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研究成果の概要（和文）：マイクロ流路を利用して細胞反応評価・活性酸素測定を行い流路に組み込むバイオ電
池や眼球を直接バイオエネルギーに利用できる可能性を検討した。27年度は10ミクロンの細孔のアレイを有する
ポーラス化ポリジメチルシロキサン（PDMS）膜、および流路構造を有するPDMSモールドを作製し、ARPEをこの流
路に培養できた。28年度はHUVECのARPEとの共培養が出来るようになり、HUVECは特に低グルコースなどの負荷で
ARPE側に移動した。負荷による細胞死はミトコンドリアがかかわる可能性が判明し、活性酸素の発生の変化がミ
トコンドリアで見られ、バイオ電池作製の第一歩になった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the feasibility of the production of bio-batteries using 
micro-channel or eye ball by measuring active oxygen. It was possible to fabricate a porous 
polydimethylsiloxane (PDMS) film having an array of 10 micron pores and a PDMS mold having a flow 
path structure and culture retinal pigment epithelial cells (ARPE) in FY2015. In FY 2016, we could 
co-cultivate ARPE with HUVEC and found HUVEC migrate to the ARPE side, especially in some stress 
conditions. It turned out the possibility that mitochondria was involved in cultured cell death. 
Since the change in the generation of active oxygen was seen in mitochondria, we think there is a 
possibility to create the bio-battery, our final objective of production.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
日本で失明原因の上位は網膜疾患であるが
病態背景は複雑である。加齢、活性酸素、遺
伝子など多因子が長期間に関与して発症す
るため治療法開発を難しくする。特に視機能
に最も重要な黄斑部は慢性の光刺激を受容
し続け、血流も多く、活性酸素発生の母体に
なりやすい。そこで我々は局所（特に黄斑部）
の病態をモニタリングしながら、持続的に発
生する活性酸素などを軽減できる方法を考
えてきた。我々は流路内に網膜色素上皮細胞
（RPE）を培養できることを確認し、マイク
ロ等の組み合わせが可能であることを確認
した。一方、水素は活性酸素の中和・除去に
有用であるとされ、動物疾患モデル等で有効
性 が 多 数 報 告 さ れ た （ PLoS 
ONE;9,e99299,2014）。また、我々はグルコー
スを燃料にするバイオ燃料電池を開発した
が（Energy Environ Sci, 4, 5008-5012, 2011）、
このバイオ電池は酵素反応によるグルコー
ス酸化と酸素還元を利用したもので、グルコ
ースデヒドロゲナーゼ（GDH）等の酵素反応
でグルコースを代謝するが、その過程で水素
イオンを生じる。このバイオ電池で発生する
水素イオンを特に黄斑部のような活性酸素
産生が激しい局所で使用できれば有用と考
えた。 
 
２．研究の目的 
マイクロ流路を利用して共培養システムを
作成し、培養細胞間負荷による発生する活性
酸素などの発生を確認する。眼球への親和性
が高いグルコース濃度感受性の眼球バイオ
燃料電池の作製し酵素反応副生成物である
プロトンの活性酸素スカベンジャーとして
網膜保護の可能性とその分子メカニズムを
検討する。また、バイオ電流自体の網膜保護
やイオントフォレーシス利用の薬剤徐放シ
ステムへのハイブリット化の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
（1）マイクロ流路とバイオ燃料電池作製（梶、
阿部、大学院生）平成 27 年度 
方法：10 ミクロン程度の細孔のアレイを有す
るポーラス化ポリジメチルシロキサン
（PDMS）膜、および流路構造（100 ミクロ
ン～1 ミリ程度の流路幅）を有する PDMS モ
ールドを順に重ねて接着させることで、3 層
の流路構造を備えたデバイスを作製する。
PDMS 膜の上下あるいは別流路に網膜色素
上皮細胞（RPE）の培養やヒト臍帯静脈内皮
細胞（HUVEC）の共培養を行う。マイクロ
流路内はグルコースや低酸素負荷で細胞反
応を確認しながら細胞を介した別流路内あ
るいは組織固定チャンバー内に設置したア
ノードからの燃料の供給の可能性の検討を
行う。アノード/カソード針は我々の既報に従
う（ Energy Environ Sci, 4, 5008-5012, 
2011）。 
付 加 の 確 認 は hypoxia-inducible 

factor-1alpha (HIF)が作用する element の
hypoxia response element (HRE)をリピー
トさせ GFP と結合させたベクター導入 RPE
（HRE-GFP-RPE）を利用する。細胞活性
（MTS）と細胞死率を評価し、ミトコンドリ
ア膜電位、活性酸素発生は蛍光色素で定量す
る。 
 
（2）眼球バイオ電池の作成（阿部、梶、連
携研究者西澤）平成 28 年度 
眼球は角膜が酸素の豊富な大気に接し、また
後方端は血流の豊富な脈絡膜など特殊な環
境になっている。コンタクトレンズにカーボ
ンシートと BOD を基盤にした酸素還元型の
電極を作成し、大気から取り込む酸素をもと
に biocathode（カソード）とし、我々の既報
の経強膜薬剤徐放デバイスを利用して強膜
面側に金ワイヤーとアガロースを充填した
アノード電極を作成する。 
 
４．研究成果 
10 ミクロンの細孔のアレイを有するポーラ
ス化ポリジメチルシロキサン（PDMS）膜、お
よび流路構造を有する PDMS モールドを作製
することができた（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらにこの流路には細胞を流し込むことに
よる ARPE の培養が可能になり、アウトレッ
トからは細胞付加による VEGF の測定も可能
であった（下図）。VEGF は負荷により有意に
這う移動率が変化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



この流路は複数のマイクロ流路が重ね合わ
さっているがそれぞれの流路にARPEとHUVEC
の共培養が可能であった。本研究の本題から
少し外れるが、非常に意味のあることである
が、ARPE に付加を加えると HUVEC は ARPE 側
の流路に移動した（下図）。この反応は RPE
の障害の程度にも影響された。 
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