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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、医薬品開発段階における動物実験削減を目指して、「BODY ON-A-CHIP」
をコンセプトにヒトの主要な臓器由来の細胞をマイクロ流体デバイスに集積化し、化学物
質などの入力に対して臓器間作用を考慮した出力の分析が可能なプラットフォームを構築
した。薬物動態において特に重要な小腸・肝臓・肺由来の３種類の細胞をデバイス内に集
積化し、実際に生体内で起こりうる抗がん剤作用のメカニズムの再現を実現した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this project, we proposed and developed an on-chip absorption and metabolism 
model as an alternative method of animal tests. We performed anti-cancer drug tests 
with coclutured small intestine, liver and lung model cells in the device and showed a 
possibility of evaluation of pharmacokinetics. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究のモチベーションは、医薬品・食品
添加物の開発や環境毒性試験における人体
影響の評価を効率的に行うために、煩雑な動
物実験ではなく簡便な in vitro モデルによっ
て体内動態（吸収・分布・代謝・排泄プロセ
ス）を予測することである。以前から細胞を
用いた分析実験は行われているが、従来の実
験系では単一細胞集団について一種類の細
胞応答のみしか測定できず、薬物動力学シミ

ュレータによる個体レベルからのボトムア
ップ的なアプローチでは圧倒的な情報量不
足が問題となってしまう。また、従来の培養
系では複数種類の細胞を同時に保持するこ
とが困難であるため、長時間を要する相互作
用や逐次的・複合的な化学物質の暴露シナリ
オの評価が不可能である。一方、マイクロ流
体デバイス技術は送液系や計測系の集積化
や並列化が可能であり、さらに毛細血管同様
の流体ネットワークにより生体内に近い環
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境を模擬することが可能である。申請者はこ
のような点に着目し、複数臓器由来細胞の安
定した共培養とその相互作用を観測可能な
新奇のマイクロシステムを提案するに至っ
た。 

 

２．研究の目的 

本研究は、医薬品開発段階における動物実
験削減を目指し、「BODY ON-A-CHIP」をコ
ンセプトにヒトの主要な臓器の細胞をマイ
クロ流体デバイス内に集積化し、化学物質な
どの入力に対して臓器間相互作用を考慮し
た出力の分析が可能なプラットフォームの
実現を目標としている(図 1)。マイクロ流体
デバイスは微細加工技術を応用して微小な
空間に送液系(ポンプ、バルブ)や計測系(セン
サ)の集積化や並列化が可能なため、次世代の
細胞機能解析ツールとして大きく期待でき
る。本申請課題では、薬物動態において重要
な吸収・分布・代謝・排泄の各機能を担う臓
器由来細胞を単一のデバイスに集積化し、ヒ
トの化学物質応答を in vitro で予測可能な複
数臓器細胞集積型マイクロシステムの開発
を目指す。 

図１．本研究のコンセプト 

 

３．研究の方法 

 本研究で提案するデバイスは薬物が生体
に投与されてから効能を発揮するまでの生
体内での薬物動態を再現する必要がある。図
２(a)に薬物の生体内での挙動を示す。経口
摂取された薬物は小腸で吸収され体内に取
り込まれる。吸収された薬物は門脈を介して
肝臓に輸送され、肝臓での各種化学反応によ
って代謝され活性化・解毒される。代謝され
た後、大静脈を介して心臓に輸送され、血流
により体全体に送られ循環する。ここで、吸
収・代謝において重要な役割を担う生体内環
境パラメータとして、小腸と肝臓の表面積・
体積比や門脈および肝動脈から肝臓へ流れ
る血液の流量比などが考えられ、それぞれ約
2:1および約 3:1であることが知られている。
この構成をデバイスで実現するための概念
図を図２(b)に示す。多孔膜上に小腸モデル
細胞を培養することにより小腸の吸収機能

を再現し、肝臓モデル細胞を培養することに
より代謝機能を再現することが可能となる。
概念図をもとに設計したデバイスデザイン
を図３に示す。本デバイスは多孔膜に仕切ら
れた上下 2枚の PDMSチップと 2つのスター
ラバーにより構成されている。上層流路には
小腸モデル細胞を培養するための小腸チャ
ンバを設けており、小腸膜モデルの再現をす
る。下層流路には肝臓モデル細胞を培養する
ための肝臓チャンバを設けており、代謝機能
の再現を行う。また、下層流路にはドラッグ
アッセイのターゲットとなるその他の臓器
モデル細胞を培養するためのターゲット細
胞チャンバを設けた。上下層には灌流培養を
行うために、スターラバーの回転動作を利用
したマイクロポンプを内蔵した。スターラバ
ーはデバイス下部に取り付けるスターラモ
ータにより回転させ送液を行う。生理的な環
境を模擬するために、小腸チャンバと肝臓チ
ャンバの面積比が 2：1となるようにそのサ
イズを決定し、また、流量比が 3：1となる
ように門脈流路と肝動脈流路を設計した。下
層流路に光ファイバを導入するためのファ
イバ挿入口を設けた。これは各流路内の物質
変化を蛍光計測によって細胞動態をオンラ
イン計測するめのものである。光ファイバの
挿入口は、励起光源との接続用と、分光光度
計との接続用の 2つ設けた。流路構造を持つ
PDMSチップはソフトリソグラフィで製作し
た。2枚の PDMSチップの間に多孔膜と 2つの
スターラバーをセットしボンディングする
ことによりデバイスは完成する(図４)。 
 

図２．薬物動態の概念図 
 
 

図３．デバイスデザイン 
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４．研究成果 
(1)門脈流路・肝動脈流路流量比評価 
 デバイスが設計仕様を満たす流量比を再
現できるかを確認するため、マイクロポンプ
で送液し、Particle Tracking Velocimetry
（PTV）により流速を測定し流量比を算出し
た。流速を測定するために流路内を 1 µm 径
の蛍光粒子の懸濁液で満たし、デバイス内を
流れる蛍光粒子を蛍光顕微鏡により観測し
た。 

測定した門脈流路・肝動脈流路流量比を図
５に示す。横軸はスターラバーの回転数を示
し、縦軸は門脈流路・肝動脈流路の流量比を
示す。結果から流量比はスターラバーの全回
転領域で設計どおり 3付近であることが確認
された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．マイクロ流体デバイス 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５．門脈流路・肝動脈流路流量比測定結果 
 
(2)せん断応力評価 
 流路内で細胞の状態を保ちながら機能分
析を行うためには、本デバイスで送液可能な
流速領域で細胞機能に影響を与えないこと
を確認する必要がある。送液によるせん断応
力がおおよそ 0.2～0.6 Pa より大きい場合、
細胞機能の低下が生じる。そのため、送液時
の最大流速をせん断応力が 0.2 Pa より十分
に小さくなるように設定する必要がある。 
 1600 rpm の時の最大流速を 180 µm/s 、流
路高さを 500 µm 、水の動粘度を 0.89×  
Pa・s とすると、せん断応力は 1.3×10-3 Pa 
と求められ、0.2 Pa よりも 2 桁小さいことが
確認できた。本検討結果からスターラ回転数
が 1600 rpm の時、細胞機能に影響を与える
ことなく送液できることが確認された。以上

により、実験では回転数を 1600 rpm として
送液することとした。 
 
(3)吸収代謝機能評価 
 デバイス内の多孔膜上で小腸モデル細胞
を、肝臓チャンバで肝臓モデル細胞をそれぞ
れ培養することにより吸収・代謝両機能を再
現可能であることを確認するために、抗がん
剤エピルビシン(EPI)と抗がん剤シクロホス
ファミド(CPA)曝露試験を行った。EPIは静脈
投与で用いられる薬剤であり、小腸において
吸収されにくい特徴を持つ。CPA はバイオア
ベイラビリティが 74%以上であり、肝臓の
CYP2B6 により代謝され、代謝活性物 4-ヒド
ロキシシクロホスファミドが強い抗がん作
用を示す 。 

EPI 曝露実験では、小腸チャンバに小腸モ
デル細胞 Caco-2(ヒト結腸がん由来細胞)を
播種し、単層構造を形成させるために 48 時
間培養後、抗がん剤ターゲット細胞 HepG2(ヒ
ト肝がん由来細胞)をターゲット細胞チャン
バに播種した。細胞播種後にデバイス上層の
培地を EPI 10 µM の培地に置換し 48 時間培
養した。 

CPA 曝露実験では EPI 曝露試験と同様に
Caco-2 と Hep G2 を播種した後、抗がん剤タ
ーゲット細胞 A549 (ヒト肺胞上皮がん由来細
胞)をターゲット細胞チャンバに播種した。
細胞播種後にデバイス上層の培地を CPA 1 mM
の培地に置換し、48時間培養した。曝露試験
後に蛍光色素 Calcein AM を用いて生細胞を
染色し、ターゲット細胞の生存率を評価した。 

図６に EPI曝露試験、図７に CPA曝露試験
の結果を示す。これらのデータは、Calcein AM
によって染色された細胞の蛍光画像から、画
像処理ソフトウェア ImageJ(NIH)を用いて生
存率を算出したものである。 

EPI曝露試験において Caco-2なしの条件は
ありの条件と比して約 35 %の生存率減少が生
じ、有意差があることが確認できた。この結
果は、上層の Caco-2 により EPI の透過がブ
ロックされ、下層流路のターゲット細胞へ与
える抗がん作用が減少したことを示す結果
であると考えられる。 

一方、CPA 曝露試験において Caco-2がない
時、Hep G2ありの条件はなしの条件と比して
約 20 %の生存率減少が生じた。また Caco-2
がある時、Hep G2ありの条件はなしの条件と
比して約 10 %の生存率減少が生じた。この現
象は上層流路内の多孔膜上の Caco-2 が CPA
の透過に影響を与えていること、下層の Hep 
G2に代謝されることにより CPAの抗がん作用
が増すことを複合的に示している結果であ
ると考えられる。 

以上の結果から、本デバイスを用いて吸収
機能・代謝機能に関する臓器間作用の評価が
可能であることが示された。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．EPI曝露試験結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７．CPA曝露試験結果 

 
(4)光ファイバを用いた代謝機能評価 

本デバイスで細胞の代謝機能をオンライ
ンで評価するために光ファイバ検出系を用
いて、代謝機能の計測を実施した。本実験で
は代謝機能指示薬としてレサズリンを用い
た。レサズリンは、生細胞により代謝され蛍
光産物レゾルフィンを生成する。肝臓チャン
バに肝臓モデル細胞 Hep G2 を播種し 12時間
培養後、レサズリンを加えて 6時間計測した。
本検出系ではレゾルフィンの励起光源の波
長を 530 nm、蛍光計測波長を 590 nm に設定
した。 

図８にレゾルフィンの蛍光強度計測結果
を示す。Hep G2 が生存している場合、時間経
過とともに蛍光強度が増加していることが
確認でき、Hep G2 が死滅している場合、時間
経過による蛍光強度の増加がほぼ確認でき
なかった。この現象は、Hep G2細胞が生存し
ている場合、代謝機能によりレゾルフィンが
生成されていることを示し、死滅している場
合は代謝機能が失われているためレゾルフ
ィンが生成されなかったことを示している。
生存している場合、2 時間経過後から蛍光強
度の増加がなだらかになっているのは、流路
内のレサズリン濃度の減少によるものであ
ると考えられる。以上の結果から、デバイス
に集積化した光ファイバ計測系により、蛍光
物質および細胞機能のオンライン計測が可
能であることを示した。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図８．オンライン代謝活性計測結果 

 
 本研究では、薬物動態評価のための吸収代
謝モデルの構築およびデバイス評価試験、吸
収代謝機能評価試験を行った。オンチップ・
オンラインでの薬物動態・細胞機能評価のた
めに光ファイバ検出系を集積化し、蛍光物質
を用いた代謝機能の評価を行うことにより
オンラインでの計測が可能であることを示
した。本研究課題で構築したデバイスは薬物
動態評価の新奇のプラットフォームとして、
薬物動態評価への応用が期待される。 
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