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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞培養上清からのＡＤＡＭＴＳ活性の回収を増加させるための方法であって、該方法は
、以下：
　（ａ）培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養するス
テップ；
　（ｂ）該培養物から該上清の分画を取り出すステップ；
　（ｃ）該培養物から取り出した該上清の該分画から残留細胞を除去するために濾過また
は遠心分離のステップを行い、それによって、清澄な上清を形成するステップ；
　（ｄ）該清澄な上清中のＡＤＡＭＴＳタンパク質を限外濾過により濃縮し、それによっ
て、濃縮された上清を形成するステップ；および
　（ｅ）少なくとも５μＭの亜鉛および少なくとも２ｍＭのカルシウムを含有する緩衝液
に対して該濃縮された上清を透析濾過し、それによって、ＡＤＡＭＴＳ活性の回収が増加
したＡＤＡＭＴＳ組成物を調製するステップ
を包含する、方法。
【請求項２】
前記培養培地が少なくとも３μＭの亜鉛および少なくとも０．５ｍＭのカルシウムを含有
する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記培養培地が少なくとも５μＭの亜鉛を含有する、請求項１に記載の方法。
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【請求項４】
前記培養培地が５μＭ～１２μＭの亜鉛を含有する、請求項１～３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項５】
前記培養培地が少なくとも２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、請
求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
前記培養培地が少なくとも７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、請
求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
前記培養培地が２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する
、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質がＡＤＡＭＴＳ１３である、請求項１～７のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項９】
ＡＤＡＭＴＳ１３がヒトＡＤＡＭＴＳ１３である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
ステップ（ｅ）において形成された前記組成物のＡＤＡＭＴＳ１３比活性が、ステップ（
ｃ）において形成された前記清澄な上清のＡＤＡＭＴＳ１３比活性の少なくとも８０％で
ある、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
ステップ（ｅ）において形成された前記組成物のＡＤＡＭＴＳ１３比活性が、ステップ（
ｃ）において形成された前記清澄な上清のＡＤＡＭＴＳ１３比活性の少なくとも８５％で
ある、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
ステップ（ｅ）において形成された前記組成物のＡＤＡＭＴＳ１３比活性が、ステップ（
ｃ）において形成された前記清澄な上清のＡＤＡＭＴＳ１３比活性の少なくとも９０％で
ある、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
前記細胞を培養するステップが、回分細胞培養を含む、請求項１～１２のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１４】
前記細胞を培養するステップが、連続細胞培養を含む、請求項１～１２のいずれか一項に
記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２００９年７月３１日に出願された、米国仮出願第６１／２３０，４７７号
の利益を主張し、全ての目的において、参照によりその全体が本明細書に明示的に組み込
まれる。
【０００２】
　政府支援による研究または開発の下で行われた発明に対する権利に関する記述
　適用なし
【０００３】
　コンパクトディスクにより提出された、「配列リスト」、表、またはコンピュータプロ
グラムリスト付録への言及
　適用なし
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【背景技術】
【０００４】
　ＡＤＡＭＴＳ（トロンボスポンジンＩ型モチーフを有するディスインテグリンおよびメ
タロプロテイナーゼ）タンパク質は、亜鉛依存性触媒ドメイン、高システインドメイン、
ディスインテグリン様ドメイン、および少なくとも１つの、そして多くの場合複数のトロ
ンボスポンジンＩ型反復を含む、いくつかの保存ドメインを含有するメタロプロテイナー
ゼのファミリーである（概説は、非特許文献１（Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂ
ＭＣ　Ｅｖｏｌ　Ｂｉｏｌ．２００５　Ｆｅｂ　４；５（１）：１１）を参照）。これら
のタンパク質は、進化的に、メタロプロテイナーゼのＡＤＡＭおよびＭＭＰのファミリー
に関連し（Ｊｏｎｅｓ　ＧＣ，Ｃｕｒｒ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２００６
　Ｆｅｂ；７（１）：２５－３１）、血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）（Ｍｏａｋｅ
　ＪＬ，Ｓｅｍｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌ．２００４　Ｊａｎ；４１（１）：４－１４）、結
合組織障害、癌、炎症（Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．）、および重度の熱帯熱マラ
リア（Ｌａｒｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ．２００９　Ｍａｒ；５（
３）：ｅ１０００３４９）を含む、いくつかの疾患および状態と関連付けられている分泌
酵素である。これらの関連性のため、ＡＤＡＭＴＳ酵素は、いくつかの病態の可能性のあ
る治療標的として認識されている（Ｊｏｎｅｓ　ＧＣ，Ｃｕｒｒ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．２００６　Ｆｅｂ；７（１）：２５－３１）。したがって、ウイルス、Ｂ
ＳＥ、およびマイコプラズマ菌のような病原体等の汚染物を含まない、高比活性を有する
高収率のＡＤＡＭＴＳタンパク質を産生する方法が必要とされる。
【０００５】
　細胞、特に真核細胞、より具体的には哺乳類細胞の培養のために、細胞の効率的な増殖
、ならびに生物学的産物、特に、例えば組み換えタンパク質、抗体、ウイルス、ウイルス
抗原、およびウイルス様粒子等の生物製剤の産生に必要な栄養物質を提供する、特別な培
養培地を使用する必要性が常に存在する。前記生物学的産物の効率的な産生には、最大限
の産生収率を得るために、最適な細胞密度ならびにタンパク質発現自体の増加を達成する
ことが重要である。
【０００６】
　細胞培養培地の配合物は、ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）、いくつかの動物に由来するタンパ
ク質、および／またはウシ由来のタンパク質加水分解物、ならびに植物もしくは酵母由来
のタンパク質加水分解物のような不定の成分を含む、様々な添加物で補充されている。
【０００７】
　一般に、例えば、アルブミン、トランスフェリン、インスリン等の血清または血清由来
物質は、その得られた細胞培養物およびその生物学的産物を汚染し得る不要な作用物質を
含む場合がある。さらに、ヒト血清由来添加物は、血清を介して感染する可能性がある肝
炎ウイルスおよびＨＩＶを含む、全ての既知のウイルスについて試験されなければならな
い。また、ウシ血清およびその由来産物は、ＢＳＥ汚染のリスクがある。加えて、全ての
血清由来産物は、未知の物質によって汚染される可能性がある。細胞培養にヒトまたは動
物源に由来する血清またはタンパク質添加物を使用する時、特に、細胞がヒト投与用の薬
物またはワクチンの製造に使用される場合、多くの問題（例えば、異なる回分の組成物に
おける質の差、およびマイコプラズマ、ウイルス、またはＢＳＥで汚染されるリスク）が
存在する。
【０００８】
　したがって、血清または他の動物性タンパク質化合物を必要としない、効率的な宿主系
および培養条件を提供するための多くの試みが行われている。
【０００９】
　そのような血清を含まない培地は、植物または酵母に由来するタンパク質抽出物に基づ
いて開発されている。例えば、大豆加水分解物は、発酵プロセスに有用であることが知ら
れており、多くの選好性生物、酵母、および真菌の増殖を強化することができる。国際公
開第９６／２６２６６号は、大豆ミールのパパイン消化物が炭水化物および窒素の源であ
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り、成分の多くが組織培養で使用され得ることを説明している。Ｆｒａｎｅｋら（Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ（２０００）１６，６８８－６９２）は、定義
される大豆および小麦の加水分解物ペプチド分画の増殖および産生能の促進作用を説明し
ている。
【００１０】
　国際公開第９６／１５２３１号は、脊椎動物細胞の繁殖およびウイルス産生プロセス用
の合成最小必須培地と酵母抽出物とから成る無血清培地を開示している。動物細胞増殖用
の米ペプチド、および酵母抽出物とその酵素消化物、ならびに／または植物脂質を含む基
礎細胞培養培地から成る培地配合物が、国際公開第９８／１５６１４号に開示されている
。組み換え細胞の培養用の精製された大豆加水分解物を含む培地が、国際公開第０１／２
３５２７号に開示されている。国際公開第００／０３０００号は、大豆加水分解物および
酵母抽出物を含むが、増殖因子等の動物タンパク質の組み換え形態の存在も必要とする培
地を開示している。
【００１１】
　第ＥＰ－Ａ－０　４８１　７９１号は、動物源から単離されたタンパク質、脂質、およ
び炭水化物を含まず、さらに組み換えインスリンまたはインスリン類似体、１％～０．０
２５％ｗ／ｖパパイン消化大豆ペプトン、およびプトレシンを含む、操作されたＣＨＯ細
胞を培養するための、生化学的に定義された培養培地を説明している。国際公開第９８／
０８９３４号は、加水分解された大豆ペプチド（１～１０００ｍｇ／Ｌ）、０．０１～１
ｍｇ／Ｌのプトレシン、ならびにアルブミン、フェチュイン、種々のホルモン、および他
のタンパク質を含む、種々の動物由来成分を含む、無血清真核細胞培養物を説明している
。この内容において、プトレシンは、０．０８ｍｇ／Ｌの濃度で、ＤＭＥＭ／ＨａｍのＦ
１２のような標準培地に含まれていることも知られていることに留意するべきである。
【００１２】
　しかしながら、植物および／または酵母加水分解物は、オリゴペプチドならびに他の未
知の成分および汚染物の未定義の混合物である。また、市販の加水分解物のロットの質は
、非常に変動する。結果として、使用される加水分解物のロットのに関連して、組み換え
タンパク質またはウイルス産物の産生において、多くの変動（ロット間の変動）が存在す
る（最大３倍の変動）。この欠点は、細胞の増殖ならびに各細胞のタンパク質発現に影響
を及ぼす。ＵＳ第２００７／０２１２７７０号は、組み換えタンパク質生物製剤の大規模
な産生に有用である、種々の動物性タンパク質を含まず、オリゴペプチドを含まない、既
知組成培養培地を説明している。
【００１３】
　ＡＤＡＭＴＳファミリーの１つの成員であるＡＤＡＭＴＳ１３は、残基Ｔｙｒ１６０５
とＭｅｔ１６０６との間のフォンビルブランド因子（ｖＷＦ）を切断し、これは生体内に
おける大型ｖＷＦ多量体の分解に関与する機能である。ＡＤＡＭＴＳ１３活性の欠損は、
ＴＴＰ（Ｍｏａｋｅ　ＪＬ，Ｓｅｍｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌ．２００４　Ｊａｎ；４１（１
）：４－１４）、急性および慢性炎症（Ｃｈａｕｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍ
ｅｄ．２００８　Ｓｅｐ　１；２０５（９）：２０６５－７４）、および最近では重度の
熱帯熱マラリア（Ｌａｒｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ．２００９　Ｍ
ａｒ；５（３）：ｅ１０００３４９）等の、いくつかの状態と関連付けられている。
【００１４】
　血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）は、種々の程度の組織虚血および梗塞をもたらす
可能性がある、血栓性微小血管障害、血小板減少症、および微小血管血栓症を特徴とする
疾患である。臨床的に、ＴＴＰ患者は、血小板減少、分裂赤血球（赤血球の断片化）、お
よび乳酸デヒドロゲナーゼのレベル上昇等の症状によって診断される（Ｍｏａｋｅ　Ｊ　
Ｌ．Ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｍｉｃｒｏａｎｇｉｏｐａｔｈｉｅｓ．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　
Ｍｅｄ．２００２；３４７：５８９－６００、Ｍｏａｋｅ　Ｊ　Ｌ．ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅ
ｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ，ＡＤＡＭＴＳ１３，ａｎｄ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒ
ｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｓｅｍｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌ．２００４



(5) JP 5936232 B2 2016.6.22

10

20

30

40

50

；４１：４－１４、Ｓａｄｌｅｒ　Ｊ　Ｅ，Ｍｏａｋｅ　Ｊ　Ｌ，Ｍｉｙａｔａ　Ｔ，Ｇ
ｅｏｒｇｅ　Ｊ　Ｎ．Ｒｅｃｅｎｔ　ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　
ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ（Ａｍ　Ｓ
ｏｃ　Ｈｅｍａｔｏｌ　Ｅｄｕｃ　Ｐｒｏｇｒａｍ）．２００４：４０７－４２３、Ｓａ
ｄｌｅｒ　Ｊ　Ｅ．Ｎｅｗ　ｃｏｎｃｅｐｔｓ　ｉｎ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　
ｄｉｓｅａｓｅ．Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｍｅｄ．２００５；５６：１７３－１９１）。
【００１５】
　１９８２年に、Ｍｏａｋｅらは、慢性の再発ＴＴＰを有する患者の血漿において、異常
に大型のフォンビルブランド因子（ＵＬ－ｖＷＦ）多量体を認めた（Ｍｏａｋｅ　Ｊ　Ｌ
，Ｒｕｄｙ　Ｃ　Ｋ，Ｔｒｏｌｌ　Ｊ　Ｈ，Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ　Ｍ　Ｊ，Ｃｏｌａｎｎ
ｉｎｏ　Ｎ　Ｍ，Ａｚｏｃａｒ　Ｊ，Ｓｅｄｅｒ　Ｒ　Ｈ，Ｈｏｎｇ　Ｓ　Ｌ，Ｄｅｙｋ
ｉｎ　Ｄ．Ｕｎｕｓｕａｌｌｙ　ｌａｒｇｅ　ｐｌａｓｍａ　ｆａｃｔｏｒ　ＶＩＩＩ：
ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ　ｍｕｌｔｉｍｅｒｓ　ｉｎ　ｃｈｒｏｎ
ｉｃ　ｒｅｌａｐｓｉｎｇ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ
　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．１９８２；３０７：１４３２－１４３５
）。ＵＬ－ｖＷＦとＴＴＰとの間の関連は、ＴＴＰを患う大半の患者が、現在ＡＤＡＭＴ
Ｓ１３として知られる、ｖＷＦを切断する血漿メタロプロテアーゼを欠損しているという
、ＦｕｒｌａｎらならびにＴｓａｉおよびＬｉａｎによる独立した所見によって支持を得
た（Ｆｕｒｌａｎ　Ｍ，Ｒｏｂｌｅｓ　Ｒ，Ｓｏｌｅｎｔｈａｌｅｒ　Ｍ，Ｗａｓｓｍｅ
ｒ　Ｍ，Ｓａｎｄｏｚ　Ｐ，Ｌａｅｍｍｌｅ　Ｂ．Ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ　ａｃｔｉｖｉｔ
ｙ　ｏｆ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒｏｔ
ｅａｓｅ　ｉｎ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｒｅｌａｐｓｉｎｇ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒ
ｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｂｌｏｏｄ．１９９７；８９：３０９７
－３１０３、Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ，Ｓｕｓｓｍａｎ，Ｉ　Ｉ，Ｇｉｎｓｂｕｒｇ　Ｄ，Ｌａ
ｎｋｈｏｆ　Ｈ，Ｓｉｘｍａ　Ｊ　Ｊ，Ｎａｇｅｌ　Ｒ　Ｌ．Ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ　
ｃｌｅａｖａｇｅ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｔｙｐｅ　２Ａ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌ
ｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ　ｍｕｔａｎｔｓ　Ｒ８３４Ｗ　ａｎｄ　Ｒ８３４Ｑ：ｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｂｙ　ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ　ａｎｄ　ｂｙ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａ
ｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ＶＰ－１．　Ｂｌｏｏｄ．１９９７；８９：１９５４－１９６２
、Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ，Ｌｉａｎ　Ｅ　Ｃ．Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　ｖｏｎ　Ｗｉｌ
ｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎ　ａｃｕｔ
ｅ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｎ　
Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．１９９８；３３９：１５８５－１５９４）。
【００１６】
　ＡＤＡＭＴＳ１３プロテアーゼは、肝臓によって主に産生される１９０ｋＤａのグリコ
シル化タンパク質である（Ｌｅｖｙ　Ｇ　Ｇ，Ｎｉｃｈｏｌｓ　Ｗ　Ｃ，Ｌｉａｎ　Ｅ　
Ｃ，Ｆｏｒｏｕｄ　Ｔ，ＭｃＣｌｉｎｔｉｃｋ　Ｊ　Ｎ，ＭｃＧｅｅ　Ｂ　Ｍ，Ｙａｎｇ
　Ａ　Ｙ，Ｓｉｅｍｉｅｎｉａｋ　Ｄ　Ｒ，Ｓｔａｒｋ　Ｋ　Ｒ，Ｇｒｕｐｐｏ　Ｒ，Ｓ
ａｒｏｄｅ　Ｒ，Ｓｈｕｒｉｎ　Ｓ　Ｂ，Ｃｈａｎｄｒａｓｅｋａｒａｎ　Ｖ，Ｓｔａｂ
ｌｅｒ　Ｓ　Ｐ，Ｓａｂｉｏ　Ｈ，Ｂｏｕｈａｓｓｉｒａ　Ｅ　Ｅ，Ｕｐｓｈａｗ　Ｊ　
Ｄ，Ｊｒ．，Ｇｉｎｓｂｕｒｇ　Ｄ，Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ａ
　ｍｅｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＡＤＡＭＴＳ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ　ｃａｕｓｅ　
ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｎａｔｕ
ｒｅ．２００１；４１３：４８８－４９４、Ｆｕｊｉｋａｗａ　Ｋ，Ｓｕｚｕｋｉ　Ｈ，
ＭｃＭｕｌｌｅｎ　Ｂ，Ｃｈｕｎｇ　Ｄ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ
　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ
　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｓ　ａ　ｎｅｗ　ｍｅｍｂｅｒ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ　ｆａｍｉｌｙ．Ｂｌｏｏｄ．２０
０１；９８：１６６２－１６６６、Ｚｈｅｎｇ　Ｘ，Ｃｈｕｎｇ　Ｄ，Ｔａｋａｙａｍａ
　Ｔ　Ｋ，Ｍａｊｅｒｕｓ　Ｅ　Ｍ，Ｓａｄｌｅｒ　Ｊ　Ｅ，Ｆｕｊｉｋａｗａ　Ｋ．Ｓ
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ｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉ
ｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ（ＡＤＡＭＴＳ１３），ａ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ　
ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　
ｐｕｒｐｕｒａ．Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２００１；２７６：４１０５９－４１０６３
、Ｓｏｅｊｉｍａ　Ｋ，Ｍｉｍｕｒａ　Ｎ，Ｈｉｒａｓｈｉｍａ　Ｍ，Ｍａｅｄａ　Ｈ，
Ｈａｍａｍｏｔｏ　Ｔ，Ｎａｋａｇａｋｉ　Ｔ，Ｎｏｚａｋｉ　Ｃ．Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｈ
ｕｍａｎ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　
ｌｉｖｅｒ　ａｎｄ　ｓｅｃｒｅｔｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｂｌｏｏｄ：ｐｏｓｓｉｂ
ｌｙ，ｔｈｅ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒ
ｏｔｅａｓｅ；Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ（Ｔｏｋｙｏ）．　２００１；１３０：４７５－４８
０、Ｇｅｒｒｉｔｓｅｎ　Ｈ　Ｅ，Ｒｏｂｌｅｓ　Ｒ，Ｌａｍｍｌｅ　Ｂ，Ｆｕｒｌａｎ
　Ｍ．Ｐａｒｔｉａｌ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉ
ｅｄ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒｏｔｅａ
ｓｅ．　Ｂｌｏｏｄ．２００１；９８：１６５４－１６６１）。
【００１７】
　ＡＤＡＭＴＳ１３遺伝子における変異は、ＴＴＰを生じることが示されている（Ｌｅｖ
ｙ　Ｇ　Ｇ，Ｎｉｃｈｏｌｓ　Ｗ　Ｃ，Ｌｉａｎ　Ｅ　Ｃ，Ｆｏｒｏｕｄ　Ｔ，ＭｃＣｌ
ｉｎｔｉｃｋ　Ｊ　Ｎ，ＭｃＧｅｅ　Ｂ　Ｍ，Ｙａｎｇ　Ａ　Ｙ，Ｓｉｅｍｉｅｎｉａｋ
　Ｄ　Ｒ，Ｓｔａｒｋ　Ｋ　Ｒ，Ｇｒｕｐｐｏ　Ｒ，Ｓａｒｏｄｅ　Ｒ，Ｓｈｕｒｉｎ　
Ｓ　Ｂ，Ｃｈａｎｄｒａｓｅｋａｒａｎ　Ｖ，Ｓｔａｂｌｅｒ　Ｓ　Ｐ，Ｓａｂｉｏ　Ｈ
，Ｂｏｕｈａｓｓｉｒａ　Ｅ　Ｅ，Ｕｐｓｈａｗ　Ｊ　Ｄ，Ｊｒ．，Ｇｉｎｓｂｕｒｇ　
Ｄ，Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ．　Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ａ　ｍｅｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ＡＤＡＭＴＳ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ　ｃａｕｓｅ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒ
ｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｎａｔｕｒｅ．２００１；４１３：４８
８－４９４）。ＡＤＡＭＴＳ－１３活性を阻害する自己抗体により生じることが多い特発
性ＴＴＰは、成人および年長の小児に生じるより一般的な障害であり、１１％～３６％の
患者に一定の間隔で再発する可能性がある（Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ，Ｌｉａｎ　Ｅ　Ｃ．Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉ
ｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎ　ａｃｕｔｅ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃ
ｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．１９９８；３３９：１
５８５－１５９４、Ｆｕｒｌａｎ　Ｍ，Ｌａｍｍｌｅ　Ｂ．Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ
　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ
　ｉｎ　ｆａｍｉｌｉａｌ　ａｎｄ　ａｃｑｕｉｒｅｄ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒ
ｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｂａｉｌｌｉｅｒｅｓ　Ｃｌｉｎ　Ｈａ
ｅｍａｔｏｌ．１９９８；１１：５０９－５１４）。
【００１８】
　非中和自己抗体も、循環からのクリアランスを誘発することにより、ＡＤＡＭＴＳ１３
活性を阻害し得る（Ｓｃｈｅｉｆｌｉｎｇｅｒ　Ｆ，Ｋｎｏｂｌ　Ｐ，Ｔｒａｔｔｎｅｒ
　Ｂ，Ｐｌａｉｍａｕｅｒ　Ｂ，Ｍｏｈｒ　Ｇ，Ｄｏｃｋａｌ　Ｍ，Ｄｏｒｎｅｒ　Ｆ，
Ｒｉｅｇｅｒ　Ｍ．Ｎｏｎｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ＩｇＭ　ａｎｄ　ＩｇＧ　ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ－ｃｌｅａｖｉｎ
ｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ（ＡＤＡＭＴＳ－１３）ｉｎ　ａ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｗｉｔｈ　ｔ
ｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｂｌｏｏｄ
．２００３；１０２：３２４１－３２４３）。健康な成人の血漿ＡＤＡＭＴＳ１３活性は
、５０％～１７８％の範囲である（Ｍｏａｋｅ　Ｊ　Ｌ．Ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒ
ｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ　
ｕｒｅｍｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ．Ａｒｃｈ　Ｐａｔｈｏｌ　Ｌａｂ　Ｍｅｄ．２００２
；１２６：１４３０－１４３３）。家族性または後天性のＴＴＰを伴う大半の患者におい
て、血漿ＡＤＡＭＴＳ１３活性は欠損しているか、または正常な活性は５％未満である。
治療を受けなければ、ＴＴＰの死亡率は９０％を超えるが、血漿療法は、死亡率を約２０
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％減少させている（Ｍｏａｋｅ　Ｊ　Ｌ．Ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔ
ｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ　ｕｒｅｍｉｃ　
ｓｙｎｄｒｏｍｅ．Ａｒｃｈ　Ｐａｔｈｏｌ　Ｌａｂ　Ｍｅｄ．２００２；１２６：１４
３０－１４３３）。
【００１９】
　巨核球および内皮細胞で合成されたｖＷＦは、超大型ｖＷＦ（ＵＬ－ｖＷＦ）として、
それぞれ、血小板α－顆粒およびバイベルパラーデ小体に貯蔵される（Ｍｏａｋｅ　Ｊ　
Ｌ，Ｒｕｄｙ　Ｃ　Ｋ，Ｔｒｏｌｌ　Ｊ　Ｈ，Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ　Ｍ　Ｊ，Ｃｏｌａｎ
ｎｉｎｏ　Ｎ　Ｍ，Ａｚｏｃａｒ　Ｊ，Ｓｅｄｅｒ　Ｒ　Ｈ，Ｈｏｎｇ　Ｓ　Ｌ，Ｄｅｙ
ｋｉｎ　Ｄ．Ｕｎｕｓｕａｌｌｙ　ｌａｒｇｅ　ｐｌａｓｍａ　ｆａｃｔｏｒ　ＶＩＩＩ
：ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ　ｍｕｌｔｉｍｅｒｓ　ｉｎ　ｃｈｒｏ
ｎｉｃ　ｒｅｌａｐｓｉｎｇ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉ
ｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．１９８２；３０７：１４３２－１４３
５、Ｗａｇｎｅｒ　Ｄ　Ｄ，Ｏｌｍｓｔｅｄ　Ｊ　Ｂ，Ｍａｒｄｅｒ　Ｖ　Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ
　ｉｎ　Ｗｅｉｂｅｌ－Ｐａｌａｄｅ　ｂｏｄｉｅｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｔｈ
ｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ．Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１９８２；　９５：３５５－３６０
、Ｗａｇｎｅｒ　Ｄ　Ｄ，Ｂｏｎｆａｎｔｉ　Ｒ．　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆ
ａｃｔｏｒ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ．Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎ　Ｐｒｏｃ
．１９９１；６６：６２１－６２７、Ｓｐｏｒｎ　Ｌ　Ａ，Ｍａｒｄｅｒ　Ｖ　Ｊ，Ｗａ
ｇｎｅｒ　Ｄ　Ｄ．ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｌｅａｓｅｄ　
ｆｒｏｍ　Ｗｅｉｂｅｌ－Ｐａｌａｄｅ　ｂｏｄｉｅｓ　ｂｉｎｄｓ　ｍｏｒｅ　ａｖｉ
ｄｌｙ　ｔｏ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍａｔｒｉｘ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｓｅ
ｃｒｅｔｅｄ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ．Ｂｌｏｏｄ．１９８７；６９：１５３１
－１５３４、Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ，Ｎａｇｅｌ　Ｒ　Ｌ，Ｈａｔｃｈｅｒ　Ｖ　Ｂ，Ｓｕｓ
ｓｍａｎ，Ｉ　Ｉ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｈｉｇｈ　ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｓ
　ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｐｌａｓｍａ　ｍｕｌｔｉｍｅｒ　ｐａｔｔ
ｅｒｎ　ｂｙ　ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅｓ．Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．１９８９；１５８：９８０－９８５、Ｔｓａｉ　Ｈ　
Ｍ，Ｎａｇｅｌ　Ｒ　Ｌ，Ｈａｔｃｈｅｒ　Ｖ　Ｂ，Ｓｕｓｓｍａｎ，Ｉ　Ｉ．Ｍｕｌｔ
ｉｍｅｒｉｃ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ－ｄ
ｅｒｉｖｅｄ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ．Ｂｌｏｏｄ．１９８９；
７３：２０７４－２０７６）。内皮細胞から分泌されると、これらのＵＬ－ｖＷＦ多量体
は、循環において、ＡＤＡＭＴＳ１３によってｖＷＦ分子内の特定の切断部位で、一連の
より小さい多量体に切断される（Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ，Ｎａｇｅｌ　Ｒ　Ｌ，Ｈａｔｃｈｅ
ｒ　Ｖ　Ｂ，Ｓｕｓｓｍａｎ，Ｉ　Ｉ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ－ｄｅｒｉｖ
ｅｄ　ｈｉｇｈ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　
ｆａｃｔｏｒ　ｉｓ　ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｐｌａｓｍａ　ｍｕｌｔ
ｉｍｅｒ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｂｙ　ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅｓ．Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．１９８９；１５８：９８０－９８
５、Ｄｅｎｔ　Ｊ　Ａ，Ｇａｌｂｕｓｅｒａ　Ｍ，Ｒｕｇｇｅｒｉ　Ｚ　Ｍ．Ｈｅｔｅｒ
ｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｏｆ　ｐｌａｓｍａ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ
　ｍｕｌｔｉｍｅｒｓ　ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ　ｆｒｏｍ　ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ
　ｔｈｅ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ　ｓｕｂｕｎｉｔ．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．１
９９１；８８：７７４－７８２、Ｆｕｒｌａｎ　Ｍ，Ｒｏｂｌｅｓ　Ｒ，Ａｆｆｏｌｔｅ
ｒ　Ｄ，Ｍｅｙｅｒ　Ｄ，Ｂａｉｌｌｏｄ　Ｐ，Ｌａｍｍｌｅ　Ｂ．Ｔｒｉｐｌｅｔ　ｓ
ｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｆｌｅｃ
ｔｓ　ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｉｇｈ　ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｍｕｌｔｉｍｅｒｓ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
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　ＵＳＡ．１９９３；９０：７５０３－７５０７）。
【００２０】
　ＡＤＡＭＴＳ１３は、Ｔｙｒ８４２－Ｍｅｔ８４３で、成熟ｖＷＦサブユニットの中央
Ａ２ドメインの結合を切断し、活性のために、亜鉛またはカルシウムを必要とする（Ｄｅ
ｎｔ　Ｊ　Ａ，Ｂｅｒｋｏｗｉｔｚ　Ｓ　Ｄ，Ｗａｒｅ　Ｊ，Ｋａｓｐｅｒ　Ｃ　Ｋ，Ｒ
ｕｇｇｅｒｉ　Ｚ　Ｍ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｃｌｅａｖａｇｅ　
ｓｉｔｅ　ｄｉｒｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｄｅｔｅｃｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｔｙｐｅ　Ｉ
ＩＡ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ．１９９０；８７：６３０６－６３１０）。ｖＷＦは、電子顕微鏡によっ
て見られるように、「毛糸の玉」および繊維状形態で存在する（Ｓｌａｙｔｅｒ　Ｈ，Ｌ
ｏｓｃａｌｚｏ　Ｊ，Ｂｏｃｋｅｎｓｔｅｄｔ　Ｐ，Ｈａｎｄｉｎ　Ｒ　Ｉ．Ｎａｔｉｖ
ｅ　ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ．Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ａ
ｎｄ　ｑｕａｓｉ－ｅｌａｓｔｉｃ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ．Ｊ　Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．１９８５；２６０：８５５９－８５６３）。さらに、原子間力顕微鏡により
、ｖＷＦが、静状態下で球状構造、およびせん断応力に曝された後、ほどかれた繊維状態
で存在することが確認されている（Ｓｉｅｄｌｅｃｋｉ　Ｃ　Ａ，Ｌｅｓｔｉｎｉ　Ｂ　
Ｊ，Ｋｏｔｔｋｅ－Ｍａｒｃｈａｎｔ　Ｋ　Ｋ，Ｅｐｐｅｌｌ　Ｓ　Ｊ，Ｗｉｌｓｏｎ　
Ｄ　Ｌ，Ｍａｒｃｈａｎｔ　Ｒ　Ｅ．Ｓｈｅａｒ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｈａｎｇｅｓ
　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｈ
ｕｍａｎ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ．Ｂｌｏｏｄ．１９９６；８８
：２９３９－２９５０）。これは、ｖＷＦ繊維の一端が表面に固定される時、生体内でも
生じ得る。
【００２１】
　ＴＴＰ患者の血栓は、ほとんどフィブリンを含まず、主にｖＷＦおよび血小板を含み、
血栓症の原因としてｖＷＦ媒介血小板の凝集を示唆する（Ａｓａｄａ　Ｙ，Ｓｕｍｉｙｏ
ｓｈｉ　Ａ，Ｈａｙａｓｈｉ　Ｔ，Ｓｕｚｕｍｉｙａ　Ｊ，Ｋａｋｅｔａｎｉ　Ｋ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｌｅｓｉｏｎ　ｉｎ
　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ，　ｗｉ
ｔｈ　ｓｐｅｃｉａｌ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｔｏ　ｆａｃｔｏｒ　ＶＩＩＩ　ｒｅｌａ
ｔｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ．Ｔｈｒｏｍｂ　Ｒｅｓ．１９８５；３８：４６９－４７９）。
ＴＴＰの再発を伴う患者は、血漿中に超大型多量体を有する。抑制物質（抗ＡＤＡＭＴＳ
１３　Ａｂ）の持続がＡＤＡＭＴＳ１３活性を減少させるため、ＵＬ－ｖＷＦ多量体は、
時間とともに蓄積する。ＵＬ－ｖＷＦ多量体は、機能亢進性であり、せん断応力を受けて
ほどかれ、血小板の凝集を生じ、血管内血栓症をもたらす（Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ．Ｖｏｎ　
Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆａｃｔｏｒ，ＡＤＡＭＴＳ１３，ａｎｄ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉ
ｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｊ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ．２００
２；８０：６３９－６４７、Ｔｓａｉ　Ｈ　Ｍ．Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　ＡＤＡＭ
ＴＳ－１３　ｉｎ　ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ　ａｎｄ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ
　ｐｕｒｐｕｒａ．Ｊ　Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍｏｓｔ．２００３；１：２０３８－２０
４０、ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ　２０４０－２０３５）。
【００２２】
　ＡＤＡＭＴＳ１３欠損による血漿中の反応性亢進ＵＬ－ｖＷＦ多量体の存在は、冠動脈
心疾患と関連付けられている動脈血栓症のリスク増加に関連している可能性があると考え
られている。
【００２３】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、いくつかの疾患および病態と関連付けられているため、薬
学的配合物および投与に適した、高比活性を有する組み換えＡＤＡＭＴＳタンパク質の大
規模な産生方法が、本技術分野において必要とされている。本発明は、ＡＤＡＭＴＳタン
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パク質の産生および精製の技術における、これらの必要性および他の必要性を満たす方法
を提供する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００２４】
【非特許文献１】Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＢＭＣ　Ｅｖｏｌ　Ｂｉｏｌ．２
００５　Ｆｅｂ　４；５（１）：１１
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２５】
　一態様において、本発明は、トロンボスポンジンモチーフを有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ）タンパク質を発現させる方法を提供する。
特定の実施形態において、本明細書に提供される方法は、有利に、発現レベルの増加、お
よび実質的に改善された活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質の産生をもたらす。これら
の改善された性質は、一例において、カルシウム、亜鉛、またはニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）等の、レベルを増加した種々の成分でＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現に使用され
る培養培地を補うことにより達成され得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質である。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、回分、流加、または連続細胞培養条件下で、動物性タン
パク質を含まない、および既知組成培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸
を持つ組み換え細胞を培養することにより、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現および／また
はその活性レベルを増加させる方法に関する。一部の実施形態において、これらの方法は
、細胞浮遊様式または細胞付着様式のいずれかで実施され得る、回分、流加、灌流、また
はケモスタット細胞培養の使用を含む。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質である。
【００２７】
　別の態様において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の精製中の活性損失の量を減少
させる方法を提供する。特定の実施形態において、本方法は、精製緩衝液をさらなるレベ
ルのカルシウムおよび／または亜鉛で補充することを含む。具体的な実施形態において、
本方法は、精製中に使用される限外濾過および／または透析濾過ステップ中のＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質の活性を安定させることに関する。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質である。
【００２８】
　また別の態様において、本発明は、薬学的組成物の調製に使用するために、増加した活
性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質を産生する方法に関する。特定の実施形態において、
これらの方法は、増加した活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現の増加に適した条
件下で、動物性タンパク質を含まない、および／または既知組成の培養培地の使用を含む
。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質
である。
【００２９】
　関連する態様において、本発明は、高比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現に
有用である動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、および既知組成の
培地を提供する。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質である。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　トロンボスポンジンモチーフを有するディスインテグリンおよびメタロプロテイナーゼ
（ＡＤＡＭＴＳ）タンパク質を発現させるための方法であって、少なくとも約２μＭの濃
度の亜鉛、または少なくとも約０．５ｍＭの濃度のカルシウムのうちの少なくとも１つを
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含む培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養すること
を含む、方法。
（項目２）
　前記培養培地は、少なくとも約２μＭの亜鉛を含有する、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記培養培地は、約２μＭ～約１２μＭの間の亜鉛を含有する、項目１または２に記載
の方法。
（項目４）
　前記培養培地は、少なくとも約５μＭの亜鉛を含有する、項目１～３のいずれか１項に
記載の方法。
（項目５）
　前記培養培地は、約５μＭ～約１２μＭの間の亜鉛を含有する、項目１～４のいずれか
１項に記載の方法。
（項目６）
　前記培養培地は、少なくとも約０．５ｍＭのカルシウムを含有する、項目１～５のいず
れか１項に記載の方法。
（項目７）
　前記培養培地は、約０．５ｍＭ～約１．５ｍＭの間のカルシウムを含有する、項目６に
記載の方法。
（項目８）
　前記培養培地は、少なくとも２μＭの亜鉛と、少なくとも約０．５ｍＭのカルシウムと
、を含有する、項目１に記載の方法。
（項目９）
　前記培養培地は、少なくとも約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）をさらに
含む、項目１～８のいずれか１項に記載の方法。
（項目１０）
　前記培養培地は、少なくとも約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）をさらに
含む、項目１～９のいずれか１項に記載の方法。
（項目１１）
　前記培養培地は、約２ｍｇ／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌの間のニコチンアミド（ビタミンＢ３
）を含有する、項目１～１０のいずれか１項に記載の方法。
（項目１２）
　前記培養培地は、少なくとも約０．５ｍｇ／Ｌのポリアミンをさらに含む、項目１～１
１のいずれか１項に記載の方法。
（項目１３）
　前記ポリアミンは、プトレシンである、項目１２に記載の応法。
（項目１４）
　前記培養培地は、約２ｍｇ／Ｌ～約８ｍｇ／Ｌの間のプトレシンを含有する、項目１３
に記載の方法。
（項目１５）
　前記培養培地は、動物性タンパク質を含まない、項目１～１４のいずれか１項に記載の
方法。
（項目１６）
　前記培養培地は、既知組成培地である、項目１～１５のいずれか１項に記載の方法。
（項目１７）
　前記細胞は、バクテリア細胞、酵母細胞、昆虫細胞、鳥類細胞、および哺乳類細胞から
成る群より選択される、項目１～１６のいずれか１項に記載の方法。
（項目１８）
　前記哺乳類細胞は、ヒト細胞系、ハムスター細胞系、およびマウス細胞系から成る群よ
り選択される細胞系である、項目１７に記載の方法。
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（項目１９）
　前記細胞系は、ＣＨＯ細胞系、ＢＨＫ細胞系、およびＨＥＫ細胞系から成る群より選択
される、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　前記細胞系は、ＣＨＯ細胞系である、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする前記核酸は、誘導性プロモーターをさらに含
む、項目１～２０のいずれか１項に記載の方法。
（項目２２）
　前記方法は、回分細胞培養法を含む、項目１～２１のいずれか１項に記載の方法。
（項目２３）
　前記回分細胞培養は、反復回分細胞培養である、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
　前記回分細胞培養は、流加回分細胞培養である、項目２２に記載の方法。
（項目２５）
　前記方法は、連続細胞培養を含む、項目１～２１および２３のいずれか１項に記載の方
法。
（項目２６）
　前記連続細胞培養は、連続浮遊細胞培養を含む、項目２５に記載の方法。
（項目２７）
　前記連続細胞培養は、連続付着細胞培養を含む、項目２５に記載の方法。
（項目２８）
　前記培養は、ケモスタット様式で実施される、項目２６に記載の方法。
（項目２９）
　前記培養は、灌流様式で実施される、項目２６または２７に記載の方法。
（項目３０）
　前記細胞を培養するためにマイクロキャリアが使用される、項目２７または２９に記載
の方法。
（項目３１）
　前記マイクロキャリアは、多孔質マイクロキャリアである、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　前記培養は、少なくとも７日間維持される、項目２３および２５～３１のいずれか１項
に記載の方法。
（項目３３）
　前記培養は、少なくとも１ヶ月間維持される、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　前記培養は、少なくとも２ヶ月間維持される、項目３３に記載の方法。
（項目３５）
　前記培養は、約３５℃～約３７℃の間の温度で維持される、項目１～３４のいずれか１
項に記載の方法。
（項目３６）
　前記培養は、約６．９～約７．３の間のｐＨで維持される、項目１～３５のいずれか１
項に記載の方法。
（項目３７）
　前記培養は、約７．０５～約７．１５の間のｐＨで維持される、項目３６に記載の方法
。
（項目３８）
　前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質はＡＤＡＭＴＳ１３である、項目１～３７のいずれか１項
に記載の方法。
（項目３９）
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　前記培養培地中の前記ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性は、１ｍｇのＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質当り少なくとも約６００Ｕである、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
　前記培養培地中の前記ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性は、１ｍｇのＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質当り少なくとも約８００Ｕである、項目３９に記載の方法。
（項目４１）
　前記培養は、１日につき１Ｌの培養物当り少なくとも約４００ＵのＡＤＡＭＴＳ１３活
性（Ｕ／Ｌ／Ｄ）をもたらす、項目３８～４０のいずれか１項に記載の方法。
（項目４２）
　前記培養は、１日につき１Ｌの培養物当り少なくとも約８００ＵのＡＤＡＭＴＳ１３活
性（Ｕ／Ｌ／Ｄ）をもたらす、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
　ＡＤＡＭＴＳ組成物を産生するための方法であって、
　（ａ）動物性タンパク質を含まない培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードす
る核酸を持つ細胞を培養するステップと、
　（ｂ）前記培養物から上清の分画を除去するステップと、
　（ｃ）あらゆる残留細胞を除去するために、濾過または遠心分離のステップを実施する
ステップと、
　（ｄ）前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質を濃縮するために、限外濾過ステップを実施するス
テップと、
　（ｅ）少なくとも約０．５μＭｎの亜鉛と、少なくとも約０．１ｍＭのカルシウムとを
含む緩衝液を用いて、透析濾過を実施し、それによってＡＤＡＭＴＳ組成物を調製するス
テップと、を含む、方法。
（項目４４）
　細胞を培養する前記ステップは、回分細胞培養を含む、項目４３に記載の方法。
（項目４５）
　細胞を培養する前記ステップは、連続細胞培養を含む、項目４３に記載の方法。
（項目４６）
　前記培養培地は、カルシウムを含有する、項目４３～４５のいずれか１項に記載の方法
。
（項目４７）
　前記培養培地は、少なくとも０．５ｍＭのカルシウムを含有する、項目４６に記載の方
法。
（項目４８）
　前記培養培地は、亜鉛を含有する、項目４３～４７のいずれか１項に記載の方法。
（項目４９）
　前記培養培地は、少なくとも２μＭの亜鉛を含有する、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
　前記培養培地は、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、項目４３～４９のいず
れか１項に記載の方法。
（項目５１）
　前記培養培地は、少なくとも２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する
、項目５０に記載の方法。
（項目５２）
　前記透析緩衝液は、少なくとも約５μＭの亜鉛と、少なくとも約２ｍＭのカルシウムと
、を含有する、項目４３～５１のいずれか１項に記載の方法。
（項目５３）
　前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質はＡＤＡＭＴＳ１３である、項目４３～５２のいずれか１
項に記載の方法。
（項目５４）
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　前記ＡＤＡＭＴＳ１３の比活性の約２０％未満が、前記ステップ（ｃ）の終わりと前記
ステップ（ｅ）の終わりの間に失われる、項目４３～５３のいずれか１項に記載の方法。
（項目５５）
　前記ＡＤＡＭＴＳ１３の比活性の約１０％未満が、前記ステップ（ｃ）の終わりと前記
ステップ（ｅ）の終わりの間に失われる、項目５４に記載の方法。
（項目５６）
　前記ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも約１０００Ｕ／ｍｇの比活性を有する、項
目４３～５５のいずれか１項に記載の方法。
（項目５７）
　前記ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも約１５００Ｕ／ｍｇの比活性を有する、項
目５６に記載の方法。
（項目５８）
　項目１～４２のいずれか１項に記載の方法に従って、細胞培養物中にＡＤＡＭＴＳタン
パク質を発現させることを含む方法により調製される、ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物。
（項目５９）
　項目４３～５７のいずれか１項に記載の方法に従う方法により調製される、ＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質組成物。
本願発明は、さらに以下の項目を提供する。
　　（項目A１）
　トロンボスポンジンモチーフを有するディスインテグリンおよびメタロプロテイナーゼ
（ＡＤＡＭＴＳ）タンパク質を発現させるための方法であって、少なくとも３μＭの亜鉛
を含む培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養するこ
とを含み、ここで、該方法に従って発現されたＡＤＡＭＴＳタンパク質は、１．５μＭの
亜鉛を含む培養培地中で発現されたＡＤＡＭＴＳタンパク質と比較して、より高い比活性
を有する、方法。
　　（項目A２）
　前記培養培地は、３μＭ～１２μＭの間の亜鉛を含有する、項目A１に記載の方法。
　　（項目A３）
　前記培養培地は、少なくとも５μＭの亜鉛を含有する、項目A１または２に記載の方法
。
　　（項目A４）
　前記培養培地は、５μＭ～１２μＭの間の亜鉛を含有する、項目A１～３のいずれか１
項に記載の方法。
　　（項目A５）
　前記培養培地は、少なくとも０．５ｍＭのカルシウムを含有する、項目A１～４のいず
れか１項に記載の方法。
　　（項目A６）
　前記培養培地は、０．５ｍＭ～１．５ｍＭの間のカルシウムを含有する、項目A５に記
載の方法。
　　（項目A７）
　前記培養培地は、少なくとも２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）をさらに含
む、項目A１～６のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A８）
　前記培養培地は、少なくとも７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）をさらに含
む、項目A１～６のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A９）
　前記培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌの間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を
含有する、項目A１～８のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A１０）
　前記培養培地は、少なくとも０．５ｍｇ／Ｌのポリアミンをさらに含む、項目A１～９
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のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A１１）
　前記ポリアミンは、プトレシンである、項目A１０に記載の方法。
　　（項目A１２）
　前記培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌの間のプトレシンを含有する、項目A１１に
記載の方法。
　　（項目A１３）
　前記培養培地は、動物性タンパク質を含まない、項目A１～１２のいずれか１項に記載
の方法。
　　（項目A１４）
　前記培養培地は、既知組成培地である、項目A１～１３のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A１５）
　前記細胞は、バクテリア細胞、酵母細胞、昆虫細胞、鳥類細胞、および哺乳類細胞から
成る群より選択される、項目A１～１４のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A１６）
　前記哺乳類細胞は、ヒト細胞系、ハムスター細胞系、およびマウス細胞系から成る群よ
り選択される細胞系である、項目A１５に記載の方法。
　　（項目A１７）
　前記細胞系は、ＣＨＯ細胞系、ＢＨＫ細胞系、およびＨＥＫ細胞系から成る群より選択
される、項目A１６に記載の方法。
　　（項目A１８）
　前記細胞系は、ＣＨＯ細胞系である、項目A１７に記載の方法。
　　（項目A１９）
　前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする前記核酸は、誘導性プロモーターをさらに含
む、項目A１～１８のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A２０）
　前記方法は、回分細胞培養を含む、項目A１～１９のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A２１）
　前記回分細胞培養は、反復回分細胞培養である、項目A２０に記載の方法。
　　（項目A２２）
　前記回分細胞培養は、流加回分細胞培養である、項目A２０に記載の方法。
　　（項目A２３）
　前記方法は、連続細胞培養を含む、項目A１～１９および２１のいずれか１項に記載の
方法。
　　（項目A２４）
　前記連続細胞培養は、連続浮遊細胞培養を含む、項目A２３に記載の方法。
　　（項目A２５）
　前記連続細胞培養は、連続付着細胞培養を含む、項目A２３に記載の方法。
　　（項目A２６）
　前記培養は、ケモスタット様式で実施される、項目A２４に記載の方法。
　　（項目A２７）
　前記培養は、灌流様式で実施される、項目A２４または２５に記載の方法。
　　（項目A２８）
　前記細胞を培養するためにマイクロキャリアが使用される、項目A２５または２６に記
載の方法。
　　（項目A２９）
　前記マイクロキャリアは、多孔質マイクロキャリアである、項目A２８に記載の方法。
　　（項目A３０）
　前記培養は、少なくとも７日間維持される、項目A２１および２３～２９のいずれか１
項に記載の方法。
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　　（項目A３１）
　前記培養は、少なくとも１ヶ月間維持される、項目A３０に記載の方法。
　　（項目A３２）
　前記培養は、少なくとも２ヶ月間維持される、項目A３１に記載の方法。
　　（項目A３３）
　前記培養は、３５℃～３７℃の間の温度で維持される、項目A１～３２のいずれか１項
に記載の方法。
　　（項目A３４）
　前記培養は、６．９～７．３の間のｐＨで維持される、項目A１～３３のいずれか１項
に記載の方法。
　　（項目A３５）
　前記培養は、７．０５～７．１５の間のｐＨで維持される、項目A３４に記載の方法。
　　（項目A３６）
　前記ＡＤＡＭＴＳタンパク質はＡＤＡＭＴＳ１３である、項目A１～３５のいずれか１
項に記載の方法。
　　（項目A３７）
　前記培養培地中の前記ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性は、１ｍｇのＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質当り少なくとも６００Ｕである、項目A３６に記載の方法。
　　（項目A３８）
　前記培養培地中の前記ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性は、１ｍｇのＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質当り少なくとも８００Ｕである、項目A３７に記載の方法。
　　（項目A３９）
　前記培養は、１日につき１Ｌの培養物当り少なくとも４００ＵのＡＤＡＭＴＳ１３活性
（Ｕ／Ｌ／Ｄ）をもたらす、項目A３６～３８のいずれか１項に記載の方法。
　　（項目A４０）
　前記培養は、１日につき１Ｌの培養物当り少なくとも８００ＵのＡＤＡＭＴＳ１３活性
（Ｕ／Ｌ／Ｄ）をもたらす、項目A３９に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】種々の温度およびｐＨ条件下で、動物性タンパク質を含まない培地中で培養され
たＣＨＯ細胞で発現した、組み換えヒトＡＤＡＭＴＳ１３の容量ＦＲＥＴＳ－ｖＷＦ７３
産生能。種々の細胞培養実験の結果は、培養温度およびｐＨの関数として、正規化した容
量ＡＤＡＭＴＳ１３　ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３産生能を表現する（Ａ）等高線図および（
Ｂ）表面プロットとして示される。
【００３１】
【図２】種々の温度およびｐＨ条件下で、動物性タンパク質を含まない培地中で培養され
た、組み換えヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現するＣＨＯ細胞の比活性レベル（ＦＲＥＴＳ－
ＶＷＦ７３／ＥＬＩＳＡによる抗原）。種々の細胞培養実験の結果は、培養温度およびｐ
Ｈの関数として、比活性を表現する（Ａ）等高線図および（Ｂ）表面プロットとして示さ
れる。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
Ｉ．　概要
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質（すなわち、ＡＤＡＭＴＳ－１～ＡＤＡＭＴＳ－２０）は、共
通のモジュラードメイン構成を共有する分泌亜鉛メタロプロテイナーゼのファミリーであ
る（概説については、Ｆｌａｎｎｅｒｙ　Ｃ．Ｒ．，Ｆｒｏｎｔ　Ｂｉｏｓｃｉ．２００
６　Ｊａｎ　１；１１：５４４－６９を参照）。ＡＤＡＭＴＳタンパク質は全て、共通の
コアドメイン構造を共有し、シグナルペプチド、次いで、プロドメイン、亜鉛依存性メタ
ロプロテイナーゼ触媒ドメイン、ディスインテグリン様ドメイン、トロンボスポンジンＩ
型反復、高システインドメイン、およびスペーサードメインから成る（Ａｐｔｅ　Ｓ．Ｓ
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．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２００９　Ｎｏｖ　１３；２８４（４６）：３１４９３－
７）。加えて、ＡＤＡＭＴＳ－４を除く全ては、少なくとももう１つのトロンボスポンジ
ンＩ型反復ドメインを含有し、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の多くは、１つ以上のさらなる補
助的なドメインを含有する。特に、全てのＡＤＡＭＴＳタンパク質は、メタロプロテイナ
ーゼ触媒ドメイン内に位置する少なくとも１つのカルシウム結合部位と、少なくとも１つ
の亜鉛結合部位とを含有するように思われることが報告されている（Ａｎｄｒｅｉｎｉ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ．，２００５，４（３），ｐｐ８８１－８
８８）。
【００３３】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質の生物学的役割は、血管新生抑制、間質性腎線維症、骨再形成
、卵巣濾胞形成、粥状動脈硬化、泌尿生殖器発達、および腫瘍増殖／再造形（ＡＤＡＭＴ
Ｓ－１）；エーラースダンロス症候群７Ｃ型、およびウシ皮膚脆弱症（ＡＤＡＭＴＳ－２
）；関節炎、粥状動脈硬化、および腱障害（ＡＤＡＭＴＳ－４）；関節炎および膠芽腫（
ＡＤＡＭＴＳ－５）；関節炎（ＡＤＡＭＴＳ－７）；血管新生抑制、脳悪性病変、関節炎
、および粥状動脈硬化（ＡＤＡＭＴＳ－８）；関節炎（ＡＤＡＭＴＳ－９，－１２）；血
栓性血小板減少性紫斑病（ＡＤＡＭＴＳ－１３）；ならびに抗血栓症／脳卒中（ＡＤＡＭ
ＴＳ１８）を含む、種々の疾患および状態について報告されている（概説については、Ｌ
ｉｎ　ａｎｄ　Ｌｉｕ，Ｏｐｅｎ　Ａｃｃｅｓｓ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｒｅｖｉｅｗｓ２００９：１　１２１－１３１を参照）。
【００３４】
　組み換えＡＤＡＭＴＳ１３（Ａ１３）は、これまで哺乳類細胞中で発現されているが、
比活性は、細胞培養条件により広範に変動する。多くの市販の培養培地は、ＦＲＥＴＳ－
ＶＷＦ７３アッセイにより測定される活性の、ＥＬＩＳＡによって決定した抗原含量に対
する比率として表現される、高比活性を有するＡ１３の発現に十分ではないことが分かっ
ている。一態様において、本明細書に提供される方法は、全活性および比活性の増加した
レベルを有するＡ１３の細胞培養発現を可能にする、いくつかの有利な所見に基づく。
【００３５】
　本明細書に記載される試験は、培養培地中に約０．５ｍＭ～約１．５ｍＭの特定の最低
濃度のカルシウムが、活性Ａ１３の発現に必要とされることを示す。加えて、培養培地を
増加したレベルの亜鉛で補充することにより、得られた発現したＡ１３タンパク質が高い
全活性および比活性を有したことが分かった。例えば、ＤＭＥＭ／Ｆ１２系培地等の、標
準的な既知組成培地に見られる濃度と比較して、通常の濃度の２～３倍のさらなる亜鉛で
補充された培養において、Ａ１３の比活性は有意に増加した。さらに、Ａ１３の比活性に
おけるさらなる増加は、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度を標準的なＤＭＥＭ／Ｆ
１２系培地の約２ｍｇ／Ｌから約７ｍｇ／Ｌに増加することにより達成され得る。さらな
るカルシウム、亜鉛、および／またはニコチンアミドで補充された培地中で、組み換えＣ
ＨＯ細胞またはＨＥＫ２９３細胞を培養することにより、少なくとも約５００ｍＵ／μｇ
、１０００ｍＵ／μｇ、最大約２０００ｍＵ／μｇの比活性が、組み換えヒトＡ１３の大
規模な発現培養において達成され得る。組み換えにより産生されたＡ１３タンパク質の比
活性のこれらのレベルは、以前に報告されていない。有利に、Ａ１３活性の増加したレベ
ルは、動物由来の成分を含まない既知組成培地において達成され、薬学的配合物のタンパ
ク質の産生に適した大規模でのＡＤＡＭＴＳタンパク質の一貫した再現性のある発現を可
能にする。さらに、これらの培地は、組み換えタンパク質、例えば、インスリンさえ含ま
ず、薬学的投与用の配合物においてより安全に使用され得る産物をもたらす。
【００３６】
　本開示は、標準的な限外／透析濾過および他の精製ステップ中の活性および比活性の損
失を防止する方法も提供する。有利に、透析濾過に使用される緩衝液をさらなるカルシウ
ムおよび亜鉛で補充することにより、ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイによって測定して
、Ａ１３活性の損失において、有意な減少が達成され得ることが分かった。
【００３７】
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　したがって、分泌メタロプロテイナーゼのＡＤＡＭＴＳファミリー間の共通した構造－
機能関係により、本発明によって提供される方法は、細胞培養中の全てのＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質の発現、および細胞培地からの回収を可能にする。
【００３８】
ＩＩ．　定義
　本明細書に使用される、「ビタミンＢ３」、「ニコチンアミド」、「ナイアシンアミド
」、「ナイアシン」、および「ニコチン酸」という用語は、ビタミンのＢ３ファミリーの
いずれの成員を指すために、交換可能に使用され得る。したがって、本ファミリーのいず
れの成員も、本発明の方法に使用される培地を補充するために使用され得る。
【００３９】
　本明細書に使用される、「ＡＤＡＭＴＳタンパク質」とは、メタロプロテイナーゼのト
ロンボスポンジンＩ型モチーフファミリーを伴うディスインテグリンおよびメタロプロテ
イナーゼのポリペプチドを指す。本ファミリーの成員は、ヒトタンパク質ＡＤＡＭＴＳ１
（ＮＭ＿００６９８８）、ＡＤＡＭＴＳ２（ＮＭ＿０１４２４４；ＮＭ＿０２１５９９）
、ＡＤＡＭＴＳ３（ＮＭ＿０１４２４３）、ＡＤＡＭＴＳ４（ＮＭ＿００５０９９）、Ａ
ＤＡＭＴＳ５（ＮＭ＿００７０３８）、ＡＤＡＭＴＳ６（ＮＭ＿０１４２７３）、ＡＤＡ
ＭＴＳ７（ＮＭ＿０１４２７２７）、ＡＤＡＭＴＳ８（ＮＭ＿００７０３７）、ＡＤＡＭ
ＴＳ９（ＮＭ＿１８２９２０；ＮＭ＿１８２９２１；ＮＭ＿０２０２４９）、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１０（ＮＭ＿０３０９５７）、ＡＤＡＭＴＳ１２（ＮＭ＿０３０９５５）、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１３（ＮＭ＿１３９０２５；ＮＭ＿１３９０２６；ＮＭ＿１３９０２７；ＮＭ＿１３９
０２８）、ＡＤＡＭＴＳ１４（ＮＭ＿１３９１５５；ＮＭ＿０８０７２２）、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１５（ＮＭ＿１３９０５５）、ＡＤＡＭＴＳ１６（ＮＭ＿１３９０５６），ＡＤＡＭＴ
Ｓ１７（ＮＭ＿１３９０５７）、ＡＤＡＭＴＳ１８（ＮＭ＿１９９３５５；ＮＭ＿１３９
０５４）、ＡＤＡＭＴＳ１９（ＮＭ＿１３３６３８）、およびＡＤＡＭＴＳ２０（ＮＭ＿
０２５００３，ＮＭ＿１７５８５１）を含む。ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、完全長タンパ
ク質、および少なくとも部分的な生物学的活性、例えば、完全長タンパク質により示され
る活性、特に、完全長タンパク質により示されるプロテアーゼ活性の少なくとも１０％、
２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％以上を示す、部分ポ
リペプチドの双方を含む。特定の場合において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、例えば、酵
素的手段もしくは化学的手段によって、生体内または生体外のいずれかにおいて翻訳後修
飾される。本発明のＡＤＡＭＴＳタンパク質は、選択的にスプライスされたイソ型、保存
的修飾されたタンパク質、実質的に同一のタンパク質、ホモログ等を含むことを理解する
。
【００４０】
　本発明の内容において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、例えば、霊長類、ヒト、サル、ウ
サギ、ブタ、ゲッ齒、マウス、ラット、ハムスター、スナネズミ、イヌ、ネコ、およびそ
れらの生物学的に活性な誘導体等の、哺乳類からのＡＤＡＭＴＳファミリーのいずれ成員
のをも包含する。活性を有する変異体および異型ＡＤＡＭＴＳタンパク質も包含され、Ａ
ＤＡＭＴＳタンパク質の機能的断片および融合タンパク質も同様である。さらに、本発明
のＡＤＡＭＴＳタンパク質は、精製、検出、またはその双方を促進するタグをさらに含む
場合がある。本明細書に記載されるＡＤＡＭＴＳタンパク質は、生体外または生体内にお
ける治療成分または撮像に適した成分でさらに修飾され得る。
【００４１】
　本明細書に使用される、「ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質」とは、ＡＤＡＭＴＳ１３活性
、特に、ＶＷＦの残基Ｔｙｒ－８４２とＭｅｔ－８４３との間のペプチド結合を切断する
能力を有するあらゆるタンパク質またはポリペプチドを指す。例示的な実施形態において
、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、ＮＰ＿６２０５９４（ＡＤＡＭＴＳ１３イソ型１、プ
レプロタンパク質）、またはＮＰ＿６２０５９４（ＡＤＡＭＴＳ１３イソ型１、成熟ポリ
ペプチド）のアミノ酸７５～１４２７に高度に類似するアミノ酸配列を含むポリペプチド
を指す。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、ＮＰ＿６２０５９６（
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ＡＤＡＭＴＳ１３イソ型２、プレプロタンパク質）、またはＮＰ＿６２０５９４（ＡＤＡ
ＭＴＳ１３イソ型２、成熟ポリペプチド）のアミノ酸７５～１３７１に高度に類似するア
ミノ酸配列を含むポリペプチドを指す。また別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質は、ＮＰ＿６２０５９５（ＡＤＡＭＴＳ１３イソ型３、プレプロタンパク質）、
またはＮＰ＿６２０５９５（ＡＤＡＭＴＳ１３イソ型１、成熟ポリペプチド）のアミノ酸
７５～１３４０に高度に類似するアミノ酸配列を含むポリペプチドを含む。本明細書に使
用される、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、ｖＷＦ切断活性を有する天然変異形、および
ｖＷＦ切断活性を有する人工構築物を含む。本明細書に使用される、ＡＤＡＭＴＳ１３は
、ある基礎活性を保持する、あらゆる天然変異形、代替配列、イソ型、または変異体タン
パク質を包含する。ヒト集団に認められるＡＤＡＭＴＳ１３変異の例は、これらに限定さ
れないが、Ｒ７Ｗ、Ｖ８８Ｍ、Ｈ９６Ｄ、Ｒ１０２Ｃ、Ｒ１９３Ｗ、Ｔ１９６Ｉ、Ｈ２３
４Ｑ、Ａ２５０Ｖ、Ｒ２６８Ｐ、Ｗ３９０Ｃ、Ｒ３９８Ｈ、Ｑ４４８Ｅ、Ｑ４５６Ｈ、Ｐ
４５７Ｌ、Ｃ５０８Ｙ、Ｒ５２８Ｇ、Ｐ６１８Ａ、Ｒ６２５Ｈ、Ｉ６７３Ｆ、Ｒ６９２Ｃ
、Ａ７３２Ｖ、Ｓ９０３Ｌ、Ｃ９０８Ｙ、Ｃ９５１Ｇ、Ｇ９８２Ｒ、Ｃ１０２４Ｇ、Ａ１
０３３Ｔ、Ｒ１０９５Ｗ、Ｒ１１２３Ｃ、Ｃ１２１３Ｙ、Ｔ１２２６Ｉ、Ｇ１２３９Ｖ、
Ｒ１３３６Ｗを含み、それらの多くは、血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）に関連して
認められる。ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、翻訳後修飾を含有するポリペプチドも含む
。例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３は、残基６１４、６６７、および１３５４で、Ｎ－アセチル
グリコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）によって修飾されることが示され、残基１４２、１４６、
５５２、５７９、７０７、８２８、および１２３５もこの様式で修飾され得ることが予測
されている。
【００４２】
　タンパク分解的に活性の組み換えＡＤＡＭＴＳ１３は、それらの開示が、全ての目的に
おいて、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる、Ｐｌａｉｍａｕｅｒら（２
００２，Ｂｌｏｏｄ．１５；１００（１０）：３６２６－３２）、および第ＵＳ２００５
／０２６６５２８号に記載される、哺乳類細胞培養での発現によって調製され得る。細胞
を発現するＡＤＡＭＴＳ１３の組み換え培養の方法は、Ｐｌａｉｍａｕｅｒ　Ｂ，Ｓｃｈ
ｅｉｆｌｉｎｇｅｒ　Ｆ．（Ｓｅｍｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌ．２００４　Ｊａｎ；４１（１
）：２４－３３、その開示は、全ての目的において、参照によりその全体が本明細書に組
み込まれる）に開示されている。
【００４３】
　本明細書に使用される、「１単位のＡＤＡＭＴＳ活性」は、使用されるアッセイに関わ
らず、１ｍＬの貯蔵された正常なヒト血漿中の活性量として定義される。例えば、ＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質がＡＤＡＭＴＳ１３である時、１単位のＡＤＡＭＴＳ１３　ＦＲＥＴＳ
－ＶＷＦ７３活性は、１ｍＬの貯蔵された正常なヒト血漿により切断されるのと同じ量の
ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３基質を切断するのに必要な活性量である（Ｋｏｋａｍｅ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｂｒ　Ｊ　Ｈａｅｍａｔｏｌ．２００５　Ａｐｒ；１２９（１）：９３－１００
）。好都合に、ＡＤＡＭＴＳ１３活性は、ＡＤＡＭＴＳ１３の基質として、改変フォンビ
ルブランド因子ペプチドを利用する機能アッセイ等の、機能アッセイにより決定され得る
（Ｔｒｉｐｏｄｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍｏｓｔ．２００８　Ｓｅｐ
；６（９）：１５３４－４１）。組み換えヒトＡＤＡＭＴＳ１３活性を決定する好ましい
方法は、Ｇｅｒｒｉｔｓｅｎら（Ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ　ｆ
ａｃｔｏｒ（ｖＷＦ）－ｃｌｅａｖｉｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｏｆ　ｄｅｇ
ｒａｄｅｄ　ｖＷＦ：ａ　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈ
ｒｏｍｂｏｔｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ（ＴＴＰ）．Ｔ
ｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍｏｓｔ　１９９９；８２：１３８６－１３８９）に開示されている
。一実施形態において、上に定義されるＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質と見なされるために
は、ポリペプチドまたはタンパク質は、天然ＡＤＡＭＴＳ１３の少なくとも１％のｖＷＦ
切断活性を有さなければならない。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は
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、天然ＡＤＡＭＴＳ１３の少なくとも１０％の活性を含有する。また別の実施形態におい
て、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、天然ＡＤＡＭＴＳ１３の少なくとも５％、１０％、
２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、、または１００％
の活性を含有する。ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の量は、例えば、Ｒｉｅｇｅｒら（２０
０６，Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍｏｓｔ．２００６　９５（２）：２１２－２０）に開示さ
れるＥＬＩＳＡ方法を使用して、ＡＤＡＭＴＳ１３抗原の測定によっても決定され得る。
【００４４】
　本明細書に使用される、「μｇのＡＤＡＭＴＳ１３」または「μｇのＡＤＡＭＴＳ１３
抗原」とは、１ｍＬの貯蔵された正常なヒト血漿と同じレベルの、ＥＬＩＳＡアッセイに
より検出可能なタンパク質を提供するＡＤＡＭＴＳ１３の量を意味する。これは、１ｍｇ
のＡＤＡＭＴＳ１３が１ｍＬの正常なヒト血漿に存在するという公表推定値に基づき、し
たがって、近似測定値である。
【００４５】
　本明細書に使用される、「生物学的に活性な誘導体」という用語は、ＡＤＡＭＴＳタン
パク質に関連して使用される時、組み換えＤＮＡ技術を介して得られたポリペプチドも包
含する。これは、（ｉ）例えば、ＲＮＡの逆転写および／またはＤＮＡの増幅を介した遺
伝子組み換えによる組み換えＤＮＡの産生、（ｉｉ）形質移入により、すなわち、電気穿
孔または微量注入法を介して、組み換えＤＮＡを原核細胞または真核細胞に導入する、（
ｉｉｉ）例えば、連続または回分方式で、前記形質転換細胞を培養する、（ｉｖ）例えば
、構成的に、または誘発により、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させる、および（ｖ）例
えば、培養培地から、または形質転換された細胞を採取することにより、前記ＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質を単離し、これは、（ｖｉ）例えば、イオン交換クロマトグラフィ、分子ふ
るいクロマトグラフィ、親和クロマトグラフィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ等を介
して、実質的に精製された組み換えＡＤＡＭＴＳタンパク質を得るためである分野におい
て公知のあらゆる方法を含み得る。「生物学的に活性な誘導体」という用語は、例えば、
哺乳類、特にヒトの循環系中のＡＤＡＭＴＳタンパク質の半減期等の生物学的／薬学的性
質を改善するために、第２のポリペプチド、例えば、免疫グロブリンＦｃドメインまたは
アルブミンドメインと組み合わせた、例えば、ＡＤＡＭＴＳタンパク質またはその機能断
片等のキメラ分子も含む。
【００４６】
　本明細書に使用される、「限外濾過」という用語は、静水圧が半透膜に対して液体を通
過させる、種々の膜濾過法を包含する。浮遊した固体および高分子量の溶質は、保持され
、一方、水および低分子量の溶質は膜を通過する。この分離プロセスは、巨大分子（１０
３～１０６Ｄａ）溶液、特にタンパク質溶液を精製し、濃縮するために使用されることが
多い。それらが保持する分子の大きさに応じて、いくつかの限外濾過膜が利用可能である
。限外濾過は、通常、２ｎｍ～０．０５μｍの間の膜孔経、および１～１０バールの間の
圧力で操作されることを特徴とし、コロイド様タンパク質を糖類および塩類等の小分子か
ら分離するために特に有用である。逆に、ナノ濾過は、通常、０．５～２ｎｍの間の膜孔
経、および５～４０バールの間の圧力で操作されることを特徴とする、別の圧力駆動濾過
法である。ナノ濾過は、一方では、糖類、他の有機分子と多価塩との間、他方では、一価
塩と水との間の分離を達成するために頻繁に使用される。一般に、限外濾過は、全量濾過
様式または接線流濾過（ＴＦＦ）様式のいずれかで実施され得る。
【００４７】
　本明細書に使用される、「透析濾過」という用語は、別の膜濾過法を指し、時折、接線
流濾過（ＴＦＦ）とも呼ばれ、液体は、限外濾過膜の表面に沿って接線方向に送り込まれ
る。通常、保持液は、膜を通過した後透析濾過緩衝液で希釈され、その後、連続流動プロ
セスで膜に戻される。一般に、透析濾過は、全量濾過様式または接線流濾過（ＴＦＦ）様
式のいずれかで実施され得る。そのため、単一系が、最初に限外濾過を使用して試料を濃
縮し、次に透析濾過によって緩衝液の交換を実施するために、限外濾過および透析濾過操
作の双方に使用され得る。
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【００４８】
　本明細書に使用される、「ポリアミン」という用語は、炭素、窒素、および水素から成
る有機化合物の基のいずれかを指し、２つ以上のアミノ基を含有する。例えば、本用語は
、カダベリン、プトレシン、アグマチン、オルニチン、スペルミン、およびスペルミジン
から成る群より選択される分子を包含する。
【００４９】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現に使用される既知組成培養培地の特定の実施形態におい
て、ポリアミンの濃度は、培地中、約０．５ｍｇ／Ｌ～約３０ｍｇ／Ｌ、または約０．５
ｍｇ／Ｌ～約２０ｍｇ／Ｌ、または約０．５ｍｇ／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌ、または約１ｍｇ
／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌ、または約２ｍｇ／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌ、または約２ｍｇ／Ｌ～約
８ｍｇ／Ｌ、または約２ｍｇ／Ｌ～約５ｍｇ／Ｌの範囲の濃度で存在する。具体的な実施
形態の１つにおいて、ポリアミンは、約２ｍｇ／Ｌ～約８ｍｇ／Ｌの濃度のプトレシンで
ある。
【００５０】
　本明細書に使用される、「既知組成培地」という用語は、全ての成分が何であるか、お
よびその濃度が分かっている合成増殖培地を指す。既知組成培地は、個々の植物または動
物由来の成分（例えば、タンパク質、ポリペプチド等）を含む場合も含まない場合もある
が、細菌、酵母、動物、または植物の抽出物を含有しない。市販の既知組成培地の例とし
ては、種々のＥＸ－ＣＥＬＬ（登録商標）培地（ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉ
ｎｃ）、種々のダルベッコ変法イーグル（ＤＭＥ）培地（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｏ；ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ）、Ｈａｍ’ｓ　Ｎｕｔｒｉｅｎｔ　
Ｍｉｘｔｕｒｅ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ；ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ，Ｉｎｃ）等が挙げられるが、これらに限定されない。既知組成培養培地を調製する方
法は、例えば、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６，４４１号、国際
公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００８／０００９０４
０号および同第２００７／０２１２７７０号等、当該分野において公知であり、それらの
開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
【００５１】
　本明細書に使用される、「オリゴペプチドを含まない培養培地」という用語は、タンパ
ク質加水分解物に由来するオリゴペプチド等の、オリゴペプチドを含まない、タンパク質
を含まない培地を指す。一実施形態において、培地は、２０以上のアミノ酸を有するオリ
ゴペプチドを含まない。本発明の一実施形態において、培地は、１５以上のアミノ酸を有
するオリゴペプチドを含まない。本発明の別の実施形態において、培地は、１０以上のア
ミノ酸を有するオリゴペプチドを含まない。一実施形態において、培地は、７つ以上のア
ミノ酸を有するオリゴペプチドを含まない。別の実施形態において、培地は、５つ以上の
アミノ酸を有するオリゴペプチドを含まない。さらに別の実施形態において、培地は、３
つ以上のアミノ酸を有するオリゴペプチドを含まない。本発明のさらなる実施形態による
と、培地は、２つ以上のアミノ酸を有するオリゴペプチドを含まない。オリゴペプチドを
含まない培養培地の調製方法は、例えば、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６
，９３６，４４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開
第２００８／０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号等、当該分野にお
いて公知であり、それらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明
細書に組み込まれる。
【００５２】
　本明細書に使用される、「無血清培養培地」という用語は、動物血清で補充されていな
い培養培地を指す。多くの場合、無血清培地は、既知組成培地であるが、無血清培地は、
個別の動物もしくは植物タンパク質、またはタンパク質分画で補充され得る。無血清培養
培地の調製方法は、例えば、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６，４
４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００８／
０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号等、当該分野において公知であ
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り、それらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込
まれる。
【００５３】
　本明細書に使用される、「動物性タンパク質を含まない培養培地」という用語は、動物
血清、タンパク質、またはタンパク質分画で補充されない培養培地を指す。多くの場合、
動物性タンパク質を含まない培養培地は、既知組成培地であるが、動物性タンパク質を含
まない培地は、植物または酵母の加水分解物を含有し得る。動物性タンパク質を含まない
培養培地の調製方法は、例えば、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６
，４４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００
８／０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号等、当該分野において公知
であり、それらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組
み込まれる。
【００５４】
　「発現ベクター」とは、核酸構築物であり、宿主細胞中の特定の核酸の転写を可能にす
る一連の特定の核酸要素とともに、組み換えにより、または合成により生成される。発現
ベクターは、プラスミド、ウイルス、または核酸断片の一部であり得る。通常、発現ベク
ターは、操作可能にプロモーターに連結される、転写される核酸を含む。
【００５５】
　「異種性」という用語は、核酸の一部に関して使用される時、核酸が自然には相互に同
じ関係で認められない２つ以上のサブ配列を含むことを意味する。例えば、核酸は、通常
、組み換えにより産生され、新しい機能性核酸を作製するように配置される無関係の遺伝
子からの２つ以上の配列、例えば、１つの供給源からのプロモーターと別の供給源からの
コード領域を有する。同様に、異種タンパク質は、タンパク質が自然には相互に同じ関係
で認められない２つ以上のサブ配列を含む（例えば、融合タンパク質）ことを意味する。
【００５６】
　「プロモーター」は、核酸の転写を指示する一連の核酸制御配列として定義される。本
明細書に使用される、プロモーターは、ポリメラーゼＩＩ型プロモーターの場合のＴＡＴ
Ａ要素等の、転写の開始部位の近くの必須核酸配列を含む。プロモーターは、任意に、遠
位エンハンサーまたは抑制要素も含み、これは、転写の開始部位から数千塩基対ほどに位
置し得る。「構成」プロモーターは、大半の環境および発達条件下で活性であるプロモー
ターである。「誘発可能」プロモーターは、環境または発達調節下で活性であるプロモー
ターである。「操作可能に連結される」という用語は、核酸発現制御配列（プロモーター
または一連の転写因子結合部位）と第２の核酸配列との間の機能的連結を指し、発現制御
配列は、第２の配列に対応する核酸の転写を指示する。
【００５７】
　本明細書に使用される、「約」という用語は、指定された値のプラスまたはマイナス１
０％のおおよその範囲を表す。例えば、「約２０％」という用語は、１８～２２％の範囲
を包含する。
【００５８】
ＩＩＩ．　ＡＤＡＭＴＳタンパク質発現
　一態様において、本発明は、高比活性を有するトロンボスポンジンモチーフを有するデ
ィスインテグリンおよびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ）タンパク質を発現させる
方法を提供する。一実施形態において、方法は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミ
ド（ビタミンＢ３）から選択される少なくとも１つの成分で補充された培養培地中で、Ａ
ＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。具体的な実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（
ビタミンＢ３）から選択される少なくとも２つの成分で補充された培地中に発現する。ま
た別の実施形態において、培養培地は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（ビタ
ミンＢ３）で補充される。特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現に使
用される培養培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または
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既知組成培地を含む場合がある。
【００５９】
　一態様において、方法は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の産生のために提供される。一実施
形態において、方法は、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミドのうちの少なくとも１
つで補充された培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培
養するステップと、培養物から上清の分画を除去するステップと、あらゆる残留細胞を除
去するために遠心分離または濾過のステップを実施するステップと、ＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質を濃縮するために、限外濾過ステップを実施するステップと、少なくともカルシウム
または亜鉛を含む緩衝液を用いて透析濾過ステップを実施するステップと、を含む。一部
の実施形態において、カルシウムの濃度は、少なくとも、約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０
．５ｍＭ、０．７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、５ｍＭ、または５ｍＭ
カルシウム超であり得る。他の実施形態において、亜鉛の濃度は、少なくとも約０．５μ
Ｍ、１μＭ、２μＭ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ、または１０μＭ亜鉛超であり得る。特
定の実施形態において、採取物、細胞を含まない上清、または透析濾過緩衝液は、上述の
濃度でカルシウムおよび亜鉛の組合物を含有する。特定の実施形態において、限外濾過お
よび／または透析濾過膜のカットオフは、例えば、約１５０ｋＤ、または１２５ｋＤ、ま
たは１００ｋＤ、または７５ｋＤ、または５０ｋＤ、または３０ｋＤ、または１０ｋＤ、
または１０ｋＤ未満であり得る。ある実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、Ａ
ＤＡＭＴＳ１３またはその生物学的に活性な誘導体である。具体的な実施形態において、
ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、ヒトＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質またはその生物学的に
活性な誘導体である。特定の実施形態において、本方法に使用される培養培地は、動物性
タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成培地であり得る。
【００６０】
　一実施形態において、方法は、イオン交換クロマトグラフィ、分子ふるいクロマトグラ
フィ、親和クロマトグラフィ、および疎水性相互作用クロマトグラフィから成る群から選
択される精製ステップをさらに含む。
【００６１】
　また別の実施形態において、亜鉛補充は、亜鉛を含有するタンパク質またはポリペプチ
ド調製物を追加することにより提供され得る。例えば、通常のインスリンの調製物は、Ｍ
ｅｄｓｃａｐｅサーバ上で見つけられる、組み換えヒトインスリンであるＮｏｖｏｌｉｎ
　Ｎ　ＩｎｎｏＬｅｔ　ＳｕｂＱの詳細な論文から計算して、約１ｍｇ／Ｌ～約１０ｍｇ
／Ｌの間のインスリンでの培地補充は、約０．０３μＭ～約１．５μＭの亜鉛の補充もも
たらすであろう濃度で亜鉛を含有する。したがって、一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
タンパク質の発現に使用される培養培地は、亜鉛含有インスリン調製物で補充され得る。
【００６２】
　本明細書に開示される亜鉛、カルシウム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ
３）で補充される、宿主細胞系を培養するために選択される基礎培地は、本発明には重要
ではなく、哺乳類細胞を培養するのに適した、当該分野において公知のもののうちのいず
れか１つ、またはその組み合わせであり得る。ダルベッコ変法イーグル培地、ＨａｍのＦ
－１２培地、イーグル最小必須培地、およびＲＰＭＩ－１６４０培地等の培地は、市販さ
れている。組み換えインスリン等の増殖因子の追加は任意である。
【００６３】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現す
る細胞を培養するために使用される基礎培地は、１つ以上の市販の既知組成培地、例えば
、ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）およびＨａｍのＦ－１２の混合物を含む場合
があり、これは、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）以外の１つ
以上の成分で補充されている。市販の培地を補充するために使用され得る成分の例として
は、必須アミノ酸（例えば、グルタミン）、非イオン性界面活性剤（例えば、Ｓｙｎｐｅ
ｒｏｎｉｃ）、一級アミン（例えば、エタノールアミン）、ポリアミン（例えば、プトレ
シン）、微量金属（例えば、イオン）、および緩衝剤（例えば、重炭酸ナトリウム）が挙
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れるＢＣＳ培地である。別の具体的な実施形態において、培地は、ＢＡＣＤ培地、例えば
ＢＡＣＤ－Ａ１３培地である。
【００６４】
【表１】

【００６５】
　歴史的に、動物細胞は、動物血清を含有する培地で培養されてきた。しかしながら、そ
のような培地は、定義が不完全であり、感染のリスクがある。したがって、当業者は、い
ずれのタンパク質を完全に含まない、または少なくとも組み換えにより産生されないいか
なるタンパク質も含まない、「タンパク質を含まない」培地を考案した。ヒト血清アルブ
ミンは、組み換えタンパク質の産生のために、無血清培養補充物として一般に使用される
。好ましい培地は、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６，４４１号、
国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００８／０００９
０４０号および同第２００７／０２１２７７０号に開示されるものを含む。
【００６６】
　任意に、ポリプロピレングリコール（例えば、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－６１
、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－６８、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－７１、Ｐ
ｌｕｒｏｎｉｃ（登録商標）Ｆ－１０８、またはＳｙｎｐｅｒｏｎｉｃ（登録商標））等
の非イオン性界面活性剤が、消泡剤として培地に追加され得る。この薬剤は、一般に、細
胞を通気の負の作用（「散布」）から保護するために適用される。非イオン性界面活性剤
の量は、０．０５～１０ｇ／Ｌの間、好ましくは、０．１～５ｇ／Ｌの間の範囲であり得
る。
【００６７】
　第ＵＳ６　９３６　４４１号の培地は、ＣＨＯ細胞の培養に特に良く適しているが、他
の細胞にも使用され得る。さらに適した培地は、米国特許出願第２００７／０２１２７７
０号（Ｂａｘｔｅｒ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｃ．，Ｂａｘｔｅｒ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ　Ｓ．Ａ．）に開示されるオリゴペプチドを含まない培地である。
【００６８】
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【表２】

【００６９】
　一実施形態において、本発明は、トロンボスポンジンモチーフを有するディスインテグ
リンおよびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも約２μＭの濃度の亜鉛、または少なくとも約０．５ｍＭの
濃度のカルシウムのうちの少なくとも１つを含む培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
タンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
は、ＡＤＡＭＴＳ２である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡ
ＭＴＳ３である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ４で
ある。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ５である。別の
実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ６である。別の実施形態に
おいて、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ７である。別の実施形態において、Ａ
ＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ８である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
タンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ９である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
は、ＡＤＡＭＴＳ１０である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤ
ＡＭＴＳ１１である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ
１２である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３であ
る。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１４である。別の
実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１５である。別の実施形態
において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１６である。別の実施形態において
、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１７である。別の実施形態において、ＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１８である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタ
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ンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１９である。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
は、ＡＤＡＭＴＳ２０である。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、
ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【００７０】
　一実施形態において、培養培地は、少なくとも約２μＭの亜鉛を含有する。別の実施形
態において、培養培地は、少なくとも約２μＭ～約１２μＭの間の亜鉛を含有する。また
別の実施形態において、培養培地は、少なくとも約５μＭの亜鉛を含有する。一実施形態
において、培養培地は、少なくとも約５μＭ～約１２μＭの間の亜鉛を含有する。別の実
施形態において、培養培地は、少なくとも約０．５ｍＭのカルシウムを含有する。また別
の実施形態において、培養培地は、約０．５ｍＭ～約１．５ｍＭの間のカルシウムを含有
する。一実施形態において、培養培地は、少なくとも２μＭの亜鉛と、少なくとも約０．
５ｍＭのカルシウムとを含有する。
【００７１】
　また他の実施形態において、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の追加は、細胞培養中の
ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現および比活性をさらに強化することが分かった。一実施形
態において、培養培地は、少なくとも約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を
さらに含む。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも約７ｍｇ／Ｌのニコチンア
ミド（ビタミンＢ３）をさらに含む。また別の実施形態において、培養培地は、約２ｍｇ
／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌの間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。
【００７２】
　特定の実施形態において、培養培地は、動物性タンパク質を含まない培養培地である。
別の実施形態において、培養培地は、既知組成培地である。特定の実施形態において、培
養培地は、１つ以上のポリアミンを含む場合がある。特定の実施形態において、ポリアミ
ンは、例えば、少なくとも０．５ｍｇ／Ｌの濃度のプトレシンである。具体的な実施形態
において、培養培地は、約２ｍｇ／Ｌ～約８ｍｇ／Ｌの間のプトレシンを含有する。
【００７３】
　特定の実施形態において、培養に使用される細胞または細胞系は、細菌細胞、酵母細胞
、昆虫細胞、鳥類細胞、または哺乳類細胞である。具体的な実施形態において、細胞系は
、ヒト細胞系、ハムスター細胞系、またはマウス細胞系である。より具体的な実施形態に
おいて、細胞系は、ＣＨＯ、ＢＨＫ、またはＨＥＫ細胞系である。好ましい実施形態にお
いて、細胞系は、ＣＨＯ細胞系である。
【００７４】
　特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸は、ＡＤＡＭＴＳ
タンパク質をコードするヌクレオチド配列に操作可能に連結される制御配列を含む。一実
施形態において、制御配列はプロモーターである。特定の実施形態において、プロモータ
ーは、構成プロモーターである。他の実施形態において、プロモーターは、誘導可能プロ
モーターである。
【００７５】
　特定の実施形態において、本明細書に提供される方法は、連続細胞培養系（すなわち、
連続細胞培養）の使用を含む。一実施形態において、連続培養系は、ケモスタット培養系
（すなわち、ケモスタット細胞培養）である。別の実施形態において、連続培養系は、タ
ービドスタット培養系（すなわち、タービドスタット細胞培養）である。また別の実施形
態において、連続培養系は、灌流培養系（すなわち、灌流細胞培養）である。特定の実施
形態において、連続培養系は、浮遊様式で操作され得る。他の実施形態において、連続培
養系は、付着様式で操作され得る。特定の実施形態において、付着様式は、マイクロキャ
リア、例えば、多孔質マイクロキャリアの使用を含む。
【００７６】
　特定の実施形態において、本明細書に提供される方法は、回分細胞培養系（すなわち、
回分細胞培養）の使用を含む。一実施形態において、回分培養系は、単一回分培養系（す
なわち、単一回分細胞培養）である。別の実施形態において、回分培養系は、流加培養系
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（すなわち、流加細胞培養）である。また別の実施形態において、回分培養系は、反復回
分培養系（すなわち、反復回分細胞培養）である。特定の実施形態において、回分培養系
は、浮遊様式で操作され得る。他の実施形態において、回分培養系は、付着様式で操作さ
れ得る。特定の実施形態において、付着様式は、マイクロキャリア、例えば、多孔質マイ
クロキャリアの使用を含む。
【００７７】
　特定の実施形態において、培養は、約３５℃～約３７℃の間の温度で維持される。他の
実施形態において、培養は、約６．９～約７．３の間のｐＨで維持される。具体的な実施
形態において、培養は、約７．０５～約７．１５の間のｐＨで維持される。
【００７８】
　特定の実施形態において、本明細書に提供される方法は、培養培地中で、１ｍｇＡＤＡ
ＭＴＳ１３タンパク質当り少なくとも６００Ｕの比活性を有するＡＤＡＭＴＳ１３タンパ
ク質をもたらす（すなわち、ＡＤＡＭＴＳ１３の発現）。他の実施形態において、比活性
は、１ｍｇＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質当り少なくとも８００Ｕである。他の実施形態に
おいて、比活性は、１ｍｇＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質当り少なくとも１０００Ｕである
。他の実施形態において、比活性は、１ｍｇＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質当り少なくとも
１５００Ｕである。他の実施形態において、比活性は、１ｍｇＡＤＡＭＴＳ１３タンパク
質当り少なくとも２０００Ｕである。
【００７９】
　他の実施形態において、本方法は、１日につき１Ｌの培養物当り少なくとも４００Ｕ（
Ｕ／Ｌ／Ｄ）のＡＤＡＭＴＳ１３活性をもたらす培養物を提供する。一実施形態において
、本方法は、１日につき１Ｌの培養物当り少なくとも８００Ｕ（Ｕ／Ｌ／Ｄ）のＡＤＡＭ
ＴＳ１３活性をもたらす培養物を提供する。
【００８０】
　Ａ．　ＡＤＡＭＴＳ１３
　一態様において、本発明は、増加した全活性および／または比活性を有するＡＤＡＭＴ
Ｓ１３タンパク質を発現させるための方法を提供する。有利に、カルシウム、亜鉛、およ
び／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）で増殖培地を補充することにより、高比活性
を有するＡＤＡＭＴＳ１３ポリペプチドは、細胞培養物から組み換えにより発現し、回収
され得ることが分かった。
【００８１】
　ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、国際公開第２００９／０８６３０９号に提供さ
れており、その開示は、全ての目的において、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる。本参照文献は、適切な方法および培養条件を説明し、これは、培養の持続期間を通
して維持され得る。本明細書に記載される、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の発現に使用さ
れる細胞培養物は、一般に、３４℃～３７℃の間の温度で、または約その温度の間で、お
よび６．８～７．３のｐＨで、または約そのｐＨの間で維持される。
【００８２】
　培養温度およびｐＨを監視する手段は、当該分野において周知であり、一般に、生物反
応器の中に挿入されるか、培養培地が循環されるループに含まれるか、または抽出された
培養培地の試料の中に挿入されるプローブに依存する。適切なインラインｐＨセンサは、
Ｍｅｔｔｌｅｒ　Ｔｏｌｅｄｏ　ＩｎＰｒｏ　３１００／１２５／Ｐｔ１００センサ（Ｍ
ｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ　Ｉｎｇｏｌｄ，Ｉｎｃ．，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）を含む
。センサを所定のレベルで保つために、指定されたパラメータを変更する手段も周知であ
る。例えば、温度を一定に保つことは、通常、生物反応器または供給培地（流加または連
続プロセスの場合）を加熱する、または冷却することを含み、ｐＨを一定に保つことは、
通常、適切な緩衝液（通常、重炭酸）を選択し、それを十分に供給し、塩酸等の酸、また
は水酸化ナトリウム、重炭酸ナトリウム等のアルカリ、もしくはそれらの混合物を必要に
応じて供給培地に追加することを含む。インラインｐＨプローブの較正は、細胞が培養さ
れる数日または数週間にわたって等の、時間とともに変動し得ることもある。その場合に
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は、最近較正されたオフラインプローブから得た測定値を使用することによって、インラ
インプローブをリセットすることが有益であり得る。
【００８３】
　一実施形態において、方法は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（ビタミンＢ
３）から選択される少なくとも１つの成分で補充された培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳ１３
タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。具体的な実施形態におい
て、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（ビタミンＢ
３）から選択される少なくとも２つの成分で補充された培地中に発現する。また別の実施
形態において、培養培地は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）
で補充される。一部の実施形態において、培養培地は、動物性タンパク質を含まない、オ
リゴペプチドを含まない、または既知組成培養培地であり得る。
【００８４】
　１．　亜鉛の補充
　有利に、増加したＡＤＡＭＴＳ１３酵素活性および比活性は、亜鉛で補充された培地で
増殖させた細胞培養物から回収され得ることが分かった。例えば、実施例１は、１．４３
２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ（５μＭの亜鉛）を含有する培養培地中に発現したＡ
ＤＡＭＴＳ１３タンパク質が、０．４３２ｍｇ／ＬのみのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ（１．５
μＭの亜鉛）を含有する培養培地中に発現したＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質より４０％～
１００％高い比活性を有することを示す（表１０および表１１を比較）。さらに、この効
果は、実施例２（表１３および表１４を比較）、実施例４（表１６～表１９）、および実
施例５（表２０および表２１）に示されるように、再現可能である。
【００８５】
　したがって、一態様において、本発明は、亜鉛で補充された、例えば、少なくとも２μ
Ｍの亜鉛を含有する培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより、増加した比活性を有するＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための方法を提供する。同様に
、本発明は、亜鉛で補充された、例えば、少なくとも２μＭの亜鉛を含有する培養培地中
でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を
培養することにより、増加した全活性または比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質組成
物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を調製するための方法も提供する。
【００８６】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１
３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実施形態において
、本方法は、少なくとも、または約５μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施形態において、培養
培地は、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含有する。別の実施形態において、
培養培地は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含有する。また他の実施形態に
おいて、培養培地は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３
μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μ
Ｍ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含有し
得る。適切な亜鉛の濃度範囲は、一般に、高濃度の亜鉛、例えば、２０μＭ超、２５μＭ
超、３０μＭ超、４０μＭ超等の濃度の存在下で生じ得る細胞培養毒性により決定される
。当業者に理解されるように、亜鉛濃度が特定の培養系に対してどの程度抑制的であるか
は、他の要因の中でも、特に、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるために使用される細
胞の種類、利用される培養培地の成分、および培養に利用される操作様式（例えば、回分
対連続、浮遊対付着、ケモスタット対灌流等）に依存する。特定の場合において、高亜鉛
濃度は、培養培地の成分が溶液から亜鉛を隔離する場合に、例えば、培養培地がアルブミ
ンを含有する場合、必要とされ得る。したがって、適切な亜鉛の濃度範囲は、一般に、利
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用される培養された細胞、培地、および操作様式が何であるかによって決定される。当業
者は、利用される個々の培養系に基づき、亜鉛補充の使用における適切な上限を容易に決
定することができるであろう。
【００８７】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含有する動物性タンパク質および／またはポ
リペプチドを含まない培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ
細胞を培養することを含む。別の実施形態において、本方法は、少なくとも、または約５
μＭの亜鉛を含む動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で
ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施
形態において、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地は、２
μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含有する。別の実施形態において、動物性タン
パク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地は、５μＭ～１２μＭ、または約
その間の亜鉛を含有する。また別の実施形態において、動物性タンパク質および／または
ポリペプチドを含まない培養培地は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも
、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１
１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上
の亜鉛を含有し得る。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ
、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍ
ｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態にお
いて、ポリアミンはプトレシンである。
【００８８】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含有する既知組成培養培地中でＡＤＡＭＴ
Ｓ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実施形態にお
いて、本方法は、少なくとも、または約５μＭの亜鉛を含む既知組成培養培地中でＡＤＡ
ＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施形態に
おいて、既知組成培養培地は、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含有する。別
の実施形態において、既知組成培養培地は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を
含有する。また別の実施形態において、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを
含まない培養培地は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３
μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μ
Ｍ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含有し
得る。特定の実施形態において、既知組成培地は、動物由来タンパク質および／またはポ
リペプチドを含まない。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／
Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２
ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態に
おいて、ポリアミンはプトレシンである。
【００８９】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１
３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。別の実施形態に
おいて、本方法は、少なくとも、または約５μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。一実施形態に
おいて、本方法は、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡ
ＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。別の実
施形態において、本方法は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含む培養培地中
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でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む
。また他の実施形態において、本方法は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なく
とも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ
、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ
以上の亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳
類細胞を培養することを含む。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒ
ト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥ
Ｋ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動
物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別
の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパ
ク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養
培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別
の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミ
ンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【００９０】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、連続または流加培養条件下で、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含
む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養すること
を含む。別の実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で、少なくとも、
または約５μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸
を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。一実施形態において、本方法は、連続または流
加培養条件下で、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭ
ＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。別の実施
形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で、５μＭ～１２μＭ、または約そ
の間の亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳
類細胞を培養することを含む。また他の実施形態において、本方法は、連続または流加培
養条件下で、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４
μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３
μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含む培養培地中
でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む
。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体
的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、Ａ
ＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実
施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な
実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系で
ある。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプ
チドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合
成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、
含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ
、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍ
ｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態にお
いて、ポリアミンはプトレシンである。
【００９１】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含み、培養物は、３５℃～
３７℃、または約その間で維持される。別の実施形態において、本方法は、少なくとも、
または約５μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸
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を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で
維持される。一実施形態において、本方法は、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛
を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培
養することを含み、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。別の実施
形態において、本方法は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含む培養培地中で
ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、
培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。また別の実施形態において、
本方法は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μ
Ｍ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μ
Ｍ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含む培養培地中で
ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、
培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、
培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度は
、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条
件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件
である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞
である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞
である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、また
はＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および
／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、
哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチ
ドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／
Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、
培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体
的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【００９２】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６
．９～７．３、またはその間で維持される。別の実施形態において、本方法は、少なくと
も、または約５μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする
核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または
約その間で維持される。一実施形態において、本方法は、２μＭ～１２μＭ、または約そ
の間の亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳
類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持
される。別の実施形態において、本方法は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を
含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養
することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持される。また
別の実施形態において、本方法は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、
もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１
μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の
亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞
を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持される
。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体
的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態に
おいて、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態
において、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態におい
て、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連
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続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質
をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細
胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は
、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態におい
て、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中
で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、
これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実
施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリア
ミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、また
は約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレ
シンである。
【００９３】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるために使用される培養培地
は、少なくとも約２μＭ～少なくとも約１２μＭの最終濃度で、亜鉛で補充され得る。特
定の実施形態において、培養培地は、少なくとも約２μＭ、または少なくとも約３μＭ、
４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１
３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上のレベルの亜鉛の最終
濃度で、亜鉛で補充され得る。一般に、いかなる亜鉛塩も本発明の培地を補充するために
使用され得、許容される塩の例としては、ＺＮＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、ＺＮＳＯ３・２Ｈ２Ｏ
、（Ｃ６Ｈ５Ｏ７）２ＺＮ３・２Ｈ２Ｏ、ＺＮＢＲ２、ＺＮＢＲ２・２Ｈ２Ｏ、ＺＮＣＬ

２、ＺＮ（ＮＯ３）２・６Ｈ２Ｏ、ＺＮ（Ｈ２ＰＯ４）２・Ｈ２Ｏ、（Ｃ２Ｈ３Ｏ２）２

ＺＮ・２Ｈ２Ｏ等が挙げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、薬
学的に許容される亜鉛の塩が、本発明の培養培地を補充するために使用される。
【００９４】
　２．　カルシウムの補充
　有利に、増加したＡＤＡＭＴＳ１３酵素活性および比活性は、カルシウムで補充された
培地で増殖させた細胞培養物から回収され得ることが分かった。従来の細胞培養培地、例
えば、ＤＭＥＭ／Ｆ１２は、通常、約１ｍＭのカルシウムを含有した。歴史的に、これら
の高カルシウムレベルは、付着細胞培養物を補助するために、培地中に導入された。しか
しながら、今日、浮遊培養用に設計された市販の培地は、非常に低いカルシウムレベル、
例えば、約０．１ｍＭのカルシウムを含有する。浮遊法を介して培養される細胞の凝集を
防止するために、そのような低カルシウムレベルに依存する。低カルシウムレベルは、浮
遊液中で細胞を繁殖させ、組み換えタンパク質を発現させるために十分であることが知ら
れているが、本発明は、これらの低カルシウムレベルがＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば
、ＡＤＡＭＴＳ１３）の発現に不十分であることを発見した。
【００９５】
　したがって、一態様において、本発明は、カルシウムで補充された、例えば、少なくと
も０．５ｍＭのカルシウムを含有する培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、Ａ
ＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより、増加した比活性を
有するＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための方法を
提供する。同様に、本発明は、カルシウムで補充された、例えば、少なくとも０．５ｍＭ
のカルシウムを含有する培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより、増加した全活性または比活性を
有するＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を調製するた
めの方法も提供する。
【００９６】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡＤ
ＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実施形
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態において、本方法は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中
でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実
施形態において、培養培地は、０．５ｍＭ～１．５ｍＭ、または約その間のカルシウムを
含有する。また他の実施形態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ
、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１
．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ
、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．
７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシ
ウムを含有し得る。
【００９７】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含有する動物性タンパク質および
／またはポリペプチドを含まない培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする
核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実施形態において、本方法は、少なくとも、
または約１．５ｍＭのカルシウムを含む動物性タンパク質および／またはポリペプチドを
含まない培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養す
ることを含む。一実施形態において、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含
まない培養培地は、０．５ｍＭ～１．５ｍＭ、または約その間のカルシウムを含有する。
また別の実施形態において、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培
養培地は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍ
Ｍ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．
３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、
２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．
０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含有し得る。一実施形態において、
培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む
。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリ
アミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【００９８】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含有する既知組成培養培地中で
ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実
施形態において、本方法は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムを含む既知組
成培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養すること
を含む。一実施形態において、既知組成培養培地は、０．５ｍＭ～１．５ｍＭ、または約
その間のカルシウムを含有する。また別の実施形態において、動物性タンパク質および／
またはポリペプチドを含まない培養培地は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または
少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ
、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７
ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ
、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含
有し得る。特定の実施形態において、既知組成培地は、動物由来タンパク質および／また
はポリペプチドを含まない。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍ
ｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は
、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形
態において、ポリアミンはプトレシンである。
【００９９】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
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供し、本方法は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡＤ
ＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。別の
実施形態において、本方法は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムを含む培養
培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養すること
を含む。一実施形態において、本方法は、０．５ｍＭ～１．５ｍＭ、または約その間のカ
ルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類
細胞を培養することを含む。また他の実施形態において、本方法は、少なくとも、もしく
は約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、
０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍ
Ｍ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２
．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍ
Ｍ以上のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を
持つ哺乳類細胞を培養することを含む。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムス
ター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞
系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細
胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される
。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物
性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態におい
て、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに
含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間の
ポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１００】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、連続または流加培養条件下で、少なくとも、または約０．５ｍＭのカル
シウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培
養することを含む。別の実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で、少
なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパ
ク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。一実施形態において、本
方法は、連続または流加培養条件下で、０．５ｍＭ～１．５ｍＭ、または約その間のカル
シウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細
胞を培養することを含む。また他の実施形態において、本方法は、連続または流加培養条
件下で、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ
、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３
ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２
．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０
ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。具体的な実施形態に
おいて、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態において
、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパ
ク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳
類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細
胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態に
おいて、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培
地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養さ
れ、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。
一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポ
リアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、
または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプ
トレシンである。
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【０１０１】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡ
ＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含み、培養物は
、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。別の実施形態において、本方法は、少
なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパ
ク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物は、３５℃～３７
℃、または約その間で維持される。一実施形態において、本方法は、０．５ｍＭ～１．５
ｍＭ、または約その間のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコ
ードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物は、３５℃～３７℃、また
は約その間で維持される。また他の実施形態において、本方法は、少なくとも、もしくは
約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０
．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ
、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．
５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ
以上のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持
つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持
される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。
一実施形態において、培養物の温度は、少なくとも７日間維持される。一実施形態におい
て、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、連
続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養
条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコー
ドする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、
ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨ
Ｏ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺
乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養
される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは
、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態
において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンを
さらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約そ
の間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンで
ある。
【０１０２】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡ
ＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含み、培養物の
ｐＨは、６．９～７．３、またはその間で維持される。別の実施形態において、本方法は
、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６
．９～７．３、または約その間で維持される。一実施形態において、本方法は、０．５ｍ
Ｍ～１．５ｍＭ、または約その間のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タン
パク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．
９～７．３、または約その間で維持される。また他の実施形態において、本方法は、少な
くとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ
、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４
ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２
．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５
ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコ
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ードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３
、または約その間で維持される。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、また
は約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６
℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも
７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で実施さ
れる。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の
具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において
、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定
の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体
的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞
系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリ
ペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は
、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合
も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ
／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、
２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態
において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１０３】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、また
は約２μＭの亜鉛とを含む培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸
を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも
、または約０．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、または約５μＭの亜鉛とを含む。別
の関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウ
ムと、少なくとも、または約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。また別の関連する
実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムと、少な
くとも、または約５μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において、培
養培地は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは約２
μＭ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ
、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、
２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛とを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７
℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、また
は約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少
なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下
で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件であ
る。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態
において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞であ
る。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞であ
る。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢ
ＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／ま
たはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳
類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを
含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～
３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養
培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な
実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１０４】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
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提供し、本方法は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、また
は約２μＭの亜鉛とを含む培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸
を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも
、または約１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、または約５μＭの亜鉛とを含む。別
の関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウ
ムと、少なくとも、または約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。また別の関連する
実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムと、少な
くとも、または約５μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において培養
培地は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは約２μ
Ｍ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、
９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２
５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛とを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃
、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または
約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少な
くとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で
実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である
。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態に
おいて、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である
。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である
。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨ
Ｋ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／また
はポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類
細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含
む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３
０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培
地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実
施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１０５】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約０．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムと、少な
くとも、または約２μＭの亜鉛とを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコー
ドする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養培地は、
少なくとも、または０．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、または約５μ
Ｍの亜鉛とを含む。別の関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約
０．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、または約２μＭの亜鉛～１２μＭ
の亜鉛とを含む。また別の関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、または
約０．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、または約５μＭの亜鉛～１２μ
Ｍの亜鉛とを含む。特定の実施形態において培養培地は、少なくとも、もしくは約０．５
ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、
もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１
μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の
亜鉛とを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持
される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。
一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される
。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な実
施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態
において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１
３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態におい
て、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態にお



(37) JP 5936232 B2 2016.6.22

10

20

30

40

50

いて、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実
施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まな
い培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中
で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合
もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約そ
の間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍ
ｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリア
ミンはプトレシンである。
【０１０６】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約
０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍ
Ｍ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．
９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍ
Ｍ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムと、少なくとも、もしくは約
２μＭの亜鉛とを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ
細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、もし
くは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ
、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５
ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、
２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０
ｍＭ以上のカルシウムと、少なくともまたは約５μＭの亜鉛とを含む。別の関連する実施
形態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、も
しくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、
１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍ
Ｍ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、
３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムと、少なくとも、も
しくは約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。また別の関連する実施形態において、
培養培地は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６
ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１
．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ
、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４
．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムと、少なくとも、もしくは約５μＭ
の亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において、培養培地は、少なくとも、
もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８
ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１
．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍ
Ｍ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５
．０ｍＭ以上のカルシウムと、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もし
くは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ
、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛
とを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持され
る。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実
施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一
実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形
態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態にお
いて、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、
哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において



(38) JP 5936232 B2 2016.6.22

10

20

30

40

50

、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形
態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培
養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培
養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もあ
る。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間
のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／
Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミン
はプトレシンである。
【０１０７】
　一般に、いかなるカルシウム塩も本発明の培地を補充するために使用され得る。許容さ
れる塩の例としては、ＣａＣｌ２、ＣａＣｌ２、ＣａＦＰＯ３・２Ｈ２Ｏ、ＣａＩ２、Ｃ
ａＢｒ２、（Ｃ２Ｈ３Ｏ２）２Ｃａ、（ＣＨＯ２）２Ｃａ、（Ｃ６Ｈ７Ｏ６）２Ｃａ、（
Ｃ６Ｈ５Ｏ７）２Ｃａ３・２Ｈ２Ｏ等が挙げられるが、これらに限定されない。特定の実
施形態において、薬学的に許容されるカルシウムの塩は、本発明の培養培地を補充するた
めに使用される。
【０１０８】
　３．　ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の補充
　有利に、増加したＡＤＡＭＴＳ１３酵素活性および比活性は、ニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）で補充された培地で増殖させた細胞培養物から回収され得ることが分かった。例
えば、実施例２は、７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する培養培地中
に発現したＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質が、２ｍｇ／Ｌのみのニコチンアミドを含有する
培養培地中に発現したＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質より６０％高い得的活性を有すること
を示す（表１３、４日目および７日目を１１日目と比較）。意外にも、本作用は、７ｍｇ
／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と５μＭの亜鉛を含有する培地中におけるＡＤＡ
ＭＴＳ１３の発現が、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性において２００％～３００％
の増加をもたらすので、亜鉛補充と相乗的である（表１４の１１日目と表１３の４日目お
よび７日目とを比較）。
【０１０９】
　したがって、一態様において、本発明は、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充され
た、例えば、少なくとも２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する培養培
地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細
胞を培養することにより、増加した比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、Ａ
ＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための方法を提供する。同様に、本発明は、ニコチンアミ
ド（ビタミンＢ３）で補充された、例えば、少なくとも２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）を含有する培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより、増加した全活性または比活性を
有するＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を調製するた
めの方法も提供する
【０１１０】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を
含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養するこ
とを含む。別の実施形態において、方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチン
アミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核
酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～１
０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。また他の実
施形態において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／
Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１
５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有し得る。
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適切なニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度範囲は、一般に、高濃度のニコチンアミド
（ビタミンＢ３）、例えば、１５ｍｇ／Ｌ超、２０ｍｇ／Ｌ超、３０ｍｇ／Ｌ超、４０ｍ
ｇ／Ｌ超等の濃度の存在下で生じ得る細胞培養毒性により決定される。当業者に理解され
るように、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）濃度が特定の培養系に対してどの程度抑制的
であるかは、他の要因の中でも、特に、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるために使用
される細胞の種類、利用される培養培地の成分、および培養に利用される操作様式（例え
ば、回分対連続、浮遊対付着、ケモスタット対灌流等）に依存する。ある場合において、
高ニコチンアミド（ビタミンＢ３）濃度は、培養培地の成分が溶液からニコチンアミド（
ビタミンＢ３）を隔離する場合に必要とされ得る。したがって、適切なニコチンアミド（
ビタミンＢ３）の濃度範囲は、一般に、利用される培養された細胞、培地、および操作様
式の識別によって決定される。当業者は、利用される個々の培養系に基づき、ニコチンア
ミド（ビタミンＢ３）補充の使用における適切な上限を容易に決定することができるであ
ろう。
【０１１１】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する動
物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実施形態において、本
方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む動物
性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タン
パク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施形態において、動物性
タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／
Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。また他の実施形態に
おいて、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地は、少なくと
も、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／
Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度の
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有し得る。一実施形態において、培養培地は、０．
５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態に
おいて、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含
む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１１２】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する
既知組成培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養す
ることを含む。別の実施形態において、本方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニ
コチンアミド（ビタミンＢ３）を含む既知組成培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質
をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。一実施形態において、既知組成培養
培地は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）
を含有する。また他の実施形態において、動物性タンパク質および／またはポリペプチド
を含まない培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５
ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ
／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有し得る。特定の
実施形態において、既知組成培地は、動物由来タンパク質および／またはポリペプチドを
含まない。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約
その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８
ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリ
アミンはプトレシンである。
【０１１３】
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　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を
含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養
することを含む。別の実施形態において、本方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌの
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコー
ドする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。一実施形態において、本方法は、２
ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養
培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養すること
を含む。また他の実施形態において、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍ
ｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、
１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３
）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を
培養することを含む。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、また
はマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３
細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タン
パク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形
態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およ
びポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、
０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形
態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさら
に含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１１４】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、連続または流加培養条件下で、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコ
チンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードす
る核酸を持つ細胞を培養することを含む。別の実施形態において、本方法は、連続または
流加培養条件下で、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培
養することを含む。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で、２ｍ
ｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培
地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを
含む。また他の実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で、少なくとも
、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ
、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニ
コチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコード
する核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含む。具体的な実施形態において、連続培養
条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は
、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする
核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムス
ター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞
系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細
胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される
。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物
性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態におい
て、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに
含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間の
ポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１１５】
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　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養する
ことを含み、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。別の実施形態に
おいて、本方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培
養することを含み、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。一実施形
態において、本方法は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミドを
含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養
することを含み、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。また他の実
施形態において、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ
、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５
ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中
でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み
、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において
、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度
は、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養
条件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条
件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実
施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細
胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細
胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、ま
たはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質およ
び／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において
、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプ
チドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ
／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において
、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具
体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１１６】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養する
ことを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持される。別の実施
形態において、本方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミン
Ｂ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細
胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持され
る。一実施形態において、本方法は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコ
チンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードす
る核酸を持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、また
は約その間で維持される。また他の実施形態において、本方法は、少なくとも、または約
２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／
Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミ
ド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を
持つ哺乳類細胞を培養することを含み、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その
間で維持される。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維
持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される
。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持され
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る。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な
実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形
態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態にお
いて、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態に
おいて、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の
実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含ま
ない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地
中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場
合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約
その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８
ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリ
アミンはプトレシンである。
【０１１７】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約２μＭの亜鉛とを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク
質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養
培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なく
とも、または約５μＭの亜鉛とを含む。別の関連する実施形態において、培養培地は、少
なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、また
は約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。また別の関連する実施形態において、培養
培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なく
とも、または約５μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において、培養
培地は、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少な
くとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６
μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、
１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛とを含む。一実施形態において、培
養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培
養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度およ
び／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続
または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモ
スタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条
件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細
胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、
またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２
９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性
タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実
施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質
およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地
は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実
施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンを
さらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１１８】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約２μＭの亜鉛とを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク
質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養
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培地は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なく
とも、または約５μＭの亜鉛とを含む。別の関連する実施形態において、培養培地は、少
なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、また
は約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。また別の関連する実施形態において、培養
培地は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なく
とも、または約５μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において、培養
培地は、少なくとも、もしくは約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少な
くとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６
μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、
１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛とを含む。一実施形態において、培
養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培
養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度およ
び／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続
または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモ
スタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条
件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細
胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、
またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２
９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性
タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実
施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質
およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地
は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実
施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンを
さらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１１９】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（
ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約２μＭの亜鉛とを含む培養培地中でＡＤＡＭＴ
Ｓ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態
において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミ
ド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約５μＭの亜鉛とを含む。別の関連する実施
形態において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチン
アミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含
む。また別の関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ
～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約５μＭの亜
鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において、培養培地は、少なくとも、もし
くは約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、も
しくは約２μＭ、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μ
Ｍ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、
２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛とを含む。一実施形態において、培養物は、３
５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３
６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／または
ｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加
培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培
養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。
一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳
類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウ
ス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系
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、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質
および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態にお
いて、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリ
ペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５
ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態にお
いて、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む
。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１２０】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ
／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ
、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約
２μＭの亜鉛とを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ
細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ、３ｍ
ｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、
１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上、または約それら以上の濃度のニコチン
アミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約５μＭの亜鉛とを含む。別の関連する
実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６
ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍ
ｇ／Ｌ以上、または約それら以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくと
も、または約２μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。また別の関連する実施形態におい
て、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍ
ｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上、ま
たは約それら以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約５
μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛とを含む。特定の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／
Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍ
ｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上、または約それら以上の濃度の
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも
、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１
１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上
の亜鉛とを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維
持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される
。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持され
る。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な
実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形
態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態にお
いて、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態に
おいて、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の
実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含ま
ない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地
中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場
合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約
その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８
ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリ
アミンはプトレシンである。
【０１２１】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
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提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムとを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１
３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態にお
いて、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムとを含む。別の関連する実施形態にお
いて、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約０．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムとを含む。特定の実施形
態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）と、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６
ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１
．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ
、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４
．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムとを含む。一実施形態において、培
養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培
養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度およ
び／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続
または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモ
スタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条
件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細
胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、
またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２
９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性
タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実
施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質
およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地
は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実
施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンを
さらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１２２】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムとを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１
３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態にお
いて、培養培地は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムとを含む。別の関連する実施形態にお
いて、培養培地は、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）
と、少なくとも、または約０．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムとを含む。特定の実施形
態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）と、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６
ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１
．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ
、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４
．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムとを含む。一実施形態において、培
養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培
養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度およ
び／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続
または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモ
スタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条
件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細
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胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、
またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２
９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性
タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実
施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質
およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地
は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実
施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンを
さらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１２３】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（
ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムとを含む培養培地中で
ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連す
る実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニ
コチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムとを含
む。別の関連する実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ～１
０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約０．５ｍＭ～１
．５ｍＭのカルシウムとを含む。特定の実施形態において、培養培地は、少なくとも、も
しくは約２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、
もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８
ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１
．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍ
Ｍ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５
．０ｍＭ以上のカルシウムとを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、
または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約
３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なく
とも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で実
施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。
別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態にお
いて、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。
特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。
具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ
細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／または
ポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類細
胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む
場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０
ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地
は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施
形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１２４】
　別の実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリン
およびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を
提供し、本方法は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ
／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ
、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約
０．５ｍＭのカルシウムとを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする
核酸を持つ細胞を培養することを含む。関連する実施形態において、培養培地は、２ｍｇ
／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９
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ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上、または約それら以上の濃度
のニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウムと
を含む。別の関連する実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ
／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、
１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上、または約それら以上の濃度のニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）と、少なくとも、または約５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウムとを含む。特定の実
施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍ
ｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ
／Ｌ以上、または約それら以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）と、少なくとも
、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．
８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、
１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５
ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、
５．０ｍＭ以上のカルシウムとを含む。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃
、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または
約３６℃で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少な
くとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続または流加培養条件下で
実施される。具体的な実施形態において、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である
。別の具体的な実施形態において、連続培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態に
おいて、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である
。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である
。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨ
Ｋ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／また
はポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類
細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含
む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３
０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培
地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実
施形態において、ポリアミンはプトレシンである。
【０１２５】
　一実施形態において、トロンボスポンジンモチーフ１３を有するディスインテグリンお
よびメタロプロテイナーゼ（ＡＤＡＭＴＳ１３）タンパク質を発現させるための方法を提
供し、本方法は、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養
培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む
。特定の実施形態において、亜鉛は、少なくとも、もしくは約２μＭ、５μＭ、２μＭ～
１２μＭの間、５μＭ～１２μＭの間、または少なくとも３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μ
Ｍ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１
５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の濃度で培養培地中に存在する。特定の実施
形態において、カルシウムは、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、１．５ｍＭ、０．５
～１．５の間、または少なくとも０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１
．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ
、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．
７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上の濃度で
培養培地中に存在する。特定の実施形態において、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）は、
少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、２ｍｇ／Ｌ～７ｍｇ／Ｌ、または少な
くとも、もしくは約３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８
ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度で培養培
地中に存在する。
【０１２６】
　本明細書に明示的に開示され、変形形態１４～変形形態９３（表３～表６）に提供され
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Ｂ３））の濃度のいずれの組み合わせも、本発明の方法に使用されることが意図される。
一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的
な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。一実施形態にお
いて、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態に
おいて、本方法は、連続または流加培養条件下で実施される。具体的な実施形態において
、連続培養条件は、ケモスタット培養条件である。別の具体的な実施形態において、連続
培養条件は、灌流培養条件である。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質を
コードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞
は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、
ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において
、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で
培養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、こ
れは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施
形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミ
ンをさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または
約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシ
ンである。
【０１２７】
【表３】

【０１２８】
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【０１２９】
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【表５】

【０１３０】
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【表６】

【０１３１】
　Ｂ．　宿主細胞およびベクター
　組み換えＡＤＡＭＴＳタンパク質は、適切な原核または真核宿主系における発現により
産生され得る。真核細胞の例としては、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨＥＫ２９３、ＢＨＫ、ＳＫ－
Ｈｅｐ、およびＨｅｐＧ２等の哺乳類細胞、昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞、ＳＦ２１細
胞、Ｓ２細胞、およびＨｉｇｈ　Ｆｉｖｅ細胞）、ならびに酵母細胞（例えば、サッカロ
ミセスまたはシゾサッカロミセス細胞）が挙げられるが、これらに限定されない。一実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、鳥類細胞、
哺乳類細胞等において発現され得る。例えば、ヒト細胞系、ハムスター細胞系、またはマ
ウス細胞系においてである。特定の一実施形態において、細胞株は、ＣＨＯ、ＢＨＫ、ま
たはＨＥＫ細胞系である。好ましい実施形態において、細胞系は、ＣＨＯ細胞系である。
【０１３２】
　一実施形態において、細胞は、ＡＤＡＭＴＳ１３等の所望のＡＤＡＭＴＳタンパク質を
産生するために、好ましくは、製造プロセス（すなわち、少なくとも１リットル）で培養
され得るあらゆる哺乳類細胞であり得る。例としては、ＳＶ４０（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ
　ＣＲＬ１６５１）により形質転換されたサルの腎臓ＣＶ１系、ヒト胚腎臓系（浮遊培養
物中での増殖のためにサブクローン化された２９３または２９３細胞、Ｇｒａｈａｍ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．，３６：５９（１９７７））、仔ハムスター腎細
胞（ＢＨＫ，　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１０）、ＤＵＫＸ－Ｂ１１サブクローン等のチャイニ
ーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ，Ｕｒｉａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１６（１９８０））、マウ
スセルトリ細胞（ＴＭ４，Ｍａｔｈｅｒ，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ，２３：２４３－２５
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１（１９８０））、サルの腎細胞（ＣＶ１　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０）、アフリカ緑ザル
の腎細胞（ＶＥＲＯ－７６，ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７）、ヒトの頚部癌細胞（ＨｅＬ
ａ，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　２）、イヌの腎細胞（ＭＤＣＫ，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ３４）、バッ
ファロラット肝細胞（ＢＲＬ　３Ａ，ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１４４２）、ヒトの肺細胞（Ｗ１
３８，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ７５）、ヒトの肝細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２，ＨＢ８０６５）、マウス
の乳房腫瘍（ＭＭＴ　０６０５６２，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１）、ＴＲＩ細胞（Ｍａｔｈｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，３８３：４４－６８（
１９８２））、ＭＲＣ５細胞、ＦＳ４細胞、およびヒトの肝細胞腫系（Ｈｅｐ　Ｇ２）が
挙げられる。好ましくは、細胞系は、ゲッ齒類細胞系、特に、ＣＨＯまたはＢＨＫ等のハ
ムスター細胞系である。
【０１３３】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現するために、広範なベク
ターが使用され得、真核および原核発現ベクターより選択され得る。特定の実施形態にお
いて、プラスミドベクターは、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、（ＡＤＡＭＴＳ１３）
の発現に使用することが意図される。一般に、宿主細胞に適合する種に由来するレプリコ
ンおよび制御配列を含有するプラスミドベクターは、これらの宿主との結合に使用される
。ベクターは、複製部位、ならびに形質転換細胞において表現型の選択を提供することが
できるマーカー配列を保有することができる。プラスミドは、１つ以上の制御配列、例え
ば、プロモーターに操作可能に連結されるＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１３）をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１３４】
　組み換えＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現する安定したＣＨＯ細胞クローンを調製する好
ましい方法は以下の通りである。ＤＨＦＲ欠損ＣＨＯ細胞系であるＤＵＫＸ－Ｂ１１が、
基本的に、米国特許第５，２５０，４２１号（Ｋａｕｆｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｉｎｃ．）に記載されるように、関連する組み換えタン
パク質の発現を可能にするためにＤＨＦＲ発現ベクターを形質移入される。選択は、ヒポ
キサンチン／チミジン（ＨＴ）を含まない培地中での増殖により行われ、組み換えＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質およびＤＨＦＲ遺伝子の発現をコードする関連する領域の増幅は、増加
した濃度のメトトレキサート中で細胞を繁殖させることにより達成される。適切な場合、
ＣＨＯ細胞系は、基本的に、第ＵＳ６，１００，０６１号（Ｒｅｉｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，
ｌｍｍｕｎｏ　Ａｋｔｉｅｎｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆｔ）に記載されるように、血清およ
び／またはタンパク質を含まない培地中での増殖に適応され得る。
【０１３５】
　別の好ましい実施形態において、安定したＨＥＫ２９３細胞は、ハイグロマイシン選択
マーカーを含有する構築物を形質移入され、抗生物質耐性により形質転換体を選択するこ
とにより調製される。
【０１３６】
　特定のウイルスが細胞を感染させる、またはレセプター媒介飲食作用を介して細胞に進
入し、宿主細胞ゲノム内に組み込まれ、安定かつ効率的にウイルス遺伝子を発現する能力
は、外来性核酸の細胞（例えば、哺乳類細胞）内への移動においてウイルスを魅力的な候
補物質にする。したがって、特定の実施形態において、ウイルスベクターが、発現のため
に、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードするヌクレオチド配
列を宿主細胞内に導入するために使用される。ウイルスベクターは、１つ以上の制御配列
、例えば、プロモーターに操作可能に連結されるＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤ
ＡＭＴＳ１３）をコードするヌクレオチド配列を含む。代替的に、ウイルスベクターは、
制御配列を含有しなくてもよく、代わりに、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現を誘発するた
めに、宿主細胞内の制御配列に依存する。核酸を送達するために使用され得るウイルスベ
クターの例としては、アデノウイルスベクター、ＡＡＶベクター、およびレトロウイルス
ベクターが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３７】
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　一実施形態において、アデノウイルス発現ベクターは、構築物のパッケージを支持し、
最終的にそれにクローン化されたＡＤＡＭＴＳ構築物を発現するのに十分なアデノウイル
ス配列を含有するこれらの構築物を含む。アデノウイルスベクターは、最大７ｋｂの外来
性配列の導入を可能にする（Ｇｒｕｎｈａｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｍｉｎａｒ　ｉｎ　
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００（２）：５３５－５４６，１９９２））。
【０１３８】
　別の実施形態において、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）が、発現のために、ＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードするヌクレオチド配列を宿主細胞内
に導入するために使用され得る。ＡＡＶ系は、以前に記載されており、一般に、当該分野
において周知である（Ｋｅｌｌｅｈｅｒ　ａｎｄ　Ｖｏｓ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
，１７（６）：１１１０－７，１９９４、Ｃｏｔｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，８９（１３）：６０９４－６０９８，１９９２、Ｃｕ
ｒｉｅｌ，　Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎ，１３（２－３）：１４１－６４，１９９４、Ｍｕｚｙ
ｃｚｋａ，Ｃｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，１５８：９７－１
２９，１９９２）。ｒＡＡＶベクターの生成および使用に関する詳細は、例えば、米国特
許第５，１３９，９４１号および同第４，７９７，３６８号に記載されており、それぞれ
、全ての目的において、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１３９】
　一実施形態において、レトロウイルス発現ベクターが、発現のために、ＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードするヌクレオチド配列を宿主細胞内に導
入するために使用される。これらの系は、以前に記載されており、一般に、当該分野にお
いて周知である（Ｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ，３３：１５３－１５９，１９８３
、Ｎｉｃｏｌａｓ　ａｎｄ　Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎ，Ｉｎ：Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ　ｓｕｒ
ｖｅｙ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ
ｉｒ　ｕｓｅｓ，Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ　ａｎｄ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ，ｅｄｓ．，Ｓｔｏｎ
ｅｈａｍ：Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ，ｐｐ．４９４－５１３，１９８８、Ｔｅｍｉｎ，Ｉ
ｎ：Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ，Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉ（ｅｄ．），Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ：Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ．１４９－１８８，１９８６）。具体的な実施形
態において、レトロウイルスベクターは、レンチウイルスベクターである（例えば、Ｎａ
ｌｄｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７２（５２５９）：２６３－２６７，１
９９６、Ｚｕｆｆｅｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１５（９）
：８７１－８７５，１９９７、Ｂｌｏｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．，７１（
９）：６６４１－６６４９，１９９７、米国特許第６，０１３，５１６号および同第５，
９９４，１３６号を参照）。
【０１４０】
　原核生物発現のためのベクターの例としては、ｐＲＳＥＴ、ｐＥＴ、ｐＢＡＤ等のプラ
スミドが挙げられるが、これらに限定されず、原核生物発現ベクターに使用されるプロモ
ーターは、ｔｒｃ、ｔｒｐ、ｒｅｃＡ、ａｒａＢＡＤ等を含む。真核生物発現のためのベ
クターの例としては、（ｉ）酵母における発現においては、ＡＯＸ１、ＧＡＰ、ＧＡＬ１
、ＡＵＧ１等のプロモーターを使用する、ｐＡＯ、ｐＰＩＣ、ｐＹＥＳ、ｐＭＥＴ等のベ
クター、（ｉｉ）昆虫細胞における発現においては、ＰＨ、ｐ１０、ＭＴ、Ａｃ５、Ｏｐ
ＩＥ２、ｇｐ６４、ｐｏｌｈ等のプロモーターを使用する、ｐＭＴ、ｐＡｃ５、ｐＩＢ、
ｐＭＩＢ、ｐＢＡＣ等のベクター、ならびに（ｉｉｉ）哺乳類細胞における発現において
は、ＣＭＶ、ＳＶ４０、ＥＦ－１、ＵｂＣ、ＲＳＶ、ＡＤＶ、ＢＰＶ、およびβ－アクチ
ン等のプロモーターを使用する、ｐＳＶＬ、ｐＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐｃＤＮＡ３、
ｐＢＰＶ等のベクター、およびワクシニアウイルス、アデノ関連ウイルス、ヘルペスウイ
ルス、レトロウイルス等のウイルス系由来のベクターを含む。
【０１４１】
　特定の実施形態において、本発明の細胞培養方法は、マイクロキャリアの使用を含み得
る。本発明は、他の態様の中でも、大規模なＡＤＡＭＴＳタンパク質発現の方法を提供す
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る。一部の実施形態において、実施形態の細胞培養は、高細胞密度およびタンパク質発現
を達成するために、高容量の特定の培養表面積を提供するのに適した条件下で、大型の生
物反応器中で実施され得る。そのような増殖条件を提供するための一手段は、攪拌タンク
生物反応器において、細胞培養用のマイクロキャリアを使用することである。別の実施形
態において、これらの増殖必要条件は、浮遊細胞培養の使用を介して満たされる。
【０１４２】
　Ｃ．　培養方法
　特定の実施形態において、本発明の方法は、回分または連続様式操作下で操作される細
胞培養系の使用を含むことができる。例えば、回分細胞培養が利用される時、それらは、
単一回分、流加、または反復回分様式下で操作され得る。同様に、連続細胞培養は、例え
ば、灌流、タービドスタット、またはケモスタット様式下で操作され得る。回分および連
続細胞培養は、浮遊または付着条件のいずれかの下で実施され得る。浮遊条件下で操作さ
れる時、細胞は、自由に培養培地内に浮遊し、混合される。代替的に、付着条件下で、細
胞は、固体相、例えば、マイクロキャリア、多孔質マイクロキャリア、ディスクキャリア
、セラミックカートリッジ、中空ファイバ、フィラットシート、ゲルマトリクス等に結合
される。
【０１４３】
　回分培養は、通常、細胞接種材料がタンクまたは発酵槽中で最大密度に培養され、単一
回分として採取され、加工される、大規模な細胞培養である。流加培養は、通常、新たな
栄養物質（例えば、増殖制限基質）、または添加物（例えば、産物に対する前駆体）のい
ずれかを供給される回分培養である。供給液は、通常、生物反応器の希釈を避けるために
、高度に濃縮される。反復回分培養において、細胞は、培養培地中に設置され、所望の細
胞密度に増殖される。衰退期および細胞死の開始を避けるために、培養物は、次いで、細
胞が最大濃度に達する前に完全増殖培地で希釈される。希釈の量および頻度は、広範に変
動し、細胞系の増殖特徴および培養プロセスの利便性による。プロセスは、必要に応じて
何度も繰り返すことができ、細胞および培地が継代で廃棄されない限り、培養物の容量は
、各希釈物が作製されるにつれて、段階的に増加する。容量の増加は、槽内に希釈物が入
るのに十分な大きさの反応器を有することによって、またはいくつかの槽に希釈培養物を
分配することによって取り扱うことができる。この種類の培養物の実施理由は、指数的な
増殖状態で細胞を維持するためである。一連の継代は、培養物の容量が段階的に常に増加
し、複数の採取物が存在し得、細胞が増殖し続け、プロセスが所望する限り継続できるこ
とを特徴とする。特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３）は、回分培養物の上清を採取した後に回収され得る。
【０１４４】
　連続培養は、新たな培地の流入により栄養物質で持続的に供給される浮遊培養であり得
、培養物の容量は、通常、使用済み培地を同時に除去することにより、一定に保たれる。
ケモスタット法およびタービドスタット法において、抽出された培地は細胞を含有する。
よて、細胞培養槽に残留する細胞は、定常状態を維持するように増殖しなければならない
。ケモスタット法において、増殖速度は、通常、希釈速度、すなわち、新たな培地が添加
される速度を制御することにより制御される。培養物中の細胞の増殖速度は、例えば、希
釈速度を変更することにより、最大下増殖速度で制御され得る。逆に、タービドスタット
法において、希釈速度は、細胞がｐＨおよび温度等の所与の操作条件で達成することがで
きる最大増殖速度を可能にするように設定される。
【０１４５】
　灌流培養において、抽出された培地は、細胞が枯渇し、これは、例えば、細胞の培養物
への再導入をもたらす濾過法により、または遠心分離法により、培養槽に保持される。し
かしながら、通常濾過に使用される膜は、１００％の細胞を保持せず、よって、培地が抽
出される時に、一部が除去される。細胞の大部分は培養槽に保持されるため、非常に高増
殖速度で灌流培養物を操作することは重要ではないかもしれない。
【０１４６】
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　攪拌タンク反応器システムは、浮遊または付着様式下で操作される回分および連続細胞
培養に使用され得る。一般に、攪拌タンク反応器システムは、Ｒｕｓｈｔｏｎ、水中翼、
ピッチブレード、またはマリーン等のあらゆる種類の攪拌器を備えた、あらゆる従来の攪
拌タンク反応器として操作され得る。
【０１４７】
　本発明の方法は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現のために、灌流またはケモスタット細
胞培養等の流加細胞培養または連続細胞培養の使用を含む場合がある。特定の実施形態に
おいて、最大少なくとも約１２μＭの濃度の亜鉛で補充される流加培養培地が、増加した
比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現を提供することが分かった（表２０）。特
に、１２μＭの最終濃度の亜鉛で補充された流加培養物において、特定の細胞増殖速度お
よび全活性は、影響を受けず、一方、発現させたＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性は
増加し続けた。これは、ケモスタット細胞培養を利用した実験で見られたものとは対照的
である。これらの実験において、５μＭの最終濃度の亜鉛での培養培地の補充は、上清に
おけるＡＤＡＭＴＳ１３の比活性において増加をもたらした（表２１）。しかしながら、
培養上清におけるＡＤＡＭＴＳ１３の比活性は高いままであったが、８．５μＭおよび１
２μＭの高レベルの補充での比細胞増殖速度および全ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質収率は
減少した。
【０１４８】
　したがって、一実施形態において、本発明の方法は、少なくとも、もしくは約２μＭ、
少なくとも、もしくは約５μＭ、２μＭ～１２μＭもしくは約その間、２μＭ～５μＭも
しくは約その間、５μＭ～１２μＭもしくは約その間、または少なくとも、もしくは約３
μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μ
Ｍ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛の濃度で
亜鉛を含む培地を用いた流加細胞培養の使用を含む。一部の実施形態において、亜鉛の濃
度は、少なくとも約５μＭ～少なくとも約１２μＭであり得る。特定の実施形態において
、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の
培地であり得る。
【０１４９】
　１．　連続培養
　有利に、本発明は、連続培養において高比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質、例え
ば、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法を提供する。これらの方法は、長期間にわたり単
一培養からのＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現および精製を可能にする。具体的に、高レベ
ルのＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の発現および比活性は、本発明により提供される条件下
の１０Ｌのケモスタット生物反応器中で、少なくとも５３日間維持され得ることが分かっ
た（実施例３、表１５を参照）。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は
、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５０】
　したがって、一実施形態において、本発明は、長期間、高特異性を有するＡＤＡＭＴＳ
タンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させる方法を提供する。特定の実施形態
において、培養物は、少なくとも、もしくは約７日間、または少なくとも、もしくは約１
４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも、もしくは約５週間、６週間、７週間、
または少なくとも、もしくは約２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。これらの実施形
態の一部において、全ＡＤＡＭＴＳタンパク質発現、活性、または比活性のレベルは、長
期間、培養物中で維持される。他の実施形態において、比増殖速度、細胞密度等は、長期
間、培養物中で維持される。一部の実施形態において、培養培地は、例えば、変形形態１
～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、カルシウム、亜鉛
、またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）のうちの少なくとも１つで補充され得る。特定
の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の実施形態にお
いて、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実施形態において、方
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法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は、動物性タンパク質
を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実
施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５１】
　一実施形態において、連続細胞培養技法は、少なくとも７日間、変形形態１～変形形態
１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム、および／
またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中で、ＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の実施形態にお
いて、連続細胞培養技法は、少なくとも１４日間、変形形態１～変形形態１４９（表２～
表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム、および／またはニコチン
アミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、
ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の実施形態において、連続細胞
培養技法は、少なくとも２１日間、変形形態１～変形形態１４９（表２～表９）のうちの
いずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム、および／またはニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）を含有する細胞培養物中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）を発現させるために使用され得る。別の実施形態において、連続細胞培養技法は、少
なくとも１ヶ月間、変形形態１～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに
従う濃度で、亜鉛、カルシウム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有
する細胞培養物中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させ
るために使用され得る。別の実施形態において、連続細胞培養技法は、少なくとも２ヶ月
間、変形形態１～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜
鉛、カルシウム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物
中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用さ
れ得る。別の実施形態において、連続細胞培養技法は、少なくとも３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月以上、変形形態１
～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム
、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中で、ＡＤＡＭ
ＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。好まし
い実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５２】
　特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発
現させる方法は、少なくとも７日間、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛、少なくとも
、もしくは約５μＭの亜鉛、少なくとも、もしくは約２μＭ～１２μＭの間の亜鉛、また
は約２μＭ～５μＭもしくは約その間の亜鉛、３μＭ～５μＭもしくは約その間の亜鉛、
５μＭ～１２μＭもしくは約その間の亜鉛、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μ
Ｍ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μ
Ｍ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛の濃度で亜鉛を含む
培地を用いた連続細胞培養の使用を含む場合がある。特定の一実施形態において、方法は
、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の実施形態において、方法は、タービドスタッ
ト細胞培養の使用を含む。また別の実施形態において、方法は、灌流細胞培養の使用を含
む。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含
まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５３】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛を含有する培養倍中
でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を
培養することを含む。他の実施形態において、培養培地は、少なくとも約３μＭの亜鉛を
含有する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも約５μＭの亜鉛を含有する。
別の実施形態において、培養培地は、２μＭの亜鉛～５μＭの亜鉛、または約その間の亜
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鉛を含有する。別の実施形態において、培養培地は、３μＭの亜鉛～５μＭの亜鉛、また
は約その間の亜鉛を含有する。別の実施形態において、培養培地は、２μＭの亜鉛～１２
μＭの亜鉛、または約その間の亜鉛を含有する。別の実施形態において、培養培地は、３
μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛、または約その間の亜鉛を含有する。別の実施形態において
、培養培地は、５μＭの亜鉛～１２μＭの亜鉛、または約その間の亜鉛を含有する。別の
実施形態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μ
Ｍ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１
５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含有する。ある実施形態において、
培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または
少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６
、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持
される。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の
実施形態において、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実施形態
において、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は、動物
性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る
。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５４】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウムを含有す
る培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を
持つ細胞を培養することを含む。他の実施形態において、培養培地は、少なくとも約１．
０ｍＭのカルシウムを含有する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも約１．
５ｍＭのカルシウムを含有する。別の実施形態において、培養培地は、０．５ｍＭ～１．
５ｍＭのカルシウム、または約その間のカルシウムを含有する。別の実施形態において、
培養培地は、１．０ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウム、または約その間のカルシウムを含有
する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７
ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１
．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ
、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４
．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含有する。ある実施形態において、培養物は、
少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも
５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。特
定の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の実施形態に
おいて、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実施形態において、
方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は、動物性タンパク
質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい
実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５５】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）を含有する培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
）をコードする核酸をもつ細胞を培養することを含む。他の実施形態において、培養培地
は、少なくとも約５ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。別の実施形
態において、培養培地は、少なくとも約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を
含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～７ｍｇ／Ｌ、または約その間の
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。別の実施形態において、培養培地は、５ｍ
ｇ／Ｌ～７ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。別
の実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍ
ｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／
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Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。ある実施形態にお
いて、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、
または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以
上維持される。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む
。別の実施形態において、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実
施形態において、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は
、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であ
り得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３であ
る。
【０１５６】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、亜鉛およびカルシウムの双方で補充された培養倍中でＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養す
ることを含む。ある実施形態において、亜鉛およびカルシウムの濃度は、本明細書に記載
されるもののうちのいずれかであり得る。ある実施形態において、亜鉛およびカルシウム
の濃度は、変形形態９４～変形形態１１３（表７）のうちの１つである。ある実施形態に
おいて、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間
、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間
以上維持される。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含
む。別の実施形態において、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の
実施形態において、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地
は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地で
あり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３で
ある。
【０１５７】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充された
培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持
つ細胞を培養することを含む。ある実施形態において、亜鉛およびニコチンアミド（ビタ
ミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載されるもののうちのいずれかであり得る。ある実施
形態において、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１１４～
変形形態１３３（表８）のうちの１つである。ある実施形態において、培養物は、少なく
とも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間
、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。特定の一
実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の実施形態において
、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実施形態において、方法は
、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含
まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形
態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１５８】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、カルシウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の双方
で補充された培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコード
する核酸を持つ細胞を培養することを含む。ある実施形態において、カルシウムおよびニ
コチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載されるもののうちのいずれかで
あり得る。ある実施形態において、カルシウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の
濃度は、変形形態１３４～変形形態１４９（表９）のうちの１つである。ある実施形態に
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おいて、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間
、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間
以上維持される。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含
む。別の実施形態において、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の
実施形態において、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地
は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地で
あり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３で
ある。
【０１５９】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、連続培養条
件下で、少なくとも約７日間、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３
）で補充された培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコー
ドする核酸を持つ細胞を培養することを含む。ある実施形態において、亜鉛、カルシウム
、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載されるもののうちの
いずれかであり得る。ある実施形態において、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド
（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１４～変形形態９３（表３～表６）のうちの１つで
ある。ある実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間
、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２
ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１
６、１７、１８ヶ月間以上維持される。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタッ
ト細胞培養の使用を含む。別の実施形態において、方法は、タービドスタット細胞培養の
使用を含む。また別の実施形態において、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実
施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、ま
たは既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は
、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６０】
　一実施形態において、培養物は、長期間、約０．５×１０６～４×１０７細胞／ｍＬの
間の細胞密度で維持される。他の実施形態において、細胞密度は、長期間、約１．０×１
０６～約１．０×１０７細胞／ｍＬの間の濃度で維持される。他の実施形態において、細
胞密度は、長期間、約１．０×１０６～約４．０×１０６細胞／ｍＬの間の濃度で維持さ
れる。他の実施形態において、細胞密度は、長期間、約１．０×１０６～約４．０×１０
６細胞／ｍＬの間の濃度で維持される。また別の実施形態において、細胞密度は、長期間
、約２．０×１０６～約４．０×１０６の間、または約１．０×１０６～約２．５×１０
６の間、または約１．５×１０６～約３．５×１０６の間、またはあらゆる他の類似する
範囲の濃度で維持され得る。組み換えＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）の産生のために細胞培養物が維持される細胞密度は、タンパク質発現に使用される培
養条件および培地に依存する。当業者は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を産生する細胞培養物
の最適な細胞密度を容易に決定することができるだろう。ある実施形態において、培養物
は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なく
とも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される
。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の実施形
態において、方法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実施形態におい
て、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は、動物性タン
パク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ま
しい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６１】
　他の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、例えば、ＦＲＥＴＳ－
ＶＷＦ７３活性単位等の、１日につき１リットル培養物当り少なくとも、もしくは約５０
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０単位（５００Ｕ／Ｌ／Ｄ）のＡＤＡＭＴＳ１３活性の産生を可能にし、少なくとも、も
しくは約５００Ｕ／ｍｇのＡ１３の比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約６００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする
。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約
７００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現
させる方法は、少なくとも、または約８００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形
態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約９００Ｕ／Ｌ
／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は
、少なくとも、または約１０００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において
、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約１１００Ｕ／Ｌ／Ｄの産
生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なく
とも、または約１２００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡ
ＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約１３００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能
にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、ま
たは約１４００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１
３を発現させる方法は、少なくとも、または約１５００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。
別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約２
０００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。特定の一実施形態において、方法は、ケモスタッ
ト細胞培養の使用を含む。別の実施形態において、方法は、タービドスタット細胞培養の
使用を含む。また別の実施形態において、方法は、灌流細胞培養の使用を含む。特定の実
施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、ま
たは既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は
、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６２】
　別の実施形態において、方法は、長期間、高比活性、例えば、少なくとも約６００Ｕ／
ｍｇのＡ１３タンパク質、または少なくとも約７００、８００、９００、１０００、１１
００、１２００、１３００、１４００、１５００、１６００、１７００、１８００、１９
００、２０００以上のＵ／ｍｇのＡ１３タンパク質の比活性を有するＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質の延長された発現を可能にする。ある実施形態において、培養物は、少なくとも
７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６
週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。特定の一実施
形態において、方法は、ケモスタット細胞培養の使用を含む。別の実施形態において、方
法は、タービドスタット細胞培養の使用を含む。また別の実施形態において、方法は、灌
流細胞培養の使用を含む。特定の実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まな
い、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態に
おいて、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６３】
　２．　回分培養
　別の態様において、本発明は、回分培養において高比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質、例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法を提供する。一部の実施形態において
、培養培地は、例えば、変形形態１～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１
つに従う濃度で、カルシウム、亜鉛、またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）のうちの少
なくとも１つで補充され得る。特定の一実施形態において、方法は、単一回分細胞培養の
使用を含む。別の実施形態において、方法は、流加細胞培養の使用を含む。また別の実施
形態において、方法は、反復回分細胞培養の使用を含む。一部の実施形態において、培養
は、浮遊回分培養として実施され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養と
して実施され得る。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリ
ゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、
ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
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【０１６４】
　一実施形態において、流加または反復回分細胞培養技法は、少なくとも７日間、変形形
態１～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシ
ウム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中でＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の
実施形態において、流加または反復回分細胞培養技法は、少なくとも１４日間、変形形態
１～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウ
ム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中でＡＤＡＭ
ＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の実
施形態において、流加または反復回分細胞培養技法は、少なくとも２１日間、変形形態１
～変形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム
、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中でＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の実施
形態において、流加または反復回分細胞培養技法は、少なくとも１ヶ月、変形形態１～変
形形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム、お
よび／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中でＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の実施形態
において、流加または反復回分細胞培養技法は、少なくとも２ヶ月間、変形形態１～変形
形態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム、およ
び／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中でＡＤＡＭＴＳタン
パク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。別の実施形態に
おいて、流加または反復回分細胞培養技法は、少なくとも３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月以上、変形形態１～変形形
態１４９（表２～表９）のうちのいずれか１つに従う濃度で、亜鉛、カルシウム、および
／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する細胞培養物中で、ＡＤＡＭＴＳタン
パク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために使用され得る。一部の実施形態
において、培養は、浮遊回分培養として実施され得る。他の実施形態において、培養は、
付着回分培養として実施され得る。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質を
含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６５】
　特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発
現させる方法は、少なくとも７日間、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛、少なくとも
、もしくは約５μＭの亜鉛、２μＭ～１２μＭの間もしくは約その間の亜鉛、または２μ
Ｍ～５μＭもしくは約その間の亜鉛、３μＭ～５μＭもしくは約その間の亜鉛、５μＭ～
１２μＭもしくは約その間の亜鉛、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μ
Ｍ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４
μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛の濃度で亜鉛を含む培地を用
いた流加または反復回分細胞培養の使用を含み得る。一部の実施形態において、培養は、
浮遊回分培養として実施され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養として
実施され得る。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペ
プチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６６】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、流加または
反復回分培養条件下で、少なくとも約７日間、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカル
シウムを含有する培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコ
ードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。他の実施形態において、培養培地は、少
なくとも約１．０ｍＭのカルシウムを含有する。別の実施形態において、培養培地は、少
なくとも約１．５ｍＭのカルシウムを含有する。別の実施形態において、培養培地は、０
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．５ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウム、または約その間のカルシウムを含有する。別の実施
形態において、培養培地は、１．０ｍＭ～１．５ｍＭのカルシウム、または約その間のカ
ルシウムを含有する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約０．
６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、
１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍ
Ｍ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、
４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含有する。ある実施形態におい
て、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、ま
たは少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５
、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上
維持される。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培養として実施され得る。他の
実施形態において、培養は、付着回分培養として実施され得る。ある実施形態において、
培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培
地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１
３である。
【０１６７】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、流加または
反復回分培養条件下で、少なくとも約７日間、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコ
チンアミド（ビタミンＢ３）を含有する培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、Ａ
ＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸をもつ細胞を培養することを含む。他の実施形態にお
いて、培養培地は、少なくとも約５ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有す
る。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）を含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～７ｍｇ／Ｌ、ま
たは約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。別の実施形態において、培
養培地は、５ｍｇ／Ｌ～７ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）
を含有する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約３ｍｇ／Ｌ、４
ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／
Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。あ
る実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日
間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、
または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８ヶ月間以上維持される。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培養として実
施され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養として実施され得る。ある実
施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、ま
たは既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は
、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６８】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、流加または
反復回分培養条件下で、少なくとも約７日間、亜鉛およびカルシウムの双方で補充された
培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持
つ細胞を培養することを含む。ある実施形態において、亜鉛およびカルシウムの濃度は、
本明細書に記載されるもののうちのいずれかであり得る。ある実施形態において、亜鉛お
よびカルシウムの濃度は、変形形態９４～変形形態１１３（表７）のうちの１つである。
ある実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１
日間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間
、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８ヶ月間以上維持される。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培養として
実施され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養として実施され得る。ある
実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、
または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
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は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１６９】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、流加または
反復回分培養条件下で、少なくとも約７日間、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３
）の双方で補充された培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。ある実施形態において、亜鉛および
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載されるもののうちのいずれか
であり得る。ある実施形態において、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度
は、変形形態１１４～変形形態１３３（表８）のうちの１つである。ある実施形態におい
て、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、ま
たは少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５
、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上
維持される。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培養として実施され得る。他の
実施形態において、培養は、付着回分培養として実施され得る。ある実施形態において、
培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培
地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１
３である。
【０１７０】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、流加または
反復回分培養条件下で、少なくとも約７日間、カルシウムおよびニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）で補充された培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。特定の実施形態において、カルシウ
ムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載されるもののうちの
いずれかであり得る。ある実施形態において、カルシウムおよびニコチンアミド（ビタミ
ンＢ３）の濃度は、変形形態１３４～変形形態１４９（表９）のうちの１つである。ある
実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間
、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、ま
たは３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８ヶ月間以上維持される。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培養として実施
され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養として実施され得る。ある実施
形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、また
は既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、
ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１７１】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させるための方法は、流加または
反復回分培養条件下で、少なくとも約７日間、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド
（ビタミンＢ３）で補充された培養倍中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む。ある実施形態において、亜
鉛、カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載され
るもののうちのいずれかであり得る。ある実施形態において、亜鉛、カルシウム、および
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１４～変形形態９３（表３～表６）
のうちの１つである。ある実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少な
くとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、また
は少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。一部の実施形態において、培養は
、浮遊回分培養として実施され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養とし
て実施され得る。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴ
ペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、Ａ
ＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１７２】
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　一実施形態において、培養物は、長期間、約０．５×１０６～４×１０７細胞／ｍＬの
間の細胞密度で維持される。他の実施形態において、細胞密度は、長期間、約１．０×１
０６～約１．０×１０７細胞／ｍＬの間の濃度で維持される。他の実施形態において、細
胞密度は、長期間、約１．０×１０６～約４．０×１０６細胞／ｍＬの間の濃度で維持さ
れる。他の実施形態において、細胞密度は、長期間、約１．０×１０６～約４．０×１０
６細胞／ｍＬの間の濃度で維持される。また別の実施形態において、細胞密度は、長期間
、約２．０×１０６～約４．０×１０６の間、または約１．０×１０６～約２．５×１０
６の間、または約１．５×１０６～約３．５×１０６の間、またはあらゆる他の類似する
範囲の濃度で維持され得る。組み換えＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）の産生のために細胞培養物が維持される細胞密度は、タンパク質発現に使用される培
養条件および培地に依存する。当業者は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を産生する細胞培養物
の最適な細胞密度を容易に決定することができるだろう。ある実施形態において、培養物
は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なく
とも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される
。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培養として実施され得る。他の実施形態に
おいて、培養は、付着回分培養として実施され得る。ある実施形態において、培地は、動
物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得
る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１７３】
　他の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、例えば、ＦＲＥＴＳ－
ＶＷＦ７３活性単位等の、１日につき１リットル培養物当たり少なくとも、もしくは約５
００単位（５００Ｕ／Ｌ／Ｄ）のＡＤＡＭＴＳ１３活性の産生を可能にし、少なくとも、
もしくは約５００Ｕ／ｍｇのＡ１３の比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約６００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にす
る。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または
約７００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発
現させる方法は、少なくとも、または約８００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約９００Ｕ／
Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法
は、少なくとも、または約１０００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態におい
て、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約１１００Ｕ／Ｌ／Ｄの
産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少な
くとも、または約１２００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤ
ＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約１３００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可
能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、
または約１４００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
１３を発現させる方法は、少なくとも、または約１５００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする
。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３を発現させる方法は、少なくとも、または約
２０００Ｕ／Ｌ／Ｄの産生を可能にする。一部の実施形態において、培養は、浮遊回分培
養として実施され得る。他の実施形態において、培養は、付着回分培養として実施され得
る。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質を含まない、オリゴペプチドを含
まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１７４】
　別の実施形態において、方法は、長期間、高比活性、例えば、少なくとも約６００Ｕ／
ｍｇのＡ１３タンパク質、または少なくとも約７００、８００、９００、１０００、１１
００、１２００、１３００、１４００、１５００、１６００、１７００、１８００、１９
００、２０００以上のＵ／ｍｇのＡ１３タンパク質の比活性を有するＡＤＡＭＴＳ１３タ
ンパク質の延長された発現を可能にする。ある実施形態において、培養物は、少なくとも
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７日間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６
週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。一部の実施形
態において、培養は、浮遊回分培養として実施され得る。他の実施形態において、培養は
、付着回分培養として実施され得る。ある実施形態において、培地は、動物性タンパク質
を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。好ましい実
施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０１７５】
　３．　培養条件
　意外にも、細胞生存率およびＡＤＡＭＴＳ１３活性は、細胞培養物のｐＨおよび温度の
わずかな変動により増加され得ることも分かった。図２に見られるように、発現したＡＤ
ＡＭＴＳ１３の比活性は、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質をコードするヌクレオチドを持つ
細胞が約７．３０未満で培養される時に非常に強化される。程度は低いが、これらの試験
において、温度もＡＤＡＭＴＳ１３の比活性に寄与する要因である。同様に、約６．８０
～約７．３の間のｐＨで増殖させた培養物の上清におけるＡ１３の容量生産能（ＦＲＥＴ
Ｓ－ＶＷＦ７３により測定される）は、その範囲の上下のｐＨレベルと比較して非常に増
加したことが分かった。ＡＤＡＭＴＳ１３生産能は、培養物の温度によっても影響を受け
た。最大活性は、約３４℃～約３７℃の間の温度で増殖させた培養物で認められた。
【０１７６】
　他の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させる方法は、培養培地の温度
を約３４℃～約３７℃の温度で維持するステップを含む。ある実施形態において、培養培
地は、３６．５℃以下、３６．０℃以下、３５．５℃以下、または３５．０℃未満の温度
で維持され得る。具体的な実施形態において、温度は、約３６℃の温度で維持される。具
体的な実施形態において、培養物は、上述の温度およびｐＨの範囲の組み合わせ、例えば
、３６．５℃以下、かつ例えば、７．１５以下のｐＨで維持される。好ましい実施形態に
おいて、培養物は、３６．０℃の温度、かつ７．１０のｐＨで維持される。
【０１７７】
　したがって、一部の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させる方法は、
培養培地のｐＨを約６．８～７．３の間のｐＨで維持するステップを含む。ある実施形態
において、ｐＨは、約７．０～約７．２５の間、または約７．０５～約７．１５の間であ
り得る。ある実施形態において、ｐＨは、７．２０以下、７．１５以下、７．１０、また
は７．０５以下のｐＨで維持され得る。具体的な一実施形態において、培養培地のｐＨは
、約７．１のｐＨで維持される。
【０１７８】
　一実施形態において、本発明は、３４℃～約３７℃もしくは約その間の温度、かつ６．
８～７．３もしくは約その間のｐＨで、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ
１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発
現させるための方法を提供する。別の実施形態において、培養物の温度は、３５℃～約３
７℃もしくは約その間であり、ｐＨは、６．８～７．３もしくは約その間である。別の実
施形態において、培養物の温度は、３５．５℃～約３６．５℃もしくは約その間であり、
ｐＨは、６．８～７．３もしくは約その間である。別の実施形態において、培養物の温度
は、３６℃もしくは約３６℃であり、ｐＨは、６．８～７．３もしくは約その間である。
一実施形態において、培養培地は、亜鉛で補充される。別の具体的な実施形態において、
培養培地は、カルシウムで補充される。別の具体的な実施形態において、培養培地は、ニ
コチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において、培養培地は、亜鉛お
よびカルシウムで補充される。一実施形態において、亜鉛およびカルシウムの濃度は、変
形形態９４～変形形態１１３（表７）のうちの１つである。別の実施形態において、培養
培地は、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において
、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１１４～変形形態１３
３（表８）のうちの１つである。別の実施形態において、培養培地は、カルシウムおよび
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ニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において、カルシウムおよび
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１３４～変形形態１４９（表９）の
うちの１つである。また別の実施形態において、培養培地は、亜鉛、カルシウム、および
ニコチンアミド（ビタミンＢ３）で濃縮される。一実施形態において、亜鉛、カルシウム
、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１４～変形形態９３（表３
～表６）のうちの１つである。
【０１７９】
　別の実施形態において、本発明は、３４℃～約３７℃もしくは約その間の温度、かつ６
．９～７．２５もしくは約その間のｐＨで、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
を発現させるための方法を提供する。別の実施形態において、培養物の温度は、３５℃～
約３７℃もしくは約その間であり、ｐＨは、６．９～７．２５もしくは約その間である。
別の実施形態において、培養物の温度は、３５．５℃～約３６．５℃もしくは約その間で
あり、ｐＨは、６．９～７．２５もしくは約その間である。別の実施形態において、培養
物の温度は、３６℃もしくは約３６℃であり、ｐＨは、６．９～７．２５もしくは約その
間である。一実施形態において、培養培地は、亜鉛で補充される。別の具体的な実施形態
において、培養培地は、カルシウムで補充される。別の具体的な実施形態において、培養
培地は、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において、培養培地
は、亜鉛およびカルシウムで補充される。一実施形態において、亜鉛およびカルシウムの
濃度は、変形形態９４～変形形態１１３（表７）のうちの１つである。別の実施形態にお
いて、培養培地は、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形
態において、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１１４～変
形形態１３３（表８）のうちの１つである。別の実施形態において、培養培地は、カルシ
ウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において、カルシ
ウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１３４～変形形態１４９
（表９）のうちの１つである。また別の実施形態において、培養培地は、亜鉛、カルシウ
ム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で濃縮される。一実施形態において、亜鉛、
カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１４～変形形態
９３（表３～表６）のうちの１つである。
【０１８０】
　別の実施形態において、本発明は、３４℃～約３７℃もしくは約その間の温度、かつ７
．０～７．２０もしくは約その間のｐＨで、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することを含む、ＡＤＡＭＴＳタンパク質
を発現させるための方法を提供する。別の実施形態において、培養物の温度は、３５℃～
約３７℃もしくは約その間であり、ｐＨは、７．０～７．２０もしくは約その間である。
別の実施形態において、培養物の温度は、３５．５℃～約３６．５℃もしくは約その間で
あり、ｐＨは、７．０～７．２０もしくは約その間である。別の実施形態において、培養
物の温度は、３６℃もしくは約３６℃であり、ｐＨは、７．０～７．２０もしくは約その
間である。一実施形態において、培養培地は、亜鉛で補充される。別の具体的な実施形態
において、培養培地は、カルシウムで補充される。別の具体的な実施形態において、培養
培地は、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において、培養培地
は、亜鉛およびカルシウムで補充される。一実施形態において、亜鉛およびカルシウムの
濃度は、変形形態９４～変形形態１１３（表７）のうちの１つである。別の実施形態にお
いて、培養培地は、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形
態において、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１１４～変
形形態１３３（表８）のうちの１つである。別の実施形態において、培養培地は、カルシ
ウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。一実施形態において、カルシ
ウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１３４～変形形態１４９
（表９）のうちの１つである。また別の実施形態において、培養培地は、亜鉛、カルシウ
ム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で濃縮される。一実施形態において、亜鉛、
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カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１４～変形形態
９３（表３～表６）のうちの１つである。
【０１８１】
　マイクロキャリア上で細胞を増殖させる概念は、最初にｖａｎ　Ｗｅｚｅｌ（ｖａｎ　
Ｗｅｚｅｌ　ＡＬ．，Ｎａｔｕｒｅ　１９６７　Ｏｃｔ　７；２１６（５１１０）：６４
－５）によって説明され、増殖培地中に浮遊した小固形粒子の表面上への細胞の付着を可
能にする。これらの方法は、高い表面対体積比を提供し、よって、効率的な栄養利用を可
能にする。さらに、真核細胞系における分泌タンパク質の発現において、増加した表面対
体積比は、高レベルの分泌、よって、培養物の上清におけるタンパク質の高収率を可能に
する。最後に、これらの方法は、真核生物発現培養物の容易なスケールアップを可能にす
る。
【０１８２】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現する細胞は、細胞培養増殖中、球形または多孔質マイク
ロキャリアに結合され得る。マイクロキャリアは、デキストラン、コラーゲン、プラスチ
ック、ゼラチン、およびセルロース、ならびにＢｕｔｌｅｒ（１９８８．Ｉｎ：Ｓｐｉｅ
ｒ＆Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，Ａｎｉｍａｌ　ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３：
２８３－３０３）に記載される他に基づくマイクロキャリアの群から選択されるマイクロ
キャリアであり得る。したがって、本発明の一実施形態によると、ＡＤＡＭＴＳタンパク
質を発現する細胞は、球形マイクロキャリア上で培養される。本発明の別の実施形態によ
ると、ＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現する細胞は、多孔質マイクロキャリア上で培養され
る。球形マイクロキャリア上で細胞をバイオマスに増殖させ、それらが最終発酵バイオマ
スに達した時、かつ多孔質マイクロキャリア上で発現タンパク質を産生する前に細胞を継
代する、またはその逆も可能である。球形マイクロキャリアは、Ｃｙｔｏｄｅｘ（商標）
１、Ｃｙｔｏｄｅｘ（商標）２、およびＣｙｔｏｄｅｘ（商標）３（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ）等の平滑表面、ならびにＣｙｔｏｐｏｒｅ（商標）１、Ｃｙｔｏｐｏｒｅ（商
標）２、Ｃｙｔｏｌｉｎｅ（商標）１、およびＣｙｔｏｌｉｎｅ（商標）２（ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ）等のマクロ多孔質マイクロキャリアの群から選択されるものである。
【０１８３】
　ＩＶ．　培養培地
　一態様において、本発明は、高比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現に有用で
ある培養培地を提供する。有利に、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミン
Ｂ３）の組み合わせ等の、種々の成分で培養培地を補充することにより、培地で培養され
る細胞中で発現するＡＤＡＭＴＳ（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）酵素の活性は、非常に強
化され、それと同時に、酵素は、補充されない培地で培養された細胞と、より高くはない
としても同等のレベルで発現することが分かった。
【０１８４】
　動物性タンパク質を含まない、および既知組成の培養培地の調製方法は、例えば、米国
特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６，４４１号、国際公開第２００７／０
７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００８／０００９０４０号および同第２０
０７／０２１２７７０号等、当該分野において公知であり、それらの開示は、全ての目的
において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。一実施形態において、本
明細書に記載される方法に使用される培養培地は、動物性タンパク質を含まない、または
オリゴペプチドを含まない培地である。ある実施形態において、培養培地は、既知組成で
あり得る。特定の実施形態において、培養培地は、約０．５ｍｇ／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌの
濃度の少なくとも１つのポリアミンを含有し得る。
【０１８５】
　したがって、一実施形態において、さらなるカルシウム、亜鉛、および／またはビタミ
ンＢ３で補充された培養培地を提供する。ある実施形態において、培地は、動物性タンパ
ク質を含まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成の培地であり得る。ある実
施形態において、動物性タンパク質を含まない、またはオリゴペプチドを含まない培地は
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、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６，４４１号、国際公開第２００
７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００８／０００９０４０号および同
第２００７／０２１２７７０号に教示されるように調製され（それらの開示は、全ての目
的において、参照によりその全体が本明細書に組み込まれ、それらの双方は、全ての目的
において、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）、さらなるカルシウム、亜鉛
、および／またはビタミンＢ３で補充される。具体的な実施形態において、既知組成培養
培地は、ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）に類似してもよく、これは、培地で培
養される細胞中で発現するＡＤＡＭＴＳタンパク質の比活性を増加させるために、さらな
るカルシウム、亜鉛、および／またはビタミンＢ３で補充された。また他の実施形態にお
いて、培養培地は動物の成分を含まない。別の実施形態において、培養培地は、タンパク
質、例えば、胎児仔ウシ血清等の血清からの動物性タンパク質を含有する。別の実施形態
において、培養物は、外因的に追加された組み換えタンパク質を有する。別の実施形態に
おいて、タンパク質は、認定された病原体未感染動物からである。
【０１８６】
　特定の実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その
間の濃度で、少なくとも１つのポリアミンを含有する。別の実施形態において、培養培地
は、０．５ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間で、少なくとも１つのポリアミンを
含有する。一実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間
で、少なくとも１つのポリアミンを含有する。ある実施形態において、ポリアミンは、オ
ルニチン、プトレシン、スペルミン、またはスペルミジン等の群からである。好ましい実
施形態において、ポリアミンはプトレシンである。具体的な実施形態において、培養培地
は、約２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のプトレシンを含有する。
【０１８７】
一実施形態において、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含有するＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）の発現のための培養培地を提供する。別の実施形態に
おいて、培養培地は、少なくとも、または約５μＭの亜鉛を含有する。一実施形態におい
て、培養培地は、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含有する。別の実施形態に
おいて、培養培地は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含有する。また他の実
施形態において、培養培地は、少なくとも、もしくは約２μＭ、または少なくとも、もし
くは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ
、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含有し得
る。
【０１８８】
　一般に、いずれの亜鉛塩も本発明の培地を補充するために使用することができ、許容さ
れる塩の例としては、ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、ｎＳＯ３・２Ｈ２Ｏ、（Ｃ６Ｈ５Ｏ７）２

Ｚｎ３・２Ｈ２Ｏ、ＺｎＢｒ２、ＺｎＢｒ２・２Ｈ２Ｏ、ＺｎＣｌ２、Ｚｎ（ＮＯ３）２

・６Ｈ２Ｏ、Ｚｎ（Ｈ２ＰＯ４）２・Ｈ２Ｏ、（Ｃ２Ｈ３Ｏ２）２Ｚｎ・２Ｈ２Ｏ等が挙
げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、薬学的に許容される亜鉛
の塩は、本発明の培養培地を補充するために使用される。他の実施形態において、ペプチ
ドまたはタンパク質調製物、例えば、インスリンを含有する亜鉛は、本明細書に提供され
る培養物の補充に使用され得る。
【０１８９】
　別の実施形態において、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含有するＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための培養培地を提供す
る。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウム
を含有する。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍＭ～１．５ｍＭ、または約その
間のカルシウムを含有する。また他の実施形態において、培養培地は、少なくとも、もし
くは約０．５ｍＭ、または少なくとも、もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ
、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５
ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、
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ｍＭ以上のカルシウムを含有し得る。
【０１９０】
　一般に、いかなるカルシウム塩も本発明の培地を補充するために使用することができ、
許容される塩の例としては、ＣａＣｌ２、ＣａＣｌ２、ＣａＦＰＯ３・２Ｈ２Ｏ、ＣａＩ

２、ＣａＢｒ２、（Ｃ２Ｈ３Ｏ２）２Ｃａ、（ＣＨＯ２）２Ｃａ、（Ｃ６Ｈ７Ｏ６）２Ｃ
ａ、（Ｃ６Ｈ５Ｏ７）２Ｃａ３・２Ｈ２Ｏ等が挙げられるが、これらに限定されない。あ
る実施形態において、薬学的に許容されるカルシウムの塩が、本発明の培養培地を補充す
るために使用される。
【０１９１】
　別の実施形態において、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミン
Ｂ３）を含有するＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるた
めの培養培地を提供する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約７
ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。一実施形態において、培養培地
は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含
有する。また他の実施形態において、培養培地は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３
ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ
、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ
３）を含有し得る。
【０１９２】
　有利に、亜鉛およびカルシウムの双方で補充することにより、培養培地中に発現したＡ
ＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性が、非常に増加することが分かった。したがって、一
実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させる
ために本明細書に提供される培養培地は、亜鉛およびカルシウムの双方で補充され得る。
例えば、培養培地は、表７に提供されるレベル、すなわち、変形形態９４～変形形態１１
３のうちのいずれか１つに従うレベルで、亜鉛およびカルシウムで補充され得る。
【０１９３】
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【０１９４】
　同様に、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の双方で培養培地を補充すること
により、培養培地で発現したＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性が、相乗的に増加する
ことが分かった。例えば、この効果は、実施例２に見ることができる（表１４の１１日目
を表１３の４日目および７日目と比較）。したがって、一実施形態において、ＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるために本明細書に提供される培
養培地は、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の双方で補充され得る。例えば、
培養培地は、表８に提供されるレベル、すなわち、変形形態１１４～変形形態１３３のう
ちのいずれか１つに従うレベルで、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充さ
れ得る。
【０１９５】
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【０１９６】
　有利に、ニコチンアミドおよびカルシウムの双方で補充することにより、培養培地中に
発現したＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の比活性が、非常に増加することが分かった。した
がって、一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）の
発現のために本明細書に提供される培養培地は、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）および
カルシウムの双方で補充され得る。例えば、培養培地は、表９に提供されるレベル、すな
わち、変形形態１３４～変形形態１４９のうちのいずれか１つに従うレベルで、ニコチン
アミド（ビタミンＢ３）およびカルシウムで補充され得る。
【０１９７】
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【表９】

【０１９８】
　一部の実施形態において、本発明により提供される培養培地は、液体または乾燥もしく
は粉末の形態で提供され得る。培地は、単回使用に適した量に予め小分けされるか、また
は２つ以上の細胞培養に使用され得るより大きな量で提供され得る。一般に、本発明の培
地は、減菌様式で提供される。したがって、本発明は、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質を発
現させる、または産生するためのキットも提供し、本キットは、高比活性を有するＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質の発現に適した培養培地を含む。
【０１９９】
　一態様において、本発明は、高比活性を有するＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤ
ＡＭＴＳ１３）の発現に有用な培養培地を提供する。一実施形態において、培養培地は、
少なくとも約２μＭの亜鉛を含有する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも
約２μＭ～約１２μＭの間の亜鉛を含有する。また別の実施形態において、培養培地は、
少なくとも約５μＭの亜鉛を含有する。一実施形態において、培養培地は、少なくとも約
５～約１２μＭの間の亜鉛を含有する。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも
約０．５ｍＭのカルシウムを含有する。また別の実施形態において、培養培地は、約０．
５ｍＭ～約１．５ｍＭの間のカルシウムを含有する。一実施形態において、培養培地は、
少なくとも２μＭの亜鉛と、少なくとも約０．５ｍＭのカルシウムとを含有する。
【０２００】
　また他の実施形態において、ニコチンアミド（ビタミンＢ３）の追加は、細胞培養物に
おけるＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現および比活性をさらに強化することが分かった。一
実施形態において、培養培地は、少なくとも約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ
３）をさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、少なくとも約７ｍｇ／Ｌのニコ
チンアミド（ビタミンＢ３）をさらに含む。また別の実施形態において、培養培地は、約
２ｍｇ／Ｌ～約１０ｍｇ／Ｌの間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。
【０２０１】
　特定の実施形態において、培養培地は、動物性タンパク質を含まない培養培地である。
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別の実施形態において、培養培地は、既知組成培地である。ある実施形態において、培養
培地は、１つ以上のポリアミンを含む場合がある。特定の実施形態において、ポリアミン
は、例えば、少なくとも０．５ｍｇ／Ｌの濃度のプトレシンである。具体的な実施形態に
おいて、培養培地は、約２ｍｇ／Ｌ～約８ｍｇ／Ｌの間のプトレシンを含有する。
【０２０２】
　１．　タンパク質を含まない培養培地
　特定の態様において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
）を発現させるための培養培地を提供し、これは、外因的に追加されたタンパク質を含ま
ない。「タンパク質を含まない培養培地」および関連する用語は、培養物中の細胞に外因
性である、またはその細胞以外の供給源からのタンパク質を欠損する培養培地を指し、こ
れは、増殖中にタンパク質を自然に排出する。一実施形態において、外因的に追加された
タンパク質を含まない（すなわち、タンパク質を含まない）ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例
えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための培養培地を提供し、亜鉛、カルシウム、お
よび／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。ある実施形態において、タ
ンパク質を含まない培養培地は、ポリアミンを含有する。例えば、少なくとも２ｍｇ／Ｌ
、または２ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌもしくは約その間、または２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌも
しくは約その間の濃度である。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンであ
る。タンパク質を含まない培養培地の例は、米国特許第６，１７１，８２５号および同第
６，９３６，４４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公
開第２００８／０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号に教示され、そ
れらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる
。
【０２０３】
　一実施形態において、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛、少なくとも、もしくは約
５μＭの亜鉛、２μＭ～１２μＭもしくは約その間の亜鉛、または５μＭ～１２μＭもし
くは約その間の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
を発現させるためのタンパク質を含まない培養培地を提供する。また他の実施形態におい
て、少なくとも、または約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、
１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、
３０μＭ以上の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
を発現させるためのタンパク質を含まない培養培地を提供する。
【０２０４】
　別の実施形態において、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウム、少なくとも
、もしくは約１．５ｍＭのカルシウム、または０．５～１．５ｍＭもしくは約その間のカ
ルシウムを含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させ
るためのタンパク質を含まない培養培地を提供する。また他の実施形態において、少なく
とも、または約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１
ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１
．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０
ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含有する、
ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるためのタンパク質を
含まない培養培地を提供する。
【０２０５】
　また別の実施形態において、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）、ま
たは２ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、ＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるためのタンパク質を含まな
い培養培地を提供する。また他の実施形態において、少なくとも、または約３ｍｇ／Ｌ、
４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ
／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、
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ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるためのタンパク質を
含まない培養培地を提供する。
【０２０６】
　２．　オリゴペプチドを含まない培養培地
　特定の態様において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
）を発現させるための培養培地を提供し、これは、外因的に追加されたオリゴペプチドを
含まない。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
を発現させるための培養培地を提供し、これは、外因的に添加されたオリゴペプチドを含
まず（すなわち、ポリペプチドを含まない）、亜鉛、カルシウム、および／またはニコチ
ンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。ある実施形態において、オリゴペプチドを含ま
ない培養培地は、ポリアミンを含有する。例えば、少なくとも２ｍｇ／Ｌ、または２ｍｇ
／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌもしくは約その間、または２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌもしくは約その間
の濃度である。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。オリゴペプ
チドを含まない培養培地の例は、米国特許第６，１７１，８２５号および同第６，９３６
，４４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出願公開第２００
８／０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号に教示され、それらの開示
は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０２０７】
　一実施形態において、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛、少なくとも、もしくは約
５μＭの亜鉛、２μＭ～１２μＭもしくは約その間の亜鉛、または５μＭ～１２μＭもし
くは約その間の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
を発現させるためのオリゴペプチドを含まない培養培地を提供する。また他の実施形態に
おいて、少なくとも、または約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μ
Ｍ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μ
Ｍ、３０μＭ以上の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）を発現させるためのオリゴペプチドを含まない培養培地を提供する。
【０２０８】
　別の実施形態において、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウム、少なくとも
、もしくは約１．５ｍＭのカルシウム、または０．５～１．５ｍＭのカルシウムもしくは
約その間のカルシウムを含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
）を発現させるためのオリゴペプチドを含まない培養培地を提供する。また他の実施形態
において、少なくとも、または約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１
．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ
、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．
７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシ
ウムを含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるた
めのオリゴペプチドを含まない培養培地を提供する。
【０２０９】
　また別の実施形態において、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）、少なくとも、もしくは約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）、
または２ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、ＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるためのオリゴペプチドを
含まない培養培地を提供する。また他の実施形態において、少なくとも、または約３ｍｇ
／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１
０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有
する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるためのオリゴ
ペプチドを含まない培養培地を提供する。
【０２１０】
　３．　血清を含まない培養培地
　特定の態様において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
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）を発現させるための培養培地を提供し、これは、血清を含まない。一実施形態において
、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための培養培地を
提供し、これは、外因的に追加された血清を含まず（すなわち、血清を含まない）、亜鉛
、カルシウム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。ある実施
形態において、血清を含まない培養培地は、ポリアミンを含有する。例えば、少なくとも
２ｍｇ／Ｌ、または２ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌもしくは約その間、または２ｍｇ／Ｌ～８
ｍｇ／Ｌもしくは約その間の濃度である。具体的な実施形態において、ポリアミンはプト
レシンである。血清を含まない培養培地の例は、米国特許第６，１７１，８２５号および
同第６，９３６，４４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出
願公開第２００８／０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号に教示され
、それらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込ま
れる。
【０２１１】
　一実施形態において、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛、少なくとも、もしくは約
５μＭの亜鉛、２μＭ～１２μＭもしくはその間の亜鉛、または５μＭ～１２μＭもしく
はその間の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発
現させるための血清を含まない培養培地を提供する。また他の実施形態において、少なく
とも、または約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、
１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以
上の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させ
るための血清を含まない培養培地を提供する。
【０２１２】
　別の実施形態において、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウム、少なくとも
、もしくは約１．５ｍＭのカルシウム、または０．５～１．５ｍＭもしくは約その間のカ
ルシウムを含有するＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させる
ための血清を含まない培養培地を提供する。また他の実施形態において、少なくとも、ま
たは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ、１
．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８ｍＭ
、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ、３
．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含有する、ＡＤＡＭ
ＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための血清を含まない培養培
地を提供する。
【０２１３】
　また別の実施形態において、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）、少なくとも、または約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）、ま
たは２ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、ＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための血清を含まない培養
培地を提供する。また他の実施形態において、少なくとも、または約３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ
／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、
１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、ＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための血清を含まない培養
培地を提供する。
【０２１４】
　４．　動物性タンパク質を含まない培養培地
　特定の態様において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
）を発現させるための培養培地を提供し、これは、動物性タンパク質を含まない。一実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるため
の培養培地を提供し、これは、外因的に追加された動物性タンパク質またはポリペプチド
を含まず（すなわち、動物性タンパク質を含まない）、亜鉛、カルシウム、および／また
はニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充される。特定の実施形態において、動物性タン
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パク質を含まない培養培地は、ポリアミンを含有する。例えば、少なくとも２ｍｇ／Ｌ、
または２ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌもしくは約その間、または２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌもし
くは約その間の濃度である。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである
。動物性タンパク質を含まない培養培地の例は、米国特許第６，１７１，８２５号および
同第６，９３６，４４１号、国際公開第２００７／０７７２１７号、ならびに米国特許出
願公開第２００８／０００９０４０号および同第２００７／０２１２７７０号に教示され
、それらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込ま
れる。
【０２１５】
　一実施形態において、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛、少なくとも、もしくは約
５μＭの亜鉛、２μＭ～１２μＭもしくはその間の亜鉛、または５μＭ～１２μＭもしく
はその間の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発
現させるための動物性タンパク質を含まない培養培地を提供する。また他の実施形態にお
いて、少なくとも、または約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９μＭ
、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５μＭ
、３０μＭ以上の亜鉛を含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３
）を発現させるための動物性タンパク質を含まない培養培地を提供する。
【０２１６】
　別の実施形態において、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウム、少なくとも
、もしくは約１．５ｍＭのカルシウム、または０．５～１．５ｍＭもしくは約その間のカ
ルシウムを含有する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させ
るための動物性タンパク質を含まない培養培地を提供する。また他の実施形態において、
少なくとも、または約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、
１．１ｍＭ、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍ
Ｍ、１．８ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、
３．０ｍＭ、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含有
する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための動物性
タンパク質を含まない培養培地を提供する。
【０２１７】
　また別の実施形態において、少なくとも、もしくは約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）、少なくとも、もしくは約７ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）、
または２ｍｇ／Ｌもしくはその間のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する、ＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための動物性タンパク質を
含まない培養培地を提供する。また他の実施形態において、少なくとも、または約３ｍｇ
／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１
０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ以上のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有
する、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を発現させるための動物性
タンパク質を含まない培養培地を提供する。
【０２１８】
Ｖ．　ＡＤＡＭＴＳタンパク質の精製
　ＡＤＡＭＴＳ１３は、生体内の血漿中に分泌され、そこでは、大きなｖＷＦの多量体を
切断することにより、凝固活性を調節するように機能する。発現後、哺乳類細胞のＡＤＡ
ＭＴＳ１３を分泌する能力は、細胞培養物中のＡＤＡＭＴＳ１３組成物の産生および精製
中に利用され得る。例えば、哺乳類細胞培養物中で組み換えＡＤＡＭＴＳ１３を発現させ
ることにより、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、細胞を採取し、溶解する必要なく、直接培養
物の上清から容易に回収され得る。これは、複数の培養遅延および回収期間なく、大量の
タンパク質を産生するための、連続細胞培養（例えば、灌流またはケモスタット細胞培養
）等の技法の使用を可能にする。本発明の一態様において、高比活性を有するＡＤＡＭＴ
Ｓタンパク質を細胞培養物から精製するための方法を提供する。
【０２１９】
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　したがって、一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、培養物中で発現し
、培養物の上清から直接回収される。本様式で、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質は、培養物
の分画を除去し、上清の他の成分からＡＤＡＭＴＳ１３を精製することにより回収される
。一般に、これは、濾過または遠心分離により上清とともに回収されるあらゆる細胞を分
離し、上清を１つ以上の精製ステップに曝すことを含む。
【０２２０】
　米国特許出願公開第２００５／０２６６５２８号およびＺｈｅｎｇら（２００１，Ｂｌ
ｏｏｄ，９８：１６６２－１６６６）、それらの開示は、全ての目的において、参照によ
りそれらの全体が本明細書に組み込まれる）は、ＡＤＡＭＴＳ１３を精製するための例示
的な方法を提供する。精製されたＡＤＡＭＴＳ１３は、従来の方法に従い製剤化され、例
えば、ＴＴＰを処置するために治療的に使用される。
【０２２１】
　一態様において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３組成物）を産生するための方法を提供する。第１の実施形態において、方法は、（ａ）
動物性タンパク質を含まない培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を
持つ細胞を培養するステップと、（ｂ）培養物から上清の分画を除去することと、（ｃ）
あらゆる残留細胞を除去するために、濾過または遠心分離を実施するステップと、（ｄ）
ＡＤＡＭＴＳタンパク質を濃縮するために、限外濾過ステップを実施するステップと、（
ｅ）少なくとも約０．５μＭの亜鉛および少なくとも約０．１ｍＭのカルシウムを含む緩
衝液を用いた透析濾過ステップを実施し、これによってＡＤＡＭＴＳ組成物を調製するス
テップとを含む。
【０２２２】
　特定の実施形態において、細胞を培養するステップは、回分細胞培養を含む。他の実施
形態において、細胞を培養するステップは、連続細胞培養を含む。
【０２２３】
　特定の実施形態において、培養培地は、カルシウムを含有する。具体的な実施形態にお
いて、培養培地は、少なくとも０．５ｍＭのカルシウムを含有する。他の実施形態におい
て、培養培地は、亜鉛を含有する。具体的な実施形態において、培養培地は、少なくとも
２μＭの亜鉛を含有する。また他の実施形態において、培養培地は、ニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）を含有する。具体的な実施形態において、培養培地は、少なくとも２ｍｇ／
Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。特定の実施形態において、透析濾過の
緩衝液は、少なくとも約５μＭの亜鉛と、少なくとも約２ｍＭのカルシウムとを含有する
。
【０２２４】
　特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３の比活性の約２０％未満が、ステップ（ｃ
）の終わりからステップ（ｅ）の終わりの間に失われる。他の実施形態において、ＡＤＡ
ＭＴＳ１３の比活性の約１０％未満が、ステップ（ｃ）の終わりからステップ（ｅ）の終
わりの間に失われる。また他の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくと
も約１０００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成
物は、少なくとも約１５００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。
【０２２５】
　Ａ．　緩衝液の交換
通常、培養物の上清から分泌タンパク質を精製する場合、精製プロセスの第１ステップは
、培養培地を緩衝溶液と交換することを含み、これは、関心のタンパク質のさらなる精製
を促進する。培養培地を緩衝液と交換するためのいくつかの選択肢が存在し、透析濾過、
透析、緩衝液交換法、ゲル濾過、クロマトグラフィ等が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【０２２６】
　ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質組成物は、培養物からの上清の採取と精製ステップとの間
の時間の長さに関わらず、新しい緩衝液の導入、例えば、透析濾過、透析、緩衝液の交換
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、クロマトグラフィ、および同様のステップを必要とするそのような精製ステップ中に、
それらの比活性の著しい分画が失われることが分かった。しかしながら、有利に、本発明
は、透析濾過、透析、緩衝液の交換、ゲル濾過、およびクロマトグラフィのステップ等の
系に導入される緩衝液中に亜鉛およびカルシウムを含むことにより、ＡＤＡＭＴＳ１３組
成物の高比活性が保持されることを発見した。その証拠に、実施例６は、カルシウムおよ
び亜鉛を欠損する緩衝液を用いたＡＤＡＭＴＳ１３組成物の透析濾過が、組成物の比活性
のほぼ２５％の平均損失をもたらし、一方、カルシウムおよび亜鉛を含めることで、この
損失をほぼ完全に防止することを示す（表２２）。したがって、本発明は、緩衝系に亜鉛
およびカルシウムを含めることにより、透析濾過、または類似する方法、例えば、透析、
緩衝液の交換、クロマトグラフィ後のＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物における活性の損失
を減少させるための方法を提供する。
【０２２７】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物を
精製するための方法を提供し、本方法は、（ａ）培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（
例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養するステップと、（ｂ）
ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を含有する培養培地の上清の一部
を回収するステップと、（ｃ）培養培地の上清を亜鉛およびカルシウムを含有する緩衝溶
液と交換し、これによって、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成
物を調製するステップとを含む。一実施形態において、培養培地は、亜鉛、カルシウム、
および任意にニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。好ましい実施形態において、
細胞を培養するステップは、連続培養（例えば、灌流またはケモスタット培養）を含む。
別の好ましい実施形態において、培養物は、３４℃～３７℃の間の温度で維持される。ま
た別の好ましい実施形態において、培養物は、６．９～７．２の間のｐＨで維持される。
【０２２８】
　特定の一実施形態において、培養培地の上清を緩衝溶液と交換するステップは、少なく
とも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは約０．５μＭの亜鉛
とを含有する緩衝液の使用を含む。別の実施形態において、緩衝液は、少なくとも、もし
くは約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは約５μＭの亜鉛とを含有する。特定
の実施形態において、カルシウムの濃度は、少なくとも約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０．
５ｍＭ、０，７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、５ｍＭ以上のカルシウム
であり得る。特定の実施形態において、亜鉛の濃度は、少なくとも約０．５μＭ、１μＭ
、２μＭ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ以上の亜鉛であり得る。一般に、上記のいかなる組
み合わせの濃度も、本方法の使用に適している。
【０２２９】
　一実施形態において、カルシウムおよび亜鉛を含有する緩衝液を用いて、緩衝液の交換
（例えば、透析濾過、透析、ゲル濾過等）を実施することにより、ＡＤＡＭＴＳタンパク
質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）の緩衝液を交換するための方法を提供する。特定
の一実施形態において、方法は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウムと、少
なくとも、もしくは約０．５μＭの亜鉛とを含有する緩衝液の使用を含む。別の実施形態
において、緩衝液は、少なくとも、もしくは約１ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もし
くは約１μＭの亜鉛とを含有する。一実施形態において、緩衝液は、少なくとも、もしく
は約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは約２μＭの亜鉛とを含有する。別の実
施形態において、緩衝液は、少なくとも、もしくは約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも
、もしくは約５μＭの亜鉛とを含有する。また他の実施形態において、緩衝液は、０．５
ｍＭ～５ｍＭの間のカルシウムと、０．５μＭ～５μＭの間の亜鉛とを含有する。ある実
施形態において、カルシウムの濃度は、少なくとも約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０．５ｍ
Ｍ、０，７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、５ｍＭ以上のカルシウムであ
り得る。ある実施形態において、亜鉛の濃度は、少なくとも約０．５μＭ、１μＭ、２μ
Ｍ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ以上の亜鉛であり得る。ある実施形態において、採取物、
細胞を含まない上清、または透析濾過緩衝液は、上述の濃度でカルシウムおよび亜鉛の組
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合物を含有する。
【０２３０】
　別の実施形態において、細胞培養物中で発現させた後にＡＤＡＭＴＳタンパク質（例え
ば、ＡＤＡＭＴＳ１３）の酵素活性を安定させるための方法を提供し、採取物、細胞を含
まない上清、または濃縮するため、もしくはＡＤＡＭＴＳ溶液の緩衝液の交換のために使
用される透析濾過緩衝液を含有する細胞をカルシウムおよび亜鉛で補充することを含む。
ある一実施形態において、方法は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウムと、
少なくとも、もしくは約０．５μＭの亜鉛とを含有する緩衝液の使用を含む。別の実施形
態において、緩衝液は、少なくとも、もしくは約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも、も
しくは約５μＭの亜鉛とを含有する。特定の実施形態において、カルシウムの濃度は、少
なくとも約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０．５ｍＭ、０，７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ、
２ｍＭ、３ｍＭ、５ｍＭ以上のカルシウムであり得る。ある実施形態において、亜鉛の濃
度は、少なくとも約０．５μＭ、１μＭ、２μＭ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ以上の亜鉛
であり得る。ある実施形態において、採取物、細胞を含まない上清、または透析濾過緩衝
液は、上述の濃度でカルシウムおよび亜鉛の組合物を含有する。
【０２３１】
　他の実施形態において、本明細書に提供される方法は、いずれの個別のステップ中にも
存在する比活性の１５％未満の損失をもたらす。好ましい実施形態において、本明細書に
提供される方法は、いずれの個別のステップ中にも存在した後の比活性の１０％未満の損
失をもたらす。特定の実施形態において、回収された培養物の上清に存在する比活性の１
５％未満が、最初の緩衝液の交換ステップ（例えば、透析濾過または透析）中に失われる
。好ましい実施形態において、回収された培養物の上清に存在する比活性の１０％未満が
、最初の緩衝液の交換ステップ（例えば、透析濾過または透析）中に失われる。
【０２３２】
　Ｂ．クロマトグラフィ
　特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成
物は、１つ以上のクロマトグラフィステップによりさらに富化される。一実施形態におい
て、富化されたＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物を提供する
ための方法を提供し、本方法は、（ａ）培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、
ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養するステップと、（ｂ）ＡＤＡＭ
ＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を含有する培養培地の上清の一部を回収す
るステップと、（ｃ）培養培地の上清を亜鉛およびカルシウムを含有する緩衝溶液と交換
し、第１のＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物を形成するステ
ップと、（ｄ）ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をクロマトグラフ
ィステップを用いてさらに富化し、これによって富化されたＡＤＡＭＴＳ（例えば、ＡＤ
ＡＭＴＳ１３）組成物を提供するステップとを含む。一実施形態において、培養培地は、
亜鉛、カルシウム、および任意にニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含有する。好ましい
実施形態において、細胞を培養するステップは、連続培養（例えば、灌流またはケモスタ
ット培養）を含む。別の好ましい実施形態において、培養物は、３４℃～３７℃の間の温
度で維持される。また別の好ましい実施形態において、培養物は、６．９～７．２の間の
ｐＨで維持される。
【０２３３】
　特定の一実施形態において、培養培地の上清を緩衝溶液と交換するステップ、および／
またはクロマトグラフィステップは、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウムと
、少なくとも、もしくは約０．５μＭの亜鉛とを含有する緩衝液の使用を含む。好ましい
実施形態において、双方のステップは、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウム
と、少なくとも、もしくは約０．５μＭの亜鉛とを含有する緩衝液の使用を含む。別の実
施形態において、緩衝液は、少なくとも、もしくは約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも
、もしくは約５μＭの亜鉛とを含有する。実施形態において、カルシウムの濃度は、少な
くとも約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０．５ｍＭ、０，７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ、２
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ｍＭ、３ｍＭ、５ｍＭ以上のカルシウムであり得る。ある実施形態において、亜鉛の濃度
は、少なくとも約０．５μＭ、１μＭ、２μＭ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ以上の亜鉛で
あり得る。一般に、上記のいかなる組み合わせの濃度も、本方法の使用に適している。
【０２３４】
　一実施形態において、クロマトグラフィステップに使用される緩衝液を亜鉛およびカル
シウムで補充することにより、クロマトグラフィステップ中のＡＤＡＭＴＳタンパク質（
例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物の比活性を維持するための方法を提供する。特定の一
実施形態において、方法は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウムと、少なく
とも、もしくは約０．５μＭの亜鉛とを含有する緩衝液の使用を含む。別の実施形態にお
いて、緩衝液は、少なくとも、もしくは約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも、もしくは
約５μＭの亜鉛とを含有する。ある実施形態において、カルシウムの濃度は、少なくとも
約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０．５ｍＭ、０，７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ、２ｍＭ、
３ｍＭ、５ｍＭ以上のカルシウムであり得る。ある実施形態において、亜鉛の濃度は、少
なくとも約０．５μＭ、１μＭ、２μＭ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ以上の亜鉛であり得
る。一般に、上記のいかなる合わせの濃度も、本方法の使用に適している。
【０２３５】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を精製するために
使用され得るクロマトグラフィ法の例としては、陰イオン交換クロマトグラフィ（ＡＥＣ
）、陽イオン交換クロマトグラフィ（ＣＥＣ）、疎水性交換クロマトグラフィ（ＨＩＣ）
、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ（ＨＡＰ）、免疫親和クロマトグラフィ、分子
ふるいクロマトグラフィ（すなわち、ゲル濾過）、または他の適切なクロマトグラフィス
テップが挙げられるが、これらに限定されない。クロマトグラフィステップは、回分また
はカラム様式のいずれかで実施され得る。特定の実施形態において、これらのクロマトグ
ラフィ法のいずれかを実施するために使用される緩衝液は、亜鉛およびカルシウムを含む
。特定の一実施形態において、方法は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭのカルシウム
と、少なくとも、もしくは約０．５μＭの亜鉛とを含有する緩衝液の使用を含む。別の実
施形態において、緩衝液は、少なくとも、もしくは約２ｍＭのカルシウムと、少なくとも
、もしくは約５μＭの亜鉛とを含有する。ある実施形態において、カルシウムの濃度は、
少なくとも約０．１ｍＭ、０．３ｍＭ、０．５ｍＭ、０，７５ｍＭ、１ｍＭ、１．５ｍＭ
、２ｍＭ、３ｍＭ、５ｍＭ以上のカルシウムであり得る。ある実施形態において、亜鉛の
濃度は、少なくとも約０．５μＭ、１μＭ、２μＭ、３μＭ、５μＭ、１０μＭ以上の亜
鉛であり得る。一般に、上記のいかなる組み合わせの濃度も、本方法の使用に適している
。
【０２３６】
　いかなる適切な陰イオン交換樹脂も、本明細書に提供される方法に使用され得る。使用
に適した陰イオン交換樹脂の例としては、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）、四級アミ
ノエチル（ＱＡＥ）、および四級アンモニウム（Ｑ）樹脂が挙げられるが、これらに限定
されない。
【０２３７】
　いかなる適切な陽イオン交換樹脂も、本明細書に提供される方法に使用され得る。使用
に適した陽イオン交換樹脂の例としては、カルボキシメチル（ＣＭ）、スルホプロピル（
ＳＰ）、メチルスルホネート（Ｓ）樹脂が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２３８】
　いかなる適切なヒドロキシアパタイトまたは他のカルシウム系樹脂も、本明細書に提供
される方法に使用され得る。適切な樹脂の例としては、ヒドロキシアパタイト樹脂、フル
オロアパタイト樹脂、フルオロヒドロキシアパタイト樹脂等が挙げられるが、これらに限
定されない。
【０２３９】
　いかなる適切な疎水性相互作用クロマトグラフィ樹脂も、本明細書に提供される方法に
使用され得る。適切な樹脂の例としては、フェニル樹脂、メチル樹脂、ブチル樹脂、オク
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チル樹脂等が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２４０】
　ある実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）は
、例えば、抗体、アプタマー、またはＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴ
Ｓ１３）に高度に特異的な他の適切な結合分子と共役する樹脂を用いて、免疫親和クロマ
トグラフィによりさらに富化され得る。
【０２４１】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ活性の損失を低減する方法は、緩衝液の交換、透析
濾過、透析、ゲル濾過、イオン交換クロマトグラフィ、親和クロマトグラフィ、ナノ濾過
、限外濾過、無菌濾過等を含むが、これらに限定されないいかなる個別のステップ中にも
、２０％未満の純損失をもたらす。他の実施形態において、本明細書に提供される方法は
、いずれかの個別のステップ中に存在する比活性の１５％未満の損失をもたらす。好まし
い実施形態において、本明細書に提供される方法は、いずれかの個別のステップ中に存在
する比活性の１０％未満の損失をもたらす。特定の実施形態において、回収された培養物
の上清に存在する比活性の１５％未満が、最初の緩衝液の交換ステップ（例えば、透析濾
過または透析）中に失われる。好ましい実施形態において、回収された培養物の上清に存
在する比活性の１０％未満は、最初の緩衝液の交換ステップ（例えば、透析濾過または透
析）中に失われる。
【０２４２】
　Ｃ．　ウイルスの不活性化および／または除去
　特定の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物を調製す
るために本明細書に提供される方法は、少なくとも１つのウイルスの不活性化または除去
ステップをさらに含む。ある実施形態において、本明細書に提供される方法は、少なくと
も２つ、または少なくとも３つのウイルスの不活性化または除去ステップを含む。本明細
書に提供される方法により利用され得るウイルスの不活性化または除去ステップの例とし
ては、溶媒界面活性剤処理（Ｈｏｒｏｗｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏａｇｕ
ｌ　Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ１９９４（５　Ｓｕｐｐｌ　３）、Ｓ２１－Ｓ２８　ａｎ
ｄ　Ｋｒｅｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ２００３（４３）：１０２３－
１０２８、これらの開示は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に
明示的に組み込まれる）、ナノ濾過（Ｈａｍａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｏｘ　Ｓａｎ
ｇ１９８９（５６）２３０－２３６およびＹｕａｓａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｇｅｎ　Ｖｉ
ｒｏｌ．１９９１（７２（ｐｔ８））：２０２１－２０２４、これらの開示は、全ての目
的において、参照によりそれらの全体が本明細書に明示的に組み込まれる）が挙げられる
が、これらに限定されない。好ましい実施形態において、本発明は、ＡＤＡＭＴＳ（例え
ば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物を調製するための方法を提供し、溶媒界面活性剤処理およ
びナノ濾過を含む。
【０２４３】
　一実施形態において、ウイルス的に安全なＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３）組成物を提供するための方法を提供し、本方法は、（ａ）培養培地中でＡＤＡ
ＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養する
ステップと、（ｂ）ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を含有する培
養培地の上清の一部を回収するステップと、（ｃ）培養培地の上清を亜鉛およびカルシウ
ムを含有する緩衝溶液と交換し、ＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）
組成物を形成するステップと、（ｄ）任意に、クロマトグラフィステップを用いて、ＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）を富化するステップと、（ｅ）少なく
とも１つのウイルスの不活性化または除去ステップを実施し、これによって、ウイルス的
に安全なＡＤＡＭＴＳ（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物を提供するステップとを含む
。一実施形態において、培養培地は、亜鉛、カルシウム、および任意にニコチンアミド（
ビタミンＢ３）を含有する。好ましい実施形態において、細胞を培養するステップは、連
続培養（例えば、灌流またはケモスタット培養）を含む。別の好ましい実施形態において
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、培養物は、３４℃～３７℃の間の温度で維持される。また別の好ましい実施形態におい
て、培養物は、６．９～７．２の間のｐＨで維持される。一実施形態において、ウイルス
除去ステップは、ナノ濾過である。
【０２４４】
　１．　溶媒および界面活性剤（Ｓ／Ｄ）処理
　ＡＤＡＭＴＳ培養物中に存在し得る種々のウイルス汚染物質を不活性化するために、１
つ以上のＡＤＡＭＴＳ（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）中間溶体は、溶媒界面活性剤（Ｓ／
Ｄ）処理を受けることができる。溶液を界面活性剤処理するための方法は、当該分野にお
いて周知である（概説については、Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ　ＪＰ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｅｓｔ
　Ｐｒａｃｔ　Ｒｅｓ　Ｃｌｉｎ　Ｈａｅｍａｔｏｌ．　２００６；１９（１）：２０５
－４２を参照し、その開示は、全ての目的において、その全体が参照により本明細書に明
示的に組み込まれる）。一般に、いかなる標準的なＳ／Ｄ処理も、本明細書に提供される
方法と併用して使用され得る。例えば、Ｓ／Ｄ処理のための例示的なプロトコルは、以下
に提供される。
【０２４５】
　一実施形態において、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｔｗｅｅｎ－２０、およびトリ（ｎ
－ブチル）リン酸（ＴＮＢＰ）が、それぞれ、１．０％、０．３％、および０．３％もし
くは約それらの最終濃度で、ＡＤＡＭＴＳ（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）中間溶液に追加
される。次いで、混合物は、少なくとも約１時間、１８℃～２５℃もしくは約その間の温
度で攪拌される。
【０２４６】
　２．　ナノ濾過および限外／透析濾過
　本明細書に提供されるＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）組成物の
ウイルス量を低減するために、組成物は、適切なナノ濾過デバイスを使用してナノ濾過さ
れ得る。ある実施形態において、ナノ濾過デバイスは、１５ｎｍ～２００ｎｍもしくは約
その間の平均孔径を有する。この使用に適切なナノフィルタの例としては、ＤＶＤ、ＤＶ
５０、ＤＶ２０（Ｐａｌｌ）、Ｖｉｒｅｓｏｌｖｅ　ＮＦＰ（登録商標）、Ｖｉｒｅｓｏ
ｌｖｅ　ＮＦＲ（登録商標）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、Ｐｌａｎｏｖａ（登録商標）１５
Ｎ、２０Ｎ、３５Ｎ、および７５Ｎ（Ｐｌａｎｏｖａ）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。具体的な実施形態において、ナノフィルタは、１５～７２ｎｍもしくは約その間
、または１９～３５ｎｍもしくはその間、または１５ｎｍ、１９ｎｍ、２０ｎｍ、３５ｎ
ｍ、もしくは７２ｎｍ、または約それらの平均孔径を有し得る。好ましい実施形態におい
て、ナノフィルタは、Ａｓａｈｉ　ＰＬＡＮＯＶＡ（登録商標）２０ＮもしくはＰＬＡＮ
ＯＶＡ（登録商標）３５Ｎフィルタ、またはそれらの等価物等の、１９ｎｍ、２０ｎｍ、
もしくは３５ｎｍ、または約それらの平均孔径を有する。
【０２４７】
　ナノ濾過後、濾液は、任意に、限外濾過により濃縮され、かつ／または緩衝組成物は、
透析濾過により調節され得る。ある実施形態において、限外濾過は、開口チャネルスクリ
ーンを有するカセット中で行われ、限外濾過膜は、１７５ｋＤａ未満もしくは約１７５ｋ
Ｄａ、または１７０、１６０、１５０、１４０、１３０、１２０、１１０、１００、９０
、８０、７０、６０、５０、４０、３０未満もしくは約それら以下のｋＤａの公称分子量
カットオフ（ＮＭＷＣＯ）を有する。好ましい実施形態において、限外濾過膜は、わずか
３０ｋＤａのＮＭＷＣＯを有する。別の好ましい実施形態において、限外濾過膜は、わず
か３０ｋＤａのＮＭＷＣＯを有する。
【０２４８】
　３．　凍結乾燥および加熱処理
また他の実施形態において、ナノ濾過等の他のウイルスの不活性化または除去ステップ
に前に曝された、凍結乾燥されたＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）組成物のウイルス活性は、凍結乾燥された組成物の加熱処理によりさらに低減され得
る。血液因子中のウイルス量を不活性化するための加熱処理は、当該分野において周知で
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ある（例えば、Ｐｉｓｚｋｉｅｗｉｃｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｒｏｍｂ　Ｒｅｓ．１９８
７　Ｊｕｌ　１５；４７（２）：２３５－４１、Ｐｉｓｚｋｉｅｗｉｃｚ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｃｕｒｒ　Ｓｔｕｄ　Ｈｅｍａｔｏｌ　Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓ．１９８９；（
５６）：４４－５４、Ｅｐｓｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｆｒｉｃｋｅ，Ａｒｃｈ　Ｐａｔｈｏｌ
　Ｌａｂ　Ｍｅｄ．１９９０　Ｍａｒ；１１４（３）：３３５－４０を参照）。
【０２４９】
　ＶＩ．　ＡＤＡＭＴＳ組成物
　有利に、亜鉛、カルシウム、および／またはニコチンアミド（ビタミンＢ３）で補充さ
れた細胞培養物中で発現させたＡＤＡＭＴＳ１３等のＡＤＡＭＴＳタンパク質は、予想外
に、高比活性を有することが分かった。本明細書に提供されるように、本方法は、高比活
性を有するそのようなＡＤＡＭＴＳタンパク質の連続発現および回収のために開発された
。例えば、本明細書に提供される連続細胞培養法は、１週間を超える間、１０００Ｕ／ｍ
ｇ超の比活性を有する、１日につき１リットル当り１ｍｇのＡＤＡＭＴＳ１３超の発現を
可能にする。同様に、ＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の精製中に通常遭遇する、活性の損失
を低減させるための方法も、本明細書において提供される。
【０２５０】
　したがって、一態様において、本発明は、本明細書に提供される方法により細胞培養物
中で発現させたＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を提
供する。例えば、タンパク質がカルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３
）から選択される少なくとも１つの成分で補充される培養培地中で、ＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより発現する、ＡＤＡＭＴＳタンパク
質組成物を提供する。本明細書に提供される方法により精製されるＡＤＡＭＴＳタンパク
質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）も提供する。例えば、交換緩衝液が亜鉛お
よびカルシウムを含む、緩衝液の交換ステップを含む方法により精製されたＡＤＡＭＴＳ
タンパク質組成物を提供する。本発明の好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質組成物は、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物である。
【０２５１】
　一態様において、本発明は、本明細書に提供されるいずれかの方法により細胞培養物中
でＡＤＡＭＴＳタンパク質を発現させる方法を含む方法により調製されるＡＤＡＭＴＳタ
ンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を提供する。好ましい実施形態にお
いて、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２５２】
　関連する態様において、本発明は、培養培地からＡＤＡＭＴＳタンパク質を精製する間
、少なくとも１つの緩衝液に亜鉛およびカルシウムの双方を含むことを含む方法により調
製されるＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を提供する
。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２５３】
　本発明は、本明細書に提供される方法により調製されるＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物
（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）を提供する。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組
成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド
（ビタミンＢ３）から選択される少なくとも１つの成分で補充された培養培地中で、ＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。具体
的な実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミ
ド（ビタミンＢ３）から選択される少なくとも２つの成分で補充された培養培地中で、Ａ
ＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。ま
た別の実施形態において、培養培地は、カルシウム、亜鉛、およびニコチンアミド（ビタ
ミンＢ３）で補充される。一部の実施形態において、培養培地は、動物性タンパク質を含
まない、オリゴペプチドを含まない、または既知組成培養培地であり得る。好ましい実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２５４】
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　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成
物）は、少なくとも、または約２μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳ１３タンパ
ク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。別の実施形態におい
て、組成物は、少なくとも、または約５μＭの亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタン
パク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製される。一実施形態
において、組成物は、２μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含む培養培地中でＡＤ
ＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製される
。別の実施形態において、組成物は、５μＭ～１２μＭ、または約その間の亜鉛を含む培
養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することに
より調製される。また他の実施形態において、組成物は、少なくとも、もしくは約２μＭ
、または少なくとも、もしくは約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７μＭ、８μＭ、９
μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ、２０μＭ、２５
μＭ、３０μＭ以上の亜鉛を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸
を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製される。一実施形態において、培養物は、３
５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態において、培養物は、３
６℃、または約３６℃で維持される。別の実施形態において、培養物のｐＨは、６．９～
７．３、または約その間で維持される。一実施形態において、培養物の温度および／また
はｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本方法は、連続培養条件
下で実施される。具体的な実施形態において、本方法は、浮遊様式で操作される、ケモス
タット、タービドスタット、または灌流培養条件下で実施される。他の具体的な実施形態
において、方法は、付着様式で操作される、ケモスタット、タービドスタット、または灌
流培養条件下で実施される。別の実施形態において、本方法は、回分培養条件下で実施さ
れる。具体的な実施形態において、本方法は、浮遊様式で操作される、単一回分、反復回
分、または流加培養条件下で実施される。他の具体的な実施形態において、方法は、付着
様式で操作される、単一回分、反復回分、または流加培養条件下で実施される。一実施形
態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である
。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である
。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨ
Ｋ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／また
はポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の実施形態において、哺乳類
細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク質およびポリペプチドを含
む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３
０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の実施形態において、培養培
地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実
施形態において、ポリアミンはプトレシンである。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭ
ＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２５５】
　ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物）の一実施形態にお
いて、ＡＤＡＭＴＳタンパク質の発現に使用される培養培地は、少なくとも約２μＭ～少
なくとも約１２μＭの最終濃度で、亜鉛で補充され得る。特定の実施形態において、培養
培地は、少なくとも約２μＭ、または少なくとも約３μＭ、４μＭ、５μＭ、６μＭ、７
μＭ、８μＭ、９μＭ、１０μＭ、１１μＭ、１２μＭ、１３μＭ、１４μＭ、１５μＭ
、２０μＭ、２５μＭ、３０μＭ以上のレベルの亜鉛の最終濃度で、亜鉛で補充され得る
。一般に、あらゆる亜鉛塩が本発明の培地を補充するために使用することができ、許容さ
れる塩の例としては、ＺＮＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、ＺＮＳＯ３・２Ｈ２Ｏ、（Ｃ６Ｈ５Ｏ７）

２ＺＮ３・２Ｈ２Ｏ、ＺＮＢＲ２、ＺＮＢＲ２・２Ｈ２Ｏ、ＺＮＣＬ２、ＺＮ（ＮＯ３）

２・６Ｈ２Ｏ、ＺＮ（Ｈ２ＰＯ４）２・Ｈ２Ｏ、（Ｃ２Ｈ３Ｏ２）２ＺＮ・２Ｈ２Ｏ等が
挙げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、薬学的に許容される亜
鉛の塩が、本発明の培養培地を補充するために使用される。好ましい実施形態において、
ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
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【０２５６】
　別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組
成物）は、少なくとも、または約０．５ｍＭのカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴ
Ｓ１３タンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。別の実
施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、少なくとも、または約１．５ｍＭのカルシウム
を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養す
ることにより調製される。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、０．５ｍＭ～１
．５ｍＭ、または約その間のカルシウムを含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコ
ードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製される。また他の実施形態にお
いて、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、少なくとも、もしくは約０．５ｍＭ、または少なくとも、
もしくは約０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１．０ｍＭ、１．１ｍＭ
、１．２ｍＭ、１．３ｍＭ、１．４ｍＭ、１．５ｍＭ、１．６ｍＭ、１．７ｍＭ、１．８
ｍＭ、１．９ｍＭ、２．０ｍＭ、２．２５ｍＭ、２．５ｍＭ、２．７５ｍＭ、３．０ｍＭ
、３．５ｍＭ、４．０ｍＭ、４．５ｍＭ、５．０ｍＭ以上のカルシウムを含む培養培地中
でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製
される。一実施形態において、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される
。具体的な実施形態において、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。別の実
施形態において、培養物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持される。一実
施形態において、培養物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一
実施形態において、本方法は、連続培養条件下で実施される。具体的な実施形態において
、方法は、浮遊様式で操作される、ケモスタット、タービドスタット、または灌流培養条
件下で実施される。他の具体的な実施形態において、本方法は、付着様式で操作される、
ケモスタット、タービドスタット、または灌流培養条件下で実施される。別の実施形態に
おいて、本方法は、回分培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、本方法は
、浮遊様式で操作される、単一回分、反復回分、または流加培養条件下で実施される。他
の具体的な実施形態において、本方法は、付着様式で操作される、単一回分、反復回分、
または流加培養条件下で実施される。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコ
ードする核酸を持つ細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は
、ハムスター、ヒト、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、Ｃ
ＨＯ細胞系、ＨＥＫ２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、
哺乳類細胞は、動物性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培
養される。また別の実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これ
は、動物性タンパク質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形
態において、培養培地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミン
をさらに含む。別の実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約
その間のポリアミンをさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシン
である。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３であ
る。
【０２５７】
　一般に、あらゆるカルシウム塩が本発明の培地を補充するために使用され得る。許容さ
れる塩の例としては、ＣａＣｌ２、ＣａＣｌ２、ＣａＦＰＯ３・２Ｈ２Ｏ、ＣａＩ２、Ｃ
ａＢｒ２、（Ｃ２Ｈ３Ｏ２）２Ｃａ、（ＣＨＯ２）２Ｃａ、（Ｃ６Ｈ７Ｏ６）２Ｃａ、（
Ｃ６Ｈ５Ｏ７）２Ｃａ３・２Ｈ２Ｏ等が挙げられるが、これらに限定されない。ある実施
形態において、薬学的に許容されるカルシウムの塩は、本発明の培養培地を補充するため
に使用される。
【０２５８】
　別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質組成物（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３組
成物）は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培
養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調
製される。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、少なくとも、または約７ｍｇ
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／Ｌのニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコ
ードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製される。一実施形態において、
ＡＤＡＭＴＳ組成物は、２ｍｇ／Ｌ～１０ｍｇ／Ｌ、または約その間のニコチンアミド（
ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ哺乳
類細胞を培養することにより調製される。また他の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成
物は、少なくとも、または約２ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、４ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、６ｍｇ
／Ｌ、７ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ、９ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、１５ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／
Ｌ以上の濃度のニコチンアミド（ビタミンＢ３）を含む培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパ
ク質をコードする核酸を持つ哺乳類細胞を培養することにより調製される。一実施形態に
おいて、培養物は、３５℃～３７℃、または約その間で維持される。具体的な実施形態に
おいて、培養物は、３６℃、または約３６℃で維持される。別の実施形態において、培養
物のｐＨは、６．９～７．３、または約その間で維持される。一実施形態において、培養
物の温度および／またはｐＨは、少なくとも７日間維持される。一実施形態において、本
方法は、連続培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、本方法は、浮遊様式
で操作される、ケモスタット、タービドスタット、または灌流培養条件下で実施される。
他の具体的な実施形態において、本方法は、付着様式で操作される、ケモスタット、ター
ビドスタット、または灌流培養条件下で実施される。別の実施形態において、本方法は、
回分培養条件下で実施される。具体的な実施形態において、本方法は、浮遊様式で操作さ
れる、単一回分、反復回分、または流加培養条件下で実施される。他の具体的な実施形態
において、本方法は、付着様式で操作される、単一回分、反復回分、または流加培養条件
下で実施される。一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質をコードする核酸を持つ
細胞は、哺乳類細胞である。特定の実施形態において、哺乳類細胞は、ハムスター、ヒト
、またはマウス細胞である。具体的な実施形態において、細胞は、ＣＨＯ細胞系、ＨＥＫ
２９３細胞系、またはＢＨＫ細胞系である。別の実施形態において、哺乳類細胞は、動物
性タンパク質および／またはポリペプチドを含まない培養培地中で培養される。また別の
実施形態において、哺乳類細胞は、合成培養培地中で培養され、これは、動物性タンパク
質およびポリペプチドを含む場合も、含まない場合もある。一実施形態において、培養培
地は、０．５ｍｇ／Ｌ～３０ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミンをさらに含む。別の
実施形態において、培養培地は、２ｍｇ／Ｌ～８ｍｇ／Ｌ、または約その間のポリアミン
をさらに含む。具体的な実施形態において、ポリアミンはプトレシンである。好ましい実
施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２５９】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、亜鉛およびカルシウムの双方で補充され
た培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１３）をコードする核酸
をもつ細胞を培養することにより調製される。実施形態において、亜鉛およびカルシウム
の濃度は、本明細書に記載されるもののうちのいずれかであり得る。ある実施形態におい
て、亜鉛およびカルシウムの濃度は、変形形態９４～変形形態１１３（表７）のうちの１
つである。ある実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４
日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくと
も２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。一実施形態において、培養は、灌流培養であ
る。別の実施形態において、培養は、ケモスタット培養である。他の実施形態において、
培養は、流加または反復回分培養である。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタン
パク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２６０】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ
３）の双方で補充された培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭＴＳ１
３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。ある実施形態におい
て、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載されるものの
うちのいずれかであり得る。ある実施形態において、亜鉛およびニコチンアミド（ビタミ
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ンＢ３）の濃度は、変形形態１１４～変形形態１３３（表８）のうちの１つである。ある
実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも１４日間、２１日間
、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少なくとも２ヶ月間、ま
たは３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８ヶ月間以上維持される。一実施形態において、培養は、灌流培養である。別の実施形
態において、培養は、ケモスタット培養である。他の実施形態において、培養は、流加ま
たは反復回分培養である。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤ
ＡＭＴＳ１３である。
【０２６１】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、カルシウムおよびニコチンアミド（ビタ
ミンＢ３）の双方で補充された培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。ある実施形態
において、カルシウムおよびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明細書に記載
されるもののうちのいずれかであり得る。ある実施形態において、カルシウムおよびニコ
チンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１３４～変形形態１４９（表９）のうち
の１つである。ある実施形態において、培養物は、少なくとも７日間、または少なくとも
１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間、７週間、または少な
くとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。一実施形態において、培養は、灌流培養
である。別の実施形態において、培養は、ケモスタット培養である。他の実施形態におい
て、培養は、流加または反復回分培養である。好ましい実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ
タンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２６２】
　一実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ組成物は、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミ
ド（ビタミンＢ３）で補充された培養培地中でＡＤＡＭＴＳタンパク質（例えば、ＡＤＡ
ＭＴＳ１３）をコードする核酸を持つ細胞を培養することにより調製される。ある実施形
態において、亜鉛、カルシウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、本明
細書に記載されるもののうちのいずれかであり得る。ある実施形態において、亜鉛、カル
シウム、およびニコチンアミド（ビタミンＢ３）の濃度は、変形形態１４～変形形態９３
（表３～表６）のうちの１つである。ある実施形態において、培養物は、少なくとも７日
間、または少なくとも１４日間、２１日間、２８日間、または少なくとも５週間、６週間
、７週間、または少なくとも２ヶ月間、または３、４、５、６、７、８、９、１０、１１
、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８ヶ月間以上維持される。一実施形態におい
て、培養は、灌流培養である。別の実施形態において、培養は、ケモスタット培養である
。他の実施形態において、培養は、流加または反復回分培養である。好ましい実施形態に
おいて、ＡＤＡＭＴＳタンパク質は、ＡＤＡＭＴＳ１３である。
【０２６３】
　別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、高比活性、例えば、少なくとも６
００Ｕ／ｍｇのＡ１３タンパク質の比活性で提供される。別の実施形態において、ＡＤＡ
ＭＴＳ１３組成物は、少なくとも７００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態におい
て、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも８００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施
形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも９００Ｕ／ｍｇの比活性を有する
。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも１０００Ｕ／ｍｇの比
活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも１１００
Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なく
とも１２００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成
物は、少なくとも１３００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭ
ＴＳ１３組成物は、少なくとも１４００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態におい
て、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも１５００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実
施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも１６００Ｕ／ｍｇの比活性を有
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する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも１７００Ｕ／ｍｇ
の比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも１８
００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少
なくとも１９００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３
組成物は、少なくとも２０００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤ
ＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも２１００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別の実施形態に
おいて、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも２２００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。別
の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも２３００Ｕ／ｍｇの比活性
を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも２４００Ｕ／
ｍｇの比活性を有する。別の実施形態において、ＡＤＡＭＴＳ１３組成物は、少なくとも
２５００Ｕ／ｍｇの比活性を有する。
【実施例】
【０２６４】
　ＶＩＩ．　実施例
　実施例１
　既知組成ＢＡＣＤ－Ａ１３培地中にヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＨＥＫ２
９３細胞系１０２０／１　０１３－２の生物反応器培養物を使用して、流加実験を実施し
た。培養培地をさらなる亜鉛で補充することの効果を調べた。
【０２６５】
　空気飽和２０％の溶解酸素濃度で、３７℃でインライン制御された７．２０のｐＨ下、
ブレード羽根を備えた１．５Ｌの生物反応器中で、ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み
換えＨＥＫ２９３細胞を流加細胞培養により培養した。ＤＭＥＭ／Ｆ１２系の既知組成培
養培地（ＢＡＣＤ－Ａ１３；表１２）を含有する２つの同一の生物反応器に細胞浮遊液を
移動した。２つの培養物をＤＭＥＭ／Ｆ１２のように、０．４３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４

・７Ｈ２Ｏを用いるか、または１．４３２ｍｇ／Ｌの最終濃度のために１ｍｇ／ＬのＺｎ
ＳＯ４・７Ｈ２Ｏでさらに補充するかのいずれかにより調製されたＢＡＣＤ－Ａ１３培地
中で増殖させた。２つの流加培養物は、それ以外は同様に処理され、よって相互に直接比
較され得る。
【０２６６】
　上清を遠心分離または濾過して残留細胞を除去した後、培養物の上清におけるＡ１３の
活性をＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイにより測定した。Ａ１３の総量は、Ａ１３特異的
抗体（表１０）を使用して、ＥＬＩＳＡにより測定した。標準的なＤＭＥＭ／Ｆ１２亜鉛
濃度を有するＢＡＣＤ－Ａ１３培地を利用した培養物からの上清は、３日目および６日目
にそれぞれ、７２８および８２６ｍＵ／ｍＬのＡ１３活性を有した。培養物の比活性は、
それぞれ、４８２ｍＵ／μｇおよび５２６ｍＵ／μｇ　Ａ１３であった。対照的に、亜鉛
でさらに補充された培養物からの上清は、Ａ１３発現の収率はわずかに改善されたのみで
あったが（３日目および６日目に、それぞれ、７％および１９％超）、Ａ１３活性の全活
性および比活性が大幅に改善されたことを示した（表１１）。表１０および表１１の結果
を比較することによって見られるように、全Ａ１３　ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３活性は、０
．４３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏで増殖させた培養物と比較して、１．４３２ｍ
ｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏの存在下で増殖させた培養物において、３日目で１１８％
高く（１５８９対７２８）、６日目で６１％高かった（１３８１対７２８）。同様に、補
充された培養物中のＡ１３タンパク質の比活性は、３日目で１０４％高く（９８１対４８
２ｍＵ／μｇ）、６日目で４２％高かった（７３９対５２６ｍＵ／μｇ）。
【０２６７】
　生物反応器から試料を取り、ＥＬＩＳＡによりＡ１３について分析し、Ａ１３活性をＦ
ＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイにより測定した。Ｎｕｃｌｅｏｃｏｕｎｔｅｒ技術により
細胞数を決定した。希釈速度を測定し、増殖率および容量生産能の計算に使用した。
【０２６８】
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【０２６９】
【表１１】

【０２７０】
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【表１２－１】
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【表１２－２】

【０２７１】
　実施例２
　既知組成ＢＡＣＤ－Ａ１３培地中にヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細
胞系＃９３８の生物反応器培養物を使用して、流加実験を実施した。培養培地をさらなる
亜鉛および／またはビタミンＢ３で補充することの効果を調べた。
【０２７２】
　ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞を既知組成ＢＣＳ培地（ＢＣＳ培
地）に適応させた。Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｗｏｒｋｉｎｇ　Ｃｅｌｌ　Ｂａｎｋ＃０
１（ＤＷＣＢ＃０１）からのクローン＃９３８を解凍し、細胞接種材料をＢＣＳ培地中で
調製した。ブレード羽根を備えた２つの１．５Ｌの生物反応器中に細胞を移し、空気飽和
２０％の溶解酸素濃度で、３７℃でインライン制御された７．２０のｐＨの商標ＢＡＣＤ
－Ａ１３培地中で、流加細胞培養下で増殖させた。２つの培養物をＤＭＥＭ／Ｆ１２のよ
うに、０．４３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏを用いるか、または１．４３２ｍｇ／
Ｌの最終濃度のために１ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏでさらに補充するかのいずれか
により調製されたＢＡＣＤ－Ａ１３培地中で増殖させた。２つの流加培養物は、それ以外
は同様に処理され、よって相互に直接比較され得る。上清を４日目および７日目に採取し
、Ａ１３タンパク質および活性レベルについてアッセイした。７日目に採取した後、双方
の培養物を７．０２ｍｇ／Ｌの最終濃度のために、さらなる５ｍｇ／Ｌのニコチンアミド
（ビタミンＢ３）で補充し、さらに４日間、同じ条件下で増殖させた。上清を１１日目に
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【０２７３】
　亜鉛を補充せずに増殖させた最初の培養物において、採取した上清のＡ１３活性レベル
は、４日目および７日目にそれぞれ、６４２および４８８ｍＵ／ｍＬであった（表１３）
。これらの上清の比活性は、４日目および７日目にそれぞれ、３７１および２７３ｍＵ／
μｇであった。前の実施例１に見られるように、さらなる亜鉛で補充された培養物の上清
におけるＡ１３の全活性および比活性は、大幅に増加した（採取４日目および７日目の表
１３および表１４を比較）。前と同様、双方の培養物で産生された総Ａ１３は、類似する
が、さらなる亜鉛で補充された第２の培養物の上清からのＡ１３は、４日目および７日目
にそれぞれ、４０％および１０４％を超える全活性、ならびに４日目よび７日目に７８％
および７５％を超える比活性を有した（表１４対表１３）。全Ａ１３収率および細胞増殖
率を含む他のパラメータは、さらなる亜鉛の補充により影響を受けないように見えた。
【０２７４】
　７日目に上清を採取した後、双方の培養物をさらなる５ｍｇ／Ｌのニコチンアミド（ビ
タミンＢ３）でさらに補充し、さらに４日間、同じ条件下で増殖させた。前と同様に、上
清を１１日目に採取した。ビタミンＢ３の補充は、双方の培養物の上清中で認められたＡ
１３の全ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３活性および比活性の増加をもたらした（表１３および表
１４、１１日目）。特に、これらの値は、双方の培養物においておよそ２倍であった。１
１日目に、さらなる亜鉛およびビタミンＢ３で補充された培養物２からの上清は、培養物
１から採取された上清よりほぼ２００％大きい（２３６６対７９１ｍＵ／ｍＬ）全活性、
および１７４％大きい（１１８９対４３２ｍＵ／μｇ）比活性を示した。
【０２７５】
　ニコチンアミド単独での培地の補充は、Ａ１３の全活性（７９１ｍＵ／ｍＬ対４８８ｍ
Ｕ／ｍＬ、表１３の７日目と１１日目とを比較）および比活性（４３２ｍＵ／μｇ対２７
３ｍＵ／μｇ、表１３の７日目と１１日目とを比較）において約６０％の増加をもたらし
た。同様に、亜鉛単独での培地の補充は、Ａ１３の全活性および比活性において約７０％
～８０％の間の増加をもたらした（表１３および表１４の４日目および７日目を比較）。
意外にも、ニコチンアミドおよび亜鉛の双方での培地の補充は、Ａ１３の約３００％～４
００％の間の全活性（表１４の１１日目と表１３の４日目および７日目とを比較）、およ
び約２００％～３００％の間の比活性（表１４の１１日目と表１３の４日目および７日目
とを比較）の相乗的増加をもたらし、亜鉛とニコチンアミドとの効果の間に予想外の相乗
的相互作用を示した。
【０２７６】
【表１３】

【０２７７】
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【表１４】

【０２７８】
　実施例３
　ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞系＃６４０－２のケモスタット細
胞培養物を、さらなる亜鉛およびビタミンＢ１３で補充した既知組成ＢＡＣＤ－Ａ１３培
地中で増殖させた。１０Ｌの培養物を５３日間維持し、Ａ１３タンパク質および活性の産
生を経時的に監視した。
【０２７９】
　ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞を既知組成商標培地（ＢＣＳ培地
）に適応させた。細胞バンクウイルスを解凍し、細胞接種材料をＢＣＳ培地中で調製した
。Ａ１３発現クローン＃６４０－２から繁殖させた細胞を、Ｒｕｓｈｔｏｎ型羽根を備え
た１０Ｌの生物反応器に移し、空気飽和２０％の溶解酸素濃度で、３７℃でインライン制
御された７．１５～７．２０のｐＨ下、商標ＢＡＣＤ－Ａ１３培地を用いて反復回分培養
物中で培養した。２つの回分培養物を１０Ｌの最終作業量に増殖させた後、５日目に生物
反応器を連続培地供給に切り替え、ケモスタット様式でさらに４８時間操作した。
【０２８０】
　生物反応器からの上清の試料を毎週採取し、ＥＬＩＳＡによりＡ１３タンパク質の産生
、およびＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイによりＡ１３活性について分析した。Ｎｕｃｌ
ｅｏｃｏｕｎｔｅｒ技術により細胞数を決定した。希釈速度を測定し、増殖率および容量
生産能の計算に使用した。
【０２８１】
　１．４３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏの最終濃度および７．０２ｍｇ／Ｌのニコ
チンアミドで、亜鉛およびニコチンアミドで補充した既知組成ＢＡＣＤ－Ａ１３培地を使
用した連続培養条件下において、０．９～１．３ｍｇ／Ｌ／Ｄの間の高レベルのＡ１３タ
ンパク質産生、および約８００～１１００ｍＵ／μｇ　Ａ１３の間の比活性が達成された
（表１５）。これらの結果は、実施例２にあるように、ＣＨＯクローン＃９３８で達成さ
れた、タンパク質産生および比活性と一致した。特に、容量および細胞比産生能は、長期
培養において経時的に増加し、経時的な増殖率および希釈速度の増加による可能性が高い
。発現したＡ１３の高比活性は、培養物がケモスタット条件下で増殖された少なくともま
る７週間にわたり、一定して高レベルで少なくとも維持され得る。事実、培養物中で産生
されたＡ１３の比活性は、実際に２週目の約８００ｍＵ／μｇから７週目の約１１００ｍ
Ｕ／μｇ　Ａ１３に増加した。
【０２８２】
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【表１５】

【０２８３】
　実施例４
　既知組成ＢＡＣＤ－Ａ１３培地中にヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細
胞系＃６４０－２の生物反応器培養物を使用して、流加およびケモスタット細胞培養実験
を実施した。異なるレベルの亜鉛で培養培地を補充することの効果を調べた。
【０２８４】
　流加様式で、ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞を既知組成商標培地
であるＢＣＳ培地に適応させた。つまり、ＤＷＣＢ＃０５を解凍し、細胞接種材料をＢＣ
Ｓ培地中で調製した。ブレード羽根を備えた１．５Ｌの生物反応器に細胞を移し、空気飽
和２０％の溶解酸素濃度で、３７℃でインライン制御された７．２０のｐＨ下、７ｍｇ／
Ｌの最終濃度のニコチンアミドで補充したが、亜鉛補充をしない商標ＢＡＣＤ－Ａ１３培
地に入れた。次いで、異なるＺｎ補充（０ｍｇ／Ｌ、０．５ｍｇ／Ｌ、および１．０ｍｇ
／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ～０．４３２ｍｇ／Ｌ、０．９３２ｍｇ／Ｌ、および１．４
３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏの最終濃度）を含む、７ｍｇ／Ｌの最終濃度のニコ
チンアミドで補充したＢＡＣＤ－Ａ１３培地を含有する３つの同じ生物反応器に回分細胞
浮遊液を分けた。
【０２８５】
　ＢＡＣＤ－Ａ１３培地は、さらなる亜鉛で補充した、または補充しない０．４３２ｍｇ
／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏを含んだ。培養物および培地は、それ以外は同じであり、よ
って、相互に直接比較することができる。培養物を約１週間、流加様式で増殖させ、Ａ１
３タンパク質産生およびＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３活性について、上清をアッセイした。次
いで、３つ全ての生物反応器をケモスタット様式に切り替え、上述のように、異なる亜鉛
補充の培地を使用して、連続培養条件下で約２週間操作した。
【０２８６】
　流加培養条件下において、実施例１および２に見られる結果と一致し、０．５ｍｇ／Ｌ
または１．０ｍｇ／ＬのいずれかのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏでの培地の補充は、さらなる亜
鉛（４３７ｍＵ／μｇ）で補充されなかった培地と比較して、上清におけるＡ１３タンパ
ク質の比活性を大幅に増加した（それぞれ、７８５ｍＵ／μｇおよび８７６ｍＵ／μｇ）
（表１６）。前と同じように、全Ａ１３タンパク質産生および比細胞増殖を含む他のパラ
メータは、さらなる亜鉛による補充により影響を受けなかった。
【０２８７】
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【表１６】

【０２８８】
　生物反応器をケモスタット様式に切り替えた後、上述の異なる亜鉛補充の培地を使用し
て、培養物を約１週間（２週目）、連続培養条件下で増殖させた。生物反応器からの上清
の試料を毎週採取し、ＥＬＩＳＡによりＡ１３タンパク質産生、およびＦＲＥＴＳ－ＶＷ
Ｆ７３アッセイによりＡ１３活性について分析した。流加様式下で増殖させた培養物に見
られる結果と同様に、連続培養増殖に使用した増殖培地のさらなる亜鉛での補充は、補充
なし（５５３ｍＵ／μｇ）と比較して、１週間後、Ａ１３比活性の実質的な改善をもたら
した（０．５ｍｇ／Ｌおよび１．０ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ補充において、それ
ぞれ６９７ｍＵ／μｇおよび７２９ｍＵ／μｇ）（表１７、表１８、および表１９）。
【０２８９】
　以前に、連続細胞培養で発現させたＡ１３の比活性は、長期間にわたって実際に改善さ
れたことが分かっていた（実施例３を参照）。この結果が繰り返され得るかどうかを調べ
るために、さらなる亜鉛で補充した培地中で増殖させた培養をさらに１週間続けた。表１
８および表１９に見られるように、双方の培養物の上清におけるＡ１３の比活性は、経時
的に再び増加した。０．５ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏで補充した培地の上清に認め
られたＡ１３の比活性は、２週目の６９７ｍＵ／ｍｇから３週目の７５９ｍＵ／ｍｇに増
加した（表１８）。同様に、１．０ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏで補充した培地の上
清に認められたＡ１３の比活性は、２週目の７２９ｍＵ／ｍｇから３週目の８１２ｍＵ／
ｍｇに増加した（表１９）。前と同様、比細胞増殖は、さらなる亜鉛で補充することによ
り影響を受けなかった。しかしながら、特に、Ａ１３タンパク質産生は、亜鉛で補充され
なかった培養物中での産生と比較して、さらなる亜鉛で補充された双方の培養物において
増加したようであった。
【０２９０】
【表１７】

【０２９１】
【表１８】

【０２９２】



(96) JP 5936232 B2 2016.6.22

10

20

30

40

50

【表１９】

【０２９３】
　実施例５
　既知組成ＢＡＣＤ－Ａ１３培地中にヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細
胞系＃Ｆ６の生物反応器培養物を使用して、流加およびケモスタット細胞培養実験を実施
した。より高レベルの亜鉛で培養培地を補充することの効果を調べた。
【０２９４】
　流加様式で、ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞を既知組成商標培地
であるＢＣＳ培地に適応させた。適応させた集団をサブクローン化し、クローン＃Ｆ６を
それから誘導した。
【０２９５】
　つまり、ＤＷＣＢ＃１９を解凍し、細胞接種材料をＢＣＳ培地中で調製した。ブレード
羽根を備えた３つの１．５Ｌの生物反応器に細胞を移し、１．４３２ｍｇ／Ｌ、２．４３
２ｍｇ／Ｌ、および３．４３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏの最終濃度のために、そ
れぞれ、１．０ｍｇ／Ｌ、２．０ｍｇ／Ｌ、および３．０ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２

Ｏで補充した商標ＢＡＣＤ－Ａ１３培地に入れた。空気飽和２０％の溶解酸素濃度で、３
６℃でインライン制御した７．１５のｐＨ下、培養物を増殖させた。
【０２９６】
　培養物を約１週間、反復回分様式（３回分）で増殖させ、Ａ１３タンパク質産生および
ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３活性について、上清をアッセイした。次いで、３つ全ての生物反
応器をケモスタット様式に切り替え、上述のように、異なる亜鉛補充の培地を使用して、
連続培養条件下で約１０日間操作した。
【０２９７】
　流加培養条件下において、増加した亜鉛量での培養培地の補充は、培養物の上清中に分
泌されたＡ１３の比活性をさらに増加させた。上に報告された前の結果と一致し、さらな
る１．０ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏでの培地の補充は、８０６ｍＵ／μｇの高比活
性をもたらした。亜鉛濃度のさらなる増加、すなわち、２．０ｍｇ／Ｌおよび３．０ｍｇ
／Ｌでの補充は、さらに高レベルのＡ１３比活性をもたらした（それぞれ、８８０ｍＵ／
μｇおよび８８９ｍＵ／μｇ）（表２０）。前と同じように、全Ａ１３タンパク質産生お
よび比細胞増殖を含む他のパラメータは、さらなる亜鉛による補充により影響を受けなか
った。
【０２９８】
【表２０】

【０２９９】
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　生物反応器をケモスタット様式に切り替えた後、上述の異なる亜鉛補充の培地を使用し
て、培養物を１０日間、連続培養条件下で増殖させた。生物反応器からの上清の試料をＥ
ＬＩＳＡによりＡ１３タンパク質産生、およびＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイによりＡ
１３活性について分析した。流加様式下で増殖させた培養物に見られた結果と異なり、連
続培養増殖に使用された増殖培地の高レベルの亜鉛での補充は、比増殖率および全体的な
細胞生存率の減少をもたらした。さらなる１．０ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏで補充
した培地におけるケモスタット培養増殖は、上述の前の結果と一致する、高い細胞生存率
（８８．６％）および比増殖率（１日につき０．２５６）を示し続けた（表２１）。
【０３００】
　逆に、より高レベルのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏである２．０ｍｇ／Ｌ、および３．０ｍｇ
／Ｌで補充された培地中で増殖させた培養物は、細胞生存率（それそれ、７２．１％およ
び８０．４％）および比増殖率（それぞれ、１日につき０．０９１および０．１３４）の
大幅な減少を示した。しかしながら、特記すべきは、２つの培養物の上清におけるＡ１３
の比活性は、高いままであったことである（それぞれ、８６３ｍＵ／μｇおよび７７１ｍ
Ｕ／μｇ）（表２１）。
【０３０１】
【表２１】

【０３０２】
　実施例６
　５０Ｌの生物反応器で、さらなる亜鉛およびニコチンアミドで補充した既知組成ＢＡＣ
Ｄ－Ａ１３培地中の組み換えＣＨＯ細胞系＃６４０－２において、ヒトＡ１３タンパク質
を発現させた。培養物の上清を採取した後、亜鉛およびカルシウムを含む、および含まな
い緩衝液を使用して、限外／透析濾過（５０ｋＤ）ステップの比較を実施した。
【０３０３】
　ヒトＡＤＡＭＴＳ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞を既知組成商標培地であるＢＣＳ
培地に適応させた。簡潔に述べると、ＤＷＣＢを解凍し、細胞接種材料をＢＣＳ培地中で
調製した。１０Ｌの生物反応器を介して、Ｒｕｓｈｔｏｎ型羽根を備えた５０Ｌの生物反
応器に細胞を移し、空気飽和２０％の溶解酸素濃度で、３７℃でインライン制御された７
．１５～７．２０のｐＨ下、商標ＢＡＣＤ－Ａ１３培地中で、ケモスタット様式で培養し
た。
【０３０４】
　生物反応器からの上清を濾過し、細胞を含まない採取物を５０ｋＤのＰＥＳ膜（濃縮係
数は約１：１０）を使用して限外濾過し、次いで、ｐＨ７．７の５０ｍＭのＮａＣｌおよ
び２０ｍＭのＴＲＩＳを含有する５容量の緩衝液で透析濾過した。２ｍＭのＣａおよび５
μＭのＺｎを含む、または含まない透析濾過緩衝液を比較し、透析濾過とクロマトグラフ
ィ精製との間の活性損失に対する作用を決定した。
【０３０５】
　ＥＬＩＳＡにより検出される１μｇ　Ａ１３当りｍＵ　ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３として
記録された比活性は、透析濾過の直後、およびさらなる精製のために試料を装填する直前
に決定された。試料は、３日の最長時間の間（約８０時間未満）、約２～８℃の間で保管
された。試料を長期間保管した時、これらは、透析濾過の終わりとクロマトグラフィの始
めとの間、－１５℃未満に保たれた。試料は、透析濾過の直後とクロマトグラフィカラム
の装填直前に測定、および比較された。
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【０３０６】
　限外／透析濾過ステップとさらなる精製ステップとの間の比較的短い保持時間にもかか
わらず、Ａ１３比活性の大幅な損失（２３．３％）が、透析濾過緩衝液が亜鉛およびカル
シウムを含まない場合に生じた。逆に、透析濾過緩衝液が２ｍＭのＣａおよび５μＭのＺ
ｎを含有した時、Ａ１３比活性の損失（７．３％）は、大幅に減少した（表２２）。
【０３０７】
【表２２】

【０３０８】
　実施例７
　ケモスタットおよび灌流連続細胞培養法を、いくつかの組み換えＣＨＯ細胞系で発現す
るＡ１３の相対的産生および比活性を決定するために比較した。
【０３０９】
　簡潔に述べると、組み換えヒトＡ１３を発現する組み換えＣＨＯ細胞の異なるクローン
が、既知組成商標培地（ＢＣＳ）に適応され、これは、接種材料の調製に使用された。細
胞は、１．４３２ｍｇ／ＬのＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏおよび７．０２ｍｇ／Ｌのニコチンア
ミドの最終濃度で亜鉛およびニコチンアミドで補充された商標ＢＡＣＤ－Ａ１３培地中で
、生物反応器でさらに培養された。次いで、各細胞クローンからの接種材料は、２つの生
物反応器に移され、表２３に示すように、そのうちの１つは、ケモスタット条件（ＣＳＴ
）下で培養され、他方は、灌流下で培養された。Ｃｙｔｏｐｏｒｅ（商標）ＩＩマイクロ
キャリア（ＧＥ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で、約２×１０６～４×１０６細胞／ｍＬ
の間の密度で、細胞を培養した。
【０３１０】
　細胞を３～４週間、連続培養条件下で増殖させ、ＥＬＩＳＡによりＡ１３タンパク質の
産生、およびＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイによりＡ１３の活性について、生物反応器
からの上清の試料を定期的に分析した。表２３に示す値は、３～４週の期間の平均を表す
。上の実施例１～６で得られた結果と一致し、ケモスタット下で増殖させた培養物は、約
７００ｍＵ／μｇ～約１０００ｍＵ／μｇの高比活性を有する、約１ｍｇ／Ｌ／ｄ～約２
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ｍｇ／Ｌ／ｄのＡ１３タンパク質を産生した（表２３）。際立って、灌流培養条件下で増
殖させた培養物は、一貫して、ケモスタット条件下で増殖させた同一のクローンより、培
養物の上清において高いＡ１３のタンパク質産生および活性レベルを示した。灌流培養に
おいて産生されたＡ１３の比活性は、非常に高く、４つのクローンのうちの３つは、少な
くとも約１０００ｍＵ／μｇを示した。
【０３１１】
【表２３】

【０３１２】
　実施例８
　既知組成の動物性タンパク質を含まない培養培地を使用して、真核細胞培養物中で増殖
させた組み換えヒトＡＤＡＭＴＳ１３タンパク質の産生に対する温度およびｐＨの作用を
決定するために、７．０５～７．３０の間のｐＨで、３５．０℃～３８．０℃の間の温度
で、培養物を増殖させた。
【０３１３】
　簡潔に述べると、ブレード羽根を備えた１．５Ｌの生物反応器にヒトＡ１３を発現する
組み換えＣＨＯ細胞を移し、商標ＢＡＣＤ－Ａ１３培地に入れた。空気飽和２０％の溶解
酸素濃度で、３５．０℃～３８．０℃の範囲の温度でインライン制御された７．０５～７
．３０の間のｐＨ下で、細胞を増殖させた。応答曲面アプローチを使用して実験を設計し
、実施した。統計分析は、統計ソフトウェアパッケージＭｉｎｉｔａｂ（登録商標）１５
．１．０．０を使用して行われた。
【０３１４】
　生物反応器から試料を取り、ＥＬＩＳＡによりＡ１３について分析し、Ａ１３活性をＦ
ＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３アッセイにより測定した。Ｎｕｃｌｅｏｃｏｕｎｔｅｒ技術により
細胞数を決定した。希釈速度を測定し、増殖率および容量生産能の計算に使用した。
【０３１５】
　図１および２に見ることができるように、温度およびｐＨの双方は、容量Ａ１３生産能
（ＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ７３により測定、図１）、および比活性（ＥＬＩＳＡによりＦＲＥ
ＴＳ－ＶＷＦ７３活性／抗原、図２）に対してかなりの効果を有した。具体的に、最大容
量ＦＲＥＴＳ産生能は、約７．０５～７．２の間の範囲、特に、約７．１０の低ｐＨ、お
よび約３５．０℃～３７．０℃の間の温度、特に、約３６℃で増殖させた培養物において
達成された。具体的に、最大比活性（ＥＬＩＳＡによる抗原に対するＦＲＥＴＳ－ＶＷＦ
７３）は、約７．０５～７．２の間の範囲、特に７．１０以下の低ｐＨ、および約３５．
０℃～３７．０℃の間、特に３６℃以下の温度で増殖させた培養物において達成された。
Ａ１３産生の具体的な最適条件は、最適収率および産生量に関して、約３６℃の温度、か
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つ約７．１０のｐＨの組合せで達成された。
【０３１６】
　本明細書に記載される実施例および実施形態は、単に例示目的であり、それらを考慮す
る種々の修正または変更は、当業者に提案され、本出願の趣旨および範囲ならびに付属の
請求項の範囲内に含まれることを理解する。本明細書に引用される全ての出版物、特許、
および特許出願は、全ての目的において、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込ま
れる。

【図１】 【図２】
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