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(57)【要約】
本発明は、流れが連続的又はバッチ的に通過する導管の
中で細胞を保持し再循環させるための装置及び方法に関
する。加えて、本発明は、流れが連続的又はバッチ的に
通過する導管の中で細胞を保持し再循環させることが可
能な装置を製造する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流れが連続的又はバッチ的に通過する導管の中で細胞を保持し再循環させるための装置
であって、
　隣接して配列された多数の筒状菅を備え、
　前記筒状菅が、直立した中空シリンダーを形成すると共に、前記中空シリンダーの長手
方向に対して＋１０°と＋６０°との間の角度βで傾けられている、装置。
【請求項２】
　前記筒状菅が、下側に向かって幅が減少する断面、好ましくは円形又は楕円形の断面、
を有していることを特徴とする、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記中空シリンダーの殻が、筒状菅による層を１～１００層備えていることを特徴とす
る、請求項１又は２に記載の装置。
【請求項４】
　前記筒状菅が、３ｍｍ～３０ｍｍの内径を有することを特徴とする、請求項１～３のい
ずれか１項に記載の装置。
【請求項５】
　前記筒状菅が、可撓管、好ましくはシリコーン管、で形成されていることを特徴とする
、請求項１～４のいずれか１項に記載の装置。
【請求項６】
　前記筒状菅の外面及び／又は中間空間をガスで処理する手段を更に備えていることを特
徴とする、請求項１～５のいずれか１項に記載の装置。
【請求項７】
　前記中空シリンダーを通過すると共に前記中空シリンダーの外面に沿って流れる循環流
れを発生させる手段を更に備えていることを特徴とする、請求項１～６のいずれか１項に
記載の装置。
【請求項８】
　冷却装置が一体化されていることを特徴とする、請求項１～７のいずれか１項に記載の
装置。
【請求項９】
　連続運転されるエアリフト・バイオリアクターのガイド管としての、請求項１～７のい
ずれか１項に記載の装置の使用。
【請求項１０】
　流れが連続的又はバッチ的に通過する導管の中で細胞を保持し再循環させる方法であっ
て、
　細胞含有培養基は、隣接して配列された多数の筒状菅を通って輸送されており、前記細
胞が前記筒状菅の中で沈殿すると共に前記細胞が再度前記筒状菅から滑り出て来るもので
あり、
　前記筒状菅が、直立した中空シリンダーを形成すると共に、前記中空シリンダーの長手
方向に対して１０°と６０°との間の角度βで傾けられていることを特徴とする、方法。
【請求項１１】
　前記中空シリンダーを通過すると共にその外面に沿って流れる前記培養基の循環流れが
、ガス処理によって及び／又は攪拌によって実施されることを特徴とする、請求項１０に
記載の方法。
【請求項１２】
　更に、前記筒状菅の外面及び／又は前記筒状菅間の中間空間もガス処理されることを特
徴とする、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項１３】
　細胞を保持し再循環させるための装置を製造する方法であって、
　その中空シリンダーの長手方向軸に対して傾斜した筒状菅の層を１層又は複数層有する
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中空シリンダーを形成するように、隣接して配列された筒状菅又は溝を具備するフィルム
又はマットが、渦巻状又は殻型の巻回によって、形作られていることを特徴とする、方法
。
【請求項１４】
　隣接して配列される筒状菅を具備する前記マットは、管又は可撓管がシリンダーの周り
に１～１００層巻回され、隣接する巻回体が相互に機械的に接続され、且つ巻回体の複合
物が前記シリンダーの周りで渦巻状に延伸する切断線に沿って分割されることによって、
形成されている、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　隣接して配列される溝を具備する前記フィルムは、エンボス加工されたフィルム又は高
温若しくは低温で成形されたフィルムがフィルム複合物を形成するように平滑なフィルム
に連結されることによって、形成されている、請求項１３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、流れが連続的又はバッチ的に通過する導管の中で細胞を保持し再循環させる
ための装置であって、バイオリアクターの内部又は外部で動作させることが可能な装置に
関する。本発明は更に、バイオリアクターの内部又は外部で細胞を保持し再循環させる方
法に関する。加えて、本発明は、流れが連続的又はバッチ的に通過する導管の中で細胞を
保持し再循環させることが可能な装置を製造する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　動物及び植物の細胞を培養することは、生物学的に活性な物質及び薬学的に活性な生成
物を製造するのに、非常に重要である。細胞は、微生物と違って機械的せん断応力及び養
分の供給不足に非常に弱いため、特に遊離懸濁液中の培養基でしばしば行われる細胞の培
養は、大変な労力を要する。
【０００３】
　動物及び植物の細胞株は、通常はバッチ的に培養される。これには、基質、生成物、及
びバイオマスの各密度が絶え間なく変化する結果、細胞を最適供給するのに常に困難が伴
うという難点がある。加えて、発酵終了時に、例えば死細胞のような副産物が溜まる。こ
の死細胞は、通常は、後の作業で苦労して除去しなければならない。前記理由により、特
に不安定生成物を製造する際には、その生成物が例えばタンパク質分解攻撃によって損傷
を受け易いため、連続運転されるバイオリアクターが好んで使用される。
【０００４】
　高生産性は高細胞濃度と関連があり、連続運転されるバイオリアクターを使用すれば、
下記の要件が満足された場合に、高細胞濃度と高生産性を達成することができる。
　・細胞に基質、特に溶解酸素、を十分に且つ低せん断応力で供給すること。
　・呼吸によって生成される二酸化炭素を十分に取り除くこと。
　・高細胞密度を構築するための、効率的でせん断応力が低く、防封鎖型の細胞保持シス
テム。
　・バイオリアクターの長期的安定性（滅菌面、流体力学的面）。
【０００５】
　保持システムは、例えば著しく高い細胞濃度を有する前培養体を培養するのにも、使用
することができる。その場合、その細胞保持システムは、事実上バイオマスが無い細胞培
養上澄み液を取り出すために、間欠的に使用される。その後、新しい培養基で前培養リア
クターを再度充填することができ、このような態様で、培養液の細胞濃度を、単純なバッ
チ的動作を用いた場合よりも高めることができる。
【０００６】
　低せん断応力で細胞に溶解酸素を供給するのに、膜による気泡を立てないガス導入がし
ばしば用いられる。例えば、可撓管として円筒形バスケット固定子上に膜を形成すること
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ができる（Ｈｅｎｚｌｅｒ，Ｈ．－Ｊ．，Ｋａｕｌｉｎｇ，Ｊ．，Ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ，　Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉ
ｎｇ，９，１９９３，６１－７５，欧州特許公開第０１７２４７８号，欧州特許公開第０
２４０５６０号）。大きな物質移動表面のための空間を作るために、それらの可撓管は、
間隔をできるだけ狭くして、隣り合わせで密に配置される。
【０００７】
　ブレード攪拌器又はアンカー攪拌器といった放射状の輸送を行う低せん断応力の攪拌器
エレメントを活用すれば、流れは、液体側の物質移動抵抗を低減するために同心状に配置
された可撓管膜を、半径方向に通過する。
【０００８】
　細胞に溶解酸素を供給する更に別の可能性は、酸素含有ガスを用いて気泡ガス噴霧を行
うことである。但し、粗気泡は特定相界面面積が小さく、それに関連して物質移動が少な
いため、粗気泡ガス噴霧を用いること及び攪拌器エレメントを用いて気泡を散らばらせる
ことは、細胞濃度が低い場合に限定される。加えて、細胞培養ではあまり例のない高性能
範囲で攪拌器エレメントを用いて気泡を散らばらせると、それに伴って起こる機械的せん
断応力のために、細胞の生存能力が悪化する（国際公開第０３／０２０９１９号パンフレ
ット）。
【０００９】
　このため、最近になって、細胞に溶解酸素を供給するための微細気泡ガス噴霧が確立さ
れた（Ｎｉｅｎｏｗ，Ａ．Ｗ．，Ｒｅａｃｔｏｒ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｉｎ　Ｌａ
ｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ，Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，５０，１－３，２００６，９－３３，Ｖａｒｌｅｙ，Ｊ．，Ｂｉｒｃｈ，Ｊ．
，Ｒｅａｃｔｏｒ　ｄｅｓｉｇｎ　ｆｏｒ　ｌａｒｇｅ　ｓｃａｌｅ　ｓｕｓｐｅｎｓｉ
ｏｎ　ａｎｉｍａｌ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ，Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２９
，３．，２００４，１７７－２０５）。
【００１０】
　微細気泡ガス噴霧は、金属材料及びセラミック材料で作製された特別なシンター本体、
フィルタープレート又はレーザーで穿孔されたプレートを用いて生成される。この場合、
その細孔又は穴は、全般的に１５μｍよりも小さい。０．５ｍ／ｈを下回る低速の表面ガ
ス速度では、非常に微細な気泡が発生する。これらの気泡は、細胞培養で通常使用される
培養基中では、合体する傾向が低い。攪拌器は、単にバイオリアクターの微細気泡を分散
させる役割を担っているに過ぎず、気泡を発生させる役割は担っていない。
【００１１】
　連続運転されるバイオリアクターで高細胞濃度（＞２０００万個／ｍｌの生細胞）を達
成できるためには、上記に加えて、細胞を効率的に保持することも必要である。必要とさ
れる保持度合いは、この場合、細胞の成長速度及び灌流速度ｑ／Ｖ（バイオリアクター体
積Ｖ当たりの培養基スループットｑ）に依存する。
【００１２】
　連続運転されるバイオリアクター用に、これまで様々な細胞保持システムが提案されて
きた。これらのシステムは、大抵の場合、バイオリアクター外部に配置される。そのよう
にする理由は、保守及び清掃の目的で細胞保持システムにアクセスするのが容易だからで
ある。
【００１３】
　バイオリアクター外部での細胞への損傷、特に酸素の供給及び二酸化炭素の除去が不十
分であることによるもの、をできるだけ低く保つためには、作業体積が小さく、それに関
連して細胞の滞在時間が短い細胞保持システムが望ましい。
【００１４】
　膜フィルターの他に、固定膜及び可動膜、特別な遠心分離機、並びに重力分離器を用い
た十字流濾過方式の原理で動作する機器も使用される。
【００１５】
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　膜フィルターを用いて細胞を保持する場合、長時間にわたる高信頼性無保守動作を阻害
する堆積物及び／又は付着物が観察される。その堆積現象は、膜表面での流れが速ければ
減る可能性がある。しかし、この要件は、低せん断応力細胞培養発酵という基本的前提条
件に反する。
【００１６】
　遠心力場で細胞の分別を行うために、特別な低せん断応力遠心分離機が開発された。し
かし、これらの遠心分離機は、保守作業がなければ、単に数週間にわたって動作するに過
ぎない。保守作業時には遠心分離機エレメントの交換が必要となるが、交換を行うと、滅
菌効果が薄れるというリスクが増大する。
【００１７】
　細胞培養液から細胞を分別する更に別の可能性は、重力分離器を使用することである。
その重力分離器は、主に細胞培養で用いられるものであり、沈殿導管と傾斜筒状菅分離器
のことである。傾斜筒状菅分離器は、単純な沈殿導管と比較して、体積がかなり小さいと
いう利点を有する。１つの文献（Ｈｅｎｚｌｅｒ，Ｈ．－Ｊ．，Ｃｈｅｍｉｅ－Ｔｅｃｈ
ｎｉｋ，１，１９９２，３）が、逆流、十字流、及び並流で動作できる傾斜筒状菅分離器
での細胞保持について記述している。流れが通過する筒状菅の断面には、プレート又は管
を設けることができる。米国特許公開第５，８１７，５０５号及び欧州特許明細書第０６
９９１０１号は、逆流分離器で細胞を保持するために傾斜筒状菅分離器を使用することを
請求項に記載している。とりわけ国際公開第２００３０２０９１９号パンフレットには、
逆流分離器及び十字流分離器について、更には細胞を保持するための種々の予備分離器（
例えば液体サイクロン）との組み合わせについても、記述されている。
【００１８】
　上記傾斜筒状菅分離器は、外部回路を介してバイオリアクターに接続される。これには
可撓管配管及びポンプが必要となるが、これらを使用することでプラントが一層複雑化し
、ひいては故障のリスクが増大する。加えて、細胞のせん断応力が増大する。
【００１９】
　重力分離器での細胞の代謝活動及び固化を低減するために、その重力分離器への経路上
で細胞培養液を冷却することが提案されている。低温で代謝活動を低下させることは、細
胞がバイオリアクター外部で比較的長時間滞在する場合には、確かに有利なことである。
重力分離器内部に温度勾配及び濃度勾配が生じると、自由対流という効率を低下させる流
れ現象が生じる場合があるが、こういった勾配の発生は、冷却温度に制約を加えることで
回避される。
【００２０】
　細胞保持システムが内部に配置されているバイオリアクターについても記述されている
。欧州特許明細書第０２２７７７４号は、連続運転される発酵ケトルについて記述してい
る。この場合、細胞は、エアリフトループ反応器内部に保持される。エアリフトループの
流れは、細胞懸濁液を、垂直間仕切り壁によって形成された内部流れ緩和沈殿ゾーンの周
りに送る。その沈殿ゾーンに堆積している細胞は、攪拌された細胞懸濁液へと再循環され
るが、培養上澄み液は、沈殿ゾーン上端部で取り去られる。しかし、前述の垂直に作用す
る保持器具の難点は、大型化が困難なことである。このため、分離器の体積が、発酵ゾー
ンと比較して、比例しない形で拡大されることになる。その結果、不十分にしか供給でき
ない分離器の中での細胞の滞在回数が多くなり、結果的に、反応器システムの生産性が低
下する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２１】
　そのため、従来技術に鑑みて、本目的は、連続的又はバッチ的に動作させる方法で動物
及び植物の細胞を保持し再循環させるための効率的方法であって、細胞が機械的せん断応
力に弱いこと及び細胞に十分に養分を供給することを考慮に入れており、保守、清掃、及
び滅菌性についての薬剤業界の要件を満たしており、且つそれを用いれば複雑度が軽減さ
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れると共に、故障のリスクが低下する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　そのため、本発明は、流れが通過する導管の中で細胞を保持し再循環させるための装置
であって、隣接して配列された多数の筒状菅を備え、それらの筒状菅が、直立した中空シ
リンダーを形成すると共に、その中空シリンダーの長手方向軸に対して１０°～６０°の
角度βで傾けられている装置に関する。
【００２３】
　流れが通過する上記導管は、細胞保持及び細胞再循環を行うためのバイオリアクター又
はバイオリアクターに接続された導管とすることができる。
【００２４】
　その流れは、連続的又はバッチ的にその導管を通過することができ、連続的に通過する
ことが好ましい。
【００２５】
　上記筒状菅は、下端部が開いている。それらの筒状菅は、上端部で少なくとも１本の配
管を有する共通の環状空間に入り込んでおり、この配管を介して、導管から収集流が輸送
されることになる。
【００２６】
　細胞と細胞培養溶液は、筒状菅の中で分離される。バイオリアクターから連続的に収集
流を取り出すことの結果として、細胞培養溶液及び細胞は、筒状菅に引き込まれる。それ
らの細胞は、傾斜して配列された筒状菅の中で沈殿し、古典的傾斜筒状菅分離器の中にあ
るときと同様に流入する収集流に逆らって再び筒状菅から滑り出て、それによって導管の
中に残存する。細胞から分離された細胞培養溶液は、筒状菅によって筒状菅上方の環状空
間に搬入され、最終的に導管から搬出される。
【００２７】
　筒状菅は、多角形、楕円形、又は円形の断面を有する。従来技術で知られている傾斜筒
状菅プレートは、断面形状が四角形である。諸々の四角形の断面形状において、沈殿する
細胞のための分離表面領域は、平面になるように設計されている。断面幅ｄを有する四角
形の筒状菅は、同一の直径ｄを有する円形の筒状菅よりも大きな分離表面積を有する。し
かし、意外にも、直径ｄを有する円形の筒状菅の中での細胞の保持効率及び再循環効率は
、分離表面積が小さいにもかかわらず、断面幅ｄを有する四角形の筒状菅の効率に匹敵す
ることが分かっている。断面が円形の場合、接触面積が小さいために沈殿した細胞と筒状
菅内壁との間の摩擦が小さくなり、したがって細胞はより容易に滑り落ちることができる
ということは、その説明として考えられないことではない。更に、なだれ効果が関与する
ことも想定可能である。円形の筒状菅断面の中で沈殿しつつある細胞は、垂直軸の最下点
に向かう付加的な凝縮プロセスのせいでますます他の細胞の上に溜まっていくため、これ
らの細胞は、断面が四角形の場合よりも一層容易に相互に引き合う。このため、存在する
細胞は、分離器の中では究極的には減少し、その結果、自由流れ断面では増加する。
【００２８】
　そのため、筒状菅は、下側に向かって幅が減少する断面を有することが好ましい。下側
の筒状菅の断面は、半円形状又は楕円形状を有することがとりわけ好ましい。従来技術に
係る真直ぐなプレートではなく、下側に向かって幅が減少する断面を有する筒状菅を用い
れば、細胞は著しく高速化されて滑落することになり、したがって、筒状菅の中の溶解酸
素が枯渇する可能性を抑制することができる。本発明に係る装置の好適な実施形態におい
て、筒状菅は円形の断面を有する。
【００２９】
　筒状菅の大きさを設定すること（本数、直径、長さ）は、いずれの場合も、保持対象細
胞のタイプ、バイオリアクターの大きさ、及びスループットに依存する。
【００３０】
　式１によれば、要求される分離表面積Ａｅｒｆは、沈殿速度ｗｓ、灌流速度ｑ／Ｖ（バ
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イオリアクター体積Ｖ当たりの培養基スループットｑ）、及びバイオリアクター体積によ
って与えられる。効率ηは、垂直な分離器と比較して傾斜筒状菅分離器の性能が低下する
ことを考慮したものである（式２）。
【００３１】
　四角形の断面及び円筒形の断面に対する理論的分離表面積Ａｔｈは、文献（Ｈ．－Ｊ．
Ｂｉｎｄｅｒ，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ａｕｓ　Ｅｉｎ－　ｕｎｄ　Ｍｅｈｒｋｏ
ｒｎｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｅｎ　ｉｎ　ｓｃｈｒａ（ａはウムラウト）ｇ　ｓｔｅｈｅｎ
ｄｅｎ，　ｌａｍｉｎａｒ　ｄｕｒｃｈｓｔｒｏ（ｏはウムラウト）ｍｔｅｎ　Ｋｒｅｉ
ｓ－　ｕｎｄ　Ｒｅｃｈｔｅｃｋｒｏｈｒｅｎ［傾斜した層流円形管及び四角形管におけ
る単一粒子懸濁液及び多重粒子懸濁液からの沈殿］，Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ　Ｂｅｒ
ｌｉｎ，１９８０）に公開された手法に係る式３及び式４から近似的に定めることができ
る。
【００３２】
【数１】

【００３３】
【数２】

【００３４】
【数３】

【００３５】

【数４】

【００３６】
　ここに、Ｚは筒状菅数、βは重力方向に対して筒状菅が傾いている角度、ｄは筒状菅の
内径、Ｌは筒状菅長である。πは円の数学的定数である（π＝３．１４１５９・・・）。
【００３７】
　角度βは、細胞の沈殿及び滑落の性質によって異なり、１０°≦β≦６０°であること
が好ましい。好適な実施形態において、角度βは１５°～４５°であり、特に好ましくは
２５°～３５°である。滑落作用を向上させるために、例えば空気振動器又は電気振動器
のような適切な手段によって、装置を振動させてもよい。体積密度、即ち細胞濃度、が＞
２０００万細胞／ｍｌと高くなっており且つ振動の可能性が制限されている場合、角度は
２０°≦β≦３５°であることがとりわけ好ましい。
【００３８】
　筒状菅の長さにわたって角度を変化させることが、想定されている。
【００３９】
　筒状菅幅ｄ（最大断面幅、断面が円形の場合は筒状菅の直径）は、筒状菅の封鎖を防止
するためには、ｄ＞３ｍｍであることが好ましい。好適な実施形態において、１次的には
封鎖状態を確実に防止し、２次的には生産性を低下させる分離器空間及びバイオリアクタ
ー空間の体積比率をできるだけ低く保つために、３ｍｍ～１００ｍｍ、好ましくは５ｍｍ
～２０ｍｍ、とりわけ好ましくは５ｍｍ、の筒状菅幅を有する筒状菅が用いられる。
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【００４０】
　筒状菅の長さを設定する際に、層流条件（Ｒｅ＜２３００；Ｒｅ＝レイノルズ数）を維
持することを考慮する必要がある。容器の中に実装するに当たり、筒状菅長は、容器の利
用可能な垂直方向の内部寸法及び／又は反応器の中で達成すべき充填レベルによって異な
る。筒状菅長が短いと、圧力低下が減少する結果として、分散の問題につながるおそれが
ある。この問題のために、特に上方環状空間から収集溶液を取り出すときに、取り出し速
度を低下させるための複雑な分散装置が必要となることにもなる。取り出し部位における
動的圧力は、この場合、筒状菅の中での圧力低下分の１／５～１／１０以下でなければな
らない。この点に関して、筒状菅長は０．１ｍ以上であれば、おそらく工業的に達成可能
であろう。但し、筒状菅長は０．２ｍ～５ｍであることが好ましく、しかも／或いは０．
４～２ｍであることがとりわけ好ましい。
【００４１】
　本発明に係る装置は、２～１０６本、好ましくは１０～１０００００本、とりわけ好ま
しくは１００～１００００本、の筒状菅を備える。
【００４２】
　複数の筒状菅で形成される上記直立中空シリンダーの殻は、筒状菅の層を１層又は複数
層備える。それは、１～１００層、特にバイオリアクターの内部に実装する場合に、とり
わけ好ましくは１～１０層、の層を備えることが好ましい。それらの層は、相互の周りに
輪形で配置してもよければ、渦巻状に配置してもよい。それらの層は、機械的支持を提供
する固定子に接続してもよい。
【００４３】
　バイオリアクターの中に実装するに当たり、シリンダーは、バイオリアクターの充填高
さの３０％～９５％、とりわけ好ましくは６０％～９０％、の高さを有することが好まし
い。このように実装することで、シリンダーを通過する流れを誘導することが可能になる
。そのように流れにシリンダーを通過させることで、円筒形バイオリアクター壁を、上記
に加えて熱交換にも又は分離器装置を実装する際にセンサーを収納することにも利用でき
るという利点が得られる。加えて、循環流れは、粒子の浮遊を誘発又は促進する。適切に
なされたバイオリアクターの底部形状は、丸められた角部を有するか、又はへこませた底
部若しくは円形の底部として構築される。底部付近で集中給気が行われる場合、例えば微
生物細胞又は真核性細胞等の沈殿しつつある粒子は、循環流れによって底部中央に輸送さ
れ、そこで、もしそれが適切であるなら攪拌器システムの支援を受けて、これらの粒子は
上方に向かうガス処理誘発流れによって引き上げられ、再度浮遊させられる。前記実装条
件下で、好ましいシリンダー直径は、収納対象の分離器の表面積及び／又は装着対象の輪
形筒状菅層若しくは渦巻き筒状菅層の層数に応じて、反応器の直径の５０～８５％となる
。この場合、バイオリアクター壁と固定子との間に位置する環状表面が、シリンダー断面
の５～３００％、とりわけ好ましくは１００％、を占有できることが、確保される必要が
ある。このような態様で、過度の摩擦損失を生じずに高効率で循環流れを誘発できること
が確保される。要求される分離器表面積は、細胞の沈殿特性によって異なり、求められる
灌流速度及び細胞密度によっても異なる。好適な灌流速度は、０．２～４０ｌ／日の範囲
、とりわけ好ましくは０．５～２０ｌ／日の間、である。バイオリアクター体積当たりの
好適な分離器表面積は、細胞の沈殿特性に応じて（細胞の密度、大きさ、及び集塊性向に
応じて）、０．１～１００ｍ２／ｍ３の間、とりわけ好ましくは２～２０ｍ２／ｍ３の間
、の範囲である。
【００４４】
　細胞が筒状菅の中間空間に侵入するのを防止し、ひいては汚損を防止するために、シリ
ンダーの殻の外方向に向いた表面及び内方向に向いた表面は、封止しておくことが好まし
い。
【００４５】
　シリンダーは、本明細書では、２つの平行な平面（底面及び上面）及び複数の平行線に
よって形成される殻表面又はシリンダー表面によって境界が定められる。シリンダーは、
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この平面内には位置しない直線に沿って平面の案内曲線を変位させることによって形成さ
れる。したがって、筒状菅群によって形成されるシリンダーは、種々の形状を有すること
ができる。それは、例えば円形シリンダー、楕円の底面を有するシリンダー、又はプリズ
ム、即ち底面として多角形（三角形、四角形、五角形、・・・）を有するシリンダー、と
することができる。例えば頭を切った円錐形状の筒状菅群の配列体等の他の形状も、想定
可能である。それは、円形又は楕円形の底面を有するシリンダーであることが好ましい。
そのシリンダーは、殻表面に平行に延伸する内部筒状菅（中空シリンダー）を有すると共
に、好ましくは底面と同一の断面形状を有する。
【００４６】
　筒状菅としては、管又は可撓管が用いられることが好ましい。検討の対象となる材料は
、例えばプラスチック又は金属である。テフロン、シリコーンゴム（本明細書では、短く
シリコーンと呼ぶ）、ポリエチレン、又はポリプロピレンといった当業者にとって公知の
プラスチックを使用することが好ましい。その管又は可撓管には、バイオマスの付着傾向
が低い材料を使用することが好ましい。薬学プロセスにとって十分な程度の品質で非常に
うまく処理できることから、極めて適切な材料はシリコーンである。加えて、それは酸素
透過性であり、したがって、筒状菅の中でもある程度の酸素供給を達成することができる
。このためには、筒状菅周辺の外部空間に、酸素含有ガスを豊富に流せばよい。これは、
給気配管及び排気配管によって、筒状菅の中間空間、即ち上方筒状菅ホルダーと下方筒状
菅ホルダーとの間、に送り込まれる。
【００４７】
　清掃の問題を回避するために、本発明に係る装置の全体又は装置の一部を、使い捨て物
品として構築できることが好ましい。
【００４８】
　本発明に係る装置の好適な実施形態では、筒状菅としてシリコーン管が使用される。そ
れらのシリコーン管は、好ましくはマットを形成するように相互に連結され、１層又は複
数層の形で、所望の分離表面積が達成されるまで円筒形固定子の上に巻回される。傾斜し
た複数の可撓管によるそのマットは、使い捨てエレメントとして構築されることが好まし
い。そうすれば、薬学的原理に従って浄化される保持システムを提供するための出費は、
最低限にまで下がる。
【００４９】
　本発明に係る装置を製造する好適な方法では、筒状菅として、可撓管又は管がシリンダ
ーの上に巻回される。この場合、個々の巻回体は、相互に緊密に隣接していることが好ま
しい。複数の筒状菅層が装置に必要な場合、一方が他方の上になるように可撓管又は管に
よる層を複数層巻回してもよい。個々の巻回体は、例えば接着剤で機械的に相互に連結さ
れることが好ましい。後で筒状菅となる部分の長さは、シリンダーに周設された巻回体の
円周に相当する。筒状菅の延長部分を無視すれば、筒状菅長Ｌは、シリンダーの円周Ｕを
用いて、式５によって与えられる（π＝円の数学的定数）。
【００５０】
【数５】

【００５１】
　巻回体の本数は、後で筒状菅となる部分の本数Ｚを与える。
【００５２】
　次に、巻回されたその管又は可撓管は、巻回体に対して横方向に切断される。この切断
は、シリンダーの周りで渦巻状に行われる（例えば図３参照）。この場合、渦巻き線の勾
配は、後でβとなる傾斜した筒状菅の角度を与える。結果は、傾斜した筒状菅群による層
の１層又は複数層から成るマットである（例えば図４参照）。そのマットを、靴下のよう
なもの（中空シリンダー）が形成されるように、その傾斜端部で連結することができる。



(10) JP 2011-529331 A 2011.12.8

10

20

30

40

50

必要に応じて、このマットを引っ張って支持体（固定子）に周設することができる（例え
ば図５参照）。筒状菅の下面は開いたままであるが、上面は、筒状菅上方に環状空間が形
成されるような態様でホルダーに連結されており、装置の動作時に、個々の筒状菅を通過
する液体の各流れがこの環状空間に進入して合流する。
【００５３】
　細胞培養溶液及び細胞が筒状菅間の中間空間に侵入して汚損を引き起こすのを防止する
ためには、中空シリンダーの内側及び外側を外部から封止することが賢明である。同様に
、細胞培養溶液及び細胞の侵入を防止するためには、中空シリンダーの下側及び上側で、
筒状菅間の中間空間を密閉閉鎖する必要がある。筒状菅の外部空間を密閉封止するという
このような特別な設計を特徴的に備えることにより、この空間に酸素富化ガスを豊富に流
すことができる。筒状菅に酸素透過性材料、好ましくはシリコーン、を使用することによ
り、分離器空間の中に保持された細胞に酸素を供給することができる。
【００５４】
　更に別の好適な製造方法によれば、本発明に係る装置は、構造化フィルムで形成される
（例えば図６参照）。構造化フィルムは、平坦な面と、一定間隔で一連のリッジ及び溝を
有する面と、を備えることが好ましい。そのフィルムを１層又は複数層、例えば固定子上
に渦巻状又は鞘形状に巻回すると、筒状菅が出来る。この場合、それらの溝の開いた側は
それぞれ、隣接する層の平坦面又は固定子の壁によって閉鎖される。
【００５５】
　筒状菅の形状寸法は、筒状菅幅ｂに対するリッジの高さｈｓの比で定義される。技術的
に達成可能なｈｓ／ｂ比は、諸々の特性（変形性、弾力性、深絞り能力）に応じて０．３
３～５の間となる。この場合、ｈｓ及びｂの寸法は共に３ｍｍ以上でなければならず、５
ｍｍ以上であることが好ましいことに留意すべきである。好適なｈｓ／ｂ比は、０．５～
３である。リッジ幅ｂｓは、フィルム材料の機械的安定性によって決まる。分離器の単位
体積当たりのせん断面積として大きな値を実現するためには、リッジ幅ｂｓをできるだけ
小さくする必要がある。同時に、形状を変化させることなく下層に非侵襲的に連結するこ
とを可能にするためには、リッジ幅が狭くなりすぎるような選択を行ってはならない。
【００５６】
　渦巻状に巻回する場合、遷移部で発酵槽空間と取り出し空間との間の軸方向の封止を達
成するために、マットへの勾配状の接続及び閉合が必要となる。
【００５７】
　鞘形状に巻回する場合、個々の層の安定性を高めるために、筒状菅の方向を、層毎に入
射角の正と負との間で交互に変えることは論理的であろう。そのため、本発明に係る装置
の一実施形態では、筒状菅が傾斜して配列されたマットは、鞘形状で配置される。この場
合、中空シリンダーから形作られる殻はそれぞれ、１枚のマットによって形成される。個
々のマットは、そのマットのいくつかの長手方向軸のうちの1本を中心に１８０°だけ、
隣接するマットに対して回転させることができる。好適な実施形態では、１つおきの殻に
ついて、そのマットを１８０°回転させる。
【００５８】
　構造化フィルムは、フィルムを製造するその場で形作ることによって又はエンボス加工
フィルム、高温成形フィルム、若しくは低温成形フィルムを平滑なフィルム上に（例えば
接着で）連結することによって、入手することができる。エンボス加工フィルム及び平滑
フィルムの材料特性は、最適に、即ち当業者に公知で相応の表面品質を有する適切な材料
を選択することによって、各フィルムの異なる機能に適合させることができる（エンボス
加工フィルムの良好な滑動特性及び形状安定性、平滑フィルムの良好な密度特性）。
【００５９】
　フィルム筒状菅を用いた製造方法で出来上がる装置では、高い費用を費やさないと、筒
状菅の周りでのガスの激流及びそれによって誘発し得る物質移動を達成するのは無理であ
ろう。このため、このタイプの装置は、バイオリアクター外部での使用に供されることが
好ましい。
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【００６０】
　前述の方法によって、細胞を保持し再循環させるための装置を簡単且つ安価に製造する
ことが可能になる。管又は可撓管が周囲に巻回されるシリンダーを選択することにより、
巻回体数、巻回体間隔、層数及び切断渦巻き体の勾配、後で装置となる物の形状寸法を簡
単且つ正確に定義することができる。同様に、穿孔されたフィルム及び巻回体（層）数を
選択することによっても、後で装置となる物の形状寸法を簡単且つ正確に定義することが
できる。
【００６１】
　前述の方法によって、特に使い捨てエレメントを安価に製造することが可能になる。こ
のエレメントを用いると、薬学的原理に従って浄化される保持システムを提供するための
出費は、最低限にまで下がる。
【００６２】
　本発明に係る装置は、バイオリアクターの内部又は外部で接続し動作させることができ
る。接続、動作、及び保守に、問題など存在しない。本発明に係る装置又は装置の一部を
使い捨てエレメントとして設計することで、清掃の問題は排除される。
【００６３】
　本発明に係る装置をバイオリアクター内部で使用することで、沈殿ゾーンには温度勾配
及び濃度勾配があまり発生しなくなり、したがって、無用な対流及びそれに関連する細胞
保持効率に対する悪影響を確実に回避することができる。更に、バイオリアクター内部に
配置することで、例えば傾斜筒状菅プレート分離器を外部に配置することと比較して、設
備全体の複雑性及び故障のリスクも下がる。
【００６４】
　そのため、好適な実施形態において、分離器設備は、バイオリアクター内部で使用され
る。そこでは、その設備が、発酵ゾーンを円筒形内部空間と環状外部空間の２つの領域に
分割する。
【００６５】
　本発明に係る装置は、循環流れを発生させるための手段と組み合わされることが好まし
い。その循環流れは、円筒形装置の外面に沿って円筒形内部空間を通過し、環状外部空間
を経由し、再度円筒形内部空間を通過しながら、細胞培養溶液を、中に含有する細胞と一
緒に輸送する。循環流れを発生させるための適切な手段には、例えば機械的攪拌器又はガ
ス処理システムがある。循環流れは、微細気泡を用いた処理用のシステムによって達成さ
れることがとりわけ好ましい。そうすれば、余分な攪拌器エレメントを使用しなくても、
気泡を用いたその処理によって酸素の注入を実施できるだけでなく、両発酵領域間の自然
循環を誘発することができる。このような態様で、一体性が極めて高い前述の反応器は、
細胞培養発酵において、数々の利点をもたらす。
　・循環反応器は、せん断応力が低く、混合作用及びガス供給作用に優れる。
　・ループ流の結果として、分離器の内部であるにもかかわらず、反応器壁を、上記に加
えて熱交換にも使用することができ、したがって、既存の発酵ユニットへの一体化が確保
される。
　・拡張性のある（即ち、分離器体積をバイオリアクター体積に比例して大きくさせた）
保持表面領域をバイオリアクター内部に実装することで、バイオリアクターとオートクレ
ーブ処理下流の分離器とを結合することが不要になる。この結合は、感染のリスクが高ま
ることと関連がある。加えて、全ての細胞輸送ポンプを、更に多数の外部可撓管配管も、
無くして構わない。上記の結果として特筆すべきは、冷却分離器ゾーンと再加熱発酵ゾー
ンとの間の温度変化が無くなること、せん断応力が低下すること、及びプロセスの耐性が
増すことである。
　・収集流に対する逆流の中で分離器から滑落してバイオリアクターの中に戻って来る細
胞は、迅速に且つ余分なポンプを用いずに、循環流れによって特にせん断応力が低い態様
で、バイオリアクターの十分に供給がなされているパーツ領域の中に還送される。
【００６６】
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　とりわけ好適な実施形態において、本発明に係る装置と組み合わされるバイオリアクタ
ーは、エアリフト・バイオリアクターとして構築される（例えば欧州特許明細書第０２２
７７７４号参照）。この場合、例えば空気等のガスは、そのバイオリアクターの当該技術
分野では上昇管とも呼ばれている上を向いたパーツに導入される。微細気泡による処理が
起こることが好ましい。この場合、泡立ちを防止するために、更に高せん断応力ガス性界
面から細胞を離しておくためにも、表面活性剤の使用が役立つであろう。その上昇管は、
上端部及び下端部において、当該技術分野では降下管とも呼ばれている別の上を向いたパ
ーツの上端部及び下端部に接続される。広く用いられている本質的に円筒形のエアリフト
・バイオリアクターの変形例は、中央に配置された円筒形のガイド管を備える。このガイ
ド管は、そのエアリフト・バイオリアクターを、ガイド管内の上昇パーツ（上昇管）と、
エアリフト・バイオリアクターのガイド管と容器外壁との間にある環状空間内の下降パー
ツ（降下管）と、に分割する。その上昇パーツは、ガイド管と容器外壁との間の環状空間
でも、同程度にしばしば散見される場合があり、その下降パーツがガイド管内で散見され
る場合もある。上昇管の下端部で例えば酸素富化ガスを供給すると、上昇管中の懸濁培養
物の平均濃度が低下し、上昇管中に上向きの液流をもたらす。この液流は、結果として、
その降下管の液体内容物を置換し、この内容物が上昇管の下端部に逆流する。このような
態様で、懸濁培養物を十分に混合すると共に細胞を浮かし続ける、即ち遊離懸濁の状態に
保つ、液体循環が発生する。かかる態様で攪拌されるバイオリアクターの利点は、培養基
に溶解された酸素を細胞に十分に与えると共に呼吸から生成される二酸化炭素を十分に取
り除くようにすれば、機械的攪拌器等の動くパーツは何も必要がないことである。上昇管
及び降下管の断面表面積は、本質的に同一である。
【００６７】
　特に好適な実施形態において、本発明に係る装置は、連続運転されるエアリフト・バイ
オリアクターの降下管と上昇管との間にガイド管を形成する。同等の温度の懸濁培養物が
本発明に係る装置の周りを流れすることによって、自由対流が流れる現象が回避される。
【００６８】
　更に別の好適な実施形態は、発酵ゾーンと分離器ゾーンとを空間的に隔絶して配置する
ことである。即ち、本発明に係る装置は、外部からバイオリアクターに接続される。分離
器への供給は、少なくとも２つのポンプ、好ましくは低せん断応力蠕動ポンプ、によって
確保される。これらのポンプによって、バイオリアクター空間から細胞培養溶液を取り出
すこと、熱交換器による冷却後に細胞培養溶液を沈殿機器に供給すること、沈殿機器から
収集流を取り出すこと、及び濃縮流をバイオリアクターに還送すること、が可能になる。
【００６９】
　発酵媒体を冷却するために必要となる冷却装置は、好ましくは使い捨てエレメントとし
て構築されている分離器の筐体に一体化することができ、それによって同様にこの冷却装
置も使い捨てエレメントとして構築することができる。その結果、この必須装置に必要と
される清掃に対する要求事項も不要になる。
【００７０】
　バイオリアクター及び内部又は外部の保持器具で構成される灌流反応器を、公知の態様
で運転することができる。培養基は連続的に供給され、低細胞の細胞培養上澄み液は連続
的に除去される。それが生物学上意味のあることであり且つ分離器表面積が十分に与えら
れているのであれば、その灌流反応器を、高灌流速度ｑ／Ｖ（バイオリアクター体積Ｖ当
たりの培養基スループットｑ）で運転することができる。
【００７１】
　同様に、内部又は外部の保持装置を有するバイオリアクターを、最初はバッチ的に培養
物を育成するという態様で運転することができる。バイオマスがあまり大量に発生できな
くなる水準にまでこの培養基が消費されると、事実上バイオマスの無い培養体上澄み液が
、その内部又は外部の保持装置によって取り出される。次いで、新しい培養基を供給する
ために、そのバイオリアクターの中で得られた空間を利用することができる。その結果、
更なる成長、ひいてはより高いバイオマス全体の生産性、が可能になる。この方法は、非



(13) JP 2011-529331 A 2011.12.8

10

20

30

40

50

常に大型のバイオリアクターに応用されることになるであろう前培養の例として提案され
ている。というのは、それは、既存の前培養反応器の生産性を増大できるからである。
【００７２】
　バイオリアクターは、インビトロで且つ遊離懸濁液中又はマイクロキャリア上で成長す
る細胞を培養するのに使用することが可能である。好適な細胞の例として原生動物が挙げ
られ、更には人間、動物、又は植物由来の接着性及び非接着性真核性細胞も挙げられる。
これらの細胞は、例えば遺伝子組み換えによって、ウィルス、タンパク質、酵素、抗生物
質、又は診断用構造体といった特別な活性薬剤を生み出すことができる。例えば繊毛虫、
昆虫細胞、ＢａｂｙＨａｍｓｔｅｒＫｉｄｎｅｙ（ＢＨＫ）細胞、ＣｈｉｎｅｓｅＨａｍ
ｓｔｅｒＯｖａｒｙ（ＣＨＯ）細胞、ＨＫＢ細胞（ヒトＨＥＫ２９３細胞株をヒトＢｕｒ
ｋｉｔｔリンパ腫細胞株２Ｂ８と融合させた結果として）、又はハイブリドーマ細胞のよ
うな薬学的に高性能な生産に適した細胞が使用されることが、とりわけ好ましい。
【００７３】
　本発明は更に、流れが通過する導管の中で細胞を保持し再循環させる方法に関する。新
しい培養基及び／又は処理済の培養基が、連続的又はバッチ的にその導管に供給され、使
い果たされた培養基は、その導管内に所在する細胞を保持し再循環させるための装置によ
って除去される。装置は、傾斜して配列された多数の筒状菅で構成される。これらの筒状
菅は、直立した中空シリンダーを形成し、その中空シリンダーの長手方向に対して１０°
～６０°との間の角度β、好ましくは１５°～４５°の間の角度β、とりわけ好ましくは
２５°～３５°の間の角度で傾けられている。
【００７４】
　傾斜して配列されたそれら筒状菅において、Ｒｅ＜２３００に従って層流状態を維持す
ることを可能にする流速が支配的となることが好ましく、それによって、効率低下につな
がる重力場に逆らった堆積細胞の再懸濁が回避される。
【００７５】
　レイノルズ数Ｒｅは、式６に従って、断面全体で平均化された流速ｗ、流れする培養基
の動粘性率ｖ、及び１本の筒状菅が有する内径ｄから計算することができる。
【００７６】

【数６】

【００７７】
　この場合、筒状菅中央よりも筒状菅内壁の方で、遅い流速が支配的となる。細胞は筒状
菅の中で沈殿し、流れ方向に逆らって、筒状菅の底部側面上を底部筒状菅端部まで滑動す
る。好ましいことに、導管の中では、底部筒状菅端部の細胞を取り込み、それらを導管の
中で分散させる循環流れが支配的である。好ましいことに、循環流れは、ループ流として
、筒状菅の直立中空シリンダーの内面及び外面の周りを進む。したがって、本発明に係る
方法は、流れが連続的に通過する導管の中の循環流れと組み合わせることが好ましい。細
胞が除かれた細胞培養溶液は、筒状菅によって輸送され、筒状菅上方に配置された環状空
間に入って、最終的に導管から搬出される。
【００７８】
　本発明に係る方法は、バイオリアクター内部で実施することができる。この場合、細胞
は、そのバイオリアクター内部に保持される。バイオリアクターの中及び分離器ゾーンの
中では温度が均一化し、その結果、分離器の中では対流は排除される。但し、これらの条
件下では、細胞は、他方では代謝及び空気呼吸も継続することができる。装置の外部空間
に酸素富化ガスを豊富に流すことによって、酸素の消費を打ち消すことができ、その生物
学的結果を緩和することができる。この場合、その酸素は、酸素透過性筒状菅壁を通過し
て筒状菅の中に拡散する。この酸素は、少なくとも下方筒状菅断面、即ち高細胞密度領域
、において、そこで活発に進行している供給及び沈殿の各プロセスによって、比較的良好
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に混ざると考えることができる。滑落すると共にこれらの領域に所在する細胞が有するシ
ステムでの滞在時間はほんの短時間であり、したがって、細胞の最適供給密度が短時間だ
け不足しても全般的に大丈夫であって、損傷も起こらない。上端筒状菅断面での細胞の供
給は、場合によっては滞在時間が１０～４５分と非常に長いためはるかに重要であり、し
たがって、これらの領域での酸素供給が特に役立つことになる。
【００７９】
　本発明に係る方法は、バイオリアクター外部でも実施することができる。このために、
細胞培養溶液は、細胞と一緒に、そのバイオリアクターから導管に搬入される。この導管
の中には、傾斜して配置された多数の筒状菅が、直立中空シリンダーの形態で配列される
。この導管の中では、細胞と、筒状菅を通して混合体が中に輸送されている細胞培養溶液
とは、分離されている。細胞はそこで沈殿し、流れ方向に逆らって筒状菅端部にまで滑動
し、最終的に沈殿ゾーンに進入する。この沈殿ゾーンから再度、これらの細胞をバイオリ
アクターに還送することができる。代謝を抑制し、それによって生産性を低下させる細胞
の供給不足を打ち消すためには、その外部導管の中で細胞を冷却することが好ましい。冷
却された懸濁液では、外部から筒状菅に激流を流すことによって沈殿細胞に酸素を供給す
ることは、絶対にしなければならないというものではない。通常は、細胞培養溶液を分離
器の周囲温度まで冷却すれば全く十分であって、代謝作用が期待通りになるだけでなく、
対流も安全に回避される。
【００８０】
　本発明に係る方法を用いれば、流れが連続的に通過する導管の中で、細胞を効果的に保
持し再循環させることができる。保持及び再循環が行われる際に、細胞には中程度のせん
断力しか働かず、全般的に細胞はこの力に対して十分な耐性がある。筒状菅の中の細胞は
、発酵温度又は低い温度レベルに保たれると共に養分が与えられる。もし必要であれば、
筒状菅の中間空間又は筒状菅外面に更なるガス処理を施すことによって、物質移動を最適
化することができる。
【００８１】
　同様に、その方法を用いれば、培養基交換を行わないバッチ的な培養プロセスの場合よ
りも高い細胞濃度を連続的又は間欠的に培養基を交換することによってその中に実現する
ことが可能なようになされている導管の中で、細胞を保持し再循環させることができる。
前培養反応器の生産性を高めるために、このような態様で上記方法を好都合に使用するこ
とができる。この前培養反応器のバイオマスは、超大型バッチ動作バイオリアクターに細
胞を移植するのに用いられる。加えて、上記方法は、反復フェッドバッチモードと称され
るモードで新たな発酵槽に細胞を移植する目的で、生成物収集時にバイオマスが中に捕集
されるフェッドバッチ発酵槽を使用することの可能性を、拡張することができる。
【図面の簡単な説明】
【００８２】
【図１】本発明に係る装置の一実施形態を模式的に示す図である。
【図２】円形の断面を有する筒状菅の中で細胞が分離される状況を模式的に示す図である
。
【図３】傾斜して配列された複数の筒状菅からマットを製造する方法を模式的に示す図で
ある。
【図４】円形の断面を有する複数の筒状菅のマットを模式的に示す図である。
【図５】本発明に係る装置の底に近い部分を、斜視図で模式的に示す図である。
【図６】構造化フィルムの例（ａ）、及び該フィルムのＢ－Ｂ線による断面図（ｂ）を示
す図である。
【図７】接着剤によって連結されたエンボス加工フィルムと平滑な封止フィルムの複合物
としての構造化フィルム（ａ）、及び３枚の構造化フィルムを連結した様子（ｂ）を示す
図である。
【図８】本発明に係る装置の１つのデザインを示す、複数の筒状菅で形成された中空シリ
ンダーの長手方向軸に垂直な断面図である。
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【図９】細胞保持システムを気泡曝気バイオリアクターの中に実装した様子を示す断面図
である。
【図１０】複数の層（可撓管のマット）を形成するように巻回されると共に、下方接合部
位及び上方接合部位で固定された可撓管の形態を成す筒状菅の配列を示す図である。
【図１１】分離器設備に一体化された細胞保持システムを外部に配した、古典的方法の模
式図である。
【図１２】筐体に一体化された、細胞保持システムと冷却装置とを具備する分離器を示す
図である。
【発明を実施するための形態】
【００８３】
　以下では、図面を参照して、但し本発明をそれらの図面に限定することなく、本発明の
例示的実施形態についてより詳細に説明することにする。
【００８４】
　図１は、本発明に係る装置の一実施形態を模式的に示している。円形の断面を有する複
数の筒状菅（１０）が、中空の円形シリンダー（２０）を形成している。その円形シリン
ダーの殻は、傾斜して配列された複数の筒状菅による層を１層備えている。各筒状菅は、
円形シリンダーの長手方向軸に対して角度βだけ傾いている。動作時は、その長手方向軸
は、重力方向と同一であることが好ましい。図１（ａ）は側面図であり、図１（ｂ）は、
図１（ａ）のシリンダー（２０）を通過する破線に沿った断面を上から又は下から見た図
である。
【００８５】
　図２は、円形の断面を有する筒状菅（１０）の中で細胞が分離される状況を模式的に示
している。筒状菅（１０）には、底部から細胞懸濁液が注入（１）されている。収集流（
２）は、その筒状菅の上端部から取り出される。細胞の未透過物（３）は筒状菅の下側に
沈殿し、流れ方向に逆らって下方筒状菅端部まで滑動する。
【００８６】
　図３は、傾斜して配列された複数の筒状菅からマットを製造する方法を模式的に示して
いる。管又は可撓管（２００）が、シリンダー（３００）の上に巻回されている。この場
合、各巻回体は相互に密接しており、小さな空間に最大限の分離器表面積を収納できてい
る。後で切断されたときでも筒状菅の向きを確保するために、各巻回体は、相互に機械的
に連結されることが好ましい。このために、点若しくは面で直接的に又は例えば織布若し
くは不織布のような担持層によってシリンダー外面を介して、それらの筒状菅を相互に連
結することができる。好適な連結は、接着によって行われる。適切な接着剤は、筒状菅の
材料及び表面特性に整合した接着成分であり、当業者にとっては公知である。シリコーン
による管の場合、所定のＦＤＡ品質クラスのものが市場で入手可能なシリコーン接着剤を
使用することが好ましい。接着時は、ガス透過性筒状菅の周りにガスを流せるようにする
ために、封止するような形では絶対にそれらの可撓管を相互に連結しないように、注意を
払わなければならない。接着後に、可撓管のマットは、シリンダーの周りの渦巻状に延伸
する破線の切断線（２１０）に沿って切断され、シリンダーから外される。成果物は、図
４に示すように、傾斜して配列された複数の筒状菅によるマットである。
【００８７】
　図４は、円形の断面を有する複数の筒状菅（１０）のマット（２２０）を模式的に示し
ており、筒状菅は、筒状菅の下側に沿う理論線に対してβの角度で配列されている。かか
るマット（２２０）は、図３に示されると共に図３についての記述で説明された方法で入
手することができる。細胞を保持し再循環させるための本発明に係る装置の分離器筒状菅
による層を１層入手するために、傾斜した長手方向側面（２３０，２３１）を相互に連結
することができる。表面積を拡大するために、複数の層を長手方向側面（２３０，２３１
）に沿って相互に接着して、鞘形状にしてもよい。同様に、そのマットを、複数の層を得
るように一方の層の上に他の層を巻回して、渦巻形状にしてもよい。ここでは両方の場合
において、傾斜して配列された複数の筒状菅（１０）による層を１層又は複数層有する靴
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下のようなもの（中空シリンダー（２０））が形成されている（例えば図１、図５参照）
。これを引っ張って、機械的支持体（固定子）に周設することができる。
【００８８】
　図５は、本発明に係る装置の底に近い部分を、斜視図で模式的に示している。円形の断
面を有する複数の筒状菅（１０）による層が１層、管状の固定子（５）に周設されている
。それらの筒状菅は、中空シリンダー（２０）の長手方向軸に対して角度βだけ傾いてい
る。
【００８９】
　図６（ａ）は、構造化フィルム（２５０）の例を示している。そのフィルムは、一連の
一定間隔の溝（２５１）及びリッジ（２５２）を備えている。
【００９０】
　図６（ｂ）は、図６（ａ）のフィルムのＢ－Ｂ線による断面図を示している。フィルム
を切断してマットを形成することができる。かかるマットのあるものは、単なる例として
紹介すると、断面がちょうど図６（ｂ）のフィルム断面図のようになっている。１つのマ
ットを他のマットの上に水平に載置することができ、それらのマットは、相互に連結され
る。この場合、それらの溝がそれらのリッジに沿って閉鎖された筒状菅を形成するような
形で、マットのリッジ（２５２）が、その上に位置するマットの平滑な下側に連結される
。次いで、直立中空シリンダーを形成するようにそれら連結済みマットの形状を定めるこ
とができ、図４の例と同様の態様で、該マットを側面で連結することができる。同様に、
固定子の周りに１層又は複数層の形で、構造化フィルムを巻回することができる。この場
合、開いた側に面する溝（２５１）は、いずれの場合も隣接する層又は固定子の壁で封止
されて筒状菅を形成する。
【００９１】
　図６（ａ）及び（ｂ）のタイプのフィルムの場合、四角形の断面形状を有する筒状菅が
形成される。同様に、他の断面形状を有するフィルムを使用することも、想定可能である
。図６（ｃ）に、例えば半円溝の断面形状を有するフィルムを示す。他の筒状菅形状は、
それ相応に形成することにより製造される。
【００９２】
　図７（ａ）は、例示を目的に、接着剤（２７０）によって連結されたエンボス加工フィ
ルム（２６０）と平滑な封止フィルム（２６５）の複合物としての構造化フィルムを示し
ている。
【００９３】
　図７（ｂ）は、３枚の構造化フィルム（２５０）を連結した様子を示している。この場
合、いずれの場合も、フィルムの平滑な下側をその下のフィルムのリッジに連結しており
、それによって、隣接して配列された多数の筒状菅（１０）を提供している。
【００９４】
　図８は、本発明に係る装置の１つのデザインを、複数の筒状菅（１０－１，１０－２）
で形成された中空シリンダーの長手方向軸に垂直な断面図で示している。円形の基部を有
する中空シリンダーは、円形の断面を有する複数の筒状菅の上に輪形で配列された２つの
層を備える（（１０－１＝第１の層の筒状菅），（１０－２＝第２の層の筒状菅））。筒
状菅（１０－１，１０－２）間の中間空間（１５）に細胞が進入して汚損を引き起こすこ
とが決してないように、中空シリンダーは、外側も内側も殻によって封止されることが好
ましい（外殻（１３）、内殻（１４））。
【００９５】
　図９に、例示を目的に、細胞保持システム（４００）を気泡曝気バイオリアクター（１
００）の中に実装した様子を断面図で示す。細胞保持システムは、傾斜して配列された複
数の筒状菅（１０）を備えている。これらの筒状菅は、複数層の形で、可撓管固定子（５
）に周設されている。筒状菅（１０）は、図示し易いように、その図面では垂直に描かれ
ている。但し、本発明によれば、筒状菅は、可撓管固定子（５）の長手方向軸に対して傾
けられている。ガス分散器（４０）によって生成された好ましくは超微細な気泡が、ガス
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で処理される例示の中央反応器ゾーン（５１）であって、流れが上方に通過する中央反応
器ゾーンと、壁に接近した非ガス処理反応器ゾーン（５２）であって、流れが下方に通過
する非ガス処理反応器ゾーンとの間の自然循環を確保する。このような態様で、酸素輸送
の他に反応器の良好な混合作用も、ガス－液体手段によって確保される。収集流（２）は
、細胞保持システム（４００）での細胞分離後に、バイオリアクター（１００）の上端部
ポートから取り出される。細胞保持システム（４００）で分別された粒子は、循環流れと
一緒に、ガス処理反応器中央部の中に還送される。反応器での沈殿は同時に、循環流れに
よって効率的に阻止される。排気ガスは、反応器上端部のポート（４２）を介して除去さ
れる。分離器可撓管周辺の外部空間のガス処理は、細胞保持システム（４００）に接続さ
れた給気配管及び排気配管（２１）及び（２２）によって行われる。ループ反応器（１０
０）への／そこからの別の給送配管及び排出配管は、培養基供給部（３０）、ジャケット
（６０）に入ってバイオリアクター（１００）の温度を制御するための温度制御媒体給送
配管（６１）、及び該媒体排出配管（６２）である。
【００９６】
　図１０は、複数の層（可撓管のマット）を形成するように巻回されると共に、下方接合
部位（１１）及び上方接合部位（１２）で固定された可撓管の形態を成す筒状菅（１０）
の配列を示している。筒状菅（１０）は、図示し易いように、その図面では垂直に描かれ
ている。但し、本発明によれば、筒状菅は、可撓管固定子（５）の長手方向軸に対して傾
けられている。接合部位（１１）及び（１２）を形成する材料は、好ましくはシリコーン
で作製され且つ筒状菅（１０）を形成する可撓管をしっかりと封入する、例えば当業者に
公知の可撓性接着材料であり、例えば好ましくはシリコーンを利用したものである。この
接着材料は、内側及び外側に対し、両半径方向に平滑な封止面を提供する。それらの封止
面によって、可撓管固定子（５）に対し、更に殻（１３）対しても、封止作用を実施する
ことができる。殻（１３）は、可撓管マットを越えて突出し、可撓性管固定子（５）に連
結された上端エレメント（２７）に接しているカラーによって封止されている。図８に示
す封止構造により、可撓管の周辺空間は、液体で充填されることが絶対にない。好適な構
成では、沈殿過程時の沈殿した細胞への酸素供給を向上するために、可撓管間のこの中間
空間に、酸素富化ガスが豊富に流される。上端パーツ（２７）は、細胞の堆積を防止する
ことを意図されたスロープ（２８）によって、可撓管固定子（５）に連結されている。ス
ロープ（２８）に溶接で入れ込まれた収集ポート（２２）は、筒状菅（１０）の直ぐ上の
環状空間（２４）に向かって開いている。収集ポートの本数が制限されている場合に、良
好な液体分散を確保するには、例えば接線流ガイド、フラクタル流れ分散、又はバッフル
プレート（２５）の実装が得策である。
【００９７】
　図１１に、分離器設備（１１０）に一体化された細胞保持システム（４００）を外部に
配した、古典的方法の模式図を示す。バイオリアクターの一連の動作における細胞の呼吸
を低減するために、取り出された後に冷却装置（９０）で、その温度はできるだけ直接的
に一層低いレベルにまで下げられる。このような態様で、細胞は、酸素が制限された状態
で細胞保持システム（４００）の中にあまりに長く留まることを阻止される。そうしない
と、細胞は、生物学的に損傷を受けるおそれがある。図示の例では、分離器（１１０）は
、細胞保持システム（４００）と、一体化冷却装置（９０）と、で構成されている。バイ
オリアクター（１００）と分離器（１１０）との間の液流は、低せん断応力ポンプ（９１
）及び（９２）によって調整される。例えば２つのポンプ（９１）及び（９２）のうちの
いずれか一方をバイオリアクター出口に配設するといった他の回路構成も、同様に想定可
能であろう。
【００９８】
　図１２に、筐体（８０）に一体化された、細胞保持システム（４００）と冷却装置（９
０）とを具備する分離器（１１０）を示す。細胞培養溶液（１）は、縦樋（７２）を介し
て分離器に導入されて冷却され、細胞保持システム（４００）の下へ進む。この縦樋は、
そうすることが適切な場合には、脱気してもよい。冷却は、下に流れる細胞培養溶液とは
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逆に流れる形で冷却水が上がって行く上昇管（７７）に沿って行われる。特に良好な熱伝
達及びそれによる冷却器のコンパクトな構造は、上昇管（７７）の薄い壁厚、上昇管及び
浸漬管（７６）及び（７７）両者間の間隙にある冷却媒体の速い速度によって、更には縦
樋（７２）と上昇管（７６）との間の細胞培養溶液に内在的な渦巻状流れによっても、確
保される。既に堆積している集結細胞マスが再度舞い上げられてしまうのを防止するため
には、円錐体に入る前に細胞培養溶液の速度を落としておくのが得策である。大きな流入
断面を確保するために、冷却装置は、取り込み領域まで真直ぐに降ろしてはならない。速
度によっては、バッフルプレート（７４）を追加的に実装することが得策である。細胞沈
殿物が細胞保持システム（４００）から滑落によって円錐体（７０）の中に戻った後で、
円錐体の先端で細胞未透過物（３）を除去することができる。２０°～７０°の円錐角が
使用可能であることが分かっている。構造体の高さが高くなりすぎるのを回避するために
、円錐角度はできるだけ小さいことが好適なはずであるが、そのような角度は、封鎖状態
を確実に回避してしまう可能性がある。そのため、好適な実施形態の中には、円錐角が４
０°～６０°のものもある。振動が適切に行われる場合は、４５°の円錐角がとりわけ好
ましい。沈殿した細胞マスへの酸素供給用に、筐体（８０）に溶接で入れ込まれた接続ポ
ートを介して、外から給気（２１）及びガス取り出し（２２）を実施することができる。
ガス処理を施すためには、可撓管で作製された筒状菅（１０）を使用することが必要とさ
れる。
【符号の説明】
【００９９】
　　１　細胞培養溶液
　　２　収集流
　　３　細胞未透過物
　　５　可撓管固定子
　　１０　傾斜筒状菅
　　１１　下方接合部位
　　１２　上方接合部位
　　１３　外殻
　　１４　内殻
　　１５　中間空間
　　２０　シリンダー
　　２１　給気
　　２２　ガス取り出し
　　２４　輪形筒状菅
　　２５　バッフルプレート
　　２７　上端パーツ
　　２８　滑動表面
　　３０　培養基給送
　　４０　ガス分散器
　　４１　ガス供給
　　４２　ガス除去
　　５０　ループ流
　　５１　上向きの流れ
　　５２　下向きの流れ
　　６０　ジャケット
　　６１　温度制御媒体の給送
　　６２　温度制御媒体の排出
　　７０　円錐体
　　７１　円錐角
　　７２　縦樋
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　　７３　渦巻
　　７４　バッフルプレート
　　７６　浸漬管
　　７７　上昇管
　　８０　筐体
　　８１　フレーム
　　８２　振動器
　　９０　冷却器
　　９１　帰還ポンプ
　　９２　収集ポンプ
　　１００　バイオリアクター
　　１１０　一体化分離器
　　２００　管／可撓管
　　２１０　切断線
　　２２０　管／可撓管のマット
　　２３０　マットの長手方向側面
　　２３１　マットの長手方向側面
　　２５０　構造化フィルム
　　２５１　溝
　　２５２　リッジ
　　２６０　エンボス加工フィルム
　　２６５　封止フィルム
　　２７０　接着剤
　　３００　シリンダー
　　４００　細胞保持システム
【図１】 【図２】

【図３】



(20) JP 2011-529331 A 2011.12.8

【図４】

【図５】
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