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第1章 序論 

 

第1節 研究背景 

 

1) モノクローナル抗体発現宿主としての CHO細胞 

過去 10 年間で、治療用モノクローナル抗体の販売承認は、数と種類の両面で大幅に増加

している。現在、欧州医薬品庁と米国食品医薬品局によって 100 種類以上のモノクローナ

ル抗体医薬品が承認されており、その中には 2023 年 11 月 17 日までの 1 年間に初めて

承認された 16 種類の新しい抗体治療製品が含まれる 1, 2。 

モノクローナル抗体医薬品は、チャイニーズハムスター卵巣 (Chinese Hamster Ovary、

CHO) 細胞や NS0、Sp2/0 などのマウス骨髄腫細胞、及び大腸菌細胞を使用して製造され

ている。このうち最も一般的に使用されている宿主細胞は CHO 細胞であり、もともとは

チャイニーズハムスター (Cricetulus griseus) の卵巣組織から樹立され 3、現在、バイオ医

薬品タンパク質、特にモノクローナル抗体の製造によく使用される宿主細胞となっている 4。 

CHO 細胞を宿主細胞として使用することには、いくつかの利点がある 5。特に、CHO 細

胞は医薬品タンパク質生産に適した翻訳後修飾システムを備えており、修飾される糖鎖構

造がヒト型に類似していて抗原性が低いことが一般的に言われている 6。また、CHO 細胞

ではげっ歯類特有のレトロウイルスが検出されるが、このウイルス群は人には感染しない

ことが確認されており、International Conference on Harmonisation (ICH) Guideline Q5A

において簡便な安全性評価をすることが認められている 7。規制当局の承認実績も多く実証

されている。製造の観点から見ると、CHO 細胞は無血清培養に容易に適応でき、また、高

細胞濃度浮遊培養への適用も可能であるため、バイオリアクターを用いた大規模製造に適

している 8。CHO 細胞を用いたモノクローナル抗体の製造プロセスは継続して改良が行わ
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れており、現在ではその収量はフェドバッチ培養で 10 g L-1にも達している 9, 10, 11。 

 

2) モノクローナル抗体医薬品における細胞株構築の位置づけ 

CHO細胞により生産されたモノクローナル抗体は翻訳後修飾を受け、その翻訳後修飾の

割合は抗体の機能、安定性、安全性において重要な役割を果たす 12, 13。同一のモノクロー

ナル抗体を生産させたとしても、細胞株により翻訳後修飾の割合は異なるため、臨床開発初

期の治験薬製造に使用した細胞株を臨床開発後期において変更することは、モノクローナ

ル抗体の同等性、安全性の証明など規制当局への説明が求められるリスクがあり 14、避け

られる傾向にある。そのため、臨床開発初期段階で選定された細胞株がその後の臨床開発後

期、商用生産でも使用されることになり、臨床開発初期段階で十分な株評価を行い、バイオ

医薬品製造に用いる細胞株として望ましい特性を持つ細胞株を選定することが重要となる。 

モノクローナル抗体を含めバイオ医薬品における、分子種決定から宿主細胞を用いたタ

ンパク質生産細胞株を樹立する工程が細胞株構築 (Cell Line Development) プロセスであ

る。細胞株構築プロセスでは、目的遺伝子を導入した細胞集団からクローニングし、その後、

数百の細胞株について細胞増殖や目的タンパク質生産性能などの特性評価と選択を数回繰

り返すことで、望ましい特性を持つ細胞株を選抜する。ランダム挿入の場合、細胞株ごとに

目的遺伝子の染色体上の挿入部位が変わること、また CHO細胞にすでに存在する遺伝的異

質性により、細胞増殖性能や目的タンパク質生産性能が異なる細胞株が出現する 15。これら

の細胞株の中からバイオ医薬品製造に用いる細胞株として望ましい特性を有する細胞株を

選抜することになるため、細胞株構築プロセスには時間と手間がかかる 16。望ましい細胞株

を取得するにはできるだけ多くの細胞株を定量的に評価することが必要となるが、医薬品

の開発の最も重要な事項の 1つは、開発時間（タイムライン）の短縮であり、細胞株構築プ

ロセスの効率化、迅速化が求められている 17。 
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図 1 CHO細胞株の構築プロセスから製造までの流れ 

 

図 1 に CHO 細胞株の構築プロセスから製造までの流れを示す。細胞株構築プロセスで

は、遺伝子導入した細胞集団から細胞を 1 つ 1 つ分離するクローニングを行い、その後細

胞を増殖させ、特性評価により選抜し、培養容器を大きくして拡張培養を繰り返す。最初の

培養容器には、通常 96 ウェルプレートが用いられる。細胞が十分に増殖した後に生産物濃

度を測定し生産性が高い細胞株を選択、24 ウェルプレートへ継代し、拡張培養を行う。プ

レート培養以降、振とうフラスコ、通気撹拌培養槽を用いた評価を行い、最終的なタンパク

質生産細胞株を選抜する。 

 

3) 細胞株構築の効率化 

細胞株構築における 96 ウェルプレート及び 24 ウェルプレート段階での培養方法は、通

常は静置培養である。一方で、最終的なバイオ医薬品製造においては、多くの場合、通気撹

拌培養槽を用いた浮遊培養が行われる。浮遊培養でのフェドバッチ培養と静置培養でのバ
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ッチ培養との相関性は低いことが報告されている 18。これは、フェドバッチ培養で高いタン

パク質生産能を示す細胞株であったとしても、静置培養でのタンパク質生産能が低い場合

は細胞株構築の早期段階で除外されてしまうリスクを示唆している。早期段階で浮遊フェ

ドバッチ培養を用いたスクリーニングを行うことにより、潜在的に高生産細胞株を見逃す

可能性を最小限に抑えることができる。振とうフラスコを用いた培養は、浮遊培養で細胞増

殖、培養特性のモニタリングに十分なサンプル量を供給できるプラットフォームとして確

立されているが、1本 1本のマニュアル操作が基本であるため多数の細胞株を同時に処理す

るためには多くの工数が必要となる。効率的なスクリーニングのために、自動化された培養

システムも開発され、細胞培養のプロセス開発に利用されている 19, 20。自動化により省力

化、効率化は達成されるが、これらの自動化培養システムは高価なシステムの導入が必要で

あり、培養容器自体が複雑となり振とうフラスコと比較して高価であることが多くランニ

ングコストが高くなるため、その利用には制限がある。安価で効率的な培養プラットフォー

ムとしてウェルプレートを用いた培養があり、マルチチャンネルピペットを使用すること

で、細胞播種やサンプリングを効率的に行うことができる。しかしながら、96 ウェルプレ

ートでは 100 µL、24ウェルプレートでは 1 mL程度での培養が一般的であり、限られた液

量のため培養状態を経時的に測定することが難しい。より大量の液量を取り扱うことがで

きるよう、各ウェルの深さを増したディープウェルプレート (DWP) が開発された。通常の

ウェルプレートの高さが 15 mm程度であるのに対し DWPの高さは 45 mm程度であり、

ウェル容積は通常の 96ウェルプレートが 0.2から 0.3 mL、24 ウェルプレートが 2から 3 

mL程度であるのに対し 96 DWPは 2 mL程度、24 DWPは 10 mL程度である。プレート

の平面上の面積は変わらないが、より容積を増やすためにウェルの形状は丸型よりも角型

が多く用いられている。DWPの平面形状は通常のウェルプレートと変わらないため、ウェ

ルプレートが有する作業の簡便性を維持したまま培養液量を増やすことができ、CHO細胞
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の培養においても活用されている 21。24 DWPでは 4 mL程度で振とう培養が可能であり、

24 ウェルプレート培養と比較して 4 倍程度の培養液量があることから、培養状態を分析す

るために経時的に複数回サンプリングしても培養環境に影響しない培養液量を維持できる

と期待される。 

細胞株スクリーニングにおける重要な要素の 1 つとして、各細胞株を正しく評価するこ

とが挙げられる。一般的なウェルプレートと蓋においては、プレート周辺の蓋とプレートの

隙間によりプレート内部と外部環境とのガス交換が行われる。プレートの中央に位置する

ウェルでは周囲のウェルを介してガス交換が行われることになり、ウェルのプレート上の

位置により外部環境とのガス交換効率に差異が生じる。ウェル位置によるガス交換効率の

違いから培養中に蒸発する培地の量が異なり、蒸発が多いウェルの細胞株の抗体濃度の増

加は過大評価され、さらに、細胞培養における細胞増殖やタンパク質生産がガス交換効率の

違いによっても影響を受ける可能性がある。そのため、DWP フェッドバッチ培養をモノク

ローナル抗体生産細胞株構築プロセスに組み込むためには、プレート内のウェル位置によ

る培養環境の違いを最小限に抑える必要がある。 

製造にとってより望ましい性質の細胞株を構築するためには、可能な限り多くの多様な

細胞株を評価し、選抜することが必要である。一方で、細胞株構築が行われるのは、まだ候

補医薬品の安全性、有効性が確認できていない段階であり、細胞株構築にかけられる工数に

は限りがある。前述した通り、細胞株構築プロセスにおいては、作業が簡便なプレートを用

いた静置培養にて数百の細胞株を評価し、選別された数十の細胞株について振とうフラス

コを用いた浮遊培養による評価が行われている。浮遊培養において多数の細胞株を評価で

きないのは振とうフラスコ培養の作業性が低いためである。一度に多くの培養評価が可能

であることから 96 DWP を用いた培養方法が報告されているが、培養液量が限られるため

培養終了時の 1 点のみでの測定となってしまう 22。複数のウェルから培養液を抜き取って
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混合しサンプル量を確保することで培養の経時的な推移を評価することはできるが、同一

条件で複数のウェルを使用することになるため、一度に評価可能な条件数は少なくなって

しまう 23。培養液量の少なさをカバーするために培養液を抜き取らずに培養状態を測定す

る手法として、96 DWPでの酸素移動速度 (oxygen transfer rate (OTR)) を測定可能な装

置が開発された 24。液中の酸素濃度が有意に変化しない限り細胞による酸素消費速度 

(Oxygen uptake rate (OUR)) は OTR と等しいと仮定し、OUR と生細胞濃度との相関か

ら、培養中の OTRを測定することにより培養液を抜き取ることなく生細胞濃度を推定する

ことが可能となった 25。しかし、依然として培養中の代謝産物を測定するには培養液の抜

き取りが必要であり、培養状態の経時的な推移を評価するには 96 DWP より容積が大きい

24 DWP を用いた培養が有用と言える。24 DWP の細胞株構築プロセスへの適用に関する

研究も行われており、Chaturvedi らや Tangらがそれぞれ培養 7 日間、培養 4日間におけ

るウェル位置による生細胞濃度への影響を報告している 26, 27。ウェル位置による細胞培養

への影響の要因として、単位時間当たりの蒸発量の差異が考えられる。蒸発量の差は時間と

ともに大きくなることから、2週間程度のフェドバッチ培養を想定する場合は同期間におけ

る差異を評価する必要がある。また、Moraらの研究では、振とうフラスコ培養により生産

される抗体の品質特性 (サイズバリアント、電荷類縁体、糖鎖修飾) について、絶対値は異

なるが、24 DWP培養により評価できる可能性が示された 28。Moraらの研究では乳酸など

の代謝産物の推移について示されていないが、抗体の品質特性は細胞の代謝により影響を

受けるため 29、品質特性の差異の要因を調査する上で代謝産物推移の培養法間差について

検証することは重要である。24 DWP 培養の研究は主に、現在振とうフラスコを用いて実

施している培養評価の効率化を目指して行われており、著者が知る範囲では、細胞株構築プ

ロセスの静置培養評価の代替として適用することで浮遊培養で評価する母集団を増やし、

得られる細胞株の培養特性を従来法と比較した報告はない。 
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本博士論文では、簡便に作業できる 24 DWP を用い、2 週間程度の培養期間にわたりウ

ェル位置によらず均一な培養環境で細胞培養が行え、振とうフラスコと同等の細胞培養特

性 (細胞増殖能、抗体生産能、代謝産物推移) を評価できる培養方法の構築を試みた。また、

構築した培養法を細胞株構築プロセスの 24 ウェルプレート評価段階の細胞株評価に適用

し、多様な細胞株を浮遊培養評価することの有用性を検証した。細胞株構築プロセスで利用

できるウェルプレートによる浮遊培養評価手法を構築することで、浮遊培養で評価できる

細胞株数を大幅に増加させ、細胞株構築プロセスの迅速化、効率化を通して、バイオ医薬品

の開発・製造コスト低減、開発期間の短縮に貢献する。 

 

第2節 博士論文構成 

本博士論文では、CHO細胞を宿主としたモノクローナル抗体生産細胞株取得スキームの

迅速化、効率化を目指し、フェドバッチ培養による細胞株評価への 24 DWP の適用を試み

た。本博士論文の構成は以下のとおりである。 

第 2 章では、プレートを用いたフェドバッチ培養の課題となる、ウェル間の不均一性を

解消した培養条件の構築を試みた。培養環境下での蒸発量、浸透圧変化を指標に、ウェル間

で均一な培養環境を維持するためのサンドイッチリッドの有用性を評価した。また、同一細

胞株で 24 DWP を用いたフェドバッチ培養を行い、細胞増殖、生産抗体濃度を指標に、ウ

ェルの位置による培養結果の偏りがないかを評価した。 

第 3 章では、同一のモノクローナル抗体を生産する複数の細胞株を用いてフェドバッチ

培養を行い、振とうフラスコを用いたフェドバッチ培養と比較することで、24 DWP が振

とうフラスコの代替培養容器として利用可能であるか評価した。また、モノクローナル抗体

生産細胞株構築プロセスにおいて 24 DWP を用いたフェドバッチ培養による細胞株評価を

行い、得られた細胞株群の特性を従来のプロセスで構築された細胞株群と比較し、24 DWP
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を用いたフェドバッチ培養導入による有用性を評価した。 

第 4 章では、第 3 章までの研究内容をまとめると共に本博士論文の結論を示し、今後の

研究の展望を述べた。 

本博士論文の構成を図 2に示す。 

 

図 2 本博士論文の構成 
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第2章 ウェル位置による培養環境、細胞培養への影響解析 

 

第1節 緒言 

24 DWP を用いたフェッドバッチ培養プロセスを確立する際の課題の 1 つとして、ウェ

ル間の培養環境の不均一性が挙げられる。標準的に市販されているプレートの蓋は、単一の

プラスチックの板でプレート全体を覆うものである。蓋には穴がないため、プレート内の培

養液のガス交換は、プレートの四方の蓋と本体の間の隙間を通じて行われる (図 3A)。プレ

ートの中心に位置するウェルは外部環境と直接接しておらず、外部環境からの影響を受け

にくい。一方で、プレートの周囲のウェルは外環境と接しており、特に角のウェルはその二

面が外部環境と接している。この外部環境との接触面の数の違いが、各ウェルの培養環境の

違いを引き起こすと考えられる。本博士論文では外部環境と接している面の数に基づいて、

プレート上のウェルを次の 3 つのグループに分類した。1 つ目を外部環境と 2 つの面を接

しているコーナーウェル (図 3C、A1、A6、D1、D6 ウェル)、2 つ目を外部環境と一つの

面が接触しているエッジウェル (図 3C、A2 – A5、B1、B6、C1、C6、D2 – D5ウェル)、

3つ目を外部環境と接していないインサイドウェル (図 3C、B2 – B5、C2 – C5ウェル) と

した。 

フェッドバッチ培養では一般的に 2 週間程度培養を継続するため、培養液の蒸発は重要

な培養環境の変化となる。蒸発により培養液が濃縮されることで浸透圧が上昇する。いくつ

かの研究では、浸透圧の変化が CHO細胞の増殖と生産性に影響を与えることが確認されて

いる 30, 31, 32, 33。そのため、ウェル間の浸透圧の違いは、プレートを用いた細胞株評価にお

いて不要なバイアスを引き起こす可能性がある。また、同量のモノクローナル抗体を生産し

ていたとしても、培養液の濃縮度合いの違いにより見かけの抗体濃度が変わり、そのウェル

で培養されている細胞株の性能を過大評価してしまう可能性がある。そのため、24 DWPを
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用いたフェドバッチ培養をモノクローナル抗体生産細胞株構築プロセスに適用するために

は、ウェル間で培養環境を均一化する必要があると考えられる。 

個々のウェルで個別にガス交換可能な環境を実現する方法として、ガス透過性フィルム

がある。シール状のフィルムをプレート上部に貼り付けることで個々のウェルを隔離する

ことができ、均一な培養環境を実現できると期待できる。しかし、フェドバッチ培養におい

ては約 2 週間の培養期間中にサンプリングやフィード培地添加のために何度も蓋が開閉さ

れることから、シールではなく繰り返し使用可能な蓋であることが望ましいと考えられる。 

Duetz らにより、個々のウェルを隔離し交差汚染を防止できる蓋としてサンドイッチリ

ッドシステムが開発された 34。サンドイッチリッドシステムは、シリコンシートを蓋として

使用しており、上から蓋をプレートに押しつけることにより、各ウェルは隣接するウェルや

外部環境から隔離される。各ウェルを隔離した状態でもガス交換ができるよう、サンドイッ

チリッドシステムでは各ウェルの上部に位置するようにガス交換用のフィルター層を持つ

穴があり、そのフィルターを通しガス交換が行われる。(図 3B)。 

標準的な蓋と異なり、サンドイッチリッドシステムでは個々のウェルが隔離され、それ

ぞれが外部環境とガス交換できることから、ウェル位置によらず均一な環境であることが

期待できる。Duetzらの論文においてウェル間の均一性の重要性についても言及されてい

るが、ウェル位置による培養環境の差異、培養結果への影響についてまでは記載されてい

ない。本検討では、サンドイッチリッドシステムを用いた 24 DWPにおいて、各ウェルに

おける培養環境を培地蒸発量、浸透圧変化を指標に解析し、ウェル間の環境の均一性につ

いて評価した。また、フェドバッチ培養の細胞増殖、タンパク質生産結果を解析し、ウェ

ル位置による細胞培養への影響を評価した。  
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図 3 24ディープウェルプレートの外観 

A 標準的な蓋を用いたプレートの断面模式図。B サンドイッチリッドを用いたプレートの

断面模式図。図 A、B 中の矢印はガス交換の流れの一部を示す。サンドイッチリッドにはシ

リコンシート (赤色) があり、カバー (灰色) を上から押しつけることで各ウェルを隔離で

きる。各ウェルにはガス交換用のフィルター層 (青色) を持つ穴があり、フィルターを通し

て各ウェルにてガス交換が行われる。C ウェルプレートを上面から見た模式図。ウェルは

外部環境と接している面の数に基づいて 3 つのグループに分類した：外部環境と 2 つの面

が接しているコーナーウェル (A1、A6、D1、D6ウェル)、外部環境と 1つの面が接してい

るエッジウェル (A2 – A5、B1、B6、C1、C6、D2 – D5ウェル)、外部環境と接していない

インサイドウェル (B2 – B5、C2 – C5ウェル)。 
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第2節 実験材料及び方法 

1) 24ディープウェルプレート 

24 DWP として、24-square well (10.4 mL) round bottom plate P/N 931568 (Thomson 

Instrument Company、Oceanside、CA、USA) を用い、プレート付属の蓋を標準的な蓋として

用いた。サンドイッチリッドシステムは Sandwich cover 及び Cover clamp (Getinge、

Gothenburg、Sweden) を用いた。Sandwich cover はオートクレーブにより滅菌し使用した。 

 

2) 培地蒸発量及び浸透圧測定 

培地には CD CHO medium ((Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA) を用いた。

24 DWP の各ウェルに 4 g の培地を分注し、標準的な蓋及びサンドイッチリッドシステムで蓋

をし、CO2 インキュベーターシェーカー (Infors-HT、Bottmingen、Switzerland) にて保持し

た。CO2インキュベーターシェーカーは培養条件と同様に、庫内温度 36.5°C、ガス濃度 5% (v/v) 

CO2 (95% (v/v) air)、80%相対湿度、回転速度 210 回転/分、回転直径 25 mm とした。 

標準的な蓋条件では 8日後に、サンドイッチリッドシステム条件では 14日後にウェル中の培

地重量及び培養液の浸透圧を測定し、分注直後の培地重量との差分を蒸発量とした。浸透圧は

BioProfile400 (Nova Biomedical Corporation、Waltham、MA、US) を用いた。 

 

3) 細胞株の構築 

本研究では、モノクローナル抗体 A を発現する CHO 細胞株クローン a をモデル細胞株

として使用した。宿主細胞は CHOK1SV 株である。本宿主細胞株は Lonza Biologics 社 

(Slough、UK) よりライセンス提供された株であり、CHO-K1 細胞株由来で、浮遊培養に

順化され無血清無タンパク質培地にて生育可能な細胞である。発現システムとしてグルタ

ミン合成酵素 (Glutamine Synthetase、GS) 遺伝子発現システム (Lonza Biologics) を用
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いた。発現ベクターは、GS遺伝子発現システムベクター (Lonza Biologics) 35 に目的タン

パク質遺伝子をクローニングすることによって構築した。本ベクターでは、GS遺伝子の選

択マーカーとしての機能を最適化し導入遺伝子の発現量を増大させるため、GSコーディン

グ配列は弱いプロモータの制御下に置かれ、導入遺伝子のコーディング配列は強力なプロ

モータの制御下に置かれる  36。選択剤は GS を阻害するメチオニンスルホキシミン 

(Methionine sulfoximine、MSX) を用い、細胞株作成及び細胞増殖に使用された培地は、25 

mM MSXを添加したCD CHO培地 (Thermo Fisher Scientific、Waltham, MA, USA) で、

L-グルタミンは含んでいない。クローニングには ClonePix FL  (Molecular Devices、San 

Jose、CA、USA) を使用した。半固形培地で生育したコロニーを中空のピンでピッキング

し、25 mM MSXを含む CD CHO培地を分注した 96ウェルプレートに回収した。その後、

高い抗体生産能を示す細胞株を選抜し、24 ウェルプレートにて拡張培養した選抜、拡張培

養を繰り返し、モノクローナル抗体 A を生産するクローン a を得た。プレート培養は、庫

内温度 36.5°C、ガス濃度 5% (v/v) CO2 (95% (v/v) air)、及び 80%相対湿度に設定したイン

キュベーターで行った。培養上清中の抗体濃度は、Octet QK (Fortebio、Menlo Park、CA、

USA) を使用し、バイオレイヤー干渉法 (BioLayer Interferometry) による生体分子間相

互作用解析システムで測定した。 

 

4) フェドバッチ培養 

フェドバッチ培養の基礎培地にはMSXを含まない CD CHO培地を用い、フィード培地

にはアステラス製薬株式会社で構築した無血清フィード培地を用いた。フィード培地は培

養 3日目から培養 13日目まで隔日で添加し、必要に応じてグルコースを添加した。24 DWP

として 24-square well (10.4 mL) round bottom plate with a lid plate P/N 931568 (Thomson 

Instrument Company、Oceanside、CA、USA) を用いた。初期細胞濃度は 0.3×106 cells 
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mL-1、培養開始液量は 4.0 mLとし、庫内温度 36.5°C、ガス濃度 5% (v/v) CO2 (95% (v/v) 

air)、80%相対湿度、回転速度 210回転/分、回転直径 25 mmに設定したインキュベーター

シェーカーで培養した。 

生細胞濃度（VCC）及び細胞生存率は ViCELL-XR 細胞計数装置 (Beckman Coulter、

Brea、CA、USA) を使用し、トリパンブルー排除法で測定した。培養上清中の抗体濃度は、

Octet QKで測定した。 
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第3節 結果及び考察 

1) 培養環境における蒸発速度及び浸透圧 

24 DWPに培地を分注後、標準的な蓋及びサンドイッチリッドにより蓋をして CO2イン

キュベーターシェーカーにて保持し、一定期間経過後の培地残量及び培地の浸透圧を測定

することで、ウェル位置による差異、及び蓋の種類による影響を評価した。ウェル位置によ

り 3つのグループに分け、その平均値を比較した (図 4)。コーナーウェルは n = 4、エッジ

ウェルは n=12、インサイドウェルは n=8の値を用い、1日当たりの蒸発量は総蒸発量とイ

ンキュベーターシェーカーでの保持時間から算出した。 

標準的な蓋条件においては、コーナーウェルでの蒸発速度はエッジウェル及びインサイ

ドウェルの蒸発速度よりも有意に高く、インサイドウェルでの蒸発速度が最も低い結果と

なった。培養 15日間での総蒸発量及び培養開始液量 4.0 mLに対する蒸発量の割合は、そ

れぞれコーナーウェルで 519 µL、13%、エッジウェルで 273 µL、6.8%、インサイドウェル

で 167µL、4.2%となる。また、一定期間経過後の培地の浸透圧は蒸発速度に応じて高くな

る結果が得られた。 

一方、サンドイッチリッド条件においては、コーナーウェルとインサイドウェルの間、エ

ッジウェルとインサイドウェルの間の蒸発速度の差が統計的に有意 (p < 0.05) となってい

るが、コーナーウェル、インサイドウェルの蒸発速度が 14.4 µL day-1であるのに対してイ

ンサイドウェルの蒸発量は 14.0 µL day-1であり、絶対値自体は非常に小さいことから実質

的には無視できると考えられた。培養 15日間での総蒸発量及び培養開始液量 4.0 mLに対

する蒸発量の割合は、それぞれコーナーウェルで 217 µL、5.1%、エッジウェルで 217 µL、

5.1%、インサイドウェルで 209 µL、4.9%となる。また、培地の浸透圧に有意な違いが観察

されなかったことからも、蒸発速度の差に実質的な有意差はないことが支持される。 

以上の結果より、標準的な蓋条件ではウェル位置により蒸発速度が異なるが、サンドイッ
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チリッドを用いることでウェル位置によらず均一な蒸発速度を実現できることが示された。 

 

 

図 4 培養環境下での蒸発量及び一定期間保持後の培地浸透圧 

A 1日当たりの蒸発量計算値。B 一定期間経過後の培地浸透圧。* p < 0.05 及び ** p < 0.01。

エラーバーは、それぞれ各条件の最大値、最小値を示す。 
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2) ウェル位置の培養性能への影響 

前項において、サンドイッチリッドを用いることにより、ウェル位置によらず均一な蒸発

速度を実現できることが確認できた。そこで、本項では実際の細胞培養におけるウェル位置

の影響について検証した。ウェル間の培養性能の違いを比較するため、サンドイッチリッド

を用いた 24 DWPの全 24ウェルで同一細胞、同一条件のフェドバッチ培養を行った。モノ

クローナル抗体 A を生産するクローン a を用いて 15 日間培養し、培養性能の指標として

積算生細胞濃度 (Integrated Viable Cell Concentration、IVCC) 及び培養最終日の培養上

清中抗体濃度を評価した。 

ウェル位置により 3 つのグループに分けて培養結果を解析した (図 5)。標準の蓋を用い

た場合はウェルのグループにより細胞培養結果に有意な差が認められた (Supplemental 

Data-1) が、サンドイッチリッド用いた場合は積算生細胞濃度、培養最終日の培養上清中抗

体濃度のいずれにおいてもウェルのグループ間で有意な差は認められなかった。これより、

サンドイッチリッドを用いることで 24 DWP のウェル間で均一な培養環境が実現でき、2

週間の培養期間においてもウェル位置による影響を受けずに細胞培養評価できることが示

された。 
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図 5 ウェル間の培養性能比較 

A 標準化した積算生細胞濃度 (IVCC)。B 標準化した培養最終日の培養上清中抗体濃度。

エラーバーは、それぞれ各条件の最大値、最小値を示す。 
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第4節 小括 

本章では、プレートを用いた培養においてウェルの位置間差がない培養環境を実現する

ため、サンドイッチリッドを用いた培養方法を評価した。プレート付属の標準の蓋ではウェ

ル位置により培地の蒸発量が異なるのに対し、サンドイッチリッドを用いることで蒸発量

の差異は軽減され、ウェル間で均一な培養環境を実現できることが示された。プレート周囲

のみでガス交換が行われる標準の蓋に対し、サンドイッチリッドではシリコンシートによ

り各ウェルが隔離され、個々のウェルでガス交換が行われることでウェルの位置間差が軽

減されたと考えられる。ウェル内の培養液の温度については周辺ウェルから中心ウェルに

向かって徐々に加温されると考えられるが、あらかじめ加温した培地を用いることで影響

を軽減できる。実際の細胞培養評価においてもウェル位置による細胞増殖、抗体生産濃度へ

の影響は認められず、サンドイッチリッドにより均一な培養環境を実現できることが示さ

れた。また、標準の蓋を用いた場合、プレート本体と蓋の隙間を通して直接ガス交換が行わ

れており、蓋は固定されておらず振とうにより動くため隙間から雑菌汚染する可能性があ

る。モノクローナル抗体生産細胞株構築プロセスの初期段階では細胞数が少ないため候補

細胞株を凍結保存することはできておらず、雑菌汚染した場合はその細胞株は失われてし

まう。サンドイッチリッドを用いた場合ではガス交換はフィルターを介して行われるため、

雑菌汚染のリスク低減も期待できる。 

モノクローナル抗体生産細胞株構築プロセスに 24 DWP フェドバッチ培養法を適用する

際の課題となるウェル位置による不均一性を軽減できたため、次章では 24 DWP フェドバ

ッチ培養法についてより詳細に検討し、振とうフラスコを用いたフェドバッチ培養法の代

替法として使用できるか評価した。 
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第3章 振とうフラスコの代替培養容器としての妥当性の評価 

 

第1節 緒言 

モノクローナル抗体生産細胞株構築プロセスの初期段階では、液量が限られるウェルプ

レートで培養しているため、多くの項目を測定することができず、一般的には培養上清中の

生産物濃度に基づいて細胞株が評価される。細胞増殖や代謝産物などの細胞培養の特性は、

拡張培養を繰り返した後に、十分なサンプルを入手できる振とうフラスコを用いた培養、あ

るいはそれ以降の通気撹拌培養槽を用いた培養において評価される。 

より良い細胞株を取得するためには、より多くの細胞株についてその培養特性を評価し、

選抜することが望ましい。しかしながら、振とうフラスコ培養のサンプリングやメンテナン

スは手作業であり時間と労力がかかることから、現実的に評価できる細胞株数は限定され

てしまう。一方、24 DWPを用いた場合、マルチチャンネルピペットの活用などにより複数

のプレートを並行して培養することが可能であり、より多くの細胞株を評価することがで

きる。また、24 DWP は培養スケールが数 mL であるため、培養特性を把握するためのサ

ンプルを取得することができる。このような特性から、24 DWP 培養において振とうフラ

スコ培養と同様の詳細さで培養特性を評価することができれば、モノクローナル抗体生産

細胞株構築プロセスにてウェルプレート培養評価と振とうフラスコ培養評価ステップを 24 

DWPを用いた評価に代替することができる。24 DWPでは培養液量が振とうフラスコより

も少なく、培養開始に必要な細胞数が少ないため細胞拡張の期間を短縮することができ、モ

ノクローナル抗体生産細胞株構築プロセス全体の期間短縮が期待できる。 

そこで、本章では 24 DWP を用いたフェドバッチ培養と振とうフラスコを用いたフェド

バッチ培養の培養特性を比較し、24 DWP が振とうフラスコの代替培養容器として利用可

能かを検証した。また、フェドバッチ培養ではサンプリング、フィードにより液量が変動す
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ることから、許容できる培養液量について検証し、標準培養条件を構築した。さらに、構築

した 24 DWP を用いたフェドバッチ培養条件が他の抗体を生産する細胞株においても汎用

的に適用できるか検証した。最後に、抗体生産株構築プロセスの初期段階 (24 ウェルプレ

ート培養評価) にある細胞株群に対して 24 DWP培養評価を実施し、24 DWP フェドバッ

チ培養導入の有用性を検証した。 

 

第2節 実験材料及び方法 

1) 細胞株の構築 

第 2 章で使用したモノクローナル抗体 A を生産するクローン a に加え、異なるモノクロ

ーナル抗体 B、C、Dを生産する細胞株を取得し本章の実験に使用した。細胞株の取得方法

は第 2章に記載した手順に従った。 

抗体生産細胞株構築プロセスの初期段階の細胞株群として、モノクローナル抗体 B を生

産する細胞株群を用い、96 ウェルプレート培養結果に基づき選抜された 192 株を 24 ウェ

ルプレート培養評価及び 24 DWPフェドバッチ培養評価に用いた。 

 

2) フェドバッチ培養 

24 DWP フェドバッチ培養については、第 2 章で記載した手順に従い実施した。培養開

始液量は 3.0 mL、4.0 mL、4.5 mLとした。振とうフラスコを用いたフェドバッチ培養に

ついては、125 mL Erlenmeyer flask with a vent cap (Corning、Corning、NY、USA) を

用いた。初期細胞濃度は0.3×106 cells mL-1、培養開始液量は30 mLとし、庫内温度36.5°C、

5% (v/v) CO2 (95% (v/v) 空気)、80%相対湿度、140回転/分、回転直径 25 mmに設定した

インキュベーターシェーカーで培養した。 

培養 0、2、3、5、7、8、9、10、11、13、14、15日目にサンプリングし、培養液中の生
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細胞濃度、細胞生存率、遠心上清中の抗体、グルタミン、グルタミン酸、アンモニウムイオ

ン、グルコース、乳酸濃度、及び浸透圧を適宜測定した。培養上清中の抗体濃度は、Octet 

QKで測定した。グルタミン、グルタミン酸、アンモニウムイオン、グルコース、乳酸濃度、

浸透圧は BioProfile400で測定した。 

24 DWP フェドバッチ培養による細胞株選抜の実験においては、24 DWP フェドバッチ

培養は 13日間培養し、培養上清中の抗体濃度は Octet QKを使用し測定した。振とうフラ

スコを用いたフェドバッチ培養は 15日間培養し、培養上清中の抗体濃度はUV検出器とプ

ロテイン A アフィニティカラムを備えた HPLC システム（Thermo Fisher Scientific、

Waltham、MA、USA）を使用して測定した。 
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第3節 結果及び考察 

1) 培養特性の比較 

24 DWP が振とうフラスコの代替培養容器として活用可能かを検証するため、サンドイ

ッチリッドを用いた 24 DWP フェドバッチ培養における細胞増殖と代謝物の経時的な推移

を振とうフラスコフェドバッチ培養と比較した。モノクローナル抗体 A を生産するクロー

ン a を用いた。15 日間培養を行い、培養液中の生細胞濃度、細胞生存率、遠心上清中の抗

体、グルタミン、グルタミン酸、アンモニウムイオン、グルコース、乳酸濃度、及び浸透圧

を測定した (図 6)。24 DWP フェドバッチ培養条件では、コーナーウェル、エッジウェル、

インサイドウェルの 3 グループでそれぞれのサンプルを混合し、測定した。振とうフラス

コ培養条件は同条件で 2本を培養し、それぞれのサンプルを測定した。 

本検討で用いている細胞は CHOK1SV由来であり、外来遺伝子発現システムとしてグル

タミン合成酵素システムを使用している。そのため、細胞培養中にグルタミンの蓄積が認め

られた (図 6D)。また、培養 15日目について、24 DWPの各グループ及び振とうフラスコ

-2 (SF-2) の乳酸濃度、24 DWPの各グループのグルコース濃度は検出限界未満であったた

め測定できなかった。浸透圧測定に用いた BioProfile400では、浸透圧は他の測定項目の結

果を基に算出されるため、検出限界未満で測定できない項目があったサンプルについては

浸透圧が算出されない。培養 5 日目の乳酸について、コーナーウェルで他のウェルよりも

高い濃度が測定された。細胞内代謝に差がある可能性が考えられたが、同日の細胞濃度や他

の代謝物濃度に顕著な差は認められていない。また、培養 7 日目以降は他のウェルと同様

の値を示していることから、測定に不備があった可能性も示唆される。培養 5 日目以前の

濃度推移や再現性の確認が必要である。 

培養 5 日目のコーナーウェルの乳酸を除き、細胞増殖、代謝産物等の推移において、24 

DWP条件のウェル位置による顕著な差異は認められなかった。また、振とうフラスコ条件
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と比較すると、培養後半において 24 DWP 条件の方が VCC (図 6A) が高めに推移してい

るが、他の測定項目について顕著な差異は認められなかった。 

以上の結果から、24 DWP フェドバッチ培養でも振とうフラスコフェドバッチ培養と同

様のレベルの培養特性を評価できることが示唆された。 

  



27 

 

図 6 24 DWP によるフェドバッチ培養と振とうフラスコによるフェドバッチ培養の培

養特性の比較 

A 生細胞濃度 (VCC)。B 細胞生存率。C 抗体 (mAb) 濃度。Dグルタミン濃度。E グルタ

ミン酸濃度。F アンモニウムイオン濃度。G グルコース濃度。H 乳酸濃度。I 浸透圧。 

SF: 振とうフラスコ (Shaken flask) 
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2) 培養開始液量 

細胞数測定や培養液上清の分析には一定量のサンプリングが必要である。24 DWP にお

ける培養液の絶対量は振とうフラスコと比較して小さいため、定量サンプリングによる培

養液量の相対的な変化は 24 DWP の方が振とうフラスコよりも大きくなる。培養液体積に

対する表面積の比が変化することは酸素移動速度定数 kLa に影響を与える可能性があるこ

とが知られている 37, 38。酸素移動速度定数が変化することにより培養液中の溶存酸素濃度

が変化することで、細胞増殖、抗体生産能に影響する可能性がある。そこで、培養体積の変

化が細胞培養特性に与える影響を評価するため、培養開始液量を 3.0 mL、4.0 mL、4.5 mL

として 24 DWP フェドバッチ培養を行った。比較として振とうフラスコによるフェドバッ

チ培養を行い、細胞はモノクローナル抗体 Bを生産する細胞株 12株用いた。 

24 DWPフェドバッチ培養中のサンプリング量、フィード量に基づき計算した推定液量

推移を図 7に示す。24 DWP の培養液量はサンプリング (0.15 mL又は 0.45 mL) により

減少し、フィード (培養液量の 10%) により増加する。4.5 mL条件では培養期間を通して

ほぼ 4.5 mLの培養液量が維持されるが、3.0 mL条件ではサンプリング量がフィード量を

上回るため培養液量は減少し、培養終了時は約 2.5 mLとなる。 

培養性能への影響の評価指標として、生産した抗体濃度及び IVCC を用いた。各細胞株

の 24 DWP フェドバッチ培養におけるそれぞれの開始液量条件の培養最終日の抗体濃度、

IVCCを縦軸値として、同じ細胞株の振とうフラスコを用いたフェドバッチ培養における結

果を横軸値としてプロットした (図 8)。得られたプロットは開始液量条件間で顕著な差は

認められず、ほぼ同等の抗体濃度、IVCCが得られた。培養液量が多い 4.5 mL条件では液

量に対する表面積比が小さいことから、ガス交換、酸素供給面において懸念があったが、他

の条件と同等の IVCCが得られた。また、各結果は、図 8の点線で示した 24 DWP培養の

結果と振とうフラスコ培養の結果が等しくなる線の近傍にプロットされ、絶対値としても
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培養容器間で同等の結果が得られた。本研究において、24 DWP の回転速度は 210回転/分

で実施した。Duetzらの研究で、回転速度 300回転/分、回転直径 25 mm、液量 2.5 mLに

おける 24 DWPの OTRは 39.3 mmol O2 L-1 h-1と報告されている 39。Meierらは、物理的

理論と様々な培地・容器・操作条件下で得られた実験データを統合することで、振とう条件

における OTR に関する半経験式を作成した 40。半経験式において、OTR は回転速度のべ

き乗に比例しその指数は溶液の浸透圧により変化すること、溶液量の-0.74乗に比例するこ

とが示されている (式 (1))。 

 

𝑂𝑇𝑅 ∝ 回転速度
(1.18−

𝑂𝑠𝑚𝑜𝑙

10.1
)

× 𝑉𝐿
−0.74     (1) 

 

式 (1) において、Osmol は培地浸透圧 (Osm kg-1)、VLは培地液量 (mL) である。本研

究の条件である回転速度 210 回転/分、培地浸透圧 0.33 Osm kg-1、液量 4.0 mL における

OTRは、Duetzらの報告及び式 (1) から導かれる以下の式 (2) より 18.4 mmol O2 L-1 h-1

と推定される。同様に、4.5 mLにおける OTRは 16.9 mmol O2 L-1 h-1と推定される。 

 

𝑂𝑇𝑅(210 𝑟𝑝𝑚,4.0 𝑚𝐿)

𝑂𝑇𝑅 (300 𝑟𝑝𝑚,2.5 𝑚𝐿)
= (

210

300
)

(1.18−
0.33

10.1
)

× (
4.0

2.5
)

−0.74
   (2) 

 

CHO細胞の酸素消費速度は細胞株や培養条件により変動するが、いくつかの研究により

0.19～0.32 pmol cell-1 h-1の範囲で報告されている 41, 42, 43, 44。この範囲の酸素消費速度を

基とすると、OTR = 18.4 mmol O2 L-1 h-1及び 16.9 mmol O2 L-1 h-1により酸素供給可能な

CHO細胞濃度は、それぞれ 58×106～97×106 cells mL-1、53×106～89×106 cells mL-1と

推定される。この結果は、本研究で用いた細胞株の培養において酸素供給が律速とならない

ことを示している。一方で、より酸素消費速度が大きい細胞株やより高細胞濃度となる培養
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に本 24 DWP培養条件を用いる場合は、酸素供給が律速とならないか確認が必要である。 

以上の結果から、培養開始液量を 4.0 mL とする 24 DWP フェドバッチ培養条件を設定

し、以降の検討に用いた。 
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図 7 24 DWPフェドバッチ培養における推定液量推移 

 

 

 

図 8 24 DWPフェドバッチ培養の培養開始液量の影響評価 

A 培養液上清中の抗体 (mAb) 濃度。B 積算生細胞濃度 (IVCC)。各点はそれぞれの細胞

株における 24 DWP培養結果を縦軸に、振とうフラスコ (SF) 培養結果を横軸とした点を

表す。図中の点線は 24 DWP と振とうフラスコ培養の結果が等しくなる線を表す。 
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3) 24 DWPフェドバッチ培養の汎用性検証 

前項では、モノクローナル抗体 B を生産する 12 株を実験に用いて 24 DWP フェドバッ

チ培養の特性を評価、検証した。24 DWP フェドバッチ培養をモノクローナル抗体生産細

胞株構築プロセスに導入するにあたっては、様々なモノクローナル抗体生産細胞株に対し

ても適用可能であることを検証する必要がある。そこで、モノクローナル抗体 C 及びモノ

クローナル抗体 Dを生産する細胞株を用いて、24 DWPフェドバッチ培養の汎用性を検証

した。それぞれの IgGサブクラスは、モノクローナル抗体 B、Cは IgG2、モノクローナル

抗体 Dは IgG1である。 

前項と同様に、それぞれのモノクローナル抗体を生産する細胞株 12株を用いて 24 DWP

及び振とうフラスコにてフェドバッチ培養を行い、それぞれの培養容器条件から得られた

結果を比較することで、24 DWPフェドバッチ培養の妥当性を評価した。評価指標として、

生産した抗体濃度、積算生細胞濃度に加え、到達生細胞濃度 (VCC max)、抗体の比生産速

度 (Specific Production Rate、SPR) を用いた。各細胞株の 24 DWPでの培養結果を縦軸

値として、振とうフラスコでの培養結果を横軸値としてプロットし、得られたプロットから

培養容器間の相関を評価した (図 9、図 10、図 11)。 

いずれのモノクローナル抗体生産細胞株群を用いた場合でも、得られた結果は図中の点

線で示した 24 DWP 培養の結果と振とうフラスコ培養の結果が等しくなる線の近傍にプロ

ットされた。また、表 1 に示すように、いずれの細胞群においてもそれぞれの評価指標に

ついて高い決定係数が得られた。 

以上より、24 DWPフェドバッチ培養法は汎用的に利用できるものと考えられる。 
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表 1 24 DWP培養と振とうフラスコ培養の決定係数 

 到達 

生細胞濃度 

 積算 

生細胞濃度 
抗体濃度 

抗体 

比生産速度 

モノクローナル抗体 B 0.958 0.968 0.978 0.879 

モノクローナル抗体 C 0.972 0.955 0.913 0.910 

モノクローナル抗体 D 0.859 0.874 0.815 0.959 
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図 9 モノクローナル抗体 B生産細胞株 12株を用いた比較結果 

A 培養液上清中の抗体 (mAb) 濃度。B 積算生細胞濃度 (IVCC)。C 到達生細胞濃度 (VCC 

max)。D 抗体比生産速度 (SPR)。各点はそれぞれの細胞株における 24 DWP 培養結果を

縦軸に、振とうフラスコ (SF) 培養結果を横軸とした点を表す。図中の点線は 24 DWP と

振とうフラスコ培養の結果が等しくなる線を表す。 
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図 10 モノクローナル抗体 C生産細胞株 12株を用いた比較結果 

A 培養液上清中の抗体 (mAb) 濃度。B 積算生細胞濃度 (IVCC)。C 到達生細胞濃度 (VCC 

max)。D 抗体比生産速度 (SPR)。各点はそれぞれの細胞株における 24 DWP 培養結果を

縦軸に、振とうフラスコ (SF) 培養結果を横軸とした点を表す。図中の点線は 24 DWP と

振とうフラスコ培養の結果が等しくなる線を表す。 
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図 11 モノクローナル抗体 D生産細胞株 12株を用いた比較結果 

A 培養液上清中の抗体 (mAb) 濃度。B 積算生細胞濃度 (IVCC)。C 到達生細胞濃度 (VCC 

max)。D 抗体比生産速度 (SPR)。各点はそれぞれの細胞株における 24 DWP 培養結果を

縦軸に、振とうフラスコ (SF) 培養結果を横軸とした点を表す。図中の点線は 24 DWP と

振とうフラスコ培養の結果が等しくなる線を表す。 
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4) CHO細胞株の構築プロセスへの適用評価 

これまでの研究結果により、サンドイッチリッドを用いた 24 DWP フェドバッチ培養の

培養手法としての妥当性を示すことができた。本培養手法を用いることで、高いスループッ

トで、振とうフラスコと同等のデータを取得することができる。これまでの研究には既存の

手法で取得された抗体生産細胞株を用いてきた。本実験では、モノクローナル抗体生産細胞

株構築プロセスの初期段階の評価に 24 DWP フェドバッチ培養評価を導入し、取得された

細胞株の特性について既存のプロセスで取得された細胞株と比較することで、24 DWP フ

ェドバッチ培養導入の有用性について検証した。 

モノクローナル抗体 B を生産する 192 株に対して、従来法 (24 ウェルプレート培養) 及

び 24 DWP フェドバッチ培養による評価を実施し、抗体濃度を指標にそれぞれの評価方法

により 30株を選抜した (Supplemental Data-2)。それぞれの手法で選抜された細胞株を用

いて振とうフラスコでのフェドバッチ培養を行い、培養最終日の抗体濃度について度数分

布表を作成し、得られた細胞株群の特性を比較した (図 12)。 

24 ウェルプレート培養で取得した細胞株の振とうフラスコでのフェドバッチ培養の結果、

30株の抗体濃度の平均値は 2.9 g L-1、中央値は 3.2 g L-1であった。一方、24 DWPフェド

バッチ培養により選抜・取得した細胞株の振とうフラスコでのフェドバッチ培養の結果、30

株の抗体濃度の平均値は 3.6 g L-1、中央値は 3.7 g L-1であり、従来法と比較して平均値、

中央値が高濃度側に移動した。また、標準偏差は従来法選抜株が 1.0 g L-1であるのに対し

24 DWPフェドバッチ培養評価法選抜株では 0.48 g L-1であり、ばらつきが少なく高生産細

胞株を取得できることが示された。 

また、振とうフラスコでのフェドバッチ培養で最も高い抗体生産性を示した細胞株は 24 

DWPフェドバッチ培養条件からのみ選抜された。この結果は、従来のウェルプレートを用

いた細胞株選抜方法では実際に高生産細胞株を見落としてしまうこと、そして 24 DWP フ
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ェドバッチ培養による評価を抗体生産細胞株構築プロセスの初期段階に導入することで、

これらの細胞株を見出し選抜できることが示された。 
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図 12 各手法で取得した 30株の振とうフラスコ培養評価結果のヒストグラム 

A 24 ウェルプレート培養評価に基づき選抜された 30 株の振とうフラスコフェドバッチ培

養結果。B 24 DWPフェドバッチ培養評価に基づき選抜された 30株の振とうフラスコフェ

ドバッチ培養結果。培養最終日の抗体濃度を基にヒストグラムを作成した。 
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第4節 小括 

本章では 24 DWP が振とうフラスコの代替培養容器として利用可能かを検証するため、

24 DWP を用いたフェドバッチ培養と振とうフラスコを用いたフェドバッチ培養の培養特

性を比較した。それぞれの容器を用いてフェドバッチ培養を行った結果、培養後半において

24 DWP条件の方が VCC (図 6A) が高めに推移しているが、他の測定項目について顕著な

差異は認められず、24 DWP でも振とうフラスコと同様のレベルの培養特性評価を実施可

能であることが示唆された (図 6)。 

また、24 DWP フェドバッチ培養の標準的な培養条件を設定するため、培養開始液量が

培養特性に与える影響について検証した。モノクローナル抗体 Bを生産する細胞株 12株を

用いて 24 DWP 培養と振とうフラスコ培養を行い、その結果を培養容器間で比較した。培

養開始液量が大きい条件ではガス交換効率に懸念があったが、培養開始液量を 3.0～4.5 mL

とした条件間で顕著な差は認められなかった (図 8)。以上より、培養開始液量を 4.0 mLと

する標準的な培養条件を構築した。 

構築した 24 DWP フェドバッチ培養条件が汎用的に活用できるかを検証するため、モノ

クローナル抗体 C、D をそれぞれ生産する細胞株を用いて、24 DWP 培養結果と振とうフ

ラスコ培養結果とを比較した。いずれの細胞株群においても振とうフラスコ培養結果との

間に高い相関が認められ、本 24 DWP フェドバッチ培養条件が汎用的に活用できることが

示唆された。 

構築した 24 DWP フェドバッチ培養法を用い、モノクローナル抗体生産細胞株構築プロ

セスの 24ウェルプレート培養評価段階にある細胞株群に対して細胞株評価を実施した。従

来法により選抜・取得された 30 株の振とうフラスコ培養での生産抗体濃度の平均値は 2.9 

g L-1、中央値は 3.2 g L-1、標準偏差は 1.0 g L-1であったのに対し、24 DWP フェドバッチ

培養法により選抜・取得された 30株の平均値は 3.6 g L-1、中央値は 3.7 g L-1、標準偏差は
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0.48 g L-1であり、分布が高濃度側に移動し、ばらつきが少なくなった。また、最も高い抗

体生産性を示した細胞株は 24 DWP フェドバッチ培養条件からのみ選抜されたことから、

従来法では有望な細胞株を見落としてしまうことが確認でき、24 DWP フェドバッチ培養

で評価することによりそれらの細胞株を適切に評価・選抜できることが示された。 

以上の結果から、24 DWP フェドバッチ培養法を抗体生産細胞株構築プロセスに導入す

ることは有用であると言える。 
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第4章 総括 

抗体医薬品を CHO細胞を用いて製造する際、翻訳後修飾の違いが安全性や有効性に影響

を与える可能性がある。翻訳後修飾の度合いは細胞株により異なるため、抗体医薬品の開発

途中に抗体生産細胞株を変更することは、安全性、有効性の同等性の証明が必要であり容易

ではない。そのため、医薬品開発の初期で選定された細胞株がその後の商用生産でも使用さ

れることになり、開発初期段階で適切な生産細胞株を選択することが重要となる。目的とな

る抗体遺伝子をランダム変異で CHO細胞に導入する場合、評価する母集団を大きくするこ

とが、より好ましい細胞株を取得することにつながる。細胞株構築プロセスにおいて、一度

に多くの細胞株を評価できる培養法としてプレート培養があるが、プレート培養は静置培

養であり、製造で用いられる浮遊培養とは細胞増殖や目的タンパク質生産能などにおける

相関は高くない。一方、浮遊培養である振とうフラスコを用いた培養は、より製造に近い条

件で細胞株を評価できるが、1本 1本のマニュアル操作であるため評価できる細胞株の数は

限定的である。そこで本博士論文では、プレート培養が持つ操作の簡便さと、振とうフラス

コ培養が持つより製造に近い条件で評価できるという両者の特徴を兼ね備えた 24 DWP を

用いたフェドバッチ培養による細胞株評価方法を構築することで、抗体生産細胞株構築プ

ロセスの迅速化、効率化を試みた。 

第 2章において、プレート培養の課題であるウェル位置による培養環境の差異について、

細胞培養への影響について検討した。24 DWP に付属する標準的な蓋ではウェル位置によ

り培地の蒸発量が異なり、培養環境の不均一さから細胞株評価に用いるには適切ではない

ことが示された。一方で、サンドイッチリッドを用いることで、ウェル位置によらず蒸発量

が同程度となり (図 4)、細胞培養結果においてもウェル間で差がないことが示された (図 

5)。個々のウェルがそれぞれ外部環境と直接ガス交換できる孔を持つことにより、ウェル位

置による培養環境の差が解消された。この結果は、24 DWPを用いたフェドバッチ培養が、
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細胞株評価において信頼性の高い手法であることを示唆している。 

第 3章では、第 2章においてウェル間で均一な培養環境であることが検証できた 24 DWP

条件が振とうフラスコの代替培養容器として妥当であるかを検討した。24 DWP を用いた

フェドバッチ培養の細胞増殖や培養上清中の代謝産物の経時的な推移を比較した結果、振

とうフラスコを用いたフェドバッチ培養と同等の培養特性が得られること示した (図 6)。

これにより、24 DWP が振とうフラスコの手間を軽減しつつ、同様のデータを取得できる

ことが確認された。24 DWP は振とうフラスコと比較して液量が少ないことから、液量の

増加減少による培養液体積当たりの比表面積の変化は大きくなる。ガス交換は気液界面で

行われるため、比表面積が小さくなることはガス交換効率の低下につながる。培養液量変化

による細胞培養への影響を評価した結果、培養液量が 2.5～4.5 mL の範囲で変動しても培

養結果に顕著な差が生じないことが示された (図 8)。液量変動に対して頑健であり、培養

中に経時的にサンプリングを行い各細胞株の細胞増殖や代謝産物を測定し、その培養特性

を評価するのに適した培養法が構築できた。さらに、異なるモノクローナル抗体を生産する

細胞株群に対しても、同様に振とうフラスコを用いたフェドバッチ培養と高い相関が得ら

れ、24 DWP を用いたフェドバッチ培養法が汎用的に利用できる培養法であることが示さ

れた (表 1)。 

また、構築した 24 DWP フェドバッチ培養法を用いて、ケーススタディとして実際の抗

体生産細胞株構築プロセスに導入し、評価手法を変更することの効果を検証した。抗体生産

細胞株構築における 24 ウェルプレート培養段階にある細胞株群に対し、従来の 24 ウェル

プレート培養及び 24 DWP フェドバッチ培養の両者で細胞株を選抜し、振とうフラスコを

用いたフェドバッチ培養における抗体生産能を比較した。従来法で選抜された細胞株によ

る抗体生産濃度の平均値は 2.9 g L-1、中央値は 3.2 g L-1、標準偏差は 1.0 g L-1であったの

に対して 24 DWPフェドバッチ培養法選抜株では平均値は 3.6 g L-1、中央値は 3.7 g L-1、
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標準偏差は 0.48 g L-1であり、24 DWPフェドバッチ培養法で選抜することで抗体生産能が

高い細胞株を高効率で選抜できることが示された。 

以上より、本博士論文において、従来のウェルプレートで懸念されるウェル間の不均一性

を解消し、多数の細胞株を一度に評価できる高いスループット性を持ち、振とうフラスコと

同様のレベルで培養特性を評価できる 24 DWP フェドバッチ培養法を構築できた。従来の

抗体生産細胞株構築プロセスの 24ウェルプレート培養評価・振とうフラスコ培養評価を 24 

DPWフェドバッチ培養評価に換えることで、従来法では評価できていなかった細胞株を振

とう浮遊培養で評価できるようになった。また、24 DWP 培養は振とうフラスコ培養と比

べて培養開始液量が少ないため必要な細胞数も少なく、評価培養を開始するための拡張培

養期間を短縮することができる。 

これらの性質から、24 DWPフェドバッチ培養法の細胞株構築プロセスへの導入により、

従来法よりも早い段階で多くの細胞株を同時に浮遊培養にて評価することで、その後の通

気撹拌培養で評価する細胞株群を効率的に迅速に選抜できるようになる。また、より浮遊培

養に適した細胞株群を通気撹拌培養評価の対象とできることで、より高い生産性やより高

品質な抗体を生産する細胞株が得られ、バイオ医薬品の製造コスト、開発コストの低減や市

場に投入されるまでの時間短縮につながると期待できる。 

本研究の成果を踏まえ、今後さらに抗体生産細胞株構築プロセスを効率化、迅速化するた

めには、24 DWP を用いた継代培養が考えられる。バイオ医薬品の生産細胞として求めら

れる重要な特性の 1 つに、継代を繰り返しても生産するタンパク質の品質が変わらす、生

産能が低下しないことが挙げられる。この継代安定性評価については、実際に一定期間継代

を繰り返し、その後の生産タンパク質の品質、生産能を評価する必要がある。継代は振とう

フラスコを用いて行われるため、候補となる細胞株すべてを並行して実施するには多くの

工数が必要となる。そのため、候補となる細胞株の数が絞られてから実施することになり、
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細胞株評価が進むのを待つため、抗体生産細胞株構築プロセス全体の律速となることがあ

る。24 DWP を用いて継代培養を行うことができれば多数の細胞株を同時に評価すること

ができるため、細胞株選抜の早期段階から継代安定性の評価を開始することで、抗体生産細

胞株構築プロセス期間の短縮が期待される。細胞濃度を迅速に測定できる系を構築するこ

とで、24 DWPによる継代安定性評価の有用性をさらに高められると考える。 

また、本研究において、24 DWPフェドバッチ培養により、振とうフラスコを用いたフェ

ドバッチ培養と同様のレベルで培養特性を評価できることが示された。このことから、細胞

培養プロセス開発に 24 DWP フェドバッチ培養を用いることで、プロセス開発の効率化が

期待できる。例えば培地開発においては、培地に含まれる各成分の濃度の最適化や新規成分

の添加効果などを評価するため、膨大な条件数を評価することになる。高いスループット性

を持つ 24 DWP を用いることで、一度に多くの条件を評価することができ、プロセス開発

期間の短縮化、効率化を実現できると考える。さらに、様々な条件を検討することでプロセ

スの理解度が深まり、製造プロセス自体や生産されるバイオ医薬品の品質の安定化や再現

性が向上し、最終的にはバイオ医薬品の安全性と有効性の向上につながることが期待され

る。 
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Supplemental Data 

Supplemental Data-1 

ウェル間の培養性能の違いを比較するため、標準の蓋を用いた 24 DWP の全 24 ウェル

で同一細胞、同一条件のフェドバッチ培養を行った。モノクローナル抗体 D を生産するク

ローン b を用いて 15 日間培養し、培養性能の指標として積算生細胞濃度 (Integrated 

Viable Cell Concentration、IVCC) 及び培養最終日の培養上清中抗体濃度を評価した。 

ウェル位置により 3つのグループに分けて培養結果を解析した (図 S 1)。 

 

 

図 S 1 標準の蓋を用いた場合のウェル間の培養性能比較 

A 標準化した積算生細胞濃度 (IVCC)。B 標準化した培養最終日の培養上清中抗体濃度。 

* p < 0.05 及び ** p < 0.01。エラーバーは、それぞれ各条件の最大値、最小値を示す。  
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Supplemental Data-2 

 

図 S 2 モノクローナル抗体 D生産株 192株の培養評価結果 

A 24ウェルプレート培養結果。B 24 DWPフェドバッチ培養結果。横軸は各細胞株の Clone 

IDを表す。 
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