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1.1 緒言 

 

近年では薬剤スクリーニングにおいて，動物実験の前段階の有効な手法としてヒト由来

培養細胞を用いた様々な評価系が提案されている．また，培養環境をより生体内に近づけ

るために培養ディッシュを用いた静置培養系にはじまり，マイクロ流体デバイスを応用し

た灌流培養系の研究も行われている．しかし，従来のマイクロデバイスによる灌流培養系

は，送液システムを外部に持つため培養液の体積が大きくなる傾向があり，総培養液体積

に対する細胞密度が必ずしも生理学的では無くなり，培養系内の細胞が出すシグナルや代

謝物が希釈されてしまうといった問題点があった．また，将来的に有望な細胞ソースであ

る ES細胞や iPS細胞を利用するためには，複数の細胞をそれぞれ異なる個別の分化誘導プ

ロトコールに従ってマイクロデバイス上にて並列処理する必要があると考えられる．しか

しながら，現在提案されているマイクロ複合灌流培養系には全体灌流回路のみが配備され

ており，マイクロデバイス外で個別に分化誘導したモデル細胞を回収した後，再度マイク

ロデバイス内に固定化する必要があるなど，操作性に関しても課題が残されている．その

ため，個別の複数異種臓器由来細胞を良好な状態で維持するための培養条件を並列制御す

る機能と全体灌流時に培養系内に暴露された化学物質の体内動態を評価するための機能を

併せ持つ操作性に優れたマイクロ複合細胞培養系がさらに求められる． 

そこで本研究では，送液システムを内蔵させることにより培養液量を最小化し，培養液

総体積に対する細胞密度を生理学的条件に近づけ，個別灌流路と簡易バルブを配備させる

ことで，デバイス上で全体灌流培養時まで個別の分化誘導操作が並列処理可能な新規マイ

クロ複合細胞培養系の開発を目的とする．本論文では特に，オンチップ灌流型複合細胞系

の開発と体内動態評価への応用について論ずる． 

 

第 1 章では，体内に取り込まれた薬物が経由する体内動態の中で重要な各プロセスにつ

いて概説し，動物実験に代わる新規培養系の必要性について述べる．また，既往の研究を

例に挙げ，現状の課題と本研究の目的について述べるとともに，本研究の意義を示す．第 2

章では，スリーコンパートメント複合細胞培養マイクロデバイスの提案を行う．また，微

細加工技術を応用したマイクロデバイスの製作法について述べるとともに，作製したマイ

クロデバイスの基礎的特性について論ずる．また，送液系の内蔵による細胞密度の改善を

先駆研究の細胞密度と比較することにより定量的に明らかにし，本研究で提案するマイク

ロ複合細胞培養系の有用性を示す．第 3 章では，In vitro 試験系では特に評価が困難な分布

プロセスに着目し，浮遊性ラット成熟脂肪細胞の 3 次元固定化と疎水性蛍光モデル薬物の

非破壊分布評価を検討する．また，細胞の 3 次元固定化による高密度化について，単層培

養系と比較し，3 次元固定化の有用性について述べる．第 4 章では，静脈投与モデル薬物の

体内動態評価への応用を検討する．特に，分布プロセスに加え，代謝プロセスおよび最終
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的な標的臓器モデル細胞に対する毒性を標的臓器モデル細胞の単独培養系と比較すること

によって，各臓器モデル細胞の分布・代謝・毒性への寄与を明らかにし，本研究で提案す

るマイクロ複合細胞培養系の体内動態評価への適用可能性について言及する．第 5章では，

総括として本論文の内容をまとめ，今後の展望について議論する． 

 

本研究の位置付け 

本論文における主たる目的は，複数異種臓器由来細胞を可能な限り生理学的条件で複合

培養することによって，個別の培養系では必ずしも明らかではなかった In vivo 様の応答を

生体外で再現・評価することである．このような複合細胞培養系を確立することができれ

ば，個別細胞培養系では評価・観察し得なかった応答を生理学的毒物動態モデルのような

数理モデルに反映させることが可能となり，最終的には数理モデル上において動物個体も

しくはヒト個体における薬物・毒物の体内動態を予測することが可能になると考えられる． 

Fig. 0 に In vitro 試験系を利用した人体影響予測の概念図を示す．まず，動物個体レベル

の体内動態を予測するためには，体内動態を制御する主たる臓器由来細胞を用いた個別細

胞培養系において，対象とする化学物質に対する各臓器由来細胞の応答を取得する必要が

ある．一方で，本論文で提案するような複合細胞培養系においてオンチップアニマルを作

製することにより，臓器由来細胞の個別培養系では取得しえない複合細胞培養系特有の応

答の有無を検証しておく必要がある．特に，複合細胞培養系において個別細胞培養系の線

形結合では表現し得ない非線形な応答が得られた場合には，数理モデルに反映させる必要

がある．このような非線形な応答を数理モデルに記述するためには個別細胞培養系と複合

細胞培養系を相補的に改善させながら，随時数理モデルを記述しなおしていくことが重要

である．最終的に，動物実験で得られる体内動態の結果と数理モデルで予測される体内動

態を比較することによって，作製された数理モデルの妥当性を検証し，動物レベルで信頼

性の高い数理モデルを構築する．次いで，この数理モデルに記述されているスケールのパ

ラメータをヒト個体レベルにすることによってヒト個体における体内動態予測が可能にな

ると考えられる．将来的には，ES, iPS 細胞といった有望な細胞ソースから各臓器のヒト正

常細胞を作製し，動物個体の影響予測と同様の手法で，ヒト培養細胞ベースの個別・複合

細胞培養系を用いてヒト個体における体内動態を記述する数理モデルを構築することがで

きれば，直接ヒト個体レベルの体内動態を予測することが可能になると考えられる． 
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Fig. 0  In vitro 評価系を利用した人体影響予測のイメージ 
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1.1.1 体内動態 

体内に摂取された薬物は ADME/Tox プロセスと呼ばれる吸収（Absorption）・分布

（Distribution）・代謝（Metabolism）・排泄（Excretion）および毒性発現（Toxicity 

expression）プロセスの各プロセスを経て最終的に毒性や薬効を示す．以下に体内動態を制

御する主要なプロセスについて概説する． 

 

吸収プロセス（Absorption） 

薬物が体内の各臓器に至る過程は主として血流を介して行われる．吸収過程はその初め

のプロセスであり，薬物の吸収経路は複数あるが，経口投与を想定した場合には消化管を

経由する吸収が主経路になると考えられる．特に，小腸は体内で吸収を担う主たる臓器で

あり，その構造も物質の吸収面積を大きくするため，内壁には無数の襞があり，襞表面は

多数の絨毛によって覆われているといった極めて特徴的な構造を持つ臓器である．胃で消

化された物質は小腸に送られ，腸管の運動によりさらに消化・吸収が促進され，未吸収の

残存物が大腸に送られる．吸収はその物質の物理化学的性質，形状，投与経路によって決

定される．小腸における吸収過程は大きく４つに分類することができる． 

 

ⅰ) 受動輸送 

  物質が細胞内外の濃度差により勾配に従って拡散・浸透する過程である．濃度差が大

きいほど，吸収が促進され，この輸送過程には特にエネルギーを必要としない． 

ⅱ) 能動輸送 

  物質を細胞内外の濃度差に逆らって輸送する過程である．主に細胞膜の膜タンパク質

（膜トランスポーター）によって輸送されるため，エネルギーが必要となる．この過程   

は内因性物質と構造の類似している物質に限られ，様々なイオン，ビタミン，糖，アミ

ノ酸で確認されている． 

ⅲ) 促進受動拡散 

  ある種の分子（例，グルコース）では，膜の透過速度は，その低い脂溶性から予想さ

れる値より大きい．1 つの理論では，輸送成分が細胞膜外表の基質分子と可逆的に結合

し，その輸送体-基質複合体が急速に膜を貫通して拡散し，内表面で基質を離すといわ

れる．この輸送体介在拡散の過程は，選択性と飽和性によって特徴づけられる． 

この輸送体は，比較的特異的な分子形をもつ基質のみ輸送し，その過程は輸送体の利

用能により制限される．この過程はエネルギー消費を必要とせず，濃度勾配に逆らう

輸送は起こらない． 

ⅳ) 食作用 

  細胞により液体や微粒子が飲み込まれる．細胞膜は陥入し，微粒子や液体を取り囲み，

そして再び融合し，小胞を形成し，次いでそれは剥離し細胞内へ移動する．この機序

もエネルギー消費を必要とする．食作用は薬物輸送において，蛋白性の薬物を除いて
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おそらくわずかな役割しか果たしていない． 

 

分布プロセス（Distribution） 

体内に吸収された薬物は，主に血中に取り込まれ，希釈されて体全体へ分散されて，様々

な臓器・組織の細胞に影響を及ぼす．しかし，どの組織にも同じような役割で分散される

わけではなく，親和性もしくは組織移行性と呼ばれる，物質によってどの臓器・組織に到

達して細胞の中に入り込みやすいかといった性質がある． 

 一般的に薬物は，血漿タンパク（アルブミン，フィブリノーゲン，免疫グロブリンなど）

や脂肪組織，結合組織（リンパ球や肥満細胞などの他の組織の間隙を埋めたり，器官や腱

を形成したりする），骨などに蓄えられやすい性質を持つ．この中でも，薬物の分布の仕方

に関連があるのが血漿タンパクである．実験的には，血漿タンパクと結合すると血管壁か

ら組織への移行が妨げられ，組織中での影響が低下すると考えられている．従って，ヒト

のタンパク質の一つである血中アルブミンが減少した状態や，他の物質と共存したためそ

のタンパク質が少ない状況では，遊離型の物質が増加し，同じ量を暴露しても影響が大き

くなると考えられている． 

 また，疎水性の薬物は特に脂肪組織や結合組織との親和性が高く，蓄積されやすい． 

 

代謝プロセス（Metabolism） 

生体外から吸収された薬物は，異物として認識され，体内ではその活性を弱めたり，水

に溶けやすいようにして体外に排泄させようとしたりして物質の構造を変化させる．主と

して肝臓がこの役割を担う．一般的に，多くの薬物は代謝を受けると薬物の活性は低下し，

無毒化される．しかし，一部の薬物は代謝を受けない，もしくは代謝を受けて活性化され

る．代謝には，以下に示 4 つのパターンがある． 

 

ⅰ) 酸化 

  典型的な代謝パターンで，肝細胞に存在する薬物代謝酵素である P450（チトクローム）

を中心として行われる．P450 によって活性化された酵素が，化学物質の分子と酸化反

応して代謝が生じる． 

ⅱ) 還元 

  ニトロ基やアゾ基といった官能基を有する化合物は，還元反応によって代謝を受ける．

この反応も P450 を介して行われる． 

ⅲ) 加水分解 

  多くのエステル基を持つ化合物は，加水分解を受けて不活性化される．アセチルコリ

ンはコリンエステラーゼが作用すると加水分解が生じ，コリンと酢酸に分解される． 

ⅳ) 抱合 

酸化反応を受けた物質は，生体内にある脂質と結合して，より水溶性の高いものに変
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化する．グルクロン酸抱合が有名で，この反応には体内のグルコースが利用される．

他に，硫酸抱合，グリシン抱合，アセチル抱合，グルタチオン抱合，メチル抱合など

があり，いずれの反応にもエネルギーが必要である． 

 

排泄プロセス（Excretion） 

体内に入った薬物は，そのままの形か，代謝された形で体外に出される．排泄の主経路

は腎臓からのものであるが，ほかにも糞中や呼気中などがある．腎排泄には以下の 3 つの

過程が関連している． 

 

ⅰ) 糸球体濾過 

  血漿中成分の内，分子量 5,000 以下のものは，糸球体を通過し，尿細管に移行して排

泄される．タンパクと結合している薬物は分子量が大きいので，糸球体を通過して尿

細管に移行することができない．また，腎臓から排泄される物質については，糸球体

血液量を増加させると，その物質の尿中排泄量も比例して増加する．したがって糸球

体濾過量は糸球体血漿量に比例する． 

ⅱ) 尿細管分泌 

  弱酸性や弱アルカリ性の化学物質は，担体と結合して，血漿中から尿細管へ排泄され

る性質を持つ．この反応は主として近位尿細管で行われる． 

ⅲ) 尿細管再吸収 

  尿細管に排泄された薬物の一部は，尿細管から再吸収されて体内に戻る．これは主と

して遠位尿細管で行われる．特に脂溶性の高い物質は再吸収されやすく，尿中から排

泄されにくくなっている．また，塩基性の物質は pH が低下すると再吸収が減少し，酸

性の物質は再吸収が増加する．これは，非イオン型の物質がイオン型の物質に比べて

再吸収されやすい事に起因する． 

 

ここまで概説した通り，体内動態を制御する反応は複数の臓器で起こり，その反応も複

雑多岐にわたる．薬物の毒性・薬効を正確に評価・予測するためには，上述した吸収・分

布・代謝・排泄の各プロセスを評価することが重要である．生体内では上述した各プロセ

スが同時並列処理されるだけではなく，臓器間での緻密な相互作用によって恒常性が維持

されており，体内動態を制御する各プロセスをメカニズムベースで理解していくことが特

に重要である． 
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1.1.2 動物実験 

新規医薬品や食品の開発に際して現状では，ヒト臨床試験に先立ち，実験動物を用いた

非臨床試験（薬効，薬物動態，毒性，安全性試験など）を 3~5 年かけて行い，試験結果を

もとにヒトにおける有効性や安全性を予測し，臨床試験への移行の可否を判断している． 

しかしながら，動物実験の結果からだけでは臨床時の安全性を予測することは困難であ

る．これはヒトと実験動物の体内動態には相違があり，動物実験の結果をヒトに直接反映

できないことがあるためである．その原因の一つとして，主たる消失過程である代謝経路

および代謝速度がヒトと異なることがあげられる．このために，動物実験では確認されな

かった代謝物が臨床試験において検出される場合や，予測された濃度とかけ離れた結果を

得ることがあり，最終的には副作用を発現する場合がある．表 1.1 は日本製薬協会が医薬品

開発において臨床試験段階で開発を中止した 150 物質について，臨床での副作用と動物実

験結果との対応を調べたものであるが，91 例のうち，36 例で動物実験と関連した結果を得

られていないことが分かる． 

 

表 1.1 臨床試験段階における副作用と動物実験結果との対応 

関連性あり 多分関連性あり関連性なし 不明
皮膚反応 6 0 0 5 1
精神・神経系 9 2 1 1 5
消化器系 17 5 8 2 2
肝臓・胆道系 29 0 9 15 5
循環器系 7 3 3 1 0
血液系 4 1 0 3 0
その他 19 4 4 9 2
合計 91 15 25 36 15

副作用の種類 事例数
動物実験との対応

 

（日本製薬協会の調査結果，NO. 61，平成 5 年 10 月） 

 

 

また，薬物の有効性については，受容体やイオンチャネルなど（薬物のターゲット分子）

の種類や各臓器における分布・発現がヒトと動物間で異なり，ヒトで薬効が認められない

場合もある．このような場合にも開発を中止せざるを得ず，臨床試験の安全性や医薬品の

研究開発に対する効率化を妨げる大きな問題となっている． 

 このような問題の原因は，まれにしか発現しないアレルギー反応や，動物実験では観察

が困難な悪心，頭痛，めまい，耳鳴り，疲労感のような副作用によることもあるが，実際

には薬物の体内動態あるいは組織の薬物感受性においてヒトと動物実験に差があることが

大きな要因になっていると考えられる．例えば，医薬品ではヒトとラットで薬物の半減期

を比較すると平均で 3 倍前後，イヌとの比較では 2 倍程度の差があるといわれている．ペ
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プチドやタンパク質製剤ではヒトにしか作用を発現しないものが多い．このようなヒトと

動物間での差異は代謝速度による理由だけではなく，代謝経路や排泄過程に違いがあるた

めである．このような種差の問題に対処するための非臨床試験には，複数の動物種の利用，

ヒトにできるだけ近い種の動物を使用した評価，Toxicokinetics の導入が提案されているが，

総じて種差の問題を根本的に解決するには至っていない． 

 一方，動物実験は種差の問題だけではなく，倫理的な問題も抱えている．OECD（経済

協力開発機構）が推奨する初期評価データセットには化学物質の安全性を評価する必要最

小限のデータセットが表記されているが，通常，1 つの化学物質につき 430 匹の動物実験の

使用が推奨されている．世界では毎年数千の化学物質が合成されていることを考えると，

実験動物の犠牲は更に莫大な数になる．このようなことから近年では実験動物の倫理面も

考慮されるようになり，欧米や，日本でも実験動物代替の 3Rs（Replacement, Reduction, 

Refinement）が考えられるようになってきた．欧州連合（EU）では特に規制が厳しくなっ

てきており，化粧品の成分については 2009 年に一切の動物実験が禁止された．今後は化粧

品のみならず，医薬品・食品の開発分野においてもこのような規制が拡大されると考えら

れる． 

 以上のことから，動物実験に代わる実験系が要求されている．現在もっとも有効で簡便

な方法は，ヒト由来細胞もしくはヒト由来組織自体を使用する方法であり，効率的な医薬

品開発や臨床実験の実施のためには重要であると考えられている．特に薬物スクリーニン

グにおいては動物実験の代替法あるいは前段階として主要な手段となりつつある．また，

医療分野においても患者の組織を用いた研究は疾病のメカニズム解明や診断と治療，予防

のために必須である．さらに，従来は医学的研究に用いられてきた健常人由来のヒト組織

を用いることで医薬品開発における薬物反応性の種差問題の多くを克服できると共に，個

人差に関する情報を取得することが可能となり，細胞を用いた評価は今後の医薬品の開発

において重要であると考えられる． 

 

1.1.3 生理学的毒物動力学モデル 

化学物質の毒性発現メカニズムは，化学物質の種類と同様に非常に多種多様であり，こ

れをおおよそでも理解し，評価・予測するためには，作用部位における薬力学，毒力学の

みならず，暴露の形態・部位に加えて体内での吸収・代謝・分布・排泄の各ステップの解

明とその結果の統合という毒物動態学が必要となってくる (Fig. 1-1)(Theil et al. 2003)． 

In vitro 培養細胞を用いた動物実験代替法の適用は，依然として局所毒性や発ガン性の一

部に限られており，体内動態が毒性発現に深く関与するような全身毒性については，急性

毒性でさえも予測が難しい (Flint 1998)．これに対して現在提案されている有力な手法は，

動態制御臓器や標的臓器の個別の培養系で得られた In vitro 試験の結果と，In vivo のデー

タを上手く組み合わせながら生理学的毒物動力学モデルを構築し，個体レベルまで積み上

げるというものである (Fig. 1-2, 1-3) (Maruyama et al. 2003; Theil et al. 2003; 国立医薬
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品食品衛生研究所「化学物質のリスクアセスメント」編集委員会 1998; Blaauboer 2001; 

Blaauboer 2003; Houston and Galetin 2003; Liu and Pang 2006)．このようなモデルで必

要となる様々な生理学的なパラメータに関しては，現在までに代表的な動物に関して多く

蓄積され，まとめられている (Brown et al. 1997)． 

 一方で，この手法では個別の In vitro 試験で再現できていない生体内の現象は数理モデル

に反映できないため，複数臓器由来細胞を同時に複合培養することによって，吸収・分布・

代謝・排泄・毒性発現の各プロセスにおいて個別の In vitro 試験結果と比較して非線形な応

答の有無を明らかにしておく必要がある． 

 

1.2 既往の研究 

1.2.1 体内動態評価のための個別 In vitro 試験 

 

吸収プロセス 

 薬物の消化管からの吸収率は，薬物の膜透過性，溶解性および消化管腔内及び粘膜中で

の安定性によって決定される．経口投与後の吸収率を考える場合には膜透過性，溶解性の

二つの要因をきちんと評価しておく必要がある．小腸は体内で吸収を担う主たる臓器であ

り，小腸を対象とした様々なIn vitro試験系が提案されている．近年，Caco-2 単層膜など

を用いたIn vitroでの膜透過性データから，ヒト経口投与後の薬物吸収率を予測した結果が

多数報告されているが，あくまでも薬物を溶液として投与した場合の吸収率であり，溶解

性に問題がある場合の消化管からの吸収は溶解律速となるため，いくら膜透過性が高くて

も吸収率は当然低くなる．膜透過性が低い薬物の場合には，粒子径を小さくしてもほとん

ど吸収改善効果が得られないのに対し，膜透過性が高い薬物では微粒子化に伴って顕著に

吸収率が増加する．溶解性の低い薬物に対しても，その経口吸収性を予測する上で薬物の

膜透過性の評価は極めて重要であり，特に将来的な製剤化の方向性を考える上で膜透過性

に関する情報を整理しておく必要が指摘されている(Amidon et al. 1995)． 

人体における薬物の吸収を評価したい場合，当然ヒト正常上皮細胞で実験を行うことが

最適であるが，実際には困難であるために細胞株を用いた小腸膜モデルが提案されている．

小腸膜モデルの代表的な試験系であるCaco-2細胞をモデル細胞として用いた単層培養系に

ついて述べておくと，Caco-2 細胞はヒト結腸癌由来の細胞株で，多孔性のメンブレンフィ

ルター上に培養すると，小腸の円柱上皮細胞に似た刷子縁やタイトジャンクションの形態

学的特徴を示すことが知られている (Fig. 1-4) (Eric et al. 2001)．Caco-2 細胞は

P-glycoprotein やペプチダーゼなどの代謝酵素を発現する単層の細胞層を形成し，この単層

状に培養された細胞層の頂端膜側および基底膜側における薬物濃度を LC－MS などを用い

て微量測定することによって薬物の透過性が評価されている．このような Caco-2 細胞や

HT-29 細胞を利用した小腸膜モデル培養系に置いて，良好な受動輸送の再現がなされてい
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る（Kedinger et al. 1987; Artursson et al. 2001; Yazdanian et al. 1998）．また Cho et al. は

MDCK 細胞を単層培養することによって同様の検討を行っている．MDCK 細胞は Caco-2

細胞のようにコンフルエント状態で数週間維持する必要が無くスクリーニング手法として

は有効な方法の一つといえる（Cho et al. 1989）． 

 

代謝プロセス 

肝臓は代謝などによって個体レベルでの毒性発現に深く関与している．このことから，

肝臓を対象とした様々な In vitro 試験系が提案されており，肝代謝クリアランスの予測，代

謝産物，代謝経路の予測，肝毒性の予測などに用いられている．代表的な試験系は，ヒト

やラットなどの肝ミクロソーム分画 (Chalbot and Morfin 2005; Wang et al. 2006)や，ヒ

トの代表的な薬物代謝酵素の混合発現系  (Yun et al. 2006)，肝組織のスライス培養 

(Haenen et al. 2002; Martin et al. 2002)，単離肝細胞培養系 (Dambach et al. 2005)，さら

に肝臓そのものを用いた灌流法 (Szelag et al. 2003) などが挙げられる． 

 それぞれの手法の利点と課題に関しては，いくつかのレビュー中によくまとめられてい

る (Hewitt et al. 2007; Houston and Carlile 1997)．肝ミクロソームや混合発現系は，非常

に簡便に利用できることが利点であるが，トランスポーターによる輸送効果が考慮できな

いことや，酵素の発現比がコントロールしにくいことなど，信頼性では劣る．肝組織のス

ライス培養は，検体が比較的多く取れる上，ヘテロな細胞集団からなる肝組織を残しては

いるが，切片内部への化学物質の拡散が律速になることが問題である．また，切片作成時

に発生する微弱電流などによる細胞障害が大きく，切片厚みを薄くすることには限界があ

る．肝臓そのものを用いた灌流法の報告例もあるが，肝クリアランス，代謝物同定などを

目的に行うには非効率的といえる．これに対して，単離肝細胞培養系，あるいは単離肝細

胞懸濁液は，In vivo の肝クリアランス予測としては最も優れた方法であるといわれている 

(Treijtel et al. 2004; Treijtel et al. 2005)．特にヒトなどの高等動物由来の肝細胞を用いた

ものは，信頼性の高い試験系として肝毒性や代謝物予測などに広く用いられている 

(Hewitt et al. 2007; Houston and Galetin 2003)． 

 

分布プロセス 

 分布プロセスは全身に及ぶために，単一の細胞を培養するような試験では評価できず，

現状では専ら動物実験に頼っている．具体的には，マウス・ラット・イヌなどに，同位体

標識した評価対象物質を様々な経路で暴露して，経時的な血液サンプリングや胆管・腎臓

へのカニュレーションによるサンプリングによって分布プロセスの評価がなされている

（Fig. 1-5）(He et al. 2009 ; Chun et al. 2009 ; Dalvie et al. 2008 ; Chen et al. 2007). ま

た，なんらかの蛍光物質などにより修飾した物質を導入してモニタリングする方法も考え

られるが，溶解性や膜透過性がオリジナル物質と異なると考えられ，正確な体内分布を評

価するためには，動物実験に頼らざるを得ない．従って，体内動態プロセスの中でも分布
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プロセスは特に In vitro 評価系が必要とされるプロセスであると考えられる．特に，脂溶性

物質のような組織に蓄積されやすい物質は，血液-脳関門を通過し，組織に長時間蓄積され

ると考えられ，薬物が標的臓器に到達して薬効や毒性を発現する前に血中から消失してし

まうため，標的臓器に対する薬効や毒性を正確に予測するためには，組織移行性の評価が

必要不可欠である． 

 

排泄プロセス 

 腎臓は薬物の代謝および排泄を行う能力を持つ臓器であり，薬物の排泄を担う主要な臓

器の一つである(Hall & Rowland 1983; Rowland & Tozer 1995; Masereeuw & Russel 

2001; Walton et al 2004; Shitara et al 2005)．これまでに，基底膜の受動輸送は内腔側の

刷子縁膜の受動透過に比べて低いことが明らかにされている(Masereeuw & Russel 2001)．

また，腎臓における代謝と排泄クリアランスについては，Fagerholm によるレヴューに良

くまとめられている(Fargerholm 2007)． 

腎臓における排泄評価も小腸膜と同様に，ヒト正常上皮細胞を用いて評価予測すること

が最適ではあるが，実際に正常上皮を用いることが困難である．現在用いられているモデ

ル細胞株としては MDCK 細胞が挙げられ，MDCK 細胞の受動輸送における膜透過係数が

Caco-2 細胞における受動輸送の膜透過係数と同等であることが知られており，膜透過係数

評価・予測に使用されている(Fagerholm et al. 1999; Irvine et al. 1999; Lundquist et al. 

2002)．Sasaki et al. は形質転換を行い OATP-4 および MRP-2 を共発現させた MDCK-Ⅱ

細胞の単層培養系で，複数の薬剤透過性を評価してラットの胆汁排泄濃度と比較すること

によって In vitro における胆汁排泄プロセスの模倣を行っている (Fig. 1-6)（Sasaki et al. 

2004）． 

 

これまで述べた通り，吸収や代謝プロセスに関しては多岐にわたる検討がなされ，有力

な In vitro 評価試験系が確立されつつある．また，排泄プロセスに関しても局所的ではある

が，主要なメカニズムを模倣する In vitro 試験系の提案がなされている．一方で，分布プロ

セスに関しては In vitro 評価系はタンパク質と薬物の結合性評価などに留まっており，実際

の分布評価は専ら動物実験に頼っているのが現状である． 

動物実験を行わずに，In vitro 個別・複合細胞培養系で得られた実験データと数理モデル

を組み合わせて，ヒトもしくは動物個体の体内動態評価を行うためには，実際の個体にお

ける体内動態パラメータを正確に設定することが必須であるが，上述してきた通り，体内

動態を制御する吸収・分布・代謝・排泄の各プロセスに対して現状では必ずしも十分な In 

vitro 試験系が確立されていないため，個体における体内動態パラメータを正確に予測し得

る個別・複合細胞培養系の確立が望まれている． 
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1.2.2 複合培養系 

静置複合培養系 

個別の培養系で得られた情報を生理学的毒物動力学モデルで全身に積み上げるという手

法では個体レベルでの臓器間相互作用が取り込めないことから，重要な複数の臓器を同じ

培養系内で同時に培養するような培養系が当然考えられ，体内動態プロセスと標的臓器細

胞での毒性を一括評価するための簡便なスクリーニング系を目指した検討がなされている

（Choi et al. 2004; Sakai et al. 2001; Sakai et al. 2003）．Sakai et al. は，市販の半透膜

型培養器を利用し，標的細胞として TIG-1（ヒト正常二倍体線維芽細胞）を培養したマルチ

ウェルプレ－トと小腸上皮モデルとして Caco-2 細胞を培養したカルチャーインサートを積

層して複合培養した．この複合培養系での毒性試験で，マウスやラットの急性致死毒性と

の相関性に改善が見られるなど，化学物質を直接的に標的細胞に負荷するような通常の評

価系の前に，培養細胞からなるモデル小腸膜を置くことで，吸収率の大小を補正した評価

を簡便に行っている (Sakai et al. 2001)．Choi et al. は，同様の培養系で Hep G2 を用い (Fig. 

1-7)，小腸や肝臓のチトクローム P450 (CYP 1A1/2) を中心とする解毒メカニズムによって

代謝活性化され，強い毒性が発現することが知られるベンゾ[a]ピレン (BaP) などをモデル

毒物として，小腸膜の逆輸送および小腸と肝における代謝の毒性発現への寄与を明らかに

している (Choi et al. 2004)．このような評価系は，市販の培養器を用いていることから培

養維持も比較的簡便に行えると考えられる．しかしながら，厳密には人体での生理学的な

血液循環を模しているわけではない．また，その小ささゆえ多数回のサンプリングが必要

な速度論的な評価には適さない．さらには，人体に比較して細胞密度が著しく低いものと

なっているという問題点がある． 

 

複合灌流培養系 

Sakai et al. は，上述の Caco-2 細胞からなる小腸膜モデルと，肝組織モデルとして多孔質

マイクロキャリアーを用いてヒト肝ガン由来の Hep G2 細胞の高密度培養を行い，生理学的

灌流回路で連結した灌流培養システムの開発をおこなった (Fig. 1-8)  (Sakai et al. 2003)．こ

のシステムは経口摂取を想定したもので，その際の初回通過効果（吸収代謝）を模倣・評

価することを目指している．システム全体を旋回振盪することで酸素供給を確保し，高密

度培養下で細胞活性を維持しながら少なくとも１週間連続複合培養することに成功してい

る．また，複合灌流培養している両細胞の代謝酵素 CYP 1A1/2 の活性を 3-メチルコラント

レン (3MC) を用いて誘導すると，各々の単独培養での誘導時に比べて，酵素活性が 2-3 倍

に高まるという結果を得ている (Fig. 1-9)．この結果は，両細胞を灌流下で良好な状態で間

接的に接触させることによるなんらかの相互作用であると指摘している．このシステムの

ようにはなれた組織間での相互作用は，単一臓器モデルで得られる結果を線型結合するだ

けでは予測しえない現象であり，人体のシステムとしての環境応答の一端を示している可

能性がある． 
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このような大型の複合灌流培養系の今後の課題の一つとして，システム内の細胞・培養

液総体積比を生体内と同じオーダーまで高める必要があるであろう．例えば Sakai et al. の

灌流培養システムのスケ－ルを人体の細胞密度と比較すると，細胞数については 1/7,000～

8,000 であるのに対し，それらと接する培養液量はヒト全血液量基準で 1/200 と，1-2 桁低

い細胞密度しか達成できていない．人体と同じく微細な毛細血管網を配備させ，細胞生存

率を落とさずに高密度化することが可能なデザイン・技術の開発が必要である． 

 

1.2.3 マイクロ流体デバイスを利用した複合培養 

上記のような複合灌流培養は生理学的には正しいが，それを既存の培養技術で再現しよ

うとすると，装置も必然的に大型化・複雑化し，実用上の意義が薄くなってしまう．そこ

で近年，マイクロ流体デバイス技術を活用することで，灌流培養を可能としながらもより

実用的なマイクロバイオリアクターの開発が行われている．特に体内動態評価のためのマ

イクロ複合細胞培養系の検討として，これまでにコーネル大学の Shuler らのグループによ

る先駆的研究がなされた．Viravaidya et al. は，マウス脂肪前駆細胞株 3T3-L1 を成熟脂

肪細胞へ分化誘導して作成する人工的な脂肪組織コンパートメントを提案している 

(Viravaidya et al. 2004a)．さらに，肺，肝臓，脂肪のモデル細胞を複合培養したマイクロ

デバイスを作成し (Fig. 1-10)，静脈投与したナフタレンが肝で代謝活性化され，肺に特異

的な毒性を発現するという In vivoにおけるプロセスを In vitroで再現することに成功して

いる (Viravaidya et al. 2004b)．また，それらのデバイス技術は HREL Corporation とし

て企業化され，提供されている．更に Sung et al. は上述の細胞とは異なる細胞の組み合わ

せにより，抗がん剤の代謝と毒性を評価している(Fig. 1-11)（Sung et al. 2009）．Shuler

らのグループとは異なる形状のデバイスを用いて，Chang et al. は TGF-b の選択的毒性を

模倣している(Fig. 1-12)（Chang et al. 2009）．このような複合細胞培養システムは，通常

の PBTK モデルに仮定として含まれない未解明な臓器間相互作用を実験的に記述・解明す

るツールとなる唯一の In vitro 培養系である(Ghanem and Shuler 2000)． 

 

 しかしながら，現在提案されている複合培養系は各コンパートメントの完成度が低く，

デモンストレーション的な要素が大きい．実用的な薬効・毒性評価系を目指すには，培養

液総体積に対する細胞密度を生理学的条件に近づけるなど，培養系の内部環境の大幅な改

善が必須であった． 

 

1.3 本研究の目的 

生理学的意義のある In vivo様の応答を取得可能な新規複合灌流培養系を開発することを

最終的目的として， 細胞密度などの培養条件が In vivo に比べて同等かつ分布などの複数

臓器の関与する現象を再現可能なマイクロ複合細胞培養系を提案する．また，既存の培養
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手法を用いた複合灌流培養系は煩雑な培養操作を必要とすることから，操作性の改善を併

せて試みる．現状では，体内動態の全てを同時に再現する In vitro 試験系は皆無であり，本

研究ではまず分布・代謝・毒性発現プロセスに着目し，上述の各プロセス評価に特化した

新規マイクロ複合培養系の検討を行う．本論文の構成を以下に示す． 
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第 2 章 マイクロ複合灌流培養系の開発 



 28 

2.1 緒言 

 化学物質の体内動態評価のための In vitro 評価系に求められる生理学的な新規複合培養

系として特に重要な点は；細胞密度が生体と同等であること・複数臓器が同時に影響を及

ぼす現象を再現可能であること・培養条件の制御が容易であること，が挙げられる．以下

に各項目について詳述する． 

 

1. 細胞密度が In vivo と同等 

第 1 章で触れた既往の研究において，マイクロ流体デバイスを利用した複合灌流培養系

においても，外部の送液ポンプと連結して培養を行う必要があったため，培養液総体積に

対する細胞密度が生理学的条件ではなくなってしまい，複合灌流培養の意義が薄れてしま

うといった課題を解決する必要がある． 

 

2. 分布などの複数臓器が同時に関与する現象を模倣可能 

吸収・代謝・排泄プロセスの個別 In vitro 試験系の発展と比して，分布プロセスなどの複

数臓器が同時に関与する生体内反応の In vitro 試験系は皆無であり，複数異種臓器由来細胞

が生理学的に連結された培養系内にて複合灌流培養を行う必要がある．特に，分布プロセ

スは In vitro 複合灌流培養系のような複数異種臓器由来細胞を複合培養する試験系におい

て，各臓器の寄与を同時に評価する意義が高い現象の一つであると考えられる． 

 

3. 操作性に優れ自由に培養条件を制御できる 

様々なモデル細胞を利用するためには，分化誘導プロトコールなどの各細胞の至適培養

条件を個別に並列制御する必要があるが，既往の研究で報告されている複合細胞培養系で

は個別灌流路が無いために，別々に培養ディッシュ上にて分化誘導処理を行い，播種固定

化する必要があるために煩雑な操作が必要で，コンタミネーションなどの雑菌の混入リス

クが高まるといった問題がある．また，個別のモデル細胞で生じた剥離・細胞死などの本

来評価目的としない影響が他のモデル細胞に波及してしまう可能性もある． 

 

2.2 本章の目的 

 第 1 章で述べた既往の研究における課題解決に向けて，複数臓器が関与する生体内現象

を再現可能な複合細胞培養系の開発を試みる．特に，複数異種の臓器由来細胞を全体灌流

培養直前まで，個別の培養条件に従って個別灌流培養可能なマイクロバイオリアクターを

作製する．また，送液系を内蔵させることにより培養液体積を極力微小化することで，相

対的に細胞密度を改善し，生理学的培養条件を満たす培養系を目指す．  

 



 29 

2.3 実験 

2.3.1 スリーコンパートメントマイクロデバイスの設計と作製 

スリーコンパートメントマイクロデバイスの設計 

 複数異種の臓器モデル細胞を同時に固定化する目的で，本研究では 3 つの並列した同形

状の細胞培養部（コンパートメント）が全体灌流回路を介して連結されたマイクロデバイ

スを設計した．また，各臓器モデル細胞の個別誘導分化プロトコールを同時にオンチップ

で実現する目的で各細胞培養部を独立して灌流培養する個別灌流回路および各コンパート

メントを連結する灌流路上にシリコンチューブを利用した簡易バルブを配備させた．

AutoCADを用いて作図したスリーコンパートメントデバイスの概略を Fig. 2-1 に示す． 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1  作製するスリーコンパートメントデバイスの概要 

 

 

 

 

送液ポンプ 

並列細胞培養部 

個別灌流路 

全体灌流路 
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スリーコンパートメントデバイスの作製 

マイクロデバイスの材質 

マイクロデバイスの材料として一般的に用いられるガラスは，比較的細胞培養に向いて

いると考えられるが，ガス透過性が乏しいためにデバイス内部の酸素不足が懸念される．

また，ガラスを用いてマイクロ流路構造を作製するためにはガラス表面を削ることによっ

てマイクロ流路構造を得るのが一般的であるが，手法自体が難しく流路構造の再現性にも

限界がある． 

 ガラス以外の一般的な材料としてはアクリル樹脂（PMMA）が挙げられる．ガラス同様

に光透過性を持ち，適当な処理によって細胞接着が可能な表面を得ることが可能である．

また，微細加工を行う手法も多数あり，流路構造の再現性が確保可能な材料である．しか

し，ガス透過性に乏しいうえ，熱および有機溶媒への耐性が極めて低いといった特徴をも

つため，滅菌処理が困難である． 

 本研究では，上述したデバイスに要求される事項を満たす材料として，シリコンゴムの

一種であるポリジメチルシロキサン（PDMS）を用いる．PDMS は安価で光透過性に優れた

材料で，生体適合性を有するので工業や医療などの広範な分野で使用されている(El-Ali et 

al. 2006; Khademhosseini et al. 2006)． 

Nakazawa et al. は，ガラスや PMMA 基板の上に PDMS でくぼみを作成し，成熟ラッ

ト肝細胞の自発的なスフェロイド化を促した (Nakazawa et al. 2006)．Ostrovidov et al. 

は，5×5 mの穴を有するPDMS膜を作成して肝細胞培養を行った(Ostrovidov et al. 2004)．

また，PDMS は酸素透過性に優れることから，マイクロデバイスのような微小空間内に高密

度に細胞を固定化・培養する再に懸念される酸素不足の問題を回避できる素材である．

Nishikawa et al.は PDMS の高酸素透過性を利用して，表面改質した PDMS 上にラット成

熟肝細胞を安定固定化することによって，肝細胞に直接的かつ十分な酸素供給を行ってい

る(Nishikawa et al. 2008)． 

PDMSは Fig. 2-2 に示すように側鎖にメチル基を有するシロキサン系ポリマーであり，

白金を含む触媒溶液を加えることによって重合（架橋）する．PDMS は射出成形に用いられ

るような熱可塑性のプラスチックに比べ流動性が高いため，微細な構造であっても侵入・

硬化することが可能である．この性質を応用して，マイクロ構造の凹凸を反転した鋳型を

用いた型どり（モールディング）法による微細構造を製作する手法が提案されている

（Effenhauser et al. 1997; Delamarche et al. 1997; Hosokawa et al. 1999; Duffy 1998; 

Fujii 2002）．この手法はシリコンやガラスを用いたリソグラフィと対比し，「ソフトリソグ

ラフィ」と呼ばれている．鋳型に対してミリ～サブミクロンのサイズまで忠実に再現する

ことができ，同じ鋳型を複数回使用することができるため，再現性よく低コストで使い捨

て可能なデバイスの作製が可能である． 

PDMS は光学特性にも優れており，可視光領域を用いた光学的な観察が可能である．加え

て，酸素透過性に非常に優れているのでデバイス内部が酸素不足になるのを防ぐことがで



 31 

きる（Charati et al. 1998）．また，200 ℃程度まで変性することなく使用可能であること

から，加熱滅菌（オートクレーブ）することができる． 

 

灌流培養のための内部送液システム 

 既存の灌流培養系では，培養液を灌流するための送液システムとしてペリスタリックポ

ンプなどの外部ポンプを用いており，大型のシステムになってしまっている．このような

大型システムを CO2インキュベータ内で運転することは汎用性に欠けるため現実的ではな

い．また，外部送液システムを用いる場合，マイクロデバイス内部容量の 500～1000 倍の

培養液がタンクに必要となるため細胞数に対する培養液の体積の割合が非生理学的になる．

これによって細胞からの分泌物が希釈されてしまうため目的とする臓器間の相互作用を評

価することが困難になってしまう．また，外部ポンプとの接続に用いるチューブ類は全長

が長いと滅菌処理が困難で，雑菌の混入や汚染の危険性が高まる． 

 これらの問題を解決するための方法として，マイクロデバイス自体に送液システムを内

蔵させてしまうことが考えられる．内蔵型ポンプであれば培養液量を増やす必要がなく，

滅菌処理も比較的容易であると考えられる．これまでにも様々な内蔵型ポンプが研究・提

案されている(Seiler et al. 1993; Kim et al. 2005; Grover et al. 2003; Jang et al. 2004; 

Cooney et al. 2004; Li et al. 2003; Kim et al. 2004; Yamahata et al. 2005; Unger et al. 

2000; Husband et al. 2004; Jeong et al. 2005; Suh et al. 2005)．特に，非機械式ポンプと

して電気浸透流型，機械式ポンプとしてダイヤフラム型・蠕動型などのポンプは実用段階

に達しつつある．これらのポンプの中で，磁力を有する回転子をデバイス内部に設置し，

この回転子を外部からスターラーモータによって回転させることで流路内に流れを起こす

送液システムが提案されている(Ryu et al. 2004; Agarwal et al. 2005, 2007)．磁気駆動の

ため回転子の軸受け部分の取り付けなどが不要で，回転方向によって流れの方向が決まる

ので特別なバルブ機構を必要としない．また，デバイス外部に必要な制御機構は小型のス

ターラモータのみであり，並列に設置することが容易である．さらに，回転子がある程度

大きければ細胞などの異物の混入による回転の障害もない．ポンプチャンバの入口側と出

口側の圧力差によって送液量が変化してしまうが，ループ上に密閉されているオンチップ

灌流の系においては圧力差が一定となることからこの問題は無視し得る．このような利点

から，本研究においても，磁気駆動式回転型マイクロポンプのデバイスへの適用を試みる．

送液原理の模式図を Fig. 2-3 に示す． 
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Fig. 2-2 ポリジメチルシロキサン（PDMS）の化学構造と重合過程 

 

 

Fig. 2-3 磁気駆動式回転型マイクロポンプの原理 

 

Fig. 2-4 にスリーコンパートメントデバイス作製の流れを示し，以下に具体的な操作条件

について述べる． 
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 PDMS 型はモールディング法を用いて作製した．このモールディング法による微細流路の

製作にはモールディングの鋳型となるモールドマスタが必要となる．本研究では，モール

ドマスタをシリコンウェハと感光性樹脂であるネガティブフォトレジストを用いてフォト

リソグラフィによりマスタモールドを得た． 

ⅰ) モールドマスタの作製 

鋳型構造は SU-8（2100，Microchem; USA）を用いて作製した．このフォトレジストは

比較的厚い膜（100 m~）を構成することができる．通常，このフォトレジストはスピン

コータの回転数により膜厚を制御するのが一般的であるが，粘性が高いため 200m 以上の

場合回転数による制御が困難になる．一方，ある程度経験的に高さと質量の関係を調べる

必要があるが，SU-8 の質量であれば粘度によらず，厚膜の場合は再現性に優れている．本

デバイスを作製するには，500 mを超える膜厚のモールドマスタが必要となるため，SU-8

の質量によって膜厚を制御する手法を用いた．スピンコータによる回転時間を任意に調節

し，シリコンウェハ上の SU-8 の質量を調整した． 

まず，シリコンウェハ（4 inch，RS-1101，Mitsubishi Material; Japan）上に SU-8 を

厚み 580mとなるようにスピンコートし，プリベイクを行った．プリベイク後，AutoCAD

によるデザインを基に作製したフォトマスクを用いて紫外光を露光し，ポストベイクを行

った．次いで，現像を行い，紫外光非照射部のみを取り除くことによって流路構造の反転

型を得た．膜厚に対する SU-8 の質量およびスピンコートや加熱条件を Table 2-1 に示す． 

得られた反転型に対して，離型を容易にするために，SU-8 構造とシリコンウェハの表面

に RIE（Reactive Ion Etching, RIE-10NR, Samco; Japan）装置を用いて CHF3プラズマ

処理（CHF3 50 sccm, 20 Pa, 200 W, 10 min.）を施した． 

 

Table 2-1  SU-8 フォトレジストを用いたモールドマスタの作製 

 

 

ⅱ) PDMS のモールディング 

未重合の PDMSポリマーと重合剤（SYLPOT 184 W/C, Dow Corning Toray; Japan）に

よる表面処理を行った．一般に，フッ素樹脂は摩擦係数が低いことが知られており，容易

にコーティング可能な材料として，CYTOP を用いた． 

表面処理は，PDMS 型の流路側表面に RIE 装置により O2プラズマ処理（O2 20 sccm, 26 

Pa, 75 W, 10 sec）を行い，ポンプチャンバ部分にのみマイクロピペットを用いて CYTOP 

7%溶液を滴下した．風乾させた後，60℃で 30 分加熱し，その後 180℃で 1 時間加熱した．

レジスト名
（膜厚）
SU-8
2100

（520m） 5秒 任意時間

レジスト質量

95℃

120分
120分

ポストベイク 現像時間

180秒
65℃

60分

プリベイク 露光時間

65℃

30分

95℃

120分

スピンコート

500rpm 1000rpm
5.6g

条件
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以上により，ポンプチャンバ部分にのみ数m オーダーのフッ素樹脂コーティングを行った． 

 

②デバイスの組み立て 

一般的には，PDMS 流路を作製するためにはモールディングによって得られた構造

（PDMS型）を PDMS やガラスなどの平面に貼り合わせる必要がある．本デバイスも底面

にガラス基板もしくはフラットな PDMSの平板を別途作製し，PDMS型と重ね合わせて流

路構造を得た．この際に，各回転型マイクロポンプの回転子を挿入した．PDMS 同士の貼

り合わせは，接合表面にRIE装置によりO2プラズマ処理（O2 20 sccm, 26 Pa, 75 W, 10 sec.）

を行い，速やかに重ね合わせる．この処理によってパーマネントボンディングをすること

ができる． 

 挿入した回転子は磁性を有し，化学的にも比較的安定な SUS-430（厚み 300 m, Nilaco; 

Japan）をワイヤ放電加工によって製作されたものを用いた． 

 

 

Fig. 2-4 デバイス作製の流れ 
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2.3.2 臓器モデル細胞の固定化と複合灌流培養 

2.3.1 で作製したスリーコンパートメントデバイス内に肺・肝臓・脂肪モデル細胞を実際

に固定化し，目的とした個別灌流路を利用した個別分化誘導と全体灌流培養の 2 つの送液

モードの動作確認および播種細胞の接着安定性について検討を行った． 

 まず，標的臓器モデル細胞の例として，肺モデル細胞ラット由来肺上皮細胞株 L-2 細胞

（JCRB9053）を選択した．次に，肝モデル細胞としてラット初代培養肝細胞を用いた．ま

た，脂肪モデル細胞として，マウス由来繊維芽細胞株 3T3-L1 細胞（JCRB9014）を試験に

供した．具体的な培地組成および播種・培養操作については以下に記す． 

 

肺モデル細胞の培養 

L-2 細胞の培養は Dulbecco’s modified Eagle 培地（Wako; Japan）を基礎培地とし，20 

mM HEPES (Dojindo; Japan), 100 units-penicillin/ml (Wako; Japan), 100 μg 

streptomycin/ml (Wako; Japan), 1 μg amphotericin/ml (Wako; Japan), non-essential 

amino acid (Gibco; USA)を添加したものを使用した．通常の培養はティッシュカルチャー

ポリスチレンディッシュ（Iwaki; Japan）で行い，2 日に 1 回培地交換を行った． 

コンフルエントの培養ディッシュからトリプシン処理して剥離させた細胞を遠心・洗浄

処理後に，1×105 cells/cm2となるように細胞懸濁液を調製し，マイクロデバイス内の肺コ

ンパートメントにアクセスポートを介して播種した．その後，全体灌流路を用いて湿度

100%，37 C，5% CO2のインキュベータで 72 時間全体灌流培養を行った．全体灌流時の

培地は以下に記述する肝細胞培地を用いた． 

 

肝モデル細胞の単離と培養 

・肝細胞の単離 

5-8 週齢の Wistar ラットのオス（200-250 g）を使用し，コラゲナーゼ灌流法 (Seglen 

1976) を用いて単離した． 

初めに，麻酔として用いるネンブタール量を決定するために，ラットの体重 W（g）を測

定し，次式によりネンブタール量 V（mL）を決定した． 

 

WV  0014.0  （250g で 0.35 mL となる） 

 

デシケーター内でジエチルエーテルを染込ませたキムタオル上にラットを静置し，眠ら

せた後に腹腔内にネンブタールを確実に注射して麻酔を行った．約 5 分後，下肢を刺激し，

深麻酔期にあることを確認した．ラットを解剖台に載せ，充分量の 70 %エタノールで腹部

を良く消毒し，片鋭で皮膚を喉元まで切開し，露出した筋層をアルコール綿で消毒した．

次いで，腹筋を大きく切開し，肋骨険状突起を切除した．固く絞ったアルコール綿で腸を

腹腔右側に出し，肝臓を上方に寄せた．両鋭で門脈を半切し，前灌流液で血液を流しなが
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ら往路用チューブを挿入した（前灌流液およびコラゲナーゼ液の組成は基礎培地の組成と

併せて後述した）．チューブの方向を門脈の自然な方向と一致させ，テープで解剖台に固定

した．すぐに下大静脈を切断し脱血した．前灌流液を 5 分流した後，ポンプを止めて，空

気の混入をさせずにコラゲナーゼ液に替えた．コラゲナーゼ液による消化を約 7-8 分間行い，

約 20 mL 残して消化を停止した．間膜を切りながらピンセットで肝臓をつまみ上げ，余分

な体液を極力切り，ノントリートメントディッシュ（Iwaki; Japan）に採取した． 

 

・肝細胞の精製 

 肝組織を入れたディッシュに，残りのコラゲナーゼ液約 20 mLと室温においたMEM low 

glucose 培地約 20 mL を加え，肝組織をメスで十字に細かく切断した．先端の尖ったピン

セットを用いて未消化片を丁寧にほぐし，室温で 15 分間ディッシュ内消化を行った．消化

後に残った未消化片を再度ピンセットでほぐし，口径の大きなピペットを用いて数回ぴペ

ッティングして 1 重ガーゼ付ビーカーでろ過した．氷浴上においた MEM 培地を加え，2

重ガーゼ付ビーカーでろ過した後，ガラス遠沈管に移し，氷浴 MEM で遠沈管を満たした．

640 rpm, 0 ℃, 1分間遠心し上清を破棄し，氷浴MEMで再度緩やかに懸濁後，再度640 rpm, 

0 ℃, 1 分間遠心を行った．この精製操作を 3 回繰り返した後，以下に記述する液性因子を

加えた基礎培地に再懸濁して細胞数および生存率の評価に供した． 

細胞数および生存率はトリパンブルー染色にて決定し，生存率 80%以上の肝細胞を培養

に用いた．肝細胞を細胞密度 1.2 × 105 viable-cells/cm2 でマイクロデバイス内の肝コンパ

ートメントにアクセスポートを介して播種した．培養液は播種後 6 時間で 1 回交換した．

その後，全体灌流路を用いて湿度 100%，37 C，5% CO2のインキュベータで 72 時間複合

灌流培養を行った． 

 

ラット初代培養肝細胞基礎培地 

 Dulbecco’s modified Eagle high glucose 培地 (Gibco; USA) を基礎培地とし，20 mM 

HEPES (Dojindo; Japan), 100 units-penicillin/ml (Wako; Japan), 100 μg 

streptomycin/ml (Wako; Japan), 1 μg amphotericin/ml (Wako; Japan), non-essential 

amino acid (Gibco; USA), 10 ng/ml mouse epidermal growth factor (EGF) (Takara; 

Japan), 0.1 μM insulin (Takara; Japan), 0.1 μM dexamethasone (Wako; Japan), 0.8 μM 

copper sulfate (CuSO4, 5H2O) (Wako; Japan), 20 nM selenious acid (H2SeO3) (Wako; 

Japan), 2.6 μM zinc sulfate (ZnSO4, 7H2O) (Wako; Japan), and 0.3 μM manganese 

sulfate (MnSO4, 5H2O) (Wako; Japan) を添加した (Ostrovidov et al. 2004; Sudo et al. 

2004)．細胞形態は位相差顕微鏡 DM IRB (Leica,; Japan) を用いて観察した． 

 

前灌流液 

8.0 g/L NaCl (Wako; Japan), 0.40 g/L KCl (Wako; Japan), 0.078 g/L NaH2PO4・2H2O 
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(Wako; Japan), 0.151 g/L Na2HPO4・12H2O (Wako; Japan), 0.90 g/L glucose (Wako, 

Japan), 0.38 g/L EGTA (Sigma-aldrich; Japan), 0.745 g/L EDTA (Sigma-aldrich; Japan), 

0.006 g/L Ph. Red (Wako; Japan), 2.38 g/L HEPES (Dojindo; Japan), 0.35 g/L NaHCO3 

(Wako; Japan)の濃度で純水に溶解させ，オートクレーブして使用した．NaHCO3について

は，オートクレーブ後に 7.5 % NaHCO3 溶液で加え，NaOHで pH を約 7.2 となるように

調整した． 

 

コラゲナーゼ液 

8.0 g/L NaCl (Wako; Japan), 0.40 g/L KCl (Wako; Japan), 0.078 g/L NaH2PO4・2H2O 

(Wako; Japan), 0.151 g/L Na2HPO4・12H2O (Wako; Japan), 0.006 g/L Ph. Red (Wako; 

Japan), 2.38 g/L HEPES (Dojindo; Japan), CaCl2・2H2O (Wako; Japan), 0.35 g/L 

NaHCO3 (Wako; Japan), 0.050 g/L Type Ⅱ Trypsin inhibitor (Sigma-aldrich; Japan), 

0.50 g/L Collagenase (Wako; Japan)を純水中で 1 時間撹拌し完全に溶解させ，NaOHで

pH を正確に 7.60 に調整し，0.22 mmフィルター付吸引濾過器 (ADVANTECH; Japan)で

ろ過滅菌して供した．  

 

脂肪モデル細胞（3T3-L1 細胞）の培養 

3T3-L1 細胞の培養は Dulbecco’s modified Eagle 培地（Wako; Japan）を基礎培地とし，

20 mM HEPES (Dojindo; Japan), 100 units-penicillin/ml (Wako; Japan), 100 μg 

streptomycin/ml (Wako; Japan), 1 μg amphotericin/ml (Wako; Japan), non-essential 

amino acid (Gibco; USA)を添加したものを使用した．通常の培養はティッシュカルチャー

ポリスチレンディッシュ（Iwaki; Japan）で行い，2 日に 1 回培地交換を行った． 

コンフルエントの培養ディッシュからトリプシン処理して剥離させた細胞を遠心・洗浄

処理後に，1×105 cells/cm2となるように細胞懸濁液を調製し，マイクロデバイス内の脂肪

コンパートメントにアクセスポートを介して播種した．個別灌流路を利用して 2 日個別灌

流培養を行った後に，分化誘導処理として 125 M Insulin, 1 M Dexamethason, 1 M 

Indomethasin を含む DMEM 培地に交換し，更に 2 日間個別灌流培養を行った．その後，

ラット肝細胞基礎培地を用いて，湿度 100%，37 C，5% CO2のインキュベータで 72 時間

複合灌流培養した． 
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2.4 結果と考察 

2.4.1 スリーコンパートメントマイクロデバイスの設計と作製 

 作製したスリーコンパートメントマイクロデバイスを Fig. 2-5 に示す．3 つの並列した培

養部と個別・全体灌流路および各コンパートメントを連結する灌流路上にシリコンチュー

ブを利用した簡易バルブを施した．このバルブを外部から小型クリップで閉塞させること

により個別灌流路のみに培養液を流すことで，全体灌流直前までの個別培養条件の制御が

可能な仕様になっている．また，各細胞培養部の上部にマイクロスターラーを利用した送

液ポンプを配置したことにより，細胞培養部ごとに流量を制御できる．灌流路の幅は 1 mm，

流路高さは 580 m となっている．各細胞培養部の接着面積は 1.3 cm2で，体積は 63 L と

なっている． 

 

 

 

Fig. 2-5  作製したスリーコンパートメントデバイスと磁気モーター 

 

 デバイス内臓の送液システムである磁気駆動式回転型マイクロポンプは，ポンプチャン

バと回転子（長さ 3 mm，幅 200 m）によって構成され，ポンプチャンバの中央に設置さ

れている軸（直径 800 m）を中心に回転子が回転することによって，ポンプチャンバの入

口側から出口側に向かって，溶液が掻き出されるシステムになっている．この回転子は磁

性体であり，デバイス下部に設置したスターラモータ CC-101（AS ONE; Japan）とコン

トローラ CC-303（AS ONE; Japan）によって回転駆動され，その回転数はロータリーエ

ンコーダ CH-8501（Baumer electric; Switzerland）で校正した． 

 デバイス内部の溶液操作はアクセスポートからシリコンチューブ（ラボランシリコンチ

ューブ，内/外径 1/2 mm，AS ONE; Japan）を介して外部に設置したディスペンサチップ

Precision Tips Green 50 PC，Part5118TT-B（EFD; Japan）とシリンジ SS-01T（Terumo; 

Japan）によってマニュアルで行う仕様とした． 
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作製したデバイス内体積に対する細胞密度（単層培養のコンフルエント時）を In vitro

と比較した結果を Table 2-2 に示す．標的臓器の例として肺と比較すると 1/100 程度，分布

制御モデル臓器として脂肪組織と比較すると 1/20 程度であることが分かる．また主たる代

謝臓器である肝臓と比較した場合には，1/2000 程度の細胞密度になっていると考えられる． 

培養液総体積を基準としたデバイス内細胞密度に関しては 2.4.2 で後述する． 

 

送液系の制御および評価 

作製したシミュレーター内に満たされた溶液が，コンパートメント間をつなぐ流路のバ

ルブの開閉により，１つのコンパートメント内で独立して灌流できること（個別灌流系）

および３つのコンパートメント内全体を灌流できること（全体灌流系）を確認するため，

３つのコンパートメント内を色素 I370 special red（コンパートメント左）、I312 yellow（コ

ンパートメント中央），I374 special green（コンパートメント右）を含む水溶液でそれぞれ

満たし、スターラーを用いて回転速度 1,000 rpm で灌流させた．その結果，バルブを閉じ

た個別灌流系では，コンパートメント右および左の色素（暗色）が，各々のコンパートメ

ントおよび流路に満たされているが，中央のコンパートメントに流入することなく，それ

ぞれのコンパートメント内の色素が他のコンパートメント内の色素と混ざり合うことなく，

安定に灌流していた（Fig. 2-6）．一方，バルブを開けた全体灌流系では，右の不織布を導

入したコンパートメント（I374 special green）には、多少色素が残っていたが，左のコン

パートメント（I370 special red）と中央のコンパートメント（I312 yellow）で明度に違い

が無く，3つのコンパートメント内の水溶液の色が10分程度でほぼ同じになったことから，

シミュレーター内全体の水溶液がほぼ均一に混ざり合うことが明らかになった． 

 

 

全体灌流    個別灌流 

 

Fig. 2-6 個別および全体灌流モードの動作性能 
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Table 2-2  細胞密度の In vivo との比較 

肺

肝臓

脂肪

2x108 cells/cm3 1x105 cells/cm3

1x107 cells/cm3

2x106 cells/cm3

1x105 cells/cm3

1x105 cells/cm3

×1/100

×1/2000

×1/20

In vivo device

 

 

 

2.4.2 臓器モデル細胞の固定化と複合灌流培養 

 各コンパートメント内にモデル細胞を導入固定化した際の形態観察の結果を Fig. 2-7 に

示す．肺モデル細胞・肝モデル細胞・脂肪モデル細胞の全モデル細胞が全体灌流培養後も

顕著な剥離や死滅なく，安定接着していることが分かる．本章では，最大面密度で播種を

行ったので，その際の細胞数とデバイス内の全培養液体積比を各臓器コンパートメントに

ついて評価した結果を Fig. 2-8 に示した．本研究の複合細胞培養デバイス内の培養液総体

積を基準とした単層培養における細胞密度は，6.2×104 cells/cm3 となっている．一方，

Shuler らの先駆研究における複合細胞培養デバイス内の細胞密度は肺コンパートメントで

は 3.3×104 cells/cm3，肝コンパートメントでは 1.7×105 cells/cm3，脂肪コンパートメント

では 5.1×104 cells/cm3になっている．本研究の細胞密度を Shuler らのデバイス内細胞密

度と比較すると，肺コンパートメントで 2 倍，肝コンパートメントで 1/2 倍，脂肪コンパー

トメントで同等の細胞密度になっていると考えられる．また，彼らの複合細胞培養デバイ

スは細胞培養部の細胞/培養液体積比は生理学的になっているが，外部送液ポンプを使用し

ているために，細胞培養部の約 15 倍の体積の培養液リザーバーと連結されているために，

培養液総体積を基準とした細胞密度は生理学的条件ではなくなってしまっている．一方で，

本研究では内部送液系を利用していることから，流路高さを更に微小化することで，理論

的には現状の細胞密度を 29 倍まで高めることができる． 

培養液総体積を基準とした細胞密度を In vivo に近づけるという視点にたつと，内部送液

系を利用した本複合細胞培養デバイスは，外部送液系を使用する既存の複合細胞培養デバ

イスに比べて拡張性が高いと考えられる． 

一方で，生体内を完全に模倣するためには In vivo において臓器を形成する細胞が複雑な
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三次元構造を構築しているように，デバイス内においても各臓器の複雑な構造を再現する

培養方法の検討が必要であると考えられる．また，培養液量を最小化することで相対的に

細胞密度を増加させるのではなく，細胞数自体を増加させる高密度化の方法としても，3 次

元培養は有望な培養方法と考えられる．そこで，単層培養だけではなく，マイクロ複合細

胞培養デバイス内での 3 次元培養を実現し，細胞数自体を増加させることで細胞密度を生

体内の状況により近づける検討も併せて行っていく必要性があると考えられる． 
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肺モデル L-2 細胞の形態 (左：対物レンズ x5，右：対物レンズ x20) 

 

 

 

肝モデル Rat 初代培養肝細胞の形態 (左：対物レンズ x5，右：対物レンズ x20) 

 

 

脂肪モデル 3T3-L1 細胞の形態 (左：対物レンズ x5，右：対物レンズ x20) 

Fig. 2-7  デバイス内各モデル細胞の形態観察（全体灌流 72 時間後） 
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本研究
肺： 6.2×104 cells/cm3 約2倍
肝臓： 6.2×104 cells/cm3 約1/2

脂肪： 6.2×104 cells/cm3 同等

単層培養においても本研究で作製したオンチップ灌流型デバイス
なら細胞をさらに高密度化することができる

更に高さを低くする微小化可能
SU-8 2 mまで
スターラー 300 m

培養液総体積に対する細胞密度の比較（シリコンチューブ部分を除く）

Shuler’s CCA

肺：3.3×104 cells/cm3

肝臓：1.7×105 cells/cm3

脂肪：5.1×104 cells/cm3

本研究のデバイス
肺：約58倍
肝臓：14.5倍
脂肪：29倍

×29倍

リザーバー
100 L

培養部の
約15倍の体積

+ 細胞培養部分: 6.8 L

細胞接着面積：0.6 cm2

流路高さ: 20 m

細胞培養部の細胞/培養液体積比は生理学的

細胞培養部分: 1.6 mL

細胞接着面積：3 cm2

流路高さ: 580 m

流路高さを20 mへ

培養液量が約55 L

 

 

Fig. 2-8  培養液総体積に対する細胞密度の先駆研究との比較 
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2.5 まとめ 

 本章では，In vitro 体内動態評価を目指して複数臓器由来細胞の複合培養と既往の研究で

課題とされた個別培養プロトコールの並列処理を可能とする， 3 つの並列した細胞培養部

と内部送液ポンプおよび個別・全体灌流回路を配備した新規複合細胞培養マイクロデバイ

スを設計・作製した．各臓器由来のモデル細胞を複合細胞培養デバイス内に播種・固定化

し，個別灌流培養・全体灌流培養が少なくとも 72 時間は可能であることを示した．脂肪モ

デル細胞に関してはデバイス内で分化誘導を行い良好な分化を確認し，本複合細胞培養デ

バイスによって個別の培養プロトコールを並列に処理可能であることも併せて示した． 

 作製した複合細胞培養デバイス内に単層状に固定化された臓器モデル細胞の各コンパー

トメント内における細胞密度は，In vivo の細胞密度と比較した，肺で約 1/100，肝臓で約

1/2000，脂肪組織で約 1/20 程度であった．また，Shuler らの先駆研究における複合細胞培

養マイクロリアクター (CCA)と培養液総体積に対する細胞密度を比較し，現状の細胞密度

でも肺および脂肪細胞では同等以上の細胞密度が達成されていることを明らかにした．さ

らに，作製した複合細胞培養デバイスにおいて，流路高を原理的に可能な微小化可限界で

ある 20 mまで低くした場合には総培養液量を 55 L まで減量することが可能となり，先

駆研究に比べて肺で約 58 倍，肝臓で約 15 倍，脂肪組織で 29 倍の総培養液量に対する大幅

な細胞密度の改善が可能であることを示した．これは先行研究では細胞培養部の外部に体

積で約 15 倍の培養液リザーバーを使用しているのに対して，作製した複合細胞培養デバイ

スでは送液系を内蔵させることにより，外部に培養液リザーバーを使用する必要が無くな

り，総培養液量を大幅に微小化することが可能となったためである．個別の静置培養系や

既存の大型複合灌流培養器では困難であった In vivo と同等な生理学的細胞密度を In vitro

で再現するうえでは，本章で作製した複合細胞培養デバイスのような送液系を内蔵させた

リアクターは有効な手法である． 
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第 3 章 複合培養系における薬物の分布評価 
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3.1 緒言 

薬物の体内分布 

薬物の体内分布とは，血中および脂肪・筋肉・脳などの組織間を薬剤・毒物が移動する

ことを言い，様々な経路から血中に取り込まれた薬物は血液循環に伴って血中から体組織

へと移行する．その際に，多くの薬物が各臓器との親和性によって体内で局在することが

知られている．特に脂溶性物質はその親和性によって脂肪組織へ集中することが分かって

いる．一度，局在した薬物は血中濃度に依存して徐々に血中に放出されると考えられてい

る． 

 上述した通り，分布プロセスは血中濃度を制御する重要なプロセスであることから，分

布プロセスを評価することは最終的な薬効・毒性を正確に評価するために必要不可欠であ

る．しかし，薬物の体内分布には複数異種の臓器が複雑に関与するために，In vitro で評価

することが著しく困難であり，現状では専ら動物実験による同位体を利用した評価に頼っ

ている．そのため，分布プロセスの In vitro 評価系の必要性は吸収・代謝・排泄プロセスの

評価と比して特に大きいと考えられる． 

 

脂肪細胞 

 脂肪細胞は種々の特徴をもった細胞である．まず細胞の大部分は脂肪球で占められ，核

や細胞質は辺縁に圧迫されて存在している．脂肪球中には中性脂肪を主とする油滴が存在

し，その表面には滑面小胞体が分布する．また，飢餓状態にすると細胞容量が縮小し，肥

満状態では増大するなど細胞自体が伸縮自在である．細胞容量の変動は大部分中性脂肪の

増減に起因している．脂肪細胞は代謝的に不活性な細胞ではないかと考えられていたが，

脂肪細胞内での脂肪の合成・分解やアドレナリン，ACTH，成長ホルモン，インスリン等に

対して感受性を示し代謝活性が変動することが明らかにされている． 

 脂肪細胞の生理的機能はエネルギーの貯蔵と供給である．グルコースと遊離脂肪酸の形

の化学エネルギーを中性脂肪の形に変え貯蔵している．また，生体内の要求に応じて遊離

脂肪酸とグリセロールの形で蓄積された化学エネルギーを放出する．脂肪細胞へのエネル

ギー貯蔵が正常範囲を超えた状態が肥満である．肥満状態になると運動能力を障害するだ

けでなく，体内の物質代謝に大きな変化をもたらす．高脂血症，循環器疾患，糖尿病，関

節炎などとの合併率が大きい．脂肪細胞の単離・培養技術は機能解析に加えて，肥満の病

態を生化学的に追及する際には有効な手段となる． 

 In vivoからの単離だけでなく，in vitro において，繊維芽細胞（3T3-L1 など）や間葉系

幹細胞から分化誘導を行うことにより脂肪細胞を得ることができる(Augello et al. 2010; 

Poulos et al. 2010)．培養系において培地中に添加するウシ胎児血清中の成長ホルモンが脂

肪細胞への分化の引き金になることが分かっている．このホルモンは個体では，下垂体か

ら血流中に分泌されるタンパク質であるが in vitro においても作用する．しかし，脂肪細胞
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の発生を制御するために分泌されるシグナル分子は成長ホルモンだけでなく，成長ホルモ

ンによって刺激された脂肪前駆細胞は IGF-1（インシュリン様成長因子Ⅰ）に対し感受性を

示すようになり，これによって分化途上の脂肪細胞の増殖を促進する．また，脂肪細胞の

分化は，細胞の形や足場に関係する因子によっても影響される． 

 以上のように，脂肪細胞は主成分が中性脂肪であり，脂溶性化学物質を蓄積する代表的

な組織と考えられる．そのため，疎水性化学物質の初期体内分布を記述するうえでは，主

要な臓器といえる． 

 

マイクロ複合細胞培養デバイスの 3 次元培養への適用 

 ２章ではマイクロ複合細胞培養デバイス内にて各臓器モデル細胞を単層培養し，培養部

の流路高さを最小化することによって，細胞密度を向上させることが可能であることを示

した．しかし，In vivo において臓器を形成する細胞は複雑な三次元構造を構築しており，

生体内を詳細に模倣するためには３次元培養を行う必要があると考えられる．また，本章

で着目している成熟脂肪細胞の主成分は中性脂肪であり，比重が培養液よりも軽いために

浮遊状態で存在する．成熟脂肪細胞のような接着依存性を持たない細胞を臓器モデル細胞

として用いる場合には３次元固定化とマイクロ複合細胞培養デバイス内での安定培養を可

能にしておく必要がある．本章では，マイクロ複合細胞培養デバイスの３次元培養への適

用可能性を明らかにするため，３次元固定化担体を用いて臓器モデル細胞の３次元固定化

を試みる．  

 

3.2 本章の目的 

 マイクロ複合培養系を In vitro 試験系では特に評価が困難な複数臓器が関与する分布評

価に適用し，特に脂肪細胞の有無による疎水性薬物の分布・蓄積を評価することで，脂肪

細胞の薬物分布への寄与を明らかにする．また，分布評価に蛍光イメージングを導入し，

評価の簡便化を試みる．上述の検討を通して，本複合細胞培養系の分布評価への適用可能

性を明らかにする． 

 

3.3 実験 

3.3.1 脂肪細胞の採取・分離と固定化 

 本研究では当初，大型動物の脂肪組織を得るためにブタの腸間膜周辺の脂肪組織からの

単離を試みたが，組織採取から単離までに長時間を要するために，大半の脂肪組織が死滅

してしまった．そこで，小型のラットから脂肪組織を採取・単離することとした．また，

単離に際して成熟脂肪細胞と同時に，脂肪前駆細胞も得ることができる．得られた脂肪前

駆細胞から成熟脂肪細胞への分化誘導も併せて行ったが，確実な分化誘導を行うことは困
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難であったので，本節では，ラット由来初代成熟脂肪細胞を単離・固定化する方法につい

て述べる．以下に，具体的な脂肪細胞の分離法について記す． 

 

ⅰ) 成熟脂肪細胞の採取・単離操作 

まずデシケーター内にてジエチルエーテルを用いて死亡させた 5 週齢のオスの wister ラ

ットから副睾丸脂肪および内臓脂肪組織を採取した．次いで，血管などを取り除いた後に，

10 mg/mL Type-1 collagenase (Wako Pure Chemical Industries 社) ，20 mg/mL ウシ血

清アルブミン（Wako Pure Chemical Industries 社），20 mmol/L HEPES（Wako Pure 

Chemical Industries 社），100 units/mL ペニシリン（Wako Pure Chemical Industries），

100 g/mL ストレプトマイシン（Sigma 社），0.25 g/mL アンフォテリシン B（Sigma 社）

を加えた DME 培地に浸漬させ，湯浴中 37℃で 1 時間振とうさせながら組織をコラゲナー

ゼ処理した．その後，100 m のナイロンメッシュで濾過し，固形物を取り除いた溶液を，

～1400rpmで 5 分間遠心分離し，上澄み液を回収することにより，成熟脂肪細胞を得た．

Fig. 3-1 に単離操作の概略を示す． 

 

5週齢♂ラット

副睾丸脂肪組織を採取

血管を除き、細かく裁断

DMEM・コラゲナーゼ・

ウシ血清アルブミン

37℃, 1時間

振とう

①

②

③

④濾過

⑤遠心分離

上清から成熟脂肪細胞
を採取

ナイロンメッシュ(100 m)

1500 rpm, 5分間遠心

 

 

 

Fig. 3-1 ラット成熟脂肪細胞の単離操作 
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ⅱ) 成熟脂肪細胞のデバイス内への導入 

作製したデバイスにシリンジとコネクタを接続することにより液の導入を行った．まず，

70 %エタノールをデバイス内に満たし，1 時間静置した．その後，滅菌した純水で十分に

エタノールを除去した後，10 希釈コラーゲン液（Cell Matrix:新田ゼラチン，塩酸溶液）を

導入し，1 時間静置した．内部余剰コラーゲン液を PBS(-)で十分に置換し，デバイス内部

のコラーゲン吸着処理を行った． 

単離された成熟脂肪細胞を脂肪組織コンパートメントに播種し，緩やかに個別灌流培養を

行った． 

 

3.3.2 肝モデル細胞の固定化 

第 2 臓器モデル細胞の例として，ヒト肝ガン由来細胞株 Hep G2（3×105 cells/cm2 ～1

×105 cells/cm2）もしくは，ラット初代培養肝細胞（5×105 cells/cm2）を肝臓モデル細胞

として，デバイス内に固定化することを試みた． 

導入前の操作は脂肪細胞と同様に，作製したデバイスにシリンジとコネクタを接続する

ことにより液の導入を行った．まず，70 %エタノールをデバイス内に満たし，1 時間静置

した．その後，滅菌した純水で十分にエタノールを除去した後，10 希釈コラーゲン液（Cell 

Matrix:新田ゼラチン，塩酸溶液）を導入し，1時間静置した．内部余剰コラーゲン液を PBS(-)

で十分に置換し，デバイス内部のコラーゲン吸着処理を行った． 

細胞培養チップ中の肝組織コンパートメントに播種し，24 時間静置して細胞の接着・伸

展を観察した．培地は FBS10%添加 DMEM を用いて行った． 

 

3.3.3 蛍光モデル薬物の分布評価 

本研究では，薬物の分布動態を可視化するために，蛍光モデル薬物として Fluoranthene

を用いた．Fluoranthene は自家蛍光を持つ発がん性物質で，タールやタバコの煙中に含有

される物質である．これまでの検討で，Fluoranthene 原体およびニトロ化された

Fluoranthene の代謝活性化後の毒性（変異原性，遺伝子毒性など）や代謝経路が明らかに

なりつつある（Mossanda et al. 1976; Babson et al. 1986a, 1986b; Stier et al. 1988; 

Pothuluri et al. 1990; Horikawa et al. 1991; Vaca et al. 1991; Stocker et al. 1996; Zheng 

et al. 2004;）．参考として，Fig. 3-2 に Fluoranthene の主な代謝経路と代謝物を示す．Stier

らの検討によると，β-ナフソフラボンで予め処理したラットの肝において，代謝物の大半

が 8-hydroxyfluoranthene となった．すなわち，通常は経路 A を介して毒性支配的な

2,3-dihydroxyfluoranthene が産生されるが，Cyp1A1/2 が誘導された場合には，経路 B を

介して 8-hydroxyfluoranthene が産生されやすくなるため，無毒化されると考えられる． 

代謝活性化が知られるベンツ[a]ピレンも同様に，自家蛍光を持ち，肝で代謝活性化を受

けた後，急性毒性が大きくなることが明らかになっている物質であるが，蛍光強度が弱い

ため，本研究のように，分布動態や代謝活性化後の毒性を評価する検討に不適である． 
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 フルオランセンの疎水性は，水/オクタノール分配係数が 4.5 と高く，疎水性蛍光モデル

物質の例として適切な化合物であると考え，本章のモデル薬物として試験に供した． 

上述した手法で脂肪および肝モデル細胞を各コンパートメント内に固定化し，個別灌流

路を利用して 24 時間個別灌流培養を行った後，フルオランセン 50 M を含む DMEM をデ

バイス内に導入し，全体灌流路を利用して全体灌流培養を 72 時間行った．化学物質の分布

を非破壊的に経時観察する目的で，本研究では蛍光イメージング装置 LAS-3000（Fuji Film; 

Japan）を用いた．装置の概要を Fig. 3-3 に示す．各測定時に取得された蛍光画像を基に，

各コンパートメント内の蛍光値の変化を Image J により数値化した． 

24 時間から 72 時間まで全体灌流培養後の蛍光分布評価を行った際，蛍光値に変化が見ら

れなかったことから同様の濃度で，5，10，30，60 分後における脂肪細胞内の Fluoranthene

の分布を蛍光イメージング装置で計測した．定量に関しては，単位面積あたりの蛍光強度

で評価した．この際，生理学的な灌流速度を想定し，コンパートメントの体積を基準とし

て，肝臓コンパートメントへは約 60 L/min（体内では約 1500 cm3に対して 1.5 L/min），

脂肪組織コンパートメントおよび血流と緩慢に平衡状態に達する筋組織などを想定してい

る，その他臓器コンパートメントへは約 3 L/min（体内では約 13600 cm3に対して 1.5 

L/min）となるように内蔵したスターラーの回転数を調整した(Brown et al. 1997)． 

 

 

 

Fig. 3-2  Fluoranthene の代謝経路（Stier et al. 1988） 
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3.4 結果と考察 

3.4.1 脂肪モデル細胞の固定化 

今回は，直径の大きな成熟脂肪細胞に対応するために，可能な限り空隙率の高い担体を

用いて固定化することが適していると考え，比較的目付け量の少ない不織布を用いた． 

不織布担体（材質：ポリ乳酸, 線維径：50 m, 目付け：60 g/m2, 導入前厚さ：1 mm）

を充填した体積約 0.63 cm3 （面積 1.3 cm × 高さ 0.052 cm）のコンパートメントに 1.0 

× 106 個の成熟脂肪細胞を導入したところ，その細胞は不織布担体内で三次元的かつ高密

度に固定化されていることが分かった．このとき，不織布内の脂肪細胞密度は約 5.0 × 105 

cells/cm3 であった．導入した脂肪細胞すべてが不織布に取り込まれると仮定したとき，不

織布内の細胞密度は少なくとも約 1.4 × 106 cells/cm3になることから，実際に不織布内に

取り込まれた脂肪細胞数は，導入した細胞数の 6 分の 1 程度であった． 

固定化できた脂肪細胞の充填率は，全ての脂肪細胞の直径を 50 m と仮定した場合，約

31%であり，組織内で脂肪細胞の占有する体積を，実際のヒト個体内と比較した場合には，

約 1/6程度である．In vivoにおける細胞密度の達成は未だ不十分ではあるが，単層培養（2D）

時のコンパートメント内の細胞数は 6300 個であり，三次元担体を用いることで 15750 個

と約 2.5 倍の細胞数を固定化できることが明らかとなった．従って，浮遊性の成熟脂肪細胞

をモデル細胞として用いる場合には，細胞密度を In vivoに近づける手法として 3 次元化は

有効である． 

 デバイス内において 3次元不織布担体に固定化された成熟脂肪細胞は少なくとも 72時間

程度は安定してデバイス内にて培養が可能であることを確認できた． 

 

3.4.2 肝モデル細胞の固定化 

全体灌流培養を 2 日間行った場合でも，細胞の剥離や顕著な凝集は確認されなかった．

不織布を用いた複合灌流培養においても少なくとも 48時間は安定した培養を行えることを

確認した．今回固定化された肝モデル細胞のコンパートメント内の細胞密度は人体内と比

較して約 1/100 程度の細胞密度であった．Hep G2 細胞は癌細胞であり無限増殖能を有して

いるので，脂肪細胞導入以前に，Hep G2 細胞のみを播種・培養しておき，細胞密度を高め

ておく必要がある．しかし，今回は 105 cells/cm2程度で播種したが，予めさらに高密度の

細胞懸濁液を導入することにより，初期接着量は増やすことができるであろう． 

 脂肪モデル細胞と同様に肝モデル細胞に関しても In vivoにおける細胞密度の達成は未だ

不十分ではあるが，単層培養（2D）時のコンパートメント内の細胞数は 6300 個であり，

三次元担体を用いることで94500個と約15倍の細胞数をコンパートメント内に固定化でき

ることが明らかとなった．無限増殖能を有していないモデル肝細胞を高密度に固定化する

場合にも三次元化が有効な手法であることが示唆された．脂肪モデル細胞と同様に少なく

とも 72 時間程度は安定してデバイス内にて培養が可能であることを確認できた． 
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3.4.3 マイクロ複合細胞培養デバイスの 3 次元培養における課題 

 本章ではモデル細胞の固定化のために不織布担体をデバイス内培養部に挿入することで，

モデル細胞の 3 次元固定化を行った．しかし，3 次元担体として通常の不織布を裁断して使

用するだけでは，裁断面から複数の繊維がチャンバー外の流路・接着面に混入してしまう

状況があり，マイクロ培養システム作製の歩留まりが著しく低下してしまうといった実用

上，非常に大きな問題があった．そこで，栽断面を加熱固化させて使用するなど改善を試

みたが上述の問題を完全に克服するには至らなかった．このようなリアクター内部の 3 次

元化に伴う技術的な問題は，通常の培養スケールに比べてマイクロ培養システムが微小な

空間に様々な構造や機能を集積することに起因した課題だといえる．マイクロ複合培養シ

ステムに期待される臓器間相互作用や細胞活性の亢進といった非線形応答の評価を考慮す

れば 3 次元化は必要不可欠な要素であり，継続的な 3 次元化手法の検討が必要である． 

 

3.4.4 蛍光モデル薬物の分布評価 

ⅰ) 蛍光画像の取得 

 蛍光イメージング装置を用いて取得したモデル薬物暴露後 5, 10, 30, 60 分後の蛍光画像

を Fig. 3-5 に示しめす．灌流を開始して 60 分後には脂肪細胞が取り込まれた不織布のある

コンパートメントのみに強い蛍光が観測され，脂肪細胞の無いコンパートメントでは，蛍

光はデバイス内壁とチューブのみに均一に見られるだけであった．これは，Fluoranthene

が脂肪細胞に選択的に蓄積されたためだと考えられる． 

比較実験として，脂肪細胞が入っていない状態で，肝臓コンパートメントのみに Hep G2

細胞が固定化されている細胞培養チップで同様の測定を行ったところ，不織布自体や肝臓

コンパートメントには Fluoranthene が吸着および蓄積されることはほとんどなかった．こ

れらのことから，Fluoranthene は主に脂肪細胞内に蓄積されたことが明らかとなった． 

 

ⅱ) 分布（蓄積量）の経時変化（定量的解析） 

次に，Fluoranthene が脂肪細胞に蓄積された量を，蛍光イメージング測定による

Fluoranthene の蛍光強度から評価した．その結果，測定した時間内では，脂肪細胞に蓄積

された Fluoranthene 濃度は，導入直後に急激に蓄積された後，緩やかに脂肪組織コンパー

トメントに蓄積されていく事が明らかとなった． 

 以上のことから，脂肪組織が存在する場合には疎水性物質が選択的に蓄積される可能性

があり，肝臓やその他臓器コンパートメントへの分布は低くなる，という In vivo の一般則

をまずは本チップが良好に再現可能であることが確認できた． 
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蛍光イメージング装置の概観（蛍光画像取得装置とデータ処理計算機） 

 

 

蛍光イメージング装置の仕様（落射光源による励起と CCD カメラによる蛍光値の取得） 

 

Fig. 3-3  蛍光イメージング装置の概要 

落射光源 

CCD 

サンプルトレイ 
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不織布を挿入した複合細胞マイクロデバイス 

 

脂肪細胞を固定化した複合細胞マイクロデバイス（右；位相差顕微鏡画像） 

 

肝モデル細胞を固定化した複合細胞マイクロデバイス（右；位相差顕微鏡画像） 

 

Fig. 3-4  成熟脂肪細胞および肝モデル細胞の 3 次元固定化 
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Fig. 3-5 灌流培養 5, 10, 30, 60 分後のフルオランセンの蛍光分布画像 

（左；脂肪細胞(+)，右；脂肪細胞(-)） 
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Fig. 3-5a  フルオランセンの蛍光分布の時間変化（肝コンパートメント） 
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Fig. 3-5b  フルオランセンの蛍光分布の時間変化（脂肪コンパートメント） 
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3.5 まとめ 

本章では，マイクロ複合細胞培養デバイス内にて 3 次元担体を用いた 3 次元培養を適用

し，体内分布評価に適用する目的で分布を制御する臓器モデル細胞としてラット由来初代

成熟脂肪細胞を，第 2 臓器モデル細胞の例として Hep G2 細胞およびラット初代培養肝細

胞をデバイス内の各々のコンパートメントに播種し，灌流培養操作を行った． 

 脂肪細胞に関しては，培養用培地に比べ，わずかに比重が軽いため，3 次元不織布担体を

用いて固定化を試みた．形態観察結果からは，3 次元担体中に安定分散固定化されているこ

とが観察され，成熟脂肪細胞の密度は in vivo に比べて約 1/6 程度の細胞密度で固定化でき

た．人体において，全身に分布する脂肪組織であるが，本デバイスでは極めて微小なコン

パートメント内への固定化をしたものであり，更に細胞密度を向上させる必要はあるもの

の，まずは実験に分布評価に耐えうる細胞密度であると考えている．さらなる高密度化の

ためには，不織布の充填率を向上させるなどの対策が必要である． 

 肝臓コンパートメントにも 3 次元担体を挿入し，固定化を行った場合，単層培養の場合

と同様に担体への接着と増殖を確認することができた．脂肪細胞との複合灌流培養におい

ても顕著な剥離や死滅は確認されず，72 時間に限れば安定培養が可能であった． 

一方で，3 次元担体として通常の不織布を裁断して使用するだけでは，裁断面から複数の

繊維がチャンバー外の流路・接着面に混入してしまう状況があり，マイクロ培養システム

作製の歩留まりが著しく低下してしまうといった非常に大きな問題が明らかとなり，マイ

クロ培養デバイス作製における特有の課題として明らかとなった． 

 脂肪細胞を固定化した本複合細胞培養デバイスおよび脂肪細胞を固定化していない複合

細胞培養デバイス内に疎水性蛍光モデル薬物を負荷した実験から，蛍光イメージングによ

り複合培養細胞デバイス内の脂肪細胞に蛍光モデル薬物が蓄積している様子が確認された．

また，経時的に取得した蛍光画像の蛍光強度を数値化した結果，脂肪細胞が固定化してあ

る場合には蛍光モデル薬物負荷後 10 分程度で急速に脂肪細胞に蓄積し，その後は緩慢に蛍

光強度が増加した．一方で，その際の肝コンパートメント内の蛍光強度の値は灌流時間に

対して減少することが明らかとなり，肪組織が存在する場合には疎水性物質が選択的に蓄

積される可能性があり，肝臓やその他臓器コンパートメントへの分布は低くなる，という

In vivo の一般則をまずは本デバイスが良好に再現可能であることが確認できた． 
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第 4 章 静脈投与薬物の分布・代謝・毒性発現プロセスの再現 
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4.1 緒言 

 In vitro 複合細胞培養系の最も重要な意義は，個別の In vitro 試験の線形結合では評価し

得ない非線形な応答の有無を明らかにすることである．そのためには，分布・代謝といっ

た個別の体内動態制御プロセスを評価するだけでなく，標的臓器における最終的毒性を評

価し，In vivo における体内動態および毒性（薬効）を比較することによって複合細胞培養

系の妥当性を検証しておく必要があると考えられる． 

本複合培養系には，吸収プロセスを再現するコンパートメントが無いため，経口投与物

質の体内動態および毒性（薬効）は再現し得ないが，静脈投与物質であれば血中に直接暴

露されるため，小腸からの吸収を考慮する必要がないと考えられる．また，吸収プロセス

を介さないことから，分布・代謝プロセスの最終的毒性に対する寄与が大きいと考えられ，

3 つの並列した培養部を持つ本複合細胞培養デバイスにおいて評価が可能であると考えら

れる． 

 本複合細胞培養デバイスにおいて 2 章では単層培養による灌流培養，３章においては３

次元灌流培養を試みた．生体内の各臓器細胞が構築する複雑な構造を詳細に模倣するため

には３次元培養が必要不可欠であるが，現状では固定化担体を用いた３次元固定化による

デバイス作製の著しい歩留まり低下を回避することができないために，複数の条件で静脈

投与物質の分布・代謝・毒性の評価を行うことが現実的に困難である．そこで本章では，

３次元培養に比べ，技術的にデバイス作製が容易であった単層培養系によって体内動態お

よび毒性の評価を試みる． 

 

静脈投与モデル物質：塩酸イリノテカン（CPT-11） 

抗がん剤は通常の薬物と比較して副作用の発現頻度が高いため，特に体内動態を正確に

評価し，投与設計を立てていく必要がある．塩酸イリノテカン（CPT-11）は肺ガンに施行

する化学療法剤の中でも有効性が高く，世界的にも第一選択薬として認知されている（井

藤.  2006）．イリノテカンは蛍光性を持つことが知られており，365 nm 付近で励起すると，

440 nm 付近に蛍光が得られる(Caceres et al. 2008)．また，水やジエチルエーテルに溶け

にくく，酢酸に溶解しやすい性質を持つ． 

 

臨床試験においては，小細胞肺癌，非小細胞肺癌，子宮頸癌，卵巣癌，胃癌（手術不能

又は再発），結腸・直腸癌（手術不能又は再発），乳癌（手術不能又は再発），有棘細胞癌，

悪性リンパ腫（非ホジキンリンパ腫）などの広範な癌細胞に対して薬効が確認されている

(Kojima et al. 1996; Takahata et al. 2007)．また，副作用として，骨髄機能抑制・重篤な

下痢が明らかにされている．日本における第Ⅱ臨床段階の胃がん患者に対する奏効率は，

初期の癌に対して 19.0%，後期の癌に対して 18.4%であった(Sakata et al. 1992)．また，

シスプラチンなど他の抗がん剤との併用も試みられており，これまでにその効果が明らか

にされている(Boku et al. 1999; Takiuchi et al. 2005; Inokuchi et al. 2006; Komatsu et al. 
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2006; Uedo et al. 2007)． 

 

CPT-11はプロドラッグであり，その作用機序は主としてカルボキシルエステラーゼによ 

って活性代謝物SN-38に変換され，SN-38がトポイソメラーゼⅠと結合することによって癌

細胞の増殖を阻害することによる．In vitro試験によってトポイソメラーゼⅠに対する

CPT-11の高い活性が示されている(Andoh et al. 1987; Kawato et al. 1991; Kingsbury et al. 

1991, Redinbo et al., 1998; Stewart et al., 1998)．更に，Kingsbury et al. はCPT-11自体の

活性が活性代謝物SN-38に比べて有意に低いことを指摘している(Kingsbury et al. 1991)．

また，HuangらによりCPT-11がアポトーシスを促進させることが示された(Huang et al. 

1993)． 

 

CPT-11 はカルボキシルエステラーゼにより SN-38 に代謝される一方で，肝臓内において

は CYP3A4 により不活性代謝物 APC，NPC に変換され無毒化される．それ以外の代謝経

路としてはヒドロキシル化，脱エチル化および脱水素化が報告されている(Lokiec et al. 

1996; Santos et al. 2000; Sai et al. 2001)．また，CES により代謝された活性代謝物 SN-38

もUGTによりグルクロン酸抱合体SN-38Gを形成し無毒化され胆汁中に排泄されることが

明らかにされている（Sai et al. 2008; Rosner et al. 2008; Lokiec 1996; Chu et al. 1997; 

Zamboni et al. 1998）．CPT-11 の構造および代謝経路を Fig. 4-1 に示す． 

Ramesh et al. のレヴューによれば，CPT-11 の組織移行性は SN-38 の移行性に比べて高

く，血漿タンパク結合率の SN-38 に比べて良好な体内分布を示す (Ramesh et al. 2009)． 

APC(7-ethyl-10-[4-N-(5-aminopentanoicacid)-1-piperidino]carbonyloxycamptotecin)およ

び NPC([7-ethyl-10-(4-amino-1-piperidino) carbonyloxycamptotecin]) などの SN-38 以外

の CYP3A4 による酸化代謝物は低いトポイソメラーゼⅠ阻害作用しか持たない(Rivory et 

al. 1996; Dodds et al. 1998; Haaz et al. 1998)． 

 

CPT-11については，これまでにヒト膵臓がん由来細胞株を用いた In vitro試験において，

p-gp に起因する薬剤抵抗性が報告されている(Takeda et al. 1992)．加えて，CPT-11 の代

謝に関わる UGT1A1 をコードする遺伝子には 60 種類以上の多型が報告され，いくつかの

遺伝子で CPT-11 の有害反応との関連が明らかになっている，もしくは関連が示唆されてい

る．UGT1A1*28 は，塩酸イリノテカンの薬物有害反応に関係する最も重要な遺伝子多型

である．この UGT1A1*28 は遺伝子発現に関与する 5’-上流のプロモーター領域に存在する

TATA ボックスにおける変異である．この変異は，TATA ボックスの野生型においては TA

の繰り返し数が 6 回であるのに対し，UGT1A1*28 では 7 回繰り返される．この変異によ

って UGT1A1 の mRNA やタンパクの発現量が低下するため，UGT1A1*28 をホモ接合体

に有する患者においては UGT1A1 の酵素活性の著しい低下を来たし，ヘテロ接合体に有す

る患者はホモ接合体と野生型の中間の強さの活性を示す． 
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UGT1A1*28 を有する患者における重篤な薬物有害反応を引き起こすリスクが，

UGT1A1の野生型を有する患者に比べ約7倍に上昇することが明らかにされている(Ando 

et al. 2000)．また，UGT1A1*28をホモ接合体で有する患者は，グレード4の好中球減少を

引き起こすリスクがヘテロ接合体を有する患者や野生型を有する患者に比べ約9倍に高ま

ることが明らかにされている(Innocenti et al. 2004)． 

一塩基置換であるUGT1A1*6のアレル発現頻度は，日本人を含むアジア人の2-3割に認め

られる．In vitro試験でUGT1A1*6が酵素活性の低下の原因となることが明らかにされてい

る．また，Hanらは塩酸イリノテカンとシスプラチンの併用療法を施行した韓国人の肺が

ん患者81例を対象に，UGT1A1遺伝子多型と塩酸イリノテカン，SN-38およびSN38Gの薬

物動態および臨床効果を解析し，UGT1A1*6をホモ接合体で有する患者の67%にグレード4

の好中球減少が認められ，UGT1A1*6をホモ接合体で有する患者は，UGT1A1*6をヘテロ

接合体に有する，あるいは野生型の患者に比し，重篤な薬物有害反応を生じる可能性が有

意に高いことが明らかにされている(Han et al. 2006)． 

 

 

 

 

 

Fig. 4-1a  イリノテカン（CPT-11）原体の構造 
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Fig. 4-1b  CPT-11 の代謝経路 

4.2 本章の目的 

 CPT-11 を静脈投与モデル毒物として，肺単独培養および脂肪細胞・肝細胞との複合培養

系における分布・代謝・毒性を評価することによって，分布（脂肪細胞が初期分布に寄与），

代謝（肝細胞において解毒される）プロセスの標的臓器（肺細胞）における最終的な毒性

に対する寄与を明らかにし， In vivo における知見と比較することで本複合細胞培養系の有

用性を示す． 

  

4.3 実験 

・肺モデル L-2 細胞の固定化 

2.3.2 に従い，L-2 細胞は生存率評価のために，10M の生細胞染色色素 Cell tracker 

CMTMR（Invitrogen; Japan）を用いて染色した L-2 細胞を，1×104 cells/cm2となるよう

に細胞懸濁液を調製し，予め脂肪モデル細胞が固定化されたマイクロデバイスもしくは肝

細胞が固定化されたマイクロデバイス内の肺コンパートメントにアクセスポートを介して

播種した．1 日個別灌流培養後，全体灌流路を用いて複合灌流培養を行った． 

 

・肝モデル初代培養ラット肝細胞の固定化 

2.3.2 に従い，ラット初代培養肝細胞は，細胞密度 1.2 × 105 viable-cells/cm2 でマイクロ

デバイス内の肝コンパートメントにアクセスポートを介して播種した．培養液は播種後 6
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時間で 1 回交換し，24 時間個別灌流培養を行った．その後，72 時間複合灌流培養を行った． 

72 時間複合灌流培養後，肝細胞を含む複合細胞培養デバイス内の肝コンパートメントを，

CYP3As の蛍光基質 BOMR（Invitrogen; Japan）とアニオントランスポーター阻害剤であ

るプロベネシドをそれぞれ 1.5 M，2 mM 含む DMEM 培地に交換し，1 時間後の肝細胞

内に蓄積させた蛍光代謝物（レゾルフィン）の蛍光画像を取得することによって，各群の

CYP3As 活性を評価した(Burke et al. 1994; Behnia et al. 2000; Washizu et al. 2001; 

Henkens et al. 2007; Sakai et al. 2010)． 

 

・脂肪組織モデル 3T3-L1 細胞の固定化と分化誘導 

2.3.2に従い，3T3-L1細胞の培養は，1×105 cells/cm2となるように細胞懸濁液を調製し，

マイクロデバイス内の脂肪コンパートメントにアクセスポートを介して播種した．個別灌

流路を利用して 2 日個別灌流培養を行った後に，分化誘導処理として 1 M Insulin, 1 

MDexamethason, 125 M Indomethasin を含む DMEM 培地に交換し，更に 2 日間個別

灌流培養を行った．その後，湿度 100%，37 C，5% CO2のインキュベータで 72 時間複合

灌流培養を行った． 

 

・静脈投与モデル物質 CPT-11 単回暴露試験 

 各群のモデル細胞が固定化された複合細胞培養デバイスの培養液を，全体灌流培養開始

直前に 50 M の CPT-11 を含む肝細胞用培地に交換した．その後，蛍光イメージング装置

を用いてモデル毒物の分布蛍光画像を経時的に取得した．また，L-2 細胞の生存率は共焦点

顕微鏡 Fluo-view（Olympus; Japan）を用いて CMTMR の蛍光画像を 24 時間毎に取得し

て評価した． 

 

個別培養系への CPT-11 および SN-38 単回暴露試験 

・個別臓器モデル細胞に対する CPT-11 および SN-38 単回暴露試験 

複合細胞培養デバイスにおける CPT-11 単回暴露実験によって，複合細胞培養系特有の非

線形な応答を観測できているのかを明らかにするために，個別培養系による線形結合モデ

ルを構築し，複合細胞培養デバイスにおける CPT-11 単回暴露実験の結果と比較することに

よって，非線形応答の有無を検証する．個別細胞培養系における CPT-11，SN-38 の濃度の

時間変化を測定し，個別細胞培養系におけるモデル物質濃度の時間変化を記述する数理モ

デルを構築した．具体的な手順を以下に記す． 

コラーゲン吸着処理を施した 24 well-TCPS (Iwaki; Japan)に L-2 細胞，初代培養ラット

肝細胞，3T3-L1 細胞をそれぞれ，1×104 cells/cm2，1.2 × 105 viable-cells/cm2，1×105 

cells/cm2となるように播種し，24 時間後に CPT-11 を 50 M 含む肝細胞培養用基礎培地で

培地交換を行い，湿度 100%，37 C，5% CO2のインキュベータで 72 時間培養を行った． 

24, 48, 72 時間で培地のサンプリングを行い，HPLC による濃度の分析を行った． 
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標的臓器モデル細胞である L-2 細胞に関しては線形結合モデル構築のために，主たる毒

性物質である SN-38 についても CPT-11 と同様の方法で単回暴露試験を行った．播種細胞

数は 1×104 cells/cm2となるように播種し，24 時間後に SN-38 を 25 M 含む肝細胞培養用

基礎培地で培地交換を行い，湿度 100%，37 C，5% CO2のインキュベータで 72 時間培養

を行った．CPT-11 と同様に 1，2，6，24, 48, 72 時間で培地のサンプリングを行い，各時

間に対する濃度を定量した．また，培養液中濃度測定と平行して CMTMR 染色により各

SN-38 暴露濃度に対する 72 時間後の細胞生存率を決定した． 

 

・HPLC による CPT-11 および SN-38 濃度の定量 

HPLC は，カラム Xbridge Shield RP18 5.0 m(4.6 mm  250 mm column, Waters; 

USA)，ポンプ LC-10Ai (Shimadzu; Japan)，デガッサ DGU-14A(Shimadzu; Japan)，カ

ラムオーブン(Shimadzu; Japan)，検出器 RF-10AXL(Shimadzu; Japan)がコントローラー

SCL-10Avp(Shimadzu; Japan)で構成されたものを使用した． 

測定の前処理として対象サンプル 50 L を入れたエッペンチューブにアセトニトリル/メ

タノール (1:1)混液を 100 L 加え，ボルテックスミキサーで十分混合させ，15000×g，15

分間遠心してサンプル液中のタンパク質を沈殿させた．上清を回収し，5 L の 0.1 M HCl

を加え，15000×g，5 分間遠心したものを測定サンプルとして供した．移動層は，7.5 mM

酢酸アンモニウム/酢酸緩衝液(pH=4.5) に 24% (v/v)でアセトニトリルを加えたものを使用

した．また，CPT-11 および SN-38 の検出は，励起波長 380 nm，蛍光波長 540 nm で測定

した (Tobin et al. 2005: Hu et al. 2007, Bansal et al. 2008)．サンプル導入量は 10 L で行

い，保持時間 30 min.まで測定を行った．検量線を作成するために CPT-11，SN-38 を移動

層に直接溶解させた溶液を，公比 2で希釈した溶液を使用してそれぞれ検量線を作成した． 
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4.4 結果と考察 

4.4.1 脂肪モデル細胞のオンチップ分化誘導 

 本研究で脂肪モデル細胞として用いた 3T3-L1 細胞は，脂肪コンパートメント内において

分化誘導を行うことによって試験に供した．オンチップ分化誘導処理の効果を確かめる目

的で，全体灌流培養直前の 3T3-L1 細胞を Oil Red O 染色した結果を Fig. 4-2 に示した． 

4日間のオンチップ分化誘導処理によって 3T3-L1細胞の細胞質内に複数の油滴が観察され

（Fig. 4-2;細胞質内の赤色部分），個別灌流路を利用したオンチップ分化誘導処理によって

良好な分化誘導が行えることが確認された． 

 

 

  

 

Fig. 4-2  3T3-L1 細胞の Oil Red O 染色の結果 
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4.4.2 CPT-11 の分布評価 

Fig. 4-3a, b, c, d に経時的に取得した各群の CPT-11 の蛍光画像を示した．モデル物質導

入後 1 時間後では，肝細胞を含む肝コンパートメント以外に顕著な蛍光は観察されず，脂

肪コンパートメントへの特異な蓄積は起こらなかった．肝コンパートメントの蛍光は，

CPT-11 を励起するための光源がデバイス下部から照射されることによる，細胞の自家蛍光

であると考えられる．灌流培養 24 時間から 72 時間後までの蛍光画像では，肺単独培養時

に比べて，肝および脂肪細胞との複合培養時の肺コンパートメントの蛍光値が若干弱いこ

とが散見された．しかしながら，脂肪モデル細胞を導入した脂肪コンパートメントにおけ

る顕著な蛍光の増大は 72 時間後においても確認されず，蛍光画像からは分布に対する脂肪

細胞の寄与は明らかではない． 

Fig. 4-3 に示した蛍光画像を基に各コンパートメント内の蛍光値を定量した結果を示す

ため，まず CPT-11 濃度を基準としたデバイス内分布の変化を示すことを目的として，デバ

イス内にて濃度を変えた CPT-11 の蛍光値から検量線を作成した．次いで，主たる代謝物で

ある SN-38 についても同様に検量線を作成したところ，CPT-11 と SN-38 のモル蛍光係数

に 10 倍程度の差があることが明らかとなった．また，デバイス下部からの露光による細胞

の自家蛍光も無視し得ないことが明らかとなった．そこで Fig. 4-4a に各モデル細胞の自家

蛍光と肝臓，脂肪コンパートメントへの吸着による蛍光値の時間変化を示す．肺モデル細

胞，脂肪細胞と比べ，ラット肝細胞の自家蛍光の値が著しく高いことが明らかとなった．

また，臓器モデル細胞の固定化されていない，肝臓コンパートメントおよび脂肪コンパー

トメントにおいても蛍光値が観測され，各コンパートメントへの吸着の影響を無視し得な

いことが明らかとなった．特に，肝臓コンパートメントにおいては灌流速度が高いことか

ら，脂肪コンパートメントによりも高い蛍光値を示すことが確認された．Fig. 4-4b に Fig. 

4-4a の検討により取得した自家蛍光および各コンパートメントへの吸着による蛍光値を差

し引いた各コンパートメントにおける蛍光値の時間変化を示した．得られた蛍光値の値は

CPT-11 および SN-38 の蛍光値だけでは説明できない量の蛍光値となっていることが明ら

かとなった．デバイス内部の蛍光物質(CPT-11，SN-38，分解物など)の総和は，全ての組み

合わせのデバイス内の肺コンパートメントにおいては，灌流開始直後に低下し，その後灌

流培養に伴って上昇する傾向が明らかとなった．特に，L-2 細胞を単独で培養した際の蛍光

値は 72 時間で最大を示し，顕著な蛍光値の増大が確認された．肝コンパートメントに関し

ては，肺・肝臓の複合培養を行った場合のみが 72 時間まで 24 時間以降の蛍光値を維持し

たのに対して，肺単独，肺・肝臓・脂肪の複合培養においては 72 時間までに蛍光値が減少

する挙動が明らかとなった．また肺・脂肪の複合培養においては初期に減少した蛍光値は

上昇せず灌流培養終了まで低い値を示した．脂肪コンパートメントについては，脂肪細胞

が共存する，肺・脂肪もしくは肺・肝臓・脂肪の複合培養系の蛍光値に比べて，脂肪細胞

が共存しない場合の蛍光値は低い値を示したことから，デバイス内の蛍光物質が脂肪細胞

に吸着していることが示唆されたが，CPT-11 自体が吸着しているのか，培養液中に放出さ
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れた SN-38 が脂肪細胞に吸着されたのかは，今回の検討からは明らかではない．各コンパ

ートメントの蛍光値の時間変化と併せて肺コンパートメントにおける蛍光値の時間変化を

基準とした濃度曲線下面積（AUC）値を Fig. 4-4b に示した．AUC 値の結果からは，肺単

独培養に比べ，肝モデル細胞が共存する場合に有意な AUC 値の減少が確認された．一方で，

脂肪細胞との共培養時には明確な AUC 値との差異は確認できなかった．更なる検討を行い，

各コンパートメント内の蛍光値の内訳を明らかにすることで，細胞とデバイス内物質の詳

細な反応を知ることができると考えられるが，デバイス内培養液量が極めて少ないことか

ら既存の分析機器による各灌流時間に対する各物質濃度を定量することは困難であり，デ

バイス内へのセンサーの組み込みなど新たな技術の融合活用が必要不可欠であることが本

検討により明らかとなった． 

 

4.4.3 肝酵素活性評価 

 Fig. 4-5a, b に蛍光基質を用いた酵素活性評価の結果を示した．肺・肝臓複合培養時の

CYP3As 活性および，肺・脂肪・肝臓複合培養時において毒物非添加時の酵素活性と比較

した場合には酵素活性は低下せず，毒物非添加時と同等の酵素活性を示した．後述する細

胞生存率の結果においても，肝細胞との複合培養において CPT-11 の細胞毒性が低減される

ことが確認されたことから，肝コンパートメント内では肝代謝酵素により CPT-11 が細胞毒

性の低い酸化代謝物に変換されていると考えられる．  
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毒物非添加          肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

 

   

 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)） 肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)）   

 

 

 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 

 

 

Fig. 4-3a  灌流培養 1 時間後の各群の蛍光画像 
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毒物非添加           肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

 

   

 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)） 肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)）   

 

 

 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 

 

Fig. 4-3b  灌流培養 24 時間後の各群の蛍光画像 
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毒物非添加           肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

 

   

 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)） 肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)）   

 

 

 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 

 

Fig. 4-3c  灌流培養 48 時間後の各群の蛍光画像 
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    毒物非添加           肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

 

   

 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)）   肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)）   

 

 

 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 

 

Fig. 4-3d  灌流培養 72 時間後の各群の蛍光画像 
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Fig. 4-4a  CPT-11 暴露時の各モデル細胞の自家蛍光および肝臓，脂肪コンパー

トメントへの蛍光値の時間変化（上：各モデル細胞の自家蛍光，下：肝臓コン

パートメント，脂肪コンパートメントへの吸着） 
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Fig. 4-4b  CPT-11 のデバイス内分布の時間変化（左上：肺コンパートメント，

左下：肝コンパートメント，右下：脂肪コンパートメント，右上：濃度曲線下

面積（肺コンパートメント）） 
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Fig. 4-5a  各群における肝細胞内レゾルフィンの蛍光画像 

 

毒物非添加（肺(+)，脂肪(+)，肝(+) 肺・肝臓複合培養（肺(+)，脂肪(-)） 

肺・脂肪・肝臓複合培養（肺(+)，脂肪(+)） 
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Fig. 4-5b  レゾルフィンの蛍光値から算出した各群の CYP3A4 活性 
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4.4.4 標的臓器モデル細胞の生存率評価 

 Fig. 4-6a, b, c および Fig. 4-7 に CPT-11 に対する L-2 細胞の生存率の時間変化を評価し

た結果を示した．24 時間，48 時間灌流培養後の顕著な細胞生存率の減少はどの組み合わせ

においても観察されなかった．一方，72 時間灌流培養後に取得した蛍光画像においては，

肺単独培養のみにおいて，L-2 細胞の生存率が 72 時間までに減少していることが明らかと

なった．一方，肝細胞もしくは脂肪細胞が共存する肺・肝臓複合培養，肺・脂肪複合培養

および肺・脂肪・肝臓複合培養においては L-2 細胞の生存率は 72 時間後まで低下せず，

CPT-11 の毒性は観察されなかった．これは，肝細胞共存時には肝代謝によって CPT-11 が

代謝・無毒化されたこと，脂肪細胞共存時には脂肪細胞への吸着などにより相対的に暴露

濃度が低減されたこと，などが要因として考えられ，そのために L-2 細胞に対する毒性が

結果として低減されたものだと考えられた． 

各群における肺コンパートメントの蛍光値の時間変化を基準として算出した AUC の値

（Fig. 4-4b）を用いて，細胞内 SN-38 濃度曲線下面積に対する細胞生存率（Fig. 4-11）の

関係から蛍光値を基準とした細胞生存率の推定を行った．この際，蛍光値と濃度の検量線

の傾きの違いから SN-38 が CPT-11 の 1/10 濃度と仮定し，SN-38 濃度を決定した．推定さ

れた細胞生存率と Fig. 4-7 の細胞生存率とは完全には一致しないが，肺および肝細胞を複

合培養した系で顕著に細胞生存率が高く，次いで肺・肝臓・脂肪の 3 種を複合培養した系

で高い細胞生存率が推定された．また，肺および脂肪細胞の複合培養においては肺単独培

養時に推定された細胞生存率と大きくは変わらない細胞生存率が推定された．この検討か

らも肝細胞との複合培養による無毒化の効果が示され，定性的に本章の実験結果と一致す

ることが明らかとなった． 

これらの結果は In vivo における知見と一致するものであり，本複合細胞培養系によって

In vivoにおける体内動態の一部を再現できたものと考えられる． 
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Fig. 4-6a  24 時間後の CMTMR による各群の生細胞染色画像 

毒物非添加 肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)） 肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)） 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 
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Fig. 4-6b  48 時間後の CMTMR による各群の生細胞染色画像 

 

毒物非添加 肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)） 肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)） 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 
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Fig. 4-6c  72 時間後の CMTMR による各群の生細胞染色画像 

 

毒物非添加 肺単独培養（脂肪(-)，肝臓(-)） 

肺・脂肪複合培養（脂肪(+)，肝臓(-)） 肺・肝臓複合培養（脂肪(-)，肝臓(+)） 

肺・脂肪・肝臓複合培養（脂肪(+)，肝臓(+)） 
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Fig. 4-7  CMTMR による蛍光染色画像から算出した細胞生存率の時間変化

（上：Run 1， 下：Run 2） 
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4.4.5 線形結合モデルの構築に向けた肺細胞モデルの検討 

 臓器間相互作用のような非線形応答の有無を明らかにするためには，各臓器モデル細胞

の薬物原体および代謝物に対する固有の反応速度パラメータを決定し，３種のモデル細胞

における反応を数理モデル上で結合した線形結合モデルを構築する必要がある．線形結合

モデルによる予測値と本複合細胞培養デバイスで実測された生存率とを比較することで非

線形応答の有無を明らかにすることが可能であると考えられる． 

 本節では，標的臓器細胞である肺モデル細胞に関する CPT-11 に対する細胞生存率予測モ

デルを構築し，複合細胞培養デバイス内で肺モデル細胞を単独培養した際の生存率と比較

することを目的として線形結合モデルの構築方法と問題点について述べる． 

 

・1 次反応仮定によるパラメータ推定 

 まず，L-2 細胞，ラット初代培養肝細胞，3T3-L1 細胞に CPT-11 を初濃度 50 M で暴露

した際の各モデル細胞に対する CPT-11および SN-38の培養液中濃度をHPLCにより定量

した結果と以下に示す物質収支式を解いて得られる式①，②，③，④によって推定される

濃度変化曲線を Fig. 4-8a, Fig. 4-8b, Fig. 4-8c に示した．尚，ここで使用した式中の細胞密

度ρcellは 2.0×104 cells/cm3，培養液体積 V は 0.5 cm3である．この際に決定された CPT-11

の消失速度定数および SN-38 の生成速度定数の値を Table 4-1 に示す． 

 １次反応仮定において推定された CPT-11 の濃度変化は実測値と概ね一致した．しかしな

がら，SN-38 濃度に関して肝モデル細胞における濃度変化は実測値とは異なった．加えて，

CPT-11 を 50 M で暴露した際に実際に得られた L-2 細胞の細胞生存率と SN-38 を単回暴

露して得られた用量作用曲線の間に整合性が得られず，CPT-11 を出発物質として細胞生存

率を予測する場合には SN-38 の細胞内濃度を基準として細胞生存率を定義する必要性が明

らかとなった． 

 

Table 4-1  各モデル細胞における推定された反応速度定数の値（1 次反応仮定） 

 

反応速度定数[/cell/hour] L-2 3T3-L1 Rat Hep. 

kCPT-11,deg 1.36×10-5 1.10×10-6 9.38×10-7 

kSN-38 1.90×10-8 1.00×10-8 6.15×10-7 

kSN-38,deg ― ― 5.36×10-7 
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L-2 細胞および 3T3-L1 細胞では SN-38 の生成のみが起こる 1 反応を仮定した際の物質収

支式は次式で示され，得られた式①と実際にHPLCにより測定されたCPT-11およびSN-38

の濃度を用いて反応速度定数を求めた． 

②

①




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一方で，ラット初代培養肝細胞においては SN-38 が更に代謝されるため，物質収支式はそ

れぞれ以下のように記述される． 
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また，以下のように式を変形させることにより SN-38 濃度を与える式を得た． 
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Fig. 4-9a  CPT-11 および SN-38 濃度の時間変化 (L-2 細胞) 
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Fig. 4-9b  CPT-11 および SN-38 濃度の時間変化 (3T3-L1 細胞) 
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Fig. 4-9c  CPT-11 および SN-38 濃度の時間変化 (ラット初代培養肝細胞) 
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・SN-38 濃度曲線下面積に対する細胞生存率の推定 

上述した 1 次反応仮定における反応速度パラメータ推定の検討から，CPT-11 と SN-38

単回暴露試験において細胞生存率に整合性が得られず，CPT-11 を出発物質とする場合には

SN-38 の細胞内濃度を基準として細胞生存率を定義する必要性が明らかとなった． 

L-2 細胞に対して SN-38 の初濃度を変えて単回暴露した際の SN-38 の用量作用曲線を

Fig. 4-10 に示す．SN-38 濃度が 3 M においても L-2 細胞に対する顕著な細胞毒性が用量

作用曲線によって示された． 

次に，SN-38 濃度の時間変化曲線から細胞内 SN-38 濃度曲線下面積 AUCSN-38を対数台

形法によって算出し，各濃度に対する細胞生存率から AUCSN-38に対する用量作用曲線を作

成した．得られた用量作用曲線をロジスティック式でフィッティングし，AUCSN-38 の値か

ら細胞生存率を予測するためのパラメータ m および s を決定した．Fig. 4-11 に細胞内

AUCSN-38 に対する用量作用曲線およびロジスティック式によるフィッティングを行った結

果を示した． 

 

 

ロジスティック式・・・・・







 




)exp(1

1

s

mx
y

 

y：細胞生存率 

x：log AUCSN-38 

m :L-2 細胞の半数を死滅させる AUCSN-38の対数 

s：用量作用曲線の傾きを間接的に表すパラメータ 
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Fig. 4-10  L-2 細胞に対する SN-38 の用量作用曲線 
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Fig. 4-11  細胞内 SN-38 濃度曲線下面積(AUC)に対する L-2 細胞の細胞生存率変化 

（ロジスティックパラメータ； x：1.56，s：0.45） 
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次に，個別培養細胞に対する CPT-11 の暴露試験における反応の概念図を Fig. 4-13 に記

す．まず系内に暴露された CPT-11 は培養細胞内に取り込まれる．その後，細胞内のカルボ

キシルエステラーゼによって SN-38 に代謝され，生成した SN-38 が培養液中に放出される

と考えられる．これらの反応について，各反応速度定数をそれぞれ k1, k2, k3, k4, kCESと

して細胞内外の CPT-11，SN-38 の物質収支式は以下のように記述される．この物質収支式

から，細胞内 SN-38 濃度の経時変化を決定することが出来れば，細胞内 SN-38 濃度曲線下

面積を基準とした L-2細胞の細胞生存率を Fig. 4-11 の用量作用曲線から推定することが出

来ると考えられる．  
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Fig. 4-12  個別培養細胞における CPT-11 の代謝反応のイメージ 
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Fig. 4-12 に示す反応の概念を基本として，L-2 細胞内外の CPT-11 および SN-38 濃度の

時間変化を数値シミュレーションによって求めることができれば，L-2 細胞をデバイス内で

単独培養した際の SN-38 細胞内濃度を算出することが可能となり，細胞内 SN-38 濃度曲線

下面積を得ることができる．ここで得られた細胞内 SN-38 濃度曲線下面積に対する細胞生

存率と実際に実験して得られた細胞生存率を比較することが出来る．  

 

反応速度パラメータの決定 

k1 は暴露直後の CPT-11 減少時の直線の傾きから決定した．また，k3, k4 に関しては

SN-38 の初濃度を変えて L-2 細胞に暴露した実験から，L-2 細胞に対する吸着等温線を求

め，Langmuir の式から吸着定数を決定した．また，SN-38 の初期の濃度減少時の見かけ

の反応速度から k3 を決定し，k3 および吸着定数から k4 を決定した．Fig. 4-13， Fig. 4-14

に L-2 細胞に対する SN-38 濃度の時間変化とその際の吸着等温線をそれぞれ示した． 
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Fig. 4-13  L-2 細胞に対する SN-38 濃度の時間変化 
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Fig. 4-14  SN-38 の L-2 細胞に対する吸着等温線 
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濃度の経時変化および吸着等温線から決定したパラメータを用いて，数値解析プログラ

ム gPRMOSによる細胞内 SN-38 濃度を予測する検討を行った．gPRMOSを用いたシミュ

レーションの概要に関しては APPENDIX にて後述する．Fig. 4-15 に代謝反応速度定数

kces を変化させた際の細胞内 SN-38 濃度の時間変化を示す．シミュレーションにあたり，

未知の反応速度定数 k2 は k1 の 1/10 と仮定し，細胞内外の CPT-11 および SN-38 の分配反

応を即時平衡と仮定した．Fig. 4-15 の結果から，培養液中の CPT-11 濃度および SN-38 濃

度が実測値と最も近い，kces=1E-11 [1/cell/sec]の時の細胞内 SN-38 濃度の時間変化から細

胞内 SN-38 濃度曲線下面積 AUCSN-38,cellを算出し，AUCSN-38,cellに対する用量作用曲線から

72 時間後の L-2 細胞の細胞生存率を予測した結果，細胞生存率は 0.7 と推定された．実際

にデバイス内で L-2 細胞を単独培養した際に得られた 72 時間後の細胞生存率は 0.66 であ

り，シミュレーションによる推定値と実測値が概ね一致した．また，kces の値が kces=1E-11 

[1/cell/sec]以上の場合ではk2の値の大小に関わらず実測値とは異なるSN-38濃度を示した

為，kces の値を kces=1E-11 [1/cell/sec]に固定して，k2 の値を変化させた際の細胞内 SN-38

濃度変化を Fig. 16 に示す．k2 の値が k1 と同じ場合では実験値に比して細胞内 SN-38 濃

度曲線下面積が小さく，k2 の値が k1 の 1/100 では細胞内 SN-38 濃度曲線下面積が大きす

ぎることが分かり，k2 に対する感度解析からも k2 の値が k1 の 1/10 が最も実験値と同等

な値を示すことが明らかとなった． 

k2=0.1k1，kces=1E-11 [1/cell/sec]において，細胞数 2×104 cells の際の細胞当たりの

AUCSN-38,cellは細胞数を 3.0E-9[M・hour/cells]であるのに対して，細胞数を 10 倍（2×105 

cells）にした場合の細胞当たりの AUCSN-38,cellは 2.8E-9[M・hour/cells]であり，細胞当た

りの SN-38 負荷量は大きく変化しない事がシミュレーションによって明らかとなった． 

本節では L-2 細胞に関する CPT-11 に対する細胞生存率予測モデルを構築した．Fig. 4-12

に示す反応の概念を基本として，ラット初代培養肝細胞および分化誘導した 3T3-L1 細胞に

ついても細胞内外の CPT-11 および SN-38 濃度の時間変化を数値シミュレーションによっ

て求め，数理モデルを構築することができれば，体積・細胞密度の補正を行った後に，L-2

細胞をデバイス内で単独培養した場合および肝・脂肪細胞との複合培養を行った際の

SN-38 細胞内濃度を算出することが可能となり，細胞内 SN-38 濃度曲線下面積を得ること

ができる．ここで得られた細胞内 SN-38 濃度曲線下面積に対する細胞生存率と実際にデバ

イス内で複合培養して得られた細胞生存率を比較することによって，非線形応答の有無を

明らかにすることができるものと考えられる． 
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Fig. 4-15  代謝反応速度定数 kces に対する細胞内 SN-38 濃度の時間変化 
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Fig. 4-16  反応速度定数 k2 に対する細胞内 SN-38 濃度の時間変化 
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4.5 まとめ 

 本章では CPT-11 を静脈投与モデル毒物として，肺単独培養および脂肪細胞・肝細胞との

複合培養系における分布・代謝・毒性を評価した．その結果，蛍光画像からはデバイス内

蛍光物質の一部が脂肪細胞を固定化しているコンパートメントに分布することが認められ

た．また，肝代謝酵素活性評価においてはモデル毒物暴露した系においても，肝細胞との

複合培養によって毒物非添加の系と同等の酵素活性が示された．さらに，毒性評価におい

ては，肺単独培養においてのみ細胞毒性が確認され，肝細胞および脂肪細胞との複合培養

系では標的臓器細胞への毒性が低減された．この結果は，肝臓における代謝無毒化および

脂肪細胞のモデル物質の吸着効果により毒性が低減されたとものと推察される．代謝・毒

性発現プロセスの評価において In vivo の知見と概ね一致する結果が得られた． 

 CPT-11 および毒性支配物質と考えられる SN-38 について，各臓器モデル細胞を個別培養

した系に単回暴露試験を行い，得られた反応速度パラメータを使用して個別細胞培養の線

形結合モデルの構築を試みた． 

細胞生存率の低下が確認された L-2 細胞の単独培養系において，暴露 72 時間後の細胞内

SN-38 濃度曲線下面積を基準とした細胞生存率をシミュレーションによって予測した．そ

の結果，デバイス内にて L-2 細胞を単独培養した際に得られた細胞生存率とシミュレーシ

ョンによって推定された細胞生存率が概ね一致した．従って，L-2 細胞を単独培養した際の

細胞生存率は細胞内 SN-38 濃度曲線下面積の推定により精度良く推定することが可能であ

った． 

今後，ラット初代培養肝細胞および脂肪モデル細胞についても，同様の個別培養試験か

ら反応速度定数を決定し，数理モデル上で線形結合して細胞生存率を推定することで，複

合細胞培養デバイスで得られた生存率と比較することが可能となる．マイクロ複合培養時

に実測された細胞生存率と予測される細胞生存率との相違を明らかにすることが出来れば，

複合細胞培養デバイス内における，複合培養による非線形な応答の有無を定量的に明らか

にすることが原理的には可能である．しかしながら，マイクロ複合培養系特有の問題とし

て培養液量が極めて微量であり原体・代謝物濃度の経時変化を分析することが極めて困難

であり，反応速度パラメータ決定のためには実験量が膨大になることが明らかとなった．

本章での検討に加えて，肝モデル細胞・脂肪モデル細胞について数理モデル化を行うため

には培養系内の薬物原体および代謝物濃度の経時変化を精度良く連続測定可能な技術が必

要であり，オンチップセンサーなどの技術開発が強く望まれる． 
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第 5 章 総括と今後の展望 
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5.1.1  総括 

本論文では，酸素透過性ポリマーを基材として作製したマイクロ流体デバイス内にて異種

臓器由来培養細胞を複合灌流培養することによって，静脈投与薬物のIn vivoにおける体内動

態を再現・評価することが可能なIn vitro複合培養系を構築することを最終的な目的として，

体内動態の内で特に，分布・代謝・毒性発現プロセスに着目して蛍光モデル薬物の体内動

態評価を行った．  

 

 第1章は緒言であり，本研究の背景及び目的を述べている．冒頭では，体内動態と人体シ

ステムについて概説するとともに，薬物や環境中化学物質などの個体レベルの体内動態評

価の重要性に言及している．続いて，個体レベルの体内動態を評価・予測するための手法

としてIn vitro複合培養系について，最新の知見を交えつつ既往の研究と問題点を述べている．

特に，これまでに行われた大型複合培養系・マイクロ流体デバイスを利用した複合培養系

における極めて煩雑な操作運転を必要とするといった実用上の課題を解決するための生理

学的条件を満たす簡便な複合培養系の確立の重要性を指摘し，本研究の具体的な目的とア

プローチを示している． 

 

 第2章では，複数異種臓器由来培養細胞の個別･完全灌流培養を可能とするマルチコンパ

ートメントマイクロ複合細胞培養デバイスの作製を目指し，安価・微細造形性に優れる酸

素透過性材料であるポリジメチルシロキサン (PDMS) のマイクロ複合細胞培養への適応を

検討した成果を述べている．マイクロ細胞培養デバイスに酸素透過性材料を用いる手法は，

培養液の酸素化などの煩雑なプロセスが一切不要であるだけでなく，細胞が最も酸素を消

費する初期接着時からの酸素供給が可能となるなど，各臓器由来培養細胞の高密度化を目

指す上でも最も簡便かつ有用な手法である．本章では，ソフトリソグラフィ法を利用した

フォトレジストの鋳型を基に作製したPDMSマイクロ複合細胞培養デバイスの基礎特性を

明らかにし，灌流路上に配備したバルブの開閉による個別臓器ごと・複数臓器全体の完全

灌流の２つの送液モードの選択が可能であることを示す．また，内部送液ポンプによる送

液に伴うせん断応力が接着細胞の剥離を起こさず，複数異種臓器由来細胞の複合灌流培養

が可能であることを示している． 

  

第3章では，マイクロ複合細胞培養デバイスよって実現可能となった，成熟脂肪細胞と肝

モデル細胞の安定分散固定化および薬物の分布プロセス評価に関する成果を述べている．

脂肪細胞は疎水性薬物の初期の分布に大きく関与するとされているが，比重が軽いために

接着培養の実現が困難である．本章では，成熟脂肪細胞をデバイス内に高密度安定分散固

定化するために3次元ポリ乳酸不織布担体を導入し，成熟脂肪細胞の固定化を行った．また，

脂肪細胞と平行して，肝モデル細胞も合わせて3次元担体上に固定化した．さらに，脂肪細
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胞の有無による疎水性モデル薬物の分布動態を評価することを試み，脂肪組織の疎水性薬

物の初期分布に及ぼす影響を蛍光イメージングにより経時的に非破壊評価する簡便な手法

を提案した．以上本章では，マイクロ複合細胞培養デバイス内に固定化した脂肪細胞の初

期体内分布に及ぼす影響を可視化し，In vivoにおける一般則の再現が可能であることを示し

ている． 

 

 第4章では，静脈内投与薬物の生体外における体内動態の再現を目的として，肺モデル細

胞および肝モデル細胞･脂肪モデル細胞をマイクロ複合細胞培養デバイス内に単層上に接

着し，生体内で代謝活性化されるモデル薬物の分布・代謝・毒性発現プロセスの再現を試

みている．マイクロ複合細胞培養系では培養液量が極めて少量であることから，分布・代

謝活性・毒性評価を全て蛍光イメージングにより非破壊評価する検討について述べている． 

代謝活性・毒性評価において，薬物非添加の系と比べて肝モデル細胞との複合培養系では

代謝活性の亢進が明らかとなり，肝・脂肪細胞との複合培養系においては最終的な標的臓

器モデル細胞に対する毒性が低減されたことから，本マイクロ複合細胞培養系において肝

モデル細胞の毒性発現に対するIn vivoの知見を一部再現することが可能であることを示し

ている．しかしながら，分布評価においては，複合細胞培養デバイス内のモデル薬物原体

および代謝物の蛍光を分離して評価することが困難であったため，脂肪モデル細胞との複

合培養においてもモデル薬物の特異的な蓄積を定量的に把握するには至らなかった．本章

では，In vitro複合細胞培養系を体内動態評価に適用し，生体外における分布・代謝・毒性発

現プロセスの再現可能性について言及している．また，マイクロ複合細胞培養系に特有の

定量評価の困難性や課題について言及した．  

 

第5章は総括であり，本論文全体のまとめとその意義を述べると共に，個体レベルの薬物

動態評価のIn vitro予測を展望した場合に求められるIn vitro複合細胞培養系の今後の研究課

題についても述べている． 

 

第6章は補章として，煩雑な細胞培養操作を最小化するアプローチとして，肝細胞や脂肪

細胞を人工物で代替することを試みている．特に，細胞を代替する人工物として肝ミクロ

ソーム固定化ビーズおよびミネラルオイル包括カプセルの作製と評価について述べている． 

 

 以上，本論文は，個体レベルの体内動態評価を目指したIn vitro複合細胞培養系の実現に向

けて，これまでIn vitroにおいて評価が特に困難であった体内動態の一部を再現することが可

能なマイクロ複合細胞培養系を実現し，マイクロ複合細胞培養系特有の課題を解決するこ

とにより本複合培養系の有用性を示した．これらの成果は，簡便かつ信頼性の高いIn vitro

複合細胞培養モデルという観点からは工学的アプローチの一つの完成形であると考えられ

る他，現状のマイクロ複合細胞培養系の限界性に関する知見を示すものであり，生体シス
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テム工学・薬理学・医用工学及び化学システム工学へ大きく貢献するものと考えられる． 

 

5.1.2  問題点の抽出 

単層培養と 3 次元培養の比較 

本論文の 2 章および 3 章の検討から、単層培養（2D）時のコンパートメント内の細胞数

は脂肪細胞･肝モデル細胞共に 6300 個であり，三次元担体を用いることで脂肪細胞 15750

個，肝モデル細胞 94500 個と単層培養に比べそれぞれ約 2.5 倍，約 15 倍の細胞数を固定化

可能なことが本研究から明らかとなった．一方で，不織布担体を用いることで固定化でき

た脂肪細胞の充填率は，全ての脂肪細胞の直径を 50 m と仮定した場合，約 31%であり，

組織内で脂肪細胞の占有する体積を，実際のヒト個体内と比較した場合には，約 1/6 程度で

ある．また，肝モデル細胞のコンパートメント内の細胞密度はヒト個体内と比較して約

1/100 程度の細胞密度であった．従って 3 次元担体を用いた場合でも，完全に In vivo と同

等の細胞密度を達成するには至っていない．加えて，本研究のようにマイクロ流体デバイ

スを活用する際の問題は，3 次元担体として通常の不織布を裁断して使用するだけでは，裁

断面から複数の繊維がチャンバー外の流路・接着面に混入してしまう状況があり，マイク

ロ培養システム作製の歩留まりが著しく低下してしまうといった問題があった．このよう

なリアクター部分の 3 次元化に伴う技術的な問題は，通常の培養スケールに比べてマイク

ロ培養システムが微小な空間に様々な構造や機能を集積することに起因した課題だといえ

る．一方で，単層培養は 3 次元培養に比べて固定化可能な細胞数は制限されるが，流路高

さの調整によって飛躍的に細胞密度を向上させることが原理的には可能であり，技術的な

障壁も 3 次元化に比べれば低いものと考えられる．現状では，単層培養による高密度化が

簡便に実現可能であると考えられるが，マイクロ複合培養システムに期待される臓器間相

互作用や細胞活性の亢進といった非線形応答の評価を考慮すれば 3 次元化は必要不可欠な

要素であり，継続的な 3 次元化手法の検討が期待される． 

 

モデル化の問題 

4 章におけるモデル化の検討において，線形結合モデルに必要な反応速度パラメータを決

定する過程で生じたマイクロ複合培養系特有の問題として，培養液量が極めて微量であり

原体・代謝物濃度の経時変化を分析することが極めて困難であることが本研究から明らか

となった．現状では既存の分析機器を使用した経時変化測定には膨大な実験量が必要とな

る為に，本研究では標的細胞の単独培養時における反応速度パラメータを決定するととも

に，実測が困難なパラメータに関してはセンシティビティアナリシスで推定することによ

って，細胞生存率を予測するに留まっている．マイクロ複合培養における非線形応答の有

無を定量的に明らかにする為には，本研究で行った検討と同様に肝モデル細胞および脂肪

細胞に関して実施し，薬物原体および代謝物に対する個々のモデル細胞固有の反応速度パ
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ラメータを 3 種全てのモデル細胞について決定し，線形結合モデルを構築して細胞生存率

を予測する必要がある．しかし現状では，薬物原体および代謝物の経時変化を定量するた

めには既存の分析機器を使用しなければならないため，本研究と同様に膨大な実験量が必

要となることは不回避である．今後，マイクロ複合培養による体内動態評価のためには，

薬物原体および代謝物の経時変化を測定する際に培養液のサンプリングを必要としないオ

ンチップ検出を可能とする技術の開発が必要であると考えられる． 

 

計測の問題 

 本研究における課題の一つは測定系の確立であった．培養システムに直接検出器（セン

サー）を組みこむ事も技術的に可能であるが，培養液中のタンパク質の吸着や目的シグナ

ル以外のノイズの影響を無視できないことも想定される．また，通常の細胞生存率試験や

増殖阻害試験では，データポイント毎にマイクロ培養システム内の細胞を破壊する必要が

生じる為に膨大な数のマイクロ培養システムを準備しなければならない為に経時変化の観

察に適用することは困難である．一方で，光学的な検出原理を用いた測定であれば，マイ

クロ培養システム・培養細胞のどちらも破壊することなく，マイクロ培養システム内部の

情報を取得することが可能であり，経時変化を観察するのに最適だと考えられた．しかし

ながら，本研究で実際に行った蛍光物質を用いた非破壊評価では経時的な測定が可能にな

った一方で，使用する蛍光物質の蛍光強度・活性寿命および細胞の自家蛍光が測定値に大

きく影響し，画像解析における閾値の設定によっては結果が変化してしまう場合があった．

得られた測定データが生物学的意義のある変化であるのか，測定原理に起因した測定誤差

であるのかを吟味する必要があり，測定結果を明確に解釈することが難しい点も非破壊計

測における問題であると考えられた．今後，４章において取得された蛍光値の内訳を明ら

かにすることで，細胞とデバイス内物質の詳細な反応を知ることが可能であると考えられ

るが，デバイス内培養液量が極めて少ないことから既存の分析機器による各灌流時間に対

する各物質濃度を定量することは困難であり，デバイス内へのセンサーの組み込みなど新

たな技術の融合活用が必要不可欠であることが本研究からも明らかとなった． 

 

5.2 今後の展望 

まず In vivo における体内動態の全てを In vitro において完全再現するためには，第一に

は，おのおのの臓器に相当するコンパートメント内にて臓器最小単位構造をほぼ完全に再

現した培養系の開発が挙げられる．本研究で開発した培養系は，複数異種臓器由来細胞を

複合培養する簡便な薬効・毒性評価系として有用ではあるが，生体内の臓器は単一細胞か

ら構成されておらず，一つのコンパートメント内においても血管内皮細胞や非実質細胞と

の共培養を行うなど，生体内臓器の構成を模倣することによって更に高度構造化する必要

があると考えられる（Goulet et al. 1988; Sato et al. 1999; Sudo et al. 2004; 
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Guguen-Guillouzo et al. 1983; Kaihara et al. 2000; Mesnil et al. 1987）．また，このよう

な高度構造化の試みは，個別の In vitro 試験系における検討と相補的に進める必要があり，

例えば肝組織の微小構造に着目した場合，胆汁酸等の肝細胞からの分泌物の回収等を考慮

する必要が生じると考えられるため，最小単位における極性を完全に再現することが次の

課題となろう(Sudo et al. 2004; Wustner et al. 2002)．また，ヒト個体における信頼性の高

い体内動態予測をするためには，ヒト正常成熟細胞を利用して各体内動態パラメータを決

定する必要があるが，全ての臓器について正常成熟細胞を取得することは困難であるため，

今後は iPS細胞やES細胞から分化誘導した細胞を用いた体内動態パラメータの決定が必要

不可欠であろう．また，第 4 章で静脈投与モデル薬物として使用した CPT-11 のように遺伝

子多型によってその物質の薬効や毒性が変化する物質の体内動態を評価するためにも，iPS

細胞や ES 細胞を導入した様々な遺伝子多型にそれぞれ対応するオンチップ人体デバイス

の開発と活用が期待される． 

 第二には，本研究で取り扱った分布・代謝プロセスに加えて，吸収プロセスや排泄プロ

セスを再現するコンパートメントを導入することが挙げられる．特に，Kimura et al. らは， 

PDMS を基材として，半透膜を介した 2 コンパートメントマイクロデバイス内で，小腸お

よび肝臓を複合培養し，吸収プロセスと代謝プロセスを評価する複合培養系を提案してい

る（Kimura et al. 2007; 2008）．今後，このようなデバイスと技術統合していくことが，個

体の体内動態を評価可能な複合細胞培養系の実現に道を拓くものと考えられる． 

 

上述した点と平行して，煩雑な培養操作を最小限に留めることで実用性を改善していく

必要がある．先行研究も含め，培養細胞を利用する In vitro 試験系では培養維持のために非

常に煩雑な操作を必要とすることが障壁となってしまっている．ADME プロセスを全て模

倣するためには更に複数のコンパートメントが必要となるが，培養維持のための労力が増

大してしまうと考えられるため，培養細胞に代わる人工物を固定化することによって省力

化を図る必要があろう．具体的には Fig. 5-1 に示すように，標的臓器コンパートメント以

外の全てのコンパートメントを培養細胞に相当する人工物に置き換えた培養系が想定され

る．このような培養系は生理学的意義がやや薄れてしまうが，前臨床試験の前段階の簡易

スクリーニング系など用途を絞れば，煩雑な培養操作をほぼ必要としないだけではなく，

人工物のみをデバイス内に固定化して保存することが可能になるなど実用性が大幅に改善

されると考えられる． 

 

以上，今後は生体内環境の完全模倣と人工物によるモデル細胞の代替法の検討を補完的

に進めながら，最終的には，動物実験を完全に代替する実用的なオンチップ人体シミュレ

ーターが開発されると期待される． 
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Fig. 5-1  人工代替物を利用した実用的マイクロバイオリアクター 
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補章 人工物モデルによる簡便化 

A-1 肝ミクロソーム包括カプセルの調製と酵素活性評価 

目的 

 これまでの In vitro 複合培養系における煩雑な細胞操作を最小限に留めるアプローチと

して，やや生理学的意義を犠牲にしながらも，人工物モデルの開発による体内動態制御臓

器の代替可能性を検証することを目的とした． 

 

実験 

 肝モデル細胞の人工物モデルとして，肝代謝酵素固定化アルギン酸ビーズの調製を行っ

た．ラット肝ミクロソーム S9（Kikkoman; Japan）と 5 wt%アルギン酸(Wako; Japan)を

1:1 で混合し 5 mL のシリンジ中に入れ，Fig. A-2 に示す 2 重円管ノズルを介して流速 250 

L/min, 窒素流量を 2 L/min で，5 wt%塩化カルシウム溶液中に混合溶液を滴下した．出

来上がったゲルは生食で軽く洗い，その後 1.5 wt%ポリリジン溶液に 5 分間浸漬させた後，

10 分間血清入り培地に浸して肝代謝酵素固定化アルギン酸ビーズを調製した．EROD 活性

評価として，調製した酵素固定化ビーズと CYP1A1/2 の基質であるエトキシレゾルフィン

を反応させ，生成するレゾルフィンの蛍光を経時的に取得することによって酵素固定化ビ

ーズのみかけの反応速度を決定した． 
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1cm1cm1cm
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26G
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Fig. A-2  2 重円管ノズルの概要 
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結果と考察 

 Fig. A-2 に酵素固定化ビーズの形態を示した．均一な約 200 mのビーズが作製されたこ

とが分かる．酵素固定化ビーズの見かけの反応速度は S9 を直接基質と反応させた場合の見

かけの反応速度の 1/4 程度であった．また，調製したビーズを基質と 1 時間反応させた後に

除去した系では基質の更なる代謝は観察されなかったことから，少なくとも 1 時間は酵素

活性でもビーズ外への溶出はないことを確認した．反応速度を改善するためには，さらに

微小粒径のビーズによって表面積を増大させる必要があると考えられた． 

 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

0 2 4 6 8 10 12

時間（ｈ）

レ
ゾ

ル
フ

ィ
ン

生
成

量
（


m
o

l/
m

g
-p

ro
te

in
)

Gel

1h後Ｇｅｌ取り出し

Free

 

Fig. A-2  酵素固定化ビーズと代謝活性評価結果 
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A-2 両親媒性ポリマーを用いたミネラルオイルカプセルの調製 

ポリイオンコンプレックス膜 

アルギン酸は人体に無害な物質で，電気泳動などに用いられるアガロースの様に，熱な

どを利用してゲル化するのでは無く，イオン交換のみでゲル化するため，様々な用途に使

用される．アルギン酸ナトリウムが水溶液中にあると，COONa のナトリウムが遊離する事

でイオン化して COO－となり，アルギン酸分子全体が負電荷を帯びる．このアルギン酸分

子の負電荷と，ポリリジンなどの正電荷物質が静電的相互作用により結合することでポリ

イオンコンプレックス膜を作製することができる．アルギン酸・ポリリジンの静電的相互

作用を利用して，反応を繰り返せば表層のポリイオンコンプレックス膜を積層させること

ができるため，膜厚制御による物質透過性をある程度コントロールできると考えられる．  

 

Biocompatible Anchor for Memblane(BAM) 

BAM は，東京大学工学系研究科長棟研究室と日本油脂株式会社により共同開発された生

体適合性ポリマーである．BAM は，細胞の脂質二重膜に疎水性相互作用によって突き刺さ

るオレイル基と PEG 鎖を含み，PEG 鎖の先端に任意の分子を持たせる事が可能であるた

め，任意の電荷を付与することができる．また，オレイル基を持つことから両親媒性ポリ

マーとして使用することが可能である．そこで，ミネラルオイルカプセルの開始点として，

BAM を利用することとした．つまり，この BAM 分子 PEG 鎖末端にアミノ基などの正電

荷の官能基を導入することによりミネラルオイル表層に正電荷を付与することで，アルギ

ン酸-ポリリジンのポリイオンコンプレックス膜作製の足場とすることができる． 

 

実験方法 

1.5 ml エッペンドルフチューブ(以下エッペン)に BAM-NHS 19.8 mg と，DMSO(脱

水 )450 L を入れボルテックスミキサーでしっかり溶解させた．（ 10 mM 

BAM-NHS/DMSO）次に，ドラフト内でエッペンチューブに ethylenediamine 30 L と

DMSO(脱水) 420 L を入れ，全量 450 l にし，ボルテックスミキサーでしっかり懸濁さ

せた．(1000 mM Ethylenediamine/DMSO)その後，150 L ずつ 3 本の新しいエッペンに

分注した．分注した Ethylenediamine/DMSO に，先程調整した 10 mM BAM-NHS/DMSO

を 150 L ずつポタポタと滴下した．*この際，２～３滴毎に反応溶液をよく転倒混和した．

滴下後，室温で２４時間以上静置して反応させた．反応後，0.1 M Tris-HCl pH8.35 を 250 

L ずつ各チューブに加え反応を停止させた． 

反応停止後，miliQ 970 L を各チューブに加え反応溶液を透析膜に導入し，十分な miliQ

で 2～3 日透析を行い，反応溶液中の DMSO・未反応物のエチレンジアミンを除去した． 

透析後透析膜から反応溶液を 15 ml 円沈管に移し，凍結乾燥を行った．白色固体を得て， 

保存は-20℃で行った．Fig. A-3 に BAM-NH2 の合成反応を示す．また，H-NMR による分

析結果を Fig. A-4 に示した． 
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Fig. A-3  BAM-NH2合成反応 

 

 

 

BAM-NHS の H-NMR 分析結果 
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Fig. A-4  BAM-NHS および BAM-NH2の NMR 評価 

 

 

BAM-NH2の H-NMR 分析結果 

 

Fig. A-4  BAM-NHS および BAM-NH2の NMR 評価 

 

 

Fig. A-4 で示した BAM-NHS および BAM-NH2の NMR 評価結果から，BAM-NH2におい

ては BAM-NHS におけるイソシアネート基のピークが消失していること，別途行った TLC

においてアミンの存在が確認できたことから，少なくとも何らかのアミンが導入された

BAM 修飾体が合成できたことが分かった． 
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合成した BAM-NH2を 50 M の PBS 溶液とミネラルオイル（Wako; Japan）を体積比

1:1 で混合し，ボルテックスミキサーで充分撹拌した． 

その後，1000 rpm で 5 分間遠心分離を行い，上清を回収して，アルギン酸と反応させた．

反応後，1000 rpm で 5 分間遠心分離を行い，上清を回収して，PLL を 1 ml 加えて反応

させた．共焦点顕微鏡を用いて BAM 分子に標識してある FITC の蛍光を観察した．共焦点

顕微鏡画像を Fig. A-5 に示した．この結果から，サイズは不均一であるが，FITC 標識され

た BAM 分子を介したポリイオンコンプレックス膜を持つミネラルオイル内包性カプセル

を形成できたことが確認された．脂肪細胞モデルとして複合細胞培養系に組み込むために

は，サイズを均一にする事や固定化法について更に検討を行う必要があると考えられた．

また，形成された膜の透過性を分子量や logP が既知の物質を用いて評価していく必要があ

ろう． 

 

 

 

Fig. A-5  作製したミネラルオイルカプセル 
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APPENDIX 
・蛍光値とモデル毒物濃度の関係 

 CPT-11 および SN-38 濃度と蛍光値の検量線を示す． 
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CPT-11 と SN-38 のモル蛍光係数は約 9 倍異なることが明らかとなった．細胞の自家蛍光

を除いても，CPT-11 および SN-38 の蛍光値だけでは蛍光値の増減を説明できなかったこと

から，SN-38 以外の代謝物の蛍光も考慮する必要があり，本論文で取得された蛍光画像か

ら直接モデル毒物濃度を算出することは困難であった． 
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・HPLC 分析 

HPLC 測定における CPT-11 および SN-38 の検量線を以下に示す． 
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・gPRMOS を用いた数値解析 

 

使用した数理モデルのソースコードを以下に示す． 

 

PARAMETER

# Constant
V as real #Medium volume[mL]
rou as real #Cell density[cells/mL]
K1 as real #CPT-11 rate constant from medium to cells[1/cell/sec]
K2 as real #CPT-11 rate constant from cells to medium[1/cell/sec]
KCES as real #conversion rate constant[1/cell/sec]
K3 as real #SN-38 rate constant from medium to cells[1/cell/sec]
K4 as real #SN-38 rate constant from cells to medium[1/cell/sec]

Variable

#CPT-11 medium concentration
CCM as Concentration #[microM]
CCC as Concentration #[microM]
CSM as Concentration #[microM]
CSC as Concentration #[microM]

EQUATION

###########Equations#############################
V*$(CCM)=V*V*rou*(K2*CCC-K1*CCM); #(1)
V*$(CCC)=V*V*rou*(K1*CCM-K2*CCC-KCES*CCC); #(2)
V*$(CSM)=V*V*rou*(K4*CSC-K3*CSM); #(3)
V*$(CSC)=V*V*rou*(K3*CSM+KCES*CCC-K4*CSC); #(4)
################################################  

 

gPRMOS に直接連立微分方程式および反応速度定数を入力することにより，細胞内外の

CPT-11 および SN-38 濃度の時間変化を得ることができる．ここで，CCM，CCC，CSM，

CSC とはそれぞれ，培養液中 CPT-11 濃度，細胞中 CPT-11 濃度，培養液中 SN-38 濃度，

細胞中 SN-38 濃度である．以下に実際の入力方法とシミュレーション結果を示す． 
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UNIT
CPT11 AS CPT11

SET
#Volume
CPT11.V:=0.5; #[mL]

#Cell density
CPT11.rou:=20000; #[cells/mL]

#rate constant
#CPT-11 equaiburium
CPT11.K1:=0.000000176; #rate constant from medium to cells
CPT11.K2:=0.0000000176; #rate constant from cells to medium

#SN-38 equaiburium
CPT11.K3:=0.0000001; #rate constant from medium to cells
CPT11.K4:=0.000000169; #rate constant from cells to medium

#CPT-11 conversion
CPT11.KCES:=0.00000000001; #conversion rate constant

Initial
CPT11.CCM = 50; # CPT-11 initial concentration of medium
CPT11.CCC = 0; # CPT-11 initial concentration in cells
CPT11.CSM = 0; # SN-38 initial concentration of medium
CPT11.CSC = 0; # SN-38 initial concentration in cells

SCHEDULE
    Continue for 259200  

 

 

 

 

kces の入力値を変化させて，初期値を入力し，gPRMOS による数値計算を行うことで細胞

内外の CPT-11 および SN-38 の濃度変化を推定することができる．未知の反応速度パラメ

ーターk2，kces の値を変化させた際の細胞内外 CPT-11 および SN-38 濃度の経時変化をシ

ミュレーションした結果を以下に示す． 



 129 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=k1[/cell/sec］，kces=5E-10 [/cell/sec］ 



 130 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=k1[/cell/sec］，kces=1E-10 [/cell/sec］ 



 131 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=k1[/cell/sec］，kces=5E-11 [/cell/sec］ 



 132 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=k1[/cell/sec］，kces=1E-11 [/cell/sec］ 



 133 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.5k1[/cell/sec］，kces=5E-10 [/cell/sec］ 



 134 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.5k1[/cell/sec］，kces=1E-10 [/cell/sec］ 



 135 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.5k1[/cell/sec］，kces=5E-11 [/cell/sec］ 



 136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.5k1[/cell/sec］，kces=1E-11 [/cell/sec］ 



 137 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.25k1[/cell/sec］，kces=5E-10 [/cell/sec］ 



 138 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.5k1[/cell/sec］，kces=1E-10 [/cell/sec］ 



 139 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.25k1[/cell/sec］，kces=5E-11 [/cell/sec］ 



 140 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.25k1[/cell/sec］，kces=1E-11 [/cell/sec］ 



 141 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

 

kces=5E-10 k2=0.1k1[/cell/sec］，kces=5E-10 [/cell/sec］ 



 142 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

 

k2=0.1k1[/cell/sec］，kces=1E-10 ［1/cell/sec］ 



 143 

 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

 

kces=5E-11 ［1/cell/sec］ 
k2=0.1k1[/cell/sec］，kces=5E-11 ［1/cell/sec］ 



 144 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

 

k2=0.1k1[/cell/sec］，kces=1E-11 ［1/cell/sec］ 



 145 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.01k1[/cell/sec］，kces=5E-11 ［1/cell/sec］ 



 146 

 

 

0

1
0

2
0

3
0

4
0

5
0

0
1
0
0
0
0

2
0
0
0
0

3
0
0
0
0

4
0
0
0
0

5
0
0
0
0

6
0
0
0
0

7
0
0
0
0

8
0
0
0
0

9
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0

1
1
0
0
0
0

1
2
0
0
0
0

1
3
0
0
0
0

1
4
0
0
0
0

1
5
0
0
0
0

1
6
0
0
0
0

1
7
0
0
0
0

1
8
0
0
0
0

1
9
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0

2
1
0
0
0
0

2
2
0
0
0
0

2
3
0
0
0
0

2
4
0
0
0
0

2
5
0
0
0
0

2
6
0
0
0
0

CPT11.CCC

T
im

e

C
P

T
1
1
.C

C
C

C
P

T
1
1
.C

C
M

C
P

T
1
1
.C

S
C

C
P

T
1
1
.C

S
M

k2=0.01k1[/cell/sec］，kces=1E-11 ［1/cell/sec］ 


