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2EaO5　 組換え酵素を用い た逐次遺伝子 組込み に よる 遺伝子組 換

　　　 　　 え動 物 細 胞 の 作 製

　　　　　　○ 河 邉 佳 典 ．井 藤 彰 ．上 平 正 道

　　　 　　　 （九 大 院 ・工 ・化 工 ）

　　　 　　　 kawabe ＠chem −eng ．kyushu −u．ac ．jp

2EaO6 日本における細胞培養技術応用 医療製品の 開発 と評価

○早 川 堯 夫

（近畿 大 ・薬総研 ）

　takao−hayakawa＠ mtg ．big｝ebe・ne・jp

遺伝子組換 え動物細胞は 、バ イオ 医薬品 生産の た め の 代表的なプ ラ ッ トフ ォ
ー

ム と して確 立 して お り、組換えタ ンパ ク質の 生産性を向．ヒさせ る こ とで、生産

コ ス トの低 減が図 ら札 て きた 。これ まで 、遺伝子発現ベ ク ターの 改良，生 産細

胞 の 育種、培養条件の 検討や効果的な培養培地の 開発 などで 、生産性の 向上が

行われて きた。導入遺伝子の 高発現細胞株の 構築 にお い て は、目 的遺伝子 と核

酸 生合成系遺伝子 な どの 選抜遺伝 于 をもつ プ ラス ミ ドを細胞に共導入 した 後、
対応する薬剤濃度 を上昇 させ なが ら目的遺伝子の 発現 ユ ニ ッ トの コ ピー数 を増

加 させ る、い わゆ る 「遺伝子増幅」が行われ てい る。しか し、目的遺伝チ の染

色体への 組込みや増幅頻度は、用 い るホス ト細胞 に強 く依存 して お り、概 して

低効率で あ る。その ため、多 くの 手 間と労力 をか け、高い 生 産性 を示 す細 胞を

選抜 して い る。さらに、目的遺伝子の ゲノ ム ．Lで の導入部位 は通 常ラ ン ダ ム で

あるため、培養期 間中 に目的遺伝子の 発現抑制 を受ける場 合 もある。こ れ らの

こ とか ら、長期的
・
安定 的に目的タ ン パ ク質の 高生産細胞株 を得る に は 、染色

体上で 導入遺伝子 を安定 に発現
・
保持 で きる部位 における確実性 の 高い 遺伝子

多重化技術の 開発が望 まれて い る。我 々 は こ れまで 、部位特異 的遺伝 子導入 法

としてCre−10xPシス テ ム を用い て、動 物細 胞染 色体 にあ らか じめ組 み 込ん だ loxP

部位 に逐 次的 かつ 酵素依存 的に目的遺伝 子を導入で きる逐 次遺伝 子組 込み シス

テ ム を開発 してお り、こ の 方 法につ い て紹介 する 。
Cre−loxP組換 え反応 では、組 換え酵素Creが2 つ の 1GxP間で 削除、挿入 、置換、
反転 などの 組換 え反応 を起 こ す。loxPは 34　bp か らなる DNA 配列で 、中央の ス

ペ
ー

サ
ー

領域 が2つ の 繰 り返 し回文 配列 （アーム 領域）に挟 まれ た構造を もつ 。
我 々 は、ア

ーム領域 およびス ペ ー
サ
ー

領域 における 配列変異 に よ り反応の 特性

が 改変可 能で あ るこ とを利用 して、独立 して 機能 する ス ペ ーサ ー
変 異を 含む

10xPに ア
ー

ム 変異 を組み合 わせ、不可逆 な遺伝子 導入が可 能なloxP を複数選抜

後、各且oxP と目的遺伝子 を有するプ ラ ス ミ ドを作製 し、　 Cre組換 え反応 に よ る

逐 次遺伝子組 込み シス テ ム を構築 した e

遺伝子 組込み の 起点 となる loxPが あらか じめ染 色体に導入 された CHO 細胞 を

作 製後、Cre発現ベ ク タ
ー

と組換 え用の loxPで挟 まれた レポ
ータ ー

遺伝子 （蛍

光 タ ン パ ク質） を有する プラ ス ミ ドを遺伝子導入 した と こ ろ、部位特異的 に 目

的遺伝子が組込 まれて い るこ とをPCR 解析で 確認 し、逐 次組 込み に対応す る 蛍

光 タン パ ク質 を検出で きた。また、ゲノム 中の toxP配列周辺 を シ ーク エ ンス 解

析 した結果、期待 され る組換 え反応が起 きて い る こ とが わ か っ た 。 次 に 、目 的

遺伝 子 を組換 え抗体遺伝子発現ユ ニ ッ トと して逐 次組込 み 反応を 行 っ た。まず、
あ らか じめ組 込む 【oxP を赤 色蛍光 タ ン パ ク質遺伝子 と ともに CHO 細 胞へ 導入

し、赤色蛍光強 度が 高い 細胞株 を目的遺伝子組込 み の た め の ホ ス ト細 胞と して

選抜 した。組換 え抗体遺伝子 を有す るプ ラス ミ ドを逐 次遺伝 子組 込み し、サ ザ

ン プ ロ ッ ト解析 によ り部位特異 的遺伝子 導入を確 認 した 。抗 体遺伝子 を 導入 し

た細胞 を用い て生産性 を評価 したとこ ろ、導入 した発 現 ユ ニ ッ ト数に 応じて 抗

体生産量 の増加 が見 られた。
本 シス テム で は、あ らか じめ選抜 された 染色 体上 の ホ ッ トス ポ ッ ト部位へ の 遺

伝子導入が可 能で あるため、高発現
・
高安定領域 で 限定 され た 発現遺伝子数に

より高発現細胞株 の 取得が可 能である と考えて い る 。本演題で は 、発現 ユ ニ ッ

トの 最適化や 迅速な逐次遺伝 子組 込み 細胞株の 取得法な ど我 々 の 取り組み をふ

まえつ つ 、今 後の展 望につ い て 議論 した い 。

Recornbina皿t　p剛 £ in　produc “on 　using 　animal 　ce 旦且s　gerterated　bア an

accumulative 　she ・specific 　gene　integration　system
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Some 　Aspects　of 　Development 　and 　Eva亘uation 　of　B孟otechnology 　Medici・
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