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研究成果の概要（和文）：本課題ではIgG1抗体を生産する組換えCHO細胞を用いた長期間の連続培養を実施し、
老化関連酵素と生産抗体品質の関連性の解明を目指した。酵素GLB1とその関連制御因子をCHO細胞で過剰発現さ
せたが、活性変化は認められなかった。老化現象と抗体品質の関連性については、今後、継続的な研究、検証が
必要である。一方、長期間の連続培養では、培養条件の変化に応じてIgG1抗体の末端ガラクトシル化量が大きく
変動した。解析の結果、N-型糖鎖構造の末端ガラクトース付加量が大きく向上する培養条件を見出した。本成果
は抗体医薬品の実生産に応用することで、高い抗腫瘍活性を持つ抗体医薬品を生産できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, recombinant CHO cells producing IgG1 antibodies were cultured
 continuously for an extended period of time to elucidate the relationship between aging-related 
enzymes and antibody quality. GLB1 and its related regulators were overexpressed in CHO cells and no
 changes in activity were observed. Continued research and verification of the relationship between 
senescence and antibody quality are necessary. On the other hand, in long-term continuous culture, 
the amount of terminal galactosylation of IgG1 antibody fluctuated wildly in response to changes in 
the culture conditions. Our analysis revealed the culture conditions under which the terminal 
galactosylation of the N-glycan structure was primarily enhanced. This result is expected to be 
useful for producing recombinant antibodies with high anti-tumor activity.

研究分野： 細胞・バイオプロセス工学

キーワード： 抗体医薬品　CHO細胞　抗体品質制御　バイオプロセス　N型糖鎖　連続培養
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体などのタンパク質医薬品は生産に用いる細胞や培養条件によって大きく変動するため、医薬品として最も重
要視される「品質」のコントロールが難しい。近年、バイオ医薬品の品質を考えるうえで「クオリティ・バイ・
デザイン（QbD）」という概念が着目されている。本研究は応用・実用を想定した基礎研究として、細胞培養条
件と抗体医薬品の品質の関連性の解明に取り組んだ。連続培養を用いて培養条件を適切にコントロールする手法
を考案し、重要品質特性の１つである糖鎖構造について品質向上の培養条件を同定した。これらの成果は「クオ
リティ・バイ・デザイン（QbD）」の実現に向けて大きな意義があると評価している。

※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 
組換えバイオ医薬品の生産には動物細胞が汎用されている。現在、バイオ医薬品の生産技術は

大きな転換点を迎えており、従来の流加培養法から連続培養（灌流培養）法への移行のための技
術開発が進んでいる。連続培養では小規模な培養槽でも大規模な培養槽と同じ生産能力を実現
することが出来るため、連続培養技術の開発は産業的に極めて重要な技術トピックスとなって
いる。連続培養の装置開発は進む一方、主役である生産細胞の理解や制御は十分ではなく、学術
的な基礎研究が急務である。研究代表者は IgG1 抗体を生産するチャイニーズハムスター卵巣
（CHO）細胞の連続培養による長期培養を実施した結果、細胞の老化マーカーとして広く知られ
ているβ-ガラクトシダーゼ活性が培養経過にともない増加し、同時に抗体の N-型糖鎖のガラク
トース付加量が減少することを見出した。すなわち連続培養中では生産細胞の老化現象が生じ、
抗体医薬品の品質が劣化する可能性が示された。ヒトでは加齢、老化により血中抗体のガラクト
ース付加量が減少することは古くから知られており、また実験動物にガラクトース単糖を投与
し老化モデル動物とする手法も確立されていることから、体内ガラクトース量やガラクトシダ
ーゼ活性と細胞老化との関連性が広く認められている。一方で細胞内のガラクトシダーゼ活性
発現機構は複雑である。β-ガラクトシダーゼ（GLB1）、ノイラミダーゼ 1（NEU1）、カテプシン
A（CTSA）の各タンパク質因子は複合体を形成し、各因子の酵素活性は互いに制御しあう関係
性にある。しかしヒトでさえ GLB1/NEU1/CTSA の各因子による活性制御機構は十分に理解され
ておらず、「バイオ医薬品生産細胞でガラクトシダーゼ活性発現はどのような制御をうけている
のか」という新しく見出された「問い」を解決する必要があった。 
 
２．研究の目的 
本研究は IgG1 抗体を生産する CHO 細胞株を用いて、連続培養中に生じる生産細胞の老化現

象を解明し、生産抗体の品質劣化を抑制する手法の確立を目指した。培養中に増加するガラクト
シダーゼ活性は、細胞の老化マーカーとして知られている。即ちガラクトシダーゼ活性の発現機
構を解明し、制御することが出来れば、抗体医薬品生産細胞の老化現象や品質劣化を防ぐことが
出来る可能性がある。具体的な目的として 2 点を設定した。 
（1）ガラクトシダーゼ活性発現機構における GLB1, NEU1, CTSA の各タンパク質因子を細胞に
共導入・過剰発現させ、活性発現を検証した。 
（2）IgG1 抗体生産細胞株の長期間連続培養を実施し、培養条件を変動させた際に生じる N-型
糖鎖のガラクトース付加量の変動を解析した。 
 
３．研究の方法  
（1）IgG1 抗体生産 CHO 細胞株に対して、GLB1, NEU1, CTSA 各因子の過剰発現実験を実施し
た。各因子の発現遺伝子を調製し、単独、または共導入により過剰発現し、抗体糖鎖とガラクト
シダーゼ活性への影響を評価した。CHO 細胞への遺伝子導入と評価には、研究代表者が開発し
た遺伝子迅速評価プラットフォームを用いた。抗体の糖鎖構造は Fc レセプターアフィニティー
クロマトグラフィーにより解析した。 
 
（2）灌流培養システム（図 1）を用いて、組換
え IgG1 抗体を生産する  CHO 細胞を培養し
た。ポンプにより培養液を Alternating Tangential 
Flow Filtration (ATF システム)へと送り込み、培
養上清と細胞に分離し、透過した培養液のみを回
収できる。培地供給量及び培養液引抜量は電子天
秤によって管理されており、フィードコントロー
ラーがポンプを制御することにより、培地供給量
と引抜量が同じになる。灌流培養では連続的な培
地交換・生細胞数制御により、設定した培養条件
を安定に制御することが可能である。実験では培
養温度・培養 pH・溶存酸素濃度・攪拌速度・培
地交換量（栄養源・老廃物濃度に相当）等の各種
培養パラメーターを変数とした条件を設定し、60 
日程度の長期灌流培養を複数回実施した。培養液中の抗体生産濃度はバイオレイヤー干渉法に
より測定した。また培養液から Protein A クロマトグラフィーを用いた抗体精製を行い、サイズ
排除クロマトグラフィー、Fc レセプターアフィニティークロマトグラフィーにより、抗体の凝
集体量や抗体糖鎖構造（Fc レセプターへの結合能）等の重要品質特性を分析した。 
 
 
４．研究成果 

図 1 灌流培養システムの概要 



（1）GLB1, NEU1, CTSA の各因子の過剰発現は、キャピラリー電気泳動システムにより確認で
きた。GLB1 単独と共発現（GLB1+NEU1, GLB1+CTSA, GLB1+ NEU1+ CTSA）の細胞内可溶性
成分をガラクトシダーゼ活性により検証した結果、共発現と GLB1 の間に有意な活性変化は認
められなかった。更に分泌発現させた組換え IgG1 抗体の N-型糖鎖構造を分析した結果、末端ガ
ラクトース付加量は変化しなかった。これらの結果から、CHO 細胞の培養中に生じる N-型糖鎖
のガラクトシル化の変化においては、β-ガラクトシダーゼ GLB1 とその制御因子が関与しない
こと、または本研究では検証しなかった他の制御要因が関わっている可能性が示唆された。 
 
（2）灌流培養で回収した IgG1 抗体について、
HPLC を用いて各種の分析を行った。抗体分子サ
イズの解析より、灌流開始後に凝集化抗体量は
低減し、通常の培養法である流加培養（Fed-
batch）と比較して低い凝集化抗体量（HMWS: 
high molecular weight species）を維持した（図 2）。
この結果は、凝集性の高い抗体においては、灌流
培養で生産することで品質特性の優れた抗体を
生産できる可能性が示された。 
引き続き、抗体 Fc 領域の N 型糖鎖構造を解

析した。抗体の N-型糖鎖構造は、抗がん治療の
細胞障害活性と深く関連している重要品質特性
である。結果、培養条件の変化に応じて末端ガラ
クトシル化量が大きく変動し、1 日あたりの累積生細胞数と N 型糖鎖末端ガラクトシル化割合
に相関性が見出された（図 3）。この結果よ
り、細胞増殖性が高い状態の培養では、細
胞障害活性の高い IgG1 抗体が産生される
ことが示された。さらに複数回の灌流培養
全てのデータを用いて解析した結果、細胞
増殖性に続く第 2 の要因として、培養液中
のアンモニウムイオン濃度が高い場合に
末端ガラクトシル化レベルが低減するこ
とが明らかになった。 
最後に、全ての灌流培養実験で設定した

約 20 種の培養条件変化に対し、IgG1 抗
体生産量を解析・評価した結果、抗体生産
量が高くなる培養条件が導出された。導出
した培養条件の有効性を検証するため、流
加培養（Fed-batch）による培養比較を行っ
た結果、通常の培養条件（スタンダード）
と比較して、最適化した培養条件では抗体
生産量が約 39%増加した。また IgG1 抗体
の N-糖鎖構造を評価した結果、導出した
培養条件では、高い細胞障害活性を示す糖
鎖構造をもつ抗体量が増加した。 
成果の総括として、当初に策定した作業仮説である「老化現象・ガラクトシダーゼ活性と抗体

品質劣化の関連性」については残念ながら関連性を示すデータが得られなかった。しかし本来の
目的である「抗体品質の高度化」については、灌流培養で導出した培養条件を用いることで抗体
生産量と品質（N-型糖鎖構造）が同時に向上していることから、抗体生産バイオプロセスを高度
化することに成功したと言える。抗体などのタンパク質医薬品は生産に用いる細胞や培養条件
によって大きく変動するため、医薬品として最も重要視される「品質」のコントロールが難しい。
近年、バイオ医薬品の品質を考えるうえで「クオリティ・バイ・デザイン（QbD）」という概念
が着目されている。本研究は応用・実用を想定した基礎研究として、細胞培養条件と抗体医薬品
の品質の関連性の解明に取り組んだ。連続培養を用いて培養条件を適切にコントロールする手
法を考案したこと、重要品質特性の１つである糖鎖構造について品質向上の培養条件を同定し
た。これらの成果は「クオリティ・バイ・デザイン（QbD）」の実現に向けて大きな意義がある
と評価している。 
 
 
 
 

図 2 灌流培養で生産した IgG1 抗体の 
凝集化抗体量（SEC-HPLC 分析） 

図 3(A) 抗体の N‐型糖鎖構造. 抗体 N-型糖鎖は
不均一性を持ち、糖鎖構造により細胞障害活性が
変化する。 
図 3(B) 抗体糖鎖構造の変化. 培養条件変化により
糖鎖構造は大きく変動し、細胞増殖性が高い培養
条件（矢印の領域）ではガラクトシル化率
（Peak2,3）が高い抗体が多く産生された。 
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