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(57)【要約】
　細胞を培養するための物品は、その上で細胞を培養す
ることができる基板を備えている。基板はベース面を有
する。突起のアレイは、ベース面から延在している。突
起は約１μｍ～約１００μｍの高さを有し、約１０μｍ
～８０μｍの、隣接した突起間の中心から中心までの主
表面に沿ったギャップ距離を有する。突起の複数のアレ
イは、表面から延在して差し支えなく、ベース面のアレ
イ間にギャップを有する。肝細胞は、インビボ様の形態
および細胞膜の極性を維持する、このようなマイクロ突
起アレイ基板上で培養される。これらの基板上で、ヘル
パー細胞はアレイ間の領域で増殖する傾向が見られたが
、ヘルパー細胞と共培養される肝細胞はアレイの領域で
増殖する傾向が見られた。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ベース面を有する基板と、
　前記ベース面から延在する突起のアレイと、
を備えた細胞を培養するための物品であって、
　前記突起が１μｍ～１００μｍの高さを有し、
　前記ベース面に沿った、隣接した突起間の中心から中心までのギャップ距離が１０μｍ
～８０μｍである、
ことを特徴とする物品。
【請求項２】
　前記物品が、前記ベース面から延在する突起の複数のアレイを備えていることを特徴と
する請求項１記載の物品。
【請求項３】
　前記複数のアレイが、前記ベース面の表面積の１０％～１００％を占めることを特徴と
する請求項２記載の物品。
【請求項４】
　前記突起間のギャップ距離が１０μｍ～８０μｍであることを特徴とする請求項１～３
いずれか１項記載の物品。
【請求項５】
　、前記肝細胞の代謝機能を回復させるために、請求項１～４いずれか１項記載の物品上
で肝細胞を培養する工程を有してなる方法。

【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
 本願は、２００８年１１月２１日に出願した、米国仮特許出願第６１／１１６，７８７
号の利益を主張する。この文献の内容および本明細書に記載する任意の文献、特許、また
は特許出願は全て、参照することによって本願に援用される。
【技術分野】
【０００２】
 本開示は、細胞を培養するための装置に関し、さらに具体的には、装置上で培養する細
胞の所望の特徴を促進する突起部が構築されている、細胞培養装置に関する。
【背景技術】
【０００３】
 平らな細胞培養用の製品上で培養された細胞は、それらのインビボにおける対応物とは
形態および機能が大きく異なるであろう、細胞の人工の二次元のシートを生じることが多
い。培養細胞は、現代の創薬および開発に不可欠であり、薬物検査に幅広く用いられてい
る。しかしながら、これらの試験結果がインビボにおける細胞の応答を示さない場合、結
果の妥当性が損なわれてしまうであろう。人体細胞は、他の細胞、膜、線維層、接着タン
パク質などによって完全に囲まれた三次元環境を経験する。よって、培養細胞にインビボ
様の形態および機能の発現を促す基板が望まれている。
【０００４】
 進歩した細胞培養およびヒト組織工学では、一般に、さらに現実的な細胞培養のための
正常な細胞形態および挙動を反映するために、３次元のポリマー性スキャフォールドを利
用する。利用可能な、合成細胞外マトリクス（ＥＣＭ）としての役割を果たす、多様なス
キャフォールド基板が存在する。これらの合成ＥＣＭスキャフォールドは、一般に、開放
性、多孔質、かつ外因性であり、典型的には、生体適合性かつ生分解性のポリマーで作製
される。しかしながら、これらの合成ＥＣＭ基板は、ＥＣＭスキャフォールドの構造の変
動に起因して、ウェルごとおよび培養ごとに、培養細胞の形態および機能に大幅な変動を
生じさせることが多い。
【０００５】
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 ヒト組織工学は、単離した細胞から新しい自然組織を作出するために、外因性の３次元
細胞外マトリクス（ＥＣＭ）を採用する。器官または組織の損失または欠陥は、最も深刻
な人間の健康上の問題の１つである。組織または器官の移植術は、これらの患者を治療す
るための標準的な治療であるが、ドナーの不足によって非常に限定される。これらの患者
を治療するための他の利用可能な治療法としては、再建手術（例えば心臓）、薬物治療（
例えば膵臓の機能不全用のインスリンなど）、人工装具（例えばポリマー性の人工血管）
および機械装置（例えば腎臓透析）が挙げられる。これらの治療法は、供給は制限されな
いが、失った器官または組織のすべての機能を代替するわけではなく、しばしば、長期的
に機能不全に陥る。ヒト組織工学は、現在の治療法の制限を有しない、組織または器官の
損失または機能不全を治療するための有望な方法として浮上してきた。この方法は、適切
な環境下であれば、分離した細胞がインビトロで再構築されて、元の組織に似た構造を形
成するであろうという生物学的観測を基礎としている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　ヒト組織工学で採用される外因性のＥＣＭは、所望の細胞型を適切な３次元環境に接触
させ、新しく形成される組織が構造的に安定化するまで機械的支持を提供するように設計
される。しかしながら、このようなＥＣＭの可変性の構造は、実際の用途のための人工組
織（engineered tissue）に大きすぎる変動を生じる結果となりうる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
 本開示は、細胞培養のために間隔を開けた突起を採用する、構造的・幾何学的に画成さ
れたスマート基板の使用について説明する。１つの開示する実施の形態では、構造的に制
御された接着ならびに細胞間相互作用は、結果として、インビボ様の形態および機能を発
現する培養肝細胞を生じる。スマート基板の明確に画成された幾何学は、細胞の拡散、接
着および成長の物理的制約条件を提供し、細胞間相互作用および細胞通信を誘導し、培養
細胞集合のサイズおよび寸法を制御することができる。
【０００８】
 さまざまな実施の形態では、細胞を培養するための物品は、細胞を培養することが可能
なベース面を有する基板を備える。基板のベース面とは、物品のウェルの底部の上面であ
る。物品は、さらに、ベース面から延在する突起のアレイも備える。突起は、約１μｍ～
約１００μｍの高さを有する。突起は、好ましくは、約１μｍ～約１０μｍの高さを有し
、ベース面に沿った、隣接した突起間の中心から中心までのギャップ距離は、約１０μｍ
～約８０μｍである。これらの細胞培養物品は、細胞膜の極性の回復および培養される肝
細胞のインビボ様の生物学的機能の支持に効果的であるとして、本明細書に示されている
。
【０００９】
 さまざまな実施の形態では、物品は、ベース面から延在するこのような突起の複数のア
レイを有する。アレイ間にはベース面に沿ったギャップ距離が存在しうる。これらの細胞
培養物品は、肝細胞とヘルパー細胞の共培養を支持するものとして本明細書に示されてお
り、肝細胞の増殖は、主として、アレイによって占められる領域で生じ、ヘルパー細胞は
、主に、突起のアレイ間の領域におけるベース面上で増殖する。
【００１０】
 肝細胞を培養するさまざまな方法および肝細胞をヘルパー細胞と共培養するさまざまな
方法についても本明細書に記載される。本方法は、上述したもののように、構造化した表
面上で肝細胞を培養することを含み、それにより、肝細胞の細胞膜の極性の回復または肝
細胞の代謝機能の増進を提供する。本方法は、上述したもののように、構造化した表面上
で肝細胞をヘルパー細胞と共培養することを含み、それにより、構造化した表面において
肝細胞とヘルパー細胞の分離をもたらし、肝細胞とヘルパー細胞の相互作用を誘導する。
このような分離は、培養した肝細胞のインビボ様の特徴を維持するのに有益であろう。
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【００１１】
　図面は必ずしも一定の比率の縮尺ではない。図中で用いられる同様の数字は、同様の構
成要素、ステップなどを表している。しかしながら所定の図における構成要素を表すため
の数字の使用は、同一の数字で標識された別の図の構成要素を限定することを意図してい
ないことが理解されよう。加えて、構成要素を表すための異なる数字の使用は、異なる番
号が付された構成要素が同一または同様ではありえないことを示唆することを意図してい
るわけではない。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する概略的な細胞
培養物品の斜視図。
【図２】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する概略的な細胞
培養物品の断面の斜視図。
【図３Ａ】突起のアレイ間で培養された細胞の概略図。
【図３Ｂ】細胞培養物品の基板のベース面の表面から延在する突起間で培養された細胞の
概略的な側面図。
【図４】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する概略的な細胞
培養物品を上から見た図。
【図５Ａ】突起の概略的な斜視図。
【図５Ｂ】突起の概略的な斜視図。
【図６】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する細胞培養物品
を上から見た概略図。
【図７Ａ】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する細胞培養物
品を上から見た概略図。
【図７Ｂ】図７Ａの細胞培養ウェルを上から見た概略図。
【図８】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する細胞培養物品
上で細胞を培養する方法のフローチャート。
【図９Ａ】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する細胞培養物
品上で細胞を培養する方法のフローチャート。
【図９Ｂ】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する細胞培養物
品上で細胞を培養する方法のフローチャート。
【図９Ｃ】物品のベース面から延在する、構造化された突起のアレイを有する細胞培養物
品上で細胞を培養する方法のフローチャート。
【図１０】肝細胞の極性およびそれらのシヌソイド細胞との関係を示す、インビボにおけ
る肝細胞の概略図。
【図１１】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１２】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１３】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１４】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１５】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１６】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１７】物品のベース面から延在する突起のアレイを有する物品上で培養した肝細胞の
顕微鏡画像。
【図１８】コラーゲンＩをコーティングした組織培養マイクロプレート状のものと比較し
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た、コーティングしていない物品およびコラーゲンＩをコーティングした物品のベース面
から延在する突起のアレイを有する物品における、肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の細胞増
殖および生死判別の試験を示すグラフ。
【図１９】酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板におけるＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞の光学
顕微鏡画像。
【図２０】酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板におけるＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞とｈｅ
ｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の共培養の光学顕微鏡画像。
【図２１】酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板におけるＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞とｈｅ
ｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の共培養の光学顕微鏡画像。
【図２２】酸化したＰＤＭＳマイクロ突起基板またはコラーゲンでコーティングした制御
基板における、ＮＩＨ３Ｔ３細胞と共培養したＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞のリファムピン誘導
性のＣＹＰ３Ａ４酵素活性のグラフ。
【図２３】２８日間培養した後の酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板上におけるｈｅｐ
Ｇ２Ｃ３Ａ細胞の光学顕微鏡画像。
【図２４】２８日間培養した後のコラーゲンＩをコーティングした酸化ＰＤＭＳマイクロ
突起アレイ基板におけるｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の光学顕微鏡画像。
【図２５】コラーゲンＩをコーティングしたＴＣＴ（組織培養処理）表面における細胞と
比較した、さまざまな酸化したＰＤＭＳマイクロ突起基板上で培養したＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ
細胞のリファムピン誘導性のＣＹＰ３Ａ４酵素活性のグラフ。
【図２６】さらに培養することなく低温保存した初代肝細胞における、１０ＣＹＰ遺伝子
の発現のグラフ。
【図２７】本発明に従って、さまざまなＰＤＭＳ突起アレイ基板上で培養した初代肝細胞
における、１０ＣＹＰ遺伝子の発現のグラフ。
【図２８】さらに培養することなく低温保存した初代肝細胞における、１０トランスポー
ター遺伝子の発現のグラフ。
【図２９】本発明に従って、さまざまなＰＤＭＳ突起アレイ基板上で培養した初代肝細胞
における、１０トランスポーター遺伝子の発現のグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
 次の詳細な説明では、本明細書の一部を形成する添付の図面について説明し、装置、シ
ステムおよび方法の幾つかの特定の実施の形態を実例として示す。他の実施の形態も意図
されており、本開示の範囲または精神から逸脱することなく、行われうることが理解され
るべきである。したがって、次の詳細な説明は、限定的な意味で捉えるべきではない。
【００１４】
 本明細書で用いられるすべての科学用語および技術用語は、特別の定めのない限り、当
技術分野で一般に用いられる意味を有する。本明細書に提供される定義は、本明細書で頻
繁に用いられるある特定の用語の理解を促進するためであって、本開示の範囲を制限する
ことは意味していない。
【００１５】
 本明細書および添付の特許請求の範囲では、「または」という用語は、一般に、内容が
明確に別のことを示さない限り、「および／または」を含む意味で用いられる。
【００１６】
 本明細書では、「有する」、「有している」、「含む」、「含んでいる」、「包含する
」、「包含している」などの用語は、オープンエンドの意味で用いられ、一般に、「含む
が限定されない」ことを意味する。
【００１７】
 「上」、「下」、「左」、「右」、「上方」、「下方」および他の向きならびに配向な
どの本明細書で用いられる方向は、図面に関する明瞭性の目的で本明細書に記載されるの
であって、実際の装置またはシステムまたは当該装置またはシステムの使用を限定するた
めではない。本明細書に記載される装置またはシステムは、多くの方向および配向で用い
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られうる。
【００１８】
 本開示は、とりわけ、細胞培養のために間隔を開けた突起を採用する、細胞培養装置の
幾何学的に画成された基板について説明する。基板および突起の明確に画成された幾何学
は、細胞拡散、接着および成長についての物理的制約条件を提供し、細胞間相互作用およ
び細胞通信を誘導し、培養細胞集合の大きさおよび寸法を制御することができる。画成さ
れた幾何学は、より現実的な細胞間相互作用、生物学および機能をもたらす結果となりう
る。
【００１９】
 任意の適切な細胞培養物品は、本明細書に記載される構造化した表面を採用するように
、修正されうる。例えば、単一ウェルプレートおよび、６、１２、９６、３８４、および
１５３６ウェルプレートなどのマルチウェルプレート、広口瓶、ペトリ皿、フラスコ、ビ
ーカー、プレート、ローラーボトル、チャンバー培養スライドおよびマルチチャンバー培
養スライドなどのスライド、チャネル化またはマイクロチャネル化された（すなわち、少
なくとも１つの表面上にマイクロ構造を有する封入チャネルまたはマイクロチャネル装置
）培養装置、管、カバースリップ、カップ、スピナーボトル、潅流チャンバー、バイオリ
アクター、および発酵槽などは、本明細書に提供される教示に従った構造化表面を備えて
いて差し支えない。これらの物品は、ソーダ石灰ガラス、パイレックス（登録商標）ガラ
ス、バイコールガラス、石英ガラスを含めたガラス物質；ケイ素；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－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、環状オレフィンのポリマー
および共重合体、ノルボルネンとエチレンの共重合体、フッ化炭素ポリマー、ポリスチレ
ン、ポリプロピレン、ポリエチレンイミン；ポリ（酢酸ビニル－ｃｏ－無水マレイン酸）
、ポリ（スチレン－ｃｏ－無水マレイン酸）、多糖、多糖ペプチド、ポリ（エチレン－ｃ
ｏ－アクリル酸）またはこれらの誘導体のような共重合体など、樹枝状ポリマーを含めた
、プラスチックまたはポリマーなど、任意の適切な原料物質から作製されうる。
【００２０】
 別の実施の形態では、間隔を開けた突起を有するポリマー基板は、細胞培養のための担
体として使用することができ、ここで、基板は細胞培地中に懸濁され、細胞は基板付着性
になり、基板上で増殖する。間隔を開けた突起を有するポリマー基板は、変形させること
ができ（例えば折り畳むなど）、または平面的であってもよい。間隔を開けた突起または
突起の複数のアレイを有するポリマー基板は、１００μｍ未満の厚さを有する薄いシート
であることが好ましい。間隔を開けた突起またはアレイ、または突起の複数のアレイを有
する薄いポリマー・シートは、例えば規則的または不規則的など、任意の形状でありうる
。
【００２１】
 図１～２を参照すると、代表的な細胞培養物品１００が示されている。細胞培養物品１
００は、それぞれ、細胞培養物品１００の基板１２０のベース面１１０から延在する突起
２００のアレイ２９０を有する。細胞培養物品は、側壁１３０を有する。突起２００のベ
ース面１１０およびアレイ２９０は、細胞培養のための、構造化され、かつ、非常に再生
可能な３次元の幾何学を画成する。アレイ２９０の各突起２００は、突起２００の形成に
用いる方法の再現性に見合った、ある程度再現可能な画成された幾何学的寸法を有する。
突起２００は、距離（ｄ）の間隔で隔てられ、細胞培養物品１００のベース面１１０上で
培養される細胞にとって十分な空間を可能にし、少なくともある程度の細胞が突起２００
に接触する。例えば、間隔を開けた突起２００を有する物品上で培養された細胞３００の
上から見た概略図（３Ａ）および側面図（３Ｂ）が示されている図３Ａ～Ｂを参照すると
、突起２００は、少なくともある程度の細胞３００が基板１２０のベース面１１０と接触
し、かつ、突起２００と接触しうるような間隔で配置される。細胞３００の集合は、突起
２００間のギャップ内に形成されうる。アレイにおける突起２００の数および隣接した突
起２００間のギャップ距離（ｄ）を調節して、細胞集合の数および集合における細胞数を
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制御することができる。このような制御は、より伝統的な基板上での培養と比較して、利
点を提供するであろう。例えば、突起２００の間隔を調節することにより、集合における
細胞数を制御することによって、より伝統的な物品上での細胞培養と比較して、培養細胞
上で行われた研究結果のさらに迅速な信頼性のある正規化が提供され、ここで、所定の領
域における細胞数または培養表面全体の細胞数は、極めて変化に富む。加えて、細胞培養
結果を最大限に生かすために、隣接した突起間のギャップ距離を変化させてもよい。例え
ば、１つの細胞型は、異なる細胞型に最も好ましい細胞培養環境を提供するギャップ距離
とは異なった支柱間のギャップ距離を有する細胞培養装置で培養されることがさらに好ま
しいであろう。このような細胞培養装置の使用のさらなる利益は、細胞がベース面と突起
側面の両方に接触するように誘導されることに起因した、栄養物への細胞の自由なアクセ
ス、および／または、細胞が産生した老廃物を排出する能力が含まれる。
【００２２】
 代表的な細胞培養物品１００の上から見た概略図を示す図４を参照すると、アレイ２９
０の突起２００'の中心から、その最も近い隣接した突起２００’’の中心までの間隔が
、距離（ｄ）（またはギャップ距離）として示されている。実施の形態では、距離ｄは、
約１０μｍより長い。さまざまな実施の形態では、突起２００’の幾何学中心から、最も
近い突起２００''の幾何学中心（ベース面１１０上）までの主表面１１０に沿った距離（
ベース面１１０上）は、約１０μｍ～約８０μｍ、約１０μｍ～約５０μｍ、約１０μｍ
～約３０μｍ、または約２０μｍ、または約３０μｍ～約７０μｍである。各突起２００
およびその最も近い隣接した突起２００間の距離ｄは、十分な数の突起が、それらの最も
近い隣接突起から少なくとも１０μｍ（幾何学中心から幾何学中心まで）の間隔を開けて
いることを条件として、すべての突起について同じである必要はない。一部の実施の形態
では、アレイ２９０における突起２００のすべてが、それらの最も近い隣接突起から少な
くとも１０μｍ（幾何学中心から幾何学中心まで）の間隔を開けている。
【００２３】
 図１～４および本明細書に提示される他の図面に示す突起は円筒状の形状であるが、突
起は、立方状、角錐状、円錐状など、任意の適切な形状のものであって差し支えないこと
が理解されよう。突起は、ナノメートルスケールの細孔またはマイクロスケールの細孔を
有する固体または多孔質体でありうる。使用する材料に応じて、突起の機械的性質は大き
く変化する場合があり、したがって、特定の型の細胞培養ごとに微調整して差し支えない
。
【００２４】
 図５Ａ～Ｂを参照すると、アレイにおける各突起２００は高さｈを有する。高さｈは、
突起２００がベース面から一番遠い地点まで延在する、細胞培養物品のベース面からの直
交距離として測定することができる。アレイにおける各突起２００の高さｈは、同一であ
っても異なっていてもよい。アレイにおける突起２００の高さｈは、約１μｍより大きく
て差し支えない。さまざまな実施の形態では、突起２００の高さｈは、約１μｍ～約１０
０μｍ、約１μｍ～約５０μｍ、約５μｍ～約２５μｍ、約２μｍ～約１０μｍ、または
約５μｍである。
【００２５】
 図５Ａ～Ｂをさらに参照すると、アレイの各突起２００は、物品のベース面と接触した
、または物品のベース面から延在する表面２１０、および突起２００とは反対側の表面２
２０を有し、ここで、表面２１０、２２０は、突起２００のすべての幾何学形態に応じて
、同一または異なる表面積を有していて構わない。表面２１０、２２０は任意の適切な表
面積を有しうる。多くの実施の形態において、表面２２０および表面２１０の表面積は、
両方とも、約１平方マイクロメートルより大きい。さまざまな実施の形態では、表面２２
０の表面積は、約１平方マイクロメートル～約５００平方マイクロメートル、約５平方マ
イクロメートル～約２５０平方マイクロメートル、約５平方マイクロメートル～約１００
平方マイクロメートル、および約２５平方マイクロメートル～約１００平方マイクロメー
トルである。一部の実施の形態では、突起２００は、例えば図５Ｂに示すように、円筒形
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の形状をしており、表面２２０は、約１μｍ～２５μｍ、または約５μｍ～約１５μｍの
直径を有する。追加の実施の形態では、突起２００は、長方形（図５Ａに示すように）、
立方形、円錐形、長斜方形、または任意の他の幾何学的形態である。
【００２６】
 図６～７を参照すると、細胞培養物品１００の上から見た概略図が示されている。物品
１００は、１つ以上のマクロアレイ１９０を備えていてもよく、それぞれが複数のマイク
ロアレイ２９０を有する。マイクロアレイ２９０における突起２００（および突起間のギ
ャップ距離）は、図１～５に関して上述したとおりである。マクロアレイ１９０は、マイ
クロアレイ２９０の任意の適切なパターンを含んでいてもよい。図示する実施の形態では
、マクロアレイ１９０は、マクロアレイ１９０の生産方法が再現できる範囲内において同
一である。
【００２７】
 図６に示す実施の形態では、物品１００は、細胞が培養されうるベース面１１０を有す
るウェルを画成する側壁１３０を有する。マイクロアレイ２９０の突起２００は、ベース
面１１０から延在する（例えば、図１～５に関して説明した通り）。図７Ａに示す実施の
形態では、物品１００は６つのマクロアレイ１９０を有し、それぞれ、培養物品１００の
ウェル内に、マクロアレイ１９０あたり２１個のマイクロアレイ２９０を備える。各ウェ
ルは、細胞を培養して差し支えないベース面１１０を有する（図７Ａに示す物品１００の
単一のウェルの拡大図である図７Ｂを参照）。
【００２８】
 さらに図６～７を参照すると、アレイ１９０は、物品１００のウェルまたは他の適切な
培養表面によって画成された培養ベース面１１０の任意の適切な表面積を占めていて差し
支えない。さまざまな実施の形態では、各アレイ１９０は、約１０，０００平方マイクロ
メートル～約２５，０００，０００平方マイクロメートル、約１０，０００平方マイクロ
メートル～約３００，０００平方マイクロメートル、または約１００，０００平方マイク
ロメートル～約３００，０００平方マイクロメートルの表面積を占める。一部の実施の形
態では、例えば図６～７に示されるように、突起のマイクロアレイ２９０は、一般に、物
品１００のウェルまたは他の適切な培養表面の円形の表面積を占める。このような円形の
アレイは、任意の適切な表面積を有していて構わない。例えば、円形のマイクロアレイ２
９０の直径は、約１００μｍ～約５００μｍでありうる。図６、７Ａ、および７Ｂに示す
参照番号３９０は、細胞培養表面１１０のマイクロアレイ２９０間のスペースを意味する
。
【００２９】
 図７Ｂに示すように、隣接するアレイ２９０は、ベース面１１０に沿って、アレイ距離
Ｄによって隔てられうる。アレイ２９０におけるギャップ距離および突起の数と同様に、
所定の培養表面１１０におけるアレイ２９０の数および隣接するアレイ２９０間のアレイ
距離Ｄは、培養条件を調節するために変化させて差し支えない。例えば、下記実施例に記
載されるように、肝細胞と一緒に共培養されたヘルパー細胞は、マイクロアレイ２９０間
のスペース３９０の方に分離する傾向があり、一方、肝細胞は、突起２００のマイクロア
レイ２９０で占められたスペースの方に分離する傾向がある。よって、培養表面１１０上
のマイクロアレイ２９０間のアレイ距離Ｄを制御することによって、または、ベース面１
１０の全表面積に対するマイクロアレイ２９０で占められたベース面１１０の相対面積を
制御することによって、ヘルパー細胞を培養する表面積に対する肝細胞を培養する相対表
面積を調節して差し支えない。異なる培養システムおよび異なる細胞型では、マイクロア
レイ２９０の間隔および数を有利に変化させて差し支えない。
【００３０】
 最も近くに隣接するアレイ２９０間のアレイ距離Ｄは任意の適切な距離でありうる。例
えば、アレイ距離Ｄは、約１０μｍ～約１０００μｍ、約２５μｍ～約５００μｍ、また
は約５０μｍ～約２５０μｍでありうる。同様に、アレイ２９０は、細胞を培養するベー
ス面１１０の表面積の任意の適切な割合を占有して差し支えない。例えば、アレイ２９０
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は、ベース面１１０の表面積の約１０％～約１００％、ベース面１１０の表面積の約２５
％～約７５％、またはベース面１１０の表面積の約４０％～約６０％を占有して構わない
。
【００３１】
 実施の形態において各アレイ２９０が複数の構造的に画成された突起２００を備えうる
ことをさらに明確に示すため、図６、７Ａ、および７Ｂの各図において、それぞれから選
択したアレイの拡大図を示す。
【００３２】
 アレイは、任意の適切な技術によって形成されて差し支えない。例えば、アレイは、シ
リコンマスターなどのマスターを介して形成されてもよい。マスターは、近接ＵＶ露光フ
ォトリソグラフィーを利用してケイ素から作製されうる。例として、スピンコーターを使
用して、フォトレジストの薄層である紫外線感応性の有機ポリマーをシリコンウエハ上に
スピン塗布してもよい。フォトレジストの厚さは、スピン・コーティングの速度および持
続時間によって決定される。ウエハを仮硬化（soft-baking）して溶媒をある程度除去し
た後、フォトマスクを通じて、フォトレジストを紫外線に曝露して差し支えない。マスク
の機能は、光がある特定の領域を通過できるようにし、かつ、他の領域の通過を妨げるこ
とであり、それによってフォトマスクのパターンを下層のレジスト上に移す。次に、現像
剤を用いて溶解性のフォトレジストを洗い落とし、シリコン上に架橋レジストの保護パタ
ーンの痕跡を残す。この時点では、レジストは、典型的にはウエハ上に保持され、スタン
プを成形するための地形テンプレートとして使用される。あるいは、保護されていないシ
リコン領域をエッチングし、フォトレジストを剥ぎ取り、さらに安定なテンプレートを生
み出すパターン化したシリコンを備えたウエハを後に残すこともできる。構造化された基
板における特性の下限値は、テンプレートを作り出すのに用いられる製造工程の解像度（
resolution）によって決定される。この解像度は、マスクの暗域のエッジにおける光の回
折および、フォトレジストの厚さによって決定される。より小さい特性は、極めて短い波
長のＵＶ光（～２００ｎｍ）で達成することができる。サブミクロンパターン（例えば約
１００ナノメートルのエッチング深さ）では、ＰＭＭＡ（ポリメチルメタクリレート）上
での電子ビームリソグラフィーを使用して差し支えない。テンプレートはまた、マイクロ
機械加工によって生産することができ、あるいは、例えば、回折格子によってあらかじめ
作製することもできる。
【００３３】
 マスターの簡単な離型を可能にするため、例えばＯＴＳ（オクタデシルトリクロロシラ
ン）またはフッ素化シランを含む液相でのシラン処理を用いて抗接着処理を行ってもよい
。顕在化後、ウエハをフッ素化シランでベーパープライムし、その後の突起のアレイの除
去を補助してもよい。使用されうるフッ素化シランの例としては、限定はしないが、（ト
リデカフルオロ－１，１，２，２－テトラヒドロオクチル）トリメトキシシラン、および
トリデカフルオロ－１，１，２，２－テトラヒドロオクチル）トリエトキシシランが挙げ
られる。
【００３４】
 突起は、任意の適切なポリマー性の材料または無機材料で作られて差し支えない。適切
な無機材料として、ガラス、ケイ素、シリコン、金属などが挙げられる。適切なポリマー
性の金属としては、ポリ（ジメチルシロキサン）（ＰＤＭＳ）、ゾル－ゲル、または他の
細胞培養適合性のポリマーが挙げられる。適切なゾル－ゲルの例としては、酸性条件下に
おけるオルトケイ酸テトラエチル（ＴＥＯＳ）の加水分解を通じて形成されたゾル－ゲル
が挙げられる。他の細胞培養適合性のポリマーとして、天然のα－ヒドロキシ酸のポリエ
ステル、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、ポリ乳酸（ＰＬＬＡ）および乳酸－グリコール酸
共重合体（ＰＬＧＡ）、アミノ酸系ポリマー、多糖、またはポリスチレンなどが挙げられ
る。突起を形成するための材料は、機械的特性、細胞相互作用特性、または異なる種類の
細胞の細胞培養を最適化するための他の特性に基づいて選択して差し支えない。
【００３５】
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 突起は、突起が延在する基板と同じ材料でできていて差し支えなく、あるいは、基板と
は異なる材料でできていてもよい。突起または基板は、多孔質、非多孔質、マイクロ多孔
質、またはマクロ多孔質でありうる。突起または基板は、処理またはコーティングした表
面に望ましい特性または特徴を与えるように処理またはコーティングされてもよい。細胞
培養の目的でしばしば用いられる表面処理の例としては、コロナまたはプラズマ処理が挙
げられる。さまざまな実施の形態では、突起または基板表面は、天然のＥＣＭタンパク質
または合成ＥＣＭ材料などの細胞外マトリクス（ＥＣＭ）材料でコーティングされる。選
択されるＥＭＣの種類は、所望の結果、および、培養細胞の所望の表現型など、培養され
る細胞の種類に応じて変化しうる。天然のＥＣＭタンパク質の例としては、フィブロネク
チン、コラーゲン、プロテオグリカン、およびグリコサミノグリカンが挙げられる。合成
ＥＣＭＳを作製するための合成材料の例としては、天然のα－ヒドロキシ酸のポリエステ
ル、ポリ－ＤＬ－乳酸、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、ポリ乳酸（ＰＬＬＡ）および乳酸
－グリコール酸共重合体（ＰＬＧＡ）が挙げられる。これらの熱可塑性ポリマーは、射出
成形、押出成形および溶媒キャスト法などの成形を含めたさまざまな技法によって、所望
の形状へと容易に成形することができる。アミノ酸系ポリマーは、突起または基板のコー
ティングのためのＥＣＭの作製に使用してもよい。例えば、ＥＣＭにはコラーゲン様、絹
様およびエラスチン様のタンパク質を含めて差し支えない。さまざまな実施の形態では、
ＥＣＭは、Ｃａ2+などの二価イオンの存在下でゲルを形成するマンヌロン酸とグルロン酸
の共重合体の仲間であるアルギン酸を含む。任意の適切な処理技術を用いて、合成ポリマ
ーからＥＣＭを作製してもよい。例として、生分解性のポリマーは、繊維、多孔質のスポ
ンジまたは管状構造へと加工されうる。
【００３６】
 １種類以上のＥＣＭ材料を使用して、突起または基板をコーティングしてもよい。例え
ば、実施の形態ではＲＧＤ含有ポリペプチドを含めたインテグリン受容体を結合すること
ができるポリペプチドなどの細胞接着因子、または増殖因子を、ＥＣＭ材料に取り込んで
、表面における吸着または共有結合、または材料の大部分における共有結合を含めた方法
を使用して、細胞の接着または特異的機能を刺激することもできる。
【００３７】
 上述の突起アレイを有する細胞培養物品を使用して、さまざまな細胞を培養して差し支
えなく、また、重要な３次元構造を提供して培養細胞に望ましい特徴を付与してもよい。
これらの突起アレイ基板上で任意の種類の細胞または任意の種類の細胞の組合せ（例えば
幹細胞）を培養して差し支えないが、追加の詳細は、これらの基板上での肝細胞の培養に
関して提示される。下記の例に記載されるように、培養した肝細胞における極性および代
謝機能の回復を生じる、構造化された突起アレイを有する細胞培養物品が、初めて、示さ
れた。
【００３８】
 インビトロで培養した肝細胞は、薬物代謝および毒性の研究において一般的である。し
かしながら、従来の二次元の細胞培養基板上で培養した肝細胞は、その極性および薬物代
謝および輸送機能を遂行する能力を急速に失う。薬物代謝および輸送機能を維持する能力
を改善するため、肝細胞を、（ｉ）動物由来のタンパク質マトリクスであるＭＡＴＲＩＧ
ＥＬ（商標）（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）上での培養、および（ｉｉ）コラー
ゲンなどのＥＣＭの２つの層間のサンドイッチ培養システムでの培養を含めた、すでに確
立されたインビトロモデルで培養した。しかしながら、これらのシステムは、動物起源の
「ＭＡＴＲＩＧＥＬ」またはＥＣＭ材料、複雑な分子構成、バッチごとの変動および制御
不可能なコーティングを原因として、ヒト肝細胞の汚染の可能性を含む著しい難点に悩ま
される。本明細書に記載される構造化された突起アレイ上での肝細胞の培養は、先行シス
テムの１つ以上の難点を克服しうる。
【００３９】
 さまざまな実施の形態では、機能肝細胞は、例えば図１～７に関して上述した表面など
のベース面から延在する、突起アレイを有する細胞培養表面上で培養されて差し支えない
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。図８を参照すると、極性を維持するための肝細胞の培養方法の実施の形態が示されてい
る。図示するフローチャートに示されるように、肝細胞は、表面（４００）から延在する
構造化された突起アレイを有する細胞培養表面に播種され、表面（４１０）上で培養され
る。実施の形態では、図８に示す方法に従った肝細胞の培養は、肝細胞の極性を回復させ
るか、または肝細胞の１つ以上の機能を維持する。肝細胞は、図８に示す方法に従って培
養されうる。例えば、培養される肝細胞は、ヒトＨｅｐＧ２細胞、ヒトＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ
細胞、不死化されたＦａＮ４細胞、ヒト初代肝細胞、幹細胞に由来する肝細胞など、また
はそれらの組合せであって差し支えない。
【００４０】
 実施の形態では、肝細胞は、ベース面を備えた基板および前記ベース面から延在する突
起アレイを有する物品上で培養される。さまざまな実施の形態では、突起は、約１μｍ～
約２０μｍの高さを有し、アレイの隣接した突起間の中心から中心までのベース面に沿っ
たギャップ距離（ｄ；例えば図２、３Ａ、および４参照）は、約１０μｍ～約８０μｍで
ある。一部の実施の形態では、肝細胞はＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞であり、隣接した突起間の
中心から中心までの主表面に沿ったギャップ距離は約１５μｍ～約３０μｍである。多く
の実施の形態では、細胞は不死化されたＦａＮ４細胞であり、隣接した突起間の中心から
中心までの主表面に沿ったギャップ距離は約１５μｍ～約４０μｍである。さまざまな実
施の形態では、肝細胞はヒト初代肝細胞であり、隣接した突起間の中心から中心までの主
表面に沿ったギャップ距離は約３０μｍ～約６０μｍである。
【００４１】
 肝細胞は、任意の適切な密度で表面に播種されうる。典型的には、肝細胞は、物品また
はウェルの表面積の平方ミリメートルあたり約１００細胞～約５０００細胞の密度で播種
される。播種密度は、培養条件および持続時間に基づいて最適化することができる。例え
ば、長期間の培養では、播種密度はもっと小さくてもよい（例えば、物品またはウェルの
表面積の１平方ミリメートルあたり１００細胞～２０００細胞）。
【００４２】
 さまざまな実施の形態では、肝細胞をヘルパー細胞と共培養して差し支えない。任意の
適切なヘルパー細胞を、肝細胞と共培養して差し支えない。適切なヘルパー細胞の例とし
ては、ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞、マウス３Ｔ３－Ｊ２線維芽細胞またはヒト線維芽細胞な
どの線維芽細胞；ヒトまたはラット肝星細胞；およびクッパー細胞などが挙げられる。図
９Ａ～Ｃを参照すると、培養に肝細胞を加えた後（９Ａ）、加える前（９Ｂ）、または同
時（９Ｃ）に、ヘルパー細胞を加えて差し支えない。図９Ａに示すように、肝細胞は、表
面から延在する突起（５００）が配列された構造を有する細胞培養表面に播種され、その
表面（５１０）上で培養されうる。次いで、ヘルパー細胞は培養した肝細胞（５２０）上
に播種され、肝細胞（５３０）と共培養されうる。実施の形態では、図９Ａ（９Ｂまたは
９Ｃ）に示す方法で肝細胞をヘルパー細胞と一緒に培養することにより、肝細胞の極性を
回復させて差し支えなく、または、培養液中の肝細胞の１つ以上の機能を維持してもよい
。図９Ｂに示すように、ヘルパー細胞は、表面から延在する突起（６００）が配列された
構造を有する細胞培養表面に播種されて表面（６１０）上で培養されうる。次いで、肝細
胞が、培養したヘルパー細胞（６２０）上に播種され、ヘルパー細胞（６３０）と共培養
されうる。実施の形態では、図９Ａ（９Ｂまたは９Ｃ）に示す方法で肝細胞をヘルパー細
胞と一緒に培養することにより、肝細胞の極性を回復させてもよく、または、培養液中の
肝細胞の１つ以上の機能を維持してもよい。図９Ｃに示すように、肝細胞およびヘルパー
細胞は、表面から延在する突起（７００）が配列された構造を有する細胞培養表面に播種
され、一緒に共培養されうる（７１０）。実施の形態では、図９Ａ（９Ｂまたは９Ｃ）に
示す方法で肝細胞をヘルパー細胞と一緒に培養することにより、肝細胞の極性が回復され
うるか、あるいは、培養液中の肝細胞の１つ以上の機能が維持されてもよい。図９Ａ～Ｂ
および上記論述は、培養された肝細胞上へのヘルパー細胞の播種（５２０）または培養さ
れたヘルパー細胞上への肝細胞の播種（６２０）について言及しているが、肝細胞または
ヘルパー細胞が物品の表面を覆う前に、ヘルパー細胞または肝細胞を培養に加え、その後
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に加えたヘルパー細胞または肝細胞の少なくとも一部は、肝細胞またはヘルパー細胞上で
はなく、むしろ細胞培養物品の表面に播種されてもよいことが理解されよう。以下の実施
例にさらに詳細に記載するように、肝細胞と共培養されたヘルパー細胞は、突起アレイ間
の領域の方向に分離する傾向があるが、肝細胞は、突起アレイが占める領域内に分離する
傾向にある。このような分離は、インビボの細胞配列に似た細胞配列を提供し、ここで、
肝細胞は一般にグループ化される。
【００４３】
 ヘルパー細胞と肝細胞との播種するタイミングは微調整および最適化することができる
。ヘルパー細胞が、実施の形態に置いて最初に播種される場合、肝細胞はその１日後に播
種されうる。反対に、肝細胞が先に播種される場合には、ヘルパー細胞は、肝細胞の細胞
膜極性および／または代謝機能が回復した（一般に、２～７日間）後に播種されうる。ヘ
ルパー細胞と肝細胞の播種比は、基板、培養条件、および培養持続時間に応じて変化しう
る。長期間の培養（～数週間）では、ヘルパー細胞の播種はこれらの短期間の培養未満（
数日間）でありうる。
【００４４】
 任意の適切な培養時間および条件は、本明細書に記載される方法に従って採用されうる
。温度、ＣＯ2およびＯ2レベル、培地内容物などは、培養される細胞の性質に応じて決ま
り、容易に修正できることが理解されよう。細胞を表面上で培養する時間は、研究する細
胞応答または所望の細胞応答に応じて変化しうる。細胞の播種前に、細胞を採取し、例え
ば、細胞を表面上に播種した後に培養する、増殖培地などの適切な培地に懸濁して差し支
えない。例えば、細胞は、血清含有培地、馴化培地、または既知組成培地に懸濁し、培養
してもよい。例えばＡｍｅｒｉｃａｎ Ｔｉｓｓｕｅ Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅまたは他
の供給業者によって推奨されるものなど、各種類の細胞にとって最適な培地を、改変して
、または改変せずに使用することができる。
【００４５】
 本明細書で提供する説明のほとんどは、基板表面から延在する突起のアレイを有する基
板上での肝細胞の培養に関するが、他の細胞型も、これらの基板上で培養されることが有
利であろうことが理解されよう。構造化された、再生可能な三次元環境を提供することが
有益でありうる任意の細胞型が、本明細書に記載される基板および物品上で有利に培養さ
れうる。例として、突起およびアレイの間隔および寸法は、幹細胞を分化するであろう方
法に影響を与えるように調製して差し支えない。
【００４６】
 以下に、上述の物品および方法のさまざまな実施の形態を説明する、非限定的な例を提
示する。
【実施例】
【００４７】
Ｉ．実験手順
Ａ．材料
　コラーゲンＩおよび「ＭＡＴＲＩＧＥＬ」はＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（米国メ
リーランド州スピアーズ所在）から購入した。組織培養処理したポリスチレン（ＴＣＴ）
２４ウェルマイクロプレートはＣｏｒｎｉｎｇ Ｉｎｃ．社（米国ニューヨーク州コーニ
ング所在）から購入した。テキサスレッドで標識されたファロイジン（ＴＲ－ファロイジ
ン）および他のすべての化学薬品は、米国ミズーリ州セントルイス所在のＳｉｇｍａ Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ．社から購入した。コラーゲンＩをコーティングした２４ウェルマ
イクロプレートは、ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社から入手した。
【００４８】
Ｂ．シリコンマスターの作製
　アレイを形成するためのマスターは、ポジ型レジスト（ＡＺ１５２９）でコーティング
したＳｉ［１００］ウエハ上での近接ＵＶ露光フォトリソグラフィーによってシリコンか
ら作製し、深堀り反応性イオンエッチング（深さ１．４μｍ）によってパターン移動させ
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た。サブミクロンパターンでは、ＵＶフォトリソグラフィーの代わりに、ＰＭＭＡ（ポリ
メチルメタクリレート）上で電子ビームリソグラフィーを使用し、エッチング深さは１０
０ｎｍに限られた。このマスターの簡単な離型を可能にするため、液相中、ＯＴＳ（オク
タデシルトリクロロシラン）またはフッ素化シランを用いたシラン化を利用して、抗接着
処理を行ってもよい。顕在化後、その後のＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）除去を補
助するため、フッ素化シランを用いてウエハをベーパープライムした。使用されうるフッ
素化シランの例としては、限定はしないが、（トリデカフルオロ－１，１，２，２－テト
ラヒドロオクチル）トリメトキシシラン、およびトリデカフルオロ－１，１，２，２－テ
トラヒドロオクチル）トリエトキシシランが挙げられる。
【００４９】
Ｃ．ＰＤＭＳ突起アレイ基板の作製
　シリコンマスター上に、ＰＤＭＳオリゴマーと、シルガード（Sylgard）１８４キット
（Ｄｏｗ Ｃｏｒｎｉｎｇ社製）から得た網状物質（reticular agent）の混合物（質量比
１０：１）を含むＰＤＭＳプレポリマー溶液を硬化することによって、ＰＤＭＳ突起アレ
イを形成した。ＰＤＭＳを７０℃で８０分間熱硬化した。フッ素化シランでベーパープラ
イムしたシリコンウエハ上で硬化することによって、突起アレイを有する平らなＰＤＭＳ
基板を形成し、外科用メスを用いて、硬化したＰＤＭＳ突起アレイ基板の各末端において
、直径約４ミリメートル×４ミリメートルの基板を切断した。
【００５０】
　ＰＤＭＳは、パターン化したテンプレートにきわめて忠実に型作る、シリコン・エラス
トマーである（シルガード１８４（Ｄｏｗ Ｃｏｒｎｉｎｇ社製））。ＰＤＭＳは、融点
（約－５０℃）およびガラス遷移温度（約－１２０℃）が低いことから、室温で液体のプ
レポリマーである。ＰＤＭＳ構造化された基板を作製するため、プレポリマーを硬化剤と
共に混合し、テンプレート上に注ぎ、ポリマーを硬化させて、架橋した。
【００５１】
Ｄ．２４ウェルマイクロプレートにおけるＰＤＭＳ突起アレイ基板の組立
　ＰＤＭＳ突起アレイを作製した後、５００ｍＴｏｒｒの圧力で３０秒間のＯ2プラズマ
洗浄を用いて表面酸化に供し、２４ウェルマイクロプレートの各ウェルの底に置いた。ウ
ェル表面に対して突起アレイを押圧することにより、アレイ突起とマイクロプレートウェ
ルとの十分な接着を得た。その後、各ウェルを、７５％エタノールで２回、各３０秒間満
たし、続いてＰＢＳ緩衝剤で洗浄し、乾燥した。一部の実験では、ＰＢＳで緩衝したコラ
ーゲンＩ溶液（２００μｌ）を各ウェルに加え、４５分間インキュベートした。コラーゲ
ンＩ溶液の吸引後、各ウェルの表面を風乾した。
【００５２】
Ｅ．細胞培養
　ＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ（ＣＲＬ－１０７４）ヒト肝芽細胞腫細胞株をアメリカ培養細胞系統
保存機関（American Type Culture Collection）から購入し、１ｍＭのピルビン酸ナトリ
ウム、１０％（ｖ/ｖ）のウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、および２ｍＭのＬ－グルタミンを含
むＭＥＭ培地で培養した。すべての細胞培養において、ＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞を２４ウェ
ルプレートに播種した。細胞は、標準条件：５％のＣＯ2および９５％の空気の湿潤環境
下、３７℃で、培地を毎日交換する条件下で培養した。細胞は、２０，０００、４０，０
００または８０，０００の密度で各ＰＤＭＳ基板上に播種した。各条件について２回ずつ
実験した。ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製のコラーゲンＩマイクロプレートを対照と
して使用した。
【００５３】
　不死化した肝細胞株Ｆ２Ｎ－４および初代肝細胞は、両方とも、ＭｕｌｔｉＣｅｌｌ 
Ｉｎｃ．社から購入し、供給業者が推奨するプロトコルを用いて、プレート培地で１日間
培養し、維持培養液に置き換え、毎日交換した。
【００５４】
　低温保存した初代肝細胞は、ＸｅｎｏＴｅｃｈ社から購入した（Ｈ１５００．Ｈ１５Ａ
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＋ロット番号７７０）。細胞を解凍し、Ｘｅｎｏｔｅｃｈ社製の肝細胞精製キット（カタ
ログ番号：Ｋ２０００）を用いて、製造業者の使用説明書に従って精製した。細胞（５０
，０００／ウェル）を、１日目に、１０％のＦＢＳを含む、ガラクトースを含まないＭＦ
Ｅプレート培地（Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｉｎｃ．社製）を使用して、コラーゲンＩをコーティ
ングした９６ウェルプレート（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製、カタログ番号３５４４
０７）またはコーティングしていないＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板に播種した。培地
は、２日目に、０．２５ｍｇ／ｍｌの「ＭＡＴＲＩＧＥＬ」（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅ社製、カタログ番号３５６２３４または３５４５１０）を有する、１０％のＦＢＳを含
むＭＦＥ維持培養液に変更した。細胞は、１日目から８日目まで、５％のＣＯ2と共に３
７℃で培養した。
【００５５】
Ｆ．免疫染色および蛍光画像
　Ｆ－アクチン染色を行うため、概して、製造業者が推奨するプロトコルを使用した。手
短に言えば、３．７％のホルムアルデヒドを用いて細胞を固定し、１％のウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）中、０．１％のトリトンＸ－１００で５分間透過処理し、特定温度で一定
時間、１０％のウシ血清アルブミン中で遮断し、ＴＲ－ファロイジン（１μｇ／ｍｌ）中
で１時間培養し、撮影前にリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で３回洗浄した。
【００５６】
　生／死細胞染色では、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ社（米国オレゴン州ユージー
ン所在）製の生／死細胞染色試薬キットを、製造業者の推奨プロトコルとともに用いた。
すべての顕微鏡画像は、ツァイス顕微鏡を使用して得た。
【００５７】
Ｇ．ＭＴＳアッセイ
　ＭＴＳアッセイを用いて、肝細胞の拡散を試験した。３－（４，５－ジメチルチアゾル
－２－イル）－５－（３－カルボキシ－メトキシフェニル）－２－（４－スルホフェニル
）－２Ｈ－テトラゾリウム内塩）（ＭＴＳ）およびフェナジンメトサルフェート（ＰＭＳ
）は、それぞれ、Ｐｒｏｍｅｇａ社（米国ウィスコンシン州マディソン所在）およびＳｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｉｍｉｅ社から入手した。ＭＴＳ（２ｍｇ／ｍｌ；ｐＨ６
．５）をＰＢＳに溶解し、ろ過殺菌した。３ｍＭのＰＭＳ溶液も調製し（ＰＢＳ中）、ろ
過殺菌した。これらの溶液を、光保護した容器内に－２０℃で保管した。ＭＴＳの細胞還
元を促進するため、使用直前に、ＭＴＳにＰＭＳを加えた（ＭＴＳ－ＰＭＳ比：１：２０
）。混合物の一部（１５０μｌ）を各ウェルに加えた。２４時間の細胞培養後、１００マ
イクロリットルの上清を１ミリリットルの脱イオン水で希釈した。分光測光法を用いて、
４９０ｎｍで光学密度を測定した。２４時間の培養後、ＭＴＳアッセイを用いて細胞増殖
を分析した。細胞増殖は、血球計および細胞カウンター（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅ
ｒ社製（米国カリフォルニア州フラートン所在）でも分析した。
【００５８】
Ｈ．ＣＹＰ３Ａ４誘導アッセイ
　プロメガ（Promega）キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社製（米
国カリフォルニア州カールズバッド所在））を薬物効果の研究に用いた。手短に言えば、
マイクロ突起アレイを備えたＰＤＭＳ基板上で特定の時間、細胞を培養した。３日間の継
続的な薬物（リファンピン）誘導の後、基板を培地／ＰＢＳで２回洗浄した。２００μｌ
の発光原基板（培地中、ルシフェリン－ＰＦＢＥの１：４０希釈）をすべてのウェルに加
え、３７℃で３～４時間インキュベートした。ウェルから５０マイクロリットルの反応液
を移し、５０マイクロリットルのルシフェリン検出試薬を加え、室温でさらに２０分間イ
ンキュベートした。結果の確認のため、照度計を用いて発光を測定した。
【００５９】
Ｉ．初代肝細胞の培養および遺伝子発現解析
　低温保存した初代肝細胞では、入手したままの状態の細胞を室温まで解凍し、さらに培
養することなく、インビトロで直接溶解させた。ＰＤＭＳマイクロ突起基板上で培養され
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た初代肝細胞では、細胞は、異なるＰＤＭＳ基板上で直接培養され、２日目に「ＭＡＴＲ
ＩＧＥＬ」を含む溶液にオーバーレイし、６日間、血清の不存在下でさらに培養を継続し
た。その後、培養した肝細胞を採取し、Ｑｉａｇｅｎ ＲＮｅａｓｙミニキット（カタロ
グ番号７４１０４）オン・カラムＤＮａｓｅ Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（カタログ番号７９２
５４）を用いて全ＲＮＡを抽出した。Ｑｕａｎｔ－ｉＴ（商標）ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ（登
録商標）ＲＮＡアッセイキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、カタログ番号Ｒ１１４９０
）を用いて各サンプルのＲＮＡ濃度を定量し、ＰＣＲ－アレイ実験に使用するまで－８０
℃で保管した。ＳＡ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社のマニュアル（パーツ番号１０２２Ａ）に
従い、アレイプレート（ヒト制癌剤耐性および代謝ＰＣＲアレイ（Human Cancer Drug Re
sistance & Metabolism PCR Array）、カタログ番号ＰＡＨＳ－００４、ＳＡＢｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅ社製（米国メリーランド州フレデリック所在））を調製した。９６ウェルアレ
イプレートあたり２５０ｎｇの全ＲＮＡを使用した。ＰＣＲ－アレイは、ソフトウェアＳ
ＤＳ１．３を使用して、９６ウェル標準ブロックを用いたＡＢＩ－７３００上で行った。
ＰＣＲ条件は、使用者マニュアル（パーツ番号１０２２Ａ）に指示されるように設定した
。ＳＡ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社のオンライン分析ツールを用いてデータを解析した。
【００６０】
ＩＩ．酸化し、かつ、コラーゲンＩをコーティングしたＰＤＭＳ突起アレイ基板上で培養
された肝細胞
　肝細胞の機能の維持における細胞膜の極性の回復の重要性の理由から、突起アレイ基板
について、細胞の付着および増殖を促進し、培養された肝細胞の細胞膜の極性を維持する
能力を調べた。説明のために、インビボにおける概略的な肝細胞８００の極性を示す図１
０を提供する。肝臓では、肝細胞８００の基底側細胞膜８１０は、肝洞様毛細血管、また
は血液供給、ならびに隣接する肝細胞間の狭い細胞間隙に晒される。細胞膜８２０の頂端
部は、細胞から胆汁を回収する肝細胞間の管または間隙（すなわち、毛細胆管）に曝露さ
れる。シヌソイド細胞９００も図１０に示す。
【００６１】
　図１１は、２種類の異なる酸化したＰＤＭＳ突起アレイ基板上で細胞培養された肝細胞
ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの顕微鏡画像を示している。突起マイクロアレイ１９０（例えば図７Ａ
の１９０参照）基板は、突起のマイクロアレイ２９０（図７Ａの２９０参照）を備える。
図１１Ａおよび１１Ｂでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は５μｍの
直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）（図９参照）は１
０μｍである。図１１Ｃおよび１１Ｄでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起は
、１５μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）は２
５μｍである。両タイプの突起アレイ基板についての播種数は、２４ウェルマイクロプレ
ートにおけるウェルあたり４０，０００細胞であった。１日間培養し、生／死染色試薬で
染色した後、基板上の細胞を、位相コントラスト光学顕微鏡画像（図１１Ａおよび１１Ｃ
）、ならびに蛍光画像（図１１Ｂおよび１１Ｄ）の両方を用いて観察した。これらの画像
に示されるように、細胞は、突起間隔にかかわらず、突起マイクロアレイ２９０領域に好
んで付着した。蛍光画像は、細胞の大部分が蛍光下で緑色に見え（生存細胞の指標）、蛍
光下で赤色に見える（死亡細胞の指標）細胞がほとんどないことから明らかなように、す
べて（またはほとんどすべて）の肝細胞がこれらの基板上で培養後に生存していることを
示唆している。
【００６２】
　図１２は、２種類の異なる酸化したＰＤＭＳ突起基板上で細胞培養された肝細胞ｈｅｐ
Ｇ２Ｃ３Ａの顕微鏡画像を示している。ここでは、４日間の培養後に画像を入手した。図
１２Ａおよび１２Ｂでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は１５μｍの
直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）は２５μｍである
。図１２Ｃおよび１２Ｄでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は５μｍ
の直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）は１０μｍであ
る。この実験では、両タイプの突起アレイ基板についての播種数は、２４ウェルマイクロ
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プレートにおけるウェルあたり２０，０００細胞であった。４日間培養し、生／死染色試
薬で染色した後、基板上の細胞を、位相コントラスト光学顕微鏡画像（図１２Ａおよび１
２Ｃ）、ならびに蛍光画像（図１２Ｂおよび１２Ｄ）の両方を用いて観察した。この場合
も、これらの画像に示されるように、細胞は、突起アレイ領域に好んで付着した。白黒の
画像でははっきりしないが、赤色の蛍光性の染色が存在しないことが分かる。蛍光赤色の
欠如は、肝細胞が、これらの基板上で培養後に生存していることを示唆した。ギャップが
短い、突起を有する突起アレイ基板上では（図１２Ｃおよび１２Ｄ）、細胞は３次元集合
を形成する傾向があり、ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞が、より小さい間隔を開けた突起マイクロ
アレイにおいて、さらに生理的に生存可能であったことを示唆した。
【００６３】
　図１３は、２種類の異なるコラーゲンＩでコーティングしたＰＤＭＳ突起基板上で細胞
培養された肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの顕微鏡画像を示している。ここでは、４日間の培養
後に画像を入手した。図１３Ａおよび１３Ｂでは、突起マイクロアレイ２９０における各
突起２００は１０μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離
は２０μｍである。図１３Ｃおよび１３Ｄでは、突起アレイにおける各突起は５μｍの直
径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離は５μｍである。この実験
では、両タイプの突起アレイ基板についての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにお
けるウェルあたり２０，０００細胞であった。４日間培養し、生／死染色試薬で染色した
後、基板上の細胞を、位相コントラスト光学顕微鏡画像（図１３Ａおよび１３Ｃ）、なら
びに蛍光画像（図１３Ｂおよび１３Ｄ）の両方を用いて観察した。結果は、ほとんどすべ
ての細胞がこれらの基板上で生存し、興味深いことに、コラーゲンＩをコーティングした
突起基板上では、細胞は単分子層へと増殖する傾向があったことを示した。
【００６４】
　図１４は、２種類の異なるコラーゲンＩでコーティングしたＰＤＭＳ突起基板上で細胞
培養された肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの顕微鏡画像を示している。ここでは、４日間の培養
後に画像を入手した。図１４Ａおよび１４Ｂでは、突起マイクロアレイ２９０における各
突起２００は１０μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離
（ｄ）２００は２０μｍである。図１４Ｃおよび１４Ｄでは、突起マイクロアレイ２９０
における各突起２００は１０μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギ
ャップ距離（ｄ）２００は２５μｍである。この実験では、両タイプの突起アレイ基板に
ついての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにおけるウェルあたり４０，０００細胞
であった。細胞を４日間継続培養し、続いて固定し、テキサスレッド－ｘファロイジンで
染色し、最終的に、位相コントラスト光学顕微鏡画像（図１４Ａおよび１４Ｃ）、ならび
に蛍光画像（図１４Ｂおよび１４Ｄ）の両方を用いて観察した。画像に示されるように、
細胞は、単分子層を形成する傾向があった。興味深いことに、細胞は、アクチン染色パタ
ーンから明らかなように、特有の極性を発現した。突起領域２９０内に位置する細胞では
（実線の円で示す）、アクチン・フィラメントは、主に、各細胞の一方の側に集中し（白
色の矢印で示す）、肝細胞のインビボ様の極性のための毛細胆管－マーカーの形成を示唆
した。これらの突起アレイ基板上で培養された肝細胞の著しいインビボ様の極性は、イン
ビトロにおける肝細胞培養が、サンドイッチではない単分子層の培養条件下でインビボ様
の細胞形態をもたらすことができるという初めての実験的証拠を表している。細胞膜の極
性は、インビトロで培養された肝細胞の機能についての重要な指標である。他方では、点
線の円（３９０）で示されるマイクロ突起マイクロアレイ間の領域において、細胞は、ア
クチン・フィラメントの集中した染色パターンをほとんどまたは完全に生じない傾向があ
り、これらの領域における細胞の極性は回復しなかったことを示唆した。
【００６５】
　図１５は、２種類の異なる酸化したコーティングＰＤＭＳ突起基板上で細胞培養した肝
細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの顕微鏡画像を示している。ここでは、５日間の培養後に、画像を
入手した。図１５Ａ～Ｄでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は１５μ
ｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）は２０μｍで
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ある。図１５Ｅおよび１５Ｆでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は１
５μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）は２５μ
ｍである。この実験では、両タイプの突起アレイ基板についての播種数は、２４ウェルマ
イクロプレートにおけるウェルあたり２０，０００細胞であった。細胞を５日間継続培養
し、続いて固定し、テキサスレッド－ｘファロイジンで染色し、最終的に、位相コントラ
スト光学顕微鏡画像（図１５Ａおよび１５Ｃおよび１５Ｅ）、ならびに蛍光画像（図１５
Ｂおよび１５Ｄおよび１５Ｆ）の両方で観察した。画像に示されるように、細胞は、突起
領域でのみ、集合を形成する傾向がある。興味深いことに、細胞は、図１５Ｂ、１５Ｄお
よび１５Ｆに示すアクチン染色パターンから明らかなように、特有の極性を発現した。ア
クチン・フィラメントは、主に、各細胞の一方の側に集中しており、肝細胞のインビボ様
の極性についての毛細胆管－マーカーの形成を示唆した。
【００６６】
　図１６は、コラーゲンＩでコーティングしたＰＤＭＳ突起基板上で細胞培養した肝細胞
ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの顕微鏡画像を示している。ここでは、５日間の培養後に、画像を入手
した。ここでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は、１０μｍの直径お
よび５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離は２０μｍである。この実験で
は、両タイプの突起アレイ基板についての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにおけ
るウェルあたり２０，０００細胞であった。細胞を５日間継続培養し、続いて固定し、テ
キサスレッド－ｘファロイジンで染色し、最終的に、位相コントラスト光学顕微鏡画像（
図１６Ａ）、ならびに蛍光画像（図１６Ｂ）の両方で観察した。画像に示されるように、
細胞は、この場合も、単分子層の集合を形成する傾向があり、主に突起領域に位置してい
た。同様に、細胞は、図１６Ｂに示すアクチン染色パターンから明らかなように、特有の
極性を発現した。アクチン・フィラメントは、主に、各細胞の一方の側に集中しており、
肝細胞のインビボ様の極性についての毛細胆管－マーカーの形成を示唆した。
【００６７】
　図１７は、酸化したＰＤＭＳ突起基板上で細胞培養した肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの顕微
鏡画像を示している。ここでは、７日間の培養後に画像を得た。ここでは、突起マイクロ
アレイ２９０における各突起２００は１０μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近
い突起間のギャップ距離は２０μｍである。この実験では、両タイプの突起アレイ基板に
ついての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにおけるウェルあたり８０，０００細胞
であった。細胞を７日間にわたり継続的に培養した後、ろ過し、テキサスレッド－ｘファ
ロイジンで染色し、最後に、位相コントラスト光学顕微鏡画像（図１７Ａおよび１７Ｃ）
、ならびに蛍光画像（図１７Ｂおよび１７Ｄ）を用いて調べた。画像に示すように、細胞
は、この場合も、３次元の集合を形成する傾向があり、主に突起領域に位置していた。同
様に、細胞は、図１７Ｂおよび１７Ｄに示すアクチン染色パターンから明白なように、特
有の極性を示した。アクチン・フィラメントは、主に、各細胞の一方の側に集中し、毛細
胆管－肝細胞のインビボ様の極性用のマーカーの形成を示唆している。
【００６８】
　図１８は、３種類の基板：コラーゲンＩをコーティングしたＰＤＭＳ突起基板（１）、
コーティングしていない、酸化ＰＤＭＳ突起基板（２）、およびコラーゲンＩをコーティ
ングした組織培養処理したポリスチレン基板（３）における肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの細
胞増殖の結果を示している。ここでは、突起アレイにおける各突起は１０μｍの直径およ
び５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離は２０μｍである。この実験では
、これらの基板についての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにおけるウェルあたり
１００，０００細胞であった。１日後、ＭＴＳアッセイを用いて細胞を調べた。結果は、
両方の突起マイクロアレイ基板上の肝細胞が、コラーゲンＩをコーティングしたＴＣＴ表
面上のものよりもわずかに小さい測定値をもたらし、これらの突起マイクロアレイ基板に
おける細胞増殖および生存能力は、コラーゲンＩをコーティングしたＴＣＴ表面における
能力よりもわずかに遅いことを示唆している。
【００６９】
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ＩＩＩ．酸化したＰＤＭＳ突起アレイ基板における肝細胞とヘルパー細胞の共培養
　ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞を、上述のように作製した酸化ＰＤＭＳ突起アレイ基板上で、
ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞と共培養した。
【００７０】
　図１９は、ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の不存在下における、酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレ
イ基板上でのＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞の光学顕微鏡画像を示している。ＮＩＨ３Ｔ３細胞
を、直径１０μｍ、２つの最も近い突起間のギャップ距離２５μｍのマイクロ突起のアレ
イを有する、プラズマ処理したＰＤＭＳマイクロ突起基板上で増殖させた。６日間の細胞
培養後、図１９に示す画像を撮影した。初期の播種密度は２４ウェルマイクロプレートに
おいて４０ｋ／ウェルであった。細胞が突起マイクロアレイ領域内で増殖する傾向がある
ことは、注目すべきである。
【００７１】
　図２０は、直径１０μｍのマイクロ突起および２つの最も近い突起間のギャップ距離２
０μｍのアレイを有する、酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板上でのＮＩＨ３Ｔ３線維
芽細胞とｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の共培養の光学顕微鏡画像である。ここでは、２４ウェル
マイクロプレートにおけるウェルあたり４０，０００個のＮＩＨ３Ｔ３細胞をＤＭＥＭ（
ダルベッコ変法イーグル培地）培地に播種し、基板上で１日間前培養し、次に、ＭＥＭＥ
（最小必須培地イーグル）培地において、ウェルあたり４０ｋ細胞のＨｅｐＧ３Ｃ３Ａ細
胞で覆った。９日間の共培養後に画像を撮影した。結果は、ＮＩＨ３Ｔ３細胞の大部分が
、ＨｅｐＧ２Ｃ３Ａの細胞集合の間、かつ、マイクロ突起アレイ間の平らな領域に位置し
ていたのに対し、肝細胞はマイクロ突起アレイ領域内に３次元の集合を形成したことを示
した。興味深いことには、ＮＩＨ３Ｔ３細胞は主に、ＨｅｐＧ２Ｃ３Ａの細胞集合の間、
およびマイクロ突起アレイ間の平らな領域に位置するが、ＮＩＨ３Ｔ３細胞は、マイクロ
突起アレイ内の主表面に付着することができ（図１９参照）、ＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞また
は細胞集合下で、細胞の基底層を形成する。
【００７２】
　図２１は、直径１０μｍ、２つの最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）が２０μｍのマ
イクロ突起２００のアレイを有する酸化ＰＤＭＳマイクロ突起アレイ基板上における、Ｎ
ＩＨ３Ｔ３線維芽細胞とｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の共培養の光学顕微鏡画像である。Here２
４ウェルマイクロプレートにおけるウェルあたり４０，０００細胞のＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細
胞をＭＥＭＥ培地に播種し、基板上で１週間前培養した後、ウェルあたり４０ｋ細胞のＮ
ＩＨ３Ｔ３細胞で覆った。９日間の共培養の後、画像を撮った。結果は、Ｃ３Ａ細胞はマ
イクロ突起アレイ領域２９０内に３Ｄ集合を形成したのに対し、ＮＩＨ３Ｔ３細胞は、大
部分がＣ３Ａ集合３９０の間、かつ、マイクロ突起アレイ間の平らな領域に位置したこと
を示した。
【００７３】
　図２２は、図２０および図２１に示すように、酸化したＰＤＭＳマイクロ突起基板上で
ＮＩＨ３Ｔ３細胞と共培養したＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞のリファムピン誘導性のＣＹＰ３Ａ
４酵素活性のグラフである。７２時間の継続的な薬物誘導後に、リファンピンによるＣＹ
Ｐ３Ａ４の誘導倍率（fold of induction）（ＦＯＤ、Ｙ軸）を得、Ｐｒｏｍｅｇａ ＣＹ
Ｐキットを使用して測定した。３つの培養条件：その後に３Ｔ３細胞と共培養したＣ３Ａ
細胞（１）；その後にＣ３Ａ細胞と共培養したＮＩＨ３Ｔ３細胞（２）；および、ＢＤ 
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製のコラーゲンでコーティングした２４ウェルマイクロプレー
ト上で細胞培養したＣ３Ａ（３）について細胞の数を正規化した。結果は、リファンピン
誘導は、両方の共培養条件において、ＣＹＰ３Ａ４の機能をほぼ１００％増大させるが、
コラーゲンでコーティングした表面には増大は生じなかったことを示した。
【００７４】
ＩＶ．酸化し、コラーゲンＩをコーティングしたＰＤＭＳ突起アレイ基板上での肝細胞の
長期間培養
　従来の２Ｄサンドイッチまたは３Ｄ「ＭＡＴＲＩＧＥＬ」での肝細胞の培養は、一般に
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、短期間の培養（例えば１週間程度）に限られる。長期間の培養後、これらの培養された
肝細胞は、細胞の生存能力または代謝機能がある程度損失されうる。本明細書に記載され
る突起アレイ基板は、肝細胞の長期間培養を支持する。
【００７５】
　図２３は、酸化したＰＤＭＳ突起アレイ基板上で細胞培養した肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａ
の光学顕微鏡画像を示している。突起アレイ基板は突起２００のアレイ２９０を備える。
図２３Ａおよび２３Ｂでは、突起マイクロアレイ２９０における各突起２００は５μｍの
直径および１０μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）は２０μｍであ
る。突起アレイ基板についての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにおけるウェルあ
たり４０，０００細胞であった。２８日間の培養後、基板上の細胞を、位相コントラスト
光学顕微鏡画像で直接調べた。これらの画像に示されるように、細胞は、突起アレイ領域
２９０上に好んで付着して、３次元集合を形成した。興味深いことに、このような長期間
の培養後、２つの隣接するマイクロ突起アレイ間のＣ３Ａの細胞集合は、互いに通信する
ことができる（図２３Ｂ）。
【００７６】
　図２４は、コラーゲンＩをコーティングした酸化したＰＤＭＳ突起アレイ基板上で細胞
培養された肝細胞ｈｅｐＧ２Ｃ３Ａの光学顕微鏡画像を示している。突起アレイ基板は、
突起のアレイを備えている。図２４Ａでは、突起のマイクロアレイ２９０における各突起
２００は５μｍの直径および５μｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離（ｄ）
は１５μｍである。図２４Ｂでは、突起アレイにおける各突起は５μｍの直径および５μ
ｍの高さを有し、最も近い突起間のギャップ距離は１０μｍである。２枚の突起アレイ基
板についての播種数は、２４ウェルマイクロプレートにおけるウェルあたり４０，０００
細胞であった。２８日間の培養後、基板上の細胞を、位相コントラスト光学顕微鏡画像で
直接調べた。これらの画像が示すように、細胞は、両方の突起アレイ領域に好んで付着し
、３次元集合を形成した。興味深いことに、このような長期間の培養後、２つの隣接する
マイクロ突起アレイ間のＨｅｐＧ２Ｃ３Ａの細胞集合も互いに通信することができる。
【００７７】
　図２５は、図２３に例示する、酸化ＰＤＭＳマイクロ突起基板上で細胞培養されたＨｅ
ｐＧ２Ｃ３Ａについてのリファンピン誘導性のＣＹＰ３Ａ４酵素活性のグラフである。こ
こでは、さまざまなマイクロ突起基板を使用した。相対的に、ＴＣＴ表面の細胞を負の対
照として用いた。２８日間の培養後、ＣＹＰ３Ａ４誘導、すなわち、リファンピンによる
ＣＹＰ３Ａ４の誘導倍率（ＦＯＤ）を、７２時間の継続的な薬物誘導後に得て、Ｐｒｏｍ
ｅｇａ ＣＹＰキットを使用して測定した。細胞の数をすべての培養条件について正規化
した。マイクロ突起アレイ基板のパラメータは、ｘ／ｙとしてＸ軸上に記載されており、
ここで、ｘは各アレイにおけるマイクロ突起の高さのことをいい、ｙは２つの最も近いマ
イクロ突起間のギャップ距離（ｄ）のことをいい、両方ともマイクロメートル単位で表さ
れる。結果は、最も影響力の大きいパラメータは隣接するマイクロ突起間のギャップ距離
であり、最適な距離は１０～２５μｍであるか、または、これらの条件におけるこれらの
細胞についての単一のＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞の大きさの２倍に近いことを示した。このよ
うなギャップ距離依存性の最大ＣＹＰ３Ａ４誘導は、Ｆ２Ｎ４細胞または初代肝細胞（図
２７および２９；データは示さず）についても真実であることが分かった。これらの結果
は、肝細胞が長期間の培養を生き抜くことができ、薬物誘導下において、非常に強力な機
能の発現を有することを示唆している。とりわけ、コラーゲンＩをコーティングしたＰＤ
ＭＳ基板上のＨｅＰＧ３Ｃ３Ａ細胞は、短期の培養（～５日間）後に単分子層を形成する
傾向がある。しかしながら、細胞培養して４週間後に、我々は、それらの細胞が、マイク
ロ突起アレイの配置後にネットワークを形成すること、および、非マイクロ突起アレイ領
域に先に存在していた細胞が消失することを見出した。１つの可能性は、非マイクロ突起
アレイ領域における細胞は、長期間の培養を生き抜くことはできないが、マイクロ突起ア
レイ領域において、細胞が非常に健康的に増殖することであり、このことは、高品質のネ
ットワークの形成、ならびに薬物誘導の実験結果によって証明された。
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【００７８】
　共培養研究の結果は、幾つかの重要な所見を示した。第１に、マイクロ突起アレイ基板
は長期間の細胞増殖を支持する。共培養したＨｅｐＧ２Ｃ３Ａ細胞は、突起アレイによっ
て画成された領域内に選択的に留まるが、ＮＩＨ３Ｔ３細胞は、アレイ間のスペースに選
択的に留まる。このような配置は、肝細胞が集合する傾向にあるインビボの配置を反映し
ている。ＮＩＨ３Ｔ３のＨｅｐＧ２Ｃ３Ａとの共培養がＣ３Ａ４ Ｐ４５０の発現を増大
できることを示唆する結果は、マイクロ突起アレイ基板上での共培養がインビボにおける
機能を模倣することのさらなる証拠を示している。加えて、マイクロ突起アレイ基板は、
細胞形態および細胞間通信を制御することが示された。とりわけ、極性を急速に失う２次
元基板上での細胞増殖と比較して、マイクロ突起アレイ基板における細胞増殖は、細胞膜
の極性を回復させ、機能発現の促進を表す。
【００７９】
Ｖ．さまざまなＰＤＭＳ突起アレイ基板上で培養した初代肝細胞の遺伝子発現解析
　遺伝子発現解析は、インビトロで培養した初代肝細胞の機能評価によく使用されるよう
になっている。我々は、ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製のヒト制癌剤耐性および代謝Ｐ
ＣＲアレイ（Human Cancer Drug Resistance & Metabolism PCR Array）を使用して、肝
細胞機能における２つの重要な遺伝子：１０ＣＹＰ遺伝子および１０トランスポーター遺
伝子の発現を体系的に評価した。比較のために、低温保存した初代肝細胞も分析した。図
２６は、内在的制御遺伝子ＧＡＤＰＨに対する正規化後、インビトロ培養していない１０
ＣＹＰ遺伝子についてのＧＡＤＰＨ制御遺伝子の発現に対する、低温保存した肝細胞の基
礎ｍＭＲＮＡ発現における倍率変化の対数を示している。結果は制御ＧＡＤＰＨ遺伝子の
中程度の発現と比較して、この低温保存した肝細胞においてすべてのＣＹＰが発現された
が、比較的低い発現であり；異なるＣＹＰ遺伝子は異なる発現レベルを生じさせ、ＣＹＰ
２Ｅ１は最も高い発現を有していたことを示した。同様に、低温保存した肝細胞は内在的
制御遺伝子ＧＡＤＰＨに対する正規化後、図２８に示すように、非常に低レベルでは、す
べての１０トランスポーター遺伝子を発現する。
【００８０】
　図２７は、２つの対照：コラーゲンＩでコーティングしたＴＣＴと「ＭＡＴＲＩＧＥＬ
」に挟まれた細胞、およびコーティングしていないＴＣＴと「ＭＡＴＲＩＧＥＬ」に挟ま
れた細胞と比較した、低温保存した肝細胞（結果を図２６に示す）に対する、５種類の異
なるマイクロ突起基板上で培養された肝細胞における遺伝子１０ＣＹＰ遺伝子の発現（Ｃ
ＹＰ１Ａ１、ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｂ６、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｃ８、ＣＹＰ２Ｃ
９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ４およびＣＹＰ３Ａ５）の倍率変化の対数
を示している。ＰＤＭＳ突起マイクロアレイ基板を（Ｘ、Ｙ、Ｚ）と定義し、ここで、Ｘ
は２つの隣接する突起間のマイクロメートル単位のギャップ距離（ｄ）であり、Ｙは突起
のμｍ単位の直径であり、Ｚは突起のマイクロメートル単位の高さである。突起マイクロ
アレイは六角形をしている。結果は、改質「ＭＡＴＲＩＧＥＬ」のオーバーレイ培養を用
いて、異なる突起マイクロアレイ基板上で７日間、インビトロで培養した後、我々が、す
べての突起マイクロアレイ基板上で培養された肝細胞において、すべてのＣＹＰ遺伝子が
まだ検出可能であり；ＣＹＰ遺伝子発現は、マイクロ突起のギャップ距離（ｄ）依存性を
生じ、および５０μｍの（すなわち、初代肝細胞の大きさの２倍近い）（ｄ）を有する基
板は、ほとんどすべてのＣＹＰ遺伝子において最も高い発現を生じたことを見出したこと
を示していた。最小のギャップ距離（ｄ）（３５μｍ）を有する突起マイクロアレイ基板
を除いて、すべてのＰＤＭＳ突起マイクロアレイ基板は、２つの対照よりも高いＣＹＰ遺
伝子の発現を生じた。
【００８１】
　図２９は、２つの制御基板のものと比較して、低温保存した肝細胞に対し、突起マイク
ロアレイ基板上で培養された肝細胞における１０トランスポーター遺伝子の基礎ｍＭＲＮ
Ａ発現（ＡＢＣＢ１、ＡＢＣＣ１、ＡＢＣＣ２、ＡＢＣＣ５、ＡＢＣＣ６、ＡＢＣＧ２、
ＡＨＲ、ＡＰ１Ｓ１およびＡＰＣ）における倍率変化の対数を示している。結果は、最小
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のギャップ距離（ｄ）の基板（すなわち、（３５、１０、５）基板）を除いたすべての突
起マイクロアレイ基板上で培養された肝細胞が、低温保存した肝細胞ならびに２つの制御
基板上で培養された肝細胞よりも高い、ほとんどすべてのトランスポーター遺伝子の発現
を生じたことを示している。これらの結果は、突起マイクロアレイ基板（特にギャップ距
離）の適切な設計を所与として、培養された初代肝細胞はＣＹＰ遺伝子の高水準の発現を
維持し、かつ、トランスポーター遺伝子の高い発現を獲得することを示唆し；２種類の薬
物代謝に関連した遺伝子のこのような高い発現は、本発明の開示基板上で培養した肝細胞
が、より良好な機能につながり、高スループットの創薬および薬物安全性の評価に使用す
ることができることを示唆している。
【００８２】
　図１１～１７、２０、２１、２３、および２４では、マクロアレイ１９０、マイクロア
レイ２９０、突起２００、およびマイクロアレイ間のスペース３９０が示されており、明
瞭化の目的で標識されている。
【００８３】
　よって、細胞培養のための間隔を開けた突起基板および装置の実施の形態が開示される
。当業者は、明細書に記載される細胞培養装置および方法が、開示されている以外の実施
の形態で実施することができることを認識するであろう。開示される実施の形態は、例証
の目的で提示されているのであって、限定するものではない。
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