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요약

내용 없음.

대표도

도1

명세서

[발명의 명칭]

생물학적 활성 플라스미노겐 활성제의 제조방법

[도면의 간단한 설명]

제 1 도는 본 발명에 의한 t-PA 시료의 은으로 염색한 겔을 나타낸 것이고,

제 2 도는 제 1 도에 나타낸 것과 동일한 겔의 면역 블로트(immunoblot)를 나타낸 것이다.

* 도면의 주요부분에 대한 부호의 설명

1 : 분자량 표준[92.5킬로달톤(K), 66.2K, 45K, 31K, 21.5K, 14.4K]

2 : 실제 t-PA 참고 표준

3 : t-PA 함유 세포 배양 유체(실험실 참고)

4 : 생성 단계 시료중의 세포 배양액

5 : 생성 단계 시료 : 인산염 완충 염수(PBS)와 함께 37℃에서 22시간동안 배양시킨 것임

6 : 생성 단계 샘플 : PBS와 함께 37℃에서 46시간동안 배양시킨 것임

7 : 블랭크(blank)레인

8  :  생성  단계  시료  :  0.175%(V/V)  송아지  태아  혈청(FBS)와  함께  37℃에서  22시간  동안  배양시킨 
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것임

9 : 생성 단계 시료 : 0.175%(V/V) FBS와 함께 37℃에서 46시간 동안 배양시킨 것임

10 : 0.175%(V/V) FBS를 단독으로 37℃에서 22시간 동안 배양시킨 것임

11 : 0.175%(V/V) FBS를 단독으로 37℃에서 46시간 동안 배양시킨 것임

12 : 생성 단계 시료 : 1.75%(V/V) FBS와 함께 37℃에서 22시간 동안 배양시킨 것임

13 : 생성 단계 시료 : 1.75%(V/V) FBS와 함께 37℃에서 46시간 동안 배양시킨 것임

14 : 1.75%(V/V) FBS를 단독으로 37℃에서 22시간 동안 배양시킨 것임

15 : 1.75%(V/V) FBS를 단독으로 37℃에서 46시간 동안 배양시킨 것임

제 1 도 및 제 2 도에 있어서, 레인 2 및 레인 3은 t-PA  참고 표준임(단일 사슬 t-PA는 고분자량 밴
드로 나타낸 것이로, 이중 사슬 t-PA는 저분자량 밴드로 나타낸 것임.)

[발명의 상세한 설명]

본  발명은  생물학적으로  활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제  및  그  유도체를,  특히  재조합 숙
주 세포 배양 현탁액으로부터 제조하는 방법에 관한 것이다.

인체  조직형  플라스미노겐  활성제는  플라스미노겐을  플라스민으로  전환시킨다.  이와  같이  생성된 플
라스민은  혈병을  근간으로  한  피브린  매트릭스를  단백질  분해에  의하여  절단시킨다.  이와  같은 방식
으로  인체  조직형  플라스미노겐  활성제는  혈병의  용해를  조정하고,  결과적으로  각종  혈전성  질병의 
치료에 유용하게 이용되고 있다.

인체  조직형  플라스민  활성제를  나타내는  약자  "t-PA"는  1982년  7월  27일  이탈리아공화국 베르가모
(Bergarmo)에서 개최된 제28차 국제 혈전증 및 응혈증 위원회(International Committee on 
Thrombosis  and  Hemostatis)에서  제안,  채택되엇다.  본  명세서에서  사용된  것과  같이  "인체  조직형 
플라스미노겐  활성제",  "인체  t-PA",  t-PA,  "인체  조직  플라스미노겐  활성제"  또는  "조직 플라스미
노겐  활성제"란  용어들은  예컨대,  천연  원의  추출  및  정제에  의해  [콜렌(Collen)등의  1980년  6월 11
일  최초  출원에  기초하여  1981년  12월  16일  공개된  유럽  특허  출원  제41766호  밀 리예켄(Rijken)등
의  Journal  of  Biol.  Chem.  제256호,  제7035페이지(1981)년  참조],  또  1982년  5월  5일  최초  출원에 
기초하여  1983년  11월  9일  공개된  유럽  특허  출원  공개  제93619호에,  그의  아미노산  서열  및  기타 
분자  특성과  함께  기재된  재조합  세포  배양계에  의해  생성시킨  인체  외인성(조직형)  플라스미노겐 
활성재를  나타낸다.  또한,  이들  용어는  글리코실화  패턴이  상이하고(글리코실화  패턴은  사용된  배양 
조건  및  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  제공하는  숙주의  특성에  의존하는  것으로  고려됨), 전
체  서열중  하나  이상의  아미노산이  상이한  생물학적으로  활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제 
등가물을 나타낸다.

양수인의  실험실에서  연구원들은  특히  통상의  결합된  단백질을  함유하지  않은  인체  조직형 플라스미
노겐  활성제를  원핵  및  진행  숙주중에서  재조합  DNA  기술에  의하여  제조하였다(상기  EPA  제93619호 
참조).  몇가지  이유로  인하여,  인체  조직형  플라스미노겐  활성제는  포유류  세포와  같은  재조합  진행 
숙주중에서  제조하는  것이  적합하다.  일반적으로  진행  숙주는  인체  조직형  플라스미노겐  활성제 분
자중의  특정  아미노산  잔기를  감지  및  글리코실화  시키는데  있어서  유효하며,  이  아미노산  잔기는 
일반적으로  천연  상태에서  글리코실화되고  인체  조직형  플라스미노겐  활성제  분자의  각종  시스테인 
잔기  사이에서  자연적으로  발생하는  공유가교  결합을  형성시키고,  더욱이  천연  인체  조직형 플라스
미노겐  활성제의  형태적  구조를  에측할  수  있게  한다.  상기  특성들은  생물학적으로  활성이며  안전한 
인체 조직형 플라스미노겐 활성제 제품의 제조에 있어서 중요한 것으로 고려된다.

그러나,  재조합  숙주  세포로부터  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  제조하는  방법에는  문제점들이 
수반된다.  따라서  본  발명자들은  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성하는  세포들이  일반적으로 
혈청,  또는  혈액  또는  기타  동물  조직으로부터  유도된  각종  분획물  또는  그의  가수분해물의 존재하
에  배양되기  때문에  수율을  제한하는  난점이  야기되는  것을  발견하였다.  결과적으로,  이와  같은 세
포에  의하여  분비된  인체  조직형  플라스미노겐  활성제는  다량의  혈청  단백질  및  기타  혈청  성분에 
노출된다.  본  발명자들은  이들  성분중  특정한  것은  분리되기  어려운  인체  조직형  플라스미노겐 활성
제  분자를  갖는  결합  집단  복합체를  형성하기  때문에  손상되지  않은  인체  조직형  플라스미노겐 활성
제를  정제하여  제약상  허용되는  형태를  얻는  것이  어려움을  발견하였다.  또한,  이들  집단은  인체 조
직형  플라스미노겐  활성제  분자의  생물학적  활성을  억제하여  생물학적으로  활성인  손상되지  않은 인
체  조직형  플라스미노겐  활성제의  일반적으로  예상되는  총  수율을  감소시킨다.  혈청  성분을 첨가하
면,  정제  도중  제거되어야  할  불순물의  양이  증가한다.  또한,  이들  성분중  다수가  조직형 플라스미
노겐  활성제를  단백질  분해에  의하여  분해시킨다.  이들  계로부터  목적하는  인체  조직형 플라스미노
겐 활성제를 정제하는 데에는 기술적 난점이 있으며, 그 결과 더욱 값비싼 공정이 요구된다.

이들  관찰  결과와  일치하게,  배양  세포에  의하여  분비된  내인성  플라스미노겐  활성제의  제조  및 정
제에  있어서의  문제점을  피하기  위하여  무혈청  배지가  제안되었다.  [예컨대,  1)  내인성  인체  조직형 
플라스미노겐  활성제를  분비하며  혈청에  의존하지  않는  천연  인체  세포주의  제조방법을  기재한  유럽 
특허  출원  공개  제113319호(1982년  12월  30일자  최초  출원에  기초하여  1984년  7월  11일  공개됨),  2) 
미합중국  특허  제4132124호,  3)  미합중국  특허  제4328314호,  4)  미합중국  특허  제4317882호  및  5) 
가제르(Gasser)등의  In  Vitro  Cellular  and  Developmental  Biology  21,  588(1985)  참조].  이들  참고 
문헌  중  어느  것도  고밀도  세포  성장,  특히  재조합  현탁  숙주  세포  배양체에  관련되어  있지  않다. 
다른  한편으로는,  유럽  특허  출원  공개  제112940호(1982년  12월  30일자  최초  출원에  기초하여 1984
년  7월  11일  공개됨)에는  혈청  단백질  성분인  알부민의  첨가를  수반하는  인체  조직형  플라스미노겐 
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활성제의 제조 방법이 기재되어 있다.

또한,  세포  배양체를  분획하여  예를들면,  혈청  성분을  제거하는  각종  방법이  공지되어  있다[백혈구 
세포  배양액으로부터  혈장  단백질  농도를  감소시켜  내인성  조  인체  감마  인터페론의  불순도를 감소
시킨  반  라이스(Van  Reis)등의  The  Journal  of  Immunology  133,  753(1984)  및  이들에  의한  Methods 
in  Enzymology  119,  77  참조].  1982년  11월  플로리다주,  마이애미에서 개최된 제 3  차  연례 국제 인
터페론  연구회의(The  Third  Annual  International  Congress  for  Interferon  Research)에서  반 라이
스  등은  인체  세포  배양체로  부터  내인성  인체  감마  인터페론의  회수시,  자기  혈장  단백질  농도를 
감소시키기  위한  크로스-플로우  여과법(Cross  flow  filtration)의  용도에  대하여  보고하였다. 그러
나, 회수된 인터페론의 양은 제조 도중 인터페론을 추가로 제거함으로써 증가시킬 수는 없었다.

본  발명의  목적은  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성하는  숙주  세포  배양체로부터 생물학적으
로 활성인 인체 조직형 플라스미노겐 활성제를 대규모로 제조 및 회수하는 방법을 제공하는 것이다.

인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  암호화하는  DNA를  작동가능하게  함유하는  재조합  벡터로 형질감
염시킨  것과  같은  t-PA  생성  숙주  세포는  세포  성장을  촉진시키는  반면  발현된  인체  조직형 플라스
미노겐  활성제  생성물의  회수  및  혈청에  대하여  장해적인  한개  이상의  성분을  적합하게  함유하는 성
장  지지  배지중에서  성장시킨다.  실질적으로,  이와  같은  성분들  모두는  배양  전  제거하거나,  배양 
도중  배지  교환,  적합하기로는  크로스-플로우  여과에  의하여  성장  지지  배지로부터  제거시킨다. 이
들  성분을  제거한후,  숙주  세포  배양체는  추가  세포  복제가  필요하거나  또는  필요하지  않는 발현능
을 보유한다.

이어서,  생물학적으로  활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제는  실질적으로  장해  성분이  없는 숙
주  세포  배양체  중에  유지되는  세포중에서  발현시켜  생성시킨다.  그  다음,  생물학적  활성  인체 조직
형 플라스미노겐 활성제는 제약 투여에 적합하도록 추가 정제시키기 전 세포로부터 단리시킨다.

의외로,  본  발명의  방법은  정제된  무상의  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  지금까지  불가능한 것
으로 여겨졌던 수율로 얻을 수 있는 방법을 제공한다.  또한,  본 발명의 방법은 본 방법 이전에 얻어
진  실질적으로  보다  적은  단일  사슬  형의  조성을  갖는  생성물에  비하여  적어도  50%의  단일  사슬형 
조성을  갖는  생물활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  제공한다.  이와  같은  사실은  본  발명의 
방법에  의하여  각종  절단부위에서  실질적으로  단백질  분해가  일어나지  않는  물질이  생성되므로 이외
일  뿐만  아니라  중요한  것으로  고려된다.  또한,  대부분  단일  사슬  형으로  존재하는  물질은  적어도 
이중  사슬  물질과  같은  효력을  갖는  것으로  나타났으며,  보다  적은  피브리노겐  분해를  나타내고, 임
상적 용도에 중요한 결과를 제공한다.

포유류  숙주  세포  배양체의  경우,  전형적인  손상  배지  성분을  혈액  또는  기타  동물  조직  유도 프로
테아제,  글리코시다제(예,  뉴라미디다제),  프로테아제  억제제,  알부민  등이며  이들은  초기에  성장 
지지 배지 중에서 존재한다.

"생물학적으로  활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제"란  용어는  생체내  피브린  혈병  용해를 매개
할 수 있는 상기 인체 조직형 플라스미노겐 활성제를 나타낸다.

"숙주  세포  배양체"란  용어는  조직형  플라스미노겐  활성제를  암호화하는  DNA를  작동  가능하게 함유
한 발현 벡터로 형질감염시킨 것과 같은 t-PA를 생성하는 숙주 세포의 배양체를 나타낸다.

"재조합  숙주  세포  배양체"는  조직형  플라스미노겐  활성제를  암호화하는  DNA를  작동가능하게 함유하
는  발현  벡터로  형질감염시킨  "숙주  세포  배양체"이며,  여기에서는  "재조합  현탁  숙주  세포 배양
체"계가 적합하다.

각종 숙주 세포를 본  발명에서는 사용할 수  있다.  숙주 세포로서 적합한 것은 인체 조직형 플라스미
노겐  활성제를  암호화하는  DNA를  작동가능하에  함유한  재조합  벡터로  형질감염될  수  있고,  발현에 
의하여  생물학적으로  활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성시킬  수  있으며  현탁  배양액 
중에서  성장  및  유지하기에  용이한  것이다.  그러므로,  t-PA를  생성하고  (또는)  재조합  인체  조직형 
플라스미노겐  활성제를  생성시키기  위한  재조합  기술에  적합한  어떠한  숙주  세포도  본  발명의 범주
내에  포함된다.  숙주  세포는  포우류  숙주  세포가  적합하며,  여기에는  재조합  인체  조직형 플라스미
노겐  활성제를  분비하는  차이니즈  햄스터  난소(CHO)  세포(ATCC  No.  CCL61)(상기  EPA  93619호 참조)
가 포함된다.

본  발명의  방법에  있어서,  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성시킬  수  있는  숙주  세포는  먼저 
"성장  지지  배지"중에서  성장  현탁액으로서  성숙시킨다.  이  성장  지지  배지는  인체  조직형 플라스미
노겐  활성제를  생성시키는데  사용된  특정  세포  주의  배양체를  지지하는  것으로서  당업계에  공지된 
임의의  표준  배지  또는  그의  변형체일  수  있다[ATTC  Media  Handbook,  Ed  :  Cote  et  al.,  AMerican 
Type  Culture  Collection,  Rockville,  MD(1984)참조].  포유류  세포의  성장  촉진  배지는  송아지  태아 
혈청과  같은  혈청  보충물  또는  일반적으로  세포  성장  및  분열을  촉진시키는데  흔히  사용되는  기타 
보충 성분[예,  수육 또는 우유의 가수 분해물,  조직 또는 기관 추출물,  침연 혈병 또는 그의 추출물 
등]을 함유하는 것이 적합하다. 또한, 초기 성장 지지 배지는 숙주 세포의 성장 및 유지 및 인체 조
직형  플라스미노겐  활성제의  발현을  허용하는  배지일  수  있다.  또한,  글리신  및(또는)  하이포크산틴 
및(또는)  티미딘이  부족하고  (또는)메토트렉세이트를  함유하는  표준  성장  배지는  인체  조직형 플라
스미노겐  활성제를  발현시킬  수  있는  발현  벡터  및  메토트렉세이트에  대하여  낮은  결합  친화력을 갖
는  디히드로폴레이트  리덕타제를  함유하는  재조합  CHO  세포의  선택압을  유지하는데  사용될  수  있다. 
또한,  기타  선택  및(또는)  증폭가능한  마커(marker)도  사용될  수  있으며,  기타  적합한  배지 성분에
는 트란스페린, 인슐린 및 각종 금속이 포함된다.

한  실시예에  있어서,  숙주  세포를  약 1×16
16
/ml(CHO  세포)  내지 3×10

7
/ml(CHO  세포)의  적합한 세포

밀도까지  성장시킨  후  성장  지지  배지  중의  장해  성분을  배지  교환,  적합하기로는  "크로스-플로우 
여과"에  의하여  제거시켰다.  "크로스-플로우  여과"는  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성하는 
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세포의  현탁액을  세포  이외의  현탁액  성분만에  대해  투과성을  갖는  필터에  실질적으로  평행하게 유
입시키는 여과 형태를 나타낸다.

상기  크로스-플로우  여과  방법은  일련의  유체역학  변수(즉,  Re=레이놀드  수, γw =벽  전단율, △P=압

력  감소치  및  TMP=막통과  압력)에  의하여  정의된다.  Re,γw는  △P는  여과  계의  기하학,  유입  조건 
및  유체 특성에 의존한다.  예컨대,  공동 섬유 여과계를 사용할 경우,  이들 변수는 다음과 같이 계산
할 수 있다. 즉,

Re=2ρQS/ηSnπrh

γw=4Qs/nπrh
3

△P=8QsLηs/nπrh
4

(여기에서,  ρ=세포  현탁밀도,  Qs=현탁  재순환  유입율, ηs =현탁  동력학  점도,  n=공동  섬유  수, rh=

공동  섬유  내부  반경이고  L=공동  섬유  길이이다).  기타  유입  경로  기하학에  대하여  이와  유사한 식
을 유도할 수 있다. 즉, 평균 막 통과 압력은 식

TMP=Pin-Pf-△P/2=QfRηf/A

(여기에서, Pin =유입  압력, Pf =여액  압력, Qf =여과율,  R=막저항,  A=막  면적  및 ηt =여액  동력학 점도

임)에  의하여  계산할  수  있다.  적합한  실시예에  있어서,  유입  경로  기하학  및  작동  변수는  여과막 
상의  세포  참착을  최소화하여  분리공정의  효율을  증가시키고  전단에  의한  세포  손상을  최소화 하도
록 선택된다. 세포 침전은 경험적으로 다음식

DP=π
1/2
Uγ/rc

2
γ

3/2

(여기에서,   DP=침착  변수,  ν=운동  점도,  U=여과  속도,  γ=세포  농도 Cc 의  경험적  함수  및 rc =세포 

반경이다)에  의하여  측정할  수  있다.  따라서,  크로스-플로우  여과  방법은  세포  현탁액(ρ,η, ηt , 

ν, C c  및 rc ),  막 및 유입 기하학(n, rh ,  L,  R  및 A)이 선택 및 작동 변수(Q s  및 Qf )의 조절에 의하

여  정의된다.  적합한  실시예에  있어서,  유입  경로  기하학  및  조작  조건은  Re〈2100  및  DP〈0.35가 
되도록 선택하였다.

장해  성분의  농도는  세포  현탁액을  여과  장치를  통하여  재순환시키고,  유입액의  일부분을  세포가 없
는  여액으로서  제거하는  크로수-플로우  여과법에  의하여  감소된다.  일정한  세포  현탁액의  용적은 장
해 성분을 함유하지 않은 배지를 첨가하여 유지시킬 수 있다. 장해성분의 최종 잔류 비율을 다음 식

(여기에서, Cp =생성  현탁액  중의  장해  성분  농도, Co =세포  성장  현탁액  중의  최초  장해  성분  농도, 

Vx =배지  교환중의  세포  현탁액  용적,  e=자연  로그  밑수, Vm =교환  배지  용적이고 Vp =생성  현탁액의 최

종  용적임)에  의하여  계산할  수  있다.  장해  성분  농도를  예정  농도까지  감소시키는데  필요한  교환 
배지 용적은 다음 식

Vm=Vxln(Covx/CpVp)

(여기에서,  ln=자연  로그임)에  의하여  계산할  수  있다.  상기  방정식으로부터,  본  발명의  적합한 실
시예는  상기  일정  용적  배지  교환  이전에  최소 Vx 에  대한  세포  현탁액의  최초  농도가  포함됨을  알 

수 있다. 이와 같이, 장해 성분 농도의 감소는

I) 세포 성장 현탁액을 초기 용적 Vo에서 Vx로 농축시키고,

II) 일정 용적 배지 교환을 행하고,

III) Vx〈Vp일 경우, 더욱 감소시킴으로써 성취할 수 있다.

따라서,  예컨대  배지  교환  전  최초  세포  배양체  용적이  100ℓ로  농축시키고,  배지  45ℓ  및  생성 용
적 1,000ℓ를 사용하여 배지 교환을 행하여 장해 성분 농도를 총 10,000배 감소시킬수 있다. 

이와  같이,  배지  교환  도중  최초  성장  지지  배지의  희석  인자를  정량적으로  측정하여  결과의  숙주 
세포  현탁액  중의  장해  성분의  양을  농도  미만으로  낮추어  이들  성분에  의한  역효과를  최소화할  수 
있다.  이들  희석  인자는  각  성장  배치의  배치(batch)에  대하여  측정할  수  있다.  예컨대,  상이한 농
도의  혈청으로  보충시킨  포유류  성장  배지는  적합하지  않은  성분의  양을  제약상  허용되는  인체 조직
형  플라스미노겐  활성제를  생성시킬  수  있는  기능적  해당  농도로  감소시키기  위하여  상이한  희석 인
자가  요구된다.  따라서,  이러한  희석  인자는  최종  포유류  발현  배지중의  혈청의  양이  최초  전체 사
용량의 약 1% 미만이 되도록 선택하여야 한다.

본  발명에서  사용된  여과  막은  당업계에  공지된  것으로서,  이들은  적합한  막  및  배치를  가지며,  본 
발명의  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성시키는  세포를  보유하는  동시에  각종  장해  성분을 
통과시킬  수  있다.  따라서,  선택된  유체  역학  조건하에서  세포를  보유하는  동시에  장해  성분을 통과
시켜  제거시키는  임의의  적합한  막을  사용할  수  있다.  공극도의  상한치는  약  5미크론,  하한치는  약 
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0.1미크론이 적합하다.

신선한  교환  배지는  실질적으로  장해  성분이  없어야  한다.  예를들면,  프로테아제,  뉴라미디다제, 프
로테아제  억제제  등과  같은  장해  성분을  의미있는  양으로  갖지  않아야  한다.  물론,  이들  배지는 인
체  조직형  플라스미노겐  활성제  제조에  사용되는  세포  형태에  따라  다양하며  기술계통에서 입수가능
한  배지중에서  선택될  수  있다.  이와  같은  사실은  최종(편의상)  발현  배지,  또는  완충  배지,  등장 
염수 배지와 같은 약간 덜 농후한 배지에 대해서도 똑같이 적용된다.

본  명세서에  기재된  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성하는  CHO  세포에  있어서(송아지  태아 
혈청을  보충하지  않았음),  CHO  세포를  배양하기  위한  표준  배지로부터  최종  발현  배지를  형성시킬 
수  있다.  최종  발현  배지의  예로서  둘베코  변형  이글  배지(고농도  글루코오스)  및  Ham's  F-12 배지
의 등비 혼합물을 들 수 있다.

기타  실시예에  있어서,  배양전  배지로부터  장해  성분을  제거하거나  또는  실질적으로  제거하거나 원
심 분리 또는 침강 기술에 의하여 제거할 수 있다.

인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  발현  배지로부터  단리하고,  이어서  정제하여  각종  혈관  증상 떠
는 질병 치료용 약제로 사용한다.

적합한  실시예에  있어서,  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성시킬  수  있는  CHO  세포는  송아지 
태아  혈청을  사용하여  예정한  세포  밀도로  보충시킨  CHO  배지중에서  현탁액  형태로  성장시킨다. 이
어서  세포  현탁액을  크로수-플로우  여과에  의하여  농축시킨  후,  농축  현탁액으로부터  일정  용적 크
로수-플로우여과에  의하여  혈청을  제거하고,  동시에  무혈청  배지를  혈청  함유  배지가  제거되는  것과 
같은  속도로  지속적으로  첨가한다.  활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제는  무혈청  발현 배지중
에  현탁된  CHO  세포에  의해  연속적으로  생성된다.  이와  같이  생성된  인체  조직형  플라스미노겐 활성
제를  CHO  세포에  의하여  발현  배지중에  분비시키고  이  배지로부터  표준  기술에  의하여  분리시킬  수 
있다.

CHO  세포  현탁액을  성장시키기  위하여  여러가지  용량의  배양  용기가  사용된다.  각각의  배양  용기의 
입구에  일련의  기공  접선  유입  여과기를  연결시키고,  다시  출구에  배양실을  연결시킨다.  CHO  세포와 
혈청  함유  배지의  현탁액을  성장시킨  후,  먼저  일련의  기공  접선  유입  여과기를  통하여 펌프(pump)
시켜  현탁액을  농축시키고,  이어서  배지  교환  동중  현탁액으로부터  혈청  성분이  제거되게  한다.  CHO 
세포  현탁액을  필터  및  배양  용기를  통하여  재순환시켜  오래된  배지  및  혈청  성분의  부분을 제거시
킨다.  혈청을 함유하지 않은 신선한 멸균 발현 배지를 세포 현탁액에 공급하여 배양 용기 중의 공칭
(公稱)용적을  유지시킨다.  이와같은  방법으로  혈청  농도를  지속적  배지  교환에  의하여  예정한 농도
로  감소시킨  후,  세포를  멸균  튜브를  경유하여  무혈청  발현  배지가  들어  있는  또  다른  용기중에 옮
기고,  여기에  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  분비시킨다.  이어서,  인체  조직형  플라스미노겐 
활성제를 표준 기술에 의하여 이동시킨다.

[실시예]

세포 성장, 배지 교환 및 제조 단계.

발현  벡터  pETPER(상기  EPO  제93618호  참조)를  형질감염시킴으로서  재조합  t-PA를  발현하는 차이니
스  햄스터  난소(CHO)  세포(ATTC  No.  CCL61)를  액화  질소  중에  저장하여  소생시키고  Hams  F12  및 둘
베코  변형  이글  배치(1  :  1)  혼합물로  되는  배지  중에서  성장시켰다.  이  혼합물에는  하이포크산틴 
또는  티미딘을  함유시키지  않았다.  투석  또는  완전히  여과시킨  송아지  태아  혈청(7%  V/V)  및 메토트
렉세이트(500nM까지)를  상기  배지중에  첨가하였다.  이들  세포를  유리  용기중의  현탁  배양액중에서 
약  37℃에서  배양시켜  성장시켰다.  이들  세포를  계대  배양시키고  3-5일마다  그  수효를  증가시켰다. 
이들 세포를 충분히 모은 후  10L  스텐레스강 발효기 내부에 옮기고 약  3일동안 더  성장시켰다.  이와 
같은  성장  단계에  있어서  배지  조성물을  변화시켜  양호한  세포  수율을  얻고,  이  조성물에 하이포크
산틴  및  티미딘  모두를  함유시키고,  메토트렉세이트는  함유시키지  않았다.  상기  배지에  투석시키지 
않은  송아지  태아  혈청을  유입시키고(2%  V/V),  3일간의  성장  단계  도중  세포  밀도는  약 0.25×

10
6
/ml 내지 약 1.0×10

6
/ml로 증가시켰다.

이어서,  세포를 무혈청 생성 배지 중에 재현탁시키기 전,  상기한 바와 같이 약 90시간 동안 배지 교
환시켰다.  다음과  같이  배지  교환을  행하였다.  즉,  공동  섬유  점선  유입  필터  및  여기에  연결된 입
구  및  출구  실리콘  고무  튜브를  오토크레이브  중에서  멸균시키고,  이어서  10L  생성  용기에  증기 멸
균시킬  수  있도록  연결시켰다.  사용된  필터는  내경이  0.75㎜이고  길이  방향으로  공칭  0.1㎛  기공을 
갖는 280개의 공동 섬유를 갖는 폴리술폰 공동 섬유 유니트[에이.지.테크놀로지 인크

(A.G.Technology  Inc.)  제품,  필터  :  #IBZE100801AL]였다.  상기  유니트는  약 0.39㎡(4.15ft
2
)의 여

과  면적을  가졌다.  이들  세포를  공동  섬유를  통하여  재순환시키고  왓슨  말로우  이중  로브 펌프
(Watson  Marlow  two  lobed  pump)을  사용하여  다시  용기에  넣었다.  환류  속도는  약  3.5ℓ/min으로 하
였고  동시에  유체의  일부분을  빼내고  맑은  여액을  약  211ml/min의  속도로  방출시켰다.  이와  같은 방
법으로  이들  세포를  보유시키고  배양체  용적을  약  5.2ℓ로  감소시켰다.  이때,  신선한  멸균  무혈청 
배지(배지는  앞서  사용된  것과  같은  제제물이지만  송아지  혈청  또는  혈청으로부터  유도된  성분이 함
유되지  않았음)를  약  211ml/min의  속도로  배양  용기  중에  펌프시켜  오래된  배지를  계속적으로  희석 
제거시키면서 배양 용적을 일정하게 유지시켰다.

각각의  10ℓ  스텐레스강  발효기  중의  새로운  무혈청  배지의  세포  현탁액의  알리쿼트(aliquot)를 첨
가하였을때,  신선한  무혈청  배지  551을  상기  계중에서  펌프시킨  혈청  농도는  약  190,000배(또는, 
0,0001용적%  미만)의  계산치까지  감소되었다.  시료를  배양체에서  제고하고,  원심  분리에  의하여 정
화시키고 다음 분석을 위하여 -20℃에서 저장하였다.

상기  실시예와  유사한  다음  실시에에서도  공동  섬유  필터를  사용한  것  이외에는  유사한  조건,  세포 
및  배지  모두를  사용하였다.  이  경우,  필터는  2990개의  공동  섬유를  함유하였으며  여과  면적이  약 
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0.40㎡(4.3ft
2
)인 것 이외에는 상기한 것과 유사한 것을 사용하였다(에이.지.테크놀로지, 

인크.제품, 필터 : #1810902AL).

[분석 방법]

각  시료르르  처리  분석하여  이들  실시예에서  사용된  CHO  세포에  의하여  생성된  t-PA에  대한  송아지 
혈청의  장해  효과를  입증하였다.  무혈청  생성기로부터  얻은  정화  세포  배양체  용액의  시료를  녹이고 
β 메르캅토에탄올을 사용하여 환원시키고 램믈리 불연속 계[Laemmli discontinuous system : 
Laemmli,  Natrue,  227,  680(1970)]를  사용하여  SDS  전기영동시켰다.  이와  같이  분리시킨  단백질은 
은  염색시키거나  [Morrissey,  Anal.  Biochem.  117,307(1981)],  또는  니트로셀룰로오스  시이트 상으
로  옮겼다{Towbin,  etal.,  PNAS  76,  6350(1979)의  방법을  사용하여  8℃,  0.5amps에서  4시간동안 
0.45㎛를  니트로  셀룰로오스상으로  옮겼다].  t-PA  단백질,  단백질  단편  및  t-PA를  함유한  고분자량 
복합체를  다음에  기재된  간접  효소  결합  면역  분석법에  의하여  니트로셀룰로오스  시트상에서 관찰하
였다. 즉, 결합 t-PA 단백질 및 토끼 항-t-PA 항체의 처음의 반응에 이어서 제 2 항체로 
처리하였다.  제  2  항체는  염소중에서  배양시킨  고추냉이  퍼옥시다제  결합  항-토끼  IgG이다.  상기 반
응후, H2O 2  및  PBS중의 발색단 4-Cl-나프톨을 첨가하여 결하 항체 부위를 발색시켜,  t-PA  및  이와 관

련된  단백질의  전기영동  패턴을  나타내었다.  그리하여,  이와  같은  기술을  사용하여  조  배양체를 추
가로 정제시키지 않고 배양액 중의 t-PA 상태를 측정할 수 있었다.

[결과]

t-PA에  대한  송아지  태아  혈청의  장해  효과를  입증하기  위하여,  생성  단계에서  얻은  시료를  상기한 
바와  같이  분석  하기  전  인산염  완충  염수(PBS)  또는  송아지  태아  혈청(0.175%  V/V  또는  1.75% V/
V)과 함께 배양시켜 22시간 또는 46시간 동안 배양시켰다. 그 결과를 제 1 도의 은 염색 겔 및 제 2 
도의 대응하는 면역 블로트에 나타내었다.

관찰된 송아지 태아 혈청(FBS)의 장해 효과는

a)  손상되지 않은 t-PA를  소멸시키고 동시에 각종 단백질 분해에 의한 절단 형태 및 그의 단편을 축
적시키고(제 2 도의 레인 8 및 9 참조),

b) 90 내지 200K dalton의 고분자량 복합 물질을 형성시켰다(제 2 도의 레인 12 및 13 참조).

실시  결과  상기한  "세포  성장,  배지  교환  및  생성  단계"에  의하여  얻은  무혈청  세포  배양체  용액을 
2  또는  46시간  동안  배양시킬  경우,  이  배양액은  실제로  변화하지  않았음을  나타내었다(제  1  도  및 
제 2  도의 레인 5  및 6  참조).  따라서, 송아지 태아 혈청을 생성 단계 세포 배양 배지중에 보유시킬 
경우,  단백질  분해에  의한  분해를  일으키고  t-PA의  고분자량  복합체를  형성시켰다.  그러므로,  본 명
세서에  기재된  배지  교환  방법에  의하여  혈청을  제거한  결과,  혈청의  장해  효과가  실질적으로 제거
되었다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

a.  재조합체에  의해  형질감염된  숙주  세포를  숙주세포의  성장  및  유지용  성장  지지  배지를  사용한 
현탁 배양액 중에서 성장시키고,  b.  세포 배양 현탁액이 상기 세포 배양 현탁액의 균일한 특성은 유
지되면서  여과  장치를  통해  재순환되고  배지의  일부분이  세포를  함유하지  않은  여액으로서  제거되게 
하는  적합한  막을  갖는  여과장치를  이용하는  일련의  유체역학적  변수에  의해  특성화되는 크로수-플
로우  여과법(Cross-flow  filtration)에  의해  숙주  세포의  발현  능력은  유지된면서  상기  배지로부터 
인체  조직형  플라스미노겐  활성제의  회수  및  생물학적  활성에  장해가  되는  배지중의  배양  성분을 제
거시키고,  c.  상기  여액을  인체  조직형  플라스미노겐  활성제의  회수  및  활성에  장해가  되는  성분이 
없는  배지로  대체시키고,  d.  배지를  교환시킨  배양액에서  상기  생물학적으로  활성인  인체  조직형 플
라스미노겐  활성제  발현  생성물을  수집하는  것을  특징으로  하는  재조합체  발현에  의해  생물학적으로 
활성인  인체  조직형  플라스미노겐  활성제르르  생성할  수  있는  재조합  숙주세포  현탁  배양액  중에서 
생물학적으로 활성인 조직형 플라스미노겐 활성제를 제조하는 방법.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 크로수 플로우 여과를 평면 여과 막을 통하여 행하는 방법.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 크로수 플로우 여과를 다공성 공동 섬유의 벽을 통하여 행하는 방법.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 크로수 플로우 여과를 나선형 권취막을 통하여 행하는 방법.

청구항 5 

제  1  항에  있어서,  상기한  성장  및  세포  복제를  지지하는  배지성분이  혈액,  조직  또는  그의 유도물
로 부터 유도된 것인 방법.

청구항 6 

제  1  항에  있어서,  상기  숙주  세포가  인체  조직형  플라스미노겐  활성제를  생성시킬  수  있는  포유류 
세포인 방법.
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청구항 7 

제 6 항에 있어서, 포유류 세포가 재조합체에 의해 형질감염된 CHO 세포인 방법.

청구항 8 

제  1  항에 있어서,  상기 숙주 세포가 인체 조직형 플라스미노겐 활성제 및 증폭 마커를 발현시킬 수 
있는  발현  벡터를  함유하고,  상기  (d)  단계에  앞서  상기  증폭  마커의  다복제수를  갖는  세포에 선택
압을 유지하도록 선택된 배지 중에서 상기 세포를 더 배양시키는 것으로 이루어진 방법.

청구항 9 

제  8  항에  있어서,  상기  증폭  마커가  메토트렉세이트에  대해  낮은  결합  친화도를  갖는 디하이드로폴
레이트 리덕타아제이고, 상기 선택압을 유지하도록 선택된 배지가 메토트렉세이트를 함유하는 방법.

청구항 10 

제  1  항에  있어서,  상기  크로수  플로우  여과법이  세포  침지변수(DP)  및  Re(레이놀드의  수)를  포함한 
일련의  유체  역학  변수에  의해  특성화되고  상기  세포  현탁액,  상기  장치  및  상기  장치의  작동 조건
을 Re가 2100미만이고 DP가 0.35미만이 되도록 선택하는 방법.

도면

    도면1

    도면2
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