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2KaO5 　CHO 細胞浮遊培 養に お け る魚血 清 の添 加 濃 度 と

　熱処理 の 影響
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2KaO6 　逐次遺伝子 組 込み シ ス テム に よ っ て 作製 した 動 物

　細胞を用 い た 組換え 抗体生 産

○河 邉 dt典 ，槙坪 寛 勝 ，亀山 雄二 郎，升藤 彰 ，ト平 正 道

（九 大 院 ・工 ・化 工 〕

【目的】 ヒ トに感 染 す る ウ イ ル ス が報告 されて い な い 魚 価 青 〔FS） を 安 全

Eの 問題 の ある ウ シ胎 仔 ［血L清 〔FCS 〕の 代わ りに CHO 細胞 の 接着培 養 に 用

い た と こ ろ、熱処 理 した FS を低濃度添加 した場合 顕著な 細 胞 増 殖 が 見 られ

た 。しか し、FSは細胞接 看を阻害 する こ とか ら、細胞接着 を必 要 と しな い

浮遊 培 養 へ の FSの 利用を考え、　 FS の 添加濃度 と熱処 理 が （：HO 細胞 の 浮遊
培 養 に お け る増殖 に与 え る影響 を検討 した。
【方 法 】 マ ダ イ ま た は ブ リか ら FS を調製 し、必 要 に 応 じて 熱 処 理 〔1“s℃ ．
／30i）） した 。　 FS 〔ブ リ）また はFS （マ ダ．イ〕を所 定 濃 度 ま た は 1〔，％ F〔：Sを

含 む Ham
’

sF −12K 培地 を用 い て 、組換 えCHO 細 胞 t−1550（，い T ぐ二（：（IRL ・
9606）株 を ス ビ

．
ナ ー

フ ラス コ に 播種 （2 × ID％ ells〆ml ） し、37℃ 、5％ CO2

雰 囲 気 下 、撹拌速度 70rPm で 9．　・−4H 間浮遊培 養 した 。細胞 数は ト リパ ン ブ

ル …
法で 測定 した 。

【結 果と考察 】熱処理 したFS （ブ リ〕 の 添 加 濃度 を 1，2，4％に 変 え て培養 し
た と こ ろ、血清濃度が 高い ほ ど細胞 蜜度 が 高か っ た 。ま た 、熱処理 した IO％

FS （マ ダ イ）培地 お よび未処理の m ％ FS 〔マ ダイ ）培地 で は培 養72h で ほ
ぼ 同 じ細胞密度 〔8x10 ：’

　celTstmT ） に 達 し、両者 の 問に 明確な差異が見 ら

れ な か っ た 。こ の ように、浮遊培 養 にお い て は FS 添加 被度 を低 く抑えた り、
FS を熱処理する 必 要が な い こ とが わ か o た。

【背景 ・目的1遺伝 チ組換え動物細胞を用 い てバ イ オ 医 薬晶な どの物質 生産
を行 う際、薬剤耐性遺 伝 r一や骸酸生合成遺 伝子 な どの選択 マ …カ ー

を用い

る こ とで 目的遺伝 子を細胞 の ゲノ ム染色休に挿入 して安定 形質転換体 を樹
立 して い る。しか し、こ の 方法は 、確実性に 欠け、選 抜に 長期 間を要 する
こ とが 問題 となって い る。我 々 は これ ま で に組換 え酵 素Grc に よ り動物細

胞 染色体上で 配列 部位特異 的に逐 次遺伝
．
チ組込 みで き る シ ス テム を開発し

て きた。本研 声では、こ の シ ス テ ム を用 い て組換 え 抗体遺伝f の 発現 ユ ニ
ッ

トを染色 体上に 逐次 過伝 子 組込 み す る こ と で 組換 え抗 体の 発 現増 幅 を行
い 、導 入遺伝 子数 と生産性の 相関に つ い て解析 した。
【実験方法 ・結果】独立 して 機能す る 3種類 の スペ ー

サ
ー
変 異を含むloxP配

列 を選 抜 し、各loxP配列、選 択 マ ーカ ー、組換 え抗体遺伝 子発現 ユ ニ ッ ト

を有する プラ ス ミ ドを作製 した。次に選抜 したloxPサ イ トが染 色体 に組込

ま れた CHO 細胞 を樹立 し、　Grc発現ペ クタ ー
と目的遺伝子 を有す るプ ラ ス

ミ ドを遺伝 r−ig入 する こ とで 、染 色体へ組換 え抗 体遺伝子 の逐次遺1
一

下組

込み を行 っ た。染邑体 Eで の 遺伝子導入 を解析 したとこ ろ、複数の 組換え

抗 体遺伝于発現 ユ ニ
ッ トが部位特異的 に組込 まれ てい る こ とが わか っ た。

ま た、抗 体発甲 を評価 した 結 果、組込 まれ てい る 発現 ユ ニ ッ ト数に 伴 い 抗
体生産量 の増 加が 見られた．乙れ らの 結果か ら、本シ ス テムは動物細胞に

お ける組換 えタ ン パ ク質の発現増幅 に有効 であ る こ とが示 された。
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【背景・目的】我 々 はこれ まで に、トラン ス ジェニ ッ ク鳥類の 卵を 含め た 全
身で 組極え タ ンパ ク質 を高発現 させ る こ とに 成功 して い る ．しか し、よ り

多様なバ イ オ医 薬品 を生産する トラン ス ジェニ ッ ク鳥類の 作製に は 、牛 体
へ の 影響 を考え、卵 白をつ くる 卵管組織特異的に 目的 タ ン パ ク 質を 発現 さ

せ る必 要が あ り、また 、その 発現は より高発現で ある こ とが 望ま れ る。本
研究で は 、卵管組織で 発現 してい るタ ン パ ク質の プ ロ モ

ー
ター領域 を用 い

て 卵管特異的な 発現 を 実現 し、さらに TRE −tTit合成プ
．
ロ モ ータ ー・シ ス テ ム

と組み 合わ せ 、tTA トラン ス アクチ ベ ータ ー
タン バ ク 質発現 の ポ ジ テ ィ ブ

フ ィ
ードバ ッ ク作用を働か せ る こ とで、高発現 を達 成する こ とを試み た 。

【実験方法 ・結 果】ポ ジ テ ィ ブ フ ィ
ー

ドバ ッ ク発現シ ステ ム の 作用 を 評価す
る ため に 、tTIA発現 ユ ニ

ッ 「
・
と共 に TRF −tT．X発現 ユ ニ ッ トを導入 し．β一gal

活性測定を 行 っ た 結果、約22 倍の 発麗
）
i±増加が見 られた。卵管組織特異 的

な 発現の ため に 、TRE 配 列 下 流に あ る ブ
．
ロ モ ー

タ
ー

配列 をオボア ル ブ ミン

ある い は コ ン ア ル ブ ミン 最小プ ロ モ ータ ー
と置換 した とこ ろ、発現 リ

ー
ク

が 解消さ れる と共に 、卵管細胞 特異的な発現が 可能 とな っ た，また、こ の

卵管特異的ブ
．
ロ モ

ー
タ ーに よ る 発現 で は、ポジ ティ ブフ f

・一
ドバ ッ ク作用

で 、卵管細胞 に お い て約8．2倍の 発1見量増加が達成 された。これ らの 結果 か

ら卵管特異的人⊥ 合 成 プ ロ モ ータ ー
を用 い た本発現 シ ス テムが卵管特 異的

な 高発現を もた らすこ とが示 さ れた ．

【背景
・
目的】近年、花粉症の 恨治 療法 と して 、花 粉抗原 の代 わ りに丁細胞

エ ビ
．
ト
ー

ア を患者 へ の 投与に 用 い る新 しい 減 感 作 療法 が 提案 さ れ て お り、
よ り効呆的で安 全な治療法 と して注 目さ れ て い る。木研究 で は 、レ トロ ウ
イ ル ス ベ クタ

ー
を 川 い た遺 伝子 導入 法 に よ り、ス ギ花 粉 抗 原 由来 T 細胞 エ

ビ ｝
一

ブ含有ダ ン パ ク 質を生 産す る遺 伝子 導入 ニ ワ ト リの作製 を行 っ た 。
【実験 方法

・
結果】ス ギ花粉抗原 由来 ヒ トT 細 胞 エ ピ ト・一プ を 7 つ 集積 させ

た エ ビ ト
ー

ブ （7crp ＞をニ ワ トリ卵 白 リゾチ ーム （C［．ys）と融合 させ た cl．ys−
7crp をコ

ー・
ドする 遺伝 」

：．
を 設 耐 し、ニ ワ トリ βア ク チ ン プ ロ モ

ータ ーで 発

現調節 する よ うレ トロ ウ
．
イル ス ベ ク タ

ー
プラ ス ミ ドに組込 んだ ．作製 した

ウイル ス ベ クタ
ー

を導 入 した動 物細胞 に つ い て、ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 で

解析 した結 果．目的タ ン パ ク質 が適切 に生産 され て いた ，次 に、超 遠心 に

よ り高力価 に 調製 したウ イ ル ス 溶液 を ニ ワ トリ胚 に注 入 し、遺伝子導入 ニ

ワ ト リを作 製 した 。PCR 法 に よる解析 の結果、目的 遺伝 子 が 細 胞 ゲ ノ ム 内
に 導入 され た こ と が磁 「e．で きた。＝ ワ トリの 各組 織 に つ い て cLl ’s−7crpの 発
現解析を行 っ た と こ ろ、心臓 で cLy3 −7crpの 発現が 確認 で きた 。これ らの 結

果か ら 、遺伝了
．
導入 ニ ワ トリに よる cLys−7crPタ ン パ ク質の 生産が 可 能 で あ

る こ と が示唆 された 。
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