
Abstract

Thermo Scientific™ Nunc™ セルカルチャーインサート
は、対応する Thermo Scientific™ Nunc™キャリアプレー
トと併せて使用することにより、気相－液相境界におけ
る細胞増殖・分化システムとして有用です。キャリアプ
レートはインサートを異なる高さで保持することができ
るため、インサートの取り扱いが容易で、コンタミネー
ションリスクを低減できます。インサートの保持の位置
を調整できるため、培地量を増量させて、細胞培養中に
必要な培地交換の間隔を延長することができます。本ア
プリケーションノートでは、3次元培養表皮モデル作成
における、Nunc キャリアプレートシステム（セルカル
チャーインサート）の有効性を検討しています。
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Introduction

Nuncセルカルチャーインサートは、小スケールでの 3
次元皮膚増殖のために、一般的に使用される多孔性膜デ
バイスです。細胞をセルカルチャーインサート内に播種
し、インサートをマルチウェルプレート中の培地に浸漬
させます。インサートの多孔性膜上に細胞層が形成され
たら、メンブレン上の培地を除去し、細胞の上表面を空
気に曝露させます。

このシステムの弱点は、インサートメンブレンの下の空
間が制限されるため、気相－液相界面培養中の細胞増殖
を維持させるのに必要な培地を、各ウェルに少量しか添

加できないことです。このため細胞の分化および増殖に
必要な長期培養では、短い間隔で培地を交換する必要が
あります。しかし、インサートがウェル内にしっかりと
固定されていないため、セルカルチャーインサートの培
地交換は煩雑になります。ピペット操作中にインサート
をウェル内で少し移動させるか、ウェルから取り除くこ
とが必要なため、3次元モデルや多孔性膜のコンタミネー
ションや損傷のリスクが高くなります。Nunc キャリア
プレートシステムは、ウェル内でセルカルチャーイン
サートを望ましい高さに調整することで、こうしたリス
クを回避することができます。キャリアプレートにより、
気相－液相界面培養におけるウェル内の培地量を増加さ
せ、培地交換の間隔を長くすることが可能になります。
また、キャリアプレートに設置したすべてのインサート
を同時にウェルから取り出すことができるため、ピペッ
ト操作による培地交換が簡単です。キャリアプレート全
体をカバーするフタにより、インサートおよび細胞をコ
ンタミネーションリスクから守ります。

ここに示す試験では、Nuncセルカルチャーインサート
と Gibco™ EpiLife™増殖培地を使用して、3次元表皮組
織の in vitro 培養のための効果的なシステムを確立しま
した。さらに、キャリアプレートの高さ調節機能を使用
して実験プロトコルを簡略化させ、培地交換の間隔を長
くすることで、操作性を向上させました。

Nunc キャリアプレートシステムに
おけるヒト皮膚組織の確立
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インサート上での気相－液相界面培養
EpiLife増殖培地は、ヒトケラチノサイト増殖用培地サプ
リメント（HKGS）、10 ng/mLの KGF、1X抗菌－抗真菌
溶液および 140 µMの塩化カルシウムを添加して調製し
ます。培地の使用直前に、50 µg/mLのアスコルビン酸を
添加しました。セルカルチャーインサートは、Gibco™ 
Coating Matrix Kitのタンパク質をメーカーのプロトコル
に従って 1：100に希釈したもので予めコーティングし
ました。

初期の細胞接着および増殖においては、すべてのイン
サートを、ウェル中のキャリアプレートの最も低い位置
に設置します。24ウェルインサートの培養面積は 0.47 
cm2で、あらかじめコーティングされたインサート中
に 7.5×10 5細胞 /cm2の密度になるように細胞を播種し
ました。セルインサートへの播種は、上部コンパート
メントには 0.5 mLの細胞懸濁液、下部コンパートメン
トには 0.5 mLの増殖培地を添加した状態で行います。
5%CO2下で 37℃環境において 2日間インキュベーショ
ン後、ウェルおよびセルカルチャーインサート内部から
全ての培地を吸引します。適切な容量の増殖培地を下部
コンパートメントに添加し、インサートを 24ウェルプ
レート内の望ましい高さに設置することで、気相－液相
界面を確立しました（図 1）。上部コンパートメントのセ
ルカルチャーインサート内は空の状態にしておき、次の
培地交換では、下部コンパートメントから培地を吸引し、
1.5 mM塩化カルシウムを添加した（最終濃度 1.7 mM）
増殖培地で適切な間隔で培地交換します（表 1）。

表1．適切な培地交換間隔とインサートの設置位置および培地
　　 容量

生存率アッセイ
細胞の生存率および代謝測定は、培養 23 日後に
Invitrogen™ Vybrant™ MTT Cell Proliferation Assay Kit
を使用しました。MTT試薬をインサートの上部コンパー
トメント内に添加し、1時間インキュベーション後、
MTT溶液を吸引し細胞を洗浄しました。ホルマザン色素
は、100%イソプロピルアルコールで一晩処理したのち、
細胞層から抽出しました。抽出物を 96ウェルクリアプ
レートに移し、Thermo Scientific™ Varioskan™ Flash
プレートリーダーを使用して吸光度を測定しました。生存
率は、6つのインサート（n=6）について評価しました。

経上皮電気抵抗（TEER）測定
増殖中の皮膚組織の TEERは、播種後 11日目および 23
日目の 2ポイントで測定します。測定には、EVOM2™ 
Epithelial Volt/Ohm（TEER）Meterおよびプローブ（World 
Precision Instruments）を使用します。上部および下部の
両方のコンパートメントから細胞増殖用培地を吸引し、
0.5 mLリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で置換後、測定し
ます。プローブは、一方の電極を上部コンパートメント
に、もう一方の電極を下部コンパートメントにそれぞれ
浸漬させ、各時点において、6つのインサートについて
測定します。

顕微鏡観察
皮膚組織インサートは、播種後 12日間増殖させた後、
4%パラホルムアルデヒドで 4℃で一晩インキュベーショ
ンし固定します。インサートをパラフィン包埋して切片
化し、ヘマトキシリンエオシン（HE）染色します。組織
片の 400倍の倍率の写真を取得し、細胞の層化を調べま
した。

＊ 12ウェルプレートの場合は、24ウェルプレートの倍量使用を推奨。

Materials

Materials                                                                                                                                                                         Cat. No.

Nunc Cell Culture Inserts in Carrier Plate Systems, 24-well, 0.4 µm pore size 

Human Epidermal Keratinocytes, adult (HEKa) 

EpiLife Medium, with 60 µM calcium 

Human Keratinocyte Growth Supplement (HKGS) 

Antibiotic-Antimycotic (100X) 

Coating Matrix Kit Protein 

FGF7 (KGF) Recombinant Human Protein

Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit

Ascorbic Acid

＊詳細は右記Webサイトを参照ください。thermofisher.com/cellcultureplastics

141002＊

C-005-5C

M-EPI-500-CA

S-001-5

15240-062

R-011-K

PHG0094

V-13154

A4544-25G

Low
Middle
High

0.5 mL/ウェル
1.0 mL/ウェル
1.5 mL/ウェル l

2日間
3 日間
4 日間

インサート
設置位置

培地交換時の培地量（24ウェルプ
レート＊のウェルコンポーネント） 培地交換期間



細胞の接着および増殖の初期実験から、Nunc セルカル
チャーインサートがヒト表皮角化細胞の優れた増殖基質
となることが示唆されました。2週間の気相－液相界面
培養後のMTTアッセイでは、試験を行ったすべてのウェ
ル中で良好な生存率が示されました（図 1）。

12日間の気相－液相界面培養後の人工皮膚組織の固定化切片の顕微鏡観察からは、表皮層が良好に分化している
ことを確認できました。切片化して染色した組織中では、期待される細胞がすべて可視化されました（図 3）。

TEERを使用して、インサート中に確立された皮膚組織
によるバリア強度を評価しました。皮膚組織の成熟層は、
多孔性膜を介したイオンの流れを阻害し、高い電気抵抗
値を示すことにより評価できます。本試験の 11日間お
よび 23日間の培養後の測定では高い電気抵抗値が得ら
れ、このことから強固なバリアが 11日目にはすでに形
成されており、その後 23日目まで形成されていました。
このことから空気への曝露が 3週間後まで維持している
ことが示唆されました（図 2）。

Results
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図 1．MTTアッセイによる細胞生存率の評価
皮膚モデルサンプル抽出物の平均吸光度と細胞を含まないコン
トロールの吸光度の比較。エラーバーは標準偏差

図 3．HE染色によるインサートメンブレン上の 3次元培養表皮モデルにおける層化

図 2．TEER測定を使用した皮膚モデル完全性の評価
インサートへの細胞播種から 11日後および 23日後の TEER測
定値を、細胞を含まない同一サイズのコントロールインサート
と比較。エラーバーは標準偏差
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さらに、セルカルチャーインサート内での表皮組織形成
への培地交換間隔の有意な影響について検討しました。
キャリアプレートの機能を活用して、異なる高さのイン
サート設置位置で、培地量を変化させることにより培地
交換間隔を 2日間、3日間または 4日間としました（図 4）。
試験を行ったすべての培地交換間隔において、12日間の
気相－液相界面培養後の皮膚組織細胞層が良好に分化し
ていたことから、12日間の培地交換間隔は、2、3また
は 4日間といった短い培地交換間隔と同等に有効であり、
長い培地交換間隔により、皮膚組織を確立させるまでの
操作時間と労力を低減できることが示されました（図 5）。

Conclusion

• Nunc キャリアプレートシステム（セルカルチャーイン
サート）は、ヒト皮膚組織の人工モデル培養のための
優れたデバイスです。

•キャリアプレートの複数の高さ設定により、気相－液相
界面培養における増殖培地容量を増大させることがで
き、培地交換間隔を延長させて操作を簡略化すること
ができます。

図 5．12日間気相－液相界面培養後の各培地交換間隔、キャリア位置条件での表皮モデル層化の HE染色
キャリアプレートの異なる設置位置、異なる培地量での、気相－液相界面培養結果。表皮組織は、各ウェル当たり 0.5 mL、
1.0 mLまたは 1.5 mLの培地で培養し、それぞれ 2日、3日または 4日の間隔で培地交換。組織片は x400倍で写真撮影。

図 4．Nuncセルカルチャーインサート設置位置の断面図
　　　キャリアプレートで 3段階の位置調節可能

2日間間隔、キャリア低位置 3日間間隔、キャリア中位置 4日間間隔、キャリア高位置


