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研究成果の概要（和文）：本研究では，薄膜に設けた貫通穴構造に，細胞の凝集体をはめ込むことで，薄膜の上
下で異なる薬剤条件境をスフェロイド(がん細胞凝集体)に対して提示しうる区画化培養系を提案した．培養系の
実装にあっては，(1)透明シリコーンゴム製薄膜を用いる系(Kaneda et al., Biomicrofluidics 2017)と(2)市販
のカルチャーインサートのポリエチレンテレフタラート製薄膜を利用する系のふたつを検討し， 貫通穴構造(直
径100~400 μm)にスフェロイドをはめ込み，膜により規定されたスフェロイドの一部(膜下に出ている部分)のみ
を選択的に薬剤処理することが可能であることを示した．

研究成果の概要（英文）：We developed compartmentalized cell culture systems for spherical 
multicellular aggregate (tumor spheroid or embryoid body (EB)) utilizing a membrane with a 
microfabricated through-hole. Tumor spheroid/EB were immobilized onto the hole and the membrane was 
used to define a part of spheroid/EB to be treated with anticancer drugs or differentiation factors.
 In this project, both (1) a  system made of PDMS and (2) a system utilizing a commercialized 
transwell culture insert were developed. The PDMS-based system (1) was evaluated with EBs derived 
from ES/iPS cells. By using the system, a localized differentiation (i.e. spatially patterned 
differentiation) was achieved. The culture insert-based system (2) was realized by a laser 
processing to bore a through-hole on a porous membrane of a culture insert and fill 0.4μm-pores by 
parylene coating. By using the system, a localized anticancer drug treatment for a tumor spheroid 
were performed.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで細胞の凝集体(球状の細胞集団)の狙った一部のみを選択的に薬剤を処理する技術は確立されていなかっ
た．本研究では，微細加工技術により設けた薄膜上の貫通穴に細胞の凝集体をはめ込むことで，薄膜の下に出た
凝集体の一部のみを選択的に薬剤処理できる技術を開発した．これを用いてiPS細胞の凝集体の狙った一部のみ
を選択的に分化誘導することを示し，より複雑なiPS細胞由来組織をつくるための本技術の可能性を検討した．
また，がん細胞の凝集体の一部のみを抗がん剤で処理可能であることを示し，抗がん剤で処理された少数のがん
細胞のふるまいや抗がん剤の浸透性の評価にこの技術を応用する可能性を見出した．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 がん細胞の凝集体(スフェロイド)は，がんの三次元 in vitro がんモデルとして薬効評価などに
用いられている．これは，従来用いられている二次元単層培養系と比較し，細胞集団において薬
剤・酸素・栄養条件が一様で無い，すなわち空間的な分布を持つことに起因する細胞性質の不均
一性や足場非依存性の細胞増殖能，細胞間相互作用など，生体内のがん組織でみられる特徴をス
フェロイドが有すること，また，その作成が容易であることなどによる． しかしながら，スフ
ェロイド内で形成される薬剤濃度などの分布は，スフェロイド最外層が最も高濃度で，中心に向
けて同心円的に勾配が形成されるものであり，がん組織でみられる腫瘍血管付近から局所的に
薬剤が供給されることにより形成される分布とは，大きく異なっているという問題があった． 

In vivo のがん微小環境をより忠実に再現するため，現行の in vitro モデルを高度化しようとい
う試みは，創薬プロセスの効率化の観点からもますます重要度を増しており，欧米を中心にバイ
オマテリアル，ティッシュエンジニアリング，マイクロ流体技術などを組み合わせた，がん細胞
培養マイクロシステムに関する学際的な研究が広がりをみせていたが(R. Portillo-Lara et al., Lab 
Chip 2016)，上記のスフェロイドの一部のみに局所的に薬剤を処理可能な技術はまだ確立されて
いなかった． 
これまでに，微小流路内に保持した ES 細胞のスフェロイド(胚様体)に対して，マイクロ流体

技術により形成した層流を用いて胚様体の半分ほどの領域に薬剤を処理する技術(W. T. Fung et 
al., Lab Chip 2009)などが報告されていたが，シリンジポンプなどの送液機構が必要であること，
また，薬剤の分子拡散により，局所的な処理を行うことが困難であった． 
 
２．研究の目的 
本研究では，スフェロイドの一部のみを局所的に薬剤処理可能な培養系を提案し，これを区画

化培養系と呼び，その実装法を開発すると共に，区画化培養系を新たな抗がん剤薬効評価系へと
展開するための研究基盤を確立することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
本研究では，薄膜に設けた貫通穴構造に，細胞の凝集体をはめ込

むことで，薄膜の上下で，薬剤条件の異なる培養環境をスフェロイ
ドに対して提示しうる区画化培養系を提案した(図 1)．培養系の実
装にあっては，(1)透明シリコーンゴム(Polydimethylsiloxane: PDMS)
製薄膜を材料に用いる系(図 2)と(2)市販のカルチャーインサートの
ポリエチレンテレフタラート(Polyethylene terephthalate: PET)製薄膜
を利用する系のふたつを検討した．研究期間の前半では，抗がん剤
とがんスフェロイドの組み合わせを用いる前に，細胞毒性の少ない
分化誘導因子と胚様体との組み合わせにより系の評価を行った．具
体的には，(1)では，ソフトリソグラフィ技術により製作した PDMS
製薄膜上の貫通穴構造(直径 100~400 µm)に iPS/ES 細胞の胚様体を
はめ込み，薄膜の上下に異なる薬剤条件を提示し，系の評価を行った．(2)では，0.4 µm の細孔
を持つカルチャーインサートの PET 製薄膜に，レーザー加工によって貫通穴構造(直径 90~230 
µm)を製作し，その後にパリレンを薄膜にコーティングすることで細孔を塞ぎ，区画化培養系を
実装した．系の評価には，がん細胞としてヒト肝がん由来細胞株(HepG2 細胞)やヒト前立腺 が
ん由来細胞株(DU-145 細胞)を，抗がん剤としてチラパザミンやパクリタキセルを用い，貫通穴
構造にはめ込んだがんスフェロイドに対して，開発した系を用いて，薄膜の上下に異なる薬剤条
件(膜上:抗がん剤なし，膜下:抗がん剤あり)を提示し，系の評価を行った． 
 
４．研究成果 

(1) 製作した PDMS 製の区画化培養系の貫通穴に
iPS/ES 細胞(20000 cells)の胚様体をはめ込み，4 日間の培
養が可能であること，薄膜の上下に異なる薬剤条件を提
示できることを確認した(図 3)．また，胚様体の分化誘
導因子を作用させた胚様体の膜下の一部のみ選択的に
分化誘導可能であることを確認した(図 4) (Kaneda et al., 
Biomicrofluidics 2017)． 
 

(2)では，0.4 µm の細孔を持つカルチャーインサート
の PET 製薄膜に，レーザー加工によって貫通穴構造(直
径 90~230 µm)を製作し，その後にパリレンを薄膜に コ
ーティングすることで細孔を塞ぎ，区画化培養系を実現
することに成功した(図 5)．(1)と同様に，薄膜の上下で
異なる薬剤条件を提示可能かを蛍光色素を用いて確認
した後，がん細胞として HepG2 細胞や DU-145 細胞を，
抗がん剤としてチラパザミンやパクリタキセルを用い，
貫通穴構造にはめ込んだがんスフェロイドに対して，開

図 1. 貫通穴を持つ
薄膜を利用した区画
化培養系． 

図 2. PDMS を材料として用いた系
の模式図．図中の青および水色部
分が PDMS を示す． 



発した系を用いて，薄膜の上下に異なる薬剤条件(膜上:抗がん剤なし，膜下:抗がん剤あり)を提
示し，薄膜で規定されたスフェロイドの一部のみ選択的に抗がん剤を作用させることが可能で
あることを確認している．また，抗がん剤処理部分と非処理部分のスフェロイドの大きさを面積
ならびにその凍結切片で比較することで，抗がん剤の細胞増殖抑制能ならびにその浸透性を評
価しうることを見出している．一方で，抗がん剤が高濃度になると，抗がん剤処理部の細胞死に
より，スフェロイドが薄膜から外れ，区画化培養系が破綻することも確認している． 
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図 3. PDMS を材料とした系の評価試験結果．(a) 貫通穴にはめ
込まれた胚様体. (b) 培養 4 日後の胚様体．(c) 薄膜の上下で異
なる蛍光色素で処理された胚様体．スケールバー: 200 µm (a), 
(b), 500 µm (c)． 
 

図 4. PDMS を材料とした系での局所
的な分化誘導培養結果．(a) 薄膜で規
定された胚様体の上部は未分化維持
因子で下部は分化誘導因子を処理し
た結果．(b) ふたつの胚様体を未分化
維持因子と分化誘導因子で別々に処
理したコントロール．分化誘導因子の
処理による未分化マーカー (Nanog-
GFP)の発現低下が認められる．スケー
ルバー: 500 µm． 

図 5. 市販のカルチャーインサートの PET 製
薄膜を利用する系．(a) レーザー加工により設
けた貫通穴．(b) 製作プロセス．レーザー加工
により貫通穴を設けたのちに，0.4 µm の細孔
をパリレン C をコーティングすることで塞
ぐ．(c) パリレン C をコーティング前の薄膜．
(d) コーティング後の薄膜．スケールバー: (a) 
200 µm, (c), (d) 5 µm．市販のカルチャーインサ
ートを採用することで，区画化培養系の製作
の簡便化と系の操作性が向上した． 
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