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１章 序章 

 

1-1 バイオアッセイ 

 1-1-1バイオアッセイ 

バイオアッセイとは生物材料を用いて、生物学的応答から生物作用量を評価する

方法である(池川, 1984)。日本語では生物学的検定法、生物学的（毒性）試験などと

呼ばれている。バイオアッセイの標的として使用する生物材料は、個体レベルのもの

から細胞レベル、更には細胞内小器官や生体分子まで多様である。個体レベルのも

のとしては脊椎動物、無脊椎動物、藻類、細菌、酵母など。細胞レベルのものとしては

培養細胞、単離細胞などが頻繁に用いられる。バイオアッセイは活性を測定するとこ

ろに大きな特徴があり、化学物質の量を測定する物理化学分析手法では得られない

様々な情報を得ることができる。薬剤やホルモンなどの生理活性物質は、官能基が一

カ所異なるだけで活性が桁違いに上がることがしばしばあり、単純な物質量で比較で

きない活性の強さを評価することができる。 

物理化学分析手法とバイオアッセイは相互補完的であり、様々な分野において重

要な分析手法としての役割を担っている。医学・薬学分野においては古くからビタミン

やホルモンの検定、薬剤の毒性試験や薬理効果の評価などでバイオアッセイが行わ

れてきた。現在でも新薬開発の過程において、バイオアッセイは培養細胞を用いた試

験から、動物実験、臨床試験へと展開していく。食品や化粧品などの分野においても

毒性・機能性・親和性を評価するため、細胞などを用いたバイオアッセイが行われる。

環境科学分野においても、生物に影響を与える有害物質を測定する方法としてバイ

オアッセイが期待されている。しかし、動物実験以降の試験は非常にコストが高く、ま

た近年、動物実験は動物愛護の観点から削減の傾向にある。化粧品などの分野にお

いて動物実験は禁止された。そこで培養細胞を用いたバイオアッセイが有力な代替手

法として期待されている。 

培養細胞は動物実験に比べて倫理的に優れている点に加え、研究にかかるコスト

を削減できるなどの多くの点でメリットがある。しかしながら培養細胞を用いた実験では、

生理活性物質がその細胞に対して与える効果しか評価することができず、実際の生体

で起こる数々が生理活性物質に与える影響を評価することはできない。動物を用いた

実験では標的となる組織だけでなく種々の生体作用を含めた総合的なバイオアッセイ
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が可能となる。 

 

1-1-2体内動態 

体内動態とは、体内へ取り込んだ物質が目的の臓器に到達して生理活性を発揮し、

体外へと排出されるまでの過程を指す（図 1-1）。これは栄養学・薬学・環境科学の分

野において重要な研究分野となっており、吸収・分布・代謝・排泄という、生体臓器が

物質に及ぼす四つの作用が主な対象となる(カッツング, 2005)。食品の分野では更に

消化の過程が加えられる。摂取した物質の体内における濃度はこれらの要素によって

左右される。それゆえ、体内濃度を一定に維持するために必要な摂取量、摂取方法、

摂取頻度を決定する際、これらは重要なパラメータとなる。体内濃度が不十分であれ

ば期待される効果を発揮することができず、過剰量を摂取しては重篤な副作用を及ぼ

す恐れがある。また摂取だけでなく、体内からの除去も同様に重要なファクターである。

体内での残留性の高い物質は概して高濃度となり易く、やはり副作用を及ぼす恐れが

ある。概して脂溶性の高い物質は残留性が高く、栄養素であっても摂取上限が定めら

れているものもある。代表的なものでは脂溶性ビタミンであるビタミンA過剰摂取による

頭痛・催奇形性、ビタミン D過剰摂取による腎障害などがある。 

 消化とは口から摂取した物質が口腔、食道、胃、十二指腸などの消化管において変

性、分解される過程である。咀嚼による物理的な細分化に加えて唾液に含まれる消化

酵素アミラーゼにより炭水化物の分解が起こる。食道では蠕動運動により更に細分化

が進む。胃は pH が 2~3 という強い酸性環境にあり、この酸性によって物質の変性・分

解が進む。また胃はタンパク質の消化酵素ペプシンを含んでおり、タンパク質の分解

が進む。胃を抜けた物質は pH が中性に戻され、続く十二指腸にて膵液・腸液による

消化を受ける。これらは多種多様な消化酵素を含んでおり、糖やペプチド、脂質や核

酸などが分解を受ける。これらを経たのちに到達する腸にて吸収される。 

吸収とは摂取した物質が毛細血管へ移行する過程である。腸の上皮細胞はそれぞ

れがタイトジャンクションにより周囲の細胞と結合しており、その結果体腔内の物質が

体内へ自然には入り込まないようになっている。腸上皮細胞はその頂端側と測底側で

異なる膜タンパク質を有しており、その結果体腔から体内への一方向への物質透過が

可能となる。頂点側には特に数多くのトランスポータが発現しており、栄養素や薬剤な

どの吸収に深く関わっている。 

体内へ吸収された物質は、肝門脈を通り肝臓へ輸送される。肝臓ではシトクロム

P450 を始め、様々な代謝酵素が発現している。腸から吸収された物質は一度肝臓を
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通過せねばならないため、ここでの肝代謝が薬剤などに与える影響は初回通過効果

として入念に調べられる。消化、吸収、代謝というここまでの過程がバイオアベイラビリ

ティとして評価され、特に薬学の分野において重要なバロメータとされる。 

肝臓を経た物質は循環系に入り、全身の細胞へ行き渡る。薬物や食品機能性成分

はここで初めてその効果を発揮することが出来る。生理活性物質の作用により、標的と

なる組織に影響が及ぼされる。この過程はバイオアクティビティとして、よく研究されて

いる。 

 生体では摂取した生理活性物質がいつまでも体内に留まることはなく、それらは体

内の除去機構により排泄される。その際重要な役割を果たす臓器は腎臓と肝臓である。

腎臓は血中の二酸化炭素や尿素などの不要物を尿として体外へ排泄する器官であり、

薬物などもここで排泄される。また別の排泄経路として、肝臓が薬物を胆汁に乳化して

腸腔へ送るものが知られている。 

 腎臓や肝臓で行われる排泄は体内の全量が一斉に除去されるような過程ではなく、

循環系を巡る間に次第に行われる過程である。言い換えると、生理活性物質の濃度

は時間がたつにつれ減衰していく。この減衰度合いは、ある濃度から半分の濃度にな

るために要する時間（半減期）により評価される(坂井ら, 2008)。 

 薬物の投与は以上のような生体作用の影響を考慮した上で行われる。すなわち、胃

の酸性環境で分解してしまうようなものはカプセルを用いて投与する、腸上皮を隔てた

吸収が悪いものは静脈注射をして用いる、肝臓で代謝消失しやすいものは直腸内投

与にて用いる、排泄具合によって投与間隔を決定するといった具合である。近年では

これらの生体の作用を利用するような薬剤も開発されている。例えば腸吸収されにくい

薬剤をプロドラッグ化して吸収能を上げ、肝代謝を経ることで活性をもつようにして副

作用を抑えるといった手法などである。 

 生体作用を評価するために in vitroおよび in vivoの種々の実験が行われている。物

質の体内への吸収を評価するために、腸上皮由来細胞とセルカルチャーインサートを

用いた実験がしばしば行われる。物質の代謝を評価するために代謝酵素・肝由来細

胞・肝初代培養細胞・肝スライスなどのモデル臓器を用いた実験が行われる。分布お

よび排泄はマウスなどの実験動物を用いた in vivo実験が主流であるが、これらに大き

く関与するパラメータである血漿タンパク質結合率の測定など in vitro 実験も行われ

る。 
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1-1-3生体作用と生理活性 

 生理活性物質の研究を行うとき二種類のアプローチがなされる(カッツング, 2005)。

すなわち、 

・生理活性物質が生体に及ぼす作用の評価（生理活性） 

・生体が生理活性物質に及ぼす作用の評価（生体作用） 

である。前者の手法がバイオアッセイであり、後者の手法が各種体内動態分析である。

体内動態は生理活性に大きく影響する因子でありながら、これらは通常独立に評価が

行われる。体内動態を考慮に入れた生理活性分析は疾患モデルマウスなどを用いた

動物実験、あるいはバッチ方式の実験で行われている。バッチ方式の実験を行う場合、

検討が行われるのは一項目の生体作用であることが多い。すなわち、腸管での吸収を

経た後に残存している生理活性の評価、あるいは肝臓での代謝を経た後に残存して

いる生理活性の評価といった実験が行われ、種々の生体作用を網羅的に検討した上

でバイオアッセイが行われることは少ない。また、in vitro 実験システムで、生体作用と

生理活性の複合アッセイが行われることは存在する。セルカルチャーインサート内で

腸上皮由来の細胞を培養し、ウェル内部でバイオアッセイの標的となる細胞を培養す

るシステムを用いると、物質の吸収と生理活性を同時に評価することができる（渡辺, 

2006）。しかし、複数の生体作用を施した上で生理活性の評価を行うシステムは存在し

ていない。 
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1-2マイクロチップ 

 

1-2-1 マイクロチップ技術 

マイクロチップ技術とは、数センチ角の基板上へ化学反応や前処理・分離精製・物

質検出といった機能を集積する技術である。スライドグラスなどへマイクロスケールの

微細な造型を施し、その微細な流路上へ液体や気体などを導入して種々の反応を連

続的に行う。1970 年代にスタンフォード大学の Terry らによって、微細加工を施した基

板上へ化学分析システムを構築する研究が発表された(Terry et al., 1979)。1990年代

に入り、半導体加工技術を利用した機械工学的な応用として、基板上に施した微細加

工技術を用いた電気的な検出、機械的な駆動を利用したマイクロシステムとして、

MEMS (Micro Electro Mechanical Systems) 技術といった電気、機械系のマイクロチッ

プ分野が創製された。この分野は特に医療用機器の開発を目的として進められ、現在

でも一つの分野として根付いている。一方、同じく 1990 年代初期に Manz らが微細加

工を施した基板上で全ての分析操作を行うMicro Total Analysis Systems（μTAS）を提

唱した（Manz et al., 1994）。以来マイクロチップの分析化学分野への実用化に向けた

研究が急速に進められ、約 10 年間で DNA マイクロアレイ・プロテインチップ・電気泳

動チップなどのマイクロ分析チップが製品化されるまでに至った。DNA マイクロアレイ

はシリコンなどの基板上に任意の DNA 断片を整列配置固定し、それらの断片と相補

的に結合する DNA 断片を蛍光検出するなどして高速・高感度に分析する技術である。

現在でも分子生物学的解析や遺伝子診断など多くの場面で利用されている。マイクロ

アレイは微小な領域に固定した反応領域を用いて分析を行ういわゆるバッチ式の分

析手法であるのに対し、溶液などの流れを利用したマイクロチップ技術はフルイディッ

クチップとして発展してきた。電気泳動チップ・プロテインチップなどはフルイディックチ

ップに分類され、電気泳動による物質分離や電気浸透流による駆動力を用いた分析

手法として広く利用されている。電気泳動を利用するフルイディックチップは、電荷を

持つDNAやタンパク質の分析に使われるが、電荷のない試料の分析には使用できな

い。そこで、より汎用性の高い流体制御技術としてポンプによる駆動力を利用した圧力

駆動式のフルイディックチップが注目されてきた。比較的高い圧力での送液や、細胞

などの大きな物体を導入することができるなどの汎用性が期待されている(北森ら, 

2004)。 
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1-2-2細胞実験マイクロシステム 

通常、培養細胞を用いた研究としては、直径数 mmのウェルが並んだマイクロタイタ

ープレートと呼ばれるポリスチレン製の容器や直径数 cm のシャーレといった容器を使

う。このサイズは人間から見て取り扱い易いという基準で決められているものであり、細

胞にとってみれば不自然に大きな空間である。それに比べてマイクロチップは、数十

μm から数百 μm オーダーのサイズであり、細胞から放出された物質が大量の培地で

希釈されることがなくなり、生体に近い環境で実験を行うことが可能である。細胞培養

実験をマイクロチップで行うことの利点として、反応空間が極めて小さくなるために細

胞や培地などの少量化が図れること、ピペットによる煩雑な操作が不要となることなど

が挙げられる。マイクロチップでは、細胞に培地や試薬類を作用させるマイクロチャン

ネルや、細胞から放出された成分や破砕して細胞から取り出した成分を反応・分離・

測定するための機能を集積化することが可能であり、実験の飛躍的な効率化が期待

できる。 

細胞実験マイクロシステムの実現にあたり、基盤となる要素技術としてマイクロチップ

内での細胞の保持が挙げられる。動物細胞は接着細胞と浮遊細胞の２つに分類でき

る。接着細胞は固体表面に接着することによりはじめて増殖し、様々な活性を示すこと

が知られている。一方、浮遊細胞は固体表面に接着することなく増殖し、様々な活性

を示す。接着細胞ではマイクロチップ内部に細胞を接着させるための部位を形成し、

細胞を接着させたい固相表面をコラーゲンやフィブロネクチンなどのタンパク質をはじ

めとする細胞外マトリックスでコーティングする方法が効果的な接着法として知られて

いる（Davidsson et al., 2004）。現在までにこの細胞保持法を用いた細胞実験マイクロ

システムとしては抗癌剤感受性試験用マイクロチップなどが開発されている（Fujii, et 

al., 2006）。 

一方で浮遊細胞は固相表面に接着しないため接着細胞とは異なる細胞保持法が

要求される。浮遊細胞の保持法としては、細胞が下流に流れないよう流路に垂直に多

孔質膜を張り、その部分で細胞をトラップする方法などが報告されている（Tokuyama, 

et al., 2005）。 
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1-2-3 マイクロチップ生体モデル 

近年生体臓器を模したマイクロチップの研究が盛んに行われ、様々な分析に利用さ

れている。Organ-on-a-chip アプリケーションと呼ばれるこの分野はマイクロチップ分析

技術において重要な位置を占めている（Langer et al., 2004; Baker, 2011; Gao et al., 

2012）。 

マイクロチップ上に肺の構造を構築し、上皮側と内皮での気体の流動を測定するシ

ステム（Huh et al., 2010）、腫瘍組織をチップ上で三次元培養したシステム（Elliott et 

al., 2011）、物理・化学刺激による骨格筋の収縮をチップ上に再現したシステム

（Shimizu et al., 2009; Kaji et al., 2010）、ニューロンネットワークを形成させるマイクロ

チップシステム（Zeck et al., 2001）、卵母細胞と精子をマイクロチップ上で受精させるシ

ステム(Ma et al., 2011) などが研究されてきた。 

また、これらの生体モデルを複数搭載したシステムの研究も行われてきた。肝臓・腫

瘍組織・骨髄由来の細胞を一つのチップ内で培養した研究（Sung et al., 2010）。肝

臓・肺・腎臓・脂肪組織由来の細胞を一つのチップ内で培養した研究（Zhang et al., 

2009）などが報告されている。これらは複数種類の細胞を一つのチップで共培養した

ものであり、各細胞が産出する生体由来物質の相互作用を分析することが可能であ

る。 

木村らはマイクロチップ内で腸上皮のレイヤーを作製し、細胞による物質の選択的

透過を行う手法（Kimura et al., 2008）、および腸上皮レイヤーの basolateral 側に肝臓

細胞を培養してバイオアベイラビリティを評価する手法（Kimura et al., 2008）を報告し

ている。しかしこの手法はスターラーを利用した送液を行っており、マイクロチップ内に

ありながらバルクと変わらないスケールのシステムとなっている。更に流速を自由に設

定できない上、他の臓器の追加搭載が難しいなど多くの課題を抱えている。 
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1-3本研究の目的および構成 

1-1 でも述べたように、培養細胞を標的として用いたバイオアッセイに注目が集まっ

ている。バイオアッセイでは、シャーレなどに培養された細胞に薬剤などを添加し、蛍

光染色法（Calcein efflux assayなど）や（Vellonen, et al., 2004）、発色法（MTT assayな

ど）（Slavotinek, et al., 1994）により評価を行うのが現在の主流である。しかし、現在行

われている多くのアッセイは標的細胞に対してどのような効果があるのかとい

う点のみを検定するものであり、複雑なプロセスを経て実際の生体で示すと期

待される効果を総合的に判断することは出来ない。つまり、人体で起こる消化管

での消化や腸管での吸収、肝臓での代謝といったプロセスが考慮に入れられてない

のが重大な問題点として挙げられる。標的細胞への効果を評価するに当たって、体内

からの除去率なども見逃すことの出来ない重要なパラメータである。また、サンプルが

貴重で十分な量を確保できない場合などでは、より少ない細胞数でのアッセイ、そして

それに伴う高効率高感度な分析法の確立が求められている。また、近年の創薬の初

期段階における新規合成化合物の数は極めて多く、新規合成化合物のスクリーニン

グに使用する試薬や細胞の量の微量化や、煩雑な操作の解消によるハイスループット

化など、培養細胞を用いたバイオアッセイには多くの課題が課せられている。 

そこで本研究では、大きく二つの目標を掲げた。 

・消化、吸収、代謝、それらを踏まえたうえでの物質の生理活性――すなわちバイオア

ベイラビリティとバイオアクティビティを複合的に評価するシステムの構築。 

・循環、排出を踏まえたうえでの物質の生理活性――すなわち残留性とバイオアクティ

ビティを複合的に評価するシステムの構築。 

これらをマイクロチップ上に集積することにより、アッセイにおいて消費する試薬や細

胞の微量化、複雑な実験操作の解消を目指した。 

具体的にはマイクロチップ内で流路を立体的に作製し、生体臓器を模した部位を直

列に配置した。模擬臓器部位として搭載したのは、人工消化液を用いて模擬的な消

化を行う模擬消化管部位、腸上皮由来の細胞による選択的な物質透過を行う模擬腸

上皮部位、肝臓由来の細胞による物質代謝を行う模擬肝部位である。これらの下流に

バイオアッセイの標的細胞を培養する標的部位を設置した。培地や試薬の送液は、シ

リンジポンプの駆動により行った（図 1-2）。このシステムによりバイオアベイラビリティと

バイオアクティビティの複合評価を試みた。 

もう一方は透析膜と、マイクロチップに内蔵してチップ内部で液体を循環させられる

マイクロポンプからなるバイオアッセイシステムである（図 1-3）。透析膜を通して物質の
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排出を行う模擬腎部位、チップ内部に設置した閉鎖流路の液体を循環させるマイクロ

ポンプを一つのチップに搭載し、閉鎖流路内に含まれる生理活性物質が経時的に減

衰していくシステムを作製した。この閉鎖流路内でバイオアッセイの標的細胞を培養

することで、残留性を考慮した上でバイオアッセイを行うことができるシステムの開発を

試みた。 

本研究では標的細胞として、ヒト乳癌由来細胞を使用した。乳癌細胞は抗癌剤で死

滅し、エストロゲン様活性物質で増殖促進することが知られている（Ciocca et al., 

1992）。すなわち、生理活性を細胞の生存という測定が容易なアウトプットで評価する

ことができると考えた。 

 

本論文の構成は以下のとおりである。 

この１章では研究全体の背景と目的および構成について述べた。 

２章では、本研究にて用いる材料と実験方法について述べた。その内訳はマイクロ

チップの作製、マイクロチップ内蔵型のマイクロポンプの作製、培養細胞株、モデル試

薬、生化学・分析化学実験手法である。 

３章では、バイオアッセイを行うにあたって必要な、マイクロチップ操作技術の構築

を行った。内容はマイクロチップ搭載型の小型ポンプの開発とマイクロチップ内で細胞

を培養する技術の構築である。本研究では、模擬臓器部位の構成に培養細胞を使用

した。そのため細胞の使途に応じた培養法を確立する必要があり、それぞれに適切な

培養法をこの章で検討した。 

４章では、３章で確立した細胞培養法を利用して、生体臓器の機能を模したマイクロ

システムの開発を行った。生理活性物質の標的となる細胞を培養した標的部位、胃や

腸などの消化管部位、腸管での吸収を評価する腸上皮部位、肝臓での代謝を評価す

る肝部位、糸球体での濾過を評価する腎部位、流路を循環させるマイクロポンプの検

討をそれぞれ行った。 

５章では複合的なバイオアッセイを行うマイクロシステムの開発を行った。開発した

のは腸上皮・肝臓・標的部位からなるマイクロチップ、消化管・腸上皮・肝臓・標的部位

からなるマイクロチップ、腎臓・マイクロポンプ（心臓）・標的部位からなるマイクロチップ

である。前者２つはバイオアベイラビリティを考慮したバイオアッセイを行うものであり、

後者は残留性を考慮したバイオアッセイを行うものである。それぞれに対して性状の異

なるモデル試薬を用いてバイオアッセイを行い、システムの妥当性を評価した。 

最後に６章では研究全体の考察を行った。 

 



図 1-1 経口摂取した生理活性物質に対する生体作用概略図 
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図 1-2 消化・吸収・代謝を考慮に入れた 

バイオアッセイチップの概念図 

図 1-3 循環・排出を考慮に入れた 
     バイオアッセイチップの概念図 

検出 

標的細胞 

チップへ導入された薬物などの試料は消化液で消化され、腸上皮細胞により選択的に吸収
される。その後、肝細胞により代謝を受ける。以上の過程を経た薬物がバイオアッセイの
標的細胞に対して活性を発揮する。薬物はシリンジポンプを用いて継続的に供給される。 

試料溶液は閉鎖流路に充填されており、マイクロポンプにより循環が行われる。試料の
一部は透析膜を透過し、閉鎖流路外へ経時的に排出される。残留した試料のみが標的細
胞に対して活性を示す。 
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２章 マイクロチップの作製および実験材料と方法 

 

2-1 マイクロチップの作製 

 2-1-1マイクロチップ概要 

マイクロチップは異なる流路造型を持つシートを複数貼りあわせることにより作製し

た。凸型の造型を施した鋳型の周囲に枠を作製し、その中に熱硬化性樹脂を流し込

んだ。熱をかけて固化した後、鋳型から外すとフラットで凹型の造型が施されたシート

を得た。このフラットな面を別の平らな面と貼りあわせることで、凹型の造型が閉じた流

路として活用した。また、立体的な構造を作製するために水平流路だけでなくシート内

部を垂直に貫く垂直流路を作製した。更にマイクロチップへの溶液の導入・排出のた

めのコネクタ（導入ポート）を設置した。本研究で用いるマイクロチップは、上層に設け

られた溶液導入路によってシリンジからのラインと接続した（図 2-1）。 

 

2-1-2マイクロチップの材料 

バイオアッセイに用いる基材の条件を以下に列挙する。まず、細胞に対して毒性を

持たないこと、化学的に不活性なことが必要である。光学的な観察を行うため、可視波

長域に吸収や蛍光特性を持たないことが要求される。さらに、本研究ではマイクロチッ

プを積層し、層と層の間に膜を挟み込むことで細胞保持を行った。そのため、異物を

挟み込むための柔軟性が求められる。これらを満たすマイクロチップ材料としてシリコ

ン系樹脂であるポリジメチルシロキサン（PDMS）をマイクロチップの材料として用いるこ

ととした（Yamada, et al., 2003, Takayama, et al., 2003）。PDMSは細胞を用いたマイクロ

チップの基材としても用いられており、細胞毒性は無いことが知られている（Folch, et 

al., 2005）。通気性の高い樹脂であり、適度に内部の空気が交換されることも細胞の培

養に都合が良い。さらに、ゴム状の樹脂であるため膜など薄い異物の導入および固定

が可能となる。また PDMS は硬化性樹脂であるため、鋳型から作製された PDMS マイ

クロチップは高精度で同型となる。そのため多検体バイオアッセイの際に誤差の少な

い比較が可能となるため、PDMSは基材として優れた特徴をもつと考えた。 

PDMSの作製法を図 2-2に示す。SILPOT184W/C（ダウコーニングアジア）の主剤の

A 液と、架橋剤である B 液を 10:1 で混合し、よくかき混ぜた後 1h 脱気したものを
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PDMS原液とした。PDMS原液は-20°Cで保管し、固化には加熱操作を行った。 

 

2-1-3 SU-8を用いた鋳型の作製 

PDMSシートに対する造型を行うための鋳型として、高膜厚型フォトレジスト SU-8 を

用いた（Lorenz, et al., 1998）。SU-8は光照射により硬化するエポキシ樹脂ベースのネ

ガ型のフォトレジストであり、照射部をマスクにより制限することで目的とする造型を作

製可能である。ガラス基板上に SU-8を塗布して光照射を行った後、硬化させなかった

部分を溶解させて現像することで目的とする凸型構造物を得ることができる。鋳型作

製にあたって、目的とする流路高によって SU-8 の種類や作業時間などの諸条件を変

化させた。また作製する PDMS シートも厚さによって加熱条件を変化させた。これらを

まとめて表 2-1 に記す。SU-8 を用いた微細造型技術の概略を図 2-3 に、具体的な方

法を以下に示す。 

すべての作業は暗室で行った。暗室内の照明にはフォトレジストが感光しない半導

体工場用蛍光灯（波長 500 nm 以下の光をカット）を用いた。基板に用いるガラスは顕

微鏡用スライドグラス（S-7213、松浪硝子工業社製）を用いた。これをエタノールに浸漬

し、超音波洗浄した。フォトレジストは SU-8（化薬マイクロケム）を用い、現像液には

SU-8 Developer（化薬マイクロケム）を用いた。流路パターンの設計はAdobe Illustrator

を用いてパソコン上で行った。作製したパターンをフィルム上に印刷したものをフォトマ

スクとして利用した。フィルム上への印刷は㈱帆風に外注し、製版フィルム上にイメー

ジセッタを用いて、200線高精度印刷で行った。 

SU-8の塗布膜厚は用いる SU-8の種類とスピンコーターの回転数によって調整した。

回転をかけることでスライドグラス上に均一になるように SU-8を塗布した（図 2-3-a）。始

めの 5 s間で回転数を 500 rpmに上昇させ、その状態で 10 s回転させた。次の 5 sで、

更に速い回転数へ上昇させ、この速度で 30 s回転させることで SU-8を均一にした。 

プレベイクとして 95°Cに設定したホットプレート（ND-1, アズワン）上に SU-8 を塗布

した基板を一定時間置いた。この工程は溶媒を蒸発させ膜を高密度化するために行

った。 

SU-8の固化条件は 350 nm～400 nmの波長の露光に最適化されているため、UV

ランプを用いて露光工程を行った。SU-8 面に密着するようフォトマスクを重ね合わせ

（図 2-3-b）、一定時間露光を行った（図 2-3-c）。 

ポストベイクとして 95°C に設定したホットプレート上に SU-8 を塗布した基板を一定

時間置いた。 
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現像はフォトレジスト塗布基板を現像液である SU-8 Developerに浸漬し、未露光部

分の SU-8 が完全に解け落ちるまで超音波洗浄を行った。現像液から引き上げ、2-プ

ロパノールでリンスを行い、水分をよく拭き取った後、鋳型として用いた（図 2-3-d）。 

2-1-4 マイクロチップの溶液導入部の作製 

マイクロチップへの溶液の導入/排出のためのコネクタの設計を図 2-1 左下に示す。

細胞を使用する本研究では、溶液や細胞をマイクロチップへ導入する必要がある。よ

って、溶液および細胞の導入ができるよう溶液導入部の設計を行った。溶液導入部は

キャピラリーチューブ先端の接続口を容易に手差しできるよう硬質のチューブ構造とし、

細胞を一定量導入するために内径1 mmのテフロンチューブ（o.d.=2 mm, MRC）を使

用した。テフロンチューブは高さ10 mmで約7.9 Lの容量である。テフロンチューブは

マイクロチップ基材の PDMS との接着性が弱いため、このチューブの外側にさらに

PDMSと強力に接着するシリコンチューブで覆う 2層構造とした。これを導入ポートと呼

ぶ。 

マイクロチップ内には複数の模擬器官が構築されており、複雑に区画化されている。

そのため導入ポートにより全経路がオープンになっていると特定部位だけを操作する

際に不都合が生じる。そのため導入ポートを手軽に開閉できる栓を作製した。内径 2 

mm のシリコンチューブを 1 cm の長さに切断し、片面を PDMS で密閉したものを栓と

して使用した。 

  

2-1-5 PDMSシートの作製 

本研究で作製した PDMSシートは 3種に分類される。①シートの下面がフラットかつ

流路が造型されており、逆面に導入ポートを持つシート（以下上層シート） ②シートの

上下両面がフラットでかつ流路が造型されている PDMS シート（以下中層シート） ③

シートの下面がフラットかつ流路が造型されており、シート厚が極めて薄い（50-150 μm）

シート（以下薄層シート）。それぞれについて詳細な作製方法を以下に記述する。 

①鋳型に導入ポートを設置し、少量の PDMS で位置がずれないように固定した。そ

の後、鋳型周囲を透明粘着テープで丁寧に囲い、枠を作製する。作製した枠の内部

へ PDMS を流し込み、70°C のオーブン中で 30 min重合させることで上層シートを得

た。導入ポート内部に溜まった PDMSは針を用いて除去した。（図 2-4-A） 

②下側の鋳型に垂直流路となるテフロンチューブを立て、隅に高さ約 3 mm の

PDMS のスペーサーを設置した。次に、もう一枚の鋳型を造型面が内側にくるようにス
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ペーサーなどの上から重ねた。スライドグラスの周りを透明粘着テープでシールした後、

横倒しにして PDMS を流し込んだ。70°C で 40 min 放置した。PDMS が固まったら当

面粘着テープと両面の鋳型をはずし、得られた PDMS シートに埋め込まれたテフロン

チューブを抜いて垂直流路を作製した。流路の幅により使用するテフロンチューブを

変えた。用いたチューブの規格は表 2-2の通りである。（図 2-4-B） 

③鋳型に PDMSを塗布し、スピンコーターの回転数を調整することで PDMSを必要

な高さ（1 mm 以下）まで薄く展ばした。その後ホットプレートの上で加熱することにより

目的の PDMS シートを得た。垂直流路は針を用いて穴を開けることにより確保した。こ

の PDMS シートは非常に薄いため鋳型から剥がして利用することが困難である。その

ため、対になる PDMSシートと予め貼り合わせた後に鋳型からはずした。（図 2-4-C） 

 

2-1-6半透膜 

マイクロチップ内で２つの並行する流路を隔て、流路間で物質透過を行わせるため

の素材として２種の半透膜を使用した。一つは透析膜である。これは物質の分子量に

従って透過性を決定する分子ふるいの役割を果たし、生体における腎臓の糸球体毛

細血管壁の機能に相当する。セルロースヴィスキングチューブ（アズワン：

MWCO=12,000）を熱湯に５ min 浸し、開いて一重構造にした。その後適切なサイズ

に裁断した。透析膜片はしわを良く伸ばした状態で一晩乾燥させ、PDMS シートに挟

み込む際の障害を極力排除した。乾燥した透析膜片はクリーンベンチ内殺菌灯にて１ 

h滅菌を行った。 

もう一つは細胞培養用透過性コラーゲン膜である。これは上面で細胞培養を行い、

選択的な物質透過を in vitroで行うための半透性支持膜であり、腸壁での物質の選択

的な吸収を模すことができる。fibrillar collagen pre-coated inserts (BD BioCoat cell 

culture inserts fibrillar collagen, TypeⅠRat Tail, 1.0 μm pores; BD Biosciences；以下培

養支持膜) の多孔質膜を適切な形に裁断したものを使用した。孔径は 1.0 μm と大きく、

生体は通さないが巨大分子でも透過することが可能である。 
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2-1-7 PDMSシートの貼り合わせとマイクロチップの作製 

PDMS マイクロチップは凹型流路構造を有する PDMS シートと別の基板を貼り合わ

せることによって閉じた水平流路を得る。PDMS は自身の接着力で PDMS シート同士

またはガラス基板と接着できるが、耐えられる圧力には限界がある。そこで半永久的な

接着を得るため、プラズマリアクターによる酸素プラズマ処理による接着（Duffy, et al., 

1988）を行った。接着面を、酸素流量 40 mL/min 、25°C、0.1 MPaの条件下で、出力

240Wで 3 sプラズマ処理を行い貼り合わせた。 

下層 PDMSシートの底はスライドガラスと貼りあわせた。PDMSよりもスライドガラスの

方が細胞培養用修飾に適している。フラットな PDMS シートを最下層の基板として使

用すると、細胞培養の際同素材で構築されている細胞導入用垂直流路などにも細胞

が接着することが懸念され、標的としたチャンバーのみに培養することが困難になる。 

また、各種半透膜は PDMS シート同士の間に挟み込んだが、プラズマ処理で燃え

尽きてしまうため膜はプラズマ照射を行わなかった。予めプラズマ照射した中層シート

の上面に膜を設置し、上層シートをプラズマ処理して貼りあわせを行った。 
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2-2培養細胞株 

2-2-1 Caco-2細胞 

細胞レイヤーを形成する細胞としてヒトの結腸癌由来細胞株 Caco-2（図 2-5-A）細胞

を選定した。本細胞は理研バイオリソースセンターより入手した。形態的特徴として上

皮様の扁平な形をしており、多孔質膜上などで単層を形成する。また、隣接する

Caco-2 同士、タイトジャンクションを形成し、物質の透過を制御するため、食品・環境・

創薬などの分野において、腸管における透過性を調べるための標準的な透過性スクリ

ーニングアッセイとして広く用いられている（Konishi., 2003）。 

培地はMinimun Essential Medium Eagle （MEM； SIGMA）を用いた。10% (v/v) 

Fetal Bovine Serum （FBS； GIBCO）、100 units/mL ペニシリン・100 μg/mLストレプト

マイシン（GIBCO）、1% MEM Non-Essential Amino Acid Solution（NEAA, SIGMA）を

培地へ添加した。Caco-2細胞の継代期間は約 3～6日である。 

 

2-2-2 HepG2細胞 

物質代謝を行う細胞としてヒトの肝癌由来細胞株 HepG2（図 2-5 B）細胞を選定した。

上皮様の扁平な形をした細胞である。HepG2 細胞はヒト肝癌細胞の中でも多くの生体

異物代謝活性を維持しており、薬剤など生体異物の肝臓における代謝の評価に幅広

く用いられている（Yoshitomi, et al., 2001: Rueff, et al., 1996）。 

培地は、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM； SIGMA）を用いた。10% 

(v/v) FBS、100 units/mL ペニシリン・100 μg/mLストレプトマイシンを培地へ添加した。

HepG2細胞の継代期間は約 3～6日である。 

 

2-2-3 MCF-7細胞 

生理活性物質の標的となる乳癌細胞としていくつかの細胞を使用した。そのうちの

ひとつはヒトの乳癌由来細胞株 MCF-7（図 2-5-C）である。上皮様の扁平な形をしてい

る。この細胞は種々の抗癌剤によって死ぬことが知られており（Chow, et al., 2003）、ま

たエストロゲン活性依存的に増殖が促進されることが知られている（Morito, et al., 

2001）。 

培地は、RPMI1640 Medium（RPMI1640； GIBCO）を使用した。FBS； GIBCO）を
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使用した 10% (v/v) FBS、100 units/mLペニシリン・100 μg/mLストレプトマイシンを培

地へ添加した。MCF-7細胞の継代期間は約 3～6日である。 

 

2-2-4 MDA-MB-453細胞 

MDA-MB-453 細胞はヒトの乳癌由来細胞株であり、球形をした細胞である（図

2-5-D）。L-15培地（インビトロジェン）に 10% (v/v) FBS、100 units/mLペニシリン・100 

μg/mLストレプトマイシンを培地へ添加した培地で、37°C CO2濃度 0% (通常大気)で

培養した。細胞の継代期間は約 2～4日である。 

 

2-2-5 ZR-75-1細胞 

ZR-75-13 細胞はヒトの乳腺管癌由来細胞株であり、扁平な形状の細胞である（図

2-5-E）。培地は RPMI 1640+ 10% FBS + 1% NEAA +抗生物質で、継代期間は一週

間程度である。 

 

2-2-6 SK-BR-3細胞 

SK-BR-3細胞はヒトの乳癌由来細胞株であり、球形をした細胞である（図 2-5-F）。培

地は RPMI 1640+ 10% FBS + 1% NEAA +抗生物質で、継代期間は一週間程度であ

る。 
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2-3モデル試薬 

 

(a) シクロホスファミド (CPA) 

CPA は主に経口投与で用いられるプロドラッグ型の抗癌剤である。主に肝臓にて

human cytochrome P450 2B6（CYP2B6）によって活性化される（Chang, et al., 1993）。

CPA はそれ自体では活性を有さないが、図 2-6 に示したように代謝され、代謝産物ホ

スホラミドマスタードおよびアクロレインが得られる。ホスホラミドマスタードは強いアル

キル化能を有しており、DNA のグアニンをアルキル化することにより、核酸合成を強く

阻害する（Alabaster, et al., 1979）。 

 

(b) ルシファーイエロー (LY; 図 2-7) 

LYは Ex = 428 nm, Em = 536 nmで蛍光を発する水溶性物質であり、細胞膜をほとん

ど透過しない。そのため細胞トレーサー試薬として頻用される(Macagno et al., 1981)。

その他、生体膜透過試験において生体膜の非透過性物質のモデル試薬として用いら

れる。 

 

(c) エピルビシン(EPI; 図 2-8) 

EPI は主に静脈注射投与される抗癌剤である。DNA の螺旋構造の間に入り込むこと

でDNA, RNAの合成を阻害し(Ganzina, 1983)、トポイソメラーゼ IIに対しても阻害を行

う(Petit et al., 2004)。肝臓にてグルクロン酸抱合を受けて胆汁中へ排出されることによ

り、体内から除去される(Zaya et al., 2006)。 

 

(d) エストラジオール（E2; 図 2-9） 

E2は女性ホルモンであるエストロゲンの一種で、最も強い生理活性を有する。ステロイ

ドホルモンであるエストロゲンは細胞膜を容易に透過し、細胞内のエストロゲン受容体

と結合して活性を示す。乳癌の多くはエストロゲン依存的に増殖することが知られてい

る。E2 は卵巣や副腎皮質で生産され、尿中へ排出される。このため生活下水には E2

が含まれ、河川の魚類がメス化する等の環境問題が発生した。代謝は主に肝臓で行

われ(Lee et al., 2003)、グルクロン酸抱合を受ける。 

 

(e) 大豆イソフラボン（IF; 図 2-10） 

大豆イソフラボンは大豆に含まれるイソフラボン誘導体の総称で、ゲニステインやダイ
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ゼイン等のエストロゲン様活性を有する物質を含んでいる(Hua et al., 2003)。食品に含

まれるフィトエストロゲンとして骨粗鬆症や更年期障害に対する効能が期待されている。

またエストロゲンの過剰分泌時にはアンタゴニストとして機能し、乳癌や前立腺癌の予

防に役立つと考えられている。 

 

(f) タモキシフェン（TAM; 図 2-11） 

TAMは乳癌組織などに存在するエストロゲンレセプターに対してエストロゲンと競合的

に結合するアンタゴニストである(Jordan et al., 1975)。過剰のエストロゲンが存在する

場合に、その働きを抑える機能を有する。CYP2D6 により N-脱メチル・α-水酸化され、

CYP3A4により 4-水酸化を受けて尿中に排泄される。 

 

(g) テガフール（TGF; 図 2-12） 

TGF はフルオロウラシルのテトラヒドロフラン誘導体である。肝臓で CYP2A6 による代

謝を受け、活性物質であるフルオロウラシルが生成する。フルオロウラシルはウラシル

のアナログであり、ピリミジン合成や RNA 合成を阻害することで抗癌活性を示す

(Kajitani et al., 1993)。 

 

(h) ワルファリン（WRF; 図 2-13） 

WRF は抗凝固剤や殺鼠剤として用いられる薬品である。WRF はビタミン K の作用と

拮抗することにより血液凝固因子の生成を妨げることで薬効を発揮する。血液中では

99.5%がアルブミンなどの血漿タンパク質と結合しており、生体内における半減期が約

3日と長い(Pinkerton et al., 1990)。 

 

(i) チオテパ（TESPA; 図 2-14） 

TESPAは CPA と同じくナイトロジェン・マスタード系のアルキル化剤で、DNAをアルキ

ル化することにより抗癌活性を示す。静脈注射で投与され、主に腎臓から排泄される。

血液中でタンパク質と結合している割合は 10%と比較的小さく、生体における半減期

は約 8hである(Maanen et al., 2000)。 

 

(j) ドセタキセル（DTX; 図 2-15） 

DTX はタキサン系の化合物であり、微小管の脱重合を阻害することによって細胞分裂

を阻害する。静脈注射で投与され、肝臓で CYP3A4, CYP3A5 により代謝を受けて胆
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汁中へ排泄される。血漿タンパク質結合は 98%以上で、半減期は約３日半と長い

(Urien et al., 1996)。 
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2-4生化学・分析化学実験方法 

本研究で使用した、マイクロチップを用いない各種実験方法について詳細を記述

する。 

 

2-4-1 HPLCによる物質定量 

カラムは逆相カラム TSKgel ODS-80TM 4.6 mm φ× 150 mm（東ソー）を使用した。

HPLCは㈱日本分光の製品を使用した。ポンプは PU-1580、検出は UV検出器により

行った。移動相には 10%アセトニトリル溶液を用い、サンプルは 50 μL導入した。 

CPA の分析：CPA 含有培地に 5 倍量の酢酸エチルを加え攪拌の後、4000 rpm で

10 min遠心し、有機相を回収した。これを窒素ガス気流下で風乾し、そこに 100 μLの

milli Qを加えた物を分析した（Busse et al., 1997）。HPLCカラムオーブンは 37°Cに設

定し、190 nmの紫外吸収を測定した。 

 

2-4-2蛍光光度法による物質定量 

蛍光光度計は LP-6500（日本分光）を使用した。 

WRFは Ex = 320 nm, Em = 380 nm；  

フルオレセインイソチアネート標識ウシ血清アルブミン（FITC-BSA）は 

Ex = 495 nm, Em = 520 nm； 

LYは Ex = 428 nm, Em = 536 nm； 

レゾルフィンは Ex = 560 nm, Em = 590 nmにて定量を行った。 

 

2-4-3 SDS-PAGE 

低分子タンパク質を分離するため、トレーリングイオンとしてトリシンを使用した。陽

極緩衝液(pH 8.9)に 0.2 Mのトリス-HClを、陰極緩衝液(pH8.25)に 0.1 Mトリス,0.1 Mト

リシン,0.1% SDSを使用した。濃縮ゲルは 4% T, 3% C、分離ゲルは 16 % T, 3% Cのポ

リアクリルアミドゲルで、泳動は 30Vの定電圧で 18 h行った。泳動後、ゲルを回収しバ

ンドを固定した後、クイック CBB（和光）にて染色を行った。 
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2-4-4 薄層クロマトグラフィー 

マイクロチップから回収した液 500 l を 5 倍量の酢酸エチルで抽出し、窒素

風乾後に 100 l の酢酸エチルに再溶解させたものを試料として用いた。展開液

には 70 %ヘキサン、30 %ジエチルエーテル、1%酢酸の混合液を用い、担体に

は順相のシリカゲルプレート（Silica gel 60, 1mm; Merck）を用いた。縦横 10 cm

のプレートの下から 2 cm の部分に試料をスポットし、1 cm の高さまで満たし

た展開液により展開を行った。スポットの検出は硫酸噴霧による炭化により行

った。展開後のプレートをよく乾燥させた後、50 % (v/v) 硫酸をスプレーによ

り噴霧し、スポットが褐色を帯びるまで 150 °C で乾熱を行った。 

 

2-4-5 物質透過試験 

細胞の物質透過は式１によって透過係数 Pc を算出して評価した（Marino, et 

al., 2005）。 

 

𝑃𝑐 =
∆𝐴

∆𝑡∙𝑆∙𝐶𝐷
                               (式１) 

 

 Pc:物質の透過係数（cm/sec）、A:単層を透過した物質の量（nmol）、t:

透過実験を行った時間（sec）、S:多孔質膜の面積（cm2）、CD：apical 側の溶

液の初期濃度（μM）である。 

この数式は mL スケールで培地が存在し、添加物質量に対してA が十分に小

さい場合にのみ成立する。マイクロチップのような微小空間で透過を行う場

合、透過の結果 apical 側と basal 側の濃度差が小さくなり、透過量が CDに比

例しなくなる。これを考慮した場合（式１）は以下のようになる。 

 

𝑃𝑐 =
∆𝐴

∆𝑡∙𝑆∙(𝐶A−𝐶B)
              (式２) 

  

CA：apical 側の溶液の濃度（μM）、CB：basal 側の溶液の濃度（μM）である。 

 ここで CA、CBはt sec 後の総透過物質量 A を用いて以下のように書き換え

られる。 
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𝐶𝐴 =
𝑇−𝐴

𝑆∙ℎ𝐴
（式３）   𝐶𝐵 =

𝐴

𝑆∙ℎ𝐵
（式４）  𝑇 = 𝐶𝐷 ∙ 𝑆 ∙ ℎ𝐴 （式５） 

 

hA：apical 側の溶液の高さ（cm）、hB：basal 側の溶液の高さ（cm）、T：初期

添加物質量（nmol）である。 

また、A の初期値 A0及び最終値 A∞は以下の通りである。 

 

𝐴0 = 0 （式６）    𝐴∞ =
ℎ𝐵

ℎ𝐴+ℎ𝐵
𝑇 （式７） 

 

これらの条件から A の算出式は以下のように求まる。 

𝐴 =
ℎ𝐵∙𝑇

ℎ𝐴+ℎ𝐵
(1 − 𝑒

−
𝑃𝑐∙(ℎ𝐴+ℎ𝐵)

ℎ𝐴∙ℎ𝐵
𝑡
) （式８） 

 

マイクロチップを用いた透過性試験ではこの式を用いて透過係数を算出した。 



接着剤 

注射針 

マイクロチップ 

送液ライン 
（フューズドシリカキャピラリー） 

PDMS 

シリコンチューブ 
テフロン 
チューブ 

シリコン 
チューブ 

導入ポート 

図2-1マイクロチップシステム概要図 
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図2-1.  PDMSの構造
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図2-1.  PDMSの構造

主剤 架橋剤

10 : 1 で混合

図2-2． ポリジメチルシロキサン（PDMS） 

Ａ液 Ｂ液 
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UV 

ガラス基板 

フォトレジスト(SU-8) 

フォトマスク 

鋳型完成 

(a) レジスト塗布 

(b) マスキング 

(c) 露光 

(d) 現像 

図2-3 鋳型作製の概略図     

露光部が 
固まる 
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テフロンチューブ 

（試料導入用） 

透明粘着テープで四辺を囲み、枠を作製 
枠の中にPDMSポリマーを流し込む 

鋳型 

PDMS 

図2-4-A. 上層PDMSシートの作製法 
        

A 
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図2-4-B. 中層PDMSシートの作製法 
        

鋳型（下） 

テフロンチューブ スペーサー 

PDMS 

透明粘着テープ 

(a) スペーサーおよびテフロンチューブを配置 

(b) 鋳型（上）の接着 

(c) PDMS注入 
90゜倒す 

B 

29 



・鋳型にPDMSを塗布 
・スピンコーターで回転 
 ⇒薄い厚さで均一化 
・鋳型ごと加熱 

・上板となる厚いPDMSシートを 
 別途用意 
・PDMSを乗せた鋳型と上板を 
 プラズマに照射して接着 

・PDMS薄膜ごと 
 鋳型から剥離 

薄いPDMS 

鋳型 

厚いPDMS 

接着 

剥離 

図2-4-C. 薄層PDMSシートの作製方法 

C 
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500 mm 

図2-5．培養細胞の写真 
A) Caco-2細胞  B) HepG2細胞 C) MCF-7細胞 
D) MDA-MB-453細胞  E)ZR-75-1細胞 F)SK-BR-3細胞 

A) B) 

C) 100 mm 

200 mm 
100 mm 

D) 

E) 
F) 



図2-6．CPAの代謝経路 
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図2-7．LYの構造 
       

図2-8．EPIの構造 
       

図2-9．E2の構造 
       

ゲニステイン 
ダイゼイン 

図2-10．IFの構造    

図2-11．TAMの構造 
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図2-12．TGFの代謝経路    

CYP2A6    

テガフール    フルオロウラシル    5-ヒドロキシテガフール    

図2-13．WRFの構造 
       

図2-14．TESPAの構造 
       

図2-15．DTXの構造 

34 



95°Cの加熱はホットプレートで、 

70°Cの加熱は乾熱機を用いて行った 

高さ SU-8 回転数 プレベイク 露光 ポストベイク 現像 

15 mm 2015 3000 rpm 5 min 60 s 5 min 7 s 

30 mm 2015 1500 rpm 5 min 60 s  5 min  7 s 

50 mm 2035 3000 rpm 8 min 180 s 10 min 15 s 

100 mm 2035 2000 rpm 8 min 180 s 10 min 15 s 

150 mm 2100 2000 rpm 15 min 300 s 15 min 60 s 

200 mm 2100 1500 rpm 15 min 300 s 15 min 60 s 

PDMSの厚さ 加熱温度 加熱時間 

50 mm 95°C 1 min 

100 mm 95°C 2 min 

150 mm 95°C 2 min 

3 mm 70°C 40 min 

表2-1 鋳型およびPDMSシート作製の諸条件     
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3章 マイクロチップの操作および細胞培養 

 

緒言 

本章では 2 章で作製したマイクロチップを用いて実験を行うための諸技術を確立し

た。本研究では、細胞の使途によって適したマイクロチップ内培養法を確立する必要

がある。バイオアッセイの標的として使用する乳癌細胞や模擬肝部位で使用する

HepG2 細胞は、チップ内で培養することによるストレスにも耐えられるように培養しなけ

ればならない。模擬腸上皮部位で使用する Caco-2細胞は、培養支持膜上でシングル

レイヤーを形成するように培養する必要がある。 

また、細胞培養環境のみならず、培地をマイクロチップへ送液する方法なども構築

する必要がある。細胞培養マイクロチップに頻用されるのはマイクロシリンジポンプを

用いた外部からの送液であり、本研究でもこれを採用した。しかし本研究ではそれに

加えてチップ内で培地を循環させるシステムを作製するため、チップ搭載型の小型ポ

ンプの開発を行った。チップ搭載型ポンプには２種類が報告されており、ひとつは小

型スターラーを用いて循環させる方法である。しかしこの方法はマイクロチップにして

は大規模な流路が必要で、流速が設定しにくいなどの欠点がある。もうひとつはペリス

タルティックポンプの要領で流路を蠕動させることにより溶液駆動を生み出す方法であ

る。本研究ではこちらを採用することとした。 

 

3-1 マイクロチップの操作 

3-1-1 操作環境 

マイクロチップ内部で細胞を培養する際、細胞を乾燥とコンタミネーションから守る

必要がある。そのためマイクロチップの滅菌を行い、無菌的で保湿可能な環境を整え

た。細胞導入前のマイクロチップはクリーンベンチ内に 3 h 静置し、紫外線により滅菌

を行った。無菌状態を維持しながら乾燥を防ぐため、細胞培養中のチップを図 3-1 に

示すようなプラスチックの箱に保管しながら CO2 インキュベーター内で培養した。箱は

マイクロピペットのチップケースを改良したもので、底部に殺菌消毒液ヒビテン(大日本

住友製薬株式会社)の希釈液を添加することにより、コンタミネーションと乾燥を防ぐこ

とに成功した。 
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3-1-2 マイクロチップ内への細胞導入 

培養細胞は 6 cmディッシュで継代培養を行った。細胞が 70%コンフルエント

になったときトリプシンによる処理を行い、ディッシュより剥離した。そこに

バイオアッセイ用に調製した培地(DMEM + 10% FBS + 1% NEAA + 抗生物質)

を加え、細胞濃度を 1×105 ―1×107 cells/mL に調製した。懸濁液を Gel-Saver

ピペットチップを用いてマイクロチップの導入ポートより導入した。目的とす

るチャンバー以外に通じる導入ポートを栓で密封することで、目的の部位だけ

に細胞懸濁液を導入することを可能とした（図 3-2）。培地交換も同様の手順に

て行った。 

 

3-1-3マイクロチップへの送液 

外部からの力を用いてマイクロチップ内で液体を流動させる流体制御方法として、

ポンプの圧力によって駆動するシステムを使用した。脈流を抑え、微流量を制御でき

るものとしてマイクロシリンジポンプ（KDS210, KD scientific, USA）を使用した（Tokeshi, 

et al., 2002, Odake, et al., 2001）。シリンジとしてテルモシリンジを用いた。シリンジから

マイクロチップまでの配管はフューズドシリカキャピラリー（i.d.=0.1 mm, o.d.=0.2 mm; 

GL sciences）を使用した。シリンジ側先端は 24Gの注射針（テルモ）に接着剤でキャピ

ラリーを固定し、マイクロチップ側の先端にはマイクロチップ接続用のシリコンチューブ

(i.d.=2 mm, o.d.=4 mm; アズワン)を接着した。接着および固定には、細胞毒性の低

い接着剤であるアラルダイト（バンティコ）を用いた。 

フューズドシリカキャピラリーにて培地を送液する際に発生する気泡をマイクロチッ

プ内へ運び入れないため、気泡トラップを設けた。概要を図 3-3 に示す。２つの小さな

シリコンチューブ（小チューブ, i.d.=2 mm, o.d.=4 mm, 高さ=8 mm）と１つの大きなシリ

コンチューブ（大チューブ, i.d.=4 mm, o.d.=7 mm, 高さ=16 mm）からなり、それらをア

ラルダイトで固定してある。大チューブの内部に 8 mm 程度の適当な間隙を保ちつつ

その両端に小チューブを差し込んでいる。マイクロチップとキャピラリーの間にこのトラ

ップを挟みこむと、キャピラリーで発生した気泡がシリコンチューブ内にたまり、マイクロ

チップ内部へ入り込むことを防ぐことができた。 
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3-1-4 マイクロチップ観察装置 

 細胞を用いたバイオアッセイの評価法として、本研究では細胞の直接観察および蛍

光染色観察を行った。直接観察を行うには PDMSマイクロチップを通して細胞の顕微

観察を行うための顕微鏡が必要となる。マイクロチップ上面は導入ポートや送液ライン

などが存在するため底面から観察を行える位相差倒立顕微鏡が望ましい。また、蛍

光染色観察をするために、蛍光物質に応じた波長での検出が必要となる。 

 本研究ではこれらの要件を満たすものとして、倒立型蛍光顕微鏡を使用することと

した（Zhang, et al., 1998）。蛍光顕微鏡は水銀ランプの高輝度光を光源として用い、

蛍光ミラーユニットにより光のフィルタリングを行うことで、励起光・蛍光を同軸上で扱う

ことのできるシステムである（図 3-4）。励起光は試料近傍から対物レンズによって絞り

込まれ、蛍光は集光されるため、効率的で空間分解能の高い蛍光検出が可能となる。

本研究では蛍光顕微鏡として倒立顕微鏡 Olympus IX71 を使用し、記録には冷却

CCDカメラ DP30BW（オリンパス）を用いた。 
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3-2マイクロポンプ 

マイクロポンプには Unger らによって報告された、溶液流路上方に制御用流路を設

置する方法を用いた（Unger et al, 2000）。図 3-7に溶液駆動の概要を示す。溶液流路

に液体を充填する。制御用流路に空気を送り込み、流路内を陽圧にして膨張させる。

溶液流路と制御用流路の間にある PDMS が押し下げられる。溶液流路側から見れば

天井が押し下げられる形となり、その両傍で流動が生ずる。また、制御用流路への加

圧を止めて制御用流路を大気圧へ戻すことで、陽圧だった制御用流路は元の大きさ

へ戻ろうとする。溶液流路の側から見れば降りていた天井が戻り、両傍で先ほどとは逆

向きの流動が生ずる。この押し下げ・戻しのステップを複数の制御用流路にてそれぞ

れ制御することにより、一方向への流動を生じさせた。 

 

方法 

3-2-1マイクロポンプの設計 

マイクロポンプは４本の制御用流路と循環型の溶液流路からなる。制御チャネルの

寸法は（流路幅, 流路高）= 0.2 mm, 0.15 mmとし、溶液流路は流路幅を0.2 mmとして

複数の流路高条件で検討を行った。 上層シートの下面に制御用流路を造型し、薄

層シートの下面に溶液流路を造型した（図 3-5）。 

 

3-2-2マイクロチップ内への送気方法と制御 

各制御用流路への空気の加圧は電磁弁をパソコンで制御することによって行った。

加圧源には圧縮空気を 0.02 MPaで用い、これをポリウレタンチューブで 4連ソレノイ

ドバルブ（V100シリーズ；SMC）に接続して 4分岐し、各制御用流路に接続した。ソレ

ノイドバルブはデジタルスイッチ NI9477（National Instruments）および NI cDAQ-9172

（National Instruments ）を介してパソコンに USB 接続し、Lab View （National 

Instruments）によってプログラムを作成して制御した(図 3-6)。 

以下にその具体的な手法を述べる。制御用流路を一定の間隔を空けて４本設置し、

溶液流路の上流から下流へ向けてそれぞれ制御用流路 aから d と名づけた。 

第一ステップで制御用流路 aを陽圧にし、両側へ流動を生じさせる。 

第二ステップで制御用流路 bを陽圧にし、下流側へ流動を生じさせる。この際制御
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用流路 aは降りているため、上流方向への流動は塞き止められて生じない。 

第三ステップで制御用流路 cを陽圧にし、下流側へ流動を生じさせる。この際制御

用流路 b は降りているため、上流方向への流動は塞き止められて生じない。これと同

時に制御用流路 aを大気圧へ戻す。これにより制御用流路 aが元の大きさに戻り、上

流側から溶液が流入する。 

第四ステップで制御用流路 dを陽圧にし、下流側へ流動を生じさせる。この際制御

用流路 c は降りているため、上流方向への流動は塞き止められて生じない。これと同

時に制御用流路 bを大気圧へ戻す。これにより制御用流路 bが元の大きさに戻り、上

流側から溶液が流入する。 

第五ステップで制御用流路 cを大気圧へ戻す。直後に制御用流路dも大気圧へ戻

す。これらにより上流からの溶液流入が生じる。 

以下、第一ステップから第五ステップを繰り返すことにより一方向への流動を発生さ

せた（図 3-7）。 

 

 3-2-3 マイクロポンプの駆動 

 溶液流路に 1 mg/mL アルブミン溶液を満たし、室温で 2 h 放置して流路表面の

PDMS をアルブミンでコートした。制御流路にソレノイドバルブを接続し、ポンプの駆動

を行った。溶液の流れを可視化して観察するため、1 m 径の蛍光ビーズ（ex = 441 

nm, em = 486 nm；polysciences）を 1×10
7 

particles/mL となるよう添加した。ビーズの流

動は蛍光顕微鏡を用いて観察した。 

 

結果と考察 

 3-2-4 蛍光ビーズによる溶液フローの観察 

蛍光ビーズの動きを観察した結果、脈流となりながら一方向へ動いている様子が確

認された（図 3-8）。溶液流路の高さを変えながら適当なビーズの速度を測定し、流速

を求めた。その結果は表 3-1となった。溶液流路の高さを高くしても線流速はほぼ一定

の値を示し、溶液流路の高さと流速はほぼ比例した。このことから 100 μm までの溶液

流路高に関しては損失が比較的少ない送液が実現できたと考えられる。 
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3-3マイクロチップ内での細胞培養 

方法 

3-3-1 水平流路内での接着細胞培養 

細胞接着用試薬として頻用されるフィブロネクチンを用いて培養チャンバーのスライ

ドガラス表面を修飾して細胞を培養した。フィブロネクチン（旭テクノグラス）を

Dulbecco’s Phospate buffer（PBS: SIGMA）で濃度 10 μg/mLに希釈した。コーティング

条件は温度 37°Cで 2 hである。修飾後、培地によりチャンバーを洗浄した後に 1×10
5 

cells/mL の細胞懸濁液の導入を行った。培養チャンバー内で一晩培養することで細

胞の接着を行った。翌日に培地交換をすることで接着しなかった細胞を除去した。 

 

 3-3-2 マイクロキャリアービーズ表面での接着細胞培養 

細胞培養用マイクロキャリアービーズ上に細胞をあらかじめ培養し、マイク

ロチップ内へ導入した。この方法はマイクロチップ内で増殖させることが難し

い細胞を、チップ内へ大量導入するのに適している。細胞培養用マイクロキャ

リアービーズには Cytodex 3（d=176 μm,；GE Healthcare）を用いた。 

Cytodex 1gあたり100 mLのPBSに室温で3 h浸し、Cytodexを膨潤させた。

上清を取り除き、新しい PBS を 50 mL/g Cytodex で加え、数分間洗浄した。

PBS を取り除き、新しい PBS を 50 mL/g Cytodex で加え、オートクレーブ

（115°C, 15 min）により滅菌を行った。PBSを取り除き、50 mL/g Cytodexと

なるよう培地を加えた。この懸濁液を 5 mLずつ直径 60 mmのシャーレに分注

を行い、1×105個の細胞を加え、温度 37°C、湿度 100 %、CO2濃度 5 %で培養

を行った。 

Cytodex はゲルセイバーを用いた導入が難しかったため、Cytodex 導入用の

デバイスを作製した。概要は図 3-9の通りである。1.5 mLのマイクロチューブ

の底を5 mm程度刳り抜き、空いた穴にシリコンチューブ（i.d. 2 mm; o.d. 4 mm; 

高さ 8 mm）を接着剤で固定した。その一方でマイクロチューブの蓋に 19Gの

注射針（テルモ）を突き刺し、接着剤で固定した。この導入デバイスを目的と

する流路の上部にあるポートに設置し、チューブ内部に Cytodex 懸濁液を充填

した。Cytodex が目的としない流路へ漏洩しないよう、流路に隣接するポート

以外のポートを全てキャップした。マイクロチューブの蓋を閉じ、注射針にシ

リンジを接続し、空気を送り込んだ。これによりチューブ内部を陽圧にし、

Cytodex懸濁液を流路へ導入した。 
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3-3-3 培養支持膜上での接着細胞培養 

2-1-6 の培養支持膜上にコンフルエントな細胞レイヤーを作製した。1×10
7
 cells/mL

の細胞懸濁液を導入後、一晩培養することで培養支持膜に細胞を接着させた。24 h

後、接着しなかった細胞を培地交換することで取り除いた。24 hおきに培地を交換しな

がら 3 d間培養した。 

 

3-3-4 マイクロチップ内での生存細胞数測定法 

マイクロチップ内で細胞の生死を簡便に測定するため、レサズリン（Cell Titer 

Blue；Promega）代謝により生存細胞数を定量化した。レサズリンは細胞内で

様々な還元酵素により蛍光物質であるレゾルフィン（λex = 560 nm,  λem = 590 

nm）に還元され、周囲の培地に放出される(O’Brien et al., 2000) 

細胞の培養液を 20%の Cell Titer Blueを含む培地で置換し、1 hのインキュ

ベートを行った。その後蛍光顕微鏡（上限フィルタ 510 nm, 下限フィルタ 590 

nm, ダイクロイックミラー 570 nm）を用い、輝度によりレゾルフィンを定量

した。 

このレサズリン法により、アッセイ前とアッセイ後の細胞数をそれぞれ測定

し、その比率により生理活性を評価した。この比率を以下、生存比と呼ぶ。生

存比を百分率にし、100を引いた値を増殖率 yと呼ぶ。 

y = (
(アッセイ後の細胞数)

(アッセイ前の細胞数)
− 1) × 100 

y は初期細胞数に対してどれだけ細胞増殖が増減したのかを示す数値であり、

負の数の場合は細胞が減少したことを表す。 
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結果と考察 

3-3-5水平流路内での接着細胞培養 

HepG2 細胞、MCF-7 細胞、MDA-MB-453 細胞、ZR-75-1 細胞、SK-BR-3 細胞を

水平流路で 1 d培養し、接着した細胞の数を図 3-10に示す。水平流路をフィブロネク

チンで修飾しなかった場合は、全ての細胞で接着状態が良くなかった。接着した細胞

の数もロットにより大きく変化し、再現良い接着を行うことができなかった。一方、フィブ

ロネクチンでスライドグラス表面を修飾した場合は、SK-BR-3 細胞を除いて良く接着し

ていた。SK-BR-3 細胞は通常のディッシュで培養している場合にも接着が強くない傾

向があった（data not shown）ため、マイクロチップを用いたバイオアッセイシステムで使

用するには不向きだと考えられる。 

 これらの細胞に対して、0.4 μL/min の培地を送液しながら 2 d の培養を行った後の

増殖率を図 3-11に示す。MCF-7細胞は 67%程度の増殖を示した。通常の培養ディッ

シュを用いた培養条件ではMCF-7細胞は 20 h程度で倍加するが、マイクロチップ内

での培養では培地が少なく、剪断応力ストレスなどに晒されるため、通常よりも増殖が

抑えられていると考えられる。また、MCF-7細胞以外の種類の細胞は 2 dの培養の間

に細胞数が減少した。これらの細胞は MCF-7 細胞よりも接着力が弱く、培地のフロー

により流されてしまったのだと考えられる。 

 ストレスの主な原因を調べるため、流速を変化させて同様の実験を行った。結果を図

3-12 に示す。流速が速ければ培地の供給スピードが上がるため、栄養枯渇のリスクは

減少する。しかしその反面で剪断応力ストレスは大きくなる。流速が遅い場合は培養

環境がマイルドながらも、栄養枯渇の可能性が上昇する。HepG2 細胞は流速が速い

場合に生存比が小さいことから、培地のフローによるストレスがより影響していたと考え

られる。一方他の乳癌細胞には大きな影響がなく、これらはマイクロチップ内での培養

に適していないと考えられる。なお、カルセイン AM による染色やレサズリンの導入な

どの実験操作を接着させた細胞に対して数回繰り返し行ったところ、生存細胞数や細

胞の状態に対して大きな変化は生じなかった。このことから測定実験操作による細胞

生育に対する影響はないと考えられる。 

 これらの結果から標的部位の乳癌細胞として MCF-7細胞を用い、水平流路をフィブ

ロネクチンでコートしたチャンバーにて培養することとした。HepG2 細胞に関してはフロ

ーストレスを軽減することが解決策となる。しかし流速を減速した場合は、直列に配置

された各アッセイパートにおいても影響が生じる。そのため他の部位で低流速による

栄養枯渇が問題となる可能性が考えられる。流速を変えずにフローストレスを低減す

る方法として、流路の断面積を大きくする方法が考えられる。しかし流路高を増加させ

ると単位体積あたりの細胞数が減少するため、希釈されて肝機能のモデルとして十分
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な代謝能を実現させられない可能性がある。流路高を変化させず、流路幅を広く確保

することで線流速を遅くすることは可能である。しかし流路幅は 3.0 mmよりも大きくなる

と天井部分の PDMS が自重によって垂れ下がり、スライドグラスと接着してしまうなどの

失敗が生じた。このため、HepG2 細胞に関してはスライドグラス上での培養以外の手

段を検討することとした。 

 

3-3-6 マイクロキャリアービーズ表面での接着細胞培養 

 HepG2 細胞は水平流路での培養を行うと生存数が減少する傾向が観察されたため、

Cytodex を用いた培養を試みた。HepG2 細胞は Cytodex 上で 5 d 培養を行った後に

マイクロチップへ充填した。検討した充填方法を図 3-13に示す。0.2 × 4 × 1.5 mm (H

×L×W) の水平流路、直径 1.6 mm の垂直流路、直径 3.2 mm の垂直流路に

Cytodex をそれぞれ充填した。 

 HepG2細胞を培養したCytodexを水平流路に充填した場合、直径 1.6 mmの垂直流

路に充填した場合、直径 3.2 mmの垂直流路に充填した場合で、マイクロチップ内で 2 

d培養した。培地の流速は 0.4 μL/minとした。培養前と後のレサズリン代謝能を図 3-14

に示す。レサズリンを 20%含む培地を 0.4 μL/minで送液し、得られた液を蛍光光度計

で定量することにより生細胞数を測定した。蛍光光度計でレゾルフィンの蛍光を測定

する本法でも、導入細胞数と蛍光強度は比例した（data not shown）。水平流路に

Cytodex を充填した場合、HepG2 細胞の生存が小さかっただけでなく、流路に残って

いる Cytodexが減少していた。これは充填した Cytodexを水平流路内に保持するため

の仕掛け（網や突起など）を設置していなかったことが原因となり、流路内の Cytodex

が培地のフローにより流失したものと考えられる。垂直流路に導入すると Cytodex同士

が重なり合うことで抵抗が発生し、Cytodex の流出は防ぐことができると考えられる。し

かし 1.6 mm径の流路では安定して導入できる Cytodexの数が小さいようで、高いレサ

ズリン還元活性を得ることはできなかった。流路径を 2 倍にした 3.2 mm 径の流路に

Cytodex を導入したところ、高い活性を得ることができ、培養後の生存状況も良好であ

った。これによりHepG2細胞をチップ内で培養する際にはCytodex表面に細胞を培養

し、アッセイ直前に 3.2 mm径の垂直流路へ充填する方法を用いた。 

 また、水平流路において培養が困難であった MDA-MB453 細胞、ZR-75-1 細胞、

SK-BR-3 細胞についても Cytodex を利用した培養を応用した。乳癌細胞は Cytodex

上で 2 d培養してからマイクロチップへ導入した。充填箇所は直径 3.2 mmの垂直流路

とした。 

 0.4 μL/minの速度で培地を流しながら 2 d培養した乳癌細胞の増殖率を図 3-15に

示す。水平流路で培養した場合はMDA-MB453細胞、ZR-75-1細胞は 2 dの培養で

細胞数が初期値より減少しており、SK-BR-3細胞は 2 dの培養時間に達する前に全細
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胞が流れ出てしまった（実質的に死亡率 100%）。しかし Cytodex を利用した方法では

全細胞がチップの中で増殖を示した。 

 径の大きな垂直流路にCytodexを充填する方法は、フローのストレスを低減するだけ

でなく、チャンバーにおける培地の量を増やすことに繋がる。そのため水平流路で培

養する場合よりも細胞の増殖が増加したものと考えられる。このように生育のあまりよく

ない細胞をマイクロチップ内で培養する場合、Cytodexを用いる方法が有用だと考えら

れる。しかし本研究で開発を行うバイオアッセイシステムでは、標的細胞を水平流路に

培養する方法(3-4-1)が望ましい。フィブロネクチンによる流路修飾はCytodexを用いた

培養よりも操作が簡便である。また、水平流路ではレサズリンを用いた生細胞測定が

蛍光顕微鏡を用いてオンサイトで行うことができるのに対し、垂直流路に Cytodex を充

填すると顕微鏡による測定ができなくなる。垂直流路は 3 mm の高さがあり、細胞がそ

の長さに渡って培養されている状態である。蛍光顕微鏡はマイクロチップ下面から励

起光を当てるため、垂直流路の奥まで十分に励起光が行き渡らず、蛍光も下面付近

のものが中心となる。それゆえ細胞濃度が流路内で均一でなく偏りがあった場合に大

きな影響が出てしまい、流路内の細胞数を測定することはできない。そこで本節にお

いてはマイクロシリンジポンプでレサズリン含有培地を送液して、代謝産物をマイクロチ

ップから回収してチップ外部で測定する方法を用いた。この方法は十分に実践的なが

らも、オンチップで簡便な分析ができるというマイクロチップの利点を活かしていない。

今後の研究で水平流路に接着しづらい細胞を用いる場合本法は有用だと考えられる

が、４章以降のバイオアッセイチップにおいてはMCF-7細胞を水平流路で培養して利

用する方法を用いた。 

 

3-3-7 培養支持膜上での接着細胞培養 

 マイクロチップ内で Caco-2細胞を培養支持膜表面で培養した結果を図 3-16に示す。

流路高を SU-8 2100の標準的な厚みである 200 μmにして培養を行ったところ、コンフ

ルエントな細胞のシートを得ることはできなかった。細胞シートを隔てた物質透過を評

価するためには細胞シートに間隙があってはそこを通して非選択的な透過が生じる。

細胞シートがコンフルエントにならない理由は培地量が少ないことがストレスを与え、シ

ートを構成する細胞が死滅してしまったことが原因だと考えた。そこでチップ内でも比

較的多量の培地を確保できるよう、培養流路の高さを 1 mm まで上げた。この条件下

ではコンフルエントな細胞シートを得ることができた。４章以降にて詳述する模擬腸上

皮部位は 1 mm高の流路にて作製することとした。 

 



マイクロチップ 

培養用の箱 

ヒビテン溶液 

CO2インキュベーター  

図3-1. 培養箱模式図 

栓 

細胞 

図3-2. 細胞導入方法模式図 
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図3-3. 気泡トラップ模式図        
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流路上の測定部位 

マイクロチップ 

ステージ 

対物レンズ 

ダイクロイックミラー 

蛍光フィルター 

蛍光ミラーユニット 

観察 

100 W 
水銀ランプ 

励起光 

励起フィルター 

図3-4．蛍光顕微鏡の光路図 
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制御用流路 

溶液流路 

図3-5  マイクロポンプの概念図 

図3-6 マイクロポンプ制御装置 
     ソレノイドバルブ（上図）とデジタルスイッチ（下図） 



1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

図3-7  マイクロポンプの動作 

a 
b c d 
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図 3-8 マイクロポンプによる溶液駆動 
     同一粒を赤色のドットで示した 

t = 0.0 s 

t = 10.0 s 

t = 7.0 s 

t = 4.0 s 

t = 1.0 s 

t = 0.2 s 

t = 0.4 s 

t = 0.6 s 

下流 上流 
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図 3-9 マイクロキャリアー導入デバイス 

1.5 ml チューブ 注射器 
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図 3-10 水平流路に接着した細胞数 
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図 3-11 チップ内での細胞生育 
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ZR-75-1

図 3-12 流速が細胞増殖率に及ぼす影響 
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(d) 

図3-13. Cytodexの充填方法 

Cell 

Cell 

図 3-14 HepG2細胞の培養 

スライドガラス上 

マイクロビーズ上 
（水平流路に充填） 

マイクロビーズ上 
（1.6 mm垂直流路に充填） 

マイクロビーズ上 
（3.2 mm垂直流路に充填） 

(n=3) 
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水平流路 

ビーズ表面 

図 3-15 ビーズを用いた乳癌細胞のマイクロチップ内培養 

MDA-MB-453 ZR-75-1 SK-BR-3 

※ 

※SK-BR-3細胞を水平流路で培養した実験はデータ無し 
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図 3-15 Caco-2細胞の培養 

B) A) 

A)流路高が200 μmの場合 
B)流路高が1 mmの場合 
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表3-1  マイクロポンプ流速 

溶液流路 
高さ (μm) 

PDMS薄膜 
厚さ (μm) 

流速 
 (nL/min) 

線流速 
（mm/min） 

15 50  4.4 1.47 

30 100 8.1 1.35 

50 100 11.8 1.18 

100 150 25 1.25 
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4章 マイクロチップを用いた模擬臓器の開発 

 

緒言 

 

本章では 2章で作製したマイクロチップを用いて、3章で構築した細胞培養技術な

どを行うことにより、生体内の種々の臓器のマイクロモデルを作製した。 

本研究で開発した部位は以下の通りである。 

 

・模擬消化管部位（マイクロ消化管組織） 

消化管内における物質の体内動態の研究では、胃の酸性環境、消化液に含まれる

消化酵素による分解、胆汁による乳化などが主な研究対象として知られている。特に

薬学の分野で胃液の酸性度は薬剤を失活させることがしばしばあり、崩壊試験として

日本薬局方に試験手法が記されている。本研究のマイクロ消化管部位では、人工胃

液および人工腸液による物質の消化の評価を試みた。人工胃液には塩酸と消化酵素

ペプシンを用い、人工腸液には消化酵素パンクレアチンとブタ胆汁抽出物を用いた。

この人工腸液は生体の腸液を模したものではなく、膵液・腸液・胆汁を合わせて模した

ものであり、経口摂取した物質の腸内動態を評価するのに用いられる（Makioka et al., 

2006）。人工胃液の中和には水酸化ナトリウムを用いた。 

 

・標的部位 

バイオアッセイの標的となる細胞を培養する標的部位は、3 章で検討した通り

MCF-7細胞を水平流路上に培養する構造とした。本研究ではMCF-7細胞の増殖促

進や死滅を測定することで生理活性の評価を行う。MCF-7 細胞に対してモデル薬剤

を作用させることで、目的とする応答が得られるかどうかの検討を行った。各種乳癌に

対する抗癌剤はMCF-7細胞の生育を阻害し、エストロゲン様活性物質は生育を促進

させることが期待される。 

 

・模擬腸上皮部位（マイクロ腸上皮組織） 

マイクロ腸上皮組織では 3 章で検討した Caco-2 細胞のレイヤーを用いて、物質の

透過試験を行った。腸管から吸収されやすい薬剤は細胞レイヤーを透過し、細胞を

透過しない LYは basolateral側へ輸送がされないことが期待される。 
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・模擬肝部位（マイクロ肝組織） 

マイクロ肝組織では HepG2細胞を用いてモデル薬剤の代謝を行った。マイク

ロチップ内で HepG2 細胞を培養する方法については 3-3-2 で検討を行ったが、

その際はレサズリンの還元活性のみを測定した。本章では肝細胞に特徴的な代

謝酵素の活性に関してもバイオアッセイで評価を行い、マイクロ肝組織の構造

を決定した。マイクロ肝組織の下流に標的部位を設置し、MCF-7細胞の増殖を

観察することでマイクロ肝組織の代謝活性を評価した。モデル試薬として、代

謝を受けて活性を示すプロドラッグである CPAを使用した。 

 

・模擬腎部位（マイクロ腎組織） 

マイクロ腎組織では、透析膜を隔てた物質透過を評価した。通常透析膜は低分子

を透過させて高分子は透過させないが、片側にタンパク質等が含まれていると、吸着

しやすい物質は透過が減少する。これは腎臓における糸球体濾過を模したものであ

る。 

 

・模擬心臓部位（マイクロポンプ） 

第 3章で検討したマイクロポンプを用いて、閉鎖流路の溶液駆動を行った。マイクロ

ポンプの駆動については 3-2で検討を行い、蛍光ビーズの流れを観測することで流速

を求めた。本章では閉鎖流路内の溶質の挙動を測定するため、4-5 で開発したマイク

ロ腎組織とマイクロポンプを組み合わせた。4-5 で行った物質透過を閉鎖流路内にて

応用することで、物質排出の経時的な変化を測定した。 

 

4-1 方法 

4-1-1マイクロチップを用いたバイオアッセイ 

3章で述べた方法でMCF-7細胞を培養し、生理活性物質を含んだ培地をシリ

ンジポンプで送液してバイオアッセイを行った。生理活性物質として 5 μM EPI, 

1 μM DTX, 50 μM TEPA, 1 mM CPA, 15 mM TGF, 1 nM E2, 2 μM IF, 5 μM 

TAMを使用した。流速は 0.4 μL/min で培養期間は 2日間とした。レサズリン法

でアッセイ開始前と終了後の細胞数を測定した。 
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4-1-2 マイクロ消化管組織を用いた消化実験 

a) 人工胃液 

100 g/mL アルブミン水溶液を消化実験試料として用いた。人工胃液による

消化を評価するため、人工腸液は流さなかった。消化は胃に見立てた垂直流路

（模擬胃）内で行い、中和液により酵素を失活させた。最下流に設置したポー

トを通して反応液を回収した。消化産物はトリシン SDS-PAGEにより分離検出

を行った。 

b) 人工腸液 

試料溶液として、0.1％オリーブ油懸濁液を用いた。オリーブ油は水に溶けな

いため、乳化剤としてブタ胆汁抽出物を 3 mg/ml となるようにして用いて消化

実験を行った。人工腸液による消化を評価するため、図 4-3 の導入ポート②よ

り人工腸液を導入し、導入ポート③から送液される 50 mM水酸化トリウム水溶

液で混合溶液をアルカリ性にして酵素を失活させた。その後導入ポート④より

50 mM塩酸を導入し、溶液を中性に戻した。オリーブ油の消化産物の検出は薄

層クロマトグラフィーにより行った。 

 

4-1-3 マイクロ腸上皮組織を用いた物質透過試験 

3-3-3で述べた条件で培養した細胞シートを作製し、物質の透過試験を行った。

試料溶液として、4.5 μM LYと 2 mM CPA溶液を用いた。上層流路へは試料を

含む培地を、下層流路へはフリーの培地をそれぞれ送液し、上層流路から下層

流路への物質の透過を行わせた。ネガティブコントロールとして、支持膜上に

細胞を培養していない状態でも同様の実験を行った。この場合選択的な物質透

過は行われず、培養支持膜のポア(1 μm 径)を通過できる物質は拡散により自由

に下層流路へ入ることができる。送液速度は 1 μL/min とした。24 h後、上層側

と下層側からそれぞれ溶液を回収して溶質の分析を行った。LYは蛍光光度法で、

CPAは HPLC 法でそれぞれ定量した。 

 

4-1-4 マイクロ肝組織による代謝を考慮したバイオアッセイ 

マイクロ肝組織の下流に 4-1 のマイクロ標的部位を設置し、バイオアッセイ

を行った。標的細胞は 4-1-1と同じ条件で培養を行った。マイクロ肝組織は 3-3-2

と同じ条件で設計した。生理活性物質として 1 mM CPAを使用し、送液する培
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地に添加した。流速は 0.4 μL/min で培養期間は 2 dとした。レサズリン法でアッ

セイ開始前と終了後の MCF-7細胞の細胞数を測定した。 

 

4-1-5 マイクロ腎組織を用いた物質透過試験 

試料溶液として、10 μM LY, 500 μM WRF, 500 μM FITC-BSA 溶液をそれぞれ

用いた。上層流路へは原尿に見立てたバッファーを、下層流路へは血液に見立

てた 0.1% BSA と試料を含むバッファーをそれぞれ送液し、下層流路から上層

流路への物質の透過を行わせた。ネガティブコントロールとして、BSA を含ま

ない試料溶液でも同様の実験を行った。送液速度はそれぞれ 0.2 μL/ min とし、1 

d後にサンプルを回収し、それぞれの定量を行った。 

 

4-1-6 マイクロポンプを用いた物質排出試験 

マイクロ腎組織とマイクロポンプを組み合わせた。4-1-5で行った物質透過を

閉鎖流路内にて応用することで、物質排出の経時的な変化を測定した。閉鎖流

路はマイクロポンプにより溶液の駆動を行った。ネガティブコントロールとし

て、マイクロポンプを駆動させずに排出実験を行った。マイクロ腎組織の下層

流路は閉鎖流路の一部である。上層流路へは外部からマイクロシリンジポンプ

を用いて送液を行った。 

 閉鎖流路へ 10 μMの LY/0.1 % BSA 溶液を充填し、マイクロシリンジポンプで

上層流路へバッファーを 50 nL/min(マイクロシリンジポンプの最低速度)で送液

した。流路内の残存 LY濃度は、閉鎖流路のマイクロポンプ部上流を顕微鏡で観

察し、その蛍光により推定した。上層流路へ排出された LYは蛍光光度法で測定

した。また、500 μM WRFについても同様の排出試験を行った。 
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結果と考察 

4-2 マイクロ標的部位 

4-2-1 マイクロチップの設計 

マイクロチップの概略図を図 4-1に示す。上層シートを直接スライドグラス

に貼り付けたシンプルな構造のマイクロチップを作製した。培養チャンバーの

サイズは 0.2 × 4 × 1.5 mm（H×L×W）とし、フィブロネクチンで修飾を行った。

オーバーナイトで培養を行うと、およそ 2000個の細胞がマイクロチップに接着

した。 

  

4-2-2 バイオアッセイ 

バイオアッセイの結果を図 4-2 に示す。抗癌剤を用いた場合は細胞が死亡し、エス

トロゲン様物質では細胞増殖が増加する傾向が見られた。プロドラッグである CPA と

TGF は他の抗癌剤と比較して抗癌活性が小さい結果となった。これは乳癌細胞では

代謝酵素の産生が十分でなく、前駆体による作用に留まったのが原因であると考えら

れる。E2は微量でも高い増殖増加作用を示した。IFは E2 と比較すると弱い活性なが

ら増殖増加作用を示した。TAM はエストロゲンのアンタゴニストとして知られており、増

殖増加作用は僅かであった。 

本アッセイの結果、MCF-7 細胞の増殖・死滅を測定することで、モデル試薬の生理

活性を評価することができた。標的部位のスケールに関して、抗癌剤を使用しても培

養細胞が完全に全滅することなどもなく、増殖を行う余地も十分に残されていた。それ

ゆえ、マイクロ標的組織はこの条件を最適条件とした。 
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4-3 マイクロ消化管組織 

4-3-1マイクロチップの設計 

マイクロチップの概略図を図 4-3に示す。システムの設計は、複数のシリン

ジを用いて溶液を次々と混合することにより、順次消化反応を行う仕様とした。

端の導入口から試料を、隣接する導入口から人工胃液を導入し、下方に設けた

垂直流路にて人工胃液による酸性条件下での消化を行った。次の導入口から中

和液を流し、pHを中性に戻した。最後に次の導入口から人工腸液を流し、パン

クレアチンによる消化と胆汁による乳化を行った。最後に廃液を回収し分析に

供した。 

まず、試料・人工胃液・中和液・人工腸液の組成、流速比と pHについて検討を行っ

た。胃の生理的な pH は 2～3 程度であり、中和を終えた後の十二指腸の pH は 6～8

程度である。各臓器に該当する部位における pH はこの値に近いものでなければなら

ない。すなわち試料溶液と混合されることで人工胃液は薄まり、結果として pH が 2 程

度になるべきである。しかしながら、混合前の人工胃液の pHを低く設定しすぎることで、

酵素が失活してはならない。以上のような課題を解決する必要がある。 

このシステムでは 4種類の溶液を導入する必要がある。最適な反応条件を実現する

には、各溶液の流量を任意に設定できることが望ましい。しかしながらシリンジポンプ

を５台並べることは、実験空間的にもコストの点でもふさわしくない。現状では 10 連の

シリンジポンプシリンジを 4 本セットして一括で制御しているが、プランジャーの移動速

度はどれも同じになるため、各溶液の流量比は用いるシリンジの断面積比と同じ値に

なる。本実験で使用する流領域で使いやすい市販小型シリンジのサイズとしては 1 ml

と 2.5 mlのものがあり、その断面積比は 3.5であるため、この比率でしか流量比が設定

できない。そこでこの条件のもと、各部位での pH 調整や消化が適切に行われるような

条件を探した。試料溶液に対する消化液の割合が大きいと、試料の希釈がされること

になるため、原液の濃度を上げなくてはならない。それを避けるため、試料溶液に 2.5 

mlのシリンジを用い、人工胃液・中和液・人工腸液には一律で 1 mlのシリンジを用い

ることとした。 

 

4-3-2物質消化実験 

a ) 人工胃液によるアルブミンの消化実験 

人工胃液による消化を行う模擬胃のサイズ、および人工胃液を導入する流速を変

化させることでアルブミンの消化具合を調べた。模擬胃の流路条件と、その条件下で
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のアルブミン消化実験の結果を図 4-4に示す。トリシン SDS-PAGEはグリシンを用いた

通常の SDS-PAGE に比べ、高分子量のタンパク質の分離がシャープに行われないと

いうデメリットを持つ反面、低分子量の分離を上手く行うことができるというメリットがある。

これはトリシンの水酸基による影響で、pKa がグリシンより若干低いことに起因する。こ

のため電気泳動の際トリシンの先端がグリシンの時よりも若干先んじることとなり、より低

分子のペプチドに対しても分離を行うことが可能となる。タンパク質の消化産物は低分

子であると考えられるのでこの方法を用いた。 

アルブミン（分子質量 66 kD）および人工胃液（ペプシンの分子質量 38kD）単品で

は、それぞれに対応する位置にバンドが確認された。消化実験を行った結果、いずれ

の条件においても低分子側にスメアとなるバンドが確認された。これはアルブミンの消

化生成物であると考えられる。今回検討した条件では、残存アルブミン量・生成ペプチ

ド量のどちらにおいても条件間で差は見られなかった。これは、今回の条件が実験に

対して過剰なために差が見られなかったのだと考えられる。 

 

b) 人工腸液によるオリーブ油の消化実験 

人工腸液および模擬十二指腸においても同様に条件検討をしようと試みた。オリー

ブ油の主成分はトリオレイルグリセリド（TG）であり、パンクレアチンによる消化産物は単

鎖不飽和脂肪酸であるオレイン酸（FA）とジオレイルグリセリド(DG)、モノオレイルグリ

セリド(MG)、グリセリンであると考えられる。それらのスタンダードの TLC の結果を図

4-5 a)に示す。まず予備実験として、マイクロタイタープレートを用いて消化実験を試み

た。図 4-5 b)にした通りオリーブ油が消化され、オレイン酸が生成しているのが確認さ

れた。消化時間を増やすにつれ、オレイン酸の生成量がやや増加していることが確認

され、60 minの反応後にはMGの生成がはっきりと確認された。しかし、マイクロチップ

を用いた消化実験では、オリーブ油やその消化産物の検出ができなかった。これには

２つの原因が考えられる。一つはオリーブ油を懸濁した試料溶液がシリンジ内で分離

し、キャピラリーを通じて水相だけがマイクロチップ内へ送られてしまった場合である。

もう一つはマイクロチップ素材である PDMS の表面にオリーブ油が吸着して回収出来

なかった場合である。本研究においては予備実験において適切な消化が行えたと考

えられる 60 minの反応条件をもとに模擬十二指腸の条件を決定することとした。 

模擬胃と模擬十二指腸の検討の結果、マイクロ消化組織の構成を表 4-1のように決

定した。 
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4-4 マイクロ腸上皮組織 

4-4-1マイクロチップの設計 

 マイクロチップの概略図を図 4-6 に示す。上層シートと中層シートの間に培

養支持膜を挟み込んだ。培養支持膜を隔て上層流路と下層流路が面しており、

物質の透過を行うことができる。上層流路は培養支持膜のコラーゲンがコート

されている側と面しており、細胞を培養することができる。培養チャンバーの

サイズは 1 × 4 × 1.5 mm（H×L×W）とした。２本のシリンジを用い、上層流路と

下層流路へそれぞれ送液を行った。 

 

4-4-2 物質透過試験 

透過試験の結果を図 4-7 に示す。細胞を培養していないネガティブコントロ

ールの実験においては LY, CPA共に高い透過を示した。Caco-2細胞を培養した

条件では LY の透過が大きく減少した。しかし CPA の透過は培養支持膜に細胞

を培養していても LYほど小さくならず、特に Caco-2 細胞においては細胞を培

養していないときとほぼ変わらない数値を示した。 

これは Caco-2 レイヤーによる物質の選択的透過が機能していたことを示す。

すなわち上方流路と下方流路に挟まれた培養支持膜上のCaco-2細胞層が 2つの

流路を遮断し、細胞を通した透過のみを行ったということである（図 4-8）。LY

は細胞透過性が乏しく、CPA は透過性が高い。このことから本透過試験から妥

当な結果が得られ、マイクロ腸上皮組織が正しく機能していると考えられる。 
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4-5マイクロ肝組織 

4-5-1 マイクロチップの設計 

マイクロ肝組織とマイクロ標的部位は図 4-9 のように複合させた。検討した

４種類のマイクロ肝組織 a-dの概略図を図 4-10に示す。マイクロチップは全て

上層シートと中層シートから構成される。aのチップはフィブロネクチンでコー

トした 0.2 × 4 × 1.5 mm（H×L×W）の水平流路に HepG2細胞を培養し、b-dでは

表面にHepG2細胞を培養した Cytodexをマイクロチップへ充填した。bでは 1 

× 4 × 1.5 mm（H×L×W）の水平流路に、cでは 1.6 × 3 mm（i.d.×L）の垂直流路に、

dでは 3.2 × 3 mm（i.d.×L）の垂直流路に充填した。マイクロ肝組織とマイクロ

標的組織の間は一度垂直流路を隔てており、組織間での細胞の混合を防いだ。 

 MCF-7 細胞はアッセイ開始前日にシーディングし、HepG2 細胞はマイクロ

チップ aにおいては同じくアッセイ開始前日に、b-dでは外部で 5日間細胞培養

した Cytodexをアッセイ開始直前に充填した。 

 

4-5-2 物質代謝試験 

バイオアッセイの結果を図 4-11に示す。a-cのチップでは薬剤および HepG2

細胞を含まないコントロールの実験と比較すると生存率が減少していたが、あ

まり高い抗癌活性が発揮されなかった。一方 d のチップでは MCF-7 細胞の約

60%が死亡した。このことから代謝活性の面でも 3-3-2と合致した結果が得られ、

dの構造、すなわち 3.2 × 3 mm（i.d.×L）の垂直流路に HepG2 細胞を培養した

Cytodexを充填する方法が肝臓機能のモデルとして適していると考えた。 
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4-6 マイクロ腎組織 

4-6-1 マイクロチップの設計 

 マイクロチップの概略図を図 4-12 に示す。4-3 のマイクロ腸上皮組織のマイ

クロチップと類似した構造にした。上層シートと中層シートの間に透析膜を挟

み込んだ。透析膜を隔てて上層流路と下層流路が面しており、物質の透過を行

うことができる。両流路の接触部位はそれぞれ 4 × 0.5 × 0.05 mm（L×W×H）とし

た。上層流路は尿細管を模しており、上層流路を流れる液体は原尿を模してい

る。下層流路は血管を模しており、流れる液体は腎臓へ来た血液を模している。

下層流路は一度チップ下部へ潜らせた立体的な構造とした。２本のシリンジを

用い、上層流路と下層流路へそれぞれ送液を行った。 

透析膜は分子量の大きな物質は透過させないが、低分子は拡散により自由に

通過することができる。しかし下層流路のフローに BSAのような吸着性の高い

物質が含まれていた場合、BSA と強く相互作用するので低分子であっても透過

は小さくなる。 

 

4-6-2 物質透過試験 

透過試験の結果を図 4-13 に示す。FITC-BSA は試料溶液に BSA を添加した

場合としなかった場合で、共に透過係数が小さかった。これは FITC-BSA の分

子質量（66 kDa）が透析膜のポアサイズ（MWCO = 12,000）と比較して大き

いため、FITC-BSA が上層流路側へ透過できなかったことを表している。一方

低分子である LY と WRF は、試料溶液に BSA を添加していない場合、高い透

過を示した。しかし試料溶液に BSAを添加した場合、無添加時と比較して透過

係数が小さくなった。これは BSAにこれら試薬が吸着することにより、膜透過

ができるフリーの状態で存在する量が減少したためと考えられる。LY は BSA

添加をしても無添加時の 67%程度の透過を保っていた。しかしWRFは BSAを

添加することで無添加時の 12%まで透過が減少した。このことはWRFが LYよ

りも BSA に対する結合性が高いことを示している。WRF の血漿タンパク質結

合率は 99.5%と非常に高く、得られた結果はこの性質と合致している。また LY

は 2つのスルホ基を有していて水溶性が高いため、水溶液中ではWRFほどBSA

に対して吸着していないと考えられる。以上からマイクロ腎組織では物質の性
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質に合致した透過を行うことが出来たと判断した。 

 

4-7マイクロポンプ 

 4-7-1 マイクロチップの設計 

マイクロチップの概略図を図 4-14に示す。上層シート、中層シート、薄層シ

ートから構成される。上層シートと中層シートの間に透析膜が挟み込まれた。

透析部位のサイズは 4 × 0.5 × 0.05 mm（L×W×H）とした。閉鎖流路は水平流路が

全長 60 × 0.2 × 0.05 mm（L×W×H）、中層シートを貫く垂直流路は直径 0.25 × 3 

mm（i.d.×L）が 2本である。その他、垂直流路の設置箇所に 1 × 0.05 mm（i.d.×L）

のジョイントを設置した。ジョイントは２本の垂直流路の上面と下面に存在す

るので計４箇所に存在する。閉鎖流路の容積はこれらの合計値の約 1.2 μLであ

る。導入ポートからのコンタミネーションを防ぐため、導入ポートは閉鎖流路

の真上ではなく、わずかに離れた所に設置した。閉鎖流路へ溶液を導入した後

は、ポート内から溶液を取り除き、ミネラルオイルをポート内部へ充填した。 

閉鎖流路はマイクロポンプにより溶液の駆動を行った。本実験条件における

マイクロポンプの送液速度は 11.8 nL/min であり、およそ 100 min で溶液が閉鎖

流路を循環する計算となる。ネガティブコントロールとして、マイクロポンプ

を駆動させずに排出実験を行った。マイクロ腎組織の下層流路は閉鎖流路の一

部である。上層流路へは外部からマイクロシリンジポンプを用いて送液を行っ

た。 

 

4-7-2 物質排出試験 

 排出実験の結果を図 4-15 に示す。ポンプを駆動しなければ LY の排出はほと

んど確認されなかった。ここで排出された約 1 pmol の LYは、透析部位に存在

している LYの溶存量とほぼ一致している（10 (μM) × 4 × 0.5 × 0.05 (mm
3
)）。こ

のことから透析膜に接した部分のみから拡散により上層流路への排出が生じて

おり、閉鎖流路内にて対流などで溶質が拡散してはいないと考えられる。ポン

プを駆動することにより、閉鎖流路から溶存 LYを排出することができた。閉鎖

流路内部の LYは 3 hの駆動でほぼ全てが失われ、その分が上層流路へ排出され

た。オンサイトで閉鎖流路内部の溶存 LY物質量を測定するのは非常に困難であ

ったため、マイクロポンプの上流の LY濃度から全体の物質量を推定した。その

ため図は必ずしも閉鎖流路の溶存 LY量と一致しない。 

 LYだけでなくWRFを用いて排出実験を行った結果を図 4-16に示す。LYは
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BSA との相互作用が大きくないため、透析膜を透過して良く排出された。2 h

の駆動で LY 初期添加量の約 70%が閉鎖流路から排出された。しかし WRF は

BSA への吸着が大きいため、3 h の駆動を行ってもほとんど排出がなされなか

った。 

 以上のことから、マイクロポンプは閉鎖流路全域を循環させることに成功し

たと考えられる。流路内部の溶存 LYは減少し、初期添加量の大部分がマイクロ

チップ外へ排出された。これは溶存物質が導入ポートなどへ混入していないこ

とを示し、閉鎖流路が完結した回路となっているのだと考えられる。 

本システムでは透析部位に溶液が面する時間はおよそ 10 minである。これは

流路高が 0.05 mm であることと、上層流路の流速が閉鎖流路よりも速いことを

考えると、透析部位に位置する溶存 LY全量が完全に透過するのに十分な時間で

ある。マイクロポンプにより閉鎖流路を１周するのにおよそ必要な時間はおよ

そ 100 minであり、LYの排出速度が 90 minを境に鈍化することと整合性がと

れていると考えられる。 

 



図4-1. マイクロ標的部位チップの模式図 
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図4-2. 生理活性物質バイオアッセイ結果 
A)抗癌剤 B)エストロゲン様物質 

B) 

A) 
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図 4-3 消化を行うマイクロチップの概略図 

① 
試料 

② 
人工 
胃液 

④ 
人工 
腸液 回収 

③ 
中和液 

模擬胃部位 
模擬 
十二指腸部位 
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模擬胃流路径 
(mm) 

試料溶液流速 
(ml/min) 

模擬胃 
滞留時間 
(min) 

① アルブミン - - - 

② 胃液 - - - 

③  
 
 

アルブミン
＋胃液 

1 0.2 15 

④ 1 0.1 30 

⑤ 1.6 0.2 30 

⑥ 1 0.05 60 

⑦ 1.6 0.1 60 

⑧ 1.6 0.05 120 

(kD) 

66 
97 

45 

29 

20 

14 

M       ①    ②      ③      ④   ⑤      ⑥      ⑦     ⑧ 

図 4-4 アルブミン消化実験結果 
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FA (Rf=0.52) 

TG (Rf=0.84) 
DG (Rf=0.39) 
MG (Rf=0.06) 

図 4-5 オリーブ油消化実験結果 
a) スタンダード試料   b)予備実験における消化実験結果 
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図4-7. 物質透過試験結果 
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図4-6. マイクロ腸上皮組織チップ 
    (a)断面図      (b)立体図 
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図4-8. マイクロ腸上皮部位 概念図 

図4-9. マイクロ肝組織-標的部位 複合チップ 
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(d) 

図4-10. マイクロ肝組織概念図 

図4-11. マイクロ肝組織を複合したバイオアッセイ結果 
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図4-12. マイクロ腎組織概念図 
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図4-13. 物質透過試験結果 

0% BSA 

77 

(n=3) 



図 4-14 マイクロ腎組織-マイクロポンプチップ概念図 
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図 4-15 ポンプの駆動によるLYの経時的排出量と残量 

図 4-16 LYとWRFの経時的な排出 

(a) 上方流路へ排出されたLY量 (b)流路内LY濃度から推定される残存LY量 
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模擬胃：流路径1.6 mm (反応時間30分) 
模擬十二指腸：流路径3.2 mm(反応時間60分) 

試料溶液 
（0.2 ml/min） 

人工胃液 
(0.057 ml/min) 

中和液 
(0.057 ml/min) 

人工腸液 
(0.057 ml/min) 

Milli Q 水 50 mM HCl 50 mM NaOH  50 mM KH2PO4  

試薬 0.05 M NaCl 20 mM Na2HPO4 24mM NaOH  

0.2% ペプシン 1 % パンクレアチン 

0.3 % 胆汁抽出物 

表4-1 消化組織の組成 
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5章 マイクロチップを用いた複合的バイオアッセイシステム 

 

緒言 

 

本章では4章で開発したマイクロ模擬臓器を組み合わせて、バイオアベイラビリティ

や生体内残留を考慮に入れた上でバイオアクティビティを評価することができるモデ

ルを作製した。本研究で開発したシステムは以下の通りである。 

・吸収・代謝を考慮に入れたバイオアッセイチップ 

マイクロ腸上皮組織、マイクロ肝組織、マイクロ標的組織を直列に繋いだ複合的バ

イオアッセイシステムである。マイクロ腸上皮組織で物質の選択的な透過を行った後、

吸収された物質に対してマイクロ肝組織にて代謝を行わせる。こうして得られた産物

を標的に作用させ、生理活性を測定するシステムである。 

 

・消化・吸収・代謝を考慮に入れたバイオアッセイチップ 

上記のシステムへ、更にマイクロ消化管組織を搭載し、胃腸における物質の分解を

考慮に入れた上で吸収・代謝・生理活性を測定するシステムである。 

 

・循環・排出を考慮に入れたバイオアッセイチップ 

マイクロ腎組織とマイクロポンプを組み合わせたシステム内へマイクロ標的組織を

搭載したシステムである。閉鎖流路に予め試薬を添加しておき、ポンプによる駆動を

行い、腎組織を通じてシステム外へ排出を行う。試薬の残留に応じて活性が変化す

る。 
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5-1方法 

5-1-1 吸収・代謝を考慮に入れたバイオアッセイ 

バイオアッセイは上方流路、下方流路に 0.4 μl/minの一定流速で培地を流しながら

行った。上方流路には試験化合物を溶解させた培地を、下の流路には培地のみを流

した。各組織の影響を調べるため、モデル細胞を培養していない対照実験系でも同

様の実験を行った。すなわち、模擬腸上皮組織において Caco-2 細胞を培養していな

い実験系においては、細胞層による物質の選択的吸収が行われず、多孔質膜の穴を

通過して物質が拡散により自由に透過する。模擬肝組織において HepG2細胞を培養

していない実験系においては、細胞の産出する代謝酵素が存在しないため、物質が

代謝を受けることなく本来の状態で組織を通過する。これら２つの条件の組み合わせ

により４種類の実験系で実験を行った。すなわち、選択的な透過を行い代謝を行う系、

選択的な透過を行い代謝を行わない系、拡散による自由な透過を行い代謝を行う系、

拡散による自由な透過を行い代謝を行わない系である（図 5-1）。これらに加えて、サン

プルである薬剤を導入しないコントロールでの実験を行い、一つの薬剤につき計５つ

の実験系でバイオアッセイを行った。試験化合物として、2 mM CPA、10 μM EPI、2 

nM E2、3 μM IFをそれぞれ用いた。アッセイ終了後、LYの透過を確認して Caco-2細

胞層が機能していることを確認した。 

また、TAM のエストロゲンアンタゴニストとしての活性評価を行った。標的細胞を常

に E2 に曝露させるため、標的細胞の培養チャンバー入り口部に存在するポートに新

規にシリンジポンプを接続し、20 nM E2を含む培地を 0.02 ml/minで送液することで標

的組織に直接 E2を曝露した（図 5-2）。この状態で 10 μM TAMを含む培地を上方流

路へ送液し、同様の実験を行った。 

 

5-1-2 消化・吸収・代謝を考慮に入れたバイオアッセイ 

マイクロ腸上皮組織の上流にマイクロ消化管組織を配置して実験を行った。

試料として 2 mM CPAと 25 mM TGF をそれぞれ用いた。マイクロ消化組織に

よる影響を評価するため、5-1-1で行った 5つの実験系それぞれに対し、人工消

化液を流した場合と各消化液の代わりに PBS を流した場合の 2 種類を設定し、

合計 10通りのバイオアッセイを試みた。すなわち、消化・吸収・代謝の３つの

過程に対し生体を模した場合と模さなかった場合をそれぞれ独立に考慮した 8
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つの実験系に加え、薬剤を加えないコントロールの実験系にて消化の有無によ

る影響を評価した。 

 

5-1-3 循環・排出を考慮に入れたバイオアッセイ 

MCF-7細胞はバイオアッセイ開始の前日に導入を行い、接着させた。その後

閉鎖流路を 100 M TESPAまたは 2 M DTXを含む培地で置換し、マイクロポ

ンプを駆動させてバイオアッセイを行った。上方流路へは原尿を模した、FBS

を含まない培地（DMEM + 1 % NEAA + 抗生物質）をマイクロシリンジポンプ

で送液した。閉鎖流路の試料濃度を変化させない、すなわち排出が行われない

対照実験として、上方流路に同濃度の薬剤および FBSを添加した培地を流して

バイオアッセイを行った。この時透析膜を隔てて試料濃度は常時均衡している

ため、閉鎖流路内部の物質濃度に変化は生じない。 
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結果と考察 

5-2吸収・代謝を考慮に入れたバイオアッセイチップ 

5-2-1マイクロチップの設計 

マイクロチップの概略図を図 5-3 に示す。マイクロ腸上皮組織の下層流路の

下流にマイクロ肝組織を設置し、更にその下流にマイクロ標的組織を設置した。

各組織のサイズは表 5-1の通りである。マイクロチップの外観を図 5-4に示す。 

 Caco-2 細胞および MCF-7 細胞は継代を行った後、細胞の増殖がコンフル

エントな状態の 70 %になったときトリプシンで処理を行い、細胞をシャーレよ

りはがした。そこにバイオアッセイ用に調製した培地(DMEM + 10% FBS + 1% 

NEAA + 抗生物質)を 2 ml 加えた。調製した懸濁液を Gel-Saverピペットチッ

プを用いてマイクロチップの導入部より導入した。Caco-2 細胞はバイオアッセ

イの 3 d前に、MCF-7細胞はバイオアッセイの前日に導入した。温度 37°C、湿

度 100%、CO2濃度 5%で培養を行った。培地交換は 48 h 後に行った。HepG2

細胞は Cytodex 上で 5 d培養し、バイオアッセイ開始直前に垂直流路へ充填し

た。 

 

5-2-2 バイオアッセイ 

a) 抗癌剤 

バイオアッセイの結果を図 5-5 に示す。CPA を薬剤として用いた実験では、

薬剤を加えないコントロールの実験と比べて、細胞の数が減った。その抗癌活

性は、HepG2 細胞を培養した系において特に高い活性を示し、HepG2 細胞の

ない実験系では小さな活性しか示さなかった。一方で Caco-2細胞による活性へ

の影響はHepG2 細胞の有無に関わらず、確認されなかった。このことはすなわ

ち、CPAは肝臓で代謝されることで高い抗癌活性を発揮したということであり、

また Caco-2細胞の層をよく透過することが出来たということである。このこと

は、CPA がプロドラッグであり、経口投与で用いられるという既知の性状と合

致する。EPI を薬剤として用いた実験では、やはり薬剤を加えないコントロー

ルの実験と比べて、細胞の数が減った。その抗癌活性は、Caco-2 細胞を培養し

ない系において特に高い活性を示し、Caco-2 細胞を培養した実験系ではあまり

活性を示さなかった。一方で HepG2 細胞による活性への影響は Caco-2 細胞の

有無に関わらず、あまり確認されなかった。これは EPIが Caco-2細胞の層を透

過できず、代謝を受けていない本来の状態において抗癌活性を有しているのだ
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と考えられる。これは EPI が通常静脈注射により投与されるという既知の性状

と合致する。 

 b) エストロゲン様活性物質 

 バイオアッセイ結果を図 5-6に示す。エストロゲン様活性物質である E2と IF

を試料として使用した場合、試料を加えないコントロールの実験系と比べて、

細胞の数が増加した。活性強度の差はあるものの、２種の試料は同様の傾向を

示した。HepG2細胞を培養しない実験系においては増殖が促進されたのに対し、

HepG2 細胞を培養した実験系においては増殖促進が見られなかった。Caco-2

細胞を培養している実験系においては、培養していない実験系よりも増殖促進

効果が大きいという結果となった。これは、エストロゲン様活性物質は HepG2

細胞の代謝により失活していると考えられ、Caco-2 細胞の細胞層を良く透過し

ていると考えられる。 

 

c) エストロゲンアンタゴニスト 

 バイオアッセイ結果を図 5-7 に示す。TAM 単体でバイオアッセイを行うと、

通常の状態ではコントロールのアッセイと比べて大差は見られなかった。つま

り、TAMには強い抗癌活性やエストロゲン様活性がないのではないかというこ

とが示唆された。しかし、標的細胞を E2に晒した条件ではエストロゲンアンタ

ゴニスト活性が確認された。すなわち、TAMを加えずにバイオアッセイを行う

と E2 の増殖促進効果が如実に確認できるのに対し、TAM を加えるとその効果

が抑えられる。アンタゴニスト活性に対する、Caco-2 および HepG2 細胞の有

無による影響は確認されなかった。これは TAMが Caco-2 細胞の細胞層を良く

透過し、HepG2細胞の代謝によって活性に影響が出ていないということが考え

られる。 
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5-3 消化・吸収・代謝を考慮に入れたバイオアッセイチップ 

5-3-1マイクロチップの設計 

マイクロチップの概略図と外観を図 5-8 に示す。マイクロ腸上皮組織の上流

にマイクロ消化管組織を配置し、それ以降は 5-2 と同様である。本システムで

は６本のシリンジを用いて実験を行った。溶液の組成・流速および消化管組織

各部位のサイズは表 5-2にまとめて示す。細胞の導入・培養も 5-1-1の手順に従

って行った。 

まずはマイクロチップの形状を検討した。4-3で検討したマイクロ消化管組織と5-2で

検討したバイオアッセイチップを接続して、消化、吸収、代謝を考慮に入れたマイクロ

バイオアッセイチップを設計、試作した。このとき両者をただ接続するだけでは垂直流

路の数が多くなりすぎ、チップ作製が困難となった。そこで、消化実験の時には垂直流

路として作製していた模擬十二指腸を、流路内容積が変わらないようにしながら水平

流路に変更した。 

次に実験条件の検討を行った。はじめにマイクロ消化組織とマイクロ腸上皮組織の

相互作用を評価した。マイクロ腸上皮組織は膜上にコンフルエントな細胞層を形成し

ており、わずかな間隙があるだけでも正確な物質透過は測定できない。本システムで

はマイクロ腸上皮組織の上流にマイクロ消化組織があり、そこを通過して流れてくる溶

液には消化酵素や胆汁などの細胞にとって有害な物質が含まれている。また、浸透圧

などを調整していないため、細胞培養に不適な条件である可能性がある。これらによる

ストレスが Caco-2細胞の物質透過に悪影響を与えないかどうかを調べる必要があった。

マイクロ消化組織の 4 本のシリンジに加え、マイクロ腸上皮組織の入り口にシリンジを

設置し、検討を行った。 

流速について検討を行った。マイクロ消化組織を通るフローに対してマイクロ腸上

皮組織入り口へのフローが小さすぎた場合、培地量が不足することにより Caco-2 細胞

がダメージを受けてしまった。逆に大きすぎる場合、試薬の希釈率が大きくなるため試

料原液の濃度を上げねばならない。これらを踏まえて検討を行ったが、再現性良く

Caco-2 細胞のシングルレイヤーを培養し続けることは難しかった。そこで、試料を

DMEM に溶かしてサンプルとして導入する方法を試みた。細胞培養を行う際に

DMEM へ添加する FBS にはトリプシンインヒビターなどの消化酵素阻害タンパク質が

含まれる上、そもそも消化の過程を経ることで血清中のタンパク質は分解されてしまう。

そこで試料を溶かす DMEM には FBS を添加せず、マイクロ消化組織を終えたマイク
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ロ腸上皮の入り口にて FBS 濃度の高い培地を導入することで培地と血清の割合を調

整しようと考えた。ここで問題となるのは試料溶液に DMEM を用いることによる模擬胃

での pH 変動である。DMEM には pH 緩衝作用を持つ炭酸水素ナトリウムが含まれて

いるため、4-3-1 にて実現した pH 環境を実現することはできない。そこで再度人工胃

液と中和液の条件を検討した。以上の点を踏まえ、模擬胃・模擬十二指腸における消

化と Caco-2 細胞の培養を同時に満たす条件を探した。Caco-2 細胞の培養具合はカ

ルセイン AM を用いた染色による観察と、LY の透過を測定することにより評価した。こ

の条件下で、Caco-2 細胞層は平均して 3 d 程度の培養に耐えることができた。この条

件では腸腔に見立てた上方流路の流速はメンブレン上にて 0.57 l/min程度となった。

これは 5-1のバイオアッセイチップの流速（0.4 l/min）より若干速い。 

次に血管に見立てた下方流路の流速を決定することにした。下方流路流速の条件

としては、マイクロ腸上皮組織により吸収された試薬の濃度が薄まりすぎない程度に遅

く、HepG2 細胞や MCF-7 細胞が貧栄養に晒されない程度に速いことなどが挙げられ

る。5-1で用いた 0.4 l/min という速度はこれらの条件を満たしたため、下方流路の流

速は 0.4 l/minにて実験を行うこととした。 

 

5-3-2 バイオアッセイ 

バイオアッセイの結果を図 5-9 に示す。CPA に関しては、消化を行わなかっ

た場合と消化を行った場合とで、生理活性に大きな差は見られなかった。すな

わち、消化過程が CPAの活性に影響を与えなかったということであり、この薬

剤は消化過程に強い薬剤であるということが示唆された。その他の性質につい

ては３章で考察したものと同等の結果が得られた。すなわち、マイクロ腸上皮

組織の細胞層を通りぬけて作用を示すことができ、肝組織にて代謝された後に

高い抗癌活性を示すということである。一方で TGF に関しては、消化実験で

CPAと異なる結果が得られた。消化過程を行わなかった場合の TGFはプロドラ

ッグの傾向を示した。マイクロ腸上皮組織による選択的透過を行わせた系でも

抗癌活性を有するので、マイクロ腸上皮組織をよく透過する薬剤だと考えられ、

肝組織にて代謝を行わせることで高い抗癌活性を示すようになるものだと考え

られる。しかしながら TGFは、消化過程を経た場合吸収・代謝過程の有無に関

係なく全ての実験条件で抗癌活性を失った。この結果から TGF が消化過程に弱

い薬剤であるということが示唆され、それは強酸に弱いという TGFの既知性状

と合致した。 
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5-4 経時的な排出を考慮に入れたバイオアッセイチップ 

5-4-1 マイクロチップの設計 

マイクロチップの概略図を図 5-10に示す。4-6の循環-排出を行うマイクロチ

ップの閉鎖流路の一部を細胞培養チャンバーとした。閉鎖流路へ溶液を充填す

るための導入ポートの他に、チャンバーの両端にも細胞導入用の導入ポートを

設置した。これも閉鎖流路へのコンタミネーションを防ぐため、直上に設置せ

ずチャンバーから離れた場所に設置した。マイクロチップ外観を図 5-11に示す。

培養チャンバーは 3-1と同様にフィブロネクチンコートを行った。 

4-6 のスケールでは MCF-7 細胞は流路に接着しなかった。これは流路のスケ

ールが細胞に対して小さすぎたことが原因だと考えられ、栄養が枯渇したのだ

と考えられた。そこで培養チャンバーおよび閉鎖流路のスケールを大きくしよ

うと試みた。しかし閉鎖流路、特にマイクロポンプの部分を大きくしすぎると、

制御流路により溶液流路が十分に潰れず、溶液のフローを妨げることになる。

また、チャンバー部やポンプ部のみをスケールアップしたところ、スケールア

ップした箇所に特異的に気泡が発生してしまった。そのため流路全体をスケー

ルアップするのが適切だと考え、最適化を行った。最終的に閉鎖流路の幅は 0.3 

mm, 高さは 0.1 mm とした。閉鎖流路は水平流路が全長 50 × 0.3 × 0.1 mm

（L×W×H）、中層シートを貫く垂直流路は直径 0.25 × 3 mm（i.d.×L）が 2本で

ある。その他、垂直流路の設置箇所に 1 × 0.1 mm（i.d.×L）のジョイントを４箇

所に設置した。閉鎖流路の容積はこれらの合計値の約 2.9 μLである。この条件

ではポンプの流速はおよそ 25 nL/minとなった。 

 

5-4-2 バイオアッセイ 

バイオアッセイの結果を図 5-12に示す。薬剤を入れずに実験を行ったコント

ロールの実験においてもアッセイ後に 15%程度細胞が死亡した。これは本シス

テムの狭い培養チャンバーや、脈流によるストレスが原因だと考えられる。抗

癌剤を添加して行ったバイオアッセイでは、コントロールと比較して細胞の死

亡率が増加した。DTXは上方流路にフリーの培地を流して排出を行った場合と、

上方流路に薬剤を入れていた場合とでほぼ同程度の抗癌活性を示し、アッセイ

期間で約 30~40%の細胞が死亡した。一方で TESPAは排出を行った場合死亡率

は 26%程度であったのに対し、排出を行わなかった場合はおよそ倍の 52%程度
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が死亡した。この結果は DTXと TESPAの血漿タンパク質結合率を反映してい

ると考えられる。すなわち、DTXは 90%以上が血漿中でタンパク質と結合して

おり、WRFと同様に透析がされにくい状態にあると考えられる。そのためアッ

セイ期間中も閉鎖流路からクリアされず、持続的に効果を発揮していたのだと

示唆される。一方 TESPA は結合率が 10%程度であり、多くが透析膜を通過出

来る状態にあると考えられる。本システムはおよそ 2 h で閉鎖流路の溶液が一

巡し、溶質のほとんどが排出される。そのため TESPAの場合はアッセイ時間の

ほとんどを抗癌剤フリーの状態で培養されており、高い抗癌活性が示されなか

ったのだと考えられる。これらの結果は抗癌剤の性状と合致しており、本シス

テムが生体残留性を考慮に入れたプレリミナリーなバイオアッセイに有用であ

ることが示唆された。 
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図 5-1 吸収・代謝の実験系 
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図 5-2  エストロゲンアンタゴニストバイオアッセイ概念図 
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図5-3 吸収と代謝を考慮したバイオアッセイシステム模式図 
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図 5-4 マイクロチップ外観 
a) チップ作製の模式図     b) 俯瞰写真     c) 側面写真 
上方流路に赤の、下方流路に青の液体を充填した。 

(b)  

(c)  
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図 5-6 エストロゲン様活性物質のバイオアッセイ結果 
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図 5-7 エストロゲンアンタゴニストのバイオアッセイ結果 
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図5-8消化、 吸収、代謝を考慮したバイオアッセイシステム 
 (a)模式図 (b)外観 

試料 

中和液 
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培地 培地 

(a)  

(b)  
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図 5-10 経時的な排出を考慮したバイオアッセイシステム 模式図 

99 



図 5-11 経時的な排出を考慮したバイオアッセイチップ 
(a) 作製概要 (b)外観 
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腸上皮組織 肝組織 標的組織 

Caco-2 細胞 HepG2細胞 MCF-7細胞 

4×1.5×1 mm 
(L×W×H ) 

3.2×3 mm 
(i.d.×L) 

4×1.5×0.2 mm 
(L×W×H ) 

培養支持膜上 Cytodex表面 スライドガラス上 

垂直流路に充填 フィブロネクチン修飾 

表5-1各模擬臓器のサイズ 
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表 5-2 消化、 吸収、代謝を考慮したバイオアッセイシステム送液構成 

人工胃液 
(0.057 ml/min) 

中和液 
(0.057 ml/min) 

人工腸液 
(0.057 ml/min) 

0.1 M HCl 0.1 M NaOH  50 mM KH2PO4  

0.05 M NaCl 20 mM Na2HPO4 24mM NaOH  

0.2% ペプシン 80 mM NaCl 

1 % パンクレアチン 

0.3 % 胆汁抽出物 

試料溶液 
(0.2 ml/min) 

腸上皮培養液 
(0.2 ml/min) 

下方流路送液 
(0.4 ml/min) 

DMEM (-FBS) DMEM DMEM 

試薬 20% FBS 10% FBS 

2 % NEAA 1% NEAA 
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６章 総合考察 

  

近年、動物実験は動物愛護の観点から削減の傾向にある。そこで動物実験に比べ

て倫理的に優れている点、研究にかかるコストを削減できる点などから培養細胞を用

いたバイオアッセイに注目が集まっている。しかし、人体で起こる腸管での吸収や肝臓

での代謝、排泄による減衰などが考慮に入れられていないという欠点がある。また医

療・創薬分野を中心に、消費する試薬や細胞の微量化や煩雑な操作の解消によるハ

イスループット化など、多くの課題が培養細胞を用いたバイオアッセイに課せられてい

る。 

  

そこで本研究ではより生体に近い人体のモデルを開発することを目指し、それらを

マイクロチップ上に集積することで消費する試薬や細胞の微量化、煩雑な操作の解消

を試みた。 

 ３章ではマイクロチップ内で細胞を培養する技術と、マイクロチップの操作技術を確

立した。細胞培養にはスタンダードなスライドグラス上に培養する方法の他、マイクロキ

ャリアービーズや支持膜上での培養も検討し、マイクロチップ内細胞培養のバリエーシ

ョンを広げ、様々な種類・性状の細胞の培養を実現した。またマイクロチップ内で駆動

する小型ポンプの開発を行い、閉鎖した回路で液体のフローを発生させることに成功

した。 

 ４章では、３章で確立した細胞培養とマイクロポンプの技術を応用して、生体器官を

模したアッセイ用マイクロシステムを開発した。マイクロ標的組織は最も標準的な様式

でマイクロチップ内細胞培養を行い、バルクスケールの実験と比較して使用する細胞

を 1/10 に削減することが可能となった。マイクロ消化管組織では人工胃液・人工腸液

を用いて生理活性物質の崩壊試験を連続的に行うシステムを構築した。従来のピペッ

ティングなどの操作は不要となり、ポンプによる駆動だけで連続した反応を実現できた。

マイクロ腸上皮組織では、Caco-2 細胞のレイヤーを隔てた物質透過試験をマイクロチ

ップ上で実現した。これにより使用する細胞の量を 1/10に削減することが可能となった。

マイクロ肝組織では HepG2 細胞を用いて代謝を行うシステムを構築した。高い代謝能

を維持できるようマイクロキャリアービーズを用いてチップ内へ導入する細胞数を増や

したため、バルクスケールの方法と比較して用いる細胞を削減するに至らなかった。し

かし、下流に標的組織を設置することで代謝産物を逐次輸送することができるため、

バッチで行う実験よりもより生体に近い環境でアッセイを行うことが出来たと考えられる。

例えば CPA の活性型代謝産物であるホスホラミドマスタードのような短い半減期を有

する活性物質（Graham et al., 1983）も本システムでは分析することができた。マイクロ

腎組織では透析膜を用いて、分子量およびタンパク質結合率を考慮した物質透過を
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実現した。マイクロ腎組織はマイクロポンプと組み合わせることで、閉鎖流路からの排

出を模した実験システムとして活用することができた。 

５章では、４章で開発した各種マイクロ模擬器官を組み合わせて、一連の生体反応

を一度の試行で行う複合的バイオアッセイチップの開発を行った。まずはバイオアベイ

ラビリティにおいて重要な要素となる腸管吸収と肝代謝を考慮に入れた上で、バイオ

アクティビティを評価するシステムの開発を行った。本システムは抗癌剤やエストロゲン

様活性物質、エストロゲンのアンタゴニストなど様々な生理活性物質の性状を評価す

ることができた。また、このバイオアッセイチップに消化を行う過程を追加した。これらの

バイオアッセイチップは従来法と比較して使用する試薬や細胞の量の低減を達成した。

培地・消化液、薬剤の量は従来法の 1/3に、Caco-2細胞とMCF-7細胞は 1/10に低減

できた。また、消化・吸収・代謝・生理活性を評価するそれぞれの組織を一つの流路で

つなぎ合わせたため、これら一連のプロセスをポンプによる溶液操作のみで行うことが

できた。これによりアッセイのハイスループット化において大きな障害となる煩雑な操作

の解消を実現した。標的組織へ常に新鮮な試薬が送られてくるため、不安定で半減

期の短い代謝産物など、従来法では評価が困難だった物質のアッセイも可能となった

と考えられる。 

更に、透析膜とマイクロポンプを用いて、閉回路から経時的に排出が行われる環境

下での活性を評価するバイオアッセイシステムを開発した。本システムは物質の残留

性を考慮したバイオアッセイを行うことが可能である。本システムはタンパク質結合実

験などで用いられる試薬量に対しておよそ 1/100 のスケールで実験を行うことを可能と

した。本研究ではポンプの駆動力が生体のスケールと比較して十分でないことが原因

で、半減期などを推定するには至らなかった。しかし今後の検討を行うことで、従来で

は難しかった in vitro実験系での半減期の測定が可能になると期待される。 

 

 本システムは開発するにあたり、各模擬臓器部位間でスケールの検討を行うことがで

きなかった。そのため本研究で得られた実験結果は定量的なものではなく、実際の生

体に生理活性物質を投与する時に参考となる濃度などは得られない。これは模擬肝

部位およびマイクロポンプのスケールに起因するところが大きい。模擬肝部位で使用

したHepG2細胞は培養や扱いが容易であるという利点があるが、肝臓で生産されてい

る代謝酵素の一部しか発現していない。それゆえ肝臓のモデルとしては不十分である

場合があると考えられる。より理想的な評価モデルを作製するには、初代培養細胞や

肝スライスを利用するなどの改良が考えられる。しかしこれらは機能する時間が短いた

め、アッセイ時間の短縮などの改良も同時に行わなくてはならない。また、本研究で使

用したマイクロポンプは、閉鎖流路を一巡させるのにおよそ 100 minの時間を要した。

生体の心臓は、およそ 1 minで全血液量をポンプできる。このように生体と比較して送

液効率が 1/100 程度と悪いため、ポンプの改良を行う必要があると考えられる。その方
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法の一つとして、空気をチップ内へ送る導入ポートを溶液流路の上部に配置するとい

う方法が考えられる（作田ら, 2012）。この工夫により制御流路を使う場合よりも大きな面

積を押しつぶすことが可能となり、ポンプ効率が上昇する。これらの改良を行い、各部

位のスケールを再度検討することにより、定量的な評価も可能な分析システムが構築

できるのではないかと期待される。 

 また、Organ-on-a-chip の研究分野は近年盛んに研究されており、そこで報告されて

いる技術を本システムに応用することで、更に高度な分析が実現する可能性がある。

例えば Kim らによって報告された、マイクロチップ内で腸上皮細胞と腸内細菌を共培

養する技術(Kim et al., 2012)は、腸内細菌叢の効果をも考慮した複合的なバイオアッ

セイに応用が期待される。 

 このように本システムを改良して、より高度な分析システムを開発することは可能だと

考えられる。しかし生体作用には複雑で in vitro 実験系では評価できないものも存在

する。その一つが尿細管での再吸収である。原尿として体外へ排出された生理活性

物質は、尿細管で体内へ再吸収される。この過程を評価するため、イヌ腎臓尿細管上

皮由来細胞株であるMDCK細胞を利用した実験システムなどが模索されているが、ト

ランスポーターが十分に機能しておらず、尿細管のモデルとして利用されるには到っ

ていない。また、体内の脂溶性分子を胆汁成分として腸腔側へ排出する肝排泄の過

程も in vitro実験系で評価が難しいとされる。これらのような in vitro実験系で評価がで

きない事柄に関しては、本システムに搭載することができない。 

また、生理活性物質が効果を発揮する部位についての情報が前もって必要だとい

うところも問題点として挙げられる。そのため未知物質への応用などは難しく、副作用

などについても使用者が想定した事柄についてしか情報を得ることができない。これら

の理由により、本分析システムは動物実験に完全に置き換わるものとはなりえない。し

かし、初期スクリーニングなどに本システムを利用することで動物実験の削減を行うこと

ができると考えられ、その点で意義があると考えられる。 

 

 食品中の栄養成分や機能性成分の解析、環境中の化学物質のリスク評価、薬剤ス

クリーニング等、経口摂取した物質が生体へ及ぼす影響を扱う分野は非常に多岐に

わたる。いずれの分野においても微量化、迅速化、ハイスループット化などが求められ

ており、本システムはこれらの実現に貢献できると期待される。 

また患者の個性に沿ったテーラーメイド医療が注目を集めており、本システムはこの

領域にも貢献できると考えている。すなわち、標的組織に患者の患部切片を用いるこ

とで、個体の個性を反映した試験が可能となる。標的だけでなく肝組織についても、患

者の肝片を用いることで副作用や毒性試験に関しても個性を反映した結果が得られる

と期待される。 

今後マルチアレイ化などについて検討を行い、ハイスループット化を目指すことで、
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上に挙げたような生命科学分野に大きく貢献できるものと考えられる。 
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