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研究成果の概要（和文）：抗体生産細胞における凝集体形成について解析した結果、培養中に細胞内に抗体が凝
集することにより、凝集体形成が起きていると推定された。トレハロース添加培地の使用により、培養中に発生
する凝集抗体量を低減させることが出来たが、添加による培地浸透圧上昇のために、細胞増殖が低下した。そこ
で、細胞増殖性の改善のため、トレハローストランスポーターを抗体生産CHO細胞に導入することにより増殖能
の改善を行えた

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanism of antibody aggregation during cultivation, the
 aggregation was analyzed during cultivation. The aggregation was observed in CHO cell. We have 
developed the CHO cell culture methods to suppress antibody aggregation by trehalose addition. 
Despite reducing aggregation, the cultivation method causes the inhibition of cell growth due to the
 increased osmotic pressure by trehalose addition. By introduction of the trehalose transporter we 
can attain both suppressed antibody aggregation and improved cell growth. 

研究分野：生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 
 バイオ医薬品としてよく知られている糖
蛋白質の生産工程は、細胞株に外来蛋白質遺
伝子を組み込み、細胞に分泌させて生産させ
る。培地中に分泌された糖蛋白質は分離精製
工程を経て、原薬として生産され、高濃度の
蛋白質溶液として、製剤化される。本プロセ
スは、生体による生合成過程を生産に利用し
ていることから、分子構造上、不均一なもの
が本質的に存在する。医薬品開発において、
このような不均一性の存在は安全性と有効
性の確保のうえで好ましいことではないが、
バイオ医薬品では不可避の事象として看過
されている現状がある。 
 近年、特に製剤化プロセスや、分離精製プ
ロセスにおいて蛋白質の凝集や断片化、異常
なフォールディングによる不均一性が問題
になってきた。近年、抗体医薬においては、
この蛋白質凝集が、分離精製過程における収
率の低下をもたらすだけではなく、ヒトへの
投与時に抗原として働き、重篤な副作用が発
生する可能性が示唆されている。これらの問
題点を解決する手法として、製剤時における
安定化剤添加や、よりマイルドな分離精製条
件等が試みられているが、十分な解決策には
至っていない。そこで、本研究は、ケミカル
シャペロンを応用することにより、凝集体形
成にかかる細胞培養プロセスにおいて蛋白
質が受ける物理的ストレスについて解明す
ることで、凝集を抑制可能ではないかと考え
た。 
本課題の学術的な特色は、①チャイニーズ
ハムスター卵巣（CHO）細胞培養中に、対象
抗体にどのように凝集が引き起こされてい
るか、②凝集を解決する手段として、製剤プ
ロセスで用いられているケミカルシャペロ
ン等の添加が有効かについて検討する、点に
ある。 
 
２．研究の目的 
 蛋白質が様々な環境要因によって凝集や
断片化などの変化を受けることは一般によ
く知られている現象である。これらについて
は精製・製剤プロセスが主原因とこれまで捉
えられてきたが、実際には、細胞培養の過程
において、この様な変化が生じ、これが後段
のプロセスにまで影響を及ぼしている。これ
までの研究では、細胞培養工程における変化
については全く解析されて来なかった。そこ
で、本研究では上流の細胞培養プロセス側に
焦点をあて、ケミカルシャペロン添加による
凝集体形成の制御をおこなう。 
 
３．研究の方法 
 まず、ヒト化IgG産生CHO細胞株であるCHO 
-HcD6株を1L容のバイオリアクターを用いて

無血清浮遊培養した。12 日間の培養期間中、
生細胞数、細胞生存率、抗体濃度測定を行い、
経時変化を解析した。採取した培養液上清を
用いてゲル濾過クロマトグラフィーによる
凝集分析を行った。さらに、CHO-HcD6 株に、
トレハローストランスポーターTret１遺伝
子を導入した CHO-HcD6-TRET 細胞を構築し、
これを用いた生産における凝集体形成につ
いて検討した。100mL の 100mM トレハロース
添加無血清培地、トレハロース無添加無血清
培地で培養し、細胞濃度の経時変化を測定し、
生産された抗体の凝集を解析した。 

 

４．研究成果 

 リアクター培養の結果、IgG1 産生 CHO HcD6
細胞株は培養8日目で生細胞が最高到達濃度
1.60×107（cells/ml）に達し、生存率が 80%
を切った培養 14 日目に培養を終了した。培
養終了時の抗体濃度はおよそ 1490（mg/L）に
達した。次にゲル濾過クロマトグラフィーに
よる分子量解析から、培養液中では目的物で
ある単量体や二量体の他に凝集抗体の成分
が観測された。凝集抗体の形成過程を解析す
るために凝集抗体のピーク面積の時間変化
を解析したところ、凝集抗体は培養時間を経
るにつれて次第に増加し、14 日目には単量体、
二量体を含めた全ピーク面積の約 3％に達し
た。次に培養培地中の凝集体形成を確認する
ために、模擬培養系による検証実験を行った。
精製した単量体抗体を終濃度450mg/Lで培養
培地に加え 20 日間インキュベートし、抗体
を含んだ培地溶液をゲル濾過クロマトグラ
フィーで分析したところ、凝集抗体の形成は
確認できなかった。この結果から、培養液中
に蓄積される凝集抗体は培養液中で形成さ
れたものではなく、むしろ細胞内で形成され
た凝集抗体が培養液中に分泌されている可
能性が示唆された。そこで培養終了時に細胞
を回収し、細胞内の抗体蛋白質を精製しゲル
濾過クロマトグラフィーによる分子量解析
を行った。すると、細胞内に相当量の凝集抗
体が蓄積していることが確認された（図 1）。
さらに、細胞内外の凝集抗体の構造を CD ス
ペクトルで評価したところ、共に非天然のβ
-ストランド構造を多く含むミスフォールデ
ィング状態であった（図 2）。 

 



 

 

これまで、凝集体の形成は、分泌時に凝集
されて生産される、生産後に凝集体形成が促
進される、の２つの仮説があり、いずれなの
かは明確には示されていなかったが、一定の
結論を得たと考えられた。 
ケミカルシャペロン添加として、これまで
トレハロース添加により、凝集体抑制が可能
となる。一方、トレハロースについては、通
常は細胞内に浸透することは無いが、シャペ
ロン効果を発揮するためには、細胞内への浸
透も非常に重要な課題であった。そこで、細
胞内への能動的なトレハロース取り込みに
着目した。トレハロースを能動的に細胞内に
輸送することにより、より抗凝集効果や、細
胞増殖、生産等が改善されると考えた。そこ
で、細胞内にトレハロースを取り込むトラン
スポーターに着目した。抗体生産性チャイニ
ーズハムスター卵巣（CHO）細胞株に、トラ
ンスポーターを導入した CHO-HcD6-Tret1 細
胞株を構築し、これを用いて生産性、凝集体
形成について検討した。 

CHO-HcD6 細胞株の培養について、コントロ
ールの比増殖速度は 0.023(h-1)であった。一
方トレハロース培地では比増殖速度は
0.016(h-1)であり、最大生存細胞濃度、累積
生細胞数も低下していた。構築した
CHO-HcD6-Tret1 の培養においても同様に、コ
ントロールと比較するとトレハロース培地
では比増殖速度は 0.0190(h-1)と低下した。し
かし、最大生存細胞濃度、累積生細胞数は上
昇しており、CHO-HcD6 のトレハロース培地で
の培養と比較すると増殖能は改善したと考
えられた。抗体比生産速度については、コン
トロールの 5.93(pg/cell/day)に対して、ト
レハロース培養の HcD6、HcD6-Tret1 はそれ
ぞれ 8.71、7.23(pg/cell/day)であり、トレ
ハロース培養による比抗体生産速度の増加
が確認できた。 
培養上清から精製した IgG1 抗体の凝集性
をゲル濾過クロマトグラフィーで分析した
結果、HcD6、HcD6-Tret1 のどちらの場合もト
レハロース培地での培養では単量体、二量体、
凝集体の総ピーク面積に対する二量体＋凝
集体のピーク面積の割合が減少しており、凝
集抑制効果が確認された。 
 

 

 

以上の結果より、ケミカルシャペロンとし
てトレハロースを添加した培地を用い、セル
エンジニアリング手法を組み合わせること
で凝集抑制効果を維持し、高生産を実現でき
る可能性が示されたと考えられた。 
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