
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　

　 細胞を保持するための細胞保持キャビティを複数有し、
　前記細胞保持キャビティの底面
　 細胞接着性を示す１つの接着性領域と、当該接着性領域を囲み、細胞非接
着性を示す非接着性領域と、 、
ことを特徴とする細胞組織体マイクロチップ。
【請求項２】
　前記接着性領域は、前記細胞保持キャビティ底面の中央付近に形成される、
　ことを特徴とする請求項１に記載の細胞組織体マイクロチップ。
【請求項３】
　前記細胞保持キャビティ底面の径は、前記細胞の径の２～５０倍の範囲である、
　ことを特徴とする請求項１又は２に記載の細胞組織体マイクロチップ。
【請求項４】
　前記接着性領域には、生体から取得され若しくは合成された細胞接着性物質又はこれら
の誘導体が固定されている、
　ことを特徴とする請求項１乃至３のいずれか一項に記載の細胞組織体マイクロチップ。
【請求項５】
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互いに結合を形成できる細胞から細胞組織体を形成させるための細胞組織体マイクロチ
ップであって、

前記
の面積は１×１０２ ～１×１０６ μｍ２ の範囲であり、

前記底面は、
からなる



　前記非接着性領域には、生体から取得され若しくは合成された細胞非接着性物質又はこ
れらの誘導体が固定されている、
　ことを特徴とする請求項１乃至４のいずれか一項に記載の細胞組織体マイクロチップ。
【請求項６】
　前記接着性領域に、前記細胞から形成された細胞組織体が接着している、
　ことを特徴とする請求項１乃至５のいずれか一項に記載の細胞組織体マイクロチップ。
【請求項７】
　請求項１乃至５のいずれか一項に記載の細胞組織体マイクロチップの前記細胞保持キャ
ビティ内において 細胞を培養し、前記接着性領域に
前記細胞組織体を形成させる、
　ことを特徴とする細胞組織体形成方法。
【請求項８】
　前記細胞を、前記各細胞保持キャビティあたり２～１．５×１０５ 個の範囲で培養する
、
　ことを特徴とする請求項７に記載の細胞組織体形成方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞を保持するマイクロチップに関し、特に、細胞組織体を形成させるマイ
クロチップに関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、細胞の培養技術を利用した医療技術の開発や医薬品の開発等が盛んに行われてい
る。すなわち、例えば、生体の組織や臓器に特有の機能を発現する細胞を培養する技術は
、当該細胞を、当該組織や臓器の生体外におけるモデルとして利用した、薬物の毒性試験
、内分泌撹乱作用の評価、新薬のスクリーニング等に応用されつつある。
【０００３】
　このような細胞培養技術においては、一般に、コラーゲン等の細胞接着性物質を塗布し
た平面基材上において、細胞を単層状（すなわち二次元的）に接着させて培養を行うが、
例えば、生体肝臓から取り出した初代肝細胞等については、このような単層状態で培養す
ると極めて短期間のうちに肝臓特有の機能を消失し、又は死滅してしまう。
【０００４】
　これに対し、近年、この初代肝細胞を単層状に培養する代わりに、細胞同士が互いに三
次元的に結合した集合体である細胞組織体として培養することによって、その生存状態及
び肝臓特有の機能をより長期間にわたって維持することができるとの知見が得られている
。
【０００５】
　このような肝細胞組織体を形成する方法としては、従来、例えば、特許文献１において
、培養液中に特定の増殖因子を加えることにより、ポリウレタンフォームの孔内において
球状の肝細胞組織体を形成することが開示されている。
【０００６】
　また、特許文献２においては、フェニルボロン酸を有するモノマー、アミノ基を有する
モノマー、及び２－ヒドロキシエチルメタクリレート共重合体からなる高分子物質をコー
ティングした平面上において、肝細胞組織体を形成することが開示されている。
【特許文献１】特開平１０－２９９５１号公報
【特許文献２】特許第３０２０９３０号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、上記従来の方法においては、形成される細胞組織体の形状やサイズが不
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前記互いに結合を形成できる 接着した



均一なものとなっていた。このため、例えば、細胞による特定の薬物の代謝機能を評価す
る場合には、細胞組織体ごとに当該薬物に接触する細胞（特に細胞組織体表面付近の細胞
）の数が異なる等のため、正確な評価結果を得ることが困難であった。
【０００８】
　また、上記従来の方法においては、細胞が比較的弱く接着する（すなわち細胞接着性が
比較的低い）培養基材表面が用いられ、形成される細胞組織体は当該培養基材表面から脱
着して培養液中に浮遊した状態となるために、例えば、培養の過程において、栄養分が消
費された培養液を除去し、替わりに新鮮な培養液を入れる操作等を行う際に、培養液とと
もに細胞や細胞組織体が除去されてしまい、その後の培養の続行が不可能になることがあ
った。
【０００９】
　本発明は、上記問題に鑑みて為されたものであって、均一な形状及びサイズの細胞組織
体を形成させるとともに、当該形成された細胞組織体を長期間にわたって培養することの
できるマイクロチップを提供することをその目的の一つとする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記従来の課題を解決するため、本発明の一実施形態に係る細胞組織体マイクロチップ
は、細胞を保持するための細胞保持キャビティを複数有し、前記細胞保持キャビティの底
面は、細胞接着性を示す１つの接着性領域と、当該接着性領域を囲み、細胞非接着性を示
す非接着性領域と、を含む、ことを特徴とする。
【００１１】
　また、前記接着性領域は、前記細胞保持キャビティ底面の中央付近に形成されることと
してもよい。
【００１２】
　また、前記細胞保持キャビティ底面の径は、前記細胞の径の２～５０倍の範囲であるこ
ととしてもよい。
【００１３】
　また、前記接着性領域には、生体から取得され若しくは合成された細胞接着性物質又は
これらの誘導体が固定されていることとしてもよい。
【００１４】
　また、前記非接着性領域には、生体から取得され若しくは合成された細胞非接着性物質
又はこれらの誘導体が固定されていることとしてもよい。
【００１５】
　また、前記接着性領域に、前記細胞から形成された細胞組織体が接着していることとし
てもよい。
【００１６】
　また、本発明の一実施形態に係る細胞組織体形成方法は、前記細胞組織体マイクロチッ
プの前記細胞保持キャビティ内において細胞を培養し、前記接着性領域において細胞組織
体を形成させることを特徴とする。
【００１７】
　また、前記細胞を、前記各細胞保持キャビティあたり２～１．５×１０５ 個の範囲で培
養することとしてもよい。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、均一な形状及びサイズの細胞組織体を形成させるとともに、当該形成
された細胞組織体を長期間にわたって培養することのできるマイクロチップを提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　以下、本発明の一実施の形態に係る細胞組織体マイクロチップについて、図面を参照し
つつ説明する。なお、本発明に係る細胞組織体マイクロチップは、以下の実施形態に限ら
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れるものではない。
【００２０】
　図１は、本実施形態に係る細胞組織体マイクロチップ（以下、本マイクロチップ１と呼
ぶ。）についての説明図である。図１に示すように、本マイクロチップ１は、基板１０上
に、細胞を保持するための所定深さをもつ有底孔として形成された細胞保持キャビティ１
２を複数有する。
【００２１】
　本マイクロチップ１においては、この細胞保持キャビティ１２内に細胞を分散した培養
液を入れ、当該細胞保持キャビティ１２の底面２０を当該細胞の培養基材表面として用い
ることにより、当該細胞から細胞組織体を形成させる。
【００２２】
　ここで、この細胞組織体を形成させる細胞としては、細胞同士の間で互いに結合を形成
するものであれば、由来とする動物種や臓器・組織の種類等を問わず用いることができる
。具体的に、この細胞としては、例えば、ヒトやブタ、イヌ、ラット、マウス等の動物由
来の肝臓、膵臓、腎臓、神経、皮膚等から採取される初代細胞、ＥＳ細胞（ Embryonic St
em cell）、樹立されている株化細胞、又はこれらに遺伝子操作等を施した細胞等を用い
ることができる。また、この細胞としては、一種類の細胞を単独で用いることもできるし
、二種類以上の細胞を任意の比率で混在させて用いることもできる。
【００２３】
　また、培養液としては、用いる細胞の生存状態や機能等を維持することができるよう、
必要な塩類や栄養成分等を適切な濃度で含む水溶液であれば任意の組成のものを用いるこ
とができる。具体的に、例えば、この培養液としては、ＤＭＥＭ（ Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium）等の基礎培地に抗生物質等を添加したものや、いわゆる生理食塩水等を
用いることができる。
【００２４】
　また、本マイクロチップ１の基板１０は、例えば、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリ
プロピレン、ポリカーボネート、ポリアミド、ポリアセタール、ポリエステル（ポリエチ
レンテレフタレート等）、ポリウレタン、ポリスルホン、ポリアクリレート、ポリメタク
リレート、ポリビニル、シリコン等の合成樹脂、ＥＰＤＭ（ Ethylene Propylene Diene M
onomer）等の合成ゴムや天然ゴム、ガラス、セラミック、ステンレス鋼等の金属材料等か
らなり、例えば、板状体として成形される。
【００２５】
　また、細胞保持キャビティ１２は、基板１０の材質等に応じて選択される任意の加工方
法を用いて当該基板１０上に形成することができ、例えば、マシニングセンタ等を用いた
穿孔加工、レーザー等を用いた光微細加工、エッチング加工、エンボス加工等により当該
基板１０上に形成し、又は射出成形、プレス成形、ステレオリソグラフィー等による当該
基板１０の成形時に形成することができる。
【００２６】
　このような加工方法により、細胞保持キャビティ１２は、例えば、所定厚さの基板１０
表面に、当該基板厚さより小さい深さをもつ有底孔として形成することができ、又は基板
１０を貫通する穴を形成した後に、当該基板１０の片面に他の部材を貼り合わせて底面と
することにより形成することができる。なお、この細胞保持キャビティ１２の底面を形成
するための部材としては、例えば、当該貫通孔を形成した基板１０と同じ又は異なる材質
の基板やフィルム等を用いることができる。
【００２７】
　また、この細胞保持キャビティ１２は、図１に示すように、基板１０上に所定の間隔で
規則的に配置される。この規則的に配置される複数の細胞保持キャビティ１２は、例えば
、ＣＡＤ（ Computer Aided Design）プログラムにより加工位置を精密に制御するマシニ
ングセンタ等を用いることにより形成することができる。
【００２８】
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　図２は、本マイクロチップ１の一部についての走査型電子顕微鏡写真である。図２に示
すように、基板１０上に形成された細胞保持キャビティ１２は、その孔構造を形成する底
面２０と側面２２とを有してなる。また、図２に示すように、この細胞保持キャビティ１
２の底面２０と側面２２とは、実質的に平滑な表面を有して形成される。
【００２９】
　この底面２０の形状は特に限られるものではなく、例えば、図２に示すように円形状で
あってもよいし、その他、楕円形状、多角形等であってもよい。また、この底面２０の径
は、用いる細胞の径の２～５０倍程度の範囲であることが好ましく、特に４倍～３０倍程
度の範囲であることが好適である。すなわち、この底面２０の面積は、細胞の大きさがそ
の種類や状態等によって異なるため一概には言えないが、例えば、１００～１×１０６ μ
ｍ２ の範囲であることが好ましく、特に３００～３×１０５ μｍ２ の範囲であることが好
適である。
【００３０】
　これは、この底面２０上に播種された細胞（すなわち、細胞保持キャビティ１２内に播
種された細胞）が当該底面２０上で細胞組織体を形成するため、この底面２０のサイズは
、当該底面２０上で形成される細胞組織体に含まれる細胞の数を規定するものであり、当
該サイズが上記下限値より小さい場合には、当該底面２０上に細胞組織体を形成するため
に必要な数の細胞を保持することができず、またこの底面２０が上記上限値より大きい場
合には、当該底面２０上に保持すべき細胞の数が多すぎるために巨大な細胞組織体が形成
され、当該細胞組織体の内部に位置する細胞が、当該細胞組織体外の培養液から栄養や酸
素を十分に受けることができず、死滅してしまうことがあるためである。
【００３１】
　また、この細胞保持キャビティ１２の深さは、用いる細胞の径の１～５０倍程度の範囲
であることが好ましく、特に２倍～３０倍程度の範囲であることが好適である。これは、
この細胞保持キャビティ１２の深さが上記下限値より小さい場合には、当該細胞保持キャ
ビティ１２内に細胞を確実に保持することが困難となり、またこの深さが上記上限値より
大きい場合には、当該細胞保持キャビティ１２の底面２０上の細胞に対する酸素や栄養分
の供給が不十分となることがあるためである。
【００３２】
　図３は、本マイクロチップ１が有する複数の細胞保持キャビティ１２のうちの１つにつ
いての説明図である。図３に示すように、この細胞保持キャビティ１２の底面２０は、細
胞接着性を示す１つの接着性領域３０と、当該接着性領域３０を囲み、細胞非接着性を示
す非接着性領域３２と、を含む。
【００３３】
　この接着性領域３０は、例えば、培養液等の溶液中において、細胞が接着する上で好適
な荷電状態や親水性・疎水性をもつ細胞接着性の表面を有する。ここで、この細胞接着性
表面とは、例えば、培養液中において、細胞が当該表面上に沈降した場合に、細胞が球形
から変形して、比較的扁平な形状を示す程度に接着することができる表面であることを意
味する。
【００３４】
　具体的に、この接着性領域３０の表面は、例えば、細胞保持キャビティ１２を形成する
際に当該細胞保持キャビティ１２の底面２０として露出した基板１０の材料表面そのもの
として形成し、又は当該露出した基板１０の表面上に生体から取得され若しくは合成され
た細胞接着性物質又はこれらの誘導体が固定化された表面として形成することができる。
【００３５】
　この接着性領域３０に固定化される細胞接着性物質としては、例えば、用いる細胞の細
胞膜に存するたんぱく質等の細胞表面分子（例えば、インテグリンや糖鎖受容体等）のう
ち特定のものに対して結合し得る物質を用いることができる。
【００３６】
　具体的に、例えば、生体から取得された細胞接着性物質としては、コラーゲン、フィブ
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ロネクチン、ラミニン等を用いることができ、またこれらの誘導体としては、例えば、当
該細胞接着性物質に任意の官能基や高分子鎖等を結合させた（例えば、縮合反応等を用い
て共有結合させた）ものを用いることができる。
【００３７】
　また、合成された細胞接着性物質としては、細胞接着性を示す特定のアミノ酸配列（例
えば、アルギニン・グリシン・アスパラギン酸（いわゆるＲＧＤ）配列等）や特定の糖鎖
配列（例えば、ガラクトース側鎖等）を有する化合物等を用いることができ、またこれら
の誘導体としては、当該細胞接着性物質に任意の官能基や高分子等を結合させたものを用
いることができる。
【００３８】
　これら生体から取得され若しくは合成された細胞接着性物質又はこれらの誘導体は、例
えば、当該細胞接着性物質等の水溶液を底面２０上で乾燥させることにより、又は当該細
胞接着性物質等の水溶液中において、当該細胞接着性物質が有する官能基と底面２０上の
官能基との間で化学反応（例えば、カルボキシル基やアミノ基等の間の縮合反応等）を起
こさせて共有結合を形成させること等により、当該底面２０上に固定化することができる
。
【００３９】
　一方、非接着性領域３２は、例えば、培養液中において、細胞が実質的に接着できない
ような、細胞の接着には不適切な荷電状態や親水性・疎水性をもつ細胞非接着性の表面を
有する。ここで、この細胞非接着性を示す表面とは、例えば、培養液中において、細胞が
当該表面上に沈降した場合に、その細胞形状が球状からほとんど変化しない程度に極めて
弱く接着するが培養液の流れ等によって容易に脱着し、又は当該細胞が全く接着できず球
形のまま培養液中で浮遊状態を維持することとなる表面である。
【００４０】
　具体的に、この非接着性領域３２の表面は、例えば、細胞保持キャビティ１２を形成す
る際に当該細胞保持キャビティ１２の底面２０として露出した基板１０の材料表面そのも
のとして形成し、又は当該露出した基板１０の表面上に生体から取得され若しくは合成さ
れた細胞非接着性物質又はこれらの誘導体が固定化された表面として形成することができ
る。
【００４１】
　この非接着性領域３２に固定化される細胞非接着性物質としては、例えば、用いる細胞
の細胞膜に存するたんぱく質や糖鎖等の細胞表面分子に対して結合しない生体由来又は合
成された細胞非接着性物質を用いることができる。
【００４２】
　具体的に、例えば、生体由来の細胞非接着性物質としては、アルブミン等の高い親水性
を示すたんぱく質等を用いることができ、またこれらの誘導体としては、例えば、当該細
胞非接着性物質に任意の官能基や高分子鎖等を結合させたものを用いることができる。
【００４３】
　また、例えば、合成された細胞非接着性物質としては、ポリエチレングリコール等の極
めて高い親水性を示す高分子や、ＭＰＣ（２－メタクリロイルオキシエチルホスホリルコ
リン）、ｐｏｌｙ―ＨＥＭＡ（ポリヒドロキシエチルメタクリレート）、ＳＰＣ（セグメ
ント化ポリウレタン）等を用いることができ、これらの誘導体としては、当該細胞非接着
性物質に任意の官能基や高分子等を結合させたものを用いることができる。
【００４４】
　これら生体から取得され若しくは合成された細胞非接着性物質又はこれらの誘導体は、
例えば、当該細胞非接着性物質等の水溶液を底面２０上で乾燥させることにより、又は当
該細胞非接着性物質等の水溶液中において、当該細胞非接着性物質等が有する官能基と底
面２０上の官能基との間で化学反応を起こさせて共有結合を形成させること等により、当
該底面２０上に固定化することができる。
【００４５】
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　また、接着性領域３０は、細胞保持キャビティ１２の底面２０の中央付近に形成されて
もよい。この場合、例えば、図１に示すように、本マイクロチップ１上に細胞保持キャビ
ティ１２が規則的に配置されていれば、当該細胞保持キャビティ１２の底面２０のうち接
着性領域３０上で形成される細胞組織体もまた、本マイクロチップ１上に規則的に配置す
ることができるとともに、当該形成される細胞組織体の形状を均一なものとすることがで
きる。
【００４６】
　したがって、例えば、各細胞組織体に蛍光色素等を用いた染色処理等を施し、その染色
の程度等によって当該各細胞組織体の機能を評価するような場合には、均一な形状の細胞
組織体の各位置を本マイクロチップ１上に設定した座標値等により正確に特定することが
できるため、当該染色の程度を自動解析装置等を用いて簡便、迅速且つ確実に解析するこ
とができる。
【００４７】
　また、これら接着性領域３０と非接着性領域３２とを含む底面２０は、図３に示すよう
に、その全体が平面となるように形成されてもよいし、少なくとも一方の領域の一部又は
接着性領域３０と非接着性領域３２との間に段差等を有するように形成されてもよい。
【００４８】
　次に、本マイクロチップ１を用いて細胞組織体を形成する方法について、その概略を説
明する。まず、用いる細胞を培養液中に所定の密度となるように分散し、当該細胞分散液
を各細胞保持キャビティ１２内に所定量ずつ入れることにより細胞の播種を行い、当該細
胞を細胞保持キャビティ１２の底面２０上に沈降させる。
【００４９】
　ここで、１つの細胞保持キャビティ１２内に播種する細胞の数は、底面２０上に沈降し
た細胞同士が互いに結合を形成する上で必要な程度に接触することができ、且つ当該細胞
が集合して形成される細胞組織体の大きさが所定の範囲内に抑えられるように決定するこ
とが好ましい。
【００５０】
　具体的に、例えば、この播種細胞数は、細胞保持キャビティ１２あたり、２～１．５×
１０５ 個の範囲であることが好ましく、特に５０～３．０×１０４ 個の範囲であることが
好ましい。また、細胞保持キャビティ底面２０の単位面積あたりの播種細胞数は、３０～
１．５×１０４ 個／ｍｍ２ の範囲であることが好ましい。
【００５１】
　これは、細胞組織体を形成するためには、細胞保持キャビティ１２あたり少なくとも２
個の細胞が保持される必要があり、また、播種細胞の数が多すぎると、当該細胞から形成
される細胞組織体が巨大なものとなり、その内部の細胞が栄養や酸素の不足により壊死し
てしまうことがあるためである。
【００５２】
　次に、このようにして細胞が播種された本マイクロチップ１を水平に保ちつつ、所定の
期間、静置状態で維持することにより、当該細胞の培養を行う。この静置培養期間におい
て、各細胞保持キャビティ１２の底面２０上に沈降した細胞のうち、接着性領域３０上に
沈降した細胞を当該接着性領域３０の表面に接着させる。なお、非接着性領域３２上に沈
降した細胞は、当該非接着性領域３２の表面に接着せず浮遊状態を維持し、又は極めて弱
く接着する。
【００５３】
　その後、さらにこの静置培養を維持し、又は本マイクロチップ１を水平面上で円弧を描
くように揺動させながら培養を継続する。これにより、培養期間の経過に伴って、各細胞
保持キャビティ１２の底面２０上に沈降した細胞は互いに結合し、当該底面２０のうち、
接着性領域３０に集まるように徐々に移動し、当該接着性領域３０上において、当該細胞
同士が三次元的に結合した細胞組織体を形成する。この細胞組織体は、培養液中に浮遊す
ることなく、接着性領域３０上に接着した状態で細胞保持キャビティ１２内に安定して保

10

20

30

40

50

(7) JP 3981929 B2 2007.9.26



持されたまま長期間にわたって培養することができる。
【００５４】
　なお、本マイクロチップ１においては、各細胞保持キャビティ１２の側面２２の一部に
、当該細胞保持キャビティ１２に培養液を流入させるための流入口と、当該細胞保持キャ
ビティ１２から当該培養液を流出するための流出口と、をさらに形成することにより、接
着性領域３０上に細胞組織体を形成した後に、当該細胞保持キャビティ１２内に培養液を
流通させながら培養することができる。
【００５５】
［実施例］
　次に、本マイクロチップ１を用いて細胞組織体を形成させた実施例について説明する。
【００５６】
［細胞組織体マイクロチップの作製］
　本実施例においては、本マイクロチップ１の基板１０として、ポリメチルメタクリレー
ト製の平板（２４ｍｍ×２４ｍｍ、厚さ２００μｍ）を用いた。すなわち、このポリメチ
ルメタクリレート平板の表面の一部に、１０ｍｍ角の矩形範囲にわたって、マシニングセ
ンタ（卓上型ＮＣ微細加工機、株式会社ピーエムティー製）を用いた穿孔加工処理を施す
ことにより、直径３００μｍの円形の貫通孔を約１０００個形成した。この円形貫通孔は
、互いにその中心間距離が４００μｍとなるように規則的に配置した。
【００５７】
　また、本マイクロチップ１の細胞保持キャビティ１２の底面２０として、ガラス製の平
板（２２ｍｍ×２２ｍｍ、厚さ４００μｍ）を用いた。すなわち、このガラス平板の表面
の一部に１２ｍｍ角の矩形範囲にわたって、スパッタリング装置（Ｅ―１０３０、日立株
式会社製）を用いたスパッタリング処理を施すことにより、プラチナ（Ｐｔ）の薄膜（厚
さ９ｎｍ）を形成した。そして、このガラス平板のプラチナ表面部分と、上記ポリメチル
メタクリレート平板上の貫通孔を形成した部分とを位置合わせし、シリコン系接着剤（Ｔ
ＳＥ３８９、ＧＥ東芝シリコーン株式会社製）を用いて、当該ガラス平板と当該ポリメチ
ルメタクリレート平板とを接着した。このようにして、図２に示すような、直径３００μ
ｍの円形の底面２０を有する、深さ２００μｍの細胞保持キャビティ１２を形成した。
【００５８】
　一方、直径１００μｍ、長さ２００μｍの円筒状突起を複数有するＰＤＭＳ（ Poly(Dim
ethyl Siloxane)）製のスタンプをモールド成形により作製した。このスタンプは、各円
筒状突起の位置が、本マイクロチップ１上の各細胞保持キャビティ１２の位置に対応する
ように、当該突起先端の円形断面の中心間距離を４００μｍとした。そして、このスタン
プを用いたマイクロコンタクトプリンティングにより、次のようにして細胞保持キャビテ
ィ１２の底面２０に接着性領域３０を形成した。
【００５９】
　すなわち、接着性領域３０の表面に固定化する細胞接着性物質として、細胞接着性のＲ
ＧＤ配列を有するペプチド（アミノ酸配列：ＲＧＤＳＡＡＡＡＡＣ、 Thermo Electron Co
rporation製）を用意した。そして、この細胞接着性ペプチドを１．７８ｍｇ /ｍＬの濃度
で含むＤＭＳＯ（ジメチルスルフォキサイド）溶液に、上記作製したスタンプの各円筒状
突起の先端を浸すことにより、当該各円筒状突起の先端面に当該ペプチド溶液を塗布した
。
【００６０】
　次に、位相差顕微鏡下において観察しながら、ペプチド溶液を塗布したスタンプの各円
筒状突起の位置を、上記プラチナが蒸着された本マイクロチップ１の各細胞保持キャビテ
ィ１２の底面の中央付近に位置合わせし、当該各円筒状突起の先端を当該底面２０に押し
当てることにより、当該各円筒状突起の先端に塗布されていたペプチド溶液を、当該各細
胞保持キャビティ１２の底面２０の中央付近に塗布し、窒素雰囲気下において乾燥させた
。これにより細胞接着性ペプチド分子末端のシステインが有するチオール基と底面２０の
プラチナ表面との間に化学結合を形成させ、当該プラチナ表面に当該細胞接着性ペプチド
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を固定化した。
【００６１】
　このようにして、直径は３００μｍの細胞保持キャビティ１２の底面２０の中央付近に
、細胞接着性ペプチドが固定化された直径約１００μｍの接着性領域３０を１つ形成した
。
【００６２】
　次に、この接着性領域３０を含む底面２０上に、次のようにして非接着性領域３２を形
成した。すなわち、非接着性領域３２の表面に固定化する細胞非接着性物質として、分子
量５０００のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）鎖を有する細胞非接着性の合成高分子（
化学式：ＣＨ３ （ＣＨ２ ＣＨ２ ）ｎ ＳＨ、 Nektar Therapeutics社製）を用意した。
【００６３】
　そして、上記接着性領域３０を形成した各細胞保持キャビティ１２内に、この細胞非接
着性高分子を２５ｍｇ /ｍＬの濃度で含むエタノール溶液を過剰量加え、窒素雰囲気下に
おいて当該細胞非接着性高分子が有するチオール基と底面２０のプラチナ表面との間に化
学結合を形成させることにより、当該プラチナ表面（すなわち、底面２０のうち接着性領
域３０を除く領域）に当該細胞非接着性高分子を固定化した。その後、本マイクロチップ
１の全体をエタノール溶液によって十分に洗浄して余剰の細胞非接着性高分子を除去する
とともに、さらに約２時間、エタノール中に浸漬することにより滅菌処理を行った。
【００６４】
　このようにして、各細胞保持キャビティ１２の底面２０の中央付近に接着性領域３０を
形成し、当該接着性領域３０以外の領域に非接着性領域３２を形成した本マイクロチップ
１を作製し、以下の培養実験に用いた。
【００６５】
［細胞の準備］
　本実施例においては、細胞として、ラットの肝臓から公知のコラゲナーゼ灌流法を用い
て調製した初代肝細胞を用いた。ここで、この肝細胞の調製法について簡単に説明する。
すなわち、まず、７週齢のウィスター系ラット（体重２５０ｇ）の門脈（肝臓につながる
血管の一つ）にカニューレを挿入し、当該カニューレから肝臓に所定の組成の脱血液を導
入した後、コラゲナーゼ（和光純薬社製）を０．５ｍｇ／ｍＬの濃度で溶解した消化液を
灌流し、肝臓内における肝細胞同士の結合等を切断する消化処理を行った。そして、この
消化処理された肝臓を摘出し、メスやピペット等を用いた分散処理と培養液等を用いた洗
浄処理により、個々の細胞が分散した単離状態の肝細胞を得た。
【００６６】
　また、培養液としては、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ、ギブコ社製）１３．
５ｇ／Ｌに、６０ｍｇ／Ｌのプロリン（シグマ社製）、５０ｍｇ／ｍＬの上皮細胞成長因
子（ＥＧＦ、フナコシ社製）、７．５ｍｇ／Ｌのヒドロコルチゾン（和光純薬社製）、０
．１μＭの硫酸銅・５水和物（和光純薬社製）、３μｇ／Ｌのセレン酸（和光純薬社製）
、５０ｐＭの硫酸亜鉛・７水和物（和光純薬社製）、５０μｇ／Ｌのリノール酸（シグマ
社製）、５８．８ｍｇ／Ｌのペニシリン（明治製菓社製）、１００ｍｇ／Ｌのストレプト
マイシン（明治製菓社製）、１．０５ｇ／Ｌの炭酸水素ナトリウム（和光純薬社製）、１
．１９ｇ／Ｌの２－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］エタンスルホ
ン酸（ＨＥＰＥＳ、同人堂社製）、を加えた無血清培養液を用いた。
【００６７】
［細胞組織体の形成］
　このようにして得た肝細胞を、５．０×１０５ 個／ｍＬの密度となるように培養液に分
散した。そして、ポリスチレン製の培養容器（直径３５ｍｍ、ファルコン社製）の底部に
上記滅菌処理後の本マイクロチップ１を載置し、当該本マイクロチップ１上に、この細胞
分散液の一部を２．０ｍＬ加え、５％炭酸ガス、９５％空気の雰囲気下、３７℃にて静置
状態で培養を行った。
【００６８】
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　また、第一の対照実験として、直径３５ｍｍのポリスチレン製の培養容器の底部に本マ
イクロチップ１の細胞保持キャビティ底部２０を形成するために用いたものと同様のガラ
ス製の平板（２２ｍｍ×２２ｍｍ、厚さ４００μｍ）を載置し、当該ガラス平板上に、こ
の細胞分散液の他の一部を２．０ｍＬ加え、同様に静置培養を行った。
【００６９】
　また、第二の対照実験として、直径３５ｍｍのポリスチレン製の培養容器の底部に本マ
イクロチップ１の細胞保持キャビティ底部２０を形成するために用いたものと同様のガラ
ス製の平板（２２ｍｍ×２２ｍｍ、厚さ４００μｍ）上にコラーゲン（Ｃｅｌｌｍａｔｒ
ｉｘ　Ｔｙｐｅ　Ｉ－Ｃ、新田ゼラチン社製）をコーティングしたものを載置し、当該コ
ラーゲンコートガラス平板上に、この細胞分散液のさらに他の一部を２．０ｍＬ加え、同
様に静置培養を行った。本マイクロチップ１及び対照実験に用いた培養容器内の培養液は
、培養開始後２日毎に新鮮な培養液に交換した。
【００７０】
　図４は、細胞保持キャビティ１２内に形成された肝細胞組織体（図４中のＴ）の培養３
日目における位相差顕微鏡写真を示す。図３に示すように、各細胞保持キャビティ１２内
には、１つの肝細胞組織体が形成され、その形状は、いずれも表面が平滑化した球状であ
った。なお、このような球状の肝細胞組織体は、本マイクロチップ１の各細胞保持キャビ
ティ１２内において、培養開始後１～２日の間に形成された。
【００７１】
　また、図３に示すように、各細胞保持キャビティ１２内において、各肝細胞組織体は、
底面２０の中央付近に形成された。すなわち、各肝細胞組織体は、各細胞保持キャビティ
１２の底面２０のうち接着性領域３０上に接着し、培養液中に浮遊することなく安定に保
持されていた。なお、非接着性領域３２上には、肝細胞はほとんど存在しなかった。
【００７２】
　これに対し、第一の対照実験においては、ガラス平板上の全体に、播種された細胞の一
部から、形状がいびつで様々なサイズの肝細胞組織体が、培養液中に浮遊した状態で形成
された（図示せず）。また、第二の対照実験においては、肝細胞は、コラーゲンをコーテ
ィングされたガラス平板上に扁平に伸展した単層状態で接着していた（図示せず）。
【００７３】
　図５は、本マイクロチップ１の細胞保持キャビティ１２内において形成された肝細胞組
織体と、第一の対照実験において形成された肝細胞組織体と、についての粒径分布を示す
ヒストグラムである。図５において、横軸は肝細胞組織体の直径（μｍ）、縦軸は、本マ
イクロチップ１内又は対照実験のそれぞれにおいて、粒径測定の対象となった肝細胞組織
体の総数に対する、各横軸が示す直径を有する肝細胞組織体の個数の割合（％）をそれぞ
れ示す。また、図５において、丸印は本マイクロチップ１を用いて形成された肝細胞組織
体についての結果を、また四角印は第一の対照実験において形成された肝細胞組織体につ
いての結果を、それぞれ示す。
【００７４】
　図５に示すように、本マイクロチップ１において形成された肝細胞組織体のうち、８６
％の肝細胞組織体の直径は１６０～１８０μｍの範囲であった。すなわち、本マイクロチ
ップ１の各細胞保持キャビティ１２内においては、粒径の揃った、極めて均一なサイズの
肝細胞組織体が形成された。
【００７５】
　これに対し、第一の対照実験において形成された肝細胞組織体は、様々な粒径のものを
含み、全体としてサイズが不均一であった。なお、この肝細胞組織体の粒径の測定は、顕
微鏡下での観察結果を画像解析することにより行った。
【００７６】
　また、本マイクロチップ１において形成された肝細胞組織体と、第二の対照実験におけ
る単層状の肝細胞とについて、肝臓に特有の解毒機能の一つであるアンモニア（生体内に
おける老廃物質の一つ）除去能力を評価した。このアンモニア除去能力の評価においては
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、培養開始後３、７、１０、１４日目において、肝細胞組織体又は単層の肝細胞を含む培
養容器内の培養液を所定濃度のアンモニアを添加した培養液に交換して培養し、所定時間
経過後に当該アンモニア添加培養液を回収して、当該回収した培養液中アンモニア濃度の
当該添加後所定時間内での減少量を市販の測定キット（和光純薬社製）を用いて測定する
ことにより行った。
【００７７】
　図６は、アンモニア除去能力の評価結果を示す。図６において、横軸は培養時間（培養
日数）、縦軸は単位細胞数（１０６ 個）あたり、単位時間（時間）あたりのアンモニア除
去量（μｍｏｌ）をそれぞれ示す。また、図６において、丸印は本マイクロチップ１を用
いて形成された肝細胞組織体についての結果を、また四角印は第二の対照実験における単
層状の肝細胞についての結果を、それぞれ示す。
【００７８】
　図６に示すように、本マイクロチップ１において形成された肝細胞組織体は、培養開始
後２週間にわたって、アンモニア除去能力を発現し続けた。これに対し、第二の対照実験
における単層状の肝細胞のアンモニア除去能力は、図６に示すように、培養１週間以降は
単調に低下し、培養２週間の時点では完全に消失した。なお、第一の対照実験においては
、形成された肝細胞組織体が浮遊状態であり、培養液の交換等の際に当該肝細胞組織体の
多くが除去されてしまうため、アンモニア除去能力の評価を行うことは困難であった。
【００７９】
　このように、本マイクロチップ１を用いることにより、肝臓特有の機能を高いレベルで
発現し続ける肝細胞組織体を、各細胞保持キャビティ１２の底面２０の中央付近に安定に
固定した状態で、長期間にわたって培養することができた。
【図面の簡単な説明】
【００８０】
【図１】本発明の一実施形態に係る細胞組織体マイクロチップについての説明図である。
【図２】本発明の一実施形態に係る細胞保持キャビティについての電子顕微鏡写真である
。
【図３】本発明の一実施形態に係る細胞保持キャビティの底面についての説明図である。
【図４】本発明の一実施形態に係る細胞組織体マイクロチップにおいて形成された肝細胞
組織体の位相差顕微鏡写真である。
【図５】本発明の一実施形態に係る細胞組織体マイクロチップにおいて形成された肝細胞
組織体の粒径分布を示すヒストグラムである。
【図６】本発明の一実施形態に係る細胞組織体マイクロチップにおいて形成された肝細胞
組織体の肝機能を評価した結果を示すグラフである。
【符号の説明】
【００８１】
　１　細胞組織体マイクロチップ、１０　基板、１２　細胞保持キャビティ、２０　底面
、２２　側面、３０　接着性領域、３２　非接着性領域。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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