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2Bp22ATF4 高発現 CHO 細胞 に お け る遺伝子 発 現 解析
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【序論】Chinese　hamster　ovary （CHO ）細胞 を用い た物 質生 産 の 大 きな 課題 の 一つ

は 、翻訳後 プロ セ ス の 改 良に よ る 比生 産速 度向上 で あ る 。我 々 の グ ループ で は、
antithrombin 　III〔AT −III）生 産株 に お い て 小 胞体ス トレ ス 応 答 （UPR ）関 連 因 子 acti−
vating 　transcription　factor4 （ATF4 ｝を 高発 現 させ る事 で 比 生 産 速 度 を約 2倍 に 向．．ヒ
させ て い る 。そ こ で 、HiCEP 法 に よ りATF4 高 発 現株 に お け る 発現 遺 伝子 を 解析

した 結 果、元株 と 比 べ 、Nuctear 　factor　efkappa 　light　polypeptide　gene 　enhancer 　in

B−celts （NF−kappa 　B）inhibitor，　zeta 〔NFKB 量Z ）発現量 が 2 倍以 上 増 加 して い た 。本 研

究で は、NFKBIZ 発現が細胞増殖
・AFm 生 産性 に与 え る影響 を検 討 した 。

【方法】AT−III生産株に NFKBIZ 発現ベ ク ターを 導入 し、薬剤 選択後、　 PCR 法に

よ り染色体 へ の ベ ク タ
ー
導 入 とその 発現 を確認 した 。さ ら に 回分培 養 を行い 、

比増殖速度及び AT−III比生産速度 を解析 した。
【結果 及び考察】NFKBIZ 高発現株 は元株 と比べ 、比 増殖速度 は増加せ ず、比 崖

産速度が最大 で 約 3倍に 上昇 し、最終的に AT一田 生 産濃度が 増加 した。以 ．h よ

り、生産性向上手段の
．一

つ として NFKBTZ 発現が利用可 能と考 えられ る。

【序 論】高度 な 翻 訳後 修飾 を必 要 とす る バ イ オ医薬 品 は 主 に Chinese 　hamster

ovary （CHO ）細 胞を宿主 と して 生産 されて い る ．しか し，　CHO 細 胞の 生 産 能，増
殖能に 関 連する ゲ ノ ム や 染色体 自体 に関する 研究 は こ れ まで ほ と ん ど行 わ れ て

い な い ．そ こ で本研究で は，CHO 細胞の 性質 に つ い て ．染色体本数 の 観 点か ら

解析 を行 っ た．
【方法】特定染色体 に遺伝予増 幅領域 を保持 して い る CHO 細胞 を用 い て ，限界

希釈 法を行い ．染色体本数 ご とに ク ロ
ー

ニ ン グを行った ．得 られ たサ プ ク ロ
ー

ンに つ い て 、細胞直径，染色体本数 と核型を解析、さらに回分培養 に よ り比増

殖速度を算出 した 、
【結 巣 及 び 考察ICHO 細胞サ ブ ク ロ ーン の細胞直径 を計測 した結果，細胞群 は

2群 に 分 か れ た，比 増殖速度 もそ れ ぞ れ 0．030h−1と0．e25h−1と違い がみ られた，
そ の 中 で も 30本 以 上 の 染色体 を有す るサ ブ ク ロ ーン に つ い て 詳細 に核型解析 し

た 結 果 ，遺 伝子 増 幅領域 を保持 し てい る染色体が 倍 に増加 して い た．以上 より、
CHO 細 胞 株 にお け る染色体本 数 と細胞 性質に 閾 す る知 見を得 る こ とがで きた．
こ れ らの 知 見は 安定生産株構 築 に寄与で きる と考 えられ る．
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【目的 】抗体 医 薬品 の 多 くei　Chinese　hamster　ovary 〔CHO ）細胞 を宿主 と して生 産

さ れ て い る が 、製 造 工 程で 生 じ る抗体の 凝集形成が 問題 とされ て い る。こ れま

で 製 剤過 程 にお い て は化 合 物添 加 に よ る タ ンパ ク 質凝 集抑制 法が 報 告さ れ て お

り、中で も トレ ハ ロ ース は 高 い 凝 集揶制効果 を持 つ 。そ こ で本研 究で は凝 集抑

制法 の報 告 例 が 少 な い 細 胞培養過 程 に着 目 し、トレ ハ ロ ース を培 地に添 加 して

一
本 鎖二 重 特異性抗 体産 生 CHO 細 胞 株 を培 養 し、凝 集抑 制効 果 に つ い て 検討 し

た。
【方法】無血 清培地 に て抗 体産生 CHO 細胞株 を浮遊培養 し、培地 中 トレ ハ ロ

ー
ス濃 度 を段 階的に 上昇 し継代 を重ね、ト レ ハ ロ

ー
ス 馴化 CHO 細 胞株 を構築 し

た。培 養上清か ら抗体を精製後 ゲル ろ過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

及び 円二 色性 ス ペ

ク トル 測定 を行い 、抗体の 凝集性 と二 次構造 を評価 した。
1結果及 び 考察】抗体産生 CHO 細胞株 を トレ ハ ロ

ー
ス 含有培 地に 馴化 した 結果、

150mM トレ ハ ロ
ー

ス 馴化株 の 構 築が可能で あ っ た。次に凝 集性 を分析 した 結

果、トレ ハ ロ ース 存在下の 培養で は高分子量凝集体 （Laige　Aggregates　：　LA ｝の 形

成が 大 きく抑制 され て い た。また monomer 及びdimerは抗体様 の CD ス ペ ク トル

を示 し二 次構造 が類 似 して い たが 、LA は 大 きく異 なる 非天然型の 構造 で あっ
た。即 ち monomer か ら dimerそ して LA とい う凝集形 成機構 に お い て、ト レ ハ

ロ ース は LA に転移す る 際の 高次の 構造変化 を抑 制する 事で 、凝集抑制効果 を

有す る と推 察 され た 、以 上 よ り、トレ ハ ロ
ー

ス 添加 に よ る抗体の 凝 集抑 制はバ

イオ 医薬 品生 産に 有効な手段 で あ る と思わ れ る。

【目的】複雑 な翻 訳後修 飾 を伴 うバ イ オ 医薬 品生 産 は 、CHO （Chinese
　hamster

ovary ）細胞が生産宿主 として 多用 されて い る。当研究室 で は 、組 換え タ ン パ ク

質の 生産性向上の ために 小胞 体ス トレ ス 応答 〔UPR ）を利用 して い る。本研究で

は 、Wotfram　syndrorne 　l（WFSD に着 目した。　WFSI は 、　UPR 機構に おい て 誘導 さ

れ、またマ ウス β細胞 におい て そ の 過剰 発現 がイ ン ス リン 分泌を 向上 させ て い

る。そこ で 、UPR 関連転写 因
’1：　activating　transcription　factor　4（ATF4）の 過剰発現

に よ り、antithrombin　ITI（AT
−ilT）の 比生 産速度が 約2 倍上 昇 した ATF4 過剰発現株

（ATF4株 ）に おけるWFSI の 発 現影響を検討 した 。
【方法】CHO 　K 且株か ら WFSI 　cDNA を ク ロ

ーニ ン グ し、　 WFS1 発 現ベ ク ターを

ATF4 株 に導入 した 。構築 した WFS 且株の 染 色 体 へ のベ ク タ
ー

導入 は ．　 genomic

PCR 、　 WFS1 の 発現 は RT −PCR に よ り確認 した 。　 WFSI 発 現 株 の 回分 培養 を行 い 、
比 増 殖速 度及び AFm 比 生 産 速 度 に対 す る WFSI 発 現 の 影響 を 検討 した 。
【結果

・
考察】WFSI 発 現ベ ク タ ーを ATF4 株 に導入 し、構 築 した WFS 且株 16株

の 内、7 株で WFS 且の 発現 を確認 した 。回 分培養に よる 各比 速 度 を ATF4 株 と比

較 した結 果、比増殖速度 は 5株、比生 産速度 は 3株で 上 昇 した。以 上 よ り、ATF4

株 に おける WFS 且高発現 は、組換 え タン パ ク 質の 更なる 生 産性向上 に有効で あ

る と 考え られ る 。

The 　effect　 of　treha且ose 　 addition 　on 　 antibOdy 　 aggregation 　in　GHO 　cell

culture

　OMiki 距 tsuzawal，　 Masayoshi 　 Onitsukaz，　 Akihiro　Shirai2，　Hideaki　Maseda2，
　 Tal（eshi 　Omasa2

　（
LAdv ．　 Tech．　 and 　Sci．，　 Univ．　 Tokushima ，2

旦nstitute 　 of ］reじh．　 and 　Sci．．　Univ．
　 Tt）kushima ｝

The 　effeet 　of 　WFSI 　 over −expression 　on 　recombinant 　protein　production
　OAkihiro　Shirai［，　Koichiro　Sato2，　Masayoshi　Onitsukai，Hideaki　Maseda1，　Takeshi
　Omasa1

　（
11ns．　of 　Tec．　and 　Sci，，　Univ，　ofTokushimeq 　

2Fac ，　Eng、，Univ．　ofTokushima ）

K 町 words 　Chinese　hamster　ovary　cell，　Antibody，　Aggregation，　Treha］ose Key 　words 　Chinese　hamster　ovary　cetl，　unfotded　protein　response ，　WFS 且

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


