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研究成果の概要（和文）：細胞培養は微生物汚染に弱く，それが細胞培養が可搬性を損なっている一因である．
我々は，デバイスに角化細胞を導入することで，それが放出する抗菌ペプチドが，細胞培養を微生物汚染に強く
する可能性に注目したが，その効果を検証するためには，デバイスから得られる微量の培養液サンプル中の抗菌
ペプチドを連続的かつ高感度に検出する必要がある．本研究では，20マイクロリットル程度の微量の培地に含ま
れる抗菌ペプチドLL-37を，LL-37のアプタマー，ならびに等速電気泳動(isotachophoresis: ITP) を併用するこ
とで高感度に検出できるシステムを開発した

研究成果の概要（英文）：Cell culture is vulnerable to microbial contamination, which is one of the 
reasons that cell culture is less portable. We focused on the possibility that the antimicrobial 
peptides released by keratinocytes that are introduced into the device could make cell culture 
robust against microbial contamination. To verify the effect, it is necessary to detect 
antimicrobial peptides with high sensitivity in a small amount of culture media sampled 
continuously. We developed a system that can detect the antimicrobial peptide LL-37 contained in a 
very small amount of medium of about 20 microliters with high sensitivity by selective LL-37 complex
 formation with an LL-37 aptamer, and separation of the complexes using isotachophoresis.

研究分野： 生体医工学，マイクロ流体工学

キーワード： 細胞培養　バイオセンサ　抗菌ペプチド　等速電気泳動　アプタマー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原因未同定あるいは潜在的な健康問題・環境上の脅威を検出できる「細胞ベース」バイオセンサ，または，細胞
を移植する医療（細胞医療）など，研究対象としての培養細胞を，医療・環境等の分野で広く応用するための技
術に寄与できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

細胞培養とは、生体組織から分離した細胞を培養液中で増殖・維持することである．細胞培養
は、複雑な生命現象を単純なかたちで再現できるモデルであり、有用な物質の産出にも用いられ
ている．よく知られているように，細胞を体外で生存させるためには、適切な培養表面や足場を
与えること、必要な栄養や成長因子を、培地を介して補給すること、培地の温度、pH、濃度を一
定に保つこと、そして外部からの一切の微生物を遮断することなど、実に多くの必要条件がある．
言い換えると、「細胞が自立できる最小の条件」の数は、いまだ非常に多い． 
 

申請者は，細胞を工学的に便利に活用することを目指し，細胞培養の可搬性の向上に取り組み，
CO2 インキュベータ不要のモバイル細胞培養デバイスなど，細胞の自立条件の一部をなくす一
定の成果を得てきた．しかし，現状では，デバイスを密閉し，化学平衡を用いて安定した CO2/O2
分圧を得ているが，細胞の増殖や代謝に伴う経時的な過剰 CO2 と O2 不足に対応できない．ま
た，低密度・少数の細胞，特に初代培養の神経細胞を，デバイス内にて生存させるのが困難であ
る．マイクロ流体技術による対策の効果は限定的である． 
 
２． 研究の目的 
 
① 上記問題の解決のために，生体内外の境界にあって，周囲の環境変化に耐えて生命を維持す

る役割を担う器官である皮膚の特性を表面に取り入れたデバイスの開発に思い至った．移植
用の人工表皮・人工真皮，そして動物実験代替用の培養皮膚はすでに存在するが，皮膚によ
り外界とデバイス内部を適度に連通させて内部の物理化学的条件を生理的に保ち，汎用的な
細胞デバイス構築技術として確立する．具体的には，３次元培養皮膚が形成されたウェルイ
ンサートを組み込んだポータブルな共培養デバイスを作成し，細胞の生存と培養皮膚の健全
性の指標である経皮抵抗(TER)値を評価した．さらに，培養皮膚と別種の細胞を共培養する際
に問題になるのが培地である．そのため，培養皮膚用とそれ以外の汎用的な培地を使用した
際の，培養皮膚の TER 値の変化もあわせて評価した．  
 

② さらに，培養皮膚を用いて共培養デバイスを製作することに加え，皮膚細胞の恒常性維持へ
の具体的な貢献である抗菌ペプチドの放出を頑強な細胞培養デバイスの実現に向けて最適化
することにも注目した．まず，抗菌ペプチドの小型デバイス内における効果を検証するため
には，まず，デバイスから得られる微量の培養液サンプル中の抗菌ペプチドを連続的かつ高
感度に検出する必要がある．そこで，ヒト皮膚表面角化細胞が生産する抗菌ペプチドの一種
である LL-37 に注目し，これを等速電気泳動(isotachophoresis: ITP) と qPCR を併用すること
で高感度に検出することを試みた．  

 
３． 研究の方法 
 
① ガラスボトムで，培地導入口と培養カップ挿入用の穴をもつ透明 PMMA 製リザーバをもつ

培養容器を製作した．３次元皮膚モデル(JTEC EPI-MODEL24)を含む培養カップを上記の穴
に挿入し接着した． 
デバイスの培地導入口から CO2 インキュベータ内(37℃ 5%CO2)で 30 分静置平衡化したア
ッセイ培地（3 次元皮膚モデル付属の培地），ウシ胎児血清(FBS)+アスコルビン酸添加 DMEM，
または皮膚培養に適しているとみられるウシ新生児血清(NBCS)アスコルビン酸添加 DMEM
を加えた．デバイス底面をサーモプレートにより 37℃に加温した状態と，CO2 インキュベ
ータ内に静置した状態とで，デバイス内培地の pH と経皮抵抗(TER)の変化を測定し記録し
た．さらに，細胞(COS-7)をゼラチンコーティングしたデバイス表面に導入した．これを，前
節と同様にサーモプレート上と CO2 インキュベータ内とでそれぞれ培養し，倒立位相差顕
微鏡(Leica DMi8)にて位相差像を観察した．測定液として 154 mM MgSO4 水溶液を用いた． 
 

② 抗菌ペプチド LL-37 と，LL-37 特異的な DNA アプタマー(40 nt)を緩衝液中で混合し，サン
プルとした．透明シリコーン(PDMS)製のオープンマイクロ流体デバイスに導入した．この
マイクロ流体デバイスには，あらかじめ 1%アガロースゲルと，２種類の緩衝液（Tris-HCl と
Tris-HEPES 緩衝液）を導入し，白金電極を用いて電圧を印加することで，そのゲル状で等速
電気泳動(ITP)を行えるようになっている． ITP 開始前のサンプルには，LL-37，LL-37-アプ
タマーDNA 複合体，未結合アプタマーDNA が存在する． ITP 開始後, それぞれ等速かつ異
なる移動度でアプタマーDNA と複合体は陽極側，LL-37 単体は陰極側に泳動する．泳動後，
複合体のピークを含んだゲルを抽出し， LL-37-アプタマーをテンプレートとして qPCR を
行い，増幅曲線，Cq 値（PCR 副産物がある一定量に達した時のサイクル数）を得ることで，
LL-37 の濃度を間接的に求める．また，qPCR を使用するかわりに，電気泳動後の未結合ア
プタマーと複合体ピークを蛍光染色し，輝度を測定し相対輝度から LL-37 の濃度を推定する
ことも試みた． 
 



４． 研究成果 
 
① 図 1 に，CO2 インキュベータ内

に静置または，インキュベータ
外のサーモプレートで底面を加
温されただけのデバイスにおけ
る培地 pH とその時間変化を示
す．図 3A に示すように，CO2イ
ンキュベータ外で加温されたデ
バイスの培地 pH が上昇してい
ることがフェノールレッドの色
からもわかる．図 3B 及び 3C に，
pH 計にて計測されたデバイス
内培地 pH と TER の時間変化の
グラフを示す．インキュベータ
内のデバイスは pH が低く，TER
の値は大きいが，インキュベー
タ外のデバイスは pH が高く，
TER の値は小さいという結果に
なった．また，CO2インキュベー
タ内とインキュベータ外に置か
れたデバイス内でそれぞれ培養
された COS-7 の，培養開始後
12h,18h,24h 経過時点での画像を
図 4 に示す．COS-7 は，少なく
とも 24h 時点では，インキュベー
タ内外で共に生存が確認され，細
胞が時間経過に連れて増殖する
様子も観察できた． 
インキュベータ外で加温された
デバイスの培地 pH は，CO2 イン
キュベータ内に置かれたデバイ
スのそれよりも上昇した．その要
因は，培地内の CO2が皮膚内を拡
散して放出されたためであると
考えられる．これは，細胞密度が
高くなると有利にはたらく可能
性があるが，培養開始時には好ま
しいとはいえないが，いずれのケ
ースにおいても COS-7 は死滅し
ていなかったことから，細胞の生
死に関わるほどの影響ではなか
ったと考えられる． 
図 3 に，各条件により培養した３
次元皮膚モデルのTER値を示す． 
3 次元皮膚モデルを完全死滅させ
るため，3 次元皮膚モデルをエタ
ノールに 15 分浸けその後 PBS に
1 時間浸した．1 時間 PBS に浸し
た後の TER 値は 557Ω であった．
そこで，3 次元皮膚モデルのバリ
ア性の可否を仮に完全死滅させ
た 3 次元皮膚モデルの TER 値
(557Ω)で判断することにすると，
図 2 に示したすべての培養条件
について，3 日間は正常なバリア性を保っているものと考えることができる．ただし，TER
値とその下降の速度には差がみられるため，メーカー推奨条件に近づけるべく検討する余
地はあるものと考えられる．なお， 共培養している皮膚モデルより共培養していない皮膚
モデルのほうが TER 値は大きくなった． 

以上，3 次元皮膚モデルを組み込んだ“皮膚をインターフェースにもつデバイス”を作製し，
pH の上昇，TER の低下は見られながらも，細胞の 48 時間の培養及び増殖が可能であるこ
とが確認できた．デバイス上部に水分や CO2 を発生させられる機構を追加することができ
れば，pH の上昇や TER の低下を緩和し，より安定した長期の培養ができる可能性があると

図 1. A) CO2 インキュベータ内外および異なる培

地種におけるデバイス内 pH の時間変化．B) CO2

インキュベータ内外および異なる培地種における

TER の時間変化 
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図 2. A) CO2インキュベータ内，B)インキュベータ

外のデバイス内で３次元皮膚モデルと共培養され

た COS-7 細胞の培養開始後 12h, 24h, 48h 経過時点

での位相差顕微鏡像． 
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考えられる．これらの課題を
解決することで，インキュベ
ータを使用しない環境下で
も細胞培養が行えるデバイ
スが実現できると期待して
いる． 

 
② 図 4 に，複合体とアプタマーの

ITP による分離の結果を示す．
6.5mm の分離用アガロースゲ
ルのほぼ末端にマーカーが到
達した時点で，複合体とアプタ
マー単体を間隔 約 2mm で分
離できた．スペーサー分子とし
て MES を導入したことで，手
動で複合体を抽出できる程度
のバンド間隔を確保すること
ができた．アプタマーとマーカ
ー，ならびに複合体とマーカー
の相対移動度はそれぞれ Rf= 
0.989，Rf=0.681 となった．分解
能はアプタマー2. 43，複合体
4.12 となった．バンドの目視や
画像処理による自動検出に十
分な程度の値となった． 

分離抽出した LL-37-アプタ
マー複合体をテンプレートと
して qPCR を行った結果，LL-
37 アプタマー複合体は増幅を
示した．0.41µMの LL-37 サン
プルから得られた複合体の増
幅におけるCq 値は平均 8.32 と
なった．よって Cq=30 を正常
増幅における上限とした場合，
理 想 的 な 検 出 可 能 限 界 は
0.12pM となる．培地中の典型
的 LL-37 の濃度が 10μM オー
ダー以上であることを考える
と十分でこの検出可能限界は
培養液中の LL-37 を検出する
うえで十分な値であるといえ
る. 
一方，qPCR をもちいる検出

方法は操作が煩雑かつデリケ
ートであり長時間を要すると
いうデメリットがあった．よっ
てより簡便に LL-37 を検出す
ることができる手段として，そ
れぞれのピークの輝度から相
対輝度を算出する手法を用い
た．相対輝度と LL-37 濃度の検
量線を図 5 に示す．アプタマー
に対する複合体の相対輝度と
LL-37 濃度は比例関係にあり，
ITPとこの検量線を用いること
で LL-37 濃度を測定できると
考えられる．しかし相対輝度からわかる通り，アプタマーに対して複合体の輝度がかなり小
さい．したがってアプタマーと LL-37 の結合が弱いと考えられる．結合をより強くするには
アプタマーを最適な配列にすることが必要である． 
以上，等速電気泳動を用いて複合体をアプタマーから分離・抽出することができた．また，

qPCR を用いた増幅曲線から LL-37 の検出は可能であったが，本研究では相対輝度から導出
される検量線により LL-37 の検出をする方法のほうが，操作の簡便性の観点から最適である
と考えられる． 

図 3.各種培地中で培養された３次元皮膚モデルの

経上皮電気抵抗値(TER)の時間変化 

図 4. 等速電気泳動により分離された複合体（右側

バンド）と単体アプタマー（同左）． 

図 5. LL-37 モル濃度とアプタマーに対する複合体

の相対輝度 
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