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高まるセル プ ロ セ ッ シ ング工 学の重要性

　ヒ 1・体内に存在する 生理活性タ ン パ ク質が 医薬品とし

て 198  年代か ら注 目され，そ の 高次構造 と糖鎖の 維持

の 必要性か ら動物細胞培養プ ロ セ ス が医薬品の 牛産手段

として 重要とな っ た．さら に 2000年代前半か ら数多く

の抗体が優れた医薬品 （抗体医薬）として 開発，上市さ

れるにつ れ て 医薬 タ ン パ ク質生産技術 と して の 動物細胞

培養プ ロ セ ス の需要は飛躍的 に 高ま っ た．

　他方，胚性幹細胞 （ES 細胞）や 人工多能性幹細胞 （iPS

細胞）に代表され る再生医療 の 基礎研究が 1990年代か

ら急速に進歩し，それ らを応用した細胞移植医療 （再生

医療）の 実用化が期待 されて い る．こ れ らの 移植用細胞

の 培養iプロ セ ス の場合，細胞 の 増殖だけで な く分化 や 3

次元化 （立体的な組織化）とい っ た細胞加工 （セ ル プ ロ

セ ッ シ ン グ）が必要 となる こ と，培養した細胞その もの

を ヒ トに投与する こ との 2点が 前述の 医薬タ ン パ ク質生

産 目的の培養プ ロ セ ス とは異な り，一
層高度か つ 安全な

動物細胞培養技術 が要求され る．

　筆者 らは こ れ らの 課題に対応する新分野 セ ル プ ロ セ ッ

シ ン グ T一学の 必要性 （図 D を提起 し，その 確立 に取 り

組ん で きた．具体的には，細胞に最適な環境 安全な培

地お よび担体の 設計か ら，細胞間相互作用 に留意した効

率的培養技術，自動培養技術，非侵襲的細胞品質評価技

術 とい っ た移植用 ヒ ト細胞培養技術へ の 展 開 で ある
12）．

　新分野セル プ ロ セ ッ シン グ工 学

　　 図 1．新分野セ ル プ ロ セ ッ シ ン グ 匚学の 必妛性

動物細胞特異的培養環境因子の制御培養法

　静圧，浸透圧などが．動物細胞に特異的に影響する環

境 因子で ある こ とおよび そ の 影響様式を明 らか に し，こ

れ らの 環境因子 の 制御によ り細胞活性を亢進し，細胞死

（ア ポ トーシ ス ）を抑制する こ とに よ り，頃1栓溶解剤

（tPA）（図2）や抗体などの 医薬タ ン パ ク質生産性を増

大させ る手法を確立 し た，

　温 度，pH，溶存酸素 培地成分な 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 っ た
3一η，細胞死

特に 血清成分制限下の 細胞死 の 大部分を占め る ア ポ ト
ー

シ ス を ミ トコ ン ドリ ア 膜ポ テ ン シ ャ ル の 維持を介し て緩

和するの にア ス コ ル ビ ン 酸リン 酸エ ス テ ル や還元型グ ル
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図3．静圧 が GM −CSF生産に与える影響 Is）．組換えCHO 細胞

を・一一・定 静圧 で 静 置培 養 した 場合の 比増殖速度 （●），GM −CSF
比生産速度 （■）お よ びGM −CSF　mRNA 発現．

図2．tPA製造培養 プ ラ ン b

タ チ オ ン とい っ た抗酸化剤 とキ レ
ー i・剤な どの 添加が有

効で ある こ とを示した
e−lo＞．培地成分の 枯渇に対 して は

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

る方法，条件なども検討 した
11，12）．

　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 290〜300mOs 皿 ノkgで あるが，こ れ に

対して高浸透圧 （〜500mOsmfkg ）下 で動物細胞を培

養iす ると細胞の 比増殖速度は低下するが，抗体などタ ン

パ ク質の 比生産速度は増加するため に，タン パ ク質生産

性は等張よ り高い 浸透圧 に おい て最適とな る こ とが 知ら

れて い る．ハ イブ リ ドーマ 細胞の 培養におい て ，高浸透

圧 ドで は生理的浸透圧 ドと比較して エ ネル ギ
ー
代謝がグ

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
／3・14｝．一

般 に タ ン

パ ク質生産目的の 細胞培養プ ロ セ ス は T 前半の 網胞増殖

期と後半の タン パ ク生産期に分けられる．そこで，浸透

圧の経時的な．ヒ昇プ 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 た．また，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 生産性が増大 した

1fi・16）．

　FE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，高静圧下で は比増殖速度が ほ とん ど低下 し

な い が，シ グ ナ ル 伝達お よび転写活性化を介して タ ン パ

ク質の 比生 産速度が増大す る こ とを明ら か に し た
4・17’2e）

（図 3）．

　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 測定方法 と利用法も提案した
21・22＞．

医療適応の安全培地設計

　BSE などの 病原体を含む可能性の ある ウ シ胎児血清

（FCS ）など動物由来成分を培地か ら除外するた め，ヒ

ト血清，魚類血清，組換え体タ ン パ ク などの培地成分 と

して の 有用性を，問葉系幹細胞 （MSC ）や CHO 細胞の

培養プ ロ セ ス にお い て実証し，医療用途の細胞培養に求

められる高度な安全性を確保する手法を提案した．

　魚類には ヒ トに感染する ウイル スが報告されておらず
23），

魚亅血清は FCS よ り安全性が高 い 目丁能性がある と考え，

魚血清を利用した CHO 細胞培養法に つ い て検討した．

魚血清を接着増殖培養に用い る際に は，熱処理 と低濃度

添加が重要で あ っ た．FCS の 場合 と異な り魚血清の 高

濃度添加で細胞増殖が阻害された の は，魚血清中に高濃

度で含まれる脂質が原因の一
つ で ある可能性が高い と考

えられた （図 4A）．一方，　 CHO 細胞の 浮遊培養では，魚

　 40
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　　脂質濃度 （mg1 皿 1）

5
　 B4321oFCS

　　　hS　　hS ＋FGF2

　 　 培地血 清

図 4．脂 質濃 度 お よび ヒ ト血 清が細胞増殖 に与 える 影響．
（A ）CI−IO 細胞．口，魚血清添加濃度 1．25〜10％ ；■ t 魚血

清 125％ 培 地 に 魚血 清 か ら抽 出 し た 脂質を添加 ； ●，FCS
lO％培地 に抽出 脂質を添加25）．（B ）MSC ．　 FCS ，ウ シ胎児血

清 10％ ；hS，ヒ ト自己血清 10％ ；hS＋FGF2，　 hS＋FGF210　ng ∠ml

を添加 28〕．
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血清をFCS と同様に高濃度添加で きる こ とと，熱処理

する必要がない こ とがわか っ た
2← 26〕．

　FCS には危険性 の 他 に幹細胞の 分化に 影響する とい

う問題 もあ っ た
2η．そ こ で，FCS の 代わ りに ヒ ト自己

血清 （骨髄 ドナー
の 血清）を用い た ヒ ト骨髄 MSC の 増

殖を検討 した．自己血清 CIO％）と増殖因子 （FGF2 ，

10ng1皿 1）を添加した培地を用い て ，ヒ ト腸骨骨髄液中

の 有核細胞を直接デ ィ ッ シ ュ に播種 し静置培養した，そ

の 結果 ， 得られた接着細胞密度は FCS 添加の場合の 1．4

〜2．7培で あ っ た （図 4B）．本培地 を用 い た継代増殖 に

お い て，表面抗原 （CD45
−
，
　CDIO5 一

の 細胞の 割合）お よ

び軟骨細胞へ の 分化能 （ペ レ ッ ト培養）の 良好な維持が

確認 された
28）．

細胞接着担体設計による細胞機能制御培養法

　動物細胞 の 機能発現に必須 で あ る細胞接着をつ か さど

る細胞担体材料の 設計に対し て，プ ラ ズマ 処理 に よ る親

水化，タ ン パ ク質リガ ン ドの 担体結合お よ び新規な糖 リ

ガ ン ドの 発明
・活用 により，動物細胞に高度な機能を発

現 させ る手法を提案 した．また，担体を用 い ない ，よ り

安全性の 高い ス キャ フ ォ
ール ドフ リ

ー培養法も提案した．

　中空糸膜の 血液側 に血管内皮細胞を接着した抗炎症性

ハ イブ リ ッ ド型人工肺構築
那 o） （図 5）を 目指 し，疎水

性ポ リプ ロ ピ レ ン 中空糸膜へ の 強固な細胞接着法を検討

した．中空糸膜を0．05mmHg 　NH3 雰囲気下 5分間プ ラ

ズ マ 放電処理 （13．56　MHz ，　30　W ）し，浮遊培養用デ ィ ッ

シ ュ 底面に接着剤で 固定した．こ こ に ウ シ大動脈内皮細

胞 を播種し，静置培養したと こ ろ接着細胞密度は増加 し

たが，せ ん 断力 1．6dyne ！cm2 の 層流負荷 によ り約 60％

の細胞が 剥離 した
3D．一・・方，エ チ レ ン ・ビ ニ ル ア ル コ ー

　 　 　 ア ク リノ噌
ttt’　　 「幅冖無　　　 聾毒　聾鱈 鐙　　

’
短 ノ 陟 ラス　 d＝2mm

⊥
　 　 　 　 　 　 　 　 　 1mm

−’r，f 　鵠呷　　
『

曾  熱蠶　 顯 鍵 萋概
『嬲

　 　7ろ i”m 　 　

［≒『 ドー

　 　 IF・空糸膜 〔60m 面

図5．ハ イブ リ ッ ド型 人⊥ 肺 29・コ1），（A ）ハ イブ リ ッ ド型 人」二肺

の概念図，（B）中空糸膜表面へ の 細胞接着強度の 評倆装 置．
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ル で コ ートしたあと フ ィ プロ ネクチ ン を共有結合 した中

空 糸膜で は，層流負荷 （1L5　dyne！cm2 ）を 180分問続

けても95％の 細胞が残存 した
32）．

　合成脂質 （図 6）を利用 して，その 骨格に．糖鎖や ペ

プチ ドあるい はタ ンパ ク質な どの 活性リガ ン ドを導入す

れば，任意の 形状を持 っ た疎水性担体の 表面に，含成脂

質部分で の 疎水性吸着に より，さまざまな活性リガ ン ド

を提示するこ とが可能で ある と考え，合成脂質に結合し

た 活性リ ガ ン ドを細胞培養に応用する こ とを検討 し た，

単糖 を結合した一群 の 誘導体を用 い て糖鎖が提示された

ポ リス チ レ ン デ ィ ッ シ ュ 上で，初代ラ ッ ト肝臓細胞を培

養 した とこ ろ，細胞接着形態に影響する こ とな く，ガ ラ

ク ト
ース が ア ン モ ニ ア消費活性を，グ ル コ ース お よび ガ

ラク ト
ー

ス が糖新生活性をそれ ぞ れ賦活化する こ とが判

明 した
33“35）．さらに，硫酸糖を結合 した誘導体をコ ー

テ ィ

ン グした不織布を用 い た ヒ ト臍帯血造 血細胞の 三 次元培

養系で，硫酸糖が未分化造血前駆細胞の 増幅を促進する

こ とも判明した
34・36）．

　以上 の技術 を総合 して，ヒ ト骨髓問葉系幹細胞を利用

した軟骨再生治療法の 開発 に も取 り組 ん で い る
379 （）｝．そ

の 中で も糖が マ トリ ッ クス 合成に影響する こ とが明らか

となっ た
41’42），一方，分解物に よ る炎症反応や病原体混入

などの 原因 となる可能性がある これ らの担体を排除した ス

キ ャ フ ォ
ー

ル ドフ リ
ー培養法の 構築も試み て い る

43・44）．

細胞間相互作用による細胞機能制御培養法

　細胞コ ミ ュ ニ テ ィ
ー中の細胞の機能を最大限に発揮さ

せ るた め の 細胞問相互作用 コ ン トロ ール 培養法 と して ，

　　　　 生物 工 学　第90巻
N 工工
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細胞 綱胞 鎌

セル V 一ス多孔ビ
ーズ 　　　　　　　 セ ル P −一ス 多孔休　　　　　　　　ポ リ J・ス テ ル 不識布

（細孔律 100pm 〕　　　　　　　 （艪イLes　fieOμm ）

図 7．種 々 の 多孔性担体 に 接着増殖 したス トロ ー
マ 細 胞

不 織布な どの 新規多孔性担体 を利用 した 3次元共培養

法 多孔性膜を利用 した隔膜共培養法
45−47｝

などを提案し，

未分化造 血細胞の 体外増幅プ ロ セ ス にお い て そ の 有効性

を実証 した．

　体外で の造 ［肛幹絅胞やis’ lfLL前駆網胞の増幅培養が数多

く試み られ て い る が，ほ とん どすべ て の例で 高価なサイ

トカイ ン を大量に添加する必要がある．筆者らは骨髄中

の 造血 支持細胞で あるス トロ ーマ 細胞の役割に注日し，

三 次元的 （立体的）に接着培養 した ス トロ ー
マ 細胞と造

血細胞 と を共培養すれば，サ イ トカ イ ン を添加しない で

も，造血 前駆細胞の 増幅が可能に なるの で はない か と考

え三次元共培養系の確立 を試み た．マ ウ ス ス トロ ーマ 細

胞株を種々 の多孔性担体を用い て培養した結果，ポリエ

ス テ ル 不織布上で は細胞が繊維芽状に伸展 して高密度

で接着する こ とが SEM で 観察された（図 7）48｝．そ こ で ，

ウ ェ ル 内に不織布を置き．マ ウ ス ス トロ ・一マ 細胞株を播

種した後に，マ ウ ス 骨髄造血細胞を播種 し，サ イトカ イ

ン を添加 しない 培地を用 い て 3週間三次元共培養 した，

そ の結呆，デ ィ ッ シ ュ 底面に接着したス トロ ーマ 細胞の

上に造血細胞を播種 した 二次元共培養で は もっ とも未分

化な前駆細胞で ある CFU −Mix数は まっ た く増加 しな

か っ た が．三次元共培養で は約 5倍に増加した
49・5e）．一

方，

ス トm 一
マ 細胞近傍の タ ン パ ク質量 を調べ た結果，明ら

かに三 次元培養の方が 二 次元培養に比べ て多量だ っ た，

さ らに，未分化な造血細胞 と親和性 の あ る細胞外 マ ト

リ ッ ク ス で ある ラ ミ ニ ン a5 の 転写量は三次元培養 した

ス トロ ーマ 細胞 の方が高か っ た ．し た が っ て
， ポリエ ス

テ ル 不織布 を用 い た三次元培養で は，よ り骨髄中に近 い

造血微小環境が構築され て い る と考えら れ た
51＞．他方，

軟骨組織 の 再生には軟骨組織の環境が適して い る こ と も

明 らか に な りつ つ あ る
52）．
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移植用細胞の培養自動化

　再生医療で は，移植用細胞を汚染する こ となく培養す

る ことが重要である．そ の た め に，CPC （Cell　Processing

Center）にお い て GMP に準拠 して細胞は培養されて い

る が，CPC は建設費，維持費ともに高価であ る上，培

養作業者に もク リ
ーン衣の着用など，大きな負担がかか

るとともに，人件費 も過大になる．こ れ に対 して，間違

い を起 こ す こ とな く，クリ
ー

ン に作業を行 うこ とは，半

導体作業などで 発展 した ク リーン ロ ボ ッ トを中心とした

自動機械の 得意とする とこ ろ で ある，また，培養作業の

途中には，顕微鏡観察などを行 い ，継代時期などの判断

が必要とされるが，後述の非侵襲的細胞品質評価技術を

使い ，自動化叮能と考えた．しか し，患者自身の細胞を

培養後 に元 の 患者に移植する自家移植が再生医療の 主流

で あ るが，1ロ ッ ト （1患者）の 自家細胞の 培養 を1台

の培養装置で行うと培養装置の コ ス トパ フ ォ
ーマ ン ス が

極め て 悪 くなる．一方，1台の培養装置で 多 ロ ッ ト （多

検体，た とえば IOO人 の患者の細胞）を同時に並行して

培養する こ とは物理的に は 叮能で あるが，異なる ロ ッ ト

の 自家細胞の 間で の 病原体を含めた種 々 の 混入事故をい

かに して 防ぐかとい う課題がある．こ れ に対して筆者 ら

は，培養装置の 内部を複数の イ ン キ ュ ベ ーター部と 1つ

の 操作 ・診断部に隔離で きる構造とするこ とで解決する

こ とを提案 し，再生医療用 の 自動細胞培養装置 （図 8）

を試作 し，信州大学付属病院先端医療セ ン ターで 自動培

養が手動培養と同成績である事を実証した
53）．また培養

の みな らず培養用 の 細胞の 採取の 自動化も検討した
54｝．

（B） 翻 1用・・搾
酬

囃 轡
専用

図 8．多患 者細 胞対応 型 自動培養装置 の イメ ージ．（A ＞CPC
で の 手作業 ；（B）多患 昔細胞対応 型 自動培養装置の概念 ；（C）
ク リー

ン ロ ポ ッ トに よる作業、
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移植用細胞の非侵襲的品質評価法

　ヒ ト由来の 自家細胞の 培養 プ ロ セ ス で 生産 され る移植

用の細胞集団は
一

般にきわめ て ヘ テ ロ で あ る た め，品質

管理 の 観点か ら，細胞品質 の 非侵襲的評価法の 開発が急

務であ る こ とを提唱 した．培養上清中の代謝物解析や，

接着細胞の平面形状解析が，幹細胞の 分化度評価に有効

で ある こ とを明らか にする とともに，新規に考案した光

学顕微鏡を用い た細胞の 立体形状および屈折率解析によ

り個々 の細胞 の 細胞周期や ガ ン 化 の 有無を評価で きる こ

とを明 らか にした．

　再生 医療の産業化の ため に は高度な安全性が求め られ

る．すなわち，「ヒ ト由来細胞 ・組織加工医薬品 などの

品質お よび安全性 の 確保に関する指針」で は，細胞 ・組

織の 採取，保存，運搬 培養の プ ロ セ ス の一貫 した晶質

管理 シ ス テ ム の構築が 求め ら れ て い る．こ れ は 移植用細

胞や組織の 製造に特有な問題で はな く，
一般の医薬品製

造にお い て も同じ考え方がある．製造プ ロ セ ス の 品質管

理シ ス テ ム を確立する た め に は製品の品質評価技術が不

ロ∫欠である．医薬品製造における製品の 品質評価技術 と

して は，製品 ロ ッ トから抜き出 した検体に つ い て ，製品

の 化学組成，不純物含量，水分含量などの 多くの 測定項

目につ い て 測定を行う方法がほぼ確立 されて い る．

　
一
方，再生医療の 主流 で あ る 自家移植で は，必要以上

に多量の細胞を患者か ら採取で きない ，細胞を体外増幅

で きる代数に限 りがある，代数を経ると細胞増殖能や分

化能が低下する，経済的に培養期間を短 くする必要があ

るな どの 理由か ら，移植に必要な最低隈の 量の移植用細

胞や組織 しか培養によ り得られな い ．したが っ て，自家

移植で は，移植用細胞や 組織に対して統計処理可能な抜

取 り検査は困難で ある．そ の ため，自家移植用細胞や組

織の 品質評価の ためには，移植に供 し ようとする細胞や

組織が培養器に入っ た ままで，か つ 移植成績に影響を与

えない 方法で品質評価する必要がある．すなわちb 非侵

襲的に，非破壊的に，短時間で の 品質評価が必要 と考え

られ た．しか し，染色観察，フ ロ ーサ イ トメ ト リー，動

物へ の 移植など従来の 品質評価方法は侵襲的，破壊的で

長時問を要する た め ，移植用自家細胞や組織の 品質評価

には適用 で きな い ．した が っ て ，細胞お よび組織の非侵

襲的品質評価技術が新た に 必要 とな る と，筆者らは考えた．

　 ヒ 1・骨髄MSC か ら軟骨細胞へ の 分化培養および脱分

化 した軟骨細胞の 再分化培養に お ける培養上清の メ ラ

ノ ー
マ 阻害活性 （MIA ）分析の 結果，分化度す なわち

24

間葉系 幹細胞

画像解析

　 接着面 積＝？

　 　多角形度三？

　　　　　具
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軟骨細胞
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　　 象
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大きい 多角形細胞の割合 （％）

図 9．聞葉系幹細胞から軟骨細胞へ の 分 化誘導培養に お ける 分

化度の 細胞形態解析 に よ る 非侵襲的推定

軟骨に特有な細胞外 マ トリ ッ クス で ある ア グ リカ ン の 遺

伝了発現度 とMIA 比生産速度との 間に 良好な正 の 相関

関係が得 られた．したが っ て，培養上清中の MIA 定量

か ら，非侵襲的に軟骨細胞へ の 分化度を推定で きる 口∫能

性が示されたが，個々 の細胞の分化度は本方法で は得 ら

れない
55）．

　そ こ で，細胞 の 機能や分化状態の 変化は細胞形態の 変

化に表れ る場合が多い こ とか ら，まず単層培養で の 細胞

形態分析による分化度推定を試みた，た とえば，分化誘

導因予 を添加 した培地を用い て ，ヒ ト骨髄MSC か ら軟

骨細胞へ の分化誘導培養を行 うと，アグリカ ン の 遺伝子

発現度 は経 時的 に増大 した
i6）．こ の 間の 位相差顕微鏡観

察で は，分化誘導因子無添加の 培養 で は細胞形態は もと

の繊維芽状の ままで ほとん ど変化しなか っ たが，分化誘

導因子存在下 で は多角形様の細胞が次第に多 くなっ た

（図9），こ れ らの 位相差顕微鏡画像中の 各細胞の 面積 （A）

お よび長径 （L）を計測し，個 々 の細胞に つ い て 次式で

定義する多角形度 （PI）を算出し た．

PI ＝A ／L！

（D

　分化培養 にお ける顕微鏡 画像 中 の 各細胞 に つ い て PI

に対 して A を プ ロ ッ トす る と，A とPIの 両方 が 大 きい

細胞が分化培養で は経時的に増大する こ とが わか っ た．

さ らに，A とPIの 両方が大きい 細胞 （大きい 多角形細胞）

が含まれる割合とア グリ カ ン の 遺伝子発現度との 問に相

関が認め られた．すなわち，細胞形態の解析に よ り軟骨
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図 11，位相シ フ トレ
ーザ ー顕 微鏡に よる細胞周期お よび増殖

速度の 推定，（A ）各細胞周期の 細 胞 の位相差，（B ＞平均 位相

差と平均世代時間の 関係．

図 10．位相シ フ トレ
ーザー顕微鏡 に よ り得られ る細胞立 体形状

細胞へ の分化度を非侵襲的非破壊的に診断で きる こ とが

示された
57）、

　位相差顕微鏡を はじめ とする通常の顕微鏡で は，2次

元培養iに おける接着細胞の 立体形状 の定量 はで きない ．

近年，電子部品の 計測用に 開発 された位相 シ フ トレー

ザ
ー顕微鏡 （phase　shift　laser　microscopeT 　 PLM （エ フ

ケ
ー光学研 究所））

58） （図 10）で は，光軸の 片側に置 い

た観察対象物を透過する レ
ー

ザ
ー光と光軸の 反対側の観

察対象物の ない 部分 を透過した レーザー光との 間に生 じ

る干渉縞画像を8枚取得し，対象物の厚み と屈折率に起

因する位相差を視野内の 1画素ご とに定量 できる，すな

わち，対象物 の 厚みを d，対象物の 屈折率を n 。，媒質 の

屈折率 をno とする と，位相差 A Φ は 次式で 表され る，

ただ し，λは レーザー
の 波長で ある．

∠1Φ ＝（2πノλ）× （nc − no）xd （2）

　 こ の位相差 A Φ を視野内の 1画索ご とに プ ロ ッ トする

と，細胞 の 位相差分布図が得ら れ る，また ，細胞の 屈折

率 もPLM を用 い て 求める こ とが で きるの で ，厚み の 分

布図 の描画，すなわち細胞の 立体形状 の定量が で きる．

すなわ ち，デ ィ ッ シ ュ で接着培養 した ヒ ト臍帯静脈内皮

細胞 （HUVEC ），　 MSC お よび CHO 細胞に つ い て 固定

せ ずにPLM で求めた厚み （高 さ）は，固定後原子間力

顕微鏡 （AFM ）によ り求めた高さにほぼ
一一

致した．また，

PLM で 測 定した浮遊 CHO 細胞 （ほぼ球状）の 高さは 同

一細胞の 直径に近い 値 を示 した
59），さらに，浸透圧 によ

る CHO 細胞 の 高さの 差異 をPLM で もAFM で も定量 で

きた
59）．こ の よ うに PLM を用 い る こ と によ り，細胞を

固定す る こ とな く，培養中に 30秒程度の 短時間 で 細胞

の 立体形状を非侵襲的に定量で きる こ とを筆者 らは 明 ら

30脚
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（
郊
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嫦
州
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學
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　 　 ＊

一

PREC PC ・3

図 12．位相 シ フ トレ
ーザー顕微鏡に よる正常細胞とが ん細胞

の 識別．（A ）正常ヒ ト前立腺上皮細胞 （PREC ）の 形 態，（B）
ヒ ト前立腺上皮 ガ ン 細胞 （PC−3） の 形態，（C）PREC 細胞と

PC −3細胞の 位相差の 比較．

かに した．

　次に 2次元培養における細胞の 細胞周期お よび増殖速

度の PLM に よる非侵襲的推定を試み た．　 CHO 細胞およ

び ヒ トMSC を 2次元同調または非同調培養 し，　 BrdU と

DAPI で 染色 し各細胞の 細 胞周期を決定する と共に，

PLM で各細胞の位相差を定量した，その 結果，同調培養，

非同調培養ともに，G2fM期細胞の 位相差は他の 周期の

細胞の 位相差に比べ て有意 に高か っ た．また，細胞集団

の平均位相差と平均世代時間の 間に は明確な負の相関が

認め られた，以上 か ら，MSC の細胞周期お よび増殖速

度 をPLM を用 い て 非侵襲的に推定で きる 可能性が 示 さ

れた
60・61＞ （図 11）．

　移植用細胞の 品質の うち最も重要なもの の
一

つ が ガ ン

化の 有無で ある．そこ で，1卍常細胞 とガ ン 細胞の PLM

を用 い た非侵襲的識 別を試み た．2 次元培養 し た 正 常 ヒ

ト前立腺上皮細胞 （PREC ）お よび ヒ ト前立腺上皮ガ ン
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細胞 （PC−3）の細胞形態に差異は認め られなか っ たが，

PLM で測定した PC −3の 位相差はPREC の 位相差 に比 べ

て 明らか に小さか っ た （図 12）．同様に ヒ ト肝ガ ン細胞

株 （Hep3B，　 HLF ，　 Huh −7，　 PLC ）の位相差は ヒ ト凍結

肝細胞の位相差 に比べ て顕著に小さか っ た．こ の ように

ガ ン細胞 と正常細胞は PLM による位相差測定に よ り識

別可能 と考えられた．実際に，PREC 細胞集団に PC −3

細胞が 10％混入 した細胞集団 の位相差測定によ りPC −3

細胞の 混入が検出で きた
62），

最後に

　セ ル プロ セ ッ シ ン グ工学の 主たる対象産業分野の ひ と

つ で ある再生医療に関する基礎研究は，iPS細胞の 例 に

代表される ように目覚ま しい 進展 を留まることな く遂げ

続け て お り，しか も我が 日本が リー ドして い る部分も少

なか らずあ る．それ に 対 して ，再生医療の 日本 で の 産業

化はJ−TEC 社に よ る培養皮膚を除 くと遅 々 として進ん

で い ない ．こ の おもな原因 は法整備の 遅 れなど官にある

と嘗われ て い るが，こ れはセ ル プ ロ セ ッ シ ン グ工 学の遅

れ に対する猶予 で ある と筆者は考えて い る．た とえば，

幹細胞の 分化には通常数週 間も要 し，しか も目的の細胞

に分化する幹細胞の 割合 は 50％ に達 しない こ ともあ り，

プ ロ セ ス 工 学的に は極め て 不満足な現状で ある．こ の 例

の ようにセ ル プ ロ セ ッ シ ン グ工学が解決すべ き研究課題

はまだまだ 山積 して お り，セ ル プ ロ セ ッ シ ン グ工学の研

究開発 に従事する諸氏の 活躍に期待 したい ．筆者も微力

なが ら努力 した い と考えて い る、

　本研究 は他方輻の 共同研究者の 協力 を得 て，主 と し て 旭化

成株式会社 ライ フ サ イ エ ン ス 総合研究所，大阪大学生物工 学

国際交流 セ ン ター
占田敏臣研究室お よ び北海道大学大学院工

学研究院細胞培養工 学研究室 で 行 わ れ た もの で す．旭化成株

式会社 ラ イ フ サ イエ ン ス 総 合研究所新薬開発 研 究部に お い て

は林紘部長以下血栓溶解剤 テ ィ ッ シ ュ プ ラ ス ミ ノ
ー

ゲ ン ア ク

テ ィ ベ ータ （tPA ＞開発 グループの み な さん全員と共 に，】983
〜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 した平野惇博士 ，北 嶋紳雄氏 に も感謝致 し ます．さ ら

に 大阪大学生物 匸学国際交流セ 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 ご 指導をい た だ き，

中嶋幹男陣士 の ほ か 多 くの 学生 諸氏の 協力 に．また 北 大の 藤

原政 司博士 ほ か研 究室 の 多くの 学 生 諸 氏 の 協力 に感 謝 します．

ご 指導賜 りま した脇 谷 滋 之 教授，澤 芳 樹 教 授，三 澤 弘 明 教 授，

細 川 陽
一

郎博 Ir，相 馬俊 裕 教 授 を は じめ とす る多 くの 共 同研

究先の 先生 方，協力頂い た 会社の 皆様方 に 感 謝致 します，ま

た 切 磋琢 磨 し なが ら セ ル プ ロ セ ッ シ ン グ．工 学分野 の 開発 に と
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もに 向き合 っ て 頂 い たセ ル ＆ テ ィ ッ シ ュ エ ン ジ ニ ア リン グ研

究部会 お よび セ ル プ ロ セ ッ シ ン グ 計測評価研 究部会の 会員諸

氏 に も感謝致 します．
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