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研究成果の概要（和文）：再生医療の実現に向けた効率的なヒト細胞大量培養法の確立を目指し、酸素ナノ気泡
(O2-UFB(ウルトラファインバブル))を含有させた細胞培養液の有効性を評価した。平均粒子径約150 nmのO2-UFB
含有培養液を作製できた。ヒトiPS細胞の培養において、通常培養液と比較して約20％細胞数が増加した。品質
および安全性の視点から未分化維持評価を行い、影響がないことが確認できた。また、ヒト正常細胞であるヒト
臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)でも、約25％の細胞数増加がみられた。本研究によりO2-UFBが、ヒト細胞の培養に有
効であることが示唆された。現在、灌流培養を主軸とした大量培養系への応用を試みている。

研究成果の概要（英文）：This study verified that cell culture medium containing oxygen nano-bubbles 
(O2-UFB (Ultra-Fine Bubble)) is effective in establishing an efficient mass culture method for human
 cells intended to regenerative medicine. The culture medium containing uniformly dispersed O2-UFBs 
with an average particle size of approximately 150 nm was prepared. In the culture of human iPS 
cells, the number of cells increased by about 20% compared to the normal culture medium. 
Undifferentiated maintenance evaluation was conducted from the viewpoint of quality and safety, and 
it was confirmed that there was no adverse effect. In human umbilical vein endothelial cells 
(HUVECs), which are normal human cells, the cell number was also increased about 25%. This study 
suggests that O2-UFB is effective for culturing human cells. We are currently attempting to apply 
this method to mass culture systems, mainly perfusion culture system.

研究分野：バイオシステム医工学

キーワード： ナノ気泡　ウルトラファインバブル　ガスデリバリー　細胞大量培養　酸素　iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人工多能性幹細胞（iPS細胞）技術の発展は目覚ましく、ヒト細胞による再生医療の普及は目前まできている。
多くの患者に広く提供するには、莫大な量の細胞を高品質かつ低コストで培養する技術の確立が必須となる。
様々な培養法の開発が進んでいるが、培養液中への必要十分量の酸素供給が大きな障壁となっている。本研究で
は、ヒト細胞の培養における酸素供給法として、酸素ナノ気泡の応用を試みた。酸素そのものの他に添加物を必
要とせず、粒子径などの物理特性により安価かつ効率的な酸素供給キャリアとしての機能が期待できる。酸素ナ
ノ気泡による汎用性が高い酸素供給法の確立により、効率的なヒト細胞大量培養の早期実現を可能にする。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
人工多能性幹細胞（iPS 細胞）技術の発展は目覚ましく、ヒト細胞による再生医療の普及は目
前まできている。最近では、パーキンソン病や脊髄損傷を対象とした再生医療の治験が始まり、
その効果が明らかになってきた。この治療には、患者 1人あたり 106〜107 個オーダーの細胞が
必要であり、さらに臓器を再生する場合には、109〜1010 個オーダーの細胞が必要となる。これ
らの治療を多くの患者に広く提供するためには、莫大な量の細胞を培養する技術の確立が必須
となるが、大量の細胞を安価に安定して培養する技術は未だ確立されていない。通常、iPS 細
胞および正常細胞（iPS 細胞を分化させて得られる目的細胞）を培養する場合、培養皿や培養
フラスコを用いた平面接着培養法を用いる。仮に、この方法で患者1人あたりに必要となる1010 

個の iPS 細胞を得るには、毎日 100 L の培養液と直径 10 cm の培養皿 10,000 枚が必要である。
このような状況で大量に一定品質の細胞を得るためには、大変な労力とコストがかかる。その
ため、浮遊培養法や多層培養法など、様々な大量培養法の開発が進められているが、どの方法
においても、培養液中に必要十分量の酸素を供給できないことが大きな障壁となっている。現
在、大量の酸素を供給するための方法として、『培養液中に酸素をバブリングして酸素濃度を増
やす方法』や『培養液に空気（酸素）が接する表面積を増やす方法』がある。しかし、作業工
程が多く、かつ、コストが高いため実用化に至っていない。 
本研究では、ヒト細胞の培養において最適量の酸素を供給する方法として、酸素ナノ気泡の応
用を試みる。ナノ気泡は、1 μm 以下の気泡の総称であり、国際的には『ウルトラファインバ
ブル；Ultrafine-Bubble（UFB）』と定義されている。酸素ナノ気泡は、ブラウン運動により、
水中に長期間、安定に保持される特徴を有しており、最近、植物の栽培や魚の養殖において成
長促進剤として実用化され、注目を集めている。しかし、その発展は、商業的な側面に注目が
注がれ、学術的な検証は未だ少ない。特に、医療分野における研究開発は遅れており、培養細
胞への影響の検証は始まったばかりである。現在、酸素ナノ気泡による iPS 細胞の増殖効果に
関する報告は、世界にない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト iPS 細胞およびヒト正常細胞の培養における酸素ナノ気泡の有効性を検
討し、大量培養への応用を試みることである。本研究では、培養細胞に酸素を効率的に供給す
るため、直径約 100 nm の酸素ナノ気泡に着目した。培養液中に酸素を簡便かつ安価に保持でき
る利点に加え、このサイズに制御することで、酸素ナノ気泡は、細胞内に酸素を効率的に送達
するナノ担体として機能すると考えられる。我々は独自にナノ気泡を作製する装置を開発し、
ナノ気泡の医療応用に挑戦している。この装置は、完全閉鎖型のため、無菌のナノ気泡を作製
できる。この技術により、粒子径約 100 nm の酸素ナノ気泡を無菌で、約 2.0×109 個/ml の高
濃度に含有する細胞培養液を調製できる。酸素ナノ気泡により効率的かつ安価で、汎用性が高
い酸素供給法を確立し、細胞大量培養の早期実現を目指す。 
 
３．研究の方法 
 細胞培養における酸素ナノ気泡の有効性を評価するため、iPS細胞およびヒト正常細胞の1つ
として頻用されるヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用い、各種 in vitro評価を行った。酸素(O2)
から成る UFB(O2-UFB)を細胞培養液に含有させ、通常培養条件(37℃，5% CO2)にある培養細胞に
曝露し、その影響を検討した。 
iPS 細胞は、human iPS cell line 12 (ChiPSC12) (Cellartis)を用い、培養液として
Cellartis® DEF-CS™ 500 Culture Systeｍ(Cellartis)を用いた。この培養液を用いることで、
ヒト由来の多能性幹細胞をフィーダーフリーで培養可能であり、長期間未分化状態を維持でき
る。この培地の使用マニュアルに従い iPS 細胞の培養を行った。 
HUVECの培養は、EGM-2 基本培地（Endothelial Cell Growth Medium 2: EBM-2 (Endothelial 
Cell Basal Medium2), PromoCell)+ 添 加因子  (Endothelial Cell Growth Medium 2 
SupplementPack, PromoCell)）を用いた。 
O2-UFB を含む細胞培養液の作製には、独自に開発した医療応用のためのナノ気泡作製装置
(Fig.1)を使用した。酸素ガスと各種培養液を用い、ベンチュリー方式により O2-UFB 含有培養
液を作製した。通常培養液での培養群をコントロール(Cont.)、酸素ナノ気泡を含有しない酸素
溶存培養液で培養した群(O2-dis.)を比較群とした。                       
 
４．研究成果 
(1)酸素ナノ気泡含有培養液の物性評価 
ナノ気泡の粒径・数濃度を計測する代表的手法であるナノ粒子トラッキング法粒子解析装置
(NanoSight NS300,Malvern)を用いて、O２-UFB を含有する培養液の物性を評価した。独自のナ
ノ気泡作製装置を用いて O２-UFB 含有 DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Medium)を作製し、評
価したところ、粒子径約 150 nm の O２-UFBを約 1.5×109 個/ml の高濃度に含有する細胞培養液
を調製できることが確認できた(Fig.2)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 ナノ気泡作製装置       Fig.2 酸素ナノ気泡含有培養液の物性 
 
(2)酸素ナノ気泡が iPS 細胞の増殖にもたらす効果 
iPS細胞を、O２-UFB含有培養液を用いて
培養(4 日間)し、O２-UFB が細胞増殖にも
たらす効果を、MTT assay によるミトコ
ンドリア活性評価および細胞数カウント
により評価した。O２-UFB 含有培養液群で
は、通常培養液群と比較して MTT 活性で
約 5%、細胞数カウントで 20%の有意な増
加がみられた(Fig.3)。O２-UFBは、iPS細
胞の培養において細胞増殖を促進させる
効果を持つことが示唆された。             Fig.3 酸素ナノ気泡の細胞増殖効果(iPS 細胞) 
 
(3)酸素ナノ気泡が iPS 細胞の未分化維持にもたらす影響 
iPS 細胞を、O２-UFB 含有培養液を用いて培養し、iPS 細胞の未分化維持に与える影響を評価し
た。細胞の形態評価、アルカリフォスファターゼ(ALP)活性評価および分化マーカー(TRA-1-60、
SSEA4)による FACS解析を行った。細胞の形態評価および ALP活性評価においてコントロール、
O２-dis.および O２-UFB の 3 群間に差異はなく(Fig.4)、iPS 細胞の未分化維持に O２-UFB の悪影
響がないことが示唆された。FACS解析において、3群ともほぼ 100%の細胞にSSEA-4の発現がみ
られた(Fig.4)。また、TRA-1-60 の発現評価においては、O２-UFB 曝露群でも、通常培養液と同
等以上の細胞が TRA-1-60を発現していた。これらの結果から、iPS細胞の未分化維持に O２-UFB
による影響はみられず、細胞の品質・安全性に問題を与えないことが示唆された。 

Fig.4 酸素ナノ気泡の iPS 細胞の未分化維持にもたらす影響 
 
(4)酸素ナノ気泡が正常細胞(HUVEC)の増殖にもたらす効果 
HUVEC を、O２-UFB 含有培養液を用いて培養し(4

日間)、O２-UFB が細胞増殖にもたらす効果を、

MTT assayによるミトコンドリア活性評価および

細胞数カウントにより評価した。O２-UFB 含有培

養液群では、通常培養液群と比較して細胞数カ

ウントで 25%の有意な増加がみられた(Fig.5)。

一方、ミトコンドリア活性評価では有意な差は

みられなかった。O２-UFB は、ヒト正常細胞の培

養においても細胞増殖を促進させることが期待で   Fig.5 酸素ナノ気泡の細胞増殖効果(HUVEC) 
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粒子径・粒子濃度可視化画像(散乱光)  
ナノ気泡作製装置 培養液中の酸素ナノ気泡の物性NANOSIGHT Air UFB 2018-12-26 07-59-09

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Size (nm)

Co
nc

en
tra

tio
n 

(p
ar

tic
le

s 
/ m

l)

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
E7

FTLA Concentration / Size graph for Experiment:
Air UFB 2018-12-26 07-59-09

Air UFB~07-59-20
Air UFB~07-59-58
Air UFB~08-00-35

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Size (nm)

Co
nc

en
tra

tio
n 

(p
ar

tic
le

s 
/ m

l) 116

171

364 4950

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

E7

Averaged FTLA Concentration / Size for Experiment:
Air UFB 2018-12-26 07-59-09
Error bars indicate + / -1 standard error of the mean

Included Files

Air UFB 2018-12-26 07-59-20
Air UFB 2018-12-26 07-59-58
Air UFB 2018-12-26 08-00-35

Details

NTA Version: NTA 3.2 Dev Build 3.2.16
Script Used: SOP Standard Measurement 07-59-08AM 26~
Time Captured: 07:59:09  26/12/2018
Operator: 5
Pre-treatment:
Sample Name: STD
Diluent:
Remarks:

Capture Settings

Camera Type: sCMOS
Laser Type: Blue405
Camera Level: 13
Slider Shutter: 1232
Slider Gain: 219
FPS 25.0
Number of Frames: 749
Temperature: 24.9 oC
Viscosity: (Water) 0.9 cP
Dilution factor: Dilution not recorded
Syringe Pump Speed: 150

Analysis Settings

Detect Threshold: 5
Blur Size: Auto
Max Jump Distance: Auto: 12.3 - 12.5 pix

Results

Stats: Merged Data
Mean: 166.4 nm
Mode: 115.5 nm
SD: 67.3 nm
D10: 107.6 nm
D50: 148.6 nm
D90: 248.7 nm

Stats: Mean +/- Standard Error
Mean: 166.6 +/- 2.8 nm
Mode: 119.9 +/- 4.2 nm
SD: 67.3 +/- 1.8 nm
D10: 108.2 +/- 1.3 nm
D50: 148.5 +/- 4.5 nm
D90: 248.1 +/- 1.8 nm
Concentration: 1.54e+009 +/- 5.82e+007 particles/ml

78.0 +/- 3.0 particles/frame
80.9 +/- 2.3 centres/frame

平均粒子径：
166.4 nm
粒子濃度：
1.54x109個/ml

粒子径・粒子濃度可視化画像(散乱光)  
ナノ気泡作製装置

MTT Assay

80

90

100

110

120

Cont. O2-dis. O2-UFB

Vi
ab

ili
ty

 (%
)

Cell counting

40

60

80

100

120

140

160

Cont. O2-dis. O2-UFB

Vi
ab

ili
ty

 (%
)

***
p=0.073

p=0.104

**
p=0.102

p=0.293

Cont.     O2-dis.   O2-UFB

Cont.     O2-dis.   O2-UFB

光学顕微鏡観察（×40）

O 2
 溶
存

通
常
培
養
液

O 2
-U
FB

通常培養液 O2-UFBO2 溶存

光学顕微鏡観察
（×40）

SSEA-4: Human/Mouse SSEA-4 Fluorescein-conjugated Monoclonal Antibody (R&D Catalog # FAB1435F)
Isotype Control: Mouse IgG3 Fluorescein-conjugated Antibody (R&D Catalog # IC007F))

SS
EA

-4
 

Is
ot

yp
e

 C
on

tro
l 

99.9 %

0.1 % 0.3 % 0.4 %

99.9 % 100 %

71.1 %

10.8 %

74.4 %

 10.4%

69.2 %

 3.9 %

TR
A-

1-
60

 
Is

ot
yp

e
 C

on
tro

l 

TRA-1-60: Alexa Fluor® 647 Mouse anti-Human TRA-1-60 Antigen (BD Pharmingen™ 560850)
Isotype Control: Alexa Fluor® 647 Mouse IgM, κ Isotype Control(BD Pharmingen™ 560806) 
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きるが、さらなる検証が必要である。 

 

本研究により、O２-UFBが、iPS細胞の未分化維持培養の促進に有効であることが示唆された。

今後、iPS 細胞の目的細胞への分化に対する UFB の有用性評価を行うことで、再生医療に向け

た UFBの有効性をさらに検証していく。 

 

現在、ヒト細胞の効率的な大量培養法の確立を目指し、

灌流培養系の立ち上げを行っている。灌流培養は、細胞

組織のより深部まで新鮮な培地を供給できるため、より

長期間の培養・活性維持が可能な培養法として、再生医

療における細胞生産への応用が期待されている。しかし

ながら、灌流培養により大量の細胞を生産するにあた

り、十分な酸素供給のため、ある程度流速が必要であ

り、細胞損傷と高価な添加因子の使用量増加が問題とな

る。今後、酸素ナノ気泡がこの問題解決の一助となるこ

とを期待し、さらなる検討を進めていく。 

現在、開発中のプロトタイプ灌流装置にて培養検討を行

っている(Fig.6)。これまで市販されている機器と異な

り、1 μl/min単位での流量制御が精度よく再現できてお

り、O２-UFB 含有培養液による検討を行っている。 

  Fig.6 開発中の灌流培養装置 
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