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研究成果の概要（和文）：染色体のDAPI画像、及び、染色体番号別に異なる疑似カラーで表示可能なマルチカラ
ーFISH画像を用い、Python言語による染色体の輪郭・色情報抽出プログラムの作成を行い、核型画像解析システ
ムを構築した。続いて、染色体異常をもつ核型と組換えタンパク質の生産宿主細胞としての有用性について解析
した。また、染色体不安定性を持つ親株からも一定の頻度で安定な染色体を持つサブクローンが得られ、取得さ
れた安定な染色体を持つ細胞は、その性質が後の世代に受け継がれることを示した。さらに、従来のCHO細胞と
CHL-YN細胞のゲノムの比較について、ゲノム構造の違いやDNAメチル化パターンの違いに関する情報を得た。

研究成果の概要（英文）：Using DAPI images of chromosomes and multi-color FISH images, which can be 
displayed in different pseudocolors for each chromosome number, we constructed a karyotype image 
analysis system by creating a program to extract chromosome outline and color information using the 
Python language. I then analyzed karyotypes with chromosomal aberrations and their usefulness as 
host cells for recombinant protein production. I also showed that subclones with stable chromosomes 
can be obtained with a certain frequency even from parental strains with chromosomal instability, 
and that the acquired cells with stable chromosomes inherit their properties in subsequent 
generations. Futhermore, the comparison of the genomes of conventional CHO cells and CHL-YN cells 
provided information on the differences in genome structure and DNA methylation patterns.

研究分野：生物化学工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CHO細胞は、バイオ医薬品の生産宿主細胞として産業利用されており、バイオ医薬品の多くがCHO細胞を用いて製
造されている。従来のCHO細胞と比較して、倍速で増加するChinese hamster lung (CHL)-YN細胞をチャイニーズ
ハムスターの肺組織から新たに樹立しており、これまでCHO細胞で行ってきた染色体不安定性に着目した細胞育
種に加え、チャイニーズハムスター由来細胞の核型画像解析システムの構築と核型解析、また、CHO細胞、及
び、CHL-YN細胞の全ゲノムシーケンスによるゲノム配列とDNAメチル化情報の取得を行った。これらは取得した
新規宿主細胞の基盤情報及び基盤技術となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

CHO 細胞株は、正常な雌のチャイニーズハムスターの卵巣から、1957 年に Puck 氏らにより
樹立された。また、この細胞を元に多種類の亜種細胞株が作出され、現在も組換えタンパク質で
あるバイオ医薬品の宿主細胞として産業利用されている。1982 年から 2018 年 12 月の間に、ア
メリカ合衆国、及び、欧州連合に承認されたバイオ医薬品の内の 45.4%が、CHO 細胞を用いて
製造されている。この割合は、その他のどの宿主細胞よりも、高い割合を占める。化学反応によ
って製造される合成医薬品（低分子化合物）とは異なり、複雑な構造を持つバイオ医薬品は化学
合成により生産することは現状では難しく、CHO 細胞を初めとする生きた細胞を用いた製造を
行う必要がある 1)。CHO 細胞は大腸菌や酵母と比べて、生産したタンパク質の高次構造の形成
や糖鎖修飾などの高度な翻訳後修飾の点で優位である。また、ヒト由来の細胞を用いる場合より
も、ウイルスへの感染リスクが少ない。一方で、商用利用するためには利用上の制限がかかるこ
とや、大腸菌や酵母と比較すると増殖が遅く、拡大培養や生産細胞株の構築には多くの時間がか
かることが課題である。そこで、従来の CHO細胞と比較して、非常に速い増殖速度をもつ Chinese 
hamster lung (CHL)-YN細胞をチャイニーズ
ハムスター肺細胞から新たに樹立した （理
化学 研究 所バ イオ リ ソー スバ ンク
RCB5004: 図 1）。細胞は既知組成培地で培
養可能であり、無菌試験、マイコプラズマ否
定試験、in vitro ウイルス試験、逆転写酵素
活性試験による生物学的安全性を確認して
いる。また、外来遺伝子を導入した際の細胞
あたりのタンパク質比生産速度も従来の
CHO細胞に劣らない。CHL-YN細胞の倍加
時間は従来の CHO細胞の半分の 8.1時間で
あり、CHL-YN 細胞はより効率よく組換えタンパク質を生産する宿主細胞となることが期待さ
れる 2）。 
また、2018年度から 2020年度に取得した科学研究費助成事業（研究活動スタート支援）では、
当時まで注目されてこなかった CHO細胞の染色体不安定性の利用に着目し、人工的に染色体不
安定性を誘導し、自然には取得し得ないオリジナルな細胞株の取得を目指した研究を行った。そ
の成果の一つとして、宿主細胞とすると、元々の CHO-K1 細胞と比較して、導入される遺伝子
コピー数、及び、抗体発現量が 5から 10倍程度高くなるクローンの単離に成功している。この
ように、バイオ医薬品の新規宿主細胞の候補として、これまで独自の宿主細胞の樹立を行ってき
た。 

 
２．研究の目的 
 
これまでの解析より、CHO細胞と CHL-YN細胞は同様の染色体不安定性をもつことが分かっ
ている。CHO細胞において、ゲノム解析を応用して生産株構築方法を改善しようとする試みが、
世界中で加速している。ゲノム情報は細胞の最も根源的な情報であり、2013 年には独立した２
つのグループから、CHO 細胞株、ならびにチャイニーズハムスターのゲノム解析に関する論文
が発表された。そこで本課題では、CHO細胞と CHL-YN細胞のゲノムに着目し、高生産・高品
質なタンパク質生産を行う宿主動物細胞を開発するために、細胞の染色体安定・不安定性の解析
を通して、宿主動物細胞の高度化・高品質化を目指す。これまでに樹立した細胞を材料にして、
何が優れた宿主細胞をつくるのか、優れた宿主細胞をもたらす因子についての理解を深めてい
きたい。そのためには、これまで手作業での定性的な解析を進めてきた CHO細胞や CHL-YN細
胞の核型について、定量的な解析を行う必要がある。 
 
３．研究の方法 
 
（１）核型解析であるMulticolor fluorescence in situ hybridization（m-FISH）法では、チャイニー
ズハムスターの 1-10 番染色体、及び、性染色体を染め分け、各染色体をそれぞれ異なる
疑似カラーで表示させることが可能である。そこで、m-FISH 法で染色を行った結果につ
いて、疑似カラーで表示させた核型画像を数値化するためのシステムの構築を行った。具
体的には、輝度の閾値で切って黒と白に二値化し、収縮処理により染色体を分離した。次
に、輪郭の座標を抽出し、各輪郭に番号をつけ、画像から色情報を抽出した。これらの画
像処理について、一度に大量に行うことを可能にするために、人工知能を利用して自動化
し、画像解析を行うためのシステム構築を行った。 

 



（２）これまでに単離している有用な宿主細胞について、核型の解析を行い、核型の特徴を計測
した。 

 
（３）組換えタンパク質の生産宿主細胞としての有用性と核型の変わりやすさとの関係につい
て、解析を行った。具体的には、抗体生産細胞株の単離後に、二度のサブクローニングを
行い、抗体が導入されている染色体上の位置、及び、抗体遺伝子のコピー数が維持された
状態で、核型の変わりやすさ（サブクローン単離後の染色体数分布）の異なるクローンの
組み合わせを選択し、抗体の生産性を比較した。また、親株の染色体数分布とサブクロー
ンの染色体数分布の比較を行った。 

 
（４）CHO細胞と CHL-YN細胞のゲノムについて、全ゲノムシーケンスを行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）核型画像から、各染色体の転座の割合を手動により計数した。また、ImageJソフトを用い
て前処理（二値化・収縮処理・手動での染色体画像区分け）した染色体の DAPI画像、及
び、m-FISH画像（最大輝度）を用い、Python言語による染色体の輪郭・色情報抽出プロ
グラムを作成した。機械学習を行うための画像の処理について、輪郭抽出において前処理
を行った DAPI画像の輪郭抽出画像と元の DAPI画像を比較し、染色体数とその輪郭が一
致しており、正常に抽出が行われた事が確認できた。また、色情報抽出において、画像の
実際の色と抽出結果の色のピクセル数が一致することを確認した。 

 
（２）宿主細胞とした場合に、元々の細胞と比較して、導入される遺伝子コピー数、及び、抗体
発現量が高くなる細胞株（薬剤を用いて CHO-K1細胞に変異を誘導後、単離された細胞）
について細胞の核型を調べたところ、全体的に染色体数が増加しており、かつ、8番染色
体のテロメア領域に欠損があることを明らかにした 3)。8番染色体は、CHO細胞において
組換えタンパク質の生産性に影響を及ぼす染色体としての報告があり 4)、全体的な染色体
数増加と 8番染色体変異の相乗効果の解明について、さらなる発展が期待される。 

 
（３）核型を容易に変化させる細胞の性質が、外来遺伝子の高発現に寄与する可能性について考
えた。それらの関連は認められなかったが、染色体数分布の変化は、抗体生産性の変化を
もたらした。また、染色体不安定性を持つ親株からも一定の頻度で安定な染色体を持つサ
ブクローンが得られ、取得された安定な染色
体を持つ細胞は、その性質が後の世代に受け
継がれることが示された 5)。これまでの結果
より、染色体数の増加した CHO細胞は、より
多くの外来遺伝子のコピー数が導入される
点で宿主細胞としての有用性があり、同時
に、通常の染色体数の細胞と比べて染色体不
安定性を持つ傾向があった。この度の結果よ
り、有用な宿主細胞が例え染色体不安定性を
もつ細胞であったとしても、そこから安定な
染色体をもつ高生産細胞株を単離すると、そ
の安定性が維持されることが示された。 

 
（４）CHO 細胞、及び、CHL-YN 細胞のロングリードシーケンスによる全ゲノム解析を行い、
全ゲノム配列情報とゲノム DNAメチル化の全体像についての情報を得ることができた。
その結果、細胞株間で多数の構造変異が生じていること、また、DNA メチル化パターン
が異なることを見出した。さらに、CHL-YN細胞の新規ゲノム構築を行った。得られたゲ
ノム配列は、連続性、及び、完全性において、公開されている CHO細胞株のゲノム配列
よりも優れていた（論文準備中）。本研究で得られたゲノム情報を利用することで、より
高性能な細胞株への改変や作出が可能になることが期待される。 
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