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0. 要旨 
チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞は抗体医薬の製造に広く使用されている。その

CHO 細胞における抗体遺伝子の発現には CMV や hEF1αといった汎用プロモーターが使用さ

れているが、これらのプロモーターは、14 日間のフェドバッチ培養の後期（7~10 日目以降）

において、そのプロモーターからの目的抗体遺伝子の転写量が減少し、結果として抗体の生産

効率が低下するという課題があった。 

本研究では、抗体生産性向上のため、高発現かつ培養後期まで抗体遺伝子の転写量を維持で

きるプロモーターの開発を目的として、トランスクリプトーム解析を基にした新規高発現プロ

モーターの探索を試みた。複数の抗体製造培養条件下でのトランスクリプトーム解析によって

選抜した発現量が高い遺伝子の候補プロモーター領域をルシフェラーゼによるレポーターア

ッセイ及び実際の抗体発現量を評価することによってスクリーニングした。培養後期において

も発現量が維持していた高発現プロモーターとして Hspa5 プロモーター（Hspa5p）が単離され

た。さらに、in silico 解析によるプロモーター領域の詳細な解析結果を基にプロモーター長を

最適化し、抗体発現量をさらに向上させることに成功した。最適化した Hspa5p の制御下で各

種 IgG サブクラス遺伝子を発現させた結果、いずれもフェドバッチ培養後期まで生産性が維

持され、コントロールプロモーター（hEF1α）下流で発現させた場合と比較して生産性が向上

していることが確認され、抗体医薬品製造用の細胞構築に活用できる汎用プロモーターとして

使用できることが明らかとなった。 

Hspa5 は小胞体ストレスによって発現誘導される分子シャペロンである。そこで小胞体スト

レス応答との関係を解析するため、Hspa5p 下流で抗体遺伝子を発現する独立した細胞株の小

胞体ストレス関連遺伝子群の培養経時的な発現量を解析した。その結果、これらの遺伝子と抗

体生産量及び重合体含量との間に相関があることが示唆された。すなわち、抗体の発現は小胞

体ストレスを誘導し、小胞体ストレス関連因子の発現が上昇するのと同様に、小胞体ストレス

応答プロモーターである Hspa5p の発現強度が上昇することによって抗体生産量を向上させる

ことが示唆された。これらの結果から、外来タンパク質（抗体）をコードする遺伝子の発現を

制御するプロモーターとして Hspa5p を利用することで、CHO 細胞が有する、小胞体における

タンパク質環境の恒常性（プロテオスタシス）の維持機能に同調した、より安定な抗体産生を

実現できることが期待された。 
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1. 序論 
近年、遺伝子組換え技術を利用したモノクローナル抗体（monoclonal antibody、mAb）の開

発は、高い特異性と有効性を有する有望な薬剤としてますます注目を集めている。抗体医薬品

は、1986 年に Muromonab-CD3 が承認されて以来、がん、自己免疫疾患領域を中心に開発され、

2021 年までに 120 品目以上承認されている（Gauzy-Lazo, Sassoon et al. 2020）（Figure 1）。抗体

医薬品の製造にはチャイニーズハムスター卵巣細胞（Chinese hamster ovary cell、CHO 細胞）

（Figure 2）が主として用いられ、安定した抗体生産のプロセス開発を目指した研究が推進さ

れてきた（Kunert and Reinhart 2016）。CHO 細胞での抗体生産性は、医薬品製造コストや供給

の安定性に大きく影響し、また限られた製造設備の中で効率的な製造を実施するため、一度の

製造で必要な生産量を確保できることが望ましい。年々抗体医薬品に対する需要が高まり、抗

体医薬品の生産性の向上は社会的に強く求められている。 

 

1.1 抗体医薬品の製造方法 
抗体医薬品は Figure 3 に示すようなプロセスで製造される。まず、抗体重鎖及び軽鎖遺伝子

をコードしたベクターを CHO 細胞に導入し、得られた抗体産生細胞を培養・分注・凍結した

バイアルをセル・バンクとして樹立する。実際の製造現場で、セル・バンク化された CHO 細

胞を拡大培養し、最終的に 2000 L – 20000 L 程度のスケールで生産培養が実施され、培地中に

分泌された抗体を含む培養液を得る。培養終了後、フィルターろ過や遠心分離等によって CHO

細胞を除いた除細胞液から、Protein A アフィニティークロマトグラフィーやイオン交換クロ

マトグラフィー等によって目的抗体を高度に精製する。 

バイオ医薬品製造における CHO 細胞の培養方法は主に 2 種類ある（Figure 4）（Bielser, Wolf 

et al. 2018）。一つはフェドバッチ法であり、バイオリアクター内で増殖した細胞密度に応じて

消費した様々な炭素源、窒素源を補うため新しい培地を添加する培養法である。フェドバッチ

培養では細胞播種後に培養環境に応じた細胞密度まで細胞が増殖するが、その後代謝老廃物の

蓄積などによって増殖が停止し、以降細胞生存率が低下する。もう一つの培養方法はパーフュ

ージョン培養である。この培養方法では、フィルターを介して新しい培地の添加と培養液の抜

き取りを連続的に行う。これによって細胞密度は長期間一定に維持され、培地成分も一定に保

たれる。近年、注目されているバイオ医薬品製造プロセスの連続化において重要な培養技術で

あるが、特殊な設備を必要とする点や大量の培地を必要とする点など、製造プロセスとして適

用する上で課題がある。いずれの培養方法を適用する場合でも、培養期間を通して高い抗体生

産性が維持されることが安定した抗体生産を実現する上で重要である。 

 

1.2 抗体生産性向上のアプローチ 
CHO 細胞培養による抗体生産法は、様々なアプローチによって生産性向上が試みられてい

る。ゲノムレベルでは、ゲノムに挿入される抗体発現ベクターの挿入位置の最適化やコピー数

の制御による発現向上が試みられている（Srirangan, Loignon et al. 2020）。また、転写レベルで

は、プロモーターの改良やエンハンサーの導入による発現向上がなされている（Romanova and 
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Noll 2018）。さらに、翻訳効率の向上やシャペロン導入によるフォールディングと分泌効率向

上のアプローチもある（Zucchelli, Patrucco et al. 2016）。また、培養法の改良による発現向上の

研究も進められており、培地の改良や通気攪拌方法、pH 制御方法の検討がなされている

（Barnes, Bentley et al. 2003, Ritacco, Wu et al. 2018, Ahleboot, Khorshidtalab et al. 2021）。さらに、

生産性向上に向けた CHO 細胞の様々な特性を理解するため、ゲノム解析、トランスクリプト

ーム解析（DNA マイクロアレイ及び RNA シークエンス）、プロテオーム解析、メタボローム

解析といったマルチオミクス解析の手法によっても生産性の改良が試みられている

（Lakshmanan, Kok et al. 2019）。 

 

1.3 CHO細胞で用いられるプロモーターと課題 
抗体生産性向上に向けた各種アプローチの中で、目的遺伝子の発現を制御するプロモーター

は極めて重要な因子である。プロモーターは、コアプロモーター及び、TATA-box や CpG アイ

ランドといったDNA配列（シスエレメント）で構成され、遺伝子の転写量を制御する（Baumann, 

Pontiller et al. 2010）（Figure 5）。タンパク質生産に用いられる細胞として使われる CHO 細胞や

HEK293 細胞、マウスミエローマ細胞（NS0）において、これまでに様々なタンパク質発現用

のプロモーターが取得され、利用されている（Table 1）。 

ウイルス由来のプロモーターとしては、Human Cytomegalovirus（hCMV）、Simian Virus 40 Early

（SV40E）、Rous Sarcoma Virus（RSV）プロモーターが挙げられる。また、真核生物由来のプ

ロモーターとして、Mouse Phosphoglycerate Kinase 1（PGK）や、Human Ubiquitin C（UBC）プ

ロモーター、Human elongation factor-1α promoter（hEF-1α）も CHO 細胞でのタンパク質生産に

用いられている。ウイルス由来や異種真核生物由来プロモーターにおいてサイレンシングを受

けやすい特徴があることから、CHO 由来のプロモーターについても開発がされており、Chinese 

hamster elongation factor-1α promoter（CHEF-1α）や、エンハンサーとして CHO 細胞由来シスエ

レメントである E77 の導入などが例として挙げられる。人工合成プロモーターの活用例もあ

り、CMV とショウジョウバエ由来の配列を組み合わせた高発現プロモーターなどがある。ま

た、テトラサイクリン（Tet）システムを活用した誘導型プロモーターも用いられている

（Running Deer and Allison 2004, Moritz, Becker et al. 2015, Wang, Guo et al. 2018, Nguyen, Baumann 

et al. 2019, Nguyen, Novak et al. 2020）。 

このように、動物細胞を用いた抗体発現には様々なプロモーターが使用されているが、これ

らのプロモーターからの発現量は、一般的な 14 日間のフェドバッチ培養の後期（培養 7～10

日目以降）において減弱することが知られている。そこで、抗体生産性向上のため、高発現か

つ従来のプロモーターの特性とは異なる培養後期まで目的遺伝子の転写量を維持できるプロ

モーターが求められている。 

 

1.4 抗体医薬品の構造の多様性 
抗体医薬品として使用されている IgG は Fab ドメインと Fc ドメインのマルチドメイン構造

となっており（Figure 6）、Fab ドメインは相補性決定領域（complementarity-determining regions、
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CDR）として知られる 6 つのペプチドループを介して抗原を認識する。一方で、Fc ドメイン

は定常ドメイン（CH2 および CH3）を含み、補体タンパク質や Fc 受容体などの免疫学的受容

体分子に結合することによってエフェクター機能を媒介する（Tiller and Tessier 2015）。Fab ド

メインと Fc ドメインの間の重鎖領域はヒンジ領域と呼ばれる。 

また、IgG は 2 本の軽鎖と 2 本の重鎖からなり、それぞれ可変領域と定常領域を持つ。軽鎖

と重鎖はジスルフィド結合によって結合しており、ジスルフィド結合の数やヒンジ領域の違い

によって IgG1、2、3、4 の 4 つのサブクラスに大別される（Liu and May 2012）（Figure 6）。可

変領域を除くと、同一サブクラスは約 90％の相同性であり、サブクラス間では 60％程度の相

同性がある。抗体医薬品として主に IgG1、2、及び IgG4 のヒンジ領域のセリンをプロリンに

置換し構造を安定化させた IgG4Pro（Rayner, Hui et al. 2014）が開発されており、構造の多様性

に加え、CHO 細胞における生産量も多様である。 

 

1.5 本研究の目的 
本研究では、CHO 細胞による抗体生産プロセスの改良に向け、培養後期に抗体発現プロモ

ーター活性が低下する課題を解決することを目的とし、新規プロモーターの開発を試みた。抗

体産生細胞を複数の細胞培養条件下で培養し、遺伝子発現プロファイルをトランスクリプトー

ム解析によって比較し、強発現かつ培養後期まで発現が維持される遺伝子を探索し、その発現

特性を解析することによって、候補遺伝子のプロモーター領域を選抜した。クローニングされ

た高発現遺伝子の推定プロモーター領域は、レポーターとしてルシフェラーゼ及びモデル抗体

の生産性によって評価され、推定プロモーター領域は in silico 解析によってプロモーターとし

ての必須領域の特定及びプロモーター長の最適化が試みられた。また、抗体製造プロセスに広

く活用するため、各種 IgG サブクラスの生産性を確認し、CHO 細胞による抗体製造プロセス

に適用する新規プロモーターの開発を目指した。さらに単離したプロモーターの高発現化機構

の解明に向けて、CHO 細胞における転写調節機構を考察した。 
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Figure 1 抗体医薬品の承認数の推移と売り上げ 
（a）抗体医薬品の承認数の推移（Gauzy-Lazo, Sassoon et al. 2020 より引用）。（b）抗体医薬

品の対象疾患の割合（Gauzy-Lazo, Sassoon et al. 2020 より引用）。（c）2020 年の世界の医薬品の

売 り 上 げ ト ッ プ 20 （ 以 下 の Web サ イ ト よ り 引 用 ： https://answers.ten-

navi.com/pharmanews/21306/#:~:text=2020%E5%B9%B4%E3%81%AB%E4%B8%96%E7%95%8C

%E3%81%A7,%E3%83%9D%E3%82%A4%E3%83%B3%E3%83%88%E9%98%BB%E5%AE%B3

%E8%96%AC%E3%80%8C%E3%82%AD%E3%82%A4%E3%83%88%E3%83%AB%E3%83%BC

%E3%83%80%E3%80%8D%E3%80%82）。売上上位のうち、ヒュミラ、キイトルーダ、ステラ

ーラ、オプジーボ、コセンティクス及びレミケードは抗体医薬品であり、エンブレル及びアイ

リーアは抗体医薬品の一部の構造を使用している。  
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Figure 2 CHO細胞の系統 

Xu, Ma et al.2017 より図を引用。CHO 細胞は、1956 年に Theodore Puck らがチャイニーズハ

ムスターの卵巣細胞の培養液から単離して作製された（Puck 1957）。単離された細胞から CHO-

K1、CHO-DG44、および CHO-S などの様々な系統が樹立され、バイオ医薬品の製造に広く用

いられている。これら CHO 細胞の系統には染色体セグメントのいくつかの欠失、転座または

リアレンジメントが生じており、遺伝的多様性の原因となっている。また、遺伝子レベルだけ

でなく、エピジェネティックな変異（ヒストン修飾、クロマチンリモデリングおよび DNA メ

チル化など）も CHO 細胞に存在し、細胞系統間の多様性の原因となっている。これらの遺伝

的な多様性は細胞系統の違いだけでなく、同一の細胞系統内のクローンによっても違いが見ら

れる（Wurm 2004, Reinhart, Damjanovic et al. 2019, Wurm and Wurm 2021）。 
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Figure 3 抗体の製造プロセス 

 

 

Figure 4 CHO細胞の培養方法 
A：フェドバッチ培養、B：パーフュージョン培養（Bielser, Wolf et al. 2018 より引用）。 
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Figure 5 プロモーターを構成するエレメント 
プロモーターは、コアプロモーター及び、近傍プロモーターエレメント、エンハンサー、サ

イレンサー、およびインスレーターといった DNA 配列（シスエレメント）で構成される

（Baumann, Pontiller et al. 2010 より引用）。哺乳類のコアプロモーターは、遺伝子の転写開始必

要な DNA 配列の最小領域と定義され、遺伝子上流約 40 kb の領域に存在する。RNA ポリメラ

ーゼⅡと、それに結合した基本転写因子（general transcription factors、GTF）から構成される開

始前複合体（pre-initiation complex、PIC）がコアプロモーターに結合することで転写が開始さ

れる。プロモーターエレメントである TATA ボックスには共通配列 TATAWAAR があり、上流

の T は転写開始部位に対して約-31～-30 に位置している。基本転写因子 TFIID の TATA 結合

タンパク質（TBP）サブユニットをもち、転写開始点を正確に認識する。TATA ボックス下流

にイニシエーターエレメント（Inr）と呼ばれる転写開始部位があり、哺乳動物ではコンセンサ

ス配列は YYANWYY である。また、Inr 領域下流に下流プロモーターエレメント（downstream 

promoter element、DPE）が転写開始点認識に関わることもあり、共通配列は RGWYV である。

TATA ボックスとは異なるプロモーターエレメントとして、CG ジヌクレオチドで構成される

CpG アイランドがある。CpG アイランドは、メチル化されていない CpG ジヌクレオチドが多

く存在する 0.5～2 kb の DNA 領域として定義されている。これらはハウスキーピング遺伝子

または組織制限発現パターンを有する遺伝子と関連することが多く、CpG アイランドのメチ

ル化が遺伝子発現レベルと相関することが示されている。CpG アイランドは典型的には TATA

ボックスまたは DPE を欠いているが、Sp1 および関連する転写因子の結合部位を表す複数の

GC ボックスモチーフを含む。また、CpG アイランドプロモーターは、TATA ボックスまたは

DPE 依存性プロモーターとは対照的に、100 bp 以上の領域にわたる複数の転写開始部位を含

む。 
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Figure 6 抗体の構造 
（a）抗体を構成するドメイン。Fab ドメイン及び Fc ドメインからなる（Tiller and Tessier 2015

より引用）。（b）抗体の構造とサブクラス。ジスルフィド結合の数やヒンジ領域の違いによっ

て IgG1, 2, 3, 4 に大別される（Liu and May 2012 より引用）。 
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Table 1 CHO細胞での抗体生産に使用されるプロモーター 
ウイルス、各種真核生物、CHO 細胞由来のプロモーター及び人工合成プロモーターがこれ

まで抗体生産に使用されてきた（Romanova and Noll 2018 より引用）。 
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2. 方法 
2.1 トランスクリプトーム解析用 CHO細胞の培養 

CHO-K1（CCL-61; ATCC, Manassas, VA, USA）（Okumura, Masuda et al. 2015）から派生した無

血清、浮遊化細胞由来の IgG を発現する 2 クローンについて、1 L 動物細胞培養容器（ABLE

社、東京、日本）を用いてカスタム培地 G13（富士フィルム和光純薬）及び CD DA1（ThermoFisher 

Scientific）で培養した。フィード培地としてそれぞれ F13（富士フィルム和光純薬）および

DAFM3（ThermoFisher Scientific）を用いた。生産培養は 14 日間行い、培養 4, 7, 9, 11, 14 日目

に 1×106 個の生存細胞を取得し、 PBS で洗浄（300rpm, 5 分間）し、液体窒素で凍結した後、 

-80°C で凍結保存した。 

 

2.2 RNA抽出とトランスクリプトーム解析 
タカラバイオ社にて、解凍した細胞から RNAiso Plus（タカラバイオ）を用いて total RNA を

抽出した。Nanodrop 及び Agilent2100 Bioanalyzer（アジレントテクノロジー）を用いて RNA の

品質分析を実施後、TruSeq RNA Sample Prep Kit v2（イルミナ）及び自動化装置（アジレント

テクノロジー）を用いてシークエンスライブラリーを作成した。PolyA+ RNA を単離、断片化

し、cDNA を合成した。合成した cDNA の両末端を平滑化・リン酸化処理した後、3’-dA 突出

処理を行い、Index 付きアダプターを連結した。アダプターを連結した二本差 cDNA を鋳型と

し、PCR による増幅を行い、AMPure XP（ベックマン・コールター）を用いた時期ビーズ方に

て得られた PCR 産物を精製し、シーケンスライブラリーを作製した。シーケンスライブラリ

ーを用いて、HiSeq システム（イルミナ）を用いて高速シークエンス解析を実施した。シーケ

ンスの鋳型となるクラスターを作製し、鋳型 DNA の塩基配列（fastq 形式）を取得した。シー

ケンス解析によって得られたリード配列をゲノム配列にマッピングした（Figure 7）。位置情報

にもとづいてノーマライズされた遺伝子発現量（RPKM、Reads Per Kilobase of exon per Million 

mapped reads、すなわちマッピングしたシーケンスが 100 万配列としたときのリード量に換算

した値）を算出した。 

 

2.3 プラスミドベクター構築 
ルシフェラーゼレポーターおよびコントロールベクターとして、それぞれ pGL4.10 および

pGL4.74（Promega Biosciences Inc.）を用いた（Figure 8）。pGL4.10 は、ホタルルシフェラーゼ

レポーター遺伝子 luc2 を含み、各候補プロモーターを luc2 の上流の multiple cloning site に挿

入した。pGL4.74 は、HSV-TK プロモーターおよび Renilla ルシフェラーゼ遺伝子 hRluc を含

む。 

抗体発現には、pEF1/myc-His B（ThermoFisher Scientific）をバックボーンベクターとし、抗

体発現遺伝子（重鎖及び軽鎖）を挿入した。重鎖、軽鎖それぞれの上流に各種プロモーターを

挿入した。大腸菌でのプラスミド構築用の耐性遺伝子としてアンピシリンを使用し、CHO 細

胞へのトランスフェクションのための耐性遺伝子としてネオマイシン耐性遺伝子を使用した

（Figure 8）。 
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プロモーターのクローニングは CHO 細胞のゲノム DNA を鋳型とし、Table 2 に示したプラ

イマーを用いて PCR によって増幅した。Table 2 に示した制限酵素を用いて各ベクターに挿入

した。異種 Hspa5p のクローニングのための鋳型 DNA として、ヒト、ラット、マウスのゲノ

ム DNA をそれぞれ用いた。 

 

2.4 CHO細胞への発現ベクターのトランスフェクション（一過性発現） 
宿主 CHO 細胞（5×105）を含む培養液を遠心分離し（240 xg、24°C、3 分間）、培地を除去し

た。その後、Opti-MEM 培地（ThermoFisher Scientific）2 mL に細胞ペレットを懸濁した。遠心

分離により上清を除去した後、残りを Opti-MEM 培地 2 mL に再懸濁し、24 ウェル培養プレー

トの 2 ウェルに培養液 1mLを分注した。発現ベクター3.2 μg とOpti-Pro SFM 培地（ThermoFisher 

Scientific）68 μL の混合物を、遺伝子導入試薬 8 μL と Opti-Pro SFM 培地 68 μL の混合物と混合

し、室温で 20 分間反応させた。反応物を 2 つのウェルのそれぞれに分注し、5% CO2 および

37°C の条件下にて、CO2インキュベーター中で静置培養した。 

 

2.5 ルシフェラーゼアッセイ 
ベクタートランスフェクション後、細胞を一晩静置培養し、全培養液を遠心分離（9000 xg、

5 分）して、細胞ペレットを得た。細胞を PBS で洗浄し、1×lysis buffer を 100 L を加えた後、

室温で 5 分間インキュベートした。ルシフェラーゼアッセイには Dual-Luciferase® Reporter 

Assay System（Promega Biosciences Inc）を用いた。調製した細胞ライセートを蒸留水で 100 倍

に希釈し、希釈液 20 μL 及び Luciferase assay reagent II 100 μL を混和した。この試料を用いて、

ホタルルシフェラーゼ活性をルミノメーター（OT245‐01; Berthold Technologies）で 10 秒間測

定した。その後、Stop & Glo Solution 100 μL を添加し、ルミノメーターにて Renilla ルシフェラ

ーゼ活性（内部コントロール）を 10 秒間測定した。ホタルルシフェラーゼ測定の結果を Renilla

ルシフェラーゼ測定の結果で除してルシフェラーゼ活性を計算した。（Figure 9） 

 

2.6 ルシフェラーゼおよび抗体を発現するステーブルプールの構築 
トランスフェクション後 24 時間培養し、2 ウェルの培養液を 1 本のチューブに回収した。

培養液を遠心分離（240 xg、24°C、3 分間）して上清を除去し、細胞ペレットを 800 μg/mL の

Geneticin を含む 4 mL のトランスフェクション培地に懸濁した。トランスフェクション培地と

して C/E 培地（CD-CHO（ThermoFisher Scientific）及び ExCell325（SAFC）を 6:4 の比率で混

合した培地）（Masuda, Watanabe et al. 2021）を使用した。その後、この懸濁液を 6 ウェルの培

養プレートに移し、続いて CO2 インキュベーター（37°C、5% CO2）でインキュベートし、

Geneticin による薬剤選択を実施した。3、4 日おきに培地を終濃度 800 μg/mL Geneticin を含む

トランスフェクション培地（C/E 培地）に遠心分離（240 xg、24°C、3 分間）によって置換し、

細胞の増殖に合わせて T-25 培養フラスコに拡大した。3～4 日間インキュベーションした後、

培養液を 125mL の三角フラスコに拡大し、ステーブルプールとして使用した。 
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2.7 モノクローン細胞株の獲得 
半固体培地 100 mL に、C/E 培地で 100 倍に希釈した細胞培養培地を、生存細胞密度 48 

cells/mL に加えた。気泡が形成されないように穏やかに混合し、半固体培地用の 6 ウェルプレ

ート上にステーブルプールを約 2 mL/ウェル播種した。細胞を 240 xg で 5 分間、4°C で遠心分

離し、その後、37°C と 5% CO2の条件にて CO2 インキュベーター中で 14 日間培養した。その

後、自動動物細胞コロニー採取システム（Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA）を用い

て、形成された 1 細胞由来のコロニーを取得した。採取した各コロニーを細胞培養用の 96 ウ

ェルプレートに播種し、C/E 培地 150 μL を各ウェルに分注し、CO2インキュベーター中で 37°C

および 5% CO2の条件で培養した。継代後、モノクローン細胞をフェドバッチ培養で評価した。 

 

2.8 フェドバッチ培養 
ルシフェラーゼおよび mAb を発現するステーブルプールを、125 mL 三角フラスコまたは

15 mL 小型バイオリアクター（Sartorius）でのフェドバッチ培養により評価した。三角フラス

コでの生産培養は、5% CO2、37°C、120rpm の条件で 14 日間行った。15 mL 小型バイオリアク

ターでの培養は 37°C、850 rpm、溶存酸素 50% air saturation、5% CO2 の条件で 14 日間培養し

た。培地はカスタム培地 G13 及び Feed 培地 F13 を使用した。 

培養中、経時的に細胞濃度、生存率、代謝物、抗体濃度をモニタリングした。細胞濃度と生

存率は Vi‐CELL（Beckman Coulter）を用いて測定した。代謝物は、Bio Profile FLEX2（Nova 

Biomedical）を用いて分析した。抗体濃度は、Protein A アフィニティーカラム（PA ID センサ

ーカートリッジ Φ2.1mm ×30mm; ThermoFisher Scientific）を用いて HPLC（Agilent Technologies）

により分析した。抗体濃度は titer（力価）として記載した。転写解析のため、1×106 個の細胞

を含む細胞ペレットを培養期間中に取得し、−80°C で凍結保存した。 

 

2.9 in silicoでのプロモーター配列解析 
hspa5 遺伝子上流領域の配列と転写開始点（cDNA 配列）に関する情報を National Center for 

Biotechnology Information（NCBI）データベースから検索した。配列解析にはソフトウェア

GENETYX-SV/RC Ver 13.1.1（GENETYX 社）を用いた。Polymerase II promoter 解析の cut-off 値

は TATA-box -8.16、Cap signal -3.75、CCAAT-box -4.54、GC-box -4.9 とした。CpG アイランド解

析条件は、window size 100, average span 10, minimum CpG island length 200, minimum GC content 

50%, and minimum Obs/Exp CpG 0.6 とした。BLAST 解析を用いて、上流遺伝子領域の相同性を

解析した。転写開始点は NCBI データベース（NM_001246739.2）の mRNA 配列により同定し

た。 

 

2.10 各種添加剤添加条件の検討 
抗体発現モノクローン株をフェドバッチ培養し、培養 3 または 7 日目に添加剤として以下

を添加した。: ツニカマイシン（富士フィルム和光純薬）（終濃度 0.002、0.02、および 0.2 μg/mL）、

MG132（富士フィルム和光純薬）（終濃度 0.005、0.05、および 0.5 μg/mL）、クロロキン（富士
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フィルム和光純薬）（終濃度 0.014、0.14、および 1.4 μg/mL）。コントロール条件として同量の

DMSO を添加した。詳細な添加条件は Table 6 に示した。培養 7、10、14 日目に転写解析用の

細胞を取得し、ウエスタンブロッティングによって Hspa5 発現量を解析した。 

 

2.11 小胞体ストレス誘導物質の添加 
抗体発現モノクローンをフェドバッチ培養し、培養 7 日目に小胞体（endoplasmic reticulum, 

ER）ストレス誘導剤として以下を添加し、IgG および hspa5 遺伝子転写レベルを分析した: 

Dithiothreitol（DTT）（富士フィルム和光純薬）（終濃度 1、2、5、および 10mM）、ツニカマイ

シン（終濃度 0.01、0.05、0.1、0.2、および 0.5 μg/mL）、およびタプシガルギン（富士フィルム

和光純薬）（終濃度 0.002、0.005、および 0.01 μg/mL）、ブレフェルジン A（富士フィルム和光

純薬）（終濃度 1, 0.5, 0.2 μg/mL）。詳細な添加条件は Table 7 に示した。培養 10 日目に転写解

析用の細胞を取得し、IgG および内因性 hspa5 の転写レベルを解析した。定量 PCR には Table 

2 に示したプライマーを使用した。 

 

2.12 RNA抽出と逆転写 
培養した細胞 1×106 cells を遠心分離（300 xg、5 分間）し、350 µL の Buffer RLT を添加後、

1 分間ボルテックスで混合した。ライセートを 2 mL コレクションチューブにセットした gDNA 

Elimination Spin Column に入れ、8,000 xg で 30 秒間遠心した。取得したろ液に等量の 70%エタ

ノールを添加し、形成した沈殿を含むサンプルを 2 mL コレクションチューブにセットした

RNeasy MinElute Spin Column にアプライした。8,000 xg で 15 秒間遠心し、ろ液を捨てた。続

いて、700 µl の Buffer RW1 を RNeasy MinElute Spin Column に添加し、8,000 xg で 15 秒間遠心

し、ろ液を捨てた。500 µl の Buffer RPE を RNeasy MinElute Spin Column に添加し、8,000 xg で

2 分間遠心し、ろ液を捨てて、新しいコレクションチューブにセットした。カラムのふたをせ

ずに最大回転数で 5 分間遠心し、乾燥させ、カラムを 1.5 mL コレクションチューブにセット

して、RNase free 水を 14 µL 添加し、最大回転数で 1 分間遠心し、RNA 溶液を回収した。 

続いて、以下の方法で逆転写反応を実施した。dNTP Mixture（10 mM each）1 µL、Random 6 

mers（20 µM）1 µL、Template RNA 1 µL 、RNase Free dH2O 7 µL を混合し、サーマルサイクラ

ーを用いて 65 C、5 分間でアニーリングした。反応液 10 µL、5 × PrimeScript Buffer 4 µL、RNase 

Inhibitor 0.5 µL、PrimeScript RTase 0.5 µL、RNase Free dH2O 5 µL を混合し、サーマルサイクラ

ーを用いて 42 C、30 分逆転写反応し、その後 95 C、5 分間で不活化し、cDNA 溶液を取得し

た。 

 

2.13 定量 PCR（digital droplet PCR） 
上流水で希釈した cDNA 溶液 2.2 µL、2×ddPCR Evagreen Supermix 11 µL、Forward Primer（5 

µL）1.1 µL、Reverse Primer（5 µL）1.1 µL、water 6.6 µL を混合し、Automated Droplet Generator

（BioRad）を用いてドロップレットを作製した。続いて、95 C 5 分、[95 C 30 秒、62 C 1 分]

（40 サイクル）、4 C 5 分、90 C 5 分の条件で PCR 反応を実施し、Droplet Reader を用いて増
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幅した cDNAコピー数を定量した。コントロールとして、ハウスキーピング遺伝子である gapdh

及び actβを用いた（Figure 10）。使用したプライマーは Table 2 に示した。 

 

2.14 ウエスタンブロッティング 
細胞（4.0×106 cells）を Lysis buffer に懸濁し、懸濁液を 20 分間、氷上に静置後、13,900 rpm、

20 分間、4℃で遠心分離後、得られた上清を可溶性画分として回収した。遠心分離により得ら

れた沈殿物は、Lysis buffer 500 μL で懸濁し不溶性画分とした。可溶性画分と 4×LDS サンプル

バッファーを 3：1 の割合で混合し、100℃、10 分間熱処理し、遠心分離し、上清を SDS-PAGE

のサンプルとして用いた。調整したサンプル 13.3 μL をアプライし、200V、30 分間通電して、

SDS-PAGE を行った。 

泳動終了後、ゲルをトランスファーバッファーに浸し、転写機器（トランスブロット SD セ

ル、BIO-RAD）の上に、下から順に、陽極板→ろ紙→メンブレン→ゲル→ろ紙→機器の陰極板

の順に置き、15V、60 分間転写を行った。転写終了後、プラスチックトレイにメンブレンを移

し、メンブレンを PBS-T で洗浄後、ブロッキング液にメンブレンを十分に浸し、室温で 1 時

間穏やかに振とうした。ブロッキング操作後、PBS-T を用いて洗浄（室温、4 分間穏やかに振

とう）を 4 回実施した。続いて、PBS-T で希釈した一次抗体溶液（Rabbit Bip Antibody （500

倍希釈）及び Anti-GAPDH antibody [mAbcam 9484]（1,000 倍希釈））にメンブレンを浸し、室

温で 1 時間穏やかに振とうした。抗体溶液を廃棄し、PBS-T で 4 回洗浄した。PBS-T で 10000

倍に希釈した二次抗体溶液（ECL Anti-Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody

（from donkey）（10,000 倍希釈））にメンブレンを浸し、室温で 1 時間穏やかに振とうした。抗

体溶液を廃棄し、PBS-T で 4 回洗浄した。メンブレンを洗浄後、ハイブリパックにメンブレン

を移し、しっかりと洗浄液を除去した。発光試薬（EzWest Blue）をメンブレンに滴下し、暗所

で 5 分間静置した。発色後、検出されたバンドを目視にて確認した。 
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Figure 7 トランスクリプトーム解析（RNA-seq）のフロー 
Wang, Gerstein et al. 2009 より引用。  
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Figure 8 使用したベクター 
（a）レポーターベクター（Dual-Luciferase® Reporter Assay System（Promega Biosciences Inc）

の プ ロ ト コ ル よ り 引 用 ： https://www.promega.jp/-/media/files/resources/protocols/product-

information-sheets/a/pgl4-10-vector.pdf?rev=b64bfb2fbca447268d909a14f1621145&sc_lang=en）、（b）

コントロールベクター（Dual-Luciferase® Reporter Assay System（Promega Biosciences Inc）のプ

ロトコルより引用：https://www.promega.jp/-/media/files/resources/protocols/product-information-

sheets/a/pgl474-vector.pdf?rev=691c1f16b33047138e1edb76abc27527&la=en）、（c）抗体発現ベクタ

ー 
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Figure 9 ルシフェラーゼアッセイのフロー 
 

 

 

 

 

 

Figure 10 定量 PCR（digital droplet PCR）のフロー 
以下の Web サイトより引用：http://www.miyazaki-u.ac.jp/frontier/news/files/pcr2019.pdf 
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Table 2 使用したプライマー配列 
（a）プロモーターのクローニング（b）定量 PCR 
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3. 結果 
3.1 Hspa5プロモーターの取得及び抗体安定生産への活用 
3.1.1 トランスクリプトーム解析による高発現遺伝子のスクリーニング 

CHO 細胞のゲノムから抗体遺伝子発現向上に活用可能なプロモーターを取得するため、ト

ランスクリプトーム解析により CHO 細胞の各遺伝子の転写量を解析し、高発現遺伝子の特定

を試みた。種々の培養条件での各遺伝子の転写レベルを解析するために、IgG1 産生株（CHO‐

K1）の 2 つのクローンについて、カスタム培地 G13 及び CD DA1 を用いて培養し、細胞増殖

及び抗体濃度の培養経時変化を観察した。培養は以下の 3 条件で実施した；培養条件 1: クロ

ーン 1/ G13 培地、培養条件 2: クローン 1/ CD DA1 培地、培養条件 3: クローン 2/ G13 培地。

観察の結果、Figure 11 のように細胞増殖、生産された抗体濃度が異なる培養結果が得られた。

これらの 3 条件下、培養経時的に取得した細胞から mRNA を抽出し、トランスクリプトーム

解析により各遺伝子の転写レベルを網羅的に解析した。培養初期から培養終了時まで高発現し

ていた遺伝子を同定するため、クローン 1およびG13培地の条件の培養 4日目の転写量（RPKM）

をランク付けし、最も発現の高かった遺伝子上位 20 個を抽出した（Figure 12、Table 3）。 

抽出された遺伝子の中で、gapdh と actβ はハウスキーピング遺伝子として知られており、

ef1αは mAb 産生のための高発現プロモーターとして利用される。その他の高発現遺伝子とし

ては rps14 をはじめとしたリボソーム関連遺伝子や細胞内の代謝に関わる遺伝子（pkm, fth1 な

ど）が同定された。高発現している遺伝子のほとんどは培養期間中に転写レベルが低下したが、

対照的に hspa5 [heat shock protein family A（Hsp70）member 5] 遺伝子の発現は培養後期にかけ

て増加していた（Figure 12）。 

 

3.1.2 ルシフェラーゼアッセイによるプロモーター活性評価 
同定された転写量上位遺伝子（Table 3）のプロモーター活性を評価するために、各遺伝子の

上流約 3 kb の領域について、pGL4.10 ベクターのホタルルシフェラーゼ遺伝子上流に接続し、

レポーターアッセイによりプロモーター活性を評価した。プロモーター活性は CHO 細胞を用

いたルシフェラーゼの一過性発現により評価した。コントロールとして、CHO 細胞で一般的

に高発現プロモーターとして用いられている hEFlα プロモーター（hEFlαp）を用いた。その結

果、hEF1αp と hspa5 遺伝子プロモーター（Hspa5p）について、他の遺伝子よりも高いプロモ

ーター活性を示した（Figure 13）。hspa5 遺伝子はトランスクリプトーム解析の結果において培

養後期に高発現するというユニークな特徴を有していたため、mAb 産生を増加させる新規高

発現プロモーター候補になり得ると考え、ルシフェラーゼを発現するステーブルプールにより

さらにプロモーター活性を評価した。 

一過性発現評価に用いたベクター（hEFlαp 及び Hspa5p）を用いて、ルシフェラーゼを発現

するステーブルプールを作製し、フェドバッチ培養によって培養経時的なルシフェラーゼ活性

を評価した。培養期間中、経時的に細胞サンプルを取得しルシフェラーゼ活性を測定した結果、

Hspa5p でのルシフェラーゼ活性は培養後期にかけて増加していた。一方で、hEF1αp を用いた

場合は培養経時的にルシフェラーゼ活性が低下していた（Figure 13）。これは、hspa5 の mRNA
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レベルが培養後期にかけて大きく増加していたトランスクリプトーム解析の結果と一致して

おり、Hspa5p が培養後期に発現量が向上する新規抗体発現プロモーターとして活用できる可

能性を示す結果が得られた。 

 

3.1.3 Hspa5プロモーターでの抗体生産性評価 
Hspa5p が安定的な抗体高生産プロセスに利用できることを確認するために、Hspa5p を抗体

（IgG1）重鎖及び軽鎖の上流にそれぞれ接続し、抗体を発現するステーブルプールを構築した。

これまでの実験と同様に、コントロールとして hEF1αp も用いた。抗体産生能を評価するため、

構築したステーブルプールをG13培地にてフェドバッチ培養し、経時的に抗体遺伝子転写量、

細胞あたりの抗体生産性（specific production ratio、SPR）、IgG 濃度（titer）を評価した。 

培養の結果、抗体遺伝子転写量及び SPR は Hspa5p を用いたステーブルプールにおいて培養

後期まで維持されており、ルシフェラーゼアッセイデータを再現する結果が得られた（Figure 

14）。一方でコントロールの hEF1αp を用いた場合は抗体遺伝子転写量及び生産性は培養後期

にかけて低下していた。また、培養 14 日目の抗体収量（titer）もコントロールの hEF1αp と比

較して向上することが示された（Figure 14）。細胞増殖及び細胞生存率の培養経時的な推移は

プロモーターによらず同等であった。これらの結果から、Hspa5p を抗体発現に用いることに

より、転写レベルで抗体発現量を改善し、結果として抗体収量を向上させることが示された。 

 

3.1.4 Hspa5プロモーターの最適化 
Hspa5p での抗体生産性をさらに向上させるため、プロモーター領域配列の最適化を検討し

た。まず、in silico にてプロモーター配列の詳細な解析を行った。NCBI のデータベースより、

各生物種（チャイニーズハムスター、ヒト、マウス、ラット）の hspa5 上流領域（約 3 kb）の

配列情報を取得し、遺伝子配列ソフトウェア（GENETYX）を用いたホモロジー解析により、

hspa5 遺伝子上流領域の保存性を解析した。ヒト、マウス、ラットの hspa5 遺伝子上流領域を

比較したところ、チャイニーズハムスターとの相同性はそれぞれ 66%、78%、78%であった。

また、遺伝子上流約 0.6 kb の保存性が高いことが示され、この領域でのチャイニーズハムスタ

ーの配列との相同性はヒト 72%、マウス 85%、ラット 84%であった（Figure 15、コンセンサス

配列①）。通常、共通配列には転写因子結合領域が含まれることが示唆されることから、この

領域の配列を詳細に解析した。その結果、hspa5 遺伝子上流約 0.6 kb の領域にコアプロモータ

ーエレメントである TATA-box、CpG アイランド、CCAAT-box、GC-box がコンセンサス配列に

存在した（Figure 16）。さらに、Hspa5p の転写因子結合配列である ER stress-responsive elements

（ERSE）（Mao, Tai et al. 2006, Casas 2017）がこの領域に含まれていた。これらの結果から、

hspa5 遺伝子上流約 0.6 kb が Hspa5p のプロモーター活性に重要であることが示唆された。ま

た、2.0～2.5 kb 上流付近にもコンセンサス配列が存在することが示唆された（Figure 15、コン

センサス配列②）。この領域に Hspa5p 活性に関わる遺伝子や転写因子結合配列が存在するか

確認するため、BLAST 検索による相同性検索を実施した。その結果、この領域との間に高い

相同性のある遺伝子配列は認められなかった（Table 4）。 
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3.1.5 生物種による Hspa5pの活性評価 
異なる生物種の Hspa5p プロモーター配列を用いることで抗体生産性が向上するか検証する

ため、チャイニーズハムスター、ヒト、マウス、ラットの hspa5 遺伝子の上流領域（約 1.0 kb）

をクローニングし、抗体遺伝子上流に挿入し、フェドバッチ培養によって抗体生産量を評価し

た。その結果、抗体生産性（SPR 及び titer）はチャイニーズハムスター由来 Hspa5p と同等で

あることが示された（Figure 17）。このことから、hspa5 遺伝子のプロモーター活性に関わるエ

レメントは、異種間でも保存されている配列に含まれていることが示唆された。プロモーター

活性に差がなかったことから、以降の評価にはこれまでの検討で用いてきたチャイニーズハム

スター由来の Hspa5p を使用することとした。 

 

3.1.6 Hspa5pのプロモーター長の最適化 
次に、Hspa5p プロモーター長の抗体発現への影響を検証した。in silico 解析から、hspa5 遺

伝子の上流 0.6 kb 領域にプロモーターエレメントが存在することが示唆されたため、プロモ

ーター領域を 3.0 kb から約 0.5 kb ずつ、約 0.6 kb まで短縮し、最小のプロモーター長を特定し

た。hspa5 遺伝子上流領域（3.0、2.5、2.0、1.5、1.0、および 0.6 kb）を抗体遺伝子上流に挿入

し、フェドバッチ培養によって抗体生産量を評価した結果、評価した中で最小の長さである 0.6 

kb で抗体生産性が最大となり、クローニングした元配列（3.0 kb）と比較して生産性が 1.4 倍

程度に向上し、コントロール（hEF1αp）と比較して 2 倍程度の生産性となることが示された

（Figure 18）。一方、in silico 解析の結果、hspa5 上流 2.0～2.5 kb 付近にコンセンサス配列があ

ることが示唆されていたが、この領域を削除しても Hspa5p が高発現だったことから、Hspa5p

の転写活性に寄与しないことが示唆された。 

先行研究では Hspa5p のさらなる欠失変異体は、遺伝子発現レベルが低くなった（Lee 2005, 

Mao, Tai et al. 2006, Banach, Jiang et al. 2019）ことから、hspa5 の開始コドンからその上流 0.6 kb

までの領域を Hspa5p の最小プロモーター領域と同定し、以降の研究に使用した。 

 

3.1.7 IgGサブクラス間での生産性評価 
Hspa5p が各種抗体医薬品製造に汎用的に使用できることを検証するために、異なるジスル

フィド結合パターンを有する種々のサブクラス（IgG1, IgG2, IgG4Pro）を CHO 細胞で発現さ

せた。フェドバッチ培養で抗体生産性を評価した結果、コントロール（hEF1αp）と比較して、

これまでの IgG1 での結果と同様に、各サブクラスにおいて培養後期に細胞あたりの生産性が

増加し、抗体濃度（titer）が向上した（Figure 19）。一方で、細胞増殖、代謝はプロモーターに

よらず顕著な差は見られなかった（Figure 20）。また、産生された抗体品質について、抗体重

合体含量及び断片体含量（Size Exclusion Chromatography, SEC）及び N 型糖鎖プロファイルを

分析した結果、プロモーターによる顕著な差は見られず、Hspa5p を用いた場合でも抗体医薬

品として使用できる品質の抗体が産生されることが示された（Figure 21）。 

続いて、各サブクラスの IgG を発現させた細胞について、抗体遺伝子及び内因性 hspa5 遺伝
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子の転写量を解析した。定量的 PCR の結果、Hspa5p の制御下にある IgG 遺伝子の転写レベル

は、各 IgG サブクラス（IgG1、IgG2、IgG4Pro）について hEF1αp よりも高いことが示された

（Figure 22）。しかし、異なる IgG サブクラスを産生する細胞における内因性 hspa5 遺伝子の

発現レベルに差は認められなかった（Figure 22）。このことから、発現させる抗体の配列によ

らず hspa5 遺伝子は高発現しており、Hspa5p で高い抗体生産性が得られることが示された。 

 

3.1.8 モノクローン株の生産性評価 
これまでの Hspa5p 抗体生産性評価はステーブルプールによって実施してきたが、医薬品製

造ガイドラインである ICH Q5D において、抗体医薬品製造に用いられる CHO 細胞は 1 細胞

由来のモノクローンであることが求められている。モノクローン株での抗体医薬品生産におい

て Hspa5p が活用可能か検証するため、抗体発現ステーブルプールと同様にモノクローン株で

も高生産となるか検証した。Hspa5p 下流に抗体遺伝子を接続したベクターを用いて構築した

CHO 細胞ステーブルプールについて、限界希釈法によってモノクローン化を実施した。取得

したモノクローン株について、抗体染色によって高発現上位クローンを選抜し、選抜されたク

ローンについてフェドバッチ培養にて抗体生産性を評価した。その結果、ステーブルプールと

同様に培養後期に生産性が向上する特徴を示したことから、モノクローンにおいても同様に高

発現となることが示された（Figure 23）。 

 

3.2 小胞体ストレス応答と Hspa5pによる抗体生産との相関 
3.2.1 CHO細胞における小胞体ストレス関連遺伝子の発現量の詳細解析 
これまでの結果から、Hspa5p が新たな抗体安定発現系として利用できることが明らかとな

った。hspa5 は、別名 BiP、GRP78 などとしても知られる ER ストレス応答性シャペロン Hspa5

をコードし、小胞体ストレス応答（Unfolded Protein Response、UPR）において発現が活性化さ

れることが知られている（Wang, Lee et al. 2017）（Figure 24）。Hspa5p が高発現となる機構を解

明するため、CHO 細胞における小胞体ストレス応答について、詳細に解析した。 

本研究で用いた CHO 細胞において、小胞体ストレス関連因子の発現を確認するため、トラ

ンスクリプトーム解析の結果から、小胞体ストレスに関連する遺伝子を抽出し解析した。小胞

体に局在する因子としては KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）のデータベース

より Pathway map（map04141: Protein processing in endoplasmic reticulum）（Figure 25）に記載さ

れている遺伝子を抽出した。各遺伝子の転写量（RPKM）を解析した結果、Hspa5、Hspa90（Grp94）、

そして PDI ファミリーといった ER シャペロンが強く発現していることが分かった。また、主

要な小胞体ストレス応答経路（ATF6 経路、PERK 経路、IRE1 経路、アポトーシス経路）に関

連する各種遺伝子についても発現していることが確認された（Table 5）。このことから本研究

で用いた CHO 細胞において、小胞体ストレスが惹起されていることが示唆された。また、

Hspa90b1（Grp90）など一部の遺伝子について、Hspa5 と同様に培養 7~14 日目にかけて発現が

上昇している傾向が見られた（Table 5）。 
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3.2.2 Hspa5pでの抗体発現と UPR遺伝子発現との相関 
Hspa5p での抗体生産が高発現となる機構を解明するため、Hspa5p による抗体生産と UPR 遺

伝子発現との関係を評価した。抗体生産性と UPR の相関を確認するために、異なる抗体生産

性を示した CHO 細胞（Hspa5p で IgG1 を発現させた CHO-K1）モノクローン（#6、#30、#33、

#42、#48 の 5 株）を培養し、培養 7 日目と 10 日目の hspa5 遺伝子と各種 UPR 関連遺伝子の

転写レベルを解析した。その結果、興味深いことに、抗体生産性及び抗体重合体（ゲルろ過ク

ロマトグラフィーで検出された high molecular weight species, HMWS）の割合と、UPR 関連遺

伝子の発現量にも相関が見られた。抗体生産性に関しては、様々な ER ストレス応答経路に関

連する PERK、IRE1、ATF6 の遺伝子転写レベルとの相関が認められた（Figure 26、Figure 28）。

また、抗体重合体の含量と、GRP94 や ERdj3 などの ER シャペロンとの相関も見られた（Figure 

27、Figure 28）。さらに、Ire1 経路下流の転写因子である xbp1 について、Figure 29 に示したよ

うにスプライシング領域を含むプライマーを用いることで xbp1 mRNA のスプライシング率を

検出した結果、xbp1 mRNA のスプライシング率も抗体生産性および重合体含量と相関を示し

た（Figure 27、Figure 28）。 

 

3.2.3 小胞体ストレス誘導剤添加の影響評価 
Hspa5p での抗体生産性と小胞体ストレス応答遺伝子発現に相関が見られたことから、小胞

体ストレス誘導によってさらに抗体生産性を向上させられる可能性が考えられた。これを検証

するため、小胞体ストレスが誘導される条件を検討し、検討した小胞体ストレス誘導条件にお

いて Hspa5p での抗体生産性が向上するか検証した。 

小胞体ストレスが誘導される条件として各種添加剤を検討した。まず、N 型糖鎖付加阻害剤

としてツニカマイシン、プロテアソーム阻害剤である MG132 およびオートファジー阻害剤で

あるクロロキンの添加による影響を検証した。培養 3 日目及び 7 日目、添加濃度として Table 

6 に示した濃度を検討した。培養の結果、各阻害剤の添加条件において、細胞増殖が低下する

条件が見られた（Figure 30）。これらの条件において小胞体ストレスが誘導されているか確認

するため、ウエスタンブロッティングによって、Hspa5 の発現状態を確認した。その結果、ツ

ニカマイシンを添加した条件において Hspa5 が増加した（Figure 31）。一方で、MG132 および

クロロキンを添加した条件では Hspa5 の発現増加は見られなかった。 

続いて、小胞体ストレス誘導剤として、還元剤 DTT、Ca2+ - ATPase 阻害剤タプシガルジン、

タンパク質輸送阻害剤ブレフェルジン A の添加を検討した。フェドバッチ培養 7 日目に各種

小胞体ストレス誘導剤（DTT、タプシガルジン、ツニカマイシン、ブレフェルジン A）を添加

し、培養 10 日目に内因性 hspa5 転写量を解析した。添加条件は Table 7 に示した。フェドバッ

チ培養には Hspa5p 抗体発現モノクローンを用いた。生存率が低下傾向（Figure 32）であった

条件で取得した細胞について、定量 PCR によって hspa5 遺伝子の転写量を解析した結果、DTT

及びツニカマイシンを添加した条件において、内因性 hspa5 遺伝子の転写レベルが大きく上昇

することが示された（Figure 33）。xbp1 mRNA のスプライシング率も同様に DTT 及びツニカ

マイシンを添加した条件においてが増加していることが確認された（Figure 33）。一方で、タ
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プシガルジン及びブレフェルジン A については本研究で実施した添加条件では小胞体ストレ

ス誘導は見られなかった。以上の結果から、本研究に用いた CHO 細胞において、ツニカマイ

シン及び DTT を添加した場合に小胞体ストレスが誘導されることが示された。 

最後に、小胞体ストレス誘導条件（ツニカマイシン及び DTT の添加条件）下における、Hspa5p

で抗体遺伝子発現を制御する場合の抗体生産性を検証した。その結果、小胞体ストレスが誘導

され、内因性の hspa5 遺伝子転写量は増加しているにもかかわらず、Hspa5p 下で発現する抗

体遺伝子の転写レベル及び SPR は DTT 及びツニカマイシンの添加条件では向上しなかった

（Figure 32、Figure 33）。 
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Figure 11 トランスクリプトーム用の細胞培養結果 
以下の 3 条件の細胞及び培地の組み合わせで細胞培養を行った。Culture:1:クローン 1/ G13 

培地、Culture 2:クローン 1/ CD DA1 培地、Culture3: クローン 2/ G13 培地。培養 4、7、9、11、

14 日目にトランスクリプトーム解析用の細胞サンプルを取得した。 

（a）細胞増殖、（b）生産された抗体濃度 
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Figure 12 トランスクリプトーム解析結果 
（a）Culture 1（クローン 1 および G13 培地）の培養 4 日目の転写量（RPKM）をランク付

けした上位 20 遺伝子。（b）各遺伝子の培養経時的な転写量 
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Figure 13 ルシフェラーゼアッセイによるプロモーター活性評価 
（a）一過性発現細胞プール（n = 2）における高発現候補プロモーターのルシフェラーゼア

ッセイ（b）ステーブルプールのルシフェラーゼ発現レベルの培養時間経過。*12 日目の t 検定

で P<0.05（n = 2）。 
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Figure 14 Hspa5pでの抗体生産性評価 
（a）IgG（H 鎖）の遺伝子発現の培養時間経過。gapdh 遺伝子を内部コントロールとして用

いて相対的転写レベルを算出した。*12 日目の t 検定で P<0.05（n = 2）。（b）細胞あたりの IgG

産生（SPR）の培養時間経過。*14 日目の t 検定で P<0.05（n = 2）。（c）培養液中に生産された

抗体濃度（IgG titer）の培養時間経過。*14 日目の t 検定で P<0.05（n = 2）。（d）細胞増殖。（e）

細胞生存率。 
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Figure 15 hspa5遺伝子上流領域の保存性 
異なる種（チャイニーズハムスター、ヒト、マウス、ラット）の hspa5 遺伝子上流領域を比

較した結果。hspa5 遺伝子上流約 0.6 kb（コンセンサス配列①）及び 2.0～2.5 kb（コンセンサ

ス配列②）に保存性の高い領域が見いだされた。 
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Figure 16 hspa5遺伝子上流領域の詳細解析 
コアプロモーターエレメントである TATA-box、CpG アイランド、CCAAT-box、GC-box およ

び、Hspa5p の転写因子結合配列である ER stress-responsive elements（ERSE）が見いだされた。

転写開始部位は NCBI データベース（NM_001246739.2）の mRNA 配列により同定した。 
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Figure 17 異種 Hspa5pでの抗体生産性評価 
チャイニーズハムスター、ヒト、マウス、ラットの hspa5 遺伝子の上流領域（約 1.0 kb）を

抗体遺伝子上流に挿入し、フェドバッチ培養によって抗体生産量を評価した（n=2）。（a）SPR

（b）培養液中に生産された抗体濃度。 
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Figure 18 各プロモーター長での抗体生産性評価 

hspa5 遺伝子上流領域（3.0、2.5、2.0、1.5、1.0、および 0.6 kb）を抗体遺伝子上流に挿入し、

フェドバッチ培養によって抗体生産量を評価した（n=2）。（a）SPR（b）培養液中に生産された

抗体濃度。*13 日目の t 検定で P<0.05（n = 2）。 
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Figure 19 各 IgGサブクラスでの抗体生産性評価（抗体生産性） 
異なるジスルフィド結合パターンを有する種々のサブクラス（IgG1, IgG2, IgG4Pro）を CHO

細胞で発現させた。フェドバッチ培養で抗体生産性を評価した（n=3）。（a）SPR（b）培養液中

に生産された抗体濃度。*14 日目の t 検定で P<0.05（n = 3）。 
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Figure 20 各 IgGサブクラスでの抗体生産性評価（細胞増殖及び代謝プロファイル） 
異なるジスルフィド結合パターンを有する種々のサブクラス（IgG1, IgG2, IgG4Pro）を CHO

細胞で発現させた。フェドバッチ培養で抗体生産性を評価した（n=3）。（a）細胞増殖（b）細

胞生存率（c）培養液中のグルコース濃度（d）培養液中の乳酸濃度（e）培養液中のアンモニウ

ムイオン濃度。 
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Figure 21 各 IgGサブクラスでの抗体生産性評価（産生された抗体品質） 
異なるジスルフィド結合パターンを有する種々のサブクラス（IgG1, IgG2, IgG4Pro）を CHO

細胞で発現させた。フェドバッチ培養で抗体生産性を評価した（n=3）。（a）SEC（b）N 型糖

鎖。 
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Figure 22 各 IgGサブクラスでの抗体生産性評価（IgG及び hspa5遺伝子転写量） 
異なるジスルフィド結合パターンを有する種々のサブクラス（IgG1, IgG2, IgG4Pro）を CHO

細胞で発現させた。フェドバッチ培養で抗体生産性を評価した（n=3）。（a）抗体（重鎖）遺伝

子転写量（b）内因性 hspa5 遺伝子転写量。 

  



   

41 
 

 
Figure 23 モノクローン株での生産性評価 
モノクローン化して取得した生産性上位 12 株について、フェドバッチ培養で抗体生産性を

評価した。（a）SPR（b）培養液中に生産された抗体濃度。 
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Figure 24 Hspa5発現制御機構 

Hspa5 は Heat shock protein 70 ファミリーに属する ER シャペロンであり、基質結合ドメイ

ンを介してタンパク質の疎水性領域に結合し、ATPase ドメインによる ATP の加水分解によっ

て立体構造を変化させてフォールディングを促進する（Davis, Schooley et al. 2000, Borth, 

Mattanovich et al. 2005, Mohan and Lee 2010）。グルコースを含まない培地で培養されたニワト

リ胚線維芽細胞において強く誘導される 78-kDa タンパク質として 1977 年に初めて発見され

た（Shiu, Pouyssegur et al. 1977）。 

Hspa5 発現向上の分子機構は複数存在し、CCAAT ボックス（Resendez, Wooden et al. 

1988）、cAMP 応答エレメント（CREB）（Alexandra, Nakaki et al. 1991）、および ER ストレス

応答エレメント（ERSE）（Resendez, Wooden et al. 1988）などの hspa5 遺伝子のプロモーター

において保存されたエレメントが関わっている（Li and Lee 2006）。これらの領域を欠如する

ことによって hspa5 転写活性が大きく減少することが報告されている（Lee 2005, Mao, Tai et 

al. 2006）。また、Hspa5p に結合する転写因子は複数存在し、CBF/NF−Y（Roy and Lee 

1995）、CREB、活性化転写因子 2（ATF−2）（Chen, Hung et al. 1997）、YY1、YB1、Sp1（Li, 

Hsiung et al. 1997）、ATF4（Luo, Baumeister et al. 2003）、TFII（Parker, Phan et al. 2001）、ATF6

（Yoshida, Okada et al. 2001）、および XBP1（Yoshida, Matsui et al. 2001）などがある。また、

転写後調節機構としては、Hspa5 mRNA の 5'非翻訳領域における IRES（internal ribosome 

entry site）の活性化によって制御される機構（Macejak and Sarnow 1991）などがある。なお、

Hspa5p にはヒートショック関連因子が存在せず、ヒートショックによっては誘導されないこ

とが知られている（Casas 2017）。 

 

 

 

  



   

43 
 

 
Figure 25 小胞体ストレス応答関連パスウェイ 

KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）データベースの Pathway map（map04141）

Protein processing in endoplasmic reticulum より引用。真核生物の ER ストレス応答には、翻訳停

滞、ER シャペロン発現誘導によるタンパク質フォールディング機能強化、ERAD 関連因子の

発現増強による異常タンパク質分解、アポトーシスの誘導の 4 つの機序があり、複数の調節経

路によって調節されている。小胞体ストレス誘導の制御系には PERK 経路、ATF6 経路、IRE1

経路、そしてアポトーシス誘導経路の 4 つが知られている。 
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Figure 26 抗体生産性と小胞体ストレス関連遺伝子転写量の相関 
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Figure 27 抗体重合体と小胞体ストレス関連遺伝子転写量の相関 
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Figure 28 Hspa5p高発現化機構のモデル 

（a）抗体生産性との相関（b）抗体重合体との相関（c）高発現化機構のモデル 
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Figure 29 Xbp1スプライシング率の検出方法 

 

 

 
Figure 30 各種添加剤添加濃度の検討 

Table 6 に示した添加条件で培養を実施し、細胞増殖データを取得した。生存率が低下傾向

にあった条件に（★）ついて、細胞サンプルを経時的に取得し、ウエスタンブロッティングに

よって Hspa5 濃度を検出した。（a）細胞増殖（b）細胞生存率 
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Figure 31 各種添加剤添加時の Hspa5発現量（ウエスタンブロッティング） 
可用性画分の Hspa5 発現量をウエスタンブロッティングにより検出した。添加剤はレーン 1, 

2, 3: コントロール（添加なし）、レーン 4, 5, 6:ツニカマイシン（d3,d7 添加）、レーン 7, 8, 9: 

MG132（d3 添加）、レーン 10,11,12: クロロキン（d3 添加）。また、細胞取得日はそれぞれレー

ン 1, 4, 7, 10: day7、レーン 2, 5, 8, 11: day10、レーン 3, 6 , 9, 12: day14 とした。 
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Figure 32 小胞体ストレス誘導剤添加条件での培養結果 
小胞体ストレス誘導剤として、還元剤 DTT、Ca2+ - ATPase 阻害剤タプシガルジン、タンパク

質輸送阻害剤ブレフェルジン A をフェドバッチ培養 7 日目に添加し、培養結果への影響を確

認した。（a）細胞増殖（b）生存率（c）SPR 
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Figure 33 小胞体ストレス誘導剤添加条件における遺伝子転写解析 
小胞体ストレス誘導剤として、還元剤 DTT、Ca2+ - ATPase 阻害剤タプシガルジン、タンパク

質輸送阻害剤ブレフェルジン A をフェドバッチ培養 7 日目に添加し、培養 10 日目に内因性

hspa5 転写量、xbp1 mRNA のスプライシング率及び抗体（重鎖）遺伝子転写量をそれぞれ解析

した。  
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Table 3 トランスクリプトーム解析結果 
Culture 1（クローン 1 および G13 培地）の培養 4 日目の転写量（RPKM）をランク付けした

上位 20 遺伝子 
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Table 4 hspa5遺伝子上流領域の BLAST検索 
hspa5 遺伝子上流約 2.0～2.5 kb の領域を Query として BLAST 検索を実施した。 
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Table 5 小胞体ストレス関連遺伝子の発現量（RPKM） 
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Table 6 各種添加剤添加条件 

 

 

Table 7 小胞体ストレス誘導剤添加条件 
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4. 考察 
本研究では、細胞クローンと培地の組合せによって遺伝子転写のレベルが異なる可能性を考

慮して、CHO 細胞において、抗体産生量を改善する新規のプロモーターを得るためにクロー

ンと培地の組合せについてトランスクリプトーム解析を行った。また、培養期間を通して安定

的に高発現であるプロモーターを取得するため、培養経時的にトランスクリプトームデータを

取得した。その結果、培養終了までの遺伝子発現を解析することで、培養初期の発現が候補遺

伝子の中で最も高くないにもかかわらず、培養後期に転写レベルが向上する遺伝子候補として

hspa5 を同定することができた。このことから、トランスクリプトーム解析の結果から抗体生

産用の新規プロモーターを取得するためには、抗体製造に近い培養条件下で経時的に転写レベ

ルを解析して高発現プロモーターを得ることが重要であると考えられる。 

トランスクリプトーム解析の結果から、rps14 などのリボソーム RNA 遺伝子、gapdh、actβ、

chub2 などのハウスキーピング遺伝子が高発現遺伝子として同定された（Table 3）。転写量上

位遺伝子の中で、Pkm は糖代謝に関与するキナーゼであり、Prdx‐1 は活性酸素種によって引き

起こされる酸化ストレスの抑制に機能する。また、Hspd1 はミトコンドリアで機能するシャペ

ロンであり、Fth1 は細胞の鉄代謝に関与している（Palsson-McDermott, Curtis et al. 2015, Yabaji, 

Mishra et al. 2017, Di Sanzo, Quaresima et al. 2020, Klebl, Feasey et al. 2021）。これらの遺伝子（Pkm, 

Prdx-1, Hspd1, Fth1）は基礎的な代謝に関与するため、ハウスキーピング遺伝子として高発現し

ていると考えられている。Fth1 はトランスクリプトーム解析の 1 つの培養条件で著しく高い

発現を示したが（Figure 12）、その発現レベルはクローンや培地によって異なっており、抗体

製造プロセスに活用する上では望ましい特徴ではないと考えられる。また、その他の候補遺伝

子についてもルシフェラーゼアッセイにおいて Hspa5p と比較してプロモーター活性が低いこ

とが示唆されたため、抗体生産性の観点から適してはいないと判断した（Figure 13）。 

本研究では新規の高発現プロモーターとして Hspa5p をクローニングし、プロモーターとし

ての有用性を確認するとともにプロモーター長を最適化した。本来 Hspa5p が発現を制御して

いる Hspa5 は小胞体ストレス応答（Unfolded protein response、UPR）において重要な役割を果

たすシャペロンであり、CHO 細胞における Hspa5 タンパク質及びプロモーターに関してはい

くつかの報告がある。例えば、Prashad らは抗体産生能の高いクローンと低いクローンで UPR

関連遺伝子を網羅的に解析した結果、抗体産生能の高いクローンでは hspa5 を含む UPR 関連

因子の転写活性が向上していることを報告している（Prashad and Mehra 2015）。また、Pybus ら

は ER シャペロンと UPR 関連因子（Hspa5、 ATF6c、XBP1-s）の共発現により抗体産生能が向

上し、細胞増殖能が低下することを示した（Pybus, Dean et al. 2014）。Hspa5p の使用例は Kober

らによって、抗体生産クローン選択に Hspa5p を適用した事例が報告されている（Kober, Zehe 

et al. 2012）。また、Hspa5 シャペロン過剰発現による抗体産生能の改善や抗体生産クローン選

択への Hspa5p の利用に関して報告されているが、抗体医薬品生産に Hspa5p を使用した例は

これまで報告されていない。Hspa5p はフェドバッチ培養の後期にその制御下での遺伝子の発

現が増強されるという点でユニークな特徴を有する新規の高生産プロモーターとして活用で

きることが明らかとなった。 
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Hspa5p 配列を詳細に解析するため、本研究では hspa5 遺伝子上流のコンセンサス配列に着

目した。コンセンサス配列は遺伝子の ORF（open reading frame）または転写因子結合領域を含

むことが多いため、Hspa5p のプロモーター活性に重要な領域である。in silico 解析より、Hspa5p

のプロモーターエレメント及び転写因子結合領域は異なる生物種間（チャイニーズハムスタ

ー、ヒト、マウス及びラット）で高度に保存されていることが示された（Figure 15）。また、こ

れらの生物種の Hspa5p を用いた場合に抗体生産性に違いが見られなかったことから、保存さ

れている配列がプロモーター活性に重要な役割を果たしていることが示唆された。また、本研

究において hspa5 遺伝子上流 2.0～2.5 kb に高度に保存された領域が見出された。プロモータ

ー長の切縮めにより抗体生産性が向上したことから、この領域が Hspa5p の活性に影響してい

る可能性が考えられた。一方で、BLAST 検索の結果からはこの領域と相同性の高い遺伝子は

同定されず、この領域の欠失によりプロモーター活性が向上したことから、少なくともこの領

域には Hspa5p を活性化する遺伝子や転写因子結合領域が含まれていないことが示唆された

（Figure 18）。 

抗体医薬品製造プロセス開発において、抗体生産細胞構築及び性能評価は非常に時間と工数

を要する作業であり、特定のプロモーターを用いた発現ベクターをプラットフォームベクター

として活用できることは製造プロセス開発に関して大きなアドバンテージを所有することと

なる。このため、Hspa5p が抗体生産株取得及びプロセス構築に汎用的に活用可能であること

を示すことができれば、抗体医薬品生産及び安定供給に大きく貢献できると考えられる。本研

究では、Hspa5p の汎用性を検証するため、抗体医薬品として用いられるサブクラス（IgG1, 2, 

4Pro）を用いて抗体生産性を評価した。各 IgG サブクラスは異なるジスルフィド結合を有する

ため、protein disulfide isomerase-A1（PDI）などのジスルフィドイソメラーゼの活性に影響を及

ぼす可能性が考えられた（Kranz, Neumann et al. 2017）。PDI は小胞体ストレス応答経路におい

て PERK 経路を活性化し、それによって Hspa5p 活性に影響を及ぼすことが知られている。し

たがって、IgG1、IgG2、および IgG4Pro という様々なサブクラスのフォールディングの違い

が、ER ストレス応答および Hspa5p 活性に影響を及ぼし、抗体生産性が変化する可能性がある

と考えた。しかし、本研究で異なるサブクラスの抗体を発現させた結果、Hspa5p での抗体生

産性と内因性 hspa5 遺伝子転写量は変化しなかった（Figure 19、Figure 22）。これらの結果は、

IgG におけるジスルフィド結合パターンの違いは、hspa5 を含む UPR に影響をせず、いずれの

サブクラスにおいても安定的に高い抗体発現が得られることが示唆された。この特徴は抗体生

産に汎用的に Hspa5p を活用していくうえで有用な特性と考えられる。 

抗体生産性の向上によって凝集体の増加といった抗体品質の悪化の可能性が考えられたが、

Hspa5p で生産された抗体はコントロールプロモーターで発現した場合と同等の抗体品質を有

していた（Figure 21）。また、モノクローンによる生産性を評価した結果、ステーブルプール

と同様に培養後期に発現量が向上し、高い生産性が得られることが示された（Figure 23）。以

上の結果から、Hspa5p は各種抗体医薬品製造に対して汎用的に活用可能な新たな抗体安定発

現系になり得ることが示された。今後、培養のスケールアップ検討により、Hspa5p を用いた

生産株を用いた大スケール培養（2000 L - 20000 L）での性能を実証していくことで抗体製造に
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活用できることを示すことができると考えられる。 

 

続いて、Hspa5p の高発現機構の解明のため、Hspa5p での抗体発現と小胞体ストレス応答と

の関係を解析した。小胞体ストレス応答関連遺伝子の発現を網羅的に解析した結果、CHO 細

胞において各種小胞体ストレス応答遺伝子が発現しており、小胞体ストレス応答が起こってい

ることが示唆された（Table 5）。また、各種添加剤による小胞体ストレス誘導の結果、N 型糖

鎖付加阻害剤ツニカマイシン及び還元剤 DTT を添加した場合に小胞体ストレスが誘導された

のに対し、プロテアソーム阻害剤 MG132、オートファジー阻害剤クロロキン、Ca2+ - ATPase 阻

害剤タプシガルジン、及びタンパク質輸送阻害剤ブレフェルジン A を添加した場合、本研究

での添加条件においては小胞体ストレス誘導が見られなかった（Figure 31、Figure 33）。このこ

とから、CHO 細胞においては糖鎖阻害負荷及び還元ストレスによって小胞体ストレスが誘導

されやすいことが示唆された。 

Hspa5p の高発現の理由を解析するために、Hspa5p での抗体発現と相関する因子を検討した。

その結果、UPR 関連因子の発現と抗体生産性及び重合体含量との間に相関が認められた

（Figure 26、Figure 27）。これらの結果から、Figure 28 に示すように、抗体生産によって生じ

る ER ストレスによって小胞体ストレス関連因子の発現が向上し、小胞体ストレス応答プロモ

ーターである Hspa5p が活性化され発現が向上するモデルが示唆された。抗体過剰発現による

ER ストレスと ER シャペロン活性化による ER ストレスの軽減のバランスによって、Hspa5p

による抗体高生産が維持される可能性もある。一方、Hspa5p での抗体生産性と内因性 hspa5 遺

伝子発現との直接の相関は、他の小胞体ストレス関連遺伝子の相関よりも弱かった（Figure 26）。

内因性の hspa5 と Hspa5p で発現させた抗体は同じプロモーターで発現させているにも関わら

ず強く相関していなかったことから、Hspa5p によって発現されるタンパク質に依存して転写

量が変化する可能性が示唆された。この結果は、hspa5 遺伝子発現の制御機構に関する新規の

知見である。 

続いて、プロモーターとして Hspa5p を利用することにより、抗体生産のさらなる増強の可

能性を考察した。本研究において、ER ストレス誘導剤の添加による生産性の改善を検討した

結果、内因性 hspa5 遺伝子の転写レベルは有意に上昇したものの、Hspa5p 下で発現する mAb

遺伝子の転写レベルは改善されなかった（Figure 33）。このことは、タンパク質フォールディ

ング能力を改善せずに ER ストレス導入剤によって Hspa5p を活性化させることは、Hspa5p で

の抗体生産性向上に有効ではないことを示しており、Hspa5p の活性化のためにはタンパク質

のフォールディングキャパシティが Hspa5p での抗体高発現によって重要であることを示唆し

ている。タンパク質合成機構を悪化させることなく小胞体ストレスを誘導することができれ

ば、Hspa5p での抗体生産をさらに向上させられるかもしれない。 

小胞体ストレス応答によって Hspa5p が活性化される一方で、過剰な抗体発現はタンパク質

の成熟に負の影響を与え、ER におけるタンパク質の恒常性を破壊する。ER ストレスはアポト

ーシスを引き起こすことが知られており、抗体産生細胞は ER ストレス時に選択的に死滅する

可能性が高い。Hspa5p を用いることにより、抗体生産と分子シャペロンの発現が同調するこ
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とで ER におけるタンパク質フォールディング能力を維持し、ER ストレスによって誘発され

る細胞死から細胞が保護され、安定的に抗体生産ができる可能性がある。Hspa5p を利用する

ことで、小胞体でのタンパク質環境の恒常性（プロテオスタシス）を維持し、安定した抗体産

生が実現できることが期待される。  
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