
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フッ素樹脂製の先端部を有する細胞剥離器具を培養細胞の層が形成されている培養容器
に挿入して、前記フッ素樹脂製の先端部を前記培養容器の培養細胞の層が形成されている
面に接触させ、前記細胞剥離器具または培養容器を回転させることにより、前記培養細胞
の層から細胞の一部を剥離して、細胞欠損領域を作製することを含む、培養細胞の層に細
胞欠損領域を作製する方法であって、

。
【請求項２】
　培養細胞がコンフルエントとなった時または後に、培養細胞の層に細胞欠損領域を作製
する請求項１記載の方法。
【請求項３】
　フッ素樹脂製の先端部が、一辺の長さ 1.0～ 1.5 mmの四角形の断面を有する請求項１ま
たは２に記載の方法。
【請求項４】
　細胞欠損領域が、直径 1.4～ 2.1 mmの円形である請求項１～３のいずれかに記載の方法
。
【請求項５】
　培養容器が、 20～ 1050 mm2の底面積を有する請求項３または４に記載の方法。
【請求項６】
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前記細胞剥離器具は、前記培養容器にかぶせる蓋に
設けた貫通した穿孔を通して、前記培養容器に挿入される前記の方法



　培養容器が、ポリスチレンなどのプラスチックまたはガラス製である請求項１～５のい
ずれかに記載の方法。
【請求項７】
　フッ素樹脂が、 75 ロックウェル以下の硬さを有する請求項１～６のいずれかに記載の
方法。
【請求項８】
　フッ素樹脂が、 0.04 以下の静摩擦係数および 0.04 以下の動摩擦係数を有する請求項７
記載の方法。
【請求項９】
　細胞欠損領域を培養細胞の層の中央に作製する請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～ のいずれかに記載の方法で培養細胞の層に細胞欠損領域を作製した後に、
薬剤を培養細胞の上層に添加し、細胞欠損の修復の過程を観察することを含む、薬剤の作
用を評価する方法。
【請求項１１】
　培養細胞の層に細胞欠損領域を作製するためのキットであって、 (i)フッ素樹脂製の先
端部を有する細胞剥離器具、 (ii)細胞を培養するための容器にかぶせる蓋であって、前記
の細胞剥離器具を挿入するための貫通した穿孔を設けた蓋を含む前記のキット。
【請求項１２】
　さらに、細胞を培養するための容器を含む請求項 記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、培養細胞の層に細胞欠損領域を作製する方法、その利用およびキットに関する
。
【０００２】
【従来の技術】
細胞損傷修復作用を持つ薬剤は、抗消化性潰瘍薬や抗皮膚潰瘍薬などとして利用されてい
る。
【０００３】
これまでのところ、薬剤の細胞損傷修復作用を評価するには、個々の実験者が独自に培養
皿に微小な円形の細胞欠損窓（培養細胞の層において細胞が欠損している部分）を作製し
ており、その細胞欠損窓の出来・不出来は実験者の技術に依存していた。また、その作製
方法については全く報告されていない。
【０００４】
Satoらは、ウサギの胃粘膜細胞を培養し、ケイ素のチップを回転させることにより、コン
フルエントの培養細胞シートに円形の細胞欠損を作製して、ニコチンの細胞損傷修復機転
を評価したことを報告している（ J. Gastroenterol Hepatol. (1994) 9, S66-S71）が、
円形の細胞欠損を作製するための具体的方法については記載していない。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、培養細胞の層に細胞欠損領域を均一かつ簡易に作製する方法およびキットを提
供することを目的とする。
【０００６】
また、本発明は、上記の方法により作製した細胞欠損を利用して、薬剤の作用を評価する
方法を提供することも目的とする。
【０００７】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、鋭意努力した結果、フッ素樹脂製の先端部を有する細胞剥離器具を用いて
、培養細胞の層から細胞の一部を剥離することによって、均一かつ簡易に細胞欠損を作製
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することができることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【０００８】
すなわち、本発明は、培養細胞の層に細胞欠損領域を作製する方法であって、フッ素樹脂
製の先端部を有する細胞剥離器具を培養細胞の層が形成されている培養容器に挿入して、
前記フッ素樹脂製の先端部を前記培養容器の培養細胞の層が形成されている面に接触させ
、前記細胞剥離器具または培養容器を回転させることにより、前記培養細胞の層から細胞
の一部を剥離して、細胞欠損領域を作製することを含む前記の方法を提供する。
【０００９】
上記の方法において、培養細胞がコンフルエントとなった時または直後あるいは無血清培
地にて 24-48時間経過後に、培養細胞の層に細胞欠損領域を作製するとよい。
【００１０】
フッ素樹脂製の先端部は、一辺の長さ 1.0～ 1.5 mmの四角形の断面を有するとよく、好ま
しくは一辺の長さ 1.1～ 1.4 mmの四角形、より好ましくは一辺の長さ 1.2-1.3 mmの四角形
の断面を有する。
【００１１】
フッ素樹脂製の先端部の形状は、正方形、長方形、半円形のいずれかであるとよいが、細
胞欠損領域をシャープな形状に作製するためには正方形が好ましい。
【００１２】
細胞欠損領域は、直径 1.4～ 2.1 mmの円形であるとよく、好ましくは直径 1.6～ 1.9 mm、よ
り好ましくは直径 1.76± 0.12 mmの円形である。
【００１３】
培養容器は、 20～ 1050 mm2の底面積を有するとよく、好ましくは 35～ 1000 mm2の底面積、
より好ましくは 38～ 995 mm2の底面積を有する。
【００１４】
培養容器は、プラスチックまたはガラス製であるとよい。培養容器全体がポリスチレンな
どのプラスチックまたはガラス製であってもよいし、培養容器の一部がプラスチックまた
はガラス製であってもよい。例えば、プラスチック製の培養容器の一部を切り抜いて、切
り抜いた部分にガラス（例えば、カバーグラス）を貼り付けてもよい。
【００１５】
培養容器としては、市販の１穴プレート、２穴、４穴、８穴、１６穴、２４穴、４８穴、
９８穴マルチプレートを使用してもよい。６穴以上のマルチプレートを用いると、大量の
実験群を効率良く処理し、実験者や実験施設によるバラツキの少ない安定した結果を得る
ことができる。
【００１６】
フッ素樹脂としては、四フッ化エチレン、その共重合体、三フッ化塩化エチレン、その共
重合体、フッ化ビニリデン樹脂などを例示することができる。
【００１７】
フッ素樹脂は、 75 ロックウェル以下の硬さを有するとよく、好ましくは 60 ロックウェル
以下、より好ましくは 55 ロックウェル以下の硬さを有する。
【００１８】
フッ素樹脂は、 0.11以下の静摩擦係数および 0.11以下の動摩擦係数を有するとよく、好ま
しくは 0.09以下の静摩擦係数および 0.09以下の動摩擦係数、より好ましくは 0.04以下の静
摩擦係数および 0.04以下の動摩擦係数を有する。
【００１９】
細胞欠損領域は培養細胞の層の中央に作製するとよい。そうすることで、顕微鏡観察でも
中心位置を決定しやすい。
【００２０】
細胞剥離器具は、フッ素樹脂製の先端部の他に、ハンドル部分を有するとよい。ハンドル
の形状としては、棒状が好ましい。ハンドルは、アルミニウム合金などの加工しやすい材
料で製造するとよい。

10

20

30

40

50

(3) JP 3682772 B2 2005.8.10



【００２１】
細胞剥離器具または培養容器の回転は、一方向の回転だけでもよいが、逆方向の回転を組
み合わせることが好ましい。順方向と逆方向の回転を組み合わせることにより、培養細胞
の層からきれいに細胞をはがすことができる。例えば、時計方向に 180°～ 720°の回転、
好ましくは 180°～ 360°の回転、半時計方向に 180°～ 720°の回転、好ましくは 180°～ 3
60°の回転を組み合わせるとよい。
【００２２】
上記の方法において、貫通した穿孔を設けた蓋を培養細胞の層が形成されている培養容器
にかぶせ、前記の穿孔を通して、フッ素樹脂製の先端部を有する細胞剥離器具を培養容器
に挿入するとよい。また、穿孔の周囲には細胞剥離器具を挿入するための鞘を設けてもよ
い。この鞘に細胞剥離器具を挿入することにより、細胞剥離器具を培養細胞層に対して垂
直に接触させることができ、その結果、均一な細胞欠損を作製することができる。
【００２３】
また、本発明は、上記の方法で培養細胞の層に細胞欠損領域を作製した後に、薬剤を培養
細胞層の上層に添加し、細胞欠損の修復の過程を観察することを含む、薬剤の作用を評価
する方法を提供する。
【００２４】
薬剤としては、細胞損傷修復を抑制する薬剤（例えば、抗がん剤）、細胞損傷修復系の薬
剤（例えば、抗消化性潰瘍薬、抗皮膚潰瘍薬）、それらの候補化合物などを例示すること
ができる。
【００２５】
例えば、細胞損傷修復を抑制する薬剤（例えば、抗がん剤）の薬剤感受性を調べるために
は、以下のようにすればよい。
【００２６】
各種癌細胞をコンフルエントの状態にまで培養し、無血清培地に変えて細胞周期を G0期に
合わせる。この時点で細胞剥離欠損領域を作製することで、新たな均一な増殖刺激が負荷
される。これに対し、抗癌作用を持つと考えられる薬剤を濃度依存性に投与し、細胞欠損
に対する修復抑制効果および最適濃度を検討することが可能である。また、複数の薬剤を
検討することで、至適抗癌作用をもつ薬剤を選択することが可能となる。
【００２７】
また、細胞損傷修復系の薬剤を評価するためには、以下のようにすればよい。
【００２８】
本発明の方法により細胞欠損領域を作製した培養細胞系は特に潰瘍性病変の修復機序をシ
ミュレーションした系であるので、抗潰瘍薬の修復促進効果の検定に非常に有用である。
例えば、胃潰瘍に対する薬剤の検討では、マウスやラットの胃粘膜細胞をコンフルエント
に培養し、 2日間ほど、無血清培地で培養する。これにより、細胞周期は G0にそろうこと
になる。この段階で、本器具により、細胞欠損領域を作製すると、修復機転が活性化され
るが、この機転に対する抗潰瘍薬の修復促進効果を定量的に検討することが可能である。
また、抗潰瘍薬の至適濃度の決定も可能である。
【００２９】
細胞欠損の修復の過程を観察するには、例えば、４ｘの対物レンズを備えた倒立型顕微鏡
で細胞欠損領域を観察し、デジタル画像を取得する。この画像より細胞欠損領域の面積を
算出し、これを前値とし、薬剤投与後の経時的変化として各時間で画像を取得し、細胞損
傷修復率を算出する。
【００３０】
さらに、本発明は、培養細胞の層に細胞欠損領域を作製するためのキットであって、 (i)
フッ素樹脂製の先端部を有する細胞剥離器具、 (ii)細胞を培養するための容器にかぶせる
蓋であって、前記の細胞剥離器具を挿入するための貫通した穿孔を設けた蓋を含む前記の
キットを提供する。
【００３１】
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本発明のキットは、さらに、細胞を培養するための容器を含んでもよい。
【００３２】
穿孔の周囲には細胞剥離器具を挿入するための鞘を設けてもよい。
【００３３】
細胞を培養するための容器は、上記の通りであるが、市販の１穴プレート、２穴、４穴、
８穴、１６穴、２４穴、４８穴、９８穴マルチプレートを使用してもよい。
【００３４】
なお、本明細書において、「～」はその前後に記載される数値をそれぞれ最小値および最
大値として含む範囲を示す。
【００３５】
【発明の実施の形態】
本発明の一態様につき、以下に詳細に説明する。
【００３６】
直径 35 mmの細胞培養皿または直径 35.6 mmの凹部が３行×２列で並んだ培養皿を滅菌処理
した後に細胞を添加し、適当な条件下でコンフルレントになるまで培養する。細胞剥離器
具を挿入するための貫通穴（穿孔）を設けた蓋を培養皿にかぶせ、その穴に細胞剥離器具
を挿入する。穴の周囲には細胞剥離器具を挿入するための鞘が設けられていてもよい。細
胞剥離器具は、先端に 1.2～ 1.3 mm四方の正方形の断面を持つフッ素樹脂（例えば、 4フッ
化エチレン）の板を装着したアルミニウム製のハンドルからなる。フッ素樹脂製の先端部
を培養皿の底面に形成されている培養細胞層に接触させ、時計方向に１８０度、半時計方
向に１８０度回転させることによって、培養細胞の層から細胞の一部を剥離させ、微小な
円形の細胞欠損窓を形成する。その後、細胞剥離器具を培養細胞から離脱させる。４ｘの
対物レンズを備えた倒立型顕微鏡で微小円形細胞欠損窓を観察し、デジタル画像を取得す
る。４ｘの対物レンズの使用は、細胞欠損窓が最大の大きさで画面に収まる点、細胞も観
察できる点、位相差の効果も出るという点から好ましい。この画像より円形細胞欠損窓の
面積を算出し、これを前値とし、薬剤投与後の経時的変化として各時間で画像を取得し、
細胞損傷修復率を算出する。薬物を投与するには、円形細胞欠損を作製した後に、培養皿
中の培養液を捨て、薬剤を混ぜた新たな培養液を培養細胞に添加すればよい。デジタル化
した画像の面積を算出することにより、従来直径という一次元の指標で評価されていたも
のを二次元で評価することにより、微量の差を明確化することができるようになり、感度
の高い評価系を確立することができた。
【００３７】
上記の一連の処理は、機械により自動化して行ってもよい。例えば、顕微鏡のステージを
自動的に動かす装置を付加すれば、経時的にデータ画像の取り込みが可能となる。また、
顕微鏡システム全体を透明プラスチックの箱の中におさめ、この中の環境を細胞培養での
ＣＯ２ インキュベーターと同じに設定し、経時的取り込みのプログラム（５次元タイムラ
プス蛍光顕微鏡システム： ARGUS/AQUACOSMOS)を組むことで、無人で実験を行うことが可
能である。
【実施例】
以下、本発明の一実施例を図面に従って詳述する。なお、これらの実施例は、本発明を説
明するためのものであって、本発明の範囲を限定するものではない。
【００３８】
図１は、本発明の第１の実施の態様にかかるキットの全体斜視図である（１穴プレートを
使用する場合）。図２は、図１のＡ－Ａ線断面図である。図３は、図１に示したキットの
使用状態を示す図である。
【００３９】
本発明の第１の実施の態様にかかるキットは、図１に示すように、蓋１２、培養皿１４お
よび細胞剥離器具１６から構成されている。蓋１２は上面を有する円柱の形状であり、上
面の中央には貫通した穿孔が設けられており、その周囲には細胞剥離器具１６を挿入する
ための鞘１８が接着されている。
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【００４０】
固定ネジは、細胞剥離器具 16を細胞層のやや上方で固定し、蓋をした時点で培養皿 14の底
面に直接接着しないようにするものである。
【００４１】
培養皿１４に細胞３０を添加し、適当な条件下で培養すると、培養皿１４の底面には培養
細胞の層が形成される。図２および３に示すように、培養皿１４に蓋１２をかぶせる。図
３に示すように、細胞剥離器具１６を鞘１８の挿入穴２０に挿入し、培養皿１４の底面に
接触させた状態で、細胞剥離器具１６を回転させると、培養細胞の層から一部の細胞が剥
離して、細胞欠損部が生じる。
【００４２】
細胞剥離器具１６の回転は、例えば、時計方向に１８０度、半時計方向に１８０度という
ように、互いに逆方向の回転を組み合わせるとよい。細胞剥離器具１６は、図２に示すよ
うに、ハンドル２４、取り付け部２６および先端部２８から構成される。ハンドル２４、
取り付け部２６および先端部２８は、取り付け部２６においてネジ止めされている。ハン
ドル２４は、例えば、アルミニウム合金などの加工しやすい材料で製造されている。取り
付け部２６および先端部２８は、四フッ化エチレン、その共重合体、三フッ化塩化エチレ
ン、その共重合体、フッ化ビニリデン樹脂などのフッ素樹脂で製造されている。
【００４３】
図４は、本発明の第２の実施の態様にかかるキットの全体斜視図である（６穴マルチプレ
ートを使用する場合）。図５は、図４に示したキットの蓋の底面図である。図６は、図４
のＢ－Ｂ線断面図である。図７は、図４に示したキットの使用状態を示す図である。
【００４４】
本発明の第２の実施の態様にかかるキットは、図４に示すように、蓋１０２、培養皿１０
４および細胞剥離器具１６から構成されている。蓋１０２は、図５に示すように、６個の
円柱状の凸部１０６を有しており、凸部１０６の中央には貫通した穿孔１０８が設けられ
ている。図６および７に示すように、培養皿１０４に蓋１０２をかぶせたときに、蓋１０
２の凸部１０６は培養皿１０４の円筒形の凹部１１０（ウェル）に嵌合する。培養皿１０
４の凹部１１０に細胞１１２を添加し、適当な条件下で培養すると、凹部１１０の底面に
は培養細胞の層が形成される。図７に示すように、細胞剥離器具１６を穿孔１０８に挿入
し、凹部１１０の底面に接触させた状態で、細胞剥離器具１６を回転させると、培養細胞
の層から一部の細胞が剥離して、細胞欠損部が生じる。
作製した細胞欠損領域は、４ｘの対物レンズを備えた倒立型顕微鏡を用い、培養皿の底面
の裏側から観察するとよい。
【００４５】
［実施例１］薬剤の評価
マウス胃粘膜細胞株（ GSM06）（ Exp Cell Res. 1993 Dec;209(2):382-7.）を６穴のマル
チプレート（細胞培養用マルチプレート、 sumilon　 (株 )住友ベークライト）にコンフル
エントになるまで培養し、各ウェルの中心に 1.2 mm四方の 4フッ化エチレン片（ (株 )ニチ
アス、テフロン）で円形の細胞欠損を作製した。各ウェルには、それぞれ、ランソプラゾ
ール（ LPZ， (株 )武田薬品工業）を、０、１０－ ７ 、１０－ ６ 、１０－ ５ Ｍ添加し、６時
間後、２４時間後に倒立型顕微鏡（ TE300, (株 )Nikon）にて観察した。細胞像は多機能画
像解析装置（ AQUACOSMOS, (株 )浜松ホトエレクトロニクス）に導入し、細胞欠損面積をデ
ジタル解析し、修復率（％）を算出した。
【００４６】
６時間後には、 LPZ １０－ ６ Ｍ以上で修復促進傾向を認めたが、有意差は認められなかっ
た。２４時間後には、 LPZ１０－ ６ Ｍで有意な修復率の亢進が認められた（図８）が、 LPZ
 １０－ 5Ｍでは認められなかった。
【００４７】
LPZは、至適濃度において胃粘膜細胞損傷の修復促進効果を持つことがわかった。このこ
とから、 LPZが、周知されているような強力な酸分泌抑制作用だけでなく、粘膜傷害の修
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復にも作用し、潰瘍治癒を促進している可能性が示唆された。
【００４８】
【発明の効果】
本発明により、細胞損傷修復の評価系を標準化することができるようになった。それによ
り、組織修復作用を持つ薬剤の評価や細胞傷害作用の定量的評価が簡易に実施可能となる
。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の第１の実施の態様にかかるキットの全体斜視図（１穴プレートを使用す
る場合）。
【図２】図１のＡ－Ａ線断面図。
【図３】図１に示したキットの使用状態を示す。
【図４】本発明の第２の実施の態様にかかるキットの全体斜視図（６穴マルチプレートを
使用する場合）。
【図５】図４に示したキットの蓋の底面図。
【図６】図４のＢ－Ｂ線断面図。
【図７】図４に示したキットの使用状態を示す。
【図８】　 LPZ１０－ ６ Ｍによる有意な胃粘膜細胞損傷の修復率の亢進を示す。
【符号の説明】
１０：本発明の第１の実施の態様にかかるキット全体（１穴プレートの場合）
１２：蓋（１穴プレート用）
１４：培養皿（１穴プレート）
１６：細胞剥離器具
１８：鞘
２０：挿入穴
２２：固定ネジ
２４：ハンドル
２６：取り付け部
２８：先端部
３０：細胞
１００：本発明の第２の実施の態様にかかるキット全体（６穴マルチプレートの場合）
１０２：蓋（６穴マルチプレート用）
１０４：培養皿（６穴マルチプレート）
１０６：凸部
１０８：穿孔
１１０：凹部（ウェル）
１１２：細胞
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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