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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
神経細胞の連結性および／または形態における変化を決定するためのバイオアッセイ法で
あって：
－神経突起伸長の形成を支持する条件下での所定のインキュベーション期間の後に、アッ
セイに付した一対の離れた単一の神経細胞が、相互連結する神経突起伸長を相互にいまだ
に形成することができる距離に対応する臨界距離を同定し、
ここに、該単一の神経細胞の各々は、該神経細胞の接着を促進する物質のそれぞれのスポ
ットに接着し、該スポットは神経細胞の接着を阻害する基体上に互いに対して間隔をあけ
て沈着しており、ついで
－同定した臨界距離と、同一条件下で参照細胞について決定した臨界距離とを比較し、
ここに、参照細胞の臨界距離と比較した、アッセイに付した神経細胞の臨界距離の減少が
、神経細胞の連結性および／または形態における変化を示していることを特徴とする、該
バイオアッセイ法。
【請求項２】
a）神経細胞の接着を阻害する基体上に、該神経細胞の接着を促進する物質の複数の対の
スポットを製造し、ここに該スポットの各々は他のスポットから分離し、他のスポットと
は異なり、ここに該対の少なくとも２はスポット間の異なる距離を示し；
　b）アッセイに付した単一の神経細胞を該スポットの各々に平板し、対応させて接着さ
せ；



(2) JP 6190394 B2 2017.8.30

10

20

30

40

50

　c）所定のインキュベーション期間の後に、該対のスポットに接着した、隣接する神経
細胞の間を相互連結する神経突起伸長の可能な形成を検出し；ついで
　d）異なる距離のスポットの対の間の神経突起伸長挙動を比較することによって、相互
連結する神経突起伸長の形成が生じる距離に対応する該対のスポット間の最大距離を決定
する
作業を含むことを特徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
接着促進物質のスポットが、連続するスポットの間で増大する距離のステップを有する少
なくとも1のパターンに従って該基体上に沈着することを特徴とする、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項４】
複数のパターンを単一の基体に沈着させ、その各々が複数の等しく離れたスポットを含み
、ここに各パターンが他のパターンの等しく離れたステップとは異なる等しく離れたステ
ップを示すことを特徴とする、請求項１または２に記載の方法。
【請求項５】
同一条件下で、複数の基体を用いて平行してまたは連続して行うことを特徴とする請求項
２記載の方法であって、ここに各々の基体は等しく離れたスポットの少なくとも１のパタ
ーンを示し、ここに前記の平行してまたは連続して用いた各々の基体において、該少なく
とも１のパターンが他の基体の該パターンの離れたステップとは異なる等しく離れたスポ
ット間の離れたステップを有することを特徴とする、方法。
【請求項６】
該対のスポット間の距離が5μｍ～200μｍの範囲であることを特徴とする、請求項１ない
し５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
接着阻害物質が、40μｍ未満の厚さを有するアガロースまたはポリエチレングリコールの
層であることを特徴とする、請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
接着促進物質が、露出したアミノ基を有するポリペプチド、またはイミノ基を含むポリマ
ー、または細胞接着のための部位を提供するナノ粒子であることを特徴とする、請求項１
ないし７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
該神経突起伸長の形成を検出する工程を、免疫蛍光アッセイあるいは基体に埋め込まれた
電極または基体に埋め込まれた光学素子上での光学的または電気的な方法に基づくアッセ
イによって行うことを特徴とする、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
野生型動物の神経細胞および遺伝子改変した同じ動物の神経細胞の臨界相互連結距離を決
定するために順次にまたは平行して適用する、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１１】
細胞再プログラミングによって得た幹細胞由来の培養物中のヒト神経細胞の神経突起伸長
の成長における変化を決定するための、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
外因性剤または毒素的剤の作用に付したかまたは付していない神経細胞の間の臨界相互連
結距離間の比較を含む、外因性剤または毒素的剤の神経細胞に対する効果を決定するため
の、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法を行うためのキットであって、少なくとも１
のパターンまたは複数のパターンを含む１またはそれを超える固形支持体を含み、各パタ
ーンは該支持体のコーティングとして沈着した、該神経細胞の接着を阻害する物質の基体
上に沈着した、神経細胞の接着を促進する物質の複数の離れたスポットによって形成され



(3) JP 6190394 B2 2017.8.30

10

20

30

40

50

、ここに少なくとも1のパターンは徐々に増大するステップによって離されたスポットに
よって形成され、または該複数のパターンの各々は互いに等距離のスポットによって形成
され、ここに各パターンは他のパターンのステップと異なるスポット間のステップを示し
、および該スポット間の相互連結する神経突起伸長の免疫アッセイによる検出のための試
薬を含み、ここに該スポットが該スポットの各々に対する単一の神経細胞の接着を平均し
て許容するような最大サイズを示すことを特徴とする、該キット。
【請求項１４】
接着を阻害する該基体が、40nmの厚さを有する、アガロースまたはポリエチレングリコー
ルの層であることを特徴とする、請求項１３記載のキット。
【請求項１５】
該接着促進物質が、露出したアミノ基を有するポリペプチドまたはアミン基を含むポリマ
ーであることを特徴とする、請求項１３または１４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、神経細胞が神経突起伸長を形成し、および／または他の神経細胞に連結する
神経細胞の能力を決定および／または定量するアッセイを行うためのバイオアッセイ法お
よびデバイスに関する。
【０００２】
　本発明の主題である方法およびデバイスは、特に神経細胞の機能特性の研究のための動
物モデルに適用する研究ツールとして、また、動物モデルからの細胞または非－胚性ヒト
細胞に対する神経細胞連結性および／または形態の望ましくない変化に関連する神経細胞
または神経の変性疾患の診断におけるツールとしても有用である。
【背景技術】
【０００３】
　神経細胞の相互作用／相互関係における、すなわち、軸索および先端部成長円錐を介し
た神経細胞の電気的コミュニケーションにおける神経細胞の生理状態に関する研究におい
ては、例えば格子のようなよく決められた位置に利用できる神経細胞を有すること、それ
らの各々の連結に優勢な影響を発揮し得ることが重要であることが知られている。
【０００４】
　物質の標準的なパターニングの技術は、マイクロエレクトロニクス産業において典型的
なフォトリソグラフィーおよび電子線リソグラフィー技術に基づき、過去50年間に発展し
た個々の技術からの利点を得ている。
【０００５】
　しかしながら、これらの技術は、剛直な有機材料（シリコンウェーハ）に適用し、方法
ステージの間に損傷を引き起こし、侵襲的な有機溶媒の使用を含む電磁線に基づく点にお
いて、バイオサイエンスに典型的な有機的および生物的で、感受性が高く繊細な材料と組
合せるのが困難である。
【０００６】
　光線リソグラフィーの技術の別法として、いわゆるソフトリソグラフィーの技術も知ら
れており、それは、いずれか望ましい配置により細胞の接着／反発シグナルのモデルを得
ることを可能にする。
【０００７】
　これらの技術は一般的に決まったスタンプ（マスター）をインプリンティングし、有機
／生物／ナノ粒子の目的物の「インク」によって細胞増殖について目的の基体上にモデル
を構成することをベースとしている。
【０００８】
　しかしながら、その名称にもかかわらず、これらの最近の技術も、前記したスタンプを
製作するために前記したリソグラフィーの標準的な方法（光線ベースの）に基づき、通常
それはケイ素または剛直なクウォーツウェハーのマスク上で行われ、必要な場合は、その
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後にのみ「ソフト」レプリカ（通常、PDMS）で再生される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、平行なソフトリソグラフィーの調製は等しく高価であり、時間の観点で費
用がかかり、前記したスタンプを創製する必要性のために大きな寸法および非常に費用が
かかる装置を必要とし、したがって、問題のパターンの初期特性がよく決まっていない場
合に必要となり得るプロトタイプの迅速な製造に容易に適用することができない。
【００１０】
　また、標準的なパターニングの技術は、形態的なニューロンバイオアッセイを許容しな
いし、または実際に神経突起伸長の定量化および相互連結する神経細胞の能力を許容しな
い。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、形態およびトポロジーに関する挙動の観点からよく特徴付けられた神経細胞
のネットワークを創製する課題を解決する。さらに本発明は、浸漬ペン先チップを使用す
る単純な物理的（機械的）接触法で柔軟な有機材料をベースとする神経細胞のパターンを
製造する技術を提供する課題を解決する。
【００１２】
　本発明に使用するパターンを調製するための技術が物理－化学的特性（すなわち、化学
的アフィニティー、接触剛性、電荷または表面電位）からパターンのトポロジー（形態）
的特徴を切り離すことができることも示された。
【００１３】
　本発明のもう１の目的は、視覚的技術およびSholl解析のようなその後の画像解析に基
づくために現在は時間の観点から困難であり費用がかかる、神経細胞の分岐の形態的評価
を単純にするアッセイを提供することにある。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
　添付する図面において
【図１ａ】－図１ａは、同一のマトリクス上のイン・ビトロ(in vitro)（DIV）で21日後
の3の異なる神経細胞で得た免疫蛍光像を示し、ここにxおよびy方向で50μｍのステップ
で分離された5x5スポットからなるPDL（0.5mg／mL）のスポットが創製されている;
【図１ｂ】－図１ｂは、連結が認められるものに対応する50μｍ未満の、および連結性が
妨げられるものに対応する70μｍよりも大きい距離のスポット間の距離についてのPDLの
スポット間の距離の関数としての連結性の経験上のパラメータを示す図である；
【図２】－図２は、神経細胞培養条件下、空間によって分離されたPDLの一連のY－型パタ
ーンのスポットを図示する免疫蛍光像であり、それは底部に向けてターンしたY－型パタ
ーンのアームにおいてのみの選択的な神経細胞の成長を示し、PDLのスポットは60μｍ未
満の距離で分離されており、一方、80μｍよりも大きいスポット間の距離を有する上部ア
ームについて連結は見出されない。
【図３】－図３は、同一パターンの接着タンパク質のスポットで修飾した基体上の野生型
マウスおよび遺伝子改変マウスからの海馬神経細胞の成長および連結の間の比較を示す免
疫蛍光像である。野生型マウスからの神経細胞は50μｍまで分離されたスポットを連結す
る分岐を成長させるが、遺伝子改変マウスからの神経細胞は40μｍまでの距離で分離され
たスポットを連結した。
【００１５】
　前記した目的および課題に鑑み、バイオアッセイ法およびそれを行うための対応するデ
バイスは、本願明細書の全体部分をなし、本発明の主題をなす下記の特許請求の範囲に規
定する特徴を有する。
【発明を実施するための形態】
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【００１６】
　本発明にかかるバイオアッセイは、神経細胞接着の阻害特性を有する連続する基体（例
えばアガロース）に規定する神経細胞の接着促進部位（例えばポリリシン）の不連続パタ
ーン（例えば、スポット）が、神経細胞伸長および該部位間の距離に依存する物理学的連
結の形成を安定化および方向付けすることができるという事実の発見に基づく。
【００１７】
　さらに、本発明の範囲内において、互いに感知し、相互に物理学的接続を伸長させる神
経細胞の能力に影響する、接着部位（スポット）間に臨界距離が存在することを見出した
。この臨界距離は健全な（野生型）動物からの神経細胞培養物と疾患の動物モデルからの
培養物との間で変化する場合がある。
【００１８】
　これらの知見に基づき、本発明に係るバイオアッセイは以下の作業を提供する。
【００１９】
Ａ）該神経細胞の接着促進物質の複数の互いに離れたスポットの神経細胞の接着を阻害す
る基体への沈積；この手法は、市販のナノマトリクス（「ナノアレイ」）を製造するため
の装置を用いて行うことができる。
【００２０】
　前記した基体は、一般的には、その透明性を考慮して標準的な光学顕微鏡との一体性が
容易なためにバイオサイエンスに優先的に選択される材料である平面の固形支持体、典型
的にはガラスに沈着する。
【００２１】
　神経細胞の接着を阻害する基体は、典型的にはアガロースまたはポリエチレングリコー
ルのようなハイドロゲルを形成する物質から形成され、それは、均一で、均質で制御され
た厚さを得ることを可能にする、好ましくはスピン－コーティング技術によって支持体に
沈積される。阻害する基体の厚さは、好ましくは100nm未満、より好ましくは40nm未満で
ある。基体としてアガロースを用いる場合は10nm～20nm位の厚さが特に有利であることが
見出され、その場合に良好な神経細胞の生命力が観察され、接着促進物質（本発明の場合
は、ポリリシン、PDL）が神経細胞の接着部位を提供できるのみならず、その物質のスポ
ットの間のモデルの表面をカバーするように伸長する制限されたネットワークの伸長も許
容する。
【００２２】
　したがって、厚さの最小限度が一般的に沈着技術（スピン－コーティング）および連続
的な基体を得る必要のみによって規定される、均一かつ均質の特徴を有する入手可能な非
常に薄い基体を有することが有利である。
【００２３】
　神経細胞用の接着促進物質は、一般的に、露出したアミノ基を有するタンパク質の性質
またはポリペプチド；例えばポリエチレンイミン（PEI）のような露出したアミノ基を含
有するポリマー、または接着部位として作用し得る、例えばカーボンナノチューブのよう
なナノ材料も用いることができる。
【００２４】
　互いに離れ、接着阻害基体材料によって囲まれる前記したスポットは、好ましくは5な
いし40μｍ位の、より好ましくは5ないし25μｍ位の最大サイズを示す。
【００２５】
Ｂ）アッセイに付した神経細胞は、接着促進物質でパターン化した領域に対応して平板お
よび接着させ、次いで、神経突起伸長の成長を助けるのに好適な培養条件下のインキュベ
ーションで維持する。個々のスポットの最大サイズは、少なくとも統計学的には、接着相
において単一の細胞体に順応するようなものである（増殖相においては、細胞はシフトす
ることができ、おそらく互いに融合し得る）。
【００２６】
Ｃ）スポット間の神経突起伸長の形成は、各々個々の隣接したスポットに接着した個々の



(6) JP 6190394 B2 2017.8.30

10

20

30

40

50

神経細胞の間のかかる相互連結する神経突起伸長の形成を検出することによって適当なイ
ンキュベーション期間の後に決定する。神経突起伸長の検出は、好ましくは免疫蛍光によ
って行い得るが、基体に埋め込んだ回路上の電気的測定（例えば、インピーダンスの測定
）または光学的方法によっても行い得る。
【００２７】
　免疫－蛍光によって神経突起伸長の形成を検出するために、チューブリンおよびしたが
って細胞骨格のマーカー抗体（例えば抗－βIIITub）および神経膠細胞のマーカー抗体を
含むブロッキング用溶液を添加しつつ、細胞を固定し得る（例えば、パラホルムアルデヒ
ドで）。チューブリンのマーカー抗体は、デンドライトおよび軸索を際立たせるために重
要である。トランスフェクションまたはインフェクション技術は、検査下の細胞中の蛍光
タンパク質の発現を引き起こすことによって「生命」検出のために用い得る。
【００２８】
　神経膠細胞マーカー（抗－GFAP）は、神経膠から神経細胞を区別するのに有用である。
　連結の測定には、光学的技術（顕微鏡または導波管の使用を結合したもの）またはイン
ピーダンス測定または微小電極を用いた機能技術のような電気的および／または電気化学
的技術の使用が含まれ得る。微小電極を用いた測定により、物理的神経突起の接続をチェ
ックすることも可能になる。
【００２９】
Ｄ）したがって、本発明にかかるバイオアッセイは、相互連結する神経突起伸長をまだ形
成することができる一対の離れた個々の神経細胞に対応するスポット間の臨界または最大
距離の決定を把握する。その距離の決定は、異なる距離で離れた個々のスポットに粘着し
た個々の神経細胞の間の神経突起伸長の形成をチェックすることによって行い得る。
　アッセイは距離のステップ変動を有する複数のスポット対の前配置を必要とするため、
臨界距離は絶対的な意味において最大距離と一致し得ない。
【００３０】
　この目的のために、アッセイを行うデバイス、または対応するキットは種々の実施形態
を提供し得る。
【００３１】
　複数の支持体、その各々は少なくとも１のそれぞれのパターンを示し、例えばそれは等
しく離れた接着スポットのマトリクス配置を有し、そこで、各パターンが、例えば調和し
て一定の増分で、他のパターンのステップと比較して異なるスポット間のステップを示す
、を含むアッセイを行うためのキットを提供することができる。この場合、スポット間の
臨界距離は、同一条件下で、より多くの支持体を用いて平行してまたは連続してアッセイ
を行うことによって測定する。
【００３２】
　別法として、複数のパターンを示す１の単一の支持体を想定することができ、ここに各
パターンは、第1の所定のステップに従って等しく離れた複数のスポットから形成され、
かつ異なる等しく離れたステップ、例えば他のパターンと比較して増大する様式で離れた
ステップを示す。
【００３３】
　例えば各々が隣接するスポット間に１つのステップを有し、段階的な様式で線状の連続
を有する、１またはそれを超えるパターンに従う複数のスポットの支持体上の創製も想定
することができる。典型的には、行った試験に基づいて、決まったパターンのスポット間
のステップまたは距離は10μｍ～200μｍとすることができ、幾つかの異なるパターンを
、例えばマトリクスにおいて創製し得る場合、パターン間のステップの増分は前記に示し
た範囲をカバーするような増分で変化させることができる。
【００３４】
　パターンの構造の形状は特に重要ではなく、線状に連続する（例えば、直線に進む）、
またはすでに示したように、例えば六角形または四角形のマトリクスを有するパターンを
含むことができる。
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【００３５】
　本発明に係るアッセイにおいては、相互連結する神経突起伸長の形成がかつて観察され
たことに対応する臨界距離が決定され、第１の型の神経細胞について決定された、前記し
た臨界距離の比較の作業は、比較のためにまたは参照神経細胞（例えば、野生型細胞とト
ランスジェニック細胞との間の比較によって）のために同一条件下で決定した臨界距離を
提供することができる。参照細胞は健康な細胞とすることができる。
【００３６】
　本願明細書中で用いる「複数のスポット」、「複数のスポット対」および「複数のパタ
ーン」なる用語には、好ましくは2を超える、例えば、3、4、5…10の数が含まれる。
【００３７】
バイオアッセイの適用例
１．培養物中の神経細胞の神経突起伸長の成長の変化の定量化および野生型動物からのお
よびトランスジェニック動物（例えば、マウス）からの調製物間の比較
有利な点：
Ａ．バイオアッセイにより、（従来の形態分析技術を用いて必要であったような）個々の
神経細胞を視覚化する必要なしに、神経突起伸長における変化を定量化することが可能と
なる。
Ｂ．バイオアッセイは、詳細な形態分析を行う前の迅速なプレ－スクリーニング法として
使用することができる。
使用例：神経細胞（一次またはセルライン）はスポットの配置で機能化した基体上に沈着
し、それによって神経突起伸長によって達成された（または達成されない）スポット間の
距離を顕微鏡で読むことが可能になる。かかる試料は、野生型神経細胞または遺伝子改変
した動物からの神経細胞のいずれかを用いて調製する。試料は適当な周囲条件下のインキ
ュベーター中で数日（1～20）伸長させる。光学（例えば、蛍光）顕微鏡によって、例え
ば神経突起伸長によって達せられた最大距離を定量化し、その距離を培養した神経細胞の
異なるトポロジー間で得られた結果と比較する。
【００３８】
２．細胞再プログラミング（例えば、ヒトiPSC－由来神経細胞）による非－胚性幹細胞由
来の培養物中のヒト神経細胞の神経突起伸長の成長における変化の定量化ならびに健康お
よび罹患対象からの調製物間の比較
有利な点：
HiPSCの分野においては、項目１に示した有利な点のほか、この方法を用いて、ヒト対象
からの再プログラム化した細胞試料の有意性を定量化するための予備の結果を得ることが
できる。
【００３９】
３．薬理学的および／または毒素的物質によって誘導された培養物中の神経細胞（再プロ
グラム化による動物またはヒトモデルからの）の神経突起伸長の成長における変化の定量
化
有利な点: 
項目1に引用した利点に加えて、本願においては、バイオアッセイは化学生成物の効果を
評価することが可能となり、とりわけ、薬剤によって誘導された正常な神経突起伸長の回
復の活動、または毒素生成物（すなわち、化学またはナノ粒子）によって誘導された変化
の活動の詳細な様式を評価することができる。
使用例：アッセイは、薬理学的に作用する（例えば、単一の投与または一定の投与）以外
は一群の試料に対して適用して、同一起源の神経細胞間の神経突起成長の程度の差を評価
し得るが、外因性の剤の作用下においてである。
　本発明の範囲には、ヒト胚性幹細胞の使用は含まれない。
【００４０】
　アッセイを行うための方法およびデバイスまたはキットのさらなる特徴は、以下に記載
する実施例にならう。
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【実施例】
【００４１】
実施例1：デバイスの調製
　デバイスを調製するために、アガロースゲルの層をガラス支持体、例えばスライドガラ
ス上に沈着させる。ついで、アガロース（Sigma）の0.15％w／w水溶液を、Milli－Q水に
アガロース粉を溶解し、電子レンジで沸点とすることにより調製する。溶液は使用する直
前に調製し、T=80℃のホットプレート上に維持してアガロースを液体状態に維持する。制
御された厚さを有するアガロースの沈着は、スピン－コーティング（800rpm、30秒）によ
って得る。スライドガラスはUV／オゾンチャンバー中で20分間前処理して表面を親水性と
し、アガロースの拡散を容易にする。アガロース層は常温で少なくとも6時間風乾させる
。得られる層の厚さはプロフィルメータを用いて測定した。スピンコーティングによって
得た薄層は約10nmの厚さを有していた。
【００４２】
　アガロースゲル層を調製した後、接着タンパク質をナノアレイヤーによってその上に沈
着した。選択したタンパク質はポリ－D－リシン（PDL）、MW　70,000（Sigma）である。P
DLを1mg／mLの濃度でMilli－Q水に溶解し；25マイクロリットルのアリコートを冷凍し、
－20℃に維持した。１のアリコートをMilli－Q水で希釈して、0.3、0.5または0.7mg／mL
の最終濃度とした。小容積の液滴を沈着させるために、少量のグリセリン（5％w／w）を
溶液に添加する。
【００４３】
タンパク質の微小調剤：PDLの微液滴のマトリクスは、SPT　C30　Sカンチレバーを備えた
ナノアレイヤーNanoEnabler（Bioforce）を使用することによって製造する。チャンバー
中の相対湿度は50±5％に維持する。接触力および後退距離（withdrawal distance）は、
各々0.002nNおよび40μｍである。
【００４４】
　乾燥および湿条件下で沈着したスポットの形態をチェックするために、蛍光標識（ポリ
－L－リシン）PLL（0.5mg／mL）を用いた。風乾した試料のスポットと１週間塩水環境下
で保存した試料の同一のスポットとの比較は、PDLの使用に関連したスポットのサイズお
よび形態における差異を示さなかった。また、湿試料では、スポット間のPPLの拡散のシ
グナルは観察されず、PLLの沈着のゾーンは湿条件下の寸法の観点で局在化し安定したま
まであった。
【００４５】
　デバイスの表面は、MFP－3D（Asylum Research, USA）を使用する原子間力顕微鏡（AFM
）技術によって特徴付けした。行った解析からアガロース領域およびPDLのスポットがPDL
の濃度から独立して同様の粗さを示すことが明らかになり、溶液の液滴によって放出され
たPDLがアガロースの多孔性マトリクスによって完全に吸収されることを示している。異
なる濃度のタンパク質の効果を査定するために、PDLのスポットで査定した接触剛性（KPD
L）と周囲のアガロースで測定したもの（Kagar）との間の比（剛直係数（stiffening coe
fficient）S=KPDL／Kagarを与える）を測定した。結果は、0.1mg／mLのPDLについて、剛
直効果は検出測定の感度閾値に非常に近く；0.3mg／mLの中間の濃度についてはほぼその
値が倍になるまでSは迅速に増大し、最終的に高濃度（0.5および0.7mg／mL）でプラトー
に達することを示した。これらの基体上では、標準的な細胞培養および固定化プロトコー
ルを行うことが可能であり、必要な場合は蛍光標識で結合して得られる細胞培養物の形態
の顕微鏡解析を可能ならしめる。
　タンパク質を沈着した後、基体は神経細胞の培養物を調製するつぎの相のために30分間
UV照射して滅菌した。
【００４６】
実施例2：アッセイの実施
　スポット間の距離が20－120μｍの範囲で変化し、異なるマトリクス形態を用いる実験
を行った。詳細には、5x5スポットからなるPDLのパターンの四角形マトリクス（図1a）を
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調製し、一次海馬細胞培養物用の基体として用いた。培養物は、妊娠18日目のSprague－D
awleyラットの皮質から得た。胚性ラットの大脳皮質を切除し、解離した。得られた組織
は2％のB－27および1％のGlutamax－I（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を加えたNeuro
basal培地に再懸濁し、細胞を70細胞／mm2の密度でアガロース／PDLに平板した。培養物
は5％　CO2インキュベーター中、37℃に維持し、培地を取り替えるため以外は取り出さな
かった。低密度の調製物の成長を支えるために、培養培地を含有するマルチウェルプレー
ト（Corning, Lowell, MA, USA）中のスライドガラス上で培養物を調製した。各ウェルは
0.1mg／mLのPDLでコートし、パラフィンの液滴を用いてスライドガラスを保持した。ウェ
ルの底部に150細胞／mm2の密度で海馬培養物を蒔いた。蒔いた後、スライドガラスを無菌
鉗子を用いてウェルまで移動し、細胞培養物の側面を培地に向けてパラフィンの液滴上に
置いた。培養培地は毎週取り替えた。 
【００４７】
　細胞は、パラホルムアルデヒド（PFA）で固定した。固定した試料に、1XPBS 中の0.1％
（v／v）のTriton X－100を15分間透過させた。ブロッキング用溶液（1XPBS, 1％ BSA, 5
％ FBS）を常温にて45分間加えて非特異的な反応をブロックした。その試料を、ブロッキ
ング用溶液に希釈した一次モノクローナル抗体（mAb）ウサギ抗－マウスβ IIITubおよび
抗－GFAP（Millipore, Billerica, MA, USA）と常温にて3時間インキュベートした。次に
、その試料を洗浄し、Alexa488で標識したヤギ抗－ウサギの二次抗体またはAlexa546（In
vitrogen, Carlsbad, CA, USA）で標識したモノクローナル抗体ヤギ抗－マウスと常温に
て45分間インキュベートした。次いで、その試料を、DAPI（Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA）を含有する退色防止試薬Prolongを用いてマウントし、4℃にて保存した。試料は、B
X51 Olympus顕微鏡に装着したイメージング・システムNeurolucida（Bioscience mbf, Wi
lliston, VT, USA）を用いた広視野蛍光顕微鏡によって視覚化した。画像は、ImageJで解
析し、Adobe Photoshop CS3 Suite（Adobe, San Jose, CA, USA）で処理した。
【００４８】
　14および21DIVに発達した神経ネットワークの形態を分析した。免疫蛍光像から、10－2
0nmのアガロースの薄層を有する基体上で良好な神経細胞の活力が観察されること、神経
細胞の接着部位を提供する沈着したPDLの液滴がモデルの表面上で神経細胞の成長を制限
することが確認された。バイオプリントした表面上のネットワークの異なる程度の発達を
比較するための参照パラメータを有するように、神経細胞間の物理的レン蹴るが起こって
いるスポットの数を分析した（図1a）。他のスポットに存在する神経細胞に向けての伸長
を示さない神経細胞でカバーされたスポットは、連結したとして考慮しなかった。このよ
うにして、連結したスポット／全スポットの比を得、これをマトリクスを創製するために
使用した異なるステップについて比較した。ステップは、隣接するスポット間の中心－中
心の距離として提示する。すべてのデータは、OrginPro（OriginLab Corp, Northampton,
 MA, USA）を用いて分析した。連結値の統計学的有意性は、ANOVA分散テストによって判
定した。
【００４９】
　PDLのスポット間の神経細胞の物理的連結の発達を促進または強調するバイオ－パター
ニング条件で情報を得るために、パターンの形状上の制約を変化させ、スポット間神経細
胞連結性に対する効果を調べた。詳細には、接着スポット間の距離を徐々に増大してゆく
過程で、スポット間の連結を伸長する神経細胞の能力における限界を観察した。これらの
実験データを定量化するために、経験的連結性パラメータを導入した。ネットワークはそ
れ自体を異なって伸長させて、例えばマトリクス中の異なる数の接着点を連結することに
よって、パターン化した表面をカバーするために、これは必要である。例えば、図1aは３
つの異なる発達状況を表す３つの神経細胞パターンを示し、すべて同一パターンのPDL上
の21DIVのものである。これらの結果を定量化し、それをポイント間の距離に関連付ける
ために、マトリクス自体中のスポットの合計数に対して標準化した、マトリクス中で神経
突起によって連続して連結された隣接する接着スポットの数として経験的連結性パラメー
タcを規定した。例えば、図1aの上段は、図示する各マトリクスと関連する連結性数を示
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す。
【００５０】
　連結性閾値c＞0.25を考慮して、厚さt＜20nmのアガロースの層である好ましいインター
フェースの場合を考慮しながら統計分析を行った。基準を満足するマトリクスの集団上の
平均連結性値の結果を、スポット間距離の関数として図1b）のようにプロットする。分析
は、異なる動物に由来する15の異なる一次神経細胞培養物に属する試料上でn＝48（ステ
ップd＝30μｍ）の最小値からn＝120（ステップd＝40、50、60および70μｍ）の最大値の
範囲の試料の数nに対して分析を行った。図1bから、50μｍ未満のスポット間の分離は神
経細胞連結性を許容するが、70μｍを超える距離まで増大すると神経細胞間の連結は損な
われることが明らかに出ている。これらの２の状況の間には、不確定の領域が観察される
。神経細胞伸長の発達を指示するように２のレベルでこれらのインターフェースを設計で
きることを示すために、神経細胞培養物を単純なY－型のパターンで、不均一な配置でPDL
のスポットを用いて培養した。上部アームでは、スポットは連結性距離閾値を超える距離
で存在し、一方下部アームではスポットは閾値未満の距離で存在する。これらの構造物で
培養した神経細胞の代表的な像を図2に示す。
【００５１】
　予想されるように、全てのY－型モデルにおいて、神経突起は下部アーム上で発達し、
連結性距離閾値未満のステップを有する。また、それがPDLのスポットに接着する場合、
神経細胞は神経突起伸長を示さず、21DIVまで生存しない。
【００５２】
　以前に記載しかつ添付する特許請求の範囲に規定する配置に従う、神経細胞の１または
それを超える接着スポットをその上に創製した１またはそれを超える固形支持体を含むデ
バイスまたはキットを提供することによって、本発明に係るバイオアッセイを実施するこ
とができる。バイオアッセイを行う間、その上にアッセイに付した神経細胞が接着するこ
とができる。
【００５３】
　必要な場合、キットにはインキュベーション期間後に形成されたスポット間の神経突起
伸長の間の連結の免疫アッセイによる、特に免疫蛍光による検出のための試薬を含ませる
ことができる。
【００５４】
　本発明により得られた結果は、接着した神経細胞のマトリクスまたはパターンをベース
とするバイオアッセイが、ネットワークの適応性（plasticity）、再生および動力学のよ
うなトポロジーに依存する機能特性の研究に寄与することについて、イン・ビボ(in vivo
)の研究と比較して容易にされ、単純化された実験モデルを表していることを示している
。この領域における最近の研究においては、かかる変化を調べるためにトランスジェニッ
ク動物に基づくモデルのシステムが用いられている。
【００５５】
　この目的のために、野生型動物および遺伝子改変動物ならびにDiGeorge症候群のキャリ
アからの神経培養物を比較する試験を行った。この疾患は神経細胞の成長、特に樹状分岐
の発達に機能障害を導入することが知られている。前記した技術によりアガロースでコー
ティングし、ポリ－D－リシンのパターンで修飾した基体に細胞を平板し、14DIVまで増殖
させ；予め選択したパターンを等距離の5パネルの列を一連のものとし；各列には30にの
ぼるスポットを含め、スポット間の距離は異なり、特に列から列にかけて距離は30μｍ、
40μｍ、50μｍおよび70μｍで徐々に増大する。
【００５６】
　図3は2の典型的な同一パターン上の2のタイプの動物に属する神経細胞から得た免疫蛍
光像を示す。野生型マウスに属する神経細胞（図3a）はそれが50μｍの距離をカバーする
までデンドライトを増殖させ、スポットを連結した。遺伝子改変した動物の神経細胞の分
岐は、40μｍの距離をカバーすることのみ管理した（図3b）。
【００５７】
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　バイオアッセイの１つの実施形態において、必要な場合、連結性のみならず形成した神
経接続の機能活性をも定性する目的で、スポットに対応する電極を挿入することができる
。

【図１ｂ】
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