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　　Aperfusion 　culture 　was 　developed　in　which 　the 　ce11．free　culture 　supernatant 　was

ultra 創暫ered，　and 　the 　retentate 　was 　recycled 　tQ　the 　culture 　vesseL 　One 　mouse ・mouse
hybridQma 　linc　and 　three 　mouse −hulnan　hybrldoma　lines　were 　cuLturcd 　by　this　method ．

　　 In　the　culture 　of 　the　mouse ．mouse 　hybridoma 　4C 　IOB61ine 　using 　seru 皿 supple −

mented 　 medium ，　 the　concentration 　of　monoclonal 　 a 皿曲 ody 　in　 the　 culture 　 vessel 　was

increased　in　proportion　to　culture 　tlme ，　but　cell　density　decreased　as 　time 　passed．

　　 In　the　cultures 　of 　3　mouse −human 　hybridoma 　Hnes　using 　s εrum ・free　 nledium ，　the

concentrations 　of 　monoclo れ al　 antibod 三es　in　culture 　vesscls 　increased　in　proportion　to

cu ］ture　tirne　to　20　times 　that　efa 　cenventional 　perfusion　culture ，
　and 　viable 　cell　densities

were 　not 　less　than 　those 　of 　convent 三〇 nal 　perfusion　cuhures ．

　大腸菌などの 微生物 に よ る物質生産は 種 々 の 限界が

あ る こ とが しだ い に 明 らか とな り，動物細胞に よる生

産 の 重要性 が認識 されて きて い る．しか し，動物細胞

の 培養は一般に 微生物に 比較して 困難で あ り， 経済的

な大量培養法 は い ま だ開発途上 に ある．1−7）
経済 的 な

大量培養法 と して はタ ン ク培養 に よ る灌流培養 が有利

と考え られ ， 種 々 の 研究 が 行わ れて い る が，灌流培養

法が完成 して も， 培養液中の 目的物質 の 濃度が低 く分

離精製 コ ス トお よ び培地 コ ス トが高 い とい う問題点は

解決 され な い ．

　動物細胞が産生す る有害代謝産 物 は従来必ず し も明

らか に されて い な い が，そ の 大部分 は ア ン モ ニ ア や 乳

酸の よ うな 比較的低分子物質で ある と予想 さ れて い る

こ と，S
’9）

　nt物細胞 に よ る物質生 産 の 目 的物質 は
一

般 に

高分子の タ ン パ クで ある こ と，お よ び培地 の 構成成分

の う ち，原価 の 相 当部分 は少量の 成長 因子 すな わち高

分子の タ ンパ クまたはペ プ チ ドで あるこ とに 着目し，

われ わ れ は次の方法icより上記 の 問題の 解決を計 る こ

と を試みた．すなわち灌流培養 にお い て 細胞と分離 し

た培養液を
， 目的物質や 培地中の 成長因子 の よ うな高

＊ 連絡先，Correspondence　author

分子物質 は通過しえない が ， そ の 他 の 低分子 物質 は通

過し うるよ うな 限外ろ過処理を行い ，透過液 は 系外 へ

取 出 し ， 残留液を 培養系 へ 還流す る培養法で あ る．こ

の 培養法に よ れば通常の 灌流培養法に比較して ，培養

槽中の 目的物質の濃度を高 くする こ とが で き， 同時 に

系内 へ 還流 され る 有効 な成長因子 の 量 だ け，仕込培地

中の 成長因 子量 を 減 少 させ る こ とが で きる と考 え られ

る，わ れわ れ は上記 培養法をハ イ ブ リ ド
ー

マ に よる モ

ノ クロ
ーナ ル 抗体の生産に 適用 した．

実　験　方　法

　実験装置　　Fig．1 に本実験に用 い た装置を示す．

培養槽 と して は正 味培養容積 （細胞が存在す る部分の

容積）：120m1
， 内筒外径 ：5．Ocm ，外筒内径 ：6・5cm

の ガ ラス 製灌流培養槽を用 い た．培養槽に はテ フ ロ ン

製の パ ドル 型 か く伴翼 が設けられ て い る．培養槽内 の

底部近傍 お よ び 内筒 で 囲ま れ た部分 で は，か く拝 に よ

る乱 れ に よ り，細胞は 均
一

に 浮遊分散す る．外筒 と内

筒 に 囲まれ た沈降ゾーン で は上方に 向うに つ れて か く

拌効果が 及 ば な くな り， 細胞 は重 力に よ り沈降分離す

る．一
般 に 沈降ゾーン で は細胞が培養液と分離す る境

界は明確 に 目で見る こ とがで きる．本培養槽の 最大灌
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Table　 1．　 ColnpQsition　of　serum −free　medium ．

（a） Serum・free　medium 　A ： BSA 十ITES 十 eRDF

BeforerecyclingUnder
「ecyClmg

Perme囗led　S ρent
medlum 　 m 巳d旧m

Fig．　l　Experimental　 apparatus ．

BSAInsulinTransferrjn

Ethanelamine
Setenite

O．5％
9 μ9／ml

10 μ9／ml

10 μ M20nM

0．025％
L8 μ9／ml

G．5μ9／n ユ1
1GμM20nM

流量は目的 とす る 細胞 の 種類 に よ り異な るが
，

一
般 に

900〜1500m1 ／day で ある．酸素吹込 ノ ズ ル の 位置は

沈降ゾーン へ の 気泡の 混 入を 防ぐ＃め 内筒の 下端 よ り

上部に 設 け た．限外ろ 過 装置 は ミ リポ ア 社製ペ リコ ン

ラボ カ セ
ッ ト XX 　420LC 　OO

， 限外 ろ過膜は ミ リポ ァ

社製 PTHK 　OLC 　OO（分画分子量 10，000）を用 い た，

培地送入 ポ ン プ，培養液取出 しポ ン プ ， 限外 ろ過 循環

ポ ン プお よ び濃縮培養液還流 ポ ン プとして は い ずれも

ペ リス タ ポ ン プ を用 い た．溶存酸素電極はオ リエ ン タ

ル 電気  製 の 酸素電極を用 い た．

　細胞　　次の 4種類の株 を用 い た．マ ウ ス ・マ ウ ス

ハ イ ブ リ ド
ー

マ 4C10B6 株 ： マ ウ ス ミエ ロ
ー

マ P3／

X63 ・Ag8 −U1 株 と マ ウ ス 脾臓細胞 を 融合 して 得 られ

た IgG2b 産 生 株 ，
マ ウ ス ・ヒ トハ イ ブ リ ド

ー
マ V −6

株，
H −2 株 ，

　 C ・41 株 ：い ずれもマ ウス ミエ ロ
ー

マ P

3／×63−Ag8 ・Ul 株と ヒ ト B セ ル を融合 して 得 られ た

株で あり， そ れ ぞ れ Valise】az 。 ster 　virus
，
　Hepes 　sim ・

plex　viru5 およ び Cytomegaro 　virus と特異的に 結合す

る ヒ ト型 lgGi 産生株 で ある．

　培地　　培養液循環を開始す る以前は仕込 培地 を，

循 環開 始後は 循環培養添加培地，（以下 添加培地 と 呼

ぷ ）を用 い た．培地 と して は 血 清添加培地 お よ び 2 種

類 の 無血清培地を用い
， 基本培地 として は eRDF を

用 い た．鋤 血 清添加培地 の 場合， 仕込培地 と添加培地

の 血清濃度は 10％お よ び 1％ と した．無血 清培地 と し

て は牛血清ア ル ブ ミ ン を含む 無血 清培地 A とこ れを含

まな い 無血清培地 B を用 い た．そ の組成を Table　1 に

示す．

　抗体 の 測 定法　 抗体 の 測定 は ELISA （enzyme
・

linked　immunosorbent　assay ）法 お よ び SRID （single

radial 　 immunodiffusion）法 1こよ り行 っ た ．

　実験方法　　37℃ の 恒温水槽中 に 設置された培養

槽に ろ過滅菌 した仕込培地 を 仕込ん だ．つ い で CO2
イ ン キ ュ ベ ータ ーで静置培養 して 得られた細胞を接種

（b） Serum −free　medium 　B ： ITES 十 eRDF

BefererecyclingUnderrecycling

Insu 】inTransferrin

Ethanolamine
SeIenite

9 μ9／ml 　　　　1．8μ9／ml
10pg ／ml 　　　O．5μg／ml

10μM 　　　 10 μM

20nM 　 　 　 20　nM

し ， か く拌速度 60rpm で か く拝を行 っ た．培養初期

におい て は，溶存酸素電極 と連動 した ソ レ ノ イ ドバ ル

ブを経由 して 5％ CO2 含有空気を 培養槽 自由表面の

上 部 に 送入 した．ソ レ ノ イ ドバ ル ブの 作動点は溶存酸

素 3ppm に 設定 した．5％　CO ・ 含有空気で は溶存酸

素を 3ppm に 維持で きな くな っ た 時点 で ， ガ ス を 酸

素に切 換え た ．実験結果 に 記載 した条件で 沈降ゾーン

か ら， 細胞 と分離 した培養液を限外ろ過を行わず に連

続的に 系外に 取 り出 し，培養槽 の 液位 が一
定 に な る よ

うに 手動で 新培地 の 送 入量 を 調節す る こ と に よ っ て 灌

流培養を行 っ た，細胞密度が高 くなり， 上記の方法で

は溶存酸素濃度を 3ppm に維持 で きな くな っ た時点

で ，酸素の 供給を培養槽自由表面上部 へ の 供給から培

養液中へ の 吹込みに 切換え て培養を継続 した．こ の 方

法 に よ り培養液中の 溶存酸素は ， 全て の 実験 に つ い て

2．5〜3．5　ppm の 範囲で 自動的 に 調 節された．回 分培

養に 比 較 して 十分 に 高密度 に 培養されて い る こ とを確

認 した 時点で ，限外ろ過を行い
， 残留液 の 培養系へ 還

流を開始し，同時 に 培地 を 仕込培地か ら添加培地 に切

換えて 培養液循環培養 を 継続 した ．

実　験　結　果

　マ ウス ・マ ウ ス ハ イ ブ リ ドーマ 4CleB6 株の 培養
4C10B6 株 の 培養 は血清添加培地 を用 い て 行 っ た．結

果 を Fig．2 に 示 す．こ の 株の 静置培養に お ける 最高
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Fig．2　Perfusien　culture 　ef 　mouse −mouse 　hybridoma

　　4C10B6 　 cells 　 with 　 recycling 　 of 　culture 　 medium

　　 after 　 ultrafiitration ．

到 達生細胞密度 は 1』 〜 1．5× 106［ce］ls／ml ］で あ る。

仕込 培地 を 用 い て 灌流培養を行 っ た と こ ろ，6 日 目 に

生細胞密度が 6．0× 106［c∈11s／m1 ］に 達 し，回分培養に

比較して 十分高 くな っ て い る こ とを確認 した の で ， 培

地を血清含量 1％ の 添加培地 に切 換 え る と同時に 培養

液の 限外ろ 過をはじめ 培養液循環培養に 移行 した ．循

環開始後約 3 日間生細胞密度 は 1× 107［cells ／ml コを保

っ た が，そ の 後低下 し、循環開始後 8 日 目 （培 養開始

14 日 目）に は 5．0× 106［ce11s ／m1 ］とな っ た．一
方培養

槽中の 培養液抗体濃度は時間 の経過 とともに直線的に
’
上昇 し，循環開始 6 日 目に は 100［P9 ／ml ］ と通常の

灌流培養の 場合の 約 5 倍 に達 した，循環開始 2 日 目お

よ び 4 日目に 限外ろ過透過液中の抗体を 測定 した が 1

［μg／ml 】以下 で あ っ た．以上の 結果 か らモ ノ ク ロ
ー

ナ

ル 抗体 は培養 液 中に 蓄積 し，濃度が 上昇す る こ と は 明

らか に な っ た が，細胞密度は 本条件で は通常 の 灌流培

養の レ ベ ル を維持で きない こ とが わ か っ た．

　 マ ウ ス
・

ヒ トハ イ ブ リ ド
ー

マ V6 株の 無 血 清培養

V6 株の 培養 は無血 清培地 A を用い て 行 っ た．こ の 株
の 静置培養における最高到達生細胞密度は 約 1× 106
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Fig，3　Perfusion　 culture 　of　mouse ・human 　hybrido・

　　ma 　V ・6　 cells　with 　recycling 　of 　culture 　medium

　　after 　 ultra 五ltr飢 ion．　（Culture　 medium ： 0，5％
　　BSA 十 ITES 　 eRDF 冫

［cellsfmll で あ る．本法 に よ る 培養 の 結果を Fig．3 に

示す．仕込 培地 を 用い て 灌流培養を行 っ た と こ ろ最高

到達生細胞密度は 6〜ユ2×106［cells ／ml ］で あ っ た．ま

た こ の 間の 培養液中の 抗体濃度は 約 9［pg ／m1 ］で あ っ

た，培養開始後16日 目 に 培養液循環を開始した ．18

日 間の 培養液循環培養 に お い て 最高到達生細胞密度 は

L6 ×IO7［ce11s ／ml ］に 達 し，少 な くとも灌流培養と 同

等の 生細胞密度 が維持で き る こ とが 明 らか に な っ た．

培養槽中培養液の 抗体濃度 は 培養液循 環開始後時間 の

経 過 と と もに 直線的に 上昇 し，循環開始17日 目 （培養

開始33日目 ）に は 220 レ9／mll 　iこ達 した．こ れは通常

の 灌流培養 の約24倍に相当する。28日 目に 透過液中の

抗体濃度を 測定 した と こ ろ 1 ［μ g／ml ］以下で あり，大

部分の 抗体 は培養系内に 蓄積して い るこ とが 明らかに

な っ た．

　マ ウ ス ・ヒ トハ イブ リ ドーマ H2 株の 無血清培養

H2 株の 無血清培地 A お よ び 10％ FCS 添加培地を 用

い た静置培養 に おけ る最高到達全細胞密度 はそ れぞ れ

O・9× 106およ び 1・3× 106 ［cells ／ml ］で あ っ た，　 H 　2 株

を無 血清培地 を用 い て 培養した結果を Fig・4 に 示す．

17日 目まで は仕込培地 で 灌流培養を行 っ た が，最高到

達生 細胞密度は 6．2XIO6［cells ／m1 ］で あり，
こ の 間 の

培養液中の 抗体濃度 は 約 3G［μg／ml 】で あ っ た．17日

目に培養液循環を 開始 した，時間 の 経過 と と もに 生

細胞密度 は斬増する 傾向 を示 し31日 目 に は L3 × 107

［cells ／m1 ］ に達 した．こ の 値 は 静置培養の 最高到達生

細胞密度 の 約14倍 に相当す る．そ の 後急激に 生細胞密

度が減少 した の で 培養を中止 した．培養槽中培養液抗

体濃度は培養液循 環開始 後，時間の 経過 に 対 して 直線
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的に 上昇 し，32日 目に は 660［μg／ml ］に達 した．28日 目

に 透過液中の 抗体濃度を測定した と こ ろ 0．5レg／ml ］

で あ っ た ．

　マ ウ ス
・

ヒ トハ イ ブ リ ドーマ C41 株 の 無血清培養

C41 株を無血清培地 B を 用い て 静置培養 を 行 っ た と

こ ろ ， 最高到達生細胞密度は 1．0× 106［cells ／ml 】で あ

っ た ．C41 株を無血清培地 B を用い て 灌流培養を 行

っ た 結果を Fig．5 に示す．最 高到 達 生 細胞密度 は 培

養液置換率 7．5 ［1／day］の 条件で 9．0× 106［cells ／ml ］

で あり，抗体産生能は 6〜12［μg／（106ce11s）・（day丿】で
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　　ma 　C41　cells 　with 　recycling 　of 　culture 　medium

　　after 　 ultrafiltration
・

（Culture　medium ： ITES 十

　　ERDF ）

あ っ た．培養液循環灌流培養を 行 っ た結果 を Fig・6に

示 す．ユ0 日 目まで は仕込培地 を 用 い て 通 常 の 灌流培養

を行 い 培養液置換率 6．2［1／day］で 生細胞密度 は 9，5

× 106［cells ／m1 ］， 培養液中抗体濃度は 7 ［μg／ml ］に 達

した．10日 目 に培養液 循環 を 開始 し同時 に 送入培地 を

添加培地 に 切換え た．生細胞密度 は い っ た ん 減少した

が時間の 経過 と と もに 回復 し通常 の 灌流培養と同じレ

ベ ル に 維持で きた．培養槽中培養液 の 抗体濃度 は 時

間の 経過とともに直線的に上 昇 し20日 目 （循環開始 10

日後）に は 15e　［μ9／m1 ］に達 した．

考 察

　培養液循環培養に お ける細胞の 抗体産生能に つ い て

通 常の 灌流培養と培養液循環灌流培養 で は抗体濃度等

の 培養環境が異な るた め，細胞の 抗体産生能 に 差 が 出

る 可能性 が あ る．これを 知 るた め に は そ れ ぞ れ の 培養

に お け る抗体産生能を明らか に しな ければな らない ．

培養液循環培養の 抗体産生能 を 知 るた め に は所定期間

の 抗体収 支 を 明 らか に しな けれ ば な らな い が
， 系内の

抗体濃度が上昇する につ れ て サ ン プ リ ン グや 操作異常

に ともな う培養液の 系外取 出 しの影響 が大 きくな り，

小規模 の 実験 で は そ れ が 極 め て 困難 で あ る．4 種類 の

株 の 実 験 の う ち C41 株に つ い て は比 較的操 作 が 安定

して い た の で ， 培養液循環培養にお ける細胞 の 抗体産

生能 に つ い て 検討を行 っ て み る． こ の 株 の 培養 で ，
Fig．6 に お い て 培養液循 環を開始 した 10日 目か ら20 日
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目ま で の 10日間 の 平均生細胞密度 は 7．7Xle6 ［ce ［ls／

ml ］で あり， 培養系内の 抗体濃度上昇は 140 ［μ g／ml ］

で あ っ た，限外 ろ過 の 残留液が循環す る系 の 容積 は

350ml で あ っ た．有効培養容積を 120　m1 と し，上 記

期間中細胞の 抗体産生能は一
定 と仮定す る と平均抗体

産生能 は 5．3［μg／106cells・day］と なる．こ の値は Fig．

5 に お ける抗体産生能 6’−12　［pg ／10a　cells ・day］ 1こ比

較する とや や低い 値である．操作上の 理 由に よ る培養

液の 系外 へ の取出 しや ， サ ン プ リン グ時の 取出し量を

考慮 して い ない こ とが理由の
一

つ として 考えられるが

詳細 は 明らかで ない ．

　ま た 4種類の 株の い ずれの 実験にお い て も， 抗体濃

度 は時間の 経過とともに 上昇して お り， 抗体濃度が 高

くな っ て も本実験の 範囲で は著 しい 抗体の 産 生 阻 害 を

お こ して い ない こ とを示唆 して い る，

　仕込培地 と添 加培地 中の成長 因子濃度に つ い て

マ ウ ス ・ヒ トハ イ ブ リ ド
ー

マ の 培養液循環培養で は ，

仕込 培地 と添加培地 の タ ン パ クの 含量 の 比 は イ ン ス リ

ン に つ い て は 1／5， ア ル ブ ミ ン お よ び トラ ン ス フ ェ リ

ン に つ い て は1／20と した ．しか し，こ の 実験結果 は そ

れぞ れの タ ン パ ク の 必要量 が こ の 割合で 減少 しうる こ

とを意味す る もの で はな い ．灌流培養と培養液循環瀧

流培養 の 培地組成 に つ い て 論 じ るた め に は両法の 最適

培地 を 求 め両者 間 の 比 較 を行 う必要 が あ るが ， 本 実 験

で はそ の 検討は行 っ て い な い．しか し，
H2 株 につ い

て は添加培地で 静置培養を行 っ た が細胞の 増殖 は認 め

られ な か っ た の で ， 培養液循 環培養 によ り成長因子の

添加量を減少 しうる こ とは期待 され る．

要 約

　灌流培養 に お い て ，細胞 と分離 した 培養液を 限外 ろ

過 し ， 透過 液 は系外 へ 取出し， 残留液を培養系へ 還流

す る培養液循環灌流法を 開発 し，マ ウ ス ・マ ウ ス ハ イ

ブ リ ド
ー

マ 1株 お よ び マ ウ ス ・ヒ トハ イ プ リ ド
ー

マ 3

株の 培養を 行 い 次 の 結果を得た ．

　1， マ ウス ・マ ウス ハ イブ リ ド
ー

マ 4CIOB6 株を血

清添加 培地 を用 い て 本培養法を行 っ た とこ ろ，培養槽

中培養液抗体濃度は時間の 経過 に比例 して 上昇する こ

とが 明 らか に な っ た．しか し本実験条件 で は培養液循

環 を 行うこ とに よ り，生細胞密度は低下する傾向に あ

っ た．

　2．　 マ ウ ス ・ヒ ト ハ イ ブ リ ドーマ 3 株 に つ い て無 血

清培地 を用 い て 本培養法を 行 っ た とこ ろ，培養槽中培

養液抗体濃度は 時間の 経過 に 比例 して 上昇 し，通常の

灌流培養 の 培養液の 抗体濃度 の 約20倍 の 値 に達 した．

生細胞密度はい ずれ も通常の 灌流培養 と有意の 差は認

められなか っ た．

文 献

1）Himmd £arb
，
　 P。

，
　 Thayen

，
　 P．　S，

，
　 Marti皿，　 H ．E ：

　　Science
，
164，555−557　（1969）．

2）Tolbert，　 w ．，　 Feder，　 J．： Annual 　 Reports　 an

　　Fermentation　P γ o ‘ 8 ∫∫ 6∫，6，35−74　（1983）．

3）Murakami ，　 H ．，　 Shimomura ，　 T ．
，
　 Ohashi，　 H ，

，

　　Hashl2ume ，　 S．，　 Tokashiki，　 M ．，　Shinohara，　 K ，
　　Yasumcto ，　K ．，　Nomoto ，　K ，　Omura ，　H ．：　 Crowth

　　and 　l）tfferentiation 　on 　Ce〃s　in ヱ）efined　Environ −

　　ment ，　pp．111−116copub［ished 　by　Kodansha 　Ltd．

　　and 　Springer・Veriag，（1985）・

4）Brunt，　 J．　v ．：　　Bio／Teckne 〜08 フ
！，　3

，　408−

　　（1985）．

5）Lydersen，　 K ，　Pugh ，　G ．，　Paris，　S．： Sharma ，　 P．，
　　Nol1，　A ．：　Bio／Techno 〜eg γ 3

，
63−67 （1985）．

6）Marcipar
，
　A ．

，
　Henno

，
　P．

，
　Lentw 。jt，　E ．，Roseto，　A ．

，

　　Brown ，　 G ．：　 Annuals 　 New 　 York 　 Academy 　 of

　　Science
，
416−419　（工983）．

7）Knazeki
，
　 P．　A ，

，
　 Gunino，　 P．　M ．，　 Kohler

，
　 P．0 ．

，

　　Dedrick
，
　R ．　L ．：　S ‘ience

，
178，65−67（1972）．

8） Butler
，
　 M ．　 Imamura

，
　 T ．

，
　 Thomas

，
　 J．，　 Thi11ア，

　　W ．G ．： ノ．　Ce〃．＆ ら 61
，
351−356（1983）．

g）Iio
，
　M

，
　 Moriyama

，
　A ，

，
　 Murakami，　H ．： Orotvth

　　and 　z）ffferentiatien 　of 　Ce〃s　in　z）efinedEnviron ・

　　〃lent ，　 pp．437−442。　copublished 　by　KQdansha

　　Ltd．　 and 　 Springe【−Verlag
， （1985）．

10）Murakaml
，
　H ，

，
　ShimomUTa

，
　T ．

，
　 Nakamura

，
　T ，

，

　　Ohashi
，
　H ．

，
　Shinohara，　K ，

　Omura ．　H ．： ノ
’
．　48ric．

　　Chem ．50‘．ノapan ，58，575−583　（1984）．

（昭 62．8．3受付）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


