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(57)【要約】
　細胞培養においてシアリダーゼ発現および／もしくは
活性を抑制することにより１個もしくはそれ以上のシア
ル残基で終わるオリゴ糖を含有する糖タンパク質産物を
提供する真核細胞培養により糖タンパク質を生産する方
法および工程が提供される。シアリダーゼ発現および／
もしくは活性は、細胞培養培地への微量元素、例えば亜
鉛もしくはコバルト、またはインシュリン様成長因子１
（ＩＧＦ－１）の添加により抑制されることが示された
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組換え細胞培養におけるシアリダーゼの発現および／もしくは活性を抑制することを含
んでなる組換え的に生産した糖タンパク質におけるシアル酸で終わるオリゴ糖のパーセン
テージを増加する方法。
【請求項２】
　シアリダーゼの発現および／もしくは活性の抑制が組換え細胞培養への有効量の亜鉛イ
オンの添加を含んでなる請求項１の方法。
【請求項３】
　亜鉛イオンが０．００５ｍＭ～５０ｍＭの間の濃度を有する請求項２の方法。
【請求項４】
　亜鉛イオンが亜鉛塩の形態において加えられる請求項２の方法。
【請求項５】
　亜鉛塩がＺｎＣｌ２およびＺｎＳＯ４よりなる群から選択される請求項４の方法。
【請求項６】
　シアリダーゼの発現および／もしくは活性の抑制が組換え細胞培養への有効量のコバル
トイオンの添加を含んでなる請求項１の方法。
【請求項７】
　コバルトイオンの有効量が約０．００５ｍＭ～５０ｍＭの間の濃度を有する請求項６の
方法。
【請求項８】
　コバルトイオンがコバルト塩の形態において加えられる請求項６の方法。
【請求項９】
　コバルト塩がＣｏＣｌ２およびＣｏＳＯ４よりなる群から選択される請求項８の方法。
【請求項１０】
　細胞培養のｐＨを改変することをさらに含んでなる請求項２～８のいずれかに記載の方
法。
【請求項１１】
　ｐＨが７．０以下である請求項１０の方法。
【請求項１２】
　ｐＨが６．５～７．０である請求項１１の方法。
【請求項１３】
　組換え細胞培養への有効量の亜鉛イオンの添加をさらに含んでなる請求項５の方法。
【請求項１４】
　シアリダーゼの発現および／もしくは活性の抑制が組換え細胞培養への有効量のインシ
ュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）の添加を含んでなる請求項１の方法。
【請求項１５】
　ＩＧＦ－１が１～９０ｎｇ／ｍｌの間の濃度を有する請求項１４の方法。
【請求項１６】
　細胞培養のｐＨを改変することをさらに含んでなる請求項１５の方法。
【請求項１７】
　ｐＨが７．０以下である請求項１６の方法。
【請求項１８】
　ｐＨが６．５～７．０である請求項１７の方法。
【請求項１９】
　細胞培養への亜鉛イオンもしくはコバルトイオンの添加をさらに含んでなる請求項１４
の方法。
【請求項２０】
　細胞培養に有効量の亜鉛イオンを加えることを特徴とし、該有効量の亜鉛イオンが糖タ
ンパク質上のシアル酸の喪失を最小限に抑えるために有効な濃度である、生産期において
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培地中で哺乳類宿主細胞を培養することを含んでなる、哺乳類細胞培養により糖タンパク
質を生産する方法。
【請求項２１】
　細胞培養に有効量のコバルトイオンを加えることを特徴とし、該有効量のコバルトイオ
ンが糖タンパク質上のシアル酸の喪失を最小限に抑えるために有効な濃度である、生産期
において培地中で哺乳類宿主細胞を培養することを含んでなる、哺乳類細胞培養により糖
タンパク質を生産する方法。
【請求項２２】
　細胞培養に有効量のインシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）を加えることを特徴とし
、該有効量のコバルトイオンが糖タンパク質上のシアル酸の喪失を最小限に抑えるために
有効な濃度である、生産期において培地中で哺乳類宿主細胞を培養することを含んでなる
、哺乳類細胞培養により糖タンパク質を生産する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、真核細胞培養における糖タンパク質の組換え生産の方法に関する。シアル酸
で終わるオリゴ糖のパーセンテージを増加することにより組換え的に生産した糖タンパク
質におけるグリコシル化パターンを改善する方法が提供される。
【背景技術】
【０００２】
　糖タンパク質は、一般に、約１０個より多いアミノ酸および少なくとも１つのオリゴ糖
側鎖を有するペプチドおよびタンパク質をさす。結合したオリゴ糖の炭水化物組成は、糖
タンパク質の溶解性、生物学的活性、プロテアーゼ分解に対する耐性およびインビボ循環
に影響を与え得る。終端糖部分はそれらのインビボ循環半減期を制御することが多いので
、グリカンの末端残基は治療用タンパク質にとって特に重要である。血流から他の糖／ア
ミノ糖で終わる構造に結合しそしてそれを迅速に分解するマクロファージおよび肝細胞に
おける受容体の存在のためにシアル酸で終わるオリゴ糖を有する糖タンパク質は典型的に
循環により長くとどまる。
【０００３】
　銅（Ｃｕ２＋）イオンはシアル酸キャッピングを増加できることが見出されており（Ｒ
ｙｌｌへの特許文献１を参照）、しかしながら、真核細胞は培養培地におけるＣｕ２＋濃
度に感受性であると示されていることもまた既知である。従って、糖タンパク質のシアル
酸キャピングを増加するためのＣｕ２＋に代わるより安全なものを提供する必要性がある
。
【０００４】
　従って、糖タンパク質の半減期を延ばすためにシアル酸で終わるオリゴ糖のパーセンテ
ージを増加する方法および工程が本明細書において提供される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第６，５２８，２８６号明細書
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】糖タンパク質キャッピングパーセンテージの計算に使用する方法論を示す。図１
（Ａ）はグリコシル化されているタンパク質の略図であり、そのいくつかはシアル酸でキ
ャッピングされている。図１（Ｂ）は、シアル酸キャッピングを計算するために使用する
方法のフローチャートを示す。図１（Ｃ）は、キャッピングパーセンテージに使用する式
を示す。
【図２】商業規模製造キャンペーン（ｃａｍｐａｉｇｎ）における組換え糖タンパク質Ｋ
のキャッピング傾向を示すグラフを表す。
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【図３】商業規模製造キャンペーンからの細胞溶解物のシアリダーゼ活性を示すグラフを
表す。
【図４】１５Ｌバイオリアクター発酵中の低キャッピング細胞源および高キャッピング細
胞源のシアリダーゼ活性を示すグラフを表す。図４（Ａ）は、上清における遊離シアリダ
ーゼ活性を示す。図４（Ｂ）は、細胞溶解物におけるシアリダーゼ活性を示す。
【図５】インシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）およびインシュリン受容体シグナル伝
達経路の略図を提供する。
【図６】シアリダーゼ調節がＩＧＦ－１／インシュリン受容体経路によって媒介されるこ
とを示す。図６（Ａ）は、リン酸化されたＡｋｔの免疫ブロットである。図６（Ｂ）は、
リン酸化されたＥｒｋの免疫ブロットである。図６（Ｃ）は、異なる阻害剤での細胞内シ
アリダーゼ活性を示すグラフである。
【図７】シアリダーゼ発現へのインシュリンおよびＩＧＦ－１の影響を示す。図７（Ａ）
は、シアリダーゼの免疫ブロットである。図７（Ｂ）は、インシュリンを有する培地、減
少したインシュリン（１／１０濃度）を有する培地および減少したインシュリン＋ＩＧＦ
－１を有する培地において培養したＢＨＫ細胞における細胞内シアリダーゼ活性を示すグ
ラフである。
【図８】ＢＨＫ細胞におけるシアリダーゼ活性がｐＨ依存的であることを示す。
【図９】ＣａＣｌ２、ＮｉＣｌ２、ＣｏＣｌ２およびＺｎＣｌ２を包含する微量元素を使
用するシアリダーゼ活性の抑制を示すグラフを表す。
【発明の概要】
【０００７】
　１個もしくはそれ以上のシアル残基で終わるオリゴ糖を含有する糖タンパク質産物を提
供する真核細胞培養により糖タンパク質を生産する方法および工程が提供される。本明細
書に記述される細胞培養工程は、標準的な細胞培養方法と関連する分解事象によりそのオ
リゴ糖が損なわれない糖タンパク質産物の回収を可能にする。本明細書に記述される工程
は、標準的な糖タンパク質生産方法と関連する糖タンパク質のオリゴ糖側鎖の脱シアリル
化の問題を克服する。本発明は、糖タンパク質産物のより多くの有用な量の回収によって
経済的および商業的利益を提供する。
【０００８】
　従って、オリゴ糖からのシアル酸の喪失を最小限に抑えるために有効な濃度における細
胞培養培地中の亜鉛もしくはコバルトイオンの存在下で糖タンパク質を発現する宿主細胞
を培養することを含んでなる真核および特に哺乳類細胞培養により糖タンパク質を生産す
る工程が提供される。従って、本発明は哺乳類細胞培養において生産される糖タンパク質
の特定の糖型を保つために様々な細胞培養工程を提供する。ある態様において、亜鉛もし
くはコバルトイオンはシアリダーゼ活性を抑制するために十分なレベルで細胞培養培地に
もしくは細胞溶解物に投与される。
【０００９】
　ある態様において、糖タンパク質を生産する細胞を培養する培養培地に有効量のＣｏ２

＋を加えることにより哺乳類細胞培養において糖タンパク質を生産する方法もしくは工程
が提供される。ある態様において、有効量はシアリダーゼ発現および／もしくは活性を抑
制するために十分である。従って、ある態様において、Ｃｏ２＋の濃度は約０．００５ｍ
Ｍ～５０ｍＭの間である。前述のパラメーターは、成熟糖タンパク質シアル酸含量に影響
を与えるように制御される。ある態様において、Ｃｏ２＋はコバルト塩由来である。ある
態様において、Ｃｏ２＋はＣｏＣｌ２およびＣｏＳＯ４よりなる群から選択される化合物
由来である。
【００１０】
　本発明は、ある態様において、シアリダーゼ発現および／もしくは活性を抑制するため
に糖タンパク質を生産する細胞を培養する培養培地に有効量のＺｎ２＋を加えることによ
り哺乳類細胞培養において糖タンパク質を生産する方法もしくは工程を提供する。ある態
様において、有効量はシアリダーゼ発現および／もしくは活性を抑制するために十分であ



(5) JP 2011-516080 A 2011.5.26

10

20

30

40

50

る。従って、ある態様において、Ｚｎ２＋の濃度は約０．００５ｍＭ～５０ｍＭの間であ
る。前述のパラメーターは、成熟糖タンパク質シアル酸含量に影響を与えるように制御さ
れる。ある態様において、Ｚｎ２＋は亜鉛塩由来である。ある態様において、Ｚｎ２＋は
ＺｎＣｌ２およびＺｎＳＯ４よりなる群から選択される化合物由来である。
【００１１】
　ある態様において、細胞培養培地に有効量のインシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）
を加えることによりベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞培養もしくはチャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）細胞培養のような哺乳類細胞培養において糖タンパク質を生産する
方法もしくは工程もまた提供される。ある態様において、シアリダーゼの発現および／も
しくは活性を減らすために有用なＩＧＦ－１のレベルは以下の範囲：１～９０ｎｇ／ｍｌ
、１～１０ｎｇ／ｍｌ、１～５ｎｇ／ｍｌ、５～１０ｎｇ／ｍｌ、１０～２０ｎｇ／ｍｌ
、１０～１５ｎｇ／ｍｌ、１５～２０ｎｇ／ｍｌ、２０～３０ｎｇ／ｍｌ、２０～２５ｎ
ｇ／ｍｌ、２５～３０ｎｇ／ｍｌ、３０～４０ｎｇ／ｍｌ、３０～３５ｎｇ／ｍｌ、３５
～４０ｎｇ／ｍｌ、４０～５０ｎｇ／ｍｌ、４０～４５ｎｇ／ｍｌ、４５～５０ｎｇ／ｍ
ｌ、５０～６０ｎｇ／ｍｌ、６０～７０ｎｇ／ｍｌ、７０～８０ｎｇ／ｍｌおよび８０～
９０ｎｇ／ｍｌから選択される。
【００１２】
　ある態様において、これらの方法はシアル酸キャッピングを増加するために上記で使用
する技術の組み合わせによりさらに最適化することができる。ある態様において、亜鉛イ
オンおよびＩＧＦ－１を細胞培養培地に加えることができる。ある態様において、コバル
トイオンおよびＩＧＦ－１を細胞培養培地に加えることができる。他の態様において、亜
鉛およびコバルトイオンを細胞培養培地に加えることができる。ある態様において、亜鉛
イオン、コバルトイオンもしくはＩＧＦ－１を当該技術分野において既知である他のエン
ハンサーと共に細胞培養培地に加えることができる。
【００１３】
　さらに、これらの方法はシアリダーゼ活性を減らすために細胞培養培地のｐＨを改変す
ることによりさらに最適化することができる。ある態様において、特にＢＨＫ細胞につい
て、ｐＨは６．０以下、６．５以下、７．０以下、６．０～７．０および／もしくは６．
５～７．０である。
【００１４】
　これらの方法および工程は、任意の組換え的に生産した糖タンパク質で有用であると考
えられる。
【００１５】
　細胞培養に有効量の亜鉛イオンを加えることを特徴とする、生産期において培地中で哺
乳類宿主細胞を培養することを含んでなる、哺乳類細胞培養により糖タンパク質を生産す
る方法もまた提供され、該有効量の亜鉛イオンは糖タンパク質上のシアル酸の喪失を最小
限に抑えるために有効な濃度にある。
【００１６】
　細胞培養に有効量のコバルトイオンを加えることを特徴とする、生産期において培地中
で哺乳類宿主細胞を培養することを含んでなる、哺乳類細胞培養により糖タンパク質を生
産する方法もまた提供され、該有効量のコバルトイオンは糖タンパク質上のシアル酸の喪
失を最小限に抑えるために有効な濃度にある。
【００１７】
　細胞培養に有効量のインシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）を加えることを特徴とす
る、生産期において培地中で哺乳類宿主細胞を培養することを含んでなる、哺乳類細胞培
養により糖タンパク質を生産する方法もまた提供され、該有効量のコバルトイオンは糖タ
ンパク質上のシアル酸の喪失を最小限に抑えるために有効な濃度にある。
【詳細な記述】
【００１８】
　本発明は記述される特定の方法論、プロトコル、細胞系、動物種もしくは属、構築物お
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よび試薬に限定されず、そしてそのようなものとして異なり得ることが理解されるべきで
ある。本明細書において使用する専門用語は特定の態様のみを記述する目的のためであり
、そして本発明の範囲を限定するものではなく、それは添付の請求項によってのみ限定さ
れることもまた理解されるべきである。
【００１９】
　本明細書においてそして添付の請求項において使用する場合、「１つの（ａ）」、「１
つの（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ）」という単数形には、文脈が他に明らかに指示し
ない限り複数の指示的意味が包含されることに留意しなければならない。従って、例えば
、「１つのオリゴ糖」への言及は１つもしくはそれ以上のオリゴ糖への言及であり、そし
て当業者に既知であるその均等物などが包含される。
【００２０】
　他に定義されない限り、本明細書において使用する全ての技術および科学用語は、本発
明が属する当業者に一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載のものと同
様のもしくは同等の任意の方法、装置および材料を本発明の実施もしくは試験において用
いることができるが、好ましい方法、装置および材料をここで記述する。
【００２１】
　本明細書に記載される全ての公開および特許は、例えば、現在記述される発明と関連し
て用いられる可能性がある公開に記述される構築物および方法論を記述しそして開示する
目的のために本明細書に引用することにより本明細書に組み込まれる。上記にそして本文
の全体にわたって説明される公開は、単に本願の出願日の前のそれらの開示のために提供
される。本明細書におけるいずれも、本発明者等が先行発明によってそのような開示に先
行する資格がないことを認めると解釈されるべきではない。
【００２２】
Ｉ．定義
　本発明の炭水化物部分は、オリゴ糖の記述に一般に用いられる命名法を参照して記述さ
れる。この命名法を使用する炭水化物化学の概説は、Ｈｕｂｂａｒｄ　ａｎｄ　Ｉｖａｔ
ｔ（１９８１）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５０：５５５－５８３に見出される。
この命名法には、例えば、マンノースを表すＭａｎ；２－Ｎ－アセチルグルコサミンを表
すＧｌｃＮＡｃ；ガラクトースを表すＧａｌ；およびグルコースを表すＧｌｃが包含され
る。シアル酸（ＳＡ）は、５－Ｎ－アセチルノイラミン酸にはＮｅｕＮＡｃ、そして５－
グリコリルノイラミン酸にはＮｅｕＮＧｃの簡略表記法を参照して記述される（Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ，１９８２　２５７：３３４７；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９８２，
２５７：３３５２）。
【００２３】
　本明細書において用いる場合、「糖タンパク質」は約１０個より多いアミノ酸および少
なくとも１つのオリゴ糖側鎖を有するペプチドおよびタンパク質を一般にさす。糖タンパ
ク質は宿主細胞と同種であることができ、もしくは好ましくは、それらはチャイニーズハ
ムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞もしくはベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞により生産さ
れるヒトタンパク質のような、利用される宿主細胞と異種、すなわち外来である。ある態
様において、哺乳類糖タンパク質（もともとは哺乳類生物に由来した糖タンパク質）、そ
してある態様において、培地に直接分泌されるものが使用される。哺乳類糖タンパク質の
例には、サイトカインおよびそれらの受容体のような分子、ならびに例えば腫瘍壊死因子
アルファおよびベータ、それらの受容体（ＴＮＦＲ－１；１９９１年３月２０日に公開さ
れたＥＰ　４１７，５６３；およびＴＮＦＲ－２、１９９１年３月２０日に公開されたＥ
Ｐ　４１７，０１４）およびそれらの誘導体を包含する、サイトカインもしくはそれらの
受容体を含んでなるキメラタンパク質、例えば腫瘍壊死因子受容体－免疫グロブリンキメ
ラ；レニン；ヒト成長ホルモンおよびウシ成長ホルモンを包含する成長ホルモン；成長ホ
ルモン放出因子；副甲状腺ホルモン；甲状腺刺激ホルモン；リポタンパク質；アルファ－
１－抗トリプシン；インシュリンＡ鎖；インシュリンＢ鎖；プロインシュリン；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；第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因
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子、第ＩＸ因子、組織因子およびフォンビルブラント因子のような凝固因子；プロテイン
Ｃのような抗凝固因子；心房性ナトリウム利尿因子；肺界面活性物質；ウロキナーゼまた
はヒト尿もしくは組織型プラスミノーゲンアクチベーター（ｔ－ＰＡ）のようなプラスミ
ノーゲンアクチベーター；ボンベシン；トロンビン；造血成長因子；エンケファリナーゼ
；ランテス（ＲＡＮＴＥＳ）（活性化で調節、通常はＴ細胞発現そして分泌（ｒｅｇｕｌ
ａｔｅｄ　ｏｎ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｎｏｒｍａｌｌｙ　Ｔ-ｃｅｌｌ　ｅｘｐｒｅ
ｓｓｅｄ　ａｎｄ　ｓｅｃｒｅｔｅｄ））；ヒトマクロファージ炎症性タンパク質（ＭＩ
Ｐ－１－アルファ）；ヒト血清アルブミンのような血清アルブミン；ミュラー管抑制物質
；リラキシンＡ鎖；リラキシンＢ鎖；プロリラキシン；マウスゴナドトロピン関連ペプチ
ド；ベータ－ラクタマーゼのような微生物タンパク質；ＤＮアーゼ；インヒビン；アクチ
ビン；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ホルモンもしくは増殖因子の受容体；インテグリ
ン；プロテインＡもしくはＤ；リウマチ因子；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Ｎ
Ｔ－６）のような神経栄養因子、またはＮＧＦ－βのような神経成長因子；血小板由来増
殖因子（ＰＤＧＦ）；ａＦＧＦおよびｂＦＧＦのような線維芽細胞増殖因子；上皮増殖因
子（ＥＧＦ）；ＴＧＦ－アルファおよびＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β３、Ｔ
ＧＦ－β４もしくはＴＧＦ－β５を包含するＴＧＦ－ベータのようなトランスフォーミン
グ増殖因子（ＴＧＦ）；インシュリン様成長因子－Ｉおよび－ＩＩ（ＩＧＦ－ＩおよびＩ
ＧＦ－ＩＩ）；ｄｅｓ（１－３）－ＩＧＦ－Ｉ（脳ＩＧＦ－Ｉ）、インシュリン様成長因
子結合タンパク質；ＣＤ－３、ＣＤ－４、ＣＤ－８およびＣＤ－１９のようなＣＤタンパ
ク質；エリスロポエチン；骨誘導因子；免疫毒素；骨形成タンパク質（ＢＭＰ）；インタ
ーフェロン－アルファ、－ベータおよび－ガンマのようなインターフェロン；コロニー刺
激因子（ＣＳＦ）、例えば、Ｍ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよびＧ－ＣＳＦ；インターロイ
キン（ＴＬ）、例えばＩＬ－１～ＩＬ－１０；スーパーオキシドジムスターゼ；Ｔ細胞受
容体；表面膜タンパク質；分解促進因子；例えばエイズエンベロープの一部のようなウイ
ルス抗原；輸送タンパク質；ホーミング受容体；アドレッシング調節タンパク質；抗体；
キメラタンパク質、例えばイムノアドヘシン（イムノアドヘシンは、例えば米国特許第５
，１１６，９６４号、第５，７１４，１４７号および第５，３３６，６０３号に記述され
、これらの開示は引用することにより本明細書に組み込まれ；イムノアドヘシンにはＣＤ
４（Ｃａｐｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３３７：５２５－５３１；
Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３３９：６８－７０；
およびＢｙｒｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ　３４４：６６７－６７０）
；Ｌ－セレクチンもしくはホーミング受容体（Ｗａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０
）Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１０：２２２１－２２２９；およびＷａｔｓｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３４９：１６４－１６７）；ＣＤ４４（Ａｒｕｆｆ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｃｅｌｌ　６１：１１３０３－１３１３；ＣＤ２８およ
びＢ７（Ｌｉｎｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７３：７
２１－７３０）；ＣＴＬＡ－４（Ｌｉｎｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．
１７４：５６１－５６９）；ＣＤ２２（Ｓｔａｍｅｎｋｏｖｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌ
ｌ　６６：１１３３－１１４４）；ＴＮＦ受容体（Ａｓｈｋｅｎａｚｉ　ｅｔ　ａｌ．，
（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１０５３５－１０
５３９；Ｌｅｓｓｌａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｅｕｒ　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．２７：２８８３－２８８６；およびＰｅｐｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｊ．Ｅ
ｘｐ　Ｍｅｄ．１７４：１４８３－１４８９）；ＮＰ受容体（Ｂｅｎｎｅｔｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（１９９１）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６：２３０６０－２３０６７；インタ
ーフェロンγ受容体（Ｋｕｒｓｃｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２６７：９３５４－９３６０；４－１ＢＢ（Ｃｈａｌｕｐｎｙ　ｅｔ　ａｌ．
，（１９９２）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８９：１０３６０－１０３６４）およびＩｇＥ受容体
α（Ｒｉｄｇｗａｙ　ａｎｄ　Ｇｏｒｍａｎ，（１９９１）Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１
１５，Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．１４４８）が包含される）および上記のポリペプチドの
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いずれかのフラグメントが包含される。
【００２４】
　「抗体」という用語は最も広い意味において用いられ、そして特に単一のモノクローナ
ル抗体（アゴニストおよびアンタゴニスト抗体を包含する）およびポリエピトープ特異性
を有する抗体組成物を含む。「抗体」という用語は特にモノクローナル抗体（全長モノク
ローナル抗体を包含する）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば二重特異性抗
体）および抗体フラグメントを含む。
【００２５】
　「細胞培養培地」および「培養培地」および「発酵培地」という用語は、典型的に以下
のカテゴリー：
　１）通常はグルコースのような炭水化物の形態における、エネルギー源；
　２）全ての必須アミノ酸、および通常は２０個のアミノ酸に加えてシステインの基本セ
ット；
　３）低濃度で必要とされるビタミンおよび／もしくは他の有機化合物；
　４）遊離脂肪酸；ならびに
　５）微量元素、ここで、微量元素は典型的には非常に低い濃度で、通常はマイクロモル
の範囲において必要とされる無機化合物もしくは天然に存在する元素として定義される
の１つもしくはそれ以上から少なくとも１つの成分を提供する哺乳類細胞を培養するため
に使用する栄養溶液をさす。
【００２６】
　栄養溶液は、場合により以下のカテゴリー：
　１）例えば、インシュリン、トランスフェリンおよび上皮増殖因子のようなホルモンお
よび他の増殖因子；
　２）例えば、カルシウム、マグネシウムおよびリン酸塩のような塩およびバッファー；
　３）例えば、アデノシン、チミジンおよびヒポキサンチンのようなヌクレオシドおよび
塩基；ならびに
　４）タンパク質および組織加水分解物
のいずれかから１つもしくはそれ以上の成分を補足してもよい。
【００２７】
　細胞培養培地は、培地が任意の哺乳類起源からの血清（例えばウシ胎仔血清［ＦＢＳ］
））を本質的に含まない場合に、一般に「無血清」である。「本質的に含まない」により
、細胞培養培地が約０～５％の間の血清、好ましくは約０～１％の間の血清、そして最も
好ましくは約０～０．１％の間の血清を含んでなることを意味する。
【００２８】
　「哺乳類宿主細胞」、「宿主細胞」、「哺乳類細胞」などの用語は、適切な栄養物およ
び増殖因子を含有する培地において単層培養にもしくは懸濁培養に置いた場合に増殖およ
び生存が可能な哺乳類由来の細胞系をさす。特定の細胞系のための必要な増殖因子は、例
えばＭａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ，Ｍａｔｈｅｒ，Ｊ．Ｐ．ｅｄ．，
Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８４）およびＢａｒｎｅｓ　ａｎｄ　Ｓａｔ
ｏ，（１９８０）Ｃｅｌｌ，２２：６４９に記載の通り、過度の実験なしに実験的に容易
に決定される。典型的に、これらの細胞は培養培地中に大量の興味のある特定の糖タンパ
ク質を発現しそして分泌することができる。本発明の関連内で適当な哺乳類宿主細胞の例
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（ＣＨＯ）細
胞、ヒトハイブリッド宿主細胞、例えばＨＫＢ細胞（米国特許第６，１３６，５９９号を
参照、ヒト胎児腎臓細胞（２９３Ｓ）と改変された（ｍｏｄｉｆｉｅｄ）バーキットリン
パ腫細胞（２Ｂ８）の融合によって作られた細胞）、ＣＨＯ／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Ｕｒ
ｌａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７
７：４２１６（１９８０））；ｄｐ１２．ＣＨＯ細胞（１９８９年３月１５日に公開され
たＥＰ　３０７，２４７）；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Ｍａｔｈｅｒ，Ｂｉｏｌ．Ｒ
ｅｐｒｏｄ．，２３：２４３－２５１（１９８０））；ヒト子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ、Ａ
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ＴＣＣ　ＣＣＬ２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ７５）；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　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．，３８３：４４－６８［１９８２］）；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞を包含
することができる。
【００２９】
　細胞培養の「増殖期」は、細胞が一般に急速に分裂している指数細胞増殖の期間（対数
期）をさす。この期間中に、細胞はある期間、通常は１～５日の間にわたってそして細胞
増殖を最大にするような条件下で培養される。宿主細胞の増殖サイクルの決定は、想定さ
れる特定の宿主細胞について過度の実験なしに決定することができる。「ある期間そして
細胞増殖を最大にするような条件下で」などは、特定の細胞系について、細胞増殖および
分裂に最適であると決定される培養条件をさす。増殖期の間、最適な細胞増殖が特定の細
胞系について得られるように、加湿制御大気中で、一般に約３０～４０℃で、好ましくは
約３７℃で必要な添加剤を含有する栄養培地において細胞を培養する。細胞は、約１～５
日の間、通常は２～３日の間の期間にわたって増殖期において維持される。
【００３０】
　細胞培養の「移行期」は、その間に生産期のための培養条件を行う期間をさす。移行期
の間に、亜鉛もしくはコバルトイオン濃度および温度のような環境因子を増殖条件から生
産条件に変える。
【００３１】
　細胞培養の「生産期」は、その間に細胞増殖がプラトーに達しているかもしくはほぼ一
定レベルで維持される期間をさす。生産期の間、対数細胞増殖は終わっており、そしてタ
ンパク質生産が主である。この期間中、連続タンパク質生産を維持するためにそして所望
の糖タンパク質産物を得るために培地は一般に補充される。
【００３２】
　「発現」もしくは「発現する」という用語は、宿主細胞内で起こっている転写および翻
訳をさすために本明細書において用いられる。宿主細胞における産物遺伝子の発現のレベ
ルは、細胞に存在する対応するｍＲＮＡの量もしくは細胞により生産される産物遺伝子に
よりコードされるタンパク質の量のいずれかに基づいて決定することができる。例えば、
産物遺伝子から転写されるｍＲＮＡは望ましくはノーザンハイブリダイゼーションにより
定量される。Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｐｐ．７．３－７．５７（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９）。産物遺伝子に
よりコードされるタンパク質は、タンパク質の生物学的活性をアッセイすることによりま
たはそのような活性に依存しないアッセイ、例えばタンパク質と反応することができる抗
体を使用するウェスタンブロッティングもしくはラジオイムノアッセイを用いることによ
り定量することができる。Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｐｐ．１８．１－１８．８８（
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９
）。
【００３３】
　本明細書において用いる場合、「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」
という用語は、１つのアミノ酸ポリマーまたは一組の２つもしくはそれ以上の相互作用す
るもしくは結合したアミノ酸ポリマーを示すために互換的に用いられる。
【００３４】
ＩＩ．細胞培養方法
　糖タンパク質を生産する真核宿主細胞培養培地において、亜鉛およびコバルトのような
ある種の微量元素、またはインシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）のような増殖因子を
提供することは、オリゴ糖側鎖における増加したシアル酸含量を有する糖タンパク質産物
をもたらすことが決定された。複合オリゴ糖構造当たり１個もしくはそれ以上のシアル酸
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残基を発現するタンパク質はインビボにおいてより長いクリアランス速度を有することが
できるので、生産される糖タンパク質のクリアランス速度は製造の総合的シアリル化度に
より広い範囲内で操作することができる。本発明は、真核生物そして特に哺乳類細胞培養
から回収することができる糖タンパク質のシアリル化を増加する方法を提供する。
【００３５】
　ある態様において、真核細胞、特に哺乳類細胞は所望の糖タンパク質産物を生産するよ
うに培養される。本発明の関連内で糖タンパク質の生産のために宿主細胞を選択すること
において、異なる宿主細胞は発現されるタンパク質の翻訳および翻訳後プロセシングおよ
び修飾（例えば、グリコシル化、切断）の特徴的なそして特定の機序を有すると認識する
ことは重要である。所望の翻訳後修飾が可能であることを保証するために適切な細胞系が
選択されるべきである。あるいはまた、宿主細胞は特定の翻訳後修飾に必要とされる所望
の遺伝子産物を発現するように改変することができる。
【００３６】
　特に、所望のタンパク質を発現する哺乳類細胞は、本明細書において記述される適切な
条件下で、適切な翻訳後修飾がインビボで起こるように特定の酵素を発現するかもしくは
発現するように操作されるべきである。これらの酵素には、Ｈｕｂｂａｒｄ　ａｎｄ　Ｉ
ｖａｎ　Ｓｕｉｒａ　ｆｏｒ　Ｎ－ｌｉｎｋｅｄ　ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓに
記述されるもののようなＮ－およびＯ－結合型炭水化物の付加および完成に必要な酵素が
包含される。これらの酵素には、場合によりオリゴサッカリルトランスフェラーゼ、アル
ファ－グルコシダーゼＩ、アルファ－グルコシダーゼＩＩ、ＥＲアルファ（１，２）マン
ノシダーゼ、ゴルジアルファ－マンノシダーゼＩ、Ｎ－アセチルグルコサミニルトランス
フェラーゼＩ、ゴルジアルファ－マンノシダーゼＩＩ、Ｎ-アセチルグルコサミニルトラ
ンスフェラーゼＩＩ、アルファ（１，６）フコシルトランスフェラーゼおよびβ（１，４
）ガラクトシルトランスフェラーゼが包含される。さらに、宿主細胞は宿主細胞ゲノムの
一部として特定の位置および結合において末端のシアル酸を付けると予想することができ
る適切なシアリルトランスフェラーゼを発現する。場合により、宿主細胞は、例えばシア
リルトランスフェラーゼをコードするＤＮＡでの宿主細胞のトランスフェクションにより
適切なシアリルトランスフェラーゼを発現するようにすることができる。
【００３７】
　上記のシアリルトランスフェラーゼは、Ｇａｌβ１-４ＧｌｃＮＡｃのような適切なオ
リゴ糖コア構造に末端のシアル酸残基を付けると予想される。本発明の関連内で適切なシ
アリルトランスフェラーゼには、Ｎ－およびＯ－結合型オリゴ糖の複合シアリル化および
分枝を触媒するシアリルトランスフェラーゼが包含されるがこれらに限定されるものでは
ない。
【００３８】
　細胞特異的生産性に影響を及ぼす細胞培養パラメーターを制御することにより糖タンパ
ク質におけるシアル酸の総含量に影響を与えることができる（例えば、米国特許第５，７
０５，３６４号を参照）。細胞特異的生産性に影響を及ぼす因子は当該技術分野において
周知であり、そしてＤＮＡ／ＲＮＡコピー数に影響を及ぼす因子、ＲＮＡを安定させる因
子のようなＲＮＡに影響を及ぼす因子、培地栄養物および他の補足物、転写エンハンサー
の濃度、培養環境のオスモル濃度、細胞培養の温度およびｐＨなどが包含されるがこれら
に限定されるものではない。
【００３９】
　所望のタンパク質を発現しそして特定の位置および結合において所望の炭水化物を付加
することができる哺乳類細胞の培養には、培養している宿主細胞に特別な注意を払って多
数の培養条件を用いることができる。哺乳類細胞の適当な培養条件は当該技術分野におい
て周知であるか（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ（１９８３）５６：２２１－２３
４）もしくは当業者により容易に決定されることができ（例えば、Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｒ
ｉｃｋｗｏｏｄ，Ｄ．ａｎｄ　Ｈａｍｅｓ，Ｂ．Ｄ．，ｅｄｓ．Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ
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ｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９２）を参照）、そして選択した特
定の宿主細胞によって異なる。
【００４０】
　哺乳類細胞培養は、培養している特定の細胞に適当な培地において調製される。ハムＦ
１０（Ｓｉｇｍａ）、最小必須培地（ＭＥＭ、Ｓｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉ
ｇｍａ）およびダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ、Ｓｉｇｍａ）のような市販され
ている培地は、典型的な栄養溶液である。さらに、Ｈａｍ　ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ，（
１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．，５８：４４；Ｂａｒｎｅｓ　ａｎｄ　Ｓａｔｏ，（１９
８０）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０２：２５５；米国特許第４，７６７，７０４号
；第４，６５７，８６６号；第４，９２７，７６２号；第５，１２２，４６９号もしくは
第４，５６０，６５５号；国際公開第ＷＯ９０／０３４３０号；および第ＷＯ８７／００
１９５号（これらの全ての開示は引用することにより本明細書に組み込まれる）に記述さ
れる培地のいずれも培養培地として用いることができる。これらの培地のいずれも、必要
に応じてホルモンおよび／もしくは他の増殖因子（インシュリン、トランスフェリンもし
くは上皮増殖因子のような）、塩（塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウムおよびリ
ン酸塩のような）、バッファー（ＨＥＰＥＳのような）、ヌクレオシド（アデノシンおよ
びチミジンのような）、抗生物質（ゲンタマイシン(R)薬のような）、微量元素（マイク
ロモルの範囲における最終濃度で通常は存在する無機化合物として定義される）、脂質（
リノール酸もしくは他の脂肪酸のような）およびそれらの適当な担体、ならびにグルコー
スもしくは同等なエネルギー源を補足することができる。任意の他の必要な補足物もまた
、当業者に既知である適切な濃度で含むことができる。
【００４１】
　糖タンパク質は、様々な細胞培養条件下で所望のタンパク質を発現する細胞を培養する
ことにより生産することができる。例えば、タンパク質の大規模もしくは小規模生産のた
めの細胞培養方法は本発明の関連内で潜在的に有用である。流動床バイオリアクター、中
空糸型バイオリアクター、ローラーボトル培養もしくは撹拌タンクバイオリアクターシス
テムが包含されるがこれらに限定されるものではない方法を、後の２つの系において、微
小担体とともにもしくはそれなしに、用いることができ、あるいはまたバッチ、流加バッ
チもしくは連続モードにおいて操作することができる。
【００４２】
　ある態様において、本発明の細胞培養は撹拌タンクバイオリアクターシステムにおいて
行われ、そして流加バッチ培養方法が用いられる。好ましい流加バッチ培養において哺乳
類宿主細胞および培養培地を最初に培養容器に供給し、そして培養の終了前に定期的な細
胞および／もしくは産物収集をしてもしくはせずに、培養中に培養物に追加の培養栄養物
を連続的にもしくは別個に少しずつ増やして入れる。流加バッチ培養には、例えば、定期
的に全培養物（細胞および培地を含む）を取り除きそして新しい培地で置き換える半連続
流加バッチ培養を包含することができる。流加バッチ培養は、細胞培養のための全ての成
分（細胞および全ての培養栄養物を含む）が培養工程の開始時に培養容器に供給される単
純バッチ培養から区別される。流加バッチ培養は、工程中に培養容器から上清が取り除か
れない限りかん流培養からさらに区別することができる（かん流培養において、細胞は例
えば濾過、カプセル封入、微小担体への固定、沈降などにより培養物中に拘束され、そし
て培養培地は連続的にもしくは断続的に導入され、そして培養容器から取り除かれる）。
【００４３】
　さらに、培養物の細胞は、意図される特定の宿主細胞および特定の生産計画に適当であ
り得る任意のスキームもしくは経路に従って増殖させることができる。従って、本発明は
単一段階もしくは多段階培養方法を意図する。単一段階培養において宿主細胞を培養環境
に植菌し、そして細胞培養の単一の生産期の間に本発明の方法を用いる。あるいはまた、
多段階培養が想定される。多段階培養において細胞を多数の段階もしくは時期において培
養することができる。例えば、場合により貯蔵から取り出した細胞を増殖および高い生存
能力を促進するために適当な培地に植菌する第一段階もしくは増殖期培養において細胞を
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培養することができる。宿主細胞培養物に新しい培地を加えることにより適当な期間にわ
たって細胞を増殖期において維持することができる。
【００４４】
　ある態様によれば、流加バッチもしくは連続細胞培養条件は、細胞培養の増殖期におけ
る哺乳類細胞の増殖を高めるように考案される。増殖期において、増殖に関して最大にす
る条件下でそして期間にわたって細胞を培養する。温度、ｐＨ、溶存酸素（ｄＯ２）など
のような培養条件は特定の宿主で用いられるものであり、そして当業者に明らかである。
一般に、ｐＨは酸（例えばＣＯ２）もしくは塩基（例えばＮａ２ＣＯ３もしくはＮａＯＨ
）のいずれかを用いて約６．５～７．５の間のレベルに調整される。ＣＨＯ細胞のような
哺乳類細胞を培養するために適当な温度範囲は約３０～３８℃の間、そして好ましくは約
３７℃であり、そして適当なｄＯ２は５～９０％の間の空気飽和である。
【００４５】
　特定の段階で、生産期もしくは段階の細胞培養を植菌するためにこれらの細胞を用いる
ことができる。あるいはまた、上記の通り生産期もしくは段階は植菌または増殖期もしく
は段階と連続的であることができる。
【００４６】
　本発明によれば、細胞培養の生産期の間の細胞培養環境は制御される。本発明の方法に
よれば、培養培地における亜鉛イオン、コバルトイオンもしくはＩＧＦ－１濃度は、得ら
れる糖タンパク質において所望のシアル酸含量が達成されそして維持されるように操作さ
れる。ある態様において、細胞培養方法の生産期には、細胞培養の生産期のパラメーター
（亜鉛イオン、コバルトイオンもしくはＩＧＦ－１の添加のような）を行う細胞培養の移
行期が先行する。
【００４７】
　本発明によれば、亜鉛イオン、コバルトイオンもしくはＩＧＦ－１の濃度は脱シアリル
化を抑制するように制御され、本発明の方法から回収される糖タンパク質における増加し
たシアル酸をもたらす。亜鉛およびコバルトイオンならびにＩＧＦ－１の濃度は、細胞特
異的生産性および生産される糖タンパク質のシアル酸含量に影響を及ぼし得る生産期のオ
スモル濃度のような他の方法パラメーターに留意して選択される。
【００４８】
　本発明は、特定の態様において、糖タンパク質を生産する細胞が維持される培養培地に
有効量のＺｎ２＋もしくはＣｏ２＋を加えることにより哺乳類細胞培養において糖タンパ
ク質を生産する方法を提供する。
【００４９】
　従って、ある態様において、糖タンパク質を生産する細胞を培養する培養培地に有効量
のＣｏ２＋を加えることにより哺乳類細胞培養において糖タンパク質を生産する方法もし
くは工程が提供される。ある態様において、有効量はシアリダーゼ発現および／もしくは
活性を抑制するために十分である。従って、ある態様において、Ｃｏ２＋の濃度は約０．
００５ｍＭ～５０ｍＭの間である。前述のパラメーターは、成熟糖タンパク質シアル酸含
量に影響を及ぼすように制御される。ある態様において、Ｃｏ２＋はコバルト塩の形態に
おいて加えられる。ある態様において、Ｃｏ２＋はＣｏＣｌ２およびＣｏＳＯ４よりなる
群から選択される化合物由来である。
【００５０】
　同様に、ある態様において、シアリダーゼ発現および／もしくは活性を抑制するために
糖タンパク質を生産する細胞を培養する培養培地に有効量のＺｎ２＋を加えることにより
哺乳類細胞培養において糖タンパク質を生産する方法もしくは工程が提供される。ある態
様において、有効量はシアリダーゼ発現および／もしくは活性を抑制するために十分であ
る。従って、ある態様において、Ｚｎ２＋の濃度は約０．００５ｍＭ～５０ｍＭの間であ
る。前述のパラメーターは、成熟糖タンパク質シアル酸含量に影響を及ぼすように制御さ
れる。ある態様において、Ｚｎ２＋は亜鉛塩の形態において加えられる。ある態様におい
て、Ｚｎ２＋はＺｎＣｌ２およびＺｎＳＯ４よりなる群から選択される化合物由来である
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。
【００５１】
　ある態様において、Ｚｎ２＋もしくはＣｏ２＋の濃度は、例えば、以下の値：０．００
５ｍＭ、０．００６ｍＭ、０．００７ｍＭ、０．００８ｍＭ、０．００９ｍＭ、０．０１
ｍＭ、０．０２ｍＭ、０．０３ｍＭ、０．０４ｍＭ、０．０５ｍＭ、０．０６ｍＭ、０．
０７ｍＭ、０．０８ｍＭ、０．０９ｍＭ、０．１０ｍＭ、０．１１ｍＭ、０．１２ｍＭ、
０．１３ｍＭ、０．１４ｍＭ、０．１５ｍＭ、０．２ｍＭ、０．２５ｍＭ、０．３０ｍＭ
、０．３５ｍＭ、０．４０ｍＭ、０．５ｍＭ、１．０ｍＭ、５．０ｍＭ、１０．０ｍＭ、
１５．０ｍＭ、２０．０ｍＭ、２５．０ｍＭ、３０．０ｍＭ、３５．０ｍＭ、４０．０ｍ
Ｍ、４５．０ｍＭ、５０．０ｍＭの１つもしくはそれ以上より大きい可能性がある。
【００５２】
　亜鉛イオンは、ＺｎＣｌ２の添加によるような、当該技術分野において既知である任意
の手段により加えられる。好ましい態様において、亜鉛は本明細書に記述されるかもしく
は哺乳類細胞培養の当業者に既知であるような他の適切な栄養物とともにもしくはそれな
しに流加バッチ培養システムにバッチにおいて加えられる。
【００５３】
　コバルトイオンは、ＣｏＣｌ２の添加によるような、当該技術分野において既知である
任意の手段により加えられる。好ましい態様において、コバルトは本明細書に記述される
かもしくは哺乳類細胞培養の当業者に既知であるような他の適切な栄養物とともにもしく
はそれなしに流加バッチ培養システムにバッチにおいて加えられる。
【００５４】
　ある態様において、細胞培養培地に有効量のインシュリン様成長因子（ＩＧＦ－１）を
加えることにより、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞培養におけるような哺乳類細胞
培養において糖タンパク質を生産する方法および工程もまた提供される。ある態様におい
て、シアリダーゼの発現および／もしくは活性を減らすために有用なＩＧＦ－１のレベル
は以下の範囲：１～１０ｎｇ／ｍｌ、１～５ｎｇ／ｍｌ、５～１０ｎｇ／ｍｌ、１０～２
０ｎｇ／ｍｌ、１０～１５ｎｇ／ｍｌ、１５～２０ｎｇ／ｍｌ、２０～３０ｎｇ／ｍｌ、
２０～２５ｎｇ／ｍｌ、２５～３０ｎｇ／ｍｌ、３０～４０ｎｇ／ｍｌ、３０～３５ｎｇ
／ｍｌ、３５～４０ｎｇ／ｍｌ、４０～５０ｎｇ／ｍｌ、４０～４５ｎｇ／ｍｌ、４５～
５０ｎｇ／ｍｌ、５０～６０ｎｇ／ｍｌ、６０～７０ｎｇ／ｍｌ、７０～８０ｎｇ／ｍｌ
および８０～９０ｎｇ／ｍｌから選択される。
【００５５】
　あるいはまた、他の哺乳類宿主細胞および他の糖タンパク質について、少量試験培養物
を調製することができ、そして培養している特定の宿主細胞および培養の特定の期間に適
切な様々な亜鉛もしくはコバルトイオン濃度またはＩＧＦ－１濃度で糖タンパク質のシア
ル酸含量を確かめることができる。ある態様において、亜鉛イオン、コバルトイオンもし
くはＩＧＦ－１は細胞培養の生産期が開始される時点でもしくはそのころに宿主細胞培養
に加えられる。都合良く、生産期に先立つ細胞培養工程中に移行期が用いられ、ここで、
シアル酸含量の所望の増加、従って所望の糖型プロフィールのために本明細書において説
明した通りの細胞培養条件が保証される。この時点で、培養の温度もまた変えることがで
き、それはある態様において約３０℃～３６℃の間にもしくは約３３℃にである。
【００５６】
　ある態様において、これらの方法は、シアル酸キャッピングを増加するために上記で使
用する技術の組み合わせによりさらに最適化することができる。ある態様において、亜鉛
イオンおよびＩＧＦ－１を細胞培養培地に加えることができる。ある態様において、コバ
ルトイオンおよびＩＧＦ－１を細胞培養培地に加えることができる。他の態様において、
亜鉛およびコバルトイオンを細胞培養培地に加えることができる。
【００５７】
　さらに、これらの方法はシアリダーゼ活性を減らすように細胞培養培地のｐＨを改変す
ることによりさらに最適化することができる。ある態様において、特にＢＨＫ細胞におい
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て、ｐＨは６．０以下、６．５以下、７．０以下、６．０～７．０およびもしくは６．５
～７．０である。
【００５８】
　これらの方法および工程は、任意の組換え的に生産した糖タンパク質で有用であると考
えられる。例はホルモン、例えばインシュリン、成長ホルモン（ヒト成長ホルモンおよび
ウシ成長ホルモンを包含する）、組織型プラスミノーゲンアクチベーター（ｔ－ＰＡ）、
レニン、凝固因子、例えば第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子および第ＩＸ因子、ボンベシン
、トロンビン、造血成長因子、血清アルブミン、ホルモンもしくは増殖因子の受容体、イ
ンターロイキン、コロニー刺激因子、Ｔ細胞受容体、ＭＨＣポリペプチド、ウイルス抗原
、グリコシルトランスフェラーゼなどである。本発明の方法において有用な他の糖タンパ
ク質には、多くの中でも、α１－抗トリプシン、エリスロポエチン、顆粒球マクロファー
ジコロニー刺激因子、抗トロンビンＩＩＩ、インターロイキン６、インターフェロンβ（
ベータ）、プロテインＣ、フィブリノーゲンが包含される。糖タンパク質のこのリストは
例であり、限定するものではなく、そしてまた上記に挙げた定義の節に包含される。
【００５９】
　本発明の細胞培養方法は生産される糖タンパク質のシアリル化の所望のレベルを達成す
るように選択されることが当業者により理解される。シアリル化の程度に影響を与える本
明細書に記載のものに加えた工程パラメーターには、酸素レベル、アンモニウムレベル、
ｐＨおよびヘキソースレベルが包含される。培養密度、時間および温度のような貯蔵条件
もまたシアリル化に影響を与える。本発明は、増大したシアリル化にさらに最も適当であ
る工程パラメーターを包含するものとする。さらに、例えば米国特許第５，７０５，３６
４号は、培養培地へのアルカン酸の添加、培養培地のオスモル濃度を制御することおよび
増殖温度を制御することのような、生産性に影響を及ぼす因子を制御することにより糖タ
ンパク質のシアル酸含量を改変する方法を提供する。
【００６０】
ＩＩＩ．糖タンパク質の回収
　ポリペプチド生産期の後に、興味のあるポリペプチドを当該技術分野において確立した
技術を用いて培養培地から回収する。
【００６１】
　興味のあるポリペプチドは、好まし くは、分泌ポリペプチドとして培養培地から回収
される。例えば、第一段階として、培養培地もしくは溶解物を遠心分離して微粒子状細胞
残屑を取り除く。その後にポリペプチドを混入可溶性タンパク質およびポリペプチドから
精製し、以下の方法：免疫親和性もしくはイオン交換カラム上での分画；エタノール沈殿
；逆相ＨＰＬＣ；シリカ上でのもしくはＤＥＡＥのような陽イオン交換樹脂上でのクロマ
トグラフィー：クロマトフォーカシング；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例
えばセファデックスＧ－７５を用いるゲル濾過：およびＩｇＧのような混入物質を除くた
めのプロテインＡセファロースカラムは適当な精製方法の例である。
【００６２】
ＩＶ．糖タンパク質の分析
　本明細書に記載の工程により生産される糖タンパク質の複合炭水化物部分は、炭水化物
分析の通常の技術により、所望に応じて容易に分析することができる。従って、例えば当
該技術分野において周知であるレクチンブロッティングのような技術により末端のマンノ
ースもしくはガラクトースのような他の糖の割合が示される。シアル酸によるモノ－、ビ
－、トリ－もしくはテトラ－アンテナリー（ｍｏｎｏ－，ｂｉ－，ｔｒｉ－　ｏｒ　ｔｅ
ｔｒａ－ａｎｔｅｎｎａｒｙ）オリゴ糖の終結は、無水ヒドラジンもしくは酵素的方法を
用いるタンパク質からの糖の遊離およびイオン交換もしくはサイズ排除クロマトグラフィ
ーまたは当該技術分野において周知である他の方法によるオリゴ糖の分画により確かめる
ことができる。糖タンパク質の等電点（ｐＩ）もまた、シアル酸を取り除くためのノイラ
ミニダーゼでの処理の前にそして後に測定することができる。ノイラミニダーゼ処理の後
のｐＩの増加は、糖タンパク質上のシアル酸の存在を示す。
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【００６３】
　得られる炭水化物は、本明細書に記述される方法を包含する当該技術分野において既知
である任意の方法により分析することができる。いくつかの方法がグリコシル化分析のた
めに当該技術分野において既知であり、そして本発明の関連において有用である。そのよ
うな方法は、ペプチドに結合したオリゴ糖の同一性および組成に関する情報を提供する。
本発明において有用な炭水化物分析の方法には、レクチンクロマトグラフィー；電荷に基
づいてオリゴ糖を分離するために高ｐＨ陰イオン交換クロマトグラフィーを用いる、ＨＰ
ＡＥＣ－ＰＡＤ；ＮＭＲ；質量分析法；ＨＰＬＣ；ＧＰＣ；単糖組成分析；連続酵素消化
が包含されるがこれらに限定されるものではない。
【００６４】
　シアル酸は、三重反復サンプルにおいてＹａｏ　ｅｔ　ａｌ．（Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．１７９：３３２－３３５（１９８９））の直接熱量測定法により別個に決定するこ
とができる。好ましい態様において、Ｗａｒｒｅｎ，Ｌ．Ｊ．Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２３
８：（８）（１９５９）のチオバルビツール酸（ｔｈｉｂａｒｂａｔｕｒｉｃ　ａｃｉｄ
）（ＴＢＡ）もしくはＡｎｕｍｕｌａ，Ｋ．Ｒ．，（１９９５）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．２３０：２４－３０の方法が使用される。
【００６５】
　ここで本発明を一般的に記述したが、特定されない限り、説明の目的で提供されそして
本発明を限定するものではない以下の実施例を参照することによって同じことがさらに容
易に理解される。
【実施例】
【００６６】
　本明細書に記述される実施例および態様は説明のためでありそして限定のためではない
こと、および請求項に記載の通り、本発明の精神および範囲からそれることなしに他の例
を使用できることが当業者に明らかである。
【実施例１】
【００６７】
材料および方法
　独自の培地（「Ｘ培地」）を用いて１２Ｌの作業容量で１５Ｌの発酵槽において実験を
行い、しかしながら、市販されているものを包含する他の培地が使用に意図される。サン
プルを様々な時間点で発酵槽から採取し、そして発酵槽サンプルを１０００ｘ重力で１０
分間回転させた。清澄な上清を新しいチューブに移し、そしてＭ－ＰＥＲ（Ｐｉｅｒｃｅ
，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）もしくはＰｈｏｓｐｈｏｓａｆｅ溶解バッファー（Ｎｏｖａ
ｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）において供給業者により提供される使用説明書に従って
細胞ペレットを溶解した。シアリダーゼ活性は、改変された（ｍｏｄｉｆｉｅｄ）ＮＡ－
Ｓｔａｒキット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，Ｃ
Ａ）およびＭｏｄｕｌｕｓマイクロプレートリーダー（Ｔｕｒｎｅｒ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を用いて定量した。ＬＹ２９４００２、ＰＤ９８０５
９、ラパマイシンおよびインシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）はＳＡＦＣ（Ｓａｉｎ
ｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から購入した。免疫ブロットにおけるシアリダーゼの検出には、
ポリクローナル抗体を使用した（Ａｂｎｏｖａ　Ｉｎｃ．，Ｔａｉｗａｎ）。マウスモノ
クローナル抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓａｎｔａ　Ｃ
ｒｕｚ，ＣＡ）およびポリクローナル抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ，Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ）をそれぞれリン酸化されたＥＲＫおよびリン酸化さ
れたＡｋｔを検出するために使用した。
【００６８】
　精製された糖タンパク質Ｋをシアリダーゼおよび／もしくはベータ－ガラクトシダーゼ
消化に供し、そして全部のおよび露出したガラクトースをＤｉｏｎｅｘ　ＨＰＡＥＣ－Ｐ
ＡＩＤを用いて測定した。図１に示される式は、キャッピングパーセンテージの計算に使
用する。
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【実施例２】
【００６９】
低キャッピング対高キャッピング細胞源
　たとえ同じ親コロニーからでも、異なる細胞源は、オリゴ糖のシアル酸キャッピング傾
向が異なり得る。そのような細胞源における相違は、糖タンパク質の生産に大いに影響を
与え得る。ここで図２に関して、低キャッピング値を有する細胞源はキャンペーンの中間
に向かってキャッピングの減少傾向をもたらし、一方、高キャッピング細胞源と見なされ
るものは全キャンペーン中に境界を上回るキャッピング値を維持した。
【００７０】
　従って、細胞源はシアリダーゼ活性に起因し得るオリゴ糖のシアル酸キャッピングにお
いて重要な役割を果たす。図３に示されるのは、低キャッピング値を有する細胞源が異な
る商業規模製造キャペーンにおける細胞溶解物において増大したシアリダーゼ活性を一貫
して示したことを表す図である。
【００７１】
　図４（Ａ）および４（Ｂ）において示されるように、歴史的に低いキャッピング値を有
する細胞源を用いた１５Ｌバイオリアクター発酵における採取細胞培養液ならびに細胞溶
解物において高いシアリダーゼ活性が認められた。両方の細胞源において２９日での培地
におけるガラクトース補充（３ｇ／Ｌ）に対する細胞溶解物および細胞培養液におけるシ
アリダーゼ活性の急性反応の検出に留意することは興味深い。 
【実施例３】
【００７２】
インシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）はシアリダーゼ活性を抑制する
　インシュリン様成長因子１（ＩＧＦ－１）およびインシュリン受容体自己リン酸化は、
インシュリン受容体基質（ＩＲＳ－１）動員によって、異なる下流シグナルを活性化し、
そして細胞増殖および分化の両方を引き起こす。図５に示されるのは、ＩＧＦ－１／イン
シュリン受容体経路である。Ｒａｓ－Ｒａｆ－Ｋｅｒ－Ｍｅｋ経路の活性化は増殖を刺激
し、それはシアリダーゼダウンレギュレーションに寄与する。逆に、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ－
ｍＴＯＲ－Ｐ７０Ｓ６Ｋ経路の活性化はシアリダーゼ発現をもたらす。ＩＧＦ－１受容体
のみがＥｒｋ経路のＩＲＳ－１非依存的活性化を媒介できることに留意することは重要で
ある。
【００７３】
　ＢＨＫ細胞をローラーボトルにおいて異なる阻害剤を補足した培地中で６日間培養した
。Ｐｈｏｓｐｈｏｓａｆｅ溶解バッファー（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）を
用いて細胞溶解物を調製し、そして適切な抗体を用いて免疫ブロットに供した。図６に示
される結果により、Ｅｒｋリン酸化が１５μＭのＰＤ９８０５９の存在下で、そしてＡｋ
ｔリン酸化が２０μＭのＬＹ２９４００２もしくは５ｎｇ／ｍＬのラパマイシンの存在下
で妨げられることが示された。ＬＹ２９４００２もしくはラパマイシンによるＡｋｔ活性
化の抑制はさらに、ＢＨＫ細胞においてＥｒｋリン酸化およびシアリダーゼ発現のダウン
レギュレーションをもたらした。別の独自の培地（「Ｙ培地」）において培養したＢＨＫ
細胞はＥｒｋリン酸化を不活性化することが示されることもまた認められた。しかしなが
ら、シアリダーゼ活性への違いはコントロールと比較して見出されなかった。これは、Ｐ
Ｄ９８０５９によるＥｒｋ活性化の抑制がシアリダーゼ発現の変化をもたらさなかった結
果と一致する。
【００７４】
　培地におけるインシュリンの減少（１０倍）は、ローラーボトルにおいて培養したＢＨ
Ｋ細胞におけるシアリダーゼ活性に影響がないことが示され、図７に示される。減少した
インシュリンを有する培地におけるＩＧＦ－１（２０ｎｇ／ｍＬ）の添加は、コントロー
ルと比較してシアリダーゼ発現をダウンレギュレーションした。
【実施例４】
【００７５】
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シアリダーゼ活性はｐＨ依存的である。
　ＢＨＫ細胞におけるシアリダーゼ活性はｐＨ依存的であることもまた示され、図８に示
される。細胞溶解物をＭ－ＰＥＲ溶解バッファー（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて調製し、そし
て異なるｐＨ条件下で改変されたＮＡ－Ｓｔａｒキット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）を用いてシアリダーゼ活性を測定した。ＢＨＫ細胞におけるシアリダーゼ活性
は酸性ｐＨでより高い活性を有することが示されることが見出された。
【実施例５】
【００７６】
微量元素を用いるシアリダーゼ活性の抑制
　ここで図９に関して、ＣａＣｌ２、ＮｉＣｌ２、ＣｏＣｌ２およびＺｎＣｌ２を包含す
る微量元素を用いるシアリダーゼ活性の抑制が示される。Ｍ－ＰＥＲ溶解バッファー（Ｐ
ｉｅｒｃｅ）を用いて調製したＢＨＫ細胞の細胞溶解物を様々な濃度で異なる微量元素で
処理した。データは、ＺｎＣｌ２およびＣｏＣｌ２がインビトロで効果的にシアリダーゼ
活性を抑制することを示した。
【００７７】
　上記の明細書に記載される全ての公開および特許は、引用することにより本明細書に組
み込まれる。本発明の記載の方法の様々な改変およびバリエーションは、本発明の範囲お
よび精神からそれることなしに当業者に明らかである。本発明は特定の態様と関連して記
述されているが、請求した通りの本発明はそのような特定の態様に過度に限定されるべき
ではないことが理解されるべきである。実際に、当業者に明らかである本発明を実施する
ための上記の形態の様々な改変は以下の請求項の範囲内であるものとする。本明細書に記
載する本発明の特定の態様の多くの同等物を当業者は認識するかもしくは通常の実験のみ
を用いて確かめることができる。そのような同等物は、以下の請求項により包含されるも
のとする。

【図１】 【図２】
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【図４（Ｂ）】 【図５】
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【図８】 【図９】
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