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研究成果の概要（和文）：本研究では、腸内細菌叢の破綻による炎症性腸疾患を模倣するマイクロ流体チップを
作製し、治療候補薬の簡便なスクリーニング系としての有用性を評価した。本チップでは、炎症性腸疾患の発症
メカニズムの1つと考えられている腸バリア機能崩壊からの異物の侵入と、それによって引き起こされる炎症反
応を表現できた。さらに、腸バリア機能を保持する亜鉛の添加により炎症の惹起を抑制することをチップ上で表
現できた。よって、本チップは腸バリア機能に影響を与える物質の炎症性腸疾患に対する有効性を評価できる系
となりうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we fabricated a microfluidic chip that mimics 
inflammatory bowel disease caused by disruption of the intestinal microflora and evaluated its 
usefulness as a simple screening system for candidate drugs. The chip was able to represent the 
invasion of foreign substances through the disruption of the intestinal barrier function, which is 
considered to be one of the pathogenic mechanisms of inflammatory bowel disease, and the 
inflammatory response triggered by the invasion of foreign substances. Furthermore, the addition of 
zinc, which maintains the intestinal barrier function, suppressed the induction of inflammation on 
the chip. Therefore, this chip can be used to evaluate the efficacy of substances that affect the 
intestinal barrier function against inflammatory bowel disease.

研究分野：医療薬学

キーワード： 腸内細菌　マイクロ流体デバイス　Organ-on-a-chip　炎症性腸疾患　腸管免疫　Disease-on-a-chip　G
ut-on-a-chip　共培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、炎症性腸疾患の研究には主にげっ歯類を用いた動物モデルが利用されてきたが、ヒトとげっ歯類では
種差があることから、その応用には限界があった。本研究で得られた成果は、ヒトの細胞を用いたin vitroの系
を構築することで種差を考慮せずに評価が可能となり、炎症性腸疾患治療薬の開発に貢献するものである。ま
た、動物実験の代替としての役割を果たすことができれば、動物実験の削減にも貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
炎症性腸疾患は再燃寛解を繰り返す難治性の自己免疫疾患である。遺伝的素因、環境的素因、
腸管免疫が複合的に関与して発症する多因子疾患と考えられているが、未だ発症原因は不明で
ある。近年、炎症性腸疾患患者の腸管では、腸管粘膜バリア機能の低下と腸内細菌叢の乱れが生
じていることが明らかとなり、粘膜層や腸内細菌叢と炎症性腸疾患の発症機序との関わりに注
目が集まっている。炎症性腸疾患の病態研究にはデキストラン硫酸ナトリウム誘導性腸炎マウ
スなどが用いられているが、マウスとヒトでは腸内細菌叢に種差が存在するため、げっ歯類モデ
ルの使用には限界がある。この観点から、in vitro におけるヒト炎症性腸疾患モデルの確立が望
まれるが、ヒト腸管を完全に模倣する細胞が無いことや腸内細菌の持つ毒性により腸管細胞と
の長期間の共培養が難しいことなどにより、ゴールドスタンダードとなるような in vitro実験系
は確立されていない。 
これら問題点を克服するためにマイクロ流体チップを用いた細胞培養が注目されている。マ
イクロ流体チップでは、培養液を還流することで生まれるシェアストレスを細胞にかけたり、空
気圧により腸蠕動運動を模倣した伸展刺激を加えたりすることができるため、これまでより生
理学的な状況に近い環境での細胞培養が可能となった。我々の研究室においてもヒト小腸モデ
ル細胞として汎用される Caco-2細胞を播種した Gut-on-a-chipを作成し、薬物の透過実験や代謝
実験において静置培養系と遜色ない結果を得ると共に、培地 flow をかけることで細胞層が厚く
なり、トランスポータ－などの発現が上昇するといった結果を得ている。そこで、マイクロ流体
チップを用いて、ヒト炎症性腸疾患モデルの確立を試みた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、腸内細菌叢の破綻による炎症性腸疾患を模倣するマイクロ流体チップを作
製し、治療候補薬の簡便なスクリーニング系としての有用性を検証することである。そのために、
以下のことを明らかにしていく。 
・マイクロ流体チップ上でヒト腸管環境を模した粘膜層と腸内細菌叢を有する共培養系を確立
することができるか。 
・腸内細菌により炎症が惹起される in vitro炎症性腸疾患モデルを確立できるか。 
・確立したモデルにおいて、炎症抑制を惹起するような物質の評価が可能であるか。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マイクロ流体チップの作製 

Polydimethylsiloxane (PDMS)を硬化用触
媒と 10:1の割合で混ぜて鋳型に流し込み、
硬化させた。上側になるブロックにのみ、
流路の両端に当たる部分の 4 か所に培地
リザーバーとしての穴を開けた。上下のブ
ロックの接着面に PDMSを付着させ、孔径
3 mの polyesterメンブレンを流路の間に
挟んでデバイスを完成させた(図 1)。 
 
(2) マイクロ流体チップでの細胞培養 
マイクロ流体チップにヒト結腸癌由来細胞株 Caco-2 細胞懸濁液とヒト大腸杯細胞株 HT29-

MTX細胞懸濁液の 9:1混合細胞懸濁液を流路内に注入し、14日間培養した。培地交換は 2日ご
とに行った。播種して 7日後からシーソー式振盪器を用いて、振盪角度 7度、周期 30分/往復の
条件で振盪培養した。粘液の産生についてはアルシアンブルー染色により確認した。また、粘液
の主な構成成分の一つである MUC2 の発現について、RT-PCR および免疫染色により確認した。
粘液除去には粘液タンパク質のジスルフィド結合を開裂させ、粘液を除去する薬剤である
Dithiothreitol (DTT) を用いた。亜鉛添加の影響を調べる際は、亜鉛濃度が 100 Mとなるように
DMEM培地に添加し、細胞培養に用いた。 
 
(3) 腸チップへの細菌播種 
細菌を播種する 1 日前に、腸チップ中の培地を抗生物質を含まない DMEM 培地に置換した。
腸チップへ細菌を播種する前に、Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) はトリプティックソイブ
ロスを用いて、Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) はMRS培地を用いて 37℃で培養した。細菌を

図 1. マイクロ流体チップの構造 



抗生物質を含まない DMEM培地で再懸濁し、腸チップの上側流路に注入した。 
 
(4) 細菌による細胞障害の評価 
腸チップにおける細胞障害の評価には、生細胞を染色する Calcein-AM (4 M) と死細胞を染色
する Propidium Iodide (8 M) の混合液を使用し、それぞれの蛍光を蛍光顕微鏡を用いて観察し
た。 
 
(5) Fluorescein isothiocyanate (FITC)-dextranを用いた腸透過実験 
細胞間隙を透過する FITC-dextran (4,000 Da) を用いて、腸管透過性を評価した。0分で FITC-

dextran を上側流路に投与し、120 分後に下側の溶液を採取して FITC-dextran の蛍光強度を測定
した。見かけの透過係数(Papp)を以下の式で求め、細胞バリア機能の指標とした。 

Papp = 
透過量

ଵଶ଴
ଵ

஺ C₀
 

Papp: 見かけの透過係数, A: 細胞層面積, C0: 初濃度 
マイクロ流体チップにおける細胞層面積は 0.1 cm2とした。 
 
(6) 細菌の侵入と炎症反応評価 
ヒト単球系白血病細胞株 THP-1 細胞を Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)を含む培地で 48
時間培養し、マクロファージへの分化誘導を行った後に腸チップの下側流路に播種した。TNF-
の定量は ELISAを用いて行った。 
 
(7) 統計学的解析 

2 群の比較には対応のない t 検定を用いた。3 群以上の比較には One-way ANOVA、Two-way 
ANOVAとして Bonferroni法を用い、P<0.05を統計学的に有意とした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Caco-2細胞と HT-29細胞の共培養系の作成 

Caco-2細胞およびHT29-MTX細胞の2種細胞の共培養を行い、粘液の生成について確認した。
粘液を構成するムチンタンパク質を青く染めるアルシアンブルー染色の結果から、Caco-2/HT29-
MTX 共培養系では、薄く染められた Caco-2 細胞と濃く染められた HT29-MTX 細胞が共存して
いる様子が確認された(図 2A) 。Caco-2/HT29-MTX共培養系において、粘液を構成するコアタン
パク質である MUC2 の発現を RT-PCR により遺伝子レベルで確認し(図 2B)、さらに免疫染色に
よってMUC2のタンパク質レベルでの発現を確認した(図 2C)。 以上より、腸チップにおいて粘
液の産生が確認された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 2. 腸チップにおける粘液産生およびMUC2発現確認 

A. 各細胞培養系におけるアルシアンブルー染色。倍率: 4×10倍 

B. 各細胞培養系におけるMUC2の RT-PCR。 

C. Caco-2/HT29-MTX 共培養系における ZO-1 (緑), 核 (DAPI, 

シアン), MUC2 (青)の免疫染色。倍率: 60×1倍 



(2) 細菌の導入とバリア機能に与える影響 
常在性細菌である LGG および細胞障害性を持つ細菌である EIEC を腸チップに播種した際の
細胞障害について評価した。LGG播種群では 72時間後において細胞への障害が確認されなかっ
た。一方で、EIEC 播種群では播種 12 時間後に死細胞が観察され、細胞への障害が確認された
(図 3)。 

 
 
 
 
 

 
ヒト腸内では、常在細菌の定着により障害活性を持つ菌の影響が抑制されていることが知ら
れている。そのため、ヒト腸内を模倣するために常在性の細菌と障害活性を持つ細菌の 2種細菌
の共培養が必要であり、2種細菌共培養による細胞バリア機能への影響を FITC-dextranの透過実
験により評価した。 細菌を播種していないコントロール群と比較して、LGG播種群の Pappは播
種後 24および 96時間では有意に低値を示し、播種後 48および 72 時間後においては有意な差
は見られなかった (図 4A)。EIEC 播種群では、コントロール群と比較して 6 時間後から Pappが
有意に高値を示した(図 4B)。一方、LGG播種後に EIECを播種した群では播種 6および 12 時間
後においてコントロール群と比較して Pappに有意な差は見られず、播種 24 時間後にコントロー
ル群と比較して Pappの上昇が確認された(図 4B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
DTT による粘液除去条件下における EIEC のバリア機能への影響を FITC-dextran の透過を測定
することで評価した。EIECを播種していない群において、DTT添加により Pappの上昇傾向が確
認された。また、DTT添加 EIEC播種群において、DTT非添加
EIEC播種群よりも有意に高い Pappが確認された(図 5)。以上よ
り、粘液層が EIEC からの細胞障害に対して保護的に機能して
いることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 

図 3 細菌による細胞障害の評価 

LGGは播種 72 h後に、EIECは播種 12 h後に測定した。生細胞は Calcein-AM (緑)で、死細胞は Propidium 

Iodide (赤)を用いて染色した。倍率:4×10倍 

図 4 腸チップにおける細菌共培養時 FITC-dextranの透過 

A. LGG播種による影響。LGGは 0 hに播種。 

B. EIEC播種による影響と LGGによる保護効果。EIECは 0 hに、LGGは−48 hに播種。 

データはmean±SEM。n = 4-6。 **p < 0.01, ***p < 0.001 (***: vs Control, ***: vs LGG+EIEC) 

図 5 粘液除去時 FITC-dextranの透過 

データはmean±SEM。n = 5-6, *p < 0.05, **p < 0.01 



(3) 細菌の侵入と炎症反応評価 
次にバリア機能が崩壊した際に下側流路に細菌が侵入するか
評価した。EIEC播種群では 12時間時点で下の流路に細菌が到達
していることが確認された。そこで、下側流路に侵入した細菌に
よって炎症が生じるかを確かめるために、下側流路における
TNF-の放出を ELISA で評価した。EIEC 播種後 12 時間におい
て、EIEC播種群では Bacteria Free群と比較して TNF-濃度の有
意な上昇が見られた (図 6)。LGG播種後に EIECを播種した群で
は、播種後 12 時間において EIEC 群と比較して有意に低値を示
した。よって、細胞障害性細菌 EIECによる炎症の誘発、また EIEC
播種後 12 時間まではプロバイオティクス LGG の保護的な作用
が見られた。以上より、今回の腸チップにおいてバリ
ア機能が崩壊して異物が侵入し、炎症を生じるよう
な系が表現できた。 
 
 
(4) 亜鉛添加時のバリア機能・炎症評価 
亜鉛はタイトジャンクションを構成するタンパク質の発現を上昇させ、細胞バリア機能の強
化に関与するとの報告がある。そこで、今回の腸チップを評価するために亜鉛による細胞バリア
機能への影響を FITC-dextran の透過実験により評価した。EIEC 播種後 12 時間では、亜鉛添加
EIEC播種群において、亜鉛非添加 EIEC播種群と比較して有意に低い透過性を示し、EIECを播
種していない群とほぼ同様の値を示した（図 7A）。TNF-の放出についても亜鉛添加 EIEC播種
群において、亜鉛非添加 EIEC 播種群と比較して有意に低値を示し、EIEC を播種していない群
とほぼ同様の値を示した（図 7B）。以上から、EIEC播種後 12時間までは亜鉛によってバリア機
能が強化されて TNF-の放出が少なくなったことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上、本研究では、腸管細胞、粘液産生細胞、腸内細菌、マクロファージを搭載したマイクロ
流体チップを開発した。本チップでは、炎症性腸疾患の発症メカニズムの 1つと考えられている
腸バリア機能崩壊からの異物の侵入と、それによって引き起こされる炎症反応を表現できた。さ
らに、腸バリア機能を保持する亜鉛の添加により炎症の惹起を抑制することをチップ上で表現
できた。よって、本チップは、腸バリア機能に影響を与える物質の炎症性腸疾患に対する有効性
を評価できる系となりうると考えられる。 

図 6 細菌播種時の下側流路における TNF-の濃度 
EIECを播種してから 12時間後に測定。データは mean±SEM。
n = 3-5。**p < 0.01, ***p < 0.001 

図 7 亜鉛添加時の FITC-dextranの透過 (A)と 下側流路における TNF-の濃度 (B) 
データは mean±SEM。n = 3-6。 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
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