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過とともに製造と製品の品質に変化をもたらす可能性があります。

CHO細胞培養プロセスに対する理解を高めるための 
加水分解物の特性評価

イントロダクション
タンパク質加水分解物が、細胞培養における細胞増殖やタンパ
ク質産生を大幅に向上させることが確認されています。そのため
バイオ医薬品の製造では、完全培地またはフェドバッチバイオリ
アクターシステムの一部として加水分解物を加えることは一般的
です。しかしながら、加水分解物は本質的に組成不明で変動しや
すい成分を含み、有益な効果をもたらすにもかかわらず、この性
質が高度に制御された医薬品製造プロセスにとって望ましくない
ものとなります。それでもなお、titer を高く維持するために、こ
の問題を許容せざるを得ない場合もよくあります。このホワイト 
ペーパーでは、加水分解物を、4 種類の加水分解物の成分を含む
Chemically defined の代替製品に置き換えることによって、加水
分解物を使用した際の潜在的なリスクを軽減することに成功した
SAFC Biosciences® の取り組みについて説明します。EX-CELL ™ 
CD Hydrolysate Fusion は、多くのチャイニーズハムスター卵巣 

（CHO）細胞システムにおいて期待されるパフォーマンスを達成し、
時にはそれを上回る効果を示しています。

加水分解物に対する現在の見解
タンパク質加水分解物は、多くの細胞培養培地添加剤およびバイ
オリアクターフィードサプリメントに不可欠な成分として、さまざま
な機能を果たしています。主に加水分解物は、遊離アミノ酸や小
さなペプチドの形で栄養源としての役割を果たしています。しばし
ば混入が見られる炭水化物やビタミンなどの成分も確実にプラス
の影響を与えています。しかし、栄養強化にとどまらない他の利
点も報告されています。Schlaeger らは、肉の加水分解物である
Primatone RL には抗アポトーシス効果があると報告しており 1、
一方 Franek らは、加水分解物中のペプチドが成長因子および生
存因子を模倣できると示唆しています 2。

細胞培養業界は加水分解物市場全体から見ればほんの小さなプ
レーヤーでしかないため、バイオ医薬品製造エンドユーザーから
寄せられる加水分解物製品の一貫性を求める声は原料メーカーに
聞き届けられていません。加水分解物の製造プロセスは明確に定
義されておらず、バッチごとに大幅な差異がある可能性があります。 
また、タンパク質の原料は保管温度や採取時期などの影響を受け
やすく、これがさらに問題を複雑にしています。このような要因の
すべてが加水分解物のロット間のばらつきとして現れ、時間の経

「加水分解物には文字通り何千もの成分が含まれ
ており、分析調査が開始される前に大幅に簡素化す
る必要があります。」

トレンド
1）クオリティ・バイ・デザイン
2）オペレーショナル・エクセレンス

課題
歴史的に加水分解物は、生産パフォーマンスの目標を維持しつつ
動物由来成分を含まないシステムに移行しようとするバイオ医薬
品企業のために橋渡し役を務めました。今日では、より厳しい規
制要求や経済的理由により、完璧なプロセスおよび原材料の特
性評価を必要とする、クオリティ・バイ・デザインおよびオペレー 
ショナル・エクセレンスが主要なトレンドとなっています。多くの企
業にとっての課題は、加水分解物がプラットフォームのプロセスに
定着しており、細胞株およびアプリケーションといった製造に必要
とされる独自のパフォーマンス機能が、加水分解物に依存している
ことです。バイオ医薬品企業が、パフォーマンスおよび品質目標も
維持しつつ今後の規制およびオペレーションに対する要求を満たす
ためには、加水分解物に特有の成分を適切に特定し、置換する
ための解決策を講じる必要があります。

バイオ医薬品企業にとって、主要化合物を特定することがパフォー
マンスの目標を満たしつつプロセスを定義するための解決策にな
る場合、主に 2 つの課題を克服する必要があります。

The life science business of Merck  
operates as MilliporeSigma in the  
U.S. and Canada.
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何よりもまず、加水分解物の複雑性に対処する必要があります。 
加水分解物には文字通り何千もの成分が含まれており、分析調
査が開始される前に大幅に簡素化する必要があります。次に、重
要な因子を分離するための高感度細胞培養アッセイシステムを
構築する必要があります。いくつかのグループがさまざまな分画
法を用いて「活性」分画を分離することに成功したと報告してい
ますが、個々の成分レベルではほとんど分離できません。SAFC 
Biosciences は、精緻な分析技術と組み合わせた高感度アッセイ
システムを確立し、タンパク質加水分解物の機能に対する理解を
深め、あらゆる課題を克服しました。

特性評価の課題：
1）加水分解物の複雑性
2）高感度細胞アッセイシステム

弊社のアプローチ
高感度細胞培養アッセイシステムは、加水分解物の謎を解明する
ためのキーファクターです。今回使用されたシステムでは、加水分
解物に対して有意な応答を示した rIgG 抗体産生 CHO クローンを
ベースにしています。細胞を CD 培地で増殖させた後、加水分解物、
分画、化合物のスクリーニングのためにシンプルなフェドバッチ 
プロトコルが用いられ
ました。既知の栄養成
分への偏りを可能な限
り除外するため、「ベー
ス」サプリメントが開
発されました。このサ
プリメントは、標準的
な分析技術によって加
水分解物に含まれてい
ることが容易に同定可
能な化合物（アミノ酸、
ビタミン、塩等）を中
心 に設 計されており、
既知の化合物の影響を
最小限に抑えることで
未知の化合物の発見を
容易にします。

加水分解物の複雑性を軽減するために逆相 HPLC 法を用いて、選
択したロット（大豆、小麦グルテン、酵母エキス、動物組織）を
分画しました。例として、小麦グルテン加水分解物から得られた 
2 本の重なった UVトレース（280 nm）を次に示します。このデータ
は本システムの再現性を示すと同時に、この加水分解物の複雑性
も垣間見せています。

加水分解物のスクリーニング

逆相HPLCによる分画および凍結乾燥

CHO細胞を用いた分画（＋ベース）の 
スクリーニング

分画成分のID化およびCDバージョンの供給

複数のCHO細胞株を用いた成分の 
スクリーニング

最終製品に向けたベースサプリメントとの 
混合および最適化

図 1.  逆相 HPLC クロマトグラム
小麦グルテン加水分解物の分画における 2 本の 280 nmトレース （赤および緑） が示
されました。

図 2.  分画スクリーニングの細胞増殖曲線
栄養剤である「ベース」サプリメントに加えて CHO-IgG1 細胞株に添加した際、 （66 個中） 
2 つの分画が細胞増殖に改善を示しました （分画 A および D）。

330 分間にわたる分析は 5 分間ごとに区分され、その後凍結乾燥
されて溶媒が除去されました。「ベース」サプリメントと組み合わ
せた細胞培養スクリーニングにより、細胞増殖および生産性、ま
たはどちらか一方に対するプラスの応答を示した分画を同定しまし
た。酵母エキスから抽出された 4 つの「陽性」分画の例を以下に
示します。2 つの分画は細胞増殖に有意な改善をもたらし、4 つ
の分画すべてが IgG 抗体の産生を促しました（データは「ベース」
サプリメントで正規化されています）。
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図 3.  分画スクリーニングによる標準化された IgG 抗体生産性
栄養剤である「ベース」サプリメントに加えて CHO-IgG1 細胞株に添加した際、（66
個中）4 つの分画が IgG 抗体生産性に改善を示しました。データは「ベース」サプリ
メントで標準化されています。

図 4.  化合物スクリーニングの細胞増殖曲線
この例では、添加剤である「ベース」サプリメントに加えて、CHO-IgG1 細胞株
に添加した際、加水分解物分画から同定された 1 つの化合物が、細胞増殖に改
善を示しました。

図 5.  化合物スクリーニングによる標準化された IgG 抗体生産性
この例では、添加剤である「ベース」サプリメントに加えて、CHO-IgG1 細胞株
に添加した際、加水分解物分画から同定された 1 つの化合物が、IgG 抗体生産
性に改善を示しました。データは「ベース」サプリメントで標準化されています。写真 1.  SAFC Biosciences の親会社 Sigma-Aldrich の分析ラボ

活性分画を同定、分析し、含有化合物を同定しました。この作業は、
分画にまだ含まれている多くの成分をさらに分離するために開発
された直交分離技術が基盤となっています（データおよび方法は
示されていません）。質量分析ツールを同定に用いました。成分
を同定し、合成物を作成して、前ページで使用されたフェドバッチ
法でスクリーニングしま
した。結果を右に示しま
す。同定された化合物は、
細胞増殖および抗体生
産性の両方を大幅に改
善しました。

新たな化合物が同定されると、それらを複数の CHO 細胞株でテ
ストし、「ベース」サプリメントに対する濃度の条件検討を行いま
した。プロジェクトの過程で加水分解物の作用に関する知見が得
られる度に、このサプリメントに改善が施されました。このプロセ
スは、最終製品の目標が達成され、加水分解物と同等の性能を
有する製品が開発されるまで継続されました。
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解決策
SAFC Biosciences は、現在バイオ医薬品企業が加水分解物を使
用することによって実現している生産性および品質を再現する理想
的な方法は、加水分解物に含まれる成分の特性評価を行い、特
定することであると判断しました。その結果開発された EX-CELL ™ 
CD Hydrolysate Fusion は、 動 物 由 来 成 分 不 含で Chemically 
defined の組成となっており、成分不明の加水分解物の代替品と
して CHO バイオ医薬品の製造プロセスで使用することができます。 
液体製品（カタログ番号 14700C）は、添加後の pH と浸透圧へ
の影響を最小限に抑えるように設計された 20 倍濃縮サプリメント
です。培地調製の柔軟性を高めるために、易溶性の乾燥粉末製品

（カタログ番号 24700C）もご提供しています。この製品は、従
来の加水分解物粉末と同様、濃縮フィードサプリメントの調製や、 
培地の調製中に直接添加することで使用できます。EX-CELL ™ CD 
Hydrolysate Fusion は、1 倍程度の濃度で使用するように設計さ
れていますが、最適な濃度を見つけるための条件検討をお勧めし
ます。EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion を加水分解物の代わり
に使用した際の CHO 細胞のバッチおよびフェドバッチ培養試験の
結果を以下に示します。最初の試験では、加水分解物を使用し
たバッチ培養培地での結果を詳しく説明します。
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図 6.  バッチ培養培地を使用した際の細胞増殖曲線
CHO-IgG1 細胞株を用いたこの例では、加水分解物の添加を必要とする培地に、EX-
CELL ™ CD Hydrolysate Fusion を加えることで CD 培地を調製しました。この培地
の使用により、細胞増殖が若干増加しました。

図 7.  バッチ培養での最大 IgG 抗体産生量
CHO-IgG1 細胞株を用いたこの例では、加水分解物の添加を必要とする培地に、 
EX-CELL™ CD Hydrolysate Fusion を加えることで CD 培地を調製しました。IgG 抗
体の生産性は、組成不明の加水分解物コントロールと実質的に同等でした。
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CEX産生抗体品質分析
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図 8.  フェドバッチ培養での細胞増殖曲線
EX-CELL ™ CD CHO Fusion（カタログ番号 14365C）を用いて、CHO-IgG2 細胞のフェ
ドバッチ試験を実施しました。CD Hydrolysate Fusion での最大細胞密度は、加水
分解物コントロールと非常に近似しています。

図 12.  CHO-IgG1 細胞の IgG 抗体産生による品質分析
CEX-HPLC 法を使用して、加水分解物を使用するプロセスで産生された IgG 抗体と
CD Hydrolysate Fusion を使用するプロセスで産生された IgG 抗体を比較し、産生抗
体の品質の違いを調べました。プロファイルは全体的に非常に近似しています。

図 9.  フェドバッチを使用した際の最大 IgG 抗体産生
EX-CELL ™ CD CHO Fusion（カタログ番号 14365C）を用いて、CHO-IgG2 細胞のフェ
ドバッチ試験を実施しました。CD Hydrolysate Fusion の条件下における最大 IgG
抗体生産性は、2 g/L の加水分解物コントロールよりも高く、4 g/L 加水分解物コン
トロールの 10％以内でした。

次に、異なる CHO クローンを使用したフェドバッチ培養試験の結
果を示します。

いずれの場合も、EX-CELL™ CD Hydrolysate Fusion を使用した
際のパフォーマンスは加水分解物コントロールと非常に近似してい
ました。

産生タンパク質の品質も、バイオ医薬品の製造プロセスにおける
主要な関心事です。以下のデータは、組成不明の加水分解物を
添加したシステムでの産生タンパク質の品質が、EX-CELL ™ CD 
Hydrolysate Fusion を用いた Chemically defined のシステムの
場合と著しい差がないことを示しています。
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主要な焦点は CHO 細胞でしたが、EX-CELL ™ CD Hydrolysate 
Fusion との適合性について他の細胞株も評価を行いました。現在
までに、NS0 細胞および Sp2/0 細胞で良好な結果が得られていま
す。NS0 細胞を用いたフェドバッチ試験のデータは次のとおりです。
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図 10.  フェドバッチを使用した際の NS0 細胞増殖曲線
EX-CELL ™ NS0（カタログ番号 14650C）で培養した NS0 細胞を用いてフェドバッチ
試験を実施しました。CD Hydrolysate Fusion での最大細胞密度は、加水分解物コン
トロールと非常に近似しています。

図 11.  フェドバッチを使用した際の最大 IgG 抗体産生
EX-CELL ™ NS0 （カタログ番号 14650C） で培養した NS0 細胞を用いてフェドバッチ
試験を実施しました。CD Hydrolysate Fusion の最大 IgG 抗体産生は、加水分解物
コントロールよりもわずかに優れています。

プ ロ セスに お けるパフォーマンスに 加 えて、EX-CELL ™ CD 
Hydrolysate Fusion は加水分解物の使用に関連する多くのリス
クを軽減します。GMP で製造され完全に組成が明らかな製品は、 
ロットの一貫性がより明確になります。各成分は特定されており、
パフォーマンスを確保するために独自の原材料仕様があります。加
水分解物の原材料仕様は、原材料としての完成品である組成不
明の製品についてのみとなります。EX-CELL ™ CD Hydrolysate 
Fusion は、組成が明確でダウンストリームにおけるすべての成分
の除去の証明がはるかに容易なため、規制対応にも適しています。
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図 13.  特異的に発現制御された遺伝子のベン図
http://theory.cs.uvic.ca/venn/EulerianCircles/ より作成

図 14.  特異的な発現を示した遺伝子の分子機能および細胞機能の分析

遺伝子発現制御および成分に対する理解
EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion は細胞培養におけるパフォー
マンスについて非常に良い結果を示しましたが、遺伝子発現制御
について加水分解物と比較した場合にどのような効果がみられる
のでしょうか？従来の CHO プラットフォームを使用した DNA マイ
クロアレイ試験を実施し、遺伝子発現制御の観点から加水分解物
および EX-CELL™ CD Hydrolysate Fusion の機能を評価しました。
右のベン図は、加水分解物または EX-CELL ™ CD Hydrolysate 
Fusion の添加に対し、発現を促進または抑制へ制御された遺伝
子の数を示しています。

この図を見ると、加水分解物および EX-CELL ™ CD Hydrolysate 
Fusion 両方に共通して発現制御された遺伝子が多いことがわかり
ますが、それぞれが特定の遺伝子発現を促進または抑制へ制御し
ていることもわかります。EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion は、
4 種類の加水分解物（大豆、小麦グルテン、酵母エキス、動物組
織）から同定され最適化された化合物で作られています。このこ
とが、データに見られる違いに影響を与えている可能性もあります。 
また、このデータは製品の今後の改善に役立つパスウェイの同定
に使うこともできます。以下のグラフでは、制御された遺伝子の機
能を分析し、標準的な大豆加水分解物の機能と比較しています。
細胞周期や細胞増殖など、推察された一般的なパスウェイが同定
されています。

大豆 / 酵母 66
酵母エキス 173

酵母 /CD HF 174

共通 231

大豆 UF 44

大豆 /CD HF 22

CD Hydrol. Fusion 197



商用生産への適用
EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion の開発中、上市済みのバイオ
医薬品を有する某グローバル企業に、ベータサイト評価プログラム
でプロトタイプ製品をテストするよう要請がありました。このプログ
ラムの目的は、新たに開発される製品が商業利用に際して市場の
要望を確実に満たすようにすることでした。このホワイトペーパー
の作成時点で、2 つの肯定的なベータサイトレポートを受けており、
別のサイトではフェドバッチシステムにおいて酵母エキスと置き換え
ることに早期に成功したことが報告されています。これらのレポー 
トの 1 つは、商用生産アプリケーションに関するものでした。こう
した目的の達成に向けて、EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion は、 
商業製造における大豆加水分解物および酵母エキスの両方の置換
に成功しました。プラットフォームにおいて Chemically defined
のプロセスを確立するための迅速な解決策として EX-CELL ™ CD 
Hydrolysate Fusion を利用するという顧客の目標を掲げ、さらな
る商業的評価が進行中です。

結論
• いくつかのタンパク質加水分解物に含まれるアミノ酸、ビタミン、

および金属成分を分析し、その後最適化することにより、加水
分解物の「ベース」サプリメントは、加水分解物の栄養機能の
多くを網羅できるように設計されました。

• 4 種類の加水分解物の逆相 HPLC 分画、またそれに続くCHO
細胞を用いたスクリーニングにより、活性分画が同定されました。 
これらの分画のさらなる分析は、加水分解物で見られる効果に
寄与する重要な要因の発見につながりました。

• 上記の作業に基づいて、新たなサプリメントである EX-CELL ™ 
CD Hydrolysate Fusion が開発されました。20 倍液体 （カタロ
グ番号 14700C） または乾燥粉末 （カタログ番号 24700C） として
提供されています。これは、動物由来成分不含で Chemically 
defined の添加剤であり、従来の加水分解物の代替品として
CHO 細胞培養プロセスのあらゆる段階で使用できます。NS0 や
Sp2/0 等、他の細胞株にも適用できます。

• EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion は、加水分解物中に存在す
ることが確認されたもの、または細胞培養培地に一般的に見ら
れるもので、Chemically defined の成分のみから作られています。

• EX-CELL ™ CD Hydrolysate Fusion は、組成不明な従来の加水
分解物と同等のパフォーマンスを発揮するように設計されていま
す。ほとんどの場合、同等または上回ることが確認されています。

この報告書は SAFC Biosciences、Cell Sciences & Development、 
シニア R ＆ D サイエンティストの Zachary W. Deeds 氏によって執筆
されました。
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