
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リン酸カルシウム及び所望の核酸のトランスフェクタコンを調製する方法であって：
ａ．カルシウム二価カチオン、リン酸多価アニオン、及び所望の核酸を混合して沈殿混合
物を形成し、当該沈殿混合物が０．２～ ｍＭの初期リン酸アニオン濃度を有し；次
いで
ｂ．沈殿混合物を１０～６０分間インキュベートしてリン酸カルシウム及び所望の核酸を
含むトランスフェクタコンを形成することを含んでなる方法。
【請求項２】
　沈殿混合物が宿主細胞培地において形成される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　インキュべーションの後に宿主細胞培地が希釈され、そこでトランスフェクタコンが沈
殿混合物中より低速で成長し、希釈の後に宿主細胞がインキュベートされる請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　核酸が、それに対するコントロール配列と作用可能に結合したポリペプチドをコードす
る断片を含む請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　コントロール配列が、少なくとも１つのプロモーターであり、ポリペプチドが真核生物
のものであり、回収されたトランスフェクタコンが真核生物組織又は細胞に運ばれる請求
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項４に記載の方法。
【請求項６】
　ポリペプチドが哺乳動物ポリペプチドであり、組織又は細胞が哺乳動物のものである請
求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ポリペプチドがヒトポリペプチドであり、組織又は細胞がヒトのものである請求項６に
記載の方法。
【請求項８】
　所望の核酸を真核生物組織又は細胞に運ぶ方法であって 請求項１に記載の方法

調製
トランスフェクタコンを導入することを含んでなる方法。

【請求項９】
　所望の核酸を真核生物宿主細胞に導入する方法であって：
ａ）カルシウム二価カチオン、リン酸多価アニオン、及び所望の核酸を混合して沈殿混合
物を形成し、当該沈殿混合物が０．２～ ｍＭの初期リン酸アニオン濃度を有し；
ｂ）沈殿混合物を１０～６０分間インキュベートしてリン酸カルシウム及び所望の核酸を
含むトランスフェクタコンを形成し；
ｃ）沈殿混合物を希釈し、それを細胞壁を欠く真核生物宿主細胞と混合してトランスフェ
クション混合物を形成し；そして
ｄ）トランスフェクション混合物をインキュベートして真核生物宿主細胞にトランスフェ
クタコンを取り込ませてトランスフェクトされた細胞を形成することを含んでなる方法。
【請求項１０】
　真核生物宿主細胞が哺乳動物細胞である請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　細胞がチャイニーズハムスター卵巣細胞である請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　所望の核酸がＤＮＡである請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　所望の核酸が哺乳動物ポリペプチドをコードする請求項９に記載の方法。
【請求項１４】
　ポリペプチドがヒトポリペプチドである請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　ポリペプチドがＶＥＧＦ、ＤＮａｓｅ、ｔ -ＰＡ、ｔ -ＰＡのグリコシル化変異体、又は
ＩｇＥ又はＨＥＲ -２に対する抗体である請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　工程（ｂ）における沈殿混合物が１５～３０分間インキュベートされる請求項９に記載
の方法。
【請求項１７】
　工程（ａ）における沈殿混合物が少なくとも３０～１００μｇ／ｍｌの初期濃度で所望
の核酸を含有する請求項９に記載の方法。
【請求項１８】
　工程（ａ）における沈殿混合物が１８０～３００ｍＭのカルシウムカチオン初期濃度を
有する請求項９に記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ａ）における沈殿混合物が４０～６０μｇ／ｍｌの所望の核酸初期濃度及び１８
０～２７０ｍＭのカルシウムカチオン初期濃度を有する請求項９に記載の方法。
【請求項２０】
　工程（ｃ）において希釈と混合が同時に行われる請求項９に記載の方法。
【請求項２１】
　工程（ｃ）において希釈が混合の前に行われる請求項９に記載の方法。
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【請求項２２】
　細胞が接着性細胞である請求項９に記載の方法。
【請求項２３】
　細胞が浮遊適合性細胞である請求項９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
本発明は核酸トランスフェクションの分野、より詳細には、ここでトランスフェクタコン
と呼ばれるリン酸カルシウム及び核酸の沈殿複合体の調製方法、及びリン酸カルシウム共
沈殿による真核細胞の核酸トランスフェクション法に関する。
【０００２】
（関連する開示）
真核生物宿主細胞に外来ＤＮＡを導入する能力は、組換えＤＮＡ技術の本質的手段の１つ
である。真核宿主細胞の外来ＤＮＡによるトランスフェクション法は大きく以下の４つの
カテゴリーに分けることができる。（１）マイクロインジェクションまたは微小粒子衝撃
法によるクローン化ＤＮＡの直接導入、（２）ウイルスベクターの使用、（３）キャリア
ー系へのカプセル化、及び（４）リン酸カルシウム及びジエチルアミノエチル (ＤＥＡＥ )
－デキストランのような形質移入剤の使用。
【０００３】
種々の形質移入剤を用いた哺乳動物細胞の一過性トランスフェクションを改良するための
種々の試みがなされており、それはカチオン性脂質、ＤＥＡＥ -デキストラン（又はその
関連類似物）、及びリン酸カルシウム（ Itani等 , Gene, 56: 267-276 (1987); Hofland等
, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 93: 7305-7309 (1996); Smyth-Templeton等 , Nature 
Biotechnology, 15: 647-652 (1997); McCutchman及び Pagano, J. Natl. Cancer Inst., 
41: 351 (1968); Parker及び Stark, J. Virol., 31: 360 (1979); Graham等 , Nature (Lo
nd.), 251: 687-691 (1974); Bachetti及び Graham, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 74(
4): 1590-1594 (1977); Wigler等 , Cell, 14: 725-731 (1978)）を含む。ＤＮＡトランス
フェクションの促進剤として使用される試薬のうち、リン酸カルシウムはその単純さと種
々の細胞タイプ全般に対して効果があることから依然として最も広く用いられている。従
って、形質移入剤としてリン酸カルシウム／ＤＮＡ（ＣａＰｉ／ＤＮＡ）粒子を使用した
一過性トランスフェクションの改良に対して重大な関心が払われている。この後、ＣａＰ
ｉ等の形質移入剤と、選択した宿主細胞に導入されるプラスミド又は核酸との間で形成さ
れた複合体をトランスフェクタコン (transfectacon)と称する。
【０００４】
ＣａＰｉトランスフェクタコンを介して哺乳動物細胞に核酸配列を導入する方法は、 Grah
am及び van der Eb, Virology， 52:456-467(1973)に最初に記載された。この方法は Wigler
等 , Cell， 14: 725-731(1978)及び Chen及び Okayama, Mol． Cell． Biol.， 7: 2745-2752（
1987）によって改良され、細胞表面に接着し、引き続きエンドサイトーシスを介して細胞
質内に運ばれる小さな不溶性のＣａＰｉトランスフェクタコンの形成に基づいている（ Lo
yter等 , Proc Natl. Acad. Sci. (USA), 79: 422-426 (1982); Loyter等 , Exp. Cell Res
., 139: 223-234 (1982)）。一度内部移行すると、これらの核酸分子はエンドソーム -リ
ソソーム小胞輸送システムによって核に運ばれる（ Orrantia等 , Somat. Cell Mol. Gen.,
 16: 305-310 (1990); Orrantia等 , Exper. Cell Res., 190: 170-174 (1990); Coonrod
等 , Gene Therapy, 4: 1313-1321 (1997)）。
【０００５】
哺乳動物細胞のＣａＰｉ /ＤＮＡ一過性トランスフェクションのために最も広く用いられ
ているプロトコール（ Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd Ed. (
Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, New York, 1989）は、ｐ
Ｈ７．０５でのＣａＰｉトランスフェクタコンの形成及び室温で２０～３０分間インキュ
ベートされるＣａＣｌ２ 、Ｎａ２ ＨＰＯ４ 、及びＤＮＡの標準的な濃縮を含む。このプロ
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トコールは、殆どの実験室において、安定性及び一過性トランスフェクションの生成に容
易に実施されるが、この方法を用いる場合に経験する幾つかの問題がある（ Sambrook等，
上掲）：１）このプロトコールは、トランスフェクションからトランスフェクションにか
けて高度に変化しうること；２）反応における変数についての規格が無いため、このプロ
セスのスケーリング (scaling)が極めて困難であること；及び３）到達した力価が他のト
ランスフェクション系に比較して低いことである。
【０００６】
　哺乳動物細胞のＣａＰｉトランスフェクションを改良する努力において、その細胞への
添加に先行する別工程及び接着性細胞又は の存在下
でトランスフェクタコンが形成される同時工程の両方としてのトランスフェクタコン形成
の種々の態様に特別な注意が払われていた（ Song及び Lahiri, Nucleic Acids Res., 23(1
7): 3609-3611 (1995); Jordan等 , Nucleic Acids Res., 24(4): 596-601 (1996); Jorda
n等 , Cytotechnology, 26: 39-47 (1998)）。トランスフェクション受容性のＣａＰｉト
ランスフェクタコンの形成は０．１ｐＨ単位未満のｐＨ変化に感受性であることが示され
た（ Chen及び Okayama, 上掲 ; O'Mahoney及び Adams, DNA Cell Biol., 13: 1227-1232 (19
94); Jordan等 , Nucleic Acids Res., 上掲）。この感受性の基礎は完全に理解されてい
ないが、最近の報告は沈殿反応のｐＨが、それらの実験で使用した反応物についての標準
的な濃度下でＣａＰｉトランスフェクタコンの凝結係数及びゼータ電位に影響することを
示唆している（ Yang及び Yang, Drug Delivery, 3: 173-179 (1996); Yang及び Yang, Drug
 Delivery, 3: 181-186 (1996)）。
【０００７】
共沈殿反応における反応物の濃度の意義を試験することを意図した実験において、現存す
るプロトコールの改良が達成された（ Chen及び Okayama, 上掲 ; Song及び Lahiri, 上掲 ; J
ordan等 , Nucleic Acids Res., 上掲 ; Wilson等 , Anal. Biol. 226: 212-220 (1995)）。
これらの実験では、一つの変数は各実験間で変化させたが、残りの変数は一定に保たれ、
それにより変数間の相互作用の評価が極めて困難になった。
【０００８】
ＣａＰｉトランスフェクタコンの共沈殿を促進するために必要とされる時間の長さについ
て多くの実験がなされた。これらの研究は、カルシウム、リン酸、及びＤＮＡの標準又は
標準近傍の濃度では、沈殿時間が短いと、トランスフェクション効率及び／又は発現力価
が標準的なプロトコールに従うものより高くなった（ O'Mahoney及び Adams, 上掲 ; Jordan
等 , Nucleic Acids Res., 上掲 ; Coonrod等 , 上掲）。これらの短い沈殿時間は、おそら
く沈殿物の粒子サイズがより小さいため、細胞により取り込まれやすいＣａＰｉトランス
フェクタコンを生成させた。粒子を、それらが約３００ｎｍの平均長まで成長させるよう
なインキュべーションを記載した米国特許第 5,633,156号、第 5,593,875号、第 5,686,263
号、及び第 5,484,720号も参照のこと。今日まで、これらの粒子の正確な測定及び粒子サ
イズとトランスフェクション効率又はタンパク質発現との間の関係は報告されていない（
Parasrampuria, BioPharm., 3: 38-45 (1998)）。
【０００９】
さらに、全ての文献において、標準又は標準近傍の共沈殿条件は、異なる日に実施された
トランスフェクション間で高度に変わりうる力価を生ずることにおいて、それほど強力 (r
obust)ではない（ Sambrook等 , 上掲）。
元の及び改変したプロトコールは、一過性又は安定性トランスフェクションに適合させた
実験において比較的低いトランスフェクション効率及び発現を生じるので、リン酸カルシ
ウムトランスフェクションの改良した強力な方法及び組換えタンパク質の向上した力価の
必要性が未だに存在する。さらに、現在では存在しない、浮遊培養、特に大規模な浮遊培
養の領域におけるリン酸カルシウム法が必要性とされている。
【００１０】
（発明の概要）
従って、本発明は、リン酸カルシウム及び所望の核酸のトランスフェクタコンを調製する
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方法を提供し、それは：
ａ）カルシウム二価カチオン、リン酸多価アニオン、及び所望の核酸を混合して沈殿混合
物を形成し、当該沈殿混合物が約０．２～０．５ｍＭの初期リン酸アニオン濃度を有し；
次いで
ｂ）沈殿混合物を約１０～６０分間インキュベートしてリン酸カルシウム及び所望の核酸
を含むトランスフェクタコンを形成することを含んでなる。
また、上記方法によって調製されたトランスフェクタコンも提供される。
さらなる実施態様では、本発明は、所望の核酸を真核生物組織又は細胞に運ぶ方法であっ
て、当該組織又は細胞に上記のトランスフェクタコンを導入することを含んでなる方法を
提供する。
【００１１】
他の実施態様では、本発明は、所望の核酸を真核生物宿主細胞に導入する方法を提供し、
当該方法は：
ａ）カルシウム二価カチオン、リン酸多価アニオン、及び所望の核酸を混合して沈殿混合
物を形成し、当該沈殿混合物が約０．２～０．５ｍＭの初期リン酸アニオン濃度を有し；
ｂ）沈殿混合物を約１０～６０分間インキュベートしてリン酸カルシウム及び所望の核酸
を含むトランスフェクタコンを形成し；
ｃ）沈殿混合物を希釈し、それを細胞壁を欠く真核宿主細胞と混合してトランスフェクシ
ョン混合物を形成し；次いで
ｄ）トランスフェクション混合物をインキュベートして真核宿主細胞にトランスフェクタ
コンを取り込ませてトランスフェクトされた細胞を形成することを含んでなる。
【００１２】
核酸を哺乳動物細胞に導入するためにＣａＰｉと核酸の共沈殿が２０年以上に渡って使用
されてきたという事実にもかかわらず、ＣａＰｉトランスフェクションにおいて達成され
るタンパク質発現及びトランスフェクション効率は非常に変化しうる。さらに、ここの実
験で決定された約１分間という好ましい沈殿時間は、液体取扱い上の制限から、それ自体
大容量に容易に適合しない。この発明は、このタイプのトランスフェクションにおけるタ
ンパク質の一過性発現に影響する主要な要因が反応中のリン酸濃度及び沈殿時間の長さで
あり、これらの変数は相互作用するが、これらの反応中の核酸濃度の発現への影響の程度
は少ないという発見に基づいている。これらの反応中のカルシウム濃度は一過性力価に有
意な影響を与える要因ではない。
【００１３】
ＣａＰｉトランスフェクタコン形成についての、この新たな条件の組み合わせは、タンパ
ク質力価の有意な増大を生ずる強力な方法を提供し、タンパク質発現の再現性を高め、共
沈殿反応を制御する時間が長くなることにより、より大きな規模の方法に適合可能とする
。また、予期しなかったことだが、ＣａＰｉと核酸の共沈殿に含まれるリン酸濃度及び共
沈殿反応の長さは相互作用し、一過性トランスフェクション実験で得られる力価を向上さ
せる。
ここで本発明は、接着細胞培養及び大規模浮遊培養の両方、好ましくは接着性培養におけ
るリン酸カルシウムトランスフェクションの改良された方法を提供する。ここに提供され
る方法は、大規模な浮遊培養、例えば少なくとも約０．５リットル（Ｌ）の容量、好まし
くは約０．５～５０Ｌの浮遊培養におけるトランスフェクションに有用である。
【００１４】
（好ましい実施態様の詳細な説明）
定義：
本明細書中で用いている用語「トランスフェクション」は、リン酸カルシウム共沈殿、ウ
イルスによる形質導入、リポソーム融合、マイクロインジェクション、微小粒子衝撃、及
びエレクトロポーレーションなどを含む当該技術分野で知られたあらゆる方法によって宿
主細胞に細胞外核酸を導入することと定義される。用語「宿主細胞による核酸の取り込み
（ uptake）」、「宿主細胞による核酸の取り込み (taking up)」、「宿主細胞による核酸
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含有粒子の取り込み（ uptake）」、及び「宿主細胞による核酸含有粒子の取り込み（ taki
ng up）」は、付随する物質を有するかまたは有しない細胞外核酸が宿主細胞に入る任意
の方法を表す。
ここで使用される「トランスフェクタコン (transfectacon)」は、トランスフェクション
又は形質移入剤（例えば、カチオン性脂質、市販のポリマー、ＤＥＡＥ、ＣａＰｉ、など
）と、選択した宿主細胞に導入されるプラスミド又は核酸との間で形成された複合体、粒
子、及び／又は沈殿物を指す。
【００１５】
本明細書で用いる用語「核酸－リン酸カルシウム共沈殿」および「リン酸カルシウム共沈
殿」は、溶液中の核酸、Ｃａ、及びＰＯ４ が、ここで「リン酸カルシウム」とも呼ばれる
ヒドロキシアパタイトと核酸との複合体を含むＣａＰｉトランスフェクタコンを形成する
方法を表す。この定義には、さらに沈殿させるか又はそのようなトランスフェクタコンを
凝集および／または再配列させることによる当該トランスフェクタコンの成長も含まれる
。
ここで使用される場合の用語「リン酸カルシウムトランスフェクション」は、核酸の宿主
細胞による取り込みを促進するのにリン酸カルシウムが用いられる任意の宿主細胞のトラ
ンスフェクション法を意味する。
【００１６】
　ここで用いられる場合の用語「形質転換」は、核酸を染色体統合物または染色体外成分
として複製可能とするように核酸を宿主細胞に導入することを表す。
　ここで用いられる場合の用語「多価 (multivalent)」又は「多価 (polyvalent)」は、ジ -
、トリ -、又はより高い価数のイオン、好ましくはリン酸の二価アニオンを意味する。
　ここで用いられる場合の用語「接着性」細胞は、単層として成長する細胞、例えば、２
％のウシ胎児血清を添加したダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）において、イン
キュベータ内で３５℃において５％ＣＯ２ 雰囲気下で成長するものを意味する。
　ここで用いられる場合の用語「 」は、３～６日毎に新鮮培地で継代する
などにより、対数成長相に維持されたスピナーフラスコ又はバイオリアクター内で成長す
る細胞を意味する。この成長過程のための標準的な技術、方法、及び装置は、 Lubiniecki
, 編 , Large Scale Mammalian Cell Culture Technology (Marcel Dekker: New York and
 Basle, 1990)に概説されている。
【００１７】
ここで用いられる場合の用語「細胞壁を欠く真核生物宿主細胞」は、哺乳動物細胞、鳥類
細胞、は虫類細胞、両生類細胞、および魚類細胞などの任意の脊椎動物細胞、ならびに昆
虫細胞、甲殻類細胞および軟体動物細胞、および原生動物細胞などの多細胞無脊椎動物細
胞を含む、その細胞の無傷の状態において細胞壁を持たないあらゆる有核細胞、ならびに
その天然の細胞壁が取り除かれているかもしくはプロトプラストを形成することができる
かまたはプロトプラストを形成するために処理されることができるすべての植物細胞を含
む細胞壁が存在しない天然または人工的に誘導された状態にあるあらゆる有核細胞を表す
。
【００１８】
ここで用いられる場合の用語「所望の核酸」は、あらゆる所望のＤＮＡ、ＲＮＡまたはＤ
ＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを表し、プラスミドなどのベクターに含有されたものを含む。
ここで用いられる場合、用語「所望のＤＮＡ」は、例えば、２本鎖ＤＮＡ、１本鎖ＤＮＡ
、鎖の一方または両方が２またはそれ以上の断片からなる２本鎖ＤＮＡ、鎖の一方または
両方が連続したホスホジエステル骨格を有する２本鎖ＤＮＡ、１またはそれ以上の１本鎖
部分および１またはそれ以上の２本鎖部分を含むＤＮＡ、ＤＮＡ鎖が完全に相補性である
２本鎖ＤＮＡ、ＤＮＡ鎖の一部のみが相補性である２本鎖ＤＮＡ、環状、共有結合的に閉
じたＤＮＡ、直鎖状ＤＮＡ、共有結合的に架橋したＤＮＡ、ｃＤＮＡ、化学的に合成され
たＤＮＡ、半合成ＤＮＡ、生合成ＤＮＡ、天然の単離ＤＮＡ、酵素消化されたＤＮＡ、切
断されたＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、染色体ＤＮＡ、放射性標識ＤＮＡや蛍光色素標識Ｄ
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ＮＡのような標識ＤＮＡ、１またはそれ以上の非天然に生じる核酸を含むＤＮＡなどを含
み、宿主細胞をトランスフェクトするために選ばれる任意のポリデオキシヌクレオチドと
定義される。
【００１９】
ここで用いられる場合、用語「所望のＲＮＡ」は、例えば、１本鎖ＲＮＡ、２本鎖ＲＮＡ
、鎖の一方または両方が２またはそれ以上の断片からなる２本鎖ＲＮＡ、鎖の一方または
両方が連続したホスホジエステル骨格を有する２本鎖ＲＮＡ、１またはそれ以上の１本鎖
部分および１またはそれ以上の２本鎖部分を含むＲＮＡ、ＲＮＡ鎖が完全に相補性である
２本鎖ＲＮＡ、ＲＮＡ鎖の一部のみが相補性である２本鎖ＲＮＡ、共有結合的に架橋した
ＲＮＡ、酵素消化されたＲＮＡ、切断されたＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、荷電および
非荷電のｔＲＮＡを含むｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、すべての形のウイルスゲノムＲＮＡ、化学
的に合成されたＲＮＡ、半合成ＲＮＡ、生合成ＲＮＡ、天然の単離ＲＮＡ、放射性標識Ｒ
ＮＡや蛍光色素標識ＲＮＡのような標識ＲＮＡ、１またはそれ以上の非天然に生じる核酸
を含むＲＮＡなどを含む、宿主細胞をトランスフェクトするために選ばれる任意のポリリ
ボヌクレオチドと定義される。
【００２０】
ここで使用される場合の用語「所望のＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド」および「所望のハイ
ブリッドＤＮＡ／ＲＮＡ」は、ＤＮＡ鎖とＲＮＡ鎖が、ＤＮＡ鎖がＲＮＡ鎖と完全に相補
性または一部のみが相補性であるハイブリッド、ＤＮＡ鎖および／またはＲＮＡ鎖が不連
続ホスホジエステルバックボーンを有するハイブリッド、ＤＮＡ鎖および／またはＲＮＡ
鎖が２またはそれ以上のフラグメントからなるハイブリッド、１またはそれ以上の１本鎖
部分および１またはそれ以上の２本鎖部分を含むハイブリッド、相補性または部分的相補
性ＤＮＡおよびＲＮＡのアニーリングによって作製されるハイブリッド、共有結合的に架
橋したハイブリッド、化学的に合成されたハイブリッド、半合成ハイブリッド、生合成ハ
イブリッド、天然に単離されたハイブリッド、放射標識ハイブリッドや蛍光色素標識ハイ
ブリッドのような標識ハイブリッド、１またはそれ以上の非天然に生じる核酸を含むハイ
ブリッドなどを含むあらゆるハイブリッド核酸であると定義される。
【００２１】
ここで用いられる場合の「ポリペプチド」又は「対象とするポリペプチド」は、一般的に
約１０アミノ酸以上を有するペプチド及びタンパク質を指す。ポリペプチドは宿主にとっ
て「同種」（即ち、利用する宿主に内在性）、又は「異種」（即ち、宿主細胞に外来性）
、例えば酵母菌によって産生されるヒトタンパク質などであってよい。ポリペプチドは不
溶性凝集物として、又は可溶性ポリペプチドとして細胞周辺腔又は細胞質中に産生される
。ここで好ましいポリペプチドは、真核細胞性、より好ましくは哺乳類性、最も好ましく
はヒト性である。
【００２２】
哺乳類ポリペプチドの例は、例えば、レニン、ヒト成長ホルモン；ウシ成長ホルモンを含
む成長ホルモン；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；α１ -アンチトリプシン；インシュリンＡ鎖；インシュリンＢ鎖；プロイン
シュリン；トロンボポエチン；濾胞刺激ホルモン；カルシトニン；黄体形成ホルモン；グ
ルカゴン；因子ＶＩＩＩＣ、因子ＩＸ、組織因子、及びウィルブランズ (Willbrands)因子
などの凝固因子；プロテインＣなどの抗 -凝固因子；心房性ナトリウム利尿因子；肺表面
活性剤；プラスミノーゲン活性化剤、例えばウロキナーゼ又はヒト尿素又は組織型プラス
ミノーゲンアクチベータ（ｔ -ＰＡ）であって、グリコシル化変異体、例えば、Ｔ１０３
Ｎ、Ｎ１１７Ｑ、ＴＮＫとしても知られるＫＨＲＲ２９６－２９９ＡＡＡＡ（米国特許第
5,612,029号 ; 1993年 12月 9日発行の WO93/24635）等の変異体を含むもの；ボンベシン；ト
ロンビン；造血成長因子；腫瘍壊死因子 -アルファ及びベータ；エンケファリン分解酵素
；ヒト血清アルブミンなどの血清アルブミン；ミューラー阻害物質；レラキシンＡ鎖；レ
ラキシンＢ鎖；プロレラキシン；マウスゴナドトロピン関連ペプチド；微生物タンパク質
；例えばベータ -ラクタマーゼ；ＤＮＡ分解酵素；インヒビン；アクチビン；血管内皮成
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長因子（ＶＥＧＦ）；ホルモン又は成長因子のレセプター；インテグリン；プロテインＡ
又はＤ；リウマチ因子；神経栄養因子、例えば脳誘導神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、ニュー
ロトロフィン -３、 -４、 -５又は -６（ＮＴ -３、ＮＴ -４、ＮＴ -５、又はＮＴ -６）、又は
神経成長因子、例えばＮＧＦ -β；心臓栄養因子（心臓肥大因子）、例えばカーディオト
ロフィン -１（ＣＴ -１）；血小板誘導成長因子（ＰＤＧＦ）；繊維芽成長因子、例えばａ
ＦＧＦ及びｂＦＧＦ；表皮成長因子（ＥＧＦ）；トランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ
）、例えばＴＧＦ -アルファ及びＴＧＦ -β１、ＴＧＦ -β２、ＴＧＦ -β３、ＴＧＦ -β４
、又はＴＧＦ -β５を含むＴＧＦ -ベータ；インシュリン様成長因子 -Ｉ及び -ＩＩ（ＩＧＦ
-Ｉ及びＩＧＦ -ＩＩ）；ｄｅｓ (１ -３ )-ＩＧＦ -Ｉ（脳ＩＧＦ -Ｉ）、インシュリン様成長
因子結合性タンパク質；ＣＤタンパク質、例えばＣＤ -３、ＣＤ -４、ＣＤ -８、及びＣＤ -
１９；エリスロポエチン；骨誘導因子；免疫毒素；骨形態発生タンパク質（ＢＭＰ）；イ
ンターフェロン、例えばインターフェロン -アルファ、 -ベータ及び -ガンマ；コロニー刺
激因子（ＣＳＦｓ）；例えばＭ -ＣＳＦ、ＧＭ -ＣＳＦ、及びＧ -ＣＦＳ；インターロイキ
ン（ＩＬｓ）、例えばＩＬ -１からＩＬ -１０；抗 -ＨＥＲ -２抗体；スーパーオキシドジス
ムターゼ；Ｔ細胞レセプター；表面膜タンパク質；減衰促進因子；ウイルス抗原、例えば
、ＡＩＤＳ外膜の部分；輸送タンパク質；ホーミングレセプター；アドレシン；調節タン
パク質；抗体；及び上記のポリペプチドの任意の断片などの分子を含む。
【００２３】
ここで特に好ましい対象とするポリペプチドは、ｔ -ＰＡ、ＴＮＫ、ＶＥＧＦ、ｇｐ１２
０、抗 -ＨＥＲ -２、抗 -ＩｇＥ、抗 -ＣＤ１１ａ、抗 -ＣＤ１８、ＤＮａｓｅ、ＩＧＦ -Ｉ、
ＩＧＦ -ＩＩ、脳ＩＧＦ -Ｉ、成長ホルモン、リラキシン鎖、成長ホルモン放出因子、イン
シュリン鎖又はプロインシュリン、ウロキナーゼ、イムノトキシン、好中球、及び抗原で
ある。特に最も好ましい哺乳動物ポリペプチドは、例えば、抗 -ＨＥＲ -２、Ｅ２５等のＩ
ｇＥに対する抗体、ｔ -ＰＡ、ＴＮＫ、ＤＮａｓｅ、及びＶＥＧＦを含む。
【００２４】
用語「コントロール配列」は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコード化配列
を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。真核細胞に好適なコントロール配列は、プロ
モータ、ポリアデニル化シグナル、及びエンハンサーを含む。
【００２５】
核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例えば
、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタンパ
ク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している；
プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード化配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を促進するような位
置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合して
いる」とは、ＤＮＡ配列が結合し隣接しており、分泌リーダーの場合には隣接していて読
み枠にあることを意味する。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される
。そのような部位が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドア
ダプターあるいはリンカーが使用される。
【００２６】
ここで使用される場合、「細胞」、「細胞系」及び「細胞培養」という表現は、互いに交
換可能に使用され、そのような名称は全て子孫を含んでいる。従って、「形質転換体」及
び「形質転換された細胞」は初代の対象細胞及び、植え継ぎ回数には関係無く、それに由
来する培養物を含んでいる。また、故意又は偶然の変異のために、全ての産物はＤＮＡ含
量が正確に一致しないかもしれないことも理解される。最初に形質転換された細胞におい
てスクリーニングされるのと同じ機能又は生物学的活性を有する突然変異子孫が含まれる
。明確な規定が意図される場合には、それは文脈から明らかになるだろう。ここでの細胞
は、一般的には真核細胞、好ましくは哺乳動物である。
ここで使用される場合の「組織」は、任意の供給源、好ましくは真核生物、最も好ましく
は哺乳動物からの任意の組織であってよい。
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【００２７】
（発明の実施の形態）
ここに開示する方法の一つは、リン酸カルシウムと所望の核酸のトランスフェクタコンの
調製のため、特にドラッグデリバリー又は遺伝子治療形式で組織を標的化するための輸送
のために改良されたものである。トランスフェクタコンは、カルシウム二価カチオン、リ
ン酸多価アニオン、及び所望の核酸を混合して沈殿混合物を形成し、ここで、沈殿混合物
は約０．２～０．５ｍＭの初期リン酸アニオン濃度を有しており；次いで沈殿混合物を約
１０～６０分間インキュベートしてトランスフェクタコンを形成することにより調製され
る。
【００２８】
好ましい実施態様では、この方法は、共沈殿混合物を培養培地で希釈し、次いで希釈した
混合物を細胞上に配置する工程を更に必要とする。また、好ましくは核酸は、一又は複数
のコントロール配列と作用可能に結合した、ポリペプチド、好ましくは真核生物ポリペプ
チドをコードする断片を含み、回収されたトランスフェクタコンは真核生物組織又は細胞
、より好ましくはＣＨＯ又はヒト細胞などの哺乳動物組織又は細胞に運ばれる。
【００２９】
好ましくは、ポリペプチドをコードする核酸に作用可能に結合したコントロール配列はプ
ロモーターである。酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３ -ホ
スホグリセラートキナーゼ（ Hitzeman 等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)）又は他の
糖分解酵素（ Hess 等 , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 1
7： 4900(1987)）、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド -３ -リン酸デヒドロゲナーゼ
、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコー
ス -６ -リン酸イソメラーゼ、３ -ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、ト
リオセリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含ま
れる。
【００３０】
他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有する
誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホス
ファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド -
３ -リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素の
プロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモータは EP
 73,657に更に記載されている。
【００３１】
哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからポリペプチドの転写は、例えば、ポリオーマウ
ィルス、伝染性上皮腫ウィルス (1989年 7月 5日公開の UK 2,211,504)、アデノウィルス (例
えばアデノウィルス２ )、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィル
ス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０ (SV40)のようなウィルスの
ゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモ
ーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロモー
ターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
【００３２】
より高等の真核生物によるポリペプチドをコードするＤＮＡの転写は、ベクター中にエン
ハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常は約１０から
３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス作動要素であ
る。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている (グロビン、エラ
スターゼ、アルブミン、α -フェトプロテイン及びインスリン )。しかしながら、典型的に
は、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点
の後期側のＳＶ４０エンハンサー (１００－２７０塩基対 )、サイトメガロウィルス初期プ
ロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィル
スエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、所望のコード化配列の５ '又は３ '位でベク
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ター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモーターから５ '位に位置している
。
【００３３】
また真核生物宿主細胞 (酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由来
の有核細胞 )に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な配
列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５’
、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ポリペプチドをコードする
ｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを
含む。これら全ての核酸エレメントは、その最終用途に応じて、ここで所望の核酸に導入
してよい。
【００３４】
また本発明は、所望の核酸を組織又は細胞へ運ぶ方法も提供し、それは、当該組織ｍ細胞
に上記のように調製したトランスフェクタコンを導入することを含む。これは、遺伝子治
療又は組織又は細胞への遺伝子輸送のための任意の適切な手法によって行われる。
生存可能な細胞にトランスフェクタコンを導入するために利用可能な種々の技術が存在す
る。これらの技術は、核酸が培養細胞にインビトロで移行されるか、あるいは意図する宿
主の細胞においてインビボ又はインビトロで移行されるかに依存する。
【００３５】
核酸（場合によってはベクター内に含まれたもの）を患者の細胞に入れるために：インビ
ボ及びエキソビボという２つの主要な方法がある。インビボ送達では、トランスフェクタ
コン中の核酸は、通常は核酸によってコードされるポリペプチドが必要とされている部位
に、患者に直接注入される。エキソビボ処理では、患者の細胞を取り出し、核酸をこれら
の単離された細胞に導入し、修飾された細胞を患者に、直接、又は例えば患者に埋め込ま
れる多孔性膜にカプセル化して投与する（米国特許第 4,892,538号及び第 5,283,187号参照
）。
【００３６】
現在好ましいインビボ核酸移入技術は、ウイルス又は非ウイルスベクター（アデノウイル
ス、単純ヘルペスＩウイルス、又はアデノ関連ウイルス）、及び脂質ベースの系（遺伝子
の脂質媒介移入に有用な脂質は、例えば、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ、及びＤＣ -Ｃｈｏｌで
ある；例えば、 Tonkinson等 , Cancer Investigation, 14(1): 54-65 (1996) 参照）での
形質移入を含む。幾つかの状況では、核酸供給源を標的細胞をターゲティングする試薬、
例えば細胞表面膜タンパク質に特異的な抗体又は標的細胞、標的細胞上のレセプターのリ
ガンドなどとともに提供するのが望ましい。リポソームが用いられる場合、エンドサイト
ーシスを伴って細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質が、ターゲティング及び／又
は取り込みの促進のために用いられ、例えば、特定の細胞型向性のキャプシドタンパク質
又はそのフラグメント、サイクリングにおいて内部移行を受けるタンパク質の抗体、及び
細胞内局在化をターゲティングし細胞内半減期を向上させるタンパク質である。レセプタ
ー媒介エンドサイトーシスの技術は、例えば、 Wu等 , J. Biol. Chem., 262:4429-4432 (1
987)及び Wagner等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 3410-3414 (1990)に記載されている。
現在知られている遺伝子標識化及び遺伝子治療プロトコールの概説については、 Anderson
等 , Science, 256:808-813 (1992)を参照のこと。また、 WO 93/25673及びそこに引用され
た参考文献、及び米国特許第 5,681,746号も参照。
【００３７】
所望の核酸は、細胞性移植に適したインプラント可能な装置（例えば、 Baxter製の TheraC
yte(商品名 )バッグ）を介して、当該ポリペプチドを産生するよう設計された哺乳動物の
非自己細胞への移植により導入してもよい。これらの非自己細胞は、好ましくはヒト細胞
であり、好ましくは当該ポリペプチドを発現又は産生するようにエキソビボで修飾されて
いる。これらのインプラントのための技術は、例えば米国特許第 5,421,923号、第 5,453,2
78号、第 5,314,471号、第 5,344,454号、第 5,545,223号、及び第 5,549,675号に記載されて
いる。簡単には、インプラントアセンブリは、インプラントされる細胞無しで宿主内にイ
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ンプラントしてもよい。好ましくは、アセンブリは血管新生前とされる。インプラントア
センブリの脈管形成の後、ここでのトランスフェクタコンでトランスフェクトされたイン
プラントされる細胞が、アセンブリに添加される。
【００３８】
トランスフェクタコンは、典型的には核酸をインビトロで哺乳動物細胞に移行させるため
に使用される。宿主細胞は、インビボ又はインビトロで、少なくとも３つの方法でトラン
スフェクタコンに曝露される：（１）トランスフェクタコン（ＤＮＡ -リン酸カルシウム
共沈殿物）を形成し、次いでトランスフェクタコンを宿主細胞培地と混合することにより
一工程でトランスフェクタコンを希釈して宿主細胞に接触させる；（２）トランスフェク
タコンを形成し、トランスフェクタコンを希釈し、次いで希釈したトランスフェクタコン
を宿主細胞培地と混合する；そして（３）宿主細胞培地でトランスフェクタコンを形成し
、次いで宿主細胞培地を希釈する。
【００３９】
Ｉ．トランスフェクタコンの希釈と同時の宿主細胞への曝露
ａ．宿主細胞の調製
本発明の方法では、細胞壁を欠く任意の真核宿主細胞を用いることができる。本発明の方
法では哺乳動物細胞を用いることが好ましい。有用な哺乳動物細胞系の例には、ＳＶ４０
によって形質転換されたサル腎ＣＶ１系（ＣＯＳ－７、 ACTT CRL 1651)、ヒト胎児腎系（
２９３細胞または浮遊培養中で増殖させるためにサブクローンされた２９３細胞、 Graham
等 , J． Gen Virol.， 36: 59(1977)）、赤子ハムスター腎細胞（ＢＨＫ、 ACTT CCL10）、
チャイニーズハムスター卵巣細胞／ -DHFR（ＣＨＯ、 Urlaubと Chasinの、 Proc． Natl． Aca
d． Sci． USA， 77: 4216(1980)）、マウスセルトリ細胞 (ＴＭ４、 Matherの、 Biol． Repord
.， 23: 241-251(1980))、サル腎細胞（ＣＶ１、 ACTT CCL 70）、アフリカミドリザル腎細
胞（ＶＥＲＯ－７６、 ATCC CRL-1587)）、ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ、 ACTT CCL２ )、イ
ヌ腎細胞（ＭＤＣＫ、 ACTT CCL34）、バッファローラット肝細胞（ＢＲＬ３Ａ、 ATCC CRL
 1442）、ヒト肺細胞（Ｗ１３８、 ACTT CCL 75）、ヒト肝細胞（Ｈｅｐ  G2、 HB 8065）、
マウス乳癌（ MMT 060562、 ATCC CCL51）、ＴＲＩ細胞（ Mther等 , Annuals N.Y． Acad． Sc
i.， 383: 44-68(1982)）、ＭＲＣ５細胞、ＦＳ４細胞、およびヒト肝癌細胞系（ Hep G2）
が含まれる。
【００４０】
選ばれた哺乳動物宿主細胞は、例えば３５℃、５％ＣＯ２ 大気下、孵卵器中で、１０％子
ウシ血清添加ダルベッコ改良イーグル培地（ DMEM）を用いて細胞を単層で増殖させるよう
な当該技術分野で知られたあらゆる方法によって培養することができる。特定の細胞タイ
プには他の方法を用いることができる。例えば、 Drosophila細胞系は、 Di Noceraおよび D
awidの、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 80: 7095-7098(1983)の記載に従って増殖させる
ことができ、魚細胞系は Araki等 , Bull． Res． Inst． Aquaculture， 20: 1-9(1991)の記載
に従って増殖させることができる。
【００４１】
あるいはまた、浮遊細胞培養を用いることができる。浮遊液中の細胞はスピナーフラスコ
中、１００ｍＬから１０Ｌの容量範囲で、またはバイオリアクター中、０．５Ｌ～１０ ,
０００Ｌの容量範囲で増殖させることができる。浮遊培養中の細胞は、当該技術分野で知
られた多くの方法によって達成できる指数増殖期に保つ必要があり、その最も普通の方法
は３～６日ごとに新鮮培地で継代培養することである。標準的技術、方法、および装置に
ついては、上掲の Lubinieckiに概説されている。
【００４２】
植物細胞宿主の場合、本発明に使用するのに適した植物細胞プロトプラスト培養は、 Lich
tensteinと Draplerの、「 Genetic Engineering of Plants」、 DNA Cloning Volume III: 
A Practical Approach， Glover編、 IRL Press(1985)中， 67-119頁に従って製造すること
ができる。
【００４３】

10

20

30

40

50

(11) JP 3674686 B2 2005.7.20



ｂ．ＤＮＡの調製
本発明の方法に用いるあらゆる所望のＤＮＡは、当該技術分野で知られた種々の方法によ
り製造することができる。これらの方法には、 Engels等 , Angew． Chem． Int． Ed． Engl.
， 28: 716-734(1989)に記載の、トリエステル、ホスファイト、ホスホラミジト、および
Ｈ－ホスホネート法のようなあらゆる方法（これらの内容は本明細書の一部を構成する）
によって化学的に合成されるがこれらに限定されるものではない。あるいはまた、所望の
ＤＮＡ配列は存在するクローンからか、または利用できるクローンがないときはＤＮＡラ
イブラリーをスクリーニングし、該ライブラリークローンから所望のＤＮＡ配列を構築す
ることによって得ることができる。
【００４４】
本発明で使用するＤＮＡ鋳型の適切な量は、ほとんどのグラム陰性細菌宿主中で自己複製
するための複製のｐＰＢ３２２起源を保有するプラスミドベクター、 Bacillusおよび他の
グラム陽性細菌宿主中で自己複製するための複製のｐＣ１９４ (Ehrlichの、 Proc． Natl．
Acad． Sci． USA， 75: 1433-1436(1978))起源を保有するプラスミドベクター、またはほと
んどの酵母宿主中で自己複製するための複製の起源を保有する２－ミクロン環状（２μプ
ラスミド）ベクターのようなよく知られたクローニングベクターおよび宿主中で該ＤＮＡ
を増幅させることによって製造することができる。
【００４５】
あるいはまた、該ＤＮＡ鋳型は、 Saiki等 , Science， 230: 1350(1985)、 Mullis等 , Cold 
Spring Harbor Symp． Quant． Biol.， 51: 263(1986)、 Mullisと Faloonaの、 Methods Enzy
mol.， 155: 335(1987)、および Saiki等 , Science， 239: 487(1988)に記載のポリメラーゼ
連鎖反応（ＰＣＲ）によって増幅させることができる。
【００４６】
ｃ．ＲＮＡの調製
本発明の方法に用いるあらゆる所望のＲＮＡは、当該技術分野で知られた種々の方法によ
って製造することができる。これらの方法には、 Curent Protocols in Molecular Biolog
y， Wiley Interscience， New York(1990)に一般に記載されているＲＮＡの化学的合成法
およびＤＮＡ鋳型の in vitro翻訳法が含まれるがこれらに限定されるものではない。
【００４７】
あるいはまた、所望のＲＮＡは宿主細胞培養から抽出された全細胞ＲＮＡから単離するこ
とができる。全細胞ＲＮＡは、哺乳動物細胞中で産生されるＲＮＡの場合は Favaloro等 , 
Methodes Enzymol.,65: 718(1980)、 Stallcupと Washingtonの、 J． Biol． Chem.， 258: 28
02(1983)、 Birnboimの、 Nucleic Acids Res.， 16: 1487(1988)、 Gilsin等 , Biochemistry
， 13: 2633(1974)、 Ullrich等 , Science， 196: 1313(1977)、 Strohman等 , Cell， 10: 265
(1977)、および MacDonald等 , Methods Enzymol.， 152: 219(1987)に記載の方法のような
当該技術分野で知られたあらゆる方法によって宿主細胞培養から単離することができる。
【００４８】
所望のＲＮＡが全細胞ＲＮＡのポリアデニル化ｍＲＮＡ分画である場合は、該ポリアデニ
ル化ｍＲＮＡは、 Edmonds等 , Proc． Natl． Acad． Sci.， 68: 1336(1971)に記載の方法や A
vivと Lederの、 Proc． Natl． Acad． Sci.， 69: 1408(1972)に記載の方法のような当該技術
分野で知られたあらゆる方法を用いてオリゴデオキシチミジレート（オリゴ（ｄＴ））－
セルロースカラム・アフィニティークロマトグラフィーによって細胞ＲＮＡの大部分から
分けることができる。
【００４９】
所望のｍＲＮＡのサイズが知られている場合は、 Lemischka等 , J． Mol． Biol.， 151: 101
(1981)の記載に従って、メチル水酸化水銀の存在下でＲＮＡをアガロースゲル電気泳動す
るか、または Schweinfest等 , Proc． Natl． Acad． Sci.， 79: 4997(1982)の記載に従って
メチル水酸化水銀存在下でショ糖濃度勾配遠心することによって、該ｍＲＮＡ調製物をさ
らに精製し、特定サイズのｍＲＮＡ分子を得ることができる。
【００５０】
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さらに、所望のＲＮＡは、レトロウイルス、タバコモザイクウイルス、インフルエンザウ
イルス、ニューカッスル病ウイルスのような１本鎖ＲＮＡウイルス、およびロタウイルス
やイネ萎病 (rice dwarf)ウイルスのような２本鎖ＲＮＡウイルスを含むＲＮＡウイルスの
組換えまたは非組換えゲノムから得ることができる。所望のＲＮＡは適切な宿主細胞培養
中で選ばれたＲＮＡウイルスを増殖させ、ウイルス粒子を回収し、次いで該ウイルス粒子
から所望のＲＮＡを抽出することによって単離することができる。例えば、 Moloneyネズ
ミ白血病ウイルスのゲノムＲＮＡは Schwartzberg等 , Cell， 37: 1043(1984)に記載の方法
に従って得ることができる。
【００５１】
ｄ．ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドの調製
本発明の方法に用いるのに適したＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドは、当該技術分野で知られ
たあらゆる方法によって製造することができる。ある態様において、ＤＮＡ鎖またはフラ
グメントは上記Ｉ (ｂ )項の記載に従って製造され、ＲＮＡ鎖またはＲＮＡフラグメントは
上記Ｉ (ｃ )項の記載に従って製造され、ＤＮＡおよびＲＮＡ鎖またはフラグメントは一緒
に混合され、アニールする。別の態様では、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドは、上記の所望
のＤＮＡ鎖を得、該ＤＮＡ鎖を鋳型に用いてＤＮＡ指向性ＲＮＡポリメラーゼにより相補
性ＲＮＡ鎖を合成し、次いで転写反応が終了したらＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを回収す
ることによって製造することができる。あるいはまた、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドは、
上記の所望のＲＮＡ鎖を得、該ＲＮＡ鎖を鋳型に用いてＲＮＡ指向性ＤＮＡポリメラーゼ
により相補性ＲＮＡ鎖を合成し、次いで逆転写反応が終了したらＤＮＡ／ＲＮＡハイブリ
ッドを回収することによって製造することができる。
【００５２】
ｅ．リン酸カルシウムトランスフェクションの手法
本発明には、所望の核酸を真核生物宿主細胞に導入する方法も含まれ、そこでは、所望の
核酸、Ｃａ、およびＰＯ４ を混合して沈殿混合物を形成し、当該混合物中のリン酸アニオ
ンの初期濃度が約０．２～０．５ｍＭであり、沈殿混合物を約１０～６０分の時間インキ
ュベートしてリン酸カルシウムと所望の核酸とを含むトランスフェクタコンを形成し、沈
殿混合物を同時に希釈して細胞壁を欠く真核生物宿主細胞と混合してトランスフェクショ
ン混合物を形成し、次いでトランスフェクション混合物をインキュベートして宿主細胞に
トランスフェクタコンを取り込ませてトランスフェクトされた細胞を形成する。
【００５３】
１．沈殿混合物の形成
Ｃａ、ＰＯ４ 、及び所望の核酸を任意の順序で混合することにより、当該核酸がリン酸カ
ルシウムと共沈殿している沈殿混合物を形成させることができる。一実施態様では、Ｃａ
とＰＯ４ を混合する前または同時に核酸を沈殿混合物と混合することにより、当該沈殿混
合物中に形成される核酸及びリン酸カルシウムを含むトランスフェクタコンの数を最大に
する。核酸をＣａ及びＰＯ４ を欠くバッファー中に懸濁させ、次いでＣａ及びＰＯ４ を連
続的または同時に当該核酸懸濁液と混合することができる。あるいは、核酸をＣａまたは
ＰＯ４ を含むバッファー中に懸濁させ、次いで適切な対イオンと当該核酸懸濁液を混合し
て共沈殿を開始することができる。
【００５４】
選択した範囲のリン酸濃度（ＰＯ４ 濃度）が極めて優れた特性を与えることが見いだされ
た。ＰＯ４ は、約０．２ｍＭから約０．５ｍＭ、好ましくは約０．２～０．３ｍＭ。最も
好ましくは約０．２５ｍＭの初期濃度で存在する。与えられたＰＯ４ 濃度で、Ｃａ濃度が
高くなると、トランスフェクタコンがより大きな速度及び頻度で形成される。沈殿混合物
のＣａ濃度、ＰＯ４ 濃度、ｐＨ、及び温度は、混合物中の実際のＣａ濃度とＰＯ４ 濃度よ
り十分に低いリン酸カルシウム溶解度を与え、よってＣａ及びＰＯ４ イオンの過飽和をも
たらし、リン酸カルシウムと核酸の共沈殿を誘導するように選ばれる。
【００５５】
沈殿混合物において、Ｃａは約１２５ｍＭ～約３７５ｍＭ、好ましくは約１８０ｍＭ～約
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３００ｍＭ、より好ましくは約１８０ｍＭ～約２７０ｍＭ、最も好ましくは約２３０ｍＭ
～約２７０ｍＭの初期濃度で存在することができる。核酸濃度は沈殿混合物中のＣａ又は
ＰＯ４ 濃度で変化し、約２５～１００μｇ／ｍＬ、好ましくは約３０～１００μｇ／ｍＬ
、より好ましくは約４０～６０μｇ／ｍＬ、最も好ましくは約４５～５５μｇ／ｍＬとし
てよい。
【００５６】
大規模浮遊培養でのトランスフェクションにおける容量的制約のために、沈殿混合物を接
種する前に該浮遊液中のＣａ濃度を上昇させることが好ましい。この環境下では、浮遊培
養中のＣａ濃度の上昇を補償するために沈殿混合物のＣａ濃度を低下させるのが好都合で
ある。
【００５７】
沈殿混合物のｐＨは、約６．８～約７．６、好ましくは約７．０５とすることができる。
沈殿混合物の温度は、約０℃～約３７℃、好ましくは約２０℃～約３７℃、より好ましく
は約２０℃～約２５℃であり得る。しかしながら、本発明の方法において、前記の温度範
囲以外の任意の温度を含む任意の沈殿混合物のインキュベーション温度を、所望のトラン
スフェクタコン形成速度を生じる他の反応パラメーターと組み合わせて本発明で使用する
ことが考えられる。
【００５８】
沈殿混合物に望ましいｐＨを含むｐＨ範囲で有効な任意のｐＨバッファーを用いて沈殿混
合物の反応体を懸濁させることができる。ここで使用するのに適したバッファーには、２
５ｍＭ  ＨＥＰＥＳ及び１４０ｍＭ  ＮａＣｌのような適切な濃度のＮ－３－ヒドロキシエ
チルピペラジン－Ｎ’－３－エタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）緩衝食塩液、及び２５ｍＭ
 ＢＥＳ及び１４０ｍＭ  ＮａＣｌのようなＮ，Ｎ－ｂｉｓ（３－ヒドロキシエチル）－３
－アミノエタンスルホン酸（ＢＥＳ）緩衝塩液が含まれる。
【００５９】
一般的に、沈殿混合物は、ここで望まれる特性を最大にするように、約１０～６０分、好
ましくは約１５～３０分間インキュベートする。沈殿混合物のために選択される特定のリ
ン酸初期濃度と特定のインキュべーション時間は、相互に関連していることに注意すべき
である。インキュべーション時間を長くすると、一般的に沈殿反応に最初に用いられるリ
ン酸濃度は低くなる。
最終的に得られるトランスフェクタコンのサイズに関して、トランスフェクタコンは合理
的なサイズまで成長でき、好ましくは、それらは約３００ｎｍ未満、最も好ましくは２５
０ｎｍ未満の平均長まで成長させる。
【００６０】
２．トランスフェクション混合物の形成
リン酸カルシウムと所望の核酸を含むトランスフェクタコンを沈殿混合物中でいつような
時間インキュベートした後、該沈殿混合物を希釈すると同時に細胞壁を欠く真核宿主細胞
と混合し、トランスフェクション混合物を形成する。真核細胞は、上記Ｉ (ａ )項に記載の
浮遊細胞培養または接着細胞培養の形で得られる。ここで提供されるように、沈殿混合物
は、トランスフェクタコンを再溶解させることなく、沈殿混合物中のトランスフェクタコ
ンの成長速度に比べてトランスフェクション混合物中のトランスフェクタコンの成長速度
が実質的に遅くなるように宿主細胞培養と混合することによって希釈され、それによりト
ランスフェクタコンの宿主細胞への曝露を最大とする。
細胞のトランスフェクタコンへの曝露は、一般的に３時間から２４時間、より好ましくは
３時間から約１２時間行われる。
【００６１】
浮遊細胞培養を用いる好ましい態様では、沈殿および希釈工程は、核酸、Ｃａ、及びＰＯ

４ を培養容器に流通した取り込みパイプに供給する自動化システム中で達成される。核酸
、Ｃａ、及びＰＯ４ は、任意の好都合な順序で取り込みパイプに供給することができる。
好ましくは、核酸は、リン酸カルシウム沈殿形成の開始点の上流で取り込みパイプに供給
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される。あるいは、核酸、Ｃａ、及びＰＯ４ はほぼ同じ地点で取り込みパイプに供給され
る。一実施態様では、核酸および１または２種類のイオンを含む溶液および対イオンを含
む溶液を取り込みパイプに合流する別のチューブラインを通して供給される。取り込みパ
イプを通過する流速と取り込みパイプの長さは、取り込みパイプ内で核酸－リン酸カルシ
ウム共沈殿を生じるのに望まれるインキュベーション時間を達成するよう調節することが
できる。好ましくは、浮遊培養は、宿主細胞とリン酸カルシウムと核酸とのトランスフェ
クタコンの接触を最大にするように攪拌される。
【００６２】
本発明の方法は、任意のサイズの浮遊培養中の細胞をトランスフェクトするのに使用する
ことができる。好ましくは、本発明の方法は、総容量少なくとも約０．５リットル、より
好ましくは総容量少なくとも約０．５－５０リットルを含む浮遊培養をトランスフェクシ
ョンするのに使用される。
浮遊培養中でトランスフェクションするための望ましい細胞密度は、例えば、所定量の種
培養を特定の細胞密度まで増殖させることによって達成することができる。あるいは、種
培養からの細胞を濾過および／または遠心によって回収し、所望の密度に再懸濁する。別
の実施態様において、所望の細胞密度は種培養を希釈することによって達成される。
【００６３】
浮遊培養中でトランスフェクションするための細胞密度は、約０．２％～約５％パック細
胞容量（ＰＣＶ）であり得る。しかしながら、本発明は浮遊培養中でのトランスフェクシ
ョンの許容されるレベルをもたらす、それより高いまたは低い密度を使用することも含ま
れる。例えば、本発明は、バイオリアクターから細胞を濃縮し、高密度細胞スラリーを得
、次いで沈殿混合物をこの細胞スラリーと混合することによって実施することができる。
ある態様において、約１０８ 個／ｍＬ以上の細胞密度が用いられる。別の態様では約１０
８ 個／ｍＬ～約１０９ 個／ｍＬの細胞密度が用いられる。濃縮スラリーは、細胞浮遊液を
バイオリアクターから Hereaus Sepatech Contifuge（登録商標） 17RS（ 1994 Hereas Inst
ruments Catalog No． 75003571， Hereaus Instruments Gmbh， D63405， Hanau， Germany）
のような半連続無菌遠心器にポンプで供給し、該細胞浮遊液を約５００ｘｇ～約６０００
ｘｇ、好ましくは約５３００ｘｇで遠心し、無菌ローターボールに細胞を捕らえることに
より得られる。バイオリアクター中の細胞培養の細胞密度に依存して、約１００リットル
までの浮遊培養を遠心ローターボール中に回収することができる。次に、高密度細胞スラ
リーを該ボールから取り出し、ＤＮＡ－リン酸カルシウム共沈殿物と混合してトランスフ
ェクション混合物を形成する。ある態様では、高密度細胞スラリーを、取り込みパイプ中
でＤＮＡ－リン酸カルシウム共沈殿物と混合することにより、バイオリアクターに入る前
にトランスフェクション混合物インラインが形成される。あるいは、ＤＮＡ－リン酸カル
シウム共沈殿および高密度細胞スラリーを、それぞれ供給および接種ポートから別々にバ
イオリアクター中に導入することができる。本発明では、トランスフェクション混合物を
形成する前に、高密度細胞スラリー中の細胞濃度を、例えば新鮮増殖培地を加えて補正し
、トランスフェクションのための最適濃度とする態様も提供される。特定の宿主細胞をト
ランスフェクションするのに有用な細胞濃度は日常的試験により容易に決定することがで
きることは理解されよう。
【００６４】
浮遊細胞培養を用いる別の態様では、前のＩ (ｅ )(１ )項の記載に従って沈殿混合物を接種
する前に、浮遊培養のＣａ濃度を上昇させる。好ましい態様では、沈殿混合物を接種する
前に浮遊培養中のＣａ濃度を約７．５ｍＭに上昇させる。
【００６５】
トランスフェクタコン成長速度を、トランスフェクション混合物中に血清またはウシ血清
アルブミンのような血清タンパク質を添加することによって実質的に低下させるのが望ま
しい。タンパク質は、核酸と同様に、リン酸カルシウムトランスフェクタコン表面と強く
結合することによりトランスフェクタコンの成長を妨げる。一実施態様では、トランスフ
ェクション混合物はウシ胎児血清のような血清を約２％～約１０％含む。別の実施態様で
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は、トランスフェクション混合物はウシ血清アルブミンのような血清アルブミンを１リッ
トル当たり約０．２グラム（ｇ／Ｌ）～約４ｇ／Ｌ含む。
【００６６】
トランスフェクション混合物のｐＨと温度は宿主細胞が耐える生理的レベルに維持される
。哺乳動物宿主細胞の場合は、ｐＨを約６．０～約８．０、好ましくは約７．２～約７．
５の範囲に、温度を約１５℃～約３９℃、好ましくは約３２℃～約３７℃の範囲に維持す
ることが好ましい。同様に、トランスフェクション混合物は特定の宿主細胞に最も適する
ように容易に調節された時間インキュベーションされる。
【００６７】
浮遊細胞培養中でトランスフェクションする場合は、リン酸カルシウムと所望の核酸を含
むトランスフェクタコンを再溶解させないようにトランスフェクタコンの溶解性を可能な
限り低くするように、ｐＨ、Ｃａ濃度、ＰＯ４ 濃度、及び温度を正確に調節することがで
きる。
【００６８】
リン酸カルシウム沈殿物は宿主細胞によっては毒性となる場合がある。したがって、所望
のトランスフェクションの所望のインキュベーション期間後に該沈殿物を溶解させること
が好都合であり得る。トランスフェクション混合物中のリン酸カルシウムトランスフェク
タコンは、例えばトランスフェクション混合物中のｐＨを低下させ、及び／又はＣａ濃度
を低下させることにより溶解させることができる。Ｃａ濃度は、新鮮培養培地をトランス
フェクション混合物に加えることによって好都合に低下させることができる。ある浮遊培
養の実施態様では、トランスフェクション混合物は約３時間～約２４時間、好ましくは約
３時間～約１２時間インキュベートされ、次いで約１容量～約５００容量の細胞培養培地
で希釈され、約１日間～約１４日間インキュベートされる。
【００６９】
或る宿主細胞では、細胞のトランスフェクションへの曝露の終了時にトランスフェクタコ
ンを含む細胞にグリセロール又はジメチルスルホキシト（ＤＭＳＯ）で衝撃を与えること
によりトランスフェクション率の向上が得られる。典型的には、トランスフェクション混
合物を約１０～２０％容量／容量の濃度のグリセロールに特定の宿主細胞に応じて約３０
秒間から約３分間曝露し、次いでグリセロールを除去して新鮮培地中で約１～６日間イン
キュベートする。あるいは、トランスフェクションに続いて、宿主細胞をグリセロール衝
撃を与えることなく新鮮培地中で所望の時間培養することができる。
【００７０】
ＩＩ．トランスフェクタコンの希釈に続く宿主細胞への曝露
また本発明には、所望の核酸を真核宿主細胞に導入する方法が包含され、そこでは、所望
の核酸、Ｃａ、及びＰＯ４を混合して共沈殿混合物を形成し、沈殿混合物をインキュベー
トしてリン酸カルシウム及び所望の核酸を含むトランスフェクタコンを形成し、沈殿混合
物を希釈して、希釈沈殿混合物を形成し、希釈沈殿混合物を細胞壁を欠く真核宿主細胞と
混合してトランスフェクション混合物を形成し、ここで、トランスフェクタコンは、当該
トランスフェクタコンが沈殿混合物中で成長する速度より実質的に遅い速度で成長でき、
次いでトランスフェクション混合物をインキュベートして真核宿主細胞にトランスフェク
タコンを取り込ませてトランスフェクトされた細胞を形成する。
【００７１】
ａ．沈殿混合物の形成
沈殿混合物は上記Ｉ (ｅ )(１ )項の記載に従って得てインキュベーションされる。所望のリ
ン酸カルシウムトランスフェクタコンが形成された後、沈殿混合物を、任意の好都合な手
段、例えば、トランスフェクションに用いられる適切なバッファーを加えるか又は細胞培
養培地を加えることによって希釈することができる。本発明に使用するのに適したバッフ
ァーおよび培地は、上記Ｉ (ａ )及びＩ (ｅ )(１ )項に記載されている。希釈剤は、トランス
フェクタコンの成長速度を低下させるのに十分な量が添加されるが、得られる希釈沈殿混
合物中でそのようなトランスフェクタコンを再溶解させない。
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それを宿主細胞と混合してトランスフェクション混合物が形成されるまで、希釈沈殿混合
物はリン酸カルシウムトランスフェクタコンが遅いが連続して成長する条件下に維持され
る。遅いトランスフェクタコン成長速度を得るのに適した条件は、上記Ｉ (ｅ )(２ )項のト
ランスフェクション混合物に関する説明中に示した。
【００７２】
ｂ．トランスフェクション混合物の形成
ここに提供されるように、希釈沈殿混合物を細胞壁を欠く真核宿主細胞と混合し、トラン
スフェクション混合物を形成させるが、ここで、ＣａＰｉトランスフェクタコンは沈殿混
合物中の該トランスフェクタコン成長速度より実質的に遅い速度で成長する。真核細胞は
上記Ｉ (ａ )項に記載の接着細胞培養または浮遊細胞培養の形で得られ、該細胞培養を希釈
沈殿混合物と混合して上記Ｉ (ｅ )(２ )に記載のトランスフェクション混合物を形成させる
。
【００７３】
希釈沈殿混合物中のトランスフェクタコンの希釈およびトランスフェクション混合物中の
トランスフェクタコンの希釈は、全体の希釈がトランスフェクタコンを溶解させることな
くトランスフェクタコンの成長速度を実質的に低下させるように選択される。好ましい実
施態様では、全体の希釈は、沈殿混合物中の初期Ｃａ濃度より少なくとも１０倍低いトラ
ンスフェクション混合物中の初期Ｃａ濃度を与える。
【００７４】
あるいは、希釈沈殿混合物の形成において行う全体の希釈のパーセンテージおよびトラン
スフェクション混合物の形成において行う全体の希釈のパーセンテージは、これら２工程
間の時間の長さに応じて変化させることができる。短い時間間隔では希釈沈殿混合物にお
いてより小さな希釈を使用できるであろうが、より長い時間間隔ではトランスフェクショ
ン活性の過度の損失を防ぐために希釈沈殿混合物においてより大きな希釈を使用する必要
があろう。
【００７５】
好ましくは、希釈沈殿混合物は、宿主細胞のリン酸カルシウムトランスフェクタコンへの
曝露を最大にするために宿主細胞と速やかに混合される。しかしながら、本発明には、ト
ランスフェクション混合物が形成される時点で希釈沈殿混合物が宿主細胞に対するいくら
かのトランスフェクト能を維持しているという条件で、希釈沈殿混合物が宿主細胞と混合
される前に任意の時間維持されるという実施態様も含まれる。
【００７６】
浮遊細胞培養を用いる好ましい実施態様では、沈殿および希釈工程は、核酸、Ｃａ、及び
ＰＯ４ を取り込みパイプに供給して核酸－リン酸カルシウム共沈殿を生じさせ、核酸、Ｃ
ａ及びＰＯ４ の取り込みの下流の或る地点で別の取り込みパイプを介して沈殿混合物に希
釈剤を供給し、その後、希釈沈殿混合物を培養容器に注入する自動化システムによって達
成される。核酸、Ｃａ及びＰＯ４ は上記Ｉ (ｅ )(２ )項に記載の任意の好都合な順序で取り
込みパイプに供給することができる。沈殿混合物を含む取り込みパイプの流速と希釈剤取
り込みパイプ及び培養容器の取り込みの下流の位置を調節し、該沈殿混合物の所望のイン
キュベーション時間と培養容器中での沈殿混合物の希釈と宿主細胞との混合との間の所望
の遅れを達成することができる。好ましくは、該浮遊培養を攪拌し、宿主細胞とリン酸カ
ルシウム及び核酸のトランスフェクタコンとの接触を最大にする。
それが形成された後、トランスフェクション混合物を上記Ｉ (ｅ )(２ )項に記載の条件下で
インキュベーションすることができる。
【００７７】
ＩＩＩ．宿主細胞培養におけるトランスフェクタコンの形成
本発明には、所望の核酸を真核宿主細胞に導入するための任意の方法が含まれ、そこでは
、Ｃａ、ＰＯ４ 、核酸及び細胞壁を欠く真核宿主細胞を混合してＣａＰｉトランスフェク
タコン懸濁液を形成させ、沈殿混合物をインキュベーションしてリン酸カルシウムと所望
の核酸を含むトランスフェクタコンを形成させ、沈殿混合物を希釈してトランスフェクシ
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ョン混合物を形成させ、ここで、トランスフェクタコンは沈殿混合物中で該トランスフェ
クタコンが成長したより実質的に遅い速度で成長することができ、次いでトランスフェク
ション混合物をインキュベーションして宿主細胞に該粒子を取り込ませてトランスフェク
トされた細胞を形成する。
【００７８】
ａ．ＣａＰｉトランスフェクタコンの形成
適切な宿主細胞培養は上記Ｉ (ａ )項に記載のごとく得ることができる。成長培地を細胞か
ら除去し、この細胞を、上記Ｉ (ｅ )(１ )項に記載の適切な濃度の核酸、Ｃａ及びＰＯ４ に
曝露してＣａＰｉトランスフェクタコンを形成させる。本発明の実施において、核酸、Ｃ
ａ及びＰＯ４ を混合する順序は重要でないことは理解されよう。細胞は、核酸、Ｃａ及び
ＰＯ４ 成分またはそれらの組み合わせのいずれかを含む混合物と接触させるか又は懸濁さ
せることができ、次いで沈殿混合物の完成に必要だが含まれていない成分が添加される。
あるいは、細胞は核酸、Ｃａ及びＰＯ４ の全ての成分と同時に混合することができる。
【００７９】
好ましい態様では、沈殿混合物は、宿主細胞を、所望の濃度の核酸、Ｃａ及びＰＯ４ を含
む適切な無血清成長培地と接触させることによって形成される。タンパク質はリン酸カル
シウムトランスフェクタコンの成長を実質的に低下させるので、血清または他のタンパク
質を含む培地を該沈殿混合物に使用するのは望ましくない。
沈殿混合物の反応条件とインキュベーション時間は、上記Ｉ (ｅ )(１ )項に記載のリン酸カ
ルシウムと核酸を含むトランスフェクタコンを形成するように選択される。
【００８０】
ｂ．トランスフェクション混合物の形成
リン酸カルシウムトランスフェクタコンが形成される適切な時間の後、沈殿混合物を希釈
してトランスフェクション混合物を形成させ、ここで、トランスフェクタコンは沈殿混合
物中のトランスフェクタコン成長速度より実質的に遅い速度で成長する。一実施態様にお
いて、沈殿混合物は、宿主細胞に適した血清添加成長培地を加えることによって希釈され
る。得られたトランスフェクション混合物を、宿主細胞がリン酸カルシウムトランスフェ
クタコンを取り込む条件下でインキュベーションしてトランスフェクトされた細胞を形成
させる。そのような手法は上記Ｉ (ｅ )(２ )項に記載されている。
本発明のさらなる詳細は、本発明の範囲をさらに定義する以下の実施例に見いだすことが
できる。本明細書に記載のすべての引用例及びその中のすべての参考文献は、それらの全
体をここに取り込むものとする。
【００８１】
実施例１
材料と方法
プラスミドの単離。　血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）、ＤＮａｓｅ、Ｅ -２５（抗 -ＩｇＥ
モノクローナル抗体）、又は抗 -ＨＥＲ -２（α -ＨＥＲ -２モノクローナル抗体）は、各々
、 Leung等 , Science, 246: 1306-1309 (1989); Shak等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8
7: 9188-9192 (1990); Presta等 , J. Immunol., 151: 2623-2632 (1993); Shalaby等 , J.
 Ex. Med., 175: 271-225 (1992)に記載されている。形質転換受容性のＤＨ５α細胞（ Gi
bco-BRL）をこれらのアンピシリン耐性（ＡｍｐＲ）プラスミドの増幅についての製造者
のプロトコールに従ってトランスフェクトした。コロニーの終夜培地をＬＢ／カルベニシ
リン（ 50μ g/mL）培地中で増殖させた。これらの培地からプラスミドＤＮＡを、 Birnbolm
及び Doly, Nucleic Acids Res., 7(6); 1513-23 (1979)のものに基づく改変アルカリ溶解
プロトコール、又は QiagenプラスミドＤＮＡ精製キット（ Qiagen Inc.）のいずれかを用
いて回収した。
【００８２】
細胞培養。　ＤＰ１２、 )ジヒドロ葉酸レダクターゼポジティブ（ＤＨＦＲ＋）のチャイ
ニーズハムスター卵巣細胞系を、全てのトランスフェクション実験のレシピエント細胞と
して使用した。細胞は、 500-mLスピナー又はソレラのいずれかに維持し、その中で細胞は
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増殖の対数期にある。接着培養には 1-2%のダイアフィルトレーションしたＦＣＳ（ Gibco-
BRL）を添加したＤＭＥＭ／Ｆ１２ベースの培地を使用し、浮遊細胞培養には添加無しの
ＤＭＥＭ／Ｆ１２を使用した。
【００８３】
トランスフェクション。　全てのトランスフェクションは、以下のプロトコールに従って
実施した。トランスフェクションの 24時間前に、 100-mmペトリ皿に、トランスフェクショ
ン当日に 70%コンフルエントとなるよう播種した（ 1.0-1.4 x 10６ 細胞）。トランスフェ
クションの 1時間前に、新鮮培地をプレートに添加し、プレートをＣＯ２ インキュベータ
ーに戻した。全ての共沈殿反応は別々に 20-25℃で実施した。各共沈殿反応は、 50mMＴｒ
ｉｓ -Ｃｌ（ pH7.5）に溶解させた 25-100μ gのプラスミドＤＮＡに 2.5又は 5.0Mいずれかの
ＣａＣｌ２ を添加することで開始させた。これらの反応の最終的なカルシウム濃度は、 12
5mM～ 250mMの範囲であった。反応物の最終容量は、 0.1XＴＥ（ 1mMＴｒｉｓ -Ｃｌ、 0.1mM
ＥＤＴＡ）を添加して 0.5mLに調節した。これらの溶液を、 0.5～ 2.0mMの種々のＮａ２ Ｈ
ＰＯ４ を有する等量の 2XＨｅｐｅｓ緩衝塩水（ 280mMのＮａＣｌ、 50mMのＨｅｐｅｓ、 pH7
.05）に添加した。共沈殿反応におけるｐＨの一過性発現されたタンパク質の結果的な力
価に対する影響が試験されたトランスフェクションについては、 2XＨｅｐｅｓバッファー
（ 0.5mMのＮａ２ ＨＰＯＮ４ ）のｐＨは、 0.1pH単位で 6.75と 7.35の範囲とした。共沈殿反
応は特定の時間続けさせ、その後反応物を新鮮培地で 1:5に希釈し、次いで 5mLの培地を含
むプレートに直接添加し、それにより沈殿反応物の 10X希釈物を生成させた。プレートを
ＣＯ２ インキュベーターに 3時間戻し、その後吸引により培地を除去し、予温した 20%グリ
セロール／ＤＭＥＭ  Ｆ１２培地 (37℃）を各プレートに 1分間添加した。グリセロール曝
露の後、グリセロールをプレートから除去し、新鮮培地を各プレートに添加し、次いでイ
ンキュベーターに戻した。トランスフェクションの 36、 60、 84、 108及び 132時間後に細胞
培養液試料を回収し、即座に－ 20℃で凍結させて保存した。
【００８４】
実験設計及び統計的分析。　リン酸カルシウムトランスフェクタコンの形成において試験
した変数は、カルシウム、リン酸、及びＤＮＡの濃度並びに共沈殿反応のｐＨ及び反応の
長さである。カルシウムカチオン［Ｃａ］、リン酸アニオン［Ｐｉ］、及びＤＮＡ［ＤＮ
Ａ］の濃度、及び沈殿時間は、これら４つの変数の全ての組み合わせが低、中、及び高レ
ベルで試験され、それにより全部で３４ 、即ち８１通りの条件の組が生み出されるる３ -
レベル要因設計の作成に使用された。得られたデータは、ＪＭＰ統計分析ソフトウェア（
SAS Institute, Inc., Cary, NC）を用いて分析した。リン酸濃度及び共沈殿時間を一過
性発現されたタンパク質力価に影響を与える主変数として特定した後、ＤＮＡ及びカルシ
ウム濃度を特定値に固定し、好ましいリン酸濃度及び共沈殿の長さを中心複合設計 (centr
al composite design)を用いて決定した。この設計では、３つの変数が５つの異なるレベ
ルで試験され、それは 0.50mMのリン酸、 20分の共沈殿時間、及び 3時間の細胞のトランス
フェクタコンへの曝露という中心値の近傍で変化する。このラウンドの分析で集めたデー
タを表面反応 (surface response)ダイアグラムの作成に使用した。最後に、ここで選択さ
れる条件を用いて得た一過性発現タンパク質力価に対する共沈殿反応物のｐ H変化の影響
は、ｐ H範囲 6.75-7.35で実験した。
【００８５】
タンパク質アッセイ。　収穫した細胞培養液（ＨＣＣＦ）の力価を、ＶＥＧＦ、ＤＮａｓ
ｅ、Ｅ -２５、又は抗 -ＨＥＲ -２の存在について、 Prince等 , Clin. Exp. Immunol., 113:
 289-296 (1998); Shifren等 , J. Clin. Endo. Metab., 81: 3112-3118 (1996); Fox等 , 
J. Pharm. Exp. Thera., 279: 1000^1008 (1996)に記載された各ＥＬＩＳＡアッセイを用
いて検定した。試料はアッセイ希釈剤（ＰＢＳ／ 0.5%ＢＳＡ／ 0.05%Ｐ２０／ 0.01%チメリ
ソール；ＰＢＳ／ 0.5%ＢＳＡ／ 0.05%Ｐ２０；又はＰＢＳ／ 0.5%ＢＳＡ／ 0.01%Ｐ８０／ 0.
01%チメリソール）中に直接希釈した。最初の抗 -ＨＥＲ -２分析では、トランスフェクシ
ョンの各組について実施した対照トランスフェクションに対して力価を規格化した。これ
らの対照は、 1分間の沈殿時間での標準ＣａＰｉプロトコールを用いて実施した。
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【００８６】
結果
要因実験設計の変数。　形質移入剤としてリン酸カルシウムを使用する高度に改良された
一過性トランスフェクションのための実験設計の開発において、次の変数：共沈殿反応の
長さ、及びカルシウム、リン酸、及びＤＮＡの濃度を、得られた発現タンパク質産物の力
価に与えるそれらの影響について評価した。これらの変数は、３つのレベル（表１）で試
験し、それは重要な変数の最初のスクリーニングのために合計８１の条件組み合わせの組
を生じた（表２Ａ -Ｃ）。変数の異なる組み合わせから得た力価を評価するのに 200μ g/mL
という発現の閾値レベルを用いた場合、共沈殿条件の２つの組（実施番号３１及び３４、
表２ B）を除いて、発現の閾値レベルに合致する全ての条件の組が、 0.75mMｎリン酸濃度
という標準的濃度に対してリン酸濃度が低下した（ 0.5mM）ことが観察された（図１）。
【００８７】
表２Ａ－２Ｃに含まれる全ての共沈殿反応は、 1.0mlスケールで実施した。特定の沈殿時
間の後、反応物を培地で 5Xに希釈し、次いで即座に接着性ＣＨＯ細胞を被覆する 5mlの培
地をさらに含む 100-mmプレートに添加した。トランスフェクションは、共沈殿反応におけ
るリン酸濃度に従ってグループ分けした。対照トランスフェクションは次の条件を具備す
る： 125mMのカルシウム、 0.75mMのリン酸、 25μ g/mLのプラスミドＤＮＡ、及び 1分間の沈
殿時間。これらの対照を各トランスフェクション条件の組について３回実施し、異なる日
数で抗 --ＨＥＲ２の発現の規格化に使用した。
【００８８】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ ３つの異なるレベルでの４つの変数を含む要因についての実験の組み合わせ合計数は３
４ 即ち８１の別々の共沈殿反応である。
【００８９】
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ａ 0.5mMのリン酸を含む共沈殿反応及びトランスフェクションについての規格化因子を 1.0
として計算した。 0.5mMのＰｉを含む共沈殿反応１－２７についての発現結果は、各々図
１の反応１－２７（斜線棒）と相互参照できる。
【００９０】
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ａ 0.75mMのリン酸を含む共沈殿反応及びトランスフェクションについての規格化因子を 3.
4として計算した。上記の共沈殿反応２８－５４についての発現結果は、各々図１の反応
１－２７（黒棒）と相互参照できる。
【００９１】
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ａ 1.0mMのリン酸を含む共沈殿反応及びトランスフェクションについての規格化因子を 0.5
として計算した。上記の共沈殿反応５５－８１についての発現結果は、各々図１の反応１
－２７（傍点棒）と相互参照できる。
【００９２】
全ての要因の統計的分析を行い、各変数の実験設計において得られた力価に対する効果に
ついてのＰ -値を計算した。小さなＰ -値、一般的には 0.05未満は、要因分析の結果が変数
の意義から生じ、データ収集中に得られた値の無作為な変化からではないことを示し得る
。結果（表３Ａ）は、共沈殿反応において試験した変数の中で一過性発現されたタンパク
質力価に影響するリン酸濃度（Ｐ -値、＜ 0.001）及び共沈殿反応の長さ（Ｐ -値、＜ 0.004
）は主変数であるが、反応のＤＮＡ濃度はトランスフェクションの結果における重要な決
定要因ではない（Ｐ -値、 0.047）ことを示している。より重要なのは、統計的分析も、Ｃ
ａＰｉ／ＤＮＡ共沈殿反応におけるリン酸濃度と共沈殿の長さとの間に相互作用が存在し
（Ｐ -値、 0.024）、最高レベルの発現を達成するためにはリン酸濃度における任意の変化
は共沈殿反応の長さの変化を必要とすることが明らかになったことである。この新たな発
見は、ここでの性質の実験において要因分析を使用することの力を明確に示している。こ
の実験で試験した変数についてのレベルの詳細な分析は表３Ｃに含まれ、抗 -ＨＥＲ -２の
力価に対するリン酸の影響並びにより高い力価を得ることの時間依存性を示している。こ
れらの平均力価を計算するのに使用したデータは、実験した各時点についての低、中、及
び高レベルでの反応を含んでいた。このデータをリン酸及び時間のグループに更に細分す
ると、共沈殿反応におけるリン酸濃度とＨＥＲ -２発現の力価との間の時間依存的関係は 0
.5mMを越えるリン酸濃度での共沈殿反応についてのみ観察されることに注意すべきである
（表３ D）。
【００９３】
共沈殿条件の或る組で得られた大きな値（表２Ｂ、反応３４）が統計的分析をゆがめる可
能性を排除するため、分析は、当該データ点有り（表３Ａ）及び無し（表３Ｂ）の両方で
行い、要因分析の結果を変化させないことが見いだされた。
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【００９４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a要因実験設計についての規格化された抗 -ＨＥＲ -２力価のｌｏｇ変換を、群変動のＡＮ
ＯＶＡ分析を用いて分析した。重要性について試験した変数は、カルシウム濃度（ＣＡ）
、リン酸濃度（Ｐｉ）、ＤＮＡ濃度（ＤＮＡ）、及び共沈殿の長さ（時間）である。これ
らの変数は２通りの相互作用でも試験した。表３Ａ：反応３４（表２Ｂ）についての値を
除外して実施したｌｏｇ変換された抗 -ＨＥＲ -２力価のＡＮＯＶＡ分析。Ｐｉ及び時間は
、一過性発現されたタンパク質力価の決定に最も影響のある因子であるが、重大なＰｉ *
時間相互作用によって示されるように一方の因子の効果は他方の範囲と相対して変化する
（２つの星印領域）。ＤＮＡも影響を与えうるが、その程度は小さい。表３Ｂ反応３４（
表２Ｂ）についての値を含めてｌｏｇ変換した規格化抗 -ＨＥＲ -２力価に対して行ったＡ
ＮＯＶＡ分析は、このデータ点が実験設計の結果に有意な影響を与えないことを確認した
。ＤＦ、自由度；部分的ＳＳ、自乗の部分和。
【００９５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*各因子の平均ｌｏｇ変換規格化一過性抗 -ＨＥＲ -２発現に与える影響の試験。
**累乗により元の尺度に再変換した平均。
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【００９６】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*平均ｌｏｇ変換規格化一過性抗 -ＨＥＲ -２発現に与える影響における時間のＰｉ濃度依
存性の試験。
**累乗により元の尺度に再変換した平均。
【００９７】
トランスフェクションの強さは低いリン酸濃度で向上する。　上記のように、標準又は標
準近傍の共沈殿条件は、同じ試薬で異なる日に実施したトランスフェクションについて高
度に変化しうる力価を生ずるという多くの報告が文献に存在する（ Sambrook等 , 上掲）。
＞２００μ g/Lの一過性力価を生ずる共沈殿の組み合わせの組が、トランスフェクション
条件の頑強さの程度を決定することを意図して再実行された。強さは、第２のトランスフ
ェクションの一過性力価として測定され、実験設計のスクリーニング形式で達成された最
初の力価のパーセントとして表現した。
【００９８】
表４に示すように、２つの星印を付した領域は、共沈殿の組み合わせの部分集合が２つの
独立したトランスフェクションのあいだで匹敵する力価を生ずることを示した。特に興味
深いのは、各々 125mM及び 0.75mMの標準レベルに対して、高い力価（約 300-550μ g/L）、
強さ（ 104-134%）、増加したカルシウムレベル（ 250mM）及び低下したリン酸濃度（ 0.5mM
）の集団化（表４、実施番号２２、２３、２６）である。共沈殿の組み合わせの他の組（
表４、実施番号３、７、１３、１４、３１、５８、６７）も強いが、これらの組み合わせ
の組は最高の力価を達成しないか、又はスケーリングに実用的ではないことに注意するこ
とが重要である。
【００９９】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 強さを試験するために、抗 -ＨＥＲ -発現において観察結果を日毎の変化について規格化
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しなかった。実施番号の下の括弧内の数字は、表２Ａ－Ｃに含まれる反応番号を意味する
。２つの星印を付した領域は、２つの観察の間で少なくとも 84-134%の強さをもたらした
条件の組を表す。
【０１００】
共沈殿反応における低いリン酸と長い沈殿時間の組み合わせは、より高い一過性タンパク
質力価を生ずる。　共沈殿反応における低いリン酸濃度が一過性発現されたタンパク質に
ついて高い力価を導くという観察は、この変数のさらなる分析を促した。リン酸濃度と沈
殿時間の長さとの相互作用が、それらのタンパク質力価に対する効果を定量化することに
より分析された。これらの変数は、曝露時間（細胞がトランスフェクタコンに曝露される
時間の長さ）とともに、中心複合設計において実験され、そこでは、変数５つの異なるレ
ベルに固定され、それはリン酸、共沈殿の長さ、細胞のトランスフェクタコンへの曝露の
長さについての中心値の周辺で変化させた（表５Ａ）。
【０１０１】
一過性発現されたタンパク質力価に影響する主要な因子のスクリーニング形式で観察され
たように、リン酸濃度が標準値 0.75mMから 0.25mMに低下することにより、抗 -ＨＥＲ -２の
発現が増加することが観察された（表５Ｂ）。共沈殿反応におけるリン酸濃度のみ相違す
る２つの反応が表５Ｂ（反応９及び１０）に示される。この実験において、リン酸濃度の
相違（ 0.25mMリン酸対 0.75mMリン酸）が、抗 -ＨＥＲ -２の一過性発現について 10倍の違い
をもたらすことが観察された。反応９におけるリン酸濃度の極めて低い (VL)値に加えて、
表５ Bにおける 0.40mMという低いリン酸（ L）、反応２も、 0.75mMという標準リン酸濃度に
比較して高い力価をもたらした。
【０１０２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 固定したカルシウム濃度（ 250mM）及び DNA濃度（ 50μ g/mL）での一過性抗 -ＨＥＲ -２発
現が中心複合設計で分析され、それは、リン酸濃度（Ｐｉ）、共沈殿の長さ（沈殿）、及
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び細胞のトランスフェクタコンへの曝露の長さ（曝露時間）を５つのレベル： VL-極めて
低い； L-低い； M-中間； H-高い；及び VH-極めて高いで実験する。表５Ａは、この設計で
使用された偏す魚レベルを示す。表５Ｂは、トランスフェクショノの４．５後の抗 -ＨＥ
Ｒ -２ＥＬＩＳＡについて収集され提出されたＨＣＣＦを示す。２つの星印を付した領域
は、［Ｐｉ］が 0.25mMである反応を強調し、１つの星印を付した領域は［Ｐｉ］が標準レ
ベルの 0.75mMである同じ反応を強調している。
【０１０３】
この実施例で同定された条件の組は、組換え分子の最も高い一過性発現に最も好ましいと
される短い沈殿時間を支持していない。図２Ａは、ＣａＰｉ／ＤＮＡ共沈殿反応における
共沈殿時間とリン酸濃度との間の関係を、それらが一過性タンパク質発現レベルに関連す
るとして示している。標準的リン酸濃度の 0.75mMでは、最大の力価を達成するにはより短
い共沈殿時間が必要であるが、これらの反応でリン酸濃度が低下すると、高い力価を得る
ためには共沈殿の長さを増大させなければならない（ 0.25mMでは、標準的リン酸濃度で達
成可能なものを遙かに越える発現レベルが達成される）。リン酸濃度と共沈殿時間との間
の関係に加えて、曝露時間及びリン酸濃度の変化の一過性抗 -ＨＥＲ -２発現に対する効果
も試験した。図３は、 0.25mMリン酸における高度に改善された一過性発現のために、最も
好ましい曝露時間の範囲が 3.0から 4.5時間の間であることを示している。この範囲は、標
準的なプロトコールで使用されるものに極めて類似している。
【０１０４】
ここの共沈殿条件で実施された一過性トランスフェクションはｐＨ変化に対する感受性が
低い。　試験分子の一過性発現を促進するために提供された条件の組の同定に続いて、ｐ
Ｈ範囲 6.75-7.35で形成されたＣａＰｉトランスフェクタコンで実施したトランスフェク
ションを試験して、それらが上掲の Chen及び Okayamaに報告されている極めて小さなｐＨ
変化（＞ 0.06pH単位）に対する鋭い感受性を示すか否かを示す。図４は、抗 -ＨＥＲ -２及
びＥ -２５の両方の一過性発現が 6.85-7.05の範囲に渡って腸沈殿反応のｐＨに耐性である
ことを示す。これは、ｐＨ単位未満のｐＨ変化が一過性発現における６倍の低下をもたら
すという文献（ O'Mahoney及び Adams, 上掲）の報告に対して顕著な改善である。この範囲
に渡る抗 -ＨＥＲ -２発現のパーセント変化は 27%以下であり、Ｅ -２５発現は同じ範囲で多
くとも 33%しか変化しない（図４）。
【０１０５】
ここでの条件の新たな組の最終試験は、それらが他の組換えタンパク質の一過性発現を以
前のプロトコールより促進するか否かの決定である。表６は、ここの共沈殿条件が、標準
又は標準近傍の共沈殿条件を用いて実施したトランスフェクションに対して、試験した全
ての発現ベクターについて 1.5から 3.8倍の発現レベルの増加をもたらしたことを示す。こ
れらの結果は、ＤＮａｓｅを除く試験した全てのベクターについて高度な再現性を示した
。
【０１０６】
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ａ 一過性トランスフェクションは、共沈殿条件の２つの組を用いて実施した：（標準条件
） 125mMカルシウム、 0.75mMリン酸、 25μ g/mLプラスミドＤＮＡ、及び 1分間の沈殿時間；
（新たな条件） 250mMカルシウム、 0.25mMリン酸、 50μ g/mLプラスミドＤＮＡ、及び 20分
間の沈殿時間。これらの条件は、４つの試験分子：ＶＥＧＦ、ＤＮａｓｅ、Ｅ -２５、及
び抗 -ＨＥＲ -２の（異なる日の）２つのトランスフェクションのためのトランスフェクタ
コン調製に使用した。ＨＣＣＦは、トランスフェクションの 5.5日後に回収し、ＥＬＩＳ
Ａにかけた。
【０１０７】
議論
高度に改善されたプロセスパラメータを達成するための従来の手法の使用は、多くの生化
学的プロセスについてかなりの情報を提供し、並びに、細胞及び細胞性プロセスの内部作
用に見識を与えた（ Box等 , 編集 , Statistics for Experimenters: A Introduction to D
esign, Data Analysis, and Model Building (John Wiley and Sons: New York, Nwe Yor
k, 1978））。古典的な一度に一変数という戦略は極めて有用であるが或る種の制限を持
つ：１）変数間の相互作用を決定できないこと；２）最も好ましい条件の組を正確に決定
できないこと；及び３）データの不正確な外挿を導くことである。この実施例では、形質
移入剤としてリン酸カルシウムを用いたＣＨＯ細胞の一過性トランスフェクションの選択
的改善を達成するために要因実験設計が採用された。リン酸カルシウムは２０年以上形質
移入剤として使用されているが、プロセスの大規模化が困難であり、並びにタンパク質力
価が日毎に大きく変化することにより、組換えタンパク質の大規模な生産に広く使用され
てこなかった。プロセス改善のための要因実験設計の使用は、組換えタンパク質の一過性
発現についての反応表面及び実験した変数の領域の外挿を可能にしたが、これまでに実験
されていなかった。
【０１０８】
組換え分子の一過性発現に影響を与える共沈殿反応の主な因子は、反応物中のリン酸濃度
及び共沈殿の長さであり、ＤＮＡ濃度が得られる力価に与える影響の程度は小さいことが
認められた。実験設計における変数からｐＨを除外する決定は、以前の研究によりＣａＰ
ｉトランスフェクションが共沈殿反応の小さなｐＨ変化に鋭敏に感受性であり（ Yang及び
Yang，ともに上掲 ; O'Mahoney及び Adams, 上掲 ; Chen及び Okayama，上掲）、観察される
他の効果を隠してしまうｐＨとしないのが好ましい（ Wilson等 , 上掲）ことが示されたた
めになされた。
【０１０９】
新たに同定されたレベルを用いた共沈殿反応の相対的な非感受性は、これらの反応で使用
される 2XＨｅｐｅｓ緩衝塩水について +-0.1のｐＨ規格を設定することを可能にするので
大きな突破口を意味する。標準的条件を用いて実施される共沈殿反応についての +-0.1ｐ
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Ｈ単位のｐＨ規格は高度に予測不可能な結果を生じ、ここでの共沈殿条件の新たな組は、
より予測可能な力価をもたらす。大規模な一過性トランスフェクションに実施可能なオプ
ションを考えるリン酸カルシウムについては、プロセスは好ましくは条件範囲に渡って実
施され、狭く特定されたパラメータの組では実施しない。これらのデータは、大規模化に
良く適合し、形質移入剤としてのリン酸カルシウムでのタンパク質の強力な一過性発現を
与える新たな条件の組の同定を導く。
【０１１０】
　本発明でここに同定された条件の組は、規模変更可能 (scaleable)であり、結果は強く
、力価は一過性トランスフェクションのためのＣａＰｉトランスフェクタコン生成の従来
の条件より 3.8倍まで増大する。条件は のトランスフェクション
に適用できる。 プロセスは、哺乳動物細胞のＣａＰｉトランスフェクションについ
て報告されたものよりｐＨ変化に対して感受性が小さい。より高い一過性力価を生ずる共
沈殿について短い時点を示したプロトコール（ O'Mahoney及び Adams, 上掲 ; Jordan等 , Nu
cleic Acids Res., 上掲 ; Jordan等 , Cytotechnology, 上掲）は、より大きな容量の共沈
殿反応を取り扱う場合に容易に大規模化できなかった。長い沈殿時間を含むプロトコール
では、強さの欠如及び得られる力価の極端な変わりやすさがしばしば観察された（ Sambro
ok等 , 上掲）。文献に現れた他の好ましいプロトコールも、一過性発現されたタンパク質
について変化しやすい力価を生じた（ Wigler等 , Cell, 上掲 ; Strain及び Wyllie, Bioche
m. J., 218: 475, 482 (1984); Gaunitz等 , Biotechniques, 20(5): 826-30, 32 (1996);
 Seelos, Anal. Biochem., 245(1): 109-111 (1997)）。少なくとも１０分の長さ、好ま
しくは１５分の長さの共沈殿条件の同定は、より制御され再現性のあるプロセスを可能に
する。
【０１１１】
新たな有望なヒト薬品の探索において、クローンを同定して即座にタンパク質発現し、そ
れらを機能を明確にするバイオアッセイに供することができるようにするのが必要である
。活性の同定に成功した後、動物モデルでの試験のためにこれらの分子のミリグラムから
グラム量を生成する必要がでてくる。速度が大事である場合、これらの分子の生成のため
に大規模の一過性システムが非常に望ましい。本発明の発見によって、他のトランスフェ
クタコン形成試薬でかかる費用の一部で大規模化可能で組換えポリペプチドの強い生産を
提供する条件の組の同定により、ＣａＰｉの核酸との共沈殿は、ポリペプチドの一過性発
現のためのより魅力ある選択肢となる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　共沈殿反応において０．５、０．７５、及び１．０ｍＭのリン酸濃度での抗 -
ＨＥＲ -２の規格化された一過性発現を示すグラフである。抗 -ＨＥＲ -２発現は、各々が
変化したカルシウム、ＤＮＡ、及びリン酸濃度と変化した沈殿時間を含む８１の各共沈殿
反応について測定した。共沈殿条件は反応におけるリン酸濃度に従ってグループ分けした
： 0.5mM－斜線棒； 0.75mM－黒棒； 1.0mM－傍点棒。トランストランスフェクションの１３
２時間後の収穫した細胞培養液（ＨＣＣＦ）中の抗 -ＨＥＲ -２濃度は、抗 -ＨＥＲ -２ＥＬ
ＩＳＡによって測定し、試験トランスフェクションの各組と平行して実施した３回の対照
トランスフェクション（ 125mMカルシウム、 0.75mMリン酸、 25μ g/mLプラスミドＤＮＡ、
及び 1分の沈殿時間）を用いて規格化した。発現の任意の閾値（ 200μ g/L）は、中程度の
レベルの一過性タンパク質発現を生ずる条件の組を評価するために選択した。
【図２】　共沈殿反応における共沈殿時間及びリン酸濃度の関数としての抗 -ＨＥＲ -２発
現についての表面反応曲線を示すグラフである。一過性発現は、中心複合設計に概略を示
したように実施した。トランスフェクションの１０８時間後に得られた力価を表面反応曲
線の作成に使用し、それは共沈殿反応中のリン酸濃度と共沈殿時間の長さとの間の関係を
表す。
【図３】　抗 -ＨＥＲ -２発現及び曝露時間についての表面反応曲線を示すグラフである。
一過性発現は、中心複合設計に概略を示したように実施し、トランスフェクションの１０
８時間後に得られた力価を表面反応曲線の作成に使用した。
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【図４】　共沈殿反応におけるｐＨ変化の抗 -ＨＥＲ -２及び抗 -ＩｇＥ抗体Ｅ -２５の一過
性発現に対する影響を示すグラフである。トランスフェクションは、共沈殿変数について
新た同定したレベル（ 250mMカルシウム、 0.25mMリン酸、 50μ g/mLＤＮＡ、及び 20分の共
沈殿時間）を用いて種々のｐＨで実施した。７つの反応をｐＨ 6.75－ 7.35の範囲に渡って
0.1のｐＨ単位増分で実施した。トランスフェクションの１３２時間（５．５日）後の抗 -
ＨＥＲ -２（黒四角）及びＥ -２５（黒菱形）力価をμ g/Lで表した。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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