
JP 4723862 B2 2011.7.13

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ゼラチン様タンパク質を用いて、５０～５００μｍの大きさのマイクロキャリアビーズ
を被覆するステップを含む、細胞培養支持体を調製する方法であって、前記ゼラチン様タ
ンパク質が、４０ｋＤａ～２００ｋＤａの分子量を有し、少なくとも９５％のＧｌｙ－Ｘ
ａａ－Ｙａａトリプレットからなるとともに少なくとも１５％のプロリン残基及び５％未
満のヒドロキシプロリン残基を含み、プロリン残基を有さずに２０個を超えるアミノ酸ス
トレッチを含まない、方法。
【請求項２】
　マイクロキャリアビーズが非多孔性ビーズである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　マイクロキャリアビーズが多孔性ビーズである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ゼラチン様タンパク質が、６０ｋＤａ超の分子量を有する、請求項１～３のいずれかに
記載の方法。
【請求項５】
　ゼラチン様タンパク質が、１５０ｋＤａ未満の分子量を有する、請求項１～４のいずれ
かに記載の方法。
【請求項６】
　ゼラチン様タンパク質をマイクロキャリアに固定するステップを更に含む、請求項１～
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５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　ゼラチン様タンパク質の７５％超が、同分子量を有する、請求項１～６のいずれかに記
載の方法。
【請求項８】
　ゼラチン様タンパク質が組換え生成される、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　ゼラチン様タンパク質が、１％未満のヒドロキシプロリン残基を含む、請求項１～８の
いずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　ゼラチン様タンパク質が、ｐＨ７～７．５にて正味の正電荷を有する、請求項１～９の
いずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　５０～５００μｍの大きさを有するマイクロビーズに、４０ｋＤａ～２００ｋＤａの分
子量を有し、少なくとも９５％のＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレットからなるとともに
少なくとも１５％のプロリン残基及び５％未満のヒドロキシプロリン残基を含み、プロリ
ン残基を有さずに２０個を超えるアミノ酸ストレッチを含まないゼラチン様タンパク質が
被覆されてなる、細胞支持体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は細胞を培養するための支持体に関し、特にゼラチン又はゼラチン様タンパク質
で被覆されたマイクロキャリアに関する。このようなマイクロキャリアは接着依存性細胞
を培養する支持体となる。
【背景技術】
【０００２】
動物細胞、特に哺乳類細胞の細胞培養は、ワクチン、酵素、ホルモン、及び抗体のような
多くの重要な（遺伝子組換え）生体物質の生成に重要である。動物細胞の大部分は接着依
存性であり、その生存及び増殖には表面への接着を必要とする。
【０００３】
　通常、接着依存性細胞は、例えば組織培養フラスコ及びローラーボトルの壁で培養され
ている。ある種の抗ウイルスワクチン、遺伝子組換えタンパク質や他の細胞由来の産物を
大量に提供する必要性が生じてきたため、より大規模に細胞を生成する新しいシステムを
開発するための改良がなされている。
【０００４】
　そのような改良の１つが１９６７年のVan Wezelによるマイクロキャリアの開発から始
まった（Van Wezel, A.L. Nature 216:64-65(1967)）。Van Wezelは三級アミン基（ＤＥ
ＡＥ）で荷電された交差結合デキストランビーズからなるマイクロキャリアを作製した。
Van Wezelは攪拌した容器の中で培地に懸濁された、これら正に帯電したＤＥＡＥ－デキ
ストランビーズにおける細胞の接着及び増殖を実証した。従って、マイクロキャリア細胞
培養において、細胞は懸濁液中に浮遊した小球体において単層として増殖する。マイクロ
キャリアを用いることにより、１ミリリットル当たり数百万個の細胞の収量を達成するこ
とが可能である。過去何年間の間に多様なマイクロキャリアが開発されてきた。交差結合
デキストランは、最初のマイクロキャリアと同様に、現在でも最もよく知られているビー
ズ材料である。
【０００５】
　他の大規模培養法に対するマイクロキャリア培養の利点は、ｉ）高表面積対体積率を達
成することが可能であり、これはマイクロキャリア濃度を変化させることによって変える
ことができ、高濃縮の細胞産物を得る可能性を有する、単位体積当たりの高細胞濃度をも
たらすことになり、ii）細胞増殖は多くの低生産性ユニットを使用する代わりに１つの高
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生産性容器において実施可能であり、従ってより良い利用法とかなりの培地の節約を達成
し、iii）マイクロキャリア培養では混合状態が良いため、ｐＨ、ｐＯ２、ｐＣＯ２など
の異なる環境条件を監視・制御することが容易であり、iv）細胞サンプリングが容易であ
り、ｖ）ビーズが容易に定着するため、細胞採取と産物の後処理プロセスが容易であり、
vi）マイクロキャリア培養は、好適に改変された発酵槽のような従来の装置を用いること
により、比較的容易に拡大可能であることである。
【０００６】
　更なる改良を開発する際、最適マイクロキャリアに対する次の必要条件を満たす必要が
ある。ｉ）ビーズの表面特性は、細胞が迅速に接着・増殖できるようにする必要があり、
好ましくは外形が平坦である必要がある。ii）分離を容易にするためにビーズの濃度は培
地の濃度より僅かに高くなるようにする。従来の培地は本質的に水性であり、１．０３～
１．０９ｇ／ｃｃの範囲の濃度を有するが、濃度は一定の限度を超えないように、最適範
囲を１．０３～１．０４５ｇ／ｍｌにする必要がある。剪断感受性細胞を損傷しない程度
の軽度の攪拌で、ビーズを浮遊状態に維持するのに十分であり、ビーズが定着すれば細胞
増殖は阻止される。iii）全マイクロキャリアの均一な懸濁液が得られ、細胞がほぼ同時
に密集度を達成するように、ビーズの粒度分布は狭くする必要がある。また、マイクロキ
ャリアの溶液内クラスタリングを阻止する必要がある。iv）光学的性質によって顕微鏡観
察を容易にする必要がある。ｖ）ビーズは細胞の生存及び良好な増殖のためだけでなく、
獣医学又は臨床医学目的に使用される細胞培養産物のためにも非毒性である必要がある。
vi）ビーズの基質は、培養液の攪拌中に生じる衝突がビーズの断片化を起こさないように
する必要がある。
【０００７】
　改良マイクロキャリアの開発における重要な改変は、コラーゲンによるコア粒子の被覆
である。コラーゲンを用いる利点は、コラーゲンが細胞接着及び細胞増殖のプロモーター
であることである。加えて、タンパク質分解酵素により細胞を容易に脱離することができ
る。例えば、Amersham Biosciences社製のSoloHill（商標）コラーゲン被覆マイクロキャ
リア及びCytodex3（商標）のようなコラーゲン被覆マイクロキャリアが幾つか市販されて
いる。しかし、上記に概説した最適マイクロキャリアの必要条件を満たすには、マイクロ
キャリアを更に改良する必要性が高い。
【０００８】
　コラーゲン被覆マイクロキャリアの調製方法は米国特許第４，９９４，３８８号に記載
されている。コアビーズにコラーゲン被覆を施すことは２ステップで、即ち被覆と固定で
実施される。コアビーズを酸性水溶性コラーゲン溶液（０．００１～０．１Ｎ酢酸）に懸
濁し、溶液を蒸発乾固する。次に、グルタルアルデヒドのようなタンパク質架橋剤を含み
、従ってコラーゲン被覆を架橋結合する溶液に乾燥コラーゲン被覆ビーズを懸濁する。ま
たは、コラーゲン溶液で湿ったコアビーズは固定ステップの開始前に完全には乾燥させな
い。
【０００９】
　当該技術分野ではコラーゲン又は変性コラーゲンという用語が頻繁に用いられるが、本
明細書では以降、ゼラチン又はゼラチン様タンパク質という用語を用いることにする。ゼ
ラチンという用語は一本鎖ポリペプチドであるタンパク質の外観をより正確に示すが、通
常、コラーゲンはらせん状束に配向した三本鎖ポリペプチド構造を示すのに用いられる。
【特許文献１】米国特許第４，９９４，３８８号
【非特許文献１】Van Wezel, A.L. Nature 216:64-65(1967)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の目的は、ゼラチン又はゼラチン様タンパク質でマイクロキャリアを被覆し、細
胞培養物中のマイクロキャリア粒子間のクラスタリングを阻止する方法の改良を提供する
ことである。
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【００１１】
　本発明の更なる目的は、大規模細胞培養に用いられ、改良された性質を有するゼラチン
被覆マイクロキャリア又はゼラチン様タンパク質で被覆されたマイクロキャリアを提供す
ることである。
【００１２】
　本発明の更なる目的は、マイクロキャリアに対して機能性が向上した新規の組換えゼラ
チンを開発することである。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、ゼラチン又はゼラチン様タンパク質でコアビーズを被覆するステップを含む
、細胞培養支持体の調製方法により、これら目的に極めて適うものであり、前記ゼラチン
又はゼラチン様タンパク質は約４０ｋＤａ～約２００ｋＤａの選択分子量を有する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の方法において、コアビーズを被覆するのに約４０ｋＤａ～約２００ｋＤａのゼ
ラチン又はゼラチン様タンパク質を用い、マイクロキャリア形状の細胞培養支持体が生じ
る。
【００１５】
　ゼラチン又はゼラチン様タンパク質の選択分子量範囲は、マイクロキャリアを調製する
方法において著しい利点を提供し、その結果、有利な性質を有するマイクロキャリアを提
供する。被覆プロセスにおける主たる問題はビーズの凝集である。特に、そのような凝集
は細胞接着に利用可能な表面積を減少させ、マイクロキャリアの粒度分布を乱し、使用不
可能にしてしまう。自然源から単離されたゼラチンは分子量サイズの幅が広く、２０ｋＤ
未満のペプチド断片から４００ｋＤを上回る分子量を有するマクロポリマーまで及ぶ。
【００１６】
　天然ゼラチンバッチ内の比較的小さい分画の高分子量（ＭＷ）のゼラチンポリマー分子
が、殆どの場合にマイクロキャリア生成プロセス中におけるビーズの凝集の原因となるこ
とを見出した。そのような高分子量ゼラチンポリマーがコアビーズに接着すると、ペプチ
ド鎖の一部がコアビーズの表面から離れて向くようになり、そうして他のビーズの足場と
なることによって凝集を誘発し得ると結論づけた。
【００１７】
　従って、本発明によれば、２００ｋＤａ未満、より好ましくは１５０ｋＤａ未満、最も
好ましくは１００ｋＤａ未満の分子量を有するゼラチンでコアビーズを被覆することが好
ましい。
【００１８】
　更に、小分子量分画の天然ゼラチンが好ましくないマイクロキャリア被覆特性を示すこ
とを見出した。この小分子量分画はマイクロキャリアビーズに対して比較的弱い吸着力を
示し、従って、吸着されていないときには化学的架橋結合ステップ後にマイクロキャリア
の凝集を促進する。加えて、マイクロキャリア被覆プロセスにおいて凝集を阻止するため
に比較的低い濃度のゼラチンを使用する場合、小分子量分画はまずマイクロキャリアに吸
着されるが、マイクロキャリアの多孔性コアビーズの小孔に浸入するという好ましくない
特性を有する。このため、細胞培養ステップにおけるマイクロキャリアへの細胞接着には
貢献しない。従って、ゼラチンの分子量は、コアビーズの凝集を阻止し、ゼラチンの喪失
を阻止すべく、実際の被覆プロセスを効果的に実施して効率的な被覆となるほどに大きい
必要がある。従って、ゼラチンの分子量は４０ｋＤａ超、より好ましくは６０ｋＤａ超、
最も好ましくは７０ｋＤａ超である必要がある。
【００１９】
　使用するゼラチン又はゼラチン様タンパク質の分子量は均一であることが好ましく、７
５％超、好ましくは８５％超、より好ましくは９５％超、更には少なくとも９８％のゼラ
チン又はゼラチン様タンパク質が、選択分子量から２％以内の均一な分子量を有する。
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【００２０】
　そのような均一な分子量を得るには、組換え生成法を用いることが好ましい。組換えゼ
ラチン又はゼラチン様タンパク質の利点は、常に何らかの変異を含む、自然源から単離さ
れたゼラチンに比し、物質の組成が一定であることである。
【００２１】
　プリオンや他のウイルスが従来のゼラチンバッチの一部になり得ることが知られている
。しかし、細胞培養に用いるために従来のゼラチンが現在もマイクロキャリアの用途に供
されているため、これまでリスクは十分に認識されていない。しかし、従来のゼラチンで
マイクロキャリアのコアビーズを被覆することにより、存在可能性のあるプリオンがビー
ズに化学的架橋結合されないことを見出した。この驚くべき新所見の結果は、プリオンが
従来のゼラチンバッチに存在すれば、ヒトに使用することを目的とする細胞培養産物と混
合されるということである。ＢＳＥのようなプリオンによる汚染リスクを阻止するため、
マイクロキャリアに用いるのに好ましいゼラチンは組換えゼラチンである。
【００２２】
　本発明の範囲内で分子量を選択することにより、ゼラチン又はゼラチン様タンパク質被
覆溶液の粘度を正確に調節することが可能である。できる限り高濃度のゼラチン又はゼラ
チン様タンパク質を選択することが可能である一方、そのようなゼラチン溶液の完全な、
より重要には部分的なゲル化を阻止することができる。均一なゼラチン又はゼラチン様タ
ンパク質により、同一に被覆されたマイクロキャリアのプロセスが確実になる。均一被覆
プロセスにより、最小量のゼラチン又はゼラチン様タンパク質を用いることができ、最小
量のゼラチン又はゼラチン様タンパク被覆溶液を用いることができる。これら全てによっ
て、当該技術分野で知られているよりも遥かに効率的な被覆プロセスとなる。
【００２３】
　本発明の一実施形態において、非多孔性コアビーズがゼラチン又はゼラチン様タンパク
で被覆される。好適には非多孔性コアビーズはポリスチレン又はガラス製である。他の好
適な非多孔性材料は当業者には周知である。
【００２４】
　特に有利な実施形態は本発明の方法であり、修飾デキストラン又は架橋結合セルロース
、又は（多孔性）ポリスチレン、特にＤＥＡＥ－デキストラン由来のビーズのような多孔
性コアビーズが、ゼラチン又はゼラチン様タンパクで被覆される。他の好適な多孔性材料
は当業者には周知であり、例えば他の化学的に修飾された、又は修飾されない多糖類を含
む。分子量の下限値により、ゼラチン又はゼラチン様タンパクが多孔性コアビーズの孔に
浸入することが阻止され、従って、ビーズの非効率的被覆及びゼラチン又はゼラチン様タ
ンパクの不要な喪失が阻止される。
【００２５】
　更に好ましい実施形態において、ゼラチン又はゼラチン様タンパクは本質的にヒドロキ
シプロリン残基を含まない。ヒドロキシル化はコラーゲンにおける三重らせんの形成に必
要な条件であり、ゼラチンのゲル化に関与する。
【００２６】
　更なる実施形態において、本発明の方法はゼラチン又はゼラチン様タンパク質をマイク
ロキャリアに固定するステップを含む。そのような固定法自体は周知である。好ましい方
法は、米国特許第４，９９４，３８８号に記載されているように、ゼラチン又はゼラチン
様タンパク質をグルタルアルデヒドに架橋結合することである。
【００２７】
　ゼラチン（又はコラーゲン）でコアビーズを被覆する方法自体は周知である。例えば、
米国特許第４，９９４，３８８号に記載されている方法を用いることができる。要するに
、コアビーズは被覆及び固定の２ステップにてゼラチンで被覆される。コアビーズは酸性
水溶性コラーゲン溶液（０．０１～０．１Ｎ酢酸）に懸濁され、該溶液は蒸発乾固される
。次に、グルタルアルデヒドのようなタンパク質架橋剤を含み、従ってゼラチン被覆を架
橋結合する溶液に乾燥ゼラチン被覆ビーズは懸濁される。または、ゼラチン溶液で湿った
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コアビーズは固定ステップの開始前に完全には乾燥させない。被覆条件の変動及び別の被
覆プロセスは十分に当業者の力量の範囲内である。
【００２８】
　ゼラチンマイクロキャリアに正電荷を結合させると、これらマイクロキャリアに接着す
る細胞の割合が非常に高まることは当該分野では周知である。米国特許第５，５１２，４
７４号を参照されたい。ゼラチンの組換え生成により、正に帯電したアミノ酸の数を容易
に操作することができ、つまり生成されるタンパク質において細胞培養物のｐＨにて正に
帯電するということである。特に、アルギニン、リジン、及びヒスチジンは正電荷を有す
る。目的とする特定の細胞培養物のｐＨにて正味の正電荷を有するゼラチンを設計するこ
とは、十分に当業者の理解の範囲内である。通常、細胞はｐＨ７～７．５にて培養される
。従って、本発明の更なる実施形態において、ｐＨ７～７．５にて正味の正電荷を有する
ゼラチン又はゼラチン様タンパク質が用いられる。正味の正電荷は＋２、＋３、＋４、＋
５、＋１０、又はそれ以上であることが好ましい。
【００２９】
　タンパク質中の正に帯電したアミノ酸の数を調節するために、化学的修飾を用いること
もできる。その方法はThe Practice of Peptide Synthesis, M.Bodansky, Springer-Verl
ag, Berlin 1984に記載されている。
【００３０】
　アミノ酸一次配列における天然ゼラチン分子は、基本的にＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリ
プレットの反復からなり、従って、総アミノ酸数の約３分の１はグリシンである。通常、
ゼラチンの分子量は大きく、分子量値は１０，０００～３００，０００ダルトン以上まで
の幅がある。超高分子量分画は比較的小さいと思われるが、ビーズの不利な凝集の点から
被覆プロセスにおいて非常に有害である。天然ゼラチン分子の主分画は約９０，０００ダ
ルトンの分子量を有する。平均分子量は９０，０００ダルトンを上回る。
【００３１】
　更に、ゼラチンの特徴として異常に高含量のプロリン残基がある。更に特徴的なことは
、天然ゼラチンにおいて多くのプロリン残基がヒドロキシル化されることである。ヒドロ
キシル化の最も顕著な部位は４位であり、ゼラチン分子中に異常なアミノ酸４－ヒドロキ
シプロリンが存在することになる。トリプレットにおいて４－ヒドロキシプロリンは常に
Ｙａａ位置に見出される。３位でヒドロキシル化されるプロリン残基は非常に少ない。４
－ヒドロキシプロリンに対し、３－ヒドロキシプロリンは常にグリシン残基のカルボキシ
ル側に、従って、トリプレットのＸａａ位置に見出される。３－又は４－ヒドロキシプロ
リンの形成には異なる酵素が関与している。
【００３２】
　既知のアミノ酸組成に基づき、哺乳類由来のゼラチン分子において、約２２％のアミノ
酸がプロリン又はヒドロキシプロリン残基であると推定される。しかし、魚、特に冷水魚
において比較的低含量のプロリン又はヒドロキシプロリンが見出される。概算ではプロリ
ン残基とヒドロキシプロリン残基はほぼ同量で存在し、従って、哺乳類由来のゼラチン分
子において、約１１％のアミノ酸がプロリンであり、約１１％がヒドロキシプロリンであ
る。ほぼ全てのヒドロキシプロリンがＹａａ位置に見出されるため、ゼラチン分子におけ
る全トリプレットの約３分の１はヒドロキシプロリンであると推定される。ヒドロキシプ
ロリン残基の存在が、ゼラチン分子がその二次構造においてらせん構造をとり得るという
事実の原因となっている。従って、本発明に基づいて使用されるゼラチンは、３－又は４
－ヒドロキシプロリンに関わらず、５％未満、好ましくは３％未満、最も好ましくは１％
未満のヒドロキシプロリン残基を含むことが好ましい。
【００３３】
　本発明に従って用いるゼラチン様タンパク質は、総アミノ酸数の少なくとも５％がプロ
リン残基であるタンパク質として理解される。この割合により、本発明を目的として、ゲ
ル化の性質としてではなく、好ましくない三次元球状ドメインの非存在として規定されて
いる、ゼラチン様特性が確実なものになる。ゼラチン様タンパク質において、総アミノ酸
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数の少なくとも１０％、より好ましくは少なくとも１５％がプロリン残基であることが好
ましい。タンパク質のプロリン含量が少ないほど、タンパク質中のプロリン残基の分布の
関連性が高くなる。従って、総アミノ酸数の５％がプロリン残基であるタンパク質におい
て、これら残基は均一に分布することが好ましい。当業者は、好適なタンパク質を設計す
る際に、例えばコンピュータ・モデリング・システムを利用し、球状ドメインを生じない
プロリン残基を含む配列を設計することができる。球状ドメインの形成を阻止すべく、指
針として、本発明に用いるゼラチン様タンパク質は、好ましくはプロリン残基を有さずに
２０個を上回るアミノ酸ストレッチを含むことがないようにする必要がある。
【００３４】
　ゼラチンの特色はＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレットの存在である。そのようなトリ
プレットは、本発明において用いられるゼラチン様タンパク質にも存在することが好まし
い。しかし、Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレット又はＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレ
ットのストレッチが、１個以上のアミノ酸により分離されたタンパク質を設計することが
可能である。そのような「分断化された」トリプレット又はトリプレットのストレッチを
有するゼラチン様タンパク質において、上記のゼラチン様特性の規定は有用である。完全
にＧｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレットからなるタンパク質に対し、本発明において用い
るゼラチン様タンパク質の上記規定は、少なくとも１５％のトリプレットがプロリン残基
を含むタンパク質として説明できる。そのようなゼラチン様タンパク質は、プロリン残基
を有さずに６個を上回るトリプレットのストレッチを含むことがないことが好ましい。本
発明において用いるゼラチン様タンパク質は、Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレットの連
続反復数が少なくとも１０、好ましくは少なくとも２０、より好ましくは３０を上回るス
トレッチを含むことが好ましい。
【００３５】
　本発明に従って用いるゼラチン様タンパク質は、欧州特許公開第０９２６５４３号及び
欧州特許公開第１０１４１７６号に開示されている。本発明による組成物において好適に
使用可能なゼラチン様タンパク質の生成及び精製を可能にするため、欧州特許公開第０９
２６５４３号及び欧州特許公開第１０１４１７６号における実施例を特に参照する。従っ
て、ゼラチン様タンパク質は、好適な微生物による、そのようなポリペプチドをコードす
る核酸配列の発現によって生成可能である。該プロセスは真菌細胞又は酵母細胞を用いて
好適に実施することができる。宿主細胞はハンゼヌラ、トリコデルマ、アスペルギルス、
アオカビ、パンカビ、又はピキアのような高発現宿主細胞が好適である。真菌及び酵母細
胞は、反復配列を不適切に発現しにくいため、細菌より好ましい。宿主細胞は、発現され
たコラーゲン構造を攻撃するプロテアーゼを高レベルに有しないことが最も好ましい。こ
の点で、ピキアは非常に好適な発現系の例を提供する。欧州特許公開第０９２６５４３号
及び欧州特許公開第１０１４１７６号に開示されているように、特にピキア・パストリス
が発現系として用いられる。また、一実施形態において、微生物はプロリル－４－ヒドロ
キシラーゼ１を発現する遺伝子を含むように形質転換される。実施形態において、微生物
は、特にプロリンのヒドロキシ化のような能動的翻訳後プロセシング機序がない。
【００３６】
　ビーズの大きさは５０μｍ～５００μｍまで多岐にわたる場合がある。通常のマイクロ
キャリアビーズの平均サイズは、生理食塩水において約１００、約１５０、又は約２００
μｍである。この範囲内にあるビーズの少なくとも９０％のサイズ範囲は、８０～１２０
μｍ、１００～１５０μｍ、１２５～１７５μｍ、又は１５０～２００μｍまで多岐にわ
たる場合がある。
【００３７】
　マイクロキャリアでは広範な細胞が培養されることがある。例えば、無脊椎動物、魚、
鳥由来の細胞、及び哺乳類起源の細胞がマイクロキャリアで培養され得る。形質転換細胞
株及び正常細胞株、線維芽細胞及び上皮細胞、更には遺伝子組換え細胞が、インターフェ
ロン、インターロイキン、成長因子などの免疫療法剤の生成のような様々な生物製剤用と
してマイクロキャリアで培養され得る。マイクロキャリアで培養される細胞は、口蹄疫又
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【００３８】
　マイクロキャリア培養には大量培養以外の多くの用途がある。マイクロキャリアで増殖
する細胞は、細胞間又は細胞－基質相互作用のような細胞生物学の異なる様相を研究する
ための優れた道具となる。マイクロキャリアを用いて細胞の分化及び成熟、代謝の研究も
行うことができる。そのような細胞は、電子顕微鏡検査又は細胞膜のような細胞小器官の
分離に用いることもできる。また、このシステムは本質的に三次元システムであり、優れ
た三次元モデルとなる。同様に、このシステムを用いることにより細胞の共培養を行うこ
とができる。従って、用途には、大量の細胞、ウイルス、及び細胞産物（例えば、インタ
ーフェロン、酵素、核酸、ホルモン）の生成、細胞の接着、分化及び細胞機能に関する研
究、灌流カラム培養系、顕微鏡研究、有糸分裂細胞の採取、細胞の分離、膜研究、細胞の
貯蔵及び輸送、細胞輸送に関わるアッセイ、並びに標識化合物の摂取に関する研究が含ま
れる。
【００３９】
　マイクロキャリアは脾臓細胞群からマクロファージを減少させるためにも用いることが
できる。ＤＥＡＥ－デキストランマイクロキャリアは、コンカナバリンＡ（ｃｏｎ　Ａ）
によってリンパ球刺激を増強することができる。同種異系腫瘍細胞によりコンフルエント
なマイクロキャリアビーズをマウスに注入し、体液性及び細胞性免疫を増強することがで
きる。ＤＥＡＥ－デキストランマイクロキャリアに植物プロトプラストを固定できる。
【００４０】
　マイクロキャリアによって付与される高表面積対体積率により、マイクロキャリアは、
例えば４０００リットルもの実験室及び産業規模で種々の生物製剤にうまく用いることが
可能である。
【００４１】
　発現産物の大規模生産はゼラチン被覆マイクロキャリアによって達成できる。通常、生
産規模のバイオリアクターにおけるマイクロキャリアの投入は、２０ｇ／ｌであるが、４
０ｇ／ｌまで増加可能である。マイクロキャリアはバッチ及び灌流システム、攪拌培養、
及びウェーブバイオリアクターにて使用でき、また、従来の静置単層・ローラー培養の表
面積を増大させるためにも使用できる。
【実施例１】
【００４２】
［マイクロキャリアビーズの調製］
　欧州特許公開第０９２６５４３号又は欧州特許公開第１０１４１７６号に開示されてい
る組換え法により、約５４ｋＤａの分子量を有するヒト組換えゼラチン様ポリペプチドＨ
ｕ－３を生成した。
【００４３】
　Ｈｕ－３のアミノ酸配列（配列番号１）：
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【００４４】
　平均径１００マイクロメートルのポリスチレンビーズを使用する。異種生物機能性架橋
剤ＢＢＡ－ＥＡＣ－ＮＯＳを用い、ポリスチレンビーズにゼラチンを共有結合的に固定す
る。ＢＢＡ－ＥＡＣ－ＮＯＳをポリスチレンビーズに加え、吸着させる。次に、ゼラチン
Ｈｕ－３を加えてＮＯＳ合成ポリマーと反応させ、スペーサに対する共有結合を生成する
。次に、ビーズを光活性化させ（３２０ｎｍにて）、ポリスチレンビーズにスペーサ（及
び共有結合ゼラチン）を共有結合的に固定する。最後に、リン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．２
）中、中性界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０にて一晩洗浄し、軽く接着したゼラチンを除去する
。
【実施例２】
【００４５】
［ゼラチン又はゼラチン様タンパク質にて被覆されるマイクロキャリアに対する細胞接着
及び細胞培養プロトコル］
　マイクロキャリアを用いて細胞培養を行う方法に関する実際的な情報は、Amersham Bio
sciences社からコード番号１８－１１４０－６２にて入手可能なハンドブック“Microcar
rier cell culture－principles and methods”中に見出すことができる。
【００４６】
　以下はスピナフラスコにおいて懸濁培養液２００ｍｌを作製するために使用可能なプロ
トコルである。１リットルあたり５～４０グラムのビード投入での細胞培養は、見事に実
証された。１リットルあたり２０グラムが起点として示唆される。従って、この培養液２
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、プロトコル全体に渡って無菌法を使用する必要がある＊。
【００４７】
　１．ガラス製品をシリコン処理することで処理ガラス製品に対する細胞接着が阻止され
る。本発明者らはシリコン処理にＰｒｏｓｉｌ－２８を使用するが、他の任意の市販剤で
もよい。ガラス製品及びピペットを全て洗浄し、シリコン処理し、オートクレーブする。
【００４８】
　２．脱イオン水若しくは蒸留水又はカルシウム及びマグネシウムを含まないリン酸緩衝
食塩水（ＣＭＦ－ＰＢＳ）中にマイクロキャリアビーズ４グラムを懸濁し、１２１℃又は
１３１℃にて１５分間、液化サイクルでオートクレーブする。
【００４９】
　３．オートクレーブ液を処分し、少量の培養液にて４グラムのビーズを洗浄する。使用
する培養液の種類は単層培養で用いたもの、及び、この２００ｍｌ培養液と同一である必
要がある。その意図はオートクレーブ液を洗い流し、且つ、培養液によってビーズを調整
することである。通常、洗浄は複数回行われ、残渣又は沈殿剤が存在すればこれを除去す
る。
【００５０】
　４．マイクロキャリア／培養液をＣＯ２インキュベータ中に最低３０分間、配置する。
この培養液を処分し、温かい新鮮培養液９０ｍｌ中に再懸濁する。
【００５１】
　５．通常、細胞接種は１×１０５細胞／ｍｌである。２００ｍｌ培養液の総培養体積に
対し、２×１０７細胞が必要である。温かいマイクロキャリア／培養液のビーズ懸濁液に
細胞を加え、温かい培養液を加えて、１００ｍｌにする（細胞は最適な接着及び増殖のた
めに対数期にある必要がある。）。スピナ培養の接着相は、細胞・ビーズ相互作用を促進
するために１／２体積にて生じる必要がある。ビード／細胞スラリーが攪拌フラスコの底
部に静的層を形成しないように、可能な限り緩徐に攪拌する。より緩慢に接着する面倒な
細胞では、断続的攪拌プロトコルが必要となり得る。細胞が接着して単層にて拡散するの
に緩慢であれば、マイクロキャリアに接着するのも緩慢になる。
【００５２】
　６．インキュベートされたスピナフラスコを１８～２１ｒｐｍにて最低６時間、攪拌す
る。スピナフラスコを一晩中動かすのは、よくあることである（即ち、１２～１４時間使
用する場合が多い）。断続的攪拌が可能なスピナシステムであれば、これを利用する。攪
拌サイクルを１分間オンにし、２０～３０分間オフに設定するのが有用だと思える。温か
い新鮮培養液により体積を２００ｍｌにする。
【００５３】
　７．細胞をその増殖及び代謝が必要とするように維持する。通常、隔日に培養液の半分
を交換する必要がある。本細胞接着プロトコルは種々の細胞株に巧く使用されている。本
発明者らはBellco、Corning、Kontes、Techne、及びWheaton攪拌システムを巧く使用し、
他のマイクロキャリア攪拌機も容認できるものと考える。
＊ビーズ水和は必要としない。
【配列表】
0004723862000001.app
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