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研究成果の概要（和文）：　抗体医薬を代表とする蛋白質医薬品は、世界の製薬産業の成長エンジンとなっている。我
が国で上市されている蛋白質性医薬品のうち、26％がチャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞を用いて生産されており
、CHO細胞は10g/Lを超える高レベル生産も可能である。特に本課題では、CHO細胞内における品質管理プロセスに着目
し、品質管理機構の解明と制御を通して次世代型蛋白質を高度に生産可能な次世代の蛋白質生産システムを構築するた
めの基盤的研究を行った。

研究成果の概要（英文）： Therapeutic antibody is workhorse for the development of pharmaceutical industrie
s. In Japan, more than quarter of biopharmaceuticals was produced using CHO cell line. Recently, over 10 g
/L antibody production was reported using CHO cell line. In this project, we focused on the cellular quali
ty-control system for protein secretion process in CHO cell. On the basis of quality-control mechanism, we
 constructed the improved protein production system.
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１．研究開始当初の背景 
 
 抗体医薬を代表とする蛋白質医薬品は、我
が国においても大きな市場を形成している。
現在、我が国で上市されている蛋白質性医薬
品 84 品目のうち、大腸菌(28 品目)に次いで
多い 22 品目がチャイニーズハムスター卵巣 
(CHO)細胞を用いて生産されている。Nature 
Biotechnology (2010 年 9 月号)によれば、
2010年までの5年間に欧米で上市されたバイ
オ医薬品 58 品目のうち、32 品目が動物細胞
を用いて生産され、そのほとんどが CHO 細胞
である。CHO 細胞は 10g/L を超える高レベル
生産も可能であり、g/L レベルの生産を行う
ことにより、その生産コストも大腸菌、酵母
とそん色ないg数ドルのレベルにまで引き下
げることができる。一方、これだけ用いられ
ている CHO 細胞を用いた蛋白質生産技術は、
もはや完成された技術と誤解されがちであ
るが、大腸菌や酵母と比較して生産細胞の構
築には大きな問題点があるといわざるを得
ない。 
現在、高生産を実現する細胞株の構築は、1
年近くにわたる長期の試行錯誤による構築
期間が必要である。ところが、時間をかけて
スクリーニングしても高生産株が得られな
い場合も多く、生産性が上昇しない理由も十
分に解明されていない。申請者はこれまで、
NEDO プロジェクト「新機能抗体創製技術開発
プロジェクト」を始めとする CHO 細胞を用い
た蛋白質生産の第一人者として様々な研究
を行ってきた。また、CHO 細胞のゲノム解明
や、高発現系構築、さらには、各種動物細胞
工学関連の国際学会での招待講演、基調講演、
オーガナイザー、さらには多数の企業との産
学官共同研究も行ってきた。以上の活動から
得られた結論として、CHO 細胞の蛋白質生産
における大きなボトルネックの一つが高等
真核生物において特に発達している「翻訳お
よび翻訳後プロセス」にあることが明確にな
ってきた。 
細胞における蛋白質の分泌生産は、組み込
んだ外来 DNA が転写、翻訳された後にフォー
ルディング、翻訳後修飾を受けて分泌される。
これまで動物細胞において行われてきた生
産性向上法は、ほとんどが転写プロセスに注
目した手法であり、高等真核細胞に特徴的な
翻訳及び翻訳後プロセスに注目した手法は
ほとんど無い。微生物ではシャペロンの共発
現によって生産性を向上させる試みがなさ
れているが、同様にシャペロンを動物細胞に
単に発現させても効果が上がらないことが
多数報告されている。 
近年になって、小胞体ストレス応答に代表
される細胞内の非常に厳密な品質管理プロ
セスが翻訳及び翻訳後プロセスに存在する
ことが明らかになってきた。細胞内できちん
と構造が構築されていない異常な蛋白質が
蓄積し、凝集すると細胞は死に至る。そこで、
異常な蛋白質が作られた場合には、小胞体に

代表される細胞内小器官はそれらを見分け、
適切に処理して、悪影響を及ぼす蛋白質が細
胞の中に野放しにならないよう、厳密に制御
している。この対処機構を細胞内の蛋白質
「品質管理機構」と呼んでいる。小胞体にお
ける品質管理機構を見てみると､それは工場
などにおける製品の品質管理とよく似た合
理的な戦略（異常蛋白質の正常化、異常蛋白
質の生産停止、異常蛋白質の排除）を用いて
いる｡一方、この品質管理機構は、インシュ
リンを分泌する膵臓β細胞や抗体を分泌す
るプラズマ細胞においては高分泌を達成す
る手段として機能している。 
申請者はこれまでにいち早く小胞体ストレ
ス応答を含めた細胞内品質管理機構に着目
し、小胞体ストレスに関わるシグナル伝達経
路である PERK 経路の転写因子 ATF4 ならびに
GADD34 を CHO 細胞から世界で初めて単離し、
これを高発現させることにより、細胞の生産
性を 2 倍に上昇させることに成功している。
また、小胞体以降のプロセスにおいては、ゴ
ルジ体内への糖鎖前駆体を輸送するトラン
スポーター発現を調整することにより、糖蛋
白質におけるフコース修飾を低下させるこ
とにも成功している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞内品質管理に関連する細
胞応答として、小胞体ストレス応答に着目し、
PERK 経路活性化による生産性向上メカニズ
ムの解明等を通して、次世代蛋白質生産シス
テムを構築することを目的とする。具体的な
技術開発目標として、小胞体ストレス応答と、
CHO ゲノム情報を利用することにより、網羅
的遺伝子発現解析による生産性向上メカニ
ズムの解明、さらにこれを応用した複雑なド
メイン構造をもつ蛋白質を対象とした生産
性向上に向けた基盤技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
 対象細胞としてバイオ医薬品生産に多用さ
れているチャイニーズハムスター卵巣(CHO)
細胞を用いた。これまでに研究室で構築した
医薬品に用いられているヒト由来蛋白質な
らびに抗体医薬品の例となり得るヒト化抗
体を生産するCHO細胞を宿主細胞として用い、 
 また、発現遺伝子の比較には high 
coverage expression profiling (HiCEP)
法を用いた。構築した細胞を培養し、細胞
濃度、生産物濃度の経時変化より、各種比
速度を算出し、評価した。細胞濃度の測定
は血球計算盤または全自動細胞測定装置を、
生産物濃度の測定は ELISA 法を用いた。ま
た、関連遺伝子を発現した CHO 細胞株構築
においては、発現ベクターに目的遺伝子を
組み込み、その後、リポフェクション法に
よって細胞に組み込み、PCR によって細胞
への組み込みを確認した後、細胞を評価し
た。 
 



４．研究成果 
  
これまでの研究において、小胞体ストレス

応答に関わる因子として ATF4 を発現させる
と生産性の向上がみられることが得られて
いる。そこで、初発濃度 8.0×10⁴ cells/mL
にて開始した 100mm dish スケールの回分培
養において、対数増殖期のヒト由来蛋白質生
産 CHO 細胞株（元株）と、元株に小胞体スト
レス応答に関わる ATF4 を高発現させて生産
性を向上させた CHO 細胞株から total RNA を
抽出し、high coverage expression profiling 
(HiCEP)法を用いて２株の遺伝子発現を比較
した。HiCEP 法は 256 通りのプライマーで選
択的 PCR を行い、発現産物を解析することで
網羅的遺伝子発現解析を行い比較する手法
であるが、本研究ではそのうち、16 通りのプ
ライマーを用いて選択的PCRを行い発現産物
を解析した。その結果、元株と比較して、遺
伝子発現がそれぞれ 9.67 倍、2.24 倍、2.07
倍に上昇している3つの断片配列を取得した。 
次に、この配列情報をもとに mRNA の 3’末端
の配列を取得し、元株と ATF4 導入細胞株、
さらに小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシ
ンを用いて小胞体ストレスを誘導した元株
において、これら 3 種類の遺伝子の発現を
Real-time PCRを用いて解析した。その結果、
ATF4 導入細胞株において発現が 9.67 倍とな
った配列断片については、13D-35D 株と
13D-35D-TN 株に有意な差が見られなかった
が、他の２遺伝子については、HiCEP 法と同
程度の発現上昇が見られた。そこで、この２
遺伝子について 5’末端の配列を取得し、
13D-35D-ATF4 株において 2.24 倍、2.07 倍に
発現上昇した mRNA を同定した結果、2.24 倍
に発現上昇した転写産物は 5’末端側に発現
ベクターの配列を持っており、導入した発現
ベクター由来のものであった。2.07 倍に発現
上昇した転写産物はnuclear factor of kappa 
light polypeptide gene enhancer in B-cells 
inhibitor, zeta (Nfkbiz)であると推定され
た。 
次に、ATF4 を発現させる手法が IgG 分子に

代表される複雑なドメイン構造を持つ分子
においても有効かどうかを確かめるために、
ヒト化 IgG を生産する CHO-DP12 細胞を対象
として、ATF4 発現ベクターを導入して、細胞
株を構築し、その細胞増殖、生産性を評価し
た。その結果、DP12 細胞に ATF4 を導入して
構築した 3株において、生産濃度の向上がみ
られ、細胞あたり生産速度である比生産速度
を増強することが可能であった。（以下図１，
２） 
 

 

 

 

図 1 細胞濃度及び抗体濃度の経時変化 

 
図 2 比増殖速度及び比生産速度の比較 

(**P>0.05) 

 
次に、本研究では、ATF4 発現株において高



発現している事が確認された Nfkbiz をヒト
由来蛋白質である元株で恒常的に高発現さ
せる事により、細胞増殖、生産物生産に及ぼ
す Nfkbiz 発現の影響を検討した。哺乳動物
細胞発現用ベクターpEHX1.1にNfkbizを導入
し、元株にトランスフェクションした。ピュ
ーロマイシンを用いて細胞株の選択を行い、
Genomic PCR と RT-PCR により、単一クローン
株の染色体へのベクター導入と Nfkbiz 発現
を確認した。さらに、取得株を用いて 6日間
の回分培養を行い、その比増殖速度およびヒ
ト由来蛋白質比生産速度を測定した。 
その結果、Nfkbiz 導入細胞株を選択した結

果、Nfkbiz 導入株を 3株取得した。取得株を
用いて 6日間の回分培養を行った結果、全株
で元株と比較して生産濃度の増加が確認で
きたが、比増殖速度は低下した。さらに、比
生産速度を算出した結果、最大で約 2.9 倍に
上昇した。 
以上より、Nfkbiz 発現は ATF4 同様に生産

物の生産性向上に有効であったと考えられ
る。そこで、対象をヒト化抗体に変更しても
同様の効果が得られるかを検証した。本研究
室にて構築した生産性の高いヒト化抗体生
産株(ヒト抗体生産元株)に対して、CHO 細胞
からクローニングした CHO NFKBIZ 遺伝子を
導入し、NFKBIZ 発現株を構築した。構築した
細胞株を用いて回分培養を行い、比増殖速度
および抗体比生産速度を解析した。 
ヒト抗体生産元株に NFKBIZ 発現ベクター

を導入し、薬剤選択後、PCR 法により染色体
へのベクター導入とその発現を確認し、
NFKBIZ 発現株(NFKBIZ 株)を構築した。構築
した NFKBIZ 株は元株と比べ、比増殖速度が
減少する一方で、比生産速度が約 2倍上昇し
た。（図３、図４及び表 1） 

 

図 3 細胞濃度の経時変化 

 

 

図 4 抗体濃度の経時変化 

 

表 1 構築した細胞株における比速度 

 

また、ルシフェラーゼレポーターアッセイ
により NFKBIZ 高発現による NF-B 結合活性
の変化を検討した結果、p65-p50 ヘテロダイ
マー結合活性には差が見られなかったが、
p50-p50-NFKBIZ 複合体結合活性は NFKBIZ 発
現株で活性が上昇していた。すなわち NFKBIZ
発現株における抗体生産性の向上は、
p50-p50-NFKBIZ 複合体形成を介した転写活
性の制御と関連があると示唆された。以上よ
り、生産性向上手段の一つとして NFKBIZ 発
現が利用可能と考えられる。 
 以上より、本研究では、細胞内品質管理に
関連する細胞応答として、ゲノム発現情報を
利用することにより、網羅的遺伝子発現解析
による生産性向上メカニズムの解明、さらに
これを応用した複雑なドメイン構造をもつ
蛋白質を対象とした生産性向上に向けた基
盤技術を開発できた。 
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