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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　治療用細胞の無菌培養に好適な閉鎖システムであって、
（ｉ）細胞の増殖を補助するのに好適で、且つ培養の間細胞への気体の送達を可能にする
気体透過性部分及び底部に隣接する少なくとも１つの壁を含む容器であって、前記容器が
細胞培養を補助するのに必要な量の培地を含有するための内容積を規定する容器と、
（ｉｉ）気体を出すのを可能にすることによって前記培地で容器を満たす間の圧力の均衡
を取り、細胞を空にする過程の間、気体を内容積に入れるようにする、互いに流体連通し
た内部開口部及びそれから離れた外部開口部を規定する導管を含む通気孔であって、内部
開口部の液体への暴露を最小化し、故に液体培地を満たす間及び容器を空にする間、液体
によって内部開口部が遮断されないように、導管が閉鎖システムの外部から容器の構造機
構を通って伸び、容器の内容積に伸び、内部開口部を伴ってその中で終了し、外部開口部
は無菌フィルターを取り付けることが可能である通気孔と、
（ｉｉｉ）流体及び細胞の容器への無菌的な導入のための１つまたは複数のポート、及び
システムが細胞を出口ポートと流体連通させるように配向される場合、その中で増殖した
細胞が重力下でシステムを出ることができるようにシステムを外部環境にさらすことなく
流体がシステムを出るための１つまたは複数のポートと、
　又は、
　出入り口ポートとして機能する１つのポートと、
を含むシステム。
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【請求項２】
　容器、前記通気孔及び前記ポートが一体として構成される請求項１に記載のシステム。
【請求項３】
　導管が通って伸びる容器の構造機構が容器の壁である請求項２に記載のシステム。
【請求項４】
　容器が適当な配向にある場合、容器の一部が細胞を出口ポートに流し込むように配置さ
れる請求項２又は３に記載のシステム。
【請求項５】
　前記通気孔及び前記ポートが容器の同一構造機構に設置される、たとえば、底部に対向
して設置される請求項１～４のいずれか１項に記載のシステム。
【請求項６】
　出口ポートが容器の内容積の中心軸と同軸ではない請求項１～５のいずれか１項に記載
のシステム。
【請求項７】
　出口ポートが構造機構内に設置され、ポートが内容積の中に０．１５ｍｍ以下伸びる請
求項１～６のいずれか１項に記載のシステム。
【請求項８】
　治療用細胞の無菌培養の方法であって、
（ａ）請求項１～７のいずれか１項に記載の閉鎖システムに培養用の細胞集団を無菌的に
加える工程と、
（ｂ）前記システムに細胞を培養するための１つまたは複数の栄養を無菌的に加える工程
であって、工程（ａ）は工程（ｂ）の前、後、または同時の何れにおいて行ってもよい、
工程と、
（ｃ）細胞を培養して標的Ｔ細胞集団を増殖させる工程と、
（ｄ）細胞を好適な容器に無菌的に回収する工程と
を含む方法。
【請求項９】
　回収した後、増殖した細胞集団を洗浄するさらなる工程を含む請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　回収した後、増殖した細胞集団を数えるさらなる工程を含む請求項８又は９に記載の方
法。
【請求項１１】
　治療用量の細胞を好適な容器に分離するさらなる工程を含む請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　ＤＭＳＯのような賦形剤が回収された細胞に添加される請求項８～１１のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１３】
　治療用細胞を無菌的に培養するための請求項１～７のいずれか１項に記載のシステムの
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、商業的に実現可能な規模での治療応用のために細胞を無菌的に培養する最適
化されたシステム、前記システムを製造する方法、及び細胞治療剤を製造するためのシス
テムの使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　特許文献１（ＷＯ２００５／０３５７２８）は細胞を培養するのに気体透過性の部分を
持つシステムを記載している。この装置は、銘柄Ｇ－Ｒｅｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙのも
とでＷｉｌｓｏｎ　Ｗｏｌｆから入手可能である（ウエブサイトｗｗｗ．ｗｉｌｓｏｎｗ
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ｏｌｆ．ｃｏｍ／ｐａｇｅ／ｓｈｏｗ／６７５９６を参照下さい）。このシステムの主な
恩恵は、さらに介入することなく１４日間までの期間、細胞が継続して増殖できるような
方法で増殖している細胞に栄養及び気体が提供されるのを可能にすることであって、特に
、気体透過性の膜がＣＯ２とＯ２の交換を可能にし、配置が、増殖に必要な栄養すべてを
提供する大容量の培地が用いられるのを可能にすることである。配置は図１に示す。
【０００３】
　Ｇ－Ｒｅｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙの主な限界は、それが外部環境にさらされることな
く植菌及び細胞の回収及び栄養の追加を許さない開放製造システムであることである。細
胞治療剤は製造後滅菌することはできないので、その製造は無菌条件下で生じる必要があ
る。従って、その間、製品が外部環境にさらされる「開放」処理工程は、ＥＵ－ＧＭＰ分
類クラスＢ（ＵＳ　Ｆｅｄ．Ｓｔｄ．２０９ｅクラス１０，０００，ＩＳＯ１４６４４－
１クラスＩＳＯ７）に従って分類されるクリーンルームにて操作される層流キャビネット
にて実行されて微生物及び粒子による製品の汚染を防ぐ必要がある。開放処理のためのそ
のようなクリーンルーム技術を備える施設は建設し、操作し、維持し、監視するには高価
である。
【０００４】
　同等に重要なことは、開放操作工程は、交差汚染のリスクをできるだけ抑えるために同
一クリーンルーム空間では一度にたった１つの製品しか取り扱うことができないことを求
めるという事実であるので、製品の処理能力が限られ、この製造システムは高容量の生産
高を達成するのに並行して操作するために複数のクリーンルームと製造チームを必要とす
る。病院と同様に中小規模の会社については、資本投資及び人件費は製造の単位当たりで
非常に重要である。
【０００５】
　この課題に対処するために、本発明者らは、開放処理工程を必要としないのでクリーン
ルーム環境を必要とすることなく、治療で使用するための細胞を無菌で製造することを可
能にする細胞の培養用の改変システムを提供している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２００５／０３５７２８号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って、本発明は、治療用細胞を無菌的に培養するのに好適な閉鎖システムを提供し、
それは以下を含む：
ｉ）細胞の増殖を補助するのに好適で、培養中の細胞への気体の送達を可能にする気体透
過性の部分と、底部に隣接する少なくとも１つの壁とを含む容器であって、前記容器が内
容積を規定し、前記容器が培養の間、細胞を補助するために必要な容積の培地を含有する
ように適合させられる容器と；
ｉｉ）互いに流体連通した内部開口部及びそれから離れた外部開口部を規定する導管を含
む通気孔であって、導管がシステムの構造的な機構を介して閉鎖システムの外側から伸び
、任意で容器の内容積に伸び、内部開口部を伴って内容積で終了し、内部開口部が、液体
培地及び／又は細胞を満たす間及び空にする間、それが液体又は細胞によって遮断されな
いように内容積に位置し、外部開口部が無菌フィルターに接続するように適合し、それに
よって必要に応じて気体が容器の中へ又は容器の外へフィルターを通って通過することが
可能である通気孔と；
ｉｉｉ）容器に流体及び細部を無菌的に導入できるように適合させたポートであって、シ
ステムが細胞を出口ポートと流体連通するように配向され、後者が開放される場合、外部
環境にシステムをさらすことなく流体及び細胞がシステムを出ることができるように適合
させ、その中で増殖した細胞が重力下でシステムを出てもよいように適合させたポート。
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【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明に係るシステムは、治療で使用するための細胞の商業的製造に有意な恩恵を有す
る。特に、それは柔軟性で適応性であり、製造空間にて低い資本投資を必要とし、堅牢で
あり、容易に製造される。それはまた開放処理工程を排除するので、病原体及び粒子によ
る製品の汚染のリスクをさらに低減する。さらに、本システムは、現在満たされないニー
ズを満たすと考えられ、治療用細胞の製造のための高価なクリーンルーム設備の必要性を
減らすことにおいて現実に前進している。
【０００９】
　有利なことに、本発明は、たとえば、Ｇ-Ｒｅｘシステムのような既存の開放システム
技術の転換を可能にし、外部環境にさらすことなく植菌、細胞の回収及び栄養の提供を可
能にする閉鎖システムを提供する。
【００１０】
　或いは、たとえば、図７又は８に示すシステムのような、細胞治療剤を培養するために
本開示に係る特注のシステムを特別に製造してもよい。
【００１１】
　本開示はさらに本明細書で記載されるシステムを製造する方法及び、また、細胞を培養
するためのシステムの使用に拡大する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】Ｗｉｌｓｏｎ　Ｗｏｌｆから入手可能な細胞培養のための市販のＧ－Ｒｅｘシス
テムを示す図表示である。
【図２】その中に同時に位置する通気孔とポートを伴った蓋を含む容器を示す図表示であ
る。
【図３】ユニットの壁に同時に位置する通気孔とポートを含む本開示に係る一体容器を示
す図表示である。
【図４】互いに反対に位置する通気孔とポートを含む本開示に係る一体容器を示す図表示
である。
【図５】通気孔とポートが互いに対して垂直に配置される本開示の一体容器を示す図表示
である。
【図６】その中に同時に位置する通気孔とポートを伴った蓋を含む容器を示す図表示であ
り、通気孔が気体透過層に向かって培地中に下に伸び、内部開口部は、気体透過膜のよう
な液体不透過膜で覆われ、培地が通気孔に入るのを防ぐ、図表示である。
【図７】ユニットの壁に同時に位置する通気孔とポートを含む本開示に係る釣鐘形状の一
体容器を示す図表示である。
【図８】ユニットの壁に同時に位置する通気孔とポートを含み、培地と細胞が出口ポート
にアクセスできるように配向された本開示に係る釣鐘形状の一体容器を示す図表示である
。
【図９】本開示に係るシステムをどのように満たし、回収することができるかを示す図表
示である。
【図１０】本開示に係るシステムを示す図表示である。
【図１１】図１０に示したシステムの詳細な図面である。
【図１２】その中で培養された細胞を回収するのにシステムをどのように配向させるかを
示す図表示である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本明細書で採用されるような閉鎖システムは、外部環境にさらされることなく、液体、
細胞及び気体を含む物質の出入りを可能にする。
【００１４】
　本開示に係る閉鎖システムはそれにもかかわらず、システムに物質を導入する又はそれ



(5) JP 5698421 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

から抽出する場合、最終ユーザーが適当なプロトコールに従わないと決めるのであれば開
放システムとして採用することができる。しかしながら、本明細書で開示されるシステム
は閉鎖システムとしての使用に好適であるように配置され、適合させられる。
【００１５】
　本明細書で採用されるような細胞を培養することは、試験管内で細胞を増殖させる及び
／又は分化させることを指すように意図される。
【００１６】
　本明細書で採用されるような細胞増殖は、細胞の集団において標的細胞の数を増やすこ
とを指す。
【００１７】
　参照によって本明細書に組み入れられる特許文献１（ＷＯ２００５／０３５７２８）は
、気体透過性容器を製作する仕方を記載している。一実施形態では、シリコーンの気体透
過性物質が採用される。
【００１８】
　一実施形態では、底部の支持体が気体透過性物質を組み入れる。
【００１９】
　一実施形態では、底部は実質的に気体透過性物質から成る、すなわち、気体透過性物質
の層と底部は実際、同一の実体である。
【００２０】
　一実施形態では、気体透過性層は容器の壁又は他の構造機構に設置される。
【００２１】
　一実施形態では、実質的に容器のすべてが気体透過性物質から製作されて、たとえば、
十分な構造的強度をもって培養中、内容物を保持する。
【００２２】
　一実施形態では、気体透過性の膜は、たとえば、５～２００ｃｍ２、たとえば、５～１
００ｃｍ２、特に１０、３０又は５０ｃｍ２、たとえば、１０ｃｍ２の表面積を有する。
【００２３】
　本明細書で採用されるような底部は容器の構造要素である。
【００２４】
　細胞が培養される過程にある場合、一般にシステムは底部の上に配向し（又は位置し）
、たとえば、底部は平坦であり、又は実質的に平坦である。空気が循環できるようにシス
テムが底部の上に位置していないとしても、培養中、底部はシステムの最下位部分を表し
得る。
【００２５】
　一般に培養過程の間、細胞は、気体透過性の層の内面、たとえば、底部の平面に平行で
ある平面に沈殿し、それによって支えられる傾向がある。
【００２６】
　本開示の文脈における底部は、たとえば、底部（１）を示す図５～８で示される装置を
参照して理解することができる。明らかに、底部における気体透過性の層はシステムが機
能するために環境気体へのアクセスを有さなければならない。従って、底部は、システム
が位置する又は設置される面よりも上に上げられて外部気体環境へのアクセスを確保し得
る。
【００２７】
　本明細書で採用されるようなそれに隣接させられることは１つの要素が別の要素に連結
される事実を指すように意図される。
【００２８】
　採用される容器は一般に剛性又は実質的に剛性であり、又は弾性的に変形可能であるが
、永続的には変形可能ではない。しかしながら、容器は柔軟性の又は変形可能な物質の部
分を含み得る。これらの柔軟性の物質には、輸液バッグの製造で採用される種類の物質が
挙げられ得る。
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【００２９】
　一実施形態では、容器及びその実質的にすべての構成要素は剛性である。
【００３０】
　本発明の容器及びシステムは、たとえば、立方体、箱、円筒、錐体又はピラミッドのよ
うな全範囲の形状及び大きさで提供され得る。しかしながら、普通、形状の少なくとも１
つの領域又は側面が通気孔、１つまたは複数のポート及び／又はシステムの他の要素を収
容するために適合させられる。純粋な形状を使用してもよいが、形状は意図される目的の
ために特注の容器を提供するように適合させられるので、それは一般には採用されないで
あろう。たとえば、底部と湾曲した壁と上部壁又は蓋を含む錐台円錐形状を提供するため
に錐体形状を適合させてもよい。上部壁又は蓋はポート及び／又は通気孔を収容し得る。
【００３１】
　一実施形態では、容器は再封印可能な蓋に関連し、又はそれを含み、その際、容器及び
蓋は一緒に閉鎖システムを形成する。再封印可能な蓋は、再封印可能な蓋の一種であるネ
ジ蓋を含む装置を示す図１を参照して説明することができる。
【００３２】
　一実施形態では、容器への蓋の取り付けは、容器に刻んだネジ山を介して蓋をネジ止め
することにより、それによって外部環境における微生物及び粒子からの汚染からその内容
物を保護する封印が創られるのを可能にする。
【００３３】
　一実施形態では、本開示に係るシステムは、既存のシステムを改変することによって提
供することができ、たとえば、通気孔と、製造システムの他の成分を無菌的に接続するこ
とができる１又は２のポートとを組み入れることによって、Ｇ－Ｒｅｘユニットを改変す
ることができる。一実施形態では、通気孔及び１つまたは複数のポートをＧ－Ｒｅｘシス
テムの蓋に組み入れる。これによって、細胞治療剤を培養するための閉鎖システムを製造
する費用効果の高い方法が提供され、それは、製品が決して外部環境にさらされることは
ないので、ＥＵ－ＧＭＰクラスＤ（ＵＳ　Ｆｅｄ．Ｓｔｄ．２０９ｅクラス１００，００
０，ＩＳＯ１４６４４－１クラスＩＳＯ８）に従って分類されたクリーンルームにおける
層流キャビネットの外で操作することができる。このことは、規制上の要件に適合した細
胞治療剤の無菌製造を大きく促進する。
【００３４】
　一実施形態では、たとえば、Ｇ－Ｒｅｘシステムのような本開示に係るシステム又は容
器を製造するための本発明に係る蓋、特に本明細書で記載されるような又はそれを収容す
るように適合する通気孔及び／又はポートを含む前記蓋が提供される。
【００３５】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは一体であり、たとえば、成形される。
【００３６】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは同一物質である。
【００３７】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは別個の物質である。
【００３８】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは１つの物質であり、その上に蓋が嵌合
するように適合させられる容器は同一物質である。
【００３９】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは１つの物質であり、その上に蓋が嵌合
するように適合させられる容器は別個の物質である。
【００４０】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは別個の物質であり、その上に蓋が嵌合
するように適合させられる容器は蓋又は通気孔／ポートで採用される物質である。
【００４１】
　一実施形態では、蓋、通気孔及び／又はポートは別個の物質であり、その上に蓋が嵌合
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するように適合させられる容器はさらに別個の物質である。
【００４２】
　一実施形態では、たとえば、ポリカーボネートのような、本明細書で記載されるような
無菌製造で使用するのに好適な硬質の合成物質を用いて上記成分の１以上を製造する。
【００４３】
　同一物質であることは、ＧＬＰ並びに容器、蓋、通気孔及びポートについての規制の視
点から有利であり得る。
【００４４】
　一実施形態では、容器は、蓋のような取り外し可能な又は再封印可能な要素なしで完全
な単位を規定するという点で事実上一体である。一体容器は、たとえば、一片で成形され
てもよいが、本明細書で採用されるような一体性は、容器がどのように作られるのかに言
及するのではなく、むしろ、容器の機能の記載、特に蓋のような追加の構造要素が容器を
封印するのに必要とされないという記載である。
【００４５】
　一実施形態では、底部に対向する構造機構が内容積にて凹面を提供する釣鐘配置（図７
及び８）が提供される。釣鐘のような形状は、内容積における内部の隅の数を最少化し、
可能な細胞の回収を最大化し得るので有利である。本開示はまた、この機能を実施するの
に好適である代わりの形状に拡大し、特に「丸い面」を使用することによって細胞を捕捉
することが可能である位置を最少化する。
【００４６】
　従って、一実施形態では、システムが適当な配向で置かれる場合、容器は細胞を出口ポ
ートに流し込むように配置される。一実施形態では、内部形状は、適当に配向される場合
、出口ポートからの排出を円滑にするように適合させられる。
【００４７】
　本開示に係るシステムは、必要とされる配向で配置されると、重力下で液体及び細胞を
取り出せるように配置される。重力下で細胞を取り出すことは、単純であり、効率的であ
り、費用効果が高いので有利である。それにもかかわらず、この工程は、真空を採用する
こと、システムの内圧を上げること（本明細書では過剰圧とも呼ぶ）、又はポンプによっ
て（たとえば、ペリスタポンプ）増強され得る。これらの技法は周知であり、適宜、関連
するポート又は通気孔に過剰圧を創るためにポンプ、真空又は気体入力の取り付けによっ
てシステムと併用で採用され得る。
【００４８】
　システムが重力下での液体又は細胞の取り出しに好適に設計されているとしても、所望
であれば、重力の助けを借りないでポンプ、真空又は過剰圧によって液体及び細胞を取り
出し得る。
【００４９】
　本明細書で採用されるような構造要素は、底部、壁、蓋、又はたとえば、形状及び容積
を支える、保持する、維持すること等のような機能を実施する容器の他の構造機構を指す
ように意図される。構造要素は、付属品、特にポート、通気孔、ガスケット等のような容
器への付属物を指さない。
【００５０】
　文脈が特に指示しない限り、内部の及び内側の、は本明細書では相互交換可能に採用さ
れる。
【００５１】
　文脈が特に指示しない限り、外部の及び外側の、は本明細書では相互交換可能に採用さ
れる。
【００５２】
　内容積及び内部空間は本明細書では相互交換可能に採用される。
【００５３】
　一実施形態では、容器が含有するように適合させられる培地の必要とされる容積は、細
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胞を培養する間の通気並びに液体及び細胞の取り出しを阻止しない量である。一実施形態
では、培地の量は、内容積の５０％以下、たとえば、４５％、４０％、３５％、３０％、
２５％、２０％、１５％、１０％以下である。容器がこのレベルまで満たされる場合、重
力下で内容物を取り出すことが適当であり得る。
【００５４】
　一実施形態では、培地の最大必要量は、たとえば、約２０、２１、２２、２３、２４、
２５又は２６ｍｌのような１５～３０ｍｌである。
【００５５】
　本明細書で採用されるような「培地及び細胞により遮断されない」は、要素が細胞及び
／又は培地の機構へのアクセスをできるだけ減らす配置であるので、機能を実施できない
ように閉塞する傾向が減るという事実を指すことが意図される。
【００５６】
　一実施形態では、培地の容積は、内容積の５０％以上、たとえば、５５％、６０％、６
５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、又は９５％である。この実施形態では
、Ｇ－Ｒｅｘ１０のようなシステムにおける培地の最大必要量は、３０～４０ｍｌ、たと
えば、約３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８又は３９ｍｌである。容器を
このレベルまで満たす場合、「ポンプ」又は内容物を取り出すのに役立つ上述の他のシス
テムを採用することが適当であり得る。「ポンプの使用」／強制的な抽出工程によって通
気孔からその中に位置する培地又は細胞が取り出されるので、このシステムが重力のみの
もとで空にされるのであれば、通気孔は「遮断され」得る。
【００５７】
　一実施形態では、気体透過性領域の数値とこのシステムで採用される培地の容積の比は
それぞれ１：１～１：５の範囲であり、たとえば、１：２、１：３、又は１：４であり、
たとえば、１０ｃｍ２の気体透過性領域と２０ｍｌの容積で１：２の比となる。
【００５８】
　内部開口部と外部開口部を規定する導管を含む通気孔は本質的に、システムの内部を外
部に接続するパイプである。この通気孔は気体を出すのを可能にすることによって容器を
満たす間、圧力の均衡を可能にする。細胞を空にする工程の間、通気孔は内容積に気体を
入れて液体と細胞の取り出しによって創られた空隙を満たし、それによって重力又は加圧
システムを用いて液体及び細胞の外側ポートへの自由な流体連通を可能にする。
【００５９】
　通気孔が内容積で終了する、は、培地と細胞が容器の容積の５０％未満である場合、通
気孔が内容積と流体連通し、一般に細胞の回収の間に遮断されないように通気孔が配置さ
れるという条件で、通気孔が内容積へのアクセスを有し、内部開口部が壁のような容器の
構造機構に設置され得るという事実を指すことが意図される。
【００６０】
　内容積に伸びる、は、内容積に突出する通気孔の導管の一部を指すように意図される。
【００６１】
　好ましい実施形態では、通気孔の少なくとも一部は、構造機構に係留される付属物のよ
うに内容積に物理的に伸び、突出する。
【００６２】
　一実施形態では、内部開口部で終了する通気孔の一部は、それが支えられる構造要素の
面と同じ面で終了せず、言い換えれば、導管は一般にそれが支えられる構造要素を通過し
、内容積によって定義される空間に伸び、たとえば、図２、３、５、６、７及び１０～１
２のいずれか１つで示される容積にて中央で終了する。
【００６３】
　本明細書で採用されるような、中央に設置される、は通気孔の一部が収容される容器の
構造機構から内容積の空間に伸びるという事実を指すように意図され、空間自体の中央へ
の絶対的な言及であるようには意図されない。この機構は、培地で容器を満たす間又は細
胞の回収の間（特に通気孔が出入りのためのポートと同一場所にあれば）、内部開口部の
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液体への暴露がそれによって最小化されるという恩恵を有する。
【００６４】
　一実施形態では、通気孔は容器の内容積の容積測定中央で終了するように配置される。
【００６５】
　本明細書で採用されるような容積測定中央は内容積によって規定される三次元空間のほ
ぼ中央を指すように意図される。
【００６６】
　一実施形態では、通気孔の導管は、容器の蓋若しくは他の構造機構の下面から、又は代
わりに底部から上に５～３５ｍｍの間、たとえば、約３０ｍｍ伸びる。
【００６７】
　一実施形態では、通気孔の内部開口部は、特に培地と細胞が容器の容積の５０％未満で
ある場合、使用中、容器に含有される培地に接触しないように配置されるので、開口部及
び通気孔は液体又は細胞によって遮断されない。
【００６８】
　しかしながら、通気孔は使用中、容器に含有される培地の中に伸びるように配置され得
る。通気孔の機能は、内部開口部上の気体透過性膜のような液体非透過性膜を採用するこ
とによって及び／又は通気孔にて液体逆止め弁を採用することによって促進され得る。
【００６９】
　一実施形態では、通気孔は液体逆止め弁を含み得る。
【００７０】
　一実施形態では、内部開口部は気体透過性膜のような液体非透過性膜によって保護され
得る。
【００７１】
　任意で、通気孔は所望であれば、気体の流れを制御する弁を含み得る。
【００７２】
　通気孔は、空中に浮遊する微生物及び粒子が容器の内容積に入り、システムを汚染する
のを防ぐ０．２ミクロンのフィルターのような無菌フィルターを取り付けることが可能で
あるように配置される。一般に、濾過する装置又は要素は、図２～６及び９に示すように
通気孔を形成する導管の外側開口部に取り付けられるであろう。
【００７３】
　取り付けは直接的であってもよいし、又は配管のような結合手段を介してもよい。
【００７４】
　一実施形態では、無菌フィルターはルアーロックのような固定手段によって通気孔に固
定される。
【００７５】
　通気孔は好適な物質から製作され、それを支える、すなわち、それに一体化する構造機
構に成形され得る。
【００７６】
　一実施形態では、通気孔はそれを支える構造機構を介して伸びる柔軟性の配管を単純に
含み得る。
【００７７】
　一実施形態では、通気孔は、柔軟性の配管への接続に好適である閉鎖システムの外側に
伸びる外部部分を含む。
　好適な柔軟性の配管は、多数の様々な形態、たとえば、
・可塑剤、ラテックス及び酢酸ビニルを含有せず、且つ動物製品も含まない半透明の配管
、又は
・輸液配管、たとえば、外径４ｍｍのＰＶＣ輸液等級の配管のようなＰＶＣ輸液等級の配
管にて利用可能である。
一実施形態では、配管は珪素である。
【００７８】
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　採用される配管は、それが、たとえば、Ｔｅｒｕｍｏ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎから入手可能な、無菌の管接合具を用いた管も含有する成分に無菌的に接続す
ることができるようなものである。
【００７９】
　通気孔は、たとえば、壁、底部、蓋のような構造機構を含む容器の任意の好適な位置に
設置することができ、たとえば、一実施形態では、通気孔は気体透過性層を介して伸び、
それは上記で詳細に記載されたように、容器の底部に設置されてもよい。
【００８０】
　一実施形態では、通気孔は容器の構造機構にて中央に設置され、言い換えれば、壁、底
部、又は蓋に近接しない。
【００８１】
　一実施形態では、通気孔は、たとえば蓋又は壁の中心を通って容器の中心軸にほぼ沿っ
て設置され、内容積の中央に伸び得る。本明細書で採用されるような中心は、空間又は機
構のほぼ真ん中を指すように意図される。
【００８２】
　成形される際、１つまたは複数のポートに好適な材料には、たとえば、容器と同じ材料
（たとえば、熱可塑性プラスチック、特にポリカーボネート）が挙げられる。一実施形態
では、成形される１つまたは複数のポートは、たとえば、成形される通気孔又はポート部
分に配管が滑り込む図６で示すように、１つまたは複数のポートが配管への接続に好適で
あるように設計される。
【００８３】
　一実施形態では、１つまたは複数のポートは、容器及び／又はシステムの構造機構を介
して伸びる柔軟性のある配管のような配管として提供される。この実施形態では、柔軟性
の配管はガスケットによって構造機構に封印される必要があり得る。
【００８４】
　ポートと共に又はポートとして使用するための配管には、たとえば、無菌の輸液バッグ
のような外側成分の無菌接続用の無菌接続装置で使用することができる上述の配管が挙げ
られる。
【００８５】
　１つまたは複数のポートは、たとえば、壁、底部、蓋のような構造機構を含む容器にお
ける任意の好適な位置に設置することができる。
【００８６】
　一実施形態では、離れた入口ポート及び離れた出口ポートが提供される。
【００８７】
　一実施形態では、出入り口ポートとして機能するポート１つが提供される。
【００８８】
　一実施形態では、通気孔は１つまたは複数のポートと共に、たとえば、壁又は蓋にて同
一場所に設置される。
【００８９】
　底部に対向する構造要素、たとえば、蓋又は壁にて通気孔と１つまたは複数のポートが
同一場所に設置される恩恵は、容器の側壁に対して改変が求められないことである。この
ことは、側壁に機構のない容器が互いに占有する最小空間に近接して置かれ得るので有利
である。これはまた、容器の単一成分の範囲内で通気孔と１つまたは複数のポートの効率
的な製造を可能にする。
【００９０】
　蓋において通気孔と１つまたは複数のポートが同一場所に設置される恩恵は、開放シス
テムから閉鎖システムにそれを変換するのに市販の容器のさらなる改変を必要としないこ
とを意味する。
【００９１】
　一実施形態では、細胞が出ていくのに採用されるポートは、たとえば、壁、蓋の縁等の
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ような構造要素に近接して設置される。本発明者らは、容器の壁又は構造要素の縁のそば
に出口ポートを設置することによって、細胞のさらに効率的な回収が得られることを見出
した。構造機構の近傍に設置されたポートの例を図２～１２にて示す。
【００９２】
　蓋又は他の構造機構の側面に１つまたは複数のポートを有することは、確実に液体及び
細胞の最大の回収が達成されるようにする。初期の試作品は蓋の中央にポートを有したが
、液体の表面張力のために、０．５ｍｌ～０．８ｍｌの溶液が容器に保持されることが測
定された。ポートを側面に移動させ、ガスケットと同一平面にした場合、保持は０．１ｍ
ｌに減った。
【００９３】
　加えて、中心を外れて１つまたは複数のポートを設置することによって、通気孔を中央
に設置することが可能になり、それは、少なくとも一部の実施形態では、液体による遮断
への通気孔の暴露をできるだけ抑え得る。
【００９４】
　従って、一実施形態では、１つまたは複数のポート、特に出口ポートは容器の内容積の
中心軸と非同軸である。
【００９５】
　本明細書で示される断面図では、二重線は閉鎖されている壁又はバリア又は類似のもの
を表す。しかしながら、単線は閉鎖ではなく、機構の形状を示すために存在する。従って
、単線が通気孔又はポートの末端にて示される場合、それらは開放している。
図２は、容器（４）の底部（１）を形成する気体透過性層（２）を示し、容器は、通気孔
（６）及びポート（５）と同一場所に設置される蓋（８）を含み、その際、前記通気孔は
、無菌のフィルターを支えることが可能である外部開口部を規定する導管を含み、前記導
管は蓋を通って伸び、容器によって規定される内容積中へ中央に伸び、内部開口部で終了
する。使用中、容器は培地及び気体透過性層の内部表面に沈殿する細胞を含有する。
図３は、図２と類似の配置を示すが、再封印可能な蓋のない単一ユニットである容器を特
徴とする。ポート（５）及び通気孔（６）は容器の壁（構造要素）で同一場所に設置され
る。通気孔の導管は容器の内容積への突出として伸びる。
図４は、図３と類似の配置を示すが、ポート（５）及び通気孔（６）が互いに対向して配
置される。
図５は、図３、４と類似の配置を示すが、ポート（５）及び通気孔（６）が互いに垂直に
配置される。
図６は、容器（４）の底部（１）を形成する気体透過性層（２）を示し、容器は、通気孔
（６）及びポート（５）と同一場所に設置される蓋（８）を含み、その際、前記通気孔は
、無菌のフィルターを支えることが可能である外部開口部を規定する導管を含み、前記導
管は蓋を通って伸び、容器によって規定される内容積中へ、底部に向かって培地（３）の
中へ中央に伸びる。内部開口部は液体による通気孔の遮断を防ぐ気体透過性膜（９）によ
って保護される。
図７は、気体透過性層を含む底部に対向する容器の構造機構にて同一場所に設置されるポ
ート（５）（出入口ポートの二重機能を有する）と通気孔（６）と共に配置される一体化
した釣鐘形状の容器（４）を示す。この図では、通気孔（６）とポート（５）は柔軟性の
ある配管に接続された外部部分とともに示される。
図８は、液体培地及び細胞を出口ポート（５）と連通させるように配向させた図７のシス
テムを示し、細胞は重力下でポートから出てもよい。
本明細書の図の寸法は例としてのみのものであり、限定することを意図するものではない
。
【００９６】
　培地及び／又は細胞のような物質を含有する輸液バッグのような無菌の容器は、既知の
技術を用いて入口ポート又はそれに接続される配管に接合されて無菌的に培地をシステム
に導入することができる。これを図式的に図９にて示す。無菌接合の技法及び技術は当該
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産業で周知であり、ここではさらに議論しない。
【００９７】
　同様に、無菌の輸液バッグのような空の容器を出口ポート又はそれに接続される配管に
接合して図９にも説明するように、容器から細胞を無菌的に取り出すことができる。
【００９８】
　システムに無菌的に物質を導入する及びそれから取り出すこれらの方法は双方とも非常
に好都合であり、堅牢であり、実践的である。
【００９９】
　１０～３５０度、たとえば、４５度以上、たとえば、９０又は１８０度、容器の配向を
変えることによって重力下で細胞が取り出される（回収される）のを可能にすることは、
特殊化された設備を必要とせず、最低限の空間及び専門知識を必要とするので非常に容易
で効率的である。
【０１００】
　一実施形態では、出口ポートは、それが内容積に置かれる構造機構の０．１５ｍｍを超
えて上に伸びない。後者は最大限の細胞回収を保証する。
【０１０１】
　１つまたは複数のポートは弁及び／又は膜等に取り付けられてそれを介した物質の流量
を制御し得る。
【０１０２】
　システムの正確な構造に応じて好適なガスケット及び封印が必要とされ得る。
【０１０３】
　１以上の基準：ＥＵ食品認可：ＥＵ指令２００２／７２／ＥＣ；ＵＳＰ＜８８＞、生体
内での生物反応性試験、クラスＶＩ；ＵＳＰ＜８７＞、試験管内での生物反応性試験；Ｕ
ＳＰ＜６６１＞、物理化学的試験－プラスチック；ＥＰモノグラフ３．２.２、医薬用途
のためのプラスチック容器及び閉包；ＩＳＯ１０９９３に従った生物試験－外側連通装置
；長期の血液の間接接触について；に準拠するために容器及びその構造要素を製造するの
に好適な物質が一般に必要とされるであろう。
【０１０４】
　一実施形態では、システムの容器及び／又は構造要素はポリカーボネートのような好適
な熱可塑性プラスチックから製造される。
【０１０５】
　特にＧ－Ｒｅｘのような市販の製品から閉鎖システムを創る場合、ポート及び通気孔は
熱はんだ付けによってシステムに組み込まれ得る。
【０１０６】
　一実施形態では、改変された蓋は、その後取り付けられる管及び／又はフィルターとの
適当な接続を伴う一片にて成形されるであろう。
【０１０７】
　一実施形態では、ポート及び通気孔のような機構及び構造的機能性が容器を成形する際
、創られるであろう。
【０１０８】
　本明細書で採用されるような構造的機能性は、たとえば、通気孔又はポート及び／又は
配管等のような付属品を取り付けるのに好適であるものとして機能を実施する機構を指す
ように意図される。
【０１０９】
　本開示に係るシステムは無菌化のためにガンマ照射され得る。
【０１１０】
　一般に、システムは、無菌性の証明書と共に無菌形態での封印バッグにて最終ユーザー
に送達されるであろう。この形態のシステムは一般に約１年以上の有効期限を有するであ
ろう。
【０１１１】
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　容器を成形する工程と任意でポート及び通気孔をそれに取り付ける工程とを含む、本開
示に従ってシステムを製造する方法も提供される。
【０１１２】
　一実施形態では、ドリルではなく熱プローブによって通気孔及び／又はポートを収容す
る穴が創られ、それによって生成される汚染の量をできるだけ減らし、最終製品が治療用
製品を調製するために使用するのに好適であることを保証する。
【０１１３】
　一実施形態では、たとえば、ガスケット及び／又は弁及び／又はフィルターのようなさ
らなる成分が製造方法にて取り付けられる。
【０１１４】
　一実施形態では、製造方法は、たとえば、ガンマ照射を用いてシステムを無菌化し、１
又は複数のバッグ又は容器にてユニットを無菌的に封印するさらなる工程を含む。
【０１１５】
　一実施形態では、製造方法の１以上の工程が、ＥＵ－ＧＭＰクラスＤ（ＵＳ　Ｆｅｄ．
Ｓｔｄ．２０９ｅクラス１００，０００，ＩＳＯ１４６４４－１クラスＩＳＯ８）に対す
る基準に従うクリーンルームで実施される。一実施形態では、フィルター、ガスケット、
管及び接続を伴う、組み立てたシステムの無菌化の前の各システムは、当業者に既知の方
法に従った圧縮空気による圧力保持試験、たとえば、２分間を超える０．５バール±０．
０５バールの圧力試験に供されるであろう。この時間の間、圧力は０．０５バール未満、
記録された出発値から低下しないであろう。
【０１１６】
　一実施形態では、既存の細胞培養システムを改変して本発明に係る閉鎖システムを提供
する方法が提供される。改変は１以上の上記で定義された製造工程を採用し得る。
【０１１７】
　一実施形態では、改変されたＧ－Ｒｅｘのような本開示に係る容器及び／又は約１０ｃ
ｍ２の気体透過性膜を伴う容器は通常、細胞及び培養培地によって１０～２５ｍｌの最終
容積まで満たされ、細胞が回収できるまで３７℃でインキュベートされるであろう。これ
を有して、容器は上記で議論したように４０ｍｌまで満たされ得る。
【０１１８】
　従って、本開示に従って閉鎖システムに細胞を無菌的に導入し、その後適当な温度にて
適当な時間細胞をインキュベートする方法が提供される。
【０１１９】
　さらなる態様では、無菌的に容器をシステムの出口ポートに接合し、重力下で細胞を容
器に回収することによって本開示に係る閉鎖システムから治療用細胞を無菌的に回収する
方法が提供される。
【０１２０】
　さらなる態様では、無菌的に容器をシステムの出口ポートに接合し、ポンプを用いて細
胞を容器に回収することによって本開示に係る閉鎖システムから治療用細胞を無菌的に回
収する方法が提供される。
【０１２１】
　一実施形態では、回収した細胞が移される容器は、当該分野では「移送バッグ」と呼ば
れることもある６００ｍｌのバッグである。
【０１２２】
　一実施形態では、回収した後、たとえば、ヒト血清アルブミン、生理食塩水等を含む溶
液で細胞を洗浄する。
【０１２３】
　一実施形態では、細胞を手動で洗浄する。
【０１２４】
　一実施形態では、自動システム、たとえば、Ｂｉｏｓａｆｅから入手可能なＳｅｐａｘ
（登録商標）システムを用いて細胞を洗浄する。
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【０１２５】
　一実施形態では、たとえば、洗浄後、細胞を数える。
【０１２６】
　一実施形態では、たとえば、数えた後、治療用の量の細胞（すなわち、細胞の１以上の
用量）を選択する。
【０１２７】
　態様の１つでは、任意で１以上の薬学上許容可能な保存剤又は保存のための賦形剤と共
に、好適な容器、たとえば、輸液バッグに回収された細胞を封入する。
【０１２８】
　好適な賦形剤にはＤＭＳＯ、たとえば、１０％ＤＭＳＯが挙げられる。
【０１２９】
　一実施形態では、容器は患者の場所に輸送される。
【０１３０】
　実施形態では、容器の内容物が患者に非経口で、特に静脈内に投与される。
【０１３１】
　態様の１つでは、本発明は、本明細書で定義されるようなウマの訓練機器に実質的に関
する。
【０１３２】
　本明細書の文脈では、「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（含む）」は「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ（含
む）」として解釈されるべきである。
【０１３３】
　特定の要素を含む本発明の態様はまた、本発明の要素「から成る」又は「から本質的に
成る」代わりの実施形態に拡大するようにも意図される。
【符号の説明】
【０１３４】
　　１　底部
　　２　気体透過性層
　　３　培地
　　４　容器
　　５　ポート
　　６　通気孔
　　８　蓋
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