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研究成果の概要（和文）： 

立体的微小構造体の作製に適した精密微細加工技術（Micro Electro Mechanical Systems、MEMS）
を用いて消化管の粘膜構造を作成し、培養細胞との組み合わせにより絨毛・陰窩様構造を有す
るいわば「人工消化管粘膜」の作成を試みた。MEMS 技術により、微小突起を多数有する「小腸
様」表面構造物、微小陥凹を有する「大腸様」構造物を作製した。その上に人工の膜をはり、
細胞を培養することができた。物質のやり取りが可能なシステムを作り上げることにより、人
工の粘膜を作りうる可能性が示された。 
研究成果の概要（英文）： 
We tried to construct “artificial intestinal mucosa”, which is composed of villus- and 
crypt-like structures, using micro electric mechanical systems (MEMS), which are 
utilized for creating 3-demensional micro-constructs. We successfully made “small 
intestine“-like structures featured by multiple projections on the surface and 
“colon”-like structures with multiple hollows. We covered the irregular surface with 
the artificial membrane on the structures and cultured epithelial cells. We might 
generate an artificial mucosa by inventing a new system enabling exchange of 
molecules between epithelial cells and cells under basal membrane. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 消化管粘膜では、多細胞種からなる三次
元的空間において、互いに液性因子や細胞接
着を通じて情報交換し恒常性を維持してい
る。実際の疾患では炎症・腫瘍にかかわらず
ネットワーク環境下で発生するが、現状のin 
vitro の実験系は、多種細胞からなる三次元

的微小環境を再現しているとは言い難い。 
(2) 例として大腸癌に対する薬剤の抗腫瘍
効果について考える。従来の培養系では、腸
内細菌はおろかリンパ球、マクロファージ、
平滑筋細胞、線維芽細胞、神経細胞もない。
現実には重要であるはずの多種細胞間の情
報伝達は全く配慮されない。 
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(3) in vivo のシステムに組み入れようとす
ると、ヌードマウスの”皮下“に定着させる
ようなことが行われており、そこでは消化管
の微小環境はまたも考慮されることはない。
消化管粘膜を模した多種細胞系からなる三
次元的構造物（ここでは人工粘膜と呼ぶ）の
開発が必要である。 
 
２．研究の目的 

物質透過性を有する人工消化管基底膜を作

成し、絨毛・陰窩様構造上で上皮細胞を培養

する。さらに、単層の平滑筋培養と上皮様構

造の間にリンパ球・マクロファージを含む

「人工粘膜固有層」を作成し、人工粘膜の基

本構造を完成する。 

 
３．研究の方法 

人工消化管上皮基底膜の作製と細胞培養実
験に大別される。 
(1) 基底膜作成 
① フォトレジストをスピンコートによりシ

リコンウェハー上に塗布し、プリベーク
（加熱）によりレジストを固定。 

② 投影露光により適切な波長の光を照射し、
レジストと反応させる。 

③ 露光したウェハーを現像液に浸し余分な
部位のレジストを除去する。リンス液で
数回すすぎ不要部分を完全に除去、ポス
トベーク（加熱）によりリンス液を除去。 

④ エッチングにより不要部分を除去し陥凹
パターンを成形する（レジストの残って
いる部位はエッチングにより除去されな
い）。最後に溶剤によりレジストを完全に
除去する。 

⑤ ナノポリイミド粒子（大阪府立産業技術
総合研究所より提供）を電着塗装により、
凹凸のシリコン板上に粒子薄層を形成し
微小孔を作製する。 

⑥ Parylene を真空蒸着によって、シリコン
ウェハー上に成膜する。シリコンウェハ
ー反対側にフォトレジストを塗布し、一
連の処理によりシリコン不要部分を除去
する。 

(2) 細胞培養実験 
① 凹凸立体構造上で上皮細胞株を培養し細

胞回転や分化マーカーの検討を行う。 
② 粘膜固有層の支持体として各種ハイドロ

ゲルを検討するとともに、ゲル内での単球
系細胞の培養を検討する。 

③ 細胞含有粘膜固有層ハイドロゲルを平滑
筋単層培養と上皮層との間に挿入し三次
元構築を達成する 

 
４．研究成果 

(1)粘膜上皮の「足場」となる「パリレン基

底膜」作製工程の確立 

2cm 角のシリコンウェハーに４～６個の複数

の領域をもうけて、絨毛様構造を有する

Parylene 基底膜を作製した。フォトレジスト

をスピンコートによりシリコンウェハー上

に塗布し、プリベーク（加熱）によりレジス

トを固定した。次いで、投影露光により適切

な波長の光を照射し、レジストと反応させた

（感光した部分が残る、いわゆるネガレジス

トを使用した）。露光したウェハーを現像液

に浸し余分な部位のレジストを除去し、さら

に、リンス液で数回すすぎ不要部分を完全に

除去、ポストベーク（加熱）によりリンス液

を除去した。エッチングにより不要部分を除

去し陥凹パターンを成形し（レジストの残っ

ている部位はエッチングにより除去されな

い）、最後に溶剤によりレジストを完全に除

去した。Parylene を真空蒸着によって、シリ

コンウェハー上に成膜した。 

基底膜様構造物である Parylene に物質交換

のための小孔をあける工夫であるが、微粒子

の電着による凹凸面の形成を試みたが、均一

に付着する条件を見いだせなかった。 

(2) 凹型構造物の作製 

凸型構造物に続いて、大腸の陰窩様構造を模

して凹型のシリコンウェハーを作成し、

Paryleneを真空蒸着によって生膜した。 

基底膜様構造物であるParyleneに物質交換の

ための小孔をあける工夫であるが、微粒子の

電着による凹凸面の形成を試みたが、凸型構

造物と同様に均一に付着する条件を見いだせ

なかったため、代替手段として高エネルギー

粒子線ビームによる多効果を検討した。しか

し、角度的に偏りなく多孔化することが難し

く、サイクロトロンセンターも被災したため

実現できなかった。 

(3) 細胞培養実験 

① Parylene 生膜した凸型微小構造物の上で、

小腸上皮細胞株 IEC-6 を培養し、実体顕微

鏡下で観察を行った。小腸絨毛様構造の基

底側には、細胞が道に増殖していたが、絨

毛側面（必ずしも十分な観察はできなかっ

た）および絨毛様構造頂部では、細胞の分

布は不均一であった。このことから、均等

な細胞接着と増殖にはフィブロネクチン

などの基底膜タンパクの塗布が必要であ

ることが予想された。また、凹型構造物上

では小腸上皮細胞株 IEC-6 を培養すると

陰窩底面および表面には細胞が密に増殖

したが、陥凹部側面の観察は十分できなか

った。 

② そこで、発想を変換し凹凸様構造に Poly 

(lactic-co-glycolic acid)(PLGA)マイク

ロ（ナノ）粒子を付着させまず平滑筋細胞

 



 

 

を培養し平滑筋の産生する基底膜用物質

の上に上皮細胞を生育させることとした。

PLGA は生分解性であることから、加水分

解されるはずである。PLGA マイクロスフ

ェアは，エマルション溶媒拡散法により作

製した。PLGA および有機溶剤からなる有

機相と薬剤の水溶液を混和し，乳化するこ

とで Water-in-Oil エマルションとし，さ

らにこれを 1% PVA と混和後乳化して

Water-in-Oil-in-Water エマルションと

した。このエマルションを一晩撹拌して有

機溶剤を蒸発させた後，マイクロスフェア

表面に付着した薬剤などを洗浄するため

に，蒸留水やリン酸緩衝生理食塩水に分散

し遠心するという操作を数回行った。作製

した粒子径、Ζ電位を粒子計 ELSZ-2（大

塚電子）にて測定した。ところが、平滑筋

細胞株 CCD-18 の培養中に震災が発生し、

培養実験は施行できなかった。 
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