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圏 資源・エネルギーから見たバイオテクノロジー先端技術

細胞大量培養技術
LargeScaleCultivationofMammalianCells
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動物細胞大量培養技術は今までワクチン用ウイルス

を増やすための手段として用いられてきた．しかしな

がら，動物細胞は，インターフェロン，リンフォカイ

ン，抗原，抗体，酵素，ホルモン，細胞増殖因子など

を産生しており，これらの中には学問的にも臨床的に

も重要な生理活性物質が含まれている．従来，これら

のものは，臓器または血液からしか採ることができな

かったが，これら生理活性物質を生産する手段として

動物細胞培養技術が注目を集めてきた．ワクチンは動

物細胞によって作られた中では大きな市場であり，動

物ワクチンとしては口蹄役，ヒトワクチンとしてはポ

リオ，風疹，狂犬病，麻疹，脳炎などが作られている!）

インターフェロンは風邪やある種のがんに対しての応

用，モノクローナル抗体は診断・治療・物質精製面へ

の応用が期待されている．口蹄役ワクチンの生爵)イ

ンターフェロンの生産§)モノクローナル抗体の生産4）

においては，それぞれ2,0004,8,0004,1,0004という

工業的規模で培養されている．

表1ProblemsofGenetically

EngineeredBacteria

Carbohydrate-freeproteins.

Intracellularlocation

Diffrentstericconfiguration

Plasmidinstability

Pharge

Proteolyticinactivation

Bacterialproteins

Toxins

Posttranslationalmodification

Plasmidstability

Biologicalactivity

て採取せざるを得ない．動物細胞を微生物と比べた場

合の欠点としては生育速度が遅いこと，培地が高価なこ

と，生産性が低いことなどがあげられる．今まで生産

性向上のために，胆。O2．温度・培地などによる細

胞生育環境の至適化，ホルモン･増殖因子・代謝制御

、ウイルスによる誘発や生産能の増大，灌流培養によ

る細胞収量の増大などがなされてきた．動物細胞培養

による物質生産は今後，高密度維持培養法の開発，無

血清培地の開発，組換え動物細胞株の使用などにより

十分対処できるであろう．

ヒト細胞由来の新規生理活性物質の遺伝子を効率よ

く取出して塩基性配列を調べるためにも先ず動物細胞

培養が必要であり，上述のように動物細胞による物質

生産においても動物細胞大量培養技術の重要性はます

ます高まりつつあるといえる●

1．細胞大量培養の必要性

動物細胞によって産生される蛋白性生理活性物質の

量は，きわめて少なく比活性の高いものが大部分であ

る．ホルモンの場合で0.1～50ng/106cells/日であり，

酵素の場合でも0.1"g程度である．このような物質を

大量生産する方法としては，動物細胞を大量に培養し

直接その物質を単離する方法と遺伝子工学によって微

生物に大量に作らせる方法とがある．大腸菌を中心と

する微生物を用いた物質生産は，生産性において有利

であるが，いくつかの問題が指摘され始めた．たとえ

ば糖鎖が蛋白質と結合し，それが物質の活性．安定性

に重要な役割を果している場合，蛋白質の三次元構造

の正しい保持が必要な場合などがある（表1）.そのよ

うな場合，動物細胞できればヒト細胞を大量に培養し

2．動物細胞培養技術

動物細胞大量培養は，基本的には微生物大量培養技

術が応用できるものの，動物細胞は微生物より大きく

て剪断力に弱く，栄養要求性が複雑であり，血清ある

いは増殖因子依存性があるため多くの工夫力&必要とな

ってくる．
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動物細胞の生育様式は二つのタイプに分けることが

できる．大部分の細胞は固体表面に付着して単層状に

生育する．一方，血液やリンパ組織に起源をもつ細胞，

ハイブリドーマ細胞，いくつかのがん細胞やトランス

フォームした細胞の場合は浮遊した状態で生育するこ

とができる．浮遊細胞の方が大量培養は容易である．

vanWezel5)JPLevineら6）によってマイクロキャリアが

開発されたことにより壁付着性細胞も浮遊細胞培養と

類似の方法で大量培養ができるようになった．

動物細胞の大量培養を試みる場合，そのモデルとし

て理想的条件があるとすれば，それは生体そのものと

いうことになる．大量培養に際しては培地pH,溶存

酸素，撹伴と剪断力，老廃物の除去などを考慮する必

要がある．詳細は成害7,8)を参照していただくとして，

ここでは無血清培地と高密度培養化についてとりあげ

てみる．

2.1無血清培地の開発

動物細胞の培地としてはアミノ酸，ビタミン、無機

塩類および糖などから成る基礎培地のほか万能薬とし

て動物の血清が5～10％加えられている．血清の役割

としてはホルモン，増殖因子，微量栄養素，微量金属

イオンの供給，接着因子やトリプシンインヒビターの

表2CommerciallyAvailableSerum-freeMediumandSerumReplacements

Manufacture

Nu-serumCollaborative

Res・Lab.

HB101HanaMedia

H B201"

HB301 〃

HB102"

HB103"

SerXtend 〃

HL-1VentrexLab.

NutridomaBoehringer
Manheim

KC2000KCBiological

NutricyteJ.BrooksLab.

SerumlessGIBCO
－－つ

UltroserGLKB

NutricloneTechniclone

Supplements

Insulin,Transferrin,EGF

ECGF,Progesteron,Teststerone
Hydrocortisone,Estradiol

Phosphoroethanolamine,T
Selenium

Insulin,Transferrin,

Ethanolamine,Asparagine

〃

〃

Insulin,Transferrin

Ethanolamine,Selenium

Ethanolamine,Selenium

Mercaptoethanol,LDL
Oleicacid

Transferrin

Insulin,Transferrln， EGF

FGF,Hydrocortisone,T
Ethanolamine,Selenium

MitogenicGF

Insulin,Transferrin

Teststerone,Selenium

3

Ethanolamine,Fatty acids

Transferrin,Fetuin

Fatty acids

(9components)

Insulin

Insulin

3

*proteincontentofFCS10%-4300mg/L

－ 5 0 －

Serum

orAlubumin’
Additive

proteincontent(

FCS 1,347

(2.5％）

BSA 765

BSA 120

BSA 25

HSA 700

BSA 2,308

＜30

HSA 46

BSA 250

40

LA 2,000

BSA 860
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含有，緩衡作用，保護作用などをあげることができる．

無血清培地の開発に際しては，これらの点を考慮すれ

ばよい．G・Satoらによって提唱された方法?)すなわち

血清を増殖因子やホルモンの組合せで置換するという

方法が多くの研究機関で応用されている．現在市販さ

れている血清代替培地（表2）の多くは，血清成分で

ある血清アルブミン(BSA)を含んでおり完全な無血

清培地とは言い難い．それでも血清含有培地と比べる

と蛋白含量が少ないということで使用されている．無

血清培地の必要性は培養目的によって異なってくる．

たんに細胞を採るのであれば,chemicallydefined

でなくても安価であればよい．精製を容易にするため

であれば，無血清が望ましいが,BSAが入っていても，

また少量の血清を加えてもよいであろう．しかし，コ

ンディションドメディム中より生理活性物質を単離す

るためには,chemicallydefinedが必須となる．動

物細胞が産生する生理活性物質はきわめて微量であり，

そのため現状の血清含有培地からの採取では血清由来

の異種蛋白が混入し分離精製を困難にしている．現在，

無血清培養ｶﾐ可能とされている多くの細胞はインシュ

リン，トランスフェリン，セレニウムを要求している

けれども，それらの既知増殖因子の組合せだけでは血

清と同等の効果を示すには不十分な場合が多い．その

ため新規な細胞増殖促進物質を探索する必要がある．

無蛋白培地で生育できる細胞株はautocrineな増殖因

子を産生し利用して生育していると考えられる．事実，

筆者らは，白血病由来無蛋白培地生育株の培養液中か

ら汎用性ある因子を見出している叩)これらが無血清培

地の改良に結び付くかも知れない．今後は，このよう

な新規細胞増殖因子の探索，微量金属イオンの再検討，

生育阻害物質除去剤の検討が行われ，終局的にはオー

トクレーグ可能で且つ低コストの無血清培地が開発さ

れるであろう．

2．2高蜜度培謝上

動物細胞の大量培養の目的は，できるだけ大量の細

胞を得ること，目的とする生理活性物質を含有するコ

ンディションドメディムを得ることである．細胞濃度

と生理活性物質の産生は，ある程度相関していると考

えられるので高密度な細胞が得られるような培養シス

テム・装置を考えて生産効率の向上をめざす必要がある．

高密度化が可能となればタンク建設費の節減はもちろ

んのこと，生育速度が遅いことによる雑菌汚染の機会

も少なくなる．

通常の培養法では，細胞の単位培養液当りの密度が

山
Batch

pH，Temp，DO

>ぐ素
Time
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pH，Temp，DO

NutrientS

Wastes

Time
Fed-Batch

‘pH，Temp、DO

Nutrients，Wastes

Perfusion Time

図-1Environmcntalcharacteristicsofbatch,

fed-batch,andperfusioncultures.

(Glacken,M.W.eta1.,1983)3)

生体に比べて小さい．細胞高密度培養の制限因子とし

ては生育阻害物質の蓄積，必須栄養源の枯渇，溶存酸

素の枯渇，急激なpHの低下などをあげることができる．

細胞生育阻害物質を除去し新鮮な培養液を補給するこ

とにより高い細胞密度が得られる』'''2)そこで,連続的

に生育阻害物質を系外に排出し新しい培養液を系内に

導入する方式が当然考えられてくる．この方式は灌流

培養システム(PerfusiOn)と呼ばれ，生体内細胞の

血液循環システムにより近い状態といえる．灌流連続

培養の長所を図-1,表3に示す．各種の培養装置を用

いて灌流培養を行って高密度な細胞が得られている(表

4)．細胞を固定化する方法で高密度な細胞が得られて

表3ComparisonofCostsofBatchvs.Continous

ProcessofproductionofMammalianCells

Fermentorvolume（4）

Maximumcellpopulation(xlO6/ml)

Dayoffirstharvest

Numberofhervestdays

Totalcellsharvested(xlO9)

Gramscellyield/week(9)

Totalserumused（2）

Costofserum-freemedium($)

Costofserum($)

Totalmediumcost($)

Cost/gramsOfcells($)

(W.F.McLimans,1979)14)

Batch

10

1．4

2－3

11

38．5

22．5

6．5

85.41
ら

52.00

137.41

6．11

Continuous

10

10

5－6

8

800

467

12

157.68

96.00

253.68

0．54
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表4SuspensionCultureSystems
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airdriven

＆

hybrids

impeIIer

driven

いるものの，これらはスケールアップに難があり，ス

ケールアップが容易な型での高密度化が望まれている．

3．細胞培養法および装置
うち，代表的な三つのシステムを比較してみると表5

のようになり，高密度化において細胞の固定化，スケ

表5ComparisonofUnitCultureSystemsfor

AnchorageDependentCells

培養においては，図-2に示すような培養槽，撹伴方

式が考えられるが，スケールアップが容易なこと，プ

ロセス制御が簡単で培養経過がモニターできること，

均一性ある培養，高密度化ができることが必要である．

壁付着性細胞に対しては，さらに培養容積に対する表

面積が大きいこと，トランスファーが容易であること，

基質の再使用性などが要求されてくる．壁付着性細胞

の場合は，培養表面積/容積(SurfacetoVolume:

S/V)の増大がポイントであり，これまでS/Vを上げ

るために種々の工夫がなされてきた（図-3).それらの なbeadl5R／L

n．盲
Multiplate Spiralfilm
propagator S/V=4．0
S/V=1.7

。
Plasticbags
S/V=5．0

閏雷
圭
一 4 6 5

鯵
Glassbead

propagator

S/V=10．0

ArtincialCapillaries
S/V=30.7

Microcarrier

Suspenaon

S/V=122(209/1)

=153(259ﾊ）

L叙つ］
Gyrogenwithtubes

S/V=1．2
Jensenstubularspiraifilm

JノV－L・こ

S/V=9.4

Surface-to-volumeratios(cm~1)ofvariousmethodstoculrueanchorage
dependentcells・Glacken,M、W・eta1．，1983

図－3壁付着性細胞培養装置

－52－

system method cellyield/ml
Stirredreactor

Airlift

Mediumchange
orContinuousflow

〃

5xlO

5xlO

6

6

Spinfilter
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Encapsulation

Membroferm

Fibreentrapment

Acusyst-P

Perfusion

″
〃
″
″
〃

６
７
７
７
８
８

０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１

ｘ
ｘ
ｘ
Ｘ
ｘ
ｘ

７
１
１
２
１
１

Roller

culture

ImObilized

fibe庵

Microcarrier

culture

Highcelldensity

匙aleuppotential

SimpleprOcesscOntrOl

Changearea:volumeratio

Monitorculture

Homogeneity

Re-utilizablesubstrate

帯

一
一
一

＋＋

一
一

｝
＋
汁
什
一
一
㈲

帯
帯

一

》
》

》
一

Surfacearea(cm2/4medium)

Celldensity（109“11s/Cmedi11m）

3,750

1.0

40.000

1m､0

69.噸

7.0
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－ルアッフ°の点ではマイクロキャリアが優れている．

3．1細胞固定化培養法

細胞を固定化して培養する方法がいくつか報告され

ている．培養液中に懸濁され，ゆるやかに撹伴されて

いるマイクロビーズ上に壁付着性細胞を単層状に生育

マイクロキャリア培養法'6)がある．ビーズは電荷が少

なく，比重1.03,大きさ200仏で吸着性の少ないものが

いくつか市販されている17)逆に動物細胞をビーズ内に

封入して培養するマイクロカプセル培養法'8)もある．

動物細胞をアルギン酸ナトリウムのゲル内に包括し，

その囲りにポリーL-リジンの半透過性膜を形成させ

る．培養液中の栄養物質は自由にカブ。セル内外を流れ

るがｳカプセル内の細胞によって産生された高分子物

質はカプセル内に蓄積されていく．アルギン酸ナトリ

ウム，アガロース，ゼラチンゲルに包括するゲルトラ

ップ培養法'9)は産生物質，細胞は培養液中に流出して

くる．この場合は連続培養も可能となる．内径200",

の中空繊維上に細胞を生育させるホローファイバー培

養法釦'21)もある．ファイバーの中に栄養物質を，外に

炭酸ガスや空気を送って培養する方法であり，かなり

の高密度細胞が得られている．またホローファイバー

の代りにセラミック担体に細胞を固定化する培養法22）

も報告されている．細胞培養の基質として，より生体

の条件に近いコラーゲンゲル上に培養したのち，ゲル

を容器から剥離して浮遊させる浮遊コラーケンゲル培

養法羽)の場合,剥離したゲルは徐々 に収縮して細胞は

j〃･"”0に近い円柱状に変化する．分化機能を維持さ

せる培養法として有効であろう．

3.2通気撹梓培養法

この方法は微生物大量培養技術を基盤に確立されて

きた.Actonら24)は大量培養システムを確立し，種々

のリンパ系細胞での培養を試みた．種細胞は，再現性

を期すために同一の凍結保存細胞を用い，順次培養規

模を拡大していく．ファメンタにはマリンブレイド型

インペラーを用い,CO2,O2,N2,Airなどで溶存

酸素を制御している．現在，この方法で8k4の規模で

実施されている?)この方式での細胞到達密度は2～3

xlO6cells/m@程度であり，半回分培養操作により細

胞を入手する方向で検討が進められている．浮遊細胞

の培養では，剪断力の減少も一つのポイントであり，

インペラーによる剪断の影響を少なくするためAirに

よって撹伴する気泡塔を採用しているところもある．

この方式でも1k4のスケールで実施されている4)

159

3．3灌流培養法

高密度に細胞を培養するためには前述したように灌

流培養システムが考えられる.最初は1965年Himme

-lfarbらによってスピンフィルターとして報告され

た?5)これを発展させてMonsanto社は442の中規模培

養ｼｽﾃﾑを開発した”彼らは,1~2ﾙ穴の垂直状

のポールセラインフィルターを用い，目詰りを防ぐた

めモノフィラメント布を併用した．筆者ら26)は，動物

細胞が比較的大きく，比重も大きい点に注目し，細胞

沈澱管を利用した灌流培養システム(conesedimen-

tation)を考案し，ナマルバ細胞を1×107CellS/m4

まで高密度化することができた．

3．4灌流培養の今後

灌流培養によって細胞は107CellS/m4に到達するが，

高密度になればなるほど生育阻害物質の蓄積は当然多

くなり灌流のみでは生育阻害物質の除去は完全でなく，

効率的な除去装置を併呑した灌流培養システムを開発

していく必要がある.とくにアンモニアの濃度は4mM

以上になると生育阻害が生じる.Holleyら27)は2mM

のアンモニアと11mMの乳酸を加えると細胞の増殖は

30％に減少し，血清濃度ｶﾐ低い場合には，その阻害は

より顕著になることを報告している．筆者ら'0)は,透

析培養することによりアンモニア濃度を2mM以下に

保ち，ナバルバ細胞を3×107cellS/m4まで高密度化

することができ，また培地中のグルタミン濃度を制限

することによってアンモニア濃度を低減できることを

報告した'0).今後,蓄積老廃物除去法，効率的な酸素供

給法の開発がなされなければ，より高密度な細胞が得

られるようになると思われる．

4．モノクローナル抗体の生産

一つの例としてハイブリドーマによるモノクローナ

ル抗体(mAb)の生産を取り上げてみる．mAbを診

断用としてのみ用いるのであれば,gオーダーあれば

よく，マウス腹水による生産で十分であるが，今後治

療用に使用されるとなると,kgのmAb;が要求され,マ

ウス2～3万匹が必要となる．マウス腹水による生産

は，量的な問題のみならずコスト面,endogenous

virusのチェックなどの問題がある.したがって，効率

的生産法の開発が急務とされている．従来の細胞培養

法においては腹水に比べて生産性が低いということカヌ

問題であったが，抗体産生量は細胞濃度に比例するの

で高密度培養を採用することによって効率的にmAbを

採取できるようになった（表6，表7）．また，細胞の
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表6SpecificRateofMonoclonalAntibodyProduction

Data
Specificrate

(molecule/cell/sec

Ascites 10mg/10day,108cells/10day,10days 464

Perfusion

(fromH.Murakami)
麹）

930m9/7xlO
6
x350ml/12days 1028

Encapsulation

(fromDamonBiotech)
2.8mg/m1,107cells/m1,10days 1300

Cytostat

(fromFazekas)
羽） 56.4mg/day,106cells/mlx443ml/day 5913

表7YieldofMonoclonalAntibodies

byMurineHybridoma

Batch

Semi-continuous

Perfusion

15mg/4/day

27mg/4/day

660mg/4/day

*390"g/2.2×107cellsﾉml

(S,Reuvenyetal.,1985)30)

環境条件の改良によっても，その生産性を上げること

もできる?')

Celltech社はdeep-tankfermenterを用いた気泡

塔培養法を開発した#)ハイブリドーマ23株を培養し，

プロセスの至適化により細胞濃度2×106cells/m4で

mAbを平均102"g/m4採取でき,1バッチ100gの生産

が可能となった．Endotronics社は，ホローファイバ

ーを用いてハイブリドーマを培養しファイバーの内外

の圧力を周期的に変える培養法(ACUSYST-P@)を開

発した．培養液を6～244/日流し，0.5～6.7mg/m4の

mAbを1～24得ることができる．KCBiological

社は，ローラーボトル50本分に相当するセラミック培

養装置(OPTICEL｡を開発し，平均175"g/m4の

mAbが1日当り10～124得られ,1カ月で109採取で

きるとしている?2)DomanBiotech社は，ハイブリ

ドーマを半透過性膜に包括し,mAbをカプセル内に集

積する培養法(ENCAPCEL@)を開発した』8)カプセ

ル内に10mg/m4のmAbを集積でき，従来の培養法に

比べると50～100倍のmAbが得られ精製も容易である

としている．KaryonTechnology社は,ハイブリド

ーマをアルギン酸ナトリウムゲル内に増殖させる培養

法(GELTRAP(D)を開発し細胞密度は4×107CellS

/m4になり,mAbを約200"g/m4得ている.Bio-R

-esponse社は,生きた牛のリンパ液を循環させてホロ

ーファイバーチャンバー内に送り，ハイブリドーマを

培養するシステム(MCT@)を開発した.33)牛1頭1

日当り59のmAbを採取している.各種培養法図-･4,

表8に示した．

5．将来の展望

スケールアップの障壁となっている要素のうち，い

くつかは解決されてきたが，今後さらに改良されるべ

き課題としては，（1勵率的酸素供給法，（2膳積老廃物

表8CultureSystemforAnimalCells

Scale

Culturetype

Anchorage

dependent

cells

’
Suspention
cells

small －

･Flask･Rollerbottle

･Multitray

･Membrane[Millipore]
･Ceramic[KCBiological]

Large

$!Immobilized

’
･Hollowfiber[Monsanto,Amicon,Endotronics,Bio-Response]

cells" ･Encapsulation[Damon]

･Entrapment[Kayron,Univ.ofAgr.]

･Microcarrier[Tray,Rijk,Melhux]
･Flask・Spinnerculture･Stirredculture[Wellcome,NCI,Israel]

･Airliftculture[Celltech,Univ・ofAgr.]
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除去法，(3)プロセス制御のためのハードウエア，ソフ

トウエアの開発,(4m清代替物の開発などがあげられ

よう．将来は，よりきめ細かな制御をすることによっ

て微生物並みの培養は可能となるであろう．

工業レベルでの物質生産を考える場合は，大量培養

法，物質生産法，そして次の段階である物質精製を含

めたトータルプロセスの中で至適な大量培養法を考え

ていくべきであろう．

筆者らの研究は通産省工業技術院次世代産業基盤技

術研究開発制度による委託研究の一部である．
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