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略語 

IgG: immunoglobulin G (イムノグロブリン G), HC: heavy chain (重鎖), LC: light 

chain (軽鎖), Fab region: fragment antigen binding region (フラグメント抗原結合領域), 

Fc region: fragment crystallizable regio (フラグメント結晶化可能領域), ADCC: antibody-

dependent cell-mediated cytotoxicity (抗体依存性細胞傷害), CDC: complement-

dependent cytotoxicity (補体依存性細胞傷害), FDA: Food and Drug Administration (アメ

リカ食品医薬品局), EC: European Commission (欧州委員会), BiTE: bi-specific T-cell 

engager (二重特異性 T細胞誘導), scFv: single-chain variable fragment (短鎖可変領域フ

ラグメント), ADC: antibody-drug conjugate (抗体薬物複合体), CHO cell: Chinese hamster 

ovary cell (チャイニーズハムスター卵巣細胞), rt-PA: recombinant tissue-type 

plasminogen activator (組換え組織型プラスミノーゲン活性化因子), CDM: chemically 

defined medium (化学合成培地), DHFR: dihydrofolate reductase (デヒドロ葉酸レダクタ

ー ゼ), GS: glutamine synthetase (グ ル タ ミ ン シ ン テ タ ー ゼ), CMV: human 

cytomegalovirus (ヒトサイトメガロウイルス), SV40: simian virus 40 (シミアンウイルス), 

UPR: unfolded protein response (小胞体ストレス応答), CHL-YN cell: Chinese hamster 

lung-YN cell (チャイニーズハムスター肺細胞), LC-MS/MS: liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析法), ERAD: ER-

associated degradation (小胞体関連分解), DEG: differentially expressed gene (発現変動

遺伝子), GO: gene ontology (遺伝子オントロジー), KD: knockdown (ノックダウン), CHX: 

cycloheximide (シクロヘキシミド), BFA: brefeldin A (ブレフェルジン A), VCC: viable cell 

concentration (生細胞濃度), PCR: polymerase chain reaction (ポリメラーゼ連鎖反応), 

FBS: fetal bovine serum (ウシ胎児血清), ELISA: enzyme-linked immuno sorbent assay 

(酵素結合免疫吸着測定), BSA: bovine serum albumin (ウシ血清アルブミン), PBS: 

phosphate-buffered saline (リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水),  RIPA buffer: 

radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPAバッファー), SDS-PAGE: sodium dodecyl 

sulfate – poly-acrylamide gel electrophoresis (ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルア

ミドゲル電気泳動), PCC: Pearson’s correlation coefficients (ピアソンの相関係数), MCC: 

Manders’ colocalization coefficient (マンダースの相関係数), SRP: signal recognition particle 

(シグナル認識粒子), RNA-seq: RNA sequencing (RNAシーケンシング), TPM: transcripts per 

million, TEAB: triethylammonium bicarbonate (トリエチルアンモニウム重炭酸塩), DTT: 

dithiothreitol (ジチオスレイトール), FDR: false discovery rate (偽発見率), TMT: tandem 

mass tag (タンデムマスタグ), RPLC: reverse-phase liquid chromatography (液体クロマ

トグラフィー), One-way ANOVA: one-way analysis of variance (一元配置分散分析), 

KEGG: Kyoto Encyclopedia Genes and Genome (KEGG), BH: Benjamini-Hochberg (ベン

ジャミン・ホックバーグ)  
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第一章 序論 

1.1 抗体 

1.1.1 Immunoglobulin G（IgG）抗体 

 免疫グロブリン G（Immunoglobulin G, IgG）はヒトの血清に中に最も多く存在

する抗体クラスであり、IgA, IgM, IgE, IgDを含む免疫グロブリン全体の割合の約 80%を

占めている 1。IgGは 2つの重鎖（heavy chain, HC）と 2つの軽鎖（light chain, LC）か

らなる 4 量体であり、約 150 kDa の分子量を有する 2。２つの HC と２つの LC はそれぞ

れジスルフィド結合で共有結合し、Y 字型と表現される構造を取る（図 1）3。タンパク質

分解酵素パパインによって切断される Y 字型の２つの“腕”にあたる領域はフラグメント

抗原結合（fragment antigen binding, Fab）領域と呼ばれ、抗原認識部位（antigen 

binding site）を介して抗原を特異的に認識し、結合する 4。Fab領域は可変（variable, V）

領域と定常（constant, C）領域から構成される。また、パパインによって切断される Y字

型の“足”に当たる領域は HC の C 領域のみで構成され、フラグメント結晶化可能

（fragment crystallizable, Fc）領域と呼ばれており、細胞表面にある Fc 受容体に結合し、

免疫エフェクター細胞の動員を通じて抗体依存性細胞傷害（antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity, ADCC）活性等に関与する 5。Fc領域の CH2ドメイン（図 1）には

N-結合型糖鎖修飾が存在し、IgG 抗体の構造安定性に関与するだけでなく、ADCC 活性や

補体依存性細胞傷害（complement-dependent cytotoxicity, CDC）活性にも影響を与える。

生体内では、抗原に反応して増殖した B細胞から最終的に分化した形質細胞が IgG抗体を

分泌する役割を担っている 6。分泌された IgG 抗体は Fab 領域の多様な構造によりウイル

スや細菌、アレルギー物質などの抗原に特異的に結合し、様々な作用機序によりそれらの

抗原を排除する。IgG 抗体の中和作用は体内に侵入したウイルス等の病原体に結合し、抗

原の立体構造の変化や動きの制限を通じて抗原の病原体としての生物学的活性を無効化す

る 7。また、IgG 抗体は病原体の表面に位置する抗原に結合し、IgG の Fc 領域がマクロフ

ァージ等の食細胞表面のFc受容体に結合することで貪食作用を促進するオプソニン化を通

じて病原体を排除する 8。IgG抗体は補体系の活性化や免疫エフェクター細胞を呼び寄せる

ことでも標的細胞を破壊することが可能である。補体系の活性化を通じた CDCでは、IgG

抗体が標的に結合すると、その Fc 領域に血中の補体タンパク質の一つである C1q が結合

し、補体系の古典経路と呼ばれるカスケード反応を通じて、最終的に標的細胞は破壊され

る 9。ADCCでは、標的細胞へ結合した IgG抗体の Fc領域にナチュラルキラー細胞等の免

疫エフェクター細胞がFc受容体を介して結合することで、その免疫エフェクター細胞は活

性化され、標的細胞を破壊する 9。 
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図 1 抗体の分子構造の模式図 

 

 

1.1.2 抗体医薬品 

 1986 年、腎臓移植における拒絶反応を抑制するモノクローナル抗体医薬品、

muromonab-CD3が初めてアメリカ食品医薬品局（Food and Drug Administration, FDA）

に承認されて以降、IgG 抗体の様々な生物学的機能を用いた数多くの抗体医薬品が今日ま

でに研究、開発、そして上市されている。初めて FDA に承認された muromonab-CD3 は

マウス抗体であるため、高い主作用を有する一方で、免疫原性による副作用も確認された

10。このような抗体の由来となる種族に起因する免疫原性を低減するため、これまでマウ

ス抗体とヒト抗体の配列をともに含むキメラ抗体やヒト化抗体、ヒト由来の抗体である完

全ヒト抗体などが設計されている。キメラ抗体はマウス抗体の可変領域とヒト抗体の定常

領域を組み合わせた抗体であり、マウス抗体よりも免疫原性が低い 11。ヒト化抗体はマウ

ス抗体の可変領域のうち、抗原結合部位以外をヒト由来に置換した抗体であり、免疫原性

は低減されているものの、可変領域の構造の変化により抗原への特異性が低下する可能性

がある 12。完全ヒト抗体の免疫原性は一般的に非常に低いが、可変領域の配列依存的に免

疫原性を示すことも報告されている 13。IgGは Fc領域を構成するHCのアミノ酸配列の違

いにより、IgG1 や IgG2、IgG3，IgG4 といった複数のサブクラスで構成されるが、その中

でも特に IgG1は抗体医薬品として広く用いられており、その理由には先述の IgG抗体の生

物学的機能がより強く働くことや安定性の高さ、平均的な血中半減期が約 3 週間とサブク

ラスの中で最も長いことなどが挙げられる 14,15。これまでに上市されたTNF-αを中和し、

炎症性サイトカインを阻止する中和抗体、adalimumab16 や HER2 陽性がん細胞に対する

ADCC 活性のある trastuzumab17、ADCC 活性と CDC 活性を主作用とし、CD20 を標的

とするがんや自己免疫疾患の治療薬、rituximab18はいずれも累計売上が 500億ドルを超え

る IgG1抗体医薬品である 19,20。2021年時点で、世界の抗体医薬品の市場規模は 2000億ド
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ル以上とされており、2020年代は年間約15％の成長率となることが予測されている 21-23。

FDA や欧州委員会（European Commission, EC）に承認される抗体医薬品の数は年々増

加し、2022年 6月までに FDAと ECはそれぞれ 111と 106の抗体医薬品を 21、PMDAは

2022 年 12 月までに 89 の抗体医薬品 24を承認しており（図 2）、今後も抗体医薬品の市場

は拡大していくと見込まれる。 

 

図 2 これまでに FDA、EC、および PMDAで承認された抗体医薬品数 

 

 

 1.1.3 次世代抗体医薬品 

 従来型の抗体医薬品に加え、近年では抗体の特徴を活かしながらも、目的に応じ
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て高度にエンジニアリングされた、いわゆる次世代抗体医薬品が多く研究、開発、そして

上市されている（図 3）。二重特異性抗体は異なる 2 つの標的に結合できるように設計され

た次世代抗体医薬品であり、従来の IgG 抗体と同様に Fc 領域を有する二重特異性抗体や

二種類の抗原結合領域のみで構成される二重特異性T細胞誘導（bi-specific T-cell engager, 

BiTE）抗体などが挙げられる。年間売上が 40 億ドルを超える emicizumab は IgG 様の二

重特異性抗体であり、活性化第 IX 因子 FIXa と第 X 因子 FX を結合させ、FX を活性化す

るという、反応血液凝固カスケードの補助因子である血液凝固因子 VIII を代替するはたら

きにより血友病 A の出血傾向の抑制に使用される 25,26。BiTE 抗体である blinatumomab

は B 細胞性腫瘍に発現する CD19 と T 細胞に発現する CD3 と結合することで直接的に T

細胞を活性化し、がん細胞にアポトーシスを誘導する 27。BiTE抗体は短鎖可変領域フラグ

メント （single-chain variable fragment、scFv）であり、Fc 領域を持たないため、血中

半減期が短く、ADCC 活性などの機能は有さない 28。また、Fab 領域のみで構成される抗

体医薬品である abciximabは血小板表面に存在する糖タンパク質 GPIIb/IIIa 受容体に結合

し、血小板の凝集を防ぎ、冠動脈疾患等治療中の血栓の形成を防ぐはたらきがある 29。

Abciximab などの Fab 抗体は Fc 領域が存在しないため、不要な免疫活性化を避けられ、

また、分子量が小さいため組織拡散が早いのが特徴である。さらに、近年非常に注目され

ている抗体薬物複合体（antibody-drug conjugate, ADC）は抗体にリンカーを介してペイ

ロードと呼ばれる抗がん剤となる低分子化合物を結合しているため、抗体の標的指向性と

低分子化合物の高い細胞毒性により低い副作用と高い治療効果が期待される抗体医薬品で

ある。ADC の使用目的となる主な疾患はがんであるため、ADC には ADCC 等を誘導でき

る IgG1が頻繁に用いられている 30。2022 年に 20 億ドルを超える売上高を記録した ADC

である trastuzumab emtansineはがん細胞表面のHER2に結合し、細胞内へ侵入すると、

抗がん剤である emtansine が放出され、アポトーシスを誘導する 31,32。二重特異性抗体や

ADC など、抗体をベースとした次世代抗体医薬品は他にも数多く開発、承認されており、

今後も抗体医薬品全体の市場はより一層拡大すると予測される。 
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図 3 高度にエンジニアリングされた抗体医薬品の模式図 

 

 

1.2 抗体医薬品の生産宿主細胞 

1.2.1 チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞を用いた抗体医薬品生産 

 先述の通り、抗体医薬品の多くは複数のポリペプチド鎖からなる構造が複雑なタ

ンパク質であり、ADCC等の医薬品としての機能の観点からN-結合型糖鎖といった修飾も

必要であるため、哺乳類動物細胞が主な生産宿主細胞として用いられている。初めて FDA

に承認された抗体医薬品、muromonab-CD3 はマウスハイブリドーマを用いて生産された

が、マウス抗体は免疫原性等の観点で課題があり、その後は分子生物学技術と哺乳類細胞

の遺伝子操作技術の進歩により組換え細胞株を生産宿主としたキメラ抗体やヒト化抗体等

が抗体医薬品の中心となった 33,34。現在、抗体医薬品の主要な生産宿主であるチャイニー

ズハムスター（Cricetulus griseus）卵巣（Chinese hamster ovary, CHO）細胞を用いて

初めて生産されたバイオ医薬品、組換え組織型プラスミノーゲン活性化因子

（recombinant tissue-type plasminogen activator: rt-PA）がFDAに承認されたのは 1986

年である 34。その後、1997 年に最初の CHO 細胞を用いて生産されるキメラ抗体である抗

体医薬品、Rituximab が FDA に認可された。その製造には rt-PA の製造に使用されてい

た 12,000 Lのバイオリアクターが使用され、当時の抗体生産において前例のない大規模生

産であった 33。それ以降、流加培養に関する発展や chemically defined medium（CDM）

の開発も伴って、大規模培養における実績の蓄積が加速し、2022 年時点で、89%のモノク

ローナル抗体医薬品が CHO細胞を用いて製造されている 35。 

CHO細胞は 1957年に the University of Coloradoで Theodore T. Puck 氏らによっ
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てメスのチャイニーズハムスターの卵巣から単離されて以降 36、数多くの適応や改変が行

われ、CHO-K1, CHO-S, CHO-DG44, CHO-DXB11細胞などを始めとする、様々な CHO 

細胞株が開発されてきた 37,38。CHO細胞が抗体医薬品生産にこれほど頻繁に使用されてい

る理由は先述の大規模培養における実績の多さにも関わるが、無血清培地で容易に培養で

き、人同等の糖鎖修飾が行え、遺伝子改変が容易であるためである 39,40。CHO細胞の遺伝

子改変の容易さにより dihydrofolate reductase (DHFR)が完全に、または一部欠損した

CHO-DG44 や CHO-DXB11 細胞、glutamine synthetase (GS)欠損株である CHO-GS 細

胞などの遺伝子増幅システムの開発が可能となり、抗体医薬品の収量向上に大きく寄与し

ている 41,42。加えて、CDM の改良や個々の生産株への最適化 43,44、さらには高細胞濃度培

養技術の開発 45,46も相まって、10 g L-1を超える高収量も報告されている 47。 

 

1.2.2 抗体生産株構築 

 CHO細胞を用いた抗体生産において高生産を達成するために細胞あたりの抗体生

産能、つまり 1 細胞が単位時間あたりに生産する抗体量である比生産速度を増加させるよ

うな抗体生産株構築手法や細胞改変手法が数多く検討されている。先述の遺伝子増幅はゲ

ノムに導入した目的生産物の遺伝子のコピー数が増加することでmRNAへの転写量が増加

するシステムであるが、目的遺伝子の発現量増加には最適化されたベクターや活発に転写

されるゲノム上のホットスポットへのターゲットインテグレーションも用いられている。

ヒトサイトメガロウイルス（human cytomegalovirus, CMV）プロモーターは導入遺伝子

の発現量が非常に高く、シミアンウイルス 40（simian virus 40, SV40）プロモーターは目

的遺伝子の発現量を長期間維持できることが報告されている 48。Fer1L4や Rosa26などの

ゲノム上の転写のホットスポットはオミクス解析なども組み合わせた大規模スクリーニン

グによって特定されている 49,50。ホットスポットへの組み込みには宿主細胞へのランディ

ングパッドと呼ばれるターゲットインテグレーションの際に発現カセット交換を効率よく

媒介するシステムが用いられている。ランディングパッドには選択マーカーとリコンビナ

ーゼやインテグラーゼの認識部位が含まれており、Fer1L4や Rosa26へのターゲットイン

テグレーションには BxB1 リコンビナーゼ が採用されている 49,50。また、トランスポザー

ゼを用いたセミターゲットインテグレーションは比較的簡便に短期間で高発現株を取得で

きる方法として近年注目されており、Sleeping Beautyや PiggyBacなどのトランスポザー

ゼが CHO 細胞を用いた抗体生産に使用されている 51。翻訳に関しても多くの研究がなさ

れており、導入遺伝子の塩基配列を CHO 細胞が好んで利用するコドンへ最適化すること

で、抗体生産量が増加する報告がされている 52。また、組換えタンパク質の発現や培養環

境の変化に起因する小胞体ストレスにより CHO 細胞は小胞体ストレス応答（unfolded 

protein response, UPR）を引き起こし、それは翻訳の減衰に繋がるが、ATF4などのUPR

関連遺伝子の過剰発現は翻訳の減衰を抑制し、抗体生産量を増加させることが報告されて

いる 53。CHO細胞の転写や翻訳に関する技術に加え、抗体等の複雑なタンパク質を生産す
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る上で、翻訳後のプロセス、すなわち分泌に関する制御も非常に重要であり、様々な試み

が実施されているが、こちらに関しては 1.3にて記述する。 

 

1.2.3 新規樹立チャイニーズハムスター肺（CHL-YN）細胞 

 これまで記述した通り、数多くの研究により抗体医薬品生産において圧倒的な地

位を築いている CHO細胞であるが、人工的な細胞改変には制限もある。例えば、CHO細

胞の増殖速度は約 20時間であり、哺乳類動物細胞としては平均的な増殖速度ではあるもの

の、CHO細胞を用いた研究や開発、製造に長い期間を要する一つの要因となっている。複

雑な細胞内での事象が重なり合った結果としての増殖速度は大幅な短縮が非常に難しいと

考えられる。近年、高増殖能を有する新規の宿主細胞として、チャイニーズハムスター卵

巣由来のCHO-MK細胞 54やチャイニーズハムスター肺由来のCHL-YN細胞 55が樹立され

た。チャイニーズハムスターの肺組織から得られた初代培養細胞は fetal bovine serum 

(FBS)を含む Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM)で培養され、91日かけて血清

濃度を順次下げ、無血清 CDM に馴化した。CHL-YN 細胞は CHO 細胞で一般的に用いら

れる CDMで 8.1 hの倍加時間を記録し、倍加に約 20時間要する CHO細胞の増殖速度に

よる制限を補完する可能性をもつ抗体生産宿主として期待されている。また、フラスコ回

分培養における対数増殖期の比増殖速度は CHL-YN 細胞と CHO-K1 細胞でそれぞれ

0.0645 h-1と 0.0326 h-1であった。モノクローナル抗体の生産能力としては同じ条件で培養

された IgG1生産 CHO-K1 細胞が生産する抗体量の 50％から 100％以上を CHL-YN 細胞

がより短期間で生産することが報告されている。IgG1のN-結合型糖鎖修飾に関しても、液

体クロマトグラフィー-タンデム質量分析法（liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS)を用いた糖鎖解析において CHO-K1 細胞によって生産された

IgG1の N-結合型糖鎖修飾と同様のピークを CHL-YN 細胞の生産物も示した。安全性もマ

イコプラズマ検出試験により最小限のレベルでは調査されており、抗体生産宿主として適

応可能であることが確認されている。従って、CHL-YN 細胞は従来の CHO 細胞がもつ生

産宿主としての必要な特徴と類似した特徴を持ちながらも、増殖速度が 2 倍以上速く、抗

体医薬品の研究開発や製造期間を短縮することができる可能性を持つ。CHL-YN 細胞は他

にも抗体生産に関わるユニークな特徴を示しており、先行研究では、CHL-YN 細胞の GS

の発現が CHO-K1細胞の 6倍以上であることが確認されており、フラスコ回分培養やバイ

オリアクターでの流加培養において培養開始から 2-4 日の間に一度枯渇した培地中のグル

タミン濃度が上昇し、4-6 mM 程度に達することが報告されている。また、流加培養中の

細胞内代謝経路の解析によると、アルギニンとメチオニン代謝経路の中間体濃度の経時変

化が CHO-K1 細胞と CHL-YN 細胞で大きく異なっていることが明らかとなっている 56。

しかしながら、抗体生産宿主としてのCHL-YN細胞への理解は限定的であり、長年に渡り

蓄積された CHO細胞に関する知見に基づき CHL-YN細胞への理解を加速させる必要があ

る。 
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1.3. 抗体分泌プロセス 

1.3.1 抗体生産 CHO細胞の分泌プロセス 

 抗体の生産に CHO 細胞などの哺乳類動物細胞が用いられている理由にも列挙さ

れるように、抗体は翻訳後、分泌プロセスにおいて高度で複雑な修飾や処理を受け、細胞

外へ分泌される必要がある（図 4）。小胞体内へ輸送された HC や LC のポリペプチドは

BiPやPPIaseなどのシャペロン分子の支援によって小胞体内で折りたたまれる。適切に折

りたたまれた HC はホモダイマーを形成し、そこへ同じく折りたたまれた LC がアセンブ

リし、HC２本と LC１本のヘテロトリマーなり、そして、HC２本と LC２本からなる抗体

分子へとアセンブリされる 57-59。抗体分子内の HC と LC はそれぞれが PDI によって形成

されるジスルフィド結合によって連結される 60。アセンブリが完了した抗体は非特異的に

または ERGIC-53などのレクチンタンパク質により選択的に、Sar1Aの駆動により形成さ

れる COPII小胞に組み込まれ、ゴルジ体へと輸送される 61-63。小胞体で正しく折りたたま

れなかったタンパク質は小胞体関連分解（ER-associated degradation, ERAD）経路を通

じて分解される 64。正しく折りたたまれていないタンパク質が蓄積すると UPR が誘導さ

れ、PERK と IRE1、ATF６をそれぞれセンサータンパク質とする３つのシグナル伝達経

路が活性化され、シャペロンタンパク質の発現量増加や ERAD 経路の活性化をはじめとす

る様々な方法を介して、小胞体ストレスの軽減を行う 65。ゴルジ体では抗体医薬品の品質

として重量な N-結合型糖鎖修飾の成熟が行われ、ADCC 活性や CDC 活性にも関わるガラ

クトースやフコースが付加される。 
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図 4 抗体生産 CHO細胞の分泌プロセス 

 

1.3.2 分泌プロセスに関するセルエンジニアリング 

 CHO細胞の分泌プロセスの強化を目的としたこれまでの研究では、生体内で分泌

に特化した細胞を模倣するアプローチや分泌プロセスにおけるボトルネックを特定し、セ

ルエンジニアリングによりそのプロセスを特異的に強化するアプローチが研究されている

66。例えば、自然界で分泌を担い、1 細胞あたり 200-400 pg の抗体を一日で生産する形質

細胞 67-69 を模倣するためにその表現型マーカーである Blimp1 やその関連遺伝子を過剰発

現することで抗体の比生産速度が増加することが報告されている 70,71。先行研究により、

シグナルペプチドなどのポリペチプチドの誤った処理 72、不適切なフォールディングやア

センブリ 73、タンパク質の凝集 74や抗体の小胞体への蓄積 75などが細胞株または生産物に

特異的な分泌プロセスにおけるボトルネックになりうることが指摘されている。セルエン

ジニアリングによりボトルネックが指摘されたプロセスを担うタンパク質を過剰発現する

ことで一部の CHO 細胞の抗体生産性が改善されている 72,76-78。また、CHO を抗体生産細

胞として最適化するために、抗体生産 CHO 細胞と形質細胞のオミクスプロファイルを比

較解析した研究では、小胞体に関連するプロセッシングやタンパク質の糖鎖修飾、膜輸送

に関する遺伝子オントロジー (gene ontology, GO)タームが形質細胞において有意にエンリ

ッチされていた 79。CHO細胞を形質細胞の表現型に近づけるために、エンリッチされてい

たGOタームに含まれる発現量に差のある遺伝子、いわゆる発現変動遺伝子 (differentially 
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expressed gene, DEG)を CHO細胞で過剰発現し、シャペロンやUPR関連遺伝子の過剰発

現が抗体の比生産速度を増加させることが確認されている 79。 

 

1.3.3. 分泌プロセスに関する課題 

先述の通り、CHO細胞の分泌プロセスに関して様々なボトルネックが報告されてお

り、従来型のモノクローナル抗体に加え、近年増加している二重特異性抗体を始めとする、

高度に改変された抗体の生産は分泌プロセスへのより大きな負荷を生ずると考えられる。

また、CHL-YN 細胞など、新規の宿主細胞の樹立も急速に進んでおり、異種の抗体や細胞

株横断的な分泌プロセスに関する基盤的知見の収集を加速させる必要がある。 

抗体生産 CHO 細胞の分泌プロセスに関するボトルネックのひとつとして、小胞体

において抗体が蓄積しているという報告がなされており、これが複数種類の IgG1 生産

CHO細胞に関して確認されている 75。これらの細胞では抗体の小胞体からゴルジ体への小

胞輸送の強化が鍵を握ると考えられる。しかしながら、これまで抗体を選択的に輸送小胞

COPII へ組み込むレクチンタンパク質、ERGIC-53 などの過剰発現により抗体の比生産速

度が改善した例はあるものの 78、COPII小胞に関する細胞改変が IgG抗体の輸送を強化し、

小胞体における抗体の蓄積の解消やそれに伴う抗体の比生産速度の改善につながった例は

ほとんど報告されていない。従って、抗体の小胞輸送を強化することが可能な細胞改変方

法の確立が課題である。 

これまでに指摘されてきた分泌プロセスにおけるボトルネックは数多く存在するが、

その多くは小胞体に関連する分泌プロセスに生じていると言える 66,80。小胞体ではフォー

ルディングやアセンブリ、輸送タンパク質の選択や小胞輸送が主に行われるが、これらの

プロセスにおけるボトルネックは生産する抗体の種類や細胞株によって様々であり、どの

プロセスにボトルネックがあるのかを推定するには試行錯誤的な解析が必要である。その

背景には小胞体に関わる分泌プロセスの各プロセスで生じたボトルネックが抗体の比生産

速度や細胞内抗体や中間体の挙動に与える影響への理解が限定的である現状がある。分泌

プロセスにおける種々のボトルネックと抗体生産の関係性を明らかにすることで、細胞株

や生産物に特異的な分泌プロセスにおけるボトルネックの推定や、合理的なセルエンジニ

アリングが可能となることが期待される。 

 近年では従来の CHO 細胞以外の宿主細胞の開発も盛んにおこなわれており、

CHL-YN 細胞のような高い増殖能を有する細胞株も開発されている。しかしながら、

CHL-YN 細胞のような、増速の速い細胞株の抗体生産能に直結する分泌プロセス等に関す

る知見は非常に限定的であるため、数多くの抗体医薬品の製造に用いられてきた従来の

CHO細胞との比較により、抗体生産宿主細胞としての特徴を理解することが求められる。

特に、CHL-YN 細胞と CHO 細胞間での網羅的な比較はこれまでほとんど実施されていな

いため、オミクス解析を実施することで抗体生産能を左右するプロセスの中で、上方制御

または下方制御されているプロセスを明らかにすることが可能となる。これにより、高生
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産CHL-YN細胞を取得するためのバイオマーカーの探索や高生産株を構築するために強化

すべきプロセスの絞り込みが加速されると期待される。 

既知または未知の分泌プロセスにおけるボトルネックに対する新たな改善手法の開

発による個別のプロセスへのアプローチは、分泌プロセスの強化方法の選択肢を拡大し、

抗体生産株が抱える様々な課題の解消に寄与する。また、分泌プロセスは転写や翻訳とは

異なり、ボトルネックとなるプロセスが多種多様であるため、迅速にボトルネックを絞り

込むスクリーニング手法の開発によるトップダウンアプローチは分泌プロセスの強化を加

速させる。さらに、CHO細胞をベースに長い年月をかけて培ってきた分泌プロセスへの知

見を新規の宿主細胞へと応用していく水平方向へのアプローチは、従来の CHO 細胞では

解決できなかったバイオ医薬品生産における課題を 1 日でも早く新規の宿主細胞の有用な

特徴によって解決するために、実用可能な宿主細胞へと迅速に開発を進めていくことに貢

献する。本研究は、個別のプロセスへのアプローチ、トップダウンアプローチ、水平方向

へのアプローチとして、上記の３つの具体的な課題に対して実施された 3 つの研究によっ

て構成されている。 

 

1.4 本博士論文の構成 

 IgG1 抗体の生産は CHO 細胞などの哺乳類細胞を用いる理由にも列挙されるよう

に、翻訳後の分泌プロセス、特に小胞体やゴルジ体において複雑なプロセスを要する。

CHO細胞の分泌プロセスに関して多種多様なボトルネックが報告されており、従来型のモ

ノクローナル抗体に加え、近年増加している高度に改変された抗体の生産はより一層分泌

プロセスへの負荷を生ずると考えられる。新規の宿主細胞の樹立も急速に進んでおり、異

種の抗体や細胞株横断的な分泌プロセスに関する基盤的知見の収集が要求されている。本

博士論文では、これまで報告されている小胞体への抗体の蓄積を改善する手法の開発、異

種 IgG1抗体の分泌プロセスにおけるボトルネックを推定する手法の開発、そして、従来の

CHO 細胞の 2 倍の増殖速度を有する肺由来の新規宿主細胞、CHL-YN 細胞の分泌プロセ

スに着目した網羅的解析を実施した。 

第二章では、先行研究でボトルネックと指摘された小胞体への抗体の蓄積を解消す

るため、小胞体からゴルジ体への抗体輸送を担う COPII小胞の形成に関わるタンパク質、

Sar1AをCHO細胞で過剰発現させ、抗体生産や分泌プロセスへの影響を解析した。Sar1A

の過剰発現は回分培養における抗体の比生産速度を増加させ、細胞内抗体の蓄積を減少さ

せた。蛍光免疫染色法による細胞内抗体の局在解析では Sar1A の過剰発現によりゴルジ体

への局在化が確認され、抗体の小胞輸送が促進されることが示唆された。 

第三章では、小胞体に関連する分泌プロセスであるフォールディングとアセンブリ、

輸送タンパク質の選択、小胞輸送の４つのプロセスに人工的にボトルネックを誘導した細

胞株を用いて、各ボトルネックが抗体の比生産速度や細胞内抗体やその中間体の蓄積や分

泌に与える影響を明らかにし、得られた知見に基づき、3種類の IgG1抗体生産株における
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ボトルネックを推定した。４つのプロセスを担う 5 種類のタンパク質を発現の容易な

Trastuzumabの生産株において RNA干渉法によりノックダウン(KD)し、ボトルネックを

人工的に誘導した5種類のKD細胞を構築した。回分培養における抗体の比生産速度とKD

ターゲット遺伝子の発現量の関係から、アセンブリにおけるボトルネックが特に比生産速

度を減少させることが明らかとなった。小胞輸送阻害剤 Brefeldin A (BFA)や翻訳阻害剤

Cycloheximide (CHX)を用いて、ボトルネックが抗体や中間体の細胞内濃度の変化に与え

る影響を解析したところ、ボトルネックを誘導したプロセスによって特徴的な違いが確認

された。Rituximabと Infliximab、Bevacizumab生産株を用いて阻害剤添加実験を行い、

KD 細胞を用いて得られた分泌プロファイルを基に、ボトルネックを推定し、各プロセス

に関わる遺伝子の過剰発現によりその推定の妥当性を検証した。 

第四章では、CHL-YN 細胞と CHO 細胞のオミクスプロファイルの比較により、分

泌プロセスを始めとする抗体生産に関わるプロセスを解析した。CHO細胞のトランスクリ

プトミクスでは小胞体でのプロセッシングに関わる経路が上方制御されており、プロテオ

ミクスでは小胞体とゴルジ体間の小胞輸送など、小胞輸送に関連するプロセスが広く上方

制御されていた。一方、CHL細胞では、翻訳や細胞周期、TCA cycleに関するプロセスが

上方制御されており、特にプロテオミクスでは翻訳関連プロセスが顕著に上方制御されて

いた。この結果はCHL-YN細胞の高増殖能を裏付けるとともに、小胞輸送などの分泌プロ

セスへの改善の余地が大きく残されていることを示唆した。 

 第五章では第二章で行った試行錯誤的にボトルネックを解析し、改善する手法と

第三章で行った簡易にボトルネックを絞り込むスクリーニング方法を組み合わせることの

重要性を強調し、また、CHL-YN 細胞の分泌強化に必要な細胞改変を論じた。さらに、第

三章で得られた知見に基づき、より定量的かつ汎用性の高いボトルネックの推定手法を確

立させるためのモデル化に関して記述し、総括した。 
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第二章 Sar1Aの過剰発現が CHO細胞の抗体生産と分泌プロセスへ与える影響 

2.1 序論 

抗体生産 CHO 細胞の分泌プロセスを解析した先行研究において、翻訳阻害剤添加

から 4 時間後でも小胞体に抗体が蓄積していることが蛍光免疫染色法によって確認された

75。その際の細胞内抗体をサイズ排除クロマトグラフィーで分離したところ、そのほとん

どは重鎖や軽鎖等の中間体ではなくアセンブリが完了した状態の抗体であり、小胞体への

抗体の蓄積が一部の抗体生産 CHO 細胞でボトルネックとなっていることが推定された。

先行研究でボトルネックと指摘された小胞体への抗体の蓄積を解消するため、COPII 小胞

による小胞体からゴルジ体への抗体輸送の促進を試みた。COPII 小胞の被覆層複合体は積

荷タンパク質を輸送する小胞を作るために小胞体膜を高度に湾曲するタンパク質から成る

2つの層、inner coatおよび outer coatによって構成される（図 5）81。内側の柔軟な inner 

coat は Sar1/ Sec23/ Sec24 複合体で構成され、外側の被覆層である outer coat は Sec13/ 

Sec31 複合体で構成される 82。COPII 小胞の形成はグアニンヌクレオチド交換因子である

Sec12が Sar1に結合した GDPを GTPに置換し、GTP結合型 Sar1がその N末端側に存

在する α-helix を介して小胞体膜に結合することで開始される。動物細胞の Sar1 には

Sar1Aと Sar1Bの２つのアイソフォームが存在し、Sar1Aは大部分の分子の輸送に関わる

が、Sar1B はリポタンパク質のような巨大な分子の輸送に特異的に関わると示唆されてい

る 83。Sar1Aは 22 kDaの GTPaseであり、COPII小胞の形成には Sar1Aの小胞体膜への

結合のみならず、Sar1A に結合した GTP の加水分解による小胞体膜からの脱離が必要で

あるため 84、Sar1AはCOPII小胞形成の初期と後期のステップを制御していると考えられ

る。また、抗体の比生産速度の高いCHO細胞と低いCHO細胞間でトランスクリプトミク

スとプロテオミクスを比較した先行研究により、高生産細胞において Sar1A の発現量が

mRNAおよびタンパク質レベルで高いということが報告されている 85。従って、Sar1Aの

発現量増加により COPII小胞の形成が促進され、ゴルジ体への抗体の小胞輸送が強化され

れば、小胞体における抗体の蓄積は解消され、抗体の比生産速度は改善されると考えられ

る。 

本章では、抗体生産 CHO 細胞において Sar1A を過剰発現し、抗体の比生産速度や

抗体の細胞内、特に小胞体における蓄積への影響を評価し、これらの影響がどのようなメ

カニズムによって生じているのかを解析した。さらに、Sar1Aの過剰発現によるCOPII小

胞を介した抗体輸送の促進が、抗体生産に用いられる宿主細胞にとって非常に重要な適応

応答システムである UPR や治療用抗体の品質を左右する糖鎖修飾に及ぼす影響を解析し

た。この CHO 細胞における小胞体とゴルジ体間の抗体輸送に対する新しいアプローチは

モノクローナル抗体のみならず、COPII 小胞による輸送を必要とする治療用タンパク質の

生産に幅広く貢献する可能性がある。 
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図 5 COPII小胞形成の模式図 

 

 

2.2 実験材料および実験方法 

2.2.1 細胞培養 

 CHO-K1 細胞（RRID: CVCL_0214）は 6 mM L-glutamine (FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan)を添加した BalanCD CHO Growth A (Irvine 

Scientific, Costa Mesa, CA) によって継代培養した。IgG1生産 CHO-K1細胞由来のクロー

ン、CHO-HcD6細胞株（RRID: CVCL_9Y69）86は TOp2 (Irvine Scientific)と EX-CELL 

CD Hydrolysate Fusion (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)の無血清混合培地、mTOp2に 6 

mM L-glutamineと 15 µg mL-1 puromycin (InvivoGen, San Diego, CA)を添加した培地で

維持培養した。CHO-HcD6とは異なる IgG1を生産する in-houseの IgG1生産 CHO-K1細

胞および in-house の IgG３生産 CHO-K1 細胞は 6 mM L-glutamine と 15 µg mL-1 

puromycin を添加した BalanCD CHO Growth A によって継代培養した。CHO-HcD6 細

胞と異なる IgG1を生産する IgG1生産 CHO-K1細胞および IgG３生産 CHO-K1細胞は本章

では、CHO-IgG1B、そして、CHO-IgG3 細胞と表記する。継代培養は 125 mL 

Erlenmeyer shake flasks (Corning, Corning, NY)を用いて 20 mLの培養液量で、 37°C、 

5% CO2、湿度80%、90 rpmでClimo-Shaker ISF1-XC (Kühner, Birsfelden, Switzerland)

によって実施した。生細胞濃度（viable cell concentration, VCC）および細胞生存率

（Viability）は Vi-CELL Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA)で測定し

た。 

 

2.2.2 Sar1A過剰発現ベクターの構築 

 Sar1A過剰発現ベクターは pBudCE4.1 vector (Invitrogen, Waltham, MA)を用い

て構築した。Total RNA は CHO-K1 細胞から FastGene RNA Premium Kit (Nippon 

Genetics, Tokyo, Japan) により抽出され、これを鋳型に PrimeScript 1st strand cDNA 

Synthesis Kit (Takara Bio,  Shiga, Japan)を用いてｃDNAを合成した。Sar1Aのコーディ
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ングシーケンスを BamHI と HindIII の制限酵素認識配列を付与した 2 つのプライマー、 

forward primer, 5’-ATCAAGCTTACTGCTGGTCTGTGTGTTCTGAGGGA-3’と reverse 

primer, 5’-ATCGGATCCACCACTGGGCGATGAGCGTAGACAG-3’を用いて PCR増幅し、

pBudCE4.1の CMVプロモーターの下流に挿入した。構築したベクター及び空ベクターは

NheI (Takara Bio)によって線状化し、トランスフェクションに用いた。 

 

2.2.3 Sar1A過剰発現細胞の構築 

 CHO-HcD6 と CHO-IgGB1、CHO-IgG3 細胞は Neon Transfection System 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)によってトランスフェクションした。対数増殖

期の細胞、5×105細胞は 1 µgの線状化した Sar1A過剰発現ベクターまたはコントロール細

胞構築用の空ベクターを用いてトランスフェクションし、12-well plates (Corning)に播種

した。安定発現株は 6 mM L-glutamine と 3% [v/v] Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma 

Aldrich)、450 µg mL-1 Zeocin (Invivogen) を添加した BalanCD CHO Growth Aにて選択

した。セレクション後、 20 mLの培養液量を含む 125 mL shake flaskにまでスケールア

ップを行った。CHO-HcD6 と CHO-IgGB1、CHO-IgG3 細胞由来の Sar1A 過剰発現細胞

およびコントロール細胞はそれぞれ CHO-HcD6-Sar1A と CHO-HcD6-Mock、CHO-

IgG1B-Sar1AとCHO-IgG1B-Mock、CHO-IgG3-Sar1AとCHO-IgG3-Mockと名付けた。 

 

2.2.4 回分培養 

 回分培養は 125 mL Erlenmeyer shake flasks を用いて 30 mL の培養液量で、 

37°C、5% CO2、湿度 80%、90 rpmで Climo-Shaker ISF1-XCによって実施した。使用し

た培地はCHO-HcD6-Sar1AとCHO-HcD6-Mockは6 mM L-glutamineを添加したmTOp2、

CHO-IgG1B-Sar1A と CHO-IgG1B-Mock、CHO-IgG3-Sar1A と CHO-IgG3-Mock は 6 

mM L-glutamine を添加した BalanCD CHO Growth A である。細胞播種濃度は 5×105 

cells mL-1とした。ここでの回分培養並びに本研究のすべての実験における生物学的複製は

特筆しない限り任意の回数の独立した培養によって取得した。 

 

2.2.5 mRNA発現の定量 

 mRNA を定量するために、total mRNA を 1-5×106 の細胞から FastGene RNA 

Premium Kitにより抽出し、これを鋳型に PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit

を用いて cDNAを合成した。mRNAの定量は各種プライマー（表 1）とFast SYBR Green 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific)を用いて、StepOnePlus Real-Time PCR System 

(Thermo Fisher Scientific)により実施した。各遺伝子の mRNA の相対発現量はスタンダ

ードカーブ法によって決定され、ハウスキーピング遺伝子である β-actinの発現量を用いて

補正した。 

 CHO-HcD6-Sar1A と CHO-HcD6-Mock の回分培養では、培養開始 3日後に回収
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した細胞ペレットを用いて Sar1A および、HC、LC の mRNA 発現量を測定した。CHO-

IgG1B-Sar1AとCHO-IgG1B-Mockの回分培養では、培養開始 3日後、CHO-IgG3-Sar1A

と CHO-IgG3-Mock の回分培養では、培養開始 2 日後に回収した細胞ペレットを用いて、

Sar1A の mRNA 相対発現量を測定した。CHO-HcD6-Sar1A と CHO-HcD6-Mock を用い

た UPR 解析では、回分培養開始から１、４、６、７日目の細胞ペレットを用いて８つの

UPR 関連遺伝子、Xbp1、BiP、Gadd34、Chop、Herpud1、Sels、Sqstm1、Pcyt1α の

mRNA相対発現量を測定した。 

 

表 1 第二章の real-time PCRに使用されたプライマー 

 

 

 

2.2.6 抗体濃度の定量 

 回分培養中に培地へ分泌された抗体の濃度はサンドイッチELISA法によって定量

した。96-well plates (Corning)に 2 µg mL-1 Goat anti-Human IgG-Fc Fragment Affinity 

Purified (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX)を含む Coating Solution (SeraCare Life 

Sciences, Milford, MA)を 100 µL well-1となるように添加し、37°Cで１時間インキュベー

トした。プレートからコーティングバッファーを除き、各ウェル 300 µlの 1% [v/v] bovine 

serum albumin (BSA)/phosphate-buffered saline (PBS)により 37°Cで３０分インキュベ

ートし、ブロッキングを行った。ブロッキングバッファーの除去後、washing buffer 

(0.05% [v/v] Tween-20, 0.9% [v/v] NaCl in PBS)を用いて 3回洗浄し、スタンダードと培

養上清サンプルを添加し、37°C で１時間インキュベートした。サンプルの除去後、

washing bufferを用いて 3回洗浄し、0.29 µg mL-1 Goat anti-Human IgG-Fc Fragment 

HRP Conjugated (Bethyl Laboratories) を含む 1% [v/v] BSA/PBSを 100 µL well-1添加し、

37°Cで３０分インキュベートした。二次抗体を含むバッファーの除去後、washing buffer

Target gene qPCR forward primer ( 5′to3′) qPCR reverse primer ( 5′to3′)

β-actin ACTCCTACGTGGGTGACGAG AGGTGTGGTGCCAGATCTC

Sar1A GCGGATCATTCTCGTCTCATGGAAT TTCACTGATTGCATCTGTCCTGTCA

IgG1 heavy chain CCCCGAGGTGAAGTTCAACTG GCGGTACGTCGAGTTGTACTG

IgG1 light chain GGAGGACTTCGCCACCTACT ACGGTCCGCTTGATCTCCA

Xbp1 CTGAGTCCGCAGCAGGTG AGGGTCCAACTTGTCCAGAATG

BiP TCGGTGGGTCTACTCGGATT GACAGCAGCACCGTATGCTA

Gadd34 GGCAGAAACAGTAACTGGAGC GGTCCCTGGGCTGCTTTAC

Chop ATCCCTAGCTTGGCTGACTG GGCACTGACCACTCTGTTTC

Herpud1 GAGTCCCAACCAGCGTCAC GGGGTAGACTCGGCTCAAG

Sels TCCAGAAACTTGCAGTCCGA TGCATTCTCAAACGAGCAGC

Sqstm1 CTGAGGCAGGCATTGAGGTTG TGCTGCACTTGTCTTCTGTGTC

Pcyt1α GAGCGGCCTGTGAGAGTTTA CCTTGAAGTTGTGCGTGAGC
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を用いて 3 回洗浄した。100 µl の peroxidase substrate solution (50% [v/v] KPL ABTS 

Peroxidase Substrate Solution A (SeraCare Life Sciences), 50% [v/v] KPL Peroxidase 

Substrate Solution B (SeraCare Life Sciences))を添加し、２分室温でインキュベートした

後、 100 µlの KPL ABTS® Peroxidase Stop Solutionを添加し、反応を停止した。405 nm

における吸光度を EnSpire 2300 Multilabel Reader (PerkinElmer, Waltham, MA)を用い

て測定した。 

 

2.2.7 比増殖速度および比生産速度の計算 

 比増殖速度は下記の式(1)、(2)に基づき、抗体の比生産速度は下記の式(3)、(4)に

基づいて計算した 87,88。 

𝑑𝑋𝑡

𝑑𝑡
= µ𝑋𝑉                   (1) 

ln𝑋𝑡 = µ∫(
𝑋𝑉

𝑋𝑡
) 𝑑𝑡 + ln𝑋0               (2) 

ここでは、培養時間 t（day）、全細胞濃度 Xt（cells L-1）、生細胞濃度を XV（cells 

L-1）、比増殖速度 µ（day-1）、初期細胞濃度 X0（cells L-1）である。 

𝑑𝑃

𝑑𝑡
= 𝜌𝑋𝑉                   (3) 

𝑃 = 𝜌∫ 𝑋𝑉
𝑡

0
𝑑𝑡 + 𝑃0                   (4) 

ここでは、比生産速度ρ（pg cell-1 day-1）、培養時間 t（day）、生細胞濃度XV（cells 

L-1）、目的タンパク質濃度 P（pg L-1）、初期目的タンパク質濃度 P0（pg L-1）である。 

 

2.2.8 翻訳阻害剤 Cycloheximide (CHX)添加アッセイ 

 CHO-HcD6-Sar1A と CHO-HcD6-Mock は 2×106 cells mL-1 で 125 mL 

Erlenmeyer shake flasksに添加した回分培養と同様の培地 20 mLに播種し、回分培養と

同じ条件でインキュベートした。細胞播種の直後に CHX (Nacalai Tesque)を 50 µg mL-1

となるように添加し、翻訳を停止した。その後、２時間おきに培養液を0.5 mLずつサンプ

リングし、細胞ペレットを回収した。約 2×106 の細胞ペレットは 50 µl の 1% protease 

inhibitor cocktail (Nacalai Tesque)を含む、radioimmunoprecipitation assay (RIPA) 

buffer (50 mM Tris-HCl (pH=7.5), 150 mM NaCl, 1% [v/v] sodium deoxycholic acid, 1% 

[v/v] TritonX-100)を用いて溶解した。SDS-PAGE に用いるタンパク質量を補正するため

に、ライセートのタンパク質濃度を Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて測定した。ライセートと還元剤を含まない 4×Laemmli buffer (250 mM 

Tris-HCl (pH 6.8), 20% [v/v] 2-mercaptoethanol, 8% [w/v] SDS, 20% [w/v] sucrose, and 

0.02% [w/v] BPB)と混合し、Extra PAGE One Precast Gels 5%–10% (Nacalai Tesque)に

1 ウェルあたりの総タンパク質量が 2 µg となるようにサンプルをロードして SDS-PAGE
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を行った。 SDS-PAGE により分離されたタンパク質は Immobilon-P Transfer 

Membranes (Merck Millipore, Burlington, MA)上にセミドライ法でブロットした。タンパ

ク質をブロットしたメンブレンを 5% [v/v] skim milk/PBS with 0.1% [v/v] Tween 20 

(PBST)により室温で１時間ブロッキングした。β-actin の検出には一次抗体として、 1% 

[v/v] skim milk/PBSTで 1:10,000に希釈した anti-β-Actin (8H10D10) Mouse mAb #3700 

(Cell Signaling Technology, Danvers, MA) を添加し、4°C、オーバーナイトでインキュベ

ートし、その後、PBSTで３回洗浄した。二次抗体としては、Goat Anti-Mouse IgG H&L 

(HRP) (ab6789) (Abcam, Cambridge, UK)を 1% [v/v] skim milk/PBSTで 1:10,000に希釈

して用い、４時間、室温でインキュベートした。抗体および HC や LC も含む中間体の検

出には二次抗体をとして、Rabbit Anti-Human IgG H&L (HRP) (ab6759) (Abcam)を 1% 

[v/v] skim milk/PBSTで 1:10,000に希釈して用い、４時間、室温でインキュベートした。 

バンドの検出は Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck 

Millipore)を添加し、Luminograph I (ATTO, Tokyo, Japan)を用いて実施した。 β-actinお

よび IgG やその中間体のバンド強度を CSAnalyzer 4 software (ATTO)を用いて定量し、

IgGやその中間体のバンド強度はハウスキーピング遺伝子である β-actinのバンド強度によ

って補正した。 

 

2.2.9 蛍光免疫染色法および画像解析 

 CHO-HcD6-Sar1A および CHO-HcD6-Mock は Poly-L-Lysine-coated German 

glass (Neuvitro Corporation, Camas, WA) をウェル底面に置いた 12-well plateに 8×104 

cells mL-1となるように播種し、6 mM L-glutamineと 3% [v/v] FBSを含むmTOp2で、

培養液量 1 mL にて、 37°C、 5% CO2、湿度 80%、 静置インキュベーター(Panasonic, 

Osaka, Japan)にて接着培養した。細胞播種から 2 日後、細胞を PBS で洗浄し、4% [v/v] 

paraformaldehyde/PBS で 15 分間、室温でインキュベートし、Poly-L-Lysine-coated 

German glass 上 に 細 胞 を 固 定 し た 。 固 定 化 を 止 め る た め 、4% [v/v] 

paraformaldehyde/PBS を除去し、100 mM glycine/PBS で 5 分間、室温でインキュベー

トした。PBSで 2回洗浄後、0.1% [v/v] TritonX-100/PBSで５分間、室温でインキュベー

トし、透過処理を行った。PBS で２回洗浄後、5% [v/v] BSA/PBS で１時間、室温でイン

キュベートし、ブロッキングを行った。一次抗体は 5% [v/v] BSA/PBSで 1:1,000に希釈し

た Rabbit polyclonal to SAR1 (ab125871) (Abcam)、ERGIC-53 (c-6) mouse monoclonal 

IgG (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)、 ゴルジ体マーカーとしての Purified Mouse 

Anti-GM130 (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ)、そして小胞体マーカーとしての 

Rabbit polyclonal to Calreticulin ab2907 (Abcam)を用いて、4°C 、オーバーナイトでイン

キュベートした。PBSで２回洗浄後、二次抗体をとして、5% [v/v] BSA/PBSで 1:1,000に

希釈した Goat polyclonal to Rabbit IgG (Alexa Fluor 405) (ab175652)、 Goat polyclonal 

to Mouse IgG (Alexa Fluor 647) (ab150115) (Abcam)、および Goat polyclonal to Human 
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IgG (Dylight 488) (ab96907) (Abcam)を用いて、１時間、室温でインキュベートした。

PBSで２回、MilliQ waterで１回洗浄後、Poly-L-Lysine-coated German glassはスライ

ドガラス上に Fluorescence Mounting Medium (Agilent Technology, Santa Clara, CA)を

用いて固定された。蛍光顕微鏡 BZ-X710 (Keyence, Osaka, Japan)および DAPI、GFP、

Cy5 filters (Keyence)を用いて、ターゲットタンパク質を検出し、蛍光染色画像を取得し

た。 

 ゴルジ体と IgG間、および、Sar1AとERGIC-53間の共局在を半定量的に解析す

るために、ゴルジ体と IgG 由来の蛍光強度に起因するピクセル強度の両因子間の

Pearson’s correlation coefficients (PCC)89と Sar1Aと ERGIC-53由来の蛍光強度に起因す

るピクセル強度の両因子間の PCC を単一細胞ごとに ImageJ (https://imagej.net/ij/)の

open-source plug-in である Ezcolocalization を用いて決定した。Ezcolocalization では、

解析に使用する各因子由来のピクセルの取得、取得したピクセルに基づく細胞該当領域

（region of interest）の決定、各 region of interestにおける PCCの計算の順に解析を実

施したため、それらを順を追って説明する。まず、解析に使用する各因子由来のピクセル

の取得では、バックグラウンドのノイズを除去し、各因子由来の蛍光強度を取得するため、

複数のチャネルが重なっている蛍光染色画像を各チャネルにスプリットし、グレースケー

ルの画像に変換した後、二値化した。各因子の二値化に使用した閾値は視覚情報に最も近

いものをそれぞれ選択し、IgG、Sar1A、ERGIC-53に対しては ImageJのデフォルトの閾

値を、ゴルジ体には RenyiEntropy90を用いた。また、IgGの染色画像を RenyiEntropyで

二値化し、得られたピクセルを region of interestの決定に使用した。次に、二値化により

取得したピクセルに基づき、region of interest を決定した。任意の物理パラメータから細

胞に該当する領域を決定するCell Filters tab91を用い、RenyiEntropyで二値化された IgG

のピクセルに基づき、面積が 1以上の領域を細胞、すなわち region of interestと認識した。

ここで、複数の細胞がひとつの細胞と認識された場合は region-of-interest manager を用

いて手動で解析から除外した。最後に、各細胞に該当する領域、region of interest におけ

る任意の 2 つの因子間の PCC を計算した。本解析は CHO-HcD6-Sar1A と CHO-HcD6-

Mock細胞それぞれ 50細胞ずつに対して実施した。なお、各 region of interestの任意の 2

つの因子間の PCCは以下の式(5)にて計算した。 

 

𝑃𝐶𝐶 =
∑ (𝑥𝑖−𝑥̅)(𝑦𝑖−𝑦̅)
𝑛
𝑖=1

√∑ (𝑥𝑖−𝑥̅)
𝑛
𝑖=1

2√∑ (𝑦𝑖−𝑦̅)
𝑛
𝑖=1

2
             (5) 

 ここでは、𝑥𝑖 は region of interest 上の因子 X の i番目のピクセル強度を表し、𝑥̅ 

は二値化した際に閾値を超えた因子 X のピクセルの平均ピクセル強度を表す。同様に、𝑦𝑖 

は region of interest上の因子 Yの i番目のピクセル強度を表し、𝑦̅ は二値化した際に閾値

を超えた因子 Yのピクセルの平均ピクセル強度を表す。n は region of interest上のピクセ
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ルの総数を表す。本研究では、因子 X と因子 Y はゴルジ体と IgG、または、Sar1A と

ERGIC-53に該当する。 

 

単一細胞上の 2 つの因子間の PCC を求めることでゴルジ体と IgG 間ならびに、Sar1A と

ERGIC-53 間の各単一細胞上における共局在の強さを半定量的に評価することができる。

例えば、ゴルジ体と IgG間のPCCが高い細胞はより多くの IgGがゴルジ体に存在し、PCC

が低い細胞はより少ない IgGがゴルジ体に存在することを意味する。 

 

各細胞のゴルジ体と小胞体の蛍光免疫染色画像上でのピクセル面積を相対比較する

ために、ゴルジ体または小胞体を蛍光染色した画像を用いて、ImageJ による画像解析に

よって、ゴルジ体または小胞体のピクセル面積を測定した。小胞体ピクセルの面積は

Ezcolocalization を用いて、デフォルトの閾値により算出した。細胞に該当する領域の決

定は上記と同様に、IgGの染色画像を用いた Cell identificationによって RenyiEntropyに

よる閾値を用いて実施した。ゴルジ体の染色画像をグレースケールに変換し、トップ 1%

の強度のピクセルを取得する閾値設定によりゴルジ体の領域を決定し、region-of-interest 

manager を用いてゴルジ体に該当する領域のピクセル面積を算出した。本解析は CHO-

HcD6-Sar1Aと CHO-HcD6-Mock細胞それぞれ 50細胞ずつに対して実施した。 

 

2.2.10 質量分析による糖鎖解析 

 CHO-HcD6-Sar1A および、CHO-HcD6-Mock 細胞の回分培養 4 日目の培養上清

を回収し、培養上清中の IgGを HiTrap Protein A HP (Cytiva, Marlborough, MA)を用い

て分離し、約 2 mg取得した。 500 mU mL-1の PNGaseF (Takara Bio)を 3 µL用いて糖鎖

は約 2 mg の IgG から切り出し、 2-aminopyridine によって標識した 92。未反応の 2-

aminopyridine は phenol/chloroform 抽出により除去した。ラベリングされた糖鎖は LC-

2000Plus series (JASCO Corporation, Tokyo, Japan)と COSMOSIL 5C18-AR-II (Nacalai 

Tesque) を用いて reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)

によって画分した。溶出は流速 1.2 mL min-1、30°C 、50分間の条件で、solvent B (20% 

[v/v] acetonitrile/0.02% [v/v] trifluoroacetic acid)の solvent A (0.02% [%] trifluoroacetic 

acid)に対する割合を線形で 0%から 30%まで増加させることで行い excitationと emission

に対してそれぞれ 310 nmと 380 nmをモニタリングした。Glucose oligomer 2-18を糖鎖

のスタンダードとして使用した。分画された糖鎖は LC-MS/MS system (Agilent 

Technologies)および HTC Plus software (Bruker Daltonics, Billerica, MA)を用いて解析

した 93。各種 N-結合型糖鎖は液体クロマトグラフィーのピークエリアの面積に基づいて計

算した。 
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2.3 結果 

2.3.1 Sar1A 過剰発現株の抗体生産の評価 

IgG 生産に対する Sar1A 過剰発現の影響を検討するため、CHO-HcD6-Sar1A およ

び CHO-HcD6-Mock を回分培養した。CHO-HcD6-Sar1A の VCC は培養全期間を通じて

CHO-HcD6-Mockよりも低かった（図 6A）。また、CHO-HcD6-Sar1Aの viabilityは培養

7 日目に急激に低下し、CHO-HcD6-Mock における 8 日目での低下よりも 1 日早かった

（図 6B）。一方、CHO-HcD6-Sar1A では生細胞濃度が低いにもかかわらず、回分培養全

期間において CHO-HcD6-Mock よりも高い抗体濃度を示し、最終的に培養 6 日目に 177 

mg L⁻¹に達した（図 6C）。培養 3 日目のサンプルを用いて Sar1A および IgG の HC、LC

のmRNA発現量を解析したところ、Sar1Aの発現量はCHO-HcD6-Sar1Aで有意に高い一

方、HCおよびLCの発現には両細胞間で有意差は認められなかった（図 6D）。比増殖速度

は、CHO-HcD6-Mock で 0.841 day⁻¹、CHO-HcD6-Sar1A で 0.785 day⁻¹であり、培養 0

から4日目の対数増殖期において一定であった（図6E）。また、対数増殖期におけるCHO-

HcD6-Sar1Aの抗体の比生産速度は 5.40 pg cell⁻¹ day⁻¹であり、CHO-HcD6-Mockの 3.64 

pg cell⁻¹ day⁻¹と比較して 48.4%高かった（図 6F）。 
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図 6 回分培養における CHO-HcD6-Sar1Aおよび CHO-HcD6-Mockの抗体生産の評価 

（A）VCC、（B）Viability、（C）抗体濃度、（D）培養 3 日目における Sar1A および IgG

の HCと LCの mRNA発現量、（E）対数増殖期における比増殖速度（F）対数増殖期にお

ける抗体の比生産速度。これらの図は Tsunoda, Y., et al. (2024). J. Biosci. Bioeng. 138, 

171-180.にて公開されている。 

（*p < 0.05, ns, non-significant、エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 

 

 

2.3.2 Sar1Aの過剰発現が CHO細胞の抗体生産を強化したメカニズムの解析 

 翻訳阻害剤 CHX を用いて、細胞内抗体の減少を解析し、Sar1A 過剰発現が細胞

内抗体の蓄積に与える影響を評価した。新生ペプチド合成を阻害するために CHX を培養

液へ添加し、細胞外への分泌に伴う細胞内抗体の定量的変化を解析した。CHX添加後 2時
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間ごとに採取したサンプルを SDS-PAGE およびウェスタンブロットにより解析した結果、

約150 kDaの分子量を有する IgGに対応するバンドが140–180 kDa付近に検出された（図

7A）。この付近に 2本のバンドが観察されたのは、IgGを構成するHCまたは LCが部分的

に正しく折りたたまれていないことに起因すると考えられる 94。さらに、140 kDa 以下の

位置には抗体の中間体（HC2LC, HC2, HCLC, HC, LC）に対応するバンドが検出された。

IgG およびその中間体を示す各バンドの強度は、β-actin のバンド強度で補正し、細胞内抗

体量の変化を定量した。CHO-HcD6-Mock の 0 時間を基準とした相対値を算出し、プロッ

トした（図 7B, C）。CHO-HcD6-Sar1AおよびCHO-HcD6-Mockの細胞内抗体量は時間経

過とともに減少し、CHX の添加から 6 時間後に最小値へ到達し、それぞれ 0.112 および

0.218となった（図 7B）。CHO-HcD6-Sar1Aの初期抗体量は 0.434であり、IgGの蓄積が

限定的であることが示された（図 7B）。一方、細胞内抗体の中間体の初期量は CHO-

HcD6-Sar1AにおいてCHO-HcD6-Mockの2.63倍であった（図7C）。両細胞における IgG

の中間体は時間とともに減少し、CHX 添加から 8 時間後に最小値へ到達し、CHO-HcD6-

Sar1Aで 0.320、CHO-HcD6-Mockで 0.218に達した。 

 

 

図 7 翻訳阻害剤 CHX添加アッセイ 

（A）細胞内抗体（HC2LC2）およびその中間体（HC2LC、HC2、HCLC、HC、LC）の

ウェスタンブロット、（B）ウェスタンブロットのバンド強度から算出した細胞内抗体

（HC2LC2）量の経時変化（C）ウェスタンブロットのバンド強度から算出した細胞内抗体

の中間体量の経時変化。これらの図は Tsunoda, Y., et al. (2024). J. Biosci. Bioeng. 138, 

171-180.にて公開されている。 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 
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Sar1A の過剰発現が IgG の比生産速度を増加させ、細胞内抗体の蓄積を減少させた

メカニズムを解明するため、蛍光免疫染色画像に基づく画像解析を用いて、ゴルジ体と

IgG間、ならびに Sar1AとERGIC-53間の共局在性を定量的に解析した。蛍光免疫染色に

よりゴルジ体および IgG（中間体を含む）は良好に染色された（図 8A）。図 8A では、左

の図がゴルジ体と IgGのマージ画像、右上および右下がそれぞれゴルジ体および IgGのグ

レースケール画像である。これらのグレースケール画像に基づき、CHO-HcD6-Sar1A お

よび CHO-HcD6-Mock、各 50 細胞におけるゴルジ体由来ピクセルと IgG 由来ピクセル間

のPCCを ImageJのEzcolocalizationを用いて算出し、箱ひげ図に示した（図 8B）。図 8A

に示した矢印は、それぞれ PCCが 0.284および 0.586を示す細胞を指しており、箱ひげ図

中の“×”は各 PCC の平均値を示す。CHO-HcD6-Sar1A の PCC の中央値および平均値はい

ずれも CHO-HcD6-Mock より高く、その変動幅も CHO-HcD6-Mock に比べて小さかった

（図 8B）。一方で、最大 PCC 値は両細胞間でほぼ同等であり、またごく少数の細胞では

IgG とゴルジ体間に負の相関が認められた。同様の手法により、Sar1A および ERGIC-53

を標的とした蛍光免疫染色を行い、Sar1Aと ERGIC-53のグレースケール画像および両者

の重ね合わせ画像を取得した（図 8C）。その後、両者の PCC を算出した（図 8D）。図 8C

に示す矢印は、PCCが 0.903を示した細胞を表している。CHO-HcD6-Sar1Aでは、CHO-

HcD6-Mock と比較して、PCC の平均値および中央値がいずれも高く、変動も小さかった

（図 8D）。CHO-HcD6-Sar1Aとは対照的に、CHO-HcD6-Mockでは Sar1AとERGIC-53

との相関が極めて弱い、あるいは負の相関を示す細胞が認められた。 

 

図 8 蛍光免疫染色画像を用いた共局在解析 
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（A）ゴルジ体（赤色）および IgG（緑色）を検出した蛍光免疫染色画像（bars: 25 µm）、

（B）箱ひげ図を用いて表した50個の細胞におけるゴルジ体と IgG間のPCC、（C）Sar1A

（青色）および ERGIC-53（ピンク色）を検出した蛍光免疫染色画像（bars: 25 µm）、（D）

箱ひげ図を用いて表した 50個の細胞における Sar1Aと ERGIC-53間の PCC。これらの図

は Tsunoda, Y., et al. (2024). J. Biosci. Bioeng. 138, 171-180.にて公開されている。 

 

 Sar1A の過剰発現によって小胞体からゴルジ体への抗体輸送が促進された場合、

小胞体における恒常性に変化が生じると考えられるため、回分培養における UPR をモニ

タリングし、さらに小胞体とゴルジ体の面積比を蛍光免疫染色画像を用いた画像解析によ

って評価した。CHO-HcD6-Sar1A および CHO-HcD6-Mock を用いた回分培養を行い、培

養全体および対数増殖期に着目して UPR 関連遺伝子の mRNA 発現量を測定した。両細胞

株は同程度に増殖し、VCC はピークに達し（図 9A）、回分培養は 8 日目に終了した（図

9B）。8日目のサンプルでは、いずれの細胞も qPCR 解析に十分な mRNA を含んでいなか

ったため、対数増殖期である 1 日目および 4 日目、対数増殖期以降の 6 日目および 7 日目

のサンプルを mRNAの定量に用いた。興味深いことに、CHO-HcD6-Sar1Aでは 6日目に

わずかな発現誘導が認められ、7 日目に UPR 関連 mRNA の強い発現が全体として観察さ

れた。一方、CHO-HcD6-Mock では 6 日目に発現誘導がわずかに見られたものの、翌日の

7 日目に CHO-HcD6-Sar1A のような強い発現は確認されなかった（図 9C）。対数増殖期

における UPR 関連遺伝子の mRNA 発現に着目すると、8 遺伝子のうち 5 遺伝子は一貫し

て CHO-HcD6-Mockで高発現を示したのに対し、残る 3遺伝子については、1日目と 4日

目で発現が高い細胞が異なっていた（図 9D）。蛍光免疫染色画像に基づくイメージング解

析により、小胞体およびゴルジ体のピクセル面積を算出した（図 9E, F）。小胞体のピクセ

ル面積は CHO-HcD6-Sar1A で CHO-HcD6-Mock より 9.5%低かったが、ゴルジ体のピク

セル面積は CHO-HcD6-Sar1Aで 18.9%高かった（図 9E, F）。外れ値を除外した箱ひげ図

を用い小胞体とゴルジ体の面積比を比較すると、CHO-HcD6-Mockでは平均値 22.3、中央

値 15.4であったのに対し、CHO-HcD6-Sar1Aでは平均値 26.9、中央値 19.4であった（図

9G）。 
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図 9 UPR解析 

（A）VCC、（B）Viability、（C）各細胞の 1 日目を 1 とした際の 1、4、6、7 日目におけ

る UPR 関連遺伝子の mRNA 発現量変化、（D）CHO-HcD6-Mock の 1 日目の発現量を 1

とした際の対数増殖期における UPR 関連遺伝子の発現量（E）画像解析による各細胞 50

細胞の小胞体のピクセル面積の平均（F）画像解析による各細胞 50 細胞のゴルジ体のピク

セル面積の平均（G）小胞体とゴルジ体のピクセル面積比。これらの図は Tsunoda, Y., et 
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al. (2024). J. Biosci. Bioeng. 138, 171-180.にて公開されている。 

（* p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. ns, non-significant、 エラーバーは

±SEを表す。（n=3）） 

 

 

2.3.3 糖鎖解析 

 CHO-HcD6-Sar1A および CHO-HcD6-Mock から分泌された IgG の糖鎖構造を

LC-MS/MS により解析し、CHO 細胞における Sar1A 過剰発現がモノクローナル抗体品質

に及ぼす影響を評価した（図 10）。ここでは、両細胞株において G0、G0F、G1F および

G2F 型の糖鎖構造が検出され、それぞれの存在比は CHO-HcD6-Mock で 1.3%、35.3%、

52.6%、10.7%、CHO-HcD6-Sar1Aで 1.4%、42.7%、47.6%、8.3%であった。いずれの細

胞株においても、G0F および G1F 型が全体の約 90%を占め、両者の分布パターンは非常

に類似していた。しかしながら、ガラクトシル化糖鎖である G1F および G2F 型の糖鎖の

比率は、CHO-HcD6-Sar1A において CHO-HcD6-Mock よりも低かった。なお、CHO-

HcD6-MockおよびCHO-HcD6-Sar1Aのいずれにおいてもハイマンノース型糖鎖構造は検

出されなかった。 

 

図 10 分泌された抗体の糖鎖解析 

回分培養中に分泌された IgGの持つ糖鎖構造およびその割合。これらの図は Tsunoda, Y., 

et al. (2024). J. Biosci. Bioeng. 138, 171-180.にて公開されている。 
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2.3.4 Sar1Aの過剰発現の異なる抗体生産 CHO細胞への応用 

 Sar1A過剰発現がCHO-IgG1BおよびCHO-IgG3細胞の回分培養における抗体の

比生産速度に及ぼす影響を評価した。CHO-IgG1B-Sar1A および CHO-IgG1B-Mock の回

分培養を 7 日間行った結果、両細胞株の増殖は非常に類似していた（図 11A, B）。IgG 濃

度は培養 5 日目まで CHO-IgG1B-Sar1A において CHO-IgG1B-Mock より高値を示した

（図 11C）。対数増殖期における CHO-IgG1B-Sar1A の IgG の比生産速度は、CHO-

IgG1B-Mock と比較して 74.8%高かった（図 11D）。CHO-IgG3-Mock および CHO-IgG3-

Sar1A についても回分培養を行った。両細胞株は培養 6 日目の終了時点まで類似した増殖

を示した（図 11E, F）。対数増殖期における IgG 濃度は両細胞株間でほぼ同等であり（図

11G）、抗体の比生産速度はCHO-IgG3-Mockで 0.0489 pg cell⁻¹ day⁻¹、CHO-IgG3-Sar1A

で 0.0458 pg cell⁻¹ day⁻¹であり、有意な差は認められなかった（図 11H）。なお、CHO-

IgG3 由来の両細胞株の抗体の比生産速度は、CHO-HcD6 および CHO-IgG1B 由来の細胞

株と比較して著しく低かった（図 6F, 11D, H）。 
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図 11 異なる抗体生産 CHO細胞における Sar1A過剰発現の影響 

（A）CHO-IgG1B-Sar1AおよびCHO-IgG1B-MockのVCC、（B）Viability、（C）抗体濃

度、（D）対数増殖期における抗体の比生産速度、（E）CHO-IgG3-Mock および CHO-

IgG3-Sar1A の VCC、（F）Viability、（G）抗体濃度、（H）対数増殖期における抗体の比

生産速度。これらの図は Tsunoda, Y., et al. (2024). J. Biosci. Bioeng. 138, 171-180.にて公
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開されている。 

（*p < 0.05, ns, non-significant、エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 

 

 

2.4 考察 

本章では、抗体の小胞輸送の強化を目的とし、COPII 小胞形成に関与するタンパク

質である Sar1Aを IgGの小胞体への蓄積が確認されている IgG生産 CHO細胞において過

剰発現させ 75、小胞体内における IgG の蓄積および、抗体の比生産速度への影響を解析し

た。また、Sar1A の過剰発現が、COPII 小胞を介した小胞体とゴルジ間の抗体輸送、IgG

の N-結合型糖鎖修飾、さらには UPR に及ぼす影響を解析し、抗体の比生産速度が増加し

たメカニズムを明らかにするとともに、Sar1A と分泌プロセスとの包括的な関連性を解明

することを目指した。 

 

Sar1A 過剰発現が CHO 細胞の抗体の比生産速度を改善するのかを検証するため、

CHO-HcD6-Sar1A およびそのコントロールである CHO-HcD6-Mock の回分培養を行った。

CHO-HcD6-Sar1A は CHO-HcD6-Mock に比べ、ピーク VCC および対数増殖期における

比増殖速度が低かった。しかしながら、IgG 濃度は CHO-HcD6-Sar1A において高い値を

示し、その結果、対数増殖期における IgG の比生産速度は CHO-HcD6-Sar1A で有意に高

かった。一方、IgG の HCおよび LCのmRNA発現量には有意差が認められなかった。し

たがって、CHO細胞内の組換えタンパク質生産プロセス全体において、抗体の比生産速度

の改善は転写後、すなわち翻訳過程または翻訳後過程の改善に起因することが示唆された。 

 

次に、真核細胞のリボソームに作用し、翻訳を阻害する CHX とウェスタンブロッ

トを用いて、分泌に伴う細胞内 IgG 量の差異およびその時間変化を評価した。興味深いこ

とに、CHX 添加時の細胞内抗体量は CHO-HcD6-Sar1A において CHO-HcD6-Mock の

43.4%であり、Sar1A 過剰発現によって細胞内での IgG の蓄積が抑制されることが示唆さ

れた。IgGの HCおよび LCのmRNA発現量に有意差が認められなかったことから、細胞

内 IgG の中間体量については両細胞株間で差異はないと予想されたが、予想に反して、

CHX添加後の細胞内 IgG の中間体量は CHO-HcD6-Sar1A で CHO-HcD6-Mock より高い

値を示した。細胞内 IgG 量とその中間体量、さらには小胞体における抗体のアセンブリの

間には複雑な関係が存在する可能性が考えられるが、この現象を説明するためにはさらな

る実験が必要である。なお、CHX添加 6時間後には細胞内 IgG量がプラトーに達し、その

下限値は両細胞株間でほぼ同等であった。先行研究においては翻訳阻害後に IgG が細胞内

に蓄積することが報告されているが 75、Sar1A の過剰発現は細胞内 IgGの完全な分泌をも

たらすものではなかった。 
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 Sar1A 過剰発現による抗体の比生産速度の向上および細胞内抗体の蓄積の減少の

背景にあるメカニズムを解明するため、ゴルジ体と IgG、ならびに Sar1AとERGIC-53と

の共局在を定量的に解析した。しかし、異なる二種のタンパク質に結合する二種類のプロ

ーブが完全に重なって局在することは稀であるため、共局在を確認するには統計的指標が

必要となる（24）。共局在解析には主に PCC や Manders’ colocalization coefficient 

(MCC)95が用いられるが、MCCは co-occurrenceの指標であり、PCCは相関の指標である

96。ここでは、CHO-HcD6-Sar1A と CHO-HcD6-Mock におけるゴルジ体と IgG、ならび

に Sar1A と ERGIC-53 の共局在を定量的に比較するため、PCC を採用したが、これは、

CHO-HcD6-Sar1A においてゴルジ体由来のシグナルが強い領域と IgG 由来のシグナルが

強い領域がCHO-HcD6-Mockと比べてどの程度相関しているかを評価する必要があるため

である。もし IgGが小胞体からゴルジ体へ多く輸送されれば、ゴルジ体における IgG局在

がより強くなると考えられる。実際、CHO-HcD6-Sar1A では PCC が高い値を示し、

CHO-HcD6-Mock と比較して IgG がゴルジ体に強く局在していること、すなわち Sar1A

過剰発現により小胞体からゴルジ体への抗体輸送が促進され、細胞内 IgG の蓄積が減少し

ていることが示唆された。ただし、IgG にはその中間体も含まれている可能性があること

に留意する必要がある。さらに、Sar1A過剰発現によりCOPII形成が促進されているかを

検証するため、Sar1Aと ERGIC-53の共局在解析を行った。ERGIC-53はレクチンタンパ

ク質であり、小胞体において IgG のような高マンノース型糖タンパク質に結合し、それら

を COPII小胞に積み込みゴルジ体へ輸送する役割を担っている 97,98。従って、Sar1A過剰

発現により COPII 小胞形成が加速されれば、Sar1A と ERGIC-53 の共局在が強まると予

想される。実際、CHO-HcD6-Sar1AではCHO-HcD6-Mockに比べて Sar1AとERGIC-53

の PCC が著しく高く、両者の共局在が強いことが示された。したがって、Sar1A 過剰発

現は CHO 細胞において COPII 小胞形成を促進し、これにより小胞体からゴルジ体への

IgG輸送が促進され、細胞内 IgGの蓄積が低減し、最終的に IgGの比生産速度が向上した

可能性が示唆された。 

 

細胞培養において、CHO 細胞は培養環境の変動 99,100、組換えタンパク質発現、栄

養枯渇 101に起因する小胞体ストレスに曝される。この小胞体ストレスは正しく折り畳まれ

ていないタンパク質の蓄積によって引き起こされ、これを緩和するために適応応答である

UPR が誘導される。哺乳類細胞では、UPR の三つのシグナル経路が、タンパク質のフォ

ールディング、ERAD、オートファジー、翻訳抑制による負のフィードバック、リン脂質

合成、アポトーシスといった多様な細胞機構に関連する遺伝子の発現を誘導し、小胞体ス

トレスを解消するとともに細胞増殖を維持している 102,103。治療用抗体の生産において高

品質かつ高生産を達成する得るためには、培養過程における UPR 経路全体の時間的変化

104および UPR関連因子の発現レベルと組換えタンパク質生産との関連性 100を理解するこ

とが重要である。例えば、小胞体シャペロン BiP を用いたリアルタイムの小胞体ストレス
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モニタリングシステムも構築されている 105。ここでは、Sar1A 過剰発現によって COPII

小胞を介した小胞体からゴルジ体への IgG 輸送が促進され、小胞体の恒常性が変化し小胞

体ストレスが増大する可能性が考えられた。そこで、回分培養中における 8種のUPR関連

遺伝子のmRNA発現変化を解析した。これら 8種の遺伝子は、タンパク質フォールディン

グに関わるBiP、負のフィードバックおよびアポトーシスに関与する Xp1sおよびGadd34、

アポトーシスに関与する CHOP、ERAD に関わる Herpud1 および Sels、オートファジー

に関わる Sqstm1、リン脂質合成に関わる Pcyt1α から構成される。CHO-HcD6-Sar1A で

は、CHO-HcD6-Mockと比較して対数増殖期における5遺伝子のUPR誘導が低かったが、

8日目に細胞死が始まる直前の 7日目には全遺伝子において強いUPR誘導が観察された。

他の 3遺伝子については、発現が高い細胞株が day 1と day 4で異なっていた。強いUPR

誘導が day 7 に認められた要因を検討するため、蛍光免疫染色および画像解析によって小

胞体とゴルジ体の面積を比較したところ、CHO-HcD6-Sar1A では小胞体の面積が縮小し、

ゴルジ体の面積は拡大していた。これにより、COPII 小胞を介した抗体輸送の促進が小胞

体の膜成分の過剰輸送を伴い、小胞体の容量を減少させた結果、培養後期においてUPR誘

導が強まったと推察された。 

 

抗体の品質を維持することは、治療用途における抗体の機能を保証するために必須

である 34。品質管理において評価すべき因子には、糖鎖修飾、凝集 106、チャージバリアン

ト 107などが含まれる。特に糖鎖修飾は薬物動態や薬力学に大きな影響を与えることが知ら

れている 108,109。複雑な糖鎖修飾、例えばガラクトシル化はゴルジ体で行われる。しかし、

Sar1A 過剰発現による小胞体からゴルジ体への抗体輸送の促進は、ゴルジ体における修飾

処理への過負荷や、小胞体に存在する未成熟糖鎖の誤輸送を引き起こす可能性がある。そ

こで、CHO-HcD6 細胞において Sar1A 過剰発現が抗体の糖鎖修飾パターンを変化させる

か、あるいは高マンノース型糖鎖の増加を引き起こすのかを調査した。その結果、予想に

反してCHO-HcD6-MockおよびCHO-HcD6-Sar1Aのいずれにおいても高マンノース型糖

鎖は検出されなかった。しかし、CHO-HcD6-Sar1A では CHO-HcD6-Mock と比較してガ

ラクトシル化糖鎖の比率がわずかに低下していた。したがって、COPII 小胞を介した抗体

輸送の促進は糖鎖修飾に対して軽微な影響を与えると考えられる。 

 

最後に、Sar1A 過剰発現の汎用性を評価するため、CHO-HcD6 細胞とは異なる

IgG1抗体および IgG3抗体を生産する CHO細胞においても比生産速度を改善するのか検証

した。Sar1A は、先行研究により抗体分泌のボトルネックが小胞体に存在することが示唆

されていた 2 種類の CHO 細胞において過剰発現した。その結果、CHO-HcD6-Sar1A は

CHO-HcD6-Mock と比較して細胞増殖が劣っていたのに対し、CHO-IgG1B-Sar1A と

CHO-IgG1B-Mock、ならびに CHO-IgG3-Sar1Aと CHO-IgG3-Mock の間では細胞増殖の

差は認められなかった。細胞増殖の抑制は、培養温度の低下 110や細胞周期阻害剤の導入 111
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による細胞周期停止など、CHO細胞の抗体生産を向上させる戦略としてしばしば報告され

ている。この観点から、CHO-HcD6-Sar1A の高い比生産速度は、その低い細胞増殖に一

部起因する可能性がある。一方、CHO-IgG1B における Sar1A 過剰発現は細胞増殖に影響

を及ぼすことなく比生産速度を増加させた。しかしながら、CHO-IgG3 においては抗体の

比生産速度に有意な変化は認められなかった。その理由の一つとして、CHO-IgG3 におけ

る抗体比生産速度が他の二種類の細胞に比べ著しく低く、転写や翻訳過程など分泌過程以

外に主要なボトルネックが存在する可能性が考えられる。さらに、小胞体とゴルジ体間の

輸送自体が多数の因子の相互作用を含む一連のプロセスであるため、律速段階は COPII小

胞形成以外の段階に存在する可能性も考えられる。 

 

IgG生産 CHO細胞における Sar1Aの過剰発現は、COPII小胞形成の促進に伴う小

胞体からゴルジ体への抗体輸送の促進を介して、比生産速度の向上および細胞内 IgG の蓄

積の減少をもたらした。従って、小胞体における抗体の蓄積が分泌プロセスのボトルネッ

クとなっている抗体生産 CHO細胞では、Sar1Aの過剰発現による COPII小胞を介した抗

体輸送の促進が抗体の比生産速度を改善させる有効な手段となりうることが示唆された。

COPII 小胞による抗体輸送の促進はゴルジ体におけるプロセッシングの負荷を増大させ、

高マンノース型糖鎖の増加は認められなかったものの、IgG のガラクトシル化比率をわず

かに低下させた。また、COPII 小胞輸送の促進に伴う小胞体構成要素の過剰な流出やそれ

に伴う小胞体サイズの減少により、細胞死直前に強い UPR 誘導を引き起こした可能性が

ある。従って、ゴルジ体から小胞体への COPI 小胞による逆行輸送も順行輸送と同時に促

進することで、小胞体構成要素をリサイクルし、小胞体の恒常性や大きさに伴うタンパク

質の処理能力が維持できると考えられる。また、ゴルジ体以降における小胞輸送もボトル

ネックとなりうる可能性が十分にあるため、逆行輸送やゴルジ体以降の小胞輸送も含めた

包括的な小胞輸送の制御を実施していくことが重要である。本章における検証はすべてフ

ラスコ回分培養にて行われているが、実際の生産で使用されるバイオリアクターを用いた

場合、Sar1A の過剰発現が小胞体への恒常性へ与える影響に変化が生じると考えられる。

フラスコ回分培養では培養開始後、pH の制御は行われないのに対し、バイオリアクター

を用いた場合は培養中に pHが制御される。小胞体内腔における pHは 7付近で維持され、

ゴルジ体における pHは 6.0-6.7付近で維持され、シスゴルジからトランスゴルジにかけて

最適な pH は低下する。Sar1A の過剰発現により小胞体からゴルジ体への小胞輸送が活性

化することで、各オルガネラにおける最適な pH の維持が困難となり、フラスコ回分培養

後期にCHO-HcD6-Sar1A細胞においてUPRが強く誘導された可能性がある。バイオリア

クターで培養した際は、培養液中の pH が制御されるため、細胞がオルガネラ内の最適な

pHを維持しやすくなり、UPRの強い誘導は抑制することができる可能性がある。 
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第三章 合理的な分泌プロセス強化に向けた人工ボトルネックの評価と応用 

3.1 序章 

 第二章や先行研究で示されたように小胞体に関連する分泌プロセスにおけるボト

ルネックを同定し、改善することは非常に困難であり、その背景には分泌プロセスにおけ

るボトルネックと抗体生産や細胞内での抗体の動態の関係性への理解が限定的である現状

がある。従って、本章では、抗体生産 CHO 細胞の小胞体に関連する分泌プロセスにおけ

るボトルネックが細胞の抗体生産、特に細胞内の抗体動態に与える影響を評価した（図

12）。小胞体に関連する分泌プロセスでも特に重要な、フォールディング、アセンブリ、

カーゴタンパク質の選別、そして、小胞輸送という４つのプロセスにボトルネックを生じ

させるため、それぞれのプロセスの中心を担うタンパク質、BiP, PPIase, PDI, ERGIC-53, 

Sar1A をそれぞれノックダウンすることで人工的に誘導されたボトルネックをもつ５種類

の抗体生産 CHO 細胞を構築した。その５種類のボトルネックを有するモデル細胞を用い、

そのボトルネックが抗体生産性へ与える影響を評価した。また、翻訳や細胞内小胞輸送を

阻害した際の細胞内抗体及びその中間体の濃度の経時変化を解析し、ボトルネックが生じ

た各プロセス特有の細胞内抗体やその中間体の蓄積や減少トレンドが明らかとなった。さ

らに、この分泌プロファイルを活用して、３種類の異なる抗体を生産する CHO 細胞の分

泌プロファイルを比較解析し、ボトルネックの推定を行った。最後に、これら３種類の抗

体生産 CHO 細胞で各プロセスの中心を担うタンパク質を過剰発現させ、推定の妥当性を

検証し、簡易に未知のボトルネックをある程度絞り込むことができることが立証された。

この研究は、分泌プロセスにおけるそれぞれのボトルネックが CHO 細胞の抗体生産およ

び分泌プロセスに与える特徴的な影響を明らかにした。また、ここで得られた結果は特定

の非常に困難な分泌プロセスにおけるボトルネックを簡易にスクリーニングし、詳細に調

査をするべきプロセスを絞り込むことに貢献することが期待される。 
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図 12 小胞体に関連する分泌プロセスと第三章の概要 

 

 

3.2 実験材料および実験方法 

3.2.1 細胞培養 

 4種類の異なる IgG1をそれぞれ生産するCHO-K1細胞由来の 4種類の細胞株は 6 

mM L-glutamineと 15 µg mL-1 puromycinを添加した BalanCD CHO Growth Aによって

継代培養した。4種類の異なる IgG1である Trastuzumabおよび、Rituximab、Infliximab、
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Bevacizumab を生産する細胞は CHO-HcD6 細胞（RRID: CVCL_9Y69）86 および、in-

houseのCHO-Ritx、CHO-Iflx、CHO-Bvcz細胞とそれぞれ表記する。継代培養は125 mL 

Erlenmeyer shake flasksを用いて 20 mLの培養液量で、 37°C、 5% CO2、湿度 80%、

140 rpmで Climo-Shaker ISF1-XC によって実施した。VCCおよび Viabilityは Vi-CELL 

Cell Viability Analyzer で測定した。 

 

3.2.2 ノックダウンベクターと過剰発現ベクターの構築 

 Sar1A、BiP、ERGIC-53、PPIase、および PDI を CHO-HcD6 細胞にて siRNA

干渉法を用いてノックダウンするために、各遺伝子のmRNAに対する 3種類の異なる配列

を標的とするノックダウン（KD）ベクターを構築した。各遺伝子の mRNA 配列は、

NCBI データベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）から取得したチャイニーズハムス

ター（Cricetulus griseus）の配列情報に基づき、siDirect 2.0（https://sidirect2.rnai.jp/）

112を用いて 3 つの標的配列を選定した。Sar1A、BiP、ERGIC-53、PPIase、PDI の参照

した mRNA 配列のアクセッション番号はそれぞれ XM_003499885.3、NM_001246739.2、

XM_007647552.3、XM_007650771.4、NM_001246693.2 であった。siDirect 2.0 により

決定された標的配列の塩基の位置は、Sar1A が 135–157、487–509、1078–1100、BiP が

528–550、1651–1673、2188–2210、ERGIC-53 が 435–457、710–732、1075–1097、

PPIase が 13–35、244–266、250–272、PDI が 1543–1565、1003–1025、1491–1513 で

あった。short hairpin RNA (shRNA)を発現させるため、発現ベクターには pBAsi-hU6 

Neo（Takara Bio）を用い、5′末端に BamHI、3′末端に HindIII の粘着末端を有するオリ

ゴヌクレオチドを設計した（表 2）。設計したオリゴヌクレオチドのペアとなる 2 つの塩基

鎖をアニーリングし、BamHIおよびHindIIIで消化した pBAsi-hU6 Neoにライゲーショ

ンした。構築した各ベクターは、コントロールとして用いた空ベクターとともに、AhdI 

(New England Biolabs, Ipswich, MA)により線状化した後、トランスフェクションに使用

した。 

 

表 2 RNA干渉による遺伝子ノックダウンに用いた short hairpin RNAをコードするDNA

配列 
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 各標的遺伝子を CHO-Ritx、CHO-Iflx、ならびに CHO-Bvcz細胞で過剰発現させ

るため、過剰発現ベクターを構築した。CHO-K1 細胞から FastGene RNA Premium Kit

を用いて全 RNAを抽出し、PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kitを用いて cDNA

を合成した。Sar1A、BiP、ERGIC-53、PPIase、および PDI のコーディングシーケンス

をそれぞれ対応するプライマー（表 3）を用いて PCR により増幅し、得られた増幅産物を

pBudCE4.1の CMVプロモーターの下流に位置するHindIII/BamHI、ScaI、SalI/BamHI、

ScaI、および ScaI部位にそれぞれ挿入した。構築した各ベクターは、コントロールとして

用いた空ベクターとともに、NheIにより線状化した後、トランスフェクションに使用した。 

 

表 3 過剰発現ベクターの構築に用いたクローニングプライマー 

開始コドンおよび終止コドンは赤色で示した。 

 

 

3.2.3 ノックダウン細胞と過剰発現細胞の構築 

 CHO-HcD6細胞を構築した KDベクターを用いてNeon Transfection Systemに

より、トランスフェクションした。対数増殖期にある 5 × 10⁵個の細胞に 1 µg のベクター

を導入し、12-well プレートに播種した。各安定発現細胞は、6 mM L-glutamine、1,200 

µg mL⁻¹ G418（InvivoGen）、および 3% [v/v] FBSを含む BalanCD CHO Growth Aで、

37°C、5% CO₂条件下にて選択を行った。選択後、培養液量 20 mLの 125 mL shake flask

にスケールアップし、6 mM L-glutamine、15 µg mL⁻¹ puromycin、および 1,000 µg mL⁻¹ 

G418 を含む BalanCD CHO Growth A で継代培養した。最終的に、各 KD ベクターに対

して 2 つの細胞プールを得たため、各 KD 標的遺伝子に対して 6 つの細胞プール、および

2つのコントロール細胞プールを取得した(表 4)。 

 

表 4 KDベクターによって構築された KD細胞プール 

Construct Cloning forward primer ( 5′to3′) Cloning reverse primer ( 5′to3′)

Sar1A-OE ATCAAGCTTACTGCTGGTCTGTGTGTTCTGAGGGA ATCGGATCCACCACTGGGCGATGAGCGTAGACAG

BiP-OE TCGATCTTAAGCAGTATGAAGTTCCCTATGGTGGCGG GGATCCTCTAGAAGTCAGCCCTAGCAGATCAGTACACC

ERGIC-OE TAAGTCGACGATGGCGGGGTCCAGAAGGAA CAGGGATCCAGAGGGTAATGCCCACAGTC

PPIase-OE TCGATCTTAAGCAGTATGGTCAACCCCACCGTGTTC GGATCCTCTAGAAGTTTAGAGTTGCCCACAGTCGGAAATGG

PDI-OE TCGATCTTAAGCAGTATGCTGAGCCGTTCTCTGCTG GGATCCTCTAGAAGTTGGTGATGCTCCCTCCTTAGGTG
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CHO-Ritx、CHO-Iflx、および CHO-Bvcz 細胞についても、構築した過剰発現ベク

ターおよび空ベクターを用いてトランスフェクションを行った。トランスフェクションお

よび安定発現株の選択は上述と同様に実施し、選択には 450 µg mL⁻¹ Zeocinを用いた。選

択後、培養液量 20 mLの 125 mL shake flaskにスケールアップし、6 mM L-glutamine、

15 µg mL⁻¹ puromycin、および 225 µg mL⁻¹ Zeocinを含む BalanCD CHO Growth Aで

継代培養した。CHO-Ritx、CHO-Iflx、CHO-Bvcz 由来の各細胞プールは、それぞれ

Sar1A、BiP、ERGIC-53、PPIase、または PDI を過剰発現させた細胞プール、ならびに

それぞれに対するコントロール細胞プールを構築した。これらの細胞プールは、それぞれ、

CHO-Ritx 細胞に由来するものは、Ritx-Sar1A、Ritx-BiP、Ritx-ERGIC-53、Ritx-

PPIase、Ritx-PDI、Ritx-Mock、CHO-Iflx 細胞に由来するものは、Iflx-Sar1A、Iflx-BiP、

Iflx-ERGIC-53、Iflx-PPIase、Iflx-PDI、Iflx-Mock、そして CHO-Bvcz 細胞に由来するも

のは、Bvcz-Sar1A、Bvcz-BiP、Bvcz-ERGIC-53、Bvcz-PPIase、Bvcz-PDI、Bvcz-Mock

と命名した。 

 

3.2.4 シングルセルクローニング 

 限界希釈法により、各標的遺伝子の発現量が最も低い KD 細胞のシングルセル由

来のクローンを単離した。KD細胞を 96-well plate (Corning) に 0.6 cells mL-1となるよう

に播種し、6 mM L-glutamine、15 µg mL⁻¹ puromycin、および 1,000 µg mL⁻¹ G418を含

む BalanCD CHO Growth A で培養した。Sar1A、BiP、ERGIC-53、PPIase、そして、

PDI KDクローンおよびコントロールのクローンはそれぞれ 10、22、22、22、10、6クロ

ーン取得し、mRNA の発現量を測定した。最終的に得られた Sar1A、BiP、ERGIC-53、

PPIase、そして、PDI KD クローンおよびコントロールのクローンは HcD6-S2A-A10、

Used vector Constructed cell pools

Sar1A-si1 HcD6-Sa1-A, HcD6-Sa1-B

Sar1A-si2 HcD6-Sa2-A, HcD6-Sa2-B

Sar1A-si3 HcD6-Sa3-A, HcD6-Sa3-B

BiP-si1 HcD6-Bi1-A, HcD6-Bi1-B

BiP-si2 HcD6-Bi2-A, HcD6-Bi2-B

BiP-si3 HcD6-Bi3-A, HcD6-Bi3-B

ERGIC-si1 HcD6-Er1-A, HcD6-Er1-B

ERGIC-si2 HcD6-Er2-A, HcD6-Er2-B

ERGIC-si3 HcD6-Er3-A, HcD6-Er3-B

PPIase-si1 HcD6-Pp1-A, HcD6-Pp1-B

PPIase-si2 HcD6-Pp2-A, HcD6-Pp2-B

PPIase-si3 HcD6-Pp3-A, HcD6-Pp3-B

PDI-si1 HcD6-Pd1-A, HcD6-Pd1-B

PDI-si2 HcD6-Pd2-A, HcD6-Pd2-B

PDI-si3 HcD6-Pd3-A, HcD6-Pd3-B

Empty-1 HcD6-Em-A, HcD6-Em-B



46 

 

HcD6-B2A-A11、HcD6-E2A-C09、HcD6-P1A-B02、HcD6-D1B-A11、 そ し て HcD6-

Emp-A10細胞と命名した。 

 

3.2.5 回分培養 

構築した KD 細胞プールの回分培養は 125 mL Erlenmeyer shake flasks を用いて

30 mLの培養液量で、 37°C、5% CO2、湿度 80%、140 rpmで Climo-Shaker ISF1-XCに

よって実施した。使用した培地は 6 mM L-glutamineを添加した BalanCD CHO Growth 

Aである。細胞播種濃度は 5×105 cells mL-1とした。毎日 500 μLの培養液をサンプリング

し、VCC および Viability を測定した。回収された培養上清は上述と同様にサンドイッチ

ELISA 法による抗体濃度の定量に使用した。また、対数増殖期に回収された細胞ペレット

を用いて上述と同じ方法で real-time PCR を実施し、KD 標的遺伝子および、ハウスキー

ピング遺伝子である β-actin の mRNA 相対発現量を定量した。使用したプライマーは表 5

に記載する。 

 

表 5 第三章の real-time PCRに使用されたプライマー 

 

 

 構築した過剰発現細胞プールの回分培養は Duetz System の 24-well deep well 

plates (Kühner)で行い、ガス交換および 24-well deep well plates のシェーカーへの固定

には sandwich covers (Kühner)および clamp systems (Kühner)を用いた 113。また、回分

培養は 3 mLの培養液量で、 37°C、5% CO2、湿度 80%、300 rpmで Climo-Shaker ISF1-

XC によって実施した。使用した培地は 6 mM L-glutamine を添加した BalanCD CHO 

Growth Aである。細胞播種濃度は 5×105 cells mL-1とした。培養液のサンプリングは毎日

実施され、各サンプリングにて回収した 200 μLの培養液を用いて、上述と同様の方法で、

VCC、Viability、抗体濃度、過剰発現標的遺伝子および β-actinの mRNA相対発現量を測

定した。細胞の対数増殖期は上記の方法で決定し、対数増殖期における抗体の比生産速度

も同様に上記の方法で計算した。 

 

3.2.6 小胞輸送阻害剤 Brefeldin A (BFA)添加・除去アッセイ 

 HcD6-S2A-A10、HcD6-B2A-A11、HcD6-E2A-C09、HcD6-P1A-B02、HcD6-

D1B-A11、そして、HcD6-Emp-A10 細胞を培養液量 30 mLの 125 mL Erlenmeyer shake 

Target qPCR forward primer ( 5′to3′) qPCR reverse primer ( 5′to3′)

β-actin ACTCCTACGTGGGTGACGAG AGGTGTGGTGCCAGATCTC

Sar1A GCGGATCATTCTCGTCTCATGGAAT TTCACTGATTGCATCTGTCCTGTCA

BiP TCGGTGGGTCTACTCGGATT GACAGCAGCACCGTATGCTA

ERGIC-53 CGAGTGACTGGAAGAGGTCGAA CAACACCATTCCACATATCAGC

PPIase TTCATGTGCCAGGGTGTTGA GTTTGGTCCAGCATTTGCCA

PDI CCCGAATATGCCAAAGCTG CCATACTGCTGAGCCAGGTC
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flasksに 2 × 106 cells mL−1で播種し、上記の回分培養と同様の条件で培養した。小胞体と

ゴルジ体間の可逆的な小胞輸送阻害剤である Brefeldin A (BFA) (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation)を 10 µg mL⁻¹となるように添加し、8時間培養し、阻害剤の添加か

ら 0，1，2，4，6，8 時間後にサンプリングした。BFA 添加から 8 時間後、培養液中の細

胞を 100 × gで 5分間、室温で遠心分離し、細胞を回収した。回収された細胞は PBSで一

度洗浄され、100 × g で 5 分間、室温で遠心分離し、PBS を除去した。細胞を回収した際

の細胞濃度になるように BFA を含まない 6 mM L-glutamine を添加した BalanCD CHO 

Growth A に再び播種し、BFA 除去から 4 時間培養し、阻害剤除去後、0，0.5，1，2，4

時間後にサンプリングした。BFA添加から 8時間、BFA除去から 4時間、サンプリングを

行い、回分培養と同様に VCC，Viability、細胞直径を測定し、細胞ペレットも回収した。

回収された細胞ペレットは 1% [v/v] protease inhibitor cocktailを含む RIPA bufferにより

溶解し、定量的ウェスタンブロットに使用した。 CHO-Ritx、CHO-Iflx、CHO-Bvcz の

BFA添加アッセイも同様の方法で実施した。 

 

3.2.7 翻訳阻害剤 Cycloheximide (CHX)添加・除去アッセイ 

 HcD6-S2A-A10、HcD6-B2A-A11、HcD6-E2A-C09、HcD6-P1A-B02、HcD6-

D1B-A11、そして、HcD6-Emp-A10 細胞を培養液量 30 mLの 125 mL Erlenmeyer shake 

flasksに 2 × 106 cells mL−1で播種し、上記の回分培養と同様の条件で培養した。CHXを 

50 µg mL⁻¹となるように添加し、8時間培養し、阻害剤の添加から 0，1，2，4，6，8時間

後にサンプリングした。CHX添加から 8時間後、培養液中の細胞を 100 × gで 5分間、室

温で遠心分離し、細胞を回収した。回収した細胞はPBSで一度洗浄し、100 × gで5分間、

室温で遠心分離し、PBS を除去した。細胞を回収した際の細胞濃度になるように CHX を

含まない 6 mM L-glutamineを添加した BalanCD CHO Growth Aに再び播種し、CHX除

去から 4 時間培養し、阻害剤除去後、0，0.5，1，2，4 時間後にサンプリングした。CHX

添加から 8 時間、CHX 除去から 4 時間、サンプリングを行い、回分培養と同様に VCC，

Viability、細胞直径を測定し、細胞ペレットも回収した。回収された細胞ペレットは 1% 

[v/v] protease inhibitor cocktailを含む RIPA bufferにより溶解し、定量的ウェスタンブロ

ットに使用した。 CHO-Ritx、CHO-Iflx、CHO-Bvcz の CHX 添加アッセイも同様の方法

で実施した。 

 

3.2.8 定量的ウェスタンブロット 

 BFA 添加・除去アッセイおよび、CHX 添加・除去アッセイを通じて得られたラ

イセートを用いて、定量的ウェスタンブロットによる細胞内抗体およびその中間体の濃度

の定量を行った。キャピラリー電気泳動に基づく非還元 SDS-PAGE および、ウェスタン

ブロットは Jess Automated Western Blot System (ProteinSimple, San Jose, CA)によっ

て実施した。ライセート中の総タンパク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kitを用いて
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測定した。0.8-1200 ng µL-1 lysates を 40 nL、12 to 230 kDa Jess separation module 

(ProteinSimple) にロードし、分子量に基づいて、細胞内抗体とその中間体を分離した。

分離された細胞内抗体とその中間体は 1:200に希釈された Rabbit Anti-Human IgG H&L 

(HRP) (ab6759) を一次抗体として、さらに、二次抗体を含む検出キットである Anti-

Rabbit Detection Module (ProteinSimple)を用いて検出した。細胞内抗体およびその中間

体の濃度は分離、検出され、Gaussian peak fit distributionによって決定したピーク面積

に基づき、Compass for SW software (v6.2.0) (ProteinSimple) を用いて定量した。総タン

パク質量と細胞体積は一般的に線形関係にあることが知られている 114。従って、1 細胞あ

たりの細胞内抗体とその中間体濃度はキャピラリーにロードした総タンパク質量および、

分離、検出された目的タンパク質濃度、そして、細胞は球体であるという仮定に基づき、

細胞ペレットの回収時の細胞直径から計算された細胞体積から計算した。 

 

3.3. 結果 

3.3.1 人工分泌ボトルネックが抗体の比生産速度へ与える影響の評価 

 小胞体に関連した分泌プロセスにおけるボトルネックが CHO 細胞の抗体生産に

与える影響を解析するために、各プロセスを担うタンパク質をノックダウンすることで人

工的にボトルネックを誘導した。構築した KD 細胞プールを用いてフラスコ回分培養を行

った。各プロセスを担うタンパク質のノックダウンはほとんど細胞増殖に影響を与えなか

った （図 13）。抗体濃度は Sar1A KD cell poolsと BiP KD cell pools、ERGIC-53 KD cell 

poolsは培養を通じてコントロールとほとんど同等であり、培養 7日目における最終的な抗

体濃度はコントロールの平均である 146 mg L-1に対してそれぞれ 108-139, 126-154, 117-

141 mg L-1であった（図 14A-C）。PPIase KD cell poolsと PDI KD cell poolsの抗体濃度

は培養を通じてコントロールより低く、最終的な抗体濃度はそれぞれ 81.3-102 mg L-1 と

110-123 mg L-1であった （図 14D, E）。フラスコ回分培養の対数増殖期における抗体の比

生産速度と対数増殖期である 2日目のKD標的遺伝子のmRNA発現量をそれぞれプロット

した（図 15）。同じベクターを用いて構築されたそれぞれ 2 つのプールは全体的に比較的

近い位置にプロットされた。これらのプロットに対して、最小二乗法による線形近似を行

い、決定係数を算出した。対数増殖期の比生産速度はコントロール細胞の平均が 4.63 pg 

cell-1 day-1であった。Sar1A KD cell pools、BiP KD cell pools、ERGIC-53 KD cell pools、

PPIase KD cell pools、そして PDI KD cell poolsの比生産速度の平均ははそれぞれ、3.58, 

4.67, 4.22, 4.00, 3.77 pg cell-1 day-1であった。近似直線の傾きは高いものから順に PDI KD 

cell pools、PPIase KD cell pools、Sar1A KD cell poolsで、2.38, 1.01, 0.934であった。

また、近似直線の決定係数も同じ順に高かった。BiP KD cell poolsと ERGIC-53 KD cell 

poolsはコントロールと比較してKD 標的遺伝子の発現量がほとんど変わっておらず、抗体

の比生産速度もあまり変化がなかった。その結果、近似直線の傾きはそれぞれ-0.665 と

0.053であった。PDIや PPIase、Sar1Aの発現量の低下によって生じたアセンブリや、フ
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ォールディング、小胞輸送におけるボトルネックが抗体の比生産速度を低下させることが

明らかとなった。特に PDI の発現量の減少は５つの標的遺伝子の中で最も線形的に抗体の

比生産速度を減少させた。さらに、近似直線の傾きの大きさから、PDI の発現量の減少が

最も大きく抗体の比生産速度に影響を与えることが示された。 

より深刻なボトルネックを分泌プロセスに生じさせた細胞を用いてBFAアッセイや

CHX アッセイを行うため、構築されたセルプールからシングルセルを単離した。Sar1A 

KD cell pools、BiP KD cell pools、ERGIC-53 KD cell pools、PPIase KD cell pools、PDI 

KD cell pools、そしてコントロールである HcD6-Sa2-A、HcD6-Bi2-A、HcD6-Er2-A、

HcD6-Pp1-A、HcD6-Pd1-B、HcD6-Em-B からそれぞれ HcD6-S2A-A10、HcD6-B2A-

A11、HcD6-E2A-C09、HcD6-P1A-B02、HcD6-D1B-A11、そして HcD6-Emp-A10 を取

得した。これらの細胞をフラスコ回分培養し、2 日目に回収された細胞ペレットを用いて、

KD標的遺伝子の mRNA発現量を確認した。すべてのクローンにおいて KD標的遺伝子の

発現量はコントロールと比較して有意に低かった（図 16）。 
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図 13 KD細胞の回分培養における細胞増殖 

（A）Sar1A KD、（B）BiP KD、（C）ERGIC-53 KD、（D）PPIase KD、および（E）

PDI KD cell pools の VCC、（F）Sar1A KD、（G）BiP KD、（H）ERGIC-53 KD、（I）

PPIase KD、および（J）PDI KD cell poolsの Viability 
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図 14 KD細胞の回分培養における抗体濃度 

（A）Sar1A KD、（B）BiP KD、（C）ERGIC-53 KD、（D）PPIase KD、および（E）

PDI KD cell poolsの抗体濃度 

 

 

図 15 KD標的遺伝子のmRNA発現量と抗体の比生産速度の関係 

（A）Sar1A KD、（B）BiP KD、（C）ERGIC-53 KD、（D）PPIase KD、および（E）

PDI KD cell poolsの KD標的遺伝子のmRNA発現量と対数増殖期における比生産速度の

関係 
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図 16 シングルセル単離された KDクローンの KD標的遺伝子のmRNA発現量 

（A）Sar1A KD、（B）BiP KD、（C）ERGIC-53 KD、（D）PPIase KD、および（E）

PDI KDクローンの回分培養 2日目における KD標的遺伝子のmRNA発現量 

（* p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. ns, non-significant、 エラーバーは

±SEを表す。（n=3）） 

 

3.3.2 人工分泌ボトルネックが細胞内抗体の蓄積に与える影響の解析 

 小胞体に関連する分泌プロセスにおけるそれぞれのボトルネックが細胞内におけ

る抗体やその中間体の蓄積に与える影響を調査するために、BFA を用いて小胞体からゴル

ジ体への小胞輸送を阻害し、細胞内抗体とその中間体の濃度変化を解析した（図 17）。細

胞を 8 時間の間、可逆的小胞輸送阻害剤である BFA で処理した後、BFA を除去し、細胞

内抗体と中間体の蓄積が解消される過程を解析した（図 18）。LC の細胞内濃度は HcD6-

E2A-C09 が BFA 添加後 4 時間でピークである 0.00898 pg cell-1 を示した（図 17A）。

HcD6-E2A-C09は BFA 添加後 1時間を除き、BFA 添加アッセイを通じて他の細胞よりも

高い細胞内 LC 濃度を示した。BFA の除去後も HcD6-E2A-C09 はほとんどのデータポイ
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ントで他の細胞よりも高いLCの細胞内濃度を示した（図18A）。HcD6-B2A-A11とHcD6-

D1B-A11 の細胞内 LC 濃度は他の細胞と比べて BFA の添加後と除去後、両方で変化が乏

しかった。HC は IgG や他の中間体と比較して初期濃度が低く、HcD6-S2A-A10 が最も高

い、0.00113 pg cell-1を示した（図 17B）。アッセイを通じて大きな濃度変化が少なかった

LCに対して、BFA添加後 8時間でどの細胞においても細胞内 HC濃度は増加し、BFA除

去後 4時間で減少した（図 17B, 18B）。細胞内HC2の初期濃度はHcD6-S2A-A10が 0.0660 

pg cell-1 であり、それ以外の細胞は 0.0147-0.0250 pg cell-1 であった（図 17C）。HcD6-

B2A-A11、HcD6-E2A-C09、HcD6-E2A-C09 はコントロールである HcD6-Emp-A10と同

様に BFA 添加後から緩やかに増加した。HcD6-D1B-A11 は細胞内 HC2の初期濃度がこれ

らの細胞と同程度であったにも関わらず、BFA添加から 8時間後には 0.118 pg cell-1とな

り、BFA 除去後に更に増加し、最終的にはすべての細胞より高い、0.146 pg cell-1 を示し

た（図 17C、図 18C）。HcD6-S2A-A10 は BFA 添加４時間後から急激な細胞内 HC2濃度

の増加を示した。細胞内 HC2LC 濃度は HcD6-E2A-C09 と HcD6-D1B-A11 はコントロー

ルと類似した傾向を示したが、HcD6-B2A-A11 と HcD6-P1A-B02 はコントロールよりも

緩やかに増加した（図 17D）。HcD6-S2A-A10の細胞内 HC2LC濃度は BFAの添加後、除

去後を通じてすべての細胞で最も高かった（図 17D, 18D）。細胞内 HC2LC と同様に、

HcD6-E2A-C09とHcD6-D1B-A11の細胞内 IgG濃度はBFA添加後コントロールと類似し

て増加した（図 17E）。HcD6-B2A-A11とHcD6-P1A-B02の細胞内 IgG濃度はコントロー

ルよりも緩やかに増加し、BFA添加後４時間でプラトーに達したが、BFA除去後の変化は

殆どなかった（図 18E）。HcD6-S2A-A10 の細胞内 IgG の初期濃度は 0.871 pg cell-1であ

り、BFA添加から 8時間後にすべての細胞の中で最大の 1.67 pg cell -1に達した。 

 

 



54 

 

図 17 BFA添加アッセイにおける細胞内抗体と中間体濃度 

BFA添加後 8時間におけるKDクローンの細胞内の（A）LC、（B）HC、（C）HC2、（D）

HC2LC、（E）IgG濃度の変化 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 

 

図 18 BFA除去アッセイにおける細胞内抗体と中間体濃度 
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BFA除去後 4時間におけるKDクローンの細胞内の（A）LC、（B）HC、（C）HC2、（D）

HC2LC、（E）IgG濃度の変化 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 

 

 

3.3.3 人工分泌ボトルネックが細胞内抗体の分泌に与える影響の解析 

 小胞体に関連する分泌プロセスにおけるボトルネックが細胞内抗体やその中間体

の分泌に与える影響を明らかにするために、可逆的翻訳阻害剤である CHX で細胞の翻訳

を停止し、8 時間細胞内抗体やその中間体濃度の変化を解析した（図 19）。その後、CHX

を除去してから 4 時間、翻訳再開後の細胞内抗体やその中間体濃度の変化を解析した（図

20）。CHXの添加後、HcD6-B2A-A11、HcD6-E2A-C09、HcD6-D1B-A11の細胞内 LC濃

度はコントロールであるHcD6-Emp-A10と同様に減少した（図 19A）。HcD6-P1A-B02の

細胞内 LC の初期濃度は 0.000547 pg cell-1と最も低く、CHX 添加 2 時間後にプラトーに

達し、それ以上はほとんど減少しなかった。CHX除去後のHcD6-E2A-C09とHcD6-D1B-

A11 の細胞内 LC 濃度はコントロールと類似して 1 時間で急増したが、その後 1 時間で減

少した（図 20A）。細胞内 HCの初期濃度は HcD6-P1A-B02が最も高く、0.00205 pg cell-1

であった（図 19B）。HcD6-P1A-B02の細胞内HC濃度はCHX添加後 4時間でプラトーに

達し、それ以外の細胞の細胞内 HC 濃度は 2 時間後にプラトーに達した。HcD6-E2A-C09

と HcD6-D1B-A11の細胞内 HC濃度は CHX除去後 1.5時間から 2時間にかけて急増した 

（図 20B）。HcD6-P1A-B02の細胞内HC濃度は CHX除去後 2時間で増加したが、4時間

後には CHX 除去時よりも低い値を示した。BFA アッセイではほとんど検出されなかった

細胞内HCLCが CHXアッセイでは検出された（図 19C, 20C）。HcD6-B2A-A11とHcD6-

E2A-C09はコントロールと同様に細胞内HCLC濃度は CHX添加から 4時間後にピークと

なりその後、減少した（図 19C）。HcD6-P1A-B02 と HcD6-D1B-A11 の細胞内 HCLC 濃

度はそれぞれ CHX 添加から 2 時間と 6 時間がピークであった。HcD6-B2A-A11、HcD6-

E2A-C09、HcD6-D1B-A11の細胞内HCLC濃度はコントロールに類似して、CHX除去後

1 時間は増加し、その後の 1 時間で急速に減少した（図 20C）。他の細胞とは異なり、

HcD6-S2A-A10の細胞内HCLC濃度は CHX除去後 1時間で減少し、その後の 1時間で増

加した。HcD6-E2A-C09と HcD6-D1B-A11 の細胞内 HC2濃度はコントロールに類似して

CHX 除去後 8 時間でほとんど変化がなかった（図 19D）。最も CHX 添加時の細胞内 HC2

濃度が 0.0980 pg cell-1 と高かった HcD6-S2A-A10 は CHX 添加後 8 時間減少し続け、

0.0477 pg cell-1となった。HcD6-B2A-A11 と HcD6-P1A-B02 の細胞内 HC2濃度は CHX

添加後 1-2時間で増加し、その後減少した。CHX除去後は、HcD6-S2A-A10が 1時間後に

細胞内 HC2 濃度の減少を示したのに対し、それ以外の細胞は増加を示した（図 20D）。

HcD6-S2A-A10はCHX添加後および除去後を通じて他の細胞よりも高い細胞内HC2LC濃

度を示した（図 19E, 20E）。HcD6-B2A-A11はCHX添加から 1時間後に細胞内HC2LCの
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増加を示した（図 19E）。その他の細胞の細胞内 HC2LC 濃度は CHX 添加から緩やかに減

少した。HcD6-S2A-A10は細胞内 IgG濃度もアッセイを通じて最も高く、その初期濃度は

0.968 pg cell-1であった（図 19F）。HcD6-B2A-A11と HcD6-P1A-B02の細胞内 IgG濃度

は CHX添加から 1-2時間変化なく、その後に減少した。それ以外の細胞は CHX添加後指

数関数的に減少した。CHX 除去後から 4時間後の HcD6-S2A-A10の細胞内 IgG 濃度は除

去時と同等であったのに対し、それ以外の細胞は徐々に増加した（図 20F）。 

 

 

図 19 CHX添加アッセイにおける細胞内抗体と中間体濃度 

CHX 添加後 8 時間における KD クローンの細胞内の（A）LC、（B）HC、（C）HCLC、

（D）HC2、（E）HC2LC、（F）IgG濃度の変化 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 
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図 20 CHX除去アッセイにおける細胞内抗体と中間体濃度 

CHX 除去後 4 時間における KD クローンの細胞内の（A）LC、（B）HC、（C）HCLC、

（D）HC2、（E）HC2LC、（F）IgG濃度の変化 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 

 

3.3.4 CHXと BFAを用いた 3種類の抗体生産株の分泌プロファイルの評価 

 ノックダウン細胞を用いて得られたボトルネックを持つ細胞の分泌プロファイル

を活用して 3 種類の抗体生産 CHO 細胞、CHO-Ritx, CHO-Iflx, CHO-Bvcz のボトルネッ

クを推定するために、これらの細胞に対しても BFA添加アッセイ（図 21A-E）と CHX添

加アッセイ（図 21F-L）を実施した。 

細胞内 LC濃度はすべての細胞で BFA添加後に増加したが、低い初期濃度を示した

CHO-Ritx は他の細胞よりも遅れて 4 時間後に増加した（図 21A）。CHO-Bvcz の細胞内

HC の初期濃度は KD 細胞も含む全ての細胞の中で最も高い 0.000473 pg cell-1 を示し、

BFA 添加後 2 時間で減少した（図 17B, 21B）。CHO-Ritx と CHO-Bvcz の細胞内 HC2濃

度は BFAの添加後、緩やかに減少し、CHO-Iflxの細胞内 HC2濃度は非常に低く推移した

（図 21C）。CHO-Ritx の細胞内 HC2LC 濃度は BFA 添加から 8 時間後には減少し、これ

は KD 細胞を含む全ての細胞では確認されなかった（図 17D, 21D）。CHO-Iflx と CHO-

Bvcz の細胞内 HC2LC 濃度は BFA 添加後増加したが、CHO-Iflx は 8時間後も 0.0202 pg 

cell-1 と非常に低かった。細胞内 IgG 濃度は BFA 添加後、すべての細胞で増加したが、

CHO-Bvczは限定的であった（図 21E）。 
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CHX 添加時、つまり対数増殖期の細胞内 IgG 濃度に対する各中間体の相対濃度を

KD細胞を含む全ての細胞で比較した（図 21F）。コントロールを含む KD細胞では細胞内

IgG に対する細胞内 HC2 と HC2LC の相対濃度は同程度であったのに対し、CHO-Ritx, 

CHO-Iflx, CHO-Bvczの細胞内 IgGに対する HC2LC の相対濃度は HC2の２倍程度であっ

た。CHO-Iflx の細胞内 IgG に対する細胞内 LC 濃度は他の細胞と比較して 17.3-131 倍高

かった。細胞内 LC 濃度は初期濃度の非常に高かった CHO-Iflx も含め、CHX 添加後に減

少した（図21G）。CHO-Bvczの細胞内HC濃度はCHX添加後に減少したのに対し、CHO-

Iflxの細胞内 HC濃度は CHX添加後 2時間で増加し、その後減少した（図 21H）。細胞内

HCLC 濃度はすべての細胞で、CHX 添加後、ほとんど変化がなかったが、CHO-Bvcz で

は、KD 細胞を含む全ての細胞よりも高かった（図 19C, 21I）。CHO-Bvcz の細胞内 HC2

濃度はCHX添加後 1時間で増加し、CHO-Ritxの細胞内HC2濃度はCHX添加後 6時間減

少した（図 21J）。細胞内 HC2LC 濃度はすべての細胞で CHX 添加から 8 時間後には 0 時

間より減少していたが、KD細胞よりは緩やかに減少した（図 19E, 21K）。CHO-Iflxの細

胞内HCLC, HC2, HC2LC, IgGの濃度は KD細胞も含む他の細胞と比較して非常に低かっ

た（図 19C-F, 21I-L）。CHO-Ritxの細胞内 IgG濃度は CHX添加後、指数関数的に減少し

た（図 21L）。CHO-Bvczの細胞内 IgG濃度は CHX添加後 1時間変化なく、その後、減少

した。 
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図 21 3種類の抗体生産株の BFA添加アッセイおよび CHX添加アッセイにおける細胞内

抗体と中間体濃度 

BFA添加後 8時間における 3種類の抗体生産株の細胞内の（A）LC、（B）HC、（C）HC2、

（D）HC2LC、（E）IgG 濃度の変化、（F）CHX 添加 0 時間における KD クローンおよび

3 種類の抗体生産株の細胞内抗体に対する中間体の相対濃度、CHX 添加後 8 時間における

3 種類の抗体生産株の細胞内の（G）LC、（H）HC、（I）HCLC、（J）HC2、（K）HC2LC、

（L）IgG濃度の変化 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 

 

3.3.5 セルエンジニアリングによる分泌プロセス強化が抗体生産へ与える影響の評価 

 3種類の抗体生産 CHO細胞、CHO-Ritx、CHO-Iflx、CHO-Bvczにおける小胞体

に関連する分泌プロセスの強化が抗体の生産性へ与える影響を評価し、ボトルネックの推

定の妥当性を検証するために、それぞれのプロセスを担う遺伝子をアップレギュレートさ

せた細胞を用いて回分培養を行った。CHO-Ritx 由来の過剰発現細胞はすべて同様の細胞

増殖を示したのに対し、CHO-Iflx と CHO-Bvcz 由来の過剰発現細胞は一部異なる細胞増

殖を示した（図 22）。対数増殖期に回収した細胞ペレットを用いて過剰発現させた遺伝子

の発現量を定量し、ほとんどの過剰発現細胞でそれぞれのコントロールの細胞より高いタ

ーゲット遺伝子の発現量が確認された（図 23）。Iflx-PPIase のみコントロールより低い過

剰発現ターゲット遺伝子の発現量を示した（図 23D）。分泌プロセスを担う遺伝子の過剰

発現は CHO-Ritx の抗体濃度に影響がなかった（図 24A）。CHO-Iflx 由来の過剰発現細胞

の中で、Iflx-PDI が最も高い最終抗体濃度を示したが、コントロールの Iflx-Mock よりも

低かった（図 24B）。CHO-Bvcz由来の過剰発現細胞では、Bvcz-Sar1Aと Bvcz-PPIaseが

コントロールの Bvcz-Mock よりも高い最終抗体濃度を示し、Bvcz-PDI の最終抗体濃度は

他の細胞よりも顕著に低かった（図 24C）。CHO-Ritx由来の過剰発現細胞の対数増殖期に

おける抗体の比生産速度はすべてコントロールである Ritx-Mock の 8.33 pg cell-1 day-1よ

りも低く、6.64-8.27 pg cell-1 day-1 であった（図 24D）。CHO-Iflx 由来の過剰発現細胞の

抗体の比生産速度はコントロールの Iflx-Mockの 5.25 pg cell-1 day-1より有意に低く、1.31-

3.92 pg cell-1 day-1であった（図 24E）。CHO-Iflx由来の過剰発現細胞の中では Iflx-PDIが

最も高い比生産速度を示した。CHO-Bvcz 由来の過剰発現細胞のコントロールである

Bvcz-Mock の比生産速度は 7.18 pg cell-1 day-1であった（図 24F）。Bvcz-Sar1A と Bvcz-

PPIase の比生産速度は Bvcz-Mock よりも 22.3%と 18.9%高く、それぞれ 8.78 と 8.54 pg 

cell-1 day-1であった。それ以外の 3つの過剰発現細胞の比生産速度は Bvcz-Mockよりも低

く、Bvcz-PDIは最も低い比生産速度、3.13 pg cell-1 day-1を示した。 
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図 22 分泌プロセス関連遺伝子を過剰発現させた 3 種類の抗体生産株の回分培養における

細胞増殖 

（A）CHO-Ritx由来の過剰発現株、（B）CHO-Iflx由来の過剰発現株、（C）CHO-Bvcz由

来の過剰発現株の回分培養における VCC、（D）CHO-Ritx由来の過剰発現株、（E）CHO-

Iflx由来の過剰発現株、（F）CHO-Bvcz由来の過剰発現株の回分培養における Viability 

（エラーバーは±SEを表す。（n=3）） 
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図 23 分泌プロセス関連遺伝子を過剰発現させた 3 種類の抗体生産株の回分培養における

過剰発現標的遺伝子のmRNA発現量 

3種類の抗体生産株由来の（A）Sar1A過剰発現株、（B）BiP過剰発現株、（C）ERGIC-53

過剰発現株、（D）PPIase 過剰発現株、（E）PDI 過剰発現株の回分培養 2 日目における過

剰発現標的遺伝子のmRNA発現量 

（* p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. ns, non-significant、 エラーバーは

±SEを表す。（n=3）） 
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図 24 分泌プロセス関連遺伝子を過剰発現させた 3 種類の抗体生産株の回分培養における

抗体濃度 

（A）CHO-Ritx由来の過剰発現株、（B）CHO-Iflx由来の過剰発現株、（C）CHO-Bvcz由

来の過剰発現株の回分培養における抗体濃度、（A）CHO-Ritx 由来の過剰発現株、（B）

CHO-Iflx 由来の過剰発現株、（C）CHO-Bvcz 由来の過剰発現株の回分培養の対数増殖期

における抗体の比生産速度 

（* p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. ns, non-significant、 エラーバーは

±SEを表す。（n=3）） 

 

 

3.4 考察 

本研究では、CHO細胞の小胞体に関連する分泌プロセスに関連遺伝子のノックダウ

ンにより人工的にボトルネックを生じさせ、そのボトルネックが抗体生産や分泌プロセス

に与える影響を解析した。人工的に生じたボトルネックが抗体の分泌に与える影響は翻訳

阻害剤や小胞輸送阻害剤を用いて解析し、ボトルネックを持つ細胞の分泌プロファイルを

活用して、3種類の抗体生産CHO細胞のボトルネックを推定した。ボトルネックと推定さ

れたプロセスを担う遺伝子を過剰発現させ、その推定の妥当性を検証した。 
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3.4.1 人工分泌ボトルネックが抗体の比生産速度へ与える影響に関する考察 

小胞体に関連した分泌プロセスに人工的にボトルネックを生じさせるため、フォー

ルディングや、アセンブリ、輸送されるタンパク質の選別、小胞輸送を担うタンパク質を

CHO-K1細胞由来の Trastuzumab IgG1生産細胞、CHO-HcD6細胞において RNA干渉に

よりノックダウンした。Trastuzumab は IgG1 モノクローナル抗体の中でも CHO 細胞で

高発現、高生産細胞の確立が比較的容易であり 115,116、分泌プロセスに深刻なボトルネッ

クがある可能性は比較的低いと予想されるため、分泌プロセスにボトルネックを生じさせ

るためのモデル細胞としてTrastuzumabを生産するCHO-K1細胞由来のクローン、CHO-

HcD6 細胞を選択した。それぞれのプロセスに人工的に生じさせたボトルネックが抗体の

比生産速度に与える影響を評価するために、KD 細胞プールをフラスコ回分培養し、その

対数増殖期における抗体の比生産速度と KD 標的遺伝子の発現量をプロットした（図 15）。

最小二乗法による線形近似により得られたプロットの近似直線の傾きと決定係数は上から

PDI KD cell pools、PPIase KD cell pools、Sar1A KD cell poolsの順に高かった。従って、

これらのタンパク質が担う、アセンブリ、フォールディング、小胞輸送におけるボトルネ

ックは抗体の比生産速度を低下させることが示唆された。また、抗体の比生産速度へ与え

る影響の大きさはそのボトルネックが生じたプロセスによって異なることも示唆された。

特に PDI の KD による人工的なボトルネックは抗体の比生産速度への影響が大きく、PDI

の発現量低下による、ジスルフィド結合形成能の低下は CHO 細胞の抗体生産にとって、

深刻なボトルネックとなる可能性がある。BiP KD cell poolsと ERGIC-53 KD cell poolsは

コントロールの細胞とあまり変わらない KD target 遺伝子の発現量を示した。BiP と

ERGIC-53 は UPR によって発現量が増加することが報告されており 117、IgG1 の発現や

BiP や ERGIC-53 のノックダウンにより生じた UPR によって発現量が培養 2 日目の時点

でベースラインまで回復していた可能性が考えられる。 

 

3.4.2 人工分泌ボトルネックが細胞内抗体の蓄積と分泌に与える影響に関する考察 

小胞体からゴルジ体への小胞輸送を可逆的に阻害するBFAを用いて、小胞体に関連

する分泌プロセスにおけるそれぞれのボトルネックが細胞内における抗体やその中間体の

蓄積に与える影響を調査した（図 17、18）。BFA の添加後の細胞内抗体やその中間体濃度

は人工的にボトルネックを生じさせたそれぞれのプロセスによって大きく異なっていた。

輸送タンパク質の選別を担う ERGIC-53 をノックダウンさせた HcD6-E2A-C09 細胞の細

胞内LC濃度はBFA添加後に増加し、添加から4時間後にコントロールであるHcD6-Emp-

A10 や他の KD 細胞よりも 2 倍以上高い濃度に達した。ERGIC-53 はハイマンノース型の

N-glycan を認識することが報告されている 118。IgG1に結合する N-glycan は Fc 領域、つ

まり HC にのみ結合しているため、ERGIC-53 は LC とは直接的に関与しない。従って、

BFA 添加後に HcD6-E2A-C09 の細胞内 LC 濃度だけが特徴的に増加するのは予想外であ

った。HcD6-D1B-A11 の細胞内 HC2 濃度は初期濃度が同様であった他の細胞と異なり、
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BFA 添加後そして、除去後にも増加し、除去から 4 時間後には初期濃度が他の細胞よりも

高かったHcD6-S2A-A10よりも高い濃度となった。小胞体内でHC2に LCがアセンブリさ

れるにはPDIによってジスルフィド結合が形成される必要である。HcD6-D1B-A11細胞の

ジスルフィド結合形成能は PDI のノックダウンにより他の細胞よりも低下していると考え

られる。従って、BFA添加後と除去後に高い細胞内HC2濃度を示すのはアセンブリにボト

ルネックを持つ細胞の特徴であると考えられる。HcD6-D1B-A11 細胞の HC2LC 濃度は

BFA アッセイを通じて他の細胞と大きく変わらなかった。HC のコンスタントドメイン

CH1のフォールディングは非常に遅い反応であり、LC との結合によって完全に折りたたみ

が完成する 119。一方、HC2LCへの LCの結合はHC2LCが安定した構造であるので比較的

早い反応であると考えられているため、HC2LCへの LCの結合よりもHC2への LCの結合

のほうが遅く進行する可能性が高いと考えられている。従って、PDI のノックダウンは細

胞内 HC2 の蓄積を加速させた一方で、HC2LC への影響は限定的であったと考えられる。

Sar1A のノックダウンにより小胞体からゴルジ体への小胞輸送にボトルネックを有すると

考えられるHcD6-S2A-A10細胞は小胞体内への IgGの蓄積量が増加するという予想と合致

して、その細胞内 IgGの初期濃度は高く、BFA添加後のさらなる蓄積も確認された。従っ

て、細胞内 IgG の初期濃度の高さやその後の蓄積が小胞輸送にボトルネックがある細胞の

特徴であると考えられる。HcD6-S2A-A10細胞は細胞内 IgGのみならず、細胞内HC, HC2, 

HC2LCの初期濃度も他の細胞と比較して非常に高かった。HC2への LCへの結合は可逆的

であり、細胞内 IgGの蓄積が加速することで、基本的には安定な構造である IgGやHC2LC

以外の中間体の組み立てに関しても動的平衡がシフトした可能性が考えられる。フォール

ディングに関連するBiPやPPIaseをノックダウンしたHcD6-B2A-A11とHcD6-P1A-B02

細胞の細胞内 IgG 濃度は他の細胞より BFA 添加後の増加が限定的であった。フォールデ

ィングにボトルネックがある細胞は IgG まで組み立てられるまでの時間が長い可能性が高

く、BFA添加により小胞輸送を阻害しても細胞内 IgGが蓄積しにくい特徴があることが示

唆された。細胞内 IgG のみならず HcD6-B2A-A11 と HcD6-P1A-B02 の細胞内の HC2や

HC2LCの濃度の増加も比較的緩やかであった。 

 

タンパク質の翻訳を可逆的に阻害する CHX を用いて、小胞体に関連する分泌プロ

セスにおけるそれぞれのボトルネックが細胞内における抗体やその中間体の分泌に与える

影響を調査した（図 19、20）。細胞内 LCおよび細胞内HC濃度はCHX添加後にすべての

細胞において減少し、添加から 8 時間後の濃度が初期濃度よりも高い細胞は存在しなかっ

た。従って、分泌プロセスにおけるボトルネックは CHX 添加後の細胞内のそれぞれの単

量体、HC と LC 濃度の変化にほとんど影響がないことが示唆された。CHX アッセイでは

細胞内 HCLC が検出された。多くの IgG1 の組み立て過程は上述のとおりであるが、環境

条件依存的にまたはアイソタイプによっては IgG や HC2LC 内の HC 鎖間のジスルフィド

結合が開裂する、または細胞内 HCLC が中間体となる可能性があるため 120、HCLC のヘ
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テロダイマーが観察されたと考えられる。すべての細胞で細胞内HCLC濃度は IgGや他の

中間体の濃度と異なり、CHX 添加から 8 時間で増加した。これは CHO-HcD6 由来の KD

細胞ではHCLCが IgGへの組み立て過程での主たる中間体ではなく、条件依存的に生じた

副生成物であることを示唆している。フォールディングにボトルネックを生じさせた

HcD6-B2A-A11と HcD6-P1A-B02細胞の細胞内 HC2LC濃度は CHX添加後 1-2時間増加

した。LCのフォールディングが遅延することで、LCがHC2に結合する反応が遅くなると

考えられる。また、HC のフォールディングの遅延は翻訳停止後も HC2を形成する HC を

供給することにつながると考えられる。HC2 と同様に、HcD6-B2A-A11 細胞の細胞内

HC2LC 濃度は CHX 添加後 1 時間、特徴的に増加した。これも LC のフォールディングの

遅延により IgGへの組み立てが遅れていることと、翻訳停止後もHC2が細胞内に比較的高

濃度で存在することに起因すると考えられる。従って、CHX 添加に細胞内 HC2LC 濃度が

一時的に増加するのはフォールディングにボトルネックを持つ細胞の特徴であると考えら

れる。さらに HcD6-B2A-A11 と HcD6-P1A-B02 細胞の細胞内 IgG は CHX 添加後 1-2 時

間変化なく、その後減少した。他の細胞の細胞内 IgG 濃度は CHX 添加後、ただちに減少

が始まり、8時間後まで指数関数的に減少した。HcD6-B2A-A11とHcD6-P1A-B02細胞で

は CHX添加後の 1-2時間、HC2LCへの LCのアセンブリによる IgGの生成と IgGの分泌

による減少が拮抗し、細胞内 IgG 濃度の減少が遅れたと考えられる。従って、この傾向も

フォールディングにボトルネックが存在する細胞の特徴であると考えられる。 

 

3.4.3 分泌プロファイルを用いた 3 種類の抗体生産株の分泌ボトルネックの推定と推

定の妥当性の検証 

KD 細胞を対象に行なった CHX アッセイと BFA アッセイを通じて得られた、小胞

体に関連した分泌プロセスにボトルネックを持つ細胞の分泌プロファイルを活用し、異な

るモノクローナル抗体生産 CHO 細胞の分泌プロセスにおけるボトルネックの推定を試み

た（図 21）。この検証は IgG1 抗体である Rituximab、Infliximab、そして Bevacizumab

をそれぞれ生産するCHO-K1細胞由来のクローンを用いて実施された。Rituximabはフィ

ード戦略や温度シフトで高生産を達成できる 121、比較的発現が難しくないモノクローナル

抗体である。BFA添加後 8 時間の CHO-Ritx細胞の細胞内 IgG濃度の変化は HcD6-B2A-

A11 や HcD6-P1A-B02 と類似していた。しかしながら、CHX 添加後、CHO-Ritx 細胞の

細胞内 IgG 濃度は指数関数的に減少し、コントロールの HcD6-Emp-A10 細胞と類似して

いた。興味深いことに、細胞内 IgG 濃度とは異なり、CHO-Ritx 細胞の細胞内 HC と LC

の濃度は BFA添加アッセイと CHX添加アッセイにおいて、ほとんどの KD細胞より比較

的低かった。その一方で、CHX 添加時の細胞内 IgG 濃度に対する HC2LC の相対濃度は

KD細胞のみならず、CHO-Iflxや CHO-Bvcz細胞よりも顕著に高かった。CHO-Ritx細胞

の細胞内HC2LC濃度の高さはアセンブリの完了に必要なLCが不足していることを示唆し

ており、特に他の KD細胞や CHO-Iflx, CHO-Bvcz細胞と比較して CHO-Ritx細胞の細胞
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内 LC 濃度が低かった結果によって裏付けられている。従って、CHO-Ritx 細胞では分泌

プロセスよりもむしろ LC のポリペプチドの供給がボトルネックとなっている可能性が高

く、LC の mRNA 発現量を増加させることが抗体の比生産速度を改善すると推測される。

Infliximab は他のモノクローナル抗体と比較して CHO 細胞での発現が難しい、いわゆる

difficult-to-express、難発現抗体であることが知られている 122-124。CHO-Iflx 細胞の細胞

内 IgGおよびHC2, HC2LC濃度はBFA添加アッセイとCHX添加アッセイを通じてKD細

胞や CHO-Ritx, CHO-Bvcz細胞よりも顕著に低かった。しかしながら、細胞内 LC濃度に

着目すると、他の細胞と同等か、それ以上に高かった。特に、CHX添加時における細胞内

IgG 濃度に対する細胞内 LC の相対濃度は 17.3-131 倍高く、LC のフォールディングやア

センブリにボトルネックが存在することが予測される。先行研究によって、CHO細胞によ

る Infliximab 生産における細胞内ボトルネックは LC のシグナルペプチドの不適切なプロ

セッシングに起因する LC 内のジスルフィド結合の形成のエラーであることが指摘されて

いる 72,73。従って、CHO-Iflx においてフォールディングやアセンブリに関わる遺伝子をア

ップレギュレートすることで抗体の比生産速度が改善されると考えられる。Bevacizumab

は Rituximab と同様に CHO 細胞で比較的高発現させやすいモノクローナル抗体の一つで

ある 125。CHO-Bvcz細胞の細胞内 IgG濃度は CHX添加から 1時間後に減少が始まり、こ

れはフォールディングにボトルネックを生じている HcD6-B2A-A11 や HcD6-P1A-B02 細

胞と同様の傾向であった。CHO-Bvcz 細胞の細胞内 HC2濃度は CHX 添加後に一時的に増

加しており、これは HcD6-B2A-A11 や HcD6-P1A-B02 細胞でも類似した現象が確認され

ている。HcD6-B2A-A11やHcD6-P1A-B02細胞と同様に、CHO-Bvcz細胞でもCHX添加

後暫くの間、HCから HC2へのアセンブリが進行したと考えられる。また、BFA添加後の

CHO-Bvcz細胞の細胞内 IgG濃度も HcD6-B2A-A11や HcD6-P1A-B02と類似して、緩や

かに増加し、細胞内への IgG の蓄積は限定的であった。従って、CHO-Bvcz 細胞の分泌プ

ロセスにおけるボトルネックはフォールディングであると推測された。 

 

KD 細胞を用いて得られた分泌プロファイルを活用した、CHO-Ritx, CHO-Iflx, 

CHO-Bvcz 細胞の小胞体に関連する分泌プロセスにおけるボトルネックの推定の妥当性を

検証するために、各プロセスを担う遺伝子を過剰発現させて抗体の比生産速度への影響を

評価した（図 22、23、24）。上述のとおり、CHO-Ritx 細胞は分泌プロセスにおける確た

るボトルネックを有していないことが予測され、むしろ LC などのｍRNA 発現量増加など、

ポリペプチドのさらなる供給が抗体の比生産速度を増加させると考えられる。CHO-Ritx

細胞由来の過剰発現細胞は回分培養期間中にコントロールと同様の IgG 濃度を示し、対数

増殖期における比生産速度はコントロールよりも 0.720-20.3%低かった。これは分泌プロ

セスに大きなボトルネックを有していない可能性が高いという推定と一致していた。LCの

mRNA 発現量の増加をはじめとする LC のポリペプチドの供給量の増加が抗体の比生産速

度を改善するかどうかを明らかにするにはさらなる調査が必要である。CHO-Iflx細胞の分
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泌プロセスのボトルネックは、LC 内のジスルフィド結合形成のエラーに起因するフォー

ルディングやアセンブリにあると推定された。CHO-Iflx細胞由来の過剰発現株はコントロ

ールの Iflx-Mock細胞より低い抗体濃度と比生産速度を示した。先行研究によりInfliximab

生産 CHO 細胞では UPR に関する ERAD 経路がアップレギュレートされていることが報

告されており 73、Infliximab の発現は LC 内のジスルフィド結合形成のエラーにより正し

く折りたたまれていない LC によって小胞体ストレスを引き起こすと考えられる。タンパ

ク質の過剰発現は小胞体ストレスを引き起こし、抗体の生産性を制限することが報告され

いる 126。CHO-Iflx 細胞での分泌プロセスに関連するタンパク質の過剰発現はさらなる小

胞体ストレスを引き起こしている可能性があり、抗体の比生産速度が減少したと考えられ

る。しかしながら、Iflx-PDI 細胞が過剰発現細胞の中で最も高い比生産速度を示した。

PDI の過剰発現は LC 内のジスルフィド結合の形成を部分的に支援したが可能性がある。

一方で、CHO-Iflx 細胞では誤って処理されたシグナルペプチドが LC のミスフォールディ

ングを引き起こしている可能性が高く、PDI の過剰発現の影響は限定的であったと考えら

れる。先行研究でも検証されているように、シグナルペプチドを処理するシグナルペプチ

ダーゼやシグナル認識粒子（signal recognition particle, SRP）が CHO-Iflx細胞のボトル

ネックを直接的に解消できると考えられる 72。CHO-Bvcz 細胞の分泌プロセスにおけるボ

トルネックはフォールディングであると推定された。推定の通り、フォールディングに関

わる PPIase の過剰発現は CHO-Bvcz 細胞の抗体の比生産速度を 18.9%増加させた。しか

しながら、フォールディングに関わる BiP の過剰発現による比生産速度の増加は確認され

なかった。BiP の過剰発現はフォールディングを支援することで小胞体ストレスを軽減す

るが、抗体が小胞体内での滞留時間が増加することが報告されている 127。従って、CHO-

Bvcz細胞におけるBiPの過剰発現はフォールディングを部分的に支援したが、抗体の小胞

体における滞留時間は長くなり、最終的に抗体の比生産速度はほとんど変化がなかったと

考えられる。興味深いことに、Sar1Aの過剰発現も CHO-Bvcz細胞の抗体の比生産速度を

22.3%増加させた。BFA 添加アッセイの細胞内 IgG濃度に着目すると、CHO-Bvcz細胞に

おける IgG の初期濃度はすべての細胞の中で Sar1A をノックダウンした HcD6-S2A-A10

細胞に次いで 2 番目に高かった。従って、フォールディングのみならず、小胞輸送も

CHO-Bvcz 細胞の分泌プロセスにおけるボトルネックの一つであったことが示唆された。

以上の検証より、分泌プロファイルを用いた 3 種類の抗体生産 CHO 細胞のボトルネック

の推定は妥当であると結論付けられた。 

 

本章では、抗体生産 CHO 細胞の小胞体に関連する分泌プロセスにおけるボトルネ

ックが細胞の抗体生産、特に細胞内の抗体動態に与える影響を人工的に分泌プロセスにボ

トルネックを生じさせることで体系的に評価した。分泌プロセスにノックダウンを生じさ

せた細胞の分泌プロセスを翻訳阻害剤や小胞輸送阻害剤を用いて解析し、そこで得られた

分泌プロファイルを活用することで 3 種類の異なる抗体生産 CHO 細胞の分泌プロセスに
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おけるボトルネックを推定した。推定の妥当性を検証し、妥当であることが明らかとなっ

た。ここで得られた知見を用いることで、抗体生産 CHO 細胞の分泌プロセスにおけるボ

トルネックを簡易的にスクリーニングできる可能性がある。一方で、抗体の比生産速度を

劇的に改善するような因子の特定には潜在的な限界がある。このアプローチはこれまで実

施されてきたような地道で詳細な解析と組み合わせることで、相乗効果が期待できる。ま

た、本章では異なる細胞に対してではあるものの、関連遺伝子のノックダウンにより分泌

プロセスにボトルネックを生じさせ、反対に関連遺伝子の過剰発現によって推定されたボ

トルネックの改善を試みている。分泌プロセスにほとんどボトルネックのない場合は任意

のプロセスを担う遺伝子の発現量を低下させることでそこが分泌プロセス全体におけるボ

トルネックとなると考えられる。すでに特定のボトルネックが存在している場合はそのプ

ロセスを担う遺伝子のノックダウンによってさらにボトルネックが深刻化することで抗体

の比生産速度は減少し、反対に関連遺伝子の過剰発現によってボトルネックは緩和し、抗

体の比生産速度は増加すると考えられる。また、ボトルネックが複数存在する場合は単一

のプロセスの改善では抗体の比生産速度の増加に繋がらない可能性が高いと考えられる。

本章にて阻害剤を用いたアッセイで細胞内抗体や中間体の濃度変化に大きな違いが KD 細

胞間で生じたこと、そして KD 細胞間で抗体の比生産速度への影響が異なっていたことは、

関連遺伝子のノックダウンによって人工的に異なる分泌プロセスにボトルネックを生じさ

せることに成功していることを裏付けている。さらに、推定の妥当性の検証にて単一の遺

伝子の過剰発現が大幅な抗体の比生産速度の改善に繋がらなかったことは、分泌プロセス

の主要なボトルネックは単一のプロセスのみならず複数のプロセスかつ、今回対象とした

4つのプロセス以外のプロセスで生じていることを示唆している。 
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第四章 新規抗体生産宿主 CHL-YN細胞の分泌プロセスに関する網羅的解析 

4.1 序章 

 トランスクリプトミクスやプロテオミクス、メタボロミクスを始めとするオミク

スプロファイリングは CHO 細胞の全体像の理解に大きく貢献してきた 128-133。CHO 細胞

培養における培養液中の酸素濃度や pH などのプロセスパラメータの変化が細胞増殖や生

産性、そして生産物の品質に影響を与える際にその背景で起こっているメカニズムとして

の生物学的プロセスや経路における変化をオミクスプロファイリングは明らかにしている

134,135。特に、異なる CHO 細胞株間の比較や、由来となる生物種、または自然界でのもと

もとの役割が異なる細胞間での比較においてオミクスプロファイリングを用いた GO エン

リッチメント解析やパスウェイエンリッチメント解析はその威力を発揮する。CHO-K1 や

CHO-DG44, CHO-DXB11 という異なる CHO 細胞株間でのオミクスプロファイルの比較

はエネルギー代謝や細胞周期に関する細胞内プロセスが細胞間で異なっていることを明ら

かにした 136。本章では、新規に樹立されたバイオ医薬品生産宿主である CHL-YN 細胞と

CHO細胞のトランスクリプトームやプロテオームをバイオロジカルプロセスとパスウェイ

のエンリッチメント解析によって比較した。CHO 細胞と CHL-YN 細胞のトランスクリプ

トームプロファイルを比較すると、CHL-YN 細胞ではアミノ酸や塩基、脂質の代謝やタン

パク質の翻訳プロセスが、CHO細胞では小胞体における翻訳後プロセスが活性化されてい

た。CHO 細胞と CHL-YN 細胞のプロテオームの比較では、トランスクリプトミクスと一

貫してCHL-YN細胞ではエネルギー生産やバイオマス生産、そして細胞周期に関連するプ

ロセスが、CHO細胞では小胞輸送などの翻訳後プロセスが活性化していた。ここで得られ

た発見は新規のバイオ医薬品生産宿主として有望なCHL-YN細胞の分泌プロセスを始めと

する生産宿主としての特徴を明らかにし、従来の CHO 細胞や CHL-YN細胞などの新規の

宿主細胞の抗体生産性や増殖速度を左右する有効なバイオマーカーやセルエンジニアリン

グにおけるターゲットの探索に貢献する。 

 

4.2 実験材料および実験方法 

4.2.1 細胞培養 

 本章で使用した IgG1 生産 CHO-K1 細胞と IgG1 生産 CHL-YN 細胞はそれぞれ

CHO-HcD6細胞（RRID: CVCL_9Y69）86と in-houseの CHL-YN-IgG1 B-08 cell clone56

であり、本章ではCHO-K1-IgGとCHL-IgGと表記する。これらの細胞およびCHO-K1細

胞（ATCC:CCL-61）と CHL-YN細胞 55は 6 mM L-glutamineを添加した EX-CELL CD 

CHO Fusion (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)で培養した。なお、CHL-YN細胞は以降CHL

細胞と記載する。CHO-DG44細胞は6 mM L-glutamineを添加した EX-CELL 302 Serum-

Free Medium for CHO Cells (Sigma Aldrich)で培養され、CHO-S細胞（R80007, Thermo 

Fisher Scientific）は 6 mM L-glutamineを添加した FreeStyl CHO Expression Medium  

(Thermo Fisher Scientific)で培養した。回分培養は 125 mL Erlenmeyer shake flasksを
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用いて 30 mLの培養液量で、 37°C、5% CO2、湿度 80%、CHO-K1、CHO-DG44、CHO-

Sは 90 rpm，CHO-K1-IgG、CHL、CHL-IgGは 140 rpmで、Climo-Shaker ISF1-XCに

よって実施した。毎日サンプリングを行い、VCC および Viability は Vi-CELL Cell 

Viability Analyzerによって測定した。CHO-K1-IgG、CHO-K1、CHO-DG44は対数増殖

期の後半である培養 4 日目に、CHL-IgG、CHL、CHO-S は対数増殖期の後半である培養

2日目に 3×105から 5×105 細胞を回収し、すべての細胞の細胞ペレットを RNAシーケンシ

ング(RNA sequencing, RNA-seq)に用い、また、それぞれ同じタイミングで取得した

CHO-K1-IgGと CHL-IgGの細胞ペレットはプロテオミクスに用いた。 

 

4.2.2 細胞内転写物の RNA-seq 

 細胞ペレットからの mRNA の抽出は RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germantown, 

MD)を用いて実施し、RNA ライブラリーの品質は Agilent 4200 TapeStation System 

(Agilent Technologies)を用いて確認した。RNA-seq library は TruSeq Stranded mRNA 

LT Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, CA)を用いて調整し、RNA-seq は 101 bp、

pair-end readで NovaSeq X (Illumina)を用いて実施した。 

 

4.2.3 RNA-seqのデータプロセッシング 

RNA-seq の生データは Fastp v0.22.0137を用いてアダプター配列をトリミングし、

低品質配列をフィルタリングした。トリミング後の配列の品質は FastQC v0.12.1を用いて

確認した。トリミング後の配列はチャイニーズハムスターのトランスクリプトームデータ

ベースGCF_003668045.3_CriGri-PICRH-1.0_rna.fna.gz上に Salmon v1.10.0138を用いて

マッピングされ、transcripts per million (TPM)のデータセットを取得した。CHO-K1 と

CHL間、CHO-DG44とCHL間、CHO-SとCHL間、そして、CHO-K1-IgGと CHL-IgG

間の DEG を TPM データセットおよび R studio-driven TCC-GUI139を用いて取得した。

TCCで使用したパラメータは filter low count genes thresholdが 10、normalizationおよ

び DEG identification methodsが deseq2、そして、false discovery rate (FDR)<0.05とし

た。CHO-K1とCHL間、CHO-DG44とCHL間、CHO-SとCHL間、そして、CHO-K1-

IgGとCHL-IgG間のDEGに共通するDEGおよび、CHO-K1-IgGとCHL-IgG間のDEG

を用いてGOエンリッチメント解析とKEGGパスウェイエンリッチメント解析を行った。 

 

4.2.4 細胞内タンパク質の質量分析 

 細胞ペレットは 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (Thermo Fisher Scientific)

を添加した RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific)により溶解した。ライセートは氷上で

超音波破砕し、細胞由来のデブリは 4°C での遠心分離によって除去した。抽出された総タ

ンパク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kitによって定量され、 50 µgのタンパク質が

乾燥され、50 µLの 50 mM triethylammonium bicarbonate (TEAB)で再懸濁した。12 µL
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の 15 mg mL-1 dithiothreitol (DTT)/100 mM TEABを加え、58°Cで 1時間インキュベー

トし、タンパク質を還元した。1.2 µLの 36 mg mL-1 iodoacetamide/100 mM TEABを添

加し、暗所で 30分間インキュベートし、タンパク質をアルキル化した。タンパク質の精製

は SP3 beads (PreOmics, Planegg, Germany)を用いて実施し、 タンパク質のトリプシン

消化は SP3 beads上で行い、100 µLの 27 µg mL-1 trypsin (Thermo Fisher Scientific)/100 

mM TEAB を用いて、 37°C 、1000 rpmでオーバーナイトでインキュベートした。消化さ

れたペプチドは TMT10plex Isobaric Label Reagents and Kits (Thermo Fisher 

Scientific)/42 µL acetonitrileを用いて tandem mass tag (TMT)でラベリングした。TMT

でそれぞれラベリングされたサンプルを混合し、Pierce Det removal columns (Thermo 

Fisher Scientific)で精製し、標準的な reverse-phase liquid chromatography (RPLC) によ

って 24フラクションに分画した後、LC-MS/MSに使用した。 

 分画した 24 フラクションはそれぞれ 50 µLの 2% acetonitrile/0.1% formic acid

で再懸濁され、各フラクションあたり 3 µLを用いて、nano-LC-Orbitrap-Lumos (Thermo 

Fisher Scientific)によって解析を行った。ペプチドは 75 µm x 150 mm ProntoSIL-120-5-

C18 H column 3 µm, 120 Å (BISCHOFF, Turvey, UK) および、NEO nano-LC (Thermo 

Fisher Scientific)を用いた RPLC によって分離し、solvent A (0.1% formic acid/2% 

acetonitrile)に対する solvent B (0.1% formic acid/90% acetonitrile)の割合を 90分かけて

線形に増加させることで溶出した。溶出されたペプチドは 1 µm emitter tipを用いて、1.9 

kV spray voltageでOrbitrap Fusion Lumos mass spectrometer (New Objective, Littleton, 

MA)にスプレーされ、イオン化した。Dynamic exclusion 45秒で Data Dependent Top 15 

methodにより Orbitrapで 400-1500 m/zの範囲で Full MS survey scansを実施した。各

プリカーサーイオンは 0.7 Daの範囲で単離され、HCD activation collision energy 38でフ

ラグメント化された。プリカーサーイオンおよびフラグメントイオンはそれぞれ分解能

120,000および、50,000で解析した。 

 

4.2.5 プロテオームのデータプロセッシング 

 ペプチド配列はMSおよびMS/MSスペクトルから同位体分離された質量を基に、

Proteome Discoverer 3.2.5 (Thermo Fisher Scientific)および Mascot 2.8.2 (Matrix 

Sciences, Chicago, IL)を用いて、Cricetulus griseus protein databaseに基づいて同定し

た。システインにおける carbamidomethyl、N 末端における TMT6pl、 リシンにおける

TMT6pl は固定修飾として設定し、メチオニンの酸化およびアスパラギンとグルタミンの

脱アミド化は可変修飾として設定した。プリカーサーイオンおよびプロダクトイオンの質

量許容差はそれぞれ 5 ppmおよび 10 ppmとした。各サンプルの同定したタンパク質量は

総ペプチド量で補正した。NCBIの Cricetulus griseus databaseを用いたアノテーション

で、低品質なアノテーションを示したタンパク質は解析から除外した。FDR<0.01、

Mascot Score>40、そして全てのサンプルで検出されたタンパク質を信頼可能なタンパク
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質として解析に用いた。One-way analysis of variance (ANOVA)において、CHO-K1-IgG

と CHL-IgG間で p<0.05 のタンパク質を DEGとした。 

 

4.2.6 GO/KEGGパスウェイエンリッチメント解析によるトランスクリプトミクス 

 ノンコーディング RNAおよび NCBI Cricetulus griseus databaseを用いたアノ

テーションにおいて“LOC”から始まる、機能が未確定であり、低信頼性の遺伝子にアノ

テーションされた mRNA は DEG から除外した。DEG の中で 2 倍以上の発現量差を示し

た DEG に関して、mRNA アクセッションナンバーに基づいて NCBI Cricetulus griseus 

databaseにより gene symbolを取得した。最終的に取得したDEGを用いて、gene symbol

に基づいて GO エンリッチメント解析、Kyoto Encyclopedia Genes and Genome 

(KEGG)140 パスウェイエンリッチメント解析を行った。  

 GO エンリッチメント解析は Metascape (https://metascape.org)141 を用いて、

biological processに関して実施した。Metascapeで使用した解析条件は、ontology source

は GO Biological Processes、enrichment backgroundはMus musculus genomeの全遺伝

子とした。Collectionおよび groupingの閾値は、cumulative hypergeometric distribution

を p<0.01とし、minimum countを 3、enrichment factorを 1.5以上とした。有意にエン

リッチされたタームは Benjamini-Hochberg (BH) corrected FDR142で q<0.1の閾値で決定

した。 

 KEGG パスウェイエンリッチメント解析は Database for Annotation, 

Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) (http://www.david.niaid.nih.gov)143を

用いて実施した。DAVID による KEGG パスウェイエンリッチメント解析で使用した解析

条 件 は 、annotation category を KEGG_PATHWAY、enrichment background を

Cricetulus griseus genome の全遺伝子とした。 Collection と grouping の閾値は、 

modified Fisher's exact p-valueである EASE Score144を p-value<0.01、minimum count

を 2とした。有意にエンリッチされたタームは Benjamini-Hochberg (BH) corrected FDR

で q<0.1の閾値で決定した。 

 

4.2.7 GO/KEGGパスウェイエンリッチメント解析によるプロテオミクス 

 NCBI Cricetulus griseus database を用いたアノテーションにおいて低品質アノ

テーションを示したタンパク質は DEG から除外した。DEG の中で 1.2 倍以上の発現量差

を示したDEGを用いて、それぞれの gene symbolに基づいて、GOエンリッチメント解析

およびKEGGパスウェイエンリッチメント解析を実施した。両解析において使用された解

析条件はトランスクリプトミクスと同じである。 

 

4.2.8 mRNAおよびタンパク質発現量の比較 

 TPM データ及びタンパク質の定量データを用いて mRNA およびタンパク質発現



74 

 

量の比較を行った。各mRNAおよびタンパク質には配列のバリアントが存在するが、最も

豊富に存在するバリアントを発現量の比較に用いた。特定のパスウェイやバイオロジカル

プロセスに該当する遺伝子リストは KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html)

の Cricetulus griseusのデータベースおよび、AmiGO (http://www.geneontology.org)145の

Mus musculusのデータベースより取得した。ER to Golgi vesicle-mediated transportお

よび、Golgi to plasma membrane protein transportのバイオロジカルプロセスに該当す

る遺伝子リストは GO:0006888および、GO:0043001を参照した。 

 

4.3 結果 

4.3.1 CHL-YN細胞と CHO細胞のトランスクリプトミクスの比較 

 CHO-K1とCHL、CHO-DG44とCHL、CHO-SとCHL、そして、CHO-K1-IgG

と CHL-IgG、すべてのペアに共通する 767 個の DEG から、2 倍より大きい発現量差をす

べてのペア間で示す DEG を選択し、そのうち CHL と CHL-IgG を含む CHL 細胞グルー

プで高発現量を示す DEG と、CHO-K1、CHO-DG44、CHO-S、CHO-K1-IgG を含む

CHO細胞グループで高発現量を示す DEGをそれぞれ用いて GOエンリッチメント解析を

行った。CHL 細胞のグループでは amino acid metabolic process や dicarboxylic acid 

metabolic process, positive regulation of organic acid transportなど、有機酸代謝に関わ

るバイオロジカルプロセスがアップレギュレートされていた（図25A）。代謝に関わるプロ

セスは有機酸代謝のみならず、核酸塩基に関する代謝や脂質に関する代謝もアップレギュ

レートされていた。その他の抗体生産に重要なプロセスとして、翻訳に関わるプロセスや

ミトコンドリアに関わるプロセスもアップレギュレートしていた。CHO細胞のグループで

は、細胞骨格や組織構造の維持に関わるプロセスが多くアップレギュレートしていた（図

25B）。抗体生産に大きく関わるプロセスとして secretion がアップレギュレートしていた

のが特徴であった。抗体生産クローン間の 3966 個の DEG のうち、2 倍より大きい発現量

差を示すｍRNAを選択し、その中で CHL-IgG細胞で高発現量を示すmRNAと CHO-K1-

IgG細胞で高発現量を示すmRNAを用い同様にGOエンリッチメント解析を行った。抗体

生産クローン間の比較でも同様に、CHL-IgG細胞では有機酸や核酸塩基、脂質に関する代

謝に関わるプロセスがアップレギュレートしていた（図 25C）。特に、regulation of 

translation や ribosome assemblyなど翻訳に関わるプロセスがより強く機能していること

がわかった。CHO-K1-IgG細胞では親細胞も含めた全体の比較と異なり、secretionに関わ

るプロセスがエンリッチされたタームとして上位 20 に入らなかった（図 25D）。また、細

胞骨格や組織構造の維持に関わるプロセスがより強く機能していることがわかった。 

https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
http://www.geneontology.org/
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図 25 GOエンリッチメント解析によるトランスクリプトミクス 
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（A）CHL 細胞グループ、（B）CHO 細胞グループ、（C）CHL-IgG、（D）CHO-K1-IgG

で有意にエンリッチメントされていた上位 20のバイオロジカルプロセスのGOターム。こ

れらの図は Tsunoda, Y., et al. (2025). Sci. Rep. 15, 39784.にて公開されている。 

(プロットの大きさは解析に用いた DEG リストの中で、各タームに該当する遺伝子の数を

表す。) 

 

KEGG パスウェイエンリッチメント解析は GO エンリッチメント解析に用いた

mRNA リストを用いて実施した。すべてのペア間での比較では、CHL 細胞のグループで

は cysteine and methionine metabolismや arginine and proline metabolismなどアミノ

酸の代謝に関するパスウェイがエンリッチされていた（図 26A）。脂肪代謝に関わるPPAR 

signaling pathwayや fatty acid metabolismなど GOエンリッチメント解析と一貫して脂

肪代謝に関わるパスウェイがアップレギュレートされていた。また、エネルギー生産の中

心を担う TCA cycleがアップレギュレートされていた。CHO細胞のグループでは、設定し

た q 値の基準を超えたパスウェイは 1つしかなく、それは sheer stressに関わるパスウェ

イであった（図 26B）。抗体生産クローン間の比較では、CHL-IgG 細胞では biosynthesis 

of amino acidや脂肪代謝に関わるパスウェイ、TCA cycleが親細胞も含めた比較と一貫し

てアップレギュレートされていた（図 26C）。細胞増殖に関わるMAPK signaling pathway

は CHL-IgG 細胞でのみアップレギュレートされていた。CHO-K1-IgG 細胞では、抗体生

産に大きく関わるパスウェイとして protein processing in endoplasmic reticulumがアッ

プレギュレートされていた（図 26D）。Lysosome が最もエンリッチされており、上述の

GO enrichment analysisと一貫して、タンパク質の翻訳後のパスウェイがより機能してい

ることが明らかになった。また、抗体の医薬品としての品質に重要な糖鎖修飾に関するパ

スウェイもアップレギュレートされていた。 
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図 26 KEGGパスウェイエンリッチメント解析によるトランスクリプトミクス 

（A）CHL 細胞グループ、（B）CHO 細胞グループ、（C）CHL-IgG、（D）CHO-K1-IgG

で有意にエンリッチメントされていた上位 20 の KEGG パスウェイのターム。これらの図

は Tsunoda, Y., et al. (2025). Sci. Rep. 15, 39784.にて公開されている。 

(プロットの大きさは解析に用いた DEG リストの中で、各タームに該当する遺伝子の数を

表す。) 
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4.3.2 CHL-YN細胞と CHO細胞のプロテオミクスの比較 

 CHO-K1-IgG細胞とCHL-IgG細胞間のDEGの中で 1.2倍より大きい発現量差を

示すタンパク質を選択し、CHL-IgG 細胞で高発現量を示すタンパク質のリストと CHO-

K1-IgG 細胞で高発現量を示すタンパク質のリストを用いて GO エンリッチメント解析と

KEGG パスウェイエンリッチメント解析を実施した。CHL-IgG 細胞でエンリッチされた

上位 20 のタームのうち、13 のタームが翻訳に関与するバイオロジカルプロセスであった

（図 27A）。トランスクリプトームに関する GOエンリッチメント解析でも CHL-IgG細胞

で翻訳に関わるプロセスが複数個エンリッチされていたが、タンパク質レベルではより一

層強くエンリッチされていた。ミトコンドリアに関わるプロセスや核酸塩基の代謝もトラ

ンスクリプトミクスと一貫して CHL-IgG 細胞でアップレギュレートされていた。しかし

ながらトランスクリプトミクスとは異なり、細胞周期に関わる chromosome organization

や DNA replication がタンパク質レベルではアップレギュレートされていた。CHO-K1-

IgGでは抗体の分泌に直接関わる小胞輸送に関わるプロセスが上位 20のエンリッチされた

タームのうち４つを占めていた（図27B）。また、エンドサイトーシスやオートファジーに

関わるプロセスもCHO-K1-IgG細胞ではアップレギュレートされていて、トランスクリプ

トミクスと同様に、タンパク質の翻訳後のプロセスがより強く機能していることが明らか

となった。 
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図 27 GOエンリッチメント解析によるプロテオミクス 

（A）CHL 細胞グループ、（B）CHO 細胞グループ、（C）CHL-IgG、（D）CHO-K1-IgG

で有意にエンリッチメントされていた上位 20のバイオロジカルプロセスのGOターム。こ

れらの図は Tsunoda, Y., et al. (2025). Sci. Rep. 15, 39784.にて公開されている。 

(プロットの大きさは解析に用いた DEG リストの中で、各タームに該当する遺伝子の数を

表す。) 

 

 KEGG パスウェイエンリッチメント解析は GO エンリッチメント解析に用いたタ

ンパク質リストを用いて実施した。CHL-IgG細胞ではトランスクリプトミクスと同様に、

Fatty acid metabolismと PPAR signaling pathwayがアップレギュレートされており、タ

ンパク質レベルでも脂肪代謝に関わるパスウェイがアップレギュレートされていることが

わかった（図 28A）。エンリッチされた 14 タームの中で翻訳に関するパスウェイは 7 つあ

り、トランスクリプトーム やプロテオームを用いた GOエンリッチメント解析と一貫して、
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CHL-IgG細胞では翻訳に関するパスウェイが強く機能していることが明らかとなった。タ

ンパク質レベルでは mismatch repairや DNA replicationがなど、細胞周期に関わるター

ムが 14 タームのうち 4 ターム含まれていた。一方、CHO-K1-IgG 細胞では、トランスク

リプトームを用いた KEGG パスウェイエンリッチメント解析と同様に、endocytosis、

lysosome、protein processing in endoplasmic reticulum がアップレギュレートされてお

り、タンパク質翻訳後のパスウェイが一貫して高度に制御されていることがわかった（図

28B）。上位 20 のエンリッチされたタームのうち、sphingolipid signaling pathway や

glycerolipid metabolismなど、脂質に関する代謝経路やシグナル伝達経路が 4ターム、核

酸塩基代謝に関わるパスウェイが 2 ターム含まれており、脂質と核酸塩基の代謝はすべて

が CHO-K1-IgG 細胞よりも CHL-IgG 細胞でアップレギュレートされているわけではない

ことが明らかとなった。また、抗体の CDC 活性に影響を与えるガラクトースの代謝経路

など、糖代謝のパスウェイが３つ CHO-K1-IgG細胞においてエンリッチされていた。 

 

図 28 KEGGパスウェイエンリッチメント解析によるプロテオミクス 

（A）CHL 細胞グループ、（B）CHO 細胞グループ、（C）CHL-IgG、（D）CHO-K1-IgG



81 

 

で有意にエンリッチメントされていた上位 20 の KEGG パスウェイのターム。これらの図

は Tsunoda, Y., et al. (2025). Sci. Rep. 15, 39784.にて公開されている。 

(プロットの大きさは解析に用いた DEG リストの中で、各タームに該当する遺伝子の数を

表す。) 

 

4.3.3 各細胞の特徴的なプロセス及びパスウェイの遺伝子発現量の比較 

GO エンリッチメント解析や KEGG パスウェイエンリッチメント解析において

CHL-IgG 細胞と CHO-K1-IgG 細胞それぞれで特徴的であったバイオロジカルプロセスや

パスウェイを担う遺伝子の mRNA とタンパク質の発現量を比較した。CHL-IgG 細胞では、

有機酸代謝や細胞周期に関わるパスウェイがアップレギュレートされていたため、これら

のパスウェイの一部である biosynthesis of amino acidと DNA replicationを担う遺伝子を

CHL-IgG 細胞と CHO-K1-IgG 細胞間で比較した。比較を行った biosynthesis of amino 

acid を担う 16 の mRNA のうち、14 が、また、検出された 11 のタンパク質のうち、8 つ

が CHL-IgG細胞で高発現であった（図 29A）。動物細胞培養用の CDM に含まれるアミノ

酸の中で溶解性や安定性の低くさから、培地の配合や調整において課題のあるシステイン

146,147やグルタミンの生合成に必要な酵素、CbsとCth、glutamine synthetaseであるGlul 

がCHL-IgG細胞で高いmRNAやタンパク質の発現量を示していた。Cbs, Cth, そしてGlul

の CHL-IgG 細胞での mRNA 発現量は CHO-K1-IgG 細胞の 2088, 510.3, 14.15 倍であっ

た。DNA replicationでは 33の遺伝子のうち、23がmRNAで、タンパク質レベルでは検

出された 26 のうち 18 個が CHL-IgG 細胞で高発現を示した（図 29B）。特に、３種類の

DNA polymeraseである、DNA polymerase alpha-primase complex、DNA polymerase 

delta complex、DNA polymerase epsilon complexと、DNA複製の開始と進行に関与する

ヘリカーゼ複合体である minichromosome maintenance complex (MCM complex)148、

DNA ポリメラーゼが鋳型 DNA を連続的に合成できるように DNA クランプを DNA に装

着する Clamp loader149 に含まれる遺伝子の発現量が CHL-IgG 細胞で特に高かった。

CHO-K1-IgG 細胞は CHL-IgG 細胞と比較して、抗体生産に関わるプロセスの中でも小胞

輸送に関わるプロセスが特にアップレギュレートされていたため、ER to Golgi vesicle-

mediated transportと Golgi to plasma membrane protein transportを担う遺伝子の発現

量を比較した。ER to Golgi vesicle-mediated transportに関わる遺伝子リストからランダ

ムに選択された 32 の遺伝子のうち、CHO-K1-IgG 細胞では 21 個、CHL-IgG 細胞では 6

個の遺伝子がmRNAとタンパク質どちらにおいても高発現であった（図 29C）。CHO-K1-

IgG 細胞で高発現であった遺伝子のうち、タンパク質レベルで 2 倍以上の発現量差を示し

た Ero1bと Gosr1は小胞体内でのジスルフィド結合形成を触媒する酸化還元酵素とゴルジ

体での小胞膜融合に関与する soluble NSF attachment protein receptor (SNARE)タンパク

質であった。Golgi to plasma membrane protein transportに関わる遺伝子リストからラ

ンダムに選択された 19の遺伝子のうち 12個が CHO-K1-IgG細胞でmRNAとタンパク質
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ともに高発現であり、CHL-IgG 細胞で mRNA とタンパク質ともに高発現だったものは微

小管依存性の輸送過程を調節するGTPaseであるArl3のみであった（図 29D）。CHO-K1-

IgG 細胞においてタンパク質レベルで 2 倍以上高発現であった遺伝子はエキソシスト複合

体の一部で、細胞膜への小胞輸送と膜融合に関与する Exoc6 と、リソソームの位置調節や

エンドサイトーシスに関与する GTPase である Rab34 であった。ER to Golgi vesicle-

mediated transport と Golgi to plasma membrane protein transport に関わる遺伝子は

mRNAとタンパク質のどちらにおいても 4倍以上の発現量差をCHO-K1-IgG細胞とCHL-

IgG細胞間で示すものはなく、全体的に CHO-K1-IgG細胞において高発現であった。 
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図 29 特徴的なプロセスやパスウェイのmRNAとタンパク質の発現量比較 

（A）biosynthesis of amino acid、（B）DNA replication、（C）ER to Golgi vesicle-

mediated transport、（D）Golgi to plasma membrane protein transportのmRNAおよび

タンパク質の発現量の比較。これらの図は Tsunoda, Y., et al. (2025). Sci. Rep. 15, 39784.

にて公開されている。 

（正の値は CHL-IgGで高く、負の値は CHO-K1-IgGで高い。N.D., not detected） 
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4.4 考察 

 本章では、従来の CHO 細胞の約 2 倍の速さで増殖するチャイニーズハムスター

の肺由来の CHL 細胞のトランスクリプトームプロファイルやプロテオームプロファイル

をバイオインフォマティクス解析手法を用いて CHO 細胞と比較した。新規のバイオ医薬

品生産宿主としての CHL 細胞の分泌プロセスをはじめとする抗体生産に大きく関わるバ

イオロジカルプロセスやパスウェイにおける CHO細胞との違いを評価した。 

 

CHO-K1、CHO-S、CHO-DG44 細胞と CHL 細胞間、また、CHO-K1-IgG 細胞と

CHL-IgG 細胞間のすべてのペアに共通するトランスクリプトームにおける DEG および、

CHO-K1-IgG 細胞と CHL-IgG 細胞間のトランスクリプトームレベルでの DEG を用いて

バイオロジカルプロセスにおけるGOエンリッチメント解析とKEGGパスウェイエンリッ

チメント解析を実施し、CHO 細胞と CHL 細胞間の包括的な比較と抗体生産株同士での比

較を行った。すべてのペア間に共通する DEGを用いた解析でも抗体生産株間の DEGを用

いた解析でも、バイオロジカルプロセスにおいて有機酸、核酸塩基、脂質に関する代謝が

CHL 細胞のグループでアップレギュレートされていた。KEGG パスウェイエンリッチメ

ント解析によってそれらは cysteine and methionine metabolismや arginine and proline 

metabolism、そして PPAR signaling pathwayなどがアップレギュレートされている具体

的な経路として含んでいることがわかった。CHL 細胞と CHO 細胞の流加培養におけるメ

タボロミクスを比較した先行研究では、アルギニンとメチオニンの代謝経路内のオルニチ

ンやプトレシン、シスタチオニン、グルタチオンなどの代謝物の濃度の流加培養中の経時

変化が大きく異なっており、さらにこれらの代謝経路に関連した遺伝子の発現が CHL 細

胞で高かった。オルニチンはグルタミン酸の代謝にも関係しており、プトレシンはポリア

ミンの一つであり CHO-K1細胞の成長補助サプリメントとして機能すると報告されている

150。また、細胞内グルタチオン濃度は CHO 細胞において抗体の比生産速度と相関するこ

とが報告されている 85,151。したがって、CHL 細胞におけるこれらのアミノ酸代謝経路の

アップレギュレートはバイオ医薬品生産において CHO 細胞を上回る利点を提供する可能

性がある。CHL細胞では、TCA cycleやミトコンドリアに関連するプロセス、翻訳に関連

するプロセスがアップレギュレートされていた。有機酸代謝や TCA cycle, そしてミトコン

ドリアに関わるプロセスはすべて細胞の活動に必要なエネルギーの生産に関わっており、

また、脂質代謝や翻訳に関連するプロセスはバイオマス生産に関わっている。このCHL細

胞のエネルギーやバイオマス生産に関わるプロセスの強さが CHL 細胞の細胞増殖の速さ

に必要である可能性がある。CHO 細胞のグループではバイオロジカルプロセスにおける

secretionや lysosome、protein processing in ER、糖代謝に関わるパスウェイがエンリッ

チされていた。CHL 細胞と比較して CHO 細胞は翻訳後のプロセスが特徴的にアップレギ

ュレートされており、モノクローナル抗体などの組換えタンパク質を効率よく分泌する事

ができる能力があることを示唆している。したがって、バイオ医薬品生産に用いる新たな
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宿主細胞としての CHL 細胞の可能性を広げるために、これらの翻訳後プロセスを強化す

るためのセルエンジニアリングやクローニングの際に翻訳後プロセスが強い CHL 細胞を

選択するためのバイオマーカーを今後研究することが重要である。 

 

CHO-K1-IgG 細胞と CHL-IgG 細胞間のプロテオームの DEG を用いて、バイオロ

ジカルプロセスにおけるGOエンリッチメント解析とKEGGパスウェイエンリッチメント

解析を実施し、CHO 細胞と CHL 細胞間のプロテオームプロファイルにおける違いを調査

した。CHL-IgG細胞では翻訳に関連するプロセスがGOエンリッチメント解析でもKEGG

パスウェイエンリッチメント解析でも非常に高くアップレギュレートされていた。また

CHL-IgG細胞では DNA replicationなどの細胞周期に関わるプロセスがバイオロジカルプ

ロセスとパスウェイの両方においてエンリッチされており、トランスクリプトミクスと一

致してミトコンドリアに関わるプロセスもエンリッチされていた。細胞内の多くの活動の

中心を担うタンパク質の翻訳に関連したプロセスの強さが、リボソームの生合成や mRNA

のプロセッシング、翻訳に関連する因子の輸送を始めとする幅広い翻訳関連プロセスのア

ップレギュレートによって CHL-IgG 細胞において特徴づけられていた。CHO 細胞の遺伝

子増幅システムは組換えタンパク質遺伝子のmRNA発現を増加させ、それに伴い翻訳量と

分泌量も増加する。しかし、これらは必ずしも線形的な関係ではなく、翻訳や翻訳後プロ

セスの効率に左右されることが報告されている 152,153。CHL 細胞は組換えタンパク質の発

現において翻訳プロセスがボトルネックとならない可能性が CHO 細胞よりも高く、特に

CHL-YN 細胞で課題なりうる分泌を必要としない膜タンパク質の生産に有利であるかもし

れない（図 27、28）。それを検証するために、CHL 細胞の翻訳効率を CHO 細胞と比較す

ることが重要である。細胞周期に関わるプロセスが従来の CHO 細胞より約２倍細胞増殖

の早い CHL-IgG 細胞でアップレギュレートされていたのは興味深い。細胞周期に関わる

プロセスの中でも DNA replication、mismatch repairや chromosome organization がエ

ンリッチされており、CHL 細胞ではゲノムの複製やエラーの修正に関する機能が CHO 細

胞よりも強い可能性がある。CHO細胞の特徴の一つとしてゲノム不安定が高いことが挙げ

られるが、これはバイオ医薬品製造における細胞株構築やスケールアップなどのプロセス

開発全体において、CHO細胞の組換えタンパク質の生産効率や生産されたタンパク質の品

質の不安定性につながることが報告されている 154-156。したがって、CHL 細胞のゲノム不

安定性についての理解を深めることは安定性の高い宿主細胞を開発することに繋がる可能

性がある。CHO-K1-IgG 細胞では、バイオロジカルプロセスに関しては小胞輸送に関連し

たプロセスが特にエンリッチされていた。CHO細胞の抗体生産において分泌プロセスを解

析した先行研究では、アセンブリが完了した状態の抗体が小胞体に蓄積しており、小胞輸

送が分泌プロセスにおける一つのボトルネックとなっていることが報告されている 75,124。

第二章の研究を始めとする小胞体からゴルジ体への抗体の小胞輸送の改善を試みた研究で

は、IgG1に結合している糖鎖修飾を認識し、小胞体からゴルジ体への輸送を担うCOPII小
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胞に IgG1 を組み込むレクチンタンパク質、ERGIC-53 や COPII 小胞の形成に関与する

GTPaseである Sar1Aの過剰発現が CHO細胞の抗体生産性を向上させた 78,157。したがっ

て、CHO細胞を用いた抗体の生産において、遺伝子増幅により大幅な抗体の生産性向上が

容易に達成でき、日常的に 10 g L-1を超えるイールドや 20 pg cell-1 day-1を超える比生

産速度を達成できているのは CHO 細胞の潜在的な小胞輸送プロセスなどの分泌プロセス

の強さに起因する可能性がある。CHO-K1-IgG 細胞のパスウェイでは細胞の抗体生産に直

接関与する protein processing in ERや glycan metabolismに関連したパスウェイがアッ

プレギュレートされていた。小胞体におけるタンパク質のプロセッシングにおいて、ジス

ルフィド結合の形成を担う PDI や合成されたペプチドを小胞体内へ誘導するシグナル受容

体タンパク質、SRP14 の CHO 細胞での過剰発現がそれぞれフォールディング効率を改善

し、小胞体内で抗体の軽鎖による凝集体ができることを防ぎ、いずれも抗体生産性を改善

した 72,158。また、抗体に結合する N-結合型糖鎖修飾のガラクトシル化は治療用抗体の

CDC 活性の向上に関わっている。したがって、抗体の生産性や品質を直接左右する

protein processing in ERや glycan metabolismの CHO細胞における優位性は CHO細胞

が主要な抗体医薬品の生産宿主である所以を改めて示した。 

 

CHL-IgG細胞で特徴的な biosynthesis of amino acidや DNA replicationと CHO-

K1-IgG 細胞で特徴的な ER to Golgi vesicle-mediated transport や Golgi to plasma 

membrane protein transport を担う遺伝子の発現量を mRNA とタンパク質で比較した。

システインは抗酸化物質であるグルタチオンの前駆体であり、システイン不足は酸化スト

レスを引き起こすため、バイオ医薬品生産における培養において重要な役割を果たす 159。

しかしながら、システインは中性 pH の培地中での安定性と溶解性の低さからシステイン

ダイマーを形成し、培地中で沈殿を生じる。このため、CHO 細胞において Cysteine 合成

に関わる複数の酵素を過剰発現し、CHO細胞にシステイン合成能力をもたせる試みが行わ

れている 146。そのうちの２つの遺伝子、CbsとCthのmRNA発現量がCHO-K1-IgG細胞

と比較して CHL-IgG 細胞で極めて高く、潜在的に培地組成におけるシステインの必要量

を減らすことができる可能性がある。したがって、システインの必要量を減らすための十

分な内因性のシステイン合成能力が CHL 細胞にあるのか、また、どれほど減らすことが

できるのかを調査することが重要である。タンパク質レベルでは検出できなかったが、

GlulのmRNA発現量はCHL-IgG細胞で高く、グルタミンもシステインと同様に培地中で

不安定なアミノ酸であり、特に温度に敏感であるため、37°Cの培養条件下ではグルタミン

はグルタミン酸とアンモニアに分解されることがある。Glul が高発現である CHL-IgG 細

胞は培地を使用する直前での添加が必要なグルタミンを含まない培地で培養することがで

きる可能性があり、細胞培養のオペレーションをより簡素化できることが期待される。

DNA replicationに関連する遺伝子は全体的に CHL-IgG細胞で高発現であった。細胞が速

く増殖するためには正しく速くゲノムが複製される必要があり、GO エンリッチメント解
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析や KEGG パスウェイエンリッチメント解析において CHL-IgG 細胞でエンリッチされて

いたmismatch repairや nucleotide excision repair、DNA replicationに関わる遺伝子の

高い発現量が CHL 細胞の高い増殖能を支えている一つの要因である可能性がある。しか

しながら、バイオ医薬品生産に用いる哺乳類宿主細胞に対して mismatch repair や

nucleotide excision repair、DNA replicationにおけるどの詳細なプロセスや単一の遺伝子

が細胞増殖速度に関与しているのかに関する調査は限定的である。CHO-K1-IgG 細胞では

ER to Golgi vesicle-mediated transportや Golgi to plasma membrane protein transport

を担う遺伝子の発現量が CHL-IgG 細胞よりも全体的に高かった。CHO 細胞の小胞体から

ゴルジ体への経路は小胞体内でのプロセスも含め、数多くの研究により様々なボトルネッ

クが指摘され、改善がなされている 72,78,124,157,158。したがって、CHL 細胞の分泌プロセス

の強化には単一のプロセスを狙ったセルエンジニアリングよりも分泌プロセス全体を強化

できるアプローチの方が効果的であると考えられる。分泌に特化した形質細胞への分化に

関わる Blimp1 とその下流でシャペロンやその他の折りたたみに関連するタンパク質を活

性化するXbp1をCHO細胞で過剰発現し、分泌プロセス全体を形質細胞のように最適化す

るようなセルエンジニアリングが有効であると考えられる 71。 

 

本章を通じて、CHL-IgG 細胞と CHO-K1-IgG 細胞間で分泌プロセスや増殖に深く

関係する可能性の高いプロセスの活性が特徴的に異なっていることが初めて明らかとなっ

た。本博士論文の第四章として、本章が特に分泌プロセスにおける CHO細胞と CHL細胞

の違いに関して強調している理由は、CHO細胞に関して高生産株構築手法が確立されてい

る転写や翻訳と異なり、分泌プロセスに関する高生産株構築手法は CHO 細胞でも生産物

や細胞株で効果が異なっており、これはCHL-YN細胞に関しても同様であると考えられる

ためである。従って、まずは網羅的解析によってCHL-YN細胞の分泌プロセスに関する全

体的な特徴を把握するところから始め、CHL-YN 細胞の分泌プロセスを CHO 細胞と比較

した際に、どのプロセスがどれくらい異なっているのか、また、全く異なっているのか、

局所的に異なっているのかを明らかにすることがCHL-YNの分泌プロセスに着目する第一

歩として重要だと考えられる。また、CHO 細胞と CHL-YN 細胞の特徴的な傾向として、

CHO 細胞では分泌プロセスが、CHL-YN 細胞では細胞増殖に関するプロセスが活性して

いた。先行研究によって、CHO細胞の抗体生産と細胞増殖はある程度トレード・オフの関

係であることが指摘されている 160。先行研究では、細胞増殖のフェーズに合わせて過剰発

現させる遺伝子を切り替え、CHO細胞を細胞増殖に向かう状態から抗体生産に向かう状態

へと変化させることで高い細胞濃度と抗体の比生産速度を達成した 160。形質細胞の分化マ

ーカーである Blimp1 は分泌プロセスを広範に強化することができるマスターレギュレー

ターであるが、分泌プロセスの強化と引き換えに細胞増殖を制限する 71。従って、CHL-

YN 細胞に関しても、最大の特徴である高い細胞の比生産速度を最大限に利用しつつ、同

時に高い抗体の比生産速度を達成するために、VCC がピークに達するタイミングで
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Blimp1を発現させ、細胞の活動を細胞増殖から抗体生産へと切り替えることが望ましいと

考えられる。 

 

本章における制限として、CHO 細胞用に開発された培地を用いて CHL-YN 細胞を

培養し、データを取得している点がある。その理由として、CHL-YN 細胞の特徴として、

CHO細胞用に開発された培地でも従来の CHO細胞の 2倍速い増殖速度を達成できる点が

あり、最適な培地を開発せずとも既存の CHO 細胞用の培地が応用できるためである。

CHL-YN 細胞を抗体生産宿主として用いる際、CHO 細胞用の培地が適応される可能性は

十分にあるため、本章で得た結果はそのような培養条件下におけるオミクスプロファイリ

ングとしてCHO細胞と比較したCHL-YN細胞の全体像を示すものである。CHL-YN細胞

の網羅的特徴が培地や培養条件によってどれほど変化するのかは今後、調査する必要があ

り、これにより条件依存的な特徴と非依存的な特徴が明らかとなり、その際の細胞増殖に

おける変化と合わせて解析することで、CHL-YN 細胞の細胞増殖能の高さを決定する因子

の同定により近づくことができると期待される。また、本章におけるデータの取得は全て

フラスコ回分培養によって実施されたが、実際の生産ではバイオリアクターが用いられる

ため、バイオリアクターによる培養下での網羅的特徴や、回分培養だけでなく流加培養に

おける網羅的特徴の解析も重要である。バイオリアクターで培養した際に考えられる

CHL-YN 細胞の網羅的特徴における変化はシアストレスや低酸素状態に対するストレス応

答経路に現れると考えられる。また、CHL-YN 細胞の回分培養と流加培養間の考えられる

網羅的特徴の変化は、代謝経路における変化と想定され、CHL-YN 細胞の KEGG パスウ

ェイ解析で特徴的であったアミノ酸の生合成やシステインやアルギニンの代謝に関する経

路の活性がフィードの組成によって変化すると考えられる。 

 

本章では、CHL細胞とCHO細胞のオミクスプロファイルを比較し、CHL細胞では

エネルギーやバイオマス、細胞周期に関するプロセスが、CHO細胞では小胞輸送をはじめ

とする翻訳後プロセスが活性しており、抗体生産宿主としての特徴が明確に分かれている

ことが示された。CHL 細胞は翻訳や細胞周期に関するプロセスや代謝経路に CHO 細胞と

は異なるバイオ医薬品生産の宿主細胞としてのアドバンテージがあると考えられる。一方

で、CHL 細胞は小胞体におけるプロセッシングや小胞輸送など、分泌プロセスにおいて改

善の余地があると考えられる。従って、CHL 細胞の分泌プロセスを改善するためには特定

のプロセッシングではなく、分泌プロセス全体をリプログラミングできるような形質細胞

の分化マーカー等の過剰発現が有効であることが示唆された。 
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第五章 総括と今後の展望 

5.1 本研究の総括 

5.1.1 各章の総括 

バイオ医薬品を代表する抗体医薬品はそのほとんどが CHO 細胞を生産宿主として

製造されている。というのも CHO 細胞は抗体医薬品に必要な高度な翻訳後修飾が可能で

あり、大規模生産を可能にする細胞としての適性を有し、周辺技術も十分に確立されてい

るためである。高生産株構築は遺伝子増幅法やホットスポットへのターゲットインテグレ

ーションなど、さらには翻訳効率を高めるための抗体の塩基配列の最適化など、mRNA へ

の転写やタンパク質への翻訳の増強を狙った技術によって支えられている。しかしながら、

抗体医薬品は翻訳後修飾を含む、翻訳後の分泌プロセスを経て細胞外へ分泌される必要が

あり、特に小胞体やゴルジ体において複雑なプロセスを要する。これまで、CHO細胞の分

泌プロセスに関して多種多様なボトルネックが報告されており、従来型のモノクローナル

抗体に加え、近年増加している高度に改変された抗体の生産はより一層分泌プロセスへの

負荷を生ずると考えられる。また、新規の宿主細胞の樹立も急速に進んでおり、異種の抗

体や細胞株横断的な分泌プロセスに関する基盤的知見の収集が堅牢な抗体医薬品生産プロ

セスの確立には必要不可欠である。本博士論文では、これまで報告されている小胞体への

抗体の蓄積を改善する手法の開発、異種 IgG1抗体の分泌プロセスにおけるボトルネックを

推定する手法の開発、そして、従来の CHO 細胞の 2 倍の増殖速度を有する肺由来の新規

宿主細胞、CHL-YN細胞の分泌プロセスに着目した網羅的解析を実施した。 

第二章では、先行研究でボトルネックであると指摘された小胞体における抗体の蓄

積を解消するため、小胞体からゴルジ体への抗体輸送を担う COPII小胞の形成に関わるタ

ンパク質、Sar1A を CHO 細胞で過剰発現させ、抗体生産や分泌プロセスへの影響を解析

した。Sar1A の過剰発現はフラスコ回分培養における抗体の比生産速度を 48.4%増加させ、

細胞内の抗体の蓄積を 56.6%減少させた。蛍光免疫染色法および画像解析により、細胞内

抗体のゴルジ体への局在化が確認され、Sar1A の過剰発現により抗体の小胞輸送が促進さ

れたことが示唆された。また、Sar1Aおよび、COPII小胞へ抗体を組み込むERGIC-53の

共局在を蛍光免疫染色法で同様に解析したところ、Sar1A 過剰発現株で顕著な共局在化が

確認され、Sar1AがCOPII小胞の形成を促進していることが示唆された。Sar1A過剰発現

株では、懸念されたハイマンノース型の糖鎖修飾は検出されなかったものの、ガラクトー

スが結合した糖鎖修飾の割合はわずかながら減少しており、小胞輸送に関わる変化により、

ゴルジ体への負担が増加したことが推測された。また、Sar1A の過剰発現はフラスコ回分

培養の対数増殖期後に強く UPR を誘導することが確認されており、小胞体の恒常性に変

化を与えることが示唆された。 

 第三章では、小胞体に関連する分泌プロセスのボトルネックは生産物や細胞株で

異なり、現状、推定が困難であるという背景から、小胞体に関連する分泌プロセスである

フォールディングとアセンブリ、輸送タンパク質の選択、小胞輸送の４つのプロセスに人
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工的にボトルネックを誘導した細胞株を用いて、各ボトルネックが抗体の比生産速度や細

胞内抗体やその中間体の蓄積や分泌に与える影響を明らかにした。そして、得られた知見

に基づき、3 種類の IgG1抗体生産株におけるボトルネックを推定した。４つのプロセスを

担う 5 種類のタンパク質、BiP、PPIase、PDI、ERGIC-53、Sar1A を発現の容易な

Trastuzumab の生産株において RNA 干渉法によりノックダウンし、ボトルネックを人工

的に誘導した 5 種類の KD 細胞を構築した。回分培養における抗体の比生産速度と KD タ

ーゲット遺伝子の発現量の関係から、PDI のノックダウン、つまり、アセンブリにおける

ボトルネックが特に比生産速度を減少させることが明らかとなった。小胞輸送阻害剤 BFA

や翻訳阻害剤 CHX を用いて、ボトルネックが抗体や中間体の細胞内濃度の変化に与える

影響を解析したところ、ボトルネックを誘導したプロセスによって特徴的な違いが確認さ

れた。小胞輸送におけるボトルネックは細胞内抗体の顕著な蓄積を引き起こし、BiP や

PPIase、すなわち、フォールディングにボトルネックを有する細胞では細胞内抗体濃度の

変化は限定的であった。Rituximabと Infliximab、Bevacizumab生産株を用いて阻害剤添

加実験を行い、KD 細胞を用いて得られた分泌プロファイルを基に、ボトルネックを推定

した。フォールディングにボトルネックがあると推定された Bevacizumab 生産株は

PPIaseの過剰発現により抗体の比生産速度が限定的であったものの 18.9%増加し、推定は

おおむね妥当であることが検証された。 

 第四章では、新規樹立された CHL-YN 細胞と CHO細胞株のオミクスプロファイ

ルをmRNAおよびタンパク質レベルで比較し、分泌プロセス等の抗体生産に関わるプロセ

スや CHL-YN 細胞の高増殖能に関与しうる経路を解析した。CHL-YN 細胞では、トラン

スクリプトミクスおよびプロテオミクスで、有機酸や核酸塩基の代謝、翻訳、細胞周期、

TCA cycle に関するプロセスや経路がアップレギュレートされており、特にプロテオミク

スでは翻訳関連プロセスが顕著にアップレギュレートされていることが確認された。一方、

CHO細胞のトランスクリプトミクスでは分泌に関わるプロセスや小胞体でのプロセッシン

グや糖鎖修飾に関わる経路がアップレギュレートされていた。CHO細胞のプロテオミクス

では小胞体とゴルジ体間の小胞輸送など、小胞輸送に関連するプロセスが広くアップレギ

ュレートされていた。CHL-YN 細胞は全体として、エネルギーやバイオマス生産、細胞周

期に関わる経路が活性化しており、これらが高い増殖能を支えていることが示唆された。

しかしながら、CHO細胞で小胞輸送や小胞体におけるプロセッシングに関わる経路が活性

化していることが明らかとなり、CHL-YN 細胞の分泌プロセスにおいて改善の余地が十分

にあることが明らかとなった。CHO細胞において分泌プロセスに関わる経路が広く活性化

していることが確認されたため、CHL-YN 細胞の抗体生産能を強化するためには、分泌プ

ロセス全体を最適化するような形質細胞の分化マーカー等の発現制御によるセルエンジニ

アリングが有効であると考えられる。 

5.1.2 本研究全体の総括 

第二章の研究はこれまで強化手法の存在しなかった小胞体からゴルジ体への抗体輸



91 

 

送を改善する手法として Sar1A の過剰発現が有効であることを示し、第三章では、小胞輸

送も含めたこれまでボトルネックとして指摘されてきたプロセスから細胞内抗体や中間体

の動態に基づき、ボトルネックを推定する方法を検討した。従って、第二章のような個別

のプロセスに関する解析が第三章において着目するプロセスを決定するためには必要不可

欠である。また、第三章のアプローチでは、抗体生産を劇的に改善するような因子を完全

に同定することには限界があることも示されたため、第二章のような個別のプロセスにお

ける新しいボトルネックの発見とそれを改善する手法の確立が必要である。これまでは小

胞体に関連する分泌プロセスを中心にボトルネックが指摘され、その改善手法が検討され

てきた。今後は、ゴルジ体以降の小胞輸送等のプロセスに関しても強化手法の確立を目指

していく必要があり、新しいボトルネックの発見やその強化手法の確立によって第三章の

スクリーニング手法に関して着目するプロセスが増え、KD 細胞を用いた分泌プロファイ

ルが充実し、それを用いたスクリーニングによってより確度の高いボトルネックの推定が

可能となる。 

第四章において、CHO 細胞は CHL-YN 細胞と比較して、小胞体におけるプロセッ

シングや小胞輸送などが分泌プロセスに関わる経路としてアップレギュレートしていた。

従って、CHL-YN 細胞の分泌プロセスには広く改善できる余地があることが示唆され、第

二章のような局所的な強化よりも、形質細胞の分化マーカーの過剰発現等の分泌プロセス

を広く改善できる手法が最も有効であると考えられる。また、分泌プロセスを担う各遺伝

子の発現量に着目すると、Sar1A の mRNA 発現量は CHL-IgG と CHO-K1-IgG 細胞の間

で 5.94%しか差がなかった。一方、フォールディングやアセンブリ、輸送抗体の選別を担

う BiPや PDI、ERGIC-53の mRNA発現量は CHO-K1-IgG細胞のほうが CHL-IgG細胞

よりそれぞれ、2.88、2.54、3.34 倍高かった。CHO-K1-IgG 細胞は第二章において、

Sar1A の発現量増加により主要なボトルネックと考えられる細胞内における抗体の蓄積が

解消し、抗体の比生産速度が改善した。以上のことから個々の遺伝子の発現量の観点にお

いても、CHL-IgG細胞では小胞輸送だけでなく、フォールディングやアセンブリ、輸送抗

体の選別等に関しても改善の余地があると考えられ、CHL-YN 細胞では分泌プロセスを広

範に改善することが期待できるセルエンジニアリングが有効であると考えられる。また、

CHL-YN細胞由来の抗体生産株を構築し、高生産株をスクリーニングする中で、Sar1Aや

BiP、PDI は小胞輸送やフォールディング、アセンブリの能力が高い細胞を取得するため

の重要なバイオマーカーとなりうる。仮に、これらの遺伝子の発現量がCHO-K1-IgG細胞

等と同程度である細胞を取得できた場合はさらなる分泌プロセスの効率化に向け、第三章

で実施した分泌プロセスにおけるボトルネックをスクリーニングする手法を適応すること

が有効であると考えられる。また、CHL-IgG細胞に対して第三章で実施したスクリーニン

グ方法を適応することで、CHL-YN 細胞における抗体の分泌プロセスにおける動態が根本

的に CHO 細胞とどの程度異なっているのかを評価することができると考えられる。今回

使用した CHL-IgG 細胞は CHO-K1-IgG 細胞と同様に Trastuzumab を生産する細胞株で
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あるため、異なる抗体を発現させた場合に小胞体に関連する分泌プロセスにおいてどこが

ボトルネックとなりうるのかを第四章の手法によって推定することも重要である。 

第二章ではセルエンジニアリングによって小胞体からゴルジ体への抗体輸送を促進

する方法を検討し、第三章では分泌プロファイルを用いて推定したボトルネックをセルエ

ンジニアリングによって改善することができるかどうか検証した。また、第四章では、

CHL-YN 細胞の分泌プロセスを広く改善するために、形質細胞の分化マーカーの過剰発現

によるセルエンジニアリングが有効である可能性が高いことに言及した。分泌プロセスに

おける特定のボトルネックを解消するためには、細胞全体への影響を抑えながら特定のプ

ロセスにアプローチできるセルエンジニアリングが有効である。しかしながら、セルエン

ジニアリングは任意の遺伝子を導入または、欠失させ、新たに細胞株を構築する必要があ

るため、その効果の検証に時間を要する。セルエンジニアリングを介さずに分泌プロセス

を改善する方法として培養プロセスに関するアプローチがある。培養中の温度ダウンシフ

トは ERAD などの UPR に関する遺伝子発現を変化させることが報告されており、小胞体

ストレスの低減により分泌プロセスを改善する 161。また、化学シャペロンの添加は BiPな

どのシャペロンタンパク質と同様に、組換えタンパク質のフォールディングを促進するこ

とで分泌プロセスを改善した 162。これらの手法は、その効果の検証に要する時間がセルエ

ンジニアリングと比較して短いため、より簡易的に抗体生産プロセスへの適応が可能であ

る。しかしながら、物理的パラメータの変化や培地への添加物は分泌プロセスのみならず、

細胞に対してより広範な影響を与える可能性が高い。また、特定のボトルネックに対して

は有効な添加剤や物理的パラメータの変更方法が報告されていない場合もある。従って、

ボトルネックとなっている分泌プロセスやその深刻度、またはプロセス開発における時間

的制約などを加味しながら、適切な方法を選択、または組み合わせていくことが望ましい。 

本研究により、これまで報告されている小胞体への抗体の蓄積を改善する手法の開

発、異種 IgG1抗体の分泌プロセスにおけるボトルネックを推定する手法の開発、そして、

網羅的解析によるCHL-YN細胞の分泌プロセスおよび、高増殖能に関わるメカニズムの基

盤的知見の収集が達成された。これらは CHO 細胞を始めとする抗体生産宿主細胞の分泌

プロセスへの理解と高度な制御を達成するために必要な個別のプロセスへのアプローチ、

トップダウンアプローチ、そして水平方向へのアプローチであり、抗体医薬品生産のさら

なる効率化、堅牢化に寄与すると期待される。 

 

5.2 今後の展望 

 抗体医薬品の市場は今後も拡大し、バイオ医薬品市場を牽引していくと見込まれ

る 163。それに伴って、二重特異性抗体をはじめとする高度にエンジニアリングされた抗体

の開発も拡大していくと考えられ、増加する需要と幅広い抗体ベースの医薬品の生産に対

応するために、分泌プロセスへの理解と高度な制御技術の開発を加速させていく必要があ

る。また、新規の宿主細胞も数多く開発されており、CHO細胞をベースにこれまで築かれ
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てきた知見を用いて、新規の宿主細胞の応用範囲の拡大や新しい生産方法の探索を推進し

て行く必要がある。 

 第二章において、Sar1A を小胞体に抗体が蓄積している CHO 細胞で過剰発現す

ることで小胞体からゴルジ体への抗体輸送を改善し、抗体の比生産速度を増強することが

できることが明らかとなった。しかしながら、本手法は小胞体からゴルジ体への順行輸送

のみを促進すると考えられ、Sar1Aを過剰発現した CHO細胞においてUPRが強く誘導さ

れたため、小胞体の恒常性に影響を与えることが示唆された。従って、流加培養や灌流培

養など、長期の培養に応用する際には、小胞体の恒常性を維持するために、逆行輸送の活

性化も同時に行い、小胞体とゴルジ体間の物質移動のバランスを維持する必要があると考

えられる。例えば、Sar1A と同様に GTPase であり、ゴルジ体から小胞体への逆行輸送を

担う COPI 小胞の形成に関与する Arf1 を Sar1A と共過剰発現することで小胞体の構成成

分を効率よく小胞体へ回収することが可能になるかもしれない。また、これまで報告され

ている分泌プロセスにおけるボトルネックは主に小胞体を中心としたプロセスであったと

いう背景もあり、ゴルジ体を中心とした小胞輸送等のプロセスに関しては、本章のような

局所的なボトルネックを改善する手法があまり確立されていない。従って、分泌プロセス

を高度に制御するためには、細胞外へ分泌されるまでの過程、すなわち、ゴルジ体や細胞

膜に関する小胞輸送等プロセスについても同様に、ボトルネックの探索と改善手法の確立

を実施していくことが重要である。 

 第三章において、小胞体に関連する分泌プロセスに人工的にボトルネックを誘導

し、各プロセスにおけるボトルネックと抗体生産や細胞内抗体の分泌や蓄積の関係性を明

らかにし、KD細胞を用いて得られた分泌プロセスを活用して、3種類の抗体生産株のボト

ルネックを推定した。さらに、各プロセスを担う遺伝子を 3 種類の抗体生産株で過剰発現

させ、抗体の比生産速度を評価することでボトルネックの推定の妥当性を検証した。本章

では、主に 4 つのプロセスに関して、5 つの遺伝子を標的としてノックダウンすることで

ボトルネックを人工的に誘導しているが、これらのプロセスには他にも多種多様なタンパ

ク質が関与しているため、それらを標的としてノックダウンし、同様の検証を行うことで、

各プロセス内での一貫性や標的タンパク質による影響の相違を評価することができる。ま

た、ゴルジ体以降の分泌プロセスに関しても同様の検証を行うことで、分泌プロセス全体

におけるボトルネックの推定が可能となる可能性がある。さらに、本章で得られた知見を

ベースに分泌プロセスをモデル化することでより定量的な評価が可能となる。ハイブリド

ーマの抗体の分泌プロセスをモデル化した先行研究と同様に 164,165、CHO 細胞の細胞内抗

体や中間体のプロセッシングの過程をモデル化し、CHX や BFA 添加実験における各 KD

細胞の細胞内抗体や中間体濃度の変化をインプットすることで、ボトルネックが生じたプ

ロセスをより定量的に評価することができると考えられる。本章では、細胞内のすべての

抗体や中間体を定量していたが、小胞体とゴルジ体や、それ以外に存在する抗体を分離し

て定量することが容易にできるようになれば、より正確にボトルネックを推定することが
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可能になる。 

 第四章では、オミクスプロファイリングによってCHL-YN細胞においてエネルギ

ーやバイオマスの生産および、細胞周期に関わるプロセスや経路が活性化しており、CHO

細胞では小胞輸送など、分泌プロセスに関わる経路やプロセスが活性化していることが明

らかとなった。特に、CHL-YN 細胞では翻訳に関わるプロセスのアップレギュレートが顕

著であったため、分泌を必要としない膜タンパク質等の生産に非常に優位性を有している

可能性がある。また、CHO 細胞は CHL-YN 細胞と比較して、小胞輸送や小胞体における

プロセッシング等、分泌プロセスに関わるプロセスが全体的に活性していたため、CHL-

YN 細胞の抗体生産能を増強するためには、局所的な強化よりも、形質細胞の分化マーカ

ーのような分泌プロセス全体を最適化するマスターレギュレーターを過剰発現させること

が有効であると考えられる。本章において、CHL-YN 細胞の高い増殖能を維持するプロセ

スとして、細胞増殖に必要なバイオマスやエネルギー生産および DNA の複製等の細胞周

期に関わる経路の活性化が認められた。従って、これらの経路に焦点を絞り、さらに詳細

な解析を行うことで、従来の CHO 細胞の増殖速度を改善することができる可能性がある。 

分泌プロセスへの理解と高度な制御を可能にするために、今後、必要と考えられる

上記の個別のプロセスへのアプローチ、トップダウンアプローチ、水平方向へのアプロー

チに関するそれぞれの研究をバランスよく実施することが重要である。それぞれのアプロ

ーチが互いを補完し合い、相乗効果を発揮することでより効率的で堅牢なバイオ医薬品生

産のプロセスが確立されると期待される。 
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