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研究成果の概要（和文）：懸濁細胞培養で作られる製品をより低コスト化するには，高濃度培養を可能にする基
盤技術の開発は重要である．高密度に集積した細胞組織を培養する技術の実現も求められる．これら双方のボト
ルネックのひとつとなっているのは，培養細胞に酸素を不足なく供給する技術の開発である．本研究では，液中
への酸素供給速度を高めるアプローチとして，人工酸素運搬体等の活用を目指し、まず酸素律速が発生したこと
を検出可能な高密度培養状態を組織培養と懸濁培養で実現することに取り組んだ．現在は構築した実験系を用い
て酸素運搬体サンプルの影響を共同研究者らと評価している．

研究成果の概要（英文）：To reduce the cost of products made from suspension cell cultures, it is 
important to develop fundamental technologies that enable high-density culture. The realization of 
technology for culturing highly concentrated cellular tissues is also required. One of the 
bottlenecks in both of these areas is the development of technology to supply cultured cells with 
oxygen without shortage. In this research, as an approach to increase the rate of oxygen supply to 
the liquid, we aimed to utilize artificial oxygen carriers, etc., and first worked to realize 
high-density culture conditions in tissue culture and suspension culture in which the occurrence of 
oxygen rate-limiting events can be detected. Currently, we are evaluating the effects of oxygen 
carrier samples using the constructed experimental system with collaborators.

研究分野：生物化学工学

キーワード： 培養工学　溶存酸素　非侵襲計測　組織培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低酸素状態でGFP発現すMOI30#8株を用い、平面培養（2D）において画像情報から実溶存酸素濃度を推定できる可
能性を示した。この技術を活用して三次元組織（3D）内の実溶存酸素濃度を非侵襲的に簡便に明らかにする技術
が初めて構築された。この技術は将来の組織培養技術開発において基盤的な評価技術となり得る。
無血清培地で懸濁培養が可能なCHO細胞の高濃度培養技術について検討する中で、気泡‐細胞懸濁液分離技術
を、半導体加工技術で作製された微細孔ステンレスメッシュを活用して構築した。通気培養において、気泡と細
胞懸濁液を簡便に分離する技術は他用途への展開が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

抗体医薬製造や再生医療用細胞製造など，動物細胞培養技術がモノづくりに資する時代とな

った．懸濁細胞培養で作られる製品をより低コスト化するには，高濃度培養を可能にする基盤技

術の開発は重要である．高密度に集積した細胞組織を培養する技術の実現も求められる．現時点

で，これら双方のボトルネックのひとつとなっているのは，培養細胞に酸素を不足なく供給する

技術の開発である．図１に示すように，細胞培養で広く用いられる平面接着培養では，到達細胞

濃度は 106 cells/mL程度であり，仮に外部から酸素供給が無い場合には，培地中の飽和酸素濃度

を使い切るのに数十分を要する計算となる．実際にはこの間に十分な酸素が気液面から供給さ

れるため酸素不足になることは稀である．懸濁培養の到達細胞濃度は 107 cells/mL と 10倍以上

高く，比気液界面積が減少する大型（数十リットル以上）培養槽ではスパージングなどを用いて

適切に酸素供給されなければ酸素枯渇を招くものの，発泡やシェアストレスの問題が付きまと

う．組織培養に至っては，培養液

中の酸素は瞬時に消費し尽くさ

れ，現在の技術では経験的に，組

織表層から 100 µm以上の深部に

なると酸素供給が滞り、細胞死が

誘導されるとされている．組織内

部に自在に血管様管腔構造を作

る技術に加えて，その内部を循環

させる培地に高濃度の酸素を含

有させなければならない． 

 

２．研究の目的 

本研究では，液中への酸素供給速度を高めるアプローチとして，人工酸素運搬体（パーフルオ

ロカーボンエマルジョン），人工ヘモグロビン製剤，その他の酸素結合蛋白質類の活用について

検討することを目指した．まず低酸素状態で GFP 発現する細胞を培養皿上に積層化し，内部に酸

素供給律速が起きていることを検出する実験系の構築を試みた．この評価系を用いた酸素運搬

体の評価については，検証半ばであるため本報告書には含まないことを了承いただきたい． 

 

３．研究の方法 

マウス骨格筋筋芽細胞 C2C12 MOI30#8 株（Masumoto ら，Journal of Bioscience and 

Bioengineering . 132. 399-407 (2021)）を用いた．低酸素状態で GFP 発現が確認された株であ

る．培地は 10%FBS を含む DMEM を用いた．二次元培養では，37 ℃，炭酸ガス 5 ％をコントロー

ル条件とし，低酸素状態で培養が可能な炭酸ガスインキュベーター(WAKEN TECH CO. , LTD. CO₂ 

Incubator 900 EX)を用いて，設定酸素濃度 20 %から 1 %で培養を実施した．培養中の培養皿底

面近傍の溶存酸素濃度を光学式酸素センサー（PreSens 製，OXY-1 SMA）で計測した．三次元培



養では，積層細胞シートの作製と観察は既報（Kino-oka ら，Journal of Bioscience and 

Bioengineering, 113, 128-131. (2012)）に則って行った．三次元的な蛍光観察像の取得と画像

解析には，オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X800（キーエンス）の構造化照明による光学セクショ

ニング機能と 3D 解析アプリケーションを使用した． 

 

４．研究成果 

図 2 のように，平面培養（2D 培養）ではインキュベーターの設定酸素濃度が低いほど，多く

の GFP 発現細胞が観察された．低酸素に応答した GFP の発現が確認されるまでに 2 日間程度か

かることが確認された．72 時間の蛍光画像を処理し，横軸を培養皿底部の溶存酸素濃度（mg/L），

縦軸を核当たりの GFP 蛍光面

積（µm2/cells）で整理したグ

ラフを図 3 に示す．実溶存酸

素濃度の低さに依存して GFP

発現が活発であることが明ら

かになった．対数グラフでは

高い直線性が確認され，観察

像から実溶存酸素濃度が推定

できる可能性が示された． 

積層細胞シート培養（3D 培

養）では，作製された厚さ約 50 

µm の組織内部において，底面

から 20 µmあるいは 30 µmま

での範囲で GFP 発現細胞が

観察された．光学セクショ

ニング機能を用い，底面か

らの距離を 5µm 毎に変化させ

撮像した蛍光スライス画像を

図 4 にしめす．この実験でも

低酸素に応答したGFP発現が



十分に観察できたのは 2 日目以降で

あった．底面からの距離を 5µm毎に変

化させ撮像した蛍光スライス画像を

用いて，上述と同様の画像処理を行っ

た結果を図 5に示す．定量結果から，

組織底部付近は平面培養状態より低

酸素になっている可能性が示唆され

た．現在は構築した実験系を用いて酸

素運搬体サンプルの影響を共同研究

者らと評価している． 

 

５．その他に取り組んだ検討結果と，今後の展望 

上述した三次元組織における低酸素状態の検出に加え，無血清培地で懸濁培養が可能な CHO 細

胞の高濃度培養技術についても検討を行った．kLa が低い数十 mL の培養槽で酸素枯渇が細胞増

殖の律速となる培養系を構築することができた．小型培養槽内に設置が可能な灌流培養モジュ

ール（気泡‐細胞懸濁液分離，および，細胞‐培地分離が可能）を構築し，第 23 回再生医療学

会総会で発表した．これら要素技術を活用して，組織培養および高濃度懸濁培養を対象に酸素運

搬体サンプルの評価を共同研究者らと鋭意進捗中であり，今後に対外発表する計画である． 
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