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研究成果の概要（和文）：チャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞は、抗体医薬を始めとする蛋
白質医薬品生産に多用されており、実際の上市されている医薬品の約1/3の生産に用いられてい
る宿主細胞である。本研究で、世界で初めて遺伝子増幅CHO細胞の全ゲノム領域を含むバクテリ
ア人工染色体ライブラリーを構築し、これを用いてCHO細胞の染色体の分類マーカーを確立し、
構築した分類マーカーと配列情報に基づいてCHO細胞の細胞株構築過程における染色体再構築に
ついて解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：Chinese hamster ovary (CHO) cells are the most dependable host 
cells for the industrial production of therapeutic proteins. We constructed CHO genomic 
bacterial artificial chromosome (BAC) library from a gene-amplified CHO cell line for 
genome-wide analysis of CHO cell lines. CHO chromosomal markers were constructed by 
fluorescence in situ hybridization (FISH) imaging using BAC clones as hybridization 
probes (BAC-FISH). Using constructed tools, we could analyze chromosome rearrangement 
in CHO cell line. 
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１．研究開始当初の背景 
動物細胞培養を研究の手段として用いる

出発点は，細胞を生体外に取り出し，これを
培養する技術の開発にある。微生物の応用に
比較してその歴史は浅く、1907 年に R. G. 
Harrisonによって本格的に始められ、約 100
年弱の歴史しかない。現在ではインターフェ
ロンやエリスロポエチン、さらには近年活発
になってきている抗体医薬の生産手段とし

ても多用されている。さらに新しい利用法と
して細胞自身を治療や評価に用いる手法も
広がってきている。さて、実際に蛋白質医薬
品生産に多用されている細胞はいったい何
であろうか。 
2006 年にアメリカと EU において実際に上

市されているバイオ医薬品 116 品目のうち、
大腸菌が 38%、Chinese Hamster Ovary (CHO)
細胞が 33%、S.cerevisiae が 20%、すなわち
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この３つの宿主細胞で実に 90%以上のバイオ
医薬品が生産されている。中でも高度な翻訳
後修飾を必要とする抗体医薬品については、
すでに上市されている 2/3 以上の宿主に CHO
細胞が利用されている。 
一方、これほどまでに多用されている CHO

細胞であるが、細胞自身については殆ど解明
されていない。現在、CHO に関してはゲノム
プロジェクトを初めとして、染色体領域を解
明する研究プロジェクトが全く無い。一方、
生産株の cDNA マイクロアレイ解析や、プロ
テオーム解析は近年目覚しい発展をとげて
いる。米国ミネソタ大学 Prof.Huのグループ
は、シンガポール A-star Institute と共同
で、CHO 細胞の EST データベースを構築し、
アメリカ化学工学会内に米国企業からなる
コンソーシアムを結成して利用を呼びかけ
て い る (Wlaschin et al., 2006: 
http://www.aiche.org/SBE/Corporate/CHO.
aspx)。一方、これとは独立に Wyeth 社はダ
ブリン市立大と共同で ESTデータベースを構
築し、プロテオーム解析と共に生産株の生産
性向上の研究を行っている(ESACT 2007)。し
かしこれまで CHO細胞ゲノムそのものを解明
利用したり、染色体増幅領域との関係解明を
本格的に行った例は無い。 

では、これほどまでに多用されている CHO
細胞のゲノム配列の解明が進んでいなかっ
たのはなぜであろうか？ 
これは、CHO 細胞がハムスター卵巣癌由来

細胞であり、ヒトやマウスのような個体でも
なく、正常細胞でもない、また、線虫やシロ
イヌナズナに代表されるモデル生物でもな
いため、基礎科学者の注目を浴びていないと
いう点も考えられる。さらに、大きな問題点
はそのゲノムの巨大さである。CHO 細胞の元
となるチャイニーズハムスターは、そのゲノ
ム サ イ ズが ほ ぼヒ トや マ ウス と 同じ
3,000-4,000Mb(大腸菌は 4.64 Mb、酵母は
12.07Mb)と推定され、非常に大きなサイズと
なり、その解明には多額の費用がかかる。ま
た、CHO 細胞は元々の卵巣細胞から構築され
て生産株に適した条件に育種される際に、ゲ
ノムの欠失や、変異が起こっており、正常な
個体とはゲノムが異なっている点も挙げら
れる(Derouazi et al.,2006)。 

我々は、これまで CHO 細胞を用いた物質生
産において生産株構築の手法に最もよく用
いられている「遺伝子増幅」現象に注目し、
遺伝子増幅における選択圧条件を様々に変
更した選択系を構築し、そこから得られた細
胞集団の全体および、細胞集団から選抜した
多数の細胞株の性質（比増殖速度、生産性、
コピー数など）を詳細に解析した。その結果、
高頻度な遺伝子増幅にある特定染色体領域
が関与していることを見出し、さらに、FISH 
(蛍光 In situ hybridization) の手法を用い

て、染色体上の遺伝子増幅位置を解析した結
果、「特定染色体Ｐ」の末端付近において遺
伝子増幅を引き起こすことにより、明らかに
遺伝子のコピー数、生産性が向上することを
見出した。さらに、この「特定染色体Ｐ」領
域より増幅領域を含む配列を CHO細胞のゲノ
ムより取り出し、その配列構造を解明した。 
これらの解析の過程において、ヒト 21,22番
目の染色体のゲノム解析に貢献した慶応大
学の協力の元、CHO細胞の全ゲノム配列の 3-4
倍の大きさをカバーする 12 万クローンから
なる BAC(bacterial artificial chromosome)
ライブラリーを、遺伝子増幅された CHO細胞
から構築し、このライブラリーから増幅領域
を取り出した。 

BAC ライブラリーとはゲノムプロジェクト
の元で構築された大きなサイズの DNAを安定
かつ 1コピー保持できる大腸菌のプラスミド
ライブラリーであり、巨大で複雑なゲノムの
マップ作成に活用されている。これまでの研
究の過程で構築した BACライブラリーは、平
均サイズ 100kb の 8 万 6771 クローンと、平
均サイズ 150kb の 3 万 5510 クローンからな
り、合計で CHO細胞の全ゲノムの 3倍以上を
カバーしている。そこで、本研究では、この
BAC ライブラリーを活用して、現在解明され
ていない CHO細胞のゲノムを解明することを
最終目的として、CHO 細胞の染色体の再構築
について解析する。 
 
２．研究の目的 

本研究では、これらの結果を踏まえて、
「CHO 細胞 BAC ライブラリー」を用いて CHO
細胞の染色体の分類マーカーを構築する。さ
らに、構築した分類マーカーと配列情報に基
づくゲノム上の遺伝子存在位置情報から CHO
細胞の細胞株構築過程における染色体再構
築について解析することを目的とする。 

CHO 細胞のゲノムはそれ自体では非常に巨
大なサイズであるため、全てを解明すること
は本研究課題の計画内では到底達成できな
い。一方、ヒトゲノム 1000 ドル計画が米国
で進みつつあり、DNA 配列の大量解析手段が
非常に早いスピードで進歩しつつあり、近未
来においてゲノム解析が一段と簡単になる
と予測されている。この次世代の大量解析法
の特徴は断片長が短い大量のシークエンス
情報を同時かつ大量に分析することにある。
すなわち、予め配列情報が部分的にでも判明
し、染色体上での位置関係が既に解明されて
いる対象と比較することにより、ゲノム配列
情報を簡単に得ることが可能である。そこで
本研究では、次世代シークエンサを用いて大
量解析するに欠かせない既存マウスゲノム
との比較、染色体の分類マーカー構築、さら
には細胞株構築過程における染色体再構成
について解明することを目的とする。 



 

 

３．研究の方法 
研究目的に示した様に、既に CHOのゲノム

の 3倍以上をカバーする BACライブラリーを
既に構築している。そこで、①BACライブラ
リーを用いた FISH (蛍光 In situ 
hybridization)の手法（BAC-FISH法）を用い
て染色体を特異的に認識する BACクローンを
選択し、これを用いた染色体分類マーカーを
構築する。これによって、肉眼観察による経
験的な手法によらず、染色体の分類が可能と
なる。さらに、②BAC-ENDシークエンス情報
に基づいて、CHO細胞の BACライブラリーと
既存のマウスゲノムを比較解析することに
より、CHO細胞のゲノムとマウスゲノムとの
比較情報を得る。さらに、③両者を組み合わ
せて解析することにより、細胞株構築過程に
おける CHO染色体の再構築について解明する。
の３つのサブテーマに別れて、研究を行う。
これによって、細胞株構築時における安定な
染色体、不安定な染色体が明らかになり、細
胞株構築時における細胞性質の変動の解明
手段が構築可能となる。 
 
４．研究成果 
 各サブテーマにおける研究結果をそれぞ
れ述べる。 
(1)BAC-FISH法を用いた染色体分類マーカー
の構築 

これまでの研究で CHO細胞の全ゲノムをカ
バーする BACライブラリーを構築した。これ
を用いて、 BAC-FISHを行い、染色体を分類
可能な BACクローンをスクリーニングし、染
色体分類マーカーを構築する。BAC は、cosmid
等の他の長大  DNAを扱えるベクター系より
もさらに長大なサイズの DNA(100kb以上)を
保持し、FISHシグナルが明確に観察される特
徴がある。 

これまで、染色体の分類にはギムザ染色や
DAPIバンド染色といった染色法により生じ
る染色体の濃淡のバンドパターンから染色
体を分類していた。この染色法では、CHO細
胞の様に染色体が細胞株構築過程において
変動する場合にはその詳細な解析が困難で
あった。そこで、BAC-FISHを用いて、染色体
特異的な配列マーカーを利用することによ
り、染色体の変動を明らかにする。ここでは
CHO細胞の 20～21本の染色体に特有な
BAC-FISHマーカーを見つけ出し、これを用い
て染色体の分類可能なマーカーを構築する。 
CHO細胞の染色体分布について検討した結

果,19-21本を中心にした分布がみられた。そ
こで、染色体解析の対象として、バイオ医薬
品生産に多用されるジヒドロ葉酸還元酵素
欠損株である CHO DG44細胞を対象にして、
DG44細胞株の 20本の染色体に特異的なマー
カーとなる BAC クローンを選択した。その結
果、対になっている染色体は１組しかなく、

それ以外の染色体はそれぞれの染色体の一
部が欠損、融合した状態であった。下記の図
に染色体のイデオグラム及び、それぞれの染
色体に特異的なマーカーBACクローンの相対
位置を示す。 

 
 

(2)BAC-ENDシークエンスに基づいたCHO細胞
ゲノム解明 
 これまでの研究で、構築した CHO BACライ
ブラリーから遺伝子増幅に関連する 160kbの
染色体領域配列を解析したところ、マウスと
88.4％の相同性が認められている。構築した
BACライブラリーの配列を全て決定すること
は本研究課題の予算、計画内では達成できな
い。一方 BACライブラリーは構築に用いたベ
クターが全て同じものであり、挿入された
BAC断片の両端の配列情報(END情報)につい
ては比較的簡単に決定することができる。す
なわち、BAC-END 情報を解析することにより、
解析した BACクローンが既に明らかになって
いるマウスのゲノムのどの位置に相当する
かの解析が可能となる。 
そこで、300個の BACクローンの CHO DG44

細胞における染色体上の相対位置を
BAC-FISH法を用いて決定し、詳細な染色体物
理地図を作製した(下図)。 

 

 
(3)染色体マーカーを用いた染色体再配列解
析システム開発 
 本研究の最終目的である細胞構築過程に
おける CHO細胞の染色体安定性や再配列を解
析するためには、上記(1)で構築した



 

 

BAC-FISHマーカーを用いて、親株である
CHO-DG44細胞株及び CHO-K1株、さらには
DG44細胞株に増幅ベクターを導入して構築
した CHO-4N細胞株との染色体比較を行う。
これに加えて、上記(2)にて構築した BAC-END
配列を元にしたマウスゲノム等との比較を
用いることにより、CHO細胞構築過程におい
てどの染色体領域が変化しているのかを解
析する必要がある。そこで、正常なチャイニ
ーズハムスターの染色体標本を作成し、CHO 
DG44細胞に対して行った BAC-FISHの結果と
比較することにより、CHO K1、CHO DG44、な
らびに正常チャイニーズハムスター間での
染色体再編成について解析した。その結果、
ほぼ半数の染色体が維持されているものの、
半数の染色体は非常に複雑な変化を引き起
こしていることが世界で初めて明らかにな
った(下図)。 

 

 以上より、細胞株構築時における安定な染
色体、不安定な染色体が明らかになり、細胞
株構築時における細胞性質の変動の解明手
段が構築できた。 
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