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(57)【要約】
哺乳動物細胞培養において、目的のタンパク質生産物の生産効率を改善する方法を明らか
にする。具体的には、その方法は、工業規模のバイオリアクター細胞培養において、生産
されるタンパク質生産物の量を増加させるか、またはタンパク質生産物の生産時間を短縮
する。開示する方法は：（ａ）高い生細胞密度までＮ－１バイオリアクター培養を培養す
ること；及び（ｂ）高い生細胞播種密度で生産用バイオリアクター培養を播種することを
含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）Ｎ－１培養容器で目的のタンパク質をコードする遺伝子を含む哺乳動物細胞を培
養して、少なくとも２５×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度を達成すること；
　（ｂ）工程（ａ）から得られた細胞を、少なくとも８．５×１０６生細胞／ｍｌの播種
密度でＮ培養容器に接種すること；及び
　（ｃ）目的のタンパク質の生産を可能にする条件下で前記細胞を前記Ｎ培養容器で培養
すること
を含み、ここで、工程（ａ）における培養に、生細胞密度に基づいて決定されたレベルで
栄養分を補充し、そして工程（ａ）の培養に加えられるアミノ酸の累積量が約５０ｍＭ～
約２Ｍであることを特徴とする、目的のタンパク質の生産方法。
【請求項２】
　工程（ａ）の間に、前記培養の生細胞密度を定期的に測定する請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記栄養分が、アミノ酸、亜鉛、鉄、及び銅を含む請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記哺乳動物細胞が、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ－２９３細胞、ＶＥＲＯ細胞、ＮＳ０細胞、
ＰＥＲ．Ｃ６細胞、Ｓｐ２／０細胞、ＢＨＫ細胞、ＭＤＣＫ細胞、ＭＤＢＫ細胞、及びＣ
ＯＳ細胞から成る群より選択される請求項１～３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５】
　廃棄物を、工程（ａ）の間に除去する請求項１～４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項６】
　前記廃棄物の除去を、ろ過、遠心分離、傾斜細胞沈澱器、交互接線流、または接線流に
よって行う請求項１～５のいずれか一つに記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも３０×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度が、工程（ａ）の間に達成される請求
項１～６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも３５×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度が、工程（ａ）の間に達成される請求
項１～７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも４０×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度が、工程（ａ）の間に達成される請求
項１～８のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも５０×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度が、工程（ａ）の間に達成される請求
項１～９のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１１】
　少なくとも６０×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度が、工程（ａ）の間に達成される請求
項１～１０のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１２】
　工程（ａ）における培養の生細胞密度を、１秒当たり１回測定する請求項２～１１のい
ずれか一つに記載の方法。
【請求項１３】
　工程（ａ）における培養の生細胞密度を、１秒当たり１０回測定する請求項２～１１の
いずれか一つに記載の方法。
【請求項１４】
　工程（ａ）における培養に加えられる亜鉛の累積量が、約１．８μＭ～約１ｍＭである
請求項１～１３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１５】
　工程（ａ）における培養に加えられる亜鉛の累積量が、約５μＭ～約１ｍＭである請求
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項１～１４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１６】
　工程（ａ）における培養に加えられる亜鉛の累積量が、約１０μＭ～約０．５ｍＭであ
る請求項１～１５のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１７】
　工程（ａ）における培養に加えられる亜鉛の累積量が、約５０μＭ～約０．５ｍＭであ
る請求項１～１６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１８】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の存在下で約０．１
μＭ～約１０ｍＭまたは鉄キレート剤の非存在下で約２μＭ～約１０ｍＭである請求項１
～１７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の存在下で約０．１
μＭ～約５ｍＭである請求項１～１８のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２０】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の存在下で約１μＭ
～約５ｍＭである請求項１～１９のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２１】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の存在下で約１０μ
Ｍ～約５ｍＭである請求項１～２０のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２２】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の存在下で約５００
μＭ～約１ｍＭである請求項１～２１のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２３】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の非存在下で約２μ
Ｍ～約５ｍＭである請求項１～１８のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２４】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の非存在下で約５μ
Ｍ～約５ｍＭである請求項１～１９及び請求項２３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２５】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の非存在下で約１０
μＭ～約５ｍＭである請求項１～１９、請求項２３及び２４のいずれか一つに記載の方法
。
【請求項２６】
　工程（ａ）における培養に加えられる鉄の累積量が、鉄キレート剤の非存在下で約１０
０μＭ～約１ｍＭである請求項１～１９及び請求項２３～２５のいずれか一つに記載の方
法。
【請求項２７】
　工程（ａ）における培養に加えられる銅の累積量が、少なくとも約０．００８μＭ～約
１ｍＭである請求項１～２６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２８】
　工程（ａ）における培養に加えられる銅の累積量が、少なくとも約０．０５μＭ～約１
ｍＭである請求項１～２７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２９】
　工程（ａ）における培養に加えられる銅の累積量が、少なくとも約０．０５μＭ～約０
．５ｍＭである請求項１～２８のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３０】
　工程（ａ）における培養に加えられる銅の累積量が、少なくとも約１０μＭ～約０．５
ｍＭである請求項１～２９のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３１】
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　工程（ａ）における培養に加えられる銅の累積量が、少なくとも約１００μＭ～約０．
２ｍＭである請求項１～３０のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３２】
　工程（ａ）のＮ－１培養容器における培養を灌流する請求項１～３１のいずれか一つに
記載の方法。
【請求項３３】
　前記灌流量が、約０．１ｎＬ／細胞／日である請求項１～３２のいずれか一つに記載の
方法。
【請求項３４】
　前記灌流量が、約０．０５ｎＬ／細胞／日である請求項１～３２のいずれか一つに記載
の方法。
【請求項３５】
　灌流が交互接線流である請求項１～３４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３６】
　灌流が接線流である請求項１～３４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３７】
　前記Ｎ培養容器における細胞によって生産される目的のタンパク質を捕集する工程を更
に含む請求項１～３６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３８】
　工程（ｃ）の培養をフェドバッチモードで行う請求項１～３７のいずれか一つに記載の
方法。
【請求項３９】
　工程（ｃ）のＮ培養容器における培養を灌流する請求項１～３７のいずれか一つに記載
の方法。
【請求項４０】
　目的のタンパク質生産物が抗体である請求項１～３９のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４１】
　目的のタンパク質生産物が、抗体、融合タンパク質、アルファ－シヌクレイン、ＢＡＲ
Ｔ、Ｌｉｎｇｏ、ａＢＤＣＡ２、抗ＣＤ４０Ｌ、ＳＴＸ－１００、Ｔｗｅａｋ、ダクリズ
マブ、ペグ化インターフェロン、インターフェロン、エタナーセプト、インフリキシマブ
、トラスツズマブ、アダリムマブ、ベバシズマブ、Ｔｙｓａｂｒｉ、Ａｖｏｎｅｘ、Ｒｉ
ｔｕｘａｎ、オクレリズマブ、オビヌツズマブ（またはＣＤ２０に結合するあらゆるもの
）である請求項１～４０のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４２】
　前記Ｎ培養容器が約８．５×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される請求項１～４
１のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４３】
　前記Ｎ培養容器が約１０×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される請求項１～４１
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４４】
　前記Ｎ培養容器が約１５×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される請求項１～４１
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４５】
　前記Ｎ培養容器が約２０×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される請求項１～４１
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４６】
　前記Ｎ培養容器が約２５×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される請求項１～４１
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４７】
　前記Ｎ培養容器が約３０×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される請求項１～４１
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のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４８】
　工程（ａ）の培養を約３日～約８日間維持する請求項１～４７のいずれか一つに記載の
方法。
【請求項４９】
　工程（ｃ）の培養を約８日～約２３日間維持する請求項１～４８のいずれか一つに記載
の方法。
【請求項５０】
　前記Ｎ－１培養容器の体積が約５０リットル～約２０，０００リットルである請求項１
～４９のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５１】
　前記Ｎ－１培養容器の体積が約５０リットル～約１０，０００リットルである請求項１
～５０のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５２】
　前記Ｎ－１培養容器の体積が約１００リットル～約１０，０００リットルである請求項
１～５１のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５３】
　前記Ｎ－１培養容器の体積が約１００リットル～約４，０００リットルである請求項１
～５２のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５４】
　前記Ｎ培養容器の体積が約２００リットル～約２０，０００リットルである請求項１～
５３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５５】
　前記Ｎ培養容器の体積が約２００リットル～約１０，０００リットルである請求項１～
５４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５６】
　前記Ｎ培養容器の体積が約１０００リットル～約１０，０００リットルである請求項１
～５５のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５７】
　前記Ｎ培養容器の体積が約１０００リットル～約５，０００リットルである請求項１～
５６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５８】
　工程（ａ）の培養に加えられるアミノ酸の累積量が、約７５ｍＭ～約１Ｍである請求項
１～５７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項５９】
　工程（ａ）の培養に加えられるアミノ酸の累積量が、約７５ｍＭ～約５００ｍＭである
請求項１～５８のいずれか一つに記載の方法。
【請求項６０】
　廃棄物を灌流培養における工程（ａ）の間に除去し、ここで工程（ａ）の培養に加えら
れるアミノ酸の累積量が約７５ｍＭ～約５００ｍＭである請求項１～５７のいずれか一つ
に記載の方法。
【請求項６１】
　乳酸塩レベルを工程（ａ）の培養において１５ｍＭ未満に維持する請求項１～６０のい
ずれか一つに記載の方法。
【請求項６２】
　乳酸塩レベルを工程（ａ）の培養において１０ｍＭ未満に維持する請求項１～６１のい
ずれか一つに記載の方法。
【請求項６３】
　乳酸塩レベルを工程（ａ）の培養において１ｍＭ未満に維持する請求項１～６２のいず
れか一つに記載の方法。
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【請求項６４】
　乳酸塩レベルを工程（ａ）の培養において０．１ｍＭ未満に維持する請求項１～６３の
いずれか一つに記載の方法。
【請求項６５】
　工程（ａ）の培養のｐＨを約６．８～約７．４に維持する請求項１～６４のいずれか一
つに記載の方法。
【請求項６６】
　工程（ａ）の培養のｐＨを約６．９～約７．３に維持する請求項１～６５のいずれか一
つに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、哺乳動物細胞培養において、目的のバイオプロダクトを生産する効率を改善
する方法に関する。具体的には、その方法は、工業規模で生産されるバイオリアクター細
胞培養において、生産されるバイオプロダクトの量を増加させ、且つ／またはバイオプロ
ダクトの生産時間を短縮する。開示する方法は：（ａ）Ｎ－１シードトレイン（増殖段階
）バイオリアクター細胞培養で細胞を培養して高い生細胞密度を得ること；及び（ｂ）高
い生細胞播種密度で生産用バイオリアクター培養に播種することを含む。
【背景技術】
【０００２】
　生産用バイオリアクターは、バイオプロダクト生産におけるボトルネックの１つである
。従来のバッチまたはフェドバッチ（ｆｅｄ－ｂａｔｃｈ）生産プロセスは、細胞集団が
蓄積する非生産的な増殖期、続いて、バイオプロダクトの大部分が生成されるより生産的
な静止期から成る。非生産的な増殖期は、期間を長くし、生産プロセスの容量生産性を低
下させ、そしてそれは、非効率的な生産用バイオリアクターの利用となり、生産率を低下
させる。容量生産性及び生産用バイオリアクターの使用法の改善は、生産段階バイオリア
クターからＮ－１シードトレイン段階（増殖段階）バイオリアクターへと増殖期をシフト
することによって、認められた。（Ｐｏｈｌｓｃｈｅｉｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ，２９（１），２２２－９（２０１３）；Ｐａｄａ
ｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ，ｐｕｂｌｉｓ
ｈｅｄ　ｏｎｌｉｎｅ（２０１３）。
　しかしながら、Ｎ－１シードトレイン段階において高い生細胞密度を得るのは難しい。
従来のバッチまたはフェドバッチＮ－１シードトレイン培養は、高い生細胞密度を維持す
ることができない。したがって、バイオリアクターで細胞を培養するための改良方法が当
該技術分野で必要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｐｏｈｌｓｃｈｅｉｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ，２９（１），２２２－９（２０１３）
【非特許文献２】Ｐａｄａｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏ
ｇｒｅｓｓ，ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｏｎｌｉｎｅ（２０１３）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は、Ｎ－１シードトレインバイオリアクターにおいて、栄養分補充及び／もしく
は廃棄物除去によって、そして／または灌流細胞培養プロセスを用いることによって、Ｎ
－１シードトレイン段階で高い生細胞密度を得るための方法に関する。Ｎ－１シードトレ
インバイオリアクターでの高い生細胞密度により、生産用バイオリアクターでのより高い
生細胞播種密度が可能になる。本発明により、高シード生産用バイオリアクター（ｈｉｇ
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ｈ－ｓｅｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ）は、より短い培養期間で
同じまたはより高い力価の生産物を送出し、それにより１運転当たりのＮ－１シードトレ
インバイオリアクター占有率が増加し、そして１運転当たりの生産用バイオリアクター占
有率が低下する。より短い生産期間及びより高い容量生産性（ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ　ｐ
ｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ）は、１運転当たりより多くの生産バッチを与え、そしてバッチ
またはフェドバッチ生産用バイオリアクター装置をほとんど変えずに生産能力を増加させ
る。
【０００５】
　いくつかの実施形態では、本発明は：（ａ）Ｎ－１培養容器で目的のタンパク質をコー
ドする遺伝子を含む哺乳動物細胞を培養して、少なくとも２５×１０６生細胞／ｍｌの細
胞密度を達成すること；（ｂ）工程（ａ）から得られた細胞を、少なくとも８．５×１０
６生細胞／ｍｌの播種密度でＮ培養容器に接種すること；及び（ｃ）目的のタンパク質の
生産を可能にする条件下で細胞をＮ培養容器で培養すること、を含むタンパク質を生産す
る方法に関する。
【０００６】
　ある特定の実施形態では、工程（ａ）の間に、（ｉ）培養の生細胞密度を定期的に測定
し；そして（ｉｉ）生細胞密度に基づいて決定されるレベルで培養に栄養分を補充する。
いくつかの実施形態では、栄養分はアミノ酸、亜鉛、鉄、及び銅を含む。いくつかの実施
形態では、亜鉛は、約１．８μＭ～約１ｍＭの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加える
。いくつかの実施形態では、鉄は、約０．１μＭ～約１０ｍＭの累積量で、工程（ａ）の
細胞培養に加える。いくつかの実施形態では、銅は、約０．００８μＭ～約１ｍＭの累積
量で、工程（ａ）の細胞培養に加える。いくつかの実施形態では、アミノ酸は、約５０ｍ
Ｍ～約２Ｍの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加える。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、本発明は：（ａ）第１のＮ－１培養容器で目的のタンパク質
をコードする遺伝子を含む哺乳動物細胞を培養して、少なくとも２５×１０６生細胞／ｍ
ｌの細胞密度を達成すること；（ｂ）工程（ａ）から得られた細胞を、少なくとも８．５
×１０６生細胞／ｍｌの播種密度でＮ培養容器に接種すること；及び（ｃ）目的のタンパ
ク質の生産を可能にする条件下で細胞をＮ培養容器で培養すること、を含み、ここで、工
程（ａ）の培養に、生細胞密度に基づいて決定されたレベルで栄養分を補充し、そして工
程（ａ）の培養に加えるアミノ酸の累積量が約５０ｍＭ～約２Ｍであることを特徴とする
、目的のタンパク質を生産する方法に関する。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、廃棄物は本方法の工程（ａ）の間に除去される。ある特定の
態様では、廃棄物の除去は、ろ過、遠心分離、傾斜細胞沈澱器（ｉｎｃｌｉｎｅｄ　ｃｅ
ｌｌ　ｓｅｔｔｌｅｒ）、交互接線流、接線流、またはそれらの組み合わせによって行う
。
【０００９】
　ある特定の実施形態では、廃棄物は工程（ａ）の間に除去され、そしてアミノ酸が約７
５ｍＭ～約５００ｍＭの累積量で加えられる。ある特定の実施形態では、廃棄物は工程（
ａ）の間に除去され、そしてアミノ酸が約７５ｍＭ～約８００ｍＭの累積量で加えられる
。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）での乳酸塩レベルは、１５ｍＭ未満に維持される
。他の実施形態では、工程（ａ）での乳酸塩レベルは、１０ｍＭ、１ｍＭ、または０．１
ｍＭ未満に維持される。
【００１１】
　本方法の工程（ａ）における細胞は、高い細胞密度まで培養される。いくつかの実施形
態では、本方法の工程（ａ）における細胞は、高い生細胞密度まで培養される。いくつか
の実施形態では、少なくとも３０×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度は、工程（ａ）の間に
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達成される。他の実施形態では、少なくとも３５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも４０
×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも４５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも５０×１０６

生細胞／ｍｌ、少なくとも５５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも６０×１０６生細胞／
ｍｌ、または少なくとも６５×１０６細胞／ｍｌの細胞密度が、工程（ａ）の間に達成さ
れる。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当たり約１０
回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当たり
約９回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当
たり約８回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１
秒当たり約７回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は
、１秒当たり約６回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密
度は、１秒当たり約５回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細
胞密度は、１秒当たり約４回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の
生細胞密度は、１秒当たり約３回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培
養の生細胞密度は、１秒当たり約２回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）におけ
る培養の生細胞密度は、１秒当たり約１回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）に
おける培養の生細胞密度は、１分当たり約１回測定される。別の実施形態では、工程（ａ
）における培養の生細胞密度は、１時間当たり約１回測定される。別の実施形態では、工
程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約４回測定される。別の実施形態では
、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約３回測定される。別の実施形態
では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約２回測定される。別の実施
形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約１回測定される。別の
実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、継続的に測定される。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）の細胞培養は灌流細胞培養として行われる。ある
特定の実施形態では、灌流細胞培養における灌流量は約０．１０ｎＬ／細胞／日である。
他の実施形態では、灌流細胞培養における灌流量は約０．０７ｎＬ／細胞／日である。他
の実施形態では、灌流細胞培養における灌流量は約０．０５ｎＬ／細胞／日である。いく
つかの実施形態では、灌流細胞培養における灌流は交互接線流である。他の実施形態では
、灌流細胞培養における灌流は接線流である。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）の細胞培養は約３日～約８日の間維持される。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、工程（ｂ）におけるＮ培養容器は、約８．５×１０６生細胞
／ｍｌの播種密度で接種される。他の実施形態では、工程（ｂ）におけるＮ培養容器は、
約１０×１０６生細胞／ｍｌ、約１５×１０６生細胞／ｍｌ、２０×１０６生細胞／ｍｌ
、２５×１０６生細胞／ｍｌ、または３０×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される
。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、工程（ｃ）の培養はフェドバッチ培養として行われる。他の
実施形態では、工程（ｃ）の培養は灌流培養として行われる。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、工程（ｃ）の培養は約８日～約２３日間維持される。
【００１８】
　様々な細胞株を、本発明の方法で使用することができる。本方法のある特定の実施形態
では、哺乳動物細胞は：ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ－２９３細胞、ＶＥＲＯ細胞、ＮＳ０細胞、
ＰＥＲ．Ｃ６細胞、Ｓｐ２／０細胞、ＢＨＫ細胞、ＭＤＣＫ細胞、ＭＤＢＫ細胞、及びＣ
ＯＳ細胞から成る群より選択される。
【００１９】
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　いくつかの実施形態では、本方法は、Ｎ培養容器における細胞によって生産される目的
のタンパク質を捕集する工程を更に含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、目的のタンパク質生産物は抗体である。ある特定の実施形態
では、目的のタンパク質生産物は、抗体、融合タンパク質、アルファ－シヌクレイン、Ｂ
ＡＲＴ、Ｌｉｎｇｏ、ａＢＤＣＡ２、抗ＣＤ４０Ｌ、ＳＴＸ－１００、Ｔｗｅａｋ、ダク
リズマブ、ペグ化インターフェロン、インターフェロン、エタナーセプト、インフリキシ
マブ、トラスツズマブ、アダリムマブ、ベバシズマブ、Ｔｙｓａｂｒｉ、Ａｖｏｎｅｘ、
Ｒｉｔｕｘａｎ、オクレリズマブ、オビヌツズマブ、またはＣＤ２０に結合する任意の他
のタンパク質から選択される。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）におけるＮ－１培養容器の容積は約５０リットル
～約２０，０００リットルである。他の実施形態では、工程（ａ）におけるＮ－１培養容
器の容積は約１００リットル～約４０００リットルである。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、工程（ｂ）におけるＮ培養容器の容積は約２００リットル～
約２０，０００リットルである。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）及び工程（ｃ）の細胞培養は異なる温度で増殖さ
せる。ある特定の実施形態では、工程（ｃ）の細胞培養は、工程（ａ）の培養に比べて、
より低い温度で増殖させる。いくつかの実施形態では、工程（ｃ）の細胞培養は約３０℃
で増殖させ、工程（ａ）の細胞培養は約３６℃で増殖させる。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）の培養は約６．８～約７．４のｐＨで増殖させる
。他の実施形態では、工程（ａ）の培養は約６．８～約７．３のｐＨで増殖させる。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、本発明は、抗体を効率的に生産する方法に関する。
【００２６】
　また、本発明は、本発明の方法によって生産されるバイオプロダクトにも関する。いく
つかの実施形態では、そのバイオプロダクトは抗体または抗体様ポリペプチドである。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】細胞株Ａに関するＮ－１培養における灌流の最適化。プロセス期間を短縮し、Ｃ
ＳＰＲを低下させ、そして灌流培地を濃縮すると、より良好な増殖（Ａ，Ｂ）、より低い
ｐＣＯ２（Ｃ）、及びより低い灌流体積消費（Ｄ）が得られる。すべてのデータはＮ＝１
であった。（Ａ）中の白丸は細胞生存率を意味している。●＝１ｘ培地、０．１　ＣＳＰ
Ｒ　■＝１ｘ培地、０．０５－０．０７　ＣＳＰＲ　▲＝２ｘ培地、０．０５　ＣＳＰＲ
。
【図２】細胞株Ａに関する高シードフェドバッチ生産培養。高シード増殖（Ａ）、代謝（
Ｂ、Ｃ）、及びタンパク質生産（Ｄ）は、対応する低シードプロセスのそれを辿っている
。すべてのデータは少なくともＮ＝２であった。（Ａ）中の白丸は細胞生存率を意味して
いる。●＝低シードプロセス　■＝高シードプロセス
【図３】細胞株Ｂに関する高シードフェドバッチ生産培養。高シード増殖（Ａ）、代謝（
Ｂ、Ｃ）、及びタンパク質生産（Ｄ）は、対応する低シードプロセスのそれを辿っている
。すべてのデータは少なくともＮ＝２であった。（Ａ）中の白丸は細胞生存率を意味して
いる。●＝低シードプロセス　■＝高シードプロセス
【図４】生産能力に関する、設備レイアウト、シードトレイン期間、及び生産用バイオリ
アクター期間の効果。年間の能力／生産量（１年当たりのバッチ数）は図４Ｅに示した経
験式から算出した。強調されている細胞は、低シード（３日Ｎ－１／１７日Ｎ）及び高シ
ード（５日Ｎ－１／１２日Ｎ）生産体制の生産量に対応している。生産運転（ｃａｍｐａ
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ｉｇｎ）の長さは３６５日と仮定し、バイオリアクター所用時間は２日と仮定した。生産
バッチに関する年間能力は１（Ａ）、２（Ｂ）、及び３（Ｃ）のＰ／Ｓ比で示してある。
（Ｄ）は、Ｐ／Ｓ比の関数として、細胞株Ａ及びＢに関する低シード及び高シードプロセ
スの年間能力を示している。シードトレイン１つ当たりの生産容器数の増加は、ボトルネ
ックがシードトレインへとシフトするので、収穫逓減をもたらす。
【図５】細胞株Ｃに関するＮ－１培養における灌流。（Ａ）中の白丸は細胞生存率を意味
している。●＝２ｘ培地、０．０５～０．１０　ＣＳＰＲ　■＝１ｘ培地、０．１０～１
２　ＣＳＰＲ
【図６】細胞株Ｃに関する高シードフェドバッチ生産培養。高シードは、開始温度の違い
に起因して、対応する低シードプロセスと比較して、完全に異なる増殖（Ａ）、代謝（Ｂ
、Ｃ）、及びタンパク質生産（Ｄ）プロフィールをもたらす。すべてのデータはＮ＝１で
あった。（Ａ）中の白丸は細胞生存率を意味している。●＝低シードプロセス　■＝高シ
ードプロセス
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本発明は、栄養分補充及び／または廃棄物除去によって、または任意にＮ－１シードト
レイン段階培養において灌流プロセスを使用することによって、バイオプロダクト細胞培
養プロセスの増殖期を、生産段階からＮ－１シードトレイン段階へとシフトさせることに
より、バイオプロダクト細胞培養プロセスの容積生産性及び生産物品質を改善する方法に
関する。
【００２９】
　本発明の方法は、Ｎ－１シードトレイン段階において高い生細胞密度を達成し、それに
より、高シード生産段階が可能になる。高シード生産段階は、より短い培養期間で、同じ
かまたはより高い力価のバイオプロダクトを供給することができる。本発明の改善された
培養方法は、シードトレイン段階での占有率を増加させ、１運転当たりの生産段階での占
有率を低下させる。
【００３０】
　本発明は：（ａ）Ｎ－１培養容器で目的のバイオプロダクトをコードする遺伝子を含む
哺乳動物細胞を培養して、少なくとも２５×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度を達成するこ
と；（ｂ）工程（ａ）から得られた細胞を、少なくとも８．５×１０６生細胞／ｍｌの播
種密度でＮ培養容器に接種すること；及び（ｃ）目的のタンパク質の生産を可能にする条
件下で細胞をＮ培養容器で培養すること、を含むバイオプロダクトを生産する方法に関す
る。
【００３１】
　また、本発明は、本発明の方法によって生産されるバイオプロダクトにも関する。
【００３２】
　Ｉ．定義
　文脈から明白でない限り、単数を表す「ａ」または「ａｎ」という用語の実体はその実
体の１以上を指すことに注目すべきであり；例えば、「単数形のアミノ酸（ａｎ　ａｍｉ
ｎｏ　ａｃｉｄ）」は１以上のアミノ酸を表すと理解される。そのようなものとして、単
数を表す「ａ」（または「ａｎ」）、「１以上」、及び「少なくとも１」という用語は、
本明細書では互換的に使用することができる。
【００３３】
　更に、本明細書で用いる「及び／または」は、２つの明示した特徴または構成要素の各
々のいずれかまたは両方の具体的開示として理解すべきである。したがって、本明細書に
おいて「Ａ及び／またはＢ」というフレーズで使用される用語「及び／または」は、「Ａ
及びＢ」、「ＡまたはＢ」、「Ａ」（単独）、及び「Ｂ」（単独）を包含することが意図
されている。同様に、「Ａ、Ｂ、及び／またはＣ」のようなフレーズで使用される用語「
及び／または」は、次の実施形態：すなわちＡ、Ｂ、及びＣ；Ａ、Ｂ、またはＣ；Ａまた
はＣ；ＡまたＢ；ＢまたはＣ；Ａ及びＣ；Ａ及びＢ；Ｂ及びＣ；Ａ（単独）；Ｂ（単独）
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；及びＣ（単独）の各々を含むことが意図されている。
【００３４】
　本明細書において「含む」という言い回しで実施形態が記述される場合はいつでも、「
から成る」及び／または「から本質的に成る」によって記述される他の類似の実施形態も
提供されることが理解されよう。
【００３５】
　特に定義しない限り、本明細書で使用されるすべての技術及び科学用語は、本開示と関
連がある分野の当業者により通常理解されるのと同じ意味を有する。例えばｔｈｅ　Ｃｏ
ｎｃｉｓｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｕｏ，Ｐｅｉ－Ｓｈｏｗ，２ｎｄ　ｅｄ．，２００２，
ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ；Ｔｈｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　ｅｄ．，１９９９，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ；及びｔｈｅ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　Ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｒｅｖｉｓｅｄ，２０００，Ｏｘ
ｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓは、当業者に、本開示で使用される多くの
用語に関する一般的な辞書を提供する。
【００３６】
　単位、接頭辞、及び符号は、Ｓｙｓｔｅｍｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｄｅ　Ｕ
ｎｉｔｅｓ（ＳＩ）で認められている形態で表示する。数値範囲は、範囲を示す数値も含
まれる。特に記載のない限り、アミノ酸配列は、アミノからカルボキシ配向で、左から右
へと表記する。本明細書で提示されている発明の名称は、本開示の様々な実施形態を限定
するものではなく、本明細書全体を参照することによって理解される。したがって、直ぐ
下で定義される用語は、本明細書全体を参照することにより、更に詳細に定義される。
【００３７】
　本明細書中で使用される用語「培地（ｍｅｄｉａ）」、「複数の培地（ｍｅｄｉｕｍ）
」、「細胞培養培地」、「培養培地」、「複数の組織培養培地（ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔ
ｕｒｅ　ｍｅｄｉｕｍ）」、「組織培養培地（ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉ
ａ）」、及び「増殖培地」は、増殖している培養真核細胞を養う栄養分を含有する溶液を
指す。典型的には、これらの溶液は、最小限の増殖及び／または生存のために細胞によっ
て要求される必須アミノ酸及び非必須アミノ酸、ビタミン、エネルギー源、脂質、及び微
量元素を提供する。その溶液は、最低限の速度を超えて、成長及び／または生存を高める
成分、例えばホルモン及び増殖因子を含むこともできる。その溶液は、細胞の生存及び増
殖に最適なｐＨ及び塩濃度となるように配合される。媒体は、タンパク質、加水分解産物
または未知組成の成分を含有していない無血清培地である「特定培地（ｄｅｆｉｎｅｄ　
ｍｅｄｉｕｍ）」または「既知組成培地（ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｍｅ
ｄｉｕｍ）」であることもできる。特定培地は、動物由来成分を含有しておらず、すべて
の成分は公知の化学構造を有する。当業者は、特定培地が組換え糖タンパク質またはタン
パク質、例えばホルモン、サイトカイン、インターロイキン及び他のシグナル伝達分子を
含むことができるが、それらに限定されない、ことを理解している。
【００３８】
　本明細書で使用される用語「基本培地配合」または「基本培地」は、補充によって、ま
たはある特定の成分の選択的な除去によって改変されなかった、培養細胞に対して使用さ
れる任意の細胞培養培地を指す。
【００３９】
　本明細書で使用される用語「培養」、「細胞培養」及び「真核細胞培養」は、細胞集団
の生存及び／または増殖に適する条件下で、培地（以下の「培地」の定義を参照されたい
）において維持または増殖される表面に付着されたまたは懸濁された真核細胞集団を指す
。当業者には明らかとなるように、本明細書で使用されるこれらの用語は、哺乳動物細胞
集団及びその集団が懸濁される培地とを含む組み合わせを指すことができる。
【００４０】
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　本明細書で使用される用語「バッチ培養」は、細胞を培養する際に最終的に使用される
すべての成分、例えば培地（以下の「培地」の定義を参照されたい）ならびに細胞それら
自体が培養プロセス開始時に提供される細胞培養方法を指す。バッチ培養は典型的にはあ
る時点で停止され、培地における細胞及び／または成分は回収され、そして任意に精製さ
れる。
【００４１】
　本明細書で使用される用語「フェドバッチ培養」は、追加の成分が培養プロセス開始後
のある時点で培養に提供される細胞培養方法を指す。フェドバッチ培養は、基本培地を使
用して開始することができる。追加の成分が培養プロセス開始後のある時点で培養に提供
される培養培地は流加培地である。提供される成分は、典型的には、培養プロセス中に消
費された細胞用栄養補給剤を含む。フェドバッチ培養は、典型的には、ある時点で停止さ
れ、そして培地中の細胞及び／または成分が回収され、そして任意に精製される。
【００４２】
　本明細書で使用される用語「灌流培養」は、培養プロセスの開始後に、培養に対して継
続的または半継続的に追加の成分を供給する細胞培養方法を指す。提供される成分は、典
型的には、培養プロセス中に消費された細胞用栄養補給剤を含む。培地中の細胞及び／ま
たは成分の一部は、典型的には、継続的または半継続的に回収され、そして任意に精製さ
れる。
【００４３】
　細胞培養の「増殖期」とは、細胞が一般的に急速に分裂している指数細胞増殖の期間（
対数期）を指す。この期間中に、細胞は、ある期間、通常は１～４日の間、細胞増殖が最
大化される条件下で、培養される。宿主細胞の増殖サイクルの決定は、想定される特定の
宿主細胞について過度の実験なしに決定することができる。「ある期間及び細胞増殖が最
大化される条件下で」などは、特定の細胞系にとって、細胞増殖及び分裂に最適であると
決定される培養条件を指す。増殖期間中、最適な増殖が特定の細胞系に関して達成される
ように、加湿制御された雰囲気中で、一般的には約２５～４０℃で、必要な添加剤を含有
する栄養培地において細胞を培養する。細胞は、約１～７日間、例えば２～６日間、例え
ば６日間、増殖期において維持される。特定の細胞に関する増殖期の長さは、不要な実験
をせずに、決定することができる。例えば、培養が増殖条件下で維持される場合、増殖期
の長さは、最大の生細胞密度の約２０％～８０％の範囲内の生細胞密度まで特定の細胞を
複製させることができる十分な期間である。
【００４４】
　細胞培養の「生産期」または「タンパク質生産期」とは、細胞増殖がプラトーに達した
期間を指す。生産期の間、対数の細胞増殖は終わり、バイオプロダクト生産が主になって
いる。この期間中、連続バイオプロダクト生産を支援し、そして所望のバイオプロダクト
を得るために、培地は、一般的に補充される。
【００４５】
　本明細書で使用される用語「細胞生存率」は、所定の一連の培養条件または実験変動（
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ）の下で生存するための、培養時の細胞
の能力を指す。また、本明細書で使用される用語「細胞生存率」は、特定の時期の培養に
おいて、生きている細胞と死んでいる細胞の総数に対する、その特定の時期に生存してい
る細胞の割合も指す。
【００４６】
　本明細書で使用される用語「細胞密度」は、培地の所定の体積中に存在する細胞の数を
指す。
【００４７】
　本明細書で使用される用語「バイオリアクター」または「培養容器」は、哺乳動物細胞
培養を増殖させるために使用される任意の容器を意味している。バイオリアクターは、哺
乳動物細胞の培養に役立つ限りにおいて、あらゆるサイズであり得る。
【００４８】
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　本明細書で使用される用語「バイオリアクター運転」は、細胞培養サイクル中の誘導期
、対数期、またはプラトー期の増殖期間のうちの１つ以上を包含し得る。
【００４９】
　本明細書で使用される用語「第１培養容器」、「Ｎ－１培養容器」、「Ｎ－１シードト
レイン培養容器」、「Ｎ－１容器」、「第１バイオリアクター」、「Ｎ－１バイオリアク
ター」、「Ｎ－１シードトレインバイオリアクター」は、Ｎ培養容器（生産用培養容器）
の直前に存在し、そしてＮ（生産用）培養容器中へのその後の接種のための高い生細胞密
度まで細胞培養を増殖させるために使用される培養容器を指す。Ｎ－１培養容器で増殖さ
れる細胞培養は、Ｎ－１培養容器の前のいくつかの容器で、例えばＮ－４、Ｎ－３、及び
Ｎ－２容器で細胞を培養した後に、得ることができる。
【００５０】
　本明細書で使用される用語「Ｎ培養容器」、「第２培養容器」、「生産用培養容器」、
「Ｎ容器」、「Ｎバイオリアクター」、「第２バイオリアクター」、「生産用バイオリア
クター」なる用語は、Ｎ－１バイオリアクター後のバイオリアクターを指しており、目的
のバイオプロダクトの生産で使用される。
【００５１】
　本明細書で使用される用語「従来の生産プロセス」は、（ａ）指定された時点でバイオ
リアクターに対してボーラス供給で栄養培地を加える従来プロセス、または（ｂ）グルコ
ース（もしくは他の単一の栄養分）が消費されるとバイオリアクターに対してグルコース
（もしくは別の単一の栄養分）を加える従来プロセスを指す。従来の生産プロセスは、バ
イオプロダクトの収率が低く且つ／またはバイオプロダクト生産の効率が低い。
【００５２】
　本明細書で使用される用語「播種」は、細胞培養をバイオリアクターまたは別の容器に
提供するプロセスを指す。一実施形態では、細胞は、別のバイオリアクターまたは容器で
前もって増殖させた。別の実施形態では、細胞を凍結し、バイオリアクターまたは容器に
提供する直前に解凍した。その用語は、任意の数の細胞、例えば１つの細胞を指す。
【００５３】
　本明細書で使用される用語「力価」は、細胞培養により生産された組換え発現糖タンパ
ク質またはタンパク質の総量を、所定の量の培地体積によって割ったものを指す。力価は
、典型的には、培地１ミリリットル当たりの糖タンパク質またはタンパク質のミリグラム
数の単位で、または培地１ミリリットル当たりの糖タンパク質またはタンパク質のグラム
数の単位で表される。
【００５４】
　本明細書で使用される用語「添加剤」または「サプリメント」または「栄養分」は、生
存するために、増殖するために、またはそうでなければバイオマスを加えるために、培養
中の有機体、例えば細胞によって利用される、任意の化合物、分子、または物質を指す。
栄養分の例としては、炭水化物（例えば、単糖、例えばグルコース、ガラクトース、マル
トースまたはフルクトース、または更に複合糖類）、アミノ酸、ビタミン（例えば、Ｂ群
ビタミン（例えば、Ｂ１２）、ビタミンＡ、ビタミンＥ、リボフラビン、チアミン及びビ
オチン）、亜鉛、鉄、または銅が挙げられる。ある特定の実施形態では、栄養分を基本培
地に補充して、本開示で説明される目的を達成する。「添加物」または「サプリメント」
または「栄養分」は、単一の物質、例えば銅、亜鉛、アミノ酸を包含することができ、ま
たは複数の物質、例えば亜鉛及びアミノ酸を包含することができる。「添加剤」または「
サプリメント」または「栄養分」なる用語は、それらが同時に加えられる必要がないとし
ても、またそれらが同じ仕方で加えられる必要がないとしても、加えられる成分のすべて
を指す。例えば、「添加剤」または「サプリメント」または「栄養分」の１種以上の成分
を、原液から単一ボーラスまたは２以上のボーラスとして加えることができ、一方、同じ
「添加剤」または「サプリメント」または「栄養分」の他の成分を、流加培地の一部とし
て加えることができる。更に、「添加剤」または「サプリメント」または「栄養分」の任
意の１種以上の成分は、細胞培養の開始から、基本培地中に存在することができる。
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【００５５】
　本明細書で使用される用語「アミノ酸」は、２０の標準アミノ酸、すなわち、グリシン
、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、メチオニン、プロリン、フェニルアラニ
ン、トリプトファン、セリン、トレオニン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、シス
テイン、リジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸及びグルタミン酸、それらの
単一の立体異性体、及びそれらのラセミ混合物のいずれかを指す。また、「アミノ酸」な
る用語は、公知の非標準アミノ酸、例えば、４－ヒドロキシプロリン、ε－Ｎ，Ｎ，Ｎ－
トリメチルリジン、３―メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリシン、Ｏ－ホスホセリン、
γ－カルボキシグルタメート、ε－Ｎ－アセチルリジン、ω－Ｎ－メチルアルギニン、Ｎ
－アセチルセリン、Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアラニン、Ｎ－ホルミルメチオニン、γ－ア
ミノ酪酸、ヒスタミン、ドパミン、サイロキシン、シトルリン、オルニチン、β－シアノ
アラニン、ホモシステイン、アザセリン、及びＳ－アデノシルメチオニンも意味すること
ができる。いくつかの実施形態では、アミノ酸は、グルタミン酸塩、グルタミン、リジン
、チロシンまたはバリンである。いくつかの実施形態では、アミノ酸は、グルタミン酸塩
またはグルタミンである。
【００５６】
　本明細書で使用される用語「栄養培地」、「流加培地」、「供給」、「完全な供給」及
び「完全栄養培地」は、互換的に使用することができ、そして細胞を増殖させ、繁殖させ
、そして細胞株にバイオマスを加えるために使用される「完全な」培地を含む。栄養培地
は、細胞株を増殖且つ繁殖させるのに単独で十分ではない物質または単純培地と区別され
る。したがって、例えば、他の必要とされる栄養分が存在していないので、グルコースま
たは単糖単独では、栄養培地ではなく、細胞株を増殖且つ繁殖させるのに十分ではない。
当業者は、細胞は、不完全培地の存在下で増殖し、生存し、そして繁殖し続けることがで
きるが、細胞の増殖速度は不安定になり、そして／または大きく低下することを認めるこ
とができる。したがって、いくつかの実施形態では、「栄養培地」なる用語は、少なくと
も２日、３日、４日、５日、１週、２週、３週、４週、５週、６週、７週、８週、９週、
１０週、１１週、１２週、１３週、１４週、１５週、１６週、１７週、または１８週の間
、安定性及び増殖速度を損なうことなく、または細胞の健康のあらゆる他の指標を低下さ
せずに、細胞株を増殖、繁殖させるのに十分な、そしてバイオマスを細胞株に加えるのに
十分な培地を含む。したがって、いくつかの実施形態では、「栄養培地」なる用語は、１
種以上の必須の栄養分を欠いていてもよいが、少なくとも２日、３日、４日、５日、１週
、２週、３週、４週、５週、６週、７週、８週、９週、１０週、１１週、１２週、１３週
、１４週、１５週、１６週、１７週、または１８週の間、安定性及び増殖速度を損なうこ
となく、または細胞の健康のあらゆる他の指標を低下させずに、細胞株を増殖、繁殖させ
続けることができ、そしてバイオマスを細胞株に加え続けることができる培地を含む。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、栄養培地は細胞培養培地である。最適な細胞培養培地組成物
は、繁殖される細胞培養のタイプに応じて変化する。いくつかの実施形態では、栄養培地
は市販の培地である。いくつかの実施形態では、栄養培地は、例えば、無機塩類、炭水化
物（例えば、糖、例えばグルコース、ガラクトース、マルトースまたはフルクトース）、
アミノ酸、ビタミン（例えばＢ群ビタミン（例えばＢ１２）、ビタミンＡ、ビタミンＥ、
リボフラビン、チアミン及びビオチン）、脂肪酸及び脂質（例えばコレステロール及びス
テロイド）、タンパク質及びペプチド（例えばアルブミン、トランスフェリン、フィブロ
ネクチン及びフェチュイン）、血清（例えばアルブミン、増殖因子及び増殖阻害剤、例え
ばウシ胎児血清、新生仔ウシ血清及びウマ血清）、微量元素（例えば亜鉛、銅、セレン及
びトリカルボン酸中間体）、加水分解産物（プラントまたは動物源に由来する加水分解タ
ンパク質）、及びそれらの組み合わせを含有している。栄養培地の例としては、基本培地
（例えばＭＥＭ、ＤＭＥＭ、ＧＭＥＭ）、複合培地（ＲＰＭＩ　１６４０、Ｉｓｃｏｖｅ
ｓ　ＤＭＥＭ、Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ　Ｌ－１５、Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ　Ｌ－１５、ＴＣ　
１００）、無血清培地（例えばＣＨＯ、Ｈａｍ　Ｆ１０及び誘導体、Ｈａｍ　Ｆ１２、Ｄ
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ＭＥＭ／Ｆ１２）が挙げられるが、それらに限定されない。栄養培地で見出される一般的
なバッファーとしては、ＰＢＳ、Ｈａｎｋｓ　ＢＳＳ、Ｅａｒｌｅｓ塩類、ＤＰＢＳ、Ｈ
ＢＳＳ、及びＥＢＳＳが挙げられる。哺乳動物細胞を培養するための培地は、当該技術分
野において公知であり、例えばＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（
ミズーリ州セントルイス）、ＨｙＣｌｏｎｅ（ユタ州ローガン）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（カリフォルニア州カールズバッド）、Ｃａｍｂｒｅｘ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ（ニュージャージー州Ｅ．ラザフォード）、Ｉｒｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ（カリフォルニア州サンタアナ）などから市販されている。栄養培地で見出
される他の成分としては、アスコルビン酸塩、シトレート、システイン／シスチン、グル
タミン、葉酸、グルタチオン、リノール酸、リノレン酸、リポ酸、オレイン酸、パルミチ
ン酸、ピリドキサル／ピリドキシン、リボフラビン、セレン、チアミン、及びトランスフ
ェリンが挙げられる。当業者は、本発明の範囲内に属する栄養培地に対する改変が存在す
ることを認めるだろう。
【００５８】
　本明細書で使用される用語「バイオプロダクト」は、細胞培養、例えば真核（例えば哺
乳動物）細胞培養から生産され、そして単離することができる分子を指す。いくつかの実
施形態では、バイオプロダクトなる用語は、５０ｋＤａ、７５ｋＤａ、１００ｋＤａ、１
２５ｋＤａ、または１５０ｋＤａを超える分子量を有する分子を指す。いくつかの実施形
態では、その用語の使用は、ポリマー、例えばバイオポリマー、例えば核酸（例えばＤＮ
Ａ、ＲＮＡ）、ポリペプチド（例えばタンパク質）、炭水化物、及び脂質を指す。いくつ
かの実施形態では、用語「バイオプロダクト」はタンパク質を指す。いくつかの実施形態
では、用語「バイオプロダクト」は組換えタンパク質または融合タンパク質を指す。いく
つかの実施形態では、バイオプロダクトは可溶性タンパク質である。いくつかの実施形態
では、バイオプロダクトは、抗体、抗体断片または改変抗体（例えば多価抗体、ドメイン
欠失抗体、多重体抗体、ヒンジ改変抗体、安定化抗体、多重特異性抗体、直鎖抗体、ｓｃ
Ｆｖ、結合ＳｃＦｖ抗体、多価直鎖抗体、Ｆｃのない多価抗体、Ｆａｂ、多価Ｆａｂなど
）、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である。
【００５９】
　本明細書で使用される用語「ポリペプチド」または「タンパク質」は、ペプチド結合を
介して一緒に連結されたアミノ酸の連続鎖を指す。その用語はあらゆる長さのアミノ酸鎖
について言及するために使用されるが、当業者は、その用語は、長い鎖に限定されるもの
ではなく、ペプチド結合を介して一緒に連結された２つのアミノ酸を含む最小の鎖を指し
得ることも理解するだろう。単一のポリペプチドが別個の機能性単位であり、別個の機能
性単位を形成するために他のポリペプチドと永続的な物理的結合を必要とする場合、本明
細書で使用される「ポリペプチド」及び「タンパク質」なる用語は、互換的に使用される
。別個の機能性単位が、互いに物理的に結合している１個を超えるポリペプチドから成る
場合、本明細書で使用される「タンパク質」なる用語は、物理的に結合され、そして別個
の単位として一緒に機能する複数のポリペプチドを指す。本明細書で使用される用語「タ
ンパク質」は、単一の「タンパク質」ならびに複数の「タンパク質」を含むことを意図し
ている。したがって、本明細書で使用される場合、限定するものではないが「ペプチド」
、「ポリペプチド」、「アミノ酸鎖」を包含する用語またはアミノ酸の鎖（単数または複
数）に言及するために使用される任意の他の用語は、「タンパク質」の定義に包含され、
そして用語「タンパク質」は、これらの用語の任意のものに代えてまたは互換的に使用す
ることができる。その用語は、更に、翻訳後の修飾、例えばグリコシル化、アセチル化、
リン酸化、アミド化、公知の保護基／ブロック基による誘導体化、タンパク質分解による
切断、または非天然アミノ酸による修飾を受けたタンパク質も含む。また、タンパク質は
、多量体、例えば二量体、三量体などを形成するポリペプチドも含む。また、タンパク質
なる用語は、融合タンパク質、例えば、タンパク質（またはタンパク質の断片）が抗体（
または抗体の断片）に結合される遺伝子融合プロセスを介して生成されるタンパク質も含
む。本発明の融合タンパク質の例としては、ヒトＩｇＧ１及びヒトＩｇＥ、ならびにリン
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フォトキシンβ受容体免疫グロブリンＧ１由来の連結Ｆｃ領域から成るジスルフィド連結
二官能性タンパク質が挙げられる。
【００６０】
　用語「抗体」は、免疫グロブリン分子の可変領域内の少なくとも１つの抗原認識部位を
通じて、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、ま
たは前記の組み合わせなどの標的を認識し特異的に結合する免疫グロブリン分子を意味す
るために使用される。本明細書で使用される場合、その用語は、無傷ポリクローナル抗体
、無傷モノクローナル抗体、抗体断片（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断
片など）、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）変異体、少なくとも２つの無傷抗体から作製される二
重特異性抗体などの多重特異性抗体、一価または単一特異性の抗体、キメラ抗体、ヒト化
抗体、ヒト抗体、抗体の抗原決定部分を含む融合タンパク質、ならびに抗体が所望の生物
活性を示す限りにおいて抗原認識部位を含む任意の他の改変免疫グロブリン分子を含む。
抗体は、それぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる重鎖定常ドメインの同定に基づいて
、免疫グロブリンの５つの主要なクラス、すなわちＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及
びＩｇＭのいずれか、またはそれらのサブクラス（アイソタイプ）（例えばＩｇＧ１、Ｉ
ｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２）であり得る。
【００６１】
　本明細書で使用される用語「抗体断片」は、無傷抗体の一部分を指し、無傷抗体の抗原
決定可変領域を指す。抗体断片の例としては、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及び
Ｆｖ断片、直鎖抗体、一本鎖抗体、及び抗体断片から形成される多重特異性抗体が挙げら
れるが、それらに限定されない。
【００６２】
　本明細書で使用される用語「組換え発現ポリペプチド」及び「組換えポリペプチド」は
、そのポリペプチドを発現するように遺伝子操作された宿主細胞から発現されるポリペプ
チドを指す。その組換え発現ポリペプチドは、哺乳動物宿主細胞で通常発現されるポリペ
プチドと同一または類似であり得る。また、その組換え発現ポリペプチドは、宿主細胞に
対して外来であることもでき、すなわち、哺乳動物宿主細胞において通常発現されるポリ
ペプチドに対して異種であることもできる。あるいは、組換え発現ポリペプチドは、ポリ
ペプチドの一部が、哺乳動物宿主細胞において通常発現されるポリペプチドと同一または
類似であるアミノ酸配列を含有する一方で、他の部分が宿主細胞に対して外来であるとい
う点で、キメラであり得る。本明細書で使用される場合、用語「組換え発現ポリペプチド
」及び「組換えポリペプチド」は、ハイブリドーマによって生産される抗体も含む。
【００６３】
　本明細書で使用される用語「ハイブリドーマ」は、免疫学的源に由来する不死化細胞と
抗体生産細胞との融合によって生成される細胞を指す。得られるハイブリドーマは、抗体
を生産する不死化細胞である。ハイブリドーマを生成するために使用される個々の細胞は
、任意の哺乳動物源、例えば、限定するものではないがラット、ブタ、ウサギ、ヒツジ、
ブタ、ヤギ、及びヒトに由来し得る。また、その用語は、ヒト細胞とマウス骨髄腫細胞系
との間の融合生成物であるヘテロハイブリッド骨髄腫融合体の子孫が後に形質細胞と融合
されると生じるトリオーマ細胞株も含む。更に、その用語は、例えばクアドローマなどの
、抗体を生産する任意の不死化ハイブリッド細胞株を包含するものである（例えばＭｉｌ
ｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，５３７：３０５３（１９８３）を参照された
い）。
【００６４】
　ＩＩ．細胞培養
　本発明は、細胞培養によって、バイオプロダクト、例えばタンパク質及び／またはポリ
ペプチドを生産する改善されたシステムを提供する。本発明は、Ｎ－１培養容器で目的の
バイオプロダクトをコードする遺伝子を含む細胞を培養して、高い生細胞密度（少なくと
も２５×１０６生細胞／ｍｌ）を達成すること；少なくとも８．５×１０６生細胞／ｍｌ
の播種密度で、Ｎ－１培養容器からＮ培養容器中に細胞を接種すること；及び目的のタン
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パク質の生産を可能にする条件下で細胞をＮ培養容器で培養することを含む、細胞を培養
する方法を提供する。いくつかの実施形態では、工程（ａ）における培養は、生細胞密度
に基づいて決定されたレベルで栄養分を補充する。他の実施形態では、約５０ｍＭ～約２
Ｍの累積アミノ酸量を工程（ａ）の培養に加える。
【００６５】
　典型的な細胞培養プロセスは、ある播種密度での栄養培地への開始細胞の接種に続き、
誘導期増殖を含む。誘導期の後に培養の対数期増殖が続き、最終的にプラトー期となる。
しかしながら、本発明の改善された細胞培養プロセスは、Ｎ－１培養容器（Ｎ－１シード
トレインバイオリアクター）においてＮ－１シードトレイン培養で細胞を増殖させて（増
殖段階）、高い生細胞密度を得ること、次いで、Ｎ－１培養容器から細胞を採取し、そし
て高い生細胞播種密度でＮ培養容器（生産用バイオリアクター）に細胞を播種して目的の
バイオプロダクトを生産することを含む。
【００６６】
　細胞培養（バッチ培養、フェドバッチ培養、及び灌流培養）によって、タンパク質また
はポリペプチドなどのバイオプロダクトを生産するために哺乳動物細胞を調製する様々な
方法は当該技術分野で公知である。発現を達成するのに十分な核酸（典型的には、目的の
ポリペプチドまたはタンパク質をコードする遺伝子及び任意の操作可能に連結された遺伝
子制御エレメントを含有するベクター）を、任意の数の技術によって、宿主細胞株に導入
することができる。典型的には、細胞をスクリーニングして、どの宿主細胞が実際にベク
ターを取り込んだかを決定し、そして目的のポリペプチドまたはタンパク質を発現させる
。哺乳動物細胞によって発現された目的とする特定のポリペプチドまたはタンパク質を検
出する従来の方法としては、免疫組織化学、免疫沈澱、フローサイトメトリー、免疫蛍光
顕微鏡検査、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウエスタンブロット、酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（
ＥＬＩＳＡ）、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）技術、生物学的活性アッセイ、
及びアフィニティークロマトグラフィーが挙げられるが、それらに限定されない。当業者
は、発現されたポリペプチドまたはタンパク質を検出する他の適当な技術に気づくであろ
う。多数の宿主細胞が、目的のポリペプチドまたはタンパク質を発現する場合、列挙した
技術の一部またはすべてを使用して、どの細胞が、そのポリペプチドまたはタンパク質を
最も高いレベルで発現するかを明らかにすることができる。
【００６７】
　目的のポリペプチドまたはタンパク質を発現する細胞が同定されると、その細胞は、当
業者には公知の様々な方法のいずれかによって、培養で繁殖される。目的のポリペプチド
またはタンパク質を発現する細胞は、典型的には、その細胞を所定の温度で、また、細胞
の生存、増殖及び生存率に役立つ培地において増殖させることによって繁殖される。
【００６８】
　本発明では、細胞は、Ｎ－１培養容器において繁殖／増殖させて、生産用細胞培養容器
に播種するのに十分な体積を得る。
【００６９】
　Ｎ－１培養容器におけるＮ－１シードトレイン細胞培養
　Ｎ－１培養容器に播種したら、その細胞培養を、細胞培養の生存、増殖及び生存率に役
立つ条件下、初期増殖期に維持する。厳密な条件は、細胞型、細胞が得られる生物、そし
て発現されるポリペプチドまたはタンパク質の性質と特徴に応じて変わる。
【００７０】
　初期増殖期における細胞培養の温度は、主に細胞培養が生育可能な状態に維持される温
度範囲に基づいて選択する。例えば、初期増殖期の間、ＣＨＯ細胞は３７℃でよく増殖す
る。一般的に、ほとんどの哺乳動物細胞は約２５℃～４２℃でよく増殖する。好ましくは
、哺乳動物細胞は約３５℃～４０℃で増殖する。当業者は、実施者による細胞のニーズ及
び要求生産量に応じて、細胞を増殖させる適当な一つの温度または複数の温度を選択する
ことができる。
【００７１】



(18) JP 2017-500017 A 2017.1.5

10

20

30

40

50

　本発明の一実施形態では、初期増殖期の温度は、単一で一定の温度に維持する。別の実
施形態では、初期増殖期の温度は、温度の範囲内に維持する。例えば、温度は、初期増殖
期の間、徐々に上昇または低下させることができる。あるいは、温度は、初期増殖期の間
、様々な時点で、不連続な量で上昇または低下させることができる。当業者は、単一の温
度または複数の温度を用いるべきか否か、及び温度を徐々にまたは不連続な量で調整する
べきか否かを決定することができよう。
【００７２】
　細胞は、初期増殖期の間、実施者のニーズ及び細胞自体の必要条件に応じて、更に長い
または短い時間にわたって増殖させることができる。一実施形態では、細胞は、障害なく
成長することが可能である場合に細胞が最終的に達するであろう最大生細胞密度の所定の
パーセンテージである生細胞密度を達成するのに十分な期間にわたり増殖させる。
【００７３】
　細胞培養は、細胞に対する酸素付加及び栄養分の分散を増加させるために、初期培養期
の間、撹拌または振盪することができる。本発明にしたがって、当業者は、初期増殖期の
間、バイオリアクターのある特定の内部条件、例えば、限定するものではないがｐＨ、温
度、酸素付加などを制御または調節することは有益であり得ることを理解するであろう。
例えば、ｐＨは酸または塩基を適当な量を供給することによって制御することができ、酸
素付加は当該技術分野で周知である散布装置で制御することができる。
【００７４】
　Ｎ－１培養容器の培養体積は、任意のサイズであることができるが、しばしば、目的の
ポリペプチドまたはタンパク質の最終的な細胞増殖及び生産で使用される生産用細胞培養
容器／バイオリアクターの培養体積に比べて小さい。細胞は、生産用バイオリアクターに
播種する前に、体積を増加させるＮ－１シードトレインバイオリアクターで、数回、継代
させることができる。細胞培養は、撹拌または振盪して、培地の酸素付加及び細胞への栄
養分の分散を増やすことができる。あるいはまたは更に、当該技術分野で公知である特別
な散布装置を使用して、培養の酸素付加を増加させ且つ制御することができる。本発明に
したがって、当業者は、バイオリアクターのある特定の内部条件、例えば、限定するもの
ではないがｐＨ、温度、酸素付加などを制御または調節することは有益であり得ることを
理解するであろう。
【００７５】
　初期培養容器における細胞培養は、生産用培養容器に播種する前に、所望の密度まで増
殖させる。播種前に、細胞のほとんどが生存したままであることが好ましいが、完全また
はほとんど完全な生存率は必要ない。いくつかの実施形態では、少なくとも２５×１０６

生細胞／ｍｌ、少なくとも３０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも３５×１０６生細胞／
ｍｌ、少なくとも４０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも４５×１０６生細胞／ｍｌ、少
なくとも５０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも５５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも
６０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも６５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも７０×１
０６生細胞／ｍｌ、少なくとも７５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも８０×１０６生細
胞／ｍｌ、少なくとも８５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも９０×１０６生細胞／ｍｌ
、少なくとも９５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも１００×１０６生細胞／ｍｌ、少な
くとも１１０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも１１０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくと
も１２０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも１３０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも１
３５×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも１４０×１０６生細胞／ｍｌ、少なくとも１４５
×１０６生細胞／ｍｌまたは少なくとも１５０×１０６生細胞／ｍｌの細胞密度が達成さ
れる。
【００７６】
　本発明の一実施形態では、細胞は、例えば低速遠心分離によって、上清から取り出すこ
とができる。次のバイオリアクターに播種する前に、培地を有する取り出された細胞を洗
浄して、あらゆる不必要な代謝廃棄物または培地成分を除去することもできる。その培地
は、細胞が以前に増殖した培地であり得るか、または本発明の実施者によって選択された
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異なる培地もしくは洗浄溶液であり得る。
【００７７】
　当業者は理解できるように、異なる栄養分（異なる濃度の栄養分）が、細胞培養サイク
ルの異なる増殖期で必要とされ得る。本発明のある特定の実施形態では、増殖細胞培養の
特定の条件は、定期的にモニターすることができる。非限定的な例として、温度、ｐＨ、
細胞密度、細胞生存率、積分生細胞密度、乳酸塩レベル、アンモニウムレベル、容量オス
モル濃度、または発現されたポリペプチドもしくはタンパク質の力価をモニターすること
は、有益または必要であり得る。多数の技術は、当該技術分野で公知であり、当業者はこ
れらの条件を測定することができる。例えば、細胞密度は、血球計、クールター計数器、
または細胞密度検査（ＣＥＤＥＸ）を使用して、測定することができる。生細胞密度は、
トリパンブルーによる培養サンプルを染色することによって測定することができる。死細
胞のみがトリパンブルーを取り込むので、生細胞密度は、細胞の総数を計数し、染料を取
り込んだ細胞の数を細胞の総数で割り、そして逆数をとることによって、決定することが
できる。ＨＰＬＣを使用して、ラクテート、アンモニウム、または発現されたポリペプチ
ドもしくはタンパク質のレベルを決定することができる。あるいは、発現されたタンパク
質のレベルは、標準的な分子生物学技術、例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのクマシー染色、
ウェスタンブロッティング、ブラッドフォードアッセイ、ローリーアッセイ、ビウレット
アッセイ、及びＵＶ吸光度によって決定することができる。発現されたポリペプチドまた
はタンパク質の翻訳後修飾、例えばリン酸化及びグリコシル化をモニターすることも有益
または必要であり得る。
【００７８】
　サンプル採集装置、分析装置、加工プログラム、または供給装置の１つ以上を自動化す
ることができる。したがって、例えば、いくつかの実施形態では、本発明の方法は、バイ
オプロダクト生産プロセスにおける任意またはすべての工程の間（すなわち、その最中）
に、変動性を低下させ、バイオプロダクトの量及び／または品質を最適化または向上させ
るために、オフライン（ｏｆｆ－ｌｉｎｅ）、アットライン（ａｔ－ｌｉｎｅ）、オンラ
イン（ｏｎ－ｌｉｎｅ）またはインライン（ｉｎ－ｌｉｎｅ）であり得る自動化サンプル
採集装置及び／または分析装置を利用することができる。
【００７９】
　本説明のために、「オフライン」分析とは、サンプルを、生産プロセスから永久に取り
出し、そしてより後のポイントで生産プロセスから離して分析するので、結果として、デ
ータ分析がプロセス内条件についてリアルタイムまたはリアルタイムに近い情報を伝えな
い、ことを示そうとしている。いくつかの実施形態では、本発明の方法で使用される１つ
以上の分析装置はオフラインである。
【００８０】
　本説明のために、「アットライン」とは、サンプルを、生産プロセスから永久に取り出
すが、取り出された時間に極めて接近している時間枠で分析し、それによって、プロセス
内条件を自動的に制御または変えるために使用され得るリアルタイムまたはリアルタイム
に近い情報を提供する、ことを示そうとしている。「アットライン」分析は、自動化また
は半自動化方式で行うことができる。いくつかの実施形態では、本発明の方法で使用され
る分析装置の１つ以上はアットラインである。
【００８１】
　本説明のために、「オンライン」とは、サンプルを、生産プロセスから分流し、サンプ
ルが取り出された時間に極めて接近している時間枠で分析し、それによって、プロセス内
条件を自動的に制御または変えるために使用され得るリアルタイムまたはリアルタイムに
近い情報を提供し、そしてここで、そのサンプルは、生産プロセスに戻すことができる（
しかし必ずしも戻されるわけではない）、ことを示そうとしている。「オンライン」分析
は、自動化または半自動化方式で行うことができる。いくつかの実施形態では、本発明の
方法で使用される分析装置の１つ以上はオンラインである。
【００８２】



(20) JP 2017-500017 A 2017.1.5

10

20

30

40

50

　本説明のために、「インライン」とは、サンプルを、生産プロセスから取り出さないが
、その代わりに、プロセス「サンプル」を、侵襲性または非侵襲性手段によってリアルタ
イムでモニターし、それにより、プロセス内条件を自動的に制御または変えるために使用
され得るリアルタイムまたはリアルタイムに近い情報を提供する、ことを示そうとしてい
る。例えば、分析装置（もしくはそれに接続されるセンサー部分）は、バイオリアクター
もしくは精製ユニット中に直接に導入することができ、または分析装置もしくはセンサー
部分は、適当なバリアまたは膜によってバイオリアクターもしくは精製ユニットから分離
することができる。「インライン」分析は、自動化または半自動化方式で行うことができ
る。インライン及びオンライン分析は、通常、オフライン及びアットライン分析法と比較
して、有意により高い頻度（連続または不連続を含む）で行うことができるので、有利で
ある。いくつかの実施形態では、本発明の方法で使用される分析装置の１つ以上はインラ
インである。
【００８３】
　いくつかの実施形態では、ある特定の細胞培養条件をモニターするために、分析用に培
養の小さいアリコートを取り出す必要がある。当業者は、そのような取り出しは、細胞培
養中に汚染を潜在的にもたらす可能性があり、そのような汚染のリスクを最小限に抑える
ように適切に注意することを理解するだろう。
【００８４】
　本発明の方法の例示的な実施形態では、バイオリアクターサンプルからのリアルタイム
での１つ以上のマーカー、例えば細胞生存率の直接（アットライン、インライン、または
オンライン）測定は、自動的で動的なフィードバック制御された、アミノ酸及びグルコー
スなどのサプリメントの添加及び／またはアンモニウム及び乳酸塩などの廃棄物の除去を
実施するために行われる。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）でのＮ－１培養容器における培養の生細胞密度は
、１秒当たり約１０回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞
密度は、１秒当たり約９回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生
細胞密度は、１秒当たり約８回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養
の生細胞密度は、１秒当たり約７回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における
培養の生細胞密度は、１秒当たり約６回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）にお
ける培養の生細胞密度は、１秒当たり約５回測定される。別の実施形態では、工程（ａ）
における培養の生細胞密度は、１秒当たり約４回測定される。別の実施形態では、工程（
ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当たり約３回測定される。別の実施形態では、工
程（ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当たり約２回測定される。別の実施形態では
、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当たり約複数回測定される。別の実施形
態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１分当たり約１回測定される。別の実
施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１時間当たり約１回測定される。
別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約４回測定され
る。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約３回測定
される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１秒当たり約２回
測定される。別の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、１日当たり約
１回測定される。他の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、連続して
測定される。他の実施形態では、培養の生細胞密度は、キャパシタンスを介して測定され
る。
【００８６】
　他の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、２秒毎に約１回、３秒毎
に約１回、４秒毎に約１回、５秒毎に約１回、１０秒毎に約１回、１５秒毎に約１回、２
０秒毎に約１回、３０秒毎に約１回、４０秒毎に約１回、５０秒毎に約１回、毎分約１回
、２分毎に約１回、３分毎に約１回、４分毎に約１回、５分毎に約１回、１０分毎に約１
回、１５分毎に約１回、２０分毎に約１回、３０分毎に約１回、毎時約１回、２時間毎に
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約１回、５時間毎に約１回、１日当たり約４回、１日当たり約２回、または１日当たり約
１回測定される。他の実施形態では、工程（ａ）における培養の生細胞密度は、連続して
測定される。
【００８７】
　いくつかの実施形態では、廃棄物、例えばアンモニウム及び乳酸塩は、Ｎ－１培養容器
における本発明の工程（ａ）の間に除去される。ある特定の態様では、廃棄物の除去は、
ろ過、遠心分離、傾斜細胞沈澱器（ｉｎｃｌｉｎｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｅｔｔｌｅｒ）、交
互接線流、接線流、またはそれらの組み合わせによって行う。
【００８８】
　いくつかの実施形態では、工程（ａ）の細胞培養における乳酸塩レベルは、１５ｍＭ未
満に維持される。他の実施形態では、工程（ａ）の細胞培養における乳酸塩レベルは、１
２ｍＭ、１０ｍＭ、８ｍＭ、６ｍＭ、５ｍＭ、４ｍＭ、２ｍＭ、１ｍＭ、０．５ｍＭ、０
．２ｍＭ、０．１ｍＭ、または０．０５ｍＭ未満に維持される。いくつかの実施形態では
、工程（ａ）の細胞培養では乳酸塩は存在していない。
【００８９】
　いくつかの実施形態では、Ｎ－１培養容器における細胞培養は、培養の生細胞密度に基
づいて添加剤（またはサプリメントまたは栄養分）が補充される。「添加剤」または「サ
プリメント」または「栄養分」は、単一の物質、例えば銅、亜鉛、アミノ酸を包含するこ
とができ、または複数の物質、例えば亜鉛及びアミノ酸を包含することができる。「添加
剤」または「サプリメント」または「栄養分」なる用語は、それらが同時に加えられる必
要がないとしても、またそれらが同じ仕方で加えられる必要がないとしても、加えられる
成分のすべてを指している。例えば、「添加剤」または「サプリメント」または「栄養分
」の１種以上の成分を、原液から単一ボーラスまたは２以上のボーラスとして加えること
ができ、一方、同じ「添加剤」または「サプリメント」または「栄養分」の他の成分を、
流加培地の一部として加えることができる。更に、「添加剤」または「サプリメント」の
任意の１種以上の成分は、細胞培養の開始から、基本培地中に存在することができる。栄
養分補充は、細胞特異的灌流量（ＣＳＰＲ）に基づいて決定される。
【００９０】
　いくつかの実施形態では、栄養分はアミノ酸、亜鉛、鉄及び銅を含む。いくつかの実施
形態では、亜鉛は、約１．８μＭ～約１ｍＭの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加えら
れる。他の実施形態では、亜鉛は、約１．８μＭ～約０．５ｍＭ、約１．８μＭ～約０．
１ｍＭ、約１．８μＭ～約０．０５ｍＭ、約１．８μＭ～約０．０１ｍＭ、約１．８μＭ
～約０．００５ｍＭ、約５μＭ～約１ｍＭ、約５μＭ～約０．５ｍＭ、約５μＭ～約０．
１ｍＭ、約５μＭ～約０．０５ｍＭ、約５μＭ～約０．０１ｍＭ、約１０μＭ～約１ｍＭ
、約１０μＭ～約０．５ｍＭ、約１０μＭ～約０．１ｍＭ、約１０μＭ～約０．０５ｍＭ
、約５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約０．５ｍＭ、約５０μＭ～約０．１ｍＭ、約１
００μＭ～約１ｍＭ、約１００μＭ～約０．５ｍＭ、約１００μＭ～約０．１２５ｍＭ、
約２００μＭ～約１ｍＭ、約２００μＭ～約０．５ｍＭ、または約５００μＭ～約１ｍＭ
の累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加えられる。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、鉄は、約０．１μＭ～約２０ｍＭの累積量で、工程（ａ）の
細胞培養に加えられる。他の実施形態では、鉄は、約０．５μＭ～約２０ｍＭ、０．５μ
Ｍ～約１０ｍＭ、０．５μＭ～約５ｍＭ、約０．５μＭ～約１ｍＭ、約０．５μＭ～約０
．５ｍＭ、約０．５μＭ～約０．１ｍＭ、約０．５μＭ～約０．０１ｍＭ、約１μＭ～約
２０ｍＭ、約１μＭ～約５ｍＭ、約１μＭ～約１ｍＭ、約１μＭ～約０．５ｍＭ、約１μ
Ｍ～約０．１ｍＭ、約１μＭ～約０．０１ｍＭ、約２μＭ～約２０ｍＭ、約２μＭ～約５
ｍＭ、約２μＭ～約１ｍＭ、約２μＭ～約０．５ｍＭ、約２μＭ～約５ｍＭ、約２μＭ～
約１ｍＭ、約２μＭ～約０．５ｍＭ、約２μＭ～約０．１ｍＭ、約２μＭ～約０．０１ｍ
Ｍ、５μＭ～約２０ｍＭ、５μＭ～約１０ｍＭ、約５μＭ～約５ｍＭ、約５μＭ～約１ｍ
Ｍ、約５μＭ～約０．５ｍＭ、約５μＭ～約０．１ｍＭ、約５μＭ～約０．０１ｍＭ、１
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０μＭ～約２０ｍＭ、１０μＭ～約１０ｍＭ、約１０μＭ～約５ｍＭ、約１０μＭ～約１
ｍＭ、約１０μＭ～約０．５ｍＭ、約１０μＭ～約０．１ｍＭ、５０μＭ～約２０ｍＭ、
５０μＭ～約１０ｍＭ、約５０μＭ～約５ｍＭ、約５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約
０．５ｍＭ、約５０μＭ～約０．１ｍＭ、１００μＭ～約２０ｍＭ、１００μＭ～約１０
ｍＭ、約１００μＭ～約５ｍＭ、約１００μＭ～約１ｍＭ、約１００μＭ～約０．５ｍＭ
、１ｍＭ～約２０ｍＭ、１ｍＭ～約１０ｍＭ、または約１ｍＭ～約５ｍＭの累積量で、工
程（ａ）の細胞培養に加えられる。
【００９２】
　好ましい実施形態では、鉄は、トロポロンのような鉄キレート剤の非存在下で、約２μ
Ｍ～約２０ｍＭの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加えられる。いくつかの実施形態で
は、鉄は、約２μＭ～約２０ｍＭ、２μＭ～約１０ｍＭ、２μＭ～約５ｍＭ、約２μＭ～
約１ｍＭ、約２μＭ～約０．５ｍＭ、約２μＭ～約０．１ｍＭ、約２μＭ～約０．０１ｍ
Ｍ、５μＭ～約２０ｍＭ、５μＭ～約１０ｍＭ、約５μＭ～約５ｍＭ、約５μＭ～約１ｍ
Ｍ、約５μＭ～約０．５ｍＭ、約５μＭ～約０．１ｍＭ、約５μＭ～約０．０１ｍＭ、１
０μＭ～約２０ｍＭ、１０μＭ～約１０ｍＭ、約１０μＭ～約５ｍＭ、約１０μＭ～約１
ｍＭ、約１０μＭ～約０．５ｍＭ、約１０μＭ～約０．１ｍＭ、５０μＭ～約２０ｍＭ、
５０μＭ～約１０ｍＭ、約５０μＭ～約５ｍＭ、約５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約
０．５ｍＭ、約５０μＭ～約０．１ｍＭ、１００μＭ～約２０ｍＭ、１００μＭ～約１０
ｍＭ、約１００μＭ～約５ｍＭ、約１００μＭ～約１ｍＭ、約１００μＭ～約０．５ｍＭ
、１ｍＭ～約２０ｍＭ、１ｍＭ～約１０ｍＭ、または約１ｍＭ～約５ｍＭの累積量で、鉄
キレート剤の非存在下で、工程（ａ）の細胞培養に加えられる。別の好ましい実施形態で
は、鉄は、鉄キレート剤の存在下で、約０．１μＭ～約２０ｍＭの累積量で、工程（ａ）
の細胞培養に加えられる。他の実施形態では、鉄は、約０．１μＭ～約２０ｍＭ、０．１
μＭ～約１０ｍＭ、０．１μＭ～約５ｍＭ、約０．１μＭ～約１ｍＭ、約０．１μＭ～約
０．５ｍＭ、約０．１μＭ～約０．１ｍＭ、約０．１μＭ～約０．０５ｍＭ、約０．１μ
Ｍ～約０．０１ｍＭ、約０．１μＭ～約０．００５ｍＭ、約０．１μＭ～約０．００１ｍ
Ｍ、約１μＭ～約１ｍＭ、約１μＭ～約５ｍＭ、約１μＭ～約１ｍＭ、約１μＭ～約０．
５ｍＭ、約１μＭ～約０．１ｍＭ、約１μＭ～約０．０５ｍＭ、約１μＭ～約０．０１ｍ
Ｍ、約１μＭ～約０．００５ｍＭ、約１０μＭ～約１ｍＭ、約１０μＭ～約５ｍＭ、約１
０μＭ～約１ｍＭ、約１０μＭ～約０．５ｍＭ、約１０μＭ～約０．１ｍＭ、約１０μＭ
～約０．０５ｍＭ、約５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約１０ｍＭ、約５０μＭ～約５
ｍＭ、約５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約０．５ｍＭ、約５０μＭ～約０．１ｍＭ、
約１００μＭ～約１ｍＭ、約１００μＭ～約５ｍＭ、約１００μＭ～約１ｍＭ、約１００
μＭ～約０．５ｍＭ、約５００μＭ～約１ｍＭ、約５００μＭ～約５ｍＭ、約５００μＭ
～約２．５ｍＭ、または約５００μＭ～約１ｍＭの累積量で、鉄キレート剤の存在下で、
工程（ａ）の細胞培養に加えられる。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、銅は、約０．００８μＭ～約１ｍＭの累積量で、工程（ａ）
の細胞培養に加えられる。他の実施形態では、銅は、約０．００８μＭ～約０．５ｍＭ、
約０．００８μＭ～約０．１ｍＭ、約０．００８μＭ～約０．０５ｍＭ、約０．００８μ
Ｍ～約０．０１ｍＭ、約０．００８μＭ～約０．００５ｍＭ、０．００８μＭ～約０．５
μＭ、０．００８μＭ～約０．１μＭ、０．００８μＭ～約０．０５μＭ、０．００８μ
Ｍ～約０．０１μＭ、０．００８μＭ～約０．００５μＭ、約０．０５μＭ～約１ｍＭ、
約０．０５μＭ～約０．５ｍＭ、約０．０５μＭ～約０．１ｍＭ、約０．０５μＭ～約０
．０５ｍＭ、約０．０５μＭ～約０．０１ｍＭ、０．０５μＭ～約０．００５ｍＭ、０．
０５μＭ～約０．５μＭ、約１μＭ～約１ｍＭ、約１μＭ～約０．５ｍＭ、約１μＭ～約
０．１ｍＭ、約１μＭ～約０．０１ｍＭ、約１μＭ～約０．００５ｍＭ、１０μＭ～約１
ｍＭ、約１０μＭ～約０．５ｍＭ、約１０μＭ～約０．１ｍＭ、約１０μＭ～約０．０５
ｍＭ、５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約０．５ｍＭ、約５０μＭ～約０．１ｍＭ、１
００μＭ～約１ｍＭ、約１００μＭ～約０．５ｍＭ、約１００μＭ～約０．２ｍＭ、また
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は５００μＭ～約１ｍＭの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加えられる。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、アミノ酸は、約５０ｍＭ～約２Ｍの累積量で、工程（ａ）の
細胞培養に加えられる。別の実施形態では、アミノ酸は、５０ｍＭを超える累積量で、工
程（ａ）の細胞培養に加えられる。ある特定の実施形態では、１種以上のアミノ酸が、約
７５ｍＭ～約５００ｍＭの累積量で、フェドバッチ培養またはバッチ培養における工程（
ａ）の細胞培養に加えられる。ある特定の実施形態では、１種以上のアミノ酸が、約５０
ｍＭ～約１Ｍ、約５０ｍＭ～約５００ｍＭ、または約５０ｍＭ～約１００ｍＭの累積量で
、フェドバッチ培養またはバッチ培養における工程（ａ）の細胞培養に加えられる。いく
つかの実施形態では、１種以上のアミノ酸が、約５０ｍＭ、５５ｍＭ、６０ｍＭ、６３ｍ
Ｍ、７０ｍＭ、８０ｍＭ、９０ｍＭ、１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ
、１４０ｍＭ、１５０ｍＭ、１６０ｍＭ、１７０ｍＭ、１８０ｍＭ、１９０ｍＭ、２００
ｍＭ、３００ｍＭ、４００ｍＭ、５００ｍＭ、７５０ｍＭ、８００ｍＭ、１Ｍ、１．５ｍ
Ｍ、または２Ｍの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加えられる。いくつかの実施形態で
は、アンモニアの蓄積が存在する場合、１種以上のアミノ酸の任意の累積量が、灌流培養
によってＮ－１培養容器に添加され得る。
【００９５】
　ある特定の実施形態では、廃棄物は工程（ａ）の間に除去され、そして１種以上のアミ
ノ酸が約５０ｍＭ～約２Ｍの累積量で加えられる。他の実施形態では、廃棄物は工程（ａ
）の間に除去され、そして１種以上のアミノ酸が約６３ｍＭ～約２００ｍＭ、６３ｍＭ、
７０ｍＭ、８０ｍＭ、９０ｍＭ、１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１
４０ｍＭ、１５０ｍＭ、１６０ｍＭ、１７０ｍＭ、１８０ｍＭ、１９０ｍＭ、２００ｍＭ
、３００ｍＭ、４００ｍＭ、５００ｍＭ、７５０ｍＭ、８００ｍＭ、１Ｍ、１．５ｍＭ、
または２Ｍの累積量で加えられる。
【００９６】
　いくつかの実施形態では、フマル酸塩は、約２μＭ～約２０ｍＭの累積量で、工程（ａ
）の細胞培養に加えられる。他の実施形態では、フマル酸塩は、約２μＭ～約２０ｍＭ、
２μＭ～約１０ｍＭ、２μＭ～約５ｍＭ、約２μＭ～約１ｍＭ、約２μＭ～約０．５ｍＭ
、約２μＭ～約０．１ｍＭ、約２μＭ～約０．０１ｍＭ、５μＭ～約２０ｍＭ、５μＭ～
約１０ｍＭ、約５μＭ～約５ｍＭ、約５μＭ～約１ｍＭ、約５μＭ～約０．５ｍＭ、約５
μＭ～約０．１ｍＭ、約５μＭ～約０．０１ｍＭ、１０μＭ～約２０ｍＭ、１０μＭ～約
１０ｍＭ、約１０μＭ～約５ｍＭ、約１０μＭ～約１ｍＭ、約１０μＭ～約０．５ｍＭ、
約１０μＭ～約０．１ｍＭ、５０μＭ～約２０ｍＭ、５０μＭ～約１０ｍＭ、約５０μＭ
～約５ｍＭ、約５０μＭ～約１ｍＭ、約５０μＭ～約０．５ｍＭ、約５０μＭ～約０．１
ｍＭ、１００μＭ～約２０ｍＭ、１００μＭ～約１０ｍＭ、約１００μＭ～約５ｍＭ、約
１００μＭ～約１ｍＭ、約１００μＭ～約０．５ｍＭ、１ｍＭ～約２０ｍＭ、１ｍＭ～約
１０ｍＭ、または約１ｍＭ～約５ｍＭ、０．０１μＭ、０．０５μＭ、０．１μＭ、０．
５μＭ、１．０μＭ、２．０μＭ、５．０μＭ、１０μＭ、２０μＭ、５０μＭ、１００
μＭ、２００μＭ、５００μＭ、１ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、
または２０ｍＭの累積量で、工程（ａ）の細胞培養に加えられる。
【００９７】
　ある特定の実施形態では、工程（ａ）の培養のｐＨは約６．８～約７．４に維持される
。他の実施形態、工程（ａ）の培養のｐＨは約６．９～約７．３に維持される。いくつか
の実施形態では、所望のｐＨは、塩基、例えば水酸化ナトリウムまたは炭酸ナトリウムを
加えることなく、灌流培地ｐＨを滴定することによって維持される。他の実施形態では、
所望のｐＨは、塩基、例えば水酸化ナトリウムまたは炭酸ナトリウムを加えることによっ
て維持される。
【００９８】
　Ｎ－１培養容器における細胞培養は、バッチ培養、フェドバッチ培養または灌流培養で
培養することができる。一実施形態では、Ｎ－１培養容器における細胞培養はバッチ培養
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である。別の実施形態では、Ｎ－１培養容器における細胞培養はフェドバッチ培養である
。
【００９９】
　目的のポリペプチドを生産する典型的な手順は、バッチ培養及びフェドバッチ培養を含
む。従来のバッチ及びフェドバッチ培養に関する持続的な未解決の問題は、代謝廃棄物の
生成であり、それは、細胞増殖、細胞生存率及び発現されるポリペプチドの生産に関して
有害効果を有する。特に有害な効果を有する２つの代謝廃棄物は、乳酸塩及びアンモニウ
ムであり、それは、それぞれグルコース及びグルタミン代謝の結果として生じる。グルタ
ミン代謝の結果としてのアンモニウムの酵素生産に加えて、アンモニウムはまた、時間と
ともに非代謝分解の結果として細胞培養に蓄積する。したがって、ある特定の実施形態で
は、Ｎ－１培養容器における細胞培養は、灌流培養である。いくつかの実施形態では、Ｎ
－１培養容器における細胞培養のための灌流量は約０．０１ｎＬ／細胞／日～約０．２ｎ
Ｌ／細胞／日である。他の実施形態では、Ｎ－１培養容器における細胞培養のための灌流
量は、約０．０１ｎＬ／細胞／日～約０．１５ｎＬ／細胞／日、約０．０１ｎＬ／細胞／
日～約０．１ｎＬ／細胞／日、約０．０１ｎＬ／細胞／日～約０．０５ｎＬ／細胞／日、
約０．０５ｎＬ／細胞／日～約０．２ｎＬ／細胞／日、約０．０５ｎＬ／細胞／日～約０
．１５ｎＬ／細胞／日、約０．０５ｎＬ／細胞／日～約０．１ｎＬ／細胞／日、約０．１
ｎＬ／細胞／日～約０．２ｎＬ／細胞／日、約０．１ｎＬ／細胞／日～約０．１５ｎＬ／
細胞／日、約０．１２ｎＬ／細胞／日～約０．２ｎＬ／細胞／日、約０．１２ｎＬ／細胞
／日～約０．１５ｎＬ／細胞／日である。他の実施形態では、Ｎ－１培養容器における細
胞培養のための灌流量は、０．０１ｎＬ／細胞／日、０．０２ｎＬ／細胞／日、０．０３
ｎＬ／細胞／日、０．０５ｎＬ／細胞／日、０．０７ｎＬ／細胞／日、０．１０ｎＬ／細
胞／日、０．１２ｎＬ／細胞／日、０．１４ｎＬ／細胞／日、０．１５ｎＬ／細胞／日、
０．１６ｎＬ／細胞／日、０．１８ｎＬ／細胞／日、０．０５ｎＬ／細胞／日、０．０８
ｎＬ／細胞／日、０．１ｎＬ／細胞／日、または０．２ｎＬ／細胞／日である。いくつか
の実施形態では、灌流培養における灌流は交互接線流である。他の実施形態では、灌流細
胞培養における灌流は接線流である。いくつかの実施形態では、灌流細胞培養における灌
流は、ろ過装置、例えば中空糸及び開口チャネルフィルターを使用する。
【０１００】
　典型的には、Ｎ－１培養容器の体積は、４０００リットル未満、３７５０リットル未満
、３５００リットル未満、３２５０リットル未満、３０００リットル未満、２７５０リッ
トル未満、２５００リットル未満、２２５０リットル未満、２０００リットル未満、１７
５０リットル未満、１５００リットル未満、１２５０リットル未満、または１０００リッ
トル未満である。いくつかの実施形態では、Ｎ－１培養容器は、約５０～約２０，０００
リットル、約５０～約１５，０００リットル、約５０～約１０，０００リットル、約５０
～約３５７０リットル、約５０～約３５００リットル、約５０～約３０００リットル、約
５０～約２５００リットル、約５０～約２０００リットル、約５０～約１５００リットル
、約５０～約１０００リットル、約５０～５００リットル、約１００～約１０，０００リ
ットル、約１００～約５０００リットルまたは約１００～約４０００リットルである。あ
る特定の実施形態では、Ｎ－１培養容器は、４０００リットル、３７５０リットル、３５
００リットル、３２５０リットル、３０００リットル、２７５０リットル、２５００リッ
トル、２２５０リットル、２０００リットル、１７５０リットル、１５００リットル、１
２５０リットル、１０００リットル、７５０リットル、５００リットル、２５０リットル
、２００リットル、１００リットル、または５０リットルである。バイオリアクターの内
部条件、例えば限定するものではないがｐＨ及び温度は、典型的には、培養期間中制御さ
れる。バイオリアクターは、本発明の培養条件下で、培地中に懸濁された哺乳動物細胞培
養を保持するのに適している任意の材料、例えばガラス、プラスチックまたは金属から成
ることができる。
【０１０１】
　工程（ａ）のＮ－１培養容器における細胞培養は、定義された期間、維持することがで
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きる。いくつかの実施形態では、工程（ａ）での細胞培養は、約３～約８日、約３～約７
日、約３～約６日、約３～約５日、４～約８日、約４～約７日、約４～約６日、約４～約
５日、約５～約８日、約５～約７日、約５～約６日、約６～約８日、約６～約７日、また
は約７～約８日の間維持される。ある特定の実施形態では、工程（ａ）での細胞培養は、
３日、４日、５日、６日、７日、または８日間維持される。
【０１０２】
　工程（ａ）からの細胞は、工程（ｂ）で生産用バイオリアクターに播種するために、適
当な密度まで希釈することができる。本発明の好ましい実施形態では、細胞は、生産用バ
イオリアクターで使用される同じ培地中に希釈される。あるいは、細胞は、本発明の実施
者のニーズ及び要望に応じて、または、生産用バイオリアクターに播種する前に細胞を短
期間保存しなければならない場合に、細胞それら自体の特定の必要条件に適応させるため
に、別の培地または溶液中に希釈され得る。
【０１０３】
　Ｎ培養容器における生産細胞培養
　Ｎ－１シードトレイン培養容器で増殖される細胞は、採取され、そして、高い生細胞播
種密度で、生産細胞培養のためのＮ培養容器中に播種／接種される。いくつかの実施形態
では、Ｎ培養容器は、約８．５×１０６生細胞／ｍｌ、約１０×１０６生細胞／ｍｌ、１
５×１０６生細胞／ｍｌ、２０×１０６生細胞／ｍｌ、２５×１０６生細胞／ｍｌ、また
は３０×１０６生細胞／ｍｌの播種密度で接種される。
【０１０４】
　当業者は、Ｎ培養容器における生産細胞培養は、バッチ培養、フェドバッチ培養または
灌流培養であり得ることを認めるだろう。ある特定の実施形態では、生産培養はフェドバ
ッチ培養である。他の実施形態では、生産培養は灌流培養である。
【０１０５】
　したがって、一実施形態では、本発明の方法によるＮ－１培養容器及び／またはＮ培養
容器における細胞培養は、バッチ培養である。別の実施形態では、本発明の方法によるＮ
－１培養容器及び／またはＮ培養容器における細胞培養は、フェドバッチ培養である。更
なる実施形態では、本発明の方法によるＮ－１培養容器及び／またはＮ培養容器における
細胞培養は、灌流培養である。いくつかの実施形態では、Ｎ－１培養容器における細胞培
養は、灌流培養である。
【０１０６】
　他の実施形態では、Ｎ－１培養容器における培養はフェドバッチ培養であり、そしてＮ
培養容器における培養はバッチまたはフェドバッチ培養である。別の実施形態では、Ｎ－
１培養容器における培養は灌流培養であり、そしてＮ培養容器における培養はフェドバッ
チまたはバッチ培養である。別の実施形態では、Ｎ－１培養容器における培養はバッチま
たはフェドバッチ培養であり、そしてＮ培養容器における培養は灌流培養である。
【０１０７】
　工程（ｂ）のＮ培養容器における生産細胞培養は、定義された期間維持することができ
る。いくつかの実施形態では、工程（ｂ）での細胞培養は、約８～約２３日、約８～約２
０日、約８～約１５日、約１０～約２３日、約１０～約２０日、約１０～約１５日、約１
５～約２３日、約１５～約２０日、約１２～約２３日、または約１２～約２０日の間維持
される。ある特定の実施形態では、工程（ｂ）での細胞培養は、８日、１０日、１２日、
１４日、１６日、１８日、２０日、２２日または２３日の間維持される。
【０１０８】
　典型的には、Ｎ培養容器の体積は、約２００リットル～約２０，０００リットル、約２
００リットル～約１５，０００リットル、約２００リットル～約１２，０００リットル、
約２００リットル～約１０，０００リットル、約２００リットル～約８，０００リットル
、約２００リットル～約５，０００リットル、約１０００リットル～約２０，０００リッ
トル、約１０００リットル～約２０，０００リットル、約１０００リットル～約１５，０
００リットル、約１０００リットル～約１２，０００リットル、約１０００リットル～約
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１０，０００リットル、約１０００リットル～約８，０００リットル、または約１０００
リットル～約５，０００リットルである。いくつかの実施形態では、Ｎ培養容器の体積は
、約２００リットル、約５００リットル、約８００リットル、約１０００リットル、約１
２００リットル、約１５００リットル、約２０００リットル、約２５００リットル、約５
０００リットル、約７５００リットル、約１０，０００リットル、約１２，０００リット
ル、約１５０００リットル、約１８０００リットル、または約２０，０００リットルであ
る。いくつかの実施形態では、Ｎ培養容器の体積は約２０，０００リットル以下である。
【０１０９】
　一実施形態では、本発明の方法による細胞培養は無血清培養である。別の実施形態では
、本発明の方法による細胞培養は既知組成培養である。更なる実施形態では、本発明の方
法による細胞培養は動物性タンパク質非含有培養である。
【０１１０】
　発現されたポリペプチドの単離または捕集
　生産細胞培養で生産される目的のタンパク質はＮ培養容器から捕集される。一実施形態
では、発現されるポリペプチドまたはタンパク質は、培地中に分泌されるので、精製プロ
セスの第一工程として、例えば遠心分離またはろ過によって、取り出すことができる。
【０１１１】
　あるいは、発現されるポリペプチドは宿主細胞の表面に結合され得る。この実施形態で
は、培地が取り出され、ポリペプチドまたはタンパク質を発現する宿主細胞は精製プロセ
スの第一工程として溶解される。当業者に公知の任意の数の手段によって、例えばガラス
ビーズによる物理的な粉砕及び高いｐＨ条件への曝露によって、哺乳動物宿主細胞の溶解
を達成することができる。
【０１１２】
　ポリペプチドは、標準的方法によって、例えば、限定するものではないが、クロマトグ
ラフィー（例えばイオン交換、アフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除クロマト
グラフィー、及びヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー）、ゲルろ過、遠心分離、も
しくは示差溶解度、エタノール沈澱によって、または、タンパク質精製のための任意の他
の利用可能な技術によって、単離及び精製され得る（例えば、参照によりすべてが本明細
書に組み込まれる、Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｉ
ｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｓｐｒｉｎｇｅ
ｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８７；Ｈｉｇｇｉｎｓ，Ｓ．Ｊ．ａｎｄ　
Ｈａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．（編），Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔ
ｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ　Ｐｒｅｓｓ，１９９９；及び
Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ，Ｍ．Ｐ．，Ｓｉｍｏｎ，Ｍ．Ｉ．，Ａｂｅｌｓｏｎ，Ｊ．Ｎ．（編
），Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　Ｓｅｒｉ
ｅｓ，Ｖｏｌ　１８２），Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９７を参照されたい）。
免疫アフィニティークロマトグラフィーについて、特に、タンパク質は、そのタンパク質
に対して作製され、そして固定支持体に固定された抗体を含むアフィニティーカラムにタ
ンパク質を結合することにより単離され得る。あるいは、インフルエンザ被膜配列、ポリ
ヒスチジン、またはグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼのようなアフィニティータグ
を、標準的な組換え技術によってタンパク質に付着させて、適当なアフィニティーカラム
上を通過させることによる容易な精製を可能にすることができる。フェニルメチル弗化ス
ルホニル（ＰＭＳＦ）、ロイペプチン、ペプスタチンまたはアプロチニンのようなプロテ
アーゼ阻害剤は、精製プロセスの間に、ポリペプチドまたはタンパク質の分解を少なくす
るかまたは排除するために、任意のまたはすべての段階で加えることができる。プロテア
ーゼ阻害剤は、発現されるポリペプチドまたはタンパク質を単離及び精製するために細胞
を溶解しなければならない際に特に望ましい。当業者には、精密な精製技術は、精製され
るポリペプチドまたはタンパク質の特徴、ポリペプチドまたはタンパク質が発現される細
胞の特徴、そして細胞が増殖された培地の組成に応じて、変わることが理解されよう。
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【０１１３】
　ＩＩＩ．細胞
　細胞培養し易く且つポリペプチドを発現し易い任意の哺乳動物の細胞または細胞型を本
発明にしたがって利用することができる。本発明にしたがって使用することができる哺乳
動物細胞の非限定的な例としては、ＢＡＬＢ／ｃマウス骨髄腫株（ＮＳＯ／１，ＥＣＡＣ
Ｃ　Ｎｏ：８５１１０５０３）；ヒト網膜細胞芽（ＰＥＲ．Ｃ６（オランダ、ライデンに
あるＣｒｕＣｅｌｌ））；ＳＶ４０で形質転換したサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ－７，ＡＴ
ＣＣ　ＣＲＬ１６５１）；ヒト胚性腎臓株（懸濁培養における増殖のためにサブクローニ
ングされた２９３または２９３細胞，Ｇｒａｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒ
ｏｌ．，３６：５９（１９７７））；幼若ハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ，ＡＴＣＣ　ＣＣ
Ｌ１０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞＋／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ，Ｕｒｌａｕｂ　ａ
ｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１
６（１９８０））；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４，Ｍａｔｈｅｒ，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏ
ｄ．，２３：２４３－２５１（１９８０））；サル腎臓細胞（ＣＶ１　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ
　７０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１　５８
７）；ヒト子宮頸癌細胞（ＨｅＬａ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ
、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　３４）；バッファローラット肝細胞（ＢＲＬ　３Ａ、ＡＴＣＣ　Ｃ
ＲＬ　１４４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；ヒト肝細胞（ｈ
ｅｐ　Ｇ２、ＨＢ　８０６５）；マウス乳房腫瘍（ＭＭＴ　０６０５６２、ＡＴＣＣ　Ｃ
ＣＬ５１）；ＴＲ１細胞（Ｍａｔｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．，３８３：４４－６８（１９８２））；ＭＲＣ　５細胞；ＦＳ４細胞；
及びヒトヘパトーム株（Ｈｅｐ　Ｇ２）が挙げられる。特に好ましい実施形態では、本発
明は、ＣＨＯ細胞株由来のポリペプチド及びタンパク質の培養及び発現で使用される。
【０１１４】
　好ましい実施形態では、細胞はＨＥＫ－２９３細胞、ＶＥＲＯ細胞、ＮＳ０細胞、ＰＥ
Ｒ．Ｃ６細胞、Ｓｐ２／０細胞、ＢＨＫ細胞、ＭＤＣＫ細胞、ＭＤＢＫ細胞、またはＣＯ
Ｓ細胞から選択される。
【０１１５】
　更に、ポリペプチドまたはタンパク質を発現する、多くの商業的及び非商業的に利用可
能なハイブリドーマ細胞株を本発明にしたがって利用することができる。当業者は、ハイ
ブリドーマ細胞株が、異なる栄養必要量を有することができ且つ／または最適な増殖及び
ポリペプチドまたはタンパク質の発現について異なる培養条件を要求し得ることを十分に
理解するであろうし、そして必要に応じて条件を改変することができるであろう。
【０１１６】
　上記したように、多くの場合、細胞は、高レベルのタンパク質またはポリペプチドを生
産するように選択または操作される。しばしば、細胞は、例えば、目的のタンパク質もし
くはポリペプチドをコードする遺伝子の導入によって、及び／または目的のポリペプチド
をコードする遺伝子（内因性であるか導入されるかにかかわらず）の発現を制御する調節
エレメントの導入によって、高レベルのタンパク質を生産するように遺伝子操作される。
【０１１７】
　ある特定のポリペプチドは、細胞増殖、細胞生存率、または細胞のいくつかの他の特徴
に関して有害な影響を及ぼす場合があり、その影響により、目的のポリペプチドまたはタ
ンパク質の生産がなんらかの様式で最終的に制限される。特定のポリペプチドを発現する
ように操作された１つの特定のタイプの細胞の集団の中でも、その細胞集団内での変動性
が存在し、その結果、ある特定の個々の細胞が、より良好に増殖し、且つ／または目的の
ポリペプチドをより多く生産する。本発明のある特定の好ましい実施形態では、細胞株は
、細胞を培養するために選択される特定の条件下での堅固な増殖のために、実施者によっ
て経験的に選択される。特に好ましい実施形態では、特定のポリペプチドを発現するよう
に操作された個々の細胞は、細胞増殖、最終細胞密度、細胞生存率パーセント、発現され
るポリペプチドの力価、もしくはこれらの任意の組み合わせに基づいて、または実施者に
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よって重要であるとみなされる任意の他の条件に基づいて、大規模生産のために選択され
る。
【０１１８】
　ＩＶ．培地
　本発明の細胞培養は、培養される特定の細胞に適する任意の培地で調製される。いくつ
かの実施形態では、培地は、例えば、無機塩類、炭水化物（例えば、糖類、例えばグルコ
ース、ガラクトース、マルトースまたはフルクトース）、アミノ酸、ビタミン（例えば、
Ｂ群ビタミン（例えばＢ１２）、ビタミンＡ、ビタミンＥ、リボフラビン、チアミン及び
ビオチン）、脂肪酸及び脂質（例えば、コレステロール及びステロイド）、タンパク質及
びペプチド（例えば、アルブミン、トランスフェリン、フィブロネクチン及びフェチュイ
ン）、血清（例えば、アルブミン、増殖因子及び増殖阻害剤、例えばウシ胎児血清、新生
仔ウシ血清及びウマ血清を含む組成物）、微量元素（例えば、亜鉛、銅、セレン及びトリ
カルボン酸中間体）、加水分解産物（プラントまたは動物源に由来する加水分解タンパク
質）、及びそれらの組み合わせを含む。市販の培地、例えば、５倍濃縮ＤＭＥＭ／Ｆ１２
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＣＤ　ＯｐｔｉＣＨＯ　ｆｅｅｄ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
、ＣＤ　ＥｆｆｉｃｉｅｎｔＦｅｅｄ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、Ｃｅｌｌ　Ｂｏｏｓｔ
（ＨｙＣｌｏｎｅ）、ＢａｌａｎＣＤ　ＣＨＯ　Ｆｅｅｄ（Ｉｒｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ）、ＢＤ　Ｒｅｃｈａｒｇｅ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、Ｃｅｌｌ
ｖｅｎｔｏ　Ｆｅｅｄ（ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、Ｅｘ－細胞ＣＨＯＺＮ　Ｆｅｅ
ｄ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、ＣＨＯ　Ｆｅｅｄ　Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　Ｓｕｐ
ｐｌｅｍｅｎｔ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、ＳｈｅｆｆＣＨＯ（Ｋｅｒｒｙ）、Ｚ
ａｐ－ＣＨＯ（Ｉｎｖｉｔｒｉａ）、ＡｃｔｉＣＨＯ（ＰＡＡ／ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａ
ｒｅ）、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ１０（Ｓｉｇｍａ）、最小必須培地（［ＭＥＭ］、Ｓｉｇｍａ）
、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇｍａ）、及びＤｕｌｂｅｃｃｏ変法イーグル培地（［ＤＭ
ＥＭ］、Ｓｉｇｍａ）が例示の培養液である。更に、そのすべての開示が参照により本明
細書に組み込まれる、Ｈａｍ　ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ，（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ
．，５８：４４；Ｂａｒｎｅｓ　ａｎｄ　Ｓａｔｏ，（１９８０）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．，１０２：２５５；米国特許第４，７６７，７０４号；第４，６５７，８６６号；
第４，９２７，７６２号；第５，１２２，４６９号または第４，５６０，６５５号；国際
公開番号ＷＯ　９０／０３４３０；及びＷＯ　８７／００１９５に記載されている培地の
いずれかを培養培地として使用することができる。これらの培地のいずれかは、必要に応
じて、ホルモン及び／もしくは他の増殖因子（例えばインスリン、トランスフェリン、あ
るいは上皮増殖因子）、塩類（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、及び
リン酸塩）、バッファー（例えばＨＥＰＥＳ）、ヌクレオシド（例えばアデノシン及びチ
ミジン）、抗生物質（例えばゲンタマイシン）、微量元素（マイクロモル濃度範囲の最終
濃度で通常は存在する無機化合物として定義される）、脂質（例えばリノール酸もしくは
他の脂肪酸）及びそれらの適当な担体、及びグルコース、または等価なエネルギー源と一
緒に補充することができる。いくつかの実施形態では、栄養培地は、無血清培地、無タン
パク質培地、または既知組成培地である。任意の他の必要なサプリメントも、当業者に知
られている適当な濃度で包含され得る。
【０１１９】
　一実施形態では、哺乳動物宿主細胞はＣＨＯ細胞であり、適当な培地は、基本培地成分
、例えばＤＭＥＭ／ＨＡＭ　Ｆ－１２をベースとする配合物（ＤＭＥＭとＨＡＭ　Ｆ１２
との組成物、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｃ
ａｔａｌｏｇｕｅ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅｓ　ａｎｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，Ｓｉ
ｘｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８８，ｐａｇｅｓ　３４６－３４９における培養培地配合
物を参照されたい）、ならびに、改変された濃度のいくつかの成分、例えば、アミノ酸、
塩類、糖類、及びビタミン、組換えヒトインスリン、加水分解ペプトン、例えばＰｒｉｍ
ａｔｏｎｅ　ＨＳもしくはＰｒｉｍａｔｏｎｅ　ＲＬ（英国シェフィールド）、またはそ
の同等物；細胞保護剤、例えばＰｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ６８もしくはまたはプルロニックポ



(29) JP 2017-500017 A 2017.1.5

10

20

30

40

50

リオールの同等物；ゲンタマイシン；及び微量元素を含有する。
【０１２０】
　本発明は、本明細書に記載の他の培養工程にしたがって使用されるとき、目的の組換え
糖タンパク質のグリコシル化を操作し、変質させ、または改変する能力を保持しながら、
培養における細胞生存率の低下を最小化または防止する種々の培地配合物を提供する。
【０１２１】
　代謝平衡、細胞増殖及び／もしくは生存率に関して、またはポリペプチドまたはタンパ
ク質に関して、大きな悪影響を及ぼさずに、グリコシル化を操作するのに有用であること
が示された本発明の培地配合物は、本明細書に記載の培地サプリメントを含む。当業者は
、本発明の培地配合物が、定義された培地及び定義されていない培地の両方を含むことを
理解するだろう。
【０１２２】
　Ｖ．バイオプロダクト
　ポリペプチド
　宿主細胞で発現可能なあらゆるポリペプチドを本発明にしたがって生産することができ
る。ポリペプチドは、宿主細胞に対して内因性である遺伝子から発現され得るか、または
遺伝子工学によって宿主細胞中に導入される遺伝子から発現され得る。ポリペプチドは、
天然に生じるものであり得るか、または人間の手によって遺伝子操作もしくは選択された
配列を有することができる遺伝子操作されたポリペプチドは、天然に個々に生じる他のポ
リペプチドセグメントから組み立てられ得るか、または天然に生じない１つ以上のセグメ
ントを包含し得る。
【０１２３】
　本発明にしたがって望ましく発現され得るポリペプチドは、しばしば、興味深い生物学
的または化学的な活性に基づいて選択される。例えば、本発明は、任意の薬学的または商
業的に重要な酵素、受容体、抗体、ホルモン、制御因子、抗原、結合剤などを発現させる
ために使用することができる。
【０１２４】
　いくつかの実施形態では、目的のタンパク質生産物は、抗体、融合タンパク質、アルフ
ァ－シヌクレイン、ＢＡＲＴ、Ｌｉｎｇｏ、ａＢＤＣＡ２、抗ＣＤ４０Ｌ、ＳＴＸ－１０
０、Ｔｗｅａｋ、ダクリズマブ、ペグ化インターフェロン、インターフェロン、エタナー
セプト、インフリキシマブ、トラスツズマブ、アダリムマブ、ベバシズマブ、Ｔｙｓａｂ
ｒｉ、Ａｖｏｎｅｘ、Ｒｉｔｕｘａｎ、オクレリズマブ、オビヌツズマブ（またはＣＤ２
０に結合するあらゆるもの）である。
【０１２５】
　抗体
　医薬品または他の市販の薬剤として現在使用されているかまたは研究中の多数の抗体を
想定するならば、抗体の生産は、本発明にしたがう特定の目的である。抗体は、特定の抗
原を特異的に結合する能力を有するタンパク質である。宿主細胞において発現され得る任
意の抗体は、本発明にしたがって使用することができる。一実施形態では、発現される抗
体はモノクローナル抗体である。
【０１２６】
　特定の抗体は、例えば、列挙したアミノ酸配列をコードする合成遺伝子を調製し発現さ
せることによって、または列挙したアミノ酸配列をコードする遺伝子を提供するヒト生殖
細胞遺伝子を変異させることによって、作製することができる。更に、これらの抗体は、
例えば、以下の方法の１つ以上を使用して、生産され得る。
【０１２７】
　抗体、特にヒト抗体を得るために多くの方法が利用可能である。１つの例示の方法は、
タンパク質発現ライブラリー、例えばファージまたはリボソームディスプレイライブラリ
ーをスクリーニングすることを含む。ファージディスプレイは、例えば米国特許第５，２
２３，４０９号；Ｓｍｉｔｈ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５－１３１７
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；ＷＯ　９２／１８６１９；ＷＯ　９１／１７２７１；ＷＯ　９２／２０７９１；ＷＯ　
９２／１５６７９；ＷＯ　９３／０１２８８；ＷＯ　９２／０１０４７；ＷＯ　９２／０
９６９０；及びＷＯ　９０／０２８０９に記載されている。ファージ上におけるＦａｂ’
ｓのディスプレイは、例えば米国特許第５，６５８，７２７号；第５，６６７，９８８号
；及び第５，８８５，７９３号に記載されている。
【０１２８】
　ディスプレイライブラリーの使用に加えて、他の方法を使用して抗体を得ることができ
る。例えば、タンパク質またはそのペプチドは、非ヒト動物、例えば齧歯動物、例えばマ
ウス、ハムスターまたはラットにおける抗原として使用することができる。
【０１２９】
　一実施形態では、非ヒト動物は、ヒト免疫グロブリン遺伝子の少なくとも一部を含む。
ヒトＩｇ遺伝子座の大きい断片を使用して、マウス抗体生産に欠けるマウス株を遺伝子操
作することができる。ハイブリドーマ技術を使用して、所望の特異性を有する遺伝子に由
来する抗原特異的モノクローナル抗体を生産及び選択することができる。例えば、ＸＥＮ
ＯＭＯＵＳＥ（商標）、Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　７：１３－２１、米国特許出願公開第２００３－００７０１８５号、ＷＯ　９
６／３４０９６及びＷＯ　９６／３３７３５を参照されたい。
【０１３０】
　別の実施形態では、モノクローナル抗体を、非ヒト動物から取得し、次いで改変、例え
ばヒト化または脱免疫化する。Ｗｉｎｔｅｒは、本明細書に記載のヒト化抗体の調製に使
用できる例示的ＣＤＲ移植法を記載している（米国特許第５，２２５，５３９号）。特定
のヒト抗体のＣＤＲの全部または一部を、非ヒト抗体の少なくとも一部で置換することが
できる。一実施形態では、抗原に結合する有用なヒト化抗体に到達するために、そのよう
なＣＤＲの結合または結合決定基（ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）にとって
必要とされるＣＤＲを置換する必要があるのみである。
【０１３１】
　抗原結合に直接関与しないＦｖ可変領域の配列を、ヒトＦｖ可変領域に由来する等価配
列で置換することによって、ヒト化抗体を作製することができる。ヒト化抗体を作製する
一般的な方法は、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１
２０２－１２０７によって、Ｏｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ　４：２１４によって、そして米国特許第５，５８５，０８９号；米国特許第５，６９
３，７６１号；米国特許第５，６９３，７６２号；米国特許第５，８５９，２０５号；及
び米国特許第６，４０７，２１３号によって提供される。これらの方法は、重鎖または軽
鎖の少なくとも１つに由来する免疫グロブリンＦｖ可変領域の全部または一部をコードす
る核酸配列を単離し、操作し、そして発現させることを含む。そのような核酸源は、当業
者に周知であり、例えば、上記したように、所定の標的に対する抗体を生産するハイブリ
ドーマから、生殖系列の免疫グロブリン遺伝子から、または合成構築物から得ることがで
きる。次いで、ヒト化抗体をコードする組換えＤＮＡを適当な発現ベクター中にクローニ
ングすることができる。一実施形態では、その発現ベクターは、グルタミンシンセターゼ
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。（例えばＰｏｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｐｒｏｇ　２６（５）：１４４６－５４（２０１０）を参照
されたい）。
【０１３２】
　抗体は、ヒトＦｃ領域、例えば、野生型Ｆｃ領域または１つ以上の改変を含むＦｃ領域
を含むことができる。一実施形態では、定常領域を、改変、例えば突然変異させて、抗体
の性質を変更する（例えば、Ｆｃ受容体結合、抗体グリコシル化、システイン残基の数、
エフェクター細胞機能、または補体機能のうちの１つ以上を増加または低下させる）。例
えば、ヒトＩｇＧ１定常領域を、１つ以上の残基、例えば、残基２３４及び２３７の１つ
以上で変異させることができる。抗体は、重鎖のＣＨ２領域に、例えば、Ｆｃ受容体結合
及び補体活性化などのエフェクター機能を低下または変化させる変異を有し得る。例えば
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、抗体は、米国特許第５，６２４，８２１号及び第５，６４８，２６０号に記載されてい
るような変異を有し得る。また、抗体は、当該技術分野で開示されているように（例えば
、Ａｎｇａｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３０：１０５－０８
）、免疫グロブリンの２つの重鎖間のジスルフィド結合を安定させる変異、例えばＩｇＧ
４のヒンジ領域における変異も有し得る。例えば米国特許出願公開第２００５－００３７
０００号も参照されたい。
【０１３３】
　他の実施形態では、変更されたグリコシル化パターン（すなわち、本来または天然のグ
リコシル化パターンから変更されている）を有するように、抗体を改変することができる
。ここで「変更された」とは、１つ以上の炭水化物部分を欠失させること、及び／または
本来の抗体に付加された１つ以上のグリコシル化部位を有することを意味している。本願
で開示されている抗体にグリコシル化部位を付加することは、グリコシル化部位のコンセ
ンサス配列を含有するようにアミノ酸配列を変更することによって達成することができる
；そのような技術は当該技術分野で公知である。抗体上の炭水化物部分の数を増加させる
別の手段としては、抗体のアミノ酸残基にグリコシドを化学的または酵素的に結合させる
ことが挙げられる。これらの方法は、例えばＷＯ　８７／０５３３０及びＡｐｌｉｎ　ａ
ｎｄ　Ｗｒｉｓｔｏｎ（１９８１）ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２２：
２５９－３０６に記載されている。抗体上に存在する任意の炭水化物部分の除去は、当該
技術分野で記載されているように（（Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）
Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２５９：５２；Ｅｄｇｅ　ｅｔ　ａｌ．（
１９８１）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１１８：１３１；及びＴｈｏｔａｋｕｒａ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８７）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３８：３５０））化学的または酵素
的に達成することができる。サルベージ受容体結合エピトープを提供することによるｉｎ
　ｖｉｖｏでの半減期を延長させる改変については、例えば米国特許第５，８６９，０４
６号を参照されたい。
【０１３４】
　抗体は、全長抗体の形態、または抗体の断片の形態、例えばＦａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）
２断片、Ｆｄ断片、ｄＡｂ断片、及びｓｃＦｖ断片であり得る。更なる形態としては、単
一の可変領域、例えば、ラクダ由来のドメインまたはラクダ化ドメインを包含するタンパ
ク質が挙げられる。例えば米国特許出願公開第２００５－００７９５７４号及びＤａｖｉ
ｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．９（６）：５３１－７を参照
されたい。
【０１３５】
　一実施形態では、抗体は、全長抗体の抗原結合断片、例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、
Ｆｖまたは一本鎖Ｆｖ断片である。典型的には、抗体は全長抗体である。抗体は、モノク
ローナル抗体または単一特異性抗体であり得る。
【０１３６】
　別の実施形態では、抗体は、ヒト抗体、ヒト化抗体、ＣＤＲ移植抗体、キメラ抗体、変
異抗体、親和性成熟抗体、脱免疫抗体、合成抗体、またはそれ以外のｉｎ　ｖｉｔｒｏ生
成抗体、及びそれらの組み合わせであり得る。
【０１３７】
　抗体の重鎖及び軽鎖は、実質的に全長であり得る。タンパク質は、少なくとも１つの、
好ましくは２つの完全な重鎖及び少なくとも１つの、好ましくは２つの完全な軽鎖を含む
ことができるか、または抗原結合断片（例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖもしくは一
本鎖Ｆｖ断片）を含むことができる。更に他の実施形態では、抗体は、例えばＩｇＧ１、
ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＭ、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＤ、及びＩｇＥから
選択される重鎖定常領域；特に、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、及びＩｇＧ４か
ら選択される重鎖定常領域、更に特にＩｇＧ１（例えば、ヒトＩｇＧ１）である重鎖定常
領域を有する。典型的には、この重鎖定常領域は、ヒトの定常領域、またはヒト定常領域
の改変形態である。別の実施形態では、抗体は、例えば、カッパまたはラムダから選択さ
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れる軽鎖定常領域、特にカッパ（例えば、ヒトカッパ）である軽鎖定常領域を有する。
【０１３８】
　受容体
　医薬品及び／または市販の薬剤として有効であるとされてきたポリペプチドの別のクラ
スは、受容体を含む。受容体は、典型的には、細胞外シグナル伝達リガンドを認識するこ
とによって機能する膜貫通糖タンパク質である。受容体は、典型的には、リガンド認識ド
メインに加えて、リガンドを結合する際に、標的の細胞内分子をリン酸化することによっ
てシグナル伝達経路を開始するタンパク質キナーゼドメインを有し、細胞内で発育変動ま
たは代謝変化をもたらす。一実施形態では、目的の受容体は、（単数または複数の）膜貫
通ドメイン及び／または細胞内ドメインを除去するように改変され、前記ドメインの代わ
りに、Ｉｇドメインが任意に付着され得る。一実施形態では、本発明にしたがって生産さ
れる受容体は、受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）である。ＲＴＫファミリーは、多くの
細胞型の様々な機能にとって重要である受容体を含む（例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＹａｒｄｅｎ　ａｎｄ　Ｕｌｌｒｉｃｈ，　Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
．５７：４３３－４７８，１９８８；Ｕｌｌｒｉｃｈ　ａｎｄ　Ｓｃｈｌｅｓｓｉｎｇｅ
ｒ，Ｃｅｌｌ　６１：２４３－２５４，１９９０を参照されたい）。ＲＴＫの非限定的な
例としては、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）受容体ファミリーのメンバー、上皮増殖因子
受容体（ＥＧＦ）ファミリーのメンバー、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）受容体、免疫
グロブリン及びＥＧＦ相同性ドメイン－１（ＴＩＥ－１）受容体及びＴＩＥ－２受容体を
有するチロシンキナーゼ（参照により本明細書に組み込まれるＳａｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ　３７６（６５３５）：７０－７４（１９９５））、ならびにそのいくつか
が血管新生を直接的にまたは間接的に促進することが示唆されているｃ－Ｍｅｔ受容体（
Ｍｕｓｔｏｎｅｎ　ａｎｄ　Ａｌｉｔａｌｏ，Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１２９：８９５
－８９８，１９９５）が挙げられる。ＲＴＫの他の非限定的な例としては、胎児肝臓キナ
ーゼ１（ＦＬＫ－１）（キナーゼインサートドメイン含有受容体（ＫＤＲ）と呼ばれるこ
ともある（Ｔｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　６：１６７７－８３，１９
９１）または血管内皮細胞増殖因子受容体２（ＶＥＧＦＲ－２））、血管内皮細胞増殖因
子受容体１（ＶＥＧＦＲ－１）と呼ばれることもあるｆｉｎｓ様チロシンキナーゼ－１（
Ｆｌｔ－１）（ＤｅＶｒｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５５；９８９－９９１
，１９９２；Ｓｈｉｂｕｙａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　５：５１９－５２４，
１９９０）、ニューロピリン－１、エンドグリン、エンドシアリン、及びＡｘ１が含まれ
る。当業者であれば、本発明にしたがって発現され得る他の受容体を知っているであろう
。
【０１３９】
　増殖因子及び他のシグナル伝達分子
　医薬品及び／または市販の薬剤として有効であるとされてきたポリペプチドの別のクラ
スは、増殖因子及び他のシグナル伝達分子を含む。増殖因子は、典型的には、細胞により
分泌され、他の細胞に結合し、他の細胞上にある受容体を活性化し、その受容体細胞にお
いて発育変動または代謝変化を惹起させる糖タンパク質である。
【０１４０】
　哺乳動物増殖因子及び他のシグナル伝達分子の非限定的な例としてはサイトカイン；上
皮増殖因子（ＥＧＦ）；血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）；線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ
）、例えばａＦＧＦ及びｂＦＧＦ；形質転換増殖因子（ＴＧＦ）、例えばＴＧＦ－アルフ
ァ及びＴＧＦ－ベータ、例えばＴＧＦ－ベータ１、ＴＧＦ－ベータ２、ＴＧＦ－ベータ３
、ＴＧＦ－ベータ４、またはＴＧＦ－ベータ５；インスリン様増殖因子－Ｉ及び－ＩＩ（
ＩＧＦ－Ｉ及びＩＧＦ－ＩＩ）；デス（１－３）－ＩＧＦ－Ｉ（脳ＩＧＦ－Ｉ）、インス
リン様増殖因子結合タンパク質；ＣＤタンパク質、例えばＣＤ－３、ＣＤ－４、ＣＤ－８
及びＣＤ－１９；エリスロポエチン；骨誘導因子；免疫毒素；骨形成タンパク質（ＢＭＰ
）；インターフェロン、例えばインターフェロン－アルファ、－ベータ、及び－ガンマ；
コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、例えば、Ｍ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、及びＧ－ＣＳＦ；イ
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ンターロイキン（ＴＬ）、例えばＩＬ－１～ＩＬ－１０；腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）アルフ
ァ及びベータ；インスリンＡ鎖；インスリンＢ鎖；プロインスリン；卵胞刺激ホルモン；
カルシトニン；黄体化ホルモン；グルカゴン；抗凝血因子、例えばタンパク質Ｃ；心房性
ナトリウム利尿因子；肺表面活性剤；プラスミノゲン活性化因子、例えばウロキナーゼま
たはヒト尿または組織プラスミノゲン活性化物質（ｔ－ＰＡ））；ボンベシン；トロンビ
ン、造血増殖因子；エンケファリナーゼ；ＲＡＮＴＥＳ（通常はＴ細胞で発現且つ分泌さ
れ活性化を調節する）；ヒトマクロファージ炎症タンパク質（ＭＩＰ－１－アルファ）；
ミュラー阻害物質；レラキシンＡ鎖；レラキシンＢ鎖；プロレキサシン；マウスゴナドト
ロピン関連ペプチド；神経栄養因子、例えば骨由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、ニューロ
トロフィン－３、－４、－５、または－６（ＮＴ－３、ＮＴ－４、ＮＴ－５またはＮＴ－
６）または神経成長因子、例えばＮＧＦ－ベータが挙げられる。当業者であれば、本発明
にしたがって発現され得る他の増殖因子またはシグナル伝達分子を知っているであろう。
【０１４１】
　凝固因子
　いくつかの実施形態では、目的のタンパク質は凝固因子を含む。本明細書で使用される
場合、凝固因子とは、止血障害の対象における出血エピソードの期間を予防または短縮す
る任意の分子またはその類似化合物を意味している。例えば、本発明のための凝固因子は
、全長凝固因子、成熟凝固因子、またはキメラ凝固因子であり得る。換言すれば、それは
、凝固活性を有するあらゆる分子を意味している。本明細書で使用されるように、凝固活
性とは、フィブリン凝塊の形成において最高点に達する、及び／または出血または出血エ
ピソードの重症度、持続期間または頻度を減らす生化学反応のカスケードに関与する能力
を意味している。凝固因子の例は、米国特許第７，４０４，９５６号で見出すことができ
、それは参照により本明細書に組み込まれる。
【０１４２】
　一実施形態では、凝固因子は、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第ＸＩ因子、第ＸＩＩ因
子、フィブリノゲン、プロトロンビン、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第Ｘ因子、第ＸＩＩＩ
因子またはｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ因子である。凝固因子は、外因性経路に関与す
る因子であり得る。凝固因子は、内因性経路に関与する因子であり得る。あるいは、凝固
因子は、外因性経路及び内因性経路の両方に関与する因子であり得る。
【０１４３】
　一実施形態では、凝固因子は、ヒト凝固因子、または、例えば非ヒト霊長類、ブタまた
は任意の哺乳動物に由来する非ヒト凝固因子であり得る。凝固因子は、キメラ凝固因子で
あることができ、例えば、凝固因子は、ヒト凝固因子の部分とブタ凝固因子の部分、また
は第１非ヒト凝固因子とＮ非ヒト凝固因子の部分を含むことができる。
【０１４４】
　別の実施形態では、凝固因子は、活性化された凝固因子であり得る。あるいは、凝固因
子は、凝固因子の不活性型、例えば酵素前駆体であり得る。不活性凝固因子は、免疫グロ
ブリン定常部領域の少なくとも一部に連結した後に活性化することができる。不活性凝固
因子は、対象に投与後に活性化することができる。あるいは、不活性凝固因子は、投与前
に活性化することができる。
【０１４５】
　ある特定の実施形態では、凝固因子は第ＶＩＩＩ因子タンパク質である。本明細書で使
用される「第ＶＩＩＩ因子タンパク質」または「ＦＶＩＩＩタンパク質」とは、特に明記
しない限り、凝固でその正常な役割を担う機能的第ＶＩＩＩ因子タンパク質を意味してい
る。したがって、用語ＦＶＩＩＩは、機能的である変異体タンパク質を含む。一実施形態
では、ＦＶＩＩＩタンパク質は、ヒト、ブタ、イヌ、ラット、またはネズミのＦＶＩＩＩ
タンパク質である。機能的ＦＶＩＩＩタンパク質は、融合タンパク質であることができ、
例えば、限定するものではないが、完全または部分的にＢドメインが欠失されたＦＶＩＩ
Ｉ、免疫グロブリン定常領域の少なくとも一部分、例えばＦｃドメイン、または両方を含
む融合タンパク質であることができる。無数の機能的ＦＶＩＩＩ変異体が作製されてきて
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おり、本明細書記載の組換えＦＶＩＩＩタンパク質として使用することができる。そのす
べてが参照により本明細書に完全に組み込まれるＰＣＴ公開番号ＷＯ　２０１１／０６９
１６４　Ａ２、ＷＯ２０１２／００６６２３　Ａ２、ＷＯ　２０１２／００６６３５　Ａ
２、またはＷＯ　２０１２／００６６３３　Ａ２を参照されたい。
【０１４６】
　非常に多くの機能的ＦＶＩＩＩ変異体が知られている。更に、ＦＶＩＩＩにおける何百
もの機能しない突然変異は、血友病患者で同定されてきた。全体が参照により本明細書に
組み込まれる、例えばＣｕｔｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｍｕｔａｔ．１９：２７４
－８（２００２）を参照されたい。更に、ヒト由来のＦＶＩＩＩと他の種との比較により
、機能に必要とされる可能性がある保存残基が同定されてきた。例えば、参照によりその
全体が本明細書に組み込まれるＣａｍｅｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍ
ｏｓｔ．７９：３１７－２２（１９９８）；ＵＳ６，２５１，６３２を参照されたい。
【０１４７】
　ある特定の態様では、本発明の組換えＦＶＩＩＩタンパク質はキメラである。本明細書
で使用されるように「キメラタンパク質」または「キメラポリペプチド」とは、異なる供
給源由来のアミノ酸の少なくとも２つの広がりを中に含む、タンパク質またはポリペプチ
ド、例えば異種部分を含むＦＶＩＩＩタンパク質を意味している。一実施形態では、異種
性部分は半減期延長部分であり得る。例えば、異種性部分の例としては、免疫グロブリン
定常部領域またはその断片、例えばＦｃ領域もしくはＦｃＲｎ結合パートナー、ＶＷＦ分
子またはその断片、アルブミン、アルブミン結合ポリペプチド、Ｆｃ、ＰＡＳ、ヒト絨毛
性ゴナドトロピンのＣ末端ペプチド（ＣＴＰ）のβサブユニット、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）、ヒドロキシエチルデンプン（ＨＥＳ）、アルブミン結合小分子、またはそ
れらの組み合わせが挙げられるが、それらに限定されない。いくつかの実施形態では、キ
メラタンパク質はＦＶＩＩＩモノマーダイマーハイブリッドである。
【０１４８】
　本発明にとって有用な長時間作用または長期持続ＦＩＸポリペプチドは、ＦＩＸポリペ
プチド及びＦｃＲｎ結合パートナーを含むキメラポリペプチドである。特に明記しない限
り、本発明のＦＩＸポリペプチドは、凝固でその正常な役割を担う機能的第ＩＸ因子ポリ
ペプチドを含む。したがって、ＦＩＸポリペプチドは、機能的である変異体ポリペプチド
、及びそのような機能的変異体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。一実
施形態では、ＦＩＸポリペプチドは、ヒト、ウシ、ブタ、イヌ、ネコ、及びネズミのＦＩ
Ｘポリペプチドである。ＦＩＸの全長ポリペプチド及びポリヌクレオチド配列は、多くの
機能的変異体、例えば断片、変異体及び改変体が知られている。ＦＩＸポリペプチドとし
ては、全長ＦＩＸ、全長ＦＩＸからＮ末端のＭｅｔを引いたもの、全長ＦＩＸからシグナ
ル配列を引いたもの、成熟ＦＩＸ（シグナル配列及びプロペプチドを引いたもの）、そし
てＮ末端に追加のＭｅｔを有する成熟ＦＩＸが挙げられる。ＦＩＸは、組換え手段によっ
て作製することができ（「組換え第ＩＸ因子」または「ｒＦＩＸ」）、すなわち、それは
、天然ではなく、または血漿由来ではない。
【０１４９】
　また、凝固因子は、ＦＩＸタンパク質または任意の変異体、類似体、またはその機能的
断片も含むことができる。多くの機能的ＦＩＸ変異体が公知である。参照によってその全
体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　０２／０４０５４４　Ａ３は、４頁の９
～３０行及び１５頁の６～３１行で、ヘパリンによる阻害に対する耐性の増加を示す変異
体を開示している。参照によってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　
０３／０２０７６４　Ａ２は、表２及び３（１４～２４頁）、そして１２頁の１～２７行
で、低下したＴ細胞免疫原性を有するＦＩＸ変異体を開示している。参照によってその全
体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　２００７／１４９４０６　Ａ２は、４頁
の１行～１９頁の１１行で、タンパク質安定性の増加、ｉｎ　ｖｉｖｏ及びｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ半減期の増加、及びプロテアーゼに対する耐性の増加を示す、機能的変異体ＦＩＸ分
子を開示している。また、国際公開番号ＷＯ　２００７／１４９４０６　Ａ２は、１９頁
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の１２行～２０頁の９行で、キメラ及び他の変異体ＦＩＸ分子も開示している。参照によ
ってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　０８／１１８５０７　Ａ２は
、５頁の１４行～６頁の５行で、凝固活性の増加を示すＦＩＸ変異体を開示している。参
照によってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　０９／０５１７１７　
Ａ２は、９頁の１１行～２０頁の２行で、半減期の増加及び／または回復の増加をもたら
す、Ｎ結合型及び／またはＯ結合型グリコシル化部位数の増加を有するＦＩＸ変異体を開
示している。また、参照によってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　
０９／１３７２５４　Ａ２は、２頁の段落［００６］～５頁の段落［０１１］及び１６頁
の段落［０４４］～２４頁の段落［０５７］で、グリコシル化部位数が増加している第Ｉ
Ｘ因子変異体も開示している。参照によってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開
番号ＷＯ　０９／１３０１９８　Ａ２は、４頁の２６行～１２頁の６行で、半減期の増加
をもたらす、グリコシル化部位数が増加している、機能的変異体ＦＩＸ分子を開示してい
る。参照によってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　０９／１４００
１５　Ａ２は、１１頁の段落［００４３］～１３頁の段落［００５３］で、ポリマー（例
えばＰＥＧ）の結合のために使用され得る増加した数のＣｙｓ残基を有する機能的ＦＩＸ
変異体を開示している。２０１１年７月１１日に出願された国際公開番号ＰＣＴ／ＵＳ２
０１１／０４３５６９及び２０１２年１月１２日にＷＯ　２０１２／００６６２４として
公開されたＦＩＸポリペプチドも、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１５０】
　更に、ＦＩＸにおける数百の非機能的変異体が、血友病患者において同定されており、
これらの多くは、参照によってその全体が本明細書に組み込まれる国際公開番号ＷＯ　０
９／１３７２５４　Ａ２の１１～１４頁の表１に開示されている。そのような非機能的変
異体は、本発明には含まれないが、どの変異体が、機能的ＦＩＸポリペプチドをもたらす
可能性が高いかまたは低いかについて、更なるガイダンスを提供する。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、本発明のキメラタンパク質は、ＦＩＸモノマーダイマーハイ
ブリッドである。モノマーダイマーハイブリッドは、２つのポリペプチド鎖、すなわち、
ＦＩＸポリペプチド及び第１Ｆｃ領域を含む１つの鎖、及び第２Ｆｃ領域を含む、から本
質的に成る、またはから成るもう１つの鎖を含むことができる。ある特定の態様では、Ｆ
ＩＸモノマーダイマーハイブリッドは、２つのポリペプチド鎖、すなわち、ＦＩＸポリペ
プチドから本質的に成るまたはから成る第１鎖、及び第２Ｆｃ領域から本質的に成るまた
はから成る第２鎖から本質的に成るまたはから成る。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、凝固因子は第ＶＩＩ因子またはその変異体の成熟形態である
。第ＶＩＩ因子（ＦＶＩＩ、Ｆ７；因子７、凝固第ＶＩＩ因子、血清第ＶＩＩ因子、血清
プロトロンビン転換促進因子、ＳＰＣＡ、プロコンベルチン、及びエプタコグアルファと
も呼ばれる）は、凝固カスケードの一部であるセリンプロテアーゼである。ＦＶＩＩは、
Ｇｌａドメイン、２つのＥＧＦドメイン（ＥＧＦ－１及びＥＧＦ－２）、及び例えばキモ
トリプシンのようなセリンプロテアーゼのペプチダーゼＳ１ファミリーのすべてのメンバ
ーのうちで高度に保存されているセリンプロテアーゼドメイン（またはペプチダーゼＳ１
ドメイン）を含む。ＦＶＩＩは、単鎖チモーゲン、活性化されたチモーゲン様の二本鎖ポ
リペプチド及び完全に活性化された二本鎖形態として存在する。
【０１５３】
　例示的なＦＶＩＩ変異体としては、比活性が増大した変異体、例えば、その酵素活性（
ＫｃａｔまたはＫｍ）の増大によってＦＶＩＩの活性が増している変異体が挙げられる。
このような変異体は、当該分野で記載されており、例えばＰｅｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．
２００１．ＰＮＡＳ　９８：１３５８３；Ｐｅｔｒｏｖａｎ　ａｎｄ　Ｒｕｆ．２００１
．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：６６１６；Ｐｅｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．２００１
　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：２９１９５；Ｓｏｅｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．２００
１．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：１７２２９；Ｓｏｅｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．２０
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０２．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２４７：４９０２７に記載されている、例えば、分子の
変異形態が挙げられる。
【０１５４】
　一実施形態では、ＦＶＩＩの変異型としては突然変異体が挙げられる。例示の突然変異
体としてはＶ１５８Ｄ－Ｅ２９６Ｖ－Ｍ２９８Ｑが挙げられる。別の実施形態では、ＦＶ
ＩＩの変異型としては、ＦＶＩＩ成熟配列由来のアミノ酸６０８－６１９（ＬＱＱＳＲＫ
ＶＧＤＳＰＮ，１７０ループに対応する）を、トリプシンの１７０ループ由来のアミノ酸
ＥＡＳＹＰＧＫで置換したものが挙げられる。ＦＩＸの高い比活性の変異体も当該技術分
野で公知である。例えば、Ｓｉｍｉｏｎｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００９　Ｎ．Ｅ．Ｊｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　３６１：１６７１）はＲ３３８Ｌ変異体を記載してい
る。Ｃｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８８　ＪＢＣ　２７３：１２０８９）及びＰｉｅ
ｒｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００９　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２０：４７
９）はＲ３３８Ａ変異体を記載している。他の変異体は、当該技術分野で公知であり、例
えば、Ｚｏｇｇ　ａｎｄ　Ｂｒａｎｄｓｔｅｔｔｅｒ．２００９　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　
１７：１６６９；Ｓｉｃｈｌｅｒ　ｅｔｌ　ａｌ．２００３．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
２７８：４１２１；及びＳｔｕｒｚｅｂｅｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９９７．ＦＥＢＳ　
Ｌｅｔｔ　４１２：２９５に記載されているものが挙げられる。これらの引用文献の内容
は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１５５】
　チモーゲン様形態からの配座変化の際に生じる完全活性化は、その補助因子である組織
因子に結合する際に生じる。また、組織因子の非存在下で配座変化をもたらす変異もまた
導入され得る。したがって、ＦＶＩＩａへの言及は、その両方の二本鎖形態：すなわち、
チモーゲン様形態（例えば、活性化可能なＦＶＩＩ）、及び完全活性化された二本鎖形態
を含む。
【０１５６】
　本発明に有用な凝固因子の例を開示している様々な特許または出願は、参照によって本
明細書に組み込まれる。例えば、凝固因子（ＦＶＩＩ、ＦＩＸ及びＦＶＩＩＩ）を含む様
々なモノマーダイマーハイブリッド構築物は、参照によってその全体が本明細書に組み込
まれるＵＳ　７，４０４，９４５、ＵＳ　７，３４８，００４、ＵＳ　７，８６２，８２
０、ＵＳ　８，３２９，１８２、及びＵＳ　７，８２０，１６２で開示されている。ＦＶ
ＩＩＩキメラタンパク質の例は、参照によってその全体が本明細書に組み込まれる米国特
許出願第６１／７３４，９５４号または第６１／６７０，５５３号で更に開示されている
。ＦＶＩＩキメラタンパク質の例は、参照によってその全体が本明細書に組み込まれる米
国特許出願第６１／６５７，６８８号で開示されている。
【０１５７】
　Ｇタンパク質共役型受容体
　医薬品及び／または市販の薬剤として有効であると示されてきたポリペプチドの別のク
ラスは、増殖因子及び他のシグナル伝達分子を含む。Ｇタンパク質共役型受容体（ＧＰＣ
Ｒ）は７つの膜貫通ドメインを有するタンパク質である。リガンドがＧＰＣＲに結合する
と、信号が、細胞の生物学的または生理学的特性の変化をもたらす細胞内に伝達される。
【０１５８】
　ＧＰＣＲはＧタンパク質及びエフェクター（Ｇタンパク質によって調節される細胞内酵
素及びチャネル）と共に細胞内第二メッセンジャーの状態を細胞外入力に連結するモジュ
ラー信号伝達システムの構成要素である。これらの遺伝子及び遺伝子産物は、疾患の潜在
的原因である。
【０１５９】
　ＧＰＣＲタンパク質スーパーファミリーは、異なる種を由来とする同じ受容体であるオ
ーソログに対して、遺伝子複製（または他のプロセス）によって生じる変異体を表す受容
体である、現在２５０種類を超えるパラログを含む。このスーパーファミリーは次の５つ
のファミリーへと分けることができる：すなわち、ファミリーＩ、ロドプシン及びベータ
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２－アドレナリン作動性受容体を典型とする、現在２００を超えるユニークなメンバーに
よって代表される受容体；ファミリーＩＩ：最近になって特性が明らかにされた副甲状腺
ホルモン／カルシトニン／セクレチン受容体ファミリー；ファミリーＩＩＩ：哺乳動物に
おける代謝型グルタミン酸受容体ファミリー；ファミリーＩＶ：キイロタマホコリカビ（
Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の化学走性及び発生において重要であるｃＡＭＰ受容体ファ
ミリー；及びファミリーＶ、ＳＴＥ２などの真菌接合フェロモン受容体。
【０１６０】
　ウイルス
　更に、本発明は、ウイルス学分野の当業者に公知の方法による細胞培養を使用してウイ
ルスを生産するための方法も提供する。本発明にしたがって生産されるウイルスは、培養
細胞型を感染させる公知のウイルスの範囲から選択することができる。例えば、哺乳動物
細胞培養を利用する際には、ウイルスは、オルトミクソウイルス、パラミクソウイルス、
レオウイルス、ピコルナウイルス、フラビウイルス属、アレナウイルス、ヘルペスウイル
ス、ポックスウイルス、コロナウイルス及びアデノウイルスから選択することができる。
使用されるウイルスは、野生型ウイルス、弱毒ウイルス、リアソータントウイルス、また
は組換えウイルスであり得る。更に、細胞をウイルスに感染させるのに使用される実際の
ビリオンの代わりに、感染性核酸クローンを、ウイルス学分野の当業者に公知の感染性ク
ローントランスフェクション法にしたがって利用することができる。一実施形態では、生
産されるウイルスはインフルエンザウイルスである。
【０１６１】
前記の説明は単に代表例であって、限定することを意図していないことを理解すべきであ
る。本発明を実施するための別の方法と材料、及び追加の用途は、当業者には明らかであ
って、添付の請求の範囲内に包含されることを意図している。　
【０１６２】
　本発明の実施は、特に明記しない限り、当該技術分野の範囲内にある、細胞生物学、細
胞培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えＤＮＡ、及び免疫学
の従来の技術を使用する。そのような技術は文献で詳細に説明されている。例えば、Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　
Ｅｄ．，Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ：（１９８９）；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．
，ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ　（１９９２），ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｄ．Ｎ．Ｇｌｏｖｅｒ　ｅｄ．，Ｖ
ｏｌｕｍｅｓ　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ（１９８５）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ，Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ　ｅｄ．，（１９８４）；Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ
．米国特許第４，６８３，１９５号；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔ
ｉｏｎ，Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．（１９８４）；Ｔ
ｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ　＆
　Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．（１９８４）；Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｏｆ　Ａｎｉｍａ
ｌ　Ｃｅｌｌｓ，Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，（１
９８７）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ，ＩＲＬ　Ｐ
ｒｅｓｓ，（１９８６）；Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔ
ｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　（１９８４）；ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｉｓｅ，
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
．，Ｎ．Ｙ．；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　Ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉ
ａｎ　Ｃｅｌｌｓ，Ｊ．Ｈ．Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ　ｅｄｓ．，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８７）；Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｓ．１５４　ａｎｄ　１５５（Ｗｕ　ｅｔ　
ａｌ．ｅｄｓ．）；Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｃｅｌｌ　
Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｍａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｌｋｅｒ，ｅ
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ｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ（１９８７）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ
　Ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ－ＩＶ
，Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，（１９８６）；
Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，（１９８６）；及びＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｍａｒｙｌａｎｄ（１９８９）を参照
されたい。
【０１６３】
　抗体工学の一般的原理は、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｃ．Ａ．Ｋ．Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ，Ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ．Ｐ
ｒｅｓｓ（１９９５）に記載されている。タンパク質工学の一般的原理は、Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｒｉｃｋｗ
ｏｏｄ，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｓ．，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕ
ｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇ．（１９９５）に記載されている。抗体及び
抗体－ハプテン結合の一般的原理は：Ｎｉｓｏｎｏｆｆ，Ａ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｓｉｎａｕｅｒ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｓｕｎ
ｄｅｒｌａｎｄ，ＭＡ（１９８４）；及びＳｔｅｗａｒｄ，Ｍ．Ｗ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ，Ｔｈｅｉｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，Ｃｈａｐｍａｎ　
ａｎｄ　Ｈａｌｌ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１９８４）に記載されている。更に、当該
技術分野で公知であって詳細に説明されていない免疫学の標準法は、一般的には、Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｓｔｉｔｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ），Ｂａｓｉｃ
　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ－Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（８ｔｈ　ｅｄ．），Ａｐｐｌｅｔ
ｏｎ　＆　Ｌａｎｇｅ，Ｎｏｒｗａｌｋ，ＣＴ（１９９４）ａｎｄ　Ｍｉｓｈｅｌｌ　ａ
ｎｄ　Ｓｈｉｉｇｉ（ｅｄｓ），Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌｕ
ｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ（１９８０）にしたがう。
【０１６４】
　免疫学の一般的原理を記載している標準的な文献としては、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ；Ｋｌｅｉｎ，Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｏ
ｆ　Ｓｅｌｆ－Ｎｏｎｓｅｌｆ　Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８２）；Ｋｅｎｎｅｔｔ，Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．
，ｅｄｓ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ：Ａ　
Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｅｓ，Ｐｌｅ
ｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８０）；Ｃａｍｐｂｅｌｌ，Ａ．，“Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ”ｉｎ　Ｂｕｒｄｅｎ，Ｒ
．，ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１３
，Ｅｌｓｅｖｅｒｅ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ（１９８４），Ｋｕｂｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ　４ｔｈ　ｅｄ．Ｅｄ．Ｒｉｃｈａｒｄ　Ａ．Ｇｏｌｄｓｂｙ，Ｔｈｏｍａｓ　Ｊ．Ｋ
ｉｎｄｔ　ａｎｄ　Ｂａｒｂａｒａ　Ａ．Ｏｓｂｏｒｎｅ，Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎｄ　＆　
Ｃｏ．（２０００）；Ｒｏｉｔｔ，Ｉ．，Ｂｒｏｓｔｏｆｆ，Ｊ．ａｎｄ　Ｍａｌｅ　Ｄ
．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６ｔｈ　ｅｄ．Ｌｏｎｄｏｎ：Ｍｏｓｂｙ（２００１）；Ａ
ｂｂａｓ　Ａ．，Ａｂｕｌ，Ａ．ａｎｄ　Ｌｉｃｈｔｍａｎ，Ａ．，Ｃｅｌｌｕｌａｒ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｅｄ．５，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｈ
ｅａｌｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（２００５）；Ｋｏｎｔｅｒｍａｎｎ
　ａｎｄ　Ｄｕｂｅｌ，Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ
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　Ｖｅｒｌａｎ（２００１）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（２００１）；Ｌｅｗｉｎ，Ｇｅｎｅｓ　ＶＩＩＩ
，Ｐｒｅｎｔｉｃｅ　Ｈａｌｌ（２００３）；Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（１９８８）；Ｄｉｅｆｆｅｎｂａｃｈ　ａｎｄ　Ｄｖｅｋｓ
ｌｅｒ，ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（
２００３）が挙げられる。
【０１６５】
　上記の文献、ならびに本明細書に記載の文献のすべては、参照によってその全体が本明
細書に組み込まれる。
【実施例】
【０１６６】
　以下の実施例では、低密度バッチＮ－１、その後の低シードフェドバッチ生産による従
来の細胞培養プロセスと比較して、高シードフェドバッチ生産と連結された高密度灌流Ｎ
－１技術の使用は、タンパク質回収力価を増加させ、生産能力を最大にできることを示す
ために、３つの異なる組換えタンパク質を生産する３つの異なるＣＨＯ細胞株を使用して
いる。
【０１６７】
　高シード生産は、より短期間で同じかまたはより高い回収力価を可能にするので、生産
量及び生産能力を向上させた。更に、生産量の増加は、目的の我々のタンパク質の３種す
べてについて、望ましい生産物品質属性をもたらした。灌流Ｎ－１／高シードフェドバッ
チ生産の組み合わせによって提供されるプロセス増強は、低シードフェドバッチ生産の生
産物品質に匹敵する生産物品質を得ることができるか、または、低シードの生産物品質と
は異なる優れた生産物品質をもたらすことができる。
【０１６８】
　実施例１
　　細胞株及び培養法
　細胞株及び培地
　３種の異なる組換えタンパク質生産物を生産する３種の異なるＣＨＯ細胞株をこれらの
実験で使用した。細胞株Ａ及びＢはモノクローナル抗体を生産し、細胞株ＣはＦｃ融合タ
ンパク質を生産する。本研究で使用された既知組成の基本培地及び流加培地は、参照によ
ってその全体が本明細書に組み込まれるＨｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍａｘｉｍｉｚｉ
ｎｇ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＣＨＯ　ｃｅｌｌ－ｂａｓｅｄ　ｆｅｄ－ｂａ
ｔｃｈ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｕｓｉｎｇ　ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｍｅｄ
ｉａ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｙｐｉｃａｌ　ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ．”　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　２０１０，
２６，（５），１４００－１０で説明されているものであった。
【０１６９】
　シード培養
　３種すべての細胞株を解凍し、前述のようにして増殖させた（参照によってその全体が
本明細書に組み込まれる、Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，前掲書、及びＫｓｈｉｒｓａｇａ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ　ｍｏｄｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｉｎ　ｆｅｄ－ｂａｔｃｈ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ．”Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　２０１２，１０９，（
１０），２５２３－３２）。細胞は、３６℃及び５％ＣＯ２の培養器設定で１ｘ濃縮基本
培地を使用して、３～４日毎に１Ｌまたは３Ｌの振盪フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ、ニュー
ヨーク州）で継代した。
【０１７０】
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　次いで、振盪フラスコからの細胞を使用して、生産用バイオリアクターに先行する培養
段階のための従来のＮ－１モードまたは灌流Ｎ－１モードでＦｉｎｅｓｓｅ　Ｄｅｌｔａ
Ｖ（商標）コントローラ（カリフォルニア州サンノゼ）を備えているベンチスケール５－
ＬガラスＡｐｐｌｉｋｏｎ（登録商標）バイオリアクター（カリフォルニア州フォスター
シティー）に接種した。両方のシードトレインバイオリアクターモードに関して、温度を
３６℃に調節し、ｐＨを、１Ｍ炭酸ナトリウム（バッチモード）または０．５Ｍ水酸化ナ
トリウム（灌流モード）及びＣＯ２スパージングを用いて６．９～７．３に調整し、そし
て撹拌を２００回転／分～４００回転／分で変化させた。
【０１７１】
　「従来の」バッチＮ－１（対照培養）のために、１ｘ濃縮基本培地を使用した。流加は
無く、ｐＨ調整のための塩基の添加のみだった。溶解酸素は、散布している空気及び酸素
を使用して、３０％で制御した。Ｎ－１バイオリアクターは、２．５Ｌの作業体積を有し
、培養期間は３日であった。Ｎ－１段階の終了後、細胞を、０．４×１０６ｖｃ／ｍＬま
たは１×１０６ｖｃ／ｍＬの標的播種密度で、従来の低シードフェドバッチ生産用バイオ
リアクターに分配した。
【０１７２】
　灌流Ｎ－１のために、１ｘ及び２ｘ濃縮基本培地を、細胞株及び用途に応じて使用した
。本発明者は、タンパク質生産物ではなく細胞を保持するために、０．２μｍのフィルタ
ーを用いる交互接線流（ＡＴＦ４（商標）、Ｒｅｆｉｎｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ニュ
ージャージー州パインブルック）灌流技術を使用した。灌流培地速度は、細胞株及び培地
に応じて、０．０５～０．１２ｎＬ細胞－１日－１の細胞特異的灌流量（ＣＳＰＲ）で変
化させた。ＡＴＦ交代速度は１．０～２．５Ｌ／分で変化させた。ＡＴＦフィルター回収
率に等しい体積灌流流量は、バイオキャパシタンスプローブ（Ａｂｅｒ，Ａｂｅｒｙｓｔ
ｗｙｔｈ，ＵＫ；参照によってその全体が本明細書に組み込まれるＤｏｗｄ　ｅｔ　ａｌ
．，“Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
　ｃｕｌｔｕｒｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｂｅ　ａｎｄ　
ｃｅｌｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｒａｔｅｓ．”Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　２００３，４２，（１），３５－４５に記載されている）によって、自動制
御した。
【０１７３】
　Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ　Ｓｉｇｎｕｍ（登録商標）スケールによる重量に基づくフィード
バック制御を使用して、灌流Ｎ－１段階の期間全体にわたって４Ｌの総作業体積を維持す
るための新鮮な灌流培地を反応器に送達した。溶存酸素は、ＡＴＦユニット内での滞留時
間を補償するために空気及び酸素スパージングを使用して５０％に制御した。灌流Ｎ－１
培養期間は５または７日であった。灌流Ｎ－１段階の終了後に、細胞を、高シードフェド
バッチ生産用バイオリアクターに分配した。
【０１７４】
　フェドバッチ生産培養法
　また、フェドバッチ生産用バイオリアクターは、２．５Ｌの初期作業体積を有する５Ｌ
のＡｐｐｌｉｋｏｎバイオリアクター中でも実行された。すべての細胞株のためのすべて
のフェドバッチ生産用バイオリアクターは、同じ１ｘ濃縮の基本培地及び流加培地を使用
した。流加培地の添加は、低シードプロセスでは２日目または３日目で開始し、高シード
プロセスでは０日目で開始した。飼料は、２４時間毎に投与し；供給体積は、対応するプ
ロセスの生細胞の積分（ＩＶＣ）に比例した。
【０１７５】
　細胞株Ａ及びＢに関して、温度を３５℃に調節し、ｐＨを、１Ｍ炭酸ナトリウム及びＣ
Ｏ２スパージングを用いて６．９～７．３に調整し、そして撹拌を３００回転／分～４０
０回転／分で変化させた。低シード培養期間は１７日であり、高シード培養期間は１２日
であった。細胞株Ａのための高シード生産用バイオリアクターに、１０×１０６ｖｃ／ｍ
Ｌで播種した；対応する低シード生産用バイオリアクターの播種密度の２５倍であった。
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【０１７６】
　細胞株Ｃに関して、低シードプロセスは、温度を３５℃に調節した６日間、続いて温度
を３０℃に調節した８日間から成っていた。高シード細胞株Ｃプロセスは１０×１０６ｖ
ｃ／ｍＬで接種した；対応する低シードプロセスの播種密度の１０倍であった。高シード
プロセスは１２日間実行し、温度は０日目から３０℃に調節した。高シード及び低シード
の両方のｐＨを、１Ｍ炭酸ナトリウム及びＣＯ２スパージングを用いて６．９～７．３に
調整し、撹拌を２００回転／分～３００回転／分で変化させた。
【０１７７】
　オフライン分析法
　日々のバイオリアクターサンプリングを実施して、ＮＯＶＡ　Ｂｉｏｐｒｏｆｉｌｅ（
登録商標）Ｆｌｅｘバイオセンサー（ＮＯＶＡ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ，マサチューセッ
ツ州ウォルサム）を使用して、代謝パラメーター、例えばグルタミン、グルタミン酸塩、
乳酸塩、アンモニウム、ナトリウム、カリウム、及びカルシウムを測定した。生細胞密度
（ＶＣＤ）及び生存率は、自動Ｃｅｄｅｘ　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ（Ｉｎｎｏｖａｔ
ｉｓ　ＡＧ、独逸国）によるトリパンブルー排除を使用して測定した。ｐＨ及びｐＣＯ２

は、ＮＯＶＡ　ｐＨＯＸ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（ＮＯＶＡ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ、マサチ
ューセッツ州ウォルサム）を使用して測定した。上清サンプルは、滅菌ろ過し、更なる力
価及び生産物品質分析のために２～８℃で保存した。ＩＶＣは、生細胞密度曲線の下の面
積領域から決定し、所望の時間間隔にわたる台形近似の合計を用いて推定する。
【０１７８】
　タンパク質濃度及び生産物品質の分析
　細胞株Ａ、Ｂ及びＣに関するタンパク質濃度は、紫外線検出器及びタンパク質Ｇアフィ
ニティーカラム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、カリフォルニア州）を有する
ＨＰＬＣシステム（Ｗａｔｅｒｓ、マサチューセッツ州）を使用して測定した。タンパク
質Ａアフィニティークロマトグラフィーを使用して回収細胞培養液について小規模精製を
行い、そして対応する生産物品質分析をタンパク質Ａ溶出液について行った。細胞株Ａ及
びＢによって生産される抗体に関して、タンパク質Ａ溶出液における主なモノマーピーク
の割合を、非還元性不純物プロファイリング条件下で、ＬａｂＣｈｉｐ　ＧＸＩＩ（Ｐｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、マサチューセッツ州ウォルサム）を使用して、測定した。イメー
ジングキャピラリー等電点電気泳動法（ＩＣＩＥＦ）を使用して抗体電荷不均一性を測定
した。親水性相互作用超高性能液体クロマトグラフィー（ＨＩＬＩＣ－ＵＰＬＣ）を使用
して抗体Ｎ－グリカンプロフィールを測定した。
【０１７９】
　細胞株Ｃによって生産されるＦｃ融合タンパク質に関して、ＨＰＬＣ疎水性相互作用ク
ロマトグラフィー（ＨＩＣ）を、タンパク質Ａ溶出液に対して行って、組換えタンパク質
の活性及び非活性レベルを定量化した。
【０１８０】
　実施例２
　細胞株Ａ：Ｎ－１灌流最適化
　細胞株Ａを、灌流Ｎ－１最適化のためのモデル系として使用した。灌流Ｎ－１の第１反
復において、本発明者は、１ｘ濃縮の既知組成基本培地を使用して７日間Ｎ－１灌流培養
を行った。細胞特異的灌流量（ＣＳＰＲ）は０．１ｎＬ細胞－１日－１であった。細胞は
指数関数的に６０×１０６ｖｃ／ｍＬを超えて増殖し、高い生存率を維持した（図１Ａ）
。しかしながら、最初の灌流Ｎ－１プロセスは、ｐＣＯ２の高蓄積及び灌流培地の高消費
に起因して最適以下であった（図１Ｃ，Ｄ）。
【０１８１】
　本発明者は、最初に、ＣＳＰＲを低下させることによって灌流される灌流培地の体積を
低下させようとした。ＣＳＰＲを大きく低下させると、培地の消費が低下するが、増殖が
阻害されることになり、ｐＣＯ２蓄積は解消されなかった。更に、０．０５ｎＬ細胞－１

日－１のＣＳＰＲは、最適以下の（弱い）増殖による培養の間、０．０７まで増加させな
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【０１８２】
　１ｘ濃縮培地を使用している０．０５のｎＬ細胞－１日－１　ＣＳＰＲで最適以下の結
果を観察した後に、我々の基本培地の２ｘ濃縮バージョンを使用した。より高いＮ－１播
種密度（元の１×１０５ｖｃ／ｍＬの播種密度に代えて２×１０５ｖｃ／ｍＬ）と組み合
わせたより濃縮された培地により、７日から５日へと培養期間を短縮することができ、そ
して４０ｘ１０６ｖｃ／ｍＬを超える指数増殖のためにより低い０．０５ｎＬ細胞－１日
－１ＣＳＰＲの使用が可能になった。より高度にＮ－１に播種するために、本発明者は、
前の接種物継代の各々の開始播種密度を徐々に増加させた。更に、より短い培養期間によ
り、ｐＣＯ２は１００ｍｍＨｇ未満に保たれ、そして２ｘ濃縮培地により、灌流培地のバ
イオリアクター体積の消費は３未満となった（図１）。灌流Ｎ－１段階の５日目及び最終
日に、本発明者は、細胞を、高シードフェドバッチ生産用バイオリアクター中に分配した
。
【０１８３】
　実施例３
　細胞株Ａ：高シードフェドバッチ生産
　高シード（１０×１０６ｖｃ／ｍＬ）フェドバッチ生産培養物を、上記のように既知組
成流加培地を使用して、毎日供給した。本発明者は、０日目の高シードプロセスと５日目
の低シードプロセスとを合わせると、高シード培養の性能は、ＶＣＤ、生存率、グルコー
ス消費、乳酸塩生成、及びタンパク質生産において低シード培養の性能を辿る（図２）。
高シードプロセスは、低シードプロセスの１７日目と比較して、ちょうど１２日目で、低
シードプロセスと同じ回収力価に到達することができ、抗体を５ｇ／Ｌ生成した。更に、
タンパク質凝集及び電荷不均一性は、高シード培養条件によって影響を受けなかった（後
述の表１を参照されたい）。
【０１８４】
　実施例４
　細胞株Ｂ：高シードフェドバッチ生産
　２ｘ濃縮培地、より高度のＮ－１播種密度、及びより短い培養期間を用いる細胞株Ａの
最適化された灌流Ｎ－１プロセスを細胞株Ｂにうまく適用した。灌流Ｎ－１段階での増殖
は、指数関数的であり、そして細胞株Ａのための最適化プロセスのそれに似ており、この
場合もまた、５日目で約４０×１０６ｖｃ／ｍＬまで増殖した。５日目のＮ－１段階の終
了後に、細胞を、高シード（１０×１０６ｖｃ／ｍＬ）フェドバッチ生産用バイオリアク
ター培養へと分配した。細胞株Ｂに関して、より高度の播種密度は、はるかに高度の増殖
をもたらす（図３Ａ）。細胞は増殖に基づいて供給されたので、全体のグルコース消費及
び乳酸塩生成は、これもまた増殖に基づいて供給された低シード培養のそれと十分に傾向
が同様であった（図３Ｂ、Ｃ）。細胞株Ａのように、細胞株Ｂのための高シードプロセス
は、５日足らずで同量のタンパク質を生成した（図３Ｄ）。更に、これらの効率の増加は
、凝集、電荷不均一性、及び高シード回収材料のグリコシル化が低シード回収材料のそれ
と類似していたので、生産物品質を犠牲にして得られたものではなかった（表１）。
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【表１】

【０１８５】
　表１では、１００％は細胞株Ａ及びＢのための低シード生産プロセスに関する平均を表
しており、そして高シード生産プロセスに関する値は１００％と比較して表した。すべて
のデータは、低シードＮ－グリカンデータ以外は、Ｎ＝２であった。すべての属性は、タ
ンパク質Ａ溶出液を使用して得た。ＬａｂＣｈｉｐ　ＧＸＩＩタンパク質プロファイリン
グで測定された純度、ＩＣＩＥＦで測定された電荷不均一性、及びＨＩＬＩＣ－ＵＰＬＣ
で測定されたＮ結合型グリコシル化は、細胞株Ａ及びＢに関する低シード回収材料と高シ
ード回収材料との間に大きな違いはない。
【０１８６】
　実施例５
　生産能力増大への影響
　Ｎ－１シードトレイン段階を長くし、そしてより高度に生産用バイオリアクターに播種
することによって、生産段階を短縮することができ、そしてシードトレインと生産用バイ
オリアクター占有率との間のバランスをより多くとることができる。これにより、より少
ない時間で、重量基準で同様なまたはより多くの生産物生産量が提供される。これにより
、生産用バイオリアクターがボトルネックとなることを解消し、そして生産運転のために
割り当てられる時間の中でより多くの運転が可能になるので、同じ制約下でより高度なレ
ベルのタンパク質生産が可能になる。
【０１８７】
　灌流Ｎ－１プロセスを実装することによって得られるボトルネック解消の程度は、シー
ド及び生産段階の期間ならびに設備レイアウトに応じて決まる。例えば、１つのシードト
レイン（Ｓ）容器が１つの生産（Ｐ）容器に供給する場合（Ｐ／Ｓ比＝１）、生産容器は
、５日灌流Ｎ－１／１２日フェドバッチ生産シナリオのボトルネックのままであろう（図
４Ａ）。１つのシードトレイン容器が２つの生産容器に供給する場合（Ｐ／Ｓ比＝２）、
ボトルネックはＮ－１段階にシフトする（図４Ｂ）。Ｐ／Ｓ比が３まで増加すると、ボト
ルネックは、シードトレインへますますシフトし、灌流Ｎ－１シード培養へ転換する利益
は減少する（図４Ｃ）。シードトレイン１つ当たりの生産容器の数の関数として生産量を
プロットすると、シード培養がバッチまたは灌流であるか否かにかかわらず、シードトレ
イン１つ当たり複数の生産容器を有することによって得られる利益はプラトーに達するこ
とが分かる（図４Ｄ）。従来の短いバッチシードトレインでも、３を超えるＰ／Ｓ比でボ
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トルネックになる。バッチの数を最大にするために、３日Ｎ－１／１７日Ｎプロセス（低
シード）のための最適Ｐ／Ｓ比は３であり、５日Ｎ－１／１２日Ｎ（高シード）のための
最適比は２である。
【０１８８】
　図４の設備レイアウトモデルに基づいて、細胞株Ａ及びＢのための灌流Ｎ－１／高シー
ドフェドバッチへのシフトの結果としての生産量の増加を算出することができる。Ｂｉｏ
ｇｅｎ　Ｉｄｅｃ生産設備はＰ／Ｓ＝１またはＰ／Ｓ＝２であるので、Ｎ－１を延長し且
つ生産段階を短縮するために灌流Ｎ－１を実装して同じ時間でより多くのバッチを得るこ
とができる。これらの仮定と、細胞株Ａ及びＢに関する高シードフェドバッチデータとに
基づいて、選択する設備に応じて、３０％を超えて生産量を潜在的に増加させることがで
きる（表２）。能力のより大きな相対的変化はＰ／Ｓ＝１設備を使用して得られ、一方、
生産されるタンパク質のより大きな絶対質量はＰ／Ｓ＝２を使用して得られる。
【表２】

【０１８９】
　表２の計算のために立てた仮定：生産用バイオリアクター１つ当たり１つのシードトレ
イン、生産運転期間は１年、１年間の生産運転スロット当たりの最大数のバッチ、バイオ
リアクター１つ当たりの所要時間２日。
【０１９０】
　実施例６
　細胞株Ｃ：Ｎ－１灌流最適化
　灌流Ｎ－１は細胞株Ｃでも実施した。最適化された灌流Ｎ－１プロセスは、細胞株Ｃに
関しては、増殖及び生存率が低かったので、効果的に使用することができなかった（図５
）。したがって、０．１０～０．１２ｎＬ細胞－１日－１のより高いＣＳＰＲの灌流培地
として、１ｘ濃縮基本培地の元の配合に戻した。これらのパラメーターを使用すると、細
胞株Ｃ灌流Ｎ－１段階は、高い生存率で、６日目で３５ｘ１０６ｖｃ／ｍＬ超に達した（
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図５）。６日目に、灌流Ｎ－１培養を１０×１０６ｖｃ／ｍＬで高シードフェドバッチ生
産用バイオリアクターへと分配した。
【０１９１】
　実施例７
　細胞株Ｃ：高シードフェドバッチ生産及び生産物品質への影響
　細胞株Ｃによって生産される目的のＦｃ融合タンパク質は、ミスフォールディング　す
る傾向があり、それにより不活性型のタンパク質が蓄積することになる。より低い温度で
はタンパク質の折畳みにとって熱力学的により有利であるので（Ｏｎｕｃｈｉｃ，Ｊ．Ｎ
．；Ｌｕｔｈｅｙ－Ｓｃｈｕｌｔｅｎ，Ｚ．；Ｗｏｌｙｎｅｓ，Ｐ．Ｇ．，Ｔｈｅｏｒｙ
　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｏｌｄｉｎｇ：ｔｈｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｌａｎｄｓｃａｐｅ
　ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ．Ａｎｎｕａｌ　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｈｙｓｉｃａｌ　ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９９７，４８，５４５－６００で考察されている）、ミスフォール
ディングを軽減するための通常のタンパク質発現技術では、培養温度を低下させる（Ｒｏ
ｄｒｉｇｕｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍ
ｏｎｏｍｅｒｉｃ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｂｅｔａ　ｂｙ　ＣＨＯ　ｃｅｌｌｓ　ｔｈ
ｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．
”　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　２００５，２１，（１），２２－
３０；及びＧａｓｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｏｌｄｉｎｇ　ａｎｄ　
ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｓｔｒｅｓｓ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｅｌｌｓ
　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ：　ａ　ｈｏｓｔ　
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｏｖｅｒｖｉｅｗ．”Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｆａｃ
ｔｏｒｉｅｓ　２００８，７，１１で考察されており、前記の両文献は参照によってその
全体が本明細書に組み込まれる）。したがって、低シード細胞株Ｃプロセスは、培養の間
、３５℃～３０℃の温度変化を用いる。温度変化日における低シードプロセスのＶＣＤは
、高シードプロセスの播種密度のそれとほぼ同じＶＣＤであるので、高シードプロセスは
、０日目において３０℃培養温度で直接接種した。これにより、異なる増殖、代謝、及び
タンパク質生産プロフィールがもたらされた（図６）。
【０１９２】
　本発明者は、３０℃で細胞株Ｃ高シードプロセスを直接培養することによって、低シー
ドプロセスのそれと比較して、より大きな割合で活性種を生産した（以下の表３参照）。
０．５μｍの中空糸フィルターを使用することにより、より高温の３６℃の灌流Ｎ－１段
階の間に、Ｎ－１容器から灌流することができた。したがって、その灌流Ｎ－１が高シー
ドフェドバッチ生産へと分配されるとき、不活性種のキャリオーバーはほとんどなかった
。次いで、高シード培養は、細胞集団を殺すことなく０日目に開始して、より熱力学的に
好ましい温度３０℃で、フェドバッチ生産を始めることができた。予想されるように、よ
り低い生産温度では、不活性種の量は低下し、活性種のレベルは増加した。
【表３】

　表３について、ＨＩＣ－ＨＰＬＣを使用して、活性タンパク質と不活性タンパク質の相
対的な割合を測定した。すべてのデータはＮ＝１であった。２つの種を合計すると１００
％である。活性力価は、活性種から成る総力価の割合と定義される。３０℃で細胞株Ｃを
直接に播種すると、活性種の生産が高まり、それに対応して、活性力価の量が増加した。
また、低い温度では、不活性種のレベルも低下した。
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【０１９３】
　本発明を一般的に説明したが、更なる理解は、本明細書で提供される実施例を参照する
ことにより得ることができる。これらの実施例は、説明することのみを目的とするもので
あって、限定することを意図していない。
【０１９４】
　本明細書に記載される様々な態様、実施形態、及びオプションのすべては、任意の及び
すべてのバリエーションで組み込むことができる。
【０１９５】
　個々の刊行物または特許出願が参照により組み込まれるように具体的且つ個別的に示さ
れるかのごとく、本明細書記載のすべての文書、論文、刊行物、及び特許出願は、参照に
より本明細書に組み込まれる。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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