
細胞の種類によっては、　　　 環境からの乖離は、データ
エラーや再現性の低い実験結果を招き、実験の遅れや創薬
の遅延などにつながります。

哺乳類細胞培養および
医薬品と疾患コントロールの展望
哺乳類細胞培養は、細胞と生体組織を直接研究するには大変
有用な方法です。近年盛んになっている再生医療では細胞培
養が治療に直結し、またin vitro 環境下での疾患研究にも広く
活用されています。

細胞培養の技術は進化を続けており、精緻な　　　　条件を
再現する重要性は高まっています。特に幹細胞・バイオ医薬
品・胚細胞を扱う研究において、この傾向は強いです。

in vitro 

in vivo 

 ： 度濃素酸的学理生
in vivo における酸素濃度レベル
大気レベルの酸素濃度を表すのに、Normoxia（酸素正常状態）
という言葉がよく使われます。一般的には20～21％（分圧：160
mmHg）となりますが、生体組織においてはそれほど高い濃度
にはなりません。1

•  肺の中の酸素濃度は約14.5%、末梢組織では3.4～6.8%
まで低下します。ですから、生理学的酸素濃度である2～
10%状態は大気圧に比べれば「低酸素状態」となるのです。 

•  脳・肝臓・膵臓など体の多くの臓器は2～10%間の酸素濃
度下にありますが、胸腺や腎臓周辺では1%以下になって
います。2

•  がん組織のような病理組織は細胞内の酸素は濃度勾配を持
っており、低いところでは1%以下になっています。

•  低酸素状態は、病理学的かつ生理学的に正常状態を維持す
るために重要な様々なメカニズムを制御しています。
例えば、細胞分裂や増殖、創傷治癒や胎児の発達などがそ
うです。加えて、酸素濃度は初期胚の発達や幹細胞ニッチ
などを決定づける作用があります。3

マルチガスインキュベーター内の
酸素濃度コントロールが重要な理由

　　　 細胞培養と　　　 酸素濃度の
恒常性を保つための方法についてご紹介します
in vivo in vivo

Carl Radesovich, Business Intelligence and Product Manager, PHC Corporation of North America

Table 1 – 大気中濃度以下における相対酸素濃度
酸素 説明
21.0% 通常大気圧下における大気中酸素濃度

19.9% 5% CO2 条件で使用するマルチガスインキュベーター内の酸素濃度

13.5% 肺胞内吸気酸素分圧。酸素分圧は空気や水蒸気の流入・流出によって規定される。

9.5% 動脈血内酸素濃度

6.5% 静脈末端や循環血中のおおよその酸素分圧

WHITE 
PAPER
WHITE 
PAPER
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細胞培養において重要な恒常性
細胞培養においてin vivo 環境をうまく維持することが細胞の
恒常性を守る大切な条件になります。細胞内の複雑なネット
ワークによって、温度・pH・栄養因子・イオン種などの繊細な
バランスが維持されています。4

以前の細胞培養では、研究者たちは in vitro で哺乳類細胞を
うまく培養するために、恒常性の維持に役立つ特定の培養因
子を培養液に添加していました。現在では、培養される哺乳
類細胞は、5～7%のCO2 濃度・厳密に調整された栄養因子・
pH緩衝液そして成長因子によってコントロールされています。

これらの因子の利用によって細胞培養の技術は飛躍的に向上
し、細胞は正常に増殖するようになっています。ただし、い
くつかの細胞では酸素濃度の影響を多分に受ける場合がある
例が報告されています。

Table 2 –ヒト腫瘍の種類による酸素濃度の特徴 5

腫瘍種 正常細胞部の酸素濃度 腫瘍細胞部の酸素濃度

脳腫瘍 3.4% 1.7%

頭頚部がん 5.3% ～ 6.7% 1.6% ～ 1.9%

肺がん 5.6% 1.9% ～ 2.2%

乳がん 6.8% 1.3%

子宮がん 5.5% 1.2%

肝臓がん 3.9% 1.8%

膵臓がん 0.3%

前立腺がん 3.4% ～ 3.9% 0.3%  ～ 1.2%

外陰がん 1.3% ～ 1.7%

メラノーマ 5.3% 1.5%

腎がん 4.9% 1.3%

直腸がん 6.8% 2.5% ～ 4.2%

肉腫 6.7% 1.8%

大気中の気体濃度は酸素21%、窒素78%、微小ガス1%とな
っています。肺に吸引されるとヘモグロビンを介して酸素分
子が赤血球に取り込まれ、血流に乗って全身の臓器に運ばれ
ます。

典型的なCO2インキュベーターはCO2 濃度を5%に維持しま
すが、酸素濃度は19.95%にしか下がりません。多少は低く
なりますが低酸素濃度というには程遠く、再現性や持続性の
高い条件にコントロールされるわけではありません。

細胞レベルでは　　　　酸素濃度は様々な細胞活動に重要なin vitro 
役割を果たしています。6 組織において、酸素濃度は、細胞分
裂や細胞増殖そして創傷治癒などの特定の生体機能に大きく
影響するのです。

慣例的に哺乳類細胞は　　　  では大気圧濃度に近い20%程in vitro 
度の酸素濃度で培養されています。しかしながら、生体組織由
来の多くの哺乳類細胞が内包する酸素濃度は大気圧濃度より
かなり低い2～11%濃度域となっています。7

疾患モデルと生理学的メカニズムの研究においては in vitro 
細胞培養が最も頻繁に利用されており、最近の研究報告によ
ると、大気圧近辺の酸素濃度で哺乳類細胞を培養することに
関する様々な弊害が実証されてきています。

研究によれば、高い酸素濃度を使えば使うほど、染色体の破
壊が進み、「ストレス応答遺伝子」の発現が増加し、酸化損傷の
亢進と全体的な細胞の脆弱化を招くと報告されています。
細胞由来製品のために培養を行うとしても、適合性のない酸
素濃度下にさらすことは、先の工程での生産物に多大な影響
を与えることになります。

細胞培養プロセスにおける低酸素誘導因子の
酸素コントロール
大気中酸素濃度以下の環境は細胞シグナル伝達に特徴的な影
響を与えます。低酸素濃度によって誘導される細胞機能因子
は低酸素誘導因子（HIF）と呼ばれています。

HIFはDNA結合タンパクの一種であり、生理学的酸素濃度に
おいて活性化されます。HIFは細胞全体の恒常性の保持と血
管形成や解糖系、赤血球形成などの主要な経路に重要な複数
の遺伝子の転写をコントロールしています。

HIFにコントロールされる遺伝子は、生理学的に胎児形成時期
や局所貧血時に発生するような細胞ストレスを減らすために
重要な機能を持っています。8

HIFは正常の細胞分裂や細胞増殖を促進し、細胞のグルコース
の取り込みや代謝を司る遺伝子の発現をコントロールする機
能も持っています。血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A）と呼ば
れる一つの遺伝子は、血管新生（血管形成）の細胞プロセスに
重要な役割を持ち、HIFがそれを促進します。

血管形成によって低酸素組織に酸素を送るようにしますが、
血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A）は、低酸素状態の微小環境
が特徴的である胎児形成にも重要な役割を担っています。9  

さらに、HIFは、がんのように特定の部位に低酸素状態の組織
を作り出すような病態生理学的症状に重要な役割も担ってい
ます。腫瘍が成長する時の急速な細胞分裂は、低酸素状態を
作ることでHIFの活性化を誘発します。これにより、細胞の
生存プロセスが開始され、恒常性の維持とがんの成長へとつ
ながっていきます。10
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生理学的酸素濃度が、細胞培養プロセスをコントロールする
のに重要であるもう一つの理由として、大気圧レベルの酸素
濃度が予想外の副次的な問題の引き金になることが挙げられ
ます。例えば、高酸素濃度に起因する活性酸素種（ROS）の発
生などを引き起こすことがあるのです。

ROSによってDNAが損傷し、タンパク質合成とタンパク機能
が改変され細胞膜が不安定になるのです。11  大気圧下酸素濃
度で培養される細胞はストレス応答遺伝子の発現が起こり、
この状態は　　　  の生理学的な酸素環境とは異なるものな
のです。

in vivo 

結果として下流工程でこのような細胞培養を行えば、予測で
きない多くのトラブルが発生します。生理学的酸素濃度と同
様の条件下で細胞培養を行うことで代謝や恒常性が in vivo 
環境とはるかに近くなり、HIF環境のような重要な因子が活
性化され、細胞の順応と生存性が促進されるのです。

HIF環境では細胞の生育は速くなり、生存期間は伸び、より健
康的で、より生理学的に生体に近い遺伝子発現ができるよう
になります。12

大気圧下と同様の酸素濃度条件では、HIF状態は弱いか検知
できないほどとなり、過剰の酸素による酸化損傷やストレス
タンパク質の過剰発現などの異常が引き起こされることにな
ります。

体外受精
大気圧より低い酸素濃度による細胞培養の需要が増加してき
ており、生理学的濃度（～5%）と低酸素濃度域（～0.1% ～2.5%）
がこれから注目されることでしょう。

体外受精（IVF）の領域では既に生理学的酸素濃度の有用性が
認識されており、その条件下での培養が行われています。

生理学的酸素濃度は胚形成に重要な役割を担う因子となって
います。胚発生と受精卵の着床には厳密な環境条件が必要で
あり、IVFの研究者たちは　　　　胚培養の環境条件の最適化in vitro 
を求めています。

多くの研究結果が示すのは、高い酸素濃度下での胚培養はそ
の発生の際に様々な問題が生じるということです。一方で低
い酸素濃度（～5%）で行えば良好な結果が得られることもわ
かっています。

さらなる研究では、生理学的酸素濃度（～5%）のほうが20%
酸素濃度（大気圧下酸素濃度）条件よりも着床や妊娠が遥かに
うまく進むこともわかっています。13

発生学におけるHIF
HIFは胚発生を達成するために重要な要素の一つです。胚形
成と器官形成において、多くの場合低酸素濃度の微小環境が
必要な条件となってきます。

ある研究では、低酸素環境が十分でない胚形成においては大
気圧下で培養した場合と同様の形質が観察され、例えば血管
形成不全や神経ひだの閉鎖などが見受けられました。14 HIFが
血管形成や細胞増殖に重要な役割を果たしているということ
が明らかに示されています。

別の研究では、適正な胎盤形成とそれに続く血管新生にもHIF
が関与していることが示唆されています。また、胎盤発生の
過程でHIF由来タンパクの発現が観察されるとの報告もなされ
ています。

これらのことから、胚形成が低酸素環境の　  　　で正常に
行われることが in vitro 

in vitro 
での心血管や肺形成において重要な

要素となっていると考えられます。

IVF研究者等はin vivo における胚形成環境を正確に再現する
ことに留意しています。活性酸素種（ROS）の発生は予想外に
起こりますが、生理学的酸素レベルで胚形成を行わせれば、
その影響を最低限に抑えることが可能となります。

胚発生と受精卵の着床や受精において、DNA、タンパク、
その他生物学的分子種に対するROSの有害な影響が問題にな
ることを研究者たちは認識しています。15

このように、胚の培養を生理学的酸素濃度で行うことは、
in vivo　　　  細胞の恒常性を正確に再現するだけでなく、遺伝子
プロファイルの全体性を保持する上でも有益なのです。これ
らの有益性は研究結果に大きく影響し、さらには着床や受精
がうまく行われるためにも大切なこととなります。

多分野における酸素濃度の影響
IVF下における胚の培養の成功は、他の研究目的においても、
酸素濃度レベルを変更することによって、細胞の健全性や成
長が改善されることを示唆します。

細胞分化と増殖が正常に進む環境原理は、幹細胞や腫瘍の研
究といった分野においても容易に適用できると思われます。 

酸素濃度はいくつかの代謝工程や細胞経路において重要な因
子となります。よって、真に包括的で信頼性の高い結果を得
るために、哺乳類細胞を培養する場合には生理学的酸素条件
に合わせた酸素濃度で培養することを検討する必要があります。

低酸素濃度が肝要となる研究分野では、主として幹細胞研究
と腫瘍研究の2分野が考えられます。
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幹細胞
幹細胞研究分野においては、生理学的酸素濃度の理解が極め
て重要になってきています。研究によれば、大気圧環境下で
の長期間の幹細胞培養では、染色体異常や遺伝子異常、エピゲ
ノム異常が見受けられます。17

これらの遺伝子変異は腫瘍形成につながり、また下流研究の
結果に大きく影響します。様々な種類の幹細胞や前駆細胞は
微小環境の酸素濃度が1～5%の領域に存在しているので、高
酸素濃度の環境に曝露されると多くの有害な影響を受けるの
です。

この仮説を裏付けるために、生理学的酸素濃度下で培養した
た幹細胞については、遺伝子情報の安定性と、成熟幹細胞と
胚性幹（ES）細胞の幹細胞性の保持を確かめる方法がとられて
います。18

 

生理学的酸素濃度は幹細胞の生育速度や分化能にも影響を与
えます。ある研究では、ラットの骨髄間葉幹細胞を5%酸素濃
度で培養した結果、大気圧下20%酸素濃度の場合と比較して、
増殖速度の上昇とコロニー形成能の促進が観察されています。19

さらに、ES細胞は大気圧条件に晒されたES細胞と比較すると、
低酸素濃度下ではその分化能は著しく低下する一方で、その
生育は大幅に促進されます。低酸素濃度は胚性幹細胞が完全
な多能性を発揮するために必要な条件になるのです。

それとは対照的に、ラット末梢神経と中枢神経システムの幹
細胞を生理学的酸素濃度で培養すれば、神経ひだへの分化は
促進されます。つまり酸素濃度が幹細胞の将来をどのように
調節するかについては、生体組織によって複雑なメカニズム
がそれぞれあるのでしょう。このデータが示すことは、幹細
胞研究においては酸素濃度がどのような役割を果たすかにつ
いて、まだまだ研究の余地が残されているということです。

酸素濃度によってどのように細胞の分化能が調節され、遺伝
子情報の完全性が保持されるのかは、まだ完全には解明され
ていません。研究者たちはHIFによる酸素濃度の影響を探って
います。その研究結果からみれば、HIFは幹細胞と前駆細胞の
分化能に影響しているといえるでしょう。ある研究では、マ
ウスの胎盤における栄養芽幹細胞の分化促進は、HIF欠損によ
って変化することがわかっています。20

胞は他の細胞タイプに分化します。例えば、海綿栄養芽細胞
に分化する代わりに栄養芽巨大細胞に分化していきます。
この研究が示すのは、この組織では3%となる生理学的酸素
濃度がHIFを活性化させ、次いで胎盤細胞を特定の形質へ分
化させるということです。

がんと生理学的酸素濃度
酸素濃度は、病態生理学的研究に重要な役割を担っています。
ウイルスやがん、そしてその他の様々な疾患は、しばしば生
体組織内に低酸素微小環境を作りますが、そこにおいてHIF
は複雑な相互作用の引き金となっているのです。

HIV感染における神経毒性発症のメカニズムを理解するため
の研究において、生理学的酸素濃度下で培養した細胞はHIV
由来の神経毒性によって死にますが、大気圧下で培養した細
胞は死にません。21　これは、HIVによって死ぬ細胞が、それ
に対応する酸素濃度と強い関連性を持っているということを
暗に示しています。

ほかの研究では、低酸素症の進行によるHIFは、Wntシグナル
経路にあるB-カテニンに競合的に結合することによってB-カ
テニンを抑制的に調節し、細胞周期の停止と転写活動の阻害
を行うことがわかっています。22

B-カテニンとWntシグナル経路は胚の発生に重要な役割を持
っている一方で、正しく調節されない場合には、がんの発生
と進行に関与します。これらの研究から、酸素濃度とHIFレベ
ルには、病態生理学的な様々な役割があると考えられます。

がんや他の疾患のメカニズムを理解するための多くの研究が
なされる中、これらに関連する細胞が酸素濃度にどのように
影響されるかを探ることは大変重要になっています。

メカニズムの解明が進めば、IVFから学んだ知識は毒性学や
腫瘍生物学などの他の分野に応用することができます。酸素
濃度の因子がどのように生物学的メカニズムに関与するのか
を理解することは、さらなる研究の進展に大変重要なことです。

Table 3 – 酸素濃度に関する用語と基準値 16

酸素の存在場 酸素分圧 酸素濃度 科学用語 学術用語

大気中 160 mm/Hg 21% 大気圧下 酸素正常状態

in vivo 酸素分圧

低酸素状態

肺内部 150 mm/Hg

2% ～ 10% 病態生理学的濃度血流内 50 ～ 100 mm/Hg

生体組織中 20 ～ 50 mm/Hg

低酸素状態 <15 mm/Hg <2% 生理学的酸素濃度

HIFを欠いた表現型は、大気圧酸素濃度と同条件となり、幹細



結論
特に体外受精研究、幹細胞研究、腫瘍生物学研究のような課
題に酸素濃度の因子を組み入れる最近のトレンドの中で、研
究者たちは既存のCO2インキュベーターに酸素濃度コントロ
ールをオプションで取り付けるようになってきています。 

研究予算が限られていることを考えれば、従来のCO2インキ
ュベーターではなく、CO2も酸素もコントロールもできるマ
ルチガスインキュベーターを導入することが重要です。

マルチガスインキュベーターの設計技術は進歩しています。
2波長赤外線式CO2センサーとジルコニア式O2センサーを装
備し、ドアの開閉に応じて即座に器内濃度レベルをリカバリ
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