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　　Continuous 　Production　of 　tPA 　by　Recombinant 　BHK 　Cells　in　a

　　　　　　　　　 Micro −F丑tration 　Hollow 　Fiber　Bioreactor
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　　Continuous　cultivation 　 of 　 recombinant 　Baby　Hamster 　Kidney （BHK ）cells　preducing 　tissue

plasminogen　activator （tPA ）was 　carried 　out 　in　 a　micro 一嫐tratien　hollow　fiber（MFHF ）bioreactor　using

Dulbecco’s　Modi 丘cd 　Eagle’s　mcdium 　with 　serum ．　 Stable ，　continuous 　cultivation 　for　66　d　was 　pos・

sible ，　compared 　with 　a　stoppage 　of 　cultlvatiQn 　at　40　d　in　the　case 　of 　an 　u 艮tra一且1tration　hollow 丘ber

（UFHF ）bioreactor，　 A 丘er 　the　cells 　were 細 ly　grown ，　the 　serum 　con ¢ entration 　was 　decreased　from

5％ to　1％，but　the　tPA 　productivity 　remained 　at 　the 　same 　level　continuously ．　 Thc 　mean 　tPA 　con ・

centration 　was 　17．1mg 〃 a 且d　the　mean 　daily　tPA 　production　was 　590　mg ／d，　 The 　tPA 　productivlty
was 　150　mg 〆d！m2 　in　the 　case 　oftb ヒ MFHF 　bioreactor、　 As　the 　rnedium 　in　the 　MFHF 　biorcactor　was

evenly 　 supplied 　from ‘he 　intra−¢ apillary 　to　the　extra
−
capillary 　 space ，　 the 　tPA 　productivity　 of 　tHis

bioreactor　was 　16％ better　than 　that　Qf 出 e　UFHF 　type．　 The 　slmpli 且ed 　culture 　system 　ofthc 　MFHF

bioreactor　make 　it　suitable 　fbr　cQmmercial −scale 　tPA 　production，

［Key 　werds ：

ti。n 】

rnamrnalian 　cell　cultur ∈
，
　micrQ 一丘1tration　hQllow 丘ber置BHK 　cells ，　tPA 　produc一

　遺伝子組換え技術 の 発展に 伴 い
， 多 くの タ ン パ ク 質

が 遺伝子組換え 細胞 の 培養に よ っ て工 業生産さ れ る よ

うに な っ て ぎた．こ れ らの タ ソ パ ク 質 の うち，糖鎖が

付加 され て い る タ ン パ ク質 の 場合 に は 動物細胞を培養

して 生産 1）され て い る．た とえ ば ，イ ン タ
ー

フ ェロ ソ

な どで ある が，こ れ らの 医薬品 の 生産 の た め に 数千 リ

ッ トル 規模 の タ ソ ク に よ る 培養生産
2）が報告 され て い

る．しか し ， こ の 方法は 細胞密度を高くす る こ とが難

し く ， 血清の 所要量 が大 き くな り，目的 の タ ソ パ ク 質

＊
連絡先，Correspondlng　author ．

の 生産性が低 く， ま た酸素の 供給方法な どに も問題を

か か え て い る．

　物質生産 を考 えた 場合の 培養法 と し て は ，高い 細 胞

密度 が 得 られ ，均
一な 条件 で 培養で き，装置が コ ン パ

ク トで あ る こ とが 望 ま し い t 近年，種 々 の 高密度細 胞

培養法 3−12＞が開発され て きた ．こ れ ら の 培養法 の 中 で ，

Knazek ら昏）に よ っ て 開 発さ れ た ホ ロ ーフ ァ イ パ ー培

養法が もっ と も高い 細胞密度5・エ3＞が得られ る と考 え ら

れ た の で ，我 輿 は 組 織 プ ラ ス ミ ノ
ー

ゲ ン ア ク チ ペ ー

タ ー
（tPA ）を 生産する 遺伝子組換 え BabyHamsterKid −

ney （BHK ）細胞 の ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー

培養法 に よ る 生産
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に つ い て 検討した ．

　ホ ロ
ー

フ
ァ イ バ ー

培養法 の メ リ ッ トは ，1） コ ソ パ

ク トな 装置 で 高密度に 細胞 を培養 で きる，2）細胞 が

撹拌な どに よ る 機械的な ダ メ ージ を受け な い ，3）ベ

ッ ドボ リ ニ

ー
ム が 小さい の で シ ス テ ム 内の培養液の 滞

留時間 を 調節 で きる，4）細胞 と生産物の 分離が容易，

5） ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー

培養装置 の 数 を増減す る こ とに

よ っ て ス ケ
ール を大きくで きる ， な どで ある．特に ，

限外 ろ 過 （ultra
−filtration；UF ＞ホ ロ ーフ

ァ イ バ ー14 ）を

用 い る こ とに よ り， 細胞あ た りの 目的 タ ソ パ ク 質 の 生

産性 が 低 い 場合 で も ，
ホ ロ ーフ

ァ イ バ ー
外側 （extra

−

capillary 　space ；　ECS ）で 目的 タ ン パ ク 質を濃縮 で き る ．

ま た ， 血清や フ ェリチ ソ などの 高価な高分子成 分 の 使

用 量が 削減 で き，15）ア ソ モ ニア な ど の 低分子老廃物が

ECS か らホ P 一
フ

ァ イ バ ー内側 （intra・capillary 　space ；

ICS ）に 排出 され ，細 胞 の 生 育 環境 が 良好 に 保持 で き

る ， と され て い る．しか し ，ECS の い わ ゆ る Starling

Flow に よ り培養液 の 流れ が 常 に
一

方向の 場 合 に は ，

目的 の タ ソ バ ク 質 や 抗体 が 出 口 側に 局在化16）す る と

い っ た 欠 点も報告 され て い る．また ，こ れ ま で は 診 断

用 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 の 生産とい っ た 比較的小規模

の 生産量 で よ い 易合 に つ い て の み 研究 され て お り，

tPA の よ うな治療 用 の タ ソ パ ク 質生産 とい っ た 大規模

な生産量 が 要求され る場合の 研究 は なか っ た ．

　tPA を 生産す る 場合 ，
　 tPA は タ γ バ ク質分解活性を

本質的 に 有す る こ とを 考慮す る 必要が あ る ．した が っ

て ，tPA を 培養環境中 に 長時間滞留させ る こ とは tPA

の 自己 消化 の 危険性 を高め る 原因 とな り，tPA の質と

量の 低下をもた らす こ とに な る．そ の tcめ，　UF ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー培養 装置を用 い る と，た と え ベ

ッ ドボ リ

ユ
ーム が小 さ くて も，生産された tPA は ECS で 濃縮

され て 長 時間滞留す る こ と とな り，tPA の 生 産 に と っ

て は 好 ま し くな い 状況 に な る と予想 され た．培地を

ICS か ら ECS に の み 供給す る こ とに よ っ て ，　 tPA の

培養環境下で の 滞留時間を短くす る こ と，お よ び培地

成分 の 均
一

な供給 と老廃物の 除去が可能で ある，そ こ

で ，我 如 ます べ て の 培 地 成 分 が 膜 を通 過 す る こ とが 可

能な精密 ろ 過 （micro
−Mtration；　MF ）ホ ロ ーフ ァ イ バ ー

を用い る培養 シ ス テ ム を考案した ．

　血 清 含 有 DME 培 地 （Dulbecco
，
s　Modified　Eagle，s

Media ）で tPA を 生産す る BHK 細胞の 連続培養 を MF

ホ 卩
一フ

ァ イ バ ー培養装置 を 用 い て 実験 し，UF ホ

P 一フ ァ イ バ ー
培 養装置 を 用 い た 実験 と比較検討 し，

そ の 有用 性 が 見 い だ され た の で 報告す る ．

実　験　方　法

　実験材料　　細 胞 と して は ，tPA を 生産 す る組換 え

BHK 細胞 1η を 用 い た．　 tPA 遣伝 子 の 発現 は 上流 に あ

る メ タ 卩 チ オ ネイ ン プ ロ モ
ー

タ
ー

に よ っ て 支配 され て

い る．：7）培地 と し て は ，DME 培地 （Gibco　Laborato−

ries
，
　Grand 　ls：anCl

，
　NY

，
　USA ）を基本と し，牛胎児血清

を添加 し，NaHCO3 を 2．5　gfl，グ ル コ
ー

ス を 3，0g 〃，
フ ル ク ト

ース を Lsg 〃 に 調製 し ，ろ過 滅菌を し て 用

い た ，

　培養装置 に 用 い た ホ ロ ー
フ

ァ イ バ ー
に は ， UF ホ

ロ ーフ ァ イ バ ー
の 場 合 に は EndOtronics社製 の Acu −

syst 　P〆3X 用 （再生 セ ル P 一ス 製，膜面積 0，8m2 ，　EC

容量 IOO　ml ，分子 量 カ ッ ト8，000）の もの を 6本使用 し，

また，MF ホ ロ
ー

フ ァ イ バ ー
の 場合に は 旭 メ デ ィ カ ル

社製 の カ ル チ ャ
ー

フ ロ
ーLO1 （ボ リ エ チ レ ン 製，膜面

Harves

MeCliuSeru

Fig ．1．　Schematic　diagram　of 　u ｝tra −Mtration　ho旺ow 　fiber　bioreactor　system ，

　　丘ber　bioreactor；GEX ，　gas　exchanger ；BP，　be口ows 　pump ．

diumNaOH

匸巳

UFHF ，
　Ultra−filtration　hollow

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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臼arvest

MediumSerum

0．5NNaOH

pH　probe

Fig ．2．　 Schematic 　diagram 　of 　micro −Mtration　hollow　fiber　bioreactor　system ．

　　fiber　bioreactor；GEX ，　gas　exchanger ；BP ，　beUows　pump 、

積 0．65m2 ，EC 容量 72　ml ，最大孔径 0．4 μm ）6 本を用

い た ．ガ ス 交換 器 （ポ リ ブ P ビ レ ン 製ホ 卩
一フ

ァ イ

バ ー）は ，Endotronics社製 の Acusyst　P〆3X 用を用 い

た ．

　UF ホ 卩 一フ ァ イ バ ー培養装置 と し て は Acusyst

P／3X を 用 い ，基本的 な培養操作 は AcusySt の マ ニ ュ

ア ル に 従 っ た ．こ の 培養 シ ス テ ム は ，Fig，1に 示す よ

うに 2 つ の チ ャ ン バ ー
を交 互 に 加圧する こ とに よ り，

ECS と ICS の 間 で 培 地 が 交 互 に 移 動 す る （RISE −

FALL ）方式 の た め ，　 ECS 循環 ラ イ ン に は 液 が 逆流 し

ない よ うに ，逆止弁 が 設置 され て い る，培地 は ECS

と ICS か ら供給 され ，　 IC チ ャ ン バ ー
か ら廃液を系外

に 排 出 し，ECS か ら連続的に 培養液を回 収 した ．

　MF ホ ロ ーフ
ァ イ バ ー培養装置と し て は ，

　 Fig．2 に

示す よ うに チ ャ ン パ ー
を 1 つ に した ，こ の 場 合 に は

ECS と ICS の 間 で 培地 が 交互 に 移動す る よ う な こ と

は な く，培 地 は 常 trc　ICS に 供給 さ れ ，同 じ流 速 で

ECS か ら培養液を 回 収 した．

　6well 　plate培養 　 6　well 　plate（Falco員 3046；Bec−

ton 　Dickinson社製，　 Lincoln　Park，　NJ ，　usA ）の 各 well

O− 1xlos 個 の BHK 細胞を接種 し，5 ％ GOz イ ン キ

ュ
ベ ータ ー

中で ，36°C で 培養 した ．生細胞数 は ， ト

リ パ ソ ブル ー染色後，血 球計算盤 を用 い て 算出 した ．

　ホ ローフ ァ イ バー培養 　　UF ホ P 一フ
ァ イ バ ー

を

使用す る場合 も MF ホ ロ ーフ ァ イ・「　一を使用 す る場

合 も，ホ ロ
ー

フ
ァ イ パ ー

に los個 の 細胞 を 300　ml の

培地 に 懸濁 して 均等 に 接種 し，36 °C ，pH 　7．2 で 培養 し

た ．血 清濃度 は，まず 5 ％で 培養 を 開始 し，グ ル コ
ー

ス 消費量が ほ ぼ
一

定 に な っ て か ら 1 ％に 下げた．培地

は ，培養液中の グ ル コ ース が 枯渇 しな い よ うに 供 給 し

た ．培養液 の pH は ，ガ ス 交換器 を使っ て 調節した が，

MFHF ，　Micro−Mtration　hollow

ガ ス 交 換 で pH の 維持が で きな くな っ た 時 に は ，

0，5NNaOH 溶液を 加 え た ．

　分析方法　　tPA 濃度は ，二 抗体サ ソ ドイ ッ
チ ELI ・

SA 法 で 測定 した ．］s）培 養液 の pH と溶 存酸素 濃度

（DO ）は ，ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー

培養装置 の 入 口 と 出 口 に

つ い て ，B ユood 　Gas　Analyzer　Model 　170（Corning 社製 ，

Medfield，　MA ，　USA ）で 測定 した．培養液中の グル コ
ー

ス と乳酸濃度 は ，グル コ ース ラ ク テ ー
トア ナ ラ イ ザ ー

（MQdel 　2000；Yellow　Springs　Instrument ，　Yellow 　Spr −

ings，　OH ，　USA ）で 測定 し た ，グ ル タ ミ ン 濃度 は 酵素

処理 後 に 比色法 19）に て ， ア ン モ ＝ ア 濃度 は イ ン ドフ

ェノ ール 法 2°）で 測定 した ，

実験結果お よび考察

　細胞特性　　ま ず，細胞増殖に 対す る 血清濃度 の 影

響 を 調 ぺ た ．培 地 の pH を 7，2に 固 定 し ，血 清濃度 を

それぞれ 5，2，1，0．5，02 ，0％に 調 整 した DME 培地 で

6　well 　platc培養 した ．なお ，接種用 の 細胞は ，血清 を

5 ％含む培地で 培養徒，血清不 含培 地 で 洗浄 し，各 条

件 の 培地 に 懸濁 し て 接種 した ．Fig、3 に その 結果 を 示

す ．血 清濃度が0，5％以 下 で は 生細胞 は 減少 し， 細胞

増殖 に は 血 清濃度が 2 ％以上 必 要 な こ とが わ か っ た，

血 清濃度 が 1 ％ の 場合に は 細胞増殖があ ま り活発 で は

な く，生細胞数が ほ ぼ維持 で きる こ とも判明 した ．ま

た ，tPA の 生産量 は ほ ぼ 生細胞数に 比例 して い た ．以

上 の 結果 よ り，ホ ロ
ー

フ
ァ イ パ ー

培養 で は ，細胞増殖

期 に は 血清濃度 を 5 ％ と し，細胞 が よ く増殖 して高密

度 とな り，そ の 生細胞濃度を 維持 しつ つ tPA を 生産

す る 時期 に は 1 ％とし て 培養す る こ ととした．

　次 に ，細胞増殖 お よ び tPA 生産量に 対す る pH の 影

響 を知 る た め に，NaHCOs の 添加量を変 え て，初期

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig．3、　 Effect　 of　serum 　concentration 　 on 　cell 　growth

　　andi 　tPA 　productivity．　Symbols ： ロ ，O％ ；
◇，0．2％ ；

　　O ，0．5％；△，i％ ；　■ ，2％ ；　◆ ，5％．

pH を そ れ ぞ れ 6．6，6，7，7、O，7．2，7．4，7．5 に 調 節 した 5

％ 血 清含有 DME 培 地 で 6well　plate培養 し た ．接種

用 の 細胞は ，血 清 を 5 ％含む pH 　7．2 の 培地 で 培養後，

pH 　6．6 の 培地 で 洗浄 し，各条件 の 培地 に 懸濁 して 接

種 し た ．Fig．4 に そ の 結果 を 示 す．培養中 お よ び 培養

後 の pH は ， 1 検体ず つ 注 射 器 で 培養液を サ ソ プ リ ソ

グ し ，
Blood　Gas　Analyzerで 測定 した．初期 pH 　6，6 お

よ び 6．7 の 場合 に は 細胞増殖 は よ くな か っ た ，初期

pH 　7，2 の 場合 に は ，培養時間 と と もに pH が 7 以下

に 低下 した に もか か わ らず， 細胞 の 増殖 は 良好で あ っ

た が ， tPA の 蓄積量 が 低 か っ た ．初期 pH 　7．5 の 場合

に は ，pH は 培養 の 途中に は 7．5 よ り高 くな っ た が，最

終的 に は pH は 7．2ま で 低下 し，細胞増殖 も tPA 蓄積

量 も良好 で あ っ た ．初期 pH を7．4と した 場合 が も っ

と も良 い 結果 が 得 られ た が ，最終的 に は pH は 7．0 ま

で 低下 し た ．こ れ らの こ と を 考慮 し て ，pH を
一一

定 に

制御で きる ホ ロ ーフ
ァ イ バ ー培養の 場合 に は，pH の

設定値“t7．2とす る こ とに した．

　UF 木 ロ
ー

フ ァ イ バ ー
培養　 　ま ず，　 UF ホ 卩

一
フ

7 イ パ ー
培養装置を用 い た 場合を検討 した ，tPA を生

産す る BHK 細胞 の 40 日 間 の 培 養結果 を Fig．5 に 示

す，血清濃度は 5 ％で 開始 し，26 日 目 に 1 ％に 変更 し

た．tPA の 生 産に 関 し て は ，培養開始後徐 々 に 増 加 し，

20 日 目以降は ほ ぼ一
定 と な っ た ．20日 目以降40日 目ま

で の 1 日あ た りの tPA 生 産量 は 平均 621　mg 〆d で，平

均濃度は 17．9mg 〃 で あ っ た．
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　　productivity．

1　 　 　 　 2　 　 　 　 3
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4

Effect　 of 　initia亅 pH 　 on 　 cell　 growth　 aIld 　 tPA

Symbols ： ロ ，6．6；◇，6 ．7；O ，7．0；△，
7．2；　圏 ，7．生；　◆ ，7，5．

　 tPA の 生産期 に お け る 培地供給量 は 平均 43．2　t／elで

あ っ た．老廃物 の 除去 の た め，平均 7．8　Ud を廃液 と

して 排出 し，そ れ 以外 を培養液 と し て 回 収 した ．培養

液 中 の グ ル タ ミ ン 濃 度 は ほ ぼ 2mM で あ っ た の で ，

グ ル タ ミ ン が増殖を 制限 し て い る こ とは な い ．BHK

細胞 は ，2mM 以上 の ア ン モ ニ ア 濃度 に な る と増殖阻

害が 認 め ら れ る
2 且｝が ，培養液中 の ア ン モ ニ ア 濃度 は

O．　15　rnM 以下 で あ っ た ．培養液中 の 乳酸濃度 は 培養

終期 を 除 けば 3．2g 〃 以 下 で ， 6weU 　plate培養 の 結果

で は 増殖阻害 が あ ま り認 め られ な い 乳 酸濃度 で あ っ

た ．こ の こ とか ら，培地 の 供給 は グ ル コ ース 濃度 を 指

標 と して ，グル コ
ース が 欠乏 しない よ うに すれば よ い

こ とが 確認 で きた．ま た，6wen 　plate培養 に お け る グ

ル コ ース 消費量 tt　6　mgtlO6 　cellstd で あ っ た の で ，こ

の 値が ホ ロ ーフ
ァ イ バ ー培養の 場 合に もそ の ま ま適用

で きる と仮定すれぽ，ホ ・ 一フ ァ イ バ ー培養に お い て

は 最終到達細胞数 は 1．6 × 1010 個 （最終到 達細胞濃度

と し て 1．6 × 108個 ／ml ） で あ っ た と考 え られ る ．

　 UF ホ ・ 一フ
ァ イ バ ー

培養 の 場合 ， 上 記 し た よ うに

RISE −FALL シ ス テ ム に よ っ て 培地 の 流れ を交互 に 交

換 す る．こ の 培地 を 交互 に 移 動 す る時 間 は，培養 初 期

に は 10分程度 で一
定 で あ っ た．培養 日数 が 長 くなる に

従 い ，ICS か ら ECS に 培地 が 移動す る時間 は 変 わ ら

なか っ た が ，ECS か ら ICS に 培地が移動す る 時間 は

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig，5．　 Culture　in　ultra 一飢tratiDn　hollow　fiber　bioreactor　system ，　 Symbols ： 囗
， production　of　tPA ； ○，feed

　　volume 　of 　mediurn ；△，　inlet　DO ；▽，　outlet 　DO ；▲ ，　inlet　pH ；▼ ，　outlet 　pH ； 躙 ，griltamine　conccntration ；
x ，

　　NHs 　concentration ；◇ ，　glucose　concentratien ； ● ，Iactate　concentration ・

徐 々 に 長 くな り， 培養終了時 に は 4e分 と な っ た ．こ の

よ うな 状態 で は ，ECS へ の 新鮮 な 培 地 の 供給 と ICS

か らの 老廃物の 速 や か な除去 が 困難に なる ．

　 こ の 原因と して は，培養 日数 の 経過 と と もに 増殖 し

た 細胞 が ホ ロ
ー

フ
ァ イ バ ー上 に 蓄積 し た

22 ）た め ，

ECS か ら ICS へ の 培地 の 膜通 過 抵 抗が増大 した こ と

に よる もの と考え られ る，さ らに 長期 の 培養 を 行 う場

合，EGS の 環境状態 の 悪化 に よ り生細胞数が 減少 し ，

tPA の 生産量 が 低下す る こ とが 推測 され る．な お 別 の

培養 に お い て は ， 長期間連続培養 して い る と ，
ECS

か ら ICS へ の 培地 移動が 16時間以 上 経過 して も終了

しな い こ とがあ っ た ．長期連続培養 し，tPA の 生産量

を一定に 保つ た め に は ，個 々 の 細胞 の 生育環境が 良好

に 維持 され る必要 が あ るが ，UF ホ 卩
一フ

ァ イ バ ー
培

養の 場合 に は 増殖 した 細胞が ホ ロ
ーフ

ァ イ バ ー上 に 蓄

積す る こ とは 本質的 に 避 け られ ず，長 期 間 細 胞 の 生 育

環麑を良好 な 状態 に 維持す る こ とは 困難 で あ る と考え

られ る．

　 MF ホ ロ
ー7 ア イ パ

ー
培養　 　MF ホ ロ

ー
フ

ァ イ

バ ー培養装置を用い た BHK 細胞の 66 日 間 の 培養結果

を Fig．6 に 示す．　 UF ホ 卩
一フ

ァ イ バ ー
の 場合 と同様

の 条件 で 培養 し，27 日 目か ら血 清濃度を 5 ％か ら 1 ％

に 変更 した ．培 養 液 中 の 乳 酸 濃度 は 培 養期間 中 2．5g 〃

以下 に 保た れ て い た ．pH も若干 変動 して い る が，ほ

ぼ 7．2に 制御 さ れ た ，tPA の 生産 は UF ホ ロ
ー

フ
ァ イ

パ ーの 場合 よ り短 い 培養期間 で 高い 値に 達し，9 日 目

に は 208mg ／d で あ っ た ．28日 目以 降 の tPA 濃 度は 平

均 17．1mg 〃で ，生産量 は 平均 590mg ／d で あ っ た ．な

お，28日 目か ら41 日 目 ま で の 平均生産量 は 586mg ／d

で あ り，42 日 目か ら66 日 目 ま で の 平 均 生 産 量 は 592

mg ！d で あ っ た ．こ の よ うVC　tPA の 生 産量 は 培養時期

に よ らず一定で，安定 して い る こ とが明らか に な っ た ．

培養を 66日で 停 止 した が ，安定 した 運転状況 か ら さ ら

に 長期間 の 培養 も可 能 と考 え られ る ．

　培地供給量 は 平均 34．4　Ud で あるが ，　 UF ホ ロ ーフ

7 イ バ ー
培養 と膜面積あた り同 じ量 と した ．した が っ

て ．グ ル コ
ー

ス 消費量 と培養液 中 の 乳 酸濃度 も同 じ レ

ベ ル に 維持 された ．tPA の 生産が安定 して い る期間 に

お け る 膜面積 あた りの tPA の 生産量 を 比較す る と，

UF ホ 卩 一フ ァ イ バ ー培養 の 場 合 に は 129mg ！d／m2 で

N 工工
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あ り，MF ホ ロ ーフ ァ イ バ ー培養の 場合 に は i50 皿 g／

dtm2 で あ っ た ．後者 の 生産量が膜 面積あた り16％改

善 され た ．こ の 原因 と し て は ，RISE −FALL シ ス テ ム

に よ る 培地 の 供給方法 よ り も，ICS に 培地 を 供給 し

ECS か ら培養液 を連続的 に 回収す る方法 の ほ うが ，

付着細胞 に 対 して 均
一

な培地 の 分配 が 可能 に な る た め

と考 え られ る．す な わ ち，MF ホ ロ ーフ
ァ イ バ ー

培養

の 場合に は グ ル コ ース と乳酸の ECS と ICS の 濃度差

は 最大 で 0．03mM で あ り，ほ とん ど 同 じ濃度 で あ っ

た ．ま た MF ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー

で は ，培地 の 流 れ が

フ
ァ イバ ー

の 内側 か ら外側 へ の
一

方向だ け で あ っ た た

め ，dcbrisな どが 孔 に 入 り込 み 閉塞 し なか っ た と考え

られた ．

　MF ホ 卩
一

フ
ァ イ バ ー培 養 シ ス テ ム で は ，UF ホ 卩 一

フ
ァ イ バ ー

培養 シ ス テ ム に較 べ ，使 用 す る ポ ソ ブ数と

チ ャ ソ パ ーが 削減 され，圧力調整 シ ス テ ム と廃液 タ ン

ク が撤去 で きた ．制御操作 も簡略化 さ れ，雑菌汚染 と

機械的な故障の 可能性も少な くな っ た．工 業化 レ ベ ル

の 培養 を行 う場合 に ，培養装置 と し て MF ホ ロ ーフ

ァ イ バ ーを 用 い る こ とは 非常に 有用 で あ る こ とが 明ら

か とな っ た．

要 約

　MF ホ ロ ーフ ァ イ パ ーを 用 い た 培養 シ ス テ ム を 考案

し，血 清含有 DME 培地 で の 組 twえ　BHK 細胞 に よ る

tPA の 連続生産に つ い て検討 した ，連続66日間培養し，

28日 目以降，血 清濃度は 1％ に 低下 させ た が，非常 に

安定 し て 運転 で ぎる こ とが わ か っ た ．こ の 期間 の 平均

の tPA 濃度 は 17、1　mg ／l，生産量 は 590　mg ／d，膜面積あ

た りの 生 産量 は 150mg ／d！m2 で あ っ た ．ま た ，　 MF ホ

ロ
ー

フ ァ イパ ー
を 用 い る こ とに よ り均

一な培 地 成分 の

供給 が 可 能 とな il　t
　 UF ホ 卩 一フ ァ イ バ ーを 用 い た 場

合 よ b も膜面積あた りの tPA の 生産量を 16％改善す

る こ とが で きた ．さらに ，MF ホ ロ
ー

フ
ァ イ バ ー

培養

シ ス テ ム は ，装置 お よ び 操作 が 大幅に 簡略化で き，工

業的な 長期連続培養で 非常に 有用 で あ る こ とが 示唆 さ

れ た．

文 献

1）早川 堯夫 ： フ
ァ

ル マ シ ア
， 27，1143−・1147（1991）．

2） Pullen，　K ・F・，Jonson，　M 、　D ．，　Phillips，　A ．　w ．，Bal1，

　 G ，D ．，　and 　Finter，　N ，B ．： 1）evelop．　Bioi．　StandOrd，
　 60

，
175 −177 （1985 ），

3）　Knight ，P ．：　Bio／Tecnnot．，7，459 −・461 （1989）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

44i精密 ろ 過 ホ 卩
一フ ァ イ バ ー培養1996 年 　第 6 号

Is） Hopkinson ，J．；　Bio／Techn ・i・，3，
225−23e（1985）・

16）Piret，J．M ．　and 　Coeney ，　C ．　L ．： Biotechnol，　Bioeng．、

　　36，902−910 （1990 ）．
17） ア イ リ

ー
ン

・
ア
ール ．　

・マ ル ビ ヒ ル ，バ ト リ ッ ク

　　 ・ジ ェ イ ．・オ ハ ラ ，ビ ヨ ル ン ・ア
ーt ・ネ グ ゾ

ー，

　　吉武新次，池 田靖典，鈴木　豪，橋本　明，杠

　　輝明 ： 日本特許 ， 特開昭 64−85079 （1989）．

18）wang ，　J．，　Hata ，　M 、，Park，　Y ・s・，　Iijima，　s・，　 and

　　Kobayashi，　T ．： 」．　Ferment．　 Bioeng、
，
78

，
321−326

　　（1994 ）．
19） 田村善藏 （校閲），由 岐英剛 （編集）生化学分析

　　法，　p．475−477 （1984）．
20） 田 村善藏 （校閲），由岐英剛 （編集）生化学分析

　　法，　p．61−63（1984），
21）Butler，　M ．　and 　Spier，　R ．E ．： J．　Biotechnel，．1，187−

　　 196 （1984 ）・
22）　Knazek ，　R ．A ，：　Fed8ration　Proceed．、33，1979−1981

　　（1974），

4） Knazek
，
　R ．　A ．，Gullino，　P ．　M ，Kohler ，　P ．0 ．，　and

　 Dcdriek，R ．L ．：　 Science，正78，65−67（1972）．
5） Mancuso ，　A ．，Fernandes，　E ．J．，Blanch ，　H ，W ，，and

　 qark ，　D ．S，：　Bio／Technot、，8 ，
1282−1285（1990）．

6）Hopklnson ，J．： Bio／Te‘hnoL，3， 225−230（1985）．
7）丹 羽 国 守 ：組織培養，18，265−269（1992）．
8）Lydersen，　B．　K ．，Pughl　G ．G ，，Paris，　M ．S．，　Sharma，

　 B ．P ．，　 and 　 Noll，　 L ．A ．l　Bio／Technol．
，

3
，
63−67

　 （1985 ）．
9） Mckillip ，　 E ．　R ．，　 Giles

，
　 A ．S．

，
　 Levner，　 M ．　H ．，

　 Humg ，　 P．P ．，　 and 　 Hjorth，　 N ．： Bio／Technol．，9
，

　 805−810（1991 ）．
10）水谷　悟 ： 組織培養，t8 ，249−254（1992）．
1正）Knight，　P．：　Bio／TechnoL

，
7

，
459−461 （1989）．

12）Ogata
，
　M ．，Marumoto ，　T ．，Oh ・i，　K ．，Shimizu ，　S．，

　　and 　Kato，S，： 」．　Ferment．　Bioeng．，7，46−51（1994），
13）Knazek ，　R ．A ，，Kohler，　P 、0 ，，and 　Gullino，　P．　M ．：

　　Ex ）erimentalCett 　Res．，84，251−254 （1974）．
14）熊沢久子 ： 細胞工 学 ，

14
，
1344 −1350 （1995 ）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


