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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マイクロシステム及び前記マイクロシステムの少なくとも１つのインタフェースコネク
タの組みを含むボックスであり、
　　前記マイクロシステムが、動的細胞培養の少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバ
の形状を持つ下部プレート及び上部プレートを含み、
　　前記少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバが、前記上部プレートの穴に脱着可能
に挿入された前記少なくとも１つのコネクタの組みにより、入口及び／又は出口で流体流
通的に接続され、さらに、
　前記ボックスがまた、少なくとも１つのウェルを含み、前記マイクロ構造化チャンバが
前記コネクタの組みの１つを介してウェルに接続されることを特徴とする、ボックス。
【請求項２】
　請求項１に記載のボックスであり、前記ウェルの底部が、前記チャンバの全ての部分の
位置よりも高い位置であることを特徴とする、ボックス。
【請求項３】
　請求項２に記載のボックスであり、前記コネクタの組みが、前記ウェルの底部で穴へ固
定されたコネクタであることを特徴とする、ボックス。
【請求項４】
　請求項１乃至３のいずれか一項に記載のボックスであり、それぞれのマイクロ構造化チ
ャンバが、入口ウェルと出口ウェルに接続され、それぞれが入口及び出口のコネクタの組
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みにより灌流されることを特徴とする、ボックス。
【請求項５】
　請求項４に記載のボックスであり、前記ボックスが、グリップ手段で保持された密閉フ
ードでカバーされた下部ケーシングを含むことを特徴とする、ボックス。
【請求項６】
　請求項５に記載のボックスであり、前記下部ケーシングが前記マイクロシステム及びマ
ルチウェルプレートを含み、前記ウェルが前記マルチウェルプレートのウェルであること
を特徴とする、ボックス。
【請求項７】
　請求項６に記載のボックスであり、前記マルチウェルプレートが、ポリスチレンで作ら
れる使い捨てプレートであることを特徴とする、ボックス。
【請求項８】
　請求項６に記載のボックスであり、前記マルチウェルプレートがポリカーボネートで作
られるオートクレーブ処理可能なプレートであることを特徴とする、ボックス。
【請求項９】
　請求項５乃至８のいずれか一項に記載のボックスであり、前記フードが、前記ウェルを
灌流するオスコネクタの組み及びメス入口コネクタの組みを含むことを特徴とする、ボッ
クス。
【請求項１０】
　請求項９に記載のボックスであり、前記ボックスが、入口ウェル当たり１つのオスコネ
クタ及びメスコネクタを含み、出口ウェル当たり１つのオスコネクタ及び２つのメスコネ
クタを含むことを特徴とする、ボックス。
【請求項１１】
　請求項１乃至１０のいずれか一項に記載のボックスであり、前記マイクロシステムがポ
リジメチルシロキサンで構成されることを特徴とする、ボックス。
【請求項１２】
　請求項１乃至１１のいずれか一項に記載のボックスであり、膜挿入が、前記ウェルの少
なくとも１つに設けられることを特徴とする、ボックス。
【請求項１３】
　動的細胞培養システムであり、前記システムが、
－　請求項１乃至１２のいずれか一項に記載のボックス、及び
－　循環手段に適合され、かつ少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバに接続された循
環パイプを含む少なくとも１つの流体回路、
を含むことを特徴とする、システム。
【請求項１４】
　請求項１３に記載のシステムであり、前記循環手段が、マルチチャンネルペリスタポン
プであることを特徴とする、システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はｉｎ－ｖｉｔｒｏ細胞培養に関する。より具体的には本発明は、栄養培地での
動的培養のためのマルチバイオリアクタボックスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　今日培養細胞は物質の毒性評価のためのツールとして使われている。
【０００３】
　また、細胞の増殖及び組織化のための、組織の環境又は動物や人の組織の環境に類似し
た好ましい環境を再現するバイオリアクタも存在する。このために、異物、化粧品、医薬
又はより一般的に全ての活性物質などの物質に対する組織の反応が得られかつ適切なｉｎ
－ｖｉｔｒｏモデルが開発され得る。
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【０００４】
　これらのモデルは医薬研究においてますます頻繁に使用されるようになってきている。
というのはそれらはｉｎ－ｖｉｖｏモデル（即ちこれに対しは、経済的にも倫理的にも国
際レベルで圧力が高まっている）に対する１つ重要な代替方法を示すからである。
【０００５】
　培養細胞はまた、組織工学の問題として、損傷又は欠失した組織の代替物となり得る人
工組織を生成する基礎を示す。
【０００６】
　バイオリアクタは、マイクロ構造化チャンバ（培養チャンバであって、マイクロ構造を
持つ上部壁と下部壁を含む）の両方の端部に、流体の入口と流体の出口があり、細胞増殖
のために必要な栄養物流の流通を可能とする。前記流体はそれにより、例えばポンプによ
り駆動されて循環されるが、これはいわゆる動的細胞培養として知られている。かかる装
置は仏国特許第０９５４２８８号に記載されている。
【０００７】
　この従来のバイオリアクタは優れた結果を与え、かつ細胞増殖の最適化を可能とするも
のではあるが、工業的使用をいまだ満たすものではない。好ましくはできるだけ細胞培養
表面を大きくすることが好ましい。
【０００８】
　このための１つの解決方法は、マルチバイオリアクタの使用である、即ち並列化バイオ
リアクタの使用である。これらの装置はまた全体として小さくされるべきである。統合化
された細胞培養のための種々のシステムがこれまでこの目的にために提案されてきた。
【０００９】
　Ｈｕｒｅｌ（Ｒ）システム（米国特許第５６１２１８８号及び７２８８４０５号に記載
）は、ペリスタポンプに接続された、並列に配列された４つの２重バイオリアクタを含む
。タンクがまた、前記回路に挿入され、栄養媒体のための保存容器として作用するが、ま
たサンプルをサンプリングするための空間としても作用する。
【００１０】
　実際には、サンプリングは、適切な増殖をモニタするために細胞培地を通じて行われ、
及び試験される物質に暴露されたあと毒性研究目的のために細胞を用いる際に、例えば規
則的に一連のサンプリングがこの物質の細胞への代謝応答を決定し、安全性（即ち、所与
の容積内の前記物質を除去するために前記組織の許容能力）を測定し、又は細胞の反応動
力学を観測する。
【００１１】
　前記Ｈｕｒｅｌ（Ｒ）システムのサンプリング手順（タンク内で）は長く複雑であり、
従って前記タンク内の媒体のサンプルを取得することができるように流体灌流を止める必
要がある。また、このサンプリングは前記バイオリアクタから離れた場所で行われ、この
ことは、サンプリングを介して検出されるべき代謝物マーカーの濃度が、前記バイオリア
クタと前記タンクの間で、前記パイプの表面への吸着現象により低下してしまうという危
険を有する。
【００１２】
　また、灌流回路への前記バイオリアクタを導入することは、増殖中の細胞を非常に害す
る恐れがある泡の生成を避けるために、殺菌条件での長い注意深い操作を必要とする。又
、前記回路へ泡捕捉の追加が必要となる。
【００１３】
　さらに、これらのバイオリアクタは、コネクタの組を持たない数センチメートル厚さの
２つのプレートの間に設けられる。前記コネクタは従って、前記プレートの穴に設けられ
る端片部を介して作られる。
【００１４】
　このシステムは密閉を保証するが、細胞播種の際に問題となる。実際に、人細胞株は非
常に高価であり、用心して配置される必要がある。この装置の構造は２つの連続するバイ
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オリアクタに前記同じ細胞で受精させることを伴い、冗長性の結果となる。
【００１５】
　さらに、並列化バイオリアクタついてそれぞれの１つが必要であることから、前記灌流
ネットワークを複雑なものにすると同様に、全てのタンク及びトラップは前記回路を長く
し、かつ同様に前記パイプの内部表面を増加させる。この表面は溶液中の化学物質の吸収
表面となる。この吸収は毒性試験を歪めてしまう。というのは、回路に最初に注入された
生体異物はその濃度が減少し、前記回路の端部での細胞培地中ではゼロにさえ低下してし
まう恐れがあるからである。偽陰性のリスクは無視できない。
【００１６】
　米国特許出願公開第２００７／０２４３５２３に記載される、ＢｉｏｆｌｕｘＴＭ２０
０及びＢｉｏｆｌｕｘＴＭ１０００システムは、市販されているマルチウェルプレートを
用いる密閉ボックスを提案する。マルチウェルプレートは標準プレートであり、小試験片
の役割を持つ複数のウェルを含む。これは現在実験室で使用されているツールであり多く
のモデルを利用可能である。この適合されたプレートで、２つのウェルを接続するマイク
ロチャンネルは細胞成長のための支持体として作用する。サンプリングは第２のウェルで
なされ、これは従って前記培養ゾーンに近いｉｎ－ｓｉｔｕサンプリングである。しかし
、前記サンプリングの複雑さの問題は、Ｈｕｒｅｌ（Ｒ）システムではさらに悪いもので
ある。というのは前記マルチウェルプレートは完全にカバーされておらず、従って並列化
された全てのリアクターの操作は停止される必要があるからである。
【００１７】
　さらに、ＢｉｏｆｌｕｘＴＭシステムは、細胞培養には非常に好ましいものではない。
これは、前記培養培地が過圧力を供することでなされることから動的培養細胞を再循環さ
せることができないからである。マイクロ構造はないが、２つのウェルの間に１つのチャ
ンネルがある。表面接着性能及び有効性が非常に弱く、収率が低下する。非常に多くの数
の細胞をかかる装置に細胞播種するためにむやみに注入される必要がある。百万細胞オー
ダーが数百ユーロであることを考えると、１つのマイクロバイオリアクタに細胞播種する
ための投与量、細胞播種プロセスを改善し、それに基づき管理可能なツールが作られるこ
とが必須である。
【００１８】
　他の技術分野からのサンプリング方法がまた、提案されているが、いずれも満足できる
ものではない。
【００１９】
　最初の可能なシステムは、サンプルが取得され得る最端部で取り出し誘導路手段を用い
るものである。しかしこの誘導路に存在する流体は滞留して、堆積物などで汚染され得る
。信頼できる測定が必要な場合には、それぞれのサンプリングの前に洗浄する必要があり
、これにより、完全な第２の回路（これには困難性と費用が伴うが）が洗浄を実施するた
めに設けられない限りこの従来技術の問題（回路を停止して分解する）をもたらすことと
なる。
【００２０】
　他の可能なシステムは、セプタム、即ち小さいゴム製ストッパを利用する。これはサン
プリングされる前記回路にあるオリフィスを圧縮されて閉じる。セプタムは特に医薬品で
使用される（例えばカテーテルの先端に）。サンプリングは、注射器の針でストッパを突
き通すことで行われ、この結果針が引き抜かれると前記材料の変形により自然に穴を閉鎖
する。しかしセプタムは、１０回のサンプリング（前記回路を停止し、分解する必要があ
る）の後は交換される必要がある。注射器の使用はまた、少なくとも数ミリリットルのサ
ンプル容量に適合され、これは、通常総容量が２－３ｍＬである従来の培養細胞回路とは
適合できないことが分かる。上で引用されたシステムはマイクロピペットを利用し、マイ
クロリットルの数十分の１をサンプリングすることを可能とする。
【００２１】
　具体的な欠点又は限界を伴う従来システムに関してこれまで説明されたが、これら知ら
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れたシステムのいずれもが、操作の間に培地中の細胞を容易に観察することができるもの
ではないことが明らかである。実際、細胞の増殖を経時的に視覚的にモニタすることがで
きることは興味あるであろう。これが本発明の主目的を構成する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】
【特許文献１】仏国特許第０９５４２８８号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００７／０２４３５２３号明細書
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　さらに有利には本発明の他の目的は、前記困難性を解消する装置を提供するものであり
、前記装置は、簡単な構造で、動的細胞培養の並列化効果的バイオリアクタであり、次の
１又はそれ以上の利点を与える装置である：
－　タンク又は外部泡トラップを省ける、
－　必要な回路長さを低減できる、
－　操作中にｉｎ－ｓｉｔｕで培養培地のサンプリングを可能とする。
【００２４】
　本発明の他の目的は、容易に使用できる製品を得ることで達成されるものであり、この
製品を用いることで、泡による細胞培地を破壊する恐れがなく、かつ最小の容量が最小の
扱いで高い精度でサンプリングされ得る。
【００２５】
　さらに他の目的は、制御された、迅速かつより経済的な細胞播種を可能とすることであ
る。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　本発明の第１の側面は、動的細胞培養のマイクロ構造化チャンバを含むボックスに関す
る。３つの主な変形例がこの側面を示す。これらの変形例はお互いに独立して又は２つ（
又は全ての数）の変形例の組合せで適用され得る。
【００２７】
　本発明の第１の側面の第１の変形例によれば、本発明は、マイクロシステムと前記マイ
クロシステムの少なくとも１つのインタフェースコネクタを含むボックスであり、前記マ
イクロシステムが、動的細胞培養の少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバの形状を持
つ下部プレート及び上部プレートを含み、少なくとも１つの前記マイクロ構造化チャンバ
が、流体的に入口及び／又は出口で、前記上部プレートの穴に脱着可能に挿入されている
前記コネクタの少なくとも１組みで接続されていることを特徴とする。
【００２８】
　この構造により、前記マイクロシステムはいつでも容易に脱着されて顕微鏡観察の下に
置かれ、その後再配置される。
【００２９】
　この変形例の他の有利なかつ非限定的な特徴は：
－　前記ボックスはまた、少なくとも１つのウェルを含み、前記マイクロ構造化チャンバ
が前記コネクタの組みを介して接続され；
－　前記ウェルの底部が前記チャンバの全ての位置よりも高い位置であり；
－　前記コネクタの組みが、前記ウェルの底部で穴に固定されたコネクタであり；
－　それぞれのマイクロ構造化チャンバが入口ウェル及び出口ウェルに接続され、入口及
び出口のそれぞれのコネクタの組みが灌流され；
－　前記ボックスがグリップ手段により保持された密閉フードでカバーされた下部ケーシ
ングを含み；
－　前記下部ケーシングが、前記マイクロシステム及びマルチウェルプレートを含み、前
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記ウェルが前記マルチウェルプレートの１つのウェルであり；
－　前記マルチウェルプレートがポリスチレンで作られた使い捨てプレートであり；
－　前記マルチウェルプレートが、ポリカーボネートで作られたオートクレーブ処理可能
なプレートであり；
－　前記フードが、オスコネクタの組みを持ち、前記ウェルとメス入口コネクタを灌流し
；
－　前記ボックスが、入口ウェル当たり１つのオスコネクタと１つのメスコネクタを含み
、かつ出口ウェル当たり１つのオスコネクタと２つのメスコネクタを含み；
－　前記マイクロシステムがポリジメチルシロキサンを含み；
－　膜挿入が、前記ウェル内に少なくとも１つ設けられる、ことである。
【００３０】
　本発明の前記第１の側面の第２の変形例によると、本発明は、動的細胞培養の少なくと
も１つのウェルと少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバを含み、それぞれのマイクロ
構造化チャンバが出口でウェルと接続され、前記ボックスはまた、前記ウェルで終端する
少なくとも１つのサンプリングポートであって前記ウェルの全ての位置よりも高い位置に
設けられるサンプリングポートを含むことを特徴とする。
【００３１】
　この構造のために、サンプリングは非常に容易に実施できる。即ち、前記ポートを単純
に開き、そこに例えばマイクロピペットを、サンプリングされる前記マイクロ構造化チャ
ンバの出口ウェルに直接挿入すること（即ち細胞の直近）である。
【００３２】
　この変形例のその他の利点及び非限定的な特徴は：
－　前記サンプリングポートが除去可能なストッパが設けられている；
－　前記ボックスはグリップ手段により保持された密閉フードでカバーされた下部ケーシ
ングを含み；
－　前記サンプリングポートは、入口で前記フード内に含まれたメスコネクタにより構成
され；
－　前記フードはまた、前記ウェルを灌流し及び前記メスコネクタと整列される少なくと
も１つのオスコネクタを含み；
－　それぞれのマイクロ構造化チャンバは、入口ウェル及び出口ウェルに接続され、それ
ぞれがオスコネクタにより灌流され；
－　前記フードは、入口ウェルによるメスコネクタ、及び出口ウェルにつき第２のメスコ
ネクタを含み；
－　ウェルの前記メスコネクタが前記ウェルを還流する同じオスコネクタへ接続され、前
記コネクタが、前記オスコネクタと前記メスコネクタにより形成される前記配列に関して
傾けられており；
－　前記下部ケーシングが、マルチウェルプレートを含み、前記ウェルが前記マルチウェ
ルプレートの１つのウェルであり；
－　前記下部ケーシングがまた、マイクロシステムを含み、マイクロ構造化チャンバが接
続される前記ウェルの底部に穴が設けられ、その穴内に前記マイクロシステムの少なくと
も１つの組みのインタフェースコネクタが挿入され；
－　前記マイクロシステムが、少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバの形状を含む下
部プレート、及び前記コネクタの組みを含む上部プレートを含み；
－　前記マイクロシステムが、前記少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバの形状を含
む下部プレート及び上部プレートを含み、前記コネクタの組みが、前記穴に固定され前記
上部プレートの穴を通じて前記チャンバを還流し；
－　前記マイクロシステムがポリジメチルシロキサンから形成され；
－　前記マルチウェルプレートがポリスチレン製の使い捨てプレートであり；
－　前記マルチウェルプレートがポリカーボネート製のオートクレーブ処理可能なプレー
トであり；
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－　プローブが前記サンプリングポートの少なくとも１つに置かれ；
－　前記プローブが前記ポートのストッパ内に一体化され；
－　挿入膜が前記ウェルの少なくとも１つ内に設けられる、ことである。
【００３３】
　本発明の第１の側面の第３の変形例はまた、動的細胞培養の少なくとも１つのウェルと
少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバを含むボックスであり、それぞれのマイクロ構
造化チャンバがウェルの入口で接続され、前記ウェルの底部が前記チャンバの全ての位置
よりも高い位置である。
【００３４】
　この構成により、前記ウェルは泡トラップの機能を充足する。流体のカラムは前記マイ
クロ構造化チャンバよりも高い位置にあり、それぞれのウェルは上から灌流されることか
ら、泡は選択的に浮力により上方へ逃げて除去される。空気は従って回路中に捕捉される
ことはない。
【００３５】
　前記ウェルはまた、タンクの機能を充足する。事実、それぞれのウェルの容量はミリリ
ットルのオーダーである。それぞれのチャンバを理想的に２つのウェルに接続することで
、回路中に２から３ｍＬの容量を持たせることになり、それにより外部タンクは必要では
なくなる。
【００３６】
　さらに、この自動脱ガスは、培地を最初に充填する手順をより簡単にする。即ち、全回
路を注意深くパージする必要がない。というのは流体の最初の循環の際に、泡はマイクロ
構造化チャンバの上流で除去され、最初のウェルのレベルを調べるだけで十分となるから
である。１時間以上の作業が節約される。さらに、この作業が細胞播種の前に完全に実施
されない場合には培地は捨てられるという、さらなるリスクを回避できる。
【００３７】
　最後にこれらのウェルは、前記チャンバに、損失なく必要な１回のピペッティングだけ
で直接細胞播種することができる。操作は従って迅速、正確であり、幾つかのチャンバで
連続的に実施され得る。従来技術のように注射器の使用は必要ではない。前記装置は、最
小の費用で数分で操作可能である。
【００３８】
　この変形例の他の利点及び非限定的な特徴は：
－　それぞれのマイクロ構造化チャンバが前記ウェルの底部で穴を介してウェルに直接接
続される；
－　前記ボックスはマイクロシステムを含み、前記マイクロシステムのインタフェースコ
ネクタの組みは前記穴に挿入され；
－　前記マイクロシステムは、前記少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバの形状を含
む下部プレート及び上部プレートを含み；
－　前記コネクタの組みは、前記上部プレートの部分を形成する変形可能なチューブであ
り、上部プレートを介して前記細胞播種ピペットの先端が前記チャンバ内に挿入されるこ
とができ；
－　前記コネクタの組みが、前記チャンバを前記上部プレートの穴を通じて灌流する穴に
固定された１つのコネクタであり；
－　それぞれのマイクロ構造化チャンバが入口ウェル及び出口ウェルへ接続され、それぞ
れがコネクタの組みよりそれぞれ入口と出口で灌流され；
－　前記ボックスが、グリップ手段により保持された密閉フードによりカバーされた下部
ケーシングを含み；
－　下部ケーシングが、マイクロシステム及びマルチウェルプレートを含み、前記ウェル
が前記マルチウェルプレートのウェルであり；
－　前記フードが、オスコネクタの組みであり、前記ウェル及びメス入口コネクタの組み
を還流し；
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－　前記ボックスが、入口ウェル当たり１つのオスコネクタと１つのメスコネクタを含み
、出口ウェル当たり１つのオスコネクタと２つのメスコネクタを含み；
－　前記マイクロシステムがポリジメチルシロキサンで構成され；
－　前記マルチウェルプレートがポリスチレン製の使い捨てプレートであり；
－前記マルチウェルプレートがポリカーボネート製のオートクレーブ処理可能なプレート
であり；
－　挿入膜が、前記ウェルの少なくとも１つ内に設けられている、ことである。
【００３９】
　本発明の第２の側面によれば、本発明はまた、動的細胞培養システムを提供し、前記シ
ステムは：
－　本発明の第１の側面の変形例（又は変形例の組合せ）によるボックス、及び
－　循環手段に適合され、少なくとも１つのマイクロ構造化チャンバに接続されたた循環
パイプを含む少なくとも１つ流体回路を含むことを特徴とする。
【００４０】
　他の利点及び非限定的な特徴によれば、
－　前記循環手段はマルチチャンネルペリスタポンプである。
【００４１】
　泡トラップ及びタンクの省略により、前記灌流回路の長さを約半減できる。本発明の第
２の側面により細胞培養システムでの毒性研究の結果は、これまで知られた装置により行
われる類似の試験に比較してずっと信頼性の高いものとなる。
【００４２】
　第３の側面によれば、本発明は、本発明の第１の側面の変形例（またはその組合せ）に
よるボックスの細胞播種方法を提供し、前記方法は：
（ａ）　前記フードを開き；
（ｂ）　細胞播種する細胞をピペットへ導入し；
（ｃ）　前記ピペットの先端をコネクタの組みに挿入し；
（ｄ）　細胞を前記ピペットから直接前記マイクロ構造化チャンバへ注入し；
（ｅ）　前記フードをしっかり閉めてグリップ手段でロックする、ことを含む。
【００４３】
　この方法の他の利点及び非限定的な特徴は：
－　前記ピペットは標線付きミクロピペットであり、マイクロ構造化チャンバの最適化細
胞播種に対応した既定の細胞量を含むように調整されており；
－　ステップ（ｂ）、（ｃ）及び（ｄ）を、前記マイクロ構造化チャンバの数に合わせて
繰り返し、
－　前記ピペットが、前記マルチウェルプレートに適合されたマルチチャンネル標線付き
ピペットである、ことを含む。
【００４４】
　本発明のその他の特徴及び利点は以下の好ましい実施態様の記載からより明らかとなる
であろう。この記載は添付の図面を参照する。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】図１は、本発明のボックスの分解斜視図である。
【図２Ａ】図２Ａ、２Ｂ、２Ｃ（２Ｃではカバーされていない）は、本発明によるボック
スの３つの断面図であり、図２Ａは、流体サンプリングを示す。
【図２Ｂ】図２Ａ、２Ｂ、２Ｃ（２Ｃではカバーされていない）は、本発明によるボック
スの３つの断面図であり、図２Ｂは、前記流体を前記ボックス内に閉じ込めるところを示
す。
【図２Ｃ】図２Ａ、２Ｂ、２Ｃ（２Ｃではカバーされていない）は、本発明によるボック
スの３つの断面図であり、図２Ｃは、マイクロ構造チャンバへの細胞播種を示す。
【図３Ａ】図３Ａは、本発明による前記ボックスのフードの斜視図であり、前記サンプリ
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ングポートを閉じるための１つの可能なシステムを示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、本発明による前記ボックスのフードの分解斜視図である。
【図４】図４は、本発明による前記ボックスの下部ケーシングの分解斜視図である。
【図５】図５は、本発明による前記ボックスのマイクロシステムの分解斜視図である。
【図６】図６は、本発明による前記ボックスの下部ケーシングの他の可能な実施態様の断
面図であり、前記マイクロシステムが脱着可能である。
【図７Ａ】図７Ａは、本発明による前記ボックスの種々の実施態様で使用可能なマルチウ
ェルプレートの１つの可能なタイプを示す。
【図７Ｂ】図７Ｂは、本発明による前記ボックスの種々の実施態様で使用可能なマルチウ
ェルプレートの１つの可能なタイプを示す。
【図７Ｃ】図７Ｃは、本発明による前記ボックスの種々の実施態様で使用可能なマルチウ
ェルプレートの１つの可能なタイプを示す。
【図８Ａ】図８Ａは、本発明による前記ボックスの種々の実施態様での培地中の細胞の顕
微鏡観察の例である。
【図８Ｂ】図８Ｂは、本発明による前記ボックスの種々の実施態様での培地中の細胞の顕
微鏡観察の例である。
【図９】図９は、本発明の他の実施態様による動的細胞培養システムのダイヤグラムを示
す。
【図１０】図１０は、異なるパイプ直径の操作ポンプ速度の関数として、実験で得られた
流体通過量の図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
　一般的構造
　本発明によるボックス１は好ましくは前記バイオリアクタが並列化されたものである。
いくつかの実施態様では、本発明によるボックス１はマルチリアクタボックスである。し
かし本発明はこの実施態様に限定されるものではなく、１つの構造化チャンバ１５のみを
含み得る。
【００４７】
　図示される好ましい実施態様では、ボックス１は下部ケーシング１００を含み、これは
密閉フード２００でカバーされ、これはクランプシステム２０で保持される。前記クラン
プシステムは、例えば図１に示されるように密閉フードを貫通する４つのネジである。
【００４８】
　このケーシング１００は、図４に詳細により明確に示されており、マルチウェルプレー
ト１１０を含み、これは前記ウェル１０及びマイクロシステム１５０を含む。ネジ付きス
ペーサ２１は、グリップ手段２０を補助するために前記ウェル１０の間に設けられ得る。
これらのスペーサ２１は、いくつかのマルチウェルプレート１１０との一体化部分であり
得る。又は前記ケーシング内に開けられたオリフィス内に挿入されその中に接着されたチ
ューブであり得る。
【００４９】
　前記マルチウェルプレート１１０は当業者に知られた部品であり、種々の形状があり、
場合によりマイクロタイタープレートと呼ばれ、これは前記ウェルの小さい較正された容
量を意味する。従来これらは２：３比のマトリックスにより配列され、６、１２、２４、
９６又は３８４ウェルのプレートとして市販されている。有利には、前記ウェルの容量に
伴う考慮のために、本発明による前記マルチウェルプレート１１０は２４ウェルプレート
である。かかるボックスは、６列４行ウェル１０を含みこれは図２ａ又は２ｂに示される
。この構造において、前記中央ウェルは入口ウェル１０ａであり、２つの横のウェルは出
口ウェル１０ｂである。
【００５０】
　前記底部で、前記ウェル１０は穴１１が開けられ、これにより前記ウェル１０と前記マ
イクロ構造チャンバ１５間の流通を有効にする。それぞれの穴１１は効果的に細胞を播種
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する、というのはこの穴へ注入される前記細胞株はそこに接続された前記マイクロ構造チ
ャンバ１５内に落ちるからである。従来技術のように、前記細胞が前記チャンバに達する
前に堆積され得るデッドボリュームが存在しない。
【００５１】
　流体サンプリング
　図２ａは１つの変形例でのボックスを示し、これは流体サンプリング状況において単独
で又は１又はそれ以上の変形例を組み合わせて使用され得るものである。サンプリングピ
ペット３の先端はポート２２内に挿入される。このポート２２は、その下にある前記ウェ
ル１０よりも高い位置に設けられている。これは、前記ウェル１０からの流体の液滴が、
前記ポート２２を通る液滴よりも小さい重力位置エネルギーを持つことを意味する。この
ことは、本発明による前記ボックス１を通常の操作位置に置く場合に、前記下部ケーシン
グ１００の底部が前記水平に近い表面上に置かれる。
【００５２】
　この構造は、これまでの方法と比べて、前記ウェル１０からの流体サンプリングを灌流
を停止する必要なく可能にする。
【００５３】
　実際、前記ポート２２は通常の操作条件下で閉じられる。このために、前記ポート２２
はストッパ２０５を含むか、又は前記ポート２２を容易に開閉し得る等価な装置を含む。
図３ａは一例を示す。前記ポート２２と前記ウェル１０の間の高さの違いにより、前記ス
トッパ２０５の直ぐ下には流体は存在せず、いくらかの空気が閉じ込められている。この
ことは、前記ポート２２がサンプリングのために開かれる場合に、流体が溢れるリスクが
なく、又は流体が停滞してポート２２を汚染するリスクがない。
【００５４】
　サンプリングは、前記ポート２２のストッパ２０５を開き、即座にサンプリングピペッ
ト３の先端部を前記ウェル１０に導入し、必要な容量を取り出し、その後前記ピペット３
を引き出してポート２２を再度閉じることで実施される。前記ポート２２を備えたウェル
１０は出口ウェル１０ｂである。言い換えるとウェル１０は、前記流体が前記ウェル１０
が接続される前記マイクロ構造化チャンバ１５に入った直後に前記流体を受け取る。
【００５５】
　有利には、前記ポート２２は前記密閉フード２００を通過し、知られたシステムではし
ばしばそうであるように、前記ボックスをカバーを開けることなくサンプリングすること
を可能とする。
【００５６】
　フードの構造
　本発明においては、前記密閉フード２００は種々の実施態様により選択される部品であ
る。
【００５７】
　図３ｂで詳細に示される１つの有利なフード２００は、好ましくは、１０ｍｍ厚さのポ
リカーボネートのプレートを含み、そこに２４のポリプロピレンのオスコネクタ２０４と
３６のポリプロピレンのメスコネクタ２０１がねじ込まれている（Φ４ｍｍ１０－３２Ｕ
ＮＦ）。これらメスコネクタ２０１ａ及び２０１ｃは前記フード２００の上部に位置され
、前記オスコネクタ２０１と整列される。他の１２の２０１ｂは前記フード２００の側部
に設けられる。そこで前記ボックスが、２ｍｍ厚さの平面ＰＤＭＳ２０３接続により確実
に密閉されて閉じられると、ウェル１０につき、１つのオスコネクタ２０４と１又は２つ
のメスコネクタ２０１が存在し：
－　前記入口ウェル１０ａについて、それぞれのタイプの単一のコネクタ（２０１ａ及び
２０４）が存在する。前記流体の取り出しは前記フード２００の上部からである。
－　前記出口ウェル１０ｂのために、２つのメスコネクタ２０１ｂ、ｃが存在する。横向
きコネクタ２０１ｂのみが流体通路として作用する。メスコネクタ２０１ｃは前記ポート
２２の入口を構成する。
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【００５８】
　図２ａ及び２ｂに示されるように、前記メスコネクタ２０１ｃ及びそのオスコネクタ２
０４は整列される。これにより、サンプリングピペット３の先端部をこれらのコネクタを
同時に通し、それにより前記フード２００全体を通して挿入することを可能とする。
【００５９】
　下部ケーシングでの流体の循環－一体化脱泡システム
　図２ｂは、ボックス１の１つの好ましい実施態様による前記流体通路を示し、上で説明
された前記フード２００を含む。前記流体は前記メスコネクタ２０１ａを通じて流れ込み
、オスコネクタ２０４を介して前記入口ウェル１０ａへ移送される。前記入口ウェル１０
ａに含まれる前記流体はその後、前記マイクロ構造化チャンバ１５の一組の入口コネクタ
１６により灌流され、前記チャンバ１５の一組の出口コネクタ１６を介して前記出口ウェ
ル１０ｂ内に集められる。前記出口ウェル１０ｂ内に含まれた過剰流体はその後オスコネ
クタ２０４により引き出され、前記フードのメスコネクタ２０１ｂへ移送される。使用さ
れる容量を考慮することで、前記培養チャンバを連続的に灌流することが可能である。前
記ボックス１の組織を「灌流」することは、これらがウェル１０かマイクロ構造化チャン
バ１５かどうかにかかわらず、これが流体が供給されるためか流体のオーバーフローを除
去するためかに拘わらず、それを流体的に接続されることを意味する。前記流体循環速度
は、実際には非常に遅く、適切な流体流通は、異なる組みのコネクタ及び前記ボックス１
のコネクタを通じて１滴ずつ動かされ得る。
【００６０】
　留意すべきことは、前記流体通路は前記メスコネクタ２０１ｂの前で曲がり角を形成す
る。この非限定的構成は、１つのオスコネクタ２０４について２つの独立した出口２０１
ｂ及び２０１ｃを持つ。この構成により、前記流体回路を複雑にすることなく特定のサン
プリングポート２２が常に利用可能となり、マイクロピペット３を受け入れることを可能
とする。
【００６１】
　この場合、前記フード２００の内部に分岐が存在する。前記オスコネクタ２０４の垂直
軸が前記ウェル１０ｂを通って出る場合には、前記メスコネクタ２０１ｃは前記サンプリ
ングポート２２を介して前記出口を横切るようにされ、前記分岐は、前記出口が前記メス
コネクタ２０１ｂを介して前記フードの横側になるようにされる。
【００６２】
　さらに、それぞれのウェル１０はミリリットル単位の容量を持つことから、チャンバ１
５につき２つのウェル１０ａ、ｂは従って３ｍＬの外部タンクと等しいこととなる。また
、図２ｂから分かるように、前記ウェル１０ａの位置は有利には前記チャンバの位置より
も高い位置に設けられる。ここでより高い位置とは、前記チャンバ１５からの流体の液滴
が前記１０ａからの液滴よりも位置重力エネルギーが小さいことを意味する。これは、本
発明による前記ボックス１を通常の操作位置に置く場合にそうである。即ち前記下部ケー
シング１００の底部が水平に近い表面上に設定される場合である。
【００６３】
　この位置における違いにより、空気の泡が前記コネクタ２０４から出る場合でも、浮力
によりその泡を前記ウェル１０ａの上部に導くこととなる。これが逆ならば、泡は前記ウ
ェルの底に到達して前記チャンバ１５に入ることとなる。上で説明したように、この構造
により、前記ウェル１０ａにある容量の流体が採取されると、前記回路から自動的に泡が
除かれることとなる。
【００６４】
　これはまた、前記回路の最初に流体を充填する場合にも当てはまる。従来技術の場合に
は充填の間パイプ中の全ての空気の泡をパージする必要があった。本発明による前記ボッ
クスの他の有利な変形例では、単独で又は他の変形例との組合せで使用されるものであり
、前記ウェル１０及びチャンバ１５の間の直接流通を一組の前記コネクタ１６を介してな
されるものである。前記コネクタ１６がオペレータにより充填されると、それだけで十分
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それぞれのウェル１０を培養液で充填し、単純に重力により前記下部ケーシング１００の
近くには確実に泡が存在しない。前記フード２００は再び閉じられ、回路に存在する空気
の泡は前記ウェル１０ａで捕捉される。試験が実施されると、オペレータは、細胞を播種
した後に、マルチリアクターの全部、即ち１２バイオリアクタを灌流を完了するためには
数分のみ必要となる。従来はこの操作は１時間から１時間半必要であり、この操作の間オ
ペレータは注意深く流体をそれぞれのバイオリアクタに注射器を用いて注入し、ゆっくり
と回路を充填して灌流させ、泡を除去しなければならなかった。本発明ではこれは必要な
い。
【００６５】
　サンプル取り出し
　上で説明したサンプリング操作に加えて、前記チャンバ１５の平行な上流、特に入口ウ
ェル１０ａでサンプリングを実施することも可能であり、例えば前記出口ウェル１０ｂと
類似した他のポート２２を設けることである。これらの新たなサンプリングの前記出口サ
ンプリングとの比較において、特に前記出口強度から前記入口強度を差し引くことで、前
記細胞反応の差測定が行われ得る。このことは、知られた方法、即ちタンクである単一の
点でのみサンプリング可能である方法では可能ではない。
【００６６】
　より有利な実施態様では、ピペットを用いる手動サンプリングがプローブを介する自動
モニタに置換され得る。実際に、細胞培養の全期間又は一部期間に前記サンプリングポー
ト２２内に導入され得る物理化学的微細化プローブが存在する。モニタは従って連続的と
なる。
【００６７】
　これらのプローブ部は、一般的にはピエゾ抵抗などのセンサが測定装置へ接続され、前
記センサから伝送されるデータから物理的強度を差し引く。限定されるものではないが、
センサの例としては、ｐＨメータ、温度計、導電計、フローメーター、マノメーター、比
濁計又は濁度計が挙げられる。センサ少なくとも１つのウェル１０ｂ内に設けられ、結線
は前記ポート２２から出て密閉を確保する材料により閉鎖される。前記センサはまた、１
又はそれ以上の光ファイバの端部であり、分光光度計へ運ばれる流体の発光及び／又は吸
収範囲を登録し、溶液中に存在する１つ又はそれ以上の物質の濃度が常時に計算され得る
。
【００６８】
　有利には、前記プローブは前記ストッパ２０５に一体化されている。このために、前記
プローブの操作を通じて密閉が直接確実にされ、前記プローブをサンプリングを行うため
に取り外すことが可能となる。
【００６９】
　本発明による前記ボックス内に１又はそれ以上のプローブを導入することが可能である
ことは、差測定を可能とする：即ち入口での自動測定が出口での自動測定と比較すること
ができる。
【００７０】
　ただし、本発明はかかる実施態様に限定されるものではないことは明らかである。
【００７１】
　マイクロシステムの構造
　上で示したマイクロシステム１５０は、場合によりハウジングに収容された前記マイク
ロ構造化チャンバ１５であり、マルチウェルプレート１１０の下に置かれる。留意される
べきことは、前記マイクロシステム１５０は、別々に扱い得るいくつかの別々の部品から
なり得る、ということである。それぞれに部品は、前記ボックス１内の１又はそれ以上の
マイクロ構造化チャンバ１５を含む。
【００７２】
　このマイクロシステム１５０は種々の実施態様の対象となるが、有利には図で示される
ように、１２のチャンバ１５で構成されて２４ウェルプレートに適合される。これらのチ
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ャンバ１５は、同じ寸法のマイクロ構造化表面を持ち、１列に２つ配列されている。それ
ぞれは特に好ましくは仏国特許第０９５４２８８号に基づくバイオリアクタであり得るが
、これらの限定されるものではない。本発明は、しかしこの構成に限定されるものではな
く、１つのチャンバ当たり少なくとも１つのウェルが必要である。例えば、他の実施態様
では、本発明によるボックスは、６つのマイクロ構造化チャンバと６ウェルプレートを含
み得る。
【００７３】
　図５で示される２つの部品は、前記マイクロシステム１５０を構成し：前記チャンバ１
５の底部の形状を持つ下部プレート１５２と上部プレート１５１である。
【００７４】
　これらのプレートを密閉一体化してキャビティとしたものが前記チャンバ１５である。
これらは小容量であり、その中に細胞が非常に好ましい状態で成長し得る。事実、前記マ
イクロ構造は複雑なチャンネルを形成、前記流体との大きい接触表面を与える。
【００７５】
　しかしながら前記マイクロシステム１５０は選択的であり、当業者に知られた細胞培養
のチャンバ１５を収容できる他の構造であればよい。
【００７６】
　マイクロシステムの上部プレートの実施態様
　上部プレート１５１は２つの有利な実施態様の対象となる。本発明は、これらの実施態
様のいずれにも限定されるものではなく、上部プレート１５１は選択的な部品であること
は、明らかである。しかしながらこれらの２つの実施態様のそれぞれは、これまで説明さ
れてきた全ての特徴と完全に組み合わされる。
【００７７】
　材料、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）は、これらの実施態様の全ての１つ又はそ
の他の実施態様に適するものであり、又マイクロシステム１５０の残る部品についてもそ
うである。実際に、その材料は透明であり、酸素及び一般にガスに対し多孔性であり、細
胞培養のためを含めてマイクロ構造化するために高い適合性を持つ。さらにその材料は容
易に変形可能である。
【００７８】
　第１の実施態様では、全ての図、特に図５から分かるように、上部プレート１５１は、
前記マイクロシステム１５０の一組の入口と出口コネクタ１６を持つ。これらのコネクタ
１６は小さいチューブであり、前記ウェル１０の穴１１に挿入され、通常の操作での流体
流通を確実にする。前記ウェル１０がマルチウェルプレート１１０のウェルである場合、
密閉は、場合により、例えばそれぞれのウェル１０の底部でシリコーン材料成形から作ら
れるジョイントにより強化され得る。
【００７９】
　コネクタ１６を形成する材料がシリコーン材料である場合には、これらのコネクタ１６
は弾性的に、細胞を注入するツールとして使用されるピペット２の先端を受け入れる。実
際には、ピペットはクラシックタイプであり、正確な量の流体の移送装置であり、一般的
には上に置かれるプロピペットと呼ばれる一種のポンプにより吸引される。ミクロピペッ
トとは、本発明で好ましく使用される、ニューマチック機構が統合化されている正確なシ
ステムを意味する。かかるシステムにおいて、先端部のみ（使い捨て部分コーン部）が流
体に接触するものである。明細書を通じて前記流体の容器として一般的タイプのピペット
を意味することは正しくない。
【００８０】
　ピペット２、又はより正確にはピペット２の先端部は従って細胞播種の流体で満たされ
得る。コネクタ１６に挿入されると、ピペット２の先端部は前記上部プレート１５１のベ
ースの端部、即ち前記チャンバ１５の１つのシーリングの高さとなる。前記チャンバの内
部へ直接アクセスすることが可能となる。また、コネクタ１６の円錐形変形による応力の
ために、コネクタ１６とピペット先端部２との密閉が確実となる。ピストンは、オペレー
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タが圧縮により前記ピペットから流体を空にすることを可能にする。排出容量は非常に正
確に制御され、特にピペットがマイクロピペットの場合にはそうである。流体は前記マイ
クロ構造化チャンバのシーリング部へ直接注入されることから、流体はこのチャンバ以外
の他の部品には接触しない。最初に存在する前記流体は、例えば培養培地又は生理的食塩
水であり得るが、浮力により前記チャンバからコネクタ１６を介して移動される。コネク
タ１６により最適化細胞播種が可能となる。
【００８１】
　ダイヤグラムに示される構成は、それぞれのチャンバ１５の入口及び出口でのコネクタ
の組み１６、流体入口である中心コネクタの組み及び前記ウェル１０の配置と類似の流体
出口である横向きのコネクタが示される。明らかなことは、１つのチャンバについて２組
みのコネクタ１６が可能であるが、１組みのコネクタが上で説明された、ウェルに直接細
胞播種を可能にするように接続され得るには十分である、ということである。入口及び出
口のコネクタの組みはまた、様々に使用され得る。明らかなことは、これらのコネクタの
組みは前記ウェル１０及び特に出口ウェルが前記チャンバにできるだけ近くに存在するよ
うにできる、ということである。細胞を生物異体に暴露させる間に細胞により生成された
代謝物は、場合により、前記チャンバの出口で直ぐにサンプリングされることができ、前
記パイプの長さによる吸収減少によるバイアスのかかっていないより信頼性の高い結果を
与えることとなる。
【００８２】
　第２の実施態様では、図６に示されるように、同様に前記ボックス１はマイクロシステ
ム１５０および前記マイクロシステム１５０の少なくとも１組みのインタフェースコネク
タ１６を含むが、これは、１つのマイクロ構造化チャンバ１５が、入口及び／又は出口で
、前記上部プレート１５１の穴内に脱着可能に挿入された１組みのコネクタ１６で流体流
通的に接続されている。
【００８３】
　言い換えると、後部プレート１５１は、前記第１の実施態様の１組のコネクタ１６に代
えて穴が設けられている。これらは前記マイクロシステム１５０へ一体化されていないが
、前記ボックス１の残部と一個体となっている。コネクタの組み１６は好ましくハードコ
ネクタであり、前記ウェル１０の穴１１内に固定（例えばネジで）されるが、また接着剤
、モールド又は全ての他の知られた技術で固定されてよい。これらのコネクタ１６は常に
前記マイクロ構造化チャンバ１５を灌流するが、前記穴に脱着可能に挿入され（それらは
、前記プレート１５１を形成する、例えば、前記材料、特にシリコーンの弾性を用いた力
により駆動される）、前記マイクロシステム１５０は前記ボックス１の残部から容易に取
り外され得る。この取り外しできるということは、研究（蛍光標識、活性試験、分離及び
細胞数カウント）のために多くの可能性を提供する。コネクタ１６の組みの材料は好まし
くはポリカーボネート又はポリプロピレンである。
【００８４】
　ＰＤＭＳの柔軟性はプレート１５１にとって非常に重要である。前記穴の直径を弾性で
調節することで、上で説明したように前記マイクロシステムとコネクタ１６との確実な結
合が可能となる。これにより、前記マイクロシステム１５０の取り外し及び再組み立ての
後でさえ、漏れの恐れなく操作することを可能する。
【００８５】
　培養中の細胞の顕微鏡による観察
　これらの材料によっては、前記フード２００及びマイクロシステム１５０はオートクレ
ーブ処理が可能である。即ちある場合に、ユーザの必要性に応じて、洗浄され殺菌された
後新鮮な培地のために再使用することを可能とする。種々の材料が前記マルチウェルプレ
ート１１０のために存在する。図７ａで示されるように、第１の選択はポリスチレンから
作られる。この材料から作られるプレート１１０は一回使用のみであり、培養の完了の際
に廃棄される必要がある。これは実際には安価であり完全に透明な材料であり、培地を通
じて細胞を観察することを容易にする。即ち、本発明による全マルチリアクタボックスの
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全体は１つのペトリボックスよりも大きくないので、完全に顕微鏡下に置くことができる
。実際、細胞を撹乱することなくいつでもモニタすることができるということが好ましい
。これにより適切な成長を確認し、物質の直接の毒性を観察することができるからである
。
【００８６】
　又は、ポリカーボネートで作られるプレート１１０が選択され得る。これは前記フード
２００と同じ材料である。この装置全体はオートクレーブ処理可能であるが、ポリカーボ
ネートは機械加工されると不透明になるという欠点があり、このことは前記ウェルの下の
チャンバ部分を観察するには問題である。マルチウェルプレート１１０がポリカーボネー
トで作られてる場合には、最初の方法は、図７ｂに示されるように選択され、ウェル１０
の底部に切断部を持ち、前記ボックス１１０とマイクロシステム１５０の間にポリカーボ
ネートとＰＤＭＳ接続のための追加の小プレート１１１を挿入し、前記ケーシング１００
とフード２００との間と同様の密閉を確実にする。その後前記手段２０と類似のクランプ
手段が前記下部ケーシングを共に保持する。この追加のプレート１１１により、顕微鏡に
よる観察のために機械加工されない場合のような完全な透明性が得られ、また同時にオー
トクレーブ処理を行うことができる。
【００８７】
　第２の方法は、図７ｃに示されるように、半球状ウェルを持つプレート１１０を選択す
ることを含む。事実、図５に示されるように、最も興味のある観察領域は前チャンバ１５
の中心部分である。実際に、これは前記培養細胞のコアの部分であり、チャンバ１５の横
部分はむしろ流体の分配チャンネルである。及びこの中心領域は前記ウェル１０の下に位
置せず、ウェル１０ａとウェル１０ｂの間に位置される（具体的には図２ａ及び２ｂに示
される）。半球状ボックスの場合には、これは、前記半球状ウェルの前記「平坦」部に対
応する離散的な長方形領域である。半球状ウェルを持つプレートは従って、前記ウェルの
底部を修正する必要がなく観察するために適合される。
【００８８】
　全マルチバイオリアクタボックスを通じて細胞の観察から得られる画像はその前記プラ
スチックの厚さに拘わらず精度において顕著である。図８ａはこの１例であり、１０分の
１ミクロンの精度が達成され、細胞の存在の評価、細胞の数、均一性などを観察するには
十分である。それにもかかわらず、すでに説明された脱着可能なマイクロシステム１５０
（図６）を持つボックスによりより高い光学的精度を達成することも可能であり、この場
合には特に細胞の形態学的評価をすることを可能にする。
【００８９】
　細胞培養の間に、流体の循環を止め、前記ケーシング１００のバイオリアクターをゆっ
くりと引っ張って前記ＰＤＭＳマイクロシステム１５０上に取り出すことが十分可能であ
る。上で説明したように、いくつかの部品（それぞれの部品は１つのチャンバ１５のみ含
むことができる）により構成されるマイクロシステム１５０を持つこともあり得る。特に
１つのチャンバ１５が観察される場合には、それを含むマイクロシステム１５０の部分が
取り外され、前記循環は前記残る部分へ流れることを可能とする。
【００９０】
　前記マイクロシステム１５０（又はマイクロシステム部品）は、透明殺菌容器に導入さ
れ、視野が僅か数ミリメートルのプラスチックを通じて直接であることから異なる高さと
コントラストで観察され得る。前記細胞の内部が、図８ｂに示されるように、例えば試験
物質のある効果を広範囲に分析するために観察され得る。前記取り外しの間に、前記マイ
クロシステム１５０へ接続された前記ウェル１０は空にされている。即ち循環から切り離
され、流体は前記ネジ付きコネクタ１６の微細なチャンネル中にキャピラリ効果で保持さ
れ得る。前記マイクロシステム１５０はその後前記コネクタ１６を介して前記ボックス１
の残部へ再接続され、続いて灌流される。実験的に試験されたことは、１滴の培地を前記
チャンバ１５のそれぞれの入口及び出口穴に再接続する前に置くことで、空気泡がチャン
バ１５内に導入されるリスクを避けることができる、ということである。



(16) JP 5881621 B2 2016.3.9

10

20

30

40

50

【００９１】
　動的細胞培養システム
　他の側面によれば本発明は、本発明の前記第１の側面によるボックス１を含む動的細胞
培養システムに関し、少なくとも１つの流れ回路３００及びポンプ３２０、好ましくはペ
リスタポンプ、又は当業者に知られた任意の流体循環の他の手段を含む。異なる部品が、
好ましくはできるだけ短く及び内部表面でできるだけ吸収が少ないチューブにより構成さ
れるパイプ３１０による回路３００へ接続され、それにより前記回路３００に注入された
物質の濃度の変動を制限する。
【００９２】
　前記培地は動的であるという事実は、流体の閉鎖回路内で循環されているということで
ある。かかる構成では、細胞増殖条件は、流体が静的であるか又は完全な回路交代（チャ
ンバ内の流体の両方の方向での動きであり、特にこれはチャンバ入口での流体と、チャン
バを出る流体又は再使用されない流体によるチャンバの単一通路との比較を不可能にする
）の効果を持たない従来の技術に比較して生物体の細胞増殖条件にできるだけ近い。
【００９３】
　ペリスタポンプは、流体がチューブの圧縮及び変形により動かされるポンプであり、例
えば食道周りの筋肉の圧縮に類似する。このシステムは、いくつかの理由で採用され、特
に細胞培養の応用に適合されている。最初に、それは低スループットへ主に適用され、高
い精度及び相当な柔らかさがある。前記ポンプを停止することは、正確に前記回路中の流
体の移動を停止させる。次に、前記流体と接触するのは、前記フレキシブルチューブ以外
には存在しない。従って、汚染や漏れの恐れがない。最後に、単一のポンプが、同時にい
くつかの流体、具体的には２４の流体を制御し得るということであり、具体的には、特に
好ましくはＩｓｍａｔｅｃ（Ｒ）ＩＰＣ－Ｎポンプである。これは、上で説明された、２
つのマルチリアクタボックスの全てのチャンバに対応する。前記パイプ３１０の内部直径
を調節することで、前記回路により異なる速度で同時に作用させることを可能とし、これ
は例えば物質への異なる暴露動力学を比較するために有用である。試験は例えば、単一の
ペリスタポンプを同時に３つのチャンネルで１１、２５及び４０μＬ／分（種々の直径の
色分けされた標準パイプを用いて）で動作させることができることを示した。図１０は、
４つのパイプ直径について前記ポンプの操作速度の関数として得られた速度を示すグラフ
である。具体的には、上で説明された操作の好ましい点がグラフ上に与えられている。
【００９４】
　本発明による１２チャンネルポンプ３２０及びボックス１を持つ回路の一例が図９に示
される。チャンバ１５につき１つの流体回路３００がある。明らかなことは、タンクや泡
トラップなどの追加の部品が必要ないということである。それぞれの回路３００の長さは
最小であり、及び注入される物質の濃度での変動は最小となる。またそれぞれの回路は、
有利にはサンプリングポート２２を持ち、従って独立して試験され得る。
【００９５】
　この例では全ての培地は並列化されている。コネクタ２０１の組みにより、それにもか
かわらず、異なるバイオリアクタの直列又は並列での多くの変形構成が想到され得る。本
発明による前記システムの細胞培養の動的な側面のために、このモジュール化の側面は、
複雑な代謝系、例えば生体組織及び／又は同じ組織の異なる細胞特性の連鎖をシミュレー
トすることを可能とする。これは共培養と呼ばれるものである。事実、ある物質への代謝
応答はいくつかの段階があり得る。即ち第１の組織には影響を与えないが第２の組織には
影響を与え、第２の組織などに影響を持ち得る第１の組織を介して物質の分泌を起こす。
１つの具体的な好ましい実施態様では、前記マルチリアクタボックスのそれぞれのチャン
バ１５は異なる組織（肝臓、腎臓、すい臓など）をシミュレートし、これらの組織が人の
構成（腎臓、肝臓の下流など）を最も近く代表するマルチ回路により可能となる。
【００９６】
　膜挿入
　より有利には、本発明によるボックスは、生物体に存在する「フィルタ」をシミュレー
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御して、血液成分が中枢神経系の細胞外液中に自由に通過することを抑制する。これは、
生物体の残りから前記問題のある物質分離して特定する。僅か２％の分子が脳血液関門を
自由に通過し得る。脳を介さずに直接注入される場合には神経毒が証明され得る物質は、
普通に注入されると完全に安全とされ得る。
【００９７】
　このことを考慮すると、前記ウェル内に膜を挿入することが可能となる。これらは市販
されており、シミュレートされる解剖学的膜の物理的化学的性質を持つ小さいディスクで
あり、分離されるべき組織について前記ウェル１０の入口と出口に挿入される。本発明に
よるシステムにより提供される動的培養が、この可能性を使用するために必要となる。上
で説明された構成は、腸合成粘膜により摂取された分子の血液中での通過をシミュレート
することで完成され得る。
【００９８】
　細胞播種の方法
　他の側面では、本発明は、マルチリアクタボックスの細胞播種の方法に関する。上で説
明されたように、コネクタ１６の組みがピペット２の先端部を受けることができる。
【００９９】
　細胞播種を実施する前に、通常グリップ手段２０のネジを緩めて前記フード２００を開
けることでコネクタ１６の組みにアクセスすることが必要である。その後、前記ウェル１
０の下部及びコネクタ１６の組みにアクセス可能となる。オペレータはピペット２を細胞
播種道具として使用する。
【０１００】
　細胞播種構成は図２ｃで明らかである。それぞれのチャンバが細胞播種されたなら、前
記フードを閉じ、回路を３００を接続し、栄養流体の灌流を開始して細成長を開始する。
【０１０１】
　好ましくはピペット２は標線付きミクロピペットである。目盛り付きピペットとは異な
り、このピペットは特定の容量を含むように設計され、非常に正確である。注入されるべ
き細胞の量として、チャンバ１５の容量が知られているので、チャンバの受付に対応する
最適容量を決定し、ウェルに適合される標線付きミクロピペットを選択することが可能と
なる。
【０１０２】
　ある道具を用いることで、オペレータは、前記チャンバのそれぞれにつき次のステップ
を繰り返す必要はない。即ち、ピペット２を充填し、その先をチャンバのコネクタ１６へ
導入し、内容物を注入しかつピペット先端を引き出す、というステップである。それぞれ
の細胞播種には数秒かかるだけであり、よく知られたかつ最小量の細胞流体を使用し、か
つ最適培養条件が保証される。
【０１０３】
　特に好ましくは、前記マルチウェルがプレート１１０の寸法に適合されたマルチチャン
ネルピペットが使用され得る。これは、１つの単一のスリーブを持つが、多数の先端を持
つピペットである（図に示されるように２４ウェルボックスの場合には６である）。この
道具は、それぞれの列からの１つのチャンバに同時に細胞播種し、２回の操作のみで全ボ
ックスに細胞播種する。
　マルチチャンネルピペットはまた、自動分配システムに適合され得る。かかるシステム
は、ロボットアームと供給タンク又は流体タンクを含む。これは１つの位置から他の位置
へ自動的に動いて１つのマルチリアクタボックス（それ以上でも）の全チャンバに細胞播
種する。このタイプの装置は、生体組織の大量培養への道を拓くことになる。
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【図４】

【図５】

【図６】
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【図７ａ－７ｃ】 【図８ａ】

【図８ｂ】

【図９】 【図１０】
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