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実験の様子


三上 統久 先生


培養上清の分析に BioProfile FLEX2を使用


❚❚ 研究目的と実験内容
制御性 T細胞における最適な培養条件を検討するために、まず制御性 T細胞とそれ以外のヘ
ルパー T細胞についてメタボリックな観点から両者の比較を行った。マウスのリンパ節から
CD4陽性 T細胞を分離し、FoxP3を出さない通常の T細胞（Tconv）とFoxP3陽性制御性
T細胞（Treg）を精製した。次にそれぞれの細胞を抗 CD3/CD28抗体によって三日間刺激し、
培養した。その後の培養上清を回収し、そこに含まれるグルタミン（Gln）、グルタミン酸（Glu）、
グルコース（Gluc）、乳酸（Lac）の濃度を細胞培養分析装置 BioProfile FLEX2（ノバ・バイ
オメディカル社製）によって測定した。


❚❚ 実験結果と考察
培養前と比較して T細胞培養後の培地中でグルタミン、グルコース濃度が低く、T細胞により
消費されたと考えられた。


さらにFoxP3陰性T細胞と比較してFoxP3 陽性制御性T細胞において培養上清中のグルタミン
およびグルコース濃度が高いことが明らかとなった。FoxP3陽性制御性 T細胞は FoxP3陰性
T細胞ほどグルタミン、グルコースを消費しないと考えられた。また、グルコース消費に逆相関
して、FoxP3陽性制御性 T細胞で培地中の乳酸濃度が低いことも確かめられた。


一見同質な T細胞であっても、細かい分類によって消費する栄養素、産生する代謝産物の量や
パターンが異なる可能性が示された。これは細胞の性状や機能を考察する上で基礎的にも重要


であり、同時に各々の細胞種


に適した培養法、培地組成の


改良につながるヒントを提示し


ている。
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アプリケーション：免疫細胞の代謝状態測定と培養環境最適化


使用装置：細胞培養環境分析装置 BioProfile FLEX2


マウスのリンパ節からCD4陽性 T細
胞を分離し、FoxP3を出さない通常
の T細胞（Tconv）と FoxP3陽性制
御性 T細胞（Treg）を精製する。そ
れぞれの細胞を抗 CD3/CD28抗体に
よって三日間刺激し、培養する。刺激


後の培養上清を回収し、そこに含まれ


るグルタミン、グルタミン酸、グルコー


ス、乳酸の量を Flex2アナライザーに
よって測定。
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レグセル株式会社の事業内容について教えてください


免疫細胞の一種である制御性Ｔ細胞を用いて自己免疫疾患やがんに対


する新たな治療法の開発を行っています。自己免疫疾患は免疫細胞が自


己の細胞や組織を攻撃してしまうことで生じる疾患です。自己免疫疾患


の例としてリウマチや全身性エリテマトーデスといった膠原病、多発性硬


化症など難病が多く、抗体や免疫抑制剤を使った治療薬等もありますが、


根治療法は見付かっていません。当社では制御性Ｔ細胞を体外で増殖・


活性化した後に患者様に戻すという方法で患者様の症状を軽減・寛解で


きるよう研究を進めています。また、臓器移植や再生医療での拒絶反応


についても、制御性Ｔ細胞を用いた免疫拒絶対応方法の提供を目指し


た開発を行っています。


三上先生のご研究内容について教えてください


免疫細胞の中でも抑制性の機能をもつ制御性 T細胞を治療薬（再生医
療等製品：細胞製剤）として使用するための研究をしています。制御性


T細胞は自己免疫疾患や炎症性疾患、アレルギー疾患などを引き起こす
過剰な免疫応答を抑制する役割を担っています。そこで炎症を起こして


いる悪い T細胞を制御性 T細胞へと人工的に転換し、それを治療に用
いることで炎症を効率よく抑えることができると考え、研究開発を進めて


います。特に、制御性 T細胞の発生や機能を調べ、量的増減や機能の
増強・減弱に関わる培養条件や培地成分を探索・改良する上で培地分


析が重要でしたな役割を果たしています。


BioProfile FLEX2をどのように使われていますか？
制御性 T細胞の最適な培養条件を検討するために、BioProfile FLEX2
を用いて継時的に培地中の成分をモニタリングしました。実際には継代


時に遠心分離した後の培養上清を使って測定しました。これにより貴重


な細胞を無駄にすることなく、細胞が消費する栄養素などについてメタ


ボロミックな観点から分析することができます。今回は制御性 T細胞とそ
の他のヘルパー T細胞について比較しましたが、2つの細胞の代謝状態
や活性化状態の違いを簡便に測定できるということは、基礎研究におい


ても非常に価値があることだと思います。加えて、発展的に「培地の最


適化」を実施し、その後、「実際に改良培地で培養した細胞の状態を改


めて観察する」という一連の流れを効率的に実施できすることも、高品


質で高効率な細胞培養につながると考えています。


BioProfile FLEX2の魅力 
「誰でも簡便にリアルタイムで測定可能」


一般的に細胞の代謝産物を測定する際には核磁気共鳴装置（NMR）や
質量分析計（GC-MS、LC-MS、CE-MSA）を使うことが多いと思います。
これらに比べて安価であり、誰でも簡便にリアルタイムで成分を測定でき


るのがこの分析装置のいいところだと思います。また、必要なサンプル


量が少なく、そのサンプルも前処理が不要で回収した培地をそのまま測


定できること、個々の物質を定量的に測定できる点も魅力ですね。


三上先生の今後のビジョン 
「難治性の自己免疫疾患の治療を目指して」


現在レグセル株式会社では自己免疫疾患の治療に向けた制御性 T細胞
治療の実現を目指して研究開発を行っています。その中で独自の培地組


成や培養手法の開発など幅広い視点での研究を進める予定です。この細


胞治療を実現することで、今まで治療法の存在しなかった難治性の自己


免疫疾患患者様の QOL向上に寄与することを最大の目標としています。
将来的にはこの制御性 T細胞という治療法がより一般的に用いられるよ
うになり、花粉症や食物アレルギーなど多くの患者様に安全で副作用の


少ない抗アレルギー治療法として利用いただけるまで技術革新を進めた


いと思います。


BioProfile FLEX2はどのような分野に推薦できますか？ 
「基礎研究から細胞培養の条件検討、品質管理まで」


現状、細胞培養というとおおよそ成分の決まった培地を利用することが


多いと思います。しかし、本来細胞の種類によってメタボロミックな状態


は異なるため、その細胞に最適な培養条件というものが存在すると考え


られます。例えば、幹細胞のように分化しやすい場合、形質を変えない


ような条件で維持培養する必要があります。また、大きなスケールで大


量培養するとなった場合、どのタイミングで培地を追加するか、各栄養


素の濃度はどうするか等も考慮し、さらには決定した培養条件が維持さ


れているかどうかのモニタリングも必要となります。このように基礎研究


における知見集積から、細胞培養の条件検討、作製品の品質管理まで


使用方法は多岐に渡ると思います。


（取材日：2020年 4月）


BioProfile 
FLEX2の特長


•  メンテナンスフリー　 
マイクロセンサーカードを採用


•  培養中の培地成分を 1度のハンドリングで即座に、 
最大 16項目の同時解析が可能


– 少ないサンプル量：最小 135µL～最大 265µL（測定項目による）
– 迅速な測定時間：最短 2分、最長 4分 30秒（測定項目による）
– 様々なサンプル容器：マイクロチューブ、24ポジションカップ、96well Plate
– オンライン測定が可能
– GMP対応　21CFR Part11　ネットワーク接続　OPC準拠


非侵襲


ラベルフリー *


16項目同時分析


微量サンプル


迅速分析


• 培養条件の最適化と維持管理


• 細胞の元気さの評価


•  培地成分の変化から新規因子の探索


• 細胞培養の工程管理


• 実験の信頼性、再現性の向上
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調製培地の品質チェックにも FLEX2を使用


培地の濾過滅菌を終えた直後


❚❚ 研究目的と実験内容
メガカリオンでは iPS細胞から樹立した不死化巨核球株（MKCL）を浮遊培養し、分化・回収・
精製を経た血小板を用いて薬事承認に向けた研究開発を行っている（Fig.1）。血小板の収量を
高めるため、高播種密度条件にてMKCLを培養したところ、低播種密度条件に比べて、血小
板生産性および品質が悪化する


ことが明らかになった。当培養


条件において起きている現象を


把握し、収量および品質改善へ


のヒントを得るため、細胞培養


環境分析装置 BioProfile FLEX/
FLEX2（ノバ・バイオメディカ
ル社製、以下、FLEX/FLEX2）
を用いて細胞および培地の分析


を行った。


❚❚ 実験結果と考察
高播種密度条件にて分化培養したMKCLからは血小板マーカー CD42bが低下した血小板が
多く産生されることが分かっているが（Fig.2）、当分化培養時のガス成分・細胞サイズ・代謝物・
電解質を FLEX/FLEX2にて分析したところ、細胞の肥大化・グルタミンの枯渇・乳酸およびアン
モニアの産生亢進が起きていることが明らかになった（Fig.3）。


通常MKCLは細胞分裂を伴わない核分裂（endomitosis）により肥大化し、続く胞体突起形
成を経て血小板放出へと至る。今回の FLEX/FLEX2分析から、高播種密度条件で培養した
MKCLは肥大化ステップにおいて血小板分化が停止していることが示唆された。この原因の一
端として、グルタミンを始めとする各種栄養素の不足が考えられた。また、グルコース消費の


亢進に一致して乳酸産生量


が増加しているため、嫌気


的代謝の活性化が示唆され


た。すなわち、今回のエン


ドポイント分析では捉えら


れなかったが、リアルタイ


ム計測したところ高密度培


養では溶存酸素が枯渇して


いることが後の分析で分


かった。


以上より、各種培養環境の


劣化が原因となってMKCL
の分化不全に至っているこ


とが示唆され、改善に向け


た仮説を立てることが可能


になった。


アプリケーション：不死化巨核球細胞株の高密度培養へのアプローチ


使用装置：細胞培養環境分析装置 BioProfile FLEX/FLEX2


Fig.1 iPS細胞由来不死化巨核球株を用いた血小板産生システム


Fig.3 FLEX/FLEX2を用いた細胞および培地の分析 
（従来密度条件を１とした比率で表示）


Fig.2 細胞密度による血小板分化マーカーの差異
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株式会社メガカリオンついて教えてください 
「iPS血小板の実用化を目指して」
江藤浩之教授（京都大学 iPS細胞研究所、千葉大学再生治療学研究セン
ター）が開発した「ヒト iPS細胞から血小板を産生する技術の臨床応用」
を目指し、2011年 9月に設立された会社です。


血小板は血管が損傷した際に集積し止血反応を担う血液細胞であり、輸


血製剤として医療現場で使われております。しかしながら、献血者数の


減少に伴う将来的な需給逼迫・頻回輸血で生じる輸血不応症・細菌やウ


イルスの混入リスクといった課題があり、これの克服手段として献血に依


存しない製造方法である iPS血小板の応用可能性を追求しております。


R&D拠点は京都市の丹波口駅近くにある京都リサーチパーク内にあり、
不死化巨核球株の樹立法に始まり、巨核球株からの血小板誘導・血小


板の製剤化・最終製剤の保存法まで、実用化に向けた研究に日々取り組ん


でおります。


BioProfile FLEX/FLEX2の魅力・利点 
「少量サンプル・1回の分析で、 
細胞の数・サイズに加えて各主成分を測定できる」


MKCL培養工程および血小板保存工程の条件最適化検討に使用してい
ます。また、確立した製造工程においては問題なく培養できたか等を判


断するための管理目的にも使用しています。


おそらく iPS血小板開発に取り組んでいる我々が FLEX/FLEX2の恩恵を
最大限に享受しているかもしれません。すなわち、MKCLのサイズは通
常約 10umで、これが分化成熟過程において約 30umまで肥大化します。
その後に放出された血小板は 3～ 5umです。我々の血小板生産工程に
おいてはガス成分・栄養素・代謝物に加えて、細胞サイズにおいてもダ


イナミックな挙動を示すということです。従って、一度にこれら項目の分


析が可能な FLEX/FLEX2は条件検討や工程管理の上で大変有用です。


株式会社メガカリオンの今後のビジョン 
「血液型を問わないユニバーサル血小板の開発」


現在は京都大学 iPS細胞研究所（CiRA）が樹立した HLAホモ iPS細
胞ストックを出発材料にして、MKCL並びに血小板を製造し、臨床試験
に向けた研究開発を行っています。頻回輸血が必要な患者様においては、


自己と異なるHLA型の血小板輸血に起因する拒絶リスク（輸血不応症）
が高まるという課題があります。現在開発中の HLAホモ血小板は日本
人の約 20%に一致するHLA型を有しており、このような患者様には拒
絶リスクが少なく有用性の高い血小板と言えます。しかしながら残りの約


80%の方には未だに輸血不応症リスクがある状況です。従いまして、い
ずれの HLA型の患者様にも使っていただけるHLAクラス Iを持たない
「ユニバーサル血小板」の開発および社会実装が当社の将来課題になり


ます。この点、我々の生みの親でありパートナーである CiRA江藤教授
が 2019年 12月にユニバーサル血小板の作製に成功したことを発表し
ており、HLAホモ血小板に加えて、ユニバーサル血小板の開発も大きく
進展することが期待されます。


BioProfile FLEX/FLEX2は 
どのような分野に推薦できますか ? 
「再生医療分野における最適細胞のスクリーニング」


再生医療分野の場合、多品種の細胞が開発されていることは周知のこと


と思います。当然、細胞種ごとに増殖や代謝等の培養特性が異なると考


えられ、これを素早く把握する上で FLEX/FLEX2は強力なツールだと感
じています。我々のMKCLだけを見ても、ソース iPS細胞や樹立法が
異なると細胞特性 /培養特性が異なってくるため、細胞サイズや代謝効
率を簡便に且つ短時間で分析できる FLEX/FLEX2は所望の細胞株を選
定する上で大変有用です。おそらく他の細胞種においても、開発候補と


なる細胞株や細胞製品を製造するための培養方法を選定する上で培養特


性を表す代謝物等を簡便に評価できるというニーズは高いのではないで


しょうか。


（取材日：2020年 8月）


BioProfile 
FLEX2の特長


•  メンテナンスフリー　 
マイクロセンサーカードを採用


•  培養中の培地成分を 1度のハンドリングで即座に、 
最大 16項目の同時解析が可能


– 少ないサンプル量：最小 135µL～最大 265µL（測定項目による）
– 迅速な測定時間：最短 2分、最長 4分 30秒（測定項目による）
– 様々なサンプル容器：マイクロチューブ、24ポジションカップ、96well Plate
– オンライン測定が可能
– GMP対応　21CFR Part11　ネットワーク接続　OPC準拠


非侵襲


ラベルフリー *


16項目同時分析


微量サンプル


迅速分析


• 培養条件の最適化と維持管理


• 細胞の元気さの評価


•  培地成分の変化から新規因子の探索


• 細胞培養の工程管理


• 実験の信頼性、再現性の向上
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*細胞径、細胞密度測定時のみ蛍光染色法を使用します
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非侵襲


ラベルフリー


16項目同時分析


微量サンプル


迅速分析


• 培養条件の最適化と維持管理


• 細胞の元気さの評価


• 培地成分の変化から 
新規因子の探索


• 細胞培養の工程管理


• 実験の信頼性、再現性の向上


BioProfile FLEX2


pH/ガス 代謝 電解質 その他


培養環境の 
数値化


細胞培養環境分析装置
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迅速測定


最短 2分 
最長4分30秒 少ないサンプル量


最少135 µL 
最大265 µL


多項目同時測定


最大 16項目


簡単な操作


サンプル容器を 
セットするだけ
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 同時測定のイメージグラフ


培養中の培地成分を1度のハンドリングで即座に、 


最大  　　　の  　　　　が可能。


様々なサンプル容器


マイクロチューブ


シリンジ


96wellプレート


少ないサンプル量


最少135 µL


最大265 µL
（測定項目による）


迅速な測定時間


最短2分


最長4分30秒
（測定項目による）


細胞培養環境分析装置　BioProfile FLEX2


• 培養状況を迅速かつ簡便にモニタリング
• 培養液中の主要成分の数値化
• 定期的なモニタリングにより異常の早期発見
• 1台で多項目測定が可能なことで複数台の機能を 1台に集約
• 培地交換時期の数値的な裏付け


利点


• グルコース消費量と乳酸生成量からの細胞増殖量の非侵襲的計測
• グルコースの消費量とアンモニア生成量による重層化培養条件の最適化
• 培地成分調整による未分化幹細胞の除去と組織分化細胞の純化
• iPS細胞生存とグルタミン代謝の役割
• CO2濃度O2濃度のモニタリングによる培養の安定性の担保


応用例


16項目 同時分析
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