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第 1章 序論 

1.1 悪性がん 

世界中でがんに罹患する患者数は 2022年に年間 2000万人に上り、970万人ががんによっ

て死亡すると推測されている[1]。2050 年にはがん患者数は 3500 万人に達すると予測され

ており[1]、効果的な治療法が研究されている。一般的にがんは治療が難しい疾患と思われ

ているが、がんによる死亡率は進行度に応じて大きく変動する。進行度は 0期から IV期ま

での 5つの段階に分類される。腎臓にできる腎がんでは、0期～II期ではがんが腎臓内に限

定されているが、治療後の 5 年生存率は I 期で 90%、II 期で 75%になっている。III 期に進

むと、がんは腎臓を越えて浸潤している状態であるが、III 期における治療後の 5 年生存率

は 75%である[2]。一方、IV期は、がんが腎臓から他臓器に転移している状態であり、治療

後の 5年生存率が 15%と他のステージに比べて極端に低い[2]。IV期において 5年生存率が

低い理由は、他臓器に転移していることに加えて、他臓器への転移時にがん細胞が血管を

通じて全身に広がっているためと考えられる。したがって、ステージ IV期では、腫瘍など

の特定の部位のみへの抗がん効果だけでは治療が困難であり、ステージ IV期における治療

では全身に対しての抗がん効果が必要となる。 

1.2 抗がん剤 

抗がん剤は、血液を通じて身体全体のがん細胞を殺傷したり、増殖を抑制するなどの作

用機序は複数ある。例えば、DNA の複製を阻害することでがん細胞の増殖を抑制する作用

機序、細胞分裂時に形成される紡錘体をがん治療標的として阻害する作用機序、がん細胞

の増殖に関与する特定の分子に作用して細胞増殖を抑制する作用機序などがある[3]。現

在、100 種類以上の抗がん剤が開発されており、年々増加している。ただし、従来の抗が

ん剤は正常細胞にも攻撃することで吐き気や倦怠感などの副作用を引き起こす。 

近年では、分子標的薬と呼ばれる抗がん剤が開発されている[4-6]。分子標的薬はがん細

胞に発現する特定の分子構造を標的にして作用するため、従来の抗がん剤に比べて正常な

細胞へのダメージが低減され副作用が少ない。例えば、がんの成長に必要な仕組みにはた

らきかけるシグナル伝達阻害剤や、がんが成長する際に生じる新生血管を阻害する血管新
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生阻害剤が代表的である。様々な種類のがんやステージで使用できるため、抗がん剤の研

究開発が盛んに行われている。 

このように抗がん剤の開発は盛んに行われている。抗がん剤開発の初期において、多く

の抗がん剤候補物質の中から高い薬効を示す物質を選別するスクリーニングが行われる。

スクリーニングでは、In vitro(生体外)で複数の抗がん剤候補物質を様々な濃度で投与し、

がんへの作用を調べる。スクリーニングに必要な時間は 48 時間程度とされており [7] 、48

時間程度の長時間試験が必要と言われる。 

 

1.3 がん細胞を用いた抗がん剤開発 

In vitro での抗がん剤開発ではがん細胞株が用いられ、二次元培養されたがん細胞やがん

細胞凝集体を対象とするのが一般的である[8]。二次元培養とは、ディッシュなどの培養器

材表面に細胞を付着させ、単層で増殖させる手法である。二次元培養は簡便かつ迅速に行

うことができ、薬剤に対する挙動を調べることができる。また、がん細胞株が凝集して作

られるがん細胞凝集体(がん細胞スフェロイド、直径約 100~400 µm)を対象とした抗がん剤

開発が行われている[9-15]。非接着性の底面を持つディッシュやウェルプレートでがん細

胞株を培養すると、培養液中で浮遊するがん細胞株が互いに接着し、がん細胞スフェロイ

ドを形成する。がん細胞スフェロイドは in vivo(生体内)がんと同じように低酸素領域[10,12]

を有する三次元構造を持っている。二次元培養されたがん細胞株より生体に近い反応を示

す。 

 このように、抗がん剤の有効性を評価する手段として、ディッシュでがん細胞株を培養

する手法が用いられてきた。ディッシュ内で培養したがん細胞株にさまざまな濃度の抗が

ん剤を投与し、濃度に対するがん細胞の増殖率を調べる試験が行われ、抗がん剤の効果が

評価されている。しかし、こうしたがん細胞株を用いた抗がん剤のスクリーニングで有効

と判断されても、実際にがん患者に対して有効性を示す抗がん剤の割合は低く、一般的に

抗がん剤の開発成功率は約 5%と非常に低いことが報告されている[16]。 

その理由として、二次元培養されたがん細胞やがん細胞スフェロイドのようながん細胞

株モデルでは、がん細胞株から構成されているため、実際の患者の腫瘍の特性を一部しか

反映できていないことが指摘されている[17]。がん細胞株モデルでは、臨床の 10~100 倍の

抗がん剤濃度に対して応答しており[18]、in vivo がんとは異なる薬剤応答を示している可

能性が指摘されている[19-20]。 

1.4 腫瘍微小環境 
がん細胞株モデルが in vivo のがんと異なる薬剤応答を示す理由として、腫瘍微小環境を

持たないためと考えられている。腫瘍微小環境とは、がん細胞に加え、腫瘍関連マクロフ

ァージ、がん関連線維芽細胞、細胞外基質、腫瘍血管などから構成される in vivo のがん腫

瘍内部に形成される複雑な三次元構造のことである(図 1.1) [21]。腫瘍関連マクロファージ

やがん関連線維芽細胞は間質細胞と呼ばれ、血管新生やがん細胞の増殖を促進する。細胞

外基質は細胞間にある物質であり、腫瘍血管はがん細胞や間質細胞に栄養を供給する。こ

れらの細胞や物質が不均一に組み合わさって、数 mm～百数十 cmサイズのがん腫瘍が構成

される[22-23]。In vivo のがんは、前述のがん細胞株モデルの有する低酸素領域に加えて、



5 

 

様々な細胞や物質から構成されており、細胞間相互作用をしながら成長している。 

また、血管から 200 µm 程度離れたがん細胞は低酸素状態になることが知られており[19-

20、24-26]、低酸素状態でがん細胞の悪性化が促進される。さらに、2000 mm3 程度のがん

腫瘍には極端な低酸素状態[22]、更に大きくなった 1800 cm3 のがん腫瘍には壊死領域が確

認されている[23]。さらに、このような腫瘍微小環境がDNA損傷時の修復力や細胞死(アポ

トーシス)回避といったがん細胞に対する防御機構を抑制し、抗がん剤の薬効に影響を及ぼ

す可能性が示唆されている[27]。 

このように in vivo のがんが有する腫瘍微小環境はがんの悪性化や抗がん剤耐性に深く関

与していると言われ、抗がん剤開発において腫瘍微小環境を有するモデルを対象とするこ

とが重要である。しかし、腫瘍微小環境を持たないがん細胞株モデルを対象とした抗がん

剤開発では、in vivo がんが発現する悪性化や抗がん剤耐性などの重要な特性を考慮するこ

とができず、抗がん剤の薬効や毒性、薬物代謝を予測することは難しい。抗がん剤の開発

成功率を高めるためには、腫瘍微小環境を有するがん試料が不可欠である。 

 

図 1.1 腫瘍微小環境 

1.5 患者由来がん組織を用いたモデルの培養方法 

腫瘍微小環境を人工的に再現することは困難であるため、腫瘍微小環境を有する患者由

来がん組織(以下、がん組織)を基にした間接的なモデルを用いて研究が行われている。特

に、がんオルガノイドや患者由来腫瘍異種移植(Patient-derived tumor xenograft、PDTX)モデ

ルを用いた培養方法の研究が進んでいる。 

がんオルガノイドは、患者由来のがん組織から取り出した様々な細胞の凝集体や、iPS細

胞や幹細胞の凝集体を自己組織的に分化させたものであり、直径数百 µm 程度の大きさで

ある[28]。がん組織や臓器の表現型や遺伝子型をより再現でき、がん細胞スフェロイドよ

りも生体に近い腫瘍微小環境を有している[29]。一部の臓器ではがんオルガノイドの作製

に成功しており、がんオルガノイドと患者に同一の抗がん剤を投与し、がんオルガノイド

の薬物応答が患者と近い結果を得ている。しかし、スクリーニング試験を行った結果、抗

がん剤に応答を示さないがんオルガノイドが報告されている[29]。原因として、がんオル

ガノイドは血管系や免疫細胞の欠如が指摘されており、腫瘍微小環境の模倣が不十分であ

ることが挙げられる[28-29]。 

PDTX は患者から切り出した数ミリメートルサイズのがん組織を免疫不全マウスに移植

し、がん組織をマウス体内で培養する手法である。生体内にがん組織を埋め込むため、in 

vivo に近い培養環境が得られ、がんの空間構造や腫瘍内の不均一性など、がんの特徴を再

現するのに優れていることが示されている[30]。しかし、移植したヒト由来がん組織を構
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成するヒト間質細胞が時間経過に伴いマウス間質細胞に置換されてしまう[31]。つまり、

元々はヒトのがん組織であったものが、ヒトのがん細胞とマウスの間質細胞で構成される

がん組織となる。そのため、PDTX を対象とした抗がん剤開発は、腫瘍微小環境を有する

組織を用いることができるが、ヒトの薬剤応答を正確に評価することは困難である。ま

た、一般的に PDTX の樹立には一株あたり数十万円のコストや数か月の時間を要する

[31]。 

このように、がん組織を基にしたがん組織研究が行われており、抗がん剤の開発成功率

は 6.2%に向上したが[32]、依然として開発成功率は低い水準に留まっている。この原因と

して、がん組織の腫瘍微小環境を十分に再現できなかったり、培養中に腫瘍微小環境が変

化し腫瘍微小環境を維持できないことが挙げられる。そのため、がん組織を直接培養して

抗がん剤評価を行う手法が、抗がん剤の開発成功率の向上のために求められている。 

 

1.6 がん組織の直接培養方法 

抗がん剤の開発成功率を向上させるためには、手術で摘出したがん組織を生体外で直接

培養する方法を用いることが一つの可能性となる。摘出したがん組織は腫瘍微小環境を有

しており、in vivo がん組織に非常に近い抗がん剤応答を示すことが期待できる。例えば、

in vivo がんに対する抗がん剤の効果を調べるためには、腫瘍関連マクロファージやがん関

連線維芽細胞の組成、がん細胞の構造が重要であるが、がん組織自体は in vivo から取得し

たものであるためそれらを有している。そのため、摘出したがん組織を用いた抗がん剤ス

クリーニングにより抗がん剤の開発成功率を飛躍的に向上できると期待できる。 

しかし、摘出したがん組織は腫瘍微小環境とそれを内含する大きさを有するため、腫瘍

微小環境の維持や酸素・栄養供給の観点からその培養自体が困難である。現在、摘出した

がん組織を培養可能とする技術開発がおこなわれている。酸素・栄養供給の観点で、組織

サイズは培養条件に影響を与える要素であるため、以下にサブミリメートルサイズとミリ

メートルサイズに分けて紹介する。 

1.6.1 サブミリメートルサイズのがん組織の直接培養方法 

In vivoがん組織において、酸素や栄養は腫瘍に引き込まれた血管の表面から 200 m程度

で枯渇することが報告されている[19-20、24-26]。そのため、酸素や栄養の供給という観点

からは、サブミリメートル以下のがん組織が培養に望ましい。サブミリメートルサイズの

がん組織を直接培養する方法として、ゲル包埋培養があげられる。生体内のがん組織は一

般的に柔らかく崩壊しやすい。そこで、がん組織の崩壊を防止しながら培養するために、

ゲルで包埋することによりがん組織の崩壊を防ぐ(図 1.2) [33]。 

患者から採取された卵巣がん組織(Ovarian cancer, OvCa)、前立腺がん組織(Prostate cancer, 

PCa)、前立腺肥大症組織(Benign prostatic hyperplasia, BPH)を、ビブラトームで直径 420 µm

以下、厚さ 250~500 µm のディスク状に切り出し、酸素や栄養が十分供給できるようにす

る。得られたディスク状のがん組織をアガロースゲルにより包埋した上で、マイクロ流路

デバイスに導入する。2、3 日ごとの培地交換を行い、組織培養を行った。蛍光染色をした

結果、8日間に渡ってがん細胞を高い生存率で保つことができた。 
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図 1.2 サブミリメートルサイズのがん組織を培養する方法(Astolfi, M. et al. (2016)[33])。 

(a)サブミリメートルサイズの切り出し。 (b)8日間培養後のがん細胞生存率。 

 

サブミリメートルサイズのがん組織培養が実現しているが、サブミリメートルサイズの

がん組織では腫瘍微小環境領域をカバーできていない可能性が高い。その理由として、サ

ブミリメートルサイズではオルガノイドと同等のサイズであり、がん組織を構成する細胞

数が数千－数万個しかなく、サブミリメートルサイズのがん組織が腫瘍微小環境を含んで

いるとしても評価に十分な領域を持たない可能性が高い。さらに、培養後に腫瘍微小環境

を評価するためにはがん組織を薄切化して形態的に評価をする必要があるが、サブミリメ

ートルサイズではその小ささから薄切化が難しく、評価が困難であるとも言われる。その

ため、ミリメートルサイズのがん組織の直接培養技術が重要になる。 

1.6.2 ミリメートルサイズのがん組織の培養 

ミリメートルサイズのがん組織は、サブミリメートルサイズのがん組織の 1000倍程度の

細胞で構成されるため、腫瘍微小環境を評価できる可能性が高い。ミリメートルサイズの

がん組織を培養することができれば、抗がん剤の反応させることができる。開発されたミ

リメートルサイズのがん組織の直接培養法を以下に 2つ紹介する。 

 

1.6.2.1 ミリメートルサイズのがん組織を培養するマイクロ流路デバイス 

ミリメートルサイズのがん組織の培養は酸素・栄養供給などの点で困難であり、酸素・

栄養供給を促進することが必要となる。そこで、培養液の灌流により酸素・栄養供給を促
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進してミリメートルサイズのがん組織を培養するためのマイクロ流路デバイスが開発され

ている。がん組織をマイクロ流路デバイス内のチャンバーで浮遊させながら 48時間以上灌

流培養した報告がある[34]。患者から取り出した悪性脳腫瘍は 2 mm× 2 mm× 2 mmサイズに

切り出され、ゲル包埋されていない状態でマイクロ流路デバイスに実装された(図 1.3)。実

装されたがん組織はチャンバー内で浮遊しながら培養されている。培養液は流量 4 µL/min

で送液され、48 時間以上実験が行われた。培養後、がん組織はマイクロ流路デバイスから

取り出され、HE（ヘマトキシリン、エオジン）染色、Ki-67 免疫染色、Caspase3 によって

染色され評価された。ここで、HE 染色によって形態評価、Ki-67 によって増殖細胞評価、

Caspase3 によって細胞死を示す評価である。採取直後のがん組織と培養後のがん組織につ

いて形態、細胞増殖率、細胞死亡率を計測したところ、同等な結果が得られた。 

 

 

図 1.3 ミリメートルサイズのがん組織を浮遊させながら培養するマイクロ流路デバイス 

(Olubajo, F. et al. (2020) [34])。(a) マイクロ流路デバイスと実験セットアップ、(b) 脳腫瘍の

染色図 (i) 採取直後の Ki-67、(ii) マイクロ流路デバイスの Ki-67、(iii) 採取直後の HE、(iv) 

マイクロ流路デバイスの HE、(v) 採取直後の Caspase3、(vi) マイクロ流路デバイスの

Caspase3。 
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1.6.2.2 ミリメートルサイズのがん組織を拘束しながら培養したマイクロ流路

デバイス 

がん組織を機械的に拘束した状態で培養している報告もある[35]。摘出された甲状腺が

ん組織は、ビブラトームによって直径 5 mm、厚さ 350~500 µm に切り出された。甲状腺が

ん組織はガスケットや多孔質ディスクに挟まれて、ねじ締めによって拘束されており、培

養液を 2 µL/min で灌流させており、48 時間以上の培養が実施された (図 1.4)。このマイク

ロ流路デバイスにより継続的な灌流培養したところ、in vivo の血管系やリンパ管を維持す

ることができている。採取直後とマイクロ流路デバイス内培養後のがん組織を HE 染色に

より、採取直後とマイクロ流路デバイスで培養した甲状腺がん組織は、濾胞構造が保たれ

ていた(図 1.4(b))。また、Ki-67 による細胞増殖評価が行われ(図 1.4(c))、採取直後とマイク

ロ流路デバイスで培養した甲状腺がん組織に有意差がないことが明らかになった(図 1.4(d))。 
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図 1.4 ミリメートルサイズのがん組織を拘束した状態で灌流培養可能なマイクロ流路デ

バイス(Riley, A. et al. (2019)[35])。(a) マイクロ流路デバイス概要、(b) HE染色図、(c) Ki-67

染色図、(d)Ki-67の比較。 

1.6.2.3 ミリメートルサイズのがん組織培養の課題 
 1.6.2.1 節、1.6.2.2 節で紹介した培養法は、がん組織が血管の中心で常に血流から抗力や

せん断応力を受けているモデルになっており、In vivo がん組織と乖離している。生体内で

は、がん組織が血流による力を受けることはないため、がん組織を血流の中に配置しない

モデルが求められる。さらに、1.6.2.1 節で紹介した培養法は、灌流環境下でがん組織が浮

遊しているため流路壁との接触が繰り返され、がん組織の変形やそれに伴う崩壊が避けら

れない。このように培養されたがん組織は標本化の際にがん組織内の一部の切片しか得ら

れず、病理的な評価が困難である可能性があることが医師とのディスカッションで浮上し

た。 

1.7 ミリメートルサイズのがん組織を培養するための要素 

 1.6 節で述べたように、ミリメートルサイズのがん組織の培養を実現するための要素を以

下に述べる。 

1.7.1 がん組織の拘束 

In vitro のがん組織は周囲からの拘束がなければ崩壊してしまう。マイクロ流路デバイス

内のポケットやチャンバーでがん組織を捕捉し、浮遊した状態で培養している報告もある

が、自項目の培養液の灌流があるとがん組織が崩壊し、構造を保つことができない可能性

が高まる[34]。そのため、がん組織の崩壊を防ぐための拘束が必要である。 

1.7.2 灌流による物質供給 

 ミリメートルサイズのがん組織の長時間培養は、栄養供給のために困難である。そこ

で、マイクロ流路デバイスを用いたがん組織や生体組織の灌流培養が開発され[36-38]、実

際の挙動の発現や長時間の細胞培養が可能となっている。1.6.2 節で述べたミリメートルサ

イズのがん組織培養は、流路内で培養液の灌流により、がん組織への栄養素、酸素などの

物質供給が促進し、その効果が確認されている。そのため、灌流による培養が必要であ

る。1.6.2 節で紹介したようながん組織全体が流れに曝されている状態ではなく、がん組織

両端のみが流れに曝されているモデルである必要がある。 

1.7.3 長時間培養を妨げるミリバブル除去 

抗がん剤の効果を見るためには 48時間程度の長時間培養が必要である。しかし、24時間

を超える灌流培養では、マイクロ流路デバイス内にバブル(ナノバブル：直径 1 µm 以内、

マイクロバブル直径 1~100 µm程度、ミリバブル：直径~5 mm、マイクロバブルが成長して

形成される [39])が生じることが報告されている[40]。マイクロバブルやミリバブルは流路

内の培養液の流れを変化／停止させ、細胞が接触すると細胞に表面張力を与える。これら

の影響は、長時間の灌流培養を妨げてしまう[40-46]。バブルの形成の原因は明らかになっ
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ていないが、微細構造にたまった微細なマイクロバブルが時間経過に伴って成長したり、

溶存していたガスが圧力差によって成長するためであると考えられている。そのため、長

時間の灌流培養の実現のためには流路内でのバブルの除去技術が必要である。 

1.8 研究目的 

本研究では、抗がん剤評価に向けたがん組織を長時間培養する流路デバイスの開発を目

的とする。ミリメートルサイズのがん組織を機械的に拘束し、培養液を灌流して両端から

栄養素を供給し、灌流中に発生するバブルを除去することで長時間培養可能な流路デバイ

スを開発する。そこで、2 本の並行流路とそれらを接続する拘束流路を有する流路デバイ

スから構成される H 字流路デバイスを開発する。拘束流路でがん組織を拘束した状態で、

並行流路に培養液を灌流し、がん組織両端から栄養素を供給可能とする。この流路デバイ

スに、ガス透過性の高い材料でできた流路壁を薄くすることで、陰圧を加えたチャンバー

の近傍のみのミリバブルを局所的に除去できる技術を開発・実装する。この流路デバイス

を用いてがん組織の長時間灌流培養を行い、病理診断により培養能について評価する。さ

らに抗がん剤供給を行い、抗がん剤開発への応用の可能性について評価する。 

1.9 論文の構成 

本論文は、本章と 5 つの章を合わせた全 6 章で構成される。論文の構成図を図 1.5 に示

す。第 1 章では、本研究の研究背景および目的を述べた。第 2 章では、模擬組織を拘束し

ながら両端からの灌流による物質供給を調べるための流路デバイスを開発し、色素の供給

評価を行う。第 3 章では、実験中に流路内に生じるミリバブルを除去するための技術開発

を行う。薄壁を有する流路デバイスを作製し、陰圧を用いたミリバブル除去を実現する。

第 4 章では、腎細胞がん組織について述べ、腎細胞がん組織の長時間実験に向けた流路内

培養評価と実験後のがん組織評価プロセス検討を行う。第 5 章では、2 章～4 章の技術を統

合した長時間培養流路デバイスを開発する。第 6 章では、本研究の結論と今後の展望・課

題について議論する。 
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図 1.5 本論文の構成図  
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第 2章 拘束した組織に灌流で物質供給する H字流路デバイス開発 

本章では、非生存の模擬組織を対象とする原理検証を実施するための H 字流路デバイス

開発について述べる。2.1節で組織を拘束し、組織両端から物質を供給するためのH字流路

デバイスについて述べる。2.2 節で今回用いる模擬組織について述べ、2.3 節では H 字流路

デバイスの設計・作製・組み立てについて述べる。2.4 節で模擬組織の拘束、灌流実験の原

理検証を行う。2.5 節では模擬組織への物質供給実験を行い、模擬組織の外部と内部への物

質供給を評価する。2.6 節で今回の結果に対する議論を行い、2.7 節で本章のまとめを述べ

る。 

2.1 H字流路デバイスの概要 

 組織を拘束し、両端から物質を供給するための H 字流路デバイスを提案する(図 2.1)。H

字流路デバイスには、組織を機械的に拘束し、組織の両端から灌流によって組織内部に物

質を供給する機能を有する。組織の機械的拘束は、2 本の流路を結ぶ流路の断面サイズを

組織の断面サイズにすることで実現している。また、組織の両端は 2 本の流路に接続して

いるため、2 本の流路に培養液を流すことで組織への栄養素などの物質供給が可能である。

組織とミリバブルの接触を回避するために、ミリバブルにはたらく浮力を利用する。その

ため、並行流路は高さを設ける。 

 

 
図 2.1 H字流路デバイス概略図 

2.2 模擬組織 

2.2.1 模擬組織サイズの検討 

物質供給実験は模擬組織を対象に行う。H 字流路デバイスの設計のために、模擬組織の

サイズを決定する。共同研究先の複数の医師との議論の結果、成形の容易さとハンドリン

グ性の観点から、今回用いる模擬組織のサイズは直径 0.5 mm、長さ 3 mmに決定した。 

2.2.2 模擬組織の作製 

 模擬組織の選定にあたり、入手と整形のし易さから、市販の厚さ 4 mm 程度の豚の心臓

を用いた。模擬組織を切り出しやすくするため、豚の心臓を冷凍後に内径 0.5 mm生検針を

刺し、直径 0.5 mm×長さ 3 mm程度の円柱状の模擬組織をくり抜く。得られた模擬組織を図
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2.2に示す。今回得られた模擬組織は、中腹部直径 0.48 mm、長さ 3.8 mmであった。 

 
図 2.2 模擬組織 

2.3 H字流路デバイス 

H字流路デバイス概念図を図 2.3に示す。2本の並行流路には液体を流すことができる(図

2.3(a))。並行流路を橋渡しする拘束流路には模擬組織を配置し、H 字流路デバイス上層と

下層を密着して、ホルダーで押さえることで模擬組織を機械的に拘束する(図 2.3(b))。模擬

組織を実装した状態で並行流路に溶液を流すと、溶液と模擬組織の両端が接触し、物質を

模擬組織内に供給することができる。 

 
図 2.3 H字流路デバイス概念図。(a) H字流路デバイスの機能、(b) H字流路デバイスの組

み立て。 

 

2.3.1 H字流路デバイスの設計 

H字流路デバイスの寸法を図 2.4に示す。対象とする模擬組織サイズは 2.2節より直径 0.5 

mm、長さ 3 mmである。このサイズを基に各部の設計を行う。模擬組織を実装するための

拘束流路は、模擬組織のサイズに合わせて直径 0.5 mm、長さ 3 mm とした。また、患者か

らの模擬組織の切り出しと拘束流路への模擬組織の配置は手作業で行うため、サブ mm サ

イズのばらつきやずれが生じることが想定される。そのため、配置を容易に行えるよう並

行流路幅は 1 mm として、個体ごとの長さのばらつきや配置におけるずれを許容するため

の余裕を持たせる。また、模擬組織が拘束流路から並行流路に飛び出た際に並行流路をふ

さがないようにするため、流路高さは余裕を持たせて 1.5 mmとした。 

 デバイス材料について以下の要素を満たす必要がある。(1)微細に加工された流路を作製

するための成形性が求められる。(2)模擬組織が直接 H 字流路デバイスに接触することから、

生体適合性が必要である。(3)ホルダーを用いて機械的に密着させて拘束流路や並行流路を

形成するため、高い弾性が求められる。(4)実験中に流路や模擬組織を観察できるように、

光透過性が求められる。(5)がん組織を培養する際に適切なガス濃度の環境にする必要があ

るため、高いガス透過性が求められる。以上の条件を満たす材料として、マイクロ流路デ

バイスとして広く用いられる PDMS(Polydimethylsiloxane)を選定する。 
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図 2.4 H字流路デバイスの設計。(a)上面図。(b) A-A'断面図。 

 

2.3.2 H字流路デバイスの作製 

 H字流路デバイスの作製方法を図 2.5に示す。H字流路デバイスは、ソフトリソグラフィ

ーを用いて作製した。H 字流路デバイスの高さがミリスケールであることから、鋳型の作

製は切削で行った。ポリアセタールを切削加工機(MDX-540、ローランド ディージー)で加

工し(図 2.5(a))、粗さ 9 µmのサンドペーパー(三共理化学株式会社)、粒子径 3 µm程度の研

磨剤(PiKAL、日本磨料工業株式会社)、粗さ 0.3 µmのサンドペーパー(三共理化学株式会社)

の順番で研磨し、超音波洗浄機およびエタノールで洗浄する(図 2.5(b))。PDMS(SILPOT 184 

W/C、Dow Corning Toray)を主剤と硬化剤を質量比 10：1の割合で混合し、-0.08 MPaGで 15

分脱泡した後に鋳型に注いだ(図 2.5(c))。注いだ PDMS を硬化させるため、85℃で 60 分間

ベークして硬化した(図 2.5(d))。鋳型をエタノールに浸した状態で、流路が転写された

PDMSを離型し(図 2.5(e))、二つの H字流路デバイスを貼り合わせることで H字流路デバイ

スになる(図 2.5(f))。なお、鋳型には、耐熱性に優れるポリアセタールを用いた。作製した

H字流路デバイスを図 2.6に示す。また、拘束流路の断面図を図 2.7に示す。設計値 0.5 mm

に対して、得られた拘束流路の直径は 0.46±0.02 mmであった。 
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図 2.5 H字流路デバイスの作製プロセス。(a) 鋳型の作製、(b) 鋳型の表面を研磨、 

(c) PDMS滴下、脱泡、(d) PDMS固化、(e) 離型、(f) 組立て。 

 

 
図 2.6 作製した H字流路デバイス 

 

 
図 2.7 拘束流路の断面 

 

2.3.3 ホルダー 

 拘束流路上の模擬組織を拘束しながら実験を行ったり、実験後評価のために模擬組織を

取り出す必要がある。そのために、永久接着法でなく機械的に密着させる方法が求められ
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る。 

一般的なマイクロ流路デバイスは透明であるため流路内の組織を観察することが可能で

ある。しかし、流路と基板を加熱プロセスを経て永久接着するため、デバイス内部の組織

への大きなダメージになったり、取り出しが困難である。そこで、組織の容易な取り出し

を実現するために、ホルダーを用いた密着法を採用する。ホルダーをねじ締めすることで

PDMS製のマイクロ流路デバイスを貼り合わせている報告があり[47]、その手法を用いた。 

ホルダーに求められる条件としては、実験中に組織を観察できること、拘束流路等を介

した培養液の干渉および流路外への液漏れ(図 2.8)を阻止すること、実験後に模擬組織を容

易に取り出せることが挙げられる。過去の研究結果から、ホルダー材料には透明なアクリ

ルを採用した[48]。ホルダーはレーザー加工(L807PC、IIDA)で作製した。作製したホルダ

ーを図 2.9 に示す。赤枠内は送液・排液用の穴になっており、その周囲はねじ締め用の穴

である。 

 

 
図 2.8 液漏れ例 (a) 拘束流路での液漏れ (b) 並行流路外への液漏れ 

 

 
図 2.9 アクリル製ホルダー 

 

2.3.4 H字流路デバイスの組立て 

模擬組織を H 字流路デバイスの拘束流路に設置し、ホルダーで押さえ、流路周り 4 箇所

をねじ締めする。ホルダーを押さえる条件は 2.4.2で説明する。H 字流路デバイスを図 2.10

に示す。 
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図 2.10 模擬組織を実装した H字流路デバイス。(a)上面図、(b)側面図。 

 

2.4 模擬組織の拘束と灌流の原理検証 

 模擬組織を対象に拘束と灌流の原理検証実験を行う。 

2.4.1 実験セットアップ 

 実験セットアップを図 2.11 に示す。H 字流路デバイスを倒立顕微鏡(CKX、オリンパス)

のステージ上に設置する。青色水を、デシケータ内で-0.06 MPaGで 24時間脱泡した後に、

10 mLシリンジ内にそれぞれ充填する。2本の並行流路の流入側のカットパイプとシリンジ

を接続し、シリンジを送液機であるシリンジポンプ(KDS210、KD Scientific Inc.)にセットす

る。並行流路の片側に純水、もう片側に青色水を流量 1 µL/min で 20 時間送液する。実験

中、H字流路デバイス内部を透過照明倒立顕微鏡(CKX41、オリンパス)で 1時間おきに観察

し、模擬組織内に物質が供給されているかを調べる。なお、青色水にはブリリアントブル

ーFCF(共立食品)を用いる(詳細は 2.5節)。ブリリアントブルーFCFを純水に 0.002 g/ mLで

調整し、青色水とする。 

 

 
図 2.11 実験セットアップ 

 

2.4.2 H字流路デバイスの拘束条件 

ホルダーによる H 字流路デバイスの密着具合により、液漏れが生じることがあった。H

字流路デバイスの密着は、M2×10P0.4 のボルトと、M2 六角ナットを用いて手動で締結す
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ることで調整した(図 2.12)。シリコーン製模擬組織を対象に行った拘束実験で得られた結

果を表 2.1に示す[48]。 

締結が弱いとき(ピッチ数<4 (1.6 mm 押しつけ))は H 字流路デバイス同士の密着が十分に

されておらず、流路外への液漏れが見られた。しかし、強く締結したとき(ピッチ数 4)に流

路外への液漏れは見られなかった。また、シリコーン製模擬組織の直径が 0.29 mm～0.46 

mm の場合において、拘束流路での液体の混合は見られていない(表 2.1)。これはアクリル

ホルダーによって流路全体に垂直応力を加えられるため、拘束流路がたわみ、拘束流路と

シリコーン製模擬組織が密着しやすくなるためである。また、過剰に締め付けると模擬組

織が潰れてしまう。以上の条件から、ピッチ数を 4にして模擬組織を拘束する。 

 
図 2.12 ボルトとナットによる締結 

 

表 2.1 ピッチ数と液漏れ、はめ合いの関係 

 実験条件 

ピッチ数 4以上 4未満 

液漏れ 無し 有り 

拘束流路間での

液体混合 

直径 0.29 mm ～0.46 mmで 

液体の混合無し 
- 

 

2.4.3 実験結果 

 実験結果を図 2.13 に示す。初期状態で、青色水が漏れることなく灌流しており、模擬組

織も拘束されている(図 2.13(a))。この状態は 20時間後まで維持された(図 2.13(b、c))。しか

し、10 時間後に並行流路左側に、20 時間後に並行流路右側にミリバブルが生じ、模擬組織

と接触してしまった。 

 
図 2.13 送液時の様子。(a) 初期状態。(b) 10時間後。(c) 20時間後。 

2.5 物質供給実験 

 模擬組織を対象に物質の供給実験を行う。生体組織はハイドロゲルの一種と考えること

ができ、生体組織内部での栄養や薬剤などの物質の供給は拡散によって行われると言われ

ている[49]。 
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2.5.1 物質の拡散理論 

 物質供給時に生じる現象の理論式について述べる。溶液中の物質の拡散はフィックの拡

散方程式で定義されている。拡散流束は濃度勾配に比例するというものであり、微分方程

式を解くことで、時刻 tにおける拡散長さは式(2.1)で表すことができる。 

 𝐿 = √𝐷𝑡 (2.1) 

 

拡散長さ𝐿、拡散係数𝐷とする。これにより拡散長さを計算するには、拡散係数𝐷が必要と

なる。拡散係数𝐷はアインシュタイン・ストークスの式より、式(2.2)で表すことができる。 

 
𝐷 =

𝑘𝑇

6𝜋𝜇𝑟
 (2.2) 

 

ボルツマン定数𝑘、絶対温度𝑇、溶媒の粘性率𝜇、球状粒子の半径 rとする。このことから、

粒子半径がわかれば、拡散係数𝐷は計算することが可能となる。 

栄養や色素、薬剤は分子で構成されており、拡散係数𝐷 を計算するには 1 分子当たりの

大きさを求める必要がある。1 分子が球体と仮定したときの半径のことを平均有効分子半

径𝑟と呼ぶ。1 分子あたりの体積𝑉は𝑀/𝜌𝑁𝐴と表される。密度𝜌、モル質量𝑀、アボガドロ数

𝑁𝐴とする。一方、1 分子を球体と仮定しているため、𝑉 = 4𝜋𝑟3/3と書ける。これらの関係

から、𝑟は式(2.3)で表すことができる。 

 

 

√
3

4𝜋

𝑀

𝜌𝑁𝐴

3

 (2.3) 

 

以上より、対象の溶液の粘度とモル質量がわかれば、拡散係数を計算することが可能であ

り、物質供給について理論的に議論することが可能である。 

 

2.5.2 物質の選定 

模擬組織へ供給する物質を選定する。がん組織培養に必要な栄養素の代表格としてグル

コースがある。グルコースは𝜌 = 1540 kg/m3、𝑀 = 0.18 kg/molであるため、グルコース

の平均有効分子半径𝑟𝐺は式(2.3)より 0.36 nmである。この大きさに近く、観察が容易である

物質として、今回は青色色素であるブリリアントブルーFCF( 𝜌 = 1480 kg/m3、𝑀 =

0.79 kg/mol、𝑟𝐵=0.60 nm)を用いる。 

2.5.3 実験セットアップ 

 2.4.2 で用いた実験セットアップを基本として、並行流路左側に純水、右側に青色水を

100時間送液する。実験中、H字流路デバイス内部を透過照明倒立顕微鏡で 1時間おきに観

察し、模擬組織内に物質が供給されているかを調べる。ブリリアントブルーFCF(共立食品)

を純水に 0.002 g/ mLで調整し、青色水とする。 

 

2.5.4 実験後の評価方法 

実験後の模擬組織の外観と内観から、物質が模擬組織内をどのように供給されているか

評価する。今回は背景が白色に対し、青色の変化で物質の供給を評価する。背景色である

白色を光の三原色に分解し、8 bit で表すと R255、G255、B255 となる。それに対して、青
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色は R0、G0、B255 となる。つまり、青色物質の供給は青色の変化で計測できず、G 成分

か R 成分で観察すればよいことが分かる。ここで、ブリリアントブルーFCF の吸収スペク

トルは 629 nmであるため、R成分を見ることで青色物質の供給を計測することができる。

ブリリアントブルーFCF の供給長さを測定するために、画像の R 成分を抽出して評価する。

画像解析ソフトには Image Jを用いた。 

 

2.5.4.1 外観評価 

実験後の模擬組織の外観評価のために、青色染色された模擬組織の反射像を撮影する。

実験後に H 字流路デバイスを上下に分離して青色染色された模擬組織をむき出しにした状

態で、一眼レフカメラ(Canon、EOS Kiss X6i)で撮影した青色染色された模擬組織画像を

RGB に分割する。R 成分を白黒反転させた模擬組織画像の長軸方向に直線を引き、その直

線上の輝度値を測定することで模擬組織外観のブリリアントブルーFCF の供給を調べた。

青色物質の供給において、先端位置を決定するために大津の 2値化を用いた。 

 

2.5.4.2 内部評価 

 模擬組織内部の輝度値を測定するために、実験後の模擬組織をスライス化した。スライ

ス作製方法を図 2.14に示す。クライオスタット(HM550、Thermo Fischer)内を-20℃まで冷却

しておき、包埋剤であるクライオコンパウンドを H 字流路デバイス上の模擬組織と試料台

に薄く延ばして-20℃で固化させる。これにより模擬組織の形状変化を抑制し、試料台の土

台を形成する(図 2.14(a))。模擬組織をピンセットで取り出し、試料台上に垂直に設置し、

包埋剤を滴下し、再び-20℃で固化する(図 2.14(b))。この状態で試料台をクライオスタット

本体に取り付け、模擬組織を短手方向へ割断しスライスにする(図 2.14(c))。 

スライスの観察は顕微鏡用デジタルカメラ(DP74、オリンパス)を用いて、透過像を撮像

した。今回は色を見るために、作製しやすい厚さ 50 µm に割断した。スライス内の輝度値

の測定は 2.5.4節と同様に行い、平均輝度値を測定する。また、模擬組織内を均一に物質が

供給しているかを評価するために、模擬組織内に供給されたブリリアントブルーFCF の分

布を調べた。図 2.15 に示すように、R 成分を抽出したスライスの横方向、縦方向に直線を

引き、直線上の輝度分布を測定する。 

 

 
図 2.14 実験方法。 (a) 準備、 (b) ブロック作製、(c) スライス化。 
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図 2.15 色素輝度分布の測定方法 

 

2.5.5 外観評価 

2.5.5.1 時間経過に伴う模擬組織外部への色素供給 

 長時間供給実験における模擬組織の様子を顕微鏡観察したものを図 2.16(a-f)に示す。模

擬組織の様子を観察すると、青色水接触側から内側に向かって時間経過とともに青色に染

色された。ブリリアントブルーFCF の供給長さは、初期状態から 20 時間後に 0.36 mm(図

2.16(b))、40時間後に 0.56 mm(図 2.16(c))、60時間後に 0.63 mm(図 2.16(d))、80時間後に 0.67 

mm(図 2.16(e))、100時間後に 0.82 mm(図 2.16(f))であった。このように、時間経過に伴い、

模擬組織内部の影の濃淡および青色水接触部付近の色素が濃くなり、青色水接触側から内

側に向かって色素による染色される様子を観察した。以上より、100 時間連続で流路形成

を維持しながら、模擬組織内をブリリアントブルーFCF が供給される様子を経過観察でき

た。 

 拘束流路と並行流路の接触部からの青色領域の境界線の長さを、時間の関数としてプロ

ットした(図 2.17)。実験開始から 20 時間経過後には、色素の供給長さの増加は 0.36 mm で

あった。色素供給の長さの増加は、時間の経過とともに減速した。80～100 時間では、青

色領域の境界線の長さの増加は 0.09 mm であった。色素供給長さの時間変化に対し最小二

乗法を用いて近似曲線を求めると L=1.35×10-6*𝑡
1

2となった。この式から、ブリリアントブル

ーFCF の模擬組織への供給は式(2.1)に従っていることが分かった。つまり、色素供給は拡

散によって生じていると言える。また、ブリリアントブルーFCF の模擬組織への拡散係数

𝐷𝐵(𝑠𝑡)は 1.80×10-12 m2/sと求まった。 
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図 2.16 模擬組織外部への色素拡散の様子(a)初期状態、(b)20時間、(c)40時間、(d)60時

間、(e)80時間、(f)100時間。 

 

 
図 2.17 経過時間と模擬組織への供給長さの関係 

 

2.5.5.2 長時間供給実験後の模擬組織外部の色素供給評価 

 長時間供給実験前後の模擬組織を図 2.18 に示す。100 時間後の模擬組織の長手方向の青

色輝度分布を測定した(図 2.19)。点 Aは、純水(0.0 mm)用の拘束流路と並行流路の接続部の

位置とし、点 B は、青色水(3.0 mm)用の拘束流路と並行流路の接続部の位置とした。ボッ

クスプロットの中央値を見ると、青色強度は 0.0 mmから 1.5 mmまでは 133～148で一定で

ある。1.5 mmから 2.0 mmまでは輝度値が 25上昇し、ここまでブリリアントブルーFCFが

供給されていることが分かる。2.0 mm から 2.5 mm までに輝度値は更に 71 上昇し、244 で

あった。3.0 mm の輝度値は 247 で、全体の中で最も高い輝度値であった。以上の結果から、

ブリリアントブルーFCFは B点から A点に向かって供給されており、その輝度値が A点に

近いほど低いことが分かった。また、ブリリアントブルーFCF は B 点から 1 mm 以上供給

されていることが分かった。 
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図 2.18 実験前後の模擬組織の様子。(a) 実験前、(b) 実験後。 

 

 
図 2.19 100時間後の模擬組織外観の色素輝度分布 

 

2.5.6 内部評価 

2.5.5 では模擬組織表面におけるブリリアントブルーFCF の供給を評価した。本節では模

擬組織内部までブリリアントブルーFCF が入り込み、模擬組織全体にブリリアントブルー

FCF が供給されていることを評価するため、実験後の模擬組織を割断して内部の様子を観

察する。 

模擬組織の一連の切片を図 2.20に示す。得られた標本の枚数は 86枚であった。 

 

 

 
図 2.20 長時間実験後の模擬組織から切り出した一連のスライス画像。 

 



25 

 

2.5.6.1 模擬組織内部の色素供給評価 

模擬組織スライスの色素輝度分布を図 2.21 に示す。縦軸に模擬組織内部の平均輝度、横

軸に純水からの距離を示す。0.0 mmと 3.0 mm の位置がそれぞれ A 点と B 点に対応する。

ボックスプロットの中央値に注目したところ、0.0 mm から 1.0 mm のスライスから得られ

た輝度はそれぞれ 103、96、104とほぼ一定であった。1.5 mmで輝度値は 128まで上昇し、

2.0 mmでは 217まで急激に上昇した。2.5 mmでは 223、3.0 mmでは 226となり、純水側で

は輝度値が低く、青色水側では高い傾向が見られた。 

 

 
図 2.21 模擬組織スライスの輝度分布 

 

2.5.6.2 スライス内輝度分布 

色素輝度の変化が大きな領域が最も組織内部の物質供給に不均一性が生まれやすいと考

え、2.0 mm におけるスライス上の輝度分布を調べた。その輝度のライン輝度分布と輝度分

布の傾きを図 2.22 に示す。横方向輝度分布と縦方向輝度分布ともに、スライス部分で輝度

値が上昇している(図 2.22(a、b))。組織内部の横方向、縦方向の平均輝度値はそれぞれ

225.1±16.7、224.3±15.9であった。背景の輝度値が 23.3±5.3であるのに対し、組織内部の

標準偏差が 15程度と大きくなっていた。この組織内部の青色の不均一性はスライスの厚み

の不均一性や組織成分の不均一性に由来するものと考える。スライス内部は均一にブリリ

アントブルーFCFが供給されていることが分かる。 

上述のようにスライス内の輝度分布を評価するために、図2.22(c、d)に示す輝度分布の傾

きを用いて周囲と組織の境界領域を決定した。今回は、輝度分布の傾きのピークにおける

半値幅(最大ピーク値の 1/2 になる値の幅)が背景と組織の境界領域と定義した。横方向では

6.7 µm(正方向ピーク) と 5.0 µm(負方向ピーク)が境界領域となる。縦方向では 6.7 µm(正方

向ピーク)、8.3 µm(負方向ピーク)が境界領域となる。この境界領域は 4-7ピクセル程度であ

り、この区間は境界として、均一性の評価から除外するなお、ピーク間で値が急激に下が

っている区間は半値幅の領域をスライス内での脱落として除外した。 



26 

 

 
図 2.22 (a) 横方向輝度分布、(b) 縦方向輝度分布、(c) 横方向輝度傾き、(d) 縦方向輝度傾

き。 

 

2.5.7 外観と内観の比較 

 模擬組織外観と内観の中央値を比較したグラフを図 2.23 に示す。外観・内観ともに、青

色水側に近いほど輝度値が高くなる傾向が見られた。個体差にもよるが、外観・内観とも

にブリリアントブルーFCFが 1 mm以上供給されていることが分かった。 

外観と内観に有意差があるかを評価した。ブリリアントブルーFCFが供給されている 1.5 

mmから 3.0 mmを対象に有意水準を 0.05として t検定を行った。結果、1.5 mmから 3.0 mm

の間で両者に有意差は見られなかった。外観は反射像で評価しているため、模擬組織表面

近傍の情報を取得している。内観は透過像で評価しているため、模擬組織の内部から表面

までの積算情報を取得している。異なる観察法で得られた結果、有意差が見られていない。

このことから、外部と内部の輝度値に差異はないことが分かった。 
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図 2.23 模擬組織外観と内観の比較 

2.6 議論 

 2.5.6.2 節の輝度分布から、スライス内部には均一に物質が供給されていることが分かっ

た。また、2.5.7 節での外部と内部の輝度値の比較から、外観と内観には有意差がないこと

が分かった。以上の結果から、物質の供給は組織全体に有意な差なしに行われていると言

える。2 本の並行流路に流す液の流量が完全に一致することはないため、組織には圧力差

が生じていてもおかしくない。しかし、圧力差によって生じる流れはハーゲンポアズイユ

流れの様に中央の流速が速く壁面の流速が遅くなるが、そのような色素分布は見られてお

らず、組織内での分子レベルの物質供給においては無視できると言える。そのため、がん

組織への物質供給は拡散によって行われると考えることとする。また、模擬組織は豚心臓

由来であるため筋細胞が多く密度が高いが、in vivo のがん組織は密度が低い。そのためが

ん組織内での物質供給は模擬組織より長距離で行われると考えられる。 

 グルコースを用いた場合の模擬組織に供給される長さについて検討する。式(2.2)と式

(2.3)より、平均有効分子半径から拡散長さの差を算出することができる。グルコースとブ

リリアントブルーFCF の拡散長さをそれぞれ𝐿𝐺 、𝐿𝐵 とすると、𝐿𝐺/𝐿𝐵 = √𝑟𝐵/𝑟𝐺 =

√0.60/0.36 = 1.29となる。すなわち、ブリリアントブルーFCF が 1 mm 供給される場合、

グルコースは 1.29 mm供給される。 

2.7 まとめ 

本章では、組織両端から物質を供給させるための H 字流路デバイスの開発と、それを用

いた模擬組織への灌流によるブリリアントブルーFCF の供給実験について述べた。PDMS

製の H 字流路デバイスとアクリル製のホルダーを作製し、模擬組織を対象に H 字流路デバ

イスを作製した。H 字流路デバイスは、ピッチ 0.4 mm、ピッチ数 4 でねじ締めした場合に

液漏れが生じなかった。並行流路に、純水とブリリアントブルーFCF を溶解した青色水を

送液し、供給長さと経過時間の関係を出した結果、供給がフィックの法則に則っているこ

とが分かった。模擬組織の外部だけでなく内部にもブリリアントブルーFCF が供給されて

いることを確認するために、供給実験後の模擬組織を接線方向に割断しスライス内部の平

均輝度を調べた。結果、青色水との接触点に近いほどスライス内の平均輝度値は高い傾向

が見られ、1 mm以上内側のスライスまでブリリアントブルーFCFが供給されていることが
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分かった。スライス内部における輝度分布を調べると、均一にブリリアントブルーFCF が

供給されていることが分かった。ブリリアントブルーFCF が供給されている 1.5 mm から

3.0 mmを対象に、内部と外部で t検定を行ったところ、1.5 mmから 3.0 mmの間で両者に有

意差は見られなかった。模擬組織表面と内部で有意差のない拡散によってブリリアントブ

ルーFCFが供給されていることが分かった。  
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第 3章 局所ミリバブル除去流路デバイス開発 

 本章では、がん組織の長時間培養のためのミリバブルの局所除去技術について述べる。

3.1 ではミリバブル混入防止技術の概要について述べる。3.2 では陰圧を用いた局所的なミ

リバブルの除去技術を開発し、性能評価を行う。3.3では本節のまとめについて述べる。 

 

3.1 長時間灌流における流路内へのミリバブル混入 

3.1.1 ミリバブルの混入 

第 2 章で開発した H 字流路デバイスのインレットでミリバブルが生じ、時間経過に伴っ

て成長し、最終的に下流へ流れて模擬組織と接触した(図 3.1)。ミリバブルが流路内で成長

して培養液の流れをせき止めると、組織への酸素・栄養供給を阻害される。組織とミリバ

ブルが接触すると、組織に大きなせん断応力が加わり、組織が崩壊したり、組織を構成す

る細胞が死亡する可能性がある。そのため、ミリバブルと組織が接触しないように、イン

レット近傍でミリバブルを除去する技術が必要である。 

 
図 3.1 流路内に生じるミリバブルが模擬組織と接触する様子。 

 

3.1.2 従来ミリバブル除去技術 

PDMS の額透過性の高さは、微視的に考えると内部が微小なメッシュ構造になっており、

そのメッシュ構造を介して大気を構成する気体分子が移動できると説明できる。しかし、

メッシュ構造が微小であるために応答性は悪い。PDMS に陰圧を加えると内部の大気が時

間をかけて除去され、PDMS 内圧が陰圧に等しくなる。この状態で PDMS を大気に暴露す

ると、PDMS 内圧と大気圧の差圧によって、外部から大気が流れ込み、時間をかけて

PDMS内部が大気圧になる。 

流路内に生じるミリバブルを除去する技術として、これまでにガス透過性が高い PDMS

構造越しに陰圧を印加する技術が報告されている[50-51]。ミリバブル除去技術の原理を図

3.2(a)に示す。デバイスの流路内にミリバブルがあり、壁を介してチャンバーがある。チャ

ンバーは陰圧を印加するためのものである。チャンバーに陰圧を印加すると、PDMS 内部

が陰圧になる(図 3.2(b))。デバイスの表面からは大気が流入するため、デバイス表面は大気

圧になっている。流路内のミリバブルは陰圧になった PDMS に流入し、PDMS 壁越しにミ

リバブルが除去される(図 3.2(c))。PDMS で繋がる部分は同様に陰圧になるため、流路全体

が陰圧になる。そのため、チャンバーに近いミリバブルだけでなく、チャンバーから離れ

たミリバブルも陰圧になった PDMS によって除去される(図 3.2(c))。PDMSを通過するミリ

バブル除去速度の理論式は式(3.1)のように表される[50]。 
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ここで、P は PDMS のガス透過率(1.92×10-15 m2 s-1 Pa-1)、A はミリバブルが除去される薄壁

面積、p2 - p1 はゲージ圧力差、b はチャンバーからミリバブルまでの距離、T は温度、Patm 

は大気圧を表す。 

流路全体が陰圧になると、流路内部で培養される細胞や組織も陰圧になり、細胞活動

（例えば、増殖や分化）に影響を及ぼす[52-55]。更に、細胞や組織の周囲の酸素分圧や二

酸化炭素濃度が変化してしまい、培養に悪影響を及ぼす[56-57]。以上の理由から、がん組

織を培養する領域は大気圧になっている必要がある。そのため、インレットでは陰圧によ

ってミリバブルを除去し、組織培養領域では大気圧になるような局所的なミリバブル除去

技術が必要である。 

 
図 3.2 従来ミリバブル除去技術。(a) 陰圧印加前。(b) 陰圧印加後。 (c) ミリバブル除去。 

3.2 陰圧を用いた局所ミリバブル除去技術 

3.2.1 局所ミリバブル除去技術の原理 

ミリバブルの局所除去技術の原理を図 3.3 に示す。局所ミリバブル除去技術では、流路

壁を薄くしている(図 3.3(a))。チャンバーに陰圧を印加すると PDMS内部の大気が除去され

るためチャンバー付近は陰圧になる(図 3.3(b)) 。一方、一定距離離れた領域では、陰圧にな

った PDMS 薄壁に大気が流入するため、大気圧になる。そのため、チャンバーに近い領域

のミリバブルのみを除去できる(図 3.3(c))。これにより、チャンバー付近でのみ陰圧となり

ミリバブル除去され、チャンバーから離れたとこでは大気圧となり組織培養できる。つま

り、ミリバブル除去と組織培養を両立するための、局所ミリバブル除去が可能となる。 

 

−
𝑑𝑉

𝑑𝑡
=  

P𝐴(𝑝2 − 𝑝1)

𝑏

𝑇

273

76

𝑃atm
  (3.1) 
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図 3.3 陰圧による局所ミリバブル除去原理。(a)陰圧印加前。(b)陰圧印加後。(c)局所ミリ

バブル除去。 

3.2.2 局所ミリバブル除去流路デバイスの概念図 

局所ミリバブル除去流路デバイスの概念図を図 3.4 に示す。局所ミリバブル除去流路デ

バイスは、H 字流路デバイスにおける並行流路の一本部分を模擬しており、トラップ、チ

ャンバー、液体流路、ポケットから構成される(図 3.4(a))。トラップは、インレットで生成

するミリバブルを捕捉するためのものである。チャンバーには陰圧を印加する。液体流路

には液体が灌流し、ポケットは組織を配置する拘束流路に対応するが、本流路ではミリバ

ブルを保持する役割を担う。ポケットは液体流路に沿って配置されており、チャンバーか

らどの程度離れた領域で大気圧になっているかを調べることができる。これにより、組織

培養に適した位置を決定することができる。 

チャンバーとトラップは上層、液体流路上部とポケットは中層、液体流路下部は下層に

ある(図 3.4(b))。三層を組み合わせてホルダーで密着させることで局所ミリバブル除去流路

デバイスになる。 

 
図 3.4 局所ミリバブル除去流路デバイス概念図。(a) 構成、(b) 上面図。 
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3.2.3 局所ミリバブル除去流路デバイスの設計 

3.2.3.1 電気回路理論を用いたミリバブルの局所除去計算 

陰圧によって駆動される PDMS を通るガスの流れと、電圧によって駆動される抵抗を通

る電流の類似性から、電気回路理論で議論できる。図 3.5 (a)に示すように電気回路理論を

用いて局所的なミリバブル除去を簡易モデル化する。ここでは、ガス流量 i、チャンバーか

ら最初のポケットまでの抵抗 r0、ポケット間の抵抗 rp、側壁を通る抵抗 rt、チャンバーと

大気間の圧力差 V（=p2-patm）とする。局所ミリバブル除去流路デバイスを電気回路モデル

で記述すると、図 3.5(b)に示すように並列抵抗で表される。チャンバーから最初のポケッ

トまでの距離を 1 mm、ポケット間の距離を 2 mm、側壁の厚さを 0.5 mmとすると、r0＝2rt、

rp＝4rtとなる。全抵抗は 2.64rtと計算され、ガス流量は 0.38V/rt となった。2k-1 mm(k 番目

のポケット)におけるチャンバーと大気間の圧力差 Vkは、 

𝑉𝑘 =
0.24𝑉

4(𝑘 − 1) + 1
 

となる。これにより、ガス流量は 

𝑖 =
0.24𝑉

(4 − 3/𝑘)𝑟𝑡

1

𝑘
 

と計算される。図 3.5(c)に示すように、7 mm に該当する第 4 ポケットのガス流量は 0.02 V 

/rt未満であったのに対し、1 mmに該当する第 1ポケットのガス流量は 0.24V/rtであった。 

 

 
図3.5 局所ミリバブル除去の電気回路モデル。(a)局所ミリバブル除去デバイスの電気回路

モデル。(b) 局所ミリバブル除去デバイスの等価回路。(c) PDMS 側壁を通過するポケット

の位置におけるガス流量。 

 

3.2.3.2 設計 

 局所ミリバブル除去流路デバイスの設計を図 3.6 に示す。液体流路の高さと幅は、2 章で

述べた H字流路デバイスの並行流路の寸法に合わせてそれぞれ 1.5 mmと 1.0 mmである。

ポケットも同様に模擬組織と同じ直径 0.5 mm、長さは 1.0 mm の半円筒形である。液体流

路とチャンバー間およびポケット周辺の薄壁の厚さは 0.5 mmである。ポケットの位置は、

チャンバーの端から 1 mmから 15 mmまで 2 mm間隔である。 
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トラップの設計について述べる。2章の 100時間の送液中に流路内に生じたミリバブルの

総量は、片流路あたり約 24 µL であることが分かった。そのため、余裕を持って H 字流路

デバイスのインレットに 30 µLのトラップを設ける。 

 

 
図 3.6 局所ミリバブル除去流路デバイスの設計図。 

 

3.2.4 局所ミリバブル除去流路デバイスの作製 

局所ミリバブル除去流路デバイスは、2.1.2.2 節と同様に作製した。切削後、鋳型表面に

は粗さが生じるため、粗さ 9 μmのサンドペーパー(三共理化学株式会社)、粒子径 3 μm程度

の研磨剤(PiKAL、日本磨料工業株式会社)、粗さ 0.3 μm のサンドペーパー(三共理化学株式

会社)の順番で研磨し、超音波洗浄機およびエタノールで洗浄する。作製した局所ミリバブ

ル除去流路デバイスを図 3.7に示す。 

 

 
図 3.7 作製した局所ミリバブル除去流路デバイス 

 



34 

 

3.2.5 実験環境 

3.2.5.1 インキュベーションボックス 

培養時の温度である 37℃では気体の溶解度が室温に比較して低下するためミリバブルが

生じやすい。そのため、インキュベーションボックス内で実験を行う。インキュベーショ

ンボックスの全体図を図 3.8 に示す。インキュベーションボックス上部の開閉蓋はゴムで

シールしており、インキュベーションボックス内の環境を定常状態に保つことができる。

インキュベーションボックスはアクリル製のボックス、コントローラー、熱電対、ヒータ

ー、ガスポートから構成される。コントローラーと熱電対、ヒーターが接続されている。

コントローラーで 37℃に設定し、熱電対で検知した温度に合わせてヒーターで加温するシ

ステムである。 

 

 
図 3.8 インキュベーションボックス 

 

3.2.5.2 実験セットアップ 

実験セットアップを図 3.9に示す。光学顕微鏡(CKX41、オリンパス)のステージ上にイン

キュベーションボックスを設置し、内部環境を 37℃に設定する。インキュベーションボッ

クス内に、シリンジポンプと接続した局所ミリバブル除去流路デバイスを配置する。37℃

に温めておいた赤色水をシリンジポンプで液体流路に 10 µL/min で 48 時間以上送液した。

送液中、真空ポンプでチャンバー内をゲージ圧力差-50 kPa にする。対照実験として、流路

壁が 1.5 mmの従来ミリバブル除去デバイスでも同様の実験を行った。ポケット内のミリバ

ブルの除去の有無を観察して、陰圧が及ばない領域を調べる。なお、赤色水には食用赤色

102号(共立食品)を用いる。食用赤色 102号を純水に 0.002 g/mLで調整し、赤色水とする。 
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図 3.9 実験セットアップ 

 

3.2.6 ミリバブル除去実験 

3.2.6.1 ポケット内のミリバブル除去 

ミリバブル除去実験は、従来ミリバブル除去と局所ミリバブル除去で実験を行った(図

3.10)。従来ミリバブル除去において、初期状態ではポケット内がミリバブルで満たされて

いた(図 3.10(a-i))。すべてのポケット内のミリバブルが徐々に除去され、24時間後にはポケ

ット内に赤色水が入り始めた(図 3.10(a-ii))。48 時間後、すべてのポケット内のミリバブル

が完全に除去され、72 時間後まで赤色水で置換された(図 3.10(a-iii、 a-iv))。一方、局所ミ

リバブル除去において、初期状態にポケット内がミリバブルで満たされた(図 3.10(b-i))。24

時間後、チャンバーから 1 mm の位置にあるミリバブルが除去されたが、他のポケット内

のミリバブルに体積変化は測定されなかった(図 3.10(b-ii))。48時間後、1 mmのポケットは

赤色水で満たされたが、他のポケットでは依然としてミリバブルの体積変化は測定されな

かった(図 3.10(b-iii))。この状態は 72時間後まで維持された(図 3.10(b-iv))。 

チャンバーからのポケットの位置とミリバブル除去速度の関係を図 3.11 に示す。ミリバ

ブル除去速度を、赤色水がポケット内に流入する速度と定義する。従来ミリバブル除去お

よび局所ミリバブル除去の実験値がプロットされている。従来ミリバブル除去と局所ミリ

バブル除去の実験値は、図3.5(c)に示すグラフの形状に近い結果が得られた。ミリバブル除

去速度の実験値より、すべてのポケット内のミリバブルが除去された。一方、局所ミリバ

ブル除去の実験値より、1 mmでの除去速度は 41.0 nL/h、3 mmでの除去速度は 11.5 nL/h、

5 mm では 1.2 nL/h となり、7 mm 以上のポケットのミリバブルは除去されていない。薄壁

の厚さを 0.5 mmにすることで、チャンバーから 5 mmまでの位置には陰圧が及んでいるが、

7 mm以上離れている領域では陰圧が大気圧のよって相殺されていることが分かる。 

 局所的ミリバブル除去では、従来ミリバブル除去と比較すると、チャンバーから 1、3、

5、7 mm のポケットでミリバブル除去速度がそれぞれ 24、70、96、100％減少した。しか

し、チャンバーから 3 mm 以上離れたポケットでは、陰圧になった薄壁内に大気圧の流入

したため、従来除去と局所除去の差は大きくなったと考えられる。 
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図 3.10 従来除去と局所除去のミリバブル除去の比較。(a)従来ミリバブル除去実験。(b)局

所ミリバブル除去実験。 

 

 
図 3.11 ポケットの位置とミリバブルの除去速度の関係。(N=3)。 

 

3.2.6.2 局所ミリバブル除去におけるポケット内のゲージ圧 

局所ミリバブル除去における各位置でのゲージ圧を求める。局所ミリバブル除去におい

て、式(3.1)における各パラメータはそれぞれ、A=0.39 mm2、 p2 - p1= -50 kPa、b = 1~15 mm、

T = 310 K、Patm = 76 cmHg である。図 3.12 にポケットの位置とゲージ圧の関係を示す。1 
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mm、3 mm、5 mm、7 mm以上において、ゲージ圧はそれぞれ-13、-11、-2、0 kPaGであっ

た。これらの結果から、チャンバーから 7 mm 以上の距離は大気圧状態であることが示唆

された。すなわち、チャンバーから 7 mm 以上離れた領域にがん組織を設置すれば、陰圧

の影響を受けることなくがん組織の培養が可能となる。 

 

 
図 3.12 ポケット位置とゲージ圧の関係(N=3)。 

 

3.3 まとめ 

本章では、ミリバブルの流路内への混入を防止するための技術を開発した。ガス透過性

の高い PDMS 製の薄壁を有する局所ミリバブル除去流路デバイスを開発した。局所ミリバ

ブル除去流路デバイスにはミリバブルを形成するための複数のポケットと、陰圧を印加す

るためのチャンバーがある。陰圧になった PDMS に大気が流入する原理を利用して、チャ

ンバーからのポケットの位置とミリバブル除去速度の関係を調べた。チャンバーから 1 mm、

3 mm、5 mmの位置にあるポケット内のミリバブルは除去され赤色水が流入し、7 mm以上

離れたポケット内のミリバブルは除去されず赤色水の流入はなかった。各ポケットにおけ

るゲージ圧を計算したところ、7 mm以上離れたポケット内は大気圧になっていることが分

かった。以上の結果から、チャンバーから7 mm以上離れた領域にがん組織を設置すれば、

陰圧の影響を受けることなくがん組織の培養ができると言える。 
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第 4章 腎がん組織の流路内培養と標本化技術 

本章では、4.1 節で腎細胞がん組織の特徴とその評価方法について述べる。4.2 節では流

路デバイスの密着性について述べる。4.3 節では実験後のがん組織を包埋する方法について

述べる。4.4節ではまとめについて述べる。 

 

4.1 腎細胞がん組織 

4.1.1 腎細胞がん組織の特徴 

 本研究で対象とするがん組織は腎臓にできる腎がんである。腎がんの中で最も多いタイ

プが淡明型腎細胞がんである[58]。主に、がん細胞、間質細胞、類洞状血管網と呼ばれる

不規則な形状の血管から構成される。細胞内には、脂質やグリコーゲンを多く含む細胞質

を有している。淡明型腎細胞がんは脆く非常に柔らかい。 

腎細胞がんは、共同研究先の医師によって切除してもらい使用した。実験前の腎細胞が

ん組織を図 4.1に示す。 

 
図 4.1 採取直後のがん組織 

 

4.1.2 評価方法 

腎細胞がん組織の状態を長時間維持し、観察に適した標本を作製するためには、腎細胞

がん組織全体にパラフィンを浸透させるパラフィン包埋が行われる。パラフィン包埋した

がん組織は、評価のために様々な染色を行うことができる。ミリメートルサイズのがん組

織の評価に用いられる代表的な染色方法であるHE染色とKi-67免疫染色をした腎細胞がん

組織について説明する。 

 

4.1.2.1 HE染色図 

 HE染色は一般的に病理検査に用いられる手法である。細胞やがん組織構造の形態を把握

するための染色で、病理標本において重要な染色法である。 

淡明型腎細胞がん組織の一般的な HE染色図を図 4.2に示す。生存している淡明型腎細胞

がんは、細胞核と細胞膜を保持している。円形～楕円形の細胞膜の中に細胞質と細胞核が

あり、巣状になっている[59]。一方で、細胞核は散見されるが細胞膜は見られない領域は、

細胞の構造を保つことができていないことを示すため、壊死していると判断される。また、

毛羽立ったように見える箇所や脱落箇所も同様に壊死していると判断される。 
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図 4.2 淡明型腎細胞がん組織の HE染色図[59]。(a) 生存しているがん組織の拡大図。(b) 

生存しているがん組織。(c) 壊死している状態。 

 

4.1.2.2 Ki-67免疫染色 

 がん組織の培養の評価に用いられる項目として、HE染色に加えて細胞増殖マーカーであ

る Ki-67 の免疫染色がある。Ki-67 は細胞が増殖する際に生じるタンパク質である。淡明型

腎細胞がん組織の一般的な Ki-67 染色図を図 4.3 に示す。Ki-67 が染色されると、がん細胞

の核が黒褐色になる。がん組織の切片中に生じる Ki-67 の割合を調べることで、がん組織

を構成するがん細胞がどの程度増殖しているかが分かる。 

 

 
図 4.3 淡明型腎細胞がん組織の Ki-67免疫染色図(Song, J. et al. (2021)[60])。 

 

4.2 腎細胞がん組織の崩壊抑制 

4.2.1 長時間培養流路デバイスの締め付け 

長時間培養流路デバイスはホルダーをボルトとナットで締結することで密着する。その

ため、締結が緩すぎると長時間培養流路デバイスを構成する各層の密着が不足してしまい

液漏れが生じてしまう。また、締結が強すぎるとがん組織に加わる応力が高くなり、がん

組織が育たない可能性がある。そのため、液漏れせず、かつ細胞培養できる範囲でボルト

とナットを締結する適正なトルクを調べる。 

 

4.2.1.1 締め付け条件 

トルクの測定はトルクゲージ(CN24SGK、株式会社中村製作所)を用いた。トルクは 8.0 
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cN・m、9.2 cN・mとする。 

 

4.2.1.2 実験結果 

 実験結果を図 4.4に示す。トルクが 8.0 cN・mのとき、初期状態で流路外への液漏れは見

られなかった(図4.4(a))。しかし、45分後には並行流路外への液漏れが見られた(図4.4(b))。

8.0 cN・mでは液漏れが生じたため、トルクを少しずつ高めて液漏れが生じないトルクを特

定した。結果、9.2 cN・mで安定して液漏れが生じないことが分かった(図 4.5(a、b)) 

 

 
図 4.4 トルクが 8.0 cN・m時の長時間培養流路デバイス。(a)初期状態、(b)45分後。 

 

 
図 4.5 トルクが 9.2 cN・m時の長時間培養流路デバイス。(a)初期状態、(b)48時間後。 

 

4.3 がん組織包埋方法の検討 

 一般的に、がん組織の HE 染色や免疫染色のためには、培養したがん組織をホルマリン

で固定して、パラフィンなどの包埋剤でがん組織に固さを持たせて薄切化・分析を行う。

そのため、長時間培養流路デバイス内で培養、抗がん剤供給実験後に、がん組織を取り出

してホルマリンに浸す必要がある。この際、がん組織のどちらの端から抗がん剤を供給し

たか、向きが不明になったり、がん組織の形状が崩壊してしまい、実験後の解析が困難に

なることがある。そのため、実験時のがん組織の向き情報を失わずにがん組織を解析する
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ための手法を検討する。包埋処理後、HE染色を行う。 

 

4.3.1 長時間培養流路デバイス内固定・包埋の検討 

 長時間培養流路デバイス内包埋の実験方法を図 4.6 に示す。長時間培養流路デバイス内

にがん組織を設置し、室温下で 10%ホルマリン中性緩衝液(ユーアイ化成株式会社)を 1 

µL/minで送液してがん組織を固定する(図 4.6(a))。一晩以上送液した後、脱水のため 70%エ

タノールを 1 µL/minで送液した。90分後、99.5%エタノールを 1 µL/minで送液した。90分

後、キシレンを 1 µL/minで送液した。30分後、長時間培養流路デバイスを分解し H字流路

デバイスのみにし(図 4.6(b))、70℃に温めたパラフィンの中に入れて 1 分間手動で振とうさ

せた(図 4.6(c))。振とう後、H 字流路デバイスを室温で一晩徐冷してパラフィンを固化させ

た(図4.6(d))。より大きなパラフィンブロックにするために、再度70℃で融解し(図4.6(e))、

H 字流路デバイスを取り除く(図 4.6(f))。がん組織の上から更に 70℃のパラフィンを滴下し

(図 4.6(g))、パラフィンを冷却し、ブロック化する(図 4.6(h))。パラフィンブロックにしたが

ん組織を図 4.7に示す。がん組織が全体的にパラフィン包埋されていることが分かった。 

以上のプロセス後に HE染色されたがん組織を図 4.8に示す。細胞や細胞核のひび割れが

生じてしまった。これは、ホルマリンががん組織内へ供給されていなかったり、有機溶媒

の影響でシリンジの樹脂が溶けてしまい、以降のプロセスに悪影響を及ぼしてしまったた

めと考えられる。 

 
図 4.6 流路内でのパラフィン包埋。(a)固定、(b)分解、(c)パラフィン浸透、(d)徐冷、(e)パ

ラフィン融解、(f)デバイス取り出し、(g)パラフィン追加、(h)冷却、切り出し。 
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図 4.7 包埋後のがん組織 

 
図 4.8 HE染色されたがん組織 

 

4.3.2 長時間培養流路デバイス内固定、長時間培養流路デバイス外包埋 

有機溶媒やホルマリンによる固定不足の影響で、長時間培養流路デバイス内部で組織包

埋を完結させることが困難であることが分かったため、長時間培養流路デバイス外で組織

包埋する手法について検討する(図 4.9)に示す。実験後の長時間培養流路デバイスを分解し、

H 字流路デバイス部分を取り出す。カセットにろ紙、H 字流路デバイス、スポンジの順番

で入れ、カセット蓋を閉じる(図 4.9(a))。カセットを 10%ホルマリン中性緩衝液に入れ、一

晩以上常温で放置する(図 4.9(b))。次に、10%ホルマリン中性緩衝液からカセットを取り出

し、H 字流路デバイスを慎重にピンセットで開封する。がん組織に含まれる 10%ホルマリ

ン中性緩衝液を綿棒で軽く吸収する。がん組織の片端にマーカーをつけることで、標本の

どちらに抗がん剤が付着していたか理解できるため、爪楊枝の先端に組織学用染色試薬(株

式会社ファルマ)をつけ、がん組織の片端に 3～4 回付着させる(図 4.9(c))。黒くなるまでが

ん組織の片端を染色したら 1 分以上乾燥させ、組織学用染色試薬をがん組織にしみこませ

る。85℃の 0.5％アガロース(アガロースS、(株)ニッポンジーン)をスポイトで数滴がん組織

の上に滴下し、冷却してアガロース包埋する(図 4.9(d))。アガロース包埋したがん組織は病

理医による処理を経てパラフィンブロックになる。 

この手法を経てHE染色されたがん組織を図 4.10に示す。一般的なHE染色図で見られる

ような標本を取得することができた。以降のがん組織実験後の処理は、このプロセスに則

って行う。 
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図 4.9 長時間培養流路デバイス外でのがん組織固定方法 

 

 
図 4.10 HE染色されたがん組織 

 

4.4 まとめ 

本章では、がん組織の長時間培養に向けた検討と短時間培養を行い、長時間培養流路デ

バイスの性能を検証した。 

培養後のがん組織を染色するための包埋プロセスについて検証を行った。ホルマリンに

よる固定まで長時間培養流路デバイス内で行い、以降のプロセスを長時間培養流路デバイ
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ス外で実施した場合では、形態を保ったまま標本を取得できた。 
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第 5章 長時間培養流路デバイスの開発 

 第 2～4章で述べた要素技術を統合した長時間培養流路デバイスを開発する。 

 

5.1 長時間培養流路デバイスの概要 

長時間培養流路デバイス概念図を図 5.1 に示す。長時間培養流路デバイスは、培養液が

流入するインレット、排出されるアウトレット、長時間培養を妨げるマイクロバブル・ミ

リバブル除去を実現するためのトラップとチャンバー (第 3 章)、灌流による物質供給のた

めの並行流路、がん組織を拘束するための拘束流路、臨床現場での標本評価に適したサイ

ズの腎細胞がん組織から構成される(第 2 章)。バブル除去層にはインレット、アウトレッ

ト、トラップ、チャンバーがある。H 字流路デバイス上層には拘束流路と並行流路、H 字

流路デバイス下層には並行流路とがん組織の流出を防止するためのピラーがある(詳細は付

録)。 

 
図 5.1 長時間培養流路デバイス概念図 

 

5.1.1 長時間培養流路デバイスの設計 

 長時間培養流路デバイスを設計する。材料は、2章と 3章と同様に PDMSである。 

 

(1)  バブル除去層 

バブル除去層の設計を図5.2に示す。トラップは並行流路に合わせた形状になっている。

3章を踏まえて、チャンバー側の幅は 1.5 mm、下流側は 1.0 mmである(図 5.2(a))。厚さ 0.5 

mm の薄壁を介して、陰圧を印加するためのチャンバーがあり、幅 1.5 mm である。チャン

バー、トラップ、アウトレットは、いずれも高さ 3 mmである(図 5.2(b))。 
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図 5.2 バブル除去層設計図。(a)上面図、(b)断面図。単位；mm。 

 

(2) H字流路デバイス上層 

 H字流路デバイス上層の設計を図 5.3に示す。並行流路と拘束流路の側壁は 3章の結果を

踏まえて 0.5 mm である(図 5.3(a))。がん組織を設置するための拘束流路はチャンバーから

8.0 mm の位置にある(図 5.3(b))。これは、3 章でチャンバーから 7 mm 以上離れた場所では

大気圧になっているためである。並行流路の高さは 1.1 mm、並行流路の上流側はトラップ

の役割を持ち、高さ 3.0 mmである。 

 

 
図 5.3  H字流路デバイス上層設計図。(a)上面図、(b)断面図。単位；mm。 

 

(3) H字流路デバイス下層 

 H 字流路デバイス下層の設計を図 5.4 に示す。並行流路は H 字流路デバイス上層と同じ

設計で、高さが 0.4 mmになっている(図 5.4(a)、(b))。並行流路の下流側には直径 0.5 mm、

高さ 1.0 mmのピラーが 0.5 mm間隔で 3本ある。 
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図 5.4  H字流路デバイス下層の設計図。(a)上面図、(b)断面図。単位；mm。 

 

5.1.2 作製結果 

 5.1.1 で述べた三層は 3.2.4 節と同様に作製した。作製した長時間培養流路デバイスを図

5.5に示す。 

 

 
図 5.5 作製した長時間培養流路デバイス 

 

5.2 長時間培養に向けた性能評価 

腎細胞がん組織を長時間培養流路デバイス内で取り扱うにあたっての検討を行う。本節

では、腎細胞がん組織の物質供給と長時間灌流実験に関する評価を行う。 

 

5.2.1 がん組織への物質供給 

 がん組織は柔らかく密度が小さいため、模擬組織と異なる物質供給が生じる可能性があ

る。がん組織を対象に 2 章で用いたブリリアントブルーFCF の供給実験を行う。3.2.5 節と



48 

 

同様の実験セットアップと条件を元に、片方に 0.002 g/mL のブリリアントブルーFGF 溶解

DMEM を送液し、24 時間後と 48 時間後のがん組織内の供給長さを 2 章と同様の手法で計

測する。 

 実験後のがん組織を図 5.6 に示す。24 時間後、ブリリアントブルーFCF はがん組織の端

から 1.77 mm 供給された (図 5.6(a))。48 時間後には、2.65 mm まで供給された(図 5.6(b))。

拘束流路と並行流路の接触色部からの青領域の境界線の長さを、時間の関数としてプロッ

トした(図 5.7)。2.4.4.1 節と同様に、近似曲線を作成した。近似曲線は最小二乗法を用いて

L=7.34×10-6*𝑡
1

2となり、腎細胞がん組織への物質供給は拡散によるものであることが分かる。

ブリリアントブルーFCFの腎細胞がん組織への拡散係数は、5.39×10-11 m2/sであった。 

 2.4 節で述べたように、ブリリアントブルーFCF、腎細胞がん組織の抗がん剤であるエベ

ロリムスの有効分子半径はそれぞれ 0.60 nm、0.69 nm であるため、式(2.2)より、エベロリ

ムスの拡散係数/ブリリアントブルーFCFの拡散係数は、0.69/0.60=1.15である。すなわち、

エベロリムスでもブリリアントブルーFCFと同等の供給がされることが推察される。 

 

 
図 5.6 がん組織への供給実験。(a)24時間後、(b)48時間後。 

 

 
図 5.7 経過時間と腎細胞がん組織への供給長さの関係 

 

5.2.2 長時間培養に向けたミリバブル除去実験 

 長時間培養流路デバイスを用いて、長時間培養に向けたミリバブル除去実験を行う。局

所ミリバブル除去技術が長時間培養流路デバイスにおいても動作していることを調べる。

実験は 4.2.1節と同様に行った。 

 実験結果を図 5.8 に示す。初期状態で、左側並行流路のインレットの黒い影がミリバブ

ルを示している(図 5.8(a))。24 時間後、左側並行流路のミリバブルは徐々に除去された(図

5.8(b))。48 時間後には、ミリバブルが完全に除去され、ミリバブルはインレットに見られ
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なくなった。(図 5.8(c))。この状態は 72 時間以上維持された(図 5.8(d))。72 時間に渡って、

ミリバブルとがん組織の接触は見られなかったことから、長時間培養流路デバイスが長時

間連続でミリバブルを除去しながら灌流し続けることができる性能を有していることが分

かった。 

 

 
図 5.8 模擬組織の灌流試験。(a)初期状態、(b) 24時間、(c) 48時間、(d)72時間。 

 

5.3 まとめ 

本章では、第2章で検証した色素供給技術、第3章で開発した局所ミリバブル除去技術、

第 4 章で述べた拘束を融合した長時間培養流路デバイスを開発した。腎細胞がん組織への

ブリリアントブルーFCF の供給実験を行った。2 章で述べた模擬組織と同様に拡散に沿っ

てブリリアントブルーFCF が供給されていることが分かった。最後に、長時間培養流路デ

バイスを用いて灌流試験を行い、72 時間に渡ってマイクロバブル・ミリバブルとがん組織

の接触は見られなかった。 

第 6章 結論 

6.1 本研究のまとめ 

 本研究では、抗がん剤評価に向けた患者由来がん組織の長時間培養流路デバイスの開発

を行った。患者由来がん組織の長時間培養流路デバイスの概念設計を行い、必要な技術と

して、組織の両端から物質を供給させる技術と、マイクロ流路デバイス内に生じるミリバ

ブルを除去する技術を開発した。二つの技術を融合させ、長時間培養流路デバイスを作製

し、がん組織の長時間培養を実施した。 

 第 1 章では、研究背景とがん組織を長時間培養する必要性について述べた。従来のがん

細胞を用いた研究は in vivo がんの理解を深めたが、腫瘍微小環境や抗がん剤に対する応答

を理解するためには患者由来のがん組織を対象とした研究が必要である。マイクロ流路デ

バイス内で、がん組織を長時間培養することが実現し始めているが、抗がん剤の開発成功

率は低いままである。そこで本研究では、抗がん剤評価に向けたがん組織を長時間培養す

るための流路デバイスの開発を目的とした。研究目的達成のために、「がん組織を機械的

に拘束し、その両端から物質を供給する技術」、「長時間培養中に生じるマイクロバブ

ル・ミリバブルを局所的に除去する技術」を開発することが必要であると述べた。 
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第 2 章「拘束した組織に灌流で物質供給する H 字流路デバイス開発」では、がん組織両

端から物質を供給するための H 字流路デバイスの開発し、非生存の模擬組織を対象に拘束、

長時間の灌流、物質供給について述べた。PDMS 製の H 字流路デバイスとアクリル製のホ

ルダーを作製し、模擬組織を対象に色素供給実験を行った。並行流路に、純水とエベロリ

ムスに近い平均有効分子半径であるブリリアントブルーFCF を混ぜた青色水を送液し、供

給長さと経過時間の関係を出した結果、フィックの法則に則っていることが分かった。模

擬組織を割断しスライス内部の平均輝度を調べた結果、スライス内では均一にブリリアン

トブルーFCF が供給されており、表面と内部でブリリアントブルーFCF の供給長さに違い

はないことが分かった。 

第 3 章「長時間培養のための局所ミリバブル除去技術」では、流路デバイス内での陰圧

領域と大気圧領域を明らかにする局所ミリバブル除去技術を開発した。ガス透過性の高い

PDMS 製の薄壁を有する局所ミリバブル除去流路デバイスを開発した。陰圧になった

PDMS に大気が流入する原理を利用して、チャンバーからのポケットの位置とミリバブル

除去速度の関係を調べた。チャンバーから 5 mm 以内のポケット内のミリバブルは除去さ

れ赤色水が流入し、7 mm以上離れたポケット内のミリバブルは除去されず赤色水の流入は

なかった。各ポケットにおけるゲージ圧を計算したところ、7 mm以上離れたポケット内は

大気圧になっていることが分かった。以上の結果から、チャンバーから 7 mm 以上離れた

領域にがん組織を設置すれば、陰圧の影響を受けることなくがん組織の培養ができること

が分かった。 

第 4 章「がん組織の流路内培養と標本化技術」では、今回研究に用いる腎細胞がん組織

を対象とした長時間実験に向けた検討を行った。培養に適した直径、長時間培養流路デバ

イスに求められる機械拘束に適したトルクを検討し、短時間の培養を実現した。次に、ホ

ルマリンによる固定まで長時間培養流路デバイス内で行い、以降のプロセスを長時間培養

流路デバイス外で実施することで、形態を保つことができた。 

第 5 章「長時間培養流路デバイスの開発」では、2 章で検証した色素供給技術、3 章で開

発した局所ミリバブル除去技術を融合した流路デバイスを開発した。がん組織へのブリリ

アントブルーFCF の供給実験を行い、腎細胞がんにおいてもフィックの法則に則って物質

が供給されることを確認した。また、72 時間培養液を灌流させた結果、ミリバブルとがん

組織の接触は見られなかった。 
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付録 

A 流量と物質供給 

 流量と物質供給の関係を調べる。2.4.1 節の実験セットアップで、48 時間で流量 10 

µL/min で模擬組織に色素を供給する。実験結果を図 7.1 に示す。ブリリアントブルーFCF

は、12時間後に 0.55 mm、24時間後に 0.84 mm、36時間後に 1.20 mm、48時間後に 1.36 mm

拡散していた。近似曲線は、最小二乗法を用いて L=3.69 × 10−6 ∗ 𝑡
1

2となった。この式から、

ブリリアントブルーFCF の模擬組織への供給は式(2.1)に従っていることが分かった。また、

ブリリアントブルーFCFの模擬組織への拡散係数は 1.36×10-11 [m2/s]であることが分かった。

2.4.6.1 で得られた拡散係数は 1.80×10-12 m2/s であったため、流量を 10 倍にすることで拡散

長さが√1.36 × 10−11/1.80 × 10−12=2.7倍になることが分かる。 

 

図 7.1 色素の浸透長さと経過時間の関係。 

 

B ミリバブル混入防止技術の検討 

(a) 吸引による送液 

送液で流路内にミリバブルが生じてしまったため、アウトレットから液体の吸引を試み

る。図 7.2 に示すように、容器の中にそれぞれ青色水と純水を入れ、蓋に穴を開ける。開

けた穴にチューブを差し込んで液中に浸し、H 字流路デバイスのインレットと接続する。

アウトレット側のチューブとシリンジポンプを接続し、流量 10 µL/min で吸引する。実験

中、倒立顕微鏡で H字流路デバイス内部を観察した。 
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図 7.2 吸引による送液 

 

吸引開始から 12 時間後のチューブ内部をそれぞれ図 7.3 に示す。インレット側ではチュ

ーブ内部にミリバブルは観察されなかった(図 7.3(a))。しかし、アウトレット側では定期的

にバブルが観察された(図 7.3(b))。H 字流路デバイス内部を図 7.4 に示す。送液直後の青色

水側のインレットにはバブルが観察されなかったが(図 7.4(a))、230 分後にミリバブルの成

長が観察された(図 7.4(b))。チューブ内にミリバブルは観察されなかったため、ミリバブル

は流路内で生じている可能性がある。カットパイプと PDMS の境界でバブルが成長してい

ると考え、カットパイプレスで送液実験を行う。 

 

図 7.3 チューブ内部の様子。(a)インレット側。(b)アウトレット側。 

 

図 7.4 H字流路デバイス内部の様子。(a)送液直後。(b)230分後。 
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(b) カットパイプレスでの吸引による送液実験 

カットパイプレスでの吸引による送液実験を行う。図 7.5に示すように、H字流路デバイ

スのインレットからカットパイプを無くして、代わりに液溜めを設ける。液溜めを青色水

で満たし、シリンジポンプで流量 10 µL/minで吸引する。結果を図 7.6に示す。導入直後か

ら 5時間後まで、バブルが並行流路内に混入することはなかった図 7.6(a)。しかし、液溜め

に青色水があるにも関わらず、9 時間後に並行流路内にバブルが入っていき、模擬組織と

接触している様子が観察された(図 7.6(b))。得られた結果から、カットパイプの有無に関わ

らず、インレットからバブルが混入してしまうことが分かった。 

 

図 7.5 液溜め付き H字流路デバイス 

 

 

図 7.6 H字流路デバイス内部の様子。(a)導入直後。(b) 9時間後。 
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