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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１の培養皿と、第２の培養皿を有する細胞培養装置であって、
　前記第１の培養皿は、底面に第１の膜を備え、
　前記第２の培養皿は、底面に第２の膜を備え、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着さ
れていることを特徴とする、細胞培養装置。
【請求項２】
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、係合又は嵌合により装着されている、請求項
１に記載の細胞培養装置。
【請求項３】
　前記第１の培養皿の底面には、第１の膜のたわみを防止するためのテーパー構造及びケ
ガキ線を有し、及び／又は、前記第２の培養皿の底面には、第２の膜のたわみを防止する
ためのテーパー構造及びケガキ線を有する、請求項１又は２に記載の細胞培養装置。
【請求項４】
　前記第１の培養皿は、雌ねじ構造を有し、
　前記第２の培養皿は、雄ねじ構造を有し、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、螺着により装着されている、請求項１～３の
いずれか一項に記載の細胞培養装置。
【請求項５】
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　前記第１の培養皿が、側面において、前記隙間の高さに孔を有する、請求項１～４のい
ずれか一項に記載の細胞培養装置。
【請求項６】
　前記第１の膜及び前記第２の膜の少なくとも一方が、液体透過性の多孔質膜、又は、気
相中で液密性を有し、液相中で半透性を有する半透膜である、請求項１～５のいずれか一
項に記載の細胞培養装置。
【請求項７】
　前記半透膜がゲル化する細胞外マトリックス成分を含有する、請求項６に記載の細胞培
養装置。
【請求項８】
　前記ゲル化する細胞外マトリックス成分がコラーゲンである、請求項７に記載の細胞培
養装置。
【請求項９】
　更に、第Ｎの培養皿（Ｎは３以上の整数。）を有し、
　前記第Ｎの培養皿は、底面に第Ｎの膜を備え、
　前記第Ｎ－１の培養皿と前記第Ｎの培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装
着されている、請求項１～８のいずれか一項に記載の細胞培養装置。
【請求項１０】
　前記第１の培養皿の底面に緩衝部を備えた、請求項１～９のいずれか一項に記載の細胞
培養装置。
【請求項１１】
　前記第２の培養皿を閉塞する蓋部を備えた、請求項１～１０のいずれか一項に記載の細
胞培養装置。
【請求項１２】
　１種類の細胞を、少なくとも前記第１の培養皿に有する、請求項１～１１のいずれか一
項に記載の細胞培養装置を備えたことを特徴とする組織型チップ。
【請求項１３】
　種類の異なる細胞を有する培養皿を備えた、請求項１～１１のいずれか一項に記載の細
胞培養装置を備えたことを特徴とする器官型チップ。
【請求項１４】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の細胞培養装置を用いることを特徴とする細胞培
養方法。
【請求項１５】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の細胞培養装置を用いることを特徴とする細胞運搬
方法。
【請求項１６】
　肝代謝物の毛細胆管様構造への蓄積と排泄を促進する肝細胞培養装置であって、
　複数の肝細胞を含む第１細胞培養物と、
　前記第１細胞培養物において、肝細胞間に毛細胆管様構造を構築させることができ、底
面に生理活性物質を透過可能な膜を備えた、前記第１細胞培養物を収容する第２の培養皿
と、
　前記第１細胞培養物における肝代謝物の排泄活性を上げることができる第２細胞培養物
と、
　前記第２細胞培養物を収容する第１の培養皿と、を有し、
　前記第１細胞培養物を前記第２細胞培養物の上に配置して共培養し、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着さ
れていることを特徴とする、肝細胞培養装置。
【請求項１７】
　前記肝代謝物の排泄活性は、前記第１細胞培養物における肝細胞間の毛細胆管様構造、
及び肝細胞内に蓄積された肝代謝物を排泄する活性である、請求項１６に記載の肝細胞培
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養装置。
【請求項１８】
　前記肝細胞が、ヒト、ラット、サル、類人猿、ネコ、イヌ、ブタ、ウシ、ヒツジ、ウマ
、ニワトリおよびカモからなる群から選択された肝正常組織、肝がん組織又は幹細胞に由
来する培養肝細胞である、請求項１６又は１７に記載の肝細胞培養装置。
【請求項１９】
　前記肝細胞が、HepG2-NIAS細胞（RCB4679株）である、請求項１６～１８のいずれか一
項に記載の肝細胞培養装置。
【請求項２０】
　前記第２細胞培養物が、ヒト、ラット、サル、類人猿、ネコ、イヌ、ブタ、ウシ、ヒツ
ジ、ウマ、ニワトリおよびカモからなる群から選択された上皮、間充織又は内皮に由来す
る細胞の培養物である、請求項１６～１９のいずれか一項に記載の肝細胞培養装置。
【請求項２１】
　前記生理活性物質を透過可能な膜がゲル化する細胞外マトリックス成分を含有する、請
求項１６～２０のいずれか一項に記載の肝細胞培養装置。
【請求項２２】
　前記ゲル化する細胞外マトリックス成分がコラーゲンである、請求項２１に記載の肝細
胞培養装置。
【請求項２３】
　複数のヒト角膜上皮細胞を含む第１細胞培養物と、
　前記第１細胞培養物において、底面に生理活性物質を透過可能な膜を備えた、前記第１
細胞培養物を収容する第１の培養皿と、
　底面に濾過膜を備えた、第２の培養皿と、を有し、
　前記第２の培養皿が前記第１の培養皿の上に配置されており、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着さ
れていることを特徴とする、ヒト角膜上皮モデル。
【請求項２４】
　前記第１の培養皿の底面に緩衝部を備えた、請求項２３に記載のヒト角膜上皮モデル。
【請求項２５】
　前記第２の培養皿を閉塞する蓋部を備えた、請求項２３又は２４に記載のヒト角膜上皮
モデル。
【請求項２６】
　嫌気性細菌培養物と、底面に滅菌濾過膜を備えた、前記嫌気性細菌培養物を収容する第
２の培養皿と、小腸由来細胞培養物と、底面に気相中で液密性を有し、液相中で半透性を
有する半透膜を備えた、前記小腸由来細胞培養物を収容する第１の培養皿と、酸素供給機
構と、を有し、前記嫌気性細菌培養物を前記小腸由来細胞培養物の上に配置し、前記小腸
由来細胞培養物を前記酸素供給機構の上に配置し、前記第１の培養皿と前記第２の培養皿
が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着されている、ヒト小腸モデル。
【請求項２７】
　前記酸素供給機構は、空気中の酸素を利用する機構、又は酸素発生機構を備えた、請求
項２６に記載のヒト小腸モデル。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞培養装置及びその使用に関する。より具体的には、本発明は、細胞培養
装置、組織型チップ、器官型チップ、細胞培養方法、細胞運搬方法、肝細胞培養装置、ヒ
ト角膜上皮モデル、及びヒト小腸モデルに関する。
　本願は、２０１９年４月１８日に、日本に出願された特願２０１９－７９５２２号に基
づき優先権を主張し、その内容をここに援用する。
【背景技術】
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【０００２】
　創薬や動物実験代替法に関連する企業では、単層培養の細胞ではなく、より生体に近し
い「組織型培養モデル」が求められている。
【０００３】
　本発明者は、コラーゲンビトリゲル膜を両面に貼った環状プラスチックの細胞封入用デ
バイスに関する一連の製品及び製造技術の基盤を開発するとともに、これらを、非凍結細
胞の輸送ツール、創薬支援ツール、及び細胞移植ツールとして実用化する構想を提案して
きた（例えば、特許文献１～３参照。）。
　また、本発明者は、コラーゲンビトリゲル膜チャンバー内で、毛細胆管様構造を形成さ
せたヒト肝がん細胞株と、単層培養したヒト胆管がん細胞株を共培養することで、ヒト肝
における薬物代謝物の胆汁中排泄物を外挿する評価系を開発した（例えば、特許文献４参
照。）。
　なお、本明細書において、用語「ビトリゲル」を用いる際には、用語「（登録商標）」
を省略して用いる場合がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】国際公開第２０１８／００３８５８号
【特許文献２】国際公開第２０１８／１３５２５２号
【特許文献３】国際公開第２０１８／２１１８７６号
【特許文献４】国際公開第２０１６／１５８４１７号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明者は、上記開発実績を踏まえ、更に優れた細胞培養装置を開発することを目的と
した。
【０００６】
　本発明は、上記事情を鑑みてなされたものであり、ハンドリングに優れた細胞培養装置
を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は以下の態様を含む。
［１］第１の培養皿と、第２の培養皿を有する細胞培養装置であって、
　前記第１の培養皿は、底面に第１の膜を備え、
　前記第２の培養皿は、底面に第２の膜を備え、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着さ
れていることを特徴とする、細胞培養装置。
［２］前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、係合又は嵌合により装着されている、［
１］に記載の細胞培養装置。
［３］前記第１の培養皿の底面には、第１の膜のたわみを防止するためのテーパー構造及
びケガキ線を有し、及び／又は、前記第２の培養皿の底面には、第２の膜のたわみを防止
するためのテーパー構造及びケガキ線を有する、［１］又は［２］に記載の細胞培養装置
。
［４］前記第１の培養皿は、雌ねじ構造を有し、
　前記第２の培養皿は、雄ねじ構造を有し、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、螺着により装着されている、［１］～［３］
のいずれかに記載の細胞培養装置。
［５］前記第１の培養皿が、側面において、前記隙間の高さに孔を有する、［１］～［４
］のいずれかに記載の細胞培養装置。
［６］前記第１の膜及び前記第２の膜の少なくとも一方が、液体透過性の多孔質膜、又は
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、気相中で液密性を有し、液相中で半透性を有する半透膜である、［１］～［５］のいず
れかに記載の細胞培養装置。
［７］前記半透膜がゲル化する細胞外マトリックス成分を含有する、［６］に記載の細胞
培養装置。
［８］前記ゲル化する細胞外マトリックス成分がコラーゲンである、［７］に記載の細胞
培養装置。
［９］更に、第Ｎの培養皿（Ｎは３以上の整数。）を有し、
　前記第Ｎの培養皿は、底面に第Ｎの膜を備え、
　前記第Ｎ－１の培養皿と前記第Ｎの培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装
着されている、［１］～［８］のいずれかに記載の細胞培養装置。
［１０］前記第１の培養皿の底面に緩衝部を備えた、［１］～［９］のいずれかに記載の
細胞培養装置。
［１１］前記第２の培養皿を閉塞する蓋部を備えた、［１］～［１０］のいずれかに記載
の細胞培養装置。
［１２］１種類の細胞を、少なくとも前記第１の培養皿に有する、［１］～［１１］のい
ずれかに記載の細胞培養装置を備えたことを特徴とする組織型チップ。
［１３］種類の異なる細胞を有する培養皿を備えた、［１］～［１１］のいずれかに記載
の細胞培養装置を備えたことを特徴とする器官型チップ。
［１４］［１］～［１１］のいずれかに記載の細胞培養装置を用いることを特徴とする細
胞培養方法。
［１５］［１］～［１１］のいずれかに記載の細胞培養装置を用いることを特徴とする細
胞運搬方法。
［１６］肝代謝物の毛細胆管様構造への蓄積と排泄を促進する肝細胞培養装置であって、
　複数の肝細胞を含む第１細胞培養物と、
　前記第１細胞培養物において、肝細胞間に毛細胆管様構造を構築させることができ、底
面に生理活性物質を透過可能な膜を備えた、前記第１細胞培養物を収容する第２の培養皿
と、
　前記第１細胞培養物における肝代謝物の排泄活性を上げることができる第２細胞培養物
と、
　前記第２細胞培養物を収容する第１の培養皿と、を有し、
　前記第１細胞培養物を前記第２細胞培養物の上に配置して共培養し、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着さ
れていることを特徴とする、肝細胞培養装置。
［１７］前記肝代謝物の排泄活性は、前記第１細胞培養物における肝細胞間の毛細胆管様
構造、及び肝細胞内に蓄積された肝代謝物を排泄する活性である、［１６］に記載の肝細
胞培養装置。
［１８］前記肝細胞が、ヒト、ラット、サル、類人猿、ネコ、イヌ、ブタ、ウシ、ヒツジ
、ウマ、ニワトリおよびカモからなる群から選択された肝正常組織、肝がん組織又は幹細
胞に由来する培養肝細胞である、［１６］又は［１７］に記載の肝細胞培養装置。
［１９］前記肝細胞が、HepG2-NIAS細胞（RCB4679株）である、［１６］～［１８］のい
ずれかに記載の肝細胞培養装置。
［２０］前記第２細胞培養物が、ヒト、ラット、サル、類人猿、ネコ、イヌ、ブタ、ウシ
、ヒツジ、ウマ、ニワトリおよびカモからなる群から選択された上皮、間充織又は内皮に
由来する細胞の培養物である、［１６］～［１９］のいずれかに記載の肝細胞培養装置。
［２１］前記生理活性物質を透過可能な膜がゲル化する細胞外マトリックス成分を含有す
る、［１６］～［２０］のいずれかに記載の肝細胞培養装置。
［２２］前記ゲル化する細胞外マトリックス成分がコラーゲンである、［２１］に記載の
肝細胞培養装置。
［２３］複数のヒト角膜上皮細胞を含む第１細胞培養物と、
　前記第１細胞培養物において、底面に生理活性物質を透過可能な膜を備えた、前記第１
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細胞培養物を収容する第１の培養皿と、
　底面に濾過膜を備えた、第２の培養皿と、を有し、
　前記第２の培養皿が前記第１の培養皿の上に配置されており、
　前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着さ
れていることを特徴とする、ヒト角膜上皮モデル。
［２４］前記第１の培養皿の底面に緩衝部を備えた、［２３］に記載のヒト角膜上皮モデ
ル。
［２５］前記第２の培養皿を閉塞する蓋部を備えた、［２３］又は［２４］に記載のヒト
角膜上皮モデル。
［２６］嫌気性細菌培養物と、底面に滅菌濾過膜を備えた、前記嫌気性細菌培養物を収容
する第２の培養皿と、小腸由来細胞培養物と、底面に気相中で液密性を有し、液相中で半
透性を有する半透膜を備えた、前記小腸由来細胞培養物を収容する第１の培養皿と、酸素
供給機構と、を有し、前記嫌気性細菌培養物を前記小腸由来細胞培養物の上に配置し、前
記小腸由来細胞培養物を前記酸素供給機構の上に配置し、前記第１の培養皿と前記第２の
培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着されている、ヒト小腸モデル。
［２７］前記酸素供給機構は、空気中の酸素を利用する機構、又は酸素発生機構を備えた
、［２６］に記載のヒト小腸モデル。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明によれば、ハンドリングに優れた細胞培養装置を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】（ａ）本実施形態の細胞培養装置の斜視図である。（ｂ）本実施形態の細胞培養
装置の側面図である。（ｃ）本実施形態の細胞培養装置の側面図である。（ｄ）第１の培
養皿の側面図である。（ｅ）第１の培養皿の上面図である。（ｆ）第２の培養皿の側面図
である。（ｇ）第２の培養皿の上面図である。
【図２】（ａ）第１の膜を覆う保護部の側面図である。（ｂ）蓋部の斜視図である。（ｃ
）本実施形態の細胞培養装置の側面図である。（ｄ）本実施形態の細胞培養装置の側面図
である。
【図３】台座の斜視図である。
【図４】（ａ）～（ｃ）本実施形態の肝細胞培養装置の側面図である。
【図５】（ａ）第１の培養皿の底面図である。（ｂ）脚部の側面図である。
【図６】（ａ）第２の培養皿の側面図である。（ｂ）第１の培養皿の側面図である。（ｃ
）第２の培養皿の底面図である。（ｄ）第１の培養皿の底面図である。
【図７】本実施形態の酸素分圧制御モデルの側面図である。
【図８】本実施形態のヒト小腸モデルの側面図である。
【図９】（ａ）φ１１ｍｍ、φ１４ｍｍに切り出したビニールの製造工程を示す写真であ
る。（ｂ）おねじ用、及びめねじ用のアクリル治具の写真である。
【図１０】（ａ）ビニールをアクリル治具Ａに接着し、アクリル治具Ａ及びＢを合体する
工程を示す写真である。（ｂ）おねじ用治具にコラーゲンゾルを注入する工程を示す写真
である。
【図１１】（ａ）めねじ用治具にコラーゲンゾルを注入する工程を示す写真である。（ｂ
）注入したコラーゲンゾルのゲル化工程を示す写真である。
【図１２】（ａ）ゲル化したコラーゲンのガラス化工程を示す写真である。（ｂ）ガラス
化したコラーゲンゲル膜の再水和の工程を示す写真である。
【図１３】（ａ）再水和後のコラーゲンビトリゲル膜を示す写真である。（ｂ）再水和し
たコラーゲンビトリゲル膜の再ガラス化工程を示す写真である。
【図１４】（ａ）おねじ用治具の治具ＡＢを解除する工程を示す写真である。（ｂ）めね
じ用治具の治具ＡＢを解除する工程を示す写真である。
【図１５】（ａ）ねじ式部材へコラーゲンビトリゲル膜を接着する工程を示す写真である
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。（ｂ）ねじ式部材の外側へはみ出したコラーゲンビトリゲル膜をトリミングする工程を
示す写真である。
【図１６】（ａ）ねじ式部材用脚と治具の写真である。（ｂ）ねじ式部材用脚の接着工程
を示す写真である。
【図１７】（ａ）おねじとめねじを組み合わせる工程を示す写真である。（ｂ）シリコン
Oリングの装着工程を示す写真である。
【図１８】（ａ）コラーゲンビトリゲル膜を貼る前のおねじのケガキ線付き角度２度の先
端面を示す写真である。（ｂ）コラーゲンビトリゲル膜を貼る前のめねじのケガキ線付き
角度２度の先端面を示す写真である。（ｃ）ケガキ線付き角度２度の先端面にコラーゲン
ビトリゲル膜を貼ったおねじとめねじの写真である。
【図１９】（ａ）シリコンOリングを装着したおねじの写真である。（ｂ）脚を接着した
めねじの写真である。（ｃ）シリコンＯリングを装着したおねじと、脚を接着しためねじ
を螺着した細胞培養装置を斜めから見た写真である。（ｄ）シリコンＯリングを装着した
おねじと、脚を接着しためねじを螺着した細胞培養装置を横から見た写真である。
【図２０】（ａ）傾斜角度なし（０度）のおねじを示す。（ｂ）は、傾斜角度２度のおね
じを示す。（ｃ）は、傾斜角度なし（０度）のめねじを示す。（ｄ）は、傾斜角度２度の
めねじを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　以下、場合により図面を参照しつつ、本発明の実施形態について詳細に説明する。なお
、図面中、同一又は相当部分には同一又は対応する符号を付し、重複する説明は省略する
。なお、各図における寸法比は、説明のため誇張している部分があり、必ずしも実際の寸
法比とは一致しない。
【００１１】
［細胞培養装置］
　１実施形態において、本発明は、第１の培養皿と、第２の培養皿を有する細胞培養装置
であって、前記第１の培養皿は、底面に第１の膜を備え、前記第２の培養皿は、底面に第
２の膜を備え、前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、隙間の高さを調節可能な状態で
装着されている、細胞培養装置を提供する。
【００１２】
　図１（ａ）～（ｂ）は、本実施形態の細胞培養装置の一例の構造を説明する模式図であ
る。図１（ａ）は、本実施形態の細胞培養装置の斜視図であり、図１（ｂ）は、図１（ａ
）の側面図である。
　図１（ａ）～（ｂ）に示すように、細胞培養装置１において、第１の培養皿１１と、第
２の培養皿１２が、隙間の高さを調節可能な状態で装着されている。図１（ｃ）は、細胞
培養装置１において、第２の培養皿１２が、最も下方に位置する状態から、第２の培養皿
１２が第１の培養皿１１から引き上げられた状態へ変化させたときの側面図である。図１
（ｃ）に示すように、第２の培養皿１２が第１の培養皿１１から引き上げられることによ
り、隙間１３が生じる。隙間１３の高さは、第１の培養皿１１と第２の培養皿１２との距
離を調節することにより調節可能であり、例えば０ｃｍ～１ｃｍが好ましく、０ｃｍ～０
．５ｃｍがより好ましい。隙間１３の高さは、細胞培養装置１の用途に応じて、例えば、
封入する細胞の体積に応じて調節可能である。
【００１３】
　図１（ｄ）は、第１の培養皿１１の側面図である。図１（ｄ）において、第１の培養皿
１１は、内周面に雌ねじが切られており、雌ねじ構造を有している。図１（ｅ）は、第１
の培養皿１１の上面図である。図１（ｅ）において、第１の培養皿１１は、底面に第１の
膜１１１を有している。
【００１４】
　図１（ｆ）は、第２の培養皿１２の側面図である。図１（ｆ）において、第２の培養皿
１２は、外周面に雄ねじが切られており、雄ねじ構造を有している。図１（ｇ）は、第２
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の培養皿１２の上面図である。図１（ｇ）において、第２の培養皿１２は、底面に第２の
膜１２１を有している。
【００１５】
　第１の培養皿１１と第２の培養皿１２の間に生じる隙間の高さを調節する手段として、
雄ねじ構造の根元にシリコンＯ-リング、金属ワッシャー、又は環状ナイロン膜等を装着
した後に雌ねじと螺着してもよい。
　第１の培養皿１１と第２の培養皿１２の間は、高さを調節可能な隙間を有した状態で装
着されていればよく、係合又は嵌合により装着されていることが好ましい。
　図１（ａ）～（ｂ）では、第１の培養皿１１と第２の培養皿１２が、螺着により装着さ
れているが、装着機構は問わず、テーパー構造を介して装着されていてもよい。
【００１６】
　第１の培養皿１１及び第２の培養皿１２の外径は、略同一が好ましい。外径は、６ｍｍ
～１００ｍｍが好ましく、１０ｍｍ～６０ｍｍがより好ましく、１４ｍｍ～３０ｍｍがさ
らに好ましい。第１の培養皿１１の内径は、２ｍｍ～９６ｍｍが好ましく、６ｍｍ～５６
ｍｍがより好ましく、１０ｍｍ～２６ｍｍがさらに好ましい。第２の培養皿１２の内径は
、１ｍｍ～８０ｍｍが好ましく、２ｍｍ～４０ｍｍがより好ましく、３ｍｍ～２５ｍｍが
さらに好ましい。
　また、細胞培養装置１の高さは、０．５ｃｍ～１０ｃｍが好ましく、１ｃｍ～５ｃｍが
より好ましい。
【００１７】
　本実施形態の細胞培養装置１の内部容積は、培養液に懸濁した細胞を注入でき、インビ
トロ試験系で用いられる多細胞構造体を構築することができる程度のスモールスケールで
あればよい。具体的には、例えば、１０ｍＬ以下が好ましく、１０μＬ～５ｍＬがより好
ましく、１５μＬ～２ｍＬがさらに好ましく、２０μＬ～１ｍＬが特に好ましい。内部容
積が上記上限値以下であることにより、十分に酸素、及び培養液の栄養分が供給され、細
胞を効率よく長期間に渡り培養することができる。また、内部容積が上記下限値以上であ
ることにより、インビトロ試験系で用いるのに十分な細胞数及び細胞密度の細胞を得るこ
とができる。
【００１８】
　本明細書において、「多細胞構造体」とは、複数の細胞が細胞－基質間の結合、及び細
胞－細胞間の結合を形成した単層細胞又は多層細胞からなる３次元構造体を意味する。本
実施形態における多細胞構造体は、１種類以上の機能細胞と、その足場の役割を果たす基
質により構成されている。すなわち、本実施形態における多細胞構造体は、複数の機能細
胞と基質とが相互作用することで、より生体内の組織又は器官に類似した形態を構築して
いるものである。したがって、多細胞構造体には、血管及び／又は胆管等の毛細管網様構
造が３次元的に構築されていてもよい。このような毛細管網様構造は、多細胞構造体の内
部にのみ形成されていてもよく、少なくともその一部が多細胞構造体の表面又は底面に露
出されるように形成されていてもよい。
【００１９】
　第１の培養皿１１は、側面において、細胞を封入する際に必要な隙間の高さに孔１１２
を有することが好ましい（図１（ｂ）参照。）。第１の培養皿１１に細胞懸濁液を添加し
た後、第２の培養皿１２を装着させていく際に、孔１１２から余計な培養液を放出させる
ことができる。
【００２０】
　第１の培養皿１１及び第２の培養皿１２に用いられる膜としては、例えば、多孔質膜が
挙げられる。
【００２１】
　本明細書において、「多孔質膜」とは、細孔を多数有する膜を意味し、空隙を有する膜
、細孔と空隙とを有する膜も包含する。
　本実施形態の細胞培養装置に用いられる液体透過性の多孔質膜としては、内部に封入さ
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れた細胞が外部に透過しない程度の孔を有する膜であればよく、特別な限定はない。多孔
質膜としては、例えば、濾紙、半透膜（例えば、限外濾過膜等）、不織布、ガーゼ様メッ
シュ、各種メンブレンフィルター等が挙げられ、これらに限定されない。
【００２２】
　また、本実施形態における多孔質膜の細孔の大きさとしては、例えば０．０１μｍ～１
，５００μｍが好ましく、例えば０．０１μｍ～１．０μｍが好ましく、例えば０．０１
μｍ～０．４５μｍが好ましい。細孔の大きさは、内部に封入する細胞等の大きさに応じ
て適宜選択すればよい。
【００２３】
　中でも、本実施形態における多孔質膜は、気相中で液密性を有し、液相中で半透性を有
する半透膜であることが好ましい。半透膜は、気相中で液密性を有するため、例えば、本
実施形態の細胞培養装置の内部に培養液等の液体を含んでいる場合に、気相中において、
液体が漏れず、内部に保つことができる。この液密性は、半透膜上での表面張力によるも
のである。一方、気体を通すことができるため、内部に液体を含む場合、内部の液体は経
時的に蒸発する。
【００２４】
　本実施形態に用いられる半透膜は、例えば、分子量約１，０００,０００以下の高分子
化合物を透過することができるものであればよく、例えば、分子量約２００，０００以下
の分子化合物を透過することができるものであればよい。
【００２５】
　本明細書において、「液密性」とは、液体が漏れない状態を意味する。
　また、本明細書において、「半透性」とは、一定の分子量以下の分子又はイオンのみを
透過可能な性質を意味し、「半透膜」とは、当該性質を有する膜である。
【００２６】
　多孔質膜の材料としては、細胞毒性の無いものが好ましく、天然高分子化合物であって
もよく、合成高分子化合物であってもよい。また、多孔質膜が半透膜である場合、その材
料としては、生体適合性を有する材料であることが好ましい。
　なお、本明細書において、「生体適合性」とは、生体組織と材料との適合性を示す評価
基準を意味する。また、「生体適合性を有する」とは、材料それ自体が毒性を有さず、内
毒素等の微生物由来の成分を有さず、生体組織を物理的に刺激することなく、生体組織を
構成するタンパク質や細胞等と相互作用しても拒絶されない状態を意味する。
【００２７】
　天然高分子化合物としては、例えば、ゲル化する細胞外マトリックス由来成分、多糖類
（例えば、アルギネート、セルロース、デキストラン、プルラン（ｐｕｌｌｕｌａｎｅ）
、ポリヒアルロン酸、及びそれらの誘導体等）、キチン、ポリ（３－ヒドロキシアルカノ
エート）（特に、ポリ（β－ヒドロキブチレート）、ポリ（３－ヒドロキシオクタノエー
ト））、ポリ（３－ヒドロキシ脂肪酸）、フィブリン、寒天、アガロース等が挙げられ、
これらに限定されない。
　セルロースには、合成により改質されたものも含み、例えば、セルロース誘導体（例え
ば、アルキルセルロース、ヒドロキシアルキルセルロース、セルロースエーテル、セルロ
ースエステル、ニトロセルロース、キトサン等）等が挙げられる。より具体的なセルロー
ス誘導体としては、例えば、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピル
セルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒドロキシブチルメチルセルロース
、セルロースアセテート、セルロースプロピオネート、セルロースアセテートブチレート
、セルロースアセテートフタレート、カルボキシメチルセルロース、セルローストリアセ
テート、セルローススルフェートナトリウム塩等が挙げられる。
【００２８】
　中でも、前記天然高分子化合物としては、優れた保水性を有することから、ゲル化する
細胞外マトリックス由来成分、フィブリン、寒天、又はアガロースが好ましい。
　ゲル化する細胞外マトリックス由来成分としては、例えば、コラーゲン（I型、II型、I
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II型、V型、XI型等）、マウスＥＨＳ腫瘍抽出物（IV型コラーゲン、ラミニン、ヘパラン
硫酸プロテオグリカン等を含む）より再構成された基底膜成分（商品名：マトリゲル）、
グリコサミノグリカン、ヒアルロン酸、プロテオグリカン、ゼラチン等が挙げられ、これ
らに限定されない。それぞれのゲル化に至適な塩等の成分、その濃度、ｐＨ等を選択し多
孔質膜（特に、半透膜）を作製することが可能である。また、原料を組み合わせることで
、様々な生体内組織を模倣した多孔質膜（特に、半透膜）を得ることができる。
【００２９】
　本実施形態における多孔質膜の材料が、細胞外マトリックス由来成分である場合に、細
胞外マトリックス由来成分を多孔質膜（特に、半透膜）の単位面積１ｃｍ２あたり０．１
ｍｇ～１０．０ｍｇ含有することが好ましく、０．５ｍｇ～５．０ｍｇ含有することがよ
り好ましい。特に、細胞外マトリックス由来成分がアテロコラーゲンである場合、アテロ
コラーゲンを多孔質膜（特に、半透膜）の単位面積１ｃｍ２あたり０．５ｍｇ～１０．０
ｍｇ含有することが好ましく、１ｃｍ２あたり２．５ｍｇ～５．０ｍｇ含有することがよ
り好ましい。
　多孔質膜（特に、半透膜）における細胞外マトリックス由来成分（特に、アテロコラー
ゲン）の含有量が上記範囲であることにより、細胞を培養するより好ましい強度とするこ
とができる。
　なお、「該膜の単位面積１ｃｍ２あたりの重量」とは、膜の厚さを任意として、該材料
片１ｃｍ２あたりに含有される成分の重量を指す。
【００３０】
　合成高分子化合物としては、例えば、ポリホスファゼン、ポリ（ビニルアルコール）、
ポリアミド（例えば、ナイロン等）、ポリエステルアミド、ポリ（アミノ酸）、ポリ無水
物、ポリスルホン、ポリカーボネート、ポリアクリレート（アクリル樹脂）、ポリアルキ
レン（例えば、ポリエチレン等）、ポリアクリルアミド、ポリアルキレングリコール（例
えば、ポリエチレングリコール等）、ポリアルキレンオキシド（例えば、ポリエチレンオ
キシド等）、ポリアルキレンテレフタレート（例えば、ポリエチレンテレフタレート等）
、ポリオルトエステル、ポリビニルエーテル、ポリビニルエステル、ポリビニルハライド
、ポリビニルピロリドン、ポリエステル、ポリシロキサン、ポリウレタン、ポリヒドロキ
シ酸（例えば、ポリラクチド、ポリグリコリド等）、ポリ（ヒドロキシ酪酸）、ポリ（ヒ
ドロキシ吉草酸）、ポリ［ラクチド－ｃｏ－（ε－カプロラクトン）］、ポリ［グリコリ
ド－ｃｏ－（ε－カプロラクトン）］等）、ポリ（ヒドロキシアルカノエート）、及びこ
れらのコポリマー等が挙げられ、これらに限定されない。
【００３１】
　ポリアクリレート（アクリル樹脂）としてより具体的には、例えば、ポリ（メタクリル
酸メチル）、ポリ（メタクリル酸エチル）、ポリ（メタクリル酸ブチル）、ポリ（メタク
リル酸イソブチル）、ポリ（メタクリル酸ヘキシル）、ポリ（メタクリル酸イソデシル）
、ポリ（メタクリル酸ラウリル）、ポリ（メタクリル酸フェニル）、ポリ（アクリル酸メ
チル）、ポリ（アクリル酸イソプロピル）、ポリ（アクリル酸イソブチル）、ポリ（アク
リル酸オクタデシル）等が挙げられる。
【００３２】
　中でも、合成高分子化合物としては、ポリヒドロキシ酸（例えば、ポリラクチド、ポリ
グリコリド等）、ポリエチレンテレフタレート、ポリ（ヒドロキシ酪酸）、ポリ（ヒドロ
キシ吉草酸）、ポリ［ラクチド－ｃｏ－（ε－カプロラクトン）］、ポリ［グリコリド－
ｃｏ－（ε－カプロラクトン）］等）、ポリ（ヒドロキシアルカノエート）、ポリオルト
エステル、又はコポリマーが好ましい。
【００３３】
　本実施形態における多孔質膜の材料は、上記に例示された材料のうち１種類から構成さ
れていてもよく、２種類以上から構成されていてもよい。また、本実施形態における多孔
質膜の材料は、天然高分子化合物又は合成高分子化合物のうちいずれかで構成されていて
もよく、天然高分子化合物及び合成高分子化合物の両方から構成されていてもよい。
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【００３４】
　中でも、本実施形態における多孔質膜が半透膜である場合、その材料としては、天然高
分子化合物が好ましく、ゲル化する細胞外マトリックス由来成分がより好ましく、コラー
ゲンがさらに好ましい。また、コラーゲンの中でもより好ましい原料としては、ネイティ
ブコラーゲン又はアテロコラーゲンを例示できる。
【００３５】
　また、多孔質膜の構成材料として、ハイドロゲルが挙げられる。本明細書において、「
ハイドロゲル」とは、高分子化合物が化学結合によって網目構造をとり、その網目に多量
の水を保有した物質を示す。ハイドロゲルとしてより具体的には、天然物高分子化合物や
合成高分子化合物の人工素材に架橋を導入してゲル化させたものを意味する。
【００３６】
　ハイドロゲルには、例えば、上述のゲル化する細胞外マトリックス由来成分、フィブリ
ン、寒天、アガロース、セルロース等の天然高分子化合物、及びポリアクリルアミド、ポ
リビニルアルコール、ポリエチレンオキシド、ｐｏｌｙ（ＩＩ－ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙ
ｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ）／ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ等の合成高分子化合
物が含まれる。
【００３７】
　ハイドロゲルを用いた多孔質膜の製造方法としてより具体的には、まず、鋳型に完全に
はゲル化していない状態のハイドロゲル（以下、「ゾル」と称することがある。）を配置
し、ゲル化を誘導する。
　ゾルがコラーゲンゾルである場合、コラーゲンゾルは至適な塩濃度を有するものとして
、生理食塩水、ＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｓａｌｉｎｅ）、ハンク
ス平衡塩類溶液（Ｈａｎｋ’ｓ　Ｂａｌａｎｃｅｄ　Ｓａｌｔ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ：ＨＢ
ＳＳ）、基礎培養液、無血清培養液、血清含有培養液等を用いて、調製したものを用いれ
ばよい。また、ゲル化の際のコラーゲンゾルのｐＨは、例えば６以上８以下であればよい
。
　特に無血清培養液を用いる場合、他動物血清成分中に含まれる移植に適さない物質（例
えば、抗原、病原因子等）が多孔質膜に含まれることを回避できるため、細胞培養装置で
培養した細胞を移植に用いる場合に好適な多細胞構造体を得ることができる。
【００３８】
　また、コラーゲンゾルの調製は例えば４℃程度で行えばよい。その後、ゲル化する際の
保温は、用いるコラーゲンの動物種に依存したコラーゲンの変性温度より低い温度とすれ
ばよく、一般的には２０℃以上３７℃以下の温度で保温することで数分から数時間でゲル
化を行うことができる。
【００３９】
　また、多孔質膜を作製するためのコラーゲンゾルの濃度は、０．１％～１．０％が好ま
しく、０．２％～０．６％がより好ましい。コラーゲンゾルの濃度が上記下限値以上であ
ることにより、ゲル化が弱すぎず、また、コラーゲンゾルの濃度が上記上限値以下である
ことにより、均一なコラーゲンゲルからなる多孔質膜（特に、半透膜）を得ることができ
る。
【００４０】
　さらに、得られたハイドロゲルを乾燥し、ハイドロゲル乾燥体としてもよい。ハイドロ
ゲルを乾燥させることにより、ハイドロゲル内の自由水を完全に除去し、さらに結合水の
部分除去を進行させることができる。
【００４１】
　さらに、得られたハイドロゲル乾燥体をＰＢＳや使用する培養液等で再水和することで
、ビトリゲル（登録商標）としてもよい。
　このガラス化工程（ハイドロゲル内の自由水を完全に除去した後に、結合水の部分除去
を進行させる工程）の期間を長くするほど、再水和した際には透明度、強度に優れたビト
リゲル（登録商標）を得ることができる。なお、必要に応じて短期間のガラス化後に再水
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和して得たビトリゲル（登録商標）をＰＢＳ等で洗浄し、再度ガラス化することもできる
。
【００４２】
　乾燥方法としては、例えば、風乾、密閉容器内で乾燥（容器内の空気を循環させ、常に
乾燥空気を供給する）、シリカゲルを置いた環境下で乾燥する等、種々の方法を用いるこ
とができる。例えば、風乾の方法としては、１０℃４０％湿度で無菌に保たれたインキュ
ベーターで２日間乾燥させる、若しくは無菌状態のクリーンベンチ内で一昼夜、室温で乾
燥する等の方法を例示することができる。
【００４３】
　なお、本明細書において、「ビトリゲル（登録商標）」とは、従来のハイドロゲルをガ
ラス化（ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）した後に再水和して得られる安定した状態にある
ゲルのことを指し、本発明者によって、「ビトリゲル（ｖｉｔｒｉｇｅｌ）（登録商標）
」と命名されている。
　また、本明細書においては、ハイドロゲルからなる多孔質膜の製造工程を詳細に説明す
るにあたり、当該ガラス化工程の直後であり再水和の工程を経ていないハイドロゲルの乾
燥体に対しては、単に「ハイドロゲル乾燥体」とした。そして、当該ガラス化工程の後に
再水和の工程を経て得られたゲルを「ビトリゲル（登録商標）」として区別して表した。
また、そのビトリゲル（登録商標）をガラス化させて得られた乾燥体を「ビトリゲル（登
録商標）乾燥体」とした。また、ビトリゲル（登録商標）乾燥体に紫外線照射する工程を
施して得られるものを「紫外線照射処理を施したビトリゲル（登録商標）乾燥体」とした
。また、「紫外線照射処理を施したビトリゲル（登録商標）乾燥体」に再水和する工程を
施して得られるゲルを「ビトリゲル（登録商標）材料」とした。また、ビトリゲル（登録
商標）材料をガラス化させて得られた乾燥体を「ビトリゲル（登録商標）材料の乾燥体」
とした。従って、「ビトリゲル（登録商標）」及び「ビトリゲル（登録商標）材料」は水
和体である。
【００４４】
　紫外線の照射には、公知の紫外線照射装置を使用することができる。
　ビトリゲル（登録商標）乾燥体への紫外線の照射エネルギーは、単位面積あたりの総照
射量が、０．１ｍＪ／ｃｍ２～６０００ｍＪ／ｃｍ２以下であることが好ましく、１０ｍ
Ｊ／ｃｍ２～４０００ｍＪ／ｃｍ２であることがより好ましく、１００ｍＪ／ｃｍ２～３
０００ｍＪ／ｃｍ２であることがさらに好ましい。総照射量が上記の範囲であることによ
り、続く再水和工程において得られるビトリゲル（登録商標）材料の透明度及び強度を特
に好ましいものとすることができる。
【００４５】
　本実施形態における多孔質膜の厚さは特に制限されないが、１μｍ～１０００μｍが好
ましく、１μｍ～５００μｍがより好ましく、５μｍ～３００μｍがさらに好ましく、１
０μｍ～２００μｍが特に好ましい。多孔質膜の厚さが上記範囲であることにより、細胞
を培養するのより好ましい強度とすることができる。
【００４６】
　多孔質膜以外の細胞培養装置の材質としては、ソーダ石灰ガラス、パイレックス（登録
商標）ガラス、バイコール（登録商標）ガラス、石英ガラス等のガラス材料；ウレタンゴ
ム、ニトリルゴム、シリコーンゴム、シリコーン樹脂（例えば、ポリジメチルシロキサン
）、フッ素ゴム、アクリルゴム、イソプレンゴム、エチレンプロピレンゴム、クロロスル
ホン化ポリエチレンゴム、エピクロルヒドリンゴム、クロロプレンゴム、スチレン・ブタ
ジエンゴム、ブタジエンゴム、ポリイソブチレンゴム等のエラストマー材料；ポリ（塩化
ビニル）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（メタクリル酸メチル）、ポリ（酢酸ビニル
－共－無水マレイン酸）、ポリ（ジメチルシロキサン）モノメタクリレート、環状オレフ
ィンポリマー、フルオロカーボンポリマー、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレ
ンイミン、ポリエチレンテレフタレート（PET）等のポリマーを含むプラスチック；ポリ
（酢酸ビニル－共－無水マレイン酸）、ポリ（スチレン－共－無水マレイン酸）、ポリ（
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エチレン－共－アクリル酸）、又はこれらの誘導体等のコポリマー等が挙げられ、プラス
チックが好ましい。また、係るプラスチックはシリコンコートが施されていてもよい。
　細胞培養装置の色としては、特に限定されないが、各種顕微鏡を用いて細胞を観察する
等の観点から透明色および不透明（遮光）色を適宜選択することが好ましい。また、細胞
培養装置には、培養する個々の細胞を識別するための工夫（例
えば、着色、印字等）が施されていてもよい。
【００４７】
　多孔質膜以外の細胞培養装置の製造方法としては、圧縮成形法、射出成形法、押出成形
法等が挙げられ、これらに限定されない。
【００４８】
　本実施形態の細胞培養装置において、第１の膜及び前記第２の膜の少なくとも一方が、
気相中で液密性を有し、液相中で半透性を有する半透膜であることが好ましい。細胞培養
装置における膜の組み合わせの一例としては、第１の膜がビトリゲル膜であり、第２の膜
がPET等プラスチック膜である組み合わせ、第１の膜がPET等プラスチック膜であり、第２
の膜がビトリゲル膜である組み合わせ、第１の膜及び第２の膜ともにビトリゲル膜である
組み合わせ、第１の膜が滅菌濾過膜であり、第２の膜がビトリゲル膜である組み合わせ、
第１の膜がPET等プラスチック膜であり、第２の膜が滅菌濾過膜である組み合わせ、第１
の膜がビトリゲル膜であり、第２の膜が透析膜である組み合わせ、等が挙げられる。滅菌
濾過膜としては、０．２２μｍ、０．４５μｍのものが挙げられる。
　また、第１の膜及び第２の膜ともにPET等プラスチック膜である組み合わせも挙げられ
る。
　膜以外の細胞培養装置の材質と膜の材質が同じ場合には、両者が一体化したものとして
捉えてもよい。例えば、膜以外の細胞培養装置の材質と膜の材質がPET等プラスチック樹
脂である場合、別途PET等プラスチック膜を張らずとも、本発明の範囲内に含まれる。
【００４９】
　第１の膜１１１にビトリゲル膜等の半透膜を用いる場合、細胞培養装置１は、第１の膜
１１１を覆う保護部１４を有していてもよい（図２（ａ）参照。）。保護部１４の材質は
、上述した膜以外の細胞培養装置の材質と同様のものが挙げられる。保護部１４は、第１
の膜１１１との間隙を調節するための雌ねじ構造を有することが好ましい。この間隙には
培養液を満たしてもよい。
　また、第１の膜１１１にビトリゲル膜等の半透膜を用いる場合、保護部１４を外した状
態で、培養液を備えたマルチウエルプレート中に置いてもよい。その際、第１の膜１１１
とマルチウエルプレート中の培養液との接触を促進させる観点から、膜１１１の外面に、
メッシュ等の緩衝部を備えていてもよい。
　また、第２の培養皿で細胞を培養する場合には、第２の培養皿を閉塞する蓋部１５を有
していてもよい（図２（ｂ）参照。）。蓋部１５は、雄ねじ構造を有することが好ましい
。雄ねじ構造は、ねじを締める間に、ねじと第２の培養皿の隙間から、圧を逃がすため余
計な気体・液体が出ていくような構造であることが好ましい。または、第２の培養皿は、
側面において、孔を有していてもよい。
【００５０】
　また、第１の膜１１１にビトリゲル膜等の半透膜を用い、細胞培養装置１を培養液を備
えたマルチウエルプレート中に置く場合、第１の培養皿は、底面に複数の脚部１１３を有
していてもよい。図５（ａ）は、細胞培養装置１を上面側から見た上面図である。脚部１
１３の個数としては、３個以上が好ましく、３個がより好ましい。半透膜を有する培養皿
をハンガーを用いてぶら下げる場合、例えば６ウェルプレートの１ウェル中に複数を設置
すると、お互いにぶつかり合い、細胞アッセイでは機能しない場合がある。本実施形態に
おいては、例えば６ウェルプレートの１ウェル中に複数安定して設置することができる。
　図５（ｂ）は、脚部１１３の側面図である。図５（ｂ）に示すように、脚部１１３との
接触面を保護する観点から、脚部１１３は丸脚であってもよい。
【００５１】
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　また、第１の膜１１１と第２の膜１２１に、それぞれビトリゲル膜等の半透膜を用いる
場合、図６に示すように、第１の培養皿１１の面１１ａと第２の培養皿１２の面１２ａは
、それぞれテーパー構造を有していることが好ましい（図６（ａ）及び（ｂ）参照。）。
テーパー構造を有することにより、膜がたわみにくくなり、接着剤がはみ出しにくくなる
。さらに、第１の培養皿１１の面１１ａおよび第２の培養皿１２の面１２ａには、第１の
膜１１１および第２の膜１２１の該膜上に接着剤をはみ出さないように塗布するケガキ線
が施されていることが好ましい（図６（ｃ）及び（ｄ）参照。）。
　テーパーの傾斜角度としては、１０°以下が好ましく、５°以下がより好ましく、１°
以上３°以下が更に好ましく、２°が特に好ましい。ケガキ線は、第１および第２の培養
皿の面の内周側と外周側を区別できる位置に施されればよく、内周側と外周側が１：１に
区別できる位置が好ましく、内周側と外周側が１：２に区別できる位置がより好ましい。
【００５２】
　また、本実施形態の細胞培養装置１は、更に、第Ｎの培養皿（Ｎは３以上の整数。）を
有し、前記第Ｎの培養皿は、底面に第Ｎの膜を備え、前記第Ｎ－１の培養皿と前記第Ｎの
培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着されていてもよい。例えば、図２（
ｃ）に示されるように、更に第３の培養皿１６を有し、この第３の培養皿１６は、底面に
第３の膜を備え、第２の培養皿１２と第３の培養皿１６が高さを調節可能な隙間を有した
状態で装着されていてもよい。この場合、例えば、第２の培養皿１２は、内周面に雌ねじ
が切られており、第３の培養皿１６は、外周面に雄ねじが切られている。第Ｎの培養皿（
Ｎは３以上の整数。）と第Ｎ－１の培養皿がこのような関係を有することにより、培養皿
をタンデムに装着することができる。係る細胞培養装置は、後述する器官型チップ等に好
適に用いられる。
【００５３】
［培養皿の製造方法］
　本実施形態のビトリゲル膜乾燥体が接着された培養皿の製造方法は、１以上の凹部を有
し、且つ、前記凹部の底面において、中心部はハイドロゲルに対する吸着性が低い第１の
材料で構成され、周縁部はハイドロゲルに対する吸着性が高い第２の材料で構成された台
座の凹部にゾルを注入し、ゾルをゲル化させる工程１と、前記工程１で得られたハイドロ
ゲルを台座内に形成された状態で乾燥し、ガラス化させる工程２と、前記工程２で得られ
たハイドロゲル乾燥体を前記台座内に形成された状態で水和させる工程３と、前記工程３
で得られたビトリゲルを前記台座内に形成された状態で乾燥し再度ガラス化させる工程４
と、前記工程４で得られたビトリゲル乾燥体のうち前記台座の天面上をわずかに覆う部分
を切り離す工程５と、ビトリゲル膜乾燥体と接する側の面の周縁部に接着剤層を有する筒
状部材を、台座の凹部に載置した後、台座からビトリゲル膜乾燥体が接着された筒状部材
を抜き出す工程６と、をこの順に備える方法である。
【００５４】
［台座］
　図３は、台座５の斜視図である。台座５は、１以上の凹部５ｃを有する。この凹部５ｃ
内に、ビトリゲル膜乾燥体が製造される。
　台座５の凹部５ｃは、平滑な面を有するビトリゲル膜乾燥体が得られることから、底面
が平滑であり、且つ、側面と底面とが互いに垂直になっているものである。
　また、凹部５ｃの横断面の面積としては、所望の大きさのビトリゲル膜乾燥体となるよ
うな大きさとすることができ、特別な限定はない。凹部５ｃの横断面の面積としては、具
体的には、例えば４ｍｍ２以上４００ｃｍ２以下とすることができ、例えば２０ｍｍ２以
上４０ｃｍ２以下とすることができ、例えば８０ｍｍ２以上４ｃｍ２以下とすることがで
きる。
【００５５】
　また、台座において、凹部５ｃの深さは、ビトリゲル膜乾燥体の厚さが所望の厚さとな
るように適宜調整することができ、１μｍ以上５ｍｍ以下であることが好ましく、５μｍ
以上３ｍｍ以下であることがより好ましく、１０μｍ以上２ｍｍ以下であることがさらに
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好ましく、２０μｍ以上１ｍｍ以下であることが特に好ましい。
【００５６】
　また、台座５において、凹部５ｃの横断面の形状は、ビトリゲル膜乾燥体の形状が所望
の形状となるように適宜調整することができ、例えば、三角形、四角形（正方形、長方形
、台形含む）、五角形、六角形、七角形、八角形等の多角形；円形、楕円形、略円形、楕
円形、略楕円形、半円形、扇形等が挙げられ、これらに限定されない。中でも、凹部５ｃ
の横断面の形状は、円形であることが好ましい。
【００５７】
　また、台座５において、凹部５ｃの横断面が円形である場合、その径は、ビトリゲル膜
乾燥体の径が所望の径となるように適宜調整することができ、例えば２ｍｍ以上２２６ｍ
ｍ以下とすることができ、例えば５ｍｍ以上７２ｍｍ以下とすることができ、例えば１０
ｍｍ以上２３ｍｍ以下とすることができる。
【００５８】
　また、台座５を構成する材料としては、凹部５ｃの底面において、中心部５aはハイド
ロゲルに対する吸着性が低い第１の材料で構成され、周縁部５bはハイドロゲルに対する
吸着性が高い第２の材料で構成されている。また、凹部５ｃの底面の中心部５a以外の部
分は全て第２の材料で構成されていてもよい。
　ここで、「凹部５ｃの底面の中心部５a」とは、底面の中心から最短の縁部までの距離
のうち、例えば９／１０、好ましくは４／５、より好ましくは３／４、さらに好ましくは
２／３、特に好ましくは１／２までの位置を意味する。また、「凹部５ｃの底面の周縁部
５b」とは、前記凹部５ｃの底面の中心部を取り囲む部分を意味する。
【００５９】
　本明細書において、「ハイドロゲルに対する吸着性が低い材料」とは、ハイドロゲルが
全く吸着しない材料又は脱着可能な程度の弱い力で吸着する材料を意味する。
　また、本明細書において、「ハイドロゲルに対する吸着性が高い材料」とは、ハイドロ
ゲルが完全に吸着する材料又は脱着できない程度の強い力で吸着する材料を意味する。
【００６０】
　また、ハイドロゲルがコラーゲン等のタンパク質を含むゲルである場合、ハイドロゲル
に対する吸着性が低い材料とは親水性基を表面上に多く有する材料であってもよく、ハイ
ドロゲルに対する吸着性が高い材料とは疎水性基を表面上に多く有する材料であってもよ
い。前記親水性基及び前記疎水性基の表面上に有する数は、使用するタンパク質を含むハ
イドロゲルの種類に応じて、適宜調整することができる。
　前記親水性基としては、例えば、ホスホリルコリン基、アルキレングリコール基等が挙
げられる。
　前記疎水性基としては、例えば、直鎖状、分岐鎖状及び環状のアルキル基が挙げられる
。アルキル基の炭素数は、例えば１以上２０以下であり、例えば４以上２０以下である。
【００６１】
　前記第１の材料として具体的には、例えば、ステンレス鋼、ポリ（塩化ビニル）等が挙
げられ、これらに限定されない。
　また、第１の材料としては、例えば、シリコン等の剥離剤が積層されたフィルムであっ
てもよい。ビトリゲル膜乾燥体と当該フィルムの剥離剤層が積層された面とが接するよう
に、ビトリゲル膜乾燥体を製造することで、容易にビトリゲル膜乾燥体を引き剥がすこと
ができる。前記フィルムの材料としては、例えば、ポリエチレン、ポリエチレンテレフタ
ラート、ポリスチレン、ポリプロピレン等が挙げられ、特別な限定はない。
　また、第１の材料としては、例えば、シリコン等のオイルを台座の底面上に塗布してな
るオイル被膜であってもよい。
【００６２】
　前記第２の材料として具体的には、例えば、ガラス材料、ポリアクリレート（アクリル
樹脂）、ポリスチレン、ナイロン等が挙げられ、これらに限定されない。
　前記ガラス材料としてより具体的には、例えば、ソーダ石灰ガラス、パイレックス（登
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録商標）ガラス、バイコール（登録商標）ガラス、石英ガラス等が挙げられる。
　前記ポリアクリレート（アクリル樹脂）としてより具体的には、例えば、ポリ（メタク
リル酸メチル）、ポリ（メタクリル酸エチル）、ポリ（メタクリル酸ブチル）、ポリ（メ
タクリル酸イソブチル）、ポリ（メタクリル酸ヘキシル）、ポリ（メタクリル酸イソデシ
ル）、ポリ（メタクリル酸ラウリル）、ポリ（メタクリル酸フェニル）、ポリ（アクリル
酸メチル）、ポリ（アクリル酸イソプロピル）、ポリ（アクリル酸イソブチル）、ポリ（
アクリル酸オクタデシル）等が挙げられる。
　また、凹部の底面の中心部以外の部分が全て上記例示した第２の材料で構成されていて
もよい。
【００６３】
　また、前記第１の材料は、台座の凹部の底面において、脱着可能に載置されていてもよ
い。このとき、第１の材料は物理的な引き剥がしによって、簡単に脱着可能な程度の弱い
力で、台座の凹部の底面を構成する材料に接着されていることが好ましい。具体的には、
第１の材料はＰＢＳ等の塩を介して、ピンセット等による物理的な引き剥がしによって簡
単に脱着可能な程度の弱い力で、台座の凹部の底面を構成する材料に接着されていてもよ
い。又は、第１の材料はシリコン等の剥離剤を含有する剥離剤層を介して、ピンセット等
による物理的な引き剥がしによって簡単に脱着可能な程度の弱い力で、台座の凹部の底面
を構成する材料に接着されていてもよい。
　このとき、第１の材料の下に存在する台座の凹部の底面を構成する材料としては、上述
の第２の材料と同様のものが挙げられる。
【００６４】
＜工程１＞
　まず、台座の凹部にゾルを注入し、ゾルをゲル化させる。
　ゾルを保温する温度は、用いるゾルの種類に応じて適宜調整することができる。例えば
、ゾルがコラーゲンゾルである場合、ゲル化する際の保温は、用いるコラーゲンの動物種
に依存したコラーゲンの変性温度より低い温度とすることができ、一般的には２０℃以上
３７℃以下の温度で保温することで数分から数時間でゲル化を行うことができる。
【００６５】
＜工程２＞
　次いで、得られたハイドロゲルを台座内に形成された状態で乾燥し、ガラス化させる。
　ハイドロゲルを乾燥させることにより、ハイドロゲル内の自由水を完全に除去し、さら
に結合水の部分除去を進行させることができる。
　このガラス化工程（ハイドロゲル内の自由水を完全に除去した後に、結合水の部分除去
を進行させる工程）の期間を長くするほど、再水和した際には透明度、強度に優れたビト
リゲルを得ることができる。なお、必要に応じて短期間のガラス化後に再水和して得たビ
トリゲルをＰＢＳ等で洗浄し、再度ガラス化することもできる。
【００６６】
＜工程３＞
　次いで、得られたハイドロゲル乾燥体を台座内に形成された状態で水和させる。このと
き、生理食塩水、ＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｓａｌｉｎｅ）等を用
いて、水和させることができる。
【００６７】
＜工程４＞
　次いで、得られたビトリゲルを台座内に形成された状態で乾燥し、再度ガラス化させる
。
＜工程５＞
　次いで、得られたビトリゲル乾燥体を、例えば筒状のブレード（薄い刃）等を用いて、
ビトリゲル乾燥体のうち前記台座の天面上をわずかに覆う部分を切り離す。前記筒状のブ
レードの横断面は、台座の凹部の横断面より僅かに大きくすることができる。具体的には
、筒状のブレードの横断面の面積は、台座の凹部の横断面の面積に対して好ましくは１倍
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以上１．１５倍以下、より好ましくは１倍以上１．１倍以下、さらに好ましくは１倍以上
１．０７倍以下、特に好ましくは１倍以上１．０５倍以下である。
【００６８】
　また、筒状のブレードの横断面の形状は、台座の凹部の横断面と同一とすることができ
、例えば、三角形、四角形（正方形、長方形、台形含む）、五角形、六角形、七角形、八
角形等の多角形；円形、楕円形、略円形、楕円形、略楕円形、半円形、扇形等が挙げられ
、これらに限定されない。中でも、貫通孔の横断面の形状は、円形であることが好ましい
。
【００６９】
　また、前記筒状のブレードの径は、筒状のブレードの横断面が円形である場合、その径
は、台座の凹部の径とほぼ同一とすることができ、例えば２ｍｍ以上２２６ｍｍ以下とす
ることができ、例えば５ｍｍ以上７２ｍｍ以下とすることができ、例えば１０ｍｍ以上２
３ｍｍ以下とすることができる。
【００７０】
＜工程６＞
　次いで、ビトリゲル膜乾燥体と接する側の面の周縁部に接着剤層を有する筒状部材を、
台座の凹部に載置した後、台座からビトリゲル膜乾燥体が接着された筒状部材を抜き出す
。
　接着剤層を構成する接着剤としては、細胞毒性がないものを用いることができ、合成化
合物の接着剤であってもよく、天然化合物の接着剤であってもよい。合成化合物の接着剤
としては、例えば、ウレタン系接着剤、シアノアクリレート系接着剤、ポリメチルメタク
リレート（ＰＭＭＡ）、リン酸カルシウム系接着剤、レジン系セメント等が挙げられる。
天然化合物の接着剤としては、例えば、フィブリン糊、ゼラチン糊等が挙げられる。
　また、接着剤層は、両面テープからなってもよい。前記両面テープとしては、細胞毒性
がないものを用いることができ、医療用途にて用いられているもの等が好適に用いられる
。具体的には、例えば、支持体の両面に粘着剤層が積層された構造を有し、前記粘着剤層
がゴム系、アクリル系、ウレタン系、シリコン系、ビニルエーテル系の公知の粘着剤から
なるもの等が挙げられる。より具体的には、例えば、３Ｍジャパン社製の皮膚貼付用両面
テープ（製品番号：１５１０、１５０４ＸＬ、１５２４等）、日東電工社製の皮膚用両面
粘着テープ（製品番号：ＳＴ５０２、ＳＴ５３４等）、ニチバンメディカル社製の医療用
両面テープ（製品番号：＃１０８８、＃１０２２、＃１０１０、＃８０９ＳＰ、＃４１４
１２５、＃１０１０Ｒ、＃１０８８Ｒ、＃８８１０Ｒ、＃２１１０Ｒ等）、ＤＩＣ社製の
薄型発泡体基材両面接着テープ（製品番号：＃８４０１０、＃８４０１５、＃８４０２０
等）等が挙げられる。
【００７１】
　工程６で用いる筒状部材とは、［細胞培養装置］における第１の培養皿又は第２の培養
皿において、第１の膜又は第２の膜を有しないものである。接着剤層は、第１の培養皿又
は第２の培養皿の面に施されたケガキ線の外周側に作製する。
　工程１～６を経て、膜を有する培養皿が製造される。
【００７２】
［細胞培養装置の使用方法］
　本実施形態の細胞培養装置は後述に示すとおり、細胞の培養以外に、細胞の運搬、組織
型チップ、器官型チップ、器官型チップシステム等に使用することができる。
【００７３】
　本明細書において、「組織」とは、１種類の幹細胞が分化していく一定の系譜に基づい
たパターンで集合した構造の単位を示し、全体として一つの役割を有する。例えば、表皮
角化細胞は、表皮の基底層に存在する幹細胞が有棘層を経て顆粒層を構成する細胞へと分
化し、終末分化して角質層を形成することで、表皮としてのバリア機能を発揮している。
よって、本実施形態の組織型チップは、１つの細胞系譜に由来する１種類の細胞を含み多
細胞構造体を構築することにより、例えば、上皮組織、結合組織、筋組織、神経組織等を
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再現することができる。
　また、本明細書において、「器官」とは、２種類以上の組織から構成され、全体として
一つの機能を担う。よって、本実施形態の器官型チップは、細胞系譜の異なる少なくとも
２種類の細胞を含み多細胞構造体を構築することにより、例えば、胃、腸、肝臓、腎臓等
を再現することができる。
　さらに、本明細書において、「器官系」とは、同じような機能をもった２つ以上の器官
や、全体として一連の機能を担う２つ以上の器官のまとまりを示す。よって、本実施形態
の器官型チップシステムは、組織型チップ、又は器官型チップを複数組み合わせることに
より、例えば、消化器系、循環器系、呼吸器系、泌尿器系、生殖器系、内分泌系、感覚器
系、神経系、運動器系、神経系等の器官系を再現することができる。なお、生体はこれら
の器官系の相互作用によりホメオスタシスを維持している。本実施形態の器官型チップシ
ステムでは、器官系の異なる器官型チップを複数組み合わせることができるため、器官系
の異なる器官の相互作用を解析することも可能となる。例えば、小腸型チップ、肝臓型チ
ップ、神経型チップの順に連結した器官型チップシステムにおいて、小腸型チップに薬剤
を添加した場合、小腸型チップで吸収された薬剤が肝臓型チップで代謝され、肝臓型チッ
プで排出された薬剤の肝代謝物が神経型チップに及ぼす毒性等を解析することが可能とな
る。
【００７４】
［細胞の培養方法］
　本実施形態の細胞の培養方法は、上述の細胞培養装置を用いる方法である。
　本実施形態の培養方法によれば、細胞培養装置の装着機構を利用することにより、例え
ば、第１の培養皿と第２の培養皿を螺着により装着することにより、容易に細胞を培養し
、多細胞構造体を構築することができる。また、細胞を３～３０日程度維持することがで
き、従来よりも長期間細胞を維持することができる。さらに、本実施形態の培養方法によ
れば、後述の組織型チップを得ることができる。
【００７５】
　本実施形態の培養方法において、以下に詳細を説明する。
　まず、細胞を懸濁した培養液を準備する。次いで、第１の培養皿にこの懸濁液を注入す
る。第１の培養皿が、細胞を封入する際に必要な隙間の高さに孔を有している場合には、
無菌状態のテープ等で予め孔を塞いでおいてもよい。播種した細胞が、第１の膜と点接着
又は面接着したころに、孔を塞いでおいた場合は、テープ等をはがして開孔し、第２の培
養皿を装着させ、余分な培養液を孔から排出する。
【００７６】
　次いで、この細胞培養装置中の細胞を、気相及び／又は液相にて培養し、多細胞構造体
を構築させればよい。哺乳動物細胞の培養は、５％ＣＯ２存在下の温度３７℃の加湿イン
キュベータ内で実施する。そのため、気相での培養は、例えば、空のシャーレ等の容器内
に細胞を播種した細胞培養装置を設置すればよく、細胞の栄養が枯渇しない程度の時間に
おいて細胞培養装置内の培養液を交換すればよい。ビトリゲル等の半透膜を備えた第２の
培養皿に細胞を播種する場合には、第２の培養皿を第１の培養皿から引き上げて、隙間を
生じさせ、液体を有しない第１の培養皿を気相とすることもできる。
　また、液相での培養は、例えば、培養液を含むマルチウエルプレート等の容器を用いて
行えばよい。ビトリゲル等の半透膜を備えた第２の培養皿に細胞を播種する場合には、第
２の培養皿を第１の培養皿から引き上げて、隙間を生じさせ、培養液で満たされた第１の
培養皿を液相とすることもできる。
【００７７】
　本実施形態の培養方法において用いられる細胞としては、例えば、哺乳動物細胞、鳥類
細胞、は虫類細胞、両生類細胞、魚類細胞等の脊椎動物細胞；昆虫細胞、甲殻類細胞、軟
体動物細胞、原生動物細胞等の無脊椎動物細胞；グラム陽性細菌（例えば、バチルス種等
）、グラム陰性細菌（例えば、大腸菌等）等の細菌：酵母、植物細胞、及びそれらの単一
細胞又は複数の細胞から構成される小さな生命個体等が挙げられる。



(19) JP 6835384 B1 2021.2.24

10

20

30

40

50

【００７８】
　前記小さな生命個体としては、例えば、アメーバ、ゾウリムシ、ミカヅキモ、ハネケイ
ソウ、クロレラ、ミドリムシ、ウチワヒゲムシ等の単細胞生物；ミジンコ、アルテミアの
幼生、カイアシ亜網類、貝虫亜綱類、鞘甲亜綱の幼生、コノハエビ亜綱の幼生、フクロエ
ビ上目類の幼生、ホンエビ上目類の幼生等の微小甲殻類動物；プラナリア（細切断後の再
生プラナリアも含む）、陸生節足動物の幼生、線形動物、植物の種子（特に、発芽種子）
、カルス、プロトプラスト、海洋微生物（例えば、ビブリオ属、シュードモナス属、エロ
モナス属、アルテロモナス属、フラボバクテリウム属、サイトファーガ属、フレキシバク
ター属等の海洋細菌、藍藻、クリプト藻、渦鞭毛藻、珪藻、ラフィド藻、黄金色藻、ハプ
ト藻、ユーグレナ藻、プラシノ藻、緑藻等の藻類等）、仔稚魚、仔稚貝等が挙げられ、こ
れらに限定されない。
【００７９】
　例えば、本実施形態の細胞培養装置を用いて発芽種子を培養する場合において、生分解
性材料からなる細胞培養装置を用いて、且つ、その天面の膜は発芽した芽が貫くことがで
きる程度の硬度とすることにより、発芽種子を装置内に入れたものをそのまま土壌に植え
込み、植物体を生育することができる。
　なお、本明細書において「生分解性材料」とは、土壌中又は水中の微生物等によって無
機物に分解される性質を有する材料を意味する。
【００８０】
　前記脊椎動物細胞（特に、哺乳動物細胞）としては、例えば、生殖細胞（精子、卵子等
）、生体を構成する体細胞、幹細胞、前駆細胞、生体から分離されたがん細胞、生体から
分離され不死化能を獲得して体外で安定して維持される細胞（細胞株）、生体から分離さ
れ人為的に遺伝子改変された細胞、生体から分離され人為的に核が交換された細胞等が挙
げられ、これらに限定されない。また、これら細胞の多細胞性球状凝集塊（スフェロイド
）を用いてもよい。また、生体の正常組織又はがん組織から分離された小さな組織片を、
そのまま細胞塊と同様に用いてもよい。
【００８１】
　生体を構成する体細胞としては、例えば、皮膚、腎臓、脾臓、副腎、肝臓、肺、卵巣、
膵臓、子宮、胃、結腸、小腸、大腸、膀胱、前立腺、精巣、胸腺、筋肉、結合組織、骨、
軟骨、血管組織、血液、心臓、眼、脳、神経組織等の任意の組織から採取される細胞等が
挙げられ、これらに限定されない。体細胞として、より具体的には、例えば、線維芽細胞
、骨髄細胞、免疫細胞（例えば、Ｂリンパ球、Ｔリンパ球、好中球、マクロファージ、単
球、等）、赤血球、血小板、骨細胞、骨髄細胞、周皮細胞、樹状細胞、表皮角化細胞（ケ
ラチノサイト）、脂肪細胞、間葉細胞、上皮細胞、表皮細胞、内皮細胞、血管内皮細胞、
リンパ管内皮細胞、肝細胞、膵島細胞（例えば、α細胞、β細胞、δ細胞、ε細胞、ＰＰ
細胞等）、軟骨細胞、卵丘細胞、グリア細胞、神経細胞（ニューロン）、オリゴデンドロ
サイト、マイクログリア、星状膠細胞、心筋細胞、食道細胞、筋肉細胞（例えば、平滑筋
細胞、骨格筋細胞等）、メラニン細胞、単核細胞等が挙げられ、これらに限定されない。
【００８２】
　幹細胞とは、自己を複製する能力と他の複数系統の細胞に分化する能力を兼ね備えた細
胞である。幹細胞としては、例えば、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、胚性腫瘍細胞、胚性生殖
幹細胞、人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）、神経幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、肝
幹細胞、膵幹細胞、筋幹細胞、生殖幹細胞、腸幹細胞、がん幹細胞、毛包幹細胞等が挙げ
られ、これらに限定されない。
【００８３】
　前駆細胞とは、前記幹細胞から特定の体細胞又は生殖細胞に分化する途中の段階にある
細胞である。
【００８４】
　がん細胞とは、体細胞から派生して無限の増殖能を獲得した細胞であり、周囲の組織に
浸潤し、又は転移を起こす悪性新生物である。がん細胞の由来となる癌としては、例えば
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、乳癌（例えば、浸潤性乳管癌、非浸潤性乳管癌、炎症性乳癌等）、前立腺癌（例えば、
ホルモン依存性前立腺癌、ホルモン非依存性前立腺癌等）、膵癌（例えば、膵管癌等）、
胃癌（例えば、乳頭腺癌、粘液性腺癌、腺扁平上皮癌等）、肺癌（例えば、非小細胞肺癌
、小細胞肺癌、悪性中皮腫等）、結腸癌（例えば、消化管間質腫瘍等）、直腸癌（例えば
、消化管間質腫瘍等）、大腸癌（例えば、家族性大腸癌、遺伝性非ポリポーシス大腸癌、
消化管間質腫瘍等）、小腸癌（例えば、非ホジキンリンパ腫、消化管間質腫瘍等）、食道
癌、十二指腸癌、舌癌、咽頭癌（例えば、上咽頭癌、中咽頭癌、下咽頭癌等）、頭頚部癌
、唾液腺癌、脳腫瘍（例えば、松果体星細胞腫瘍、毛様細胞性星細胞腫、びまん性星細胞
腫、退形成性星細胞腫等）、神経鞘腫、肝臓癌（例えば、原発性肝癌、肝外胆管癌等）、
腎臓癌（例えば、腎細胞癌、腎盂と尿管の移行上皮癌等）、胆嚢癌、膵臓癌、子宮内膜癌
、子宮頸癌、卵巣癌（例、上皮性卵巣癌、性腺外胚細胞腫瘍、卵巣性胚細胞腫瘍、卵巣低
悪性度腫瘍等）、膀胱癌、尿道癌、皮膚癌（例えば、眼内（眼）黒色腫、メルケル細胞癌
等）、血管腫、悪性リンパ腫（例えば、細網肉腫、リンパ肉腫、ホジキン病等）、メラノ
ーマ（悪性黒色腫）、甲状腺癌（例えば、甲状腺髄様癌等）、副甲状腺癌、鼻腔癌、副鼻
腔癌、骨腫瘍（例えば、骨肉腫、ユーイング腫瘍、子宮肉腫、軟部組織肉腫等）、転移性
髄芽腫、血管線維腫、隆起性皮膚線維肉腫、網膜肉腫、陰茎癌、精巣腫瘍、小児固形癌（
例えば、ウィルムス腫瘍、小児腎腫瘍等）、カポジ肉腫、ＡＩＤＳに起因するカポジ肉腫
、上顎洞腫瘍、線維性組織球腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、慢性骨髄増殖性疾患、白血病
（例えば、急性骨髄性白血病、急性リンパ芽球性白血病等）等が挙げられ、これらに限定
されない。
　また、本明細書において、「癌」とは、診断名を表す際に用いられ、「がん」とは、悪
性新生物の総称を表す際に用いられる。
【００８５】
　細胞株とは、生体外での人為的な操作により無限の増殖能を獲得した細胞である。細胞
株としては、例えば、ＨＣＴ１１６、Ｈｕｈ７、ＨＥＫ２９３（ヒト胎児腎細胞）、Ｈｅ
Ｌａ（ヒト子宮頸がん細胞株）、ＨｅｐＧ２（ヒト肝がん細胞株）、ＵＴ７／ＴＰＯ（ヒ
ト白血病細胞株）、ＣＨＯ（チャイニーズハムスター卵巣細胞株）、ＭＤＣＫ、ＭＤＢＫ
、ＢＨＫ、Ｃ－３３Ａ、ＨＴ－２９、ＡＥ－１、３Ｄ９、Ｎｓ０／１、Ｊｕｒｋａｔ、Ｎ
ＩＨ３Ｔ３、ＰＣ１２、Ｓ２、Ｓｆ９、Ｓｆ２１、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ、Ｖｅｒｏ等が挙
げられ、これらに限定されない。
【００８６】
　本実施形態の培養方法に用いられる動物細胞の培養液は、細胞の生存増殖に必要な成分
（無機塩、炭水化物、ホルモン、必須アミノ酸、非必須アミノ酸、ビタミン）等を含む基
礎培養液であればよく、細胞の種類により適宜選択することができる。前記培養液として
は、例えば、ダルベッコ改変イーグル培地（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　
Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ；ＤＭＥＭ）、Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍ
ｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）、ＲＰＭＩ－１６４０、Ｂａｓａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｅａｇｌｅ（
ＢＭＥ）、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ：
Ｎｕｔｒｉｅｎｔ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　Ｆ－１２（ＤＭＥＭ／Ｆ－１２）、Ｇｌａｓｇｏｗ
　Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ（Ｇｌａｓｇｏｗ ＭＥＭ）等が
挙げられ、これらに限定されない。
　また、細菌、酵母、植物細胞、及びそれらの単一細胞又は複数の細胞から構成される小
さな生命個体の培養液は、各々の生育に適した組成の培養液を調製すればよい。
【００８７】
　また、本実施形態の培養方法において、細胞を懸濁する培養液に、細胞外マトリックス
由来成分、生理活性物質等を混合し、注入してもよい。
　前記細胞マトリックス由来成分としては、上述の「多孔質膜」において例示されたもの
と同様のものが挙げられる。
　また、前記生理活性物質としては、例えば、細胞増殖因子、分化誘導因子、細胞接着因
子等が挙げられ、これらに限定されない。例えば、分化誘導因子を含むことにより、注入
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する細胞が幹細胞、又は前駆細胞等である場合、該幹細胞、又は前駆細胞を分化誘導し、
所望の組織を再現した多細胞構造体を構築させることができる。
【００８８】
　本実施形態の培養方法において、動物細胞の培養条件としては、培養する細胞の種類に
より適宜選択することができる。培養温度としては、例えば２５℃以上４０℃以下であっ
てもよく、例えば３０℃以上３９℃以下であってもよく、例えば３５℃以上３９℃以下で
あってもよい。また、培養環境は、例えば培養液が乾燥しないような加湿インキュベータ
で約５％のＣＯ２条件下であってもよい。
　培養時間としては、細胞の種類、細胞数等により適宜選択することができ、例えば３日
以上３０日以下であってもよく、例えば５日以上２０日以下であってもよく、例えば７日
以上１５日以下であってもよい。
　また、細菌、酵母、植物細胞、及びそれらの単一細胞又は複数の細胞から構成される小
さな生命個体の培養条件は、各々の生育に適した環境や時間を設定すればよい。
【００８９】
［細胞の運搬方法］
　本実施形態の細胞の運搬方法は、上述の細胞培養装置を用いる方法である。本実施形態
の運搬方法によれば、細胞を安全かつ確実に容易に運搬することができ、長期間の運搬に
も対応することができる。
　本実施形態の運搬方法について、以下に詳細に説明する。
【００９０】
　まず、細胞を懸濁した培養液を準備する。次いで、上述の第１の培養皿内に細胞を懸濁
した培養液を注入する。
　このとき、第１の膜、第２の膜ともにPET膜の場合、第１の培養皿を培養液で満たし、
第２の培養皿で覆うことが好ましい。
　第１の膜がPET膜、第２の膜が滅菌フィルターの場合、第１の培養皿及び第２の培養皿
を培養液で満たし、第２の培養皿を蓋部で覆うことが好ましい。
　第１の膜がビトリゲル膜、第２の膜が透析膜の場合、第１の培養皿及び第２の培養皿を
培養液で満たし、第１の培養皿を保護部で覆い、第２の培養皿を蓋部で覆うことが好まし
い（図２（ｄ）参照。）。また、第１の培養皿と保護部の間隙には培養液を満たしてもよ
い。係る構造により、細胞培養装置単体で運搬することが可能である。
【００９１】
　本実施形態の運搬方法において用いられる細胞又は小さな生命個体としては、上述の「
細胞の培養方法」において例示されたものと同様のものが挙げられる。また、本実施形態
の運搬方法において用いられる培養液としては、上述の「細胞の培養方法」において例示
されたものと同様のものが挙げられる。
【００９２】
　細胞培養装置内に封入された細胞は、多細胞構造体が構築される途中の段階であっても
よく、多細胞構造体が構築された後であってもよい。中でも、すぐにインビトロ試験系又
は生体移植に利用することができることから、本実施形態の運搬方法における細胞培養装
置内に封入された細胞は多細胞構造体が構築された後であることが好ましい。
【００９３】
　運搬する条件としては、運搬する細胞又は小さな生命個体の種類により適宜選択するこ
とができる。
　運搬時の温度としては、例えば４℃以上４０℃以下であってもよく、例えば１０℃以上
３９℃以下であってもよく、例えば１８℃以上３７℃以下であってもよい。
　また、運搬時の環境は、細胞が動物細胞である場合、前記細胞が封入された細胞培養装
置が、蓋部および保護部で覆われることなく、培養液が容量一杯まで満たされた密封容器
に封入された状態であってもよい。又は、前記細胞が封入された細胞培養装置が、蓋部お
よび保護部で覆われることなく、培養液が容量の一部に満たされた密封容器に封入された
状態であって、前記密封容器内の気体部分において、例えば約５％ＣＯ２を含有する空気
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の条件下であってもよい。
　または、第１の培養皿と第２の培養皿で構成される細胞培養装置は、単体で、第１の培
養皿に、細胞が培養され、培養液が容量一杯まで満たされ、第１の膜を覆う保護部を有し
た状態であってもよく、第２の培養皿に、細胞が培養され、培養液が容量一杯まで満たさ
れ、蓋部で、第２の培養皿が閉塞されている状態であってもよく、保護部及び蓋部の両方
を有する状態であってもよい。なお、第１の膜を覆う保護部と第１の膜の間隙には培養液
を満たすこともできる。
　運搬時間としては、細胞の種類、細胞数等により適宜選択することができ、例えば１時
間以上３０日以下であってもよく、例えば１２時間以上７日以下であってもよく、例えば
１日以上３日以下であってもよい。
【００９４】
［組織型チップ］
　本実施形態の組織型チップは、１種類の細胞（特に、動物細胞）を、少なくとも前記第
１の培養皿に有する、上述の細胞培養装置を備える。
【００９５】
　本実施形態の組織型チップは、一から培養モデルを構築する必要がなく、従来の培養モ
デル、又は動物実験の代替として、各種疾患に対する候補薬剤のスクリーニング、若しく
は候補薬剤をはじめとする化学物質の正常な組織に対する動態及び毒性の評価試験系に活
用することができる。
　さらに、従来の培養モデル又は移植用の再生組織は構築後、即座に使用しなければなら
ず、時間的制約があったのに対し、本実施形態の組織型チップは、長期間培養が可能であ
る。
【００９６】
　本実施形態の組織型チップに封入された細胞の密度は、構築したい組織の種類により異
なるが、２．０×１０３細胞／ｍＬ以上１．０×１０９細胞／ｍＬ以下であることが好ま
しく、２．０×１０５細胞／ｍＬ以上１．０×１０７細胞／ｍＬ以下であることがより好
ましい。
　細胞密度が上記範囲内であることにより、生体組織により近い細胞密度の組織型チップ
を得ることができる。
【００９７】
　本実施形態の組織型チップは、上述の「細胞の培養方法」に記載の方法を用いて、製造
することができる。また、製造後の組織型チップの維持条件についても、上述の「細胞の
培養方法」に記載の培養条件と同条件とすればよい。また、組織型チップの内部には、培
養液や空気等の気体を含んでいてもよく、培養液や空気等の気体を含まなくてもよい。組
織型チップ内に培養液や空気等の気体を含まない場合、細胞、又は細胞及び細胞外マトリ
ックス由来成分が密に接着しており、生体内の組織により近しい構成の多細胞構造体を構
築している。
【００９８】
［器官型チップ］
　本実施形態の器官型チップは、種類の異なる細胞を有する培養皿を備えた、細胞培養装
置を備える。
【００９９】
　本実施形態の器官型チップは、一から培養モデルを構築する必要がなく、従来の培養モ
デル、又は動物実験の代替として、各種疾患に対する候補薬剤のスクーニング、若しくは
候補薬剤をはじめとする化学物質の正常な器官に対する動態及び毒性の評価試験系に活用
することができる。
　さらに、従来の培養モデル又は移植用の再生組織は構築後、即座に使用しなければなら
ず、時間的制約があったのに対し、本実施形態の器官型チップは、長期間培養が可能であ
る。
【０１００】
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　本実施形態の器官型チップに封入された細胞としては、上述の「細胞の培養方法」にお
いて例示されたものと同様のものが挙げられる。また、封入された細胞の種類は、少なく
とも２種類の細胞が封入されていればよく、構築したい器官の種類に応じて、適宜選択さ
れたものであればよい。
　また、本実施形態の器官型チップに封入された細胞は、多細胞構造体が構築される途中
の段階であってもよく、多細胞構造体が構築された後であってもよい。本実施形態の器官
型チップは、封入された細胞が多細胞構造体を構築した後であっても、３～２１日程度の
長期間培養が可能である。
　また、例えば、本実施形態の器官型チップにおいて、細胞培養装置の第２の培養皿に上
皮系細胞（例えば、表皮角化細胞等）からなる多細胞構造体（すなわち、上皮組織）を封
入し、第１の培養皿に間充織細胞（例えば、真皮線維芽細胞等）からなる多細胞構造体（
すなわち、間充織組織）を封入することで、細胞培養装置内で組織間での物質の授受を容
易に再現することができる。
【０１０１】
　本実施形態の器官型チップに封入される細胞密度、培養方法等は、「組織型チップ」と
同様である。
【０１０２】
　本実施形態の器官型チップは、それ自体で、例えば、肝臓、胃、腸等の臓器を再現する
ことができる。さらに、本実施形態の器官型チップを複数組み合わせることにより、例え
ば、消化器系、循環器系、呼吸器系、泌尿器系、生殖器系、内分泌系、感覚器系、神経系
、運動器系、神経系等の器官系を再現することができる。
【０１０３】
［器官型チップシステム］
　本実施形態の器官型チップシステムは、上述の組織型チップ又は上述の器官型チップを
少なくとも２つ備え、前記組織型チップ又は前記器官型チップが細胞封入性を保ちながら
連結されている。
【０１０４】
　本実施形態の器官型チップシステムは、一から培養モデルを構築する必要がなく、従来
の培養モデル、又は動物実験の代替として、各種疾患に対する候補薬剤のスクリーニング
、若しくは候補薬剤をはじめとする化学物質の正常な複数の組織や器官に対する動態及び
毒性の評価試験等への活用が期待できる。
【０１０５】
［肝細胞培養装置］
　１実施形態において、本発明は、肝代謝物の毛細胆管様構造への蓄積と排泄を促進する
肝細胞培養装置であって、複数の肝細胞を含む第１細胞培養物と、前記第１細胞培養物に
おいて、肝細胞間に毛細胆管様構造を構築させることができ、底面に生理活性物質を透過
可能な膜を備えた、前記第１細胞培養物を収容する第２の培養皿と、前記第１細胞培養物
における肝代謝物の排泄活性を上げることができる第２細胞培養物と、前記第２細胞培養
物を収容する第１の培養皿と、を有し、前記第１細胞培養物を前記第２細胞培養物の上に
配置して共培養し、前記第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有
した状態で装着されている、肝細胞培養装置を提供する。
【０１０６】
　図４（ａ）は、本実施形態の肝細胞培養装置２の側面図である。
　図４（ａ）に示すように、肝細胞培養装置２において、第１の培養皿２１と、第２の培
養皿２２が、隙間の高さを調節可能な状態で装着されている。第２の培養皿２２は、複数
の肝細胞を含む第１細胞培養物２２１を収容しており、底面に生理活性物質を透過可能な
膜２２２を備えている。第１の培養皿２１は、隙間において、第１細胞培養物２２１にお
ける肝代謝物の排泄活性を上げることができる第２細胞培養物２１１を収容している。
【０１０７】
　本実施形態の肝細胞培養装置において、第一細胞培養物は、複数の肝細胞を含む。前記
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肝細胞は、ヒト、ラット、サル、類人猿、ネコ、イヌ、ブタ、ウシ、ヒツジ、ウマ、ニワ
トリおよびカモからなる群から選択された肝正常組織、肝がん組織又は幹細胞（ＥＳ細胞
、ｉＰＳ細胞、間充織幹細胞等）に由来する培養肝細胞であることが好ましく、ヒトの凍
結肝細胞であることがより好ましく、ヒト肝腫瘍由来細胞株であることがさらに好ましく
、ヒト肝がん由来細胞株の一つであるＨｅｐＧ２細胞であることが特に好ましく、Ｈｅｐ
Ｇ２－ＮＩＡＳ細胞（ＲＣＢ４６７９株）が最も好ましい。
　ＨｅｐＧ２細胞は、ヒト凍結肝細胞およびヒト肝腫瘍由来細胞株であるＨｅｐａＲＧ（
登録商標）細胞と比べて安価であり、さらに後述の肝機能迅速賦活化により３日間という
短期間でＣＹＰ３Ａ４の活性をヒト凍結肝細胞の平均的な活性を発現する分化型Ｈｅｐａ
ＲＧ細胞の２分の１程度まで上げることが可能である。
【０１０８】
　本実施形態の肝細胞培養装置において、生理活性物質を透過可能な膜以外の材質は、［
細胞培養装置］のものと同様である。
　生理活性物質を透過可能な膜は、［細胞培養装置］で上述したハイドロゲルが好ましく
、ビトリゲルがより好ましい。本発明において、「生理活性物質」とは、培養液の成分お
よび培養細胞の生産物質を意味しており、分子量の小さな物質から分子量２万以上の大き
な物質まで含まれる。例えば抗生物質をはじめとする各種医薬品、細胞成長因子、分化誘
導因子、細胞接着因子、抗体、酵素、サイトカイン、ホルモン、レクチン、またはゲル化
しない細胞外マトリックス成分としてファイブロネクチン、エンタクチン、オステオポエ
チン等が挙げられる。
【０１０９】
　第１細胞培養物において、肝細胞間に毛細胆管様構造を構築させる方法の一例を以下に
述べる。使用する第一細胞培養物としては上述した肝細胞であれば構わないが、ＨｅｐＧ
２細胞を使用した場合について例示する。
【０１１０】
　まず、肝細胞培養装置２において、第２の培養皿２２を、最も下方に位置させた後、第
２の培養皿２２に、第一細胞培養物を培養液に懸濁したものを播種する。生理活性物質を
透過可能な膜２２２は、第１の培養皿２１の底面と接しているため、「液相－膜－固相」
の状態が形成されている。この状態で細胞がコンフルエントになるまで培養する。用いる
細胞によって培養時間は異なるが、例えばＨｅｐＧ２細胞では２日程度培養することが好
ましい（図４（ｂ）参照。）。
　本実施形態において、「培養液」とは、通常細胞を培養する際に用いられるものであれ
ば問題なく、例えば、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉ
ｕｍ （ＤＭＥＭ）、Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｍｅｄｉａ（ＭＥＭ）、Ｉｓ
ｃｏｖｅ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ （ＩＭＤＭ）
、Ｇｌａｓｇｏｗ’ｓ　Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＧＭＥＭ
）等が挙げられる。
【０１１１】
　細胞がコンフルエントな状態になった後に、第２の培養皿２２を、第１の培養皿２１か
ら引き上げ、隙間を形成させる。即ち、「液相－膜－気相」の状態で細胞を更に培養する
（図４（ｃ）参照。）。培養時間は、２０時間～２４時間程度が好ましい。
　肝機能を賦活化させるために、通常、ＨｅｐａＲＧ（登録商標）細胞株又はヒトｉＰＳ
細胞由来肝細胞では１０日～１４日時間がかかるのに対し、細胞がコンフルエントな状態
、且つ「液相－膜－気相」の状態で細胞を培養することで、例えば、ＨｅｐＧ２細胞では
３日間という短期間で肝機能が賦活化する。
【０１１２】
　本実施形態において、「肝機能」とは、アルブミン及び尿素の合成能および薬物動態関
連の機能、例えば、ＣＹＰ３Ａ４の活性を示し、アルブミン及び尿素の合成能については
、通常のヒト凍結肝細胞と同レベルまで活性化される。さらに、ＣＹＰ３Ａ４の活性につ
いては、ヒト凍結肝細胞の平均的な活性を発現する分化型ＨｅｐａＲＧ細胞の２分の１程
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度まで上げられる。
　肝機能が賦活化した状態においては、細胞間に毛細胆管様構造およびタイトジャンクシ
ョンが構築されている。通常、肝細胞は、細胞間がタイトジャンクションにより結合され
、細胞間にできた隙間が管状につながり毛細胆管となり、胆管へとつながっている。
　肝細胞が賦活化されるプロセスについて、詳細は判明していないが、気相から膜を通し
て酸素が供給されることにより、高い細胞密度にも関わらず好気的な培養条件下で細胞が
良好に成長し、結果的に肝細胞の自己組織化能を培養条件下で十分に引き出すことが可能
となったためであると推察される。
【０１１３】
　本実施形態において、第二細胞培養物は、第一細胞培養物における肝代謝物の排泄活性
を上げることができるものであれば、通常の培養細胞群、マイトマイシンＣで処理したフ
ィーダー細胞群、メタノール等で固定処理した死細胞群、又は通常の培養細胞群の馴化培
養液でもよい。例えば、ヒト、ラット、サル、類人猿、ネコ、イヌ、ブタ、ウシ、ヒツジ
、ウマ、ニワトリおよびカモからなる群から選択された上皮、間充織又は内皮に由来する
培養細胞であって、肝内胆管上皮細胞、肝外胆管上皮細胞、血管内皮細胞、線維芽細胞、
および、これら細胞の培養上清液などが挙げられる。
　前記肝代謝物の排泄活性とは、前記第一細胞培養物における肝細胞間の毛細胆管様構造
および肝細胞内に蓄積された肝代謝物を排泄する活性を意味する。
【０１１４】
　第二細胞培養物の一例として、ヒト胆管がん由来細胞株の一つであるＴＦＫ－１細胞が
挙げられる。例えば、第１の培養皿２１にＴＦＫ－１細胞を収容し、第２の培養皿２２に
収容したＨｅｐＧ２細胞と共培養する。
　このとき第二細胞培養物であるＴＦＫ－１細胞と共培養させていないものと比較して、
排泄される肝代謝物の全体量（上側排泄量＋下側排泄量）および下側排泄量の割合が増加
する。これは、第二細胞培養物を共培養することで、第一細胞培養物において肝細胞間の
毛細胆管様構造および肝細胞内に蓄積された肝代謝物の排泄が促進するためである。肝代
謝物が胆汁排泄だけでなく尿中排泄されるものである場合には、肝代謝物の排泄は毛細胆
管様構造からだけでなく、肝細胞の細胞質からも行われる。
　よって、第一細胞培養物を第二細胞培養物とともに共培養することにより、肝細胞の代
謝物の排泄量が増加する。
【０１１５】
　本実施形態において、第一細胞培養物を第二細胞培養物とともに共培養する時間は３分
以上が好ましく、３０分以上がさらに好ましい。また培養物の生育状態の観点から、共培
養時間は９日以内が好ましく、２日以内がさらに好ましい。
　また、共培養する際の温度条件は、通常細胞培養する際に推奨される温度で問題ないが
、下限値は、３５℃以上が好ましく、３７℃以上がさらに好ましい。上限値は、４０℃以
下が好ましく、３７℃以下がさらに好ましい。
【０１１６】
　本実施形態の肝細胞培養装置によれば、短時間で安価に生体内を反映した環境において
肝細胞で代謝された物質を簡便に得ることができる。肝細胞間に構築された毛細胆管様構
造へ排泄された肝代謝物についても、肝細胞間のタイトジャンクションを破壊せずに簡便
に回収することができる。
【０１１７】
［ヒト角膜上皮モデル］
　１実施形態において、本発明は、複数のヒト角膜上皮細胞を含む第１細胞培養物と、前
記第１細胞培養物において、底面に生理活性物質を透過可能な膜を備えた、前記第１細胞
培養物を収容する第１の培養皿と、底面に滅菌濾過膜を備えた、第２の培養皿と、を有し
、前記第２の培養皿が前記第１の培養皿の上に配置されており、前記第１の培養皿と前記
第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着されている、ヒト角膜上皮モ
デルを提供する。
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【０１１８】
　ヒト角膜上皮細胞としては、特に限定されず、例えば、HCE-T株（ＲＣＢ２２８０株）
が挙げられる。生理活性物質を透過可能な膜としては、［肝細胞培養装置］と同様のもの
が挙げられる。
　本実施形態のヒト角膜上皮モデルの製造方法としては、まず、培養液を満たした保護部
で覆った第１の培養皿に、ヒト角膜上皮細胞を懸濁した培養液を注入し、２日間培養後、
第１の培養皿の培養液を除き、第１の培養皿の下側が液相、上側が気相の状態とする。さ
らに、約４日間培養することでヒト角膜上皮モデルが完成する。
続いて、第１の培養皿に培養液を満たし、第２の培養皿を装着した後、第２の培養皿に培
養液を満たし、さらに第２の培養皿に蓋部を装着する。このように細胞培養装置内に構築
したヒト角膜上皮モデルは、蓋部と保護部が装着された状態で化粧品会社等へ運搬する。
届いたヒト角膜上皮モデルは、蓋部と保護部を外すだけで即座に、評価系に用いることが
できる。
【０１１９】
［酸素分圧制御モデル］
　１実施形態において、本発明は、底面に第Ｍの膜を備えた第Ｍの培養皿（Ｍは２以上の
整数。）と、底面に第Ｍ－１の膜を備えた第Ｍ－１の培養皿と、酸素発生機構とを有し、
前記第Ｍの培養皿と前記第Ｍ－１の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着
されているか、前記酸素発生機構を介して装着されている、酸素分圧制御モデルを提供す
る。
【０１２０】
　図７は、本実施形態の酸素分圧制御モデル３の側面図である。酸素分圧制御モデル３に
おいて、Ｍは１０であり、１０段の培養皿が縦に積み重なっている。本実施形態において
は、蓋部３１と保護部３３を備えており、密封構造をとっている。例えば、酸素分圧制御
モデル３が酸素発生機構３２を有している場合、酸素分圧は、酸素発生機構３２近辺が最
も高く、上下方向に進むにしたがって酸素分圧は低くなり、酸素分圧の勾配を形成するこ
とができる。
　酸素発生機構３２としては、酸素を発生するものを有していれば特に限定されず、例え
ば、化学反応により酸素を発生する試薬を備えた培養皿が挙げられる。
【０１２１】
［ヒト小腸モデル］
　１実施形態において、本発明は、嫌気性細菌培養物と、底面に滅菌濾過膜を備えた、前
記嫌気性細菌培養物を収容する第２の培養皿と、小腸由来細胞培養物と、底面に気相中で
液密性を有し、液相中で半透性を有する半透膜を備えた、前記小腸由来細胞培養物を収容
する第１の培養皿と、酸素供給機構と、を有し、前記嫌気性細菌培養物を前記小腸由来細
胞培養物の上に配置し、前記小腸由来細胞培養物を前記酸素供給機構の上に配置し、前記
第１の培養皿と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着されてい
る、ヒト小腸モデルを提供する。
【０１２２】
　図８は、本実施形態のヒト小腸モデル４の側面図である。第２の培養皿４２は、底面に
滅菌濾過膜を備えており、嫌気性細菌培養物を収容している。滅菌濾過膜としては、例え
ば、０．２２μｍの滅菌フィルターが挙げられる。第１の培養皿４３は、底面に気相中で
液密性を有し、液相中で半透性を有する半透膜を備えており、小腸由来細胞培養物を収容
している。
　本実施形態において、ヒト小腸モデル４は、蓋部４１を備えており、第２の培養皿４２
は、嫌気条件下にある。嫌気性細菌としては、Staphylococcus(ブドウ球菌、グラム陽性
球菌）、Corynebacterium（コリネバクテリウム属、グラム陽性桿菌）、Listeria属（リ
ステリア属、グラム陽性桿菌）、大腸菌（エシェリキア属、グラム陰性桿菌）等が挙げら
れ、ヒト小腸を再現する観点から大腸菌が好ましい。
　第１の培養皿４３中の小腸由来細胞としては、特に限定されず、Caco2細胞が挙げられ
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る。小腸由来細胞を培養する点から、第１の培養皿４３は好気条件下にある。第１の培養
皿４３は、その下に酸素供給機構を有している。この酸素供給機構は、空気中の酸素を利
用する機構、又は酸素発生機構を備えていることが好ましい。第１の培養皿４３が好気条
件下にあればよいことから、開放系になっていればよく、底面にビトリゲル膜を有し、開
放状態にあるだけでもよい。
　近年、腸内細菌叢のバランスが崩れることで、がんや精神疾患が誘発されるとの知見が
ある。腸の上皮細胞のアピカル側（内腔側）は、細菌叢が存在するため嫌気的であり、上
皮細胞の下側は、血管が存在し、赤血球が酸素を運ぶため好気的である。上述のとおり、
第２の培養皿４２は、嫌気条件下にあり、第１の培養皿４３は好気条件下にあり、腸内環
境を再現している。
【実施例】
【０１２３】
　以下、実施例により本発明を説明するが、本発明は以下の実施例に限定されるものでは
ない。
【０１２４】
［実施例１］
≪細胞培養装置の製造≫
［ビトリゲル膜の作製法］
　ビニール(ユニパック)をφ１１ｍｍ、φ１４ｍｍ形に打ち抜き機で打ち抜いた（図９（
ａ）参照。）。打ち抜いたビニールを７０％エタノールが入ったφ６０ｍｍペトリディッ
シュに入れ、１０分間浸漬することで殺菌し乾かした（図９（ａ）参照。）。
【０１２５】
　７０％エタノールをアクリル治具に吹き付けて殺菌し、クリーンベンチ内で乾かした（
図９（ｂ）参照。）。
【０１２６】
　φ１１ｍｍ、及びφ１４ｍｍビニールに両面テープ(はってはがせる両面テープ)を貼り
、それをおねじ用めねじ用それぞれの治具Ａ(基材治具)のｗｅｌｌ（おねじ用：１３．２
５ｍｍ→１．３７８ｃｍ２，めねじ用：φ１６．３ｍｍ→２．０８６ｃｍ２）に貼り付け
ることで接着させた。６ｗｅｌｌすべてにφ１１ｍｍビニールとφ１４ｍｍビニールを貼
り付け、治具Ａ(基材治具)と治具Ｂ(貫通治具)を位置決めピンにより合体させネジで固定
した（図１０（ａ）参照。）。しっかり押さえながらパラフィルムで周囲をまいた。
【０１２７】
（コラーゲンゾルの調製）
　氷上でウシ血清含有培養液（１０％　ＦＢＳ、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１００ｕｎｉｔ
ｓ／ｍＬ　ペニシリン、１００μｇ／ｍＬ　ストレプトマイシン含有ＤＭＥＭ）３．５ｍ
Ｌを５０ｍＬコニカルチューブに分注し、次にウシ由来ネイティブコラーゲン溶液（高研
、I-AC、コラーゲン濃度０．５％）を３．５ｍＬ加えて３回ピペッティングを行い、均一
な０．２５％のコラーゲンゾルを調製した。おねじ用治具のビニール上にコラーゲンゾル
９００μＬを注いでｗｅｌl全体に広げてから６２４μＬ抜き、ｗｅｌｌ内が２７６μＬ
になるようにした（図１０（ｂ）参照。）。これを６ｗｅｌｌ全てに行った。
【０１２８】
　氷上でウシ血清含有培養液（１０％　ＦＢＳ、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１００ｕｎｉｔ
ｓ／ｍＬ　ペニシリン、１００μｇ／ｍＬ　ストレプトマイシン含有ＤＭＥＭ）３．５ｍ
Ｌを５０ｍＬコニカルチューブに分注し、次にウシ由来ネイティブコラーゲン溶液（高研
、I-AC、コラーゲン濃度０．５％）を３．５ｍＬ加えて３回ピペッティングを行い、均一
な０．２５％のコラーゲンゾルを調製した。めねじ用治具のビニール上にコラーゲンゾル
１０００μＬを注いでｗｅｌｌ全体に広げてから５８３μＬ抜き、ｗｅｌｌ内が４１７μ
Ｌになるようにした（図１１（ａ）参照。）。これを６ｗｅｌｌ全てに行った。
【０１２９】
（ゲル化）
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　作製したサンプルを３７℃に設定した５％ＣＯ２インキュベーター内に２時間入れ、ゲ
ル化させた（図１１（ｂ）参照。）。
【０１３０】
（ガラス化）
　ゲル化２時間後、１０℃・４０％ＲＨに設定した恒温恒湿機庫内の風乾機に入れた（図
１２（ａ）参照。）。
【０１３１】
（再水和）
　ガラス化後、風乾機からサンプルを取り出し、ＰＢＳを１ｍＬ加えて１０分間再水和し
た（１回目）。１０分後ＰＢＳを除去し、再びＰＢＳを１ｍＬ加えて１０分間置いた（２
回目）。再度同じ操作(３回目)を繰り返し、ＰＢＳを除去し再水和を完了させた（図１２
（ｂ）参照。）。
【０１３２】
（再ガラス化）
　再水和後（図１３（ａ）参照。）、１０℃・４０％ＲＨに設定した恒温恒湿機庫内の風
乾機に入れ再ガラス化した（図１３（ｂ）参照。）。
【０１３３】
　再ガラス化後、風乾機からサンプルを取り出し、打ち抜き刃(φ１３．５ｍｍ)をおねじ
用治具Ｂ(貫通治具)から治具Ａ(基材治具) のｗｅｌｌ外側上面上へ入れて上からしっか
り押して治具Ｂの貫通内壁面にできたビトリゲルを切り、切れたことを確認したのち、治
具Ａから治具Ｂをはずした（図１４（ａ）参照。）。同様に、打ち抜き刃(φ１５．４ｍ
ｍ)をめねじ用治具Ｂ(貫通治具)から治具Ａ(基材治具) のｗｅｌｌ外側上面上に入れ治具
Ｂの貫通内壁面にできたビトリゲルを切り、治具Ａから治具Ｂをはずした（図１４（ｂ）
参照。）。
【０１３４】
（アクリル治具によるねじ式デバイスの作製）
　７０％エタノール３０ｍｌを５０ｍｌコニカルチューブに入れ、ねじ式部材（内径 φ7
.98mm、外径 φ11mmの環状先端面に２度の傾斜角度とケガキ線を有するおねじ、及び、内
径 φ11.3mm、外径 φ14.3mmの環状先端面に２度の傾斜角度とケガキ線を有するめねじ）
を入れて何度か振ったのち取り出して乾かした。
【０１３５】
　乾いた各ねじ式部材の環状先端面のケガキ線の外側に接着剤を塗布し、コラーゲンビト
リゲル膜乾燥体を作製した治具Ａに接着剤を塗布した各ねじ式部材を置き、重石を乗せて
貼り付けた（図１５（ａ）参照。）。
【０１３６】
　乾燥させたのち、治具から各ねじ式部材が接着したコラーゲンビトリゲル膜乾燥体をは
がし取った後、周囲にはみ出したコラーゲンビトリゲル膜乾燥体を切った（図１５（ｂ）
参照。）。
【０１３７】
　めねじに脚を取り付けるために、脚３個と脚接着用治具を準備し、両面テープ(薄手発
泡体基材防水両面テープ:Nitto Denko Corporation )をφ１ｍｍ×３枚に打ち抜いた（図
１６（ａ）参照。）。
【０１３８】
　脚３個にφ１ｍｍ両面テープを貼って脚接着用治具に設置し、コラーゲンビトリゲル膜
乾燥体を貼っためねじを乗せて脚を貼り付けた（図１６（ｂ）参照。）。
【０１３９】
　おねじと脚を接着しためねじを組み合わせた（図１７（ａ）参照。）。更に、おねじに
シリコンＯリングをはめた（図１７（ｂ）参照。）。
　以上の工程を経て、底面にコラーゲンビトリゲル膜乾燥体を貼ったおねじとめねじ構造
の培養皿を隙間を有した状態で装着できる細胞培養装置を得た。
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【０１４０】
　細胞培養装置、及び細胞培養装置の作製に用いた部材を図１０に示す。図１８（ａ）は
、コラーゲンビトリゲル膜乾燥体を貼る前のおねじのケガキ線付き傾斜角度２度の先端面
を示す写真である。図１８（ｂ）は、コラーゲンビトリゲル膜乾燥体を貼る前のめねじの
ケガキ線付き傾斜角度２度の先端面を示す写真である。図１８（ｃ）は、ケガキ線付き傾
斜角度２度の先端面にコラーゲンビトリゲル膜乾燥体を貼ったおねじとめねじの写真であ
る。図１９（ａ）は、シリコンOリングを装着したおねじの写真である。図１９（ｂ）は
、脚を接着しためねじの写真である。図１９（ｃ）は、シリコンＯリングを装着したおね
じと、脚を接着しためねじを螺着した細胞培養装置を斜めから見た写真である。図１９（
ｄ）は、シリコンＯリングを装着したおねじと、脚を接着しためねじを螺着した細胞培養
装置を横から見た写真である。
【０１４１】
［実施例２］
≪細胞培養装置中のコラーゲンビトリゲル膜のたわみ試験≫
　傾斜角度なし（０度）および傾斜角度２度の先端面にコラーゲンビトリゲル膜乾燥体を
貼った「おねじ」と「めねじ」の撓み試験を行った。具体的には、コラーゲンビトリゲル
膜乾燥体をＰＢＳで再水和した後に、おねじ内に０．６ｍｌＰＢＳ、めねじ内に０．８ｍ
ｌＰＢＳを注入して側面から観察した。図２０（ａ）は、傾斜角度なし（０度）のおねじ
を示し、図２０（ｂ）は、傾斜角度２度のおねじを示す。図２０（ｃ）は、傾斜角度なし
（０度）のめねじを示し、図２０（ｄ）は、傾斜角度２度のめねじを示す。
　「おねじ」も「めねじ」も傾斜角度なし（０度）の先端面と比較して傾斜角度２度の先
端面では、コラーゲンビトリゲル膜のたわみが解消されることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【０１４２】
　本発明によれば、ハンドリングに優れた細胞培養装置を提供することができる。
【符号の説明】
【０１４３】
　１…細胞培養装置、１１…第１の培養皿、１１１…第１の膜、１１２…孔、１１３…脚
部、１２…第２の培養皿、１２１…第２の膜、１３…隙間、１４…保護部、１５…蓋部、
１６…第３の培養皿、２…肝細胞培養装置、２１…第１の培養皿、２２…第２の培養皿、
２１１…第２細胞培養物、２２１…第１細胞培養物、２２２…生理活性物質を透過可能な
膜、５…台座、３…酸素分圧制御モデル、３１…蓋部、３２…酸素発生機構、３３…保護
部、４…ヒト小腸モデル、４１…蓋部、４２…第２の培養皿、４３…第１の培養皿。
【要約】
　第１の培養皿と、第２の培養皿を有する細胞培養装置であって、前記第１の培養皿は、
底面に第１の膜を備え、前記第２の培養皿は、底面に第２の膜を備え、前記第１の培養皿
と前記第２の培養皿が、高さを調節可能な隙間を有した状態で装着されていることを特徴
とする、細胞培養装置。
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