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研究成果の概要（和文）：　遺伝子工学を応用して微生物や動物細胞で製造するバイオ医薬品（タンパク質）
や、幹細胞から組織や臓器を作り出して治療を行う再生医療が新しい時代を切り開く医療として注目を浴びてい
る。しかしながら、バイオ医薬品や再生医療等の次世代医療には膨大なコストがかかってしまい社会的に大きな
負担となることが懸念されている。そこで、本研究ではクエットフローを用いた回転浮遊培養を行うことで、簡
易的に大量細胞を増殖させる培養法の開発を行った。その結果、開発したクエットフロー培養を行うことで、培
養皿と同程度の細胞増殖に成功した。このより簡便な回転浮遊培養を用いながら大量の細胞を増殖させる培養方
法を見出した。

研究成果の概要（英文）：Biopharmaceuticals manufactured by applying genetic engineering, and 
regenerative medicine that creates tissues and organs from stem cells and treats them are drawing 
attention as the next generation medical treatment. However, the next generation medical treatment 
will be costed enormously and will be a socially severe problem. Therefore, in this research, we 
developed a novel culture method to easily grow a large number of cells by performing rotational 
suspension culture using Couette flow. Couette flow is a flow that occurs in the liquid in the gap 
between two concentric rotating cylinders, and is a very stable flow that generates uniform shear 
stress at all locations in the incubator. As a result, by performing the developed Couette flow 
culture, it succeeded in cell proliferation comparable to the normal culture dish. We have found a 
novel culture method for growing a large number of cells using this more convenient rotary 
suspension culture.

研究分野：組織工学、再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したクエットフローを用いて回転浮遊培養を行う方法は、培養皿と同程度の細胞増殖効率の獲得に
成功した。回転浮遊培養は、通常のポリスチレンの皿に細胞を接着させる培養方法に比べてコストが1/3、作業
時間1/10になるため、細胞製造費において大幅な改善が見込める。以上のことから、本研究では大量の細胞を増
殖させつつ簡便な新規回転浮遊培養を見出すことで、社会的に大きな負担となることが懸念されている次世代医
療の膨大な費用を大幅に改善させる可能性を見い出した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、「糖尿病治療薬ヒトインスリン」や「抗ウィルス・抗がん作用治療薬インターフェロン」
等のバイオ医薬品は著しい発展を遂げており、2013年世界で開発された医薬品の約 22%：16兆
円がバイオ医薬品にあたり、2020年には 30兆円規模に発展すると予測されている。一方、再生
医療の市場規模は 2012年で 2400億円、2020年には 1.1兆円と予測されており、バイオ医薬と
共に世界医療市場での急拡大が予測されている。このような急激な成長の中でバイオ医薬品と
して使用されるタンパク質、再生医療で使用される細胞培養に必要なタンパク質、そして作製さ
れる組織臓器に必要な細胞を大量に製造する手法の開発が急務となっている。ここで課題とな
るのが動物細胞を用いた回転浮遊培養である。動物細胞の細胞膜は非常に脆弱で衝突力に弱い
ため、回転浮遊培養での増殖は静置培養に比べて著しく遅く、ほとんど増殖ができないため生産
量には限界があり非常に高価なものとなっている。そこで、本申請研究は動物細胞に対して、ク
エットフローを用いた回転浮遊培養を提案する。クエットフローとは、２つの同心回転円筒の隙
間にある液体に生じる流れであり、培養器内の全ての場所において均等なせん断応力が発生す
る極めて安定した流れである。これにより、従来の撹拌によって生じていた細かい渦や乱流によ
る局所の高せん断応力や細胞同士の衝突を大幅に減少させ、大量の細胞増殖、そして大量のタン
パク質の製造を向上させることを考案した。回転浮遊培養にクエットフローを作製するには従
来プロペラやハンマー形状である撹拌棒を単純な筒状のものに変更するだけで実現できる。こ
の模式図を図１に示す。従っ
て、この手法は簡便な設計変
更により大型化にも対応で
き、現行のプラントにも応用
できる手法と考える。 
 以上のことから、クエット
フローを実現した回転浮遊培
養による細胞増殖への影響を
検討し、高い細胞増殖率の条
件を探索する。さらには、バイ
オ医薬の大量製造への応用や
再生医療のための大量細胞製
造への応用の可能性を見出
す。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子工学を応用して微生物や動物細胞で製造するバイオ医薬品（タンパク質）や、ES細胞・
iPS 細胞から組織や臓器を作り出して治療を行う再生医療が新しい時代を切り開く医療として
注目を浴びている。しかしながら、これら次世代医療には膨大なコストがかかってしまい社会的
に大きな負担となることが懸念されている。そこで、安価に膨大な量のタンパク質や動物細胞を
製造する技術が開発できれば、より良い医療の拡大のみならず次世代バイオテクノロジーの研
究が推進されると考えられる。本申請研究ではクエットフローを用いた回転浮遊培養を用いる
ことで、細胞に対する衝撃力を押さえながらも、栄養分や酸素の供給、および老廃物の除去を促
進する大量細胞増殖培養法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 エイブル社製 iPS 細胞培養用バイオリアクターを基にクエットフローが作成できる培養装
置を開発する。撹拌棒を筒状に改変し、培養器と撹拌棒のクリアランスを 1〜5mm に設定して
設計作製を行う。また、インキュベータ内での高温多湿に対して、安定的な回転 30〜150 rpm
が得られるかを検討する。この培養条件が実現できれば、生体内で赤血球が受けるせん断応力を
基準に低いものから過剰なせん断応力まで細胞表面に与えることができる。 
 次に、新規の回転培養器の流れ解析
を行う。具体的な解析手法としては
Particle Image Velocimetry (PIV)シス
テムを使用する。マイクロオーダーの
蛍光粒子を培養液中に浮遊させてレー
ザーを照射し、ハイスピードカメラで
蛍光粒子の反射を撮影することにより
流れの可視化を行う。この撮影した画
像を解析することで液中に発生したせ
ん断応力、渦や衝突の量を測定する。こ
れにより、新規に作製した回転浮遊培
養器がクエットフローを実現できてい
るかの解析評価を行う。最後に細胞増
殖の最適な回転浮遊培養条件を見出
す。基本的な培養条件である温度、酸



素、pHに加えて、本研究では回転スピード、および撹拌棒と培養器のクリアランスによる刺激
の変化を加える。図２は羽型培養器と、本件研究申請で作成した筒型回転軸である。 
 
４．研究成果 
 クエットフローとは、２つの同心回
転円筒の隙間にある液体に生じる流れ
であり、培養器内の全ての場所におい
て均等なせん断応力が発生する極めて
安定した流れである。これにより、従
来の撹拌によって生じていた細かい渦
や乱流による局所の高せん断応力や細
胞同士の衝突を大幅に減少させ、大量
の細胞を増殖させることを考案した。 
 平成２９年度は、エイブル社製 iPS
細胞培養用バイオリアクターを基に、
クエットフローを作用させる筒型撹拌
棒を開発した。この筒型撹拌棒に高磁
場磁石を２〜４極埋め込み、通常のス
タラーでも回転できるように作成し
た。次に、新規バイオリアクターが実際にクエットフローを生じさせるかを観察するため、
Particle Image Velocimetry システムを使用した。観察した結果、50〜1500rpm においてク
エット流れが確認でき、極めて安定的な流れが観測できた。そして、この流れを使って治療
用タンパク質を作る際に用いられている細胞 HEK293 の 50rpm 回転培養実験を行なった。培
養期間３日後の細胞増殖率は、クエットフローが約２．５倍、従来のプロペラ方式が約４倍、
培養皿では約１０倍を示した。従って、従来方式や培養皿に比べて細胞増殖率は低い結果と
なった。その結果を図３に示す。 
 
 平成３０年度はこの原因を解決する
ための追加実験を行った。従来の培養
器はポリスチレン容器を使用している
ため、培養器のボトムやサイドからの
ガス供給は難しく、空気との境界線は
液体の上面でしかなく、十分な酸素を
取り組むことができていないのではな
いかと考えた。つまりは、クエットフ
ローによって上層の流れと下層の流れ
が交わることが少なく、容器下部への
酸素供給はかなり困難と考える。そこ
で、培養容器をシリコーン製にするこ
とで容器のサイドおよびボトムから酸
素を供給し、培養皿の環境と同じくら
いのガス供給環境を構築した。シリコ
ーン容器の作成法として、ストラタシ
ス社の３D プリンタを用いて容器の鋳
型を作成し、シリコーンの溶液を流し
込んで硬化させて作成した。手順を図
４に示す。作成したシリコーン製培養
器で回転培養をした結果、プロペラ型・
筒型の双方でポリスチレン容器より細
胞の増殖が多いことが確認できた。さ
らに、本研究で開発した筒型クエット
フロー培養では、培養 3 日目で播種数
の１０倍、ポリスチレン溶器の５倍と、
培養皿の増殖と同程度の結果が得られ
た。培養の様子を図５に示し、細胞増
殖の結果を図６に示す。 
 以上のことから、クエットフローを
使うことと、酸素供給量の多い培養器
を使うことで、高い増殖力を持つ回転
浮遊培養法を開発した。このことから、
簡便に大量細胞の増殖させる新規の培
養方法を見出した。 
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