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ヒト iPS細胞培養操作の基本と現状

抗体医薬製造や再生医療用細胞製造など，動物細胞培
養の産業応用への期待が拡大するにつれ，物質収支と速
度論に基づいて工学的に培養装置やその操作を設計・
オーガナイズできる人材の育成が重要になる．動物細胞
の大量培養システムを構築する際にまず注意を払うべき
は，①用いる細胞の特性や目的（量，質など）に合致し
た培養手法（平面培養，立体的な培養）の選択，②適切
な（確立された）培地の選択，③オートクライン性の因
子を十分に得られる初期細胞濃度の確保，④培地に十分
量を溶解させることができない栄養源である酸素の供給
法の選択，加えて，立体的な培養法を採用する場合には，
⑤浮遊する細胞への過剰な物理的ストレスを避けつつ培
養槽内の均一性を確保するための撹拌（液混合）方法，
⑥培養の進行に合わせて経時的に変化する槽内の （主
に乳酸発生に伴う低下）や溶存酸素濃度（DO）を適切
に保つ制御を行う，などである ．ヒト iPS細胞の効率
的な大量培養を実現するにあたっては，上述したような，
従来用いられてきた動物細胞の大量培養装置の成り立ち
や仕組みを十分に理解したうえで，ヒト iPS細胞特異的
に起こる現象・事項に十分に留意した容器，操作の選択・
設計が重要である．通常の動物細胞培養に比べ，ヒト
iPS細胞培養の基本形において留意すべきとされてきた
項目を以下にあげる．
I. 単一細胞状態では増殖できない（ カドへリンを介
した細胞–細胞間接着が細胞増殖に必須とされる3)）．
よって二次元ではコロニー状に増殖し，三次元で
は細胞集塊状に増殖する形態をとることが必須で
ある．

II. 単一細胞状態で分散された状態ではきわめて速やか
に細胞死が誘導される 3)ため，継代時の単分散処理
に対して他の動物細胞よりも脆弱である．

III. 物理的なシェアストレス（剪断力）に弱いため，通
常の動物細胞培養時よりもさらに緩やかな液ハンド
リングや撹拌，通気条件が求められる．

IV. 二次元培養では，近接するコロニー同士の合一や
個々のコロニーの大型化が未分化性を低下（未分化
からの逸脱）させること 4)が知られている．

V. 乳酸の比生産速度が高く，また乳酸への感受性が他
の動物細胞よりも鋭敏である 5)ため，一般的な培地
においては栄養源であるグルコースの枯渇よりも，
老廃物である乳酸の蓄積が培養液の使用限界を規定
している場合が多い．

VI. 培地には高コストなタンパク質（各種細胞増殖因子
など）が含まれ，きわめて高価であるので，その培
養は高コストになりがちである．

iPS細胞の増殖培地や各種臓器細胞への分化誘導条件
の研究では，その手法や培地のすべてが一から構築され
ているわけではなく，基本的には胚性幹（ ）細胞で培
われてきた技術が iPS細胞にも適用されてきた．iPS細
胞の平面培養は，長年，マイトマイシンC処理したマウ
ス胎児線維芽細胞をフィーダー細胞（不足する栄養素と
足場の供給源）として，牛胎児血清や血清代替物に増殖
因子を添加した培地を使用する方法が主流であったが，
近年はフィーダー細胞レスかつ無血清培地を使ったもの
に移り変わって来ている ．フィーダー細胞レスの培
養においては，培養面上に速やかに細胞を接着，コロニー
形成させ効率的な増殖を促す（I，II）ため，細胞外マト
リクスあるいは人工的な基質をコーティングした培養面
上に，一定濃度以上の播種密度（周囲の細胞との高い接
触頻度）で培養することが必要である．各種無血清培地
に適した基質としてマトリゲルTMやシンセマックス TM

などの基質が各社から販売されている．継代時の剥離・
単分散処理をマイルドに行うために， TMや

などの市販酵素処理剤が適宜選択・使
用されている．酵素を含まない剥離剤も最近は発売され
ている．継代における単分散操作の細胞死（II，III）を
防ぐために （

結合キナーゼ）阻害剤が利用されており 3)，
効果を発揮している．周囲のコロニーとの合一を避ける
ために，培養面上にコンフルエント状態になるかなり以
前に継代操作を行うことが定法（IV）であったが，近
年は培地やコーティングに用いる細胞外マトリクス類の
改良（ TM，ラミニン 断片 7)）により，単一
細胞にまで分散された状態による播種やコンフルエント
状態に近い状態まで未分化を保った培養ができるように
なってきているようである．これらの無血清培地や細胞
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接着基質のコストの低下は著しく，近年は研究者の懐に
も優しくなってきた．
細胞内にて産生された乳酸やNH4

+は低分子であるの
で細胞膜を通過，細胞外に放出され培地中に蓄積すると
考えられる．老廃物である乳酸やNH4

+に対する細胞の
感受性は細胞種によりさまざまであるが，閾値を超えた
老廃物の蓄積は細胞毒性を引き起こす．たとえば乳酸に
ついては，ヒト iPS細胞やヒト 細胞，マウス 細胞
では ，CHO細胞やヒト造血細胞，サル腎細胞では

，ヒト間葉系幹細胞やマウスハイブリドーマでは
で細胞への毒性が報告されている 5)．乳酸の蓄積

により単純に が低下することで毒性が発揮されるわ
けでなく，中和条件においても蓄積した高乳酸濃度が細
胞毒性を引き起こすことが多く報告されている．一方で，
ヒト iPS細胞，ヒト 細胞，マウス 細胞の乳酸比生
産速度はそれぞれ0.08，0.07， 9 cellで，
CHO細胞やマウスハイブリドーマ，ヒト造血細胞では
それぞれ0.002，0.04， 9 cellと報告されてい
る 5)．以上より，ヒト多能性幹細胞は，乳酸により毒性
が発生する閾値が低いうえに，その比生産速度が高いこ
とから特に頻回の培地交換を必要とし，高い培養コスト
になりやすいことがわかる（V）．
動物細胞培養に用いられる無血清培地には，各種のア

ミノ酸，無機塩類，ビタミン，炭水化物，脂質などの低
分子が含まれる基礎培地に，各種の細胞増殖因子や細胞
接着因子，ホルモン，培養細胞に対する保護効果を有す
る成分（アルブミン他）などの高分子タンパク質が多種
類添加されているのが一般的である．特に，ヒト iPS培
地の高コスト化の一因と考えられる高分子成分として
は，線維芽細胞増殖子2，トランスフォーミング増殖因
子1，インシュリン，血清アルブミンなどが代表的であ
る（VI）6)．

ヒト iPS細胞の立体的培養に有効な操作設計

二次元培養は最終到達細胞濃度が低いため，高コスト
な培地を大量に必要とし，また大量培養時には必要な培
養面積も大きくなるため，培養の省スペース化・立体化
が求められる（図1）．三次元培養は二次元培養に比べ高
密度培養を実現するポテンシャルを有し，iPS細胞集塊
を液体培地中に懸濁して三次元的に培養を行う集塊懸濁
培養の最終到達細胞密度は106 以上のオーダーに
達するため 8)，数リッタースケール（卓上サイズ）の培
養槽で一度の治療で必要とされる109 cell超の細胞調製
が可能と期待される．
三次元培養における効率的な培養操作設計を考えるた

めに，図2に集塊懸濁培養容器内における iPS細胞の増
殖挙動を模式的に示す．まず，集塊懸濁培養の開始に伴
う細胞播種操作において，ヒト iPS細胞の酵素処理によ
る単分散処理はアポトーシスを引き起こすため 3)，細胞
密度の減少がしばしば問題となる 8)．細胞間接着力が脆
弱と推測されるヒト iPS細胞株では，培養初期の集塊形
成が起こらず，懸濁培養が行えないケースも観察されて
いる．懸濁培養初期の集塊形成を促進するため，
阻害剤が高い効果を発揮している（図2-①）．
集塊懸濁培養において，高い増殖速度を長時間維持す
るための境界条件を明らかにすることも必要である．集
塊当たりの初期細胞数が大きすぎると，集塊径の増大に
より集塊内部への栄養や酸素の供給（拡散）が乏しくな
り，増殖速度が低下し，内部に細胞死が引き起こされる．
また，培養時間経過とともに細胞外マトリクスが集塊内
に過剰に蓄積することで物質透過性がさらに悪化する
（図2-②）9)．よって，懸濁培養槽中において高い増殖速
度を長期間にわたって維持するためには，定期的に集塊
を崩し，前述の阻害を解除する操作が必要となる．既存
の酵素処理による単分散を伴う継代操作では，細胞密度
の減少が顕著となるため，単分散処理を経ず，集塊を適
度な大きさに分割する方法が必要である．ボツリヌス菌
由来ヘマグルチニンの添加にて細胞集塊が柔らかくほぐ
れ，大きな細胞集塊を小さな細胞集塊へと分割できるこ
とを見いだされている 10)．分割された小集塊は速やかに
増殖を再開し，この処理によって細胞密度が減少（細胞
死）することもないため，iPS細胞懸濁培養における効
果的な集塊分割法として期待される（図2-③）．
さらに集塊懸濁培養では，細胞濃度の高密度化に伴う
素早い培地成分の枯渇および老廃物の蓄積による増殖速

図1．平面培養と立体的培養の比較



389

幹細胞を用いた再生医療実現に向けた最新動向（後編）

生物工学　第96巻　第7号（2018）

度の低下を考慮せねばならない．現状のプロセスでは，
iPS細胞培地に含まれる高価な高分子成分が，未だに活
性を保っているにも関わらず，培地交換によってすべて
廃棄されている．図3に示すように，比較的安価な基礎
培地を用いた透析処理によって，低分子成分である乳酸
などの老廃物を除去するとともに，グルコースなどの低
分子栄養源を供給し，さらに，ヒト iPS培地を高コスト
化する高分子成分（線維芽細胞増殖子2，トランスフォー
ミング増殖因子1，インシュリン，血清アルブミンなど）
を使用済培地中に温存して再利用することが可能である
ことが示されている（図2-④）5)．ただし，線維芽細胞増
殖子2については，培養中の熱変性や容器への吸着など

により培地中濃度の低下が観察され，ヘパリン添加によ
る安定化 による一定の効果的も認められたものの，
集塊懸濁培養時の濃度低下は細胞による消費が主要因で
あることが明らかになったため，透析による温存のみで
はなく，消費速度に合わせた流加が必要であった．
ヒト iPS細胞集塊は懸濁培養時に発生する液流れなど
によるシェアストレスに脆弱であることが知られてお
り，いくつかの撹拌翼の形状や回転数などがこれまでに
検討され報告されている ．特に細胞間接着が脆弱な
性質のヒト iPS細胞に対しては低シェアの培養技術が必
要である（図2-⑤）が，単純に撹拌速度を落とすだけで
は細胞集塊は培養槽底部に集まり，集塊同士の合一・径
の増大・集塊内部での細胞死の発生を引き起こすことと
なるため，低シェアでありながら槽内の集塊分布の均一
性を高める工夫が必要である．培養槽が数 規模となっ
た場合には培地の上面（気液接触面）から通気するのみ
では酸素供給速度が不足すると試算されるため，物理的
ストレスが少ないスパージング技術の開発も引き続き必
要となろう．
細胞間接着が強固な性質のヒト iPS細胞においては，

槽内の集塊分布が均一である場合にも液流れによって
偶発的に生じる集塊同士の衝突・接着によって集塊の合
一が発生すること予想され，この合一を防ぐ培養法の開
発も必要である（図2-⑥）．これに対して培地中で集塊
を浮遊した状態で保持し集塊の衝突を避ける添加剤（脱

図3．ヒト iPS細胞集塊懸濁培養における透析操作

図2．集塊懸濁培養におけるヒト iPS細胞の増殖挙動



390

特　集

生物工学　第96巻　第7号（2018）

アシル化ゲランガム）や，集塊同士の合一を防ぐ添加剤
（カルボキシメチルセルロース）が報告されている 15)が，
液撹拌を伴わないこの培養系では高密度化に伴う酸素供
給律速の問題は一層深刻となると予想され，課題となろ
う．集塊合一の問題を防ぐことに加え，シェアストレス
に脆弱な細胞株にも対応可能な解決策として，マルチ
ディンプル構造を有する培養容器を用いた大量培養法が
提案されている 16)．簡易な培地交換法も確立されてきて
おり，今後の大量培養系への展開が期待される．
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