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【【【【緒言緒言緒言緒言】】】】 

化学物質等の評価のため, 培養細胞を用いたハイ

スループットな in vitro評価デバイスの開発が期待さ

れている. その際, 必要最小限の細胞リソースから, 

臓器特異的な生理学的妥当性を伴う応答や機能を効

率的に取得できることが望ましい. 我々はこれまで

に, ガラス表面に肝細胞を異なる細胞数で二次元的

にアレイ化し, その極小化限界を評価してきた. 一

方で, 生体内では複数の細胞種が三次元的に共存し

組織としての機能を果たしている. そこで本研究で

は, ウェル構造内に形成される肝細胞の凝集体及び

その異種細胞との共培養に着目し, 細胞集団のサイ

ズごとに肝特異機能及び毒性物質に対する応答に関

して系統的な評価を行い, 極小化限界把握を試みた.  

【【【【実験実験実験実験】】】】 

細胞凝集体を安定的に培養するためのアレイ用基

板として, フォトリソグラフィー技術によってポリ

ジメチルシロキサン（PDMS）に直径 63, 200, 630, 

2000 µm, 深さ約 20-30 µmのマイクロウェル構造を

造形した（図 1）. マイクロウェルの外部には細胞・

タンパク非付着性のMPCポリマーを被覆させ, マイ

クロウェル内には細胞接着を促すコラーゲンを吸着

させた. そこにヒト肝癌由来細胞株 Hep G2を 2.0×

10
5
 cells cm

-2
で播種し, 約 5日間培養してサイズの

異なる肝細胞凝集体を形成させた.  

この肝細胞凝集体に対し , 肝特異機能としての

Cytochrome P450 1A1/2 （ CYP ） 活 性 を

Ethoxyresorufin-O-deethylase（EROD）試験によっ

て, 細胞 1 個あたりの数値として定量し, 細胞凝集

体のサイズが肝機能向上に与える影響を系統的に評

価した. さらに, 毒性物質への応答評価として, CYP

によって代謝を受けてより強い毒性を発現する

Afratoxin B1（AFB1）を細胞凝集体に 48 時間曝露し, 

各々の凝集体における細胞生存率を Calcein-AM に

よる生細胞染色によって評価した.  

【【【【結果結果結果結果とととと考察考察考察考察】】】】 

作製した PDMS基板（図 1）に Hep G2を播種し

たところ, 全てのサイズにおいてマイクロウェル内

のみに細胞が接着・伸展することが確認できた（図 2）. 
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Hep G2はおよそ 3日目で上方向に積層化し, およそ

5 日目を迎えたところで, 充分に凝集体を形成した. 

その後さらに培養を継続しても更に大きく成長する

ことはなかった. また, 肝細胞凝集体は 630 µm以下

のサイズにおいて全体に渡る凝集体を形成し, 付着
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面積2000 µmでは局所的に密になる部分を形成する

ものの, 全体として大きな凝集体を作るには至らな

いという, 各サイズにおける形態の相違点も観察さ

れた. これら観察結果より, およそ 5 日間培養を継

続したところが最も細胞凝集体として密になったも

のと仮定し, この時点で各種の評価を行った.  

EROD試験に

よって細胞１個

あたりの CYP

活性を評価した

ところ, 細胞付

着面積が 63 µm

と 200 µm以上

の肝細胞凝集

体との間に明

確な活性の閾値を見出した（図 3）. 特に, 付着面積

2000 µm に比べて細胞凝集体をより密に形成した, 

200, 630 µmで活性値が高く, 2000 µmの活性は 96 

wellと同等であった.  

更に, AFB1 曝

露による毒性

試 験 で は , 

EROD 試験で

得られた CYP

活性の閾値と

同様, 200 µm

以上の細胞集

団で毒性を発

現した. また, 

CYP活性値が

特に高かった 200 µm及び 630 µmの肝細胞凝集体

では, AFB1濃度が低い領域（10 µM）においても, 汎

用試験系である 96 wellより高い毒性を示した（図 4）. 

以上のことから, 肝細胞が集団を形成し, 組織とし

ての肝機能を向上させるには, 一定数以上の細胞が

高密度に三次元凝集体を形成することが重要な要因

であり, かつその極小化限界はおよそ 200 µm 程度

であることが示された. 

現在我々は更なる展開として, Hep G2とマウス皮

膚由来線維芽細胞株NIH-3T3との共培養下における

細胞凝集体の評価を行っている.  

図 2. 200 µmにおける細胞凝集体. (a)Day 1, (b)Day 3, (c)Day 5 

図 1. PDMSによる細胞アレイ用基板 
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図 3. 細胞凝集体各サイズの CYP活性 
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図 4. AFB1に対する各サイズの用量作用曲線 
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