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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　透明性を有する第一の基板上に、感光性接着剤を塗布して感光性接着剤層を形成させ、
３Ｄプリント用基板を得る工程Ａと、
　　前記３Ｄプリント用基板上に、感光性造形材料を製膜してなる感光性造形材層に、紫
外線を選択的に照射し、前記感光性造形材層を選択的に硬化させる工程Ｂと、
　　選択的に硬化した感光性造形材層上に、更に感光性造形材料を製膜して感光性造形材
層を重層し、重層された感光性造形材層に紫外線を選択的に照射し、前記重層された感光
性造形材層を選択的に硬化させる工程Ｃと、
　　前記工程Ｃを複数回繰り返した後、未硬化部分を現像し細胞培養用流路を得る工程Ｄ
と、
　　透明性を有する第二の基板上に、第一の接着剤を製膜して第一の接着剤層を形成させ
、細胞培養用流路天板を得る工程Ｅと、
　　前記細胞培養用流路と前記細胞培養用流路天板とを、前記第一の接着剤層を介して接
合し、熱圧着させて中空構造を有するマイクロ流路構造体を得る工程Ｆと、を有し、
　前記第一の接着剤が、Ｔｇが５℃以上のポリエステル系樹脂であり、熱で圧着される接
着剤であることを特徴とする細胞培養用チップの製造方法。
【請求項２】
　前記工程Ｄの後に、前記細胞培養用流路に紫外線を前面に照射し未硬化成分を硬化させ
る工程Ｈを有する請求項１に記載の細胞培養用チップの製造方法。
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【請求項３】
　前記工程Ｈの後に、前記細胞培養用流路を、有機溶剤を用いて洗浄し、未硬化成分を除
去させる工程Ｉを有する請求項２に記載の細胞培養用チップの製造方法。
【請求項４】
　前記工程Ｉにおいて、非極性溶媒から徐々に極性溶媒に換えて、前記細胞培養用流路を
洗浄する請求項３に記載の細胞培養用チップの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞培養用チップの製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来の細胞アッセイで利用されてきた単層培養は、細胞を取り巻く環境が生体内と大き
く異なり、培養細胞では体内で発現している機能の多くが失われている点がしばしば問題
となる。近年の微細加工技術や三次元培養技術の進歩により、この問題が克服され、細胞
アッセイのスループットと信頼性とが同時に向上されると期待されている。特に、生理学
的な三次元培養環境をｉｎ　ｖｉｔｒｏで再現したマイクロ流体デバイスを備えた細胞培
養用チップを１つの臓器のように取り扱うＯｒｇａｎ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐという概念が
広がり、医薬品開発への応用を意識した研究が世界的に広く展開されつつある。さらに、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで再構成した複数の臓器モデルをマイクロ流路等で接続し、個体応答の
再現を目指すＢｏｄｙ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐという概念も提唱され、急速な注目を集めて
いる。
【０００３】
　上述のような細胞培養用チップは、ソフトリソグラフィ法（例えば、特許文献１参照。
）、又は射出成型法（例えば、特許文献２参照。）によって製造される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特表２０１５－５３５７２８号公報
【特許文献２】特開２０１０－１１２７３０号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　従来の細胞培養用チップの製造方法において、ソフトリソグラフィ法では、微細な流路
構造を製造することができるが、少量生産に適しており大量生産に向かなかった。一方、
射出成型法では、大量生産に適しているが、微細な流路構造の金型を製造するためにコス
トがかかっていた。
　また、細胞培養用チップにおいては、細胞培養が可能であると共に、その内部を観察可
能である等の機能を有することが求められている。
【０００６】
　本発明は、上記事情に鑑みてなされたものであって、微細な流路構造を製造可能であり
、かつ低コストで大量生産可能であり、それに加えて、細胞培養に適した機能を有する、
細胞培養用チップの製造方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明の第１の態様は、透明性を有する第一の基板上に、感光性接着剤を塗布して感光
性接着剤層を形成させ、３Ｄプリント用基板を得る工程Ａと、前記３Ｄプリント用基板上
に、感光性造形材料を製膜してなる感光性造形材層に、紫外線を選択的に照射し、前記感
光性造形材層を選択的に硬化させる工程Ｂと、選択的に硬化した感光性造形材層上に、更
に感光性造形材料を製膜して感光性造形材層を重層し、重層された感光性造形材層に紫外
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線を選択的に照射し、前記重層された感光性造形材層を選択的に硬化させる工程Ｃと、前
記工程Ｃを複数回繰り返した後、未硬化部分を現像し細胞培養用流路を得る工程Ｄと、透
明性を有する第二の基板上に、第一の接着剤を製膜して第一の接着剤層を形成させ、細胞
培養用流路天板を得る工程Ｅと、前記細胞培養用流路と前記細胞培養用流路天板とを、前
記第一の接着剤層を介して接合し、熱圧着させて中空構造を有するマイクロ流路構造体を
得る工程Ｆと、を有し、前記第一の接着剤が、Ｔｇが５℃以上のポリエステル系樹脂であ
り、熱で圧着される接着剤である細胞培養用チップの製造方法である。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明によれば、微細な流路構造を製造可能であり、かつ低コストで大量生産可能な細
胞培養用チップの製造方法を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】本発明の細胞培養用チップの製造方法の一実施形態を説明するための各工程での
構成を模式的に示す断面図である。
【図２】本発明の製造例１における細胞アッセイ用マイクロ流路チップの構成を模式的に
示す断面図である。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
≪細胞培養用チップの製造方法≫
＜第一実施形態＞
　一実施形態において、本発明は、透明性を有する第一の基板上に、感光性接着剤を塗布
して感光性接着剤層を形成させ、３Ｄプリント用基板を得る工程Ａと、前記３Ｄプリント
用基板上に、感光性造形材料を製膜してなる感光性造形材層に、紫外線を選択的に照射し
、前記感光性造形材層を選択的に硬化させる工程Ｂと、選択的に硬化した感光性造形材層
上に、更に感光性造形材料を製膜して感光性造形材層を重層し、重層された感光性造形材
層に紫外線を選択的に照射し、前記重層された感光性造形材層を選択的に硬化させる工程
Ｃと、前記工程Ｃを複数回繰り返した後、未硬化部分を現像し細胞培養用流路を得る工程
Ｄと、透明性を有する第二の基板上に、第一の接着剤を製膜して第一の接着剤層を形成さ
せ、細胞培養用流路天板を得る工程Ｅと、前記細胞培養用流路と前記細胞培養用流路天板
とを、前記第一の接着剤層を介して接合し、熱圧着させて中空構造を有するマイクロ流路
構造体を得る工程Ｆと、を有し、前記第一の接着剤が、Ｔｇが５℃以上のポリエステル系
樹脂である細胞培養用チップの製造方法を提供する。
【００１１】
　本実施形態の細胞培養用チップの製造方法によれば、微細な流路構造を備えた細胞培養
用チップを低コストで大量に生産することができる。
【００１２】
　以下、本実施形態の細胞培養用チップを、図面を参照しながら詳細に説明する。図１は
、本発明の細胞培養用チップの製造方法の一実施形態を説明するための各工程での構成を
模式的に示す断面図である。
【００１３】
［工程Ａ］
　まず、透明性を有する第一の基板１上に、感光性接着剤を塗布する。感光性接着剤を任
意の時間置いて、乾燥させることで、感光性接着剤層２を形成させ、３Ｄプリント用基板
を得る（図１の工程Ａ参照。）。
【００１４】
（第一の基板）
　第一の基板は、培養した細胞を位相差顕微鏡等により観察を行う観点から、透明性を有
することが好ましい。また、透明性を高めるために、フィラー（アンチブロッキング剤）
を含まないことが好ましい。
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　第一の基板の材料としては、透明な低自家蛍光物質が好ましい。透明な低自家蛍光性物
質の好適な例としては、ガラス、ポリエチレンテレフタレート、ポリカーボネート、シク
ロオレフィンポリマー、ポリジメチルシロキサン、ポリスチレン、及びポリアクリレート
（アクリル樹脂）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。
【００１５】
　第一の基板の厚さは、例えば５０μｍ以上２５０μｍ以下であればよく、例えば１００
μｍ以上２３０μｍ以下であればよく、例えば１５０μｍ以上２００μｍ以下であればよ
い。
【００１６】
　第一の基板は、少なくとも片面に滑剤成分を含む易滑層を備えていてもよい。
　滑剤成分としては、特別な限定はなく、例えば、パラフィンワックス、マイクロワック
ス、ポリプロピレンワックス、ポリエチレンワックス、エチレン－アクリル系ワックス、
ステアリン酸、ベヘニン酸、１２－ヒドロキシステアリン酸、ステアリン酸アミド、オレ
イン酸アミド、エルカ酸アミド、メチレンビスステアリン酸アミド、エチレンビスステア
リン酸アミド、エチレンビスオレイン酸アミド、ステアリン酸ブチル、ステアリン酸モノ
グリセリド、ペンタエリスリトールテトラステアレート、硬化ヒマシ油、ステアリン酸ス
テアリル、シロキサン、高級アルコール系高分子、ステアリルアルコール、ステアリン酸
カルシウム、ステアリン酸亜鉛、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸鉛、シリコー
ン（ジメチルシロキサン）系の低分子量物（オイル）又はシリコーン（ジメチルシロキサ
ン）系の樹脂などが挙げられ、これらは単独で、又は２種以上を併用しても構わない。
　また、易滑層内に配合されるバインダー樹脂成分としては、例えば、ポリエステル系樹
脂、ポリアミド系樹脂、ポリウレタン系樹脂、エポキシ系樹脂、フェノール系樹脂、アク
リル系樹脂、ポリ酢酸ビニル系樹脂、セルロース系樹脂、スチレン系樹脂、又はこれらの
共重合樹脂等、様々の樹脂が挙げられる。中でも、バインダー樹脂成分としては、上述の
滑剤との組合せでより優れた滑性を発揮することから、スチレン－アクリル系共重合樹脂
が好ましい。
　易滑層の形成方法としては、特別な限定はなく、例えば、第一の基板製造時の延伸前原
反にコートしてから延伸する所謂インラインコート方式により形成する方法、共押し出し
による積層法等が挙げられる。
【００１７】
　なお、本明細書において、「シリコーン系」とは、オルガノシロキサン類をいい、その
性状は、油状、ゴム状、樹脂状のものがあり、各々シリコーン油、シリコーンゴム、シリ
コーン樹脂と呼ばれる。これらは、何れも撥水作用、潤滑作用、離型作用などを有してい
るので、フィルム最表層部に含有させることで表面の摩擦を低下させるのに有効である。
【００１８】
　易滑層の厚さは、例えば０．１μｍ以下、例えば、５０ｎｍ以下であればよい。
【００１９】
（感光性接着剤）
　感光性接着剤は、現像液耐性を有することが好ましい。感光性接着剤が現像液耐性を有
することで、続く工程Ｄにおける現像処理においても、感光性接着剤が溶出されず接着性
を保つことができる。また、感光性接着剤は、前記第一の基板への接着性、続く工程Ｂ～
Ｄにおいて形成される細胞培養用流路への接着性、透明性、低自家発光性、及び低細胞毒
性を有することが好ましい。
【００２０】
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・光重合性化合物
　感光性接着剤の材料としては、従来から感光性接着剤に使用されている種々の光重合性
化合物から選択することができる。光重合性化合物としては、感光性接着剤の保存安定性
等の点から、エチレン性不飽和結合を有する化合物が好ましい。エチレン性不飽和結合を
有する化合物に含まれる光重合性の官能基としては、例えば、（メタ）アクリロイル基、
ビニル基、及びアリル基等が挙げられる。エチレン性不飽和結合を有する化合物としては
、例えば、単官能、２官能、又は３官能以上の多官能の、（メタ）アクリレート化合物、
（メタ）アクリルアミド化合物、ビニル化合物、及びアリル化合物を用いることができる
。これらのエチレン性不飽和結合を有する化合物は単独又は２種以上組み合わせて用いる
ことができる。
【００２１】
　単官能のエチレン性不飽和結合を有する化合物としては、例えば、（メタ）アクリル酸
エステル類、（メタ）アクリルアミド類、アリル化合物、ビニルエーテル類、ビニルエス
テル類、スチレン類等が挙げられる。
【００２２】
　（メタ）アクリル酸エステル類としては、例えば、メチル（メタ）アクリレート、エチ
ル（メタ）アクリレート、プロピル（メタ）アクリレート、アミル（メタ）アクリレート
、ｔ－オクチル（メタ）アクリレート、クロロエチル（メタ）アクリレート、２，２－ジ
メチルヒドロキシプロピル（メタ）アクリレート、２－ヒドロキシエチル（メタ）アクリ
レート、トリメチロールプロパンモノ（メタ）アクリレート、ベンジル（メタ）アクリレ
ート、フルフリル（メタ）アクリレート、フェニル（メタ）アクリレート、フェノールの
ＥＯ付加物の（メタ）アクリレート、フェノールのＰＯ付加物の（メタ）アクリレート、
フェノールのＥＯ／ＰＯ共付加物の（メタ）アクリレート、エチレングリコールモノ（メ
タ）アクリレート、ジエチレングリコールモノ（メタ）アクリレート、トリエチレングリ
コールモノ（メタ）アクリレート、ポリエチレングリコールモノ（メタ）アクリレート、
２－メトキシエチル（メタ）アクリレート、ジエチレングリコールモノメチルエーテルモ
ノ（メタ）アクリレート、トリエチレングリコールモノメチルエーテルモノ（メタ）アク
リレート、ポリエチレングリコールモノエチルエーテルモノ（メタ）アクリレート、プロ
ピレングリコールモノ（メタ）アクリレート、ジプロピレングリコールモノ（メタ）アク
リレート、トリプロピレングリコールモノ（メタ）アクリレート、ポリプロピレングリコ
ールモノ（メタ）アクリレート、プロピレングリコールモノメチルエーテルモノ（メタ）
アクリレート、ジプロピレングリコールモノメチルエーテルモノ（メタ）アクリレート、
トリプロピレングリコールモノメチルエーテルモノ（メタ）アクリレート、ポリプロピレ
ングリコールモノメチルエーテルモノ（メタ）アクリレート、ＥＯ／ＰＯ共重合体のモノ
（メタ）アクリレート、ＥＯ／ＰＯ共重合体のモノメチルエーテルモノ（メタ）アクリレ
ート、及びアミン変性 ポリエーテルアクリレート等が挙げられる。
【００２３】
　なお、本明細書において、「ＥＯ変性」とは、（ポリ）オキシエチレン鎖を有する化合
物であることを意味し、「ＰＯ変性」とは、（ポリ）オキシプロピレン鎖を有する化合物
であることを意味し、「ＥＯ・ＰＯ変性」とは、（ポリ）オキシエチレン鎖及び（ポリ）
オキシプロピレン鎖の双方を有する化合物であることを意味する。
【００２４】
　（メタ）アクリルアミド類としては、例えば、（メタ）アクリルアミド、Ｎ－アルキル
（メタ）アクリルアミド、Ｎ－アリール（メタ）アクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジアルキル（
メタ）アクリルアミド、Ｎ，Ｎ－アリール（メタ）アクリルアミド、Ｎ－メチル－Ｎ－フ
ェニル（メタ）アクリルアミド、Ｎ－ヒドロキシエチル－Ｎ－メチル（メタ）アクリルア
ミド等が挙げられる。
【００２５】
　アリル化合物としては、例えば、酢酸アリル、カプロン酸アリル、カプリル酸アリル、
ラウリン酸アリル、パルミチン酸アリル、ステアリン酸アリル、安息香酸アリル、アセト
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酢酸アリル、乳酸アリル等のアリルエステル類；アリルオキシエタノール等が挙げられる
。
【００２６】
　ビニルエーテル類としては、例えば、ヘキシルビニルエーテル、オクチルビニルエーテ
ル、デシルビニルエーテル、エチルヘキシルビニルエーテル、メトキシエチルビニルエー
テル、エトキシエチルビニルエーテル、クロルエチルビニルエーテル、１－メチル－２，
２－ジメチルプロピルビニルエーテル、２－エチルブチルビニルエーテル、ヒドロキシエ
チルビニルエーテル、ジエチレングリコールビニルエーテル、ジメチルアミノエチルビニ
ルエーテル、ジエチルアミノエチルビニルエーテル、ブチルアミノエチルビニルエーテル
、ベンジルビニルエーテル、テトラヒドロフルフリルビニルエーテル等のアルキルビニル
エーテル；ビニルフェニルエーテル、ビニルトリルエーテル、ビニルクロルフェニルエー
テル、ビニル－２，４－ジクロルフェニルエーテル、ビニルナフチルエーテル、ビニルア
ントラニルエーテル等のビニルアリールエーテル等が挙げられる。
【００２７】
　ビニルエステル類としては、例えば、ビニルブチレート、ビニルイソブチレート、ビニ
ルトリメチルアセテート、ビニルジエチルアセテート、ビニルバレート、ビニルカプロエ
ート、ビニルクロルアセテート、ビニルジクロルアセテート、ビニルメトキシアセテート
、ビニルブトキシアセテート、ビニルフエニルアセテート、ビニルアセトアセテート、ビ
ニルラクテート、ビニル－β－フェニルブチレート、安息香酸ビニル、サリチル酸ビニル
、クロル安息香酸ビニル、テトラクロル安息香酸ビニル、ナフトエ酸ビニル等が挙げられ
る。
【００２８】
　スチレン類としては、例えば、スチレン；メチルスチレン、ジメチルスチレン、トリメ
チルスチレン、エチルスチレン、ジエチルスチレン、イソプロピルスチレン、ブチルスチ
レン、ヘキシルスチレン、シクロヘキシルスチレン、デシルスチレン、ベンジルスチレン
、クロルメチルスチレン、トリフルオロメチルスチレン、エトキシメチルスチレン、アセ
トキシメチルスチレン等のアルキルスチレン；メトキシスチレン、４－メトキシ－３－メ
チルスチレン、ジメトキシスチレン等のアルコキシスチレン；クロロスチレン、ジクロロ
スチレン、トリクロロスチレン、テトラクロロスチレン、ペンタクロロスチレン、ブロモ
スチレン、ジブロモスチレン、ヨードスチレン、フルオロスチレン、トリフルオロスチレ
ン、２－ブロモ－４－トリフルオロメチルスチレン、４－フルオロ－３－トリフルオロメ
チルスチレン等のハロスチレン等が挙げられる。
【００２９】
　２官能のエチレン性不飽和結合を有する化合物としては、例えば、ポリエチレングリコ
ールジ（メタ）アクリレート、ポリプロピレングリコールジ（メタ）アクリレート、ポリ
エチレンポリプロピレングリコールジ（メタ）アクリレート、エチレングリコールジ（メ
タ）アクリレート、プロピレングリコールジ（メタ）アクリレート、ポリエチレンポリト
リメチロールプロパンジ（メタ）アクリレート、２－（メタ）アクロイルオキシ－２－ヒ
ドロキシプロピルフタレート、２－（メタ）アクロイルオキシエチル－２－ヒドロキシエ
チルフタレート、グリシジル基含有化合物にα，β－不飽和カルボン酸を反応させて得ら
れる化合物、ウレタンモノマー、γ－クロロ－β－ヒドロキシプロピル－β’－（メタ）
アクリロイルオキシエチル－ｏ－フタレート、β－ヒドロキシエチル－β’－（メタ）ア
クリロイルオキシエチル－ｏ－フタレート、β－ヒドロキシプロピル－β’－（メタ）ア
クリロイルオキシエチル－ｏ－フタレート、及びイソシアヌル酸ＥＯ変性ジアクリレート
等が挙げられる。
【００３０】
　前記グリシジル基含有化合物にα，β－不飽和カルボン酸を反応させて得られる化合物
としては、例えば、トリグリセロールジ（メタ）アクリレート等が挙げられる。上記ウレ
タンモノマーとしては、例えば、β位に水酸基を有する（メタ）アクリルモノマーとイソ
ホロンジイソシアネート、２，６－トルエンジイソシアネート、２，４－トルエンジイソ
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シアネート、１，６－ヘキサメチレンジイソシアネート等との付加反応物、ＥＯ変性ウレ
タンジ（メタ）アクリレート、及びＥＯ，ＰＯ変性ウレタンジ（メタ）アクリレート等が
挙げられる。
【００３１】
　多官能のエチレン性不飽和結合を有する化合物としては、例えば、トリメチロールプロ
パントリ（メタ）アクリレート、ペンタエリスリトールテトラ（メタ）アクリレート、Ｅ
Ｏ変性ペンタエリスリトールテトラ（メタ）アクリレート、ＰＯ変性ペンタエリスリトー
ルテトラ（メタ）アクリレート、ジペンタエリスリトールペンタ（メタ）アクリレート、
ジペンタエリスリトールヘキサ（メタ）アクリレート等の３官能以上のアクリレート；ポ
リイソシアネート化合物とヒドロキシ基含有（メタ）アクリレートモノマーと、を反応さ
せて得られる多官能ウレタン（メタ）アクリレート（例えば、イソシアヌル酸ＥＯ変性ト
リアクリレート等）；多価アルコールとＮ－メチロール（メタ）アクリルアミドとの縮合
物等が挙げられる。
【００３２】
・光重合開始剤
　感光性接着剤は、感光性接着剤の質量に対して０．５質量％以上５．０質量％以下、好
ましくは１．０質量％以上４．０質量％以下の光重合開始剤を含む。感光性接着剤がこの
ような量の光重合開始剤を含むことで、感光性接着剤を露光により硬化させて得られる感
光性接着剤層の、残留モノマーと、光重合開始剤とに起因する細胞毒性を低減することが
できる。
【００３３】
　光重合開始剤は、本発明の目的を阻害しない範囲で、光重合性化合物の種類に応じて従
来使用される光重合開始剤から適宜選択される。エチレン性不飽和結合を有する光重合性
化合物を用いる場合の好適な光重合性化合物の例としては、１－ヒドロキシシクロヘキシ
ルフェニルケトン、２－ヒドロキシ－２－メチル－１－フェニルプロパン－１－オン、１
－〔４－（２－ヒドロキシエトキシ）フェニル〕－２－ヒドロキシ－２－メチル－１－プ
ロパン－１－オン、１－（４－イソプロピルフェニル）－２－ヒドロキシ－２－メチルプ
ロパン－１－オン、１－（４－ドデシルフェニル）－２－ヒドロキシ－２－メチルプロパ
ン－１－オン、２，２－ジメトキシ－１，２－ジフェニルエタン－１－オン、ビス（４－
ジメチルアミノフェニル）ケトン、２－メチル－１－〔４－（メチルチオ）フェニル〕－
２－モルフォリノプロパン－１－オン、２－ベンジル－２－ジメチルアミノ－１－（４－
モルフォリノフェニル）－ブタン－１－オン、エタノン，１－［９－エチル－６－（２－
メチルベンゾイル）－９Ｈ－カルバゾル－３－イル］，１－（ｏ－アセチルオキシム）、
２，４，６－トリメチルベンゾイルジフェニルホスフィンオキシド、４－ベンゾイル－４
’－メチルジメチルスルフィド、４－ジメチルアミノ安息香酸、４－ジメチルアミノ安息
香酸メチル、４－ジメチルアミノ安息香酸エチル、４－ジメチルアミノ安息香酸ブチル、
４－ジメチルアミノ－２－エチルヘキシル安息香酸、４－ジメチルアミノ－２－イソアミ
ル安息香酸、ベンジル－β－メトキシエチルアセタール、ベンジルジメチルケタール、１
－フェニル－１，２－プロパンジオン－２－（ｏ－エトキシカルボニル）オキシム、ｏ－
ベンゾイル安息香酸メチル、２，４－ジエチルチオキサントン、２－クロロチオキサント
ン、２，４－ジメチルチオキサントン、１－クロロ－４－プロポキシチオキサントン、チ
オキサンテン、２－クロロチオキサンテン、２，４－ジエチルチオキサンテン、２－メチ
ルチオキサンテン、２－イソプロピルチオキサンテン、２－エチルアントラキノン、オク
タメチルアントラキノン、１，２－ベンズアントラキノン、２，３－ジフェニルアントラ
キノン、アゾビスイソブチロニトリル、ベンゾイルパーオキシド、クメンパーオキシド、
２－メルカプトベンゾイミダール、２－メルカプトベンゾオキサゾール、２－メルカプト
ベンゾチアゾール、２－（ｏ－クロロフェニル）－４，５－ジ（ｍ－メトキシフェニル）
－イミダゾリル二量体、ベンゾフェノン、２－クロロベンゾフェノン、ｐ，ｐ’－ビスジ
メチルアミノベンゾフェノン、４，４’－ビスジエチルアミノベンゾフェノン、４，４’
－ジクロロベンゾフェノン、３，３－ジメチル－４－メトキシベンゾフェノン、ベンジル
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、ベンゾイン、ベンゾインメチルエーテル、ベンゾインエチルエーテル、ベンゾインイソ
プロピルエーテル、ベンゾイン－ｎ－ブチルエーテル、ベンゾインイソブチルエーテル、
ベンゾインブチルエーテル、アセトフェノン、２，２－ジエトキシアセトフェノン、ｐ－
ジメチルアセトフェノン、ｐ－ジメチルアミノプロピオフェノン、ジクロロアセトフェノ
ン、トリクロロアセトフェノン、ｐ－ｔｅｒｔ－ブチルアセトフェノン、ｐ－ジメチルア
ミノアセトフェノン、ｐ－ｔｅｒｔ－ブチルトリクロロアセトフェノン、ｐ－ｔｅｒｔ－
ブチルジクロロアセトフェノン、α，α－ジクロロ－４－フェノキシアセトフェノン、チ
オキサントン、２－メチルチオキサントン、２－イソプロピルチオキサントン、ジベンゾ
スベロン、ペンチル－４－ジメチルアミノベンゾエート、９－フェニルアクリジン、１，
７－ビス－（９－アクリジニル）ヘプタン、１，５－ビス－（９－アクリジニル）ペンタ
ン、１，３－ビス－（９－アクリジニル）プロパン、ｐ－メトキシトリアジン、２，４，
６－トリス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－メチル－４，６－ビス（トリク
ロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－［２－（５－メチルフラン－２－イル）エテニル］
－４，６－ビス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－［２－（フラン－２－イル
）エテニル］－４，６－ビス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－［２－（４－
ジエチルアミノ－２－メチルフェニル）エテニル］－４，６－ビス（トリクロロメチル）
－ｓ－トリアジン、２－［２－（３，４－ジメトキシフェニル）エテニル］－４，６－ビ
ス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－（４－メトキシフェニル）－４，６－ビ
ス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－（４－エトキシスチリル）－４，６－ビ
ス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２－（４－ｎ－ブトキシフェニル）－４，６
－ビス（トリクロロメチル）－ｓ－トリアジン、２，４－ビス－トリクロロメチル－６－
（３－ブロモ－４－メトキシ）フェニル－ｓ－トリアジン、２，４－ビス－トリクロロメ
チル－６－（２－ブロモ－４－メトキシ）フェニル－ｓ－トリアジン、２，４－ビス－ト
リクロロメチル－６－（３－ブロモ－４－メトキシ）スチリルフェニル－ｓ－トリアジン
、２，４－ビス－トリクロロメチル－６－（２－ブロモ－４－メトキシ）スチリルフェニ
ル－ｓ－トリアジン等が挙げられる。これらの中でも、感光性接着剤を用いて形成される
細胞培養用チップの細胞毒性が低い点で、α－アミノアルキルフェノン系光重合開始剤、
及びオキシムエステル系光重合開始剤から選択される光重合開始剤が好ましい。これらの
光重合開始剤は、単独又は２種以上組み合わせて用いることができる。
【００３４】
・その他の成分
　感光性接着剤は、光重合性化合物及び光重合開始剤の他に、必要に応じて、溶剤（例え
ば、プロピレングリコール－１－メチルエーテルアセテート（ＰＧＭＥＡ）等）、界面活
性剤、密着性向上剤、熱重合禁止剤、消泡剤等の添加剤を含有させることができる。いず
れの添加剤も、従来公知のものを用いることができる。界面活性剤としては、アニオン系
、カチオン系、ノニオン系等の化合物が挙げられ、密着性向上剤としては、従来公知のシ
ランカップリング剤が挙げられ、熱重合禁止剤としては、ヒドロキノン、ヒドロキノンモ
ノエチルエーテル等が挙げられ、消泡剤としては、シリコーン系、フッ素系化合物等が挙
げられる。
【００３５】
　感光性接着剤層の厚さは、例えば５μｍ以上５０μｍ以下であればよく、例えば８μｍ
以上３０μｍ以下であればよく、例えば１０μｍ以上２５μｍ以下であればよい。
【００３６】
　第一の基板上に感光性接着剤層を形成する方法は特に限定されず、例えば、所定量の感
光性接着剤を第一の基板上に滴下する方法や、ロールコータ、リバースコータ、バーコー
タ等の接触転写型塗布装置を用いる方法や、スピンナー（回転式塗布装置）、カーテンフ
ローコータ等の非接触型塗布装置を用いる方法等が挙げられる。
【００３７】
［工程Ｂ］
　次いで、前記工程Ａで作製された３Ｄプリント用基板１０上に感光性造形材料３’を製
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膜させ、第一の感光性造形材層３ａを形成させる。次いで、紫外線８を選択的に照射し、
第一の感光性造形材層３ａを選択的に硬化させる（図１の［工程Ｂ］参照。）。
【００３８】
（感光性造形材料）
　感光性造形材料は、細胞培養に用いることから、低細胞毒性を有することが好ましい。
また、感光性造形材料は、無溶媒系が好ましく、低自家蛍光性、及び低反り性（「低硬化
収縮性」又は「低弾性」と称する場合もある。）を有することが好ましい。
【００３９】
・光重合性化合物
　感光性造形材料としては、従来から感光性造形材料に使用されている種々の光重合性化
合物から選択することができる。光重合性化合物としては、上述の（感光性接着剤）の「
・光重合性化合物」において例示されたものと同様のものが挙げられる。
【００４０】
・光重合開始剤
　感光性造形材料は、感光性造形材料の質量に対して０．５質量％以上５．０質量％以下
、好ましくは１．０質量％以上４．０質量％以下の光重合開始剤を含む。感光性造形材料
がこのような量の光重合開始剤を含むことで、感光性造形材料を露光により硬化させて得
られる感光性造形材層の、残留モノマーと、光重合開始剤とに起因する細胞毒性を低減す
ることができる。
　光重合開始剤としては、上述の（感光性接着剤）の「・光重合開始剤」において例示さ
れたものと同様のものが挙げられる。
【００４１】
　感光性造形材層の厚さは、例えば０．１μｍ以上１００μｍ以下であればよく、１μｍ
以上８０μｍ以下であればよく、１μｍ以上６０μｍ以下であればよい。感光性造形材層
の厚さが上記範囲であることにより、細胞培養用チップは高い解像性を有することができ
る。
【００４２】
　３Ｄプリント用基板上に感光性造形材層を形成する方法は、液槽光重合法（光造形法）
、シート又は液を用いた積層法等を用いることができる。液槽光重合法の具体的な例とし
ては、液状の感光性造形材料３’を満たした槽５ａ内に存在する作業テーブル４上に３Ｄ
プリント用基板１０を乗せて、３Ｄプリント用基板１０上に紫外線８を選択的に照射し、
第一の感光性造形材層３ａを形成させながら、選択的に硬化させる。
【００４３】
　紫外線を照射する方法としては、高圧水銀灯、超高圧水銀灯、キセノンランプ、カーボ
ンアーク灯、ＨｅＣｄレーザ、Ａｒレーザ等の紫外線を発する光源を、必要に応じて変調
機等を通しレンズ等を通過後、デジタルマイクロミラーデバイス等を用いて描画を制御し
ながら、感光性造形材層を所定の厚みとなるように硬化させればよい。感光性造形材層に
照射する紫外線の露光量は、感光性造形材料の組成や、感光性造形材層の膜厚等を考慮し
て適宜定められる。典型的には、感光性造形材層に照射する紫外線の露光量は、１０ｍＪ
／ｃｍ２以上１０００００ｍＪ／ｃｍ２以下が好ましく、１００ｍＪ／ｃｍ２以上５００
００ｍＪ／ｃｍ２以下がより好ましい。
　図１においては、光源が上に存在し、作業テーブル４を引き下げながら積層させる方法
が例示されているが、光源の位置が下に存在し、作業テーブル４を引き上げながら積層さ
せる方法であってもよい。
【００４４】
［工程Ｃ］
　次いで、選択的に硬化した第一の感光性造形材層３ａ上に、更に感光性造形材料３’を
製膜して第二の感光性造形材層３ｂを重層し、重層された第二の感光性造形材層３ｂに紫
外線を選択的に照射し、前記重曹された第二の感光性造形材層３ｂを選択的に硬化させる
（図１の［工程Ｃ］参照。）。
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【００４５】
　具体的には、選択的に硬化した第一の感光性造形材層３ａが形成された３Ｄプリント用
基板１０を乗せた作業テーブル４を下降させ、紫外線８を選択的に照射し、重層された第
二の感光性造形材層３ｂを形成させながら、選択的に硬化させればよい。
【００４６】
［工程Ｄ］
　次いで、前記工程Ｃを複数回繰り返して感光性造形材層を一層ずつ硬化させて積層し、
現像液９を含む槽５ｂに浸すことで、未硬化部分を現像し、細胞培養用流路２０ａを得る
（図１の［工程Ｄ］参照。）。
　なお、図１の［工程Ｄ］においては、２層の感光性造形材層が形成されたものを示して
いるが、３層以上の感光性造形材層が形成されていてもよい。
【００４７】
　未硬化部分の現像方法としては、重層された感光性造形材層を備える３Ｄプリント用基
板を現像液に浸し、未硬化部分を除去する。現像液としては、例えば、プロピレングリコ
ール－１－メチルエーテルアセテート（ＰＧＭＥＡ）、イソプロピルアルコール（ＩＰＡ
）、アセトン等の有機溶媒等が挙げられる。現像液に浸した後に、さらにリンス液（例え
ば、有機溶媒、水等）で洗浄してもよい。
【００４８】
　また、現像後の細胞培養用流路は、プラズマ処理してもよい。細胞培養用流路に対して
、プラズマ処理することにより、細胞が接着しやすい細胞培養用流路を形成することがで
きる。プラズマ処理に用いるプラズマは特に限定されないが、例えばＯ２プラズマ、Ｎ２

プラズマ、ＣＦ４プラズマ等が挙げられる。
【００４９】
［工程Ｅ］
　次いで、透明性を有する第二の基板１１上に、第一の接着剤を塗布する。第一の接着剤
を任意の時間置いて、乾燥させることで、第一の接着剤層１２を形成させ、細胞培養用流
路天板２０ｂを得る（図１の［工程Ｅ］参照。）。
【００５０】
（第二の基板）
　第二の基板は、培養した細胞を位相差顕微鏡等により観察を行う観点から、透明性を有
することが好ましい。また、透明性を高めるために、フィラー（アンチブロッキング剤）
を含まないことが好ましい。
　第二の基板の材料として具体的には、上述の［工程Ａ］の（第一の基板）において例示
されたものと同様のものが挙げられる。
【００５１】
　第二の基板の厚さは、例えば５０μｍ以上２５０μｍ以下であればよく、例えば１００
μｍ以上２３０μｍ以下であればよく、例えば１５０μｍ以上２００μｍ以下であればよ
い。
【００５２】
　第二の基板は、少なくとも片面に滑剤成分を含む易滑層を備えていてもよい。
　滑剤成分としては、上述の［工程Ａ］の（第一の基板）において例示されたものと同様
のものが挙げられる。
　易滑層の形成方法としては、特別な限定はなく、例えば、第一の基板製造時の延伸前原
反にコートしてから延伸する所謂インラインコート方式により形成する方法、共押し出し
による積層法等が挙げられる。
【００５３】
　易滑層の厚さは、例えば０．１μｍ以下、例えば、５０ｎｍ以下であればよい。
【００５４】
（第一の接着剤）
　３７℃程度の恒温環境下で細胞は維持培養されるため、第一の接着剤は、３７℃環境下
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における低変形性を有することが好ましい。また、第一の接着剤は、前記第二の基板への
接着性、前記工程Ｂ～Ｄにおいて形成された細胞培養用流路への接着性、透明性、低自家
発光性、低細胞毒性、及び殺菌洗浄剤耐性を有することが好ましい。
【００５５】
　第一の接着剤の材料としては、Ｔｇが好ましくは５℃以上、より好ましくは１０℃以上
、さらに好ましくは２０℃以上の樹脂であればよく、例えば、Ｔｇが上記範囲以上の、ポ
リエステル系樹脂、アクリル系樹脂、ウレタン系樹脂、ポリオレフィン系樹脂、フッ素系
樹脂、シリコーン系樹脂、及びこれら樹脂の混合物又は変性した樹脂等が挙げられる。中
でも、第一の接着剤の材料としては、低分子残留物が少ないため毒性が低い、Ｔｇが５℃
以上のポリエステル系樹脂であることが好ましい。第一の接着剤の材料が、Ｔｇが５℃以
上のポリエステル系樹脂であることにより、３７℃環境下における低変形性を有し、３７
℃程度の恒温環境下で細胞を安定かつ安全に培養することができる。
【００５６】
　Ｔｇが５℃以上のポリエステル系樹脂として具体的には、例えば、東洋紡績社製の「バ
イロン（登録商標）」シリーズが、豊富な種類のものを入手することができる点で好適で
ある。
【００５７】
　ポリエステル系樹脂は、メラミン樹脂等で架橋してもよい。メラミン樹脂としては、例
えば、住友化学社製の「スミマール（登録商標）」シリーズ、三井サイテック社製の「サ
イメル（登録商標）」シリーズ等が挙げられる。
　なお、樹脂と架橋剤の比率は、加工性等と耐久性とのバランスの観点から、乾燥後の第
一の接着剤層中に架橋剤（反応後）が５質量％以上３０質量％以下となるように配合する
ことが好ましい。
【００５８】
　なお、前記東洋紡績社製のバイロン（登録商標）シリーズのＴｇは以下のとおりである
。
　バイロン１０３（４７℃）、バイロン２００（６７℃）、バイロン２２０（５３℃）、
バイロン２２６（６５℃）、バイロン２４０（６０℃）、バイロン２４５（６０℃）、バ
イロン２７０（６７℃）、バイロン２８０（６８℃）、バイロン２９０（７２℃）、バイ
ロン２９６（７１℃）、バイロン３００（７℃）、バイロン６００（４７℃）、バイロン
６３０（７℃）、バイロン６５０（１０℃）、バイロンＧＫ１１０（５０℃）、バイロン
ＧＫ１３０（１５℃）、バイロンＧＫ１４０（２０℃）、バイロンＧＫ１５０（２０℃）
バイロンＧＫ１９０（１１℃）、バイロンＧＫ２５０（６０℃）、バイロンＧＫ３３０（
１６℃）、バイロンＧＫ３６０（５６℃）、バイロンＧＫ５９０（１５℃）、バイロンＧ
Ｋ６４０（７９℃）、バイロンＧＫ６８０（１０℃）、バイロンＧＫ７８０（３６℃）、
バイロンＧＫ８１０（４６℃）、バイロンＧＫ８８０（８４℃）、バイロンＧＫ８９０（
１７℃）、等が挙げられる。これらのＴｇは、ホームページに記載された温度である。ま
た、これらの分子量（Ｍｎ）は３×１０３～３０×１０３の範囲である。
【００５９】
［工程Ｆ］
　次いで、前記工程Ｄにおいて得られた細胞培養用流路２０ａと、前記工程Ｅにおいて得
られた細胞培養用流路天板２０ｂとを位置を合わせて、前記第一の接着剤層１２を介して
接合し、熱圧着させて、中空構造を有するマイクロ流路構造体を備える細胞培養用チップ
１Ａを得る。
【００６０】
　熱圧着する方法としては、細胞培養用流路と細胞培養用流路天板とを接合した状態のも
のを、例えば、ラミネートロール等を通して熱圧着する方法等が挙げられる。圧着する温
度は、第一の接着剤の種類に応じて適宜設定すればよい。
【００６１】
＜第二実施形態＞
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　［工程Ａ］～［工程Ｄ］については、上述の＜第一実施形態＞に記載の［工程Ａ］～［
工程Ｄ］と同様であるため、その説明を省略する。
　前記工程Ｄの後に、以下に示す工程Ｈを備えていてもよい。
【００６２】
［工程Ｈ］
　前記工程Ｄにおいて得られた細胞培養用流路に紫外線を前面に照射し、未硬化成分を硬
化させる（図示せず。）。これにより、感光性造形材層及び感光性接着剤層に含まれる未
硬化の光重合性化合物を充分に硬化させることができる。
【００６３】
　紫外線の照射方法としては、上述の［工程Ｂ］に記載の方法と同様の方法が挙げられる
。典型的には、細胞培養用流路に照射する紫外線の露光量は、１０ｍＪ／ｃｍ２以上２０
００００ｍＪ／ｃｍ２以下が好ましく、１００ｍＪ／ｃｍ２以上１０００００ｍＪ／ｃｍ
２以下がより好ましい。
【００６４】
　工程Ｈの後に続く、工程Ｅ及び工程Ｆについては、上述の＜第一実施形態＞に記載の［
工程Ｅ］及び［工程Ｆ］と同様であるため、その説明を省略する。
【００６５】
＜第三実施形態＞
　［工程Ａ］～［工程Ｈ］については、上述の＜第一実施形態＞及び＜第二一実施形態＞
に記載の［工程Ａ］～［工程Ｈ］と同様であるため、その説明を省略する。
　前記工程Ｈの後に、以下に示す工程Ｉを備えていてもよい。
【００６６】
［工程Ｉ］
　前面に紫外線を照射し硬化させた細胞培養用流路を、有機溶剤を用いて洗浄し、未硬化
成分を除去させる（図示せず。）。これにより、細胞培養用流路に残存する未硬化の光重
合性化合物を充分に取り除くことができる。
【００６７】
　用いられる有機溶媒としては、例えば、ヘキサン、ベンゼン、トルエン、ジチルエーテ
ル、クロロホルム、酢酸エチル、塩化メチレン、ＰＧＭＥＡ、プロピレングリコールモノ
メチルエーテル等の非極性溶媒；テトラヒドロフラン、アセトン、アセトニトリル、Ｎ，
Ｎ－ジメチルホルムアミド、ジメチルスルホキシド、酢酸、１－ブタノール、１－プロパ
ノール、２－プロパノール、エタノール、メタノール、ギ酸、水等の極性溶媒等が挙げら
れ、これらに限定されない。これらは単独で、又は２種類以上組み合わせて用いてもよい
。
【００６８】
　有機溶媒による洗浄方法としては、初めに非極性溶媒による洗浄を行い、徐々に極性溶
媒に換えて洗浄することが好ましい。具体的には、例えば、細胞培養用流路を、ＰＧＭＥ
Ａ、プロピレングリコールモノメチルエーテル、エタノールの順に洗浄を行い、乾燥させ
る方法等が挙げられる。
【００６９】
　工程Ｉの後に続く、工程Ｅ及び工程Ｆについては、上述の＜第一実施形態＞に記載の［
工程Ｅ］及び［工程Ｆ］と同様であるため、その説明を省略する。
【００７０】
　また、本実施形態の細胞培養用チップは、強度を高く保つためにさらに下部に、第二の
接着剤層を介して、支持体を備えていてもよい。
【００７１】
（支持体）
　支持体は、培養した細胞を位相差顕微鏡等により観察を行う観点から、透明性を有する
ことが好ましい。
　支持体の材料としては、例えば、ガラス、ポリエチレンテレフタレート、ポリカーボネ
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ート、シクロオレフィンポリマー、ポリジメチルシロキサン、ポリスチレン、及びポリア
クリレート等が挙げられ、特別な限定はない。
【００７２】
（第二の接着剤）
　第二の接着剤は、培養した細胞を位相差顕微鏡等により観察を行う観点から、透明性を
有することが好ましい。また、第二の接着剤は、支持体及び第一の基板への接着性を有す
ることが好ましい。
　第二の接着剤としては、上述の（第一の接着剤）に例示されたものと同様のものが挙げ
られる。
【実施例】
【００７３】
　以下、実施例及び比較例等を挙げて本発明をさらに詳述するが、本発明はこれらの実施
例等に限定されるものではない。
【００７４】
［製造例１］細胞培養用チップ１の製造
１．３Ｄプリント用基板の作製
（１）第一の感光性接着剤の作製
　以下の表１に示す原料を均一な溶液となるように十分に撹拌し、第一の感光性接着剤を
得た。
【００７５】
【表１】

【００７６】
（２）３Ｄプリント用基板の作製
　次いで、（１）で得られた第一の感光性接着剤を乾燥後の膜厚が１５μｍになる様に、
フィルム厚み１８８μｍのコスモシャインＡ４１００（東洋紡社製、ポリエチレンテレフ
タレート基板１０１）（第一の基板）の易滑層１０２面（易接着処理面）に塗布し、３Ｄ
プリント用基板１００を得た（図２参照。）。
【００７７】
２．細胞培養用流路の作製
（１）感光性造形材料の作製
　以下の表２に示す原料を均一な溶液となるように十分に撹拌し、感光性造形材料を得た
。
【００７８】

【表２】

【００７９】
（２）細胞培養用流路の作製
　次いで、（１）で得られた感光性造形材料を３Ｄプリント用基板１００に１層厚みが２
０～５０μｍとなる様にコーティングした後、デジタルマイクロミラーデバイス（ＤＭＤ
）により３７０μｍを中心とする紫外線選択的に投影し、感光性造形材料を硬化させた。
　さらに同様の方法で感光性造形材料を多層化し硬化させ、アセトンで３分間現像を行い
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全体に紫外線を照射し、ＰＧＭＥＡ、プロピレングリコールモノメチルエーテル、エタノ
ールの順に洗浄を行い、乾燥し、細胞培養用流路２００ａを得た（図２参照。）。
【００８０】
３．細胞培養用流路天板の作製
（１）第一の接着剤の作製
　以下の表３に示す原料を均一な溶液となるように十分に撹拌し、第一の接着剤を得た。
【００８１】
【表３】

【００８２】
（２）細胞培養用流路天板の作製
　次いで、（１）で得られた第一の接着剤を乾燥後の膜厚が２０μｍになる様に、フィル
ム厚み１８８μｍのコスモシャインＡ４１００（東洋紡社製、ポリエチレンテレフタレー
ト基板１０６）（第二の基板）の未処理面に塗布し、このフィルムに炭酸ガスレーザを用
いてインレットとなる穴（図２中のａ１（３ｍｍ）及びｃ１（１．５ｍｍ））をあけ　そ
の後、エタノールに浸漬し乾燥し細胞培養用流路天板２００ｂを得た（図２参照。）。
【００８３】
４．細胞培養用チップの作製（細胞培養用流路天板の細胞培養用流路への貼り付け）
　次いで、細胞培養用流路天板２００ｂに仮止め剤として厚み５０μｍの両面テープを貼
りつけ、穴（図２中のａ１（３ｍｍ）及びｃ１（１．５ｍｍ））が細胞培養用流路２００
ａの所定の位置に接着できるように顕微鏡を用いて位置合わせを行い、細胞培養用流路天
板２００ｂの第一の接着剤が塗布された面と細胞培養用流路２００ａとを仮止めした。そ
の後８０℃に加温されたラミネートロールに通し熱圧着を行い、中空構造を有する細胞培
養用チップ１（Ｘ）を得た（図２参照。）。
【００８４】
［製造例２］細胞培養用チップ２の製造
　上述の製造例１の「３．細胞培養用流路天板の作製」において、第一の接着剤の代わり
に第二の接着剤を用いた以外は、製造例１と同様の方法を用いて、細胞培養用チップ２を
製造した。第二の接着剤は、以下の表４に示す原料を均一な溶液となるように十分に撹拌
し、第二の接着剤を得た。
【００８５】
【表４】

【００８６】
［製造例３］細胞培養用チップ３の製造
　上述の製造例１の「３．細胞培養用流路天板の作製」において、第一の接着剤の代わり
に第三の接着剤を用いた以外は、製造例１と同様の方法を用いて、細胞培養用チップ２を
製造した。第三の接着剤は、以下の表５に示す原料を均一な溶液となるように十分に撹拌
し、第三の接着剤を得た。
【００８７】
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【表５】

【００８８】
［試験例１］細胞培養用チップ１を用いた細胞培養試験
１．細胞培養用チップ１と培養液貯留槽との接合
　まず、細胞培養用チップを用いて細胞を培養するため、シリコーン樹脂（東レダウコー
ニング社製、ＳＩＬＰＯＴ　１８４　Ｗ／Ｃ）製の培養液貯留槽を作製した。具体的には
、ＰＥＥＫ製の切削加工によって製作した型にシリコーン樹脂のプレポリマーを注入し、
減圧脱泡の後、７０～８０℃で２時間加熱して培養液貯留槽を作製した。
　次いで、製造例１で製造された細胞培養用チップ１の細胞培養用流路のインレット穴（
a1およびc1）の位置に上記培養液貯留槽を接着剤（セメダイン株式会社製、セメダインス
ーパーＸ）により接合し、７０～８０℃で２時間加熱した。次いで、２０分程度、紫外線
を照射し細胞培養用チップ１を滅菌した。培養液貯留槽を接合した細胞培養用チップ１を
用いて、下記の方法に従って細胞培養試験を試みた。
【００８９】
２．細胞培養用流路の減圧脱法
　培養液貯留槽にリン酸緩衝液（シグマアルドリッチ社製、ダルベッコリン酸緩衝生理食
塩水）を入れ、チップ全体を減圧チャンバーに入れ、ダイヤフラムポンプ（ＤＩＶＡＣ社
製、ＤＩＶＡＣ　０．６Ｌ）を用いて室温にて１時間減圧し、細胞培養用流路をリン酸緩
衝液で満たした。
【００９０】
３．細胞培養用流路のコーティング
　次いで、培養液貯留槽内のリン酸緩衝液を吸引除去し、０．２ｍｇ／ｍＬ　ファイブロ
ネクチン溶液（シグマアルドリッチ社製、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）約２００μＬを培養
液貯留槽に添加した。次いで、培養液貯留槽を２０ｋＰａの圧力で４分間加圧することで
細胞培養用流路内にファイブロネクチン溶液を導入した。圧力の調整はエアーポンプ（ア
ズワン社製、ミニエアーポンプ　ＥＡＰ－０１）とレギュレーター（ジーエルサイエンス
社製、高性能調圧器　ＰＲ－４０００）とを用いて行い、圧力計（コパル電子株式会社製
、ハンディマノメーター　ＰＧ－１００ １０２ＧＰ）を用いて圧力を測定した。室温で
１時間静置することで細胞培養用流路をファイブロネクチンでコーティングした。その後
、培養液貯留槽内に残ったファイブロネクチン溶液を吸引除去した。次いで、培養液貯留
槽に５％の血清（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ社製、ＨｙＣｌｏｎｅ　Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖ
ｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ）及び１％の抗生物質（ナカライ社製、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）を含む培養液（Ｇｉｂｃｏ社製、Ｄｕｌｂｅ
ｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ）を約２００μＬ入れ、培養
液貯留槽を２０ｋＰａの圧力で４分間加圧することで細胞培養用流路内の溶液を培養液に
置換した。
【００９１】
４．細胞導入及び静置培養
　理化学研究所より分譲されたＮＩＨ３Ｔ３細胞を培養液で培養し、０．２５％トリプシ
ン－ＥＤＴＡ溶液（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ社製）を用いて回収した。回収した細胞を
５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬの濃度となるように培養液で懸濁させた。次いで、細胞懸濁
約２００μＬを培養液貯留槽に添加し、顕微鏡観察下で培養液貯留槽を２０ｋＰａの圧力
で加圧して細胞懸濁液を細胞培養用流路に導入し、細胞が細胞培養用流路に導入されたこ
とを確認した。培養液貯留槽に残った細胞懸濁液を吸引除去した後に、培養液貯留槽に培
養液を添加し、５％二酸化炭素を含む空気の飽和水蒸気圧下において３７℃で静置し、細
胞の接着を促した。
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【００９２】
５．灌流培養
　約６時間の静置培養を経て細胞が細胞培養用流路に接着していることを確認した後、培
養液貯留槽に培養液を５００μＬ添加した。培養液の入った培養液貯留槽に対して５ｋＰ
ａで４分間の加圧と大気圧解放１７６分間の間欠的な加圧とを繰り返すことで、灌流培養
を行った。１日に１回、培養液貯留槽内の培養液を新鮮な培養液に交換した。この際に、
培養液貯留槽に残存する培養液の重さを測定することで灌流培養中の培地流量を測定した
。灌流培養は細胞導入後３日目まで継続した。また、培養中には適宜、細胞の様子を、倒
立型蛍光顕微鏡（オリンパス社製、ＩＸ７１）を用いて観察し、位相差顕微鏡画像を撮影
した。
【００９３】
６．Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ染色
　灌流培養を３日間行った後、細胞培養用流路内の細胞の生死を確認するため、Ｌｉｖｅ
／Ｄｅａｄ染色試薬（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（
登録商標）Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ／Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　Ｋｉｔ，　ｆｏｒ　ｍａｍ
ｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ）を用いて、細胞培養用流路内の細胞を染色した。Ｌｉｖｅ／
Ｄｅａｄ染色は以下のプロトコルに従って行った。リン酸緩衝液４ｍＬにＬｉｖｅ／Ｄｅ
ａｄ染色試薬に含まれるＣａｌｃｅｉｎ　ＡＭ溶液４μＬ、Ｅｔｈｉｄｉｕｍ　ｈｏｍｏ
ｄｉｍｅｒ－１溶液１６μＬを添加し混合し、Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ染色液を調製した。培
養液貯留槽にリン酸緩衝液を約２００μＬ入れ、培養液貯留槽を２０ｋＰａの圧力で４分
間加圧することで細胞培養用流路内を洗浄した。その後、培養液貯留槽にＬｉｖｅ／Ｄｅ
ａｄ染色液を約２００μＬ添加し、培養液貯留槽を２０ｋＰａの圧力で４分間加圧するこ
とで細胞培養用流路内にＬｉｖｅ／Ｄｅａｄ染色液を導入し、遮光して室温下で３０分程
度染色した。その後、倒立型蛍光顕微鏡（オリンパス社製、ＩＸ７１）を用いて蛍光顕微
鏡画像ＩＸ７１位相差顕微鏡画像を撮影した。蛍光画像はＦＩＴＣ（緑色蛍光：蛍光波長
４８８ｎｍ、励起波長５３０ｎｍ）及びＴｅｘａｓＲｅｄ（赤色蛍光：蛍光波長５９０ｎ
ｍ、励起波長６１５ｎｍ）に適合する蛍光フィルター（Ｃｈｒｏｍａ社製、マルチバンド
フィルター（ＥＴ－ＤＡＰＩ／ＦＩＴＣ／ＴｅｘａｓＲｅｄ））を用いて撮像した。
【００９４】
７．結果
　上記の方法に従ってＮＩＨ３Ｔ３細胞を培養し、位相差顕微鏡により観察したところ、
細胞導入１日後には細胞が接着して伸展している様子が観察され、３日間の灌流培養をと
おして細胞が増殖する様子が観察された。同様の細胞培養用チップ１を２枚追加で作製し
て同様の試験を行ったが、細胞の接着、伸展、及び増殖性に差はなく再現性よく細胞を培
養できることが確認された。　
【００９５】
　また、３７℃における３日間の灌流培養の際の培養液の流量は安定していた。培養液の
流量に関する再現性を確認するため、４本の細胞培養用流路が形成された細胞培養用チッ
プ１を２枚作製し、合計８本の細胞培養用流路で３日間、毎日培養液の流量を測定した。
８本の細胞培養用流路の３日間の流量の測定値は２７４±２６μＬ／ｄａｙ（平均値±標
準偏差）となっており、細胞培養用流路毎の差も少なく、経時的にも安定であることが確
認された。
　また、灌流培養後のＬｉｖｅ／Ｄｅａｄ染色においては、細胞培養流路内のほぼ全て（
９５％以上）の細胞がＣａｌｃｅｉｎで染色される生細胞であることが確認され、高い生
存率を保って培養できることが確認された。また、少数（５％以下）の細胞がＥｔｈｉｄ
ｉｕｍ　ｈｏｍｏｄｉｍｅｒ－１に染色される死細胞であることも確認された。このこと
により、製造例１で製造された細胞培養用チップ１の細胞培養用流路内の細胞を染色した
場合に、緑色蛍光及び赤色蛍光で観察可能であることが確認された。
【００９６】
　以上の試験により、製造例１で製造された細胞培養用チップ１を用いて、３７℃で培養
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い生存率を保っていることが確認された。また、製造例１で製造された細胞培養用チップ
１では、灌流培養の間、培養液流量が安定していることが確認され、細胞の明視野及び蛍
光観察（緑色蛍光及び赤色蛍光）が可能であることが確認された。
【００９７】
［試験例２］細胞培養用チップ２を用いた細胞培養試験
　製造例２で製造された細胞培養用チップ２を用いた以外は、試験例１に示す方法と同様
の方法を用いて、培養液貯留槽を接合し、培養液貯留槽を接合した細胞培養用チップ２を
用いて、試験例１に示す方法と同様の方法を用いて、細胞培養試験を試みた。
　試験例１と同様の試験を行った結果、製造例２で製造された細胞培養用チップ２では、
灌流培養の間、培養液流量が安定していることが確認され、細胞の明視野及び蛍光観察（
緑色蛍光及び赤色蛍光）が可能であることが確認された。
【００９８】
［試験例３］細胞培養用チップ３を用いた細胞培養試験
　製造例３で製造された細胞培養用チップ３を用いた以外は、試験例１に示す方法と同様
の方法を用いて、培養液貯留槽を接合し、培養液貯留槽を接合した細胞培養用チップ３を
用いて、試験例１に示す方法と同様の方法を用いて、細胞培養試験を試みた。
【００９９】
　試験例１と同様の試験を行った結果、細胞培養用チップ３では、３７℃で６時間の静置
培養を行っている間に、細胞培養用流路天板に塗布された第三の接着剤が変形し、流路が
完全に閉塞してしまった。培養液を灌流するために培養液貯留槽に培地を導入して加圧し
たが、流路が閉塞しているため培養液を灌流することができなかった。その後、培養液灌
流のための加圧を２日間継続し、観察を続けたが、流路閉塞が原因で培養液を灌流するこ
とができず、細胞培養用流路に導入された細胞の状態が悪化する様子が観察された。また
、流路が閉塞しているため、Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ染色を行うことはできなかった。
　以上の試験により、製造例３で製造された細胞培養用チップ３では、３７℃で培養液を
灌流して細胞培養を行うことが不可能であることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【０１００】
　本発明によれば、微細な流路構造を備えた細胞培養用チップを低コストで大量に生産す
ることができる。
【符号の説明】
【０１０１】
　１Ａ…細胞培養用チップ、１…第一の基板、２…感光性接着剤層、３ａ…第一の感光性
造形材層、３ｂ…第二の感光性造形材層、３’…液状の感光性造形材料、４…作業テーブ
ル、５ａ…第一の槽、５ｂ…第二の槽、６…レーザ照射器、７…ミラー、８…紫外線、９
…現像液、１０…３Ｄプリント用基板、１１…第二の基板、１２…第一の接着剤層、２０
ａ…細胞培養用流路、２０ｂ…細胞培養用流路天板、１００…３Ｄプリント用基板、１０
１…ＰＥＴ基板（第一の基板）、１０２，１０７…易滑層、１０３…第一の感光性接着剤
層、１０４ａ…第一の感光性造形材層、１０４ｂ…第二の感光性造形材層、１０５…第一
の接着剤層、１０６…ＰＥＴ基板（第二の基板）、２００ａ…細胞培養用流路、２００ｂ
…細胞培養用流路天板、Ｘ…細胞培養用チップ１。
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