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研究成果の概要（和文）：厚み百ミクロン以下、真皮と表面から構成される皮膚モデル(皮膚切片チップ)を開発
しました。これまでの皮膚モデルより薄いため、顕微鏡下の経時観察が可能となり、薬剤や化粧品の分析がしや
すくなる可能性を示した。また、マイクロ加工方法を用いて、細胞やゲルなど皮膚モデルを構築する原材料の使
用量の低減が出来ました。

研究成果の概要（英文）：A thin (<50 microns) skin model consisting of dermis and epidermis, a.k.a. 
skin-section chip, is developed. Comparing to the major type of skin models, this skin-section chip 
can be investigated using phase-contrast light microscopes without the need for sectioning and 
staining. The skin-section chip show to potential to be used for drug-screening and cosmetic 
development. In addition, the chip-style of construction requires less cells and hydrogels, which 
can reduce the cost of skin model fabrication.

研究分野：マイクロ加工
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚モデルは生体皮膚の機能を模倣できる人工組織で、試薬の有効性や安全性などを臨床試験の前段階で使用さ
れている。これまでの皮膚モデルの皮膚組織の厚みは数百ミクロン以上の厚みがあるため、顕微鏡での観察が困
難であり、皮膚組織を薄く切断することが必要となる。切断作業には時間や費用の消耗が生じる。本研究は切断
作業が必要なく、顕微鏡観察可能な薄型(50ミクロン以下)皮膚モデルを開発しました。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
皮膚は人の最も大きな臓器の一つ
とも言われ、体内外環境のインタ
ーフェースとなり、外界の環境を
隔て人体の恒常性を維持するバリ
ア機能を果たしている。生体の皮
膚は真皮や表皮などを持つ多層な
構造をもち、毛囊・脂腺などの付属
器を有する複雑な構造で多様なバ
リア機能を実現している。製薬や
化粧品開発において、生体皮膚の
構造とそのバリア機能を模倣でき
る皮膚モデルが求められている。
これまでには様々な皮膚モデルが
開発されていたが、作製された皮
膚組織の厚みは数百ミクロン以上の厚みがあるため、位相差顕微鏡での組織形態の観察は困難
である。さらに、表皮層と真皮層の厚みなどの情報を得るために、作成された皮膚組織を薄く(数
十ミクロン以下)切断必要がある。この切断された皮膚組織は皮膚切片と呼ばれる。皮膚切片の
作製に当たって、組織の固定、包埋、切断、染色などの作業手順が必要となる。上記の各手順の
時間や費用のコストが高く、操作でサンプルの損失も生じている。 
 
２．研究の目的 
 
図１に示したように、本研究では、切断せずに位相差顕微鏡で観察可能な皮膚モデル(皮膚切片
チップ)の開発を目的とする。従来の数百ミクロン以上の厚みがある皮膚モデルの作製原料であ
る細胞やゲルを用いて、マイクロチップの中に数十ミクロンの厚みを有する薄型皮膚モデルを
作製する。作製された皮膚モデルが位相差顕微鏡で観察可能とすることで、染色せずに皮膚組織
の形態を長時間培養しなら観察する。具体的には、真皮部分の線維芽細胞(NHDF)の遊走や表皮
部分の角化細胞(NHEK)の分化などを観察する、さらに、分化マーカーで免疫染色を行う、皮膚
組織の形態を確認する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究が提案した薄型皮膚モデルの作製するために、厚み数十ミクロンのマイクロ流路を有す
るマイクロ流路チップが必要となる。チップ中のマイクロ流路は表皮流路、真皮流路、血管流路
の三つの並行している流路から構成されている。真皮流路は中心に配置されており、真皮流路の
両側には表皮流路と血管流路がある。隣の流路の間は 120 ミクロン幅の開口部があることで、流
路間の物質拡散は可能である。 
皮膚切片チップの作製手順は図２に示している。まず、真皮流路に線維芽細胞が混ぜたゲルを流
し込み、ゲル化までインキュベーター内で数分程度培養する。真皮部分のゲルはフィブリン、コ

 
図１ 本研究のコンセプト：従来の数百ミクロン以上
の厚みがある皮膚モデルの作製原料である細胞やゲル
を用いて、マイクロチップの中に数十ミクロンの厚み
を有する薄型皮膚モデルを作製する。 

 

 
図 2 皮膚切片チップの作製手順。 



ラーゲン(I-AC 50)やアルギン酸などが選べられる。真皮流路内のゲルが固またら、血管流路に線
維芽細胞用の培地を流し込み、培地の栄養を流路の間の開口部より供給されながら、線維芽細胞
を 2-4 日間培養する。次に、表皮流路にコーテイング剤(Pluronic F-127, 0.2 wt% in PBS(+))を流し
こみ、インキュベーター内で 1時間位培養し、流路の壁を親水性になることで細胞が接着し難く
なる。その後、コーテイングを除去し、角化細胞が混ぜた角化細胞分化培地を入れ替える。表皮
流路が真皮流路の上になるようにマイクロチップを立てながら一晩培養することで角化細胞が
真皮ゲルの開口部に接着させて表皮組織を形成する。 
 
４．研究成果 
 
中心に真皮の流路、上サイドに表皮、下サイドに培地の流路を持つマイクロ流路デバイスを作製
した。この際、表面張力により真皮部分が中心の流路から漏れ出ないだけの間隙を両サイド２つ
ずつ、2種類の流路の境界に作成した。この部分が陥没することから、上サイドの流路に表皮細
胞を注入した際、間隙部分に集まり、表皮が形成されると考えられた。この流体デバイスはフォ
トリソグラフィ技術により作製した。 
次に真皮部分（5U/ml スロンビン、5mg/mlフィブリン、0.02mg/mlアプロチニン、5e5cells/ml NHDF）
を作製し、冷却下で中心流路に注入し、湿潤に保ちながら 30分インキュベートした。流路の厚
みが 25 μm, 45 μm, 100 μmの流路を比較した結果、25 μmのときだけ中心の流路から漏れ出たの
が多いため、以降の実験では流路の厚みを 45 μm のみにした。真皮組織の注入後、表皮細胞
（NHEK）の入った培地（KGM）を上部の流路に注入し、デバイスを垂直に立て 1時間インキュ
ベートし、染色をして蛍光顕微鏡で観察した。図３(上)は Live/dead assay染色をした後の写真を
示した（10倍）。緑に染まったのが生きた細胞、赤に染まったのが死んだ細胞であり、細胞が生
きていることが確認できる。図３(下)は角化細胞播種後４日目の写真を示している。角化細胞は
伸びている形態が観察され、未分化の cobblestone 様な形態と違って、分化へ進めたと考えられ
る。 
このマイクロナノデバイスにより、この方法で皮膚切片モデルを作製することが可能なことが
わかった。また、この方法では作製する皮膚モデルは小さいためより低コストで大量に作製でき
ることが期待される。 

 

 
図３ 作製された皮膚切片チップ。上：細胞の生存率を評価するための Live/dead assay。
緑/赤/青：Live/Dead/DAPI。下：角化細胞の伸びている形態が観察された。  
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