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序論 

 

第 1 節 研究背景 

 1986年、アメリカ食品医薬品局 (Food and Drug Administration, FDA) が初めての抗体医薬

として CD3 特異的モノクローナル抗体であるムロモナブ (販売名 Orthoclone OKT3; Janssen-

Cilag 社) を承認して以降 (日本では 1991 年に承認)、抗体医薬はガン、自己免疫疾患、炎症

性疾患などの様々な疾患の治療に広く用いられるようになった (1)。抗体医薬とは、異物に対

する防御反応として生体内で作られる抗体を人工的に大量生産して医薬品として使用できる

ようにしたものである。抗体医薬には、標的に対する高い選択性、少ない副作用、高い生体

内安定性などの従来の低分子医薬にはない様々な利点があり、ガンや自己免疫疾患といった

低分子医薬では不十分な治療領域に対しても有効である。そのため、現代社会において抗体

医薬の医療的価値は極めて高い。 

 この医療的重要性から抗体医薬品の市場は成長の一途をたどっており、製薬企業にとって

その開発の成否は企業収益において重要な意味を持つ。EvaluatePharma 社の調査によれば、全

世界の処方箋薬と市販薬の売上の中でバイオテクノロジーを活用した医薬品 (バイオ医薬品) 

の売上が占める割合は、2010 年では 18%であったのに対して 2018 年では 28%まで増加して

おり、さらに 2024 年には 32%まで増加するとの予測がなされている (2)。この売上比率の増

加は、医薬品業界において抗体医薬を含むバイオ医薬品の重要度が年々増していることを示

す。このバイオ医薬品の売上には抗体医薬の売上が特に大きく寄与している。抗体医薬の承

認数は年々増えており (3)、1 剤の売上が年間 10 億米ドルを超えるブロックバスターと呼ば

れる製品に育つ品目も多い。なお、2018 年の世界医薬品売上の上位 10 位以内に入る抗体医

薬品は 6品目にも及ぶ (4)。近年ではバイオ医薬分野において、細胞治療や遺伝子治療などの

新しい治療法や治療薬が開発されてきているものの、今後も抗体医薬がバイオ医薬品の主流

となり続けると予想されている (5)。 
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 このような医療的および経済的価値から、抗体医薬に関する技術領域は重要な研究対象と

なっている。現在、ムロモナブの承認から既に 30年以上が経過しているが、今でもなお積極

的に抗体医薬についての研究開発が世界各地で進行しており、多くの研究者の注目を集めて

いる。近年の抗体医薬における研究成果として、次世代抗体 (バイスペシフィック抗体、抗体

薬物複合体、リサイクリング抗体など) の開発が挙げられる。次世代抗体は既存の抗体にない

新しい作用メカニズムとターゲット戦略を有し、抗体医薬の適用範囲拡大に貢献している (6)。

また、連続生産技術の開発に挙げられるような、製造工程に対する新技術の開発も進んでい

る。抗体医薬の製造工程は大きく 2 つの工程、すなわち細胞培養法による目的タンパク質の

生産工程であるアップストリーム工程と、タンパク質の精製及び原薬への加工工程であるダ

ウンストリーム工程に分けられる (7)。抗体医薬製造では、従来は両方においてバッチ式の工

程が主流であったが、いずれも連続生産に対応した工程が開発されつつある (7, 8)。連続生産

技術は抗体医薬の製造コスト削減に寄与すると期待されている。抗体医薬によるガン治療費

の高さは、低所得国や中所得国だけでなく、高所得国の医療システムにとっても問題となっ

ており、その薬価低減は重要課題である (9)。類似薬がない場合の新薬の薬価は原価計算方式

で算定されるため、製造コスト削減によって今後新たに開発される抗体医薬の薬価低減が期

待できる。連続生産技術が製造コスト削減へどの程度寄与するかは、実際には生産量に依存

する部分は大きいものの、Biopharm Services社の発表事例では年間生産量 100–500kgの場合、

アップストリームとダウンストリームの両方を連続生産工程に変更することによって抗体 1g

あたりの製造コストが従来のバッチ式工程と比較して 32–33%削減されると試算されている 

(10)。また、連続生産技術は生産物品質の向上にも寄与する。現在の医薬製造現場におけるア

ップストリーム工程ではバッチ式培養法の一種であるフェドバッチ培養法が主流であるが、

この手法では細胞増殖に伴なう栄養成分の消費や代謝副産物の蓄積などによって、培養槽内

の環境は経時的に変化する。一方、連続生産に適した細胞培養法として着目されているパフ

ュージョン培養法では、連続的な培地供給と副産物除去によって定常状態を保つことができ

るため、培養環境を長期的に安定して維持することが可能である (7)。これにより生産物品質
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に対してより好ましい影響がもたらされると期待できる (11)。以上のような、次世代抗体医

薬および製造工程に関する新しい技術開発は抗体医薬品のより一層の普及と適用範囲拡大に

寄与し、その医療的および経済的重要性を今後もますます押し上げるものと期待できる。 

 抗体医薬の原薬であるモノクローナル抗体 (monoclonal antibody, mAb) は、主としてチャ

イニーズハムスター卵巣 (Chinese hamster ovary, CHO) 細胞を用いた培養法により工業的に

製造されている。2019 年 5 月 1 日までに日米欧で承認された抗体医薬品全 84 製品のうち、

54 製品 (64.3%) は CHO 細胞を生産宿主としている (12)。CHO 細胞は Puck らによって樹立

された細胞株である (13)。糖鎖付加や適切なフォールディングなどの翻訳後修飾能を持ち複

雑な構造の治療用タンパク質を生産できるため、mAb を含む様々な治療用タンパク質製造の

ための生産宿主として適している (14)。また、CHO細胞は無血清培地に馴化させることで浮

遊性細胞としても培養できるため、工業的な大容量タンクを用いた培養も可能である。 

 抗体に代表される組換えタンパク質生産性の向上は製造コストを削減し、設備効率を向上

させるため (15)、様々な側面から技術開発が進められている。先に述べた連続生産技術もそ

の一例である。アップストリーム工程の生産性向上においては生産株、培地、培養装置及び

培養制御法のいずれかに関連したアプローチがとられる。一例として、遺伝子組換え技術に

よる高生産株構築、細胞株の栄養成分消費及び有害代謝副産物産生を考慮した培地配合設計、

せん断ストレスを防ぎ効率的な酸素供給を可能にする撹拌翼及び培養槽の構造設計、または

培養データモニタリングとフィードバック制御による培養条件自動制御法の開発などがあり、

これらには既に実用化された技術も多い。実用化されている技術の多くは細胞にとって好ま

しい培養状態を維持し、増殖促進的に作用することによって組換えタンパク質生産性を向上

するものである。一方、未だ使用は限られているものの、増殖阻害的に作用することによっ

て生産性を向上するアプローチもある。 

 培養生産における組換えタンパク質の生産物濃度 (P) は次式 1) で示すことができ、生細

胞密度 (viable cell density, VCD)、比生産速度 (Qp)、および培養期間 (t) と直接的に関与して

いる。 
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 𝑃 = 𝑄𝑝 ∫ 𝑉𝐶𝐷 𝑑𝑡 式 1)  

 

生産物濃度の上昇は同一スケールで培養した際の生産物量を向上し、従って設備利用効率や

製造人員あたりの生産効率を向上させる。前述した増殖促進的アプローチは VCD向上および

／または培養可能期間の延長によって生産物濃度を上昇させる。一方、増殖阻害的アプロー

チでは Qp向上によって生産物濃度を上昇させる。 

 増殖阻害的アプローチは哺乳類細胞のタンパク質生産性が細胞周期依存的であることを利

用する。Figure 1に示すように細胞は主に 4つの細胞周期、すなわち G1期、S期、G2期およ

び M 期を一方向に進みながら分裂し、増殖する。G1 期ではリボソームの生合成やタンパク

質翻訳に関わる遺伝子などタンパク質合成に関わる因子が高度に発現する (16)。CHO細胞の

組換えタンパク質の発現には CMV (Cytomegarovirus) プロモーターなどの強力な構成的プロ

モーターが使われることが多く、タンパク質生合成に関わる因子の発現向上により組換えタ

ンパク質の発現も向上すると期待できる。そのため、何らかの手段により細胞周期進行を制

御して G1期での滞在時間を延ばすことで、そうでない状態よりも Qpを向上させることがで

きる (16,17)。なお、この増殖阻害的アプローチは完全に細胞周期を停止させるのではなく、

あくまである特定の細胞周期での滞在時間を通常よりも延ばすことを意図するものであるが、

当該研究分野では細胞周期停止 (cell cycle arrest) と表現されることが多いため、本博士論文

においてもこのアプローチに基づく技術を細胞周期停止技術と記載する。細胞周期停止によ

る組み換えタンパク質の Qp 向上についての既存研究は G1 期停止誘導に基づく事例が多い 

(16, 17)。しかしながら、一般的には G1期と同様に G2 期もタンパク質の生産性が高まること

が知られており、研究例は少ないものの G2期停止による組換えタンパク質の Qp 向上効果も

報告されている (18)。G1期では DNA複製に関与する酵素群など次の S期で必要とされるタ

ンパク質が主に合成され、一方、G2期では微小管などの有糸分裂に必要なタンパク質が多く

合成される。G2期停止による Qp向上のメカニズムは十分解明されていないが、G1期停止と



9 

 

同様にタンパク質生合成因子の発現向上が寄与したものと考えられる。また、低温処理によ

る細胞周期停止誘導などの一部の手法においては、Qp 向上に加えて細胞寿命改善による培養

可能期間延長も期待できる。 この理由としては、低温条件下での細胞分裂速度および代謝速

度の低下により培地成分消費量や乳酸／アンモニア産生量が減少したこと、またせん断力や

アポトーシス促進因子への感受性が低下したことなどが要因と考えられている (16, 17)。 

細胞周期停止技術では、細胞分裂に要する時間を延長するために比増殖速度 (μ) の低下を伴

う。μ の低下は VCD を減少させ、生産性には負の効果をもたらすが、Qp 向上及び培養可能

期間延長による正の効果が負の効果を上回った場合、生産物濃度を上昇させることができる。 

 

 

Fig. 1. Phases of the cell cycle. 

The figure was created with reference to Ref. (19). 

 

 細胞周期制御はフェドバッチおよびパフュージョン培養法の両方において、生産性向上に

有効である。一般的にフェドバッチ培養法において、高い VCDの達成は効率的なタンパク質

生産に有効であるが、最適な VCD以上の過度な増殖はダウンストリーム工程の負荷を増大し

て生産物損失を増やしてしまうために収率低下の要因となる (20)。ダウンストリーム工程で

の負荷を一定範囲内に抑えながら培養槽あたりの生産量を最大化するためには、過度な細胞

増殖を防ぎつつ、Qp を向上させることが有効であり、その目的において細胞周期停止技術は
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有用である。 

 パフュージョン培養法においても、過度な細胞増殖は生産物損失の増加と生産効率低下を

引き起こす。パフュージョン培養法では、フェドバッチ培養法よりも高い VCDで、長期間連

続的に培養可能である (7)。フェドバッチ培養法とは異なり、パフュージョン培養法では培養

装置側に膜分離や遠心分離などの細胞分離装置が付随するため、パフュージョン培養法の回

収液には細胞は含まれていない。この培養法で細胞過増殖が問題となるのはダウンストリー

ム工程ではなく、主にアップストリーム工程においてである。細胞密度の増加は、培養液粘

度や酸素要求量を増加させる。過度な細胞増殖の結果、膜目詰まりやポンプ能力限界による

細胞分離機能低下、また酸素枯渇による細胞ストレスや細胞死が生じる (11, 21, 22)。それ故、

目的とする VCDを維持するために、パフュージョン培養法では細胞の排出工程であるセルブ

リーディングと呼ばれる処理が実施される。しかしながら、セルブリーディング処理は細胞

と同時に生産物も排出してしまうため、生産量の低下をもたらす。一般的なセルブリーディ

ング速度はパフュージョン速度の 10–30%にもなるが (23)、プロセスの複雑化を避けるため

に今までのところブリード排出液に含まれる生産物を回収することはなされていない (24)。

セルブリーディングに伴う生産物ロスを低減するためには、ブリード排出量を最小限に留め

る必要があり、その方策として細胞周期停止技術の利用が検討されている (24, 25)。Wolf ら

の研究では、低温条件 (33.0℃) による細胞周期停止によってコントロール条件 (36.5℃) よ

りもブリード速度が 0.36 反応槽容量 (reactor volume, RV) day-1から 0.10–0.20 RV day-1に減少

し、その結果として生産物損失量が 26.0%から 10.6%に低下した (25)。また、培地中の Na+と

K+濃度調整による細胞周期停止によって、総ブリード量が 50%以上削減されたとの報告もあ

る (24)。また、細胞周期の停止による Qp 向上効果は回収液の生産物濃度増加に寄与する。

細胞周期停止によって期待される効果、すなわち VCD減少と Qp向上はいずれもパフュージ

ョン培養法の要求事項と良く合致する。以上のような背景から細胞周期停止技術は効率的な

mAb 生産のために役立つと期待されている。 

 細胞周期停止を引き起こす手法は様々であるが、特に良く検討されているのは低温培養法、
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遺伝子工学的手法、及び化学薬剤法の 3つである (16, 17)。これらの手法にはそれぞれ現状で

解決されていない固有の課題があるため、今日に至るまで標準的な手法として確立されたも

のはない。 

 低温培養法は、哺乳類細胞の一般的な培養温度である 37℃よりも低い温度 (28–35℃) で細

胞培養する方法である。低温にすることにより CHO細胞の細胞周期は G1 期で停止し、組換

え抗体をはじめ、エリスロポエチンや分泌型アルカリホスファターゼなどの種々の組換えタ

ンパク質の生産性が向上する (26–28)。低温培養法は、培養ステージを二相に分けた温度シフ

トと呼ばれる戦略で用いられることが多い。温度シフト戦略では、培養初期は 37℃で活発に

細胞増殖させ、その後に培養温度を低温 (28–35℃) に変化させることで増殖を抑えて目的タ

ンパク質を効率的に生産させることができる (16, 29)。低温条件が細胞周期や組換えタンパク

質の生産性向上に寄与するメカニズムは未だに十分解明されていないが、CIRPなどの低温誘

導タンパク質の関与や (30)、p53および p21の発現量増加 (31, 32)、また目的遺伝子の転写促

進や mRNA安定性の向上による影響などが示唆されている (27, 33–35)。低温培養法の課題と

しては、効果の細胞株依存性や糖鎖構造への影響が指摘されている (20, 26, 27, 36)。Yoon ら

により、同一の CHO細胞株を宿主としても、生産するタンパク質の種類の違いによって低温

条件下で生産性が向上する場合としない場合があることが報告された (26, 27)。Kim らの研

究では同じ親株からクローニングされた細胞株の間においてすら、低温条件が組換えタンパ

ク質生産性に対して与える影響に違いがあることが報告された (36)。また、Du らの研究では、

36℃から 30℃への培養温度低下によって末端ガラクトース付加型の N結合型糖鎖 (G1F及び

G2F) の比率が減少し、ハイマンノース型糖鎖の比率が上昇した。Du らはマイクロアレイ解

析法を用いて、低温条件下では N 結合型糖鎖合成経路に含まれる多くの酵素群とトランスポ

ーターの mRNA転写レベルが有意に低下することを示し、低温条件下では不完全な糖鎖修飾

が起こることが示唆された。 

 遺伝子組換えによって、細胞周期調節に関与する遺伝子を過剰発現することでも細胞周期

を停止可能である。遺伝子工学的手法による過剰発現では p21 と p27 がターゲットになるこ
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とが多い。サイクリン依存性キナーゼ (cyclin dependent kinase, CDK) は細胞周期移行のため

の重要な因子である。p21とp27はサイクリン依存性キナーゼ阻害因子 (cyclin dependent kinase 

inhibitor, CKI) であり、CDK活性を阻害する。p21と p27の発現量向上により G1 期での細胞

周期停止が誘導され、抗体を含む様々な組換えタンパク質の生産性が向上する (37–39)。遺伝

子工学的手法の課題は効果の細胞株依存性、変異株出現リスク、および構築済みの既存生産

株には適用できない点である。この手法は株特異的なアプローチであり、遺伝子不安定性の

課題、すなわち導入遺伝子の変異や欠失、エピジェネティックな変化によるサイレンシング

といった課題に対応する必要がある (40)。遺伝子組換えによって導入した遺伝子の変異や欠

失などによって増殖阻害効果が消失した変異株が出現した場合、変異株は他の細胞よりも培

養槽内で優先的に増殖する。そのため、やがて変異株が細胞集団を占有することとなり培養

槽あたりの生産性は低下する。また、医薬品承認申請に用いられた医療用タンパク質生産株

に対して新たに遺伝子改変をすることは、細胞基材の変更を意味するため現実的な手段では

ない。バイオ医薬の製法変更をする際は、ICH Q5E ガイドライン「生物薬品 (バイオテクノ

ロジー応用医薬品／生物起源由来医薬品) の製造工程の変更にともなう同等性／同質性評価」 

(41) に従った同等性／同質性評価が必要となるが、細胞基材は製造工程最上流の管理項目に

位置するため、その変更によって安全性や有効性に悪影響を生じる可能性を否定できない。

このような場合、膨大な時間と費用を要する非臨床試験や臨床試験のやり直しの必要性が生

じてしまうため、既存生産株に対してはこの技術の採用ハードルは極めて高い。 

 細胞周期調節に影響する化学物質を培養液に添加することによっても細胞周期を停止させ

ることができる。この手法で用いる化学薬剤として、酪酸ナトリウム (Sodium butyrate, NaBu) 

やバルプロ酸などの短鎖脂肪酸類の使用が主として検討されている (15, 42, 43)。短鎖脂肪酸

類はクラスⅠおよびクラスⅡのヒストン脱アセチル化酵素 (histone deacetylase, HDAC) の活

性サイトにある亜鉛原子をキレートすることによって、HDAC 活性を阻害する (44–46)。

HDAC 活性阻害によって、CKI である p21 および p27 の近傍プロモーター領域の H3K9 アセ

チル化レベルが上昇し、遺伝子転写量が増加する (47)。また、NaBuは哺乳類細胞に対して網
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膜芽細胞腫タンパク質 (retinoblastoma protein, pRB) のリン酸化阻害や、CDK2、CDK4 および

CDK6の発現量低下をもたらすことも報告されている (48, 49)。このような作用により、短鎖

脂肪酸類は CHO 細胞を含む様々な細胞種に対して G1 期での細胞周期停止を誘導する (17, 

42, 47)。化学薬剤法の課題は、用いる化学物質の細胞毒性による培養可能期間の短縮と効果

の細胞株依存性である。NaBu は短鎖脂肪酸類の中でも、タンパク質生産性向上剤として特に

良く研究されているが (50–53)、細胞周期停止後にアポトーシス細胞死を引き起こして細胞寿

命を低下させるため、タンパク質の総生産量向上に寄与しない場合もある (54, 55)。また、

NaBu とバルプロ酸を用いた研究にて組換えタンパク質生産性に与える影響が株依存である

ことが報告されており、化学薬剤法においても他の 2 手法と同様に効果の細胞株依存性が課

題となっている (15, 56)。 

 本研究では、細胞周期停止のための上記 3 つの手法のうち、化学薬剤法に着目した。工業

的 mAb製造工程への応用という観点では、上記 3手法のうち実用可能性が高いのは、低温培

養法と化学薬剤法である。遺伝子工学的手法は、その複雑性および遺伝的不安定性のために

工業的プロセスには使用されていない (18)。低温培養法と化学薬剤法は操作が簡便であり、

工業的プロセスへの適用が容易である。特に低温培養法は簡便性においては化学薬剤法より

も優れている。操作パラメーターが温度条件と温度変更タイミングの 2 因子しかなく、培養

装置の運転条件変更のみで対応できるためである。しかしながら、前述のように低温培養法

の効果には細胞株依存性があり、低温条件で生産性向上が見込めない株については適用でき

ない。操作パラメーターの少なさは、表現を変えれば改良余地が少ないとも言える。一方、

化学薬剤法では使用する化合物の種類、添加濃度、使用タイミング及び複数成分の組み合わ

せなど、操作可能なパラメーターは多い。CHO 細胞の異種タンパク質生産性向上のために、

過去、短鎖脂肪酸類を含め、ピリドピリミジン類化合物、塩化リチウム、エピガロカテキン

ガレートなどのいくつかの細胞周期停止化合物の使用が提案されている (15, 18, 20, 42, 50, 51, 

57)。しかしながら、世の中に存在する化合物の種類の豊富さを考慮すると、化学薬剤法によ

る組換えタンパク質生産性向上効果の検証がなされた物質は未だ限定的であり、多くの検討
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余地が残されている。 

 化学薬剤法の効果の細胞株依存性は、CHO細胞の遺伝的及び表現型多様性に起因する可能

性がある。CHO細胞は異数性の細胞であり、遺伝子変異を起こしやすく遺伝的多様性を生じ

やすい (58, 59)。さらに、CHO 細胞では多くの遺伝子が機能的に半接合な状態となっている

ことも示唆されており (60)、生じた遺伝子変異が表現型の変化として現れやすい。これらの

遺伝的及び表現型多様性のために、化合物に対する感受性は株ごとに種々異なると考えられ

る。同一の親株由来であったとしても生産株構築の過程で化合物感受性が変化することも想

定でき、同じ親株から作成した子株同士でも化合物が与える効果に違いが生じると推測でき

る。 

 CHO細胞のタンパク質生産性向上のための細胞周期停止化合物の種類拡充は、化学薬剤法

の細胞株依存性の課題を解決する方策の一つである。CHO細胞の遺伝的及び表現型多様性を

考慮すると、全ての CHO細胞株に対して万能的／汎用的に使用可能な化学薬剤を見出せる可

能性は低い。一方、化合物の種類拡充により選択の幅が広がれば、個々の細胞株に最適な化

合物を任意に選択できる余地を生む。細胞株に適した化合物および使用条件が任意に選択で

きるようになれば、個別の株に対しての最適な生産条件をオーダーメイドで組むことも可能

となり、より効率的な生産技術に繋がると期待できる。 

 上記背景に基づき、本研究は CHO 細胞の mAb 生産性、具体的には IgG1 の生産性向上に

有効な新規の細胞周期停止化合物の探索と化学薬剤法への利用可能性の検証を研究課題とし

た。なお、IgG には 4 つのサブクラスがあるが、抗体医薬原薬としては IgG1 型の mAb が主

として用いられている。国立医薬品食品衛生研究所による取りまとめでは、2019年 5月 1日

までに日米欧で承認された抗体医薬品 84製品のうち、IgG1 型の mAbを原薬としている製品

は全体の 66.7%を占める (56 製品) ことが報告されている (12)。 

 本研究成果は、化学薬剤法で使用可能な新たな有効成分の発見と、その成分を用いた効率

的な mAb生産技術の開発に寄与する。本成果は CHO細胞を用いた mAb培養生産法に使用可

能な薬剤の選択の幅を増やし、短鎖脂肪酸類など従来の化合物では期待する効果が得られな
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い株に対する代替選択先を提案する。また、既知化合物で既に効果が得られている細胞株に

対しても、新規化合物ではさらに高い効果、高い安全性または使用容易性が達成できる可能

性もある。よって、現状の化学薬剤法の課題解決及び技術改善のための一助となり、バイオ

医薬生産技術の向上に資するものである。 
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第 2 節 博士論文構成 

 本博士論文は、新規細胞周期停止化合物の探索と化学薬剤法への利用可能性の検証を研究

課題とし、第 1 章から第 3 章に渡る 3 つの研究で構成される。第 1 章では海洋由来微生物の

培養抽出物を探索源としたスクリーニング試験を実施し、mAb 生産性向上効果が期待できる

細胞周期停止化合物の候補を得た。第 2 章では、第 1 章で得られた候補化合物の一つである

スタウロスポリンについて、細胞周期への影響を評価し、mAb生産性向上剤としての利用可

能性を検証した。第 3 章では、スタウロスポリンと構造的類似性を持つヴィオラセインにつ

いて、さらに詳細に mAb 生産性向上剤としての効果を評価し、その有効性を確認した。スタ

ウロスポリン、ヴィオラセイン共に CHO 細胞の異種タンパク質生産性に関する報告例はな

く、本研究が初めての知見となる。最後に、第 4 章では第 1 章から第 3 章までの内容をまと

めると共に、今後の研究の発展性について論じた。 

 本博士論文研究における第 1章から第 3章の各章研究の位置づけを次項に示す。 
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第 1 章 海洋由来微生物の培養抽出物からの候補化合物探索 

 

第 1 節 緒言 

 この章では、化学薬剤法の有効成分として使用可能な、新たな細胞周期停止化合物の候補

を探索するため、mAb生産性向上効果と細胞増殖阻害効果を有する化合物のスクリーニング

を実施した。スクリーニングの探索源としては、海洋由来の放線菌及び糸状菌の培養抽出物

を用いた。なお本章研究にて化合物ライブラリーではなく、微生物の培養抽出物を探索源と

した理由は見出した成分の工業的生産実現性を重視したためである。工業スケールでの微生

物培養技術は既にほぼ確立された技術であり、また有機溶媒抽出法および／またはクロマト

精製法によって生産物の高純度精製も比較的容易である。微生物の生産物は共通性のある製

造プラットフォームで生産可能であり、目的物探索後の生産実現性という点において個々

別々に生産方法を検討する必要がある化合物ライブラリーからの探索よりも優れていると期

待できる。 

 放線菌や糸状菌などの微生物は生理活性を有する二次代謝物の生産者として着目されてい

る (61, 62)。現在使用されている大多数の薬物の多くは微生物の二次代謝産物またはその誘導

体から得られたものである (61)。生理活性を有する二次代謝産物の産生能力には、微生物種

による偏りがある。微生物由来の生理活性二次代謝産物の最も主要な生産者は放線菌であり、

既知生理活性化合物の 45%に相当する 10,000種類以上の生理活性化合物を産生する最大の生

産者グループとなっている (62)。また 2 番目に大きな生産者グループは糸状菌を含む真菌類

であり既知生理活性化合物の 38%にあたる約 8600 種類の生理活性化合物を生産する。他の生

産者としては主に Bacillus 属と Pseudomonas 属に属する細菌であり、全体の 17%に相当する

約 3800種の生理活性化合物を生産する。 

 海洋環境の微生物叢は生理活性を有する二次代謝産物源として、広大かつほとんど未開拓

な領域である (63)。海洋環境に生息する微生物には広範な生物活性をもつ二次代謝産物を合
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成する能力があることが明らかとなっており、海洋由来微生物は創薬リード化合物をスクリ

ーニングするための重要かつ新しいライブラリーとして重要視されている (64–66)。 

 以上のことから、海洋環境由来の放線菌と糸状菌の培養液には様々な生理活性を有する二

次代謝産物が含まれていると期待でき、それらをスクリーニング源として用いることで、組

換えCHO細胞のmAb生産性向上に有効な細胞周期停止化合物を効率的に探索可能と考えた。

また、医薬品開発で通常よくとられるアプローチとして、目的の活性を有するリード化合物

の探索を出発点として、さらに構造修飾や類縁体評価をすることで有効性や安全性を向上さ

せる手法がある。それと同様、本章で実施するスクリーニング試験によって新しい細胞周期

停止化合物が得られれば、それをリード化合物として、その周辺化合物に研究範囲を広げる

ことで CHO細胞の生産性向上にさらに適した化合物が見いだせると期待できる。 

 本章の研究では、720 種の海洋由来微生物の培養液抽出物 (沖縄近海から収集された放線

菌 400 株、糸状菌 320 株の抽出物) について、IgG1 抗体を生産する組換え CHO 細胞に与え

る影響を評価し、細胞周期停止による生産性向上が期待できる抽出物を探索した。その際、

効果判定指標として次に挙げる３点を設定した。1) 比増殖速度 (μ) の低下、2) 比生産速度 

(Qp) の向上、および 3) 細胞生存率を低下させないこと。細胞周期解析は煩雑な手法であり、

多検体評価の試験系としては不適である。そのため本章では、細胞周期解析に代えて細胞周

期停止の結果として生じる μ の低下と Qp 向上を指標とした。上記 3 点の効果がみられた抽

出物の中には、その効果を発揮する有効成分 (以下、活性化合物と記す) が含まれていると推

定できる。目的の効果がみられた抽出物を分画して活性化合物を含む画分 (以下、活性画分と

記す) を特定した。抽出物の分画はオクタデシルシリル (octadecylsilyl, ODS) オープンカラム

を用いた粗分画  (5 画分)、および高速液体クロマトグラフィー  (high performance liquid 

chromatography, HPLC) を用いた細分画 (49画分) の 2段階で実施し、粗分画で特定した活性

画分に対して HPLC でさらに分画して活性画分を絞り込むというアプローチをとった。その

後、質量分析法 (mass spectrometry, MS) を用いて活性画分の主成分を推定し、活性化合物候

補とした。 
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 また本章研究にて各抽出物による CHO細胞の IgG生産性への影響を評価するにあたり、μ

が約半分まで低下する条件で試験することを企図し、試験条件を設定した。mAb 生産性向上

のための細胞周期停止のためには、CHO細胞の増殖は完全には停止させるべきではなく、む

しろ緩やかな増殖阻害効果が必要である。強すぎる増殖阻害効果は細胞死を誘導するため、

生産性の低下をもたらす。IC50 値は抗がん剤研究において目的化合物の細胞毒性の強さの指

標として用いられることが多く、薬剤処理後の生細胞数や細胞生存率に対する 50%阻害率と

して算出されることが多い (67, 68)。本研究では緩やかな増殖阻害活性を数値化するために比

増殖速度 (μ) に対する 50%阻害濃度を用い、培養液への抽出物添加濃度を決める際の指標と

して用いた。 
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第 2 節 実験材料及び実験方法 

(1) 細胞株及び培地 

 本研究では指標細胞として、遺伝子組換え CHO 細胞株である  ATCC® CRL-12445™ 

(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) を用いた。CRL-12445 株は Gonzalez ら

によって構築された CHO-DP12 由来の組換え細胞株であり、インターロイキン 8 に対するヒ

ト化 IgG1 抗体 (以下、単に IgG と記す) を産生する (69)。IgG 遺伝子の発現ベクターは、

Lucas らによって開発されたジシストロニックベクターであり、シミアンウイルス 40 (SV40) 

およびサイトメガロウイルス最初期遺伝子 (CMV) のプロモーター及びエンハンサーが用い

られている (70)。SV40及び CMVのプロモーターはいずれも強力な構成的プロモーターであ

り、哺乳類細胞の組換えタンパク質発現に一般的に用いられている。CRL-12445 株の培地と

しては、市販無血清培地である BalanCD® Growth A 培地 (Fujifilm Irvine Scientific, Santa Ana, 

CA, USA) に、200 nM メトトレキサート (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)、20 μg mL-1 カ

ナマイシン硫酸塩 (Fujifilm Wako Pure Chemical, Osaka, Japan)、5 mM L-グルタミン (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)、および 1mg mL-1 プルロニック™ F-68 (Thermo Fisher 

Scientific) を添加したものを使用した (以下、Growth A 培地と記す)。CRL-12445 株を ATCC 

(American Type Culture Collection) から購入後、Growth A培地に浮遊馴化させた後、ワーキン

グセルバンクとして凍結細胞バイアルを 150 本程度作成した。ワーキングセルバンクは試験

に供するまで-150℃ディープフリーザー内で凍結保管した。本研究では試験時の細胞状態を

可能な限り統一するため、培養バッチごとに新たな凍結細胞バイアルを用い、3–4回継代培養

した後に細胞培養試験に用いた。本博士論文の研究で用いた CHO 細胞は全章を通して CRL-

12445株のみであるため、以下、CRL-12245株を単に CHO細胞と記す。 

 

(2) 継代培養条件 

 30 mLの Growth A培地を 125 mL三角フラスコ (Corning, NY, USA) に加えた後、静置培養

用 CO2インキュベーターHERACELL 150i (Thermo Fisher Scientific) で 37℃、5% CO2の環境下
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で 30 分間インキュベートした (以下、この作業を平衡化と記す)。凍結細胞バイアルを 37℃

浴槽で解凍し、生細胞密度 (viable cell density, VCD) が 2–3×105 cell mL-1になるように平衡化

済み Growth A培地に CHO細胞液を添加した。VCDが 1–2×106 cell mL-1になるまで、振盪培

養用 CO2インキュベーターBR-40LF (Taitec, Saitama, Japan) を用いて 37 ºC、 5% CO2 (フラス

コ内通気速度 15 mL min-1)、120 rpm で回転振盪培養した。その後、VCDが 2–3×105 cell mL-

1になるように新しい平衡化済み Growth A 培地 30 mL に CHO 細胞培養液を添加し、再び振

盪培養用 CO2インキュベーターで培養した。この作業をさらに 1 回または 2 回繰り返した後

に、以降の細胞培養試験に用いた。 

 

(3) 海洋由来微生物の培養液抽出物 

 海洋由来微生物の培養液抽出物として、オーピーバイオファクトリー株式会社 (Okinawa, 

Japan) が保有している生物資源ライブラリーを利用した。生物資源ライブラリーのうち、沖

縄近海から単離された微生物 720 株 (放線菌 400 株および糸状菌 320 株) をランダムに選択

した。オーピーバイオファクトリー社にて、上記 720 株の微生物の培養と各培養液の酢酸エ

チル抽出を実施し、培養抽出物をジメチルスルホキシド (DMSO: Fujifilm Wako Pure Chemical) 

に溶解したものを入手した。抽出物調製手順は下記手順に従った。1) オーピーバイオファク

トリー社規定条件で放線菌及び糸状菌を培養、2) 菌体を含む培養液に酢酸エチルを等量添加

及び混合して酢酸エチル層を回収、3) エバポレーターで乾燥させて粉末を回収、および 4) 抽

出に供した培養液量と等量の DMSOで再溶解。 

 

(4) 微生物培養液抽出物の CHO細胞増殖阻害率算出 

 対数増殖期中の CHO細胞を新たな Growth A培地で希釈し、VCD 3.0 × 104 cell mL-1に調製

した細胞液を 96ウェルマイクロプレートNunc™ MicroWell™ (Thermo Fisher Scientific) に 100 

μL well-1 で播種した。CHO細胞液に放線菌または糸状菌の抽出物を、それぞれ 0.0625% (v/v) 

または 0.125% (v/v) で添加した。また、抽出物と同量の DMSOを添加したウェルを同一プレ
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ート内に設け、コントロールとした。96 ウェルマイクロプレートに播種した CHO 細胞を静

置培養用CO2インキュベーターを用いて 37 C、5% CO2で培養した。培養5日後にCell Counting 

Kit 8 (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) を用いて取扱説明書記載の手順で VCDを測定し

た。この測定法は、水溶性テトラゾリウム塩 WST-8の細胞内還元を測定原理としている。細

胞が有する脱水素酵素の働きによって細胞内で連鎖的に酸化還元反応が生じ、最終的に WST-

8 が還元されて水溶性オレンジ色色素であるホルマザンが生成する。生成したホルマザン量

と生細胞数には正の相関性があることから、ホルマザンの吸光波長である 450 nm の吸光度を

測定することによって生細胞数を計測することができる。比増殖速度 (μ) と増殖阻害率はそ

れぞれ下記式 2) および 3) を用いて算出した。 

 

μ =

(𝐿𝑁 (
𝑉𝐶𝐷𝑡2
𝑉𝐶𝐷𝑡1

))

(𝑡2 − 𝑡1)
 

式 2)  

 

増殖阻害率 = (1 − (
𝜇𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝜇𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
)) ×  100 式 3)  

 

LN: 自然対数、t1 および t2: 培養時間、VCDt1 および VCDt2: 培養時間 t1 および t2 時点での

VCD、μsampleおよび μcontrol: 培養液抽出物および DMSO (コントロール条件) 添加時の μ。 

 

(5) μに対する 50%阻害濃度の算出 

 規定濃度 (放線菌由来抽出物; 0.0625%, 糸状菌由来抽出物; 0.125%) での増殖阻害率が 50%

以上であった抽出物に対して、以下の手順で 50%阻害濃度  (half maximal inhibitory 

concentration, IC50) を算出した。対数増殖期中の CHO細胞を新たな Growth A培地で希釈し、

VCD 3.0 × 104 cell mL-1に調製した。その後、放線菌または糸状菌抽出物をそれぞれ 0.0625% 

(v/v) または 0.125% (v/v) になるように添加した。次に、別に準備した CHO細胞液 (3.0 × 104 

cell mL-1) と 1:1混合することによって、6 段階の 2倍希釈系列を調製した。96ウェルマイク
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ロプレートに上記 2倍希釈系列を 100 μL well-1で添加した。前記 (4) と同様の条件で細胞培

養し、各抽出物濃度での増殖阻害率を算出した。抽出物濃度と増殖阻害率をプロットしたグ

ラフを、4 パラメーターロジスティック曲線にフィッティングさせ、各抽出物の IC50 値を算

出した。回帰フィッティングと IC50値算出には解析ソフトウェア GraphPad Prism5 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA) を用いた。 

 

(6) 微生物培養抽出物による CHO細胞の Qpと細胞生存率への影響評価 

 IC50値が低い 44 の抽出物について、下記手順により CHO 細胞に対する Qp と細胞生存率

への影響を評価した。対数増殖期中の CHO細胞培養液を、新しい Growth A培地で希釈して

VCD 1.0 × 106 cell mL-1 になるように調製した。その後、細胞液を 125 mL 三角フラスコ 

(Corning) に 30 mLずつ分注した。放線菌または糸状菌抽出物を、それぞれの IC50値の 5,000

倍濃度になるように DMSOを用いて調製した。次に各抽出物 DMSO溶液を CHO細胞液量に

対して 0.1% (v/v) 添加した (抽出物最終濃度が IC50値の 5倍量となるように添加)。またコン

トロールとして、DMSO のみ 0.1% (v/v) 添加した CHO 細胞液を用意した。なお、DMSO は

哺乳類細胞の細胞増殖に影響を与えることが知られているが、0.1% (v/v) では本研究で使用

した CHO 細胞株においては増殖性に影響しないことを予備試験にて確認済みである (予備

試験結果では 1.0%以下では影響なし。Fig. 1S)。各 CHO細胞液は振盪培養用 CO2インキュベ

ーターBR-40LF (Taitec) を用い、37 ºC、5% CO2 (フラスコ内通気速度 15 mL min-1)、120 rpm

で回転振盪培養した。培養 3 日後に VCD と細胞生存率、また IgG 濃度をそれぞれ Vi-CELL 

XR (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 及び Octet QKe system (Fortebio, Fremont, CA, USA) を用

い、取扱説明書記載の手法に従って測定した。Vi-CELL XRはトリパンブルー染色法を測定原

理としており、生細胞及び死細胞を分けて自動計測可能な装置である。また Octet QKe system

は、目的タンパク質に特異的結合可能な物質を固定化した光学センサーを用いることによっ

てセンサーとの特異的結合量を経時的に検出し、目的タンパク質の濃度を測定する装置であ

る。比生産速度 (Qp) は培養開始時と培養 3 日後の IgG 濃度差を、その期間の積算生細胞密
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度 (Integrated viable cell density, IVCD) で除することにより算出した。IVCDは培養開始時と

培養 3日後の VCDから、下記式 4) より算出した。 

 

IVCD =
(𝑡2 − 𝑡1)(𝑉𝐶𝐷𝑡2 + 𝑉𝐶𝐷𝑡1)

2
 式 4)  

t1および t2: 培養時間、VCDt1および VCDt2: 培養時間 t1および t2時点での VCD。 

 

なお本試験での各抽出物添加量を IC50値と同一にせずその 5 倍量とした理由は、フラスコ振

盪培養条件で増殖阻害効果をもたらすにはマイクロプレート培養条件よりも高い添加濃度が

必要であったためである。予備試験では、マイクロプレートで算出された IC50値の 5 倍量を

添加すると、目安とする増殖阻害活性、すなわち比増殖速度 (μ) の 50%阻害に近い効果がみ

られた。そのため、フラスコ試験で添加する濃度はマイクロプレートを用いて算出した IC50

値の 5 倍が適していると判断した。マイクロプレートとフラスコを用いた試験間で添加濃度

による影響が異なっていた原因については不明であるが、培養時の振盪有無または初期細胞

密度の違いによる影響の可能性が考えられる。 

 

(7) オープンカラムを用いた粗分画処理及び画分評価 

 Qp 向上効果を示し、かつ細胞生存率の減少を引き起こさなかった微生物培養液抽出物を、

下記手順に従って ODSオープンカラムクロマトグラフィーにを用いて分画した。微生物培養

液抽出物 12 mLを 3 gの ODS 樹脂 COSMOSIL 75C18-OPN (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) に添

加し、それぞれ 15 mLの 20%、40%、60%、80%アセトニトリル水溶液及び 100%アセトニト

リルでステップワイズ溶出した。溶出画分を 40℃ロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、

乾燥粉末を得た。その後、各乾燥粉末をそれぞれ 12 mLの DMSOで再溶解した。本研究では

ODS樹脂からの回収率を 100%と仮定した。各画分の DMSO溶液を分画前抽出物の IC50値の

5 倍濃度でそれぞれ CHO 細胞培養液に添加して前記 (6) と同様の手法でフラスコ振盪培養

し、μ、Qpおよび細胞生存率に対する影響を評価した。 
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(8) HPLCによる細分画処理 

 CHO 細胞に対する μ 低下と Qp 向上効果を示した ODS オープンカラム画分について、下

記手順により HPLCにてさらに細かく分画し、活性画分の特定を試みた。ODSオープンカラ

ム画分を 40℃で真空濃縮して乾燥粉末を得た後、アセトニトリルで再溶解して 1 mg mL-1に

なるように調製した。その後、下記条件で HPLC分画処理に供した。 

 

装置 : Prominence 分取システム (Shimadzu, Kyoto, Japan)  

分析カラム : 各検体について、それぞれ下記のカラムを用いた。 

A26_frc. 5 および A370_frc. 3; DAISOpak SP-120-5 ODS-BIO column φ 4.6 

mm × 150 mm (OSAKA SODA, Osaka, Japan)  

A278_frc. 3 および F67_frc. 3; COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱ φ 4.6 mm × 150 mm 

(Nacalai Tesque)  

移動相 A : アセトニトリル 

移動相 B : 超純水 

タイムプログラム : 各検体について、それぞれ下記のタイムプログラムを用いた。 

A26_frc.5; A/B = 70/30 (0 min) → 100/0 (15 min) → 100/0 (25 min)  

A370_frc.3; A/B = 40/60 (0 min) → 100/0 (20 min) → 100/0 (25 min)  

A278_frc.3; A/B = 40/60 (0 min) → 60/40 (20 min) → 60/40 (25 min)  

F67_frc.3; A/B = 40/60 (0 min) → 70/30 (20 min) → 70/30 (25 min)  

ダイオードアレイ検

出波長 

: 200–700 nm 

流速 : 1 mL min-1 

注入量 : 5 μL 

分画条件 : 0.5 min fraction-1とし、最初の 0.5min を除いた 49画分を回収 



27 

 

 

(9) 増殖阻害活性を示す HPLC活性画分の特定 

 各 HPLC 画分を遠心エバポレーターで乾燥させて粉末化した後、5 μL の DMSO に再溶解

した。前記 (4) と同様の方法で CHO細胞を VCD 3.0 × 104 cell mL-1で 96ウェルマイクロプレ

ートに播種し (100 μL well-1)、各 HPLC画分を含む DMSO溶液を 1 μL well-1添加した。CO2イ

ンキュベーターで 5日間静置培養した後、VCDを測定した。他の画分と比較して、CHO細胞

の VCDが著しく低くなった画分に増殖阻害成分が含まれていると判断した。 

 

(10) マススペクトル解析 

 増殖阻害活性を示した HPLC 画分を超高速液体クロマトグラフィー・飛行時間型質量分析 

(Ultra-High Performance Liquid Chromatography Time Of Flight-Mass Spectrometry, UHPLC-TOF-

MS) に供し、画分に含まれる主成分を推定した。 

 

1) A278 および F67 の HPLC活性画分解析 

 前記 (9) で特定した HPLC画分をそれぞれ 1つのチューブにまとめて遠心エバポレーター

で減圧濃縮して乾燥粉末を得た。その後、メタノールを用いて各粉末を 50 μg mL-1になるよ

うに調製し、下記条件で UHPLC-TOF-MS解析に供した。 

 

使用装置 : ACQUITY UPLC および G2-S QTof (Waters, Milford, MA, USA)  

使用カラム : ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 μm φ 2.1 × 50 mm (Waters) 

移動相 A : 0.1%ギ酸 5%アセトニトリル水溶液 

移動相 B : 0.1%ギ酸 100%アセトニトリル 

タイムプログラム : A/B = 100/0 (0 min) → 0/100 (5 min) → 0/100 (6.5 min)  

流速 : 0.8 mL min-1 

注入量 : 2 μL 
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ダイオードアレイ検

出波長 

: 200–500 nm 

イオン化モード : エレクトロスプレーイオン化法、正イオンおよび負イオン 

m/z 測定範囲 : 100–1500 

 

 LCクロマトグラムのメインピークについてMSスペクトルを取得し、得られたMSスペク

トルに基づいて装置付属ソフトウェア  (MassLynx V4.1) を用いて分子式を解析した。

MassLynx では分子関連イオンの精密質量精度、安定同位体強度比、および安定同位体精密質

量の 3 つの情報に基づいた組成演算アルゴリズムによって分子式を解析可能である。また、

MassLynx による解析では推定された分子式毎に解析信頼度 (Confidence %) を算出可能であ

り、Confidence %が 100%に近いほど分子式の推定精度が高いと判断できる。解析により推定

された分子式を有する化合物を天然物辞典 (71) 収録化合物と照らし合わせ、放線菌または糸

状菌が生産しうる化合物を主成分として推定した。 

 

2) A26および A370の HPLC活性画分解析 

 前記 (9) で特定した HPLC 活性画分のうち、LC クロマトグラムのピークサイズが最も大

きかったピークを含む画分を遠心エバポレーターで減圧濃縮して乾燥粉末を得た。必要に応

じて前記 (9) と同様の手法で分画処理及び増殖阻害活性を繰り返し実施し、MS 解析に必要

な粉末量を確保した。メタノールを用いて各粉末を 10 mg mL-1になるように調製し、上記 1) 

記載条件で UHPLC-TOF-MS 解析に供した。ただし、カラムのみ外して配管を直結し、最初に

検出される極大ピークの MS スペクトルを取得した。得られた MS スペクトルに基づいて上

記と同様の手法で分子式解析及び化合物の推定を行なった。 
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第 3 節 結果 

(1) 微生物培養抽出物の CHO細胞に対する増殖阻害及び Qp向上効果 

 計 720 種類の微生物培養液抽出物 (放線菌由来 400 種、糸状菌由来 320 種) を評価し、増

殖阻害率が 50%以上あるものをスクリーニングした結果、85抽出物 (放線菌由来 61種、糸状

菌由来 24 種が該当した (Fig. 2)。この 85 抽出物について、CHO 細胞の μ に対する IC50値を

算出した。CHO細胞に対して高い増殖阻害効果を有する抽出物として IC50値が低い順番に 44

抽出物 (放線菌 29種、糸状菌 15種) を選択した。この 44抽出物の IC50値を Table 1に示す。

これらの 44抽出物のうち、9抽出物 (A278、A245、A204、A265、A370、A369、A26、A148

および F67) は CHO細胞の細胞生存率低下を引き起こさずに Qpを向上した (Fig. 3)。これら

9抽出物は 3 日培養後細胞生存率がいずれも 90%以上であり、Qp はコントロールより 30%以

上向上した。他の 35抽出物は、3日培養後細胞生存率が 90%未満まで低下したか、または Qp

向上効果が 30%未満であった。 

 

 

Fig. 2. Growth inhibition rates of actinomycetes and fungal extracts in CHO cells.  

 CHO cells were cultured with various microbial extracts using 96 well microplates for 5 days. (A) 

Actinomycete extracts. (B) Fungal extracts. The data were obtained from a single experiment. 
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Table 1. IC
50

 values for specific growth rates (μ) in CHO cells.  

Actinomycete extract Fungal extract 

Sample ID IC
50

 % (v/v)  Sample ID IC
50

 % (v/v)  Sample ID IC
50

 % (v/v)  

A_39 0.0019 A_289 0.0170 F_131 0.0002 

A_300 0.0019 A_365 0.0181 F_117 0.0039 

A_182 0.0021 A_202 0.0198 F_280 0.0074 

A_183 0.0022 A_65 0.0200 F_116 0.0084 

A_335 0.0024 A_68 0.0205 F_25 0.0156 

A_304 0.0033 A_201 0.0206 F_139 0.0179 

A_216 0.0036 A_265 0.0211 F_99 0.0204 

A_219 0.0036 A_178 0.0214 F_185 0.0216 

A_278 0.0086 A_370 0.0220 F_316 0.0218 

A_23 0.0100 A_369 0.0239 F_64 0.0229 

A_245 0.0101 A_26 0.0249 F_67 0.0248 

A_204 0.0109 A_136 0.0269 F_88 0.0304 

A_217 0.0122 A_148 0.0273 F_286 0.0336 

A_109 0.0125 A_60 0.0314 F_197 0.0347 

A_203 0.0137 - - F_73 0.0530 

 IC
50

 is the concentration that inhibits 50% of the target index. A lower IC
50

 indicates a stronger 

decreasing effect on μ. The data were obtained from a single experiment. 
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Fig. 3. Relative ratio of specific production rate (Qp) and cell viability. 

 CHO cells were cultured with various microbial extracts using Erlenmeyer flasks for 3 days. (A) 

Actinomycete extracts. (B) Fungal extracts. The Qp of the control flask is shown as 100%. * Selected 

microbial extracts that improved the Qp by 30% or more compared with controls and maintained 

viability at 90% or more after 3 days incubation. The data were obtained from a single experiment. 

 

(2) 活性画分の特定 

 Qp 向上効果を示した 9 抽出物を ODS オープンカラムで分画し、各画分の CHO 細胞の μ、

Qp および細胞生存率に対する影響を評価した。評価した計 45 画分 (9 抽出物×5 画分) のう

ち、4画分 (A26_Frc. 5、A278_Frc. 3、A370_Frc. 3、および F67_Frc. 3) に μ低下及び Qp向上

効果がみられた (Fig. 4)。A26_Frc. 5、A278_Frc. 3、A370_Frc. 3、および F67_Frc. 3を CHO細

胞に添加することによって、コントロール条件と比較して μはそれぞれ 52%、59%、50%およ

び 36%低下した。一方、これらの画分添加によって、コントロール比で Qpはそれぞれ 109%、

108%、109%および 84%増加した。この結果から、CHO 細胞の細胞周期停止をもたらす成分

が、この 4 画分に存在していると推測された。また、培養 3 日後の細胞生存率は全ての画分

添加条件で 95%以上を維持しており、分画前の抽出物と同様に細胞毒性は観察されなかった。 

 一方、5 抽出物 (A148、A204、A245、A265 および A369) ではいずれの画分においても添

加による影響は確認できなかった。これらの抽出物の活性成分は ODS 樹脂との結合力が強
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く、従って分画工程で溶出されなかった可能性がある。または、これらの抽出物には複数の

活性成分が含まれており、分画処理によって成分の相加または相乗的な効果が失われた可能

性もある。これらの 5 抽出物について、分画条件を変更することによって目的の活性を示す

画分が得られる可能性はあるが、スクリーニングの効率性を優先し、本研究ではさらなる検

討は実施しなかった。 

 活性画分として特定できた 4つの ODSオープンカラム画分を、HPLCでさらに細かく分画

して各画分の増殖阻害効果を評価した。Figure 5 に示すように、A26_Frc.5 は保持時間 10.5–

16.0 min (fraction no. 21–31) の広い範囲にわたって増殖阻害活性を示した。一方、A370_frc.3、

A278_frc.3 および F67_frc.3 はそれぞれ保持時間 4–5 min (fraction no. 8–9)、11–12 min (fraction 

no. 22–23) および 8–9 min (fraction no. 16–17) の狭い範囲のみ増殖阻害活性を示した。

A278_frc.3と F67_frc.3で増殖阻害活性を示したピークは HPLCのメインピークと同一であっ

た。一方、A26_frc.5 と A370_frc.3はメインピークとは異なるサブピークに増殖阻害活性がみ

られた。 
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Fig. 4. Effects of open ODS column fractions on specific growth rate (μ), specific production rate (Qp) 

and cell viability. 

 CHO cells were cultured with fractions of microbial extracts using Erlenmeyer flasks for 3 days. 

The relative ratios of μ and Qp compared with controls, and cell viability on day 3 are shown. (A) 

A26, (B) A148, (C) A204, (D) A245, (E) A265, (F) A278, (G) A369, (H) A370, and (I) F67. The data 

were obtained from a single experiment. Frc., fraction. 
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Fig. 5. Identification of active fractions.  

 The high-performance liquid chromatography chromatogram is shown in the upper panel, and the 

viable cell density after 5 days incubation is shown in the lower panel. Gray dotted lines show active 

fractions. (A) A26_frc. 5, (B) A370_frc. 3, (C) A278_frc. 3 and (D) F67_frc. 3. The data were 

obtained from a single experiment. VCD, viable cell density; AU, absorbance unit; No., number. 

 

(3) 活性画分の主成分解析 

 A26_frc. 5、A370_frc. 3、A278_frc. 3、および F67_frc. 3 の活性画分を本章第 2節 (10) に記

載した手法にて UHPLC-TOF-MS に供した。A278_frc. 3 と F67_frc. 3 においては、それぞれ

LC クロマトグラム (Fig. 6) の保持時間 2.94 min と 2.70 min の位置に確認されたメインピー

クを主成分と判断し、MSスペクトルを取得した。A26_frc. 5 と A370_frc. 3 においては、HPLC
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分画時の LCクロマトグラム (Fig. 5) に基づき、それぞれ保持時間 11.83 minおよび 4.33 min

のピークを活性画分の主成分と判断し、そのピークを含む画分のMSスペクトルを取得した。

得られたMSスペクトル (Fig. 7) に基づいて、各成分の分子式を解析した (Table 2)。A26_frc.5

の HPLC活性画分の MSスペクトルからは、[M+H]+ = m/z 394.2868 と[M-H]- = m/z 392.2699の

シグナルが得られ、A26 の活性画分主成分のノミナル質量は 393 であると推定した。また、

正および負イオンモードの MSスペクトルから化学式は C25H35N3Oであると推定された。 

 A370_frc.3 の HPLC活性画分のMSスペクトルからは、[M+H]+ = m/z 467.2080、[M+Na]+ = 

m/z 489.1886、[2M+H]+ = m/z 933.4066 および[2M+Na]+ = m/z 955.3898 のシグナルが得られた。

負イオンモードのマススペクトルからは明確なシグナルが得られなかった。正イオンモード

の MS スペクトルから A370 の活性画分主成分のノミナル質量と分子式を推定した結果、466

および C28H26N4O3と推定された。 

 A278_frc.3 の HPLC活性画分のMSスペクトルからは、[M+H]+ = m/z 1101.4282、[M+Na]+ = 

m/z 1123.4009、[1/2M + H]+ = m/z 551.2194、および[M-H]- = m/z 1099.4161 のシグナルが得られ

た。これらのシグナルから、A278 の活性画分主成分のノミナル質量を 1100 と推定した。し

かし、正イオンと負イオンモードでそれぞれ推定した分子式には共通性がなく、また分子式

信頼度はいずれも低かったため、分子式を推定できなかった。この原因はおそらく MS に供

した HPLC活性画分の成分純度が十分高くなかったためと推測される。 

 F67_frc.3 の HPLC活性画分のMSスペクトルからは、[M+Na]+ = m/z 548.2274、[2M+H]+ = 

m/z 1051.4806、[2M+Na]+ = m/z 1073.4630、[M-H]- = m/z 524.2286、[M+HCOO]- = m/z 570.2341

および[2M-H]- = m/z 1049.4658 のシグナルが得られ、F67の活性画分主成分のノミナル質量は

525 と推定された。また、MSスペクトルからその分子式は C29H35NO8であると推定した。 

 天然物辞典 (71) 収載の化合物から、推定分子式を有する化合物を探索し、放線菌または糸

状菌が産生する化合物を各活性画分の主成分であると推定した。A278活性画分の主成分につ

いては前述したように分子式は推定できなかったため、分子量と起源のみから化合物を推測

した。その結果、各活性画分の主成分としてそれぞれ次の化合物が推定された。A26; ウンデ
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シルプロジギオシン, A370; スタウロスポリン, A278; antibiotic S 728 またはムライマイシン 

C1 3”-O- (8-メチルノナノイル), F67; サイトカラシン E 4’-メトキシまたはサイトカラシン K 

4’-メトキシ。各化合物の構造式を Figure 8に示す。 

 

 

Fig. 6. UHPLC-TOF-MS chromatograms. 

Active fractions of (A) A278_frc. 3 and (B) F67_frc. 3 were analyzed using UHPLC-TOF-MS. The peak 

with a retention time of 2.94 or 2.70 minutes was estimated to be the main component of each sample, 

and the MS spectrum was acquired, respectively. 
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Fig. 7. Mass spectrum of active fractions. 

 Each high-performance liquid chromatography fraction showing growth-inhibitory activity was 

analyzed by ultra-high performance liquid chromatography time of flight mass spectrometry. The 

mass spectrum of main peak of liquid chromatography chromatogram was acquired. The spectrum in 

positive ion mode is shown in the upper panel and that in negative ion mode is shown in the lower 

panel. Active fractions of (A) A26, (B) A370, (C) A278, and (D) F67. 
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Table 2. Molecular formula analysis based on mass spectrum. 

Sample ion mode Obs. Mass Calc. Mass Confidence 

(%)  

Formula 

A26 positive 394.2868 394.2858 99.97 C
25

H
36

N
3
O 

negative 392.2699 392.2702 100.00 C
25

H
34

N
3
O 

A370 positive 467.2080 467.2083 98.31 C28H27N4O3 

A278 positive 1101.4282 1101.4273 54.48 C65H65O16 

negative 1099.4161 1099.4161 7.02 C53H47N24O5 

F67 positive 548.2274 548.2260 85.44 C
29

H
35

NO
8
Na 

negative 524.2286 524.2284 37.04 C
29

H
34

NO
8
 

 Molecular formulae were deduced from the obtained mass spectra using G2-S QTOF software, 

MassLynx V4.1 (Waters). Among the candidate formulae, those that have the largest confidence rate 

for each sample and ion mode are listed. Obs., observed; Calc., calculated. 
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Fig. 8. The deduced compounds as main components of the active fractions. 

 Structural formulae were drawn using ACD/ChemSketch (Freeware) version 2018.2.5. 
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第 4 節 考察 

 本研究にて 4 つの活性画分の主成分として推定された化合物 (スタウロスポリン、ウンデ

シルプロジギオシン、サイトカラシン Eまたは K、antibiotic S728 またはムライマイシン) に

ついては、次に示すような生理活性の報告がある。 

 スタウロスポリンは Streptomyces 属から単離された抗真菌活性を有する微生物アルカロイ

ドであり (72)、CHO 細胞を含む様々な哺乳類細胞の細胞周期を G1 または G2 期で停止させ

る (73–75)。スタウロスポリンによる細胞周期停止のメカニズムは未だ完全には解明されてい

ないが、CDK4、CDK2および CDC2 の活性阻害 (76–79)、CDK4、CDK2、CDC2、サイクリン

A およびサイクリン B の発現量低下および CKI である p21 および p27 の発現量増加 (80–82) 

が関与していると考えられている。 

 ウンデシルプロジギオシンはプロジギニン類の一員である。プロジギニンは Streptomyces

属、Hahella 属、および Pseudoalteromonas 属などの様々な海洋細菌によって産生される赤色

の色素であり、免疫抑制や抗腫瘍活性などの生理活性を有する (83–86)。ウンデシルプロジギ

オシンは T 細胞や P388細胞の細胞周期を G1 または G2 期で停止させることが報告されてい

る (87, 88)。ウンデシルプロジギオシンは pRB のリン酸化を阻害し、またサイクリン E、サ

イクリン A、CDK2 および CDK4 の発現を抑制することが知られており (87)、細胞周期進行

に関与するこれらの因子への作用によって細胞周期の停止が誘導されると考えられている。 

 サイトカラシン類は構造的に多様な糸状菌の二次代謝産物であり、様々な生理活性がある 

(89)。サイトカラシン類において、最も良く知られている生理活性はアクチン重合阻害であり、

細胞の接着性、運動性、シグナル伝達および細胞分裂に影響する (89)。またそれらに加え、

サイトカラシン Eには強力な抗血管新生効果があることも知られている (90)。サイトカラシ

ン K はサイトカラシン E のピロリノン環のエポキシド結合の加水分解を経て生合成される 

(89)。サイトカラシン K はサイトカラシン E と構造的に類似であるが、その生理活性に関す

る報告例はほとんどない。今までのところ、サイトカラシン Eおよび Kの哺乳類細胞におけ

る細胞周期への影響についての知見はないが、他のサイトカラシン類であるサイトカラシン
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B および D はそれぞれ Swiss 3T3 細胞とマウス線維芽細胞を G1 期で停止させることが報告

されている (91, 92)。また分泌型アルカリホスファターゼ (secreted alkaline phosphatase, SEAP) 

を産生する組換え CHO細胞を用いた Haydukらの研究では、0.5 μg mL-1のサイトカラシン D

処理により SEAP 生産性が 2–3 倍に増加したことが報告されており (93)、サイトカラシン D

が異種タンパク質の生産性向上に有効な細胞周期停止化合物であることを示唆している。前

述したように、サイトカラシン Eおよび Kが細胞周期に影響する直接的な知見はないが、サ

イトカラシン Bや Dと同様、CHO細胞の細胞周期停止に作用する可能性がある。 

 antibiotic S728 については生理活性の報告例はなく、CHO 細胞の細胞周期停止をもたらす

可能性については既存知見からは判断できない。天然物辞典 (71) には S728 は Streptopmyces

属から単離された構造不明のポリエン系抗生物質とのみ、記載されている。ムライマイシン

は 2002年に Streptomyces 属の培養液から単離されたウリジン由来の核酸ペプチドであり、グ

ラム陽性細菌に対して抗菌活性を示すことが報告されている (94–96)。しかしながら、ムライ

マイシンによる哺乳類の細胞周期に対する効果については未だ報告例がなく、CHO細胞の細

胞周期停止に作用する可能性は不明である。 

 本章では、CHO細胞の増殖性及び IgG生産性に影響した 4つの活性画分の主成分をそれぞ

れ推定した。主成分を正しく同定するためには核磁気共鳴法などの光学分析データ取得によ

り化学構造を決定する必要があるが、本章における化合物推定は MS スペクトル及び化合物

の由来情報のみに基づいたものであるため、その推定精度は限定的である。また、活性画分

の主成分以外の成分が有効成分である可能性も考えられ、本章の結果のみでは推定した化合

物が目的とする活性を有するものであるかどうかは不明である。そのため、本研究では推定

主成分を活性化合物の候補とし、次に候補成分による CHO 細胞に対する作用の検証を試み

た。本章で得た推定主成分はいずれも哺乳類細胞の組換えタンパク質生産性に与える作用に

関する知見はない。これらの化合物の効果の実証により、これらを mAb生産性向上のために

化学薬剤法で使用する新たな細胞周期停止化合物 (mAb 生産性向上剤) として提案可能と期

待できる。  
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第 5 節 小括 

 化学薬剤法の有効成分として使用可能な新たな細胞周期停止化合物の候補を探索するため、

海洋由来微生物の培養抽出物を探索源としたスクリーニング試験を実施した。沖縄県近海か

ら採取された微生物 720株 (放線菌由来 400株および糸状菌由来 320 株) の抽出物について、

96ウェルマイクロプレートを用いた培養試験によって CHO細胞の増殖阻害活性を評価した。

増殖阻害活性の強さを比増殖速度 (μ) に対する IC50値を用いて評価し、低い IC50値を有する

抽出物を高増殖阻害抽出物として選別した。フラスコ培養試験により、これら高増殖阻害抽

出物による、組換え CHO細胞に対する Qp 向上効果と細胞生存率への影響を評価し、細胞毒

性を示さずに IgG 生産性を向上する抽出物を選択した。その結果、評価に供した抽出物のう

ち 9種類 (放線菌由来 8種、糸状菌由来 1種) の抽出物に目的とする効果が確認できた。ODS

オープンカラム分画処理により得た計 45画分 (9種類×5画分) について、細胞増殖性、IgG

生産性、および細胞生存率への影響を評価した結果、4 画分に期待する効果が確認できた。そ

の 4 画分について HPLC を用いた細分画処理を実施し、細胞増殖阻害活性を有する画分を特

定した。特定された画分には、細胞増殖阻害、すなわち細胞周期の進行に作用する成分が含

まれていると考えられた。HPLCの活性画分を UHPLC-TOF-MSに供し、各画分の主成分を推

定した。その結果、4 つの活性画分の主成分はウンデシルプロジギオシン、スタウロスポリ

ン、antibiotic S 728またはムライマイシン C1 3”-O- (8-メチルノナノイル)、サイトカラシン E 

4’-メトキシまたはサイトカラシン K 4’-メトキシであると推定した。これらの化合物は、いず

れも CHO細胞の異種タンパク質生産性に関する作用についての報告例はない。これらの化合

物の CHO細胞への作用を検証し、IgG生産性向上効果を実証できれば、化学薬剤法に用いる

新たな細胞周期停止化合物として提案可能と期待できる。 

 次章では活性化合物候補の一つであるスタウロスポリンについて、CHO細胞株に対する増

殖性、IgG 生産性、及び細胞周期への影響を評価し、mAb 生産性向上剤としての有効性を検

証した。  
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第 2 章 スタウロスポリンの mAb 生産性向上効果の検証 

 

第 1 節 緒言 

 本章では、第 1 章で得られた活性化合物候補の一つであるスタウロスポリンについて、組

換え CHO細胞株に対する増殖性、IgG生産性、および細胞周期への影響を評価し、mAb 生産

性向上剤としての利用可能性を検証した。またバイオ医薬の実際の製造工程においては、生

産物品質の一貫性も要求されるため、IgG 抗体の N 結合型糖鎖分布に及ぼす影響を調査し、

生産物品質に与える影響についても評価した。 

 本章研究の実施にあたり、第 1 章にて活性化合物候補として得られた成分のうち試薬購入

可能であった 3 種の化合物、ウンデシルプロジギオシン (≥ 95%, 製品コード BVT-0422) 

(Adipogen Life Sciences, San Diego, USA)、サイトカラシン E (≥ 98%, 製品コード BML-CT120) 

(Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA)、およびスタウロスポリン (≥ 95%, 製品コード 197-

10251) (Fujifilm Wako Pure Chemical) について、事前に本章第 2節 (3) と同様の手法で効果評

価のための予備試験を実施した。その結果、スタウロスポリン処理にて目的とする効果 (CHO

細胞の μ低下、Qp向上及び細胞生存率を低下させないこと) が観察された。一方、ウンデシ

ルプロジギオシンとサイトカラシン E処理では、試験した濃度域 (それぞれ 10–100 nM、20–

1000 nM) において目的とする効果はみられなかった (Table 1S)。ウンデシルプロジギオシン

とサイトカラシン E 処理で目的とする活性がみられなかった理由について詳細は不明である

が、前章で用いた微生物抽出液画分の活性化合物と推定主成分が異なっていた可能性、画分

に含まれる他の成分との相乗効果が大きく寄与していた可能性、または試験時の細胞状態の

違いが影響した可能性などが考えられる。なお上記 3 種以外の活性化合物候補については試

薬購入できなかったため未評価である。これらの成分については精製品を自ら作成し、同様

の評価をすることで効果の確認ができると考えられる。しかしながら、細胞培養試験に使用

可能な量の化合物を高純度に精製するためには、大容量培養装置と精製装置が必要であり、
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作業的にも非常に煩雑であるため本研究ではこれ以上取り扱わず、今後の研究課題とした。 

 前述したように第 1 章での推定は MS スペクトル及び化合物由来情報のみに基づいたもの

であり A370活性画分の主成分がスタウロスポリンとは異なる可能性があった。そのため、予

備試験として標品との比較試験を実施し、同一成分であることを確認した。Fig. 2S (補足資料) 

に A370 活性画分とスタウロスポリン (Fujifilm Wako Pure Chemical) の LC-MS解析データを

示す。保持時間、UVスペクトルおよびMSスペクトルはほぼ同等であり、同成分と判断でき

る。なお保持時間には 0.06 分の差があるが、2 サンプル混合分析にてピーク割れや歪みは見

られなかったため、成分濃度差や夾雑物による影響と考えられる。また MS シグナルの強度

差は、濃度の違いや夾雑物の影響によりフラグメントイオンの生じ方に差が生じたためと考

えられる。 

 スタウロスポリンは、1977 年に大村らによって Streptomyces 属から単離されたビスインド

ール骨格を有する微生物アルカロイドであり (72, 97)、様々な生理活性を示すことが知られて

いる。その活性の一つは、プロテインキナーゼ阻害活性である。スタウロスポリンのキナー

ゼ選択性は低く、プロテインキナーゼ Cを含む広範な範囲のキナーゼ活性を阻害する (98, 99)。

第 1章第 4節でも言及したようにスタウロスポリンが阻害するキナーゼには、CDK4、CDK2

および CDC2 といった CDK も含まれる (76, 78, 79)。またキナーゼ活性阻害に加えて、スタ

ウロスポリン処理による CDK4、CDK2、CDC2、サイクリン Aおよびサイクリン Bの発現量

の低下や、p21 と p27 発現量の増加が報告されており、これらの作用によって哺乳類細胞の

細胞周期が停止する (80–82)。細胞周期に関するスタウロスポリンの研究は、グリオーマ細胞

などの CHO 細胞以外の哺乳類細胞についてなされたものがほとんどである。しかしながら、

Mateos らの研究において CHO K1 変異株を G1 期で停止させるための手法としてスタウロス

ポリンを用いたことが報告されており (73)、CHO細胞に対してもグリオーマ細胞などと同様

に細胞周期停止作用を示すものと考えられる。 

 また、スタウロスポリンは様々な細胞に対する強力なアポトーシス誘導剤であることが知

られている (100–104)。そのため、NaBuと同様に、スタウロスポリン処理による細胞周期停
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止は細胞寿命の低下を引き起こし、タンパク質の総生産量向上には寄与しないことが懸念さ

れる。しかしその一方で、スタウロスポリン処理濃度の最適化によって、細胞死誘導を生じ

ずに増殖のみを阻害できる可能性もある。Harmalkar らは、10–50 nM のスタウロスポリン処

理はヒトグリオーマ細胞に対して明確な細胞死を引き起こさずに細胞増殖を阻害したことを

報告している (80)。Harmalkar らの研究結果は、スタウロスポリンには細胞死を誘導せずに細

胞周期のみに影響する濃度範囲が存在する可能性を示唆する。 

 細胞周期に関するスタウロスポリンの作用は、哺乳類細胞の組換えタンパク質生産性向上

剤として使用できる可能性を示唆するものではあるが、その検証は未だされていない。本章

の研究は、スタウロスポリンを組換えタンパク質生産性向上剤として検証する初めての試み

となる。  
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第 2 節 実験材料及び実験方法 

(1) 細胞株及び使用培地 

 第 1章と同様、ヒト化 IgG1抗体を生産する遺伝子組換え CHO細胞株 ATCC® CRL-12445™ 

(ATCC) を用いた。バッチ培養用培地およびフェドバッチ培養用基礎培地として、第 1章第 2

節記載の Growth A培地を用いた。また、フェドバッチ培養用のフィード培地として、BalanCD® 

Feed 1 (Fujifilm Irvine Scientific) に、200 nM メトトレキサート (Sigma-Aldrich) および 20 μg 

mL-1カナマイシン硫酸塩 (Fujifilm Wako Pure Chemical) を添加したものを用いた (以下、Feed

培地と記す)。第 1章と同様、試験時の細胞状態を可能な限り統一するため、培養バッチごと

に新たな凍結細胞バイアルを用いて 3–4回継代培養を行なった後に細胞培養試験に用いた。 

 

(2) 継代培養条件 

 第 1章第 2節記載の手順に従って継代した。ただし、振盪培養用 CO2インキュベーターは

タイテック社装置に替えて、キューナー社装置 (Adolf Kuhner AG, Birsfelden, Switzerland) を

使用し、37℃、5% CO2、80%湿度、120 rpm回転振盪条件とした。なお、振盪培養用 CO2イン

キュベーターを変更した理由としては実験設備環境上の理由によるものであり、装置変更に

より CHO細胞増殖性に影響がないことを予備試験にて確認している。 

 

(3) バッチ培養 

 対数増殖期中の CHO細胞培養液と新しい Growth A培地を混合して、VCD 1.0 × 106 cell mL-

1になるように調製した。その後、細胞液を 30 mLずつ 125 mL三角フラスコ (Corning) に分

注した。スタウロスポリン (Fujifilm Wako Pure Chemical) を 100% DMSO (Fujifilm Wako Pure 

Chemical) に溶解し、スタウロスポリン終濃度 1–300 nM および DMSO 終濃度 0.1% (v/v) に

なるように CHO細胞液に添加した。コントロール条件 (0 nM スタウロスポリン) としては、

細胞液に DMSO のみを終濃度 0.1% (v/v) になるように添加した。各フラスコを振盪培養用

CO2インキュベーター (Adolf Kuhner AG) を用いて、37 ̊ C、5% CO2、80%湿度および 120 rpm
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の条件で 6 日間、回転振盪培養した。VCD と細胞生存率は改良ノイバウエル血球計算盤 

(NanoEnTek, Seoul, Korea) とトリパンブルー染色法により計測した。各条件につきフラスコ

を 3本ずつ用い、並行して培養した (n = 3)。 

 

(4) フェドバッチ培養 

 本節 (3) 記載の手法で CHO 細胞液を調製し、スタウロスポリン濃度が 0 nM (コントロー

ル) または 2–4 nMになるように、培養開始時に CHO細胞液に添加した。また、培養 4日目

から培養終了時まで 1 日おきに細胞培養液の 5%量の Feed 培地を添加しながら 16 日間振盪

培養した。Feed 培地添加条件以外の培養条件は本節 (3) と同様とした。各条件につきフラス

コを 3本ずつ用い、並行して培養した (n = 3)。 

 

(5) VCD、細胞生存率、および IgG濃度測定 

 フェドバッチ培養液の VCD及び細胞生存率は Vi-CELL XR (Beckman Coulter) を用いて測

定し、IgG濃度は Octet QKe system (Fortebio) を用いて取扱説明書記載の手法に従って測定し

た。比生産速度 (Qp) は、縦軸を IgG 濃度、横軸を積算生細胞密度 (IVCD) としたグラフに

プロットしたデータから算出した。具体的には、プロットしたデータのうち、直線性が維持

されている範囲の近似直線の傾きを Qp とした。IVCD は培養期間中の VCD を用いて下記式

5) から算出した。また比増殖速度 (μ) は培養 0 日目及び 2 日目の VCD を用いて、第 1章第

2節に記載の式 2) から算出した。 

 

IVCD = ∑
(𝑡2 − 𝑡1)(𝑉𝐶𝐷𝑡2 + 𝑉𝐶𝐷𝑡1)

2
 式 5)  

t1および t2: 培養時間、VCDt1および VCDt2: 培養時間 t1および t2時点での VCD。 

 

(6) カスパーゼ 3/7 活性の評価 

 フェドバッチ培養における細胞のカスパーゼ 3または 7の活性を下記手順により評価した。
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各条件で 3本ずつ培養したフラスコのうち、代表的な 1つのフラスコのみ解析に供した。Cell 

Event™ Caspase 3/7 Green Detection Reagent (Thermo Fisher Scientific) を用い、取扱説明書記載

の手順に従って細胞を蛍光染色した。蛍光染色した細胞液 10 μL を血球計算盤に滴下し、蛍

光顕微鏡 EVOS FL Color imaging system (Thermo Fisher Scientific) を用いて観察した。蛍光モ

ードを用いて 470 nm で励起し、生じた 525 nmの蛍光波長を緑色に変換したイメージ画像を

取得した。同一の検体について、さらに透過モードで画像を取得し、蛍光モードの画像と重

ね合わせた。1検体について 9視野ずつ、同様の手法で重ね合わせ画像を取得した。画像の全

ピクセル数と緑色のピクセル数を画像解析ソフトウェア ImageJ v. 1.52a software (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いてカウントした。その後、総細胞数に対するカ

スパーゼ 3/7 活性陽性の細胞数の比率を、緑色ピクセル数を総ピクセル数で除することによ

って算出した。 

 

(7) 培養液成分解析 

 フェドバッチ培養液中のグルコース、乳酸、グルタミン、グルタミン酸およびアンモニウ

ム濃度をバイオケミストリーアナライザーYSI Model 2700 (YSI Life Sciences, Yellow Springs, 

OH, USA) を用いて測定した。当装置のグルコース、乳酸、グルタミンおよびグルタミン酸の

測定原理は、酵素固定膜を用いた基質の特異的酸化によって生じる H2O2の過酸化水素電極に

よる検出に基づく。またアンモニウムはイオン選択性電極を用いて測定される。各成分の比

取込速度及び比生産速度は、培養 0日目と 2日目の成分濃度の差を、IVCDで除することによ

って算出した。 

 

(8) IgG抗体の N結合型糖鎖解析 

 スタウロスポリン濃度 0 nM (コントロール) または 4 nM 処理条件におけるフェドバッチ

培養 6日目の培養液に含まれる IgG抗体の N結合型糖鎖分布を下記手順により評価した。各

条件で 3本ずつ培養したフラスコのうち、代表的な 1つのフラスコのみ解析に供した。IgG抗
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体精製用プロテイン Aカラムキット Ex-Pure (Kyoto Monotech, Kyoto, Japan) を用いて培養液

から IgG抗体を精製し、EZGlyco® mAb-N kit (Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan) を用いて N結

合型糖鎖の切り出し及び 2-AB 蛍光色素標識を行なった。蛍光標識した糖鎖溶液を LC-MS 

(Liquid Chromatography-Mass spectrometry) に供し、LCクロマトグラムにおけるピーク面積が

大きい順に 9ピークを選択してMSスペクトルを取得した。GlycoMod tool (105) を用いて、

得られた最大強度MSシグナルから糖鎖組成を推定した。GlycoMod で提示された複数の糖鎖

組成候補のうち、糖タンパク質の糖鎖構造オンラインデータベース UniCarbKB (106) に登録

されているものを各ピークの糖鎖組成と判断した。当手法での LC-MS条件を下記に示す。 

 

使用装置 : LCMS-IT-TOF (Shimadzu)  

分析カラム : ACQUITY UPLC BEH Glycan 1.7 μm φ 2.1 × 150 mm (Waters)  

移動相 A : 0.1%ギ酸 90%アセトニトリル水溶液 

移動相 B : 0.1%ギ酸 40%アセトニトリル水溶液 

タイムプログラム : A/B = 100/0 (0 min) → 0/100 (50 min)  

流速 : 0.2 mL min-1 

注入量 : 1 μL 

蛍光検出 : 励起波長 330 nm および蛍光波長 420 nm  

イオン化モード : エレクトロスプレーイオン化法、負イオン 

m/z 測定範囲 : 550–2000 

 

(9) 細胞周期解析 

 本節 (3) 記載の手法で CHO細胞液を VCD 1.0 × 106 cell mL-1になるように調製した。125 

mLフラスコに 30 mLずつ細胞液を分注後、終濃度 0–128 nM になるようにスタウロスポリン

を添加し、振盪培養用 CO2インキュベーターで培養した。培養 28時間後に細胞を採取し、BD 

Cycletest Plus DNA Kit (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) を用いて核内
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DNA をヨウ化プロピジウムで蛍光染色した。その後、FACS Melody および FlowJo software 

(Becton, Dickinson and Company) を用いて、取扱説明書記載の手順に従い細胞周期解析に供し

た。 

 

(10) 統計解析 

 データは平均値±標準偏差で示し、有意差は両側スチューデント t検定を用いて評価した。

平均値の差は p < 0.05で有意、p < 0.01で著しく有意であると判断した。 
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第 3 節 結果 

(1) スタウロスポリン有効処理濃度の設定 

 スタウロスポリンは、5 nM 以上の濃度で CHO細胞の増殖を阻害した。Figure 9 は、バッチ

培養時における 0–300 nM スタウロスポリン処理の影響を示す。5 nM処理条件では最大 VCD

と μはいずれもコントロール条件よりも大幅に減少したが、1 nM 処理条件では差は生じなか

った (最大 VCD: 0 nM; 6.30 ± 0.15 × 106 cell mL−1, 1 nM; 6.56 ± 0.27 × 106 cell mL−1, p > 0.05 有

意差なし, 5 nM; 3.33 ± 0.18 × 106 cell mL−1, p < 0.01) (μ: 0 nM; 0.625 ± 0.009 day−1, 1 nM; 0.602 ± 

0.028 day−1, p > 0.05 有意差なし, 5 nM; 0.457 ± 0.025 day−1, p < 0.01)。 

 10 nM 以上の濃度では、スタウロスポリンは CHO細胞に対して強い細胞毒性を示したが、

5 nM 以下では細胞毒性は観察されなかった。1 nM および 5 nM処理条件では、培養 2日目に

細胞生存率はわずかに減少したが、培養 6 日目の細胞生存率はコントロール (0 nM) と同程

度となった (培養 2日目細胞生存率: 0 nM; 99.5 ± 0.1%, 1 nM; 96.5 ± 0.2%, p < 0.01, 5 nM; 96.4 

± 0.3%, p < 0.01) (培養 6日目細胞生存率: 0 nM; 96.1 ± 0.2%, 1 nM; 96.5 ± 0.4%, p > 0.05 有

意差なし, 5 nM; 96.7 ± 0.6%, p > 0.05 有意差なし)。一方、10 nM以上の条件では、培養 6日

目の細胞生存率は 0–5 nM 処理条件よりも有意に低下した (10–300 nM; p < 0.01)。 

 以上の結果から、1–5 nMの範囲に細胞死誘導を伴わずに細胞周期進行のみを抑制可能な濃

度域が存在すると考えられた。追加試験として 1–5 nM 処理条件での細胞増殖性と IgG 生産

性に対する影響を評価した (Table 3)。その結果、2–4 nM の濃度範囲において Qp が向上する

傾向がみられた (0 nM; 1.05 pg cell-1day-1, 2 nM; 1.22 pg cell-1day-1, 3 nM; 1.27 pg cell-1day-1, 4 nM; 

1.22 pg cell-1day-1)。そのため、次に実施したフェドバッチ培養試験では、2–4 nM での CHO細

胞への影響について詳細に評価した。 
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Fig. 9. CHO cell profiles during batch culture with different concentrations of staurosporine. 

 CHO cells were batch-cultured with 0–300 nM staurosporine in triplicates for 6 days. (A) VCD, (B) 

cell viability and (C) μ. The average value is indicated by a solid line or column, and the standard 

deviation is indicated by an error bar. μ was calculated using VCD of day 0 and day 2. For (C), ** p < 

0.01 compared with the control (0 μM). VCD, viable cell density; μ, specific growth rate. 
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Table 3. Effect on cell growth and IgG productivity in the range of 0–5 nM staurosporine. 

Staurosporine 

 (nM)  
μ (day

−1
)  

Max VCD 

 (× 10
6 
cell mL

−1
)  

Qp 

 (pg cell
−1

 day
−1

)  

Max IgG conc. 

 (μg mL
−1

)  

0 0.626 6.73 1.05 70.5 

1 0.624 7.48 1.05 76.7 

2 0.538 6.28 1.22 78.2 

3 0.442 5.65 1.27 74.0 

4 0.430 4.59 1.22 58.6 

5 0.413 3.43 1.00 40.8 

 CHO cells were batch-cultured with 0–5 nM staurosporine. μ was calculated using VCD of day 0 

and day 2. The data were obtained from a single experiment. μ, the specific cell growth rate; Max, 

maximum; VCD, viable cell density; Qp, specific production rate; IgG, immunoglobulin G; conc., 

concentration. 

 

(2) スタウロスポリン処理による細胞増殖性と IgG生産性への影響 

 フェドバッチ培養において、スタウロスポリンは処理濃度依存的に細胞増殖阻害、Qp向上

および細胞寿命改善効果を示した。2–4 nM 処理による VCD、細胞生存率および IgG 濃度の

推移を Figure 10 A–C に示す。また、μ、最大 VCD、Qp および最大 IgG 濃度を Table 4 に示

す。4 nM 処理条件での μは 0.518 ± 0.011 day-1であり、コントロール条件 (0 nM; 0.629 ± 0.010 

day-1) よりも 17.6%低下した。最大 VCD はコントロールと 2 nM 処理条件ではほぼ同等であ

った (0 nM; 6.01 ± 0.13 × 106 cell mL-1, 2 nM; 6.30 ± 0.31 × 106 cell mL-1, p > 0.05 有意差なし)。

一方、3 nMおよび 4 nM処理条件では最大 VCDは有意に減少した (3 nM; 5.56 ± 0.24 × 106 cell 

mL-1, p < 0.05, 4 nM; 4.14 ± 0.01 × 106 cell mL-1, p < 0.01)。培養経過に伴って生じる細胞生存率



54 

 

低下とカスパーゼ 3/7活性の上昇は、共に 2–4 nM スタウロスポリン処理によって濃度依存的

に抑制された (Fig. 10Bおよび 10I)。培養終了時 (16 日目) の細胞生存率とカスパーゼ 3/7 活

性陽性の細胞比率は、コントロール条件ではそれぞれ 40.0 ± 0.3%と 50.6 ± 3.2%であったのに

対し、4 nM 処理条件では 90.1 ± 1.0% (p < 0.01) と 6.0 ± 1.8% (p < 0.01) であった。Qp向上と

細胞生存率維持の両方の影響によって IgG生産量が向上した結果、2 nM、3 nM、および 4 nM

処理条件では最大 IgG 濃度はコントロール比でそれぞれ 16.3%、13.6%、および 5.2%増加し

た (0 nM; 115.8 ± 2.3 μg mL-1, 2 nM; 134.7 ± 2.0 μg mL-1, p < 0.01, 3 nM; 131.6 ± 3.2 μg mL-1, p < 

0.01, 4 nM; 121.8 ± 3.5 μg mL-1, p > 0.05 有意差なし)。4 nM 処理条件では Qpがコントロール

比で 36.3%向上して最も高くなった一方で、最大 IgG濃度は 2 nM および 3 nM 処理条件より

も低く、またコントロールと比較して統計学的有意差は生じなかった。これは 4 nM処理条件

では VCD の減少による生産性低下の影響が大きかったためと考えられる。しかしながら、4 

nM 処理条件の培養終了時点 (16 日目) での細胞生存率は 90.1 ± 1.0%と高いレベルを維持し

ていたことから (Fig. 10B)、培養期間延長によって最大 IgG 濃度はさらに増加可能であった

と期待できる。 
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Fig. 10. Time courses of CHO cell culture profiles during fed-batch culture. 

 CHO cells were fed-batch cultured with 0–4 nM staurosporine in triplicates for 16 days. Time 

courses of (A) VCD, (B) cell viability, (C) IgG concentration, (D) glucose, (E) lactate, (F) glutamine, 

(G) glutamate, and (H) ammonium in the culture medium, and (I) caspase 3/7-active cell ratio in the 

culture. For (A)–(H), the average value from three flasks is indicated by a solid line, and the standard 

deviation is indicated by an error bar. For (I), caspase 3/7 activity assays were performed in a 

representative flask for each culture condition. The average value of nine field images is indicated by a 

solid line, and the standard deviation is indicated by an error bar. VCD, viable cell density; IgG, 

immunoglobulin G; conc., concentration. 
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Table 4. Culture profiles of CHO cells during fed-batch culture. 

 Staurosporine concentration (nM)  

 0 2 3 4 

μ (day
−1

)  0.629 ± 0.010 0.577 ± 0.005 ** 0.555 ± 0.021 ** 0.518 ± 0.011 ** 

Max VCD (×10
6 
cell mL

−1
)  6.01 ± 0.13 6.30 ± 0.31 5.56 ± 0.24 * 4.14 ± 0.01 ** 

Qp (pg cell
−1

 day
−1

)  1.79 ± 0.02 1.98 ± 0.06 ** 2.05 ± 0.02 ** 2.44 ± 0.06 ** 

Max IgG conc. (μg mL
−1

)  115.8 ± 2.3 134.7 ± 2.0 ** 131.6 ± 3.2 ** 121.8 ± 3.5 

Qglc (pmol cell
−1

 day
−1

)  1.75 ± 0.04 1.95 ± 0.06 ** 2.04 ± 0.04 ** 2.15 ± 0.07 ** 

Qlac (pmol cell
−1

 day
−1

)  2.31 ± 0.18 2.23 ± 0.17 2.18 ± 0.27 2.17 ± 0.25 

Qgln (pmol cell
−1

 day
−1

)  0.357 ± 0.025 0.382 ± 0.023 0.400 ± 0.011 0.410 ± 0.022 

Qglu (pmol cell
−1

 day
−1

)  0.139 ± 0.011 0.138 ± 0.003 0.138 ± 0.011 0.151 ± 0.003 

Qamm (pmol cell
−1

 day
−1

)  0.681 ± 0.060 0.716 ± 0.014 0.730 ± 0.030 0.742 ± 0.024 

 CHO cells were fed-batch cultured in triplicates. Values are represented as means ± standard 

deviations. μ was calculated using VCD of day 0 and day 2. * p < 0.05 and ** p < 0.01 compared with 

the control (0 μM). μ, the specific cell growth rate; Max, maximum; Qp, specific production rate; 

VCD, viable cell density; IgG, immunoglobulin G; conc., concentration; specific uptake or production 

rate for glucose (Q
 glc

), lactate (Q
 lac

), glutamine (Q
 gln

), glutamate (Q
 glu

), and ammonium (Q
 amm

). 

 

(3) CHO細胞の代謝への影響 

 培養液中の乳酸とアンモニウムの蓄積量はスタウロスポリン処理濃度依存的に抑制された。

フェドバッチ培養における培地成分濃度の推移と CHO 細胞による比取込速度または比生産

速度を Fig. 10 D–Hおよび Table 4に示す。コントロール条件の培養液中の乳酸およびアンモ

ニウム濃度は、培養終了時点 (16日目) で 27.16 ± 1.21 mM および 9.94 ± 0.15 mM であった。
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一方、4 nM処理条件の乳酸とアンモニウム濃度はそれぞれ 15.03 ± 1.14 mM (p < 0.01) および

7.36 ± 0.37 mM (p < 0.01) であった。グルコース比取込速度はスタウロスポリン処理濃度依存

的に増加し、コントロールと比較して有意な差を生じた (0 nM; 1.75 ± 0.04 pmol cell-1 day-1, 2 

nM; 1.95 ± 0.06 pmol cell-1 day-1, p < 0.01, 3 nM; 2.04 ± 0.04 pmol cell-1 day-1, p < 0.01, 4 nM; 2.15 ± 

0.07 pmol cell-1 day-1, p < 0.01)。乳酸比生産速度、グルタミン比取込速度およびアンモニウム比

生産速度はスタウロスポリン処理濃度依存的に減少または上昇する傾向がみられたものの、

統計学的に有意な差は生じなかった。またグルタミン酸比生産速度は 4 nM 処理条件では 0–3 

nM 処理条件よりも高い傾向がみられたが、こちらも有意な差ではなかった。 

 

(4) IgG抗体の N結合型糖鎖分布への影響 

 糖鎖解析によって、4 nM スタウロスポリン処理は N 結合型糖鎖の分布にほとんど影響し

ないことが示唆された。Figure 11はスタウロスポリン 0 nM (コントロール) および 4 nM処理

条件でのフェドバッチ培養 6 日目培養液から得られた N 結合型糖鎖の LC クロマトグラムを

示す。また、LC クロマトグラムのピーク面積比率が大きかった 9 ピークの糖組成を Table 5

に示す。この 9ピークの糖組成は、コントロール条件と 4 nM 処理条件で得られたものとで全

て同一であった。さらに、コントロール条件と 4 nM 処理条件とで得られた 9つのピークのピ

ーク面積比率には高い相関性がみられた (スピアマン順位相関係数 0.983)。これらの結果は

クロマトグラム形状の類似性を示し、スタウロスポリン処理が各糖鎖の組成比率に大きく影

響しなかったことを示唆する。 
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Fig. 11. Liquid chromatography (LC) chromatograms of N-linked glycans. 

 The N-linked glycans were obtained on day 6 of fed-batch culture. (A) Without staurosporine (0 

nM) and (B) with 4 nM staurosporine. Regarding the numbered peaks, the mass spectra were acquired 

and determined glycan compositions are shown in Table 5. 
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Table 5. Profiles of N-linked glycans at day 6 of fed-batch culture without or with 4 nM staurosporine. 

  

Without 

staurosporine 

 (0 nM)  

With 4 nM 

staurosporine 

  

Peak 

number 

Retention 

time 

(min)  

Peak 

area 

(%)  

Observed 

m/z 

Peak 

area 

(%)  

Observed 

m/z 

Ion 

species 

Estimated glycan 

composition 

1 27.2 1.3 717.26 1.7 717.26 [M-2H]
2−  (HexNAc) 

2
 + (Man) 

3
 

(GlcNAc) 
2
 

2 28.3 55.9 790.29 50.0 790.29 [M-2H]
2−  (HexNAc) 

2
 (deoxyhexose) 

1
 + (Man) 

3
 (GlcNAc) 

2
 

3 29.2 0.8 798.28 1.0 798.28 [M-2H]
2−  (Hex) 

1
 (HexNAc) 

2
 + 

(Man) 
3
 (GlcNAc) 

2
 

4 29.5 0.2 798.28 0.3 798.28 [M-2H]
2−  (Hex) 

1
 (HexNAc) 

2
 + 

(Man) 
3
 (GlcNAc) 

2
 

5 30.2 25.7 871.31 28.8 871.31 [M-2H]
2−  (Hex) 

1
 (HexNAc) 

2
 

(deoxyhexose) 
1
 + (Man) 

3
 

(GlcNAc) 
2
 

6 30.4 9.7 871.31 10.4 871.31 [M-2H]
2−  (Hex) 

1
 (HexNAc) 

2
 

(deoxyhexose) 
1
 + (Man) 

3
 

(GlcNAc) 
2
 

7 32.0 4.5 952.33 6.1 952.33 [M-2H]
2−  (Hex) 

2
 (HexNAc) 

2
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(deoxyhexose) 
1
 + (Man) 

3
 

(GlcNAc) 
2
 

8 33.7 0.3 1016.86 0.3 1016.84 [M-2H]
2−  (Hex) 

1
 (HexNAc) 

2
 

(deoxyhexose) 
1
 (NeuAc) 

1
 + 

(Man) 
3
 (GlcNAc) 

2
 

9 35.2 0.5 1097.87 0.5 1097.87 [M-2H]
2-  (Hex) 

2
 (HexNAc) 

2
 

(deoxyhexose) 
1
 (NeuAc) 

1
 + 

(Man) 
3
 (GlcNAc) 

2
 

 Mass spectra (MS) of the top nine peaks of liquid chromatography (LC) chromatograms (Fig. 11) 

were acquired. The retention time and peak area ratio in LC chromatogram, m/z value and estimated 

ion species of the maximum intensity signal in mass spectra, and glycosylation composition which 

was estimated from MS data, are listed. The peak numbers correspond to those described in Figure 11. 

The retention times, ion species, and estimated glycan compositions were the same with and without 4 

nM staurosporine. Hex, hexose (e.g. mannose, galactose); HexNAc, N-acetylhexosamine (e.g. 

GlcNac, GalNAc); deoxyhexose. (e.g. fucose); Man, mannose; GlcNAc, N-acetylglycosamine; 

NeuAc, N-acetylneuraminic acid. 

 

(5) CHO細胞の細胞周期分布に及ぼすスタウロスポリン処理の影響 

 フローサイトメトリー解析によって、スタウロスポリンが処理濃度依存的に CHO 細胞の

細胞周期に影響することが明らかとなった (Fig. 12)。4 および 8 nMのスタウロスポリン処理

によって 28 時間培養後の G1 期細胞比率はコントロール条件 (0 nM) よりも増加し、S 期と

G2/M期の比率は減少した (0nM: G1期; 44.8%, S期; 41.8%, G2/M期; 13.4%) (4nM: G1期; 54.8%, 

S期 39.1%, G2/M 期; 6.1%) (8 nM: G1 期; 55.2%, S 期; 35.5%, G2/M 期; 9.3%)。一方、32 nM以
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上の条件では G1 期と S 期の細胞比率は減少し、G2/M 期の細胞比率が増加した (32 nM: G1

期; 22.8%, S期; 37.6%, G2/M 期; 39.6%) (64 nM: G1期; 19.6%, S期; 34.3%, G2/M 期; 46.1%) (128 

nM: G1期; 21.4%, S期; 36.8%, G2/M 期; 41.8%)。これらの結果は、8 nM以下では G1期での細

胞周期停止が誘導され、32 nM 以上の濃度では G2/M 期での細胞周期停止が誘導されたこと

を示唆する。この結果から、2–4 nMスタウロスポリン処理フェドバッチ培養試験で観察され

た細胞増殖阻害と Qp向上には、G1期の細胞周期停止が関与していると推測した。 

 

 

Fig. 12. Cell-cycle distribution of CHO cells treated with staurosporine. 

 CHO cells were cultured for 28 h with staurosporine concentrations ranging from 0 to 128 nM. (A) 

Cell cycle distribution at each concentration of staurosporine, (B) cellular DNA histograms without 

staurosporine (0 nM) and (C) with 4 nM staurosporine. 
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第 4 節 考察 

 本章の研究にて、スタウロスポリン処理によって CHO細胞の細胞周期停止が誘導され、ま

た停止するフェイズは処理濃度に影響されることが見いだされた。このようなスタウロスポ

リンの用量依存的な効果は、他の細胞種においても報告されている (74, 75)。ヒトグリオーマ

細胞を用いた Yamasakiらの研究では、10 nM 以下のスタウロスポリン処理によって G1期で

の細胞周期停止が生じ、30 nM 以上では G2/M 期で細胞周期が停止した (74)。また、ラット

の線維芽細胞を用いた Abe らの研究では、1–10 nM のスタウロスポリン処理は G1 期で細胞

周期停止を誘導し、その一方で 100 nM 処理は G2 期での細胞周期停止を引き起こした (75)。

細胞周期停止のフェイズに対するスタウロスポリンの用量依存的効果から、スタウロスポリ

ン処理濃度の違いは CDK 活性や CKI 発現レベルなどの細胞周期進行に関連する因子に対し

て異なる影響を与える可能性がある。スタウロスポリン処理濃度と細胞周期進行関連因子へ

の影響については、今後さらなる検証が必要である。 

 タンパク質生産性の向上を意図した細胞周期停止技術の多くは、G1期での停止に基づくも

のである (16)。リボソーム生合成やタンパク質翻訳に関与する様々な遺伝子は、G1 期で発現

レベルが向上することから、一般的にはこのフェイズが組換えタンパク質の生産性向上に理

想的であると考えられている (16)。しかしながら、タンパク質生産に最適な細胞周期は細胞、

生産物の種類、または使用するプロモーターやエンハンサーによっても異なる (107)。例えば、

CHO 細胞を用いた Dutton らの研究では組換えジヒドロ葉酸レダクターゼ  (dihydrofolate 

reductase, DHFR) の生産量は S 期で最大となった一方で、組換えヒト組織プラスミノーゲン

活性化因子 (tissue type plasminogen activator, tPA) は G1期で主に生産されたことが報告され

ている (108)。また、組換えヒトインターフェロンγ生産 CHO 細胞株では、S 期で生産性が

最大化された例や (33)、tPA類似体のパミテプラーゼ生産 CHO細胞株では G2/M期で生産性

が最大となった例 (107) もある。本章研究では、使用した細胞株の細胞周期と Qp の関係性

については調べられていないため、G1期が生産性において最適かどうかは明確ではない。最

適な生産条件は、生産に適した細胞周期の特定と、目的とする細胞周期への制御によっても
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たらされる。生産性と細胞周期に関するさらなる研究と、細胞周期の停止フェイズに対する

スタウロスポリンの濃度依存性のメカニズム解明によって、任意の細胞周期制御が可能にな

り、より効率的な生産技術の開発に繋がると期待できる。 

 スタウロスポリンは強力なアポトーシス誘導物質であることから、細胞生存率を低下させ、

目的生産物の総生産量向上に寄与しないリスクも懸念された。スタウロスポリンによるアポ

トーシス誘導のメカニズムは完全には解明されていないが、ミトコンドリアの脱分極、シト

クロム c の放出、およびカスパーゼ 9 の活性化を誘導し、ミトコンドリア経路によるアポト

ーシス細胞死を誘導すると考えられている (102, 103)。また、スタウロスポリンによって誘導

されるアポトーシスではカスパーゼ 3 活性化を伴うことが報告されている (101, 104)。本章

の研究では、アポトーシス誘導の有無をカスパーゼ 3 または 7 の活性を測定することによっ

て評価した。カスパーゼ 3 と 7 はいずれも実行カスパーゼである。外因性および内因性いず

れのアポトーシス誘導経路も最終的には実行カスパーゼであるカスパーゼ 3 およびカスパー

ゼ 7 の活性化を引き起こす (109)。カスパーゼ 3/7 活性測定によって、2–4 nM スタウロスポ

リン処理条件ではコントロールよりもカスパーゼ 3 またはカスパーゼ 7 の活性が低かったこ

とが示され、アポトーシスは誘導されなかったことが示唆された (Fig. 10I)。それどころか、

培養経過に伴って生じる細胞生存率低下とカスパーゼ 3/7 活性の増加は、スタウロスポリン

処理濃度に依存して大幅に抑制された。スタウロスポリンがアポトーシス誘導物質であるこ

とを考慮すると、この結果は驚くべきものであり、研究開始時には想定していなかったもの

である。細胞寿命が改善されたメカニズムについて詳細は不明であるが、細胞増殖阻害によ

って有害な代謝副産物の蓄積が抑制されたことが要因の一つである可能性がある。Figure 10E

および 10Hに示したように、乳酸とアンモニウムの蓄積はスタウロスポリン処理によって有

意に抑制された (培養 16日目乳酸濃度: 0 nM; 27.16 ± 1.21 mM, 2 nM; 24.78 ± 0.82 mM, p < 0.05, 

3 nM; 19.94 ± 1.10 mM, p < 0.01, 4 nM; 15.03 ± 1.14 mM, p < 0.01) (培養 16日目アンモニウム濃

度: 0 nM; 9.94 ± 0.15 mM, 2 nM; 9.43 ± 0.15 mM, p < 0.05, 3 nM; 8.71 ± 0.17 mM, p < 0.01, 4 nM; 

7.36 ± 0.37 mM, p < 0.01)。乳酸とアンモニウムの比生産速度に対するスタウロスポリン処理に
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よる影響はほとんどなかったため、培養液中のこれらの成分の蓄積量の違いは VCDの違いに

よるものと考えられる。一般的に、CHO細胞を含む哺乳類細胞では、乳酸やアンモニウムな

どの有害な代謝副産物が培養液中に蓄積することによって、細胞増殖阻害と組換えタンパク

質生産性が低下する (110, 111)。また近年では、イソバレレートやインドール 3-乳酸などのア

ミノ酸代謝副産物や中間体もまた、細胞増殖に阻害的に働くことが報告されている (112)。こ

れらの代謝副産物の生成抑制や、培養系からの除去によって最大 VCD、細胞寿命及び組換え

タンパク質の生産性を向上させることが可能である (112–115)。代謝副産物による細胞増殖性

やタンパク質生産性への影響の受けやすさは個々の細胞株で異なると考えられるため、使用

した CHO 細胞株における細胞寿命延長の要因となりえたかどうかについては今後のさらな

る検証を要する。 

 グルコース比取込速度は 2–4 nMスタウロスポリン処理によって有意に増加した。一方、乳

酸比生産速度はコントロール条件とほぼ同等であり、統計学的有意差はみられなかった 

(Table 4)。この結果は、スタウロスポリン処理が CHO細胞のグルコース代謝に影響した可能

性を示唆する。Wolf らの研究では、ペンタン酸処理による CHO 細胞増殖阻害の結果、グル

コース比取込速度は変化せずに乳酸比生産速度のみ有意に減少した (25)。Wolf らはこの要因

を、乳酸を生産する解糖経路以外でのグルコース消費量の増加、すなわちペントースリン酸

経路へ分岐するグルコースの増加と、解糖系で生じたピルビン酸のトリカルボン酸 (TCA) サ

イクルへの移行量の増加によるものと推測した。同様に、スタウロスポリン処理による細胞

増殖阻害では、グルコースのペントースリン酸経路への分岐とピルビン酸の TCAサイクルへ

の移行量が増加した可能性がある。また、それに加えて解糖系のグルコース取り込み速度自

体も上昇した結果、乳酸比生産速度は変化せず、グルコース比取込速度のみが上昇したと考

えられる。 

 IgG抗体の重鎖 Fc領域 (fragment crystallizable region) CH2ドメインのアスパラギン 297 (EU 

numbering) に結合する N 結合型糖鎖の構造は、抗体の薬効に強く影響する (116)。抗体の薬

効には、ADCC 活性  (antibody-dependent cellular cytotoxicity) や CDC 活性  (complement-
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dependent cytotoxicity) などの免疫機能を介した作用が含まれる。ADCC 活性は、糖鎖還元末

端 Nアセチルグルコサミン (N-acetylglucosamine , GlcNAc) に結合するフコースの欠如やバイ

セクティング GlcNAc 残基の付加によって増強される (117–119)。また、糖鎖非還元末端のガ

ラクトース残基の付加は補体第一成分 C1q と CH2 ドメインの結合を高め、CDC 活性を向上

させる (120)。一方、Galα1-3Gal など、ある種の糖鎖構造は免疫原性を有していることも報告

されており (121)、人に投与する際の安全性にも影響する。要求される薬効と品質の達成のた

めに、抗体糖鎖プロファイルは製造工程で厳密に制御される必要がある (122)。培養条件の違

いは糖タンパク質の糖鎖構造に影響するため (123–125)、本研究ではスタウロスポリン処理に

よる IgG 抗体の糖鎖分布への影響を調査した。なお、本研究において個別の糖鎖構造ではな

く糖鎖分布を評価の対象とした理由は、抗体医薬の製造管理においては不均一性の管理が重

要となるためである。動物細胞により生産される mAb には本質的に不均一性が存在するた

め、医薬品規制当局からは全ての抗体で糖鎖構造が均一であることまでは求められてはいな

い。厚生労働省の「抗体医薬品の品質評価のためのガイダンス」 (126) には、『抗体医薬品

の原薬の製造工程の確立及びその恒常性を示すためには、①目的物質の不均一性の恒常性が

保たれていること －中略― を明らかにする必要がある。』、と記載されており不均一性

管理の考え方が示されている。そのため本研究では、個別の糖鎖構造の細かい差異ではなく、

糖鎖分布を評価対象とした。本研究結果では、4 nM スタウロスポリン処理条件およびコント

ロール条件で得られた IgG 抗体の糖鎖組成は一致しており、また LC クロマトグラムのピー

ク面積比率は類似なものであった。これらの結果は、スタウロスポリン処理によって糖鎖分

布は実質的に影響を受けなかったことを示唆する。したがって、スタウロスポリン処理は IgG

抗体の薬効と安全性に影響を与えない可能性がある。 

 本章の研究は、CHO細胞の細胞死を誘導しない低濃度のスタウロスポリン処理が、N結合

型糖鎖の分布に影響せずに IgG生産性を向上しうることを示し、mAb生産性向上剤としての

利用可能性を示した。また、本研究は CHO細胞の組換えタンパク質生産性向上のためにスタ

ウロスポリンを用いた初めての試みであり、タンパク質生産性向上剤の開発において新しい
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知見を与える。mAbなどの医療用タンパク質工業生産のために、スタウロスポリンを用いる

ためには解決すべき 3 つの課題が残されている。すなわち 1) 生産性向上効果の改善、2) 細

胞毒性の低減、および 3) CDK選択性の向上である。 

 

1) 生産性向上効果の改善 

 本研究で確認された生産性向上効果 (2–4 nM 処理で最大 IgG 濃度 5.2–16.3%向上) は、十

分高いとは言えない。そのため、生産性向上効果のさらなる改善が必要である。細胞周期停

止に基づいた方法は本質的に増殖の阻害、すなわち VCD減少を伴うものである。しかしなが

ら、VCD の減少はフェドバッチ培養法では培養槽の容量あたりの生産性を低下させるため、

本来好ましいものではない。生産性をより一層高めるためには、VCD減少による負の効果を

大幅に上回るほど高い Qp 向上効果が必要である。 

 

2) 細胞毒性の低減 

 2–4 nM 濃度範囲では顕著な細胞死は見られなかったが、より高濃度の濃度域 (≥ 10 nM) で

は細胞死が誘導された (Fig. 9B)。そのため、本研究では狭い処理濃度範囲の設定が必要であ

った。狭い処理濃度範囲の設定は、薬剤の厳密な計量と正確な投入を要求し、従って工場で

の製造管理の負担を増加させる。また細胞毒性を有する物質は取扱時の粉塵吸引、目や粘膜

などへの接触によって作業者に対して重篤な健康被害を及ぼすリスクがある。そのため、作

業者保護のための作業手順書や設備、保護具などが必要となり、それも同様に製造管理にお

ける負担を増大させる。製造管理負担の増加は製造コストの増加に直結するため好ましくな

い。使用の簡便さは工業レベルの適用を考える上で重要であり、そのためにはスタウロスポ

リンの細胞毒性の低下が要求される。 

 

3) CDK選択性の向上 

 汎用的なキナーゼ活性阻害はスタウロスポリンの特徴の一つである。しかし、プロテイン
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キナーゼの活性は細胞増殖以外にも代謝や生存など様々に影響するため (127)、その非選択的

阻害は生産量以外の要求事項、例えば生産物品質などに意図せず影響を及ぼす可能性がある。

本研究の結果からは、抗体の糖鎖分布にはスタウロスポリンは影響しないことが示唆された。

しかしながら、糖鎖付加率、電荷多様性、また抗体凝集体の含有率などの他の品質指標への

影響は評価されていない。品質低下リスクを抑え、堅牢な生産システムとするためには、プ

ロテインキナーゼに対する選択性を向上させる必要がある。特に、細胞周期進行において重

要な働きをする CDKに対する選択性の向上が重要である。 

 

 これら 3 つの課題を解決する化合物を新たに得るためには、スタウロスポリンの構造修飾

や類縁体に対する研究が有効と考えられる。スタウロスポリン類縁体を用いた今後のさらな

る研究によって、バイオ医薬の効率的な工業生産技術に資する、新しい化合物が開発可能と

期待できる。 
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第 5 節 小括 

 第 1章の研究では、海洋由来微生物培養抽出物から mAb生産性向上に寄与する細胞周期停

止化合物の候補をスクリーニングした。その結果、活性化合物候補の一つとしてスタウロス

ポリンが得られた。本章ではスタウロスポリンについて、組換え CHO 細胞株に対する mAb

生産性向上剤としての利用可能性を検証した。まず初めに、バッチ培養法を用いてスタウロ

スポリンの最適な添加濃度範囲を調査し、その後、細胞増殖性と mAb生産性への影響につい

てフェドバッチ培養法によって評価した。スタウロスポリンは試験に供した CHO細胞株に対

して 10 nM以上の濃度では細胞死を誘導したが、5 nM 以下ではしなかった。2–4 nM の濃度

範囲では、細胞増殖を抑制した一方で、比生産速度 (Qp) と細胞寿命は用量依存的に向上し

た。2-4 nM スタウロスポリン処理条件での Qp と最大 IgG 濃度はコントロール条件と比較し

てそれぞれ 10.6–36.3%と 16.3–5.2%1向上した。また最も生存率低下が抑制された 4 nM スタウ

ロスポリン処理条件では、培養終了時点 (16 日目) の細胞生存率は 90.1 ± 1.0%であり、コ

ントロール条件の細胞生存率 (40.0 ± 0.3%) よりも有意に高い生存率を維持していた。フロ

ーサイトメトリー解析は、4 nM スタウロスポリン処理によって G1期で細胞周期停止が誘導

されたことを示唆した。また、4 nMスタウロスポリン処理による糖鎖分布への影響は見られ

ず、抗体品質に影響しない可能性が示唆された。本章の研究は、スタウロスポリン処理が CHO

細胞の細胞周期を停止させ、生産物品質に影響せずに組換え IgG 抗体の生産性を向上しうる

ことを示唆し、化学薬剤法で用いる mAb生産性向上剤としての利用可能性を示した。しかし

ながら、スタウロスポリン処理の抗体生産性向上効果は十分高いとは言えず、さらなる改善

が必要である。 

 構造類似の化合物は同様の生理活性を有すると期待できるため、スタウロスポリン類縁体

を用いたさらなる研究によってより高い生産性向上効果を有する細胞周期停止化合物を新た

に見出せる可能性がある。例えば化学合成法によるスタウロスポリンの構造改変や、CDK阻

 

1 2 nM 処理条件で 16.3%、4 nM処理条件で 5.2%向上。 
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害活性の高いスタウロスポリン類縁体のスクリーニングなどは有効なアプローチと期待でき

る。しかしながら、スタウロスポリン類縁体による哺乳類細胞の組換えタンパク質生産性に

対する作用については未だ報告例がなく、スタウロスポリンと同様に類縁体も mAb生産性向

上剤として利用できるかどうかは確認できていない。スタウロスポリン類縁体の有効性を確

認するため、次の検討としてスタウロスポリンと構造的類似性を持つヴィオラセインに着目

し、スタウロスポリン類縁体も同様に mAb 生産性向上剤として利用可能であることの実証を

試みた。  
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第 3 章 ヴィオラセインの mAb 生産性向上剤としての有効性評価 

 

第 1 節 緒言 

 第 1章にて海洋由来微生物の培養抽出物から CHO細胞の mAb生産性を向上させるための

新しい細胞周期停止化合物のスクリーニングを試みた。第 2 章では、第 1 章で目的とする活

性を有する化合物の候補として得られたスタウロスポリンが CHO 細胞の細胞周期に影響し、

mAb の N 結合型糖鎖分布を変えることなく生産性向上をもたらすことを示し、mAb 生産性

向上剤として利用できる可能性を示した。しかしながら、スタウロスポリンには mAb生産性

のさらなる向上や細胞毒性の低減など、いくつかの改善すべき課題がある。スタウロスポリ

ン類縁体を用いることで、スタウロスポリンよりも mAb 生産性向上剤としてより優れた細胞

周期停止化合物を新たに見出せる可能性がある。本章の研究では、スタウロスポリンと構造

的類似性があるヴィオラセインに着目し、ヴィオラセイン処理による組換え CHO細胞に対す

る増殖性、生産性及び生産物品質への影響を評価することによって、mAb 生産性向上剤とし

ての利用可能性を検証した。 

 ヴィオラセインは微生物が産生する紫色色素である。ヴィオラセインとスタウロスポリン

は構造的な類似性があり、共にビスインドール化合物である。この両化合物は、L-トリプト

ファン 2分子から、共通の生合成経路によって生合成される (Fig. 13) (128)。スタウロスポリ

ンとの構造的類似性は、ヴィオラセインも同様に mAb 生産性向上剤として有効である可能性

を示唆する。また、ヴィオラセインには後記の 3 つの特徴がある。これらは、ヴィオラセイ

ンが有効かつ安全であり、またさらなる改良余地を持った有望な生理活性化合物であること

を期待させる。 
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Fig. 13. Biosynthesis pathway of violacein and staurosporine. 

The figure was created with reference to Ref. (128, 137). 

 

1) 高い生理活性 

 ヴィオラセインには、抗細菌、抗寄生虫、抗腫瘍および抗酸化活性などの多様な生理活性

があることが報告されている (129, 130)。ヴィオラセインの生理的および薬理的活性の高さは

バイオテクノロジー研究素材として魅力的であり、その発見以降、多くの科学者達の興味の

対象となっている (129)。その機能性により、ヴィオラセインは医療、織物、化粧品および食

品など多岐に渡る産業分野での使用が提案されている (130)。ヴィオラセイン処理による哺乳

類細胞の細胞周期停止作用に関する研究報告は未だ限られてはいるものの、Mojib らと

Kodach らによってマウス線維肉腫細胞とヒト結腸癌細胞に対する G1 期および G2/M 期での

停止誘導作用が報告されている (131, 132)。CHO 細胞の細胞周期に対する作用については知

られていないが、ヴィオラセインの高い生理活性と、他の細胞種に関する知見は、この化合

物が CHO細胞に対しても細胞周期停止を誘導できる可能性を示唆する。 

 

2) 哺乳類生体に対する毒性の低さ 

 ヴィオラセインは、癌細胞に対して細胞毒性を示すことが報告されているが、毒性には細

胞依存性があり、通常の細胞に対しては毒性が低い (133, 134)。Ferreira らの研究では、ヴィ
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オラセインはヒト白血病細胞 HL60株に対して、半阻害濃度 (IC50) 700 nM で細胞毒性を示し、

アポトーシスを誘導した。一方、通常のヒトリンパ球と単球に対しては試験条件の最大濃度

である 2,000 nMまで、細胞毒性はほとんど認められなかった (134)。また Bromberg らの研究

では、35日間連続でマウスにヴィオラセインを最大 1,000 μg kg-1で腹腔内投与した場合にお

いても、血液、腎臓および肝臓に対する毒性を生じなかった (133)。バイオ医薬製造工程での

使用を想定した場合、通常の哺乳類細胞や生体組織に対する毒性の低さは、製造作業者や投

与対象者における安全性の課題を解決するために必要である。 

 

3) 派生物生産に関する豊富な知見 

 ヴィオラセインの生合成経路は十分良く解明されている。ヴィオラセインは L-トリプトフ

ァンを基質とし、5 つの遺伝子 (vioA、vioB、vioC、vioD、および vioE) によって発現する酵

素群によって生合成される (129, 135)。ヴィオラセイン生合成に関わるこれらの酵素の基質特

異性は厳密ではない。そのため基質を L-トリプトファンからトリプトファン類縁体に変える

ことで派生物が生産できる。例えば、L-トリプトファンの代わりの基質として 5-ヒドロキシ-

L-トリプトファンを供給することによってヴィオラセインよりも水酸基が 1 つ多いオキシヴ

ィオラセインを生合成することができる (136)。また、ヴィオラセインの類縁体は遺伝子工学

的手法によっても生産することができる。例えばヴィオラセインよりも水酸基が一つ少ない

デオキシヴィオラセインは vioD を除く他の 4 つの遺伝子 (vioABCE) を導入することによっ

て選択的に生産できる (Fig. 14) (135, 137)。ヴィオラセインに付加する水酸基の数の違いはそ

の細胞毒性に影響することが報告されている (129, 136)。mAb 生産性向上剤として、仮にヴ

ィオラセインが有効であった場合、次の開発要件としてはその効果の最適化が必要となる。

その際、構造改変は有効なアプローチの一つであり、派生体生産に関するこれまでの知見の

蓄積は多いに役立つと期待できる。 
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Fig. 14. Deoxyviolacein biosynthetic pathway. 

The figure was created with reference to Ref. (135, 137). 

 

 上記の理由から、本章ではスタウロスポリン類縁体の中でも特にヴィオラセインに着目し、

mAb 生産性向上剤としての効果を検証した。今日まで、ヴィオラセイン処理が組換えタンパ

ク質の生産性に与える影響については、CHO細胞を含め、いかなる宿主細胞についても報告

例がない。本章の研究は、ヴィオラセインの新しい使用法、すなわち組換えタンパク質生産

性向上剤としての利用可能性を示し、哺乳類の細胞周期に対するヴィオラセインの作用につ

いての新しい知見を提供する。  
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第 2 節 実験材料及び実験方法 

(1) 細胞株、使用培地および継代培養条件 

 第 1 章及び第 2 章と同様、ヒト化 IgG1 抗体を生産する遺伝子組換え CHO 細胞株 ATCC® 

CRL-12445™を用いた。バッチ培養用培地及びフェドバッチ培養用の基礎培地として、第 1 章

第 2節記載の Growth A培地を用いた。またフェドバッチ培養用のフィード培地として、第 2

章第 2節記載の Feed培地を用いた。試験時の細胞状態を可能な限り統一するため、培養バッ

チごとに新たな凍結細胞バイアルを用い、3–4回継代培養後に細胞培養試験に用いた。継代培

養は第 2章第 2節で記載した条件と同一で実施した。 

 

(2) ヴィオラセインの調製 

 高知県室戸岬沖合の深海 320 m から単離された海洋由来ヴィオラセイン産生細菌

Pseudoalteromonas 属 520P1 (NBRC 107703, NITE Biological Resource Center, Tokyo, Japan) を

ヴィオラセイン生産菌として用いた。ヴィオラセインの産生及び精製は Yada らの手法に従っ

た (138)。ヴィオラセイン濃度は、Momen らの方法に従いヴィオラセインの 570 nm 吸光係数

を 2.8×104 M-1 cm-1 として測定した (139)。得られた精製物の組成を日本食品分析センター 

(Tokyo, Japan) にて定量核磁気共鳴法で解析した結果、ヴィオラセイン 84%、デオキシヴィオ

ラセイン 7%および他成分 9%であった。 

 

(3) バッチ培養 

 対数増殖期中の CHO細胞培養液を新しい Growth A培地と混合して、VCD 1.0 × 106 cell mL-

1になるように調製した。細胞液を 30 mLずつ 125 mL三角フラスコ (Corning) に分注した。

ヴィオラセインを 100% DMSO (Fujifilm Wako Pure Chemical) に溶解し、ヴィオラセイン終濃

度 0.3–2.4 μM、および DMSO終濃度 0.1% (v/v) になるように CHO細胞液に添加した。コン

トロール条件 (0 μM ヴィオラセイン) としては、細胞液に DMSOのみを終濃度 0.1% (v/v) に

なるように添加した。その後、各フラスコを振盪培養用 CO2インキュベーター (Adolf Kuhner 
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AG) を用いて、37 ˚C、5% CO2、80% 湿度および 120 rpm の条件で 9日間、回転振盪培養し

た。各条件につきフラスコを 3本ずつ用い、並行して培養した (n = 3)。 

 

(4) フェドバッチ培養 

 本節 (3) 記載の手法で CHO細胞液を調製し、終濃度 0 μM (コントロール) または 0.9 μM

になるようにヴィオラセインを添加した。また、培養 4 日目から培養終了時まで、1日おきに

細胞培養液の 5%量の Feed 培地を添加しながら、14日間回転振盪培養した。各条件につきフ

ラスコを 3本ずつ用い、並行して培養した (n = 3)。 

 

(5) VCD、細胞生存率、および IgG濃度測定 

 VCD及び細胞生存率は Vi-CELL XR (Beckman Coulter) を用いて測定し、IgG濃度は Octet 

QKe system (Fortebio) を用いて取扱説明書記載の手法に従って測定した。Qp および μは、第

2章第 2節記載の手法で算出した。 

 

(6) カスパーゼ 3/7 活性の評価 

 フェドバッチ培養における細胞のカスパーゼ 3 または 7 の活性を第 2 章第 2 節記載の手法

により評価した。各培養条件で 3 本ずつ培養したフラスコのうち、代表的な 1 つのフラスコ

のみ解析に供した。1検体あたり 3視野ずつ画像を取得し、総細胞数に対するカスパーゼ 3/7

活性陽性の細胞数の比率を、緑色ピクセル数を総ピクセル数で除することによって算出した。 

 

(7) 培養液成分解析 

 第 2 章第 2 節と同様の手順で、フェドバッチ培養液中のグルコース、乳酸、グルタミン、

グルタミン酸およびアンモニウム濃度を測定した。各成分の比取込速度及び比生産速度は、

培養 0日目と 4日目の成分濃度の差を、IVCDで除することによって算出した。 
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(8) IgG抗体の N結合型糖鎖解析 

 ヴィオラセイン濃度 0 μM (コントロール) または 0.9 μM 処理条件のバッチ培養液から、4

日目と 7日目に IgG抗体精製用プロテイン Aカラムキット Ex-Pure (Kyoto Monotech) を用い

て IgG抗体を精製し、糖鎖解析に供した。EZGlyco® mAb-N kit (Sumitomo Bakelite) を用いて、

IgG 抗体から N 結合型糖鎖を切り出して 2-AB 蛍光色素標識を行なった。蛍光標識した糖鎖

溶液を下記条件で HPLC 解析に供した。各ピークの糖鎖構造は、N 結合型糖鎖標準品 2-AB 

Glycan Performance Test Standard (Waters) の保持時間と比較することによって推定した。 

 

使用装置 : LC20-ADおよび RF-20A xs (Shimadzu)  

分析カラム : XBridge Glycan BEH Amide Column, 130A, 2.5 μm, 3.0 × 150 mm 

(Waters)  

移動相 A : 50 mM ギ酸アンモニウム水溶液, pH 4.4 

移動相 B : アセトニトリル 

タイムプログラム : A/B = 25/75 (0 min) → 46/54 (56 min)  

流速 : 0.7 mL min-1 

注入量 : 2 μL 

蛍光検出 : 励起波長 330 nm および蛍光波長 420 nm 

 

(9) 電荷多様性解析 

 本節 (8) と同様の手順で、ヴィオラセイン濃度 0 μM (コントロール) または 0.9 μM処理条

件のバッチ培養液から、4 日目と 7 日目に IgG 抗体を精製した。キャピラリー等電点電気泳

動装置 (capillary isoelectric focusing, cIEF) PA800 plus System (Beckman Coulter) を用いて、取

扱説明書記載の手法に従って電荷多様性解析を実施した。cIEF解析は、pH勾配を形成した泳

動ゲルを用い、タンパク質のアミノ酸構造変化や乖離有無を等電点の違いとして検出する手

法である。cIEF クロマトグラムの中で、最もピーク面積が大きなピークを主ピークとし、主
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ピークよりも低い等電点を有するピークを酸性異性体、主ピークよりも高い等電点を有する

ピークを塩基性異性体とした。 

 

(10) IgG mRNA量測定 

 ヴィオラセイン濃度 0 μM または 0.9 μM 処理条件で、各条件につき 3フラスコずつ並行し

てバッチ培養を実施した (n = 3)。培養 4、7および 9日目に RNeasy® Mini kit (Qiagen, Venlo, 

Netherlands) を用いて全 RNA を抽出及び精製した。StepOne™リアルタイム PCR システム 

(ThermoFisher SCIENTIFIC)、Reverse Transcription Master Mix (Fluidigm, South San Francisco, CA, 

USA) および SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ (Takara Bio, Kyoto, Japan) を用い、逆転写及び real-time 

PCR を実施した。IgG 重鎖及び軽鎖のプライマーセットは、Haredy らのプライマー配列情報

に従って設計した (140)。内在性コントロールとして、β-actin遺伝子を使用した。βアクチン

遺伝子のプライマーセットは、チャイニーズハムスターのβアクチン mRNA配列情報 (NCBI 

Reference Sequence: NM_001244575.1) とプライマー設計用ソフトウェア Primer express 

(ThermoFisher SCIENTIFIC) を用いて設計した。各プライマー配列を Table 6 に示す。IgG 重

鎖及び軽鎖遺伝子の mRNAレベルは、0 μM (コントロール) 条件での培養 4日目 mRNA量に

対する相対比として ΔΔCt 法によって算出した。 

 

Table 6. Real time PCR primers. 

Target Primer name Primer sequence 

IgG Heavy Chain Heavy chain-F 5’-ACGGTGTCGTGGAACTCAG-3’ 
 

Heavy chain-R 5’-ACGCTGCTGAGGGAGTAGAG-3’ 

IgG Light Chain Light chain-F 5’-ACCAAGGTGGAGATCAAACG-3’ 
 

Light chain-R 5’-ATTCAGCAGGCACACAACAG-3’ 

β-actin β-actin-F 5’-TGACCCTGAAGTACCCCATTG-3’ 
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β-actin-R 5’-TGGTGCCAGATCTTCTCCATATC-3’ 

 

(11) 細胞周期解析 

 ヴィオラセイン処理による細胞周期への影響を次の 2つの手法で評価した。1) 0–1.5 μMの

濃度でヴィオラセインを CHO細胞液に添加し、バッチ培養条件で 28時間培養した。その後、

BD Cycletest Plus DNA Kit、FACS melody、および FlowJo software (Becton, Dickinson and 

Company) を用いて、取扱説明書記載の手順に従い細胞周期解析に供した。2) ヴィオラセイ

ン濃度 0 μM および 0.9 μM の処理条件で CHO 細胞を 5 日間バッチ培養した。各条件につい

てフラスコ 3 つずつ並行で培養し (n = 3)、培養 1、3 および 5 日目に細胞を採取して細胞周

期解析に供した。 

 

(12) 統計解析 

 データは平均値±標準偏差で示し、有意差は両側スチューデント t検定を用いて評価した。

平均値の差は p < 0.05で有意、p < 0.01で著しく有意であると判断した。 
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第 3 節 結果 

(1) CHO細胞に対するヴィオラセインの用量依存的影響 

 0–2.4 μM の濃度範囲では、ヴィオラセイン処理濃度依存的に CHO 細胞の増殖は阻害され

た (Fig. 15)。比増殖速度 (μ) と最大生細胞密度 (max VCD) は、それぞれ 0.3 μM 以上および

0.9 μM 以上のヴィオラセイン処理によって有意に低下した (Fig. 15 Dおよび E)。培養 2日目

の細胞生存率は 0.6 μM 以上では処理濃度依存的に低下し、これらの濃度範囲では CHO 細胞

に対して細胞毒性があることが示唆された (Fig. 15 F)。0.6–1.5 μM 処理条件では、培養 4 日

目以降は培養時間経過に伴って細胞生存率は上昇する傾向を示した。一方、2.4 μM処理条件

の細胞生存率は培養 2 日目に 32.6 ± 5.3%まで大幅に低下し、その後さらに培養終了時まで

継続して減少を続けた。 

 Qpは 0.6–1.2 μM処理条件でコントロール (0 μM) よりも増加した (Fig. 15G)。しかしなが

ら VCD 減少の影響のため、最大 IgG 濃度はいずれの濃度条件においてもコントロールより

低かった (最大 IgG濃度: 0 μM; 76.0 ± 2.3 μg mL-1, 0.6 μM; 75.4 ± 1.3, p > 0.05 有意差なし, 0.9 

μM; 68.6 ± 2.4 μg mL-1, p < 0.05, 1.2 μM; 48.7 ± 4.2 μg mL-1, p < 0.01. 各 p値は 0 μM 条件に対し

て算出)。 

 0.9 μM 条件の最大 IgG濃度はコントロールよりも 9.7%低かった。しかしながら、培養期間

延長によって 0.9 μM 条件の IgG 総生産量はコントロール条件よりも上回る可能性がある。

0.9 μM 処理条件の Qpは 1.2 μM 処理条件と同程度に高かった (0.9および 1.2 μM処理条件の

Qpの間には統計学的有意差なし)。また、培養終了時点 (9日目) の細胞生存率は 0.9 μM 処理

条件ではコントロールおよび 1.2 μM処理条件よりも高かった (9日目生存率: 0 μM; 86.5 ± 0.3, 

0.9 μM; 93.7 ± 0.6, p < 0.01, 1.2 μM; 89.2 ± 0.9, p < 0.01. 各 p値は 0 μM条件に対して算出)。さ

らに、0.9 μM処理条件は 1.2 μM 処理条件よりも μの低下レベルが少なく、VCD低下による

総生産量への負の影響が 1.2 μM 処理条件よりも少なかった。既に述べたように、総生産量は

Qp、VCD 及び培養期間と相関する。そのため、これらの結果は 0.9 μM 処理による IgG 総生

産量向上の可能性を強く示唆するものである。次の試験では CHO 細胞における 0.9 μM ヴィ
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オラセイン処理の影響について、フェドバッチ培養法にてさらに詳細に調査した。 

 

 

Fig. 15. CHO cell profiles during batch culture with different concentrations of violacein. 

 CHO cells were batch-cultured with 0–2.4 μM violacein in triplicates for 9 days. (A) VCD, (B) cell 

viability, (C) IgG concentration, (D) μ, (E) maximum VCD (F) cell viability on day 2, and (G) Qp. μ 

was calculated using VCD of day 0 and day 2. The average value is indicated by a solid line or 

column, and the standard deviation is indicated by an error bar. For (D)–(G), * p < 0.05 and ** p < 

0.01 compared with the control (0 μM). VCD, viable cell density; IgG, immunoglobulin G; μ, specific 

growth rate; Qp, specific production rate. 
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(2) ヴィオラセイン処理による細胞増殖性と IgG生産性への影響 

 14日間のフェドバッチ培養試験では 0.9 μMヴィオラセイン処理によってQp向上と細胞寿

命改善効果がみられ、その結果、最大 IgG濃度はコントロール条件より 37.6%向上した。Figure 

16 と Table 7に、フェドバッチ培養における CHO細胞培養プロファイルを示す。0.9 μM ヴィ

オラセイン処理条件での μ と最大 VCD はコントロールと比較して 41.2%および 24.4%低下

し、その一方で Qpは 70.2%向上した。細胞生存率はヴィオラセイン処理条件では培養 2日目

で低下したが、培養 4 日目以降は上昇し、培養終了時点 (14 日目) ではコントロールよりも

有意に高かった (Fig. 16B) (培養 2日目: 0 μM; 99.8 ± 0.1%, 0.9 μM; 92.4 ± 0.6%, p < 0.01) (培

養 4日目: 0 μM; 99.1 ± 0.2%, 0.9 μM; 97.3 ± 0.6%, p < 0.01) (培養 14日目: 0 μM; 47.8 ± 5.3%, 

0.9 μM; 77.5 ± 1.1%, p < 0.01)。細胞生存率の推移と関連し、カスパーゼ 3/7活性も経時的に

推移した。ヴィオラセイン処理条件ではカスパーゼ 3/7 陽性細胞の比率は培養 2 日目に一時

的に上昇したが、培養 4日目以降は減少した。また、培養最終日 (14日目) のカスパーゼ 3/7

陽性細胞比率はヴィオラセイン処理条件ではコントロールよりも有意に低かった (Fig. 16I) 

(培養 2日目: 0 μM; 2.2 ± 0.7%, 0.9 μM; 12.5 ± 1.4%, p < 0.01) (培養 4日目: 0 μM; 9.3 ± 2.9%, 

0.9 μM; 9.2 ± 0.9%, p > 0.05 有意差なし) (培養 14日目: 0 μM; 54.5 ± 10.0%, 0.9 μM; 3.8 ± 

1.1%, p < 0.01)。この結果は、ヴィオラセイン処理条件では添加直後に一時的なアポトーシス

誘導が生じるものの、培養後半に生じるアポトーシス誘導はコントロールよりも抑制された

ことを示唆している。 
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Fig. 16. Time courses of CHO cell culture profiles during fed-batch culture. 

 CHO cells were fed-batch cultured with or without 0.9 μM violacein in triplicates for 14 days. Time 

courses of (A) VCD; (B) cell viability; (C) IgG concentration; (D) glucose; (E) lactate; (F) glutamine; 

(G) glutamate; (H) ammonium; and (I) caspase 3/7 active cell ratio in the culture. For (A)–(H), the 

average value from three flasks is indicated by a solid line, and the standard deviation is indicated by 

an error bar. For (I), caspase 3/7 activity assays were performed in a representative flask for each 

culture condition. The average value of three field images is indicated by a solid line, and the standard 

deviation is indicated by an error bar. VCD, viable cell density; IgG, immunoglobulin G. 
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Table 7. Culture profiles of CHO cells during fed-batch culture. 

 Without violacein (control)  With 0.9 μM violacein 

μ (day
-1

)  0.490 ± 0.011 0.288 ± 0.038** 

Max VCD (10
6 
cell mL

-1
)  6.64 ± 0.48 5.02 ± 0.22** 

Qp (pg cell
-1

 day
-1

)  1.51 ± 0.06 2.57 ± 0.03** 

Max IgG conc. (μg mL
-1

)  105.1 ± 5.5 144.6 ± 7.0** 

Q
glc

 (pmol cell
−1

 day
−1

)  1.46 ± 0.04 1.72 ± 0.08** 

Q
lac

 (pmol cell
−1

 day
−1

)  1.05 ± 0.04 1.34 ± 0.12* 

Q
gln

 (pmol cell
−1

 day
−1

)  0.257 ± 0.005 0.370 ± 0.021** 

Q
glu

 (pmol cell
−1

 day
−1

)  0.060 ± 0.003 0.101 ± 0.003** 

Q
amm

 (pmol cell
−1

 day
−1

)  0.437 ± 0.017 0.605 ± 0.046** 

 CHO cells were fed-batch cultured in triplicates. Values are represented as means ± standard 

deviations. μ was calculated using VCD of day 0 and day 2. * p < 0.05 and ** p < 0.01 compared with 

the control. μ, specific growth rate; Max, maximum; Qp, specific production rate; VCD, viable cell 

density; IgG, immunoglobulin G; conc., concentration; specific uptake or production rate for Glucose 

(Q
 glc

), Lactate (Q
 lac

), Glutamine (Q
 gln

), Glutamate (Q
 glu

), and Ammonium (Q
 amm

). 

 

(3) CHO細胞の代謝への影響 

 CHO細胞の代謝速度は、ヴィオラセイン処理によって有意に上昇した (乳酸比生産速度, p 

< 0.05, グルコース、グルタミン、グルタミン酸およびアンモニウムの比取込または比生産速

度, p < 0.01) (Table 7)。グルコースとグルタミンの比取込速度はコントロールと比較して 17.8%

および 44.0%上昇した。また、乳酸、グルタミン酸およびアンモニウムの比生産速度はそれぞ
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れ 27.6%、68.3%および 38.4%上昇した。代謝速度の増加は、ヴィオラセイン処理による Qp向

上、すなわちタンパク質生産性の向上と関連している可能性がある。哺乳類細胞にとっての

有害代謝産物である乳酸とアンモニウムの培養液中の蓄積量は、VCD低下の影響によってヴ

ィオラセイン処理条件ではコントロールよりも低下した (Fig. 16E および 16H) (培養 14 日目

乳酸濃度: 0 nM; 28.76 ± 1.04, 0.9 μM; 22.44 ± 0.85, p < 0.01) (培養 14日目アンモニウム濃

度: 0 nM; 10.28 ± 0.35 mM, 0.9 μM; 8.82 ± 0.19, p < 0.01)。 

 

(4) ヴィオラセイン処理による CHO細胞の細胞周期への影響 

 0.9 μM ヴィオラセイン処理によって培養 28時間後の G1期細胞比率は最も高くなり、コン

トロールの G1期細胞比率よりも 16.2%増加した (Fig. 17A) (0 μM; 34.8%, 0.9 μM; 51.0%)。S

期比率は 0.9 μM 以下の濃度では、用量依存的に減少したが、0.9 μM 以上ではほぼ同等であっ

た (Fig. 17B)。それに対し、G2/M 期比率は 0.9 μM 以下ではほぼ同等であったが、0.9 μM以

上では用量依存的に上昇した (Fig. 17C)。これらの結果は、0.9 μM 以下の濃度域では、G1 期

での細胞周期停止が優先的に生じるが、0.9 μMより高い濃度域では細胞周期停止のフェイズ

が G1期から G2/M 期に移行することを示唆している。 

 Figure 17D–Fは、0.9 μMヴィオラセイン処理による細胞周期への経時的な影響を示す。ヴ

ィオラセイン処理細胞の G1 期比率は、培養 1 日目ではコントロールに対して有意に増加し

た (0 μM; 36.4 ± 3.5%, 0.9 μM; 50.7 ± 0.8%, p < 0.01)、しかし、3日目以降には有意な差はみら

れなかった。一方、G2/M 期比率はヴィオラセイン処理細胞では、5日間の培養期間中、常に

コントロール条件よりも有意に高かった (培養 1日目; p < 0.05, 培養 3および 5日目; p < 0.01)。

これらの結果は、ヴィオラセイン処理による G1 期停止誘導は一時的なものであるが、G2/M

期停止はより継続的であり長期間に及ぶ可能性を示唆する。 
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Fig. 17. Cell-cycle distribution of CHO cells treated with violacein. 

 (A), (B) and (C); Cells were batch-cultured with violacein concentrations ranging from 0 to 1.5 μM, 

showing G1, S and G2/M phase ratios at 28 h, respectively. The data were obtained from a single 

experiment. (D), (E) and (F); Cells were batch-cultured with or without 0.9 μM violacein in triplicates 

for 5 days, showing G1, S and G2/M phase ratios, respectively. The average value is indicated by a 

solid line, and the standard deviation is indicated by an error bar. * p < 0.05 and ** p < 0.01 compared 

with the control on the corresponding days.  

 

(5) IgG mRNA転写レベルへの影響 

 0.9 μM ヴィオラセイン処理によって、バッチ培養 4 日目、7日目および 9日目の IgG重鎖

および軽鎖の mRNA 量は有意に増加した。重鎖遺伝子の mRNA 量はコントロールと比較し

て 47.3–71.1%増加し、軽鎖遺伝子のmRNA量は 44.4–46.4%増加した (重鎖及び軽鎖の培養 4、

7および 9日目, 全て p < 0.01) (Fig. 18)。この一貫性のある結果は、ヴィオラセイン処理によ

って IgG遺伝子の転写は培養期間中継続的に促進されたことを示す。 
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Fig. 18. Effect of violacein on IgG mRNA. 

 CHO cells were batch-cultured with or without 0.9 μM violacein in triplicates, and IgG mRNA 

levels were evaluated on day 4, 7, and 9. (A) Heavy chain mRNA. (B) Light chain mRNA. The 

relative levels compared to the amount of heavy chain or light chain mRNA on day 4 of the control are 

shown. The average value is indicated by a column, and the standard deviation is indicated by an error 

bar. ** p < 0.01 compared with the control on the corresponding days. IgG, immunoglobulin G; Hc, 

heavy chain; Lc, light chain. 

 

(6) IgG抗体の N結合型糖鎖分布への影響 

 0.9 μM ヴィオラセイン処理は、IgG抗体の N結合型糖鎖分布に対してほとんど影響しなか

った。HPLCクロマトグラムを Figure 19に示す。また、糖鎖標準品との比較によって構造を

推定した 13 のピークのピーク面積比率を Table 8 に示す。ヴィオラセイン処理の有無にかか

わらず、糖鎖構造としてはコアフコースが付加し、末端ガラクトースを一つも含まない構造 

(G0F) の比率が最も高かった。また、G0F、G1F および G2F の 3 つの構造の糖鎖の総ピーク

面積比率は全ての条件で 94.3%以上を占めており、この 3 構造が N 結合型糖鎖の大半を占め

ていた。ヴィオラセイン処理の有無に関わらず、クロマトグラム形状は良く類似しており、

ヴィオラセイン処理は抗体 N 結合型糖鎖の分布パターンには大きな影響を及ぼさないことが
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示唆された。なお、培養 4 日目のコントロール条件および 0.9 μM ヴィオラセイン処理条件で

の HPLC クロマトグラム 13 ピークにおいて、ピーク面積比率のスピアマン順位相関係数は

0.980 であった。また、培養 7日目のピーク面積比率のスピアマン順位相関係数は 0.994であ

った。この相関係数の高さはコントロール条件と 0.9 μM ヴィオラセイン処理条件における

HPLCクロマトグラムのピークパターンが極めて類似であることを示す。 

 

 

Fig. 19. High performance liquid chromatography chromatograms of N-linked glycans. 

 CHO cells were batch-cultured with or without 0.9 μM violacein, and the N-linked glycans of IgG 

were obtained on day 4 and day 7. The glycan structure of each peak was estimated by comparing with 

the retention time of the 2-AB Glycan Performance Test Standard (Waters). (A) day 4 and (B) day 7 

without violacein (control). (C) day 4 and (D) day 7 with 0.9 μM violacein. The numbers with 

parentheses show the peak positions that were not detected. 
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Table 8. Peak area ratios of high-performance liquid chromatography (HPLC) chromatograms. 

 day 4 day 7 

Peak no. control 0.9 μM violacein control 0.9 μM violacein 

1 0.8 0.7 0.9 0.8 

2 46.1 43.1 51.3 46.3 

3 0.6 1.2 0.7 1.1 

4 0.4 0.4 0.4 0.5 

5 n.d. n.d. n.d. n.d. 

6 33.3 33.9 30.5 32.8 

7 8.8 8.9 8.2 8.5 

8 n.d. n.d. n.d. n.d. 

9 n.d. 0.2 n.d. n.d. 

10 n.d. n.d. n.d. n.d. 

11 7.4 8.4 6.2 7.4 

12 n.d. n.d. n.d. n.d. 

13 0.2 0.2 0.2 0.2 

 Peak area ratios (%) of HPLC chromatograms (Fig. 19) are listed. The peak numbers correspond to 

those described in Figure 19. n.d., not detected.  

 

(7) IgG抗体の電荷多様性への影響 

 N結合型糖鎖分布と同様、0.9 μMヴィオラセイン処理は IgGの電荷多様性に対してもほと

んど影響しなかった。Figure 20は電荷異性体と主ピークの構成比率を示す。ヴィオラセイン

処理の有無にかかわらず、主ピーク、酸性異性体および塩基性異性体の比率には大きな差異
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は認められなかった。また、培養 4 日目と 7 日目の電荷異性体比率はほぼ同等であり、時間

経過にともなう変化は観察されなかった。cIEF クロマトグラムもヴィオラセイン処理条件と

コントロール条件で極めて類似しており (Fig. 21)、ヴィオラセイン処理は電荷異性体の構成

に顕著な影響を与えなかったことが示唆された。 

 

 

Fig. 20. Effect of violacein on charge variant distribution. 

 CHO cells were batch-cultured with or without 0.9 μM violacein, and the IgG were obtained on (A) 

day 4 and (B) day 7. The content of basic variants and acidic variants shows the total value of each 

isomer. The data were obtained from a single experiment.  
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Fig. 21. Capillary isoelectric focusing chromatograms. 

 CHO cells were batch-cultured with or without 0.9 μM violacein, and the IgG were obtained on (A) 

day 4 and (B) day 7. The peaks with migration times earlier than the main peak are basic isomers 

(larger PI values), and peaks with migration times later than the main peak are acidic isomers (smaller 

PI values). The data were obtained from a single experiment.   
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第 4 節 考察 

 本章の結果は、ヴィオラセイン処理は抗体品質 (N 結合型糖鎖分布および電荷異性体比率) 

を変化させずに、IgG 生産性向上と細胞増殖阻害をもたらしたことを示し、ヴィオラセイン

の mAb 生産性向上剤としての利用可能性を示した。さらに、ヴィオラセイン処理によって

CHO 細胞の細胞周期が G1 期と G2/M 期で停止誘導されることが示唆された。ヴィオラセイ

ン処理による細胞増殖阻害と IgG 生産性の向上は、細胞周期停止と関連している可能性があ

る。ヴィオラセイン処理による G1 期での細胞周期停止は培養 1 日目のみに観察された一時

的なものであったが、G2/M 期停止は培養 3日目以降も継続した。そのため、本研究のバッチ

培養及びフェドバッチ培養で観察された IgG 生産性の向上は、G1 期停止よりもむしろ G2/M

期停止の影響である可能性がある。また、観察された IgG mRNA量と代謝速度の上昇は、ヴ

ィオラセイン処理による Qp向上と関与していると考えられる。 

 前述したようにタンパク質生産性を向上させるための既存の細胞周期制御技術の多くは、

G1 期での停止をもたらす (16)。既存報告では、化学薬剤法による CHO 細胞の G2/M 期停止

による組換えタンパク質生産量向上については、塩化リチウムを用いた Ha らの研究報告が

あるのみである。塩化リチウムはグリコーゲンシンターゼキナーゼ-3βの特異的阻害剤であ

り、G2/M 期での細胞周期停止とアポトーシス誘導の制御に関与する (18)。本章の研究結果

は、化学薬剤法による G2/M 期での細胞周期停止が組換えタンパク質生産性向上に有効であ

ることを示す新たな知見となる。 

 ヴィオラセインが CHO 細胞の細胞周期を停止させる作用機序は現時点では不明である。

マウス線維肉腫細胞を用いた Mojib らの研究では Janthinobacterium sp.由来のヴィオラセイン

様紫色素2処理は、CDK2、CDK4、CDK6、Cdc2、サイクリン B1およびサイクリン D1の発現

 

2 Mojib らの研究では質量分析および 1H NMRにより構造解明を試み、当該色素がヴィオラ

セインとほぼ同一構造であると推定した。しかしながら特定できない構造部位が一部あった

ため彼らの論文中において「ヴィオラセイン様」と記載されている。 
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量を減少させた一方で p21、p27 および p53 の発現量を増加させ、G1 期および G2/M 期での

細胞周期停止を誘導した (132)。また、Kodach らの研究では、ヴィオラセイン処理は結腸癌

細胞において、p21、p27 および p53 の発現量増加およびサイクリン D1 の発現量減少をもた

らし、G1期での細胞周期停止を誘導した (131)。CHO細胞においても同様に、ヴィオラセイ

ン処理が CDK、サイクリンおよび CKIの発現量に影響した可能性がある。また、強力なプロ

テインキナーゼ活性阻害剤であるスタウロスポリンとの構造類似性から、CDKの活性阻害に

よって細胞周期が停止した可能性も考えられる。細胞周期停止の作用機序については、今後、

さらなる研究により解明する必要がある。 

 細胞周期停止化合物の使用に関して、細胞毒性による細胞寿命の減少は解決すべき課題の

一つである。本博士論文の序論にて述べたように NaBu は細胞周期停止化合物であり、かつ

アポトーシス誘導物質である。NaBuによるアポトーシス誘導を回避し、組換えタンパク質生

産性向上剤として用いるために、実行カスパーゼ遺伝子のサイレンシングなどの遺伝子工学

的手法の併用が検討されている (141)。しかしながら、遺伝子工学的手法は多大な時間と作業

的労力を要する上、既に構築された既存の株に対しては適用できない。本研究ではヴィオラ

セインは一時的なアポトーシス誘導を生じたが、培養時間の経過に伴ってアポトーシスは抑

制され、細胞寿命は減少しなかった。使用法の簡便さ、すなわちアポトーシス抑制のために

他の手法と組み合わせる必要がないという点は、ヴィオラセインの大きな利点となりうる。 

 本研究では、ヴィオラセイン処理によって細胞寿命は減少するどころか、むしろ向上した。

その理由は不明であるが、次の 3つの理由が考えられる。 

 

1) 薬剤選択圧による細胞集団構成またはエピジェネティクスの変化 

 CHO細胞は異数性の細胞であり、染色体再構築によるゲノム変化や導入遺伝子の変異を起

こしやすい。CHO細胞のゲノムが本質的に柔軟であることは、様々な遺伝子操作や培養条件

の変化に対応できる要因ともなっており CHO細胞の特長とも言えるが、その反面、ゲノム不

安定性をもたらし、増殖性や生産性、その他細胞特性の不均一性の要因の一つとなっている 
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(142)。ゲノム変異に加えて、DNAのメチル化やヒストン修飾などのエピゲノム変異による遺

伝子転写のサイレンシングも、表現型を不均一にする原因である。これらの遺伝的および表

現型の変化は培養経過に伴って生じることが知られている (142)。近年、厳密な管理がされて

いるはずの、単一クローン由来抗体医薬製造用細胞バンクにおいてすらも遺伝的多様性が存

在することが報告された (59)。このことから、培養液中の CHO 細胞はある程度の遺伝的及

び表現型多様性を有する細胞集団であると考えられる。加えて、本研究で使用した CHO細胞

株はメトトレキサート処理によって遺伝子増幅された株である。メトトレキサート処理は

DNA 合成経路を阻害するためゲノム再構築を誘発することが知られている (143)。そのため

本研究の使用株は通常のバイオ医薬生産株よりもより一層、遺伝的及び表現型多様性を有し

ていた可能性もある。この多様性によって、培養液中に存在する個々の細胞の生理活性化合

物に対する感受性に違いがあり、細胞毎にアポトーシス誘導の起こりやすさが種々異なって

いた可能性が考えられる。本章の研究結果では、0.9 μM ヴィオラセイン処理によって培養 2

日目の細胞生存率は減少し、カスパーゼ 3/7 陽性細胞比率は増加した (Fig. 16B および 16I)。

この生存率低下は一時的なものであったが、この時にアポトーシス誘導されやすい細胞の優

先的な死が生じた可能性がある。その結果、高アポトーシス耐性細胞が優占的となった細胞

集団が形成され、コントロール細胞集団よりも細胞寿命が延長したと推測できる。また、薬

剤選択圧に対応して、アポトーシス関連遺伝子に対するエピジェネティックな変化が生じた

可能性も考えられる。Feichtinger らは、CHO細胞のバッチ培養期間中、DNAメチル化パター

ンの変化はわずかにしか起こらなかった一方、ヒストン修飾パターンは継続的に変化したこ

とを報告した (144)。彼らの研究結果は、短期間の環境変化に対応してヒストン修飾パターン

が変化し、遺伝子転写が調節されていることを示唆する。 

 これらの可能性を検証するためには、シングルセル解析（シングルセルゲノム解析、シン

グルセルトランスクリプトーム解析、およびシングルセルエピゲノム解析）が有用と期待で

きる。細胞集団の平均値を解析するバルク解析法とは異なり、シングルセル解析では一細胞

レベルでのゲノムや遺伝子発現状態などを評価できる。不均一な細胞集団の解析法として適
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しており、ヴィオラセイン処理による細胞群集組成変化を定量的に評価可能である。 

 

2) 細胞生存に関与するキナーゼ活性の変化 

 Queiroz らはヴィオラセイン処理によって白血病前駆細胞 TF1 のキノームプロファイルが

変化したことを報告した (145)。Queiroz らの研究ではヴィオラセイン処理によって TF1細胞

のプロテインキナーゼ A (protein kinase A, PKA)、Akt およびホスホイノシチド依存性プロテ

インキナーゼ (phosphoinositide-dependent protein kinase, PDK) の活性が増加した。これらのキ

ナーゼ活性の増加は、アポトーシスの抑制と生存促進に作用する。PKAは転写制御因子であ

るサイクリック AMP 応答配列結合タンパク質 (cAMP response element-binding protein, CREB) 

をリン酸化し、リン酸化された CREB は様々な遺伝子の転写を促進する。活性化した CREB

により発現が亢進されるタンパク質の一つには抗アポトーシス因子である Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) がある (146, 147)。また、PDKと Akt は PI3K (phosphoinositide 3-kinase) 経路の

下流に位置するキナーゼである。PDKは重要な生存促進キナーゼである Akt を活性化し、ま

た活性化されたAktはBadなどのBH3-onlyタンパク質 (Bcl-2 homology domain 3-only proteins) 

の機能または発現を阻害する (148)。BH3-only タンパク質はアポトーシス促進因子であり、

生存促進因子である Bcl-2 ファミリーメンバーに結合して不活化する。そのため、BH3-only

タンパク質の機能または発現の阻害は生存に促進的に作用する。さらに、Akt はミトコンドリ

ア経路のイニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ 9 をリン酸化してその活性を低下させ

ることや (149)、アポトーシス促進遺伝子の転写制御因子 FOXO (forkhead box O) をリン酸化

することによって FOXO を介した転写をブロックすることが報告されている (148)。ヴィオ

ラセイン処理により、上記のような細胞生存促進的なキナーゼ活性の変化によって細胞寿命

が向上した可能性が考えられる。 

 この検証のためには Queiroz らが用いたようなキノームプロファイリングの手法が有用で

ある。現在、リン酸化特異的抗体やペプチドアレイを用い、細胞中の多種多様なキナーゼ活

性をハイスループットで評価可能な研究用キットが市販されている。このようなハイスルー
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プット評価システムを用いることにより、ヴィオラセイン処理による CHO細胞のキノームプ

ロファイルの変化を効率的に解析できる。 

 

3) 有害代謝産物の蓄積抑制 

 第 2 章のスタウロスポリン処理細胞における試験結果と同様、乳酸やアンモニウムなどの

有害代謝産物蓄積量の違いが影響した可能性も考えられる。Figure 16E および 16H に示した

ように、0.9 μMヴィオラセイン処理条件では、コントロールと比較して乳酸とアンモニウム

の蓄積は両方とも抑制された。本研究の使用株における乳酸やアンモニウムなどの代謝副産

物による細胞生存率への影響については未評価であるため、この濃度差が実際に細胞生存率

に差異を生じうるものかどうかについては今後のさらなる詳細な確認が必要であるものの、

細胞寿命に影響する要因の一つになりうる。 

 この検証のためには、乳酸またはアンモニウム濃度を種々調製した培地を用いた培養評価

試験が有用である。これにより、本研究で用いた細胞株の細胞生存率に対して乳酸とアンモ

ニウムが影響する濃度閾値を調査することができる。また、それに加えてヴィオラセイン処

理有無における培養液成分推移を LC-MS や GC-MS (Gas Chromatography-Mass spectrometry) 

で網羅的に解析する手法も有用である。乳酸とアンモニウムは細胞に有害な代謝副産物とし

て代表的ではあるが、前述したイソバレレートやインドール 3-乳酸など、細胞に有害に作用

する代謝副産物は他にも存在することが知られている。細胞培養液には多種多様な成分が含

まれており細胞生存率に影響を及ぼす成分を特定することは容易ではないが、培養液成分の

網羅的解析は各成分による細胞生存率への影響を評価する上で有用な情報を与えるものと期

待できる。 

 

 ヴィオラセイン処理による細胞寿命改善のメカニズム解明は、製造工程中に生じるアポト

ーシス誘導を防ぐための新たな技術の開発に資する可能性がある。細胞培養工程中のアポト

ーシスやネクローシスなどのプログラム細胞死は、VCDや製品品質に影響を及ぼすため、対
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処すべき課題の一つである (141)。アポトーシス細胞の増加は、宿主細胞タンパク質 (host cell 

protein, HCP) の培養液中への放出を引き起こし、また HCP プロファイルの変化をもたらす 

(150)。さらに培養後期の細胞生存率低下に伴い、生産物の酸性異性体が増加することも報告

されている (151)。治療用抗体における電荷異性体や HCP は薬効に影響し、また免疫原性反

応を引き起こす場合がある。アポトーシスの抑制は最終製品への不純物残留リスク低下に寄

与し、堅牢な製造プロセス構築に貢献する。トランスクリプトーム解析、エピゲノム解析お

よびキノーム解析は CHO 細胞におけるヴィオラセインの作用機序解明のための有力なツー

ルとなり、またそれらは培養工程中のアポトーシス抑制戦略についての有用な情報をもたら

すと期待できる。それにより、例えば NaBu のような他の細胞周期停止化合物によるアポト

ーシス誘導を回避するための新しい添加手法が見いだせる可能性がある。また、ヴィオラセ

イン処理によって発現が増加または減少している遺伝子は、アポトーシス耐性と長寿命化に

関与している可能性がある。そのため、それらの遺伝子の過発現やノックアウトによって、

アポトーシス高耐性株を新たに構築できる可能性もある。そのようなアポトーシス高耐性株

は安定生産性に優れた生産宿主となりえるため、生産システムの頑健性向上に寄与すると期

待できる。 

 本章の研究結果は、ヴィオラセインがスタウロスポリンよりも優れた mAb 生産性向上剤に

なりうることを示唆する。ヴィオラセインはスタウロスポリンの課題の 1 つである生産性向

上効果の改善を達成した。前章の研究結果では、2–4 nM スタウロスポリン処理によりコント

ロール比で最大 IgG 濃度は 16.3–5.2%向上した。一方、0.9 μM ヴィオラセイン処理によって

最大 IgG 濃度は 37.6%向上した。培養条件は両試験ともほぼ同等であり、ヴィオラセイン処

理はスタウロスポリン処理よりも高い生産性向上効果を示した。ヴィオラセイン処理条件に

よる Qp向上効果 (コントロール比 70.2%増) はスタウロスポリン処理条件による効果 (10.6–

36.3%増) よりも高く、この効果の違いが生産性向上効果の違いに寄与したと考えられる。ヴ

ィオラセインはスタウロスポリンと同様に処理濃度依存性が高く、使用可能な濃度範囲は限

られていたため細胞毒性に関する課題は完全には解決されていないものの、哺乳類生体に対
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する安全性に関する知見もあり (133, 134)、ヴィオラセインは抗体医薬製造工程でスタウロス

ポリンよりも採用ハードルが低い化合物になる可能性がある。 

 本章の研究結果は、スタウロスポリン類縁体に着目した研究アプローチによって、mAb生

産性向上に寄与する新たな細胞周期停止化合物を効率的に見出せる可能性を示唆する。スタ

ウロスポリン類縁体に着目したさらなる研究により、有効性、安全性及び使用容易性に優れ、

mAb の工業生産現場においてより一層好適な薬剤が開発可能と期待できる。 
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第 5 節 小括 

 前章では、第 1章で得られた活性化合物候補の一つであるスタウロスポリンについて mAb

生産性向上剤としての利用可能性を示した。しかしながら、スタウロスポリンには mAb 生産

性のさらなる向上や細胞毒性の低減など、いくつかの改善すべき課題がある。本章の研究で

は、スタウロスポリンと同様にビスインドール化合物であり、構造的類似性があるヴィオラ

セインに着目し、mAb 生産性向上剤としての有効性を評価した。14日間のフェドバッチ培養

において、0.9 μM ヴィオラセイン処理条件では Qp の向上と細胞寿命の改善によって、最大

IgG濃度がコントロールと比較して 37.6%向上した。細胞周期解析は、ヴィオラセイン処理が

CHO細胞の細胞周期を G1 期と G2/M 期で停止したことを示唆した。G1期停止は培養 1日目

のみに観察された一時的なものであったが、G2/M 期停止はより長期間継続して起こり、培養

3日目以降も観察された。このことは、ヴィオラセイン処理による IgG生産性の向上には G1

期よりも G2/M期での停止がより大きく関与していることを示唆する。さらに、Qp向上に伴

い、IgG mRNA 発現レベルと代謝速度もまた増加した。N 結合型糖鎖分布と電荷異性体比率

はヴィオラセイン処理によってほとんど影響を受けなかった。本章の研究結果は、ヴィオラ

セインが生産物品質に影響することなく IgG生産性向上に寄与することを示し、CHO細胞の

mAb 生産性向上剤として利用可能であることを示した。ヴィオラセイン処理による生産性向

上効果は、第 2章研究におけるスタウロスポリン処理の効果より高く、mAb生産性向上剤と

してスタウロスポリンよりも適している可能性がある。本章の結果は、ヴィオラセインの有

効性を示すと共に、スタウロスポリン類縁体に着目した研究アプローチによって、有効性、

安全性及び使用容易性に優れ、mAbの工業生産現場においてより一層好適な薬剤を新たに見

出せる可能性を示唆する。 
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第 4 章 総括 

 

第 1 節 博士論文まとめ 

 CHO 細胞は、抗体医薬の原薬となるモノクローナル抗体 (mAb) の主な生産宿主である。

CHO 細胞の培養液に細胞周期に影響する薬剤を添加することによって mAb 生産性を向上可

能である。しかしながら、この手法は使用薬物による細胞毒性や効果の細胞株依存性が課題

である。その解決のため、CHO 細胞の mAb 生産性向上に有効な細胞周期停止化合物を新た

に探索し、mAb生産性向上剤として利用可能か検証した。 

 第 1章では、海洋由来の放線菌および糸状菌の培養抽出物を探索源として、CHO細胞に対

して増殖阻害および mAb 生産性向上効果を示す化合物のスクリーニングを試みた。細胞生存

率を損なわずに細胞増殖阻害活性及び抗体生産性向上効果を示す微生物培養抽出物を選別し、

分画処理に供した。上記活性を示す画分を特定して活性画分の主成分を活性化合物候補とし

て推定した。その結果、スタウロスポリンを含む 6 種類の化合物が活性化合物候補として得

られた。第 2章では、活性化合物候補の一つであるスタウロスポリンについて、mAb生産性

向上剤としての効果を評価した。2–4 nM スタウロスポリン処理によって、細胞生存率を損な

うことなく細胞増殖を抑制し、mAb 生産性が向上した。また細胞周期解析によって、4nM ス

タウロスポリン処理は CHO細胞の細胞周期を G1期で停止することが示唆され、mAb生産性

向上と関連していることが推測された。スタウロスポリン処理による抗体品質 (N 結合型糖

鎖分布) への影響は見いだされず、生産物品質に影響を及ぼさないことが示唆された。これら

の結果により、スタウロスポリンを mAb生産性向上に有効な新たな細胞周期停止化合物とし

て利用できる可能性が示唆された。しかしながら、スタウロスポリンには生産性向上効果の

改善や細胞毒性の低減などいくつかの課題が残されている。スタウロスポリン類縁体を新た

な研究対象とすることで、これらの課題を解決する化合物が見いだせる可能性がある。第 3

章ではスタウロスポリンと構造的類似性があるヴィオラセインに着目し、mAb 生産性向上剤
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としての利用可能性を評価した。その結果、0.9 μM ヴィオラセイン処理により、細胞増殖阻

害と mAb生産性向上効果が得られることが確認できた。細胞周期解析の結果、ヴィオラセイ

ン処理による G2/M 期での細胞周期停止が生産性向上に寄与した可能性が示唆された。ヴィ

オラセイン処理による N 結合型糖鎖分布と電荷多様性への影響はみられず、生産物品質にも

影響をしないことが示唆された。ヴィオラセイン処理は、スタウロスポリン処理よりも mAb

生産性向上効果が高く、また生体への安全性に関する知見もあるため、化学薬剤法に用いる

細胞周期停止化合物としてスタウロスポリンよりも適していると期待できる。 

 本研究によって、CHO細胞の組換えmAb生産性向上に有効な細胞周期停止化合物として、

スタウロスポリンおよびその類縁体であるヴィオラセインが有用であることを新たに見出し

た。スタウロスポリン及びヴィオラセイン処理による CHO細胞の組換えタンパク質生産性へ

の影響については未だ知見がなく、本研究が初めての報告となる。スタウロスポリン及びヴ

ィオラセインは、CHO細胞の組換えタンパク質生産性向上のために使用が検討されている短

鎖脂肪酸類などの既知薬剤とは大きく異なる構造を有する。そのため、CHO細胞の細胞周期

や組換えタンパク質の生産などに対する作用機序が異なる可能性があり、今まで既知の薬剤

では十分な効果が得られなかった細胞株に対しても有効な薬剤となる可能性がある。 
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第 2 節 今後の研究への期待 

 本研究では、スタウロスポリン類縁体としてヴィオラセインに着目してその有用性を示し

た。今後、ヴィオラセイン以外のスタウロスポリン類縁体にも研究範囲を広げることによっ

て、より一層効果的な mAb 生産性向上剤が開発できる可能性もある。 

 スタウロスポリンをリード化合物とした薬剤開発は抗ガン剤分野においては既に製薬企業

にて進められており、大きな成果が得られている。最も成功した例としては、2001 年に慢性

骨髄性白血病 (CML) の治療薬として FDA に承認されたイマチニブ (商品名グリベック、ノ

バルティス社) である。イマチニブは、スタウロスポリンのフェニルアミノピリミジン誘導体

であり (Fig 22)、フィラデルフィア染色体の遺伝子産物である Bcr-Abl チロシンキナーゼを選

択的に阻害する。イマチニブは標的に対する選択性が非常に高いため患者への副作用も少な

い。治療予後を大幅に改善することができ、CML治療に革命をもたらした医薬として知られ

ている (152)。イマチニブはキナーゼ阻害薬の先駆けであり、イマチニブの承認後、同様のキ

ナーゼ阻害薬が製薬会社各社より相次いで開発された。また、N-ベンゾイルスタウロスポリ

ン (ミドスタウリン) は、選択的キナーゼ阻害剤ではないが、FLT3 チロシンキナーゼに対す

る高い阻害効果があり、FLT3 変異急性骨髄性白血病に対する治療薬として 2017 年 4 月に

FDAの承認を受けた (商品名ライダプト、ノバルティス社) (153)。その他、協和発酵株式会社 

(現 協和キリン株式会社) によって開発された 7-ヒドロキシスタウロスポリン (UCN-01) は

PKC への選択性が高く、白血病、リンパ腫、固形癌および悪性黒色腫などに対する治療薬と

して臨床試験が進められている (152, 154)。 
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Fig. 22. Structural formulae of staurosporine and the analogs. 

 

 スタウロスポリンおよびその類縁体のキナーゼ活性阻害に着目した開発アプローチは、ガ

ン治療薬開発だけでなく CHO 細胞のタンパク質生産性向上剤開発においても有効と考えら

れる。例えば、細胞周期進行に重要な働きをする CDKをターゲットとして、その選択的な阻

害化合物を探索するアプローチは有効な手法の一つである。事実、CDK4/6 に選択的な阻害剤

として Du らはピリドピリミジン類化合物を見出し (155)、CDK4/6 の選択的阻害が CHO 細

胞の効率的な細胞周期停止と組換え抗体生産性向上に有効であることを示した (20)。一方、

近年のガン治療薬の開発アプローチがシングルターゲットからマルチターゲットへと変化し

つつあることは、組換えタンパク質生産性向上剤の今後の開発の方向性を検討する上でも考

慮すべき動向である。ガン治療分野でのキナーゼ阻害剤開発において、開発当初は「選択的」

であることが精力的に追及されてきたが、近年では単一の標的に対する極めて高い選択性は

必要なく、むしろ適度な選択性または複数のターゲットに対する選択性を持っている方がガ

ン治療には好ましいのではないかと考え方が変化してきている (152)。生物には頑健性があ

り、一つの機能を阻害しても他の余剰的／代替的な機能で補うことにより恒常性を維持しう

るからである。ポリファーマコロジーと呼ばれる「一つの薬剤、複数のターゲット」という
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医薬開発における新しいコンセプトは、化学薬剤法の課題である効果の細胞株依存性を解決

する上でも有効な考え方と期待できる。ある特定の CDKのみに特異的阻害を示す薬剤よりも

複数の CDKに同時に作用する薬剤の方が、細胞株の遺伝的および表現型の違いによる影響を

低減し、より安定的な効果が得られる可能性がある。スタウロスポリンを基本骨格とした、

好適なキナーゼ選択性プロファイルを有する化合物の探索研究は今後の有望な研究アプロー

チの一つである。 

 また、新たに見出した活性化合物を実製造工程に用いるためには、薬剤自体の開発にとど

まらず、それを有効に活かすための周辺技術も併せて検討する必要がある。例えば、活性化

合物の添加方法、適切な除去および残存量評価方法、また効果最大化のための使用方法など

も必要な検討課題である。本研究で化合物溶解のために使用した DMSOはバイオ医薬製造現

場では使用できない可能性がある。疎水性の活性化合物を工業生産に用いるためには DMSO

を用いない代替溶解法が必要である。代替法の一例としては、医療分野で開発されている薬

物送達システム (drug delivery system, DDS) が使用できる可能性がある。現在、多糖ナノゲル

やリポソームなど、疎水性薬剤を標的細胞に届けるために様々な DDSが開発されている。こ

れら DDS は生体への投与が想定されているため極めて安全性が高い。そのため DDS の使用

は、製造工程においても許容される可能性がある。また細胞培養工程で加えた化学薬剤がそ

の後の精製工程で十分に除去できることの実証と、最終製品に残留していないことの保証の

ための評価手法を確立する必要がある。万が一、培養工程において使用された化学薬剤の最

終製品へのキャリーオーバーが生じれば安全性に関する懸念を生じるため (24)、精製工程で

適切に取り除く必要がある。現在の mAb製造工程では、アフィニティクロマトグラフィーや

イオン交換クロマトグラフィーなどの複数の精製工程を組み合わせた多段階精製工程によっ

て、不純物と生産物を十分良く分離することが可能である (156)。この精製工程は使用した化

学薬剤を最終製品から除くためにも有効な可能性があるが、実際の精製工程での除去能につ

いては良く確認しておく必要がある。その際の残留性の確認には感度と精度の良い適切な検

出方法が必要となる。また、用いる薬剤の効果を最大化するためには、使用株に合わせた最
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適な添加濃度と添加タイミングなどの条件検討が必要である。本研究では研究全体を通して、

培養開始時に薬剤添加する手法で統一したが、例えば培養途中で添加する方法、複数回に分

けて添加する方法、またフィード培地に混ぜて連続的に添加する方法など、添加のタイミン

グ 1 つとっても様々なやり方が想定できる。さらに、本研究では評価しなかったが、薬剤の

作用機序によってはフェドバッチ培養法に適した薬剤やパフュージョン培養法に適した薬剤

など、培養方法によっても効果の適／不適がある可能性もある。そのため、どのような使用

条件で最大の効果が得られるか、またはどのような条件では期待する効果が得られないか、

十分良く検証することが技術の実用化に必要となる。 

 ヴィオラセインを含むスタウロスポリン類縁体に関する研究の進展と、新たに見出した薬

剤の実用化のための技術開発は、現在の化学薬剤法の課題解決のための一助となり、将来の

効率的なバイオ医薬生産技術に資すると期待できる。 
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補足資料 

 

 

 

Fig. 1S. Effect of DMSO on CHO cell proliferation. 

 CHO cells were inoculated at a concentration of 3.0 × 104 cells mL-1 into 96-well microplates with 

100 μL well-1 of culture medium. Then DMSO was added to cultures at final concentrations of 0–4% 

(v/v). The 96-well plates were incubated in a CO2 incubator, set at 37 °C and 5% CO2, and then VCD 

was measured at day 5 using Cell Counting Kit 8 (Dojindo Laboratories). The experiments were 

performed in triplicates per condition (n = 3). The average value is indicated by a solid line and the 

standard deviation is indicated by an error bar. DMSO, dimethyl sulfoxide; VCD, viable cell density. 
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Fig. 2S. Comparison of A370 active fraction and staurosporine. 

 A370 active fraction and staurosporine were analyzed using LC-MS. Chromatograms with 

absorbance 280 nm of (A) A370 active fraction, and (B) staurosporine. UV spectrum of (C) A370 active 

fraction 8.08 minutes peak, and (D) staurosporine 8.02 minutes peak. MS spectrum of (E) A370 active 

fraction 8.08 minutes peak, and (D) staurosporine 8.02 minutes peak. 
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Table 1S. Effect of active compound candidates on μ, Qp and cell viability. 

Staurosporine (nM) μ  Qp Viability 

1 nM 94% 108% 101% 

2.5 nM 74% 136% 102% 

5 nM 64% 109% 102% 

10 nM 50% 65% 76% 

50 nM 6% 0% 7% 

    

Undecylprodigiosin (nM) μ  Qp Viability 

10 nM 74% 82% 95% 

15 nM 52% 55% 80% 

20 nM 9% 49% 77% 

50 nM 0% 0% 47% 

100 nM -5% 0% 42% 

    

Cytochalasin E (nM) μ  Qp Viability 

20 nM 100% 97% 99% 

50 nM 89% 99% 97% 

100 nM 56% 128% 82% 

200 nM 28% 230% 67% 

400 nM -7% 367% 40% 

1000 nM -4% 220% 29% 

 Staurosporine, undecylprodigiosin and cytochalasin E were added to CHO cell cultures in the same 

way as in Section 2 (3) of Chapter 2, and incubated 7 days. μ and Qp were calculated as described in 

Section 2 (5) of Chapter 2. The relative ratios of μ, Qp, and cell viability on day 7 to the control were 

shown. The data were obtained from single experiment. μ, specific cell growth rate; Qp, specific 

production rate. 
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