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2S−CaO1 細胞培養液の 現状 と安全性に つ い て 2S−CaO2 魚 血 清 を用 い た動物 細胞 培 養
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生体を 構成す る最小単位で ある紐織や細胞 を体 外で 培養 す ると い う 試み は

19世紀後半か ら行われ て きた 。1907 年 ハ リソ ン らは カ エ ル 神経組織を リン

パ 液で 固め て ガ ラス 容器 の なか で神経線維が成 長する様子を 捉える こ と に

成 功 して い る。さ ら に 1948年に は アール ら によ って 組織か ら細胞を解放 し

て ば らば らの 状態で 培養す る こ と に も成 功 して い る 。以 降、組織 ・細胞培

養技術 は多 くの 研究者 に よって磨 き上げ られ生 物学や 医学の 発展に 多大 な

貢献 を果た して きた 、21世 紀 に 入 り、ES 〆　iPS 細胞 に 代表 され る再生医療

に 多 く の 期待が か けられ て い る が 、こ れ らの 細 胞の 樹立 や 再生医療 の 実現

に は細胞培 養技術は 不 可欠の もの と な って い る 。従来、細胞培養に は無機

塩 類 、ア ミ ノ酸 、ビタ ミン 等 の基 礎 成分の 他 に 、細 胞 の 増殖 や 機能 発 現 に

必 要 な勤 物 由来 成 分 （血 清 、血 清蛋 白質 、組織 抽 出 物 ） を 添 加 した もの が

培 養液 と して 広 く使用 され て き た。しか しな が ら、動 物 由来成 分 を 使用 す

る こ と には 、未知 ウ イ ル ス や 異 種抗原の 存在に よる 培養細胞の 汚染、ロ ッ

トに よる活性変動、さ らに 構成 成分が不 明 で あ る こ とか ら．生理活性囚子

の 詳細 な解析が困難で ある等の 問題点 もあった。
細胞培養 は 再生 医療 や医薬品生産か ら実験室に お ける基礎研究 を 目的 とす

る もの まで 、それ を必 要とする 分野は 大 きく広が って きて お り、必要 と さ

れ る安 全性基準 や 品質管理基準に っ い て も当然 なが ら 目的 に よ って 異な っ
て くる。細胞治療や 再生医療に お い て は 、最終製造物 の 安全 性 と同
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性担

保 が 求め られ 、日本 に お い て はFDA の GTP に 準 じ る も の と して 「ヒ ト又は

動 物 由 来成 分 を 原料 と して 製 造 さ れ る医 薬 品 等 の品 質 及 び安 全 性 確 保 に つ

い て 」 （医薬 発1314号 ） の な か で 培 養工 程 のあ るべ き 姿が示 されて き た 。
こ の 指針は 現在で は ヒ ト由来細胞 ・組織に 特化 し た指 針 （薬食 初   208003

号、同 0912（）06号） に 改定 され、そ の中で 「細胞 の培養 を行う場合 」と して

培 養液に 求め られ る事項が記述 されて お り、原則すべ て の培養液成 分に つ

い て その適 格性 を明 らか に する こ とや、規格の 設定 とともに 異 同種 血清 の

可及的不使 用が 求め られて い る 。また 、生物医薬製造 分野 にお い て は 、代

表 的な 国際的指針 と してICH （日米EU 医 薬品規制調和国 際会議）ガ イ ドラ

イ ン に お い て 細胞培養液に っ い て の 要件が 示 され て い る。培養細胞 が再 生

医 療の よ う に 直 接体内 に 投 与 され る こ とが な い生 物 医薬 製 造用 細 胞 培養 に

お い て も培 養 液の 全 成 分 組 成 や 由来 につ いて 、す べ て 明 ら か にす る 必 要 が

あ る こと が 明 記 され て い る 。基礎研 究 分 野 にお いて は 培養 工程 の安 全性 も

さ る こと な が ら、生理 活性因 子 の 解析等 に有利 な成 分 既知 培養 液が求め ら

れて い る。なか で も昨今 のES／iPS細胞研究 に おい て は 、将来的 に 医療応

用 へ の展 開を考慮 して 基 礎研究 の 段階か ら安全性 や 培養方法 に っ い て 科

学的根拠に 基 づ い た標 準化を 図る試み が lnternational　S ヒem 　Cell　Initiative

｛ISCI＞等 にお い て 進め られて い る。
以 上 の よ う に 細胞培養 を必 要 とする分 野の 拡大 に伴 い 、re　tt に 求め られ る

「細胞培養液のあるべ き姿」は 異 なる もの と な って き て い る。本発表 にお

い て は各分野 にて 使用 されて い る細胞培養液 の 現状 や 安全性を担保す るた

めの 手段に っ い て報 告する 。

動 物細 胞培養技術は 、抗体医 薬な どバ イオ 医薬品 の 生 産に と って、最も有

用 な生産技術で ある。また 、先端医療で ある再 生 医療で も動物細胞培養技

術が中心 的存在で ある。こ の よう な医療用 途 の 生産に は 高度な安全性が要
求さ れ る。しか し、これ まで 動物細胞培養用 の培地 に
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般 的に 添加 されて

き た 「ウシ 血清 CFCS）」 に はBSE 問題に 代表 され るように その安 全性に

大きな懸念が ある。そ こ で 、動物細胞培養プ ロ セ ス に お い て、FCS に 代わ

る 安全な培地添加物 の 開発が 緊急の 課題 と な って い る。
その 解決策 と して 、魚類 に は ヒ トに感 染す る ウ イ ル ス が 報告 され て い な

い こと と、魚 類 の 血 清に細 胞 増殖 因子 が含 まれ て い る こと か ら、魚 血 清を

FCS の 代 わ りに 利 用 で き る こ とが 期 待で きた 。
そ こ で 、我 々 は 魚 血 清 を 添 加 した 培 地 で チ ャ イ ニ ーズハ ム ス タ ー卵 巣

（CHO ） 細胞 を接着 培養 または 浮遊培養 して 、魚血 清 がCHQ 細胞 の 培養

に 使用 で き るか 検討 した。
は じめ に、FCS 培地 の代わ りに マ ダ イ （伽 ∫吻 の 由来の 血 清 を含 んだ

培地 （マ ダイ血 清培地）を用 い て CHO 細胞を接着培養 した 。そ の結果、培

養24h で の 細胞 の 接着 効率が 低か った （約25％）が 、10％ FCS 培地 で 24　h培

養 して 細胞を 接着 した 後、109・マ ダイ血 清培地 に 交換 した 場合、細胞密度

が 10％ FCS 培地 の 約71％ まで 増加 する こと が 確認 され た 。マ ダ イ血 清培地

に お い て 、タイ プ1コ ラ ーゲ ン コ ートデ ィ ッ シ ュを 用 い た 場合、細胞接着

効 率 が 高 く（60−・91％）、さ ら に 細胞 の増 殖 促 進 も確 認 さ れ た ．生理 活 性 タ

ン パ ク質 で あ る ヒ ト顆粒球 マ ク ロ フ ァ
ージ コ ロ ニ ー刺激 因 子（hGM −CSF ）の

生産活性 は、コ ラ ーゲ ン コ ートデ ィ ッ シ ュを用 い た20％マ ダイ血 清培地 で

は 、1（」％ FCS 培地 の場 合と ほ ぼ同等で あるこ とが確認 され た。
次に 、ブ リ （Serieia　guingueradiata） 由来の 血 清 （ブ リ血 清〉 に お い て、
FCS で の 補体の 不活性化温度で ある 56 ℃で 熱処理 した 後、基本培地 に 添加

して CHO 細胞 を接着培養 した e その 結果、細胞増 殖活性が 顕著 に 促進 され

る こ とが 確認 され た。
さ ら に 、ブ リ血 清 の添 加 濃度 を変 えて 基 本 培 地 に添 加 し、CHQ 細胞 を接

着培養 した 。そ の結 果 、ブ リ血 清 の添加 濃 度 が 高 い（5〜2090）と増 殖 に 阻害

的 に働 い た が 、添 加 濃度 が低 い 〔1．25〜2．5％）と 細 胞 増殖 促進活 性 が顕 著 に

向 上 す る こと が確 認 さ れ た 。魚血 清の 低 濃度添加 と熱処 理 を組み 合 わせ る

と、さ らに 増殖促進活性が 向上 し、FCS 培地の 場合 と 同様 な培養 成績が得

られ る こ と が確認 され た。この 培養で は10％ FCS 培地の 約50 ％ の 比生産速

度 で、hGM −CSF が生産 され た。こ の よ うに 、魚血清 を熱処理 と低濃度添

加す るこ とで 、FCS の 代わ りに 魚血 清 を CHO 細胞 の接着培養 に 使 用で きる

可能性 が示 された 。
次 に 、魚血 清濃度が 高い 場合に 細胞増殖促進が 低下する 原因を 調べ る た

め に、魚血 清の 脂質濃度 にっ いて 調べ た。そ の結 果、ブ リ血 清、マ ダ イ血

清 共に FCS よ り約3〜50倍高 い こ とが確 認 され た。そこ で 、魚血清 か ら脂

質成 分を抽出 し、培地 に添 加 して CHO 細胞 を培養 した結果、脂質成分の 添

加濃度 が高い と細胞増殖が減少 した。したが っ て、高濃度 に よる増殖低下

は、培 地中の 脂質成分に よる細胞増殖 の阻害 が主要な原 因の
一

っ であると

考 え られた。
最 後 に 、FCS の代わ りに 魚血 清 を 用 い て CHO 細胞 を ス ピナ ー

フ ラ ス コ
で 浮遊培 養 した 。そ の結 果、4％ プ リ血 清を 用 い た 場合、細胞 密度が 10％
FCS 培 地 の 約33％ ま で増殖 可 能な こ と が 確認 され た 。こ の培 養で は 、組

織プ ラス ミ ノ ーゲ ン活性化因子 （tPA）が良好に 生産され た。熱処理 した

10％ マ ダイユII晴 を 用 い た 浮遊培養で は 、熱処 理が 細胞増殖に全 く影響を与
え な い こ とが確認 された．こ のよ うに 、魚血清 をCHO 細胞の 浮遊培養 に使

用 で き る 可 能性が示 された。
以上の よ うに 、FCS 培 地の 代わ り に 魚血 清培地 を用い て CHO 細 胞の 培養

が 可能で あ る こと が 示さ れた ．
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