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研究成果の概要（和文）： 
本研究においては、抗体医薬製造コストの削減を目指し、導入遺伝子の長期的安定発現が可能
な人工染色体ベクターを用いて、細胞あたりの抗体産生量を飛躍的に増加させ、抗体医薬産生
細胞の品質を安定させることができる技術の開発を試みた。 
人工染色体ベクターに医薬候補遺伝子を導入し、培地中の目的蛋白質を測定したところ導
入遺伝子数依存的に産生量が増加した。今後、導入遺伝子数を増幅させることができるシ
ステムを利用して、更なる収量の増加を目指す。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we tried development of the technology which can increase the amount of 
antibody production and stabilize the quality of antibody drug production cells using the 
artificial chromosome vector (which enable long-term stable expression of transgenes) to 
reduce the cost for antibody-drug production in industry. 
When we introduced the medicine candidate gene into the artificial chromosome vector and 
measured the purpose protein in a culture medium, the amount of production increased to 
the number of transgenes. 
For the future, we continue the study to increase the amount of production using gene 
amplification system. 
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１．研究開始当初の背景 
抗体医薬品には治療効果の高い次世代医薬
品としての期待が高まっており、世界中で創
薬開発研究が急速に進められている。一方で、

抗体医薬の開発・製造には多額の費用を必要
とすることから薬価が高いという課題を抱
えている。治療効果の高い抗体医薬が医療格
差なく多くの人に供給され広く利用される
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ためには、抗体医薬開発・製造のための新技
術を開発し、コストを削減することが必要で
ある。 
新技術開発には、高い遺伝子導入効率、導入
遺伝子の長期安定発現、複数遺伝子の導入が
可能な人工染色体ベクターを利用する。 
 
２．研究の目的 
人工染色体ベクターを用いて、細胞あたりの
産生抗体量を飛躍的に増加させ、さらに抗体
医薬産生細胞の品質を安定させることがで
きる技術を開発し、抗体医薬製造コストの削
減を目指す。具体的には、⑴抗体医薬産生用
に用いられる齧歯類由来細胞内で安定な人
工染色体ベクターに遺伝子導入プラットフ
ォームを搭載、⑵導入遺伝子の発現を安定さ
せるために既知及び新規インシュレータ配
列をベクターに搭載し、その効果を比較し適
当な配列を決定、⑶導入遺伝子のコピー数の
任意に増幅させて、産生量の増加をはかる。 
 
３．研究の方法 
⑴抗体産生型人工染色体ベクター構築： 
共同研究者により開発され CHO細胞内に保持
された新規人工染色体ベクターに、複数の遺
伝子導入部位を配置した遺伝子導入プラッ
トフォームを Cre-loxP システムを用いて搭
載する。得られた細胞の遺伝子導入部位に動
作確認用遺伝子（蛍光タンパク質）を一つず
つ導入し、PCR、蛍光 in situ ハイブリダイ
ゼーション(FISH)及び蛍光顕微鏡観察を実
施し、その動作と導入効率を評価する。 
 
⑵インシュレータ配列の比較： 
共同研究者から提供された新規インシュレ
ータ配列 Aを人工染色体ベクター上に導入し、
その遺伝子安定性を既知のインシュレータ
（cHS4）と比較する。また併用によりその効
果を向上させられるか検証する。 
導入遺伝子の安定性は、人工染色体ベクター
に分泌型ルシフェラーゼ遺伝子を導入し、培
養培地を用いたルシフェラーゼアッセイに
よって評価する。 
 
⑶人工染色体ベクターでの産生量の評価： 
人工染色体ベクターに医薬候補遺伝子を導
入し、その産生量を評価する。またプロモー
タや導入遺伝子数を変えて、産生量に影響が
あるか検証する。 
さらに、遺伝子増幅法が確立している細胞株
DG44 CHO に人工染色体ベクターを移入し、導
入遺伝子数の増幅を試みる。 
 
４．研究成果 
⑴抗体産生型人工染色体ベクター構築： 
Cre-loxP システムを用いて、人工染色体ベク
ターに遺伝子導入プラットフォームを搭載

した。遺伝子導入プラットフォームはインテ
グレースの使い分けによって、目的の組換え
部位に遺伝子を導入することができる。PCR
及び FISH 解析を実施し、適当なクローンを
得た。この細胞の遺伝子導入プラットフォー
ムにそれぞれのインテグレース発現ベクタ
ーと蛍光タンパク質遺伝子を共導入し、部位
特異的な遺伝子導入が可能か検討したとこ
ろ、5 カ所の部位に特異的に遺伝子導入でき
た。導入した蛍光タンパク質の発現レベルは
クローン内で比較的均一であり、宿主染色体
上にランダムに遺伝子を導入する方法との
差が明らかとなり、人工染色体ベクターの導
入遺伝子の安定発現が確認できた。 

 

 

 
⑵インシュレータ配列の比較： 
既知インシュレータ cHS4 と新規インシュレ
ータ Aをそれぞれ導入したベクターと両方を
導入したベクターを構築した。 
導入遺伝子のコンストラクションには、複数
フラグメントを効率よく１ステップで目的
部位に導入できるキットを使用したが、cHS4
及び両方を持ったベクターにおいて、組換え
効率が低く、目的のベクターを取得すること
が困難であった。そこでインシュレータを持
っていないベクターを作製し、そのベクター
でコンストラクションした後インシュレー
タを持つベクターに入れ直す方法をとった。
その結果、３通りのインシュレータ配列を持
つベクターが構築できた。 
このベクターを人工染色体ベクターにイン
テグレース発現ベクターと共導入した。しか
しながら、ベクターのコンストラクション同
様、cHS4及び両方のインシュレータを持つプ
ラスミドにおいて組換え効率が低く、目的の
クローンを得ることが困難であった。 
導入試験を繰り返し、目的クローンを取得す
ることができたが、導入効率の向上が今後の
課題として浮き彫りとなった。 
得られた細胞を用いての導入遺伝子安定性
評価実験は、細胞取得に時間がかかってしま
いデータをそろえられなかったが、共同研究
者から現在利用している CAGプロモータより、
サイレンシングを受けやすいプロモータ



 

 

（CMV 等）に変えた方が明確な差が出るので
はとの助言を受けそのコンストラクション
を作製中である。 
 
⑶人工染色体ベクターでの産生量の評価： 

インシュレータの比較実験に必要な細胞の

作製に時間がかかったため、適当なインシュ

レータ配列の選定ができなかったが、新規イ

ンシュレータ配列を用いてタンパク質産生

細胞を作製した。 

本件実験においては、CAG プロモータを用い

て目的のタンパク質を産生させ、目的遺伝子

１コピーあるいは２コピーを人工染色体ベ

クター上に搭載した細胞を作製し、それぞれ

のタンパク質産生量及びその活性を比較し

た。 

人工染色体ベクターに複数の遺伝子を導入

する場合、１カ所ずつ導入するよりも２カ所

同時に導入できた方が細胞作製にかかる時

間を短縮できるため、２カ所同時導入条件を

検討した。選択マーカーとして、G418 及びブ

ラストサイジン S を用いた。遺伝子導入後、

２つの薬剤を含む培地で培養した結果、多く

の耐性クローンを得ることができた。それら

耐性クローンをバルクで FISH 解析したとこ

ろ、目的の遺伝子が人工染色体ベクター以外

の部位に導入されたものがほとんどであり、

人工染色体ベクター自体も宿主染色体へ転

座したり、アンプリファイしている像が確認

できた。複数遺伝子を同時に目的部位に１コ

ピー導入できる技術が確立できれば、本技術

の強力な PR ポイントとなる。 

今回は、同時導入法の確立に至らなかったた

め、１カ所ずつ目的遺伝子を人工染色体ベク

ターに搭載した。 

タンパク質の発現量及び活性は１コピーの

ものより２コピーの方が有意に高く、クロー

ニングした細胞を FISH 解析したところ、人

工染色体ベクターの保有率が高く、人工染色

体ベクター以外の場所に遺伝子が導入され

ていないクローン程高産生となる傾向が示

された。 

コピー数依存的な産生量の増加が確認でき

たので、導入遺伝子数を飛躍的に増幅させる

ために、人工染色体ベクターを葉酸デヒドロ

ゲナーゼ欠損株である DG44 CHO 細胞に移入

し、メトトレキサートを用いた遺伝子増幅法

を利用することとした。 

まず、CHOK1 細胞内に保持された人工染色体

ベクターを微小核細胞融合法により、マウス

A9 細胞へ移入した。次に、その A9 細胞から

DG44CHO 細胞へ染色体を移入し、人工染色体

ベクターを保持した DH44細胞を取得した。 

 
しかしながら、得られた人工染色体ベクター
保持 DG44細胞を FISH 解析したところ、複数
の人工染色体ベクターが細胞内に保持され
ていたり、転座、増幅した人工染色体ベクタ
ーが多く存在した。CHOK1 細胞内では見られ
ない減少であるため、DG44細胞の特徴に起因
することが予想される。現在、選択薬剤濃度
の検討等を行い原因の究明を進めている 
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