも細胞を配置することができる。より好ましい態様では、流路は、入口（１５）
から出口（１６）にかけて縮小する構成、例えば漏斗状又はすり鉢状であり、それにより
流路基板（３）の上面に提供された細胞の利用率を高めることができ、ＥＳ細胞やｉＰＳ
細胞から分化した神経細胞など数の少ない貴重な細胞の播種に適している。流路基板（３
）の厚さは任意の厚さであってよいが、流路が入口（１５）から出口（１６）にかけて縮
小する構成をとった場合に、細胞が流路の斜面に留まることをさけるため十分な斜度を形
成できる厚さであることが好ましい。流路基板（３）の厚さの上限は、例えば取り扱いを
容易にする観点から、例えば５ｍｍ以下、より好ましくは１ｍｍ以下、さらに好ましくは
０．５ｍｍ以下である。一方で、流路基板（３）の厚さの下限は、例えば加工を容易にし
、さらに強度を持たせる観点から、例えば０．２ｍｍ以上、より好ましくは０．５ｍｍ以
上、さらに好ましくは１ｍｍ以上である。
【００２３】
　流路基板（３）の上面には、一群又は全部の貫通孔（１４）を取り囲んで液体を保持す
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るガイド（１７）が備えられて、貯液部（１８）を規定してもよい。さらに別の態様では
、流路基板（３）の上面に貯液基板（４）を配置して、貯液部（１８）を規定してもよい
。貯液基板（４）は、流路基板（３）に重ねられた場合に、流路基板（３）の上面の一群
又は全部の貫通孔（１４）を取り囲むように、くり抜かれており、流路基板（３）と貯液
基板（４）とが重ねられた場合に、流路基板（３）の一群又は全部の貫通孔（１４）の上
面側に貯液部（１８）を構成することができる（図１）。貯液基板（４）は、複数枚によ
り構成されてよく、そのくり抜き部が異なるように形成されていてもよい。例えば、第一
の貯液基板（４）は、流路基板（３）の一群の貫通孔（１４）を取り囲むように複数のく
り抜き部を複数有しており、第二の貯液基板（４’）は、第一の貯液基板の複数のくり抜
き部を取り囲むようにくり抜き部が形成されていてもよい（図５）。流路基板（３）の貫
通孔（１４）や、貯液基板（４）のくり抜き部を含めて流路ということもできる。
【００２４】
　流路基板（３）と貯液基板（４）とは、操作を容易にする観点から、細胞培養基板（２
）上へ配置する際に、前もって接着しておくことが好ましい。接着には、基板同士をプラ
ズマ処理により接着させてもよいし、任意の接着剤、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ
）等を用いて接着してもよい。接着した流路基板（３）と貯液基板（４）は、細胞培養基
板（２）上に配置され、さらに基板固定基板（下）（５）及び基板固定基板（上）（６）
により挟まれて、固定具（７）により固定される。この固定は、貯液基板（４）に接着し
た流路基板（３）と、基板固定基板との相対的位置を手技により移動させることができる
一方で、細胞播種培養装置（１）を単に移動させたり、傾けたりしてもその相対的位置が
ずれたりしない程度に固定具（７）により締め付けることにより行われている。これによ
り、固定後に、この流路部品と基板固定基板との相対的位置を手技により移動させること
により、細胞培養基板（２）の細胞配置領域（８）に流路基板（３）の貫通孔（１４）の
出口（１６）が重なるように位置を調節することができる。一方で、細胞播種培養装置（
１）は、さらに位置調節機構を備えていてもよい。位置調節機構の一例として、位置調節
ねじ（１９）を設けることができる。例えば、流路基板（３）と、貯液基板（４）と、基
板固定基板（上）（６）とを接着し、基板固定基板（上）（６）に位置調節ねじ（１９）
をＸ－Ｙ－Ｚ方向、さらには基板固定基板（下）（５）に対して回転する方向に設けるこ
とにより、固定具（７）による固定後に、位置の微調整を行うことができる（図２）。位
置調節ねじ（１９）を設ける代わりに、貯液基板（４）に接着された流路基板（３）が、
基板固定基板（下）（５）及び基板固定基板（上）（６）からはみ出す様に構成し、基板
固定基板（下）（５）を抑えつつ、顕微鏡用マイクロメーターにて流路基板（３）を操作
することにより、位置の微調整を、より容易かつ精密に行うこともできる。
【００２５】
　流路基板に形成された各流路の出口（１６）の大きさは、細胞配置領域（８）又は細胞
保持部（１０）よりも小さいことが好ましく、例えば５０μｍ以下、より好ましくは４０
μｍ以下、さらに好ましくは３０μｍ以下である。一方で、出口（１６）が小さいと、細
胞が詰まってしまうことから、出口（１６）の大きさは細胞の大きさに応じて適宜設定す
ることができ、例えば細胞の平均の大きさを１５μｍとした場合に、出口（１６）の大き
さの下限値は２０μｍ以上、より好ましくは２６μｍ以上、さらに好ましくは３０μｍ以
上である。各流路の入口（１５）の大きさは、均一な細胞密度で播種する観点からは、同
一の大きさが好ましいが、細胞密度を変化させる目的で入口（１５）の大きさをそれぞれ
適宜変更してもよい。各流路の入口（１５）は、他の流路の入口（１５）と干渉しない大
きさで任意に設定することができ、細胞の利用率を高める観点から、例えば１００μｍ以
上、より好ましくは１５０μｍ以上、さらに好ましくは２００μｍ以上である。一方で、
貫通孔の内壁の勾配が緩やか過ぎると孔の側壁に細胞が付着してしまい、細胞が流路を通
過しなくなってしまうとする観点から、入口（１５）の大きさは、例えば５００μｍ以下
、より好ましくは３００μｍ以下、さらに好ましくは２００μｍ以下である。
【００２６】
　本発明において、播種される細胞は、任意の生物、例えばヒト、マウス、サルなどの哺
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乳類、鳥類、爬虫類、両生類、魚類などの脊椎動物や、例えばウニ、ホヤなどの非脊椎動
物由来の細胞であってもよい。細胞ネットワーク、特に神経ネットワークの研究に用いる
観点から、細胞は、神経細胞、例えば生体から取得・培養された神経細胞、前駆細胞から
分化誘導された神経細胞、又は神経細胞の前駆細胞が好ましいがこれに限定されることは
なく、神経細胞の生存を助けるグリア細胞や神経細胞と繋がる各種の筋肉細胞や網膜細胞
、嗅覚細胞、なども含まれてもよい。神経細胞の前駆細胞として、神経細胞に分化できる
細胞であれば、任意の細胞であってよく、例えば神経幹細胞、間葉系幹細胞、多能性幹細
胞、特にｉＰＳ（誘導多能性幹）細胞、ＥＳ（胚性幹）細胞、ＥＧ（胚性生殖）細胞など
の他、神経細胞に分化しうる骨髄間質細胞も含まれてもよい。神経細胞は、非増殖性の細
胞であるため、神経系疾患、例えばパーキンソン病、アルツハイマー病、筋萎縮性側索硬
化症、多発性硬化症、進行性各条非麻痺、脊髄小脳変性症などにおける研究は、動物疾患
モデルを用いるか、患者の死亡後にしか病巣である神経細胞を研究することができないた
め、治療研究が遅れている実態がある。したがって、患者由来のin vitro疾患モデルを作
成する観点から、播種する細胞として、これらの患者由来のヒトｉＰＳ細胞、又は当該細
胞から分化させた神経細胞若しくは前駆細胞を利用することがより好ましい。
【００２７】
　本発明の細胞播種培養装置に導入される細胞懸濁液は、上述の細胞を、細胞の培地で懸
濁した懸濁液であってもよいし、細胞が生存可能な液体、例えば生理食塩水、例えばＰＢ
ＳやＴＢＳや水などで置換された懸濁液であってもよい。また、細胞播種後に細胞を培養
する培地としては、所望の細胞の培養培地であってもよい。例えば、細胞培養培地の例と
して、イーグル培地、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、ハムＦ１０、Ｆ１２培
地などの基礎培地に、塩類、血清、抗生物質、成長因子、微量栄養素等の添加剤を加えた
培地を用いることができる。播種する細胞として幹細胞、例えばｉＰＳ細胞、ＥＳ細胞や
神経幹細胞、さらには分化途上の細胞を播種し、培養して、所望の細胞、例えば神経細胞
へと分化させる場合、既知の幹細胞培養液、分化誘導培養液、神経細胞培養液はそれぞれ
異なる培養液であってよく、順次置換して用いることができる。運動ニューロンやグリア
細胞の培養液としては、上記の細胞培養液に、微量栄養素としてレチノイン酸、ソニック
ヘッジホック、ｃＡＭＰなどが添加されてもよいし、成長因子として、インスリン、トラ
ンスフェリン、インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、培
養グリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）が添加されてもよい。
【００２８】
　神経細胞又はその前駆細胞を播種し、培養することで、細胞配置領域（８）間で神経ネ
ットワークを形成することが可能になる。細胞配置領域（８）には、１又は複数の細胞が
固定されており、１の細胞配置領域（８）に存在する細胞から、他の細胞配置領域（８）
に存在する細胞へと軸索又は樹状突起を伸張させることにより、細胞間においてシナプス
を介して神経ネットワークの形成が可能になる。
【００２９】
　本発明にかかる細胞播種培養装置（１）により播種された細胞を含む細胞培養基板（２
）上で形成された細胞ネットワークは、イメージング研究、例えば下記に説明するカルシ
ウムイメージング、前シナプス部位のマーカーであるsynaptophysin又はsynapsinの標識
によるイメージング解析、樹状突起のマーカーであるＭＡＰ２の標識によるイメージング
解析、及びエンドソームやエキソソームを標識するＦＭ１－４３又はＦＭ４－６４による
イメージング解析などの各種のイメージング解析を行うことができる。
【００３０】
（カルシウムイメージング解析）
　カルシウムイメージングとは、神経細胞に予めカルシウムプローブ（カルシウムイオン
と結合して蛍光を発する色素）を導入しておき、神経細胞に活動電位が発生した時に細胞
体にカルシウムイオンが流入する現象を蛍光として捉える方法であり、その細胞のイオン
チャンネル電流を活動電位の発生時あるいは活動電位の伝搬時に生じる蛍光の観察により
行う解析することができる。
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【００３１】
　従って、カルシウムプローブが導入された神経細胞を用いて神経細胞ネットワークを構
成し、例えば、それらの内の単一の神経細胞に電流注入あるいは電圧印加することにより
、複数ないし多数の神経細胞における前記カルシウムイメージングによる測定を行うこと
ができる。
【００３２】
　この方法によれば、神経細胞ネットワークを構成する単一の神経細胞（第１の神経細胞
）を選択して、電流注入あるいは電圧印加により刺激して活動電位を発生させ、同時にそ
の活動電位が神経細胞ネットワークを通じて隣接する周囲の神経細胞（第２の神経細胞）
に伝搬し、更には第２の神経細胞からこれに隣接する第３の神経細胞に伝搬する様子をカ
ルシウムイメージングにより計測することができる。また、神経ネットワークにおいては
、神経細胞の自然発火によるシナプス電流やシナプス前段からの神経伝達物質の自然放出
による微小シナプス電流などがあり、これにより細胞にカルシウムが流入するため、これ
をカルシウムイメージングにより検出し、ネットワークの状況を解析することも可能であ
る。
【００３３】
　従来の技術として例えば電極刺激法があるが、この方法の場合、単一の神経細胞を選択
的に刺激することが困難であり、解析が複雑となる。又、他の従来技術であるマイクロピ
ペット電極による刺激では、単一の神経細胞を選択的に刺激できるが、ハイスループット
スクリーニングに必要な多チャンネル化が困難である。本発明の手法によれば、計測部を
非常に小型化できるので、多チャンネル化が容易である。
【００３４】
（synaptophysin、synapsinによるイメージング解析）
　Synaptophysinやsynapsinはシナプスベシクルの膜タンパク質であり、前シナプス部位
のマーカーであるが、これらの抗体に色素を結合させ、抗原抗体反応を利用してこれらの
タンパク質に色素を結合させることができる。これにより、シナプス部位を標識すること
ができる。
【００３５】
（ＭＡＰ２によるイメージング解析）
　ＭＡＰ２は樹状突起のマーカーであるが、この抗体に色素を付加し、反応させることに
より、樹状突起部位を標識することができる。
【００３６】
（ＦＭ１－４３、ＦＭ４－６４によるイメージング解析）
　ＦＭ１－４３やＦＭ４－６４は細胞膜に可逆的に入り、細胞膜を透過せず、細胞膜に結
合したときにのみ蛍光を発するという特徴を有し、エンドソームやエキソソームを標識す
ることができる。細胞の生命機能を維持して標識できるという特徴を有する。
【００３７】
　（イメージング解析の光学系）
　本発明に係る細胞播種培養装置を用いて播種された細胞を含む細胞培養基板に対して、
イメージング解析を行うには、以下の光学系要素を備える装置を用いることが好ましい。
【００３８】
　まず、細胞培養基板の第一表面（２Ｓ）側の上部に、神経細胞が発する光の受光装置を
設置する。又、細胞培養基板の第一表面（２Ｓ）側の上部に、神経細胞あるいは基板表面
にレーザー光等を照射するための照射装置を設置する。この照射装置は更に、所定の単一
の細胞にのみ光を照射するための集光系を装備していることが特に好ましい。
【００３９】
　以上の光学系要素を備えることで、非接触、非破壊での光計測が可能となり、神経細胞
ネットワーク機能を阻害せずに解析できると共に、高速で解析でき、更に、集光系により
正確に単一の神経細胞を励起して精密に解析できる。
【００４０】
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［プレーナーパッチクランプ装置］
　プレーナーパッチクランプ法は、ピペットパッチクランプ法では難しかった多点計測に
よるハイスループットスクリーニングを可能にする方法であり、電気絶縁性の基板上に複
数の微細なプレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）を設け、かかるプレーナーパッチ
クランプ用貫通孔（２１）上に配置された細胞における電気的変化、例えば膜電位又は膜
電流を、電気絶縁性基板の各面に配置された電極を用いて計測、又は細胞に電気的刺激を
付与する手法である。プレーナーパッチクランプ装置（２０）として、まず、単一チャン
ネル型のプレーナーパッチクランプ装置（これを適宜「単一チャンネル装置」と略称する
。）について説明する(図６）。単一チャンネル装置は、プレーナーパッチクランプ法に
よる測定が可能な単一の構造単位（これを「チャンネル」と呼ぶ）を有する装置であり、
このチャンネルを複数設けて、同時又は順次に電気的特性の計測を可能にする多チャンネ
ル型プレーナーパッチクランプ装置や、さらに多チャンネル型プレーナーパッチクランプ
装置を複数集めた複合多チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置とすることができる
。
【００４１】
　図６に、単一チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置（単一チャンネル装置）（２
０）の模式断面図を示すが、但し、本発明のプレーナーパッチクランプ装置は、図６の装
置に限定されるものではない。図６の単一チャンネル装置（２０）は、第一表面（２Ｓ）
及び第二表面（２Ｓ’）を有する電気絶縁性の細胞培養基板（２）を有しており、この細
胞培養基板（２）が、本発明の細胞播種培養装置（１）を構成していた細胞培養基板（２
）であり、細胞播種培養装置（１）を用いることにより、細胞配置領域に細胞が配置され
ている。細胞培養基板（２）の細胞が配置されている面を、第一表面（２Ｓ）とし、その
反対面を第二表面（２Ｓ’）とする。細胞培養基板（２）をプレーナーパッチクランプ装
置に供する場合、細胞培養基板（２）の細胞配置領域（８）内には、予め、第一表面（２
Ｓ）と第二表面（２Ｓ’）とを連通するプレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）が設
けられる。当該プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）の大きさは、細胞配置領域（
８）に配置される細胞（２２）を通過させないが、液体は通過させ得る大きさに設定され
る。従って、プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）の内径は、使用する細胞（２２
）の大きさに応じて適宜選択すればよい。例えば、神経細胞を用いる観点からは、プレー
ナーパッチクランプ用貫通孔（２１）の内径は１～３μｍ程度が好ましいが、これに限定
されない。
【００４２】
　プレーナ―パッチクランプに用いる電気絶縁性の細胞培養基板基板（２）は、単一材料
から形成されてもよいし、複数の材料を混合又は積層することにより形成されてもよい。
一例として、シリコン基板を用いる場合、第一表面（２Ｓ）側のシリコン層と、中間の酸
化シリコン層と、第二表面（２Ｓ’）側のシリコン層とが順次に積層された構造を有する
シリコン基板（ＳＯＩ(Silicon on Insulator)基板）が好ましい。このような積層構造の
シリコン基板においては、極めて絶縁性の高い中間層が二つのシリコン層間に存在するの
で、測定対象細胞（２２）のイオンチャンネル閉鎖時に高抵抗状態を確立でき、バックグ
ラウンドのノイズを低減できる。
【００４３】
　ＳＯＩ基板を用いる場合、中間層の厚さは、寄生容量低減と絶縁抵抗増大の観点からは
厚い方が好ましい。また、中間層の厚さが十分でないと、容量が大きくなり、抵抗が低く
なってノイズが増大する場合がある。よって、中間層の厚さは、例えば５ｎｍ以上、なか
でも１０ｎｍ以上、さらには１００ｎｍ以上であることが好ましい。一方で、中間層が厚
すぎると、孔開け加工が簡単でなくなる場合がある。これらの観点から、中間層の厚さは
、１０μｍ以下が好ましく、より好ましくは１μｍ以下、さらに好ましくは５００ｎｍ以
下である。
【００４４】
　電気絶縁性の細胞培養基板（２）の第一表面（２Ｓ）側には、プレーナーパッチクラン
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プ用貫通孔（２１）と連通可能に第一液溜部（２３）が設けられる。第一液溜部（２３）
には、細胞配置領域（８）に配置される細胞（２２）の周囲に充填された第一導電性液体
（例えばバス溶液と呼ばれる緩衝液や培養液等）が保持される。第一液溜部（２３）は、
例えば、主液溜部（２３ａ）と副液溜部（２３ｂ）とが導入用通液路（２３ｃ）を介して
電気的に連通された構成を有する。第一液溜部（２３）には、導電性液体を導入したり排
出したりするための通液路を備えてもよいし、または、蓋部材（２９）により開閉可能な
開口部を備えてもよい。
【００４５】
　第一導電性液体は、細胞配置領域（８）に配置した細胞（２２）の培養や、パッチクラ
ンプ法による電気信号の検出を可能にする液体である。例えば、第一導電性液体として、
細胞培養液を用いて、細胞を培養後、パッチクランプによる電気信号の検出を行うための
バス溶液に置換して用いることもできる。また、バス溶液に置換せずに、細胞培養液のま
ま、パッチクランプを行ってもよい。細胞培養液は、細胞種や分化段階に応じて、任意の
細胞培養液や分化誘導培養液を適宜選択することができる。細胞培養液の例として、イー
グル培地、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、ハムＦ１０、Ｆ１２培地などの基
礎培地に、塩類、血清、抗生物質、成長因子、微量栄養素等の添加剤を加えた培地を用い
ることができる。バス溶液は、パッチクランプ法において用いられるバス溶液であれば任
意の溶液であってよい。第一導電性液体には、細胞に刺激を与えるため、又は細胞のイメ
ージングを可能にするため、各種試薬が添加されることもある。
【００４６】
　また、第一導電性液体を介して第一液溜部（２３）と電気的に導通されるように、第一
の電極部（２４）が配置される。この第一の電極部（２４）は、第一液溜部（２３）（例
えばその副液溜部（２３ｂ））内の第一導電性液体に挿入された状態で配置される。また
、第一の電極部（２４）にはアース電位が印加され、これにより第一液溜部（２３）内の
第一導電性液体は、基準電位となるように維持される。
【００４７】
　一方、電気絶縁性の細胞培養基板（２）の第二表面（２Ｓ’）側には、プレーナーパッ
チクランプ用貫通孔（２１）と連通可能に第二液溜部（２３’）が設けられる。第二液溜
部（２３’）には、第二導電性液体が保持される。第二導電性液体は、細胞（２２）の培
養や、パッチクランプ法による電気信号の検出を可能にする液体である。例えば、第二導
電性液体として、細胞培養液を用いて、細胞（２２）を培養後、パッチクランプによる電
気信号の検出を行うためのピペット溶液などの緩衝液に置換して用いることもできる。ま
た、プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）は非常に微小な孔であることから、細胞
培養液を用いずに、最初からピペット溶液を用いて細胞（２２）を培養してもよい。細胞
培養液は、第一導電性液体に用いられる細胞培養液と同じであってもよいし、異なる組成
の培養液であってもよい。ピペット溶液は、パッチクランプ法において用いられるピペッ
ト溶液であれば任意の溶液であってよい。第二導電性溶液には、イオンチャンネルの開閉
に係わる化学物質や、その他実験に用いる試薬を溶解させて用いてもよい。別の態様では
、細胞膜に微小な孔を穿孔する目的で、細胞膜穿孔性の抗生物質を添加した第二導電性液
体を第二液溜部（２３’）に導入することができる。細胞膜穿孔性の抗生物質としては、
ポリエン系の抗生物質、例えばアムホテリシンＢ、ナイスタチン、ナタマイシンなどが挙
げられる。
【００４８】
　第一液溜部（２３）及び第二液溜部（２３’）（これらを纏めて単に「液溜部」という
場合がある。）は、導電性液体を保持し、かつ導電性液体に対して電極部（２４，２４’
）を通電可能に配置するという要求を満たす限りにおいて、任意の構成を取ることができ
る。また、細胞培養基板（２）の第一表面（２Ｓ）側及び／又は第二表面（２Ｓ’）側に
絶縁性のスペーサー部材（９，９’）を重ね、スペーサー部材（９，９’）には液溜部（
２３，２３’）に対応する位置にくり抜き部を設けることで、液溜部（２３，２３’）を
形成してもよい。第一表面に存在するスペーサー部材を第一スペーサー部材（９）とし、
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第二表面に存在するスペーサー部材を第二スペーサー部材（９’）とする。さらに第一ス
ペーサー部材（９）の基板反対側の最外周に第一プレート部材（２８）を配置し、プレー
ト部材に蓋部材（２９）を配置することで、第一液溜部（２３）を閉空間又は液密に構成
してもよい。第二スペーサー部材（９’）の基板反対側にさらに第二プレート部材（２８
’）を配置して第二液溜部（２３’）を液密に構成してもよい。第二プレート部材（２８
’）には、第二液溜部（２３’）に連結する送液流路（２５）及び排液流路（２６）が貫
通している。
【００４９】
　必ずしも限定はされないが、スペーサー部材（９，９’）は、絶縁性の部材であれば任
意の部材であってよく、電気絶縁性の細胞培養基板（２）と同じ材料であってもよいし、
異なってもよい。レーザー励起による散乱光を抑制する観点から、第一表面（２Ｓ）側の
第一スペーサー部材（９）は光不透過性の材料からなることが好ましい一方で、顕微鏡観
察を行う観点から、第二表面（２Ｓ’）側の第二スペーサー部材（９’）は光透過性の材
料からなることが好ましい。
【００５０】
　また、第二液溜部（２３’）には、第二液溜部（２３’）に第二導電性液体を送液する
送液流路（２５）と、第二液溜部（２３’）から第二導電性液体を排液する排液流路（２
６）とが連結される。送液流路（２５）及び排液流路（２６）の素材は任意であり、テフ
ロン（登録商標）や塩化ビニル等のチューブで構成することも可能であるが、後述のバル
ブ（２７）を設ける観点からは、シリコン基板の表面にホトリソグラフィによりレジスト
パターンを形成したモールド等を用い、ＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）やＲＴＶ（
room temperature vulcanizing：室温硬化型）ゴム等のシリコーンゴムに転写して形成さ
れるマイクロ流路等を用いることが好ましい。斯かるマイクロ流路を用いることにより、
プレーナーパッチクランプ装置の組み立てが極めて容易になり、流路が外れる等の不具合
を避けることが可能となる。送液流路（２５）及び排液流路（２６）のサイズも任意であ
るが、例えば幅１００μｍ、高さ約５０μｍである。送液流路（２５）は、第二導電性液
体を貯蔵する貯液槽と連結しており、流路の任意の箇所に配置されたポンプにより送液流
路（２５）内に送液される。送液された第二導電性液体は、排液流路（２６）を通り排液
される。ポンプは圧力印加駆動式であってもよいし、吸引駆動式であってもよい。好まし
くは、ポンプは排液流路（２６）に配置された液体吸引デバイスであり、第二液溜部（２
３’）に陰圧を付加することができる。陰圧の付加により、プレーナーパッチクランプ用
貫通孔（２１）に存在する細胞（２２）によるプレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１
）の密封をより強固なものにすることができる。これにより、細胞（２２）と電気絶縁性
基板（２）とのあいだのシール抵抗を高めることができる。一方で、別の態様では、細胞
膜を穿孔する目的でより強い陰圧を付加することもでき、ホールセルモードを達成するこ
ともできる。
【００５１】
　また、第二導電性液体を介して第二液溜部（２３’）と電気的に導通されるように、第
二の電極部（２４’）が配置される。この第二の電極部（２４’）は、通常は送液流路（
２５）又は排液流路（２６）に設けられ、当該流路内に第二導電性液体を導入した場合に
第二導電性液体に接触するように配置される。これにより、第二液溜部（２３’）及び各
流路内の第二導電性液体の電位を、第二の電極部（２４’）を介して測定することができ
るように構成される。また、第二の電極部（２４’）を介して、第二液溜部（２３’）及
び各流路内の第二導電性液体に、任意の電圧を印加することもできるように構成される。
【００５２】
　なお、第一の電極部（２４）及び第二の電極部（２４’）（これらを纏めて単に「電極
部」という場合がある。）としては、従来のプレーナーパッチクランプ装置に用いられる
周知の各種の電極部を使用することが可能である。但し、上述した培養型のプレーナーパ
ッチクランプ装置では、ピペットパッチクランプ装置や非培養型のプレーナーパッチクラ
ンプ装置と比較して、格段にシール抵抗が低く、電極の界面電位変動による雑音電流が生
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じ易いことが知られている。よって、電極の界面電位変動を極力防止し、雑音電流を低減
する観点から、本発明では電極部として、本発明者等が国際特許公開第２０１３／０９４
４１８号パンフレット（特許文献４）等で報告した塩橋型電極部を用いることが好ましい
。
【００５３】
　更に、図６の単一チャンネル装置（２０）においては、送液流路（２５）及び／又は排
液流路（２６）にバルブ（２７）が設けられる。このバルブ（２７）は、第二導電性液体
の流通を許容又は停止し得ると共に、第二液溜部（２３’）と第二の電極部（２４’）と
の電気的導通を許容又は停止し得るように構成される。すなわち、バルブ（２７）が開の
場合、第二導電性液体の流通が許容されると共に、第二導電性液体を通して電気的導通が
許容される一方で、バルブ（２７）が閉の場合、バルブ（２７）により第二導電性液体が
分離されるとともに、バルブ（２７）前後の抵抗値により電気的導通が遮断される。ここ
で、送液流路（２５）及び排液流路（２６）の両方にバルブ（２７）を配置してもよい。
この場合、これらのバルブ（２７）は一括して開閉を制御してもよく、個別に開閉を制御
してもよい。一方で、送液流路（２５）又は排液流路（２６）の何れか一方のみにバルブ
（２７）を配置してもよい。この場合、バルブ（２７）が配置された流路に対して第二電
極部（２４’）を設ければよい。
【００５４】
　従って、バルブ（２７）は非電導性又は絶縁性バルブである。具体的には、閉時の電気
抵抗値が、例えば１メガΩ以上であることが好ましく、より好ましくは３メガΩ以上、更
に好ましくは５メガΩ以上、より一層好ましくは１０メガΩ以上である。電気抵抗値の上
限値については特に制限はない。
【００５５】
　斯かる構成を有する図６の単一チャンネル装置（２０）を用いた細胞のイオンチャンネ
ル電流の測定は、以下の手順で行われる。
【００５６】
　まず、電気絶縁性の細胞培養基板（２）の第一表面（２Ｓ）の細胞配置領域（８）に、
プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）を覆うように測定対象の細胞（２２）を配置
する。また、第一液溜部（２３）には第一導電性液体（例えばバス溶液等）が、第二液溜
部（２３’）には第二導電性液体（例えばピペット溶液等）が、それぞれ充填された状態
とする。
【００５７】
　続いて、プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）と接する細胞膜の表面に微細な穴
をあけて、細胞（２２）内部と第二液溜部（２３’）の第二導電性液体（ピペット溶液等
）とを電気的に導通した状態（通常「ホールセル」状態と呼ばれる）にする。細胞（２２
）をホールセル状態とする手法は制限されないが、例としては、特定の抗生物質（例えば
ナイスタチン又はアンフォテリシン等）を第二導電性液体に溶解した溶液を調製し、斯か
る抗生物質溶液を電流測定直前に第二液溜部（２３’）に導入して細胞膜に接触させ、細
胞膜に微細な穴を形成する手法が挙げられる（この場合、ホールセル状態の達成後、電流
測定前に、第二液溜部（２３’）内の溶液を再度、抗生物質を含まない第二導電性液体に
置き換える。）。
【００５８】
　その後、第一の電極部と第二の電極部との間に、所定の電圧（膜電位と呼ばれる）を印
加する。これにより、細胞膜のイオンチャンネルを通過する電流をチャンネル電流として
記録することができる。
【００５９】
　なお、以上説明した単一チャンネル装置（２０）において、第一液溜部（２３）は通常
は電気絶縁性の細胞培養基板（２）の上側に配置されるが、その上壁を開閉可能に構成し
てもよい。ここから細胞配置領域（８）への細胞の配置、細胞配置領域（８）からの細胞
の採取、第一導電性液体の充填や交換、その他の各種の処理（例えば、イオンチャンネル
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のブロッカーや細胞の薬剤応答を調べるための薬剤溶液の添加等）を行うことができる。
但し、第二液溜部（２３’）と同様に、第一液溜部（２３）にも送液流路（２５）及び排
液流路（２６）を設け、これらを用いて第一導電性液体の充填や交換等を行ってもよい。
【００６０】
　一方、第二液溜部（２３’）内の第二導電性液体の充填や交換は、送液流路（２５）及
び排液流路（２６）を介して行われる。即ち、外部の供給源（図示せず）から、送液流路
（２５）を通じて第二導電性液体を送液し、第二液溜部（２３’）内に充填する。液体の
駆動は、通常は送液流路（２５）又は排液流路（２６）にポンプ等の駆動部（図示せず）
を設けて行う。また、第二液溜部（２３’）内に液体が予め存在する場合は、排液流路（
２６）を介して外部に排出され、これにより第二液溜部（２３’）内の液体が交換される
。
【００６１】
　ここで、図７の単一チャンネル装置（２０）では、送液流路（２５）及び／又は排液流
路（２６）に設けられたバルブ（２７）を操作することにより、第二導電性液体の流通・
停止を制御すると共に、第二液溜部（２３’）と第二の電極部との電気的導通の形成・絶
縁を制御することが可能である。これにより、送液流路（２５）及び／又は排液流路（２
６）を介した漏液や漏電を確実に防止することが可能となる。惹いては、非測定時の漏電
による電極の劣化を防ぐことができる。また、第二液溜部（２３’）における第二導電性
液体の交換もより容易となる。
【００６２】
　培養型パッチクランプ装置の場合には、細胞（２２）の配置後に装置をインキュベータ
ー等に入れて、細胞を培養してもよい。この場合、装置をインキュベーター等に入れる際
の取り扱い性やサイズ制限等を考慮すると、基板を含む装置の一部（例えば電源や液体源
等を含まない部分）を切り離し可能な構成としてもよい。これにより、装置の一部のみを
切り離して、インキュベーターに入れることが可能となる。特に、切り離し部分の末端に
バルブ（２７）を配置することにより、切り離し時にバルブ（２７）を閉として、流路か
らの液体の流出を防ぐことが可能となる。電流の測定に際しては、第一液溜部（２３）に
は第一導電性液体（例えばバス溶液等）が、第二液溜部（２３’）には第二導電性液体（
例えばピペット溶液等）が、それぞれ充填された状態とする。
【００６３】
［多チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置］
　次に、単一チャンネル装置を複数組み合わせた多チャンネル型プレーナーパッチクラン
プ装置（これを適宜「多チャンネル装置」と略称する。）について説明する。多チャンネ
ル型プレーナーパッチクランプ装置は、プレーナーパッチクランプ法による測定が可能な
構造単位（チャンネル）を複数有する装置である。上で説明した単一チャンネル装置を構
成する要素を複数設けることにより、多チャンネル装置を構成してもよいし、図７に示す
とおり、プレーナーパッチクランプ用流路の電気的導通を妨げるバルブを用いることによ
り、電極の数を増やさないで多チャンネル装置を構成することもできる。但し、本発明の
プレーナーパッチクランプ装置は、図７の多チャンネル装置（２０ａ）に限定されるもの
ではない。
【００６４】
　図７の多チャンネル型装置（２０ａ）は、電気絶縁性の細胞培養基板（２）が、細胞配
置領域（８）及びそれに対応するプレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）を、それぞ
れ複数有する。また、複数の細胞配置領域（８）に対応して、第二液溜部（２３’）も複
数設けられる。
【００６５】
　また、送液流路（２５）は、送液主流路（２５ａ）と、送液主流路（２５ａ）から分岐
される複数の送液支流路（２５ｂ）とから構成され、複数の送液支流路（２５ｂ）は、複
数の第二液溜部（２３’）にそれぞれ連結される。
【００６６】
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　また、排液流路（２６）も、排液主流路（２６ａ）と、排液主流路（２６ａ）から分岐
される複数の排液支流路（２６ｂ）とから構成され、複数の排液支流路（２６ｂ）は、複
数の第二液溜部（２３’）にそれぞれ連結される。
【００６７】
　また、第二電極部（２４’）は、送液主流路（２５ａ）及び／又は排液主流路（２６ａ
）に設けられる。
　また、複数の第二液溜部（２３’）の各々に連結される送液支流路（２５ｂ）及び／又
は排液支流路（２６ｂ）に、バルブ（２７）が設けられる。
　その他の構成等は、図６の単チャンネル型装置（２０）と同様である。
【００６８】
　斯かる構成を有する図７の多チャンネル型装置（２０ａ）を用いた細胞（２２）のイオ
ンチャンネル電流の測定は、以下の手順で行われる。
【００６９】
　まず、電気絶縁性基板（２）の第一表面（２Ｓ）の複数の細胞配置領域（８）の各々に
、プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）を覆うように測定対象の細胞（２２）を配
置する。また、第一液溜部（２３）には第一導電性液体（例えばバス溶液等）が、第二液
溜部（２３’）には第二導電性液体（例えばピペット溶液等）が、それぞれ充填された状
態とする。
【００７０】
　続いて、プレーナーパッチクランプ用貫通孔（２１）と接する細胞膜の表面に微細な穴
をあけて、細胞内部と第二液溜部（２３’）の第二導電性液体（ピペット溶液等）とを電
気的に導通した状態（ホールセル状態）にする。
【００７１】
　次に、計測したいチャンネルの送液流路（２５）及び／又は排液流路（２６）のバルブ
（２７）を開とし、他のバルブ（２７）を全て閉とすることにより、計測したいチャンネ
ルの細胞（２２）のみを、第二導電性液体を介して第二の電極部（２４’）と導通させる
。
【００７２】
　その後、第一の電極部（２４）と第二の電極部（２４’）との間に、所定の電圧（膜電
位と呼ばれる）を印加する。これにより、所望のチャンネルに存在する細胞（２２）のイ
オンチャンネル電流を記録することができる。
【００７３】
　なお、図７の多チャンネル型装置では、第一液溜部（２３）に複数の細胞配置領域（８
）が存在し、細胞配置領域（８）に対応した数のプレーナーパッチクランプ用貫通孔（２
１）が存在してもよい。基板（２）の第一表面（２Ｓ）側に、第一スペーサー部材（９）
を重ね合わせることにより、液溜区画に区分することができる。複数の液溜区画が存在す
る場合、第一電極部（２４）をそれぞれの液溜区画の中に設置してもよい。但し、これら
複数の液溜区画間で電気的導通を許容することにより、１つの第一電極部（２４）で全て
の液溜区画の細胞配置領域（８）の細胞（２２）について電気信号を測定すること、又は
電気刺激が可能になる。従って、この場合、スペーサー部材（９）として電気伝導性の部
材、例えば金属や多孔質材料を用いてもよいし、絶縁性の部材を用い、さらに液体の行き
来はほとんどないような十分狭い通路で連結することにより、液溜区画間で電気的導通を
達成することができる。第一液溜部（２３）を複数の液溜区画に区分することにより、各
液溜区画に添加された薬剤の細胞に対する効果や、イオンチャンネルの応答などについて
、バルブ（３１）の開閉により計測するチャンネルを選択して計測できるので、複数の薬
剤の効果を短時間で測定することが可能になり、ハイスループットスクリーニングに用い
ることができる。
【００７４】
　以下に実施例を記載するが、本発明の細胞播種培養装置は、実施例で用いた基板の材質
、形状、大きさ等に限定されるものではない。例えば、本実施例においては、貫通孔（１
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４）の入口（１５）および出口（１６）の形状は正方形のものを用いたが、この形状につ
いては、細胞配置領域（８）に細胞を配置できれば、図４に示したように円形であっても
よいし、長方形であってもよい。例えば、貫通孔の出口（１６）の大きさが、細胞配置領
域（８）又は細胞保持部（１０）または、凹部（１１）の領域よりも小さい寸法であれば
、目的の細胞播種培養が可能である。
【実施例】
【００７５】
実施例１：細胞播種培養装置（１）を用いた細胞の播種
　本実施例においては、図1に示す細胞播種培養装置（１）を用いた。細胞播種培養装置
（１）に用いた細胞培養基板（２）として、ポリカーボネート製基板（厚さ０．２ｍｍ、
大きさ１１ｍｍ×１１ｍｍ）を用いた。当該細胞培養基板（２）の細胞配置領域（８）に
は、円柱状突起部（１２）（直径３０μｍ、高さ８μｍ、本数６本または、４本、または
５本）が設けられている。流路基板（３）として、入口（１５）の大きさ１５０μｍ×１
５０μｍ、出口（１６）の大きさ４０～５０μｍ×４０～５０μｍの貫通孔（１４）を設
けたポリカーボネート製基板（厚さ２００μｍ）を用いた。
【００７６】
　細胞播種に供するために、細胞培養基板（２）、流路基板（３）、貯液基板（４）、基
板固定基板（下）（５）及び基板固定基板（上）（６）を以下の通り洗浄や滅菌処理を行
った。これらの基板を、ハイター（花王株式会社）に２時間浸漬し、その後、滅菌水に３
０分浸漬することにより４～５回洗浄した。その後、これらの基板を消毒液デイスオーパ
ー(ジョンソン・エンド・ジョンソン株式会社)に一晩浸漬し、次に滅菌水に３０分浸漬す
ることにより４～５回洗浄した。その後Ｎ2ガスブローで乾燥した。次に、細胞培養基板
（２）の表面に細胞外マトリックスのコーテイングを以下の通り行った。乾燥した細胞培
養基板（２）に、プラズマ照射（HARRICK Plasma, 250-400ｍtorr,５分）を行い、ポリエ
ルリジン０．０１％を約１２０μｌ、細胞培養基板（２）に滴下し、２日間クリーンベン
チにて放置した。その後滅菌水に３０分浸漬することにより、４～５回洗浄を行い、洗浄
後、細胞培養基板（２）をクリーンベンチにて乾燥した。
【００７７】
　流路基板（３）および貯液基板（４）を固化する前のジメチルポリシロキサン（ＰＤＭ
Ｓ）を接着剤として用い、お互いに図示の配置で接着して一体の流路部品とし、細胞培養
基板（２）と、流路基板（３）及び貯液基板（４）からなる流路部品と、さらに基板固定
基板（下）（５）と基板固定基板（上）（６）とを重ね合わせて固定具（７）により固定
を行った。この固定は、流路部品と基板固定基板との相対的位置を手技により移動させる
ことができる一方で、細胞播種培養装置を単に移動させたり、傾けたりしてもその相対的
位置がずれたりしない程度に固定具（７）により締め付けることにより行われた。固定後
に、この流路部品と基板固定基板との相対的位置を手技により移動させることにより、細
胞培養基板（２）の細胞配置領域（８）に流路基板（３）の貫通孔（１４）の出口（１６
）が重なるように位置を調節した。本実施例においては、手技により流路部品と基板固定
基板との相対的位置を調節したが、マイクロメーターを用いて流路部品をずらして行うこ
とにより、位置調節をより容易かつ精密に行えることも確認した。
【００７８】
　位置調節後の細胞播種培養装置（１）に対し、神経細胞用培養液（MB-X9501；住友ベー
クライト社）に懸濁したラット由来神経細胞懸濁液（１×１０6個／ｍｌ）１００～２０
０μｌを導入し、細胞が細胞配置領域（８）に定着するまで、約１２時間、３７℃５％Ｃ
Ｏ2雰囲気下でインキュベートした。インキュベート後、流路基板（３）を外し、顕微鏡
にて細胞配置領域（８）に神経細胞が定着していることを確認し（図９Ａ）、さらに１１
日間培養を行い、神経ネットワークを形成させた。形成した神経ネットワークを顕微鏡下
で撮影した（図９Ｂ）。
【００７９】
　なお、本実施例においては、細胞配置領域（８）の外部には細胞がほとんど存在しない
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（図９Ａ及びＢ）。その一方で、細胞配置領域（８）に神経細胞を配置後、固定具（７）
を緩め、流路部品の位置をずらすことにより、細胞配置領域（８）の外部にも細胞を配置
することができる。この場合、外部でのネットワークは形状を制限されていないため、細
胞自体の性質に沿って、すなわち自己組織的にネットワークが形成されることを確認した
。また、細胞配置領域（８）の外部と内部とで、細胞種をわけることもできる。例えば、
内部に運動ニューロン、外部にグリア細胞、筋肉細胞などを播種し培養することも、疾患
のモデルを製作する上でより効果的である場合もある。
【産業上の利用可能性】
【００８０】
　本発明の細胞播種培養装置（１）により、細胞を正確に所望の位置に配置してin vitro
で神経ネットワークを形成することができる。形成された神経ネットワークに対しては、
プレーナーパッチクランプ法やイメージング法により、ハイスループットスクリーニング
に供することができ、神経細胞に対する薬剤スクリーニングやニューラルネットワークに
おける信号解析の分野において用いることができる。
【符号の説明】
【００８１】
　１　　細胞播種培養装置
　２　　細胞培養基板
　３　　流路基板
　４　　貯液基板
　５　　基板固定部（下）
　６　　基板固定部（上）
　７　　固定具
　８　　細胞配置領域
　９　　スペーサー部材
　１０　　細胞保持部
　１２　　突起部
　１３　　溝部
　１４　　貫通孔
　１５　　入口
　１６　　出口
　１７　　ガイド
　１８　　貯液部
　１９　　位置調節ねじ
　２０　　単チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置
　２０ａ　　多チャンネル型プレーナーパッチクランプ装置
　２１　　プレーナーパッチクランプ用貫通孔
　２２　　細胞
　２３　　第一液溜部
　２３ａ　　主液溜部
　２３ｂ　　副液溜部
　２３ｃ　　導入用通液路
　２３’　　第二液溜部
　２４　　第一電極部
　２４’　　第二電極部
　２５　　送液流路
　２６　　排液流路
　２５ａ　　送液主流路
　２６ａ　　排液主流路
　２５ｂ　　送液支流路
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　２６ｂ　　排液支流路
　２７　　バルブ
　２８　　第一プレート部材
　２８’　　第二プレート部材
　２９　　蓋部材
　３０　　隙間

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】
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