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研究成果の概要（和文）：　完全ヒト抗体を生産するために、ヒト細胞を用いた細胞融合について検討した。その結果
、A4H12のようなTリンパ球系ヒト融合パートナーを用いて細胞融合することによって、細胞凝集を形成し、レチノイン
酸によって抗体生産量が増強するヒト融合細胞株（ハイブリドーマ）を汎用的に作製できることが分かった。細胞融合
には、ウシ胎児血清の品質が最も重要であった。
　また、組み換え型の完全ヒト抗体の生産についても検討した。フルクトース（果糖）輸送体GLUT5と抗体の共発現シ
ステムをヒト細胞株SC-01MFPに導入した結果、フルクトース基本培地において従来のグルコース基本培地の約２倍の完
全ヒト抗体の生産が可能であった。

研究成果の概要（英文）：To produce fully human antibodies, cell fusion were examined using human cells. As
 a result, it was found that the cell fusion using the T lymphoid fusion partner such as A4H12 could gener
ate universally human hybridomas that formed cell aggregation and increased their antibody production by r
etinoic acid. For the cell fusion, the quality of fetal bovine serum was the most important factor.
 In addition, the production of recombinant fully human antibodies was also challenged. The introduction o
f the fructose transporter GLUT5 and antibody co-expression system into the human cell line SC-01MFP made 
it possible to produce them in the fructose-based medium up to about two-fold of the conventional glucose-
based medium.
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム解析、プロテオーム解析によって標
的となるタンパク質が急速に増加し、抗体医
薬は癌などの難治疾患領域でバイオ医薬の
中心となっている。このような抗体医薬は低
分子医薬よりも臨床試験での成功確率が高
く、特許が切れても後発品が出にくい一方で、
研究開発のための初期コストが高く、経験的
なノウハウが必要とされる。現在は米国のジ
ェネンテック社とアムジェン社を筆頭に
数々の新興ベンチャー企業が標的タンパク
質を探索し、スイスのロンザ社や英国グラク
ソスミスクライン社、アストラゼネカ社など
が抗体受託生産をする状況にある。しかしな
がら、現在使用されている抗体医薬はキメラ
抗体やヒト化抗体といった部分的にマウス
の配列を含んだ抗体であり、その糖鎖も CHO
細胞などの動物細胞に由来する N-グリコリ
ルノイラミン酸といったヒトとは異なるシ
アル酸が存在するため、ヒトを対象とした治
療の場合必ずしも免疫学的に最適ではない。
これらの問題を解決するためには、ヒト細胞
による完全なヒト配列をもった抗体を使用
することが理想的と考えられる。また、マウ
ス抗体を遺伝子工学的にヒト化抗体に組み
換えて CHO 細胞で生産するよりも、完全ヒト
抗体を生産するヒト細胞を用いてそのまま
抗体を大量生産する方が明らかにスマート
で効率的と考えられる。 
 我々はこれまで肺線癌細胞株 A549 を免疫
原としてヒト正常リンパ球を体外免疫し、ヒ
トリンパ腫細胞株と融合することによって、
肺癌細胞を有効に識別するヒト抗体を生産
する細胞の取得に成功してきた。この完全ヒ
ト抗体による免疫喀痰染色は従来のパパニ
コロウ染色による喀痰細胞診の結果と良く
一致し、免疫喀痰細胞診への有効性が示唆さ
れた。また、このハイブリドーマの抗体産生
を増強する物質を検索した結果、全トランス
型レチノイン酸(ATRA)が最も効果的に抗体
産生を増強できることを明らかにした。それ
ゆえ、これまでの研究成果をもとに、完全ヒ
ト抗体を高生産するヒト細胞を作製するこ
ととした。 
 
 
２．研究の目的 
 完全ヒト抗体の作製法としては、ヒト細胞
を用いた細胞融合法や遺伝子工学的手法な
どがあるが、これらの方法には、ヒト細胞の
融合効率が低い、あるいは抗体生産性が低い
といった問題があった。そこで本研究では、
ヒト細胞におけるこれらの問題を解決する
ことを目的とした。 
 具体的には、まずヒト Tリンパ球細胞株か
ら融合効率が高い融合パートナーを作製する。
続いて細胞融合条件を検討し、目的抗体を生
産している融合細胞の出現・取得効率を高め
る。次に、ヒト融合細胞におけるレチノイド
応答シグナル伝達機構を解明し、抗体生産性

を増強する。また、その機構を融合パートナ
ーあるいは作製した融合細胞に導入し、あら
ゆる抗体で効率的に作製できるように汎用化
する。最終的に、ヒトリンパ球と細胞融合し
たハイブリドーマを用いて、ローラーボトル
回転培養システムで抗原特異的完全ヒト抗体
を大量生産できることを確かめる。 
 さらに、遺伝子工学的手法を用いて、組み
換え型完全ヒト抗体の高生産法についても検
討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1)新規ヒト融合パートナーの樹立と融合条
件の検討 
 まず、MOLT-4 などのヒト男性由来 Tリンパ
腫細胞株を 6-チオグアニン存在下で選択培
養し、HGPRT 欠損細胞集団をクローニングし
た。一方で、ヒトBリンパ球のモデルとして、
5-ブロモウリジン耐性のチミジンキナーゼ
（TK）欠損 Bリンパ腫細胞株クローンを作製
し、それぞれのクローンをポリエチレングリ
コールを用いて細胞融合した。一部の細胞を
蛍光染色試薬で染色し、融合効率を蛍光画像
解析システムを用いて解析した。HAT 培地で
選択培養後、最終的に 96 ウェルプレートに
出現する融合細胞のウェル数を確認した。ま
た、融合条件を変えて融合効率を調べた。 
 
(2)ヒト融合パートナーの違いによるハイブ
リドーマの比較 
 種々のヒト融合パートナーとヒトリンパ
球とを細胞融合し、得られたハイブリドーマ
の ATRA による抗体産生増強の違いや培養特
性を調べた。 
 
(3)レチノイド応答シグナル伝達機構の解明 
 レチノイン酸受容体関連オーファン受容
体（RORC2）と抗体産生増強効果との関係を
調べた。そのために、抗体産生増強効果を示
さない融合細胞に RORC2 遺伝子を導入した。
また逆に、抗体産生増強効果を示す融合細胞
に RORC2のshRNAを導入してRORC2発現を抑
制した。 
 
(4)抗原特異的完全ヒト抗体の大量生産 
 まず静置培養において、肺癌特異的抗体産
生ハイブリドーマの凝集形成条件について
検討を行った。次に、その結果に基づいてロ
ーラーボトル回転培養システムを用いて培
養を行い、完全ヒト抗体の生産量を確かめた。 
 
(5)組み換え型完全ヒト抗体の高生産法の検
討 
 フルクトース（果糖）輸送体 GLUT5 とヒト
抗体の共発現ベクターをヒト細胞株
SC-01MFP に導入した。導入細胞をグルコース
基本培地とフルクトース基本培地で培養し、
組み換え型ヒト抗体の生産量を比較した。 



 また、共発現システムが他の細胞にも応用
可能かどうかを調べるために、現在、医薬品
生産分野で用いられているチャイニーズハ
ムスター卵巣細胞株 CHO-K1 についても同様
に実験を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 新規ヒト融合パートナーの融合効率と
融合に影響を及ぼす因子 

 新規ヒト融合パートナーを作製し、TK 欠損
ヒトBリンパ球腫細胞株との融合効率を蛍光
画像解析システムで調べた結果、融合時の融
合効率は約 50%であることが分かった。また
従来のヒト融合パートナーでは約 76%であり、
新規ヒト融合パートナーの方が効率は低か
った。しかし、細胞融合時点の効率は新規ヒ
ト融合パートナーでも十分に高く、むしろ融
合後の細胞選択によって効率が低下してい
ることが分かった。したがって、融合後の細
胞選択条件を最適化にすることよって、高効
率でヒトハイブリドーマを取得することが
できると考えられた。 
 また、細胞選択条件について調べた結果、
HAT 培地中のウシ胎児血清(FBS)の品質（ロッ
ト）が最も選択結果に影響を及ぼしているこ
とが明らかとなった。 
 
(2) ヒト融合パートナーの違いによるハイ
ブリドーマの比較 

 FBS のロットチェック後、実際にヒトリン
パ球との細胞融合を行った結果、新規あるい
は従来のヒト融合パートナーのどちらとの
融合においても平均 30%以上の効率でハイブ
リドーマを取得することができた。ATRA によ
る抗体産生増強は、T リンパ球系ヒト融合パ
ートナーを用いて作製したハイブリドーマ
では見られたが、B リンパ球系ヒト融合パー
トナーを用いて作製したハイブリドーマで
は見られなかった。したがって、T リンパ球
系ヒト融合パートナー中に抗体産生増強機
構の重要因子が存在していると考えられた。 
 今回の Tリンパ球系ヒト融合パートナーを
用いて作製したハイブリドーマでは、培養中
に凝集を形成するため、細胞凝集の抗体産生
増強に対する影響について調べた。ギャップ
結合阻害剤の実験結果から、ハイブリドーマ
は細胞間ギャップ結合を介して ATRA のシグ
ナル伝達を行い、抗体産生を増強しているこ
とが示唆された。しかし、逆に細胞凝集が大
きくなり過ぎると抗体産生の増強割合は低
下し、凝集内部の細胞の抗体分泌が物理的に
阻害を受けている可能性が考えられた。 
 
(3)レチノイド応答シグナル伝達機構の解明 
 抗体産生増強が見られないヒトハイブリ
ドーマに RORC2 遺伝子を導入した結果、数ク
ローンにおいて ATRA 非依存的な抗体産生増
強が確認された。RORC2 は今回の T リンパ球
系融合パートナーに特異的に発現しており、

それと細胞融合して作製したヒトハイブリ
ドーマへの RORC2 shRNA の導入は、ATRA によ
る抗体産生増強を抑制する傾向にあった。こ
れらの結果から、RORC2 の抗体産生増強への
関与が示唆された。しかし、レチノイド応答
シグナル伝達機構についてはさらに解析す
る必要があり、既存のヒトハイブリドーマへ
の抗体産生増強機構の導入については今後
の課題であった。 
 
(4) 抗原特異的完全ヒト抗体の大量生産 
 凝集形成が抗体産生増強に関与している
ことが示唆されたため、まず静置培養におい
て凝集条件について検討した。培養底面積と
培地の高さについて検討した結果、細胞凝集
は培地の高さが高いとサイズが大きくなる
ことが分かった。また、ATRA による抗体産生
増強に最適な凝集サイズは 150〜200 マイク
ロメートルであった。次にローラーボトル回
転培養システムを用いて条件検討を行った。
その結果、150〜200 マイクロメートルの凝集
サイズを維持するために最適な回転数は 0.5 
rpm で、培養期間は最大 7 日間であることが
分かった。最終的に、ATRA を添加したヒトハ
イブリドーマのローラーボトル培養を7日間
行った結果、従来の約 8倍の完全ヒト抗体の
生産が可能であることが分かった。ローラー
ボトルは本数を増やすことが可能であり、回
分培養でロット管理も容易なため、医薬品の
生産にも適していることが知られている。 
 
(5) 組み換え型完全ヒト抗体の高生産法 
 組換え型の完全ヒト抗体の高生産につい
ても検討した。フルクトース（果糖）輸送体
GLUT5 と抗体の共発現システムをヒト細胞株
SC-01MFP に導入した結果、フルクトース基本
培地では従来のグルコース基本培地の約２
倍の組み換え型ヒト抗体を生産できること
が分かった。また、この GLUT5 共発現システ
ムは同様に CHO-K1 細胞株においても抗体産
生増強が確認され、他の細胞や組み換えタン
パク質にも応用できると考えられた（BMC 
Proceedings, Vol. 5, Suppl 8, 2011）。特
に、内在性GLUT5を発現していない細胞では、
より高いタンパク質生産増強効果が見られ
ると考えられる。 
 
 以上の結果から、抗原特異的ヒトリンパ球
を取得し、本研究のようなヒト融合パートナ
ーと細胞融合することによって、汎用的かつ
効率的に抗原特異的な完全ヒト抗体を生産
できると考えられた。また、組み換え型の完
全ヒト抗体の高生産についても、GLUT5 共発
現システムを細胞に導入することで達成で
きると考えられた。 
 本研究の成果は、完全ヒト抗体高生産性ヒ
ト細胞株の作製技術の開発に役立つ。 
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