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(57)【要約】
本開示は一般に、血清代替物と、キット中で別々にパッ
ケージされる成長因子等の一つ以上の不安定因子とを備
えるキットに関する。キットは、本明細書に記載のキッ
トを用いずに培養される細胞と比較して、培養中の細胞
成長を向上させる利点を提供することが意図される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インビトロでの改良された細胞培養キットであって、
　血清代替物を備える第１の容器と、
　少なくとも１つの不安定因子を備える１以上の別個の容器と、
　使用説明書と、を備えるキット。
【請求項２】
　前記血清代替物が、ｉ）リポソームと、ｉｉ）基本栄養培地とを備える、請求項１に記
載のキット。
【請求項３】
　前記リポソームが、ナノパーティクルである、請求項２に記載のキット。
【請求項４】
　前記ナノパーティクルが、約５０ｎｍ～約５００ｎｍの範囲の平均径を有する、請求項
３に記載のキット。
【請求項５】
　前記リポソームが、脂質、脂肪酸、ステロールおよび／または遊離脂肪酸を備える、請
求項２、３または４に記載のキット。
【請求項６】
　前記不安定因子が、凍結状、液状または凍結乾燥状である、請求項１～５のいずれか一
項に記載のキット。
【請求項７】
　前記キットが、２、３、４、５または６以上の不安定因子を備える、請求項１～６のい
ずれか一項に記載のキット。
【請求項８】
　前記不安定因子が、成長因子、サイトカイン、ケモカイン、ステロイドホルモン、ペプ
チドホルモン、鉄輸送体、ペプチド因子及びステロイドから成る群より選択される、請求
項１～７のいずれか一項に記載のキット。
【請求項９】
　前記不安定因子が、インスリン成長因子、上皮細胞成長因子、線維芽細胞成長因子、ソ
マトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニンから成る群より選択される、請求項１～８
のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１０】
　前記培地に加えた時に成長因子の終末濃度が０．０５～２５０ｎｇ／ｍｌまでの範囲に
あるように、前記不安定因子がパッケージされる、請求項９に記載のキット。
【請求項１１】
　鉄供与源または鉄輸送体を更に備える、請求項１～１０のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項１２】
　前記鉄供与源または鉄輸送体が、トランスフェリン、ラクトフェリン、硫酸第一鉄、ク
エン酸第一鉄、クエン酸第二鉄、クエン酸第二鉄アンモニウム、シュウ酸第二鉄アンモニ
ウム、フマル酸第二鉄アンモニウム、リンゴ酸第二鉄アンモニウム及びコハク酸第二鉄ア
ンモニウムから成る群より選択される、請求項１１に記載のキット。
【請求項１３】
　銅供与源を更に備える、請求項１～１２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１４】
　前記血清代替物培地及び１以上の不安定因子は、培養中の細胞の分化を引き起こさない
、請求項１～１３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１５】
　細胞接着を促進するための薬剤を備える容器を更に備える、請求項１～１４のいずれか
一項に記載のキット。
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【請求項１６】
　前記細胞接着を促進する薬剤が、コラーゲン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、合
成マイクロキャリア及びラップカーボンチューブから成る群より選択される、請求項１５
に記載のキット。
【請求項１７】
　不安定因子補助成分が、インスリン成長因子（ＩＧＦ）、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）
、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、トランスフェリン、ソマトスタチン及びトリヨード－
Ｌ－サイロニンのうちの２以上を備えている反応混液である、請求項１～１６のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項１８】
　ＩＧＦの終末濃度が、０．５～３ｎｇ／ｍｌであり、ＥＧＦの終末濃度は、１～１０ｎ
ｇ／ｍｌであり、ＦＧＦの終末濃度は、３～１０ｎｇ／ｍｌであり、トランスフェリンの
終末濃度は、３～１０ｎｇ／ｍｌであり、ソマトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニ
ンの終末濃度は、５～１５ｎｇ／ｍｌである、請求項１７に記載のキット。
【請求項１９】
　前記ビトロネクチンの終末濃度が、１００～５００ｎｇ／ｍｌの範囲にある、請求項１
６に記載のキット。
【請求項２０】
　前記血清代替物が、動物成分を含まない、請求項１～１９のいずれか一項に記載のキッ
ト。
【請求項２１】
　前記別々にパッケージされた不安定因子が、同一の不安定因子が血清代替物中にあらか
じめパッケージされた場合に比べて、血清代替物に導入した時により長い半減期を有する
、請求項１～２０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２２】
　前記血清代替物とは別個に１以上の不安定因子をパッケージすることにより、不安定因
子を予めパッケージした培地による培養と比較して、細胞培養中の細胞の成長を向上させ
る、請求項１～２１のいずれか一項に記載のキット。 
【請求項２３】
　前記細胞が、多能性幹細胞、胚性幹細胞、骨髄間質細胞、造血系前駆細胞、リンパ球系
幹細胞、骨髄幹細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージ、肝細胞、膵細胞、カルシノーマ
細胞及び細胞系統から成る群より選択される、請求項１～２２のいずれか一項に記載のキ
ット。
【請求項２４】
　前記細胞系統が、ＣＨＯ、ＣＨＯＫ１、ＤＸＢ－１１、ＤＧ－４４、ＣＨＯ／－ＤＨＦ
Ｒ、ＣＶ１、ＣＯＳ－７、ＨＥＫ２９３、ＢＨＫ、ＴＭ４、ＶＥＲＯ、ＨＥＬＡ、ＭＤＣ
Ｋ、ＢＲＬ３Ａ、Ｗ１３８、ＨｅｐＧ２、ＳＫ－Ｈｅｐ、ＭＭＴ、ＴＲＩ、ＭＲＣ５、Ｆ
Ｓ４、Ｔ細胞系統、Ｂ細胞系統、３Ｔ３、ＲＩＮ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２、ＰＥ
Ｒ．Ｃ６、ＳＰ２／０、ＮＳ－０、Ｕ２０Ｓ、ＨＴ１０８０、ハイブリドーマおよびがん
細胞系統から成る群より選択される、請求項２３に記載のキット。
【請求項２５】
　前記血清代替物と前記１以上の不安定因子とを、前記細胞培養において１、２、３、４
、５、６または７日以内の使用で組み合わせている、請求項１～２４のいずれか一項に記
載のキット。
【請求項２６】
　前記血清代替物が、５０ｍｌ、１００ｍｌ、５００ｍｌまたは１Ｌの容積でパッケージ
される、請求項１～２５のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２７】
　前記血清代替物が、１ｘ、５ｘ、１０ｘまたは２０ｘの溶液でパッケージされる、請求
項１～２６のいずれか一項に記載のキット。
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【請求項２８】
　選択薬剤または誘起薬剤を備える容器を更に備える、請求項１～２７のいずれか一項に
記載のキット。
【請求項２９】
　前記容器が、チューブ、バイアル、アンプル及びボトルから成る群より選択される、請
求項１～２８のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３０】
　前記不安定因子を備える容器が、タンパクの失活を防止するためにコーティングされる
、請求項１～２９のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３１】
　前記キットが、別個の容器でパッケージされた細胞を更に含む、請求項１～３０のいず
れか一項に記載のキット。
【請求項３２】
　前記血清代替物及び不安定因子が、塩基性培地に加えられる、請求項１または３～３１
のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３３】
　前記血清代替物が、完全培地である請求項１～３１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３４】
　インビトロでの細胞の培養における、請求項１～３３のいずれか一項のキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１１年１１月１１日に出願の米国特許仮出願第６１／５５８，７４０号
に基づく優先権利益を主張するものであり、その開示の全体は、参照により本願に組み込
まれる。
【０００２】
　本開示は一般に、血清代替物と、一つ以上の不安定因子、例えば成長因子、サイトカイ
ンまたはホルモン等とを備えた、セルを培養するためにキットに関し、血清代替物および
不安定因子は、キット内で別々にパッケージングされる。このキットは、成分の保存性を
延ばし、培養における細胞成長の効能および一貫性を向上させるものである。
【背景技術】
【０００３】
　ヒトまたは動物への投与に関する試験管内試験または生体外培養のための、例えば哺乳
動物細胞や昆虫細胞等の細胞の培養は、ヒト疾患の研究および治療のための重要なツール
である。例えばウイルス性ワクチン、単クローン抗体、ポリペチド成長因子、ホルモン、
酵素および腫瘍特異性抗原等の細胞培養株は、各種生物学上活性製品の生成のために広く
使われている、しかしながら、細胞の培養に用いる培地または方法の多くは、細胞成長お
よび／または未分化細胞培養株の維持の上で負の影響を与える成分を備えている。培養に
おいて増殖および細胞成長を促進する成長因子、キャリアタンパク質、接合および拡張因
子、栄養源および微量元素に提供するため、例えば哺乳動物または昆虫の細胞培地は、ウ
シ胎仔血清（ＦＣＳ）やウシ胎児血清（ＦＢＳ）等の血液由来の血清でしばしば補われる
。しかしながら、ＦＣＳまたはＦＢＳ中に見出される因子、例えば形質転換成長因子（Ｔ
ＧＦ）ベータまたはレチノイン酸等が、特定タイプの細胞の分化を促進してしまい（Ｋｅ
ら，Ａｍ　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ．　１３７：８３３－４３，　１９９０）、または、細胞中
に意図的でない下流シグナリングを開始して、培養に不必要な細胞の活性を促進してしま
う（Ｖｅｌｄｈｏｅｎ　ら，　Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　７（１１）：　１１５１－６
，　２００６）。
【０００４】
　さらに、血清組成の性質が特徴付けられず、また、血清がロット間で変動するため、血
清代替物および無血清培地中での培養を使用することが望ましくなる（Ｐｅｉ　ｅｔ　ａ
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ｌ．，　Ａｒｃｈ　Ａｎｄｒｏｌ．　４９（５）：　３３１－４２，　２００３）。さら
に、細胞培養株中で成長させた治療用細胞、組み換え型タンパクまたはワクチンに対して
、動物由来の成分を添加することは、ヒトに投与したときに、ウイルス汚染の危険性を生
じ、および／または、動物タンパク質に免疫原性の影響に及ぼしうるので、望ましくない
。
【０００５】
　細胞培養株へのＦＣＳの影響を最小にする試みや、ヒト細胞の培養のために用いられる
動物タンパク質の量を最小にする試みの中で、血清代替物は開発されてきた。血清代替物
、例えばＫＮＯＣＫＯＵＴ（商標）血清代替物（インビトロジェン社、米国カリフォルニ
ア州カールスバド）は、化学的に画定された培地のことをいい、血清を欠いていて細胞成
長のために必須栄養素および他のタンパクを含んでいる。ＫＮＯＣＫＯＵＴ ＳＲ（商標
）は、タンパク因子を含み、その全ては、商品の配合において含まれる半減期が短い。Ｋ
ＮＯＣＫＯＵＴ ＳＲ（商標）は、供給装置細胞の平板培養においてＦＢＳのために代替
物として用いられることができないが、それは接合因子が欠如しているためであり、その
ため、この配合で細胞接合が不具合になる。ＰＣ－１（商標）無血清培地（Ｌｏｎｚａ社
、米国メリーランド州ウォーカーズビル）は、低タンパクの、特別に変性したＤＭＥＭ／
Ｆ１２培地ベースで処方される無血清培地であり、完全なＨＥＰＥＳ緩衝作用システム含
み、既知量のインスリン、トランスフェリン、脂肪酸および特許を有するタンパクを有し
ている。ＰＣ－１培地におけるトランスフェリンは、溶液中での半減期が２～４週である
。
【０００６】
　Ｃｅｌｌｇｒｏ ＣＯＭＰＬＥＴＥ（商標）（Ｃｅｌｌｇｒｏ社、米国バージニア州マ
ナサス）は、ＤＭＥＭ／Ｆ１２と、ＲＰＭＩ１６４０と、ＭｃＣｏｙ社の５Ａとの混合物
に基づく、無血清の低タンパク配合である。Ｃｅｌｌｇｒｏ　ＣＯＭＰＬＥＴＥ（商標）
は、インスリン、トランスフェリン、コレステロール、成長または接合因子を含まない。
Ｃｅｌｌｇｒｏ　ＣＯＭＰＬＥＴＥは（商標）、微量元素および高分子量炭水化物、特別
なビタミン、非動物性タンパク源およびウシ血清アルブミン（１グラム／リットル）の混
合物を備える。Ｃｅｌｌｇｒｏ ＦＲＥＥ（商標）（Ｃｅｌｌｇｒｏ社、米国バージニア
州マナサス）は、無血清および無タンパク細胞増殖培養液であり、あらゆるホルモンまた
は成長因子を含まない。
【０００７】
　また、国際特許公開ＷＯ２００９０２３１９４号、ＷＯ２００８１３７６４１号、ＷＯ
２００６０１７３７０号、ＷＯ２００１０１１０１１号、ＷＯ２００７０７１３８９号、
ＷＯ２００７０１６３６６号、ＷＯ２００６０４５０６４号、ＷＯ２００３０６４５９８
号、ＷＯ２００１０１１０１１号、米国特許出願公開ＵＳ２００５００３７４９２号、Ｕ
Ｓ２００８０１１３４３３号、ＵＳ２００８０２９９５４０号、米国特許第５，３２４，
６６６号、第６，１６２，６４３号、第６，１０３，５２９号、第６，０４８，７２８号
、第７，７０９，２２９号、および欧州特許出願公開ＥＰ２２４３８２７号に、無血清培
地が記載されている。
【０００８】
　米国特許第７，２２０，５３８号には、親油性ナノパーティクルおよび基本栄養培地を
備える細胞培地が記載されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本開示は、インビトロでの細胞の培養のための試薬を備えるキットを提供するものであ
る。キットは、血清代替物および不安定因子を提供し、別個の容器にパッケージングされ
、細胞培養株に用いたとき、本明細書に記載されるキットに提供される試薬を用いて成長
する細胞の成長および一貫性を向上させることを可能にするものである。
【００１０】
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　各種態様では、本開示は、血清代替物を備える第１の容器と、少なくとも１つの成長因
子等の不安定因子を備える別個の容器１つ以上とを備える、インビトロでの改良された細
胞培養キット、ならびに、使用説明書を提供するものである。
【００１１】
　各種実施形態では、血清代替物は、ｉ）リポソームおよびｉｉ）基本栄養培地を備えて
いる。関連した実施形態において、リポソームはナノパーティクルである。
【００１２】
　各種実施形態では、リポソームは、脂質、脂肪酸、ステロールおよび／または遊離脂肪
酸を備える。各種実施形態では、ナノパーティクルは、約５０～５００ｎｍ、約１００ｎ
ｍ～約３００ｎｍ、または約１００～２００ｎｍの各範囲の平均径を有する。
【００１３】
　各種実施形態では、細胞培養株を行う前に、血清代替物を塩基性培地に加える。標準の
塩基性培地は、当該技術分野で既知であり、市販されている。このような培地の非限定的
な例としては、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ社のＭｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ｓ Ｍｅｄｉｕｍ（
ＤＭＥＭ）、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ社のＤＭＥＭ Ｆ１２、Ｉｓｃｏｖｅ社のＭｏｄｉｆｉｅ
ｄ Ｄｕｌｂｅｃｃｏ Ｍｅｄｉｕｍ、Ｈａｍ社のＮｕｔｒｉｅｎｔ ｍｉｘｔｕｒｅ Ｆ－
１０、Ｒｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｍｅｄｉｕｍ（
ＲＰＭＩ）、ＭＣＤＢ１３１、Ｃｌｉｃｋ培地、ＭｃＣｏｙ社の５ＡＭｅｄｉｕｍ、 Ｍ
ｅｄｉｕｍ１９９、Ｗｉｌｌｉａｍ社の Ｍｅｄｉｕｍ Ｅ、および昆虫培地、例えばＧｒ
ａｃｅ培地およびＴＮＭ－ＦＨ等を挙げることができる。
【００１４】
　これらの培地のいずれかは任意に、塩、アミノ酸、ビタミン、バッファ、ヌクレオチド
、抗生物質、微量元素およびグルコースまたは等価のエネルギー源が補われる。また、他
の随意の補助成分が、当業者に既知の適切な濃度で含まれてもよい。培地補助成分は従来
技術において周知であり、市販されており、発明の詳細な説明において更に詳細に説明さ
れる。
【００１５】
　各種実施形態では、血清代替物は、基本培地の各要素と、上記補助成分、例えば、塩、
アミノ酸、ビタミン、バッファ、ヌクレオチド、抗生物質、微量元素およびグルコースま
たは等価のエネルギー源等とを備えることにより、血清代替物が無血清完全培地として提
供されるようになることが、さらに意図される。
【００１６】
　各種実施形態では、不安定因子は、凍結状、液状または凍結乾燥状の形態である。
【００１７】
　各種実施形態では、不安定因子は、成長因子、サイトカイン、ケモカイン、ホルモン（
ステロイドホルモンまたはペプチドホルモン）、鉄輸送体、ペプチド因子またはステロイ
ドである。
【００１８】
　各種実施形態では、ホルモンは、インスリン、ソマトスタチン、成長ホルモン、ハイド
ロコーチゾン、デキサメサゾン、３，３’，５－トリヨード－Ｌ－サイロニンおよびＬ－
チロキシンから成る群より選択される。
【００１９】
　各種実施形態では、不安定因子は、インスリン成長因子（ＩＧＦ）、上皮細胞成長因子
（ＥＧＦ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、ソマトスタチンおよびトリヨード－Ｌ－サ
イロニンから成る群より選択される成長因子である。キットでの使用が意図される付加的
な成長因子は、従来技術においても知られており、発明の詳細な説明の中でさらに説明す
る。
【００２０】
　各種実施形態では、不安定因子はヒト不安定因子である。各種実施形態では、不安定因
子は齧歯目（例えばマウス、ラット）の不安定因子である。
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【００２１】
　各種実施形態では、血清代替物に加えた時の不安定因子の終末濃度が約０．０５～２５
０ｎｇ／ｍｌの範囲にあるように、不安定因子はパッケージングされ、この濃度は、約０
．０５～１００ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～５０ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～１０ｎｇ／ｍｌ
、約０．１～５ｎｇ／ｍｌ、約０．５～２．５ｎｇ／ｍｌ、または約１～５ｎｇ／ｍｌの
各範囲にあってもよい。不安定因子の終末濃度は、約０．０５、０．１、０．５、１、２
、３、４、５、６、７、８、９または１０ｎｇ／ｍｌであるように、さらに意図される。
【００２２】
　各種実施形態では、血清代替物に加えた時の成長因子の終末濃度が約０．０５～２５０
ｎｇ／ｍｌの範囲にあるように、成長因子はパッケージングされ、この濃度は、約０．０
５～１００ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～５０ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～１０ｎｇ／ｍｌ、約
０．１～５ｎｇ／ｍｌ、約０．５～２．５ｎｇ／ｍｌ、または約１～５ｎｇ／ｍｌの各範
囲にあってもよい。成長因子またはサイトカインの終末濃度は、約０．０５、０．１、０
．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０ｎｇ／ｍｌであるように、さらに
意図される。各種実施形態では、成長因子は、ヒト成長因子である。各種実施形態では、
成長因子は、齧歯目（例えばマウス、ラット）の成長因子である。
【００２３】
　各種実施形態では、血清代替物は、鉄供与源または鉄輸送体を更に含む。各種実施形態
では、鉄供与源または鉄輸送体は、トランスフェリン、ラクトフェリン、硫酸第一鉄、ク
エン酸第一鉄、クエン酸第二鉄、クエン酸第二鉄アンモニウム、シュウ酸第二鉄アンモニ
ウム、フマル酸第二鉄アンモニウム、リンゴ酸第二鉄アンモニウムおよびコハク酸第二鉄
アンモニウムから成る群より選択される。
【００２４】
　各種実施形態では、血清代替物は、銅供与源または銅輸送体（例えばＧＨＫ－Ｃｕ）を
更に含む。例示的な銅供与源の非限定的な例としては、塩化銅および硫酸銅を挙げること
ができる。
【００２５】
　各種実施形態では、血清代替物および一つ以上の不安定因子は、培養中に細胞の分化を
引き起こさないことが意図される。各種実施形態では、血清代替物培地及び一つ以上の不
安定因子は、培養中の細胞の分化を引き起こさない。
【００２６】
　各種実施形態では、キットは、細胞接着を促進するための薬剤を備える容器を更に含む
。各種実施形態では、細胞接着を促進する薬剤は、コラーゲン、フィブロネクチン、ビト
ロネクチン、合成マイクロキャリアおよびラップカーボンチューブから成る群より選択さ
れる。
【００２７】
　各種実施形態では、鉄供与源または鉄輸送体、銅供与源または細胞接着薬剤はパッケー
ジングされて、これらが血清代替物に加えられた時の鉄輸送体、銅供与源または細胞接着
薬剤の終末濃度が約０．０５～２５０ｎｇ／ｍｌの範囲になるようにされ、この濃度は、
約０．０５～１００ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～５０ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～１０ｎｇ／
ｍｌ、約０．１～５ｎｇ／ｍｌ、約０．５～２．５ｎｇ／ｍｌ、または約１～５ｎｇ／ｍ
ｌの各範囲にあってもよい。鉄輸送体、銅供与源または細胞接着薬剤の終末濃度は、約０
．０５、０．１、０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０ｎｇ／ｍｌで
あるように、さらに意図される。
【００２８】
　各種実施形態では、不安定因子補助成分は、ＩＧＦ、ＥＧＦ、ＦＧＦ、トランスフェリ
ン、ソマトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニンのうちの２、３、４、５以上を備え
ている反応混液として処方される。各種実施形態では、ＦＧＦは、塩基性ＦＧＦ（ｂＦＧ
Ｆ（ＦＧＦ－２））または酸性のＦＧＦ（ａＦＧＦ（ＦＧＦ－１））である。
【００２９】
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　各種実施形態では、反応混液の中の成長因子は、血清代替物に加えた時にＩＧＦの終末
濃度が、０．５～３ｎｇ／ｍｌ、ＥＧＦの終末濃度が、１～１０ｎｇ／ｍｌ、ＦＧＦの終
末濃度が、３～１０ｎｇ／ｍｌ、トランスフェリンの終末濃度が、３～１０ｎｇ／ｍｌ、
ソマトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニンの終末濃度が、５～１５ｎｇ／ｍｌとな
るようパッケージングされる。各種実施形態では、ＩＧＦは１ｎｇ／ｍｌの終末濃度であ
る。各種実施形態では、ＥＧＦ及びＦＧＦは、５ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。各種実施
形態において、トランスフェリンは５ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。各種実施形態では、
ソマトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニンは、１０ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。
【００３０】
　各種実施形態において、キットはビトロネクチンを備え、血清代替物に加えた時にビト
ロネクチンの終末濃度が１００～５００ｎｇ／ｍｌの濃度であるように、パッケージング
される。各種実施形態では、ビトロネクチンは２５０ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。
【００３１】
　各種実施形態において、血清代替物は動物成分を含まない（ａｎｉｍａｌ－ｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔ　ｆｒｅｅ）。
【００３２】
　各種実施形態では、別々にパッケージングされた成長因子等の不安定因子の血清代替物
に導入した際の半減期は、同一不安定因子を血清代替物または塩基性培地にあらかじめパ
ッケージングした場合よりも長くなっている。
【００３３】
　各種実施形態では、血清代替物からの１つ以上の不安定因子を別々にパッケージするこ
とにより、不安定因子を含むようにあらかじめパッケージングした培地による細胞培養と
比較して、細胞培養における細胞の成長および一貫性が向上する。例えば、不安定因子を
含むようにあらかじめパッケージングした別の培地における細胞の成長と比較して、培養
における細胞の外観は一貫し、細胞は決まった速度で増殖することが、意図される。
【００３４】
　各種実施形態では、細胞は、哺乳動物細胞および昆虫細胞から成る群より選択される。
各種実施形態では、細胞は哺乳動物被験体から隔離される。各種実施形態では、細胞は、
細胞系統の初代培養である。各種実施形態では、細胞は、多能性幹細胞、胚性幹細胞、骨
髄間質細胞、造血系前駆細胞、リンパ球系幹細胞、骨髄幹細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロ
ファージ、肝細胞、膵細胞および細胞系統から成る群より選択される。
【００３５】
　意図される哺乳動物細胞系統の非限定的な例としては、ＣＨＯ、ＣＨＯＫ１、ＤＸＢ－
１１、ＤＧ－４４、ＣＨＯ／－ＤＨＦＲ、ＣＶ１、ＣＯＳ－７、ＨＥＫ２９３、ＢＨＫ、
ＴＭ４、ＶＥＲＯ、ＨＥＬＡ、ＭＤＣＫ、ＢＲＬ３Ａ、Ｗ１３８、ＨｅｐＧ２、ＳＫ－Ｈ
ｅｐ、ＭＭＴ、ＴＲＩ、ＭＲＣ５、ＦＳ４、Ｔ細胞系統（例えばジャーカット）、Ｂ細胞
系統（例えばＢＪＡＢ、ＥＷ３６、ＣＡ４６、ＳＴ４８６およびＭＣ１１６、Ｒａｊｉ、
ＮａｍａｌｖａおよびＤａｕｄｉ）、３Ｔ３、ＲＩＮ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２、
ＰＥＲ．Ｃ６、ＳＰ２／０、ＮＳ－０、Ｕ２０Ｓ、ＨＴ１０８０、ハイブリドーマ、がん
細胞系統および従来技術において周知の他の細胞系統を挙げることができる。意図される
昆虫細胞系統の非限定的な例としては、Ｓｆ９、Ｓｆ２１、ＨＩＧＨＦＩＶＥ（商標）、
ＥＸＰＲＥＳＳＦ＋（登録商標）、Ｓ２、Ｔｎ５、ＴＮ－３６８、ＢｍＮ、Ｓｃｈｎｅｉ
ｄｅｒ２、Ｄ２、Ｃ６／３６およびＫＣ細胞を挙げることができる。
【００３６】
　各種実施形態では、細胞培養において１、２、３、４、５、６または７日中の使用で、
血清代替物と１つ以上の不安定因子とを組み合わせている。
【００３７】
　一実施形態では、血清代替物は、１０ｍｌ、５０ｍｌ、１００ｍｌ、５００ｍｌまたは
１Ｌの体積にパッケージングされる。関連した実施形態では、血清代替物は、１倍、５倍
、１０倍または２０倍の溶液でパッケージングされる。
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【００３８】
　各種実施形態では、キットは、抗菌性、抗真菌性または抗微生物性の薬剤を含む選択係
数または感応係数を更に含む。意図した薬剤の非限定的な例示としては、ゲンタミシン、
アンピシリン、アンフォテリシンＢ、ペニシリン、ストレプトマイシン、ヒグロマイシン
Ｂ、カナマイシン、ネオマイシン、メトトレキセート、イソプロピルβ－Ｄ－１チオガラ
クトピラノシド（ＩＰＴＧ）、並びに従来技術において既知の他の選択因子または誘起因
子またはこれらの組合せを用いることができる。
【００３９】
　各種実施形態では、容器は、チューブ、バイアル、アンプルおよびボトルから成る群よ
り選択される。容器は、従来技術で周知の材料から作られることが意図され、ガラス、ポ
リプロピレン、ポリスチレンおよび他のプラスチックを含むがこれに限られない。
【００４０】
　各種実施形態では、容器は、タンパクの失活を防止するためにコーティングされる。コ
ーティングは、容器への添加物を含むことにより、容器内の成長因子または他のタンパク
が、容器壁に接着することを防止する。添加物の非限定的な例としては、非動物由来のキ
ャリアタンパク質、界面活性剤、アミノ酸および糖を挙げることができる。添加剤は、成
長因子の凍結乾燥された形態または水様液の形態に適応することが意図される。
【００４１】
　各種実施形態では、キットは別個の容器中にパッケージングされる細胞を更に含む。
【００４２】
　別の態様では、本開示は、細胞インビトロの培養のために、本明細書に記載されるキッ
トが使用されることが意図される。
【００４３】
　本明細書に記載される各特徴もしくは実施形態またはそれらの組合せは、本発明の態様
のいずれの非限定的、例示的な例であることが理解され、このように、本明細書に記載さ
れる他の特徴もしくは実施形態またはこれらの組合せとも結合可能であることが意味され
る。これらの各々の実施形態は、本明細書に記載される他の全ての特徴または特徴の組合
せと組み合わせができることが意図される特徴の非限定的な例であり、想定される全ての
組合せをここに挙げる必要はないものである。このような特徴または特徴の組合せは、本
発明の態様のいずれかに適用される。数値が特定の範囲に含まれる実施例が開示された場
合は、その実施例はこの範囲の両端においても実現されることが意図され、また、これら
両端の間のあらゆる数値においても実現されることが意図され、さらに、上端と下端のあ
らゆる組合せが想定されていることが意図されるものである。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】（細胞培養の前に相当の期間をかけて）成長因子を血清代替物と同時に製造した
場合（培地＋１０％の同時製造されたＳＲ）に、血清代替物（ＳＲ）を含む培地による細
胞の培養が試験管内での刺激の後においても細胞増殖を促進しないことを示す図（図１Ａ
）と、細胞培養の直前に成長因子を加えた血清代替物による培養（培地＋１０％ＳＲ＋成
長因子）が細胞増殖をもたらしたことを示す図（図１Ｂ）とを含む。４５０ｎｍでの光学
濃度（ＯＤ）を増加させることで、増殖が発現した。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　本開示は、血清代替物培地および不安定因子を備えた、試験管内での細胞培養のための
キットを提供し、血清代替物および不安定因子は、キットにおいて別々にパッケージング
される。このキットは、血清代替物または培地組成とは別々に、不安定因子、例えば成長
因子、サイトカイン、ホルモンなどをパッケージすることによって、不安定因子を備える
他の無血清培地または血清代替物と比較して、優れた細胞培養条件を提供する。本キット
は、不安定因子を別個にパッケージングすることにより、他の血清代替物または培地に対
して、不安定因子の半減期を向上させ、かつ、培養においてより効率的かつ一貫した細胞
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成長を提供する利点を提供する。理論によって縛られるものではないが、発送時に培地に
不安定因子、例えば成長因子、サイトカイン、ホルモンなどが含まれていたり、細胞培養
の相当以前に不安定因子を添加したりすれば、細胞培養に用いた時には因子の寿命および
効力を低減してしまい、インビトロの細胞の成長または生残が、最適なものとはいえなく
なると考えられる。本キットは、この問題を解決し、従来技術において今まで開示されて
いない利点を提供する。
【００４６】
　定義
　ここで用いられる例では、「血清代替物」または「血清代替物培地」は、培養内の細胞
成長および生残を促進するため基本培地とともにまたは完全培地として用いられることが
できる組成を指す。各種実施形態では、血清代替物は、あらゆる血清の代替物として基本
培地または完全培地に用いられ、インビトロの細胞培養のために培地に特徴的に加えられ
る。血清代替物は、培養中の細胞の成長および生残のためのタンパクおよび他の因子を備
えることが意図される。各種実施形態では、血清代替物は、細胞培養に用いる前に、基本
培地に加えられる。各種実施形態では、血清代替物が細胞培養のための無血清完全培地と
して有用となるよう、血清代替物は、基本培地および、例えば塩、アミノ酸、ビタミン、
微量元素等のベースの栄養源を備えてもよいことがさらに意図される。
【００４７】
　ここで用いられる例では、「基本培地（ｂａｓａｌ　ｍｅｄｉａ）」、「基本培地（ｂ
ａｓｅ　ｍｅｄｉａ）」、「基本培地（ｂａｓｅ　ｍｅｄｉｕｍ）」または「基本栄養培
地（ｂａｓｅ　ｎｕｔｒｉｔｉｖｅ　ｍｅｄｉａ）」は、細胞に水と、正常細胞新陳代謝
に必須でかつ細胞内および細胞外浸透バランスを維持する一定のバルク無機イオンを提供
する基礎塩栄養源または塩水溶液および他の要素を指す。各種実施形態では、基本培地は
、エネルギー源として少なくとも１つの炭水化物および／またはバッファシステムを備え
ることにより、培地を生理学的なｐＨ範囲内に維持する。市販の基本培地の非限定的な例
としては、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ社のＭｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ｓ Ｍｅｄｉｕｍ （Ｄ
ＭＥＭ），Ｍｉｎｉｍａｌ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｍｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ），Ｂａｓａｌ 
Ｍｅｄｉｕｍ Ｅａｇｌｅ（ＢＭＥ），ＲＰＭｌ １６４０、Ｈａｍ社のＦ－１０、Ｈａｍ
社のＦ－１２、α－Ｍｉｎｉｍａｌ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｍｅｄｉｕｍ （αＭＥＭ）、
Ｇｌａｓｇｏｗ社のＭｉｎｉｍａｌ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｍｅｄｉｕｍ （Ｇ－ＭＥＭ）
、Ｉｓｃｏｖｅ社のＭｏｄｉｆｉｅｄ Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ Ｍｅｄｉｕｍまたは多能性
細胞の用途に変性した多目的培地、例えばＸ―ＶＩＶＯ（Ｌｏｎｚａ）または造血性基本
培地等を挙げることができる。発明の詳細な説明において更に詳細に説明するように、基
本培地に栄養源を補ってもよい。「完全培地」とは、基本培地に成長補助成分がすでに加
えられている細胞培養培地のことである。
【００４８】
　ここで用いられる例では、「不安定因子」は、特異的な生化学反応または身体のプロセ
スの中で作用し、例えば、因子が経時的に劣化され得るような化学変化を受けることがで
きる物質を指す。例示的な不安定因子の非限定的な例としては、成長因子、サイトカイン
、ケモカイン、ホルモン（ステロイド及びペプチドホルモン）、鉄輸送体、ペプチド因子
及びステロイドを挙げることができる。
【００４９】
　ここで用いられる例では、「成長因子」とは、成長、増殖または細胞の分化を促進する
薬剤を指す。意図する成長因子の非限定的な例としては、サイトカイン、ケモカイン、ま
たはペプチド成長因子を挙げることができる。本キットのために、意図される成長因子は
従来技術で周知であり、発明の詳細な説明においてさらに説明される。各種実施形態では
、成長因子はヒト成長因子である。各種実施形態では、成長因子は齧歯目の（例えばマウ
ス、ラット）成長因子である。
【００５０】
　各種実施形態では、成長因子または不安定因子は、大多数の細胞タイプの成長を促進す
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る汎用のまたは非特異の成長因子である。一実施形態では、成長因子は、インスリン成長
因子、上皮細胞成長因子、線維芽細胞成長因子、ソマトスタチン、トリヨード－Ｌ－サイ
ロニン、インターロイキン（ＩＬ）－２、ＩＬ－６またはＩＬ－３から成る群より選択さ
れる。別の実施形態では、成長因子は、特定の細胞タイプの成長を促進するために特異的
である。
【００５１】
　各種実施形態では、不安定因子は、単一因子として、または２以上の不安定因子を備え
る混合物として、供給される。２以上の不安定因子の混合物は、ここでは、不安定因子反
応混液という。各種実施形態では、不安定因子反応混液は、２以上の成長因子を備える。
【００５２】
　不安定因子がパッケージングされる時、血清代替物に加えた時に、不安定因子が細胞培
養に適切な終末濃度となるように、パッケージングされることが意図される。明細書で不
安定因子の濃度を指す場合は、それは実際には血清代替物または細胞培地の中で用いられ
る因子の終末濃度を指していると理解される。
【００５３】
　ここで用いられる例では、「リポソーム」は、外側脂質二層膜または多層膜を備え内部
水様液の空間を包囲するクローズされた構造を指す。リポソームは、多層状または単層状
であってもよい。リポソームは、直径５～１０μＭからナノパーティクルサイズまでの大
きさの範囲にあることが意図される。特定の実施形態では、リポソームナノパーティクル
は、直径が、約５０～５００ｎｍ、約１００ｎｍ～３００ｎｍまたは約１００～２００ｎ
ｍである。
【００５４】
　ここで用いられる例では、「細胞の培養を向上させた」とは、本明細書に記載したキッ
トを用いて培養する場合に、本明細書に記載したキットを用いていない細胞の培養と比較
して、細胞増殖の増加、細胞の成長の増加、細胞死の低減または細胞タンパク生成（組み
換え型または内因性）の増加を指す。増殖の増加、成長の増加および細胞死における変化
を、従来技術で周知の方法を用いて計測し、この方法には、成長曲線解析、トリパンブル
ーによる顕微鏡による評価、トリチウムチミジン（３Ｈ）増殖アッセイ、ＭＴＴアッセイ
、レサズリンベースのアッセイおよびＤＮＡラダー分析が含まれる。細胞のタンパク生成
の増加が、総タンパクもしくはｍＲＮＡの定量、または着目の特定のタンパクのレベルの
定量を含む従来技術で既知の方法を用いて、測定される。
【００５５】
　ここで用いられる例では、「細胞の分化を引き起こさない」とは、培養における細胞の
発達の状態であって、このキットを用いて培養された細胞は、本明細書のキットの使用に
より、別のタイプの細胞の特性を呈するようにはならず、あるいは、形態、タンパク生成
プロファイルまたは細胞表面マーカー発現において実質的に異なっている状態を指す。本
明細書に用いられる例で、幹細胞および始原細胞に対して、分化させずに細胞を培養する
こととは、細胞は、培養で増殖することができるが、細胞培養の後に実質的に未分化の細
胞が残り、ステムまたは始原細胞のマーカーを発現するということを意味する。例えば、
集団内での相当な比率の幹細胞およびそれらの派生株が、多能性細胞の形態学的性質を呈
し、複数の細胞タイプを発現させることができる時に、幹細胞または他の始原細胞は、「
未分化である」といえる。多能性幹細胞の特性は、米国特許出願公開第２００５００３７
４９２号および国際特許公開ＷＯ２００１／０１１０１１号に記載されている。あるいは
、細胞がすでに充分に分化する細胞タイプまたは細胞系統である場合、このキットを用い
る細胞培養は、上記に定義されるような分化をこれらの細胞に引き起こさない。
【００５６】
　ここで用いられる例では、「動物成分を含まない（ａｎｉｍａｌ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
　ｆｒｅｅ）」とは、成分が動物に由来しない組成を指す。成分は、組み換えにより生成
されるかまたは、直接動物から単離した以外の植物またはその他の供与源に由来すること
が意図される。ここで用いられる例では、動物成分を含まないことにより、動物ベースの
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細胞系統中の不安定因子の組み換え型生成が可能になる。
【００５７】
　ここで用いられる例では、「容器」は、例えば血清代替物、成長因子または接着薬剤等
の組成物を保持する入れ物を指す。本明細書に記載のキットにおいて有用な組成物は、キ
ットの輸送のために容器内にパッケージングされることが意図される。例示的な容器の非
限定的な例としては、ベッセル、バイアル、チューブ、アンプル、ボトル、フラスコ等を
挙げることができる。容器は、血清代替物、成長因子または接着薬剤を凍結乾燥状、液状
または凍結状の形態でパッケージングされることに適していることが、さらに意図される
。容器は、従来技術で周知の材料から作られ、非限定的な例としては、ガラス、ポリプロ
ピレン、ポリスチレンおよび他のプラスチック等であることが意図される。
【００５８】
　ここで用いられる例では、「あらかじめパッケージングされる」または「不安定因子と
共にあらかじめパッケージングされる」とは、培地および不安定因子が生産の時点で混合
されるよう、成長因子をはじめとする不安定因子と同時に製造した血清代替物または培地
、または、不安定因子が使用前に顕著な期間を経過した血清代替物または培地を指し、こ
の時間は例えば、使用前４月、５月、６月または１年以上である。例えば、商業販売され
る血清代替物または培地の中には、製品が、販売の際に既に、血清代替物または培地中に
混合した成長因子やトランスフェリン等の不安定因子を含むよう、細胞成長を促進する因
子を含んで製造されるものもあり、すなわち予め不安定因子を含んでパッケージングされ
ている。
【００５９】
　血清代替物
　各種実施形態では、血清代替物は、（ｉ）リポソームおよびｉｉ）基本栄養培地を備え
ている。
【００６０】
　リポソームは、多層状または単層状であってもよい。リポソームのサイズは、直径５～
１０μＭからナノパーティクルサイズの範囲であることが意図される。一部の実施形態で
は、リポソームは、ナノパーティクルである。特定の実施形態では、ナノパーティクルの
平均径は、約５０～５００ｎｍ、約１００ｎｍ～約３００ｎｍまたは約１００～２００ｎ
ｍの各範囲である。リポソームサイズは、従来技術で既知の方法を用いて計測することが
でき、これは、動的光散乱法によって全粒子の平均径の値として粒度を計測するＺｅｔａ
ｓｉｚｅｒ（Ｍａｌｖｅｒｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社、イギリス）の使用が含まれる
。
【００６１】
　一部の実施形態では、リポソームは、脂質、脂肪酸、ステロールおよび／または遊離脂
肪酸を備える。リポソームを作製する方法は、従来技術で既知であり、例えば、液体の水
和または溶媒球状体の調製による多層状ベシクルの（脂質の同心二層系を有する）の作製
、および、サニテーション、フレンチプレス、溶媒注入、界面活性剤除去、逆相蒸発、カ
ルシウム誘発融合、マイクロ流動化法または凍結－解凍法による単層状ベシクル（脂質の
単一層を有する）の調製、を含む。
【００６２】
　リポソーム調製は、米国特許第７，２２０，５３８号（参照事項として本願に包含され
る）、米国特許第６，２１７，８９９号、米国特許出願公開第２０１０００２１５３１号
、Ｌｉｃｈｔｅｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ａｎａ
ｌ．　３３：３３７－４６２，　１９８８、ならびに　Ｇ．　Ｇｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ：
　“Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，”　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，
　Ｖｏｌ．　Ｉ－ＩＩＩ，　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　に記載される。
【００６３】
　各種実施形態では、血清代替物が、塩基性培地に加えられる。標準塩基性培地は、従来



(13) JP 2014-533113 A 2014.12.11

10

20

30

40

50

技術で既知であり市販されている。塩基性培地の非限定的な例としては、Ｄｕｌｂｅｃｃ
ｏ社のＭｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ｓ Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）、ＤＭＥＭ Ｆ１２
（１：１）、Ｉｓｃｏｖｅ社のＭｏｄｉｆｉｅｄ Ｄｕｌｂｅｃｃｏ Ｍｅｄｉｕｍ、Ｈａ
ｍ社のＮｕｔｒｉｅｎｔ ｍｉｘｔｕｒｅ Ｆ－１０、Ｒｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏ
ｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｍｅｄｉｕｍ（ＲＰＭＩ）、ＭＣＤＢ１３１、Ｃｌｉｃｋ
 Ｍｅｄｉｕｍ、ＭｃＣｏｙ社の５Ａ Ｍｅｄｉｕｍ、Ｍｅｄｉｕｍ１９９、Ｗｉｌｌｉａ
ｍ社のＭｅｄｉｕｍ Ｅ、および昆虫培地、例えばＧｒａｃｅ社のｍｅｄｉｕｍおよびＴ
ＮＭ－ＦＨ等を挙げることができる。
【００６４】
　これらのいずれかの培地は任意に、塩（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシ
ウムおよびリン酸）、アミノ酸、ビタミン、バッファ（例えばＨＥＰＥＳ）、ヌクレオチ
ド（例えばアデノシンおよびチミジン）、抗生物質（例えばゲンタミシンドラッグ）、微
量元素（マイクロモル濃度の範囲の終末濃度で通常存在する無機化合物として定義）、お
よびグルコースまたは等価のエネルギー源等で補われることができる。また、他の全ての
必要な補助成分が、当業者に既知の適切な濃度で含まれてもよい。培養条件、例えば温度
、ｐＨ、などは、通常、当業者には明らかである。
【００６５】
　各種実施形態では、血清代替物は、上記のように基本培地、ならびに例えば、塩、アミ
ノ酸、ビタミン、バッファ、ヌクレオチド、抗生物質、微量元素およびグルコースまたは
等価のエネルギー源等の補助成分を備えることにより、血清代替物は、無血清完全培地と
して使用できる。
【００６６】
　各種実施形態では、血清代替物は鉄供与源または鉄輸送体を備える。
例示的な鉄供与源の非限定的な例としては、例えば硫酸第一鉄、クエン酸第一鉄、クエン
酸第二鉄等の第二鉄塩および第一鉄塩、例えばクエン酸第二鉄アンモニウム、シュウ酸第
二鉄アンモニウム、フマル酸第二鉄アンモニウム、リンゴ酸第二鉄アンモニウムおよびコ
ハク酸第二鉄アンモニウム等の第二鉄アンモニウム化合物を挙げることができる。例示的
な鉄輸送体の非限定的な例としては、トランスフェリン及びラクトフェリンを挙げること
ができる。
【００６７】
　各種実施形態において、血清代替物は銅供与源または銅輸送体（例えば、ＧＨＫ－Ｃｕ
）を更に含む。例示的な銅供与源の非限定的な例としては、塩化銅および硫酸銅を挙げる
ことができる。
【００６８】
　各種実施形態では、血清代替物に加えた時に、不安定因子の終末濃度が約０．０５～２
５０ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～１００ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～５０ｎｇ／ｍｌ、約０．
０５～１０ｎｇ／ｍｌ、約０．１～５ｎｇ／ｍｌ、約０．５～２．５ｎｇ／ｍｌ、または
約１～５ｎｇ／ｍｌの各範囲となるよう、鉄供与源または銅供与源はパッケージングされ
る。鉄供与源または銅供与源の終末濃度は、約０．０５、０．１、０．５、１、２、３、
４、５、６、７、８、９または１０ｎｇ／ｍｌであるように、さらに意図される。
【００６９】
　不安定因子
　キット中での使用が意図される不安定因子は、試験管内での成長および細胞増殖の促進
に有効であることが意図される。成長因子の非限定的な例としては、サイトカイン、ケモ
カイン、ホルモン（ステロイドまたはペプチドホルモン）鉄輸送体、ペプチド因子、ステ
ロイドまたは成長刺激アミン、例えばヒスタミン等の薬剤を挙げることができる。各種実
施形態では、不安定因子はヒト不安定因子である。各種実施形態では、成長因子は齧歯目
の（例えばマウス、ラット）不安定因子である。
【００７０】
　各種実施形態では、不安定因子または成長因子は、汎用のまたは非特異の成長因子であ
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り、大部分のタイプの細胞の成長を促進する。各種実施形態では、成長因子は特定の細胞
タイプに特異的であり、例えば、細胞タイプのファミリーまたは、例えばリンパ球または
Ｔ細胞等の特定のタイプの細胞の成長を促進する。各種実施形態では、成長因子はヒト成
長因子である。各種実施形態では、不安定因子または成長因子は、齧歯目の（例えばマウ
ス、ラット）成長因子である。
【００７１】
　キット内のパッケージングを意図する例示的な成長因子の非限定的な例としては、骨形
態形成タンパク（ＢＭＰ）１、（骨形態形成タンパク２）骨形態形成タンパク３、骨形態
形成タンパク４、骨形態形成タンパク５、骨形態形成タンパク６、骨形態形成タンパク７
、骨形態形成タンパク８、骨形態形成タンパク９、骨形態形成タンパク１０、骨形態形成
タンパク１１、骨形態形成タンパク１２、骨形態形成タンパク１３、骨形態形成タンパク
１４、骨形態形成タンパク１５、脳由来神経栄養因子、毛様体神経栄養因子、サイトカイ
ン誘導好中性化学走性因子１、サイトカイン誘導好中性化学走性因子２α、サイトカイン
誘導好中性化学走性因子２β、β内皮細胞成長因子、エンドセリン１、上皮細胞成長因子
、上皮由来好中性誘引物質、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）４、線維芽細胞成長因子５、
線維芽細胞成長因子６、線維芽細胞成長因子７、線維芽細胞成長因子８、線維芽細胞成長
因子８ｂ、線維芽細胞成長因子８ｃ、線維芽細胞成長因子９、線維芽細胞成長因子１０、
酸性の線維芽細胞成長因子、塩基性線維芽細胞成長因子、成長関連タンパク、成長関連タ
ンパクα、成長関連タンパクβ、成長関連タンパクγ、ヘパリン結合上皮細胞成長因子、
肝細胞成長因子、インスリン様増殖因子Ｉ、インスリン様増殖因子ＩＩ、ＩＧＦ結合蛋白
質、ケラチン合成細胞成長因子、白血病阻止因子、神経栄養因子－３、神経栄養因子－４
、胎座成長因子、胎座成長因子２、血小板由来内皮細胞成長因子、血小板由来成長因子、
血小板由来成長因子Ａ連鎖、血小板由来成長因子ＡＡ、血小板由来成長因子ＡＢ、血小板
由来成長因子Ｂ連鎖、血小板由来成長因子ＢＢ、プレＢ細胞成長刺激因子、幹細胞因子、
形質転換成長因子α、形質転換成長因子β、形質転換成長因子β１、形質転換成長因子β
１．２、形質転換成長因子β２、形質転換成長因子β３、休眠形質転換成長因子β１、形
質転換成長因子β結合タンパク質Ｉ、形質転換成長因子β結合タンパク質ＩＩ、形質転換
成長因子β結合タンパク質ＩＩＩおよび血管内皮成長因子を挙げることができる。
【００７２】
　キット内のパッケージングのための例示的なサイトカインの非限定的な例としては、イ
ンターロイキン（ＩＬ）－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、Ｉ
Ｌ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ
－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、インターフェロン（ＩＦＮ
）、ＩＦＮ－γ、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）０、ＴＮＦ１、ＴＮＦ２、ＴＮＦ－α、マクロ
ファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球単核細胞コロニー刺激因子（ＧＭ－Ｃ
ＳＦ）、顆粒白血球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、巨核球コロニー刺激因子（Ｍｅｇ
－ＣＳＦ）、トロンボポイエチン、幹細胞因子およびエリスロポイエチンを挙げることが
できる。キットのために意図されるケモカインの非限定的な例としては、ＩＰ－１０およ
び間質細胞由来因子１αを挙げることができる。
【００７３】
　キット内でパッケージングが意図される例示的なホルモンの非限定的な例としては、ス
テロイドホルモン及びペプチドホルモン、例えば、インスリン、ソマトスタチン、成長ホ
ルモン、ハイドロコーチゾン、デキサメサゾン、３，３’，５－トリヨード－Ｌ－サイロ
ニンおよびＬ－チロキシンを挙げることができる。
【００７４】
　各種実施形態では、不安定因子は、インスリン成長因子（ＩＧＦ）、上皮細胞成長因子
（ＥＧＦ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、ソマトスタチン、トリヨード－Ｌ－サイロ
ニン、インターロイキン（ＩＬ）－２、ＩＬ－６およびＩＬ－３から成る群より選択され
る。
【００７５】
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　不安定因子は、細胞培養において、細胞のタイプに対する適切な濃度で含まれることが
意図される。各種実施形態では、培地に加えた時に、成長因子の終末濃度が約０．０５～
２５０ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～１００ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～５０ｎｇ／ｍｌ、約０
．０５～１０ｎｇ／ｍｌ、約０．１～５ｎｇ／ｍｌ、０．５～２．５ｎｇ／ｍｌ、または
１～５ｎｇ／ｍｌの各範囲となるよう、成長因子がパッケージングされる。成長因子また
はサイトカインの終末濃度は、約０．０５、０．１、０．５、１、２、３、４、５、６、
７、８、９または１０ｎｇ／ｍｌであるように、さらに意図される。
【００７６】
　各種実施形態では、不安定因子は、本明細書に記載される不安定因子２つ、３つ、４つ
、５つ、６つ以上を備える反応混液として処方される。各種実施形態では、不安定因子補
助成分は、ＩＧＦ、ＥＧＦ、ＦＧＦ、トランスフェリン、ソマトスタチン及びトリヨード
－Ｌ－サイロニンのうちの２、３、４、５以上を備える反応混液として処方される。
【００７７】
　各種実施形態では、反応混液の中の成長因子は、血清代替物に加えた時にＩＧＦの終末
濃度が０．５～３ｎｇ／ｍｌ、ＥＧＦの終末濃度は、１～１０ｎｇ／ｍｌ、ＦＧＦの終末
濃度は、３～１０ｎｇ／ｍｌ、トランスフェリンの終末濃度は、３～１０ｎｇ／ｍｌ、ソ
マトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニンの終末濃度は、５～１５ｎｇ／ｍｌとなる
ようパッケージングされる。各種実施形態では、ＩＧＦは１ｎｇ／ｍｌの終末濃度である
。各種実施形態では、ＥＧＦ及びＦＧＦは、５ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。各種実施形
態において、トランスフェリンは５ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。各種実施形態では、ソ
マトスタチン及びトリヨード－Ｌ－サイロニンは、１０ｎｇ／ｍｌの終末濃度である。
【００７８】
　血清代替物培地および一つ以上の不安定因子は、培養中に細胞の分化を引き起こさない
ことが意図される。各種実施形態では、血清代替物培地及び一つ以上の不安定因子は、培
養中の細胞の分化を引き起こさない。
【００７９】
　各種実施形態では、キットは、細胞接着を促進するための因子を備える容器を更に含む
。各種実施形態では、細胞接着を促進する因子は、コラーゲン、フィブロネクチン、ビト
ロネクチン、ゼラチン、ラミニン、合成マイクロキャリアおよびラップカーボンチューブ
から成る群より選択される。
【００８０】
　各種実施形態では、血清代替物に加えた時に、細胞接着剤の終末濃度が約０．０５～２
５０ｎｇ／ｍｌ、約５～１００ｎｇ／ｍｌ、約５０～５００ｎｇ／ｍｌ、約１００～５０
０ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～１００ｎｇ／ｍｌ、約０．０５～５０ｎｇ／ｍｌ、約０．０
５～１０ｎｇ／ｍｌ、約０．１～５ｎｇ／ｍｌ、約０．５～２．５ｎｇ／ｍｌ、または約
１～５ｎｇ／ｍｌの各範囲となるよう、細胞接着剤はパッケージングされる。細胞接着剤
の終末濃度は、約０．０５、０．１、０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９また
は１０ｎｇ／ｍｌであるように、さらに意図される。
【００８１】
　各種実施形態では、キットは、１００～５００ｎｇ／ｍｌの終末濃度範囲でパッケージ
ングされるビトロネクチンを備える。各種実施形態では、ビトロネクチンは２５０ｎｇ／
ｍｌの終末濃度である。
【００８２】
　合成マイクロキャリアは、従来技術において既知であり、ヒドロゲルと、例えばポリ乳
酸、ポリグリコール酸、ポリカプロラクトンおよびこれらの混合物等のアルファヒドロキ
シ酸ファミリーポリマーとを含む。例示的なマイクロキャリアの非限定的な例としては、
ポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド－コグリコシド）マイクロキャリア、ポリ（メチルメタクリレー
ト）（ＰＭＭＡ）マイクロスフェア、アルギン酸エステルマイクロゲル、およびゼラチン
マイクロスフェアを挙げることができる。例えばカーボンナノチューブ（ＣＮＴ）等の例
示的なラップカーボンチューブは従来技術で既知であり、米国特許第５，７５３，０８８
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号、第５，６４１，４６６号、第５，２９２，８１３号および第５，５５８，９０３号な
らびにおよび米国特許出願公開第２００９０１４８４１７号に記載され、例えばフラーレ
ン、カーボンバッキーボール（バックミンスターフラーレン）、カーボンナノチューブ、
カーボンナノファイバーおよびカーボンナノパーティクル等のカーボンナノチューブを記
載する。カーボンナノチューブは、多層シェル、多壁ナノチューブまたは単一壁ナノチュ
ーブとして有用である。一部の実施形態において、カーボンナノチューブは官能化される
。ＣＮＴに結合する例示的な官能性基としては、チオール基およびカルボキシル基を含む
。
ＤＮＡラップカーボンチューブは、Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃ
ｈｅｍｉｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　４８：　５１１６－５１２
０，　２００９に記載されている。
【００８３】
　各種実施形態では、不安定因子は、凍結乾燥状、液状または凍結状の形態である。これ
ら異なる形態で不安定因子を保存するための方法は、従来技術において周知である。例え
ば、タンパクまたは他の材料を凍結乾燥する方法は、Ｔａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｈａ
ｒｍ　Ｒｅｓ．　２１：　１９１－２００，　（２００４）およびＣｈａｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ．　１３：　２４３－９　（１９９６）に記載されている。
凍結乾燥された材料は、相当量（典型的には凍結乾燥中に取り除かれた体積に等しい）の
純水または滅菌した注入用水（ＷＦＩ）、または他の適切なバッファを、加え直すことに
より、再構成することができる［Ｃｈｅｎ，　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎ
ｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，　１８：１３１１－１３５４　（１９９
２）］。液体配合または凍結配合のための不安定因子は、成長因子の凝集または沈降を防
止する所望の濃度および適切なバッファ溶液中で、調製され、これらは通常の方法で決定
される。
【００８４】
　細胞培養
　本明細書に記載のキットは、好ましくは典型的には、血清補助成分または適切な試験管
内成長のための定義された培地を必要とする細胞に対しての、試験管内で細胞の培養に有
用であることが意図される。このような細胞は、例えば哺乳類の真核細胞および昆虫細胞
を含む。キットの使用から利益を得ることが意図される哺乳動物細胞の非限定的な例とし
ては、ハムスター、サル、チンパンジー、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、マウス、ラット、ウ
サギ、ヒツジおよびヒトの各細胞を挙げることができる。昆虫細胞は、スポドプテラフル
ギペルダ（イモムシ）、ネッタイシマカ（蚊）、ヒトスジシマカ（蚊）、キイロショウジ
ョウバエ（ミバエ）およびカイコにそれぞれ由来する細胞を含む。
【００８５】
　血清代替物で培養された細胞は、不死化細胞（細胞系統）または非不死化（初代または
二代目）細胞であり、また、例えば、線維芽細胞、ケラチン合成細胞、上皮細胞、子房細
胞、血管内皮細胞、膠細胞、神経細胞、血液を形成する成分（例えばリンパ球、骨髄細胞
）、軟骨細胞その他の骨由来細胞、肝細胞、膵臓細胞およびこれらの体細胞タイプの前駆
体等、生体内で見出される多種多様な細胞タイプのいずれかであることが、意図される。
【００８６】
　各種実施形態では、キットの使用が意図される細胞は、哺乳動物被験体から単離される
。哺乳動物被験体から単離する細胞の非限定的な例としては、多能性幹細胞、胚性幹細胞
、骨髄間質細胞、造血系前駆細胞、リンパ球系幹細胞、骨髄幹細胞、リンパ球、Ｔ細胞、
Ｂ細胞、マクロファージ、血管内皮細胞、膠細胞、神経細胞、軟骨細胞およびその他の骨
由来の細胞、肝細胞、膵臓細胞、体細胞タイプの前駆体、および、あらゆる癌または腫瘍
由来の細胞を挙げることができる。
【００８７】
　各種実施形態では、細胞は、細胞系統である。例示的な細胞系統の非限定的な例として
は、ＣＨＯＫ１、ＤＸＢ－１１、ＤＧ－４４、およびＣＨＯ／－ＤＨＦＲを含むチャイニ
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ーズハムスター卵巣細胞、サル腎臓ＣＶ１、ＣＯＳ－７、ヒト胚性腎臓（ＨＥＫ）２９３
、ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ）、マウスセルトリ細胞（ＴＭ４）、アフリカミド
リザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ）、ヒト子宮頚癌細胞（ＨＥＬＡ）、犬歯腎臓細胞（ＭＤＣＫ
）、スイギュウラット肝細胞（ＢＲＬ ３Ａ）、ヒト肺細胞（Ｗ１３８）、ヒトヘパトー
マ細胞（Ｈｅｐ Ｇ２；ＳＫ－Ｈｅｐ）、マウス乳腺腫瘍（ＭＭＴ）、ＴＲＩ細胞、ＭＲ
Ｃ５細胞、ＦＳ４細胞、Ｔ細胞系統（ジャーカット）、Ｂ細胞系統、マウス３Ｔ３、ＲＩ
Ｎ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２、ＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）、ＳＰ２／０、ＮＳ－０
、Ｕ２０Ｓ、ＨＴ１０８０、ハイブリドーマ、腫瘍細胞および不死化初代細胞を挙げるこ
とができる。
【００８８】
　例示的な昆虫細胞系統の非限定的な例としては、Ｓｆ９、Ｓｆ２１、ＨＩＧＨ ＦＩＶ
Ｅ（商標）、ＥＸＰＲＥＳＳＦ＋（登録商標）、Ｓ２、Ｔｎ５、ＴＮ－３６８、ＢｍＮ、
Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ ２、Ｄ２、Ｃ６／３６およびＫＣ細胞を挙げることができる。
【００８９】
　本キットにおいて意図される血清代替物および細胞培養条件は、成長細胞のために適切
なあらゆる培養基質に適していてもよい。適切な表面を有する基体は、組織培養ウェル、
培養フラスコ、ローラーボトル、気体浸透性の容器、平坦または平行板バイオリアクター
またはセルファクトリーを含むものである。また、意図される培養条件としては、細胞は
、撹拌タンク容器内の懸濁液中に保たれるマイクロキャリアまたは粒子に接着される。
【００９０】
　細胞培養方法は一般に、以下の文献、Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ
ｓ：　Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，　６ｔｈ　Ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，　２０１０　（Ｒ．　Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ　ｅｄ．，　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ）、Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
（Ｍ．　Ａ．　Ｈａｒｒｉｓｏｎ　＆　Ｉ．　Ｆ．　Ｒａｅ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕ
ｎｉｖ．　Ｐｒｅｓｓ），　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓおよび
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　（Ｋ．　Ｔｕｒｋｓｅｎ　ｅｄ．，　Ｈ
ｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ）に記載されている。他の参照文献としては、Ｃｒｅａｔｉｎｇ
　ａ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　（Ａｒｏｓｅｌｌｉ，　Ｈ
ｕ．　Ｒｅｓ．　Ｄｅｖ．　Ｐｒ．　１９９６）　ａｎｄ　Ｌｉｍｉｔｓ　ｔｏ　Ｇｒｏ
ｗｔｈ　（Ｄ．　Ｈ．　Ｍｅａｄｏｗｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｕｎｉｖｅｒｓｅ　Ｐｕｂｌ
．　１９７４）を挙げることができる。組織培養供給者および試薬は当業者に周知であり
、市販もされている。
【００９１】
　細胞は、特定の細胞系統またはキットの成分とともに用いる単離する細胞タイプに適切
な密度で培養内に配置されることが理解される。特定の実施形態では、細胞は、１ｘ１０
３、５ｘ１０３、１ｘ１０４、５ｘ１０４、１ｘ１０５、５ｘ１０５、１ｘ１０６または
５ｘ１０６個／ｍｌで培養された。
【００９２】
　各種実施形態では、細胞培養において１、２、３、４、５、６または７日中の使用で、
血清代替物と１つ以上の不安定因子またはサイトカインとを組み合わせている。
【００９３】
　血清代替物から別々に不安定因子をパッケージすることにより、不安定因子をすでに備
えた状態でパッケージングされる培地と比較して細胞培養における不安定因子の効能を向
上させることが意図される。例えば、本キットの場合のように用いた場合、不安定因子を
備えている培地と比較して不安定因子の半減期は延びることが、意図される。さらに、１
つ以上の不安定因子を血清代替物とは別々にパッケージすることにより、不安定因子が予
めパッケージングされた培地で培養された細胞と比較して、細胞培養における細胞の成長
が向上することが意図される。
【００９４】
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　各種実施形態では、血清代替物および不安定因子組成物は、例えば溶封ボトルまたはベ
ッセルまたは本明細書に開示したその他の容器等の容器内にパッケージングされ、試験管
内（インビトロ）、生体内（インヴィーヴォ）、または生体外で（エクスヴィーヴォ）で
組成物を使用することを記載するラベルを、容器に貼り付け、またはパッケージに含ませ
る。各種態様における、組成物は、投与量単位の形態でパッケージングされる。キットは
、不安定因子を血清代替物と組み合わせるため、あるいは不安定因子および血清代替物を
塩基性培地と組み合わせるために適切なデバイスを、任意に含む。各種態様では、キット
は、細胞培養用に不安定因子および血清代替物を使用していることを記載するラベルを含
む。 
【００９５】
　キットが、適切なパッケージング材料にパッケージングされることが、さらに意図され
る。「パッケージング材料」とは、キットの成分を収容する物理構造を指す。パッケージ
ング材料は、殺菌状態で成分を維持することができ、この目的に対して一般に用いられる
材料製である（例えば、紙、波形ファイバ、ガラス、プラスチック、フォイル、アンプル
およびその他の従来技術で既知の材料）。
【００９６】
　本キットの付加的な態様および詳細は、以下の限定ではなく例示を目的とする実施例か
ら明らかになる。
【実施例】
【００９７】
　実施例１
　新しい不安定因子による血清代替物は、試験管内で細胞増殖を促進する。
【００９８】
　培養中の細胞の成長を促進する血清代替物の能力を試験する目的で、標準的な方法を用
いてＢ細胞をマウス脾臓から単離し、細菌性リポ多糖（ＬＰＳ）（１００ｎｇ／ｍｌ）を
用いて、刺激して増殖させた。
【００９９】
　簡単に説明すれば、メッシュステンレス鋼篩を通した機械的破壊により、脾臓からの単
個細胞浮遊液を、マウスから単離した。トリス－ＮＨ４Ｃｌ（ｐＨ７．３）中での低張シ
ョックにより、脾臓サンプル中の赤血球を溶解し、細胞をＨＢＳＳ中で再懸濁した。次い
で、細胞は再び洗浄され、９６個のウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ－Ｃｏｓｔａｒ社、
米国マサチューセッツ州アクトン）内でＤＭＥＭ（Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
社）中での生存細胞が５ｘ１０６個／ｍｌの密度で培養され［Ｌグルタミン（米国カリフ
ォルニア州カールスバドのＬｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を２ｍＭ、ペニシリ
ン（Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を１００Ｕ／ｍｌ、ストレプトマイシン（
Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を１００μｇ／ｍｌ、非必須アミノ酸（Ｌｉｆ
ｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）０．１Ｍおよび５×１０－５Ｍ ２－ＭＥ）］、１０％
のＦＢＳ（米国ユタ州ローガンのＨｙＣｌｏｎｅ社）または基本培地および必須栄養素を
含む完全培地としてここで用いられる血清代替物を含む。図１Ａで用いられる血清代替物
は、あらかじめ不安定因子と共にパッケージングされてまたは製造され、試験の実行の前
６月にわたって混合状態にあった血清代替物であった。 図１Ｂにおける血清代替物は、
培養の直前（例えば１日以内）に不安定因子（ＦＧＦ、ＥＦＧおよびＩＧＦおよびトラン
スフェリン）を加えた血清代替物であった。細胞は、７．５％のＣＯ２を含む湿った雰囲
気中で、３７℃でインキュベートされた。
【０１００】
　図１Ａは、培地＋１０％ＦＢＳが、ＬＰＳによって刺激した時に、Ｂ細胞の顕著な増殖
を可能にしたことを示す。試験前６月より一緒にパッケージングされた不安定因子を含む
血清代替物中でのＢ細胞の培養では、ＬＰＳ刺激の後さらにＢ細胞の増殖を可能にするに
十分な栄養源を提供しなかった（図１Ａ）。対照的に、不安定因子を細胞培養の直前に加
えた血清代替物中で培養された細胞は、１０％ＦＢＳを含む培地中で培養された細胞と同
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様に増殖した（図１Ｂ）。
【０１０１】
　上記のようにマウスから単離され、新しい１０％血清代替物培地中で培養されたＴ細胞
およびマクロファージはそれぞれ、増殖し、または細胞培養活性化された。更に、上記の
ように血清代替物中で培養されたＣＨＯ－Ｋ１およびＡ－５４９細胞系統は、良い増殖反
応を示した。
【０１０２】
　これらの結果は、培地をパッケージする際に細胞培養培地中に不安定因子を包含させた
ことにより、経時的に成長因子が分解して、培養中の細胞の成長及び生残が非能率化かつ
低下したことに至り得ることを示す。 不安定因子を、細胞培養における培地の使用直前
に血清代替物に添加すれば、血清代替物培地の能力が回復し、培養細胞の健康な成長及び
増殖が可能になる。
【０１０３】
　実施例２
血清代替物及び不安定因子中の細胞系統の成長
【０１０４】
　無血清培地中での成長は、特定の細胞系統を、無血清環境中の成長に対して順応させる
ことが必要となり得る。細胞系統が、新たに加えた不安定因子を備える血清代替物中で成
長することに適応できるかどうかを決定するため、生存能力及び成長アッセイを遂行した
。
【０１０５】
　細胞順応は、６～１０週の期間で遂行した。ＣＨＯ－Ｋ１細胞およびＡ５４９－ＮＦｋ
Ｂ ＳＥＡＰ細胞を、ウェル６つのプレート内に、ウェル当たり細胞２ｘ１０４個で接種
し、集団が倍増するまでの時間及び７２時間以後の細胞生存能力を計測した。２４、４８
及び７２時間で、プレートのウェル１つを採取し、細胞の全数を血球計算器により計数し
、採取された細胞の生存能力を顕微鏡による細胞形態により評価した。適応するＣＨＯ細
胞は１０％の血清代替物を加えた培地中で成長し、適応するＡ５４９細胞は１０％の血清
代替物を加えた培地中で成長させられた。コントロールウェルは、５％のＦＢＳを含んで
いる培地中で成長した。
【０１０６】
　ＣＨＯ細胞は、９５％の生存能力（コントロールは９６％の生存能力）を示し、菌体群
は約３０時間（コントロールは約２４時間）までに２倍になった。Ａ５４９細胞は、コン
トロール細胞の約２．５日と比較して、約３．５日で、細胞が倍増を示した。Ａ５４９生
存能力及びコントロール生存能力は、７２時間以後、約９８％であった。
【０１０７】
　これらの結果は、ＦＢＳを含む培地中で典型的に成長した細胞系統が、本血清代替物を
備える培地中で成長するために適応可能であることを示すものである。
【０１０８】
　上記のように、新しい不安定因子を培地に追加することにより、培養細胞の増殖及び生
存能力を向上させることができる。新しい不安定因子の添加は、血清代替物培地中で培養
する細胞系統に有益な効果を与えるか否かを決定するためには、不安定因子を単独または
組合せで培地に加え、製造業者のプロトコルに従い、Ｒｅｓａｚｕｒｉｎ蛍光アッセイを
用いて細胞増殖を計測した（Ｓｉｇｍａ社、米国ミズーリ州セントルイス）。蛍光（Ｒｅ
ｓａｚｕｒｉｎ蛍光単位（ＲＦＵ））の増加は、サンプル中で細胞が増殖して増加したこ
とを示す。
【０１０９】
　試験した初期成長因子は、インスリン成長因子（ＩＧＦ）、血管内皮成長因子（ＶＥＧ
Ｆ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）及び上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）を含んでいた。１
０％の血清代替物培地中で単独でまたは成長因子と共に行ったＣＨＯ細胞（５ｘ１０６個
／ｍｌ）の培養を、細胞培地中の終末濃度で以下に掲げ、ＲＦＵを計測した。
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（１）コントロール、成長因子のない血清代替物（ＳＲ）、約１０００ＲＦＵ、
（２）ＳＲ＋１ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ、約２０００ＲＦＵ、
（３）ＳＲ＋ＶＥＧＦ及び１ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ、試験した全てのＶＥＧＦ濃度で約２２
００ＲＦＵ、
（４）ＳＲ＋ＦＧＦ及び１ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ、１．５～３．５ｎｇ／ｍｌ ＦＧＦで約２
７００ＲＦＵ、５ｎｇ／ｍｌ ＦＧＦで約３０００ＲＦＵ、
（５）ＳＲ＋ＥＧＦ、試験した全てのＥＧＦ濃度で約２１００ＲＦＵ。
【０１１０】
　トランスフェリン（終末濃度５ｎｇ／ｍｌ）を単独で血清代替物に添加した場合、ＣＨ
Ｏ細胞の成長を少し向上させたが、トランスフェリンに加えて成長因子（ＩＧＦ及びＥＧ
Ｆ）を添加した場合は、培養細胞の成長を向上させる影響があった。トランスフェリンプ
ラスＩＧＦの及びＥＧＦを血清代替物中に添加したことにより、細胞増殖の速度が、ＦＢ
Ｓ中で培養した細胞の速度に比べて５０％を超える増加を示し、例えば、ＳＲ＋成長因子
及びトランスフェリンに対して約１５５００ＲＦＵであり、これはＦＢＳコントロールの
約１８０００ＲＦＵと比較された。血清代替物に因子を加えて、増殖を観測すれば、血清
代替物単独または市販の他の血清代替物の場合と比較して、増殖は著しく向上した。例え
ば、一定の血清代替物は、ＦＢＳ中の培養よりも劣っていて一貫性が低かったことを記載
するＬｕｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ　１１（２）：　１８９－９７
，　２００９を参照されたい。
【０１１１】
　ＦＢＳは、例えば付着細胞を可能にしてより効率的にプレートに接着させる付着因子等
の一定の因子を提供することで、細胞成長を向上させ、培養中に指数増殖に到達するまで
の時間を早める。付着因子を血清代替物培地に加え、付着したＣＨＯ－Ｋ１細胞の成長を
評価した。適応するＣＨＯ－Ｋ１細胞（５ｘ１０６個／ｍｌ）を、コントロール培地（１
０％ＦＢＳ）または１０％血清代替物培地に２５０ｎｇ／ｍｌの終末濃度でビトロネクチ
ンを加えた培地の中で培養され、細胞接着及び形態を視覚化した。ビトロネクチンの存在
下で培養された細胞は、ＦＢＳ中で培養される対照細胞に匹敵する細胞形態を示し、培養
の約２４時間後に接着された。ＦＢＳなしで血清代替物中で培養された細胞は、培養後の
約９６時間まで接着せず、表面に良好に広がらなかった。
【０１１２】
　また、成長ホルモンは、培地中に用いる典型的ＦＢＳ中に存在する（Ｂｒｕｎｎｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．，　ＡＬＴＥＸ　２７：　５３－６２，　２０１０）。一つ以上のホルモン
の添加が、本明細書に記載される血清代替物を含む培地中での細胞成長を向上させたかど
うか決定するため、ホルモンの混合物（ソマトスタチン １０ｎｇ／ｍｌ、デキサメサゾ
ン ２０ｎｇ／ｍｌまたは３，３，５－トリヨード－Ｌ－サイロニン １０ｎｇ／ｍｌ）ま
たは成長因子（ＥＧＦ １０ｎｇ／ｍｌ、ＩＧＦ １ｎｇ／ｍｌ及びＦＧＦ ５ｎｇ／ｍｌ
）（全て濃度は培地中の終末濃度で与える）を、培地に加えた。コントロール細胞は、Ｆ
ＢＳを５％加えた培地中で培養した。
【０１１３】
　ＩＧＦ及びトランスフェリン（５ｎｇ／ｍｌ終末）に加えホルモンを含む混合血清代替
物中でＣＨＯ細胞を培養した結果、増殖が約１４０００ＲＦＵと計測され、一方、コント
ロール増殖では約２００００のＲＦＵであった。ホルモン配合からのデキサメサゾンの除
去は、ＣＨＯ細胞増殖に影響を有しなかった。ホルモンを含む培地に成長因子配合（ＥＧ
Ｆ、ＩＧＦ及びＦＧＦ）を添加した結果、増殖が約９５００ＲＦＵに低下した。これらの
結果は、ＩＧＦ及びトランスフェリンのみを含む血清代替物の中の培養と比較して、血清
代替物へホルモンの添加をした場合、細胞増殖を向上させることができることを例証する
ものである。
【０１１４】
　本明細書に意図されるキット中での別個のバイアルの数を最小にするため、一つの態様
では、不安定因子は、基礎の血清代替物培地から別々にパッケージングされる不安定因子
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のうちの２つ以上を備える反応混液中で処方される。本開示以前に、本分野で優勢な考え
方があり、それは、細胞の培養のために適切な濃度で単一配合中、複数の不安定因子を組
み合わせることは不必要であり、医薬品製造品質管理基準（ＧＭＰ）下での基準を遂行す
るためには複雑かつ困難であるという考えがあった。全ての因子を組み合わせるために必
要な能力は、多くの製造業者の生産能力を超えている。しかしながら、本発明者らは、こ
のキットに用いられる複数の不安定因子を備える反応混液を製造する方法を、製造業者と
共に工夫することにより、本分野の困難を克服した。
【０１１５】
　当業者には、上記の例示的な実施例の中で述べた本発明の多数の変更及び変形が行われ
ることが予想される。従って、添付の請求項で記載の限定のみが本発明に置かれるべきで
ある。
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