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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ベースプレートおよびカバープレートを有する円筒体と、液体の流入および／または流
出用の少なくとも１つのポート、ガスの流入および／または流出用の少なくとも１つのポ
ートおよび細胞培養用の複数の層を有する回転軸と、備える遠心分離チャンバにおいて、
　前記細胞培養用の複数の層は、スタックを形成しており、各層は、支持構造と、当該支
持構造上に提供された、その上で細胞が培養されるガス透過性膜とから成り、
　前記ガス透過性膜は、前記支持構造に液密および気密形式で取り付けられており、前記
各層における前記ガス透過性膜と前記支持構造との間には、液密な空間が形成されており
、
　前記各層は、少なくとも１つの開口を有しており、互いに隣接する前記層の前記空間の
間には、前記開口を介した気密なチャネルが形成されており、
　全ての前記層の前記空間は、前記ガスの流入および／または流出用の少なくとも１つの
ポートに流体接続されている
ことを特徴とする、遠心分離チャンバ。
【請求項２】
　前記ベースプレートにはガス透過性膜が液密および気密形式で取り付けられており、当
該ガス透過性膜と前記ベースプレートとの間には、液密な空間が形成されており、当該空
間が、前記ガスの流入および／または流出のための少なくとも１つのポートに接続されて
いる、請求項１記載の遠心分離チャンバ。
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【請求項３】
　前記ガス透過性膜および／または前記支持構造および／または前記ベースプレートには
、複数のスペーサエレメントが設けられている、請求項１または２記載の遠心分離チャン
バ。
【請求項４】
　前記支持構造にはチャネルが設けられている、請求項１または２記載の遠心分離チャン
バ。
【請求項５】
　前記層の前記開口は、当該層を構成する前記ガス透過性膜および前記支持構造がそれぞ
れ有する、ネックを有する開口から構成されており、
　前記層の前記ガス透過性膜の前記開口のネックが、隣接する他の前記層の前記支持構造
の前記開口のネックと嵌合して、前記気密なチャネルが形成される、請求項１から４まで
のいずれか１項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項６】
　前記ガス透過性膜および前記支持構造は、光学的鏡検に適した光学的透明性を有する、
請求項１から５までのいずれか１項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項７】
　ガス流れ方向における前記スタックの第１の前記層および／または最後の前記層は、無
菌フィルタによってカバーされた開口を有する、請求項１から６までのいずれか１項記載
の遠心分離チャンバ。
【請求項８】
　２つの隣接する前記層の前記開口は、回転軸に関して当該層の反対側には配置されてい
ない、請求項１から７までのいずれか１項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項９】
　前記層は、少なくとも２つの前記開口によって、隣接する前記層または前記ガスの流入
および／または流出のためのポートに接続されている、請求項１から８までのいずれか１
項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項１０】
　前記ガス透過性膜の表面は、細胞培養のために官能化されている、請求項１から９まで
のいずれか１項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項１１】
　ガス流れ方向における前記スタックの第１の前記層は、ガスの流入のための少なくとも
１つのポートに接続されている、請求項１から１０までのいずれか１項記載の遠心分離チ
ャンバ。
【請求項１２】
　液体の流入および／または流出のための少なくとも１つのポートが、前記遠心分離チャ
ンバ内への、前記ベースプレートおよび／または前記カバープレートに配置された少なく
とも１つの開口に接続されており、前記開口には、前記円筒体の内周の多くとも１０分の
１である、その基底における幅を有する少なくとも１つのデフレクタが設けられている、
請求項１から１１までのいずれか１項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項１３】
　細胞培養のための前記層は、前記円筒体の内径よりも少なくとも５％だけ小さな直径を
有する、請求項１２記載の遠心分離チャンバ。
【請求項１４】
　少なくとも１つの第１のデフレクタは、前記ベースプレートおよび／または前記カバー
プレートに配置された前記開口と前記円筒体の回転軸との間に配置されており、少なくと
も１つの第２のデフレクタは、前記ベースプレートおよび／または前記カバープレートに
配置された前記開口と前記円筒体との間に配置されている、請求項１２または１３記載の
遠心分離チャンバ。
【請求項１５】
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　前記デフレクタは、実質的に前記円筒体に対して平行であり、前記デフレクタが配置さ
れている前記開口の幅の５～５０倍の幅を有する、請求項１２から１４までのいずれか１
項記載の遠心分離チャンバ。
【請求項１６】
　前記遠心分離チャンバにおける細胞の供給は、前記ガス透過性膜を介したガス拡散によ
って行われる、請求項１から１５までのいずれか１項記載の遠心分離チャンバ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、高められた細胞培養のための、支持構造に提供されたガス透過性膜から成る
複数の層が設けられた遠心分離用のチャンバ、およびこのチャンバを使用する細胞培養の
ための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　血液または骨髄などの懸濁液からの細胞の分別および分離は、ますます医学的治療の一
部となりつつある。このような治療のために、細胞が患者から抽出され、次いで、所望の
標的細胞を提供するために分離される。所望の標的細胞は、通常、同じまたは異なる患者
に導入される前に細胞培養によって刺激／操作／膨張される。細胞の抽出、準備、分別、
分離、操作および導入は、標的細胞および患者に課せられるストレスをできるだけ迅速に
減じるために行われるべきである。これらに要求に対して、細胞培養は、面倒な、時間の
かかるプロセスである。
【０００３】
　従来技術
　遠心分離による細胞懸濁液の分別および分離は、生物学的起源の試料を２つ以上の成分
に分離するために従来公知である。例えば、白血球、赤血球および血漿への人間血液の分
離はしばしば行われるプロセスであり、米国特許第６６０５２２３号明細書、米国特許第
４４４６０１４号明細書または米国特許第８１２４２３４２号明細書に開示されているよ
うな半自動化された装置において行うことができる。これらの刊行物は細胞培養について
言及していない。
【０００４】
　国際公開第２００９／０７２００６号および国際公開第２００９／０７２００３号は、
細胞分離に適した遠心分離チャンバを備えた遠心分離システムを開示している。チャンバ
には、分離された細胞を付着させ、培養するための層を設けることができる。国際公開第
２００９／０７２００６号および国際公開第２００９／０７２００３号は、細胞培養条件
、および細胞へのガスおよび栄養の供給については言及していない。この遠心分離システ
ムおよび／または遠心分離チャンバは、分離された細胞の細胞培養よりも細胞分離に最適
化されている。
【０００５】
　新たな細胞治療は、標的細胞の分離のみならず、十分な数の細胞を提供するために、標
的細胞の膨張をも必要とするので、本発明の課題は、細胞分離および細胞培養を同じ遠心
分離チャンバにおいてかつ自動化プロセスにおいて許容する遠心分離チャンバを提供する
ことである。細胞培養において重要な点は、酸素または二酸化炭素などのガスの細胞への
供給である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第６６０５２２３号明細書
【特許文献２】米国特許第４４４６０１４号明細書
【特許文献３】米国特許第８１２４２３４２号明細書
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【特許文献４】国際公開第２００９／０７２００６号
【特許文献５】国際公開第２００９／０７２００３号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の課題は、細胞の手作業による操作なしに１つの容器において細胞培養および細
胞分離を可能にする遠心分離チャンバを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　発明の課題
　したがって、本発明の課題は、ベースプレートおよびカバープレートを有する円筒体と
、液体の流入および／または流出用の少なくとも１つのポート、ガスの流入および／また
は流出用の少なくとも１つのポートおよび細胞培養用の複数の層を有する回転軸と、を備
え、細胞培養用の複数の層は、スタックを形成しており、各層は、支持構造上に提供され
た、その上で細胞が培養されるガス透過性膜から成り、前記層は、少なくとも１つの開口
によって、隣接する層またはガスの流入および／または流出用の少なくとも１つのポート
に接続されている、遠心分離チャンバを提供することである。
【０００９】
　本発明によるガス透過性膜における細胞培養は、細胞が生理学的に活性に保たれ、選択
的に変異させられる全ての方法に関する。変異は、例えば、細胞の表現型、機能、数また
は分化状態の変化を生じてもよい。本発明によるガス透過性膜における細胞培養は、
ａ）細胞分割、分化、または細胞増殖
ｂ）シグナルトランスダクションカスケードの活性化
ｃ）細胞活性化状態および／または細胞機能の変化
ｄ）細胞の遺伝的変異
ｅ）細胞対細胞の接触を伴う、異なるまたは同じ細胞タイプの層の成長
につながり得る。
【００１０】
　本発明による遠心分離チャンバでは、ガス透過性膜を支持構造に提供されている。した
がって、ガス透過性膜は、細胞が培養される第１の面（“細胞側”）およびガスが供給さ
れる第２の面（“ガス側”）を有する。細胞を供給するために、ガスは膜のガス側から細
胞側へ移動する。
【００１１】
　（ガス流れ方向で見て）第１のガス透過性膜は、チャンバのベースプレートまたは第１
の支持構造上に提供されてよい。チャンバのガス流入用の少なくとも１つのポートは第１
のガス透過性膜に接続されており、これは、第１のガス透過性膜とベースプレートとの間
の体積、またはガス透過性膜と第１の支持構造との間の体積にガスを供給することができ
ることを意味する。
【００１２】
　（ガス流れ方向で見て）第１のガス透過性膜は、チャンバのベースプレートまたは支持
構造上に提供されてよい。チャンバのガス流入用の少なくとも１つのポートはガス透過性
膜に接続されており、これは、ガス透過性膜とベースプレートとの間の体積、またはガス
透過性膜と支持構造との間の体積にガスを供給することができることを意味する。
【００１３】
　図１は、例えば国際公開第２００９／０７２００６号または国際公開第２００９／０７
２００３号に開示されているように、従来技術による標準的な遠心分離チャンバを示して
いる。この遠心分離チャンバには、チャンバの軸における２つの流入／流出ポートが設け
られており、これらのポートは、管を介して、チャンバおよび細胞培養用の層への開口に
接続されている。細胞は、ガスおよび細胞培養媒体とともに、流入／流出ポートを介して
、チャンバ全体における液体を通じた拡散によって、供給される。このようなシステムに
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おける細胞へのガスの供給は、不十分および／または不均一である。なぜならば、層の周
縁における細胞または流入／流出ポートに隣接する細胞には、回転軸に近い方に付着させ
られた細胞よりもより多く供給されるからである。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】従来技術による標準的な遠心分離チャンバを示している。
【図２】本発明による遠心分離チャンバを示している。
【図３】スタックの一例を示している。
【図４】スペーサエレメントと、層の間のガス引渡しのための開口とが設けられた膜を示
している。
【図５】支持構造に取り付けられたガス透過性膜を示している。
【図６】複数のスペーサエレメントを備えたガス透過性膜を示している。
【図７ａ】ガスがチャンバを通るときにジグザグに通過させられる実施の形態を示してい
る。
【図７ｂ】ネックを有する２つの開口が層に設けられており、それらの両方が開放状態に
ある実施の形態を示している。
【図７ｃ】４つの層を通るガス通路の拡大図を示している。
【図８】チャネルを備えた２つの支持構造を示している。
【図９】開口およびデフレクタを備えた実施の形態を示している
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明の遠心分離チャンバの概略的説明
　本発明によるチャンバは、回転軸に対して実質的に垂直に向けられた円形のベースプレ
ートおよび円形のカバープレートと、ベースプレート、カバープレートおよび円筒体を液
密および気密形式で互いに接着または溶接することができるようにベースプレートおよび
カバープレートに対して実質的に垂直に向けられた円筒体または壁部を有する。これによ
り、ポット状の下側部分と、蓋の形式の上側部分とから成る閉鎖された遠心分離チャンバ
が形成される。
【００１６】
　図２は、例えば本発明による遠心分離チャンバを示している。チャンバは、細胞培養の
ための層のスタック（１）を有し、層は、支持構造上に提供されたガス透過性膜から成る
。ガスは、膜とそれぞれの支持構造との間の全体積にわたって均一に分配され、ガス透過
性膜を通じた拡散によって細胞を供給することができる。ガスは、第１の層の間の体積へ
少なくとも１つのポート（２）を通じてチャンバに進入することができる。細胞によって
消費されないガスは、カバープレートにおけるポート（３）を通じてチャンバから流出し
てもよい。スタックにおける層は、開口４および５によって接続されており、チャンバに
ガス流を通過させる。
【００１７】
　本発明による遠心分離チャンバは、細胞処理システムとしてまたは細胞処理システムに
おいておよび／または本発明の方法としてまたは本発明の方法において使用することがで
きる。例えば、本発明による細胞プロセシングは、まず細胞の試料を細胞培養によって膨
張させることによって行うことができる。結果として生じた細胞懸濁液は、その後、遠心
分離によって２つ以上の部分に分離させられてもよい。分離プロセスは、１回以上の洗浄
ステップを伴ってもよく、所望の標的細胞は、付加的な培養ステップにおいて膨張させら
れてもよい。
【００１８】
　別の態様では、本発明による細胞プロセシングは、望ましくない細胞を除去する一回以
上の洗浄ステップを含む第１の遠心分離ステップにおいて細胞試料細胞のための所望の目
標の濃縮を伴う。このように濃縮された細胞部分は、所望のセルを含み、これらの所望の
セルは、次いで、その後の細胞培養ステップによって膨張させることができる。
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【００１９】
　したがって、遠心分離チャンバは、白血球搬出法試料または同様のものなどの、血液ま
たは骨髄を起源とする細胞を処理するのに適している。
【００２０】
　本発明の遠心分離チャンバの詳細な説明
　ガス透過性膜
本発明によるガス透過性膜は、細胞培養用の層として機能する。本発明の遠心分離チャン
バにおける細胞の供給は、膜を介するガス拡散によって達成される。
【００２１】
　ガス透過性膜は、ポリスチレン、SILPURAN 6000/50またはSILPURAN 2450（Wacker Chem
ie AG）などのシリコーン、ポリメチルペンテンまたはカーボンフィルムから製造されて
いてよく、チャンバの支持構造またはベースプレートに液密および気密形式で接着、溶接
またはプレス成形されていてよい。
【００２２】
　ガス透過性膜へのガスの均一の分配を高めるために、ガス透過性膜には、ガス側におい
て複数のスペーサエレメントまたはチャネルを設けることができる。透過性膜のスペーサ
エレメントまたはチャネルは、膜の表面上におけるガスの分配を高めるために、膜と、膜
の支持構造との間または膜とベースプレートとの間に十分な体積および／または規定され
た空間を保証する。
【００２３】
　スペーサエレメントは、ドット、テクスチャまたはタペットの形式を有してもよく、０
．１～０．５ｍｍの高さを有してもよい。チャネルは、０．１～０．５ｍｍ深さもしくは
幅を有することができ、らせん状、迷宮もしくはラビリンス状のあらゆる幾何学的形状に
配置することができる。図６は、例として、膜と支持構造（２）との間に体積（１５）を
提供するために複数のスペーサエレメント（１４）を備えたガス透過性膜を示している。
もちろん、スペーサエレメントのチャネルは、ガス透過性膜と、支持構造またはベースプ
レートとの間に向けられており、細胞と接触していない。
【００２４】
　ガス透過性膜は、好適には、光学的鏡検に適した光学的透明性、すなわち、ガラスと同
等の曇り度および透光性を有する。ガス透過性膜の表面は、この目的のためにできるだけ
平滑であるべきである。
【００２５】
　スタックにおける層は開口によって接続されているので、膜にも開口が設けられている
。図４は、スペーサエレメント（９）と、層の間のガス引渡しのための開口（４，５）と
が設けられた膜（８）を示している。開口には、非戻り弁または所定のガス圧において解
放する弁としてのベントが設けられていてよい。
【００２６】
　支持構造
　支持構造は、ガス透過性膜に遠心分離条件下で十分な機械的安定性を付与し、膜の下方
に規定された体積を提供する。第１の支持構造は、ベースプレート上に配置されている。
第１の支持構造に変えて、第１のガス透過性膜用の第１の支持体としてベースプレートが
用いられてもよい。
【００２７】
　回転軸における液体の流入および／または流出のためのポートに接続された開口を通じ
てチャンバからの液体の除去を許容するために、支持構造には、適切な位置においてオリ
フィスまたは開口が設けられている。チャンバの開口にデフレクタが設けられているなら
ば、支持構造には、デフレクタのための開口またはオリフィスが設けられているか、また
はデフレクタが支持構造に取り付けられている。
【００２８】
　ガス透過性膜へのガスの均一の分配を高めるために、支持構造には、複数のスペーサエ
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レメントまたはチャネルを設けることができる。スペーサエレメントは、ドット、テクス
チャまたはタペットの形式を有してもよく、０．１～０．５ｍｍの高さを有してもよい。
チャネルは、０．１～０．５ｍｍ深さもしくは幅を有することができ、らせん状、迷宮も
しくはラビリンス状のあらゆる幾何学的形状に配置することができる。図８は、例として
、チャネルを備えた２つの支持構造を示している。
【００２９】
　支持構造は、好適には、光学的鏡検に適した光学的透明性、すなわち、ガラスと同等の
曇り度および透光性を有する。支持構造の表面は、この目的のためにできるだけ平滑であ
るべきである。
【００３０】
　スタックにおける層は開口によって接続されているので、支持構造にも開口が設けられ
ている。図５は、支持構造（８）に取り付けられたガス透過性膜（７）を示しており、各
ガス透過性膜には、層の間のガス引渡しのための開口（４）および（５）が設けられてい
る。開口には、非戻り弁または所定のガス圧において解放する弁としてのベントが設けら
れていてよい。
【００３１】
　細胞培養のための層のスタック
　本発明によるチャンバは、細胞培養のための層のスタックを有しており、各層は、支持
構造上に提供されたガス透過性膜から成る。好適には、スタックは、２～２０の層、最も
好適には５～１０の層を有する。層は、２～１０ｍｍ、好適には２～５ｍｍの互いに対す
る距離を有してもよい。図３は、このようなスタックの一例を示している。
【００３２】
　チャンバを通って、すなわち層の間に十分なガス流を提供するために、ガス透過性膜お
よび支持構造には、ネックを有する開口を設けることができ、ネックは、次の層のネック
に嵌合する。例えば、支持構造の開口のネックは、隣接するガス透過性膜の開口のネック
よりも大きな直径を有してもよい。このようなネックは互いに積み重ねることができ、こ
れにより、スタックにおける層を接続する気密チャネルを提供する。図４および図５は、
支持構造の開口と、異なる直径のネックを有するガス透過性膜とを示している。
【００３３】
　開放または閉鎖した状態において支持構造およびガス透過性膜における開口を提供する
ことにより、複数の層の間でまたはスタックを通じてガスを所定の経路で方向付けること
ができる。本発明の別の実施の形態において、層（支持構造およびガス透過性膜から成る
）には、ネックを有する２つの開口が設けられており、そのうちの一方は閉鎖状態に、他
方は開放状態にある。閉鎖した開口が開放した開口の上側になるようにこのような層を積
み重ねることにより、ガスは、チャンバを通るときにジグザグに通過させられる。図７ａ
はこの実施の形態を示しており、この場合、ガス（点線で示されている）は、オリフィス
３を介して第１の層に進入し、開口６によってチャンバから出るまで、開口４および５に
よって全ての層を通って案内される。図７ｃは、４つの層を通るガス通路の拡大図を示し
ている。
【００３４】
　本発明の代替的な実施の形態において、層（支持構造およびガス透過性膜から成る）に
は、ネックを有する２つの開口が設けられており、それらの両方が開放状態にある。図７
ｂはこの実施の形態を示しており、この場合、ガス（点線で示されている）は、オリフィ
ス３を介して第１の層に進入し、開口４および５を通って案内される。この実施の形態で
は、チャンバは、開口６を閉鎖し（または開口６に適切なベントを提供し）、ポート３を
介して新鮮なガスを供給することによって、一定のガス圧下にもたらすことができる。ガ
スは、細胞の消費にしたがってチャンバ／層を通って分配される。
【００３５】
　細胞培養のための層のスタックは、チャンバの回転軸に固定することができる。これに
より、スタックは、チャンバ／回転軸と同じ回転速度を受ける。発明のこの実施の形態の
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第１の態様では、細胞は、膜に付着し、チャンバの低い回転速度で層において培養するこ
とができる。より高い回転速度において、細胞は遠心力によって膜から除去され、細胞培
養媒体中に懸濁させられる。懸濁させられた細胞は、それぞれの沈降速度にしたがってチ
ャンバの遠心分離によって互いに分離することができる。
【００３６】
　発明のこの実施の形態の第２の態様において、スタックは、チャンバの回転軸に固定さ
れているのではなく、チャンバの回転軸を中心として自由に回転することができる。発明
のこの態様では、細胞媒体は、チャンバに対する層の回転によってチャンバ内に分配され
る。スタックは、アイドリングしたままではなく、ローラ発酵槽の動きと同様に低速で回
転する。
【００３７】
　発明のこの実施の形態の第３の態様では、スタックは、チャンバの回転軸に密に固定さ
れているのではなく、さらなる自由回転がブロックされるまで、約４分の１回転から２分
の１回転だけ回転することができる。この態様では、チャンバは、その回転方向を頻繁に
変化させてもよく、細胞媒体によって供給される細胞は、チャンバの移動によって分配さ
れる。より高い回転速度では、スタックの自由回転がブロックされ、細胞は、せん断力に
より表面から除去される。細胞培養媒体に分散させられた後、細胞は、それぞれの沈降速
度にしたがって、チャンバの遠心力によって互いに分離させることができる。
【００３８】
　遠心分離チャンバ
　チャンバは、２ｃｍ～２０ｃｍ、好適には８ｃｍ～１５ｃｍの内径と、５ｍｍ～１０ｃ
ｍ、好適には２ｃｍ～７ｃｍの内側高さとを有してもよい。チャンバの合計体積は、１０
ｃｍ3～２０００ｃｍ3、好適には２００ｃｍ3～１０００ｃｍ3であることができる。
【００３９】
　本発明のチャンバは、円筒体と、ベースプレートと、カバープレートとから成り、図９
に示されている（層のスタックは省略してある）。円筒体と、ベースプレートと、カバー
プレートとは、製造を単純化し、遠心分離プロセス中のあらゆる非平衡を減じるために、
丸いまたは円形の物体であることができる。別の実施の形態では、少なくとも円筒体は、
僅かにだ円形に成形されていてもよく、この場合、第１の寸法における直径は、第１の寸
法に対して垂直に向けられた第２の寸法における直径よりも、０．５～１０、好適には０
．５～５％だけ大きい。例えば、円筒体は、第１の寸法によって１２０ｍｍの直径を、第
１の寸法に対して垂直に向けられた第２の寸法では１２２ｍｍの直径を有していてもよい
。
【００４０】
　ベースおよびカバーは、同じだ円形を有してもよく、または丸い／円形の物体であるこ
ともできる。デフレクタを備えた開口が、だ円形の円筒体のより大きな寸法に向けられて
いることが好ましい。この場合、細胞は、遠心力によって、円筒体壁部に沿って、円筒体
のより大きな寸法の方向に、すなわち開口の近くで移動させられる。
【００４１】
　チャンバおよび支持構造は、セラミック、ポリスチレン（ＰＳ）、ポリエチレン（ＰＥ
）、ポリプロピレン（ＰＰ）、塩化ポリビニル、ポリカーボネート、ガラス、ポリアクリ
レート、ポリアクリルアミド、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、および／または
ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）およ
び／または熱可塑性ポリウレタン（ＴＰＵ）、シリコーン、または上述の材料のうちの１
つ以上を含む配合物などの、様々な材料から形成されていてよい。さらに、チャンバは、
コラーゲン、キチン、アルギン酸塩、および／またはヒアルロン酸誘導体、ポリラクチド
（ＰＬＡ）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）およびそれ
らの共重合体、を含むまたはから形成されていてよい。
【００４２】
　本発明による細胞プロセシングは、細胞懸濁液を遠心分離によって２つ以上の部分に分
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離することを含む。細胞部分を分離した後、望ましくない液体または細胞懸濁液は、ベー
スプレートおよび／またはカバープレートにおける開口を介して、および流入／流出ポー
トを通じてチャンバから除去される。細胞分離ステップは、選択的に、一回以上の洗浄ス
テップを含んでもよく、洗浄ステップでは、洗浄液が遠心分離によって細胞懸濁液から分
離され、その後、開口およびチャンバの液体の流入／流出ポートを介して除去される。
【００４３】
　細胞懸濁液、栄養液および／または洗浄液の、遠心分離チャンバへの供給および遠心分
離チャンバからの除去は、チャンバにおける適切な開口に接続された、液体の流入／流出
のためのポートを介して可能である。
【００４４】
　チャンバの開口（例えば図９における（７）および（８））は、穴または配管入口とし
て成形することができ、遠心分離チャンバにおけるそれらの位置は、特定の試料の分離の
ためにまたはチャンバへのまたはチャンバからの特定の流体の排出のために最もよく適し
ているように構成することができる。特定の試料の成分および試料における各成分の相対
体積に応じて、開口は、特定の層の最も迅速な除去および／または検出を達成することが
できるような形式で位置決めすることができる。加えて、例えば標的細胞のサイズおよび
／または最適化された体積流量を考慮して、開口のサイズを所望の層のために最適化する
ことができる。
【００４５】
　円筒体が僅かにだ円形に成形されている場合、デフレクタを備えた開口が、だ円形の円
筒体のより大きな寸法に向けられていることが好ましい。この場合、細胞は、遠心力によ
って、円筒体壁部に沿って、円筒体のより大きな寸法の方向に、すなわち開口の近くで移
動させられる。
【００４６】
　別の実施の形態では、本発明によるチャンバは、チャンバのベースプレートまたはカバ
ープレートに位置決めされた、試料分離の進行を制御するための手段を有する。試料分離
の進行を制御するための手段は、好適には、遠心分離中に試料がチャネルまたは間隙に進
入することができ、これにより検出可能となるように、チャンバのベースプレートまたは
カバープレートに配置されたチャネルまたは間隙に位置決めされている。遠心力により、
試料の様々な成分は、光によって、例えばカメラまたは光検出器を用いて検出可能な層を
形成する。これにより、信号が生成され、この信号は、層形成または試料分離が完了した
ときを決定する。試料分離の進行を制御するための適切な手段は、引用により本明細書に
組み込まれる国際公開第２００９／０７２００６号または国際公開第２００９／０７２０
０３号に開示されている。
【００４７】
　遠心分離チャンバは、細胞分離プロセス、細胞培養目的またはそこで成長した細胞のさ
らなる処理のために使用することができる。チャンバは、細胞の成長、分離、洗浄、細胞
または様々な種類の細胞の濃縮、またはその他の、広範囲の細胞培養方法が行われること
を可能にする。この目的のために、チャンバは、さらに、例えばガス、細胞培養媒体また
は同様のもののためのさらに別の流入／流出開口を有してもよい。細胞培養条件は従来公
知である。
【００４８】
　遠心分離条件を備えるまたは備えない本発明のチャンバによる細胞培養プロセスは、標
的細胞の所望の数が達成されるまでまたは層の能力が消耗されるまで行われる。プロセス
の継続時間は、所望の標的細胞に依存し、制限されない。典型的には、細胞培養のための
プロセスは１～２４時間かかってもよい。
【００４９】
　遠心分離は、好適には、１０～２０００×ｇ、好適には１００～５００×ｇで行われる
。好適な実施の形態では、試料が遠心分離されるのに適した温度を提供するためにチャン
バを加熱および冷却することができる。この目的のために、加熱および／または冷却手段
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をチャンバにまたはチャンバの周囲に配置することができる。
【００５０】
　高められた分離プロセスのためのデフレクタを備えたチャンバ
　全体的な細胞処理プロセスは、チャンバの変更によって、特に、チャンバ内への液体の
流入／流出ポートの開口にデフレクタを提供することによって、高めるまたは加速させる
ことができる。
【００５１】
　本発明による遠心分離チャンバの別の実施の形態は、液体の流入／流出のための少なく
とも１つのポートが、遠心分離チャンバ内への、ベースプレートおよび／またはカバープ
レートに配置された開口に接続されており、少なくとも１つの開口には、円筒体の内周の
多くとも１０分の１である、その基底における幅を有する少なくとも１つのデフレクタが
設けられている。
【００５２】
　本発明の第１の実施の形態では、少なくとも１つのデフレクタは少なくとも１つの開口
と円筒体との間に配置されている。ここに配置されていると、このデフレクタは、開口と
円筒体との間の体積から開口を遮蔽し、この体積の排出の間に、チャンバの別の部分から
の、すなわち開口とチャンバの円筒体との間の体積からの液体の望ましくない吸引を防止
する。この実施の形態は、例として図９（層のスタックを省略してある）に開口（７）お
よびデフレクタ（６）によって示されている。この実施の形態では、チャンバには、ベー
スプレートおよびカバープレートにおいて２、４、６または８の開口が設けられていてよ
い。
【００５３】
　第２の実施の形態では、少なくとも１つのデフレクタは少なくとも１つの開口と円筒体
の回転軸との間に配置されている。第１の実施の形態とは異なり、このデフレクタは、開
口と円筒体壁部との間のチャンバの体積から開口を遮蔽し、チャンバの内部体積を排出す
るときにこの体積からの液体の吸引を防止する。この実施の形態は、例として図９（層の
スタックを省略してある）に開口（８）およびデフレクタ（９）によって示されている。
この実施の形態では、チャンバには、ベースプレートおよびカバープレートにおいて２、
４、６または８の開口が設けられていてよい。
【００５４】
　本発明の第３の実施の形態では、チャンバは、本発明の第１および第２の実施の形態の
両方の位置においてデフレクタを有し、すなわち、少なくとも１つのデフレクタが、少な
くとも１つの開口と円筒体の間、ならびに第２の管の少なくとも１つの開口と円筒体の回
転軸との間に配置されている。開口に対するデフレクタの位置および／または円筒体まで
の距離は、同じであるまたは異なることができる。図９（層のスタックを省略してある）
は、開口（７，８）およびデフレクタ（６，９）を備えた本発明のこの実施の形態を示し
ている。この実施の形態では、チャンバには、ベースプレートおよびカバープレートにお
いて２、４、６または８の開口が設けられていてよい。
【００５５】
　本発明の第３の実施の形態では、チャンバの２つの開口は、チャンバの２つの異なる体
積に、接続されているまたはアクセスを提供しており、チャンバ内に提供された液体を排
出するために使用することができる。本発明のデフレクタの遮蔽効果により、排出中の層
の再混合が減じられ、層を排出することによって得られる部分の純度がより高まるおよび
／またはより高い排出速度が可能となる。
【００５６】
　本発明において利用されるデフレクタは、好適には、円筒体と実質的に平行である、す
なわち、円筒体の曲率半径にしたがって湾曲させられている。デフレクタの形状は、矩形
、三角形、半円形またはだ円形であることができる。好適な実施の形態では、デフレクタ
は、遠心分離中に細胞に、より低いせん断力を加えるために、管の開口に配置された広い
ベースと、より小さなピーク領域とを有する。デフレクタのエッジは、エッジにおける細
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胞膜の切断または剥離による細胞損失を回避するために面取りされているべきである。最
も好適には、デフレクタは半円形または半だ円形である。
【００５７】
　デフレクタのサイズは、例えば、回転軸寄りに配置されたチャンバの部分の排出が望ま
れるときに、チャンバの外側へ向かう方向でみて、開口の背後に配置されたチャンバの体
積か液体を排出することによって、望ましくない体積流量を減じるために十分であるべき
である。
【００５８】
　デフレクタのサイズは、チャンバの体積、遮蔽される体積、および意図される排出速度
に依存する。例えば、遮蔽される体積が大きいほど、デフレクタは大きくなるべきである
。その形状にかかわらず、デフレクタは、基底部において（管の開口において）、円筒体
の内径の１０分の１～６０分の１、好適には２５分の１～４０分の１の幅を有するべきで
ある。例えば、１０ｃｍの内径を有する円筒体には、基底部において（管の開口において
）、１～２ｃｍの幅を有するデフレクタが設けられている。
【００５９】
　デフレクタの高さは、好適には、基底部における幅と同じ（１００％）であるか、また
はそれよりも小さい、例えば５０～９５％である。
【００６０】
　デフレクタの表面のサイズは、幅および高さにおける任意の範囲から計算するまたは見
積もることができるが、通常は、０．１ｃｍ2～１０ｃｍ2である。いずれの場合にも、デ
フレクタのサイズは、層への試料の分離を妨害すべきではないが、分離された層からの液
体の望ましくない流れを減じる。
【００６１】
　本発明のチャンバは、同じ又は異なるサイズおよび／または高さおよび／または幅を有
してもよい複数のデフレクタを含んでもよい。
【００６２】
　本発明のチャンバの開口にデフレクタが設けられているならば、ガス透過性膜および支
持構造には、デフレクタおよび開口のためのオリフィスまたは開口が設けられている。
【００６３】
　本発明による遠心分離チャンバは、好適には、図９（層のスタックを省略してある）に
示したように、回転シールを備え、かつ好適には２つの流体ラインまたは液体のための流
入／流出ポート（１０）を備えた、回転軸を有する。遠心分離チャンバは、さらに、カバ
ープレート（１１）と、円筒体（５）によって接合されたベースプレート（１２）とを有
する。ベースプレート（５）には管が設けられており、これらの管は、それぞれの流入／
流出ポート（１０）およびチャンバ内への開口（６，８）に接続されている。開口（６，
８）にはデフレクタ（７，９）が設けられている。
【００６４】
　図９（層のスタックを省略してある）に示された実施の形態では、チャンバのベースプ
レートおよびカバープレートには、ガスの流入（３）および／または流出（４）のための
少なくとも１つのオリフィスが設けられている。
【００６５】
　ガスの流入および／または流出のためのオリフィスには無菌フィルタを設けることがで
きる。チャンバは、ガスの流入および／または流出のための１、２または４のオリフィス
を有していてもよい。
【００６６】
　本発明による遠心分離チャンバにデフレクタシールドが設けられているならば、細胞培
養のための層は、好適には、円筒体の内径よりも少なくとも５％だけ小さな直径を有する
。例えば、層の直径は、円筒体の内径は、８０～９０　５％であるべきである。
【００６７】
　官能性表面を備えたガス透過性膜
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　本発明の別の実施の形態では、ガス透過性膜には、官能性表面が設けられていてもよく
、すなわち、化学的または物理的手段で処理されているまたは化学的または物理的な固定
された生理活性化合物のコーティングを有する。
【００６８】
　本明細書において使用される“ガス透過性膜の官能性表面”という用語は、細胞に刺激
を提供することができる全てのタイプの表面を含む。典型的には、官能性表面は、
－タンパク質、ペプチド、核酸；
－親水性ポリマのような細胞変更表面への細胞または生物活性化合物の付着を高めるスペ
ーサ分子（官能性ポリ乳酸、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、官能性デキストラ
ン）；
－生物活性化合物のキャリヤとしての有機または向き粒子、特に、官能性ポリ乳酸、ポリ
ビニルアルコールまたは官能性デキストランでコーティングされた磁性粒子；
－細胞付着を高める物質、例えば、ポリペプチド、リピド、ポリサッカリド；
－ウイルスおよびレトロウイルスまたはその粒子
－抗原提示細胞、ある生理活性因子を発生する“副細胞”、またはある官能分子が形質移
入された細胞株などの、標的細胞の変異のために使用することができる細胞；
－ミトゲン、サイトカイン、刺激抗生物質またはレセプタリガンドによって提供される刺
激；
－表面の親水特性によって提供される刺激；
などの化学的または物理的な固定された生理活性化合物を含む。
【００６９】
　本発明の１つの態様では、ガス透過性膜は、細胞培養に適したまたは任意の細胞タイプ
のための好適な細胞培養条件を導入するために必要とされるあらゆる物質によって官能化
されていてよい。
【００７０】
　ガス透過性膜は、例えば親水特性を高めるために、強塩基、酸素またはフッ素と酸素の
混合物による化学的処理またはコロナまたはプラズマによる物理的処理によって官能化さ
れていてよい。
【００７１】
　ガス透過性膜は、細胞変異表面における細胞の付着および／または増殖を高めるために
官能化することができる。ガス透過性膜の官能化のための適切な物質は、糖タンパク質、
ポリペプチド、グリコサミノグリカン、二糖、ビオチンバインディング分子またはタンパ
ク質タグである。例えば、ガス透過性膜は、全てのコラーゲンタイプ（Ｉ～ＶＩＩＩ）を
含む細胞外基質でコーティングされていてよい。
【００７２】
　さらに、ガス透過性膜は、親和性結合システムで官能化されていてよい。最も広く用い
られる親和性結合システムの１つは、アビジン－ビオチンまたはストレプトアビジン－ビ
オチンシステムである。例えば、細胞変異表面は、ビオチン化抗体などのビオチン化分子
の結合を促進するために、まずアビジンおよび／またはストレプトアビジン（またはそれ
らの誘導体）によってコーティングされてもよい。さらに、ストレプトアビジンおよび／
またはアビジンによって官能化された別の分子の結合を促進するために、細胞変異表面を
まずビオチン（またはその誘導体）によってコーティングすることが可能である。両方の
態様は、細胞変異表面への第２の分子の高い親和性結合を生じる。ストレプトアビジンま
たはアビジン－ビオチンの強い相互作用は、改質ストレプトアビジンまたはアビジンおよ
びDSB-X Biotin（Hirsch et al. 2002: ''Easily reversible desthiobiotin binding to
 streptavidin, avidin, and other biotin-binding proteins: uses for protein label
ing, detection, and isolation''. Analytical Biochemistry 308: 343-357; 米国特許
出願公開第２００８／０２５５００４号）などのデスチオビオチンまたはその誘導体など
の改質ビオチンの組合せを使用することによって著しく弱くすることができる。抗体など
のタンパク質は、改質ビオチンによってビオチン化されてもよい。選択的に改質されたス
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トレプトアビジンまたは細胞改質表面に結合されたアビジン分子に改質ビオチンを結合す
ることによってこのタンパク質が固定されると、タンパク質は、自由ビオチンを付加する
ことによってマイルドな条件において解放されてよい。
【００７３】
　さらに、細胞改質表面に適した親和性結合システムは、抗体、例えばビオチンに対する
抗体またはタンパク質タグ、例えばIIsopeptago、BCCPまたはMyc-tagを含む。
【００７４】
　ガス透過性膜は、さらに、任意の細胞タイプのために結合システムとしてもっとも良く
機能する物質を特定するために、組合せ化学の方法によって合成された物質のライブラリ
によってコーティングされてよい。
【００７５】
　ある生理活性ポリマは、官能性ポリ乳酸、ポリビニルアルコール、ポリサッカリドまた
はデキストランまたはそれらの誘導内などの、細胞の付着またはガス透過性膜における他
の物質の結合を高めるスペーサ分子として使用されてよい。この結合システムは、特に、
ポリカーボネート、ポリスチレンまたはポリエチレンなどの疎水性プラスチック材料から
製造されたガス透過性膜の基本コーティングとして有効である。膜のガス透過性膜は、例
えば米国特許第６９７７１３８号明細書に開示されている高反応性ポリマによってコーテ
ィングされていてよい。
【００７６】
　ガス透過性膜は、細胞の付着および／または増殖を高める１つ以上の物質を含むことが
できる。特に有効であるのは、コラーゲンタイプ（Ｉ～ＶＩＩＩ）、フィブロネクチン、
ゼラチン、ラミニン、エラスチン、ヒアルロン酸、ケラタン硫酸、コンドロイチン硫酸、
ヘパラン硫酸プロテオグリカン、ポリ－ｄ－リシン、アビジン、ストレプトアビジン、ビ
オチン、抗体、ビオチンまたはタンパク質タグに対する抗体、IIsopeptag、BCCP、Myc-ta
g、カルモジュリン－タグ、FLAG-tag、HA-tag、His-tag、マルトース結合タンパク質－タ
グ、Nus-tag、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ－タグ、緑色蛍光タンパク質タグ
、チオレドキシン－タグ、Ｓ－タグ、Softag 1、Softag 3、Strep-tag、SBC-tag、Ty tag
、certia、ポリ乳酸、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、およびデキストランなど
のタンパク質タグ、から成るグループから選択された１つ以上の物質である。
【００７７】
　発明の別の態様において、細胞改質は、細胞の活性化、増殖、脱分化および／または分
化などの細胞改質を含む。したがって、ガス透過性膜の細胞改質表面は、細胞活性化、増
殖、脱分化および細胞の分化などの細胞の細胞改質に適したあらゆる物質によって官能化
されてよい。ガス透過性膜は、さらに、細胞活性化、細胞の増殖、脱分化および分化など
の細胞の細胞改質に適した少なくとも１つの物質によって官能化された粒子によって官能
化することができる。
【００７８】
　特に、本発明の方法および装置による細胞改質は、遺伝子発現、タンパク質発現、遺伝
子、ｍＲＮＡまたはタンパク質の翻訳後または転写後改質、タンパク質リン酸化、ヒスト
ン改質、または細胞内信号カスケード（例えばＣａ２＋インフラックス）を含む。
【００７９】
　さらに、細胞改質は、例えば、反発的または拮抗性抗体、サイトカイン、成長因子、活
性化（非活性化）リガンド、薬理学的に活性の物質、ミトゲン、ＤＮＡまたはＲＮＡ改質
物質による細胞活性化を含んでもよい。
【００８０】
　細胞プロセシングシステム
　別の実施の形態では、本発明の遠心分離は、引用によりここに組み込まれる国際公開第
２００９／０７２００６号、国際公開第２００９／０７２００３号または欧州特許ダイ０
８６９８３８号明細書から公知のような試料プロセシングシステムの一部であることがで
きる。試料プロセシングユニットは、遠心分離チャンバの流入／流出ポートに接続するこ
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複数の容器、および流体回路およびホルダに位置決めされた分離コラムを通る流体流れを
少なくとも部分的に制御するように構成された複数の弁を含んでいてよい。
【００８１】
　本発明の遠心分離チャンバを用いた細胞培養
　細胞培養は、細胞培養媒体およびガスによる供給を必要とする。細胞培養媒体は、チャ
ンバの流入／流出ポートを介して一定の流れでまたはバッチ式流れで供給されるか、また
はチャンバは、想定される細胞培養プロセスのために十分な細胞媒体によって一度で満た
される。適切な細胞媒体は、当業者に公知であり、以下の媒体、それぞれ選択的に例えば
牛胎児血清、ヒト血清または血清代用品またはその他の栄養素またはサイトカインなどの
細胞刺激薬によって補助された、すなわちＤＭＥＭ、ＨＢＳＳ、ＤＰＢＳ、ＲＰＭＩ、Is
coveの媒体、X-VIVO TMを含む。媒体は、例えば一次的ヒト細胞培養のための（例えば内
皮細胞、肝細胞またはケラチノサイトのための）または幹細胞（例えば樹状細胞成熟、造
血膨張、ケラチノサイト、間葉幹細胞またはＴ細胞膨張）のための上述の媒体または特別
な媒体のような標準的な細胞媒体であることができる。媒体は、技術分野において公知の
サプリメントまたは試薬、例えばアルブミンおよび輸送タンパク質、アミノ酸およびビタ
ミン、抗生物質、付着因子、成長因子およびサイトカイン、ホルモンまたは可溶化剤を有
してもよい。様々な媒体は、例えばLife TechnologiesまたはSigma-Aldrichから市販され
ている。
【００８２】
　適切であるならば細胞タイプまたは行われる改質ステップのために、遠心分離チャンバ
の温度およびガス組成を制御および調節することができる。この目的のために、本発明の
装置に加熱および／または冷却手段を取り付けることができる。 本発明の方法において
、培養される細胞は、空気、Ｏ2、Ｎ2およびＣＯ2を利用して、ガス透過性膜を通じて拡
散によって供給される。
【００８３】
　チャンバの使用
本発明によるチャンバを例えば以下のプロセスにおいて使用することができる：
－細胞活性化、細胞増殖、細胞形質移入、分離または洗浄ステップに続くまたはその後の
細胞染色などの細胞プロセシング
－人間の血液から赤血球および血漿を分離および排出することによる白血球の隔離
－人間の血液から白血球を分離した後、細胞ラベリングすることにより、白血球のある部
分母集団、例えば以下の表面マーカ、すなわちＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ３４およ
び／またはＣＤ１３３のうちの１つ以上を有する白血球を隔離する
－人間の血液から赤血球および血漿を排出した後、細胞媒体および／または密度勾配添加
物を用いた１回以上の洗浄ステップによって白血球を準備する
－再生医療、末梢動脈、肝臓病または心筋幹細胞治療において使用するために、人間の血
液から、以下の表面マーカ、すなわちＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ３４および／また
はＣＤ１３３のうちの１つ以上を有する細胞を隔離、濃縮または除去する。
【符号の説明】
【００８４】
　１　スタック、　２　支持構造、　２，３　ポート、　３，４　オリフィス、　４，５
　開口、　５　ベースプレート、　６　開口、　７　ガス透過性膜、　８　支持構造、　
８　膜、　７，８　開口、　６，９　デフレクタ、　９　スペーサエレメント、　１０　
流入／流出ポート、　１１　カバープレート、　１４　スペーサエレメント、　１５　体
積



(15) JP 6494193 B2 2019.4.3

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(16) JP 6494193 B2 2019.4.3

【図５】 【図６】

【図７ａ】 【図７ｂ】



(17) JP 6494193 B2 2019.4.3

【図７ｃ】 【図８】

【図９】



(18) JP 6494193 B2 2019.4.3

10

20

フロントページの続き

(74)代理人  100114890
            弁理士　アインゼル・フェリックス＝ラインハルト
(74)代理人  100099483
            弁理士　久野　琢也
(72)発明者  エイアド　カバハ
            ドイツ連邦共和国　ベアギッシュ　グラートバッハ　フリードリヒ－エーバート－シュトラーセ　
            ６８　ケア・オブ　ミルテニー　バイオテック　ゲゼルシャフト　ミット　ベシュレンクテル　ハ
            フツング
(72)発明者  シュテファン　ミルテニー
            ドイツ連邦共和国　ベアギッシュ　グラートバッハ　フリードリヒ－エーバート－シュトラーセ　
            ６８　ケア・オブ　ミルテニー　バイオテック　ゲゼルシャフト　ミット　ベシュレンクテル　ハ
            フツング
(72)発明者  ラルフ－ペーター　ペータース
            ドイツ連邦共和国　ベアギッシュ　グラートバッハ　フリードリヒ－エーバート－シュトラーセ　
            ６８　ケア・オブ　ミルテニー　バイオテック　ゲゼルシャフト　ミット　ベシュレンクテル　ハ
            フツング

    審査官  千葉　直紀

(56)参考文献  特表２０１１－５０６０５７（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１１－５０９６８６（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表平１１－５０６６１６（ＪＰ，Ａ）　　　
              米国特許出願公開第２０１３／０００５０２２（ＵＳ，Ａ１）　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｍ　　　１／００　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

