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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　眼内に移植されるように構成された眼内装置であって、
　（ａ）細胞の少なくとも一部に接触する表面を有する基板であって、前記表面は前記細
胞突起の成長を誘導するのに有効な微細パターンを有する、該基板と、
　（ｂ）前記表面に形成された開口であって、前記細胞突起を受容するように構成されて
いる、該開口と、
　（ｃ）前記開口に接続され、流体を収容するように構成されたリザーバであって、前記
開口が前記流体を前記リザーバから前記開口内の前記細胞突起に送出するように構成され
た流体搬送流路を提供する、該リザーバとを含み、
　前記眼内装置は、静電容量を減少するべく、酸化され、かつポリイミドで被覆されてい
ることを特徴とする眼内装置。
【請求項２】
　前記微細パターンが、化学誘引物質因子を含むことを特徴とする請求項１に記載の眼内
装置。
【請求項３】
　前記流体が、神経修飾物質を含むことを特徴とする請求項１に記載の眼内装置。
【請求項４】
　前記神経修飾物質が、神経伝達物質を含むことを特徴とする請求項３に記載の眼内装置
。
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【請求項５】
　前記細胞突起の少なくとも一部に接触して刺激を与える少なくとも１つの接点を有する
回路をさらに含むことを特徴とする請求項１に記載の眼内装置。
【請求項６】
　前記接点によって与えられる前記細胞突起の少なくとも一部への刺激は、神経突起への
刺激、神経突起を介した細胞への刺激、及び細胞への直接の刺激からなる群から選択され
たものであることを特徴とする請求項５に記載の眼内装置。
【請求項７】
　移植される領域が、内境界膜隣接領域または網膜下腔であることを特徴とする請求項１
に記載の眼内装置。
【請求項８】
　前記リザーバ内の前記流体を流動させる微小流体操作要素をさらに含むことを特徴とす
る請求項１に記載の眼内装置。
【請求項９】
　前記微小流体操作要素が、機械的な流体操作装置であることを特徴とする請求項８に記
載に記載の眼内装置。
【請求項１０】
　前記微小流体操作要素が、マイクロ・エレクトロメカニカルポンプであることを特徴と
する請求項８に記載の眼内装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞成長を制御し、細胞を刺激する装置に関する。具体的に言えば、本発明
は、人工シナプスおよび人工神経を提供するようにニューロンの成長を制御する方法およ
び装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　角膜を介して眼に入ってくる光は、（さらに光を屈折させる）水晶体を介して、眼の背
部の薄い細胞層である網膜上に像を結ぶ。正常なヒトの視覚は、網膜の神経細胞が生成す
る信号に依存する。視覚信号は網膜にある光受容細胞から発出する。光受容細胞は光を感
知し、光に応答して信号を生成し、この信号が、網膜神経節細胞で神経信号を生成し、整
波する。神経細胞は、多くの場合、情報および刺激を受容するか、情報を伝達するように
特殊化され得る神経突起と称される長く伸びた細胞部分を有する。例えば、神経インパル
スを引き起こすように特殊化された長い突起は軸索と称される。網膜神経節細胞の軸索は
網膜から脳に視覚信号を伝達する。脳では、神経細胞ネットワークが視覚信号をさらに処
理して、正常な視力を有する人の全視覚経験を供給する。このプロセスのいずれのステッ
プに障害があっても、視覚障害または失明の原因となり得る。
【０００３】
　加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）は、６５歳を越えた人の失明の最も一般的な形態の１つであ
る。現在のところ、光受容体に永久的な損傷が生じるが、ほとんどの網膜神経節細胞（Ｐ
ＧＣｓ）には危害が加えられないことが多い疾患であるＡＭＤに罹患している大部分の患
者に有効な治療法は存在しない。同様に、網膜色素変性症症（ＲＰ）などの他の疾患は、
光受容体の喪失により視覚障害および失明を引き起こす。
【０００４】
　ヒト視覚系の能力に本来備わっているのは、個々の光受容体毎に光を変換し、それを高
解像度画像捕捉系（ｉｍａｇｅ　ｃａｐｕｔｕｒｅ　ｓｙｓｔｅｍ）にする能力である。
世界中で、いくつかのグループが、ＡＭＤが原因で失明した個体において、網膜細胞、視
神経束、または視覚野細胞を微小電極アレイで刺激すると、閃光感覚（すなわち、光の感
覚）が得られるか判定する臨床実験を行った。微小電極アレイによって生じた電場は、多
くの神経細胞およびグリア細胞を含む比較的大きな領域を興奮させる。これらの実験によ
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って、微小電極アレイでニューロンを刺激すると、失明個体は確かに水平または垂直線な
どの単純なパターンを認識し得ることが示された。これらの実験は、ある程度の回復は可
能であることを実証したが、主要な課題は依然として存在する。最も入手しやすい電極の
大きさと配置の難しさのために、長い距離（数細胞体直径）にわたって拡がる不正確な電
場刺激を用いてニューロンを脱分極させている。しかし、そのような方法は、多くの場合
、過剰な刺激を必要とし、過剰な刺激は、刺激された領域に炎症を起こしたり、グリア細
胞の過剰成長または神経膠症を引き起こすことさえあるので、有害であり得る。したがっ
て、これらの方法のまだ対処されていない主要課題は、局所的な網膜領域、個々のニュー
ロン、さらには特異性を有するニューロンの特定部分を刺激する神経インターフェースを
構築することである。
【０００５】
　ニューロンは人工基板上で成長させられ得る。しかし、人工基板上で成長させたニュー
ロンのシナプス結合は、画定場所に制御または正確に誘導され得ず、また、イン・ビボで
見られる特異的刺激特性を提供しない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　したがって、神経刺激の特異性を改善する方法および装置、好ましくは、神経膠症およ
び炎症を回避するために低い給電で神経刺激の特異性を改善する方法を装置が必要とされ
ている。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、微細パターン化ニューロン成長と、微細加工刺激インターフェースとを組合
わせて、人工シナプスとしての機能を果たす新規な神経再生電極を形成し、この装置は人
工シナプスチップ（ＡＳＣ）と称される。「再生電極」は、神経繊維を電極中に再生させ
ることによって形成される。この人工シナプスは、神経細胞突起（神経突起）を化学的ま
たは電気的神経興奮手段に接触させる微細加工された開口（ナノ開口）を提供する。ナノ
開口は、実際のシナプスの長さスケールを模倣し、したがって、ニューロンと刺激源との
局所的空間関係を強める。
【０００８】
　本発明者らは、個々のニューロンおよび低給電との一対一レジストリを維持する神経イ
ンターフェースを開発するという課題は、第１は、神経と刺激源との接合、第２は、神経
細胞自体の刺激という２つのオプション（ｐｕｔ）に分類し得ることを認識した。ＡＳＣ
は、誘導された微細パターン化ニューロン成長と神経刺激源とを組合わせて、所望の神経
細胞の少なくとも一部を低電力刺激（ナノ刺激）する。したがって、ＡＳＣは、神経細胞
からの神経突起の成長を刺激源に誘導する基板としての機能を果たすのに有効なだけでな
く、刺激源としての役割を果たすのにも有効である。
【０００９】
　本発明は、細胞突起の成長を制御する装置および方法に関し、これらの装置は、細胞お
よび細胞突起を成長させるように構成された表面と、細胞および細胞突起の成長を所望方
向に表面の１つまたは複数の所望位置に制御するのに有効な微細パターンとを備えた基板
を有する。所望位置は、ナノ開口、電気接点、または微細パターンフィーチャ（ｆｅａｔ
ｕｒｅ）であり得る。微細パターンは、化学誘引物質因子（ｃｈｅｍｏ－ａｔｔｒａｃｔ
ａｎｔ　ｆａｃｔｏｒ）、接着分子、反発分子、表面輪郭（ｓｕｒｆａｃｅ　ｃｏｎｔｏ
ｕｒ）、および／または特定の原子に富む少なくとも１つの領域を有し得る。微細パター
ンは、基板表面とマイクロコンタクトプリンティングスタンプとを密着させて形成し得る
。本発明の特徴を具体化するそのような微細パターンが形成された表面を有する装置は、
細胞と、細胞突起の成長を所望のように制御するのに有効な表面とを接触させて細胞突起
の成長を制御するのに用い得る。細胞と微細パターンを有する表面とを接触させて、細胞
突起の成長を表面の所望位置に誘導し、所望位置由来の刺激物を細胞突起に与える方法は
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、細胞の少なくとも一部を刺激するのに有効である。
【００１０】
　細胞に接触して刺激を与える装置は、細胞の少なくとも一部に接触させるように構成さ
れた表面を有し、回路と電気的に導通している少なくとも１つの接点を有し得る。そのよ
うな装置は、細胞の少なくとも一部を刺激するのに有効であり、神経突起を刺激するのに
特に適している。例えば、これらの装置を用いて、神経突起を刺激するか、神経突起を介
して細胞を刺激するか、または細胞体を刺激することにより、電気接点に隣接する細胞ま
たは細胞突起を刺激し得る。
【００１１】
　本発明はさらに、細胞突起の成長を回路の接点に隣接する場所に誘導する方法を提供す
る。細胞突起の成長は、細胞突起を成長させ得る細胞と、回路および微細パターンを有す
る表面とを接触させることにより接点に隣接する場所に誘導し得る。微細パターンは、化
学誘引物質因子、接着分子、反発分子、表面輪郭などの因子を有するか、かつ／または特
定の原子に富む少なくとも１つの領域を有し得る。細胞突起の成長を誘導する微細パター
ンは、表面とマイクロコンタクトプリンティングスタンプとを接触させるステップを含む
方法により形成され得る。細胞突起の成長は、神経修飾物質を細胞の少なくとも一部に送
出することによって誘導され得る。成長を誘導し得る所望位置には、ナノ開口、電気回路
の接点、および表面のフィーチャ（形状特徴）がある。
【００１２】
　本発明の特徴を具体化する装置は、ナノ開口を有する表面と、神経修飾物質、例えば、
神経伝達物質、ホルモン、イオン、メッセンジャー分子、核酸、核酸ベクター、薬物、細
胞、細胞フラグメント、細胞オルガネラ、リポソーム、または他の生物活性物質を含有し
得るリザーバとを有し得る。ナノ開口は、神経修飾物質をリザーバから細胞の少なくとも
一部に送出する導管を提供するのに有効である。神経修飾物質送出装置は、細胞突起の成
長を上述のように誘導するのに有効な微細パターンを有する外面を有し得る。したがって
、微細加工人工シナプスチップには、ナノ開口と、細胞突起の成長をナノ開口に接触させ
るように誘導するのに有効な微細パターンを有する表面と、ナノ開口に接続された神経修
飾物質を含有し得るリザーバとを有する微細加工装置が含まれる。
【００１３】
　リザーバは、ナノ開口に直接連絡しているか、リザーバからナノ開口への神経修飾物質
の送出に有効な導管を介してナノ開口に接続され得る。リザーバおよび／または流体流の
誘導に有効な導管、例えば、例えば、ナノ開口への神経修飾物質の送出を支援するのに有
効な導管に、ポンプまたは流体誘導機構を作動可能に接続してもよい。
【００１４】
　神経修飾物質（ｎｅｔｒｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ　ａｇｅｎｔ）の送出は、細胞に刺激
を与えるのに有効であり得る。本発明の実施形態は、細胞の少なくとも一部を刺激するの
に有効である、細胞突起に刺激を与える方法を提供する。本発明の実施形態において、細
胞刺激法には、細胞突起を刺激する方法、細胞突起を介して細胞を刺激する方法、および
細胞体を刺激する方法が含まれる。
【００１５】
　他の実施形態において、本発明は、神経突起誘導装置と、細胞の少なくとも一部に接触
して刺激を与えるのに有効な回路とを有する再生電極アセンブリを提供する。神経突起誘
導装置は、細胞突起の成長を誘導する装置、または神経修飾物質を細胞の少なくとも一部
に送出する装置、またはその双方を包含し得る。回路は、細胞の少なくとも一部、細胞突
起、または細胞体に接触して刺激を与える装置を包含し得る。
【００１６】
　神経突起の伸長を、回路との誘導された接点を形成するように誘導する能力は、神経組
織の任意の疾患の治療にも有用である。したがって、本発明の１つの態様において、本発
明の装置および方法は、網膜の光受容体を迂回して、網膜の個々の神経細胞にデジタルカ
メラを接続し得る神経インターフェースを提供する。このように、ＡＭＤや他の失明疾患
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で損傷を受けた細胞を迂回して、視覚情報を脳に送ることができる。したがって、人口シ
ナプスは、加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）、網膜色素変性症、および他の光受容体失明疾患に
よる失明に苦しむ患者の視覚機能を回復させる方法を提供する。本発明の装置および方法
は、脊髄損傷、神経障害、膀胱機能障害、および神経障害に起因する他の疾患を治療する
ために、患者の神経系または身体のいずれの位置に移植するのにも適した人工神経を提供
する。
【００１７】
　本発明の方法は眼内装置の製造に用いられ得る。本発明の特徴を具体化する眼内移植用
装置は、細胞の少なくとも一部に接触して刺激を与える装置および眼内に移植するように
構成された再生電極アセンブリを包含する。本発明の実施形態において、装置は、網膜、
内境界膜および網膜下腔を含めた眼の種々の領域に移植するように構成されている。
【００１８】
　光受容体機能が低下した眼の視力を回復させる感光アセンブリは、光に対して光活性化
信号によって応答するのに有効な感光素子、人工シナプスチップ、感光素子に電力を供給
するのに有効な電源、および感光素子と人工シナプスチップとの間の有効な接続を有する
。感光アセンブリの移植は、光受容体機能が低下した眼の視力を回復させる方法を提供す
る。眼の疾患は、眼に感光アセンブリを移植し、網膜の神経細胞突起の成長を感光アセン
ブリに誘導し、感光アセンブリから放出される光活性化信号により網膜神経細胞を刺激す
ることによって治療され得る。
【００１９】
　それぞれ「人工シナプスチップ」（ＡＳＣ）と称される本発明の種々の装置は、人工シ
ナプスを形成するように微細パターン化された神経細胞成長を組み込んだ視覚系に接続す
るための高解像度神経インターフェースを構成する。極小サイズのナノ開口、個々の細胞
の所望部分との案内された接点、およびこれらの接点を介した個々の細胞を標的とする刺
激により、回路を個々の神経細胞に接続するための高空間解像度を備えた神経インターフ
ェースが提供される。したがって、低空間解像度しか与えない従来の網膜ニューロン刺激
法とは異なり、ＡＳＣは、細胞系の挙動に影響を与える新規な方法を提供する細胞レベル
での刺激の特異性および制御という利点を提供する。さらに、ＡＳＣは、刺激源がニュー
ロンと直接接触するので、従来技術の視野刺激装置より刺激に要する電力が少ない。した
がって、ＡＳＣは、新規な再生電極種、すなわち、刺激のための新規な神経インターフェ
ースを用い、かつイン・ビボで網膜神経回路への接続が可能なように神経細胞の成長を誘
導する近代的な表面科学法を利用する再生電極を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップ１０が図１に示されている。図１ＡはＡ
ＳＣの斜視図、図１ＢはＡＳＣの平面図を示している。ＡＳＣの細胞接触表面は、細胞の
付着および成長に適した任意の１種または複数種の材料で形成され得る基板１２を有する
。例えば、ガラス、セラミック、シリコン、シリコン化合物および混合物、ポリイミド、
ポリスチレン、ポリエチレン、ポリラクチド、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）または他のポリ
マーが適当な材料である。好ましい実施形態において、基板１２はポリイミドを含む。
【００２１】
　基板１２上には、基板１２と接触して細胞および細胞突起の成長を誘導し、案内するの
に有効な微細パターン１４が形成されている。微細パターン１４は、基板１２にエッチン
グされてもよいし、基板１２上に成膜されてもよいし、基板１２と一体になっていてもよ
い。好ましい実施形態において、微細パターン１４は、基板１２上にマイクロコンタクト
プリントして形成される。微細パターン１４は、成長因子、細胞接着分子、神経突起もし
くは細胞体の細胞表面タンパク質に特異的な抗体、あるいは細胞突起の成長または細胞も
しくは細胞突起の付着を案内もしくは調節するのに有効な他の分子もしくは原子を有し得
る。
【００２２】
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　基板１２の下には支持層１６がある。支持層の下に隣接して、好ましくはシリコンで形
成された中間層１８が設けられている。中間層１８の下には基層２０が示されており、中
間層１８は支持層１６と基層２０の間に挟まれている。本発明の実施形態において、支持
層１６と基層２０は窒化ケイ素で形成される。
【００２３】
　シリコンおよび窒化ケイ素は安定な中間層および基層を提供し、広く入手可能な製造用
具および製造知識を用いて製造、形成され得る。シリコンデバイス製造技術は、高度に再
生産可能であり、サブミクロンレベルで精密である。さらに、シリコンは、開口アレイを
形成できることを含めて、開口の形状や位置をより高度に制御可能である。
【００２４】
　本発明の装置および方法は、細胞および細胞突起の成長を誘導したり、そのような細胞
および細胞突起を修飾または刺激したりするために用られ得る。「細胞突起」は、細胞体
または体細胞から外に伸びる細胞の細長い部分であり、軸索、樹状突起、神経突起、成長
円錐、または細胞の他の細長い成長部分であり得る。「神経突起」は、多くの場合、基板
上で成長する神経細胞の先導部分を構成する神経細胞の細長い部分すなわち突起である。
「成長円錐」は、細胞の成長または移動を先端部方向に導く特殊化された神経突起先端部
である。本明細書において、用語「神経突起」は、軸索や樹状突起、神経突起および成長
円錐を共に含めたすべての神経細胞突起を包括的に表すために用いられる。
【００２５】
　神経突起は、多様な方向に、異なる時点で、細胞から伸長されたり、引っ込められたり
し得る。神経突起の成長方向および速度は、基板、環境および基板の化学的勾配、電場、
ホルモン、ならびに他の物理的、化学的および生物学的影響によって支配され得る。本明
細書に用いられている限りにおいて、神経突起などの細胞突起の「成長」とは、これらの
細胞突起の正常な活動である伸長および移動を含み、自発的に生じてもよいし、人工的に
誘発または促進されてもよい。そのような成長は、本発明の装置および方法により誘導さ
れ得る。
【００２６】
　本発明の特徴を具体化する装置上での細胞突起の誘導された成長が図１Ａに示されてい
る。細胞突起（先端部に成長円錐３０を有する神経突起２８）を有する細胞２６が基板１
２および微細パターン１４と接触した状態で示されている。基板１２上で神経突起２８お
よび成長円錐３０が従う経路は、神経突起２８および成長円錐３０が凹部２２および開口
２４に至るように微細パターン１４によって誘導される。基板１２の凹部２２は支持層１
６を貫く通路を構成する開口２４に通じている。図１Ｂに示されているように、凹部２２
の床３２は、上に重なる基板１２を有さない支持層１６で構成されている。支持層１６の
開口２４を取り囲む開口リム３４が支持層１６を貫通する通路を画定している。図１Ａに
は１つの細胞と１つの神経突起しか示されていないが、複数の細胞、神経突起および成長
円錐が基板１２、凹部２２および開口２４と接触し得ることが理解されよう。神経突起は
、図１Ａに示されているように、微細パターン形成された成長因子の経路によって微細加
工開口２４に誘導され得る。
【００２７】
　図１Ａの平面１Ｃ－１Ｃに沿って切取られた断面図である図１Ｃおよび図１Ｄに示され
ているように、開口２４は、中間層１８の壁３８と基層２０の壁４０で画定されたリザー
バ３６内に開放している。リザーバ３６を凹部２２から分離するために開口２４を横切る
脂質二重層膜などの膜４２を形成し得る。
【００２８】
　開口２４を横切って配置されている膜４２は、凹部２２とリザーバ３６との間の実質的
にすべての物質の通過を阻止し得る。しかし、膜４２は、すべての物質の通過を完全に阻
止することなく、開口２４を通る物質の通過を規制するのに有効な半透膜であってよい。
例えば、膜４２は、ある種の原子、分子およびイオンは通過させるが、他の原子、分子お
よびイオンの通過は制限する半透膜を形成し得る。脂質二重層膜はそのような特性を有し
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、特に、イオンチャンネルまたはキャリヤーなどの分子を含有する脂質二重層膜は、特定
のイオンは容易に通過させ得るが、他のイオンの通過は制限または実質的に阻止する。脂
質二重層膜は、当業では公知のラングミュア－ブロジェット法により形成され得る。例え
ば、モンタルおよびミューラー（Ｍｏｎｔａｌ　ａｎｄ　Ｍｕｅｌｌｅｒ），Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，第６９巻：３５６１～３５６６ページ（１９７２
年）；モンタル，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．第３２巻：５４５～５５６ページ（１９７
４年）；およびリンドスロムら（Ｌｉｎｄｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ），Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．第２５５巻：８３４０～８３５０ページ（１９８０年）参照。
【００２９】
　凹部２２およびリザーバ３６は、それぞれ溶液を収容することができ、凹部２２内の溶
液はリザーバ３６内の溶液と同一であっても異なっていてもよい。溶液は、細胞の成長お
よび増殖に適した生理溶液、例えば、生理食塩水であるのが好ましい。そのような溶液の
例としては、リン酸緩衝生理食塩水、重炭酸イオン緩衝生理食塩水、ＨＥＰＥＳ緩衝生理
食塩水、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ、シグマ　ケミカル　コーポレイション
（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）、米国ミズーリ州セントルイス所在、カタロ
グ番号Ｄ６５４６）、および当業では公知の他の溶液がある。
【００３０】
　溶液はさらに生物活性物質４４を含み得るので、凹部２２および／またはリザーバ３６
は生物活性物質を含有する。したがって、凹部２２および／またはリザーバ３６内に存在
する生物活性物質は、開口２４および膜４２にアクセスし得る。例えば、リザーバ３６は
、ホルモン、リポソーム中の神経伝達物質、実細胞、またはニューロンを刺激する電位で
保持され得るイオン溶液を含有し得る。したがって、開口２２は、化学的相互作用、ホル
モン相互作用、細胞相互作用、電子的相互作用または他の相互作用によって細胞を刺激す
るのに有効な刺激部位であり得る。いずれの場合にも、刺激部位は、ニューロンなどの単
一細胞２６に極めて特異的であり、体内の化学的シナプスまたはギャップ結合の長さスケ
ールを模倣する。
【００３１】
　生物活性物質４４は、膜４２の透過性を調節したり、または、リザーバ３６から凹部２
４もしくは凹部２４からリザーバ３６に物質を送出するのに有効な膜４２との接触・融合
を可能にし得る。生物活性物質４４は、凹部２４およびリザーバ３６のいずれか一方にの
み存在する場合には、リザーバ３６内に存在するのが好ましい。生物活性物質４４は、α
－ヘモリシン、グラミシジン、アラメチシンなどのチャンネル形成分子、もしくは他のチ
ャンネル形成物質；薬剤、神経伝達物質、化学誘引物質、ホルモン、成長因子、接着分子
、アミノ酸、糖、抗体などの物質；染料；細胞エネルギー源；または他の化合物を包含し
得る。生物活性物質４４は、ミセル、リポソーム、または、イオンチャンネル、受容体、
もしくは分子を膜４２と融合させて、その膜４２に挿入し得る他の生物活性分子を含有す
る生物膜調製物であってよい。そのような生物活性物質は、細胞２６を刺激するか、細胞
の活性を修飾するのに有効であり得る。
【００３２】
　電極４６を有する本発明の１つの実施形態が図１Ｄに示されている。電極４６は、銀、
塩化銀、クロム、スズ、インジウム、酸化インジウムスズ、酸化亜鉛、コロイド状粉砕カ
ーボン、白金、パラジウム、金、アルミニウム、および他の元素、酸化物ならびに当業で
は公知の材料を含めた多様な材料のいずれかから製造され得る。電極４６は、電源４８か
らの電気信号を搬送し、電極間に電流を供給するか、または電圧を印加して、細胞２６を
刺激するか細胞の活性を変化させるのに用い得る。
【００３３】
　本発明の特徴を有する人工シナプスチップ上で成長する細胞、細胞の一部、または複数
の細胞は、微小流体デリバリーシステムを介してリザーバ３６および開口２４に送出され
る神経修飾物質によって刺激され得る。図１Ｅに示されている人工シナプスチップ１０は
、リザーバ３６および開口２４に送出するための微細流路に（場合によりポンプ４３によ
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り誘導される流体流状態で）流体３９を運ぶように構成された流体導管４１を備えたシス
テムの一部である。流体３９は、好ましくは流体のｐＨを細胞の健康維持に適したレベル
近くに維持するｐＨ緩衝液を含む生体適合性流体、例えば生理食塩水であるのが好ましく
、生物活性物質４４、例えば、神経伝達物質、神経修飾物質、神経伝達物質を含有するリ
ポソーム、および細胞に影響を与え得る他の物質を含み得る。供給量の流体３９は、流体
導管４１または他の手段を介してポンプ４３および微細な流路４５に作動可能に連結され
た貯蔵所４７に貯蔵され得る。流体出口４９は過剰流体または廃液の排出または除去に用
いられ得る。流体３９を所望方向に流すのに有効なポンプは、流体流の誘導に適した任意
の機構であってよい。流体流誘導機構は、流体を圧力差、浸透圧差により流動させるか、
電気浸透手段を含めた電気的手段または他の方法で流体を誘導し得る。
【００３４】
　例えば、ポンプ４３は、機械的ポンプ機構、例えば、圧電ポンプ、空気圧ポンプ、蠕動
ポンプ、静電ポンプ、または電磁ポンプを包含し得る。あるいは、まはたそれらに加えて
、ポンプ４３は、例えば、流体力が、熱的手段、（浸透を含めた）化学的、音響的、磁気
的、電気的、または電気浸透的な手段もしくは機構により生成される非機械的ポンプ機構
を包含し得る。微細加工装置と共に用いるのに適したポンプ、特に電気浸透ポンプは、ア
ンダーソンら（Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ），Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕ
ａｔｏｒｓ　Ｂ　第７２巻：２５９～２６５ページ（２００１年）；モーフら（Ｍｏｒｆ
　ｅｔ　ａｌ），Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ　第７２巻：２６６
～２７２ページ（２００１年）；モーフら，Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒ
ｓ　Ｂ　第７２巻：２７３～２８２ページ（２００１年）；およびゼンら（Ｚｅｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ），Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ　第８２巻：２０９～２
１２ページ（２００２年）で論じられている。
【００３５】
　例えば、ポンプ４３を備えたシステムの一部が図１Ｆに示されている。このシステムは
、窒化ケイ素基板１６のパターン１４上で成長する成長円錐３０を備える細胞を有する人
工シナプスチップ１０と、緩衝液注入口４１Ａおよび伝達物質注入口４１Ｂの２つの部分
からなる流体導管４１とを有する。緩衝液注入口４１Ａに接続されている緩衝液を収容す
る貯蔵所４７と、伝達物質注入口４１Ｂに接続されている伝達物質溶液を収容する貯蔵所
４７は示されていない。図１Ｆに示されているポンプ４３は、流体の液滴を噴射するイン
クジェットプリンターに用いられるものと類似のマイクロ・エレクトロメカニカル（ＭＥ
Ｍ）ポンプである。そのようなポンプは、例えば、カミスキら（Ｋａｍｉｓｕｋｉ　ｅｔ
　ａｌ）に付与された米国特許第５，７３４，３９５号に記載されている。図１Ｆに示さ
れているようなＭＥＭポンプは、シリコンダイヤフラム５１と、対電極５３と、ダイヤフ
ラム構造の上に形成された微細流路５５とからなる。ダイヤフラム５１の上方の微細流路
５５領域は、流体３９で満たされ、貯蔵器４７（図示せず）と流体が流れるように連通し
ている。流体は、例えば、神経伝達物質、神経修飾物質、シナプトソームであってよい生
物活性物質４４、または任意の種類の生物活性物質を含むリポソームを含有する。ダイヤ
フラム５１は、初期には、水平（非屈曲）形状である。ダイヤフラム５１と対電極５３の
間にわずかなバイアス電圧を印加することは、ダイヤフラム５１を図１Ｆに示されている
ように下方に屈曲させ、それによってダイヤフラム５１上の微細流路５５領域の容積を増
大させて流体３９を貯蔵器５７から伝達物質注入口４１Ｂに沿って引き込むのに有効であ
る。バイアス電圧を除去すると、ダイヤフラム５１が弛緩して元の位置に戻り、流体を微
細流路５５からリザーバ３６および開口２４方向に押し流す。したがって、流体中の神経
伝達物質４４はリザーバ３６近くに輸送され、リザーバ３６および開口２４内に拡散して
成長円錐３０と接触し、細胞に作用する。このようにして、例えば、神経伝達物質の短パ
ルスを開口２４を横切って成長する部分を有する細胞に送達し得る。人工シナプスチップ
のいくつかの実施形態において、導管４１は、伝達物質注入口４１Ｂだけを有するであろ
うが、他の実施形態、例えば図１Ｆに示されている実施形態では、導管４１はさらに緩衝
液注入口４１Ａを有する。緩衝液注入口を通過する緩衝溶液流は、微細流路４５を緩衝液
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で洗い流す役割を果たし、神経伝達物質４４を除去して、これらの物質の作用を低下また
は終了させる。そのようなフラッシングは、システムを神経伝達物質４４の次のパルスに
対して準備させると共に、前のパルスの作用を終らせる役割も果たす。
【００３６】
　開口２４を介した神経伝達物質４４の拡散は、例えば、わずか約５００ｎｍ厚のことも
ある開口の細さのために極めて高速であり得る。ＭＥＭポンプ４３のダイヤフラム５１は
、高周期で流体を排出させるために、高周期で屈曲し得る。生物活性物質４４（例えば、
神経修飾物質または神経伝達物質４４）のパルスは、１秒当たりわずか数サイクル、すな
わち数ヘルツ（Ｈｚ）から約数百ｋＨｚの範囲の周波数を含む高周波数で送出され得る。
そのような高速信号伝達は、イン・ビボで脳や網膜に見出される高速信号伝達速度に一致
する。
【００３７】
　生物活性物質４４の濃度は、ＭＥＭエジェクタパルス周波数、微細流路４５を通過する
流体の流速、さらに電気浸透流が生成する場合には任意の緩衝液チャンバ電極上の電圧を
含むいくつかの要素によって決定される。開口２４における生物活性物質４４の濃度は、
一部には、濃度に影響を受ける拡散速度によって決まる。ポンプ４３の大きさ、例えば、
伝達物質注入口４１Ｂの出口５７の直径によって決まるエジェクタ直径は、数ミクロン（
μｍ）～数百μｍの範囲であり得る。この大きさは、微細流路の要求容量によって異なり
得る。
【００３８】
　図１Ｆに示されているようなポンプ４３およびシステムの性能は、使用される設計や材
料、およびシステム使用時に用いられる流体に応じて異なる。例えば、システムが経験す
る制動は、流体粘度、および微細流路４５の形状寸法、微細流路５５の形状寸法、ならび
に他の部品の形状寸法を含むいくつかの要素に関連する。所望の性能を得るために、好ま
しいシステムは、リシリコン製のダイヤフラム５１と、狭い微細流路５５と、ダイヤフラ
ム５１と対電極５３との間の初期の離間距離を小さくすることとから構成される。ポリシ
リコンダイヤフラムの動作を起動させるしきい値電圧は存在しないので、ＭＥＭエジェク
タポンプは、１０－１８～１０－２１リットル容量程度の小容量を排出し得る。ダイヤフ
ラム５１の大きさのコンデンサを僅か数分の１ボルトに充電するのに要する電力は約１ピ
コワットである。したがって、ナノワットの電力を生成し得るアバランシェ・フォトダイ
オードなどの単一のフォトダイオードは、数百、または数千個ものそのようなＭＥＭポン
プを充電して細胞に生物活性物質を送出することができる。
【００３９】
　したがって、ポンプ４３を作動させる電力は、図１Ｆに示されているようなフォトダイ
オードアレイ５９のフォトダイオードから得られる。したがって、そのようなアレイ５９
に連絡する光は、生物活性物質４４を含有する流体を、生物活性物質４４が開口２４を通
って流動かつ拡散して、例えば、開口２４を横切って成長する成長円錐３０と接触し得る
微細流路４５に揚送するように構成されたポンプ４３を作動させるのに有効である。この
ように、例えば、人工シナプスチップ１０は、光信号を生体信号に変換するのに用られ得
る。また、一連の人工シナプスチップ１０、またはそのようなチップを有する一連のシス
テム、または一連の開口を有する単一もしくは複数の人工シナプスチップも光信号を生体
信号に変換するのに用られ得る。これに代わって、またはそれに加えて、電気信号を用い
て、細胞の成長を誘導するように、例えば、細胞成長を電極に導くように構成された人工
シナプスチップ上で成長させた細胞または細胞成長を刺激し得る。
【００４０】
　人工シナプスチップ１０などの装置の構築に必要な部品および機構は、一般に「微細加
工」または「ナノ加工」技術と称されている方法を用いて作製し得る。本発明の実施に有
用な微細加工法は、例えば、シンヴィら（Ｓｉｎｇｈｖｉ　ｅｔ　ａｌ）に付与された米
国特許第５，７７６，７４８号；ホワイトサイズら（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ　ｅｔ　ａｌ
）に付与された米国特許第５，９００，１６０号；ヒドバーら（Ｈｉｄｂｅｒ　ｅｔ　ａ



(10) JP 4115935 B2 2008.7.9

10

20

30

40

50

ｌ）に付与された米国特許第６，０６０，１２１号；ホワイトサイズらに付与された米国
特許第６，１８０，２３９号；“Ｐａｔｔｅｒｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　Ｐｏｌｙｓｉｌｏｘ
ａｎｅ　Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ　ｔｏ　Ｓｉｌｉｃａｔｅ　Ｇｌａｓｓｅｓ　ｂｙ　Ｍｉｃ
ｒｏｃｏｎｔａｃｔ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ”、マーツォリンら（Ｍａｒｚｏｌｉｎ　ｅｔ　
ａｌ），Ｔｈｉｎ　Ｓｏｌｉｄ　Ｆｉｌｍｓ　第３１５巻，９－１２ページ，１９９８年
；“Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍ
ｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ”，キンら（Ｑｉｎ　ｅｔ　ａｌ）；Ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔ
ｅｍ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ，第１９４巻，マンツ　エイ（Ｍａｎｚ，Ａ．）およびベッカー　エイチ（Ｂｅ
ｃｋｅｒ，Ｈ．）編；Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｂｅｒｌｉｎ，１～２０ページ
，１９９８年；“Ｕｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｆａｂｒｉ
ｃａｔｉｎｇ　ａｎｄ　Ｐａｔｔｅｒｎｉｎｇ　Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ，”シャ
ーら（Ｘｉａ　ｅｔ　ａｌ），Ｃｈｅｍ．Ｒｅｖ．第９９巻：１８２３～１８４８ページ
（１９９９年）に見出され得る。上述のものおよび後述のものを含むすべての特許および
刊行物は、本明細書にそれらの全文が文献援用される。そのような微細加工法を用いて構
築され得る精巧な微細構造は、人工シナプスチップ１０などの装置の作製および基板の修
飾に用られ得る。以下の図面に示されている構造は、スタンフォード大学ナノファブリケ
ーション施設（Ｓｔａｎｆｏｒｄ　Ｎａｎｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｆａｃｉｌｉｔｙ
）（リーランド・スタンフォード・ジュニア・ユニバーシティ（Ｌｅｌａｎｄ　Ｓｔａｎ
ｆｏｒｄ　Ｊｕｎｉｏｒ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），米国カリフォルニア州　９４３０５
　スタンフォード所在）を用いて作製した。
【００４１】
　本発明の特徴を具体化するＡＳＣの窒化ケイ素支持層１６に形成された開口２４が図２
Ａに示されている。図２Ａの図面は、図１Ｂに示されている図と同じ配向であり、ＡＳＣ
の細胞接触面に面する開口２４を示している。開口は直径が約１０μｍである（スケール
バーは１μｍを表す）。開口２４は凹部２２の露出された床３２にリム３４で囲まれてい
る。図２Ａに示されている小縮尺では、開口２４は外形も表面も極めて平滑である。解像
度を向上させるために、先ず、装置を金でコーティングした。この加工に用いたプラズマ
エッチングでは開口に垂直な側壁が形成されないことに留意されたい。側壁のアスペクト
比はおおよそ２．５：１である。図２Ａに示されている開口２４の実施例は窒化ケイ素製
の支持層１６を貫通する通路を形成しているが、ポリマーやガラスなどの他の材料を用い
てもよい。
【００４２】
　凹部２２の反対側に微小流体リザーバ３６が接続され得る。リザーバ３６は、神経修飾
物質の水性溶液または水性懸濁液を収容し得る大きさを有するように構成され得る。開口
２４は、神経修飾物質をリザーバ３６から細胞２６の少なくとも一部に送出する導管とな
る。さらに、他の導管および流体デリバリーシステムを用いて、開口２４、リザーバ３６
もしくはそこに隣接する所望の場所、または他の場所に流体および神経修飾物質を輸送し
得る。例えば、流体および／または神経修飾物質の予備を含有する貯蔵器が開口から離れ
た場所にある場合、貯蔵器とリザーバ３６および開口２４とを導管で作動可能に接続し得
る。
【００４３】
　図２Ｂは、底に微小開口を有する微細加工ウエルの走査型電子顕微鏡写真（ＳＥＭ）で
あり、ＡＳＣの細胞接触基板面１２と反対側の面から見た本発明の特徴を具体化する人工
シナプスチップのリザーバ３６を示している。人工シナプスチップ１０のトランス側から
見たリザーバ３６のこの顕微鏡写真は、図２Ａより大きい縮尺で示されており、開口２４
を取り囲む平滑な窒化ケイ素表面を示している。中間層１８の壁３８と基層２０の壁４０
とは、示されているわずかな基層２０が壁３８と壁４０のフレームを形成した状態で示さ
れている。黒い点は、細胞を付着させて刺激するように構成された開口２４（この倍率で
は明瞭には見えない）を示している。リザーバ３６は細胞培養液を保持するように設計さ



(11) JP 4115935 B2 2008.7.9

10

20

30

40

50

れている。ウエルの底の大きさは直径１ｍｍである。
【００４４】
　図１Ａ、図１Ｂに示されているように、ＡＳＣ１０の基板１２は、成長円錐３０有する
神経突起２８などの細胞突起の成長を案内し、誘導するのに有効な微細パターン１４を有
し得る。そのような有向細胞成長が図２Ｃに示されており、図２Ｃは、ラミニンパターン
でパターン化されたプラスチック基板上で成長させたラットＰ７網膜神経節細胞（ＲＧＣ
）を示す走査型電子顕微鏡写真である。図２Ｃの左下の挿入図は、ＲＧＣを付加する前に
基板上に微細加工された鋸歯状パターンを示している。電子顕微鏡写真に示されているよ
うに、細胞体も細胞突起もこのパターンに非常に近接して従っている。スケールバーは１
００μｍの長さを表す。
【００４５】
　ＡＳＣ１０の支持層１６を貫通する微細加工開口２４上で細胞を成長させることもでき
る。図２Ｄは、窒化ケイ素表面の５μｍ径開口を覆って成長しているＰＣ１２細胞を示し
ている。開口２４の下のリザーバ３６の境界は図２Ｄの縁部に見られる。
【００４６】
　微細パターン１４の好ましい形成法は、基板１２と、基板１２上に被着させるための、
不連続な集合であってよい規則正しい分子の集合を有するマイクロコンタクトプリンティ
ングスタンプとを接触させる方法である。微細加工法は、マイクロコンタクトスタンプの
作製に適している。図３は、表面に微細パターン１４を形成するための本発明の特徴を具
体化するスタンプの平面ＳＥＭ図である。その表面トポロジーは四角のアレイによって形
成されている。スタンプ表面に材料を被着させ、図１に示されている人工シナプスチップ
などの装置の基板１２とスタンプとを接触させる方法は、基板１２上に微細パターンを形
成するのに有効である。このような微細パターンの形成は、１つのマイクロコンタクトプ
リンティング法である。そのようなマイクロコンタクトプリンティング法で形成された微
細パターンは、基板上の細胞の位置および成長を整列させるのに有効である。図３に示さ
れているのは、シリコンウエーハから微細加工されたマスターから作製されたポリ（ジメ
チルシロキサン）（ＰＤＭＳ）スタンプの走査型電子顕微鏡写真（ＳＥＭ）画像である。
図３に示されているマイクロコンタクトスタンプは、一連の四角形で形成された表面トポ
ロジーを有する。マイクロコンタクトスタンプ表面には、円形、楕円形、ストライプおよ
び他の形状を含む他のパターンが形成され得る。
【００４７】
　図３に示されているものなどのマイクロスタンプは、フォトリソグラフィー法を用いて
作製され得る。例えば、図３に示されているスタンプは、マイクロプリンティング用マス
ターを形成するようにパターン化されたシリコンウエーハ上の薄い（１～７μｍ）フォト
レジスト層から形成した。マスクおよびスタンプマスターは、スタンフォード大学ナノフ
ァブリケーション施設で作製した。マスターパターンは、細胞を付着させ、ニューロンを
成長させるように構成された線配列からなる。マスターは、シリコン上のポジ型フォトレ
ジスト上のマスクを紫外線（ＵＶ）エッチングすることによって作製し、ＰＤＭＳスタン
プは、Ｓｙｌｇａｒｄ　１８４シリコーンエラストマーを用いてマスター上でイン・シト
ゥ作製してから熱硬化させた。また、スタンプは、シリコンマスター上にエラストマーと
硬化剤を一緒に流し込んでＰＤＭＳを形成し、脱気し、室温下で硬化させて作製した。次
いで、ＰＤＭＳの一部を切断してスタンプを作製した後、タンパク質の吸着を促進するた
めにプラズマ処理して疎水性を高め、ＳＥＭを用いて作像した。
【００４８】
　これらの方法により、多様な異なるスタンプパターンを形成し、神経突起の成長に最適
な線幅または厚さ、長さおよび間隔に適合させ得る。例えば、数ナノメートル（ｎｍ）～
数百マイクロメートル（μｍ）幅の範囲の線幅、好ましくは、約１０ｎｍ～約２０μｍの
範囲の線幅を用い得る。線は、数ｎｍ程度の短いものから数ミリメートル程度の長いもの
であってよいが、線長は約１０ｎｍ～約１００μｍ長の範囲であるのが好ましい。パター
ンの線間隔は、約１μｍ～数百μｍの範囲であってよいが、線間隔は約２μｍ～約１００
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μｍであるのが好ましい。
【００４９】
　スタンプを微細加工した後、スタンプを基板１２上に被着させたい分子でコーティング
して微細パターン１４を得た。微細パターンは、生物活性分子や、神経伝達物質、ホルモ
ン、成長因子、例えば、神経成長因子、上皮成長因子およびインスリン様成長因子、共刺
激分子、抗体、ならびに当業では公知の他の生体分子などの物質を包含し得る。例えば、
スタンプは細胞の接着を促進する接着物質でコーティングされ得る。接着物質としては、
ポリ－Ｌ－リシン、ｃｅｌｌ　ＴＡＫ（商標）（ベクトンディッキンソン社（Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ））（米国ニュージャージー州フランクリンレイクス（Ｆｒａｎ
ｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ）所在）、細胞接着分子、例えば、神経細胞接着分子（ＮＣＡＭ）
、レクチン、および当業では公知の他の接着物質がある。接着物質は、視覚化するために
フルオレセインで標識してもよい。微細パターンは、ガラス、シリコン、窒化ケイ素、ポ
リイミド、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリラクチド、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）、他
のポリマー、または細胞成長用基板として用いるのに適した任意の基板上にスタンプされ
得る。例えば、コーティングされたスタンプを窒化ケイ素支持層上のポリイミド基板と接
触させて、細胞の接着および成長を促進する基板を得ることができる。細胞の接着および
成長は蛍光顕微鏡でモニターし得る。接着物質を視覚化するための蛍光信号を得るために
、水銀ランプを用いてポリ－Ｌ－リシンまたは他の微細パターン分子に結合させた蛍光染
料を励起してもよい。
【００５０】
　動物内移植用システム５０が図４に示されている。このシステムは、種々の実施形態で
動物の網膜に移植される。システム５０は、ＡＳＣ５２と、感光素子５４と、ＡＳＣと感
光素子との通信リンク５６と、電源５８とを有する。感光素子５４は、ＡＳＣ５２から分
離していてもよいし、ＡＳＣ５２と接触していてもよいし、またはＡＳＣ５２の一部を構
成していてもよい。感光素子５４は、光電子倍増管、半導体光検出器、化学光検出器、セ
レニウムもしくは他の光電池などの金属光検出器、または当業では公知の他の光検出器で
あってよい。通信リンク５６は、任意の導電体、例えば、ワイヤ、トレーシング、または
他の電気的リンクであってよい。いくつかの実施形態において、通信リンク５６は、光検
出器がＡＳＣ５２の少なくとも一部に化学信号を送るように化学環境を変える化学的通信
リンクである。電源５８は、任意の電源、例えば、バッテリー、温度勾配により電力を生
成し得る火力電源、または光からエネルギーを生成し得る光電池であってよい。
【００５１】
　図５Ａは、ＡＳＣ６２が移植された動物の眼６０を示している。ＡＳＣ６２は動物の網
膜下腔６４に移植された状態で示されており、その結果、ＡＳＣ６２は網膜光受容体６６
と網膜色素上皮６８との間の位置している。本発明のいくつかの実施形態において、ＡＳ
Ｃ６２は、硝子体７４の境界近くの内境界膜７２上の神経節細胞層７０近くに移植され得
る。網膜下腔６４および移植されたＡＳＣの詳細図が図５Ｂに示されている。
【００５２】
　ＡＳＣは動物の神経系への移植に用いられ得る。例えば、本発明の特徴を具体化するＡ
ＳＣは、動物の網膜に移植して、網膜の外傷、疾患または変性部位に人工神経を提供し得
る。パターンは、神経成長因子、脳由来成長因子（ＢＤＧＦ）、上皮成長因子（ＥＧＦ）
、毛様体神経向性因子（ＣＮＴＦ）、グリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、ＮＴ－
３、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、血小板由来増殖
因子（ＰＤＧＦ）、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、その他を含むニューロトロフィ
ンおよび成長因子；例えば、サイクリックアデノシンモノホスフェート、サイクリックグ
アノシンモノホスフェートなどのサイクリックヌクレオチド；例えば、ラミニン、テネイ
シン、コラーゲン、フィブロネクチン、インテグリン、（細胞接着分子Ｎ－ＣＡＭおよび
Ｌ－ＣＡＭ、アキソニン（ａｘｏｎｉｎ）、カドヘリン、などを含む）イムノグロビン（
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎ）、プロテグリカン、アノスミン（ａｎｏｓｍｉｎ）－１、ト
ロンボスポンジンなどの細胞外マトリックス分子、；例えば、ミエリン関連糖タンパク質
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およびｎｏｇｏなどのミエリンおよびミエリン関連インヒビター；例えば、エフリンのよ
うなチロシンキナーゼ受容体；ネトリン；例えば、トランスフォーミング成長因子α、白
血病抑制因子（ＬＩＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、インターロイキンなどの炎症性サイ
トカイン；例えば、アセチルコリンなどの神経伝達物質；例えば、塩化カリウム、インス
リンなどの刺激分子；共刺激分子、抗体、ならびに当業では公知の他の成長因子および修
飾因子などの単一分子または分子組合わせを包含し得る。
【００５３】
　網膜移植などの移植時に基板を利用する場合、スタンプから細胞系への転写用パターン
の保持率を最適化することが重要である。マイクロプリントされる線当たりの神経突起数
の制御には、生体分子の線幅および濃度を用い得る。パターン転写度は顕微鏡検査を用い
て測定し得る。
【００５４】
　図１に示されているように、本発明の装置の凹部２２およびリザーバ３６は、神経修飾
物質を貯蔵したり、神経修飾物質を細胞の少なくとも一部に送出したりするのに適してい
る。本発明は、細胞突起の成長をナノ開口に誘導し、ナノ開口を介して神経修飾物質を細
胞突起に送出することにより、神経修飾物質の送出を単一細胞、特にそのような細胞の局
所部分に誘導する能力を提供する。適当な神経修飾物質としては、細胞を刺激するか、細
胞刺激に有効な他の物質の作用を修飾するのに有効な任意の物質がある。例えば、神経修
飾物質は、神経伝達物質、ホルモン、イオン、メッセンジャー分子、核酸、核酸ベクター
、薬剤、細胞、細胞フラグメント、細胞オルガネラ、リポソーム、または他の生物活性物
質であってよい。神経伝達物質などの神経修飾物質としては、グルタミン酸、アスパラギ
ン酸、およびグリシンなどのアミノ酸や、関連神経伝達物質、および刺激物質、例えば、
Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）、α－アミノ－３－ヒドロキシ－５－メチ
ル－４－イソキサロンプロピオン酸（ＡＭＰＡ）、キスカル酸（ｑｕｉｓｑｕａｌａｔｅ
）、およびカイニン酸（ｋａｉｎａｔｅ）やそれらの類似体、ならびに当業では公知の他
のグルタミン作動性およびグリシン作動性物質；コリン作動性物質、例えば、アセチルコ
リン、スベリルジコリン（ｓｕｂｅｒｙｌｄｉｃｈｏｌｉｎ）、それらの類似体および当
業では公知の他のコリン作動性物質；アドレナリン作動性物質、例えば、ドーパミン、エ
ピネフリン、ノルアドレナリン、それらの類似体、および当業では公知の他のアドレナリ
ン作動性物質；セロトニン、および当業では公知のセロトニン作動性物質；γ－アミノ酪
酸（ＧＡＢＡ）および当業では公知の他のＧＡＢＡ作動性物質；タウリン、オクトパミン
、リン酸ヌクレオチド、例えば、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）、アデノシン二リン酸（
ＡＤＰ）ならびにグアノシン二リン酸（ＧＤＰ）およびグアノシン三リン酸（ＧＴＰ）、
サイクリックヌクレオチド、例えば、サイクリックアデノシン一リン酸（ｃＡＭＰ）およ
びサイクリックグアノシン一リン酸（ｃＧＭＰ）、ならびに当業では公知の他の神経伝達
物質および神経修飾物質分子がある。さらに、神経伝達物質には、神経伝達物質受容体で
活性であるすべての物質、例えば、グルタミン酸受容体、ＮＭＤＡ受容体、ＡＭＰＡ受容
体、グリシン受容体、ドーパミン受容体、アセチルコリン受容体、および当業では公知の
他の物質が含まれる。神経修飾物質としては、さらに、ペプチドホルモンおよび神経修飾
物質、例えば、エンケファリン、エンドルフィン、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、
血管作動性小腸ペプチド（ＶＩＰ）、および当業では公知の他のペプチド、ステロイドホ
ルモン、セカンドメッセンジャー、例えばイノシトールリン酸およびイオン、例えば、カ
ルシウム、カリウム、亜鉛およびそれらの塩を含むメッセンジャー物質がある。これらの
物質は、水性溶液もしくは水性懸濁液中に遊離しているか、ミセル中に存在するか、また
はリポソームに保持されているであろう。
【００５５】
　当業では公知のように、リポソームは、親水性化合物と疎水性化合物のどちらを送出す
るのにも適した小さい膜小胞である。リポソームベースの薬剤投与システムは、例えば、
グレゴリアディス　ジー（Ｇｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ，Ｇ．）（編）Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，第２巻，Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ，Ｐｒｏ
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ｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍａｔｅｒｉａｌ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　１９８
４年、およびナイト　シー　ジー（Ｋｎｉｇｈｔ　Ｃ．Ｇ．）（編），Ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｓ：Ｆｒｏｍ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｔｏ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｅｌｓｅｖｉｅｗ　１９８１年に記載されている。本発明
の実施に適した神経修飾物質としては、さらに、例えば、コロナードら（Ｃｏｒｏｎａｄ
ｏ　ｅｔ　ａｌ）Ｊ．Ｇｅｎ．Ｐｈｙｓ．第７６巻：４２４～４４６ページ（１９８０年
）に記載されているようなイオンチャンネル、受容体、または他の生物活性分子を含有す
る生物膜製剤がある。そのような生物膜製剤は、分子を開口２４を横切る膜４２、または
、細胞２６、神経突起２８もしくは成長円錐３０の膜と融合させて、その膜内に分子を挿
入し得る。例えば、グラミシジン、アラメチシン、および当業では公知の他の分子は、本
発明のこの実施形態の実施に適した細孔形成分子である。本発明の実施に適したイオンチ
ャンネル分子としては、サイクリックヌクレオチド依存性チャンネルを含むリガンド依存
性イオンチャンネル、カルシウム活性化チャンネル、ＡＣＨＲイオンチャンネル、すべて
のＮＭＤＡ、ＡＭＰＡ、キスカル酸、カイニン酸サブタイプを含むグルタミン酸受容体イ
オンチャンネル、グリシン受容体イオンチャンネルおよび電位依存性イオンチャンネル分
子などの多量体巨大分子集合体、ならびに、ナトリウムチャンネル、カリウムチャンネル
、カルシウムチャンネル、塩化物チャンネル、および、ギャップ結合チャンネル、機械受
容チャンネル、非依存性および非選択性チャンネルを含む他のチャンネルなどの多量体巨
大分子集合体（ｍｕｌｔｉ－ｓｕｂｕｎｉｔ　ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅ　ａｓｓｅｍ
ｂｌｉｅｓ）がある。アンフォテリシンなどの担体分子も適当である。あるいは、膜形成
物質の一部として既に組み込まれている細孔形成物質（ｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｅｒｓ）や担
体などのタンパク質で膜を形成してもよい。例えば、シンドラー（Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ）
，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．第１７１巻：２２５～２５３ページ，１９８９年参
照。
【実施例１】
【００５６】
　開口の微細加工
　スタンフォード大学ナノファブリケーション施設を利用して、シリコンチップ表面に微
細加工開口を形成した。微細加工開口を有する微細加工ウエルが図２に示されている。標
準シリコン加工技術を、窒化ケイ素膜にマイクロメートルサイズおよびナノメートルサイ
ズの開口を形成するように適合させた。低圧化学蒸着（ＬＰＣＶＤ）を用いて、＜１００
＞方向シリコンウエーハ表面上に窒化ケイ素を成長させた。リソグラフィーにより感光性
ポリマーの構造を画定し、その後、プラズマエッチングにより窒化ケイ素に構造をパター
ン化して、シリコンウエーハの一方の面に開口を、他方の面にエッチング液マスク層を形
成する。｛１１１｝結晶面に沿ってシリコンを除去するが、窒化ケイ素は影響を受けない
まま残るように、テトラメチルアンモニウムヒドロキシド（ＴＭＡＨ）などの異方性エッ
チング液を用いた。これによって、開口の下にバイアホール（接続通路）が形成され、窒
化ケイ素膜が露出され、処理が完了した。
【００５７】
　図２Ａに示されているのは微細加工容器のＳＥＭである。矢印で示されている黒いスポ
ットは、細胞を付着させて刺激するように適合された微細エッチング開口であることに留
意されたい。ウエルは細胞培養液を保持するように設計した。ウエルの底の大きさは直径
１ｍｍである。図２Ｂは図２Ａに示されている容器の底の微小開口を示している。微小開
口は直径約１０μｍである。図には示されていないが、開口の反対側は、微細流路を有す
るＰＤＭＳスタンプをこの基板の下側にシールして形成された微細流路リザーバに接続さ
れている。
【００５８】
　導管すなわちバイアは、基板に付着している細胞に加え得る神経修飾物質用リザーバと
しての役割を果たす微細流路に向かって開放している。微細流路は、上述のような標準Ｐ
ＤＭＳスタンプから形成され、ウエーハにシールされた。そのような微細流路は、優れた
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封止性をもってウエーハに容易にシールすることができる。例えば、１つの流路を有する
ＰＤＭＳスタンプを酸洗浄（例えば、ＨＣｌ）後の窒化ケイ素表面に接着し、プラズマ処
理して、不可逆結合を形成し得る。上記微細流路は、（１）細胞の反対側からの廃棄物を
恒常的に補充／交換するための多目的緩衝液リザーバとしての役割を果たすこと、（２）
伝達物質、リポソームの送出、細胞の電圧／電流測定、または（３）細胞から放出される
産物のサンプリングを含む、広範囲にわたる使用上の派生効果を有する。
【００５９】
　開口は、細胞を成長させ得る数ｎｍ～数十μｍの範囲の大きさに形成され得る。例えば
、５０ｎｍ開口上に細胞を直接成長させ得る。ニューロンの長さスケールより小さい開口
の使用は、確実に単一細胞だけを刺激するのに有効である。
【実施例２】
【００６０】
　装置の作製および最適化
　この実施例では、微細加工開口を横切る二重層膜の形成に用いる本発明の特徴を具体化
する装置の作製および最適化を説明する。表面積が約１ｃｍ２、最終厚さがおよそ０．５
ｍｍのチップを作製した。５００ｎｍ厚の窒化ケイ素に２５μｍ～２５０μｍ（直径）の
円形開口をプラズマエッチングした。１つの側面上の露出された窒化ケイ素５００μｍの
四角形領域を除いて、チップを高粘度ポリイミドで被覆した。
【００６１】
　スタンフォード大学ナノファブリケーション施設（ＳＮＦ）で、公称５００μｍ厚、１
０．１６センチメートル（４インチ）、＜１００＞方向、ホウ素ドープの、ダブルポリッ
シュシリコンウエーハを用いて作製を行った。低圧化学蒸着（ＬＰＣＶＤ）により、ウエ
ーハ表面に窒化ケイ素の薄膜（５００ｎｍ）を成長させた。小さいフィーチャ（例えば、
開口）の画定には、標準コンタクトフォトリソグラフィーおよび窒化ケイ素のプラズマエ
ッチングを用いた。ウエーハ背面の大きなフィーチャも、同様に、背面整合、コンタクト
フォトリソグラフィーおよびプラズマエッチングを用いて画定した。
【００６２】
　シリコンを、ウエーハ表面に対して５４．７°の角度で｛１１１｝面に沿って異方性エ
ッチングした。ウエーハ背面の四角形の孔は、開口より大きく、開口を中心とした１８０
μｍの四角形を形成するように選択した。これによって、シリコン支持材の無い領域に自
由に広がる薄い窒化ケイ素膜が残る。窒化ケイ素の高引張強さのために、この窒化物膜は
極めて強力かつ安定であり、処理中にかかる力に容易に耐えることができる。
【００６３】
　フィーチャが窒化ケイ素で画定された状態で、ウエーハを１００℃の２０％テトラメチ
ルアンモニウムヒドロキシド（ＴＭＡＨ）中に約６時間にわたって配置した。窒化ケイ素
はマスクとしての役割を果たし、ＴＭＡＨはウエーハを｛１１１｝結晶面に沿って異方性
エッチングした。
【００６４】
　露出されたシリコンは導電性なので、表面を酸化して静電容量およびノイズを減少させ
る必要があった。これは、１１００℃で４時間の水蒸気酸化で達成され、～１．１μｍの
酸化物を得た。最後に、静電容量をさらに減少させるために、感光性ポリイミド（Ｄｕｒ
ｉｍｉｄｅ　７５２０、アーチケミカルズ社（Ａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）ベルギー
のツバインドレフト（Ｚｗｉｊｎｄｒｅｃｈｔ）所在）を３０～７０μｍ厚にスピンコー
トし、コンタクトアライナー下で露光、現像、硬化させて、１５～３５μｍ厚のコーティ
ングを得た。
【００６５】
　次いで、疎水性表面を得るために、チップをヘキサデカン（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）、
米国ミズーリ州セントルイス所在）、クロロホルムおよびオクチルトリクロロシラン（ア
ルドリッチ社（Ａｌｄｒｉｃｈ）、米国ウィスコンシン州ミルウォーキー所在）の８０：
１９：１（体積）比の混合物中に片面当たり１５分間浸した。クロロホルム中で２回各５
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分間リンスして処理を完了した。～５μｌの水滴をたらして、接触角が９０°を超えるこ
とを確認してコーティングを試験した。
【００６６】
　シリコンの１つの利点は、その二重層支持隔壁（ＢＳＰ：ｂｉｌａｙｅｒ　ｓｕｐｐｏ
ｒｔｉｎｇ　ｐａｒｔｉｔｉｏｎ）の厚さを制御できることである。窒化ケイ素ＢＳＰの
厚さは、隔壁が薄くなるほど、溶剤トーラス（ｓｏｌｖｅｎｔ　ｔｏｒｕｓ）が小さくな
り、二重層面積が大きくなるという想定のもとに、二重層形成用開口（６～２５μｍ）の
形成に用いられるＴｅｆｌｏｎ（登録商標）隔壁より１桁小さい厚さになるように選択し
た。隔壁はそれでも２～４ｎｍの二重層より２、３桁大きいので、隔壁のエッジから二重
層まで脂質を屈曲させることがまだ必要である。しかし、この屈曲距離が小さくなると、
二重層面積は開口サイズより大きくなる。これが安定性に与える影響はまだ解明されてい
ないが、それによって、タンパク質挿入領域が大きくなり、より小さい開口を横切る二重
層を形成することができる。
【００６７】
　ＡＳＣはニューロンを正確に刺激し、高感度の電気測定を行い得る筈である。どの電気
回路でも、過剰な静電容量は電気ノイズを増大させることにより問題をもたらし得る。過
剰な静電容量は、（１）この静電容量と直列のアクセス抵抗による電気ノイズ、および（
２）ＡＳＣの開口を横切って脂質二重層を形成する場合、バックグラウンドの膜静電容量
を観察することができないという２つの理由で問題である。シリコンは室温下では導体で
あるから、浴が少しでもシリコンに接触すると、チップの全領域がシステムに効率的に接
続される。５００ｎｍの窒化ケイ素（ε＝７．５）を有する１ｃｍ２のチップは、２５μ
ｍ径の二重層の静電容量より３桁大きい１３ｎＦの静電容量を有する。
【００６８】
　しかし、電荷担体含有溶液中の薄いＢＳＰは大静電容量を有し、この静電容量は、細胞
の正確な電気測定または電気刺激が求められる場合に問題をもたらすことがある。この問
題の解決策は２つあることが判明した。第１に、シリコンと浴との電気接続を除去するた
めに、ウエーハを１１００℃の蒸気に暴露し、暴露されたすべてのシリコン表面にわずか
１ミクロンあまりの酸化物を得た。これによって、システムが事実上シリコン導体を介し
て直列接続された２つの窒化物コンデンサとなるために、静電容量が２分の１に減少した
。しかし、これは、浴がシリコンと接触するときに生じるであろう不連続性を除去するこ
とにより、システムの静電容量モデルを単純化する。
【００６９】
　第２に、ポリイミド層を塗布して静電容量を減少させた。標準リソグラフィーを用いて
処理し得るネガ型感光性ポリイミド（ε＝３．５）を選択した。３０～１００μｍのポリ
イミドを塗布し、硬化させると、１５～５０μｍになる。さらに、硬化ポリイミドは耐溶
媒分解性が高い。この設計では、開口を被覆しない５００μｍ×５００μｍの窒化物が残
る。チップの５ｍｍ×５ｍｍだけが溶液に暴露されるように溶液レベルを操作して、３５
μｍのポリイミドの静電容量をわずか２２ｐＦに減少させた。
【実施例３】
【００７０】
　窒化ケイ素開口を横切る二重層の形成
　モンタルおよびミューラー（１９７２年）の方法に従って脂質二重層を形成した。ラン
グミュア－ブロジェット法を実施する際に、開口を横切る２つの脂質単層を形成し、開口
を横切る脂質の疎水性尾部を整列させて、脂質二重層を形成する。脂質尾部は疎水性なの
で、安定な二重層を形成するためには、ＢＳＰの表面も疎水性でなければならない。基板
が疎水性であれば、脂質は基板のコーティングから開口に跨るまで円滑に移行することが
できる。天然の親水性窒化ケイ素の濡れ性を逆転させるために、窒化ケイ素をアルキルシ
ラン（オクチルトリクロロシラン）でコーティングした。このようなコーティングは極め
て簡単かつ有効であった。未処理の装置に二重層を形成することは不可能であると判明し
た。炭素鎖がもっと長いシランまたは代替材料を用いて表面をさらに疎水性にすれば、二
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重層の安定性がさらに高まるであろう。
【００７１】
　これらの装置の特性が表１に示されている。ポリイミドの厚さをさまざまに変えて、本
発明のチップのバックグラウンド静電容量モデルを検証した。このモデルは、浴が５ｍｍ
×５５ｍｍのチップに接触する本発明のチャンバをベースとしている。浴および増幅器の
固有静電容量は、測定すると７．２ｐＦであり、この数値に含まれる。５０μｍ開口の装
置に関しては、ポリイミドが３２μｍ厚の場合、このモデルは、６μｍ厚のＴｅｆｌｏｎ
（登録商標）の７７ｐＦに比べて、４５ｐＦのバックグラウンド静電容量を生じる。
【００７２】
【表１】

　測定した全静電容量と計算したバックグラウンド静電容量の差を単純に開口面積で割っ
て二重層の固有の静電容量を決定した。この数は、０．６４～０．７０μＦ／ｃｍ２の範
囲であり、他の人工二重層実験で得られた数値と十分に一致する。全静電容量は、二重層
の薄層化による変化を回避するために、二重層形成後数分以内に測定した。開口面積が小
さくなるにつれ、二重層静電容量がバックグラウンドに関してかなり小さくなり、固有の
静電容量に大きな誤差が生じたことに留意されたい。
【００７３】
　任意のチップ上の二重層形成に関する実証的証拠は３つあった。最大サイズの開口の場
合、二重層に起因する静電容量の変化は容易に識別可能であった。０．６５μＦ／ｃｍ２

という典型的な固有静電容量値に関して、１００μｍ開口上の二重層が５１ｐＦの静電容
量を有するであろうことは、６５ｐＦのバックグラウンドから容易に分る。さらに、１Ｇ
Ωより大きい開口の通過抵抗は二重層の存在を示している。全開口サイズに関して、少な
くとも２．５ＧΩの「ギガシール」が観察されたが、これは、二重層の形成を示している
。
【００７４】
　より小さい開口に関しては、バックグラウンドから静電容量の変化を観察するのはより
難しかった。この場合、担体およびイオンチャンネルなどの二重層の電気特性に影響を与
える膜結合タンパク質によって二重層形成についての最良の証拠が得られた。使いやすさ
とコンダクタンスの変化が大きいという理由で、イオンチャンネルペプチドであるグラミ
シジンＤ（ｇＤ）を選択した。グラミシジンＤが電流の流れを増大させるためには脂質二
重層膜が必要である。各バッチに、エタノール中２ｍｇ／ｍｌのｇＤ（シグマ社、米国ミ
ズーリ州セントルイス所在）５～２０μｌを添加すると、二重層のコンダクタンスは数分
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以内に劇的に増大したが、静電容量は依然として変わらなかった。エタノールだけを添加
しても何の影響も与えなかった。したがって、（コンダクタンスの増大によって測定され
た）印加電位に応答した電流の流れの増大は、真の脂質二重層が形成されていたことを示
していた。
【００７５】
　個々のイオンチャンネルまたは細孔を観察するには、電気ノイズを出来る限り小さくす
ることが必要である。環境原因および静電容量ノイズの他に、２つの主要電気ノイズ源、
すなわち、シリコン中の光キャリヤーおよびアクセス抵抗が存在する。第１のノイズ源で
ある光は、チップに入ってくる光がバンドギャップを越えてキャリヤーを励起したときに
生成され、２つの窒化物層間に電荷の変動を引き起こす。光の起源と強度に応じて、生成
されるノイズは、数十～数百ピコアンペアの最大振幅がある。室内照明器具を消すか、装
置を耐光ボックスに入れるだけでノイズ源に起因する電気ノイズを減少させのに十分であ
った。
【００７６】
　他の電気ノイズ源は、二重層静電容量と直列に存在する浴のアクセス抵抗によるもので
あった。全アクセス抵抗（Ｒａ）は、３つの要素、すなわち、バルク浴抵抗率（３２　Ａ
－ｃｍ）、開口内の浴抵抗率、および開口に対するアクセス抵抗を含んでいる。小さなア
クセス抵抗に関しては、アンペアｒｍｓで表される　予想ノイズは、以下の通りである。
【数１】

【００７７】
（式中、ｆは測定帯域幅である）
であった。
　試験した各チップに関するこの計算結果が表１に示されている。５０μｍ開口に関して
、この計算による予想は１．４ｐＡ　ｒｍｓであったが、実際に測定された値は１．８～
２．４ｐＡであった。この差は局所的な環境ノイズに起因するものであった。
【実施例４】
【００７８】
　二重層の安定性および寿命
　モンタルおよびミューラー（１９７２年）の方法に従って二重層を形成した。先ず、１
：９（ｖ：ｖ）のヘキサデカン：ヘキサン（バーディック　＆　ジャクソン社（Ｂｕｒｄ
ｉｃｋ　＆　Ｊａｃｋｓｏｎ））（米国ミシガン州ムスケゴン（Ｍｕｓｋｅｇｏｎ）所在
）で開口を前処理した。シリコーン高真空グリース（ダウコーニング社（Ｄｏｗ　Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ））（米国ミズーリ州ミッドランド（Ｍｉｄｌａｎｄ）所在）で２つのＴｅｆｌ
ｏｎ（登録商標）浴の間にチップを取り付けた。各浴に１Ｍ　ＫＣｌを開口のすぐ下まで
充填した。各浴に、クロロホルム中１０ｍｇ／ｍｌの１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グ
リセロホスホコリン(1,2-diphytanoyl-sn-glycerophosphocholine)（アバンティ　ポーラ
ー　リピッズ社（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）、米国アラバマ州アラバス
ター（Ａｌａｂａｓｔｅｒ）所在）の溶液５μｌを加え、蒸発させた。各浴の水位を上げ
ると、装置の容量およびコンダクタンスで立証されたように、開口を横切る脂質二重層が
形成された。
【００７９】
　長期間にわたって安定であると思われる二重層の形成を支持する能力は、どの支持基板
に関しても重要な特性である。ＡＳＣ上に形成された脂質二重層膜は極めて安定であると
判明した。ＡＳＣは、安定性の点でＴｅｆｌｏｎ（登録商標）隔壁に比べて２つの利点を
有することが分った。第１に、ＡＳＣ上に形成された脂質二重層膜は、Ｔｅｆｌｏｎ（登
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録商標）隔壁上に形成されたものより薄かったが、より剛性である。Ｔｅｆｌｏｎ（登録
商標）隔壁は圧力変動によって撓むのに対し、窒化物は比較的撓まない。第２に、窒化物
表面および開口エッジは、開口エッジに沿ってミクロンスケールの瑕疵を有するＴｅｆｌ
ｏｎ（登録商標）隔壁に機械的に形成された開口とは異なり、ナノメートルレベルで平滑
である（図２参照）。
【００８０】
　膜の安定性は、脂質二重層膜の寿命を観察することにより立証された。最初の数分内に
二重層のほぼ半分が破れたが、より長い間安定なものもあった。観察された二重層最長寿
命は８時間であった。この時間スケールより長い間系統的に測定しようとする試みは行わ
なかった。形成された安定な二重層の数はチップの清浄度に大きく依存することが判明し
た。処理を完了したばかりの新鮮なＡＳＣ装置を用いると、安定した二重層膜の形成はか
なり容易であった。しかし、清浄後に再利用したＡＳＣ上で安定した二重層膜を形成する
のはより困難であった。開口の全域に残留物を残す清浄処理を行った後の脂質二重層膜の
形成は不可能であることが分った。
【実施例５】
【００８１】
　α溶血素を用いた単一チャンネル記録
　ＡＳＣ開口を横切って形成された脂質二重層膜について、ブドウ球菌α溶血素（ｄＨＬ
）チャンネルによるイオンチャンネル活性を検討した。この２９３アミノ酸７量体細孔は
、脂質二重層を貫通する２ｎｍチャンネルを形成する。パッチクランプアンプ（Ｈｅｋａ
　ＥＰＣ－８、ヘカ　エレクトリック社（Ｈｅｋａ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ）、ドイツ、ラン
ブレヒト（Ｌａｍｂｒｅｃｈｔ）所在）およびサンプル周波数１０ｋＨｚのアナログ・デ
ジタルコンバータ（インスツルテック社（Ｉｎｓｔｒｕｔｅｃｈ）、米国ニューヨーク州
ボートワシントン（Ｐｏｒｔ　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ）所在）を用いて、単一チャンネル
記録を実施した。内蔵型７極ローパス・ベッセル・フィルターを用いて５ｋＨｚでフィル
タリングを実施した。Ｐｕｌｓｅ　８．４（ヘカ社）を用いてコンピュータでデータを収
集し、Ｉｇｏｒ　Ｐｒｏ　４．０（ウエイブメトリックス社（ＷａｖｅＭｅｔｒｉｃｓ）
、米国オレゴン州レイクオスウェゴ（Ｌａｋｅ　Ｏｓｗｅｇｏ）所在）で分析した。ｃｉ
ｓチャンバにαＨＬ細孔を加え（３２１ｎｇ／ｍｌで１～１０μｌ）、－４０ｍＶ（トラ
ンス側接地）で保持した。トランス側にαＨＬを加えてもチャンネルが形成されたが、キ
ャビティーが比較的長く狭いために拡散時間が長くなった。
【００８２】
　図６Ａと図６Ｃは、トランス浴中でβ－シクロデキストリン（βＣＤ）に暴露した微細
加工装置の１００μｍ開口を横切る人工二重層膜から記録されたα溶血素（αＨＬ）単一
チャンネル電流を示している。保持電位は、＋４０ｍＶ（ｃｉｓ浴は接地電位であった）
であった。図６Ａに示されているのは、αＨＬチャンネルに関する代表的な単一チャンネ
ルデータである。類似の実験で、－４０ｍＶの電圧パルスを７５０ｍｓ印加し、電流を記
録すると、チャンネル当たり３１．０±３．２ｐＡの測定電流を示した。αＨＬチャンネ
ルに関しては、８１１±５５ｐＳという細孔コンダクタンス計算値が典型的であった。チ
ャンネルのトランス側に可逆的に付着する添加β－シクロデキストリン（βＣＤ）は、分
子がタンパク質に出入りする際にチャンネルを介した電流フローを変動させる。この作用
はマイクロモル濃度（例えば、４０～３００μＭのβＣＤ）で検出される。チャンネルが
ブロック状態になると、図６Ａに示されているように、明らかに観察可能な電流の減少が
生じる。βＣＤによる部分ブロック事象は下向のスパイクとして現われる。このβＣＤ事
象はより高いサンプリングレート（１００ｋＨｚ）および拡大時間スケールの挿入図でよ
り明らかに示されている。これらの結果は、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）隔壁を横切って形
成された二重層で得られたそのようなチャンネル記録に関する過去の結果と一致した。図
６Ｂは、ｐＨ７．４の１Ｍ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　Ｋｐｉ中のαＨＬ単一チャンネル電流の
電流電圧プロットを示している。適合度（実線）は－４０ｍＶおよび＋４０ｍＶの個所に
わたる。図６Ｃは、±２００ｍＶおよび±３００ｍＶにおける微細加工装置の１００μｍ
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開口を横切る人工二重層膜の２つのαＨＬチャンネルに関する時間の関数としての電流を
示している。
【実施例６】
【００８３】
　単一細胞を刺激して励起するための人工シナプスの利用法
　ナノ開口を介して細胞を刺激し、Ｃａ２＋感受性染料由来の蛍光を用いてそれらの活性
を測定する方法は、以下を含む：（１）開口に対する細胞の電圧固定（マイクロチャンネ
ルを介した吸引）および微細流路中の緩衝液の電圧変更；（２）細胞の下側への神経伝達
物質ボーラスパルシングによる細胞の化学刺激；（３）開口への伝達物質含有リポソーム
のマイクロ流体ボーラス；（４）伝達物質の放出により神経突起を刺激するであろう改変
細胞の微小流体リザーバ。
【００８４】
　形成された微小開口アレイ上で低密度ＰＣ１２細胞層を培養する。細胞活性は、（例え
ば、Ｉｎｄｏ－１、ｆｕｒａ－２、ｆｌｕｏ－３、カルシウムグリーン、エクオリンなど
の）Ｃａ２＋感受性染料を添加した細胞を用いて蛍光顕微鏡で測定する。蛍光は、細胞活
性を開口上で直接モニターするのにも、隣接細胞への作用を確認するのにも役立つ。表面
の開口の周りを細胞膜に対して良好な「シール」を達成するように修飾し得る（細胞膜に
おいて、良好なシールは機械的に安定であり、１ギガΩ前後の電気抵抗を有する）。表面
修飾物質は、種々の細胞外マトリックスタンパク質や「ｃｅｌｌ　Ｔａｋ（商標）」（ベ
クトン・ディッキンソン社）を包含し得る。本発明の装置および方法と共に用いるのに適
した種々の刺激法には、時間的および空間的分解能ならびに慢性刺激が含まれる。開口サ
イズをさまざまに変えてもよい。さらに、開口は、細孔形成性タンパク質を含むイオンチ
ャンネルまたは人工の細孔形成分子が予め添加された単一の脂質二重層でコーティングし
得る。これらの脂質二重層膜は、先行実施例で説明したような方法で形成することができ
る。イオンチャンネルまたは細孔形成分子は、それらが膜形成に用いられた材料の一部で
あった場合には既に膜の一部であり、さもなければ、後で、二重層に組み込まれる。
【００８５】
　ＰＤＭＳスタンプなどのマイクロスタンプは、微細加工開口アレイの上に微細パターン
を被着するのに用い得る。この微細パターンは、ＡＳＣ基板上で培養される細胞の成長を
、細胞の神経突起がＡＳＣ開口に向けて、またはＡＳＣ開口に隣接するように、またはＡ
ＳＣ開口を覆って成長するように誘導するのに有効である。マイクロスタンプパターンを
チップ上の開口と整列させるためには任意の適当な位置合わせシステムを用い得る。基板
上で成長させたＰＣ１２細胞、網膜神経節細胞、または他の細胞は、上述のように、種々
の微小流体リザーバに接続された微小開口アレイ上で刺激され得る。
【００８６】
　ＡＳＣ上で成長する細胞を、凹部やリザーバ中の溶液と接触している電極からの電圧パ
ルスで刺激する。電圧パルスは開口に隣接するか開口を横切る細胞突起を脱分極させるの
に有効である。脱分極電圧は、約１～約１００ｍＶの範囲である。約１０～約５０ｍＶの
脱分極が最も有効であると考えられる。
【００８７】
　神経伝達物質アセチルコリンおよびアデノシン三リン酸を含有するリポソームをリザー
バに入れる。脂質二重層膜が開口に掛かっている。開口を横切るか、開口に隣接して成長
する突起を有する細胞を、脂質二重層膜と融合しているリポソームから放出される神経伝
達物質に接触させて刺激する。リポソーム膜および脂質二重層膜を介した浸透圧勾配によ
って融合が促進される。融合は、さらに、電位勾配、光学的方法、リポソームおよび／ま
たは膜に融合促進分子を包含させること、ならびに他の方法によっても促進される。
【００８８】
　ニューロンの興奮は、Ｃａ２＋感受性染料による蛍光、電位記録、および培養細胞から
開口に隣接する凹部またはリザーザ内溶液中に放出される神経伝達物質を検出する生化学
分析を用いて測定する。
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【実施例７】
【００８９】
　人工シナプスチップ上での細胞の刺激
　局所化流体デリバリー装置８４は、２つの要素、すなわち、局所化要素と流体操作要素
とからなる。図７Ｂに示されているように、図７Ａの装置と組合わされた図１Ａ～図１Ｄ
に示されている装置は、基板１２または基層２０があるものもないものも、局所化流体デ
リバリー用に構成されている。図７Ａは、流体流をＡＳＣ１０のリザーバ３６および開口
２４から出し入れするように構成された、本発明の特徴を具体化する流路部分７６を示し
ている。局所化流体デリバリー装置８４が図７Ｂに示されている。図７Ｂは、局所化流体
デリバリー用装置８４を得るためのＡＳＣ１０と流体操作用装置７６との結合プロセスを
示している。局所化のために、これらの装置は、薄い窒化ケイ素膜１６中の小開口２４（
５または１０μｍ）を利用する（例えば、図７Ｂ）。適当な小さな大きさの開口２４を設
けることにより、流体デリバリーは容量および区域をともに制限し得る。これらの実験で
用いた装置８４は１ｃｍ２のチップであり、厚さはおよそ０．５ｍｍであった。開口２４
と、ウエーハの裏側の角穴（リザーバ３６）を形成するために、プラズマエッチングを用
いて窒化ケイ素層１６をパターン化した。エッチングマスクとして窒化ケイ素を用い、シ
リコンをウエーハ表面に対して５４．７°の角度で（１１１）平面に沿って等方性エッチ
ングした。ウエーハの裏側の角穴３６は、開口２４より大きい１００μｍ領域を得るよう
に選択した。こうすることによって、シリコン支持層の無い領域に自由に伸びる薄い窒化
ケイ素膜１６が残った。窒化ケイ素は可視波長の光を通し、したがって、細胞はこの膜を
介して容易に撮像された。この窒化ケイ素膜は、窒化ケイ素の高引張強さのために極めて
強力かつ安定であり、処理中に生じる力に容易に耐えた。局所化後、局所化流体デリバリ
ー装置８４に必要な他の要素は開口への流体デリバリーである。これを達成するために、
注入口８０および出口８２と流体連絡するＰＤＭＳ製の流路７８（図７Ａ）をＡＳＣ１０
の開口２４の下に取り付けた（図７Ｂ）。従来のフォトリソグラフィー、およびオフィス
プリンターを用いて透過原稿上に作製したマスクを用いて、シリコンウエーハ上の３００
μｍ厚ＳＵ－８フォトレジストからマスター鋳型を作製した。流路７８は、幅９００μｍ
、深さ１５０μｍ、長さ８ｍｍであったが、ＰＤＭＳは約５ｍｍの深さに注入された。こ
の設計を示す図形が図７Ａに示されている。ＰＤＭＳの硬化直後に、図７Ｂに示されてい
るように、流路７８をＡＳＣ１０に取り付けた。ＰＤＭＳを、装置当たり１流路を有する
１ｃｍ２片にダイズカットした。シリコンとＰＤＭＳとを、希薄塩酸溶液（１：４）、次
いで１００Ｗで６０秒間の空気プラズマで清浄にした。シリコン開口２４を有するＡＳＣ
１０をＰＤＭＳ流路７８の上面に整合し、センタリングして、２つの部品を互いに押しつ
けて（～０．２Ｎ）、８０℃のホットプレート上で加熱して接合した（図７Ｂ参照）。一
旦完了してしまうと、この接合は不可逆性であり、ＰＤＭＳは窒化ケイ素から分離しよう
とすると裂けるであろう。ラットのクロム親和細胞腫細胞（ＰＣ１２）は、シリコン／窒
化ケイ素を含むほとんどの基板に接着しにくいので、細胞を付与する前に装置８４の表面
を修飾処理する必要があった。先ず、装置８４を室温下に３０分間５０μｇ／ｍｌのポリ
（Ｄ－リシン）に浸した。ポリ（Ｄ－リシン）により、ＰＣ１２細胞が接着して広がるマ
ウスラミニンを塗布するための粘着層が得られる。装置８４をリン酸緩衝生理食塩水（Ｐ
ＢＳ）でリンスした後、ＰＢＳ中５μｇ／ｍｌのラミニンを塗布し、インキュベータ（３
７℃、６．５％ＣＯ２）中で８時間インキュベートした。次いで、装置８４をＰＢＳでリ
ンスし、使用の準備が整った。
【００９０】
　ブラジキニン刺激の測定は、ｆｌｕｏ－４（モレキュラー　プローブス社（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、米国オレゴン州ユージーン（Ｅｕｇｉｎｅ）所在）を用いて
細胞内Ｃａ２＋レベルの変化を観察して行った。ローティング溶液は、１μＭの最終ｆｌ
ｕｏ－４濃度になるように、リンゲル液（１３５ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＫＣｌ、１０
ｍＭ　Ｄ－グルコース、２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＣａＣｌ２、１０ｍＭ　ＨＥＰＥ
Ｓ、ｐＨ７．２）に混合したジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中１ｍＭに再構成したｆ
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ｌｕｏ－４から調製した。
【００９１】
　刺激溶液は、ブラジキニン（シグマ社、米国ミズーリ州セントルイス所在）、リンゲル
液、およびスルホローダミン　１０１（シグマ社）の混合物であった。ブラジキニンはリ
ンゲル液中１ｍｇ／ｍｌ（１ｍＭ）に再構成し、次いで、所望の試験濃度に希釈した。ス
ルホローダミン（テキサスレッド）は、ＤＭＳＯ中８ｍＭに再構成し、４～８μＭの最終
濃度が得られるように刺激溶液に添加した。テキサスレッド染料は流体流と刺激を同時に
視覚化する手段を提供した。
【００９２】
　蛍光レベルの変化は、インバータ蛍光顕微鏡またはアップライト型共焦点顕微鏡で観察
した。単一細胞刺激データを得るために用いたインバータ顕微鏡は、浜松ホトニクス（Ｈ
ａｍａｍａｔｓｕ）のＯｒｃａ　ＥＲ　ＣＣＤカメラが付いた、ニコン　ＴＥ３００（１
０倍率、０．３０開口数（ＮＡ））であった。データは、Ｍｅｔａｍｏｒｐｈ（ユニバー
サル　イメージング　コーポレイション社（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ）、米国ペンシルベニア州ダウニングタウン（Ｄｏｗｎｉｎｇｔｏｗ
ｎ）所在）で収集した。多重セルおよび２色（ｔｗｏ－ｃｏｌｏｒ）試験用に用いた共焦
点顕微鏡は、ニコン　ＰＣＭ　２０００共焦点ユニットが付いたニコン　Ｅ８００（１０
倍率　液浸対物レンズ、０．３０ＮＡ）であった。同時に２種のレーザーを用いて、ｆｌ
ｕｏ－４（アルゴンイオン、４８８ｎｍ）とテキサスレッド（ＨｅＮｅ、５４３ｎｍ）を
励起した。画像は、２種の光電子倍増管（５１５／３０帯域通過フィルターおよび６０５
／３２帯域通過フィルター）で同時にサンプリングし、ＳｉｍｐｌｅＰＣＩ（コンピック
ス　インコーポレイティッド社（Ｃｏｍｐｉｘ　Ｉｎｃ．）、米国ペンシルベニア州クラ
ンベリータウンシップ（Ｃｒａｎｂｅｒｒｙ　Ｔｏｗｎｓｈｉｐ）所在）を用いて解析し
た。
【００９３】
　装置８４および関連流体供給源および注射器を含む微小流体システムは、その開口を介
して少量の刺激物を供給した。実験計画は、流路７８を通ってブラジキニンを流し、開口
２４を介してブラジキニンを通過させることであった。ポンプ、重力、圧力（例えば、シ
リンダー内で移動するピストンが生成する圧力）、電気浸透および他の手段による流れの
誘発を含む、流体を微細流路中で移動させ、流体を流体デリバリー流路内で流動させる多
くの方法が存在するが、本発明者らは、注射器を用いた圧力勾配駆動型の流れを選択した
。開口２４を通過するブラジキニンの流れは、注射器により生成された圧力勾配と化学拡
散とを組合わせた結果であった。
【００９４】
　流体は、２４ゲージのＴｅｆｌｏｎホースを各アクセス孔８０，８２に挿入することに
よって供給された。容量１ミリリットルのツベルクリン注射器を用い、ホースを介して、
１０～３０μｌ／ｓの速度で流体を流した。注入量は、２５０～１０００μｌの範囲であ
り、送出には１５～６０秒かかる。平均流速は１６μｌ／ｓであり、流路ジオメトリーと
組合わせると、これによって、層流限度を超える約３１００のレイノルズ数を得た。層流
限界を超えることはこのシステムの利点である。流路７８と開口２４の間にはウエーハの
厚さに起因する５００μｍのギャップがある。拡散以外の方法で非層流を混合させて、ブ
ラジキニンが開口に到達する流速を加速する。流体デリバリーシステムを適所に配置し、
適量の刺激物を支持層１６上で成長している細胞に送出して細胞刺激を達成した。ラット
のクロム親和細胞腫細胞（ＰＣ１２）は、神経生物学的モデルとして有用であると共に、
世話が容易であり、かつ入手し易いという理由で選択された。ＰＣ１２細胞系は、ブラジ
キニンで刺激するとその細胞内Ｃａ２＋レベルを変え、１μＭの外部ブラジキニン濃度で
最大の変化を遂げる。細胞は、接着実験の少なくとも４時間前に装置８４に付与された。
刺激範囲にわたる２種の制御パラメータは濃度および量であった。供給するブラジキニン
の濃度および量を調整して、細胞が刺激される開口からの距離を制御した。開口２４に大
総量（高濃度または大量）のブラジキニンを送出すると、多くのＰＣ１２細胞が刺激され
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た。これは図８Ａ～図８Ｃに示されており、これらの図において、多細胞刺激の経時的共
焦点顕微鏡写真は、ブラジキニンが装置８４の表面に接着しているＰＣ１２細胞を越えて
流れるときに刺激されたＰＣ１２細胞の波状曲線を示している。開口２４は直径１０μｍ
（ＰＣ１２細胞体の大きさの半分）であり、図８Ａ～図８Ｃでは点で描かれた円の中心に
位置した状態で示されている。
【００９５】
　図８Ａ～図８Ｃに示されているように、ブラジキニン（１００μＭ）を、流路７８に約
２１秒間流した。強度断面（任意単位、固定スケール）は、ＰＣ１２細胞が刺激されたこ
とを示している。図８ＡはＰＣ１２細胞にブラジキニンを流す前の制御状態を示している
。図８Ａの強度プロットは０時での２つの断面を示しており、これは、開始時点では細胞
が刺激されなかったことを示唆している。図８Ａに示されている画像を撮った直後に１０
０μＭのブラジキニンを含有するリンゲル液を流路７８に流した。流体が開口２４から外
側に放射状に広がると、ＰＣ１２細胞が刺激された。３秒以内に、図８Ｂの開口２４の左
下方向の明るい細胞が示すように（図８Ｂ、矢印）、開口２４から２５μｍのＰＣ１２細
胞が刺激された。さらに６秒後、すなわち、ブラジキニンを流し始めてから９秒後に、開
口２４からさらに離れた（１００μｍ）細胞が刺激された（図８Ｃ、二重矢印）。その領
域の他のＰＣ１２細胞も刺激されたが、矢印は強度を表す代表的な事象のみを示している
。
【００９６】
　この実施例は、化学刺激物を用いて局所的に細胞を刺激する能力を立証しており、生理
的刺激で細胞を刺激するように構成され、かつ動物の器官または組織内の所望位置で使用
するように構成された神経生物学的システムを提供する。微小開口を介して供給される神
経伝達物質の量および濃度を変えることにより、刺激の間隔およびタイミングを制御する
ことができ、正常な動物の生理学に適合した制御が得られる。
【実施例８】
【００９７】
　人工シナプスチップの移植
　人工シナプスチップをウサギの網膜下腔に移植する。ニュージーランドホワイトウサギ
を標準動物手術法に従って麻酔する。眼球赤道近くの強膜を切開し、小強膜皮弁を開いて
、その下の脈絡膜および網膜にアクセスする。脈絡膜、脈絡膜毛細血管層、ブルッフ膜を
慎重に切開し、網膜色素上皮層細胞を越えて光受容体に面する網膜下腔にアクセスする。
網膜下腔に生理食塩水を慎重に注入して、網膜色素上皮と網膜光受容体とを分離する。網
膜下腔にＡＳＣを入れ、眼球赤道近くの挿入個所から中心窩に向かってゆっくり進める。
ＡＳＣを中心窩近くの所望位置に配置した後、強膜の切開部を介して針を硝子体に挿し、
硝子体に小さい気泡を吹き込んで網膜に圧力を加え、網膜を移植片の上の適切な位置に保
持する。次いで、切開部を閉じる。気泡はガスが吸収されるにつれ縮小し、数日内に消滅
する。
【００９８】
　本明細書では、主として、人工シナプスチップ、局所化流体デリバリー装置、ならびに
類似の装置およびシステムに関して本発明の特定の形態を例示かつ説明したが、本発明の
精神および範囲を逸脱することなく、種々の変更を行い得ることが上記から明らかであろ
う。さらに、当業者には、１つの実施形態に示されている特徴を他の実施形態にも利用し
得ることが分るであろう。本明細書に用いられている場合、「装置」、「部分」、「セク
ション」、「ステップ」および類似の意味を有する言葉は、以下の特許請求の範囲で、用
語「手段」または「ステップ」が、具体的な構造または動作を記すことなく特定された機
能を受けて明確に用いられていない限り、３５　Ｕ．Ｓ．Ｃ．セクション１１２（６）の
条項を発動するものとは解釈されない。
【００９９】
　本発明の特定の形態を例示かつ説明したが、本発明の精神および範囲を逸脱することな
く、種々の変更を行い得ることは明らかであろう。したがって、本発明は、添付特許請求
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の範囲によってのみ限定されるものとする。
【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１Ａ】本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップの斜視図。
【図１Ｂ】図１Ａの人工シナプスチップの平面図。
【図１Ｃ】平面１Ｃ－１Ｃに沿って切取られた図１Ａの人工シナプスチップの断面図。
【図１Ｄ】電極を有する本発明の実施形態を例示する、平面１Ｃ－１Ｃに沿って切取られ
た図１Ａのような人工シナプスチップの断面図。
【図１Ｅ】ポンプおよび貯蔵溶液を保持する貯蔵器を有し、人工シナプスチップを備えた
システムの横断立面図。
【図１Ｆ】ポンプを有し、人工シナプスチップを備えたシステムの一部の横断立面図。
【図２Ａ】本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップのナノ開口の平面走査型電子顕
微鏡写真（ＳＥＭ）。
【図２Ｂ】本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップリザーバの平面ＳＥＭ。
【図２Ｃ】パターン化基板上の網膜神経節細胞のパターン化成長を示す図。
【図２Ｄ】窒化ケイ素基板の５μｍ径開口の周囲および上でのＰＣ１２細胞の成長を示す
図。
【図３】表面上に微細パターンを形成するための、本発明の特徴を具体化するスタンプの
平面ＳＥＭ。
【図４】人工シナプスチップ（ＡＳＣ）、感光素子、ＡＳＣと感光素子との連絡手段、お
よび電源を備えた、動物に人工シナプスチップを移植するためのシステムの図。
【図５Ａ】ＡＳＣが移植された動物の眼の断面図。
【図５Ｂ】図５Ａの眼と、眼の網膜下腔の適切な位置に配置されたＡＳＣとを示す詳細断
面図。
【図６Ａ】本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップのナノ開口を横切って形成され
た人工二重層膜のα溶血素チャンネルを通る電流フローを示す図であり、縦軸は電流、横
軸は時間、挿入図は時間軸に沿った大縮尺記録の短部分を示す図。
【図６Ｂ】本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップのナノ開口を横切って形成され
た人工二重層膜のα溶血素チャンネルを通る測定電流フローのプロットであり、縦軸は電
流、横軸は時間を示すプロット。
【図６Ｃ】本発明の特徴を具体化する人工シナプスチップのナノ開口を横切って形成され
た人工二重層膜の２つのα溶血素チャンネルを通る電流フローを示す図であり、縦軸は電
流、横軸は時間を示す図。
【図７Ａ】本発明の特徴を具体化する装置の流路部分の概略斜視図。
【図７Ｂ】組合わせ装置の断面を示す、本発明の特徴を具体化する装置の流路部分とシリ
コン開口部分との結合の概略図。
【図８Ａ】ブラジキニン含有生理溶液を流す直前の、本発明の特徴を具体化する基板上で
成長する細胞の蛍光強度を示す図。
【図８Ｂ】ブラジキニン含有生理溶液を流し始めてから３秒後の、本発明の特徴を具体化
する基板上で成長する細胞の蛍光強度を示す図。
【図８Ｃ】ブラジキニン含有生理溶液を流し始めてから９秒後の、本発明の特徴を具体化
する基板上で成長する細胞の蛍光強度を示す図。
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【図２Ａ】 【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図２Ｄ】 【図３】
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【図５Ｂ】 【図６Ａ】
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【図６Ｃ】 【図７Ａ】

【図７Ｂ】 【図８Ａ】

【図８Ｂ】

【図８Ｃ】



(29) JP 4115935 B2 2008.7.9

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  フィッシュマン、ハーベイ　エイ．
            アメリカ合衆国　９４０２５　カリフォルニア州　メンロ　パーク　クレアモント　ウェイ　４０
            ０
(72)発明者  ブルーメンクランツ、マーク
            アメリカ合衆国　９４０２８　カリフォルニア州　ポートラ　バレー　ラーギータ　レーン　２０
(72)発明者  ベント、ステイシー　フランシーン
            アメリカ合衆国　９４３０５　カリフォルニア州　スタンフォード　トールマン　ドライブ　７５
            ７
(72)発明者  ブルーム、デイビッド　エム．
            アメリカ合衆国　８３００１　ワイオミング州　ジャクソン　コートランド　ドライブ　４７５０
(72)発明者  ピーターマン、マーク　シー．
            アメリカ合衆国　８３００２　ワイオミング州　ジャクソン　ワインディング　トレイル　ドライ
            ブ　３３９０

    審査官  斎藤　真由美

(56)参考文献  Neuroscience Letters，２００１年，vol.301，p.147-150
              Journal of Neuroscience Methods，１９９９年，vol.87，p.45-56
              Sensors and Actuators B，１９９８年，vol.48，p.356-361

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12M   3/00
              C12N   5/06
              A61L  27/00
              PubMed
              Science Direct


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

