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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】目的タンパク質をコードするＤＮＡを哺乳動物細胞に導入して、目的タンパク質
を生産する方法の提供。
【解決手段】目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子
断片の両端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞
に導入し、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の
染色体に組み込んで該目的タンパク質を発現する哺乳動物細胞を得て、かつ該哺乳動物細
胞を浮遊培養して該目的タンパク質を生産する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入し、
一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組
み込んで該目的タンパク質を発現する哺乳動物細胞を得て、かつ該哺乳動物細胞を浮遊培
養して該目的タンパク質を生産する方法。
【請求項２】
　以下の工程（Ａ）～（Ｃ）を含むことを特徴とする、目的タンパク質の生産方法。
(Ａ)以下の発現ベクター（ａ）および（ｂ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する工
程
　(ａ)目的タンパク質をコードするＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　(ｂ)トランスポゾン配列を認識し、かつ一対のトランスポゾン配列の間に挿入された遺
伝子断片を染色体に転移させる活性を有するトランスポゼースをコードするＤＮＡを含む
発現ベクター
（Ｂ）工程（Ａ）で導入した発現ベクター（ｂ）によりトランスポゼースを一過性発現さ
せて、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された前記遺伝子断片を前記哺乳動物細胞の
染色体に組み込み、目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を得る工程
（Ｃ）工程（Ｂ）で得られた目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を浮遊培養
して、目的タンパク質を生産させる工程
【請求項３】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入し、
一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組
み込んで該目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を得る方法。
【請求項４】
　浮遊性の哺乳動物細胞が、無血清培養で生存および増殖可能な細胞である、請求項１～
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　浮遊性の哺乳動物細胞が、ＣＨＯ細胞を浮遊培養に馴化した浮遊性のＣＨＯ細胞、ＰＥ
Ｒ．Ｃ６細胞、ラットミエローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０（
またはＹＢ２／０ともいう）および浮遊培養に馴化した浮遊性のマウスミエローマ細胞Ｎ
Ｓ０から選ばれる少なくとも１である請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４４、
Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれる少なくとも１である請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　選択マーカー遺伝子がシクロヘキシミド耐性遺伝子である請求項１～６のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項８】
　シクロヘキシミド耐性遺伝子がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの変異体をコードす
る遺伝子である請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　変異体がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの５４位のプロリンが他のアミノ酸に置換
された変異体である請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　他のアミノ酸がグルタミンである請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　一対のトランスポゾン配列が哺乳動物細胞で機能する一対のＤＮＡ型トランスポゾン由
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来の塩基配列である請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　一対のＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列が、一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来
の塩基配列またはＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列である請求項１１に記載の方法
。
【請求項１３】
　一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号２で表される塩基配列を含
む塩基配列および配列番号３で表される塩基配列である請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号１４で表される塩基配列お
よび配列番号１５で表される塩基配列である請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターが導入され、一対のトランスポゾン
配列の間に挿入された該遺伝子断片が染色体に組み込まれ、且つ該目的タンパク質を生産
する浮遊性の哺乳動物細胞。
【請求項１６】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端にト
ランスポゾン配列を含む発現ベクター（ａ）、および該トランスポゾン配列を認識し、か
つ一対のトランスポゾン配列の間に挿入された遺伝子断片を染色体に転移させる活性を有
するトランスポゼース（転移酵素）をコードするＤＮＡを含む発現ベクター（ｂ）を同時
に導入されることで、該一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片が染色
体に組み込まれ、かつ該目的タンパク質を生産する浮遊性の哺乳動物細胞。
【請求項１７】
　無血清培養で生存および増殖可能な浮遊性の哺乳動物細胞である、請求項１５または１
６に記載の細胞。
【請求項１８】
　ＣＨＯ細胞を浮遊培養に馴化した浮遊性のＣＨＯ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６細胞、ラットミエ
ローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０(またはＹＢ２／０ともいう
）および浮遊培養に馴化した浮遊性のマウスミエローマ細胞ＮＳ０から選ばれる少なくと
も１の浮遊性の哺乳動物細胞である請求項１５～１７のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項１９】
　ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４４、
Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれる少なくとも１である請求項１８に記載の細胞。
【請求項２０】
　選択マーカー遺伝子がシクロヘキシミド耐性遺伝子である請求項１５～１９のいずれか
１項に記載の細胞。
【請求項２１】
　シクロヘキシミド耐性遺伝子がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの変異体をコードす
る遺伝子である請求項２０に記載の細胞。
【請求項２２】
　変異体がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの５４位のプロリンが他のアミノ酸に置換
された変異体である請求項２１に記載の細胞。
【請求項２３】
　他のアミノ酸がグルタミンである請求項２２に記載の細胞。
【請求項２４】
　一対のトランスポゾン配列が哺乳動物細胞で機能する一対のＤＮＡ型トランスポゾン由
来の塩基配列である請求項１５～２３のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項２５】
　一対のＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列が、一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来
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の塩基配列またはＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列である請求項２４に記載の細胞
。
【請求項２６】
　一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号２で表される塩基配列およ
び配列番号３で表される塩基配列である請求項２５に記載の細胞。
【請求項２７】
　一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号１４で表される塩基配列お
よび配列番号１５で表される塩基配列である請求項２５に記載の細胞。
【請求項２８】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクター。
【請求項２９】
　一対のトランスポゾン配列が一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列またはＴｏ
ｌ２トランスポゾン由来の塩基配列である請求項２８に記載のタンパク質発現ベクター。
【請求項３０】
　一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号２で表される配列および配
列番号３で表される塩基配列である請求項２９に記載のタンパク質発現ベクター。
【請求項３１】
　一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の配列が、配列番号１４で表される塩基配列および
配列番号１５で表される塩基配列である請求項２９に記載のタンパク質発現ベクター。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子
断片の両端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞
に導入し、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の
染色体に組み込んで該目的タンパク質を発現する哺乳動物細胞を得て、かつ該哺乳動物細
胞を浮遊培養して該目的タンパク質を生産する方法、および目的タンパク質を発現する浮
遊性の哺乳動物細胞に関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子組換え技術による外来タンパク質の生産は、医薬品および食品業界など様々な産
業に利用されている。多くの場合、組換えタンパク質の生産は、目的タンパク質をコード
する塩基配列を含む発現ベクターを、大腸菌、酵母、昆虫細胞、植物細胞および動物細胞
などの宿主に導入し、該発現ベクターが染色体に組み込まれた形質転換株を選択し、さら
に該細胞株を適切な培養条件で培養して目的タンパク質を発現させることにより行われて
いる。
【０００３】
　しかし、外来タンパク質を効率よく生産できる宿主を開発するためには、目的とするタ
ンパク質ごとに生産性の良い宿主細胞を選定することが必要であり、個々の宿主における
外来タンパク質生産技術においてさらなる技術革新が望まれている。
【０００４】
　大腸菌などの細菌および酵母の系では、動物細胞とは異なり糖鎖修飾など翻訳後修飾が
困難であることが多く、活性を有するタンパク質を生産する上で問題となる。
【０００５】
　昆虫細胞の系は、生産されたタンパク質がリン酸化、糖鎖の付加など翻訳後修飾を受け
、本来の生理活性を保持したまま発現させることができるというメリットを有する。しか
し、分泌タンパク質の糖鎖構造は哺乳類由来の細胞のものとは異なることから、医薬品用
途とするには抗原性などが問題となる。
【０００６】
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　また、昆虫細胞の系は外来遺伝子の導入に組換えウイルスを用いることから、安全性の
点から、その不活性化や封じ込めが必要であるという課題がある。
【０００７】
　動物細胞の系では、ヒトをはじめとする高等動物由来のタンパク質に対し、リン酸化、
糖鎖付加およびフォールディングなどの翻訳後修飾を、より生体でつくられるものと同じ
ように施すことが可能である。この正確な翻訳後修飾は、タンパク質の本来有する生理活
性を組換えタンパク質で再現するために必要なものであり、そのような生理活性が必要と
される医薬品などには、哺乳動物細胞を宿主としたタンパク質生産系がよく用いられてい
る。
【０００８】
　しかしながら、動物細胞を宿主としたタンパク質発現系の生産性は一般に低く、導入遺
伝子の安定性にも問題がある場合が多い。哺乳動物培養細胞を宿主としたタンパク質の生
産性向上は、治療用医薬品や診断薬などの製造において非常に重要であるばかりでなく、
それらの開発研究にも多いに寄与している。そのため、哺乳動物培養細胞、特にチャイニ
ーズ・ハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞）を宿主として、容易に高生産株の獲得を可能に
する遺伝子発現系の開発は急務とされている。
【０００９】
　トランスポゾンは、染色体のひとつの遺伝子座から別の遺伝子座へ移動しうる転位性遺
伝要素である。トランスポゾンは、分子生物学や遺伝学の研究において強力なツールであ
り、昆虫や線虫（例えば、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒまたはＣａ
ｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）および植物において、変異導入、遺伝子ト
ラッピングおよびトランスジェニック個体の作製などの目的として利用されている。しか
し、このような技術は、哺乳動物細胞を含む脊椎動物では開発が遅れていた。
【００１０】
　ところが近年、脊椎動物においても活性のあるトランスポゾンが報告され、そのいくつ
かがマウスやヒトなどの哺乳動物細胞でも活性をもつことが確認された。代表的なものに
、メダカからクローニングされたトランスポゾンＴｏｌ１（特許文献１）、Ｔｏｌ２（非
特許文献１）、サケ科魚類ゲノムに存在していた非自律性のトランスポゾンから再構築さ
れたＳｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ（非特許文献２）、カエル由来の人工トランスポゾ
ンＦｒｏｇ　ｐｒｉｎｃｅ（非特許文献３）および昆虫由来のトランスポゾンｐｉｇｇｙ
Ｂａｃ（非特許文献４）が挙げられる。
【００１１】
　これらのＤＮＡトランスポゾンは、哺乳動物細胞のゲノムに新たな表現系を持ち込むた
めの遺伝子導入ツールとして、変異導入、遺伝子トラッピング、トランスジェニック個体
の作製および薬剤耐性タンパク質を発現させることなどに利用されるようになった（非特
許文献５～１２）。
【００１２】
　昆虫においては、鱗翅目昆虫由来のトランスポゾンｐｉｇｇｙＢａｃを用いて、外来遺
伝子をカイコ染色体へ導入し、該外来遺伝子がコードするタンパクを発現させる方法が研
究され、その技術を用いたタンパク質生産方法が開示されている（特許文献２）。
【００１３】
　しかし、発現させた目的タンパクの発現量が十分ではなく、かつ、カイコ全身に生産さ
れるため、大量の夾雑タンパク質が存在する体液から発現させた外来タンパク質を高純度
な形で回収するためには、高度な精製技術を必要とすることから、経済的に問題があった
。
【００１４】
　また、メダカ由来Ｔｏｌ２トランスポゾンを用いて、哺乳動物細胞にＧ４１８耐性に関
わるタンパク質を発現させた例が知られている（非特許文献１２）。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【００１５】
【特許文献１】国際公開第２００８／０７２５４０号
【特許文献２】日本国特表２００１－５３２１８８号公報
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Ｎａｔｕｒｅ　３８３，　３０（１９９６）
【非特許文献２】Ｃｅｌｌ　９１，　５０１－５１０（１９９７）
【非特許文献３】Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ，３１，６８７３－６８８１（２
００３）
【非特許文献４】Ｉｎｓｅｃｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．５，１４１－１５１（１９９６）
【非特許文献５】Ｇｅｎｅｔｉｃｓ．１６６，８９５－８９９（２００４）
【非特許文献６】ＰＬｏＳ　Ｇｅｎｅｔ，２，ｅ１６９（２００６）
【非特許文献７】Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５，１０７６９－
１０７７３（１９９８）
【非特許文献８】Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：６７５９－６
７６４（２００１）
【非特許文献９】Ｎａｔｕｒｅ　４３６，２２１－２２６（２００５）
【非特許文献１０】Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ,３１，６８７３－６８８１（
２００３）
【非特許文献１１】Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ.３５，ｅ８７（２００７）
【非特許文献１２】Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，１０３，１５００
８－１５０１３（２００６）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　目的タンパク質を生産、解析するためには、哺乳動物由来の培養細胞を用いて目的タン
パク質を安定的に高発現する細胞株を選択しなければならないが、目的タンパク質を生産
する細胞の作製および培養には、多大な労力と時間を要する。
【００１８】
　また、これまでに、トランスポゾン配列を用いて哺乳動物細胞で目的タンパク質の発現
を行うことは知られていたが、トランスポゾン配列を用いることで、タンパク質の生産系
として利用できるような、目的タンパク質を高発現する細胞を作製すること、トランスポ
ゾン配列を用いた目的タンパク質を高生産する哺乳動物細胞の作製方法および該細胞を用
いたタンパク質の生産方法については何ら知られてない。
【００１９】
　上記のように哺乳動物培養細胞を用いて目的タンパク質を高発現するタンパク質生産系
を効率的かつ短期間に作製し、目的のタンパク質を高生産することが従来求められていた
。従って、本発明は、効率的に作製し得る目的タンパク質を高発現する細胞および該細胞
を用いて目的タンパク質を生産する方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本発明者らは、上述した課題を解決するために鋭意研究を重ねた結果、目的タンパク質
をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端にトランスポゾン
配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入し、一対（二つ）のト
ランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組み込むこ
とにより、該目的タンパク質を高発現する哺乳動物細胞を効率的に作製できることを見出
した。さらに、当該細胞を用いることにより、目的タンパク質を高効率で生産できること
を見出し、本発明を完成させるに至った。
【００２１】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
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１．目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両
端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入し
、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に
組み込んで該目的タンパク質を発現する哺乳動物細胞を得て、かつ該哺乳動物細胞を浮遊
培養して該目的タンパク質を生産する方法。
２．以下の工程（Ａ）～（Ｃ）を含むことを特徴とする、目的タンパク質の生産方法。
(Ａ)以下の発現ベクター（ａ）および（ｂ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する工
程
　(ａ)目的タンパク質をコードするＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　(ｂ)トランスポゾン配列を認識し、かつ一対のトランスポゾン配列の間に挿入された遺
伝子断片を染色体に転移させる活性を有するトランスポゼースをコードするＤＮＡを含む
発現ベクター
（Ｂ）工程（Ａ）で導入した発現ベクター（ｂ）によりトランスポゼースを一過性発現さ
せて、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された前記遺伝子断片を前記哺乳動物細胞の
染色体に組み込み、目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を得る工程
（Ｃ）工程（Ｂ）で得られた目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を浮遊培養
して、目的タンパク質を生産させる工程
３．目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両
端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入し
、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に
組み込んで該目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を得る方法。
４．浮遊性の哺乳動物細胞が、無血清培養で生存および増殖可能な細胞である、前項１～
３のいずれか１項に記載の方法。
５．浮遊性の哺乳動物細胞が、ＣＨＯ細胞を浮遊培養に馴化した浮遊性のＣＨＯ細胞、Ｐ
ＥＲ．Ｃ６細胞、ラットミエローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０
（またはＹＢ２／０ともいう）および浮遊培養に馴化した浮遊性のマウスミエローマ細胞
ＮＳ０から選ばれる少なくとも１である前項１～４のいずれか１項に記載の方法。
６．ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４４
、Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれる少なくとも１である前項５に記載の方法。
７．選択マーカー遺伝子がシクロヘキシミド耐性遺伝子である前項１～６のいずれか１項
に記載の方法。
８．シクロヘキシミド耐性遺伝子がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの変異体をコード
する遺伝子である前項７に記載の方法。
９．変異体がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの５４位のプロリンが他のアミノ酸に置
換された変異体である前項８に記載の方法。
１０．他のアミノ酸がグルタミンである前項９に記載の方法。
１１．一対のトランスポゾン配列が哺乳動物細胞で機能する一対のＤＮＡ型トランスポゾ
ン由来の塩基配列である前項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
１２．一対のＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列が、一対のＴｏｌ１トランスポゾン
由来の塩基配列またはＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列である前項１１に記載の方
法。
１３．一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号２で表される塩基配列
を含む塩基配列および配列番号３で表される塩基配列である前項１２に記載の方法。
１４．一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号１４で表される塩基配
列および配列番号１５で表される塩基配列である前項１２に記載の方法。
１５．目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の
両端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターが導入され、一対のトランスポ
ゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片が染色体に組み込まれ、且つ該目的タンパク質を
生産する浮遊性の哺乳動物細胞。
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１６．目的タンパク質をコードするＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含む発現ベクター（ａ）、および該トランスポゾン配列を認識し
、かつ一対のトランスポゾン配列の間に挿入された遺伝子断片を染色体に転移させる活性
を有するトランスポゼース（転移酵素）をコードするＤＮＡを含む発現ベクター（ｂ）を
同時に導入されることで、該一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片が
染色体に組み込まれ、かつ該目的タンパク質を生産する浮遊性の哺乳動物細胞。
１７．無血清培養で生存および増殖可能な浮遊性の哺乳動物細胞である、前項１５または
１６に記載の細胞。
１８．ＣＨＯ細胞を浮遊培養に馴化した浮遊性のＣＨＯ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６細胞、ラット
ミエローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０(またはＹＢ２／０とも
いう）および浮遊培養に馴化した浮遊性のマウスミエローマ細胞ＮＳ０から選ばれる少な
くとも１の浮遊性の哺乳動物細胞である前項１５～１７のいずれか１項に記載の細胞。
１９．ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４
４、Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれる少なくとも１である前項１８に記載の細胞
。
２０．選択マーカー遺伝子がシクロヘキシミド耐性遺伝子である前項１５～１９のいずれ
か１項に記載の細胞。
２１．シクロヘキシミド耐性遺伝子がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの変異体をコー
ドする遺伝子である前項２０に記載の細胞。
２２．変異体がヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの５４位のプロリンが他のアミノ酸に
置換された変異体である前項２１に記載の細胞。
２３．他のアミノ酸がグルタミンである前項２２に記載の細胞。
２４．一対のトランスポゾン配列が哺乳動物細胞で機能する一対のＤＮＡ型トランスポゾ
ン由来の塩基配列である前項１５～２３のいずれか１項に記載の細胞。
２５．一対のＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列が、一対のＴｏｌ１トランスポゾン
由来の塩基配列またはＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列である前項２４に記載の細
胞。
２６．一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号２で表される塩基配列
および配列番号３で表される塩基配列である前項２５に記載の細胞。
２７．一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号１４で表される塩基配
列および配列番号１５で表される塩基配列である前項２５に記載の細胞。
２８．目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の
両端に一対のトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクター。
２９．一対のトランスポゾン配列が一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列または
Ｔｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列である前項２８に記載のタンパク質発現ベクター
。
３０．一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列が、配列番号２で表される配列およ
び配列番号３で表される塩基配列である前項２９に記載のタンパク質発現ベクター。
３１．一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来の配列が、配列番号１４で表される塩基配列お
よび配列番号１５で表される塩基配列である前項２９に記載のタンパク質発現ベクター。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明のタンパク質の生産方法によれば、哺乳動物細胞を用いて目的タンパク質を効率
よく生産することができる。また、本発明の細胞は、遺伝子組み換えタンパク質を高効率
で生産するためのタンパク質生産細胞として使用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現トランスポゾンベクターの模式図を示す。Ｔ
ｏｌ２－Ｌはｌｅｆｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号２）を、Ｔｏｌ２－
Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号３）を、ＣＭＶはＣＭＶプ
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ロモーターを、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイトを、Ｈｃはヒト抗体Ｈ鎖ｃＤ
ＮＡを、Ｌｃはヒト抗体Ｌ鎖ｃＤＮＡを、ＣＨＸ－ｒはシクロヘキシミド耐性遺伝子を示
す。
【図２】抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ベクターの模式図を示す。ＣＭＶはＣＭＶプ
ロモーターを、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイトを、Ｈｃはヒト抗体Ｈ鎖ｃＤ
ＮＡを、Ｌｃはヒト抗体Ｌ鎖ｃＤＮＡを、ＣＨＸ－ｒはシクロヘキシミド耐性遺伝子を示
す。
【図３】Ｔｏｌ２トランスポゼース発現ベクターの模式図を示す。ＣＡＧＧＳはＣＡＧＧ
Ｓプロモーターを、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイトを、ＴＰａｓｅ　ｃＤＮ
ＡはＴｏｌ２トランスポゼースｃＤＮＡを示す。
【図４Ａ】抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔｏｌ２トランスポゾンベクターを用いた
場合の、浮遊性のＣＨＯ－Ｋ１細胞における抗ヒトインフルエンザＭ２抗体の発現量を検
討した結果を示す。縦軸は抗体産生量（μｇ／ｍＬ）、横軸は浮遊性のＣＨＯ－Ｋ１細胞
の遺伝子導入クローン番号を示す。
【図４Ｂ】抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔｏｌ２トランスポゾンベクターを用いた
場合の、接着性のＣＨＯ－Ｋ１細胞における抗ヒトインフルエンザＭ２抗体の発現量を検
討した結果を示す。縦軸は抗体産生量（μｇ／ｍＬ）、横軸は接着性のＣＨＯ－Ｋ１細胞
の遺伝子導入クローン番号を示す。
【図５】抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔｏｌ１トランスポゾンベクターの模式図を
示す。Ｔｏｌ１－Ｌはｌｅｆｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ１トランスポゾン（配列番号１４）を、
Ｔｏｌ１－Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ１トランスポゾン（配列番号１５）を、ＣＭ
ＶはＣＭＶプロモーターを、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイトを、Ｈｃはヒト
抗体Ｈ鎖ｃＤＮＡを、Ｌｃはヒト抗体Ｌ鎖ｃＤＮＡを、ＣＨＸ－ｒはシクロヘキシミド耐
性遺伝子を示す。
【図６】Ｔｏｌ１トランスポゼース発現ベクターの模式図を示す。ＣＡＧＧＳはＣＡＧＧ
Ｓプロモーターを、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイトを、ＴＰａｓｅ　ｃＤＮ
ＡはＴｏｌ１トランスポゼースｃＤＮＡを示す。
【図７】抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔｏｌ１トランスポゾンベクターを用いた場
合の、浮遊性のＣＨＯ－Ｋ１細胞における抗ヒトインフルエンザＭ２抗体の発現量を検討
した結果を示す。縦軸は抗体産生量（μｇ／ｍＬ）、横軸は浮遊性のＣＨＯ細胞の遺伝子
導入クローン番号を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子
断片の両端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞
に導入し、一対（二つ）のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片を該哺乳動
物細胞の染色体に組み込んで該目的タンパク質を発現する哺乳動物細胞を得て、かつ該哺
乳動物細胞を浮遊培養して該目的タンパク質を生産する方法に関する。
【００２５】
　本発明の目的タンパク質を生産する方法としては、以下の工程（Ａ）～（Ｃ）を含む、
目的タンパク質の生産方法を挙げることができる。
(Ａ)以下の発現ベクター（ａ）および（ｂ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する工
程
　(ａ)目的タンパク質をコードするＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端
にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクター
　(ｂ)トランスポゾン配列を認識し、かつ一対のトランスポゾン配列の間に挿入された遺
伝子断片を染色体に転移させる活性を有するトランスポゼースをコードするＤＮＡを含む
ベクター
（Ｂ）工程（Ａ）で導入した発現ベクター（ｂ）によりトランスポゼースを一過性発現さ
せて、一対のトランスポゾン配列の間に挿入された前記遺伝子断片を前記哺乳動物細胞の
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染色体に組込み、目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を得る工程
（Ｃ）工程（Ｂ）で得られた目的タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を浮遊培養
して、目的タンパク質を生産させる工程
【００２６】
　また、本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む
遺伝子断片の両端にトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクターが導入され、一対
のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片が染色体に組み込まれ、かつ該目的
タンパク質を生産する浮遊性の哺乳動物細胞に関する。
【００２７】
　また、本発明の目的タンパク質を生産する細胞としては、目的タンパク質をコードする
ＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端にトランスポゾン配列を含むタンパ
ク質発現ベクター（ａ）、および該トランスポゾン配列を認識し、かつ一対のトランスポ
ゾン配列の間に挿入された遺伝子断片を染色体に転移させる活性を有するトランスポゼー
ス（転移酵素）をコードするＤＮＡを含むベクター（ｂ）を同時に導入されることで、該
一対のトランスポゾン配列の間に挿入された該遺伝子断片が染色体に組み込まれ、かつ該
目的タンパク質を生産する浮遊性の哺乳動物細胞が挙げられる。
【００２８】
　本明細書において、「トランスポゾン」とは、転位性遺伝要素であり、一定の構造を保
ったまま染色体上を、または染色体から別の染色体へ転位（ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ
）する遺伝子単位を意味する。
【００２９】
　トランスポゾンは、遺伝子単位の両端に逆向きまたは同じ向きの繰り返しのトランスポ
ゾン配列［Ｉｎｖｅｒｔｅｄ　Ｒｅｐｅａｔ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ＩＲ配列）またはＴｅ
ｒｍｉｎａｌ　Ｉｎｖｅｒｔｅｄ　Ｒｅｐｅａｔ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ＴＩＲ配列）とも
いう］および、該トランスポゾン配列を認識して、該トランスポゾン配列の間に存在する
遺伝子を転移させるトランスポゼースをコードする塩基配列を含む。
【００３０】
　トランスポゾンから翻訳されたトランスポゼースは、トランスポゾンの両端のトランス
ポゾン配列を認識し、一対のトランスポゾン配列の間に挿入されたＤＮＡ断片を切り出し
、転移先へ挿入することで、ＤＮＡの転移を行うことができる。
【００３１】
　本明細書において「トランスポゾン配列」とは、トランスポゼースによって認識される
トランスポゾンの塩基配列を意味し、ＩＲ配列またはＴＩＲ配列と同義である。該塩基配
列を含むＤＮＡは、トランスポゼースの作用により転移（ゲノム中のほかの位置に挿入）
可能であれば、不完全な繰り返し部分を含んでいてもよく、トランスポゼースに特異的な
トランスポゾン配列が存在する。
【００３２】
　本発明で用いるトランスポゾン配列は、ＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列が好ま
しく、トランスポゼースにより認識される、哺乳動物細胞内で転位可能な天然または人工
の一対のＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列がより好ましい。
【００３３】
　ＤＮＡ型トランスポゾン由来の塩基配列としては、例えば、メダカ由来のＴｏｌ１トラ
ンスポゾンおよびＴｏｌ２トランスポゾン、サケ科魚類ゲノムに存在していた非自律性の
トランスポゾンから再構築されたＳｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ、カエル由来の人工ト
ランスポゾンＦｒｏｇ　Ｐｒｉｎｃｅ並びに昆虫由来のトランスポゾンＰｉｇｇｙＢａｃ
由来の塩基配列が挙げられる。
【００３４】
　これらの中でも、配列表の配列番号６で表される塩基配列からなるメダカ由来Ｔｏｌ２
トランスポゾンおよび配列表の配列番号１３で表される塩基配列からなるメダカ由来Ｔｏ
ｌ１トランスポゾン由来の塩基配列が好ましい。
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【００３５】
　一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列としては、配列表の配列番号６で表され
るＴｏｌ２トランスポゾンの塩基配列の１番目から２２２９番目の塩基配列および４１４
８番目から４６８２番目の塩基配列が挙げられる。
【００３６】
　一対のＴｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列としては、より好ましくは、配列表の配
列番号１で表されるＴｏｌ２トランスポゾンの塩基配列における、１番目から２００番目
の塩基配列（配列番号２）（以下、「Ｔｏｌ２－Ｌ配列」と記載する）と、２２８５番目
から２７８８番目の塩基配列（配列番号３）（以下、「Ｔｏｌ２－Ｒ配列」と記載する）
が挙げられる。
【００３７】
　一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来のトランスポゾン配列としては、配列表の配列番号
１３で表されるＴｏｌ１トランスポゾンの塩基配列の１番目から１５７番目の塩基配列を
含む塩基配列および１７４８番目から１８５５番目の塩基配列が挙げられる。
【００３８】
　一対のＴｏｌ１トランスポゾン由来のトランスポゾン配列としては、より好ましくは、
配列表の配列番号１３で表されるＴｏｌ１トランスポゾンの塩基配列における、１番目か
ら２００番目の塩基配列（配列番号１４）（以下、「Ｔｏｌ１－Ｌ配列」と記載する）と
、１３５１番目から１８５５番目の塩基配列（配列番号１５）の（以下、「Ｔｏｌ１－Ｒ
配列」と記載する）が挙げられる。
【００３９】
　本発明に用いるトランスポゾン配列には、上記のトランスポゾン由来のトランスポゾン
配列の部分配列を用いること、塩基配列の長さを調節すること、および塩基配列の付加、
欠失または置換による改変を行うことにより、転移反応が制御されたトランスポゾン配列
も含まれる。
【００４０】
　トランスポゾンの転移反応の制御は、トランスポゼースによるトランスポゾン配列の認
識を促進または抑制することによって、転移反応を促進または抑制することができる。
【００４１】
　本明細書において「トランスポゼース」とは、トランスポゾン配列を有する塩基配列を
認識して、該塩基配列の間に存在するＤＮＡを染色体上、または染色体から別の染色体へ
転位させる酵素を意味する。
【００４２】
　トランスポゼースとしては、例えば、メダカ由来のＴｏｌ１およびＴｏｌ２、サケ科魚
類ゲノムに存在していた非自律性のトランスポゾンから再構築されたＳｌｅｅｐｉｎｇ　
Ｂｅａｕｔｙ、カエル由来の人工トランスポゾンＦｒｏｇ　Ｐｒｉｎｃｅ、昆虫由来のト
ランスポゾンＰｉｇｇｙＢａｃ由来の酵素を用いることができる。
【００４３】
　トランスポゼースは、天然型の酵素を用いてもいいし、トランスポゼースと同様の転位
活性を保持していれば、その一部のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加さ
れていてもよい。トランスポゼースの酵素活性を制御することで、トランスポゾン配列の
間に存在するＤＮＡの転移反応を制御することができる。
【００４４】
　トランスポゼースと同様の転移活性を保持するかを解析するには、日本国特開２００３
－２３５５７５号公報により開示されている２－コンポーネント解析システムにより測定
することができる。
【００４５】
　具体的には、別々の、Ｔｏｌ２トランスポゼースを欠損したＴｏｌ２トランスポゾン（
Ｔｏｌ２由来非自律性トランスポゾン）を含むプラスミドとＴｏｌ２トランスポゼースを
含むプラスミドを用いて、トランスポゼースの作用により非自律性Ｔｏｌ２エレメントが
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哺乳動物細胞の染色体内に転移、挿入し得るかを解析することができる。
【００４６】
　本明細書において「非自律性トランスポゾン」とは、トランスポゾン内に存在するトラ
ンスポゼースを欠損し、自律的には転移し得ないトランスポゾンをいう。非自律性トラン
スポゾンは、トランスポゼースのタンパク質、トランスポゼースのタンパク質をコードす
るｍＲＮＡまたはトランスポゼースのタンパク質をコードするＤＮＡを細胞内に同時に存
在させることで、非自律性トランスポゾンのトランスポゾン配列の間に挿入されたＤＮＡ
を、宿主細胞の染色体内に転移させることができる。
【００４７】
　トランスポゼース遺伝子とは、トランスポゼースをコードする遺伝子を意味する。哺乳
動物細胞での発現効率を向上させるために、該遺伝子の翻訳開始コドンＡＴＧの上流に、
ｋｏｚａｋのコンセンサス配列（Ｋｏｚａｋ，　Ｍ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．,１２，８５７－８７２（１９８４））や、リボソーム結合配列であるシャイン・ダ
ルガルノ（Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ）配列と開始コドンとの間を適当な距離（例え
ば６～１８塩基）に調節する配列が連結されてもよい。
【００４８】
　本発明の方法において、発現ベクター中の目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選
択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を宿主細胞の染色体に組み込むためには、目的タンパ
ク質をコードするＤＮＡと選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片の両端にトランスポゾン
配列を含む発現ベクターを宿主細胞に導入し、該細胞内に導入された発現ベクターに含ま
れるトランスポゾン配列に対してトランスポゼースを作用させる。
【００４９】
　宿主細胞内に導入された発現ベクターに含まれるトランスポゾン配列に対してトランス
ポゼースを作用させるためには、トランスポゼースを該細胞内に注入してもよいし、トラ
ンスポゼースをコードするＤＮＡを含む発現ベクターを、目的タンパク質をコードするＤ
ＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む発現ベクターと共に宿主細胞に導入してもよい。ま
た、トランスポゼース遺伝子をコードするＲＮＡを宿主細胞内に導入して、トランスポゼ
ースを該細胞内で発現させても良い。
【００５０】
　発現ベクターとしては特に限定はなく、トランスポゼース遺伝子を組み込んだ発現ベク
ターを導入する宿主細胞、用途などに応じて、当業者において知られている発現ベクター
から適宜選択して使用することができる。
【００５１】
　本発明の方法において、２以上のポリペプチドから構成されるタンパク質を生産する場
合には、２以上のポリペプチドをコードするＤＮＡを同一のまたは異なる発現ベクターに
組み込み、当該発現ベクターを宿主細胞に導入することにより、該細胞の染色体に該ＤＮ
Ａを組み込むことができる。
【００５２】
　トランスポゼースは、発現ベクターに組み込んで目的タンパク質と一緒に発現させても
いいし、発現ベクターとは別のベクターに組み込んで発現させてもいい。トランスポゼー
スは一過性に働かせてもいいし、継続的に働かせても良いが、安定した産生細胞を作製す
るためにはトランスポゼースを一過性に働かせることが望ましい。
【００５３】
　トランスポゼースを一過性に働かせる方法としては、例えば、目的タンパク質をコード
するＤＮＡを含む発現ベクターとは別の発現ベクターにトランスポゼースをコードするＤ
ＮＡを組み込み、両発現プラスミドを宿主細胞に同時に導入する方法が挙げられる。
【００５４】
　本明細書において「発現ベクター」とは、目的タンパク質を発現させるために、哺乳動
物細胞を形質転換させるために用いる発現ベクターを意味する。本発明で用いる発現ベク
ターは、発現カセットの両側に少なくとも１対のトランスポゾン配列が存在する構造を有
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する。
【００５５】
　本明細書において「発現カセット」とは、目的タンパク質を発現させるために必要な遺
伝子発現制御領域および目的タンパク質をコードする配列を有する核酸配列を意味する。
該遺伝子発現制御領域としては、例えば、エンハンサー、プロモーターおよびターミネー
ターなどが挙げられる。発現カセットには、選択マーカー遺伝子を含んでいても良い。
【００５６】
　プロモーターとしては、哺乳動物細胞中で機能を発揮できるものであればいずれも用い
ることができる。例えば、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）のＩＥ（ｉｍｍｅｄｉａｔｅ
　ｅａｒｌｙ）遺伝子のプロモーター、ＳＶ４０の初期プロモーター、レトロウイルスの
プロモーター、メタロチオネインプロモーター、ヒートショックプロモーター、ＳＲαプ
ロモーター、モロニーマウス白血病ウイルス（ｍｏｌｏｎｅｙ　ｍｕｒｉｎｅ　ｌｅｕｋ
ｅｍｉａ　ｖｉｒｕｓ）のプロモーターおよびエンハンサー等を挙げることができる。ま
た、ヒトＣＭＶのＩＥ遺伝子のエンハンサーをプロモーターと共に用いてもよい。
【００５７】
　「選択マーカー遺伝子」とは、プラスミドベクターが導入された細胞と該ベクターを欠
く細胞とを区別するために使用することができる任意の他マーカー遺伝子を意味する。
【００５８】
　選択マーカー遺伝子としては、例えば、薬剤耐性遺伝子(ネオマイシン耐性遺伝子、Ｄ
ＨＦＲ遺伝子、ピューロマイシン耐性遺伝子、ブラストサイジン耐性遺伝子、ハイグロマ
イシン耐性遺伝子、シクロヘキシミド耐性遺伝子（日本国特開２００２－２６２８７９号
公報）)並びに蛍光および生体発光マーカー遺伝子（緑色蛍光タンパクＧＦＰなど）など
を用いることができる。
【００５９】
　本発明において、好ましい選択マーカーは薬剤耐性遺伝子であり、特に好ましい選択マ
ーカーはシクロヘキシミド耐性遺伝子である。更に、選択マーカー遺伝子の遺伝子改変を
行うことで、選択マーカータンパク質の薬剤耐性能および発光能を変えることもできる。
【００６０】
　シクロヘキシミド（以下、ＣＨＸと略記する場合もある）はタンパク質合成阻害剤であ
り、ＣＨＸ耐性遺伝子を選択マーカーとした利用例としては、酵母（Ｋｏｎｄｏ　Ｋ．Ｊ
．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１７７，２４，７１７１－７１７７（１９９５））、動物細胞
（日本国特開２００２－２６２８７９号公報）の例が知られている。
【００６１】
　動物細胞では、配列表の配列番号５で表される塩基配列でコードされるヒトリボソーム
タンパク質サブユニットのＬ３６ａの５４位のプロリンがグルタミンに置換された、配列
表の配列番号７で表される塩基配列でコードされるタンパク質を発現させた形質転換株が
、シクロヘキシミドに対する耐性を付与することが明らかとなっている。
【００６２】
　宿主細胞に、上記のトランスポゾン配列を含むタンパク質発現ベクター、トランスポゼ
ースを発現するプラスミドベクターおよびＲＮＡを導入する方法は、特に限定はなく、例
えば、リン酸カルシウム法、エレクトロポレーション法、リポソーム法、ジーンガン法お
よびリポフェクション法などを用いることができる。
【００６３】
　トランスポゼースを直接タンパク質として導入する方法としては、例えば、マイクロイ
ンジェクション法およびエンドサイトーシスによる細胞への供給が挙げられる。遺伝子導
入は、例えば、新遺伝子工学ハンドブック、村松正實・山本雅／編、羊土社、ＩＳＢＮ　
９７８４８９７０６３７３７に記載の方法で実施できる。
【００６４】
　宿主細胞としては、継代培養が可能で安定的に目的タンパク質を発現することができる
哺乳動物細胞が挙げられる。宿主細胞としては、例えば、ＰＥＲ．Ｃ６細胞、ヒト白血病
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細胞Ｎａｍａｌｗａ細胞、サル細胞ＣＯＳ細胞、ラットミエローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．
Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０（またはＹＢ２／０ともいう）、マウスミエローマ細胞Ｎ
Ｓ０、マウスミエローマ細胞ＳＰ２／０－Ａｇ１４、シリアンハムスター細胞ＢＨＫ、Ｈ
ＢＴ５６３７（日本国特開昭６３－０００２９９号公報）チャイニーズ・ハムスター卵巣
細胞ＣＨＯ細胞（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
,１０８，９４５（１９５８）；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，６０
１２７５（１９６８）；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，５５，５１３（１９６８);Ｃｈｒｏｍｏｓｏ
ｍａ，４１，１２９（１９７３）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，
１８，１１５（１９９６）；Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１４８，２６０（
１９９７）；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７，４２１６（１９８
０）；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，６０，１２７５（１９６８）；Ｃｅｌ
ｌ，６，１２１（１９７５）；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　Ａ
ｐｐｅｎｄｉｘ　Ｉ，ＩＩ（ｐｐ．８８３－９００）；）、ＣＨＯ／ＤＧ４４、ＣＨＯ－
Ｋ１（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－６１）、ＤＵＫＸＢ１１（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－９０９６）、Ｐ
ｒｏ－５（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１７８１）、ＣＨＯ－Ｓ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｃａｔ　＃１１６１９）、Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ細胞の亜株が挙げられる。
【００６５】
　また、上記の宿主細胞は、染色体ＤＮＡの改変および外来性遺伝子の導入等により、タ
ンパク質の生産に適するように改変して、本発明のタンパク質の生産方法に用いることも
できる。
【００６６】
　更に、宿主細胞として、生産する目的タンパク質に結合した糖鎖構造を制御するために
、レクチン耐性を獲得したＬｅｃ１３［Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１２，５５（１９８６）］およびα１，６－フコース転移
酵素遺伝子が欠損したＣＨＯ細胞（国際公開第０５／３５５８６号、国際公開第０２／３
１１４０号）を用いることもできる。
【００６７】
　目的タンパク質は、本発明の方法により発現可能であれば、いかなるタンパク質でもよ
い。具体的には、例えば、ヒト血清タンパク質、ペプチドホルモン、増殖因子、サイトカ
イン、血液凝固因子、線溶系タンパク質および抗体並びに各種タンパク質の部分断片など
が挙げられる。
【００６８】
　また、目的タンパク質として、例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体などのモノ
クローナル抗体、Ｆｃ融合タンパク質およびアルブミン結合タンパク質並びに該部分断片
などが好適に挙げられる。
【００６９】
　本発明の方法により生産されるモノクローナル抗体のエフェクター活性は、種々の方法
で制御することができる。例えば、抗体のＦｃ領域の２９７番目のアスパラギン（Ａｓｎ
）に結合するＮ結合複合型糖鎖の還元末端に存在するＮ－アセチルグルコサミン（Ｇｌｃ
ＮＡｃ）にα-１,６結合するフコース（コアフコースともいう）の量を制御する方法（国
際公開第０５／０３５５８６号、国際公開第０２／３１１４０号、国際公開第００／６１
７３９号）や、抗体のＦｃ領域のアミノ酸残基を改変することで制御する方法などが知ら
れている。本発明の方法により生産されるモノクローナル抗体にはいずれの方法を用いて
も、エフェクター活性を制御することができる。
【００７０】
　「エフェクター活性」とは、抗体のＦｃ領域を介して引き起こされる抗体依存性の活性
をいい、抗体依存性細胞傷害活性（ＡＤＣＣ活性）、補体依存性傷害活性（ＣＤＣ活性）
や、マクロファージや樹状細胞などの食細胞による抗体依存性ファゴサイトーシス（Ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ、ＡＤＰ活性）などが知
られている。
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【００７１】
　また、本発明の方法により生産されるモノクローナル抗体のＦｃ領域のＮ結合複合型糖
鎖のコアフコースの含量を制御することで、抗体のエフェクター活性を増加または低下さ
せることができる。
【００７２】
　抗体のＦｃ領域に結合しているＮ結合複合型糖鎖に結合するフコースの含量を低下させ
る方法としては、α１,６－フコース転移酵素遺伝子が欠損したＣＨＯ細胞を用いて抗体
を発現することで、フコースが結合していない抗体を取得することができる。フコースが
結合していない抗体は高いＡＤＣＣ活性を有する。
【００７３】
　一方、抗体のＦｃに結合しているN結合複合型糖鎖に結合するフコースの含量を増加さ
せる方法としては、α１,６－フコース転移酵素遺伝子を導入した宿主細胞を用いて抗体
を発現させることで、フコースが結合している抗体を取得できる。フコースが結合してい
る抗体は、フコースが結合していない抗体よりも低いＡＤＣＣ活性を有する。
【００７４】
　また、抗体のＦｃ領域のアミノ酸残基を改変することでＡＤＣＣ活性やＣＤＣ活性を増
加または低下させることができる。例えば、米国特許出願公開第２００７／０１４８１６
５号明細書に記載の抗体のＦｃ領域のアミノ酸配列を用いることで、抗体のＣＤＣ活性を
増加させることができる。
【００７５】
　また、米国特許第６，７３７，０５６号明細書、米国特許第７，２９７，７７５号明細
書、や米国特許第７，３１７，０９１号明細書に記載のアミノ酸改変を行うことで、抗体
のＡＤＣＣ活性またはＣＤＣ活性を、増加させることも低下させることもできる。
【００７６】
　本発明で用いられる「浮遊性の哺乳動物細胞」とは、マイクロビーズや組織培養用培養
器（組織培養または接着培養容器などともいう）などの、培養細胞が接着し易くコーティ
ングされた細胞培養支持体に接着せずに、培養液中に浮遊して生存および増殖できる細胞
のことをいう。
【００７７】
　細胞培養支持体に細胞が接着しなければ、培養液中において１つの細胞の状態で生存、
増殖してもよく、または細胞同士が複数凝集した細胞塊の状態で生存、増殖していても、
いずれの状態でもよい。
【００７８】
　更に本発明で用いられる浮遊性の哺乳動物細胞としては、ウシ胎児血清（ｆｅｔａｌ　
ｃａｌｆ　ｓｅｒｕｍ、以下ＦＣＳと記す）などが含まれていない無血清培地中で、細胞
培養支持体に接着せず培養液中に浮遊して生存および増殖できる細胞が好ましく、タンパ
ク質が含まれていない無タンパク質培地中で、浮遊して生存および増殖できる哺乳動物細
胞がより好ましい。
【００７９】
　組織培養用培養器としては、接着培養用のコーティングがなされているフラスコ、シャ
ーレ等であればいかなる培養器でもよい。具体的には、例えば、市販されている組織培養
フラスコ（グライナー社製）および接着培養フラスコ（住友ベークライト社製）などを用
いることで、浮遊性の哺乳動物細胞であることが確認できる。
【００８０】
　本発明で用いられる浮遊性の哺乳動物細胞としては、元来浮遊性の性質を有する浮遊培
養に馴化された細胞でもよいし、接着性の哺乳動物細胞を浮遊性の培養条件に馴化させた
浮遊性の哺乳動物細胞いずれのものでもよい。
【００８１】
　元来浮遊性の性質を有する哺乳動物細胞としては、例えば、ＰＥＲ．Ｃ６細胞、ラット
ミエローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０（またはＹＢ２／０とも
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いう）およびＣＨＯ－Ｓ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）などを挙げることができる。
【００８２】
　前記「接着性の哺乳動物細胞を浮遊性の培養条件に馴化させた浮遊性の哺乳動物細胞」
は、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０００，１５（３），２４９－５７記載の方法や
、以下に示す方法などで作製することができ、浮遊培養馴化前と同様、または浮遊培養馴
化前より優れた増殖および生存性を示す細胞を確立することで作製することができる（Ｊ
．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２００７，１３０（３），２８２－９０）。
【００８３】
　「浮遊培養馴化前と同等」とは、浮遊培養に馴化された細胞の生存率および増殖速度（
倍化時間）などが、浮遊培養馴化前の細胞と比べて実質的に同じであることを意味する。
【００８４】
　本発明において接着性の哺乳動物細胞を浮遊性の培養条件に馴化させる方法としては、
次の方法が挙げられる。血清含有の培地の血清含量を１／１０に減らし、比較的高い細胞
濃度で継代培養を繰り返し、哺乳動物細胞が生存および増殖できるようになった時点で、
更に血清含量を斬減して、継代培養を繰り返す。この方法により、非血清下で生存、増殖
可能な浮遊性の哺乳動物細胞を作製することができる。
【００８５】
　また、培養液中に適当な非イオン性界面活性剤Ｐｌｕｒｏｎｉｃ－Ｆ６８などを添加し
て培養する方法によっても、浮遊性の哺乳動物細胞を作製することができる。
【００８６】
　浮遊性の培養条件に馴化させることにより浮遊性となる接着性の哺乳動物細胞としては
、例えば、マウスミエローマ細胞ＮＳ０およびＣＨＯ細胞などが挙げられる。
【００８７】
　本発明において、浮遊性の哺乳動物細胞が有する性質としては、該細胞を２×１０５細
胞／ｍＬで浮遊培養した場合、３～４日間後の培養終了時の細胞密度が、５×１０５細胞
／ｍＬ以上であることが好ましく、８×１０５細胞／ｍＬ以上であることがより好ましく
、１×１０６細胞／ｍＬ以上であることが特に好ましく、１．５×１０６細胞／ｍＬ以上
であることが最も好ましい。
【００８８】
　また、本発明の浮遊性の哺乳動物細胞の倍化時間としては、４８時間以下であることが
好ましく、２４時間以下がより好ましく、１８時間以下が特に好ましく、１１時間以下が
最も好ましい。
【００８９】
　浮遊培地は、例えば、ＣＤ－ＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、ＥＸ－ＣＥＬＬ
　３２５－ＰＦ培地（ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）およびＳＦＭ４ＣＨＯ培地
（ＨｙＣｌｏｎｅ社）などの市販の培地を用いることができる。また、哺乳動物細胞の培
養に必要な糖類、アミノ酸類などを配合して調製することによっても得られる。
【００９０】
　浮遊性の哺乳動物細胞の培養は、浮遊培養が可能な培養容器を用いて、浮遊培養が可能
な培養条件によって行うことができる。培養容器としては、例えば、細胞培養用の９６穴
プレート（コーニング社）、Ｔ－フラスコ（ベクトン・ディッキンソン社）および三角フ
ラスコ（コーニング社）などを利用できる。
【００９１】
　培養条件としては、例えば、５％　ＣＯ２雰囲気中、培養温度３７℃で静置培養などに
よって行うことができる。浮遊培養専用の培養設備であるＷａｖｅバイオリアクター（Ｇ
Ｅヘルスケアバイオサイエンス社）などの振とう培養装置などを用いることもできる。
【００９２】
　Ｗａｖｅバイオリアクター装置を用いた浮遊性の哺乳動物細胞の浮遊培養条件について
はＧＥヘルスケアバイオサイエンス社ホームページｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｌｉｆｅ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏ．ｊｐ／ｔｅｃｈ＿ｓｕｐｐｏｒｔ／ｍａｎｕａｌ／ｐｄｆ／ｃ
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ｅｌｌｃｕｌｔ／ｗａｖｅ＿０３＿１６．ｐｄｆに記載の方法で行うことができる。
【００９３】
　振とう培養の他、バイオリアクターなどの旋回撹拌装置による培養も可能である。バイ
オリアクターでの培養は、Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（２００６）５２：１９９－２
０７に記載の方法などで行うことができる。
【００９４】
　本発明において浮遊性の哺乳動物細胞以外の細胞株を用いる場合、上記のような方法で
浮遊培養に馴化させた哺乳動物細胞株であり、かつ本発明のタンパク質生産方法を用いる
ことができる細胞株であれば、いずれの細胞株も用いることができる。
【００９５】
　浮遊性の哺乳動物細胞で生産した目的タンパク質の精製は目的タンパク質を含む培養液
や細胞破砕液から目的タンパク質と目的タンパク質以外の不純物を分離することによって
行う。分離の方法は、例えば、遠心、透析、硫安沈殿、カラムクロマトグラフィーおよび
フィルターなどを用い、目的タンパク質と不純物の物理化学的性質の違いやカラム単体へ
の結合力の違いによって行うことができる。
【００９６】
　目的タンパク質を精製する方法は、例えば、タンパク質実験ノート（上）抽出・分離と
組換えタンパク質の発現（羊土社、岡田雅人・宮崎香／編、ＩＳＢＮ　９７８４８９７０
６９１８０）に記載の方法によって実施できる。
【００９７】
　本明細書において引用された、科学文献、特許、特許出願などの参考文献は、その全体
が、各々具体的に記載されたのと同じ程度に本明細書において参考として援用される。
【００９８】
　以上、本発明を、理解の容易のために好ましい実施形態を示して説明してきた。以下に
、実施例に基づいて本発明をさらに具体的に説明するが、上述の説明および以下の実施例
は、例示の目的のみに提供され、本発明を限定する目的で提供したのではない。したがっ
て、本発明の範囲は、本明細書に具体的に記載された実施形態にも実施例にも限定されず
、請求の範囲によってのみ限定される。
【００９９】
　以降に記述するクローニング等、遺伝子組換えに関する各種実験技術については、Ｊ．
Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｓｃｈ，Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ著；モレキュラー　ク
ローニング第２版（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ）及
びＦｒｅｄｅｒｉｃｋ　Ｍ．　Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ発行、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ等に記載の遺伝子工学的方法に準じて行った。
【実施例】
【０１００】
[実施例１]
抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現トランスポゾンベクターの作製
　タンパク質発現用プラスミドベクターには、一対のＴｏｌ２トランスポゾン配列の間に
挿入された任意のヒト抗体遺伝子および薬剤耐性マーカー遺伝子を含む、哺乳動物細胞用
遺伝子発現カセットを含むプラスミドを用いた。
【０１０１】
　用いた遺伝子のＤＮＡは既知の塩基配列をもとに、人工的に化学合成するか、またはそ
の両端配列のプライマーを作製し、適当なＤＮＡソースを鋳型としてＰＣＲを行うことに
より取得した。プライマーの端には後の遺伝子操作のために制限酵素切断部位を付加した
。
【０１０２】
　トランスポゾン配列は、日本国特開２００３－２３５５７５号公報により開示されてい
る非自律性Ｔｏｌ２トランスポゾンの塩基配列（配列番号１）のうち、１番目から２００
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番目の塩基配列（Ｔｏｌ２－Ｌ配列）（配列番号２）と、２２８５番目から２７８８番目
の塩基配列（Ｔｏｌ２－Ｒ配列）（配列番号３）の塩基配列を用いた。
【０１０３】
　次の方法により、それぞれ一対のトランスポゾン配列を含む合成ＤＮＡ断片を作製した
（タカラバイオ株式会社製）。Ｔｏｌ２－Ｒ配列の５’末端および３’末端の両方に制限
酵素ＮｒｕＩの認識配列を連結した塩基配列を含むＤＮＡ断片を作製した。また、Ｔｏｌ
２－Ｌ配列の５’末端には制限酵素ＦｓｅＩの認識配列を連結し、３’末端には制限酵素
ＡｓｃＩの認識配列を連結した塩基配列を含むＤＮＡ断片を作製した。
【０１０４】
　次に、作製したＴｏｌ２－Ｒ配列およびＴｏｌ２－Ｌ配列を含むＤＮＡ断片を、抗ヒト
インフルエンザＭ２抗体Ｚ３Ｇ１のアミノ酸配列をコードしている塩基配列を含む発現ベ
クターＮ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクター（国際公開第０６／０６１７２３号）に挿入した
。
【０１０５】
　抗体遺伝子発現カセットには、ＣＭＶエンハンサー／プロモーター制御下に、抗ヒトイ
ンフルエンザＭ２抗体Ｚ３Ｇ１（ＡＴＣＣ　Ｄｅｐｏｓｉｔ　Ｎｏ．ＰＴＡ－５９６８；
ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ　Ｍａｒｃｈ　１３,２００４，Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕ
ｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，　Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ）のＨ鎖をコー
ドする塩基配列（配列番号８）およびＬ鎖（配列番号９）をコードする塩基配列（配列番
号１０および配列番号１１）が挿入されたＮ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクター（国際公開第
０６／０６１７２３号）を用いた。
【０１０６】
　Ｍ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクターの、抗体遺伝子発現カセットおよび耐性マーカー遺伝
子発現カセットを含む遺伝子断片の５’末端側に存在する制限酵素ＮｒｕＩサイトに、Ｔ
ｏｌ２－Ｒ配列を含むＤＮＡ断片を挿入した。また、３’末端側に存在する制限酵素Ｆｓ
ｅＩおよびＡｓｃＩサイトに、Ｔｏｌ２－Ｌ配列を含むＤＮＡ断片を挿入した。
【０１０７】
　更にＣＭＶエンハンサー／プロモーター制御下に、シクロヘキシミドに対する耐性遺伝
子（ヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの５４位のプロリンがグルタミンに変異した遺伝
子）をコードする塩基配列（配列番号５）が接続されたシクロヘキシミド耐性遺伝子発現
カセットを、Ｔｏｌ２トランスポゾン配列が連結されたＮ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクター
のＦｓｅＩ認識部位に挿入し、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体トランスポゾン発現ベクタ
ーを構築した（図１）。
【０１０８】
　一方、トランスポゾン配列を含まないベクターを抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ベ
クターと命名し、コントロールベクターとして使用した（図２）。
【０１０９】
[実施例２]
トランスポゼース発現ベクターの作製
　トランスポゼースは、目的とする抗体の発現ベクターとは独立した発現ベクターを用い
て発現させた。すなわち、ｐＣＡＧＧＳベクター（Ｇｅｎｅ　１０８，１９３－２００，
１９９１）のＣＡＧＧＳプロモーターの下流にメダカ由来のＴｏｌ２トランスポゼースを
コードする遺伝子（配列番号４）を挿入し、発現ベクターとして利用した（図３）。
【０１１０】
[実施例３]
哺乳動物細胞を用いた形質転換体の作製
（１）浮遊化ＣＨＯ細胞の作製
　１０％血清（ＦＣＳ）を添加したα－ＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）で培養し
た接着性ＣＨＯ細胞を、トリプシン処理により剥離、回収し、新しい１０％　ＦＣＳ添加
α－ＭＥＭ培地を用いて、５％　ＣＯ２インキュベータ内で、３７℃にて振とう培養した
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培地に２×１０５個／ｍＬの濃度で播種し、振とう培養を行った。
【０１１１】
　さらに数日後、５％　ＦＣＳ添加α－ＭＥＭ培地を用いて同様の播種作業を行った。最
終的に、血清を含まないα－ＭＥＭ培地を用いて継代、振とう培養を繰り返し、血清存在
下での培養と同様の増殖能を有していることを確認して、浮遊培養馴化株を作製した。
【０１１２】
（２）抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　発現ベクターとして、実施例１および実施例２の抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ト
ランスポゾンベクター（以下、トランスポゾンベクターと略記する）およびＴｏｌ２トラ
ンスポゼース発現ベクターｐＣＡＧＧＳ－Ｔ２ＴＰ（図３、Ｋａｗａｋａｍｉ　Ｋ＆Ｎｏ
ｄａ　Ｔ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ．１６６，８９５－８９９（２００４））を用いた。また、
コントロールとしてトランスポゾン配列を有していない抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発
現ベクターを用いた。
【０１１３】
　前記発現ベクターを浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐ
ｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｃａｔ．Ｎｏ．ＣＣＬ－６１）またはＨＥ
Ｋ２９３細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ　２９３Ｆ細胞）に導入し、
シクロヘキシミドに対する耐性クローンが得られる頻度を比較した。
【０１１４】
　各細胞（４×１０６個）を４００μＬのＰＢＳに懸濁し、抗ヒトインフルエンザＭ２抗
体発現トランスポゾンベクター（１０μg）とＴｏｌ２トランスポゼース発現ベクター（
２５μg）を、エレクトロポレーション法により環状ＤＮＡのまま共導入した。なお、Ｔ
ｏｌ２トランスポゼース発現ベクターは、Ｔｏｌ２トランスポゼースを一過性に発現させ
るため、宿主染色体への組込みを防ぐ目的で、環状ＤＮＡのまま導入した。
【０１１５】
　また、コントロールとして、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ベクター（１０μg）
を、標準的なエレクトロポレーションによる遺伝子導入法に従い、制限酵素により直鎖状
にした後、各細胞に導入した。
【０１１６】
　エレクトロポレーションは、エレクトロポレーター（Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ　Ｘｃｅ
ＩＩ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を用い、電圧３００Ｖ、静電容量５００μＦ
、室温の条件で、ｇａｐ幅４ｍｍのキュベット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を使用して行った
。
【０１１７】
　エレクトロポレーションによる遺伝子導入後、各々の細胞について３枚の９６穴プレー
トに播種し、ＣＨＯ細胞はＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社　ＥＸ－ＣＥＬＬ　３２
５－ＰＦ培地を、ＨＥＫ２９３細胞はｆｒｅｅＳｔｙｌｅ－２９３培地（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ社）を用いて、ＣＯ２インキュベータ内で３日間培養した。
【０１１８】
　次に、遺伝子導入後４日後の培地交換から、３μｇ／ｍＬのシクロヘキシミドを加え、
シクロヘキシミド存在下で培養し、１週間毎に培地交換を行いながら、３週間培養した。
【０１１９】
　３週間培養後、シクロヘキシミド耐性コロニーが認められるウェル数をカウントした。
その結果を表１および表２に示す。
【０１２０】
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【表１】

【０１２１】
【表２】

【０１２２】
　表１に示すように、浮遊性のＣＨＯ－Ｋ１細胞に、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現
トランスポゾンベクターまたは抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ベクターを導入したと
ころ、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ベクターを導入した細胞からは、他の細胞株と
同様に、シクロヘキシミド耐性の形質転換株が取得されなかったが、抗ヒトインフルエン
ザＭ２抗体発現トランスポゾンベクター導入細胞からは、シクロヘキシミド耐性の形質転
換株が高頻度で得られた。
【０１２３】
　一方、表２に示すように、ＨＥＫ２９３細胞に、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ト
ランスポゾンベクターまたは抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現ベクターのいずれの発現
ベクターを導入しても、シクロヘキシミド耐性の形質転換株は取得されなかった。
【０１２４】
　これらの結果から、浮遊性の哺乳動物細胞において、一対のトランスポゾン配列の間に
挿入された目的タンパク質をコードする遺伝子およびシクロヘキシミド耐性遺伝子が、効
率よく宿主細胞の染色体内に導入されることがわかった。
【０１２５】
（３）浮遊性ＣＨＯ細胞と接着性ＣＨＯ細胞における抗体生産の検討
　浮遊性ＣＨＯ細胞または接着性ＣＨＯ細胞における抗体生産効率を検討するために、各
細胞株における抗体の産生量を検討した。浮遊性ＣＨＯ細胞としては、浮遊培養に馴化し
た浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞を用いた。また、接着性ＣＨＯ細胞としては浮遊培養馴化前の
接着性ＣＨＯ－Ｋ１細胞を用いた。
【０１２６】
　浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞および接着性ＣＨＯ－Ｋ１細胞に抗ヒトインフルエンザＭ２抗
体発現トランスポゾンベクター（１０μg）とＴｏｌ２トランスポゼース発現ベクター（
２５μg）をそれぞれ、エレクトロポレーションした。その後、浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞
と接着性ＣＨＯ－Ｋ１細胞を、各々３枚の９６穴プレートに播種した。
【０１２７】
　浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞は浮遊細胞用培地（ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社ＥＸ
－ＣＥＬＬ　３２５－ＰＦ）を用い、接着性ＣＨＯ－Ｋ１細胞は１０％血清を添加したα
－ＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いた。各細胞をＣＯ２インキュベータ内で
３日間培養し、エレクトロポレーションから４日後の培地交換から、３μg／ｍＬのシク
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ロヘキシミド存在下で３週間培養した。この際、１週間毎に培地交換を行った。
【０１２８】
　浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞は１×１０６個の細胞を６穴プレートに播種し、ＣＯ２インキ
ュベータ内で３日間振とう培養し、培養上清を用いて抗ヒトインフルエンザＭ２抗体のタ
ンパク質量をＨＰＬＣにて測定した。
【０１２９】
　接着性ＣＨＯ－Ｋ１細胞は６穴プレートでコンフルエントに到達した後（２×１０６個
）培地交換し、３日間静置培養した後、培養上清を用いて抗体タンパク質量をＨＰＬＣに
て測定した。
【０１３０】
　培養上清中の抗体濃度の測定はＦＥＭＳ　Ｙｅａｓｔ　Ｒｅｓ．，７,（２００７），
１３０７－１３１６に記載の方法に従って行った。結果を図４Ａおよび図４Ｂに示す。
【０１３１】
　図４Ａに示すように、浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞では、極めて高い抗体発現
量を示す細胞が多数得られた。一方、図４Ｂに示すように、接着性のＣＨＯ－Ｋ１細胞で
は、ＨＰＬＣの検出限界（５μg／ｍＬ）以下の発現量を示す細胞しか得られなかった。
【０１３２】
　これらの結果から、トランスポゾンベクターを用いて目的タンパク質を発現させるため
には、浮遊性の哺乳動物細胞を用いた場合に目的タンパク質を高発現できることを見出し
た。
【０１３３】
　また、実施例１～３の結果より、本発明の方法は、浮遊培養に馴化した浮遊性の哺乳動
物細胞を用いて外来遺伝子を高発現する生産細胞を効率的に作製し、目的タンパク質を生
産する新規な方法として利用し得ることがわかった。
【０１３４】
[実施例４]
抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔｏｌ１トランスポゾンベクターの作製
　実施例１と同様に、タンパク質発現用プラスミドベクターには、一対のＴｏｌ１トラン
スポゾン配列の間に挿入された任意のヒト抗体遺伝子および薬剤耐性マーカー遺伝子を含
む、哺乳動物細胞用遺伝子発現カセットを含むプラスミドを用いた。
【０１３５】
　用いた遺伝子のＤＮＡは既知の配列情報をもとに、人工的に化学合成するか、またはそ
の両端配列のプライマーを作製し、適当なＤＮＡソースを鋳型としてＰＣＲを行うことに
より取得した。プライマーの端には後の遺伝子操作のために制限酵素切断部位を付加した
。
【０１３６】
　トランスポゾン配列は、配列表の配列番号１３で表される非自律性Ｔｏｌ１トランスポ
ゾンの塩基配列（国際公開第２００８／０７２５４０号）のうち、１番目から２００番目
の塩基配列（Ｔｏｌ１－Ｌ配列）（配列番号１４）と、１３５１番目から１８５５番目の
塩基配列（Ｔｏｌ１－Ｒ配列）（配列番号１５）を用いた。
【０１３７】
　次の方法により、それぞれ一対のトランスポゾン配列を含む合成ＤＮＡ断片を作製した
。Ｔｏｌ１－Ｒ配列の５’末端および３’末端の両方に制限酵素ＮｒｕＩの認識配列を連
結した塩基配列を含むＤＮＡ断片を作製した。また、Ｔｏｌ１－Ｌ配列の５’末端には制
限酵素ＦｓｅＩの認識配列を連結し、３’末端には制限酵素ＡｓｃＩの認識配列を連結し
た塩基配列を含むＤＮＡ断片を作製した。
【０１３８】
　次に、作製したＴｏｌ１－Ｒ配列およびＴｏｌ１－Ｌ配列を含むＤＮＡ断片を、Ｎ５Ｌ
Ｇ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクターに挿入した。Ｎ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクターの、抗体遺伝子
発現カセットおよび耐性マーカー遺伝子発現カセットを含む遺伝子断片の５’末端側に存
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在する制限酵素ＮｒｕＩサイトに、Ｔｏｌ１－Ｒ配列を含むＤＮＡ断片を、３’末端側に
存在する制限酵素ＦｓｅＩおよびＡｓｃＩサイトに、Ｔｏｌ１－Ｌ配列を含むＤＮＡ断片
を挿入した。
【０１３９】
　更にＣＭＶエンハンサー／プロモーター制御下に、シクロヘキシミドに対する耐性遺伝
子（ヒトリボソームタンパク質Ｌ３６ａの５４位のプロリンがグルタミンに変異した遺伝
子）（配列番号７）が接続されたシクロヘキシミド耐性遺伝子発現カセットを、Ｔｏｌ１
トランスポゾン配列が連結されたＮ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクターのＦｓｅＩ認識部位に
挿入し、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体Ｔｏｌ１トランスポゾン発現ベクターを構築した
（図５）。
【０１４０】
[実施例５]
Ｔｏｌ１トランスポゼース発現ベクターの作製
　トランスポゼースは目的抗体の発現ベクターとは独立した発現ベクターを用いて発現さ
せた。すなわち、ＣＭＶエンハンサー／プロモーター制御下に、配列表の配列番号１６で
表される塩基配列からなるメダカ由来のＴｏｌ１トランスポゼースをコードするＤＮＡ断
片が接続されたＴｏｌ１トランスポゼース遺伝子発現カセットを、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐ
ｔＩＩ　ＳＫ（＋）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社製）に挿入し、発現ベクターｐＴｏｌ１ａ
ｓｅとして利用した（図６）。
【０１４１】
[実施例６]
（１）抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　発現ベクターとして、実施例４および実施例５の抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔ
ｏｌ１トランスポゾンベクター（以下、Ｔｏｌ１トランスポゾンベクターと略記する）お
よびＴｏｌ１トランスポゼース発現ベクターｐＴｏｌ１ａｓｅを用いた。また、細胞は実
施例３（１）と同様にして浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞を用いた。
【０１４２】
　前記発現ベクターを浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞に導入し、シクロヘキシミド
に対する耐性クローンの得られる頻度を測定した。浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞
（４×１０６個）を４００μＬのＰＢＳに懸濁し、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔ
ｏｌ１トランスポゾンベクター（１０μg）とＴｏｌ１トランスポゼース発現ベクター（
５０μg）を、エレクトロポレーション法により環状ＤＮＡのまま共導入した。Ｔｏｌ１
トランスポゼース発現ベクターは、Ｔｏｌ１トランスポゼースを一過性に発現させるため
、宿主染色体への組込みを防ぐ目的で、環状ＤＮＡのまま導入した。
【０１４３】
　エレクトロポレーションは、エレクトロポレーター（Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ　Ｘｃｅ
ＩＩ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製））を用い、電圧３００Ｖ、静電容量５００μ
Ｆ、室温の条件で、ｇａｐ幅４ｍｍのキュベット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を使用して行っ
た。
【０１４４】
　エレクトロポレーションによる遺伝子導入後、各々の細胞について２枚の９６穴プレー
トに播種し、ＣＨＯ細胞はＥＸ－ＣＥＬＬ　３２５－ＰＦ培地（ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ社）を用いて、ＣＯ２インキュベータ内で３日間培養した。次に、遺伝子導入
後４日後の培地交換から、３μｇ／ｍＬのシクロヘキシミドを加え、シクロヘキシミド存
在下で培養し、１週間毎に培地交換を行いながら、３週間培養した。
【０１４５】
　３週間培養後、シクロヘキシミド耐性コロニーが認められるウェル数をカウントした。
その結果を表３に示す。表３において実験１～３は、それぞれ遺伝子導入を３度行った結
果を示している。
【０１４６】
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【表３】

【０１４７】
　表３に示すように、浮遊性のＣＨＯ－Ｋ１細胞に、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現
Ｔｏｌ１トランスポゾンベクターを導入すると、抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現Ｔｏ
ｌ２トランスポゾンベクターを導入した実施例３と同様に、シクロヘキシミド耐性の形質
転換株が高頻度で得られた。
【０１４８】
　この結果から、浮遊性の哺乳動物細胞において、Ｔｏｌ１トランスポゾンを使用しても
２つのトランスポゾン配列の間に挿入された抗体遺伝子およびシクロヘキシミド耐性遺伝
子が、効率よく宿主細胞の染色体内に導入されることがわかった。
【０１４９】
（２）浮遊性ＣＨＯ細胞における抗体生産の検討
　Ｔｏｌ１トランスポゾンを用いて、浮遊性ＣＨＯ細胞における抗体生産効率を検討した
。浮遊培養に馴化した浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞に抗ヒトインフルエンザＭ２抗体発現トラ
ンスポゾンベクター（１０μg）とＴｏｌ１トランスポゼース発現ベクター（５０μg）を
エレクトロポレーションした。
【０１５０】
　その後、各々２枚の９６穴プレートに播種し、浮遊細胞用培地ＥＸ－ＣＥＬＬ　３２５
－ＰＦを用いて、ＣＯ２インキュベータ内で３日間培養した。エレクトロポレーションか
ら４日後の培地交換から、３μｇ／ｍＬのシクロヘキシミド存在下で３週間培養した。こ
の際、１週間毎に培地交換を行った。
【０１５１】
　浮遊性ＣＨＯ－Ｋ１細胞は１×１０６個の細胞を６穴プレートに播種し、ＣＯ２インキ
ュベータ内で３日間振とう培養し、培養上清を用いて抗ヒトインフルエンザＭ２抗体のタ
ンパク質量をＨＰＬＣにて測定した。
【０１５２】
　培養上清中の抗体濃度の測定はＦＥＭＳ　Ｙｅａｓｔ　Ｒｅｓ．，７，（２００７）、
１３０７－１３１６に記載の方法に従って行った。結果を図７に示す。
【０１５３】
　図７に示すように、Ｔｏｌ１トランスポゾンを用いた場合でも、極めて高い抗体発現量
を示す細胞が多数得られた。この結果から、トランスポゾン配列としてＴｏｌ１トランス
ポゾン由来の塩基配列を用いた場合にも、Ｔｏｌ２トランスポゾン由来の塩基配列を用い
た場合と同様に、目的タンパク質を高発現する浮遊性の哺乳動物細胞が得られることがわ
かった。
【０１５４】
　本発明を特定の態様を用いて詳細に説明したが、本発明の意図と範囲を離れることなく
様々な変更および変形が可能であることは、当業者にとって明らかである。なお、本出願
は、２００９年６月１１日付けで出願された日本特許出願（特願２００９－１４０６２６
号）および２００９年６月１１日付けで出願された米国仮出願（６１／１８６，１３８号
）に基づいており、その全体が引用により援用される。
【産業上の利用可能性】
【０１５５】
　本発明のタンパク質の生産方法により、目的タンパク質を浮遊性の哺乳動物細胞を用い
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て効率よく生産することができる。本発明の細胞は、遺伝子組み換えタンパク質を生産す
るためのタンパク質生産細胞として使用できる。
【配列表フリーテキスト】
【０１５６】
配列番号１－人工配列の説明；非自律性Ｔｏｌ２トランスポゾンの塩基配列
配列番号２－人工配列の説明；Ｔｏｌ２－Ｌ配列
配列番号３－人工配列の説明；Ｔｏｌ２－Ｒ配列
配列番号７－人工配列の説明；シクロヘキシミド耐性遺伝子の塩基配列
配列番号８－人工配列の説明；シクロヘキシミド耐性遺伝子がコードするタンパク質のア
ミノ酸配列
配列番号９－人工配列の説明；Ｍ２Ｚ３抗体Ｈ鎖をコードする塩基配列
配列番号１０－人工配列の説明；Ｍ２Ｚ３抗体Ｈ鎖のアミノ酸配列
配列番号１１－人工配列の説明；Ｍ２Ｚ３抗体Ｌ鎖をコードする塩基配列
配列番号１２－人工配列の説明；Ｍ２Ｚ３抗体Ｌ鎖のアミノ酸配列
配列番号１３－人工配列の説明；非自律性Ｔｏｌ１トランスポゾンの塩基配列
配列番号１４－人工配列の説明；Ｔｏｌ１－Ｌ配列
配列番号１５－人工配列の説明；Ｔｏｌ１－Ｒ配列

【図１】
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