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A．研究目的 

 これまでの研究では、ヒト凍結新鮮血漿か

ら Ni-NTA アフィニティクロマトグラフィ

ーならびに陰イオン交換クロマトグラフィ

ーを用いて精製 HRG標品を得てきた。この

精製品を用いて、ヒト好中球に対する構造と

機能にわたる基本的な鎮静化作用とマウス

敗血症モデルにおける治療効果を明らかに

してきた。 

本治療法をヒト敗血症やそれに続発する

多臓器不全の治療法とするために、ヒト

HRG タンパクを安全な製品として大量に製

造する方法を確立する必要がある。この目的

のために、CHO 細胞にヒト HRG 遺伝子を

導入することで組換えヒトHRGタンパクを

産生させる。CHO 細胞は、抗体をはじめと

する組み換えタンパク質製剤全般の産生の

基盤として実用化が認められているからで

ある。 

 

前回使用したベクターは、遺伝子の一過性

発現には極めて有効であるものの、安定発現

用には向いていないことが判明した。この問 

題を克服するため、今回、当ベクターを基本

に HRG超高効率安定発現を CHO細胞に可

能にする更なる改変法を見出すことを目的

とした。 

 

B．研究方法 

CHO 細胞を用いて 10 種類の改変プロト

タイププラスミドベクターを用いて、まず

GFP-PuroRの一過性発現について検討した。

GFPの発現について、短時間（24h）での発

現を一過性発現とし、ピューロマイシンを 3

週間作用させ、耐性細胞を取得した後のmix 

culture での発現を長期安定発現とし、プロ

トタイプベクター各々の効能の評価を行っ

た。 

 

研究要旨 

 ヒト組換え HRGの CHO細胞を用いた超高効率遺伝子安定発現系を確立するため、前

回の遺伝子発現ベクターに関して再改変を行った。試行錯誤から、（１）プラスミドの遺

伝子発現ユニットを細胞の染色体内に容易に高効率に挿入する技術、（２）抗生物質での

スクリーニングの過程で、挿入遺伝子発現ユニットのコピー数を高効率に増幅させる技

術、これら２つの技術をコンバインした新しいプラスミドベクターを創出するに至った。

当ベクターによるHRG発現の安定株を作成したところ、mix cultureのままでもこれま

での発現を遥かに凌ぐ高効率発現が示された。 



- 118 - 
 

（倫理面への配慮） 

組換え DNA実験については、大学の安全

委員会で審査を受け、承認を得ている（課題

番号：13101）。 

 

C．研究結果 

前回使用したベクターpCMViR-TSC は、

HRG をはじめとする種々医療用タンパク質

製剤の大量発現に有用と考えられたが、検討

より一過性発現では、遺伝子の一過性発現に

は極めて有効であるものの、安定発現用には

向いていないことが判明した。哺乳細胞セレ

クション用の抗生剤耐性遺伝子を同ベクタ

ー内に挿入すると、その高発現能力が消失す

る。あるいは、別に抗生剤耐性遺伝子発現ベ

クターを用意して、細胞に当ベクターと

co-transfection しても、HRG 発現ユニット

として染色体に無傷で組み込まれるコピー

数が少ないため、どうしても安定発現に有効

とはならなかったのである。 

 この問題に直面し、試行錯誤を繰り返し、

ついに最近、上記技術を進化させた新しい安

定発現用超高効率遺伝子発現プラスミドベ

ク タ ー を 開 発 す る に 至 っ た 。 上 記

pCMViR-TSC による超高効率遺伝子発現の

能力を消失させず染色体内に高効率で複数

組み込み、更に安定的に増幅させる革新的技

術である。即ち、（１）プラスミドの遺伝子

発現ユニットを細胞の染色体内に容易に無

傷で高効率に挿入する技術（ベクターの導入

操作回数を増やせば増やす程、染色体内に無

傷で複数挿入されていく）、（２）抗生物質で

のスクリーニングの過程で、染色体内挿入遺

伝子発現ユニットのコピー数を爆発的に増

幅させる技術、これら２つの技術を

pCMViR-TSC プラスミドベクターにコンバ

インした新しいプラスミドベクターである。 

 10 個のプロトタイプベクターを開発し、

CHO 細胞においてスクリーニングを行った

結果、1G ベクター（仮称）が最良であるこ

とが判明した。当ベクターによる HRG発現

の安定株を作成したところ、mix cultureの

ままでもこれまでの発現を遥かに凌ぐ高効

率発現が示された。 

 

D．考察 

 HRG の安定発現は、ミックスカルチャー

での評価（様々な発現レベルの細胞の混在）

なので、単一の陽性クローンのセレクション

を追加するとさらに良好な発現細胞が得ら

れるものと考えている。  

 また、この技術は、最初のプラスミド導入

操作を増やせば増やす程染色体内に挿入さ

れる発現ユニットが増えるので、その増えた

分全てが、抗生剤セレクションの後の遺伝子

増幅につながるというまさに発現の相乗効

果を生む非常に優れた革新的技術なのであ

る。 

 今後、上記 HRG 安定発現細胞の mix 

culture から最適なクローンを選択する予定

である。得られたクローンにおける発現タン

パク質の糖鎖付加状態は固定化されている

ため、毎回同じ品質のものが得られる。当

CHO 細胞クローンで作製されたヒト HRG

の生物活性について、付加糖鎖の構造解析を

含め、追究していく計画である。 

 

E．結論 

 以上、当最新のプラスミドベクターは、

HRG を大量調製するための CHO 細胞産生

系に新たな光明をもたらすことが期待され

た。 
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