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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞と培地を封入して細胞の培養を行うための培養容器であって、
　当該培養容器の収容部が仕切部材により前部と後部に分離され、前部又は後部の一方が
培養を行うための培養部、他方が前記培養部に対する補充用の培地を収容する培地供給部
として用いられ、
　前記培養部と前記培地供給部とを接続する、少なくとも一の流路を備え、
　前記仕切部材を前記培地供給部側へ移動させることで、前記培地供給部における培地が
前記流路を介して前記培養部へ供給されることを特徴とする培養容器。
【請求項２】
　請求項１記載の培養容器に、培地が充填されていることを特徴とする培養容器。
【請求項３】
　請求項１又は２記載の培養容器に、細胞、微生物、多細胞生物、組織、器官等が充填さ
れていることを特徴とする培養容器。
【請求項４】
　前記流路に逆止弁が備えられたことを特徴とする請求項１～３のいずれかに記載の培養
容器。
【請求項５】
　前記流路が、少なくとも前記培養容器の収容部の一部に、又は、一又は二以上のチュー
ブにより形成されたことを特徴とする請求項１～４のいずれかに記載の培養容器。
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【請求項６】
　細胞と培地を封入して細胞の培養を行うための培養容器であって、当該培養容器の収容
部が仕切部材により、培養を行うための一又は二以上の培養部と、前記培養部に対する補
充用の培地を収容する一又は二以上の培地供給部とに分離され、前記培養部と前記培地供
給部とをつなぐ、少なくとも一の流路を備え、前記仕切部材を前記培地供給部側へ移動さ
せることで、前記培地供給部における培地が前記流路を介して前記培養部へ供給されるこ
とを特徴とする培養容器。
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞や組織、微生物等を培養するための培養容器に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、医薬品の生産や、遺伝子治療、再生医療、免疫療法等の分野において、細胞や組
織、微生物などを人工的な環境下で効率良く大量に培養することが求められている。
　このような細胞培養においては、細胞の増殖に併せて、細胞の生育に必要な培地を補給
する必要がある。
　培地の補給にあたり、従来は、細胞が培養容器内で十分に増殖すると、図１１に示すよ
うに、より容量の大きな培養容器などに移し替え（植え継ぎ）、これを繰り返すことで、
細胞の大量培養が行われていた。
【０００３】
　すなわち、同図に示す通り、まずフラスコ内に培地と細胞を入れて培養し、細胞増殖に
併せて培地を追加して培養するとともに植え継ぎを行い、一定量に増殖した時点で、より
容量の大きいバックなどに移し替えて、さらに培養と培地の補給、植え継ぎを繰り返し、
細胞の大量培養が行われていた。
　このように細胞を大量培養するにあたり植え継ぎを行うのは、培養開始時の細胞密度が
低いと、細胞の増殖が抑制されるためである。
【０００４】
　ところが、このような細胞培養においては、植え継ぎのたびに新たなフラスコやバック
などの培養容器に培養細胞の一部を移さなければならず作業が煩雑になるとともに、細胞
にダメージを与える可能性がある。また、コンタミネーション（contamination：汚染）
のリスクが高いという問題があった。
　そこで、植え継ぎを行なうことなく適正な培養環境を維持するための技術が種々提案さ
れている。
【０００５】
　例えば、特許文献１に記載の細胞培養用具によれば、バッグ中の培養液の流通を阻止す
るための部材を用いて、培養領域を段階的に拡張可能とされている。このため、培養細胞
の植え継ぎは必要なく、コンタミネーションのリスクを軽減することが可能となっている
。
【０００６】
　また、特許文献２に記載の培養容器は、単一のバッグ様密閉室をサブ区画室に分けるた
めの外部区分手段を備えている。
　この外部区分手段により、バッグ様密閉室の一部を締め付けることで複数のサブ区画室
をつくることができ、培養開始時に適した細胞密度を確保するために十分に小さな規模の
出発環境を提供できる。そして、このようなコンタミネーションが発生しない環境で、培
養領域を段階的に拡張することができるようになっている。
【０００７】
【特許文献１】特開２０００－１２５８４８号公報
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【特許文献２】特許第２９８１６８４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　しかしながら、特許文献１に記載の細胞培養用具を用いる場合は、培養の拡大に合わせ
て新しい培地を補給する必要がある。その際、手作業での培地の補給はコンタミネーショ
ンのリスクを高めることになる。また、培地入りの容器からチューブを介して補給する場
合では、コンタミネーションのリスクは低下するが、培養容器とは別に培地入りの容器が
必要となり、スペースや容器コストの点でのデメリットがあった。また、培養領域を段階
的にしか拡張することができず、連続的に拡張することはできない。
　また、特許文献２に記載の培養容器を用いる場合、培養領域はサブ区画室ごとに段階的
に拡張されるため、細胞密度の連続性を得ることはできず、増殖に最適な細胞密度を維持
することは困難である。
　さらに、このような培養用具や容器を用いる場合、その構造上、大量培養を自動化して
行うことは難しい。
【０００９】
　本発明は、上記の事情にかんがみなされたものであり、細胞増殖に伴う培地の追加と培
養領域の拡張にあたり、最適な培養密度を維持して効率的な培養を実現するとともに、作
業性の向上、コンタミネーションリスクの低減、省スペース化を達成することの可能な培
養容器に関する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記目的を達成するため、本発明の培養容器は、細胞と培地を封入して細胞の培養を行
うための培養容器であって、当該培養容器の収容部の前部と後部とをつなぐ、少なくとも
一の流路を備えた構成としてある。
　この収容部は、仕切部材により前部と後部に分離され、前部又は後部の一方が培養を行
うための培養部、他方が培養部に対する補充用の培地を収容する培地供給部として用いら
れる。
【００１１】
　培養容器には、培地が充填され、さらに細胞、微生物、多細胞生物、組織、器官等が充
填される。
　また、流路に逆止弁を備えることで、培地が培養部から培地供給部へ逆流することを防
止することができる。培地供給部から培養部へ培地を供給するポンプなどを用いることも
好ましい。
　また、流路を培養容器の少なくとも収容部の一部に形成することが好ましく、一又は二
以上のチューブで形成することも好ましい。
【００１２】
　また、本発明の培養容器は、仕切部材を培地供給部側へ移動させることで、培地供給部
における培地が流路を介して培養部へ供給される。
　さらに、本発明の培養容器は、培養容器の収容部が仕切部材により、培養を行うための
一又は二以上の培養部と、培養部に対する補充用の培地を収容する一又は二以上の培地供
給部とに分離され、培養部と培地供給部とをつなぐ、少なくとも一の流路を備えたものと
することも好ましい。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、単一の培養容器を用いて、培地の追加及び培養領域の連続的な拡張を
行うことができる。
　このため、最適な培養密度を維持して効率的な培養を行うことができるとともに、細胞
へのダメージの低減、作業の効率化、コンタミネーションリスクの低減を実現することが
可能となる。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　以下、本発明の培養容器の好ましい実施形態について、図１及び図２を参照して説明す
る。図１は、本実施形態の培養容器を示す図である。図２は、本実施形態の培養容器を用
いた培養方法を示す図である。
　本実施形態の培養容器１は、図１に示すように、培地を充填するための収容部を備えて
おり、かつ、収容部の前後をつなぐ流路を有している。
【００１５】
　図１（ａ）の例では、収容部の一方の側部付近に、容器を構成する袋の上面と下面を前
後方向（図１（ａ）において上下方向）に接着する接着部２を形成してある。この接着部
２は、袋の前端及び後端までは至っていない。したがって、この接着部２により、袋の一
側端に沿って、流路３が形成される。この接着部２は、袋の上面と下面を熱で溶かして圧
着し、ヒートシールにより張り合わせたものである。
　培養容器１を、このようにすれば、収容部の前部において細胞が増殖し、培地を追加す
る場合、後述する仕切部材を移動させることなどにより、収容部の後部における培地を、
流路３を通じて収容部の前部に供給することができる。
【００１６】
　また、培養容器１は、図１（ａ）に示すように、容器外部につながれる、２本以上のチ
ューブ４を接続した構成にすることができる。このチューブ４のうち、１本は培養する細
胞や培地を外部から培養容器１内に注入するための注入用、他の１本は培養した細胞や培
地を培養容器１内から回収するための回収用とすることができる。また、図１のように、
チューブ４が３本取り付けられている場合、３本目は培養した細胞や培地をサンプルとし
て培養容器１内から取り出すためのサンプリング用とすることができる。
【００１７】
　また、培養容器１は、軟包材を材料として、袋状（バッグ型）に形成したものとするこ
とが好ましい。軟包材を用いることで、培養容器に可撓性・柔軟性を付与することができ
る。軟包材としては、例えば、特開２００２－２５５２７７号公報（軟包材フィルムシー
トを用いた食品包装体及び食品の取り出し方法）や、特開２００４－３２３０７７号公報
（加圧抽出形の袋状容器）に記載されているものなどを用いることができる。
【００１８】
　また、培養容器１は、細胞培養に必要なガス透過性を有しており、内容物を確認できる
ように、一部又は全部が透明性を有している。このような条件を満たす培養容器の材料と
しては、例えばポリオレフィン、エチレン－酢酸ビニル共重合体、スチレン系エラストマ
ー、オレフィン系熱可塑性エラストマー、ポリエステル系熱可塑性エラストマー、シリコ
ーン系熱可塑性エラストマー、シリコーンゴム等を挙げることができる。
【００１９】
　本実施形態の培養容器１は、収容部の前後をつなぐ少なくとも１つの流路を有するもの
であれば良く、図１（ａ）の他、例えば図１（ｂ）～（ｆ）のようなバイパスチューブ５
を用いた構成にすることも可能である。
　すなわち、図１（ｂ）に示された培養容器１は、収容部の前部側縁（培地を回収するチ
ューブ側）と後部側縁（培地を回収するチューブの反対側）がバイパスチューブ５により
接続されている。
【００２０】
　また、チューブ４及びバイパスチューブ５の材料としては、例えば、シリコーンゴム、
軟質塩化ビニル樹脂、ポリブタジエン樹脂、エチレン－酢酸ビニル共重合体、塩素化ポリ
エチレン樹脂、オレフィン系熱可塑性エラストマー、ポリウレタン系熱可塑性エラストマ
ー、ポリエステル系熱可塑性エラストマー、シリコーン系熱可塑性エラストマー、スチレ
ン系エラストマー、例えば、ＳＢＳ（スチレン・ブタジエン・スチレン）、ＳＩＳ（スチ
レン・イソプレン・スチレン）、ＳＥＢＳ（スチレン・エチレン・ブチレン・スチレン）
、ＳＥＰＳ（スチレン・エチレン・プロピレン・スチレン）等を用いることができる。
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【００２１】
　また、培養容器１を、図１（ｃ）に示すように、バイパスチューブ５を収容部の後端部
から、収容部の前部側縁に接続した構成とすることもできる。
　このような構成にすれば、培地を、仕切部材を移動させることなどによって、収容部の
後部からバイパスチューブ５へより効率的に移動させることが可能となる。
【００２２】
　さらに、培養容器１を、図１（ｄ）に示すように、バイパスチューブ５を収容部の後端
部から収容部の前部側縁に接続することに加え、バイパスチューブ５が接続された収容部
の後部の両角をカットして収容部を密閉した構成とすることも好ましい。このようにすれ
ば、仕切部材を移動させることなどによって、培地を収容部の後部からバイパスチューブ
５へさらに効率的に移動させることが可能となる。
　また、収容部の前部側縁におけるバイパスチューブ５を接続した部分の向かい側の角を
カットして収容部を密閉した構成とすることにより収容部の前部の培養面積の拡大の制御
がより正確に可能となり、培養効率を高く保つことが可能となる。
【００２３】
　また、培養容器１を、図１（ｅ），（ｆ）に示すように、バイパスチューブ５を収容部
の後端部から、収容部の前部側縁に、左右対称に接続した構成とすることも好ましい。こ
のようにすれば、仕切部材を移動させることなどによって、収容部の前部へ培地を供給す
る際、培地を左右均等に行きわたらせることができるため、培養効率を一層向上させるこ
とが可能となる。
　さらに、培養容器１に、図１（ａ）に示すような流路３と、図１（ｂ）～（ｆ）に示す
ようなバイパスチューブ５を合わせ持つ構成とすることも可能である。
【００２４】
　なお、図１（ｂ）に示す培養容器１のバイパスチューブ５にはバルブ６を設けてあり、
図１（ｃ）に示す培養容器１のバイパスチューブ５にはポンプ７を設けてある。これらは
一例であって、図１（ａ）～（ｆ）のいずれかの例において、バルブ又はポンプを設ける
か否かは自由に選択可能である。
【００２５】
　次に、本実施形態の培養容器１を用いた培養方法について、図２を参照して説明する。
　図２（ａ）は、図１（ａ）に示した培養容器を用いた例であり、培養容器１の収容部を
、仕切部材８を用いて前部と後部に区分けし、前部を培養を行うための培養部１１、後部
を補充用の培地を収容する培地供給部１２とした構成が示されている。
【００２６】
　接着部２により形成された流路３の中央部には、図示していないが、クリップやバルブ
あるいはポンプ等が取り付けられ、培養部１１側と培地供給部１２側が分離及び連通可能
に接続されている。
　仕切部材８としては、培養容器１を培養部１１側と培地供給部１２側に分離して、これ
らの間の培地の移動を遮断することができるものであれば、特に限定されないが、例えば
ローラなどを用いることができる。
【００２７】
　培養部１１において細胞が増殖し、培地供給部１２から培養部１１に培地を追加する場
合は、流路３のクリップをはずし、又はバルブを開けることなどにより、仕切部材８を収
容部の後端に向けて移動させる。このバルブとしては、逆止弁などを用いることができる
。
　このようにすると、培地供給部１２の内圧が高くなって、培地が流路３を経由して、培
養部１１に追加される。追加した後は、バルブを閉じて培養部１１と培地供給部１２の間
を遮断する。
【００２８】
　また、本実施形態の培養容器１によれば、このように仕切部材８とバルブ等を用いるこ
とで、移動する培地の量を連続的に調整することが可能である。
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　さらに、細胞の増殖速度に合わせて、仕切部材８を収容部の後端に向けて移動させると
ともに、ポンプを用いて能動的に一定量の培地を培養部１１に送り出すことで、常時連続
的に培地の供給を行うことも可能である。
　このように、本実施形態の培養容器１によれば、移動する培地の量を連続的に調整する
ことが可能であり、培養する細胞の密度を培養に最適な範囲に維持することができる。
【００２９】
　ここで、細胞培養において、細胞密度が増殖にどのような影響を与えるのかを図３～図
６を用いて説明する。図３は、培養に最適な細胞密度の範囲を確認するための実験条件を
示す図である。図４は、各種細胞密度ごとの培養時間に対する増殖倍率を示す図である。
図５は、各種細胞密度ごとの培養時間に対する増殖倍率を示す図の一部を拡大した図であ
る。図６は、細胞培養における最適細胞密度依存性を示す図である。
【００３０】
　まず、図３に示すような条件で、４０００、１０，０００、４０，０００、１２０，０
００、２００，０００（ｃｅｌｌｓ／ｍｌ）の各細胞密度に調整した培養バックを準備し
た。培養バックは、ＬＬＤＰＥ製バック（厚み　１００μｍ）、バックサイズ５０×８０
（ｍｍ）を用いた。培地は、ＲＰＭＩ１６４０（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）５０ｍｌを用い
、播種細胞は、Jurkat　E6.1株（ヒト白血病Tリンパ腫）を用いた。
【００３１】
　そして、それぞれの培養バックを３７℃－５％ＣＯ２雰囲気下で５日間培養し、２４、
４８、７２、及び１４４時間後におけるそれぞれの細胞数を測定した。その結果を図４～
図６に示す。図５は、図４における囲み部分を拡大したものである。
　図５に示される通り、培養開始時から２４時間後における、細胞密度が小さい培養バッ
ク（４０００、１０，０００ｃｅｌｌｓ／ｍｌ）の増殖倍率は、細胞密度が大きい培養バ
ック（１２０，０００、２００，０００ｃｅｌｌｓ／ｍｌ）の増殖倍率に比較して、１／
２以下となっている。
【００３２】
　これは、培養初期において、細胞密度が小さいと増殖効率が低いことを示している。一
方、細胞密度が大きい場合には、時間の経過とともに、培地が劣化（酸素不足、乳酸過多
、老廃物蓄積）して、増殖効率が低下する。したがって、これらのことから、細胞の培養
を行うにあたり、細胞の増殖効率が最も良い細胞密度範囲が存在することが分かる。図６
は、このような細胞培養における最適細胞密度依存性をまとめたものである。
【００３３】
　以上説明したように、本実施形態の培養容器によれば、一つの培養容器を用いて、培地
の追加及び培養領域の連続的な拡張を行うことができる。
　このため、最適な培養密度を維持して効率的な培養を行うことができるとともに、細胞
へのダメージの低減、作業の効率化、コンタミネーションリスクの低減を実現することが
可能となる。
　また、仕切部材の移動及び流路のバルブやポンプ等を制御することで、細胞培養を容易
に自動化することが可能である。
【実施例】
【００３４】
（実施例１）
　図１（ｂ）に示す、培地を補充するための流路を構成するバイパスチューブ５を備えた
培養容器１を用いて、細胞培養を行った。培養容器１としては、ＬＬＤＰＥ製バック（厚
み１００μｍ，サイズ１４５×２９５ｍｍ）を、バイパスチューブ５としては、シリコン
チューブ（ＴＹＧＯＮ３３５５Ｌ：内径４ｍｍ）を用いた。培地には、ＲＰＭＩ１６４０
（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用し、播種細胞としてJurkat　E6.1株（ヒト白血病Tリン
パ腫）を１．０×１０７ｃｅｌｌｓ播種した。そして、培養部面積を１７０ｃｍ２から４
３０ｃｍ２まで拡張し、細胞密度が１．０×１０５～８．６×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌに
なるように培地量を１００～５００ｍｌに拡大した。以上の培養条件を図７に示す。
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【００３５】
　本実施例１では、初期培養面積を１７０ｃｍ２とし、培地量を１００ｍｌとすることで
、初期培養密度を比較的高く設定している。そして、培養部面積を図８及び図９に示すよ
うに、少しづつ段階的に増加させることで、培地の追加に伴う細胞密度の大幅な低下を防
止している。
　このようにして１２０時間培養を行い、培養された細胞を回収した。回収された細胞数
は、４．３×１０８ｃｅｌｌｓであった。この結果を図１０に示す。
【００３６】
（比較例１）
　流路を備えていない従来の培養容器を、仕切部材等を用いることなくそのまま使用して
、細胞培養を行った。培養容器、培地、及び播種細胞としては、実施例１と同様のものを
使用した。そして、実施例１と同量の細胞数を播種し、培養部面積を４３０ｃｍ２、培地
量を５００ｍｌの一定に固定したまま１２０時間培養を行い、培養された細胞を回収した
。回収された細胞数は、３．３×１０８ｃｅｌｌｓであった。この培養条件を図７に、培
養部面積の変化を図８及び図９に、実験結果を図１０に示す。
【００３７】
　図１０に示される通り、実施例１と比較例１における播種した細胞数は１．０×１０７

ｃｅｌｌｓで同一であるが、回収細胞数は、実施例１が４．３×１０８ｃｅｌｌｓ、比較
例１が３．３×１０８ｃｅｌｌｓと、実施例１の方が比較例１に対して３割程度多くなっ
ている。
【００３８】
　このことから、実施例１のように、細胞の増殖にあわせて少量づつ培養部を拡大すると
ともに、培地の追加を繰り返し、細胞密度を培養開始時から培養終了時まで大きく変化さ
せることなく培養を行うことで、培養環境をできるだけ最適な状態で均一に保つことがで
き、細胞の培養速度を速めることができることが確認された。
　また、比較例１のように、開始時の培養密度が低い場合には、細胞の増殖に適した環境
になるまでに一定の時間が必要となることから、開始時の培養密度がより高い場合に比較
して、細胞の培養速度が遅くなることが確認された。
【００３９】
　本発明は、以上の実施形態に限定されるものではなく、本発明の範囲内において、種々
の変更実施が可能であることは言うまでもない。
　例えば、培養部の面積を所定時間ごとに段階的に拡大するのではなく、仕切部材８を培
養開始から培養終了時まで自動的に微量づつ連続的に移動させたり、あるいは、二以上の
仕切部材を用いて、培養容器を二以上の培養部又は培地供給部を備えた構成とするなど適
宜変更することが可能である。
【産業上の利用可能性】
【００４０】
　本発明は、大量の細胞を培養する必要のあるバイオ医薬や再生医療、免疫療法等の分野
において、好適に利用することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】本発明の実施形態の培養容器を示す図である。
【図２】本発明の実施形態の培養容器を用いた培養方法を示す図である。
【図３】培養に最適な細胞密度の範囲を確認するための実験条件を示す図である。
【図４】各種細胞密度ごとの培養時間に対する増殖倍率を示す図である。
【図５】各種細胞密度ごとの培養時間に対する増殖倍率を示す図の一部を拡大した図であ
る。
【図６】細胞培養における最適細胞密度依存性を示す図である。
【図７】本発明の実施例１及び比較例１の実験条件を示す図である。
【図８】本発明の実施例１及び比較例１の培養部面積の変化を示す図である。



(8) JP 5309657 B2 2013.10.9

10

【図９】本発明の実施例１及び比較例１の実験条件を示す概念図である。
【図１０】本発明の実施例１及び比較例１の実験結果を示す図である。
【図１１】従来の細胞培養方法を示す図である。
【符号の説明】
【００４２】
　１　培養容器
　２　接着部
　３　流路
　４　チューブ
　５　バイパスチューブ
　６　バルブ
　７　ポンプ
　８　仕切部材
　１０　培地
　１１　培養部
　１２　培地供給部

【図１】 【図２】
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【図５】 【図７】
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【図１０】 【図１１】
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