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第１章 序論 
1.1. バイオロジックス（バイオ医薬品）の位置づけ 

抗体医薬に代表されるバイオロジックス（バイオ医薬品、蛋白質医薬品、生物学的

製剤、バイオロジカルズ）は、次世代の医薬品として非常に注目されている。抗体医薬

は標的分子（抗原）が明確なため、その標的への高い特異性や親和性で薬効が期待

でき、有効な治療法のないUnmet Medical Needsを充足させる新しい医薬品として注

目されている。ハイブリドーマ技術の開発によるモノクローナル抗体の産生技術は

1970 年代に Koler と Milsten らによって確立された [ 12 ]。これにより疾患関連分子

に対して特異的な結合能を持つ抗体を人工的に作製することが可能となった。しかし、

この当時の技術ではマウス由来の抗体を人に投与すると抗抗体が形成されるという

重大な副作用が問題となった[ 28 ]。これに対処すべく、キメラ型抗体、ヒト化抗体作製

技術といったマウスモノクローナル抗体の臨床応用に際して問題となった免疫原性を

低減し、血中濃度の維持を可能にする技術が遺伝子工学の発展とともに開発されて

きた [ 37 ] [ 25 ]。それでも当時は、医薬品として広く用いるために必要な経済面の課

題に対して、細胞を使った生産性の低さと、高額な培地コストなどがあり商用化には、

大きな壁があると考えられていた。しかし、これらに対しても 1980 年代後半から 1990

年代にかけて細胞培養技術や培地条件、発現システムの改良などの技術革新によっ

て、モノクローナル抗体医薬品が1 g/L以上の容量生産性を示すようになるのに伴い、

欧米のバイオベンチャーやメガファーマが巨大な培養槽を建設し、次々と抗体医薬品

を開発・上市してきた [ 5 ] [ 38 ]。ついに、2010 年には、新規医薬品売り上げの上位

の多くを抗体医薬品やその派生製品が占めるようになった [ 57 ]。バイオロジックスが、

現在の医薬品の大きなセグメントとなっているのである。 

 

1.2. バイオロジックス生産の発現宿主としての CHO 細胞 

バイオロジックスのうち、現在主流の抗体医薬での目的産物となるモノクローナル

抗体などの産生用宿主には、最終産物のタンパク質が、高度な立体構造を必要とす

ることと、生体内での薬効と免疫原性に影響があると言われている糖鎖修飾を有して

いることから、動物細胞宿主が用いられることが多い。ただし、バイオ医薬品のうちで

も、高度な糖鎖修飾が不要な低分子のインターフェロンや各種成長因子のようなタン

パク製剤は大腸菌や酵母など微生物宿主によって生産されているものもある。 

さらに現在では、この動物細胞宿主のうち浮遊培養に馴化したチャイニーズハムス

ター卵巣細胞（Chinese hamster ovary：CHO 細胞）が主に使われている。このほか

の動物宿主細胞としては、マウスミエローマ細胞（NS0 や sp2/0 細胞）、ヒト株化細胞

（PER.C6 細胞） といった細胞がある。これらのうち、生産系として CHO 細胞が多用さ
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れる理由としては、他の細胞に比べて染色体の再編成( rearrangement) や相同組み

換え( homologous recombination) などが頻繁に起こるために、無蛋白完全化学合

成培地を含む各種培地や高密度浮遊培養といった商用生産で求められるような培養

条件への馴化が行いやすい点と、発現系との組み合わせで遺伝子増幅が生じやすく

経験的に高生産株が得やすいといった生産面からの利点が挙げられる。また、安全

面では、マウス由来の細胞に比べると、糖鎖の構造がヒト型に類似していて抗原性が

低いことがある。ヒト細胞を製造に用いるとこの抗原性での安全性は高まるが、生産

過程でのヒト感染性ウィルスの混入した際の汚染リスクが常に懸念されるという事情

がある。この点、CHO 細胞では齧歯類に特有のレトロウィルス（C 型、A 型または R 型）

が多く検出されるが、このウィルス群はヒトには感染しないことが分かっており、ICH 

Q5A では、CHO 細胞に限って、簡便な安全性評価が認められている点が挙げられる。

このように、CHO 細胞を利用したバイオ医薬品は、これまでに上市された製品も含め、

規制当局による治療用組み換えタンパク質の使用許可を広く得ているため、世界中で

使用されており、抗体医薬品として欧米で承認取得医薬品の 70%がこの CHO 細胞に

より生産されている [ 23 ]。さらに、2006-2010 に欧米で上市されたバイオ医薬品 58

品目のうち動物細胞を宿主としたものが 32 品目、その中で 22 品目が CHO 細胞で生

産されている [ 57 ]という報告もある。このような理由から現在では Defact standard 

となった CHO 細胞に対しては、さらに研究が積み重ねられ、生産性向上や機能面の

解析が行われ、宿主細胞としてさらに有利な状況となってきている。このような積み重

ねで、近年では各社で CHO 使った生産系で、10 g/L を超える容量生産性も報告され

ている [ 22 ]。 

 

1.3. CHO 細胞での発現としての GS-system 

CHO 細胞での発現系では、主に①DHFR（Dihydrofolate reductase）欠損株に対

する DHFR 遺伝子を marker にした DHFR 発現系 [ 24 ] [ 26 ] [ 49 ]と、②GS

（Glutamine synthetase）を MSX (Methionine sulphoximine)が阻害する原理に基づ

き GS 遺伝子を marker とした GS 発現系の二つがある [ 4 ] [ 5 ]。 

本研究に用いた LONZA-GS System は、その名の通り、GS 遺伝子を marker にし

ている。この発現系は Lonza Biologics（以下、LONZA）からライセンスされている。

LONZA は、古くから細胞発現系の研究を行っていた Celltech Biologics を 1996 年に

買収したことでその権利を取得している。この LONZA-GS System では同じベクター

でマウスミエローマ系の NS0 細胞を使う系と、CHO 細胞を使う系があるが、現在は前

述のような理由でCHO 細胞系が主流である。これまでの報告では DHFR系の発現系

よりも、その高生産取得過程において遺伝子増幅系に頼らないため、評価する細胞数

が少なくかつ早期に樹立可能であると言われている [ 3 ] [ 5 ]。さらに、高生産株は同
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時に染色体に取り込まれる GS 遺伝子活性が強いため、グルタミンが分解して放出さ

れて生じ、ある一定濃度以上で細胞毒性を示すアンモニアの蓄積が妨げられるという

細胞培養上の利点が言われている [ 33 ]。また、グルタミンは細胞の代謝にとって重

要なアミノ酸であるが、GS 発現系で構築された生産株は、培地にグルタミンを加えなく

て良いというコスト上、操作上の利点もある [ 18 ] [ 33 ]。 

宿主の CHO 細胞も当初の CHO-K1 株から、その無血清無蛋白馴化細胞株の

CHO-K1SV 株、さらにその CHO-K1SV 株の GS の対立遺伝子を完全に knock-out

した CHO-K1SV GS-KO 株など更なる改良がおこなわれている。この CHO 発現系は

非常に強力であり、現在多くの医薬品企業で汎用されている [ 5 ] [ 8 ] [ 44 ]。本研究

はこの CHO-K1SV 株を参考にしているが、得られた知見は、他の動物宿主細胞を用

いた発現細胞構築にも有効であると考えられる。 

 

1.4. バイオロジックス生産における細胞育種の位置づけ 

バイオロジックスにおいてもサイトカインなどの生理活性物質と異なり、近年主流の

抗体医薬品の場合は、数 mg ～ 数 100mg 単位、ときにはグラム（g）単位の臨床投

与量が求められるため、製造コストに対しての細胞の生産性の影響は大きい。すなわ

り、高生産株の樹立および、高生産培養法の樹立は抗体医薬品の安定供給や将来

の製造コスト面で非常に重要な点である[ 50 ]。 

安価で有用なバイオ医薬品の早期上市は多くの患者のために望まれているが、そ

の上市へ向けては多くの過程がある。このうち、バイオロジックス医薬品における分子

種決定から、動物細胞宿主を用いたバイオ医薬品産生株の樹立を育種プロセス（Cell 

Line Development）と言う。上市に向けた最初の第 1 相臨床試験開始までのプロセス

を時系列に列挙しその中での育種プロセスの位置づけを示したのが、Figure 1 である。

治験開始までに、細胞株の樹立と並行できるプロセスもあるが最終的には製造株の

決定後に各種のプロセスが最終化され、そのプロセスにおいて治験原薬製造と治験

薬製造がおこなわれることが分かる。 
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1M 2M 3M 4M 5M 6M 7M 8M 9M 10M 11M 12M 13M 14M 15M 16M 17M 18M 19M 20M 21M 22M 23M 24M

Tox-Study　(Pre-clinical） Phase-1 Clinical trial

cDNA clone instability evaluation
     Cell Line Development IND Submission

  Master Cell Bank
     Seed Cell Bank

Upstream Process Optimization

Downstream Process Optimization

　　　Analytical and Formulation development

  Scale-up Evaluation
cGMP Manufacturing  [Drug Substance]

cGMP Manufacturing [Drug product]

 

Figure 1 育種と第 1 相治験開始まで 

（M は month を意味する） 

 

この育種プロセスの内での各セルバンクの構築フローをお互いの関係を中心に示

したのが、Figure 2 である。クローニングを終わったのち、MCB（Master Cell Bank）が

作製されてはじめて、治験薬供給の原薬製造が開始される。バイオロジックス医薬品

においては、従来の低分子医薬品と異なり、製造に使う細胞株の決定とそのタイミン

グに依存する要素が大きい。つまり、細胞株の特性が目的産物の品質や安全性およ

び生産性（将来の製造コスト）に及ぼすうえ、臨床開始までのタイムラインにおいても、

大幅に短縮できないクリティカルパスになっている。 

そのうえ、早期臨床に使用した細胞株を、後期臨床にて変更することは、同等性、

安全性の証明に関しての規制当局への説明など、リスクを嫌い避けれれる傾向があ

るので、開発初期であっても安易に製造株を選ぶことは避けることが好ましい。そのた

め、動物細胞宿主を用いたバイオ医薬品産生株の樹立［育種］は、期間短縮と同時に、

高い生産性やプロセスへの適応といった性能、さらには上市後販売終了までの長期

間の継続的安定性が求められる非常に重要な工程となっている [ 50 ] 
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宿主細胞への遺伝子導入

クローニング操作
【プライマリークローニング】

細胞育種工程
親株

（Seed cell bank) （生産株樹立）

クローニング操作
【サブクローニング】

娘株
(Seed cell bank)

拡張培養とBanking

MCB
（Master cell bank)

　　　（治験薬製造）

拡張培養とBanking

WCB
（Working cellbank）

　　　　治験薬製造・実製造

 
Figure 2 バイオロジックス生産株の構築フロー 

 

1.5. 細胞株育種の効率化の必要性 

この育種、［生産細胞樹立］に当たっては、多数の候補株の中から最もふさわしい株を

選ぶ宝探しのようなものであり、その対象となる「山（細胞数）」が大きい（多い）ほど良い

株が含まれている可能性が高いという“Power Game”のようになっている [ 6 ] [ 20 ] 

[ 50 ]。その理由として、現在主流の遺伝子導入方法では、ベクタープラスミドに搭載され

たマーカー遺伝子と目的遺伝子のカセットが、宿主染色体上との相同組換えによるラン

ダム挿入を基本原理としているからである [ 2 ] [ 43 ]。この場合、得られた多数の

Transfectants ごとに染色体の挿入された部位が異なっていて、それにより得られた各

Transfectants の特性が異なっている。一つは、Position Effect と言われる挿入遺伝子に

対する発現効率の差で、他の配列からの正の亢進効果と負の抑制効果や、クロマチン上

で高度に凝集したクロマチン構造をとり転写され難いとされる Heterochromatin と、高次

構造がゆるみ、転写因子がアクセスしやすい Euchromatin の違いもあるとされている 

[ 30 ] [ 56 ]。二つ目は、相同組換えが起こる際に、目的遺伝子以外の元来宿主細胞が

持っていた遺伝子が knock-out されることでの不活化や、シスエレメントの変化による抑

制または亢進効果での細胞の特に代謝プロファイルの変化により、高生産株に「さわしい
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プロファイル」になるか、「ふさわしくないプロファイル」になるかがある [ 44 ] [ 45 ] [ 46 ]。

この代謝プロファイルの変化による目的遺伝子以外の宿主遺伝子の発現レベルの変化

は、クローンごとの目的産物の転写後修飾（PTM: Post translational modification）の違

いももたらしこれは目的産物の品質に違いを生じさせる[ 51 ]。三つ目は、スクリーニング

期間中に選択圧を掛けられたことに対する宿主細胞の反応としての挿入遺伝子の増幅

の程度の差である [ 40 ] [ 54 ]。このような理由から、遺伝子導入された細胞一つ一つが

異なるというHeterogeneityが生じていると考えられている。そして、この違いの大部分は

宿主細胞に遺伝子導入された時点で決まってしまうのである[ 46 ]。高生産株は希少であ

り、このうちさらに生産株として望まれる特性を持った株は希少である。そのため、できる

だけ多くの細胞を複数の指標（生産性、増殖性、目的産物の品質等）で早く、正しく評価

することが必要である[ 15 ] [ 50 ]。 

遺 伝 子 導 入 さ れ た Transfectants の 多 様 性 に 関 連 し て 、 単 細 胞 由 来 性

（mono-clonality：モノクローナリティ）の担保も重要である[ 55 ]。一つ一つの株を評価し

ているつもりでも、クローニングに複数の細胞株由来であると、徐々に細胞株の見かけの

特性や目的産物の特性が変わってきてしまうことになる。一般には、医薬品の治験段階

から上市までさらには発売期間中を通じて、同じ品質の製剤が使用されるように規制当

局からもこの mono-clonality の説明を求められる。この mono-clonality を担保するため

のこれまでの育種法は、限外希釈法（Limiting Dilution :LD）といって、細胞を単細胞由

来の細胞集団が得られるまで希釈してそれを適宜評価しながら拡張培養を行うという方

法 で 、 非 常 に 時 間 と 手 間 の か か る 方 法 が 主 で あ っ た が 、 手 間 の か か る 割 に

mono-clonality 性はそれほど高いとは言えなかった。 

そこで、単細胞由来であるという高い mono-clonality を担保しつつ多くの細胞を処理

する方法として一般化してきたのが、細胞を蛍光標識して高生産細胞を分類してソーティ

ングする fluorescence-activated cell sorter (FACS)を用いた育種方法である [ 7 ] [ 9 ] 

[ 54 ]。FACS では蛍光抗体で染色した細胞を液流に乗せて流し、レーザー光の焦点を通

過させ、個々の細胞が発する蛍光を定量的に測定し、細胞一つ一つを分別回収する。 

これに対して、細胞を半固形培地に播種して、単細胞由来のコロニーを光学的に評価

しする方法が開発されてきた[ 10 ] [ 32 ] [ 48 ]。このとき、目的タンパク質に対する蛍光標

識された二次抗体を半固形培地に含ませることで、高生産株に由来するコロニーの蛍光

強度を光学的イメージングし、それに相関する目的産物産生能を序列化することを可能

にしている。さらに、これを専用のシングルセルベースのクローニング機器を用い細胞集

団コロニーを中空針でピッキングするのである。この場合、FACS 法では確認できない細

胞の増殖性も確認できることや、作業中の細胞への物理的影響が少ないという利点があ

る[ 13 ] [ 14 ] [ 32 ]。このように、医薬品の開発としては他社との開発競争に勝つために
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タイムラインの短縮が求められ、医薬品の上市までのアプローチを考えると、出来るだけ

多くのターゲットについて生産株構築をしなければならない。そこで、多くの製薬企業でこ

の育種工程の単細胞由来性を明確に担保した手法での、効率化ハイスループット化が求

められている[ 6 ]。本研究では、この半固形培地とハイスループットのクローニング機器

を組み合わせた ClonePixFL（Molecular Device）を用いて、育種プロセスの最適化を

行った。 

 

1.6. 本論文の構成 

以下に本研究の概要を記した。 

第 2 章では、これまでの主流である限外希釈法による生産株取得の最適化をプライマ

リークローニングの段階で実施した。複数の目的産物（抗体）を使って、クローニング時の

培養条件を変えたことでの取得効率や取得されるクローンの特性に違いがあることを示

した。これらを組み合わせて、最適な限外希釈法でのプラットフォーム的な条件を割り出

した。 

第 3 章は、第 2 章での限外希釈法の欠点である効率の悪さや、細胞株樹立までの期

間を短縮することを目的としてハイスループットのクローニング機器を用いたプライマリー

クローニングを実施した。ここでこの系の根幹を成す、半固形培地の培地成分を最適化

することで、生育した総コロニー数と、期間内で充分な大きさまで生育するコロニー数（細

胞増殖速度が向上したことを示す）を向上させることに成功した。その結果、評価対象の

クローン数を大幅に向上させることができた。さらに、半固形培地に細胞を播種する前の

前培養条件（期間、初期細胞密度、選択剤濃度）を最適にすることで、育種プロセスの効

率と期間を大きく改善できた。 

第 4 章では、細胞株樹立の上で欠かせないサブクローニングについての研究である。

まず、限外希釈法によるサブクローニングについての実施例を示した。遺伝子導入され

た細胞株をクローニングしたいわゆる親株より、それを再度クローニング（サブクローニン

グ）して得られる娘株はより高生産であると言われているが、親株ごとの違いを網羅的に

検証し、その生産性向上効果を確認しさらにその主たる寄与は細胞ひとつあたりの生産

性を保ったままの増殖性の向上にあることを示した。さらに、第 3 章で用いられたシング

ルセルベースのクローニング機器を用いたサブクローニングも実施し、mono-clonality を

確保できる播種密度を確認し、期間短縮に寄与することを示した。また、この系が親株由

来の不安定の検証に有効であることも示した。 

最後に第 5 章では、本研究で明らかになった結果を総括して、今後の課題とともに研

究の展望についてまとめた。 
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短縮語一覧 

Abbreviation (略語）  Description (意味） 

BSA Bovine serum albumin 

CD Chemical defined 

CDACF Chemical defined animal component free 

cGMP Current good manufacturing practice 

CHO Chinese hamster ovary 

CHOK1SV Suspension variant of Chinese hamster ovary  

K1-SV strain 

CLD Cell line development 

Conf. Confluent 

CPFL Clone Pix FL  

CM Clone media 

CMV Cytomegalovirus 

CSI Clone Select Imager  

dFBS Dialyzed fetal bovine serum 

DGV Double gene expression vector 

DPS Days post seeding 

DT Doubling time 

dhfr / DHFR Dihydrofolate reductase 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS Fluorescence-activated cell sorter 

FCM Flow cytometory 

GMP Good manufacturing practice 

GS Glutamine synthetase 

HPLC High performance liquid chromatography 

HTS High throughput 

ICC Initial cell concentration 

ICH International conference on harmonization of technical 

requirements for registration of pharmaceuticals for 

human use 

IgG Immunoglobulin G 

IND Investigational new drug application 

IVC Integral viable cell density 

LD Limited dilution 

LN or Ln Natural logarithm  
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mAb Monoclonal antibody 

mg Milligrams 

mL Milliliters 

MCB Master cell bank 

MSX L-Methionine sulfoximine 

MTX Methotrexate 

NA Not applicable/not available 

pCO2 Partial pressure of CO2 in the culture medium 

pg Pico gram 

pcd Pico gram cell per day = unit of SPR 

PDL Population doubling level 

PTM Post translation modification 

Qp Specific productivity 

RCB Research cell bank (pre-master cell bank) 

rAlb Recombinant Albumin 

rpm Rotation per minute / Revolution per minute 

SCB Seed cell bank (pre-master cell bank) 

SD Seeding cell density 

SF Shake flask 

SGV Single gene expression vector 

SPR Specific productivity 

TBD To be determined 

TF or  TX Transfection 

VCD Viable cell density 

Via. Viability 

µg Micro gram 

µL Micro liter 

µM Micro molar 

w/ With 

w/o With out 

WFI Water for injection 
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第２章 限外希釈法による細胞株樹立 
 

2.1 緒言 

限外希釈法（Limiting Dilution :LD）は、Conventional な方法として、これまでバイ

オロジックス生産細胞株の樹立において用いられている手法である。限外希釈法の

原理としては、細胞集団を出来るだけ希釈播種することで、結果的に単細胞に由来

する細胞集団として細胞クローニングする手法である。 

この方法では、特別高額な実験機器が無くても実施可能であり、細胞の特性を把

握しやすく細胞評価にバイアスが入りにくいといった利点がある。しかしながら、①良

い株を得ようと多数を評価しようとすると工程自体が労働集約的なので工数がかか

る。また、②原理上、単細胞からの細胞立ち上がりにおける細胞の脆弱性の為、工

程全体に時間がかかり，それを短縮するために培地に血清を用いることがある。③

クロナリティの担保は，統計的な手法かこの後のサブクローニングによらざるを得な

いという欠点がある。 

プライマリースクリーニング時にはプラスミドDNAをトランスフェクションした細胞の

うち、低い確率でしか目的遺伝子が導入された安定発現株が出現しないため、数百

〜数千の細胞が 1 well に入る条件を設定する。そのうち遺伝子導入された統計的に

細胞株が 1 cell 以下になる条件のみを採用する。これだけではクロナリティーの保証

には十分でないため一般的に 2 step 目のクローニング（サブクローニング）が必須と

なる。 

一方、優良 pool からのクローニングや一度樹立した細胞株からのサブクローニン

グ時には細胞が 1 cell/well 以下となるように希釈、播種を行う。一般的にはこちらの

1cell/well 以下で播種する方法のほうが限外希釈法として知られている。 

 

本研究で用いた CHO-K1SV 宿主細胞 (Lonza Biologics)と GS 発現系システム

(Lonza Biologics)では、pEE12.4 と pEE6.4 という二つのプラスミドベクターを使用し

た。基本的に pEE12.4（約 7.5kbp）という GS 遺伝子が挿入されたベクターでメイン

の目的遺伝子（GOIs：Gene of interests) を発現させるための Single gene 

expression vector  (SGV) を構築する。抗体のように 2 ペプチドが必要な場合は、

GS 遺伝子を含まない pEE6.4(約 5kbp) というベクターでももう一つ SGV を構築し、

最終的に両者を組み合わせて一つにした Double genes expression vector （DGV）

を作製したものを使用する[ 3 ] [ 5 ] [ 11 ]。この DGV を用いて宿主細胞に遺伝子導

入する。このベクターいくつかのバリエーションが存在してはいるが、今回研究で用い
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た SGV の元となる pEE12.4 と pEE6.4 のベクターマップを Figure 3 に、構築後の

DGV発現ベクターの例を Figure 4に示した。この発現系の特徴として以下の6つが

挙げられる。 

① 宿主の CHO-K1SV 細胞が変異株ではない[ 3 ] 

② 宿主染色体への組み込みは、非特異的な相同組換えによる。この結果、遺伝

子導入体はすべて異なるゲノム部位(loci)に目的遺伝子を組み込んだヘテロ

な集団となる。 

③ 一つのベクターに H 鎖、L 鎖を同時に載せた Double gene vector system で

ある[ 5 ],[ 4 ]。これにより、H 鎖のみ高発現、L 鎖のみ高発現という不均等が

なくなる[ 45 ]。 

④ 宿主細胞へのランダムな integration による安定遺伝子導入系で、生産物遺

伝子（GOIs: Genes of Interests）と marker の GS 遺伝子も同じベクターで発

現させることで、GS の発現量を指標に GOIs の高発現株を取得しやすい 

⑤ 強力な hCMV-MIE promoter により GOIs を発現させる[ 11 ] 

⑥ 少し弱めの SV40 promoter により GS 遺伝子を発現させ、GOIs 発現量との

バランスから高発現株を取得する。 

 

Figure 3 Plasmid map of pEE12.4 and pEE6.4 
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(β-lactamase)

プロモーター配列 

H 鎖・L 鎖挿入部分 

GS 遺伝子 

薬剤耐性遺伝子 

ハムスター由来 

ヒトサイトメガロ 

ウィルス由来 

 Figure 4 Double genes expression vector （DGV）の構成 

(Birch J.R, et.al, 2005 [ 4 ] を参考) 

 

本研究で使用した、CHO-K1SV 株は GS 遺伝子の内在性遺伝子を保持してい

る。初回スクリーニング時（プライマリースクリーニング）では、挿入遺伝子配列とと

もに宿主細胞の染色体に組み込まれる GS 遺伝子の発現レベルを、グルタミンを含

まない培地で評価、さらに阻害剤である MSX を加えた 2 重の挿入確認法で細胞を

スクリーニングする(Figure 5)。このとき、播種される細胞密度と MSX の濃度により、

取得される細胞株の効率や分布に違いがあることが報告されている[ 18 ]。 

今回の研究では、この限外希釈法による GS system の CHO-K1SV 株でのバイ

オロジックス生産株取得について、プライマリースクリーニングの段階での最適化を

示した。特に、取得効率への影響や取得されるクローンの特性に違いがあるクロー

ニング時の培養条件を中心に。複数の挿入遺伝子（抗体）を用いた実施例から、現

実的な限外希釈法でのプラットフォーム的な条件を割り出した。 
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Figure 5 GS（Glutamine synthetase）によるグルタミンの生成と阻害剤の MSX 

（Methioninesulphoximine）の関係 

 (Barnes L.M., et al, 2000 より引用[ 1 ])  
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2.2  実験材料および方法 

2.2.1 細胞株（Cell line） 

CHO-K1SV 株(Lonza Biologics, Slough, UK）を宿主として使用した。 本株は

CHO-K1 細胞株由来で、無血清無蛋白含有培地に馴化された細胞である。 

 

2.2.2 培地 

細胞株樹立においては、以下の 3 種類の培地を使用した。 

① CD-CHO medium (Invitrogen) supplemented with 6mM L-glutamine 

(Invitrogen) 

② CD-CHO medium supplemented with 25μM methionine sulfoximine (MSX) 

③ CM25 Medium (Lonza Biologics) with 10% dFBS (Fetal bovine serum) 

外部からの追加 GS 遺伝子を保有していない宿主細胞 CHO-K1SV の培養に際し

てはグルタミンを含む①を使用した。グルタミンは 200mM の濃度の濃縮液を凍結状

態 で 保 管 し 、 使 用 時 に 溶 解 し て 使 っ た 。 プ ラ ス ミ ド に よ る 遺 伝 子 導 入 後 の

Transfectants の集団や選抜された細胞株の無血清条件での培養には、グルタミン

を含まず、さらに選択圧剤である MSX を添加した②を使用した。なお、MSX の基本

濃度は 25M であるが、実験条件によって濃度を変化させている場合もある。血清

含有条件下での遺伝子導入株取得には③の培地を使用し、必要に応じて MSX を添

加した。 

 

2.2.3 発現ベクターと挿入遺伝子 

本研究では発現させる目的遺伝子としては、5 種類のヒト化抗体を用いた。本文中

では、それぞれ mAb-A、mAb-B、mAb-C、mAb-D、mAb-E とした。 

諸言に述べたように、本研究では2種類のベクタープラスミド①pEE12.4と②pEE6.4

を使用し発現ベクターを構築した。  

抗体産生ハイブリドーマの cDNA から遺伝情報として取得した H 鎖（Heavy 

chain）、L 鎖 (Light chain) それぞれのうち鎖長の短い L 鎖を pEE12.4 に、サイズ

の大きい H 鎖を pEE6.4 に大腸菌を用いて個別にクローニングしたものをそれぞれ、

SGV とした。 

2 つの SGV を共通の制限酵素で切断してライゲーションしたものを抗体発現用の

DGV とした。DGV は制限酵素（PvuⅠ）で線状化され DNA 量として 40g づつ小分

けされた。 

 

2.2.4 培養条件 

宿主細胞(CHO-K1SV)の凍結バイアルは液体窒素保管状態からとりだし、素早く
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36～37℃のウォーターバスで溶解後、氷冷した CD-CHO 培地（Life Technologies）

に懸濁した。凍結剤を含む細胞を洗浄するため、150〜200xg （15 or 50mL-tube）

で 5 分間遠心して。上清を除去した後、細胞のペレットを初期細胞密度(ICC)が 2.0 

～4.0 x 105 cells/mL となるように、6 mM グルタミン入り CD-CHO に懸濁し、5% 

CO2、36.5℃で振とう培養(140rpm)する。通常は、125mL のベント蓋つきのディス

ポーザブルフラスコ（Corning）を使用する。継代はオーバーグロースを防ぎながら

ICC を指標に 6mM グルタミン含有 CD-CHO 培地で 2～3 日ごとに行った。 

取得された、生産株の培養条件も基本的には同じであるが、培地はグルタミン不

含有で適当濃度の MSX を含む培地を使用した。 

 

2.2.5 限外希釈法による育種 

安定発現細胞構築のための遺伝子導入は、エレクトロポレーション法で行った。前

培養により準備された対数増殖期の細胞を回収し、グルタミン不含有培地で洗浄後

1.4×107 cells/mL に調整した宿主細胞懸濁液を使用した。宿主細胞縣濁液 700 L

（1.0×107 cells）に対して、線状化された DNA 溶液 100 μM(40g)を加え、0.4 cm

キュベット（BIO-RAD、 165-2088）内でよく混合した。エレクトロポレーションは、

BIO-RAD 社の Gene Pulser Xcell™を用い、Exponential Decay 法、電圧 300V、

静電容量 900 F で実施した。遺伝子導入後の細胞を所定細胞“数”になるように

96well-plate に 50 μM/well ずつ分注し、その 24 時間経過後に 150 L 分の MSX

（添加濃度は設定濃度の 4/3 倍）を含む培地を添加した。培地条件としては、無血清

CD-ACF 条件（Chemical defined animal component free、培地は CD-CHO 

medium supplemented with MSX) と血清含有条件（CM25 Medium with 10% 

dFBS、 MSX）で使用する培地が異なる。最初の 96 well-plate での静置培養条件で、

4〜8 週間培養後、96 well で充分生育が見られるプレートについては顕微鏡観察な

どによる増殖確認後、50 L ずつサンプリングを実施し、生産性評価を行った（2.2.6

項に記載：ELISA または Octet 法）。 

選抜された株は、24well-plate→T25 角型フラスコへと選抜評価と拡張培養を繰り

返した。血清含有条件では、T-25 flask までは血清含有培地であるが、その後、T-75

角型フラスコに拡張する際、血清の減量による無血清培地への馴化を行ったのち、

振盪フラスコへ拡張した。無血清条件では、T25 角型フラスコから直接、振盪フラスコ

(125mL 、Corning) へ拡張し継代した。 

振盪条件での充分な増殖性が確認された細胞は、生産株(親株) として 7.5% 

DMSO を含む凍結用培地で保存した。 
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2.2.6 生産物濃度評価方法 

培養培地中の生産物濃度は、サンドイッチ ELISA 法（Enzyme-Linked Immuno 

Sorbent Assay：酵素結合免疫吸着法）又は、バイオレイヤー干渉法（Bio Layer 

Interferometry: BLI）による生体分子間相互作用解析システム Octet QK (Forte bio, 

Menlo Park, CA) を用いた（Octet 法）。 

ELISA 法に際しては、1 次抗体として goat monoclonal anti-human IgG Fcγ 

antibody (Jackson Immuno Research, West Grove, PA) を 96well-plate にコー

ティングし BSA を含むバッファーでブロッキングを行う。サンプル添加後、二次抗体と

して Horseradish peroxidase (HRP) -conjugated anti-human IgG (Jackson 

Immuno Research) を使用し、酵素基質として TMB を加え酸化して黄色になった溶

液を 450nm の波長で測定した。これを標準曲線に照らし合わせて定量した。 

Octet 法では、バイオセンサー先端表面上に固定されたレイヤーにリガンドが結合

することで生じる表面から反射された白色光の干渉波の波長シフトの変化を、リアル

タイムに計測し解析することで定量する。抗体濃度測定用には Protein-A のバイオセ

ンサーを用いた。 

 

2.2.7 振盪培養評価 

取得された細胞株は、前培養終了時の生細胞密度から初期細胞密度が同じにな

るように計算し、初期液量 10-30mL で振盪フラスコでの回分培養(Batch culture)を

行った。各ポイントでのサンプリングにより、生細胞密度と目的産物を測定し、次項の

細胞増殖性、生産物産生能の指標を算出した。 

 

2.2.8 各種細胞代謝の指標 

世代数（ PDL: Population doubling level ）、細胞倍加時間 ( Dt ： Doubling 

time,[Hrs]) 、積算生細胞密度( IVC：Integral viable cell density, [cells-day/L] ) 、

比生産性 ( Qp: specific production rate, [pg/cell/day] ) など各種細胞代謝の指

標は以下の計算式で求めた[ 39 ]。 

① PDL=1/LN(2) x LN(Cf/Ci) 

このとき 

Cf  = viable cell density (cells/mL) at time f 

Ci  = viable cell density (cells/mL) at time i (inoculation)  And  f>i 

 

② Dt = (Tf –Ti)x{LN(2) /( Ln(Cf./Ci)} 

このとき 

Tf  = time f, Ti = time i 

Cf.  = viable cell density (cells/mL) at time f 
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Ci  = viable cell density (cells/mL) at time i (inoculation or previous 

sampling) , And  f>i 

 

③ IVC [106 cell-day/mL]= IVC0 + (1/(2 x 106)/Σ(ti - ti-1)(VCDi + VCDi-1 )  

  このとき、 

t : time point  i  (day) 

VCD   : viable cell concentration  [cells/mL] 

 

④ Qp = titer / IVC 

 このとき、 

 titer ： product concentration [mg/L] 

 

また、Outgrowth efficiency (生育ウェルの取得効率) は以下の計算式を用いた。 

⑤ Outgrowth efficiency (%) 

= number of cell growing wells / number of total seeding wells X 100 
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2.3. 結果 

2.3.1 播種細胞密度の比較 

このクローニング手法のように Transfectants を非生産細胞も交えたまま、同じ

well 多数の細胞を播種する限外希釈法では、outgrowth efficiency に影響を与える

スクリーニング時培養条件と、その際の播種細胞密度が重要である[ 18 ] [ 41 ]。 

細胞培養用のマイクロウェルプレートの well に播種された細胞は、グルタミン不含

有という培地条件、かつ GS 遺伝子の阻害剤である MSX にさらされることでベクター

からのGS遺伝子が導入されていない細胞に対しては2重のスクリーニングを受ける

ことになる。理論上は各 well に数千細胞が含まれるが、そこに遺伝子導入された細

胞が存在しなければ、その well からの増殖は認められないことになる。また、そこに

遺伝子導入された細胞があっても GS 遺伝子の発現レベルが MSX の抑制に打ち勝

つレベルにないと、細胞増殖に必要なグルタミンを産生することができずに、その

well からの増殖は認められない。 

Figure 6 では、mAb-A を導入した細胞をスクリーニングした際の各初期選択培養

条件における outgrowth efficiency を示している、どの条件においても MSX 濃度が

低いほど細胞の outgrowth efficiency が高くなっていることが分かる。また、播種細

胞密度が高いほど outgrowth efficiency が高くなっている。そして、血清存在下 

(w/Serum) では無血清(CD-ACF) 条件より、細胞の立ち上がりが良いことが示され

ている。 
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Figure 6 Comparison of outgrowth efficiency with serum containing 

media vs. CD-ACF 

 

 

横軸に実際観察される表面上の outgrowth efficiency を示し、縦軸がそのときの

各 well の状態をシミュレーションしたものが Figure 7 である（文献[ 12 ] の理論をも

とに計算）。例えば、半数の well から細胞が立ち上がってくる最右端の条件ではその

うち半分しか 1cell/well のものはなく、他は同じ well に 2cell 以上の transfectants が

含まれていることを示している。outgrowth efficiency の低い領域では、single-cell の

確率は outgrowth efficiency に比例し、この図からは、5%の outgrowth efficiency 

のとき single cell である確率は 95.1%であり、同様に、10%の outgrowth efficiency 

のとき single cell である確率は 90.1%である。その後の効率等も考えると、single 

cell が 90%を下回るような条件は好ましくないと考えられた。 
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Figure 7 Simulation of outgrowth-efficiency and distribution of 

existing cell number 
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Figure 8 Outgrowth efficiency at each seeding cell density per well 対数 

TF-1 と TF-3 はﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝﾛｯﾄを示す． 

指数近似曲線（exponential：緑）と線形近似曲線（liner：黒） 
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無血清条件で mAb-E を用いて各 Seeding cell density で播種した際の

outgrowth efficiency をプロットしたものが Figure 8 である。この条件の場合、理論

上 single cell を 95%以上の確率で得るためには、5,000cells/mL 程度が好ましく、

90%以上の確率で得るためには、8,000cells/mL 以上で播種した条件からはクロー

ニングしないことが好ましいと考えられる。 

Outgrowth efficiency は、挿入遺伝子、スクリーニング条件によって異なった

(Figure 6、Figure 10)。 

 

2.3.2 スクリーニング期間の比較 

宿主細胞は、最適培地条件で約 20-24 時間の倍加時間を示すが、スクリーニン

グ条件下では single cell からの立ち上がりになることや、transfection shock によ

り増殖速度はこれより遅くなり、倍加時間は長くなる。細胞が 24 時間で倍になる標

準的速度であれば、10 日間で、210=1024≒103 であり、20 日間（3 週間）で、

2(20)=2(10+10)=1048576≒106 で 96well plate ではコンフルエントであるが、実際は、

4-10 週間でコンフルエントになる。 

序論でも述べられように、遺伝子導入された transfectantsはheterogeneityで不

均一な集団であり増殖速度も一定ではない。早い時期に評価すると、増殖が遅くそ

の時点でまだ細胞が充分増えきっていない well は低く評価されてしまう。一方、静

置培養でコンフルエント近くに達した well はその時点で適切に培地添加や拡張培

養などをされないと、栄養源の枯渇などで細胞が死滅してしまうことになり優良株を

取り逃すことになりかねない。 

 

Table 1 Screening culture duration and number of clones at each 

stage(mAb-A) 

 左のカラムは、96well での培養期間を示す（5W：3 週間〜10W：10 週間） 
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mAb-A 96well 24well T25 T75 SF
Serum_5W 138 86 20 11 5
Serum_6W 69 65 10 4 4
Serum_8W 31 24 10 6 4
Serum_10W 9 8 3 3 3

Total 247 183 43 23 16

mAb-A 96well 24well T25 SF
CD_5W 49 24 20 5
CD_6W 66 38 20 3
CD_8W 49 24 10 5
CD_10W 4 1 1 1
Total 168 87 51 0 14   
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Table 2 Screening culture duration and number of clones at each 

stage(mAb-C) 

 

mAb-C 96well 24well T25 T75 SF
Serum_3W 30 23 21 14 8
Serum_4W 61 48 30 10 6
Serum_5W 208 96 30 12 7
Serum_6W 159 72 27 12 6
Serum_7W 199 72 14 8 6
total 657 311 122 56 33

mAb-C 96well 24well T25 SF
CD_6W 68 30 20 13
CD_7W 41 23 20 7
CD_8W 43 24 10 6
CD_10W 39 24 10 5
total 191 101 60 0 31  

 

静置培養から、振盪フラスコ（SF: Shaker flask）に拡張する基準は明確とは言え

ないが、その時点での生産性などが有望な株を選んでいる。それゆえ、Table 1 や

Table 2 にあるように最終的な振盪フラスコまでの拡張クローン数をほぼ同程度と

みなすと、初段のスクリーニング期間は最大二倍程度の差が付くことがあるというこ

とである。血清含有条件のほうが無血清条件より、ピークに達するのが 1-2 週間早

いことが分かる。取得された発現株（mAb-C を発現）を振盪培養まで評価して、取

得時期ごとに比べたのが、Figure 9 である。傾向として、短いスクリーニング培養期

間では、増殖性が良いものが多い（IVC が高い）が、細胞あたりの比生産速度が低

い株が多かった。逆に、長いスクリーニング培養では、良好な細胞増殖は望めない

が、細胞あたりの比生産速度が高い株が得られている。ただし、長いスクリーニン

グ期間から得られた細胞株では傾向として生産性自体も低くなってきている。 

この段階のプラットフォームでは、極端に短い培養期間からは特に、比生産性の

観点から確率的に優良クローンが得られにくいということが示された。 
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Figure 9 Properties of established cell lines (mAb-C) derived from 

different screening duration  

[Left panel: Serum_TF、 Right panel: CDACF_TF] 

[最上段:回分培養での IgGの最終濃度(mg/L)、中段：同じく比生産速

度(pg/cell/day)、下段：IVC ] 

■は好ましい特性 
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2.3.3 酸素濃度の比較 

初代細胞の培養の際などに問題にされる、酸素毒性の影響を確認する為、低酸

素条件(10%酸素濃度)でのスクリーニングを mAb-B を導入した細胞集団で試みた。

スクリーニング効率の比較結果の一部を Figure 10 に示す。この mAb-B では選択剤

の MSX を下げた条件では細胞が生えすぎて評価できなかった。 

得られた、細胞株の生産性としては充分足切りされていないためか、低生産株の

割合が大きく、平均では、通常酸素濃度（Air）のほうが良くなった。 

 

Figure 10 Comparison of outgrowth efficiency with oxygen 

concentration: 

 CD-ACF condition (mAb-B), concentration of MSX is 50μM 

 

2.3.4 血清含有培地と無血清培地の比較 

血清含有条件と無血清条件でのスクリーニングでの違いをいくつかの目的遺伝子

で比較した。Figure 11 は mAb-A のスクリーニングの最初の段階である、

96well-plate での生産性評価を示している。無血清条件下では、その半分程度が非

生産株であったのに対し、血清を含む培地条件では得られる株数も多く、標準の

25μM でも多くの生産株が得られている。この段階では、血清があることで well 中の

細胞数も多く、また細胞が挿入遺伝子の抗体を産生する際も、血清の生産性向上効

果で高くなっていたとも考えられる。 

これまでの検討から、無血清条件下では MSX 濃度を高めにスクリーニングすること

が良いことが分かったので、この最適な条件で mAb-E の育種を行ったときのデータ

を Figure 12 に示した。同じく mAb-E のスクリーニングの最初の段階である、
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96well-plate での生産性評価を示している。ここでは、無血清条件ではその 40%ほ

どが、0-1mg/L という低生産性であるのに対して、血清含有培地では、そのような低

生産及び非生産株の比率は非常に低い。つまり、血清含有条件では細胞自体の立

ち上がりもよいので、同じ細胞数を処理すれば CD-ACF 条件に比べて「多数の」「生

産性の良い」株が容易に得られたと言える。 
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Figure 11  IgG (mAb-A) productivity of individual clones in 96well stage 

(Upper panel: Serum_TF , Down panel: CDACF_TF)  
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Figure 12 Distribution of IgG (mAb-E) productivity of cell lines at 96well 

stage (Upper panel: Serum_TF,  Down panel: CDACF_TF)  

 



 
- 31 / 78 - 

2.3.5 選択剤 MSX 濃度の比較 

GS 遺伝子の阻害剤である MSX の濃度は各種条件設定の際に、基本的に 2 段階

以上設定された（Figure 6、Figure 11）。原理からも自明な通り、低 MSX 濃度では選

択圧としての機能が不充分で Outgrowth efficiency が向上し、高 MSX 濃度では、増

殖が抑制される。また、特に無血清条件下では、高 MSX 濃度で低発現株に対して「足

切り」をすることで効率よく選抜することができる。この際は、播種密度も高く設定する

必要がある。 

 

2.4 考察 

1st スクリーニング時の培養期間ごとの傾向では、早期に立ち上がってくる細胞は、

増殖性の高い細胞が多かった。初期の評価は評価数も膨大であるので、抗体産生量

だけで評価せざるを得ないが、その時点での抗体産生量は、抗体産生量を示す以下

の式 

 

抗体生産： Titer [g/L] = Qp x IVC 

Qp : Specific productivity [pg/cell/day] 

IVC : Integral viable cell density 細胞数と時間の積分値 

のうち、 

IVC に依存する部分が多くなっているものが多いと言える。また、あまりに立ち上が

りが早いものは選択圧が不十分でいわゆる「足切」できなかった低生産性の細胞株が

多いことや、さらに選択圧が不十分で本宿主細胞特異的な内在性の GS 遺伝子によ

る非生産株が含まれていることが多いので除く必要がある。 

逆に、遺伝子導入から 8 週-10 週といった後半に立ち上がってくる細胞は、選択圧

により増殖が制限されているだけでなく、細胞の特性として増殖速度が遅くなっている

ものが多く、それらを振盪培養などへ進めても細胞が充分増えないケースが多かっ

た。 

酸素毒性については、これまでも報告がある。今回、CHO-K1SV においても低酸

素濃度にすることで細胞の増殖を促進できることが分かった。ただ、遺伝子導入効率

などから考えると、outgrowth efficiency は極端に高く、播種細胞密度が増えるとその

影響は加算効果だけではない、正の相互作用が見られ1wellから複数コロニーが立ち

上がってくるようなことも見られた。さらに、実際取得された細胞株は低生産のものが

多かった。低酸素を保つためのマルチガスインキュベーターを充分備えることや、常に

窒素ガスを供給することを考えると、特に際立った正の効果のないこともあり、敢えて

低酸素条件にしない培養法を基本とした。 

限外希釈法で重要なパラメーターは選択剤の濃度設定と播種細胞密度であると考
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えられた(Table 3)。 

 

Table 3 Summary of condition setting for Limiting Dilution Cloning 

 

Item Condition 
Outgrowth 

efficiency 

Efficiency of 

obtaining  

high producer 

#1 
Culture duration at 

1st plate (96well) 

3weeks 

through 

10weeks 

3 to 5 weeks 5 to 8weeks 

#2 
Screening 

media 

with FBS 

vs. 

CDACF 

with FBS with FBS ≒ CDACF

#3 

Concentration  

of oxygen in 

incubator 

Low: 10% O2

vs. 

Normal: 21% 

(Air) 

 

Low Low≒Normal 

#4 

Concentration of 

MSX 

25 M  

vs. 

50 M 

25 M 

Media dependent  

correlation with MSX 

with FBS：25 M 

CD-ACF：50 M 

#5 

Seeding cell density 
2500-10000 

cells/well 

Mab dependent 

correlation with 

MSX 

- 

 

2.5 結論 

細胞育種時の条件を各種変えることで細胞取得効率に差があることが示された。

比較条件として同じ数（1x107cells）の transfectants を評価して定量化しても、その一

つ一つの細胞状態が異なるので同じ評価をしているとは言えない難しさがある。しかし、

発現させる目的遺伝子を複数実施しながらいろいろな条件を確認することで、実使用

に意味のある条件を導き出すことができた。 
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すなわち、1 回目のスクリーニング培地（96well-plate）からの評価と拡張培養の時

期としては、あまりに増殖の速すぎる細胞を過度に含まないように 5 週目頃に一度行

い、そのときまで充分増殖できなった細胞をその 2 週間程度後に評価と拡張培養を行

うと良い。それ以降に増殖してくる細胞は、細胞の増殖能が劣る可能性が高いので積

極的に取得する必要はそれほどないことが示された。 

低酸素条件では transient な遺伝子発現株や内在性の GS 遺伝子に由来すると思

われる非生産株の割合が増すため、評価数が増大する割に高生産株が効率的に習

得できないので、特に発現細胞の取得が難しい分子種を発現させるときを除いて基本

的に利用する必要はない。 

血清の使用に関しては、動物由来原料を極力排するという昨今の規制当局の姿勢

から、無血清無タンパク条件を主とする。ただし、血清由来条件に比べて細胞の取得

効率が落ちることと、MSX 濃度が低い条件では高生産株が取得確立が高くない為、

MSX 濃度は血清含有条件よりも高め（50 M）にし、播種細胞密度も高めとする。そし

て供する transfectants も充分（人手の要る 1 次評価のサンプル数はそれほど増えなく

て済む）あるようにすることが好ましい。 

血清含有条件は、今後は非主流な方向になると考えられる。ただし、現在でも充分

に試験材料の由来を示し適切に記録をとる方法で細胞育種を行えば、規制当局から

の要請には充分適合できる。目的タンパク質をきちんと発現する transfectants を効率

的に取得できる条件である。また、CHO-K1SV 株の場合、遺伝子導入後の細胞の立

ち上がりが無血清条件に比べて約 1 週間程度早いため、血清低減や無血清化のプロ

セスによる遅れはなく、無血清条件とほぼおなじリードタイムで発現株が SCB/RCB と

して保存できる(Figure 2)。 

細胞の播種密度と選択剤の濃度は、この限外希釈法において最重要な因子である。

また、これは、目的遺伝子との作用で一概に決めることは難しい。同じ well に複数の

遺伝子導入 transfectants が起き上がってこないような播種密度と選択剤濃度を設定

する必要がある。無血清条件の場合、MSX の濃度としては 50μM を基本（上限）として

予備検討を行うのも効果的である。血清含有条件の場合、25μM が基本となる。これ

も複数の抗体遺伝子を発現させることで分かったことである。 
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第３章 シングルセルベースクローニング機器による 

細胞株樹立 
 

3.1 緒言 

第 2 章で述べた、「限外希釈法」は特別な装置などがなくても細胞株樹立が行える

というメリットはあるが、そのほとんどが作業者の手作業で行われる労働集約的な方

法であまり効率的ではない[ 1 ] [ 15 ]。 

一般に、最適な発現株を取得しようとする場合、できるだけ多くの Transfectants を

スクリーニングすることが有効だからである。そこで、単細胞由来であるという高いモノ

クロナリティーを担保しつつ多くの細胞を処理する方法として一般化してきたのが、細

胞を蛍光標識して高生産細胞を分類してソーティングする fluorescence-activated 

cell sorter (FACS)を用いた育種方法である [ 7 ] [ 9 ] [ 54 ]。FACS は蛍光抗体で染

色した細胞を液流に乗せて流し、レーザー光の焦点を通過させ、個々の細胞が発する

蛍光を定量的に測定することのできる FCM （flow cytometory：フローサイトメトリー）

という機器と同義である。分析専用のアナライザーもあるが、細胞育種には分取可能

なセルソーターを用いる。この方法は、非生産細胞と抗体産生細胞を分別できないと

いう限外希釈法の弱点にたいして、これらの細胞を効率よく分別できるという点では有

用である。ただし、細胞が液流にある状態で細胞が増殖している状態を直接反映して

いないことから、蛍光強度と細胞から分泌生産される目的タンパク質の産生量との間

に相関がない点や、sorting の際に細胞が物理的ダメージを受けてシングルセルから

の細胞回復と増殖が良くない点などが課題となっている[ 36 ]。そのため、新しいシング

ルセルクローニング系の樹立が求められている。 

近年、半固形培地（semi-solid media）を介した細胞評価で細胞表面に分泌される

目的タンパク質を評価する系が報告されている [ 10 ] [ 32 ] [ 48 ]。半固形培地中で単

細胞にまで分散された細胞は、その場所に保持されたまま分裂することで単細胞由来

のコロニーが形成されるが、そのとき細胞表面に分泌される目的タンパク質も拡散が

抑制され、そのコロニー近傍に保持される。目的タンパク質に対する蛍光標識された

二次抗体を半固形培地に含ませることで、高生産株に由来するコロニーを蛍光化で可

視化、評価できるようになる。このような半固形培地とシングルセルクローニング機器

を組み合わせた方法はバイオロジックス生産細胞株樹立にとても効果的であると期待

されている、[ 13 ] [ 14 ] [ 21 ] [ 48 ]。しかしながら、無血清馴化 CHO 細胞と、この有効

と思われる細胞株スクリーニング方法を組み合わせた詳細な条件検討は報告されて

いない。 



 
- 35 / 78 - 

そこで本研究では、半固形培地を使用したハイスループットなシングルセルクロー

ニング系を GS-system の宿主細胞である CHO-K1SV 株に用いた。半固形培地の組

成最適化と半固形培地に播種するまでの期間などを最適化することでハイスループッ

ト機器でのピッキング効率を向上させ、元々の細胞プールが持っていた多様性

（diversity）を保持したまま、最終的な育種期間の短縮と高生産株の取得を行った。 

 

Figure 13 Single cell-based cloning system “Clone Pix FLTM ” 
(Molecular Device 社 Home page “http://www.moleculardevices.com/”より

抜粋) 
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3.2 実験材料および方法 

3.2.1 細胞株および培地 

宿主細胞株と液体培養時の培地および培養条件は前章と同じである。新たに、発

現させる目的遺伝子としては、ヒト化抗体 mAb-F も用いた。 

半固形培地はメチルセルロースを基材とした、CloneMatrix (Molecular Devices) 

をベースとし処方最適化を行い、このとき対照として、Pre-mix 処方半固形培地であ

る Clone Media CHO-G (Molecular Devices) も使用した。 

半固形培地の処方最適化の際には、組換えアルブミン (rAlb： recombinant 

albumin)として、Invitra 社製と EMD Millipore 社製の製品を使用した。また、これ以

外の添加物として化学合成品のサプリメント(GSEM, Sigma-Aldrich) を使用した。 

半固形培地に添加物として使用される培養上清は、宿主の CHO-K1SV 細胞株を

グルタミン不含有の CD-CHO 培地で 2 継代したものを回収し、遠心分離とフィルター

濾過で細胞を除いたものを-40℃に分注保存したものを使用時に再融解して使用し

た。 

 

3.2.2 遺伝子導入 

宿主細胞への遺伝子導入方法は、前章と同じエレクトロポーレーション法で実施し

た。限外希釈クローニングでは、遺伝子導入後すぐにマイクロウェルプレートへ分注

(50μL/well)したが、シングルセルベースでのクローニング用には、初期細胞密度が 

2.0 ～4.0 x 105 cells/mL となるように CD-CHO 培地に希釈し T-25 角型フラスコへ

5mL 又は、T-75 角型フラスコへ 20mL を張り込んで前培養を実施した。 

 

3.2.3 シングルセルベースのクローン選抜方法 

遺伝子導入された transfectants pool は 3-14 日間の前培養期間を経たのち、蛍

光標識された二次抗体（CloneDetect）を含む半固形培地に 1,000-10,000cells/mL

で播種された。シングルセルベースのクローン選抜機器として ClonePixFL 

(Molecular Device) を使用した。半固形培地上で 10-14 日間培養されたのち、形成

されたシングルセルに由来するコロニーを ClonePixFL にて可視光で同定するととも

に、蛍光強度で産生している目的産物を評価しソフトウェア上で選択されたコロニー

を中空のピンでピッキングする[ 21 ]。ピッキングされた細胞集団は 200μL の液体培

地を含む 96well のマイクロプレートに任意の順序に整列するように、縣濁回収される。

96well のマイクロプレートは、5% CO2 のインキュベータに移され 10-14 日間培養さ

れた。この後は、限外希釈法（前章）による育種方法と同様に、評価と拡張培養が行

われた。 
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また、半固形培地最適化の過程では、Clone Select Imager (Molecular Device) によ

る各コロニーの画像評価方法も使用した。 

 

3.2.4 評価指標 

Colony formation ratio (コロニー形成率) は以下の計算式で求めた。 

Colony formation ratio (%)  

= number of particular colonies / viable seed cells X 100 
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3.3 結果と考察 

3.3.1 半固形培地の処方最適化検討 

シングルセルベースのクローン選抜機器として使用する ClonePixFL では、クロー

ニングの際に細胞を不動化する半固形培地を用いることを特徴としている[ 21 ]。た

だし、市販半固形培地の Pre-Mix された Clone Media CHO-G (Molecular Devices) 

を CHO-K1SV 株に用いると、Colony formation ratio が著しく低く、増殖も遅いため

限外希釈法より効率的選抜と期間短縮において利点があまり見いだせなかった。 

遺伝子導入された同じ細胞 pool をメチルセルロース含有の CloneMatrix に液体

培地の CD-CHO が終濃度で 1 倍になるようして調整したプロトタイプ処方の自家調

製半固形培地（x2.5 CloneMatrix 40%, x2 CD-CHO 50%, Spent Media 10% ）と

Clone Media CHO-G に播種した際の ClonePixFL での画像の比較結果を Figure 

14 に示す。明らかに、コロニーの数とサイズに違いがあり、自家調製培地のほうが

優秀であることが分かる。 

 
Figure 14 Comparison of semi-solid media between In-house Media vs. 

pre-mixed CloneMedia by single-cell-based clone selection system 

ClonePixTM FL 
 遺伝子導入後 7 日経過した同じ Transfectants を 2500cells/mL で播種し、ClonePix FL の白色

光と蛍光画像での画像（緑色の蛍光を発しているコロニーが高生産株） 

 

細胞増殖性を改善させるため、半固形培地の処方最適化を試みた（処方最適化

実験-1）。先のプロトタイプ処方を基本として、spent media を 3 水準（0%、10%、
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20%）、組換えアルブミンを 2 水準（0%、0.1%）、サプリメントの GSEM を 2 水準（0%、

2%）の 12 条件を完全割り付けとした。処方最適実験をいくつか行うにあたり毎回、

遺伝子導入体を準備するのは作業性と再現性で効率が悪いため、限外希釈法で樹

立した mAb-E 生産株 2 株の混合 pool を用い、評価についても作業性のより高い

Clone Select Imager（CSI）のイメージング機能を用いた。抗体発現細胞 pool を半

固形培地に 400cells/mL で混合し、6well-plate に播種し培養したものを 12 日後に、

CSI で画像解析した結果をまとめたものが、 Table 4 であり、グラフ化した結果が

Figure 15 である。 

サプリメントである GSEM の添加で、コロニー形成効率が改善している。ただし、こ

のとき用いた任意の組換えアルブミン（InVitria）に関しては正の効果は見られなかっ

た。また、spent media の添加では、コロニー形成効率が改善し、さらに細胞の増殖

速度を示すコロニーの面積も改善されている。このときの画像の一部を Figure 16 に

示す。ここでは、spent media の「あり」：下段と「なし」：上段での違いが解析前の画

像でも確認できる。 

この実験で最も効果があったのは、spent media であった。細胞の無血清条件の

液体培養における、spent media の効果はこれまでも報告がある[ 15] [ 41] [ 42]。分

泌された物質が、分泌した同種細胞自身に作用するオートクライン因子が、増殖を促

進すると考えられている。多くの腫瘍細胞が、増殖因子を産生することが分かってい

て、線維芽細胞増殖因子(FGF: fibroblast growth factor)、 トランスフォーミング増

殖因子受容体(TGFR： transforming growth factor receptor)や血管内皮細胞増殖

因子(VEGF: vascular endothelial growth factor)などが知られている[ 47 ]。今回用

いた、spent media にもある種の増殖因子が宿主細胞から分泌されていたと考えら

れ、半固形静置培地という物理的なストレスがないところでも単細胞からの分裂開始

によるコロニー形成と増殖亢進に寄与したと考えられる。 
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Table 4 Results of semi-solid media optimization-1 

Spent Media
 [%]

rAlbumine
[w/v %]

GSEM
[%]

Average number
of total colonies
[colony/ well]

Average number of
obtained colonies
[colony/well]

 Average Area

[mm2]

Colony
forming ratio
[%]

#01 0 0 0 820 95 0.007 12

#02 0 0 2 708 174 0.009 22

#03 0 0.1 0 650 37 0.006 5

#04 0 0.1 2 604 155 0.008 19

#05 10 0 0 815 129 0.013 16

#06 10 0 2 758 231 0.013 29

#07 10 0.1 0 381 128 0.010 16

#08 10 0.1 2 498 231 0.010 29

#09 20 0 0 545 178 0.013 22

#10 20 0 2 654 210 0.011 26

#11 20 0.1 0 437 150 0.015 19

#12 20 0.1 2 1094 245 0.015 31

 

 

Figure 15 Result of semi-solid media optimization-1 (Graph) 
 上段がコロニー形成率の比較で、下段が平均のコロニーサイズの比較 
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Figure 16 Captured image of cell growth by Clone Select Imager 

 

この実験で使用した組み換えアルブミンについては効果が認められなかったが、

現在は、これ以外にも各社から提供されている。そこで同様の実験系でアルブミンに

ついてのスクリーニングを実施した。その結果、Cell Prime rAlbumin AF-G (EMD 

Millipore Corporation) が最も良好な成績を示したので、今後の検討にはこちらを用

いることとした。 

次に実際に、培養上清の効果を再確認とスクリーニングした新規の rAlb の効果を

確認する実験を行った。このときは、半固形培地中に目的産物である抗体に作用す

る、蛍光色素を含有した CloneDetect を加えクローニングを行う ClonePixFL を実際

に使って評価を行った（Figure 17）。その結果、 spent media により、total colony

の ”colony forming ratio” が大きく向上している。この spent media の効果を再確

認するとともに、また、rAlb でも total colony の”colony formation ratio”が向上して

いる。この実験では、GSEM は単一成分としての有意な効果はほとんど認められな

かった。 

実際は、微小なコロニーや目的産物を産生していないコロニーは、物理的に取得

できなかったり、低増殖低生産ということで選抜されることはなく、ClonePixFL で選抜

可能なサイズのコロニー（pickable colony）の数や目的産物を認識可能なレベルで
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分泌しているコロニー（producers colony）の数に意味がある。その点に着目して見

てみると、spent media 非含有の左 Panel は GSEM や rAlb が存在しても、pickable 

colony、producers colony ともに差は認められていない。 

このとき spent Medium の存在下で、rAlb があると大きく pickable colony の出現

率を向上させている。つまり pickable colony が増えたということは微小な colony が

生えたというより、一つ一つのコロニーの増速を促進していることを意味する。この

rAlb と spent media には単純な加算効果だけでなく、相互作用があると考えられる。 

さらに、GSEM は単一成分としての効果はほとんど認められないが、spent media

や rAlb との存在下で Pickable colony の出現率を向上させている。3 成分の存在条

件下での pickable colony の向上だけでなく、producers colony の出現率を向上さ

せている。つまり、今回添加した、spent media、rAlb と GSEM は 3 成分が共存する

ことで意味のある組成となっていて、このうち一つが欠けても優れた培地にはならな

いことを意味する。ここで、重要とした Producers colony も増えているということは、

遺伝子未導入の非特異的株にだけ増殖促進効果があるわけでなく、目的産物産生

能を有する株の多様性と選択性を維持していることを示している（Figure 17）。結果

として、最適の組成と考えられる spent media を 10%、rAlb を 0.5%と GSEM を 2%

の処方下で、total のコロニー形成率として 60%を達成し増殖性も良くなったことで、

pickable colony の形成率も 30%程度と向上し、これらが増えることで目的産物の発

現が認識できる producers colony が 20%得られた。 

この実験で効果の認められたアルブミンに関しては、培地中での脂質の担体とし

て働くことや抗酸化作用を持つこと、さらに細胞への物理化学的な損傷を低減させる

というような生物学的特性が考えられており [ 19 ] [ 31 ]、実際に液体の化学合成培

地に添加することで単細胞からの取得効率が向上したという報告[ 43 ] もあるので、

今回、半固形培地に添加した際にも、同様に単細胞での増殖促進効果などが認めら

れたことはその機構解明にも新たな考察を与えると考えられる。各組換えアルブミン

で異なる差が認められた理由は定かではないが、脂質成分や他の成分との複合作

用で細胞増殖に寄与していると考えられる。また、このような化学的な観点とは別に、

医薬品生産の薬事的観点として考えれば、動物由来の成分よりは組換え体により製

造されるタンパク質ということで望ましい方向性である。 
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Figure 17 The evaluation of cell growth and productivity using various 

semi-solid media supplements in single-cell-based clone 

selection system ClonePixTM FL. 

 

3.3.2 Transfectants の MSX 耐性評価 

一般に、生産細胞樹立過程において、非特異的細胞の増殖を効果的に抑制する

遺伝子選択剤（この宿主では MSX）は過剰量存在すると、遺伝子導入された細胞の

増殖まで抑制することがあったり、この抑制を克服するために細胞の遺伝子増幅機

構が働き、目的産物の遺伝子のコピー数まで変化するので影響はとても大きいと考

えられている。 

本来なら、遺伝子導入後すぐに半固形培地でのスクリーニングを開始しても良い

が、半固形培地の処方を最適化しても、100%の細胞が単細胞から立ち上がる条件

ではない以上、良い状態の細胞をある程度増殖させてから播種する方が効率的であ

る。そこで、半固形培地に播種する前の細胞状態を良くするために、transfection 後

の細胞について初期細胞密度と MSX 濃度を変えて、培養を試みた（Figure 18）。遺

伝子導入 24 時間後に選択剤を添加している。初期細胞密度(ICC：Initial cell 

concentration)を 2 水準（2x105cell/mL と 4x105cell/mL）、MSX 濃度を 4 水準（0， 

15, 25, 37.5μM）で静置培養された。生存率は、しばらく経時的に低下し、MSX 濃度

依存的に無添加では 2 日後から、添加条件では、低濃度側の 15μM ではだいたい 4

日後から、高濃度の 37.5μM で 12 日後から僅かに上昇に転じる。生細胞密度は

徐々に低下し、あるポイントから上昇に転じる。同じ MSX 濃度では、初期細胞密度
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が低いほど生細胞密度だけでなく、生存率も低くなる。そして、生存率の回復に伴っ

て生細胞密度も回復する。あまりに低くなった生細胞密度と生存率では細胞が回復

にとても時間がかかる。この生存率低下期間に、遺伝子の導入及び宿主染色体へ

の組換えが上手く起こらなかった株の淘汰が進んでいると考えられる。選択剤である

MSX に対する抵抗性は、挿入された目的遺伝子の発現レベルと相関していると考え

れられる GS 遺伝子の発現レベルに依存する。細胞株によっては、DNA の二本鎖開

裂によって、遺伝子増幅が起き GS 遺伝子と目的遺伝子の発現量向上がなされてい

る。実際のクローニング開始前の細胞株のスクリーニングが、高生産株を効率的に

取得する為には重要となっている。適切な、初期細胞密度の設定と MSX 濃度の設

定が効果的なクローニングに重要となる。ここでは、初期細胞密度 (ICC) が

4x105cell/mL、MSX 濃度が 25μM の条件が最適と考えられた。 

ただし、同じ細胞密度（4x105cell/mL）のもと、発現ベクターを含まない（遺伝子導

入されない）条件とベクター有の条件で遺伝子導入操作を行い MSX 含有（25μM）と

不含有条件 (0μM) で培養を行いその経時変化を比較した (Figure 19) 。このとき、

MSX が存在しなければ、発現ベクター不含有条件でも高い生存率を保ったまま数日

で細胞は対数増殖期に入った。理論的には、適切な MSX 濃度条件下では、発現ベ

クターを含まない条件では、MSX に対する耐性を得られないために細胞は死滅して

ゆくはずである。ただ実際には、MSX 含有（25μM）条件でも、生きながらえ次第に耐

性を持った細胞が主流となり、全体として増殖へと向かっている。同じMSX含有条件

（ここでは、25μM）で発現ベクター含有条件と比較すると、発現ベクター不含有条件

のほうが初期の細胞ダメージ（transfection shock）が低いこともあり、生存率低下は

緩やかであり、いったん回復に向かった際の立ち上がりが早いほどであった。この宿

主細胞である CHOK1-SV 株は内在性の GS 遺伝子を完全に欠失しているわけでは

ないので、この GS 遺伝子が高度に発現されれば MSX 存在下でも生育可能となる。

また、薬剤耐性（ここでは MSX）獲得については耐性遺伝子自体の増幅以外にも、

細胞外への排出に関わる遺伝子の活性化など様々な機構があり、この期間に細胞

ごとの変化が生じていると考えられた。 

ここで確認されたのは、発現ベクター不含有条件でも長期間の培養を行っている

と宿主細胞が MSX 耐性を持つことが分かったことであり、同時に、発現ベクター存在

条件下で遺伝子導入操作をしても、同じように宿主に遺伝子が組み込まれなかった

細胞も増殖に転じる可能性があるということである。つまり、遺伝子導入から数日経

過した細胞 pool は MSX による選抜を経ても、非生産株を多数含んでいる可能性が

あるということであり、クローニング過程ではこれらを選別し、高生産などの望まれる

株を取得しなければならない(Figure 19)。 
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Figure 18 Time course of viable cell concentration and viability of 

transfection pools in CD-CHO media containing various 

concentration of MSX. 

A: Viable cell concentration of transfectants 、  B: Viability of 

transfectants. 
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Figure 19 Time course of viable cell concentration and viability of 

transfectants (w/ double gene expression vector (DGV)) and 

transfectants (w/o DGV) in CD-CHO media containing 25μM 

MSX.  

Cells were inoculated at 4105 (ICC4) cells / mL. A: Viable cell 

concentration of transfectants、 B: Viability of transfectants. 

 

3.3.3 半固形培地からのピッキングの最適化 

遺伝子導入された細胞が高い確率で早く増殖するような半固形培地処方を最適

化し、半固形培地播種前の前培養時の培養条件を最適化した。しかし、実際に半固

形培地に細胞を播種してそれを picking する際の条件として、１）前培養の期間、2)

播種細胞数、3)半固形培地中の MSX 濃度を設定する必要がある。遺伝子導入操作

後、細胞 pool は先の検討で最適化された、初期細胞密度：4x105 cell/mL で開始し

24 時間後に 25μM の MSX を含む培地で前培養された。前培養の 3 日目、5 日目、

7 日目において、MSX 濃度を 2 水準設定した半固形培地に 3 段階の細胞密度で播

種された。生育確認は半固形培地で 14 日間培養されたところで行われた。これらの

結果のうち前培養期間と半固形培地中の MSX 濃度については Table 5 にまとめら

れている（播種細胞数条件は全て含む）。Total のコロニー形成率は 3 日間の 7%台

から、5 日間、7 日間(11%台）と長くなるにつれ緩やかに改善されているが、改善率
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は 1.5 倍程度であった（A 列）。これに対して、producer colony のコロニー形成率（B

列）は 2 倍近く、さらに、半固形培地上での蛍光認識による生産コロニーではなく、

ピッキング後の液体培地での評価で実際に目的産物の産生（1 mg/L 、10 days 培

養）が確認された Actual producer colony のコロニー形成率（C 列）は、3 日目に比

べて 3 倍以上改善されていた。つまり、コロニー形成率などは 5 日間、7 日間と長い

ほど、高生産株を効率よく取得するのに適していると考えられた。ただし、イメージン

グ＆ピッキング時点での解析では 5 日目播種と 7 日目播種による差は認められな

かった。そして、半固形培地中での MSX 濃度を高くする効果は、イメージング＆ピッ

キング時点での解析では認められなかった。播種細胞数の違いによるコロニー形成

率については統計上有意な差とはならなかった。 

半固形培地上の細胞状態の画像の比較などをすると、3 日目では非生産株や染

色体に組み込まれない一過性発現株が多く存在する為か、どの細胞播種密度でも

夾雑物の多い状態で微小コロニーが多く、5 日目以降になると大きくて丸いコロニー

が多くなっていた。同じ 5,000cells/mL のところで比較した画像を示す (Figure 20)。 

抗体産生が認められたコロニーは ClonePixFL のソフトウェア上で  “total 

fluorescence intensity” の高い順に選択、ピッキングされ、液体培地を含む

96well-plate で 10 日間静置培養された後、生産物濃度が測定された。このとき、

5,000cells/mL で播種されたものから選抜された群での各コロニーを目的産物濃度

によって分類した比較を、Figure 22 に示す。イメージング＆ピッキング時点で有意な

差の見られなかった半固形培地中のMSX濃度に関しては、25μMと高いほうが効率

よく生産株を、それも高生産株を取得できていた。同じく、前培養期間の 5 日間と 7 日

間の違いにおいても、7 日間のほうが、高生産株を取得できることが示された。  
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Table 5 The effect of seeding time and MSX concentration on the screening 

efficiency 

 
Total colony indicates an image area of the cell colony of more than 0.005 
mm2.  
Producer colony indicates a total fluorescence intensity of more than 50,000 
fluorescence units (FU).  
Actual producer indicates that the antibody production of the picked clone was 
over 1 mg/L for 10 days of incubation in 96-well plates.  
The colony formation ratio was calculated from the results of cell seeding 
concentrations at 2,500, 5,000, and 10,000 cells/mL 

 

Seeding 

time after 

transfection 

(day) 

MSX 

concentration 

(M) 

Colony 

forming 

ratio of 

total 

colony 

[%] 

(A) 

Colony 

forming 

ratio of 

producer 

colony 

[%] (B) 

Colony 

forming 

ratio of 

actual 

producer 

colony  

[%] (C) 

Efficiency of 

picking [%] 

= (B/A x100) 

Efficiency of 

post picking 

[%] 

= (C/B x100) 

3 10 7.8 0.088 0.006 1.12 6.5 

25 7.6 0.104 0.010 1.36 10.1 

5 10 11.6 0.120 0.020 1.03 16.7 

25 10.3 0.173 0.022 1.69 12.6 

7 10 11.5 0.166 0.024 1.44 14.4 

25 11.6 0.179 0.033 1.54 18.6 
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Figure 20 Pre-culture duration difference between 3day and 5days at 

5,000cells/mL. 

 Transfectants were plated on semi-solid media containing 25μM MSX. Seeding cell 

concentration was 5,000 cells/mL.  

A: Day3 : The white-light image  (seeding time after transfection was 3 

days). 

B: Day3 : The fluorescence image of A.  

C: Day5: The white-light image (seeding time after transfection was 5 days). 

D: Day5: The fluorescence image of C. 
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Figure 21  MSX concentration difference between 25μM and 10μM、 5days at 

10,000 cells/mL、.  

A: 25μM MSX : The white-light image at semi-solid medium  

B: 25μM MSX : The fluorescence image of A.  

C: 10μM MSX: The white-light image at semi-solid medium  

D: 10μM MSX : The fluorescence image of C. 
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Figure 22 Colony foaming ratio of different seeding time after 

transfection.  

Transfectants were plated on day3, day5, day7 after transfection into 10 μM 

and 25 μM MSX containing semi-solid media、 then were picked after 14 

days. The picked colonies were dispensed in CD-CHO media for cell culture. 

After 10 days incubation, productivity of mAb was evaluated. Each clone was 

classified by productivity of antibody, meaning of each legend as follows:  

Producers > 5mg/L, (productivity of antibody over 5 mg/L) 

Producers > 3mg/L, (productivity of antibody 3 to 5 mg/L) 

Producers >1mg/L, (productivity of antibody 1 to 3 mg/L) 

 

3.3.4 半固形培地を用いたシングルセルベースのクローニングの効率 

従来の限外希釈法と新しいハイスループットのクローニング方法の初期評価段階

の比較を示した (mAb-A の例、Table 6)。ここでは、ほぼ同数（16 株と 17 株）の高生

産株を得るのに、従来法では、約 3,000wells = 60/96well-plate x 50 枚 必要なのに

対して、Clone Pix FL を用いた場合、総数として約 3,000 株を評価するが、半固形培

地から選抜された株はその 39 株と 96well 1 枚に集約される程度であった。そして、

96well 培養の段階で生産物濃度を測定した結果の high producers であった率は

44%と従来法の約 10 倍の高率であった。 

最適化された、クローニング手法で得られた細胞を、順次拡張培養し、振盪培養馴

化後に親株 SCB (Seed cell bank) として保存した。ここまでの期間は約 9 週間であ

る。従来法での期間は約 12-15 週間であるので、大きく期間短縮されている。 
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また、得られた株の振盪培養での生産性などを評価した結果を、Table 7 に示した。

同数評価ではないが、mAb-E の場合は、同数の最終 criteria-2 を満たすにあたって、

初期の生産物濃度測定や振盪培養をした株数など作業工数が大幅に少なっている

ことが分かる。また、mAb-F の場合では、初期の作業量を 2 倍程度にしたことで、最

終的な criteria-2 を満たす株が 8 倍程度取得できたことを示している。 

 

Table 6 Comparison between conventional method (Limited dilution) and HTS 

method at initial stage 

All clones
Number of
assay or pick-up
/all clones

Number of
high producers
/assay clones

Number of
high producer
/assay clones [%]

Ratio of
high producer
/all clone [%]

Limiting Dilution 354 /2931 16 /354 4.5

HTS
(Clone Pix) 39 /3576 17 / 37 43.6 0.48

High producers (96well-20μg/mL)

 

Table 7 Comparison between conventional method (Limiting dilution) and 

HTS (using ClonePix FL) method through final evaluation 
*1） ピッキングされたコロニー全てを選抜なしで評価した 

mAb

Cloning Method LD HTS LD HTS
Numberof 96well used 8700 432 7380 3227
Number of clones

1) 96wells assaied 953 *1) 432 663 1263
2) 24wells 469 72 144 456
3) T25-flask 193 12 48 122
4) Shake-flask 53 12 16 49
Criteria-1 (>200mg/L) 20 6 14 49
Criteria-2 (>400mg/L) 2 3 4 32
Ratio of efficiency [%]
 ( meet criteria2/ shake-flask)

3.8 25.0 25.0 65.3

mAb-E mAb-F
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3.4 結論 

このクローニングシステムの根幹をなす、半固形培地の処方最適化を行った。こ

の際重要であったのが添加物の組換えアルブミンと培養上清であった。これにより、

半固形培地上でのシングルセルからの増殖が改善しコロニー形成率が大幅に向上

した。中空針でのピッキングが可能なサイズまでの増殖期間も短縮された。他の多く

の細胞で既報のように培養上清中に含まれる成長因子などが半固形培地中の

CHO 細胞のシングルセルの増殖を促進したと考えられた。また、アルブミンも無血清

の浮遊培養などで細胞ダメージを低減させる効果などが報告されていたが、物理的

な損傷を受けにくいと考えられる半固形培地中で固定化された CHO 細胞を増殖を

促進させた。 

効率的な優良株選抜の為には、半固形培地での増殖を改善させただけでなく、遺

伝子導入後の細胞の回復と、MSX の選択圧による非遺伝子挿入株の死滅のバラン

スをはかる半固形培地への播種前の前培養の期間と、そのときの MSX 濃度と初期

細胞密度が重要であった。低い細胞密度では、MSX の影響で生存率の低下以上に

細胞数減少の影響で細胞が回復しないが、高い細胞密度では MSX の影響を受けに

くくなる。培養期間としては、一過的発現細胞もまだ多いため、3 日では短すぎ、10 日

間以上では細胞にベクター遺伝子が組み込まれていない細胞まで内在性の GS 遺

伝子の働きで MSX に打ち勝ち増殖しだしてしまう。MSX 濃度は 25μM 程度で初期

細胞密度として 4x105 cells/mL で 5〜7 日間の前培養が効果的であった。 

このような条件の時は、半固形培地に播種する細胞密度としては 5,000cells/mL

程度が最適であった。早い時期に播種するのであればもう少し高い細胞密度が、もう

少し前培養中に選抜をさせた後なら、低い細胞密度が好ましくなる。 

この条件でピッキングした細胞を 96well プレートで培養した後の抗体生産性を調

べたところ、プレシード培養期間が 3 日と短い条件では生産株を取得している率はと

ても低く、5日、7日と向上していった。コロニー形成率の差以上に実際の生産株取得

効率は大きく異なっていて、半固形培地中にも選択圧として MSX を 25μM 加えること

が有効であった。 

この研究で無血清馴化された CHO-K1SV 株を半固形培地上で増殖させ、

ClonePixFL というハイスループットのシングルセルピッキング機器を用いて細胞増

殖と生産物産生を確認した状態で細胞株を選び、自動的に高生産株を選抜する系を

最適化した。各種の抗体分子を目的産物としてでこの系で最終的な生産細胞株の樹

立までを行った。従来法に比べると期間が約 30%短縮され、最終生産系に近い浮遊

培養系での評価で、優良株の取得効率が大幅に向上したことを確認した。 
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第４章 サブクローニングによる安定株樹立 
4.1 緒言 

サブクローニングは細胞株樹立の上で欠かせない工程である。一度得られたク

ローンとみなされる細胞集団（親株）をもう一度シングルセル（モノセル）にして、それ

を純粋な細胞集団としてバンク化できるまで拡張培養するのである(Figure 2)。一度

シングルセルにするので、それが 10 本以上のバンク（SCB： Seed cell bank、 

1x107cells/vial）になるには理論上（1x107 cells x10 vials = 108）1 月以上かかり、場

合によっては評価も含めて 3 か月程度かかる工程である。 

近年では、生産細胞樹立までの期間短縮をストロングポイントとするベンチャー企

業や CMO (Contract Manufacturing Organization:受託製造機関) などでは、期間

短縮のためにこのプロセスを省略している動きもあるが、安定な品質の医薬品を共

有するという観点からはなかなか外すことができない。特に、遺伝子増幅を行うこと

で生産性向上を期するDHFR-MTX系では多コピーの挿入遺伝子とDHFR遺伝子を

有している為、遺伝的安定性に不安があり、サブクローニングは必須となっている。 

限外希釈法によるサブクローニングについて実施例を示す。遺伝子導入された細

胞株をクローニングしたいわゆる親株より、それを再度クローニング(サブクローニン

グ) して得られる娘株はより遺伝的に安定であり、高生産であると言われている。親

株ごとの違いを網羅的に見てみた。さらに、第 3 章で用いられたシングルセルベース

のクローニング機器を用いたサブクローニングを実施した。 

 

4.2 実験材料および方法 

4.2.1 細胞株 

抗体産生株（mAb-E）として限外希釈法で樹立された親株(14 株) 

 

4.2.2 限外希釈法によるクローニング方法 

保存された凍結バイアルを融解し、最初の 3 日間は静置条件で前培養を実施する。

その後振盪フラスコで培養され 2 日目もしくは 3 日目に 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 cell/well と

なるように希釈されて培地 200μL を含む 96well マイクロウェルプレートに播種された。

低細胞密度側から優先的に各親株あたり 24 株を評価し、24well プレートには各親

株から最大 12 株を次の T25 フラスコには 5 株ずつを選抜し、最終的に 3 株ずつを

振盪フラスコまで拡張した。 
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4.2.3 ClonePixFL を用いたクローニング方法 

保存された凍結バイアルを融解し、3 日間の前培養ののち半固形培地に

50cell/mL および 200cell/mL で播種した。各株から 48 株ほどを picking し、液体培

地 200uL の入った 96well マイクロウェルプレートに回収した。この後の拡張培養は、

限外希釈法によるクローニングに準じた。 

 

4.2.4 フローサイトメーター（FCM）による親株の解析 

細胞プールの特性解析を行うため、蛍光標識された抗ヒト Fc 抗体による Cold 

Capture method で細胞表面の分泌抗体を標識することで各親株の特性解析を

行った。二次抗体としては、R-Phycoerythrin Affini Pure F(ab')₂ Fragment Goat 

Anti-Human IgG (H+L) (Jackson) を用いた。 

 

4.3 結果 

4.3.1 限外希釈法による親株ごとの取得効率 

各播種密度でプレート 4 枚（60x4=240 wells）に播種した。その時の Outgrowth 

efficiency を Figure 23 に示す。細胞密度としては各クローンにつき 8 倍まで設定し

たが、最も低密度でもクロナリティーの担保が 80%程度になるよう株が 2 株ほどあっ

た。これらは、光学イメージング機器の Clone Select Imager で担保を取ってある株

を優先的に選択した。このズレについては、細胞のシングルセルでの増殖のしやすさ

だけでなく、数 1000〜数万倍の希釈を行う際のハンドリングも含まれると考えられ

た。 

また、細胞の立ち上がりが悪い株は、すべての希釈プレートからクローンを取得し

た。 

 

Figure 23 Outgrowth efficiency of subcloning by limited dilution method 
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4.3.2 拡張培養の各段階での評価と分布 

 

 
 

 

Figure 24 Deviation and range at each subcloning stage for 14 cell lines 

[親株ごとのサブクローニングの各段階での IgG 生産量、上から 96well、24well、

T-25flask、最下段が、振盪フラスコでの回分培養結果] 
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拡張培養の各段階の取得株の生産性を、Figure 24 にプロットした。各 STEP で高

い株を選択していっているが、最初の 96well の段階での平均生産性に関しては、最

終の静置培養まで同じ傾向を示している。また、最初の 96well 各株で最高力価を示し

ていても、平均が低いと最終的には低くなっている（#8-L032 および#12-L044)。 

各親株由来の娘株の回分培養評価の結果を、一つ一つの娘株としてプロットしたも

のが、Figure 25、Figure 26 である。最終的に 3 株まで、選抜すると多くの株で大きな

ばらつきは無いが、株によっては違いがあるものもある（#2-L007, #9-L035, 

#13-L051）。さらに、Figure 24 と合わせてみると静置培養での生産性は、振盪培養で

の生産性とあまり相関がないことが分かる。 

 

Figure 25 Batch culture evaluation1 (IgG titer and specific productivity) 

 

 

Figure 26 Batch culture evaluation1 (VCD and Doubling time) 
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Table 8 Comparison between parental clone vs. daughter clones 

Parental
Clone

Parental
_IgG

Daughter
_IgG

Improved
_IgG　[%]

Parental
_SPR

Daughter
_SPR

Improved
_SPR　[%]

L001 276 364 32 19 24 25
L007 300 485 61 33 40 19
L009 339 320 -6 12 10 -16
L012 327 329 1 8 10 27
L020 375 399 7 18 16 -11
L025 346 326 -6 16 21 31
L029 219 374 71 21 14 -30
L032 435 286 -34 12 10 -17
L035 264 353 34 16 21 29
L038 - - - -
L043 514 658 28 26 21 -18
L044 204 378 85 28 16 -41
L051 236 524 122 21 16 -24
L053 255 379 49 13 14 9

315 398 27 18.8 18.1 -4
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Figure 27 Effect of subcloning comparing productivity 

 

効果を確認するために、subcloning を実施前の 14 種類の親株と比較すると（Table 

8 および Figure 27）順調に娘株が取得できたのが、13 株（L038 は取得できなかった）。

うち、回分培養評価で最終目的産物濃度が 20%以上が向上したのは、8 株で、ほとん

ど変わらなかった株が 4 株。1 株は、大きく最終目的産物濃度が低下した。低下した株

も含めて平均で 27%改善されていた。 
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ただし、比生産性で見ると、同じく 20%以上改善されていた株は 5 株にとどまり、低

下している株も多く平均では-4%の改善率となった。多くの改善された株では増殖が改

善されたことによる。 

 

4.3.3  シングルセルベースのクローンシステムを用いたサブクローニング 

限外希釈法との比較の為、第3章で最適化した半固形培地組成で、播種を行った。

半固形培地で 10 日間培養を行ったプレートを CSI で画像解析したものが、Figure 28

である。Heterogeneity の高い、transfectants を播種したプライマリークローニング時

と比べると、各コロニーが均一に生育していることが分かる。この同じプレートを CPFL

で解析した画像が Figure 29 である。プレートの端で画像がキャプチャー出来なかった

部分を除いて、白色光でコロニーが認識されたものがほとんど蛍光を発色している。こ

の時の播種密度は 2 段階設定したが、サブクローニングの主目的がクロナリティーを

担保することにあるので、充分な播種密度の設定を行った。200 cells/mL でもクローン

の重なりは見られないが、より低密度が好ましい。 

 

 
Figure 28 Image of colonies on semi-solid media ( analyzed by CSI)  

[200 cells/mL] 
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Figure 29 Images of ClonePix FL for subcloning at different cell 

concentration 

［Upper Panel :Seeding cell density at 200 cells/mL、  

Lower Panel: Seeding cell density at 50 cells/mL］ 

 

 
Figure 30 Unstable parental clone and stable parental clone, productivity 

evaluation on 24well-plate stage 
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Figure 31 Unstable parental clone and stable parental clone 

 

CPFL でピッキングして 96well→24well と選抜と拡張培養を行った。このとき、元

の親株ごとに、取得される subclone の生産性分布に違いがあった。代表的な 2 株に

おいて、24well-plate 培養終了時の各株からの 24subclone の生産性をプロットした

のが Figure 30 である。両株の top の株の生産性はほぼ同じであるが、分布に大き

な差がある。L032 株は大きくばらつきがあり、それに比べて L043 株は平均値が高く、

平均からの外れが少ない。これは、量株の安定の違いによるものと考えれらた。この

両株の subcloning 開始前の FCM による分布の解析が Figure 31 である。静置培養

時の各subcloneのバラつきと同様に、親株段階で、L032株はsub population があ

るように広い分布であるのに対して、L043 株では鋭いシングルピークがとして認めら

れた。 
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4.4 考察 

限外希釈法による生産株構築ではスクリーニング開始当初から一つの well に数千

という細胞が入っていたということを考えると、これに続くサブクローニングは必須の

工程であると言える。そのため、限外希釈法によるサブクローニングではクロナリ

ティーの担保が主目的となり、もとの親株より生産株として適した株を取得するとか、

遺伝的に安定な株を取得するという観点が欠けてしまいがちである。ただ、本研究で

行ったような他の株との相互比較を行うことなどで元の親株が遺伝的に安定な株で

あるか確認することや、その細胞集団が不均一な集団であるのかが評価できると考

えられた。 

また、シングルセルベースのクローニング機器を用いたサブクローニングでは、プラ

イマリースクリーニングの段階から播種細胞密度を低く保つことで、クロナリティを担

保できればサブクローニングは不要であるとも考えられた。特に、サブクローニング

の前後での生産性の改善は、増殖性の向上が主要因であったという今回の結果か

らもその可能性は考えられた。そうすることで、育種期間は大きく短縮できる。 

 

 

4.5 結論 

本研究では、限外希釈でのクローニングとともに同じ細胞株に対して前章で記載し

た、シングルセルベースのクローニング機器を用いたサブクローニングを実施した 

限外希釈法を用いたクローニングで実際取得された娘株では、多くの場合で元の

親株よりも増殖面性能で改善せれ結果的に、高い生産性を示した。このとき、細胞 1

個当たりの比生産速度は必ずしも上昇していなかった。拡張培養の各段階での評価

では、各株親株の特性の違いが異なっていることが分かった。シングルセルベース

のクローニング機器を用いたサブクローニングでは、各親株の違いがより明らかに認

められた。また、タイムラインに関しても、限外希釈による細胞構築に比べ約 1 週間

程度短縮できることを示した。 
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第５章 総括と今後への展望 
5.1 研究内容の総括 

この研究でこれまで体系的に行われることのなかった、限外希釈法による細胞株構

築の効率化をはかった。さまざまな要素が絡み合う条件と一つ一つの細胞が個別であ

るため、各条件の有意性を統計的に示すことが難しい点が多かったが、効率的なプ

ラットフォームといえるものが構築できた。シングルセルからの増殖立ち上がりに重要

と考えられた血清成分はやはり、Outgrowth efficiency が高く初期の増殖も速いこと

から有用と考えられた。しかし、同程度の工数と期間で無血清条件でも最終的な生産

株の取得が可能であった。それは、この検討で用いた宿主 CHO-K1SV が一旦無血清

無タンパク培地で培養できるように馴化されていることから、重大な細胞への悪影響

はなかったこととによる。また、最終的な製造時に血清を使用しないのであれば、血清

に依存しない細胞を取得することが望ましい。条件設定においては、遺伝子導入操作

後の well に播種する細胞濃度と MSX 濃度の設定が最も重要であった。限外希釈法

には課題が多いが、Transfectants を全数評価しやすいので多様性（diversity）を確保

しやすい。第 3 章で述べたシングルセルベースのクローニング機器を用いた育種とは

異なる性質の細胞株を取得できる可能性があるので、並行に実施することも意味があ

る。 

次に、第 3 章では、シングルセルベースのクローニングの導入にあたっての最適化

を実施した。限外希釈法の弱点である、労働集約的な点と細胞のクロナリティー担保

において改善できる可能性があるとされていた。機器の原理や、特性は優れた点があ

ると考えられたが、実際の使用にあたっては各種実施条件の検討が必要であった。特

に半固形培地の処方最適化では細胞保護作用のあると考えられたアルブミンと spent 

media を加えることと、半固形培地に播種する前に 5-7 日間の前培養を実施し細胞を

増殖基調に回復させておくことが重要であった。結果として効率が向上し期間も短縮

できた。単純に、高生産株を取得する効率を比較したすると Table 6 になる。数字の上

では 10 倍以上と大きく効率化できていることが分かる。今回の研究では、これも体系

的な報告が少ないサブクローニングも網羅したが、親株を取得するプライマリークロー

ニングと切り離して考えるのではなく、一気通貫の流れでプロセスを組むことで全体の

最適化が可能になると考えられた。バイオ医薬品製造における細胞育種の命題はタイ

ムラインの短縮であるが、半固形培地を使用したシングルセルベースのクローニング

を導入することで、細胞がシングルセルからの立ち上がりが良くなったことなどからタイ

ムラインの大幅な短縮が可能となる。 

第 4 章のにおいては、これまでに報告がほとんどなかったサブクローニングの効果

を確認できた。すなわち、多くの第一段階取得株（親株）において、別段遺伝子増幅の
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操作などをしなくても生産性の向上が確認された。このことからも、サブクローニングを

する意義が示された。今回の研究では各親株ごとに各段階でのデータを網羅的に取

得し解析することで、最終培養系と異なる状態で評価せざるを得ないプライマリースク

リーニングの難しさを示すとともに、各株の特性解析も可能であることが示された。今

後は、サブクローニングの過程で得られた各株の特性も最終的な株評価に含めること

が好ましいと考えられた。 

最後に、今回の研究をまとめるとどうなるのかを示したい。今回の対象外の

dhfr/MTX の CHO 発現系に比べると遺伝子増幅期間が不要である GS/MSX の CHO

発現系でも、最適化したとはいえ限外希釈法の場合、サブクローニングまで実施する

と 6-7 か月の期間と比較的多くの工数もかかることになる。これに対して、今回の研究

で示した、半固形培地に基づいたハイスループットのシングルセルベースのクローニン

グ機器（ClonePix FL）を用いた育種では、株選抜にかかる期間をプライマリークロー

ニングで 30％、サブクローニングで 20％程度短縮できた。ただ、それだけではなく、限

外希釈の場合は各株の増殖速度が不均一なことから全体のプライマリースクリーニン

グが終わるまでの期間に差があるのである程度待つ時間が必要である。また、次の

サブクローニングで工数も多くなりがちなことから親株を充分絞りこんでから一斉に開

始したい。これに対して、本研究で示したハイスループットの ClonePixFL を用いる方

法では、プライマリースクリーニング終了時の時間的な差が少ない。さらに、親株を充

分評価しなくてもかなり優秀な株が選択できているのと、サブクローニングにかかる工

数もかなり少ないので、ためらいなく連続的にサブクローニングに移ることが可能とな

ると考えられる（Figure 32,Figure 33）。そのようにすればさらに期間短縮が可能とな

る。もちろん、プライマリ―スクリーニングの段階で待つことも可能で、そこは状況に

よって判断することができる。 
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Figure 32 Time Line Comparison between conventional and HTS method 

CPFL:ClonePixFL を用いた新しい育種方法、LD：限外希釈法による従来育種方法 

数字の単位は 1 週間 
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Figure 33 Detail of Schema Flow 

 

Table 9 Summary of comparison between conventional and HTS method 
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item LD method ClonePixFL
1st Screening 15 9
Subcloning 10 8
total (TF to RCB ) 28 16
number of 96well plate 30 to 70 10 to 20

60 /96well 96 /96well
outcome efficiency at 96 well 10% >40%
1st clones 200 to 400 400 to 800
number of 96well plate /clone 10 to 20 0.25 to 1.0
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clonarity  using micrscope almost assured
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RCB freezing  (20 vials) 

96-well plate culture

Shake flask (80mLs)

Batch-culture (all subclones)

Fed-flask culture (selected clones)

Continue for stability
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5.2 今後のバイオロジックス生産の育種について 

期間短縮を期するために Figure 32 や Figure 33 といったアプローチが可能と考

えられる。従来の育種法との比較をTable 9 に纏めたが、多くの点で改善が見込まれ

る。この機器自体を用いるプロセスでの課題は、二次抗体に含まれる動物由来のタ

ンパク質を組換え体としてリスクを減らすことと、今回、最適化検討した半固形培地

処方に含まれる組換えアルブミンや Spent Media を除き完全にどこでも同じ処方の

CD protein free 培地の開発が挙げられる。さらに、ここでの理想は、選択剤なしの条

件では限りなく 100%に近い colony formation ratio とさらに増殖の速い培地が理想

である。そうすれば、遺伝子導入後の細胞プールを前培養なしにすぐに半固形培地

に播種可能となりさらに期間が短縮される。 

さらには、今回の研究では触れることがなかったが、ピッキング時のパラメータと

得られた細胞株の特性を紐づけて、目的の細胞を取りに行くというようなアグレッシ

ブなアプローチも可能であると考えられる。早期の有望株の選択は現場から強く望ま

れている。ただし、今回のサブクローニングの結果にあったように、一度選択された

均一な細胞株もシングルセルからの育種段階で静置培養されると、最終の振盪培養

との相関はあまり得られなかったことからも課題は多い。早期評価に対するアプロー

チとして、最終の振盪フラスコまで評価と拡張培養を行うのではなく、小スケールの

段階からそのような最終培養系をスケールダウンした 1-数 mL 程度の液量で振盪培

養を行う評価法が報告されている[ 59 ]。最終の生産培養もプラットフォーム化し、育

種段階にスケールダウンできれば効率的な早期評価が可能となる。 

今後のバイオ医薬品生産系としては、これまでよりもさらに、プラットフォーム的な

最小限のプロセス開発での臨床開始という流れになるだろう。その一つの取りくみが

ディスポーザブル培養や汎用の精製クロマトスキッドと可能な限りのディスポーザブ

ル製品を取り入れた初期生産系の構築である[ 60 ]。これを可能にしたのは、無期接

合技術をはじめとするテクノロジーの進化と、宿主発現系と培地処方、培養法の技術

開発によって達成された容量生産性の向上がある。 

このような現状の延長のような方向性とは別に、細胞育種に関しては大きな技術

革新が近づいていると考えている。ランダムな遺伝子導入によるヘテロな集団から

best な株を見つけることを目的遺伝子ごとに繰り返す、宝探し的なアプローチは廃れ

ていくだろう。一つの方向性としては、どのような分子種が来ても一定の性質を示す

ような宿主細胞のパワーアップである。これは、現在の TALEN や CRISPR と言った

ゲノム DNA の改変技術[ 35 ] [ 58 ]を利用した、host cell engineering で理想の宿

主の特性を持たせてしまうこと。もう一つは、染色体上の特定の部位に目的産物の

遺伝子を導入する部位特異的遺伝子導入であろう。いつも一定の部位に遺伝子が
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挿入されれば、position effect を受けにくくほぼ一定の細胞が得られるので

Upstream のプロセス構築も変更が最小限で良くなる。また、同じ遺伝子を入れたと

きは同じような株が取得できるのであればクローニングプロセスも不要になるかもし

れない。これからも技術革新のに向けて世界各国、各社、各研究機関での、絶え間

ない研究は続けられてゆくと考えられ、自身としても微力ながらその一翼を担いたい

と望んでやまない。 
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