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研究成果の概要（和文）：マイクロ流体デバイスや自己支持性高分子ナノ薄膜などのマイクロ・ナノ技術を眼科
領域に適用し、眼底組織を模倣したオーガンチップデバイスの開発と、その解析で得られる組織レベルでの細胞
機能に関する知見を基盤に細胞デリバリー療法の実現を目指した。網膜色素上皮（RPE）細胞等の神経支持細胞
を3次元マイクロ流路デバイス内に配置・培養して、眼底組織機能を再構成し、細胞周囲環境の変化に対する組
織レベルでの細胞応答を解析した。また、オーガンチップデバイスでの検討結果を、自己支持性高分子ナノ薄膜
上で培養するRPE細胞の組織機能制御技術に還元し、狭小な網膜下に細胞をデリバリーできる手法を検討した。

研究成果の概要（英文）：Applying micro/nanotechnologies including microfluidic devices and polymeric
 nanosheets to the ophthalmologic field, an organ on a chip that mimics the ocular fundus was 
developed. Also, based on findings on cell functions at the tissue level obtained by the analysis of
 the organ on a chip, cell delivery therapy was investigated. In order to recapitulate the ocular 
fundus functions, neural supporting cells such as retinal pigment epithelial (RPE) cells were 
cultured within a three-dimensional microfluidic device, and cell responses at the tissue level to 
changes in the microenvironment were analyzed. Also, the obtained results were applied to control 
the tissue functions of RPE cells cultured on the polymeric nanosheets, which was extended to a 
method to deliver an RPE sheet into the subretinal space.

研究分野：バイオ工学

キーワード： ナノマイクロバイオシステム
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１．研究開始当初の背景 
 生体機能に近いヒト組織・臓器モデルの開
発は、疾患研究や創薬プロセスにおいて非常
に重要である。バイオマテリアルやマイクロ
流体技術、細胞組織工学の進展により、生体
組織・臓器の機能を模倣した新しい 3次元培
養モデル（Organ-on-a-Chip、オーガンチッ
プデバイス）の開発が盛んに行われている。
しかしながら、現在検討されている培養モデ
ルのほとんどが、肺、肝、腸などの消化呼吸
器系を対象としており、眼などの特殊感覚器
系に関する報告例はほとんど無い。 
 日本での失明原因の上位は新生血管が出
現する糖尿病網膜症や加齢黄斑変性（AMD）、
眼圧以外にも複雑な要因がある緑内障、治療
法の存在しない網膜色素変性などがある。糖
尿病網膜症や AMDなど新生血管の出現は病
態として重要であるが、これらの疾患の背景
は複雑である。新しい薬剤や治療法の開発に
は、眼疾患の病態メカニズムを正確に理解す
ることが必須であり、複雑で慢性的な病態を
簡単に模擬できる培養モデルが極めて有用
である。 
 一方で、難治性網膜疾患に対して行われる
薬剤療法は、基本的に症状の進行遅延を目的
としたものであり、自己再生能を有さない網
膜組織の疾患の根本的治療策としては、細胞
移植が必要となる。近年では、iPS 細胞から
作製した RPE 細胞シートを患部に移植する
試みも検討されているが、狭小な網膜下に低
侵襲かつ効率的に細胞シートをデリバリー
する手法の確立が課題である。 
 
２．研究の目的 
 マイクロ流体デバイスや自己支持性高分
子ナノ薄膜などのマイクロ・ナノ技術を眼科
領域に適用し、眼底組織を模倣したオーガン
チップデバイスの開発と、その解析で得られ
る組織レベルでの細胞機能に関する知見を
基盤に革新的な細胞デリバリー療法の実現
を目指す。網膜色素上皮（RPE）細胞等の神
経支持細胞を 3次元マイクロ流路デバイス内
に配置・培養して、眼底組織機能を再構成し、
細胞周囲環境の変化に対する組織レベルで
の細胞応答を解析する。また、オーガンチッ
プデバイスでの検討結果は、自己支持性高分
子ナノ薄膜上で培養する RPE 細胞の組織機
能制御技術に還元し、狭小な網膜下に細胞を
デリバリーできる手法に発展させる。 
 
３．研究の方法 
 (1)眼底組織を模倣するオーガンチップデ
バイスと(2)自己支持性高分子ナノ薄膜を用
いる細胞デリバリーを相互に関連付けなが
ら研究を遂行した。(1)では、眼底構造を模し
て網膜色素上皮（RPE）細胞と血管内皮細胞
（HUVEC）を 3次元マイクロ流路デバイス
内で共培養して相互作用評価を行った。また、
バルジ試験機構による力学刺激による影響
も検討した。(2)では、各種医用高分子から成

る自己支持性ナノ薄膜の調製法と物性を検
討した後、ナノ薄膜上で RPE 細胞の挙動制
御、シリンジ操作による細胞担持ナノ薄膜の
安定性評価を行った。さらに、動物モデルを
用いて、細胞担持ナノ薄膜の in vivo 機能評
価を行った。 
 
４．研究成果 
 (1)に関しては、ポーラス膜で上層流路と下
層流路が隔てられた 2層式の流路デバイスを
作製し、細胞導入や潅流操作等が問題なく行
えることを確認した。さらに、血液内に網膜
保護作用のある液性因子の存在が疑われて
いることから、培地に加え、血漿、全血の潅
流を検討したところ、血漿であれば、24時間
以上マイクロ流路内を潅流させることがで
きることがわかった。ポーラス膜の上下に
RPE 細胞と HUVEC をそれぞれ培養し、
HUVEC の遊走性、および RPE 層の崩壊度
を調査した。コントロール条件下でも
HUVEC が RPE 細胞側に遊走し、当該領域
での RPE層の崩壊が観察されたが、RPE細
胞に低グルコース負荷を与えると、RPE細胞
側に遊走するHUVEC数が増加し、対応して
RPE層の崩壊面積も増加した。さらに、低グ
ルコース負荷に加えて CoCl2 による擬似低
酸素負荷を与えると、両指標ともさらなる増
加が観察された。これは、低グルコース負荷、
擬似低酸素負荷に対して RPE 細胞が応答し
て血管内皮成長因子（VEGF）の分泌量が上
昇し、それに対応して HUVECが RPE細胞
側に遊走して RPE 層を崩壊させたと考えら
れる。今後、3次元培養したHUVECを用い
ることで、脈絡膜新生血管モデルへの展開が
期待できる。また、将来的にマイクロ流路デ
バイスに組み込む細胞への力学刺激負荷機
構として、バルジ試験機構を検討した。ポリ
スチレン等の薄膜とそれに圧力を負荷する
流路構造からなるデバイスを作製し、薄膜に
圧を負荷することで薄膜を変形させた。モノ
レイヤー組織を形成した RPE 細胞に刺激を
負荷したところ、負荷前に比べ、単位面積当
たりの細胞数が減少し、個々の細胞面積が増
加していることがわかった。また、刺激負荷
後には、VEGFの分泌量が減少した。加齢黄
斑変性等の網膜疾患においては、RPE細胞が
扁平、肥大化することが知られているが、今
回得られた結果は、力学環境の変化が RPE
細胞の肥大化を誘発する一要因であること
を示唆している。 
 (2)に関しては、スピンコートとスタンプ法
あるいはステンシル法を組み合わせること
で、数百マイクロからミリメートル径のナノ
薄膜を作製することができた。ナノ薄膜の視
認性向上のために、磁性微粒子を混合させた
ナノ薄膜も作製したが、磁性微粒子の有無で
平均膜厚に変化はほとんど見られなかった。
また、ナノ薄膜直径の半分の径の注射針等の
細管でナノ薄膜の吸引・射出が可能であり、
射出後もナノ薄膜が元の形状に戻ることを



確認した。細胞担持ナノ薄膜の回収法に関し
ては、チオール類の自己組織化単分子膜
（SAM）の利用を検討した。金基板上に L-
システインの SAM を形成させた金基板上に
乳酸・グリコール酸共重合体（PLGA）のナ
ノ薄膜を張り付け、その上で細胞を培養した。
金電極に還元電位を印加し、金表面からSAM
を脱離させると、わずかな水流で細胞担持ナ
ノ薄膜が基板から剥離した。水溶性の犠牲層
を利用した方法では細胞担持ナノ薄膜を回
収するタイミングを制御することに課題が
あったが、今回開発した手法で細胞担持ナノ
薄膜を必要に応じて回収することが可能に
なった。さらに、電極基板にポーラス膜を利
用することで、センチメートルレベルの細胞
担持ナノ薄膜を 1分程度で電極基板から脱着
可能なことを示した。さらに、回収した RPE
細胞担持ナノ薄膜のラット眼球内への送達
を検討したところ、キャピラリーニードルで
網膜下に射出することで、当該領域で展開し
ていることが確認された。今後、病態モデル
動物を用いた治療効果の検証が期待される。 
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