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Intravital neurons have dendrite and axon to form a complicated network and realize advanced functions 

as a brain. To elucidate these functions, there is a lot of scientific approach to the brain. As one of them, the 

activity of the brain have been observed at a single cell level. In this study, I constructed neural circuits with 

one cell as a unit to construct a neural network that visualizes individual cell activities. Agarose 

micro-chamber (AMC) was designed to fix the position of the cell body and agarose micro-path (AMP) to 

control the direction of neurites. It was found that the width of AMP elongating neurite exclusively was less 

than 8 μm. To construct the network, a neural circuit was constructed by arranging AMC and AMP in a circuit. 

As a result, two-cell circuit and three-cell circuit were successfully constructed. Synchronized changes in 

fluorescence intensity detected from the circuit by calcium imaging. This result indicates that the basic 

structure of the neural circuit in the living body could be reproduced by the shape of the cell adhesion surface. 
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１． 緒言 

神経細胞は樹状突起と軸索の特異的な構造を有し、こ

れらの構造が神経細胞同士の信号伝達を可能にしている。

細胞間で伝達される信号は、高度な処理によって思考や

感情など脳の機能として表現される。この機能を一細胞

レベルで解明するために in vivo で個々の神経細胞を染色

する Brainbow[1]や、in vitro で人工的な神経網を構築する

ことで神経ネットワークでのシグナル解析を試みた研究

[2]が行われている。しかし生体内で構成された神経回路

において、細胞体および神経線維が密集していることか

ら、回路の形状やこれに伴う細胞個々の活動を解析する

には限界がある。 

本研究室では加工柔軟性のあるアガロースを用いて細

胞の位置を固定化する技術[3]があり、神経細胞の形状に

適したアガロースマイクロチャンバー(AMC)と神経突起

が伸長するアガロースマイクロパス(AMP)を作製するこ

とで、一細胞を構成単位とする神経回路の作製を目的と

した。細胞体を AMC 内に制限し、一細胞単位を実現する

ためには、AMPに神経突起のみを伸長させる必要がある。

本実験では 5~15 μm 幅の AMP を作製し、神経突起を特異

的に伸長させる AMP の幅を解析した。これらの AMP を

直線状および回路状に構築し、神経突起の伸長に伴って

アガロースの追加加工を行うことによって一方向性の神

経回路を作製した。 

 

２． 実験方法 

（１）AMC と AMP の設計 

本実験では、神経細胞の形状に適した AMC＋AMP 構

造を設計した。Python および VBA を用いて加工プロセス

を自動化することにより、設計した形状を任意の数で作

製した（図１）。 

図 1 自動加工による AMC と AMP の作製 

 

神経細胞から伸長する神経突起の方向を制御するため

に、AMP の幅を変化させることで神経突起の伸長率と細

胞の接着率を解析した。 
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（２）追加加工による神経突起の接続 

AMP内部を伸長した神経突起と隣接する神経細胞を接

続するために、波長 1480 nm の赤外線レーザーを用いて

未加工部位に照射し、新たな AMP を作製した。 

（３）細胞間シグナルの検出 

神経細胞の活動電位が神経突起で接続している細胞に

伝導しているかを調べるために、Oregon green 488 

bapta-1 AM を用いたカルシウムイメージングを行った。 

 

３． 結果と考察 

（１）AMP の幅の決定 

5~15 μm の幅で直線状に AMP を作製し、100 μm ごとに

直径 20 μm の AMC を配置した。コンフルエント状態とな

る細胞数を播種してから 1 時間後に余分な細胞を除去し

80 μm 単位の AMP に接着した細胞数を計測した。播種 6

日後、細胞が接着した AMC から AMP に伸長した神経突

起の伸長度について、作製した AMP 幅ごとに測定した。 

図 2 AMP への神経突起の伸長度と細胞の進入数 

 

本実験では AMP 幅の変化による神経突起の伸長度の

明確な差が確認されなかった。さらに幅 8 μm以下のAMP

では神経細胞が接着しなかった。この結果から AMP の幅

を制限することで神経突起のみを特異的に伸長させるこ

とが示された。以降、神経回路の作製に用いる AMP 幅は

8 μm 以下になるように加工した。 

（２）追加加工による直線状での細胞の接続 

分散配置により一細胞が接着した AMC を選出し、神

経突起が AMP の先端まで伸長していることを確認して

から追加加工を行った（図 3）。レーザー照射後、追加加

工した部位に神経突起が伸長し、隣接する AMC に接続し

たことを確認した。この結果からレーザー照射による追

加加工は神経突起の伸長方向の制御に有効であることが

示された。 

図 3 AMP の追加加工と神経突起の細胞への接続 

（３）神経細胞による回路の作製 

回路状に AMC と AMP を作製し、細胞播種後に一細胞

が接着している AMC から、神経突起が AMP に伸長して

いることを確認した。この AMP を追加加工をすることで

一方向性の回路を作製した。本実験では二細胞神経回路、

三細胞神経回路の作製に成功した（図 4）。 

図 4 追加加工によって方向性を制御した神経回路 

 

（４）カルシウムイメージングによる回路内シグナル伝

達の解析 

作製した二細胞神経回路において、活動電位の細胞間

伝達を調べるために、カルシウムイメージングによる細

胞内カルシウム濃度の変化を解析した（図 5）。 

図 5 カルシウムイメージングの蛍光強度の解析 

 

 蛍光色素が細胞内に取り込まれていることを確認し、

細胞内における自発的な蛍光強度の変化を記録した。本

研究では、神経突起で接続した二細胞によって協調した

蛍光強度の変化を検出することができた。この結果から

本研究で構築した神経回路は細胞間シグナル伝達の機能

を保持していることが示唆された。 

 

４． 結言 

AMPの幅を制御することで神経突起のみを伸長させる

ことができた。レーザー照射による追加加工は神経突起

の伸長方向の制御に有効であった。作製した神経回路は

細胞間シグナル伝達の機能を保持していた。AMC＋AMP

構造は、一細胞を単位とした一方向性の神経回路の作製

に有効であることが示された。 
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