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(57)【要約】
抗老化化合物、例えば、抗酸化剤カルノシンなどを含む
細胞培養物中でタンパク質を産生する方法が提供される
。本発明の教示によれば、抗老化化合物を含む細胞培養
培地中で増殖される細胞は、生存および生産性の増大を
示す。さらに、抗老化化合物の存在下で増殖される細胞
培養物は、その細胞培養培地で示される高分子量凝集体
のレベルが低い。特定の実施形態では、本発明は、目的
のタンパク質の産生を強化する組成物を提供する。任意
の種々のタンパク質は、本発明の方法および組成物によ
って産生され得る。例えば、特定の実施形態では、本発
明の方法および組成物は、抗体を産生するために用いら
れる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞培養物中でＴＮＦＲ融合タンパク質を産生する方法であって、以下の工程：
　細胞培養の条件下で発現される遺伝子である、ＴＮＦＲ融合タンパク質をコードする遺
伝子を含む哺乳動物細胞を、抗老化化合物を含む細胞培養培地中で培養する工程と；
　該タンパク質の発現を可能にするのに十分な条件および時間のもとで該培養物を維持す
る工程と；を包含し、
　ここで該細胞培養物が、該抗老化化合物を欠く以外は同一の培地中、同一の条件下で観
察される、対応する細胞培養特徴とは異なる改良された細胞培養特徴を示し；
　ここで、該改良された培養特徴が、力価の増大、細胞特異的生産性の増大、細胞生存度
の増大、積算生細胞密度の増大、高分子量凝集体の蓄積減少、酸性種の蓄積減少およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択される、
方法。
【請求項２】
　前記抗老化化合物が、カルノシン、アセチル－カルノシン、ホモ－カルノシン、アンセ
リンおよびβアラニン、ならびにそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　前記抗老化化合物がカルノシンを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記抗老化化合物が、約５ｍＭと約１００ｍＭとの間の濃度で前記細胞培養培地中に存
在する、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞培養物が、補充成分をさらに提供される、請求項１～４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項６】
　前記補充成分が、フィード培地中で提供される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記補充成分が、ホルモンおよび／または他の増殖因子、特定のイオン（例えば、ナト
リウム、塩化物、カルシウム、マグネシウムおよびホスフェート）、緩衝液、ビタミン、
ヌクレオシドまたはヌクレオチド、微量元素（通常は極めて低い最終濃度で存在する無機
化合物）、アミノ酸、脂質、グルコースまたは他のエネルギー源、およびそれらの組み合
わせからなる群より選択される、請求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　前記補充成分が、抗老化化合物を含む、請求項５、６または７に記載の方法。
【請求項９】
　ＴＮＦＲ融合タンパク質を産生する方法であって以下の工程：
　細胞培養の条件下で発現される遺伝子である、ＴＮＦＲ融合タンパク質をコードする遺
伝子を含む哺乳動物細胞を細胞培養培地中で、増殖期の間の細胞増殖誘導性の第一の温度
または温度範囲で培養する工程と；
　該細胞培養培地の温度または温度範囲をタンパク質産生誘導性の第二の温度または温度
範囲にシフトさせる工程と；
　該細胞培養培地中の宿主細胞を移行期から産生期への第二の温度または温度範囲で培養
する工程と；を包含し、
　ここで抗老化化合物が、該細胞培養物に添加され、その結果該細胞培養物が、抗老化化
合物を欠く以外は同一の培地中、同一の条件下で観察される、対応する細胞培養特徴とは
異なる改良された細胞培養特徴を示し；
　ここで、該改良された細胞培養特徴が、力価の増大、細胞特異的生産性の増大、細胞生
存度の増大、積算生細胞密度の増大、高分子量凝集体の蓄積減少、酸性種の蓄積減少およ
びそれらの組み合わせからなる群より選択される、
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方法。
【請求項１０】
　前記抗老化化合物が、前記細胞培養過程の開始時点で前記細胞培養培地に添加される、
請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗老化化合物が、前記増殖期の間に前記細胞培養培地に添加される、請求項９また
は１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗老化化合物が、前記移行期の間に前記細胞培養培地に添加される、請求項９、１
０または１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗老化化合物が、前記産生期の間に前記細胞培養培地に添加される、請求項９～１
２に記載の方法。
【請求項１４】
　抗老化化合物が、カルノシン、アセチル－カルノシン、ホモ－カルノシン、アンセリン
およびβアラニン、ならびにそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項９～
１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記抗老化化合物がカルノシンを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１６】
　前記抗老化化合物が、約５ｍＭと約１００ｍＭとの間の濃度で前記細胞培養培地中に存
在する、請求項９～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記細胞培養物が、補充成分をさらに提供される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記補充成分が、フィード培地中で提供される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記補充成分が、ホルモンおよび／または他の増殖因子、特定のイオン（例えば、ナト
リウム、塩化物、カルシウム、マグネシウムおよびホスフェート）、緩衝液、ビタミン、
ヌクレオシドまたはヌクレオチド、微量元素（極めて低い最終濃度で通常は存在する無機
化合物）、アミノ酸、脂質、グルコースまたは他のエネルギー源、およびそれらの組み合
わせからなる群より選択される、請求項１７または１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記補充成分が、抗老化化合物を含む、請求項１７、１８または１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記産生されたＴＮＦＲ融合タンパク質が哺乳動物細胞に対して異種である、請求項１
～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記哺乳動物細胞がＣＨＯ細胞である、請求項１～２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ＴＮＦＲ融合タンパク質がＴＮＦＲ－Ｆｃを含む、請求項１～２２のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ＴＮＦＲ－Ｆｃがエタネルセプトである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　請求項１～２４のいずれか１項に記載の方法によって産生されたＴＮＦＲ融合タンパク
質。
【請求項２６】
　前記ＴＮＦＲ融合タンパク質がＴＮＦＲ－Ｆｃを含む、請求項２５に記載のタンパク質
。
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【請求項２７】
　請求項１～２６のいずれか１項に記載のタンパク質を調製するための方法であって、前
記細胞培養培地からタンパク質を単離する工程をさらに包含する方法。
【請求項２８】
　前記タンパク質がさらに処方のために精製または処理される、請求項２７に記載の方法
。
【請求項２９】
　前記タンパク質が薬学的組成物中に処方される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記高分子量凝集体が誤って折り畳まれたタンパク質を含む、請求項１～２９のいずれ
か１項に記載のタンパク質を調製するための方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本願は、２００７年４月２３日に出願された米国仮特許出願第６０／９１３，３８２号
と同時係属中であり、少なくとも一人の発明者を共有し、そしてこの米国仮特許出願への
優先権を主張する。この米国仮特許出願の全体の内容は、本明細書中に参考として援用さ
れる。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　本開示は概して、哺乳動物細胞培養物中のタンパク質の産生に関する。特に本開示は、
優れた質を有しながら生存度を維持しかつ産生を増大するために、抗老化化合物、例えば
、カルノシンの存在下で哺乳動物細胞を培養することに関する。培養細胞は、多くのタン
パク質産物を産生している。これらの産物、例えば、ハイブリドーマ産生モノクローナル
抗体は、治療、研究または他の出願のために用いられ得る。動物細胞、とりわけ哺乳動物
細胞はしばしば、タンパク質を産生するために用いられる。不幸にも、動物細胞を用いれ
ば、産生の過程には時間がかかりかつ費用がかかることになる。
【０００３】
　細胞培養培地に対して化学剤を添加すれば、細胞を誘導して産物を産生させ、これによ
って全体的収率を増大することによって細胞の産生を増大できる。用いるのに最適の剤は
多数の要因に依存して変化し、この要因としては所望のタンパク質産物および細胞タイプ
が挙げられる。同様の要因はまた、添加される選択剤の量、およびその剤が細胞培養培地
に添加される時に影響する。剤の例は、アルカン酸類または塩類、尿素誘導体類、または
ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）である。化学剤、例えば、酪酸ナトリウムは、タンパ
ク質産生に多様な影響を有し得る。ある剤の添加は、細胞の特定の生産力を増大し得るだ
けでなく、細胞毒性効果を有し、かつ細胞増殖および生存度を阻害し得る。
【０００４】
　細胞がタンパク質を産生する場合、代表的にはこのタンパク質は細胞培養培地中に分泌
される。しかしこの特定のタンパク質だけが、培地中の問題ではなく；高分子量凝集体、
酸性種、および他の物質もしばしば培地中にあり、これによって精製の過程がさらに困難
かつ費用がかさむものになり得る。技術および方法が、産生の質を改善するのに利用可能
であり、これによってより十分なタンパク質産生が可能になり；これには、とりわけ、バ
イオリアクターの条件を変化すること、または種々の細胞株を用いることが挙げられる。
しかし、それにもかかわらず、この分野では、改良された精製プロセスが得られるタンパ
ク質産生の技術および方法の必要性がのこっている。
【０００５】
　従って、必要なものは、高い細胞生存度を維持しながら目的のタンパク質の発現を増強
し得る、細胞培養培地に添加される化学剤である。さらに、必要なものとは、細胞培養培



(5) JP 2010-524504 A 2010.7.22

10

20

30

40

50

地中の高分子量凝集体および酸性種の量を減らすことによってこのタンパク質の産生の質
を増大する剤である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　特定の実施形態では、本開示は、タンパク質産物の産生を増強するためのプロセスに関
する。例えば、特定の実施形態では、本発明は、目的のタンパク質の全体的な産生が増強
されるように、抗老化化合物を含む培地中の目的のタンパク質を発現する宿主細胞を培養
する方法を提供する。特定の実施形態では、このような抗老化化合物はカルノシンを含む
。
【０００７】
　特定の実施形態では、本発明は、目的のタンパク質の産生を強化する組成物を提供する
。任意の種々のタンパク質は、本発明の方法および組成物によって産生され得る。例えば
、特定の実施形態では、本発明の方法および組成物は、抗体を産生するために用いられる
。特定の実施形態では、本発明の方法および組成物は、必要に応じて１つ以上のさらなる
タンパク質部分に連結されているレセプターを産生するために用いられる。例えば、本発
明の方法および組成物を、ＴＮＦＲ融合タンパク質を産生するために用いてもよい。
【０００８】
　特定の実施形態では、本発明は、宿主細胞中で発現される目的のタンパク質の産生を増
強する抗老化化合物を含む細胞培養培地を提供する。特定の実施形態では、このような抗
老化化合物はカルノシンを含む。特定の実施形態では、遺伝子操作された宿主細胞を、接
種培地と組み合わせて、細胞培養培地を形成し、これをバイオリアクターで増殖する。所
望のタンパク質産物の産生実行の間、バイオリアクターの条件は変更されてもよく、なら
びに／または補充物を添加して、生産性を増大するか、および／もしくは生存度を維持し
てもよい。補充物としては、フィード培地（ｆｅｅｄ　ｍｅｄｉｕｍ）および／または１
つ以上の添加物、例えば、本開示においては、カルノシンおよび／または他の抗老化化合
物を挙げることができる。
【０００９】
　哺乳動物宿主細胞、例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞は、バイオリ
アクターにおいて産生実行の終わり近くに生存度の減少を経験し得る。抗老化剤、例えば
、カルノシンおよびそのアナログを細胞培養培地に添加することで、タンパク質が回収さ
れるまで、生きている細胞数および細胞の生存度をより高く維持することが助けられると
いうことが発見されている。
【００１０】
　さらに、生産性の増大のための方法、例えば、増殖期の後および／または産生実行の産
生期の間に温度を変化させることなどが、本発明に従って用いられ得る。単なる一例であ
るが、タンパク質産物、特に増殖分化因子－８（ＧＤＦ－８）の抗体の産生の間、温度を
下向きにシフトさせて、生産性を開始および増大することを補助する。特定の実施形態で
は、カルノシンなどの抗老化化合物の添加によって細胞増殖の生産性の増大が助けられる
。特定の実施形態では、抗老化化合物は、このような温度シフトの前、間および／または
後に添加されてもよい。
【００１１】
　細胞培養培地へのカルノシンなどの抗老化化合物の添加は、タンパク質産生の全体的な
質を増大することも発見されている。タンパク質の産生の間、高分子量凝集体が他の望ま
しくない種とともに、細胞培養培地中にある。カルノシンの添加は、高分子凝集体の量を
減らし、かつ産生の質を向上させる。特定の実施形態では、カルノシン以外の抗老化化合
物の添加は、このような高分子量凝集体の蓄積を減らし、かつ産物の質を改善する。特定
の実施形態では、カルノシンは、１つ以上の追加の抗老化化合物と組み合わせて添加され
る。



(6) JP 2010-524504 A 2010.7.22

10

20

30

40

50

【００１２】
　細胞培養培地に添加される抗老化化合物（例えば、カルノシン）の濃度は、とりわけ、
例えば、細胞のタイプ、所望の産物、およびバイオリアクターの条件を含む、このプロセ
スの多くの要因に依存して変化し得る。また、カルノシンは、そのアナログ；アセチル－
カルノシン、ホモ－カルノシン、アンセリン、およびβアラニンで置換されてもよい。特
定の実施形態では、カルノシンは、１つ以上の他の抗老化化合物と組み合わせて提供され
る。特定の実施形態では、細胞培養培地中の抗老化剤（例えば、カルノシン）の濃度は、
約５ｍＭ～約１００ｍＭである。特定の実施形態では、その濃度は、約１０ｍＭ～約４０
ｍＭである。特定の実施形態では、その濃度は約２０ｍＭである。
【００１３】
　任意の適切な培養手順および接種培地は、タンパク質産生のプロセスにおいて細胞を培
養するために用いられ得る。血清および無血清培地の両方を用いてもよい。さらに、培養
方法を用いて、特定の細胞タイプおよびタンパク質産物に適切であるように細胞を培養し
てもよい。このような手順は公知であって、細胞培養分野の当業者によって理解される。
【００１４】
　本開示の他の特徴および利点は、以下の説明から、および特許請求の範囲から明らかで
ある。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１ａ】ＭＹＯ－２９の酸性ピークに対するカルノシンの効果。
【図１ｂ】高分子量凝集体に対するカルノシンの効果。
【図１ｃ】酸性ピークに対する種々の日でのカルノシン添加の効果。
【図１ｄ】高分子量凝集体に対する種々の日でのカルノシン添加の効果。
【図２ａ】日々の生存している細胞密度に対するカルノシンの効果。
【図２ｂ】日々の細胞生存度に対するカルノシンの効果。
【図２ｃ】日々の力価に対するカルノシンの効果。
【図２ｄ】累積の特異的細胞産生性に対するカルノシンの効果。１２日目および１４日目
のバーは、左から右に以下に相当する：コントロールＡ　Ｄ１０フィード、２０ｍＭカル
ノシンＤ１０フィード、コントロールＢ　Ｄ１０フィード、２０ｍＭカルノシン（Ｄ１０
フィードなし）、およびコントロールＣ（Ｄ１０フィードなし）。
【図２ｅ】高分子量凝集体に対するカルノシンの効果。１２日目および１４日目のバーは
、左から右に以下に相当する：コントロールＡ　Ｄ１０フィード、２０ｍＭカルノシンＤ
１０フィード、コントロールＢ　Ｄ１０フィード、２０ｍＭカルノシン（Ｄ１０フィード
なし）、およびコントロールＣ（Ｄ１０フィードなし）。
【図３ａ】生存細胞密度に対するカルノシンの異なる濃度の効果
【図３ｂ】日々の細胞生存度に対する種々の濃度のカルノシンの効果。
【図３ｃ】日々の力価に対する種々の濃度のカルノシンの効果。
【図３ｄ】累積の特異的細胞産生性に対する種々の濃度のカルノシンの効果。バーは、左
から右に以下に相当する：コントロールＰ２、コントロールＰ５、２０ｍＭカルノシンお
よび４０ｍＭカルノシン。
【図３ｅ】高分子量凝集体に対する種々の濃度のカルノシンの効果。バーは、左から右に
以下に相当する：コントロールＰ２、コントロールＰ５、２０ｍＭカルノシンおよび４０
ｍＭカルノシン。
【図４】カルノシンを含有するかまたは欠いている培地中で増殖される組み換えＴＮＦＲ
融合タンパク質を産生するチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株の生存細胞密度
プロフィール。コントロールの条件は４つのコントロールのバイオリアクター実行の平均
である。
【図５】カルノシンを含有するかまたは欠いている培地中で増殖される組み換えＴＮＦＲ
融合タンパク質を産生するチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株の細胞生存度プ
ロフィール。コントロールの条件は４つのコントロールのバイオリアクター実行の平均で
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ある。
【図６】凝集体／誤って折り畳まれたＴＮＦＲ融合タンパク質の割合に対するカルノシン
の効果。コントロールの条件は４つのコントロールのバイオリアクター実行の平均。
【図７】組み換えＴＮＦＲ融合タンパク質を産生するチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ
Ｏ）細胞株によって産生される高分子量（ＨＭＷ）凝集体の割合に対するカルノシンの効
果。コントロールの条件は４つのコントロールのバイオリアクター実行の平均である。
【図８】カルノシンを含有するかまたは欠いている培地中で増殖される組み換えＴＮＦＲ
融合タンパク質を産生するチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株の産生力価のプ
ロフィール。コントロールの条件は４つのコントロールのバイオリアクター実行の平均で
ある。
【図９】カルノシンを含有するかまたは欠いている培地中で増殖される組み換えＴＮＦＲ
融合タンパク質を産生するチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株の特異的な細胞
産生性のプロフィール。コントロールの条件は４つのコントロールのバイオリアクター実
行の平均である。
【図１０】カルノシンを含有するかまたは欠いている培地中で増殖されるチャイニーズハ
ムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株によって産生される組み換えＴＮＦＲ融合タンパク質の、
参照物質の割合として表現した、総シアリル化プロフィール。コントロールの条件は、４
つのコントロールのバイオリアクター実行の平均である。
【図１１】カルノシンを含有するかまたは欠いている培地中で増殖されるチャイニーズハ
ムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株によって産生される組み換えＴＮＦＲ融合タンパク質の、
総Ｎ結合オリゴサッカライドの割合として表現した、シアリル化Ｎ結合オリゴサッカライ
ドの分布。コントロールの条件は、４つのコントロールのバイオリアクター実行の平均で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　定義
　昔からの慣習に従い、「１つの、ある（不定冠詞：ａおよびａｎ）」という用語は、請
求の範囲を含めて本出願で用いられる場合、「１つ以上」を意味する。本発明が、ある特
定の程度の特殊性で記載されていてさえ、多くの代替、改変およびバリエーションが本開
示に照らして当業者に明白になるであろうことが明らかである。従って、本発明の趣旨お
よび範囲内におさまるこのような代替、改変およびバリエーションの全てが、定義される
請求の範囲によって包含されるものとする。
【００１７】
　本明細書において用いる場合、「抗老化化合物」という用語は、細胞培養物に添加され
た場合、その中での細胞増殖の生存、増殖および／または寿命を促進する任意の剤または
化合物をいう。特定の実施形態では、細胞培養中のこのような抗老化化合物の使用は、抗
老化化合物を欠く以外は同一の培養条件下で観察されるよりも、力価の増大、細胞特異的
産生性の増大、細胞の生存度の増大、積算生存細胞密度の増大、高分子量凝集体の蓄積の
低下、および／または酸性種の蓄積の減少を生じる。本発明の方法および組成物に従って
用いられ得る抗老化化合物の非限定的な例としては、カルノシン、アセチル－カルノシン
、ホモ－カルノシン、アンセリンおよびβアラニンが挙げられる。特定の実施形態では、
２つ以上の抗老化化合物が本発明の組成物および方法に従って用いられ得る。
【００１８】
　「宿主細胞」という句は、細胞培養培地中で遺伝子操作され得るか、ならびに／または
増殖および生存し得る細胞を指す。代表的には、細胞は、目的の大量の内因性タンパク質
もしくは異種タンパク質を発現し得、かつそのタンパク質を保持し得るか、またはそれを
細胞培養培地中に分泌し得る。
【００１９】
　宿主細胞は代表的には「哺乳動物細胞」であって、これは脊椎動物細胞の非限定的な例
を含み、これにはベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、チャイニーズハムスター卵巣（
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ＣＨＯ）細胞、ヒト腎臓（２９３）細胞、正常胎児アカゲザル二倍体（ＦＲｈＬ－２）、
およびマウス骨髄腫（例えば、ＳＰ２／０およびＮＳ０）細胞が挙げられる。当業者は、
本発明の方法および組成物に従って用いられ得る他の宿主細胞を承知している。
【００２０】
　「細胞培養培地」という用語は、細胞が増殖し、かつ所望のタンパク質を産生し得る条
件下で細胞生存を支持するための栄養物を含有する溶液をいう。「接種培地（ｉｎｏｃｕ
ｌａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ）」または「接種培地（ｉｎｏｃｕｌｕｍ　ｍｅｄｉｕｍ）
」という句は、細胞の培養が開始される栄養を含む溶液または物質をいう。特定の実施形
態では、「フィード培地（ｆｅｅｄ　ｍｅｄｉｕｍ）」は、接種培地と同様の栄養を含む
が、培養の開示後に細胞に供給される溶液または物質である。特定の実施形態では、フィ
ード培地は、接種培地に存在しない１つ以上の成分を含む。特定の実施形態では、フィー
ド培地は、接種培地に存在する１つ以上の成分を欠く。細胞培養の分野における当業者は
、何の成分が接種培地およびフィード培地を形成するかを過度の実験なしに承知するであ
ろう。代表的には、これらの溶液によって、細胞の増殖および生存にとって必要である必
須および非必須のアミノ酸類、ビタミン類、エネルギー源類、脂質類、および微量元素類
が提供される。特定の実施形態では、接種培地、フィード培地または両方とも、抗老化化
合物を含む。
【００２１】
　本明細書において用いる場合、「細胞培養特徴」という用語は、細胞培養物の観察可能
な特徴、および／または測定可能な特徴を指す。本発明の方法および組成物は、１つ以上
の細胞培養特徴を改善するために有利に用いられる。特定の実施形態では、細胞培養特徴
の改善には、細胞培養特徴の大きさの増大を包含する。特定の実施形態では、細胞培養特
徴の改善には、細胞培養特徴の大きさの減少を包含する。非限定的な例では、細胞培養特
徴は、力価、細胞特異的生産性、細胞生存度、積算生細胞密度、高分子量凝集体の蓄積、
および／または酸性種の蓄積であってもよい。当業者は、本発明の方法および組成物を用
いて改善され得る他の細胞培養特徴を承知するであろう。
【００２２】
　「規定培地」という用語は、本明細書において用いる場合、培地の成分が両方とも既知
であり、かつ管理されている培地をいう。規定培地は、未知および／または非管理の成分
を含む血清または加水分解産物などの複雑な添加物を含まない。
【００２３】
　「複合培地（ｃｏｍｐｌｅｘ　ｍｅｄｉｕｍ）」という用語は本明細書で用いる場合、
同一性または質が未知または未管理のいずれかである少なくとも１つの成分を含む培地を
いう。
【００２４】
　「細胞株」という句は、一般に、目的のタンパク質を発現する初代宿主細胞をいう。い
くつかの実施形態では、細胞は、所望のタンパク質をコードするか、および／または連結
された配列（内因性であるかまたは異種であるかのいずれか）の発現を活性化する制御配
列を含んでいる内因性のＤＮＡでトランスフェクトされている。特定の実施形態では、こ
のように遺伝子改変された細胞に由来する細胞が、細胞株を形成し、かつタンパク質産物
を増殖させかつ産生する細胞培養培地に置かれる。特定の実施形態では、細胞株は、内因
性のＤＮＡでトランスフェクトされておらず、かつ目的の内因性タンパク質を発現する初
代宿主細胞を含む。
【００２５】
　細胞培養培地の「増殖期」とは、細胞が急速な分裂を受けており、かつ指数関数的にま
たは指数関数に近く増殖している期間をいう。代表的には、細胞は、一般に１～４日間、
細胞増殖に最適化された条件で培養される。増殖期の条件は、約３５℃～４２℃、一般に
は約３７℃の温度を含んでもよい。増殖期の長さおよび増殖期の培養条件は変動してもよ
いが、一般には、細胞培養分野の当業者に公知である。特定の実施形態では、増殖期の細
胞培養培地は、フィード培地を補充される。
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【００２６】
　「移行期」とは、細胞培養培地が増殖期と一致する状態から産生期と一致する状態にシ
フトされている期間に存在する。移行期の間、とりわけ温度のような要因はしばしば変化
する。特定の実施形態では、移行期にある細胞培養培地はフィード培地を補充される。
【００２７】
　「産生期」は、増殖期と移行期の両方の後に存在する。細胞の指数関数的増殖が終わり
、タンパク質産生が主な目的である。細胞培養培地を補充して産生を開始してもよい。特
定の実施形態では、産生期にある細胞培養培地はフィード培地を補充される。さらに、産
生期の間の細胞培養培地の温度は、一般には、増殖期（これが代表的には産生を促進する
）の間よりも低くてもよい。産生期は、所望のエンドポイントが得られるまで続く。
【００２８】
　「生細胞密度」という句は、特定の容積中の、一般には１ｍｌあたりの細胞培養培地に
生存している細胞の総数をいう。「細胞生存度」という句は、パーセンテージとして表わ
される、細胞の総数（死んでいるのと生きているのと両方）に比較した生きている細胞の
数をいう。
【００２９】
　「積算生細胞密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ
）」、「ＩＶＣＤ」：「積算生細胞密度」または「ＩＶＣＤ」という用語は、本明細書に
おいて用いる場合、培養の経過にまたがる生細胞の平均密度に、培養が行われた時間を掛
けたものを指す。産生されるタンパク質の量が、その培養の経過にまたがって存在する生
細胞の数に比例する場合、積算生細胞密度は、培養の経過にまたがって産生されるタンパ
ク質の量を見積もるのに有用なツールである。
【００３０】
　「高分子量凝集体」という用語は、一般には誤って折り畳まれたタンパク質または少な
くとも２つのポリペプチドの不適切な会合をいう。この会合は、限定はしないが、共有結
合、非共有結合、ジスルフィド結合または非還元性架橋を含む任意の方法によって生じ得
る。特定の実施形態では、本発明の方法および組成物が、高分子量凝集体の蓄積を軽減す
るために有利に利用される。
【００３１】
　「抗酸化剤」という句は、遊離のラジカルをブロックすることによって、脂質、タンパ
ク質、ＤＮＡおよび他の必須高分子に対する酸化的損傷を妨げ得る化合物をいう。
【００３２】
　「治療用タンパク質」：「治療用タンパク質」とは、タンパク質もしくはペプチドであ
って、それが作用する身体のある領域に対して、または中間体を介してそれが遠位で作用
する身体のある領域に対して生物学的影響を有するタンパク質もしくはペプチドである。
治療用タンパク質は、本明細書において下にさらに詳細に記載されるように、例えば、分
泌タンパク質、例えば、抗体、抗体の抗原結合フラグメント、可溶性レセプター、レセプ
ター融合物、サイトカイン、増殖因子、酵素、または凝固因子などであってもよい。上述
で列挙したタンパク質は事実上単なる例示であって、限定の言及ではないものである。当
業者は任意のタンパク質が本発明に従って用いられ得ることを理解し、かつ特定のタンパ
ク質が必要に応じて産生されるように選択できるであろう。
【００３３】
　本明細書において用いる場合、ポリペプチド、タンパク質およびペプチドという用語は
同義であって、交換可能に用いられる。従って、本明細書において用いる場合、タンパク
質、ペプチドまたはポリペプチドの大きさは一般に、２つより多いアミノ酸を含む。例え
ば、タンパク質、ペプチドまたはポリペプチドは、約２～約２０アミノ酸、約２０～約４
０アミノ酸、約４０～約１００アミノ酸、約１００アミノ酸～約２００アミノ酸、約２０
０アミノ酸～約３００アミノ酸などを含んでもよい。
【００３４】
　本明細書において用いる場合、アミノ酸とは、任意の天然に存在するアミノ酸、当該分
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野で公知の任意のアミノ酸誘導体またはアミノ酸模倣物をいう。特定の実施形態では、タ
ンパク質またはペプチドの残基は、アミノ酸残基の配列を中断する非アミノ酸がなんらな
しに、連続している。他の実施形態では、この配列は、１つ以上の非アミノ酸部分を含ん
でもよい。特定の実施形態では、このタンパク質またはペプチドの残基の配列は、１つ以
上の非アミノ酸部分で中断されてもよい。
【００３５】
　「抗体」：「抗体」という用語を用いて、抗原結合領域を有する任意の抗体様分子を指
し、これには抗体フラグメント、例えば、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単独ドメ
イン抗体（ＤＡＢ類）、Ｆｖ、ｓｃＦｖ（単鎖Ｆｖ）などが挙げられる。種々の抗体ベー
スの構築物およびフラグメントを調製および用いるための技術は当該分野で周知である。
抗体を調製および特徴づけるための手段はまた当該分野で周知である（例えば、Ｈａｒｌ
ｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照のこ
と：参照によって本明細書に援用される）。例えば、抗体は、少なくとも１つ、好ましく
は２つの全長重鎖、ならびに少なくとも１つ、および好ましくは２つの軽鎖を含んでもよ
い。「抗体」という用語は本明細書において用いる場合、抗体フラグメントまたは改変体
分子、例えば、抗原結合フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、単鎖Ｆ
ｖフラグメント、重鎖フラグメント（例えば、ラクダ科動物（ｃａｍｅｌｉｄ）ＶＨＨ）
および結合ドメイン－免疫グロブリン融合物（例えば、ＳＭＩＰＴＭ）を包含する。
【００３６】
　抗体は、モノクローナル抗体であってもまたは単一特異性抗体であってもよい。抗体は
また、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、またはインビトロで生成さ
れた抗体であってもよい。さらに他の実施形態では、抗体は例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２
、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４から選択される重鎖定常領域を有する。別の実施形態では、抗
体は、例えば、κまたはλから選択される軽鎖を有する。一実施形態では、この定常領域
は、変更、例えば、抗体の特性を改変するように改変される（例えば、以下の１つ以上を
増大または低減するように：Ｆｃレセプター結合、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）。代表的には、この抗体は特異的には、事
前に決定された抗原、例えば、障害（例えば、神経変性障害、代謝性障害、炎症、自己免
疫障害および／または悪性疾患）に関連する抗原に結合する。
【００３７】
　Ｓｍａｌｌ　Ｍｏｄｕｌａｒ　ＩｍｍｕｎｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ（ＳＭＩ
ＰＴＭ）は結合ドメインポリペプチドを含む改変体分子の例を提供する。ＳＭＩＰならび
にそれらの用途および適用は、例えば、米国特許出願公開第２００３／０１１８５９２号
、同第２００３／０１３３９３９号、同第２００４／００５８４４５号、同第２００５／
０１３６０４９、同第２００５／０１７５６１４号、同第２００５／０１８０９７０号、
同第２００５／０１８６２１６号、同第、２００５／０２０２０１２号、同第２００５／
０２０２０２３号、同第２００５／０２０２０２８号、同第２００５／０２０２５３４号
、および同第２００５／０２３８６４６号、ならびにその関連の特許ファミリーのメンバ
ー（その全てが全体として本明細書に参照によって援用される）に開示される。
【００３８】
　単独ドメイン抗体は、抗体であってその相補性決定領域が単独ドメインポリペプチドの
一部である抗体を包含し得る。例としては、限定はしないが、重鎖抗体、天然に軽鎖を欠
く抗体、従来の４鎖抗体由来の単独ドメイン抗体、操作された抗体および抗体由来のもの
以外の単独ドメイン足場が挙げられる。単独ドメイン抗体は当該分野で任意のものであっ
ても、または任意の次世代単独ドメイン抗体であってもよい。単独ドメイン抗体は、限定
はしないがマウス、ヒト、ラクダ、ラマ、ヤギ、ウサギ、ウシを含む任意の種由来であり
得る。本発明の一局面によれば、単独ドメイン抗体は、本明細書において用いる場合、軽
鎖を欠く重鎖抗体として公知の天然に存在する単独ドメイン抗体である。このような単独
ドメイン抗体は例えば、国際公開第９４０４６７８号に開示される。明確化のために、天
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然には軽鎖を欠く重鎖抗体由来のこの可変ドメインは本明細書において、ＶＨＨまたはナ
ノボディ（ｎａｎｏｂｏｄｙ）として公知であり、これで４鎖免疫グロブリンの従来のＶ
Ｈとは識別される。このようなＶＨＨ分子は、ラクダ科の種において、例えば、ラクダ、
ラマ、ヒトコブラクダ、アルパカおよびグアナコにおいて惹起された抗体に由来し得る。
ラクダ科以外の他の種は、軽鎖を天然には欠く重鎖抗体を産生し得る；このようなＶＨＨ
類は本発明の範囲内である。
【００３９】
　抗体の「抗原結合フラグメント」という用語内に包含される結合フラグメントの例とし
ては以下が挙げられる（ｉ）Ｆａｂフラグメント（ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメイ
ンからなる単価フラグメント）；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメント（ヒンジ領域でジ
スルフィド架橋によって結合される２つのＦａｂフラグメントを含む二価フラグメント）
；（ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄフラグメント；（ｉｖ）抗体の単一
のアームのＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖフラグメント、（ｖ）ＶＨドメインから
なるｄＡｂフラグメント；（ｖｉ）ラクダ科動物のまたはラクダ化された可変ドメイン、
例えば、ＶＨＨドメイン；（ｖｉｉ）単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）；（ｖｉｉｉ）二価特異的抗
体；および（ｉｘ）Ｆｃ領域に融合された免疫グロブリン分子の１つ以上のフラグメント
。さらに、Ｆｖフラグメントの２つのドメインであるＶＬおよびＶＨは別の遺伝子によっ
てコードされるが、それらは、ＶＬおよびＶＨ領域が対になって単価分子を形成する単一
タンパク質鎖としてそれらが作製されることを可能にする合成リンカーによって、組み換
え方法を用いて結合され得る（単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として公知；例えば、Ｂｉｒｄら（
１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－２６；Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：５８７９～８３を参照のこと）。
このような単鎖抗体はまた、抗体の「抗原結合フラグメント」という用語内に包含される
ものとする。これらの抗体フラグメントは、当業者に公知の従来の技術を用いて得られ、
このフラグメントは、インタクトな抗体と同じ方式で機能について評価される。
【００４０】
　「二価特異的」抗体または「二機能的」抗体以外、抗体は有している各々の結合部位が
同一であることが理解される。「二価特異的」または「二機能的抗体」は、２つの異なる
重鎖／軽鎖の対および２つの異なる結合対を有する人工のハイブリッド抗体である。二価
特異的抗体は、ハイブリドーマの融合またはＦａｂ’フラグメントの連結を含む種々の方
法によって産生され得る。例えば、Ｓｏｎｇｓｉｖｉｌａｉ　＆　Ｌａｃｈｍａｎｎ，Ｃ
ｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７９：３１５～３２１（１９９０）；Ｋｏｓｔｅｌｎ
ｙら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８，１５４７～１５５３（１９９２）を参照のこと。
【００４１】
　「バイオリアクター」という句は、細胞培養培地が含まれ得、かつ培養期間の間、その
内部条件、例えば、ｐＨおよび温度が管理され得る容器を指す。
【００４２】
　「フィード・バッチ培養」とは、最初にバイオリアクターに細胞が接種培地とともに接
種される、細胞を培養する方法をいう。次いでこの細胞培養培地は、栄養成分および／ま
たは他の補充物を含むフィード培地での産生実施全体にわたって１回以上のポイントで補
充される。
【００４３】
　「バッチ培養」とは、産生実施全体のためのすべての必須の栄養物および補充物ととも
に細胞がバイオリアクター中に接種される、細胞培養の方法をいう。この産生の期間全体
にわたって細胞培養培地に栄養物添加は行われない。
【００４４】
　「灌流培養」とは、バッチ培養法またはフィード・バッチ培養法とは異なる細胞培養の
方法であって、目的の発現されたタンパク質を単離および／または精製する前に培養が終
わらないか、または終わる必要がなく、かつ新しい栄養および他の成分が定期的にまたは
連続的にこの培地に添加され、この間、この発現されたタンパク質が定期的にまたは連続
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的に回収される方法を指す。添加される栄養物の組成は、細胞の必要性、最適タンパク質
産生の要件、および／または当業者に公知の任意の種々の他の要因に依存して、細胞培養
の経過の間変化されてもよい。
【００４５】
　「発現」という句は、宿主細胞内で生じる転写および翻訳をいう。発現のレベルは一般
には、宿主細胞によって産生されているタンパク質の量に関する。
【００４６】
　「細胞特異的生産性」などは、特異的な、１細胞あたりとしての、産物発現率を指す。
細胞特異的生産性は、一般には、１日あたり１０６個の細胞あたりに産生されるタンパク
質のマイクログラムとして、または１日あたり１０６個の細胞あたりに産生されるタンパ
ク質のピコグラムとして、測定される。
【００４７】
　本明細書において用いる場合、「力価」という用語は、所定の量の培地容積における細
胞培養によって産生される組み換え発現されたタンパク質の総量を指す。力価は代表的に
は、１ミリリットルの培地あたりのタンパク質のミリグラムまたはマイクログラムの単位
として表現される。
【００４８】
　当業者は、本明細書に開示される方法が、当該分野で慣用的に用いられかつ培養される
多くの周知の哺乳動物細胞を培養するのに用いられ得、すなわち、本明細書に開示される
方法は本開示での使用にのみ限定されないことを理解する。
【００４９】
　本発明の特定の実施形態の詳細な説明
　カルノシンのような抗老化化合物を用いて細胞培養の生存度および生産性を改変するこ
とが発見されている。例えば、カルノシンの添加は、細胞生存度を維持し、かつ細胞の生
産性を改善し、かつ所望のタンパク質産物の産物の質を改善する。カルノシンは抗酸化剤
であって、抗老化化合物であり、これはまた動物の筋肉および神経組織に高レベル（最大
２０ｍＭ）で存在する天然に存在するジペプチドでもある。抗酸化剤であることで、カル
ノシンはまた、遊離のフリーラジカルスカベンジャーおよびグリコシル化インヒビターで
ある。一般には、カルノシンは反応性種を非反応性種に変換し、それによってタンパク質
、ＤＮＡおよび他の重要な分子を保護する。抗老化化合物であるカルノシンは、培養培地
中で２０ｍＭの濃度で、ヒト二倍体線維芽細胞およびヒト胎児肺（初代細胞株）の寿命を
伸長し得る。本発明は、目的のタンパク質を産生するために細胞培養物中で抗老化化合物
（限定はしないがカルノシンを含む）を用いことが有利であるという驚くべき知見を包含
する。特定の実施形態では、目的のタンパク質を産生するために細胞培養物中でこのよう
な抗老化化合物を用いて、１つ以上の改善された細胞培養特徴（限定はしないが、力価の
増大、細胞特異的産生性の増大、細胞の生存度の増大、積算生細胞密度の増大、高分子量
凝集体の蓄積の低下、および／または酸性種の蓄積の減少を含む）を生じる。
【００５０】
　グルコース値の低い最小必須培地（ＭＥＭ，Ｓｉｇｍａ）では、ヒトまたはげっ歯類の
形質転換細胞および新生腫瘍細胞に対してカルノシンが細胞傷害性であるが、１ｍＭのピ
ルビン酸塩を含むダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ，Ｓｉｇｍａ）では細胞傷害
性でないことが実証されている。（Ｈｏｌｌｉｄａｙら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｍ
ｏｓｃｏｗ），６５：８４３～８４８，８４６）。さらに、低分子量化合物で透析された
ウシ胎仔血清は、カルノシンの細胞傷害性効果の増大を除いた（同上）。１ｍＭのオキサ
ロ酢酸および１ｍＭのαケトグルタラートがピルビン酸（どちらもカルノシンの例で用い
られた接種培地またはフィード培地の成分ではない）と匹敵する効果を有することも確認
された（同上）。しかし、ピルビン酸ナトリウムは、接種培地中のもとの成分であって０
．５ｍＭの濃度であり、カルノシン添加についてではなく、バイオリアクター系のインビ
ボ条件において、および可能性のある代用のエネルギー源としてより優れた模倣物である
。接種培地はまた無血清であり、これはカルノシンが細胞毒性効果を有することを意味す
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るであろう。引用文献によれば、細胞培養培地に対するカルノシンの添加は、Ｈｏｌｌｉ
ｄａｙのＭＥＭ培地でみられるのと類似の細胞毒性効果を有するであろう。本発明の方法
および／または組成物を利用することによって、このような細胞毒性は、軽減または排除
され、細胞生存度およびタンパク質産物が改善される。
【００５１】
　特定の実施形態では、カルノシンは、約５ｍＭ～約１００ｍＭの間の濃度で細胞培養培
地中に提供される。特定の実施形態では、カルノシンは、約１０ｍＭ～約４０ｍＭの濃度
で、例えば約２０ｍＭの濃度で細胞培養培地中に提供される。特定の実施形態では、カル
ノシンは細胞培養培地中に、約５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８
、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、
４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５５、６０、６５、７０、７
５、８０、８５、９０、９５、１００ｍＭ、またはそれ以上の濃度で提供される。特定の
実施形態では、このようなカルノシンの濃度は、例えば、１つ以上のフィード培地中に、
細胞培養プロセスの間、複数回カルノシンを添加することによって細胞培養中で達成され
る。利用されるカルノシンの濃度は、細胞株または産物に対して求められている所望の効
果を含む他の要因のうちでも、細胞培養培地および用いられている細胞株に依存する。カ
ルノシンのアナログ、例えば、アセチル－カルノシン、ホモ－カルノシン、アンセリンお
よびβアラニンはまた、類似の効果について細胞培養培地に提供され得る。これらのアナ
ログのうち１つ以上が細胞培養培地に提供され得る。特定の実施形態では、このようなア
ナログが、カルノシンを欠く細胞培養培地に提供される。特定の実施形態では、このよう
なアナログは、カルノシンと組み合わせて細胞培養培地中に提供される。特定の実施形態
では、このようなアナログは、約５，６，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４，
１５，１６，１７，１８，１９，２０，２１，２２，２３，２４，２５，２６，２７，２
８，２９，３０，３１，３２，３３，３４，３５，３６，３７，３８，３９，４０，４１
，４２，４３，４４，４５，４６，４７，４８，４９，５０，５５，６０，６５，７０，
７５，８０，８５，９０，９５，１００ｍＭ以上という濃度で提供される。
【００５２】
　特定の実施形態では、目的のタンパク質を産生するためには、最初に宿主細胞を、ある
タンパク質をコードする外因性のＤＮＡを用いてトランスフェクトまたは形質転換して形
質転換細胞を得て、これで所望のタンパク質産物を構成的に産生する。特定の実施形態で
は、この細胞に導入された核酸分子は、本発明に従って発現されることが所望されるタン
パク質をコードする。特定の実施形態では、核酸分子は、調節性配列を含むか、または細
胞による所望のタンパク質の発現を誘導または増強する遺伝子産物をコードする。非限定
的な例として、このような遺伝子産物は、目的のタンパク質の発現を増大する転写因子で
あってもよい。
【００５３】
　特定の実施形態では、タンパク質の発現を指向する核酸は宿主細胞に安定に導入される
。特定の実施形態では、タンパク質の発現を指向する核酸は宿主細胞に一過性に導入され
る。当業者は、実験的必要性、商業的必要性または他の必要性に基づいて細胞中に核酸を
安定または一過性に導入するか否かを選択できる。
【００５４】
　目的のタンパク質をコードする遺伝子は、１つ以上の調節性の遺伝子制御エレメントに
作動可能に連結され得る。いくつかの実施形態では、遺伝子制御エレメントは、タンパク
質の構成的発現を指向する。ある実施形態では、目的のタンパク質をコードする遺伝子の
誘導性発現を提供する遺伝子制御エレメントを用いてもよい。誘導性遺伝子制御エレメン
ト（例えば、誘導性プロモーター）の使用によって、細胞中のタンパク質の産生の調節が
可能になる。真核生物細胞における使用のための潜在的に有用な誘導性遺伝子制御エレメ
ントの非限定的な例としては、ホルモン調節性エレメント（例えば、Ｍａｄｅｒ，Ｓ．お
よびＷｈｉｔｅ，Ｊ．Ｈ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：５
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６０３～５６０７，１９９３を参照のこと）、合成のリガンド調節性エレメント（例えば
、Ｓｐｅｎｃｅｒ，Ｄ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６２：１０１９～１０２
４，１９９３を参照のこと）および電離放射線－調節性エレメント（例えば、Ｍａｎｏｍ
ｅ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３２：１０６０７～１０６１３，１
９９３；Ｄａｔｔａ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　８９：１０１４９～１０１５３，１９９２を参照のこと）が挙げられる。当該分野で
公知のさらなる細胞特異的または他の調節性のシステムは、本明細書に記載の方法および
組成物に従って用いられ得る。
【００５５】
　細胞培養物に対して、およびタンパク質の発現に対して感受性の任意の宿主細胞を本発
明に従って利用してもよい。この宿主細胞は一般には哺乳動物細胞、さらに詳細には動物
細胞、例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である。本発明に従って用い
られ得る哺乳動物細胞の他の非限定的な例としては、ＢＡＬＢ／ｃマウス骨髄腫株（ＮＳ
Ｏ／ｌ、ＥＣＡＣＣ　Ｎｏ：８５１１０５０３）；ヒト網膜芽細胞腫（ＰＥＲ．Ｃ６，Ｃ
ｒｕＣｅｌｌ，Ｌｅｉｄｅｎ，Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）；ＳＶ４０によって形
質転換されるサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ－７，ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）；ヒト胚性
腎臓株（懸濁培養物中での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ら，Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．，３６：５９，１９７７）；ベビー・ハム
スター腎臓細胞（ＢＨＫ，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞
＋／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ，ＵｒｌａｕｂおよびＣｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１６，（１９８０））；マウス・セルトリ細胞（ＴＭ
４，Ｍａｔｈｅｒ，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．，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（Ｖ
ＥＲＯ－７６，ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１　５８７）；ヒト子宮頸癌細胞（ＨｅＬａ，ＡＴＣ
Ｃ　ＣＣＬ　２）；イヌ腎細胞（ＭＤＣＫ，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　３４）；バッファロー・
ラット肝臓細胞（ＢＲＬ　３Ａ，ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１４４２）；ヒト肺細胞（ＷＩ３８
，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；ヒト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２，ＨＢ　８０６５）；マウス
乳腺腫瘍（ＭＭＴ　０６０５６２，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１）；ＴＲＩ細胞（Ｍａｔｈｅｒ
ら，Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，３８３：４４～６８，（１９８２））
；ＭＲＣ　５細胞；ＦＳ４細胞；およびヒト肝細胞腫株（Ｈｅｐ　Ｇ２）が挙げられる。
【００５６】
　ポリペプチド
　宿主細胞で発現可能な任意のポリペプチドは、本発明に従って生成され得る。このポリ
ペプチドは、宿主細胞に内因性である遺伝子から発現されても、または宿主細胞に導入さ
れる異種遺伝子から発現されてもよい。ポリペプチドは、天然に存在するものであっても
よいし、あるいはヒトの手によって操作または選択される配列を有してもよい。本発明に
従って産生されるべきポリペプチドは、天然に個々に生じるポリペプチドフラグメントか
らアセンブルされてもよい。さらに、またはあるいは、この操作されたポリペプチドは、
天然には存在しない１つ以上のフラグメントを含んでもよい。タンパク質またはペプチド
は、標準的な分子生物学の技術を通じたタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドの発現
、天然の供給源からのタンパク質またはペプチドの単離、あるいはタンパク質またはペプ
チドの化学的合成を含む、当業者に公知の任意の技術によって作製され得る。公知の遺伝
子のコード領域は、本明細書に開示の技術を用いて、または当業者に公知のとおり増幅お
よび／または発現されてもよい。あるいは、タンパク質、ポリペプチドおよびペプチドの
種々の市販の調製物が、当業者に公知である。
【００５７】
　本発明に従って望ましくは発現され得る治療用タンパク質は、目的または有用な生物学
的もしくは化学的活性に基づいて選択される場合が多い。例えば、本発明は任意の薬学的
、または市販の関連の酵素、凝固因子、レセプター、抗体、ホルモン、調節因子、抗原、
結合剤などを発現するために使用され得る。本発明に従って産生され得る治療用タンパク
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質の以下の列挙は、実際は単に例示であって、限定する言及ではない。当業者は、任意の
ポリペプチドが本発明に従って発現され得、彼らの特定の必要性に基づいて産生されるべ
き特定のポリペプチドを選択できるということを理解する。
【００５８】
　融合タンパク質
　融合タンパク質は一般に、二次ポリペプチドまたはタンパク質の全てまたは一部に対し
て、Ｎ末端またはＣ末端で連結された、標的化ペプチドの全てまたはかなりの部分を有す
る。例えば、融合によって他の種由来のリーダー配列を使用して異種宿主中のタンパク質
の組み換え発現を可能にしてもよい。別の有用な融合としては、融合タンパク質の精製を
容易にするための抗体エピトープのような免疫学的に活性なドメインの付加が挙げられる
。融合タンパク質は、標的化部分、例えば、可溶性のレセプターフラグメントまたはリガ
ンド、および免疫グロブリン鎖、Ｆｃフラグメント、種々のアイソタイプの重鎖定常領域
（例えば、以下を含む：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＭ、ＩｇＡ１、
ＩｇＡ２、ＩｇＤおよびＩｇＥ）を含んでもよい。例えば、融合タンパク質は、レセプタ
ーの細胞外ドメインを含んでもよく、そして例えば、ヒト免疫グロブリンＦｃ鎖（例えば
、ヒトＩｇＧ１もしくはヒトＩｇＧ４、またはそれの変異型）に融合されてもよい。一実
施形態では、ヒトＦｃ配列は、１つ以上のアミノ酸で変異されており、例えば、野性型配
列から２５４および２５７残基でＦｃレセプター結合が減るように変異されている。融合
タンパク質はさらに、第二部分、例えば免疫グロブリンフラグメントに対して第一の部分
を連結するリンカー配列を含んでもよい。例えば、融合タンパク質は、ペプチドリンカー
、例えば、約４～２０、さらに好ましくは５～１０アミノ酸長のペプチドリンカーを含ん
でもよい；特定の実施形態では、ペプチドリンカーは８アミノ酸長である。例えば、融合
タンパク質は、式（Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ）ｙ（ここでｙは１、２、
３、４、５、６、７または８である）を有するペプチドリンカーを含んでもよい。他の実
施形態では、追加のアミノ酸配列を融合タンパク質のＮ末端またはＣ末端に付加して、発
現、立体的可塑性、検出および／または単離もしくは精製を容易にしてもよい。
【００５９】
　融合の接合部かまたはその付近に切断部位があれば、精製後の外来ポリペプチドの切り
出しが容易になるであろう。他の有用な融合としては、機能的ドメイン、例えば、酵素か
らの活性部位、グリコシル化ドメイン、細胞標的シグナルまたは膜貫通領域の連結が挙げ
られる。融合タンパク質に組み込まれ得るタンパク質またはペプチドの例としては、細胞
増殖抑制タンパク質類、細胞破壊的タンパク質類、プロアポトーシス剤類、血管新生阻害
剤類、ホルモン類、サイトカイン類、増殖因子類、ペプチド薬類、抗体類、Ｆａｂフラグ
メント抗体類、抗原類、レセプタータンパク質類、酵素類、レクチン類、ＭＨＣタンパク
質類、細胞接着タンパク質類および結合タンパク質類が挙げられる。融合タンパク質を生
成する方法は当業者には周知である。このようなタンパク質は、例えば、二機能的架橋試
薬を用いる化学的結合によって、完全な融合タンパク質の新規合成によって、または二次
ペプチドもしくはタンパク質をコードするＤＮＡ配列に対する標的ペプチドをコードする
ＤＮＡ配列の結合によって、続いて、インタクトな融合タンパク質の発現によって産生さ
れ得る。
【００６０】
　抗体
　抗体とは特定の抗原に特異的に結合する能力を有するタンパク質である。薬剤または他
の市販の剤として現在用いられているかまたは検討中である多数の抗体を考慮すれば、本
発明による抗体の産生は特別な関心のものである。例えば、本発明は、産生される抗体の
誤った折り畳みおよび／または凝集が低減される細胞培養中で抗体を産生するために用い
られ得る。
【００６１】
　特定の実施形態では、本発明の方法および／または組成物は、増殖分化因子－８（ＧＤ
Ｆ－８）に対する抗体を産生するために使用される。ＧＤＦ－８抗体の非限定的な例とし
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ては、Ｍｙｏ２９、Ｍｙｏ２８、およびＭｙｏ２２が挙げられる。特定の実施形態では、
本教示に従って産生されるＧＤＦ－８抗体は、ヒトＩｇＧアイソトープの形態で産生され
る。特定の実施形態では、本発明の方法および／または組成物は、その全体が参照によっ
て本明細書に援用される、ＧＤＦ－８に対する中和抗体およびその使用と題された、国際
公開第ＷＯ２００４／０３７８６１号に記載されるようなＭＹＯ２９抗体を産生するため
に使用される。
【００６２】
　本発明に従って産生され得る他の代表的な市販の治療タンパク質としては、例えば、Ａ
ＶＡＳＴＩＮ［Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（ベバシズマブ）］、ＣＡＭＰＡＴＨ［Ａｌｅｍ
ｔｕｚｕｍａｂ（アレンツズマブ）］、ＥＲＢＩＴＵＸ［Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ（セツキシ
マブ）］、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ［ＴＲＡＳＴＵＺＵＭＡＢ（トラスツズマブ）］、ＨＵＭ
ＩＲＡ［Ａｄａｌｉｍｕｍａｂ（アドリムマブ）］、ＬＵＣＥＮＴＩＳ［Ｒａｎｉｂｉｚ
ｕｍａｂ（ラニビズマブ）］、ＭＹＬＯＴＡＲＧ［ｇｅｍｔｕｚｕｍａｂ　ｏｚｏｇａｍ
ｉｃｉｎ（ゲムタズマブオゾガマイシン）］、ＭＹＣＳＣＩＮＴ［Ｉｍｉｃｒｏｍａｂ　
Ｐｅｎｅｔａｔｅ（イミクロマブ　ペンテート）］、ＰＲＯＳＴＡＳＣＩＮＴ［Ｃａｐｒ
ｏｍａｂ　Ｐｅｎｄｅｔｉｄｅ（カプロマブ　ペンデチド）］、ＲＡＰＴＩＶＡ［Ｅｆａ
ｌｉｚｕｍａｂ（エファリズマブ）］、ＲＥＭＩＣＡＤＥ［Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ（イン
フリキシマブ）］、ＲＥＯＰＲＯ［Ａｂｃｉｘｉｍａｂ（アブシキシマブ）］、ＲＩＴＵ
ＸＡＮ［Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ（リツキシマブ）］、ＳＩＭＵＬＥＣＳＴ［Ｂａｓｉｌｘｉ
ｍａｂ（バシルキシマブ）］、ＳＯＬＩＲＩＳ［Ｅｃｕｌｉｚｕｍａｂ（エクリズマブ）
］、ＳＹＮＡＧＩＳ［Ｐａｌｉｖｉｚｕｍａｂ（パリビズマブ）］、ＴＹＳＡＢＲＩ［Ｎ
ａｔａｌｉｚｕｍａｂ（ナタリズマブ）］、ＶＥＣＴＩＢＩＸ［Ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ
（パニツムマブ）］、ＶＥＲＬＵＭＡ［Ｎｏｆｅｔｕｍｏｍａｂ（ノフェツモマブ）］、
ＸＯＬＡＩＲ［Ｏｍａｌｉｚｕｍａｂ（オマリズマブ）］、ＺＡＮＡＰＡＸ［Ｄａｃｌｉ
ｚｕｍａｂ（ダクリズマブ）］、ＺＥＶＡＬＩＮ［Ｉｂｒｉｔｕｍｏｍａｂ　Ｔｉｕｘｅ
ｔａｎ（イブリツモマブチウキセタン）］などが挙げられる。
【００６３】
　特定の実施形態では、上記のモノクローナル抗体、キメラ抗体、またはヒト化抗体は、
天然にはいかなる種のいかなる抗体にも事実上存在しないアミノ酸残基を含む。これらの
外来の残基は例えば、モノクローナル抗体、キメラ抗体またはヒト化抗体に対して新規の
または改変された特異性、親和性またはエフェクター機能を付与するために利用され得る
。
【００６４】
　凝固因子
　凝固因子は、薬剤および／または市販の剤として有効であることが示されている。血友
病Ｂは、罹患者の血液が凝固できない障害である。従って、出血を生じるなんらかの小さ
い傷が可能性としては命にかかわる事象である。血友病のような疾患の処置における組み
換え凝固因子の重要性を考慮すれば、本発明による凝固因子の産生は特に目的のものであ
る。特定の実施形態では、本発明は細胞培養において凝固因子を産生するために用いられ
てもよく、ここでは産生される凝固因子の誤った折り畳みおよび／または凝集が軽減され
る。
【００６５】
　例えば、凝固因子ＩＸ（第ＩＸ因子または「ＦＩＸ」）は、単鎖の糖タンパク質であっ
て、それが欠乏すれば血友病Ｂが生じる。ＦＩＸは、活性化ペプチドの遊離によって２つ
の鎖のセリンプロテアーゼ（第ＩＸａ因子）へ活性化され得る単鎖酵素前駆体として合成
される。第ＩＸａ因子の触媒ドメインは、重鎖に位置する（その全体が参照によって本明
細書に援用される、Ｃｈａｎｇら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，１００：４，１９９
７を参照のこと）。本発明に従って産生され得る他の凝固因子としては、組織因子、およ
びフォン・ヴィレブランド因子および／または市販の血液凝固因子が挙げられる。本発明
に従って産生され得る代表的な市販の血液凝固因子としては、ＡＬＴＥＰＬＡＳＥ［Ｔｉ
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ｓｓｕｅ　Ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ　Ａｃｔｉｖａｔｏｒ；ｔ－ＰＡ］、ＢＥＮＥＦＩＸ
［第ＩＸ因子］、ＨＥＭＯＦＩＬ［抗血友病因子；第ＸＩＩＩ因子］、ＲＥＣＯＭＢＩＮ
ＡＴＥ（組み換え抗血友病因子）などが挙げられる。
【００６６】
　酵素
　薬剤および／または市販の剤として有効であることが示されており、かつ本発明の教示
にしたがって望ましくは産生され得る別の分類のポリペプチドとしては酵素が挙げられる
。疾患の処置および他の商業的用途および製剤学的用途における組み換え酵素の重要性を
考慮すれば、本発明による酵素の産生は特に目的のものである。例えば、本発明は、細胞
培養において酵素を産生するために用いられてもよく、ここでは産生された酵素の誤った
折り畳みおよび／または凝集が軽減されている。本発明に従って産生され得る代表的な市
販の酵素としては、例えば、ＡＣＴＩＶＡＳＥ［Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ａｌｔｅｐｌ
ａｓｅ］、ＣＥＲＥＤＡＳＥ［Ａｌｇｌｕｃｅｒａｓｅ］、ＣＥＲＥＺＹＭＥ［Ｉｍｉｇ
ｌｕｃｅｒａｓｅ］、ＰＵＬＭＯＺＹＭＥ［ＤＮａｓｅ］などが挙げられる。
【００６７】
　増殖因子および他のシグナル伝達分子
　薬剤および／または市販の剤として有効であることが示されており、かつ本発明の教示
に従って望ましくは産生され得る別の分類のポリペプチドとしては、増殖因子および他の
シグナル伝達分子が挙げられる。増殖因子は、細胞によって分泌されて、他の細胞上でレ
セプターに結合しかつレセプターを活性化する糖タンパク質である場合が多く、これがレ
セプター細胞における代謝性または発達性の変化を開始する。増殖因子および他のシグナ
ル伝達分子の生物学的重要性、ならびに可能性のある治療剤としてのそれらの重要性を考
慮すれば、本発明に従うこれらの分子の産生は、特に関心のあるものである。例えば、本
発明は細胞培養中で増殖因子または他のシグナル伝達分子（ここではこの産生された増殖
因子または他のシグナル伝達分子の誤った折り畳みおよび／または凝集が低減されている
）を産生するために用いられてもよい。
【００６８】
　哺乳動物増殖因子およ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
；上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）；血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）；線維芽細胞成長因子
類（ＦＧＦ類）、例えば、ａＦＧＦおよびｂＦＧＦ；トランスフォーミング増殖因子類（
ＴＧＦ類）例えば、ＴＧＦ－αおよびＴＧＦ－β（例えば、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２
、ＴＧＦ－β３、ＴＧＦ－β４、またはＴＧＦ－β５；インスリン様増殖因子－Ｉおよび
－ＩＩ（ＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦ－ＩＩ）；ｄｅｓ（１－３）－ＩＧＦ－Ｉ（脳ＩＧＦ－
Ｉ）、インスリン様増殖因子結合タンパク質類；ＣＤタンパク質類、例えば、ＣＤ－３、
ＣＤ－４、ＣＤ－８、およびＣＤ－１９；エリスロポエチン（代表的な市販のエリスロポ
エチンとしては、例えば、ＡＲＡＮＥＳＥＰ［ダルベポエチン］；ＣＥＡ－ＳＣＡＮ［Ａ
ｒｃｉｔｕｍｏｍａｂ（アルシツモマブ）］、ＥＰＯＧＥＮ［エポエチンα］；ＰＲＯＣ
ＲＩＴ［エポエチンα］）などが挙げられる）；骨誘導因子類；免疫毒素類；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－α、－β、および－
γ（代表的な市販のインターフェロンとしては、例えば、ＡＣＴＩＭＵＮＮＥ［インター
フェロンγ－１ｂ］、ＡＶＯＮＥＸ［インターフェロンβ－１ａ］、ＲＥＢＩＦ［インタ
ーフェロンβ－１ａ］、ＢＥＴＡＳＥＲＯＮ［インターフェロンβ－１ｂ］）などが挙げ
られる）；コロニー刺激因子類（ＣＳＦ類）、例えば、Ｍ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、およ
びＧ－ＣＳＦ（代表的な市販のコロニー刺激因子としては、例えば、ＧＲＡＮＵＣＹＴＥ
、レノグラスチム、ＬＥＵＫＩＮＥ［Ｓａｒｇｒａｍｏｓｔｉｍ（サルグラモスチム）］
）などが挙げられる）；インターロイキン類（ＴＬ類）、例えば、ＩＬ－１～ＩＬ－１０
；腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）αおよびβ；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；黄体形成ホルモン；グルカゴン；凝固因子、
例えば、第ＶＩＩＩＣ因子、第ＩＸ因子、組織因子、およびフォン・ヴィレブランド因子
；抗－凝固因子、例えば、プロテインＣ；心房性ナトリウム利尿因子；肺サーファクタン
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ト；プラスミノーゲン活性化因子、例えば、ウロキナーゼまたはヒトの尿もしくは組織型
プラスミノーゲン活性化因子（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；ランテス（ＲＡＮＴＥＳ）（ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｏｎ　ａｃｔｉｖ
ａｔｉｏｎ　ｎｏｒｍａｌｌｙ　Ｔ－ｃｅｌｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ａｎｄ　ｓｅｃｒ
ｅｔｅｄ（正常Ｔ細胞の発現および分泌の活性制御物質））；ヒトマクロファージ炎症性
タンパク質（ＭＩＰ－１－α）；ミュラー管阻害物質；レラキシンＡ鎖；レラキシンＢ－
鎖；プロレラキシン；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もしくは－６（ＮＴ
－３、ＮＴ－４、ＮＴ－５もしくはＮＴ－６）、または神経成長因子、例えば、ＮＧＦ－
βが挙げられる。当業者は、本発明の方法および組成物に従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承知するであろう。
【００６９】
　レセプター
　薬剤および／または市販の剤として有効であることが示されており、かつ本発明の教示
に従って望ましくは産生され得る別の分類のポリペプチドとしてはレセプターが挙げられ
る。レセプターの生物学的重要性およびそれらの可能性のある治療剤としての重要性を考
慮すれば、本発明によるこれらの分子の産生は特に関心のあるものである。例えば、本発
明は、細胞培養においてレセプターを産生するために用いられてもよく、ここでは産生さ
れたレセプターの誤った折り畳みおよび／または凝集が軽減される。
【００７０】
　レセプターは代表的には、細胞外の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。レセプターはリガンド認識ドメインに加えてタンパク質
キナーゼドメインを有する場合が多い。このタンパク質キナーゼドメインは、リガンド結
合の際に標的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し、これに
よって細胞内の発達または代謝性の変化がもたらされる。特定の実施形態では、膜貫通レ
セプターの細胞外ドメインを、本明細書に開示される方法およびシステムに従って産生す
る。特定の実施形態では、膜貫通レセプターの細胞内ドメインは、本明細書に開示される
方法およびシステムに従って産生される。
【００７１】
　特定の実施形態では、腫瘍壊死因子インヒビターは、腫瘍壊死因子αおよびβレセプタ
ーの形態で（ＴＮＦＲ－１；１９９１年３月２０日公開の欧州特許第４１７，５６３号；
およびＴＮＦＲ－２、１９９１年３月２０日公開の欧州特許第４１７，０１４号、その各
々がその全体が参照によって本明細書に援用される）本発明のシステムおよび方法に従っ
て発現される（概説については、その全体が参照によって本明細書に援用されるＮａｉｓ
ｍｉｔｈおよびＳｐｒａｎｇ，Ｊ　Ｉｎｆｌａｍｍ．４７（１～２）：１～７，１９９５
～９６を参照のこと）。いくつかの実施形態によれば、腫瘍壊死因子インヒビターは、可
溶性のＴＮＦレセプターを含む。特定の実施形態では、腫瘍壊死因子インヒビターは、免
疫グロブリンのＦｃ領域を含む免疫グロブリンタンパク質の任意の部分に融合された可溶
性のＴＮＦＲを含む。特定の実施形態では、本発明のＴＮＦインヒビターはＴＮＦＲＩお
よびＴＮＦＲＩＩの可溶型である。特定の実施形態では、本発明のＴＮＦインヒビターは
、可溶性のＴＮＦ結合タンパク質である。特定の実施形態では、本発明のＴＮＦインヒビ
ターは、ＴＮＦＲ－Ｆｃ、例えば、エタネルセプト（ｅｔａｎｅｒｃｅｐｔ）である。本
明細書において用いる場合、「エタネルセプト」とは、ｐ７５　ＴＮＦ－αレセプターの
細胞外部分の２つの分子（各々の分子は、ヒトＩｇＧ１の２３５アミノ酸のＦｃ部分から
なる）の二量体であるＴＮＦＲ－Ｆｃを指す。本発明によれば、抗老化化合物、例えば、
カルノシンは、ＴＮＦＲ－Ｆｃの産生の間の誤った折り畳みおよび／または凝集されたタ
ンパク質の量を減らすために用いられる。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、本発明に従って産生されるべきレセプターは、レセプターチ
ロシンキナーゼ類（ＲＴＫ類）である。ＲＴＫファミリーは、種々の機能の多くの細胞タ
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イプに重要であるレセプターを包含する（例えば、その各々が参照によって本明細書に援
用される、ＹａｒｄｅｎおよびＵｌｌｒｉｃｈ，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５７
：４３３－４７８，１９８８；ＵｌｌｒｉｃｈおよびＳｃｈｌｅｓｓｉｎｇｅｒ，Ｃｅｌ
ｌ　６１：２４３－２５４，１９９０を参照のこと）。ＲＴＫ類の非限定的な例としては
、腫瘍壊死因子αおよびβのレセプター、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）レセプターファ
ミリーのメンバー、上皮成長増殖因子（ＥＧＦ）レセプターファミリーのメンバー、血小
板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）レセプター、免疫グロブリンおよびＥＧＦ相同性ドメイン－
１（ＴＩＥ－１）およびＴＩＥ－２レセプター（Ｓａｔｏら，Ｎａｔｕｒｅ　３７６（６
５３５）：７０－７４，１９９５、その全体として参照によって本明細書に援用される）
およびｃ－Ｍｅｔレセプターを有するチロシンキナーゼ（そのいくつかは血管形成を直接
または間接的に促進することが示唆されている）が挙げられる（Ｍｕｓｔｏｎｅｎ　ａｎ
ｄ　Ａｌｉｔａｌｏ，Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１２９：８９５－８９８，１９９５）。
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）（キナーゼ挿入
ドメイン含有レセプター（ｋｉｎａｓｅ　ｉｎｓｅｒｔ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎ
ｉｎｇ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）（ＫＤＲ）（Ｔｅｒｍａｎら，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　６：１６
７７－８３，１９９１）または血管内皮細胞増殖因子レセプター２，ＶＥＧＦＲ－２と呼
ばれることもある）、ｆｍｓ－様チロシンキナーゼ－１（Ｆｌｔ－１）（ＤｅＶｒｉｅｓ
らＳｃｉｅｎｃｅ　２５５；９８９－９９１，１９９２；Ｓｈｉｂｕｙａら，Ｏｎｃｏｇ
ｅｎｅ　５：５１９－５２４，１９９０）、（血管内皮細胞増殖因子レセプター１（ＶＥ
ＧＦＲ－１）、ニューロピリン－１と呼ばれるときもある）、エンドグリン、エンドシア
リンおよびＡｘ１が挙げられる。当業者は、本発明に従って発現され得る他のレセプター
を承知するであろう。
【００７３】
　特定の実施形態では、本発明に従って産生されるレセプターとは、Ｇタンパク質カップ
リングレセプター（ＧＰＣＲ）である。ＧＰＣＲ類は薬物の作用および開発のための主な
標的である。実際、レセプターは、現在公知の薬物の半分以上をもたらしており（Ｄｒｅ
ｗｓ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１４：１５１６，１９９６）ＧＰＣ
Ｒ類は、ＧＰＣＲを拮抗するかまたはアゴナイズする臨床的に処方される薬物のうち３０
％で治療介入の最も重要な標的となっている（Ｍｉｌｌｉｇａｎ，Ｇ．ａｎｄ　Ｒｅｅｓ
，Ｓ．，ＴＩＰＳ，２０：１１８～１２４，１９９９）。これらのレセプターは確立され
た、治療標的として証明された歴史を有しているので、本発明によるＧＰＣＲ類の産生も
特に関心のあるものである。
【００７４】
　一般に、本発明の実施者は、目的の彼らのタンパク質またはポリペプチドを選択し、か
つその正確なアミノ酸配列を知るであろう。本発明に従って発現されるべき任意の所定の
ポリペプチドは、それ自体の特定の特徴を有し、かつ培養された細胞の細胞密度または生
存度に影響し得、そして同一の培養条件下で増殖される別のポリペプチドまたはタンパク
質よりも低レベルで発現されてもよい。当業者は、本発明の培地および本明細書に記載の
方法を適切に改変して、所定の発現されたポリペプチドまたはタンパク質の細胞増殖、力
価、折り畳みまたは任意の他の特性を最適化することができるであろう。
【００７５】
　当業者は本発明の方法および組成物に従って発現され得る他の有用なおよび／または所
望のタンパク質を認識するであろう。
【００７６】
　細胞株は所望のタンパク質産物を産生するための種々の技術を用いて培養され得る。細
胞株は、細胞培養培地の目的、または産物の使用に依存して、小規模で産生してもまたは
大規模で産生してもよい。例えば、細胞はバイオリアクターで増殖されてもよい。特定の
実施形態では、このバイオリアクターの容積は、少なくとも１リットルであって、かつ１
０、１００、２５０、５００、１０００、２，５００、５，０００、８，０００、１０，
０００、１２，０００リットル以上の容積であっても、またはその間の任意の値であって
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もよい。さらに、用いられ得るバイオリアクターとしては限定はしないが、攪拌タンクバ
イオリアクター、流動層リアクター、中空糸（ホロー・ファイバー）バイオリアクター、
またはローラーボトルが挙げられる。このシステムはまた、バッチ、フィード・バッチま
たは連続／灌流の方式で操作してもよい。細胞培養培地を管理およびモニターするための
バイオリアクターおよび方式は細胞培養の当業者に公知である。本実施例では、利用され
るシステムは、攪拌タンクバイオリアクターであって、フィード・バッチ方式で操作され
る。
【００７７】
　このバイオリアクターは一般には、接種培地および選択された細胞株、例えば、ＴＮＦ
Ｒ融合タンパク質細胞株（所望のタンパク質産物を安定に発現および産生するようにトラ
ンスフェクトされ得る）を播種される。市販の培地、例えば、最小必須培地（ＭＥＭ，Ｓ
ｉｇｍａ）、Ｈａｍ’ｓＦ１０（Ｓｉｇｍａ）、またはダルベッコの改変イーグル培地（
ＤＭＥＭ，Ｓｉｇｍａ）を基本培地として用いてもよい。次いで、これらの基本培地にア
ミノ酸類、ビタミン類、微量元素類、および／または他の成分類（産生の実行の間に用い
られる接種培地またはフィード培地を産生するため）を補充してもよい。特定の実施形態
では、基本培地は、細胞の堅調な増殖を可能にするため、細胞生存度を増大するため、細
胞生産性を増大するため、積算生細胞密度を増大するため、および／またはカルノシンの
存在下で産生されたタンパク質の量を改善するために変更される。例えば、基本培地に、
ピルビン酸塩、オキサロ酢酸および／またはα－ケトグルタレートを補充してもよい。当
業者は、過度の実験なしに本発明の方法および組成物で用いるための基本培地を変更し得
る。
【００７８】
　特定の実施形態では、細胞は、抗老化化合物を含有する任意の種々の化学的に規定され
た培地で培養され、ここでこの培地の成分は公知であってかつ管理されている。例えば、
規定の培地は代表的には、血清または加水分解産物などの複雑な添加物を含まない。特定
の実施形態では、細胞を、抗老化化合物を含有する任意の種々の複合培地（この培地の全
ての成分が既知であるか、および／または制御されているのではない）中で培養する。特
定の実施形態では、このような抗老化化合物はカルノシンを含む。
【００７９】
　バイオリアクターの条件は、代表的には、約６．５～約７．５のｐＨ設定で管理される
。ｐＨは酸、一般にはＣＯ２、または塩基、例えば、炭酸水素ナトリウムを用いて調節さ
れる。溶存酸素は、空気飽和の約５～９０％で制御され、温度は増殖期の間、３０℃～４
２で保持される。細胞培養の当該分野おける当業者は、所望の結果を得るために使用され
る細胞株および方法に基づいてバイオリアクターの条件を過度の実験なしに変更し得る。
【００８０】
　本発明の組成物および方法は、タンパク質の発現の影響を受けやすい任意の細胞培養方
法またはシステムで用いられ得る。例えば、目的のタンパク質を発現する細胞は、バッチ
培養またはフィード・バッチ培養で増殖されてもよく、ここでこの培養は、タンパク質の
十分な発現後に終わり、その後にその発現されたタンパク質が回収され必要に応じて精製
される。あるいは、目的のタンパク質を発現する細胞は、灌流培養で増殖されてもよく、
ここでは培養は終わらず、新しい栄養および他の成分がその培養に定期的にまたは連続的
に添加され、その間その発現されたタンパク質は定期的にまたは連続的に回収される。
【００８１】
　細胞が播種された後、それは、増殖期を経過し、その間、その細胞の数は一般には指数
関数的に増大する。増殖期の間、細胞培養の温度もしくは温度範囲は、細胞培養物が生き
たままであるか、高レベルのタンパク質が産生されるか、代謝性廃棄産物の産生または蓄
積が最小限になる温度もしくは温度範囲か、および／またはこれらの任意の組み合わせも
しくは実施者によって重要とみなされる他の要因に主に基づいて選択される。非限定的な
例として、ＣＨＯ細胞はよく増殖して、高レベルまたはタンパク質を約３７℃で産生する
。一般には、ほとんどの哺乳動物細胞はよく増殖するか、および／または約２５℃～４２
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℃の範囲内で高レベルもしくはタンパク質を産生し得るが、本発明の開示によって教示さ
れる方法は、これらの温度に限定されない。特定の哺乳動物細胞はよく増殖するか、およ
び／または約３５℃～４０℃の範囲内で高レベルのタンパク質を産生し得る。特定の実施
形態では、この細胞培養物は、増殖期の間、１回以上、２０、２１、２２、２３、２４、
２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３
８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、または４５℃という温度で増殖される。当業
者は、細胞の要件、および実施者の産生の要件に依存して、細胞を増殖する適切な温度ま
たは温度範囲を選択できる。
【００８２】
　増殖期の後は移行期であって、この間は、細胞は、温度変化のような周囲に生じる任意
の変化に適応する。生じる変化は代表的には、産生期のパラメーターである。本実施例で
は、４日目、温度は、約３７℃から約３１℃に低下した。しかし、この温度シフトは、２
回以上生じてもよく、かつ下向き方向にいく必要はない。さらに、移行期および温度シフ
トは、産生の実行の間、任意の日に生じ得る。産生の方法のほとんどが、多段階のプロセ
スを含むが、カルノシンはまた、単相のプロセスで利用されてもよい。
【００８３】
　培養の温度をシフトする場合、その温度シフトは、比較的徐々にであってもよい。例え
ば、温度変化を完了するためには数時間または数日間を要する場合がある。あるいは、温
度シフトは、比較的急激であってもよい。温度は培養プロセスの間、着実に増大されても
減少されてもよい。あるいは、温度は、培養プロセスの間種々の時間で別個の量で増大さ
れても減少されてもよい。この引き続く温度（単数または複数）または温度範囲（単数ま
たは複数）は、最初のまたは以前の温度（単数または複数）または温度範囲（単数または
複数）よりも低くても高くてもよい。当業者は、多数の別個の温度シフトがこれらの実施
形態に包含されるということを理解する。例えば、温度は一回シフトされてもよく（高い
方または低い方の温度または温度範囲へのいずれか）、この細胞は特定の期間、この温度
または温度範囲で維持され、その後にその温度が新しい温度または温度範囲へ再度シフト
されてもよく、ここで前の温度または温度範囲よりもこの温度または温度範囲は高くても
低くてもよい。各々の別個のシフトの後の培養の温度は、一定であってもよいし、または
特定の温度範囲内で維持されてもよい。
【００８４】
　最終的に、細胞数が実質的に増大しないが、細胞が所望のタンパク質産物を産生する産
生期がある。しかし、当業者は、特定の実施形態では、細胞が産生期の間増殖しかつ数が
増大し続け得るということを理解するであろう。この相の間、バイオリアクターの環境は
、細胞が産生性である可能性がさらに高い条件で制御される。例えば、温度は一般には、
タンパク質産物の産生が誘導される、増殖期の温度とは違う温度、例えば３１℃で保持さ
れる。産生の実行を通じて、細胞は、その細胞に必要であり得る栄養物および補充物を含
有するフィード培地を供給され得る。例えば、特定の場合、引き続く産生期の間、細胞に
よって枯渇されるかまたは代謝されている栄養物または他の培地成分を細胞培養物に対し
て補充することが有益または必須であり得る。非限定的な例として、ホルモンおよび／ま
たは他の増殖因子、特にイオン（例えば、ナトリウム、塩化物、カルシウム、マグネシウ
ム、およびホスフェート）、緩衝液、ビタミン、ヌクレオシドまたはヌクレオチド、微量
元素（通常は極めて低い最終濃度で存在する無機化合物）、アミノ酸、脂質、またはグル
コースもしくは他のエネルギー源を用いて細胞培養を補充することが有益または必要であ
る場合がある。これらの補充成分は全てが細胞培養物に一度に添加されてもよいし、また
は一連の付加で細胞培養物に提供されてもよい。特定の実施形態では、抗老化化合物が、
産生期の間に１回以上フィード培地に提供される。
【００８５】
　特定の実施形態によれば、抗老化化合物、例えば、カルノシンの、産生期の間の細胞培
養培地中での使用は、接種培地に提供されようと、またはフィード培地に提供されようと
、細胞生存度、および／または特異的なタンパク質産生を増大し、これによって産生され
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るタンパク質の全体的収率を改善する。
【００８６】
　タンパク質産物プロセスの局面は、細胞培養の分野における当業者によって決定される
。パラメーター、例えば、播種密度、産生物培養の期間、収集の間の操作条件（とりわけ
、上述のものを含む）が、細胞株および細胞培養培地の関数である。従って、このパラメ
ーターは、細胞培養の分野において当業者によって過度の実験なしに決定され得る。
【００８７】
　増殖期の間の温度または温度範囲と同様、産生期の間の細胞培養の温度または温度範囲
は、細胞培養物が生きたままであり、高レベルのタンパク質が産生され、産物もしくは代
謝性廃棄産物の蓄積が最小化される温度もしくは温度範囲か、および／またはこれらの任
意の組み合わせ、または実施者によって重要とみなされる他の要因に主に依存して選択さ
れる。一般には、ほとんどの哺乳動物細胞は、生きたままであり、約２５℃～４２℃の範
囲内で高レベルまたはタンパク質を産生するが、本開示によって教示される方法は、これ
らの温度に限定されない。特定の実施形態では、哺乳動物細胞は、生きたままであり、か
つ約２５℃～３５℃という範囲内で高レベルまたはタンパク質を産生する。特定の実施形
態では、この細胞培養物は、産生期の間１回以上、２０、２１、２２、２３、２４、２５
、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、
３９、４０、４１、４２、４３、４４、または４５℃という温度で増殖される。当業者は
、産生期の間に細胞を増殖する適切な温度（単数または複数）または温度範囲（単数また
は複数）を、細胞の特定の要件、および実施者の特定の産生要件に依存して選択可能であ
る。細胞は、実施者の必要性および細胞自体の要件に依存して、任意の時間増殖され得る
。
【００８８】
　特定の実施形態では、バッチ培養および／またはフィード・バッチ培養は、実施者の要
件によって決定されるとおり、培養物が１つ以上の関連の培養条件に一旦達すれば終わら
される。特定の実施形態では、バッチ培養またはフィード・バッチ培養は、発現されるタ
ンパク質が十分に高い力価に一旦達すれば、細胞密度が十分に高いレベルに一旦達すれば
、発現されるタンパク質が十分に高い細胞密度に一旦達すれば、および／または代謝性廃
棄産物（例えば、乳酸塩および／またはアンモニウム）の望ましくない産生もしくは蓄積
を妨げるために終わらされる。当業者は、実験的、商業的および／または他の考慮に基づ
いて、バッチ培養またはフィード・バッチ培養が終わらされるべきときを決定するために
用いられ得る他の関連の培養条件を承知するであろう。
【００８９】
　特定の実施形態では、産生の実施後に、タンパク質産物を、細胞培養培地から回収して
、さらに伝統的な分離技術を用いて単離する。例えば、タンパク質は最初に遠心分離によ
って分離して、そのタンパク質を含む上清を得てもよい。さらに、またはあるいは、タン
パク質産物は、宿主細胞の表面に結合されてもよい。このような実施形態では、この培地
を取り出して、そのタンパク質を発現する宿主細胞を精製プロセスの第一段階として溶解
する。哺乳動物宿主細胞の溶解は、ガラスビーズによる物理的破壊および高いｐＨ条件へ
の暴露を含む、当業者に公知の多数の手段によって達成され得る。
【００９０】
　従来のタンパク質精製方法を用いて、タンパク質はさらに単離され得る。所望のタンパ
ク質産物を単離および精製する方法は、細胞培養の当該分野において公知である。特定の
方法は、用いられる細胞株および求められる産物に依存する。
【００９１】
　抗老化化合物、例えば、カルノシンは、特定の細胞培養プロセスに最適の時間で培養培
地に添加され得る。本実施例には、カルノシンの添加は、増殖期が実質的に完了した後に
行い、移行期である。添加の間、細胞培養培地は、温度シフトから生じる新しい温度に適
応されている。移行期は一般には、剤が添加されて産生期の開始が補助されたときである
。しかし、カルノシンは増殖期および産生期を含む、最適結果を生じる産生試行の間、任
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意のポイントで添加されてもよい。カルノシンはまた、フィード培地などの他の成分と組
み合わせて添加されてもよい。特定の実施形態では、抗老化化合物は、接種培地に提供さ
れ、細胞培養プロセス全体の間に細胞培養中に存在する。特定の実施形態では、２つ以上
の抗老化化合物が、細胞培養培地に提供される。特定の実施形態では、２つ以上の抗老化
化合物が接種培地中に提供され、全体的細胞培養プロセスの間に細胞培養中に存在する。
特定の実施形態では、２つ以上の抗老化化合物が提供され、ここでは１つの抗老化化合物
が、接種培地に提供されて、細胞培養プロセス全体の間に細胞培養に存在するが、細胞培
養が開始された後、別の抗老化化合物が提供される。
【００９２】
　特定の実施形態では、細胞培養中に存在する抗老化化合物の濃度は、種々の細胞タイプ
および産物について異なる。特定の実施形態では、存在するカルノシンの濃度は、種々の
細胞タイプおよび産物について異なる。一般には、その濃度は、毒性効果なしに産生性お
よび質を向上するのに十分である。本実施例のためには、この範囲としては、限定はしな
いが５ｍＭ～１００ｍＭが挙げられる。用いられるカルノシンの濃度は、細胞培養培地に
依存して変化し得ることが理解される。特定の細胞株のカルノシンの適切な濃度は、従来
の方法を用いて、例えば、２Ｌのバイオリアクターなどの慣用的な小規模の実験で決定さ
れることが必要である場合もある。当業者は、当該分野で公知の細胞培養技術および診断
方法を用いて、過度の実験なしにカルノシンまたは他の抗老化化合物の利点または最適濃
度を決定できる。
【００９３】
　化合物ではなく、カルノシンまたは別の抗老化化合物を添加することの１つの利点は、
生存度に対する効果である。代表的には、酪酸ナトリウムなどの化合物の添加にともなっ
て細胞増殖は中断し、生きている細胞数が低下する（Ｋｉｍら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　
Ｂｉｏｅｎｇ，７１：１８４～１９３，１８４）。しかし、以下の実施例は、細胞培養培
地に対するカルノシンの添加が、カルノシンなどの抗老化化合物の非存在下で増殖される
細胞培養で観察されるよりも収集の時点で高い生存度を生じるということを示す。さらに
、このようなカルノシン含有細胞培養は、特異的な生産性の増大を示す。細胞生存および
特異的生産性に対する正の効果を考慮すれば、全体的収率は高い。
【００９４】
　カルノシンなどの抗老化化合物が高分子量凝集体の量および／または酸性種の数を減ら
すということが別の利点である。高分子量凝集体および酸性種の量を減らすことで、タン
パク質産物の精製が簡単になる。タンパク質をさらに効率的に単離することを可能にすれ
ば、タンパク質産物を産生する費用は低下する。特定の実施形態では、抗老化化合物、例
えば、カルノシンを用いて、誤って折り畳まれたタンパク質および／または凝集されたタ
ンパク質の量を減らす。特定の実施形態では、カルノシン以外の抗老化化合物を用いて、
高分子量凝集体および／または酸性種の量を減らす。特定の実施形態では、２つ以上の抗
老化化合物を用いて、高分子量凝集体および／または酸性種の量を減らす。
【００９５】
　特定の実施形態では、細胞は、米国特許出願第１１／２１３，３０８号、同第１１／２
１３，３１７号、および同第１１／２１３，６３３号（その各々が２００５年８月２５日
に出願され、その各々が本明細書においてその全体が参照によって援用される）に記載の
任意の細胞培養方法に従って増殖される。例えば、特定の実施形態では、細胞は、培養ア
ミノ酸濃度が約７０ｍＭより大きい培養培地中で増殖され得る。特定の実施形態では、細
胞は、累積アスパラギンに対する累積グルタミンのモル比が約２未満である培養培地中で
増殖されてもよい。特定の実施形態では、細胞は、累積総アミノ酸に対する累積グルタミ
ンのモル比が約０．２未満である培養培地中で増殖されてもよい。特定の実施形態では、
細胞は、累積総アミノ酸に対する累積無機イオンのモル比が約０．４～１である培養培地
中で増殖されてもよい。特定の実施形態では、細胞は、組み合わせた累積グルタミンおよ
び累積アスパラギンの濃度が約１６～３６ｍＭである培養培地中で増殖されてもよい。特
定の実施形態では、細胞は、前述の培地条件のうち２、３、４または５つ全てを含む培養
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培地中で増殖されてもよい。このような培地の使用によって、高レベルのタンパク質産生
が可能になり、アンモニウムおよび／または乳酸塩のような特定の望ましくない因子の蓄
積が減らされる。
【００９６】
　ある実施形態では、細胞を２００６年７月１３日出願であり、かつその全体が参照によ
って本明細書に援用される、米国仮特許出願第６０／８３０，６５８号に記載される１つ
以上の条件のもとで増殖する。例えば、ある実施形態では、マンガンを約１０～６００ｎ
Ｍの濃度で含む培養培地中で細胞を増殖する。ある実施形態では、マンガンを約２０～１
００ｎＭの濃度で含む培養培地中で細胞を増殖する。いくつかの実施形態では、マンガン
を約４０ｎＭの濃度で含む培養培地において細胞を増殖する。糖タンパク質増殖における
このような培地の使用は、改良されたグリコシル化パターン（例えば、１つ以上のオリゴ
糖鎖中の多数の共有結合した糖残基）を有する糖タンパク質の産生が生じる。
【００９７】
　本発明の特定の実施形態では、本発明の１つ以上の方法に従って産生されるタンパク質
は、薬理学的活性を有し、かつ製剤の調製に有用である。本発明の１つ以上の方法に従っ
て産生されるタンパク質は、被験体に投与されてもよいし、または最初に、非経口（例え
ば、静脈内）、皮内、皮下、経口、経鼻、気管支、眼、経皮（局所）、経粘膜、直腸およ
び膣内経路を含むがこれらに限定されない任意の利用可能な経路による送達のために処方
されてもよい。本発明の薬学的組成物は代表的には、哺乳動物細胞株から発現される精製
されたタンパク質、送達因子（すなわち、上記のようなカチオン性ポリマー、ペプチド分
子輸送体、サーファクタントなど）を、薬学的に受容可能な担体と組み合わせて含む。本
明細書において用いる場合、「薬学的に受容可能な担体」という言葉は、薬学的な投与に
適合する、溶媒、分散媒体、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅
延剤などを包含する。補充的活性化合物も、この組成物に組み込まれてもよい。
【００９８】
　薬学的組成物は、投与の意図する経路に適合するように処方される。このような処方物
は、当業者に公知である。特定の実施形態では、本発明によって産生されるタンパク質は
、経口型および／または非経口型で処方される。特定の実施形態では、投与の容易性およ
び投薬の均一性のために、このような経口型および／または非経口型を単位剤形として処
方し、ここでは各々の単位が、必要な薬学的担体と会合して所望の治療効果を生じるよう
に計算された所定の量の活性タンパク質を含む。当業者は、本発明に従って産生されるタ
ンパク質に適切な単剤形処方物を承知するであろう。
【００９９】
　特定の実施形態および局面は、上記で詳細に考察される。本開示はさらに、以下の非限
定的な実施例によって例示される。しかし、当業者は、これらの実施形態に対する種々の
改変が、添付される特許請求の範囲内であることを理解する。カルノシンおよび／または
他の抗老化化合物の添加が他の哺乳動物細胞培養物およびタンパク質産物に等しく適用可
能であることが注目される。本発明の範囲を規定するのは請求の範囲およびその等価物で
あって、本発明は、特定の実施形態には限定されず、その説明によって限定されることも
なく、そうあるべきでもない。
【実施例】
【０１００】
　（実施例１）
　ディッシュ規模のカルノシン実験
　ＭＹＯ－２９細胞株は、１Ｌの操作容積を有するバイオリアクター中で無血清の産生培
地中で培養して、４日目に３７℃～３１℃に温度シフトした。バイオリアクターのｐＨは
、７．００で保持されて、溶存酸素は３０％空気飽和であった。次いで細胞培養培地は、
４日、７日および１０日にバイオリアクターから採取して、８ｍｌの操作容積を有する培
養デッシュに入れて、３１℃のインキュベーターに入れ、ここでこのディッシュ培養を１
２日まで培養した。この細胞に５日および７日にフィード培地を補充した。５日目、１０
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％（ｖ／ｖ）のフィード培地をこの細胞培養物に添加し、７日目に、５％（ｖ／ｖ）のフ
ィード培地を細胞培養物に添加した。１０ｍＭのカルノシンをそれぞれ４日、７日および
１０日に、このディッシュに添加し、その細胞培養培地を１２日目に回収した。
【０１０１】
　図１ａは、７日目の培養物中における酸性ピークの量に対するカルノシン添加の効果を
示す。図１ｂは、７日の培養での高分子量凝集体に対するカルノシンの効果を示す。図１
ｃは、４日、対７日、対１０日の酸性ピークに対するカルノシン添加の効果を示す。図１
ｄは、同じ実験の結果、ただし高分子量凝集体についてを示す。全体として、カルノシン
は、培養ディッシュにおいて酸性ピークおよび高分子量凝集体の両方を減らすことによる
正の効果を有した。
【０１０２】
　（実施例２）
　細胞培養培地に対するカルノシン添加の効果
　５つのバイオリアクターに、無血清接種培地中のＭＹＯ－２９細胞株の１Ｌの操作容積
を用いて０．９×１０６細胞／ｍｌで接種した。全てのバイオリアクターに、１４日の試
行の３、５、７および１２日に５（ｖ／ｖ）％のフィード培地を供給した。フィード培地
の５％（ｖ／ｖ）の１０日目の供給を２つのコントロールのバイオリアクターに添加し、
その一方はカルノシンを含んでいた。バイオリアクターの条件は、３７℃の温度、７．０
０のｐＨおよび３０％の空気飽和の溶存酸素値で保持した。攪拌速度は、２００ｒｐｍで
あって、散布ガスは空気と７％の二酸化炭素との組み合わせであった。
【０１０３】
　全ての細胞を４日間培養し、この時点で２０ｍＭのカルノシンを２つのバイオリアクタ
ーに添加し、コントロールにはカルノシンの添加をせず、その温度はまた４日目に全ての
バイオリアクター中で３１℃にシフトした。そのバイオリアクターは、産生の試行の１４
日目に回収した。サンプルは、細胞培養培地の進行をモニターするために試行全体にわた
って採取した。コントロールは期待とおりに機能した。
【０１０４】
　図２ａは、日々の生細胞密度を示す。図２ｂは、カルノシンを有するバイオリアクター
の日々の細胞生存度が、カルノシンなしの２つのバイオリアクターに比較して回収された
時点で高かったことを示す。図２ｃは、バイオリアクターの日々の力価およびカルノシン
が存在する２つのバイオリアクターが回収の時点でより高い力価を有したことが示される
。カルノシンを有する培養物は、図２ｄに示されるさらに優れた累積特異的細胞産生性を
有した。図２ｅは、高分子量凝集体の量を示し、かつ本発明のカルノシンでバイオリアク
ター中の高分子量凝集体の量が低下することを示す。
【０１０５】
　（実施例３）
　種々の濃度のカルノシン添加の効果
　４つのバイオリアクターに、無血清接種培地中のＭＹＯ－２９細胞株の１Ｌの操作容積
を用いて０．４×１０６細胞／ｍｌで接種した。全てのバイオリアクターに、１４日の試
行の７日に５％（ｖ／ｖ）のフィード培地を全て供給した。バイオリアクターの条件は、
３７℃の温度、７．００のｐＨおよび３０％の空気飽和の溶存酸素値で保持した。攪拌速
度は、２００ｒｐｍであって、散布ガスは空気と７％の二酸化炭素との組み合わせであっ
た。
【０１０６】
　全ての細胞を４日間培養し、この時点で温度はバイオリアクターの全てにおいて３１℃
にシフトした。また４日目、２０ｍＭのカルノシンを１つのバイオリアクターに添加し、
第二は、４０ｍＭのカルノシンを添加し、そのコントロールはなんらカルノシンを添加し
なかった。全てのバイオリアクターは、産生の試行の１２日目に回収した。サンプルは、
細胞培養培地の進行をモニターするために試行全体にわたって採取した。コントロールは
一般に期待とおりに機能したが、１つのコントロールは前に示されたよりもわずかに低い
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【０１０７】
　図３ａは、日々の生細胞密度を示し、異なるバイオリアクターは、４ｍＭのカルノシン
を有するバイオリアクター以外は、全く同様である。図３ｂは、カルノシンを有するバイ
オリアクターの日々の細胞生存度が、カルノシンなしの２つのコントロールのバイオリア
クターに比較して回収された時点で高い生存度だったことを示す。図３ｃは、日々の力価
；カルノシンが添加されたバイオリアクターおよびコントロールの１つが同様であったこ
とを示す。４０ｍＭのカルノシンを有するバイオリアクターは、より高い累積特異的細胞
産生性を有した（図３ｄ）。図３ｅは、高分子量凝集体の量を示しており；全体として、
コントロールに比較してカルノシン添加では高分子量凝集体の低下がある。
【０１０８】
　（実施例４）
　組み換えＴＮＦＲ融合タンパク質の産物特徴を改善するための哺乳動物細胞培養におけ
るカルノシンの使用
　ＴＮＦＲ融合タンパク質細胞株は、１Ｌの操作容積を有するバイオリアクター中で無血
清産生培地中で培養した。１日目、温度を３７℃から２９．５℃にシフトし、酪酸ナトリ
ウムを１ｍＭの最終濃度に添加して、ＨＭＢＡを最終濃度３ｍＭに添加した。バイオリア
クターのｐＨは、６．９５に保持し、溶存酸素は６０％空気飽和であった。２日目、カル
ノシンを２０ｍＭの最終濃度まで培養物に添加した。細胞に、３、６、８および１０日目
に５％（ｖ／ｖ）のフィード培地を補充した。細胞培養培地は、１２日目に回収した。４
つの別個のコントロールのバイオリアクターを行い、ここでは組み換えＴＮＦＲ融合タン
パク質を発現するＣＨＯ細胞を、カルノシンを２日目に添加しなかったこと以外は上記と
同一の条件下で増殖した。図４～１１のコントロールのデータは、４つのコントロールの
バイオリアクター試行の平均である。
【０１０９】
　図４および図５から理解されるとおり、細胞増殖および細胞生存度は、カルノシン添加
によって有意に影響されなかった。図６は、疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ
）によって測定した場合、誤った折り畳まれ、そして／または凝集されたＴＮＦＲ融合タ
ンパク質の量が、カルノシンを含む培地中で細胞が増殖されたとき有意に低下したことを
示す。図７は、サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）で測定した高分子量（ＨＭＷ）
凝集体の量がまた、カルノシンを含む培地中でＴＮＦＲ融合タンパク質を発現する細胞が
増殖されたとき有意に低下したことを示す。図８および図９は、それぞれ産物の力価およ
び特異的細胞生産性は、ＴＮＦＲ融合タンパク質を発現する細胞がカルノシンを含む培地
中で増殖されたとき増大したことを示す。最終的に、図１０および図１１は、産生された
ＴＮＦＲ融合タンパク質のグリコシル化は、この細胞がカルノシンを含む培地中で増殖さ
れたとき有意に異なることがなかったことを示す。
【０１１０】
　本開示のいくつかの実施形態は、本明細書に記載されているが、上記の説明は単なる例
示である。本明細書に開示される実施形態のさらなる改変が細胞培養の当業者には思い浮
かび、そして全てのこのような改変は、添付される請求の範囲に規定されるとおり実施形
態の範囲内であるものとみなされる。
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