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研究成果の概要（和文）：自然に生じて単離した高染色体数をもつCHO細胞において、生産するタンパク質量あ
たりに必要なmRNA量が少ないことが示唆された。また核型解析より、各染色体の平均本数を算出し、変動値の低
い安定な染色体を特定した。染色体異数性を人為的に誘発し、染色体数が有意に増加したクローンを複数単離し
た。これらの細胞について生産試験を行ったところ、高染色体数の細胞を宿主とすると高い生産性が得られる傾
向にあった。選抜した細胞株に抗体遺伝子を導入すると、変異を起こす前の細胞を宿主とした場合と比較して、
IgG1抗体で約65倍、IgG3抗体で約7倍、二重特異性抗体で約33倍、三重特異性抗体で約3倍比生産速度が高くなっ
た。

研究成果の概要（英文）：It was suggested that the amount of mRNA required per amount of protein 
produced was low in CHO cells with a high chromosome number isolated naturally. From the karyotype 
analysis, the average number of each chromosome was calculated, and stable chromosomes with low 
fluctuation values were identified. Next, chromosome aneuploidy was artificially induced and clones 
with significantly increased chromosome number were isolated. When these cells were tested for 
production, high productivity tended to be obtained when cells with a high chromosome number were 
used as a host. When the antibody gene was introduced into the obtained cell line, the specific 
production rate of the IgG1 antibody was about 65 times higher, that of the IgG3 antibody about 7 
times higher, that of the bispecific antibody about 33 times higher, and that of the triple-specific
 antibody about 3 times higher than when the cell without aneuploidy induction was used as the host.

研究分野：生物化学工学

キーワード： 組換えタンパク質生産　　　CHO細胞　宿主細胞　染色体不安定性　染色体不分離　染色体異数性　トラ
ンスクリプトーム

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオ医薬品を生産する各製薬企業において、CHO細胞の染色体不安定性への関心は高い。一方で、CHO細胞の染
色体の安定性に着目した研究は行われているものの、染色体不安定性を積極的に活用するような研究は行われて
いない。一言で染色体不安定性とは言え、共通して安定な染色体が存在しており、その不安定性・安定性は染色
体毎に異なることが示された。染色体不安定性を誘導、利用しつつ、発現させたい遺伝子はゲノム編集技術を用
いて安定な染色体に導入することで、高生産で安定な生産株構築が可能となれば、染色体不安定性を臆すること
なく、むしろ積極的に利用するという選択肢が増えるのではないかと考える。

※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 
 
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、Chinese 

hamster ovary（CHO）を初めとする宿主細胞がその生産に用いられている。CHO細胞は高等真核
生物であり、他の主要な生産宿主細胞である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れており、「工業用動物細胞」として、
バイオ医薬品の生産宿主細胞の中で品目数にして最も高い割合で産業に利用されている。また、
ヒト由来細胞を用いる場合よりも、ヒトに有害なウイルスへの感染リスクが小さい。元々の
Chinese hamster（Cricetulus griseus）の染色体は、常染色体 10対と性染色体 2本の計 22本である
が、興味深いことに培養環境下における CHO細胞の染色体は変化しやすく、培養を続けること
で、自然に組換えや本数分布が生じる。この染色体不安定性は、世界的には好ましくないものと
して捉えられている。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまでに、本数の異なるCHO細胞を単離し、それらを宿主とした抗体発現株を構築すると、
通常の本数のものよりも、染色体数の多い CHO細胞を宿主とした場合において生産性が上がる
結果を得た。染色体数の多い細胞では、外来遺伝子の挿入の機会が増加することが生産性向上の
理由の一つであると考えられた一方、挿入箇所の増加を伴わない細胞でも生産性が向上する知
見が得られた。また、抗体高生産株同士の細胞融合を誘導させると、コントロールには見られな
い幅広い異数性が観察され、中でも染色体数が少ない細胞と多い細胞が混在した、多様な染色体
数分布を保持したクローン由来の細胞集団において、特に高い抗体濃度と比生産速度を示した
（その中には、導入遺伝子のコピー数が増加していないクローンも含まれた）。これらの結果か
ら、染色体の不安定性そのものが高い生産性を導く鍵ではないかという仮説を持っている。そこ
で本課題では、網羅的遺伝子発現解析による染色体異数性 CHO細胞の特徴の解析、染色体数の
異なる CHO細胞の各染色体の安定性評価、安定染色体への抗体発現ベクター導入の試み、およ
び、染色体不安定性の人為的誘導と組換えタンパク質生産に与える影響の評価を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 

CHO-DG44細胞で自然に生じた、主な染色体数が 20本と 39本のサブクローン（DG44-SC20・
DG44-SC39）とそれらを宿主とした IgG3 生産細胞（IgG3-SC20・IgG3-SC39）について、RNA-
seq 解析を行った。宿主細胞である DG44-SC20・DG44-SC39、または、IgG3 を生産する IgG3-
SC20・IgG3-SC39細胞で、染色体数の異なるものを比較し（DG44-SC20 vs DG44-SC39, IgG3-SC20 
vs IgG3-SC39）発現量が 2 倍以上に上昇もしくは 1/2 以下に低下している遺伝子数を検討した。
また、DG44-SC20・DG44-SC39・IgG3-SC20・IgG3-SC39の 4種類の細胞について核型解析を行
い、各染色体の安定性について評価した。さらに、CHO 細胞の各染色体に対応した物理地図を
作成している CHO ゲノムライブラリーの配列情報を用いて、ゲノム編集技術である
CRISPR/Cas9システムにより、安定染色体に抗体発現ベクターを導入する試みを行い、その生産
性の評価を行った。次に、CHO 細胞において中心体を過剰に形成させることが報告されている
Poly（ADP-ribose） polymerases（PARPs）阻害剤 3-アミノベンズアミド（3-AB）を培地中に添加
し、組換えタンパク質の発現ベクターを導入していない CHO-K1 細胞に染色体異数性を誘導し
た。染色体数が有意に変化したクローンを複数単離し、抗体生産細胞を構築し、生産宿主細胞と
しての能力を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
宿主細胞である DG44-SC20・DG44-SC39、または、IgG3を生産する IgG3-SC20・IgG3-SC39細
胞で網羅的遺伝子発現解析を行った結果、高染色体数をもつ細胞において、生産するタンパク質
量あたりに必要な mRNA量が少ないことが示唆された。染色体数の異なるものを比較し（DG44-
SC20 vs DG44-SC39, IgG3-SC20 vs IgG3-SC39）発現量が 2倍以上に上昇もしくは 1/2以下に低下
している遺伝子数を検討したところ、IgG3-SC39 は IgG3-SC20 と比較して発現量が増加する遺
伝子数よりも発現量が減少する遺伝子数が多かった。これらの発現変動遺伝子群のシグナル伝
達経路について解析をした結果、染色体数の変化に伴い、増殖や分化、アポトーシスに関わる遺
伝子が増減し、IgG3 生産細胞については脂質代謝やヒストン修飾に関わる遺伝子が変動した。
これらの成果については、Journal of Bioscience and Bioengineering誌に投稿し、受理された。 



 
また、DG44-SC20・DG44-SC39・IgG3-SC20・IgG3-SC39の 4種類の細胞について核型解析を
行った。各染色体の平均本数を算出した結果、通常よりも染色体数の多い DG44-SC39 と IgG3-
SC39の両方で、2番、5番、6番、10番染色体の増加率が偏差値で 50以上あり、染色体数が増
えやすい傾向にあった。また平均本数の変動係数を算出した結果、1番から 6番染色体の変動係
数の値が低い傾向にあり、7 番から 10 番染色体、X染色体と比べて安定だと考えられた。CHO
細胞の安定染色体に抗体発現ベクターを導入する試みを行ったところ、染色体上の不特定な位
置に導入する場合と比較して、高い生産性をもつセルプールを得ることができた。しかし、安定
染色体由来の配列にベクターが導入されている細胞が確認できたものの、遺伝子ターゲティン
グを行った影響からか複雑な転座を起こしており、中でも最も高い生産能を示したクローンは
目的位置に遺伝子が挿入されていなかった。 
 次に、CHO細胞において中心体を過剰に形成させることが報告されている Poly（ADP-ribose） 
polymerases（PARPs）阻害剤 3-アミノベンズアミド（3-AB）を培地中に添加し、組換えタンパク
質の発現ベクターを導入していないCHO-K1細胞に染色体異数性を誘導した。最終濃度 10 mM、
72 時間の処理において染色体数分布の多様性が生じ、染色体数が有意に増加したクローンを複
数単離することに成功した。一方で、低染色体数をもつ細胞は単離できなかった。取得した高染
色体数の細胞を宿主細胞として外来遺伝子を導入すると、導入される外来遺伝子のコピー数が
高くなる傾向がみられた。これらの細胞について生産試験を行ったところ、高染色体数の細胞を
宿主とすると、高い生産性が得られる傾向にあった。次に、GFPの発現ベクターを一過的に発現
させ、そこから GFP の発現強度が高くなるクローンを選択した。取得したクローンに抗体遺伝
子を導入し、難発現性のものを含む複数種類の抗体についてそれぞれ安定発現細胞を構築した
ところ、変異を起こす前の CHO-K1 細胞を宿主とした場合と比較して、IgG1 抗体で約 65 倍、
IgG3抗体で約 7倍、二重特異性抗体で約 33倍、三重特異性抗体で約 3倍、比生産速度が高くな
る結果を得た。また、染色体異数性誘発による宿主細胞の染色体数の増加が、生産する抗体（IgG1）
の糖鎖構造に影響を及ぼさないことを確認した。これらの取得したクローンについて網羅的遺
伝子発現解析を行い、高生産性となるクローンで共通して発現量が高い遺伝子を 295 個同定し
た。今後、これらの遺伝子についての解析を行うことで、高生産宿主細胞となり得る要因の解明
が期待される。得られたこれらの結果については、近々学術雑誌で発表をする予定である。 
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