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Chinese hamster ovary (CHO) 細胞は、バイオ医薬品生産を司る主要な宿主細胞で
ある。細胞のゲノム情報は生産細胞を構築する際の重要な情報基盤であり、
Chinese hamster および CHO 細胞株ゲノムのドラフト配列（約 2.5 Gb）が公開さ
れているが、染色体上の位置は不明である。我々はこれまでに、CHO ゲノムバ
クテリア人工染色体（BAC）ライブラリーを構築し、CHO DG44 株、K1 株な
らびに Chinese hamster の染色体に対応する物理地図を作成している。ライブラ
リーは、150-300 kb 程度と 100-150 kb 程度の 2 つの画分から構成される。本研
究では、染色体上の位置が特定された 304 種類の BAC クローンの配列解析を、
HiSeq を用いて行った。また、インサート由来配列のアセンブルを行い、100 kb
と 180 kb 程度をピークとしたアセンブル結果を得た。本解析により、BAC 配
列を指標とし、ゲノム配列の染色体上の位置を明らかにすることが一部可能と
なった。我々はまた、染色体数変化の起こりやすい CHO 細胞において、BAC-
fluorescence in situ hybridization (FISH) 法を用いた解析から、特定の染色体が増
減する結果を得た。この結果は、CHO 細胞の各染色体の安定性が異なることを
示唆する。各染色体の安定性の違いとその配列情報は、より効果的なベクター
導入位置を探索するための、強力なツールと成り得る。
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【序論】近年、従来のヒト IgG1 抗体と構造フォーマットが異なる重鎖抗体が注
目されている。重鎖抗体の抗体医薬への展開が期待されていると同時に、今後
その生産系構築が必要とされる。当研究室ではサメ由来 IgNAR をモデル抗体と
した重鎖抗体の生産系構築を試みている。現在、CHO 細胞を生産宿主とした抗
体医薬生産では、Protein A クロマトグラフィー精製が基盤技術として確立して
おり、IgNAR においても同様に精製出来る事が生産系構築において必要であ
る。そこで、本研究では Protein A で精製可能になるような IgNAR 配列改変を
試み、生産系構築への有用性を検討することとした。

【方法および結果】Protein A と IgG1-Fc 複合体の立体構造(PDB: 1L6X)に基づき、
ROBETTA による Computational Ala Scanning を実施した結果、14 個のアミノ酸
残基が Protein A 結合に重要であると予測された。配列解析の結果、IgG1-Fc と
相同性の高い IgNAR C2-C3 及び C4-C5 には Protein A 結合性残基が存在しな
かった。そこで Protein A 結合部位を導入した改変型 C2-C3 及び C4-C5 配列を
設計し Homology modeling による立体構造予測を行った所、改変部位を含めて
IgG1-Fc 様の立体構造を取る事が予想され、C2-C3 の方が高い構造収束性を示
しているため、Protein A 結合部位の移植に許容性が高いと考察された。今後、
改変配列を CHO 細胞で発現させ、Protein A 精製を試みる予定である。
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【背景と目的】
抗体医薬品の工業生産を担う CHO 細胞の培養では、培養方法が生産物として
の抗体収量及び抗体品質に直結している。従って、抗体品質と収量の向上を両
立させる培養法の確立が必要である。本研究では品質制御物質としてトレハロー
スを添加した IgG1 産生 CHO 細胞の抗体品質と抗体生産量の解析、及び細胞内
代謝物を評価した。

【方法】
ヒト型 IgG1 生産 CHO 細胞の無血清浮遊培養を実施した。精製抗体をゲル濾過
分析し凝集体量を評価した。培養過程で細胞内代謝物の抽出を行い、CE-TOFMS
分析により代謝物の同定及び濃度定量を行った。

【結果と考察】
トレハロース添加培養ではコントロールと比較して、凝集抗体量の低減による
品質向上及び抗体比生産速度の上昇による抗体収量の増加が認められた。中心
代謝解析の結果、トレハロース添加培養では培養初期に解糖系代謝が抑制され、
後期には好気呼吸の亢進によるエネルギー生産が認められた。この結果より培
養後期のエネルギー生産が長期間にわたる安定な抗体生産をもたらすと考察さ
れた。
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【背景と目的】 我々はこれまでに、細胞ゲノム上の特定の配列に複数の目的遺
伝子を組込むことが可能な逐次遺伝子組込みシステム（AGIS）を開発してい
る。インスレーター配列は安定的に遺伝子発現可能な DNA シス配列である。
本研究では、目的遺伝子である scFv-Fc 発現ユニットにインスレーター配列を
配置し、逐次遺伝子組込み CHO 細胞における scFv-Fc 生産を評価した。

【方法】 scFv-Fc 発現ユニットの両側にインスレーター配列を配置したプラスミ
ドを Cre 発現ベクターとともに CHO/P12G 細胞に導入した。導入後、各ドナー
プラスミドがゲノム上の特定位置へ組込まれたときのみに見られる蛍光細胞を
FACS で単離した。培養上清中の scFv-Fc 生産濃度は ELISA 法で測定した。

【結果と考察】 scFv-Fc 発現ユニットが１コピー組込まれた CHO 細胞の scFv-Fv
生産性と安定性を評価したところ、インスレーター配列をもたない細胞と比べ
て、高い生産性と長期安定性を示した。2 コピー目の発現ユニットを AGIS に
より組込み、scFv-Fc 生産性を評価したところ、発現ユニット数の増加に伴って
scFv-Fc 生産性のさらなる向上が見られた。

（本研究は、次世代バイオ医薬品製造技術研究組合の再委託により助成を受けて
実施した。インスレーター配列は Toyobo より提供された。）
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