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序言 

 

ヒト iPS 細胞を用いた細胞治療と再生医療の産業化 

人工多能性幹細胞 (iPS 細胞) は体細胞に対し遺伝子を導入することで作成される，自己

複製能かつ分化能を有する細胞であり (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007)，

細胞治療や再生医療などへの活用が期待され研究が進められている．例えば，神経変性疾

患であるパーキンソン病は薬物療法や手術療法などの対症療法が行われているが，これら

の療法では根治はかなわない．これに対し中絶胎児由来のドパミン神経細胞そのものを移

植する治療法が検討され，その効果がみられたが，一方で多量の細胞の安定した確保が困

難であった (Kim and Vellis, 2009)．そこで幹細胞を用いた治療法の検討が進められ (Kikuchi 

et al., 2011; Takahashi, 2017)，2018年にはヒト iPS 細胞由来のドパミン神経細胞を用いた移

植治療の医師主導治験が始められた (Takahashi, 2020)．同様に，移植治療以外での根治が難

しい症例として重症心不全が挙げられる．レシピエント数に対するドナー数が非常に少な

く，代替可能な治療法の検討が進められてきた．幹細胞を用いた治療法もその一つであり，

ヒト iPS 細胞由来の心筋細胞を直接患部へと注射する方法や (Lepperhof et al., 2014)，シー

ト状の組織を形成し移植する方法により心機能の改善が報告されている (Kawamura et al., 

2013; Higuchi et al., 2015)．2020年にはヒト iPS 細胞由来の心筋細胞シートを用いた医師主

導治験が行われており，このようにヒト iPS 細胞を用いた細胞治療・再生医療の産業化の

実現に向けた検討がなされている． 

 

ヒト iPS 細胞を用いた製造工程 

ヒト iPS 細胞を用いた製造工程において，他家移植を目的とする，原料となる細胞はセ

ルストックより提供される．セルストックの利用は細胞の樹立並びに評価にかかるコスト
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と時間を省略でき，予め安全性と品質の保証された細胞を使用することが可能となる (Shi 

et al., 2017)．ストックされるヒト iPS 細胞は，他家移植において問題となる免疫拒絶を避

け，かつ，少ない株数で広範囲のレシピエントをカバーするために，ヒト白血球抗原 (HLA) 

ホモ接合型の細胞を用いることが奨励されている (Rham and Villard, 2014)．日本では 50種

の HLAホモ接合型 iPS 細胞株により日本人口の 73%への，140種の細胞株により 90%への

適用が可能とされている (Okita et al., 2011)． 

セルストックから提供された細胞は同一株の安定供給のため，拡大培養を経てバンキン

グされる．このとき，まずマスターセルバンクを作成し，その後さらにワーキングセルバ

ンクを作成することが一般的である．この規模は用途により様々であるが，少なくとも 300 

~ 400 本のバイアルにそれぞれ 5 ~ 10 × 106個の細胞を保管することが想定されている (Li 

and Ma, 2012)．そのため特に多量のストックが必要となるワーキングセルバンクの作成に

おいては，培養皿のような二次元平面培養容器だけでなく，大量培養を目的とした三次元

懸濁培養装置の利用も想定される． 

このように安定した原料として準備されたヒト iPS 細胞は，拡大培養，分化培養を経て

目的の細胞へ分化される．その後，治療法に応じて直接的な投与，もしくは組織形成を経

て患者へと移植される．一般に分化培養以降では細胞数の大幅な増加はみられず，未分化

状態のヒト iPS 細胞の拡大培養によって必要な細胞数を確保することが要求される．パー

キンソン病の治験においては，患者 1 人当たり約 5 × 106 個の細胞が移植治療に用いられ 

(Takahashi, 2020)，また，心不全の治療には，患者 1 人当たり 108 ~ 1010個の細胞が必要とさ

れている (Jing et al., 2008; Kropp et al., 2017)．このような細胞治療・再生医療の産業化，製

品化を考えた際，治療に用いられる再生医療等製品は低分子医薬品や高分子医薬品と比較

し製造期間が長いため培養期間あたりの生産量が小さい．1 回の製造で製品を複数生産す

ることがコスト削減のためには要求されており，ヒト iPS細胞を用いた製造工程において，
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未分化状態の細胞を 1010個以上準備が可能な大量培養工程の設計が必要である (図 1)． 

 

 

図 1 細胞治療と再生医療におけるヒト iPS細胞を用いた製造工程 

 

三次元培養装置を用いた細胞の大量培養 

効率的に多量の細胞を確保するためには，大型の容器で，高い増殖速度を維持し，高い

最終到達密度の達成が可能な，製造コストの小さい培養装置が要求される．大型化が容易

であり，省スペースで高密度に培養が可能な三次元型の培養装置は，大腸菌などに代表さ

れる微生物などの製造工程に広く用いられてきた． これら微生物の実生産に用いられる培

養装置の規模は 104 ~ 106 Lであり (Votruba and Sobotka, 1992)，比増殖速度は > 0.1 h-1とい

われている (O’Beirne and Hamer, 2000)．近年では，従来の微生物による生物反応では生産

が難しい高機能医薬品の製造のために，細胞特性の大きく異なる動物細胞が用いられてい

る．これらバイオ医薬品の製造に用いられる動物細胞の，みかけの比増殖速度と培養規模 

(ワーキングボリューム) ，獲得細胞数の関係を図 2 に示す．チャイニーズハムスター卵巣 

(CHO) 細胞は高分子医薬品製造に用いられている代表的な動物細胞であり，既に 103 L 以

上の規模での培養装置を用いた商業利用が行われている (Jayapal et al., 2007; Kunert and 
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Reinhart, 2016)．微生物を用いた低分子医薬品や高分子医薬品など，これらの高生産を達成

するためには，効率的な細胞数の確保に加え，細胞の目的生産物の代謝速度が重要な評価

指標として用いられる．これに対し，ヒト iPS 細胞やヒト胚性幹細胞 (ヒト ES 細胞)，ヒト

間葉系幹細胞 (ヒト MSC) に代表される幹細胞は，生きた細胞や組織そのものが医薬品 

(再生医療等製品) として扱われ，その培養規模は CHO 細胞と比較し非常に小さい．結果

としてヒト iPS 細胞の獲得細胞数は 1010個を下回っており，大量培養装置の開発は十分で

ないと言える． 

 

  

図 2 動物細胞のみかけの比増殖速度と培養容積 (A) と獲得細胞数 (B) の関係．丸は iPS

細胞，ひし形は CHO細胞，上向きの三角形は MSC，下向きの三角形は ES 細胞を示してお

り，それぞれ白抜きの形状は回分培養，色付きの形状は流加培養もしくは連続培養での培

養結果を示している．ワーキングボリュームは培養終了時の液体積を示している．これら

の結果は Appendix の表 S1 から表 S4までのデータに基づいている．  

A B 
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本研究の目的 

本博士論文ではヒト iPS 細胞の大量培養を達成するために，細胞製造に適した装置設計

に対するスケールアップの方法論を構築し，これに基づきヒト iPS 細胞の大量培養を鑑み

た塑性流体を用いた培養系の設計を目的とした． 

第 1 章では，既存の装置設計における考え方を整理し，新たに細胞製造におけるヒト幹

細胞の培養装置設計に必要な考え方の構築を行った． 

第 2 章では，1 章において構築した装置設計の考え方に基づき，塑性流体を培養に利用

することで，無攪拌かつ，下部からの気泡通気による酸素供給が可能な，ヒト iPS 細胞に

適した培養系の設計を行った． 

第 3 章の総括では，本研究結果に基づき，ヒト iPS 細胞の大量培養に適した培養系を提

案するとともに，装置設計に対する今後の展望について言及した． 

 

 

図 3 本博士論文の構成 
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第1章 ヒト幹細胞の懸濁培養系と装置の設計 

1.1 スケールアップに基づく装置設計の考え方 

 培養装置や工程の設計は，検討規模に合わせて呼ばれる，ラボスケール，ベンチスケー

ル，パイロットスケール，産業スケールというスケールアップ順序に基づき行われる．ラ

ボスケールにおける検討は，培養に必要と考えられる種々の要素を網羅的に洗出し，重要

とされる変数を選択することを目的として行われる．多数の要素を確認するため，一般に

コストを抑え副次的な要素を排除しやすいフラスコレベルの小規模な検討が行われる．ベ

ンチスケールでは，洗出しを行った種々の要素を統合し，目的に適した小規模のベンチス

ケール培養装置設計し，重要変数の最適化を行う．微生物培養の場合，ベンチスケールで

の検討には，およそ 5 ~ 20 L 規模の培養装置を用いるとされている (Votruba and Sobotka, 

1992)．パイロットスケールでの検討は，これら小規模の検討において最適化されたベンチ

スケール培養装置を基準にして，実生産を想定した培養規模にスケールアップした装置を

用いて行う．周辺技術や前後工程など，製造を鑑みた際に必要な要素の最適化を行い，実

生産に向けた最終確認を行うことを目的としている．このような種々の検討と最適化を経

て，最終的な産業スケールの培養装置が設計され運転が行われる (図 1.1)． 

 

 

図 1.1 スケールアップに基づく装置設計の考え方 
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 ヒト幹細胞の培養装置設計では，化合物医薬品の製造に用いられてきた，このような既

存のコンセプトを設計基準とし，かつ，細胞製造固有の特性を考慮する必要がある (Kino-

oka et al., 2019)．細胞製造は，これまでの化合物の医薬品製造と比較し，生産物の最小単位

が細胞であり，一分子の医薬品と比べて大きく，かつ，複雑である．また細胞-細胞間の接

着による相互作用による影響が大きく無視できない．そのため，環境因子や周囲の細胞が，

最終製品となる目的の細胞の状態に及ぼす影響を把握しておく必要がある．細胞製造性と

は，生物学的見地と工学的見地を理解し橋渡しした工程による，細胞の製造に対する可能

性であり，これに基づいて設計を行うためには，生物学的観点からみた要求事項と工学的

な観点からみた要求事項の隔たりを理解することが求められる(Kino-oka and Sakai, 2019)．

そのため，本章では，既存の化合物の医薬品製造に用いられてきた装置と操作の役割を整

理し，新たに細胞製造に用いる培養装置設計において必要とされる考え方の構築を行った．

これは，それぞれの医薬品製造に用いる細胞の選択時における装置設計への要求の比較 

(細胞の設計) と，細胞特性からくる「細胞挙動」と「環境」に対する細胞応答に基づく「培

養系」と「操作」の設計により構成される考え方である． 

  



8 

 

1.2 既存の装置・操作の設計 

これまで様々タイプの培養容器や装置が設計されている (図 1.2)．接着依存性細胞培養

の場合，挙動解析によるスクリーニングや毒性評価などの基礎研究には，平面的増殖では

一般的な単層の培養プレートが，空間的増殖では，集塊形成を可能とする v-bottom プレー

トが利用される場合が多い．これに対し，大量生産を目的として，多層型の平面培養プレ

ート (Tohyama et al., 2017) やローラーボトル型培養容器 (Kunitake et al., 1997)，多穴構造

を持つ集塊静置培養容器 (Takebe et al., 2017) の設計が報告されている．これらの培養容器

は，並列生産によるスケールアウトの手法を用いた大量生産へのアプローチを行っている．

これに対し，一つの容器 (培養槽) 内で大量に培養するスケールアップ型のアプローチと

して，一般的な微生物培養に用いられる翼攪拌型培養装置や気泡塔型培養装置とエアリフ

ト型培養装置，またせん断応力を抑えることを目的として設計された槽振とう型培養装置

が用いられている．接着依存性細胞培養では，平面的増殖に対してはマイクロキャリアの

利用が，空間的増殖では細胞集塊形成を伴う培養が一般的に用いられる．翼攪拌型培養槽

は，邪魔板と攪拌翼の形状に依存し混合状態が変化するため，要求に合わせた攪拌翼の選

択が可能である (Aunins et al., 1989; Kamen et al., 1992; Shi et al., 1992; Puthli et al., 2005)．最

も一般的に用いられ，培養知見が蓄積した装置である．ただし，攪拌機構が必要であるた

め，シール部分にコンタミネーションリスクが存在する．小規模ではガラスやハードプラ

スチック，大規模ではステンレス鋼を主とした金属で構成されることが一般的であり，攪

拌機構を有したシングルユース製品はコストが高い．特に攪拌翼回りにおけるせん断応力

が大きいため (Cherry and Papoutsakis, 1986)，せん断応力耐性の低い細胞の培養では攪拌機

構の検討が要求される．例えば，せん断応力を抑えた並行流により細胞浮遊を可能とする

攪拌翼として，三角型の攪拌翼が提案されており，ヒト iPS 細胞培養での利用が報告され

ている (Matsuura et al., 2012)．現在，本形状の攪拌翼を持つ培養装置を利用し，5 L規模で
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のヒト iPS 細胞の培養が行われている．ただし本形状においても攪拌翼まわりには乱流が

生じ，せん断応力によるスケールアップの限界が想定されている． 

気泡塔型培養槽やエアリフト型培養槽は，攪拌翼を用いないことで，構造が単純かつ駆

動部がないためにコンタミネーションリスクが抑えられる．また攪拌動力が不要であるた

め，大型化が容易である．混合制御のため，多段塔型や循環型，ドラフトチューブ付塔型

などいくつかの槽形状がある．ただし，多量の気泡導入そのもののリスクが大きいため，

これらの培養槽は動物細胞培養に対して用いられる例が少ない． 

攪拌翼を用いず，槽全体を振とうさせる槽振とう型培養槽は，通常の翼攪拌型培養槽と

比較し流動により生じるせん断応力が小さいことが報告されている  (Hang et al., 2011; 

Marsh et al., 2017)．また，攪拌翼を用いないために構造が単純であり，ソフトプラスチック

を用いた低コストなシングルユース製品の製造が可能である．本培養槽は振とう形式によ

り分類され，培養槽を旋回軌道に振とうする培養装置は Orbital shaking bioreactor と呼ばれ

ている．培養槽は円柱形の形状が一般的であるが，Hang et al. は槽下部の形状を円錐型に

することで，平面の底面と比較し 21 %せん断速度を抑えることが可能であると報告してい

る (Hang et al., 2011)．また Wang et al. は槽中心部にバンプを設置した培養槽を用いるこ

とで，せん断応力を維持したまま，粒子を浮遊させることが可能であると報告している 

(Wang et al., 2021)．鉛直方向への高さを抑え，底面積が大きい形状を持ち，上下方向にロッ

キングする槽振とう型の培養装置は Rocking-motion bioreactorやWave bioreactorと呼ばれて

いる．底面積が大きいために，比表面積が大きく，上面通気のみでの酸素供給が可能であ

る．ただし 500 L規模の培養に必要な装置の底面積は > 5 m2であり，培養スペースの確保

にコストがかかる．加えて，槽振とう型培養槽は，翼攪拌型培養槽と比較し低いせん断応

力ではあるが，20 L規模の Orbital shaking bioreactor で加わるせん断応力は 0.15 N m-2 (Wang 

et al., 2021)，2 L規模の Rocking-motion bioreactorで加わるせん断応力は ~ 4 N m-2であり 
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(Marsh et al., 2017)，これらの値は規模の拡大に合わせて増加することが考えられる．  

 

 

図 1.2 既存の培養装置や培養容器のタイプと利用目的 

 

 細胞環境変数に対する細胞反応の速度論的解析により，細胞毎の特性は評価される．こ

れに対し，エネルギーを投入することで細胞に適した環境を制御することが，培養装置に

おける操作の主な役割である．細胞環境変数に対応した以下のような種々の操作が行われ

る (図 1.3)． 

培養系における温度は主に系外への送液により制御される．微生物培養の場合，代謝・

増殖に伴う発熱が大きいために，培養槽外部のジャケットや，培養槽内にコイル状の冷却

管を設置し，冷却水の送液により除熱を行うことが一般的である．一方，動物細胞培養の

場合，細胞の代謝熱は微生物培養と比較し非常に小さい．加えて培養に要求される温度は

37℃前後と体温に近く，室温より高いため，加熱が要求される．培養ディッシュ程度の小

規模な培養装置は炭酸ガスインキュベータ内に設置されることが多く，大型の培養装置で

はジャケットへの温水の送液により温度制御を行うことが一般的である． 
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培養系における可溶性物質の濃度や pH は主に送液操作により制御される．細胞の増殖

に必要とされるグルコースに代表される炭素源や，アミノ酸やペプトンなどの窒素源，増

殖因子等の基質は細胞の代謝により消費される．また増殖因子は熱不安定性を示し，代表

的な増殖因子の一つである Fibroblast growth factor (FGF) は，37 ℃の培養環境において 24 

h 後に活性を失うことが報告されている (Chen et al., 2012)．回分培養は，培養開始の段階

でこれら基質を含んだ培地を全量仕込み，培養系内外に送液操作を行わない培養手法であ

り，他の培養手法と比較し操作や装置が単純である．一方で，基質の枯渇や老廃物の蓄積

により，増殖が阻害され，細胞の到達密度や目的生成物の生産量が小さいことが知られて

いる．このような基質の枯渇を防ぐために，これらを含んだ溶液を送液操作によって培養

系内に連続的あるいは間欠的に供給する培養手法は流加培養と呼ばれている．本手法は基

質の枯渇による増殖阻害を抑制することで回分培養と比較し高密度培養が可能であるが，

一方で老廃物の蓄積による増殖阻害は無視できない．これら課題を克服する培養手法とし

て，培養系の定常状態を維持する連続培養が提案されている．ケモスタット培養やタービ

ドスタット培養は，送液操作によって，培地を連続的に供給するとともに，培養系の細胞

を含む培養液を連続的に系外に取り出すことで，培養系を定常状態に維持する手法である．

基質の供給や，老廃物の除去により，増殖阻害を抑制した長期間の培養が可能となるが，

一方で増殖した細胞や生産された目的物の一部が系外に取り出されるため，培養系内の細

胞や生産物の密度向上が難しい．生産性を向上するためには，系外に取り出した培養液か

ら目的物を獲得する仕組みが別途必要になる (Karst et al., 2017; Steinebach et al., 2017)．こ

れに対し，灌流培養と呼ばれる培養手法は，送液操作によって，培地を連続的に供給する

とともに，培養系の細胞を含まない培養液を連続的に系外に取り出すことで，培養系を定

常状態に維持する手法である．基質の枯渇や老廃物の蓄積による増殖阻害を回避し，培養

系内の密度向上が可能となるが，一方で細胞と培養液を分離する複雑な機構が必要となる．
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これら培養手法に加え，乳酸やアンモニアなどの老廃物の蓄積による増殖阻害の影響が大

きいとされる動物細胞培養では (Hassell et al., 1991; Lao et al., 1997; Schneider et al., 1996; 

Cruz et al., 2000)，間欠的に一定量の細胞を含まない培養液を交換する，培地交換操作が培

養系の可溶性物質の濃度や pH の制御に用いられている．このような灌流培養や培地交換

操作における細胞と培養液を分離する手法として，主に，遠心分離法，沈降分離法，膜分

離法が用いられている．遠沈管を用い，遠心分離により細胞を沈降させ上清を除去する方

法は，小規模の培養装置を用いた培養において用いられている．培養液の移し替え操作は

煩雑であり，また遠心分離が必要とされるが，処理時間は比較的短い．培養液の移し替え

が困難となる規模の培養においては，遠心分離機構を無菌的に組み込んだ培養装置の設計

が考えられている (Hamamoto et al., 1989)．またチューブ型，チャンバーボウル型，ディス

ク型などの連続遠心分離機は抗体医薬品等の連続生産の下流工程において目的生産物の分

離回収工程に用いられており (Jungbauer, 2013)，培地交換操作への適用も検討されている．

沈降分離法は培養槽内もしくは沈降槽内で細胞を自然沈降させ，上清を除く分離法である．

最も機構が単純である一方で，培養規模が大きくなるほど沈降に時間が掛かり，細胞同士

の接着，凝集が生じる可能性がある．膜分離法は中空糸膜などを用いた分離法であり，タ

ンジェンシャルフローフィルトレーション (TFF) や，オルタネーティングタンジェンシャ

ルフローフィルトレーション (ATF) が例として挙げられる (Ponnudurai et al., 1983; Bosco 

et al., 2017; Radoniqi et al., 2018)．分離膜を介した送液操作により細胞と培養液を分離する

本手法は，比較的，機構が単純であり，膜面積の拡大によるスケールアップが容易である

が，分離膜の閉塞による系の破綻が生じることがある． 

上面通気や下部通気といった通気操作は，攪拌操作とともに，主に難溶性基質である酸

素を供給する酸素濃度制御を目的として行われる．酸素消費の大きい好気性微生物の培養

では，酸素枯渇が増殖の律速となる場合が多いため，酸素移動容量係数 (kLa) を基準とし
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た装置，操作設計が行われることが多い．このような培養では，培養装置下部にスパージ

ャーを設置し，培養液中に気泡を導入することで酸素供給を行うことが一般的である．ま

たその他の通気操作の役割として pH や二酸化炭素濃度の制御，気泡塔型培養槽やエアリ

フト型培養槽において下部通気による混合制御が行われる．動物細胞培養では pH を安定

させる役割として 5 %CO2 混合ガスを通気する場合が多い．一方で高い二酸化炭素濃度は

細胞の増殖や抗体生産などを阻害する (DeZengotita et al., 1998; Zhu et al., 2005)．特に大規

模な培養装置を用いた動物細胞培養の場合，水圧により溶解度が大きくなる一方で，せん

断応力を考慮した低い通気速度により二酸化炭素の物質移動が小さくなるため，二酸化炭

素の除去を考慮した通気操作が必要とされる． 

三次元懸濁培養装置に主に用いられている翼攪拌型培養槽において，攪拌操作は多くの

役割を果たす重要な操作の一つである．攪拌操作の主な役割として，液流による対象物の

混合，空間的均一化と酸素供給が挙げられる．攪拌翼はシャフトに取り付けられており，

メカニカルシールを貫通して槽外のモーターにより回転する動力を得る．攪拌翼の形状は

様々であり，流動や物質移動に影響を及ぼす (Aunins et al., 1989; Shi et al., 1992; Puthli et al., 

2005)．また攪拌により生じる流動方向の制御を目的として邪魔板の設置も行われる．これ

ら液流の制御は基本的に完全混合を目的として行われ，操作や装置形状の選択が必要であ

る．攪拌操作による酸素供給能の向上は複数の要素により構成される．攪拌により生じる

流動は気液界面での物質移動を向上させる．加えて邪魔板の設置や攪拌により生じる上下

混合流は気泡を長期間保持することでガスホールドアップを向上させる．回転する攪拌翼

付近の気泡は分割され，また流動により気泡同士の合一が抑制されるため，気液界面の比

表面積が大きくなり，物質移動が向上する．一方で攪拌操作は流動によりせん断応力を生

じるために，目的の細胞に適した攪拌操作の設計が必要である． 

このように，種々の操作によって細胞環境変数を制御することが可能となる．ただし，
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攪拌操作と通気操作のように，細胞環境変数と操作が一対一で対応しておらず，複数の操

作が相乗的に環境に影響を及ぼし，かつ，複数の細胞環境変数に影響を与えることが装置

設計における難点として挙げられる． 

既存の装置タイプと操作はヒト幹細胞の大量培養に適しておらず，細胞特性を理解した

新たな装置の設計が必要とされる． 

 

 

図 1.3 三次元懸濁培養装置における操作と役割 
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1.3 培養系の設計 

1.3.1 細胞の設計 

細胞を用いた製造工程において，目的生産物に適した細胞の選択が最初に行われる．低

分子医薬品や高分子医薬品では細胞反応による代謝生産物が，再生医療等製品では細胞や

組織そのものが目的生産物として扱われる．設計指針として，生産要求である，高生産，

高品質，安定生産を達成可能な細胞の構築が目指される．代謝生産物の生産の場合，これ

ら要求を満たすために，遺伝子組換えやゲノム編集技術により，高生産株や高耐性株，接

着非依存性へと馴化した不死化細胞株を作成し (Cockett et al., 1990; Mohan et al., 2008; Area 

et al., 2019)，安定生産のためにセルバンクの構築を行うことが一般的である．そのため，

これらの製造工程では，細胞に合わせた装置設計のみならず，既存の装置を用いた製造的・

工学的な要求に合わせた細胞の再設計も可能となる．これに対し，再生医療等製品は免疫

拒絶の問題から，患者に合わせた細胞の使用が要求される．そのため細胞の選択肢は限ら

れ，遺伝子組換え等による高生産株 (高増殖株) などの細胞設計は不可である．一般には，

同種移植を目的とした際の，原料となる細胞の安定化を目的としたセルバンクの構築のみ

が行われる (Stacey, 2012)．細胞設計の自由度が小さいため，既存の装置が細胞要求に適さ

ない場合，新たな装置設計が求められる．ヒト幹細胞培養もこの例に則る場合が多く，細

胞特性に合わせた装置の設計が必要とされる． 

 

1.3.2 細胞挙動の設計 

動物細胞培養において，「接着」は増殖挙動に大きな影響を及ぼす要因の一つである．骨

髄細胞や造血幹細胞，腫瘍細胞などの一部の接着非依存性細胞を除く大半の細胞は，増殖

に接着を要する接着依存性細胞である (図 1.4)．この接着は，「細胞」と「足場」の接着で

ある細胞基質間接着と「細胞」同士の接着である細胞間接着に分類される．細胞と足場と
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なる細胞外基質 (Extracellular matrix; ECM) は主にインテグリンを介して接着しており，細

胞同士は主にカドヘリンを介して接着している．これらの接着の喪失はアノイキスと呼ば

れるアポトーシスを誘導する (Frisch and Francis, 1994; Bergin et al., 2000; Grossmann, 2002; 

Chiarugi and Giannoni, 2008)． 

接着非依存性細胞培養の場合，懸濁培養下において，分裂した細胞は独立し，コロニー

形成を伴わない増殖挙動を示す．この単一細胞群を扱う培養系は，細胞-細胞間の接着によ

る増殖挙動への影響を考える必要がなく，また一般的な微生物細胞培養と同一であるため，

従来の培養技術の転用が可能となり，培養系の構築が比較的容易である．CHO細胞が抗体

等の生産に用いられている主な要因の一つとして，無血清培地での接着非依存性細胞への

馴化が容易であることが挙げられる． 

これに対し，ヒト iPS 細胞のような，接着依存性細胞はコロニー形成を伴う増殖挙動を

示す．接着面となる足場を用いた培養系では，細胞はインテグリンを介して足場と接着し，

面上を広がっていくように増殖する．最大細胞密度は接着面積に依存するため，接着面の

十分な提供が高密度培養の達成に要求される．三次元培養装置を用いた培養では，接着面

を持つ担体を利用した培養系が主流である．担体を充填，固定し，液のみを流動させる培

養系は fixed-bed (packed-bed) culture system と呼ばれている．Tsai et al. は，繊維層の利用に

より，1.75 Lのワーキングボリューム中に 30000 cm2の表面積を設置し，9.2 × 107 個のヒ

ト MSC の培養を行ったことを報告している (Tsai et al., 2016)．このような充填層を利用し

た培養系は，増殖のための接着面積が大きく，灌流培養による基質の供給と老廃物除去が

容易である．一方で充填層内の分布にバラつきが生じやすく，また充填層を設置するため

のコストがかかることが知られている．これに対し細胞の接着した担体そのものを懸濁す

る，マイクロキャリアを用いた三次元懸濁培養系が，ヒト多能性幹細胞 (Serra et al., 2010; 

Fan et al., 2013; Gupta et al., 2016) やヒト MSC (Schirmaier et al., 2014; Lawson et al., 2017) な
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どの培養に広く利用されている．マイクロキャリアは構造 (球体や多孔質体)，直径及び表

面積，比重，基材材質，表面コーティング，表面電荷の有無などを考慮して設計されてい

る．多様な製品が提供されており，これらマイクロキャリアの種類によって増殖や代謝が

異なることが報告されている (Goh et al., 2013; Rafiq et al., 2016)．攪拌型培養槽を用いた三

次元懸濁培養では攪拌速度に依存してマイクロキャリアの破砕が生じることが確認されて

いる (Gupta et al., 2016)．再生医療や細胞治療などの細胞を製品として用いる製造工程では，

このようなマイクロキャリア片などの小粒子の混入が問題視されるが，細胞のみを回収す

る分離精製は難しい．これらの理由から，目的の細胞や製造工程に適したマイクロキャリ

アの選択が培養系の設計において必要となる． 

接着依存性細胞のもう一つの代表的な増殖挙動として，足場基材を用いない場合の培養

が挙げられる．懸濁液中の細胞は，他の細胞と接触した際に細胞間接着を介して凝集・分

裂し，球状の細胞集塊を形成する，空間的 (三次元的) な増殖を示す．このとき，細胞は

ECM を分泌して集塊内部に構造を形成し，インテグリンを介した細胞基質間接着を示す．

Kim et al. の報告では，ヒト iPS 細胞の ECM 生成能は細胞株や Rock (Rho-associated protein 

kinase) 阻害剤の添加により異なり，ECM による構造の形成が細胞集塊の安定した増殖に

必要とされる (Kim et al., 2019)．ただし，ECM の蓄積により細胞集塊外縁部に生じるコラ

ーゲン I のシェル様構造は，集塊外側への細胞分裂を制限し，圧迫により細胞増殖が制限

されることが示唆されている (Nath et al., 2017)．また集塊径の増大は集塊内外の物質拡散

を阻害し，増殖を制限する (Wu et al., 2014)．このような集塊形成を伴う増殖挙動の課題に

対し，Mohamet et al. はマウス ES 細胞の E-cadherin をノックアウトする，もしくは E-カド

ヘリン中和抗体の DECMA-1 を用いることで，細胞同士の凝集を阻害し，単細胞培養に近

い状態での三次元懸濁培養を報告している (Mohamet et al., 2010)．Nath et al. はボツリヌス

菌由来ヘマグルチニンの添加により，ヒト iPS 細胞集塊の E-カドヘリン接着を抑制し，細
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胞集塊に物理的な力を加えて細胞集塊を小集塊に分割することで，30 mL 規模の攪拌型培

養槽を用いた培養系で，最大細胞密度が向上することを報告している (Nath et al., 2017)．

また細胞集塊群を扱う懸濁培養下において，形成された細胞集塊同士は E-カドヘリンを介

して容易に凝集することが報告されており (Dang et al., 2004)，他の集塊との合一は，培養

系における集塊径増大の一因となる．三次元懸濁培養では，沈降による培養槽下部の集塊

密度の増加が合一の主な原因であり，浮遊懸濁状態の維持が求められる．Otsuji et al., は低

アシル化ジェランガムを含有した培地を用いることで，200 mL規模のヒト iPS 細胞集塊の

無攪拌での浮遊懸濁培養系を提案している (Otsuji et al., 2014)． 

 

 

 

図 1.4 細胞接着に依存した増殖挙動と培養系の分類 

 

1.3.3 培養環境の設計 

細胞応答は環境因子である物質 (基質，増殖因子，代謝産物，pH など)，熱，運動に依存
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し変化する．これらエネルギーに対する応答は大きく，増殖反応 (細胞分裂や細胞死)，代

謝反応，分化反応と，それぞれに関連するシグナル伝達や骨格形成，遺伝子発現などの出

力によって評価される．細胞毎に異なるこれら反応を，速度論的に解析し理解することが，

培養環境の設計に求められる．速度論的に細胞特性を論じるため，これらの環境因子は単

位を持つ，濃度や温度などの細胞環境変数として示される．系における反応速度は，細胞

当たりの反応を示す比速度を用いた生理活性変数により評価される． 

基質や増殖因子，pH，細胞の代謝により生成される老廃物などの可溶性物質の濃度は主

に初期に培養系に投入する培地並びに，送液操作により制御される．動物細胞培養に用い

られる培地は糖，アミノ酸，ビタミンなどの基質と，pHや浸透圧を in vivoの環境に合わせ

て調整する無機塩を含有している (Price, 2017)．これら基礎成分に加え，増殖因子やホルモ

ンなどを含むウシ胎児血清などの血清が，培地に混合され培養に用いられてきた．ただし

このような血清は，コストが高くロット間差が大きい．また動物由来のためにウイルス等

の混入リスクがあり，安全性の観点から製造への利用が避けられ，無血清培地や化学合成

培地の開発が進められている (Lee et al., 1999; Chen et al., 2000; Ludwig et al., 2006; Nakagawa 

et al., 2014)．これら可溶性物質の成分並びに濃度は細胞の増殖や代謝に大きく影響を及ぼ

す．Kurokawa et al. は，ハイブリドーマの細胞収率や比抗体生産速度は低グルコース濃度

の環境下において増加することを報告している (Kurokawa et al., 1994)． 

このような動物細胞の増殖や代謝を促進する物質に対し，細胞の代謝により生成される

乳酸やアンモニアなどの老廃物は動物細胞の増殖や代謝を阻害することが報告されている 

(Hassell et al., 1991; Ozturk et al., 1992)．表 1 に動物細胞ごとの増殖阻害を示す乳酸濃度並び

に，乳酸の比生成速度を示した．抗体生産に主として用いられている CHO 細胞は，ヒト

MSC やヒト iPS 細胞と比較し，乳酸に対して耐性を示し，また比生成速度が小さい．その

ため，CHO細胞培養では，老廃物除去操作を伴わない，回分培養や流加培養を用いること
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が一般的である．一方，ヒト iPS 細胞の場合，三次元懸濁培養における最大細胞密度は 2 × 

109 cells/L 程度であるが，このとき，6 ~ 8 h 程度で細胞の増殖を妨げる量の乳酸を生成す

る．そのため，ヒト iPS 細胞培養では，培地中の乳酸を除去する操作の設計が必要とされ

ている．  

 

表 1 細胞の増殖を阻害する乳酸濃度と乳酸の比生成速度 

Cell type 
Critical lactate 

concentration (g L-1) 
Reference 

Specific lactate production 

rate (10-11 g h-1 cell-1) 
Reference 

CHO細胞 5.4 
Lao et al. 

(1997) 
3.7 

Lao et al. 

(1997) 

 8.1 - 9.9 
Hayter et al. 

(1991) 
0.1 - 0.2 

Monteil et al. 

(2016) 

   0.4 - 2.0 
Reinhart et al. 

(2015) 

     

BHK細胞 5.2 - 10.5 
Cruz et al. 

(2000) 
2.8 - 5.7 

Cruz et al. 

(2000) 

     

ハイブリ

ドーマ 
5.0  

Ozturk et al. 

(1992) 
4.1 

Ozturk et al. 

(1992) 

     

ヒト MSC 3.2 
Schop et al. 

(2009) 
3.8 

Goh et al. 

(2013) 

     

ヒト ES

細胞 
1.0  

Chen et al. 

(2010) 
6.1 - 11.0 

Chen et al. 

(2010) 

 1.0   7.2 - 9.0  

     

ヒト iPS

細胞 
1.0  

Nath et al. 

(2017) 
8.0  

Nath et al. 

(2017) 

  0.5 
Horiguchi et 

al. (2017) 
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難溶性を示す酸素は TCA サイクルや電子伝達系の酸化反応などに利用されアデノシン

三リン酸 (Adenosine triphosphate, ATP) を合成するなど，代謝反応に関わる基質の一つであ

る．細胞の増殖や分化は溶存酸素濃度に依存することが知られている．ヒト iPS 細胞の場

合，大気中の酸素濃度が 4 %の低酸素濃度条件において，細胞の比増殖速度と最大細胞密

度が向上し (Abecasis et al., 2017)，また心筋細胞への分化が促進されることが報告されてい

る (Correia et al., 2014)．こうした培養系における溶存酸素濃度の制御には細胞の酸素消費

速度の理解と，操作による供給速度の評価が必要である．表 2 は細胞種ごとの比酸素消費

速度を示す．CHO細胞と比較し，ES 細胞やヒト iPS 細胞の比酸素消費速度は小さいが，一

方でこれら接着依存性細胞は集塊形成培養を行う際に集塊内部への拡散を考慮する必要が

ある． Wu et al. は，バルク中の酸素分圧が 148 mmHgの際，直径 400 m のヒト ES 細胞

集塊の 23 %が，低酸素から無酸素条件 (0 - 30 mmHg) に陥ることを報告している (Wu et 

al., 2014)．三次元懸濁培養系の溶存酸素濃度は溶存酸素センサーによりモニタリングされ，

酸素供給を行う通気操作と攪拌操作により制御される．酸素供給能を表す評価指数として，

気液界面の限られた領域での濃度勾配を仮定する二重境膜説に基づく，酸素移動容量係数 

kLa (h-1) が一般的に用いられる．培養装置のスケールアップでは，kLaが一定になるように

装置概形や，通気速度や攪拌速度などの操作変数を設計・制御する手法が広く用いられて

いる． 
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表 2 細胞の比酸素消費速度 

Cell type 
Specific oxygen consumption rate 

 (10-9 mg h-1 cells-1) 
Reference 

CHO細胞 8.51  James et al. (1995) 

 10.2  Deshpande et al. (2004) 

 9.92  Jorjani et al. (1999) 

   

BHK細胞 7.04  Jorjani et al. (1999) 

   

ハイブリドーマ 9.60  Jorjani et al. (1999) 

   

ヒトMSC 3.17  Curcio et al. (2014) 

   

マウス ES 細胞 4.61  Zur Nieden et al. (2007) 

   

ヒト iPS 細胞 4.52  Our data 

 

流動力 (hydrodynamic force) は下部通気による通気操作や攪拌操作により培養系に導入

されるエネルギーであり，浮遊・混合状態の維持や酸素供給に影響を及ぼす．Navier-Stokes

の運動方程式によると，流体中の細胞に加わる慣性力は，重力などの密度や体積に依存し

た体積力と，この流動力によって細胞表面に加わる面積力の総和として考えることができ

る．面積力は圧力による力 (pressure force) と粘性力 (viscous force) により構成されている．

単位面積当たりの面積力は応力と呼ばれ，面に対して垂直向きの応力が垂直応力，面に並

行方向の応力がせん断応力である．細胞の浮遊状態を維持するためには，攪拌の流動力に

よって細胞に加わる面積力を考える必要がある． Zamzam et al. は粒子に加わる鉛直上向

きの力 (揚力) が重力と浮力の差よりも大きいとき粒子が浮遊すると仮定し，攪拌槽にお

ける粒子の浮遊状態の計算を報告している (Zamzam et al., 2016)．体積力である重力や浮力

によって加わる力は粒子体積や密度の増加とともに大きくなるため，マイクロキャリアの
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利用や細胞集塊形成を必要とする接着依存性細胞の浮遊維持は単細胞と比較し難しい． 

また動物細胞はせん断応力に対してセンシティブであることが知られている．表 3 に細

胞ごとの増殖を妨げるせん断応力の値を示す．大腸菌と比較し動物細胞の増殖に影響を及

ぼすせん断応力は非常に小さい．加えて，iPS 細胞や ES 細胞などの幹細胞は，抗体生産な

どに用いられている CHO 細胞などと比較し，さらに 1/10 程度耐性が小さく，よりせん断

応力を抑えた環境の維持が必要である． 

 

表 3 細胞の増殖に影響を及ぼすせん断応力 

Cell type critical shear stress (N m-2) Reference 

Escherichia coli 1.3 × 103 Lange et al. (2001) 
   

CHO細胞 1.2 × 100 Tanzeglock et al. (2009) 

HEK細胞 1.7 × 100 Tanzeglock et al. (2009) 

 2.6 × 100 Stathopoulos et al. (1985) 

BHK細胞 1.0 × 100 Ludwig et al. (1992) 

   

マウス ES 細胞 7.8 × 10-1 Cormier et al. (2014) 

 1.0 × 10-1 Toh et al. (2011) 

マウス iPS 細胞 1.1 × 10-1 Ismadi et al. (2014) 

ヒト iPS 細胞 1.5 × 10-1 Wang et al. (2013) 
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1.4 操作の設計 

ヒト iPS 細胞など，ヒト幹細胞の培養では，前節までに述べたように，凝集を防止し，

低せん断応力で老廃物の除去操作が可能な培養系が要求される．従来，凝集の防止に対し

攪拌操作による分散状態の維持が行われてきたが，この方法はせん断応力耐性の低い細胞

に不適である．またこれらの細胞は，酸素要求性の低いため，小規模においては上面通気

による酸素供給が行われてきたが，大規模の培養装置では，これらの細胞培養においても，

下部からの気泡導入に代表される酸素供給操作が要求される．しかしながら，気泡の導入

は細胞にダメージを加えるせん断応力を生じる．これは気泡導入時に生じるせん断応力，

バルク中での気泡との接触によるせん断応力，液上面に達した気泡が破裂する際に生じる

せん断応力など複数に及び，せん断応力に弱いとされる細胞の培養では通気操作の検討が

要求される (Garcia-Briones et al., 1992)．加えて，槽内のヘッドスペースに生じる発泡層は

ガス通気の圧力損失や排気系への溢流などの問題を生じる．特に動物細胞培養ではタンパ

ク質を含有した培地を用いるために発泡層が生じやすい (Prins et al., 1987; Zhang et al., 

1992)．そのため消泡翼などの機械的な消泡操作や，消泡槽の設置，また消泡剤などが CHO

細胞培養に用いられている (Prins et al., 1987; Murhammer et al., 1988)．ただし，機械的な消

泡はせん断応力を生じるために，ヒト iPS 細胞などのせん断応力にセンシティブな細胞培

養への適応は難しい．また製造の観点では，消泡剤として用いられている既存の非イオン

界面活性剤の添加は，原材料の安全性評価が必要であり，今後，製造に適した起泡性の低

い培地の開発が必要である．そのため，少ない気泡導入で効率的な酸素供給が可能な培養

系の構築が求められる． 

また動物細胞の比増殖速度や比代謝速度が微生物と比較し小さいことは，完全混合状態

を維持した継続的なモニタリングによる制御ではなく，攪拌を抑制した間欠的な制御が可

能となることを示唆している．  
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1.5 小括 

本章では，ヒト幹細胞の培養装置設計を達成するための考え方の構築を行った．細胞製

造に用いられるヒト幹細胞の装置設計では，生物学的観点からみた細胞培養系に対する要

求と，工学的観点からみた装置・操作による細胞培養系への供給の間に，従来の細胞培養

では考慮の必要がなかった隔たりが存在する．そのため既存の装置が適用できず，大型の

培養装置での培養に至っていない．培養装置の設計では，まず使用する細胞の選択を行わ

なければならない (細胞の設計)．特に細胞製造に用いられるヒト幹細胞は，細胞そのもの

を製品とするために，製造要求に合わせた細胞の設計が難しい．そのため使用する細胞の

培養系への要求に基づく設計が必要とされる．また多くのヒト幹細胞は接着依存性を有す

る．足場を用いないヒト幹細胞培養の場合，集塊形成が増殖に要求されるが，一方で，過

度な凝集は細胞増殖を阻害する． これは細胞-細胞間の相互作用による影響を無視できず，

培養系の設計において，凝集を防止することが必要とされている． 培養環境が細胞挙動に

与える影響は，これまで様々な細胞培養において速度論的に解析され，その特性が評価さ

れてきた．ヒト幹細胞は，基質要求性が低い一方で，老廃物への耐性が低い．またせん断

応力に非常にセンシティブである．酸素の要求性は低いが，装置の大型化においては依然

として酸素供給による律速が想定される．一方で高分子タンパク質を多量に含むヒト幹細

胞培地は発泡性が高く，気泡導入によって，せん断応力が生じ，また圧力損失や排気系へ

の溢流などの問題を生じる．このように，細胞製造に用いる細胞の培養装置設計では，細

胞挙動や環境因子，操作に適した培養系を考慮した設計が必要であることを提案した． 
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第2章 塑性流体を利用したヒト iPS 細胞の懸濁培養系の構築 

2.1 緒言 

接着依存性細胞であるヒト iPS細胞の三次元懸濁型の大量培養装置を設計するためには，

細胞集塊の過度な凝集を防ぐ分散状態の維持と，低せん断応力の環境の提供，また老廃物

除去操作が可能で，低泡沫な酸素供給手法を擁する培養系の設計が求められる．従来の三

次元懸濁培養系は，動的培養系 (dynamic culture system) であり，攪拌操作によって生じる

流動力によって分散・混合状態の維持を行っているが，これは細胞にダメージを与えるせ

ん断応力を生じる．攪拌翼や装置形状の検討により，せん断応力を抑制し細胞集塊の分散

状態を維持する方法が提案されているが (Matsuura et al., 2012; Hang et al., 2011; Wang et al., 

2021)，一般にせん断応力は培養槽のスケールアップに伴い増加するため，せん断応力にセ

ンシティブなヒト iPS 細胞の大量培養系への適用は難しい．流動力を用いない静的培養系 

(static culture system) において三次元の分散状態の維持を行うためには，細胞集塊に加わる

重力に釣り合う垂直抗力を持つ構造体を用いる必要がある．ゲルを用いた包埋培養はその

一例であるが，固相中での培養は，老廃物の除去が難しく，また物質拡散律速が生じやす

いため大量培養には不適である．これに対し，液体培地に高分子化合物を溶解することで，

液中に微小構造を形成し，浮遊培養を行う手法が提案されている (Otsuji et al., 2014)．本手

法ではガス透過性バッグ内で細胞集塊の分散状態を維持することで，無攪拌での培養を達

成している．ただし，体積当たりの比表面積は培養規模の拡大に伴い減少するため，101 L

以上の培養には不適であることが想定される． 

従来の三次元懸濁培養装置では，下部通気操作による気泡導入が大規模な培養装置での

酸素供給に用いられてきた．この操作をヒト iPS 細胞培養に適用するためには，せん断応

力の抑制と発泡層の形成抑制が求められる．下部通気操作により生じるせん断応力は，気

泡生成時に生じるせん断応力，バルク中での気泡と細胞の接触によるせん断応力，上昇す
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る気泡に伴う流動によるせん断応力，液上面に達した発泡層を形成する気泡が破裂した際

に生じるせん断応力などが挙げられている (Garcia-Briones and Chalmers, 1992; Meier et al., 

1999; Chisti, 2000)．そのため，下部通気操作によるせん断応力を抑制するためには，導入す

る気泡数を抑え，かつ，気泡の上昇に伴う流動力を最低限に抑えることが要求される．ま

た発泡層の形成抑制に対しても，導入する気泡数の抑制や，もしくは，消泡剤の利用が要

求される (Prins et al., 1987; Murhammer et al., 1988)． 

塑性流体は，液中に微小構造を持つことで，降伏応力未満の力では流動せず固相のよう

な様相を示す流体であり，比重の小さい細胞集塊に加わる重力は小さいために，構造によ

る垂直抗力によって沈降抑制が可能となる．Otsuji et al. の用いた細胞集塊の分散状態の維

持が可能な培地も本流体に分類される (Otsuji et al., 2014)．また塑性流体において降伏応力

を超えた力が加わる領域は微小構造が破壊され流動が生じるが，加力を止めると時間経過

とともに微小構造が回復することが知られている．このような現象をチキソトロピーと呼

び，この構造回復に係る時間はチキソトロピー回復時間と呼ばれている．これらの特性は，

流動を局所かつ一時的に抑制することが可能となると考えられる．  

本章では，塑性流体を用いた際の挙動解析を行うことで，分散状態の維持と気泡上昇の

抑制を可能とする流動特性を理解し，ベンチスケールにおいてカラム型培養装置を設計す

ることで，下部通気による効率的な酸素供給を可能とするヒト iPS 細胞の静置培養系の設

計を行った． 
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2.2 実験方法 

 

2.2.1 ニュートン流体と塑性流体の調製 

ニュートン流体として，市販の iPS/ES 細胞用未分化維持培地である mTeSR1TM medium 

(Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada) 並びに StemFit® AK02N (Ajinomoto Co. Inc., 

Tokyo, Japan) を用いた．塑性流体として，それぞれの培地に，ポリマー溶液 (FCeM™-series 

FP001 Solution; Nissan Chemical Industries Ltd., Tokyo, Japan) を室温で混合し，終濃度を

0.02 %に調整した培地を用いた． 

 

2.2.2 塑性流体の流動解析 

塑性流体 (ポリマー溶液を混合した StemFit® AK02N) の流動時の粘度， (Pa s-1) と降伏

応力，0 (Pa) はレオメーター (MCR301; Anton-Paar, Graz, Austria) を用いて解析を行った．

降伏応力は 37°C に保温した塑性流体のせん断速度， (Pa) とせん断応力， (s-1) をレオメ

ーターにより測定し，Herschel-Bulkleyモデル (式 (1)) に従い算出した． 

 = 0 + Kn   (1) 

ここで，K は一貫性インデックス，nはべき乗指数である． 

 

2.2.3 気泡と粒子の挙動解析 

ノズルとなる単一の針を下部中心部に設置したカラム型培養装置 (Fujimori Kogyo Co. 

Ltd., Tokyo, Japan) に (図 2.1 A)，100 mLのニュートン流体 (StemFit® AK02N) 並びに塑性

流体 (ポリマー溶液を混合した StemFit® AK02N) を充填し，それぞれに対して， 1.0 × 10-

2 vvm から 5.0 × 10-2 vvm までの通気速度，F (vvm) で通気を行った．通気によりカラム中

に導入された気泡が上昇する様子を，高速度カメラ (K4; Katokoken Co. Ltd., Isehara, Japan) 
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を用いて 400 images s-1のフレームレートで撮影した．取得した画像から，画像処理ソフト

ウェア (ImageJ; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いて気泡上昇速度，vb 

(mm/s) 液中の平均気泡滞在数，nb (-) を測定し，また気泡を楕円体とみなした際の気泡体

積，Vb (mm3) を測定した投影面積から算出した．またガスホールドアップ， (-) は，気液

二相の中で気相の占める体積比率として定義されるが，気相体積nbVb (mm3) は，液相体積，

VL (mm3) と比較し，nbVb << VLであるため，式 (2) として定義し算出した． 

 = 
nbVb

VL
 (2) 

塑性流体中の細胞集塊を模した粒子 (red polyethylene microspheres; Cospheric LLC., Santa 

Barbara, CA, USA) の通気前後の分散状態を示すため，通気前並びに通気開始から 20 min後

の画像を，カメラ (HDR-CX420; Sony Co. Tokyo, Japan) を用いて取得した． 

 

2.2.4 ヒト iPS 細胞株と平面培養条件 

実験で用いたヒト iPS細胞，1383D2株は京都大学 iPS 細胞研究所 (Center for iPS Research 

and Application, Kyoto University, Kyoto, Japan) (Nakagawa et al., 2014) から，Tic 株は JCRB細

胞バンク (Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank) から得た．細胞は，ラミニ

ン 511-E8フラグメント (iMatrix-511; Nippi Inc., Tokyo, Japan) でコートされた培養面上で，

市販の iPS/ES 細胞用未分化維持培地 (1383D2 株は StemFit® AK02N，Tic 株は mTeSR1TM 

medium) を用い，37°C，5 %CO2混合ガスの加湿環境下で培養した．継代操作として，まず

培養面上で 4 日間培養した細胞に対し， 5 mM のエチレンジアミン四酢酸 

(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) (0.5 mmol/L EDTA/PBS solution; Nacalai Tesque, Inc., 

Kyoto, Japan) と，10 M の Rock 阻害剤 (CultureSure Y-27632; FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan) を溶解したリン酸緩衝生理食塩水 (Phosphate buffered salts, PBS) を

室温で 10 分間処理した．その後，10 M の Rock 阻害剤を溶解した細胞剥離液 (TrypLE 



31 

 

SelectTM; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) を加えて室温で 7分間処理し，細

胞を培養面から剥離した．回収した細胞懸濁液は，ピペッティング操作により細胞の単分

散を行い， 180 g ，3 分間の遠心分離を行った．その後，上清の除去，並びに 10 M の Rock

阻害剤を含む iPS/ES 細胞用未分化維持培地 (1383D2 株は StemFit® AK02N，Tic 株は

mTeSR1TM medium) に細胞の再懸濁を行い，2.5 × 103 cells/cm2の播種密度で，ラミニン 511-

E8フラグメント (iMatrix-511; Nippi Inc., Tokyo, Japan) でコートされた培養面に播種を行っ

た．継代操作から 1日後に，iPS/ES 細胞用未分化維持培地を用いて培地交換操作を行った．

それ以後，一日おきに培地交換操作を行い，培養 4 日目に平面培養もしくは懸濁培養へと

継代操作を行った． 

 

2.2.5 翼攪拌型培養装置を用いた懸濁培養条件 

懸濁培養は翼攪拌型培養装置 (BWV-S03A; Able Co., Tokyo, Japan) を用いた．培養面から

剥離した単分散状態のヒト iPS 細胞 (Tic株) を 10 M の Rock 阻害剤を含む iPS/ES 細胞用

未分化維持培地 (mTeSR1TM medium) に懸濁し，1.0 × 105 cells/mLの播種密度で，培養容量

30 mL として翼攪拌型培養装置に播種し， 24 時間培養を行った．このとき，攪拌速度を

55 rpm とし，37°C，5 %CO2混合ガスの加湿環境下で培養した．24時間培養を行った細胞

集塊を回収し，通気条件並びに，攪拌条件と培地条件の異なる以下の 4 種類の懸濁培養条

件下で，それぞれ 96時間培養を行った． 

コントロールとして，iPS/ES 細胞用未分化維持培地 (mTeSR1TM medium) に懸濁した細

胞集塊を，翼攪拌型培養装置 (BWV-S03A) にて攪拌速度を 55 rpm の条件下で培養を行っ

た．これに対し，同一培地，攪拌速度で，装置下部に設置した焼結ガラスに，炭酸ガス混

合器 (Tokken Inc., Kashiwa, Japan) により調整した 5 % CO2 ガスを，1.7 × 10-2 vvm の通気

速度で下部から通気を行う条件で培養を行った．塑性流体として，iPS/ES 細胞用未分化維
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持培地  (mTeSR1TM medium) にポリマー溶液  (FCeM™-series FP001 Solution; Nissan 

Chemical Industries Ltd., Tokyo, Japan) を室温で混合し，終濃度を 0.02 %に調整した培地を

作成した．本培地に細胞集塊を再懸濁し，翼攪拌型培養装置 (BWV-S03A) にて下部から

5 % CO2 ガスを，1.7 × 10-2 vvm の通気速度で通気を行い，無攪拌で培養する条件，並びに

165 分おきに 15 分間 55 rpm で攪拌する条件で培養を行った．このとき低頻度の攪拌を行

う条件では，窒素ガスの上面通気を行い，培養液上部の窒素ガス置換を行った．全ての条

件において，24時間ごとに iPS/ES 細胞用未分化維持培地 (mTeSR1TM medium) の培地交換

操作を行った．また 24 時間ごとにサンプリングした細胞集塊を位相差顕微鏡 (CKX53; 

Olympus Co., Tokyo, Japan) により画像取得を行い，10 分間の酵素処理 (Accumax; Innovative 

Cell Technologies Inc., San Diego, CA, USA) により単分散処理し，トリパンブルー染色法に

よりカウントを行った． 

 

2.2.6 カラム型培養装置を用いた懸濁培養条件 

懸濁培養はカラム型培養装置並びに，翼攪拌型培養装置 (BWV-S10A; Able Co., Tokyo, 

Japan) を用いた (図 2.1 B)．前培養として，培養面から剥離した単分散状態のヒト iPS 細胞 

(1383D2 株) を 10 M の Rock 阻害剤を含む iPS/ES 細胞用未分化維持培地 (StemFit® 

AK02N) に懸濁し，1.0 × 105 cells/mLの播種密度で，培養容量 100 mL として翼攪拌型培養

装置に播種し， 48時間培養を行った．このとき，攪拌速度を 40 rpm，温度を 37°C，溶存

酸素濃度を 2.7 ppm になるように制御を行った．48 時間の前培養を行った細胞集塊を回収

し，100 mLの塑性流体に再懸濁を行い，カラム型培養装置に播種を行った．炭酸ガス混合

器 (Tokken Inc., Kashiwa, Japan) により調整した 5 % CO2 ガスを，それぞれ F = 0，1.0 × 10-

2， 2.0 × 10-2， 4.0 × 10-2 vvm の通気速度で通気を行い，37°C，5 %CO2混合ガスの加湿環

境下で 48時間培養を行った．比較対象として用いた翼攪拌型培養装置での培養は，培養 0



33 

 

時間に iPS/ES 細胞用未分化維持培地 (StemFit® AK02N) への培地交換を行い，前培養と同

条件で培養を継続して行った．培養期間における細胞増殖は，みかけの比増殖速度，app (h) 

により評価した．培養 0 時間と培養 48 時間に細胞集塊を回収し，10 分間の酵素処理 

(Accumax; Innovative Cell Technologies Inc., San Diego, CA, USA) により単分散処理を行った．

これらの懸濁液をトリパンブルー染色法によりカウントし，培養 0 時間の細胞密度 X0 

(cells/mL) と培養 48時間の細胞密度 X48 (cells/mL) を算出した．48 時間の培養におけるapp

は式 (3) を用いて算出した． 

app = 
ln(X48/X0)

48
  (3) 

 

図 2.1 気泡塔型培養装置の概形 (A) と懸濁培養実験の概要 (B) 

 

2.2.7 細胞集塊サイズの定量的解析 

培養 0時間と 48時間の細胞集塊の明視野画像は，回収した細胞集塊懸濁液を 6ウェルプ

レート (Corning Inc., Corning, NY, USA) に移し，10 倍対物レンズ付きの画像解析装置 (IN 
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Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, Chicago, IL, USA) を用いて取得した．取得した画像から，

画像処理ソフトウェア (Image-Pro Plus 7.0: Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, USA) を用

い，それぞれの条件において 800個から 1000個の細胞集塊の投影面積，S (m2) を解析し

た．また，細胞集塊の位相差画像は，位相差顕微鏡 (CKX53; Olympus Co., Tokyo, Japan) を

用いて取得した． 

2.2.8 溶存酸素濃度の解析 

培養 48時間における培養装置内の溶存酸素濃度は，光学式の酸素センサー (Presens Co., 

Regensburg, Germany) を用いて取得した．酸素センサーは酸素メーター  (Microx TX3; 

Presens Co., Regensburg, Germany) に接続し，カラム型培養装置の上部から底部に挿入した．

上部 (ノズル先端から 114 mm 付近)，中部 (ノズル先端から 62 mm 付近)，底部 (ノズル先

端部) の点において，溶存酸素濃度が安定した値を示したことを確認し，それぞれの点で

の溶存酸素濃度を測定した． 

 

2.2.9 フローサイトメトリーによる未分化状態の解析 

培養 48時間におけるヒト iPS細胞の未分化状態を，多能性マーカーである Oct 3/4，SSEA-

4，TRA-1-60の発現をフローサイトメトリーにより評価した．培養 48時間における細胞集

塊は酵素処理 (Accumax) により単分散処理を行った．細胞は，固定化並びに透過処理試薬 

(Cytofix/CytopermTM permeabilization kit; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を用いた処理を

行った後，それぞれ，Oct 3/4 マーカー (PE-conjugated human/mouse Oct 3/4 fluorescein ; BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA)，SSEA-4 マーカー (FITC-conjugated human/mouse SSEA-4 

fluorescein; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)，TRA-1-60マーカー (FITC-conjugated 

human/mouse TRA-1-60 fluorescein; Merck, Darmstadt, Germany) によって染色を行った．染色

した細胞は，フローサイトメーター (Sysmex Co., Kobe, Japan) を用いて蛍光を検出し，解
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析ソフトウェア (FlowLogic software; Inivai Technologies, Melbourne, VIC, Australia) を用いて

解析を行った． 

 

2.2.10 分化能の解析 

培養 48時間におけるヒト iPS 細胞を回収し，10分間の酵素処理 (Accumax) により単分

散処理を行った後に再度播種を行い，市販の三胚葉系への分化誘導培地  (StemdiffTM 

trilineage differentiation kit; Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada) を用いて培養を行うこ

とにより分化能の有無を評価した．提供されるプロトコルに従い培養を行った細胞を，PBS

で洗浄し，4 %パラホルムアルデヒド (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) 

を用いて室温で 10分間，固定化処理を行った．PBS で洗浄後，0.5 % Triton X-100 (FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を溶解した PBS で 5分間，膜透過処理を行っ

た．洗浄後，ブロックエースを用いて，室温で 90分間処理することで，非特異的なタンパ

ク質を遮蔽した．その後，10 %のブロックエースを含む PBS で希釈した一次抗体を，温度

を 4°C で一晩処理を行った．一次抗体はそれぞれ，Anti-PAX6 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)，Anti-Brachyury (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)，Anti-SOX17 (Cell Signaling 

Technology Inc., Beverly, MA, USA) を用いた．トリス緩衝生理食塩水 (TBS) で洗浄後，

Alexa Fluor488標識二次抗体 (AF488 goat anti-rabbit; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) を室温で 60 分間処理した．細胞核は 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用いて染色を行った．PBS で洗浄後，10倍対物レン

ズ付きの画像解析装置 (IN Cell Analyzer 2000) を用いて免疫蛍光染色画像を取得した． 

 

2.2.11 統計分析 

塑性流体の流動は，それぞれの条件につき 3 つの異なる塑性流体を準備し，せん断応力



36 

 

並びに降伏応力の測定を行った．気泡の挙動は，それぞれの条件につき 10個の気泡挙動の

測定を行った．懸濁培養はそれぞれの実験条件につき 3 回の実験を行った．統計解析は

Student’s t-test を使用し，有意水準は p < 0.01および p < 0.05とした．  
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2.3 結果 

 

2.3.1 ニュートン流体と塑性流体の流動特性 

高分子化合物の溶解による培地の流動特性を比較した．ポリマー溶液を溶解した培地の

流動時の粘度は (1.84 ± 0.03) × 10-3 Pa s であり，通常の未分化維持培地の粘度 (1.11 ± 0.06) 

× 10-3 Pa s と比較し，僅かに増加した．また本流体のせん断速度とせん断応力の関係は，塑

性流体の代表的な挙動を示しており，降伏応力は0 = 0.23 ± 0.02 Paであった (図 2.2)．そ

こで通常の培地をニュートン流体，高分子化合物を溶解した培地を塑性流体として以後の

検討に用いた．  

 

 

 

図 2.2 ポリマー溶液を混合した培地 (StemFit® AK02N) におけるせん断速度， (s-1) と

せん断応力， (Pa) の関係．エラーバーはそれぞれ 3つの調製した流体におけるせん断応

力の標準偏差を示し (n = 3)，実線は Herschel-Bulkleyモデルに基づく以下の式を示す;  

 = 0.23 + 0.0018  
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2.3.2 翼攪拌型培養装置における気泡導入を伴うヒト iPS 細胞培養 

ニュートン流体を用いた小規模の翼攪拌型培養装置では，上面通気のみのときヒト iPS

細胞は増殖した (図 2.3)．これに対し，下部通気を伴う場合，細胞集塊は崩壊し (図 2.4)，

細胞密度は減少する様子がみられた．一方で，塑性流体を用い下部通気を伴い培養を行っ

た条件では，無攪拌の場合，培養 48時間まで細胞密度が増加し，その後，増殖が停止する

様子が確認された．また低頻度の攪拌を伴う条件では，コントロールと同等の増殖が確認

された． 

 

 

図 2.3 時間経過に伴う細胞密度の推移．上向きの三角形はニュートン流体中で連続的に攪

拌を行い，下部通気を行わなかった条件，下向きの三角形はニュートン流体中で連続的に

攪拌を行い，下部通気を行った条件，ひし形は塑性流体中で攪拌を行わず，下部通気を行

った条件，黒丸は塑性流体中で攪拌を 165分おきに 15分行い，下部通気を行った条件をそ

れぞれ示している． 

  



39 

 

 

図 2.4 各培養条件における培養 24時間ごとの細胞集塊の位相差画像．ニュートン流体を用

いた条件では，55 rpmで連続的に攪拌を行い，下部から気泡導入の有無による増殖を比較

した．塑性流体を用いた条件では，下部からの気泡導入を行い，無攪拌並びに，165分おき

に 15分攪拌する低頻度の攪拌条件での増殖を比較した．スケールバー: 200 m 
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2.3.3 ニュートン流体中と塑性流体中における細胞集塊と気泡の挙動 

各流体における通気による影響を比較するために，細胞集塊を模した粒子の分散と気泡

の体積，上昇速度並びにガスホールドアップを評価した．通常の培地では細胞集塊は重力

により沈降するが，実験に用いた高分子化合物は，培地に溶解することで，細胞集塊の沈

降を防ぐことが報告されている (Otsuji et al., 2014)．本研究においても，細胞集塊を模した

粒子の分散状態が，通気前の塑性流体中で維持されている様子が観察された (図 2.5)．20

分間の通気を行った後の粒子の分散状態は F = 1.0 × 10-2，2.0 × 10-2 vvm の低流速の通気条

件において維持された．一方で，F = 3.0 × 10-2 vvm 以上の条件では，粒子が沈降する様子

が確認された． 

流体中に導入された気泡の体積は，流体の種類や通気速度に関わらず同程度の値を示し

た (図 2.6A)．ニュートン流体中では，気泡の上昇速度も通気速度に関わらず同程度の値を

示したのに対し，塑性流体中の気泡上昇速度は，F = 1.0 × 10-2，2.0 × 10-2，3.0 × 10-2 vvmの

通気速度条件において，ニュートン流体中と比較し小さい値を示した (図 2.6B)．一方で，

F = 4.0 × 10-2 vvm の通気条件では，ニュートン流体中と塑性流体中ともに， vb = (1.90 ± 

0.04) × 102 mm/s であり上昇速度は同じであった．気泡上昇速度の低下に伴い，低流速条件 

(F = 1.0 × 10-2，2.0 × 10-2，3.0 × 10-2 vvm) では，塑性流体におけるガスホールドアップはニ

ュートン流体と比較し高い値を示した (図 2.6C)．液中に順番に導入された気泡が同じ点を

通過する時間間隔，t (s) は，気泡の導入頻度の逆数である．通気速度に関わらず気泡体積

が一定であるため，通気速度とt は反比例の関係を示した (図 2.7A)．t < 0.9 s のとき，塑

性流体中の気泡上昇速度はニュートン流体中と同程度の値を示した (図 2.7B)．一方， t = 

0.9 s ~ 1.4 s の区間で塑性流体中の気泡上昇速度は急激に減少し，t > 1.4 s において，ニュ

ートン流体中と比較し小さい値を示した．気泡による酸素供給効率を示す，通気速度あた

りのガスホールドアップは，塑性流体中において，通気速度が小さい条件 (F = 1.0 × 10-2 ~ 



41 

 

2.0 × 10-2 vvm) では，大きい条件 (F  > 4.0 × 10-2 vvm) と比較して高い値を示した (図 2.8)．  
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図 2.6 流体中にそれぞれの通気速度で気泡を導入した際の気泡の体積，V (mm3) (A)，気泡

上昇速度，vb (mm/s) (B) とガスホールドアップ， (-) (C)．下向きの白三角形はニュートン

流体中での挙動を，上向きの黒三角形は塑性流体中での挙動を示す．エラーバーは標準偏

差を示し，有意差は Student’s t-test により分析した *p < 0.05，**p < 0.01 (bubble number n = 

10 in each condition)．  
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図 2.7 通気速度と気泡が同一点を順番に通過する際の時間間隔，t (s) の反比例関係 (A) 

と，各時間間隔における気泡上昇速度，vb (mm/s) (B)．下向きの白三角形はニュートン流体

中での挙動を，上向きの黒三角形は塑性流体中での挙動を示す．エラーバーは標準偏差を

示す (bubble number n = 10 in each condition)．  

 

 

図 2.8 各通気速度における液中に滞在する気泡による酸素供給効率 (通気速度あたりのガ

スホールドアップ)．下向きの白三角形はニュートン流体中での挙動を，上向きの黒三角形

は塑性流体中での挙動を示す．エラーバーは標準偏差を示し，有意差は Student’s t-test によ

り分析した **p < 0.01 (bubble number n = 10 in each condition)．   
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2.3.4 カラム型培養装置における塑性流体を用いた気泡導入を伴うヒト iPS 細胞培養 

塑性流体を用いた気泡通気を伴う三次元懸濁培養系でのヒト iPS 細胞増殖を評価するた

め，シングルノズルのカラム型培養装置を用いて培養を行った．無通気条件では，みかけ

の比増殖速度はapp = (-0.53 ± 0.04) × 10-2 h-1であり，増殖がみられなかった (図 2.9 下部破

線)．F = 1.0 × 10-2，2.0 × 10-2 vvm におけるみかけの比増殖速度は，それぞれapp = (1.24 ± 

0.32) × 10-2 h-1，app = (1.94 ± 0.59) × 10-2 h-1であり，通気速度の増加とともに増殖が向上す

る様子が確認された．また F = 2.0 × 10-2 vvmの条件における細胞集塊の投影面積分布は増

加する傾向がみられた (図 2.10)．一方で，F = 4.0 × 10-2 vvm の高い通気速度におけるみか

けの比増殖速度はapp = (0.19 ± 0.43) × 10-2 h-1であった． このとき，S < 10 × 104 m2の範囲

の投影面積の分布は培養前後で大きな変化がみられなかったが，S > 10 × 104 m2の細胞集

塊の頻度は培養後に大きく増加することが確認され，複数の細胞集塊が凝集したような大

きなサイズの集塊が観察された．F = 1.0 × 10-2，2.0 × 10-2 vvm の条件では，培養 48時間に

おいて，細胞集塊の沈降がほとんどみられなかったが，F = 4.0 × 10-2 vvm の高い通気速度

では細胞集塊が装置中心部から下部まで沈降している様子が確認された (図 2.11)．培養終

了時における溶存酸素濃度は，最も高いみかけの比増殖速度がみられた F = 2.0 × 10-2 vvm

において，翼攪拌型培養装置と同程度から少し低い値を示した (図 2.12)．一方で，最も高

い通気速度である F = 4.0 × 10-2 vvm では，細胞集塊の分布が少ない装置上中部では溶存酸

素濃度は他の条件と比較し高い値を示したが，沈降した細胞集塊が多数分布する下部では

1.10 ± 0.06 ppm であり，他の条件と同程度の値を示した．培養終了時のヒト iPS 細胞は，い

ずれの条件においても 0.9 以上の高い多能性マーカー (TRA-1-60，SSEA-4，Oct 3/4) 発現

を示した (図 2.13)．また F = 2.0 × 10-2 vvm で培養を行ったヒト iPS細胞は，その後三胚葉

系への分化誘導培養により，全ての系の分化マーカーの発現が確認された (図 2.14)． 
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図 2.9 塑性流体を用いた培養系における，各通気速度条件でのみかけの比増殖速度．上部

破線は翼攪拌型培養装置における，みかけの比増殖速度の平均値 (app = (2.30 ± 0.06) × 10-2 

h-1) を示し，下部破線は無通気条件でのカラム型培養装置でのみかけの比増殖速度の平均

値 (app = (0.19 ± 0.43) × 10-2 h-1) を示す．エラーバーは標準偏差を示し，有意差は Student’s 

t-test により分析した *p < 0.05，**p < 0.01 (n = 3 in each culture condition)．  

 

 

図 2.10 各通気速度における培養 0時間と 48時間の細胞集塊の投影面積分布と位相差画像．

N は各条件における測定を行った細胞集塊数を示す．スケールバー: 200 m 
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図 2.11 各通気速度で 48時間培養を行った後の，装置内の細胞集塊の分布画像 

 

 

図 2.12 各通気速度で 48 時間培養を行った後の装置内の溶存酸素濃度．三角形は装置上部

の，ひし形は装置中部の，丸は装置下部の溶存酸素濃度を示す．破線は翼攪拌型培養装置

における培養で設定している溶存酸素濃度を示し，エラーバーは標準偏差を示す (n = 3 in 

each culture condition)．  
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図2.13 フローサイトメトリーによる各培養条件での多能性マーカー (TRA-1-60，SSEA-4，

Oct 3/4) 発現．黒いバー，白いバー，斜線のバーはそれぞれ F = 1.0 × 10-2，2.0 × 10-2，4.0 × 

10-2 vvm の通気速度を示し，エラーバーは標準偏差を示す (n = 3 in each culture condition)． 

 

 

図 2.14 F = 2.0 × 10-2 vvm で培養を行ったヒト iPS 細胞の三胚葉系への分化培養後の免疫蛍

光染色画像．重ね合わせた画像は，それぞれ赤色が DAPI，緑色が Ectoderm の分化マーカ

ーとして PAX6，Mesoderm の分化マーカーとして Brachyury，Endoderm の分化マーカーと

して SOX17を示す． 
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2.4 考察 

小規模な翼攪拌型培養装置においても気泡の導入と攪拌を行った条件では，ヒト iPS 細

胞集塊は崩壊し，細胞密度の減少がみられた．下部通気操作と攪拌操作を同時に行うこと

で細胞へのダメージが大きくなることが知られており (Oh et al., 1992)， せん断応力耐性

の低いヒト iPS 細胞は通気攪拌培養では増殖できないことが示唆された．これに対し，無

攪拌での浮遊維持が可能な塑性流体を用いた培養系では (Otsuji et al., 2014)，通気を伴う条

件下において細胞の増殖がみられた．低頻度の攪拌の有無により細胞の到達密度に差がみ

られ，無攪拌の条件では培養後期での増殖停止が，低頻度の攪拌を行った条件では，ニュ

ートン流体中における上面通気のみの連続攪拌条件と同等の増殖を示した．これは，無攪

拌条件において生じる局所的な物質濃度の偏りによることが示唆される．これらの結果は，

塑性流体を用い，拡散を考慮した培養系を設計することで，気泡通気による酸素供給が可

能な，無攪拌もしくは最低限の攪拌を伴う気泡塔型の培養装置が，ヒト iPS 細胞の大量培

養に適する可能性を示唆しており，ラボスケールにおける塑性流体中での挙動解析による

重要変数の検討を行った後に，ベンチスケールのカラム型培養装置を用いた培養を行った． 

塑性流体中の気泡体積に有意な差が無いのに対し，気泡の上昇速度は F = 3.0 × 10-2 vvm

以上の通気速度の条件で増加した (図 2.6A, B)．塑性流体の流動特性は，液中に存在する高

分子化合物などの微小構造に依存する (Gaecía et al., 2011)．この微小構造は降伏応力より

大きいせん断応力により破壊されるが，応力を加えることを止めると，時間経過とともに

再び回復することが知られている (Cheng, 1986; Møller et al., 2006)．この構造の回復に掛か

る時間は「チキソトロピー回復時間」と呼ばれ，流体の種類に依存する．気泡が通過する

時間間隔，t が 0.14 s 未満のとき，塑性流体中の気泡上昇速度はニュートン流体中の値に

近づき (図 2.7B)，また細胞集塊を模した粒子の沈降が確認された (図 2.15A)．塑性流体中

の微小構造の抵抗力や垂直抗力により，気泡の上昇抑制や粒子の分散維持が可能であると
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考えられる．上昇する気泡は周囲にせん断応力を加えるため (Bhavaraju et al., 1978; Putz et 

al., 2008)，微小構造は破壊される．t が 0.14 s 未満では，気泡間のこの構造の回復が十分

でないために気泡上昇速度の増加や粒子の沈降が生じたことが考えられる (図 2.15B)．一

方で，t が 0.14 s 以上のとき，気泡間に回復した微小構造が存在し，抵抗力が大きくなる

ために気泡上昇速度が抑制されたと考えられる (図 2.15C)．このことから本流体のチキソ

トロピー回復時間は 0.14 s であることが示唆される． 

粒子や細胞集塊の分散状態も同様に，t が 0.14 s 以上の条件で維持された (図 2.15D)．

Mougin et al.の報告では，塑性流体中を上昇する気泡の軌跡上に存在する粒子は，気泡の上

昇に伴い移動するものの，軌跡外の気泡周囲の粒子はα型の軌跡を描くように同一箇所に

維持される (Mougin et al., 2012)．また気泡の中心部から気泡半径の 3.5倍以上離れた領域

では，粒子は移動せず，塑性流体は構造を維持することが報告されている．そのため本培

養系では，気泡が上昇する周囲では細胞集塊にせん断応力が加わり，移動が生じるものの，

それ以外の大半の領域ではせん断応力が加わらず分散状態の維持が可能であることが示唆

される． 
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図 2.15 塑性流体に気泡導入を行った際の流動に関する概念図．気泡通過の時間間隔 t が

チキソトロピー回復時間より小さい場合における細胞集塊の沈降 (A) と気泡上昇速度の

増加 (B)，並びに，t がチキソトロピー回復時間より大きい場合の気泡上昇速度の抑制 (C) 

と流動域の限定による浮遊維持 (D)． 

 

培養終了時の細胞集塊の装置内での分散は，粒子を用いた検討と同様に F = 1.0 × 10-2，

2.0 × 10-2 vvm の通気条件で維持された．無通気条件から，通気速度の増加に伴い，みかけ

の比増殖速度は増加しており，細胞増殖は酸素供給速度に依存していることが示唆される．

F = 2.0 × 10-2 vvm におけるみかけの比増殖速度はapp = (1.94 ± 0.59) × 10-2 h-1であり，従来

の翼攪拌型培養装置を用いた三次元懸濁培養でのみかけの比増殖速度 (app = (2.30 ± 0.06) 

× 10-2 h-1，図 2.7，上部破線) に近い値を示した．また培養後のヒト iPS 細胞は多能性マー

カー発現並びに (図 2.13)，三胚葉系への分化能を示した (図 2.14)．これらの結果は，塑性

流体を用いた通気を伴う本培養系は，ヒト iPS 細胞の多能性を維持したまま増殖が可能な

三次元懸濁培養系であることを示唆している．ただし，F = 4.0 × 10-2 vvm の通気条件にお

A 
B 

C D 
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いてみかけの比増殖速度は低下した．本条件下では培養終了時において細胞集塊の沈降が

みられており，その結果装置中下部の細胞集塊密度が増加する様子が観察された (図 2.11)．

このとき，S > 10 × 104 m2の細胞集塊頻度は他の条件と比較して大きく増加した (図 2.10)．

位相差画像から複数の集塊が凝集したような形状の細胞集塊が多くみられており，本通気

条件では沈降による集塊同士の合一が生じたことが示唆される．径の大きな細胞集塊の増

殖は，圧迫に伴う接触阻害や基質などの拡散律速などにより阻害されることが知られてい

る (Nath et al., 2017)．また沈降により細胞集塊の密度が増加した装置の下部における溶存

酸素濃度は 1.10 ± 0.06 ppm と低い値を示しており，これらによって細胞増殖が抑制された

ことが示唆される． 

ヒト iPS 細胞の比酸素消費速度は抗体生産等に用いられている CHO 細胞等と比較し，2

分の 1 程度と少し小さく，また 4 %の低酸素濃度条件において，細胞の比増殖速度と最大

細胞密度が向上することが知られている (Abecasis et al., 2017)．過度な気泡の導入は，発泡

層を形成し，せん断応力に伴う細胞へのダメージや (Garcia-Briones and Chalmers, 1992)，ガ

ス通気の圧力損失，排気系への溢流などの問題を生じるために，このように酸素要求の比

較的小さいヒト iPS 細胞培養においては，最低限の通気による酸素供給が求められる．従

来のヒト iPS 細胞培養装置では，気泡導入を伴わない上面通気のみでの酸素供給を行って

いるが，培養体積の増加とともに比表面積は減少するために (Marks, 2003)，102 L以上の規

模への適用は難しい．一方で本培養系では気泡導入による酸素供給でのヒト iPS 細胞増殖

が可能であり，そのガスホールドアップは酸素消費速度の大きい微生物や植物細胞培養と

比較して非常に小さい (表 4)．加えて，通気速度あたりのガスホールドアップの値，/F 

(vvm-1) は，上下混合流や気泡分割機構の存在する翼攪拌型培養装置や気泡塔型培養装置に

近い値を示しており，これらは本培養系による気泡上昇の抑制が，酸素供給の効率化につ

ながることを示唆している．このように，本研究により提案した無攪拌での気泡通気を伴
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う新規培養系の適用により，ヒト iPS 細胞の 102 L 以上の規模の培養装置の開発が期待さ

れる． 

 

表 4 細胞と培養装置，通気速度あたりのガスホールドアップの比較 

bioreactor system cell type   (10-3) /F (10-2 vvm-1) Reference 

Column 

bioreactor 
hiPSC (mammalian cell) 0.14  1.2  Our data 

      

Balloon-type 

bubble bioreactor 
Ginseng cell (plant cell) 7.0  1.8  Dong et al. (2013) 

      

Bubble column 

bioreactor 

Escherichia 

coli 
(microbe) 120  2.4  

Khanchezar et al. 

(2019) 

Stirred tank 

bioreactor 

Escherichia 

coli 
(microbe) 3.0  1.0  

Campani et al. 

(2015) 
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2.5 小括 

塑性流体中において，流動は上昇する気泡周囲の一時的かつ，局所的な範囲に抑制され

ることが示された．またチキソトロピー回復時間より大きい時間間隔での気泡導入により，

気泡上昇速度が抑制され，通気速度あたりのガスホールドアップは向上し，酸素供給の向

上が期待された．培養系では細胞集塊の分散状態を無攪拌で維持したまま，既存の懸濁培

養装置と同等の増殖が示され，気泡導入による酸素供給が可能な無攪拌のヒト iPS 細胞の

新規培養系が構築された． 
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第3章 総括 

本学位論文では，ヒト iPS 細胞の大量培養を目的とした培養装置の設計指針を示すため

に，塑性流体を応用したヒト iPS 細胞集塊の懸濁培養系設計に関する研究を行った． 

第 1 章では，ヒト幹細胞の培養装置設計を達成するための考え方の構築を行った．細胞

製造に用いられるヒト幹細胞の装置設計では，生物学的観点からみた細胞培養系に対する

要求と，工学的観点からみた装置・操作による細胞培養系への要求の間に，従来の細胞培

養では考慮の必要がなかった隔たりが存在する．これは既存の装置・操作などの仕組みで

は，ヒト幹細胞培養への適用に限界が生じることを意味している．そこで，細胞特性に基

づく培養系設計の考え方を提案した．細胞特性は選択した細胞により異なるが，特に細胞

製造に用いられるヒト幹細胞は，細胞そのものを製品とするために，製造要求に合わせた

細胞の設計が難しい．ヒト幹細胞は，その多くが接着依存性であるために，接着による細

胞挙動の理解と，挙動に適した培養系の構築が必要である．加えて，代表的なヒト幹細胞

は，せん断応力耐性と老廃物耐性が低く，また一方で老廃物の比生成速度が高いため，低

せん断応力かつ老廃物の除去が可能な培養系が必要とされる．加えて，酸素要求性は低い

が大規模な装置では依然として酸素供給が律速となる．起泡性の高い培地が使用されるた

め，気泡導入といった操作設計も必要となる．このように，細胞製造に用いる大量培養装

置設計では，培養系の構築に新たな考え方が必要とされており，本章ではその考え方に基

づきヒト iPS 細胞の培養に要求される培養系を提案した． 

第 2 章では，1 章で示した装置設計の考え方に基づき，塑性流体を応用することで，下

部通気による酸素供給が可能となる無攪拌懸濁培養系の構築を行った．塑性流体中への気

泡導入は，流動が上昇する気泡周囲のみの局所かつ，気泡が通過する一時的な範囲に限定

されることが示された．またチキソトロピー回復時間を考慮した通気操作を行うことで，

細胞集塊の分散状態を維持し，気泡上昇速度の抑制とガスホールドアップ効率の向上が確



56 

 

認された．本通気培養系において，ヒト iPS 細胞は従来の懸濁培養装置と同等のみかけの

比増殖速度を示し，多能性を維持したまま増殖することが確認された． 

総括として，本研究では，ヒト iPS 細胞の大量培養装置設計に必要なスケールアップの

方法論を提案し，これに基づき，塑性流体を利用することで，ベンチスケールまでの培養

系の構築した．このモデルにより，チキソトロピー回復時間を考慮した通気頻度で小気泡

を導入可能なノズルを多数持つ大型の培養装置を設計することで (図 3.1)，未だ達成され

ていない 102 L規模の培養装置への展開が期待される． 

実際に大量培養を行うためには，今回提案した培養系を維持可能な操作設計に加え，培

養に必要な操作設計，そして前後工程を含む工程設計が求められる．例えば第 1 章で述べ

たように，老廃物耐性の低いヒト iPS 細胞の培養を行うためには，除去を行うための送液

操作設計が求められる．これに対し，分離膜を用いた透析操作などの検討が行われている 

(Nath et al., 2017; Torizal et al., 2021)．塑性流体は送液が可能であるため，このような膜を用

いた培地交換操作の適用が期待される．また細胞集塊培養の高密度化に対し，ボツリヌス

菌由来ヘマグルチニンを用いた細胞集塊の分割操作が提案されており (Nath et al., 2018)，

これら操作の培養規模に合わせたスケールアップ検討が必要とされる．また実生産を行う

際には，大量培養した細胞を分注，凍結する下流工程設計も必要とされる．Kagihiro et al. 

の検討では，凍結保存液の温度を制御することで，1.5 × 1010 個のヒト iPS 細胞を分注凍結

できる充填システムが示唆されているが (Kagihiro et al., 2018)，実生産ではこのような全体

の工程設計が必要となる． 

このように，実生産を目的とした際には，ラボ・ベンチスケールでの要素技術の開発と

集合，パイロットスケールでの検証，と段階を追ったスケールアップが必要不可欠である．

本研究成果に基づく細胞製造に用いる培養装置設計の方法論は，将来的な幹細胞を用いた

製造工程の構築に資するものであり，特にヒト iPS 細胞の産業化利用の推進に寄与するこ
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とができると考えている． 

 

図 3.1 本研究で提案した培養系と，それを利用した大量培養装置の外観 
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略語一覧 

BHK細胞: Baby hamster kidney cell，ベビーハムスター腎臓細胞 

CHO細胞: Chinese hamster ovary cell，チャイニーズハムスター卵巣細胞 

ES 細胞: Embryonic stem cell，ヒト胚性幹細胞 

HEK細胞: Human Embryonic Kidney cell，ヒト胎児腎細胞 

iPS 細胞: Induced pluripotent stem cell，人工多能性幹細胞 

MSC: Mesenchymal stem cell，間葉系幹細胞 

 

ATF: Alternating tangential flow filtration 

ATP: Adenosine triphosphate，アデノシン三リン酸 

ECM: Extracellular matrix，細胞外基質 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid，エチレンジアミン四酢酸 

FGF: Fibroblast growth factor，線維芽細胞増殖因子 

HLA: Human leukocyte antigen，ヒト白血球抗原 

JCRB細胞バンク: Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank 

PBS: Phosphate buffered salts，リン酸緩衝生理食塩水 

Rock阻害剤: Rho-associated protein kinase inhibitor，Rho 関連タンパク質阻害剤 

TFF: Tangential flow filtration 

 

kLa: 酸素移動容量係数 
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