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本論文中では以下の略語及び記号を用いた。 

2-AB  2-Aminobenzamide 

ADCC  Antibody-dependent cellular cytotoxicity 

4-PBA  4-Phenylbutyric acid 

ATP  Adenosine triphosphate 

BINDS Basis for Supporting Innovative Drug Discovery and Life Science Research 

CCI  Cell cycle inhibitor 

CDC  Complement-dependent cellular cytotoxicity 

CDK  Cyclin-dependent kinase 

CSPR  Cell-specific production rate 

CV  Coefficient of variation 

2,5-DP 2,5-Dimethylpyrrole 
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3-MA  3-Methyl adenine 

mAb  Monoclonal antibody 
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ROS  Reactive oxygen species 
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1. 序章 

この数十年でバイオ医薬品を用いた病気の治療法は汎用化され、低分子医薬品による治療が主

流であった病気に対してバイオ医薬品が適応されるケースが見られるようになってきている。中でも低

分子医薬品よりも標的選択的に作用する mAbは、正常細胞を傷つけ難いため、がん 1)や自己免疫

疾患 2)の治療法として注目を集めており、抗がん剤として Pembrolizumab3), Nivolumab4), 

Trastuzumab5)、自己免疫疾患の治療薬として Adalimumab6)、Infliximab7)などのmAbが既に実用

化されている。また、mAbが汎用化されるにつれ、益々増産が求められると共に低コスト化が求めら

れてきている。一般的に mAbは目的の mAb遺伝子を含む rCHO細胞により生産されており、生産

性は従来リッターあたり数十ミリグラムであったが、アカデミアや製薬企業による効果的なベクターシス

テム 8,9)の開発、宿主や培地の改良 10-12)、培養プロセスの最適化 13,14)により、昨今では数グラムレベ

ルの生産性にまで高められている。しかし、rCHO細胞の様な動物細胞を用いた医薬品製造の場

合、動物細胞の物理的なストレスへの耐性や細胞内の複雑さなど様々な理由により、低分子医薬品

ほど人為的な生産性の制御は難しいため、その製造費用はいまだ高額である。そこで本研究では、

医療費抑制などの社会貢献や企業の持続可能な成長のために、更なる生産性の向上に向けて研究

を実施する方針とした。rCHO細胞を用いた目的タンパク質の生産性向上は主に前述の手法で実施

されているが、低分子化合物を培養中の rCHO細胞に添加する手法を報告している例は限られてい

る。 

例えば、Liu らは、rCHO細胞を用いて遺伝子組み換えマクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）

を生産するにあたり、1%濃度の DMSOが細胞周期を G0/G1に偏らせると共に細胞増殖を抑制し、

目的タンパク質の濃度を向上させると報告している（Figure 1）15)。また、Ha らは、10 mMの塩化リチ

ウム 16)濃度下で rCHO細胞を培養することで細胞周期が G2/Mに偏ると共に細胞増殖が抑制され、

Fc-fusion タンパク質の濃度が向上すると報告している（Figure 2）。 
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Figure 1 1%DMSO濃度下での rCHO細胞培養の挙動 15) 

A：生細胞数濃度の変化、B：M-CSFの濃度変化、C：グルコース濃度と細胞生存率の変化。●：

DMSO（−）、○：DMSO（+） 

 

 

Figure 2 10 mM塩化リチウム濃度下における rCHO細胞培養の挙動 16) 

A：生細胞密度の変化、B：Fc-fusion タンパク質の濃度変化、C：細胞生存率の変化 

●：塩化リチウム（−）、○：塩化リチウム（+） 
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Jiang らは、遺伝子転写の制御因子であるヒストン脱アセチル化酵素を阻害する酪酸が、遺伝子の

転写レベルを向上させることで rCHO細胞からの mAb生産性が向上する例を報告している（Figure 

3）17)。彼らは、8種の rCHO細胞株に対して 5 mMの濃度で酪酸を加え、単位細胞あたりの mAb

の発現量（qP）ならびに最終的なmAb濃度の増減の挙動が rCHO細胞株毎に異なる挙動を示した

ことを報告している。なお、酪酸の添加による細胞周期への影響は記述されていないが、彼らの研究

においても細胞増殖は化合物添加により抑制されている。また、Park らと Yang らにより、酪酸と化学

構造が近い吉草酸 18)、バルプロ酸 19)も酪酸と同様に rCHO細胞の増殖性を抑制しmAbの生産濃

度を向上させることが報告されている。なお、吉草酸は rCHO細胞の細胞周期を G1/Sフェーズに偏

らせると報告されている。 

 

 

Figure 3 5mMの酪酸を用いた細胞株毎の mAb発現量の比較 17) 

白抜き：酪酸（−）の CSPR、黒塗り：酪酸（+）の CSPR、斜線：酪酸（−）時の mAb濃度に対する酪

酸（+）時のmAb濃度の比 

 

また、Urquiza らは、フェノール系酸化防止剤 20)が CSPR を向上させると報告しており、例えばカ

テキンは 25-100 μLの濃度で細胞増殖を抑制すると共に単位細胞当たりの mAb生産性を向上させ

る。Urquiza らはカテキンによる細胞周期の変化については報告していないが、Yamano らによりカ
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テキンの誘導体である(−)-エピガロカテキンガラート 21)が rCHO細胞の細胞周期を G0/G1フェーズ

に偏らせることが報告されていることから、カテキンも細胞周期を G0/G1フェーズに偏らせていると推

測される（Figure 4）。 

 

 

Figure 4 10-100 μMのカテキン濃度下における rCHO細胞培養の挙動 20) 

A：カテキン濃度毎の生細胞密度（青色）と細胞生存率（黄色）、B：カテキン濃度毎の

mAb（IgG）の濃度（灰色）と CSPR（橙色） 

 

なお、核酸を用いた生産性向上の例も報告されている。Chen らは、ヒポキサンチンとチミジン 22)が

各々10 mg/L, 2 mg/L となる濃度下で rCHO細胞を培養すると、培養初期の細胞増殖が増加して培

養期間を通じた総細胞数が多くなるため、培養終了日の mAb濃度が高くなると報告している。この

例では、先述した化合物群とは異なり、化合物の添加による CSPRの上昇は生じない（Figure 5）。 
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Figure 5 ヒポキサンチン 10 mg/L, チミジン 2 mg/L濃度下における rCHO細胞培養

の挙動 22) 

A：生細胞密度（■、□）と細胞増殖率（●、○）の変化、B：mAbの濃度変化、C：IVCCに対する mAb

濃度の変化（傾き：CSPR）。ヒポキサンチンとチミジン各々10 mg/L と 2 mg/L添加（黒枠）、ヒポキサ

ンチンとチミジン無添加（白枠）。 

 

更に、CCIである CDK4 / 6阻害剤 23)は、細胞周期を制御している G1チェックポイントを阻害し

て rCHO細胞の 73-96%の細胞周期を G0/G1フェーズに固定することが Du らにより報告された。こ

の手法ではmAbの CSPRが 2倍程度増加した（Figure 6, Table 1）。 

 

Akita University



   

6 

 

 

Figure 6 CCI添加時の rCHO細胞培養の挙動 23) 

A：生細胞密度、B：細胞生存率、C：CSPR。CCI非添加（◇）、5 μM CCI（□）、10 μM CCI（△）。 

 

Table 1 CCI添加時の rCHO細胞の細胞周期 23) 

 

Mock：CCI非添加、CCI：CCI添加。括弧内は標準偏差。 

 

小胞体ストレス応答経路を活性化させることで rCHO細胞の CSPR を向上させる例としては、

Baek らにより 3-メチルアデニン 24)が報告されている。この化合物を rCHO細胞に作用させることで
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Atf4や Ddit3などのアポトーシス関連遺伝子が誘導され生細胞率が低下する一方で、目的とする Fc

融合タンパク質の CSPRが向上する。また、同時に細胞増殖も抑制されると報告されている（Figure 

7）。 

 

 

Figure 7 3-MA添加時の rCHO細胞培養の挙動 24) 

(a)：生細胞密度の変化、(b)：生細胞率の変化、(c)：目的タンパク質発現濃度の変化、(d)：CSPR、

(e)：積算細胞数の変化 

3-MA非添加（黒）、3-MA添加（白）、Batch（丸）、Fed-batch（四角） 

 

最後に示す例として、Arden らは、カスパーゼ阻害剤として作用する化合物 731225)が rCHO細胞

のアポトーシスを抑制することで mAbの生産性を改善することを報告している。なお、化合物 7312

は Idun pharmaceuticals社の開発化合物であり構造は非開示となっている（Figure 8）。 
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Figure 8 化合物 7312添加時の rCHO細胞培養の挙動 25) 

(A)：生細胞密度の変化、(B)：細胞生存率の変化、(C)：目的タンパク質発現濃度の変化 

 

以上が過去 10年内に報告されてきた rCHO細胞からの目的タンパク質の生産性を向上させる低

分子化合物の例である（Figure 9）。概観すると、細胞増殖を抑制すると共に CSPRを増加させて全

体の生産性を向上させる特性を有する化合物が多い一方で、ヒポキサンチンとチミジンのように

CSPRを変えずに到達細胞密度を増加させて全体の生産性を向上させる化合物や、化合物 7312

のようにアポトーシスを抑制して細胞生存率を維持することで全体の生産性を向上させる化合物があ

り、作用毎に大まかに分類可能である。なお、報告されている化合物群を化学構造で分類すると、

30%は飽和脂肪酸（吉草酸、バルプロ酸、酪酸）であり、他の 30%はピリミジン誘導体（ヒポキサンチ

ンとチミジン、Cell cycle inhibitor、3-MA）である。生産性に影響する既存の化合物構造にはある程

度の共通性がみられる。 
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Figure 9 動物細胞培養液に添加することで生産性を向上させることが知られている

化合物の例 

 

しかし、低分子化合物は世の中に数多く存在し、生物活性の有無が未解明の化合物も多いことか

ら本研究では、rCHO細胞による mAb生産性を向上させる新規低分子化合物を見出すことを目的と

し探索研究を実施した。 

大規模化合物ライブラリを対象とした一連の探索研究の結果、rCHO細胞の増殖を抑制すると共

に単位細胞あたりのグルコースの消費量を増加させ、細胞内 ATP濃度と単位細胞あたりの mAbの

生産性を向上させる低分子化合物 MPPBを見出した。なお、MPPBは特定の条件において全体の

最終的なmAb濃度も上昇させることから、mAb生産性を向上させる実用的な添加剤になる可能性

がある。また、MPPBは rCHO細胞の細胞周期を G2/Mに偏らせると共に mAbの糖鎖のガラクトシ

ル化を低減すると分かった。 
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続いて、MPPBの化学構造の最適化による mAb生産性の更なる向上を目指してMPPBの活性

中心を調査した結果、2,5-DP部位が活性中心であることが分かった。2,5-DPを添加剤として用いる

と、MPPB以上に rCHO細胞の増殖を抑制し単位細胞あたりのmAb生産性を向上させた。更に

2,5-DP類縁体による rCHO細胞への影響を評価した結果、ピロール構造のアルキル置換の位置や

個数により活性が大きく変動することが分かった。 

また、MPPB と 2,5-DPの性能比較ならびに作用の一般性を確認するために、複数の細胞株での

応答性を評価した。なお、塩化リチウムが細胞周期を G2/Mに偏らせると共に単位細胞あたりの生産

性を向上させると報告されており、MPPB と類似の効果を有しているため塩化リチウムも比較対象とし

て評価した。その結果、MPPB と 2,5-DPの特性は複数の細胞株に渡って同様の効果を有し、塩化

リチウムよりも低濃度で同等の効果を有することを明らかにした。 

本博士論文では、上記の MPPBを見出した経緯に加え、MPPB とその活性中心である 2,5-DP

が rCHO細胞培養に与える影響ならびに、その作用の一般性を評価した結果を以下四章に渡って

述べ、最後に結論として全体を総括する。 

第二章では、スクリーニングによりMPPBを選定するまでの経緯を述べる。 

第二章一節(2.1.)では 96 well plate とフラスコを用いた低分子化合物の 1次・2次スクリーニング

の結果と MPPBを選定した経緯を述べ、第二章二節(2.2.)では 2次スクリーニングのヒット化合物の

化学構造と培養結果との関連性を化学構造面から考察する。 

第三章では、MPPBによる培養ならびに mAb品質への影響をバッチ培養、フェドバッチ培養の結

果から述べ、第三章一節(3.1.)ではバッチ培養による MPPBの特性解析の結果を細胞の増殖性や

グルコースの消費量、mAbの発現効率の面から述べる。第三章二節(3.2.)ではMPPBの高次評価

をバッチ培養ならびにフェドバッチ培養で実施した結果を述べ、本章の最後である第三章第三節

(3.3.)ではMPPBの最適な添加方法に関して考察する。 

第四章ではMPPBの化学構造と活性の関係に関して述べる。第四章一節(4.1.)ではMPPBの活

性中心を調査した結果と活性中心であった 2,5-DPの周辺化合物と rCHO細胞による mAb生産性
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との構造活性相関に関して述べる。第四章二節(4.2.)では 2,5-DPの高次評価をバッチ培養ならび

にフェドバッチ培養で実施した結果を述べる。 

そして第五章ではMPPBならびに 2,5-DPを複数の細胞株に適応した結果と MPPBに近似した

特性を持つと推測される塩化リチウムとの比較実験の結果を述べ、第六章で結論を述べる。 

なお、本論文中では各々の実験の目的に応じてフィードを添加しないバッチ培養と、医薬品の

mAb生産にも使用されるフィードを添加し長期培養を実施するフェドバッチ培養とを使い分けてい

る。主に迅速に結果を得ることが重要な化合物のスクリーニング時や化合物の添加のみによる培養中

の単位細胞あたりのグルコース消費量の変化などを分析したい場合には、3,4日で培養結果が得ら

れると共にフィードによる外乱の無いバッチ培養を選択し、医薬品のmAb生産に近い環境で化合物

の影響を評価したい場合にはフェドバッチ培養を選択した。 
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2. rCHO細胞培養における mAb生産性を向上させる低分子化合物の選定 

mAb生産性を向上させる低分子化合物を探索する場合、既存のmAb生産性を向上させる低分

子化合物の構造を変換して得た一連の化合物の中から更に高活性な化合物を探索する方法と、多く

の既知の低分子化合物のランダムスクリーニングにより活性な低分子化合物を見つける方法とが考え

られた。ランダムスクリーニングによる探索方法は、有望な低分子化合物を見つけることができない可

能性がある一方で、これまで rCHO細胞培養に影響するとは知られていない新規化合物を発見でき

る可能性がある。未知の添加化合物を発見することを目的とする本研究では、ランダムスクリーニング

が目的に適うため、この方法による探索を実施する方針とした。ランダムスクリーニングを用いた探索

研究の成否は、如何に多くの低分子化合物を迅速に評価できるかに依存する。従って、豊富な低分

子化合物ライブラリの入手と効率的なスクリーニング系の確立が重要である。本研究では構造が多様

で構成数が多い低分子化合物ライブラリが必要のため、ある程度纏まった医薬品や天然物などを持

つ組織からのライブラリの入手を検討した。その際、化合物の類縁体も評価するために低分子化合物

の合成を研究しており、その合成中間体もライブラリのバリエーションとして提供している組織を活用

する方針とした。調査の結果、アカデミアのライフサイエンス研究の成果を医薬品等の実用化に繋げ

る事を目的とし、複数の大学が参画し外部の研究組織を支援する体制を構築している BINDSが最

大 28万種の化合物ライブラリを有することがわかった。そこで、本研究では、BINDSに参画している

組織の中でも低分子化合物の合成研究を実施している東京大学の小島宏建先生、大阪大学の辻川

和丈先生、東北大学の土井隆行先生らの元から総計 23,227個の低分子化合物ライブラリを入手し

て探索研究を実施する方針とした。また、効率的なスクリーニング系としてウェルプレートを用いた多

検体を培養可能な系と Octet QKeを用いた mAb発現量の一斉分析系を採用した。 
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2.1 96ウェルプレートとフラスコを用いたスクリーニングによる低分子化合物

の選定 

2.1.1 96ウェルプレートを用いた評価系の構築 

化合物スクリーニングを実施するにあたり、最初に効率的なスクリーニング系を確立した。高速スク

リーニングのためには多検体を一斉に処理できる仕組みが必要であり、細胞培養ではウェルプレート

を用いた多検体処理が一般的である。そこで本研究においてもウェルプレートを用いた実験系を構

築した。数あるウェルプレートのラインナップの中で、培養液を各種の測定で使用することを想定して

1 ウェルあたり 200 μLの液量で培養可能な 96ウェルプレートを用いる方針とした。 

まずは、96ウェルプレートを用いたスクリーニングの妥当性を確認するために、ウェルプレートの全

面に培養液を仕込み 3日間培養後、Octet QKeを用いウェプレート全面のmAb濃度を測定し、

mAb濃度の分布から系の均一性を判断した。なお、培養条件は後述する１次スクリーニングのコント

ロール条件に同じである（Table 2）。 

 

Table 2 96ウェルプレートを用いたスクリーニング系の均一性評価 

 

Table（上）：プレートマップ、Table（下）：結果の統計解析結果 

プレートマップの外側（白色マス）：ウェルナンバー（A-H, 1-12） 

プレートマップの内側（黄色マス）：コントロール群の mAb濃度（mg/mL） 
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評価の結果、ウェルプレート外周に近いウェルの mAb濃度が高いために SDは 4.6（mg/mL）で

あるが、CVは 7.8%であり一般的にスクリーニング時に必要とされる 10%以内の基準を満たしてお

り、ウェル毎の変動がスクリーニングの実施に問題ない程度であると判断した。なお、ウェル外周の

mAb濃度が高い理由は、培養中の液の揮発によるものと推測される。 

次に、実際のスクリーニング時の挙動を確認するために化学シャペロンとして働き、ある種のタンパ

ク質の産生量を向上させると知られている 4-PBA26, 27)をポジティブコントロールとして添加した実験を

行った（Table 3）。なお、培養条件は後述する１次スクリーニング条件に同じである。 

 

Table 3 4-PBAを用いた評価系の挙動確認 

 

Table（上）：プレートマップ、Table（下）：結果の統計解析結果 

プレートマップの外側（白マス）：ウェルナンバー（A-H, 1-12） 

プレートマップの内側（黄色マス）：コントロール群の mAb濃度（mg/mL） 

プレートマップの内側（青色マス）：4-PBA添加群の mAb濃度（mg/mL） 

 

実験の結果、4-PBAの添加は本研究で使用している rCHO細胞の mAbの発現量向上には結び

つかず、逆に発現量を低下させる結果となった。しかし、コントロール群との対比例としては使用でき

ると考えてスクリーニング系の妥当性を評価した。コントロール群の SDは 7.4（mg/mL）、CVは
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10.9%であり先の結果より CVが高いが概ね 10%以内に近いため許容とした。また、4-PBA添加群

の SDは 0.4に対し、CVは 4.5%であり問題のない結果であった。更にコントロール群と 4-PBA添

加群のシグナル感度比を示す S/B比は 2.4であり最低限必要とされる 2以上を達成しており、アッ

セイ系の精度を示す Z’-factor も必要とされる 0.5を上回る 0.6であった。以上のことから、96ウェル

プレートを用いた化合物のスクリーニング系は、プレート全体の培養条件に均一性があり、化合物添

加時の影響を 4-PBA添加時程度の差があれば明確に判断できる条件であることが確認された。 
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2.1.2 96ウェルプレートを用いた 1次スクリーニング 

BINDSから収集した低分子化合物 23,227個を 96 ウェルプレートで 3-4日間、37 °C、5%CO2

の条件で培養し Octet QKeを用いてmAbの発現量を評価した。結果を Figure 10に示す。 

 

 

Figure 10 96ウェルプレートを用いた低分子化合物群の１次スクリーニング結果 

 

化合物を添加した際の発現量がコントロール群より有意に高くなったと判断するための基準として、

発現量がコントロール群の平均値＋3SDを超えた場合に有意と判断する基準を設けた。これはコント

ロールの値の変動幅は正規分布に従い SDの 3倍の振れ幅に 99.7%が収まると考え、コントロール

群の平均値+3SDを超えた場合は 99.7%の確率で有意に化合物添加の添加がmAb生産性の増

加に寄与したとの考えに基づく。その結果、23,227個の化合物の内 2.5%に相当する 566個の化合

物が mAbの生産性の増加に寄与する可能性があると分かった。 

次に、96ウェルプレートから shaker flaskにスケールを上げて検証する為に 566個の化合物の

入手性を確認したところ、68個の化合物は市販されており、5個の化合物は類似化合物として入手
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可能であると分かった。これら 73個の化合物を 2次スクリーニング用のライブラリとし、50 mL浮遊培

養フラスコを用いた培養評価を実施した。 

 

  

Akita University



   

18 

 

2.1.3 50 mL浮遊培養フラスコを用いた 2次スクリーニング 

1次スクリーニングの結果選定された 73個の化合物を 50 mL浮遊培養フラスコで 3日間、

37°C、5%CO2の条件で培養し HPLC を用いてmAbの発現量を評価した。その結果を Figure 11

に示す。 

 

 

Figure 11 50 mL浮遊培養フラスコを用いた 2次スクリーニング結果 

縦軸：Relative mAb Concentration（%）、横軸：Relative Cell-Specific Productivity（%）、円内の

数字：細胞生存率（%）。黄色：候補化合物 No. 67、緑色：候補化合物 No. 35、灰色：候補化合物 

No. 62、青色：候補化合物 No. 42 

 

73個の化合物をスクリーニングした結果、幾つかの化合物では、1次スクリーニング時と同様にコ

ントロールよりも目的抗体濃度と CSPRの上昇が見られた。有効な化合物の選定基準として、コントロ

ールに対する培養終了日の抗体濃度の相対値が 120%以上、CSPRの相対値が 105%以上、細胞

生存率 80%以上という値を設けた。その結果、4つの候補化合物が選定された（候補化合物 No.35, 

42, 62, 67）。抗体濃度の相対値と CSPRの相対値は、No.35で各々144%と 177%、No.42で各々

158%と 392%、No.62で各々134%と 242%、No.67で各々125%と 108%であり、本実験では
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No.42が最もポテンシャルが高い結果となった。本実験は N=1の実験であるため、再現性を評価す

るために選定した 4化合物を N=3で評価し、結果を再確認した。 
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2.1.4 2次スクリーニング結果の再現性確認ならびに化合物の選定 

2次スクリーニングと同様の培養条件で N=3で培養を実施した結果を Figure 12に示す。 

 

 

Figure 12 2次スクリーニングで得られた 4化合物の再現性の評価 

細胞増殖濃度の相対値（A）、mAb濃度の相対値（B）、CSPRの相対値（C） 

 

コントロール条件に対し、化合物 No.42においては細胞増殖濃度、mAb濃度、CSPRの全ての

評価項目においてロット間の変動が大きいため有意性が見られなかった。一方、化合物 No.62では

10%程度の細胞増殖性の低下がみられたが、mAb濃度、CSPR共にコントロールよりも高い結果で

あった。中でも化合物 No.35における mAb濃度と CSPRの上昇度が最も高く各々316%、277%で

あり、次に化合物 No.62が高く各々171%、202%であった。化合物の構造を Figure 13に示す。 

 

 

Figure 13 再現性を評価した 4化合物の化学構造 
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医薬品の製造プロセスに化合物を添加する場合には、化合物の活性のみならず化合物の入手性

も重要である。また、本研究を進める上で化学構造と rCHO細胞への活性との間の構造活性相関を

調査する場合には化学構造の変換の容易さも重要となる。化合物 No.35による抗体生産性への寄

与は最も良い結果であったが、その化学構造は複雑であると共に入手性が悪く（400,000円/g）、今

後の研究推進の障害になることが考えられた。そのため今回の研究では化学構造が単純であり容易

に構造を変換でき、入手性も良い（100,000円/g）No.62の化合物MPPBを今後の研究対象として

選定した。なお、MPPBは抗マラリア薬として 28-30)インドの S.E.T’s薬科大学で開発された化合物群

の 1つである。 
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2.2 2次スクリーニング時の高評価化合物の化学構造 

2次スクリーニング時に mAb濃度が 105%以上向上した化合物の一覧を Figure 14に示す。これ

ら化合物の共通構造を確認したところ、明確に類似していた化合物は候補化合物 No.62 と No.90

であり、構造的な違いは化合物の末端がアセテートであるかスクシンイミドであるかのみで、2,5-DP

部位や 4-アミノ安息香酸部位は全く同じであった。他の類似部分構造としては、候補化合物 No.62

と No.90に存在するヒドラジン構造が No.89にも含まれている。 

 

 

Figure 14 2次スクリーニング時の高評価化合物の化学構造 
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2.3 考察 

96ウェルプレートを用いたスクリーニングにおいては 96 ウェルプレートプレートの端に近いほど培

地の蒸発が生じmAb濃度が高くなる現象が見られる（Table 2）。この現象が、どの程度スクリーニン

グ時の擬陽性としてヒットしてくるかが当初懸念された。しかし、スクリーニング時のヒット数は 23,227

個の化合物の内 566個であり、その率は 2.5%であった。仮に 96ウェルプレートの端である A2-

A11, H2-H11の位置が全てのプレート（ca.290枚）においてコントロールより有意に高い mAb濃度

であった場合のヒット率は 25%となる。今回のヒット率 2.5%はそれより十分に低いことから、統計的な

判断ではないが、培地の蒸発により擬陽性を示す可能性は低いと推定され、本スクリーニング系は当

初の検証通り適切であったと判断した。なお、本研究を推進する上では擬陽性率は低いと判断した

が、一般的な医薬品開発における HTSのヒット率が 0.01～0.14% 31)であることを考慮すると、本研

究におけるヒット率 2.5%は 10倍程度高いことから、相対的な問題ではあるが、一般的な医薬品の探

索よりは高率で擬陽性が含まれている可能性は否定できない。今後の研究において 1次スクリーニ

ングのヒット化合物 566個の内から新たな有益な化合物を見出そうとする場合には、rCHO細胞によ

る mAb生産性向上が真に見られるかを再評価すべきと考えた。 

今回、1次スクリーニングで得られた 566個の化合物を 2次スクリーニングに向けて必要量を確保

するにあたり有機化合物の卸業者数社に入手を依頼した。しかし、ヒットした化合物の多くは企業や

大学などの外部機関が研究過程で試験的に合成した化合物であるため、入手性が低く、医薬品合

成中間体の製造を請け負う ATTO株式会社によるオーダーメイドのみが入手手段であった。そのた

め合成難易度や購入費用の観点から 566化合物全てを調達することはできず 73化合物の入手に

留まった。本研究の目的は rCHO細胞の mAb発現量の向上に影響を与える新規化合物の探索で

あるため世の中的に知名度の低い化合物を利用できることは非常に魅力的であるが、入手性が低い

化合物を扱う場合には研究推進が難しくなる。そのため mAb生産性向上への効果が高い化合物の

有用性を意識しながらも、化合物の入手性や化合物の化学構造の変換の容易さも化合物選定の評

価項目に入れる方針とした。 
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73化合物の 2次スクリーニングの結果（Figure 11）、候補化合物 No.35、42、62、67によるmAb

濃度と CSPRの向上を確認できた。2次スクリーニング後のこれらの候補化合物の再現性の確認実

験においても、化合物 No.42を除いてコントロールより高い結果となった（Figure 12）。No.42に関し

ては SDが大きいため有意差がみられていないが、平均値はコントロールより高いため SDの幅を考

慮するとコントロールより高い結果となる可能性はあると考える。一方、2次スクリーニング時には、

mAb濃度は化合物 No.42, 62, 35, 67の順に高い結果であったが、再現性の確認実験時には化合

物 No.35, 62, 67, 42の順に高く、2つの実験結果は完全には一致していない（Figures 11 and 

12）。この差の一因として、No.35, 42は DMSOの懸濁液であり他の化合物の様に完全溶解してい

ないためピペットでの均一なサンプリングができず、正確な量を添加できなかったと推測される。 

再現性の確認実験では最も mAb生産性を向上させた化合物は No.35であったが、先述したよう

に DMSOに低溶解性のため懸濁液として扱わなければならない欠点があり、今後の試験において

正確な量を添加し難く、医薬品の製造に適応する場合には培地の無菌ろ過時に除去されてしまうこと

が想定される。更にその化学構造にはモノメチル化されたベンゼン環や非対称にアルキル化された

ピリミジン環など合成上難しい構造を有するため、今後の研究を進める上での物量入手や構造活性

相関時の化学変換の困難さが予測された。よって、低溶解性のため培養液に添加し難いと共に入手

性が低く、構造変換が難しい No.35は本研究には不向きと判断した。そこで、2番目に mAb生産性

を向上させた No.62（以後、MPPB）を今回の研究対象として選定した。なお、MPPBは DMSOへの

溶解性が高く研究時に使用する濃度 100 mg/mLに十分可溶であると共に、構造的にもピロール、ス

クシンイミド、アミノ安息香酸の 3部位からなる単純な化合物であるため構造活性相関を実施し易い

利点がある。 

MPPBや No.35, 42, 67に加え、添加によりmAbの濃度がコントロールに対して 105%以上向上

した化合物は 11種あった。これらのうち、明確に共通している構造はMPPB（No.62）と No.90のピ

ロールとアミノ安息香酸部位であり、MPPB と No.90の活性部位はこれら 2つの部位にあることが推

定された。一方、ヒドラジン骨格も共通構造としてMPPB と No.90、および、No.89に存在する。ヒドラ

ジンは単独では毒物であるが、還元力を有することが知られている。従って、ヒドラジン構造が rCHO
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細胞の活性化に寄与しているのであれば、グルタチオンの様な還元性化合物として ROSなどからの

ストレスの低減に関与している可能性が考えられる 32-34）。 
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2.4 小括 

BINDS（東京大学、大阪大学、東北大学）から入手した 23,227個の低分子化合物を、96ウェル

マイクロプレートを用いて 1次スクリーニングし、コントロールの平均値＋3SD より大きい mAb濃度を

示した化合物 566個を選定した。566化合物の内、10 mg以上の物量を入手可能な 73化合物を

主に医薬品中間体の受託合成を行っている ATTO株式会社から入手し 2次スクリーニングを実施し

た。2次スクリーニングの結果、mAb濃度と CSPRの相対値ならびに細胞生存率が各々コントロー

ルの 120%、105%、80%以上を示す化合物 4種（No.35, 42, 62, 67）を選定した。これら 4種の再

現性の確認実験を実施したところ、最も良い結果を示した化合物は No.35であったが、難溶性など

の物性の悪さや化学構造上の複雑さによる構造活性相関を実施し難いなどの欠点があった。そのた

め、良溶性で化学構造が単純なMPPBを本研究の研究対象として選定した。なお、2次スクリーニ

ングで CSPRがコントロールに対し 105%以上向上した化合物の化学構造の類似性を評価したとこ

ろ、大部分は共通構造を持たないが MPPB と No.90がピロールならびに 4－アミノ安息香酸の共通

構造を持つなど、MPPBの有望性を高める知見が得られた。なお、今回は物性や構造上の複雑さか

ら不選定とした No.35については、物性を改善する方向性で化学構造を改変、単純化することにより

有望な化合物に誘導できると期待される。 
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3. MPPBの特性解析と培養への影響評価 

第三章第一節（3.1.）では、第二章で見出した MPPBが rCHO細胞に与える影響を評価した結果

を述べる。評価系としてフィードやグルコースなどの添加による外乱が少なく化合物自体の影響評価

に適しているバッチ培養を選択した。バッチ培養の期間は 4日間の短期間とし、MPPB濃度に対す

る rCHO細胞の各種プロファイルの MPPB濃度への依存性を評価した。評価の結果、CSPR並び

に単位細胞あたりのグルコース消費量が向上することが判明した。その原因究明のために細胞内

ATP濃度の測定も併せて実施した。また、先述したように、rCHO細胞に作用して目的タンパク質濃

度や CSPR を向上させる既存の化合物の多くは細胞周期に影響することから、MPPBによる rCHO

細胞の細胞周期への影響も併せて評価した。 

第三章第二節(3.2.)では、MPPB濃度を最適化した条件で細胞生存率が 70%を下回るまでバッ

チ培養ならびにフェドバッチ培養を実施し、MPPB非添加の培養時との比較実験を行った結果を示

す。評価項目として、生細胞密度、細胞生存率、mAb濃度、CSPR、グルコース濃度変化、ラクテー

ト濃度変化、単位細胞あたりのグルコース消費量、単位細胞あたりのラクテート生産量を選定した。な

お、本論文では、乳酸の定量時に乳酸自体と乳酸の塩またはイオンと区別せずに検出しているた

め、総称して「ラクテート(lactate)」と表記している。また、先述したように rCHO細胞に作用し目的タン

パク質濃度や CSPR を向上させる既存の化合物はmAbの糖鎖修飾にも影響することが報告されて

いるため、フェドバッチ培養においては N型糖鎖への影響評価も併せて実施した。 

第三章第三節（3.3.）では、バッチ培養においてMPPBの添加方法を検討した結果を示す。前節

の結果としてMPPBは細胞増殖を抑制する一方で細胞生存率を維持する特性を有したため、

MPPBの添加方法の最適化により細胞増殖抑制を制御して更なる rCHO細胞の生産性向上の可能

性を評価した。 
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3.1 バッチ培養による MPPBの特性解析 

3.1.1 rCHO細胞培養時の MPPBの適正濃度 

rCHO細胞培養時の MPPBの適正濃度を解明するために MPPB濃度 0.08-1.28 mMの範囲で

調査した（Figure 15）。 

 

 

Figure 15 rCHO細胞の MPPB濃度依存性 

生細胞密度の濃度変化（A）、細胞生存率の変化（B）、CSPRの変化（C）、mAb濃度の変化（D） 

 

MPPB濃度の増加と共に、生細胞密度、細胞生存率とmAb濃度は低下し、CSPRが増加する傾

向が見られた。検討した範囲では 0.08 mMの濃度から生細胞密度の低下が始まり 1.28 mMでは完

全に細胞増殖は停止した。CSPRは 0.32mMから顕著に増加し始め 1.28 mMではコントロールの

5倍まで増加した。一方で 1.28 mMでは細胞生存率が明確に低下することからMPPBの適正な添

加濃度は 0.32-0.64 mM と判断した。 
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3.1.2 rCHO細胞の代謝への MPPBの濃度依存性 

Becker35)らおよび Hara、Kondo 36)らは、細胞内 ATP量の増加が目的タンパク質の生産性の増

加に寄与していることを報告している。MPPBが CSPRを向上させた理由は細胞内 ATP量の増加

にあると推定し、ATP産生に関連する単位細胞あたりのグルコースの消費速度と細胞内 ATP量を調

査した（Figure 16）。 

 

 

Figure 16 細胞内 ATP量と単位細胞あたりのグルコース消費速度 

MPPB添加濃度 0.16-0.64 mM時の培養 3日目の細胞内 ATP量（A）、単位細胞あたりのグルコ

ース消費速度（B）、CSPR（C）、VCD（D）。 

 

調査の結果、細胞内 ATP量は 8 fmol/cellから 24 fmol/cellまで増加し（Figure 16A）、単位細胞

あたりのグルコース消費速度は 0.9 pmol/cell/dayから 2.6 pmol/cell/day まで増加した（Figure 

16B）。CSPR も MPPBの濃度の増加と共に増加することから CSPR と細胞内 ATP量および単位

細胞あたりのグルコース消費速度は正の相関があると分かった（Figure 16C）。また、MPPBによる細

胞増殖の抑制には再現性が見られMPPB濃度の増加に対して負の相関を示した（Figure 16D） 
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3.1.3 MPPBの細胞周期への影響 

前述のように、mAbの生産を調節する既存の化合物の添加時には細胞周期が変化することが知

られていることから、MPPBが G0フェーズ、Sフェーズ、G2/Mフェーズのどの周期に細胞周期を偏

らせる化合物であるかを調査した（Figure 17）。 

 

 

Figure 17 MPPBの添加による rCHO細胞の細胞周期の変化  

0.64 mMの MPPB共存下で 4日間培養した rCHO細胞の細胞周期を測定した。 

 

MPPBを 0.64 mM添加した場合の細胞周期を MPPB非添加時の細胞周期と比較した結果、

MPPB添加により G1フェーズが 43%から 36%に減少し、G2/Mフェーズが 41%から 47%まで増加

した。なお、MPPBの有無に拘らず S フェーズはいずれも 16%で変化は無なかった。本検討により

MPPBは rCHO細胞の細胞周期を G1フェーズから G2/Mフェーズに偏らせる化合物であることを

明らかにした。 

 

  

Akita University



   

31 

 

3.2 MPPB共存下でのバッチ培養ならびにフェドバッチ培養における長期培養 

3.2.1 MPPB共存下でのバッチ培養における長期培養の結果 

MPPB共存下で細胞生存率が 70%未満に達するまでバッチ培養を続けた場合の影響評価を実

施した。MPPBの添加効果のみを評価するため、pH、グルコース濃度の維持など一切の培養条件の

調整を実施しなかった（Figure 18）。 

 

 

Figure 18 MPPB共存下バッチ培養における長期培養の評価（1/2） 

0.64 mM MPPB共存下で細胞生存率が 70%未満になるまで培養を継続し 2日おきに VCD

（A）、細胞生存率（B）、mAb濃度（C）を測定した。また、IVCCに対する mAb濃度の傾きから

CSPR（D）を算出した 37)。 

 

最大 VCDは、MPPB処理により 16.6×106 cells/ mLから 8.0×106 cells/ mLに減少した

（Figure 18A）。一方、MPPB非添加のコントロール条件が培養 8日目で細胞生存率が 70%未満に

なったのに対し、MPPBを添加した条件では培養 10日目まで細胞生存率を維持した（Figure 

18B）。一方、MPPB添加条件下での mAb濃度は、培養終了時点ではMPPB無添加条件の場合
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とほぼ同じ値であった（Figure 18C） なお、MPPBの添加により CSPRが 4.2 pg/cell/dayから 7.9 

pg/cell/dayまで増加する現象はスクリーニング時と同様に再現された（Figure 18D）。 

次に、培養中のグルコースやラクテートの濃度変化並びに単位細胞あたりの各々の消費量、生産

量を示す（Figure 19）。 

 

 

Figure 19 MPPB共存下バッチ培養における長期培養の評価（2/2） 

0.64 mM MPPB共存下で細胞生存率が 70%未満になるまで培養を継続し 2日おきに培養中の

グルコースの濃度（A）、ラクテートの濃度（B）を測定し、IVCCに対する消費グルコース濃度の傾きか

ら単位細胞あたりのグルコース消費量（C）を算出し、IVCCに対するラクテート濃度の傾きから単位細

胞あたりのラクテートの産生量（D）を算出した。 

 

培養上清分析の結果、グルコースおよびラクテートの濃度は、MPPBの有無に拘らず同じ推移を

示した（Figure 19A and B）。しかし、単位細胞あたりのグルコース消費速度は、MPPBの添加により

0.49 pmol/cell/dayから 1.1 pmol/cell/dayまで増加した（Figure 19C）。一方、単位細胞あたりのラ

クテートの産生速度はMPPBの添加により 0.22 pmol/cell/dayから 0.37 pmol/cell/dayの増加に留

まった（Figure 19D）。即ち、MPPB添加による単位細胞あたりのグルコース消費速度の増加は 0.61 
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pmol/cell/dayの増加であるのに対し単位細胞あたりのラクテートの産生速度は 0.15 pmol/cell/day

であることから、消費量が増加したグルコースが効率よくトリカルボン酸（TCA）回路を介して ATPに

変換されたことを示唆している 38)。 
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3.2.2 MPPB共存下でのフェドバッチ培養における長期培養の結果 

フェドバッチ培養はフィード培地の添加により培養液中の栄養素が変動するため培養結果の解析

難易度が向上するが、細胞が長期的に維持され mAb発現量が向上するために医薬品製造におい

て多用されている。本研究においても、実際の mAb生産に近い環境における MPPBの影響評価の

ためにフェドバッチ培養による再評価を実施した。評価条件としてフィード培地の添加のみを実施し

た場合と、フィード培地のみではグルコースが枯渇するためにグルコースを別途添加し培養中のグル

コース濃度を 1 g/L以上に維持した培養を実施した（Figure 20）。 

グルコース濃度を維持しないフェドバッチ培養において、MPPB添加条件下での最大 VCDは

MPPB非添加条件の 21×106 cells/mLに対し 14×106 cells/mLまで抑制された。一方、グルコー

ス濃度を 1 g/L以上に維持したフェドバッチ培養においても、MPPB添加条件下での最大 VCDは

MPPB非添加条件の 19×106 cells/mLに対し 15×106 cells/mLまで抑制され、グルコース濃度を

維持しない MPPB添加培養と類似した傾向を示した（Figure 20A）。また、細胞生存率はグルコース

を維持しない培養条件下ではMPPB非添加時に培養 8日目には低下したが MPPB添加条件下で

は培養 12日目まで 70%以上に維持された。グルコースを維持した培養条件下では MPPB非添加

時の細胞生存率の低下は抑制され培養 10日目まで 70%以上を維持した。なお、MPPB添加条件

の細胞生存率は培養 12日目まで 70%以上に維持され、グルコース濃度を維持しない場合とほぼ同

じ傾向を示した（Figure 20B）。mAb濃度については、グルコース濃度を維持しない場合、MPPB添

加条件下では VCDが低いにも拘らず 1,098 mg / Lに達しMPPB非添加条件下の 1.5倍の発現

量であったが、グルコース濃度を維持する場合 MPPB添加によりmAb濃度は 954 mg/Lから 858 

mg/L まで低下した（Figure 20 C）。CSPRについては、グルコースの添加の有無に拘らず MPPB

の添加により向上し、グルコース非添加時には MPPB非添加条件およびMPPB添加条件下での

CSPRは各々7.1 pg/cell/dayおよび 10.5 pg/cell/day、グルコース添加時には各々7.5 pg/cell/day

および 8.8 pg/cell/dayであった。 

 

 

Akita University



   

35 

 

 

Figure 20 MPPB共存下フェドバッチ培養における長期培養の評価（1/2） 

0.64 mMの MPPB共存下で培養を行い、フィード培地を培養開始 2, 4, 6日目に 2%（v/v）添加

した。MPPB (+) w Gluc とMPPB (-) w Glucにおいてはフィード培地の添加に加えグルコースの枯

渇を防ぐために 3 g/L分のグルコースを培養 8、12日目に添加した。生細胞密度（A）および細胞生

存率（B）を 2日ごとに測定し、細胞生存率が 70%未満に達するまで細胞培養を続けた。また、IVCC

に対する mAb濃度（C）の傾きから CSPR（D）を算出した 37)。MPPB非添加：MPPB (-)、MPPB添

加：MPPB (+)、MPPB非添加+Gluc：MPPB (-) w Gluc、MPPB添加+Gluc：MPPB (+) w Gluc。 

 

次に、フェドバッチ培養における培養上清を分析して、MPPBの有無によるグルコースおよびラク

テートの濃度推移を調査し、単位細胞当たりのグルコース消費速度を算出した（Figure 21）。グルコ

ース濃度を維持しない場合、MPPB非添加時には培養 10日目にグルコースが枯渇したのに対し、

MPPB添加時には培養 14日目までグルコースは維持された（Figure 21A）。ラクテート濃度は、グル

コースの維持、非維持に拘らず 1 g/L以下であった（Figure 21B）。単位細胞あたりのグルコース消

費速度はグルコース濃度の維持に拘らず MPPB添加により高まり、グルコースの濃度を維持しない
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場合にはMPPB非添加時およびMPPB添加時に各々0.62 pmol/cell/dayならびに 0.74 

pmol/cell/day、グルコースの濃度を維持する場合には各々0.56 pmol/cell/dayならびに 0.66 

pmol/cell/dayであった。すなわち、MPPBの添加によりおよそ 20%程度単位細胞あたりのグルコー

スの消費速度が向上した。 

 

 

Figure 21 MPPB共存下フェドバッチ培養における長期培養の評価（2/2） 

グルコースの濃度（A）、ラクテートの濃度（B）を測定し、IVCCに対する消費グルコース濃度の傾き

から単位細胞あたりのグルコース消費量（C）を算出した。MPPB非添加：MPPB (-)、MPPB添加：

MPPB (+)、MPPB非添加+Gluc：MPPB (-) w Gluc、MPPB添加+Gluc：MPPB (+) w Gluc。 
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3.2.3 MPPBの N型糖鎖への影響評価 

rCHO細胞が生産する mAbの糖鎖品質への MPPBの影響を調べるため、グルコース濃度を維

持しないフェドバッチ培養の培養最終日のmAbを用い N型糖鎖分析を実施した（Figure 22）。 

 

 

Figure 22 MPPBの N型糖鎖への影響 

各々の N型糖鎖の比率を全 N型糖鎖に対する百分率として算出した。 

 

mAbの N型糖鎖は、ADCC活性や CDC活性ならびに in vivo試験における血中での半減期に

影響することが知られており 39-43）、培養環境に応じて変化することがあることからmAbの主要な N

型糖鎖（G0F、G1F、G2F、およびM5）を、各最終培養日（MPPB (+)：培養 14日目、MPPB (-)：培

養 10日目）に調査した。Figure 22に示すように G2F と M5の比率は同じであるが、主要な N型糖

鎖である G1FはMPPB添加により 24.5%から 14.8%に減少した。一方、減少した G1Fの多くは

G0Fの状態で維持された。 

 

  

Akita University



   

38 

 

3.3 バッチ培養における MPPBの添加方法の検討 

第三章三節(3.3.)では培養開始時にMPPBを添加した場合の影響の調査結果を述べた。この添

加法では、MPPBによる CSPRの増加以上に細胞増殖の抑制効果が高いため、mAb濃度が増加

し難い傾向が見られた。そこで、細胞増殖抑制の影響を低減しつつ CSPR を向上させてmAb濃度

の更なる向上を図る目的で、有効添加濃度 0.32-0.64 mMの範囲で MPPBを細胞増殖が進行した

培養中盤に添加する手法をバッチ培養にて検討した（Table 4, Figure 23）。 

 

Table 4 MPPBの添加プロトコル 

Run 

Day 

0 2 4 

MPPB (-) 0 mM - - 

MPPB (+)-1 0.64 mM - - 

MPPB (+)-2 0.32 mM 0.32 mM - 

MPPB (+)-3 - - 0.64 mM 

MPPB 200 mg/mL DMSO soln.（640 mM）を培養初日に 0.64 mMになるように添加した場合

（MPPB (+)-1）、培養初日は 0.32 mMになるように添加し更に培養 2日目に初日添加分と合算して

0.64 mMになるようにした場合（MPPB (+)-2）、培養 4日目に 0.64 mMになるように添加した場合

（MPPB (+)-3）。 
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Figure 23 MPPB添加方法の検討結果 

Table 4に示す MPPB添加プロトコルで培養を行い生細胞密度（A）および細胞生存率（B）を 2

日ごとに測定し、細胞生存率が 70%未満に達するまで細胞培養を続けた。また、IVCCに対する

mAb濃度（C）の傾きから CSPR（D）を算出した 37)。 

 

mAb濃度は、MPPBを添加しない場合 243 mg/L、MPPBを培養開始日のみに添加（MPPB 

(+)-1）場合 277 mg/L、培養開始日と培養 2日目に添加（MPPB (+)-2）した場合 362 mg/L、培養 4

日目に添加（MPPB (+)-3）した場合 282 mg/Lであり、培養開始日と培養 2日目に分けて添加する

ことで mAb濃度が最も向上した（Figure 23C）。なお、いずれの場合も MPPBを添加しない場合より

はmAb濃度は向上する結果であった。一方、MPPBによる細胞増殖抑制はMPPBの添加日が遅

くなるにつれて弱くなり、培養 4日目に MPPBを添加した場合の VCDの推移はMPPBを非添加時

と変わらず最大 VCD も培養 6日目に各々16-17 ×106 cells/mLまで到達した（Figure 23A）。また、

細胞生存率と CSPR も VCD と同様の傾向を示しMPPBの添加日が遅くなるほどMPPBによる細

胞生存率の維持効果が低くなり、CSPRの上昇効果も低くなった（Figure 23B and 23D）。 
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3.4 考察 

短期間のバッチ培養によるMPPBの特性解析の結果から、0.32 mM未満の濃度の場合には細

胞増殖ならびに CSPRのいずれの挙動もコントロールに対して 10%程度の変化に留まることが分か

った。一方で、1.28 mM以上の場合には細胞増殖がほぼ完全に抑制されると共に CSPRが 5倍に

到達するが、細胞生存率が低下した。即ち、MPPBによる CSPR向上の効果と細胞生存率の維持

の観点から、MPPBの添加濃度は 0.32-0.64 mM付近が最適と判断した。添加濃度の妥当性に関

しては、同様の効果を持つ既知物については、塩化リチウム 16)であれば 10 mM、酪酸 17)ならば 5 

mM、CCI 23)であれば 0.005-0.010 mM と、MPPBの最適添加濃度 0.32-0.64 mMを挟んで 10倍

前後の濃度範囲で効果を示すことから、MPPBの添加濃度は妥当なものと判断した。また、0.32 mM 

MPPB条件下で単位細胞あたりのMPPBの分子数を考慮すると、培養 4日目の VCD 6.0×106 

cells/mL時に単位細胞あたり 3.2×106個の過剰なMPPB分子が必要であることから、MPPBは非

触媒的に細胞に作用することが推定される。なお、実際に細胞に取り込まれた MPPBの分子数の定

量調査は未実施のため今後の課題である。 

一方、1次および 2次スクリーニングにおいてはMPPB添加によりmAb濃度が向上したが、スク

リーニング時とは逆に特性解析時にはMPPBを添加するにつれ mAb濃度が低下する現象が見ら

れた。MPPBの添加と共に細胞増殖が抑制され CSPRが増加するが、mAb濃度は細胞密度と

CSPRの積により決まるため何らかの理由で評価系の細胞密度と CSPRのバランスが実験間で変

化したと推測された。特性解析時には、0.64 mMの MPPB濃度においてはコントロールと比較して

細胞増殖が 0.15倍にまで抑制されるのに対して CSPRは向上したが 2.7倍の増加率であった。即

ち、細胞増殖の減少率に対して CSPRの増加率の方が小さく、その積が 0.41を示すため、培養あ

たりの mAb濃度は減少している（積が 1の場合、コントロールと同じmAb濃度であることを示す。）。

更に MPPB 1.28 mMではコントロールに対し細胞増殖が 0.05倍にまで抑制されるのに対し CSPR

は 4.8倍の増加率であり、その積は 0.24 となることから、MPPB 0.64 mM時よりも一層 mAb濃度が

減少している（Figure 15D）。 
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mAb濃度が実験間で再現されなかった原因を次のように考察する。スクリーニングに用いた静置

培養時には、コントロールもMPPB添加時にも共に細胞増殖が低調であり、また、コントロールと

MPPB添加時の VCDの差は小さくMPPB添加時の相対的な細胞増殖率は 0.9倍に留まった。し

かし、特性解析に用いた振盪培養時には、コントロール条件の細胞増殖が静置培養時より高く、

MPPBの添加の有無による VCDの差が広がり、MPPB添加時の相対的な細胞増殖率はコントロー

ルに対して 0.6倍となった。一方、MPPB添加による CSPRの上昇倍率は静置培養では 2.0倍、振

盪培養では 1.4倍であった。即ち、静置培養条件下では、コントロール条件と MPPB添加時とで同

程度の増殖性であったために MPPB添加による CSPRの向上効果によりMPPB添加時のmAb

濃度がコントロール条件よりも増加した。対照的に、振盪培養の条件下では、コントロール条件の細

胞増殖が著しく高い反面 MPPB添加による増殖抑制が強く現れ、その効果が MPPB添加による

CSPRの向上効果を上回ったために MPPB添加時のmAb濃度が低い結果となった（Figure 12 

and 15）。なお、溶存酸素濃度の低下が細胞増殖を制限することは古くから知られていることから 44)、

静置培養時には振盪培養時よりも酸素供給速度が低く溶存酸素が低くなるため、本来細胞増殖が活

発なコントロール条件においても細胞増殖が抑制されたと推測される。また、この増殖抑制下では

MPPBによる細胞増殖抑制の効果が低下したと解釈した。 

続いて、MPPBが rCHO細胞の mAbの CSPRを増加させる理由を探るため、Becker、Kondo

および Haraによる目的タンパク質の発現量と細胞内 ATP量は相関するとの報告 35, 36)に基づき、細

胞内 ATP量に対する MPPBの濃度の影響を調査した。その結果、MPPB濃度を 016 mMから

0.64 mMまで増加させるにつれて CSPRが向上すると共に細胞内 ATP量が増加し、さらには単位

細胞あたりのグルコース消費量も増加することが分かった（Figure 16）。細胞内 ATP量の増加は、

Beckerや Kondoおよび Hara らの報告から予期されたことであるが、単位細胞あたりのグルコース

消費量が増加する結果は予期しておらず興味深い結果であった。なお、インスリンが CHO細胞にお

いても GLUT4を刺激 45)し細胞あたりのグルコース消費量を向上させることは知られているが、

MPPBの様な非ペプチド性の低分子化合物が単位細胞あたりのグルコース消費量を向上させると報

告している例は知られていない。現段階ではMPPBが単位細胞あたりのグルコース消費量を増加さ
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せる明確な理由は不明である。また、Mulukutla46)らが報告しているように動物細胞は増殖に 30%近

くの ATPを活用していること、Tempeton47)らが報告しているように安定期の細胞が TCA回路 48, 49)

を活性化させ単位細胞あたりのグルコース消費量を向上させる報告を考慮すると、MPPBによる細胞

増殖抑制効果もまた細胞内 ATP量の増加に寄与していると推定される。以上のことから、MPPBは、

細胞増殖を抑制すると共に単位細胞あたりのグルコースの消費量を向上させ細胞内 ATP量を向上

させる効果を有し、その結果 mAb生産に使用できる ATPが増加し CSPRを向上させたと推定され

る。 

mAbの生産を調節する既存の化合物は、細胞周期を変化させることが知られている。そこで、

rCHO細胞に 0.64 mMのMPPBを添加して細胞周期の変化を観察した。その結果、Fig.17に示

すように MPPBは細胞周期を G2/Mに偏らせる性質を有することが分かった。G2/Mに細胞周期を

偏らせ、かつ、CSPRを向上させる既報の化学物質は今回発見した MPPBの他には塩化リチウムの

みである。G2/Mに細胞周期を留める化合物はアポトーシスを誘導 50, 51)することが知られており、な

お、MPPBにおいても 1.28 mM以上の濃度では細胞生存率が低下し始めるため高濃度条件下で

はアポトーシスを誘導している可能性がある。細胞周期の抑制や生産性向上の点で同様の効果を示

す塩化リチウムとの比較実験の結果を第五章で述べる。 

続いて、特性解析で得られた MPPBの 3つの特性、すなわち細胞増殖抑制と単位細胞あたりの

グルコース消費量の増加ならびに CSPR向上効果について、長期培養においてどのように推移する

かをバッチならびにフェドバッチ培養で検討した。その結果、バッチ培養とフェドバッチ培養双方にお

いて全ての特性が反映される知見が得られた（Figures 18-21）。更に、MPPBを添加することでバッ

チ培養、フェドバッチ培養双方において細胞生存期間が延長（バッチ培養時 8→10日、フェドバッチ

培養時 10→14日）する予期せぬ知見が得られたと共に、細胞生存期間が延長することで mAb濃

度が MPPB非添加時よりも向上する結果となった（グルコースを維持したフェドバッチ培養条件は除

く）。 

グルコースを維持しないフェドバッチ培養の MPPB非添加条件においては一見エネルギー源で

あるグルコースの枯渇と共に細胞生存率が低下した様に見えるが、グルコースを維持したフェドバッ
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チ培養の MPPB非添加条件においてはグルコースが枯渇しないにも拘らず細胞生存率が低下した

ことから単純にグルコースが枯渇したために細胞生存率が低下したわけではなく未検出の培地成分

が枯渇している可能性が考えられた。一方、MPPB添加条件においてはグルコース濃度の傾向に拘

らず細胞生存率はMPPB非添加条件よりも長く維持することが可能であった。この理由はMPPBの

添加により VCDが抑制されたことで細胞生存率に影響する未検出の培地成分の枯渇時期を延長で

きたためと推定される。この細胞生存率の維持効果のため、特筆すべきことに、一般的に栄養素が豊

富になり細胞生存率の維持により長期培養を行いやすいフェドバッチ培養と同じ培養期間をバッチ

培養条件下で維持することができた（Figures 18 and 20）。 

一方、mAb濃度については、グルコースを維持したフェドバッチ培養を除いて、MPPB添加時に

VCDが 0.7倍程度にも拘らず向上する結果となった。この理由は、先述したように、MPPB添加によ

り CSPRはバッチ培養時には 1.9倍になり、グルコースを維持しないフェドバッチ培養時でも 1.5倍

となり、最終的な VCD と CSPRの積が 1 より高くなったためである。バッチ培養に対しフェドバッチ

培養において CSPRの増加倍率が低下している理由は 2点考察される。一つは、フェドバッチにお

いては VCDがバッチ培養よりも 1.4倍程度増加するため、単位細胞あたりの MPPB濃度が相対的

に減少しMPPBの効果が低下したことが推定される。もう一つは、バッチ培養よりもフェドバッチ培養

は 4日程度培養期間が延長されたため、MPPBの分解や付着などの原因によりMPPB濃度が減衰

し効果が弱まったことが推定される。なお、バッチ培養とグルコースを維持しないフェドバッチ培養の

CSPRを絶対値で比較すると、バッチ培養では MPPB非添加、添加時に各々4.16 pg/cell/day、

7.94 pg/cell/dayに対しグルコースを維持しないフェドバッチ培養では各々7.07 pg/cell/day、10.5 

pg/cell/dayであり、バッチ培養からグルコースを維持しないフェドバッチ培養間に移行した際の

CSPRの増加倍率は各々1.7倍と 1.3倍であった（Figures 19 and 21）。即ち培養方法による

CSPRの増加倍率はMPPBを添加しない場合の方が大きいことを意味する。筆者は、バイオ医薬品

の培養プロセス開発業務に携わるため、その中で rCHO細胞固有の CSPRの上限を上げることは

難しいことを経験している。これを考慮すると、MPPB添加をされた rCHO細胞の CSPRはすでに

上限近くまで上昇していたため、培養方法の変更による CSPRの向上率が低かったのではないかと
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推察する。なお、グルコースを維持したフェドバッチ培養においては、MPPBを添加することで

CSPRは 1.2倍（7.54→8.79 pg/cell/day）上昇するが、その上昇率はグルコースを維持しないフェド

バッチ培養の 1.5倍（7.07→10.5 pg/cell/day）より低い。この条件でのみ MPPBの添加にも拘らず

MPPBを添加しない場合よりも mAb濃度が低下した理由は不明である（Figure 21）。 

MPPBの添加のタイミングは rCHO細胞の増殖速度に大きく影響を与え、添加タイミングが早くと

も遅くとも MPPB添加による mAb濃度向上の効果を最大化できないことが分かった（Table 4, 

Figure 23）。即ち、前述したように mAb濃度は細胞濃度と CSPRの積であるため、細胞がある程度

増殖して CSPR も向上するような濃度とタイミングで MPPBを添加するのが良いと考えられる。また、

細胞増殖と CSPRはトレードオフの関係（Figures 23A and 23D）にあるため、培養初日と培養 2日

目に MPPBを分割添加する手法により細胞増殖の抑制と CSPRの上昇が最適化され mAb濃度が

1.5倍に向上した（Figure 23C）。なお、細胞生存率は細胞密度と完全に負の相関があり、細胞増殖

が抑制されるほど細胞生存率が長期にわたって維持される傾向がある。この傾向は、バッチ培養やフ

ェドバッチ培養時と変わらないため、培養方法の違いの影響はないことが分かる。 

また、グルコースを維持しないフェドバッチ培養においては、MPPBの添加は生産される mAbの

糖鎖の N型糖鎖の種類の内訳（プロファイル）に影響を与え、ガラクトシル化を抑制する結果となっ

た。mAbがガラクトシル化された N型糖鎖を持つと補体依存性細胞傷害 39, 40)および抗体依存性細

胞傷害 41-43)に影響を与えるため、mAb上の N型糖鎖のガラクトシル化率は、医薬品開発の観点か

らmAbの重要な品質特性の 1つとなっている。従ってmAbの活性調整や一貫した品質を維持する

ために、ガラクトシル化は製薬プロセスの研究開発中にしばしば制御対象となっている。幾つかの培

地添加物は rCHO細胞における mAbのガラクトシル化に影響を与えることが知られており、たとえば

吉草酸、バルプロ酸、CDK4/6阻害剤、ガラクトース、マンガン、およびウリジンはガラクトシル化を促

進し 18, 19, 23, 52, 53)、亜鉛とアンモニアはガラクトシル化を抑制することが知られている 54, 55)。しかし、

ガラクトシル化抑制効果を示す化合物の数は少なく、培地添加物によるガラクトシル化の抑制は多く

は知られていない。そのため MPPBがガラクトシル化を抑制した結果は、mAbの N型糖鎖を制御す

るための新しいオプションになる可能性がある。なお、MPPBがガラクトシル化を抑制する機序は不
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明であるが、MPPBはその骨格にスクシンイミドやヒドラジドを有し細胞内の還元反応や加水分解反

応によりアンモニアを生じる可能性があることから、MPPBの分解による細胞内アンモニア濃度の向

上によりガラクトシル化が抑制されている可能性がある。 
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3.5 小括 

rCHO細胞の mAb生産性を向上させる MPPBの有効濃度は 0.32-0.64 mMである。従来の

rCHO細胞の生産性を向上させる化合物と同様に、MPPBは rCHO細胞の増殖を抑制する。一方、

MPPBは従来の化合物では報告されていない単位細胞あたりのグルコース消費量を向上させる効

果を有すると共に細胞内 ATP量を増加させる。さらに、細胞周期に影響し G2/Mに偏らせる作用を

持つ。文献情報を加味するとグルコース消費量の向上と細胞増殖抑制の 2つの効果により細胞内

ATPならびに CSPR を向上させる化合物であることが推定された。なお、CSPRを高める作用と細

胞周期を G2/Mに偏らせる作用は既報の塩化リチウムと同様であることから比較実験の結果を第五

章で述べる。また、MPPBは、報告例の少ない N型糖鎖の Gal化を低減させる効果を有することか

ら、mAbの N型糖鎖を制御する手法の選択肢になる可能性がある。 

長期間のバッチ培養においても MPPBの添加は細胞増殖を抑制すると共に単位細胞あたりのグ

ルコース消費量と CSPR を向上させた。更に短期間の培養時には得られなかった知見として、細胞

生存率を維持することで培養日数を延長しmAb濃度を向上させると分かった。なお、グルコース濃

度を維持しないフェドバッチ培養での MPPB添加時の特性はバッチ培養時と同じであるが、グルコ

ース濃度を維持した培養下では MPPB添加時の CSPRの増加量は非添加時に比べて小さくなっ

た。グルコース濃度を維持した場合の CSPR向上率低下の原因は不明であり、MPPBの作用機序

に関しては更なる究明が必要である。 
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4. MPPBの構造活性相関と培養による活性部位の評価 

第四章では、rCHO細胞のmAb生産において CSPRや mAb濃度を向上させる活性が MPPB

より高い化合物を探索することを目的としてMPPBの構造活性相関を検討した結果を述べる。バッチ

培養による構造活性相関の結果、MPPBの部分構造である 2,5-DPが MPPBの活性部位であるこ

とを見出した。また 2,5-DP と CSPR との構造活性相関を評価し、類縁のアルキルピロール類の中で

は細胞生存率を維持しつつ CSPRを最も向上させる化合物は 2,5-DPであることを明らかにした。更

に、2,5-DPをバッチ、フェドバッチ培養で評価した。 

第四章一節（4.1.）では、MPPBの活性中心が 2,5-DPであることを見出した経緯と 2,5-DPの類

縁化合物と CSPR との構造活性相関を評価した結果を述べる。第四章二節（4.2.）では 2,5-DPの

バッチ培養、フェドバッチ培養で評価した結果を述べる。 

 

4.1 MPPBの活性部位の探索と活性部位の構造活性相関 

バッチ培養によりMPPBの 5つの部分構造が CSPRに与える影響を評価した（Figure 24）。

各々の化学構造は N-（2,5-ジオキソピロリジン-1-イル）ベンズアミド（3）、4-（2,5-ジメチル-1H-ピロー

ル-1-イル）ベンズアミド（4）、スクシンイミド（5）、4-アミノベンズアミド（6）および 2,5-DP（7）であり、す

べての化合物の濃度が 0.32 mMになるように調整しバッチ培養にて CSPRを評価した（Figure 

25）。 

 

  

Akita University



   

48 

 

 

Figure 24 活性部位を調査するために用いたMPPBの部分構造 

 

 

Figure 25 MPPBの部分構造による CSPRへの影響 

各化合物が 0.32 mMになるように培養初日に添加し、培養 3日目に CSPRを評価した。 

列１：ジメチルスルホキシド（コントロール）、列 2：MPPB、列 3：N-（2,5-ジオキソピロリジン-1-イル）

ベンズアミド、列 4：4-（2,5-ジメチル-1H-ピロール-1-イル）ベンズアミド、列 5：スクシンイミド、列 6：4-

アミノベンズアミド、列 7：2,5-DP。 

 

MPPBの部分構造の中で最も CSPR を向上させた化合物は、2,5-DP（7）であり、MPPB（2）がコ

ントロールに対し CSPRを 1.3倍に高めたのに対し 2,5-DP（7）は CSPRを 2.2倍に高めた。また、

2,5-DPを含有する 4-（2,5-ジメチル-1H-ピロール-1-イル）ベンズアミド（4）も僅かに CSPRを向上

Akita University



   

49 

 

（1.1倍）させた。続いてMPPBの活性中心である 2,5-DPの構造活性相関を評価した（Figures 26 

and Table 5）。 

 

 

Figure 26 2,5-DPの活性構造相関評価に用いたアルキルピロール誘導体 
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Table 5 2,5-DPの構造活性相関 

Compound 

No. Compound name 

Viability 

(%) 

Relative cell-

specific 

productivity 

- Dimethyl sulfoxide (control) 99.4 (0.4) 1.0 (0.0) 

- MPPB 99.2 (0.5) 1.4 (0.2) 

1 1-(2-Hydroxyethyl)pyrrole 99.6 (0.2) 1.0 (0.1) 

2 2-Ethylpyrrole 41.2 (2.5) 1.4 (0.1) 

3 Pyrrole-2-carboxaldehyde 99.3 (0.2) 1.0 (0.1) 

4 Pyrrole-2-carboxylic acid 99.5 (0.2) 1.0 (0.1) 

5 Pyrrolidine 98.9 (1.4) 1.0 (0.0) 

6 2,5-Dimethylpyrrolidine 99.0 (1.0) 1.0 (0.0) 

7 Pyrrole 99.3 (0.7) 1.0 (0.1) 

8 1-Methylpyrrole 99.4 (0.1) 1.0 (0.1) 

9 2-Methylpyrrole 50.2 (0.2) 3.0 (0.2) 

10 3-Methylpyrrole 34.4 (2.0) 4.0 (0.2) 

11 2,3-Dimethylpyrrole 2.6 (1.7) 7.8 (0.4) 

12 2,4-Dimethylpyrrole 30.7 (3.4) 4.8 (0.3) 

13 2,5-Dimethylpyrrole 97.9 (0.6) 2.2 (0.0) 

14 3,4-Dimethylpyrrole 4.0 (1.2) 7.4 (0.3) 

各々のピロール化合物を培養初日に 0.32 mMの濃度になるように添加し 3日間培養後、細胞生

存率とコントロール（DMSO）に対する CSPRを評価した。括弧内の数値は標準偏差を意味する。 

 

アルキルピロール誘導体（2, 9-14）は、コントロール条件よりも CSPRを 1.4〜7.8倍向上させる効

果を有したが、ピロール（7）ならびに 1-アルキルピロール（1, 8）は CSPR を全く向上させなかった。
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一方、2,5-DP（13）を除いて、アルキルピロール誘導体（2, 9-14）では生存率が 50%未満に低下し

た。2,5-DP（13）の還元体であり炭素骨格が近似している 2,5-ジメチルピロリジン（6）も細胞培養に全

く影響を与えなかった。 

続いて CSPR を向上させたアルキルピロール誘導体（9-14）の他の濃度における CSPRの向上

具合と細胞生存率を評価した結果を示す（Figure 27）。 

 

 

Figure 27 アルキルピロール誘導体の rCHO細胞への影響評価 

0.08-0.64 mMの範囲でアルキルピロール誘導体の濃度を変動させ、培養 3日目の時点の細胞

生存率（A）と CSPR（B）を評価した。培養 3日目に 80%以上の細胞生存率を維持した場合、化合

物によって細胞死が誘導されなかったと判断した。 

 

評価の結果、細胞死を誘導しなかった化合物は 2-メチルピロール、3-メチルピロール、2,5-DPの

3化合物であった。2-メチルピロール、3-メチルピロールによる CSPRの向上効果は最大濃度である
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0.64 mMで 1.5-2.0倍であり、同濃度での 2,5-DPによる CSPRの向上効果は 3.0倍であった。本

結果から 2,5-DPは、細胞生存率を維持しながら CSPR を高める最も効果的なアルキルピロール誘

導体であると判明した。 
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4.2 2,5-DPの rCHO細胞培養への影響評価 

4.2.1 2,5-DP共存下でのバッチ培養における長期培養の結果 

2,5-DPの添加濃度ならびに適切な添加方法をバッチ培養により評価した。第三章三節（3.3.）で

述べた MPPBの評価と同様に 2,5-DPを培養初日に添加した場合と培養 4日目に添加した場合の

2パターンで実施し細胞生存率が 70%を下回った時点を培養の終点とした（Figure 28）。また、

MPPB と同様に培養時のグルコースとラクテートの各々の濃度の推移を評価した（Figure 29）。 

 

 

Figure 28 2,5-DP共存下バッチ培養における長期培養の評価（1/2） 

2,5-DPを 0.08-0.64 mMの濃度で培養初日に添加し、細胞生存率が 70%未満になるまで培養

を継続し VCD（A）、細胞生存率（B）、mAb濃度（C）を測定した。また、IVCCに対する mAb濃度の

傾きから CSPR（D）を算出した 37)。更に 2,5-DPを培養途中に添加する影響を評価するために培養

4日目に 2,5-DPを 0.32 mMの濃度で添加し同様に評価した。 
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Figure 29 2,5-DPのバッチ培養における代謝プロファイル 

 

培養中のグルコースの濃度（A）、ラクテートの濃度（B）を測定し、IVCCに対する消費グルコース濃

度の傾きから単位細胞あたりのグルコース消費量（C）を算出した 37)。 

 

2,5-DPの添加濃度を 0.08 mMから上昇させることで到達 VCDが低くなる半面、mAb濃度が高

くなり 0.32 mMの濃度で最大の 702 mg/Lに到達した（Figure 28A and 28C）。また、細胞生存率も

0.08 mMから 0.32 mMまでは向上し培養期間はいずれも 11日目まで到達した（Figure 28 B）。一

方、2,5-DPを添加しないコントロール条件では、培養 8日目には細胞生存率が 70%を下回りmAb

濃度は 400 mg/Lであった。0.64 mMの濃度では VCDは全く増加せず、細胞生存率も培養 4日

目には 70%を下回る結果となりmAb濃度も 142 mg/Lであった。なお、培養 4日目に 2,5-DPを添

加した場合、添加直後から VCDの増加が抑制されると共に mAbの産生は停止し培養 6日目から

培養最終日の 11日目まで 300 mg/L前後を維持した。CSPRは 0.16-0.64 mMの濃度までは 2,5-

DPの添加と共に増加しコントロール条件よりも高くなるが、0.08 mMの濃度下では全く増加しなかっ

た。更に培養 4日目に 2,5-DPを添加した場合にはmAbの産生が停止するため CSPRはコントロ

ール条件よりも低くなった（Figure 28 D）。 
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グルコース濃度は 2,5-DPの添加濃度に拘らず培養 11日目には 7.5 g/Lから 1 g/L前後まで減

少した（Figure 29A）。ラクテート濃度はいずれの濃度においても 2 g/L以上は蓄積しなかったが、

0.32 mM以上の 2,5-DPの濃度では蓄積濃度が減少し 1 g/Lを下回る結果となった（Figure 29B）。

また、2,5-DPはMPPB と同様に添加濃度と単位細胞あたりのグルコース消費量が正の相関を示し

た（Figure 29C）。 
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4.2.2 2,5-DP共存下でのフェドバッチ培養における長期培養の結果 

バッチ培養で最も高い mAb濃度を示した 0.32 mMの 2,5-DP濃度でフェドバッチ培養時を実施

し 2,5-DPが培養に与える影響を評価した（Figures 30, 31）。 

 

 

Figure 30 2,5-DP共存下フェドバッチ培養における長期培養の評価（1/2） 

2,5-DPを 0.32 mMの濃度で培養初日に添加し、細胞生存率が 70%未満になるまで培養を継続

し VCD（A）、細胞生存率（B）、mAb濃度（C）を測定した。また、IVCCに対する mAb濃度の傾きか

ら CSPR（D）を算出した 37)。 

 

MPPB と同様にフェドバッチにおいても 2,5-DPを添加することにより VCDは抑制され最大到達

VCDはコントロールの 20×106 cells/mLから 15×106 cells/mLまで低下した（Figure 30A）。また

細胞生存率は 2,5-DPの添加により維持され、コントロールが培養 12日目で 70%を下回ったのに

対し 2,5-DP添加時には培養 14日目まで維持した（Figure 30B）。一方、mAb濃度はMPPBの場

合と異なり 2,5-DPを添加することにより低下し、コントロールが 1411 mg/Lであるのに対し 1221 

mg/Lであった（Figure 30C）。mAb濃度が低下したことからも予想されるように 2,5-DP添加による
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CSPRの顕著な上昇は見られず、9.98 pg/cell/dayから 10.8 pg/cell/dayの上昇に留まった（Figure 

30D）。 

 

 

Figure 31 2,5-DP共存下フェドバッチ培養における長期培養の評価（2/2） 

培養中のグルコースの濃度（A）、ラクテートの濃度（B）を測定し、IVCCに対する消費グルコース濃

度の傾きから単位細胞あたりのグルコース消費量（C）を算出した 37)。なお、培養 2,4,8日目 2% 

(v/v)のフィードを行うと共に、培養 8日目にはグルコース濃度を維持するために 5 g/Lのグルコース

を添加した。 

 

2,5-DP添加時には VCDが低下するためグルコース濃度は高く推移する（Figure 31A）。しかし、

単位細胞あたりのグルコース消費量は 2,5-DP添加時に 0.963 pmol/cell/dayから 1.01 

pmol/cell/dayへと僅かな向上が見られた。また、ラクテートの蓄積は 2,5-DPの添加時に抑制される

傾向が見られた（Figure 31B）。 
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4.3 考察 

CSPRを向上させる MPPBの特性の由来となる化学構造を探索するために MPPBを 5つの部

分構造に分割し細胞増殖と CSPRへの影響を評価した。その結果、最も顕著に CSPRを向上させ

た化合物は 2,5-DPであり、2,5-DPの窒素部位が修飾されている MPPBや 4-（2,5-ジメチル-1H-ピ

ロール-1-イル）ベンズアミドは相対的に活性が低下した。従って、窒素部位が修飾されていないこと

が CSPRを顕著に向上させるための条件の１つであることが本実験から分かった（Figures 24 and 

25）。また、5つの部分構造の内、スクシンイミドや 4－アミノベンズアミドは、化学構造上各々TCA回

路の中間化合物であるコハク酸 56, 57)や核酸合成時のホルミル化に使用される葉酸の前駆体である

4-アミノ安息香酸 58)に変換される可能性があり、当初何らかの影響が生じると予想された。しかし、こ

れらの化合物は予想に反して全く rCHO細胞に影響を及ぼさなかった。従って、MPPBの活性は

2,5-DP部位のみによってもたらされることが明確となった。一方、2,5-DPのピロール骨格は細胞内

では電子伝達や薬物代謝酵素などのヘムタンパク質の補欠分子であるヘム（ポルフィリン骨格含有）

59, 60）の部分構造であるため、先述した MPPBや第 4章述べる 2,5-DPによる ATPの向上を考慮す

ると、現時点では推定に過ぎないが、2,5-DPは電子伝達系のヘムに関連しているかも知れない。 

次に、2,5-DPの化学構造と CSPR との構造活性相関を解明し更に生産性の向上に繋がる化合

物を見出すために 2,5-DPの類縁物と CSPRならびに細胞生存率の関係を調査した。その結果、必

須な構造因子が明らかになった。2,5-DPの芳香環の還元体である 2,5-ジメチルピロリジンは全く活

性を示さないことから、活性を示すためには芳香環の存在は必須である（Table 5）。更に炭素上にア

ルキル基が置換していないピロールやピロールの 1位がアルキル基で修飾された化合物は活性を

示さない。一方、ピロールの炭素骨格が 1カ所でもアルキル化されたアルキルピロール類はすべて

CSPRを向上させたことから、活性を示すためにはピロールの芳香環に加えてピロールの炭素骨格

がアルキル基により修飾されることが必須条件であることが明らかになった。また、CSPR と細胞生存

率はピロールのアルキル化される位置に大きく依存し、傾向として一置換ピロール場合は 2位のアル

キル化よりも 3位のアルキル化により CSPRは顕著に向上するが、その反面細胞生存率も顕著に低

下することがわかった。また、興味深いことに、ジアルキル置換ピロールのアルキル置換の位置が変
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化すると細胞生存率と CSPRの関係に大きな違いをもたらした。即ち、ピロールが対称にアルキル置

換されて 2位と 5位がジ置換体になる場合、CSPRの向上は抑制されたが細胞生存率は向上した。

一方、同様に対称に 3位と 4位がジ置換体になると CSPRは約 2倍に向上するが細胞生存率が急

激に低下した。更に非対称にアルキル置換された 2,3-ジメチルピロールの場合、3位のアルキル化

に加え CSPR向上効果が弱い 2位がアルキル化されているにも拘らず、CSPR向上効果が強い 3, 

4位が両方メチル化されている場合と同様の CSPR向上効果を示した。しかし、非対称に 2位と 4

位がメチル化された 2,4-ジメチルピロールにおいては 3,4-ジメチルピロールほどの CSPRの顕著な

向上は見られなかった。以上のことから CSPR を向上させる要因を考察する。ピロールのアルキル置

換が CSPRの向上に寄与する事実については、当初は芳香環の電子密度が重要なのではないかと

予想していた。しかし、ピロールの窒素上の孤立電子対の芳香環への電子の押し込みを向上させる

1位のアルキル置換は全く影響しないことからピロールの電子密度は CSPRの向上に寄与していな

いと推測された。また、2つのアルキル基が離れてピロールを修飾している場合には CSPRの向上

効果が最大化せず、2,3-ジメチルピロールや 3,4-ジメチルピロールのようにアルキル基が隣接してピ

ロールを修飾している場合に CSPRが最大化されることを考慮すると、ピロールを対称的にアルキル

基が修飾することが重要なのではなく、アルキル基がα、βの関係（1,2の関係）でピロールを修飾す

る化学構造こそが CSPRの向上に重要であると推定される。2番目に CSPRが高くなる 2,4-ジメチ

ルピロールと 2,5-DPに関しても同様の考察をすることができ、これらの場合もピロールを対称的にア

ルキル基で修飾することが重要なのではなく、アルキル基がα、γの位置関係（1,3の関係）で修飾

することが CSPRを高める化学構造であることが推定される。一方、細胞生存率に関しては、先述し

たようにアルキル化される位置が重要であり 3、4位の置換を含まない化学構造が細胞生存率を向上

させるためには必要である。即ち、細胞生存率を維持しながら CSPR を向上させるためには芳香環

を有し、αとγの位置関係でアルキル化されており、3位ならびに 4位がアルキル化されていない化

学構造を有する化合物、即ち 2,5-DPが細胞培養に添加する化合物として適していたと解釈される。 

2,5-DPをバッチ培養で評価した結果、MPPB と同様に 2,5-DPの添加によりコントロールよりも

VCDが抑制されると共に細胞生存率が維持され結果として培養期間が 8日から 11日まで延長した
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（Figure 28A and 28B）。更に 0.32 mMの濃度で最も CSPRが高くなると共に mAb濃度も最大化

されコントロールよりも高い結果となった（Figure 28C and 28D）。ここまではMPPB と全く同じ効果で

あり、2,5-DPがMPPBの活性中心であることからも容易に予想され得る結果であった。しかし、第三

章三節(3.3.)に記載したように MPPBが培養 4日目に添加することで僅かながらも CSPR とmAb

濃度を向上させたにも拘らず、2,5-DPの場合には抗体の産生を殆ど停止した結果は完全に予想外

であり、原因は不明である。同濃度の 2,5-DPを培養初日に添加した場合には最終的に mAb濃度

が高くなるなど正の効果が強いことから、2,5-DPの添加濃度が不適切とは考えられず、現象論として

細胞増殖中に添加するプロトコルが悪影響を与えたと推定される。代謝面では、培養 4日目に 2,5-

DPを添加した場合、4日目以降はコントロールの半分の VCDにもかかわらずグルコース濃度は同

じ推移であることから、単位細胞当たりのグルコース消費量が 2倍近く伸びていることがわかる。一

方、ラクテートの濃度はコントロールや他の条件よりも 0.5 g/L程高くなっていることから、2,5-DPの添

加により急に向上したグルコース消費に細胞の代謝が追い付いていないのではないかと推測した。 

2,5-DPをフェドバッチ培養で評価した結果、MPPB同様に VCDの抑制ならびに細胞生存率の

維持による培養期間の延長がみられたが、mAb濃度はコントロールを下回り、CSPRの上昇率も

10%程度に留まった（Figure 29C）。代謝傾向を見ると 2,5-DPの添加により単位細胞当たりのグル

コースの消費量は 20%程度上がっておりラクテートの蓄積濃度も低下していることから培養状態は良

いと考えられる（Figure 29 A and 29B）。本検討ではグルコースの別添によりグルコース濃度を維持

しているため、MPPBの共存下のフェドバッチ培養でグルコース濃度を維持した場合（Figure 20）と

同様に、2,5-DPの添加の影響が減少したと推定される。この原因については現在不明である。 

以上のことから、2,5-DPはMPPB よりも CSPR を向上させるなどの利点がある一方で、MPPB と

異なり、培養途中に添加することで mAbの産生を低下させるなどの現象がみられたため、制御が難

しい化合物であることが示唆された。MPPB と 2,5-DPの化学構造上の差は 2,5-DPの窒素原子が

他の化学構造により修飾されているか否かである。MPPBは窒素原子が修飾されていることで

CSPRの向上や細胞増殖抑制などの一連の活性が弱められ、細胞に負荷を与えない程度に細胞を

活性化する化合物になっていると考えられる。 
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4.4 小括 

本章では、rCHO細胞の mAbの生産性向上に寄与する MPPBの活性中心は 2,5-DPであること

を明らかにした。また、2,5-DPの活性はピロール構造とその芳香環のジアルキル化によって誘導さ

れ、ジアルキル置換の位置関係が CSPRの向上と細胞生存率の維持に非常に重要であることが明

らかとなった。更に 2,5-DPは 0.32 mMの濃度で最も高い効果を発揮しMPPB と同様に VCDの抑

制並びに細胞生存率の維持による培養期間の延長とmAb濃度の向上を誘導する一方で、MPPB

同様にグルコースを維持したフェドバッチ培養では mAb濃度を向上させないことも明らかとなった。

本原因は細胞増殖の抑制の程度に対して CSPRの向上具合が弱いことが原因であるが、グルコー

スが十分な状態での CSPRの向上具合が低い原因は未解明であり 2,5-DPの作用機序に関しては

更なる究明が必要である。更に MPPBは培養途中に添加した場合においても CSPR を向上させコ

ントロールよりも mAb濃度を向上させたが、2,5-DPの場合は培養途中に添加することで rCHO細胞

からの抗体の産生を止めてしまうことから、その活性の高さの代償として扱いの難しい化合物であるこ

とが分かった。 
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5. MPPBならびに 2,5-DPの作用の一般性 

前章まではMPPBならびに 2,5-DPの特性を評価するために特定の mAbを生産する rCHO細

胞のみを取り扱ってき。本章では MPPBならびに 2,5-DPの作用の一般性を確認するために、前章

までに取り扱ってきた rCHO細胞以外の rCHO細胞や宿主がチャイニーズハムスターではなくコッカ

ー・スパニエル由来であるMDCK細胞に適用した結果を述べる。また、MPPB と同様に G2/Mに細

胞周期を抑制し CSPR を向上させる塩化リチウムと MPPBおよび 2,5-DPを比較した結果を述べ

る。 

第五章第一節（5.1.）ではMPPB と 2,5-DPを複数の細胞に適応した際の最適濃度、細胞周期の

変化ならびに細胞内 ATP濃度への影響を調査した結果を記述し、第五章第二節（5.2.）ではフェド

バッチ培養下で MPPB と 2,5-DPを複数の rCHO細胞で評価した結果を述べる。最後に第五章第

三節（5.3.）ではバッチ培養で塩化リチウムと MPPBおよび 2,5-DPを比較した結果を展開する。な

お、細胞同士のクロスコンタミネーションを回避する都合上 rCHO細胞と MDCK細胞は同じ施設、装

置では取り扱えない方針となっているため、MDCK細胞の検討は無細胞系で評価可能な細胞内

ATPの変化に対してのみ実施した。 
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5.1 MPPBならびに 2,5-DPの作用の一般性の確認 

前章まで用いてきた IgG1を生産する rCHO細胞（以後 rCHO-1）とは別の IgG1を生産する

rCHO細胞（以後 rCHO-2）と Fc融合タンパク質を生産する rCHO細胞（以後 rCHO-F）の MPPB

ならびに 2,5-DPへの濃度応答性を評価した。評価項目として、rCHO-1 と同様に細胞増殖性、細胞

生存率、CSPRを用いた。 

また、前述したように細胞増殖に影響を与える化合物は細胞周期にも影響を与える例が多々報告

されているため MPPBならびに 2,5-DPが rCHO-1, rCHO-2, rCHO-Fの細胞周期にどの様な影響

を与えるかを評価した。MPPB, 2,5-DPは各々細胞増殖抑制への影響濃度が異なることから各々が

顕著に細胞増殖抑制を示し始める濃度で検討を実施した。即ち MPPBの場合 0.64 mM、2,5-DP

の場合 0.32 mMで評価した。なお、MPPBによる rCHO-1の細胞周期データは第三章で用いたも

のを再掲している。 

最後に、第三章で述べたように MPPBは CSPRを向上させるのみならず細胞内 ATP濃度を向

上させることが分かっているためMPPBならびに 2,5-DPが rCHO-1, rCHO-2, rCHO-F、MDCKの

細胞内 ATP濃度に与える影響を評価した。 
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5.1.1 rCHO細胞培養時の MPPBの適正濃度 

最初に、バッチ培養において rCHO-2 と rCHO-Fへの MPPBの最適添加濃度を 0.08-1.28 mM

の範囲で調査した。 

 

Figure 32 rCHO-2と rCHO-FへのMPPBの最適添加濃度の評価 

MPPBを 0.08-0.64 mMの濃度で培養初日に添加し、培養 4日目までの VCD（A）、細胞生存率

（B）を測定、培養 4日目にmAb濃度（D）を評価した。また、IVCCに対する mAb濃度の傾きから

CSPR（C）を算出した 37)。 

 

MPPBの添加濃度が濃くなるにつれ VCDが低下し CSPRが向上する大まかな傾向は、rCHO-1

以外の細胞においても同様であった。0.64 mMの濃度では rCHO-2, rCHO-F共に増殖が殆ど停止

すると共に 5%程度の細胞生存率の低下がみられた（Figure 32A and 32B）。一方、CSPRは

rCHO-1 と同様に 0.32 mM以上の濃度でみられ 0.64 mMでは、第二章で述べたように rCHO-1で

はコントロールに対して 3.4倍であったのに対し rCHO-2の CSPRはコントロールの 1.75倍となり

rCHO-Fにおいては 3.0倍となった（Figure 32C）。mAb濃度は rCHO-1の場合と同様に細胞増殖
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抑制の割合に対する CSPRの増加倍率が低いためコントロールよりも低くなる結果となった（Figure 

32D）。 
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5.1.2 rCHO細胞培養時の 2,5-DPの適正濃度 

次に、バッチ培養において rCHO-2 と rCHO-Fへの 2,5-DPの最適添加濃度を 0.08-1.28 mM

の範囲で調査した。 

 

 

Figure 33 rCHO-2と rCHO-Fへの 2,5-DPの最適添加濃度の評価 

2,5-DPを 0.08-0.64 mMの濃度で培養初日に添加し、培養 4日目までの VCD（A）、細胞生存

率（B）を測定、培養 4日目に mAb濃度（D）を評価した。また、IVCCに対する mAb濃度の傾きから

CSPR（C）を算出した 37)。0.64 mM時の rCHO-2の mAb濃度は分析機器の誤作動により取得でき

ていない。また、本実験は N=1である。 

 

2,5-DPの添加濃度が濃くなるにつれ VCDが低下し CSPRが向上する大まかな傾向は、rCHO-

1以外の細胞においても同様であった。2,5-DPの場合、MPPB よりも細胞増殖抑制効果が高いため

MPPB時の 0.64 mMよりも低い 0.32 mMの濃度で rCHO-2, rCHO-F共に増殖が殆ど停止すると

共に 5%程度の細胞生存率の低下がみられた（Figure 33A and 33B）。なお、本傾向は第三章で述

べたように rCHO-1においても同じである。CSPRの向上は rCHO-2の場合 rCHO-1 と同様に 0.16 
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mMから向上がみられ、rCHO-Fの場合 0.32 mM以上の濃度でみられた（Figure 33C）。0.32 mM

における CSPRの向上倍率は rCHO-1の場合 2.9倍であったのに対し、rCHO-2では 1.3倍、

rCHO-Fでは 2倍であった。また、mAb濃度は rCHO-1の場合と同様に細胞増殖抑制の割合に対

する CSPRの増加倍率が低いためコントロールよりも低くなる結果となった（Figure 33D）。 
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5.1.3 MPPBならびに 2,5-DPによる細胞周期への影響 

rCHO-2 と rCHO-Fを用いて、MPPB 0.64 mM添加と 2,5-DP 0.32 mM添加における細胞周期

について非添加時との違いを調査した。 

 

 

Figure 34 MPPBならびに 2,5-DPによる細胞周期への影響評価 

培養初日に MPPB 0.64 mM、2,5-DP0.32 mMの濃度に調整し、培養 4日目に各々の細胞種

rCHO-1 (A, B), rCHO-2 (C, D), rCHO-F (E, F)の細胞周期を測定した。 

 

MPPBによる rCHO-1の細胞周期への影響は、第二章で述べたように G1フェーズを低下させ

G2/Mに細胞周期の割合を 6%程度増加させる傾向がみられた（Figure 34A）。本傾向は rCHO-2、

rCHO-Fに対しても同様の傾向であり各々G2/Mを 9%、5%増加させた（Figures 34C and 34E）。な

お、rCHO-1の場合は G1フェーズを減少させたのに対し、rCHO-2, rCHO-Fの場合は S フェーズ

が減少した（Figures 34C and 34E）。一方、2,5-DPの場合も MPPB と同様に G2/Mを増加させた

が rCHO-1、rCHO-2、rCHO-Fの各々において増加率は 3%、7%、2%でありMPPBの場合よりも

G2/Mへの移行率が低い結果であった（Figures 34B, 34D and 34F）。 

Akita University



   

69 

 

5.1.4 MPPBならびに 2,5-DPによる細胞内 ATP濃度への影響 

MPPBが CSPR を向上させた理由が細胞内の ATP量の増加にあるという仮説に基づき、MPPB

が他の rCHO細胞およびMDCK細胞における ATP量に及ぼす影響を調査した。併せて、2,5-DP

が各細胞に対してMPPB と同様の影響を示すか調査した。 

 

 

Figure 35 MPPBならびに 2,5-DPによる細胞内 ATP濃度への影響評価 

培養初日に MPPB 0.64 mM (A)、2,5-DP0.32 mM (B) の濃度に調整し、培養 4日目に各々の

細胞種の細胞内 ATP濃度を測定しコントロールに対する相対値を算出した。 

 

0.64 mMの MPPB濃度下ではいずれの細胞種もコントロールに対して細胞内 ATP濃度を 4.4～

10.1倍向上させた。本効果は宿主がチャイニーズハムスターではなくコッカー・スパニエルである

MDCKにおいても同じであった。なお、MDCKに関してはmAbを産生するための細胞として作製さ
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れていないため CSPRなどのデータは未取得である。また、0.32 mMの 2,5-DPの場合にも MPPB

同様にコントロールに対して細胞内 ATP濃度を 1.5-3.1倍向上させる効果がみられた。 
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5.2 MPPBならびに 2,5-DPのフェドバッチ培養における作用の一般性の評価 

フェドバッチ培養条件下で rCHO-1以外の細胞種における MPPB と 2,5-DPの影響を評価した。

各々の添加濃度は前章のバッチ培養条件下で評価した結果からMPPB 0.64 mM、2,5-DP 0.32 

mM とした。rCHO-1評価時と同じ培養条件で実施した。 

 

 

Figure 36 フェドバッチ条件下におけるMPPBの rCHO-2と rCHO-Fへの影響評価 

各細胞種についてMPPBを 0.64 mMの濃度で培養初日に添加し、VCD（A: rCHO-2, E: 

rCHO-F）、細胞生存率（B: rCHO-2, F: rCHO-F）を測定、培養 4日目に mAb濃度（C: rCHO-2, G: 

rCHO-F）を評価した。また、IVCCに対する mAb濃度の傾きから CSPR（D: rCHO-2, H: rCHO-F）

を算出した 37)。 

 

rCHO-1への MPPB添加時と同様に rCHO-2, rCHO-F共に MPPBの添加により細胞増殖が抑

制（Figures 36A and 36E）されると共に CSPR（Figures 36D and 36H）が向上した。また、rCHO-F

に関しては細胞生存率の維持による培養期間の延長効果も見られた（Figure 36F）。CSPR も

MPPBの添加により 10-40%向上したが、VCDが MPPBの添加により 30～50%抑制されるのに対

して CSPRの向上率が低く、mAb濃度はMPPB添加時により低下した（Figures 36C, 36D, 36G 

and 36H）。 
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Figure 37 フェドバッチ条件下における 2,5-DPの rCHO-2と rCHO-Fへの影響評価 

各細胞種について 2,5-DPを 0.32 mMの濃度で培養初日に添加し、VCD（A: rCHO-2, E: 

rCHO-F）、細胞生存率（B: rCHO-2, F: rCHO-F）を測定、培養 4日目に mAb濃度（C: rCHO-2, G: 

rCHO-F）を評価した。また、IVCCに対する mAb濃度の傾きから CSPR（D: rCHO-2, H: rCHO-F）

を算出した 37)。 

 

rCHO-1への 2,5-DP添加時と同様に rCHO-2, rCHO-F共に 2,5-DPの添加により細胞増殖が

20-40%抑制（Figures 37A and 37E）されると共に CSPR（Figures 37D and 37H）が向上した。2,5-

DPの添加により rCHO-2の細胞生存率はコントロールに対し培養途中では 20%高く維持された

が、最終的な培養期間延長の効果はいずれの細胞でも確認できなかった。一方、CSPRは 2,5-DP

の添加により rCHO-2では 1.5倍、rCHO-Fでは 1.3倍となった（Figures 37D and 37H）。2,5-DP

の添加による細胞増殖抑制効果と CSPR向上の効果がつり合い、mAb濃度は VCDが少ない 2,5-

DP添加時においてもコントロールと変わらない結果を得ることができた（Figures 37C and 37G）。 
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5.3 バッチ培養での MPPBならびに 2,5-DPの塩化リチウムとの比較 

塩化リチウム 16)は無機化合物であるが、有機化合物であるMPPBや 2,5-DP と同様に細胞周期

を G2/Mに偏らせると共に CSPR を向上させることが報告されている。本章では rCHO-1を用い

MPPBや 2,5-DP と類似の効果を有する塩化リチウムとの特性の差を評価する。なお、化合物の有

効添加濃度、細胞増殖への影響、CSPR、単位細胞あたりのグルコース消費量を評価項目とした

（Figure 38）。 

 

 

Figure 38 バッチ培養における塩化リチウムと MPPBおよび 2,5-DPの特性比較 

化合物を図中の濃度で培養初日に添加し培養 3日目に VCD（A）、細胞生存率（B）、mAb濃度

（C）、グルコース濃度、ATP濃度を測定し、CSPR（D）、単位細胞当たりのグルコース消費量（E）、単

位細胞当たりの ATP量（F）を算出した。 

 

MPPB と 2,5-DPが 80%以上の細胞生存率を維持しながら細胞の増殖性や CSPRに影響を与

える添加濃度は 0.16-0.64 mMであるのに対し、塩化リチウムの添加濃度は 19-56 mMであった。

一方、mAb濃度はコントロール 89 mg/Lに対しMPPBが 0.16 mM時に 93.2 mg/L, 0.16 mM 2,5-

DP時に 84 mg/L, 塩化リチウムが 19 mM時に 100 mg/Lであり 2,5-DP以外は特定濃度でコント

ロールよりも高くなる傾向がみられた。また、各化合物の濃度向上と共に mAb濃度が減少する傾向
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はいずれの化合物も同じであった。一方、CSPRはコントロールが 22 pg/cell/dayに対し、MPPBで

30-74 pg/cell/day、2,5-DPで 56-71 pg/cell/day、塩化リチウムで 28-66 pg/cell/day まで向上した。

なお、2,5-DPは中間濃度の 0.32 mMで CSPRの向上はピークを迎え 0.64 mMでは低下する傾

向を示した。単位細胞当たりのグルコース消費量は、コントロールの 0.9 pmol/cell/dayに対しMPPB

で 1.2-2.6 pmol/cell/day、2,5-DPで 1.6-2.5 pmol/cell/day、塩化リチウムで 0.9-1.7 pmol/cell/day

まで増加した。なお、塩化リチウムの場合は中間濃度の 38 mMでピークを迎えた。単位細胞あたりの

細胞内 ATP量はコントロールの 8 fmol/cellに対し、MPPBで 12-24 fmol/cell、2,5-DPで 17-20 

fmol/cell、塩化リチウムで 9-13 fmol/cell まで増加した。なお、2,5-DP と塩化リチウムの場合、各々中

間濃度の 0.32 mM と 38 mMでピークを迎えた。 
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5.4 考察 

MPPBを複数の細胞（rCHO-1, rCHO-2, rCHO-F）に適応した結果、培養 4日目までの結果から

はいずれの細胞も 0.32 mM以降に顕著に細胞増殖が抑制されると共に CSPRが向上し、0.64 

mMで細胞生存率が 5%前後低下し始めることから、細胞種に拘らず MPPBの汎用的な添加濃度

は 0.32-0.64 mMであると考えられる。また、0.64 mMで添加した場合、コントロールに対する細胞

増殖の抑制倍率は、rCHO-1 0.16倍、rCHO-2 0.25倍、 rCHO-F 0.14倍となり、細胞によらず概

ね 0.2倍前後に増殖が抑制されることがわかる（Figure 32A）。一方、CSPRの増加倍率は、rCHO-

1 2.7倍、rCHO-2 1.8倍、 rCHO-F 3.0倍であった（Figure 32C）。第二章で述べたように、MPPB

は細胞の増殖を抑制するため、増殖に使用されていた細胞内のエネルギー源（ATP）が mAb生産に

使用されて CSPRが向上している可能性がある。このことから、細胞増殖の抑制倍率と CSPRの増

加倍率の積を算出すると rCHO-1 0.44、rCHO-2 0.45、 rCHO-F 0.43 となり興味深いことに全ての

細胞において積が 0.44付近に一致した（Figure 32A and 32C）。これは即ち細胞増殖抑制率と

CSPR増加率は完全に相関しており、細胞増殖抑制が強いほど CSPRが増加し、逆に細胞増殖抑

制が弱ければ CSPRの増加量は小さいことを意味する。また、細胞増殖の抑制倍率と CSPRの増

加倍率の積が 0.44であり 1を下回っていることは、細胞増殖抑制倍率よりも CSPRの増加倍率が

低いことを意味している。よって、単純計算では培養期間が同じであれば基本的に MPPBの添加に

よりmAb濃度が低下することがわかる（Figure 32D）。本結果は 2,5-DPにおいても同様の傾向であ

り、細胞増殖の抑制倍率と CSPRの増加倍率の積は１を下回ったが、rCHO-1のみ 0.90であり、

rCHO-2ならびに rCHO-Fでは各々0.51 と 0.53であった（Figure 33A and 33C）。なお、積が 2,5-

DPにおいてMPPBを上回ることは 2,5-DPの方が細胞増殖抑制に対する CSPRの増加効率が高

いことを意味する。以上のことから細胞種によらず 0.32-0.64 mMの濃度で MPPB と 2,5-DPは細胞

増殖抑制を伴う CSPRの向上効果を持つが、2,5-DPの方がその効率は若干高い可能性がある。更

に CSPR向上と関連があると推測される細胞内 ATP量はMPPBならびに 2,5-DPの添加によりチ

ャイニーズハムスター由来の rCHO細胞群に加え、コッカー・スパニエル由来のMDCK細胞におい

ても増加することが明らかとなり、宿主の由来に拘らず ATPを向上させることが示された(Figure 35)。
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更に、全ての rCHO細胞種においてMPPBならびに 2,5-DPの添加により細胞周期は G1 もしくは

Sから G2/Mに偏る傾向があり、本結果からも MPPBならびに 2,5-DPの細胞に与える影響は

rCHO細胞種に依存せず一般性が高いことが示された(Figure 34)。 

一方、MPPB と 2,5-DPをフェドバッチ培養で rCHO-2、rCHO-Fの両細胞で評価した結果、

MPPBの添加時にはいずれの細胞でも細胞増殖は抑制され、rCHO-Fにおいては細胞培養日数を

延長する効果も得られた（Figures 36A, 36B, 36E and 36F）。しかし、CSPRの増加率に比べて細

胞増殖抑制率が高く mAb濃度は低くなる結果となった（Figures 36C, 36D, 36G and 36H）。一方、

2,5-DPの添加時にも rCHO-2, rCHO-Fの両細胞において培養期間中 VCDが抑制されたが、

CSPRが十分に増加したことで最終的なmAb濃度はコントロールと同じ結果を達成している

（Figures 37C, 37D, 36G and 36H）。 

以上の結果から、MPPBや 2,5-DPは 0.32-0.64 mMの濃度で添加することにより、細胞種問わ

ず細胞増殖を抑制する効果を有している。また、細胞種によっては細胞生存率が数日延長され、長

期間培養可能になる。更に CSPR もいずれの細胞種においても増加し、細胞増殖の抑制による

mAb生産性低下を上回る程度に増加する場合にはmAb濃度も非添加時と同等になることが分かっ

た。なお、rCHO-2 と rCHO-Fの細胞においてはmAb濃度の向上には至らなかったが、細胞増殖を

抑制しながらmAb濃度を維持することに成功している点は製造上の利点とも成り得る。即ち動物細

胞を用いた培養においては、ラボから商用に向けて製造スケールを上げるにつれて酸素通気や二酸

化炭素の除去効率が低くなり 61, 62）培養槽あたりの育成可能な最大細胞密度が低下すると共に、細

胞自体が体積を持つために細胞密度が高い場合には培養槽あたりの mAbなどの目的物が占める

割合が低くなることが知られている 23)。よって、製造スケールを上げることが難しい程度に細胞増殖性

が高い場合には、細胞増殖を抑制しながらmAb濃度を維持できる本結果が有用な場合があると考

えられる。 

最後に無機化合物でありながら有機化合物である MPPB と 2,5-DP と類似の効果を持つと報告さ

れている塩化リチウムとの特性比較をした結果の考察を述べる。MPPBや 2,5-DPが 0.16-0.64 mM

程度で細胞増殖を抑制するのに対し塩化リチウムは 19-56 mMで抑制し、各々の最大濃度では細
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胞生存率が 90%まで低下することから、細胞生存率を基準に各々の最適添加濃度を考慮すると試

験条件は各々の化合物の特性を比較する条件として適切であると考えた（Figures 38A and 38B）。

本結果からはMPPBや 2,5-DPは塩化リチウムよりも 100倍程度希薄な条件で細胞に影響を及ぼ

すことから諸々の活性が塩化リチウムより 100倍程度高いことが示唆された。また、最大添加濃度を

基準に考えると、2,5-DP、MPPB、塩化リチウムの順に濃度が薄い場合にも細胞増殖を抑制する効

果が高く、MPPBや 2,5-DPは塩化リチウムよりも細胞増殖を抑制する濃度範囲も広いことが示され

た。また、CSPRの増加は細胞増殖抑制効果が強いほど高く、検討した濃度範囲では 2,5-DP、

MPPB、塩化リチウムの順に CSPRを増加させる傾向が高いことが分かった。MPPB と塩化リチウム

は細胞増殖抑制の程度が近似していることから CSPRの増加傾向も近似している。増殖抑制効果が

顕著に高い 2,5-DPにおいては広い濃度範囲で CSPR を高める傾向がみられた（Figure 38D）。な

お、塩化リチウムによる細胞増殖抑制と CSPRの増加は Ha らによる報告通りであった。しかし、単位

当たりのグルコースの消費量が MPPB と 2,5-DPのみならず塩化リチウムにおいても増加したことは

新たな知見である。一方、MPPB と 2,5DPの場合には細胞増殖抑制が生じる場合には必ず単位細

胞当たりのグルコース消費量が向上し、細胞増殖抑制の飽和とともにグルコースの消費量が維持され

る傾向がみられたが、塩化リチウムの場合には最大濃度付近の 38-56 mMでは細胞増殖がMPPB

の 0.32-0.64 mM時と同程度に抑制されたにも拘らず単位細胞当たりのグルコースの消費量は増加

しなかった（Figure 38E）。即ち塩化リチウムの最大濃度時の応答はMPPBや 2,5-DP とは異なって

おり、最大濃度の 56 mMではエネルギーを向上させる方向に働いていないことがわかる。なお、単

位細胞当たりのグルコース消費量は細胞内 ATP濃度と相関しているが、56 mMの塩化リチウム濃度

下では単位当たりのグルコース消費量は 38 mM時に対して維持されているにも拘らず細胞内 ATP

濃度が低下していた。このとき CSPRが増加していることから、細胞内 ATPが CSPRの増加に使用

されて減少した可能性がある。このように、塩化リチウムの 56 mMの濃度ではMPPBや 2,5-DP と挙

動が異なる傾向がみられたが、この理由を次のように考察する。塩化リチウム 19-56 mMの添加は初

期培地の浸透圧 ca. 280 mOsmに対して浸透圧が 38-112 mOsm加わることを意味し、即ち 318-

392 mOsmまで上昇していることを意味する。Alhuthali63)らや Takagi64)らは浸透圧が細胞増殖の抑
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制や CSPRの向上に影響することを報告しており、浸透圧の影響は 400 mOsm前後で明確に表れ

る。今回の実験では塩化リチウム 56 mM添加時には浸透圧は 392 mOsm程度まで上昇しているこ

とから、一連の細胞増殖の抑制や CSPRの上昇効果は、塩化リチウムによる影響ではなく浸透圧に

依存した影響の可能性がある。一方、MPPB と 2,5-DPの添加濃度は 0.32-0.64 mMであり、浸透

圧は 0.32-0.64 mOsmの上昇に留まり全体の ca. 0.1%と無視できることから、MPPB と 2,5-DPによ

る細胞増殖抑制や CSPRの向上効果は浸透圧の影響ではなく化合物自体の効果と考えられる。 

MPPBや 2,5-DPの特性からこれらの化合物の適用が有効なケースを考察した。多くの場合小ス

ケールでは攪拌速度や酸素流量の向上が容易であり細胞の維持に必要な酸素供給量を確保し易い

ため一般的な酸素要求量 65, 66)の場合、100×106 cells/mL以上の細胞密度の維持も可能である。

しかし、スケールが向上するにつれ機器の耐久性やスケールアップに伴う体積当たりの表面積の相

対的な低下によるスパージャーの設置面積の低下により攪拌不足や不十分な酸素流量に陥りやす

く、製造スケールで維持可能な細胞密度は 100×106 cells/mL未満（多くは 30×106 cells/mL前

後）に制限される。よって、細胞密度（付随する酸素要求量）がスケールアップ不可能な程度まで増加

する細胞種の場合にはスケールアップ可能な細胞密度まで抑制し培養する必要が生じる。そのような

場合には、MPPBや 2,5-DPは細胞密度を抑えながらコントロール条件と同程度の mAb濃度を維

持できる点で有用な試薬に成り得る。 
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5.5 小括 

MPPB と 2,5-DPは、rCHO-1細胞と同一のホストセルを起源としトランスフェクションされた目的タ

ンパク質が異なるのみの rCHO-2、rCHO-Fのいずれの細胞においても、0.32-0.64 mMの濃度で

細胞増殖を抑制すると共に単位細胞当たりのグルコース消費量を向上させ、且つ、CSPR と細胞内

ATP濃度を向上させた。更に、MPPB宿主が異なる MDCK細胞においても ATPを向上させること

からも MPPB と 2,5-DPの効果は細胞種に依存しないことが推定された。 

一方、MPPB と 2,5-DPは、コントロール条件よりも mAb濃度を向上させる点と細胞生存率維持に

よる培養期間の延長効果の点では必ずしも優位に働くことを保証するわけではないが、細胞増殖抑

制と単位細胞当たりのグルコース消費量の増加ならびに細胞内 ATP濃度の向上、そして CSPRの

増加効果はいずれの細胞にも有効と考えられる結果が得られた。また、同様の効果を示すと報告さ

れていた塩化リチウムは、浸透圧の影響で一連の効果を細胞に与えている可能性が示された。また、

塩化リチウムの最大添加濃度時にはMPPBや 2,5-DP と異なり細胞内 ATPが枯渇傾向にあることも

分かり、更なる ATPを用いた細胞内代謝の向上は難しい状態になっていると考えられる。このことか

ら、浸透圧に影響せず細胞内 ATPを維持できる MPPBや 2,5-DPの有用性は塩化リチウムよりも高

いと考えられる。 
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6. 結論 

本研究では昨今益々利用されるようになってきているバイオ医薬品の生産性向上に貢献するため

に、rCHO細胞による目的タンパク質の発現量向上を誘導する低分子化合物の探索研究を実施し

た。BINDS（東京大学、大阪大学、東北大学）から入手した化合物ライブラリをスクリーニングし、東京

大学の化合物ライブラリに登録されている化合物の類縁体であると共にインドの S.E.T’s薬科大学

で抗マラリア薬として開発された MPPBが最も rCHOの CSPR を向上させると共に入手性の観点か

らも実用的な化合物であることを発見した。MPPBの活性中心は 2,5-DPでありMPPB、2,5-DP共

に 0.32-0.64 mMの濃度で細胞増殖抑制能を有し細胞周期を G2/Mに偏らせると共に、単位細胞

当たりのグルコース消費量ならびに細胞内 ATP濃度を向上させ CSPR を向上させる化合物であっ

た。バイオ医薬品の製造に用いられるバッチ培養ならびにフェドバッチ培養にてMPPB、2,5-DPを

添加し、rCHO細胞と mAb濃度に与える影響を評価したところ細胞増殖の抑制は本来、目的タンパ

ク質の生産濃度を低下させるが MPPB、2,5-DPは CSPR を向上させるため、試験に用いられた一

部の rCHO細胞では細胞増殖が抑制されたにもかかわらず目的タンパク質の濃度は化合物を添加

しない場合と同等以上であった。更に MPPBの添加を複数回に分けることで mAbの濃度の向上が

みられるケースも確認された。MPPBや 2,5-DPのような細胞増殖を抑制し CSPRを向上させる化合

物の用法は、mAb濃度が向上する rCHO細胞の場合には単純に添加剤として使用することが想定

される。一方、細胞種が適合せず、高過ぎる細胞増殖抑制効果のために mAb濃度が向上しない場

合には、スケールアップ時の培養槽で育成可能な細胞密度まで細胞増殖を抑制する必要がある場

合に用いることが最も適していると考えられる。 

なお、序章で述べたように、塩化リチウムを初めとして細胞増殖を抑制し CSPRならびに目的タン

パク質濃度を向上させる化合物が幾つか報告されているが、今回の研究のようにグルコースの消費

量の向上や細胞内 ATP濃度の向上といった細胞の代謝面から解析した研究は知られていない。一

方、今回の研究ではMPPBならびに 2,5-DPが細胞の何に作用し一連の効果を生じさせているか

が全く未解明であることから、作用機序の解明が今後の課題として残っている。 
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今回の一連の化合物スクリーニングの成果物としてMPPBならびに 2,5-DP以外にもスクリーニン

グ時に mAb濃度を向上させた化合物は複数存在することから、今後の更なる探求により、一層 mAb

濃度を向上させる化合物を発見する余地はあると考えられる。今後も低分子化合物による rCHO細

胞の目的タンパク質の生産性向上に関する研究の発展が期待される。 
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7. 実験の部 

7.1 抗体生産株と細胞培養用培地 

試験に使用した rCHO細胞は、市販されている CHO-S細胞（サーッモフィッシャーサイエンティフ

ィック、アメリカ合衆国）に学術研究用に開発された免疫グロブンリン G1（第一三共株式会社）の発現

ベクターを組み込むことにより作製された。rCHO細胞の拡大培養ならびに生産培養時の基礎培地

には、L-Alanyl-L-Glutamine（味の素株式会社）が 1 mMの濃度になるように調整した自社培地（味

の素ヘルシーサプライ株式会社）を用いた。また、生産培養時の流加培地には社内で開発した流加

培地（味の素ヘルシーサプライ株式会社）を用いた。 

 

7.2 低分子化合物ライブラリ 

１次スクリーニングには、主に BIDSに所属する東京大学、大阪大学、東北大学の有する化合物ラ

イブラリ（各々9,600個、6480個、7147個の合計 23,227個）を用いた。これらの化合物ライブラリは

市販の医薬品に加え各大学の基礎研究時に新規に生み出された合成中間体から構成されている。

2次スクリーニング以降には 1 mg - 1 gの化合物量が必要であるのに対し BINDSから供与された

化合物量（20 μg程度）では不足するため、1次スクリーニングの結果得られた候補化合物である 72

種の低分子ライブラリを、市販化合物の購入と化合物の合成受託を行っている ATTO株式会社に合

成依頼を行う事により入手した。なお、化学合成の難易度が高く ATTO株式会社からも入手が難しい

一部の化合物に関しては類似化合物として入手し 2次スクリーニングの中で再評価した。 

 

7.3 拡大培養条件 

Erlenmeyer Flask（Corning社、125～250 mL）に播種後の rCHO細胞密度が 0.3×106 

cells/mLになるように培養液を調整（50～100 mL）し、5%二酸化炭素雰囲気下、37 °C、120 rpm

（振幅 20 mm）の条件で 3～4日間培養を行った。 
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7.4 １次スクリーニング方法 

CELLSTAR 96 Well Suspension Culture Plate（greiner bio-one社）の全面に 0.3×106 

cells/mLの細胞培養液を 198 µLずつ添加し、プレートの 1列と 12列には DMSOを 2 µL添加し

コントロール群とした。プレートの 2列から 11列には化合物ライブラリの化合物（2～10 mg/L DMSO 

soln.）を 2 µLずつ添加しプレート 1枚辺り 80個の化合物を 5%二酸化炭素雰囲気下、37 °C、120 

rpm（振幅 20 mm）の条件で 3～4日間培養を行うことで評価した。なお、東北大学の化合物ライブラ

リは入手時に 96 well plate全面に化合物が予め 2 uLずつ仕込まれていたことから 0.3×106 

cells/mLの細胞培養液を 198 µLずつ添加すると共に、別途 96 well plate全面を 0.1% (vol./vol.) 

DMSOの細胞培養液としたプレートをコントロールとし前述の培養条件で評価した。培養後の各々の

培養液中の mAb濃度を Octet QKe（ForteBio社）を用いて一斉分析し、下記の式を用いた計算値

が正となる化合物を 2次スクリーニングの評価対象とした。 

（（各々の化合物添加時のmAb濃度）− （コントロールの平均mAb濃度 +  3 ×  標準偏差）） 

 

7.5 2次スクリーニング方法 

50 mL浮遊培養フラスコ（Greiner Bio-One）に培養液量 10 mL、目標生細胞密度 0.3×106 

cells/mLになるように rCHO細胞を播種した。その後、1次スクリーニングで選定した 73個の化合物

を各々100 mg / mLの濃度で DMSOに溶解した溶液 10 µLを培養初日に培養液に添加し、5%二

酸化炭素雰囲気下、37 °C、静置条件で 3日間培養した。培養終了後、細胞生存率、mAb生産濃

度、単位細胞あたりの mAb生産性の 3つの観点から 4つの候補化合物を選定した。 

 

7.6 化合物の最終選定 

50 mL浮遊培養フラスコ（Greiner Bio-One）に培養液量 10 mL、目標生細胞密度 0.3×106 

cells/mLになるように rCHO細胞を播種した。2次スクリーニングで選定した４つの候補化合物を 2

次スクリーニングと同じ条件で再評価（N=3）し、細胞生存率、mAb生産濃度、単位細胞あたりの

mAb生産性ならびに化合物の入手性の観点から化合物の選定を実施した。 
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7.7 バッチ培養による MPPBの各種特性解析の条件 

50 mL浮遊培養フラスコ（Greiner Bio-One）に培養液量 10 mL、目標生細胞密度 0.3×106 

cells/mLになるように rCHO細胞を播種した。その後、評価化合物を目的の濃度で DMSOに溶解

した溶液 10 µLを培養初日に培養液に添加し、5%二酸化炭素雰囲気下、37 °C、120 rpm（振幅

20 mm）の条件で 3～10日間培養を行った。 

 

7.8 フェドバッチ培養による評価条件 

125 mL浮遊培養フラスコ（Corning）に培養液量 50 mL、目標生細胞密度 0.3×106 cells/mLに

なるように rCHO細胞を播種した。その後、評価化合物を目的の濃度で DMSOに溶解した溶液 50 

µLを培養初日に培養液に添加し、5%二酸化炭素雰囲気下、37 °C、120 rpm（振幅 20 mm）の条

件で生細胞率が 70%以下になるまで培養を行った。 

 

7.9 バッチ培養による MPPB添加方法の検討条件 

50 mL浮遊培養フラスコ（Greiner Bio-One）に培養液量 10 mL、目標生細胞密度 0.3×106 

cells/mLになるように rCHO細胞を播種し、5%二酸化炭素雰囲気下、37 °C、120 rpm（振幅 20 

mm）の条件で生細胞率が 70%以下になるまで培養を行った。なお、最終的なMPPBが 0.64 mM

になるように培養初日から培養 4日目にかけて 200 mg/mLの MPPB DMSO溶液を総量 10 μL添

加した（培養初日に 10 μL添加、培養 2 と 4日目に 5 μL添加、培養 4日目に 10 μL添加の 3条

件）。 

 

7.10 生細胞細胞密度と細胞生存率の測定 

トリパンブルーによる死細胞の染色ならびに細胞数の自動計測を行う Vi-CELL XR（Beckman 

Coulter）を用いた生細胞密度と細胞生存率の測定を実施した。実施プロトコルは製品手順に従っ

た。なお、培養 5日目以降のすべての測定においては 2倍希釈で分析した。 
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7.11 代謝物の測定 

細胞培養液から細胞を 0.2 μmのフィルターを用いて除細胞し、除細胞液を BioProfile FLEX2

（Nova Biomedical）に注入した。グルコースとラクテートの濃度を BioProfile FLEX2のセンサーカー

ド中の酵素膜によるグルコースとラクテートの選択的な還元時に生じる過酸化水素の発生量を基に自

動分析した。なお、実施プロトコルは製品手順に従った。 

 

7.12 mAbの濃度測定 

細胞培養液から細胞を 0.2 μmのフィルターを用いて除細胞し、除細胞液を高速液体クロマトグラ

フィー（Agilent technology）と PA ImmunoDetection Sensor Cartridge（ID 2.1 × 30 mm, Applied 

Biosystems）を用いて測定した（検出波長 280 nm）。なお、全ての抗体濃度は社内で標準品として

使用している特定の mAbに対する相対値として算出した（真値からの誤差 ca.20%以内）。 

 

7.13 細胞内 ATP濃度の測定 

ATP量をホタル・ルシフェラーゼ発光法により定量する Intracellular ATP assay kit（v2, Toyo B-

Net）を用い rCHO細胞内の ATP濃度を測定した。細胞培養液（100 μL）をリン酸バッファー（1 mL）

で希釈後、遠心分離（450 g, 5 分）を行い遠心後の上清（1 mL）を除去する操作を 2度実施した。

得られた細胞ペレットを ATP extraction reagent（0.5 mL）で懸濁し 5分静置した。ATP抽出液 10 

μLを luciferase luminescence assay reagent 100 μLに懸濁し 30分以内に Infinite M Plex 

plate reader（Tecan）を用いて分析した 67)。得られた ATP濃度を試験に使用した細胞密度で除すこ

とで単位細胞あたりの ATP濃度に換算した。 

 

7.14 各種単位細胞あたりの数値の算出 

CSPR（pg/cell/day）、単位細胞あたりのグルコース消費速度（pmol/cell/day）、そして単位細胞あ

たりのラクテート蓄積速度（pmol/cell/day）は、各々mAb濃度（mg/L）、消費グルコース濃度（mM）、
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そして蓄積ラクテート濃度（mM）の積算生細胞密度（cells·day）/ mL）に対する傾きとして求められた

28, 29)。 

 

7.15 N型糖鎖の分析 

細胞培養液から細胞を 0.2 μmのフィルターを用いて除細胞し、除細胞液を Spin column-based 

antibody purification kit（Cosmo Bio）を用いて精製した。続いて精製液中の mAbを EZGlyco 

mAb-N kit（Sumitomo Bakelite）を用いて 2-AB化し、高速液体クロマトグラフィーと XBridge BEH 

Amide XP Column（2.5 µm, ID 4.6 × 150 mm, Waters Corporation）を用いて分析した（検出波長

420 nm）。いずれも実施プロトコルは製品手順に従った。 

 

7.16 統計解析 

化合物選定以降は N=3で実験を実施し、JMP統計解析ソフトウェア（SAS）もしくは Excelを用い

て平均値と標準偏差を算出した。 
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