
156 9月10日ポスター会場

Key words CHO, homologous recombination, antibody, stable expression

Stable antibody expression in CHO cells by using the homologous 
recombination on hprt locus
○Junya Narita, Yoshimasa Yamana, Masako Kondo, Keisuke Suzuki, Atsuko Otake
(Res. Inst., TOTO Ltd.)

【背景】CHO(Chinese hamster ovary)細胞は医薬品タンパク質等の主要な生産
細胞であり、抗体医薬品に関しては約 6割が CHO細胞で生産されている。医
薬品タンパク質生産用の CHO細胞に要求される性能としては、目的タンパク
質の高生産性、選択薬剤非存在下での生産安定性、生産タンパク質の均一性等
が挙げられる。加えて、前記性能を有する生産細胞を短期間で開発・樹立する
ことが産業的競争力を高める上で重要であると考えられる。
TOTO(株 )は、hprt(hypoxanthine phosphoribosyltransferase)遺伝子座を標的
とした相同組換えによる迅速組換え細胞作製技術を開発した。同技術を用いて
作製した CHO細胞は選択薬剤非存在下において、抗体を長期間安定的に発現
可能であった。
【目的】生産安定性を維持しつつ、生産性の向上を図るため、抗体発現遺伝子
の複数コピー化について検討する。
【結果】hprt遺伝子座に抗体遺伝子を複数コピー導入した相同組換え株を取得
した。抗体発現性を解析した結果、抗体生産性向上と発現安定性を確認した。
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【背景・目的】抗体医薬をはじめとしたバイオロジクスの生産用細胞株には目
的タンパク質を高い発現量で、かつ長期継代を経ても安定して得られること
が必要である。従来、この発現株の樹立は約 1年の長期間を要し抗体医薬品
開発のボトルネックとなっている。またコストダウンや BSE/TSEリスク低減
等の観点から動物由来成分を一切含まない条件下で細胞構築を行うことが望
まれる。本研究では、CHO用発現ベクターであるMammalian PowerExpress 
Systemを用いて高い安全性かつ高産生能を有する CHO株を短期間に構築す
ることを目的とし検討を行った。
【方法・結果】抗体発現ベクターを、完全合成培地に馴化した増殖能の高
い CHO-S株へトランスフェクトし、96well50プレート中で Puromycinお
よびMTXによる二重薬剤選択を行った。増殖してきた計 597株について
BIACORE A100による迅速スクリーニングに供し発現量の高い 55株を得た。
さらに拡大培養過程で 8株にまで絞り込み、shaker flaskスケールで fed-batch
培養を実施した。その結果、0.8～ 1.8g/Lの抗体産生量を持つ株をトランスフェ
クションから 3ヶ月以内に樹立することができた。また、選抜した 2株につ
いて 1Lバイオリアクターでの fed-batch培養を行っている。本検討で得られ
た株は未クローニング株である上、暫定的な培養法を用いていることから、今
後セルクローニングや培養法の最適化により、さらなる抗体産生量の向上が可
能と考えられる。
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バイオ医薬品の主要な生産株であるハイブリドーマや CHO細胞等の高生産株
の樹立において，従来は limiting dilution法により 1細胞化した後，コロニー
形成させ，培養増殖後に生産量を ELISA等により測定して選抜した（1コロ
ニー育種）．しかし，ハイスループット性に乏しく，同一コロニー内の各細胞
間の異種性（生産性のバラつき）を考慮しないことから，期待した程の生産量
が増殖後に得られないことが多かった。従って理想的な高生産株樹立では，大
量の細胞ライブラリーから高生産株を 1細胞単位で迅速に多数選抜し，安定的
な高発現細胞を無駄なく育種することが重要である（1細胞育種）（良元と黒
田 J Biosci Bioeng 2014）．既に我々は，タンパク質高分泌細胞を分泌量依存
的に 1細胞単位で蛍光標識可能な「細胞表層 FIA法（CS-FIA）」を開発した
（木田ら Anal Chem 2013）．CS-FIAは，細胞表層に提示した抗体により分泌
タンパク質を捕捉し，蛍光標識 2次抗体でサンドイッチ検出することで，各細
胞のタンパク質分泌量を非侵襲的に超高感度でリアルタイム定量できる．本研
究では CHO細胞を含む様々な細胞種における分泌物質の定量を可能にするた
め，CS-FIAの最適化を行った．さらに，蛍光強度を指標として目的細胞を 1
細胞単位で解析・単離する全自動 1細胞解析単離装置（良元ら Sci Rep 2013）
を用いて，ヒト化抗体高分泌 CHO細胞の 1細胞育種を行ったので報告する．
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【背景と目的】抗体医薬品の製造工程において副作用の原因となる抗体の凝集
体形成が報告されている。特に細胞培養中に生じる凝集体形成のメカニズムは
未だ明らかにされていない。本研究では Chinese hamster ovary (CHO)細胞を
用いた抗体生産プロセスに着目し、凝集抑制を目的とした細胞培養中の凝集体
形成過程の解明に取り組んだ。
【方法】IgG1抗体を産生する CHO細胞株の無血清浮遊培養を行った。培養上
清をゲル濾過クロマトグラフィーで分析し、ゲル濾過データ行列を特異値分解
解析することで凝集体成分を推測した。また培養上清から IgG1抗体を回収し、
CDスペクトルにより溶液構造を測定した。
【結果と考察】ゲル濾過データを特異値分解した結果、大きな特異値をもつ 2
成分が抽出され、一方は CHO細胞由来の蛋白質成分、他方は細胞培養過程で
形成された凝集体成分と推定された。CDスペクトル測定の結果、凝集体は単
量体抗体と異なり非天然型ストランド構造を多く含むミスフォールド状態で
あった。更に凝集体と推定される成分の時間変化は細胞培養開始時から 7日
目までは増加し続け、細胞の生存率が低下し始める 8日目以降に減少を示した。
この結果から死細胞に由来する成分に可溶性の凝集体が吸着する事で凝集体成
分が減少すると推測した。現在、培養開始時から増加する抗体の凝集体形成に
ついて解析している。
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