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研究成果の概要（和文）：新薬の開発や化学物質の毒性試験には、従来動物実験が多用されてきたが、それに代
わる新たな解析手法としてヒトの培養細胞を用いたマイクロ臓器モデルを開発するための基礎的検討を行った。
本研究では薬物動態や薬物送達に深く関わる臓器として、特に腎臓モデル、および脂肪やがん組織への血管新生
モデルに着目して実験を行った。その結果、マイクロ腎モデルを開発して排泄試験を行うとともに、毛細血管網
を有するマイクロ３次元組織の構築を実現した。

研究成果の概要（英文）：Animal experiments have been used for drug screening and toxicity test. In 
this research, I conducted a fundamental study to develop microchip-base organ models 
(Organ-on-a-Chip) using cultured human cells as novel analysis tools alternative to test animals. 
Especially, Kidney-on-a-Chip and angiogenesis models with adipose or tumor tissue were investigated.
 As a result, I developed a Kidney-on-a-Chip, which was applied to excretion test, and 3D 
microtissues having capillary network.

研究分野：分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は新薬候補化合物のヒト体内での動態を解析するための新たな実験ツールとなることが大
いに期待される。開発したモデルを他の臓器や組織モデルと組み合わせて血管モデルによりつなぎ合わせること
で、マイクロ人体モデルへと発展させることが可能であり、従来の動物実験に代わる新たな実験システムとして
生命科学研究への幅広い応用が期待される。特に、創薬の初期における候補化合物の評価に用いることで、新薬
開発の費用を大幅に低減することが可能になると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 培養細胞を用いたバイオアッセイは，創薬などにおける生理活性物質探索や化学物質の毒性

試験などに頻用されるきわめて重要な分析法である．これまでに研究代表者は世界にさきがけ

て，このバイオアッセイ系をマイクロチップ化し，抗がん剤，抗ヒスタミン剤，免疫活性化物質

などのバイオアッセイ系や腸管吸収モデルの開発に成功し，試料量や細胞消費量の削減や操作

の簡便化を実現してきた． 

 これらはいずれも単一の生物活性のみを検定するものであるが，実際の体内には薬の標的組

織以外に様々な臓器･組織が存在し，これらが薬剤に対して複雑に影響している．これは薬物動

態における ADME（吸収･分布･代謝･排泄）として知られ，創薬における重要な検討課題である．

そのため，これら様々な過程をバイオアッセイ可能な新たな実験法の開発が求められている． 

 

２．研究の目的 

 そこで，本研究では複合的マイクロバイオアッセイデバイスの開発を着想した．これは，人体

の持つ，なるべく多くの臓器･組織を一つのデバイスに集積化ずることにより，実際に人体で起

こる様々な生体反応を数多く組み込んだマイクロ人体モデルを開発することを目指したもので

ある．これを実現することにより，培養細胞を用いた系ではあるものの，実際の生体内で起こる

現象により近い環境を構築できると期待でき，バイオアッセイとしての信頼性が飛躍的に向上

し，動物実験の一部を代替することが可能になると考えられる． 

 本研究では，特に生体内において化学物質の動態に関与する臓器や，薬剤の代表的な標的組織

を周辺の血管網とともに組み込んだマイクロ人体モデルを世界ではじめて構築するために必要

な各マイクロ臓器モデルの開発を目標とした．また，より正確な応答を得るため，活性の低い株

化細胞ではなく，高い活性を有した初代細胞を用いたシステムの構築を目指すこととした． 

 開発する主な臓器等としては，これまでに研究に着手してきた腸管，腎臓に加えて，新たに脂

肪細胞など薬剤の体内分布に関わる組織のマイクロチップ化に取り組むこととした．また，血中

の薬剤が標的組織に到達できるかどうかも創薬における重要な検討事項であり，これをアッセ

イするための毛細血管網モデル開発にも取り組んだ．具体的には血管内皮細胞を他の細胞と共

培養することにより，血管新生モデルを構築し，各種バイオアッセイを実現することを目標とし

た．これを実現するため，血管内皮細胞と他の細胞を混合して，あるいはチップ内の空間的に隣

接した場所で共培養し，血管内皮細胞による自発的な毛細血管網の発達を促すことにより，マイ

クロモデルの構築を目指した． 

 

３．研究の方法 

(1) 薬物動態に関わる主要臓器・組織のマイクロチップ化 

 バイオアッセイのための人体モデルの構築に必要な臓器・組織のチップ化を試みた．小腸から

吸収された化学物質は，肝臓で代謝をされつつ，筋組織・脂肪組織に分布しながら流れていき，

標的部位に作用し，そして腎臓において排泄されながら体内を循環する．そこで本研究では腸上

皮および腎臓のマイクロモデルの構築とその最適化を試みた．また，脂肪組織についてはモデル

細胞株の選定と培養試みた．マイクロ臓器モデル構築に用いる各種マイクロデバイスは PC ソフ

トウェアを用いて設計し，ソフトリソグラフィー法によりシリコーンゴム PDMS とスライドガ

ラス，各種メンブレンフィルターなどから自作した． 

 

(2) 血管新生モデルの開発 

 チップ内部に血管内皮細胞と，腫瘍細胞や線維芽細胞などの他の細胞を培養する領域を別々



に設けたデバイスを作製した．各培養領域を限定する手法としてマイクロ流路の壁で物理的に

仕切る方法を検討した．２つの細胞培養部を仕切る壁に一定の間隔で開放部を設け，血管内皮細

胞が自由に別の細胞側へと伸展できるように設計した．開放部の大きさや壁の厚みなどは複数

種類設計し，最適化を試みた．作製したチップ内部のマイクロ培養槽で２種類の細胞の共培養を

試み，各細胞が正しく増殖，分化するために必要な培養法について検討した． 

 

(3) ヒト正常初代細胞の培養 

 前述の各マイクロモデル開発の初期には扱いやすさとコストの面から各種モデル細胞株を用

いたが，これらの細胞は増殖が速い反面，分化状態に問題があり，正しい生体応答を得ることが

できないことが多い．そこで，ある程度マイクロモデルができあがった段階で，分化能に優れた

ヒト由来の初代細胞を用いて各マイクロモデルの最適化を試みた． 

 

(4) モデル薬剤の体内動態解析 

 開発した各モデル部位において試験薬剤がどれだけ蓄積あるいは代謝されているかを正確に

調べるため，マイクロ HPLC を用いて分析を行い，システムの最適化を試みた．同様に，腸上

皮，血管内皮，腎の糸球体および尿細管の各マイクロモデルにおける薬剤の物質透過性試験を試

みた．モデル物質としては，蛍光微粒子や蛍光標識高分子，低分子の蛍光物質，あるいは医薬品

などを用いてその移行速度を調べ，各細胞層における物質透過性について検討した． 

 

(5) PDMS デバイスへの化合物の吸着抑制法の開発 

 前述の実験の結果，一部の試験化合物がデバイス素材である PDMS に吸着することが確認さ

れた．これを解決するため，PDMS チップの流路に各種高分子の溶液を導入することによりコ

ーティングを施し，そのコーティングによる吸着抑制効果とその耐久性について検討を行った． 

 

４．研究成果 

(1) マイクロ腎モデルの開発 

 腎排泄試験を行うために，チップ内部で溶液が循

環する流路を作製し，その一部に糸球体，尿細管の

モデル部位を配置したマイクロ腎モデルを構築し

た（図 1）．空気圧駆動のマイクロポンプによって

溶液を循環させ，糸球体部位の透析膜で高分子化合

物と低分子化合物の分離を行うことで，限外濾過を

模倣する．また，一部の薬剤は尿細管部位のメンブ

レンフィルター上に培養したモデル細胞によっ

て，排出流路へ分泌されるよう設計した． 

尿細管部位で Caco-2 細胞を 14 日間以上培養した後，蛍光物質を用いて腎排泄試験を行った．

低分子化合物としてローダミンを，高分子化合物として蛍光標識デキストランを循環流路に導

入し，マイクロポンプで循環させた．ローダミンの濃度は徐々に減少し，デキストランの濃度は

一定の値を示した．したがって，細胞が密着結合を形成し，高分子化合物が循環流路に保持され

たことが分かった．また，尿細管部位でローダミンが細胞によって輸送されることも明らかにし

た．この結果より，糸球体の限外濾過と尿細管分泌の 2 つの過程を模倣した，マイクロ腎モデル

が構築できたと結論した． 

 

図 1 マイクロ腎モデルの概略図 



(2) 腫瘍組織における血管新生マイクロモデルの開発 

 本研究では，柱で区切られた隣接す

る 3 本の流路構造を持つマイクロチッ

プを作製して実験を行った（図 2）．流

路幅 1000 µm の中心の流路にゲルを導

入し，次に血管内皮様細胞を上の流路

（流路幅 1500 µm）に，乳がん由来細胞

株を下の流路（流路幅 1500 µm）に播

種した．柱構造の大きさ，形状，間隔な

どについて条件検討を行い，共培養で

きるよう最適化を行った．流路形状の

最適条件を図 2 に示す． 

 血管と腫瘍組織で起こる相互作用を再現することを目指し，血管内皮細胞と乳がん細胞をマ

イクロチップ内でゲルを介して共培養することを試みた．各種条件検討の結果，マイクロチップ

内で 2 種類の細胞を共培養することに成功した．さらに，両細胞の培養を継続し，細胞の様子を

時間経過とともに観察した結果，血管内皮細胞は培養 13 時間後からゲル中に伸展し，乳がん細

胞は培養 46 時間後からゲル中に伸展した．培養開始 112 時間後には 2 つの細胞がゲル中で接触

し，最終的に 2 つの細胞が混合する様子が見られた． 

 

(3) 毛細血管網を有するマイクロ脂肪組織の構築 

 毛細血管から組織へ

の薬剤の移行を再現で

きるデバイスの開発を

目的とし，内部に血管網

を有するマイクロ三次

元脂肪組織の構築を試

みた．PDMS を用いて図

3 に示すマイクロチップを作製した．メンブレンフィルターを介して細胞の下からも培地供給が

可能であるようにチップを設計した．このチップに血管網をもつ三次元組織を構築するために，

線維芽細胞と血管内皮細胞の共培養を試みた．単離した各細胞のまわりに接着タンパク質であ

るフィブロネクチンとゼラチンによるナノ薄膜多層コーティングを調製し，これを高密度培養

することで血管網を含む三次元組織を構築した．また，混合共培養法により脂肪前駆細胞との共

培養にも成功し，脂肪細胞へと分化誘導させることにより血管網を有する三次元脂肪組織の構

築に成功した．今後，脂肪組織への薬剤の移行性試験を行う予定である． 

 

(4) PDMS 流路への薬剤の吸着を抑制するコーティング法の検討 

 PDMS マイクロチップを作製し，タンパク質であるウシ胎児血清，親水性の高分子であるヒ

ドロキシエチルセルロース，ポリビニルアルコール，ポリエチレングリコール，疎水性のフッ素

系高分子の各溶液を用いて，流路表面へコーティングを施した．その後，各流路に試料溶液を導

入して，一定時間静置させた後に溶液を取り出し，各試料の回収率を求めた． 

 無修飾の PDMS 流路の場合，疎水性低分子化合物の流路壁面への吸着が確認された．そこで，

吸着を抑制するために，PDMS 流路表面の親水的コーティングを行ったところ，一部その効果

は確認できたものの，水に 24 h 浸漬することでコーティングの効果は大幅に低減した．一方，

表面をフッ素系高分子でコーティングすることで，比較的長時間の吸着抑制を確認した． 

図 2 マイクロチップの各部分の最適条件 

図 3 三次元培養用マイクロチップ流路模式図 
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