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(57)【要約】
　本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子
断片の両端に一対のトランスポゾン配列を持つ発現ベクターを少なくとも１種類浮遊性の
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目的タンパク質をコ
ードするＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組み込む方法、該目的タン
パク質を生産する浮遊性の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
、および該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。
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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を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の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目的タンパク質をコードする
ＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、該目的タンパク質を生産す
る浮遊性の哺乳動物細胞を得て、且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、目的タンパク質を生産する方法。
（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を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片
の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター
　（ｂ）トランスポゾン配列を認識し、且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）で浮遊性の哺乳動物細胞に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目的タンパク
質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、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
【請求項３】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の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目的タンパク質をコードする
ＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、該目的タンパク質を生産す
る浮遊性の哺乳動物細胞を得る方法。
【請求項４】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターの少なくとも１つが、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含み、且つ該遺伝子断片
の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターである、請求項１～３のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項５】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターに加えて、さらに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発現ベクターを哺乳動物細胞に
導入する請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡが抗体をコードするＤＮＡである請求項１～５のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　抗体をコードするＤＮＡが、抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび抗体のＬ鎖をコード
するＤＮＡの少なくとも一方である請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　下記（ａ）～（ｄ）から選ばれる発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入する、請
求項４～７のいずれか１項に記載の方法。
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
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端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一
対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
【請求項９】
　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～
８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　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から選ばれるいずれか１つの細胞である請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４４、
Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれるいずれか１つの細胞である請求項１０に記載の
方法。
【請求項１２】
　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４～１１のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１３】
　シクロヘキシミド耐性遺伝子がリボソームタンパク質である請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　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１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　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１４に記載の方法
。
【請求項１６】
　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１５に記載の方法。
【請求項１７】
　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１５に記載の方法。
【請求項１８】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター（ａ）、および該ト
ランスポゾン配列を認識し、且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
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挿入された該遺伝子断片が染色体に組込まれ、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１９】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター（ａ）が、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含み、且つ該遺
伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターである、請求項１８に記
載の哺乳動物細胞。
【請求項２０】
　発現ベクター（ａ）および（ｂ）に加えて、さらに選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター（ｃ
）を哺乳動物細胞に導入された細胞である、請求項１８または１９に記載の哺乳動物細胞
。
【請求項２１】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡが抗体をコードするＤＮＡである請求項１８～２０
のいずれか１項に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２２】
　抗体をコードするＤＮＡが、抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび抗体のＬ鎖をコード
するＤＮＡの少なくとも一方である請求項２１に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２３】
　下記（ａ）～（ｄ）から選ばれる発現ベクターを導入された、請求項１８～２２のいず
れか１項に記載の哺乳動物細胞。
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一
対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
【請求項２４】
　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１８～２３の
いずれか１項に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２５】
　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から選ばれるいずれか
１つの浮遊性の哺乳動物細胞である請求項１８～２４のいずれか１項に記載の哺乳動物細
胞。
【請求項２６】
　ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４４、
Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれるいずれか１つの細胞である請求項２５に記載の
哺乳動物細胞。
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【請求項２７】
　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１９～２６のいずれか
１項に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２８】
　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の変異体をコードする遺伝子
である請求項２７に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２９】
　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１９～２８のいずれか１項に記載の哺乳動物細胞。
【請求項３０】
　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２９に記載の哺乳
動物細胞。
【請求項３１】
　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３０に記載の哺乳動物細胞。
【請求項３２】
　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３０に記載の哺乳動物細胞。
【請求項３３】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
【請求項３４】
　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３３に記載の発現ベクター。
【請求項３５】
　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３４に記載の発現ベクター。
【請求項３６】
　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３４に記載の発現ベクター。
【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を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子
断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターを少なくとも１種類浮遊性の
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遺伝子断片を該哺乳
動物細胞の染色体に組み込む方法、該タンパク質を生産する浮遊性の哺乳動物細胞を浮遊
培養して該タンパク質を生産する方法、該タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞、
および目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の
両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターに関する。
【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
に該形質転換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】
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　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】
　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、その不活性化または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、治療用医薬品または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、分子生物学または遺伝学の研究において強力なツール
であり、昆虫または線虫（例えば、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒま
たはＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　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
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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、且つ、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、非特許文献１３）。
【００１５】
　医療用のタンパク質医薬品を哺乳動物由来の培養細胞で生産する場合、未知ウイルスま
たは病原性ポリペプチドの予期せぬ混入を防ぐために、その生産工程において動物由来の
成分を含まないことが重要である。ＣＨＯ細胞はタンパク質医薬品を生産する動物細胞と
して、最も頻繁に用いられており、近年の研究により、血清または動物由来の成分を用い
ない安全な培地で培養可能な浮遊性のＣＨＯ細胞株も樹立されている。しかし、無血清・
無タンパク質条件で遺伝子導入した株は、血清使用条件で遺伝子導入した株の半分の生産
性に留まっており（非特許文献１４）、無血清・無タンパク質条件での遺伝子導入は、技
術的に難しいことが示されている。
【００１６】
　目的タンパク質を発現している細胞をスクリーニングするための選抜マーカーは、同一
の遺伝子発現ベクター上に配置することが一般的である。これはゲノム中に存在する遺伝
子が発現しやすい部位と発現しにくい部位があり（ポジション効果と呼ばれる、非特許文
献１５）、選抜マーカーが発現していれば、目的タンパク質も発現しているという仮説に
基づくものである。
【００１７】
　一方、抗体などのように、目的タンパク質が複数のポリペプチドから構成される場合、
それぞれを異なるベクターで発現させることも知られている。抗体の場合、抗体の重鎖の
発現が軽鎖の発現よりも高いほど、生産性が高いことが示されている（非特許文献１６）
。同一のベクター上では、重鎖と軽鎖の発現は一定となることが予測され、高い生産性を
得るために、意図的に重鎖と軽鎖を異なるベクターで発現させることで、結果的に最適な
比で発現した細胞株を得ることが可能となる。しかし、複数の異なるベクターでタンパク
質を発現させる場合、選抜マーカー遺伝子も複数必要となる。
【００１８】
　これを克服する手段として、本来１つのポリペプチド鎖から成るｄｈｆｒ遺伝子を２つ
のポリペプチド鎖に分割し、片方を重鎖発現ベクター上に、もう一方を軽鎖発現ベクター
上に配置した例が報告されている（非特許文献１７）。
【００１９】
　しかし、非特許文献１７に記載の細胞は、細胞は培地に添加したタンパク質成分依存性
のＣＨＯ細胞であり、先に述べたように、無血清・無タンパク質条件での遺伝子導入の場
合と異なり、遺伝子導入効率が高い可能がある。依然として、ウイルス感染等の危険性が
ない安全性の高い無血清・無タンパク質条件での遺伝子導入時には、生産性の高い細胞の
選抜が困難なことが予想される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２０】
【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】
【００２１】
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【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）
【非特許文献１３】Ｐｌｏｓ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２，１７１５－１７２４（２００６）
【非特許文献１４】Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．９６，１１１８－１１２６　（２０
０７）
【非特許文献１５】Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．２２，１３９３－１３９８　（２０
０４）
【非特許文献１６】Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．９６，３３７－３４８（２００７）
【非特許文献１７】Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．８４，４３９－４４４（２００３）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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
を効率的且つ短期間に作製し、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
。加えて、遺伝子導入から生産株の樹立まで一貫して、動物由来の成分を一切用いること
のない生産細胞の樹立が求められていた。
【００２５】
　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】
【００２６】
　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を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランス
ポゾン配列を持つ発現ベクターを少なくとも１種類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遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に
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組み込むことにより、該目的タンパク質を効率的に作製できることを見出した。更に、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。
【００２７】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
１．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の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目的タンパク質をコードす
るＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、該目的タンパク質を生産
する浮遊性の哺乳動物細胞を得て、且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、目的タンパク質を生産する方法
。
（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を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片
の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター
　（ｂ）トランスポゾン配列を認識し、且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）で浮遊性の哺乳動物細胞に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目的タンパク
質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、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
３．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の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目的タンパク質をコードす
るＤＮＡを含む遺伝子断片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、該目的タンパク質を生産
する浮遊性の哺乳動物細胞を得る方法。
４．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターの少なくとも１つが、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含み、且つ該遺伝子断
片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターである、前項１～３のいずれか
１に記載の方法。
５．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターに加えて、さらに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発現ベクターを哺乳動物細胞
に導入する前項１～４のいずれか１に記載の方法。
６．目的タンパク質をコードするＤＮＡが抗体をコードするＤＮＡである前項１～５のい
ずれか１に記載の方法。
７．抗体をコードするＤＮＡが、抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび抗体のＬ鎖をコー
ドするＤＮＡの少なくとも一方である前項６に記載の方法。
８．下記（ａ）～（ｄ）から選ばれる発現ベクターを浮遊性の哺乳動物細胞に導入する、
前項４～７のいずれか１に記載の方法。
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一
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対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
９．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～
８のいずれか１に記載の方法。
１０．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、
ＰＥＲ．Ｃ６細胞、ラットミエローマ細胞ＹＢ２／３ＨＬ．Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２
０（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から選ばれるいずれか１つの細胞である前項１～９のいずれか１に記載の方法。
１１．ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４
４、Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれるいずれか１つの細胞である前項１０に記載
の方法。
１２．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４～１１のいずれか
１に記載の方法。
１３．シクロヘキシミド耐性遺伝子がリボソームタンパク質である前項１２に記載の方法
。
１４．一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１～１３のいずれか１に記載の方法。
１５．一対の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１４に記載の方
法。
１６．一対の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１５に記載の方法。
１７．一対の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１５に記載の方法。
１８．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の
両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター（ａ）、および
該トランスポゾン配列を認識し、且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ＤＮ
Ａ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。
１９．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の
両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター（ａ）が、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含み、且つ
該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターである、前項１８に
記載の哺乳動物細胞。
２０．発現ベクター（ａ）および（ｂ）に加えて、さらに選択マーカー遺伝子を含む遺伝
子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
（ｃ）を哺乳動物細胞に導入された細胞である、前項１８または１９に記載の哺乳動物細
胞。
２１．目的タンパク質をコードするＤＮＡが抗体をコードするＤＮＡである前項１８～２
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０のいずれか１に記載の哺乳動物細胞。
２２．抗体をコードするＤＮＡが、抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび抗体のＬ鎖をコ
ードするＤＮＡの少なくとも一方である前項２１に記載の哺乳動物細胞。
２３．下記（ａ）～（ｄ）から選ばれる発現ベクターを導入された、前項１８～２２のい
ずれか１に記載の哺乳動物細胞。
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一
対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子を含む遺伝子断片を含
み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、並びに抗
体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の
トランスポゾン配列を含む発現ベクター。
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
２４．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１８～２３
のいずれか１に記載の哺乳動物細胞。
２５．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から選ばれるいず
れか１つの浮遊性の哺乳動物細胞である前項１８～２４のいずれか１に記載の哺乳動物細
胞。
２６．ＣＨＯ細胞がＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－Ｋ１ＳＶ、ＤＵＫＸＢ１１、ＣＨＯ／ＤＧ４
４、Ｐｒｏ－３およびＣＨＯ－Ｓから選ばれるいずれか１つの細胞である前項２５に記載
の哺乳動物細胞。
２７．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１９～２６のいずれ
か１に記載の哺乳動物細胞。
２８．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の変異体をコードする遺
伝子である前項２７に記載の哺乳動物細胞。
２９．一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１９～２８のいずれか１に記載の哺乳動物細胞。
３０．一対の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２９に記載の哺
乳動物細胞。
３１．一対の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３０に記載の哺乳動物細胞。
３２．一対の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３０に記載の哺乳動物細胞。
３３．目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の
両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター。
３４．一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３３に記載の発現ベクター。
３５．一対の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３４に記載の発現ベクター。
３６．一対の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
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よび配列番号１５で表される塩基配列である前項３４に記載の発現ベクター。
【発明の効果】
【００２８】
　本発明のタンパク質の生産方法によれば、浮遊性の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
または遺伝子組換えポリペプチドを高効率で生産するための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】
【００２９】
【図１】図１は、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。Ｔｏｌ２－Ｌはｌｅｆｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号２）を、Ｔ
ｏｌ２－Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号３）を、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２】図２は、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３】図３は、Ｔｏｌ２トランスポゼース発現ベクターの模式図を示す。ＣＡＧＧＳは
ＣＡＧＧＳ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
　ｃＤＮＡはＴｏｌ２トランスポゼースｃＤＮＡを示す。
【図４】図４は、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細胞および接着性の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。図４Ａは浮遊性のＣＨＯ－Ｋ
１細胞、図４Ｂは接着性のＣＨＯ－Ｋ１細胞の結果を示す。いずれの図も縦軸は抗体産生
量（μｇ／ｍＬ）、横軸は各細胞の遺伝子導入クローン番号を示す。
【図５】図５は、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１
４）を、Ｔｏｌ１－Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ１トランスポゾン（配列番号１５）
を、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、Ｈ
ｃ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】図６は、Ｔｏｌ１トランスポゼース発現ベクターの模式図を示す。ＣＡＧＧＳは
ＣＡＧＧＳ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
　ｃＤＮＡはＴｏｌ１トランスポゼースｃＤＮＡを示す。
【図７】図７は、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）、横軸は各細胞の遺伝子導入
クローン番号を示す。
【図８】図８は、抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖発現トランスポゾンベクターの模式図を示す。
Ｔｏｌ２－Ｌはｌｅｆｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号２）、Ｔｏｌ２－
Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号３）、ＰｍｏはＭｏｌｏｎ
ｅｙ　Ｍｕｒｉｎｅ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ　Ｖｉｒｕｓ　プロモーター、ｐｏｌｙ　Ａはポ
リアデニレーションサイト、Ｈｃは抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖ｃＤＮＡ（配列番号１８）
【図９】図９は、抗ヒトＣＤ９８抗体軽鎖発現トランスポゾンベクターの模式図を示す。
Ｔｏｌ２－Ｌはｌｅｆｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号２）、Ｔｏｌ２－
Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号３）、ＣＭＶはＣＭＶプロ
モーター、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイト、Ｌｃは抗ヒトＣＤ９８抗体軽鎖
ｃＤＮＡ（配列番号２１）を示す。
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【図１０】図１０は、シクロヘキシミド耐性遺伝子発現トランスポゾンベクターの模式図
を示す。Ｔｏｌ２－Ｌはｌｅｆｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号２）、Ｔ
ｏｌ２－Ｒはｒｉｇｈｔ　ｅｎｄ　Ｔｏｌ２トランスポゾン（配列番号３）、ＣＭＶはＣ
ＭＶプロモーター、ｐｏｌｙ　Ａはポリアデニレーションサイト、ＣＨＸ－ｒはシクロヘ
キシミド耐性遺伝子（配列番号７）を示す。
【図１１】図１１は、ＴＮＦα－ＣＨＸタンデムベクターまたは、ＴＮＦαＨ－ＣＨＸベ
クターならびにＴＮＦαＬベクターを、ＣＨＯ－Ｋ１細胞へ遺伝子導入した時の、抗ヒト
ＴＮＦα抗体産生量を示す。縦軸は、培地中に産生された抗体濃度（ｍｇ／ｍＬ）、対照
区はコントロール、実験区はＥｘｐ．で示す。
【図１２】図１２は、ＣＤ２０－ＣＨＸタンデムベクターまたは、ＣＤ２０Ｈ－ＣＨＸベ
クターならびにＣＤ２０Ｌベクターを、ＣＨＯ－Ｋ１細胞へ遺伝子導入した時の、抗ヒト
ＣＤ２０抗体産生量を示す。縦軸は、培地中に産生された抗体濃度（ｍｇ／ｍＬ）、対照
区はコントロール、実験区はＥｘｐ．で示す。
【図１３】図１３は、抗体発現ベクターＡの構造を示す。図１３中、Ｔｏｌ２－ＬはＴｏ
ｌ２－Ｌ配列（配列番号２）からなるＤＮＡ断片を、Ｔｏｌ２－ＲはＴｏｌ２－Ｒ配列（
配列番号３）からなるＤＮＡ断片を、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は抗ヒトＣＤ９８抗体の重鎖遺伝子を、Ｌｃは抗ヒト
ＣＤ９８抗体軽鎖遺伝子を、ＳＯはＳＶ４０プロモーターを、ＳＶはＳＶ４０ポリアデニ
レーションサイトを、Ｎｅｏ－ｒはネオマイシン耐性遺伝子を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子
断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクターを哺乳動
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目的タンパク質を
コードするＤＮＡを含む遺伝子断片を浮遊性の哺乳動物細胞の染色体に組み込む方法、該
タンパク質を生産する哺乳動物細胞を浮遊培養して該タンパク質を生産する方法、および
該タンパク質を発現する浮遊性の哺乳動物細胞に関する。
【００３１】
　本発明の目的タンパク質を生産する方法（以下、本発明の方法ともいう。）としては、
以下の工程（Ａ）～（Ｃ）を含む、目的タンパク質を生産する方法を挙げることができる
。
工程（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を含む遺伝子断片を含み、該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター
　（ｂ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）工程（Ａ）で浮遊性の動物細胞に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目的タンパク
質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を前記哺乳動物細胞の染色体に組込み、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
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
【００３２】
　また、本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該
遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクターが
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に関する。
【００３３】
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　本発明において、目的タンパク質とは１つ以上のポリペプチドからなるタンパク質であ
り、本発明の方法によれば少なくとも１種類の目的タンパク質を発現させること、および
／または少なくとも１つのポリペプチドを発現させることのいずれも行なうことができる
。
【００３４】
　目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端
に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクターとは、１種類または
２種類以上の該発現ベクターをいう。具体的には複数のポリペプチドからなる目的タンパ
ク質を発現させるためには、各ポリペプチドをコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み
、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む複数の発現ベクターを用い
ることとなる。
【００３５】
　より具体的には、例えば、上記複数のポリペプチドからなる目的タンパク質が抗体であ
る場合には、抗体のＨ鎖およびＬ鎖を１種類の発現ベクターで発現させてもよいし、Ｈ鎖
を発現するベクターおよびＬ鎖を発現するベクターの２種類の発現ベクターを用いて発現
させてもよい。
【００３６】
　本発明の方法によれば、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、
且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベク
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
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を用いて目的タンパク質
を製造することができる。
【００３７】
　遺伝子挿入の指標とされる選択マーカー遺伝子は、目的タンパク質をコードするＤＮＡ
が含まれる発現ベクターと同じベクター上に組み込まれていてもよいし、別のベクターに
組み込まれていてもよい。
【００３８】
　すなわち、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子
断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターの少なくとも１つを、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含み、且つ該
遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターとしてもよい。
【００３９】
　また、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片
の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクターに加えて、さらに選択マーカー遺
伝子を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含
む発現ベクターを哺乳動物細胞に導入してもよい。
【００４０】
　具体的には、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、目的タンパク質を生産する方法を挙げることができる。
工程（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を含
み、且つ該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
　（ｂ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）工程（Ａ）で浮遊性の動物細胞に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
片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、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
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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
【００４１】
　また、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、目的タンパク質を生産する方法を挙げることができる。
工程（Ａ）以下の発現ベクター（ａ）、（ｂ）および（ｃ）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を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片
の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター
　（ｂ）選択マーカー遺伝子の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｃ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）工程（Ａ）で浮遊性の動物細胞に導入した発現ベクター（ｃ）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
片を該哺乳動物細胞の染色体に組込み、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
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
【００４２】
　本発明は、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子
断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類の発現ベクター、および
選択マーカー遺伝子の両端に一対のトランスポゾン配列を含む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および選択マーカー遺伝子が染
色体に組込まれ、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に関する。
【００４３】
　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
遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子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に関する。
【００４４】
　また、本発明の目的タンパク質を生産する哺乳動物細胞としては、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を含み、且つ該遺伝子断片の両端
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（ａ）、および該トランスポ
ゾン配列を認識し、且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）が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
が挙げられる。
【００４５】
　本発明において、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む、浮遊性の哺乳動物細胞に導入する発現
ベクターは、該哺乳動物細胞により目的のタンパク質が発現および製造可能であれば数は
制限されないが、好ましくは１～２０種類の発現ベクター、より好ましくは２～１０種類
の発現ベクターが挙げられ、例えば、３～８種類の発現ベクター、４～７種類の発現ベク
ター、１～６種類の発現ベクター、１～５種類の発現ベクター、１～４種類の発現ベクタ
ー、１～３種類の発現ベクターが好ましい。
【００４６】
　また、本発明の態様としては、目的タンパク質をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を
含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む少なくとも１種類のタ
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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、且つ一対のトラン
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）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入す
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の該哺乳動物細胞
の染色体への組込みを増加させる方法、目的タンパク質をコードするＤＮＡを該哺乳動物
細胞の染色体に高頻度に組込む方法、および該方法により得られた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。
【００４７】
　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。
【００４８】
　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。
【００４９】
　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。
【００５０】
　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。
【００５１】
　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。
【００５２】
　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Ｐ
ｉｇｇｙＢａｃ由来の塩基配列が挙げられる。
【００５３】
　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。
【００５４】
　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。
【００５５】
　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
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げられる。
【００５６】
　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番目の塩基配列お
よび１７４８番目から１８５５番目の塩基配列が挙げられる。
【００５７】
　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。
【００５８】
　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。
【００５９】
　本発明の目的タンパク質を生産する方法としては、少なくとも２種類のトランスポゾン
配列と少なくとも２種類のトランスポゼースを用いて、少なくとも１種類の目的タンパク
質を製造することも含まれる。
【００６０】
　具体的には、例えば、２つのＴｏｌ１トランスポゾン配列に挿入された１つ目の目的タ
ンパク質をコードするＤＮＡを含むベクター、２つのＴｏｌ２トランスポゾン配列に挿入
された２つ目の目的タンパク質をコードするＤＮＡを含むベクター、Ｔｏｌ１トランスポ
ゼース発現ベクターおよびＴｏｌ２トランスポゾン発現ベクターを同時に、または順番に
浮遊性の哺乳動物細胞へ導入し、各々の目的タンパク質をコードするＤＮＡを該哺乳動物
細胞の染色体へ組込み、２種類の目的のタンパク質を生産する哺乳動物細胞を取得する工
程を含む、タンパク質の製造方法が挙げられる。
【００６１】
　また、１つ目の目的タンパク質と２つ目の目的タンパク質は同一でもよく、細胞に導入
する遺伝子のコピー数を増加させることで、目的タンパク質の生産性を向上させることも
できる。
【００６２】
　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。ま
た、トランスポゾンの転移反応は、一対（二つ）のトランスポゾン配列の間に含まれる塩
基配列の長さを短くすることでその転移反応を増加させることができ、長くすることで転
移反応を低下させることができる。よって、複数のタンパク質からなる目的タンパク質を
発現・製造する場合は、各タンパク質をコードするＤＮＡを別々の発現ベクターに組込み
、該ＤＮＡを宿主細胞の染色体内に組込み、且つ該目的タンパク質を生産する浮遊性の哺
乳動物細胞を作製し、該細胞を用いて目的タンパク質を製造することができる。
【００６３】
　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遺伝子断片を染色体上、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。
【００６４】
　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（ＳＢ）、Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ　１１（ＳＢ１１）、カエル由
来の人工トランスポゾンＦｒｏｇ　Ｐｒｉｎｃｅ（ＦＰ）、または昆虫由来のトランスポ
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ゾンＰｉｇｇｙＢａｃ（ＰＢ）由来の酵素が挙げられる。
【００６５】
　トランスポゼースは、天然型の酵素を用いてもよく、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
に存在する遺伝子断片の転移反応を制御することができる。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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
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。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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　Ｒｅｓ
．，１２，８５７－８７２（１９８４）］、または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。
【００７０】
　本発明の方法において、少なくとも１種類の発現ベクター中の目的タンパク質をコード
するＤＮＡ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
を含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対の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。
【００７１】
　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、少なくとも１種類の目的タンパ
ク質をコードするＤＮＡ、または目的タンパク質をコードするＤＮＡおよび選択マーカー
遺伝子を含む発現ベクターと共に宿主細胞へ導入してもよい。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
せてもよい。
【００７２】
　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。
【００７３】
　本発明において、２種類以上のポリペプチドから構成される目的タンパク質、または２
種類以上の目的タンパク質を生産する場合には、各タンパク質をコードするＤＮＡを同一
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の発現ベクターに組み込むか、またはそれぞれ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ＤＮＡが該細胞の染色体に組み込まれたタ
ンパク質生産細胞を作製することができる。
【００７４】
　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
よいし、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よい。トランスポゼー
スは一過性に働かせてもよいし、継続的に働かせてもよいが、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好ましい。
【００７５】
　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。
【００７６】
　本明細書において「発現ベクター」とは、哺乳動物細胞を形質転換させて目的タンパク
質を発現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一対のトランスポゾン配列が存在する構造を有する。
【００７７】
　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よい。
【００７８】
　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が挙げられる。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。
【００７９】
　「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。
【００８０】
　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、ジ
ヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）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、ゼオシン耐性遺伝子、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）］および蛍光または生体発光
マーカー遺伝子（緑色蛍光タンパクＧＦＰなど）などが挙げられる。
【００８１】
　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を遺伝子改変し
てアミノ酸改変体を作製すること、または選択マーカー遺伝子の転写または翻訳を調整す
ること（例えば、プロモーターの改変およびアミノ酸コドンの改変など）により、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。更に、薬剤濃度を調
整することで、薬剤耐性強度の異なる選択マーカー遺伝子導入細胞を選択することもでき
る。
【００８２】
　選択マーカータンパク質の薬剤耐性能および発光能を調整するためには、減弱化した選
択マーカー遺伝子を用いることが好ましい。減弱化した選択マーカー遺伝子とは、選択マ
ーカー遺伝子にコードされるタンパク質の細胞内における活性が低くなるように改変され
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た選択マーカー遺伝子をいう。
【００８３】
　細胞内における活性が低くなるように改変された選択マーカー遺伝子としては、例えば
、（Ａ）選択マーカー遺伝子にコードされるタンパク質のアミノ酸配列の改変により当該
タンパク質の細胞内における活性が低くなった選択マーカー遺伝子および（Ｂ）選択マー
カー遺伝子の発現を制御する塩基配列の改変もしくは選択マーカー遺伝子のＯＲＦ（Ｏｐ
ｅｎ　Ｒｅａｄｉｎｇ　Ｆｒａｍｅ）内の塩基配列の改変により当該タンパク質の細胞内
での発現量が低下した選択マーカー遺伝子が挙げられる。
【００８４】
　選択マーカー遺伝子にコードされるタンパク質のアミノ酸配列の改変により当該タンパ
ク質の細胞内における活性が低くなった選択マーカー遺伝子としては、例えば、Ｓａｕｔ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．［Ｂｉｏｔｅｃｈ．　Ｂｉｏｅｎｇ．　８９，５３０－５３８（２０
０５）］またはＣｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．［Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２９５，４９－５６（２００４）］に記載のネオマイシン耐性
遺伝子を挙げることができる。
【００８５】
　選択マーカー遺伝子の発現を制御する塩基配列を改変することにより当該タンパク質の
細胞内での発現量を低下させる方法としては、例えば、選択マーカー遺伝子の発現を制御
するプロモーター配列、ターミネーター配列、エンハンサー配列、ｋｏｚａｋのコンセン
サス配列またはシャイン・ダルガルノ配列の配列を改変する方法が挙げられる。より具体
的には、例えば、選択マーカー遺伝子の発現を制御するプロモーター配列を、より弱いプ
ロモーター配列に置換する方法が挙げられる。
【００８６】
　選択マーカー遺伝子のＯＲＦ内の塩基配列の改変により当該タンパク質の細胞内での発
現量を低下させる方法としては、例えば、当該ＯＲＦ内のコドンを当該細胞内での使用頻
度がより低い同義語コドンに置換する方法を挙げることができる。
【００８７】
　本発明の減弱化した選択マーカー遺伝子としては、例えば、上記の当該遺伝子のＯＲＦ
内のコドンを当該細胞内での使用頻度がより低い同義語コドンに置換された選択マーカー
遺伝子を挙げることができる。
【００８８】
　様々な生物種の細胞内において、各同義語コドンのうち使用頻度のより低い同義語コド
ンは、公知の文献またはデータベースなどに基づき選択することができる。
【００８９】
　このような使用頻度の低い同義語コドンへの置換として具体的には、例えば、ＣＨＯ細
胞の場合、ロイシンのコドンをＴＴＡに、アルギニンのコドンをＣＧＡもしくはＣＧＴに
、アラニンのコドンをＧＣＧに、バリンのコドンをＧＴＡに、セリンのコドンをＴＣＧに
、イソロイシンのコドンをＡＴＡに、スレオニンのコドンをＡＣＧに、プロリンをＣＣＧ
に、グルタミン酸のコドンをＧＡＡに、チロシンのコドンをＴＡＴに、リジンのコドンを
ＡＡＡに、フェニルアラニンのコドンをＴＴＴに、ヒスチジンのコドンをＣＡＴに、グル
タミンのコドンをＣＡＡに、アスパラギンのコドンをＡＡＴに、アスパラギン酸のコドン
をＧＡＴに、システインのコドンをＴＧＴに、またはグリシンのコドンをＧＧＴに、置換
することをいう。
【００９０】
　減弱化した選択マーカー遺伝子において、改変前の選択マーカー遺伝子と比べて置換さ
れるコドンの数は、タンパク質の生産細胞を効率的に取得しうる限り特に制限はないが、
２０個以上のアミノ酸残基に対応するコドンを置換することが好ましい。
【００９１】
　減弱化した選択マーカー遺伝子において、改変前の選択マーカー遺伝子と比べて改変さ
れる塩基の数は、特に制限はないが、選択マーカー遺伝子をコードする塩基配列の１０％
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以上を改変することが好ましい。
【００９２】
　また、減弱化した選択マーカー遺伝子において置換するコドンのコードするアミノ酸残
基は、特に制限はないが、好ましくはロイシン、アラニン、セリンおよびバリンを挙げる
ことができる。
【００９３】
　減弱化した選択マーカー遺伝子において、ロイシン残基に対応するコドンを置換する場
合は、特に制限はないが、選択マーカー遺伝子に含まれる全てのロイシン残基に対応する
コドンのうち、７０％以上のロイシン残基に対応するコドンを置換することが好ましい。
【００９４】
　また減弱化した選択マーカー遺伝子において、アラニン残基に対応するコドンを置換す
る場合は、特に制限はないが、選択マーカー遺伝子に含まれる全てのアラニン残基に対応
するコドンのうち、７０％以上のアラニン残基に対応するコドンを置換することが好まし
い。
【００９５】
　このような使用頻度の低い同義語コドンに置換することにより改変して得られる、減弱
化した選択マーカー遺伝子の例として具体的には、配列番号３７、３８または３９で表さ
れる塩基配列からなるネオマイシン耐性遺伝子、配列番号４１、４３または４４で表され
る塩基配列からなるピューロマイシン耐性遺伝子、配列番号４５または４６で表される塩
基配列からなるゼオシン耐性遺伝子、配列番号４７または４８で表される塩基配列からな
るハイグロマイシン耐性遺伝子を挙げることができる。
【００９６】
　さらに、抗体生産細胞の作製において薬剤耐性細胞を選択する際の薬剤の濃度を通常用
いられる濃度に比べ、著しく高くすること、もしくは薬剤耐性遺伝子が薬剤を代謝・分解
する前に追加投与することなどによっても、選択マーカー遺伝子を減弱化することが可能
である。
【００９７】
　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。
【００９８】
　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。また、シクロヘ
キシミド耐性マーカーとしては、例えば、ヒトリボソームタンパク質サブユニットＬ４４
の５４位のプロリンがグルタミンに置換された変異ヒトリボソームタンパク質サブユニッ
トＬ４４が挙げられる。
【００９９】
　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またはＲＮＡを導入する方法としては、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が挙げられる。
【０１００】
　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。
【０１０１】
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　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
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）；Ｃｈｒｏｍｏｓ
ｏｍａ，４１，１２９（１９７３）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
，１８，１１５（１９９６）；Ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１４８，２６０
（１９９７）；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７，４２１６（１９
８０）；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，６０，１２７５（１９６８）；Ｃｅ
ｌｌ，６，１２１（１９７５）；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　
Ａｐｐｅｎｄｉｘ　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。
【０１０２】
　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。
【０１０３】
　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）］、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０２／３１１
４０号）、ＧＤＰ－ｍａｎｎｏｓｅ　４，６－ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ（ＧＭＤ）が欠損
した細胞およびＦｘタンパク質が欠損した細胞を用いることもできる。
【０１０４】
　本発明において目的タンパク質とは、少なくとも１種類のポリペプチドからなるタンパ
ク質、複数のポリペプチドまたはタンパク質からなる複合タンパク質何れをも含む。また
、本発明においてタンパク質とポリペプチドは同義であるが、比較的低分子量のタンパク
分子または複合タンパク質を構成するタンパク質をポリペプチドとして定義することもあ
る。
【０１０５】
　本発明において目的タンパク質は、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、ポリペプチドでもよい。具体的には、例えば、ヒト血清タンパク質、アルブミ
ン結合タンパク質、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、抗体、選択マーカータンパク質、膜タンパク質および各種タンパク質の部分
断片などが挙げられる。具体的には、例えば、ヒト静脈イムノグロブリン（ＩＶＩＧ）、
エリスロポイエチン（ＥＰＯ）、アルブミン、成長ホルモン（ＧＨ）、卵胞刺激ホルモン
（ＦＳＨ）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、インスリン、インスリン様増殖因子－Ｉ（ＩＧ
Ｆ－Ｉ）、インターフェロン（ＩＮＦ）、Ｆａｓリガンド、血液凝固因子（ＩＩ、ＶＩＩ
、ＶＩＩＩ、ＩＸ、Ｘ）、プロトロンビン、フィブリノーゲン、プロテインＣ、プロテイ
ンＳ、アンチトロンビンＩＩＩ（ＡＴＩＩＩ）、組織プラスミノーゲンアクチベーター（
ｔＰＡ）、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体および薬剤選択（耐性）遺伝子など
が挙げられる。
【０１０６】
　抗体とは、抗体重鎖（Ｈ鎖）ポリペプチドと２本の抗体軽鎖（Ｌ鎖）ポリペプチドから
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なる分子であり、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭサブクラスが知られてい
る。更にＩｇＧはＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４クラスに分類される。
【０１０７】
　ＩｇＧ抗体は２本のＨ鎖ポリペプチドと２本のＬ鎖ポリペプチドからなるヘテロテトラ
マー分子である。Ｈ鎖およびＬ鎖はそれぞれ抗原結合に関与する可変領域（Ｖ）および定
常領域（Ｃ）からなり、ＶＨ、ＣＨ、ＶＬまたはＣＬと呼ばれる。ＣＨ領域は更にＣＨ１
、ＣＨ２、ＣＨ３領域に分類され、ＣＨ２およびＣＨ３領域を合わせてＦｃ領域または単
にＦｃと呼ばれる。
【０１０８】
　抗体には、単一のエピトープに反応するモノクローナル抗体、複数のエピトープに反応
するポリクローナル抗体、遺伝子組換え抗体が包含される。
【０１０９】
　モノクローナル抗体とは、単一クローンの抗体産生細胞が分泌する抗体であり、ただ一
つのエピトープ（抗原決定基ともいう）を認識し、モノクローナル抗体を構成するアミノ
酸配列（１次構造）が均一である。
【０１１０】
　ポリクローナル抗体とは、モノクローナル抗体の混合物であり、複数のエピトープに反
応することができる。
【０１１１】
　遺伝子組み換え抗体としては、例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、Ｆｃ融合
タンパク質、Ｆｃアミノ酸改変抗体、多価抗体および該部分断片などが挙げられる。アミ
ノ酸改変抗体は、可変領域または定常領域いずれの部分にアミノ酸残基改変が施されてい
てもよく、抗体の活性が制御されている。
【０１１２】
　多価抗体には、１つの抗原上の２つ以上の異なるエピトープに反応する多価抗体、２つ
以上の異なる抗原に反応する多価抗体等があるがいずれのものでもよい。また抗原への結
合活性を維持した多価抗体であればいずれの構造の多価抗体でもよい（国際公開第２００
１／７７３４２号、米国特許第７，６１２，１８１号明細書、国際公開第２００９／１３
１２３９号）。
【０１１３】
　本発明の製造方法によれば、上述のいずれの目的タンパク質および／または目的ペプチ
ドを発現、製造することができる。
【０１１４】
　本発明の少なくとも１種類の目的タンパク質をコードするＤＮＡが導入された細胞とし
ては、以下の（Ａ）および（Ｂ）の工程により製造にされる抗体産生細胞が挙げられる。
工程（Ａ）　以下の（ａ）～（ｃ）から選ばれる１の発現ベクターの組み合わせまたは発
現ベクター（ｄ）、および発現ベクター（ｅ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する
工程
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺
伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを
含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現
ベクター、ならびに抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび薬剤耐性遺伝子をコードするＤＮＡを含む
遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベク
ター、ならびに抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断
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片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｅ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）　工程（Ａ）で浮遊性の哺乳動物細胞に導入した発現ベクター（ｅ）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Ｈ
鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子が前記哺乳動物細胞の染色体に組み込まれた、抗体を
発現する浮遊性の哺乳動物細胞を選択する工程
【０１１５】
　本発明の抗体を製造する方法としては、以下の工程（Ａ）～（Ｃ）を含む、目的タンパ
ク質を生産する方法を挙げることができる。
工程（Ａ）　以下の（ａ）～（ｃ）から選ばれる１の発現ベクターの組み合わせまたは発
現ベクター（ｄ）、および発現ベクター（ｅ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する
工程
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺
伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび薬剤耐性遺伝子をコードするＤＮＡを含む
遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベク
ター、ならびに抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断
片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを
含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現
ベクター、ならびに抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｅ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）　工程（Ａ）で浮遊性の哺乳動物細胞に導入した発現ベクター（ｅ）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Ｈ
鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子を前記哺乳動物細胞の染色体に組込み、抗体を発現す
る浮遊性の哺乳動物細胞を得る工程工程（Ｃ）　工程（Ｂ）で得られた抗体を発現する浮
遊性の哺乳動物細胞を浮遊培養して、抗体を生産させる工程
【０１１６】
　また、本発明は、以下の（Ａ）および（Ｂ）の工程を含む抗体高生産株の製造方法およ
びスクリーニング方法を含む。
工程（Ａ）　以下の（ａ）～（ｃ）から選ばれる１の発現ベクターの組み合わせまたは発
現ベクター（ｄ）、および発現ベクター（ｅ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する
工程
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺
伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
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　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを
含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現
ベクター、ならびに抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを
含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現
ベクター、ならびに抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｅ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）　工程（Ａ）で浮遊性の哺乳動物細胞に導入した発現ベクター（ｅ）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Ｈ
鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子が前記哺乳動物細胞の染色体に組込まれ、抗体を高発
現する浮遊性の哺乳動物細胞を選択する工程
【０１１７】
　更に、本発明は、以下の（Ａ）、（Ｂ）および（Ｃ）の工程を含む抗体製造方法を含む
。
工程（Ａ）　以下の（ａ）～（ｃ）から選ばれる１の発現ベクターの組み合わせまたは発
現ベクター（ｄ）、および発現ベクター（ｅ）を浮遊性の哺乳動物細胞に同時に導入する
工程
　（ａ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両
端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター、抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含
む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベ
クターおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺
伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｂ）抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを
含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現
ベクター、ならびに抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｃ）抗体のＬ鎖をコードするＤＮＡおよび選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを
含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現
ベクター、ならびに抗体のＨ鎖をコードするＤＮＡを含む遺伝子断片を含み、且つ該遺伝
子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｄ）抗体のＨ鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子をコードするＤＮＡを含む遺伝子断
片を含み、且つ該遺伝子断片の両端に一対のトランスポゾン配列を含む発現ベクター
　（ｅ）トランスポゾン配列を認識し、且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
工程（Ｂ）　工程（Ａ）で浮遊性の哺乳動物細胞に導入した発現ベクター（ｅ）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Ｈ
鎖、Ｌ鎖および選択マーカー遺伝子を前記哺乳動物細胞の染色体に組込み、抗体を発現す
る浮遊性の哺乳動物細胞を得る工程
工程（Ｃ）　工程（Ｂ）で得られた抗体を発現する浮遊性の哺乳動物細胞を浮遊培養して
、抗体を生産させる工程
【０１１８】
　本発明の少なくとも１種類の目的タンパク質をコードするＤＮＡが導入された哺乳動物
細胞としては、例えば、複数の異なる抗体遺伝子が導入されたポリクローナル抗体産生細
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胞および複合体分子産生細胞などが挙げられる。
【０１１９】
　ポリクローナル抗体産生細胞としては、例えば、１つの抗原に対する少なくとも２種類
以上の異なるモノクローナル抗体遺伝子が導入された細胞、複数の抗原に対する複数のモ
ノクローナル抗体遺伝子が導入された細胞、抗原が免疫された非ヒト動物由来抗体遺伝子
ライブラリーが導入された細胞および患者由来抗体遺伝子ライブラリーが導入された細胞
などが挙げられる。
【０１２０】
　複合体分子生産細胞は、細胞内で共発現させた個々の分子が複合体分子を形成するタン
パク質をコードするＤＮＡが導入された細胞であればいずれのものでもよい。具体的には
、例えば、ＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）とｃｏｍｍｏｎγ鎖が共導入された細胞、ｎｅｏ
ｎａｔａｌ　Ｆｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＦｃＲｎ）とβ２マクログロブリンが共導入され
た細胞、およびＣＤ９８とＬＡＴ１が共導入された細胞（国際公開第２００７／１１４４
９６号）などが挙げられる。
【０１２１】
　本発明の抗体製造方法によって製造される抗体はいずれの抗体でもよく、例えば、腫瘍
関連抗原を認識する抗体、アレルギーまたは炎症に関連する抗原を認識する抗体、循環器
疾患に関連する抗原を認識する抗体、自己免疫疾患に関連する抗原を認識する抗体、およ
びウイルスまたは細菌感染に関連する抗原を認識する抗体などが挙げられる。
【０１２２】
　腫瘍関連抗原としては、例えば、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ６
、ＣＤ７、ＣＤ９、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、Ｃ
Ｄ２５、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ３２、ＣＤ３３、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０　ｌ
ｉｇａｎｄ（ＣＤ４０Ｌ）、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ４６、ＣＤ４７、ＣＤ５２、ＣＤ
５４、ＣＤ５５、ＣＤ５５、ＣＤ５９、ＣＤ６３、ＣＤ６４、ＣＤ６６ｂ、ＣＤ６９、Ｃ
Ｄ７０、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ８９、ＣＤ９５、ＣＤ９８、ＣＤ１０５、ＣＤ１３４
、ＣＤ１３７、ＣＤ１３８、ＣＤ１４７、ＣＤ１５８、ＣＤ１６０、ＣＤ１６２、ＣＤ１
６４、ＣＤ２００、ＣＤ２２７、ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔ
ｉｎ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　４（ＡＲＰ４）、ａｕｒｏｒａ、Ｂ７－Ｈ１、
Ｂ７－ＤＣ、ｉｎｔｅｇｌｉｎ、ｂｏｎｅ　ｍａｒｒｏｗ　ｓｔｒｏｍａｌ　ａｎｔｉｇ
ｅｎ　２（ＢＳＴ２）、ＣＡ１２５、ＣＡ１９．９、ｃａｒｂｏｎｉｃ　ａｎｈｙｄｒａ
ｓｅ　９（ＣＡ９），　ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｃｃ－ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏ
ｒ（ＣＣＲ）　４、ＣＣＲ７、ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ（Ｃ
ＥＡ）、ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔ
ｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－１（ＣＦＲ－１）、ｃ－Ｍｅｔ、ｃ－Ｍｙｃ、ｃｏｌｌａｇｅ
ｎ、ＣＴＡ、ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＣＴ
ＧＦ）、ＣＴＬＡ－４、ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ－１８、ＤＦ３、Ｅ－ｃａｔｈｅｒｉｎ
、ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｅｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＥＧＦＲ）、
ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＥＧＦＲ２（ＨＥＲ２）、ＥＧＦＲ３　（ＨＥＲ３）、ＥＧＦＲ４（
ＨＥＲ４）、ｅｎｄｏｇｌｉｎ、ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　
ｍｏｌｅｃｕｌｅ（ＥｐＣＡＭ）、ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃ　ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ　（ＥＰＣＲ）、ｅｐｈｒｉｎ、ｅｐｈｒｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ｅｐｈ
）、ＥｐｈＡ２、ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｓｅ－２（ＥＴ２）、ＦＡＭ３Ｄ、ｆｉｂｒｏｂ
ｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＦＡＰ）、Ｆｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ
　ｈｏｍｏｌｏｇ　１（ＦｃＲＨ１）、ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｇｒ
ｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ－８　（ＦＧＦ－８）、ＦＧＦ８　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｂａｓｉ
ｃ　ＦＧＦ（ｂＦＧＦ）、ｂＦＧＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ＦＧＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ｆ
ＧＦＲ）　３、ＦＧＦＲ４、ＦＬＴ１、ＦＬＴ３、ｆｏｌａｔｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、Ｆ
ｒｉｚｚｌｅｄ　ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ　１０（ＦＺＤ１０）、ｆｒｉｚｚｌｅｄ　ｒｅｃ
ｅｐｔｏｒ　４（ＦＺＤ－４）、Ｇ２５０、Ｇ－ＣＳＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｇａｎｇｌ
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ｉｏｓｉｄｅ（例えば、ＧＤ２、ＧＤ３、ＧＭ２およびＧＭ３等）、ｇｌｏｂｏ　Ｈ、ｇ
ｐ７５、ｇｐ８８、ＧＰＲ－９－６、ｈｅｐａｒａｎａｓｅ　Ｉ、ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　（ＨＧＦ）、ＨＧＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ＨＬＡ　ａｎ
ｔｉｇｅｎ（例えば、ＨＬＡ－ＤＲ等）、ＨＭ１．２４、ｈｕｍａｎ　ｍｉｌｋ　ｆａｔ
　ｇｌｏｂｕｌｅ（ＨＭＦＧ）、ｈＲＳ７、ｈｅａｔ　ｓｈｏｃｋ　ｐｒｏｔｅｉｎ　９
０（ｈｓｐ９０）、ｉｄｉｏｔｙｐｅ　ｅｐｉｔｏｐｅ、ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　ｇ
ｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＩＧＦ）、ＩＧＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＩＧＦＲ）、ｉｎｔ
ｅｒｌｅｕｋｉｎ（例えば、ＩＬ－６およびＩＬ－１５等）、ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ　
ｒｅｃｅｐｔｏｒ（例えば、ＩＬ－６ＲおよびＩＬ－１５Ｒ等）、ｉｎｔｅｇｒｉｎ、ｉ
ｍｍｕｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ－
４（ＩＲＴＡ－４）、ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ　１、ＫＤＲ、ＫＩＲ２ＤＬ１、ＫＩＲ２Ｄ
Ｌ２／３、ＫＳ１／４、ｌａｍｐ－１、ｌａｍｐ－２、ｌａｍｉｎｉｎ－５、Ｌｅｗｉｓ
　ｙ、ｓｉａｌｙｌ　Ｌｅｗｉｓ　ｘ、ｌｙｍｐｈｏｔｏｘｉｎ－ｂｅｔａ　ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ（ＬＴＢＲ）、ＬＵＮＸ、ｍｅｌａｎｏｍａ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｃｈｏｎｄ
ｒｏｉｔｉｎ　ｓｕｌｆａｔｅ　ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ（ＭＣＳＰ）、ｍｅｓｏｔｈ
ｅｌｉｎ、ＭＩＣＡ、Ｍｕｌｌｅｒｉａｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
　ｔｙｐｅ　ＩＩ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＭＩＳＩＩＲ）、ｍｕｃｉｎ、ｎｅｕｒａｌ　ｃ
ｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ（ＮＣＡＭ）、Ｎｅｃｌ－５、Ｎｏｔｃｈ
１、ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ、ｐｌａｔｅｌｅｔ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａ
ｃｔｏｒ（ＰＤＧＦ）、ＰＤＧＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｐｌａｔｅｌｅｔ　ｆａｃｔｏｒ
－４（ＰＦ－４）、ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ、Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｓｐｅ
ｃｉｆｉｃ　Ａｎｔｉｇｅｎ（ＰＳＡ）、ｐｒｏｓｔａｔｅ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ａｎ
ｔｉｇｅｎ（ＰＳＣＡ）、ｐｒｏｓｔａｔｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ａ
ｎｔｉｇｅｎ（ＰＳＭＡ）、Ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｒｅｌａｔｅｄ
　ｐｒｏｔｅｉｎ／ｐｅｐｔｉｄｅ（ＰＴＨｒＰ）、ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｃｔｉｖａｔ
ｏｒ　ｏｆ　ＮＦ－ｋａｐｐａＢ　ｌｉｇａｎｄ（ＲＡＮＫＬ）、ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｆ
ｏｒ　ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｍｏｔｉｌｉｔｙ（ＲＨＡ
ＭＭ）、ＲＯＢＯ１、ＳＡＲＴ３、ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ　４Ｂ（ＳＥＭＡ４Ｂ）、ｓｅ
ｃｒｅｔｏｒｙ　ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＳＬＰ
Ｉ）、ＳＭ５－１、ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ－１－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ、ｔｕｍｏｒ－ａ
ｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ－７２（ＴＡＧ－７２）、ｔｒａｎｓｆ
ｅｒｒｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＴｆＲ）、ＴＧＦ－ｂｅｔａ、Ｔｈｙ－１、Ｔｉｅ－１
、Ｔｉｅ２　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、Ｔ　ｃｅｌｌ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　ｄｏｍ
ａｉｎ　ａｎｄ　ｍｕｃｉｎ　ｄｏｍａｉｎ　１（ＴＩＭ－１）、ｈｕｍａｎ　ｔｉｓｓ
ｕｅ　ｆａｃｔｏｒ（ｈＴＦ）、Ｔｎ　ａｎｔｉｇｅｎ、ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ
　ｆａｃｔｏｒ（ＴＮＦ）、Ｔｈｏｍｓｅｎ－Ｆｒｉｅｄｅｎｒｅｉｃｈ　ａｎｔｉｇｅ
ｎ（ＴＦ　ａｎｔｉｇｅｎ）、ＴＮＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉ
ｓ　ｆａｃｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ｌｉｇａ
ｎｄ（ＴＲＡＩＬ）、ＴＲＡＩＬ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（例えば、ＤＲ４およびＤＲ５等）
、ｓｙｓｔｅｍ　ＡＳＣ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　２（ＡＳＣ
Ｔ２）、ｔｒｋＣ、ＴＲＯＰ－２、ＴＷＥＡＫ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｆｎ１４、ｔｙｐｅ
　ＩＶ　ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ、ｕｒｏｋｉｎａｓｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｖａｓｃｕ
ｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）、ＶＥＧＦ
　ｒｅｃｅｐｔｏｒ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２およびＶＥＧＦＲ３等）、ｖ
ｉｍｅｎｔｉｎおよびＶＬＡ－４等が挙げられ、これら抗原に対する抗体などが挙げられ
る。
【０１２３】
　更に腫瘍関連抗原を認識する抗体としては、例えば、抗ＧＤ２抗体［Ａｎｔｉｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．，１３，３３１（１９９３）］、抗ＧＤ３抗体［Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．，３６，２６０（１９９３）］、抗ＧＭ２抗体［Ｃａｎ
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ｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５４，１５１１（１９９４）］、抗ＣＤ５２抗体［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９，　４２８５（１９９２）］、抗ＭＡＧＥ抗体［Ｂ
ｒｉｔｉｓｈ　Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，８３，４９３（２０００）］、抗ＨＭ１．２４抗体［
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，３６，３８７（１９９９）］、抗副甲状腺ホル
モン関連蛋白（ＰＴＨｒＰ）抗体［Ｃａｎｃｅｒ，８８，２９０９（２０００）］、抗ｂ
ＦＧＦ抗体、抗ＦＧＦ－８抗体［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６
，９９１１（１９８９）］、抗ｂＦＧＦＲ抗体、抗ＦＧＦＲ１抗体（国際公開第２００５
／０３７２３５号）、抗ＦＧＦ－８Ｒ抗体［Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６５，１６４
５５（１９９０）］、抗ＩＧＦ抗体［Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓ．，４０，６４７（
１９９５）］、抗ＩＧＦ－ＩＲ抗体［Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓ），４０，６４７（
１９９５）］、抗ＰＳＭＡ抗体［Ｊ．Ｕｒｏｌｏｇｙ，１６０，２３９６（１９９８）］
、抗ＶＥＧＦ抗体［Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ），５７，４５９３（１９９７）、Ａｖａｓｔ
ｉｎ（Ｒ）］、抗ＶＥＧＦＲ抗体［Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９，２１３８（２０００）、国
際公開第９６／３００４６号］、抗ＣＤ２０抗体［Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，
１０，５４８（１９９８）、ＵＳ５，７３６，１３７、Ｒｉｔｕｘａｎ（Ｒ）、Ｏｃｒｅ
ｌｉｚｕｍａｂ、Ｏｆａｔｕｍｕｍａｂ］、抗ＥＧＦＲ抗体（Ｅｒｂｉｔｕｘ（Ｒ）、Ｖ
ｅｃｔｉｖｉｘ（Ｒ））、抗ＨＥＲ２抗体（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ，８９，４２８５（１９９２）、ＵＳ５，７２５，８５６、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（Ｒ

）、Ｐｅｒｔｕｚｕｍａｂ）、抗ＨＥＲ３抗体（ＵＳ２００８／０１２４３４５）、ｃ－
Ｍｅｔ抗体（ＵＳ６，４６８，５２９）、抗ＣＤ１０抗体、抗ＥＧＦＲ抗体（国際公開第
９６／４０２０１０号）、抗Ａｐｏ－２Ｒ抗体（国際公開第９８／５１７９３号）、抗Ａ
ＳＣＴ２抗体（国際公開第２０１０／００８０７５号）、抗ＣＥＡ抗体［キャンサー・リ
サーチ（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．），５５（２３　ｓｕｐｐｌ）：５９３５ｓ－５９４５
ｓ，（１９９５）］、抗ＣＤ３８抗体、抗ＣＤ３３抗体、抗ＣＤ２２抗体、抗ＣＤ２０ア
ミノ酸改変抗体（Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１１５，４３９３，２０１０．）、抗ＥｐＣＡ
Ｍ抗体、抗Ａ３３抗体および抗葉酸受容体抗体（ＭＲＡｂ－００３）などが挙げられる。
【０１２４】
　アレルギーまたは炎症に関連する抗原を認識する抗体としては、例えば、抗インターロ
イキン６抗体［Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，１２７，５（１９９２）］、抗インターロイ
キン６受容体抗体［Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，３１，３７１（１９９４）
、Ａｃｔｅｍｕｒａ（Ｒ）］、抗インターロイキン５抗体［Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，
１２７，５（１９９２）］、抗インターロイキン５受容体抗体、抗インターロイキン４抗
体［Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，３，５６２（１９９１）］、抗インターロイキン４受容体抗体［
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２１７，４１（１９９８）］、抗腫瘍壊死因子抗
体［Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ，１３，１８３（１９９４）、Ｈｕｍｉｒａ（Ｒ）］、抗腫瘍壊
死因子受容体抗体［Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，５８，２３７（２００
０）］、抗ＣＣＲ４抗体［Ｎａｔｕｒｅ，４００，７７６，（１９９９）］、抗ケモカイ
ン抗体（Ｐｅｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，１７４，２４９－
２５７，１９９４）および抗ケモカイン受容体抗体［Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８６，１
３７３（１９９７）］などが挙げられる。循環器疾患に関連する抗原を認識する抗体とし
ては、例えば、抗ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ抗体［Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５２，２９６８
（１９９４）］、抗血小板由来増殖因子抗体［サイエンス（Ｓｃｉｅｎｃｅ），２５３，
１１２９（１９９１）］、抗血小板由来増殖因子受容体抗体［Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
，２７２，１７４００（１９９７）］、抗血液凝固因子抗体［Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，
１０１，１１５８（２０００）］、抗ＩｇＥ抗体、抗αＶβ３抗体およびα４β７抗体な
どが挙げられる。
【０１２５】
　ウイルスまたは細菌感染に関連する抗原を認識する抗体としては、例えば、抗ｇｐ１２
０抗体［Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，８，３８５（２０００）］、抗ＣＤ４抗体［Ｊ．Ｒｈｅｕ
ｍａｔｏｌｏｇｙ，２５，２０６５（１９９８）］、抗ＣＣＲ５抗体、抗ベロ毒素抗体［
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Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，３７，３９６（１９９９）］および抗Ｍ２抗体（
日本国特開２００３－２３５５７５号公報）などが挙げられる。
【０１２６】
　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α１，６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）および抗体の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。
【０１２７】
　「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）
、またはマクロファージ若しくは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（Ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ、ＡＤＰ活性
）などが知られている。
【０１２８】
　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。
【０１２９】
　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。
【０１３０】
　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。
【０１３１】
　また、抗体のＦｃ領域のアミノ酸残基を改変することでＡＤＣＣ活性または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２００７／０１４８
１６５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。
【０１３２】
　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、または米国特許第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。
【０１３３】
　本発明で用いられる「浮遊性の哺乳動物細胞」とは、マイクロビーズまたは組織培養用
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。
【０１３４】
　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。
【０１３５】
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　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。
【０１３６】
　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。
【０１３７】
　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。
【０１３８】
　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
いう）およびＣＨＯ－Ｓ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）などを挙げることができる。
【０１３９】
　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、
または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］。
【０１４０】
　「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。
【０１４１】
　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。
【０１４２】
　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。
【０１４３】
　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。
【０１４４】
　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。
【０１４５】
　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。
【０１４６】
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　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。
【０１４７】
　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。
【０１４８】
　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。
【０１４９】
　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
ｅｌｌｃｕｌｔ／ｗａｖｅ＿０３＿１６．ｐｄｆに記載の方法で行うことができる。
【０１５０】
　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。
【０１５１】
　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、且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。
【０１５２】
　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
または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。分離の方法としては、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が挙げられ、目的タンパク質と不純物の物理化学的性質の違い
または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。
【０１５３】
　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。
【０１５４】
　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。
【０１５５】
　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。
【０１５６】
　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
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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】
【０１５７】
［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選択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。
【０１５８】
　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
。
【０１５９】
　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
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。
【０１６０】
　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。
【０１６１】
　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
。
【０１６２】
　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（配列
番号１０）をコードする塩基配列（配列番号９）およびＬ鎖（配列番号１２）をコードす
る塩基配列（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。
【０１６３】
　Ｍ５ＬＧ１＿Ｍ２＿Ｚ３ベクターの、抗体遺伝子発現カセットおよび選択マーカー遺伝
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。
【０１６４】
　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）。
【０１６５】
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　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）。
【０１６６】
［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、Ｔｏｌ２トランスポゼース発現ベクター（以
下、Ｔｏｌ２ベクターと略記する）を作製した（図３）。
【０１６７】
［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
。数日後、これらの細胞が増殖していることを確認したのち、５％ＦＣＳ添加α－ＭＥＭ
培地に２×１０５個／ｍＬの濃度で播種し、振とう培養を行った。
【０１６８】
　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。
【０１６９】
（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ベク
ターｐＣＡＧＧＳ－Ｔ２ＴＰ［図３、Ｋａｗａｋａｍｉ　Ｋ＆Ｎｏｄａ　Ｔ．Ｇｅｎｅｔ
ｉｃｓ．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。
【０１７０】
　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。
【０１７１】
　各４×１０６個の細胞を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、Ｔｏｌ２ベクターは、Ｔｏ
ｌ２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。
【０１７２】
　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。
【０１７３】
　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
。
【０１７４】
　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
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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。
【０１７５】
　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。
【０１７６】
　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。
【０１７７】
【表１】

【０１７８】
【表２】

【０１７９】
　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。
【０１８０】
　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。
【０１８１】
　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。
【０１８２】
（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。
【０１８３】



(35) JP WO2012/081628 A1 2012.6.21

10

20

30

40

50

　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。
【０１８４】
　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
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。
【０１８５】
　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。
【０１８６】
　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。
【０１８７】
　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４に示す。
【０１８８】
　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。
【０１８９】
　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。
【０１９０】
　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。
【０１９１】
［実施例４］Ｔｏｌ１トランスポゾンによる抗体発現細胞の造成および抗体製造（１）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選択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。
【０１９２】
　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
。
【０１９３】
　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。
【０１９４】
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　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。
【０１９５】
　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選択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、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。
【０１９６】
　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）。
【０１９７】
（２）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（配列番号１７）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、ｐＢｌｕｅｓ
ｃｒｉｐｔＩＩ　ＳＫ（＋）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社製）に挿入し、Ｔｏｌ１トランス
ポゼース発現ベクターｐＴｏｌ１ａｓｅとして利用した（図６）。
【０１９８】
（３）抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　上述（１）～（３）で作製した発現ベクターを用いて、実施例３と同様の方法によりＴ
ｏｌ１トランスポゾンによる発現ベクターの導入効果を検討した。その結果を表３に示す
。
【表３】

【０１９９】
　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。
【０２００】
　この結果から、浮遊性の哺乳動物細胞において、Ｔｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配
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列であるトランスポゾン配列を使用しても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。
【０２０１】
（４）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、実施例
３の（３）と同様にして検討を行った。
【０２０２】
　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。
【０２０３】
　図７に示すように、Ｔｏｌ１トランスポゾン由来の塩基配列であるトランスポゾン配列
を用いた場合でもＴｏｌ２と同様に、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明らかになった。
【０２０４】
［実施例５］抗ヒトＣＤ９８抗体の作製
　（１）抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖発現トランスポゾンベクターおよび抗ヒトＣＤ９８抗体
軽鎖発現トランスポゾンベクターの作製
　配列番号２０および２３のアミノ酸配列で表された可変領域Ｈ鎖およびＬ鎖を有する抗
ヒトＣＤ９８抗体を作製するために、各抗体可変領域にヒトＩｇＧ１抗体定常領域のアミ
ノ酸配列を連結させＨ鎖およびＬ鎖のアミノ酸配列を作製した。
【０２０５】
　シグナル配列が連結した抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖可変領域および軽鎖可変領域の遺伝子
配列（配列番号１８、２１）は、日本国特許第４３２４６３７号公報に開示されている（
Ｎ５ＫＧ１－Ｖａｌ　Ｃ２ＩｇＧ１ＮＳ／Ｉ１１７Ｌベクター）に組込まれている配列を
使用し、トランスポゾン配列、プロモーター等は実施例１と同様のものを用いて抗ヒトＣ
Ｄ９８抗体重鎖発現トランスポゾンベクター（ＣＤ９８Ｈベクターと略記する）および抗
ヒトＣＤ９８抗体軽鎖発現トランスポゾンベクター（ＣＤ９８Ｌベクターと略記する）を
それぞれ構築した（図８、９）。
【０２０６】
　使用したＤＮＡ断片は既知の配列をもとに、人工的に化学合成するか、あるいはその両
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組換え操作のために制限酵素切断部位を付加した。
【０２０７】
（２）シクロヘキシミド耐性遺伝子発現トランスポゾンベクターの作製
　実施例１に記載のＣＭＶエンハンサー／プロモーター制御下に、シクロヘキシミド耐性
遺伝子をコードする配列（配列番号７）を接続し、該シクロヘキシミド耐性遺伝子発現カ
セットの両端に一対のトランスポゾン配列（Ｔｏｌ－２Ｌ、Ｔｏｌ２－Ｒ）を挿入し、シ
クロヘキシミド耐性遺伝子発現トランスポゾンベクター（以下、ＣＨＸベクターと略記す
る）を構築した（図１０）。
【０２０８】
　用いたＤＮＡ断片は既知の配列をもとに、人工的に化学合成するか、あるいはその両端
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。
【０２０９】
（３）抗ヒトＣＤ９８抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　上述（１）および（２）で作製したＣＤ９８Ｈベクター（図８）、ＣＤ９８Ｌベクター
（図９）、ＣＨＸベクター（図１０）および実施例２で作製したＴｏｌ２ベクター（図３
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）を浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞に導入し、抗体を高発現する細胞の出現数を比
較した。
【０２１０】
　実験区では、４×１０６個ＣＨＯ－Ｋ１細胞を４００μＬのＰＢＳに懸濁し、ＣＤ９８
Ｈベクター（１０μｇ）、ＣＤ９８Ｌベクター（１０μｇ）、ＣＨＸベクター（１０μｇ
）およびＴｏｌ２ベクター（１０μｇ）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。Ｔｏｌ２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。エレクトロポ
レーションは、エレクトロポレーター（Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ　ＸｃｅＩＩ　ｓｙｓｔ
ｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を用い、電圧３００　Ｖ、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。
【０２１１】
　また、対照区では、ＣＤ９８Ｈベクター（１０μｇ）、ＣＤ９８Ｌベクター（１０μｇ
）およびＣＨＸベクター（１０μｇ）を、それぞれ制限酵素ＰｃｉＩ（タカラバイオ社）
により直鎖状にした後、上述と同様にしてエレクトロポレーションを行なった。
【０２１２】
　エレクトロポレーションによる遺伝子導入後、各々のキュベットの細胞は、０．５％　
大豆加水分解物を加えたＣＤ　ＯｐｔｉＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）（以下、
０．５ＣＤ培地と記す。）に懸濁して９６穴プレート１枚に播種し、ＣＯ２インキュベー
タ内で４日間培養した。次に、遺伝子導入後５日後の培地交換から、３μｇ／ｍＬのシク
ロヘキシミド（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社　Ｃ４８５９）を添加した０．５ＣＤ培地
を用いて、シクロヘキシミド存在下で培養を行い、１週間毎に培地交換を行いながら、４
週間培養した。
【０２１３】
　４週間培養後、抗体の発現はＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）を利用したサンドイ
ッチ法（ＬＥＮＣＥＴＭ、パーキンエルマー社）で定量した。抗体高発現細胞は、培養上
清中の抗体濃度が５．０μｇ／ｍＬ以上発現しているクローンを、抗体が発現している細
胞として計測したその結果を表４に示す。
【０２１４】
【表４】

【０２１５】
　表４に示すように、浮遊性のＣＨＯ－Ｋ１細胞に、抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖発現トラン
スポゾンベクター、抗ヒトＣＤ９８抗体軽鎖発現ベクターおよびシクロヘキシミド耐性遺
伝子ベクターと共にＴｏｌ２ベクターを共導入した実験区では、抗ヒトＣＤ９８抗体発現
細胞が多数認められたが、Ｔｏｌ２ベクターを共導入していない対照区では、ベクターを
線状化したにも関らず、抗ヒトＣＤ９８抗体発現細胞を認められなかった。
【０２１６】
［実施例６］抗ヒトＣＤ９８抗体の製造（１）抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖遺伝子断片、抗ヒ
トＣＤ９８抗体軽鎖遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポ
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　実施例５（１）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖発現トランスポゾンベクターに、同
実施例５（１）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体軽鎖発現遺伝子カセットおよび実施例５（
２）で作製したシクロヘキシミド耐性遺伝子カセットをそれぞれ連結し、上述と同様合成
ＤＮＡ、ＰＣＲ法を用いて抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖遺伝子断片、抗ヒトＣＤ９８抗体軽鎖
遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクター（以下
、ＣＤ９８－ＣＨＸタンデムベクターと略記する）を構築した。
【０２１７】
（２）抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現
トランスポゾンベクターの作製
　実施例５（１）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖発現トランスポゾンベクターに、実
施例５（２）に示したシクロヘキシミド耐性遺伝子カセットをそれぞれ連結し、上述と同
様合成ＤＮＡ、ＰＣＲ法を用いて抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖およびシクロヘキシミド耐性遺
伝子を含む発現トランスポゾンベクター（ＣＤ９８Ｈ－ＣＨＸ発現トランスポゾンベクタ
ーと略記する）を構築した。
【０２１８】
（３）抗ヒトＣＤ９８抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　前記実施例５（１）および（２）ならびに前記実施例６（１）および（２）で作製した
発現トランスポゾンベクターを用いて、抗ヒトＣＤ９８抗体のＨ鎖およびＬ鎖を同一の発
現ベクターで遺伝子導入した場合（対照区）、抗ヒトＣＤ９８抗体のＨ鎖、Ｌ鎖またはシ
クロヘキシミド耐性遺伝子をそれぞれ別々の発現ベクターで遺伝子導入した場合（実験区
１）、およびＨ鎖またはＬ鎖を別々の発現ベクターで遺伝子導入した場合（実験区２）の
、抗ＣＤ９８抗体を高発現する細胞の出現数を比較した。
【０２１９】
　実験区１では、４×１０６個のＣＨＯ－Ｋ１細胞を４００μＬのＰＢＳに懸濁し、ＣＤ
９８Ｈベクター（１０μｇ）、ＣＤ９８Ｌベクター（１０μｇ）、ＣＨＸベクター（１０
μｇ）、およびＴｏｌ２ベクター（１０μｇ）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。
【０２２０】
　実験区２では、４×１０６個ＣＨＯ－Ｋ１細胞を４００μＬのＰＢＳに懸濁し、ＣＤ９
８Ｈ－ＣＨＸベクター（１０μｇ）、ＣＤ９８Ｌベクター（１０μｇ）およびＴｏｌ２ベ
クター（１０μｇ）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。
【０２２１】
　対照区では、４×１０６個ＣＨＯ－Ｋ１細胞を４００μＬのＰＢＳに懸濁し、ＣＤ９８
－ＣＨＸタンデムベクター（１０μｇ）、Ｔｏｌ２ベクター（２０μｇ）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。また、全ての実験においてＴｏｌ２
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および宿主染色体への
組込みを防ぐ目的で、環状ＤＮＡのまま導入した。
【０２２２】
　以下の方法は実施例５（３）と同様の方法により、抗体生産細胞の出現率の確認を行っ
た。抗体発現細胞は、培養上清中の抗体濃度が３．０μｇ／ｍＬ以上であるクローンを、
抗体が発現している細胞として計測した。その結果を表５に示す。
【０２２３】
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【表５】

【０２２４】
　ＣＤ９８Ｈベクター、ＣＤ９８ＬベクターおよびＣＨＸベクターを導入した実験区１、
ならびにＣＤ９８ＨベクターおよびＣＤ９８Ｌベクターを導入した実験区２では、抗ヒト
ＣＤ９８抗体を高発現している細胞の出現率が大きく増加していた。
【０２２５】
　以上の結果は、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子とが同一の発現ベクター上に組込まれ
た発現ベクターを浮遊性ＣＨＯ細胞に導入することと比べて、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖
遺伝子とをそれぞれ別々のトランスポゾン配列間に挿入された発現ベクターを浮遊性ＣＨ
Ｏ細胞に共導入する方が、抗体高生産株を容易に取得および製造できることを示している
。また、実験区１と実験区２の結果から、導入するベクターが複数の場合でも、薬剤耐性
遺伝子（選択マーカー遺伝子）は少なくとも１つで十分であることが明らかになった。更
に、薬剤耐性遺伝子は、抗体重鎖遺伝子が組込まれた発現ベクター上にあってもよいし、
別の独立したベクター上であってもよいことが明らかになった。
【０２２６】
　以上の結果は、従来困難であった浮遊性の哺乳動物細胞へ２つ以上のベクター上に配置
した遺伝子を同時に効率よく細胞に導入する手段として、トランスポゾンベクターが有効
であることを示している。更に、複数のポリペプチドから構成されるタンパク質および複
数のタンパク質を高生産するために、それぞれのポリペプチドまたはタンパク質を異なる
トランスポゾンベクターで細胞に導入することが有効であることを示している。
【０２２７】
（４）抗ヒトＣＤ９８抗体を生産するＣＨＯ細胞の培養
　上述実施例６（３）で得られたＣＤ９８－ＣＨＸタンデムベクターが導入された細胞な
らびにＣＤ９８Ｈ－ＣＨＸベクターおよびＣＤ９８Ｌベクターが導入された細胞のぞれぞ
れから、抗体発現量の高い上位３株について抗体発現量を比較した。実験の詳細を以下に
示す。
【０２２８】
　実施例６（３）で得られたシクロヘキシミド耐性で選抜され且つ抗ヒトＣＤ９８抗体を
発現しているＣＨＯ－Ｋ１細胞を、９６穴プレート、２４穴プレート、６穴プレート（コ
ーニング社）に順次拡大培養した。拡大培養後、培養上清中の抗体濃度を測定し抗ヒトＣ
Ｄ９８抗体を高発現するＣＨＯ細胞の上位３株を選抜した。次に、選択した３株をそれぞ
れ２×１０５個／ｍＬになるように、０．５％　ＣＤ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）０
．５ＣＤ培地３ｍＬに懸濁し、６穴プレートを用いて、３７℃、５％　ＣＯ２の雰囲気中
で５日間旋回培養した。５日間培養後の培地中の抗体量を、ＨＰＬＣ（Ｗａｔｅｒｓ社）
で定量した。その結果を表６に示す。
【０２２９】
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【表６】

【０２３０】
　表６に示すように、ＣＤ９８ＨベクターおよびＣＤ９８Ｌベクターが共導入されたＣＨ
Ｏ－Ｋ１細胞は、ＣＤ９８－ＣＨＸタンデムベクターが導入されたＣＨＯ－Ｋ１細胞に比
べて、抗体生産量が高いことが明らかになった。
【０２３１】
　以上の結果は、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子とをそれぞれ別々の一対のトランスポ
ゾン配列の間に挿入した発現ベクターを浮遊性ＣＨＯ細胞に共導入することで、抗体高生
産株を容易に取得および製造できるだけでなく、得られた細胞は高い抗体生産性を有する
ことを示している。
【０２３２】
［実施例７］抗ヒトｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ（ＴＮＦ
α）抗体の製造（１）抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖遺伝子断片、抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖遺伝
子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクターの作製
　配列番号２６および２９のアミノ酸配列を有する抗ヒトＴＮＦα抗体を作製するために
、実施例６（１）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖遺伝子断片、軽鎖遺伝子断片および
シクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクター（ＣＤ９８－ＣＨＸタン
デムベクター）のＶＨおよびＶＬ遺伝子断片を抗ヒトＴＮＦα抗体由来ＶＨおよびＶＬに
それぞれ置換し、抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖遺伝子断片、抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖遺伝子断
片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子発現トランスポゾンベクター（以下、ＴＮＦα－Ｃ
ＨＸタンデムベクターと略記する。）を構築した。
【０２３３】
　抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子の配列は、ヒュミラ（Ｒ）皮下注４０
ｍｇ審査報告書（独立行政法人医薬品医療機器総合機構、平成２０年２月１４日）図２お
よび図１に記載のアダリムマブ（遺伝子組換え）の重鎖可変領域サブユニットまたは軽鎖
可変領域サブユニットのアミノ酸配列（配列番号２５、２８）にシグナル配列を連結させ
たアミノ酸配列（配列番号２６、２９）を作製し、アミノ酸配列が変わらないように塩基
配列を決定し、合成ＤＮＡを用いて作製した（配列番号２４、２７）。人工配列の端には
後の遺伝子操作のために制限酵素切断部位を付加した。
【０２３４】
（２）抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現
トランスポゾンベクターの作製
　実施例６（２）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体重鎖遺伝子断片およびシクロヘキシミド
耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクター（ＣＤ９８Ｈ－ＣＨＸベクター）のＶＨ遺
伝子断片部位を、抗ヒトＴＮＦα抗体ＶＨ遺伝子断片に改変し、抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖
遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクター（以下
、ＴＮＦαＨ－ＣＨＸベクターと略記する）を構築した。抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖遺伝子
は本項（１）に示した配列と同じ配列を用いた。
【０２３５】
（３）抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖遺伝子発現トランスポゾンベクターの作製
　実施例６（１）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体軽鎖遺伝子発現トランスポゾンベクター
（ＣＤ９８Ｌベクター）の軽鎖遺伝子部位を、抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖に改変し、抗ヒト
ＴＮＦα抗体軽鎖遺伝子発現トランスポゾンベクター（以下、ＴＮＦαＬベクターと略記
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する）を構築した。抗ヒトＴＮＦα抗体ＶＬ遺伝子は本項（１）に示した配列と同じ配列
を用いた。
【０２３６】
（４）抗ヒトＴＮＦα抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　抗ヒトＴＮＦα抗体を生産するＣＨＯ－Ｋ１細胞を作製するために、上述（１）で作製
したＴＮＦα－ＣＨＸタンデムベクター（２０μｇ）と実施例２で作製したＴｏｌ２トラ
ンスポゼース発現ベクター（Ｔｏｌ２ベクター）（１０μｇ）を、実施例３（１）で作製
した浮遊培養に馴化したＣＨＯ－Ｋ１細胞へ導入した（対照区）。
【０２３７】
　同様に、上述（２）および（３）で作製したＴＮＦαＨ－ＣＨＸベクター（１０μｇ）
、ＴＮＦαＬベクター（１０μｇ）、Ｔｏｌ２ベクター（１０μｇ）を、それぞれ環状Ｄ
ＮＡのまま共導入した（実験区）。遺伝子導入細胞の培養を９６ウェルプレート５枚につ
いて行なったこと以外、遺伝子導入、細胞培養等は実施例６と同様にして行い抗体を高発
現する細胞の出現数を比較した。抗体高発現細胞は、培養上清中の抗体濃度が３．０μｇ
／ｍＬ以上であるクローンを、抗体が発現している細胞として計測した。その結果を表７
に示す。
【０２３８】
【表７】

【０２３９】
　表７に示すように、実施例６で行った抗ヒトＣＤ９８抗体の生産細胞と同様に、ＴＮＦ
αＨ－ＣＨＸベクターとＴＮＦαＬベクターとを共導入したＣＨＯ－Ｋ１細胞は、ＴＮＦ
α－ＣＨＸタンデムベクターを導入したＣＨＯ－Ｋ１細胞と比べて、抗ヒトＴＮＦα抗体
を高発現している細胞の出現率が約４倍高かった。
【０２４０】
　この結果は、何れの抗体に関しても、それぞれ別々の発現ベクターに組み込まれた一対
のトランスポゾン配列の間に挿入された抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子を浮遊性ＣＨＯ
細胞に共導入することで、抗体高生産株を容易に取得および製造できることを示している
。
【０２４１】
（５）抗ヒトＴＮＦα抗体を生産するＣＨＯ細胞の培養
　上述（４）で得られたＴＮＦα－ＣＨＸタンデムベクターが導入された細胞ならびにＴ
ＮＦαＨ－ＣＨＸベクターおよびＴＮＦαＬベクターが共導入された細胞から、シクロヘ
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キシミド耐性で選抜され、且つ抗ヒトＴＮＦα抗体を発現している細胞を選択し、９６穴
プレート、２４穴プレート、次いで６穴プレートへ順次拡大培養した。拡大培養に成功し
たＴＮＦα－ＣＨＸタンデムベクターが導入された細胞４株ならびにＴＮＦαＨ－ＣＨＸ
ベクターおよびＴＮＦαＬベクターが共導入された細胞５２株を、培養期間が７日間であ
る以外は実施例６（４）と同様にして細胞を培養し、抗体発現量を計測した。結果を図１
１に示す。
【０２４２】
　その結果、ＴＮＦαＨ－ＣＨＸベクターとＴＮＦαＬベクターとを共導入したＣＨＯ－
Ｋ１細胞は、ＴＮＦα－ＣＨＸタンデムベクターを導入したＣＨＯ－Ｋ１細胞と比べて、
約２．４倍高い抗体生産量を示した。
【０２４３】
　この結果は、実施例６（４）と同様に、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子をそれぞれ別
々の一対のトランスポゾン配列の間に組込んだ発現ベクターを浮遊性ＣＨＯ細胞に共導入
することで、抗体高生産株を容易に取得および製造できるだけでなく、得られた細胞は高
い抗体生産性を有することを示している。
【０２４４】
［実施例８］抗ヒトＣＤ２０抗体の製造（１）抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖遺伝子断片、抗ヒ
トＣＤ２０抗体軽鎖遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポ
ゾンベクターの作製
　配列番号３２および３５のアミノ酸配列で表されるＶＨおよびＶＬを含む抗ヒトＣＤ２
０抗体を作製するために、実施例６（１）で作製したＣＤ９８－ＣＨＸタンデムベクター
の抗体ＶＨまたはＶＬ遺伝子部位を、ぞれぞれ抗ヒトＣＤ２０抗体由来ＶＨまたはＶＬに
置換し、抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖遺伝子断片、抗ヒトＣＤ２０抗体軽鎖遺伝子断片および
シクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクター（以下、ＣＤ２０－ＣＨ
Ｘタンデムベクターと略記する）を構築した。
【０２４５】
　抗ヒトＣＤ２０抗体ＶＨ領域およびＶＬ領域の遺伝子配列は、ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃ
ｅｓｓｉｏｎ　ｎｏ．　ＡＲ００００１３に記載の塩基配列およびリツキサン（Ｒ）注１
０ｍｇ／ｍＬ　審査報告書（衛研発　第３３９５号、平成１５年８月２８日）別紙に記載
のリツキシマブのＶＨおよびＶＬのアミノ酸配列（配列番号３２、３５）にシグナル配列
を連結したアミノ酸配列（配列番号３１、３４）を作製し、アミノ酸配列が変化しないよ
うに塩基配列を決定し、合成ＤＮＡにより作製した（配列番号３０、３３）。人工配列の
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。
【０２４６】
（２）抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖遺伝子断片およびシクロヘキシミド耐性遺伝子を含む発現
トランスポゾンベクターの作製
　実施例６（２）で作製したＣＤ９８Ｈ－ＣＨＸベクター抗体ＶＨ遺伝子部位を、抗ヒト
ＣＤ２０抗体由来ＶＨに改変し、抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖遺伝子断片およびシクロヘキシ
ミド耐性遺伝子を含む発現トランスポゾンベクター（以下、ＣＤ２０Ｈ－ＣＨＸベクター
と略記する）を構築した。抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖遺伝子は上述（１）に示した配列と同
じ配列を用いた。
【０２４７】
（３）抗ヒトＣＤ２０抗体軽鎖遺伝子発現トランスポゾンベクターの作製
　実施例６（１）で作製したＣＤ９８Ｌベクター抗体ＶＬ遺伝子部位を抗ヒトＣＤ２０抗
体由来ＶＬに改変し、抗ヒトＣＤ２０抗体軽鎖遺伝子発現トランスポゾンベクター（以下
、ＣＤ２０Ｌベクター）を構築した。抗ヒトＣＤ２０抗体重軽遺伝子は上述（１）に示し
た配列と同じ配列を用いた。
【０２４８】
（４）抗ヒトＣＤ２０抗体を生産するＣＨＯ細胞の作製
　　抗ヒトＣＤ２０抗体を生産するＣＨＯ－Ｋ１細胞を作製するために、上述（１）で作
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製したＣＤ２０－ＣＨＸタンデムベクターと実施例２で作製したＴｏｌ２トランスポゼー
ス発現ベクター（Ｔｏｌ２ベクター）を、実施例３（１）で作製した浮遊培養に馴化した
ＣＨＯ－Ｋ１細胞へ導入した（対照区）。
【０２４９】
　同様に、上述（２）および（３）で作製したＣＤ２０Ｈ－ＣＨＸベクター（１０μｇ）
、ＣＤ２０Ｌベクター（１０μｇ）を、Ｔｏｌ２ベクター（１０μｇ）と共にＣＨＯ－Ｋ
１細胞へ共導入した（実験区）。遺伝子導入細胞の培養を９６ウェルプレート５枚につい
て行なったこと以外、遺伝子導入、細胞培養等は実施例６と同様にして行い抗体を高発現
する細胞の出現数を比較した。また、抗体濃度が３．０μｇ／ｍＬ以上を、抗体が発現し
ているウェルとして計測した。その結果を表８に示す。
【０２５０】
【表８】

【０２５１】
　その結果、ＣＤ２０Ｈ－ＣＨＸベクターとＣＤ２０Ｌベクターを共導入したＣＨＯ－Ｋ
１細胞は、ＣＤ２０－ＣＨＸタンデムベクターを導入したＣＨＯ－Ｋ１細胞に比べて、抗
ヒトＣＤ２０抗体を高発現している細胞の出現率が約３倍高かった。
【０２５２】
　この結果は、実施例６（３）または実施例７（３）で実施した抗ヒトＣＤ９８抗体、抗
ヒトＴＮＦα抗体と同様の結果であり、何れの抗体に関しても、抗体重鎖遺伝子と抗体軽
鎖遺伝子をそれぞれ別々のトランスポゾン配列間に組込んだ発現ベクターを浮遊性ＣＨＯ
細胞に共導入することで、抗体高生産株を容易に取得および製造できることを示している
。
【０２５３】
（５）抗ヒトＣＤ２０抗体を生産するＣＨＯ細胞の培養
　上述（３）で得られたＣＤ２０－ＣＨＸタンデムベクターが導入された細胞ならびにＣ
Ｄ２０Ｈ－ＣＨＸベクターおよびＣＤ２０Ｌベクターが共導入された細胞から、シクロヘ
キシミド耐性で選抜され且つ抗ヒトＣＤ２０抗体を発現している細胞を選択し、９６穴プ
レート、２４穴プレート、次いで６穴プレートへ順次拡大培養した。拡大培養に成功した
対照区細胞４株および実験区細胞５０株を、培養期間が７日間である以外は実施例６（４
）と同様にして細胞を培養し、抗体発現量を計測した。結果を図１２に示す。
【０２５４】
　図１２に示すように、ＣＤ２０Ｈ－ＣＨＸベクターとＣＤ２０Ｌベクターとを共導入し
たＣＨＯ－Ｋ１細胞は、ＣＤ２０－ＣＨＸタンデムベクターを導入したＣＨＯ－Ｋ１細胞
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と比べて、約１．６倍高い抗体生産性を有することが明らかになった。
【０２５５】
　この結果は、実施例６（４）、実施例７（５）で実施された抗ヒトＣＤ９８抗体、抗ヒ
トＴＮＦα抗体の生産性と同様な結果であり、抗体重鎖遺伝子と抗体軽鎖遺伝子をそれぞ
れ別々のトランスポゾン配列間に組み込んだ発現ベクターを浮遊性ＣＨＯ細胞に共導入す
ることで、抗体高生産株を容易に取得および製造できるだけでなく、得られた細胞は高い
抗体生産性を有することを示している。
【０２５６】
［実施例９］ネオマイシン耐性遺伝子および抗ヒトＣＤ９８抗体を発現するトランスポゾ
ンベクターの作製（１）野生型ネオマイシン耐性遺伝子および抗ヒトＣＤ９８抗体を発現
する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由来の塩基配列の間に挿入
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。
【０２５７】
　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
。
【０２５８】
　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
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。
【０２５９】
　Ｔｏｌ２－Ｒ配列またはＴｏｌ２－Ｌ配列を含むＤＮＡ断片をそれぞれ合成して用いた
。
【０２６０】
　抗体重鎖遺伝子発現カセットとして、抗ヒトＣＤ９８抗体Ｎ５ＫＧ１－Ｖａｌ　Ｃ２Ｉ
ｇＧ１ＮＳ／Ｉ１１７Ｌベクター（日本国特許第４３２４６３７号公報）をもとに増幅し
た、ＣＭＶプロモーター制御下に抗体Ｈ鎖をコードする塩基配列（配列番号１８）を含む
ＤＮＡ断片を、抗体軽鎖遺伝子発現カセットとして抗ヒトＣＤ９８抗体Ｎ５ＫＧ１－Ｖａ
ｌ　Ｃ２ＩｇＧ１ＮＳ／Ｉ１１７Ｌベクターをもとに増幅した、ＳＶ４０プロモーター制
御下に抗体軽鎖をコードする塩基配列（配列番号２１）を含むＤＮＡ断片を調製した。
【０２６１】
　ネオマイシン耐性遺伝子発現カセットとしては、ＳＶ４０プロモーター制御下にネオマ
イシン耐性遺伝子をコードする塩基配列からなるＤＮＡ（配列番号３６および、Ｇｅｎｂ
ａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｕ４７１２０．２で表される塩基配列からなるネオ
マイシンホスホトランスフェラーゼをコードするＤＮＡ）を有するＤＮＡ断片を調製した
。
【０２６２】
　上記の抗体重鎖遺伝子発現カセット、抗体軽鎖遺伝子発現カセットおよびネオマイシン
耐性遺伝子発現カセットを連結し、さらにその両端にＴｏｌ２－Ｒ配列を含むＤＮＡ断片
およびＴｏｌ２－Ｌ配列を含むＤＮＡ断片を連結し、抗ヒトＣＤ９８抗体発現ベクターＡ
を作製した（図１３）。
【０２６３】
（２）改変型ネオマイシン耐性遺伝子１を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾン
ベクターの作製
　（１）で得られた野生型ネオマイシン耐性遺伝子を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トラ
ンスポゾンベクターＡのネオマイシン耐性遺伝子を、配列番号３７で表される塩基配列か
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らなる改変型ネオマイシン耐性遺伝子１に置換した抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾ
ンベクターＢを作製した。
【０２６４】
　改変型ネオマイシン耐性遺伝子１は、野生型ネオマイシン耐性遺伝子と同一のアミノ酸
配列をコードし、且つ全体の２２％にあたる１６７塩基を改変した。具体的には、全３２
個のロイシン残基のうち、２５個のロイシン残基に対応するコドンをＴＡＡとなるように
改変した。
【０２６５】
（３）改変型ネオマイシン耐性遺伝子２を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾン
ベクターの作製
　（１）で得られた野生型ネオマイシン耐性遺伝子を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トラ
ンスポゾンベクターＡのネオマイシン耐性遺伝子を、配列番号３８で表される塩基配列か
らなる改変型ネオマイシン耐性遺伝子２に置換した抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾ
ンベクターＣを作製した。
【０２６６】
　改変型ネオマイシン耐性遺伝子２は、野生型ネオマイシン耐性遺伝子と同一のアミノ酸
配列をコードし、且つ全体の２３％にあたる１８０塩基を改変した。具体的には、全３２
個のロイシン残基のうち、２８個のロイシン残基に対応するコドンをＴＡＡとなるように
改変している。
【０２６７】
（４）改変型ネオマイシン耐性遺伝子３を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾン
ベクターの作製
　（１）で得られた野生型ネオマイシン耐性遺伝子を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トラ
ンスポゾンベクターＡのネオマイシン耐性遺伝子を、配列番号３９で表される塩基配列か
らなる改変型ネオマイシン耐性遺伝子３に置換した抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾ
ンベクターＤを作製した。
【０２６８】
　改変型ネオマイシン耐性遺伝子３は、野生型ネオマイシン耐性遺伝子と同一のアミノ酸
配列をコードし、且つ全体の２６％にあたる２０３塩基を改変している。具体的には、全
３２個のロイシン残基のうち、３０個のロイシン残基に対応するコドンをＴＡＡとなるよ
うに改変している。
【０２６９】
［実施例１０］改変型ネオマイシン耐性遺伝子を発現する抗体生産ＣＨＯ細胞による抗体
生産
　実施例９（１）～（４）で作製した抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾンベクターＡ
～Ｄを、配列番号４０で表されるアミノ酸配列からなるＴｏｌ２トランスポゼースを発現
するベクターｐＣＡＧＧＳ－Ｔ２ＴＰ［Ｋａｗａｋａｍｉ　Ｋ＆Ｎｏｄａ　Ｔ．Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ．１６６，８９５－８９９（２００４）］とともに浮遊化ＣＨＯ－Ｋ１細胞にそ
れぞれ導入し、抗体生産細胞Ａ～Ｄを作製した。
【０２７０】
　浮遊ＣＨＯ細胞へのベクターの導入は、ＣＨＯ細胞（４×１０６個）を４００μＬのＰ
ＢＳバッファーに懸濁し、環状ＤＮＡのままの抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾンベ
クター（１０μｇ）およびＴｏｌ２トランスポゼース発現ベクターｐＣＡＧＧＳ－Ｔ２Ｔ
Ｐ（２０μｇ）を、エレクトロポレーション法により共導入することにより行った。
【０２７１】
　ここで、Ｔｏｌ２トランスポゼース発現ベクターもまた、Ｔｏｌ２トランスポゼースを
一過性に発現させるため、環状ＤＮＡのまま導入した。
【０２７２】
　また、Ｔｏｌ２トランスポゼースを用いないコントロールとして、実施例１９（４）の
抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾンベクターＤ（１０μｇ）を、制限酵素ＰｃｉＩ（
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タカラバイオ社）により直鎖状にした後、エレクトロポレーション法により、浮遊化ＣＨ
Ｏ－Ｋ１細胞に導入した。
【０２７３】
　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。
【０２７４】
　エレクトロポレーションによる遺伝子導入後、各々のキュベットの細胞は、１枚の９６
穴プレートに播種し、５％大豆加水分解物を加えたＣＤ　ＯｐｔｉＣＨＯ　培地（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて、ＣＯ２インキュベータ内で３日間培養した。
【０２７５】
　次に、遺伝子導入４日後の培地交換から、最終濃度５００μｇ／ｍＬになるようにＧ４
１８（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ（Ｒ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を加え、Ｇ４１８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。
【０２７６】
　培養後、抗体の発現を、ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）を利用したサンドイッチ
法により、ＬＡＮＣＥ（Ｒ）アッセイ（パーキンエルマー社）で定量した。その結果を表
９に示す。
【０２７７】
【表９】

【０２７８】
　表９に示すとおり、改変型ネオマイシン耐性遺伝子を発現する細胞Ｂ～Ｄでは、野生型
ネオマイシン耐性遺伝子を発現する細胞Ａに比べ、抗ヒトＣＤ９８抗体の発現量が高かっ
た。
【０２７９】
　特に、改変型ネオマイシン耐性遺伝子３を発現する抗ヒトＣＤ９８抗体生産細胞Ｄでは
、野生型ネオマイシン耐性遺伝子を発現する抗ヒトＣＤ９８抗体生産細胞Ａの１０倍の発
現を示す細胞株が得られた。
【０２８０】
　また、改変型ネオマイシン耐性遺伝子３を用いても、Ｔｏｌ２トランスポゼース発現ベ
クターを共導入していないコントロール細胞では、ベクターを線状化したにも係わらず、
抗ヒトＣＤ９８抗体発現細胞を得ることができなかった。
【０２８１】
［実施例１１］ピューロマイシン耐性遺伝子および抗ヒトＣＤ９８抗体を発現するトラン
スポゾンベクターの作製（１）改変型ピューロマイシン耐性遺伝子１を有する抗ヒトＣＤ
９８抗体発現トランスポゾンベクターの作製
　実施例９（１）で得られた野生型ネオマイシン耐性遺伝子を有する抗ヒトＣＤ９８抗体
発現トランスポゾンベクターＡのネオマイシン耐性遺伝子を配列番号４１で表される塩基
配列からなる改変型ピューロマイシン耐性遺伝子１に置換した抗ヒトＣＤ９８抗体発現ト
ランスポゾンベクターＥを作製した。
【０２８２】
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　改変型ピューロマイシン耐性遺伝子１は、配列番号４２で表される塩基配列からなる野
生型ピューロマイシン耐性遺伝子（ピューロマイシン－Ｎ－アセチルトランスフェラーゼ
遺伝子、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｕ０７６４８．１に開示される塩
基配列からなる）と同一のアミノ酸配列をコードし、且つ全体の３％にあたる１７塩基を
改変している。具体的には、ピューロマイシン耐性遺伝子に含まれる全２８個のアラニン
残基のうち、改変により１７個のアラニン残基に対応するコドンをＧＣＧとし、野生型で
既にＧＣＧであったコドンと併せて、全てのアラニン残基に対応するコドンをＧＣＧとし
た。
【０２８３】
（２）改変型ピューロマイシン耐性遺伝子２を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポ
ゾンベクターの作製
　実施例９（１）で得られた野生型ネオマイシン耐性遺伝子を有する抗ヒトＣＤ９８抗体
発現トランスポゾンベクターＡのネオマイシン耐性遺伝子を配列番号４３で表される塩基
配列からなる改変型ピューロマイシン耐性遺伝子２に置換した抗ヒトＣＤ９８抗体発現ト
ランスポゾンベクターＦを作製した。改変型ピューロマイシン耐性遺伝子２は、野生型ピ
ューロマイシン耐性遺伝子と同一のアミノ酸配列をコードし、且つ全体の１４％にあたる
７９塩基を改変している。具体的には、改変型ピューロマイシン耐性遺伝子１のアラニン
残基に対応するコドンの改変に加え、ロイシン残基に対応するコドンをＴＡＡ、バリン残
基に対応するコドンをＧＴＡ、セリンのコドンをＴＣＧとした。
【０２８４】
［実施例１２］改変型ピューロマイシン耐性遺伝子を発現する抗体生産ＣＨＯ細胞による
抗体生産１
　実施例１１（１）の改変型ピューロマイシン耐性遺伝子１を有する抗ヒトＣＤ９８抗体
発現トランスポゾンベクターＥ、実施例１１（２）の改変型ピューロマイシン耐性遺伝子
２を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾンベクターＦ、Ｔｏｌ２トランスポゼー
ス発現ベクターｐＣＡＧＧＳ－Ｔ２ＴＰを浮遊化したＣＨＯ－Ｋ１細胞に導入し、抗体生
産細胞ＥおよびＦを作製した。
【０２８５】
　浮遊性ＣＨＯ細胞へのベクターの導入は、浮遊化ＣＨＯ細胞（４×１０６個）を４００
μＬのＰＢＳバッファーに懸濁し、環状ＤＮＡのままの改変型ピューロマイシン耐性遺伝
子を有する抗ヒトＣＤ９８抗体発現トランスポゾンベクター（１０μｇ）と、ｐＣＡＧＧ
Ｓ－Ｔ２ＴＰ（２０μｇ）を、エレクトロポレーション法により共導入することにより行
った。
【０２８６】
　ここで、Ｔｏｌ２トランスポゼース発現ベクターｐＣＡＧＧＳ－Ｔ２ＴＰもまた、Ｔｏ
ｌ２トランスポゼースを一過性に発現させるため、環状ＤＮＡのまま導入した。
【０２８７】
　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。
【０２８８】
　エレクトロポレーションによる遺伝子導入後、各々のキュベットの細胞は、１枚の９６
穴プレートに播種し、５％大豆加水分解物を加えたＣＤ　ＯｐｔｉＣＨＯ　培地（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて、ＣＯ２インキュベータ内で３日間培養した。
【０２８９】
　次に、遺伝子導入２日後の培地交換から、最終濃度５μｇ／ｍＬになるようにピューロ
マイシン（Ｐ９６２０、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）を加え、１週間毎にピューロマ
イシンを含む培地に培地交換を行いながら、４週間培養した。
【０２９０】
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　培養後、抗体の発現量を、ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）を利用したサンドイッ
チ法により、ＬＡＮＣＥ（Ｒ）アッセイ（パーキンエルマー社）で定量した。その結果を
表２に示す。
【０２９１】
【表１０】

【０２９２】
　表１０に示すとおり、改変型ピューロマイシン耐性遺伝子２を発現する抗体生産細胞Ｆ
は、改変型ピューロマイシン耐性遺伝子１を発現する抗体生産細胞Ｅの２倍以上の抗体生
産量を示した。
【０２９３】
［実施例１３］改変型ピューロマイシン耐性遺伝子を発現する抗体生産ＣＨＯ細胞による
抗体生産２
　実施例１２で得られた改変型ピューロマイシン耐性遺伝子２を発現する抗体生産細胞Ｆ
を三角フラスコで培養し、抗ヒトＣＤ９８抗体を生産した。
【０２９４】
　具体的には、抗体生産細胞Ｆを９６穴プレートから２４穴プレート、次いで６穴プレー
トと順次拡大培養した。細胞数が十分増えた抗体生産細胞Ｆ２株（細胞株１および細胞株
２）を選抜し、それぞれ２×１０５個／ｍｌになるように、５％大豆加水分解物を加えた
ＣＤ　ＯｐｔｉＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）３５ｍｌに懸濁し、１２５ｍｌ容
の三角フラスコ（ベントキャップ付き、コーニング社）を用いて、３７℃、５％ＣＯ２の
雰囲気中で１週間旋回培養し、抗ヒトＣＤ９８抗体を生産した。
【０２９５】
　培養後の培地中の抗体量を、ＨＰＬＣ（Ｗａｔｅｒｓ社）で定量した。その結果を表１
１に示す。
【０２９６】
【表１１】

【０２９７】
　以上の結果は、浮遊性のＣＨＯ細胞において、一対のトランスポゾン配列の間に挿入さ
れた抗体遺伝子、および、改変型薬剤耐性遺伝子が、効率よく宿主の染色体内に導入され
、しかも高発現細胞の選抜に有効であることを示している。また、得られた細胞は拡大培
養が可能であり、浮遊培養条件にて目的タンパク質の生産が可能であることがわかった。
【０２９８】
　本発明を詳細にまた特定の実施態様を参照して説明したが、本発明の精神と範囲を逸脱
することなく様々な変更や修正を加えることができることは当業者にとって明らかである
。
　本出願は、２０１０年１２月１５日出願の日本特許出願２０１０－２７９８４９に基づ
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くものであり、その内容はここに参照として取り込まれる。
【産業上の利用可能性】
【０２９９】
　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
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】
【０３００】
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
配列番号１８－人工配列の説明；ＣＤ９８抗体重鎖可変領域をコードする塩基配列
配列番号１９－人工配列の説明；ＣＤ９８抗体重鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２０－人工配列の説明；ＣＤ９８抗体重鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２１－人工配列の説明；ＣＤ９８抗体軽鎖可変領域をコードする塩基配列
配列番号２２－人工配列の説明；ＣＤ９８抗体軽鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２３－人工配列の説明；ＣＤ９８抗体軽鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２４－人工配列の説明；抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖可変領域をコードする塩基配列
配列番号２５－人工配列の説明；抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２６－人工配列の説明；抗ヒトＴＮＦα抗体重鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２７－人工配列の説明；抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖可変領域をコードする塩基配列
配列番号２８－人工配列の説明；抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号２９－人工配列の説明；抗ヒトＴＮＦα抗体軽鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号３０－人工配列の説明；抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖可変領域をコードする塩基配列
配列番号３１－人工配列の説明；抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号３２－人工配列の説明；抗ヒトＣＤ２０抗体重鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号３３－人工配列の説明；抗ヒトＣＤ２０抗体軽鎖可変領域をコードする塩基配列
配列番号３４－人工配列の説明；抗ヒトＣＤ２０抗体軽鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号３５－人工配列の説明；抗ヒトＣＤ２０抗体軽鎖可変領域のアミノ酸配列
配列番号３６－人工配列の説明；野生型ネオマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号３７－人工配列の説明；改変型ネオマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号３８－人工配列の説明；改変型ネオマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号３９－人工配列の説明；改変型ネオマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４１－人工配列の説明；改変型ピューロマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４２－人工配列の説明；野生型ピューロマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４３－人工配列の説明；改変型ピューロマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４４－人工配列の説明；改変型ピューロマイシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４５－人工配列の説明；改変型ゼオシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４６－人工配列の説明；改変型ゼオシン耐性遺伝子の塩基配列
配列番号４７－人工配列の説明；改変型ハイグロマイシン耐性遺伝子の塩基配列
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