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(57)【要約】
【課題】細胞の機能並びに応答を評価するマイクロチッ
プを提供する。
【解決手段】細胞培養部の溶液及び微粒子の導入口の最
小幅を微粒子の最大直径より大きくし、出口の幅を微粒
子の最大直径より小さくして細胞を付着した微粒子を流
路内に捕捉し、細胞培養と細胞数の正確な測定を可能と
したマイクロチップ。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞が接着した微粒子を保持できる細胞培養部を有することを特徴とする細胞応答評価用
マイクロチップ。
【請求項２】
マイクロチップ内部に形成され液体を流すことのできる流路と、前記流路の両端部につな
がる液出入口とを有し、前記流路の内部に直径１ｍｍ以下の微粒子を保持できる細胞培養
部を有することを特徴とする請求項１記載のマイクロチップ。
【請求項３】
細胞培養部の流路後半に細胞の分泌物を測定するための物質分析部を有する請求項１また
は２記載のマイクロチップ。
【請求項４】
請求項１または２記載のマイクロチップの流路の出口と、物質分析部を有するマイクロチ
ップの流路の入り口とを、外部のチューブにて連結させたマイクロチップ。
【請求項５】
請求項３または４記載のマイクロチップを用いた細胞の分泌物の測定方法。
【請求項６】
請求項３または４記載の物質分析部において酵素免疫定量を行うことによる細胞分泌物の
測定方法。
【請求項７】
マイクロチップの流路に液体を連続的に流しながら測定する請求項５または６記載の測定
方法。
【請求項８】
細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ａ１である請求項５ないし７の何れか１項に記載の測定方法
。
【請求項９】
細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ｂである請求項５ないし７の何れか１項に記載の測定方法。
【請求項１０】
請求項５ないし７の何れか１項に記載の測定方法を用いる、細胞の分泌物の量を変化させ
る活性を有する薬剤のスクリーニング方法。
【請求項１１】
細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ａ１である請求項１０記載の薬剤のスクリーニング方法。
【請求項１２】
細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ｂである請求項１０記載の薬剤のスクリーニング方法。
【請求項１３】
細胞がＨｅｐＧ２細胞である請求項１１記載の薬剤のスクリーニング方法。
【請求項１４】
細胞がＣａｃｏ－２細胞である請求項１２記載の薬剤のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、創薬やバイオテクノロジーの研究などに用いられ、特に細胞を培養しその機
能や応答を評価するのに用いられるマイクロチップに関する。
【背景技術】
【０００２】
　医薬品、農薬などの創薬や食品検査、診断、遺伝子工学等の分野において、細胞を用い
た評価が幅広く行われている。従来より、細胞の機能や応答を評価する場合には、細胞は
シャーレなどに入れられた培地等により培養され、様々な実験に用いられている。しかし
、数多くの薬品や導入物質による反応を調べる場合には、細胞の特定の反応を効率よく、
短時間で多種類の分析を行い、しかもより少ない試料で結果が得られる評価方法が望まれ
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ていた。
【０００３】
　このような状況において、マイクロチップと呼ばれるガラス等の基板上で保持した細胞
の化学反応を観察あるいは測定する試みは、操作の簡便化・自動化による分析時間の短縮
などのメリットをもたらすと期待され、近年盛んに行われてきている。マイクロチップを
利用したシステムの利点としては、サンプルや試薬の使用量あるいは廃液の排出量が軽減
され、省スペースで持ち運び可能な安価なシステムの実現が考えられている。実際にこの
ような利点を活かし、流路壁面に細胞を付着させたマイクロチップを用いて細胞の機能や
応答を評価する研究もなされている。（例えば、非特許文献１及び非特許文献２、特許文
献１参照。）
【非特許文献１】Analytical Chemistry 2005:77,p.2125-2131
【非特許文献２】Analytical Chemistry 2005:77,p.667-672
【特許文献１】特開２００３－２９４７４１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかしながら、従来のマイクロチップを用いた細胞培養では、基板の材料が細胞の接着
に最適なものではなく、さらに極微量の溶液中では微弱な流れの影響が大きいためマイク
ロ流路内において細胞が流路壁面に効率的に接着せず、流路内に一定数の細胞を一定の領
域に保持することが困難であった。流路内面を化学的または物理的に修飾する手法によっ
て細胞の接着を促進する方法もあるが、この場合には流路壁面がすべて修飾されるため、
目的とする場所のみで細胞を培養することが困難であったり、様々な種類の細胞にとって
最適である流路表面を有したマイクロチップを細胞の種類毎に作製しなければならないと
いった問題がある。この際、細胞接着に適した材料を用いて微細加工を施し、細密なマイ
クロチップ流路を作成することは困難である。また、細胞機能や応答評価の前後に、流路
内に接着した細胞数を測定する際には、一定領域の流路内の細胞数を発色試薬などで測定
できない場合は顕微鏡で数える必要があり、煩雑で時間がかかることに問題があった。さ
らに、マイクロチップ流路内の表面積が少ないため、流路壁面の一定領域内に接着できる
細胞数を増やすことが困難であった。
【０００５】
　本発明の目的は、簡便かつ効率的な手段によって細胞をマイクロチップ流路内に特定の
場所で定量的に保持し、この場所で細胞培養とその後の細胞機能評価を行うことができる
ようにしたマイクロチップを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、
(1)  細胞が接着した微粒子を保持できる細胞培養部を有することを特徴とする細胞応答
評価用マイクロチップ。
(2)  マイクロチップ内部に形成され液体を流すことのできる流路と、前記流路の両端部
につながる液出入口とを有し、前記流路の内部に直径１ｍｍ以下の微粒子を保持できる細
胞培養部を有することを特徴とする(1)記載のマイクロチップ。
(3)  細胞培養部の流路後半に細胞の分泌物を測定するための物質分析部を有する(1)また
は(2)記載のマイクロチップ。
(4)   (1)または(2)記載のマイクロチップの流路の出口と、物質分析部を有するマイクロ
チップの流路の入り口とを、外部のチューブにて連結させたマイクロチップ。
(5)  (3)または(4)記載のマイクロチップを用いた細胞の分泌物の測定方法。
(6)   (3)または(4)記載の物質分析部において酵素免疫定量を行うことによる細胞分泌物
の測定方法。
(7)  マイクロチップの流路に液体を連続的に流しながら測定する(5)または(6)記載の測
定方法。
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(8)  細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ａ１である(5)ないし(7)の何れか１つに記載の測定方
法。
(9)  細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ｂである(5)ないし(7)の何れか１つに記載の測定方法
。
(10)　 (5)ないし(7)の何れか１つに記載の測定方法を用いる、細胞の分泌物の量を変化
させる活性を有する薬剤のスクリーニング方法。
(11)　細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ａ１である(10)記載の薬剤のスクリーニング方法。
(12)　細胞分泌物がアポリポ蛋白質Ｂである(10)記載の薬剤のスクリーニング方法。
(13) 細胞がＨｅｐＧ２細胞である(11)記載の薬剤のスクリーニング方法。
(14) 細胞がＣａｃｏ－２細胞である(12)記載の薬剤のスクリーニング方法。
に関する。
【０００７】
　本発明のマイクロチップは、基板に流路その他の溶液の反応や処理に必要な部分が形成
されているものを指しており、大きさに関しては特に制約はない。
　本発明は、流路中に細胞培養部を設け、その出口の幅を細胞付着が可能である微粒子の
最大直径よりも十分に小さくすることにより、細胞を付着させた微粒子を細胞培養部に充
填した際にその微粒子の細胞培養部外への流出を抑制して、マイクロチップ中の一定の領
域で細胞培養や薬剤添加等の処理をできるようにしたものである。さらに、細胞培養部以
降の流路に物質分析部を設けることにより、細胞培養部にて細胞から分泌された物質を連
続的に測定できるようにしたものである。
【０００８】
　物質分析部は、細胞培養部にて細胞が産生した物質を高感度で、選択的に検出できるも
のであればよく、方法に関しては特に制約はない。
　すなわち、本発明のマイクロチップは、基板内部に形成され液体と微粒子を流すことの
できる流路と、その流路の両端部につながる液出入口と、基板内部で前記流路の途中に設
けられ、細胞を付着した微粒子を捕捉することが可能である細胞培養部と、それと一つの
流路にて接続された物質分析部とを基板に一体的に備えたものである。さらに、本発明は
、前記細胞培養部を有するマイクロチップの流路と物質分析部を有する異なるマイクロチ
ップの流路とをチューブにて連結させたマイクロチップをも含む。
【発明の効果】
【０００９】
　細胞培養部は溶液または微粒子が流れる流路に対してより大きな容量となる様に設定で
きるため、細胞を接着させた微粒子を数多く保持することができる。このため、流路壁面
に細胞を接着させた場合に比べて、より数多くの細胞を細胞培養部に保持することが可能
となる。また、微粒子に接着している細胞数を予め測定しておけば、細胞培養部に導入す
る微粒子の数を調整する事により、一定数の細胞を目的の数で、一定の領域に保持するこ
とが可能となる。この際、微粒子上の細胞数の測定には発色法や蛍光法を用いることが可
能であるため、細胞数の測定は顕微鏡観察などに比べて容易である。また、細胞培養部は
内部に微粒子が充填されているため、導入された溶液は乱流となって撹拌され、細胞培養
部内に保持された細胞に対して薬剤などのサンプルを効率的に作用させることができる。
さらに、微粒子は細胞の接着に適した様々な材料よりなるものを予め選択できるので、マ
イクロチップの流路壁面を修飾する方法では培養できないような細胞の保持と培養が可能
である。
【００１０】
　更に、本発明のマイクロチップは、細胞培養部と物質分析部が一つの流路にて接続され
ているため、細胞培養部にて細胞から分泌された物質は流路内の液体の流れに乗って直接
物質分析部へと運ばれて捕捉される。これにより、液体の流れの無い静置条件を用いるマ
イクロタイタープレートのような機器からは得られない、以下に示す優れた効果を示しう
る。
１．細胞培養部にて分泌された物質が細胞培養部内で飽和してフィードバックによる分泌
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阻害が起こることを避けられる。
２．分泌された物質が再び細胞へと吸着或いは吸収されることが無く、細胞から分泌され
る物質の全てを分析することができる。
３．単位時間あたりの物質分泌を測定するのが容易である。
４．流体によるせん断応力に応答して細胞から分泌される物質を分析することが容易であ
る。
【００１１】
　これにより、例えば、アポリポ蛋白質Ａ１（以下、ＡｐｏＡ１）の受容体を細胞表面に
発現しているため、静置条件ではＡｐｏＡ１が再び細胞へと吸着されると考えられるＨｅ
ｐＧ２細胞からのＡｐｏＡ１蛋白質の分泌を容易に測定することができる。
　同様に、ヒト結腸癌由来のＣａｃｏ－２細胞からのアポリポ蛋白質Ｂ（以下、ＡｐｏＢ
）の分泌量も容易に測定できる。
　また、特定の刺激に対して一過性の発現・分泌を示す物質（例えばβ細胞から分泌され
るインスリン）等の分泌も容易に測定することができる。
　さらに、流路内の流速を変化させることが容易であるため、せん断応力に依存して分泌
される物質（例えば、血管内皮細胞から分泌される一酸化窒素）等も容易に測定できる。
　そして、上記のような測定は、液体の流れの無い静置条件を用いる既存の機器では達成
することができないものであった。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　以下、更に詳細に本発明を説明する。
　本発明のマイクロチップにより細胞応答を評価しうる細胞としては、例えば、動物細胞
、植物細胞、細菌、カビ、酵母、ウイルス等が挙げられるが、これらの中でも、特に医薬
品等の薬剤のスクリーニングに用いる際には動物細胞が好ましい。動物細胞とは、ヒトを
含む動物体内の臓器、組織等の生体組織から摘出される細胞をいい、生体組織から得られ
る細胞であれば特に制限はない。当該細胞としては、例えば、上皮細胞、内皮細胞、間充
織細胞または血球細胞等を挙げることができ、上皮細胞としては、例えば、表皮細胞、毛
乳頭細胞、角膜上皮細胞、肺胞上皮細胞、消化器系の粘膜上皮細胞、腎臓子球体上皮細胞
又は肝実質細胞等を、内皮細胞としては、例えば、腎臓子球体毛細胞、血管内皮細胞、肺
動脈血管内皮細胞、胎盤静脈血管内皮細胞又は大動脈血管内皮細胞等を、間充織細胞とし
ては、例えば、線維芽細胞、血管平滑筋細胞、筋細胞、脂肪細胞、グリア細胞、シュワン
細胞又は神経細胞等を、血球細胞としてはマクロファージ等を具体的に例示することがで
きる。
【００１３】
　薬剤の評価には、初代培養技術が応用可能な正常組織由来細胞および樹立細胞が用いら
れるが、より好ましくは樹立細胞が用いられる。肝細胞の樹立細胞株としては、特に好ま
しい細胞株としてＦＬＣ－１、ＦＬＣ－２、ＦＬＣ－３、ＦＬＣ－４、ＦＬＣ－５、ＦＬ
Ｃ－６、ＦＬＣ－７、ＨｕＨ－６、ＨｕＨ－７、Ｃ３Ａ、ＨＬＥ、ＨＬＦ、ＨｅｐＧ２細
胞等を挙げることができる。
　また、腸管細胞の樹立細胞株としては、特に好ましい細胞としてＨＴ－２９、ＩＥＣ－
６、Ｃａｃｏ－２細胞等を挙げることができる。
【００１４】
　細胞培養部に細胞を付着させた微粒子を捕捉するためには、細胞培養部の溶液及び微粒
子の導入口の最小幅を微粒子の最大直径より大きくし、出口の幅を微粒子の最大直径より
小さくすればよい。このようにすることによって、細胞が接着する場としての微粒子は、
細胞培養部以降に流入することはなく、せき止められることになる。そして必要に応じて
、微粒子から脱着された細胞、その分解物、或いはその分泌物のみが細胞培養部以降に流
入することができるようになる。
【００１５】
　細胞培養部と一つの流路で繋がった物質分析部において目的の細胞産生物の量を測定す
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るには、抗原抗体反応、マイクロチップ電気泳動、質量分析などを用いることができる。
また、目的の蛋白質を蛍光、アイソトープ、酵素、金コロイド、オリゴヒスチジンタグ、
ストレプトアビジン、ビオチンなどで標識し、特異的に検出する方法も有効である。
【００１６】
　物質分析部にて抗原抗体反応を実施するためには、物質分析部の流路内に、細胞産生物
質を抗原として認識する抗体を予め固定化し、細胞培養部から流れた細胞産生物質を特異
的に捕捉すればよい。抗体は流路壁面に直接固定化させるか、抗体を予め固定化した担体
を流路に保持させればよい。
【００１７】
　担体を用いて抗体を固定化させた例として、特開２００１－４６２８号公報にて記述さ
れているような抗原抗体反応を行うための構造と方法を用いることができる。すなわち、
細胞産生物質を抗原として認識する抗体を微粒子上に固定化し、該抗体固定化微粒子を、
物質分析部の溶液及び微粒子の導入口の最小幅を微粒子の最大直径より大きくし、流路内
あるいは出口の幅を微粒子の最大直径より小さくすることによりせき止め、その微粒子に
固定化された抗体に対して細胞培養部から流れた細胞産生物質が特異的に捕捉されればよ
い。抗体に捕捉された細胞産生物質の量を測定するには、該物質を抗原として認識する抗
体を酵素、蛍光物質、アイソトープあるいは金コロイドなどで予め標識しておき、該標識
抗体を物質分析部に導入すればよい。その後、酵素によって発色する基質を導入してその
発色量を測定したり、蛍光発色や金コロイドの光吸収を直接分析することにより、微粒子
上に捕捉された該物質の量を測定することができる。この際、物質分析部の抗体あるいは
微粒子の量を調節することにより、細胞からの産生物質の全てが微粒子上に捕捉される様
に設定することができる。
【００１８】
　基板の材質としては、合成石英基板や強化ガラス製の基板を初め、シリコン基板、耐薬
品性のあるプラスチックなどを用いることができる。
　そのような基板に流路、細胞培養部、物質分析部及び貫通穴を形成するには、半導体製
造技術を基盤とするマイクロマシニング技術を用いることができる。
【００１９】
　雑菌による汚染を防ぐには、プラスチック等の樹脂成形品であればエチレンオキサイド
ガス滅菌や放射線滅菌を、ガラス製のチップであればオートクレーブを行なうことで滅菌
処理を行い、以後クリーンベンチ等の雑菌がいない環境下でマイクロチップを扱えばよい
。
【００２０】
　細胞培養部に導入される微粒子はその直径が１ｍｍ以下、例えば１０～３００μｍ、よ
り好ましくは、例えば２０～２００μｍであり、評価する細胞の大きさにより適宜選択で
きる。細胞を捕捉しやすくするためには、細胞の接着力を高める材質から成ることが好ま
しい。
【００２１】
　該微粒子の材質としては、例えば、ポリスチレン、リン酸カルシウム（チタン）、アル
ギン酸、ポリ（乳酸-グリコール酸）、キトサン、ポリビニルアルコール、カルシウムカ
ーボネート、ハイドロキシアパタイト、磁性微粒子、セルロース、コラーゲン、ポリ（メ
チルメタクリレート）、セファデックス、ポリ（ビニル-ピリジン）、デキストラン、ア
ガロースなどが挙げられる。
【００２２】
　また、細胞付着を促進する様な表面修飾をこれらの微粒子に施すことが可能であり、そ
のような修飾材料としてはコラーゲンＩ、コラーゲンＩＩＩ、コラーゲンＩＶ、コラーゲ
ンＶ、ポリ－L－リシン、ポリ－D－リシン、マトリゲル、フィブロネクチン、ラミニン、
セルタック、ビトロネクチン、アタチンなどが挙げられる。当該修飾材料のうち、目的と
する細胞の培養に最も適したものを用いればよいが、例えば肝細胞であるHepG2細胞の場
合は、コラーゲンＩ、コラーゲンＩＩＩ、コラーゲンＩＶ、コラーゲンＶが好ましい。
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【００２３】
　上記の微粒子に対して細胞を接着させるには、細胞懸濁液に対して一定量の上記微粒子
を添加した後、２時間～１晩の間撹拌培養を行えばよい。撹拌培養終了後は、細胞が接着
した微粒子を、ろ紙や膜を用いてろ過することにより、微粒子に接着しなかった細胞を除
去することができる。微粒子に接着した細胞数は、トリプシン処理などにより剥がした後
、血球計算板を用いて測定できる。或いは、3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-dipheny
l-2H tetrazolium bromide（MTT）や2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)- 
5-(2,4-disulfophenyl)-2H- tetrazolium, monosodium salt（WST－８）などの発色試薬
を、細胞が接着した微粒子溶液に対して３７℃にて１～３時間一定量添加し、生成したホ
ルマゾン色素の吸光度を測定することにより細胞数を計測することができる。
　また、発色法と同様に、2',7'-bis-(carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein)や
アラマーブルー等の蛍光色素を微粒子溶液に添加し、蛍光強度を測定することにより細胞
数を測定することができる。
【００２４】
　抗体を流路壁面或いは微粒子に固定化させるには、物理的あるいは化学的方法を用いれ
ばよい。物理的方法の例としては、流路内あるいは微粒子に抗体溶液を設置し、３７℃に
て２～３時間あるいは４℃にて一晩放置すればよい。化学的方法の例としては、流路或い
は微粒子の表面にカルボキシル其或いはアミノ其等の官能其を導入し、共有結合を介して
抗体を固定化させればよい。
【００２５】
　本発明の実施の形態について以下に説明する。
　まず、本発明のマイクロチップの構成は、たとえば図１に沿って例示説明することがで
きる。図１に示したように、本発明のマイクロチップは、細胞を接着させた直径１ｍｍ以
下の微粒子（１）とともに、この微粒子（１）の径よりも大きい最小幅を有する微粒子及
び溶液の導入部（２）と前記微粒子（１）の径よりも小さい幅を有する分離部とを備える
前記細胞培養部を有し、細胞から分泌される抗原を捕捉する抗体を固定化した微粒子（３
）と標識抗体や抗原抗体反応試薬を別々に前記物質分析部へと導く導入部（４）を有して
いる。
　また、図１の例では、物質分析部の端部には、廃液部（５）が設けられている。
【００２６】
　抗体を固定化した微粒子（３）は、免疫抗原抗体反応のための反応固相としての役割を
果たすものであって、たとえばガラスビーズ、あるいはポリスチレン等の高分子ビーズ等
が用いられる。この微粒子（３）は、この発明のマイクロチップにおいては、直径が１ｍ
ｍ以下、たとえば１５～８５μｍ、好ましくは直径４０～６５μｍのものとして用いられ
る。
　導入部（２）と（４）への溶液または微粒子の導入には、分析用のクロマトグラフィー
に用いられるポンプやシリンジポンプが利用できる。さらに、流路への導入前にチェック
バルブシステムを設けることにより、様々な試薬やサンプルの導入の切り換えを行うこと
ができる。これらにより、各溶液、試薬、サンプル及び微粒子の導入とそれに伴う反応を
全て機械により自動化することができる。
【００２７】
　抗原抗体反応の結果得られた発色光分析については、たとえばその代表例としては特開
２００１－４６２８号公報にて記述されているような熱レンズ顕微鏡による分析がある。
この分析は、反応生成物が吸着されている微粒子（３）に対して直接行われもよいし、物
質分析部以降の流路に対して行われてもよい。また、熱レンズ顕微鏡による分析以外に、
蛍光分析や化学発光分析などにより測定できる。
【００２８】
　図２には多数のサンプルを測定する際の例を挙げる。
　図２に示したように、本発明のマイクロチップは、一つの基板に対して一つまたは二つ
以上の前記の流路構成を形成したものとしてもよいし、あるいは、一つの細胞培養部に対
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して一つまたは二つ以上の物質分析部を接続させたものとしてもよい。また、細胞培養部
を有するマイクロチップ流路の出口と物質分析部を有するマイクロチップ流路の入り口と
を外部のチューブなどにより連結し、一連の測定を行うこともできる。この際には、細胞
培養部と物質分析部の温度調節を別個に行うことが容易となる。
　いずれの場合においても本発明のマイクロチップによって、簡便に短い反応時間で薬剤
に対する細胞応答の評価が可能となる。
【００２９】
　細胞応答の評価の方法としては、例えば、つぎのような方法が挙げられる。
　予め細胞を付着させた微粒子（１）を細胞培養部に、評価対象となる細胞産生物質に対
する抗体を固定化した微粒子（３）を分析部にそれぞれ導入し、つぎに、導入部（２）よ
り、薬剤を添加した培地を連続的に導入し、生じた培養液をそのまま微粒子（３）へと導
き、培養液中の目的の細胞産生物質を微粒子（３）上に捕捉する。その後、流入部（４）
より標識抗体及び発色試薬を導入して抗体の微粒子（３）上での反応を行い、生じた溶液
をそのまま物質分析部に流し、該溶液について熱レンズ顕微鏡などにより発色を分析する
。
【００３０】
　発色試薬を利用する際の標識抗体としては、代表的には、西洋わさび由来ペルオキシゾ
ーム（HRP）標識抗体が適当なものとして例示される。また、場合により金コロイドや蛍
光標識抗体も利用できるが、その際は微粒子（３）に対して直接分析を行えばよい。
【００３１】
　抗原抗体反応の測定終了後、導入部（２）より細胞数測定に用いられる発色試薬を導入
し、導入部（４）から流出する溶液の発色を吸光光度計などにより検出することにより、
細胞培養部の細胞数を測定することが可能である。
　以上のとおり本発明によって、細胞培養と細胞分泌物質の測定及び細胞数の測定を簡便
に、短時間で、しかも高精度で行うことができる。
【実施例】
【００３２】
　以下に実施例を示し本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に限定され
るものではない。
試験例１　肝細胞より分泌されるアポリポ蛋白質の定量
　本発明のマイクロチップを用いて、ヒト肝癌由来のＨｅｐＧ２細胞からのＡｐｏＡ１の
薬剤による分泌誘導を測定した。実験に用いたマイクロチップは、深さ１００μｍ、幅２
００μｍのマイクロチャンネル流路を有し、細胞培養部では導入部の深さ３００μｍ、出
口の深さ１００μｍ、幅２００μｍであり、物質分析部では深さ１５μｍのマイクロチャ
ンネル分離部を強化ガラス基板内に作製したものであり、微粒子を捕捉できる構造を有し
ている。
【００３３】
（１）細胞及び培養
　ＨｅｐＧ２細胞を１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）含有Dulbecco's Modified Eagle's Me
dium（ＤＭＥＭ）－低グルコース培地に懸濁させ、０．４ｇ／ｍＬの濃度のコラーゲンコ
ートマイクロキャリアー（SOLOHILL ENGINEERING,INC.製、平均直径１０８μｍ、以下キ
ャリアー）と共に２×１０6cells／ｍＬ（１０ｍｌ）の濃度で２０ｍＬ容ビーカーに添加
し、３７℃で一晩撹拌培養した。培養終了後、セルストレーナー（７０μｍナイロンメッ
シュ、BDファルコン社製）によりキャリアーをろ過し、本キャリアーを培地にて洗浄して
再懸濁した。さらに、細胞が付着したキャリアー懸濁液の一部を分注し、WST-8試薬（岸
田化学社製）を用いて、添付の説明書に従い細胞数の測定を行った。すなわち、キャリア
ー懸濁液を適宜希釈した溶液１００μＬに１０μＬの5 mMのWST-8試薬溶液を添加し、３
７℃にて２時間加温した。生成したホルマザン色素は９６穴マイクロプレートリーダー（
BIORAD社製）を用いて４５０ nmの吸光度を測定した。細胞数測定後、細胞数が１×１０4

cells／流路となるようにキャリアー懸濁液（約２０００個／流路）を前記のマイクロチ
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ップ細胞培養部に注入した後、マイクロシリンジポンプを用いて流速０．５μＬ／分にて
前記培地を３７℃、１時間導入して、微粒子に接着していない細胞を細胞培養部から除去
した。
【００３４】
（２）薬剤添加及びＡｐｏＡ１－ＥＬＩＳＡ
　抗ヒトＡｐｏＡ１モノクローナル抗体ＨＤＬ１１０（ＭＡＢＴＥＣＨ社製）を、直径２
５μｍポリスチレンビーズ（フナコシ社製）/ＰＢＳ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ
ｅｄ ｓａｌｉｎｅ）溶液に添加し、４℃にて１８時間放置した。ＰＢＳにて洗浄した後
、１％。ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）を添加し、室温中、１．５時間放置した。本抗体
結合ビーズを０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ（ＰＢＳ－Ｔ）で洗浄した後、再度Ｐ
ＢＳ－Ｔに懸濁した。本抗体ビーズ溶液を上記細胞培養が終了したマイクロチップの物質
分析部に注入し（約１００００個／流路）、引き続きＡｐｏＡ１分泌促進効果が報告され
ている薬剤（特開２００２－０５３５５７号公報記載の実施例番号２７番化合物（以下、
化合物１と称す。））を適宜培地にて希釈した溶液を、流速０．５μＬ／分にて３７℃、
１７時間導入した。この際、細胞培養液へと導入された溶液は、全て物質分析部にある抗
体ビーズを経由して排出した。導入終了後、流速０．５μＬ／分にて０．5 mMのWST-8試
薬溶液を３７℃、１時間導入し、生成したホルマザン色素を９６穴マイクロプレートリー
ダー（BIORAD社製）を用いて４５０ nmの吸光度を計測し、各流路あたりの細胞数を測定
した。物質分析部においては、ＰＢＳ－Ｔで抗体ビーズを洗浄した後、ビオチン標識され
た抗ヒトＡｐｏＡ１モノクローナル抗体ＨＤＬ４４（ＭＡＢＴＥＣＨ社製）を流速１μＬ
／分にて前記培地を３７℃、１０分間導入し、ＰＢＳ－Ｔで洗浄した。さらに、ストレプ
トアビジン－ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＨＲＰ）を同上条件にて
導入し、ＰＢＳ－Ｔで洗浄した。引き続き、ＡＢＴＳ溶液（シグマ社製）を発色基質とし
て流速１μＬ／分にて導入し、生成した発色物を特開２０００－３５６６１１号公報及び
特開２００１－４６２８号公報にて記述されているような方法を用いて熱レンズ顕微鏡に
て測定した。すなわち、抗体ビーズより１ｃｍ下流の流路に対して６３３ｎｍの励起光を
照射し、熱レンズ信号を４８８ｎｍのプローブ光にて発色物を検出した。なお、標準曲線
用にはＰＢＳ－Ｔで希釈した精製ヒトＡｐｏＡ１（ALP10；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ社製）を用いた。
【００３５】
（３）薬剤に対する応答の評価
　ＨｅｐＧ２細胞より培地中に分泌されたＡｐｏＡ１の量を細胞数（４５０ nmの吸光度
）で補正した後、コントロールに対する変化量（％ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ）を算出し、上
記薬剤によるＡｐｏＡ１の産生促進作用を評価した。その結果を第１表に示した。
第１表
───────────────────────────
　　　　　　　　　　DMSO　　　　　　化合物１（μM）
　　　　　　　     　　　　　　１０　　　１００
───────────────────────────
　変化量（％）     １００　　　１３０　   ２００
───────────────────────────
　第１表に示したように、本発明のマイクロチップを用いることにより細胞への薬剤刺激
に基づくＡｐｏＡ１の分泌促進が有効に評価できることが明らかとなった。
【００３６】
試験例２　腸管細胞より分泌されるアポリポ蛋白質の定量
　本発明のマイクチップを用いて、ヒト結腸癌由来のＣａｃｏ－２細胞からのＡｐｏＢの
分泌量を測定した。実験に用いたマイクロチップは細胞培養用チップと物質分析用チップ
の２種類であり、両者共に深さ１００μｍ、幅２００μｍのマイクロチャンネル流路を有
する。細胞培養用チップは導入部に深さ３００μｍ、出口の深さ１００μｍ、幅２００μ
ｍの細胞培養部を有し、物質分析用チップは物質分析部として深さ１５μｍのマイクロチ
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ャンネル分離部を強化ガラス基板内に作製したものであり、微粒子を捕捉できる構造を有
している。
【００３７】
（１）細胞及び培養
　Ｃａｃｏ－２細胞を１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）含有ＲＰＭＩ－１６４０培地（コー
ジンバイオ社製）に懸濁させ、０．４ｇ／ｍＬの濃度のコラーゲンコートマイクロキャリ
アー（SOLOHILL ENGINEERING,INC.製、平均直径１０８μｍ、以下キャリアー）と共に６
×１０6cells／ｍＬ（１０ｍｌ）の濃度で２０ｍＬ容ビーカーに添加し、３７℃で１週間
撹拌培養した。培養終了後、キャリアー懸濁液（約２０００個／流路）を前記の細胞培養
用チップの細胞培養部に注入した後、マイクロシリンジポンプを用いて流速０．２μＬ／
分にて前記培地を３７℃にて導入した。この際、細胞が付着していないキャリアーを無細
胞コントロールとして別の細胞培養部に注入し、同様に前記培地を導入した。
【００３８】
（２）ＡｐｏＢ－ＥＬＩＳＡ
　抗ヒトＡｐｏＢモノクローナル抗体２－Ｂ４（Ｉｎｔｒａｃｅｌｌ社製）を、直径２５
μｍポリスチレンビーズ（フナコシ社製）/ＰＢＳ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅ
ｄ ｓａｌｉｎｅ）溶液に添加し、４℃にて１８時間放置した。ＰＢＳにて洗浄した後、
１％ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）を添加し、室温中、１．５時間放置した。本抗体結合
ビーズを０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ（ＰＢＳ－Ｔ）で洗浄した後、再度ＰＢＳ
－Ｔに懸濁した。ＡｐｏＢ生産量を測定する際には、本抗体ビーズ溶液を物質分析用チッ
プの物質分析部に注入し（約１００００個／流路）、引き続き細胞培養チップの流路出口
と物質分析用チップ入口とをキャピラリーチューブで連結し、流速０．５μＬ／分、３７
℃にて、１７時間ＦＢＳを含まないＲＰＭＩ－１６４０培地を細胞培養用チップから導入
した。この際、細胞培養液へと導入された溶液は、全て物質分析用チップの流路内にある
抗体ビーズを経由して排出した。導入終了後、物質分析部においては、ＰＢＳ－Ｔで抗体
ビーズを洗浄した後、Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＨＲＰ）標識さ
れた抗ヒトＡｐｏＢポリクローナル抗体（Ｔｈｅ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅ社製）を流
速５μＬ／分にて室温、１０分間導入し、ＰＢＳ－Ｔで洗浄した。引き続き、ＴＭＢ溶液
（シグマ社製）を発色基質として流速５μＬ／分にて室温、２０分間導入し、溶出液１０
０μＬの吸光度（６５０ｎｍ）を９６穴マイクロプレートリーダー（日本モレキュラーデ
バイス社製）にて測定した。
【００３９】
（３）経時的ＡｐｏＢ生産の評価
　キャリアーに付着したＣａｃｏ－２細胞より培地中に分泌されたＡｐｏＢの量を、無細
胞コントロールに対する相対吸光強度（％ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ）から算出し、培養時間
あたりに生産されたＡｐｏＢの量を評価した。その結果を第２表に示した。
第２表
─────────────────────────────
　　　　　　　Ｃｏｎｔｒｏｌ　　　     細胞培養液
　　　　　　　　　　　　　　　　   　　培養時間（日）　　
　　　　　　　     　　　　　　　      ７　　   １８
─────────────────────────────
　変化量（％）     １００　　　       ７０　   ６００
─────────────────────────────
　第２表に示したように、本発明のマイクロチップを用いることによりＣａｃｏ－２細胞
から分泌されるＡｐｏＢ量の培養時間あたりの生産量が有効に評価できることが明らかと
なった。
【産業上の利用可能性】
【００４０】
　本発明のマイクロチップは、細胞培養と細胞から分泌される物質の分析が連続的に行う
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ことが可能なため、細胞の機能や薬剤に対する応答を評価する器具として有用である。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】本発明のマイクロチップの横断図である。
【図２】本発明のマイクロチップの上面図である。
【符号の説明】
【００４２】
１　細胞保持微粒子
２　細胞、培地及びサンプル導入部
３　抗体保持微粒子
４　抗体及び試薬導入部
５　廃液部

【図１】

【図２】
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