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　糖 鎖付 与な どの た め に 、医 薬 品等 の 生 理 活 性 蛋 白の 多 くは、大腸菌で は

な く、動物細胞 に よ っ て 生産 され てい る u しか し なが ら勦 物 細胞培養 にお

い て は 、牛胎仔血 清、あ るい は タ ン パ ク因 子 の 添 加 が 必 須 とな る場合が 多

い ．そ れ ゆ え、培 養コス トが 高額 とな った り、不 純物 を多数含む こ と か ら

目的物質の 精製が 困難 に な る な ど の 問題 を生 じて い る。さらに 、BSE の 懸

念 もあ り、哺乳動 物由来の 困子 を 用 い る こ と は 、避 け るべ きで ある．，本研

究で は 、動物細胞 培養 で の 培 地 添加 因 子 の 代 替 と して 、新規 なも の を提案

する 、すなわち、増殖 支持因子 と して 、カ イ コ 繭由来 のセ リシ ン タン パ ク

質の 可能性を検討 した。
　セ リシ ン に よ る 増殖促進 効果 は、広 い 細胞 系 統 に わ た って観 察された．
すなわ ち、ハ イブ リ ドーマ 細 胞や ヒ ト子 宮 頸 が ん 由来 HeLa 細胞、ヒ ト由

来肝 癌細胞株 HepG2 、さらに ウイ ル ス ベ ク ター調 製 用 の ヒ ト胎 児腎 由来

細胞株 29S に対 して も増殖促 進が 認め られ た t．さら に ．ハ イ ブ リ ド
ー一

マ 細

胞株 の 抗体産生 につ い て も、セ リシ ン 存在 下 で増 強 され た ．続 い て 、セ リ

シ ン が化粧品 に有効で あるこ とか ら、界面 活性剤 に よ る細 胞 へ の ダメ ージ

を 中和 す る効 果 が あるの で は ない か と期待 し、ウサ ギ 由 来の RC4 細胞 への

効果 を検討 した t 結果 、セ リシ ン は 種々 の 界面活性剤に よ る細胞 死 滅を 軽

減す る 中和 効果 を示 した。

［Objective】コロb　s隠 dy　the　inhibition　pa［hway 　ofapoptosis ，　the　e丘恥 cしs　o 「the

reduced 　ft｝rm 　uf 　g且ut 飢 hionc 〔GSH ）und 　iron　chclatorti 〔，n ［畳le 　Levcl　of

hitraccllulal
．
　rea 面 ve 　oxygcn 　species 〔ROS ＞in　 GHO 匸ells　 were 　investi−

gated．
［Method ］A 丘cr 　their　grow匸h　in　Ham

’
s　F12 甲

edium 　containing 　IOIo　new −
bom −bovine　serum （NBS ），　GHO 匸cEls （2xlO3　cells加 D　were 　mam 匸alned 　in
suspcnsion 　in　a　spinner 　bottle　fnr　6　days　cnlplo ｝

ling
　serum 一廿 ee 　Ham 　s
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and 　aurintricarboxylic 　acid （50 μM ），　The　mlmbcr 　Df 　viabie 匸ells とLnd 　the

inLl．aceliular 　ROS 　level　wer 巳 determiIled　by　the 　trypan −blue　meth 〔｝d　and

the 　slaining 　with 　H2DCFDA 〔6−carboxy −2’，7Ldichlorodih ｝
’drofiuores⊂ein

diaceU 吐tc 　di〔ace しoxymethyl 　cstcr ）），　［es．　pectively，
［Results ］The 　addition 　of 　GSH 　t〔エ the　serum ．free　culture 　of 　CHO 　cells

apparently 　lowered　thc　intracellular　ROS 　level　as 　well 　as 　the 　addirion 　of

serum 　to 　the 　cul しure 　by　e．4，10％，　respectivcly ．　The 　addition 〔，firon じhe］a −
tors　to　the　 serum 一廿 ee 　culture 　alse 　decreased山 e　intra⊂ellu且ar　ROS ］evel

indepcndcnt　ofthe 　effe⊂t　ofGSH ，These　Lronしhclaしors 　
as
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【日的 】ヒ ト血液 由来製剤で あ る血液凝固調節 糖蛋 白質 ATIII は 、安全性

の 確保の ため遺伝子 組換え 動物細胞 に よる 生 産 が 求 め られ て い る．AT 　lll
生 産 に お け る糖鎖構 造制御 を 目的 と して 、フ コ ース を糖 鎖 に結 合 させ る酵

素 で あ る α 1，6−fuc（，syltransferase（FUT8 ）細胞 内活性 を変化 させ た 細 胞 株 構

築 を試 み た ．
【結果及 び 考察】細胞株 とし て ヒ ト ATIII 産生組 換 え CIIO 細 胞 を 用 い た ．
GHO 出来 FUT8cDNA を RT ．P 〔：R 法に よ り単離 し、そ の 塩 基配 列 を決 定

し 、既 存 4 種 〔ヒ ト、ブタ、マ ウス 、ウシ ）の FUT8 遺伝子 の 配 歹1」と比 較

し た結 果 、90％ 以 上 の 相同 性が あ っ た．細胞 内 FUT8 活性 を 変化させ る た

め 、CHO 細胞 に FUT8 及 び anti−FIJT8 遺伝 子を導入 した 。そ の 結果 、
FUT8 導入 株の 中か ら、活性が IA 倍に 上 昇 した株 、　 anti ・F〔rT8 導入株 の

中 か ら 、0．7 倍 に減少 した株 を構築 する こ とが で き た．こ れ よ り、向 き を

変 え た FUT8 遺伝 子 の 細胞への 導 入に よ り、細胞 内 FUT8 活 性 を 制 御 で き

る こ と が示 され た ．

【日的】我 々 はす で に ，抗原に よ り安定化 され る抗体 Fv と，エ リス ロ ボ エ

チ ン 受容体 〔EpoR ）あ るい は gplSO との キ メ ラ を発 現 させ ，　IL −3 あ る い は

IL −6 依存性細胞に 抗原依存的 増殖 応 答 を誘 導す る こ とに成 功 し て い る、今
1旦1，抗原認識 特異性 に深 く関与す る CDR 領域 をラ ン ダム 化 し，そ の 抗原応

答 が ど う変化す るか 検討 し た ．
【方法】抗 ＝一ワ トリ リゾ チ ーム （HEL ）抗体 HyHEL −10 の VH ，　 EpoR 細胞

外 ドメ イン 2，．gplSO 細胞 内 ドメイ ン を 結合 させ た キメ ラ遺伝子 をコード

す る レ トロ ウィ ル ス ベ ク タ ー
pMX

−HE ，お よ びこ の VH 　CDR2 の 4 残基 を

ラン ダム 化 したライブ ラ リを作製 した．これ を予 め VL −EpoR キ メ ラ を発

現 させ た IL −E 依存性 Ba，IFS 細 胞 に 導入 し，　II．−S 非存在下で 抗 原存在下 ，
非存在 下で 選択 を行 っ た ．
【結果 】IO6 の 多様性 を持 つ ラ イ ブ ラ リ導 入 細胞 よ り，　 IL−3，HEL 非存在下

で も増殖可能な細胞株 6 種 を得た ，二の 中に ，野生型 pMX
・Hg 導入 株 と逆

に HEL 濃 度依存的 に増殖 が抑 制 され る ク Pt　一一ン が 2 種 あ っ た ．　 Genomic

PGR に よ り VH 遺伝 子 を 回収 し，こ れ を繊維 状 フ ァ
ージ に 提示 し，　 VL と

の 結合 を観 察 （open 　sandwich 跚 ay ）した所 ，変 異体 は野 生株 よ りむ しろ 高

い HEL 濃度依存的結合を示 した．
【結 論】同

・．
抗原を 用い て負の 増殖応 答を起 こ す受容体 を創製 で き た ，Fv

の 抗原依存 的 安 定 化 能 自体は 保 た れ て い る こ とか ら，こ の 変化 は 変 異に よ

る微妙 な コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン 変化 に よ る可 能性 が ある ．
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