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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞の灌流培養システム（１、３１、５１）であって、当該システムが、
（ａ）１以上のバイオリアクター（２、３２、５２）と、
（ｂ）保持液入口（４、３４、５４）と、保持液出口（５、５、５５）と、１以上の透過
液出口ポート（６、３６、５６）とを備える１以上のフィルターユニット（３）と、
（ｃ）保持液入口に流体接続されている１以上の往復ポンプ（７、３７、５７）と
を備えており、
保持液入口が、バイオリアクターから保持液入口への方向の流れを許容するが逆方向の流
れを防ぐように構成された入口逆止弁（８、３８、５８）を介してバイオリアクターに流
体接続され、保持液出口が、保持液出口からバイオリアクターへの方向の流れを許容する
が逆方向の流れを防ぐように構成された出口逆止弁（９、３９、５９）を介してバイオリ
アクターに流体接続されており、
入口逆止弁及び出口逆止弁が各々チューブ分岐点（１０、４０、６０）に流体接続され、
分岐点がさらに、一本のチューブの所定の長さ部分（１１、４１、６１）を介してバイオ
リアクターに接続されている、システム。
【請求項２】
　往復ポンプがダイヤフラムポンプであり、システムが、往復ポンプ（３７）内の駆動流
体圧力を測定するように構成された駆動流体圧力変換器（４６）を備える、請求項１記載
のシステム。
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【請求項３】
　さらに、入口逆止弁（８、３８、５８）と分岐点（１０、４０、６０）との間に入口制
御弁（４２、６３）及び／又は出口逆止弁（９、３９、５９）と分岐点（１０、４０、６
０）との間に出口制御弁（４３、６４）を備える、請求項１又は請求項２記載のシステム
。
【請求項４】
　さらに、保持液入口の圧力を測定するように構成された入口圧力変換器（４４）を備え
、保持液出口の圧力を測定するように構成された出口圧力変換器（４５）を備える、請求
項１乃至請求項３のいずれか１項記載のシステム。
【請求項５】
　さらに、入口圧力変換器（４４）及び出口圧力変換器（４５）のうちの少なくとも１つ
から受信した圧力データにより、往復ポンプ（３７）、入口制御弁（４２）及び出口制御
弁（４３）のうちの少なくとも１つを制御するように構成された、１以上の制御ユニット
（４７）を備えており、制御ユニットが、入口圧力変換器から受信した圧力データにより
、入口制御弁及び往復ポンプのうちの少なくとも１つを制御するように構成されている、
請求項４記載のシステム。
【請求項６】
　さらに、１以上の制御ユニット（４７）に接続された、透過液ポンプ（５０）及び透過
液圧力変換器（４９）を備える、請求項１乃至請求項５のいずれか１項記載のシス
テム。
【請求項７】
　細胞の灌流培養方法であって、
（ａ）請求項１乃至請求項６のいずれか１項記載のシステム（１、３１、５１）を準備す
るステップ、
（ｂ）細胞培地と細胞をバイオリアクター（２、３２、５２）に添加するステップ、
（ｃ）撹拌下、バイオリアクター内で細胞を培養するステップ、
（ｄ）培養中、往復ポンプ（７、３７、５７）を運転して、（ｉ）バイオリアクターから
液体を一本のチューブの所定の長さ部分（１１、４１、６１）、分岐点（１０、４０、６
０）及び入口逆止弁（８、３８、５８）を介してフィルターユニット（３、３３、５３）
の保持液入口（４、３４、５４）へと引き出し、（ｉｉ）液体をフィルターユニットの保
持液出口（５、３５、５５）から出口逆止弁（９、３９、５９）、分岐点（１０、４０、
６０）及び一本のチューブの所定の長さ部分（１１、４１、６１）を介してバイオリアク
ター（２、３２、５２）に戻すステップ、及び
（ｅ）透過液を透過液出口ポート（６、３６、５６）から回収するステップ
を含む方法。
【請求項８】
　フィルターユニットが、精密濾過膜を備えていて透過液が細胞により発現された目的物
質を含んでいるか、或いは限外濾過膜を備えていて細胞により発現された目的物質を保持
液中に保持したままバイオリアクターに戻す、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　さらに、ｉ）往復ポンプ（３７、５７）及び入口制御弁（４２、６３）のうちの少なく
とも１つを制御して、往復ポンプ（３７、５７）の外側ストローク中、入口圧力変換器（
４４）の圧力読み値を所定範囲内に維持すること、及び／又はｉｉ）入口圧力変換器（４
４）及び出口圧力変換器（４５）から得られるデータから膜差圧を計算し、往復ポンプ（
５７）及び／又は入口制御弁（４２）及び出口制御弁（４３）のうちの少なくとも１つを
制御して、膜差圧を予め設定した上限値と下限値との間に維持することを含む、請求項７
又は請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　さらに、透過液ポンプ（５０）を逆方向に運転してフィルター膜の逆フラッシュを生じ
させ、透過液圧力変換器（４９）からの入力データを用いて制御ユニット（４７）で制御
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することを含む、請求項７乃至請求項９のいずれか１項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はバイオリアクターシステムに関し、より詳細には往復ポンプを用いる灌流培養
のバイオリアクターシステムに関する。本発明は細胞を灌流培養する方法にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子工学及び生物工学分野における変革により、近年細胞培養に大きな関心が寄せら
れている。細胞を培養して、例えば治療、研究、診断目的でタンパク質、受容体、ワクチ
ン、抗体を作製する。
【０００３】
　灌流培養は、細胞培養としては経済性が比較的高いことが以前から認められている。こ
の操作では、細胞はバイオリアクター内に保持され、産物は有害な代謝副産物とともに常
時回収される。バイオリアクターには栄養分を含む供給液が間断なく添加される。灌流培
養操作では細胞を高密度で培養することができ、さらに重要なことには細胞を何週間も高
増殖性状態に維持できる。このため収量は大幅に増加するが、バイオリアクターに必要な
寸法は縮小される。この手法は、初代細胞又は他の成長の遅い細胞の培養にも便利である
。
【０００４】
　ここ近年で灌流操作は一段と開発が進んでいる。米国特許第６，５４４，４２４号に開
示の灌流システムでは、往復ダイヤフラムポンプが、外側ストローク中にバイオリアクタ
ーから培養液を中空糸フィルターを通じて引き出し、内側ストローク中にこの液体を該フ
ィルターを通じてバイオリアクターに押し戻す。外側ストローク中に透過液が生じ、内側
ストローク中にフィルターは逆フラッシュされて細胞による閉塞が軽減される。この手法
のさらなる開発例が、バイオリアクターと灌流ユニットを合わせて１つの装置とすること
に関する国際公開第２０１２／０２６９７８号、及び灌流ユニットを出入りする流れをバ
イオリアクター内の撹拌の補足にも利用する米国特許公開第２０１１／０１１１４８６号
に記載されている。しかし、これらのシステムの濾過効率は最良とはいえず、また、やは
り膜の閉塞やファウリング（汚損）に影響されやすい。
【０００５】
　したがって、濾過をより良好に制御できる、灌流システムの改良された設計が必要とさ
れている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２０１２／０７７７４２号
【発明の概要】
【０００７】
　本発明の一態様は、濾過を制御しやすい灌流システムを提供することである。これは、
請求項１において定義されるシステムを用いて達成される。
【０００８】
　利点の一つは、閉塞とファウリングが防止できることである。他の利点としては、この
システムはスケーラブルであること、搖動タイプのバイオリアクターに対応すること、ま
た、この灌流ユニットは一体型ハウジングの内蔵ユニットとして容易に収容できること、
がある。
【０００９】
　本発明の第２の態様は、濾過を制御しやすい灌流培養の方法を提供することである。こ
れは、請求項において定義される方法を用いて達成される。
【００１０】
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　本発明の第３の態様は、予滅菌灌流システムを提供することである。これは、請求項に
おいて定義されるシステムを用いて達成される。
【００１１】
　本発明のさらなる好適な実施形態が、従属項に記載される。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】本発明による灌流システムを示す図である。
【図２】図１に示すシステムのフィルターユニット、ポンプ、及び流体コネクタの拡大図
である。
【図３】制御弁と、圧力変換器と、制御ユニットとを備える本発明による灌流システムを
示す図である。
【図４】無菌コネクタと、ユニットハウジングとを備える本発明による灌流システムを示
す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明は、一態様では、細胞を灌流培養するためのシステム１、３１、５１を開示する
。システムは、
　（ａ）１以上のバイオリアクター２、３２、５２と、
　（ｂ）保持液入口４、３４、５４と、保持液出口５、３５、５５と、１以上の透過液出
口ポート６、３６、５６とを備える１以上のフィルターユニット３、３３、５３と、
　（ｃ）保持液入口に流体接続されている１以上の往復ポンプ７、３７、５７とを備える
。
【００１４】
　保持液入口は入口逆止弁８、３８、５８を介してバイオリアクターに流体接続され、こ
の弁は、バイオリアクターから保持液入口への方向の流れを許容するが逆方向の流れを防
ぐように構成されている。保持液出口は出口逆止弁９、３９、５９を介してバイオリアク
ターに流体接続され、この弁は、保持液出口からバイオリアクターへの方向の流れを許容
するが逆方向の流れを防ぐように構成されている。
【００１５】
　さらに、入口逆止弁及び出口逆止弁は各々チューブ分岐点１０、４０、６０に流体接続
され、この分岐点は、チューブの所定の長さ部分１１、４１、６１、例えば可撓性チュー
ブの所定の長さ部分を介してバイオリアクターにも接続されている。好適には、チューブ
分岐点とバイオリアクターとは、一本のチューブの所定の長さ部分を介して接続されてい
る。こうすると、バイオリアクターのポート数が最小限でよく、また、バイオリアクター
周りの一連の配管が複雑にならないので、都合がよい。後者は例えば、可動チューブの数
を最小限に抑える必要がある搖動するバッグ型の可動バイオリアクターにとって、特に重
要である。しかしながら、入口逆止弁８、３８、５８と出口逆止弁９、３９、５９を、分
岐点１０、４０、６０なしにチューブの別々の所定の長さ部分（図示せず）を介して個別
にバイオリアクターに流体接続させることが代替として可能である。入口と出口の配管が
別であれば、バイオリアクターとデバイス間のチューブ内の液体が、バイオリアクターと
デバイス間のチューブ内での処理量（ポンプの内側ストロークと外側ストロークの量差）
のホールドアップ量に対する比率に関係なく、完全に一過式処理されるという好ましい状
態が確保できる。別の代替は、バイオリアクターとデバイスが流体接続している中間点に
分岐点を配置することであり、そうすることで処理量及びホールドアップ量が占められ、
パフォーマンスも最適化される。
【００１６】
　バイオリアクターは、好適には、内容積１２、４８、６２を有する容器と、この内容積
の内側及び／又は外側に位置する撹拌手段（図示せず）とを備えることができる。撹拌手
段は、例えば、内容積の外側のモータによって直接又は磁気方式で駆動される、内容積の
内側のインペラーであり得る。撹拌手段はまた、その上に容器が置かれる可動式支持体で
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もあり得、搖動及び／又は振動の動きを容器に伝えることができる。
【００１７】
　フィルターユニットは、例えば中空糸カートリッジ又は平板カセットなど、複数の膜が
保持液側と透過液側とを画定しているタンジェンシャルフロー濾過用のフィルターであり
得る。図２に示すようにフィルターユニットが中空糸カートリッジである場合、保持液入
口は、中空糸束の一端側で糸内腔１３に隣接して接続でき、保持液出口は中空糸束の他端
側で糸内腔１４に隣接して接続できる。この場合、透過液出口ポートは、束における中空
糸シェル側２４を取り囲む容積、つまり透過液区画１５と接続可能であり、この容積は束
の糸内腔から密封絶縁されている。フィルターユニットは、透過液出口ポートを２つ備え
ることもでき、その場合は、透過液を透過液区画内で糸に沿って、好適には内腔を流れる
保持液の循環方向の反流（逆）方向に循環させることが可能である。フィルターユニット
は、細長い（例えば筒状）ハウジング１６内に収容することができ、中空糸束は該ハウジ
ングの中心部に配置され、シール１７が透過液区画１５を保持液入口区画１８及び保持液
出口区画１９から仕切っている。保持液入口区画は、ジョイント２０のところで往復ポン
プに直接接続され得る。
【００１８】
　往復ポンプは、好適には、例えばダイヤフラム、膜（メンブレン）、又はピストンなど
の往復動部材２１を備えることができる。往復動部材は、ポンプ室２２（動部材がピスト
ンの場合はシリンダとも呼ばれる）に対して前後運動することができ、動部材の内側スト
ローク中に流体（例えば培養液）をポンプ室から押し出し、外側ストローク中に流体（例
えば培養液）をポンプ室に吸い込む。往復ポンプのストローク量は、各ストローク中にポ
ンプ室から出し入れされる流体（培養液）の量に相当する。往復ポンプは、例えば、図１
～図３に示されるように、流体駆動式ダイヤフラムポンプであり得、ポンプ室２２と駆動
流体で満たされた駆動室２３とが、往復動部材を構成する可撓性ダイヤフラム２１で隔て
られている。駆動流体は、気体例えば空気、又は液体であり得る。駆動流体供給ライン２
５を介して駆動室に流体圧力がかかると、ダイヤフラムは、内側ストロークで液体をポン
プ室から追い出し、流体圧力が解除されると、ダイヤフラムは、撓んで戻り、外側ストロ
ークで液体をポンプ室に引き込む。ポンプ室は、例えば、ジョイント２０のところでフィ
ルターユニットの保持液入口区画に直接接続され得る。あるいは、ポンプ室は、液流を妨
げないよう直径が十分に大きく、容積が往復ポンプのストローク量よりもかなり小さい（
例えばストローク量の１０％未満又は５％未満などストローク量の２０％未満）チューブ
の短片などの流体コネクタ（図示せず）を介して、任意には無菌コネクタを介して、接続
され得る。
【００１９】
　保持液入口と分岐点との接続並びに保持液出口と分岐点との接続は、例えば、可撓性チ
ューブなどのチューブによって実現でき、入口逆止弁と出口逆止弁はチューブに沿って配
置されるか、分岐点又は入口／出口に隣接して配置される。分岐点１０、４０、６０は、
例えば三方チューブコネクタ又はマニホールドであり得る。分岐点とバイオリアクターと
の接続部は、可撓性チューブなどのチューブの所定の長さ部分１１、４１、６１としての
一本のラインであり得る。このチューブの所定の長さ部分は、バイオリアクター容器の内
容積に容器壁のポートを通じて接続され得る。入口逆止弁及び出口逆止弁は、例えばフラ
ップ弁、ボール弁、スリットディスク弁など、任意の適当な逆止弁タイプのものであって
よい。
【００２０】
　往復ポンプの外側ストローク中、培養液は、バイオリアクターからチューブの所定の長
さ部分１１、４１、６１及び分岐点１０、４０、６０を介してフィルターユニット３、３
３、５３の保持液入口４、３４、５４へと引き出される。同時に、外側ストロークにより
フィルターユニットの保持液側に陰圧が生じ、ある量の透過液がフィルター膜を逆フラッ
シュすることになるので、膜を閉塞している細胞や他の物質は洗い流される。往復ポンプ
の内側ストローク中、培養液はフィルターユニットの保持液側を押し通され、回収され得
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る透過液を生じさせ、さらに保持液出口５、３５、５５、分岐点１０、４０、６０、及び
チューブの所定の長さ部分１１、４１、６１を介してバイオリアクターに戻される。この
流路には、以前開示された諸流路と比較していくつかの利点がある。
【００２１】
　（ｉ）内側ストローク及び外側ストローク中に個別の圧力制御が可能。外側ストローク
中、陰圧を制御して脱ガス及び気泡形成を防止し逆フラッシュを最適化できる。内側スト
ローク中、フィルターユニットの膜差圧を最適化してフィルター膜上の物質輸送を最大限
化できる。後者は、フィルターユニットが後に記載するように代謝物を回収するための限
外濾過膜を備える場合に特に重要であるが、フィルターユニットが精密濾過膜を備える場
合でもファウリングや閉塞を軽減するのに重要である。個別制御によりさらに、一般的に
頑健性及び再現可能性が高まるだけでなく、細胞及び／又は感受性の高いタンパク質に与
える機械的損傷を最小限に抑えた灌流培養法が可能になる。
【００２２】
　（ｉｉ）個別の圧力制御はまた、流れと圧力の組合せ、変形、及び制御による新規の方
法の可能性を提供する。一例として、入口制御弁（以下に記載）で保持液入口への流れを
減じ、往復ポンプの緩速な外側ストロークと合わせて、非常に長い逆フラッシュサイクル
を生じることができる。
【００２３】
　（ｉｉｉ）外側ストローク中、膜の圧力差は基本的に一定なので、逆フラッシュを均一
に良好に制御できるようになる。
【００２４】
　（ｉｖ）チューブの直径や長さ並びにバイオリアクター内の圧力及びバイオリアクター
とフィルターユニット間の垂直方向の距離による静水圧にかかわらず膜の圧力及び圧力差
を一定に保つことができるので、システムのスケーラビリティが相当向上する。
【００２５】
　システムで使用される構成材料は、好適には、例えばガンマ線照射及び／又はオートク
レーブ処理などの一般的に使用される滅菌方法に対応可能である。再利用可能な構成要素
についてはステンレス鋼（例えば少なくとも３１６Ｌ相当の耐食性のあるもの）又はポリ
スルホン、ＰＥＥＫなどの産業用プラスチックが使用でき、使い捨ての構成要素について
は、例えばポリスルホン、ポリプロピレン、ポリエチレン又はエチレンコポリマーなどの
プラスチックが使用できる。
【００２６】
　細胞培養液の感染を防止するため、バイオリアクター及び培養流体に接触する全構成要
素を、好適には培養前に滅菌する。システム又はシステムの部品を組み立ててからオート
クレーブ処理又は照射により滅菌してもよいし、又は、１又は複数の構成要素を事前に滅
菌してから無菌システムとして組み立ててもよい。組立を容易にするために、滅菌済シス
テム部品又は構成要素は、例えばＲｅａｄｙＭａｔｅ（ＧＥヘルスケア社）タイプの無菌
コネクタを備えていてもよい。あるいは滅菌済システム部品／構成要素を無菌包装してお
いて、無菌クリーンルーム内で組み立ててもよい。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、チューブの所定の長さ部分１１、４１、６１は、往復ポンプ
のストローク量の５０％以下の、例えば２０％又は１０％以下の内容積を有する。このこ
とには、液体をフィルターユニットを介してバイオリアクターから輸送し、またバイオリ
アクターへと戻すのに、ストローク量の大部分が利用されるという利点がある。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、透過液出口ポート３６は透過液ポンプ５０に接続されている
。透過液ポンプは、透過液をフィルターユニットから回収するのに使用でき、また、フィ
ルターユニットにおける膜差圧の制御にも利用できる。透過液ポンプは、例えば蠕動ポン
プであり得る。透過液ポンプ５０は、２つの流れ方向、例えば、透過液を透過液出口から
ストレージ又は廃棄容器（図示せず）へ、もしくはさらなる処理操作部（図示せず）へと
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送る順方向と、フィルター膜を透過液で逆フラッシュするための逆方向とに運転するよう
にすることができる。
【００２９】
　図３及び図４によって示される、ある実施形態では、システムは、保持液入口３４、５
４と分岐点４０、６０との間に入口制御弁４２、６３を備える。この入口制御弁は、保持
液入口と入口逆止弁との間か、又は入口逆止弁と分岐点との間に配置され得る。入口制御
弁は、入口逆止弁の内蔵部品を構成することもできる。入口制御弁は、好適には、バイオ
リアクターと保持液入口との流体接続部の流れ及び／又は圧力降下を調節することができ
得る。
【００３０】
　図３及び図４によって示されるいくつかの実施形態では、システムは、保持液出口３５
、５５と分岐点４０、６０との間に出口制御弁４３、６４を備える。この出口制御弁は、
保持液出口と保持液出口逆止弁との間か、又は保持液出口逆止弁と分岐点との間に配置さ
れ得る。出口制御弁は、出口逆止弁の内蔵部品を構成することもできるし、又は、１又は
複数の逆止弁を１又は複数の制御弁と組み合わせて一体型弁区画としてもよい。出口制御
弁は、好適には、バイオリアクターと保持液出口との流体接続部の流れ及び／又は圧力降
下を調節することができ得る。入口制御弁及び出口制御弁は、液流調節に適したどのよう
なタイプの弁であってもよく、可撓性チューブの外側に取り付けられる、例えばピンチ弁
やホース締めクランプなどの締め具であってもよい。制御弁は、手動で調節できるように
してもよいし、制御ユニットからの信号にしたがい調節できるようにしてもよい。そのよ
うな信号は、例えば電子式、電磁式、光学式、又は空気圧式のものであり得る。
【００３１】
　図３によって示される、ある実施形態では、システムは、保持液入口の圧力を測定する
ように構成された入口圧力変換器４４を備える。この圧力変換器は、フィルターユニット
３３の保持液入口のところか、又は保持液入口と入口制御弁の間の任意の点に配置され得
る。入口制御弁がない実施形態では、保持液入口と分岐点の間の任意の点に配置され得る
。システムはまた（もしくは代わりに）、保持液出口の圧力を測定するように構成された
出口圧力変換器４５を備えることができる。この圧力変換器は、フィルターユニット３３
の保持液出口のところか、又は保持液出口と出口制御弁の間の任意の点に配置され得る。
出口制御弁がない実施形態では、保持液出口と分岐点の間の任意の点に配置され得る。圧
力変換器は、手動式に読み取り可能なマノメーターであるか、又は圧力データを例えば電
子式、電磁式、もしくは光学式手段によって制御ユニットに送信するように構成された変
換器であり得る。出口圧力変換器４５は、例えば、フィルターユニット及び膜の膜差圧を
各々正確に決定するために使用され得る。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、透過液出口ポート３６は透過液圧力変換器４９を備える。透
過液圧力変換器はフィルターユニットの透過液側の圧力を測定することができ得、これを
入口圧力変換器及び／又は出口圧力変換器からのデータと合わせてフィルターユニットの
膜差圧を計算するのに使うことができる。透過液圧力変換器はまた、透過液ポンプ５０の
運転又は他の何らかの透過液圧力制御手段（例えば静水圧制御）により膜差圧を制御する
ためのフィードバックループにおいても使用され得る。変換器４９はまた、往復ポンプの
外側ストローク中に逆フラッシュサイクルを制御するのにも便利である。
【００３３】
　図３によって示されるいくつかの実施形態では、往復ポンプ３７は流体駆動式ダイヤフ
ラムポンプであり、システムは、例えば駆動流体供給ラインに取り付けられて、往復ポン
プ内の駆動流体圧力を測定するように構成された駆動流体圧力変換器４６を備える。駆動
流体圧力変換器は、手動式に読み取り可能なマノメーターであるか、又は圧力データを例
えば電子式、電磁式、もしくは光学式手段によって制御ユニットに送信するように構成さ
れた変換器であり得る。駆動流体は、気体（例えば空気）又は液体であり得る。
【００３４】
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　ある実施形態では、往復ポンプ３７は気体駆動式ダイヤフラムポンプであり、システム
は、例えば気体供給ラインに取り付けられて、ポンプ内の気体圧力を測定するように構成
された気体圧力変換器４６を備える。具体的には気体は空気であり得、その場合気体（駆
動流体）供給源は圧縮空気供給源である。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、往復ポンプ７、３７、５７は、高可撓性ダイヤフラム、例え
ば柔軟なシリコーンゴムのダイヤフラムを備えるダイヤフラムポンプとして設計されてい
るので、往復ポンプの流体供給ライン側からフィルターユニット３、３３、５３側及びそ
の保持液入口４、３４、５４に向かう間の機械的エネルギー損が少なくなる。その結果、
フィルターユニット３３の入口側の圧力は、流体供給ライン４６側で圧力変換器が測定し
た圧力と等しくなる。したがって、バイオリアクター流体の保持液入口側の流体圧力及び
、それに伴い濾過処理及び膜差圧は、バイオリアクター流体とは接触しない駆動流体圧力
変圧器４６を用いることにより、有効に測定及び制御され得る。この設計は、バイオリア
クター流体と接触する使い捨て構成要素を備えるシステムを設計する場合に有利である。
駆動流体圧力変圧器４６は再利用可能であり滅菌する必要もないので、コスト及び複雑さ
が低減される。したがって、滅菌不可の高性能センサーも使用することができ、滅菌可能
な高性能センサーを使用する場合も滅菌処理後の再較正は不要である。
【００３６】
　図３によって示される、ある実施形態では、システムは、入口圧力変換器及び出口圧力
変換器のうちの少なくとも１つから受信した圧力データにより、往復ポンプ、入口制御弁
、及び出口制御弁のうちの少なくとも１つを制御するように構成された、１以上の制御ユ
ニット４７を備える。制御ユニットは、好適には、往復ポンプ、入口制御弁、及び出口制
御弁のうちの少なくとも１つと、入口圧力変換器及び出口圧力変換器のうちの少なくとも
１つとに、電子式、電磁式（例えば無線通信による）、光学式（例えば光ファイバーを介
して）、又は空気圧式に接続され得る。制御ユニットは、例えば、コンピューター、プロ
グラマブルロジックコントローラー、又は（ａ）１又は複数の圧力変換器からの入力信号
を受信でき、（ｂ）その入力信号から所定の方法にしたがい１又は複数の出力パラメータ
を計算でき、（ｃ）その出力パラメータを信号として１又は複数の制御弁及び／又はポン
プに送信できる任意の類似のデバイスであり得る。制御ユニットは、往復ポンプ及び入口
制御弁及び／又は出口制御弁の両方を制御するように構成された単一の一体型制御ユニッ
トであり得、又は、システムは主制御ユニット（又は弁制御ユニット）とポンプ制御ユニ
ット（図示せず）とを備えていてもよい。ポンプ制御ユニットは、例えば、ストローク周
波数、ストローク長、及び内側ストローク及び外側ストローク中の動部材の速度のうちの
１又は複数を介して往復ポンプによって生じる流れ及び圧力のプロファイルを制御するよ
うに構成され得る。流体駆動式ダイヤフラムポンプの場合、ストローク周波数、ストロー
ク長、及びダイヤフラム速度は、例えば駆動流体供給ライン上の１又は複数の弁を介して
制御され得る。上述したように、ポンプ制御ユニットの要素は主制御ユニットに内蔵され
ていてもよいし、又はその逆、つまり制御弁は一体型ポンプ制御ユニットによって制御さ
れてもよい。あるいは、制御弁をプリセットするか又は手動で調節して、ポンプ制御ユニ
ットだけが必要であるようにしてもよい。
【００３７】
　制御ユニットは、透過液ポンプ５０及び／又は透過液圧力変換器４９にも接続して、膜
差圧を制御することもできる。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、フィルターユニットは中空糸カートリッジ又は平板カセット
である。上記では中空糸カートリッジが記載されているが、一般的なタンジェンシャルフ
ロータイプの平板カセットを使うことも可能である。この場合は、保持液入口開口が保持
液入口側の糸内腔端部に相当し、保持液出口開口が保持液出口側の内腔端部に相当し、透
過液開口が透過液出口に相当する。
【００３９】
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　ある実施形態では、バイオリアクターは、可動式支持体上に載置される膨張可能な可撓
性のバッグを備え、チューブの所定の長さ部分１１、４１、６１は可撓性のチューブの所
定の長さ部分である。本発明のシステムは、バイオリアクター容器（例えば膨張可能な可
撓性のバッグ）全体を動かすことによって撹拌されるバイオリアクターに特に適している
が、それはバイオリアクターとの接続に必要なチューブの所定の長さ部分が１本だけなの
で容器に接続される可動要素の数が抑えられ、それらの絡まりが減少するからである。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、システムの一部又は全部は使い捨て構成要素で構成され、こ
れらの要素は好適には事前に例えばガンマ線照射やオートクレーブ処理で滅菌されてから
、例えばＲｅａｄｙＭａｔｅ（ＧＥヘルスケア社）などの無菌コネクタにより互いに連結
される。無菌コネクタ６５と、無菌であってもなくてもよいコネクタ６６とを備える、そ
のようなシステム５１の一例を図４に示す。図４に示すように、フィルターユニット５３
、逆止弁５８、５９、及び制御弁６３、６４並びに入口圧力変換器及び出口圧力変換器（
図示せず）を外側ハウジング６７内に収容することも可能である。往復ポンプ５７を同じ
ハウジング又は別のハウジング６８に収容することも可能である。往復ポンプ５７は、使
い捨てでも再利用可能であってもよく、ポンプ室及びダイヤフラムを備える使い捨て部と
、駆動室及び駆動流体圧力変換器を備える駆動流体供給ラインを備える再利用可能部とか
ら組み立てることもできる。往復ポンプの使い捨て部は、この場合は、フィルターユニッ
トと一体化することもできる。
【００４１】
　往復ポンプ７、３７、５７はフィルターユニット３、３３、５３の下方に配置されて図
示されているが、例えば往復ポンプをフィルターユニットの上方に配置するなど他の位置
づけも等しく可能である。具体的な位置づけは、例えば用途に応じてのスペースや距離と
いった事項並びに静水圧の利用により得る。
【００４２】
　第２の態様では、本発明は、細胞を灌流培養する方法を開示し、該方法は、
　（ａ）上記のシステム１、３１、５１を準備するステップ、
　（ｂ）細胞培地と細胞をバイオリアクター２、３２、５２に添加するステップ、
　（ｃ）撹拌下バイオリアクター内で細胞を培養するステップ、
　（ｄ）培養中、往復ポンプ７、３７、５７を運転して、（ｉ）バイオリアクターから液
体をチューブの所定の長さ部分１１、４１、６１、分岐点１０、４０、６０、及び入口逆
止弁８、３８、５８を介してフィルターユニット３、３３、５３の保持液入口４、３４、
５４へと引き出し、（ｉｉ）液体をフィルターユニットの保持液出口５、３５、５５から
出口逆止弁９、３９、５９、分岐点１０、４０、６０、及びチューブの所定の長さ部分１
１、４１、６１を介してバイオリアクター２、３２、５２に戻すステップ、及び
　（ｅ）透過液を透過液出口ポート６、３６、５６から回収するステップを含む。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、方法は、少なくとも１種類の流体、例えば細胞培地などを、
培養中にバイオリアクターに添加することを含む。このことには、フィルターユニットを
介して除去された培養液を再充填し、培養液に新鮮な栄養分及び他の試薬が供給できる、
という利点がある。
【００４４】
　ある実施形態では、フィルターユニットは精密濾過膜を備え、透過液には細胞により発
現された目的物質が含まれる。こうして、例えば免疫グロブリンなどのタンパク質であり
得る目的物質の継続的回収が可能になる。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、フィルターユニットは限外濾過膜を備え、細胞により発現さ
れた目的物質は保持液中に保持されたままバイオリアクターに戻される。こうして、細胞
培養液から有毒その他望ましくない低分子量の老廃物／代謝物を継続的に除去しながら、
培養が終了すると培養液から目的物質、例えば免疫グロブリンなどのタンパク質を回収す
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ることが可能になる。
【００４６】
　ある実施形態では、方法は、往復ポンプ及び入口制御弁のうちの少なくとも１つを制御
して、往復ポンプの外側ストローク中、入口圧力変換器の圧力読み値を所定範囲内に維持
することを含む。例えばマノメーター読み値から弁を手動で調節して手動式に制御するこ
ともできるし、制御ユニットに圧力変換器からの信号にしたがい制御させることもできる
。この方法の利点は、外側ストロークで生じる陰圧によるフィルターユニットの逆フラッ
シュを制御し最適化して、高効率の膜洗浄が得られること、また任意に、逆フラッシュし
た透過液で保持液が希釈されるのを最小限に抑えられることである。より複雑なアルゴリ
ズムにしたがって圧力を制御し、例えば外側ストローク中に所望の圧力対時間プロファイ
ルを作成することも可能である。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、方法は、入口圧力変換器及び出口圧力変換器から得られるデ
ータ又は入口圧力変換器、出口圧力変換器及び透過液圧力変換器のうちの１以上のデータ
から膜差圧を計算し、往復ポンプ、透過液ポンプ、入口制御弁、及び出口制御弁のうちの
少なくとも１つを制御して、膜差圧を予め設定した上限値と下限値との間に維持すること
を含む。このことには、フィルター膜の両端間での物質輸送が最大限化され得、ファウリ
ングと濃度分極が最小限化され得るという利点がある。より複雑なアルゴリズムにしたが
って圧力を制御し、例えば内側ストローク中と外側ストローク中両方で所望の膜間差圧対
時間プロファイルを作成することも可能である。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、方法は、往復ポンプの外側ストローク中は膜差圧を第１の範
囲内に維持し、往復ポンプの内側ストローク中は膜差圧を第２の範囲内に維持することを
含む。
【００４９】
　ある実施形態では、方法は、透過液ポンプ５０を逆方向に運転してフィルター膜の逆フ
ラッシュを生じさせることを含む。透過液ポンプを逆フラッシュの唯一の発生源としても
よいし、又は往復ポンプの外側ストローク中に透過液ポンプをそのように運転して逆フラ
ッシュを補助させ、逆フラッシュサイクル中所望の圧力／流れプロファイルを作成しても
よい。透過液ポンプは、例えば透過液圧力変換器４９からの入力データにしたがい１又は
複数の制御ユニット４７により制御され得る。
【００５０】
　システムが使い捨て構成要素で構成されている場合、使用後に全構成要素を廃棄しても
経済的に引き合う。上述のシステムは特に使い捨て用途に適しているが、一般的な交互（
ａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇ）タンジェンシャルフローシステムを使い捨て方式で用いること
も可能である。
【００５１】
　第３の態様では、本発明は、細胞を灌流培養するための予滅菌システムを開示し、該シ
ステムは、
　（ａ）１以上のバイオリアクター（２、３２、５２）と、
　（ｂ）１以上の往復ポンプ（７、３７、５７）と、
　（ｃ）１以上の無菌コネクタを介して該往復ポンプに流体接続され、該バイオリアクタ
ーに流体接続される１以上のフィルターユニット（３）とを備える。
【００５２】
　システムを、密封包装された事前に滅菌済のシステムとして提供することにより、一般
的な交互タンジェンシャルフローシステムの組立、洗浄、及び滅菌並びにこれらの工程各
々の検証が省略できる。さらに、滅菌済み（使い捨て）バイオリアクターとの流体接続を
設定する前にオートクレーブ処理すなわち蒸気処理をして滅菌しなければならない一般的
な交互タンジェンシャルフローシステムの接続の複雑さは、例えばＲｅａｄｙＭａｔｅ（
ＧＥヘルスケア社）などが使用できる、容易に入手できる無菌コネクタとして予滅菌シス
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テムを提供することにより、大幅に減少する。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、予滅菌システムは、１又は複数の無菌コネクタを介して２以
上の予滅菌モジュールから組み立てられる。予滅菌使い捨て交互タンジェンシャルフロー
濾過システムは、使用時に、そのようなシステムを形成する予滅菌使い捨てモジュールか
ら、モジュール間の各インターフェースに無菌コネクタを用いることにより、組み立てる
ことができる（図４を比較のこと）。したがって、システムが利用されるバイオリアクタ
ー及び工程に適した容量及び性能に見合うフィルター寸法及びポンプ寸法又は他の構成要
素を選択し組み立てることによって、予滅菌使い捨て交互タンジェンシャルフロー濾過シ
ステムの容量の寸法決めにおける柔軟性が高まる。
【００５４】
　この明細書では、最良の形態も含め本発明を開示するために、また、あらゆる当業者が
、あらゆるデバイスやシステムを作製し利用し、あらゆる組み入れた方法を実施すること
を含め本発明を実施することを可能にするために、諸例を用いている。本発明の特許可能
な範囲は、請求項により定められ、当業者が想到する他の例も含み得る。そのような他の
例は、それらが請求項の文言と差異のない構造的要素を備える場合、又は請求項の文言と
実質的に差異のない均等な構造的要素を含む場合は、請求項の範囲内とする。なお、別々
の実施形態及び態様の要素同士を組み合わせて新しい実施形態を構成することができる。

【図１】 【図２】
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