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(57)【要約】
　本発明は、細胞培養効率を向上する方法および装置に
関する。本方法および本装置は、均一な培養状態を維持
しながら、空間の使用を抑えた気体透過性の培養区画の
使用を含み、自動液体処理により適している。不均一な
培養状態の問題を解決すべく、本方法および本装置は、
気体透過性材料の従来型多段構造への統合を含む。本方
法および本装置は、気体透過性を備えた、プラズマ処理
したシリコーンからなる表面を用いる培養装置を含み、
従来の接着表面（たとえば、従来の組織培養処理したポ
リスチレンからなる表面）を統合可能である。本方法お
よび本装置は、気体透過性かつ液体透過性の膜を統合す
る培養装置を含む。拡大時の培養状態をより最適にし、
格納スペース、培養スペース、および廃棄用スペースを
より効率的に使用するなどのさまざまな利点が得られる
。さらに、作業量とコンタミネーションリスクが低減さ
れる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも一つの気体透過性かつ液体透過性の壁を有する少なくとも一つの細胞培養区
画と、
　前記気体透過性かつ液体透過性の壁に接触する培養区画支持体と、
　前記培養区画支持体に連通する、少なくとも一つの気体連絡開口部と、
　前記少なくとも一つの気体連絡開口部を覆う、気体透過性の滅菌フィルタと
を備えた細胞増殖装置。
【請求項２】
　少なくとも一つの気体透過性かつ液体透過性の壁をそれぞれ有する、少なくとも二つの
細胞培養区画と、
　前記気体透過性かつ液体透過性の壁は気体空間に接触することと、
　前記気体透過性かつ液体透過性の壁に接触する培養区画支持体と、
　前記培養区画支持体に連通する、少なくとも一つの気体連絡開口部と、
　前記少なくとも一つの気体連絡開口部を覆う、気体透過性の滅菌フィルタと
を備えた、請求項２に記載の装置。
【請求項３】
　少なくとも第１の壁と第２の壁とを有する少なくとも一つの細胞培養区画と、
　少なくとも一つの培養表面とを備えた細胞増殖装置であって、
　前記第１の壁は、プラズマ処理したシリコーンを含む材料からなる細胞増殖装置。
【請求項４】
　前記培養表面は組織培養処理されている、請求項３に記載の細胞培養装置。
【請求項５】
　前記培養表面はポリスチレンからなる、請求項４に記載の装置。
【請求項６】
　少なくとも二つの細胞培養区画を備えた、請求項３に記載の装置。
【請求項７】
　前記培養区画は、マニホールドによって接合されている、請求項６に記載の装置。
【請求項８】
　前記培養区画は、少なくとも部分的に気体透過性を備え、気体空間によって分離されて
いる、請求項６に記載の装置。
【請求項９】
　前記培養区画は、マニホールドによって接合されている、請求項８に記載の装置。
【請求項１０】
　部分的に気体透過性材料からなる少なくとも一つの外壁を有する、多段フラスコ。
【請求項１１】
　側壁支持体２４０を備えた、請求項１０に記載の装置。
【請求項１２】
　少なくとも一つの培養区画底部２４５は、気体透過性材料からなる、請求項１１に記載
の装置。
【請求項１３】
　前記培養区画底部２４５は、培養区画支持体２４３に接触する、請求項１２に記載の装
置。
【請求項１４】
　気体透過性多段フラスコであって、
　気体透過性多段フラスコの本体の少なくとも一部に連通する、少なくとも一つの開口部
を備え、
　前記開口部は、部分的に気体透過性材料からなり気体空間上壁２１０と気体空間下壁２
１５とによって境界される気体空間２５１である、気体透過性多段フラスコ。
【請求項１５】
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　気体空間上壁２１０および側壁２２５は細胞培養区画を形成する、請求項１４に記載の
装置。
【請求項１６】
　前記気体空間上壁２１０は、気体透過性材料からなる、請求項１５に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞培養効率を向上する方法および装置に関する。本方法および本装置は、
均一な培養状態を維持しながら空間利用を抑え、かつ液体の自動処理においてより適した
気体透過可能な培養区画の使用を含む。また、不均一な培養状態の問題を解決すべく、従
来型多段構造への気体透過性材料の統合を含む。本方法および本装置は、気体透過性を備
えた、プラズマ処理した（ｐｌａｓｍａ　ｃｈａｒｇｅｄ）シリコーンからなる表面を用
い、接着表面（たとえば、従来の組織培養処理されたポリスチレンからなる表面）を統合
する培養装置を含む。また、気体透過性かつ液体透過性の膜を統合する培養装置を含む。
【背景技術】
【０００２】
　関連出願
　本出願は、本明細書において参照として援用される米国特許仮出願第６０／８７３，３
４７号明細書（出願日：２００６年１２月７日）の利益を主張するものである。
【０００３】
　本明細書に引用される各出願および特許と、各出願および特許に引用される文献もしく
は引例（各出願中特許の「出願引用文献」の手続期間を含む）と、これらの出願および特
許に対応する各ＰＣＴ出願および外国出願、および／またはこれらの出願および特許によ
り優先権を主張する各ＰＣＴ出願および外国出願と、各出願引用文献で引用もしくは参照
される各文献と、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｓｏｎを発明者とするすべての特許および同時継続出
願は、本明細書において参照として援用される。より一般的には、本明細書に文献もしく
は引例を引用し、これらの各文献もしくは引例（「本明細書での引例」）と、本明細書の
各引例に引用された文献もしくは引例（製造業者の仕様書、指示書などを含む）は、本明
細書において参照として援用される。
【０００４】
　政府の所有権
　本発明は、米国政府支援の下、国立衛生研究所の小企業革新技術研究（Ｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｍａｌｌ　Ｂｕｓｉｎｅｓｓ　Ｉｎ
ｎｏｖａｔｉｖｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）の助成ＤＫ０６５９８６５「Ｉｓｌｅｔ　ｃｕｌ
ｕｒｅ，　ｓｈｉｐｐｉｎｇ，　ａｎｄ　ｉｎｆｕｓｉｏｎ　ｄｅｖｉｃｅ」の一部とし
てなされた。米国政府は、本発明に権利を有する。
【０００５】
　関連技術に記載された従来技術の限界について
　細胞培養は、バイオ技術の中心要素である。組織培養フラスコは、内部で接着細胞と非
接着細胞の培養を可能とし、使い捨て可能であり、媒質をかん流するための機器を必要と
せず静止モードで機能可能であるため、一般に細胞培養に用いられる装置である。従来型
フラスコは、一つの培養区画を備える。従来型フラスコの設計では、培養時の気体交換の
ために装置内に気液界面が必要である。また、細胞への酸素供給が妨げられないように、
培養基（培養媒質）は非常に低い位置になければならない。組織培養フラスコで推奨され
る媒質の高さは、２ｍｍ～３ｍｍである。しかし、フラスコ本体は、気体を保持し、かつ
一般にピペットを用いて行われる媒質へのアクセスを可能にする、十分な大きさでなくて
はならない。このため、フラスコ装置の容積は、保持する媒質の体積に比べて大きい。た
とえば、一般のＴ－１７５フラスコの本体は、長さ約２３ｃｍ、幅約１１ｃｍ、高さ約３
．７ｃｍの設置面積を有し、約９３６ｃｍ３の空間を占める。しかし、一般には約５０ｍ
ｌの媒質で動作する。フラスコ本体が占めるスペース（９３６ｃｍ３）に対してフラスコ
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本体内に媒質（５０ｍｌ）が存在するということは、媒質がフラスコ容積のわずか約５％
であることを表している。また、フラスコ本体が占める空間容積（９３６ｃｍ３）をフラ
スコに存在する（ｒｅｓｉｄｅ）細胞の表面積（１７５ｃｍ２）で割ると、フラスコが占
める空間容積は、細胞が存在し得る表面積の５倍を超えることを表している。フラスコは
、細胞が存在し得る表面積をさまざまな大きさ（一般に２５ｃｍ２から２２５ｃｍ２）に
して製造されるため、培養能力はほんのわずかである。培養スケールの拡大時に用いるフ
ラスコ数が増加するにつれ、わずかな媒質量に対してフラスコが占める空間の全容積と、
フラスコの培養表面積に限りがあることとにより、空間使用が本質的に非効率的である。
これは、輸送、滅菌、保管、培養装置のスペース、廃棄などに関係して過剰な経費を要し
、培養処理の負荷となっている。この問題は、作業量およびコンタミネーションリスクを
大幅に増すものである。
【０００６】
　多段フラスコ、たとえばＮＵＮＣ（商標）Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙ（特許文献１）と
Ｃｏｒｎｉｎｇ（登録商標）ＣｅｌｌＳＴＡＣＫ（登録商標）（特許文献２）に記載の多
段フラスコは、複数の棚を垂直方向に積層して一つのフラスコ内に複数の培養区画を形成
することにより、非効率的なフラスコの拡大に対処している。これにより一つの装置内で
より大きな表面積が得られるため、従来型フラスコより多くの細胞を多段フラスコに存在
させることができる。このようにして、一つの多段フラスコが複数の従来型フラスコに置
き換わることができる。多段フラスコは、各培養区画へのアクセスにピペットを必要とせ
ず、共通の収集点を介して媒質にアクセスできるように構成されてもよい。これにより、
従来型フラスコの高さに比べ、多段フラスコの棚間の距離を狭めることができる。たとえ
ば、一般のＴ－１７５フラスコの底部から頂部までの距離は３．７ｃｍであるのに対し、
ＮＵＮＣ（商標）Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙの棚間スペースは約１．４ｃｍであり、保管
、輸送、滅菌、培養、廃棄用の空間利用をいくらか改善している。ｐＨ値の調整や酸素供
給を行うために、また温度制御を維持し易くするために、多段フラスコの通気口は周囲雰
囲気との気体交換を可能にしている。しかし、多段フラスコ内の各位置の気体は、通気口
位置から異なる距離に存在する。拡大時に多段フラスコ内の培養区画数が増加するにつれ
て、通気口から最も遠い点の気体と通気口に最も近い点の気体との距離が長くなるため、
多段フラスコ内の気体のＣＯ２濃度とＯ２濃度に勾配が生じ得る。このため、多段フラス
コの設計において、装置内の培養状態が不均一となる可能性が潜在的にあり、この問題は
拡大時に生じる。
【０００７】
　装置の下壁を気体透過可能にすることにより気体を移動する静的な細胞培養装置は多数
ある。培養基と周囲の気体との間に生じる濃度勾配に応じて、気体透過性の下壁を介して
気体が拡散する。このアプローチにより、気体交換の唯一の供給源としての気液界面がな
くなる。細胞が存在する表面が気体透過性であるため、多段フラスコに比べて、培養時に
より均一な培養状態になり得る。バッグは、単一の培養区画を統合する静的な気体透過性
の装置である。培養を拡大するには、細胞が存在し得る表面積をより大きくするように、
バッグを水平方向に長くする必要がある。このため、拡大時にはすぐ、扱いにくくて並外
れて大きな細胞培養装置になる。バッグは、ＯｒｉＧｅｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｇｒ
ｏｕｐ（ＯｒｉＧｅｎ　ＰｅｒｍａＬｉｆｅ（商標）Ｂａｇｓ）、Ｂａｘｔｅｒ（特許文
献３、特許文献４、特許文献５、特許文献６に関係するＬｉｆｅｃｅｌｌ（登録商標）Ｘ
－Ｆｏｌｄ（商標））、Ｍｅｄｔｒｏｎｉｃ（Ｓｉ－Ｃｕｌｔｕｒｅ（商標）、特許文献
７）、Ｂｉｏｖｅｃｔｒａ（ＶｅｃｔｒａＣｅｌｌ（商標））、およびＡｍｅｒｉｃａｎ
　Ｆｌｕｏｒｏｓｅａｌ（ＶｕｅＬｉｆｅ（商標）Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｂａｇ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ、特許文献８および特許文献９に記載）により市販されている。気体透過性カートリッ
ジは、側壁が硬いことを除き、バッグと同様に動作する装置である。市販の気体透過性カ
ートリッジは、Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　ＭＡＢＩＯ－Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（
登録商標）が提供するＣＬＩＮＩｃｅｌｌ（登録商標）Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃａｓｓｅｔｔ
ｅｓと、ＢｉｏＣｈｒｙｓｔａｌ　Ｌｔｄ．が提供するＯｐｔｉｃｅｌｌ（登録商標）気
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体透過性カートリッジ（特許文献１０および特許文献１１）とがある。細胞が存在し得る
表面積をより大きくするためには、バッグと同様に、これらの装置も水平方向に長くする
必要がある。特許文献１２において、Ｏｐｔｉｃｅｌｌ（登録商標）の発明者は、複数の
気体透過性の区画を提案している。あいにくこの提案は、単に水平方向に培養区画を増加
しただけである。これらの装置の培養能力を高めるには、培養区画数に関係なく、装置を
水平方向に大きくする必要がある。上記の気体透過性の装置のうち、垂直方向で拡大可能
なものはない。
【０００８】
　空間利用をより効率的にするために、特許文献１３に記載のＯｐｔｉｃｅｌｌ（登録商
標）気体透過性カートリッジは、物理的に別々のカートリッジを垂直方向に積層して、個
々のカートリッジを非常に複雑な自動システムで処理することにより、拡大を行っている
。この拡大アプローチは、従来型多段フラスコの簡易さとは著しく異なる。
【０００９】
　特許文献１４は、気体透過性かつ液体透過性の膜を用いて、媒質供給から酸素供給を分
離する、重層化された気体透過可能な培養装置について記載している。この発明は、もし
気体透過性かつ液体透過性の膜によって液体媒質の流れと酸素化された液体とが分離され
、細胞が成長して膜の液体側に付着した場合、この装置を用いることによって、装置内を
通る液体媒質の流速に関係なく、膜を介して輸送された酸素で細胞培養が行えるという発
見に基づいている。液体媒質の流速が、細胞への酸素搬送の必要性に依存しないことが利
点である。一方、このような流れは基質（たとえば、グルコース）を搬送するのに必要な
だけであるため媒質の流れを非常に低くしても、懸濁細胞を培養する能力は損なわれる。
これは、使用時に懸濁細胞が装置から洗い落とされてしまうためである。このアプローチ
では、細胞をコラーゲンマトリクスに付着させなくてはならない。別の欠点として、気体
空間および／または液体空間のかん流が必要である。このアプローチはポンプや液体ライ
ンを必要とし、従来型多段フラスコに比べて非常に複雑でなければならないため、商用化
されていない。
【００１０】
　空間利用をより効率的にする気体透過可能な装置が、同時出願の米国特許出願第１０／
９６１，８１４号明細書（Ｗｉｌｓｏｎ等）に記載されている。Ｗｉｌｓｏｎ等が記載し
た気体透過可能な装置のうち、この８１４号明細書に記載のものは、従来型多段フラスコ
の簡易さを保持しながら、垂直方向における培養拡大を可能にしている。たとえば、Ｗｉ
ｌｓｏｎ等が記載した８１４号明細書においては、細胞が存在する棚を上下に積層してな
る気体透過可能な装置を、垂直方向に拡大している。気体輸送は装置の壁を介して移動す
る。気体透過可能な従来型装置の拡大とは異なり、水平方向にではなく、垂直方向に装置
サイズを大きくすることにより、培養サイズを大きくしている。気液界面が必要ないため
、これにより垂直方向に拡大する際、空間効率を最適にすることができる。多段フラスコ
に比べて装置はより小型になり、従来型多段フラスコで不可能であった属性も備える。た
とえば、空間効率をより最適にするために、装置を反転することによって積層棚の上面と
下面で接着細胞を培養することができる。本明細書に記載の発明は、従来型多段フラスコ
よりも優れた代替物として新たな形状を開発するために、同時出願のＷｉｌｓｏｎ等によ
る８１４号明細書に記載された気体透過可能の利点を発展させたものである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許第５，３１０，６７６号明細書
【特許文献２】米国特許第６，５６９，６７５号明細書
【特許文献３】米国特許第４，８２９，００２号明細書
【特許文献４】米国特許第４，９３７，１９４号明細書
【特許文献５】米国特許第５，９３５，８４７号明細書
【特許文献６】米国特許第６，２９７，０４６号明細書
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【特許文献７】米国特許第５，６８６，３０４号明細書
【特許文献８】米国特許第４，８４７，４６２号明細書
【特許文献９】米国特許第４，９４５，２０３号明細書
【特許文献１０】米国特許第６，４５５，３１０号明細書
【特許文献１１】米国特許第６，４１０，３０９号明細書
【特許文献１２】米国特許第６，８２１，７７２号明細書
【特許文献１３】米国特許第６，６７３，５９５号明細書
【特許文献１４】米国特許第６，７５９，２４５号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明の目的は、装置内で培養状態が不均一となる可能性を最小にし、空間効率よく接
触細胞もしくは懸濁細胞の培養拡大を可能とし、使用が簡易であり、液体もしくは気体を
かん流する必要なく機能可能であり、各培養区画の上面、下面、または側壁の表面をユー
ザが効率よく利用することができる、向上した細胞培養装置および方法を提供することで
ある。さらなる目的と利点については、以下の説明と図面を考慮することにより明らかに
なるであろう。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　培養区画の気体透過可能な領域に気体を接触させるために、培養区画間には少なくとも
部分的に気体空間が保持されるが、本発明は、少なくとも二つの気体透過可能な培養区画
を統合することによって、既存の静的細胞培養装置の欠点の多くを克服する。これにより
各培養区画は、隣接する気体空間と直接気体を交換することができ、培養状態が不均一と
なる可能性を最小にする。培養区画の選択した表面を気体透過可能にすることにより、細
胞に対向する表面上および／または細胞に隣接する表面上で気体交換が可能となる。培養
区画の内表面をさまざまな材料で構成することにより、細胞が存在し得る表面を最適にす
ることができる。接着細胞または三次元マトリクスで成長する細胞を培養する場合など、
所望の場合においては、培養区画内の表面積を大きくしてもよい。また、培養区画の気体
透過性材料上に、細胞を直接存在させることもできる。培養区画の気体透過可能な領域に
気体を接触させるために、各培養区画間において少なくとも部分的に気体空間が存在する
よう培養区画を追加することにより、装置を拡大してもよい。培養区画へのアクセスは、
共通の一つまたは複数のマニホールドによって、あるいは各培養区画に個別にアクセスす
ることによって可能である。この構成により、使用し易く、空間使用を効率的にし、不均
一な培養状態となる可能性を最小にする簡易な構造で、培養を拡大することができる。さ
まざまな特性を含むことができ、さまざまな利点、たとえば、装置が複数位置で操作可能
であること、接着細胞が培養可能であること、懸濁細胞が培養可能であること、共培養が
可能であること、ルーチン処理時に細胞を各培養区画に存在させないこと、供給頻度を最
小にすること、従来型フラスコのプロトコルを再現すること、細胞が存在し得る表面積を
培養時に増加または減少させること、細胞が存在し得る表面積に対する媒質量の比を培養
時に増加または減少させること、代替材料上もしくは代替材料付近に細胞が存在できるこ
となどの利点のうちすべてまたはいずれかを得られるよう構成することができる。
【００１４】
　本発明の一態様において、各培養区画は第１の壁と、対向する第２の壁とを備える。第
１の壁および／または第２の壁は気体透過性材料からなり、各培養区画の少なくとも一部
の間に気体空間が存在する。
【００１５】
　本発明の別の態様において、各培養区画は、次に限定されないが、第１の壁と、対向す
る第２の壁と、第３の壁と、対向する第４の壁と、第５の壁とを含む複数の壁を備える。
第１の壁、第２の壁、第３の壁、第４の壁、および第５の壁のうちの１つ以上は、気体透
過性材料からなる。また、各培養区画の少なくとも気体透過可能な部分に、気体空間が隣
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接する。
【００１６】
　本発明の別の態様において、培養区画はマニホールドによって平行に接続される。マニ
ホールドは、培養区画内に保持された媒質が気体によって転移されないように構成されて
もよい。また／あるいはマニホールドは、処理時に培養区画内に細胞を保持するように構
成されてもよい。また／あるいはマニホールドは、培養区画内に媒質と気体を保持するよ
うに構成されてもよい。
【００１７】
　本発明の別の態様において、培養区画は、複数のマニホールドによって平行に接続され
る。
　本発明の別の態様において、培養区画の高さは可変である。
【００１８】
　本発明の別の態様において、培養区画を略水平位置に保持するように、あるいは培養区
画の気体透過可能な表面に気体を接触させるように、培養区画間に培養区画支持体が存在
する。
【００１９】
　本発明の別の態様において、培養区画を略水平位置に保持するために、また／あるいは
培養区画の気体透過可能な表面に気体を接触させるために、培養区画の壁は、隣接する培
養区画の少なくとも一つに接触する突起を備える。
【００２０】
　本発明の別の態様において、培養区画の壁は、培養区画の隣接する壁に接触しないよう
に構成される。
　本発明の別の態様において、培養区画は連続して接続される。
【００２１】
　本発明の別の態様において、各培養区画へは直接アクセス可能である。
　本発明の別の態様において、周囲の気体と気体透過可能な多段装置の気体空間との接触
は、選択的に終了、制限、または開放される。
【００２２】
　本発明の別の態様において、一つの培養区画から複数の培養区画へ細胞を展開させる方
法が可能となる。
　本発明の別の態様において、培養区画の最底部の培養表面に細胞が存在するように気体
透過可能な多段培養装置を配向する場合、顕微鏡による評価を容易にするために、一つの
培養区画の少なくとも一部分はその真上に培養区画を備えない。
【００２３】
　本発明の別の態様において、培養区画の最底部の培養表面に細胞が存在するように気体
透過可能な多段装置を配向する場合、最底部の培養区画と、最底部の培養区画の上にある
培養区画との間の気体空間によって、最底部の培養区画上へ光が照射され、最底部の培養
区画に対する反転した顕微鏡による評価が容易になる。
【００２４】
　本発明の別の態様において、異なる培養表面に細胞の他の接種材料を引き寄せるために
、培養表面に細胞を播種し、装置を再配置することによって、細胞を共培養する方法が可
能となる。
【００２５】
　本発明の別の態様において、単に装置を回転させて細胞を表面から表面へ再配置させる
ことによって、特定の表面、特定の酸素圧、特定の媒質高さ、および／または表面積に対
する媒質量の特定の比で細胞を培養する方法が使用可能となる。また、それぞれ培養区画
の異なる壁に存在する、少なくとも五つの異なる細胞株で培養することもできる。
【００２６】
　本発明の別の態様において、密閉箇所の数を最小にするために、培養区画は統合体とし
て作製される。
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　本発明の別の態様において、気体透過可能な多段装置は、不均一な培養状態の問題を解
決する一方、市販の従来型多段フラスコの特徴を保持するように構成されてもよい。
【００２７】
　本発明の別の態様において、培養区画支持体と、気体空間と周囲の気体との間の滅菌バ
リアとを備えた気体透過性細胞培養装置における使用について、気体透過性かつ液体透過
性の材料の使用が開示される。
【００２８】
　本発明の別の態様において、他の表面への遊出を最小にするために、プラズマ処理した
シリコーンを用いた気体透過可能な装置の構成について開示される。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１Ａ】培養区画の壁を介して直接気体交換を行うように構成された、気体透過可能な
多段装置の実施形態を示す図。培養区画は平行にマニホールドへ接続され、培養区画間に
気体空間を含む統合体をなす。アクセスポートにより、気体透過可能な多段装置に対する
液体の出入りが可能になっている。
【図１Ｂ】培養区画の壁を介して直接気体交換を行うように構成された、気体透過可能な
多段装置の実施形態を示す図。培養区画は平行にマニホールドへ接続され、培養区画間に
気体空間を含む統合体をなす。アクセスポートにより、気体透過可能な多段装置に対する
液体の出入りが可能になっている。
【図２】細胞から最も離れた位置にある媒質の表面を介して気体交換を可能とすべく、培
養区画の第１の壁を介して気体が移動されるように構成された、気体透過可能な多段装置
の一実施形態の断面図。
【図３】細胞付近での気体交換を可能とすべく、培養区画の第２の壁を介して気体が移動
されるように構成された、気体透過可能な多段装置の一実施形態の断面図。
【図４】気体交換に使用できる表面積を増加すべく、培養区画の第１の壁および第２の壁
を介して気体が移動されるように構成された、気体透過可能な多段装置の一実施形態の断
面図。
【図５Ａ】第１の壁と、対向する第２の壁と、第３の壁と、対向する第４の壁と、第５の
壁とを備えて構成される気体透過可能な多段装置の斜視図。所定の長さ、幅、表面積、お
よび材料組成を備えた壁と、所定の材料および所定の表面積の各培養表面とを選択的に作
製することにより、ユーザは各種培養プロトコルから選択を行える。このため、単に気体
透過可能な多段装置の配向を変えるだけで、ユーザは、細胞、各種培養表面、培養表面積
、酸素圧、および表面積に対する媒質量の比を変更することができる。
【図５Ｂ】第１の壁と、対向する第２の壁と、第３の壁と、対向する第４の壁と、第５の
壁とを備えて構成される気体透過可能な多段装置の斜視図。所定の長さ、幅、表面積、お
よび材料組成を備えた壁と、所定の材料および所定の表面積の各培養表面とを選択的に作
製することにより、ユーザは各種培養プロトコルから選択を行える。このため、単に気体
透過可能な多段装置の配向を変えるだけで、細胞、各種培養表面、培養表面積、酸素圧、
および表面積に対する媒質量の比をユーザは変更することができる。たとえば、本図に示
すように気体透過可能な多段装置を配向した場合、図５Ａに示すように配向した場合より
も高い位置に、媒質は存在し得る。
【図５Ｃ】第１の壁と、対向する第２の壁と、第３の壁と、対向する第４の壁と、第５の
壁とを備えて構成される気体透過可能な多段装置の斜視図。所定の長さ、幅、表面積、お
よび材料組成を備えた壁と、所定の材料および所定の表面積の各培養表面とを選択的に作
製することにより、ユーザは各種培養プロトコルから選択を行える。このため、単に気体
透過可能な多段装置の配向を変えるだけで、細胞、各種培養表面、培養表面積、酸素圧、
および表面積に対する媒質量の比をユーザは変更することができる。本図に示すように気
体透過可能な多段装置を配向した場合、図５Ａまたは図５Ｂに示すように配向した場合に
可能な高さよりも高い位置に、媒質は存在し得る。
【図６】培養区画の内部から気体が媒質に置き換わるのを防止するガストラップを備えて
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構成された、気体透過可能な多段装置の断面図。
【図７Ａ】ルーチン処理時に細胞が培養区画に存在しないように構成された、気体透過可
能な多段装置の一実施形態の断面図。
【図７Ｂ】ルーチン処理時に細胞が培養区画に存在しないように構成された、気体透過可
能な多段装置の一実施形態の断面図。
【図７Ｃ】培養区画に所定量の媒質と気体が存在するように構成された、気体透過可能な
多段装置の一実施形態の断面図。
【図７Ｄ】培養区画に所定量の媒質と気体が存在するように構成された、気体透過可能な
多段装置の一実施形態の断面図。
【図７Ｅ】培養区画に所定量の媒質と気体が存在するように構成された、気体透過可能な
多段装置の一実施形態の断面図。
【図８Ａ】二つのマニホールドを備えて構成された、気体透過可能な多段装置の一実施形
態の断面図。培養区画はマニホールド間で平行に接続され、各培養区画付近に気体空間を
含む統合体をなしている。
【図８Ｂ】二つのマニホールドを備えて構成された、気体透過可能な多段装置の一実施形
態の断面図。培養区画はマニホールド間で平行に接続され、各培養区画付近に気体空間を
含む統合体をなしている。
【図８Ｃ】二つのマニホールドを備えて構成された、気体透過可能な多段装置の一実施形
態の断面図。培養区画はマニホールド間で平行に接続され、各培養区画付近に気体空間を
含む統合体をなしている。
【図８Ｃ－１】二つのマニホールドを備えて構成された、気体透過可能な多段装置の一実
施形態の断面図。培養区画はマニホールド間で平行に接続され、各培養区画付近に気体空
間を含む統合体をなしている。
【図８Ｄ】培養処理前もしくは培養処理時に、培養区画の容積に対する媒質および／また
は気体透過可能な表面積の比がどのように変更できるかを示す図。
【図８Ｅ】培養処理前もしくは培養処理時に、培養区画の容積に対する媒質および／また
は気体透過可能な表面積の比がどのように変更できるかを示す図。
【図９Ａ】培養区画の気体透過性材料に気体を接触させるために、および／または培養区
画内に細胞を均一に分散すべく、培養区画を略水平位置に維持するために用いられる培養
区画支持体の図。
【図９Ｂ】培養区画の気体透過性材料に気体を接触させるために、および／または培養区
画内に細胞を均一に分散すべく、培養区画を略水平位置に維持するために用いられる培養
区画支持体の図。
【図１０】培養区画の気体透過性材料に気体を接触させるために、および／または培養区
画内に細胞を均一に分散すべく、培養区画を略水平位置に維持するために用いられる、培
養区画の壁に外部突起を備えた培養区画支持体の図。
【図１１】壁および／または培養表面が互いに接触しないように用いられる、培養区画内
に位置する内部スペーサの図。
【図１２】培養区画が連続して入力ポートと出力ポートに接続された、気体透過可能な多
段装置の一実施形態の断面図。培養区画は統合体をなし、各培養区画付近に気体空間を含
む。
【図１３】個々の培養区画と、各培養区画付近に存在する気体空間とを備えて構成された
、気体透過可能な多段装置の一実施形態の断面図。周囲の気体の気体空間へのアクセスを
、どのように選択的に制御するかについても示している。
【図１４】周囲の気体の気体空間へのアクセスを制御するように構成された、気体透過可
能な多段装置の別の実施形態を示す図。
【図１５】周囲の気体の気体空間へのアクセスを制御するように構成された、気体透過可
能な多段装置の別の実施形態を示す図。
【図１６Ａ】一つの培養区画から複数の培養区画に細胞を展開する、気体透過可能な多段
装置の使用方法を示す図。
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【図１６Ｂ】一つの培養区画から複数の培養区画に細胞を展開する、気体透過可能な多段
装置の使用方法を示す図。
【図１７Ａ】シリコーンで成形され、漏れを生じ得る接合部の数を最小にした一体的な培
養区画の図。
【図１７Ｂ】単体として作製された、一体的な培養区画群を示す図。
【図１７Ｃ】一体的な培養区画と、オーバーモールドしたフランジと、二つのマニホール
ドとを備えた気体透過可能な多段装置、および培養区画支持体の立体分解図。
【図１８Ａ】不均一な培養状態の問題を解決するアプローチとして、製造業者が推奨する
従来型多段フラスコを示す図。
【図１８Ｂ】図１８Ａのアプローチを示す拡大図。
【図１８Ｃ】市販の従来型多段フラスコの特徴を統合しながら、不均一な培養状態の問題
を解決するように構成された、気体透過可能な多段装置の実施形態を示す図。一実施形態
において、気体は装置の壁を介して直接移動し、各培養区画上の気体と周囲環境の気体と
の間で直接気体が交換される。別の実施形態において、装置内に気体空間が存在し、気体
空間の壁を介して装置内で気体が交換される。気体空間の上壁は、気液界面とは独立して
気体を移動するように改変されてもよい。また／あるいは気体空間の下壁は、気液界面に
よって媒質に気体が移動するように改変されてもよい。別の実施形態において、気体空間
は、気体透過可能な装置の壁によって周囲の気体と連通している。また、気体空間の気体
透過性の上壁は培養区画の下壁として機能し、気体は気液界面とは独立して移動可能とな
る。
【図１８Ｄ】市販の従来型多段フラスコの特徴を統合しながら、不均一な培養状態の問題
を解決するように構成された、気体透過可能な多段装置の実施形態を示す図。一実施形態
において、気体は装置の壁を介して直接移動し、各培養区画上の気体と周囲環境の気体と
の間で直接気体が交換される。別の実施形態において、装置内に気体空間が存在し、気体
空間の壁を介して装置内で気体が交換される。気体空間の上壁は、気液界面とは独立して
気体を移動するように改変されてもよい。また／あるいは気体空間の下壁は、気液界面に
よって媒質に気体が移動するように改変されてもよい。別の実施形態において、気体空間
は、気体透過可能な装置の壁によって周囲の気体と連通している。また、気体空間の気体
透過性の上壁は培養区画の下壁として機能し、気体は気液界面とは独立して移動可能とな
る。
【図１８Ｅ】市販の従来型多段フラスコの特徴を統合しながら、不均一な培養状態の問題
を解決するように構成された、気体透過可能な多段装置の実施形態を示す図。一実施形態
において、気体は装置の壁を介して直接移動し、各培養区画上の気体と周囲環境の気体と
の間で直接気体が交換される。別の実施形態において、装置内に気体空間が存在し、気体
空間の壁を介して装置内で気体が交換される。気体空間の上壁は、気液界面とは独立して
気体を移動するように改変されてもよい。また／あるいは気体空間の下壁は、気液界面に
よって媒質に気体が移動するように改変されてもよい。別の実施形態において、気体空間
は、気体透過可能な装置の壁によって周囲の気体と連通している。また、気体空間の気体
透過性の上壁は培養区画の下壁として機能し、気体は気液界面とは独立して移動可能とな
る。
【図１９】膵島の酸素必要量が高いために培養が困難な膵島培養から収集したデータのヒ
ストグラム図。培養区画支持体内に有益な形状を備える場合、気体透過可能な多段装置は
、空間を確保して均一な培養状態を得るという固有能力を備えていることが、優れた結果
として示されている。
【図２０】他の表面へのシリコーンの遊出を最小限にするために、気体透過可能な多段装
置に一般的な滅菌処理（たとえば、γ線照射）を行う前の、シリコーンからなるプラズマ
処理材料の有用性を示すのに用いられた試験装置の断面図。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　図１Ａと図１Ｂは、本発明の基本的な属性のいくつかを説明するものである。これらの
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図において、気体透過可能な多段装置１は、気体空間５０で分離された二つの気体透過可
能な培養区画２０を統合する。気体透過可能な多段装置の基本的な属性のいくつかを説明
するように、二つの培養区画を図示しているが、培養区画の数はさらに多くてもよい。図
１Ａは、側壁を取り除いて培養区画２０の内部を露出した斜視図である。図１Ｂは、気体
透過可能な多段装置１の断面図である。培養区画２０は、第１の壁１１０と、対向する第
２の壁１２０とから構成される。第１の壁１１０、第２の壁１２０、あるいは第１の壁１
１０と第２の壁１２０との両方は、気体透過性材料から構成されてもよい。従来の細胞培
養バッグと同様に、第１の壁１１０と第２の壁１２０は、側壁の必要なく固定されてもよ
い。側壁は、培養区画全体において、培養区画の第１の壁と第２の壁との距離を一様にす
るものであることが望ましい。また、選択した壁および側壁が気体透過性材料からなる場
合、気体透過可能な多段装置は、第１の壁、第２の壁、または側面のいずれかが下になる
など、さまざまな位置で機能するように配向されてもよい。これによって、どの壁の付近
でも細胞が存在可能となる。培養区画の長さ、高さ、および幅が異なる場合、気体透過可
能な多段培養装置は、植菌時および／または培養時の位置を変えることによって、細胞上
の媒質の高さを特異なものとし、また／あるいは表面積に対する媒質の比を特異なものと
することができる。植菌時の配向によっては、細胞は培養区画内のどの表面に対して引き
寄せられてもよい。たとえば、図１Ｂに示す位置の場合、細胞は第２の壁１２０に対して
引き寄せられる。細胞が接触する表面は、単に培養区画の壁の内表面であってもよい。し
かし、細胞の存在する材料の所望の組成と形状は、培養区画の壁の内表面で見られるもの
ではない場合もある。この場合、構成要素、挿入物、マトリクス、または所望の材料およ
び形状であるものを、気体透過可能な多段装置に組み込んでもよい。このため、培養表面
１３０は、単にある培養区画の壁の内表面であってもよい。あるいは、構成要素、挿入物
、マトリクスや、培養区画内に存在するものであってもよい。本出願においては、発明の
範囲を限定するのではなく単に便宜上、培養表面１３０を装置の壁の内表面として示す。
【００３１】
　図１Ｂに示すように、マニホールド６０は、培養区画２０間に流体通路をなす。アクセ
スポート７０により、流体と細胞の追加および除去が可能となる。この図において、アク
セスポート７０は、従来型フラスコと同様に、アクセスポート７０を覆うネックキャップ
３０を含む。しかし、一つまたは複数のアクセスポートは、気体透過可能な多段装置に流
体を出入りさせる目的を満たすかぎり、どのような構造であってもよく、どの位置に配置
されてもよい。滅菌スプライシング用に構成された隔壁、急速着脱継手、またはチューブ
類の使用を含む多くのクローズドシステム構造など、数多くの方法により上記の目的が達
成されることを、細胞培養装置設計に携わる当業者には理解されたい。
【００３２】
　気体空間５０は、装置の内側（囲まれた側）である必要はない。装置が機能するために
、気体空間５０は気体の流れを押し出す必要も、押し出す気体の流れに適合する必要もな
い。最も簡易で好ましい形態としては、周囲の気体だけを装置の気体透過可能な部分のい
ずれかもしくは全体に接触させるようにする。しかし、気体空間５０を囲む壁は一つであ
っても複数であってもよい。
【００３３】
　簡単な操作方法において、媒質と細胞は、気体透過可能な多段装置に供給される。また
、気体透過可能な多段装置は、標準の細胞培養装置に置かれ、所望の表面に対して細胞が
引き寄せられるように配向される。より複雑な操作方法においては、植菌をさらに行うこ
とにより、さらに別の表面に対して細胞が引き寄せられるようにしてもよい。たとえば、
植菌時に周期的に装置を配置し直すことにより、すべての培養表面に細胞を存在させるこ
とができる。
【００３４】
　各培養表面１３０は、細胞を培養するのに有用なものであれば、どんな材料でもどんな
形状であってもよい。また、培養区画の壁と一体になっていてもよく、一体になっていな
くてもよい。たとえば、培養表面は単に培養区画を含む壁の内表面であってもよく、細胞
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培養処理が行われていても、行われていなくてもよい。たとえば、特許文献５に記載のよ
うに、培養区画の壁に積層された材料であってもよい。培養区画の壁から物理的に分離し
た材料であってもよく、たとえば壁上に存在するポリスチレンからなる分離した部分であ
ってもよい。あるいは、フィブロネクチン、またはコラーゲンマトリクスの挿入物などの
ように、壁に貼り付いていてもよく、貼りついていなくてもよい。細胞培養と組織培養の
技術分野における当業者に周知のものであるかぎり、どのような培養表面を用いてもよい
。
【００３５】
　図２は、培養区画２０の気体透過性の第１の壁１１０を介して気体交換を行うことによ
り、均一な培養状態がどのように得られるかを示す。酸素流量の矢印１００は、媒質８０
と気体空間５０との間に酸素濃度の勾配が生じた結果、酸素がどのように気体透過性の第
１の壁１１０を介し、媒質８０によって培養表面１３０上の細胞９０まで運ばれたかを示
している。第１の壁１１０の気体透過の程度によって、垂直方向における媒質の上面全体
が、同時に装置周囲の気体にさらされる。これは、装置内の各媒質からの距離が異なる（
一つまたは複数の）気体透過可能な位置において周囲の気体が流入する従来型多段フラス
コとは異なる。本明細書に記載のように、いくつかの実施形態において、気体透過可能な
多段装置は、気体と媒質が培養区画に存在可能となるように構成される。このため動作時
には、気体透過性の第１の壁１１０の両側で気体が存在可能となる。一般に、気体空間と
培養区画内の流体との間の分圧差のために、培養区画に気体が出入りする。
【００３６】
　図３は、培養区画の気体透過性の第２の壁１２０を介した気体交換を示す。酸素流量の
矢印１００は、媒質８０と気体空間５０との間に酸素濃度の勾配が生じた結果、酸素がど
のように気体透過性の第２の壁１２０を介し、培養区画２０内の細胞９０まで運ばれたか
を示している。このようにして、各細胞培養区画の細胞は、従来型多段フラスコで可能で
あったよりも周囲の気体に接近する。培養表面１３０をなす材料が、所望数の細胞を酸素
処理するために必要な量を超えて気体移動を妨げないよう、また適切なｐＨ値を維持する
よう、注意が必要である。たとえば、気体透過性の第２の壁１２０が、気体透過性が高い
材料（たとえば、ジメチルシリコーン）と、気体透過性がより低い培養表面（たとえば、
シリコーン上のポリスチレン）とで構成される場合、細胞への気体移動が妨げられる。一
般に、細胞と周囲の気体源との間の気体透過に最も耐性を示す材料は、流速に制限がある
。このため、気体透過可能な多段装置の機能を最適にするには、気体透過性の壁を構成す
るのに用いられる材料の気体透過率や、使用される他の培養表面の気体透過率、および培
養に必要な酸素量を考慮して設計しなくてはならない。気体透過可能な多段装置により、
可能な気体交換と、細胞が存在可能な材料の選択肢が広がる。しかし、培養の気体交換を
制限する培養表面にとって望ましい材料である場合、培養区画の対向する壁および／また
は側壁によって、気体交換を向上できる。
【００３７】
　図４は、培養区画の気体透過性の第２の壁１２０と、気体透過性の第１の壁１１０とを
介した気体交換を示している。酸素流量の矢印１００は、媒質８０と気体空間５０との間
に酸素濃度の勾配が生じた結果、酸素がどのように気体透過性の第２の壁１２０と気体透
過性の第１の壁１１０とを介し、培養区画２０まで運ばれたかを示す。このようにして、
各培養区画への気体移動を高水準の性能で行うことができる。
【００３８】
　図２、図３、および図４は特定の壁を介した気体移動を示すが、気体透過可能な多段装
置のいずれの壁が気体透過性を備えていてもよい。細胞が存在する表面および／もしくは
培養区画の側壁および／もしくは（一つまたは複数の）マニホールド壁を直接介して、細
胞への酸素供給が可能であるため、さまざまな利点が得られる。気体透過可能な培養区画
に存在し得る媒質の高さを上げることにより得られる利点については、Ｗｉｌｓｏｎ等が
８１４号明細書に記載している。気体透過可能な多段装置の媒質の高さは、従来型フラス
コで限界であった２ｍｍ～３ｍｍをはるかに超えた高さとしてもよい。これにより媒質交
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換の頻度を最小にし、作業量を減らし、コンタミネーションリスクを抑えることができる
。このため、培養区画の気体透過性の壁を介して気体が移動するとき、気体透過性の壁と
対向する壁との距離が媒質高さを上昇可能にするものとなるよう培養区画を構成すると有
益な場合がある。この最適な距離は、培養の代謝要求と、所望の媒質交換頻度とに依存す
る。
【００３９】
　図５Ａ、図５Ｂ、および図５Ｃは、より多くの培養選択肢として気体透過可能な多段装
置の配置例を示す。たとえば、第１の壁１１０、および／または第２の壁１２０、および
／または第３の壁１２２、および／または第４の壁１２４、および／または第５の壁１２
６が異なる気体透過率を有する材料からなる場合、気体透過可能な多段装置２をある位置
に配向させることにより、細胞は異なる酸素圧で存在可能となる。しかし、気体透過性材
料は、堅牢な操作プロトコルを可能にするよう異なっている必要はない。第１の壁１１０
、および／または第２の壁１２０、および／または第３の壁１２２、および／または第４
の壁１２４、および／または第５の壁１２６付近の一体的または非一体的な培養表面は、
材料および／または表面積が異なっていてもよい。第１の壁１１０、第３の壁１２２、お
よび第５の壁１２６の大きさが異なる場合、気体透過可能な多段装置２をどのように配向
しても、培養前または培養時に、媒質の高さをどの位置でも最大にすることができる。細
胞区画の形状を変えることにより、選択肢がより多くなる。たとえば八角形にした場合、
装置を再配置すると、細胞が存在し得る表面を増やすことができる。
【００４０】
　気体透過可能な多段装置で均一な培養状態を得るためには、各培養区画内に略同数の細
胞を配置し、かつこれらの細胞を各培養区画内で略均一に分散し易くすることを、設計の
目的に含むべきである。各培養区画を実質的に同一の形状にし、各培養区画の対向する壁
が略平行になるように構成し、培養区画を水平位置に存在させることにより、培養表面上
に細胞が均一に引き寄せられ、上記の目的を達成し易くなる。そして、植菌時に細胞が均
一に懸濁され、培養表面の形状が均一である場合、各培養区画の培養表面上に均一な量の
接種材料が存在し、各細胞区画の培養表面上に均一に細胞が分散する。培養表面が平面で
ない場合（たとえば、表面に襞がある場合）、培養表面領域の各部の上に同量の空間が設
けられるよう培養区画を構成することによって、植菌時に細胞を均一に分散させ易くなる
。たとえば、培養表面に襞があり、対向する壁にも襞があった場合、襞のある対向する壁
と培養表面との間の空間容積は、培養区画の長さにわたって一定となる。培養表面の形状
に関係なく、培養区画内のどの部分でも接種材料がほぼ同量となるように培養区画を構成
することによって、細胞を均一に分散させ易くなる。
【００４１】
　好ましくは、マニホールドを用いて培養区画に媒質を供給する場合、接種材料を各培養
区画に均一に分散するように、かつマニホールド内の細胞数が最小となるように、マニホ
ールドを構成すべきである。マニホールドの容積は、媒質が速やかにかつ容易に培養区画
を充填させるのに必要な程度とすると有益である。これは、マニホールドに保持される媒
質の容積内の細胞はマニホールドの底部に沈み、培養区画内の細胞と同一の培養状態には
ないためである。細胞が望ましくない領域に引き寄せられないようにするために、植菌時
にはマニホールドの容積を最小にすべきである。しかし、各培養区画内の表面積に対する
媒質量の比に媒質は寄与し得るため、装置の高さを低くするには、過剰量の媒質をマニホ
ールドに存在させると有益である。つまり、マニホールド内の媒質量次第で、基質は細胞
区画内の細胞に利用可能となる。
【００４２】
　図６は、装置内に存在し得る気体を、均一な培養状態形成の妨げとならない領域に位置
するように構成した、気体透過可能な多段培養装置３の断面図である。マニホールド６０
は、ガストラップ６１を備える。少なくともガストラップ６１の一部は、最上部の培養区
画２０の位置よりも高い。この図において、アクセスポート７０は隔壁７２によって覆わ
れている。装置内の過剰な気体はガストラップ６１まで上昇する。このため、どの培養区
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画からも媒質の転移は生じない。
【００４３】
　用途によっては、使用の際、マニホールドの形状または容積を変更することが望ましい
場合がある。形状または容積を変えるようにマニホールドを構成する場合、コンタミネー
ションを生じないようにすべきである。これは、柔軟壁によって、またはガスケットもし
くはＯリングの使用などによって可能である。たとえば、共通のマニホールドで複数の培
養区画に細胞を供給し、培養区画から培養区画への、またはある培養区画からマニホール
ドへの細胞の移動を防ぐことが好ましい場合がある。培養区画から細胞が不意に抜け出る
ような位置に培養区画が配向されるよう装置を操作する場合、培養区画の一つまたは複数
の開口部を閉じるとこのような細胞の移動を防ぐことができる。別の例として、培養区画
内に細胞が付着しており、供給頻度を最小にするためにより多くの媒質量が有用な場合な
どは、使用時のある時点で、マニホールド内の媒質量を変更することが助けとなる場合が
ある。この場合、マニホールドは容積が増加するように構成されてもよい。他の用途にお
いて、たとえば媒質量に対する培養表面の所望比が、培養区画より低い位置での媒質の存
在を表す場合など、培養区画全体を媒質で充填させないことが利点となる場合もある。図
７Ａと図７Ｂは、これらの目的がどのように達成され得るかを示す。図７Ａにおいて、気
体透過可能な多段装置４のマニホールド壁６２が、第１の位置にある。第１の位置におい
て、細胞と媒質はアクセスポート７０を介し、マニホールド６０を経由して培養区画２０
に導入される。図７Ｂは、第２の位置にあるマニホールドを示す。第２の位置において、
マニホールド６０は狭まり培養区画２０の開口部を閉じ、細胞または媒質が培養区画２０
から出るのを防いでいる。培養区画２０は、媒質と気体が培養区画２０に存在するように
、媒質で部分的に充填されてもよい。また、媒質がマニホールド６０に逃げないように、
マニホールド壁６２は図７Ｂに示す位置に移動されてもよい。しかしながら、本実施形態
によると、マニホールド壁６２を移動させる必要なく、気体透過可能な多段装置４全体を
媒質で充填させることもできる。
【００４４】
　図７Ｃ、図７Ｄ、および図７Ｅは、培養区画を媒質で部分的に充填する例を示す。図７
Ｃは、培養区画２０の下方に配向され、かつ所定量の媒質８０が存在する状態で第１の開
位置にあるマニホールド６０を備えた、気体透過可能な多段装置４がどのように配置され
得るかを示している。媒質の所定量とは、培養区画の容積の総量よりも少ないものとする
。図７Ｄは、マニホールド６０から駆動媒体８０に向けて圧縮され、培養区画２０に入り
込んだマニホールド６０を示す。図７Ｅは、媒質８０と気体が各培養区画に存在し、水平
に配向された気体透過可能な多段装置４を示す。マニホールドを閉じると、気体透過可能
な多段装置の内部容積は減少し、圧力が増加する。圧力の増加は、培養区画内の液体に対
する気体の比、培養区画の壁への適合性、および装置容積に対するマニホールド容積の比
に関係する。培養区画のどの表面が気体透過性を備えているかによって、圧力は最終的に
減少し得る。しかし、容積の減少に伴ってマニホールドを滅菌および通気すると、より速
やかに圧力は開放される。放射状の封止構造においてＯリング付きの柔軟壁もしくは剛壁
を使用するなど、これらの目的を満たすマニホールドを構成する方法は多数あり、またＷ
ｉｌｓｏｎ等による米国特許第７，２２９，８２０号明細書に記載の方法など他の方法も
あることを当業者には理解されたい。
【００４５】
　使用時に媒質の温度が低下する場合、マニホールド壁６２を移動することも有用である
。たとえば、膵島（ｉｓｌｅｔ）の培養は、多くの場合摂氏３７度で開始され、その後摂
氏２２度まで低下する。気体透過可能な多段装置が閉鎖され、かつ媒質で充填されている
場合、気温の低下とともに媒質は収縮する。多くの気体透過性材料は、高い可撓性を備え
ている。このため媒質が収縮すると、媒質との接触を維持するように装置の壁は移動し得
る。壁が移動して壁上に均一に細胞が分散すると、細胞は均一な位置から転移して自由な
密度になり、培養能力が低下し得る。このため、媒質量の減少に応じてマニホールド容積
を変更できるため、細胞が均一な位置から転移するのを防ぐことができる。
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【００４６】
　必要に応じ、脚部１３５によって気体透過可能な多段装置の位置を高くすることができ
る。脚部１３５により、装置の底面に気体が接触可能となる。また／あるいは脚部１３５
により、第２の壁１２０への損傷を防ぐことができる。脚部１３５はどの実施形態に設け
られてもよく、ある装置を別の装置の上に連結できるように装置の上壁を改変してもよい
。
【００４７】
　培養区画を平行に複数のマニホールドに接続する場合、装置に流入する液体によって、
より簡単に気体が転移される。たとえば、一つのマニホールドを用いる場合、マニホール
ドに媒質が流入するのと反対の方向に気体が転移される。一つのマニホールドを備えた気
体透過可能な多段装置において培養区画の高さを低くする場合、気体の転移速度を上げる
には、気体透過可能な多段装置を傾斜させなくてはならない。別のマニホールドを設けた
場合も、装置に媒質が流入するのとは異なる方向に気体を転移させることが可能になる。
また、装置を傾斜させる必要を減らすか、もしくはなくすことができる。これにより、自
動液体処理が簡略化される。装置を傾斜させる必要なく培養区画の準備が可能かを決定す
ることを目的とした試験装置の評価において、マニホールド内の媒質量が試験装置の全容
積の約７％であった場合、傾斜の必要はなかった。図８Ａ、図８Ｂ、および図８Ｃは、二
つのマニホールドを用いた実施形態を示す。図８Ａは、壁を取り除いて培養区画２０を露
出させた気体透過可能な多段装置５を示す。気体空間５０は各培養区画２０間にある。こ
の図において、気体空間５０は、気体透過可能な多段装置５の全体に設けられた開口部で
ある。図８Ｂは、一部分を取り除いて培養区画２０、第１の壁１１０、およびマニホール
ド６０を露出させた気体透過可能な多段装置５を示す。図８Ｃと図８Ｃ－１は、図８Ａの
８Ｃ－８Ｃ線の断面図であり、培養区画２０、気体空間５０、およびマニホールド６０を
露出させている。本実施形態において、アクセスポート７０に液体が入り、マニホールド
６０と培養区画２０を満たすと、培養区画２０の先端部にある別のマニホールド６０と、
第２のアクセスポート７０とを介して気体が転移する。
【００４８】
　培養区画の高さは可変であり、さまざまなプロトコルを可能にしている。たとえば、ト
リプシンの使用量を最小にすると、または媒質の高さを上げると有益な場合がある。図８
Ｄと図８Ｅは、（一つまたは複数の）培養区画２０を高さ方向に凹凸のある襞状とし得る
可撓性材料で装置を構成する場合の構成例を示している。たとえば、ハウジングおよび／
または気体空間を境界する材料は可撓性を備えていてもよい。このようにして、程度の差
はあれ各培養区画の容積を収容するように、気体透過可能な多段装置は拡張されてもよい
。この拡張により、供給頻度を減らし、トリプシンおよび／もしくはＰＢＳの使用を減ら
し、および／または培養区画の容積に対する気体透過可能な表面積を変化させるなど、望
ましい結果が得られる。図示において、マニホールド壁６２は襞を有している。しかし、
たとえば米国特許第７，２２９，８２０号明細書に記載されるものなど他のさまざまな手
段によって、培養区画の高さが変更可能となるように装置を改変してもよい。このような
属性はさまざまな方法によって可能になることを、当業者には理解されたい。
【００４９】
　気体透過可能な多段装置の最適性能の要因として、使用時の培養区画の配向が挙げられ
る。使用の際、細胞培養表面上に均一に細胞を分散するためには、気体透過可能な多段装
置は略水平位置にあることが好ましい。図５Ａに示すように、培養区画支持体は、培養区
画支持体４０と同様に簡易なものであってもよい。この場合、培養区画支持体４０は、培
養区画が互いに潰れ合うのを防ぐ簡易な構造支持体である。しかし、培養区画の壁を構成
する材料の剛性によっては、もっと複雑な培養区画支持体を形成することが利点となる場
合がある。たとえば、重要な用途においては、細胞が非常に均一に沈着するように制御さ
れた配置で細胞培養を行うのが最適である。このような用途としては、膵島、肝細胞、お
よび多能性成熟前駆細胞の培養が挙げられる。たとえば膵島は、高い面密度で接触してい
るとき結合する。また、多能性成熟前駆細胞は、互いに接近した場合に分化され得る。肝
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細胞と膵島は、健全な状態維持のために高速の気体透過も必要としている。すなわち、細
胞が略水平位置において引き寄せられる壁を維持することによって、最も堅牢な培養区画
支持体を均一に分散することができ、気体透過を過剰に制限しない。これらの利点を得る
ために、培養区画支持体は培養区画の壁と接触している。接触点の数、接触点間の距離、
および培養区画支持体と直接接触する気体透過性材料の表面積の大きさは、考慮すべき設
計事項である。実施例１と実施例２において、補足説明を行う。
【００５０】
　培養区画支持体は、気体透過可能な多段装置に永久的に取り付けられてもよいが、そう
でなくてもよい。これは、ユーザがより制御した用途に装置を改造したいとき、または製
造コストを抑えたいときに望ましい。図９Ａと図９Ｂに示す実施形態においては、培養区
画支持体は再利用可能であり、気体透過可能な多段装置の本体は使い捨て可能である。図
９Ａにおいて、培養区画支持体４２は、気体透過可能な多段装置６から取り外されている
。図９Ｂにおいて、培養区画支持体４２は、気体透過可能な多段装置６に接触して設置さ
れている。突起１３１は、培養区画支持体４２から突き出している。突起１３１間の高さ
と距離は、目的を考慮して設計すべきである。ここでの目的とは、植菌時に細胞が均一に
沈着するよう細胞培養区画を略水平状態に維持するために、気体透過可能な多段装置の培
養区画に十分接触させることである。しかし、気体透過可能な表面との接触により、気体
移動能力は弱められる。このため、水平状態維持の必要性と所望の気体移動程度とのバラ
ンスを考慮しなくてはならない。培養中の細胞の種類によって、最適な設計は複数あって
もよい。周囲大気へのアクセスを増やしたい場合、気体連絡開口部１３２を設けてもよい
。気体連絡開口部１３２がない場合、突起１３１が突き出ている表面（たとえば、（一つ
または複数の）表面１３３）間で気体が移動する。気体交換への耐性を備えた培養区画は
、突起の数、突起の高さ、および装置の幅の機能を担う。この図において、幅広い設計オ
プションを示すために、最上部の培養区画の第１の壁は、培養区画支持体４２によって適
所に保持されていない。この構造は、培養区画が水平状態になった場合、流体もしくは加
圧流体で充填された場合、または剛体材料で構成された場合に可能である。また、培養区
画の第２の壁１２０は、媒質が内部にある状態でその形状を維持するのに十分な剛性のあ
る材料で構成されているとき、培養区画支持体と接触する必要はない。
【００５１】
　培養区画自身は、所望の形状を維持しながら、隣接する培養区画に周囲の気体を連通さ
せる役割を果たすように構成されてもよい。Ｗｉｌｓｏｎ等による第５，６９３，５３７
号明細書は、突起を有する壁を用いて、培養区画の隣接する壁をどのように支持するかに
ついて記載している。図１０は、所望の形状がどのように維持されるかの一例を示す断面
図である。この例では、気体透過可能な多段装置７の第１の壁１１０が剛体材料で形成さ
れ、気体透過可能な第２の壁１２０が、ジメチルシリコーンなどの可撓性材料で構成され
ている。気体空間５０を維持するために、壁突起１５０は第２の壁１２０の表面から突き
出ている。Ｗｉｌｓｏｎ等による第５，７１４，３８４号は、突起を設けることにより、
気体が移動する表面積をどのように大きくするかについて示している。突起は、第２の壁
の表面から突き出て、隣接する培養区画の第１の壁と接触すること、あるいは上壁となる
第２の壁から突起することも可能であることを、当業者には理解されたい。あるいは、培
養区画の壁の外表面から突き出る突起は、互いにまたは培養区画支持体と連動可能である
。別のアプローチとしては、すべての壁が可撓性を備えていてよく、培養区画が媒質で充
填される場合、壁は所望の形状になってもよい。
【００５２】
　ある培養区画の上壁と下壁、および／または上面と下面は、互いに接触すべきではない
。たとえば、一つの培養表面が組織培養処理されたものであり、対抗する壁との接触が組
織培養処理した表面に潜在的に影響し得る場合、接触を確実に防ぐために、培養区画間に
内部スペーサを設置してもよい。内部スペーサは、どのような生体適合性材料であっても
よい。また内部スペーサは、媒質と流体を培養区画に容易に出入りさせるように構成され
てもよい。壁および／または培養表面間に所望の空間を維持するため、内部スペーサは分
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離した部分である必要はない。また、内部スペーサは、上壁および／もしくは下壁、およ
び／または上方の培養表面および／もしくは下方の培養表面から突き出た突起であっても
よい。図１１は、気体透過可能な多段装置８の内部スペーサ１６０が、培養表面１３０ま
たは壁１１０から突き出た隆起である例を示している。内部スペーサは、さまざまな方法
で構成されることを当業者には理解されたい。ただし、媒質が培養区画に出入りするのを
妨げない方法に限る。
【００５３】
　培養区画を垂直方向に積層した場合、光が弱まると、培養内の細胞を顕微鏡により観測
する能力は低下する。このため、同時出願のＷｉｌｓｏｎ等による８１４号明細書に記載
のように一つの培養区画を積層からずらすと、倒立顕微鏡を用いる場合に有用である。ほ
かのオプションとして、倒立顕微鏡観測が可能となるように、気体空間が光を受けること
ができる。このためには、下方の培養区画の内容物を光源によって照射するのに十分な程
度、培養区間と培養区間の間に距離をとるべきである。光の輝度は、培養区画の材料と媒
質の高さによって決まる。光学的に透明な材料が好まれる。
【００５４】
　図１２は、培養区画２０を連続して接続した一実施形態を示す。アクセスポート７０を
経由して気体透過可能な多段装置９に供給された液体は、別のアクセスポート７０を経由
した気体と置き換わる。その結果、液体は所望数の培養区画２０に存在することになる。
周囲の気体に連通する気体空間５０は培養区画２０間にあり、気体透過性材料に隣接する
。この図において、気体空間５０は、気体透過可能な多段装置９の本体全体に設けられた
開口部にある。
【００５５】
　培養区画が共通の装置に一体とされていても、各培養区画に個々にアクセスしたい場合
がある。たとえば、各培養区画が異なる種類の細胞を含んでいる場合、または同種の細胞
に対して媒質組成が異なる場合などである。このようなアクセスは、さまざまな構造で可
能である。好ましくは、ピペット操作、注入、無菌もしくはクローズドシステムアプロー
チ（隔壁もしくは滅菌チューブ類の接続）などの標準の液体処理方法によって、各培養区
画へのアクセスが行われるよう構成されてもよい。一つのオプションを図１３に示す。気
体透過可能な多段装置１０の培養区画２０は、アクセスポート７０を経由して個々にアク
セス可能である。アクセスポート７０は、この図においては隔壁として構成されている。
一つまたは複数のアクセスポート７０が各培養区画２０に接続されてもよい。この図にお
いて、気体空間５０を周囲の気体に連通させるように、または周囲の気体と連通させない
ように、ユーザが気体空間５０を構成してもよい。気体空間５０は、気体空間ハウジング
５１によって囲まれている。気体空間ハウジング５１の気体空間連絡開口部５５により、
気体空間５０は周囲環境と連通可能となる。気体空間連絡開口部５５は、必要に応じて開
閉するように構成されてもよい。気体空間５０と周囲の気体との間で気体の移動を選択的
に停止、制限、または可能にする能力は有用である。この特性は、いずれの実施形態にお
いても実現可能である。たとえば、気体透過可能な多段装置をＣＯ２環境から一時的に外
した場合、気体空間連絡開口部５５を閉じたり、あるいは制限することによって、ｐＨ値
の変化を防いだり、あるいは遅らせたりすることができる。別の例として、ある細胞ライ
ンの細胞を各区画に置き、ある区画と連通した気体空間を所定の酸素濃度にし、気体空間
を閉じ、各細胞成長および／または細胞機能への各酸素濃度の影響を調査してもよい。気
体空間連絡開口部５５の開閉は、ルアー式の開口部、プラグ、ポート、キャップなどさま
ざまな方法により可能であることを、当業者には理解されたい。
【００５６】
　図１４は、フローフード（ｆｌｏｗ　ｈｏｏｄ）で液体を操作するために標準の組織培
養装置から装置を取り外したとき、ｐＨ値の変化速度を制限するよう構成された、気体透
過可能な多段装置の別の実施形態を示す。気体空間ハウジング５１は、気体透過可能な多
段装置１１の気体空間５０を取り囲んでいる。培養装置を取り外す前に開口部５５の気体
連絡カバー５３を閉じることによって、気体空間５０を周囲の気体から隔離してもよい。
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これによって、気体空間５０に所望量のＣＯ２を閉じ込めることができる。気体空間５０
の気体量は、気体連絡カバー５５の閉鎖期間の培養に必要な酸素を担持するのに十分な量
であることが好ましい。このため、最適な量を決定するには、酸素必要量だけでなく、装
置内の細胞数または組織数を考慮すべきである。
【００５７】
　図１５は、フローフードで液体を操作するために、標準の組織培養装置から装置を取り
外したときｐＨ値の変化速度を制限するよう構成された、気体透過可能な多段装置の別の
実施形態を示す。この場合、気体空間５０は、気体透過可能な多段装置の一方の側で開き
、周囲の気体と連通している。気体交換制御リム５７は、この図においては気体空間ハウ
ジング５１の機構として、気体透過可能な多段装置１２のこの側から伸展している。気体
交換制御リム５７が平らな表面（たとえば、薄層状のフローフードに対して勢いよく流れ
出すように気体透過可能な多段装置１２が配向される場合、気体空間５０と周囲の気体と
の気体交換は停止されるか、あるいは大幅に制限される。これにより、ｐＨ値の変化速度
が抑えられる。この他、気体透過可能な多段装置がｐＨ値の変化を制御する特徴を有して
おらず、培養装置から取り外されるときのｐＨ値の変化速度を最小にする簡単な方法とし
て、蓋付きのボックスなどの筐体に気体透過可能な多段装置を設置する方法がある。蓋は
気密性という利点をもたらすものでなくてもよい。蓋とボックスとの間の気体連絡開口部
の断面が、気体空間と周囲の気体との間の開口の断面よりも小さい限り、気体交換の速度
は制限され、ｐＨ値の変化に遅れが生じる。気体透過可能な多段装置がボックス内にある
とき、ボックス内の気体量を最小にすべきである。さらに、気体透過可能な多段装置をボ
ックス内に設置する前に、培養装置の気体組成を含むようにボックスを予め調整しておい
てもよい。
【００５８】
　新規の気体透過可能な多段装置は、従来型多段フラスコでは不可能であったプロトコル
を可能にする。たとえば、細胞は一つの棚から複数の棚へと展開することができる。余剰
トリプシンによる副作用を受けない接着細胞集団を植菌し、展開し、採取する周期により
、クローズドシステム処理がいかに機能するかの一例が示される。図１６Ａは、媒質８０
と細胞が下方の培養区画２０に存在する、気体透過可能な多段装置１３の断面図である。
図１６Ｂに示すように接触細胞を培養区画の数まで展開させるとき、ごく単純な順序でイ
ベントが生じる場合がある。まず、媒質８０を除去する。底部の培養区画にＰＢＳを導入
し、残りの媒質を流出させる。その後、ＰＢＳを除去する。トリプシンまたはその他の剥
離剤を下方の培養区画に導入して、接着表面から細胞を解放する。媒質８０を加えること
によって、上方の培養区画に細胞を再分配させてもよい。これにより、トリプシンが細胞
接着に影響を与えないレベルにまで希釈される。細胞が余剰トリプシンによって影響され
る場合、細胞を除去し、従来の手段を用いて遠心分離してもよい。その後、所望数の培養
区画に細胞が存在するように、適量の媒質に細胞を再び導入してもよい。懸濁細胞により
、単に適量の媒質を加えるのと同じくらい簡単に、他の培養区画に細胞を展開させること
ができる。このようにして、従来型多段フラスコに比べて、接種材料を生成する補助装置
の使用を最小にし、培養処理を大幅に簡略化することができる。気体透過可能な多段装置
をクローズドシステムの接続用に構成することができるため、コンタミネーションの可能
性も抑えられる。
【００５９】
　側壁表面に細胞を存在可能とする利点として、ある大きさの表面積からさらに大きな表
面に細胞を展開させることができる。たとえば、図５Ｃに示す位置に気体透過可能な多段
装置を配向させることによって、壁１２６付近に存在する少量の接種材料を用いて培養を
開始することができる。その後、培養細胞の集団が展開し、図５Ｂに示す位置に装置を再
配向することによって、より大きな表面積が使用可能となる。必要に応じ、表面積をより
大きくするために再配向を行う前に、壁１２６から細胞をトリプシン処理してもよい。よ
り展開させる必要がある場合は、図５Ａに示す位置に装置を再配向してもよい。その後、
前段落に記載の方法で、さらに展開させることも可能である。
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【００６０】
　一般に細胞培養装置または医療装置に関係のある材料は、気体透過多段装置で用いるこ
とができる。選択した材料は、ＵＳＰ　ＶＩおよび／またはＩＳＯ１０９９３基準に準拠
するものであることが好ましい。また、コンタミネーションおよびｐＨ値を目視確認でき
るように光透過性を備えたものが望ましい。倒立顕微鏡で観測する表面の場合、ＳＰＥ２
またはそれ以上の表面を形成することが好ましい。
【００６１】
　気体透過可能な多段装置に対する気体の出入りを可能にする気体透過性材料は、いかな
る膜、フィルム、または材料であってもよい。あるいは、使用される材料の組み合わせ、
または気体透過可能な細胞培養装置で使用される材料として記載されたもの（たとえばシ
リコーン、フルオロ（ｆｌｏｕｒｏ）エチレンポリプロピレン、ポリオレフィン、ポリス
チレンフィルム、エチレン酢酸ビニル共重合体）の組み合わせであってもよい。気体透過
性材料と、細胞培養におけるそれらの材料の使用については、米国特許第５，６９３，５
３７号明細書、特許文献１０、特許文献６、国際公開ＷＯ０１／９２４６２号、および同
時係属出願の米国特許出願第１０／９６１，８１４号明細書に詳しく記載されている。補
足情報として、Ｐｌａｓｔｉｃ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｌｉｂｒａｒｙ、Ｗｉｌｌｉａｍ　Ａｎ
ｄｒｅｗ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、「Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　
Ｆｉｌｍ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｐｌａｓｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｅｌａｓｔｏｍｅ
ｒｓ」（１９９５年）に説明されている。本明細書におけるシリコーンという語の使用に
ついては、米国特許第６，０４５，８７７号明細書に明記されている。
【００６２】
　Ｗｉｌｓｏｎ等による米国特許第５，６９３，５３７号明細書に記載のとおり、気体透
過性材料は、液体透過性材料であってもよい。これらの材料としては、セルロース、酢酸
セルロース、再生セルロースなどからなる材料で、その断面にわたり親水性のある膜が挙
げられる。しかし、このような材料の使用を評価した実験において、Ｗｉｌｓｏｎ等によ
る米国特許第５，６９３，５３７号明細書では記載されていないコンタミネーションの防
止対策が好まれることが明らかになった。培養区画内に所望量の媒質を保持するには、液
体浸透性が十分低い材料を選ぶように注意しなくてはならない。また、液体を損失した場
合、オスモル濃度が有害なレベルにまで上昇し得る。選択した材料は、静圧下で媒質を供
給した間隔において、培養区画の媒質量の約９０％以上を保持できることが好ましい。ま
た、供給時にオスモル濃度を元の状態に戻してもよい。供給間隔が二日の場合、静圧のた
めの液体損失は、一日あたり培養装置内の媒質量の約５％未満に限定されることが好まし
い。たとえば、分子量１０，０００が削減された、８０Ｍ　Ｃｕｐｒａｐｈａｎ（登録商
標）膜は、少なくとも膜平方センチメートルあたり１０．１６ｍｌの媒質量で許容される
材料である。また、この材料は薄く、十分に気体移動を行える。８０Ｍ　Ｃｕｐｒａｐｈ
ａｎ（登録商標）からなる気体透過性が低い材料を用いて、Ｗｉｌｓｏｎ　Ｗｏｌｆ　Ｍ
ａｎｕｆａｃｕｔｕｒｉｎｇ製のＣＥＬＬｉｎｅ　ＣＬ１０００製品で実験したところ、
少なくとも４００×１０６のハツカネズミハイブリドーマ細胞を培養できた。気体透過性
の低い膜として８０Ｍ　Ｃｕｐｒａｐｈａｎ（登録商標）を用いなかったこと以外のすべ
ての面において、装置は、非液体透過性かつ気体透過性の膜を統合する市販の製品と同様
であった。この実験において、気体透過性の膜の表面密度は、少なくとも４×１０６細胞
／ｃｍ２であった。培養区画内ではコンタミネーションが見られなかったが、細胞の外で
コンタミネーションが生じた。このため、気体透過性かつ液体透過性の材料を用いて気体
透過可能な多段装置を構築する場合、気体空間へ連通する、滅菌フィルタで覆われた気体
空間連絡開口部を用いることにより、気体空間へのアクセスを制限することが好ましい。
特にコンタミネーションを防ぐのに用いられる気体透過性のろ過材（たとえば、微多孔膜
）を用いてもよい。コンタミネーションを最も防ぐためには、細孔径が０．４５μｍ以下
であってもよく、０．２μｍであることが好ましい。しかし、気体透過性かつ液体透過性
の材料の使用は、単に気体透過可能な多段装置の実施形態に限定されるものではない。た
とえばＯｐｔｉｃｅｌｌ（商標）製品（特許文献１２に部分的に記載）など、他の気体透
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過可能な構造によって、少なくとも一つの気体透過性かつ液体透過性の膜（たとえば、Ｃ
ｕｐｒａｐｈａｎ（登録商標））を統合することも可能である。別の例として、通常細胞
培養では関係ない、Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ　Ｄｉａｌｙｓｉｓ　Ｃａｓｓｅｔｔｅ
ｓ（米国特許第５，５０３，７４１号明細書）を、好ましい構造を備えた培養装置として
使用することも可能である。ここで好ましい構造とは、透析膜の一方もしくは両方と接触
する気体空間を含む構造であり、気体空間に連通する、滅菌フィルタで覆われた気体空間
連絡開口部を用いる構造である。
【００６３】
　気体透過可能な多段装置を、懸濁細胞が培養される第１の位置に配向するように、また
は接着細胞が培養される代替位置に配向するように構成する場合、気体透過可能な多段装
置の構造として、細胞区画の一つの培養表面は疎水性を備え、別の表面は親水性を備える
ように構築することが好ましい。いずれの断面図でも一例を説明することができる。たと
えば図４を参照すると、第１の壁１１０は気体透過性を備えてもよく、その内表面は一つ
の培養表面をなすように組織培養処理されてもよい。一方、第２の壁１２０の内表面は、
別の培養表面をなすように疎水性を備えてもよい。このため、接着細胞を培養するには、
気体透過可能な多段装置は、第２の壁１２０下方の第１の壁１１０で操作される。このた
め、懸濁細胞を培養するには、気体透過可能な多段装置は、第１の壁１１０下方の第２の
壁１２０で操作される。接着細胞が第１の壁１１０に付着したとき、共培養が行われるこ
とがあり、その後、懸濁細胞を第２の壁１２０上に存在させるように装置を再配向する。
懸濁細胞の培養に有用な材料はシリコーンであり、接着細胞の培養に用いられる代用的な
材料は、組織培養処理したポリスチレンである。このため、この例における実施例として
は、第２の壁１２０がシリコーンからなり、第１の壁１１０の培養表面が組織培養したポ
リスチレンからなることが好ましい。しかし、シリコーンを用いると、γ線照射時または
電子ビーム滅菌時にシリコーンが移動し、培養区画内で組織処理した表面を被覆し得るこ
とが分かった。この結果、組織処理した表面は、接着細胞には準最適であるといえる。す
なわち最も有用な材料がある場合、一般的な滅菌方法は実用的でない。他の滅菌方法は問
題があり、たとえばＥＴＯはシリコーン内に保持され、有害物質が激しく流れ出ることも
なく、細胞にとって不健全な環境となってしまう。滅菌する化学的手段も、フラッシュす
なわち洗い流しを必要とする。シリコーンへ着色材を添加することにより、この問題を解
決しようとするために、硬化温度と硬化時間を変化させること、シリコーンに高容量のγ
線照射を予め行うこと、シリコーンからポリスチレンまでの距離を変化させることのうち
、すべてもしくはいずれかを試みたが、問題の解決にはならなかった。しかし、装置にγ
線照射を行う前にシリコーンをプラズマ処理することには、シリコーンのポリスチレン表
面への遊出を最小にする、あるいはなくす能力があることが分かった。このため、組織培
養処理した表面の存在下でシリコーン、好ましくはポリスチレンを用いる処理は好ましく
、γ線照射前にシリコーンを確実にプラズマ処理させる。細胞培養装置を形成するこのア
プローチは、気体透過可能な多段装置に限られない。このアプローチにより、気体透過可
能な培養装置は、組織処理した表面の存在下でプラズマ処理シリコーンを統合することが
できる。この結果、従来の滅菌方法（たとえば、γ線照射または電子ビーム）を用いる際
、シリコーンの遊出を防ぐという利点が得られる。たとえば、Ｗｉｌｓｏｎ等による８１
４号明細書または特許文献１２に記載された装置は、処理表面の存在下でプラズマ処理シ
リコーンを用いることにより利点を得ている。たとえば、市販のＯｐｔｉｃｅｌｌ（登録
商標）製品は、気体透過性を備え、組織培養処理した一つのポリスチレン表面と、プラズ
マ処理シリコーンからなる気体透過可能な対向表面とを統合することができる。このよう
にして標準の方法で滅菌した場合、懸濁細胞をシリコーンからなる表面で培養し、また／
あるいは接着細胞をポリスチレンからなる表面で培養することができる。この製品は、上
記のような従来の膜間距離、またはＷｉｌｓｏｎ等による８１４号明細書に記載のように
さらに長い距離を統合することができる。
【００６４】
　図１７Ａは、シリコーンを成形した培養区画の図である。この培養区画は、漏れを生じ
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得る接合部の数を最小にしている。ジメチルシリコーンの使用は、複雑な形状パターンに
成形できるなどの効果があり、懸濁細胞の培養用途において利点がある。培養区画２０’
はフランジ２１を備える。この構成により、壁の交差部において接合部をなくすことがで
きる。このため、モジュール式の装置設計が可能な統合型培養区画となる。フランジ２１
は、別のシリコーン表面に接着されてもよく、あるいはどの表面に固定されてもよく、一
連の培養区画がマニホールド壁へ取り付け可能な状態となる。あるいは、一連の培養区画
をマニホールド壁へ取り付ける場合、剛性板をフランジの前部、フランジの後部に配置し
、両方の剛性板を取り付け、これらの部分的に組み立てたものをマニホールド壁へ連結す
ることによって組み付け可能な状態としてもよい。組み付け前に、いずれの代替培養表面
を培養区画内に配置してもよい。統合型培養区画は、一つの培養区画に限られなくてもよ
い。複数の培養区画を統合体として成形し、モジュール式の組み付けが可能な統合型培養
区画を形成してもよい。気体透過が所望される領域の厚さは、約０．５５８８ｍｍ（約０
．０２２インチ）以下であることが好ましい。より好ましくは０．２５４ｍｍ（０．０１
０インチ）、高度な培養が望まれる場合、最も好ましくは約０．２０３２ｍｍ（約０．０
０８インチ）未満である。しかし、細胞が高い酸素量を必要としないとき、より厚くても
有用である。シリコーンの断面が厚いと作製し易く、一般にシリコーンの厚さが大きいほ
どより作製しやすい。しかし、上壁と下壁の厚さを約０．１７７７ｍｍ（約０．００７イ
ンチ）とする、ジメチルシリコーンの統合型培養区画を作製することが可能であった。ま
た、側壁の厚さを約０．１０１６ｍｍ（約０．００４インチ）とする、ジメチルシリコー
ンの統合型培養区画を作製することも可能であった。図には複数のフランジを示している
が、統合型培養区画は複数のフランジを備えていなくてもよい。このため、一つのマニホ
ールドが所望される場合、容器は袋小路型であってもよい。
【００６５】
　好ましいアプローチとして、すべての培養区画が統合体として成形され、共通のフラン
ジはマニホールド壁に固定されてもよい。図１７Ｂは、統合型培養区画２０”を示す。統
合型培養区画２０”は、フランジ１５２を備え、好ましくはジメチルシリコーンからなる
、気体透過性素材を成形した一連の区画である。フランジ支持体として機能するプラスチ
ックの剛性部分（たとえば、ポリカーボネート）は、フランジ上に直接成形され（すなわ
ち、フランジの上に成形され）、それ以降の組み付けの基礎となってもよい。この図にお
いて、フランジ支持体１５３は、各フランジ１５２上に成形されている。図１７Ｃの分解
組立図に示すように、フランジ支持体１５３は、液密状態でマニホールド壁６２に結合さ
れ、培養区画の各端部でマニホールドを形成している。剛性プラスチックへのジメチルシ
リコーンの接合力の評価において、ジメチルシリコーンと生体適合性を備えたポリカーボ
ネートとが、液密状態で接合された。ポリカーボネート材が金型に置かれ、液状射出成形
工程において、シリコーンをポリカーボネートに直接結合した。本明細書で説明する構造
、および／または図１０と図１１に示す構造の範囲で、培養区画支持体を追加してもよい
。図１１で示すように作成する場合、突起は培養区画全体に延在するリブであってもよい
。図１７Ｃは、一連の培養区画支持体４２’を示す。たとえ培養表面の導入によって変更
が必要ない場合でも、この構造は種々の懸濁細胞に有益である。しかし、培養表面の追加
は任意とする。対象とする用途において接着細胞を用いる場合、シリコーンの内表面は、
培養中の細胞の種類に適した接着表面によって覆われることが好ましい。種々の接着細胞
には、培養表面として、組織処理したポリスチレン層を挿入することが有用である。この
挿入により、種々の培養プロトコルが可能となる。たとえば、接着細胞と懸濁細胞の両方
を培養するには、接着細胞が組織処理した培養表面に引き寄せられるように装置を配向す
る。また、その後１８０度回転させて装置を取り付けることにより、懸濁細胞を対向する
シリコーンの壁に存在させることができる。
【００６６】
　シリコーン以外の組織処理した培養表面を備えることを意図して図１７に示す構造にす
る場合、シリコーンの内表面全体を異なる培養表面で覆うことにより、電子ビーム時また
はγ線照射時の遊出を防ぐために行うシリコーンのプラズマ処理を避けることができる。
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たとえば、組織処理した薄いポリスチレンを、シリコーン全体を覆うように挿入してもよ
い。マニホールド壁が遊出する材料ではない場合、処理したポリスチレン表面は接着細胞
に適した状態のままである。この表面（この例では、ポリスチレン）には細胞が付着可能
であるが、もしこの表面がシリコーンのみからなるものであれば、本来よりも細胞培養区
画への気体移動が妨げられる。このため、細胞が存在するように意図される（一つまたは
複数の）培養表面は、気体移動が十分可能となるよう薄くなくてはならない。細胞が存在
するポリスチレンの領域は、厚さが約０．０７６２ｍｍ（約０．００３インチ）であるこ
とが好ましい。このアプローチにより、接合部の数や漏れの可能性を減らし、かつどのよ
うな用途にも適切な培養表面を形成することができる。
【００６７】
　図１８Ｃ、図１８Ｄ、および図１８Ｅは、別の実施形態の利点を示す。この実施形態に
おいて、培養区画を媒質で部分的に充填でき、また／あるいはトリプシン、ＰＢＳ、もし
くは細胞区画から細胞を除去する他の液体の量が最小にされる。本実施形態において、本
発明の利点は、従来型多段培養フラスコ（たとえば、ＮＵＮＣ（商標）Ｃｅｌｌ　Ｆａｃ
ｔｏｒｙ、ＮＵＮＣ（商標）Ｔｒｉｐｌｅ　Ｆｌａｓｋ、Ｃｏｒｎｉｎｇ（登録商標）Ｃ
ｅｌｌＳＴＡＣＫ（登録商標））の構造に直接統合される。図１８Ａは、ＮＵＮＣ（商標
）のウェブサイトに掲載されている図である。この図は、不均一な気体組成の問題を解決
するＮＵＮＣ（登録商標）のＣｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙ　ｆｏｒ　Ａｃｔｉｎｇ　Ｇａｓ
ｓｉｎｇの動作を示している。気体供給システムは、チューブ類の接続、滅菌フィルタ、
分離した気体供給、また任意で加湿を必要とし、処理を複雑にしている。これは、連続的
に流れる乾燥気体混合物が媒質をすばやく蒸発させ、オスモル濃度を細胞成長と細胞機能
に影響を与えるレベルまで増加させるためである。図１８Ｂは、図１８Ａに示すＮＵＮＣ
（商標）アプローチの拡大図である。この図において、矢印は強制気体流動を示し、壁２
２４と壁２２２が参照用に示されている。気体透過可能な多段フラスコは、従来型多段フ
ラスコで必要とされた補助装置もしくは強制気体流動を必要とせず、不均一な気体組成の
問題に対処することができる。図１８Ｃ、図１８Ｄ、および図１８Ｅに示す実施形態の利
点は、従来型多段フラスコの特徴、たとえば、市販の多段フラスコや特許文献１、特許文
献２、英国特許出願公開第１５３９２６３号明細書に記載の多段フラスコの特徴、および
各棚に媒質を均等に分散させる特徴を統合できることである。図１８Ｃは、従来型多段フ
ラスコで必要とされた補助装置もしくは強制気体流動を必要とせず培養状態を均一にした
、気体透過可能な多段フラスコ２００の一実施形態を示す。壁２２４および／または壁２
２２の少なくとも一部は気体透過性を備えており、気体空間２５０と周囲の気体とで気体
交換を可能としている。従来型培養区画は装置内にあってもよく、ポリスチレンからなる
棚２２０を備えていることが好ましい。培養区画壁２２０は従来の高さで構成され、媒質
８０と気体空間２３０との界面で気体が移動された結果細胞９０が酸素を受け取るように
、媒質と細胞を保持している。マニホールド２６０は、従来型フラスコのマニホールドと
して構成されてもよい。ジメチルシリコーンは、液状射出によりハウジングとして成形可
能であるため、あるいは剛性を備えた壁（たとえば、ポリカーボネート）上に成形可能で
あるため、気体透過性材料としてジメチルシリコーンを選択することは好ましい。しかし
、前述のように、γ線放射が予測される場合、シリコーンをプラズマ処理すべきである。
壁の気体透過可能な領域は、各培養区画に相当する形状に分散されることが好ましく、こ
れにより各培養区画がほぼ同様に気体移動にアクセス可能となる。言い方を換えると、各
培養区画は、気体透過性材料から等しい距離になくてはならない。損傷からの保護や構造
的支持体としての属性を備えた構成部材によって、気体が気体空間へアクセスできるかぎ
り、損傷から保護され、構造的に支持される。このため、任意として側壁支持体２４０が
このような機能を実行する。各培養区画は、気体連絡開口部２４２および／または突起２
４１を備える。側壁支持体は剛性を備えた透明な材料であることが好ましい。
【００６８】
　図１８Ｄに、別のアプローチを示す。このアプローチは、従来型多段装置において均一
な培養状態を得るアプローチであった強制的な気体供給を必要としない。この構造は、気
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体透過性材料を装置本体内に統合したものである。気体空間２５１は、気体透過可能な多
段装置２０１本体の少なくとも一部を貫通する開口部である。このため気体空間２５１は
、気体空間上壁２１０と気体空間下壁２１５とによって境界されている。気体空間２５１
は、図８Ａと図８Ｂと同様に、本体全体を貫通する開口部であってもよい。また、気体空
間２５１は装置全体を貫通する必要はなく、装置内で行き止まりになっていてもよい。ま
た、気体空間２５１のいずれの壁が気体透過性を備えていてもよい。しかし、従来型多段
フラスコの不均一な培養状態を克服するために、気体空間上壁２１０が気体透過性を備え
る必要はない。すなわち、気体空間２５１の他のいずれかの壁が気体透過性材料からなる
場合は、気体空間上壁２１０は気体透過性を備えていなくてもよい。たとえば、気体空間
２５１の他の壁のうち、少なくとも一つの壁が十分に気体を移動させる材料からなるかぎ
り、気体空間上壁２１０はポリスチレンであってもよく、十分に気体を移動させない厚さ
であってもよい。装置本体内の各場所に気体を均一に移動させることにより、気液交換を
行う気液界面を用いて従来型細胞培養が可能となり、従来型多段フラスコに比べてより均
一な気体環境で行える。気体透過可能な多段装置の動作は、従来型多段フラスコと同様で
ある必要はない。気体空間上壁２１０が気体透過性材料からなる場合、気液界面から独立
して気体搬送が可能となる。気体空間上壁２１０は、側壁２２５と結合されて細胞培養区
画を形成してもよい。たとえば、供給頻度を最小にするために、または蒸発によるオスモ
ル濃度の変化を遅らせるために媒質の高さを上げたい場合、Ｗｉｌｓｏｎ等による８１４
号明細書に記載のとおり培養区画側壁２２５の高さも上げられるならば、媒質をどの高さ
まで上げてもよい。
【００６９】
　図１８Ｅは、気体が装置の側壁を移動する場合、細胞が存在する気体透過性の壁を備え
るように構成された気体透過可能な多段フラスコを作成するために、従来型多段フラスコ
を改変したものである。この改変により、培養方法としてより多くのオプションが可能と
なる。また、従来型多段フラスコと比べて不均一な培養状態の問題が解決される。気体透
過可能な多段フラスコ２０２は、側壁２２４，２２２など壁の少なくとも一部が気体透過
性材料からなるように構成されている。必要に応じ、気体透過可能な領域は、図１８Ｃに
示すように支持されなくてはならない。図１８Ｅに戻り、培養区画底部２４５は気体透過
性材料からなり、好ましくは突起２４１および／または気体連絡開口部２４２を備える培
養区画支持体２４３で支持される。媒質８０が所望の高さとなるよう、必要に応じて培養
区画壁２２５はどの高さとされてもよい。マニホールド２６０は、従来型フラスコのマニ
ホールドとして構成されてもよい。
【００７０】
　［実施例］
　気体透過性の多段フラスコが、不均一な培養条件の存在する可能性を最小化しつつ、従
来のフラスコによる輸送、滅菌、保管、インキュベータおよび廃棄空間の過度の使用を解
決する容量を有することを定量的に実証するために、実施例１および実施例２によって培
養区画支持体の相異なる形状について評価した。
【００７１】
　実施例３は、ガンマ線照射前にシリコーンのプラズマ処理を行うことで、組織培養処理
したポリスチレン表面上にシリコーンが遊出するのを制限または防止することによって、
標準的な滅菌処理法から逸脱する必要なく、シリコーンおよび組織培養処理したプラスチ
ックを同じ培養区画に共存させられることを説明するものである。
【００７２】
　［実施例１］
　酸素要求量の非常に高い培養物用の培養区画支持体構造
　膵島培養物（酸素要求量が最も高い種類の培養物のうちの１つであると知られている）
における改良を可能とする培養区画支持体の物理的な構造について、約０．１８３ｍｍ（
約０．００７２インチ）であると測定された平均厚と９８ｃｍ２の表面積とを有する成型
されたジメチルシリコーンシートで構成された下壁を有する試験装置を構成することによ
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って実証した。ジメチルシリコーンゴムの気体透過率については、ＭＯＣＯＮ社（ミネソ
タ州、ミネアポリス）のＯｘｔｒａｎ　２／２１装置を用いることによって、ＡＳＴＭ－
１９２７に従い、３７℃で約１４，３００ｍｌＯ２／６４５ｃｍ２（１００平方インチ）
／２４時間と決定した。ジメチルシリコーンを支持する培養区画は、シリコーンに直接接
触した厚さ０．０４８ｃｍ、開度４６％のメッシュで構成した。この開放メッシュは、水
平および垂直に約２．５４ｃｍ（１インチ）あたり１６本のストランドが存在するように
垂直方向および水平方向に配置した、一連のポリプロピレンストランド（各々、約０．４
５７～０．５０８ｍｍ（０．０１８～０．０２０インチ）厚の直径を有する）で構成した
。このメッシュを、均一に分布した突起を有する厚さ０．１９ｃｍの成型されたポリカー
ボネートプラスチックシートによって、適所に保持した。この突起がシートの上にメッシ
ュを持ち上げるので、膜の下に気体空間が存在した。各突起の形状は、それぞれの脚が１
２０度離れて配向した均一な「Ｙ」字形であった。各脚の長さは０．４５ｃｍであり、幅
は０．１２７ｃｍであった。したがって、メッシュを支持するために利用可能な各突起の
表面積は約０．１７５ｃｍ２であった。ｃｍ２あたり約１．１個の突起が存在した。した
がって、メッシュを支持するために利用可能な突起の累積表面積は約１８．８７ｃｍ２で
あった。各突起の高さはプラスチックシートから０．１２７ｃｍであった。気体空間は、
シリコーンの下部とプラスチックシートの上部との間に存在した。突起によって排除され
る気体の累積体積は２．４ｃｍ３であった。メッシュによって排除される気体の累積体積
は２．５４ｃｍ３であった。したがって、シリコーン膜の下かつプラスチックシートの上
に存在する気体は、約１７．２ｍｌであった。気体透過性膜の表面積に対するシリコーン
膜の下かつプラスチックシートの上に存在する気体の比は、１７．６％であった。プラス
チックシートは気体連絡開口部として働く貫通孔を含み、各孔の断面は、受動拡散によっ
て雰囲気気体が気体空間に連通することを可能とするために、プラスチックシートの面に
対し垂直に配向された。均一に離間して配置された５つの貫通孔は、ジメチルシリコーン
の９８ｃｍ２の表面積の下に存在し、各々断面積０．２９ｃｍ２および長さ約１．９１ｍ
ｍ（０．０７５インチ）を有する貫通孔によって、１．４５ｃｍ２の累積断面積が得られ
た。したがって、シリコーン膜の断面積に対する貫通孔の断面積の比は、約１．４５ｃｍ
２／９８ｃｍ２、すなわち、約１．４８％であった。シリコーン膜とプラスチックシート
の上面との間に存在する気体の体積に対する貫通孔の断面積の比は、したがって、１．４
５ｃｍ２／１７．２ｍｌ、すなわち、約８．４％であった。脚部は、プラスチックシート
の下部を０．５１ｃｍ持ち上げた。したがって、シリコーン膜の下に存在する培養区画支
持体の全高は、０．８７ｃｍであった。
【００７３】
　次の定義および略語は、膵島評価を理解するのに有用である：
　フラスココントロール…酸素化を気液界面に依存した装置であり、０．２ｃｍの最大溶
媒深度を得るために、ＩＥにより１０００ＩＥ／ｍｌの溶媒比まで最大２００ＩＥ／ｃｍ
２で接種を行った。このコントロールは、ＧＰ装置とフラスコにおける標準的な膵島培養
法とを比較するために用いられる。
【００７４】
　ＧＰ装置…９８ｃｍ２の表面積を有し、実施例１または実施例２に記載の構造に支持さ
れた気体透過性のジメチルシリコーンの下部を備えるように構成された試験装置。
　ＩＥ（膵島当量）…膵島の大きさの尺度であり、直径１５０μｍの膵島の大きさに等し
い。隔離したばかりの膵島は、その血管が崩壊するにつれ、体積が減少し、密度が増大す
る。したがって、ＩＥの大きさは０日と２日とで同じでも、質量は同じでない。
【００７５】
　ＤＮＡによるＩＥまたはＤＮＡ　ＩＥ…膵島質量の間接的な尺度。１１．４ｎｇのＤＮ
Ａに等しい。
　手作業での集計によるＩＥ…ＩＥの数は、従来、手作業での集計によって測定されてお
り、この集計では、膵島がどれほど均一であるかまたは密集しているかについては無視す
る。０日のＤＮＡによるＩＥは、１８のブタ膵島分離における手作業での集計によるＩＥ
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（４９～９３％）の６３±１２％だった。数は培養物における膵島の大きさが低下するに
つれ通常収束するが、手作業での集計は誤りが生じ易いので、必ずしもそのようになると
は限らない。他に注記のない限り、「ＩＥ」は、従来のように手作業での集計によって測
定されるＩＥを指す。
【００７６】
　膵島生存率…生存可能な膵島質量の割合。
　膵島表面密度…所与の表面積において培養される膵島の大きさであり、ＩＥ／ｃｍ２と
して表される。直径１５０μｍの膵島の融合性正方形アレイは、４４４４ＩＥ／ｃｍ２を
有する。
【００７７】
　溶媒稀釈…装置に存在する膵島の数に対する溶媒の体積の比であり、μｌ／ＩＥとして
表される。
　非ＧＰ装置…ＧＰ装置と同一の形状に構成されているが、気体透過性の膜を備えていな
い制御装置（ＧＰ装置と同一の培養条件による実験のコントロールとして、気体透過性の
膜の特徴の利益を定量するために用いられる）。
【００７８】
　ブタ分離…リコルディ（Ｒｉｃｏｒｄｉ）法を用いて、ブタの膵臓から膵島を取得する
処理。
　ＯＣＲ…酸素消費速度であって、ｎｍｏｌ／ｍｉｎで表される。生存可能な膵島の質量
の尺度。
【００７９】
　ＯＣＲ／ＤＮＡ…ＤＮＡ内容毎のＯＣＲであって、ｎｍｏｌ／ｍｉｎ・ｍｇ　ＤＮＡと
して表される
　ｐ値…報告されるｐ値は、両側の、対応のあるスチューデントのｔ検定におけるもので
ある。
【００８０】
　回復…膵島属性の一部（例えば、ＤＮＡ、ＩＥ、ＯＣＲ）は、後にも残る。
　必要とされるＩＥに対する溶媒の体積の比を決定するために、ブタの膵島を用いて初期
評価を行った。ブタの膵島を、２００ＩＥ／ｃｍ２にて、１８ｃｍ２のジメチルシリコー
ン表面積を有する小型のＧＰ装置中、３７℃で２日間培養し、１μｌ／ＩＥおよび４μｌ
／ＩＥで溶媒稀釈を行ったところ、ＯＣＲ／ＤＮＡによる評価では、膵島の生存可能性に
統計的な差は見られなかった。５つのブタ分離物について、４μｌ／ＩＥでのＯＣＲ／Ｄ
ＮＡは１μｌ／ＩＥでＯＣＲ／ＤＮＡの９７．５％～１０２．４％であり、結合平均は１
０１％であった。この知見に基づき、実施例１および実施例２に記載の評価の多くでは、
１μｌ／ＩＥの溶媒希釈比を用いた。
【００８１】
　ＧＰ装置において従来法を越える表面密度（手作業での集計で約１０００ＩＥ／ｃｍ２

～２５５１ＩＥ／ｃｍ２。ＤＮＡ集計では４９０ＩＥ／ｃｍ２～２５５１ＩＥ／ｃｍ２）
が従来の表面密度（手作業での集計で約２００ＩＥ／ｃｍ２未満）のフラスココントロー
ルに対する生存可能率（すなわち、気液界面）の減少なしに達成できるかを決定すること
を主な目的とした一連の実験では、１０のブタ分離から得た膵島を用いた。細胞が水平に
存在する表面しか与えず気体が送られない隔室支持体構造は小さな膵島生存率しか与えな
いという仮説により、非ＧＰ装置のコントロールを含めた。疑問点は、上述のように構成
された培養区画支持体の性能によって、均一な分布の膵島が凝集により健全さを失うこと
なく維持されるように管理しつつ、膵島に適切に酸素を送ることが可能となるか否かであ
った。各ＧＰ装置は、９８ｃｍ２のジメチルシリコーン表面を通じて膵島が均一に分布す
るように構成した。各ＧＰ装置における平均の膵島表面密度は、手作業の集計では１５２
６ＩＥ／ｃｍ２であった。代表的なフラスココントロールの生存可能率に対するＧＰ装置
の生存可能率の比に基づくと、各ＧＰ装置は、標準偏差９．４％およびｐ値０．９９８７
で、等しい生存可能性を示した。かくして、ＯＣＲ／ＤＮＡによって決定された膵島生存
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可能性を減少させることなく、従来法に対し表面密度で平均７倍以上の増大を可能とする
速度で培養区画への受動的な気体移送を可能とする培養区画支持体の性能について実証し
た。培養区画支持体は、雰囲気気体が、培養区画支持体の近傍の気体透過性表面に対しそ
の培養区画支持体の対向する側に存在し、培養区画支持体に沿って、次いで細胞が存在す
る表面に対して垂直に、受動的に移動し、細胞が存在する気体透過性表面の下方で受動的
に循環することを可能とし、従来の培養装置において可能であるのの７倍を超えて膵島を
支持するのに充分な酸素を送るように構成されることが可能である。
【００８２】
　［実施例２］
　実施例１とは異なる培養区画支持体の物理的構造について、別の膵島培養用途により検
査した。この実施例において、試験装置の備える気体透過性材料は、実施例１のものと実
質的に同一であった。ジメチルシリコーンを支持する培養区画は、シリコーンに直接接触
した開放メッシュで構成し、機械加工したポリカーボネートプラスチックシートでメッシ
ュをほぼ水平の位置に支持した。実施例１の培養区画支持体と異なり、メッシュはプラス
チックシートの上面に直接存在していた。メッシュの形状および材料の組成は、実施例１
のものと同一であった。シリコーン膜の表面積のｃｍ２あたり、シリコーンの下面とプラ
スチック下部の上面との間の気体の体積は、メッシュによる排除の後、０．０２２ｍｌで
あった。換言すると、気体透過性の膜の表面積に対するプラスチックシートと気体透過性
の膜との間の気体体積の比は、２．２％であった。受動拡散によって雰囲気気体が気体空
間と連通することを可能とするために、気体連絡開口部として働く貫通孔をプラスチック
の下部に設けた。各貫通孔の断面はメッシュの平面に対し垂直に配向していた。各貫通孔
の直径は約３．１８ｍｍ（０．１２５インチ）であった。貫通孔は、各孔の中心間の距離
が約９．５３ｍｍ（０．３７５インチ）となるように、ジメチルシリコーンの下において
格子状に均一に離間して配置した。各貫通孔の長さは約３．３０ｍｍ（０．１３インチ）
であった。シリコーン膜の断面積に対する貫通孔の断面積の比は、膜表面の面積の約１６
％であった。プラスチックシートと気体透過性膜との間の気体体積に対する貫通孔の断面
積の比は、２７３％であった。メッシュの高さは約０．４８３ｍｍ（約０．０１９インチ
）であったので、ジメチルシリコーンとプラスチックの下部の下に存在する気体との間の
累積的な距離は、約３．８１ｍｍ（約０．１５インチ）であった。８つの均一に分布した
脚部は、プラスチックの下部の周囲の部分をそれが存在していた棚の表面から０．４１ｃ
ｍ持ち上げた。下部の周囲は２３．９４ｃｍであった。プラスチックの下部の下側とそれ
が存在することによって雰囲気気体の移動に対し開放されている表面との間の断面積は、
７．５９ｃｍ２であった。気体移動に対する制限要因としての脚部を無視すると、気体透
過性のジメチルシリコーンの位置への気体移動に対し開放された周囲の辺りの断面積は、
９．８５ｃｍ２であった。以上、培養区画支持体の高さは約１．２７ｃｍ（約０．５イン
チ）であった。
【００８３】
　ＧＰ装置において従来を越える表面密度（手作業での集計で平均１６２８ＩＥ／ｃｍ２

。ＤＮＡ集計では９２７ＩＥ／ｃｍ２）がフラスココントロールおよび非ＧＰ装置に対す
る生存可能率の減少なしに達成できるかを決定することを主な目的とした一連の実験では
、５のブタ分離から得た膵島を用いた。疑問点は、上述のように構成された培養区画支持
体の性能によって、均一な分布の膵島が凝集により健全さを失うことなく維持されるよう
に管理しつつ、膵島に適切に酸素を送ることが可能となるか否かであった。実施例１に示
すように膵島がコントロールと同様の生存可能性を示す場合、培養区画支持体用の代替の
形状を形成する能力が実証される。形状における主な差は、実施例１では突起を利用した
のに対し、実施例２では平坦なプラスチック下部上に直接メッシュを存在させたことであ
る。突起の欠如を埋め合わせるため、実施例２の形状では、気体透過性材料の表面積に対
する気体連絡開口部の断面積の比を、実施例１での比に対して約８倍大きくした。膵島は
、ジメチルシリコーン表面を通じて膵島が均一に分布するようにＧＰ装置へ配置した。フ
ラスコを代表するコントロールの生存可能率に対するＧＰ装置の生存可能率の比に基づく
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と、各ＧＰ装置は、標準偏差１３．８％およびｐ値０．９６８１で、同一の生存可能性を
示した。かくして、ＯＣＲ／ＤＮＡによって決定された膵島生存可能性を減少させること
なく、従来法に対し表面密度で平均８倍以上の増大を可能とする速度で培養区画への受動
的な気体移送を可能とする代替形状の培養区画支持体の性能について実証した。
【００８４】
　コントロールと比べ表面密度の増大が非常に高く、２００ＩＥ／ｃｍ２という従来のフ
ラスコの表面密度より約７～４１倍大きい、気体透過性の試験装置構成についても試した
。合計２０のブタ分離物を評価したところ、表面密度は、平均して従来のフラスコの表面
密度より約１８倍大きかった。データにおける変動の程度はより大きく、各ＧＰ装置は、
標準偏差２１．９％およびｐ値０．４３で、フラスコの代表的なコントロールの生存可能
性の９６．０％にあたる平均の生存可能性を示した。
【００８５】
　図１９には、非ＧＰ装置に対する結果を、フラスココントロールの割合としてまとめる
。明らかに、均一に膵島が分配されるように単に培養区画を水平に保持するだけの培養区
画支持体は、適切に気体を交換する容量を備える必要があることが、非ＧＰ装置において
表面密度の増大に伴い膵島の健全さが失われることによって実証されている。実施例１お
よび実施例２は、気体透過性の多段装置設計へ一体化されるとき、２つ以上の別個の培養
区画支持体によって、効率的な空間利用における独特な利点をどのように可能とするかを
示している。
【００８６】
　この情報は、従来の多段装置に対する気体透過性の多段装置の空間の利点を実証するの
に有用である。例えば、１型糖尿病を治療するための膵島移植の分野では、～８００，０
００ＩＥ（手作業での集計によって決定）の培養を行うことが目標である。面密度が２０
０ＩＥ／ｃｍ２である現行のフラスコ法では、４０００ｃｍ２の培養物表面積が必要とな
る。ＮＵＮＣ（商標）Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙなど市販の従来の多段フラスコを用いる
場合、４０００ｃｍ２の培養物表面積を形成するには、６３２ｃｍ２の棚が約６つ必要で
ある。そのように構成されたＮＵＮＣ（商標）Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒは、約６８２０ｃ
ｍ３（約４１６立方インチ）の空間を占め、不均一な成長条件に膵島を晒す可能性がある
。しかしながら、上述の実施例を考えると、気体透過性の多段装置は、それより相当少な
い空間において８００，０００ＩＥの培養を行うことが可能である。例えば、約１５２６
ＩＥ／ｃｍ２～１６２８ＩＥ／ｃｍ２の平均表面密度で膵島を培養する能力では、８００
，０００ＩＥの培養に成功するのに約５００ｃｍ２の培養表面積しか必要としない。ＮＵ
ＮＣ（商標）Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙによって必要とされるように、気体透過性の多段
装置において６つの棚が用いられる場合、各棚は８３ｃｍ２の表面積しか必要としない。
溶媒が膵島の上に直接存在する場合、Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙと同じフィード頻度（す
なわち、１ｕＬ／ＩＥ）を可能とするための各培養区画の高さは、約１．６ｃｍ（０．６
３インチ）である。培養区画支持体の高さ（すなわち、培養区画間の垂直距離）は、実施
例の高さを超える必要はない。上述の実施例では、各培養区画支持体の高さが０．３４４
であってよいことを実証した。寸法について、気体透過性の多段装置は、おおよそ高さが
約１４．７ｃｍ（５．８インチ）、幅および長さが約９．１４ｃｍ（３．６インチ）であ
り、約１２５０ｃｍ３（約７６立方インチ）の空間を占めてよい。これは、従来の多段フ
ラスコによって占められる空間である約６８２０ｃｍ３（４１６立方インチ）に比べ、輸
送、滅菌、保管、インキュベータおよび廃棄空間における５００％の減少を優に越える。
さらに、従来のフラスコの不均一な培養条件も克服される。なお、上述の実施例の培養区
画の小さな脚部距離によって実証されたように、図１０に示すような構成を用いると、培
養区画間の距離をさらに減少することができる。
【００８７】
　［実施例３］　ガンマ線照射中のシリコーンの遊出の最小化
　図２０の断面図に示すように、試験装置１６２を構成した。ジメチルシリコーンから試
験サンプル１６５を作製し、部材１６７（ＣＯＳＴＡＲ（登録商標）３５１６）として示
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す市販のポリスチレン組織処理した６穴プレートの本体の上部の上に配置した。次いで、
６穴プレート１６７の上にポリスチレン蓋１６８を置いた。蓋の内面１６９および組織培
養処理した表面１６６上のシリコーンの遊出をガンマ線照射前に試験サンプル１６５のプ
ラズマ処理を行うことによって最小化する性能について評価した。試験サンプル１６５は
、組織培養処理した表面１６６から約１．７８ｃｍで、蓋の内面１６９から２ｍｍ未満の
距離に存在した。１つの評価では、試験装置１６２内に配置する前に試験サンプル１６５
をプラズマ処理に晒した。プラズマ電荷の存在は、水滴の接触角が９６度であり、界面エ
ネルギーが３００μＮ（３０ダイン）未満であることによって確認した。別の評価では、
試験装置１６２内に配置する前に試験サンプル１６５をプラズマ放電に晒さなかった。い
ずれの評価においても、このアセンブリを続いてガンマ線照射に晒した。その後、化学分
析用電子分光法（ＥＳＣＡ）によって様々な表面の元素組成の定量を行った。コントロー
ルの６穴プレート（ガンマ線照射していないシリコーン試験サンプル１６５）の組織培養
処理した表面と比較したシリコーン、酸素および炭素の存在について、組織培養処理した
表面１６６を評価した。シリコーンの存在について蓋の内面１６９を評価した。結果をテ
ーブル１にまとめる。
【００８８】
【表１】

　これらの結果は、ガンマ線照射前にシリコーンにプラズマ処理を行うことで、細胞培養
用に処理した表面は実質的に変化させないまま、望ましくないシリコーン遊出が防止され
ることを示している。シリコーンなしでガンマ線照射したＣｏｒｎｉｎｇ（登録商標）６
穴プレート（すなわち、コントロール）は、プラズマ処理したシリコーンに一体化された
Ｃｏｒｎｉｎｇ（登録商標）６穴プレートが示したように、その組織培養処理した表面上
に約２０％の酸素の存在を示した。反対に、プラズマ処理していないシリコーンに一体化
されたＣｏｒｎｉｎｇ（登録商標）６穴プレートは、５１％という、非常に異なった酸素
組成を示した。プラズマ処理されていないシリコーンは、表面全体へ遊出した。プラズマ
処理したシリコーンは、シリコーン表面との近接度によらず、遊出しなかった。
【００８９】
　このことは、細胞培養装置の新たな構成への扉を開くものである。一般に、次に限定さ
れないが、図１７Ａおよび図１７Ｂに記載の方法を含め、細胞培養装置を製造する単純化
された方法が可能である。シリコーン表面および組織処理した表面を備える培養装置をガ
ンマ線照射する際、少なくとも組織処理した表面に気体連通しているシリコーンの表面の
プラズマ処理を行うことによって、組織処理した表面をシリコーンからの距離によらずガ
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とのないシリコーンの表面（シリコーンからなる培養区画の外面など）については、プラ
ズマ照射する必要はない。なお、部分的にのみシリコーンからなる表面は、照射中にシリ
コーン部分が遊出するので、記載のようにプラズマ処理が行われるべきである。一般に、
細胞培養装置を製造する単純化された方法が可能である。例えば、シリコーンの外筐体を
成型し、細胞が存在する処理済みのポリスチレンシートを挿入することによって、普通の
フラスコまたはＯｐｔｉｃｅｌｌ（商標）の気体透過性カートリッジなど、単一の隔室装
置を製造することが可能である。シリコーンの独特な伸び性能によって、開口部を、それ
によって通じて培養物表面が追加される挿入部品よりも小さくして、折り曲げて部品の挿
入後にポート形状に戻すことが可能となる。成型されたシリコーンには隔壁が存在しても
よく、他の型のアクセスポートが存在してもよい。普通のフラスコの場合、気体透過性シ
リコーンの使用によって酸素化への気液界面アプローチが除外されるので、フラスコの高
さを充分に減少させることが可能である。図１７Ａを参照すると、第１の壁１１０が気体
透過性シリコーンであり、培養物表面１３０は組織培養処理したポリスチレンなど付着性
の表面であるとき、さらなる多目的性が得られる。この場合、上述のように、装置は第１
の壁１１０を培養物懸濁液セルまで下るように配向させ、培養物表面１３０を培養物粘着
セルまで、または培養物粘着セルおよび懸濁液セルまで下るように配向させる。粘着セル
の共培養が所望される場合、第１の壁１１０に隣接して、極薄の気体透過性ポリスチレン
など、さらなる培養表面を挿入することが可能である。装置の高さは、培養を最適化する
のに必要な、様々な表面積対溶媒体積の比を可能とするように増大されてよい。襞のある
側壁を備えた装置を作製することによって、体積を使用者に必要であるように変化させる
ことが可能となる。気体透過性の多段フラスコは、これらの利点を併せ持ってもよい。
【００９０】
　当業者には、本発明の精神から逸脱することなく、本発明に多数の変更が行われてよい
ことが認識される。したがって、図面に示し明細書に記載した実施形態に本発明の範囲を
限定することを意図するものではない。むしろ、本発明の範囲は添付の特許請求の範囲お
よびその均等物によって決定されるものである。
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【図１７Ｃ】 【図１８Ａ】
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【図２０】

【手続補正書】
【提出日】平成21年9月18日(2009.9.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも一つの気体透過性かつ液体透過性の壁を有する少なくとも一つの細胞培養区
画と、
　前記気体透過性かつ液体透過性の壁に接触する培養区画支持体と、
　前記培養区画支持体に連通する、少なくとも一つの気体連絡開口部と、
　前記少なくとも一つの気体連絡開口部を覆う、気体透過性の滅菌フィルタと
を備えた細胞増殖装置。
【請求項２】
　少なくとも一つの気体透過性かつ液体透過性の壁をそれぞれ有する、少なくとも二つの
細胞培養区画と、
　前記気体透過性かつ液体透過性の壁は気体空間に接触することと、
　前記気体透過性かつ液体透過性の壁に接触する培養区画支持体と、
　前記培養区画支持体に連通する、少なくとも一つの気体連絡開口部と、
　前記少なくとも一つの気体連絡開口部を覆う、気体透過性の滅菌フィルタと
を備えた、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記壁は、プラズマ処理したシリコーンを含む材料からなる請求項１に記載の細胞増殖
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装置。
【請求項４】
　少なくとも一つの培養表面をさらに備え、前記培養表面は組織培養処理されている、請
求項１に記載の細胞培養装置。
【請求項５】
　前記培養区画は、マニホールドによって接合されている、請求項２に記載の装置。
【請求項６】
　前記培養区画は、少なくとも部分的に気体透過性を備え、気体空間によって分離されて
いる、請求項２に記載の装置。
【請求項７】
　気体透過性多段フラスコであって、
　気体透過性多段フラスコの本体の少なくとも一部に連通する、少なくとも一つの開口部
を備え、
　前記開口部は、部分的に気体透過性材料からなり気体空間上壁と気体空間下壁とによっ
て境界される気体空間である、気体透過性多段フラスコ。
【請求項８】
　気体空間上壁および側壁は細胞培養区画を形成する、請求項７に記載の気体透過性多段
フラスコ。
【請求項９】
　前記気体空間上壁は、気体透過性材料からなる、請求項８に記載の気体透過性多段フラ
スコ。
【請求項１０】
　前記培養区画底部は、培養区画支持体に接触する、請求項８に記載の気体透過性多段フ
ラスコ。
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