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1. 緒言 

ポンプは一般に、バイオテクノロジー産業において、上流及び下流のプロセスの種々の用途に

使用される。これら全てのプロセスにおいて、細胞は異なる種類及び強度の機械力にさらされ

る。ほとんどの場合、機械的ストレスはせん断ストレスとして一般化されるが、細胞は垂直勾

配によってもまた、損傷し得る［Langer & Deppe（2000）］。特に動物細胞培養液は、動物細

胞の細胞サイズと形態により、機械的ストレスに敏感であると考えられている［Chisti

（1993）］。細胞破壊は、生物活性の消失に加えて、細胞成分の流出と培地における細胞残屑

の高濃度化をもたらし得る。それゆえ、多数の研究が、種々の細胞系の臨界せん断値を得るた

めになされてきた。せん断力と動物細胞生存率の相関を見つけるために、ほとんどの場合、毛

管［McQueen et al.（1989）；Mollet et al.（2004）； Thomas（1993）］又は粘度計

［Mardikar et al.（2000）］等の単純な試験システムが使用されてきた。 

ポンプとバルブが細胞に与える影響を調査する研究は、わずかなものしかなされてこなかった

［Vandanjon et al.（1999）； Alas et al.（2004）；Jaouen et al.（1991）］。Jaouen ら

（1999）は種々のポンプから生じる、微細藻類細胞懸濁液のせん断ストレスを調査した。著者

らは、微細藻類の運動性消失を細胞損傷の指標として使用することが可能であることを示すこ

とができた。遠心ポンプ、回転翼型容積ポンプは細胞損傷をひき起こすが、偏心ローターポン

プ又はペリスタポンプでは影響は観察されなかったことが、実証された［Jaouen et al.

（1999）］。Kamaraju ら（2010）は、回転容積ポンプにおいて、異なる回転速度及び滑り条

件が懸濁 CHO 細胞に与える影響を研究した。彼らは、滑り流速がポンプ速度よりシビアに

CHO 細胞の生存率に影響することを示すことができた。さらに、細胞損傷を、層流に対する

ナビエ・ストークス方程式の解析解に基づき予測する、新規な数学的モデリングアプローチが

示された［Kamaraju et al.（2010）］。ここ数年の間に、それまでにはない新しい、連続フロ

ー遠心方式ロータリーポンプ、製品名 CentriMag が Levitronix 社により開発された。そのポン

プは、可逆性心室障害を持つ患者に血流力学的補助を提供して、血液を輸送するために設計さ

れた。CentriMag 血液ポンプは磁力によって浮上させたインペラを利用し、従来の血液ポンプ

で用いられるシャフトとシールの使用を回避している。従って、発熱、シール周辺での血栓形

成及び感染などの従来のポンプに付随する問題を効果的になくすことができる［Chua et al.

（2006）］。内部の流体流れを数値流体力学（CFD, computational fluid dynamics の略称）を

用いて調査した。CentriMag 血液ポンプの主要な構成部品内は完全な層流場となっていること

が示された［Zhang et al.（2006）］。さらに、溶血性の研究が 5.0 L/min の流速と［Zhang et 

al.（2006）］、3.4 L/min の流速で［Hahn（2010）］実施された。溶血性試験及び CFD シミ

ュレーションは、いずれも深刻な高せん断ストレス領域がないことを示した。 

本プロジェクトの目的は、磁気駆動の遠心ポンプ Levitronix BPS-200 が、懸濁 CHO 細胞にも

たらす機械的ストレスの評価である。この目的のために、1500～6000 rpm の範囲において異

なる回転速度で調査を行った。2 つのペリスタポンプを比較対象として用いた（セクション 2.5

を参照）。更に、CHO 細胞を、せん断ストレスがごくわずかであると想定できる、振とうさ

せていない振とうフラスコ内で培養した（静置培養と称されている）。 
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2. 材料及び方法 

2.1. ウェーブミックスシステムでの細胞増殖 

シングルユースウェーブミックスシステム BioWave® 20 リットル中で、浮遊細胞（CHO 

XM111-10）を、最大ワーキングボリューム 10 リットルで培養した（図 1 を参照）。既知組成

培地（HP-1, Cell Culture Technologies,スイス）を使用した。振とうフラスコから、開始時の

ワーキングボリューム 2.0 L、0.5×106 cells/mL の細胞密度で、細胞をバイオリアクターに播

種した。培養を流加培養モード（新鮮な媒質を、細胞増殖並びに基質及び代謝産物濃度に応じ

て添加する）により達成した。最大ワーキングボリューム 10 リットル、かつ全細胞密度 3．

5×106 cells/mL に到達すると、ストレス実験用細胞懸濁液を回収した。しかし、少量（約 0.5 

L）を BioWave®内における次の培養サイクルの接種材料として残しておいた。詳細な手順は、

Methods in Biotechnology（Humana Press, Inc., Totowa, NJ）の第 24 巻、Animal Cell 

Biotechnology：Methods and Protocols、第２版、R. Pörtner 編の章「Disposable bioreactors 

for inoculum production and protein expression」に、Eibl 及び Eibl により記載されている

（2007）。 

 

図 1： 細胞増殖用培養システム BioWave® 20 L の写真 

プロセス中の制御を行うため、細胞増殖及び媒質添加に応じて、約 2 mL のサンプルを滅菌済

シリンジで少なくとも 1 日に 2 回採取した。生存率及び全細胞密度をセクション 2.3 にて記載

の通り決定した。更に、マルチバイオセンサーアナライザーBioProfile 100 Plus（Labor-

Systeme Flükiger AG,スイス）を使用して、グルコース、乳酸、グルタミン、グルタミン酸及

びアンモニア濃度並びに pH 値を定量化した。 
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2.2. 振とうフラスコでの予備的試験 

プロジェクト計画に記載されているように、Chemometec 社により提供される活力アッセイの

適合性を確認するために、250 mL 振とうフラスコでの実験が行われた。活力アッセイによ

り、アポトーシス細胞又は他の病理学的プロセス下にある細胞において引き起こされる、細胞

内の（還元型）チオール濃度の変化が検出可能となる。培養は 80 mL のワーキングボリューム

で行い、初期の細胞密度は 1. 0×106 cells／mL に設定した。振とうフラスコを、7．5 %の

CO2 が供給されるインキュベーター内で、37℃に保温した。振とう周波数を 120 rpm に設定

した。自動セルカウンターCedex HiRes（Roche Innovatis AG）及びマルチバイオセンサーア

ナライザーBioProfile 100 Plus（Labor-Systeme Flükiger AG,スイス）で、細胞増殖並びに基質

及び代謝産物の濃度プロファイルを分析した。 

 

図 2： NC-3000 を使用した活力アッセイ結果。VitaBright-48 強度をヒストグラムで示す。チオール濃度

が低い細胞（アポトーシス細胞）はヒストグラムの左端に見いだされる。赤色マーカーは、ユーザ

ーにより配置されたものであり、細胞集団を 2 つの部分母集団に分ける。 

活力アッセイを、Chemometec 社により提供されたアプリケーションノート 3005（付録参照）

に記載されているように行った。典型的な細胞懸濁液の分量を、試薬溶液（VB-48•PI•AO, 

VitaBright-48）と混合し、30µL の本溶液を NC-Slide A2™のチャンバー内に投入した。自動セ

ルカウンターNC-3000 により細胞の蛍光を定量化し、VitaBright-48 強度を付属のソフトウエ

アにより表示させた。マーカーをヒストグラム（図 2 参照）中に配置することで、細胞集団を

2 つ（又はそれ以上）の部分母集団に分けることができる。 
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2.3. 細胞密度及び生存率測定 

全細胞密度及び生細胞密度を、セルカウンターNucleoCounter® NC-100（ChemoMetec,デンマ

ーク）及び Cedex HiRes（Roche Innovatis AG,ドイツ）（図 3 参照）で、自動測定した。

NucleoCounter®は、DNA に結合した蛍光染料ヨウ化プロピジウムの蛍光検出に基づく。

NucleoCounter®の測定結果は、サンプル調製に応じて、全細胞密度又は死細胞密度のいずれか

を表す。Cedex HiRes デバイスでは、一般的なトリパンブルー排除方式を適用した。生存及び

死細胞密度に加えて、高解像度デジタル画像認識により凝集率、細胞形態及び細胞残屑を検出

した。 

 a b  

   

図 3:  自動セルカウンター。（a）Cedex HiRes（Roche Innovatis AG,ドイツ）[ソー

ス:http://www.research-ins.com/]及び（b）NucleoCounter NC-100（Chemometec,デンマーク）

［ソース：http://www.licor.com/］。 

生存率は、式 1 に示す様に、生きている（生）細胞密度の全細胞密度に対する比として定義さ

れる（式中、LCD, DCD 及び TCD は、生きている細胞の密度、死んでいる細胞の密度、及び

全細胞密度を表す）。 

 
TCD

DCDTCD

TCD

LCD
［％］生存率

−
==  ［1］ 
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2.4. 細胞死動力学の決定 

機械的ストレスの定量化及び評価のため、生細胞密度の減衰に関する動力学を、以下の関係式

により表される一次速度式で仮定しモデル化した（式中、LCD 及び kD は生きている細胞の密

度及び細胞死係数（h-1）である。）。 

 LCDk
dt

dLCD
D −=  ［2］ 

式 2 を LCD（t＝0）＝ LCD0 として積分すると、次式を得る： 

 
tk

0
deLCD)t(LCD
−

=  ［3］ 

式 4 で与えられるように、この関数を対数線形化すると、時間に対して生細胞密度の対数をプ

ロットした場合の傾きとして、細胞死係数 kD を得ることができる。 

 tk)LCDln())t(LCD(nl D0 −=  ［4］ 

式 5 で定義される決定係数 R2 により予想細胞死係数の質を評価した（式中、yi 及び ȳ は測定デ

ータとその平均値であり、fi は予想値である。）。 

 

 

( )

( )



−

−

−=

N

2

i

N

2

ii

2

yy

fy

1R  ［5］ 

 

 

図 4： 細胞死動力学の回帰モデル。時間に対して生細胞密度の対数をプロットし、得られた関数の傾きを

決定することで、細胞死係数 kD は得られる。 
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2.5. 試験装置及び構成部品 

ポンプ試験では、図 5 及び図 6 に示すように、3 つの異なるポンプを使用した。Levitronix 

BPS-200 に加えて、2 つのペリスタポンプ、Masterflex® I/P Easy Load 及び Masterflex® L/S 

Cole Parmer を比較対象として調査した。生物学的実験では、Levitronix BPS-200 の回転速度

を、1500～5000 rpm の範囲内で変化させた。一定流速 3.4 L/min を保証するため、チューブ

をホースクリップで圧縮することで、背圧を 5～465 mmHg（6.5～567 mbar に対応）で変化さ

せた（表 1 を参照）。細胞懸濁液を、懸濁液が 3.3 リットル充填され、ウォーターバスで温度

調整された 3 つのビーカーから、閉ループ内で循環させた。ピペットを用いて 2 mL の分量を

3 つの細胞懸濁液貯蔵容器及び静置培養から採取した。流速及び圧力を制御するために、クラ

ンプオン式超音波流量センサー及び圧力センサー（Levitronix により提供された）をそれぞれ

使用した。追加的データを伴う、全構成要素を表 1 にて示す。4 つのテストケースで使用され

たパラメータを、表 2 にまとめている。前述したように、Levitronix 遠心ポンプの回転速度

を、流速を 3.4 L/min の値で一定に保ちつつ、4 つの異なる値に設定した。ポンプ試験の間、

生細胞密度及び全細胞密度、加えて細胞形態及び栄養素濃度を定期的に決定した。 

表 1： ポンプセットアップの構成要素 

番号 部品名 説明 

1a Levitronix BPS-200 ・再利用可能ポンプヘッド 

・ベアリングレスモーター 

・コントローラ LPC-200.3（ﾌｧｰﾑｳｪｱ C7.48 R05） 

・手動操作パネル 

1b Masterflex® I/P Easy Load ・PSF ハウジング／CRS ローター 

・Masterflex チューブ 06435-26 PharmaPure® 

1c Masterflex® L/S Cole-Parmer ・デジタル駆動 600 rpm 

・白金処理シリコンチューブ L/S® 36 

2 圧力センサー Netech Digimano 1000 

3 クランプオン式流量センサー Transonic Systems Inc、H9XL、超音波式 

4 スチールパイプコイル - 

5 ホースクリップ テストケース2、3及び4でのみ用いた 

6 細胞懸濁液収容容器 プラスチックビーカー 

7 ウォーターバス - 
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図 5： 試験装置の概略図。細胞懸濁液を、閉ループ内の 3 つのポンプ、Levitronix BPS-200（1a）、

Masterflex® I/P Easy Load（1b）及び Masterflex® L/S Cole Parmer（1c）により、サーモスタット

に接続されたパイプコイル（4）で調整されたウォーターバス（7）中のビーカー（6）から循環さ

せた。流速及び圧力を、超音波クランプオン式流量センサー（2）及び圧力センサー（3）により監

視した。チューブの締め付けは、テストケース 2、3 及び 4 において、ホースクリップ（5）で達成

した。 

 

 

図 6： 試験装置の写真。Levitronix BPS-200（1a）を、2 つの比較対象ペリスタポンプ Masterflex ® I/P 

Easy Load（1b）及びマス Masterflex ® L/S Cole Parmer 社製（1c）と対照して試験した。

1a 

1b 
1c 
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表 2： 調査したテストケースのパラメータ 

特性 単位 試験 1 試験 2 試験 3 試験 4 注 

流速 L/min 3.4 3.4 3.4 3.4 ・目標流速；実験の間、クランプオン式流量センサーを使用

し、流速を定期的に制御した。 

・わずかな変動（約±5 %）があった。 

背圧 mmHg 

mbar 

5 

6.5 

190 

253 

288 

253 

465 

567 

・チューブをホースクリップで締め付けて、圧力を調節した。 

Levitronix BPS-200 の

回転速度 

rpm 1500 3500 4200 5000 ・値は一定に保った 

 

チューブの締め付け -- 無し ホース 

クリップ 

ホースク

リップ 

ホースク

リップ 

・圧力及び流速を一定に保つために、チューブの圧縮を定期的

に再調節した。 

ビーカー内の 

細胞培養液量 

L 3.3 ・培養液量及びチューブ回路内の液量の合計は約 3.4 リットル

とした。 

細胞培養温度 ℃ 37 ・サーモスタットに接続されたスチールパイプコイルにより一

定に保った。 

測定した特性 -- 細胞密度、生存率、細胞形態 

（直径、密度、凝集率）、 

基質及び代謝産物（グルコース、 

グルタミン、グルタミン酸、乳酸、 

アンモニア） 

 

・細胞密度及び生存率をCedex HiRes及びNucleoCounter® NC-

100で見積もった。必ずしも全ての測定を各サンプルについ

て行わなかった。 

・基質及び代謝産物濃度をマルチバイオセンサーアナライザー

BioProfile 100 Plusで分析した。必ずしも全ての測定を各サ

ンプルについて行わなかった。 
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3. 結果及び考察 

3.1. 流速 

4 リットルをビーカーから送り出すのに必要な時間を測定すること及び流速をクランプオン式

流量センサーで測定することにより、ポンプパラメータに依存する流速を求めた。図 7 に示す

ように、全ての調査したケースにおいて、2 つの測定技術間で約 10～15 %のばらつきが見られ

た。これらのばらつきは、測定技術及び流量センサーの両方の結果である。流量計は作製さ

れ、広範囲のチューブ寸法及び材料に特化して較正される［Transonic systems（2010）］が、

適用したチューブを使用する際の計測精度については、個別の情報は見つけられなかった。ば

らつきがあったため、クランプオン式センサーで測定された流速値を、ストレス実験の間に得

られた因子で補正した。 

 

図 7： ポンプの設定に応じて、Levitronix BPS-200（a）、Masterflex® I/P Easy Load（b）及び 

Masterflex® L/S Cole Parmer（c）で測定した流速。 



 

プロジェクトレポート チューリッヒ応用科学大学 ZHAW 

   12 

3.2. BPS-200 ポンプのポンプ特性 

Levitronix BPS-200 ポンプの特性を決定するために、回転速度を 1500 rpm～6000 rpm の範囲

内で変化させ、クランプオン式流量センサーで流速を測定した。チューブをストレス実験と同

じようにホースクリップで締め付けることで、背圧を変化させた。流量センサーの測定範囲が

制限されているため、10 L／min 未満の流速のみ測定できた。図 8 に示すように、実現したポ

ンプ速度では、インペラ駆動ポンプにおいて典型的な、背圧の増加に伴う明らかな流速の低下

が見られた。 

ポンプの回転速度が高くなると、極小のチューブの締めつけ具合で著しく圧力が変化してしま

うので、使用したホースクリップでは圧力を調節することが難しくなった。したがって、本生

物学的ストレス実験において、ポンプ速度を 5000 rpm を上回る設定にはしなかった。 

 

図 8： 1500～6000rpm の異なる回転速度について見積もられた Levitronix BPS-200 ポンプのポンプ特

性。記号は測定データを示す。線は、非線形回帰により得た。 
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3.3. 活力アッセイ評価 

セクション 2.2 にて記載の通り、Chemometec 社により提供された活力アッセイは、アポトー

シス（プログラム化された細胞死）又は他の病理学的なプロセスの指標である、細胞内の（還

元型）チオール濃度の変化を検出するように設計されている［付録を参照］。昆虫細胞（High 

Five™）について、我々のワーキング・グループでは、活力アッセイが、得られた生存率がま

だ高い場合であっても初期の細胞内の変化を示すことを実証した［Ries et al.（2010）］。こう

した細胞内の変化は、細胞のストレス応答とみなされている。したがって、活力アッセイが本

ストレス実験で使用した懸濁 CHO 細胞にもまた適しているか否かを調査した。 

図 9a にて示すように、典型的な増殖曲線が得られた。細胞密度は、23．5 時間で、初期値 1 x 

106 cells/mL から約 2.6 x 106 cells/mL へと指数関数的に増加した。増殖期の比増殖速度及び倍

加時間を計算し、それぞれ 0.0378 h-1 及び 18.3 h と求めた。これらの値は使用した細胞系

（CHO XM 111-10）では、非常に一般的である。我々の実験室では、日常的に 18～24 時間の

倍加時間が得られている。約 28 時間後、細胞密度が停滞する静止期に入る。残存するグルコ

ースは、細胞密度が増加することなく消費される（図 9b 参照）。同時に、主要老廃物である

乳酸及びアンモニアの濃度は、最大濃度 1.96 g/L 及び 1.58 mmol/L までそれぞれ増加する。

基質の完全消費及び高代謝産物濃度により、87 時間後には、生存率は 40 %を切った。 

 

図 9： シングルユース 250 mL 振とうフラスコ内の懸濁 CHO 細胞の増殖動力学。（a）NucleoCounter 

NC-100 で測定した細胞密度。（b）BioProfile 100 で測定したグルコース及び乳酸濃度。記号は測

定データを示し、線は回帰曲線を示す。 

典型的な増殖曲線にも関わらず、CHO 細胞の細胞内の変化に関する初期の指標は観察されな

かった（図 10）。対数期に 92 %から 86 %へと活力が低下した後、初期値よりも高い、ほぼ

95 %までの増加が、静止期の間に達成された。最後には、サンプルは、その生存率がすでに

40 %にまで低下していたが、84 %の活力を有していた。この挙動は再調査すべきではあるが、

本研究としては行わなかった。しかしながら、これらの結果のため、ストレス実験の間、活力

アッセイを細胞培養液の健康状態を特徴づけるために使用しなかった。
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図 10： 活力アッセイにより得られた活力の経時変化。活力を評価するため、細胞集団を 2 つの部分母集団

に分けた（セクション 2.2 を参照）。1 つ目のサンプルを参照用に使用した。 

3.4. 機械的ストレス実験結果 

3.4.1. 第 1 のテストケース 

第 1 のテストケースでは、ホースクリップを使用することなく、Levitronix BPS-200 の回転速

度を 1500 rpm に設定した。循環を開始する前の初期の生細胞密度は 2.38 x 106～2.73 x 106 

cells/mL、生存率は約 97 %であった。グルコース、乳酸及びアンモニア濃度は、それぞれ 0.45 

g/L、1.89 g/L 及び 1.36 mmol/L であった（表 3 参照）。 

表 3： 循環開始前の細胞密度及び濃度の初期値 

成分 単位 値 

生細胞密度 106 cells/mL 2.57 ± 0.17 

全細胞密度 106 cells/mL 2.64 ± 0.17 

生存率 % 97 ± 0.3 

グルタミン mmol/L 0 

グルタミン酸 mmol/L 0.02 

グルコース g/L 0.45 

乳酸 g/L 1.89 

アンモニア mmol/L 1.36 
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図 11 に示すように、2 つのペリスタポンプにより循環された培養液の生細胞密度は、初期値

2.5 x 106 cells/mL から、400 分以内にそれぞれ 0.46 x 106 cells/mL 及び 1.2 x 106 cells/mL へと

低下した。ペリスタポンプでは、実験の開始時からすぐに、30 %に及ぶ生細胞及び全細胞密度

の激減が観察された。 

この激減の一部（約 5～最大 10 %）は、チューブ内に残留する水による細胞懸濁液の希釈によ

るものと、説明することができる。加えて、浮遊細胞は表面への細胞接着により機械的ストレ

スに反応することが知られている［Boccafoschi et al.（2010）］。細胞が壁に付着すると、付

着した細胞はサンプリングにより検出されない。本想定は、より高い機械的ストレスが予想さ

れる次のテストケース（比較セクション 3.4.2 から 3.4.3）における、細胞密度のより著しい低

下によって支持されるであろう。しかしながら、本調査条件下での、CHO の細胞接着につい

ての具体的情報は、見つけられなかった。要約すると、開始時の著しい細胞密度の損失は完全

には解明できなかった。したがって、更なる調査が必要である。 

ペリスタポンプと対照的に、遠心ポンプでの生細胞密度はかなり一定であり、ある程度の変動

はあるものの、これはおそらく測定及びサンプリングの誤差の結果である。実験終了時の

BPS-200 遠心ポンプの生細胞密度は、2.2 x 106 cells/mL であり、2 つのペリスタポンプの

82 %及び 44 %と比較して、初期値よりわずか約 7.5 %低下したのみであった。 

 

図 11： 3.4 L/min、背圧なしで循環させた細胞懸濁液の生細胞密度（a）及び全細胞密度（b）の時間依存

性。静置培養の値も追加した。 

興味深いことに、ペリスタポンプでは全細胞密度の低下もまた、見いだされた。その影響は、

Masterflex® L/S Cole Parmer においてより顕著であり、実験の終了時に 2.2 x 106 cells/mL が

測定された Masterflex® I/P Easy Load に対し、全細胞密度は、1.6 x 106 cells/mL まで低下し

た。セクション 2.3 にて記載の通り、NucleoCounter NC-100 での細胞密度測定は、DNA に結

合する蛍光染料ヨウ化プロピジウム（PI）による蛍光検出に基づく。したがって、全細胞密度

の低下は、損傷した細胞から放出されるプロテイナーゼの活性が引き起こすタンパク質分解の

結果である可能性がある、全体的な DNA 含有量の減少を意味する。流速が速いことと、その

結果として細胞懸濁液の収容容器内における平均滞留時間が短いこと（約 1 分）により、沈殿

による細胞密度の減少は除外できる。 
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図 12： 背圧なし、3.4 L/min で循環させた、細胞懸濁液における生存率の時間依存性。静置培養の値も追

加した。 

生細胞密度の低下により、2 つのペリスタポンプにより循環された培養液の生存率は、400 分

（ポンプを通過し 400 周することに相当する）以内で初期値の 97 %から 70～28 %の値へと低

下した。対照的に、Levitronix BPS-200 で循環させた培養液の生存率は、全プロセスに渡って

約 95 %の高い値のままであった（図 12 参照）。わずかに生存率が低下していることは、培養

の最後には、基質、例えばグルコース及びグルタミンが枯渇することと、1.9 g/L の高い濃度で

乳酸が存在することにより説明できる。このことは、静置培養でもまた観察された。 

3.4.2. 第 2 のテストケース 

第 2 テストケースにおいては、Levitronix BPS-200 を、背圧 190 mmHg（253 mbar）、回転速

度を 3500 rpm に設定した。この設定では、流速が第 1 の実験と同様の 3.4 L/min になる。循

環開始前の初期の生細胞密度は 1.95 x 106～2.22 x 106 cells/mL で、生存率は約 93 %であっ

た。グルコース及び乳酸の濃度は、それぞれ 0.18 g/L 及び 1.96 g/L であった（表 4 参照）。 

図 13 に示すように、すべての培養液において、最初の 30 分以内で、生細胞密度は開始値の約

2.1 x 106 cells/mL から、約 1.5 x 106 cells/mL の値へと低下した。これは全細胞密度の 25 %、

生細胞密度の 36 %にまで相当する。この実験では、チューブの締め付けがホースクリップによ

り調節されたとき、短期間の背圧のオーバーシュートが起こったが、これらの圧力オーバーシ

ュートがこのような著しい影響を与えたのかは不確かである。これらの問題を避けるため、チ

ューブの締め付けは、次のテストケースにおける循環の開始前に調節した。
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表 4： 循環開始前の、細胞密度及び濃度の初期値 

成分 単位 値 

生細胞密度 106 cells/mL 2.08 ± 0.14 

全細胞密度 106 cells/mL 2.24 ± 0.13 

生存率 % 92.8 ± 0.7 

グルタミン mmol/L 0.02 

グルタミン酸 mmol/L 0.11 

グルコース g/L 0.18 

乳酸 g/L 1.97 

アンモニア mmol/L 1.65 

 

30～360 分の間に、生細胞密度は 0.7 x 106～1.44 x 106 cells/mL の値まで低下したが、最も低

下が顕著であったのは、再び Masterflex® L/S Cole Parmer であり、Levitronix BPS-200 の低下

が最も穏やかであることが見いだされた。図 13b に示すように、全細胞密度において、ポンプ

間の差異は、ほぼ見られなかった。第 1 の実験のように、Masterflex® L/S Cole Parmer ポンプ

で循環された細胞生存率は、図 14 に示されるように、最も著しい低下を示した。Levitronix 

BPS-200 では、最初の 2 時間における、約 80 %までのより急速な低下の後、生存率の緩やか

な低下がわずかに見いだされた。実験終了時点での生存率は、第 1 の実験時よりも著しく低い

43 %～77 %であり、これは予想と一致していた。 

 

図 13： 3.4 L/min、背圧 190 mmHg で循環させた細胞懸濁液の生細胞密度（a）及び全細胞密度（b）の時

間依存性。静置培養の値も追加した。 
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図 14： 3.4 L/min、背圧 190mmHg で循環させた、細胞懸濁液における生存率の時間依存性。静置培養の

値も追加した。 

3.4.3. 第 3 のテストケース 

第 3 テストケースにおいては、Levitronix BPS-200 を、流速が最初の 2 つの実験と同様の 3.4 

L/min になるよう、背圧 280 mmHg（385 mbar）、回転速度を 4200 rpm に設定した。循環開

始前の初期の生細胞密度は、これまでの実験と比較してより高く、2.68 x 106～3.02 x 106 

cells/mL の値であり、生存率は約 97 %であった。これまでの実験と対比して、培養終了時に

おける培地のグルコース濃度は、ずっと高かった（1.24 g/L）。乳酸濃度はこれまでの試験と

同様であり、1.96 g/L（表 5 参照）であった。 

表 5： 循環開始前の細胞密度及び濃度の初期値 

成分 単位 値 

生細胞密度 106 cells/mL 2.83 ± 0.18 

全細胞密度 106 cells/mL 2.92 ± 0.13 

生存率 % 96.7 ± 0.1 

グルタミン mmol/L 0.1 

グルタミン酸 mmol/L 0.09 

グルコース g/L 1.24 

乳酸 g/L 1.96 

アンモニア mmol/L 1.06 
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図 15 に示すように、生細胞密度は開始値の約 3.0 x 106 cells/mL から 400 分の間に、遠心ポン

プの 1.6 x 106 cells/mL、Masterflex® L/S Cole Parmer ペリスタポンプの 0.8 x 106 cells/mL の

間で値が低下した（図 15 参照）。最初の 2 つの実験と比較して、初期の生細胞密度の低下は

より急激であったが、循環時間が長くなると、ずっと高い機械的ストレスが見込まれるもの

の、第 2 のケースと同様に低下した。このことは、生存率によってもまた示される（図 16 参

照）。細胞培養液が、より高いせん断ストレスに適応することができることは周知であり、例

えば、細胞を静置培養から撹拌系へと移送するのにこの適応力が利用されている。しかし、こ

の現象はいくつかの細胞発生において観察されているのみであり、今回のせん断ストレスに対

するより高い抵抗を示す理由としては予想されない。 

 

図 15： 3.4 L/min、背圧 288 mmHg で循環させた細胞懸濁液の生細胞密度（a）及び全細胞密度（b）の時

間依存性。 

 

 

図 16： 背圧 288 mmHg、3.4 L/min で循環させた、細胞懸濁液における生存率の時間依存性。静置培養の

値も追加した。
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図 17： グルコース（a）及び乳酸（b）濃度の時間依存性。 

上述の通り、初期の培地は約 1.2 g/L のグルコースを含有する（図 17 参照）。全プロセスに渡

り、全サンプルにおいてグルコース濃度の低下が観察され、最終的なグルコース濃度は 0.7～

1.03 g/L であった。BPS-200 遠心ポンプでの、特定の基質の消費速度は約 4 mg/（103 生細胞 * 

h）であると決定された。これはセクション 3.3 に記載した振とうフラスコ内の培養液に対して

求められる消費速度（データは示さず）のわずか 10 分の 1 である。同時に乳酸濃度は初期値

1.96 g/L から 2.05～2.33 g/L の値へと増加した。しかしながら、細胞増殖は見いだされなかっ

た（静置培養でも見いだされなかった）。 

3.4.4. 第 4 のテストケース 

第 4 のテストケースでは、背圧 425 mmHg（567 mbar）で、Levitronix BPS-200 の回転速度を

5000rpm に設定した。循環開始前の初期の生細胞密度は第 3 のテストケースと同等で、2.88 x 

106～3.26 x 106 cells/mL の値であり、生存率は約 97 %であった。これまでのケースと比較す

ると、残存グルコース濃度は 1.09 g/L であったが、乳酸濃度の値は 1.39 g/L と、より低かっ

た（表 6 参照）。 

表 6： 循環開始前の、細胞密度及び濃度の初期値 

成分 単位 値 

生細胞密度 106 cells/mL 3.16 ± 0.1 

全細胞密度 106 cells/mL 3.27 ± 0.1 

生存率 % 96.7 ± 0.1 

グルタミン mmol/L 0.17 

グルタミン酸 mmol/L 0.11 

グルコース g/L 1.09 

乳酸 g/L 1.39 

アンモニア mmol/L 1.24 
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図 18 に示すように、Levitronix BPS-200 及び Masterflex® I/P Easy Load では、最初の一時間

以内に、生細胞密度及び全細胞密度の両方が、その約 60 %及び 50 %と、著しく下落した。

Masterflex® L/S Cole Parmer では、更に急激な約 75 %の下落が観察された。その後、細胞密

度はかなり緩やかに低下した。Levitronix BPS-200 と Masterflex® I/P Easy Load では、有意差

は見いだされなかった。 

 

図 18： 3.4 L/min、背圧 425 mmHg で循環させた細胞懸濁液の生細胞密度（a）及び全細胞密度（b）の時

間依存性。静置培養の値も追加した。 

 

 

図 19： 背圧 425 mmHg、3.4 L/min で循環させた細胞懸濁液における、NucleoCounter® NC-100 で得られ

た生存率の時間依存性。静置培養の値も追加した。
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NucleoCounter® NC-100 デバイスにより得られた生存率の時間依存過程は、これまでのテスト

ケースに対して明確に異なる。全サンプルは 97 %の値で開始し、Masterflex® L/S Cole Parmer

の生存率は、最初の 30 分以内で 64 %まで下落した。その後、約 75 %まで増加し、実験終了

までほぼ一定であった。この挙動はこれまでの実験と著しく区別され、論理的ではないように

思われるが、合理的説明を見いだすことができなかった。Masterflex® I/P Easy Load 及び

Levitronix BPS-200 は、ほぼ同一の曲線が得られた。両方のポンプにおいて、最初の 30 分で

生存率は約 80 %まで低下し、その後は 6 時間に渡りほぼ一定であったが、試験終了までわず

かな減少を示した。 

NucleoCounter® NC-100 での生存率の結果が予想外であったため、追加的に、Cedex HiRes セ

ルカウンターで、生存率を決定した。図 20 にて示すように、Cedex HiRes により得られた生

存率は、これまでに記載された結果と区別される。初期の生存率は、NucleoCounter® NC-100

の結果と比較していく分か低く、約 90.5 %の値であった。我々の実験室における培養から、

Cedex HiRes®により得られた生存率は、NucleoCounter® NC-100 の生存率よりも約 5～10 %

低いことが知られている。生存率は、最初の 30 分以内に、Levitronix BPS-200 及び 

Masterflex® I/P Easy Load では約 80 %まで、Masterflex® L/S Cole Parmer ペリスタポンプで

は 66.4 %まで下落し、このことは前述のデータと同等である。その後、すべてのサンプルにお

いて、実験終了まで、生存率が緩やかに減少することが明らかになった。 

 

 

図 20： 第 4 のテストケースにおいて、Cedex HiRes により得られた細胞懸濁液の生存率の時間依存性。静

置培養については、追加の測定を実施しなかった。
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3.4.5. 機械的ストレスの追加指標 

セクション 2.3 にて記載の通り、生細胞及び全細胞密度の他に、凝集率、密度及び平均細胞径

等の追加のパラメータを、自動セルカウンターCedex HiRes により得られた。従って、これら

のパラメータが、機械的ストレスの指標に好適であるか否かを評価した。 

 

図 21： Cedex HiRes®により第 3 のテストケース（a）及び第 4 のテストケース（b）について得られた平

均細胞径の時間依存性。 

 

平均細胞径の時間依存性の典型的なグラフを図 21 に与える。培養終了時の平均細胞径は約 15 

µm で、我々の実験室では、増殖期及び培養システムに応じて日常的にみられる。全調査ケー

スにおいて、細胞径は循環時間が長くなるにつれて減少することが見いだされた。第 3 のテス

トケースにおいて、Masterflex® L/S Cole Parmer ポンプでは、平均細胞径は約 9 µm まで低下

した。背圧が最も高いときは、7 µm を下回る値すら、得られた（図 21b 参照）。一方、第 1

のテストケースにおいて、Levitronix BPS-200 では、わずかな変化しか見いだされず（データ

は示さない）、その際は、細胞生存率の大幅な差もまた、特定されなかった。換言すれば、細

胞径の低下は、細胞のせん断ストレスの増加を意味する。我々の実験室で実現したこれまでの

研究において観察されたように、この現象は、使用した CHO 細胞に化学的ストレスを与えた

際にもまた、顕在化している。 

図 22 に示すように、機械的ストレスを与えられた細胞では、第 2 のピークがヒストグラム中

のより小さな細胞径に見られた。これは、2 つの細胞径が頻繁に見つかることを意味する。こ

のことは、細胞破砕及び細胞残屑の形成により説明できる。しかし、機械的ストレスともたら

された細胞径との間に、明確な相関関係は見つからなかった。このような理由により、細胞径

は、せん断ストレスの定性的基準としてのみ使用するべきである。 

さらに、細胞密度及び凝集率の変化が見られたが、細胞径とは対照的に、これらの 2 つのパラ

メータについて全体的な傾向は確認できなかった（データは示さない）。従って、それらは機

械的ストレスを評価するのに適していないようである。
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図 22： （a）ストレスを受けていない細胞及び（b）機械的ストレスを受けた細胞の、セルカウンター

Cedex HiRes により得られた細胞径の典型的なヒストグラム。 

 

3.5. 細胞死動力学による機械的ストレス評価 

これまでのセクションで述べられたように、懸濁 CHO 細胞にもたらされた機械的ストレス

を、生細胞密度、及び生細胞密度の全細胞密度に対する比である生存率の時間依存性によって

評価した。しかし、異なる機械的ストレス値を単に経時変化の手法のみで定量的評価及び比較

することは難しいので、セクション 2.4 で説明したように、一次の細胞死動力学を仮定し、各

実験についての細胞死速度を計算した。 

計算した細胞死係数 kD 及び決定係数 R2 を表 7 に要約した。概して、BPS-200 遠心ポンプの死

定数は、調査範囲全体に渡って、ペリスタポンプの死定数よりも著しく低いことが理解でき

る。kD（生細胞密度の経時変化を対数値の傾きにより表わす）が低い値であるため、回帰モデ

ルでは決定係数が（0.162～0.544）となりむしろ不確実な値となった。対照的に、ペリスタポ

ンプにおいては優れた近似が見られた（R2 > 0.85）、このことは、生細胞密度が一次速度式に

よって十分に予想されることを示している。 

表 7：細胞死動力学の回帰分析結果。 

流速 圧力 Levitronix BPS-200 Masterflex® 

L/S Cole Parmer 

Masterflex® 

I/P Easy Load 

［L/min］ ［mbar］ kD［h-1］ R2［-］ kD［h-1］ R2［-］ kD［h-1］ R2［-］ 

3.4 6.5 0.009 0.203 0.141 0.903 0.052 0.946 

3.4 253 0.020 0.272 0.133 0.982 0.046 0.996 

3.4 385 0.017 0.544 0.077 0.894 0.045 0.876 

3.4 567 0.013 0.162 0.072 0.769 0.075 0.933 
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Levitronix BPS-200 に対して得られた細胞死係数は第 2 のケースでは、第 1 のケースより増加

した（kD は 0.009h-1 から 0.02h-1 へとおよそ 2 倍になっている）。機械的ストレスがより高く

なったことには、2 つの理由がありうる。1 つは、より高い機械的ストレスはポンプそのもの

によりもたらされ得る。CFD シミュレーション［Zhang et al.（2006）］が示すように、ポン

プ速度が増すほど、ポンプ内での流体速度は増す。流体速度がより速いこと（ポンプブレード

の先端速度がより速いことに対応する）が、レイノルズ数により定量化されるより速い乱流を

もたらす。Chua ら（2006）は、レイノルズ数約 78'500 が 2000 rpm の回転速度に対応すると

推定したが、このレイノルズ数は、細胞培養プロセス中に観測される典型的なレイノルズ数よ

りもずっと高い。流体速度の、三次元確率論的時間ゆらぎとして定義される乱流は、多くの場

合細胞培養液にもたらされる機械的ストレスの原因となる［Chisti（1993）；Christi

（2000）；Wollny（2000）］。 

 

図 23： CFD で予測した、生物学的実験で使用した形状と同様に締め付けられたチューブ内部の、垂直

（中央）勾配及びせん断勾配（右側）。赤色は高い値を表し、青色は低い値を示す。主要な流れ方

向は矢印及び流体速度ベクトルにより示されている。 

一方では、第 2 のケースにおけるより高い細胞損傷はチューブの締め付けにより説明され得

る。同じ 3.4 L/min の流速を達成するためチューブをホースクリップで締め付け、約 250 mbar

というより高い背圧を生じさせた。このようにすると、閉ループに、せん断勾配及び垂直勾配

が増した追加的な乱流領域が導入される（図 23 参照）。文献中で、細胞は垂直勾配あるいは

せん断勾配のどちらかにより強く影響されるかが議論されているが［Wollny（2010）］、乱流

に加えて、大きな速度勾配が流体力学的応力の主要な理由と考えられている。しかしながら、

2 つのペリスタポンプにより得られた細胞死係数は 2 つの圧力間では、大きく変化しない（図

23 を比較すること）。従って、Levitronix BPS-200 pump について、第 2 のテストケースで得

られたより高い流体力学的ストレスは、圧力損失を引き起こす各々の締め付けの結果ではな

く、ポンプ内のより高い回転速度の結果であると議論できる。 

予想に反して（しかし、すでに活力の経時変化で示されている）、細胞死係数は第 3 及び第 4

のテストケース（より速い回転速度を伴う各圧力を示す）で増加しなかった。Levitronix BPS-

200 に対して、算出された kD は 4200 rpm 及び 5000 rpm に対して、それぞれ 0.017 h-1 及び

0.013 h-1 であった。Masterflex® I/P Cole Parmer では、より高いポンプ速度に対して、kD の低

下すら観察された。ここで、細胞死係数はわずか、約 0.075 h-1 であった。
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図 24： 3 つのポンプについて、Levitronix BPS-200 の回転速度と対照して得られた細胞死係数。 

セクション 3.4.3 及び 3.4.4 で説明したように、細胞培養に関する主な違いは、循環実験の開始

時に対して培養終了時に残存するグルコースがかなり高濃度なことであった。2.0 x 106 

cells/mL 及び 2.5 x 106 cells/mL に比べてわずかに高い、3.0 x 106 cells/mL の細胞密度は、結

果に有意な影響を有するとは予想されない。セクション 3.4.3 で上述したように、残存するグ

ルコースは消費されたが、細胞増殖は観察されなかった。従って、基質は維持代謝に消費さ

れ、このことが、もしかしたら、細胞培養液が流体力学的ストレスに抵抗する上で、潜在的に

好ましい効果を有するかもしれないと議論できる。加えて、最初の 2 つの実験に使用された細

胞は、おそらくグルタミン及びグルコース濃度が低いことにより、化学的にストレスを受けた

のではないかと思われる。グルコースはほとんどの細胞系に必須の炭素供給源であり、グルタ

ミンはプリン、ピリミジン及びアミノ糖の合成に重要な供給源である［Kretzmar（2000）］。 

アポトーシスは、低基質濃度又は最適以下の pH 値等の化学的ストレスに誘発され、細胞培養

液が機械的により損傷を受けやすくなるということは周知である。しかしながら、化学的スト

レス及び機械的ストレスの組み合わせについての文献のデータは見つからなかった。従って、

これらの現象はさらに検証しなければならない。 

4. 結論と展望 

本プロジェクトの目的は、磁気駆動の遠心ポンプ Levitronix BPS-200 によって懸濁 CHO 細胞

にもたらされる機械的ストレスを評価することであった。この目的のために、1500～5000 rpm

の範囲において異なる回転速度で調査を行った。 

機械的ストレスを評価するための、異なるパラメータを試験した。予備的試験では、プロジェ

クト計画において提案されているように、ポンプ試験への適合性があるかを、Chemometec 社

により提供された活力アッセイで調査を行った。予想に反して、細胞増殖、細胞死と、活力



 

プロジェクトレポート チューリッヒ応用科学大学 ZHAW 

   27 

（細胞の還元チオール含有量により示される）との間に関係は見いだされなかった。2 つの異

なる自動セルカウンター、NucleoCounter® NC-100 及び Cedex HiRes により、生細胞密度及

び生存率について、より望ましい結果を得た。細胞が機械的ストレスを受けた場合は、生細胞

密度の明らかな減少を測定した。平均細胞径及び細胞密度等の追加のパラメータを評価した。

細胞径及びその分布は、機械的ストレスの指標に適していることが示されたが、定量的相関を

見いだすことはできなかった。 

異なるポンプによりもたらされる懸濁 CHO 細胞への機械的ストレスは、概ね、検証すること

ができた。最初の 2 つの実験では、遠心ポンプについて、ポンプ速度（圧力にも対応する）が

増すと、細胞損傷も激しくなることが、細胞死率の増加により示された。第 3 及び第 4 のテス

トケースは、ポンプ速度を更に増加させても、おそらく培地中に残存する基質の結果である

が、さらに細胞損傷が激しくなる訳ではないことを示した。以前に述べたように、化学的スト

レスにより誘発されることが知られている、病理学的なプロセス（アポトーシス）が、影響し

ていると予想される。動物細胞の代謝及び動物細胞のせん断ストレスへの応答は、かなり複雑

である［Kretzmer（2000）］。従って、これらの現象はさらに検証しなければならない。 

異なるポンプと試験条件間で、機械的ストレスを定量化し、定量的に比較するため、一次の細

胞死動力学を仮定し、回帰モデルを構築した。ペリスタポンプについては、良好な近似（決定

係数で表される）が得られた。Levitronix BPS-200 遠心ポンプについては、細胞死係数は著し

く小さい決定係数（R2）が見いだされたが、これは、調節された回転速度に応じて生細胞密度

が低下しない、又はわずかに低下しただけであるので、妥当である。したがって、提案された

回帰モデルは機械的ストレスを評価するためのさらなる調査に使用できると言える。 

更なる調査では、異なる流速の影響も考慮すべきである。本研究では、すべての試験を流速

3.4 L/min で実現した。細胞収容容器及びチューブ内の全液量は 3.4 リットルにし、細胞が完

全ループを 1 分以内に循環するようにした。血液を使用した実験では、溶血レベルは機械的ス

トレスの大きさ及び暴露時間の両方に依存することが実証されている［Bludszuweit

（1995）；Giersiepen et al.（1990）；Yeleswarapu et al.（1995）］。細胞懸濁液のポンプ内

部における滞留時間に対応する暴露時間は、異なる流速及びワーキングボリュームにより変化

させることができた。 

さらに、非生物学的試験システムでの調査も行うべきである。本研究では、機械的ストレスへ

の応答の変化は、使用される細胞培養液の条件（培養ブロスの組成物等）に起因する可能性が

あった。文献では、水中油型エマルション又は粘土・ポリマー粒子等の異なる試験システムが

記載されている［Wollny（2010）, Stintzing et al.（2008）］。粒径又は滴径（分布）は流体力

学的力に依存し、機械的ストレスの指標として使用することが可能であることが証明されてい

る。これらのシステムの主要な利点は、生物学的実験と比較して、再現性が高く、コストを低

減できることである。
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6. 付録 

アプリケーションノート - 活力アッセイ 
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