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我 々 は これ ま で に トラ ン ス ジ ェニ ッ ク 鳥類 を生体バ イ オ リ ア ク ターとして

有用タ ン パ ク 質生産に 用 い る た め の技術 開発を行 っ て きた が 、生産 された

タン パ ク 質に 修飾さ れ た糖鎖構造は、卵白中よ り も．1肛中に おい て よ り高活

性が期 待で きる構造で あ っ た ．一方、組換えタ ン パ ク質を Fc融合型 とする

こ とで 鳥類の 血 中か ら卵黄中へ 移行蓄積で き る こ とを報告して きた。そ こ

で 、ヒ トエ リス ロ ボ エ チン （hEPO ）の よ うな 糖鎖構造 が 生理活性に重要

な役割を及ぼす場合、卵黄 へ 移行蓄積で き る Fc領域 との融合タ ン パ ク質 と

す る こ とで 、血 中で 生産さ れ た hEPO を卵黄で 回収で き る ので はな い か と

考え、まずFc 融合型hEPO の 生産の た めの レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク ターの 作製

と動物細胞に よる 生産を検討 した。ニ ワ トリβ一ア ク チン プ ロ モ ータ ーの制

御下で 、hEPO と鳥類卵黄 へ の移行 蓄積効率が高 い ヒ トIgG2 由来の Fc 領域

との 融合 タン パ ク質 を発現 ユ ニ
ッ トに もつ レ トロ ウイル ス ベ ク タ ープラ ス

ミ ドを作製 した。ウイルス 外皮 タン パ ク質 として VSV 二G を用い て ウイル ス

ペ ク タ
ー

を調製 し、CHO 細胞 に 遺伝子導入 した。　 GFP 生産 を指標に して 、
限界希釈 法 に よ e高発現細胞株を樹立 した n 組換えCHO 細胞に よ っ て 生産

され た Fc融 合 型 hEPO をウ エス タ ン ブロ ッ ト法 に よって解析 した とこ ろ、
予 想 され た 分 子 量 で 検 出す る こ とが で きた。

【目的】抗体 医薬 に 代表 さ れるバ イ オ 医薬品 の生 産系 に はChincsc　harnster

ovary （（：HO ）細胞 に 代表 され る本来の 発現系に 近い 動物細胞 を 宿 主 と して

用 い る必要が ある，しか し、動物細胞 を用い た 場合、微生 物に 比 べ ．増 殖

速度 が低 い 、培地 が高価 で ある と い った 問題点 が 存在 す るた め，高発 現

CHO 細胞株 を構築す る際 に は遺伝子増幅現象が 用い られ て い る が ．遺 伝 子

増幅領域 の 染色体配列や増幅 の メ カ ニ ズ ム に つ い て 十分に は 明 らか に な っ

て い ない ，そ こ で ，遺伝子増幅の メカ ニ ズ ム の 解明を 目指 し，CHO 細 胞 に

お ける染 色体上 の 遺伝子増幅 にか か る近傍領域の 配列 を解明 す る こ と を 目

的と した．
【方法，結 果及び 考察】本研究 室に おい て dhfr　me伝子 と その 阻害薬剤で あ る

MTX を 用い て構築 した遺伝 子増幅GIIO 細胞DRIOOOL −4N 株 を用 い て 構築

した ，約12万 clone か らなる Bacterial　Artificial　Chromosome （BAC ）library

に 基づ い て ，遺伝子増幅に 関連する 染色 体領 域 の 取得 を試 み た．BAC

libraryか らdhfr　cDNA 配列を保持 して い る clone を1！個選択 し、その 中の 1

つ の clone の 配列解析を shotgun 　sequence 法を用 い て 行 っ た とこ ろ、4妙 遺

伝 子増幅に 関連する染 色 体近 傍領域 の配列が 得 られ，IR 構造 をとって い る

こ とが推定さ れた ．
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【目的】抗体医薬を始め とす るバ イ オ 医薬品生産 に 多用さ れ て い るChinese
hamster　ovary （（：HO ）紐胞 は、生 産株溝築過 程 に お い て 染 色 体 の リア レン ジ

メ ン トが 頻繁に 生 じ る現象が 観察 され て きた 。し か し、GHO 細胞 の染 色体

に対 する 簡便か つ 正 確な 染 色体 分類法は 末だ 十分 に は確 立 さ れ て い な いc
そ こで 、本研究で は、細胞株構築過程 にお けるCHO 細胞 の 染色 体 リア レ ン

ジ メ ン トに着 目 し、簡 便 に 各 染 色 体 が 識 別 で き 、且 つ 細 胞 株構築 に お け る

染色体再構成 を検証す る こ と も可 能な BAC −FISH マ ーカ ーの 構築 を 目的 と

した 。
【方 法、結果及び考察】本研 究 グル ープに お い て 構築 したDG44 細胞株 由来

の dhfr遺伝子増幅株 4N 株の Genomic 　BAC 　libraryを FISH 法 を 用 い て BAC
done を有す る染色 体を 特異 的に 検出 した。す な わ ち 適切 なBAC 　clene を染

色体識別 マ
ーカ ーと して 利用 す る こ とで 、よ り正 確な CHO 細胞の 染色体分

類が 可能 とな る。こ れ まで は、4N 株の 平 均 20 本 の染 色 体の うち 、15本 の

染色体 に対 して特異 的に識別 で き る マ ーカ
ー

を構築 した 。さ らに 、購築 し

た マ
ーカ ーを用 い て、細胞 株購築 に お け る染 色 体再 構成 につ い て 検証す る

ために 、Kl 、4N 及び DG44 の3株間で 比較を 行 っ た 。その 結 果、　S株間 に お

い て 安定 的に保 持さ れ る染色 体 も
一

部存 在 す る
一

方 、頻 繁 な 染 色 体の 再 配

列 を示唆する結 果 も観察 さ れ た 。

【H 的 1医薬生産や 再生医療 などを目的 とした動物細胞培養で は 、安全上 の

問題 か らウ シ 胎仔血清 （FGS ）を添加せ ずに 動物細胞 を培養す る技術の 開

発が 強 く求め られて い る。こ れに 対 して、ヒ トに 感染す る ウイル スが 報告

さ れ て い ない 魚血清 （FS） をFCS の代 わ りに添加 した培地で チャ イニ
ーズ

ハ ム スタ
ー

卵巣 （CHO ）細胞 を接着培養 した とこ ろ、　 FS は細胞接着 を阻

害す るが、細胞増殖 を促進す る こ とが 明らか とな っ た ．そ こで、FS に よ る

CHO 細胞増殖の 促進効果 をさらに 改善す るた めに 、　 FS の 添加濃度 を検討

したn
【方法 】ヒ ト顆粒球マ クロ フ ァ

ージ コ ロ ニ
ー

刺激因 予 （hGM −CS ）
’
）産 生 性

CHO 　DRIeOOL4N 株 を 24 ウエ ル プ レ
ー

トに 、10 ％ FCS を 含む Ham ’
s

Fl2K 培地 を用 い て播種 （2　x 　104 　cells〆cm2 ） し、37℃ 、5％ CO
？雰 囲気下

で 24h 接着後、　 FS （ブ リ ：S6” o如 卿 η興 6厂αゐ祕 α）ま た はFGS を種 々 の濃度

（0，0．Sl，1．25，5，10，2D ％）含む Ham
’
sF −12K 培地 に交換 し、120h ま で増

殖 させ たc 細胞数は脱核染色法で 測定 した。
【結果】5〜20％の 範 囲の FCS 濃度 で増殖が 良好 で あ っ た が 、5 ％以下 で細

胞増殖が低下 した．それに 対 して 、5〜20 ％ の 高濃度FS で は 増殖 細胞 数が

著 し く少なか っ たが、0．31お よび 1．25 ％で は 良好 に増殖 した ．1．25 ％の FS

添加培地 で は平均世代時間 Ssh で 到達細胞密度 も L4 × 105　cells ！cm2 とな

り、te％ FGsig地の 場合 （26h 、2．9x105 　cells！cm2 〕に近 い 成績 を示 した 。
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