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研究成果の概要（和文）：CHO細胞のゲノム育種に関する基盤技術を取りまとめるためには、染色体の安定性解
析や、それに影響する因子の解析、さらにはターゲットとする染色体の選定にかかる情報整理等が必要となる。
そこで、CHO細胞における染色体安定性に関連する項目として、細胞周期チェックポイントおよびクロマチン構
造制御に関わるBRCA1発現抑制により、効率的かつ安定な細胞株構築法を確立した。さらに染色体数の異なる細
胞の遺伝子発現について、網羅的に比較し、染色体数変化に伴う変動遺伝子群を同定し、これらの機能に関する
知見を得た。さらに安定染色体におけるターゲット領域についても、ゲノム育種の候補となる領域を選定した。

研究成果の概要（英文）： The fundamental research of chromosome stability and selection of targeting
 region of genome, and analysis of signaling pathway for Chinese hamster ovary cells are necessary 
for genome-wide platform of industrial mammalian cells. We focused on the chromosome stability and 
find that BRCA1 repression is effective for the construction of stable and productive cell lines. 
Moreover, we investigated genome-wide gene expression among the CHO cell lines which have various 
chromosome numbers and determined the differentially-expressed genes among these cell lines and 
estimated the functions. Also, we determined the suitable target chromosomal region for 
site-specific genome integration.

研究分野： 生物化学工学、動物細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
2012 年、世界における医薬品市場の売上 1

位が低分子化合物から抗体医薬となり、バイ
オ医薬品元年の始まりを告げている。2012 年
の世界市場ベスト 10 医薬品のうち、すでに 6
品目がバイオ医薬品、さらにそのうち 5 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。CHO 細胞は、欧米
で上市されたバイオ医薬品 202 品目のうち、
実に 27%となる 54 品目の生産宿主となって
おり(2010 年現在)、バイオ医薬品の生産基盤
を支える工業用動物細胞となっている。現在、
CHO細胞は10g/Lを超える高レベル生産も可
能であり、培養コストも大腸菌、酵母とそん
色ない g 数ドルのレベルを GMP に対応して
達成することができる。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
大量にスクリーニングしても安定な高生産
株が得られない場合も多く、その理由も十分
に解明されていない。そこで、次世代シーク
エンサーを活用して、これらの問題点をゲノ
ム解析/育種を応用して解決しようとする試
みが世界中で開始されている。象徴的な出来
事 と し て 、 2013 年 8 月 号 の Nature 
Biotechnology に、独立した２つのグループ、
BGI(北京ｹﾞﾉﾑｾﾝﾀｰ)／John Hopkins 大のグル
ープ、ならびに、オーストリア BOKU 大学／
ドイツ Bielefeld 大のグループによる CHO 細
胞株、ならびにチャイニーズハムスターのゲ
ノム解析に関する論文が発表された。 

現在 CHO 細胞における大きな問題点は、
株化細胞の不均一性（ヘテロジェネィティ）
にある。2013 年、HeLa 細胞株の全ゲノム解
析が行われ、ヒトゲノムとの違い、さらに、
そのゲノムの不均一性とその複雑さについ
て話題となっているが、全く同様の複雑な不
均一性と不安定性が CHO 細胞のゲノムには
生じている。現在の CHO 細胞を用いた物質
生産系の大きな問題点は、この不安定性から
生じる細胞株構築時の試行錯誤実験条件な
らびに、異なる最適条件にあるが、これは、
本質的にこの CHO 細胞のゲノム自身の不均
一性に由来する。これまで動物細胞において
行われてきた様々な生産性向上に関するセ
ルエンジニアリング手法では、動物細胞株に
特有のゲノム自身の不安定性・変動を考慮し
たゲノム育種は全く行われていない。微生物
では近年ゲノム情報の活用が進み、ゲノム情
報を用いたゲノムスケールモデリングを通
じたゲノム育種が盛んになされているが、よ
り複雑な株化細胞については、世界でもその
適用は始まったばかりである。 
 

２．研究の目的 
以上の様な背景を受けて、本研究において

は代表者と本分野における国内新進気鋭の
若手研究者の協業により、ゲノム情報を活用
した CHO 細胞のゲノム育種に関する基盤的
研究を行うことを目的とした。 
本研究では、これまでの成果を踏まえ、株

化細胞を対象としたゲノム編集技術を通じ
た染色体安定メカニズムの解明と応用、さら
には、細胞信号伝達系プロセスのエンジニア
リングを通して、ゲノム育種に関する基盤を
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、CHO ゲノム情報を活用するこ
とにより、高度ゲノム編集技術の活用を目指
したターゲット染色体解析、ゲノムスケール
リモデリングを指向した細胞応答とそのエ
ンジニアリング、さらに、これらを組み合わ
せたゲノム育種による新規セルエンジニア
リング技術を開発する。 
 
３．研究の方法 

 目的にあげたサブテーマに分割して実
行するとともに、相互に関連したテーマにつ
いて総括的に検討した。すなわち、対象とし
て、CHO細胞を最終的なターゲットとして、
1)高度ゲノム編集技術の活用を目指した染色
体安定メカニズムの解明（担当：大政）、2)
ゲノムスケールリモデリングを指向した細
胞応答解析 (担当：大政、河原）、3)これら
に基づいたゲノム育種による新規セルエン
ジニアリング技術（担当：大政、西島、河原）
をさらに並列統合化して検討し、各課題間で
得られた知見を互いに組み合わせ、ゲノム育
種による基盤技術を取り纏める。 

 
 
４．研究成果 

染色体の安定性ならびにゲノムスケール
モデリングを統合し、CHO細胞のゲノム育種
に関する基盤技術を取りまとめるためには、
染色体の安定性解析や、それに影響する因子
の解析、さらにはターゲットとする染色体の
選定にかかる情報整理等が必要となる。以下
では、成果をまとめて簡潔に記載する。 

まず、CHO細胞における染色体安定性に関
連する項目として、細胞周期チェックポイン
トおよびクロマチン構造制御により，長期的
に高い生産性を示す細胞株を効率的に構築
することを目的とし，両機能に関わる因子
Breast Cancer 1 (BRCA1) に着目し、BRCA1
発現抑制により、効率的かつ安定な細胞株構
築法を確立した。次に、染色体数の異なる細
胞の遺伝子発現について、 HiCEP (High 
Coverage Expression Profiling) 法による網羅
的発現比較と、次世代シークエンスによる発
現量を比較しながら、発現量を細胞数で補正
する方法を確立した。さらに、異なる染色体
数を持つ細胞の遺伝子発現を比較するのは
これまで基準となるゲノムの全体量が変動
しているため、何を基準として比較するのか、



これまではっきりとした基準が存在しなか
った。そこで、細胞あたりの総発現遺伝子に
ついて、その発現量と細胞の大きさとの関連
についてのプロファイルを作成し、染色体数
の異なる細胞間における発現について比較
を行い、関連する遺伝子群を同定し、これら
の機能に関する知見を得た。さらには増幅領
域のゲノム配列から安定性に関する配列も
取得し、安定染色体におけるターゲット領域
についても、ゲノム育種の候補となる領域を
選定した。 

以上より、ゲノム育種をして生産性株を構
築する手法については、構築基盤としてのプ
ラットフォーム形成ができた。一方、これら
の構築した細胞株の長期安定性やそれを用
いた実レベル、特に近年非常に着目されてい
る連続生産プロセスへの応用や、その課題に
ついては全く実証されていない。本課題の実
施期間の間に、世界中でCHO細胞のゲノム解
析とその応用が加速度的に進んできており、
その更なる展開を緊急に図るため、ゲノム育
種のさらなる推進ならびにその応用による
統合バイオプロセスの構築が必要とされ、最
終年度において新たに採択された基盤研究
に引き継がれている。 
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