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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｐＤＮＡを細胞から抽出するためのプロセスであって、細胞を含む液体を、２～１０秒
の時間に渡って、９５℃～１２０℃の平均温度に加熱する工程を含む、前記プロセス。
【請求項２】
　液体をフロースルー装置中で加熱する、請求項１記載のプロセス。
【請求項３】
　ｐＤＮＡを細胞から抽出するためのプロセスであって、細胞を含む液体を、フロースル
ー装置中で２～１０秒の時間に渡って９５℃～１３０℃の温度に加熱する工程を含む、但
し、液体が１２０℃より高い平均温度で５秒間より長く加熱されない、前記プロセス。
【請求項４】
　細胞を含む液体を、１０秒未満の時間に渡って、９５℃～１２０℃の平均温度に加熱す
る工程を含む、請求項３記載のプロセス。
【請求項５】
　液体が、細胞が増殖されてきた培養ブロスである、請求項１～４のいずれか一項記載の
プロセス。
【請求項６】
　液体が、細胞を培養ブロスから採取し、そして次いで水性緩衝溶液中に、細胞を再懸濁
することによって調製される細胞懸濁物である、請求項１～４のいずれか一項記載のプロ
セス。
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【請求項７】
　９５℃より高い温度で、最長６秒間、液体を維持する、請求項１～６のいずれか一項記
載のプロセス。
【請求項８】
　液体を初期温度から９５℃より高い温度に加熱する加熱ゾーン、液体を９５℃より高い
温度で保持する保持ゾーン、および液体を７０℃未満の温度に冷却する冷却ゾーンを含む
、フロースルー装置を使用する、請求項１～７のいずれか一項記載のプロセス。
【請求項９】
　液体の初期温度が２℃～４５℃である、請求項８記載のプロセス。
【請求項１０】
　液体を１０℃～４５℃の温度に冷却する、請求項８または９いずれか記載のプロセス。
【請求項１１】
　液体を９５℃より高く、そして１１０℃までの温度で、２～６秒間維持する、請求項１
～１０のいずれか一項記載のプロセス。
【請求項１２】
　液体を１１５℃～１２０℃の温度で、１～３秒間維持する、請求項１～１０のいずれか
一項記載のプロセス。
【請求項１３】
　液体を１２０℃～１３０℃の温度で、０．５～１．５秒間維持する、請求項３記載のプ
ロセス。
【請求項１４】
　細胞が大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞である、請求項１～１３のいずれか一項記載のプロ
セス。
【請求項１５】
　ｐＤＮＡがスーパーコイル型アイソフォームで抽出される、請求項１～１４のいずれか
一項記載のプロセス。
【請求項１６】
　ｐＤＮＡが開環アイソフォームで抽出される、請求項１～１４のいずれか一項記載のプ
ロセス。
【請求項１７】
　開環アイソフォームｐＤＮＡが、続いてスーパーコイル型アイソフォームに変換される
、請求項１６記載のプロセス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、プラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）を細胞から抽出するためのプロセスに関する
。
【背景技術】
【０００２】
　微生物発酵からｐＤＮＡを単離するための多くの技術は、小規模または実験室規模のプ
ラスミド調製に適しているにすぎない。１つの一般的に使用される方法は、エチジウムブ
ロミドの存在下で、ＣｓＣｌを用いた等密度遠心分離を含む。該方法は、高価でそして有
害な試薬を使用しており、これは療法目的のためのｐＤＮＡの製造には不適当である。さ
らに、エチジウムブロミドはｐＤＮＡを損傷しうる。該方法は、多くの他の不都合な点も
有するため、大規模ｐＤＮＡ製造に不適当なものとなっている。
【０００３】
　ＨｏｌｍｅｓおよびＱｕｉｇｌｅｙ（１９８１，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．，　１１４，　ｐｐ　１９３－１９７）は、プラスミドＤＮＡを細菌から単離し、
そして精製するためのプロセスであって、約１００℃で２０～４０秒間沸騰させる工程を
含む、前記プロセスを開示する。関連する開示であるＵＳ４，８３０，９６９において、
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１０秒から約３分間の接触時間に関して、６０～１０５℃の温度が開示される。この技術
は、大規模ｐＤＮＡ製造には不適当である。
【０００４】
　ＵＳ２００２／０００１８２９は、修飾ＳＴＥＴ緩衝液中に微生物細胞を懸濁し、そし
て懸濁物をフロースルー熱交換装置中で７０～１００℃に加熱する、ｐＤＮＡの単離法で
あって、７０～７７℃の温度が好ましい、前記方法を開示する。多くの適用に好ましいｐ
ＤＮＡ型である、スーパーコイル型ｐＤＮＡのレベルは、９３℃を越える温度で減少する
と解説されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】ＵＳ４，８３０，９６９
【特許文献２】ＵＳ２００２／０００１８２９
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】ＨｏｌｍｅｓおよびＱｕｉｇｌｅｙ（１９８１，　Ａｎａｌｙｔｉｃａ
ｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　１１４，　ｐｐ．１９３－１９７）
【発明の概要】
【０００７】
　本発明の特定の態様にしたがって、ｐＤＮＡを細胞から抽出するためのプロセスであっ
て、細胞を含む液体を、１０秒未満の時間に渡って、９５℃～約１２０℃の平均温度に加
熱する工程を含む、前記プロセスを提供する。
【０００８】
　本発明のさらなる態様にしたがって、ｐＤＮＡを細胞から抽出するためのプロセスであ
って、細胞を含む液体をフロースルー装置中で９５℃またはそれより高い温度に加熱する
工程を含む、但し、液体が、５秒より長い時間に渡って、１２０℃より高い平均温度に加
熱されない、前記プロセスを提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は比較例に記載するように設定した熱処理装置の模式図である。
【図２】図２はアガロースゲル電気泳動分析の結果を示す図である。
【図３】図３は実施例１に記載するように設定した熱処理装置の模式図である。
【図４】図４はアガロースゲル電気泳動分析の結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　本発明のプロセスによって抽出可能なｐＤＮＡは、複数の型、例えばスーパーコイル型
、直鎖および開環（すなわちニックが入ったかまたは弛緩した）アイソフォームの１また
はそれより多くで産生されてもよい。スーパーコイル型ｐＤＮＡアイソフォームは、共有
結合的閉環型を有し、そしてｐＤＮＡは宿主酵素系の作用によって、宿主細胞において負
のスーパーコイル状である。開環アイソフォームにおいて、ｐＤＮＡ二重鎖の一方の鎖は
、１またはそれより多い箇所で破壊される。多くのプラスミド適用のため、スーパーコイ
ル型アイソフォームが最も好ましく、そして直鎖および開環アイソフォームから好適に分
離される。遺伝子移入、例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ＤＮＡ形質転換またはｉｎ　ｖｉｖｏ
遺伝子療法のためのプラスミドは、スーパーコイル型プラスミド・アイソフォームが高い
割合であり、そして開環アイソフォームが低い割合であることを必要とする可能性もある
。したがって、非常に精製されたスーパーコイル型プラスミドＤＮＡを得ることに関する
商業的必要性は非常に高い。開環プラスミド・アイソフォームをスーパーコイル型アイソ
フォームに変換する方法が当該技術分野に知られる。例えば、ＵＳ２００６００５７６８
３は、これが酵素的に達成されるプロセスを開示する。したがって、特定の態様において
、本発明を用いた抽出後、当該技術分野で確立された方法を用いて、開環アイソフォーム
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のｐＤＮＡをスーパーコイル型アイソフォームに変換する。
【００１１】
　本発明のプロセスによって抽出されるｐＤＮＡは、一般的に、宿主細胞の増殖および採
取によって産生され、そして好ましくは組換え微生物の微生物発酵による。最も好ましい
宿主細胞は大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）であるが、多くの他のタイプの細胞がプラスミドを
所持することが知られる。これには、他の細菌、酵母およびより高次の真核細胞が含まれ
る。例には、酵母、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒ
ｅｖｉｓｉａｅ）およびクロイベロミセス・ラクティス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　
ｌａｃｔｉｓ）、糸状菌、例えばアカパンカビ属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）種および藻類
、クラミドモナス属（Ｃｈａｍｙｄｏｍｏｍａｓ）が含まれる。
【００１２】
　ｐＤＮＡの産生法は当該技術分野に周知である。ｐＤＮＡは天然または人工、例えば外
来（ｆｏｒｅｉｇｎ）ＤＮＡ挿入物を所持するクローニングベクターであってもよい。多
くの態様において、ｐＤＮＡは、１キロ塩基～５０キロ塩基のサイズ範囲である。例えば
、発現される干渉ＲＮＡをコードするｐＤＮＡは、典型的には、３キロ塩基～４キロ塩基
のサイズ範囲である。
【００１３】
　本発明のプロセスで使用可能な細胞を含む液体には、細胞が増殖されてきた培養ブロス
が含まれる。多くの態様において、液体は、細胞を培養ブロスから採取し、そして次いで
、細胞を好ましくは水性緩衝溶液中に再懸濁することによって調製される、細胞の懸濁物
である。細胞は、当該技術分野に周知の方法、例えば遠心分離または精密ろ過によって採
取される。
【００１４】
　細胞の再懸濁を使用する場合、細胞は、好ましくは、通常は４～１０の範囲のｐＨ、そ
して好ましくはほぼ中性ｐＨ、例えば７～９のｐＨを持つ、水性緩衝液中に再懸濁される
。緩衝塩濃度は、一般的に、１０～１００ｍＭの範囲、例えば２０～８０ｍＭの範囲であ
る。特定の態様において、特定の適切な緩衝液は、ｐＨ８の５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ
である。緩衝液は、溶液中の金属イオンを維持し、そして細胞壁陽イオン、例えばカルシ
ウムを可溶化するため、ＥＤＴＡなどのキレート剤を含有してもよい。懸濁緩衝液はまた
、通常、２～１５％ｗ／ｗ、好ましくは５～１０％ｗ／ｗの範囲のポリオール、例えばス
クロース；通常、１～５％ｗ／ｗ、好ましくは１～３％ｗ／ｗの範囲の界面活性剤、例え
ばＴｒｉｔｏｎＴＭＸ－１００；および／または０．５～８Ｍ、好ましくは１～３Ｍの範
囲の濃度のカオトロープ、例えば尿素などの、ｐＤＮＡ遊離を補助する他の化合物も含有
してもよい。
【００１５】
　細胞を含む液体が培養ブロスである場合、ｐＨを４～１０の範囲のｐＨに、そして好ま
しくはほぼ中性ｐＨに、例えば７～９に調整してもよい。望ましい場合、細胞懸濁のため
、上述のようなｐＤＮＡ遊離を補助するため、キレート剤および他の化合物を使用しても
よい。
【００１６】
　本発明のプロセスは、ｐＤＮＡ抽出を達成するために、細胞壁溶解酵素、例えばリゾチ
ームの使用を必要としないが、望ましい場合、こうした酵素を使用してもよい。
　本発明のプロセスは、小規模、中規模または大規模で産生されるｐＤＮＡのプロセシン
グに適している。小規模は、典型的には、通常、振盪フラスコを使用する、最大２リット
ルまでの規模と見なされる。中規模は、典型的には、２リットルから５００リットルの規
模と見なされる。大規模は、典型的には、５００リットルより大きい、例えば最大１００
，０００リットル、例えば１０００リットル～１０，０００リットルの規模と見なされる
。
【００１７】
　本発明のプロセスにおいて、初期温度、つまり実行される産生プロセスの正確な性質に
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応じて、最も一般的には、液体が有意な期間、例えば１時間から最大少なくとも数日に渡
って安定である温度から、９５℃またはそれより高く、細胞を含む液体を加熱するが、９
５℃より高い温度が好ましい。いくつかの態様において、例えば、液体が、細胞を増殖さ
せてきた培養ブロスを含む場合、初期温度は、３０～４５℃、例えば約３５～３８℃の範
囲である。他の態様において、初期温度は、例えば液体が培養ブロスの形でまたは細胞の
再懸濁物としてのいずれかで冷却されてきた場合、約２～約１０℃の範囲である。多くの
態様において、初期温度は、２～３０℃の範囲であり、そしてしばしば、周囲温度、例え
ば１５～２５℃である。加熱は、最も好ましくは迅速に達成され、例えば、１０秒未満、
特に５秒未満の期間に渡る。液体を望ましい期間に渡って望ましい範囲の温度で維持した
後、通常は液体が安定である温度、そして好ましくは１０～４５℃の範囲の温度に液体を
冷却する。冷却は、好ましくは迅速に達成され、例えば最長４０秒の期間に渡る。特定の
態様において、液体は２０秒またはそれ未満で、例えば１０～１５秒間で、７０℃未満の
温度に冷却される。
【００１８】
　多くの態様において、液体は、２～６秒間、９５℃より高く、そして最大１１０℃、好
ましくは９６℃～１１０℃、特に１００℃～１０９℃の温度で維持される。他の態様にお
いて、液体は、１～３秒間、１１５℃～１２０℃の温度で維持される。さらにさらなる態
様において、液体は、０．５～１．５秒間、１２０℃～１３０℃の温度で維持される。
【００１９】
　本発明のプロセスが、フロースルー装置を用いて実行されることが特に好ましい。こう
した装置は、一般的に、液体を初期温度から９５℃より高い温度に加熱する加熱ゾーン、
液体を望ましい期間に渡って望ましい温度で保持する保持ゾーン、および液体を望ましい
温度に冷却する冷却ゾーンを含む。最も好ましくは、望ましい状態を提供するように、チ
ューブに適用する温度および液体流速を調整しつつ、加熱、保持および冷却ゾーンを通過
するチューブを通じて、液体を流動させる。特定の好ましい態様において、チューブは、
液体の加熱および冷却の均一性を改善するため、混合要素、例えば静的混合要素を取り込
む。
【００２０】
　本発明のプロセスを実行するのに適したフロースルー装置、特に熱交換装置が当該技術
分野に周知である。例には、ＵＨＴ殺菌業で一般的に使用される高温短時間熱交換器、お
よび連続培地滅菌装置が含まれる。商業的に入手可能な装置には、Ａｒｍｆｉｅｌｄ　Ｆ
Ｔ７４Ｘ　ＵＨＴ／ＨＴＳＴ系およびＡｒｍｆｉｅｌｄ　ＦＴ９４Ｘ　ＵＨＴ／ＨＴＳＴ
ミニパイロット系（Ａｒｍｆｉｅｌｄ　Ｌｔｄ、英国リングウッド）が含まれる。より大
規模な装置は、例えばＳｃｈｍｉｄｔ　ＳｉｇｍａＴｈｅｒｍ系（ＡＰＩ　Ｈｅａｔ　Ｔ
ｒａｎｓｆｅｒ、米国ニューヨーク州バッファロー）、ＩＰＥＣ（米国ウィスコンシン州
）およびＧＥＡ　Ｐｒｏｃｅｓｓ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｉｎｃ（米国メリーランド
州コロンビア）より入手可能である。本発明で使用するのに適した装置を、容易に修飾す
るかまたは個々に設計して、そして特定のプロセシング必要性にマッチする、例えば発酵
体積および入手可能な発酵ブロスをプロセシングするのに利用可能な遠心分離能力にマッ
チするように構築可能であることが、当業者には明らかであろう。
【００２１】
　本発明のプロセスによって抽出されているｐＤＮＡは、一般的に、当該技術分野に知ら
れる方法によって精製され、そして単離される。こうした方法の例には、遠心分離、ろ過
、クロマトグラフィー、ディアフィルトレーション、ＣＴＡＢの添加などのまたはＬａｎ
ｄｅｒら　ＵＳ６７９７４７６に記載されるような沈殿、およびＨｕｂｂｕｎｃｈら，　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．（２００５）４２　ｐｐ５７－６６
に記載されるような二相水性抽出が含まれる。
【００２２】
　巨大な細胞破片、タンパク質および大部分のゲノムＤＮＡは、通常、遠心分離によって
除去される。ＲＮアーゼを用いた場合による処理を使用してもよく、そしてｐＤＮＡをろ



(6) JP 5926179 B2 2016.5.25

10

20

30

40

50

過して、例えば０．４５ミクロン・フィルターを通じたろ過で、小さい破片をさらに取り
除いてもよい。
【００２３】
　ｐＤＮＡのサイズにしたがって選択される分子量カットオフを有する限外ろ過膜を通常
用いて、さらなる不純物をディアフィルトレーションによって除去してもよい。
　使用可能なクロマトグラフィー法には、荷電膜クロマトグラフィー（例えばＥｎｄｒｅ
ｓら，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．（２００３）３７　ｐｐ２
５９－６６に記載されるようなもの）、モノリス・クロマトグラフィー（例えばＳｔａｎ
ｃａｒら，　Ａｄｖ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｅｎｇ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００２）７
６：　ｐｐ４９－８５に記載されるようなもの）、陰イオン交換クロマトグラフィーおよ
び逆相クロマトグラフィーが含まれる。多くの態様において、陰イオン交換法および逆相
法が使用される。遠心分離、ろ過およびディアフィルトレーション工程の少なくとも１つ
、そして好ましくは各々が、クロマトグラフィー前に使用されることが好ましい。適切な
陰イオン交換マトリックスの例には、ＰＯＲＯＳ陰イオン交換樹脂、Ｑｉａｇｅｎ、Ｔｏ
ｓｏ　Ｈａａｓ、Ｓｔｅｒｏｇｅｎｅ、Ｓｐｈｅｒｏｄｅｘ、Ｎｕｃｌｅｏｐａｃ、およ
びＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅより入手可能なものが含まれる。適切な逆相マトリックス
の例には、ＰＯＲＯＳ、Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａｂｓ、Ｔｏｓｏ　Ｈａａｓ、ＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ、ＰＱ　Ｃｏｒｐ．、Ｚｏｒｂａｘ、ＢｉｏＳｅｐｒａ樹脂、ＢｉｏＳｅ
ｐｒａ　Ｈｙｐｅｒ　Ｄ樹脂、ＢｉｏＳｅｐｒａ　Ｑ－Ｈｙｐｅｒ　Ｄ樹脂およびＡｍｉ
ｃｏｎより入手可能なものが含まれる。好ましくは、陰イオン交換クロマトグラフィーが
逆相クロマトグラフィーに先行する。
【００２４】
　精製ｐＤＮＡを濃縮し、そして／またはディアフィルトレーションして、体積を減少さ
せるかまたは緩衝液を交換してもよく、例えばｐＤＮＡを薬学的に許容されうるキャリア
ーまたは緩衝溶液内に移して、場合によってその後、滅菌してもよい。薬学的に許容され
うるキャリアーまたは緩衝溶液の例が、当該技術分野に知られる。ｐＤＮＡの濃縮に適し
た方法が当該技術分野に周知であり、そしてこれには、ディアフィルトレーション、アル
コール沈殿および凍結乾燥が含まれ、ディアフィルトレーションが好ましい。ｐＤＮＡの
有用性に影響を及ぼさない滅菌法が当該技術分野に周知であり、例えば小さい孔サイズ、
例えば０．２ミクロンおよびそれより小さい孔サイズを有する膜の通過による滅菌がある
。
【００２５】
　本発明は、以下の実施例によって、限定されることなく例示される。
【実施例】
【００２６】
　株調製
　ＩｇＧ－Ｆｃタンパク質の遺伝子配列をｐＣＭＶ－Ｓｃｒｉｐｔ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ
ｅカタログ２１２２２０）内にクローニングした。制限消化によって５．７ｋｂ組換えプ
ラスミドを含有する組換えクローンを同定し、そして配列決定によって確認した。エレク
トロポレーションを用いて１つのプラスミドクローンを大腸菌宿主株ＸＬ－１　Ｂｌｕｅ
　ＭＲ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、カタログ２００２２９）内に形質転換して、組換え大腸
菌株を生成した。ＣＬＤ３２７と命名した組換え株を精製し、そしてグリセロールストッ
ク中、－８０℃で維持した。
【００２７】
　比較例
　グリセロールおよび酵母エキスを補充した最小塩発酵基本培地を用いて、ＣＬＤ３２７
を用いたバッチ発酵（１５Ｌ）を３０℃およびｐＨ７．０で行った。溶解酸素のセットポ
イントは飽和の３０％であり、そして発酵装置攪拌速度を自動的に調整することによって
、これを調節した。細胞増殖（ＯＤ６００）を測定するため、発酵を通じて試料を採取し
た。ＯＤ６００が～３０単位に到達するまで（グリセロール枯渇前）、発酵を続けた。発
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酵装置培養の試料を採取し、遠心分離して上清から細胞ペレットを分離し、そして細胞ペ
レットを－２０℃で凍結保存した。次いで、発酵装置容器内容物を～１０℃に冷却し、そ
して１Ｌ密封可能遠心瓶に移し、そして８～１２℃でバッチ遠心分離によって細胞を収集
した。冷（２～８℃）緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）
を用いて、回収した細胞ペレットを１２Ｌの体積まで再懸濁した。細胞再懸濁物を８～１
０℃の温度で攪拌して、細胞を完全に再懸濁し（ＯＤ６００＝２３単位）、そして生じる
細胞スラリーが均一であることを確実にした。
【００２８】
　パイロット規模の高温短時間（ＨＴＳＴ）プロセシング系（Ａｒｍｆｉｅｌｄ　ＦＴ７
４－２０－ＭｋＩＩＩチューブ状熱交換器ＵＨＴ／ＨＴＳＴ系、Ａｒｍｆｉｅｌｄ　Ｌｔ
ｄ、英国リングウッド）を用いて、熱処理を行った。該系は、用いる熱交換器チューブの
数を調整することによって、加熱前、加熱／保持および冷却（滞留（ｒｅｓｉｔｄｅｎｃ
ｅ））時間を設定可能にする。産物（細胞スラリー）流速を変化させることによって、そ
して使用する加熱前、加熱／保持および冷却チューブの数を再設定することによって、広
範囲の滞留時間が達成可能である。製造者のプロトコルにしたがって使用する前に、Ａｒ
ｍｆｉｅｌｄ　ＦＴ７４－２０－ＭｋＩＩＩチューブ状熱交換器系を設定し、そして清浄
にした。この例で用いるチューブ状熱交換器は、二重同心円の３１６ステンレス鋼チュー
ブ（チューブ直径８．１ｍｍ（産物側）、全体直径１５．８ｍｍ、各チューブ・セクショ
ン長０．４ｍ、１５バール（最大）作業圧）の多数のセクションを、静的ミキサー（Ａｒ
ｍｆｉｅｌｄ　ＦＴ７４－２１）とともに含んだ。産物（細胞スラリー）は中央を流れる
一方、加熱または冷却水は、外部チューブを流れる。該系は、細胞スラリーを迅速に所望
の入口温度にするため、４つの「加熱前チューブ」（長さ各０．４ｍ）を伴って設定され
た。これらのチューブの後に、細胞スラリーを必要な保持温度まで上げる、２つの「加熱
／保持チューブ」（長さ各０．４ｍ）が続いた。熱交換器の加熱前および保持チューブに
供給される加圧加熱水の温度を自動的に調整することによって、所望の保持温度プロファ
イルを調節した。熱処理装置を通る細胞スラリー流速を手動で調整することによって、保
持／滞留時間を変化させた。次いで、細胞スラリーを６つの冷却チューブ（長さ各０．４
ｍ）に通過させ、ここでスラリーを迅速に冷却した後、熱処理プロセシング状態各々から
、熱処理した細胞スラリー産物を収集した。冷却水を熱交換器の冷却チューブに提供した
。温度センサー／モニターは、熱処理装置への産物入口（Ｔ１）、加熱前の出口／加熱／
保持チューブの入口（Ｔ２）および加熱／保持チューブの出口（Ｔ３）および第四の冷却
チューブの出口（Ｔ４）に位置した。センサーＴ２からのアウトプットを用いて、熱交換
器の加熱前および保持チューブに供給される温水の流動および温度を調節した。各熱処理
「条件」（表１に記載する）に関して、調べている熱処理条件を代表する熱処理物質を収
集する前に、少なくとも２体積の細胞スラリーで系をフラッシュした。系から収集した熱
処理物質の温度は、１５～２０℃の間であり、すなわち冷却チューブに供給するために用
いた冷却水の温度に近かった。当業者には、必要な場合に、熱交換器に供給される冷却水
温度をどのように減少させると、熱処理物質の出口温度がさらに減少するかが明らかであ
ろう。各熱処理プロセシング条件から試料を採取し、遠心分離して、細胞破片から上清を
分離し、そして抽出されたｐＤＮＡを含有する上清を、後に分析するため、－２０℃で凍
結保存した。図１は、この実施例で用いられるように設定された熱処理装置のレイアウト
図を提供する。用いた細胞スラリー流速、滞留時間および熱処理温度を表１に提供する。
総パイプ体積（ベンドを含む）、および製造者（Ａｒｍｆｉｅｌｄ）によって提供される
データを用いて、静的ミキサーによる置換を考慮することによって、滞留時間を概算した
。
【００２９】
　表１：流速、滞留時間および熱処理温度
【００３０】
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【表１】

【００３１】
　細胞ペレット試料（熱処理前の発酵採取物由来の細胞）および清澄化上清試料（熱処理
後）を融解し、そしてスーパーコイル型ｐＤＮＡに関して分析した。製造者のプロトコル
にしたがって、プラスミド調製キット（Ｑｉａｇｅｎカタログ番号１２１２３）を用いて
、発酵装置採取試料から、プラスミドＤＮＡを抽出して、陽性対照を提供した。次いで、
エチジウムブロミドを用いて視覚化した１％アガロースゲルを用いたゲル電気泳動を用い
て、ｐＤＮＡ陽性対照試料および熱処理後に収集した上清試料を分析した。未希釈および
希釈（１／５）の両方で、アガロースゲル上で上清試料を泳動した。結果を図２に示す。
【００３２】
　結果によって、熱処理条件Ａ、Ｂ、ＣおよびＤの後にＤＮＡが回収されたが、回収され
たＤＮＡは損なわれていない（ｉｎｔａｃｔ）ものではなかったことが明らかになる。Ｄ
ＮＡは、異なるサイズの断片のスメアとして泳動される（レーン３～６）。ＤＮＡ断片サ
イズ範囲は、インキュベーション時間を増加させるにつれて減少し、熱処理「条件Ａ、Ｂ
、ＣおよびＤ」がｐＤＮＡを傷つけたことがさらに示される。発酵採取細胞ペレット試料
から抽出されたｐＤＮＡは、この例において行われる熱処理の前、細胞中にスーパーコイ
ル型ｐＤＮＡが存在することを示す。希釈上清試料によって、レーン３～６で観察される
スメアはゲル装填過剰の結果ではないことが確認された。
【００３３】
　実施例１
　ＣＬＤ３２７を用いたバッチ発酵（１５Ｌ）を比較例に記載するように反復した。細胞
増殖（ＯＤ６００）を測定するため、発酵を通じて試料を採取した。ＯＤ６００が～３０
単位に到達するまで（グリセロール枯渇前）、発酵を続けた。発酵装置培養の試料を採取
し、遠心分離して上清から細胞ペレットを分離し、そして細胞ペレットを－２０℃で凍結
保存した。次いで、発酵装置容器内容物を～１０℃に冷却し、そして１Ｌ密封可能遠心瓶
に移し、そして８～１２℃でバッチ遠心分離によって細胞を収集した。冷（２～８℃）緩
衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）を用いて、回収した細胞
ペレットを１２Ｌの体積まで再懸濁した。細胞再懸濁物を８～１０℃の温度で攪拌して、
細胞を完全に再懸濁し（ＯＤ６００＝２７単位）、そして生じる細胞スラリーが均一であ
ることを確実にした。
【００３４】
　以下に記載するような例外を除いて、比較例に記載するパイロット規模の高温短時間（
ＨＴＳＴ）プロセシング系を用いて、熱処理を行った。製造者のプロトコルにしたがって
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使用する前に、該系を設定し、そして清浄にした。該系は、細胞スラリーを迅速に所望の
入口温度にするため、４つの「加熱前チューブ」を伴って設定された。これらのチューブ
の後に、細胞スラリーを必要な保持温度まで上げる単一の「加熱／保持チューブ」が続い
た。熱交換器の加熱前および保持チューブに供給される加圧加熱水の温度を自動的に調整
することによって、所望の保持温度プロファイルを調節した。熱処理装置を通る細胞スラ
リー流速を手動で調整することによって、保持／滞留時間を変化させた。次いで、細胞ス
ラリーを６つの冷却チューブに通過させ、ここでスラリーを迅速に冷却した後、熱処理プ
ロセシング状態各々から、熱処理した細胞スラリー産物を収集した。冷却水を熱交換器の
冷却チューブに提供した。温度センサー／モニターは、熱処理装置への産物入口（Ｔ１）
、加熱前の出口／加熱／保持チューブの入口（Ｔ２）および加熱／保持チューブの出口（
Ｔ３）および第四の冷却チューブの出口（Ｔ４）に位置した。センサーＴ２からのアウト
プットを用いて、熱交換器の加熱前および保持チューブに供給される温水の流動および温
度を調節した。チューブ直径および長さは比較例に記載するのと同じであった。各熱処理
「条件」（表２に記載する）に関して、調べている熱処理条件を代表する熱処理物質を収
集する前に、少なくとも２体積の細胞スラリーで系をフラッシュした。系から収集した熱
処理物質の温度は、１５～２０℃の間であり、すなわち冷却チューブに供給するために用
いた冷却水の温度に近かった。当業者には、必要な場合に、熱交換器に供給される冷却水
温度をどのように減少させると、熱処理物質の出口温度がさらに減少するかが明らかであ
ろう。各熱処理プロセシング条件から試料を採取し、遠心分離して、細胞破片から上清を
分離し、そして抽出されたｐＤＮＡを含有する上清を、後に分析するため、－２０℃で凍
結保存した。図３は、この実施例で用いられるように設定された熱処理装置のレイアウト
図を提供する。用いた細胞スラリー流速、滞留時間および熱処理温度を表２に提供する。
総パイプ体積（ベンドを含む）、および製造者（Ａｒｍｆｉｅｌｄ）によって提供される
データを用いて、用いた静的ミキサーによる置換を考慮することによって、滞留時間を概
算した。
【００３５】
　表２：流速、滞留時間および熱処理温度
【００３６】

【表２】
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【００３７】
　細胞ペレット試料（熱処理前の発酵採取物由来の細胞）および清澄化上清試料（熱処理
後）を融解し、そしてスーパーコイル型ｐＤＮＡに関して分析した。製造者のプロトコル
にしたがって、プラスミド調製キット（Ｍａｃｈｅｒｙ－Ｎａｇｅｌ　Ｎｕｃｌｅｏｓｐ
ｉｎプラスミド精製キット、カタログ番号７４０５８８２５０）を用いて、発酵装置採取
試料から、プラスミドＤＮＡを抽出して、陽性対照を提供した。次いで、エチジウムブロ
ミドを用いて視覚化した１％アガロースゲルを用いたゲル電気泳動を用いて、ｐＤＮＡ陽
性対照試料および熱処理後に収集した上清試料を分析した。結果を図４に示す。
【００３８】
　図４に示すデータは、実施例１に記載する熱処理条件が、細胞スラリーから、スーパー
コイル型プラスミドＤＮＡを含むＤＮＡを成功裡に遊離させたことを立証する。
　実施例２
　実施例１の方法を反復したが、以下の表３に示す条件を使用した。
【００３９】
　表３
【００４０】
【表３】

【００４１】
　条件Ｌ～Ｘ由来の熱処理後に収集した上清試料を、実施例１、条件Ｅ由来の上清試料と
ともに、コンピテント大腸菌細胞内に形質転換した。カナマイシン選択寒天プレート上で
形質転換細胞を連続希釈した。プラスミドがカナマイシン耐性マーカーを含有する場合、
生存細胞が検出されたならば、損なわれていないプラスミドを上清が含有することが示さ
れる。このアッセイの結果によって、試験した各試料が損なわれていないプラスミドＤＮ
Ａを含有することが示された。
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【図３】 【図４】
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