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研究成果の概要（和文）：多孔質膜を挟んで上下二つの流路と流路間に電極を配して経上皮電気抵抗TEERを計測
できるデバイスを作製した。腸管上皮細胞C2BBe1を膜上に接着させ、C2BBe1の密着結合ができたことを確認した
後、上層の培地から大腸菌や乳酸菌を投入した。流速を加えることにより、これらの菌数を一定に維持して上皮
細胞との共培養することに成功した。また、C2BBe1培養のデバイスの下流路にマクロファージ細胞株RAW264細胞
を培養した後に、大腸菌を下流路に加えたところ密着結合が崩壊したが、大腸菌なしの場合では密着結合が維持
された。これらの成果から、腸内細菌を共培養した腸管や腸炎モデルとして応用できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：A device, equipping two independent channels separated by a porous membrane 
where intestinal epithelial (C2BBe1) cells were cultured, and electrodes for measurement of TEER was
 invented in this study. After C2BBe1 cells formed tight junction in the whole area on the membrane 
E. coli was supplied from the upper channel. The tight junction of C2BBe1 cells could be maintained 
with E.Coli for 3 days by the adequate flow rate, however failed by the static condition. 
Furthermore, L. murinus was succeeded to be co-cultured in the above co-culture fluidic device. On 
the other hand, after macrophage cell line RAW264 cells were supplied from the lower channel of 
C2BBe1 cell-culture device, E.Coli was inoculated in the lower channel. The tight junction was 
disrupted by the E.Coli, but maintained without the E.Coli. By using this system, it is expected to 
establish not only co-culturing system of intestinal micro-biota and intestinal epithelial tissue on
 a chip but also enteritis culture model. 

研究分野：合成生物学

キーワード： 腸管　腸内細菌　共培養　代謝　毒性　腸管チップ　マイクロ流体デバイス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
全身の疾患と腸内細菌叢の関連に関して詳細な研究は極めて難しく、腸内細菌と宿主の関係を調べるための培養
系は確立されていない。腸内細菌を単純嫌気培養する手法は報告されているが、腸管組織がないので腸内細菌に
よる代謝物質がどのように体内に取り込まれているのかまでは解析できなかった。しかし、本研究で開発した腸
管組織チップでは、腸内細菌を一定数で24時間以上維持することが可能である。薬物や消化物質が腸内細菌によ
り代謝された後、腸管組織を経由して体内に輸送されることを本腸管組織チップで解析することができること
は、栄養学や毒性学において大いに役立つと思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

排便中から腸内細菌叢を調べて健康状態のバロメーターにするサービスが今日注目を浴びてい

る。腸内には細菌叢が存在し、健康や疾患に大きく影響をもたらすことが排便中の細菌叢解析や

無菌動物に菌を導入する実験から指摘されている。腸疾患のみならず、肝臓の代謝疾患

（Tsujimoto, T, et al, Dig. Dis. Sci., 2012 等多数)、眼の自己免疫疾患にも腸内細菌が影

響しているという報告（Horai,R., et al, Immunity, 2015)がある。しかし、全身の疾患と腸内

細菌叢の関連に関して詳細な研究は極めて難しく、ほとんどが状況証拠のみからで、直接的な詳

細な解析は現時点では難しい。ヒトの腸は長く、腸の部位によって腸内細菌叢は異なるが、腸管

部位を逐一調べることや腸管組織側の直接的な影響を解析することは困難である。腸内細菌を

単純嫌気培養する手法では連続的な腸内環境を再現できない。これまで細菌培養では単純なリ

アクターを用いた攪拌培養装置等を用いることにより、複数種の細菌を同時に共培養すること

が試みられ、腸内細菌叢の大きな細菌群としての培養に成功したという報告はあるが、哺乳類の

腸はとても長く、その各腸管部位の腸内細菌叢を反映することは難しい。この腸内環境を模倣す

るには、申請者が研究開発してきたマイクロ流体デバイスを応用することが有利であった。 

 

２．研究の目的 

実際の個体の腸内を反映した腸管‐便モデルの開発が求められているが、腸内細菌を単純嫌気

培養する手法では腸内環境を再現できない。腸管上皮細胞と腸内細菌を一緒に単純に培養すれ

ば、腸内上皮細胞は細菌の増殖により環境が悪化して培養は継続できない。個体では腸管組織に

存在している杯細胞が粘液を分泌することにより粘膜固有層（抗菌層）を形成している。また、

腸管は蠕動運動により便を排出方向へ移動させ、腸内細菌の数を制御したり、腸管上皮細胞の絨

毛間に存在している過剰な細菌を流れの中へ排出したりしていると思われる。哺乳類細胞と細

菌を共生させ、個体の腸管に匹敵するモデルの作製に挑戦し、腸管の構造や動きを模したマイク

ロ流体デバイスを開発することで、腸管組織を構築することとした。安定的な宿主と細菌の共生

関係や人工便モデルの基礎を構築することを目指した。哺乳類の細胞に比べて細菌の増殖は速

いので、培地を連続的に流すことにより、細菌数を一定に保持することを目指した。 

 

３．研究の方法 

腸管‐便モデルの開発には、系内の腸内細菌叢の「定着」と「排除」のバランスが重要と考えた。

そのバランスを実現するために、上下の２流路からなるマイクロ流体デバイスを設計し、下層に

は腸管上皮組織構成細胞を密着結合できることをモニターできるように、流路に電極を置き、経

上皮電気抵抗：TEER の計測ができるようにした。TEER が上昇し、プラトーに達すれば、密着結

合が形成できたとした。密着結合の確認には ZO-1 タンパク質の免疫染色により行った。密着結

合が形成されれば、上層の細菌培養液側から下層の細胞培養液側に細菌が侵入できないことが

期待されるが、電子顕微鏡観察により確認を行った。腸管は蠕動運動により便を排出方向へ移動

させているが、この系では過剰に増殖した細菌は流速により制御して排出されるので、菌はある

一定数に維持されることが期待できる。しかし、流速があれば腸内細菌は定着できない可能性が

あるので、流速の与え方を検討することにした。まずは、大腸菌や乳酸菌等をこの腸管組織流体

デバイスに導入し、培養条件を検討した後に、ヒトの腸内細菌叢の提供を受けて腸内環境の再現

をおこなった。また、このデバイスが確立できたら、マクロファージ細胞株を下流路に培養し、

腸炎モデルの構築も検討した。 

 



４．研究成果 

多孔質膜を挟んで上下二つの流路を有し、上下の流路には電極を設置して多孔質膜を介した

電流の抵抗値（経上皮電気抵抗：TEER）を計測できるようにしたデバイスを作製した。そのデバ

イスの上流路から腸管上皮細胞（Caco2のサブラインであるC2BBe1細胞）を流し込み多孔質膜上

にC2BBe1細胞を接着させ、上下に培地を流しながら、TEER値を計測および電顕観察から、C2BBe1

細胞の密着結合が多孔質膜全体に形成されたことを確認した。  

このデバイスの細胞側に対して上層の培地から青色蛍光タンパク質遺伝子導入大腸菌（AmCyan 

/Ecoli）を導入し、新鮮な培地を流し続けた。上層の流速を調節することにより大腸菌数を一定

にすることに成功し、大腸菌と共にC2BBe1細胞も安定的に培養を継続できることに成功した。蛍

光観察により、大腸菌はコロニーを形成してC2BBe1細胞上にとどまっていることが判明し、電子

顕微鏡観察でも確認ができた。 

 乳酸菌 L.murinus を C2BBe1 細胞上へ播種し、その後 TEER 計測と、デバイス内の生菌数を

測るための CFU 測定を行った。C2BBe1 細胞が最低でも 3 日間密着結合を維持できる流速を見出

した。その条件下では、L.murinus は一定生菌数で維持し、大腸菌と同様にコロニーを形成して

いた。そこで、C2BBe1 細胞上での L.murinus と AmCyan/Ecoli の共培養を行った。L.murinus を

C2BBe1 細胞上に 1日間培養し生着させ、その後 AmCyan/Ecoli を播種し、共培養を行った。C2BBe1

細胞の密着結合は 1 日間維持されることを確認した。また、C2BBe1 細胞上には L.murinus およ

び AmCyan/Ecoli の各々のコロニーが形成されていることが確認できた。以上により、2 種類の

腸内細菌を腸管上皮細胞上で共培養し、細菌数を維持できる流体デバイス系の確立に成功した。 

 さらに、C2BBe1培養のデバイスの下流路にマクロファージ細胞株 RAW264細胞を培養し

た後に、大腸菌を下流路に加えたところ密着結合が崩壊したが、大腸菌なしの場合では密着

結合が維持された。この時、IL-8や TNF-αの発現なども観察することができた。 

 これらの成果から、腸内細菌を共培養した腸管や腸炎モデルとして応用できることが期

待できた。このモデルを用いることにより、消化物質や薬物の腸内細菌による代謝・修飾、

その後の腸管による吸収と体内への輸送を考察することが可能となり、毒性学や栄養・食品

開発に役立つと考えられる。 
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