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論文内容の要旨

本論文は、動物細胞を用いた物質生産において、根幹にあると考えられる生産に適した細胞株の構築法開発に焦点

を絞り、遺伝子増幅現象を定量的に取り扱い、効率的な遺伝子増幅細胞構築法及び選択法について研究を行っている。

論文は序論、第 1 章、第 2 章、第 3 章、第 4 章及び総括から構成されている o

序論では本研究の背景をなす知見を概説し、本論文の目的と意義について述べている。

第 l 章では、増幅遺伝子の染色体中における位置を fluorescence in situ hybridization (FISH) 法によって特定し、

増幅遺伝子がテロメア近傍に存在する細胞 (telomere type) と、テロメア以外の染色体領域に有する細胞 (other

type) 及び、 FISH のシグナルが観察されなかったもの (no signal)の 3 つのグループに分類し、それぞれの細胞

群について目的物質の比生産速度、その安定性について検討し、増幅遺伝子の染色体中における位置が遺伝子増幅細

胞の諸性質に影響を与えていることを推測しているo

第 2 章では、第 1 章で得られた細胞群の中から37クローンを取得し、それぞれのクローンについて比増殖速度、目

的タンパク質生産速度を解析し telomere type のクローン細胞は、 other type のクローン細胞に比べ高い比速度を

有し、 MTX 非添加条件における長期培養においても、高い生産性を維持していることを示しているo

第 3 章では、 Flow-cytometry (FCM) を用いて、高生産細胞である telomere type の細胞の選択法について検

討し、ヘテロな MXT 耐性細胞群から高生産能を有する細胞である telomere type を多く含む細胞集団を取得できる

ことを示している o

第 4 章では、染色体画像解析システム (CHIASill) を用いて、 CHO DG44株の標準的な核型を作成し、増幅遺伝

子の染色体上における位置を同定した結果、増幅遺伝子が特定の染色体のテロメア近傍に組み込まれていることを明

らかにしているo

総括では、本研究により得られた成果を総括し、将来の展望を述べている o

論文審査の結果の要旨

遺伝子増幅現象を利用した動物細胞による組換えタンパク質生産の効率化に関する研究は、他の方法による生産性
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の向上への取り組みに比べ非常に遅れている o 本研究は、動物細胞を用いた物質生産において、根幹にあると考えら

れる生産に適した細胞株の構築法の開発に焦点を絞り、遺伝子増幅現象を定量的に取り扱い、その知見から効率的な

遺伝子増幅細胞の構築法及びスクリーニング法について研究を行い、さらに、遺伝子増幅が高頻度に生じる理由につ

いても考察したもので、得られた主な成果は以下の通りである o

(1)染色体中における増幅遺伝子の位置を fluorescence in sﾍltt hybridization (FISH) 法によって特定し、増幅遺伝

子の染色体中における位置が、得られる細胞の性質に影響を与えていることを明らかにしているo

(2) 細胞群の中から37種のクローンを取得し、比増殖速度、目的タンパク質生産速度を解析した結果、 telomere

type のクローン細胞は、 other type のクローン細胞に比べ高い比速度を有しており、 MTX 非添加条件におけ

る長期培養においても、高い生産性を維持していることを明らかにしているo

(3) Flow-cytometry (FCM) を用いて、簡便かっ、効率的な高生産細胞 (telomere type) の選択法について検討

し、 F-MTX 蛍光強度を指標とし、 telomere type 細胞を多く含む細胞集団が取得可能であることを示してい

る。

(4) CHIAsmを用いて実験を行い、 CHO DG44 株の標準的な核型を作成した結果、 CHO DG44 株は、 20本の染色

体を有していることを明らかにし、標準的な核型を用いて、増幅遺伝子の染色体上における位置を同定した結果、

増幅遺伝子が特定の染色体のテロメア近傍に組み込まれていることを確認している。またその位置に増幅遺伝子

が組み込まれた細胞は高生産株であり、また MTX 非存在下においても安定に組換えタンパク質を生産する

telomere type の細胞であることを明らかとしているo

以上のように、本論文は遺伝子増幅現象を利用した組換えタンパク質生産に適した遺伝子増幅細胞の効率的構築法

及び、選択法に関して新しい知見を含んでおり、動物細胞工学の発展に寄与するところが大き L、。よって本論文は、

博士論文として価値あるものと認めるo
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