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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類細胞培養により産生される組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含
量を低減させる方法であって、
　Ｎ－グリコシル化経路に関与するタンパク質を過剰発現するように哺乳類宿主細胞をト
ランスフェクトすることと、ここで、前記Ｎ－グリコシル化経路に関与する前記タンパク
質は、Ｎ－アセチル－グルコサミン転移酵素－１（Ｍｇａｔ１によりコードされる）；Ｎ
－アセチル－グルコサミン転移酵素－２（Ｍｇａｔ２によりコードされる）；及びそれら
の組み合わせからなる群より選択され、
　前記哺乳類宿主細胞を培養して、哺乳類細胞培養を確立することと
を含み、
　前記哺乳類宿主細胞は、少なくとも１つの組換えタンパク質を発現し、
　前記組換えタンパク質の前記高マンノース型グリコフォーム含量は、Ｎ－グリコシル化
経路に関与するタンパク質を過剰発現するようにトランスフェクトされる前の前記哺乳類
宿主細胞により産生される前記組換えタンパク質と比較して、低減されており、
　前記組換えタンパク質の前記高マンノース型グリコフォーム含量は、１０％以下である
、方法。
【請求項２】
　前記Ｎ－グリコシル化経路に関与する２つ以上のタンパク質を発現するように前記哺乳
類宿主細胞をトランスフェクトし、前記タンパク質が、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２；Ｍｇ
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ａｔ１及びＳｌｃ３５ａ２によりコードされるＵＤＰ－ガラクトース輸送体；Ｍｇａｔ２
及びＳｌｃ３５ａ２；並びにＭｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２からなる群から
選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記哺乳類宿主細胞が、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２を発現するようトランスフェクトさ
れている、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記哺乳類宿主細胞が組換えタンパク質を発現するように予めトランスフェクトされて
おり、Ｎ－グリコシル化経路に関与するタンパク質を発現するようにその後トランスフェ
クトされる、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記哺乳類宿主細胞が最初にＮ－グリコシル化経路に関与するタンパク質でトランスフ
ェクトされ、その後組換えタンパク質を発現するようにトランスフェクトされる、請求項
１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記組換えタンパク質が、抗体Ｆｃ領域を含むタンパク質である、請求項１～５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記組換えタンパク質が、Ｆｃ融合タンパク質、抗体、免疫グロブリン、及びペプチボ
ディー（ｐｅｐｔｉｂｏｄｙ）からなる群より選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　Ｎ結合型グリコシル化に関与するタンパク質を過剰発現するようにトランスフェクトさ
れている前記細胞内で発現される前記組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム
含量が、Ｎ結合型グリコシル化に関与するタンパク質を過剰発現するようにトランスフェ
クトされる前の前記哺乳類宿主細胞により産生される組換えタンパク質の高マンノース型
グリコフォーム含量と比較して低減されている、請求項１～７のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項９】
　前記高マンノース型グリカン種が、マンノース５（Ｍａｎ５）；マンノース６（Ｍａｎ
６）；マンノース７（Ｍａｎ７）；マンノース８（マンノース８ａ及び８ｂ（Ｍａｎ８ａ
及び８ｂ）を含む）；Ｍａｎ８ａ及び８ｂ、及びマンノース９（Ｍａｎ９）；又はそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記組換えタンパク質の前記高マンノース型グリコフォーム含量が、５％以下である、
請求項８又は９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記哺乳類細胞培養が、流加培養、灌流培養、又はそれらの組み合わせである、請求項
１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記培養が、交互接線流（ＡＴＦ）を用いて灌流される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　灌流が前記細胞培養の１日目又はその前後から９日目又はその前後に開始される、請求
項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　灌流が前記細胞培養の３日目又はその前後から７日目又はその前後に開始される、請求
項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞が産生期に達したときに灌流が開始される、請求項１２～１４のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１６】
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　灌流が限外濾過膜又は精密濾過膜を用いる交互接線流により達成される、請求項１５に
記載の方法。
【請求項１７】
　前記細胞培養が流加により維持される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記培養が産生中に３回供給を受ける、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記培養が、２日目と４日目の間の日、５日目と７日目の間の日、及び８日目と１０日
目の間の日に供給を受ける、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記培養が産生中に４回供給を受ける、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記培養が、２日目と４日目の間の日、５日目と６日目の間の日、７日目と８日目の間
の日、及び８日目と１０日目の間又はそれ以降に供給を受ける、請求項２０に記載の方法
。
【請求項２２】
　前記哺乳類細胞培養が、無血清培養培地中、少なくとも０．５×１０６から３．０×１
０６細胞／ｍＬで前記バイオリアクターに播種することにより確立される、請求項１２～
２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記哺乳類細胞がチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である、請求項１～２２
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記方法が、前記組換えタンパク質を回収することをさらに含む、請求項１２～２３の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記回収された組換えタンパク質が精製され、医薬的に許容され得る製剤に製剤化され
る、請求項２４に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、概して、ＣＨＯ細胞培養物などの哺乳類細胞培養物を含む細胞培養により産
生される組換えタンパク質の１つまたは複数の特性を調節するためのプロセスに関する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本出願は、参照により本明細書に組み込まれる２０１４年１月２９日に出願された米国
仮特許出願第６１／９３３，１９２号の利益を主張する。
【背景技術】
【０００３】
　グリコシル化は、哺乳類細胞における一般的な翻訳後修飾であり、チャイニーズハムス
ター卵巣（ＣＨＯ）細胞内で産生される正常ヒト免疫グロブリン及び治療用モノクローナ
ル抗体（ｍＡｂ）の両方が糖タンパク質である。治療用ｍＡｂの薬物動態学的特性及びエ
フェクター機能は両方ともグリコシル化により影響され得る。フコース及びガラクトース
などの末端糖は、抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）及び補体依存性細胞障害に影響し得る
（ＣＤＣ；Ｗｒｉｇｈｔ，Ａ．ａｎｄ　Ｓ．Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ（１９９７）１５：２６－３２）。高マンノース型グリカンは、ある特
定のｍＡｂの血清クリアランスを増加させ得、それゆえ潜在的に有効性に影響し得る（Ｇ
ｏｅｔｚｅ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１１）Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　２１：９４９－５
９）。あるいは、高マンノース型グリコフォームは、ＦｃガンマＩＩＩ受容体への抗体の
親和性を増加させることができ、それゆえある特定の抗体のＡＤＣＣ活性を増加させるこ
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とができる（Ｙｕ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１２）ＭＡｂｓ　４：４７５－８７）。ゆえに
、各組換えｍＡｂについては、ｍＡｂの治療可能性を最も良好に支持するある特定のグリ
コシル化プロファイルを維持する必要がある。
【０００４】
　細胞培養においてタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含量を操作する方法は、
培地組成、重量オスモル濃度、ｐＨ、温度等における変化を含む（Ｙｕ，ｅｔ　ａｌ．，
前出、Ｐａｃｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，前出、Ｃｈｅｅ　Ｆｕｒｎｇ　Ｗｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ
．（２００５）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ　８９：１６４－１７７；Ａｈｎ，
ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ　１０１：１２３４－４
４）。これらの方法の実効性は、細胞株、分子型及び培地環境に特異的であり、典型的に
は試行錯誤により得られる。加えて、これらの方法は、抗体産生能、細胞培養の挙動及び
他の抗体品質特性を変える傾向もある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｗｒｉｇｈｔ，Ａ．ａｎｄ　Ｓ．Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｔｒｅｎｄｓ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（１９９７）１５：２６－３２
【非特許文献２】Ｇｏｅｔｚｅ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１１）Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ
　２１：９４９－５９
【非特許文献３】Ｙｕ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１２）ＭＡｂｓ　４：４７５－８７
【非特許文献４】Ｃｈｅｅ　Ｆｕｒｎｇ　Ｗｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ　８９：１６４－１７７
【非特許文献５】Ａｈｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎ
ｇ　１０１：１２３４－４４
【発明の概要】
【０００６】
　ＣＨＯ産生培養性能及び抗体収率を損なうことなく、ｍＡｂの高マンノース型グリコフ
ォーム（特にマンノース５）を制御することができる機構を同定する必要性が依然として
存在する。そのような方法は、治療用タンパク質のプロセス開発に有益だろう。本発明は
、Ｎ－グリコシル化経路に関与するタンパク質の発現のレベルを操作することにより高マ
ンノース型グリコフォーム含量を制御する方法を提供する。
【０００７】
　本発明は、哺乳類細胞培養プロセス中に組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォ
ーム含量を制御する方法であって、Ｎ－グリコシル化経路に関与するタンパク質を過剰発
現するように宿主細胞を形質転換させることを含む、前記方法を提供する。本発明は、哺
乳類細胞培養プロセス中に組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含量を低減
させる方法をさらに提供する。一実施形態では、タンパク質は、Ｎ－アセチル－グルコサ
ミン転移酵素－１（Ｍｇａｔ１によりコードされる）であり；本発明の別の実施形態では
、タンパク質は、Ｎ－アセチル－グルコサミン転移酵素－２（Ｍｇａｔ２によりコードさ
れる）である。本発明のさらなる実施形態では、タンパク質は、ＵＤＰ－ガラクトース輸
送体（Ｓｌｃ３５ａ２によりコードされる）である。
【０００８】
　本発明の追加の実施形態は、前述のタンパク質の組み合わせを含むＮ－グリコシル化経
路に関与する２つ以上のタンパク質を過剰発現するための宿主細胞の形質転換を含む。一
実施形態では、宿主細胞は、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２で形質転換される；他の実施形態
では、宿主細胞は、Ｍｇａｔ１及びＳｌｃ３５ａ２で、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２で
、またはＭｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２で形質転換される。
【０００９】
　本発明は、組換えタンパク質を発現するように以前にトランスフェクトされている宿主
細胞株のトランスフェクションも提供する。一実施形態では、組換えタンパク質は、抗体
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Ｆｃ領域を含むタンパク質である。さらなる実施形態は、Ｆｃ融合タンパク質、抗体、免
疫グロブリン、及びペプチボディ（ｐｅｐｔｉｂｏｄｉｅｓ）からなる群より選択される
組換えタンパク質を発現する宿主細胞を含む。
【００１０】
　さらなる実施形態では、宿主細胞は、まず、Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ
２のうち１つまたは複数を過剰発現するようにトランスフェクトされ、次いで組換えタン
パク質を発現するようにトランスフェクトされる。一実施形態では、組換えタンパク質は
、抗体Ｆｃ領域を含むタンパク質である。さらなる実施形態は、Ｆｃ融合タンパク質、抗
体、免疫グロブリン、及びペプチボディからなる群より選択される組換えタンパク質の発
現を含む。
【００１１】
　任意選択的に、本発明は、細胞培養により産生された組換えタンパク質を回収するステ
ップをさらに含む。さらなる実施形態では、細胞培養により産生された組換えタンパク質
は、精製され、医薬的に許容され得る製剤に製剤化される。
【００１２】
　さらなる実施形態では、組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含量は、細
胞がＮ結合型グリコシル化に関与するタンパク質を過剰発現するようにトランスフェクシ
ョンにより操作されていない培養により産生されるそれと比較して、低減される。一実施
形態では、高マンノース型グリカン種は、マンノース５（Ｍａｎ５）である。別の実施形
態では、高マンノース型グリカン種は、マンノース６（Ｍａｎ６）、マンノース７（Ｍａ
ｎ７）、マンノース８（マンノース８ａ及び８ｂを含む；Ｍａｎ８ａ及び８ｂ、またはマ
ンノース９（Ｍａｎ９）である。さらなる実施形態では、高マンノース型グリカン種は、
Ｍａｎ５、Ｍａｎ６、Ｍａｎ７、Ｍａｎ８ａ、Ｍａｎ８ｂ、及び／またはＭａｎ９の混合
物を含む。
【００１３】
　本発明は、組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含量が減少する、さらな
る実施形態を提供する。さらなる実施形態では、組換えタンパク質の高マンノース型グリ
コフォーム含量は、５％以下である。別の実施形態では、組換えタンパク質の高マンノー
ス型グリコフォーム含量は、１０％以下である。さらなる実施形態では、本発明の細胞培
養により産生された組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含量は、６、７、
８、９、または１０パーセント未満である。なおも別の実施形態では、本発明の細胞培養
により産生された組換えタンパク質の高マンノース型グリコフォーム含量は、０．５、１
、２、３、４、または５％である。さらなる実施形態は、１２％未満、１５％未満、２０
％未満、または３０％、４０％または５０％未満の高マンノース型グリコフォーム含量を
含む。
【００１４】
　追加の実施形態は、回分培養または流加培養の使用及び灌流培養の使用を含む。一実施
形態では、培養は、交互接線流（ＡＴＦ）を用いて灌流される。
【００１５】
　本明細書に記載の本発明の実施形態のいずれかと組み合わせて、必要に応じて消泡剤も
培養容器に加えてよい。あるいはまたは加えて、ｐＨを所望の設定値に維持するために、
１Ｍ炭酸ナトリウムまたは別の好適な塩基が使用される。
【００１６】
　本明細書に記載するように、本発明の一態様では、細胞培養は、灌流により維持される
。一実施形態では、灌流は、細胞培養の１日目またはその前後から９日目またはその前後
に開始される。関連する実施形態では、灌流は、細胞培養の３日目またはその前後から７
日目またはその前後に開始される。一実施形態では、灌流は、細胞が産生期に達したとき
に開始される。本発明のさらなる実施形態では、灌流は、交互接線流により達成される。
関連する実施形態では、灌流は、限外濾過膜または精密濾過膜を用いる交互接線流により
達成される。
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【００１７】
　本発明のさらなる実施形態は、連続灌流を提供する；なおもさらなる実施形態では、灌
流の量は一定である。本発明の一実施形態は、１日当たり１．０作業量以下の量で実施さ
れる灌流を提供する。関連する実施形態では、灌流は、細胞培養中に、１日あたり０．２
５作業量から１日あたり１．０作業量まで産生期中に増加する量で実施される。別の関連
する実施形態では、灌流は、細胞培養の９日目から１１日目に１日あたり１．０作業量に
達する量で実施される。別の関連する実施形態では、灌流は、細胞培養の１０日目に１日
あたり１．０作業量に達する量で実施される。
【００１８】
　一実施形態では、細胞培養は、培養の３～７日目以前にボーラス細胞培養培地供給を受
容する。
【００１９】
　本発明のなおも別の態様では、細胞培養は、流加により維持される。流加培養の一実施
形態では、培養は産生中に３回供給を受ける。さらなる実施形態では、培養は、２日目と
４日目の間の日、５日目と７日目の間の日、及び８日目と１０日目の間の日に供給を受け
る。別の実施形態は、培養が産生中に４回供給を受ける流加培養法を提供する。なおもさ
らなる実施形態では、培養は、２日目と４日目の間の日、５日目と６日目の間の日、７日
目と８日目の間の日、及び８日目と１０日目の間の日またはそれ以降に供給を受ける。
【００２０】
　本発明の一実施形態に従い、哺乳類細胞培養は、無血清培養培地中、少なくとも０．５
×１０６から３．０×１０６細胞／ｍＬでバイオリアクターに播種することにより確立さ
れる。代替のまたはさらなる実施形態では、哺乳類細胞培養は、無血清培養培地中、少な
くとも０．５×１０６から１．５×１０６細胞／ｍＬでバイオリアクターに播種すること
により確立される。
【００２１】
　本発明は、培養中の温度変化をさらに含み得る。一実施形態では、温度変化は、３６℃
から３１℃である。一実施形態では、本発明は、３６℃から３３℃への温度変化をさらに
含む。関連する実施形態では、温度変化は、増殖期と産生期との間の遷移時に生じる。関
連する実施形態では、温度変化は、産生期中に生じる。
【００２２】
　別の実施形態では、本発明は、Ｌ－アスパラギン飢餓による細胞増殖停止を誘発し、そ
の後５ｍＭ以下のＬ－アスパラギン濃度を有する無血清灌流培地で灌流することをさらに
含む。別の実施形態では、本発明は、５ｍＭ以下のＬ－アスパラギン濃度を有する無血清
灌流培地での灌流により細胞増殖停止を誘発することをさらに含む。関連する実施形態で
は、無血清灌流培地中のＬ－アスパラギンの濃度は、５ｍＭ以下である。関連する実施形
態では、無血清灌流培地中のＬ－アスパラギンの濃度は、４．０ｍＭ以下である。関連す
る実施形態では、無血清灌流培地中のＬ－アスパラギンの濃度は、３．０ｍＭ以下である
。関連する実施形態では、無血清灌流培地中のＬ－アスパラギンの濃度は、２．０ｍＭ以
下である。関連する実施形態では、無血清灌流培地中のＬ－アスパラギンの濃度は、１．
０ｍＭ以下である。関連する実施形態では、無血清灌流培地中のＬ－アスパラギンの濃度
は、０ｍＭである。関連する実施形態では、細胞培養培地のＬ－アスパラギン濃度は、Ｌ
－アスパラギン飢餓の前または最中にモニターされる。
【００２３】
　なおも別の実施形態では、本発明は、産生期中の血中血球容積が３５％以下であること
を含む。関連する実施形態では、血中血球容積は３５％以下である。関連する実施形態で
は、血中血球容積は、３０％以下である。
【００２４】
　関連する実施形態では、３５％以下の血中血球容積での哺乳類細胞培養の生存細胞密度
は、１０×１０６生存細胞／ｍｌから８０×１０６生存細胞／ｍｌである。別の実施形態
では、哺乳類細胞培養の生存細胞密度は、２０×１０６生存細胞／ｍｌから３０×１０６
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生存細胞／ｍｌである。
【００２５】
　なおも別の実施形態では、バイオリアクターは、少なくとも５００Ｌの容量を有する。
なおも別の実施形態では、バイオリアクターは、少なくとも５００Ｌから２０００Ｌの容
量を有する。なおも別の実施形態では、バイオリアクターは、少なくとも１０００Ｌから
２０００Ｌの容量を有する。
【００２６】
　なおも別の実施形態では、哺乳類細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞
である。なおも別の実施形態では、組換えタンパク質は、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ
抗体、組換え融合タンパク質、またはサイトカインからなる群より選択される。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】実施例２において第一セットの流加培養に使用された細胞株への継代中の倍加時
間におけるクローン変異性を示す。この実施例では、ＭＡｂ　Ｂを発現する細胞株由来の
細胞は、Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及び／またはＳｌｃ３５Ａ２を過剰発現するように形質
転換された。Ｍ１Ｍ２は、Ｍｇａｔ１＆Ｍｇａｔ２を過剰発現する細胞株を示し（個々の
クローンは黒丸で表す）；Ｍ１Ｍ２Ｓは、Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２を
過剰発現する細胞株を示し（個々のクローンは白三角で表す）；Ｓは、Ｓｌｃ３５Ａ２を
過剰発現する細胞株を示す（個々のクローンは黒四角で表す）。対照細胞（個々のクロー
ンは白四角で表す）は空ベクターで形質転換された。中央の箱は、第一四分位（Ｑ１）か
ら第三四分位（Ｑ３）まで広がり、箱の高さは四分位範囲（ＩＱＲ）であり、箱の中にあ
る帯は中央値であり、上方のひげはＱ３からＱ３＋１．５ＩＱＲを下回る最大値、または
Ｑ３＋１．５ＩＱＲより大きな値がない場合には最高値まで伸びる。下方のひげは、Ｑ１
からＱ１－１．５ＩＱＲを上回る最小値、またはＱ１－１．５ＩＱＲ未満がない場合には
最低値まで伸びる。
【図２】実施例２において第二セットの流加細胞に使用された細胞株への継代中の倍加時
間におけるクローン変異性を示す。この実施例では、ＭＡｂ　Ｂを発現する細胞株由来の
細胞は、Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及び／またはＳｌｃ３５Ａ２を過剰発現するように形質
転換された。Ｍ１Ｍ２は、Ｍｇａｔ１＆Ｍｇａｔ２を過剰発現する細胞株を示し；Ｍ１Ｍ
２Ｓは、Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２を過剰発現する細胞株を示し；Ｓは
、Ｓｌｃ３５Ａ２を過剰発現する細胞株を示す。対照細胞は、空ベクターで形質転換され
た。個々のクローンは図１について説明したように示し；各箱に関するパラメータは図１
について説明したものと同じである。
【図３】生存細胞密度に関して示した増殖が、実施例２に記載した第二の流加実験の１０
日目で、全ての過剰発現細胞株（Ｍ１Ｍ２、Ｍ１Ｍ２Ｓ及びＳ）について、対照と比較し
て同等であることを表す。各箱内の個々の値はここでも、観察されたクローン変異性を示
す。個々のクローンは、図１について説明したように示す；各箱に関するパラメータは図
１について説明したものと同じである。
【図４】実施例２に記載した第二の流加実験中に産生された抗体の力価におけるクローン
変異性の比較を表す。個々のクローンは、図１について説明したように示す；各箱に関す
るパラメータは図１について説明したものと同じである。
【図５】実施例２に記載した第二の流加実験中に産生された抗体の特異的生産力における
クローン変異性を示す。個々のクローンは、図１について説明したように示す；各箱に関
するパラメータは図１について説明したものと同じである。
【図６】実施例２に記載した第二の流加実験中に産生された抗体のＨＭ率（％）における
クローン変異性の指標を提供する。個々のクローンは、図１について説明したように示す
；各箱に関するパラメータは図１について説明したものと同じである。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本出願において使用される専門用語は、当技術分野において標準的なものであるが、特
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許請求の範囲の意味における明確性及び確定性を確実にするために、ある特定の用語の定
義を本明細書に提供する。単位、接頭辞、及び記号は、それらのＳＩ（国際単位系）に認
められた形態で示され得る。本明細書に列挙される数値範囲は、その範囲を定義する数を
含み、定義された範囲内のそれぞれの整数を含み、かつそれを支持する。本明細書に記載
の方法及び技法は、概して、別途示されない限り、当技術分野で周知の従来の方法に従っ
て、及び本明細書を通して引用され、論じられる様々な一般的及びより具体的な参考文献
に記載されるように実行される。例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第３版，Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（２００１）及びＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅ
ｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９９２）、及びＨａｒｌｏｗ　
ａｎｄ　Ｌａｎｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９９０）を参照されたい。
【００２９】
　本開示の方法は、撹はん槽反応器において増殖する接着培養または懸濁培養（必須では
ないが、スピンフィルターを含み得る伝統的なバッチ及び流加細胞培養を含む）、灌流系
（交互接線流（「ＡＴＦ」）培養、音波灌流系、深層フィルタ灌流系、及び他の系を含む
）、中空糸バイオリアクター（ＨＦＢ、灌流プロセスにおいて採用される場合もある）な
らびに様々な他の細胞培養法に適用可能である（例えば、それらの全体が参照により本明
細書に組み込まれる、Ｔａｏ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉ
ｏｅｎｇ．８２：７５１－６５；Ｋｕｙｓｔｅｒｍａｎｓ＆Ａｌ－Ｒｕｂｅａｉ，（２０
１１）“Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ　ｆｒｏｍ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ”ｉｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，Ｃｅｌｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ　７：２５－５２，Ａｌ－Ｒｕｂｅａｉ（編）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ；Ｃａｔａｐａｎｏ　
ｅｔ　ａｌ．，（２００９）“Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｓｃａｌ
ｅ－Ｕｐ”ｉｎ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｉｎｇ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ｅｉｂｌ　ｅｔ　ａｌ．
（編）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇを参照されたい）。
【００３０】
　特許、特許出願、記事、書籍、及び論文を含むが、これらに限定されない本出願におい
て引用される全ての文書または文書の一部は、参照により本明細書に明確に組み込まれる
。本発明の実施形態において説明されることは、本発明の他の実施形態と組み合わせるこ
とができる。
【００３１】
定義
　本明細書で用いるとき、「ａ」及び「ａｎ」という用語は、特に別段の指示がない限り
、１つまたは複数を意味する。さらに、文脈により必要とされない限り、単数形の用語は
複数形を含み、複数形の用語は単数形を含むものとする。一般に、本明細書に記載の、細
胞及び組織培養、分子生物学、免疫学、微生物学、遺伝学及びタンパク質及び核酸化学及
びハイブリダイゼーションに関連して使用される命名法、及びこれらの技法は、当技術分
野において周知のものであり、一般に使用される。
【００３２】
　本開示は、「目的のタンパク質」を発現する細胞培養物の特性を調節する方法を提供し
；「目的のタンパク質」には、天然に生じるタンパク質、組換えタンパク質、及び操作さ
れたタンパク質（例えば、天然に生じず、ヒトにより設計及び／または作成されたタンパ
ク質）が含まれる。目的のタンパク質は、必須ではないが、治療的に関連すると知られる
または疑われるタンパク質であることができる。目的のタンパク質の具体的な例には、（
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本明細書に記載及び定義されるような）抗原結合タンパク質、ペプチボディ（すなわち、
抗体のＦｃドメインなどの他の分子に直接的または間接的にかのいずれかで融合するペプ
チド（複数可）を含む分子であり、ペプチド部分は所望の標的に特異的に結合し；ペプチ
ド（複数可）は、例えば、その全体が参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公
開ＵＳ２００６／０１４０９３４に記載のように、Ｆｃ領域に融合され得るか、Ｆｃルー
プに挿入され得る、すなわち修飾Ｆｃ分子）、融合タンパク質（例えば、Ｆｃ融合タンパ
ク質、ここでＦｃ断片はペプチボディを含むタンパク質またはペプチドに融合される）、
サイトカイン、増殖因子、ホルモン及び他の天然に生じる分泌タンパク質、ならびに天然
に生じるタンパク質の突然変異体が含まれる。
【００３３】
　「抗原結合タンパク質」という用語は、その最も広い意味で使用され、抗原または標的
に結合する部分、及び任意選択的に、抗原結合部分が抗原への抗原結合タンパク質の結合
を促進するコンフォメーションを採択することを可能にする足場またはフレームワーク部
分を含むタンパク質を意味する。抗原結合タンパク質の例には、ヒト抗体、ヒト化抗体；
キメラ抗体；組換え抗体；一本鎖抗体；ダイアボディ；トリアボディ；テトラボディ；Ｆ
ａｂ断片；Ｆ（ａｂ’）２断片；ＩｇＤ抗体；ＩｇＥ抗体；ＩｇＭ抗体；ＩｇＧ１抗体；
ＩｇＧ２抗体；ＩｇＧ３抗体；またはＩｇＧ４抗体、及びそれらの断片が挙げられる。抗
原結合タンパク質は、例えば、ＣＤＲまたはＣＤＲ誘導体が移植された代替タンパク質足
場または人工足場を含むことができる。そのような足場は、例えば、抗原結合タンパク質
の３次元構造を安定化させるために導入された変異を含む抗体由来の足場、ならびに、例
えば生体適合性ポリマーを含む完全に合成の足場を含むが、これに限定されない。例えば
、Ｋｏｒｎｄｏｒｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ，Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，５３（１）：１２１
－１２９（２００３）；Ｒｏｑｕｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．
２０：６３９－６５４（２００４）を参照されたい。加えて、ペプチド抗体模倣体（「Ｐ
ＡＭ」）、ならびにフィブロネクチン要素を足場として活用する抗体に基づく足場を、使
用することができる
【００３４】
　抗原結合タンパク質は、例えば、天然に生じる免疫グロブリンの構造を有することがで
きる。「免疫グロブリン」は、四量体分子である。天然に生じる免疫グロブリンでは、各
四量体は、各対が１つの「軽」鎖（約２５ｋＤａ）及び１つの「重」鎖（約５０～７０ｋ
Ｄａ）を有する２つの同一なポリペプチド鎖対から構成されている。各鎖のアミノ末端部
分は、主に抗原認識を担う約１００から１１０以上のアミノ酸の可変領域を含む。各鎖の
カルボキシ末端部分は、主にエフェクター機能を担う定常領域を定義する。ヒト軽鎖は、
カッパ及びラムダ軽鎖として分類される。重鎖はミュー、デルタ、ガンマ、アルファ、ま
たはイプシロンとして分類され、それぞれＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、及びＩｇＥ
として抗体のアイソタイプを定義する。
【００３５】
　天然に生じる免疫グロブリン鎖は、相補性決定領域またはＣＤＲとも称される、３つ超
可変領域により接合された比較的保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）の同じ一般構造
を呈する。Ｎ末端からＣ末端まで、軽及び重鎖は両方とも、ドメインＦＲ１、ＣＤＲ１、
ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３及びＦＲ４を含む。各ドメインへのアミノ酸の割当
は、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，第５版，ＵＳ　Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｈｅ
ａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＰＨＳ，ＮＩＨ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌ
ｉｃａｔｉｏｎ　ｎｏ．９１－３２４２，（１９９１））の定義に従ってなされることが
できる。所望により、ＣＤＲはまた、Cｈｏｔｈｉａのものなどの代替の命名スキームに
従って再定義されることもできる（Ｃｈｏｔｈｉａ＆Ｌｅｓｋ，（１９８７）Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７；Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｎ
ａｔｕｒｅ　３４２：８７８－８８３またはＨｏｎｅｇｇｅｒ＆Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，（
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２００１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３０９：６５７－６７０を参照されたい）。
【００３６】
　本開示の文脈では、抗原結合タンパク質は、解離定数（ＫＤ）が１０－８Ｍ以下である
ときに、その標的抗原に「特異的に結合する」または「選択的に結合する」と言われる。
抗体は、ＫＤが５×１０－９Ｍ以下であるときに「高い親和性」で、ＫＤが５×１０－１

０Ｍ以下であるときに「非常に高い親和性」で抗原に特異的に結合する。
【００３７】
　「抗体」という用語は、別段の定めがない限り、任意のアイソタイプまたはサブクラス
のグリコシル化及び非グリコシル化免疫グロブリンの両方への、または特異的結合につい
てインタクト抗体と競合するその抗原結合領域への言及を含む。加えて、「抗体」という
用語は、別段の定めがない限り、インタクト免疫グロブリン、または特異的結合について
インタクト抗体と競合するその抗原結合部分を指す。抗原結合部分は、組換えＤＮＡ技術
によりまたはインタクト抗体の酵素的または化学的開裂により生成することができ、目的
のタンパク質の要素を形成することができる。抗原結合部分は、特に、Ｆａｂ、Ｆａｂ’
、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ドメイン抗体（ｄＡｂ）、相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む断
片、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、キメラ抗体、ダイアボディ、トリアボディ、テトラボディ
、及びポリペプチドに特異的抗原結合を与えるのに十分な免疫グロブリンの少なくとも一
部を含有するポリペプチドを含む。
【００３８】
　Ｆａｂ断片は、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ及びＣＨ１ドメインを有する一価断片であり；Ｆ（ａ
ｂ’）２断片は、ヒンジ領域でジスルフィド架橋により結合された２つのＦａｂ断片を有
する二価断片であり；Ｆｄ断片はＶＨ及びＣＨ１ドメインを有し；Ｆｖ断片は、抗体のシ
ングルアームのＶＬ及びＶＨドメインを有し；ｄＡｂ断片は、ＶＨドメイン、ＶＬドメイ
ン、またはＶＨまたはＶＬドメインの抗原結合断片を有する（米国特許第６，８４６，６
３４号、同第６，６９６，２４５号、米国特許出願公開第０５／０２０２５１２号、同第
０４／０２０２９９５号、同第０４／００３８２９１号、同第０４／０００９５０７号、
同第０３／００３９９５８号、Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３
４１：５４４－５４６）。
【００３９】
　一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）は、ＶＬ及びＶＨ領域がリンカー（例えば、アミノ酸残基の合
成配列）を介して接合して、連続したタンパク質鎖を形成する抗体であり、ここでリンカ
ーは、タンパク質鎖をそれ自身に折り重ね、一価抗原結合部位を形成させるのに十分な長
さである（例えば、Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－２６（
１９８８）及びＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－８３を参照されたい）。ダイアボディは、２本の
ポリペプチド鎖を含む二価抗体であって、ここで各ポリペプチド鎖は、同じ鎖上の２つの
ドメイン間で対合させるには短すぎるリンカーによって接合されたＶＨ及びＶＬドメイン
を含み、ゆえに各ドメインが別のポリペプチド鎖上の相補的ドメインと対合することを可
能にする（例えば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－４８；及びＰｏｌｊａｋ　ｅｔ　ａｌ．
，（１９９４）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　２：１１２１－２３を参照されたい）。ダイアボデ
ィの２本のポリペプチド鎖が同一である場合、それらの対合から生じるダイアボディは２
つの同一の抗原結合部位を有しするだろう。異なる配列を有するポリペプチド鎖を使用し
て、２つの異なる抗原結合部位を有するダイアボディを作成することができる。同様に、
トリアボディ及びテトラボディは、それぞれ３本及び４本のポリペプチド鎖を含み、それ
ぞれ同じまたは異なることができる３つ及び４つの抗原結合部位を形成する抗体である。
【００４０】
　１つまたは複数のＣＤＲを、共有結合的にまたは非共有結合的のいずれかで分子内に組
み込んで抗原結合タンパク質にすることができる。抗原結合タンパク質は、ＣＤＲ（複数
可）をより大きなポリペプチド鎖の一部として組み込むことができ、ＣＤＲ（複数可）を
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別のポリペプチド鎖に共有結合的に連結させることができ、またはＣＤＲ（複数可）を非
共有結合的に組み込むことができる。ＣＤＲは、抗原結合タンパク質が目的の特定の抗原
に特異的に結合することを可能にする。
【００４１】
　抗原結合タンパク質は、１つまたは複数の結合部位を有することができる。１つを超え
る結合部位がある場合、結合部位は互いに同一であることができるかまたは異なることが
できる。例えば、天然に生じるヒト免疫グロブリンは典型的に２つの同一の結合部位を有
するが、一方で「二重特異性」または「二官能性」抗体は２つの異なる結合部位を有する
。
【００４２】
　明確にする目的で、及び本明細書に記載のように、抗原結合タンパク質は、必須ではな
いが、ヒト起源（例えば、ヒト抗体）であることができ、いくつかの場合には、非ヒトタ
ンパク質、例えばラットまたはマウスタンパク質を含み得、他の場合には、抗原結合タン
パク質は、ヒト及び非ヒトタンパク質のハイブリッド（例えば、ヒト化抗体）を含むこと
ができることに留意されたい。
【００４３】
　目的のタンパク質は、ヒト抗体を含むことができる。「ヒト抗体」という用語は、ヒト
免疫グロブリン配列から誘導される１つまたは複数の可変及び定常領域を有する全ての抗
体を含む。一実施形態では、可変及び定常ドメインの全てが、ヒト免疫グロブリン配列か
ら誘導される（完全ヒト抗体）。そのような抗体は、Ｘｅｎｏｍｏｕｓｅ（登録商標）、
ＵｌｔｉＭａｂ（商標）、またはＶｅｌｏｃｉｍｍｕｎｅ（登録商標）系から誘導される
マウスなどのヒト重鎖及び／または軽鎖をコードする遺伝子から誘導された抗体を発現す
るように遺伝子改変されたマウスの目的の抗原での免疫付与によるものを含む、様々な方
法で調製されることができる。ファージに基づいたアプローチも採用することができる。
【００４４】
　あるいは、目的のタンパク質は、ヒト化抗体を含むことができる。「ヒト化抗体」は、
ヒト対象に投与されたときに、非ヒト種抗体と比較して、ヒト化抗体が免疫反応を誘発す
る可能性が低くなるように、及び／または重篤な免疫反応の誘発がより少なくなるように
、１つまたは複数のアミノ酸置換、欠失、及び／または付加により非ヒト種から誘導され
た抗体の配列と異なる配列を有する。一実施形態では、非ヒト種抗体の重及び／または軽
鎖のフレームワーク及び定常ドメイン内のある特定のアミノ酸は、ヒト化抗体を産生する
ように変異している。別の実施形態では、ヒト抗体からの定常ドメイン（複数可）は、非
ヒト種の可変ドメイン（複数可）に融合される。ヒト化抗体の作り方の例は、米国特許第
６，０５４，２９７号、同第５，８８６，１５２号及び同第５，８７７，２９３号に見い
だすことができる。
【００４５】
　本明細書で使用されるとき、「Ｆｃ」領域という用語は、抗体のＣＨ２及びＣＨ３ドメ
インを含む２つの重鎖断片を含む。２つの重鎖断片は、２つ以上のジスルフィド結合によ
り、及びＣＨ３ドメインの疎水性相互作用により１つに結合される。抗原結合タンパク質
及びＦｃ融合タンパク質を含む、Ｆｃ領域を含む目的のタンパク質は、本開示の別の態様
を形成する。
【００４６】
　「ヘミボディ（ｈｅｍｉｂｏｄｙ）」は、完全重鎖、完全軽鎖及び完全重鎖のＦｃ領域
と対合する第二の重鎖Ｆｃ領域を含む、免疫学的機能性免疫グロブリン構築物である。リ
ンカーは、重鎖Ｆｃ領域及び第二の重鎖Ｆｃ領域を接合するために採用されることができ
るが、必ずしもそうである必要はない。特定の実施形態では、ヘミボディは、本明細書に
開示の抗原結合タンパク質の一価形態である。他の実施形態では、荷電残基対を採用して
、１つのＦｃ領域を第二のＦｃ領域と会合させることができる。ヘミボディは、本開示の
文脈において目的のタンパク質であることができる。
【００４７】
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　「宿主細胞」という用語は、核酸配列で形質転換しているまたは形質転換することが可
能であり、それにより目的の遺伝子を発現する細胞を意味する。本用語は、親細胞の子孫
を含み、目的の遺伝子が存在している限り、子孫が、元の親細胞と同一の形態学または遺
伝子構造であるかどうかにかかわらない。細胞培養物は、１つまたは複数の宿主細胞を含
むことができる。
【００４８】
　「ハイブリドーマ」という用語は、不死化細胞と抗体産生細胞の融合から生じる細胞ま
たは細胞の子孫を意味する。結果得られるハイブリドーマは、抗体を産生する不死化細胞
である。ハイブリドーマを作成するために使用される個別の細胞は、ハムスター、ラット
、ブタ、ウサギ、ヒツジ、ヤギ、及びヒトを含むが、これらに限定されない任意の哺乳類
源からであることができる。本用語は、ヒト細胞とマウス骨髄腫細胞株間の融合の産物で
ある、ヘテロハイブリッド骨髄腫融合物の子孫が、その後形質細胞と融合したときに結果
得られる、トリオーマ細胞株も包含する。本用語は、例えば、クアドローマなどの、抗体
を産生する任意の不死化されたハイブリッド細胞株を含むものとする（例えば、Ｍｉｌｓ
ｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８３）Ｎａｔｕｒｅ，５３７：３０５３を参照されたい
）。
【００４９】
　「培養物」及び「細胞培養物」という用語は、互換可能に使用され、細胞集団の生存及
び／または増殖に好適な条件下の培地内で維持される細胞集団を指す。当業者に明らかに
なるように、これらの用語は、細胞集団及び集団が懸濁される培地を含む組み合わせも指
す。
【００５０】
　「ポリペプチド」及び「タンパク質」という用語（例えば、目的のタンパク質または目
的のポリペプチドの文脈において使用されるとき）は、本明細書で互換可能に使用されて
、アミノ酸残基のポリマーを指す。本用語は、１つまたは複数のアミノ酸残基が対応する
天然に生じるアミノ酸の類似体または模倣体であるアミノ酸ポリマー、ならびに天然に生
じるアミノ酸ポリマーにも適用される。本用語は、例えば、炭水化物残基の付加によって
、糖タンパク質を形成するように修飾されているか、またはリン酸化されているアミノ酸
ポリマーも包含することができる。ポリペプチド及びタンパク質は、天然に生じる及び非
組換え細胞により生成することができるか、またはポリペプチド及びタンパク質は、遺伝
子操作または組換え細胞により生成することができる。ポリペプチド及びタンパク質は、
天然タンパク質のアミノ酸配列を有する分子、または天然配列の１つまたは複数のアミノ
酸からの欠失、そこへの付加及び／またはその置換を有する分子を含むことができる。
【００５１】
　「ポリペプチド」及び「タンパク質」という用語は、天然に生じるアミノ酸のみを含む
分子、ならびに非天然に生じるアミノ酸を含む分子を包含する。非天然に生じるアミノ酸
（所望により、本明細書に開示される任意の配列に見られる任意の天然に生じるアミノ酸
と置換することができる）の例には、４－ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミ
ン酸、ε－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルリジン、ε－Ｎ－アセチルリジン、Ｏ－ホスホセリン
、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホルミルメチオニン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキ
シリジン、σ－Ｎ－メチルアルギニン、及び他の同様のアミノ酸及びイミノ酸（例えば、
４－ヒドロキシプロリン）が挙げられる。本明細書に使用されるポリペプチドの表記にお
いて、標準的な慣用及び慣例に従って、左手方向はアミノ末端方向であり、右手方向はカ
ルボキシル末端方向である。
【００５２】
　タンパク質またはポリペプチド配列に挿入することができるか、またはタンパク質また
はポリペプチド配列内の野生型残基と置換することができる、非天然に生じるアミノ酸の
例の非限定的なリストには、β－アミノ酸、ホモアミノ酸、環状アミノ酸、及び誘導体化
側鎖を有するアミノ酸が挙げられる。例には（Ｌ型またはＤ型；括弧内に略記して）：シ
トルリン（Ｃｉｔ）、ホモシトルリン（ｈＣｉｔ）、Ｎα－メチルシトルリン（ＮＭｅＣ
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ｉｔ）、Ｎα－メチルホモシトルリン（Ｎα－ＭｅＨｏＣｉｔ）、オルニチン（Ｏｒｎ）
、Ｎα－メチルオルニチン（Ｎα－ＭｅＯｒｎまたはＮＭｅＯｒｎ）、サルコシン（Ｓａ
ｒ）、ホモリジン（ｈＬｙｓまたはｈＫ）、ホモアルギニン（ｈＡｒｇまたはｈＲ）、ホ
モグルタミン（ｈＱ）、Ｎα－メチルアルギニン（ＮＭｅＲ）、Ｎα－メチルロイシン（
Ｎα－ＭｅＬまたはＮＭｅＬ）、Ｎ－メチルホモリジン（ＮＭｅＨｏＫ）、Ｎα－メチル
グルタミン（ＮＭｅＱ）、ノルロイシン（Ｎｌｅ）、ノルバリン（Ｎｖａ）、１，２，３
，４－テトラヒドロイソキノリン（Ｔｉｃ）、オクタヒドロインドール－２－カルボン酸
（Ｏｉｃ）、３－（１－ナフチル）アラニン（１－Ｎａｌ）、３－（２－ナフチル）アラ
ニン（２－Ｎａｌ）、１，２，３，４－テトラヒドロイソキノリン（Ｔｉｃ）、２－イン
ダニルグリシン（ＩｇＩ）、パラ－ヨードフェニルアラニン（ｐＩ－Ｐｈｅ）、パラ－ア
ミノフェニルアラニン（４ＡｍＰまたは４－Ａｍｉｎｏ－Ｐｈｅ）、４－グアニジノフェ
ニルアラニン（Ｇｕｆ）、グリシルリジン（「Ｋ（Ｎε－ｇｌｙｃｙｌ」または「Ｋ（ｇ
ｌｙｃｙｌ）」または「Ｋ（ｇｌｙ）」と略記される）、ニトロフェニルアラニン（ｎｉ
ｔｒｏｐｈｅ）、アミノフェニルアラニン（ａｍｉｎｏｐｈｅまたはＡｍｉｎｏ－Ｐｈｅ
）、ベンジルフェニルアラニン（ｂｅｎｚｙｌｐｈｅ）、γ－カルボキシグルタミン酸（
γ－ｃａｒｂｏｘｙｇｌｕ）、ヒドロキシプロリン（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏ）、ｐ－カル
ボキシル－フェニルアラニン（Ｃｐａ）、α－アミノアジピン酸（Ａａｄ）、Ｎα－メチ
ルバリン（ＮＭｅＶａｌ）、Ｎ－α－メチルロイシン（ＮＭｅＬｅｕ）、Ｎα－メチルノ
ルロイシン（ＮＭｅＮｌｅ）、シクロペンチルグリシン（Ｃｐｇ）、シクロへキシルグリ
シン（Ｃｈｇ）、アセチルアルギニン（ａｃｅｔｙｌａｒｇ）、α，β－ジアミノプロピ
オン酸（ｄｉａｍｉｎｏｐｒｏｐｉｏｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）（Ｄｐｒ）、α，γ－ジアミ
ノ酪酸（Ｄａｂ）、ジアミノプロピオン酸（Ｄａｐ）、シクロへキシルアラニン（Ｃｈａ
）、４－メチル－フェニルアラニン（ＭｅＰｈｅ）、β，β－ジフェニル－アラニン（Ｂ
ｉＰｈＡ）、アミノ酪酸（Ａｂｕ）、４－フェニル－フェニルアラニン（またはビフェニ
ルアラニン、４Ｂｉｐ）、α－アミノ－イソ酪酸（Ａｉｂ）、β－アラニン、β－アミノ
プロピオン酸、ピペリジン酸、アミノカプロン酸、アミノヘプタン酸、アミノピメリン酸
、デスモシン、ジアミノピメリン酸、Ｎ－エチルグリシン、Ｎ－エチルアスパラギン、ヒ
ドロキシリジン、アロ－ヒドロキシリジン、イソデスモシン、アロ－イソロイシン、Ｎ－
メチルグリシン、Ｎ－メチルイソロイシン、Ｎ－メチルバリン、４－ヒドロキシプロリン
（Ｈｙｐ）、γ－カルボキシグルタミン酸、ε－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルリジン、ε－Ｎ
－アセチルリジン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホルミルメチオニン、
３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリジン、ω－メチルアルギニン、４－アミノ－Ｏ
－フタル酸（４ＡＰＡ）、及び他の類似のアミノ酸、及び具体的に列挙されたもののいず
れかの誘導体化形態が含まれる。
【００５３】
　「細胞培養」または「培養」は、多細胞生物または組織の外での細胞の増殖及び繁殖を
意味する。哺乳類細胞に好適な培養条件は、当技術分野において既知である。例えば、Ａ
ｎｉｍａｌ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，
Ｄ．Ｒｉｃｋｗｏｏｄ編，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ（１９９２）を参照されたい。哺乳類細胞は、懸濁液中で、または固体基質に付
着している間に培養され得る。マイクロキャリアの有無にかかわらず、流動床バイオリア
クター、中空糸バイオリアクター、ローラーボトル、振盪フラスコ、または攪拌槽バイオ
リアクターを使用することができる。一実施形態では、５００Ｌから２０００Ｌのバイオ
リアクターが使用される。一実施形態では、１０００Ｌから２０００Ｌのバイオリアクタ
ーが使用される。
【００５４】
　「細胞培養培地（ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ　ｍｅｄｉｕｍ）」（「培養培地」、
「細胞培養培地（ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉａ）」、「組織培養培地」とも称
される）という用語は、細胞、例えば、動物または哺乳類細胞を増殖させるために使用さ
れる任意の栄養溶液を指し、一般に以下からの少なくとも１つまたは複数の成分を提供す
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る：エネルギー源（通常は、グルコースなどの炭水化物の形態で）；全ての必須アミノ酸
のうちの１つまたは複数、及び一般的に、２０種の基本的なアミノ酸と、システイン；ビ
タミン及び／または典型的に低濃度で必要とされる他の有機化合物；脂質または遊離脂肪
酸；及び微量元素、例えば、典型的には非常に低い濃度、通常マイクロモルの範囲内で、
必要とされる無機化合物または天然に生じる元素。
【００５５】
　栄養溶液は、任意選択的に、細胞の増殖を最適化するための追加の任意の成分、例えば
ホルモン及び他の増殖因子、例えば、インスリン、トランスフェリン、上皮成長因子、血
清など；塩、例えば、カルシウム、マグネシウム及びリン酸塩、及び緩衝液、例えば、Ｈ
ＥＰＥＳ；ヌクレオシド及び塩基、例えば、アデノシン、チミジン、ヒポキサンチン；及
びタンパク質及び組織加水分解物、例えば、加水分解動物性タンパク質または加水分解植
物性タンパク質（ペプトンまたはペプトン混合物、これらは動物副産物、精製されたゼラ
チンまたは植物性材料から得ることができる）；抗生物質、例えば、ゲンタマイシン；細
胞保護剤または界面活性剤、例えばＰｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ６８（Ｌｕｔｒｏｌ
（登録商標）Ｆ６８及びＫｏｌｌｉｐｈｏｒ（登録商標）Ｐ１８８とも称される；ポリオ
キシエチレン（ポリ（エチレンオキシド））の２本の親水性鎖が隣接するポリオキシプロ
ピレン（ポリ（プロピレンオキシド））の中心疎水性鎖からなる非イオン性トリブロック
コポリマー；ポリアミン、例えば、プトレシン、スペルミジン及びスペルミン（例えば、
ＷＩＰＯ公開番号ＷＯ２００８／１５４０１４を参照されたい）及びピルビン酸塩（例え
ば、米国特許第８０５３２３８号を参照されたい）を、培養される細胞の要件及び／また
は所望の細胞培養パラメータに応じて補充され得る。
【００５６】
　細胞培養培地は、限定されないが、細胞の、バッチ、拡張バッチ、流加及び／または灌
流または連続培養などの、任意の細胞培養プロセスにおいて典型的に採用される及び／ま
たは任意の細胞培養プロセスで使用されると知られているものを含む。
【００５７】
　「基本」の（またはバッチ）細胞培養培地は、典型的に、細胞培養を開始するために使
用され、細胞培養を支持するのに十分に完全である細胞培養培地を指す。
【００５８】
　「増殖」細胞培養培地は、典型的に、対数増殖の期間である「増殖期」中の細胞培養に
おいて使用され、この期間に細胞培養を支持するのに十分に完全である、細胞培養培地を
指す。増殖細胞培養培地は、宿主細胞株に組み込まれる選択可能なマーカーに耐性または
生存を与える選択剤も含有し得る。そのような選択剤には、ジェネテシン（Ｇ４１１８）
、ネオマイシン、ハイグロマイシンＢ、ピューロマイシン、ゼオシン、メチオニンスルホ
キシイミン、メトトレキサート、無グルタミン細胞培養培地、グリシンを欠く細胞培養培
地、ヒポキサンチン及びチミジン、またはチミジン単独が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００５９】
　「産生」細胞培養培地は、典型的に、「遷移」期及び／または「産生」期である、対数
増殖が終わりタンパク質産生に引き継ぐときの遷移中の細胞培養において使用され、この
期間に所望の細胞密度、生存能及び／または産生物の力価を維持するのに十分に完全であ
る細胞培養培地を指す。
【００６０】
　「灌流」細胞培養培地は、典型的に、灌流または連続培養法により維持される細胞培養
において使用され、このプロセス中の細胞培養を支持するのに十分に完全である細胞培養
を指す。灌流細胞培養培地製剤は、使用済み培地を除去するために使用される方法を適応
させるために基礎細胞培養培地製剤より濃厚であるまたはより濃縮されていてよい。灌流
細胞培養培地は、増殖期及び産生期の両方の最中に使用されることができる。
【００６１】
　濃縮された細胞培養培地は、細胞培養を維持するに必要な栄養分のいくつかまたは全て
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を含有することができる；具体的には、濃縮された培地は、細胞培養の産生期の経過中に
消費されると同定されているまたは知られている栄養分を含有することができる。濃縮培
地は、ほぼ全ての細胞培養培地製剤に基づいてよい。そのような濃縮された供給培地は、
細胞培養培地のいくつかまたは全ての成分を、それらの通常量の、例えば約２倍、３倍、
４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、１２倍、１４倍、１６倍、２０倍、３０
倍、５０倍、１００倍、２００倍、４００倍、６００倍、８００倍、またはさらに約１０
００倍で含有することができる。
【００６２】
　細胞培養培地を調製するために使用される成分は、粉末培地製剤へと完全に粉砕され得
る；必要に応じて細胞培養培地に液体補助剤を添加して部分的に粉砕され得る；または完
全に液体形態で細胞培養に添加され得る。
【００６３】
　細胞培養物はまた、製剤化するのが難しいまたは細胞培養物内ですぐに枯渇し得る特定
の栄養分の独立した濃縮供給を補給されることができる。そのような栄養分は、チロシン
、システイン及び／またはシスチンなどのアミノ酸であり得る（例えば、ＷＩＰＯ公開第
２０１２／１４５６８２を参照されたい）。一実施形態では、細胞培養物内のチロシンの
濃度が８ｍＭを超えないように、チロシンを含有する細胞培養培地内で増殖する細胞培養
物に、チロシンの濃縮溶液が独立して供給される。別の実施形態では、チロシン、シスチ
ンまたはシステインを欠く細胞培養培地内で増殖している細胞培養物にチロシン及びシス
チンの濃縮溶液が供給される。独立供給は、産生期の前または開始時に始めることができ
る。独立供給は、濃縮供給培地と同じまたは異なる日に細胞培養培地に流加することによ
り達成されることができる。独立供給は、灌流培地と同じまたは異なる日に灌流されるこ
ともできる。
【００６４】
　「無血清」は、ウシ胎仔血清などの動物血清を含有しない細胞培養培地に適用される。
定義された培養培地を含む様々な組織培養培地が市販されており、中でも、例えば、以下
の細胞培養培地：ＲＰＭＩ－１６４０培地、ＲＰＭＩ－１６４１培地、ダルベッコ変法イ
ーグル培地（ＤＭＥＭ）、イーグル最小必須培地、Ｆ－１２Ｋ培地、ハムＦ１２培地、イ
スコブ変法ダルベッコ培地、マッコイ５Ａ培地、ライボビッツＬ－１５培地、及びＥＸ－
ＣＥＬＬ（商標）３００シリーズ（ＪＲＨ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、カンザス州レネッ
クサ）などの無血清培地のうちのいずれか１つまたはそれらの組み合わせを使用すること
ができる。そのような培養培地の無血清バージョンも利用可能である。細胞培養培地は、
培養される細胞の要件及び／または所望の細胞培養パラメータに応じて、アミノ酸、塩、
糖類、ビタミン、ホルモン、増殖因子、緩衝液、抗生物質、脂質、微量元素などの追加の
成分または増加した濃度の成分を補充され得る。
【００６５】
　「バイオリアクター」という用語は、細胞培養物の増殖に有用な任意の容器を意味する
。本開示の細胞培養物は、バイオリアクター内で増殖することができ、それはバイオリア
クター内での細胞増殖により産生される目的のタンパク質の適用性に基づいて選択される
ことができる。バイオリアクターは、細胞の培養に有用である限り、任意のサイズである
ことができ；典型的に、バイオリアクターは、その内側で増殖している細胞培養物の体積
に適切なサイズである。典型的に、バイオリアクターは、少なくとも１リットルであり得
、２、５、１０、５０、１００、２００、２５０、５００、１，０００、１５００、２０
００、２，５００、５，０００、８，０００、１０，０００、１２，０００リットルまた
はそれ以上、またはこの間の任意の容量であり得る。ｐＨ及び温度を含むがこれらに限定
されないバイオリアクターの内部条件は、培養期間中、制御されることができる。当業者
は、関連する考察に基づき、本発明の実施における使用に好適なバイオリアクターに気づ
き、それを選択することが可能であるだろう。
【００６６】
　「細胞密度」は、培養培地の所与の体積内の細胞の数を指す。「生存細胞密度」は、培
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養培地の所与の体積内の生きている細胞の数を指し、これは標準的な生存率アッセイ（ト
リパンブルー色素排除法など）により決定される。
【００６７】
　「細胞生存能」という用語は、培養中の細胞が所与のセットの培養条件下または実験変
動下で生存する能力を意味する。本用語は、その時に培養内で生きている及び死んでいる
細胞の総数に関連して特定の時に生きている細胞のその部分も指す。
【００６８】
　「血中血球容積」（ＰＣＶ）は、「血中血球容積率（％）」（ＰＣＶ率（％））とも称
され、細胞培養物の総体積に対して細胞が占める体積の比率であり、割合（％）で表現さ
れる（Ｓｔｅｔｔｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，（２００６）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅ
ｎｇ．Ｄｅｃ　２０：９５（６）：１２２８－３３を参照されたい）。血中血球容積は、
細胞密度及び細胞直径の関数であり；血中血球容積における増加は、細胞密度または細胞
直径のいずれかまたは両方における増加から生じ得る。血中血球容積は、細胞培養物にお
ける固形分の尺度である。固形物は、回収及び下流の精製ステップ中に取り除かれる。よ
り多くの固形物は、回収及び下流の精製ステップ中に所望の産生物から固形材料を分離す
るためのより多くの努力を意味する。また、所望の産生物は、固形物内に捕捉され回収プ
ロセス中に失われ得、結果として産生物収率の低減がもたらされ得る。宿主細胞のサイズ
が変動し、細胞培養物が死細胞及び死にかけている細胞及び他の細胞残屑も含有するため
、血中血球容積は、細胞密度または生存細胞密度より、細胞培養物内の固形分を説明する
のに正確な方法である。例えば、５０×１０６細胞／ｍｌの細胞密度を有する２０００Ｌ
培養物は、細胞のサイズに依存して大いに異なる血中血球容積を有するだろう。加えて、
増殖停止状態にあるとき、いくつかの細胞は、サイズが増大し得、細胞のサイズ増大の結
果としてバイオマスを増加させるために、増殖停止前及び増殖停止後の血中血球容積は異
なる可能性が高いだろう。
【００６９】
　「増殖停止」は、「細胞増殖停止」とも称され得、細胞の数における増加が停止する点
または細胞周期がもはや進行しないときである。増殖停止は、細胞培養物の生存細胞密度
を決定することによりモニターすることができる。増殖停止状態にあるいくつかの細胞は
、サイズが増大し得るが数は増大せず、ゆえに増殖停止した培養物の血中血球容積は増加
し得る。増殖停止は、細胞の健康状態が低下しない場合、増殖停止をもたらす条件を逆転
させることにより、ある程度逆転し得る。
【００７０】
　「力価」という用語は、所与の量の培地体積中で細胞培養により産生された目的のポリ
ペプチドまたはタンパク質（天然に生じる目的のタンパク質または組換えられた目的のタ
ンパク質であり得る）の総量を意味する。力価は、培地のミリリットル（または体積のほ
かの尺度）あたりのポリペプチドまたはタンパク質のミリグラムまたはマイクログラムの
単位で表すことができる。「累積力価」は、培養の経過中に細胞により産生された力価で
あり、例えば、日々の力価を測定し、それらの値を使用して累積力価を算出により決定す
ることができる。
【００７１】
　「流加培養」という用語は、懸濁培養の形態を指し、培養プロセスを開始した後の時点
（複数可）で培養に追加の成分が提供される細胞を培養する方法を意味する。提供される
成分は、典型的には、培養プロセス中に枯渇している細胞のための栄養補助剤を含む。加
えてまたはあるいは、追加の成分は補助成分（例えば、細胞周期阻害化合物）を含み得る
。流加培養は、典型的にはある時点で停止され、培地内の細胞及び／または成分は回収さ
れ任意選択的に精製される。
【００７２】
　「積算生存細胞密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌ　ｄｅｎｓｉｔ
ｙ）」または「ＩＶＣＤ」という用語は、互換可能に使用され、培養の経過にわたる生存
細胞の平均密度に培養運転時間の量を掛けたものを意味する。
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【００７３】
　「累積生存細胞密度」（ＣＶＣＤ）は、２つの時点間の平均生存細胞密度（ＶＣＤ）と
その２つの時点間の時間分を掛けることにより算出される。ＣＶＣＤは、時間に対してＶ
ＣＤをプロットすることにより形成される曲線下面積である。
【００７４】
細胞培養プロセスの説明
　組換えタンパク質産生中、所望の密度まで細胞が増殖し、次いで細胞の生理学的状態が
、増殖停止した、より多くの細胞を作成する代わりに目的の組み換えタンパク質を産生す
るために細胞がエネルギーと基質を使用する高生産性状態に切り替えられる、制御システ
ムを有することが望ましい。この目的を達成するための様々な方法が存在し、それには温
度変化及びアミノ酸飢餓、ならびに細胞周期阻害剤または細胞死を引き起こさずに細胞増
殖を停止することができる他の分子の使用が含まれる。
【００７５】
　組換えタンパク質の産生は、培養プレート、フラスコ、管、バイオリアクターまたは他
の好適な容器内で、該タンパク質を発現する細胞の哺乳類細胞産生培養を確立することで
始まる。より小さい産生バイオリアクターが典型的に使用され、一実施形態では、バイオ
リアクターは５００Ｌから２０００Ｌである。別の実施形態では、１０００Ｌ～２０００
Ｌのバイオリアクターが使用される。バイオリアクターに播種するために使用される種細
胞密度は、産生される組換えタンパク質のレベルに正の影響を与え得る。一実施形態では
、バイオリアクターは、無血清培養培地中、少なくとも０．５×１０６から３．０×１０
６生存細胞／ｍＬ以上まで及びそれを超えて播種される。別の実施形態では、播種は、１
．０×１０６生存細胞／ｍＬである。
【００７６】
　次いで、哺乳類細胞は、対数増殖期を経る。細胞培養物は、所望の細胞密度が達成され
るまで補充供給なしに維持されることができる。一実施形態では、細胞培養物は、補充供
給があってもなくても最大３日まで維持される。別の実施形態では、培養物は、短い増殖
期を伴わずに産生期を開始するために所望の細胞密度で播種されることができる。本明細
書に記載の任意の実施形態では、増殖期から産生期への切り替えは、任意の前述の方法に
よって開始されることもできる。
【００７７】
　増殖期と産生期との間の遷移時、及び産生期中では、血中血球容積率（％）（ＰＣＶ率
（％））は、３５％以下である。産生期中に維持される所望の血中血球容積は、３５％以
下である。一実施形態では、血中血球容積は、３０％以下である。別の実施形態では、血
中血球容積は、２０％以下である。なおも別の実施形態では、血中血球容積は、１５％以
下である。さらなる実施形態では、血中血球容積は、１０％以下である。
【００７８】
　増殖期と産生期との間の遷移時での所望の生存細胞密度であり、かつ産生期中に維持さ
れる生存細胞密度は、プロジェクトに応じて様々であることができる。過去のデータから
の同等の血中血球容積に基づいて決定することができる。一実施形態では、生存細胞密度
は、少なくとも約１０×１０６生存細胞／ｍＬから８０×１０６生存細胞／ｍＬである。
一実施形態では、生存細胞密度は、少なくとも約１０×１０６生存細胞／ｍＬから７０×
１０６生存細胞／ｍＬである。一実施形態では、生存細胞密度は、少なくとも約１０×１
０６生存細胞／ｍＬから６０×１０６生存細胞／ｍＬである。一実施形態では、生存細胞
密度は、少なくとも約１０×１０６生存細胞／ｍＬから５０×１０６生存細胞／ｍＬであ
る。一実施形態では、生存細胞密度は、少なくとも約１０×１０６生存細胞／ｍＬから４
０×１０６生存細胞／ｍＬである。別の実施形態では、生存細胞密度は、少なくとも約１
０×１０６生存細胞／ｍＬから３０×１０６生存細胞／ｍＬである。別の実施形態では、
生存細胞密度は、少なくとも約１０×１０６生存細胞／ｍＬから２０×１０６生存細胞／
ｍＬである。別の実施形態では、生存細胞密度は、少なくとも約２０×１０６生存細胞／
ｍＬから３０×１０６生存細胞／ｍＬである。別の実施形態では、生存細胞密度は、少な
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くとも約２０×１０６生存細胞／ｍＬから少なくとも約２５×１０６生存細胞／ｍＬ、ま
たは少なくとも約２０×１０６生存細胞／ｍＬである。
【００７９】
　産生期中のより少ない血中血球容積は、より高い細胞密度の灌流培養を妨害し得る溶存
酸素散布問題を軽減するのに役立つ。より少ない血中血球容積は、より小さい培地保存容
器の使用を可能にするより小さい培地体積も可能にし、より遅い流量と組み合わせられ得
る。より少ない血中血球容積は、より高い細胞バイオマス培養物と比較して、回収及び下
流処理への影響も少ない。これらは全て、組換えタンパク質治療薬の製造に関連する費用
を減少させる。
【００８０】
　典型的には、哺乳類細胞培養による組換えタンパク質の産生のための商業的プロセスに
おいて、３つの方法：バッチ培養、流加培養、及び灌流培養が使用される。バッチ培養と
は、細胞を固定体積の培養培地中で短期間増殖させ、その後、完全に回収する不連続な方
法である。バッチ法を用いて増殖させた培養物は、最大細胞密度に達するまで細胞密度の
増加を経験し、その後、培地成分が消費され、代謝副産物（乳酸塩及びアンモニア等）の
レベルが蓄積するにつれて生存細胞密度が減退する。回収は、典型的には、最大細胞密度
（培地製剤、細胞株等に応じて、典型的には、５～１０×１０６細胞／ｍＬ）が達成され
た時点で生じる。バッチプロセスは、最も単純な培養方法であるが、しかしながら生存細
胞密度は、栄養分利用能によって制限され、細胞が一度最大密度になると、培養は減退し
、産生が低減する。廃棄産物の蓄積及び栄養枯渇が培養減退に迅速につながるため（典型
的には、約３～７日）、産生期を延長する能力はない。
【００８１】
　流加培養は、ボーラスまたは連続的な培地供給を提供して、消費されたそれらの培地成
分を補給することによって、バッチプロセスを改善する。流加培養が運転期間を通して追
加の栄養分を受容するため、バッチ法と比較したとき、より高い細胞密度（培地製剤、細
胞株等に応じて、１０超～３０×１０６細胞／ｍＬ）及び産生力価の増加を達成する可能
性がある。バッチプロセスとは異なり、所望の細胞密度を達成するための細胞増殖の期間
（増殖期）を、中止したまたは遅い細胞増殖の期間（産生期）から区別するように供給戦
略及び培地製剤を操作することにより二相培養を作製及び持続することができる。したが
って、流加培養は、バッチ培養と比較して、より高い産生力価を達成する可能性を有する
。典型的には、バッチ法は増殖期中に使用され、流加法は産生期中に使用されるが、流加
供給戦略は、全プロセスを通して使用することができる。しかしながら、バッチプロセス
とは異なり、バイオリアクター容量は、供給の量を制限する制限因子である。また、バッ
チ法と同様に、代謝副産物の蓄積は、約１．５～３週間に産生期の期間を制限する培養減
退につながるだろう。流加培養は不連続であり、回収は、典型的には、代謝副産物レベル
または培養物生存能が所定のレベルに達したときに生じる。供給が生じないバッチ培養と
比較したとき、流加培養は、より多くの量の組換えタンパク質を産生することができる。
例えば、米国特許第５，６７２，５０２号を参照されたい。
【００８２】
　灌流法は、新鮮な培地を添加し、同時に使用済みの培地を除去することによって、バッ
チ法及び流加法に対する改善の可能性を提供する。典型的な大規模の商業的な細胞培養戦
略は、リアクター容量のほぼ１／３～１／２超がバイオマスである高い細胞密度（６０～
９０（＋）×１０６細胞／ｍＬ）に達することを目指す。灌流培養により、１×１０８細
胞／ｍＬを超える非常に高い細胞密度が達成されており、さらにより高い密度が予想され
る。典型的な灌流培養は、１日間または２日間続くバッチ培養スタートアップで始まり、
その後、培養物に新鮮な供給培地を連続的、段階的、及び／または断続的に添加し、使用
済みの培地を同時に除去し、培養の増殖期及び産生期を通して、細胞及びタンパク質など
の追加の高分子量化合物を保持する（フィルタ分子量カットオフに基づく）。沈降、遠心
分離、または濾過などの様々な方法を用いて、細胞密度を維持しながら使用済みの培地を
除去することができる。１日当たりのわずかの作業量～１日当たり多くの複数作業量まで
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の灌流流量が報告されている。
【００８３】
　灌流プロセスの利点は、産生培養がバッチ培養法または流加培養法よりも長期間維持さ
れることである。しかしながら、培地調製、使用、保存、及び廃棄の増加が、長期の灌流
培養、特に高細胞密度での灌流培養を支持するのに必要であり、これはさらにより多くの
栄養分も必要とし、この全てが、バッチ法及び流加法と比較して、産生コストをさらに高
くする。加えて、より高い細胞密度は、溶存酸素レベルの維持、及びより多くの発泡及び
消泡戦略への変更の必要性をもたらし得る、より多くの酸素の供給及びより多くの二酸化
炭素の除去を含むガス処理の増加に関連する問題等の産生中の問題；ならびに、過剰な細
胞物質の除去に必要とされる努力が産生物の損失をもたらし得るという回収及び下流処理
中の問題を引き起こし得、細胞塊の増加のために増加する力価の利益を打ち消し得る。
【００８４】
　増殖期中の流加供給、それに続く産生期中の連続灌流を組み合わせる大規模な細胞培養
戦略も提供する。本方法は、細胞培養が３５％以下の血中血球容積で維持される産生期を
標的とする。
【００８５】
　一実施形態では、ボーラス供給を伴う流加培養は、増殖期中の細胞培養を維持するため
に使用される。次いで、灌流供給は産生期中に使用することができる。一実施形態では、
灌流は、細胞が産生期に達したときに開始される。別の実施形態では、灌流は、細胞培養
の３日目またはその前後から９日目またはその前後で開始される。別の実施形態では、灌
流は、細胞培養の５日目またはその前後から７日目またはその前後で開始される。
【００８６】
　増殖期中にボーラス供給を使用することで、細胞が産生期に遷移することが可能となり
、結果として産生期を開始する及び制御する手段としての温度変化への依存が少なくなる
が、しかしながら、３６℃から３１℃への温度変化が増殖期と産生期との間で起こり得る
。一実施形態では、変化は３６℃から３３℃である。別の実施形態では、流加培養におけ
る細胞増殖停止の開始は、流加培養物を細胞周期阻害剤に暴露することにより開始される
。別の実施形態では、流加培養における細胞増殖停止の開始は、細胞周期阻害剤を含む無
血清灌流培地での灌流により達成することができる。
【００８７】
　本明細書に記載のように、バイオリアクターは、無血清培養培地中、少なくとも０．５
×１０６から３．０×１０６以上までの生存細胞／ｍＬ、例えば１．０×１０６生存細胞
／ｍＬで播種されることができる。
【００８８】
　灌流培養は、細胞培養物が、同時に使用済みの培地を除去しながら新鮮な灌流供給培地
を受容する培養である。灌流は、連続的、段階的、断続的、またはこれらのうちのいずれ
かまたはこれらのうちの全ての組み合わせであり得る。灌流量は、１日当たり１作業量未
満～多くの作業量であり得る。細胞は、培養物中に保持され、除去される使用済みの培地
は、細胞を実質的に含まないか、または培養物よりもはるかに少ない細胞を有する。細胞
培養によって発現される組換えタンパク質も、培養物中に保持されることができる。灌流
は、遠心分離、沈降、または濾過を含むいくつかの手段によって達成されることができ、
例えば、Ｖｏｉｓａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３），Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　８２：７５１－６５を参照されたい。濾過方法
の一例は、交互接線流濾過である。交互接線流は、中空糸フィルタモジュールを通して培
地をポンピングすることによって維持される。例えば、米国特許第６，５４４，４２４号
；Ｆｕｒｅｙ（２００２）Ｇｅｎ．Ｅｎｇ．Ｎｅｗｓ．２２（７），６２－６３を参照さ
れたい。
【００８９】
　「灌流流量」は、バイオリアクターから通過する（添加する及び除去される）培地の量
であり、典型的には、所与の時間内の、いくらかのまたは複数の作業量として表される。
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「作業量」は、細胞培養に使用されるバイオリアクター容量の量を指す。一実施形態では
、灌流流量は、１日あたり１作業量またはそれ以下である。灌流供給培地は、灌流栄養分
濃度を最大化し、灌流量を最小限にするように製剤化されることができる。
【００９０】
　細胞培養物は、細胞培養の産生期の経過中に消費される栄養分及びアミノ酸などの成分
を含有する濃縮供給培地を補充されることができる。濃縮供給培地は、ほぼ全ての細胞培
養培地製剤に基づき得る。そのような濃縮供給培地は、細胞培養培地の成分の大半を、そ
の通常量の、例えば、約５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、１２倍、１４倍、１６
倍、２０倍、３０倍、５０倍、１００倍、２００倍、４００倍、６００倍、８００倍、ま
たさらには約１０００倍で含有することができる。濃縮供給培地は、しばしば流加培養プ
ロセスにおいて使用される。
【００９１】
　本発明に係る方法を用いて、多段階培養プロセスにおける組換えタンパク質の産生を改
善し得る。多段階プロセスでは、細胞は２つ以上の異なる段階において培養される。例え
ば、細胞は、まず細胞増殖及び生存能を最大化する環境条件下の１つまたは複数の増殖期
において培養され、次いでタンパク質産生を最大化する条件下の産生期へと移行する。哺
乳類細胞によるタンパク質の産生のための商業的プロセスでは、最終産生培養の前に異な
る培養容器内で生じる、通常複数、例えば、少なくとも約２、３、４、５、６、７、８、
９、または１０の増殖期がある。
【００９２】
　増殖期及び産生期は、１つまたは複数の遷移期に先行されるか、またはそれによって分
けられ得る。多段階プロセスにおいて、本発明に係る方法を、商業的な細胞培養の最終産
生期の少なくとも増殖期及び産生期中に採用することができるが、先行する増殖期で採用
してもよい。産生期は、大規模に行われることができる。大規模プロセスは、少なくとも
約１００、５００、１０００、２０００、３０００、５０００、７０００、８０００、１
０，０００、１５，０００、２０，０００リットルの容量で行うことができる。一実施形
態では、産生は、５００Ｌ、１０００Ｌ、及び／または２０００Ｌのバイオリアクター内
で行われる。
【００９３】
　増殖期は、産生期よりも高い温度で生じ得る。例えば、増殖期は、約３５℃～約３８℃
の第一の温度で生じ得、産生期は、約２９℃～約３７℃、任意選択的に、約３０℃～約３
６℃または約３０℃～約３４℃の第二の温度で生じ得る。加えて、例えば、カフェイン、
酪酸塩、及びヘキサメチレンビスアセトアミド（ＨＭＢＡ）などのタンパク質産生の化学
誘導物質は、温度変化と同時に、温度変化の前に、及び／または温度変化の後に添加され
得る。誘導物質が温度変化後に添加される場合、それらは、温度変化の１時間～５日間後
、任意選択的に、温度変化の１～２日後に添加され得る。細胞培養は、細胞が所望のタン
パク質（複数可）を産生する間、数日間またはさらには数週間維持されることができる。
【００９４】
　細胞培養からの試料は、当技術分野で既知の解析技法のいずれかを用いてモニター及び
評価することができる。組換えタンパク質及び培地の質及び特徴を含む様々なパラメータ
は、培養期間中モニターすることができる。試料を採取し、連続モニタリング、リアルタ
イム、ほぼリアルタイムを含む、所望の頻度で断続的にモニターすることができる。
【００９５】
　典型的には、最終産生培養前の細胞培養物（Ｎ－ｘ～Ｎ－１）を用いて、産生バイオリ
アクターであるＮ－１培養物に播種するために使用され得る種子細胞を生成する。種子細
胞密度は、産生される組換えタンパク質のレベルに正の影響を有し得る。産生物レベルは
、種子密度の増加とともに増加する傾向にある。力価における改善は、より高い種子密度
に関連するだけでなく、産生される細胞の代謝及び細胞周期状態によっても影響される可
能性が高い。
【００９６】
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　種子細胞は、任意の培養方法により産生することができる。１つのかかる方法は、交互
接線流濾過を用いる灌流培養である。Ｎ－１バイオリアクターは、交互接線流濾過を用い
て稼働されて高密度で細胞を提供し産生バイオリアクターに播種することができる。Ｎ－
１段階を使用して９０×１０６細胞／ｍＬを超える密度まで細胞を増殖し得る。Ｎ－１バ
イオリアクターを、ボーラス種子培養物を生成するために使用することができる、または
複数の産生バイオリアクターに高い種子細胞密度で播種するために維持され得る回転種子
ストック培養物として使用することができる。産生の増殖段階の期間は、７～１４日間ま
で変動し得、産生バイオリアクターの播種前に細胞を対数的増殖状態に維持するように指
定することができる。灌流量、培地製剤及びタイミングは、細胞を増殖させ、それらの産
生の最適化を最も助長する状態でそれらを産生バイオリアクターに送達するために最適化
される。１５×１０６細胞／ｍＬを超える種子細胞密度は、産生バイオリアクターに播種
するために達成されることができる。播種時のより高い種子細胞密度は、所望の産生密度
に達するのに必要な時間を低減させるかまたは排除させることさえできる。
【００９７】
　本発明は、組換えタンパク質のグリコシル化の存在及び／または量の制御において特定
の有用性を見出す。本発明において使用される細胞株（「宿主細胞」とも称される）は、
商業的または化学的目的のポリペプチドを発現するように遺伝子操作されている。細胞株
は、典型的には、培養内で無期限にわたって維持されることができる初代培養物から生じ
る系統から誘導される。細胞株を遺伝子操作することは、組換えポリヌクレオチド分子で
細胞をトランスフェクトすること、形質転換すること、または形質導入すること、及び／
またはそうでなければ宿主細胞に所望の組換えポリペプチドを発現させるように（例えば
、非組換え細胞と組換え細胞との相同組換え及び遺伝子活性化または融合により）変化さ
せることを必然的に含む。目的のポリペプチドを発現するように細胞及び／または細胞株
を遺伝子操作するための方法及びベクターは、当業者に周知であり；例えば、様々な技術
が、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，編、（Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１
９８８，及び４半期毎の更新物）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９）；Ｋａｕｆｍａｎ，Ｒ．Ｊ．，Ｌａ
ｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ，１９９０，ｐｐ
．１５－６９に示されている。
【００９８】
　動物細胞株は、その祖先が多細胞動物から誘導された細胞から誘導される。動物細胞株
の１つのタイプは、哺乳類細胞株である。培養における増殖に好適な多種多様な哺乳類細
胞株は、アメリカ合衆国培養細胞系統保存機関（バージニア州マナサス）及び商業的供給
者から入手可能である。当業界において一般的に使用される細胞株の例には、ＶＥＲＯ、
ＢＨＫ、ＨｅＬａ、ＣＶ１（Ｃｏｓを含む）、ＭＤＣＫ、２９３、３Ｔ３、骨髄腫細胞株
（例えば、ＮＳＯ、ＮＳ１）、ＰＣ１２、ＷＩ３８細胞、及びチャイニーズハムスター卵
巣（ＣＨＯ）細胞が含まれる。ＣＨＯ細胞は、複合組換えタンパク質、例えば、サイトカ
イン、凝固因子、及び抗体の産生に広く使用されている（Ｂｒａｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９６），Ｂｌｏｏｄ　８８：２００４－２０１２；Ｋａｕｆｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（
１９８８），Ｊ．Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２６３：６３５２－６３６２；ＭｃＫｉｎｎｏｎ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９１），Ｊ　Ｍｏｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　６：２３１－２３９
；Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０），Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４５：３０１１－３０
１６）。ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）欠乏変異体細胞株（Ｕｒｌａｕｂ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９８０），Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　７７：４２１６－
４２２０）、ＤＸＢ１１及びＤＧ－４４は、効率的なＤＨＦＲ選択可能及び増幅可能な遺
伝子発現系が、これらの細胞における高レベルの組換えタンパク質発現を可能にするため
に、望ましいＣＨＯ宿主細胞株である（Ｋａｕｆｍａｎ　Ｒ．Ｊ．（１９９０），Ｍｅｔ
ｈ　Ｅｎｚｙｍｏｌ１８５：５３７－５６６）。加えて、これらの細胞は、接着または懸



(22) JP 6474420 B2 2019.2.27

10

20

30

40

50

濁培養物として操作が容易であり、比較的良好な遺伝的安定性を呈する。ＣＨＯ細胞及び
それらの中に組換え的に発現されるタンパク質は、広く特徴づけされており、規制当局に
より臨床商業的製造における使用が承認されている。
【００９９】
　別の態様では、本発明は、組換え発現ベクターが導入されている宿主細胞を提供する。
宿主細胞は任意の原核生物細胞（例えば、大腸菌）または真核生物細胞（例えば、酵母、
昆虫、または哺乳類細胞（例えば、ＣＨＯ細胞））であることができる。ベクターＤＮＡ
は、原核生物または真核生物細胞内に、従来の形質転換またはトランスフェクション技術
を介して導入されることができる。多くのトランスフェクション方法が当技術分野で知ら
れており、脂質（例えば、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ（登録商標））、リン酸カルシウム
、カチオンポリマー、ＤＥＡＥ－デキストラン、活性化デンドリマー及び磁性ビーズの使
用を含む。追加のトランスフェクション方法は、機器ベースの技術を活用する。例として
、エレクトロポレーション、微粒子銃技術、マイクロインジェクション、及び核酸を宿主
細胞内に導入するために光（例えば、レーザー）を使用するレーザーフェクション（ｌａ
ｓｅｒｆｅｃｔｉｏｎ）／オプトインジェクション（ｏｐｔｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）が挙
げられる。
【０１００】
　哺乳類細胞の安定したトランスフェクションのために、使用される発現ベクター及びト
ランスフェクション技術に応じて、ほんのわずかの細胞のみが外来性ＤＮＡをそのゲノム
内に組み込み得ることが知られている。これらの組み込み体を同定及び選択するために、
（例えば抗生物質に対する耐性について）選択可能なマーカーをコードする遺伝子を、通
常、目的の遺伝子とともに宿主細胞内に導入する。好ましい選択可能マーカーには、Ｇ４
１８、ハイグロマイシン及びメトトレキサートなどの、薬物に耐性を与えるものが含まれ
る。他の方法のなかでも、導入された核酸と安定的にトランスフェクトされる細胞を、薬
物選択により同定することができる（例えば、ほかの細胞が死亡する一方で、選択可能マ
ーカー遺伝子を組み込んでいる細胞は生存する）。
【０１０１】
目的のタンパク質
　本発明の方法は、目的の組換えタンパク質を発現する細胞を培養するために使用するこ
とができる。発現された組換えタンパク質は、回復及び／または採取されることができる
培養培地に分泌され得る。加えて、タンパク質は、そのような培養物または成分から（例
えば、培養培地から）、既知のプロセス及び商業的供給者から入手可能な製品を使用して
精製または部分的に精製されることができる。次いで、精製されたタンパク質は「製剤化
」されることができ、これは、緩衝液が交換され、滅菌され、バルク包装され、及び／ま
たは最終使用者用に包装されることを意味する。医薬組成物に好適な製剤には、Ｒｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１８版．１９９
５，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡに記載の製
剤が含まれる。
【０１０２】
　本発明の方法で産生することができるポリペプチドの例には、以下のタンパク質のうち
の１つの全てまたは一部と同一であるまたは実質的に類似するアミノ酸配列を含むタンパ
ク質が含まれる：腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、ｆｌｔ３リガンド（ＷＯ９４／２８３９１）
、エリトロポエチン、トロンボポエチン、カルシトニン、ＩＬ－２、アンジオポエチン－
２（Ｍａｉｓｏｎｐｉｅｒｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７７（
５３２２）：５５－６０）、ＮＦ－κＢの受容体活性化因子のリガンド（ＲＡＮＫＬ、Ｗ
Ｏ０１／３６６３７）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）関連アポトーシス誘発リガンド（ＴＲＡ
ＩＬ、ＷＯ９７／０１６３３）、胸腺間質由来リンホポエチン、顆粒球コロニー刺激因子
、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ、豪国特許第５８８８１９号）
、マスト細胞増殖因子、幹細胞増殖因子（米国特許第６，２０４，３６３号）、上皮成長
因子、ケラチノサイト成長因子、巨核球増殖分化因子、ＲＡＮＴＥＳ、ヒトフィブリノゲ
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ン様２タンパク質（ＦＧＬ２；ＮＣＢＩ受託番号．ＮＭ＿００６８２；Ｒｕｅｇｇ　ａｎ
ｄ　Ｐｙｔｅｌａ（１９９５）、Ｇｅｎｅ　１６０：２５７－６２）成長ホルモン、イン
スリン、インスリノトロピン（ｉｎｓｕｌｉｎｏｔｒｏｐｉｎ）、インスリン様成長因子
、副甲状腺ホルモン、α－インターフェロン、γ－インターフェロン、及びコンセンサス
インターフェロンを含むインターフェロン（米国特許第４，６９５，６２３号及び同第４
，８９７，４７１号）、神経成長因子、脳由来神経栄養因子、シナプトタグミン様タンパ
ク質（ＳＬＰ１－５）、ニューロトロフィン－３、グルカゴン、インターロイキン、コロ
ニー刺激因子、リンホトキシン－β、白血病抑制因子、及びオンコスタチン－Ｍ。本発明
の方法に従って産生することができるタンパク質の説明は、例えば、Ｈｕｍａｎ　Ｃｙｔ
ｏｋｉｎｅｓ：Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｆｏｒ　Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ，全巻（Ａｇｇａｒｗａｌ　ａｎｄ　Ｇｕｔｔｅｒｍａｎ，編．Ｂｌａｃ
ｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ，１９９８）；Ｇｒｏｗｔｈ
　Ｆａｃｔｏｒｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＭｃＫａｙ　ａｎｄ　
Ｌｅｉｇｈ，編、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，１９９３）；及びＴｈｅ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，第１及び
２巻（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｏｔｚｅ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａ
ｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，２００３）内に見出され得る。
【０１０３】
　さらに、本発明の方法は、上記のタンパク質のいずれかの受容体のアミノ酸配列の全て
または一部を含むタンパク質、かかる受容体または上記のタンパク質のいずれかに対する
アンタゴニスト、及び／またはかかる受容体またはアンタゴニストに実質的に類似するタ
ンパク質を産生するのに有用であるだろう。これらの受容体及びアンタゴニストには：両
形態の腫瘍壊死因子受容体（ＴＮＦＲ、ｐ５５及びｐ７５と称される、米国特許第５，３
９５，７６０号及び米国特許第５，６１０，２７９号）、インターロイキン－１（ＩＬ－
１）受容体（Ｉ型及びＩＩ型；欧州特許第０４６０８４６号、米国特許第４，９６８，６
０７号、及び米国特許第５，７６７，０６４号）、ＩＬ－１受容体アンタゴニスト（米国
特許第６，３３７，０７２号）、ＩＬ－１アンタゴニストまたは阻害剤（米国特許第５，
９８１，７１３号、同第６，０９６，７２８号、及び同第５，０７５，２２２号）ＩＬ－
２受容体、ＩＬ－４受容体（欧州特許第０３６７５６６号及び米国特許第５，８５６，２
９６号）、ＩＬ－１５受容体、ＩＬ－１７受容体、ＩＬ－１８受容体、Ｆｃ受容体、顆粒
球－マクロファージコロニー刺激因子受容体、顆粒球コロニー刺激因子受容体、オンコス
タチン－Ｍ及び白血病抑制因子の受容体、ＮＦ－κＢ受容体活性化因子（ＲＡＮＫ、ＷＯ
０１／３６６３７及び米国特許第６，２７１，３４９号）、オステオプロテゲリン（米国
特許第６，０１５，９３８号）、ＴＲＡＩＬの受容体（ＴＲＡＩＬ受容体１、２、３、及
び４を含む）、及びＦａｓまたはアポトーシス誘発受容体（ＡＩＲ）などの死ドメインを
含む受容体が含まれる。
【０１０４】
　本発明を使用して産生することができる他のタンパク質は、分化抗原（ＣＤタンパク質
と称される）のアミノ酸配列の全てまたは一部を含むタンパク質またはそのリガンドまた
はこれらのいずれかに実質的に類似するタンパク質を含む。かかる抗原は、Ｌｅｕｋｏｃ
ｙｔｅ　Ｔｙｐｉｎｇ　ＶＩ（Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＶＩｔｈ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ　ａｎｄ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，Ｋｉｓｈ
ｉｍｏｔｏ，Ｋｉｋｕｔａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，編、Ｋｏｂｅ，Ｊａｐａｎ，１９９６）
に開示されている。同様のＣＤタンパク質が、それに続くワークショップにおいて開示さ
れている。そのような抗原の例には、ＣＤ２２、ＣＤ２７、ＣＤ３０、ＣＤ３９、ＣＤ４
０、及びそれらに対するリガンド（ＣＤ２７リガンド、ＣＤ３０リガンド、等）が含まれ
る。ＣＤ抗原のいくつかは、４１ＢＢ及びＯＸ４０も含むＴＮＦ受容体ファミリーのメン
バーである。リガンドは、多くの場合、ＴＮＦファミリーのメンバーであり、４１ＢＢリ
ガンド及びＯＸ４０リガンドもそうである。
【０１０５】
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　酵素的に活性なタンパク質またはそれらのリガンドも、本発明を使用して産生すること
ができる。例として、以下のタンパク質のうちの１つの全てまたは一部を含むタンパク質
またはそのリガンドまたはこれらのうちの１つに実質的に類似するタンパク質を含む：Ｔ
ＮＦ－α変換酵素を含むディスインテグリン及びメタロプロテイナーゼドメインファミリ
ーメンバー、種々のキナーゼ、グルコセレブロシダーゼ、スーパーオキシドディスムター
ゼ、組織プラスミノーゲン活性化因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、アポリポ蛋白Ｅ、
アポリポ蛋白Ａ－Ｉ、グロビン、ＩＬ－２アンタゴニスト、α－１アンチトリプシン、上
記の酵素のいずれかのリガンド、及び多くの他の酵素及びそれらのリガンド。
【０１０６】
　産生されることができる抗体の例には、上記のタンパク質及び／または以下の抗原：Ｃ
Ｄ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１４、ＣＤ１８、ＣＤ２０、ＣＤ２２
、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３、ＣＤ４０、ＣＤ４４、ＣＤ５２、ＣＤ８０（Ｂ７．１
）、ＣＤ８６（Ｂ７．２）、ＣＤ１４７、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－３
、ＩＬ－７、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１受容体、ＩＬ－２受
容体、ＩＬ－４受容体、ＩＬ－６受容体、ＩＬ－１３受容体、ＩＬ－１８受容体サブユニ
ット、ＦＧＬ２、ＰＤＧＦ－β及びその類似体（米国特許第５，２７２，０６４号及び同
第５，１４９，７９２号を参照されたい）、ＶＥＧＦ、ＴＧＦ、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－
β１、ＥＧＦ受容体（米国特許第６，２３５，８８３号を参照されたい）ＶＥＧＦ受容体
、肝細胞増殖因子、オステオプロテゲリンリガンド、インターフェロンγ、Ｂリンパ球刺
激因子（ＢｌｙＳ、これはＢＡＦＦ、ＴＨＡＮＫ、ＴＡＬＬ－１、及びｚＴＮＦ４として
も知られる；Ｄｏ　ａｎｄ　Ｃｈｅｎ－Ｋｉａｎｇ（２００２），Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｇ
ｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｖ．１３（１）：１９－２５を参照されたい）、Ｃ５補
体、ＩｇＥ、腫瘍抗原ＣＡ１２５、腫瘍抗原ＭＵＣ１、ＰＥＭ抗原、ＬＣＧ（肺癌と関連
して発現される遺伝子産物）、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ－３、腫瘍関連糖タンパク質ＴＡＧ－
７２、ＳＫ－１抗原、結腸癌及び／または膵癌を有する患者の血清内に上昇したレベルで
提示される腫瘍関連エピトープ、乳房、結腸、扁平細胞、前立腺、膵臓、肺、及び／また
は腎臓癌細胞上で、及び／または黒色腫、神経膠腫、または神経芽細胞腫細胞上で発現さ
れる癌関連エピトープまたはタンパク質、腫瘍の壊死性コア、インテグリンアルファ４ベ
ータ７、インテグリンＶＬＡ－４、インテグリン（アルファ４ベータ７を含むインテグリ
ンを含む）、ＴＲＡＩＬ受容体１、２、３、及び４、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫリガンド、ＴＮ
Ｆ－α、接着分子ＶＡＰ－１、上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）、細胞間接着分子－３（
ＩＣＡＭ－３）、ロイコインテグリン付着因子、血小板糖タンパク質ｇｐ　ＩＩｂ／ＩＩ
Ｉａ、心筋ミオシン重鎖、副甲状腺ホルモン、ｒＮＡＰｃ２（第ＶＩＩａ因子組織因子の
阻害剤）、ＭＨＣＩ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、アルファ－フェトプロテイン（ＡＦＰ）
、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、ＣＴＬＡ－４（細胞傷害性Ｔリンパ球関連抗原）、Ｆｃ－γ
－１受容体、ＨＬＡ－ＤＲ１０ベータ、ＨＬＡ－ＤＲ抗原、スクレロスチン、Ｌ－セレク
チン、呼吸器合胞体ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ｂ型肝炎ウイルス（Ｈ
ＢＶ）、ミュータンスレンサ球菌、及び黄色ブドウ球菌を含むがこれらに限定されない、
タンパク質のいずれか１つまたはタンパク質の組み合わせを認識するものが含まれるが、
これらに限定されない。
【０１０７】
　本発明の方法を使用して産生することができる既知の抗体の特定の例には、アダリムマ
ブ、ベバシズマブ、インフリキシマブ、アブシキシマブ、アレムツズマブ、バピネオズマ
ブ、バシリキシマブ、ベリムマブ、ブリアキヌマブ、ブロダルマブ、カナキヌマブ、セル
トリズマブペゴル、セツキシマブ、コナツムマブ、デノスマブ、エクリズマブ、エトロリ
ズマブ、エボロクマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン、ゴリムマブ、イブリツモマブチウ
キセタン、ラベツズマブ、マパツムマブ、マツズマブ、メポリズマブ、モタビズマブ、ム
ロモナブＣＤ３、ナタリズマブ、ニモツズマブ、オファツムマブ、オマリズマブ、オレゴ
ボマブ、パリビズマブ、パニツムマブ、ペムツモマブ、ペルツズマブ、ラニビズマブ、リ
ツキシマブ、ロベリズマブ、トシリズマブ、トシツモマブ、トラスツズマブ、ウステキヌ
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マブ、ベドリズマブ、ザルツムマブ、及びザノリムマブが含まれるが、これに限定されな
い。
【０１０８】
　本発明を使用して、例えば、上記のタンパク質のいずれかを含む、組換え融合タンパク
質を産生することもできる。例えば、上記のタンパク質の１つに加えて、多量体化ドメイ
ン、例えばロイシンジッパー、コイルドコイル、免疫グロブリンのＦｃ部分、または実質
的に類似するタンパク質を含む組換え融合タンパク質を、本発明の方法を使用して産生す
ることができる。例えば、ＷＯ９４／１０３０８；Ｌｏｖｅｊｏｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９３），Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５９：１２８８－１２９３；Ｈａｒｂｕｒｙ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９３），Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６２：１４０１－０５；Ｈａｒｂｕｒｙ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９４），Ｎａｔｕｒｅ　３７１：８０－８３；Ｈａｋａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９９），Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　７：２５５－６４を参照されたい。そのような組
換え融合タンパク質の中でも具体的に含まれるものは、受容体の一部が、エタネルセプト
（ｐ７５ＴＮＦＲ：Ｆｃ）アバタセプト及びベラタセプト（ＣＴＬＡ４：Ｆｃ）などの抗
体のＦｃ部分に融合されているタンパク質である。
【０１０９】
　本発明は、本発明の個々の態様の１つの例として意図される本明細書に記載の特定の実
施形態によって範囲を限定されず、機能的に同等の方法及び構成要素は、本発明の範囲内
である。実際に、本明細書に示され記載される変更に加え、本発明の様々な変更が、前述
の説明及び添付の図面から当業者に明らかになるであろう。そのような変更は、添付の特
許請求の範囲内に入ることが意図される。
【実施例】
【０１１０】
実施例１
　低レベルの高マンノース型（ＨＭ）発現を歴史的に呈した組換えヒト抗体（ＭＡｂ　Ａ
）を発現する、モノクローナル抗体産生チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株を
ｓｉＲＮＡ実験に使用した。細胞株は、ＤＨＦＲベースの選択を使用してクローン的に誘
導された；通例の培養については、細胞は、懸濁液内、メトトレキサート（ＭＴＸ）を含
有する選択培地内で培養された。培養物は、通気性１２５ｍＬまたは２５０ｍＬエルレン
マイヤー振とうフラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、マサチューセ
ッツ州ローウェル）または５０ｍＬ通気性スピンチューブ（ＴＰＰ、スイス、トラザーデ
ィンゲン）内で３６℃、５％ＣＯ２及び８５％相対湿度で維持された。エルレンマイヤー
フラスコを、１２０ｒｐｍ、２５ｍｍ軌道直径で大容量自動式ＣＯ２インキュベーター（
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、マサチューセッツ州ウォルサム）
内で振とうし、スピンチューブを２２５ｒｐｍ、５０ｍｍ軌道直径で大容量ＩＳＦ４－Ｘ
インキュベーター（Ｋｕｈｎｅｒ　ＡＧ、スイス、バーゼル）内で振とうした。
【０１１１】
　８つの異なる１９ｍｅｒ　ｓｉＲＮＡを、Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２
について試験した。ｓｉＲＮＡは、製造業者のプロトコルに従ってＬｉｐｏｆｅｃｔａｍ
ｉｎｅ（登録商標）ＲＮＡｉＭＡＸ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ；核酸と複合し、核酸を有する細胞のトランスフェクションを促進する脂質ベ
ースのトランスフェクション試薬）を使用してＭＡｂ　Ａ細胞株内へと一過性にトランス
フェクトされた。簡潔には、細胞は、ウェルあたり２×１０５で、５００マイクロリット
ル培地を有する６ウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）上に、トランスフェクション当日に
播種された。トランスフェクションのために、１０ｐｍｏｌのｓｉＲＮＡを、１００マイ
クロリットルＯｐｔｉ－Ｍｅｍ　Ｉ培地中１．５マイクロリットルのＬｉｐｏｆｅｃｔａ
ｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭＡＸに複合し、室温で１０分間インキュベートした。次いで、ＲＮ
Ａｉ－Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭａｘ試薬複合体を各ウェルに添加した。
プレートを３日間３６℃でＣＯ２インキュベーター内でインキュベートした。細胞を１Ｘ
溶解緩衝液（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｉｎｃ．，カリフォルニア州サンタクララ）を使用
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（Ｌｕｍｉｎｅｘ、テキサス州オースティン；タンパク質及びゲノムのマルチプレックス
ビーズアレイアッセイ）を使用するＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ（登録商標）マルチプレックス
アッセイによるｍＲＮＡ発現解析のために使用した。
【０１１２】
　ｍＲＮＡ発現解析のために、ＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ　Ｐｌｅｘ２．０試薬システム（Ａ
ｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｉｎｃ．、カリフォルニア州サンタクララ）を活用した。簡潔には
、５×１０５生存細胞由来の細胞ペレットを、プロテイナーゼＫ（原液濃度５０ｍｇ／ｍ
Ｌ）を補充した１Ｘ溶解緩衝液（ＱＳ０１００）（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｉｎｃ．、カ
リフォルニア州サンタクララ）を使用して溶解し、５０℃で１時間インキュベートした。
細胞溶解物を、使用する際まで－８０℃で保管した。Ｍｇａｔ１、Ｍｇａｔ２、及びＳｌ
ｃ３５ａ３を標的とするカスタマイズされた遺伝子特異的プローブセット、ならびに標準
化遺伝子を使用した（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ．カリフォルニア州サンタクララ）
。凍結された溶解物を、ｍＲＮＡ発現レベル解析のための標準的なＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
プロトコルを使用して、解凍し処理した。
【０１１３】
　データは、アッセイされたウェルあたり遺伝子あたり１００ビーズからレポーター蛍光
中央値を測定することから得られ、蛍光強度中央値（ＭＦＩ）として表された。バックグ
ラウンドシグナルを、ブランク試料から標的ｍＲＮＡの非存在下で決定し、標的ｍＲＮＡ
の存在下で得られたシグナルから引いた。目的の遺伝子の蛍光強度を２つのハウスキーピ
ング遺伝子：ＧｕｓＢ及びＴＢＰに対して正規化した。
正規化率＝（目的の遺伝子のＭＦＩ）／（ハウスキーピング遺伝子のＭＦＩ）
各標的ＲＮＡについてのアッセイの感受性は、シグナルがバックグラウンドを３標準偏差
超えた標的濃度として定義される、検出限界（ＬＯＤ）を決定することにより評価された
。変動係数（ＣＶ）は、アッセイの精度を測定し、標準偏差と平均値の比率である。
【０１１４】
　全ての試料は３重で行われ、溶解緩衝液はブランクとして使用した。試料をＢｉｏ－Ｐ
ｌｅｘ３Ｄプレートリーダー（Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いて解析
し、データはＢｉｏ－Ｐｌｅｘ　Ｄａｔａ　Ｍａｎａｇｅｒ５．０ソフトウェア（Ｂｉｏ
－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、カリフォルニア州ハーキュリーズ）を使用して獲
得した。
【０１１５】
　各遺伝子について、有意なオフターゲット効果を伴わずに８５％超のノックダウンを達
成した２つのｓｉＲＮＡを選択した。次いで、選択されたｓｉＲＮＡを、ＭＡｂ　Ａ細胞
株内にトランスフェクトし、１０日間の流加培養による抗体産生運転を実施した。流加産
生試験では、細胞を３．５×１０５細胞／ｍＬで産生培地内に播種した。３ｍＬ作業量を
２４ディープウェルプレート（Ａｘｙｇｅｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、カリフォルニア州
ユニオンシティ）内で、または２５ｍＬ作業量を１２５ｍＬ通気性振とうフラスコ内で使
用した。培養物に初回培養容量の７％の単回ボーラス供給を３、６、８日目に供給した。
グルコースを１０ｇ／Ｌ標的に３、６及び８日目に供給した。遠心分離された馴化培地を
産生運転の１０日目に回収した。試料も、増殖、生存能及び代謝データについて３、６、
８及び１０日目に、力価及びＨＭ解析について６、８及び１０日目に採取した。
【０１１６】
　細胞ペレット試料を、ｍＲＮＡ発現解析のために培養物から３、６、８、及び１０日目
に採取した；結果を下記の表１に示す。
【０１１７】
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【表１】

【０１１８】
　ｍＲＮＡ発現解析は、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２転写レベルが１０日間の産生運転にわ
たって５０％超減少したことを示した。Ｓｌｃ３５ａ２の発現レベルは、３日目から６日
目で５０％超減少したが、しかしながら８日目及び１０日目までには７～１４％のみの減
少が見られた。
【０１１９】
　抗体力価及びＨＭ率（％）は、流加の１０日目に決定された。力価は、Ｗａｔｅｒｓ　
ＵＰＬＣを使用することにより、親和性プロテインＡ　ＰＯＲＯＳ　ＰＡ　ＩＤセンサー
カートリッジにより測定した。高マンノース型含量を、Ｃａｌｉｐｅｒ　ＧＸ　ＩＩ　Ｈ
Ｍアッセイ（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．、ＰｅｒｋｉｎＥ
ｌｍｅｒ社）を使用して、またはＵＰＬＣ　ＨＩＬＩＣ（親水性相互作用クロマトグラフ
ィー）（Ａｃｑｕｉｔｙ　ＵＰＬＣ　ＢＥＨグリカンカラムとともに使用されるＵＰＬＣ
蛍光（ＦＬＲ）検出器を備えたＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＵＰＬＣ）を使用して測
定した。結果を下記の表２に示す（結果は平均値±標準偏差として表す）。
【０１２０】
【表２】

【０１２１】
　これらの結果の分析は、Ｍｇａｔ１ｓｉＲＮＡで処理された細胞では、ＨＭのレベルが
７０％増加し、一方でＭｇａｔ２またはＳｌｃ３５ａ２いずれかのノックダウンはＨＭに
有意に影響しなかったことを示した。しかしながら、１０日目までに、Ｓｌｃ３５ａ２の
レベルは対照値の９０％まで回復し、そのためこの実験でＨＭの調節にこの遺伝子が果た
す役割を除外することはできない。ｓｉＲＮＡ処理に伴う産生された抗体の力価における
有意な変化は観察されなかった。さらには、ｓｉＲＮＡ処理は、生産性または細胞生存能
に影響するようには見えず、これは減少したＭｇａｔ１　ｍＲＮＡ発現とともに観察され
た増加したＨＭレベルが、低減したＭｇａｔ１活性に直接関連する可能性があることを示
す。
【０１２２】
実施例２
　高レベル（すなわち、１０％超）の高マンノース型グリカンを歴史的に呈した組換えヒ
ト抗体（ＭＡｂ　Ｂ）を発現する、モノクローナル抗体産生チャイニーズハムスター卵巣
（ＣＨＯ）細胞株をトランスフェクション実験に使用した。細胞株は、ＤＨＦＲベースの
選択を使用してクローン的に誘導された；通例の培養については、細胞は懸濁液内、ＭＴ
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ルレンマイヤー振とうフラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、マサチ
ューセッツ州ローウェル）または５０ｍＬ通気性スピンチューブ（ＴＰＰ、スイス、トラ
ザーディンゲン）内で、実質的に前述の通りに維持された。
【０１２３】
　ＭＡｂ　Ｂ細胞を、ｎｕｌｌ発現ベクター対照、フューリンｐｅｐ２Ａと結合したＭｇ
ａｔ１及びＭｇａｔ２を含有するバイシストロニックな発現ベクター（Ｍ１Ｍ２）、Ｓｌ
ｃ３５ａ２（Ｓ）を含有するベクターまたはＭｇａｔ１、Ｍｇａｔ２及びＳｌｃ３５ａ２
ベクターの同時トランスフェクト物（Ｍ１Ｍ２Ｓ）のいずれかとトランスフェクトした。
選択培地内で８０％を超える生存能までこれらの細胞が回復した後、これらをフローサイ
トメトリーを使用して単一細胞クローニングした。単一細胞から誘導されたこれらの細胞
株について、目的の遺伝子の発現レベルを解析した。４つの異なるベクター配置のそれぞ
れについて、４０個を超えるクローンを目的の遺伝子の発現について解析し、この解析に
基づいて、２０個の過剰発現細胞株及び１０個の対照細胞株を、実質的に前述の通りに実
施された、２つの別々の１０日間の流加産生運転におけるさらなる特徴づけのために選出
した。
【０１２４】
　第一の流加産生の開始時に、平均で、より高いＰＤＬを伴う対照（２５時間未満）と比
較して、過剰発現細胞株での倍加時間はより高く（２５時間超）、ＰＤＬはより低かった
（図１）。それゆえ、第二の１０日間流加実験は、全て同様の倍加時間を呈するより小さ
いサブセットのクローンについて実施した（図２）。
【０１２５】
　第二の流加実験からの、選択されたクローンにおけるｍＲＮＡ発現の統計学的解析は、
過剰発現における倍数変化が対照と比較して有意であることを確かにした。Ｍｇａｔ２遺
伝子は、Ｍｇａｔ１遺伝子と比較して発現においてより大きな増加倍数を有した。結果を
下記の表３に示す。
【０１２６】
【表３】

【０１２７】
　誘発される過剰発現のレベルをさらに調査するために、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２のタ
ンパク質レベルを液体クロマトグラフィー－タンデム質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を使
用して定量化した。空ベクター（ＥＶ）でトランスフェクトされた対照細胞株ならびにＭ
ｇａｔ１及びＭｇａｔ２を両方とも過剰発現する２つの株（Ｂ１及びＢ２）を解析した。
結果を下記の表４に示す。相対的なタンパク質発現を百万分率（ｐｐｍ）で測定する。
【０１２８】
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【０１２９】
　表４が示すように、ＥＶは、基底発現レベルのＭｇａｔ１及びＭｇａｔ２を呈し、一方
でこれらのタンパク質の発現レベルは、Ｂ１及びＢ２細胞株において有意に増加した。さ
らには、Ｂ１及びＢ２細胞株において、Ｍｇａｔ２は、Ｍｇａｔ１と比較して上昇した発
現レベルを示した。これらのデータは、１０日目にＭｇａｔ１及びＭｇａｔ２のｍＲＮＡ
発現レベルについて観察されたデータと良好に相関する。
【０１３０】
　対照的に、ハウスキーピング対照タンパク質（ＧＡＰＤＨ；データは示さず）の発現レ
ベルは、８及び１０日目（タンパク質発現が解析された２日間）にこれらの３つの細胞株
について一定のままだった。
【０１３１】
　図３、４、及び５は、増殖及び特異的生産性が群間で類似したことを示す；しかしなが
ら、力価は、２つの他の群と比較してＭｇａｔ１及び２過剰発現クローンについて有意に
増加した。Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２を過剰発現する細胞株（Ｍ１Ｍ２）、ならびに全３
つの遺伝子を過剰発現するそれらのクローン（Ｍ１Ｍ２Ｓ）は、対照細胞と比較して高マ
ンノース型レベルにおける減少を示した（それぞれ７０％及び２９％（図６））。しかし
ながら、Ｓｌｃ３５ａ２（Ｓ）を過剰発現する細胞株は、対照と比較したときに統計学的
に有意な変化を示さなかった（図６）。ＵＤＰ－ガラクトース輸送体（Ｓｌｃ３５Ａ２に
よりコードされるタンパク質）の役割は、ＵＤＰ－ＧｌｃＮＡｃを含むヌクレオチド糖基
質を、ゴルジ内腔へと輸送することであるため、ＵＤＰ－ＧｌｃＮＡｃのレベルが限定さ
れている場合、Ｓｌｃ３５ａ２のレベルの増加は、後続のグリカン処理に影響しないだろ
う。
【０１３２】
　分泌された、組換えＭＡｂ　Ｂのグリコフォームプロファイルを、過剰発現細胞株（Ｍ
１Ｍ２、Ｍ１Ｍ２Ｓ及びＳ）のそれぞれについて評価した。Ｍ１Ｍ２細胞株は、対照細胞
株と比較して、Ｍ５、Ｍ６、Ｍ７及びＭ８ｂなどの全てのＨＭ種において有意な低減を示
した。結果を下記の表５に示す。
【０１３３】
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【表５】

【０１３４】
　対照空ベクター細胞株では、Ａ２Ｇ０Ｆは、評価された８種の複合グリカン種の中で支
配的な種（４９．１７％）であり、次にＡ２Ｇ１Ｆ（１６．４６％）及び他の複合グリコ
フォームが続く。様々な種の割合（％）に関して同様の傾向が、Ｍ１Ｍ２及びＭ１Ｍ２Ｓ
について見られた。しかしながら、Ｍ１Ｍ２細胞株の場合には、Ａ２Ｇ０Ｆグリコフォー
ムの量は、対照と比較して２７％有意に増加した（有意値ｐ＝０．００７６）。これは、
Ｍｇａｔ２の過剰発現により、対照細胞株と比較して、ハイブリッドグリカン（Ａ１Ｇ０
Ｍ５）からＡ２Ｇ０への効率的な転換があり、それゆえより多くの基質がフコシルトラン
スフェラーゼ８（Ｆｕｔ８）に利用可能であり、より多くのＡ２Ｇ０Ｆ産物を作成するこ
とを示す。この実験においてＳｌｃ３５ａ２の過剰発現は、複合グリカンレベルにおける
有意な増加をもたらさないように見えるが、これらの結果は、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２
の過剰発現がＨＭグリカンから複合グリコフォームへの転換を増加させ、それによりＨＭ
レベルを低下させることができることを示す。
【０１３５】
実施例３
　ＣＨＯ宿主細胞を、Ｍｇａｔ１、またはＭｇａｔ２のいずれかで個別にトランスフェク
トした、またはＭｇａｔ１及びＭｇａｔ２発現ベクターの両方で同時トランスフェクトし
た。選択培地において８０％を超える生存能までこれらの細胞を回復させた後、これらを
、フローサイトメトリーを使用して単一細胞クローニングした。合計で２９１個のクロー
ンを、Ｍｇａｔ１及びＭｇａｔ２の遺伝子の発現について解析した。これらの中で、良好
な増殖及び生存能に基づいて、歴史的に低レベル（すなわち５％未満）の高マンノース型
グリカンを伴うヒトモノクローナル抗体（ＭＡｂ　Ａ）を発現する組換えＣＨＯ細胞株に
おいて検出されるレベルを超えるＭｇａｔ１及びＭｇａｔ２レベルを発現する４８個のク
ローンを選択した。
【０１３６】
　全ての４８個のクローンを少なくとも６０ＰＤＬ（集団倍加レベル）に増殖させ、この
時間経過中に、３つの異なる時点でＭｇａｔ１及びＭｇａｔ２のｍＲＮＡ発現レベルを解
析した。それぞれのｍＲＮＡの安定した発現レベルに基づいて、１６個のクローンを選択
した。これらのクローンのトランスフェクション能力（ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｂｉｌｉｔ
ｙ）をさらに評価するために、実質的にＲｅｍｙ　ａｎｄ　Ｍｉｃｈｎｉｃｋ（１９９９
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），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９６：５３９４－５３９９により記載さ
れるように、全ての４８個のクローンをタンパク質断片相補アッセイにおいて緑色蛍光タ
ンパク質（ＧＦＰ）含有ベクターで一過的にトランスフェクトした。
【０１３７】
　最も高いトランスフェクション効率を呈する７個のクローンをさらなる解析のために選
択した。対照ＣＨＯと比較した上位７個のクローンのＭｇａｔ１及びＭｇａｔ２のｍＲＮ
Ａの倍数変化を表６に示す。
【０１３８】
【表６】

【０１３９】
　高レベル（すなわち、１５％超）の高マンノース型グリカンを歴史的に呈するモノクロ
ーナル抗体（ＭＡｂＣ）を、Ｍｇａｔ１及び／またはＭｇａｔ２を過剰発現する操作され
た宿主細胞または対照の操作されていないＣＨＯ宿主細胞におけるトランスフェクション
に使用した。前述のように、安定プールを作製し、１０日間の流加産生運転におけるさら
なる特徴付けのために選出した。分泌された、組換えＭＡｂＣのグリコフォームプロファ
イル及び力価を、それぞれの過剰発現細胞株について評価した。生産力（すなわち、力価
）に影響することなく、ＭＡｂＣの対照宿主と比較して、宿主３８Ｃ２において有意に低
いレベルの高マンノース型グリカンが検出された。結果を表７に示す；値は、流加産生ア
ッセイから得られた１０日目の力価及びグリカンレベルを反映する。
【０１４０】
【表７】
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【０１４１】
　同様に１５０ｎＭ及び３００ｎＭ増幅プールを生成し、１０日間の流加産生アッセイに
おいて解析した。１５０ｎＭプールの場合、全ての過剰発現宿主細胞は、力価に影響する
ことなく、対照宿主細胞と比較して、有意に低減された高マンノース率（％）を呈した。
結果を表８及び９に示す。
【０１４２】
【表８】
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　３００ｎＭ増幅では、表９に示すように、有意に低減したレベルの高マンノース型グリ
カンレベルが５つのプール（６１Ａ９、４５Ｆ２、６３Ｃ５、３８Ｃ２、及び２Ｂ８）に
ついて検出された。
【０１４４】
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【表９】

【０１４５】
　これらの結果は、Ｍｇａｔ１及び／またはＭｇａｔ２を過剰発現するように形質転換さ
れた宿主細胞は、複合グリコフォームへのＨＭグリカンの増加した転換、及びゆえにより
低いＨＭレベルを有する組換えタンパク質を調製するために使用することができることを
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【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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