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第l章序論

1. 1 はじめに

動物細胞培養に関する研究分野は、遺伝子を人為的に操作する遺伝子工学のレベル

から、その遺伝子のホストとしての細胞の種類や特性を研究する細胞.[学、細胞の選

択.こ始まり培養スケール、培養h'jjtペJバイオリアクタ一、培地やマイクロキャリア等

について主に生産性を'E慌して研究する培養工学、府廷によって得られた材料から日
的とする物質を純粋な形で抽出することを目的とする分離工学、発現された物質の組

成や配ダIJを分析手法によって同定する構造解析技術、などから構成される これらの

さまさ'まな分野が-述の流れの中て掛合し協力し合うことによって"生産"という一

つの日的が達成される

これらの技術を"生物に由来する医薬品の創製"という観点から眺めると、さらに

大きな研究領域の中の・部となる 医薬品を開発するためは、目的とする物質を探索

することから始まり、薬理的な有効性や毒性の評価を行う前臨床試験段階の次に、人

体における医薬品としての有効性や安全性の評価、製剤化研究等の臨床試験段南を経

る それと並行して上記で述べたように生産技術面.から遺伝子工学一細胞工学 培建

工学: 分離工学一構泣角平行技術という研究が行われる そして、これらの研究に基づ

いて製造プロセスレベルまて高度化、大規模化する製造技術、製剤化フロセス技術の

段階へと進むG

本研究では、生体内で'f:.理活性を持つヒト由来タンパク質であるトロンボモシ I リ

ンの生産プロセスを取り抜った 生理活性物質であるトロンボモジ I リンは、血管内

皮細胞の細胞膜上に発現している膜結合タンパク質であり、血液i疑問系を調節する f主

要な役割を演じている そのトロンポモジュリンのia伝子を細胞内に導入して、形質
転換キ行った付着依 {('~'I・ Chine叩 ham~tcrovary (CHO・KI)細胞の培長特性やトロンホモ

ジコリンの生産特'陀仁ついて、化J詳し学的手法を用いて生物反応速度品的解析を行う

ことにより、工業的製造プロセスを指向した基礎技術研究と生産校術の開発を行っ

た。



1. 2 動物細胞培養を利用した有用物質生産に関する既往の研究

動物細胞培廷に関連して、 jjJ伝子工学や細胞培養工学等さ まざまな領域で、いろい

ろな分野の研究者によって研究や技術開発が進められている。本論文に関連する研究

を、以下に示す 4つの観点から概説することにする。

1. 2. 1 遺伝子工学、細胞工学分野における既往の研究

遺伝子工学技術によって生理学的に活性を持つタンパク質の遺伝子を抽出し、増殖

性やタンパク質の発現性に富んだ外部細胞に導入する方法が、さまざまな分野で多用

されるようになった。大腸菌や酵母を代表とする微生物を宿主とする場合と、動-植物

細胞を宿主とする場合に大別される。ヒト等の高等生物由来のタンパク質にはアミノ

酸の配列に加え、側鎖として糖鎖が付加しており、生物学的活性において重要な機能

を果たしている場合がある。大腸菌を宿主として利用する場合は側鎖を付加する機能

を持たないため、ヒト由来のタンパク質を発現させるための宿主としては必ずしも適

しているとは3えない。従って、稽鎖の存在が生物学的活性において重要な機能を果
たしている場合、それを医薬品として開発する際には、主に動物由来の細胞が宿主と

して利用される。最近では、見虫由来の細胞、或は昆虫そのものを宿主として利用す

る方法も脚光を浴びている。インターフエロン l やガン遺伝子産物 2)、肝炎ウイルス

(Hepatitis virus)タンパク質 Jl等が発現されている例があり、発現されたタンパク質の

性状についても研究報告されている。

動物細胞には単独で浮遊しながら生存し増殖する浮遊細胞と、生存するためには付

芯するための担体を必要とする付着依存性細胞、及びどちらの形態も取り得る細胞の

3つのタイプに類別される 3つ自のタイプには、浮遊した場合と付着した場合で性

質や性状が異なる場合もある 付着依存性細胞としてはCHO細胞やマウス由来のし細

胞、 C-127細胞があり、浮遊細胞にはハイプリドーマ細胞等が代表例であるoCHO細胞

については浮遊培養も可能fごが、 一般的には付着依存性細胞に分類される。本研究で

も用いたCHO細胞は特に研究例が数多く、 Urlaubらによるdhfr(dihydrofolatercductase) 

遺伝子欠損株の発見に端を発している 1， Kaufmanらにより、 dh什遺伝子欠損株にdhfr

遺伝子と目的タンパク質の追い子を同時に導入する遺伝子増幅法が開発され 5}、

McCormickらによって、目的タンパク質の生産早を飛躍的に増大する方法が確立され

たト 71o その結果、 CHO細胞を用いると、目的物質の高生産が期待できるため多用さ

れるようになった。現在までにこの株を用いて、インターフエロン、インターロイキ

ン-4 (lL・4)、EDF(erythroiddifferentiation factor)等、さまざまなタンパク質が発現され
成功をおさめているト I2)。

2 

CHO細胞のもう lつの特徴は、発現されたタンパタ質に付加する椴鎖の構造にあ

る。タンパク質によってはただ糖鎖が付加していればよいというのではなく、その構

造によって活性に差が生じる場合がある。また、このようなタンパク伎を医薬品とし

て開発する場合は、できるだけ天然型に近いほうが好ましい。本研究で取り上げた生

理活性物質のトロンポモジュリンも粕鎖が付加しており、その偽造がj丹性に関与して

いる可能性がある。CHO細胞によって作られるタンパク質に付加する粕鎖構造は、ヒ

ト型に近いというデータもあるため、医薬品開発などにもCHO細胞が多用される所以

である 従って、糖鎖工学的にもCHO細胞によって発現されたタンバク貨に付加する

糖鎖情造を研究した例は故多い 13 -: 6， 0 

1. 2. 2 イJ芯依存性動物細胞の培養て学的諸問題に関する
既往の研究

十j，.ij依存性動物細胞に関する培養工学的な諸問題としては、培地にJ1]¥..、る血出の問

題を初めとして、マイクロキャリア等の固定化担体、阪会の供給方法、培養状態を抱

爆し解析する技術、モデリングの方法、等が挙げられる。

細胞の増殖や目的タンパク質の生産性に影響が大きい培地については、比較的早い

時期から研究が進んでいる。培地中に使用する血治は.工業規模で生広する場合にはコ

スト面で常に問題となり、ロットによるバラツキも考慮しなければならなし、。従っ

て、本研究においても、血清の使用量を下げたり、血}111を全く月}し、ない無血m培夜zを
達成することが非常に電要となる 無血消化の方法としては、基本合成培地成分を改

良する方法、 Satoらによって開発された血清を適当なペプチド性ホルモンや細胞成長

囚了・の組み合せで置き換える方法 Ii 1 、血iN濃度を徐々に下げていき政終的に無血WJi~I:

地に馴化する方法、守:がとられるo 血ifj中の戒分は多r多核でありタンパク質ιも多
いため、血清を添加すると目的物質を純粋な形で分離村製することが114錐になり収不

も低卜する。特に医1Jt品の生産には未知の物質の地微日な混入でも計二されないため、

構成成分が既知である明地を用いることが、本研究においても重要なu標になる。 aIl
泊中に含まれる各種i週]二十i主分については数多く同定されており、 Gnffilhちらによって
成長国f、ホルモン、付活国子、輸送タンパク、栄従紫等に分類されているわ 19)。

これらの成分を細胞杭:誌の目的に合わせて選択し、必要に応じて添加することが容易

になりつつある。

付活性細胞を実験室スケールで培挺する場合は、フヌスコやローラーボトルが汎用

されるn しかし、r業規模へのスケールアップを指向する場合は、これらの器具では
限界がある。付着性細胞守用いる場合、その固定化担体が問題となる。担体として、

3 



マイクロキャリアをはじめ、ホローファイパーやセラミック抑l体が開発されている。

その中でも、{ナ芯性細胞にとってマイクロキャリアの開発は、サスペンジョン培養を

可能にしたばかりでなく、工業規模へのスケールアップも容易にし、応用範囲を飛紹

的に拡大した。本研究でも、スケールアップを考慮してマイクロキャリアを取り上げ

たo マイクロキャリアを利JIJした細胞晴子主の万法論等については成主の中に概説され
ている 20)。マイクロキャリア培養の場合、工業規模で

よつてコスト的に問題が生じたり、細胞増嫡や培養環境に影響を及ぼすという報告も

ある 21 )。 マイクロキャリアの種類によ って、細胞との適合性に大きな差があるため、

材質や表面の加工方法などが主な研究の対象となる。 Fig.1・1に示すように、キャリア

友面上に荷屯を持たせて細胞が付着し易いようにしたものや、ゼラチンやコラーゲン

など細胞に適合した材質を用いたもの、また表面積を拡大するために多孔質性を高め

たもの等が開発されている 細胞との適合性によって細胞の性質や状態も変ってくる

ので、より適合したものを選択することが細胞の特質を引き出す決め手となるo 段階

的に培長スケールを拡大するような場合にも、適合性によ っては細胞の培益液内分散

と付着性が問題となるため 22，、スケールア yプする上での課題である

(a) 

Fig.l-l 

(b) (c) 

将々のマイクロキャリア
(a) ビーズ構造全体に荷電基を分散
(b) ビーズ表1(1に荷電基を分散

(d) 

(c) コラーゲン滞府でビーズをコーテイング
(d) 多孔質性

動物細胞は細胞壁を持たないため物理的衝撃に弱く、厳しい条件を選択できない。

従って、微生物培養で液内に敵素を供給するために用いられる気泡通気は、動物細胞

培養では-注意しなければならない。また、撹祥速度を kげて酸素移動速度を高める

と、せん断応力が増大して細胞に損傷を与える。従って、柔和な条件下でより多くの

酸素を供給する方法が研究されている コイル状に巻いたシリコンや、多孔性の

チュープを培養液内に埋没してチューブ内通気によって酸素を供給する方法23)や、

4 

円筒型のステンレスメッシュ内を通九4ることによって、泡と細胞との接触を回避す
る方法241など、さまざまな方法が開発されているo椴み通気能力の指椋としては、酸

素移動容E係数(kLa)がある。種々のj湿気方法を用いた場合、実験室スケールで達成さ
れているkLa値が、スケールアップした際に達成できるとは限らない。従4 て、スケー

ルア yプを指向する場合は、生産スク ールにおいても述成可能な通父方法を採用すべ

きである。本研究では通気方法の装位的i夫はあまり行わず、あくまでもんd直を指標
として実験条件の設定を行った。動物細胞の酸素取込み速度を測定することによ っ

て、細胞の酸素要求:i:を適切に把侵することができる 25)。装置の供給迷皮と細胞の酸

素要求51を把握できれば、適切な通気方法が決定される。
培去を状態の良否は、細胞の増殖性や有用物質の生産性によって判断され、これらを

向上させるための方策が検討さ札る。培養状態に影管を与える肉子は多緯におよぶ

が、それら全てを簡便な方法で分析、測定できるわけではない。酵母等の微生物培養

では、グルコースが栄挺源として主要な成分であるため、測定技術は比較的発展して

いる。hl:近ではオンノインでの測定も可能になり 26，、制御系を構築した研究も報告さ

れている 27)。動物細胞培廷でも、グルコースや乳酸を指標とした生化学的な解析も進

みつつあるo グルコースの消費や5'し酸の生成d、細胞代謝反応の結果であるため、そ
れらの培養液中濃度は細胞増殖性ヤタンパク質生産性ド大きく影響することがわか。

てきた2t!・30)。本研究においても、収益状態の解析のt.めに生化学的パノメータであ
るグルコース、乳酸の測定を最大政手IJmしたo これらの成分はオンライン測定が可能

であるため工学的な発展性が期待できるo

ある評価関数を松大にするためには、影響する閃子を同定し相関関係を見つけだす

必要がある。上の例では細胞増殖性やタンパク質十様性を故大にするために、重要ll-i
子であるグルコースとの相関関係を故式モデル化することによって、そのJj策が検討
できる このようなブ口セスシステム工学的な方法論は'4:物反応フ'ロ七スでも徐々に
適用され成果をあげつつある川‘れ}。 また、培義プロセス制御のための機器や解析手

段についても開発が進められている 35)。生物反応ノリセスの動力午的与さ動に着Uして

解析することや3bも J7)、電要因-rとの相関関係を数式化してモデル式を同;をすること

も行われている 3!; J 9) そのモデル式を利用してシミ ニLレーシヨン壱行うことによっ

て、主主適化を目指した操作条件ゃあIJ御方法の設定も可能になる。本研究では最適化問

題を解くまでには到らなかったが、生化学的パフメ タと細胞増殖特性、生理活性物

質生産性との相関関係を明らかにすることによって、生理活性物質の生産という呼価

関数を最大にするための方策について栓々考究することができた。
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1. 2. 3 工業的生産のための培養形式に関する既往の研究

大豆培養という観点から工業的規模での生産を指向するには、やはりスケールアッ

プ可能な培長形式を選定することが望ましい。代表的なリアクター形式である従来型

の撹祥槽型ファーメンターは、インターフエロン 40 やEDF4I・43，等の大量生産培養

で実績がある スケールアップの際に最も問題になるのは、スケールを大きくすると

何らかの培長バフメータが変化し44 )、小スケールでの結果の再現性が得られないこと

である。スケールアップを成功させるためには、スケールアップに影響するパラメー

タを明確にし、スケールの拡大に伴ってシステムにさまざまな調整を施すことが必要

となる 45)。しかし、生物反応ではパラメータの数が一般的に多く、お互いが宅鯨世に干

渉し合っているために、スケールアップをより困難なものにしているo そのため化学

工学的なアプローチ法が不可欠で、あり、スケールアップの手順やモデル化によるシ

ミュレーション、無次元式を利用した方法論等が提唱されている 46-47)。

スケールの選択に関連して、培養方法も重要な選定項目の一つである。反応装置の

形状から、糟型と管型に分類されるo また、操作法からは、回分系、半回分系、連続

系に大別される。閉分系には単回回分と繰返し回分系があり、生産性から判断すれば

絞返し四分系の方が俊れている。連続操作においては、棺型反r.[:":~与をCSTR(contmuous 

stirred tank rcactor)、管型反応器をPFR(pl::，tonnOW陀actor)と略記する CSTR型では培

養槽内を粒々改良したタイプが数多く考案されている'判 。代表的な例としては、ェ

アーリフトn'lやスピンフィルター型、流動層型がある・ 9}r スピンフィルター型では

CHO細胞を使用してTPA(tissueplasminogen activator)を生践しF例があり、高い細胞密

度を達成している 50)。流動層型では、本研究の第6苧;でも使用したVera.x社のものが

有名であり実績l面で、も優れている 51) 0 CSTR型の特徴は、培設槽内が均一に分散する

ため、細胞密度や培長液成分に偏りや分布が生じないことである また装置構造が簡

単でもあるo 一方、 PFR型の代表例として、ホローファイバー型やセラミァクのマト

リックス型がある。これらの特徴は、細胞を高密度化できるため培長槽体積を小さく

できるこシであるが、細胞密度に疎密の分布や、栄養物に濃度勾配が生じるなどの欠

点もある また、細胞を直接観察できないことや、回収することが難しいため段階的

なスケールア〆ブが困難なことも欠点であるo

大Z培養では、培養環境を制御することが大きな課題γなるo パーフュージョン培

養では経時的に減少する栄養源を補給し、老廃物の蓄積を抑えることができるため、

培養環境の変化を小さくして温和な状態を作り出せる。従って、上記で示した種々の

培養槽タイプとパーフュージョンを組み合せることによって数々の成果があげられて

いる 50-53)0 [gJ収フインにフィルターをd置して低分子物質などの不要物のみを系外

に取りだし、有用物は系内にリサイクルする方法も開発されている 54-55)。
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本研究においては、大呈生産の実紛が多い従来型の凶分槽型式を採用することにし

た 付着依存性細胞の培養のためにマイクロキャリアを使用する場合、ファーメン

ター形式では培地の交換が容易に行えるo また、培接待i勾を撹祥することによって均

一な状態が得られるため、スケールアップのための解析が容易である 1 本研究では、

小スケールでの研究成果を、スケールアップして確認するまでには到らなかった。し

かし、スケールアップのための安閑ついては把慌できたと考えている

1. 2. 4 トロンボモジ斗リンに関する既往の研究

本研究で取り上げた生理活性物質で、あるトnンボモジュリンは、血管内皮細胞の細

胞膜仁に発現している膜結合タンパク質であり、血液凝国系を調節する重要な役割を

i寅じている トロンボモジュリンはトロンピンと強い親和性を持ち、 トロンピンと結

合して複合体を形成することによ って、一連の血液i疑問反応系を阻害する抗;疑問作JIl

を向める 56・5i I 0 ヒト・トロンポモジュリンのj宣伝イ4は、 198 7年!こ 3つの研究グ

ループによってほほ同時に単離された川、 603b 構造的には 575のアミノ肢をもち、

'末端側から、アミノ末端、 EGFtepidenllalgrowth ractor)様構造、 0・グリコシレーショ

ン、際貫通および細胞質内領段、の 5つの領域によって構成される糖タンパク何であ

る日・57)。酵素的な方法を悶いて活性部位ヤ結合タンパク質の結合部位、結合様式等

が同定されている川~ 62:。

1 9 9 0年にはParkinsonらによって、 ト口ンポモジュリンの膜貫通彼肢と細胞質内

領域を除いた遺伝子を勤物細胞!こ特入して、 j宣伝(-計iみ換え体トロンポモジ2 リンが

発現された川、 6.1)。この遺伝子組み換え体ト口ンポモジュリンは膜貫通領域を持たな

いため、細胞内で合成された訟は、細胞外へ分j必され口I浴化して遊離するr UT溶性ト
口ンポモジュリンにおいても、本来のiE↑生は í~~持しているら 3 64) 0 J監{氏子1:マ:的手ijt

によって生産されたト uンポモジュリンには、 otf;fT別措鎖とN結合理1!11K3良の他(二、
グリコサミノグリカン側鎖を付加lしたものが混宿していることが明らかにさ札たけ}。

さらに、名和らによって、形行紅JI靴下10K I ~ n胞によって発現されたトロンポモジ.;J.1) 
ンのグリコサミノグリカン側鎖1.;、 J ノ rdイ子.ン.イII

/イ示I示ミされた6れ4】。グリコサミノグリカンn担側!り;仔3良を{付J加しえ.ト口ンポモジユリンlは二、付加しな
いものに比へ、 invilro ":l (; 1)及びin¥'i¥'o 6 ;， 1 の戸:方の実験系において、おい比活性

を持つことが示されているc このようにl}MJfiの作従が、タンパク質の持つ'1=J霊的機能

に大きな影響を及ぼすことがわかりつつある白従って、糖タンパク質の，糖鎖檎迭の解

析~It" 6 i)や役割、機能の研究6が tj9)が進むにおよび、佐々糖鎖工学的な解析が気安

となる。それと同時に、本研究の4立でも取り|て(f'るように、糖鎖を付加したタンパ

ク質の生産についても化学工学的なアプ口ーチの不要性が増しつつある。
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1. 3 本研究の目的と内容

動物細胞培養を利用して医薬品を生産するには、経済的かつ再現性のある生産方法

の確立が重要な課題となる。経済的な生産を達成するには培養形式の選択、無血清

化、高生産性の検討が不可欠である。再現性のある培養を確保するには、細胞及び培

養液の状態を把握した上で、現象の解析が必要となる。

本論文は、このよつな諸問題に対し工学的に研究し、培養状態の工学的解析、高生

産培養法の確立、生物反応速度を利用したタンパク質生産性の推定アルゴリズムの開

発等の結果について述べたものであり、序論、結論、及び2編、全5章により構成さ

れる。第 l編では、ヒドトロンボモジ、ユリン(TM)を発現する形質転換CHO・Kl細胞の

培養特性と高生産性の確立について、第2編では培養生産系の工学的応用として、細

胞密度やタンパク質生産量等の状態量を推定する方法の開発について述べた。

第 1:章は、従来の研究成果を紹介し、本研究の位置づけと目的及び概要を述べた。

動物細胞を利用して医薬品を生産する場合には、培養形式や培地組成、さらに付着性

細胞ではマイクロキャリア等の基礎的条件が重要である。

第2章では、遺伝子導入によって可溶性ヒトートロンボモジュリン(rsTM)を発現する

付着性の形質転換CHO-Kl細胞(CHO(21))を取り扱い、この基礎的培養条件の検討と培

養特性の解析を行った。即ち、グルコースや血清の培地中濃度が、細胞培養特性及び

生理活性物質生産特性にどのような影響を及ぼしているのかを検討しt::.o また、種々

の無血清培地を用いて、生理活性物質の生産性を高める培地について検討した。さら

に、マイクロキャリアと細胞増殖特'性の関係を解析することによって、細胞の固定化

担体としてのマイクロキャリアの最適使用量を検討した。

第3章では、第2章での基礎的条件を基に、スケールアップを指向したミニジャー

ファーメンターを用いて、繰返し回分系でマイクロキャリア培養を行い、生理活性物

質高生産の検討を行った。培養初期に血清含有培地を用いて細胞増殖(増殖期)を行

い、一定期間後無血清化して有用物質を生産する(生産期)培養方法を採用した。細

胞増殖期の期間や培養液中グルコース濃度、溶存酸素等に着目して培養特性の解析を

行い、生理活性物質の高生産培養を達成するための方法について考究した。その結

果、適正な細胞増殖期間の把握と、無血清化後の生産期における溶存酸素、培地中グ

ルコース濃度、培養液回収間隔と生理活性物質生産速度との因果関係を把握し、それ

らの結果をふまえ長期的かつ高生産培養の操作条件を明らかにした。

第4章では、糖鎖を付加した生理活性物質の培養生産の特性を解析し、糖鎖修飾型

生理活性物質を選択的に、かつ効率よく生産する方策について検討した。ド研究で用

8 

いた細胞(CHO(21))は、コンドロイチン-4 -硫酸によって構成されるグリコサミノグリ

カン側鎖を付加したrsTM/3体と、側鎖のないrsTMa体の両方を同時に発現することが

わかっている。かつ、 rsTMa体に比べ、 rsTMs体の方が高い比活性を示すため、

rsTM /3体の生産量比を高くすることが重要な課題である。本章では、 rsTMα体及び

rsTM /3体の発現に対する洛存酸素の影響を考察した。さらに(乳酸生成泣/グルコー

ス消費量) ( ムL/ムG比)を指標とし、 rsTM/3体の生産性を増大させるための操

作条件を明らかにした。

第5章では、培養液中のグルコース、乳酸の濃度を測定し、それらを利用して、細

胞数さらにタンパク質生産速度等を推定する方法を開発した。繰返し回分培養系の実

験データから、細胞数とグルコース消費速度の相関関係、主び、にrsTM生産速度とム L

/dG比の相関関係を見いだすことによって、比グルコース消費速度及び、比rsTM生産

速度を表すモデル式を導出し、これらのモデル式を推定アルゴリズムの中で週用し

た。

推定アルゴリズムは、

①:グルコース消費速度から、細胞密度

②:細胞密度と比rsTM生産速度の推定値から、 rsTMの生産速度と培養液中濃度

①: rsTM生産速度から、 rsTM，3体とrsTMa体の生産速度
を推定する部分によ って構成される。この推定アルゴリズムの実用性評価手、繰返し

回分培養系において検討した。

第6章では、 CHO(21)を連続宿主主系に適用した。培養初期に用いる血消使用j止のさ

らなる低減を目指すと同時に、培養特性の解析を行っ子 さらに第 5章で開発し片推

定法を無血清連続培養へ適用し、その実用性の評価を行ったo 回収培養液内のrsTM濃

度の実験値と推定結果を比較し、繰返し回分培養系で導出したモデル式が連続系にお

いても適用できることを明らかに した。

第7章は、結論として本論文で得られた結果を総括し、今後の展望をまとめた。
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第 l章の記号表

G :培養液中グルコース濃度[g/l] 

L :培養液中乳酸濃度 [g/l ] 

6LJ6G :乳酸生成量/グルコース消費量[%] 

第 l編

付着依存性動物細胞を用いた

生理活性物質生産法の開発
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第2l告: イナイ守依存yt動物細胞の基礎的なよ庁長特性

2. 1 絡r::':i

Jli1J物細胞の培a廷を 工学的に研究するためには、細胞の種類の選択に始ま .J、培養ス

ケール、培養方法や袋{丘、培地の樟想、マイクロキャ 11ア等について、定51的な解析
手決によ って適切に選定することから始めなければならな¥"0

本研究で用いf形民中'JJ突CHO・KJ細胞(CHO(21))は付着依存性細胞であり、何らかの

1ft体に付着して生打し明植する《本細胞は浮遊して増殖することも可能だが、生理活
性物質の生産性が傾端に下がるため、付着を前提とした培養方法が望ましし、。付着細

胞の培養}j法としては多段プレート式 10 、ホローファイパ一式やマイクロキャリア方

式等が挙げられるが~O .19 • iO・、本研究ではスケールアップの可能性や研究実績な

どさまさまな要因を考慮して、マイクロキャリア培養j去を採用し検討を行った。

実験宅規模の基礎倹討のため、こ、まず、 7':ノスコスケールを法本として基礎実験を

flい、次に、マイク uキャリア培養のj主総解析にはスケールアップの容易なミニ

ジャーファーメンターをl甘いて実験を行った スケールの選択に依作して、培養方法

も重要な選定項目の・・つである。マイクロキャリア培養では撹枠を停止することに

よって、細胞の{・fjEしたマイクロキャリアは沈降するn 従って、培延液と細胞との-

H与的分離が容易で-あるため、培養液交換が簡単に行える》さらに細胞が生存する限り

u的物質を生産し続けるという利点を生かして、生産形式としては繰返し同分系を採
J1J -4ることとした。

本車では、本細胞の無lUL消化マイクロキャリア培養に、より適した条件を探索する

ため、細胞増殖速度や?lL理活性物資生産速度等の生物反応速度を抱僚にして解析を

fI:った(， 細胞の増婚やu的タンパク質の生産性に最も影響を及ぼす培地やマイクロ
キャリアの選定1;重要である"， まず、グルコースや血清等の培地中成分に依存する細

胞明殖特性や生理活性物質生産特性を解粁したn 次に、無血清化府廷の検討を行っ

たb 本細胞の場合、土庁長の初めから無血消化することはできなかったため、培養初期

には血清含有培地をJI)¥'、て細胞増殖(増硝期)を行い、一定期間後無血清培地と交換

して有刷物質を生産する (生産期)培養b法を採用したc その際、円的物質の生産性

がliiも高い無血ifj培地を選択することを第一目的とした

マイクロキャリアの使JIJ'1llを多くするhコスト的な問題が牛じるため、適切な使用

iAを設定することが'r1¥変・であるーその種究員によって、細胞との適合性に大きな差があ
るので、材質や表面却なども評価の項日になるo 本研究においても、待々のマイクロ

12 

キャリアを検討したが、Jflいる培地の種類によ っても細胞とマイク口キャリアの相性

が異なってくるので、選定には時IU]を要した。マイク IJキャリア濃度と細胞的硝特性

の関係を解析し、細胞のILilA.化担体としてのマイク Uキャリアのiik過な使川iitを把握

することと、血11青と同級にr'，':j{dfiなマイクロキャリアの{史!日むを削減することを l.i指し

て検討を加えた。

13 



2. 2 実験材料と実験方法

(実験材料)

基本合成培地としてDMEM(Highglucose) (日水製薬)、 OMEM(Lowglucose) (日水

製薬)、 T-medlum(日本製薬)、 十 MEM (日水製薬)、 MEM-NEAA(Lowglucose) 

(日水製薬)、 IMDM(口水製薬)をそれぞれ用いた。血清は細胞増殖や目的物質の

生産性について、ロプト検査を行った牛胎児血清(Fetalbovme scrum : FBS) (Gibco社

製)を用いた:lT+ITES培地中の添加物としては、インスリン、 トソンスフェリン、エ

タノールアミン、亜セレン酸ナトリウムを合有するOaigo・ITES(日本製薬)を希釈し

て使用した。希釈後の培地中標準濃度は、それぞれインスリン :2.0mg/1、 トランス

フェリン:2.0mg/1、立タノールアミン:0.122mg/L、亜セレン酸ナトリウム:0.009mg/ 

lである。

細胞は、 CHO・Kl細胞にプフスミドpRS7TM-neoを導入 して形質転換を行った付着依

存性CHO-KI-RS7TMnco・NO.21細胞(CHO(21))争使用したレ)0 T25型フラスコ(Coming

ti 製)を用いて、 OMEM(Highglucose)+109もFBS培地で、2日--3日に一回培地交換しな
がら維持培養を行い、 j円殖が安定した細胞をそれぞれの実験に使川した。

マイクロキャリアは、多孔性ゼラチン伎のCultiSpher-G(Percell Biolyttca社製)を使

用した。 Ca2~、 Mg2・を合まないリン酸緩衝浪(PBS) 、日水製薬)で膨潤した後、 121.C

で20分間滅菌し、さらに無菌PBSで洗浄したものをマイクロキャリア培養実験に使

用した。

(培養方法)

本章2. 3. 1のグルコース濃度と血消濃度の検討実験、及び2. 3. 2の無血清

培地の検討実験では、 T25型フラスコを用いて静置培養を行った。培発液仕込み量は

5ml、細胞播種密度は1X 1 O~cclls/ml としてCOlインキュベータ内 (S%CÛ2、 37 0C) で実

験を行ったo 培地は、 l回目が細胞を播種してから 3日後、その後はほぼ2日に l団

交換した。

2. 3. 3のマイクロキャリア培養実験では、 3/-ミニジャーファ ーメンター(3LFM)

(イワシヤ社製)をJlJいた。 3LFM内には洛存殻点(00)計、温度コントロールユニッ

ト、培養液サンプリングシステム、培地流入L1、培養液回収口、通気流入口及び排気

IJをそれぞれ装荷した マイクロキャリア濃度による依存性を検討するために、その

濃度をパラメータとして、 Ig/I、2g/1、4g1L、6g11に設定してそれぞ、れの実験を行った。

その他の培養条件は向 a とし、培地仕込包は約l人細胞播種密度は約1X IOscells/ml、

撹祥速度は40中m、通気条件は2.01-tJ'-̂/minの流速で、上面通気法として実験を行った。

14 

2.01・fス/minの流量組成は、 N、を75%、01を20旬、 C02を5%として、ガスi1iiE調節器

(KoOoc GM-3A :小島製作Jijr) で調節した。培地交換時は撹祥を停止し、細胞の付着

したマイクロキャリアが充分沈降した後、浮遊した細胞を含む上洛み被だけを回収

し、その後に新鮮培地をrlijji~供給した。培地交換川附は最初が 3 日後、その後は 2 日

毎とした。

(7則定方法)

T~l フラスコを用い?的所法挺実験では、 t泣み a~ を I同収し、 YSl Model 2000 Glu-

cose & Lactate AnalYlCr ¥ YS I 11:~~) でグルコース及び乳酸の濃度を測定した。 h登み
液中のrsTM濃度は、サンドイツチ型ELISA(en/ymclinked immnosorbcnt a山ay)法Ii..1)に

よってiRIJ定した。細胞欽の測定は、フラスコ底;1(11に十j{iした細胞をトリノノン-EDTA

溶液にて禁Ijし、懸濁した後二1ールターカウンターでlfi'?flIJした。

3しfM七Jljv、たマイクロキャリア培養では、細胞が付着したマイクロキ守リアを合む

培投n祉をサンプリングけから約3ml回収し、 15ml泣沈~~;;に移して3000rpm 、 10分間i主沈
処J!}tして細胞層と上澄み!f'?に分離した。細胞数のlihJ!lJは、細胞隔をサンプソングH寺と

l íiJli~のクリスタルバイオレノト j夜(0.1M cilric aCld wlth 0.1 % (w/w) crystal Vlolct)に再懸

濁し、 37 0CのC01 インキュベータ内に l 昼夜放lu.した後、放出された制lIJJ包牧を~U枕3完下
計測をした41'c 死細胞白米の細胞核は着色の~によって区別し、 J::に fiL細胞由来の細

胞核のみを計測した。

15 



ス濃度以外の培養条件がすべて Fì) じであることを:ザwすると、到達細胞涜j支のj~はグ

ルコーλ濃度の違いによってもたらされており、グルコース律速が細胞の増嫡を抑ftjlJ

しているものと結論できる。乳骸濃度については、 Highglucoseの乳骸濃度のブfが向い

偵を示しているo また、 Highglucose )方が、干し酸生成iif/グルコース消費量(込 L/

6G  比)が高く、グルコースを効半的に資化できていない 培養液中濃度が高いとpH

を下げるなどの作用があり、むしろ 1;日告的要I~になる 。 Highglucoseの実験において、

さらにグルコースを効率的に資化でさ、乳酸の"1:.成を抑制することが可能ならば、

り-10.t荷主状態がよくなることが子先立される。

一方、生理活性物質(r~TM)の lti主述!支について考察すると、 Fig.2-2に示すように

rsTM発現濃度はどちらの実験もla}じような傾向(Fig.2-2a)を示しており、

度の差による影響は認められない。従って、 jヒrsTM生産速度を比較すると当然しow

glucoscの実験の方が高く、単位細胞当りのrsTM生産活性が高いことを炎している

Low glucoscの尖験の斗し/斗G比が、 Highglucoseの実験より低

実験結果と考祭

細胞増殖速度と生理活性物質1.1:J!ff述皮に及ぼす培地中
グルコースi農度と血清i長!支の影響

3 2. 

3. 2 . 

よ

グルコース浪

沼地中に合まれるグルコース濃度の影響を調べるため、 DMEM(Highglucose:4.5gJl)+ 

IO%FBS培地介DMEM(Lowglucose: 19/り+IO%FBS培地をJIjし、てT型フシスコ中で培長

尖験を行ったι 細胞播種から 3日目までの培養初期における比細胞増殖速度は殆ど同

じ他を示し、クルコース濃度の影響がないことがわかった古しかし、到達細胞密度に

関しては、 Highglucoseの場合は、 Fig.2-laに示すように9.5x I06cclls/mJであったのに対

し、 Lowglucoseで、は5.9X 106cells/mlで、あり、1.5倍以上の聞きが生じたo Fig.2・lbに示

すようにHighglucoscを用いた場合は、 3日目以降においても堵建液交換時にグルコー

スが残作しているのに対し、 Lowglucoseでは殆ど消費されているo 培地中のグルコー
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崎地中グルコース濃度のrslM'L産性に及ぼす影智

• : l1tgh glucose、o: Low gJucose ・:High glucose、o: Low glllCOSC 

Fig.2-2 

実験条件はFig.2・!とIli)じ

培養液中rsTM濃度の粍時変化

比rsTM生産速度の続時変化
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(a) 

、、.，，
L
U
 ，，.、

培地中グルコース漉l支の影響

DMEM(Hlgh glucosc:4.5gJ乃+JO%FBS培地とDMEM(Lowgluco切:J g//)+ J O%FBS 

府地をJfJいてのT71!!フラスコ培養実験

(a) 細胞密度の経時変化

(b) 培長液中グルコース濃度の経時変化

乳酸濃度の経時変化

16 

口:High glucosc、o: Low glucose 
口:High glllcose、o: Low glucose 
・:High glucose、・:Low glucose 

Fig.2・l



いことから判断すると、 Lowglucoseの場合の方が細胞数は少ないが、個々の細胞がグ

ルコースを効率良く資化しているため代謝活性が高いことになる。即ち、タ ンパク質

の生産性には、培地中に合まれるグルコース濃度が直接影響しているのではなく 、効

率的に栄養源が代謝されることが重要であることを示唆している。

培地中の血清濃度の影響を調べるため、 T+ITES培地に種々の濃度の血清を加えた実

験を行い、その培設特性について解析し考察を行った。まず、細胞増殖特性に対する

血清濃度の影響を検討した。細胞を播種してから 3日間の細胞増員{{特性は、指数関数

的であった。Table2 1(，-不すように、 10%と5%の場合で細胞倍加時間が16.7h、比細胞

憎殖速度が0.0421/hでありほぼ同じ値を不したが、それ以下の血消濃度を用いた場合

では倍加時間は大きくなり比細胞増殖速度が下がっている。比細胞増殖速度の結果を

Fig.2-3にも示した。この結果より 、だいたい血清濃度5%が、培益初期の細胞増殖速度

の分岐点になっていることがわかる。 一方、到達細胞密度はTable2-1 に示すように血

治濃度が0--10%の範閣では、血清濃度か高い方が到達細胞密度も向くなっている。

Table 2-1 培地中1111.消濃度の影響

FBS 倍加時間 Il 到達細胞密度 rsTMi良!支 比rsTM生産速度

TI+10%FBS 

TI+ 5%FBS 

TI+ 3%FBS 

TI+ 1%FBS 

T+ITES 

D(しow)+10%FBS
D(Hiah)+ 1 O%FBS 

<1> 
句、幽

エ=
芸
。~、

0.050 

0.045 

f三 0.040
<1> 
() 

仁〉

() 

<1> 
a. 
ω 

0.035 

0.030 

Fig.23 

0 

ドWJ311fl1l初IVJ3 II Hll 
h] [I/hl [ I O~cells/ml] [mg//] 

16.7 0.042 5.49 30.3 

16.7 0.042 4.75 19.1 

17.5 0.040 4.54 16.8 

18.7 0.039 4.62 16.2 

21.5 0.034 3.52 13.9 

16.8 0.041 6.01 30.7 

16.7 0.042 9.47 30.6 

2 345  678  9 
FBS concentration [%] 

10 

[μg/( I 06cells' d)] 

4.35 

3.24 

2.91 

2.63 

2.96 

3.35 

2.80 

11 

比細胞増殖速度に及ぼす培地中血清濃度の影響

(細胞播種から3IJ n日の比増殖速度)
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flg.2-4には培養初期の比細胞増殖速度に対して到達細胞密度の値を示したが、培養

初期の比細胞増殖速度が大きいほど到達細胞省度も向くなっていることがわかる。

従って、初期の比細胞増嫡述j交が後々の細胞?を皮にまで影響しており、到述細胞密度

をぬくするためには初期の比細胞増殖速度を向く維持する必要があることやぷ唆して

いる。

〉、‘田d
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>< ..__. 
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0.032 0.034 0036 0038 0.040 0.042 0.044 

speclfic cell growth rate [11h 1 

Fig.2事4 培地ql血清j長度を変えた場合の比増刑速度
(来IIJ)J包矯椛から 3日[BJ)と到達細胞街!支の関係

次に、生理活性物質(rsTM)/j-.産性に対する血W' iJ:V3rの J;!~枠を検討 したo flg 2 ')aには
血ihi良j交に対する[口)!IX培長波tj1rsTM濃度の、r均値 (t1パッチサイクル)を示した。血
消濃度が高い方が細胞省皮も I勾く、 rsTM濃度も117jい偵をI}ミしている凸Fig.2切には比

r~TM J1 : ÞE速度の平均値を示 したが、やはり血1ì1i濃度が，'::j" 、 jjが比rsTM /I ~ ~:法度もおく

なっている これらの結果より、回収培養液中のr-;TM濃度が高血1m.農1~.U先発におし、て

向い{iHをI}ミしたのは、 r'，;j!IIL ~ ~l i，良度において細胞秘伎が向いためはかりではなく、個々
の細胞内身のrsTM発現能)Jも明大したためであることがわかっt>

最適な血清濃度は生理活性物質の生産性と、{史川する血清の経済性という 2つの側

面から討L価しなければならない。細胞自身が日的物、 1111ち生産物であるなら、本培養

系では5%血清が最適他となるが、分泌される生理!活性物質が生産物である本培長系で

1--に示した 2つの評価基準にそって総合的に判断しなければならなし、は、
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地ij~初期に血清含有培地(DMEM(high glucose)+10%I B'))や用いて細胞地硝を行い、

づり明NlJ(3日---5U)後、低血消化する培益笑験をTill!フラスコをJlJいて実施した。

無Iflli ，';' .ti1地に交換した後は、 2日毎に培養液を[r!1収し新鮮な培地と交換した。検討し

た f甲山治情地の種類はTahlc2 ・ 2 に示した通りである。カラム l の'~!Ç食では、

DMI:.M(しow)、T-mediutn、T+ITESを検討したが、 nFS (インスリン、

ン、エタノールアミン、恒セレン酸ナトリウム)を合む場合においてのみ、細胞は無

血清化後もT型フラス二J夫両仁への付着を維持し、日TMヲ発現主も尚い怖を示した。

-)j 、 ITES を含まない府地では、無血清化後に細胞は剥離し良好な培1~は維持でき

ず、 rsTM生産量も培地交換とともに低下していっf二カラム 2て、示す尖験においても

向株な結果となった。カラム 3の実験では、 DMEM(lIigh)にlTESをか!lえた府地と加え

ない培地を使用したが、 lfESキ加えた場合では、やはり細胞の維持も良好でありrsTM

の生産性も高い値を不した。しかし、 T培地にlTESか加えた場合の方が、 DME:.M+I丁目

よりも1.51苦の生産性が得ら札た。以上の結果より、無血消化後も細胞の状15を良好に

保ち、 rsTMの生産性をrh]1:させるためにはITESのイ川£か不可欠であり、さらにT培地

を!日いることでrsTMの生産性を一層向上させ得ることがわかったc

次にカフム 4---5の尖験において、 ITES濃度を変えて培養を行い、日TM'{.産性に対

するITESi，農度依存性について検討した ITES濃度の"x 1 "とは 2. 2 (*験材料)

で示したそれぞれの濃度を怠味しており、実験ではこの濃度を基準とした。カラム4

では..x 1 0"の場合にrs・rM平均濃度は最もおい他を示しているが、法相wの10倍の
ITES今月jいる程の結果ではなかった。 -}j、カラム 5の実験では法相似よりも低い

ITESit1度を用いたが、必i終値において一番高いflitE性を示したものの、カラム 4とFiJ

様、 lTES濃度依存性はそれほと認められなかった。以上の結果より、 Jた坤ifl{fの101古か

ら0.05恰の範囲では、細胞の維持やrsTM生産性γ.対してITES濃度依イf性は認められ

ず、 ITES使用量を低減することが可能であることがわかった。
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rsTM生産性に及ぼす培地中血清濃度の影響

培長液中rsTM濃度、 (b) 比rsTM生産速度

Fig.2-5 

(a) 

判:JrsT¥1濃度 'I'Jりr¥T¥1b~J支
[ mgjl ] [ mgj! J 

的ム l カjt..2 カ7t..3 わム4 カ7t..5 

DMEM(Low glucose) 6.0 . T-medium+ITES(x 10) 24.1 

DMEM(Hlgh glucose) 5.7 7.9 T-medium+ITES(x5) 22.0 . 

DMEM(High)+ITES . . 21.8 T-medium+ITES(x 1) 22.7 24.7 

T-medium 4，6 . . T -medium+ITES(xO.5) 21 1 228 

T-medium+ITES 16.5 308 32.1 T -medlum+ITES(xO.25) . 229 

a-MEM(High glucose) . 6.2 T-medium+ITES(xO 125) 21 9 

MEM-NEAA(Low) . 5.7 T-medium+ITES(xO，05) . 21 6 

IMDM . 7.0 . 

無血清培地の検J‘ITable 2-2 

生理活性物質生産特性に対する無血清主計地の検討2 3. 2. 

21 

培養初期から無血清培地中で培養を開始した場合では、 T型フラスコ表面上への細胞

の付着、細胞の増殖やトロンボモジ、ユリンの生産能力の点から、良好な培養の維持は

ス可能であった。そこで培養初期は血清合有培地を用いて細胞を噌殖させ、細胞の状

態を良好に保つことによってトロンポモジユリン生産能力の高い細胞を確保する必要

があることがわかった。
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2. 3. 3 マイクロキャリアの選定とその濃度による細胞増殖特性 10 
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マイクロキャリアの性質によ って、細胞の付者性や増硝形態が大きく異なるため最

適なマイクロキャリアを選択することが重要であるo まず初めに、 1章でも紹介した

ような種々のマイクロキャ リアを検討したoCHO(21)の場合、荷屯基を持つマイクロ

キャリアは、無血消化した際、細胞がキャリア表面から剥離してしまうため無血清培

益:が不可能であったn また、生産物であるトロンポモジ‘;l.リンが、静屯気的にマイク

ロキャリアに吸泊されることも実験的に明らかになり、本土e:jを系に適さないことがわ

かった。コすーゲンコーサイングされたマイクロキャリアやゼラチン質の多孔性マイ

クロキャリアについても検討した結果、細胞の付活性や無血消化における培養状態に

おいて良好な粘果が得られた。多孔質性のマイクロキャリアの方が、単位当りの表面

秘か大きく、細胞の増殖性も良好であったため、本研究ではPcrcellBiolytica社製の

CultiSphcr-Gを採用することとした。CultiSpher-Gの性質をTable2・3に示す
day 

Fig.2-6 初期細胞増殖述度に及I!-tマイクロキャリア濃度の影響

マイクロキTリア濃度 0: Ig/人 口 :2gJl、ム :4gJl、・ :6g/1 

Table 2・4 マイク ロキャリア濃度-の検討

マイクロキ，¥，1)7il重度IFBS 01 μ 細胞付若事 総細胞収率 付着細胞収率

t;悶3日間初19j3I:J slJ UsIlI 2nd.mechum changc lotal(叩til2nd-MC) on.camer(until 2nd-MC) 
h] (I!h J l (tCJ ( t_09ce_!lS!g・canierl11O"cell¥!g・ctUTIcrJ 
19.1 0.037 61ぢ 3.32 2.08 
20.6 0.034 66 1 1.60 1.02 
18.1 0.019 72 9 0.48 0.35 
20.1 0.015 85.4 0.48 0.43 
16.6 0.042 

Table 2-3 CultiSpher-Gの性質

1 00~ ゼラチン
1.04 
220 
170-270 
2-3 X 106 
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マイクロヰャリア濃度として19J1，2gJl ， 4gJl ， 6gJIを用いて、培養液中の細胞密度に

及ぼす影響を比較検Aした。培養実験は31・ミニジャーファーメンター(3LFM)を用い、

情地什込山をI1とした。使用培地はDMEM(Highglucose)+ 1 O%FBS、細胞播種密度は

約1X 10'cclls/ml、批判:速度は40叩m、通気条件は2.01-tJ'スImm、培地交換間隔は最初が

3日後、その後は 2日右手とした。

細胞の矯秘から 3 日間もしくは 4 日間の細胞増捕の様子を Fig.2・6~こ示した その問

の比増殖速度 (JL)の平均値をTable2・4(こ示す 3 どの実験でも、フラスコ実験の0.042

l!hよりも坑干小さい値を示しているものの、細胞は指数関数的に増殖しており、マイ

クロキャリアj農度の遠いによって細胞増殖の有意差は認められなかった。

Fig.2・7は、培建初期におけるマイクロキャリア上での細胞増殖の様子を示した顕微

鏡写丸である これらはマイクロキャリア濃度が1gJlの実験であり、(a)が細胞播種時、

(b)が培長2lJIJ、(c)が 4日目の結果であるo 時間の経過とともに細胞数が増加してい

く様子が見てとれる。

(a) (b) (c) 

Fig.2-7 マイクロキャリア培誌における細胞増殖の顕微鏡写真

(a) :細胞播種時、 (b):培長 2日目、 (c)培養4日目
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細胞総数に対する付治細胞の割合(付着比事)の他を、 Y イク uキャリア濃度に対

してプロットした結果がFlg.2941である。明らかにマイク口キャリ 7濃度が大さい程、

付着比率もおくなっているが、Ig/1を基準にした場合(615%)、マイクロキャリア濃度

を2g/1、4gJl、6g!1という訟を用いているにもかかわらず、それらの使JIJii~に匹敵するだ
けの付お比率は得ら札ていない。また、マイクロキヘ'リアigiltりの細胞収不では

(Fig.2・9b)、1g!lの場合が最高でありマイク uキャリアが効率よく利Jl)されている。以

上の結果より、経済的効果も合めて判断すると、 Ig!lのマイクロキャリア使用iitで必要
充分な細胞数が得られるとの結論を得た。

CHO(21)は本来付着依イf性細胞であるが、浮遊の状態でも生存かつ増殖することが
可能である。しかし、付潰している状態の方が細胞の安定性は高く、本実験系では

rsTMの生産性もおいことがわかっている。従って、付着している状態の細胞を多く増

勉させることが、 rsTMの生産性を高める一つの方策となる c Fig.2・8にはマイクロキャ

リアに付着している細胞と浮遊している細胞の総数を測定した結果(Fig.2・8a)と、マイ

ク口キャリアに付着している細胞のみを測定した結果(Fig.28b)を示した。到達細胞密

度手比較するk細胞総数、付着細胞数ともにマイクロキャリア濃度依存性は認められ

なかったo
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細胞付着率および細胞収不のマイク口キャリア波及依作性

細胞付治率

細胞収不 0:マイクロキャリアに付着している細胞
口 :総細胞
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Fig.2・9Fig.2-8 細胞増殖性に及ぼすマイクロキャリア濃度の影響

(a) 総細胞密度の経時変化

(b) マイク 11キャリアに付着している細胞の密度

マイクロキャリア濃度 。:19!1、円 :2g/1、ム :4g/1、・ :6g/1 
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2. 4 結言

本章ではCHO(21)をJlJいて、培地組成やマイクロキャリアについて種々の検討を

行った結果、数々のイf益な結果が得られたo

(1グルコース作迷により到達細胞密度が低下するo

(互)，培地中の血i"Jl濃度を5%まで下げても、初期の細胞増殖速度には影響がない。
① :培地中の血消波度が高いほど、到達細胞衝度は高くなる

(4) :培地中の血iJJ濃度が高いほど、 rsTMの生産性は高くなる。

⑤ :無血清培地ドITESを添加することによって、細胞の状態が良好に維持でき、

rsTMの生産性も向上する。

⑤:マイクロキャリア濃度がIg!l---6gJlの範囲では、細胞の増殖性に有意差は無く、

Ig!lの濃度で光分な細胞数が得られる。

これらは、動物細胞培廷を用いて有用物質の経済的な生産を行うためには、極めて

ill要な結果である。培地中グルコース濃度や血清濃度に依存する細胞培養特性及び生
理活性物質の生産特性をゆjらかにすることによって、高密度培養と高価な血清使用:I;-

の削減を可能にしたo細胞増殖のために培花初期には血清を用い、その後無血清化を

行う培養万法によって、無-血清化培養を碓立することができた。ま子、無血清下での

fiL埋活性物質の発現には、 ITESの存在が大きな効果をもたらすことも明らかにした。

無血沼化培養ではダウンストリームとしての精製工程の負街を縮小することも可能と

なる。マイクロキャリアについては、ゼラチン質の多孔性のものが本研究の細胞に最

も過していた。また、培養液中のマイクロキャリア濃度と細胞増殖特性の関係を検討

することによって、細胞の悶定化担体としてのマイクロキャリアの最適使用量を明ら

かにし、血清と同様に高価なマイクロキャリアの使用量を削減でき、経済的な生産を

達成した。

これに続く最適化やスケールアップ検討がうまくいくかどうかは、これらの基礎的

項目の結果に大きく依存しており、良好な結果を得るための土台になる。本章の結果

は、その意味においても充分に満足するものといえる。
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第2章の記号表

Ot 

G 

L 

i:':. L/ムG

:細胞倍加l時間[h ] 

:培主主液qlグルコース濃度 lg/I ] 

:培持液中乳酸濃度 [g/l] 

;乳酸生成主/グルコース消費五[%] 

:比細胞増硝速度[I/hl
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第3章 ミニジャーファーメンターを用いた

繰返し同分マイクロキャリア楕養系における
生理活性物質の高生産培養

3. 1 緒言

前章では、動物細胞培養における基本的な条件について考察を行い、 CHO(21)の増

殖速度や生理活性物質の生産性の面から無血清化マイク口キャリア培養の基礎的培養

条件の設定を行った。スケールアップを指向し、培養をより最適な状態に近付けるた

めには、無血清化マイクロキャリア培養のダイナミックな培養状態を、生物反応速度

に着目して解析し考察を加えることが有効で、ある。

動物細胞培養では、さまざまな酸素供給方法が考案されていることは l章で述べた

が23 2 5.、酸素不足が細胞に対してどのような影響を及ぼすかを検討することによっ

て、適切な溶存酸素濃度を把握することが重要である。酸素不足はもちろんのこと、

酸素供給過多についても細胞に与える影響は大きい。フラ スコやローラーボトルを使

用した培養では、主に酸素供給源として空気を標準とした方法がとられるo 我々の基

礎的実験においても、これらのスケールの培養実験で好結果が得られており、その結

果に基づいて溶存酸素濃度の設定を行った。

培養状態の良否を判断するためや、生化学的な状態変数と細胞状態の相関関係を見

いだすことを目的として、グルコース 28-29)， 33)、乳酸30)、グルタミン 34 やアン

モニア 34 )、さらにはアミノ酸52 )等が、その指標として研究されている。特にグル

コースや乳酸の分析方法は進んでおり、オンラインでの計測も可能である 26・27.。動

物細胞培養の場合、乳酸の生成はグルコース代謝の結果である。微生物の培養では、

酸素が充分な環境ではグルコースが解糖系で分解され、さらにTCAサイクルまで代

謝が進行するため、 良好な培養状態が得られることがわかっている 7110動物細胞培養

においても、グルコースの代謝と細胞活性との関係、さらには有用物質の生産性との

相関関係を把握することが課題であるo また、グルコースの代謝は、溶存酸表濃度と

も直接関係していることが予想されるため、 これらの関係を明らかにすることによっ

て、最適な培養条件の把握と良好な培養状態の実現が可能となる。生物学的な細胞の

性質や特徴を把握することによって初めて、装置特性をさらに生かすことにも結びつ

く。

本章では、培養初期の血清を用いる細胞増殖の期間、培養液中グルコース濃度と乳

酸濃度、溶存酸素、培養液回収間隔等に着目して、生理活性物質の最適化高生産培養

法についての考察を行った。培地中グルコース濃度、培養液回収間隔等をパラメータ

28 

として実験的検討を行い、グルコースの乳酸への転化率と生理活性物質生産速度との

関係を解析した。その結果、'4=)型活性物質の生産性を尚めるための重要な指僚を明ら

治、にしたo
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3. 2 実験材料と実験方法

悲本合成tE地としてOMEM(Highglucose) (日水製薬)、 T-medium(日本製薬)を用

いた。U1lWは細胞増殖や目的物質の生産ほιついて、ロット検査を行った牛胎児血清
(Fc凶 bovincserum : FBS) (Gibco社製)を用いた。 T+ITES泊地中の添加物としては、

Oaigo-ITl五 日本製来j を希釈して使用した 希釈後の府地中標準濃度は、それぞれ

インスリン:2.0mg)l、 トランスフヱリン:2.001g)1、エタノールアミン:0.122mg//、亜

七レン般ナトリウム:0.009mg/lである

細胞は、 CIIO・KI細胞にフフスミドpRS7TM-neoをin人して形質転換を行った付着依

有性CHOK I-RS7TMneo-No.21細胞(CHO(21))を使用したbり。 T25型フラスコ(Coming

社製)をJfjいて、 T+IO%FBS培地で、2日""3日に一@培地交換しながら維持培養を行

い、 11?舶が安定した細胞をそれぞれの実験に使mした。
マイク1]キャリアは、多孔性ゼラチン質のCultlSphcr-G(Percell Biolytica社製 を使

用した。 C32• 、 Mg~'を含まない リン酸緩衝液(PRS) ll:J水製薬)で膨潤した後、 121'C 

で20分IIlJ滅的し、さらに無関PBSで洗浄したものをマイクロキャリア培養実験tこ使

用した。
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Fig.3-1 3/- ミ二ジベ・ーファーメンター培養システムの概略f~l

(f告延方法)

T型フラスコによる静置培差はT25型フラスコをJfJv、て行い、培-養液仕込み量を

5011、細胞描税密度を1X lO~cells/ml としてCO、インキユベータ内 (5%CÛ2、 37 0C) で実

験をhった。培地交換は、 l回目が細胞を播種してから 3日後、その後は2日に l回

を必呼iとした。

マイクロキャリア培養実験は、 31・ミーニジャーファーメンター(3LFM)(イワシヤ社

製)をmいた。FigJ-1に示すように、 3LFM内には浴作般払(OO)il1、pHセンサ一、温
度コントロールユニット、培養液サンプリングシステム、府地流入口、培養液回収

['J、通気流入rJ及び排気f1をそれぞれ装着した口3LFMを用いた実験では、 Table3-1に

示すように、通気条件、培養初期の血清そ用いる細胞明殖期間、培地中グルコース濃

度、土庁j~t夜[I_!I収間陥、写をパノメータとして実験を行った。 培地仕込量は約 II、細胞

播Ht街l支は約1>く 10‘cclls/ml、マイクロキャリア濃度はIg//、撹枠速度は40叩m、通気条
件は2.0/-t]' λ/min、或は0. 11・O~/minの流速で、上面通気法で尖験を行った。 2.0l-t]， ス/minの

流;仕組成は、 N， ~759士、 02~20%、 C02 を 5% としてガス流ii;調節器 (Ko[locGM・3A:

小品製作所)で湖節した< 0.11・02/mInの場合は、オンーオフ流量調節器(和研薬社

製)で酸点流出をO.ll/min(こ調節し、自動制御器 (Able村製)で00値を、純酸素で飽

和する00他の20%に設定して定値制御を行った。
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Table 3-1培養条件

通気ガスマイクロ 細胞増殖 細胞増殖期 IJi養液 無血清新鮮15地tfl
キマリア濃度 月JlU] の培地 [rlj収間隔 沼地 ?を約-Ai良iE

da I g/ll 

実験AIAir+s倣乃 DMEM+IO%FBS 2 T+ITES 3.15 

実験BIpure 02 7 T+5%FBS 2 T+ITES 3.15 

実験CIpure 02 T+5促FBS T+ITES 6.15 

実験Dtpure 02 T+5%FBS T+ITES 6.15 

単刷~j]分培義は、一度培地を仕込んだら、培養-中は培長液の抜き取!)や新鮮培地の

供給を a切行わない方法である。本研究では、その町分培長を繰り返して行う H 繰返

し刷分培延法"を採用した。マイク口キャリア f{~:.廷では、撹持:を停止させると細胞が

付着したマイクロキャリアは培建問のJtx(固に沈降よる 2日から JU I日j何分I立花ヰ，

行った後校枠を停止し、沈降したマイクロキャリアと十l;{i細胞は践して、浮遊した細

胞を合む上澄み液だけをl回収し、その後に新鮮培地を{司;11供給してI育長を再開した。
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この崎地交換IIIJ 附はid初jが:~ H後、その後は 2日旬、或は 3日毎とした。マイクロ

キャ リア培誌の利点は、培地交換が容易に行えるため倒分培廷を繰り返 して行えると

ころである。また、繰返しかl分培廷の長所は、清地交換の際に細胞とマイクロキャリ

アを椛発櫓内に保持することができるため、再度細胞増殖の期間をとる必要がなく、

さらに、マイクロキャリアの損失がないところである。

3. 3 実験結栄と考祭

3. 3. 1 傑返 νIlJI分マイクロキャリア府長系lおける

同友ぷ律速のiE響

(測定方法)

Tfillプラス J を用いた治前府義実験では、上澄み液を回収し、 YSIModcl 2000 Glu-

cosc & Laclate Analyzer (YSI社製)でグルコース及び字し酸の濃度を測定した。上(Jみ

液中のrsTM濃度は、サンドイツチ型ELlSA(enzymc-linkedimmnosorbenl assay)法64 )に

よって測定した。細胞数の測定は、フフスコ底面に付着した細胞をトリ/シン-EOTA

溶液にて剥し、懸濁した後コールターカウンターで計測した。

3LFMを用いたマイクロキャリア培養では、細胞が付着したマイクロキャリアを含む

培北液をサンプリングロから約3ml回収し、 1 5ml;~i尤管に移して3∞0叩m、 10分間遠沈

処均して細胞唱と上澄みl告に分離した向 仁&み層のグルコース、乳酸、及び、rsTM濃度

の測定は、 TE;~! ブフスコのJ必合と向桜に行った円 細胞数の計測は、細胞府，をサンプリン

グ時と向豆'のクリスタルバイオレット液(O.IMcitric acid with 0.1% (w/w) crystal VlOlct) 

に再懸濁し、 17CのC01インキ ..Lベータ内に l昼伎放置した後、放出された細胞核を顕

微鏡下計測した2210死細胞由来の細胞核は着色の差によってlぇ別し、主に生細胞由来
の細胞核のみを計測した。

31・ミージャーフ γーメンター(3LF¥I1)を聞いt.マイクロキャリア培提系にて、 t奇3E;夜
rl'のj容の散楽の影響を検討した 自主素供給は2.0//minの調節ガス，~!ち食八)或は0. 1//
mmの純酸悲 (実験B)を1:.面通う司法で行った。どちらの場合も酸京移動容量係数(J'La) 
{直は、純水を用いて測定した結果、1.0I/hで同じであったc調節ガスをfn¥')た尖域A

では、 OMEM+IO%FBS 今 ft~ し、て 9n問細胞増殖のための培長を行い、 9日目に無:[凱消
化(T+ITES)して 2I:l勾:込培地交換を行った。一方、純殻紫を用いた実験Bでは、

T+5%FBSて7日間細胞増殖培安奇行った後に無血清化(T+ITES)し、 2U毎に培地交換

を行った。どちらの，)話会もマイク¥1キャリア濃度を19j1としたo細胞明舶のためにmい
た培地が異なっているが、 CO_ノンキユベータ内で行ったT担フソスコの実験によっ

て、細胞増鑓や到達細胞密度、 rsT:v1生産性に関してその影響がないことを確かめた。

酸素移動速度は式(I )によ って定義される， l o 

d (DO) /d t --kl.a. (00*.00) 、、.，，
‘l
A
 

，，t

、
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ここで、 00は溶存酸素漉夜、 00・は飽和溶存酸素濃度を表している。本実験系ドお

いて純酸訟を用いた場介 実験B)のDO・4、調節ガスキ丹j¥'、た場合 f実験A，のラ倍

であり、 ・万、 k
L
a1也はどちらの場合も1.0l/hと同じ値なので、酸み移動速度も純般素

の方がだいたしづ併の速度となる。その結果、実験Bでは設定値(純酸素飽和偵の
20Ci' 付近を維持できたが、実験八での00怖はO近辺まで下がり、設定値は維持でき

なかった

どちらの通気方法をJl]¥'、た実験でも、血i占をmいた初期の細胞増硝期間で、はr;-i]じ増
問速唆を示したが、無血消化した生産培養期間では、純酸素を用いt.実験Bて6 9X 
IOncells/mlまで達したのに対し、調節ガスを用いた実男貧Aでは3---5 X 10"cells/mlまでし

か到達せす、約2倍の聞きが生じた(Fig.3-2a) 2. 3. 1で、グルJース律速条件下で

は到達細胞密度が小さくなること浄論じたか、実験A、実験Bではクルコース作速に

はなっていなかった。従って、実験Aの無血清化培養では骸素律速か到達細胞街度を

低くしたのに対し、実験Bのような充分な酸素供給によって高密度培長が達成できた

ことをぶしている 実験八の比乳骸生成速度は0.15~0.2mgj( 1 <Y'cells' day)程度てあ。た
が、実験日では0.1mg!( 1 Ot¥cel1s' day)程度で、あった 即ち、ファーメンターを用いた培養

においても、充分な政主条件 Fでは乳酸の生成が抑制公れることが確認できた包
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新鮮培地中のグルコース濃度と培養液繰返し

回収間隔の影響

前述の調節ガスを用いた実験Aでは、 2日間の培養液副収期間に、だいたい培養液

11当り2gのグルコースが消費されたのに対し、酸素を用いた実験Bでは、約3gのグル

コースが消費された。実験日では新鮮培地中に3.15g/1のグルコースが含まれており、

グルコースは律速状態にはなっていないが、各ノtッチサイクル期間を延ばすとグル

コース律速の状態になる可能性が高いd そこで、新鮮培地中に含まれるグルコース濃

度を高めると同時に、各パッチサイクルの培養液回収間隔を延長することによって、

繰返し同分培養の状態がどのような影響を受けるかを検討し、解析を加えた。実験C

では、新鮮培地中のグルコース濃度を6.15g/1とし、培養液回週間隔を 3日まで延長し

て実験を行った。通気万法と して純酸素の上面通気(O.II/min)を用い、 T+5併FBSで、 5日

間細胞増殖培養を行った後に無血清化(T+ITES)し、 3日毎に培地交換を行った

Fig.3-3vこは実験A----Cの比グルコース消費速度及び比乳酸生成速度の結果を示す

2 3. 3. また、比rsTM生産速度は実験Bの方が若干高い値を示したものの、どちらの実験にお

いても2fLg/( 1 06cells' day)程度の値を示した(Fig.3・2b)。従って、純酸素を用いた方が、

到達細胞密度が高い分だけ、 体積当りのrsTM生産速度も高い値と なった(Fig.3-2b)。

以上の結果より 、高酸素条件下ではグルコースの代謝効率もよく 、比rsTM生産速度

にもよい影響を与え、特:こ細胞密度の差が、直接rsTMの培養液体積当りの生産速度

[mg/(/'day)]に反映することになり、結果的に溶存酸素がrsTMの生産性に対しても大き

な影響を持つことが明らかとなった
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Fig.3・3 比グルコース消費速度と比乳酸生成速度に及ぼす培養条件の影響

(a) 比グルコ ー ス dí~~述 l支の粁II~ 変化、 (b) 比乳l駿'1-.成述!交の粁H、?変化、
r 実験A (。制節カス.iill父、グルコースu'!l文 3.15g/0、・:実験B (純般本iill気、
グルコース浪!え 3.15g/11 、U:実験c(純般みj位以、グルコースj創立 6.15g//) 

35 

30 25 20 15 

day 

10 5 

0.0 

0 
培養状態に及ぼす純酸素通気の影響

0:実験A (調節ガス通気)

・:実験B (純酸素通気)

(b) rsTM生産速度[mg/(/'d)]の経時変化 0:実験A、・:実験B

比rsTM生産速度[1Jg/(I Ol>cells' d)]の経時変化口 :実験A、・:実験B
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Fig.3・2

細胞密度の経時変化(a) 



比グルコース消費速度は、通気}JI:去、新鮮培地中グルコース濃度、回収間隔、細胞街

度等の情提条件及び桔:務状態の如何にかかわらず、は(j_' -定の{直をぷした(Fig.3・3a)

が、比乳般'1:.成J主改lよ大与く異な ".1t..ニ(Fig.3・3b}oTablc 3・2にIJミすように、自支オ;律述か

示唆される笑験Aでは、-irjiをされたグルコースの内、 9パッチサイクルの平均で76%

がまし酸に転化されているが、実験日で~i47% (9パ yチ4Jイクル)、尖験Cでは約14%

(1 0パッヲサイクル)にととまりている。グルコースの才し般への転化事が10iいこと

は、充分な椴ぷ供給が行われていないことを意味している。酸京供給が充分で、あれ

ば、代謝されたグルコースはTCAサイクルまで進み、水と二酸化炭35に分解され
る。その結果、グルコース当 i)のATP生成主が上がるため、 745Lネルギー効率に

よって細胞活性が高くなることが予怨される。

実験Aと尖験Bにおける比乳酸生成速度の違いは、 iill気条件の追いによって生じた
ことは明らかであるD 実験日と実験Cは通気条件が全く同じであるにもかかわらず、
実験Cの比乳酸生成速度・の方がはるかに低い{直を示している。実験Bと実技Cの条件

の遠いは、新鮮培地中グルコース濃度と培長液回収問陥の 2つであるc;ii験Cでは、

3日間の各府養液回収サイクルにおいて、 2日自までは乳目安生成とともに乳酸濃度が

上がり、 2U日から 3日Hにかけて乳般濃度が低下した。即ち、一旦生成された乳酸

が、再ひ判l胞によ内て取り込まれて代謝された可能性がある。この現象が、培地中グ

ルコース濃度を6.15gjlに上げたために生じたのか、 [L司収サイクルの期間を延長したこ

とによるのかを、 T型フラスコによる'A験で検証した Table3-2'こ示すように、検証実
験で、はT+IQ~FBSを用いて 4 日間細胞増硝培養を行った後ι 、 T+ITESt立地土交換して

無血清化培養を行ったo 新鮮培地中のグルコース濃度は")15gj人培長彼自収間隔を 1

Tab1e 3・2各種培養状態に与える培養条件の彩智

~rl丸カ'ス細胞Jfl 1:~Jgl!h匙 長，[fnl，itd地 F鮮培地中 市長i虫 、ド均 fL般転化34~ '1ι均制胞密政
一割克明吻ir i主義部1間!悶ゲ幻椛度 l口IJq)! ~o)数 (叫込G比)

い<Y'ce11<./m1] 
Alr+5'kCU1 DMEM+IO<k-FBS T+ITES 3.15 9 76.2 4.09 

9 

実験BI purc 02 T+5% FBS T+ITES 3.15 9 46.8 7.63 

7 ') 

実験cI purc 02 T+5licFBS T+IT邸 6.15 18 13.6 6.22 

T-汀ãsk- IfA~rお弓EδJ--T+ 10%FBS一一一-TtITEfー---fl3-ー--io-一一一-73.i---ー --6~f6-- ー

4 
T-flask-~^，川日CO: T+IOCトFsS T+ITES 3.15 6 565 4.88 

4 ') 

Tイla比~Alr+5句CO] T+IOC7cFsS T+IT邸 3.15 4 413 4.51 
4 

T -f1ask-41Alr+5%COl T+IO'kFsS T+ITES 3.15 3 26.2 3.41 
4 4 
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目、 2[・1、3日、 4日として実験を行った。 Tab1e3・2に結果を示すように、 3.15gJlの

グルコース濃度を用いたにもかかわらず、回収間隔が長い方が乳酸への転化率は低

かった。この結果より、 !実験Cで乳骸への転化率が笑験Bより低い偵を〆示したのは、

グルコース濃度を6.15gJIにヒげたためではなく、 f告発液回収間隔を 21すから 3日に延

長したためであると結論できる。また、 T型フラスコによる尖験で、問収1111附を長くす

るほど、到述細胞密度も il~ くなる傾向が認められたが、この結果も実験 B と尖験Cの

結果と'致している。

結論をまとめると、光分な酸素とグルコースの供給よって高密度情誌が達成でき

る。また、繰返し回分の各/¥ッチサイクルの培養間隔は、細胞の代謝効中に影響をtj・

えている。則]ち、そのHlJ陥が長いほど乳酸転化率を低く抑えて高工ネルギー効本を処

得することができ、細胞活性を高く維持することが可能である白その安)J洪として、 't
理活性物質の生産性が向上することが示唆された。一方、各バノチサイクルの培建IHJ

隔を長くすると、到達細胞管度が低くなることが静lU~塙獲実験で示唆されたため、

rsTMのよるい生産量を符るには、適切な培延間隔を選定することが重要である。

3. 3. 3 血治合有培地による培養初期jの細胞増殖則II¥jの検討

無血ul;化土庁養を行うためドは、細胞を播槌してから初期j培長において、![l1mイf-イEド
で細胞をmMさせる必要があるo 実験A、B、Cでは、 I血消含有培地をJIJし、た細胞iけ
殖期間は、それぞれ9日、 7日、 5日であった。そこで、高価な血mの使川iE;を削減
するt:めに、さらに細胞明殖期間を短縮することが可能かどうかを検討した。実験IJ

では、細胞増殖期間を 3日まで短縮して、 5%FBS入り土庁地で培養を行った後、培地rfl

血清を除去して、無血消化情養を行った。生産期としての無血清培養では、:3U 11}:に
培地交換を行った。使mしたマイク口キャリア濃度は1g/l、細胞揃Hnlfí~1支はがJ3X

1 Q5cel1s/m1とした。尖験ぐと実験Dの培養液中の細胞街j支の結果をFig.3・4aに示した。

3日後に無血消化した災験Dでは、無血消化してから 1IJ後には細胞はマイクロキャ

リアから剥離しはじめ、 3日後(培長開始から 6n後)には完全に剥離して(Flg.1
4b)、培地交換とともに細胞密度が低下したロ一方、 5H後に無血清化した実験cー
は、 5U後には細胞はγ イクロキャリア衣面上で重!日構造を形成し、無:!fIl1?i培地ι交
換した後もマイクロキャリアから剥離せす(Fig.3-4c)、無血治下の培廷においても、わ

ずかにm舵し細胞密度も階大したo J!IJち、無血消化するためには、ある ー定期間血ili
を使用した培養が必要であることかわかったo 5 B校j支血清存在干でt奇廷すると、細

胞密度は4.....5 X lO6ccl1s/m1まで到達して、マイクロキャリア上で重層偽造を形成するた

め、細胞間の結合がより強固なものになり、無血治培地中において付ぷを維持するこ
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の高生産培養生理活性物質(トロンボモジ、ユリン)4 3. 3. 

実験Bでは、 2日間のサイクルにおいて3g!lのグルコースが消費された。そこで、実

験Cで新鮮培地中のグルコースを6.15g!lに上げることによ って、培養液回収サイクル

を3日間に延長することができた。実験Bと実験Cでは通気条件は同じであり、かつ

グルコース律速になっていないにもかかわらず、実験Cの到達細胞密度は、 fig.3-5aに

示すように5........7 x 106cells/mlで、あり、実験Bの6--9 x 106cells/mlよりも若干低かった。
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fig.3-4 マイクロキャリア培養における血清使用期間の検討

細胞密度の経時変化 ・:実験c(血清使用期間;5日間)
口 :実験D (血清使用期間 ，3日間)

無血清化してから 3日後の細胞の状態
無血清化してから 3日後の細胞の状態
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20 10 。
(c) 

60 

fig.3-5 rsTM長期化高生産のための最適化培養(実験C)
細胞密度(口)と培養液中rsTM濃度 (・)の経時変化

培養液中グルコース濃度(圃)と乳酸濃度 (0)の経時変化
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実験Dにおいて、
実験Cにおいて、

とができるものと考えられる。

19/1のマイクロキャリア濃度の培養液中には、約2---3X 106個のマイクロキャリアが

含まれている(Tab!e2・3)0この数を培養液Iml当りに換算すると、マイクロキャリア数

は約2--3X1 0~個1m!になる o 即ち、実験Dでは 3 日後( 1.8X 1Q6cells/ml)に無血清化し

た時点で、マイクロキャリア l個当り0.6---0.9 X 103cells/carrierの細胞しか存在しないこ

とになるが、実験Cでは 5日後の細胞密度は4.3X 106cells/mlなので、1.4--2.2 X 

101cells/carrierの細胞が存在していたことになる。従って、無血清培養を成功させるた

めには、マイクロキャリア l個当り、約1.4Xl()3個以上の細胞付着が必要であることを

示唆している。 Ig/lという低いマイクロキャリア濃度は、コスト面からの効果ととも

に、初期の細胞増殖期に個々のマイクロキャリアに付着する細胞数の割合を向上さ

せ、短期間 (5日)で重層構造を形成し易くするという利点を合わせ持つことになる。
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タンパクfrを生産したことになる。この紡呆は、マイク Uキヘ.1)アによる浮遊培長系

において初期細胞増殖期iii1の短期化~ 5 [))、血ifi濃度の依il"X(5%)、無rfIlii'i培地に

さらに培養液[ロ1!1又サイクル期JIIjの延長による無血清培地使用位の低減、マ

イクロキャリア使用註の削減(I gjl)、純白2来週勾による般主役~m ii"tの低減(O. l lfmin )、等

など種々の省コスト化戦略を充分に満足した条件ドで達成できた。

ボトルによる培養実験では、比r~・rM生産法!t!よ M:k.5fl gJ( I O~Cじ Ib'day)まで

達したが、生F停陀F主;スケ一ルの点において限9界i件lがあゐo 4不二研，先の7実;験A及びび:..，.尖lたj河E験実I日1では、

だいたい2わIlgJμ/(け10伊(>c∞cl日llsγ'da勾y)斤4程.I;l皮立の{他Itι1立iまでしカか、i述主しなカ
11間i日削11坑:提必においては、 5-7 /l gJ( I O~Cじ lls' day)の 1[!が科ら ht ・(ド19 . 3-6)o Fig.1・7(よ尖!波八、

Cのグルコースの乳般へのそれぞれの‘!!.j5J1b:化:収 ム L/ ム G) に対ーする 、、f~.t~) 

jヒr日TM生産述度の関係であるc ム1/~Gの11(!が低いはど、 JtrsTM '4:詫~f.交が的大し

3. 1では充分な殻おの供給によって細胞訟j支を高く*.U:1'):でさ、その結

果、 rsTMの生産性も向上できる、ニとを示した。また、:3， 3. 2では、光分な酸おの

供給と各}\ッチサイクルの期間の延長によって、乳酸転化tド (6L/~Glりを低く

拘lえて高エネルギー効率を獲得する、二とができ、細胞活性を高く維持寸るよとが可能

であることを示した。これらの結果を総合すると、斗 L/斗G..tを丹原として、

{自をi氏く抑えるように駁ぷ供給千グルコース限度、各パノチサイク JしのIlij隔を孫作す

るよとによって、単位細胞当りのrsTMの生産性を高めることが可能となるo

よる応接、

、二の

11官官ノ

B、

てし、る。

実験Bと実験じでは、無血清培地中のグルコース濃度が異なハていたため、その影響

をT・tla.，k~ Jf) ¥，、た実験で検討したら実験は、T-medlUm+ 1 O<":i FBS培地で、5日間細胞増殖
を行い、IjIさむれ、て、グルコース凌支か3.15gJlと6.15gJlの2径煩のT+ITES培地で、無血

清培誌を行った白結果!二、初期の細胞増殖速度及び無血消培養下での到達細胞密度と

もに|百j禄な傾向を示し、グルコースJ農支の影響がないことが確認で きた。さらに、

Table 3・2に示すT.tlaskの実験で・は、培養液回収間隔が長くなるほど到達細胞密度が低

くなっている。 以上の結果から、実験Cにおいて到述細胞密度が低くなったのは、培

地交換サイ クルキ 2日から 3日に延ばしたためと結論できる Fig.3-5b ~こは 、 培養液中

のグルコ・ λ濃度と乳酸濃度を示した lパッチサイクル内でのグルコース消費量は

約4g/1で、あり作j主にはなっていない。一方、乳酸については、培養液回収時0.3--1.5g/ 

1の濃度てあり、かなり低くなっているF 乳酸濃度の低下は、培養液中pH値の低下を抑

rtiljするt.め、土庁益条件を安定に維持する効果も果たしている

Fig.3 6には培発液体積当りのrsTM生産速度[mgf(l'day)]を示す。培養20日目に

30mg/(/' day)でヒークとなり、その後38日目まで低下した しかし、再び増大して、

41U(:j(こ28mg/(/'day)まで復活して2度目のピークを迎えた 培養液当りのrsTM生

産速度Img/(/' day)]に関 して、2つのヒークが存在したこ とは、この長期間培養中に細

胞集問の入れ科、わり(ターンオーバ-/が生じていたことを示唆している。
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rsTM長期化高生産最適化培養 (実験C)におけるrsTM生産性

U : rsTM生産速度[mg/(l'd)]の経時変化

・:比rsTM生産速度[llg/(1 O(>cel1s' d)]の経時変化
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7 Fig.3 

3日サイクルで 18同培養液を回収した。培

1 8回の平均rsTM濃度は

11の培養2ヶ月間で約19の

実験Cの府廷は約2ヶ月間継続でき、

養液体払吋りの、ド均rsTM生産速度は約20mgf(l'day)で、あり、

約63mgJI、~立大rsTM濃度は97mg/1 まで達した この値は、
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3. 4 結言

本~で、は、!-!ミ樫活性物質の最適化高生産培養法の確立を目的として、生物反応速度

を指標にして解析を行った その結果、生理活性物質の生産性を高めるためには、溶

イ652紫、グルコース濃度、培養液回収民碍が重要な操作変数であり、それらの結果で

あるグルコースの乳酸への転化率 1斗 L/斗G比)が主要な状態変数であることを明

らかにした。さらにそれらの結果をふまえ、長期限jかっE4410E培誌を達成したo

以 1:jiliぺてきたように、ミニジャーブアーメンターを11]いた繰返し同分マイクロ

キャリアI庁必系において、以下のことを明らかにした。

到j主主111胞桁j立を117jく維持するためには、

ω:充分なグルコースの供給によって、グルコースflt迷を'1;じさせないこと。
⑦:充分な椴友供給によって、酸素律述を'tじさせないこ と

き〉:培挺液阿収間隔を短くすること

がm要である。
-jj、生男!活性物質の生産性を高めるためには、

。〉 :前述したような細胞密度を高めるような培養条件を選定すること。

⑦ :充分なグルコ ースと厳禁の供給と、適切な培挺液回収間隔によって、 ~L/~G

比を低くするような条件を選定すること。

が重要であることを明らかにした。

細胞桁1Stを 73めるために培義液回収間隔を短くすることと、込 L/~G比を下げて

j七rsTM/I~ j}E~伎を 1--げるために培養液[~JJ収間隔を長くすることは、同時には達成でき

ないが、適切な細胞街度とムL/ムG比によって、市長液体制24りのrsTM生産速度の

徒大他をjnくことができた。本研究の繰返し[11]分明花形式による無血清マイクロキャ
リア土庁髭系においては、 3日間が最適なfllJ!鴇であり、政大30mgJ(l'day)、平均20mgJ(l'

day)をj生成した。この結果は、種々の省コスト化戦略を充分に満足した培養条件下で

の他である。通気条件の一つである酸素移動谷E係数(k，.<l)他は、本研究の3LFMの場合

1.0 1月1であった。この値は大111のリアクター-をJfIし、た場合でも充分達成可能な値であ

る。これらの結果を総合的に判断すると、スケールアップのための第一段階はクリア

しており、 工業化スケールでの生産を実現し得る結果である。
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第3章の記号表

DO 

DO' 

G 

kL8 

L 

ムL/ムG

:溶存酸素濃度

:飽和溶イヂ酸素濃l交

:培養液中グルコース濃度[g!1 ] 

:酸素移動谷註係故[I/h ) 

:培主主液中乳骸j設反[gJl ) 

:時間[h ] 

:乳酸生成立/グルこlースm1tiil [%] 
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第4章 糠鎖修飾型生理活性物質の選択的高生産培養法

4. 1 緒言

前章では、，tJ型活性物質の生産性においては、 j容存酸素、グルコース濃度、培養液

同収間隔が重要|刈チであることを明らかにし、それらの変数を適切に操作することに

よりrsTMの高生産培長j去を確立した。また、生理活性物質の生産性を高めるために

は、グルコースの乳酸への転化率 (6L/ムG比)が重要な状態変数であることを明

らかにした。

本研究で用いた形質転換CHO-Kl細胞(CHO(2l))によって発現されたトロンボモジュ

リンには、 O結合型糖鎖とN結合型糖鎖が付加することがわかっている 59;、6310 1 

章でも述べたように、遺伝子工学的手法によって生産されたトロンボモジュリンに

は、これらの糖鎖の他に、グリコサミノグリカン側鎖を付加したトロンボモジュリン

と、付加しないものが混在していることが示された63 61) 0 CHO(21)も両方のタイプ

を同時に発現することがわかっているい.0 CHO(21)によって発現されたトロンボモ

ジ、ユリンにおいては、コンドロイチン-4 -硫酸によって構成されるグリコサミノグリカ

ン側鎖を付加したものをrsTM/3体と呼び、側鎖のないものをrsTMa体としたい¥

従来の研究では、タンパク質にグリコサミノグリカン側鎖が付加していると細胞増

殖に影響があるという報告はあるものの72 、これら 2種類の生産性について培養工学

的にアプローチした例はない。グリコサミノグリカン側鎖を付加した場合と付加しな

い場合で、その生体内比活性に全く差がないのなら問題はないのだが、 トロンボモ

ジ、ユリンで、はrsTMa体に比べ、糖鎖を付加したrsTMs体の方が、 invitro及び、invivoの

両方の実験系において高い比活性を持つことが示されている 61 6 5)、73，0 従って、

本トロンボモジ、ユリンを医薬品として開発するためには、 rsTMα体以上にrsTM/3体の

生産量比を高くすることが重要な課題となる。培地中に各種の添加物を加え、培地組

成を変更する方法も試みたが、顕著な効果は認められなかった。

本章では、 3章における実験A、B、Cの培養回収液中のrsTMα体とrsTMs体を、

イオン交換クロマトグラフィーによって分離して生産量比を求めた。そして、 3つの

実験の各種培養条件の違いに着目して、 rsTMα体及びrsTM/3体の生産特性について生

物反応速度を指標として解析を行った。実験条件の良否によって、 rsTMα体及びrsTM

P体の生産特性に顕著な差が認められたため、まず、それらの発現に対する溶存酸素

の影響を考察したc

さらに比乳酸生成速度と比rsTMs生産速度の間に相関関係が認められたため、比乳

酸生成速度及び乳酸生成量/グルコース消費量 (6L/ 6 G比)を指標として、rsTM
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α体及び、rsTM/3体の生産特性について解析し考察を加えたE その結果、適切な府主主条

件を選定することによって、 rsTM，3 体の生産性を明大することが可能であることを明
らかにし丈・
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4. 2 実験材料と実験方法

(実験材料)

基本合成培地としてDMEM(Highglucosc) (日水製薬)、T-medlum H本製薬)を用

いた。血消は細胞増殖や同的物質の生産性について、ロット検査を行った牛胎児血出

(Fetal bovinc serum : FBS) (Gibco1土製)をmいt..:.oT +ITESt青地中のj添加l物としては、
Daigo・汀ES(日本製粂j を希釈して使川 した4 希釈後のt台地中標準濃度は、それぞれ

インスリン :2.0mg}1、トランスフ ェリン :2.0mg)人エタノールアミン :0.122mg}1、亜

セレン殻ナトリウム :0.OO9mg}1であるー

細胞は、 CHO・KI細胞にプラスミド'pRS7TM-neoを導入して形質転換を行った付着依

存性CHOK I-RS7TMneo・NO.21細胞(CHO(21))を使用したい)0 T25型フラスコ(Comtng

社製)をmいて、 T+lO%FBS培地で2日......3日に一回培地交換しながら維持培養を行
い、増殖が安定した細胞やそれぞれの尖験に使用した

マイク uキャリアは、多孔性ゼラチンttのCultiSphcr-G(Percell Bio1ytica社製)を使
用した Ca2'、Mg2.を含まないリン酸綬街技(PBS)¥ [:j水製薬I で膨潤した後、 121'c 

で'20分IIIJ滅菌-し、さらに無[DPB S C洗浄したものをマイクロキャリア培養実験に使
用した。

(培養方法)

ローラーボトルによる培廷は、 R850型口ーラ ーボトル (表面積 :850cm2 を用いて

行い、培建液仕込み早を170m1、細胞播将密度を約1X 105cells/m1として37じの調温室で

実験を行った。ローフーのi白転速度は0.5叩mとしたc 培地交換は、 l 聞けが細胞を播

種してから 3日後、その後は 2日に 1[dJ行った。

マイクロキャリア培養実験は、 3市(Fig.3・1)で示Lたように31・ミニジ←ーファーメ
ンター(3LFM)(イワシヤ社製)を用いた 3LFM内には溶存酸素(00)計、pHセン

サ一、温度コン トロールユニ y ト、 培長液サンプリングシステム、培地流入口、培長

液回収口、 iffi気流入IJ及び排気口をそれぞれ装着したo 培地仕込主は約i人 細胞播栂
密度は約IX 105cells/ml、マイクロキャリア濃度はIg}l、撹作速度は40叩m、通気条件

は2.01-γス/min或はO.J I-O~/minの流速で、 1- 面述気法として尖験を行った コ 2.01-γ ス/minの

流量組成は、 N2を75%、02を20%、C02T5%としてガス流む調節器 (KoflocGM-3A : 

小島製作耐)で調節した 0.1/-02/minの場合は、オンーオフ流量調節器(和研薬社

製)で酸紫流PをO.II/minに品節し、向動制御器 AblcU:製)で00値を、純酸素で飽

和するDO{IQの20%に設定して定値市1jf却を行った。
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培地交換時は撹祥を停止し、細胞の付芯したマイクロキャリアが充分沈降した後、

浮遊した細胞を含む上i{iみ浪だけを[1])収し、その後に新餅培地を14iiL供給した。培地
交換間隔はjji初が3日後、その後は 2日毎 実験A、災験B)、或は:3H毎 (実駁

C)とした。

(測定JJi}2) 
3LFMをJIJし、たマイクロキャ リア培廷では、細胞が付必:したマイク口キャリアを合む
培養液をサンプリング[Jから約3mlfn]JI)(し、l号mlj主j広告:に拶して3000rpm、10分間jff沈

処理して*1Il胞府と上澄みldに分離しt.-J-jをみ層のグルコース、乳酸の濃度は、 YSI
Mode12000 Glucose & Laclale Analy又er(YSI社製)で測定 した(rsTM濃度はサンドイツ

チ型ELlSA(cmyme-hnkcdimmnosorbent assay)法6.;)によ って7P'lj定したn 細胞欽の計測

は、細胞胞をサンプリング時と同ιのク リスタルバイオレ ット液(0.1M Litric acid ¥ .. 'ith 
0.1 % (w/w) crystal violct)に再懸濁し、 37<CのC02インキ J ベータ内に l娃佼放置した

後、放出された細胞核を顕微鏡下計測したい， 死細胞II~ 来の細胞核は泊色の走によ っ

て区別 し、主に生細胞由来の細胞核のみを計測したo

(rsTMαとrsTM，3の分離)
回収した宿主主液を遠心得にかけ、浮遊懸濁している細胞及び浮遊物を除去した後、

平均孔径が2/Lmのフィルターに通したc. lON :"-IaOIlでp117.5二調整後、 01号Mt¥aCI・

(0.02MTri~ HC1)溶液(pH7.5)ご平衡化したQScpharo叩 Fa...tl1ow Pham1acia-UくBJカソ

ム(併2.5cmX 12cm)に、よ科を100、300m1iたした 吸ぷ怯fi=の後、 fiilじパソファ ーでカ

ラムを i先j争し、 NaC1の ia: I!.t 1:j ~è(0.1 5MNaC1 ~ 1.2MNaCI in O.02MTris IIC1，pH7.5 )によ っ

て浴出し、 501l/fractionで分画した。ifttH t{むよ吸光良280n01の波長でそーターし、 rsTM
αとrsTMsを含む各フラクションを別々!こlti収して、 L土一

度をi測目則リ;定i主:したo
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実験A、実験B、実験c(培養条件はp31のTable3-1を参照)の各培養同収液中の
rsTMα体とrsTM/3体の含有比率 (/1/α比)の結果をFig.4-2tこぶした。 同一実験にお

いても各ノてッチサイクルによって/3/α 比はパラついており、一定値を示さず不安定

であることがわかった。即ち、何らかの培養条件の差が、 /3/α比に影響をうえてい

ることを示唆している。実験Bにおける (3/α比は1.5付近で尚い値を示したのに対

し、実験Aでは0.5以下の低い値となった実験Bと実験Cでは純酸素を用いて酸素供

給が充分に行われたが、実験Aでは通気方法として調節ガスを用いたため酸素供給が

充分でなかったことを前の章で論じた。その他、これらの実験の設定条件としては、

血清を用いた培養初期の細胞増殖期間、新鮮培地中のグルコース濃度や培養液回収期

間等が異なっている。また、初期の細胞増殖期に用いた培地組成(DMEMorT-medium) 

及び血清濃度(10%or5%)が異なっているので、ローラーボトルを用いた実験でその影

響を検討した。初期培地としてDMEM+1 O%FBSとT-medium+lO%FBSを用いて細胞増

殖を行い、引続きT+ITES培地で、無血清培養を行った。培養液回収は2日毎に行い新鮮

実験結果と考察

糖鎖修飾型生理活作物質生産に及ぼす浴仔酸素の影響

3 4 . 

3. 4. 

培養液中に分花、されたrsTMを、 Fig.4-1にポすようにイオン交換クロマトグラフィー

によって精製した。 j容出はNaCIの濃度勾配(0.15----1.2M)によって行った。 rsTMα は

0.35MNaClの位置にシャープなピークとして溶出され、 rsTM/1はNaCIの高濃度の位置

にブロードなピークとして溶出された。 rsTM/3の溶出位置がNaCIの高濃度側にシフト

したのは、 rsTMs体にはマイナスにチャージしたグリコサミノグリカン側鎖が付加し

ているためであり、またピークがブロードになったのは、この側鎖の構成単位である

基本二糖のコンドロイチン4硫酸の構成数に10から数十まで分布があるためである 74)。

各培養液中のrsTMα体とrsTM/J体の含有量は、両ピークの各フラクシヨンをまとめ
て、その体積と濃度から算出した。

培地と交換しt:.0 結果は、初期培地としてDMEM+IO%FBSを用いた場合の8回の回収

培養液の平均/3/α 比の値が1.1、T-medium+lO%FBSの7回の予均値が1.0であった

従って、培養初期の基本合成培地組成は、その後の無血清培養における戸/α比には

殆ど影響しないことが確認できた。
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Fig.4-1 

3LFMを用いた培養実験の各パッチサイクルの{3/α比率

(調節ガス、 DMEM+lO%FBS、G=3.15g/1、 2 日サイク I~) 

(純酸素、 T+5%FBS、G=3.15g/L、2日サイクル)

(純酸素、 T+5%FBS、G=6.15g/l、 3 日サイク}~) 
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Fig.4・2

A :実験A

口 :実験B

0:実験C
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*~主鎖修飾!日 I!:.F.H活性物質のお生産培養法

前章で論じたように、比グルコースj肉質速度は三つの実験 実験A、13、じ)にお

いて0.2mg!(1 O"cel1s' day)程度で一定(Fig.3ふ¥)であったため、比rsTMu生産速度及び比

rsTM ，3生産速度hこは相関関係がないよとになる白一万、各実験のそれぞ札のパッチサ

イクルにおける比乳酸生成速度の結果と、 JtrsTM，1生産速度の結果をFJg.4-4!こぷし

この結果は、比乳自主生成述伎のflnがより{止し、ほと、 Jt:rsTM/J生産速度はよ i)向い

2 3. 4 . 
比rsTM生産速度に対して、 rsTMα 及び、rsTM，'1の比生産速度の値をFig.4-3に示し

rsTM a及び‘rsTM，1の比生産速度ともに比例関係が認められたが、どちらの場合も
一つの傾向がある 純骸去を用いた実験Bと実験Cの他は一本の直線上にあり同様の

傾向を示したが、調節ガスを用いた実験Aでは、 rsTMα 及びrsTMBともに比例関係は

認められるものの、その傾きが大きく異なっているD :ii験Aの比rsTM/3生産速度は実

験日、 Cの値よりもかなり低く、その結果、尖験Aの比rsTMa生産速度は高い値と

なっている。従って、実験AのrsTMa、rsTM/3の生産特性は、実験B、Cのそれらの
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た
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s/α比に対しては培養液中

の酸紫がibtも主要な肉子ーになっており、 rsTMα の生産iiiに対してrsTM，1の生産量 (s
/α比)を上げるためには、充分な酸素の供給によって、般ぷ律速を生じさせないこ

とが重要であることが明らかとなった。

~J:.~特性とは明らかに異なっている。以上の結果より、
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3 Çéでは、ム L ，ム G比が培安状態の良~と rちTMの生産性を判断する止めの指探に

なること寺示したo Fig.4-4で、示したように、乳酸の生成とrsTMβの生産性のIIUに相関

があるということは、 rsTM， 1 の '1: 産性とムし/込c;比のIm~こも何らかの相!万関係があ

ることを示唆している Fig.4ろには、斗し /~G 比に対して、各実験の各パッチサイ

クル毎の比rsTMα生産速度(a)、比rsTM.f 'I:=.I?~述皮(h)、及び細胞密度も考慮した情徒

液体積当りのrsTM，3生産速度(c)O，パI11チノl'しt.
Fig.4-5bは、比rsTM/J生産述度が、ムし/ムG比かil!v、ほど増大する傾向かある:

とを示している。ムL/oG比が80脅から40%の範聞でのこの傾向は、実験八と実験B
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(純酸素)(純酸素)、 0:実験C、口 :実験B
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(調節ガス)A.:実験A



に起因している。実験A(純酸素)と実験B(調節ガス)の大きな追いは骸去の供給

方法なので、 Fig.4-3の結果と一致している。ム L/ムG比が50%から10%の範聞での、

比rsTM/3生産速度の傾向は、実験Bと実験Cの培養条件の差に起因している。実験B

と実験Cの遠いは、新鮮培地中のグルコース濃度と培養液回収間隔であった内3章で

は、通気方法ばかりではなく、培養液回収間隔も 6L/ムG比に影響を与えることを

論じた。即ち、 Fig.4・5bの結果は、比rsTMs生産速度についてもム L/ムG比を指標

とすることが可能であり、酸ぷの条件ばかりではなく、培養液回収間隔を操作するこ

とによっても比rsTM/3生産速度を高めることが可能であることを意味している。 Fig.4-

5aには、比rsTMa生産速度を示した。比rsTMα生産速度についてはムL/ムG比との

相関性はなく、比rsTM生産速度及び、比rsTMs生産速度に依存して上下していると考え

るほうが妥当であるo

培養液回収間隔を延長すると、到達細胞密度が低くなる傾向があることを前章にて

示したように、実験Cの到達細胞密度は実験Bの値よりも低かった。従って、 rsTM11 

の生産性を論じる場合には、比rsTMs生産速度ばかりではなく、細胞密度も考慮した

培養液体積当りのrsTM/3生産速度[mg!U'day)]についても考察する必要がある。その結

果をFig.4-5cに示したが、やはり 6L/ムG比が低い方が、培養液体積当りのrsTMs生

産速度は高い値を示している J 即ち、これらの結果より、 6L/6G比を低くするよ

うな培養条件によって、 rsTM/3の生産性の向上が可能であると結論できるo

培養液体積当りの総rsTM生産速度[mg/U'day)]と、 rsTMs生産速度との相関関係を

検討した結果がFig.4・6で、ある。 rsTM/3生産速度は、総rsTM生産速度に対して直線関係

にあり飽和曲線にはなっていない。即ち、 rsTM生産過程において、グリコサミノグリ

カン側鎖の修飾付加が、 rsTMの生産速度の増大によって限界がないことを意味してい

る。さらに、直線関係にあることは、 rsTMの生産速度に比例して、コンドロイチン-4-

硫酸の合成が進行し、側鎖として付加されることを示唆しているo 総rsTM生産速度が

12mg!(I' day)以下の場合は、 rsTMs生産速度もrsTMα生産速度に比較して低くなって

いるが、総:rsTM生産速度が12mg!(l'day)以上の高いレベルにおいては、相対的にrsTM

F生産速度も高くなっている。つまり、総rsTM生産速度が12mg/(l'day)以上の範囲で、
は、 rsTMsの高生産性及び高いs/α比が期待できることが明らかとなったo

3章では、総rsTMの生産性を高く維持するためには、充分なグルコースと酸素の供

給によって到達細胞密度を高め、適切な培養液回収間隔によって6L/6G比を低く

維持するような培養条件が重要であることを明らかにした。本章で、のrsTM，1の生産性
についても、充分な酸素の供給と 6L/ムG比を低く維持することが重要であること

を明らかにすることができたo 繰返し回分培養系での培養液回収間隔は連続培養系で

の希釈率に相当しており、連続系においても充分な酸素の供給と最適な希釈率の選定
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ムL/6G比とrsTMα および、rsTMs生産性の相関関係

比rsTMa生産速度の6L/6G比依存性
比rsTMs生産速度の6L/6G比依存性
培養液体積当りrsTMs生産速度[mg!(l'd)]の6L/6G比依存性
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+ :各実験毎の平均値

Fig.4・5

(a) 
(b) 
(c) 

企 :実験A、口 :実験B、0:実験C、
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Fig.4-6 府主主液体積当りrsTM生夜述皮:[mg!(l'd)]とrsTMs生産速度

[mg!(l'd)]の相関関係

...:尖験A (調節方ス、 2 1:1サイクル)

口:実験B (純酸素、 2日サイクル)

0:実験c(純酸素、 3日サイクル)
直線は最小二乗法によって求めた。

によって、総rsTM生産述度とrsTM/3生産速度の向上が可能であることを示唆してい

るc 結論としては、これらの重要因子を満足する培養条件によって、総rsTM生産性と

rsTMs生産性をオJoなく高める方法が確立できた。
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4. 4 結言

ノtイオァクノロジーを手IJJ IJした医薬品の場合は、タンパク質を構成するアミノi可愛配

ダIJばかりではなく、タンパク伐に付加する糖鎖が活性に関与し重要な役割をJFってい
る場合が多々あるに 1>:研究で取り扱ったトロンポモジ、二Lリンも、挺鎖の情造によっ

て活性に大きな開きが生じることは既に l章で論じた6I 、“。 工業的'I~ I)E由.では、生

産性が重要な課題であるこ とはまちがし、ないか、哨タンパク質の場合は品質(白.として

その他jきもさらに重要になってくる 本章では、培詫_[学的な手法によ って持鎖を含

めたタンパク質の生産件を制御する方策を明らかにすることができたo

第一に、グリコサミノクリカン側鎖が付加したトロンポモジュリン (rsTM，nの生
産性をfJjめるためには、培養液中の溶存酸素が最も重要な因子3こなっており、充分な

酸素の供給によって、目安35ijtj虫をIj三じさせないことが重要であることを明らかにし

た

第て(プ、比rsTM}生産速度、並びに培養液体積当りのrsTM，3生産速度についてもム
L ムG比を指標とすることができ、この値を低くするような培養条件によって、

rsTM ，1の生産性を向上させることが可能であることを明らかにした 操作条件として
は、 i存:{f:椴素ばかりではなく、 t告長i夜回収パッチサイクルの期間があげられる。

タンパク質だけではなく、格鎖をも考慮して工学的に生産方法を検討した意義は非

常に大名いものと考えている 本市;では、糖鎖を付加したタンパク貨の生産性を、選

択的にJ ントロールするニとが可能であることをぷ寸ことができた。将来的にも、糖

タンハク質が医薬品として開発される可能性は杯.めて高い 従って、選択的に糖タン

パク質の生産性を制御するばかりではなく、その構j笠をもコントロールするような要

求がiiiてくるものと思われる w 本研究によって、そのための先鞭をつけることができ

た。
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第4f.をの記号

G 

L 

s/α比

dLjdG 

:培養液中グルコース濃度[g!l] 

:培廷液中乳酸濃度[g!l] 

: rsTM /3生産量/rsTMa生産Eの比率[%J 
:乳酸生成量/グルコース消費孟 [%] 

S6 

第2編

生物反応速度を利用した

培養状態推定法の開発



第 5卒 繰返し回分培養系における細胞街度
及び/1:_Jlf!.活性物質生産速度推定法の開発

5. 1 緒言

3~では、グルコースの乳酸への転化率 (6 L/斗G比)が主要な状態変数であ

り、この値を小さくすることによってトロンポモジュリン(rsTM)の生産性が向上する

ことを明らかにした。また、同じく 3章において、比グルコースWflt述皮の値は、実
験条件にあまり左右されず一定の値を取ることを示したo さらに 4，T;!:で、は、総rsTM生

産速度とrsTMs生産:idi皮の聞には、直線関係があることを明らかにした。本章ではこ

れらの関係を定式化することによって、 T学的に応用することを試みた。
本研究のマイクロキャリアを用いた動物細胞培養の実験では、マイクロキャリア上

に細胞が強固に付芯するため、 トリプシンによる普通の酵紫処理法では細胞がバラバ

ラにならず、細胞数を l正確に測定することができない。従って、核カウント法によっ

て細胞数を計測しているD しかし、核カウント法ではサンプリングから実際の計数ま

でのタイムラグが長いため、進行中の尖験についてはリアルタイムで細胞数を把握す

ることができない。また、タンパク質主や濃度の定量にはELISA?:去が常~手段である

が、定歪精度を高めるためには実験者の熟，練とノウハウの蓄積カt必要であり、実験誤

差の心配は払拭されない。さらよ細胞数計測と同様、サンプリングから実際の測定ま

でのタイムラグがやはり長い rsTMα体少rsTM/3体の生産量を把持するためには、 4

市でも示したように粕製工程を経なければならないため、さらにタイムラグは長くな

るo これらの状態52を直接計測する方法が不可能ならば、リアルタイムで測定可能な
別の状態量から間接的に求める手段をとる必要がある 31. 32)。

動物細胞培養系において、上記に示すような関係を制御系などに工学的に応用する

ためには、諸々の因果関係を解析し数式化しなければならない31 ) 最近では定量的数

式化よりも経験則に人主く依存するファシー理品なども生物反応系に応用されるよう

になったが、研究例はまだ少ない i6、77'p本立では、まず繰返し同分培養系の実験

データを詳細に検什することによって、これらの因果関係のモデリングを行うことか

ら始めた。細胞数とグルコース消費速度の相関関係、並びにrsTM生産速度と dL/d

G比の相関関係を定ぶ化することによって、比グルコース消費速度及び、比rsTM生産速

度を表すモデル式を21出したι
これらのモデル式》物質収支式を用いて、培養液中のグルコース、乳酸の濃度測定

を利用して、細胞数、 rsTM生産速度、さらにはrsTMα体とrsTMs休の生産量比を推
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定する方法を開発した。幸いにも、グルコースと乳般の濃度の分析測定校術は進歩し

ており、かつオンラインでの計測技術も確立されているので2t.i)、市IH却系情勢.という意

味においても発展性は大きい。推定アルゴリズムは、グルコース消費j主!支から細胞密

度を祁定するステップ、 Aし/dG比から比rsTMJiJ五速度を推定し、細胞街j支と比

rsTM生産速度の推定値をmし、てrsTMの生産速度及び.tff発液中濃度を母出するステッ
フ、及び、rsTM生産速度からrsTM/J体とrsTMα 体の生産速度を推定するステップに

よって構成される己本部:では、繰返し回分培養系において、実験A、B、Cとは異な

る条件で実験を行い、この災験に対して推定法の尖m性評価を行ったむその結果、推
定アルゴリズムの適用範[)Jjを把握することができた。
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5. 2 笑験材料と実験)jV~

(実験材料)

基本合成府地は、 T-mcdium(日本製薬)を用いた白血治は細胞増荊やn的物質の生
産性について、 ロツト検ゴ査Eを行つたf牛1ド二胎児血j青煎(F民etωa必It加)OVII川n山叩1CS叩C印m:FBS) (Giぬbc∞O社製)
を用いたo T+什ITES培地Iけl'のi添恭加物としては、l)a勾ig伊oI汀T七凶S(lJ本製粂) を;希希釈して使j月川1日j 

したo :希河布品希E}〉3i.砂守訳(f後変の培地中材際;却準fi.波農度は、 それそ

ン:2.0mg/人工夕ノ一ルアミン :0.122mg/l、亜セレン般プトリウム :0.009mgllであ

る。

細胞は、 CHO-Kl細胞にプフスミド'pRS7TM-neoを導入して形質転換を行った付着依

存性CHO・Kl-RS7TMneo・NO.21細胞(CHO(21))を使用したυ ，0 T25型フラス.J(Comtng

社製)を用いて、 T+I09もFBS培地で2日--3日ι一回栴地交換しながら維持培養を行
い、増舶が安定した細胞をそれぞれの実験に使用したo

マイクロヰャリアは、多Jレ性ゼラチン伎のCultiSpherG (Percell Bio1yticat1:製)を使
用した Ca2 • 、 Mg2+を合まないリン酸緩衝液(PBS) 、 H 水製薬) で膨iWJ した後、 121 C 

で20分InJ滅的し、さらに無菌PBSで洗浄したものをマイクロキャリア培養実験に使

用した。

(培養方法)

マイク口キャリア培養笑験は、 3/-ミージャーファーメンター(3LF¥I1)(イワシヤ社

製)を月jいた。 3LFM内には溶存酸素(00)計、 pHセンサー、温度コントロールユニッ

ト、培長液サンプリングシステム、培地流入口、培長浪fnJ収口、通気流入rJ及び排気
口をそれぞれ装着したι 培地仕込量は約1/、細胞播種硲度は1X 105cells/ml、マイクロ

キャリア濃度は1911、投枠速度は40叩mで実験を行った.通気条件は i二rfu通気法を用
い、オンーオフ流量調節器(和研薬社製)で酸素流五をO.lllminに調節し、自動制御器

(Able社製)で00値を、純酸素で飽和する00値の20%に設定して定イl任命IJ御を行つ

t.:.o培地交換時は撹祥を停止し、細胞の付后したマイクロキャリアが充分沈降した

後、浮遊した細胞を含む l二澄み液だけを 101収し、その後に新鮮培地を r，jl '!I~供給した。

培養は、初めの6日間は2.S%FBS入りT-mcdiumを用いて細胞増殖を行い、 6日日以降

はT+ITESj:在地を使用して無血清培養を行ったo 培地交換間隔は3日毎とした。

(測定方法)

3LFMを用いたマイクロキャリア培養では、細胞が付治:したマイクロキャリアを含む

培養液をサンプリング11から約3ml回収し、15ml遠沈管に移して3000rpm、10分間遠沈

60 

処理して細胞府と上澄み!??に分離した。 i二泣みj昔のグルコース、乳般の濃度は、 YSl

Model2000 G1ucose & Lactalc Ana1yzer (YSl fi:製)でilU主した，rsTMi~J~はサンドイ ツ
チ型ELlSA(cnzyme-hnkcdImmnosorbenl a~~ay)法 6n によ って測定したn 細胞数の計測

は、細胞肘をサンプリング時と同込町のクリスタルバイオレット液(01M citric acid with 

0.1 % (w/w) crysta1 violct)に丙懸濁し、 37じのC02インキコベータ内に 11:t夜放置した
後、放iijされた細胞核を顕微鏡下計測したυ，u 死細胞f-U米の細胞核は治色の差によっ

て区別し、主に生細胞山来の細胞核のみを計?~Ij した。

(rsTMα 土rsTMsの分離)

回収した培養液を法心(，~にかけ、浮遊懸濁している細胞及び浮遊物を除去した後、
平均孔任が2μmのフィルターに通した。10N NaOHでpH7.5に調整後、 0.15MNaC1

(0.02MTns HC1)溶液(pH7.5)で屯衡化しt-Q-ScpharoseFast F10w ~ Pharmacla LKB カフ

ム(~ 2.5cm X 12cm)に、試料を200m1流した 吸着操作の後、同じパップ fーでカラム
を洗浄し、 NaC1の波皮勾配(0.1SMNaCl---. 1.2MNaC1 in 0.02MTris-HCl，pH7.S )によって浴

出し、 5ml/fraclionで分画した。 i容出t{主は吸光度280nmの波長でモニターし、 rsTMα と

rsTM ，1 を含む各フ ラ クシ ョ ンを別々に ~ J~えして、 ELISAd~によってそれぞれの濃度を

測定した。
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5. 3 実験結果と考察

5. 3. 1 生物反応速度のモデリング
一ε百一一。。
ω
O
F

動物細胞培養における生物反応を忠実に表式化することは非常に困難である。簡単

かつ合理的な方法としては、動物細胞を触媒と見なして、基質 (Substratc)がその触

媒作用を受けて、細胞 (Cell)の生成を伴いつつ生成物 (Product)に変換されると考

える方式がある 78)。

Cell 

Substrate 、 Yn • /c'  . Product -1 + Y n ~ /~ • Product ・2+ .. r 1/治 P2/S

+ Y x/s 'Cell ( 5 1 ) 

ここで、 yr I/S、YP 2/5とYx/sは生成物及び細胞の収率係数であり、反応進行中に変

化しうる変数である。本研究では、 Substrateとしてはグルコース、 Productとして、主

生成物にトロンボモジ‘ユリン (rsTM)、副生成物に乳酸を取り上げる。式(5・1)の関係

を利用すると、基質 (Substrate) としてのグルコースの消費速度[g!(l'day)]は、

- r GνG' X (5 -2) 

と表せる。この式で、下付きGはグルコースであることを表している。 νcは比グル

コース消費速度[mg!(106cells' day)]、Xは細胞密度[106cells/ml]を表している。

3. 3. 1において、比グルコース消費速度は通気方法、新鮮培地組成、培養液回

収間隔等の培養条件の違いにもかかわらず、だいたい一定の値を示すことを述べた。

このことは、培養液体積当りのグルコース消費速度[g!(l'day)]と細胞密度の聞に、相関

関係があることを意味している。実験A、実験B、実験Cの細胞密度と培養液体穏当

りグルコース消費速度の経時変化をFig.5・1に示した。細胞密度が高い場合、グルコー

ス消費速度も高い値であり、同じような経時変化の傾向を示している。グルコース消

費速度に対して、細胞密度の値を示したのがFig.5-2で、ある。この結果から、グルコー

ス消費速度と細胞密度は比例関係にあることがわかる。つまり細胞密度に比例してグ

ルコース消費速度が増大するということは、培養条件が異なっていても、単位細胞当

りのグルコース消費量が一定であることを表しており、細胞密度の値にかかわらず比

グルコース消費速度が一定であることを意味している。このことを証明しているのが

Fig.5-3である。この相関関係を式(5-2)に当てはめると、比グルコース消費速度である

νGが一定値となり、式(5-3)が成立するo

νG'_ 0.2 mg/( 1 06cells' day) (5 -3) 
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Fig.5・1 3LFMを用いた培養実験の細胞密度(a)と
培養液体積当りグルコース消費速度(b)の経時変化

企 :実験A (調節ガス、 G:=3.15gfl、2日サイクル)、 口 :実験B (純酸素、
G=3.15g月、 2日サイクル)、0:実験c(純酸素、 G=6.15g!l、 3日サイクル)
図中矢印は無血清化した日を表す。
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Fig.5-2 培養液体積当りグルコース消費速度と細胞密度の相関関係

企 :実験A、口 :実験B、0:実験C
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まだ確立されていない。従って、細胞密度をオンラインによって直接把握することは

不可能である。このように、状態変数が直接測定できない場合、オン yインmlJ定可能

な別の因子を用いて、それらの閃果関係を見いだすことによって間接的に推定する万

法がある。培養系においては、グルコース濃度はオンフインで測定可能な閃イーであ

るo 式(5・2)に着目すると、 -f Cはグルコース濃度を測定すれば算出可能な値であり、

また νGは一定値であることがわかっている。従って、式(5・2)を変形した式(5-5)を用い

オンラインのグルコース濃度測定値からグルコース消費速度を算出することに

よって、細胞密度が推定できることを示唆している。

て、
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一方、生成物 (Product)についての反応速度は、式(5・1)及び、式(5-2)の関係から次式

のように表せる。
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...L 
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0 

fp=Yp/C. (- rc) 

= (y P/G.νc) 

νp. x 

.x 細胞密度と比グルコース消費速度の相関関係

企 :実験A、口:実験B、0:実験C

Fig.5-3 

( 5 -6 ) 

この式で、 r l'は生成物生産速度[mg/U.day)]、YI'/Gはグルコースに対する生成物

(p)収率、 (Y P /G .νc)は比生成物生産速度 (ν 1') [f1 g/( 106cel1s . day) ]を意味し

ている。生成物としては、生理活性物質であるrsTMを扱う c 培養条件の如何にかかわ

らず比グルコース消費速度はほぼ一定の値であったため、 rsTM生産速度とは相関関係

が認められなかったが、比乳酸生成速度に対しては、その{直が低いほど比rsTM生産速

度は高い値を示した。それらの関係を総括したムし/6G比と、比rsTM生産速度との

問にもFig.5-4に示すように相関関係が認められたc ムL/6G比が低いときは乳酸生

成速度も低く、比rsTM生産速度は高い値を示している 乳酸生成速度が低いというこ

とは、グルコースの代謝効率がよいため高エネルギー収率によって細胞活性も高いこ

とを意味している I 1) 0 3章では、ム L/ムG比を下げるような培養条件がrsTM生産

性を高める要因であると結論したが、本章では代謝効率の指標でもあるム L/6G比

を状態変数として、比rsTM生産速度を表現するモデル式を導出した。

次に、動物細胞密度 (x)についての反応速度 rX [106cells/(m]. day)]は、式(5・1)及び

式(5-2)の関係から、

と表せる。この式で、 YX/cはグルコースに対する細胞 (x)収率、 (YX/G・νc)は

比細胞増殖速度 (μ)を表しているo 本細胞の場合、この値は 2章で示したように、

培養初期の細胞増殖期間においては、ミニジャーファーメンタを用いたマイクロキャ

リア培養で0.035Ijh----0.04 ljh、フラスコによる静置培養で0.041jhの値を示した。生産

期である無血清培養の期間では、比細胞増殖速度 (μ)の値が低下すると同時に、細

胞の死滅速度が無視できなくなるため、細胞の増殖速度[IQ6cells/(ml.day)]はかなり低

下する。細胞の比細胞増殖速度 (fl)の値は、直接測定することが不可能な値であ

り、かつ培養条件によってかなり変動する値でもあるため、本培養系においては表式

( 5 -4 ) 

.x 
[X=YX/c. (-rc) 

(Y x/G.νG) 

μ.x 

7 ) 

b は3.03であり、

(ム L/6.G) 

aの{直は7.46、

b. 1 0 g 

式(5・7)で νpは比rsTM生産速度[μg/(1Q6cells. day)]、

最小二乗法により導いた定数である。
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a ν-
F 

化することは困難である。また、細胞密度の測定は5-1でも述べたように、本細胞

系は核カウント法に依らざるを得ないため、かなりの時間を要するo細胞密度をオン

ライン測定する技術は浮遊系細胞で、の研究例はあるものの79)、付着依存性細胞では
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Fig.4-6で、示したように、培養液体積当りの総rsTM生産速度と、 rsTMα 及びrsTMs 

の生産速度との問には直線関係が認められた。即ち、総rsTM生産速度を指標として、

rsTMαとrsTMsの生産速度、及びそれらの生産比率 (s/α比)が推定できることを

示唆している。 Fig.4・6の直線関係を最小二乗法を用いてモデル式を導出した。
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グルコースや乳酸等のオンラインで測定可能な因子を利用して、培養状態の良否を

リアルタイムで推定することは、制御系を構築する意味においては不可欠の方法であ

る3I 0また、工業規模での生産においても重要な役割を果たすことになり、技術の蓄

積と向上が望まれているむ

本研究にて提案する推定法は、オンライン測定可能なグルコース及び乳酸濃度とい

うわず、か二つの情報をもとに、 5. 3. 1で導出した種々のモデル式を利用して、細

胞密度や生理活性物質の生産量を推定するものであり、以下に示す3つのステップに

よって構成される。

100 

A :実験A (調節ガス、 G:=3.15gD、2日サイクル)、 口:実験B (純酸素、
G=3.15g!l、 2日サイクル)、0:実験c(純酸素、 G=6.15g!l、 3日サイクル)
+:各実験毎の干均値
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ムL/6G比と比rsTM生産速度との相関関係
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Fig.5・4

Step I グルコース消費速度(-r G) と式(5-3)の νG=0.2 mg/ (1 06cells' day)から、

式(5・5)を用いて細胞密度を推定

Stcp 2 式(5-7)を用いて、ム L/ムG比から比rsTM生産速度 (νI、)を推定し、

細胞密度と比rsTM生産速度の推定値を用いて式(5・6)からrsTMの生産速度

及び培養液中濃度を導出

Stcp 3 式(5-10)を用いて、 rsTM生産速度からrsTMs体とrsTMα体の生産速度を

推定

4章では、 CHO(21)によって生産されたトロンボモジュリンには、 rsTMα体とグリ

コサミノグリカン側鎖を付加したrsTMs体が存在していることを示した。式(5・1)を本

研究に当てはめて表現すると、式(5・8)のようになる。

この式で、下付きのPα 、P/3、Lは、 rsTMa、rsTMs、乳酸である ことを表してい

る。 rsTMαに比べrsTMsの方が比活性が高いため、選択的にrsTMsの生産速度を高

めることが重要であることを述べた。従って、rsTMα及び、rsTMsの生産速度を間接的

な方法で推定できるならば有用な情報となるo rsTMα体とrsTM/3体の反応速度と、総

rsTMの反応速度との関係を表すと式(5-9)になる。

+ y P .1/G . rsTM s + Y X/G ・Cell

(5 -8) 

Y P ，，/G . rsTMα 

+ Y. J~ ' Lactate 
し/G

Cell 
Glucose 、

推定アルゴリズムのフロー図をFig.5-5に示す。

Step 1では、 5. 3. 1で導出した式(5・5)の生物反応速度式を式(5-11)のように変形

した。

( 5 -1 1) (A G n/A t n)/νc x =一(5 -9) 

この式で、 tは時間、下付きの nは無血清培養での培養液回収サイクル数、上付き

の"~"は推定値であることを表している。 νGについては式(5・3)を用いた。
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，dr ，
 

r
A
 

r P s はrsTMα 及び、rsTM/3の培養液体積当りの生産速度[mg/U'day)] 
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+ r p" r p 

r 、
p " 

この式で、

を表す。



|グルコース濃度 (G瓦両刀

|グルコース消費速度 (γoGjOt)[g/(l'd)] I 

IIStep 1 式(5-3)νG=0.2 mg/( 1 uhcclls' day) 11 
U 細胞後皮(X)の推定式(5-5) X = (-rr.) /νc 11 

! |乳酸濃度 (L)[g/l ] I 

-J一一 | 
同胞街皮(別 |乳酸生成速度 (OL/Ot) [g/(l . d)] I --1一一- ~ 

loL / oG ratio [%] I 
し一一一一一一一一一 | 

下ep2 比rsTM生産速度(νp)の推定
式(5-7)νp= a -b . log ( oL j oG ) 

rsTM生産速度(rp)の推定

式(5-6) rp=νp' X 

一一一一一一一一上一一一一一一一一一一
己主杢更をむ立日生空空Ef込[mg/乞竺)lJ
「一一一一一一一一一一一一-l

i I I~teJ1 3 

Eぷ 庇雨ll

rsTMα J 生産速度 [mg/(l'd)]の推定

式(5-10) fpo = 1.12+0.41' fp 

rpμ=・1.12+059・rp rp > 1.9 

E立恒三J盟主!世E
Fig.S・5 細胞密度、 rsTM生産性および戸/α 比推定機構のフロー図

'来線は測定値あるいは計算他、破線は推定値のフローを

ぷす。
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Step 2で、rsTM生産速度:[mg!(I'day))及びth-詫液I=t1濃度[mg!llを推定するために、 rsTM

生産に関する生物反応速度式(5・6) を、 ~tcp 1とliiJ{Jに変形した。式(5・12)に示す。

(D P n/斗 tn) で νjX n ( 5 - 1 2) 

A(5-12)で、 PはrsTMのI去を液中濃度[mg//Jを点しており、 νp'二式(57)をmいて各[ロi
収サイクルのム L / 斗 G比から算出した。 繰返し恒j分培主主系では、ムし /~G比は [~J

収拾-主主液と新鮮培地中のグルコースと乳酸の濃度のイ症を用いたo

Slep 3でrsTMα とrsTM/1の生産述JJt[mg/(l'day)J及び、培養液中濃度[01g//]を推定する

ために、式(5・10)を用いたo 式(5・10)~i 1のrpは式(513)で去される。

r p-ー(ムPn/A11』) ( 5 1 3) 

5. 3. 3 繰返し四分培養系における培益状態量推定法の確立

5. 3. 2で示した推定アルゴリズムの中で用いているモデル式は、実験A(細胞増

地期:DMEM+IO%FBS、9日間)、尖験日(T+5%FBS、7日間)、実験C(T+5%FBS、5

[J fBJ)の笑験データに基づいて導出されたものであるo これらの実験では、培長初JgJに

おいてIO%FBSと5%FBSを使用していたし本市:では、この推定法の適用性を繰返し[i11

分培長系で評価するために、培長初期におし、て2.5%FBSを使用した実験(尖験E)を

行つt.:.o そして、血清濃度に対する依存↑生も合わサて評価した。

災験Eでは2.5%FBSを含むTmcdiumで~6 1.1111]細胞増殖を行った後に、 T+ITES培地に

{斤換して無血清培養を行ったo 新鮮I白地tjlグルコース濃度は6.) 5g/1とし、 3IJ 11);にt先

住液を肘収して新鮮な無血i~J 培地介交換した。 J虚気は純酸;;(0.) 1・U2/01in)を}刊し、てオ

ン.オフ制御を行った。設定値は純敵来飽f!l偵の20%であり、比較的よく設定値が維持

でさた。 5%血清を用いた実験Cと実験結果の比較をすると、 rsTM濃度、グルコース濃

度、乳酸濃度等については同様な経時変化の傾向を示した。凶収培養液中のrsTM{，:l皮・

の政大値はおよそ70mg/1まで達し、 6パッチサイクルの苧均値は50mg/1以.1:であっ

た(rsTM生産速度の平均値については、法廷液体総当りの速度が約)601g/(I' day)、比

速度が3.9μg/(106cells' day)であり、 25%という低濃度の血消を用いた場合でも、充分

なrsTMの生産性が得られることが証明でき t' ~ 実験E において、使用した血清 :i; 仁村

するrsTMの生産量は、 50011・FBSに対lて10901g-rsTMで、あり、約6.2mg-rsTM/mlヂBSシ

なった。この値はコストパフォーマンスに優れ、工業的規模においても充分に成立す

るイ直であるo
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培養液体積当りのrsTM生産速度と回収法廷液中rsTM濃度の、実験結果と推定他を

Fig.5・7に示すo各サイクルのrsTM't限速度の実験結果はパッチサイクル内の平均値、

rsTM濃度の実験結果4培養液回収時の他である。一万、推定値は、各バッチサイクル

の平均細胞密度と平均の比rsTM生産述j交の推定他を用いて算出した値であるo かなり

良好な一致を示しており、生理活性物質の生産性を推定するには充分な結果が符られ

た。本推定アルゴ jスムでは日オーダーの推定であるが、動物細胞培養系は微生物取

長系と比較するとかなり培養期間が長く、時間単位の系の変化はごく僅かであるた

め、その変化を時閥単位で把探するこ とは I~~維であると同時に必要性がfl~い。従っ

て、動物細胞培養系では日オーダーのデ・タr:~理が必要充分な情報となる c その;意味

で、 Fig.5・7の結果は本実験系ではかなり府立殺なものである

Fig.56に、実験Eの細胞密度の結果と推定結果を示す。推定に用いた培養液体積当

りのグルコーλ出資速度[g/(/'day)]は各回収サイクルj手の平均値であるため、実験値と

しての細胞?を度も各サイクル毎の平均値を示した。 Fig.5・6中の矢印は、無血清培養を

開始した日を表している。血清を用いた初期の細胞地殖期ではあまりよい一致は見ら

れないが、無血1i'i培接持j間においては実験値と推定値がかなり良く一致している。推

定アルゴリズムで使用しているモデル式を導出した実験は、培益-初期の細胞増殖期に

おいて10%FBSト5%FBSや使用していたが、実験Eでは2.5%FBSや月}し、たにもかかわ

らず、 ~i:.産期の無Iflli，\tN:jをにおいては良好な推定が達成できた。従って、初期培養で

の血ii'h良度は、'1:.産月jでの細胞密度の推定には影響がないことがわかっt:.o即ち、細

胞培I荊期において2.5 10%FBSの範囲であれば、その後の無血jfi培延-における細胞増

殖土グルコース消資との相関関係は全く同じ特性を持っているh結論できる。
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。。

。 day 
24 21 18 15 12 9 6 3 

式(5・6)ro=νo.x 
式(5-12)ムP/ムt=ν

r"TM生産性.の推定結果

:その推定結果
一 :その推定結果

Fig.5内7

口:rsTM生産速度の実験結果、
r-.. 培養液中のrsTM濃度の尖験結果、
[支l中の矢印は無血清化したHを示す。

day 

細胞密度の推定結果

7] 

Fig.5-6 

rJ :細胞密度(実験E)の実験結果
:細胞密度の推定結果(式(5・5)X=(イG)/νG)
図中の矢印は無血清化した口千示す。
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結言

動物細胞培養では、目的を達成するためにpHや温度、溶存酸素濃度等の培義条件を

一定値にコントロールする方法がよくとられる 35}D このアプローチ法では必ずしも土台

養が良好な状態に維持できているかどうかは判断できなしE。本米はこれらの状態況を

一定に維持することが日的なのではなく 、例えば細胞数を多く獲得することや、[~的

物質の生産主を|二げることが最終目的である。動物細胞では、細胞増殖やタンパク貨

の生産について分fl.t物学的、或は生化学的なメカニズムはかなり明らかにされつつ
あるものの71)、川: Ii 1)、それらの現象論を定量的に表現することは極めて困難であ

る38ト 39) • 82) 制}。このような状況下では、培養環境をどのようにコントロールす

れば、目的関数を最大にできるかが手探りの状態となるo 本研究では、培養私慾を生

化学的因子に基づいてモデリングを行い、細胞密度や生理活性物質の生産性を定52的

に表現することができたC グルコースや乳酸の他にも、もっと直接的な肉子が数多く

存在していることが予想される。しかし、工学的に有効なinlJ定技術を考慮すると、グ

ルコースや乳酸等の生化学的物質が限界で、あり、 DNAやRNAなどの分子生物学的な閃

4 5. 式(5-10)を用いて、 rsTMα 、rsTMsの生産速度から算出した回収培養液中のそれぞ

れの濃度と /3/α 比の推定結果をFig.5-8に示すo Fig.5・8の推定結果からは戸/α比の

推移が読み取れる。実験初期においてはrsTM/3の比率が低く、実験後期で安定的に

rsTMs体が生産されていることが推察される。ローラーボトルや血清含有培地を用い

たマイクロキャリア浮遊培去を系での実験結果は、このような傾向を示しているため、

本推定結果は、無血清培地を用いたマイクロキャリア浮遊培養系においても、同様の

傾向があることを示唆している。本実験では、 s/α比の実験結果と推定値の比較

は、各パッチサイクル毎ではなく、実験を通してトータルの結果について比較を行っ

たo 実験Eで回収した6パッチサイクル分の無血清培養液中のrsTMa， rsTM sの生産
量は、それぞれ146mg、139mgで、あった。一方、推定結果からもとめたrsTMa、rsTM

Fの推定総量は128mg、133mgで、あるので、かなり良い一致が認められた。
以上の述べてきた結果から、培養初期の血清濃度が異なるにもかかわらず、細胞密

度、生理活性物質生産速度、培養液中生理活性物質濃度、 s/α比等、の実験値と推

定値がよく一致しており、繰返し回分培養系での本推定法の実用性を証明することが

できた。

子を工学的に応用展開するには、まだ時間がかかりそうである。

本章では、測定結果を得るためのタイムラグが長い細胞数や生理活性物質の ~4三段門

に関して、生化学的な因子を用いてそれらの状態量を推定する万法論を提唱すること

ができた。即ち、

①:培養液中グルコースの濃度測定を利mして、細胞数の推定を可能にした‘
② :培養液中のグルコースと乳酸の濃度から、生理活性物質の生産速度と培養液中濃

度の推定をuJ能にしたD

③:糖鎖付加が異なるタイプのタンパク質についても、それぞれの生産速度と培長液

中濃度の推定を可能にした。
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推定精度や測定の間隔についてはまだ課題が残されてはいるが、動物細胞培養にお

いてはある意味で、は充分といえる。 rsTMα体とrsTM/3体のように、糖鎖付加に関する

タンパク質の生産性を推定できるようになったことは将来的にも期待は大きいr
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rsTMαおよび、rsTM/3生産性の推定結果

A :;培養液中のrsTMα濃度の推定結果 (6P a / 6l= 1.12+0.41・rp)
ム :培養液中のrsTMs濃度の推定結果(6 P s / 6 l=-1. 1 2+0.59 . r p) 
-x-: s /α比の推定結果(6P8/6Pa)
図中の下向き矢印は無血清化した日を示す。
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第5i支の記号表

a 

h
U
F
U

I
』

n 

p

p

 

'
 

r
t
 

vι 

• 
l
 

I
 

。
• 
I
 

P--

r r p 

r 
h 

x 
x 
Y 勺

y，〆C

Y 1 's 

Y P ./G 

YI'{J/G 

YX/G 

Yλ叫

[1 /αj七

ムL/oG

ν 
G 

νp  

:式(5・7)のパラメータ

:式(5・7)のパラメータ

:培養液中グルコース濃度[g//] 

:培養液中乳酸濃度 [g/l ] 

:無血清培養期間での培養液[n]収サイクル数

;培養液中rsTM濃度[mg/I ] 

:情義液中rsTMα濃度[mg/I ] 

:培義液中rsTMs濃度[mglL ] 

:グルコース消費速度[g/(l' day) ] 

:生成物生産速度[mg/(l' day) ] 

:培益液体穏当りのrsTM(i生産速度[mg/(l' day) ] 

:培養液体積当りのrsTMs生産述皮[mg/(I' da}') ] 

:動物細胞増殖速度[106cells/(ml' day) ] 

:時間!day] 

;細胞密度[10l>cells/ml ] 

:細胞密度の推定値[10内cells/ml] 

:グルコースに対する5・し般の収不係数

:グルコースに対する生成物の収率係欽

:基質に対する生成物の収率係数

:グルコースに対する生成物 (rsTMα)の収不係数

:グルコースに対する生成物 (rsTMs)の収率係数

:グルコースに対する細胞の収率係数

基質に対する細胞の収率係数

: rsTM ，1生産量/rsTMa生産jE;の比中 1%]
:乳般生成量/グルコース消費号[%] 

:比細胞増殖速度[ljh ] or [ l/day ] 

:比グルコース消費速度 [mg/(1 O"cclls' day) 1 

:比rsTM生産速度 [μg/(106cells' day) ] 

第6章 付着依存性動物細胞を用いた連続培養系の4'.~':/I~t
と培去を状態批定法の応、用

6. 1 緒言

第 3~から第 5 章では、繰返し回分tEjE系において、その培養特性やrsTMの生産性

について種々考究した結果を示してきた。本立では、繰返し問分培養系と述絞培徒系

ドおける本CHO-KI細胞(CHO(21))培誌のjヒ校をする窓味も合めて、連続培英-系の代点

例であり、かつ工業的規模へのスケールアップ尖績もある流動層型パーフージョンバ

イオリアクターいを採用して、実5全を行い考祭を加えた。本流動層型バイオリアク

ターは、体積の小さい流動府内でマイクロキャリア上に付着した細胞を循環液により

撹詳し、流動状態を常に維持することができる。また培長液を外部循環させることに

よって、 i容有酸素や温度を効率良くコントロールできるという特性を持っている。

繰返し田分培養系では、各パソチサイクル内で常に培養状態が変化する非定常状態

にある こ札に対し、連絞系では自分培誌に比べて培養状態の変動は少ない。どちら

の培養形態が適しているかは、個々の細胞特性に大きく依存する。抗体を産生するハ

イブリドーマ細胞では、細胞を同定化した述続培建系五日やエアーリフト塑のかんjfiE培

徒系b6)に適用した研究例があるo 本章では、 CHO(21)をこの流動層型パーフージ討 ン

ノくイオリアクターに適用し、その精子主特性について生物反応速度論的な解析を行っ

た。 述統培養では培養初期に用いる I{I1m波!支のさらなる低減に成功し、無Ifl11;IJ~化後に

培養特性が大きく変化することを}tv、だしたr

iAt1JJI持担バイオリアクターでは流動府内部のイ~(，Hi 1J{小さく、細胞のサンプリングを

頗繁に行うと、雑菌汚染の問題や系内の小動を乱す!反l羽にもなる また、セラミック

型87)やホローファイパ一理lバイオリアクタ_H).~川では、細胞を閉鎖系内に I~，ì定

化するため細胞のサンプリングが附雑である。従って、これらの培養系では細胞放の

把握が難しいため、生理活性物貸与の生産性に影智:を与える要因を解析する場介、大

きな問題となるo これらのような培徒系において、間接的に細胞数が推定uf能になれ

ばメリットはかなり大きし、。そこで本市では、第5r;tで開発した繰返し同分培廷系で

の推定i去を本連続培養へ適用するよとによ って、細胞数の把握と生理活性物質生産iif

の推定を試みたむまた、繰返し回分明詑系から出出したモデル式のパラメータを変え

てシミュレーションを行い、連続I汚徒系における細胞状態や特性の変化について号祭

を力[Jえた。
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6. 2 実験材料と実験Jht
H
 
0
・

DO 
"(1 r:-
t比lλ

(実験材科)

法本合成培地は、 1リッタ一当り6.15gまでグルコースを増註したT-medium(日本製

薬)をJIJ"、た。血清は細胞増殖や目的物質の生産性について、ロッ ト検査を行った午

胎児血~j'f< Felal bOVlne serum FBS) (Glhco社製)をJfj¥，、た。 無JfniN培長で可用いた

T+ITES崎地中の添加物としては、 Oaigo・ITES(日本製楽)を希釈して使用した。希釈

後の培地rjJ撚準濃度は、それぞれインスリン :2.0mgJ/、 トランスフェリン :2.0mgJl、

1 タノールアミン :0.122mgJl、亜セレン骸ナトリウム :0.009mgjlである。

細胞は、 CIIOK1細胞にプラスミドpRS7TM-neo を~;一人して形質転換を行った付着依

存悦CHOK 1 RS7TMnco・NO.21細胞(CHO(21))を使用したIi1) 0 T25ft'_lフラスコ(Corning

社製)をJflいて、 T+10%FBS培地で、2日--3日に一向精地交換しながら維持培養を行

い、 ig捕が安定した細胞をそれぞれの実験に使用した。

マイクuキャリアは、平均粒径が500pmの多孔性コラーゲン質のvx-100 (VeraxJ:土
製)を使JI]した。使用する前に1%血清人り培地中で3日!iiigj化 さゼて伎崩 した。

流動槽
反応器

()、'f¥， ，/(，0) 

~/N2/C~ 

循環iii路
~ 

Fig.6・1 流動層連続細胞I荷主システム(Veraxsystem 1)の概略図

(培発方法)

連続系のパーフュージヲン式培養実験はS，Slemonc (Vcraλu梨)を用いた System 
oneはFig.6・lにふすように、流動層生物反応接 l循環部を合む体積:40ml)、ガス交換

l刊の透過性シリコンチ斗ーブを内包する培養上澄みI1lV~・f~lループ、ヒータ一、リサイ

クルフ口ーポンプ、 pHセンサ一、 j容存酸素(00)計、 1品度計、府地流入路、培養液回収

路から成る。細胞は、 T75フフスコで培養したものを、約5 R X 107価格種した(00及

び温度は、 J ントロールユニットで通気ガス組成を調節する ζ とによって、それぞれ

100ヘ 160mmIIg、37じに設定して定値制御を行った。泊先液は流動防の上部から循環

lレーフに入り、内j交流動j吾に流入するという経路を常時循環させたo 循環のための流

速は、初めの213問はlOOml/minとし、以降は140"""160ml/minとした。新鮮培地の供給

と培長棋のI回収hよ向し流速で連続的に行った。細胞のサンブリンク'は行わす、工音養上

澄み液のみ、 l(，e!fi}JR1生物反応器上部から採取した。

(i則定)j法)

上澄み液のグルコース、乳酸の濃度をYSIModel 2000 Gluじose& Lactate Analyzer 

(YSI社製)で測定した。 rsTM濃度はサンドイツチ翠!EしISA(en/ymc-linkedimmnosor-

bent assay)d~ 6 1 )によって測定した。
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動物細胞連続培養系の特性
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rsTMを発現するCHO(21)を流動層型連続培養系に適用し、その培養特性解析を行つ

培養初期の血清濃度を下げることを目的として、低濃度の血清含有培地中で細胞

増殖を行い、引続き6.15g/1のグルコースを含有するT+ITES培地で、無血清培養を行っ

た 実験aで、はT-medium+1 %FBSを用いて 16日間培養を行い、 16日日にT+ITES培

地に交換し無血清培養を行った占新鮮培地を244ml/dayの流速で、連続的に供給し、同時

に培養液を同じ流速で抜き取ったしFig.6-2aに示すように、培養液中のrsTM濃度は、無

血清化後に急激に上昇し、 29日目には52mg/lまで達した この結果から、初期培養

二おいて1%という纏めて低濃度の血清を用いても無血清化は可能であり、充分なrsTM

生産性が確保できることがわかったv

4方、実験bでは、さらに血清コストを下げることを目的として、初期の血清培養

期間を短縮して 10日目にT+ITES培地に交換し無血清培養を行った。新鮮培地の供給

と培養液の彼き取りの速度を僅かに上げて278ml/dayで、行ったところ、 rsTM濃度は 27 

f:l日に57mg/lに達した、連続培養におけるこの濃度は、 15mg/dayの生産速度に相当し

実験aに比べると、初期の血清培養期間が短く希釈率が高ったにもかかわら

ず、高濃度のrsTM発現が認められ、かつ 20日間以上の無血清培養が維持できた。こ

の結果よ・7、無血清培養下で、高rsTM生産'性を成功させるためには、 1 0日間の初期血

清培養期間で充分であることが明らかになった。実験bにおいて、使用した血清量に

対するrsTMの生産量は、 22.3ml-FBSに対して175mg-rsTMで、あった。この値は、約

7.8mg-rsTM/ml-FBSとなり、実験Eで、の6.2mg-rsTM/ml-FBSよりもよい結果が得られ

t.:. C' 実験a及び実験bの培養条件と主な実験結果を、 Table6・lにまとめた。

実験a、実験bともに、初期の1*-血清含有培地での培養期間は、 rsTM濃度は低レベ

ルであるが、無血清培養に切り替えてから急激にその濃度が上昇し始めている(Fig.6-

Fig.6・2bに示すように、両方の実験において無血清化とともにグルコース消費速

た

ている

2a) 

流動層連続細胞培養実験結果

. :実験a、0:実験b
A:実験a、ム :実験b
+ :実験a、x 実験b

Fig.6-2 

培養液中のrsTM濃度
グルコース消費速度
乳酸生成速度

(a) 
(b) 

培養条件と実験結果

細胞増殖期間増婚期培地無血清培地希釈速度

r ml/da 

Table 6-1 

図中下向きの矢印は無血清化した目、上向きの矢印はrsTM濃度が
急激に上昇し始めた日(a)と乳酸生成速度が下降し始めた日(b)を表す。

16 T+ 1 %FBS T+ITES 244 52 

10 T + 1 %FBS T +ITES 278 57 

q
d
-
-
h
U
 

験
一
験

実
一
実
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j主絞椛詫系への4f主;i:jjiの適Jlj とモデル式の杉!~IE2 3. fo 

述絞培廷に用いられるホ口ーフ γイパー増やパ・フュージョン型バイオリアクター

では、細胞や培養液のサンプリングによって系内の挙動に吋して外試をうえにり、雑

菌汚染のj京悶になり易い心従って、細胞やマイク Uキャリア等の過度のサンプリング

は遊けなければならない。そこで釣 513でポしたモテ・ル式を用いた推定法合、4>:ili統

tff延・の尖験系に対して適用するよとによって、細胞のサンプリングをするよとなく

rsTMの生続性を推定することが可能かどうか、その実m性を評価した。
第一段階として、連続系での物質収文をとり、 一I]当りのグルコース消針:l;から総

細胞欽を推定した。これは 5fRてぶした繰返し [öl分培養系での推定アルコリズムの ~I'

のステップ1に相当する。次に人(57)をmし、て!:::.L/!:::.G比から比rsTM/l:，経述)立を鉱
山し、総細胞数と比円TM't:t主述l支の推定{立をmしEて、 日日当りのrsTMの，t;_~r jili I，~及び
培英液中濃度を算出した。tE統系でのグルコースとrsTMの物質収支式を、式(6・1)及び

度が上昇する一方、乳敵生成速度については、どちらの実験でも無l血清化してからだ

いたい 3LI 故に下降し始めているo Fig.6-2aとFig，6引3を比較すると、実験a、実験b

ともに、 rsTM生産速度が上昇し始めた日(実験a 19UU、実験b: 1 4日目)と

乳酸生成述肢が下降し始めた日が'致している。これらの結果は、無血消化すること

によって細胞の代謝特性が変化したことを表しており、グルコースを効率的に資化し

てロエネルギー収率を接待することによって、 rsTMJl:庖j:Ml交が明大したことを示唆し

ている。

無血j，'i!{y地に切り存えた日を基準に、両実験のrsTMi，良fl支-と生産速度の変化をFig.6-3
に /Jくした。無血~?J 情延期間だけについて比較すると 、 実験 a の方がrsTM濃度は若干高

い他を示している ものの、実験bの方が希釈速肢がわずかに迷い分だけrsTM生産速度

はほぼ同じレベルになっている。この結果は、 初期血if;培延期間が 16日間戒は 10 

日間でも、その後の無血清化培養におけるrsTM生産性には影響ないことを表してお

り、 1 0日111]の初期血治培養期間で充分であることを証明している。

式(6・2)にそれぞれ示すD

1 ) fo 
，，z
・‘、t-(;。ut-νG (X.V) ド

n
 

、E，a
、r
 

pa 
(V'G) /d  t d 

0009  

60 

0
 0
 ・0

• 50 

p
り，
，
I

、
(X'V) Fou t-P。ut+νp・F . P (V.P) /d t d • 。

これらの式で、Vはリサイクルループを合む 1)Iクタ一部分の体積[1]、Gはグルコー

ス濃度[g//]、 t は時間[dayJ、Fは前地の1Jt*合と!日|収の速度[l!day)、 (X' V) は総細胞

pはrsTM濃度[mg/I]を衣字。下付の 111は流入項、ou tは流出項手広1味してい

νcは比グルコース?Vi't~ j主!文 [mg/( I O~ cells'day)]、νJま比rsTM'1慌述!丈

r Il g/( I 0" cells' day)]を去す

式(6・1)及び式(6-2)で、

また、
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0であるので以下のようになる。
n
 '
 

〉

i
 
、
nu 

dV/dt 
20 15 10 5 。

、.EJ、43，. 
p
h
u
 

，，.‘、

( 6 

(X'V) ν 
6 

X'V) 

t
 
u
 
o
 

、3，EL
 
-
t
 
u
 
“uv 
、‘
 
i
 

V-d P/d t--Fou t・120Ut+ν ・

η 
ード ・GV.dG/d t serum-free day 

無血清化後のrsTM生産性特性

. :実験a、():実験b
・ :実験a、LJ:尖験b

Fig，6-3 

培長液中のrsTM濃度
rsTM生産速度

式(6・3)及び式(6・4)を変形すると、

(6 -5) (X-V)n -F-G  n-F t-G n-νG 

81 

(6 G n/ムtn) V. 
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6 ) 

一これらの式で、下付のnはサンプリング[t]数を怠味している。また、 νGは式

(5 3)、 νp'よ式(5・7)のモデル式を用いて導出した。述続培長系での斗 L，ムG比は、回

収府発液と新鮮培地中のグルコースと乳酸の濃度から、それぞれの消費、生成速度を

算出しでもとめた。サンプリングは一日一凶行ったので斗tnはほぼ 1Ii Iこ相当する。

総細胞欽の (X-V)nは式(6・5)を変形して、 3.l.~~の移動平均1liiから推定したc その

ド116-iroul==ir nとした その式を式(6・7)に示す。
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また、 rsTM1l.産述皮及び、回収培養液中のrsTM濃度の推定1[iiは、式(6・6)に式(6・5)を代

入して現出した式(6・H)を用いて計算した。
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30 
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グルコース消ltj虫皮 IA)とムし/ムG比 (・)の実験結果
総細胞数 (ームー) と比r~TM '1 ~序:速度 (--0--)の推定結果
rsTM生産速度の丈験結果(lJ)と推定結果(-) 
rsTM濃度の実験結来 (0)r推定結果(一)
図中、下[111きの矢r:flは無・IflU，'J化したIJを/示す。
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式(6・8)中のDは希釈~'!(Dllullon rate)を表している。

Fig.6・4及ひ・Fig.6・5に、実験a、実験bの実験結果と推定結果を示すoFig.6・4a及び

Fig.6 5aには、グルコース消費速度[glday)と斗 L/斗G比[(lAI)の尖験結果、 Fig.6・4b及び

Fig.6・刊には、式(6・7)を用いて推定した総細胞数[1Q/'cellsJの結果ト、式(5-7)のモデル式

からnlH した ltrsTM生産速度[/~ g/(l 06cells' d)]の推定他の結果、 Fig.64c及び、Fig.6・5cに

は、式(6・8)を!日いてt):出したrsTMの生産速度[mg}day]と[[JI!IXttf 1t:液rj-l濃度[mg/月の、推

定結果と尖験結果をそれぞれ示すu 本実験系ではマイクリ斗ヘ'リアを合むリアクター

(a) 
(b) 
(c) 

部分の体制が極端に小さいため、細胞をサンプリングすることが広・英系の挙動に対し

て外活しになりうる可能性が極めて高し、従って、サンプリングについては情義の上澄

み液だけに11-_め、細胞のサンプリンク1立行わなかった。

Fig.64b及びFlg.6・5bの総細胞教の推定値l之、 Fig.o・4a及びFig.65aのグルコース消費

速度に依0・して増加している 培養初期において細胞の増殖が速く、しだいに増殖が

飽和している経時変化は、動物細胞培養の特徴をよく表現している Fig.6-4a及び

Fig.6・5aのム L ， ム G 比の値は、培養を始めてから 2 、 :~ nのJYlnaで実験a、実験bと
もに比較的低い怖になっている この期間は細胞1密度が111:く細胞明硝速度が大きいた

め、効率的にグルコースが消費されて、乳酸生成か11い、ことが珂111t考えられる。
.._ 1 5 Hの期間の凸し/6G比は、どちらの実験においても60%程度で推移している

5 
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が、その後の無血清培誌では徐々に下がっている 』その結果、 Fig.6・4h及ひーFig.6・5b:ニ

ポす比『、1M生産速度のJ住宅fifilよ、 2ftg}( 10' celb day)から斗!(g/< 1 作cclls'da\')に上 ~I・し

..:::.U.らの結果は、繰返し何分培益系で、の1[ti弁|司じレベルであり、 1m定仙の安
、li'ltを1)ミしているr また、 t氏 j~初期において I%FBS レいう極めて低し勺漫j交のIfIL~，守を用

いても、その後に続く無血消tii:廷でのtじr~T¥1'ti!IUt/3どには、マイナスの影響がないこ

とを示唆Lている Fig.6・4¥.'&ぴドig.6・5cにおいて、 r汀Mの生産速度と同収倍謎液中濃

度の実験結果は、実験 a 、 r)~~食 b ともに初期の血清合イj培jtizでの培主主では flh 、 f[i を維

持し、結血清培養に人~てから 1-.}"~し始めている u 指定結果もこの特彼をよく去現で

きている ~. Fig.6-4cの実験aでは、実験結果よりも准定1[むのはうが若rr~':j \，、他を示して
いるのに付し、 Fìg.6・5cJ)'j~験 b では、実験結果よりも推定値のほうが低い他争ボす傾

向にあるι しかし、これらの差は小きいため、動物細胞培養系における推定他として

は、工業自~規僕 lこ .Bt、ても光分有m な情報となりうる。 また、前半の血j百合イf下での

期間と、黛血清若養期間での日Ti¥l生産性の特徴を充分に反映した結果となっており、

繰返し[ロ1'lj、培養系で導出したモデル式が連続培養系においても適用可能であり 、本推

定itが充分実用的であることが証明で、きた。
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0 八ラメータIiiJ定による連続よ庁長系の培養特性解析

2 で示したように、 r"TMの生産速度と回収培養液中i農度の、 ~k~剣~[と推定

偵の1mには僅かではあるが実打、山のられた。推定1[fiは繰返し問分培養系の実験でu;.出

したモデル式(式(5-3>及び.r¥(57))から算出されたものであり、この芝は繰返し問分

府旋系と述統府養系というよifiE形態の遠いや、初期の1[ILNi濃度、マイク Uキャリアの

純矧守;の府益条件の差から'1=.じている可能性も考えられる。そこで細胞数を推定する

式(51) ル、..t:r'-ìTM生産j~む伎を推定する式(5・7)のパラメータを種々変更することによっ

てシミュレーションを行い、本モテール式の評価と土庁産条件の速いによる的発状態への

3 3. f
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ω」 影智について考察を加えた

ヲJ験aに付するシミ _Lレーシ :1ン結果をFig.6・6に1]'¥すs 繰返し回分培英系では、式

(5 -3> '1' の比グルコ ース m!~ j宝皮の他は0.2mg/(1 0~cc I1 s' day)で、あったが、この11(fをパ、ノ

メータとして倍々 のシミュレーシ 4ンを行った結果、 Fig.6・6aに示すようドO.26mg/

( 1ザcclb'da})の値で、推定値と実験他か最もよくー致した この結果は、繰返し J]分培

養系と述紘培養系では、比グルコース消費速度の他が変化したことを示唆しており、

単位、liりの細胞が繰返し[ロ!分法廷よりも多くのグルコースを消費していたこと.こな

もし、この考察が正しければ、 0.2mg/(I O"cells' day)で-推定した結果は、実際の細胞

数よりも1tjめに推定していたことになり、その結果Fig.6-4cで/兵したように、推定値の
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30 

グルコースj百貨速度(企)と ムL，6 G比(・)の実験結果
総細胞数 (・ ム._)と比rsTM生産速度~ (--0--)の推定結果
rsTM生産速度・の実験結果 (口)と推定結果 (-) 
rsTM濃度の'ぷ験結果 (0)と推定結果 ( ) 
図中、下向きの矢印は無血消化した円を示す。
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パラメータフィッティングによる推定結果(実験b) 

比グルコース消費速度を0.17mgj(1 06ceIls' d)とした場合の推定結果
rsTM生産速度の実験結果 (口)と推定結果( ) 
rsTMitt度の実験結果 (0) と推定結果( ) 
上ヒrsTM生産速度を表すモテ・ル式のパフメータ"
場合の推定結果
rsTM生産速度の実験結果(口)と推定結果(ー)
rsTM濃度の実験結果 (0) と推定結果( ) 
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a "を8.36とした

Fig.6-7 
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パラメータフィッティングによる推定結果(実験a) 

比グルコース消費速度を0.26mgj(1 06cells. d)とした場合の推定結果
rsTM生産速度の実験結果(口)と推定結果(-) 
rsTM濃度の実験結果 (0) と推定結果( ) 
比rsTM生産速度を表すモデル式のパラメータ"
場合の推定結果
rsTM生産速度の実験結果(口)と推定結果(-) 
sTM濃度の実験結果 (0)と推定結果 (-) 
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a"を6.56とした

Fig.6-6 
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方が尖験値よりも向めになったことになる。 ・ブf、比グルこlース消費JA皮の値を

Q.2mg/< I 06cells' day)'こ固定して、式(5・7)中の定数である H a" をパラメータとして

種々のシミュレーションを1J:ったo :r¥.(5-7)中のノfラメー夕刊 a"はおおよそ比rsTM Ij~ 

産述伎の最大1t[1を友しており、ょの1~iを変化させるよ土によってシミ」レーション結

果も大きく変動した。 Fig.6・6bに示すように、" a・・カ'6.56!Lg/( I Q6cells' df.¥y)の際に推

定似と実験値が恥もよく一致した。繰返し!日l分土台安ぷの，. a" の1tftは7.4611g/(10・cells'

day)であったので、実験aでは比rsTM'I:産述度の他が小さくなったことをぷ峻してい

る。ょの考察によると、 7.4611g!( 10令cells'da)')で推定した結果は、 :iiF3?のrsT¥11' :産速度

よりもおめに推定していたことになり、上記と同様にFig.6斗C¥...推定値のhか実験値よ

りも高めになった原因である可能性がある。

実験btこ対jるシミュレーション結果をFig.6・7に示す。実験aと同様に、 J¥(5・3)中

の比グルコース消費速度のflfi(Fig.6-7a)と、式(5・7)r1Jの定数である" a"の他(Fig.6-7b)

をパノメータとして花々のシミュレーションを行ったc ドig.6・7atこ示すように、比グル

コース消費速度の他をQ.17mgJ(I Q~cells' day)'こした結果が最もよく一致した。実験aで

は比グルコース消費速度の値か人きえな巧たことが示。変されたが、実験bでは逆の結

果になった。この47察による介O.2mg/(IOホcells'day)で推定した結栄は、実際の細胞数よ

りも低めに推定していたことになり、その桁果Fig.65cで示したように推定値の方が実

験偵よりも低めになったこ左ドなる 一方、比グルコース消費速度の他をO.2mg/

(1 Q"cclls' day)に凶定して、式(57)中のtt a" をパラメータとして種々のシミュレー

シゴノを行った結果、 Fig.6・7bに示すように、 8.3611g/( I Q6celb' 0<1)')の際に推定値と実

験値がfiiもよく一致した。この結果は、実験bでは心rsTM生隠遁皮の値が大きくなハ

たことや示唆しているr 従って、 7.46fL g/( I Q6cclls' day)で、推定した結果は、実際のrsTM

生，m~度よりも低めに推定していたことになり、 Flg6 )cて一推定1l立の方が実験的よりも

低めになったことが説明できる

以卜.の考察により、培養条什の違いによって培発状態に多少の変化が生じたことが

推察されるo細胞数を測定しなくても、花々のパラメータを変えてブイツテイ/グを

行うことによって、どのような状態変化がとεの程度'I=.じていたのかを定主的に把爆で

きた。このようなパソメータfrjJ定の手法によって培長状態が把院でき、さらに、細胞

数が測定可能になれば、培従事'行う|漂の対策が容易になることが期待できる。
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6. 4 ゑliiJ 

ヰミ章では、 CHO(21)を波動層 111の連続培英系に適用し、培~特性の解析を行った

また、 51
1

;';:で繰返し[n]分出主主系の実験データに1主づいて4fiiしたモデル式を、述税収-

~系に批張して適倒した その結果、以下:こ示すような結果が得られた

1.' :培養初期に用いる血清濃度の低減によって、血清の使月Jii!:を大中ド!・削減した

2'， :無血消化することによってrsTM生産速度がl~大したf!llU! は、 CHO(21)のグルコー

スの代謝特性が変化したためであることを凡いだした。

3; :繰返し[口]分培長系で呼出Lたモデル式をfHVlて、連続培養系のrsT¥1'j:産速度の准

定が可能である二とをIFした。

，1) :モデル式のパラメータを変えてシミユレーシ弓ンを行うことによって、繰返し回

分培器系と連続培長系の培養状態の相違について定企的に考察できた。

繰返し[[Jj 分tif建系での消長状態は非定常系であサ、手~・に土庁長状態変放が大きく変動

しているのに対し、連続系では'応定常系は維持されているものと認識されている。

確かに細胞密度、グルコース濃度、乳酸濃度、タンパク質濃度等は振動はするもの

の、[r:J]分培養不ほと?変動が大きくない状態は維持可能であるo しかし動物細胞t音楽で、

は連続系とはいっても、化学プラントバ見られるような定常系は達成困難であり、細

胞の生物学的なミクロの状態は常に変動しつつあるo繰返し白l分培養系で導出したモ

デル式か連続収・英系に適川できた前大の理由は、培養形態にかかわらず消長環境の良

百か同 4 レベルであり、細胞内部の状態もそれほどかけ離れていなかったためと考え

ているさ従って、生物学的なモデリングを行うときに重要なのは表面的な払態なので

はなく、細胞内部の状態まで乞ち入った解析が主要であるよとを裏付けている 即

ち、夫面的な状態変数に{itfI:したモテ・ル式は拡仮性に限界がfiiしることになるか、本

研究てぶしたように、ある詑度細胞内部の生化学的な状態を衣現しているモデル式な

らば、培1t形態を超えと佐保性が則待できるo

流動層別バイオリアクターやホ口一ファイパ-Z!lバイオリアクタ において細胞数

の推定が可能になれば、培養状態を抱握する場合や生理活性物質の生産性に影響を与

える要因を解析する Lで、非常に有効な手段となる 本市では、 5阜のモデル式のま

までは完墜とまではいえないが、流動層型バイオリアクターにおいて充分実用的であ

るよとが証明できた点で意義は大きいl 将来的にも、モデリング困難な培益系が多々

考衣・されるものと思われる E その様な場合のモテソレ式構築の}j法として、本研究で探

fIJしたような生化学的ノ〈ラメータを利用して、簡単な培養系でモデリングを行うこと

の符効性が見いだされるものと考えている p
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第6章の記号表
第7章総括

a 

D 

n
 
i

n

 

R
E
E
l
 

uuw 

内

v
ca 
G 

G I n 

G
n 

GO U l 

n 

L 

P 

P 

Huw 

n

o

 

p

p

 

n
 

-

v 

x 

(X.Y) 

ムL/6G

ν 
G 

ν 
p 

:式(5・4)のパラメータ

:希釈率[l/d ] 

:培地供給速度 [l/day ] 

nサイクル自の培地供給-回収速度[l/day ] 

:培養液回収速度[L/day ] 

:培養液中グルコース濃度[g/L ] 

:流入培地中グルコース濃度[g/l ] 

: nサイクル自の培養液中グルコース濃度 [g/L ] 

:回収培養液中グルコース濃度[g/L] 

:サンプリング回数

:培養液中乳酸濃度[g/L] 

:培養液中rsTM濃度[mg/l] 

:流入培地中rsTM濃度 [mg/l ] 

nサイクル自の培養液中rsTM濃度[mg/l] 

:回収培養液中rsTM濃度[mg/l] 

:時間[day ] 

nサイクル自の時間[day ] 

:リサイクル部位を含むYeraxsystem 1のリアクタ一体積[1 ] 

:細胞密度い06cells/ml] 

:総細胞数[1 06cells ] 

:乳酸生成量/グルコース消費量[%] 

:比グルコース消費速度[mg/( 1 06cellS. day) ] 

:比rsTM生産速度[11 g/(106cells.day)] 

7. 1 本論文の要約

動物細胞培養を利用した有用物質生産の研究は、昨今日ざましいものがあ

る。特に、商業レベルでは培地や培養装置の開発がかなり進んでいるむ しか

し、それらの材料を使用すれば、即、希望通りの結果が得られるわけでない

同じ培地や装置を用いても、培養方法によって結果は大きく異なるところが

動物細胞培養の難しさである。適切な培養方法を見つけ出すためには、細胞

の特性を初めとして、細胞増殖、有用物質生産、培養状態に関する特性を的

確に把握しなければならない。分子生物学的、生化学的現象論はかなりわか

ってきているものの、それらの現象を工学的レベルで把握し定量化すること

は、まだ難しいと言わざるをえなし、。培養状態としてのマクロな現象と、分

子生物学的、生化学的ミクロな現象の接点、因果関係がブラックボックスで

あり、捕らえきれていないことが原因である。本論文では、医薬品生産にお

いて経済的、かつ再現性のある生産方法を確立するために、化学工学的千j去

の特徴である生物反応速度論的アプローチを利用することによって、生化学

的現象を工学的レベルまで定量化して解析を行い、工学的応用展開を試みたに

第 2章では、形質転換CHO骨Kl細胞(CHO(21))をmし、て、培地組成やマイク
ロキャリア濃度などの基礎的な培養条件を検討することによって、種々の有

益な結論を得た。培地中グルコース濃度が到達細胞密度に影響していること、

培地中血清濃度が低いと、細胞増殖速度や到達細胞密度、及び有用物質!-I=_ ff[:_ 

性が血清濃度に依存して下がること、無血清培地の種類によって有用物質生

産性が大きく異なること、 ITESの添加によって有m物質生産性が飛躍的に上
がること、を明らかにした。この成果として高価な血清使用量の削減を可能

にし、かつ無血清化培養を確立することによ って、ダウンストリームとして

の精製工程の負荷を縮小することができた。また、マイクロキャリア濃度と

細胞増殖特性の関係を解析することによって、マイクロキャリア濃度がIg/I ~ 

6g/1の範囲では、細胞の増殖性に有意差がないことを明らかにした。その結果、

マイクロキャリアの最適使用量(I g/l)を決定し、血清と同様に高価なマイクロ

キャリアの使用量の削減によって、経済的な生産を達成した。 これらの基礎

的項目の成果は、工業的生産での最適化を目指す場合や、スケールアップで

良好な結果を得るための土台として、充分にその条件を備えた結果であった。
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第 3Ît~では、スケー，:，.ア ソ ブを指向したミニジャーファーメンター培養に

おいて、生物1'1.J.t. j主疫を用いて解析し、生化宇的現象を工学的レベルで考察

をH勺た その結果、 lf..fiR活性物質の生産性を高めゐt:めには、浴(f:厳素、
グ]'!，コース濃度、 f育英液 ~[]Jl!L間隔が重要な操作変数であり、それらの結果で

あるグルコースの乳隊への転化率(ム L'ムG)が重要な状態変数であるこ

とをlljjらかにした 』さらに、それらの操作変数や適切に設定し、ムし / 斗G

をf1~くキ1ftドj- る }j策を碓\1:した 。 その結果、培長液体間当りの r'i TM生産速度

の最大11むを~もく、ニとができた E それほど特殊な培接技 lij:を JH し、たわけではな

いドもかかわらず、初期細胞増殖期間の短期化(5 U )、 1(11di 濃度の低減

5切)、 fRtdaily培地による培養、さらに培養液回収サイクル期間の延長， 3

日間)による紙I州市培地使刷?をの低減、マイクロキャ jア使用症の削減(I g/l)、

純酸ぷjiJi~t による酸素使 tnhiの低減(O.l l/min)、など砲々の省コスト化戦略を

充分に満足した条件下で、極めて高い生理活性物質生産述度と培養の長期化

というり結果を得ることができたら従来からブラックボックスであった生化

学的現象とt官接状態との閃果関係を見つけ出し、適切な培護条件の設定を行

えた成果である。

第，1t;rでは、グリコサミノグリカン側鎖が付加しているトロンポモジιリン

p.，TV1 ，1体)の府発生産の特性を解析し、選択的にf'，T¥l1休を高生産する万策を明

らか;二した，r'iTMα 体及びr~fM (3体の発現し及ぼす必存自民紫の影響を考察し、高い

酸素供給トーで選択的にrsTMj体が高生産され。ことを見いだした凸 さらにム L/斗

G 比を指標とし、このflHZ汁l~ くするような培養条件によって、 rsTM(1体の生産性を

増大する ζとができることを明らかにしたo これらの培廷条件によって、総rsTMの

生産性とrs'lM (1のI.EI)E性の両方を矛盾なく高める万策が確立できたn 以仁、本章で

は、タンパク質だけではなく糟鎖をも考慮、して培養工学的に椋タンパク質の生産方

法を検討し、 *J!t~，員を付加したタンパク質の生産性を選択的にコントロールする }j策

を明らかにすることができた

第5r.tでは、 iP'IJ定結果を得るためのタイムフグか長い細胞数やタンパク質
正に閃して、オンラインでそれらの状態量を把握する万法論を提唱すること

ができた。 繰返し f~J 分培長系の実験データから、細胞放とグルコース消費速

度のfIl間関係、、政び!こr<;TM坐産速度と ムL/ムG比の相関関係を見いだす

ことによって、比グルコース消費速度及び比rsTM't t7;:速度を表す反応速喧
式を j早川したE そして、これらの反応速度式を利用して、細胞数、生理活性

物質の '1=. 陀 f;1: を推定する H~去を開発した 。
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;佐定ア Jt，コAリズム!二、

(.1， :グルコース消費速度から、細胞?を皮

2，:細胞密伎と比ハT¥1'1:産述皮の推定 f[i から、 r~ 丁、1 ν〉生産速度と培~液

中濃度

3! ~L;..r~ T¥l生産速度から、 h l~1 4.3{主計 r~TM α 体の生産速唆

をiif.定す令部分によって構成されt.:.o二の挑定1去によって、培主主初期にnJl.，、

た府地小血消凌度の{直にかかわらず、細胞数千発現タンパク質濃度などの府

主状態jEが推逗可能である、ことを示し、繰返しaJ分培養系において充分実m
的であることを実証した。

第6市では、 CHO(21)を連続培益系に適用した。培養初期に用いる血清濃度のさ

らなる低減に成功し、A!f;:血清t官接条件ドにおいとrsTMの高生産性を達成した。

CHO(21)培英・の特性解析を行っ た結果、無血清化後にr~TM生産速度が増人するのは、

細胞内部の代謝特性が変化したためであることを見いたしたE また、第5章で開発

した推定法を、無血清連続培安へ適月jした。連続回収培義i夜内のrsTMi濃度の推定結

果を示し、繰返し国分培養系の実験データを基に2(l.出したモデル式が、連続系流動

府~!バイオリアクターに 1; 1;、ても充分実用性があることを明らかにした。さらに、

モデル式のパラメータを変えてシミュレーションを行うことによって、繰返しM分

地「主主系と流動層型連続培養系の培詫状態のキ!lj主を、定jE;的に把握できることを明ら

かにした。
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7. 2 今後の展望

分子生物学的手法を用いてさまざまな有用タンパク質が創製されつつあるが、今

後は、それらの物質が細胞内部の生化学的な挙動に対して、どのような作用機構で

関与しているのかがしだいに明らかにされていくものと思われる。

本研究では、培養の初期に血清含有培地を用いた後に無血清培養を成功させたが、

血清組成中の全ての成分が同定され、かつ細胞に対する作用機構が解明されれば、

あらゆる種類の細胞について完全無血清培養も実現可能になる。細胞培養をより最

適なものに近付けるためには、細胞内部の生化学的現象に立ち入って解析すること

が不可欠であり、本研究で用いたような方法論は、益々発展していくであろう 。し

かし、今後は生化学的解析からさらに一歩進んだレベルで、 DNAやRNAを含めた分

子生物学的解析に基づいた培養現象のモデリングも、実現される日がくるものと考

えているp その際には、動物細胞培養の積極的な制御方法の開発や、細胞の性質そ

のものを工学的に制御することも期待できる。本研究では糖タンパク質の選択的生

産性について言及したが、現段階では緒についたばかりである。生化学的解析と 工

学的方法論の融合がさらに進めば、糖タンパク質の選択的生産性を工学的に精度良

く制御することや、糖構造を構成する糖組成についても工学的にアプローチするこ

とが可能になるであろう。本研究では、バイオリアクターや細胞固定化担体などの

ハード面の開発については対象とはしなかったが、それらについても益々発展して

いくものと思われる。ハード面と、先に述べたソフト面の技術的進歩がお互い補完

しあうことによって、動物細胞の培養技術は益々発展していくであろうし、また、

これらの技術の進歩にともなって細胞培養技術の応用範囲や適用方法、利用価値が

拡大していくことを期待している。
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所所長 同村勝博士、治水伸博土、大井清j原博士、清水範英博士、並びに医薬研究

所の方々に心から御礼申し 1:げます。

本研究の機会をおtj-えドさサ、ご指1号、ご鞭撞を賜りました埼玉第・製薬株式会

社 湯川弘会長、第ー化学薬品株式会社図吉家治社長、同常務取締役 平山忠

允博土、第~ -製薬株式会仕常務取締役諏訪要博士、例理事技術部長嶋田

定勝博 I~ 、同 静岡工場長 黒田宏紀待士に謹んて感謝申し上げます。

本研究の機会と学位lfi何3の機会をお与え下さり、激励とご支援をn易りました第ー
製薬株式会社 生産校術研究所 様原敏洋所長、武田勉副所長、木村-)之主任技師、

宮寺彰彦主任技師、並びに生産技術研究所の方々に深く感謝申し上げますM

本研究の機会をおう-えドさり、直接のご指導を賜りました第一製薬株式会社 特

別参与 分子生物研究主主長 古海満博士には謹んで!ß.~ ~4t 申し上げますD また、研

究遂行にあたりご指導とご助言、ご協jJを賜りましたIfiJfi探索第 7研究所の丸本恭
正博士、村上賢二博-1:、 [riJU分子生物研究室の佐藤混生博士、堀内正博-}:、坂野勝
一博土、杉山則文研究品、デボラスターンズ黒沢博士、脇田賢一室n、111下京子元
社員には心より感謝申し 1-，(fます円

最後に、学位取得にあたり、あらゆる面で支えてくれf、英 隆チに心から感謝致

します
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