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研究成果の概要（和文）：幹細胞の分化誘導には，胚様体と呼ばれる細胞の凝集体を形成させる必要がある．我々は，
膜マイクロマシニング技術を用いた胚様体自動培養システム(PASCL)を開発した．PASCLは手の平サイズのチップ内に，
透明かつ柔軟な薄膜製の，0.5mm四方のマイクロウェルが高密度に配置されている．各ウェルは圧力により，平坦な状
態から，深さ500μｍの丸底ウェルまで形状を変化させられる.これにより各ウェル内に形成された胚様体を，個別に回
収することができる．胚様体形成，分化誘導，観察，回収まで一連の操作が，人手を介さず，チップ内で完結する．ヒ
トiPS細胞の胚様体形成と，複数条件下での分化誘導，選択的回収に成功した．

研究成果の概要（英文）：We have proposed and developed a “Pneumatically Actuated Spheroids Culture Chip 
(PASCL)”. PASCL has the ability to produce and culture EBs of defined size highly in parallel, and has a 
unique mechanism to collect a targeted EB selectively from the arrays of EBs. In detail, PASCL consists 
of three parts; top layer with fluid channels, a PDMS membrane and bottom layer with pneumatic actuation 
lines. The pneumatic actuation lines have square openings on the topside. By applying negative pressure 
in the pneumatic actuation lines, the PDMS membrane set between the top and the bottom layer is pulled 
into the openings to form concave microwells where EBs are produced. After EB formation and 
differentiation, a targeted EB is popped up into the fluid channel by applying atmos-pheric pressure in 
the pneumatic actuation line, and collected by flow. The prototype has microwells arrayed 10x10 in 1 cm2. 
By using human iPS, EB formation, differentiation and sorting were verified.

研究分野： 医用マイクロ・ナノマシン
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１．研究開始当初の背景 

近年，臓器移植や人工臓器に替わる新たな
医療として再生医療が注目され，盛んに研究
が行われている．再生医療の鍵となるのが
ES 細胞や iPS 細胞をはじめとする幹細胞で
ある．幹細胞の分化誘導には，胚様体と呼ば
れる 3 次元凝集体を形成させることが有効で
ある．胚様体は未分化状態の幹細胞を浮遊状
態で培養することで形成され，胚様体内では
細胞間の相互作用が高まり，高い分化能力を
示す．胚様体の形成後に、様々な分化因子を
与えることで、筋肉や神経といった目的とす
る細胞へ誘導する．また，胚様体の大きさは
幹細胞の分化に影響を及ぼす．そのため，再
生医療では、均一な大きさの胚様体を大量に
形成する必要がある． 

 

２．研究の目的 

従来，胚様体を培養する手法としてハンギ
ングドロップ法が用いられてきた．これは，
培養シャーレの蓋の裏側に細胞懸濁液の水
滴を吊した状態で培養する手法である．一つ
の水滴内では、一つの胚様体のみが形成され
るため，均一なサイズの胚様体を作製するこ
とが可能である。しかし，一度に多くのサン
プルを培養することは難しく，胚様体の回収
や培養途中で溶液の交換は困難である． 

また，細胞非接着性の表面処理を行った培
養ディッシュを用いた胚様体培養手法もあ
り，細胞をディッシュに播種するだけで簡単
に胚様体を形成することが可能である．しか
し，この手法では、様々なサイズの胚様体が
ランダムに生成するため，回収後，選別する
手間を要することや，最終的な形成効率が低
い，という問題があった． 

すなわち，従来の手法では，胚様体を低コ
ストで，大量生産することができなかった．
そこで，我々は，手のひらサイズのチップ内
に，胚様体の培養から分化誘導までの工程を
組み込み，人手を介さずに，低コストで大量
の胚様体を作製できるシステムを実現する
ことを目的に定めた． 

 

３．研究の方法 

「圧力駆動スフェロイド培養チップ
(Pneumatically Actuated Spheroid Culture 
Lab on Chip；PASCL)」を考案した．PASCLは
指先サイズのデバイス上で胚様体の培養，試
薬導入，観察，回収を行う新概念のマイクロ
流体デバイスである（図１）．PASCLは均一な

大きさの胚様体を同時に多数培養すること
が可能で，さらに培養された多数の胚様体の
中から選択的に胚様体を回収できる機構を
備える．細胞培養部分は、PDMS製の柔軟な薄
膜と空気圧駆動ラインから成る．PDMS薄膜の
上部には流路が取り付けられている．空気圧
伝達ラインには正方形の開放部を備えてお
り，負圧を印加することで上部の PDMS 薄膜
が開放部に沿って凹み，胚様体を培養するた
めのマイクロウェルを形成する．胚様体の形
成と分化誘導後，1 本の空気圧駆動ラインの
負圧を大気圧に開放することで，マイクロウ
ェルは平坦に戻り，動作した空気圧駆動ライ
ン上の胚様体も同時に持ち上げられる．そし
て１本の送液ラインに流れを与えることで，
空気圧駆動ラインと送液ラインの交差点に
位置する，目的の胚様体だけが回収される
（図２）．  
 

４．研究成果 
 試作した PASCLを用いて，胚様体形成の実
証実験を行った．各送液ラインに 1.15×106 

cell/ml の濃度の細胞懸濁液を 20μl 注入し
た．2 日間の培養の結果，各マイクロウェル
において均一な胚様体の形成を確認した．さ
らに，生細胞染色による蛍光観察の結果，細
胞の生存を確認した（図３）．これにより，
PASCL による胚様体の形成と培養を実証した．   

次に、培養した胚様体の選択的回収を検証
した．1本の空気圧駆動ラインの負圧を大気 

図１．PASCL プロトタイプ 

図２．PASCL による胚様体生産手順 

図３．PASCL 内の胚様体全体像（左）と

生細胞染色後の拡大蛍光像（右） 



圧に開放すると，PDMS の薄膜は平坦に戻り，
同時に胚様体も上に押し上げられた．そして，
空気圧駆動ラインに垂直に交差している 1本
の送液ラインに流れ(5ml/min)を与えること
によって，他のマイクロウェル内の胚様体は
移動させることなく，目的の胚様体のみ回収
することに成功した． 
プロトタイプは，各々10本の圧力駆動ライ

ン，及びマイクロ流路からなる合計 100個の
培養用マイクロウェルを備えるが、原理的に
は 100本ずつのラインを交差させて 1万個の
胚様体を同時に生産することが手のひらサ
イズで実現可能である。これにより，幹細胞
の種類や、分化誘導条件の異なる複数の胚様
体を用いた実験が，1 チップで同時に実行で
きるシステムの基盤を確立した。 
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