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動物細胞培養に特異的な環境因子 に

関す る培養 工 学的研 究
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高木 空目

　　　　Process　Engineering　Study　on 　Speci丘c　Environmental　Factors

　　　　　　　　　of 　Mammalian 　Cell　Culture − Monograph −

MuTsuMI ］［AKAGI伽 彦errzationat 　Centeγノbr　Biotechnology，　Osaha伽 加θ”吻 Suita，　Osahα　565−0871）
Seibutsu−kogaku　80：70−77，2002 ，

　Thc 　effec〔s　and 　control 　of 　speci 行c　environmental 　factors　on 　marnmalian 　cell　cu1 田 re 　and 　control 　of

their 　factors　were 　invesしigated，（1）After　studying 　the 　basal　environmental 　factors　such 　as しemperature ，

pH ，　and 　dissolved　oxygen （DO ）and 　developing　a　low・scrum 　medium
，　a　novel 　aeration 　straしegy 　of

supplying 　dissolved　ox γgen　without 　cell　damage　in　a　large　scalc 　culture ，　which 　involves　the　usage 　of

an 　air
−spray 　system 　and 　pressurization，was 　proposed．　 A　practical　method 　fbr　the　on −line　mcasurement

of 　respira ［ion　rate 　as 　an 　index　of　the 　physiological　sta 〔c　of 　cells 　was 　developed　and 　applicd 　to　a　shift

ofcontrol 　mode 　ofamicrocarrier 　culturc 　ofhuman 　cmbryo 　lung　cells 　producing　the　tissue　plasminogen
activa 〔or （【PA），（2）Anovel 　carrier 　of　chemically 　mod 丗 ed 　starch 　particles　was 　devclopcd　with 　the 　aim

of 　convenicnt 　cell 　separation 　during　medium 　change 　in　suspension 　culture 　of 　tR ヘーproducing　Chinese
hamster　ovary （GHO ）ceils ．　 Ano しher　cell　separation 　method 　employing 　a　low　cen しri釦gal　fbrce　was

effective 　in　maintaining 　the 　specific　tPA　productien　ra しe　at　high　levels　during　suspension 　culture ．（3）
The 　charlge 　in　the　morphology 　of 　adhesivc 　cells 　and ［he　increase　in　energy 　Inetabolism ，　which 　major

substra 〔e　shifted 　from 　g盈ucose 　to　glutamine，　were 　considercd 　to　correlate 　with 　the 　increase　in　the 　specific

production 　rate 　of 　proteins　under 　a 　high　osmotic 　pressure．　 The　gradual　incrcase　and 　cyclic 　change 　of

osmotic 　pressure　during　culture 　were 　fbund 　to 　increase　the 　production　of 　pro［cins 　such 　as　monoclonal

antibody （MAb ）and 　tPA ．　Static　pressurization　at　O．9　MPa 　increased　MAb 　production　by　hybridoma
cells ．　 These　results 　m 乱y　be　usefu 】to　solve 　specific　prob星ems 　in　industrial　processes　of 　inainnialian 　cell

cuitu1 二e．

［Key 　words ： mammalian 　cell，　process　engineering ，　respiration ，　centrifugation ，　osmotic 　pre∬ ure ，
sしatic 　pl

’
essure ，　animal 　cell］

は　 じ　 め　 に

　動物細胞培養プ ロ セ ス は，1980 年代初頭 か らイ ン タ
ー

フ ェ ロ ン ，イ ン タ ー
ロ イキ ン ，血栓溶解剤 テ ィ ソ シ ュ

ー

プラ ス ミノ
ーゲン ア クテ ィ ベ ー

タ
ー

（tPA ）な どの タ ン パ

ク製剤 の 工 業生産 手段 と し て そ の 開発 の 必要性が ，特に

高ま っ て きた ．こ の動物細胞培養 に は 発酵工学，微 生物

培養 工 学で 培われ て きた技術 の 多 くを応用 で きる も の

の
， 主 として微生物細胞 と動 物細胞 の 性質の 差異に起因

す る動 物細胞培養特 有 の 工 学的課題 （丁able　l）が 多く存

在する こ とが明 らか となっ て きた，こ れ らの 多 くが未解

決 の 状態で あ っ た こ と か ら ， 本研 究者 らは培養 工 学的見

地か ら動物細胞培養 にお け る基盤 的技術 の 開発 を行 っ

た．

　本稿で は，特 に 動物細胞 の培養に お ける環境因子 の 影

響 とそ の 制御に関する研究の 中か ら，（1）酸素供給 な ど基
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Table　 1，Engineering　subjects 　regarding 　mammalian 　cell　cu ］tivation・

Chara 〔terisdcs

Microbes Mammalian 　celis 　　 Engineerillg　su 切ecLs

G1・OWLh

Reproduction

Cell　density

Genera しion　time

AgitationSparg

且ng

Suspension　　　Adhesion

In丘nite

High

ShOlt（h）

〜1，000　rpm

Possible

Osmetic　pressure　 TQIerance

Nutrient　demand 　　 Simple

Monitoring　of
respiration 　rate

Common

（contact 　inhibition＞

Finite

（
〜50PDL ）

Low

（
〜 106ceHs！m ］＞

Long （d）

〜 100rPln

Impossible

Sensi［iveCompllcated

（e・9・，serum ）

Difficult

Cell　adhesion 　carrier

（e・g・．miCrOCarrier ）

Adap ［a［ion　fol−suspension 　cul 加 re

Freeze　preserva【ion
I！n 聰110「talization

Dense 　culture

Optimiza【bn （しemp っpH，　DO ）

Highly　asepti ⊂ operation

L ・ wshea1
’
agitati ・n

Surface　aera ［ion

（e・9・，air　spray ，　pressuriza匸ion）

Osmolarity　control

Serum・free　medium
Medium 　change ［echnique

On −line　 measurement

本 的培養 制御 ， （2）培 地交換による環境制御，（3）浸透圧

お よび静圧 の 制御に つ い て 報告する，

1． 酸素供給など基本的培養制御

　温度，pH ，溶存酸素などの 環境因子 は動物細胞培養に

お い て も制御す べ き基本 的環境因 子 と して重要 で あ り，

な か で も酸素供給の 方策 は 動物細胞 の 脆弱 さゆ えに解決

の 困難な課題の
一

つ で ある．高密度培養に お い て 細胞 あ

た りの 生産性 をい か に維持する か ，また ，低血清培地あ

るい は無血清培地開発 も重要 な動物細胞培養特有の 課題

の
一

つ で ある．特に後者は生産性 の み な らず生産物 の 品

質保証 の 点 に 深 く関わ っ て くる ．さらに ，こ れ ら種 々 の

環境因子 の 制御を実行する際に細胞の 生理状態を把握す

るため の 重要 な指標 となる呼吸速度 の オ ン ライ ン 測定も

解決す べ き重要 な基本的課題 で あ っ た．こ れ らに つ い て，

ヒ ト胎児肺細胞の マ イ ク ロ キ ャ リア
ー
培養に よる血栓溶

解剤テ ィ ッ シ ュ
ープ ラ ス ミ ノーゲ ン ア ク テ ィ ベ ーター

（tPA ）生産を例にあげて検討 した．

1−1． 温度，pH ，溶存酸素濃度の制 御 と通気撹拌方策

細 胞増殖期とそ れ に 続く tPA 生産期 に お い て ，それぞれ

最適な温度，pH ，溶存酸素濃度（DO ）が存在 した．生産

期に は 増殖期 （37°C）よ り低 い 33°C が適 し，最適な DO

は増殖期 が 30％飽和以上，生産期 が 20〜30％飽和で あ っ

た．1）

　 マ イ ク ロ キ ャ リア ーが 沈降 しない 範囲 の 低速撹拌 （た

とえば ll ス ケール の培養で は 20　rpm ）を行 うこ とで 細

胞に損傷を与えずに しPA 生産性 を高 く維持で きた．こ の

よ うな低速撹拌にお い て，溶存酸素供給速度 を上げるた

め の 第
一

の 方法 と して ，
エ ア

ー
ス プ レ

ー
法を採 用 し kLa

を通常の 表面通気の 2倍以上に改善で きた．第二 の 方 法

と し て加圧培養 を提案 し たが こ れ に つ い て は 3−2 で 述 べ

る．2）

1・2。 低血清 培地開発 と高密度培養　　動 物 細胞 の 増殖

に は 種々 の 増殖因子 の 混合物と して の ウシ 胎 児血清の 添

加 が
一
般 に 不可欠で あ る が，ウシ胎児血清が高価な こ と

に加え ，
こ れ に含まれ るタ ン パ ク質を医薬 タ ン パ ク質の

精製過 程で除去す る こ とが きわめ て 困難な こ とか ら，低

血清培地 ある い は無血清培地 の 開発 が必 要 とな る，そ こ

で ，血清の増殖促進活性を代替で き，か つ 細胞接着を阻

害しな い 物質をス ク リー
ニ ン グ した結果，硫酸第

一
鉄な

どを選択す る こ とがで きた．S）

　マ イ ク ロ キ ャ リア
ー密度を3　9tlか ら6　g／1に上 げる こ と

に よっ て細胞密度 を 2 培濃度ま で 増殖 させ て か ら tPA 生

産を行 っ たが，tPA 生産量は約 1．3倍に とどま っ た．種 々

検討 した結果 ，培養液中における不溶性あるい は難溶性

培地成分 の 濃度を細胞密度に比例 して上げ る こ とによ り

生産量 は 2倍 に 達 した ．4）

1・3． 呼吸速度の オン ライ ン測定と制御へ の 応用　　動

物細胞培養 では ， 細胞密度が低 く培養液量 あた りの 酸 素

消費速度が微生物 培養 に 比 べ て 微小 なため，排気ガ ス 分
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析 に よ る 呼吸速度測定法は適用 で きな い ．培養槽内の気

相 を窒素で 置換 して溶存酸 素濃度の減少速度か ら呼 吸速

度 を測定す るガ ス 置換法が実験室的な方法と して はあ る

が，培養系 に 外 乱 を与 え る
， 測定 が 不 連続，大量の 窒素

ガ ス を必要 とす る，な どの 理 由か ら実用 的で は ない ．

　そ こ で
， 通常の 溶存酸素濃度制御に よっ て生ずる溶存

酸素濃度の 微小 な変化 を利用 し，排気ガ ス 分析計の み の

追加 に よ り （Fig．1），培養系細胞に外乱 を与えな い で 酸素

消費速度を オ ン ライ ン 連続測 定 で きる方 法を検討 し た ．5）

培養液中に お ける溶存酸素濃度 の 物質収支式 は ，（1）式で

与 え られ る，

釜・姻 ぴ 一
の
一1・…

一 『・・ 畠……
（1）

　微小 時間間隔 Zitの 間 に は kL
。 や飽和溶存酸素濃度 （C ＊

）

が変 らない と仮定 して ，（1）式 を積分 し

… −
1 − ex覦 ． 、の

・ ｛・｛・・ At）・ cx ゆ 」の一C（の｝・ kLa・ C・・一
（・）

とな る．すなわ ち，培養中一定時間間隔 Atで 溶存酸素濃

度 C を測定す る と 共 に ，排気ガ ス の 酸 素濃度分析 に よ り

C ＊ を計算 し，（2）式に従 っ て 酸 素消費速度 lo2（mmoVt ！h）
を算出 した ．こ の 際 ， 培養液 へ の 酸素溶解度は培地 をイ

オ ン溶液 とみ なして 計算した．6）本法で は ，従来 の ガ ス 置

換法 と同 様 な精 度 の 測定値 が 得 られ る だ け で な く，

（Fig．2）本 法 に よ る酸素消費速度測 定値 の 定量性 も，グル

コ
ー

ス オキ シ ダ
ー

ゼを用い た グル コ
ー

ス の 酸化反応系に

よ っ て 証明 され た ，

　と こ ろ で ，細胞増殖期 を終了 して 生産期 へ と移行する

際の 最適な切 替時期 は ， 必 ず し も，細胞密度が 最高に到

達 し た時期 とは
一致 して い な か っ た ．（

「
rable　2＞こ れ は細

胞あた りの 生産活性が増殖期の 進行に ともな っ て 変化す

M　 … 一一一一一一一一一→
「’ Agit，

一一一一，｝−1o
曹冒一曹’雪’層

「
噂冒一ロ冒一四一

1
一一曹，一一

「

PresCPU

　 L 冒

　、　騨
　1

　 し ＿
：
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Fig．2．　 Comparison 　of 　gas　replacement 　and ⊂ontinuous 　mea ．

　　surement 　methods 　f（）r　Io2　monitoring ．　In　culture 　A ，　Io2　was

　　measureCl 　by　the 　gas　replacement 　method ，　while 　in　culture

　　Bthe 　continuous 　methoCl 　was 　used ．　Symbols ； O ，　cell 　con ・
　 　 centration ；

・，IO2．

るた め で ある．生産活性 を簡便に 測定す る方法を導入 し

て調 べ た とこ ろ ， 増殖 中の細胞の 生産活性 が最 大にな る

時期が培養 の バ ッ チ ご とに異なる こ とが 判 明 し た．し た

が っ て ，
バ

ッ チ ごとに増殖期中の 細胞 の 生産活性 の 変化

を リア ル タ イ ム に推定 し て最適 な切替時期を判断する必

要があ っ た．（Fig．3）そ こ で ，

一
日 ご とに サ ン プ リン グ し

て 測定する細胞密度 とオ ン ライ ン で連続測定 した酸素消

費速度お よび過去 の 培養デ
ー

タ を もとに し て ， 増殖期の

Table　2．Ghange 重n 　tPA 　pToduction　rate 　during　growLh　culture ．

Growth 　culture Produc ［ion　culture 　in　small −scale

Time 　 　 Final　cell　conc ．
〔d）　　　（105　celis！ml ＞

AveTage 　tPA 　production　rate

（u／mVh ）

（0−15d ）

Initial　tPA 　produc ［iOn　rate
（u ！n1 レh）

　 0−5d

34

▲
r

ひ

ρ
07

5 ．810

．0

艮5．517
．Ol6
，5

0．130
．950
．800

．730
．25

O．370
．780

，680

．650
．47

After　a　certain 　period　of 　growth　cu］ture　of 　human　embryo 　lung　cells　in　an 　8−t　reac 【or 　wi ［h
microcarriers ，　small −sca 且e　tPA 　production　cul 【ures 　f（）r　15　d　were 　started 　and 　tPA 　prQduction
rates 　were 　determined．
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Fig．3．　 A　 shift　 of 　control 　 mode 　 of 　tPA 　proCluction　 culture

　　employing 　real −time　estimation 　of 　tPA 　production　activity ．

細胞の tPA 生産活性 を回帰的にオ ン ライ ン 推 定 し， 増殖

培養か ら生産培養 へ の 最適切替時期 の オ ン ラ イ ン 推定 を

可能に し た．7）これに は 呼吸速度の オ ン ラ イ ン測定が不可

欠 で あ っ た．

2． 培地交換による環境制御

　グル コ ース ，グル タ ミ ン な どの エ ネ ル ギー源 をは じめ

と して 培地成分濃度は培養に お ける最 も重要な環境因

子 の ひ とつ であ り， 特 に成分 の 枯渇 に対 し て はそ の補給

が必須で ある．微生物培養で は補給 の ために は流加が有

効な手段 とな る が ， それ に伴 う浸透圧 上昇を避 けるため

に 動物細胞培養で は流加培養で は な く，濃厚 初発培地 の

設計の ほ か ，主 として 新鮮培地 へ の交換，すなわち培地

交換が採用 され る．そ の 際 ， 培養液を細胞 と使用済み の

培地 に 分離す る 必要が あ る．接着細胞 の 大量培養にきわ

め て 有用 なマ イ ク ロ キ ャ リア
ー
培養で は ，

マ イク ロ キ ャ

リア ーの 比 重が LO3程度 と 大き い の で 細胞 の 接着 し た マ

イ ク ロ キ ャ リア ー
は容易に沈降分離 される．これ に対

して ， 担体材料 を必要 とせ ず コ ス ト面で有利 な浮遊培養

で は，細胞 と培地 との 分離は容 易 で は ない ．こ の 課題 に

対 して ，ス ピ ン フ ィ ル ターな どに よ るろ過法，9
一且4｝傾斜

沈降管法 i5−16）など も考案され て い る が，連続遠心分離

法 17T21｝が 最も多用 されて い る，そ こ で ，浮遊細胞の新規

凝集培養法お よび遠心分離法におけ る遠心力 の 調節に よ

る生産性 の 改善 を検討 した．

2・1． 新規凝集培養法　　安価 で後処理 も容易な微小 な

デ ン プ ン 粒を細胞接着因子 で 化 学修飾 して 微小担体 と し

て用 い る新規凝集培養法 を我 々 は考案 した．まず，不溶

性 デ ン プ ン の 水 酸基 を N ，Ni一カル ボ ニ ル ジイ ミダ ゾ
ー

ル

で 活性化 し，こ こ へ 細胞接着因子 で あるゼ ラチ ン をア ミ

ノ基を介 し て共有結合 した．tPA を産生する CHO 細胞 1−

15500 株の培養液に未修飾の 不溶性デ ン プ ン （10　g〆1）を

添加 して も凝集効果は見 られ なか っ た が ，修飾デ ン プ ン

（粒径約 10μm ）を添加 した場合，添加 濃度 （1，10　glt）に

応 じた凝集促進効果が認 め られ，細胞の 沈降速度 も著 し

く速 くな っ た．増殖期 の 低濃度 （1．5x105 　cells ！ml ）細胞

培養 に修飾デ ン プ ン を添加 して も 1次代謝比活性の 低下

は なか っ たが，増殖が阻害された．一
方，細胞維持期 （タ

ン パ ク 生産期）の 高濃度 （1，5x106 　cells〆ml ）細胞 培養 に

修飾デ ン プ ン を添加すると，直径 100−300　pm の 細胞凝

集体形成が 促 進 され た が ，1 次代謝比活性，細胞密度，

tPA 生産 量 の い ずれ に も影響は認 め られ なか っ た．221

2・2． 低速遠心分離法　　遠心分離法 に お い て タ ン パ ク

生産性を最大に する操作条件に つ い て 基礎的検討を行 っ

た．CHO 細胞 1−15500株 の ス ピナ
ーボ トル を用 い た 浮遊

撹拌増殖培養にお い て ，培養液を卓上型遠心分離機を用

い て 種 々 の 速度 （17〜186xG ）で 遠心分離 し細胞残渣 を

新鮮培地で 懸濁 し て ス ピ ナ ーボ トル に 戻 す方法で 培地

交換を行 い ，遠心 力が CHO 細胞 の 増殖，代謝および tPA

生産性 に与 え る影 響を調 べ た．23）

　沈降細胞 の 生存率は遠心力 が 小 さくな る と顕著に増大

した．しか し，遠心力 が 67xG より低くなると細胞 回収

率が 91％以 下 に 低下 し た，67〜364xG の 範囲の 種 々 の

遠心力で 7回培地交換 した培養 （474 　h）に お い て，119xG

よ り低 い 遠心力 の 場合に増殖，グル コ
ー

ス 消費，乳酸生

成，tPA 生成 の 各比速度が培養期 間を通 じて 高 くなっ た，

（Fig．4）
一

方，培地交換 しな い で 67〜537　x 　G の 範囲の遠

心力で遠心分離の み毎 日行い ，上 清もス ピナ ーボ トル に

戻 し た場合に は，遠心 力は各比 速度に影響 しなか っ た ．

　次 に ， 67xG の 遠心分離で得 られた上清か らさ らに高

速の 遠心分離 に よ り67xG の 遠心 分離で 沈降 し な か っ た

細胞を回収 した．そ し て，67xG の遠心分離で沈降 した

細胞お よび 沈降 しなか っ た細胞をそれぞれ接種 して培養

を行 っ た結果 ，67xG の 遠心分離で 沈降 し た細胞 の 培養

は ， 沈 降 しなか っ た上清細胞 を接種 した培養 に比 べ て ，

明 らか に 高 い 代 謝比速度が認 め られた．（Fig．5）こ れ ら沈

降細胞，上 清細胞の平均直径は それぞれ 17．4，15．5 μm

で あ っ た．また，沈降細胞 の 細胞内ア ミノ酸含量 （特に

非必須ア ミ ノ酸）は上清細胞に比 べ て 高か っ た，

　 こ れ らの結果か ら， サイ ズ が大 きくア ミノ酸含量 と代

謝活性が高い 細胞が，67xG の よ うな低遠心力 で 選択的に

生産系培養中に保持され ると考え られ た．すなわち，浮遊
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Fig．4．　 Effec〔 ofcentrifugal 　force　applied 　during　a　series 　ofme −

　　dium 　change 　on 　cell　activiLy ．　The 　average 　values 　ofeach 　spe −

　　cific　ra ［e　duTing　the　suspension 　culture 　of 　GHO 　I−15500

　　were 　calculated 　and 　plotted　against 【hecentrifugal　force　ap −

　　plied　during　 medium 　 change ．　 Symbols： ● ，μ （specifi ⊂

　　growth　ra に ）；■ ，　q【Rへ （speci 丘c　tPA 　productbn 　rate ）；O ，γG

　　（speci 丘c　glucose　consuMpti ・ n 　ra しe ）；ロ ，　ql．（specific 　lactate

　　production　rate ）；△ ，　vGLN （specific 　glutamine　consumption

　　rate ）；▲ ，qA・（speci 丘c　ammonia 　produc〔bn 　rate ），

0

細胞 の 灌流培養 にお い て 低速遠心分離に よ り培地交換す

る こ とで 細胞 の 比生産速度を高 く維持す る こ とが提案さ

れた，

3． 浸透圧お よび静圧 の 制御

3−L 　浸透圧制御　　浸透圧は 動物細胞 に特異的な環境

因子 で ある とともに ，塩 の 添加 な どに よ り比較的操作し

や す い 操 作因 子 で も あ る．動 物 細胞 に 対 し て 等 張

（isotonic）ま た は 生理的浸透 圧は通 常 290〜300　mOsm ！kg

で あるが ，こ れ に対 して 高浸透圧 （450〜500mOsm ／kg）

下 で 動物細胞 を培養す る と細胞の 比 増殖速度は低下 する

が，抗体 な どタ ン パ ク の 比生産速度は 増加するた めに，

タ ン パ ク生産性は等張より高い 浸透圧 にお い て最適 とな
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Fig．5．　 Comparison 　ofspecific 　activities 　ofcells 　from　the 　super −

　　natant 　and 　precipitate　after 　centrifugation 　at　67x　G ．　CHO 　l−

　　15500ce【ls　in　the 　precipi［a【e （ppt）and 　supernatant （sup ）af−

　　【er 　cen ヒrifuga しion　at　67x　G　were 　ino⊂ulated 　in［o　other 　cul −

　　Lures 　in　duplicate，　and 　the　average 　values 　of 　each 　specific

　　ra 【e　dur孟ng ［he　cultures 　are 　shown ．　Bars　indicate匸he　range

　　between　duplicates．

る こ とが知 られ て い る．2c26 ）さらに高浸透圧 下で，　 Gl 期

細胞 の 割合 の 増大，27）グル コ
ー

ス など 1 次代謝速度や細

胞体積 の 増大 ，

24）細胞内ア ミノ 酸や RNA プ
ー

ル の 増大な

ども報告 され て い る．

　 と こ ろ で ，接着培養と浮遊培養か らの 二者択
一

は 工業

的な動物細胞培養プ ロ セ ス の 設計にお い て最 も開発初期

段階で 行 うべ き こ との ひ とつ で ある．我 々 は浮遊培養，

接着培養 の 両方が可能な CHO 細胞 1−15500株を用 い て ，

浮遊培養中 の 浮遊細胞 に比 べ て接着培養に お け る接着細

胞 は，高浸透圧に 対する比速度の変化が急激で か っ 最適

な浸透圧 が低い こ とを明 らか に し た．また ， 高浸透圧 下

で接着細胞 の 形態が 非常に扁 平 にな る こ とを見 い だ し，

こ れ が接着細胞 の 浸透圧高感受性 の 原因 の
一

つ で あ る と

考えた．28）ハ イ ブリ ドーマ 細胞 の 培養 に お い て，高浸透

圧 下 で は 生理 的浸透圧下と比 較 し て エ ネル ギー代謝が グ
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　　hybridoma　cells　under 　each 　osmo 【ic　pressure（A ）．　The 　speci 　fic　MAb 　preduction　rate （qMAb）is　plo【【ed 　against 　qATp（B），

ル コ
ー

ス 代謝か らグル タ ミ ン 代謝 へ とシ フ トする傾 向 が

ある もの の ，両者 の 和と して の ATP 比生成速度 は浸透圧

上昇に応 じて 増大す る こ とを示 し た （Fig．6）．29）し たが っ

て ，ATP 比 生成速度の 増大が タ ン パ ク 比 生成速度増加 の

要因 となっ て い る と考えた．

　一般に細胞培養プ ロ セ ス は ，前半の 細胞増殖期 と後半

の タ ン パ ク生産期に分けられ る，そ こ で培養前半を増殖

に適 し た生理的浸透圧 ，後半を目的タン パ ク の 生産に適

した高浸透圧 とい うよ うに，培養時間とともに 浸透圧 を

段階的に 上げる こ とを検討 した．そ の 際，浸透圧変化に

対す る細胞内ア ミ ノ酸含量の 応答過程 の 解析 か ら，ある

浸透圧 に 6h 以上滞留 し た後で ，さ らに，浸透圧 を上 げ

る こ とによ り細胞 が高浸透圧に適応 しやす い と考えた．

ハ イ ブ リ ドーマ 細胞 の 培養中に お ける 浸透圧 の 上昇プ ロ

フ ァ イ ル を種 々 検討 した結果，生理 的浸透圧下 で の 培養

に比 べ て 抗体生産量が約 1．4 倍に 増大す る結果 が 得 られ
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Fig．7．　 Effect　of 　gradual　increase　in　osmotic 　pressure　on 　MAb

　　production．　During　batch　 cukures 　of 　hybrldoma 　cells （B ），

　　osmotic 　pressure　was 　kep［ constant 　at　300 （O ＞or 　400 （ロ）

　　mOsm ／kg　and 　increased　gradually　according 　to　the　profile

　　shown 　in　Fig．7A （■ ）．

た （Fig．7）．30）

　 さらに ，我 々 は浸透圧上昇の みな らず 下降も含 めた浸

透圧変化 の tPA 生産 に 及ぼす影響を CHO 細胞 の 浮遊撹

拌 培養 系 を 用 い て 調 べ た．増 殖期 で は 前半 （300，400

mOsm ！kg）と後 半 （300，350 ，
　400　mOsm ／kg＞，生産期で は

前 半 （300 ，
500mOsm ！kg）と後 半 （300，400 ，

500 　mOsm

！kg），と各 々 の 浸透圧 の 組み合 わせ で培養 した．い ずれ

の 期 で も浸透圧変化 後の 浸透圧 が高 い ほ ど浸透圧変化後

の 比増殖速度は低下 した．一
方，生産期に お い て浸透圧

上昇の 場合 には変化 後 の 浸透圧 が 高い ほ ど浸透圧変化後

の tPA 比 生 産速度は高 くな っ た が，下降の 場合に は ，変

化 後の 浸透圧 が低い ほ ど浸透圧 変化後 の tPA 比 生産速

度が 高 くな り，通常の報告 とは 逆 の 傾向 を示 した，また

増殖期にお い て も浸透圧変化後 1〜2 日間は生産期 と同

様 に ，t臥 比 生産 速度変化 は 上昇 と下 降で は 逆 の 傾 向

を示 し た．そ こ で ，生産期 にお い て 浸透圧を 1 日 ご とに

300⇔ 500mOsm ／kg と周期的に変化させ た と こ ろ，浸透

圧
一定の 場 合に 比 べ て tPA 生産性 が約 1，15倍 に増大 した ，

工業的な細胞培養で は 107　cellsfml 前後の 高細胞密度 で

運転 され培地交換も 1 日に 1〜 数回 の頻度で行われる こ

と を 考慮 す る と，こ の よ うな浸透圧 の 上 下変化 の 繰 り返

し に よ る生産性の 改良策も現実的 で あ る．31）

3・2． 静圧制御　　圧 力もコ ス トア ッ プを伴わ ずに容易

に操 作で きる環境因子 で あ り，動物細胞 培養 の ス ケ
ー

ル

ア ッ プ時 に問題 とな る溶存酸素供給速度の 不足 は 加圧に

よ る 飽和溶存酸 素濃度の 増大によ り大幅に 緩和 され るは

ずで ある．しか し，そ の た めには圧 力 の 上昇に対 す る動

物細胞 の 挙動に 関する知見が必 要 とな る．しか し，血管

内皮細胞 の 繊維 芽細胞成長因子分泌や形 態 へ の 静水 圧

（15cmH20 ）の影響や ，

32）マ ウス 骨 髄細胞に よる マ ク ロ
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フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ
ー

刺激因子分泌が静圧 （1．37　atm 　・・　O．137

MPa ）に よ り減少する こ と 3s）な どが ，こ れまで 報告 され

て い るだけで ， 物質生産 に関する工 学的研究は ほ とん ど

なか っ た．

　そ こ で ，我 々 は ，tPA を産生 する ヒ ト胎児肺由来繊維

芽細胞の 501 ス ケ
ー

ル の マ イク ロ キ ャ リア ー培養にお い

て
，

コ ン トロ
ー

ル 培養 （0，12MPa ）と加圧培養 （O．25　MPa ）

とを比較 した結果，両者の 間に 比 増殖速度 の 差 は認 め ら

れない もの の ，加圧培養ではグル コ
ー

ス 比消費速度が コ

ン ト ロ ー
ル の 85 ％ に低 下する と ともに tPA 生産量も約

15％増加す る こ とを見 い だ し た．2｝

　 さ らに，ハ イ ブ リドーマ 細胞の T フ ラス コ 中で の 浮遊

培養にお い て大気圧 （0．lMPa ）か ら最高 O、9　MPa ま で 圧

力を種 々 に変えて培養 した結果 ，細 胞増殖に は ほ と ん ど

影響 が なか っ た が ， 高静圧下で は グル コ ー
ス か ら乳酸へ

の 変換率が低下 し，グル タ ミ ン 比 消費速度など
一

次代謝

速度が圧力に応 じて 上昇 した．（Fig．8）また ， 抗体比生産

速度 も圧力増加 に ほ ぼ比例 して 増加 し，0．9MPa で は 大

気圧 下に比 べ て 20％ 増 とな っ た．s4）なお，こ れ らの 実験
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で は ，静圧に か かわ らず培養気 相部の 酸素分圧 ， 炭酸ガ

ス 分圧は
一

定 に設定 され て い るの で ，培養中 の 溶存酸素

濃度や培養液 pH に 圧力は影響 して い な い こ とが確認 さ

れて い る．

　 したが っ て ， 高静圧 下で は 比 増殖速度が ほ とん ど低 下

しな い が，タ ン パ ク の 比 生産速度が 増大す る こ とが判明

し，加圧培養 に より溶存酸素供給速度が改善され る だけ

で なくタ ン パ ク生産性 の 増大 の 可能性 も示 された 、
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Fig．8．　Effect　of　static　pressure　on 　hybridoma 　cell　cu ヒurc ，　Hy ・

　　bridoma　cells 　were 　cultiva ［ed 　in　T−flask　under 　various 　 static

　　pressures　for　3　d・Symbols： △ ，　conversion 　from　glucose【o

　　lactate；O ，　specifi ⊂ glutamine　consumption 　ra 【e （vGLN ）；● ，
　　sPecific 　ammonia 　P「oductien 　rate （qA）；ロ ，speci丘c　MAb 　pro．

　　duction　rate （qMAb）・

　 以上 の よ うに 動物細胞培養 プ ロ セ ス にお ける環境因子

の 影響お よ び制御に つ い て培養工学的研究を行い ，工業

生 産操作 へ の 指針 を与 える結果を得た，しか し， 今後 も

実用化 へ の 寄与 の た め に は 適切な課題設 定とさ らな る研

究 に お ける 工 夫が必要 と考えて い る．

　従来，ヒ ト体内 に お ける生理活性物質で ある増殖因子，

サイ トカイ ン
， 凝 固線溶系物質などタ ン パ ク製剤お よび

ワ クチ ン の 製造手段 と して 開発 され てきた動物細胞 培養

技術 で あ る が ，そ の 品目はそれ ほ ど多 くな か っ た．しか

し，1998年頃か ら抗体医薬 の 開発が世界的に 加速 され，

わずか数年 の 間に上市 され た もの だ けで も 10 品 目に も

達 し，臨床開発 中も含め る とそ の 数は か なりの もの に な

る．それに応 じて ，動物細胞培養設備が世界 的に不 足 し

てお り，既存設備の 利用 の ほ か ，委託製造 が 医薬品業界

の 中で 注 目を集め て い る．こ の よ うな情勢を考える と，

動物細胞培養技術 の 重要性はますます大きくなっ てきた

と言 え るだろ う．

　 さらに，タ ン パ ク製剤の 認 可基準 の 変化 な どが あ り，

動物 細胞培養に か か わ る技術課題 に も変化が あ る．た と

えば，従来ウシ 血清由来 の タ ン パ クが最終製品に混入 し

て い ない こ とを保 証すれば十分で あ っ た が ，こ れ に加 え

て狂牛病 の 原 因 と考え られ て い る プ リオ ン の 混入 を完全

に否 定する 必 要に迫 られ て い る．したが っ て ，従来 は，

た とえば培養 の 最終段階で 無血清 で あれ ば よか っ た が
，

現在で は細胞保存 の 段 階か らの 無血清化が求め られて い

る．また ， 認可後 の 製造プ ロ セ ス 変更 の 許 容範囲が狭 く

なる傾向にある こ とを反映 し，製造プ ロ セ ス の 開発 時間

の 大幅短縮が求め られ て い る．こ の こ とに関連 し て使用

細胞株の 元株の 選択あるい は改良な どの 重 要性 も高ま っ

て い る．

　ま た
，

こ こ 1〜2 年の 間に ，ES 細胞など幹細胞やそ の

分化 ・増殖に関する基礎的知見 の 発 見が相次 ぎ，その 再

生 医療 へ の 応用が期待 され て い る．そ の 実現の過程に お

け る 必 須技術 の ひ とつ が 動物細胞培養 工 学で ある こ とは

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

2002年 　第2号 動物細胞培養 の 工学的研 究 7廻7鴫

間違 い な く ， そ こ に は 分化制御，三次元培養な どの 新た

な課題が 山積 してい る．こ れ に対 し て ，2000年に ，生物

工 学会に セ ル ＆ テ ィ ッ シ ュ エ ン ジ ニ ア リン グ研究会が設

置 され，こ れ らの課題 へ の 積極的取 り組 み も始ま っ て い

る．こ の よ うに動物細胞培養の 工 学研究は 医薬品製造 の

み ならず再 生医療にお い て も更 なる 発 展が求め られ て い

る ．

　本研究は 旭化成  ライ フ サ イエ ン ス 総合 研 究所 お よび 大 阪 大

学 生 物 工 学国 際交流セ ン タ
ー

吉田敏臣研究室 で 行 わ れ た もの で

す．旭 化成   ライ フ サ イ エ ン ス 総合研 究所新薬開発研究部に お

い て は 林紘部長以下，長 谷 川 明 朗 ， 上 田
一

夫，清 田隆夫，吉 田

信幸，小 島弘栄 の 諸先輩 方，成瀬寛俊，奥村 　広，岡 田　隆，

小 林 伸之，田代　茂 諸氏の 実験協力者 を得て ，HAPA グル ープ

の み な さ ん全員 と共 に，1983〜1990年 の 前臨床 試 験，臨 床 試

験，製造 承 認 申請 ，
工 場 設 計，建設 と 当 時 と し て は 手 本 の な い

研究開発 の 中で 行 わせ て い た だ い た もの で す．ま た，こ の 分野

へ の 参加 を 後押 し して くだ さい ま した 平 野 惇 氏，北 嶋 仲 雄 氏 に

も感 謝致 します．

　 さ らに 大 阪 大 学 生 物 工 学国 際交流セ ン タ
ー

で は，吉 田 敏 臣 教

授 に 新 しい 研 究 の 方 向性 に 関 して 示 唆に 富 ん だ 御指導 を い た だ

き，事 務室 の 皆様 方 や 中嶋 幹 男 博 士 の ほ か，1994 〜2001 年の

間，直接，本研究に 協力 して い た だ い た 大 原 謙
一，林　浩 正 ，

森 山 徹 広．大 野 剛，Hui 　ching　Hia，亅in　HoJang ，　 Moham −

mad 　Ilias，　 Jianqiang　Lin 諸氏 は もち ろ ん の こ とセ ン ター
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た します ，
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