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研究成果の概要（和文）：従来の静置培養系と比較してより生体内の肝臓に近い環境を生体外で再現するため、
マイクロ流体デバイス技術を用いて肝小葉特異的な酸素濃度勾配を形成可能な肝小葉環境模擬デバイスを開発し
た。
脱酸素剤の亜硫酸塩を培養液中に添加し、層流現象を利用してマイクロ流体デバイス内に酸素濃度勾配を形成す
る方法と、デバイス下層の一端に空気を送達し、細胞播種底面に用いたPDMSを介して酸素供給を行う方法の２種
を比較検討したところ、いずれのデバイスにおいてもシミュレーション結果に一致した酸素濃度勾配が形成され
た。とりわけ後者においては、デバイス内肝細胞の生存率が高く、肝細胞の特異的機能を保持した高密度培養が
可能となった。

研究成果の概要（英文）：During the drug development process, reproduction of the hepatic 
architecture and function in vitro is necessary and important to evaluate the efficacy and toxicity 
of the candidate drugs. In this study, we established two different types of oxygen gradient 
microfluidic device that mimics an in vitro hepatic lobular architecture.
After simulating the gradient of oxygen concentration, we evaluated the real oxygen concentration 
gradient in the devices using a sensing film coated with an oxygen-responsive dye. We also confirmed
 the survival and functions of hepatocytes that had been seeded inside the devices by using a live 
and dead cell staining kit and the indocyanine green uptake and excretion test, respectively.
 

研究分野： 消化器肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は生体の恒常性維持にとって重要な

役割を果たす体内最大の臓器であり、肝細胞
が有する多彩な機能を in vitro の系で簡便
に再現できれば、生命現象の解明や毒性試験
の効率化が期待できる。実際、培養肝細胞を
用いたアッセイが創薬初期段階における薬
効や毒性のスクリーニングに用いられてい
る。しかしながら、生体内では門脈・肝動脈
から中心静脈へ向かう類洞を介して栄養分
や酸素の交換が行われることから、肝組織特
異的な小葉構造が喪失した従来の静置培養
では in vivoにおける肝細胞機能や薬物代謝
動態を正確に把握することは困難である。 
一方、工学分野ではマイクロ流体デバイス

が開発され、細胞動態変化の計測によりバイ
オ研究や化学分析などに広く応用されつつ
ある。その最大の特徴は微小灌流システムを
備えた細胞培養環境にあり、セルエンジニア
リングデバイスとして薬物動態の評価に大
きな効果を発揮することが期待されている。 
 

２．研究の目的 
本研究は、マイクロ流体デバイス技術を用

いることで、肝細胞の長期にわたる機能活性
維持と肝小葉構造を模した物質濃度勾配を
実現させ、医学・創薬における究極の in vitro
モデルであるオンチップ型ヒト肝小葉シミ
ュレータの開発に繋げることを目的とした。 
２年間の研究期間内に、以下の点を明らかに
する研究計画を立案した。 
１）肝小葉における物質濃度勾配を再現した
マイクロ流体デバイスの開発 
２）上記のデバイスを用いた初代培養肝細胞
の機能評価系の確立 
 
３．研究の方法 
(1) 酸素濃度勾配形成デバイスの構築 
 本研究では、①脱酸素剤の亜硫酸塩を培養
液中に添加し、層流現象を利用してマイクロ
流体デバイス内に酸素濃度勾配を形成する
方法と、②デバイス下層の一端に空気を送達
して、細胞播種底面に用いた PDMS を介して
酸素供給を行う方法の２種を比較検討した。
前者では、微細な構造を形成可能なシリコン
ゴムの一種であるポリジメチルシロキサン
（PDMS）を、半導体技術を用いて作製した流
路形状の型に流し込んで焼き固めることで
Ｔ字型の微細流路が転写されたチップを作
製した（図１Ａ）。一方、後者の方法では、
デバイスの片側のみから PDMS を介して酸素
が常時供給され、これが培養液中で自然拡散
をすることで酸素濃度勾配が形成される（図
１Ｂ）。 
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図１．２種類の酸素濃度勾配流体デバイスの
設計 
 
(2) 数値シミュレーションによる流体解析 
作製したデバイス内で実際の肝小葉と同

様の酸素濃度勾配を形成するため、設定した
流量およびデバイス形状において流路内で
適正な酸素濃度勾配の形成が可能かを、製図
ソフト（Auto CAD 2014，Autodesk Inc.）に
よって疑似的にモデリングしたデバイスを
有限要素解析ソフト（COMSOL Multiphysics，
COMSOL Inc.）に読み込んで評価した。 
 

(3)酸素濃度勾配の可視化 
 上記シミュレーションの妥当性を証明す
るため、発光特性が酸素分圧によって変化す
る酸素応答性色素の白金オクタエチルポル
フィリン（Sigma-Aldrich）を PDMSに混合し、
スピンコータを用いて酸素センシングフィ
ルムを作製した。次いで、蛍光顕微鏡観察像
を image J ソフトウェア にて解析すること
で流路内の蛍光強度分布を測定した。 
 
(4) 初代肝細胞の分離と培養 
マウスからコラゲナーゼ灌流法を用いて

肝細胞を分離し、コラーゲンコートを行った
デバイスならびに対照として通常のコラー
ゲンコート・ディッシュ上に 3.5×104 

cells/cm2の細胞密度で播種した。播種 24 時
間後に肝細胞の定着を確認した上で、ディッ
シュは培養液を交換、デバイス内にはシリン
ジポンプを用いて培養液を流量 2 µl/min で
送液し、さらに24時間の灌流培養を行った。
播種 48 時間後に、Calcein AM（同仁化学）
15 µl と、Propidium iodide solution （PI, 
同仁化学）12 µl を混合した染色液を加え、
37 ℃のインキュベーター内に15分間静置す
ることで生死細胞を判別した。 

低 高 

(O
2 
21%) 

大気 

肝細胞による酸素消費 

酸素濃度勾配 

PDMS 



(5) 肝細胞の生存率および機能の評価 
亜硫酸ナトリウム存在下で肝細胞が生存

可能かを評価するため、96-well コラーゲン
プレートに初代肝細胞を播種し、24 時間後に
亜硫酸ナトリウムを 0～0.1 ％の濃度で加え
た上で、播種48時間後における細胞数をCell 
counting kit-8（同仁化学研究所）を用いて
計測した。また、肝細胞機能を評価する指標
として、単離した肝細胞をコラーゲンコート
したデバイスおよび 35 mm 培養ディッシュに
3.5×104 cells/cm2 の密度で播種した後、24
時間後に ICG を 5 mg/ml の濃度で添加した。
30 分後に ICG の取り込みを、ついで通常の培
養液に置換して 6 時間に排泄能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) デバイス内における酸素濃度勾配のシ
ミュレーション 
COSMOL によって得られたデバイス流路内

の 2 次元空間における酸素濃度勾配のシミ
ュレーション結果を図２に示す。脱酸素剤を
用いた層流現象を利用して酸素濃度勾配を
形成する方法では、デバイス流路端の 0 µm
から 2000 µm にかけて線形的な酸素濃度勾配
を形成する流量条件が 2 µl/min であること
を確認した（図２Ａ）。また、デバイス一端
の下層に空気を送達して PDMS を介して酸素
の供給と自然拡散を行う方法を用いた場合
にも、肝小葉内に近似的な酸素濃度の勾配を
形成可能なことが示された（図２Ｂ）。 
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図２．酸素濃度勾配のシミュレーション 
 

(2) 酸素応答性色素膜による酸素濃度勾配
の可視化 
 酸素応答性色素を含んだ酸素センシング
フィルムを用いてデバイス内における酸素
濃度勾配を可視化した際の蛍光顕微鏡像と
解析グラフを、図３に示す。 
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図３．酸素濃度勾配の可視化 
 
脱酸素剤を用いた層流形成（図３Ａ）ならび
に酸素の自然拡散を利用した方法（図３Ｂ）
のいずれにおいても、シミュレーション結果
に近似的な酸素濃度勾配が形成された。した
がって、シミュレーション結果の妥当性が証
明されるとともに、両デバイスを用いること
で肝小葉における酸素濃度勾配形成が実現
可能なことが示された。 
 
(3) 初代肝細胞のデバイス内培養における
生存率 
初代肝細胞をコラーゲンコート・ディッシ

ュもしくはデバイス内に播種し、24 時間後か
らデバイス内に培養液を送液して、播種 48
時間後における生死細胞を判別したところ、
両者とも80 %近い生存率が確認された（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Device          Dish 
図４．初代培養肝細胞の生存率 
 



(4) 肝細胞の機能評価 
 マウスの初代肝細胞をコラーゲンコー
ト・ディッシュもしくはデバイス内に播種し、
24 時間後に ICG 染色を行った。コラーゲンコ
ート・ディッシュ上で培養した肝細胞のほと
んどが ICG を取り込んでいないのに対して、
デバイス内で培養した大半の肝細胞にICGの
取り込みが認められた（図５上段）。また、
通常の培養液に置換した 6時間後には、一度
ICG を取り込んだデバイス内の肝細胞が ICG
を排泄している像が確認できた（図５下段）。
この結果より、デバイス内で実現可能な初代
培養肝細胞の高密度培養と酸素の連続供給
が、肝細胞の物質取込み・排泄機能の維持を
促進していることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Dish               Device 
図５．コラーゲンコート・ディッシュならび
にデバイス内に播種した肝細胞によるICGの
取り込み（上段）と排泄（下段） 
 
(5) 亜硫酸ナトリウム存在下での肝細胞の
生存率 
 一般に、肝小葉における酸素濃度は門脈域
が 70 mmHg、中心静脈域が 40 mmHg と言われ
ている。この肝小葉内の酸素濃度を形成可能
な亜硫酸ナトリウム濃度は、それぞれ 0.06 %
（門脈域） および 0.08 %（中心静脈域）と
算出された。しかしながら、この条件下での
播種後 48 時間後（亜硫酸ナトリウム添加 24
時間後）における肝細胞の生存率は、約 60 %
に低下した。一方、デバイス一端の下層に空
気を送達して PDMS を介して酸素の供給と自
然拡散を行った方法では、肝細胞の生存率は
約 80％と良好であり、肝小葉に近似的な酸素
濃度の勾配下で高密度培養を行う上でより
優れたデバイスであることが示された 
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