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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　貫通孔を有する有孔膜を含んでなる三次元の細胞培養基質であって、
　有孔膜は３つの膜表面、すなわち上面、上面の反対側にある下面及び貫通孔の内部にあ
る複数の内面を有し、
　有孔膜は細胞培養に適している硬化性ポリマーからなり、当該膜は有孔膜の３つの表面
のうちの少なくとも２つの修正された細胞培養表面を有し、
　ここで第１の表面は、細胞の増殖及び／又は分化又は機能を増強するための少なくとも
１つの第１の細胞培養作用剤を含み、第２の表面は、第１の細胞培養作用剤を含まないが
、細胞の増殖及び／又は分化又は機能を増強するための第２の異なった細胞培養作用剤を
含むことを特徴とし、
　第１及び第２の細胞培養表面が３つの膜表面のうちの２つの表面であり、第１及び第２
の細胞培養表面のいずれかが貫通孔の内部にある複数の内面である、基質。
【請求項２】
　当該膜が複数の孔を含有していて当該孔は直径が少なくとも５～１０００μｍである、
請求項１に記載の基質。
【請求項３】
　孔が２以下の縦横比を有している、請求項１又は２に記載の基質。
【請求項４】
　当該硬化性ポリマーがＵＶ硬化性である、請求項１～３の何れか一項に記載の基質。
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【請求項５】
　当該ＵＶ硬化性ポリマーがアクリレート系ポリマーである、請求項４に記載の基質。
【請求項６】
　当該細胞培養作用剤及び／又は当該膜を、細胞培養作用剤の当該膜との架橋結合を促進
して修正された細胞培養膜をもたらす架橋剤の封入によってさらに修正する、請求項１～
５の何れか一項に記載の基質。
【請求項７】
　当該膜が１．３０～１．５０の屈折率を有している、請求項１～６の何れか一項に記載
の基質。
【請求項８】
　当該細胞培養基質が相互接続した細胞培養マイクロウェルのネットワークを含んでいる
、請求項１～７の何れか一項に記載の基質。
【請求項９】
　当該ネットワークが、少なくとも当該第１及び第２の修正された細胞培養表面を提供す
るのに適している複数の細長い細胞培養マイクロウェルを含んでいる、請求項８に記載の
基質。
【請求項１０】
　当該細長い細胞培養マイクロウェルの長さが少なくとも３００μｍである、請求項９に
記載の基質。
【請求項１１】
　当該細長い細胞培養マイクロウェルの幅が少なくとも３０μｍである、請求項１０に記
載の基質。
【請求項１２】
　工程：
　ｉ）１つ又はそれ以上の隆起した突起を含む基質と支持体の表面を接触させ、１つ又は
それ以上の当該突起を当該支持体の表面に接触させること；
　ｉｉ）硬化性の、細胞培養適合性ポリマーの溶液を当該基質に適用すること；
　ｉｉｉ）適用したポリマーを硬化して３つの膜表面、すなわち上面、上面の反対側にあ
る下面及び貫通孔の内部にある複数の内面を有する細胞培養膜を形成すること；
　ｉｖ）当該膜を当該基質から除去して第１膜表面を第１の細胞培養作用剤と接触させる
こと；そして
　ｖ）当該膜を再配向して第２膜表面を曝すこと；及び当該第２膜表面を、第１の細胞培
養作用剤ではなく、第１の細胞培養作用剤とは異なる第２の細胞培養作用剤と接触させる
こと：
を含んでおり、
　ここで、第１及び第２の細胞培養表面は、３つの膜表面のうちの２つの表面であり、第
１及び第２の細胞培養表面のいずれかが貫通孔の内部にある複数の内面であり、
　少なくとも２つの機能化された細胞培養表面に適合された少なくとも１つの細胞培養マ
イクロウェル、を含んでいる細胞培養膜の製造方法。
【請求項１３】
　工程：
　ｖｉ）当該細胞培養膜をさらに機能化するためにｉｖ）及び／又はｖ）を繰り返すこと
をさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　第１又は第２の細胞培養作用剤の当該膜との架橋結合を促進するために化学架橋剤を使
用する、請求項１２又は１３に記載の方法。
【請求項１５】
　当該化学架橋剤がヘテロ二官能性架橋剤である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　当該化学架橋剤がアルファ－アクリロイル－オメガ－カルボキシスクシンイミジルエス
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テル ポリ（エチレングリコール）であって、請求項１２の工程ｉｉ）の細胞培養適合性
ポリマーの溶液に含まれる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　当該細胞培養作用剤がタンパク質である、請求項１２～１６の何れか一項に記載の方法
。
【請求項１８】
　当該細胞培養作用剤が炭水化物である、請求項１２～１６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　当該細胞培養作用剤が脂質である、請求項１２～１６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　当該細胞培養作用剤がポリアミノ酸コーティングを含んでいる、請求項１２～１６の何
れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　当該作用剤が防汚剤である、請求項１２～２０の何れか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　請求項１～１１の何れか一項による細胞培養基質を含んでいる、細胞培養容器。
【請求項２３】
　少なくとも１つの細胞及び細胞培養培地をさらに含んでいる、請求項２２に記載の細胞
培養容器。
【請求項２４】
　当該細胞培養基質が細胞培養培地中に担持されている、請求項２３に記載の細胞培養容
器。
【請求項２５】
　当該細胞培養基質が、細胞培養容器の表面に接触しない１つ又はそれ以上の細胞培養表
面を含んでいる、請求項２４に記載の細胞培養容器。
【請求項２６】
　当該細胞が哺乳類細胞である、請求項２２～２５の何れか一項に記載の細胞培養容器。
【請求項２７】
　当該哺乳類細胞が齧歯類細胞である、請求項２６に記載の細胞培養容器。
【請求項２８】
　哺乳類細胞がヒト細胞である、請求項２６に記載の細胞培養容器。
【請求項２９】
　当該哺乳類細胞が、表皮角化細胞、繊維芽細胞、上皮細胞、神経グリア細胞又は神経細
胞、肝細胞又は肝星細胞、間葉細胞、筋細胞、腎臓細胞、血液細胞、膵β細胞又は内皮細
胞よりなる群から選ばれる、請求項２６～２８の何れか一項に記載の細胞培養容器。
【請求項３０】
　当該細胞が肝細胞である、請求項２９に記載の細胞培養容器。
【請求項３１】
　当該細胞が癌細胞である、請求項２３～２８の何れか一項に記載の細胞培養容器。
【請求項３２】
　当該細胞が幹細胞である、請求項２３～２８又は３１の何れか一項に記載の細胞培養容
器。
【請求項３３】
　当該細胞培養容器が支持細胞を含有している、請求項２６～３２の何れか一項に記載の
細胞培養容器。
【請求項３４】
　当該細胞が原核細胞である、請求項２５に記載の細胞培養容器。
【請求項３５】
　当該細胞が、当該細胞内に選択された核酸を組み換えで発現するように単離された核酸
又は発現ベクターを用いてトランスフェクトして遺伝子的に改変されている、請求項２５
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～３４の何れか一項に記載の細胞培養容器。
【請求項３６】
　当該核酸又は発現ベクターがリポーターポリペプチドを発現するのに適している、請求
項３５に記載の細胞培養容器。
【請求項３７】
　工程：
　ｉ）ａ）細胞；
　　　ｂ）請求項１～１１の何れか一項に記載の細胞培養基質；
　　　ｃ）当該細胞の生育を十分にサポートする細胞培養培地：
　　を含んでいる細胞培養容器を備えること；及び
　ｉｉ）当該細胞の増殖及び／又は分化及び／又は機能を促進する細胞培養条件を与える
こと：を含んでいる細胞の培養方法。
【請求項３８】
　当該細胞が哺乳類細胞である、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　当該哺乳類細胞が齧歯類細胞である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　当該哺乳類細胞がヒト細胞である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　当該細胞が肝細胞である、請求項３７～４０の何れか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　当該細胞培養基質が当該細胞培養培地中に担持されている、請求項３７～４１の何れか
一項に記載の方法。
【請求項４３】
　当該細胞培養基質が、細胞培養容器の表面に接触しない１つ又はそれ以上の細胞培養表
面を含んでいる、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　ｉ）少なくとも１つの細胞及び請求項１～１１の何れか一項に記載の細胞培養基質を含
んでいる細胞培養容器を備えること；
　ｉｉ）少なくとも１つの試験する薬剤を添加すること；及び
　ｉｉｉ）当該細胞の増殖、分化又は機能に関して薬剤の活性を観察すること：
の工程を含んでいる、細胞の増殖、分化又は機能に影響を及ぼす薬剤をスクリーニングす
る方法。
【請求項４５】
　当該細胞が肝細胞である、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　ｉ）少なくとも１つの肝細胞及び請求項１～１１の何れか一項に記載の細胞培養基質を
含んでいる細胞培養容器を備えること；
　ｉｉ）少なくとも１つの試験する薬剤を添加すること；及び
　ｉｉｉ）当該薬剤の毒性の測定として当該肝細胞の増殖、分化又は機能に関して薬剤の
活性を観察すること：
の工程を含んでいる、薬剤の肝毒性を試験する方法。
【請求項４７】
　当該薬剤が化学療法剤である、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　当該薬剤がウィルス又はウィルス遺伝子治療ベクターである、請求項４６に記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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（序論）
　本開示は細胞、一般的には真核細胞又は原核細胞の増殖、分化又は機能を解析するのに
適している細胞培養条件を提供するのに適している１つ又はそれ以上の機能化表面からな
る３次元〔３－Ｄ〕細胞培養膜の製造に関する。この細胞培養膜は従来の細胞の生育のた
めの細胞培養プラスティック容器に、そして高解像度顕微鏡技術にも導入して使用するの
に適している。この細胞培養膜のマルチ細胞配列形態も、薬物スクリーニング方法で用い
られる培養において再現性良く細胞を提供する効率的で費用効果の高い手段を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　真核細胞、例えば哺乳類細胞の培養は日常的な方法となって、細胞が増殖、分化及び機
能できる細胞培養条件は明確に定義されている。一般的に、哺乳類細胞の細胞培養は無菌
の容器（通常はプラスティック（一般的にポリスチレン）から製造される）、限定生育培
地及び、幾つかの例では、支持細胞及び血清を必要としている。支持細胞は細胞増殖を刺
激し、そして／又は細胞を未分化状態に保持するシグナルを提供するように働いて、細胞
機能に影響を与えることができる。哺乳類細胞の培養は多くの用途を有していて、実験及
び研究；例えば、組織工学における細胞の使用；組み換えタンパク質の産生のための哺乳
類発現システムの使用及び薬剤の一次スクリーニングにおける哺乳類細胞の使用；に細胞
培養が用いられる多くのインビトロアッセイ及びモデルがある。
【０００３】
　哺乳類細胞は、リード治療薬（例えば、小分子アゴニスト又はアンタゴニスト、モノク
ローナル抗体、ペプチド治療薬、核酸アプタマー、阻害性低分子ＲＮＡ）が有効であるか
否かを動物試験が行われる前に確認する一次薬剤スクリーニングにおいて用いられる。確
実な方法で細胞増殖、分化及び機能性の解析が可能なそれらの自然状態に技術的に可能な
限り近づいている細胞集団を提供するように哺乳類細胞を培養できる改善された細胞培養
システムを提供する必要がある。
【０００４】
　細胞培養システムは当該技術分野において公知であって長年当業者に入手可能であった
。例えば、国際特許出願公開第ＷＯ２０１０／００５９９５号は感染症解析プラットフォ
ームとして、マイクロパターン化共培養システムを開示している。国際特許出願公開第Ｗ
Ｏ２００３／０１４３３４号は、前立腺内皮細胞がインビボで見出される前立腺腺房に酷
似している３Ｄ前立腺様腺房を形成できる培養療法を提供するインビトロ細胞培養開示し
ている。更に、微小細胞性高分子材料からなる細胞培養基質が国際特許出願公開第ＷＯ０
０／３４４５４号に開示されている。これらの高分子は、相互に連結して細胞が付着して
増殖できる基質を提供する孔の網状構造を形成する。
【０００５】
　細胞培養は一般に、密閉培養容器内で無菌条件下の単層培養による細胞の生育を含んで
いる。手法は２Ｄタンパク質パターン化又は３Ｄマイクロウェルの何れかを用いることで
ある。２Ｄタンパク質パターン化は達成されていて細胞行動を調節するために広く用いら
れている。更に、シリコンでエッチングされたＳｉウェファー〔１，２〕、ガラス〔３〕
、ポリジメチルシロキサン〔ＰＤＭＳ〕〔４〕、弾性スタンプ（elastomeric stamps）〔
５〕、アガロース又はＰＥＧのようなヒドロゲル〔６、７〕、コラーゲン〔８〕又はパリ
レン（Parylen）フィルム〔９〕及び繊維〔１０〕を用いるマイクロウェルの製造は密閉
環境における単一細胞又は限定数の細胞を培養するために用いられている。しかしながら
、この技術は通常、ウェル内へ細胞を拘束する利点及び３Ｄタンパク質をコーティングし
た微小環境を作り出す可能性を得ることがない、マイクロウェルを小型ペトリ皿として用
いることを意味している。これは大部分が、化学コーティングはウェルの側面、上面及び
底面上を区別することができないので、少なくとも単一細胞培養については、２Ｄパター
ン化表面より殆ど有意性が観察されないほど細胞へ単一の化学刺激のみを提供するとうい
う事実に起因している。また、単一細胞のマイクロウェル技術は、これが細胞とマイクロ
ウェルの形成で用いられた物質の間の指数変化（例えば、シリカ重合体は１．４５前後の
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屈折率を有している）によって画像歪曲を被るので、単一細胞マイクロウェル技術は高分
解能画像にはそれ程適していない〔１１〕。
【０００６】
　本開示は初代肝細胞を用いて、限定のない実施例で説明されている。我々の３Ｄ分別表
面コーティングは初代肝細胞の培養を、薬物代謝の分析に有用である制御された毛細胆管
〔ＢＣ〕形態を有する細胞ダブレットとして認める。我々の技術は機能的初代管細胞の培
養を少なくとも９６時間ダブレットレベルに置く。また、我々の技術は、標準的な細胞培
養装置に採り入れることができる万能のスタンドアロン型膜を提供する。本明細書で開示
された細胞培養システムは、哺乳類細胞に適用して、例えば組織工学、組み換えタンパク
質生産及び薬物スクリーニングのような適用を有しているより信頼性のある細胞培養シス
テムを提供するインビボ条件により酷似している細胞培養物を産生する手段をもたらすこ
とができる。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明の態様によると、当該膜が少なくとも２つの修正された細胞培養表面を有する（
ここで第１の表面は少なくとも１つの細胞培養作用剤からなり、そして第２の表面は第２
の異なった細胞培養作用剤からなる）ことを特徴とする、細胞培養に適している硬化性ポ
リマーからなる有孔膜：を含んでなる、三次元の細胞培養基質（ここで、当該膜は膜に関
連している細胞の増殖、分化又は機能を増強する）を提供する。
【０００８】
　本発明の好ましい実施態様では、当該膜は複数の孔を含み、ここで当該孔は直径が少な
くとも５μｍ～１０００μｍ；好ましくは直径が約２０μｍ～３００μｍである。
【０００９】
　縦横比は一般に、高さと機構の特徴的な横寸法の間の比例関係として知られている。本
開示において、孔の直径に関しては、縦横比は２以下である。
【００１０】
　本発明の好ましい実施態様では、当該孔は高さが１０～５０μｍ、好ましくは高さが４
０μｍである。
【００１１】
　本発明の好ましい実施態様では、当該硬化性ポリマーがＵＶ硬化性である。好ましい当
該硬化性ポリマーはアクリレート重合体である。
【００１２】
　アクリレート重合体は当該技術分野において周知であって、例えば、ポリ（メチルメタ
クリレート）〔ＰＭＭＡ〕、光学接着剤のNorland Adhesive シリーズ〔NOA series; htt
p://www.norlandprod.com を参照されたい〕を包含する。さらなる例は、Ｍｙ Ｐｏｌｙ
ｍｅｒ http://www.mypolymers.com から得ることができる屈折が異なる望ましい光学特
性を有する硬化性ポリマー、例えば、Ｍｙ１３２、１３３、１３６、１４５、１４７を包
含する。
【００１３】
　本発明の好ましい態様では、細胞培養作用剤の当該膜への架橋結合を促進して改良され
た細胞培養表面をもたらす架橋剤を混入することによって、当該細胞培養作用剤及び／又
は当該膜がさらに改良される。
【００１４】
　改良された細胞培養表面の提供は膜に適用された細胞の生育及び分化を促進する。本発
明による細胞培養作用剤は通常タンパク質又は糖タンパク質である。細胞の増殖及び分化
の保持に関与するタンパク質は周知である。例えば、典型的なタンパク質因子は、フィブ
ロネクチン、ラミニン、コラーゲン、カドヘリン及び線維芽細胞増殖因子のような細胞外
基質タンパク質を含むが、本発明の範囲内に、細胞型によって細胞増殖及び／又は分化に
必要なモノカイン及びサイトカインも含まれる。さらに、レクチンのような炭水化物は、
細胞分化の促進に、そして類似及び非類似細胞型間の細胞接触の形成に関与していること
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は周知である。
【００１５】
　本発明の好ましい実施態様では、当該膜は約１．３０～約１．５０、好ましくは約１．
３３～約１．４５の屈折率を有している。
　本発明の好ましい実施態様では、当該細胞基質は相互接続した細胞培養マイクロウェル
のネットワークを含んでいる。
【００１６】
　本発明のさらに好ましい実施態様では、当該ネットワークは少なくとも第１及び第２の
改良された細胞培養表面をもたらすように適合された複数の細長い細胞培養マイクロウェ
ルを含んでいる。
【００１７】
　好ましくは、当該細長いマイクロウェルは長さが少なくとも３００μｍである。
【００１８】
　好ましくは、当該細長いマイクロウェルは幅が少なくとも３０μｍである。
【００１９】
　本発明のさらなる態様によると、少なくとも１つの細胞培養マイクロウェル（ここで、
当該マイクロウェルは少なくとも２つの官能化された細胞培養表面に適合している）を含
んでいる細胞培養膜の微小加工が提供され、これは
工程：
　ｉ）支持体の表面を１つ又はそれ以上の隆起した突起を提供して適用された基質に接触
させること（ここで１つ又はそれ以上の当該突起は当該支持体の表面に接触している）；
　ｉｉ）細胞培養適合性ポリマー溶液を当該基質に適用すること（ここで、当該ポリマー
は硬化性である）；
　ｉｉｉ）適用されたポリマーを硬化して細胞培養膜を形成すること；
　ｉｖ）当該膜を当該基質から除去して第１膜表面を１つ又はそれ以上の細胞培養作用剤
と接触させること；
　ｖ）当該膜を再構築して第２膜表面を露出して；当該第２膜表面を第２の、異なった、
細胞培養作用剤と接触させること；及び任意に
　ｖｉ）当該細胞培養膜をさらに機能的にするためにｉｖ）及び／又はｖ）を繰り返すこ
と：
を含んでいる。
【００２０】
　本発明による基質は、シリコン系、例えば、ポリジメチルシロキサン〔ＰＤＭＳ〕又は
弾性スタンプであってよい。本発明に従う過程は、最大３つの機能化された表面（この表
面は複数の細胞培養作用剤によって優れた細胞培養膜を提供するように改良することがで
きる）を有することができる大きい表面積を有する三次元の細胞培養膜を作ることは明ら
かであろう。細胞培養に適合するポリマーは、別の硬化（例えば、熱）も本発明に含まれ
るが、一般にＵＶ硬化性ポリマーである。
【００２１】
　本発明の好ましい方法において、工程ｉｉ）～ｖｉ）は当該細胞培養作用剤の当該細胞
膜への架橋を促進する化学架橋剤の封入によってさらに改良される。
【００２２】
　好ましい当該化学架橋剤はヘテロ－二官能性の架橋剤である。
【００２３】
　架橋剤の例は当該技術分野において公知である。例えば、アクリル－ｐｅｇ－Ｎとして
も知られている（www.nanocs.net）アルファ－アクリロイル－オメガ－カルボキシスクシ
ンイミジルエステル ポリ（エチレングリコール）のようなアクリレートからなる架橋剤
の封入。
【００２４】
　本発明の好ましい方法において、当該試薬はアルファ－アクリロイル－オメガ－カルボ
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キシスクシンイミジルエステル ポリ（エチレングリコール）であって、本発明による過
程の工程ｉｉ）に封入される。
【００２５】
　本発明の好ましい方法において、当該細胞培養作用剤はタンパク質である。
【００２６】
　本発明の別の好ましい方法において、当該細胞培養作用剤は炭水化物である。
【００２７】
　本発明のさらに別の方法において、当該細胞培養作用剤は脂質の作用薬、例えば糖脂質
である。
【００２８】
　本発明の別の好ましい方法において、当該作用薬はポリアミノ酸コーティングである。
【００２９】
　ポリアミノ酸は、タンパク質及び特にそれに細胞が付着して生育できるタンパク質を模
倣する特性を有している。ポリアミノ酸はホモポリマー又はヘテロポリマーでであってよ
い。細胞培養に有用なポリアミノ酸の例はポリ－Ｌ－オルニチン及びポリ－Ｌ－リジンを
包含する。タンパク質コーティングは当該技術分野において周知である。例えば、Cultur
e of Animal Cells, Ian Freshney, Wiley-Liss 1994 を参照されたい。
【００３０】
　本発明の好ましい方法において、当該作用薬は防汚剤である。
【００３１】
　防汚剤は当該技術分野において公知であって細胞培養中に作られる細胞残屑の蓄積を防
ぐ。防汚剤の例はＰＥＧメタクリレート又はプルロニック酸（登録商標）である。
【００３２】
　本発明のさらなる態様によると、本発明による方法によって得られる又は入手可能な細
胞培養膜が提供される。
【００３３】
　本発明のさらなる態様によると、本発明による培養膜を含んでいる細胞培養容器が提供
される。
【００３４】
　本発明のさらなる態様によると、少なくとも１つの細胞型及び細胞培養培地を含んでい
る本発明による細胞培養容器が提供される。
【００３５】
　本発明の好ましい実施態様では、当該細胞培養基質は当該細胞培養培地中に懸濁、担持
される。
【００３６】
　本発明のさらに好ましい実施態様では、当該細胞培養基質は１つ又はそれ以上の細胞培
養表面（ここで、当該細胞培養表面は細胞培養容器の表面と接触しない）を含んでいる。
【００３７】
　「細胞培養容器」は上記の細胞培養基質を入れるのに適している任意の手段と定義され
る。一般に、このような容器の例はペトリ皿；細胞培養ビン又はフラスコ或いはマルチウ
ェル培養皿又はウェル挿入具である。マルチウェル培養皿は、自動充填及びロボット処理
システムとの互換性のために通常用いられる、６、１２、４８、９６及び３８４ウェルの
ような形式を有するマルチウェルのマイクロタイタープレートである。通常、ハイスルー
プット・スクリーンはシグナルの産生において変換又は改変の何れかの結果である指標化
合物を有する指示薬の均一な混合物を用いる。このシグナルは適切な方法（例えば、蛍光
放射、光学密度、又は放射能の検出）によって測定し、続いて細胞、基質／作用薬及び指
標化合物を含有しているそれぞれのウェル由来のシグナルを統合する。
【００３８】
　本発明の好ましい実施態様では、当該細胞は真核細胞、例えば、哺乳類細胞である。
【００３９】
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　本発明の別の好ましい実施態様では、当該哺乳類細胞は齧歯類細胞、例えば、ラット、
マウス又はハムスターの細胞である。
【００４０】
　本発明の別の好ましい実施態様では、当該哺乳類細胞は霊長類細胞であり；好ましくは
、当該霊長類細胞がヒト細胞である。
【００４１】
　本発明の好ましい実施態様では、当該哺乳類細胞は：表皮角化細胞、繊維芽細胞（例え
ば、皮膚、角膜、腸粘膜、口腔粘膜、膀胱、尿道、前立腺、肝臓）、上皮細胞（例えば、
角膜、皮膚、角膜；腸粘膜、口腔粘膜、膀胱、尿道、前立腺、肝臓）、神経グリア細胞又
は神経細胞、肝細胞又は肝星細胞、間葉細胞、筋細胞（心臓細胞又は筋管細胞）、腎臓細
胞、血液細胞（例えば、ＣＤ４＋ リンパ球、ＣＤ８＋ リンパ球）、膵β細胞；又は内皮
細胞）：よりなる群から選ばれる。
【００４２】
　本発明の好ましい実施態様では、当該細胞は肝細胞である。
【００４３】
　本発明の好ましい実施態様では、当該細胞は癌組織由来の癌細胞である。
【００４４】
　本明細書で用いられる用語「癌（cancer）」は、自律的増殖、すなわち、急速増殖を特
徴としている異常な状態又は条件の細胞増殖を行う能力がある細胞を示す。この用語は、
組織病理学的な種類又は侵襲の段階に関わらず、癌性増殖又は発癌過程、転移組織又は悪
性形質転換した細胞、組織或いは臓器の全てのタイプを包含することを意味している。用
語「癌」は、例えば、肺、胸部、甲状腺、リンパ、胃腸、及び泌尿生殖器を侵すような、
多種の器官系の悪性腫瘍、並びに、大部分の結腸癌、腎細胞癌、前立腺癌及び／又は精巣
腫瘍、肺の非小細胞癌、小腸の癌及び食道の癌を包含する。用語「癌腫（carcinoma）」
は当該技術分野で認識されていて、呼吸器系の癌腫、消化器系の癌腫、泌尿生殖器系の癌
腫、精巣癌、乳癌、前立腺癌、内分泌系の癌腫、及び黒色腫を含んでいる、上皮又は内分
泌組織の腫瘍を示す。典型的な癌腫は、頸部、肺、前立腺、胸部、頭頸部、結腸及び卵巣
の組織で形成されたものを包含する。用語「癌腫」は、癌肉腫、例えば、癌性及び肉腫性
組織からなる悪性腫瘍を包含する、癌肉腫も包含する。「腺癌」は、腺組織に由来する癌
腫であるか又はそこで腫瘍細胞がはっきりした腺構造を形成する癌腫を示す。用語「肉腫
」は、当該技術分野で認識されていて、間葉由来の悪性腫瘍を示す。
【００４５】
　本発明の別の好ましい実施態様では、当該細胞は幹細胞である。
【００４６】
　本発明の好ましい実施態様では、当該幹細胞は：造血幹細胞；神経幹細胞；骨幹細胞；
筋幹細胞；間葉幹細胞；上皮幹細胞（皮膚、胃腸粘膜、腎臓、膀胱、乳腺、子宮、前立腺
及び下垂体のような内分泌腺のような臓器に由来する）；内胚葉幹細胞（肝臓、膵臓、肺
及び血管のような臓器に由来する）；胚幹細胞；胚性生殖細胞；胚性腫瘍幹細胞：よりな
る群から選ばれる。
【００４７】
　本発明の好ましい実施態様では、当該胚幹細胞／胚性生殖細胞は多様性細胞であって全
能細胞ではない。
【００４８】
　本発明の別の好ましい実施態様では、当該細胞培養容器はフィーダー細胞、好ましくは
繊維芽フィーダー細胞を含有している。
【００４９】
　本発明の好ましい実施態様では、当該細胞は原核細胞、例えば、細菌性細胞である。
【００５０】
　本発明のさらに好ましい実施態様では、当該細胞は当該細胞内に選択された核酸を組み
換え的に発現する単離された核酸又は発現ベクターを用いるトランスフェクションによっ
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て遺伝子操作されている。
【００５１】
　本発明の好ましい実施態様では、当該核酸又は発現ベクターはレポーターポリペプチド
を発現するように構築されている。
【００５２】
　細胞内のプロモーター活性の分析は、プロモーターを「レポーター」タンパク質又はポ
リペプチドをコードする核酸と融合させて都合よく監視できる。実例は当該技術分野にお
いて周知であって、β－グルクロニダーゼのような酵素を含んでいる。タンパク性フルオ
ロフォアであるレポーターも当該技術分野において公知である。緑色蛍光タンパク質、Ｇ
ＦＰは、太平洋クラゲ（Pacific jellyfish）、オワンクラゲ（Aequoria victoria）のよ
うな、腔腸動物から単離された自発的蛍光タンパク質である。その役割は、エネルギー伝
達によって、別のタンパク質の青色化学発光、エクオリンを緑色蛍光に変換することであ
る。ＧＦＰは、その多くが元来の機能を保持している非常に多種のタンパク質とのＮ－及
びＣ－末端融合物に耐容性を示すので、タンパク質標識として機能する。殆どの場合、こ
れは、コドン使用頻度がヒトのコードに適合している改善されたＧＦＰの形態で用いられ
ている。その他のタンパク性フルオロフォアは黄色、赤色及び青色の蛍光タンパク質であ
る。これらは、例えば、Clontech (www.clontech.com) から入手できる。さらに別の例は
蛍ルシフェラーゼである。
【００５３】
　本発明の態様によると、
　ｉ）ａ）細胞；
　　　ｂ）本発明による細胞培養基質；
　　　ｃ）当該細胞の生育をサポートするのに十分な細胞培養培地
　　を含有している細胞培養溶液を備えること；そして
　ｉｉ）当該細胞の増殖及び／又は分化及び／又は機能化を促進する条件を提供すること
：
の工程を含んでいる細胞を培養する方法が提供される。
【００５４】
　本発明の好ましい方法では、当該細胞は真核細胞；好ましくは哺乳類細胞である。
【００５５】
　本発明の好ましい実施態様では、当該哺乳類細胞は齧歯類細胞、例えば、ラットの細胞
である。
【００５６】
　本発明の別の好ましい方法では、当該哺乳類細胞はヒトである。
【００５７】
　本発明の好ましい方法において、当該細胞は肝細胞である。
【００５８】
　本発明の好ましい方法では、当該細胞培養基質は当該細胞培養培地内に懸濁して担持さ
れている。
【００５９】
　本発明のさらに好ましい方法では、当該細胞培養基質は１つ又はそれ以上の細胞培養表
面（ここで、当該細胞培養表面は細胞培養四右記の表面と接触していない）を含んでいる
。
【００６０】
　本発明のさらなる態様によると、
　ｉ）少なくとも１つの細胞及び本発明による細胞培養基質を含んでいる細胞培養容器を
準備すること；
　ｉｉ）少なくとも１つの試験する薬剤を添加すること；及び
　ｉｉｉ）当該細胞の増殖、分化又は機能化に関して薬剤の活性をモニターすること：
の工程を含んでいる、
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薬剤（ここで、当該薬剤は細胞の増殖、分化又は機能化に影響を及ぼす）をスクリーニン
グする方法が提供される。
【００６１】
　本発明の好ましい方法では、当該細胞は肝細胞である。
【００６２】
　本発明の好ましい方法では、当該スクリーニング方法は、上記（ｉｉｉ）における活性
データを照合すること；照合したデータを分析可能な形態に変換すること；及び随意に分
析したデータに関するアウトプットを提供すること：の工程を含んでいる。
【００６３】
　細胞発現で生じる空間的で時間的な変化、例えば、遺伝子発現の蛍光タンパク質及びそ
の他のマーカー、に関する情報を画像化及び抽出する多くの方法が知られている（Taylor
 et al Am. Scientist 80: 322-335, 1992 を参照されたい、これは参照により本明細書
に取り込まれている）。さらに、米国特許第５，９８９，８３５号及び米国特許出願公開
第０９，０３１，２７１号（これらの両方は参照により本明細書に取り込まれている）は
多数の薬剤を生物活性についてスクリーニングするために細胞中の蛍光レポーター分子の
分布及び活性を確認するための蛍光システムを開示している。上記の特許に開示されてい
るシステムも収集したデータを処理、保管及び表示するためのコンピューター化された方
法を記載している。
【００６４】
　多数の薬剤のスクリーニングには細胞の処理及び試薬の投与のために細胞の調製アレイ
が必要である。アッセイ装置は、例えば、６、１２、４８、９６及び３８４ウェルのよう
な構成の標準マルチウェルマイクロタイタープレートを包含し、これは通常自動化充填及
びロボット処理システムとの互換性のために用いられる。通常、ハイスループット・スク
リーンはシグナルの産生において変換又は改変の何れかの結果である指標化合物を有する
指示薬の均一な混合物を用いる。このシグナルは適切な方法（例えば、蛍光放射、光学密
度、又は放射能の検出）によって測定し、続いて細胞、基質／作用薬及び指標化合物を含
有しているそれぞれのウェル由来のシグナルを統合する。
【００６５】
　用語「薬剤」は、任意の小分子、抗体、ポリペプチド、ペプチド、アプタマー、二本鎖
又は阻害的低分子ＲＮＡを包含する。これらはアゴニスト又はアンタゴニストであってよ
い。低分子アンタゴニストは癌のような疾患の治療に有用な化学療法剤を包含する。
【００６６】
　本発明の更なる態様によると、
　ｉ）少なくとも１つの肝細胞及び本発明による細胞培養基質を含んでいる細胞培養容器
を準備すること；
　ｉｉ）試験する少なくとも１つの薬剤を添加すること；及び
　ｉｉｉ）薬剤の毒性の１つの指標として当該肝細胞の増殖、分化又は機能化に関して試
薬の活性をモニターすること：
の工程を含んでいる薬剤の肝毒性を試験する方法が提供される。
【００６７】
　本発明の好ましい方法において、当該薬剤は化学療法剤である。
【００６８】
　本発明の別の方法において、当該薬剤はウィルス、例えば、ウィルス遺伝子治療ベクタ
ーである。
【００６９】
　本明細書の本文及び特許請求の範囲を通して、用語「を含む（comprise）」及び「含有
している（contain）」並びにこの単語の変化形、例えば、「comprising」及び「compris
es」は「包含しているが限定されていない」を意味して、その他の部分、添加剤、成分、
整数又は工程を除外することを意図していない（そして除外しない）。「本質的に～から
なる（consisting essentially）」は必須な整数を有しているが、必須な整数の機能に実
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質的に影響しない整数を含んでいる。
【００７０】
　本明細書の本文及び特許請求の範囲を通して、単数形は、文脈上他の意味に解すべき場
合を除いて、複数を包含する。特に、不定冠詞が用いられている場合は、文脈上他の意味
に解すべき場合を除いて、明細書を複数並びに単数を目論んでいると理解すべきである。
【００７１】
　本発明の特定の態様、態様、実施態様又は実施例に関連して記載されている特性、整数
、特徴、特質、化学部分又は基は、それと互換性がない場合を除いて、本明細書に記載さ
れている任意の別の態様、実施態様又は実施例に適用されると理解すべきである。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
　本発明の実施態様を実施例のみによって、そして以下の図面を参照してここに記載する
。
【図１】図１は、マイクロウェル作成及びコーティングの過程を示す。（Ａ）は、マイク
ロウェル作成過程の概略図である。標準的なソフトリソグラフィーを用いてＰＤＭＳステ
ンシルを組み立てて（工程１）平らな基質の上に置く。ＵＶプレポリマー混合物（ＮＯＡ
６４）を用いる毛管現象によって隙間を埋める（工程２）。ＵＶ硬化の後、ステンシルを
除去してＮＯＡ膜を、最終的にウェルの側面をコーティングするタンパク質の溶液中で培
養する（工程３～４）。膜を洗浄し、乾燥してタンパク質でコーティングしたスライドグ
ラス上に反転してウェルの底に局在化させる（工程５～７）。ウェルの上部を不動態化す
るためにプルロニック酸を最終的に用いた（工程８～９）。（Ｂ）は、１２ｍｍのガラス
底培養皿中のマイクロウェル膜の写真である（スケールバー＝１ｃｍ）。（Ｃ）は、マイ
クロウェル中の肝細胞のＤＩＣ画像である（スケールバー＝１００μｍ）。（Ｄ）は、マ
イクロウェルの空間的に構成されたコーティングの共焦点画像である。プルロニック酸（
Ｐ、緑色、Ａｌｅｘａ４８８）及びフィブロネクチン（Ｆ、赤色、Ａｌｅｘａ５６１）を
用いた。Ｘ／Ｘはコーティングの側面／底面順序を示す（ここでＸはＦ又はＰの何れかで
ある）。（スケールバー＝５μｍ）
【図２】図２Ａは、様々な異なったコーティングを有する円形ウェル（直径３０μｍ、高
さ４０μｍ）の共焦点画像である。緑色：ＢＳＡ－ＧＦＰ＋ＰＥＧ、赤色：フィブロネク
チン－Ａｌｅｘａ５６８。図２Ｂは、４倍及び１０倍の倍率における播種密度の明視野画
像である。肝細胞を５０万／ｍｌで播種して記載したプロトコールに従ってゆっくり撹拌
した。
【図３】図３は、細胞生存アッセイである。時間に応じた全ての細胞が生存しているウェ
ルの割合。全ての条件をポリマー及び３つのコーティングの組み合わせの両方で表す。Ｎ
ＯＡウェルにおいて、生存率はコーティングの組み合わせに殆ど依存しておらずにＭｙＰ
ｏｌｙ１３３より明らかに大きい。
【図４】図４は、差別的なコーティングの肝細胞ダブレットの形態及び形状への影響を示
す。サンプルを緑色（Ｐｈａｌｉｏｄｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）中のアクチン、青色（Ｄ
ＡＰＩ）中の核、及び赤色（抗体－Ａｌｅｘａ５６８）中のＭｒＰ２で固定した。Ａ：肝
細胞ダブレットが側面及び底面に接着し分岐形態の毛細胆管を示す（恐らく、アクチンス
トレス線維による内部張力による）。底面の細胞のみが基質に接着できる場合は、毛細胆
管は丸くなる。Ｂ：細胞が側面のみに付着する場合は、右図のｚプロジェクションから明
らかなように毛細胆管は主に垂直に形成される。この方向は細胞質からのタンパク質の蓄
積を研究するために非常に有用である。
【図５】図５は、細胞－ＥＣＭ付着の三次元構成は肝細胞カプレットの方向及びＢＣ形態
に影響することを示す。三次元側面図（右図、緑色、Ｆ－アクチン；青色、核）及び各種
のコーティングを有するマイクロウェル（右図）中で２日間培養した肝細胞カプレットの
ｚプロジェクション（中央図）が（Ａ～Ｃ）に示されている。Ｆ／Ｆ（Ａ、ｎ＝３９）及
びＰ／Ｆ（Ｂ、ｎ＝４８）中のカプレットは大部分が平面な毛細単環を形成した。Ｆ／Ｐ
（Ｃ、ｎ＝４４）においてＢＣは殆ど垂直であった。Ｆ／Ｆ（Ａ、ＸＹ）中のＢＣはイン
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ビボ様の筒型形状を示した；Ｐ／Ｆ（Ｂ、ＸＹ）ではこれらは球状に拡大する。白色の点
線は視覚的な誘導のための実質上のマイクロウェル境界である。（スケールバー＝５μｍ
）（Ｄ）は、マイクロウェル底部と比較したＢＣ方向の定量分析を示す。ヌル角に対応す
る平行配向（＊＊、ｔ検定、ｐ＜０．０５）。
【図６】図６は、細胞－ＥＣＭ付着の混乱又はアクトミオシン収縮性が、Ｆ／Ｆマイクロ
ウェル中でＢＣを球状にすることを示す。（Ａ）可溶性ＲＧＤ（２５０μＭを１晩）、（
Ｂ）ブレビスタチン＋／－（１００μＭを４時間）、又は（Ｃ）Ｙ２７６３２（１０μＭ
で４時間）の処理は管状ＢＣを球状のものにした（青色、核；緑色、Ｆ－アクチン；スケ
ールバー＝５μｍ）。（Ｄ）は無次元形態学指数及び垂直縦横比に準じたＢＣ形態の分類
を示す。対照Ｆ／Ｆウェル中のＢＣ（黄色の丸、ｎ＝３５）は、可溶性ＲＧＤ（青色の三
角、ｎ＝３９）、ブレビスタチン（緑色の菱形、ｎ＝４４）又はＹ２７６３２（紫色の三
角、ｎ＝４２）で処理した細胞と比較して、より平らな管状形状(低いｉ)と共により高度
な折り畳みｒを明確に示す。薬剤処理はＦ／Ｆマイクロウェル中のＢＣ形態をＰ／Ｆコー
ティング（赤色の四角、ｎ＝３７）中のそれと区別ができないようにする。
【図７】図７は、特定の三次元ＥＣＭ構成と組み合わせた物理的な制約はアクトミオシン
収縮を介してＢＣを伸長することを示す。Ｆ－アクチンで染色した代表的なＢＣ形状（ｉ
）及び２日目の異なった形状を有するマイクロウェル中のＢＣの確率マップ（ｉｉ）。Ｂ
Ｃの中央（黒色の円）及びＢＣの最も離れた先端（白色の三角）を重ね合わせる。円形の
Ｆ／Ｆマイクロウェル（Ａ、ｎ＝３５）は折り畳まれたＢＣを等方的にもたらすのに対し
て、Ｆ／Ｆ三角マイクロウェル（Ｂ、ｎ＝２９）中で培養したカプレットは殆どが３つの
頂点に向かって突き出ている分岐を有しているＢＣを形成した。ＢＣは主に、～６の肝細
胞を含有しているＦ／Ｐ細長マイクロウェル（Ｃ、ｎ＝４６）の長軸に沿って伸張した。
短軸に沿ったＢＣ突起の相対的不在に注目されたい。（スケールバー＝５μｍ）
【図８】図８は、Ｆ／Ｐコーティングされた交差して伸張しているマイクロウェル中で形
成されたＢＣの肝細胞索様ネットワークを示す。（Ａ）は、～６０個の肝細胞を含有して
いる２日目の交差伸張マイクロウェル（それぞれの交差長、３００μｍ）内の肝細胞の位
相差画像である。（Ｂ）は、（Ａ）と同じ画像のＣＬＦの蛍光像である。（Ｃ）は、交差
伸張マイクロウェルで形成された毛細胆管の免疫染色画像である。Ｆ－アクチン（緑色）
及び核（赤色）を染色した。横軸に沿うＢＣの相対不在に注目されたい。（Ｄ）は、（Ｃ
）の表面レンダリング画像である。Ｆ－アクチン（緑色）及びｐａｎ－カドヘリン（赤色
）が存在している。（Ｅ）は、（Ｄ）の１つの枝を拡大したものである。
【図９】図９は、マイクロウェル装置における肝細胞の生存率を説明している。
【図１０】図１０は、マイクロウェル装置における毛細胆管の機能性を説明している。
【図１１】図１１は、マイクロウェル装置におけるＦ－アクチン及びＺＯ－１の染色を説
明している。
【図１２】図１２は、マイクロウェル装置における毛細胆管の排泄を説明している。
【図１３】図１３は、異なった表面コーティングを有しているマイクロウェル装置におけ
る毛細胆管の形態を説明している。
【発明を実施するための形態】
【００７３】
（材料及び方法）
（マイクロウェル装置）
　標準的なソフトリソグラフィー方法を用いてＳＵ８でコーティングしたシリコンウェハ
ー上に弾性スタンプ（ポリジメチルシロキサン ＰＤＭＳ）を組み立てた。スタンプ装備
の一般的な大きさは高さ及び幅の両方が２０～４０μｍである。
【００７４】
　１．ピラー特性を有するＰＤＭＳを裁断する。次の工程における効率的な毛管充填を可
能にするようにピラー特性周囲に平面を残してはならない。
【００７５】
　２．ＰＤＭＳ片を、ペトリ皿の表面に対してピラーを有するペトリ皿に載せる。スティ
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ックを用いてポリマーを採取してＰＤＭＳの一側面に少量を落とす。ポリマーはピラーの
間を毛管現象によって流れていなければならない。
【００７６】
　３．ＵＶランプを起動してランプを１５分間温める。ポリマーがピラーの隙間を埋めた
後、追加のポリマーをＰＤＭＳスタンプの廻りに加える。
【００７７】
　４．紫外線をＰＤＭＳとポリマーに、ＮＯＡを用いる場合は２０秒或いはＭｙｐｏｌｙ
１３３を用いる場合は５分照射する。ＰＤＭＳ片を硬化ポリマーからナイフで剥離する。
マイクロウェルがポリマー膜に形成される。
【００７８】
　５．ポリマーシート上と共にウェルの内部をコーティングしようと思う試薬を含有して
いる溶液Ａを一滴添加する；通常は、１μｇ／ｍｌのフィブロネクチン又は０．２％のプ
ルロニック酸（登録商標）。コラーゲン、カドヘリン、炭水化物及び機能性ＰＥＧも用い
られる。
【００７９】
　６．マイクロウェル中に取り込まれた空気を抜いて溶液Ａをそこに入れるために１０分
間減圧にする。
【００８０】
　７．溶液Ａを有するマイクロウェルを室温で１時間培養する。
【００８１】
　８．ウェルの底部表面をコーティングする試薬を含有している溶液Ｂと適切な容器〔例
えば、ガラス、シリカ、プラスティック〕を室温で培養する。通常は、側面に用いたもの
と同じ試薬をここで用いることができる。また、担持脂質二重層がマイクロウェルの底に
さらに形成される場合は無菌のガラスを用いることができる。
【００８２】
　９．マイクロウェルとガラス底培養皿を水で３回洗浄する。
【００８３】
　１０．水を吸い上げてマイクロウェルとガラス底培養皿を風乾する。
【００８４】
　１１．ポリマーシートの端を切り取る。ペトリ皿からこのシートを剥がして、これをガ
ラス底培養皿に逆に置き、平らなＰＤＭＳでこのポリマーシートを押し付ける。
【００８５】
　１２．ポリマーシートの上端を０．２％のプルロニック酸（登録商標）で３０分間不動
態化する。この段階で１％のＰＥＧ／メタクリレートも用いることができる。続いて、ポ
リマー表面の反応しなかったアクリレート基への共有結合を確保するためにＵＶ下に１分
間暴露する。
【００８６】
　１３．ポリマーシートを水で３回洗浄する。
【００８７】
　１４．ポリマーシートを水に浸漬してそれを１０分間真空にする。
【００８８】
　１５．ポリマーシートを水で３回洗浄する。ポリマーシートを１５分以上ＵＶ処理して
殺菌する。
【００８９】
（細胞播種）
　１．ウェル内のＰＢＳを細胞培養培地と取り替える。それを摂氏３７度で培養する。
　２．それぞれの培養皿に５０万個の肝細胞を播種する。培養皿を前後に揺すって肝細胞
を均等に広げる。培養皿をゆっくり培養器に入れる。
　３．１５分培養した後、培養皿を再び揺すって培養皿をゆっくり培養器に入れる。
　４．工程３を２回繰り返す。
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　５．培養皿をＰＢＳで２回洗浄して細胞培養培地を加える。
【００９０】
（細胞培養）
　５％のＣＯ２及び摂氏３７度において細胞を培養する。細胞培養培地を１日単位で交換
する。ここでは、細胞培養のために特殊の培地、ウィリアムＥ培地を用いる。０．１％の
ＢＳＡ、２ｍＭのＬ－グルタミン、１００ｎＭのデキサメタゾン、１００単位／ｍｌのペ
ニシリン、０．１ｍｇ／ｍｌのストレプトマイシン、０．０５μｇ／ｕｌのリノール酸及
び０．３μｇ／ｍｌのインスリンをウィリアムＥ培地に補完する。
【００９１】
（肝細胞の単離、播種及び培養）
　肝細胞は雄性ウィスターラットから、〔３３〕に記載のように、２段階 in situ コラ
ーゲン潅流方法によって単離した。動物はシンガポール国立大学（National University 
of Singapore）のＩＡＣＵＣ委員会によって承認されたＩＡＣＵＣプロトコールに従って
取り扱った。＞１０８細胞／ラットの収率で、トリパンブルー排除試験によって肝細胞の
生存率を＞９０％に成るように試験した。
【００９２】
　新たに単離されたラット肝細胞（５０万個）を３５ｍｍ－ガラス底培養皿内のマイクロ
ウェルに播種して、２ｍＭのＬ－グルタミン、１ｍｇ／ｍｌのＢＳＡ、０．３μｇ／ｍｌ
のインスリン、１００ｍＭのデキサメタゾン、５０μｇ／ｍｌのリノール酸、１００単位
／ｍｌのペニシリン、及び１００ｍｇ／ｍｌのストレプトマイシン（これは全て、Aldric
h-Sigma in Singapore から入手した）を補完した２ｍｌのウィリアムＥ培地で培養した
。３７℃及び９５％の湿度で５％のＣＯ２を用いて細胞を培養した。１時間培養した後、
付着していない細胞を含んでいる細胞培養培地を除去した。マイクロウェルをＰＢＳで洗
浄して、新鮮な培養培地を補完する。１時間後、５０万個の別の肝細胞を加えて１時間培
養した。ＰＢＳで洗浄して付着しなかった細胞を除去して、培養培地を再び補完する。１
日単位で培養培地を交換する。
【００９３】
（膜形成及び屈折率整合）
　最初に、記載したようなプロトコールに従って貫通孔を有する膜を形成する。膜は、No
rland Adhesive 製の低粘度ＵＶ硬化性樹脂であるＮＯＡ７３、或いは水と屈折率が整合
している My polymer 製の別のＵＶ硬化性樹脂であるＭｙＰｏｌｙ １３３ ＤＣで作られ
る。ＮＯＡ７３は、長期的には培養培地中の溶媒を放出しないので、長期培養に優先的に
用いられる。ＭｙＰｏｌｙ１３３は短期培養及び高分解能画像に用いられる。培地との屈
折率整合が極めて良いことが期待される場合は、ＭＹＰＯＬｙ １３３をＭｙｐｏｌｙ１
３４と適切な割合で混合してＤＥＭ培地と整合している１．３８の屈折率を得ることがで
きる。両ポリマーの割合は用いられる培地の屈折率及び波長に従って調節される。別の手
段は、Ｍｙｐｏｌｙ１３４で膜を作って培養培地を蔗糖又はソルビトールで１．３４の屈
折率整合が１．３４になるまで補完することである。
【００９４】
（生存試験及び毛細胆管分泌機能試験）
　肝細胞の生存能を、死滅細胞のみを染色する色素である、ヨウ化プロピジウム（Sigma
、８１８４５ＦＬＵＫＡ）を用いて毎日評価した。５μＭのＰＩを肝細胞と共にマイクロ
ウェル中、３７℃で３０分間培養した。ＰＢＳで洗浄した後、染色された細胞を培養培地
中に残して広視野ＥＶＯＳ顕微鏡（Life Technology）下で観察した。生存率は、（死滅
細胞を有するマイクロウェル数）／（全ウェル数）として算出した。
【００９５】
　毛細胆管〔ＢＣ〕分泌を、機能的毛細胆管のみに分泌される（ここで、これは蛍光を発
するようになる）色素である、ＣＬＦ（ＢＤ、４５１０４１）で毎日評価した。培養培地
中のＣＬＦ（５μＭ）をμウェル中の肝細胞と共に３７℃で３０分間培養した。ＰＢＳで
洗浄した後、染色された細胞を培養培地中に残して広視野ＥＶＯＳ顕微鏡下で観察した。
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機能的毛細胆管比は、（機能的な毛細胆管を有するマイクロウェル数）／（全ウェル数）
として算出した。
【００９６】
（免疫染色及び画像収集）
　対照のために、マイクロウェル中で４８時間培養した肝細胞を４％のパラホルムアルデ
ヒド（ＰＦＡ）中で３０分間固定した。±ブレビスタチン（Merck、２０３３９０）又は
Ｙ２７６３２（Sigma、Ｙ０５０３）処置のために、薬剤を固定化の４時間前に添加した
が、可溶性ＲＧＤ（Sigma、Ｇ５６４６）は肝細胞と１晩培養した。固定化した後、細胞
をＰＢＳで洗浄して、ＴＢＳＴ（ＴＢＳ中の０．２％トリトン－Ｘ）中で３０分間透過処
理した。透過した細胞をＴＢＳ中の１％ＢＳＡで４時間阻害して、ｐａｎ－カドヘリン抗
体（sigma、Ｃ１８２１）及び抗－ＺＯ－１抗体（life technology、６１－７３００）と
マニュアルの指示通りに４℃で１晩培養した。ＴＢＳＴで洗浄した後、二次抗体（Life T
echnology、Ａ１００４０及びＡ－３１５７１）及びＰｈａｌｌｏｄｉｎ－ａｌｅｘａ４
８８（Life Technology、Ａ１２３７９）中で、暗所において３７℃で１時間培養した。
再びＴＢＳＴで洗浄して直ちにＤＡＰＩ（Sigma、Ｄ９５６４）と培養した後、封入剤（D
ACO、Ｓ３０２３）に封入した。共焦点顕微鏡画像の３Ｄスタックは、Nicon A1R Confoca
l Microscope 上の１００Ｘ ＮＡ１．４オイルレンズで得られた。
【００９７】
（画像解析）
　画像スタックの厳選された部分を最大強度の画像又は直交断面図として再構築した。Ｆ
－アクチンはＺＯ－１と比べて、ＢＣ境界のより明確な定義をもたらすので（図１１）、
Ｆ－アクチンのシグナルに基づいて手作業で分割した。パラメーター、集密、水平スピン
サイズ及び毛細胆管の領域のような、いくつかの特徴をその後抽出した。
【００９８】
　三角形のマイクロウェル又は細長いマイクロウェルにおける毛細胆管の形態解析に関し
ては、毛細胆管を抽出して二値画像に変換した。これら二値毛細胆管の全てをマイクロウ
ェルの方向に並べる、つまり重ね合わせた。得られた画像を毛細胆管の出現確率に基づい
て色分けした。色がより暖色になる程、特定の位置で毛細胆管がより多く出現する。
【００９９】
（統計分析）
　少なくとも３回の独立した実験から得たデータを解析して、値を平均値±標準誤差とし
て示した。各群のサンプル数をグラフ中で個々に示した。スチューデントｔ－検定を用い
てデータの統計的有意差を解析した。０．０５未満のｐ値を有する値を統計的に有意であ
ると考えた。
【実施例】
【０１００】
実施例１
（チップ上のＥＣＭタンパク質の３Ｄマイクロパターン化）
　３Ｄにおける細胞－ＥＣＭの付着を構築するために、標準的なソフトリソグラフィー方
法を用いて貫通孔を有する薄膜（５～４０μｍ）〔２４〕を作成する、マイクロウェルを
作る新規な方法を開発した（図１）。ＰＤＭＳスタンプをＳＵ８中で形成されたマイクロ
ウェルを有するざらざらしたウェファー上に微小加工した。スタンプを平らなＰＤＭＳ表
面に載せて内腔をＵＶ硬化性ポリマーである、ＮＯＡ６４で満たした。３０秒の暴露（４
００ｎｍで２０ｍＷ／ｃｍ２の出力で操作する３００Ｗのニューポートランプ）が、続い
てステッカーとして用いることできる固体フィルムを形成するのに十分である〔２８〕。
続いてスタンプを剥がした。次いで、３つの異なったコーティング構成を得た：側面／底
面の順番に従ってＦ／Ｆ、Ｆ／Ｐ、Ｐ／Ｆ（ここで、Ｆはフィブロネクチンを表し、そし
てＰはプロニック酸を表す）。１０μｇ／ｍｌのフィブロネクチン及び０．２％のプルロ
ニック酸溶液を用いて以下に示したように（図１）異なったコーティングを達成した。
【０１０１】
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　ｉ－側面のコーティングを最初に達成した。膜を適切な水性溶液と共に１時間培養した
。マイクロウェルに閉じ込められた気泡を除去するために真空下で脱気を行った。続いて
膜を洗浄してゆっくり風乾した。
【０１０２】
　ｉｉ－酸で洗浄したカバースリップを所望の溶液と１時間培養して底面のコーティング
を達成した。マイクロウェル膜をひっくり返して乾燥したカバーグラスに重ねた。
【０１０３】
　ｉｉｉ－続いて膜の上端をプルロニック酸を用いて１時間不動態化した。これは肝細胞
が膜の上端への最小限の付着及び細胞のウェルへの最大自発局在化を保証する。次いで、
このシステムをフィブロネクチンのかなりの損失なしでＵＶ下で滅菌する（拡散アッセイ
で試験した、データは示していない）。
【０１０４】
　細胞生存能を、ヨウ化プロピジウムを用いて４日間３つのコーティング構成それぞれで
毎日評価した。生存率を、（死滅細胞がないマイクロウェルの数）／（マイクロウェルの
総数）の比率として計算した（図９）。生存率はコーティング構成に関係なく４日後に～
７０％であった。
【０１０５】
　次いで、４日以上かけて機能性のＢＣの維持をアッセイした（図１０）。機能性指数を
（ｃｈｏｌｙ－ｌｙｓｙｌ－フルオレセイン（ＣＬＦ）で染色した機能性ＢＣを示すマイ
クロウェルの数）／（マイクロウェルの総数）の比率として計算した。一般に、ウェルの
総数の５０～７０％が機能性ＢＣを示した。３日後に、何れのコーティング状態に関して
も細胞が徐々に離脱した。これは恐らくマイクロウェルにコーティングされたフィブロネ
クチンの酵素分解に起因している。しかしながら、残りのカプレットの７５％は機能的で
あった。我々はＢＣが平衡状態に達して、肝細胞の付着が未だ摂動を受けていない２日目
に全ての実験を行った。
【０１０６】
実施例２
　図２は我々が用いた各種の組み合わせを説明している。ＢＳＡ、カドヘリン及びコラー
ゲンを含む、多くの別の組み合わせを試験した。これらは実行できるが肝細胞の培養には
用いなかった。タンパク質コーティングは主としてタンパク質の吸着に起因している。ヘ
テロ二機能性ＰＥＧ分子、ＮＡＮＯＣＳ（nanocs.com.）によるアクリレート－ＰＥＧ－
ＮＨＳを用いて、直接ケミカルグラフティングを実施する可能性を現在検討している。ア
クリレート部分がＵＶで硬化しているポリマーと反応し、そしてＮＨＳ部分がタンパク質
機能付与のための標準的な官能基である。
【０１０７】
実施例３
　ラットの肝臓から〔２２〕に従って新たに得た肝細胞を、ペトリ皿上に５０万個／ｍＬ
の集密度で播種した。防汚処理を用いて膜の上端を保護することは細胞がウェル内に落下
するのに役立つ重要な要素である。防汚処理不足は細胞の上端に付着していてマイクロウ
ェルに落下していない細胞をもたらすだろう。播種に続いてプロトコールに記載された穏
やかな振動工程を行ってウェルの最大注入能力を確保する。このプロトコールの後に、ウ
ェルの９０％に少なくとも１個の細胞が注入されて、７０％に少なくとも２個が注入され
る。ダブレットの比率のより良い最適化は現在検討中である。
【０１０８】
　細胞の生存能を、ヨウ化プロピジウム（Sigma）を用いて細胞播種の２４時間後から毎
日試験した。ＭｙＰｏｌｙｍｅｒで作成したマイクロウェルにおいては、播種後４８時間
で生存率が約２０％に下がるにもかかわらず、播種後２４時間でウェルに注入した５０％
以上の細胞が生存している。しかしながら、ＮＯＡに関しては、どのコーティング構成を
用いても、播種の４８時間後にウェルに注入した８０％以上の細胞が生存している。ＮＯ
Ａポリマーで作成したマイクロウェルにおいて播種９６時間後であっても生存率を６０％
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以上に持続することができた。
【０１０９】
実施例４
　肝細胞をウェル内に固定して抗体で染色することができる。次いで、通常の培養条件と
比較して光学分解能を失わない単一ウェル内の高分解能画像化を実施できる。トランスフ
ェクトしたタンパク質による生の画像化も可能である。
【０１１０】
　これは一連の単一ダブレットの漸進的な変化を経時的に非常に容易な方法で観察する機
会を提供する。図４に示したように、毛細胆管の形態及び方向をウェルの化学コーティン
グを交換することによって回転することができる。そのような特性を毛細胆管の張力及び
被検薬剤との相関関係を制御するために用いることができる。垂直の小管（毛細胆管）も
、細胞質から胆管への分子移送の高空間時間分解能画像化できる。これは数個の細胞にわ
たる毛細胆管の形成を制御するための第１段階である。また、垂直の毛細胆管の形成は、
薬物試験の重要課題である胆汁分泌を収集することに役立つ。
【０１１１】
実施例５
　アクトミオシン収縮性は３Ｄ細胞－ＥＣＭ付着と肝細胞カプレット間のＢＣ形態とを連
結する。
【０１１２】
　肝細胞カプレットのＥＣＭへの３Ｄ付着がＢＣ形態に如何に影響を与えたかを検討した
。肝細胞のカプレット形成の効率を最大にするために３０μｍの円形マイクロウェルを選
択した。これは２５μｍの平均直径を有している。第２日目に細胞を固定化し、Ｆ－アク
チン及びＺＯ－１で染色して、共焦点顕微鏡で画像化した。Ｆ－アクチンのシグナルはＺ
Ｏ－１よりＢＣ輪郭のより明確な定義を提供するので（図１１）、本研究においてＢＣ形
態を明示して定量化するマーカーとしてＦ－アクチンを選択した。三種のＥＣＭコーティ
ング構成が三種の異なったＢＣ形態を誘導した（図５）。
【０１１３】
　マイクロウェルの側面及び底面をＥＣＭでコーティングすると（Ｆ／Ｆ構成）、カプレ
ットは垂直に積み重なった（図５Ａ、５Ｄ）。底面の細胞はマイクロウェルの底面及び側
面の両方に付着したのに対して、上端の細胞は側面のみに付着した。ＢＣは細胞間接合の
中心部に局在化している平らな（２～３μｍ）等方性管状形態を示した。これはインビボ
で観察されたＢＣ形態〔２３〕とよく似ている。
【０１１４】
　マイクロウェルの底部がＥＣＭでコーティングされていて側面が非接着性である（Ｐ／
Ｆ構成）場合は、カプレットも積み重なったままであった（図５Ｂ、５Ｄ）。垂直カプレ
ットの底部細胞のみがマイクロウェルの底部に接着した。ＢＣは、殆ど折り畳み及び絨毛
を有していない大きな球状形態を示し、これは新たに抽出されたカプレット〔２６〕若し
くは小さいオルガノイド〔２７〕で観察されたＢＣと類似している。任意の形態を有して
いるＢＣはマイクロウェル中で機能性を保持し、これをＣＬＦ試験で確認した（図１２）
。
【０１１５】
　細胞がマイクロウェルの側面のみに付着している（Ｆ／Ｐ構成）ときは、肝細胞は隣り
合わせて位置している（図５Ｃ、５Ｄ）。このＢＣは垂直に、殆どの細胞間接触領域に渡
って、平らな形態（厚さ２～３μｍ）を示して形成された。我々の観察は細胞－ＥＣＭ接
着の空間的構造がＢＣの中規模形態を制御できることを示唆した。平らな管状ＢＣを得る
ときの細胞－ＥＣＭ付着の重要性を確認するために、Ｆ／Ｆマイクロウェル中の肝細胞を
１日目に、インテグリンが介在する細胞－ＥＣＭ付着に拮抗し、さらに化学信号伝達を混
乱させない可溶性ＲＧＤペプチド（２５０μＭ、１晩）で処理した。実際に、細胞がマイ
クロウェルから剥がされるにつれて、それらのＢＣはＰ／Ｆの場合に観察されたものと形
態学的に同等になるように丸まった（図６Ａ）。
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【０１１６】
　細胞－ＥＣＭ相互複合体はアクチン細胞骨格と親密に関連していて〔２８〕、アクトミ
オシン収縮性はＢＣ動態を調節することが示された〔２９〕。従って、アクトミオシン収
縮性がＢＣ形態の分別制御に必要か否かを細胞－ＥＣＭ接着の空間的構造によって試験し
た。Ｆ／Ｆマイクロウェルで形成された折り畳まれたＢＣが各種経路を介するミオシンＩ
Ｉ活性を阻害するように丸まることを、ブレビスタチン（１００μＭ、４時間）又はＹ２
７６３２（１０μＭ、４時間）を用いて見出した。得られた形態はＰ／Ｆ構成で得られた
ものと類似していた。
【０１１７】
　異なった条件におけるＢＣ形態を２つのパラメーター：折り畳みの程度及び垂直縦横比
：によって定量的に評価した。ＢＣの推計外周Ｐの推定面積Ａに対する比率を測定して折
り畳みの程度 ｒ＝Ｐ２／（４ПＡ）を求めた。この形態学的指数ｒは１（円形）からそ
れ以上（折り畳まれた管状構造）に及ぶ。垂直縦横比ｉを（ＢＣの最大高さ）／（ＸＹ平
面の最大延長線）の比として計算した。より高い垂直縦横比はより厚いＢＣを示す。
【０１１８】
　折り畳みの程度ｒを垂直縦横比に対してプロットしたとき（図６Ｄ）、Ｆ／Ｆマイクロ
ウェル中のＢＣの平らで管状の形状は低い垂直縦横比に反映されるが高い折り畳み程度に
反映される。反対に、Ｐ／Ｆマイクロウェル中の、可溶性ＲＧＤを有するＦ／Ｆマイクロ
ウェル中の、ブレビスタチンを有するＦ／Ｆマイクロウェル、又はＹ２７６３２を有する
Ｆ／Ｆマイクロウェル中のＢＣはそれらの膨張した形状の特性である、高い垂直縦横比及
び低い折り畳み程度を呈した。Ｆ／Ｆマイクロウェル中のＢＣ形態を、Ｐ／Ｆ構成又は薬
剤処理下のＦ／Ｆ構成の場合と明確に異なる集団に分類する。
【０１１９】
実施例６
特定の３Ｄ ＥＣＭ構成と組み合わせた物理的な制約は毛細胆管の伸長を制御する
　アクトミオシン収縮性は細胞―ＥＣＭ接着によるＢＣ形態の遠隔調節に参画するので、
ＢＣの伸長は物理的制約の影響を受けるだろうと仮定した。これはアクトミオシン収縮性
を調整することで知られている〔３０〕。異なった形状を有するマイクロウェルを、物理
的制約を付してアクトミオシン収縮性を調節するために利用した。アクトミオシン収縮性
は頂点付近で局所のアクトミオシン蓄積によって進展する〔３１〕ので、Ｆ／Ｆをコーテ
ィングした正三角形のマイクロウェル（一辺４５μｍ）中に肝細胞を播種した。播種後２
日目に、肝細胞は三角形の頂点の方向を示している三葉のクローバー形状をとるそれらの
ＢＣが積み重なったままである（図７Ｂ（ｉ））。しかしながら、Ｐ／Ｆ三角マイクロウ
ェルにはカプレットが殆ど観察されなかったので、ＢＣは形成されなかった（データは示
していない）。マイクロウェルの縁を調節したのち後のＢＣの２値画像を重ね合わせて、
三角マイクロウェル中での細胞間接触の任意時点におけるＢＣ発見の確率を計算した（図
７Ｂ（ｉｉ））。さらに、中心の分布及びＢＣの最も遠い先端部の分布も査定した（図７
Ｂ（ｉｉ））。ＢＣの平均形状は実際に、それぞれの分枝が三角マイクロウェルの頂点の
方向に伸びている三つ葉形状であることが明らかになった。対照として、ＢＣの伸長が等
方性である円形マイクロウェル中のＢＣの確率分布図を評価した（図７Ａ（ｉ））。円形
マイクロウェルにおける最も可能性のあるＢＣ形状は突出部の先端が等方性に分布してい
る円形である（図７Ａ（ｉｉ））。従って、これらの結果は、物理的な制約がアクトミオ
シン収縮を介するＢＣの伸長を誘導するということを支持した。
【０１２０】
　細胞間の相互作用は恐らく細胞－ＥＣＭ相互作用と同等にアクトミオシン収縮性に影響
を及ぼすだろう〔３２〕。従って、細胞間の相互作用はＢＣの形態に影響を与えることが
期待される。この仮説を試験するために、多数の肝細胞を細長いマイクロウェル（Ｆ／Ｐ
）内に播種して細胞間接触状況を変えた。他のコーティング構成と比較すると、Ｆ／Ｐの
細長いマイクロウェルは、垂直な接触面を有する２本の対向列に自発的に収容されている
細胞を最も確実にした（図１３）。横枝を有する平らで垂直なＢＣは、同様なコーティン
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グ構成中のカプレットに関する我々の観察に基づいて期待されている（図５Ｃ）。しかし
ながら、ＢＣは、横枝を僅か有している、細長いマイクロウェルの主軸方向に伸びている
長い管状構造を選んだ（図７Ｃ（ｉ））。これらの細長いマイクロウェル中のＢＣの確率
分布図はマイクロウェルの主軸に沿って中央に集中した（図７Ｃ（ｉｉ））。
【０１２１】
　まとめると、物理的制約、細胞－ＥＣＭ又は細胞－細胞相互作用の何れかによって影響
を受けたアクトミオシン収縮性は中規模ＢＣ形態を決定できるという仮説を我々の観察が
支持した。次いで我々はＢＣ形態を制御するために細胞－細胞／ＥＣＭ相互作用及び物理
的制約を用いて足場生体力学微小環境を開発した。Ｆ／Ｐコーティング構成を有する交差
している細長いマイクロウェル（幅が３０μｍ、長さが３００μｍ）を用いて肝細胞索を
模倣した。マイクロウェルの全長（３００μｍ）にわたる長い機能性毛細胆管を観察した
（図８）。この形態は底部基質上に肝細胞の弱い接着があるＦ／Ｐコーティング構成にお
いてのみ観察された。ここではアクトミオシン収縮性が恐らく水平に分布しているので、
ＢＣを細長い構造に接続している。形成された管状のネットワークはインビボの肝細胞と
同様の大きさ及び形態を有している。
【０１２２】
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