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1糊 　　　　　無血清培養下における CHO 細胞のタンパ ク質生産に及ぼす リン脂質の効果

　　　　　　　　（神戸大院 ・自）○坂井　健太郎
，
福田　秀樹

　　　　　　　　（神戸大 ・工）松永　敏朗，
山地　秀樹

　 【目的翠動物細胞培養用の低タンパ ク質無血清培地 を開発する ことを目的として
， ホス フ

　ァチジン酸 僻 ）や リゾボス フ ァチジン酸 （LPA）などの リン脂質が Chinese　haiT｝ster   v鉦 y

〈CHO ）細胞の 増殖や組換え タンパ ク質生産に及ぼす影響につ いて検討を行 っ た．

　 ζ方法および結果】組換え CHO 細胞 （HHF−D ，
　AI℃C　CRL8200

，
ヒ トインター

フ ェ ロ ンY

（hlfN，V）産生株）を
，
透析処理した牛胎児血清を 1  ％ の濃度で添加した α．MEM 培地 を

用いて CO2　incubat  r 〈5％ C（）2， 37℃）内で T−fiaskにて 増殖させ た後，タンパ ク質を添加 し

て い ない α
．M 巳M 培地に培地交換した．その後

，
細胞を PA または 1−2A を添加した無血清

培地 と ともにペ トリディッ シ ュ に播種 して静置培養を行い
，
生細胞密度は血球計数盤を用

　い て
，
hlFN−y産生量は酵素免疫測定法 a旺 ISA）によ っ て測定した．

　　insulin
，
脚 廳 血 紬 飆 ol   癬

，
お よび s憾   sele   te黶 ）を含む U（212培地 に不飽和

　の アシル基を有する dioleoy9−PA （C18：1）または 1−oleoy且一LPA （c18 ：1）を添力口して培養を行

っ たとこ ろ，細胞の 比増殖速度および到達細胞密度が増加 した また
，
  雪 産生量も増大

　したことか ら
，
dioleoyl−PA や 1−olooyl−IIPAなどの リンA躓 は CHO 細胞の増殖の みな らず

組換えタンパ ク質生産も促進．し得る こ とがわか っ た．
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1142　　　　　　　 ヒ ト皮膚繊維芽細胞 へ の 加圧 刺激に よ る

　　　　　　　　 イ ンターロ イ キン お よび サイ トカイ ンの 産生

　　　　　　　　　（海洋科技セ ンタ
ー1

，東工 大 ・生命理 工 2）○ 小 山純弘1
、

　　　　　　　　　 相澤益男1・2

　 （目的】細胞 は外部環境 の 急激 な変化 に順応するため 、 様 々 な防御機構 を発現す る。

　本研究で は 、
ヒ ト皮膚繊維芽細胞に超高水圧刺激 を加 えた ときの 各種 サイ トカ イ ン 発

　現 につ い て検討 した 。 そ の結果 、 ヒ ト皮膚繊維芽細胞は 70MPa （1atm・O．1MPa ＞1hrの 加

　圧環境下 で も生存 し、 イ ンターロ イ キ ンσL｝6，
　IL・ 8

，
そ して 単球走化性因子一1 （MCP −1）

　 を産生する こ とを見い だ した 。

　　〔方法及び 結果 】ヒ ト皮膚繊維芽細胞を35c 櫛 シ ャ
ー レ 上 で 細胞密度3　x 　l  4cells／Cin2

　 に達 す る まで 培 養後 、 無血 清培 地 培養 で 細胞 周期 を Go 期 に 同調 さ せ た 。 細 胞 を

　 5−70MPa の条件で 20分 間加圧 し 、 加圧刺激に よ っ て 誘導 され る各種サ イ トカ イ ンの 遺

　伝子発現お よび タン パ ク質産生量 を、
R 輪 se　P戯 ection 　Assay法お よび ELISA 法によ り、

　 そ れ ぞれ 測定 した 。 実験の 結果 、 細胞 へ の 加圧 刺激は 、 IL−6お よ び 8を分 泌促進 させ

　 るこ とを見い だ した 。 7  MPa 以土 の 加圧刺激に よ るIL6お よび一8産生 は、
40MPa 加 圧 時

　 の 遺伝子発現量 と同レ ベ ル で あるに も関わ らず、 非加圧 時の約 13 倍 、 40MPa加圧 時の

　約10倍の産生量 を示 した 。

一方、 IL−1α
，
夏L　1β，

IL12　mRNA も加圧誘導され た もの の 、

　 こ れ らの タ ン パ ク質産生は検出で きなか っ た 。 ま た、 MCP −1は加 圧 刺激 に よ りmRNA

　 発現が促進 され た もの の 、 タン パ ク質産生は30MPa を谷 とす る抑制効果が得 られた 。

　　 以 上の 結果か ら 、 加圧 刺激に よ っ て 誘導 され る これ らの サ イ トカ イ ン 産生 は転 写後

　 に細胞側か ら制御 される こ とを明 らか と した 。
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