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SPG膜によるマイクロバブルの培養への適用
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図2スパージャーの外観

2 マイヲロバブル生成および検討方法

2. 1マイクロパブル生成方法

マイクロパプル陪細孔方式を用いて生成した。この

方式を撞用した理由は、他の生成方法とは異なり、培

養暗中の動物細胞に対してせん断力なEの外力を負荷

しない特世を有していたからである.図 1に細孔方式

の説明困を示す。細孔方式は、多孔質膜にガスを加圧

供輯し、膜表面の細孔を介してマイクロバブルとして

生成する方法である.多孔質膜は、均な細孔を有し、

マイクロパプルの生成に実績のあるシラス多孔置ガラ

ス (SPG: Shirasu Porous Glass)膜を採用した[1].

3. 結果と考察

3.1培地中の克抱径潤定

細孔方式によるマイクロパプルの気泡笹は、細孔怪

および植相の表面張力に大きく依存する[1].そこで、

培養植中におけるマイクロパプル生成可否を調査する

ために、細孔方式で培地中に生成した気泡の直笹を測

定した.図 3に気泡笹および細孔笹の関係を示す。動

物細胞用培地および酵母用培地ともに、 1曲，...以下回

気泊が測定され、マイクロパプルが生成可能であるこ

kを確認した。これは、培地中のタンパク質加水分解

物や細胞保護剤kいった界面活性成分町作用により、

マイクロパプル生成に必要な表面彊カが調整されたた

めであった.

マイクロパフルを用いた画監察侠曲に着目し、増聾への適用を瞳討した.宮崎県工業瞳街センターが開先したシラ

ス多孔置ガラス臨幸利用するζ とで、恒生物にストレス寄与える ζとのない培葺槽へのマイクロパフル棋桔を可能

とした.酸素供軸性能および太閤菌培聾への適用を翼践的に横討した轄畢.本手法は般的に佳用されるオリフィ

ススパージャーよりも置れていることが確躍できた.今後lま動噛掴胞培聾へのマイクロパ:1，.o適用寓障を実施し.

細胞培聾の高密鹿化を主え晶画効率な酸素供輯瞳術の確立を目指す.

唱 はじめに

近年、医薬品開発では、抗体匝車を代表とするパイ

オ医藁品の開発槽置が商まっている。また、ワクチン

製造では、パンデミックインフルエンザに対応するた

めに、より効率的な製造方法2として、世来の鶏卵法か

ら細胞培養語への転換が図られている.これらの細胞

培養量術のエーズの高まりに伴い、培養量術町高度化

が求められている。特に、細胞漫度の高密度化に起因

する培養槽の融業要求量の構大に対応した高効率な醒

索晶給量術が必要となる.

般的な培養槽への醍素供結語としては、培養槽内

に気抱通気し、培養植を揖枠する羽曜のせん断力によ

り気由を撤細化する方法がある.この方法は、培養植

単位体積あたりの気植界面積を増大させ、酸素供給量

を向上させることができる固しかしながら、バイオ医

薬品製造に檀用する動物細胞を培養する場合、動物細

胞の物理的強度が非常に低いため、揖押羽根のせん断

力により細胞が損留を畳け、記揖するととが睡毒され

ている園そこで、撹#に依存せずに極畑気抱を培養槽

内に発生することができる撞捕として、マイクロパプ

ル撞術に注目した.マイクロパプルは気泡樫が 100~皿

以下と轍細であることで気構界面積の増大という特性

がある.さらに、気抱内圧力の増加および躍中滞留時

間の増加といった酸素供桔の効率化に寄与する特徴を

有している.これらの特徴より培養檀への酸素供給性

憶に闘して著しい向上が期特できたため、新規町高効

率な醍棄棋蛤技術として、マイクロパプルスパージャ

ーを検討した。
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図3培地中の気抱極および細孔笹の関樟

3.2韓括酸素移副容量憧融(且..)測定

マイクロパプルの酸素供結性能を評価する指標とし

て輯括酸素移動容量樟量何回}を採用した.K，.aは、

培養槽への酸素棋給速度を定量的に表す値として 般

的に用いられている指揮である。測定方法は、 G舗阻ε
叫怯(晶tioM曲.od)悶を探用した.図4に慣搾羽根回

転教をパラメーターとしたマイクロバブルおよびオロ

プイススパージャーの局担測定結果を示す。 K，.aに関

してマイクロパプルスパージャーをオロフィススパー

ジャーと比匝する k、撞押曲度への依存性が低〈、そ

の蓋は最大で前 10倍であった。これは、マイクロパプ

ルがオロフィススパージャーから生成させる気泡kは

異なり、撹押せん断力で融制出することな〈、より広

大な気檀界面積を有Lてしたためであった.

園1相孔方式の説明国

2.2瞳耐方法

マイクロパプルの培養への適用を検討するために、

以下町項目を測定した.(2)および (3)では、全容 3L

の培養槽(植量2L)を用いて、通量概量 lS0NmUm包

で困 2に示すマイクロパプルスパージャーと既存のオ

リフィススパージャーとの対照試験を実施した.

(1) 培地中町気泊笹

。) 総括融業移動容量係世心~ca)

(3) 大揖菌培養
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図4スパージャーのKca劃定結果

3.3大腸菌埼聾

マイクロバブルの培養への適用可否を評価するため、

大腸苗(Escherichia四 li)の増殖量を指揮とした培養試

験を実施した.大揖菌を採用した理由は、増殖が連〈

取扱いが容晶であり、樟存酸素揖度に依存して増殖量

が霊化する通性揖気性苗であるからである固図 5にマ

イクロパプルおよびオリフィススパージャーによる太

陽菌培聾の菌体損度の経時変化を示す.培養時の置枠

回転教はともに 350中皿とした.マイクロパプルが大

晶菌培養に適用可龍であることを碓輯L、マイクロパ

プルスパージャーをオリフィススパージャーと比較す

ると、効率的な醒素供給により、対数増殖期の増殖速

度が1.8俸高い結果を得た.
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図5 大腸苗培養の薗体調隆度経時理化
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4. 今後の展望
マイクロバブルはオリフイススパージャーと比較し

て、低靖枠強度でより高抽率な融業t供給性能を有して

いた.本報告ではマイクロパプルの大腸薗熔養への適

用を紹介したが、低撹枠強度で高い酸素供給性能を必

要とする培養は細胞培葺に求められている固したがっ

て、今桂は動物細胞培養へのマイクロパプルの適用試

験を実施し、その抽果を検酎する予定である.
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