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本公开提供了可用于通过TI(靶向整合)转

化 动 物 细 胞 的 热 点。在 C H O细 胞 基 因 组 中

LOC103164262附近发现了本公开的热点。或者，

本公开涉及已将外源DNA引入到所述热点中的转

化细胞，以及通过培养细胞产生由所述DNA编码

的多肽的方法。
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1.一种将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞的方法，其中所述方法包括将外源DNA

引入CHO细胞中由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域的

蛋白质91(CCDC91)基因的区域。

2.一种生产多肽的方法，其中所述方法使用CHO细胞，在所述CHO细胞中编码目标多肽

的外源DNA被引入由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域

的蛋白质91(CCDC91)基因的区域。

3.一种生产多肽的方法，包括以下步骤：

(1)将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞，其中将外源DNA引入CHO细胞基因组的由

NCBI登录号NW_003614838 .1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域的蛋白质91

(CCDC91)基因的区域；

(2)培养其中引入了外源DNA的CHO细胞；和

(3)回收目标多肽。

4.根据权利要求3的方法，其中将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞的步骤包括以

下步骤(i)‑(ii)：

(i)将用于通过交换反应引入外源DNA的DNA盒引入CHO细胞；和

(ii)通过识别(i)的DNA盒作为靶位点的重组酶，将外源DNA引入由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域的蛋白质91(CCDC91)基因的区域。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中所述外源DNA的整合位点在CCDC91基

因的第一内含子中。

6.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中所述目标多肽是抗原结合分子。

7.根据权利要求6的方法，其中所述抗原结合分子是抗体。

8.一种分离的CHO细胞，其包含用于通过交换反应将外源DNA引入由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域的蛋白质91(CCDC91)基因的区域的

DNA盒。

9.根据权利要求8的CHO细胞，其中所述DNA盒的整合位点在CCDC91基因的第一内含子

中。

10.根据权利要求8或9所述的CHO细胞，其中所述外源DNA是编码目标抗原结合分子的

外源DNA。

11.根据权利要求10所述的CHO细胞，其中所述抗原结合分子是抗体。
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引入靶特异性外源基因的方法

技术领域

[0001] 本公开涉及以靶特异性方式将外源DNA引入动物细胞基因组的方法、通过使用这

些方法获得的转化细胞、以及生产由外源DNA编码的多肽的方法。

背景技术

[0002] 通过基因重组技术在培养细胞中表达诸如细胞因子或抗体的多肽并大量生产该

多肽的方法是众所周知的。此类多肽生产技术通常包括将编码目标多肽的多核苷酸以可表

达形式引入细胞以产生转化细胞和从其培养物中回收积累的目标多肽的步骤。广泛用作待

转化细胞的是微生物、昆虫、植物或动物的细胞。其中，动物细胞被广泛用作获得动物源多

肽的合适的宿主细胞。通过在动物细胞中表达多肽，预期多肽的诸如糖基化和折叠的翻译

后修饰将以更接近生物体中产生多肽的环境的方式发生。

[0003] 当在动物细胞中表达外源DNA时，通常用包含编码目标多肽的多核苷酸的表达载

体转化动物细胞。然而，与引入基因组时不同，作为表达载体引入细胞的外源DNA通常不会

复制，也不会通过细胞分裂遗传，因此难以稳定地保留其性状。因此，尽管用表达载体的转

化对于在实验环境中用于瞬时表达是有用的，但它在工业生产中的应用留下了问题。

[0004] 通过将外源DNA引入动物细胞的基因组，可以稳定地保留源自表达载体的性状。这

是因为引入基因组的多核苷酸极有可能通过细胞分裂进行复制并稳定保留。基于这一想

法，以动物细胞为平台，以工业规模稳定生产多种生物物质成为可能。

[0005] 但是，很明显，即使将外源DNA引入基因组，也不总是能够获得高表达的转化细胞。

引入基因组的外源DNA的表达水平通常根据引入的位置而不同，并不总是能够有效地选择

所需的转化细胞。

[0006] 已提出定点整合(TI)作为能够解决将外源DNA引入基因组(专利文献1‑3)中的问

题的技术之一。在TI中，预先确认适合外源DNA引入和表达的基因组区域，并将待表达的外

源DNA位点特异性整合到确认的基因组区域中。TI可以说是随着基因组位点特异性重组技

术的改进而产生的一种新的基因重组技术。作为TI的结果，获得的转化细胞的外源DNA等的

表达水平的可预测性提高，并且可以预期有效获得具有所需性状的转化细胞。在TI中，适合

引入外源DNA  的基因组区域通常被称为热点。到目前为止，已经在用作用于转化的宿主细

胞的各种细胞的基因组上的广泛区域中发现了热点。此外，还报道了将TI应用于通过动物

细胞生产单克隆抗体以获得可用于生产的转化细胞的尝试(专利文献4，非专利文献1‑2)。

[0007] [引文列表]

[0008] [专利文献]

[0009] [专利文献1]国际公开号：WO  2008/151219

[0010] [专利文献2]国际公开号：WO  2013/190032

[0011] [专利文献3]国际公开号：WO  2016/064999

[0012] [专利文献4]国际公开号：WO  2017/184831

[0013] [非专利文献]
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[0014] [非专利文献1]Biotechnol.Prog.，2015，第31卷，第6期，第1645‑1656页

[0015] [非专利文献2]Methods  95(2016)第3‑12页

发明内容

[0016] 技术问题

[0017] 本公开的一个目的是提供用于定点整合(TI)的新热点。

[0018] 解决方案

[0019] 本发明人持续寻找能够在动物细胞中高水平表达编码诸如抗体的多肽的外源DNA

的区域。在迄今为止报道的TI转化细胞的生产中，最初的表达水平并不能一直保持很长时

间，有时在培养过程中表达水平最终会下降 (PLoS  ONE ,2017  12(6) :e0179902，

Biotechnology  Letters，2018，第40卷，第8期，第1209‑1218页)。当这种转化细胞用于生产

多肽时，表达产物的生产量变得不稳定，生产效率会降低。或者，如果转化细胞无法维持工

业生产水平，则需要重建生产线。本发明人怀疑培养物中多肽表达水平的降低可能取决于

外源多核苷酸的基因组整合位点而发生。因此，本发明人等通过尝试寻找可以预期长期维

持外源DNA表达水平的热点，成功地发现了新的热点，从而完成了本公开。

[0020] 本公开具体包括以下实施方式：

[0021] [1]一种将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞的方法，该方法包括将外源DNA引

入CHO细胞中由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域；

[0022] [2]根据[1]的方法，其中外源DNA的整合位点选自 在由 NC BI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区

域的区域；

[0023] [3]根据[2]的方法，其中外源DNA的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0024] [4]根据[3]的方法，其中外源DNA的整合位点在CCDC91基因的第一内含子中；

[0025] [5]根据[1]至[4]中任一项的方法，其中通过选自同源重组、重组酶介导的盒式交

换(RMCE)和基因组编辑的任何方法将外源DNA位点特异性地引入基因组区域；

[0026] [6]根据[1]至[5]中任一项所述的方法，其中，目标多肽是抗原结合分子；

[0027] [7]根据[6]的方法，其中，抗原结合分子是抗体。

[0028] [8]一种生产CHO细胞或CHO细胞系的方法，其中，该方法包括将编码目标多肽的外

源DNA引入CHO细胞中由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域；

[0029] [9]根据[8]的方法，其中外源DNA的整合位点选自在NCBI登录号NW_003614838.1

指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区域的区域；

[0030] [10]根据[9]的方法，其中，所述外源DNA的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0031] [11]根据[10]的方法，其中外源DNA的整合位点在CCDC91基因的第一内含子中；

[0032] [12]根据[8]至[11]中任一项的方法，其中通过选自同源重组、重组酶介导的盒式

交换(RMCE)和基因组编辑的任何方法将外源DNA位点特异性地引入基因组区域；

[0033] [13]根据[8]至[12]中任一项的方法，其中，目标多肽为抗原结合分子；

[0034] [14]根据[13]的方法，其中，抗原结合分子是抗体；

[0035] [15]一种生产CHO细胞或CHO细胞系的方法，其中，该方法包括将通过交换反应引

入外源DNA的DNA盒引入CHO细胞中由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域；
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[0036] [16]根据[15]的方法，其中DNA盒的整合位点选自在由 NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区

域的区域；

[0037] [17]根据[16]的方法，其中DNA盒的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0038] [18]根据[17]的方法，其中DNA盒的整合位点在CCDC91基因的第一内含子中；

[0039] [19]根据[15]至[18]中任一项的方法，其中，外源DNA是编码目标抗原结合分子的

外源DNA；

[0040] [20]根据[19]的方法，其中，抗原结合分子是抗体；

[0041] [21]一种分离的CHO细胞，其包含引入由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因

组区域中的编码目标多肽的外源DNA；

[0042] [22]根据[21]的CHO细胞，其中外源DNA的整合位点选自在由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区

域的区域；

[0043] [23]根据[22]的CHO细胞，其中外源DNA的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0044] [24]根据[23]的CHO细胞，其中外源DNA的整合位点在CCDC91基因的第一内含子

中；

[0045] [25]根据[21]至[24]中任一项的方法，其中通过选自同源重组、重组酶介导的盒

式交换(RMCE)和基因组编辑的任何方法将外源DNA位点特异性地引入基因组区域；

[0046] [26]根据[21]至[25]中任一项所述的CHO细胞，其中，目标多肽为抗原结合分子；

[0047] [27]根据[26]的CHO细胞，其中，抗原结合分子是抗体；

[0048] [28]一种分离的CHO细胞，其包含用于通过交换反应将外源DNA引入由NCBI登录号

NW_003614838.1指定的基因组区域的DNA盒；

[0049] [29]根据[28]的CHO细胞，其中所述DNA盒的整合位点选自在由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区

域的区域；

[0050] [30]根据[29]的CHO细胞，其中DNA盒的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0051] [31]根据[30]的CHO细胞，其中DNA盒的整合位点在CCDC91基因的第一内含子中；

[0052] [32]根据[28]至[31]中任一项的CHO细胞，其中，外源DNA是编码目标抗原结合分

子的外源DNA；

[0053] [33]根据[32]的CHO细胞，其中，抗原结合分子是抗体；

[0054] [34]一种生产多肽的方法，其中，该方法使用其中将编码目标多肽的外源DNA引入

由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域的CHO细胞；

[0055] [35]根据[34]的方法，其中外源DNA的整合位点选自在由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区

域的区域；

[0056] [36]根据[35]的方法，其中外源DNA的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0057] [37]根据[36]的方法，其中外源DNA的整合位点在CCDC91基因的第一内含子中；

[0058] [38]根据[37]的方法，其中通过选自同源重组、重组酶介导的盒式交换(RMCE)和

基因组编辑的任何方法将外源DNA位点特异性地引入基因组区域中；
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[0059] [39]根据[34]至[38]中任一项的方法，其中，目标多肽为抗原结合分子；

[0060] [40]根据[39]的方法，其中，抗原结合分子是抗体；

[0061] [41]一种生产多肽的方法，包括以下步骤：

[0062] (1)将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞，其中将外源DNA引入CHO细胞基因组

中由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域；

[0063] (2)培养引入了外源DNA的CHO细胞；和

[0064] (3)回收目标多肽；

[0065] [42]根据[41]的方法，其中外源DNA的整合位点选自在由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域中包含卷曲螺旋结构域蛋白91(CCDC91)基因及其启动子区

域的区域；

[0066] [43]根据[42]的方法，其中外源DNA的整合位点选自CCDC91基因区域；

[0067] [44]根据[43]的方法，其中外源DNA的整合位点在CCDC91基因的第一内含子中；

[0068] [45]根据[41]的方法，其中将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞的步骤包括以

下步骤(i)‑(ii)：

[0069] (i)将用于通过交换反应引入外源DNA的DNA盒引入CHO细胞；和

[0070] (ii)通过将(i)的DNA盒识别为靶位点的重组酶，将外源DNA引入由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域；

[0071] [46]根据[41]至[45]中任一项的方法，其中，目标多肽为抗原结合分子；和

[0072] [47]根据[46]的方法，其中，抗原结合分子是抗体。

[0073] 技术效果

[0074] 通过本公开，发现了一个适合获得通过TI转化的动物细胞的热点。在一个优选的

实施方式中，本公开提供的热点可以长期稳定地维持引入其区域的外源DNA编码的多肽的

表达水平。

附图说明

[0075] 图1示出了用于寻找热点的着陆架图谱。已经整合了编码二氢叶酸还原酶(DHFR)

和绿色荧光蛋白(GFP)的基因，二氢叶酸还原酶(DHFR)是转化细胞的选择标记，绿色荧光蛋

白(GFP)是筛选高表达细胞的标记。在这两个基因的两端插入重组酶Cre的识别序列(loxP1

和loxP2)，形成一个DNA盒。

[0076] 图2示出了用于与整合到基因组中的着陆架DNA盒进行盒交换反应的重组质粒的

图谱。重组酶识别序列loxP排列在编码选择标记DHFR、轻链(L)和重链(H)的基因的两端，形

成DNA盒。

[0077] 图3示出了TI后建立的表达抗体的细胞克隆的两周生产培养的结果。横轴表示建

立的抗体产生细胞克隆的名称，纵轴表示每升培养液的抗体产量水平(mg/L)。

[0078] 图4示出了抗体产生细胞克隆TI‑L和TI‑J冻融后抗体产量随时间的变化。横轴表

示冻存细胞解冻后的时间(天)，纵轴表示每升培养液的抗体产量水平(mg/L)。

[0079] 图5示出了将不同抗体的基因整合到图2的重组质粒中制备的其他抗体产生细胞

克隆的抗体产量水平。横轴表示产生的抗体的名称，纵轴表示每升培养液的抗体产量水平

(mg/L)。
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[0080] 图6示意性地示出了在具有最高抗体产量水平的抗体产生细胞克隆的亲代细胞

TI‑L(用交换盒取代着陆架之前的转化细胞)基因组上引入着陆架的位置。图中，“整合位

点”指示的部分为本公开确认的着陆架的整合位点。整合位点位于CCDC91基因(5'端)下游

6651bp和内含子1上游(5'端)下游6454bp。“整合位点”上游(基因组序列中的5'侧)5kb核苷

酸序列和下游5kb核苷酸序列(基因组序列的3'侧)分别示于SEQ  ID  NO：1和2。

具体实施方式

[0081] 以下，将更详细地描述用于实施本发明的实施方式。

[0082] 提供以下定义和详细描述以促进对本文解释的本公开的理解。

[0083] 在本说明书中，“抗原结合分子”仅限于与目标抗原的结合。抗原结合分子可以是

具有任何结构的结构域，只要所使用的结构域与目标抗原结合即可。这种结构域的例子包

括但不限于抗体重链可变区(VH)，抗体轻链可变区(VL)，单域抗体(sdAb)，包含在体内细胞

膜蛋白avimer中大约35个氨基酸的称为A结构域的组件(WO2004/04401和WO2005/040229)，

含有作为来源于在细胞膜上表达的糖蛋白纤连蛋白的蛋白质结合结构域的10Fn3结构域的

adnectin(WO2002/032925)，含有构成三螺旋束(其由蛋白A的58个氨基酸组成)的IgG结合

域支架的Affibody(WO1995/001937)，DARPins(设计的锚蛋白重复蛋白)，其为锚蛋白重复

(AR)的分子表面暴露区域，每个锚蛋白重复具有折叠成一个转角的亚基的33个氨基酸残基

结构、两个反平行螺旋和一个环(WO2002/020565)，具有四个环区域的anticalin，所述四个

环区域连接向在脂质运载蛋白分子(例如中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(NGAL))中

高度保守的桶状结构一端中的中心轴弯曲的8条反平行链(WO2003/029462)，以及马蹄形折

叠的内部平行片状结构中的凹陷区域，所述马蹄形折叠由无免疫球蛋白结构的可变淋巴细

胞受体(VLR)的重复的富含亮氨酸重复单位(LRR)组件组成，如在诸如七鳃鳗或盲鳗的无颌

脊椎动物的获得性免疫系统中观察到的(WO2008/016854)。

[0084] 本发明的抗原结合分子的优选示例包括可以通过仅由抗原结合结构域构成的分

子发挥抗原结合功能的抗原结合分子，以及可以在从与其相连的附加肽释放后自身发挥抗

原结合功能的抗原结合分子。这种抗原结合分子的示例包括但不限于单域抗体、scFv、Fv、

Fab、Fab'和F(ab')2。

[0085] 本发明的抗原结合分子的一个优选示例包括分子量为60kDa或更小的抗原结合分

子。这种抗原结合分子的示例包括但不限于单域抗体、scFv、Fab和Fab'。分子量为60kDa或

更小的抗原结合分子在血液中作为单体存在时，通常容易被肾脏清除 (参见J  Biol 

Chem.1988年10月15日；263(29)：15064‑‑70)。

[0086] 抗体

[0087] 本文中的术语“抗体”以最广泛的含义使用并涵盖各种抗体结构，包括但不限于单

克隆抗体、多克隆抗体、多特异性抗体(例如双特异性抗体)和抗体片段，只要它们表现出所

需的抗原‑结合活性。

[0088] 抗体片段

[0089] “抗体片段”是指除完整抗体之外的分子，其包含完整抗体的一部分，该部分结合

完整抗体所结合的抗原。抗体片段的示例包括但不限于Fv、Fab、Fab'、Fab'‑SH、F(ab')2；双

抗体；线性抗体；单链抗体分子(例如，scFv)；和由抗体片段形成的多特异性抗体。因此，抗
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体和抗体片段是抗原结合分子的代表性示例。

[0090] Fc区

[0091] 术语“Fc区”在本文中用于定义包含至少一部分恒定区的免疫球蛋白重链的C端

区。该术语包括天然序列Fc区和突变Fc区。在一个实施方案中，人IgG重链Fc区从Cys226或

Pro230延伸至重链的羧基末端。然而，Fc区的C端赖氨酸(Lys447)或甘氨酸‑赖氨酸(残基

446‑447)可能存在，也可能不存在。除非本文另有说明，Fc区或恒定区中氨基酸残基的编号

是根据EU编号系统，也称为EU索引，如Kabat等人，Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest，第五版，Public  Health  Service ,National  Institutes  of 

Health,Bethesda，MD，1991所述。

[0092] 核酸/多核苷酸

[0093] “分离的”核酸/多核苷酸是指已与其自然环境的成分分离的核酸/多核苷酸分子。

分离的核酸/多核苷酸包括包含在通常含有核酸/多核苷酸分子的细胞中的核酸/多核苷酸

分子，但该核酸/多核苷酸分子存在于染色体外或存在于与其天然染色体位置不同的染色

体位置。在本公开中，当核酸/多核苷酸从宿主细胞(内源的)以外的环境中获得时，该核酸/

多核苷酸对于宿主细胞来说是外源的，无论该核酸/多核苷酸是人工构建的还是天然存在

的。因此，例如，当核酸/多核苷酸含有cDNA时，该核酸/多核苷酸对于宿主细胞通常是外源

的。

[0094] 当本公开的外源核酸/多核苷酸含有DNA时，其特别描述为“外源DNA”。如果外源

DNA保留了所需的遗传信息，它也可以含有DNA以外的成分。例如，与DNA以外的成分(诸如构

成病毒颗粒的蛋白质或脂质体)复合的DNA也是外源DNA。在本公开中，宿主细胞为中国仓鼠

(Cricetulus  griseus，日文名为Mongol  Kinuge  Nezumi)细胞。因此，可以将含有通常不包

含在其基因组中的核苷酸序列信息的DNA称为“外源DNA”。

[0095] 可以获得中国仓鼠基因组的核苷酸序列信息，例如作为GenBank参考序列。如果给

定DNA的核苷酸序列信息中含有与参考序列不匹配，甚至部分不匹配的核苷酸序列，则可以

将其理解为外源DNA。例如，含有中国仓鼠自身遗传信息的DNA，其中一部分被改造为来自另

一物种的遗传信息或人工信息，则包含在外源DNA中。因此，大部分外源DNA  通过包含人工

构建的核苷酸序列信息而变成外源DNA。当给定的DNA  编码一个氨基酸序列，并且即使在

DNA的核苷酸序列被修改后仍保持原始氨基酸序列信息时，它就是人工构建的DNA。或者，从

中国仓鼠基因中去除了包含在基因组序列中的内含子的DNA(例如cDNA)通常也是外源的。

[0096] 载体

[0097] 如本文所用，术语“载体”是指能够传播与其连接的另一种核酸的核酸分子。该术

语包括作为自我复制核酸结构的载体，以及整合到其已被引入的宿主细胞基因组中的载

体。某些载体可以指导与它们有效连接的核酸的表达。此类载体在本文中称为“表达载体”。

[0098] 宿主细胞

[0099] 术语“宿主细胞”、“宿主细胞系”和“宿主细胞培养物”可互换使用，是指已引入外

源核酸的细胞，包括此类细胞的后代。宿主细胞包括“转化体”和“转化细胞”，包括原代转化

细胞和由其衍生的后代，不考虑传代次数。后代在核酸含量上可能与亲本细胞不完全相同，

但可能包含突变。与在最初转化的细胞中筛选或选择的具有相同功能或生物活性的突变后

代包括在本文中。
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[0100] 在某一实施方式中，本公开提供了一种将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞的

方法，其中该方法包括将外源DNA位点特异性地引入CHO细胞基因组中由NCBI登录号NW_

003614838.1指定的基因组区域。

[0101] CHO细胞(中国仓鼠卵巢细胞)是由中国仓鼠的卵巢建立的成纤维细胞系的总称。

CHO细胞具有优良的增殖能力，可以通过粘附培养或悬浮培养在人工培养基中培养。以CHO

细 胞 为 宿 主 ，通 过 基 因 重组 产 生 多 种 多 肽。例 如 ，缺 少 D H F R基 因 的 d h f r ‑ C H O

(Proc .Natl .Acad .Sci .USA(1980)77，4216‑4220)和CHO‑K1(Proc .Natl .Acad .Sci .USA

(1968)60，1275)在基因重组技术中被广泛用作宿主细胞。这些CHO细胞的突变系也包括在

本公开的CHO细胞中。此外，作为源自CHO细胞的细胞，CHO‑DG44和CHO‑DXB11系被用作宿主

细胞。这些已知的源自CHO细胞的细胞系也包括在本公开的CHO细胞中。

[0102] 构成本公开的CHO细胞可以从细胞库(如ATCC)或作为商业分发和可获得的细胞系

获得。当CHO细胞理论上由从单个细胞建立的一组细胞组成时，它特别被称为“CHO细胞系”。

在本公开中，除非另有说明，否则“CHO细胞”可以是CHO细胞系。

[0103] 在本公开中，确认为热点的基因组区域由CHO细胞基因组中的NCBI登录号NW_

003614838.1指定。NW_003614838.1是全基因组鸟枪测序法揭示的CHO细胞基因组核苷酸序

列，由约465.6kbp组成。因此，在本公开中，引入外源DNA的区域可以是大约465.6kbp内的任

何位置。

[0104] 在核苷酸序列中，本公开优选的整合位点包括例如由LOC103164262(含卷曲螺旋

结构域蛋白91；CCDC91)基因及其启动子上存在的序列指定的区域。在某个实施方式中，该

区域由包含该基因及其启动子区域的大约159.4kbp组成。或者，在另一个实施方式中，也优

选在该区域不包含启动子的约121.3kbp的核苷酸序列作为外源DNA的整合位点。例如，在构

成CCDC91基因的核苷酸序列中，包括第一内含子上游和下游10kbp在内的约20kbp范围，或

包括第一内含子上游和下游5kbp在内的约10kbp范围在本公开中作为引入外源DNA的区域

是优选的。例如，第一内含子上游和下游5kbp的核苷酸序列分别显示在SEQ  ID  NO：1和2中。

因此，每个SEQ  ID  NO与整合位点之间的关系可以如下示出，例如：

[0105] 5’‑(SEQ  ID  NO:1)‑[整合位点(即热点)]‑(SEQ  ID  NO:2)‑3'

[0106] 这里，当构成CCDC91基因的核苷酸序列被定位(map)到基因组的核苷酸序列上时，

从基因组序列来看，它位于反向互补序列(即，反义序列)中。因此，在CCDC91基因的核苷酸

序列中，第一内含子被定位在包括SEQ  ID  NO：2的5'端的区域(SEQ  ID  NO：2中的1‑6454位)

到包括SEQ  ID  NO:1的3'端的区域(SEQ  ID  NO:1中的3190‑5040位)。其中均连接的第一内

含子的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3所示。因此，在本公开的一个优选实施方式中，外源DNA的

位点特异性整合位点可以选自CHO细胞基因组上SEQ  ID  NO：3的核苷酸序列(反向互补序

列)指定的区域。

[0107] 在本公开中，由某个核苷酸序列指定的区域包括多个核苷酸序列同源的情况。即，

即使靶核苷酸序列X包含一些突变或修饰，如果它作为整体与核苷酸序列A同源，则它是“核

苷酸序列A指定的区域”。当多个核苷酸序列同源时，它们通常可以比对。通过比对不同的核

苷酸序列A和核苷酸序列X，可以在核苷酸序列X上指定对应于核苷酸序列A中特定位置的位

置。用于比对多个核苷酸序列的算法是已知的。例如，BLASTN是用于比对核苷酸序列的常用

工具之一。根据这些已知算法可认为与NCBI登录号NW_003614838.1、CCDC91基因及其启动
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子、第一内含子等同源的核苷酸序列对应于本公开中的“每个核苷酸序列指定的区域”。

[0108] 如上所述，已知有几种细胞系具有不同的特性，例如CHO细胞中的耐药性和营养需

求。如果这些特性的差异是由基因组的核苷酸序列信息的突变或修饰引起的，即使它们发

生在本公开指定的区域，如果这些区域可以被确认，它们就是“每个核苷酸序列指定的区

域”。基因组核苷酸序列信息的突变和修饰包括核苷酸序列信息的添加、缺失、插入和取代。

或者，可以容忍不伴随明显的细胞性状变化(例如多态性)的核苷酸序列信息的变化。此外，

如果保留核苷酸序列信息，DNA之间表观遗传修饰状态的差异，例如DNA甲基化，也是可以容

忍的。

[0109] 在本公开中，可以通过已知的同源重组技术或基因组编辑技术将外源DNA位点特

异性地引入上述区域。“位点特异性”是指在构成基因组的核苷酸序列中选择由某个核苷酸

序列指定的位置作为引入位置，并使用该位置作为靶标引入目标DNA。因此，“位点特异性”

也可以表示为“靶向”。在本公开中，将核酸/多核苷酸引入基因组可以通过在靶位点插入

DNA或用待引入的DNA替换基因组的一部分来实现。

[0110] 例如，以下方法被称为用于通过TI掺入外源DNA的方法：

[0111] 同源重组，

[0112] RMCE(重组酶介导的盒式交换)，和

[0113] 基因编辑。

[0114] 同源重组是一种利用细胞原有的DNA修复机制的方法。将具有与基因组上的靶位

置同源的核苷酸序列的外源DNA引入细胞以用外源DNA替换存在于靶位置的DNA。在同源重

组中，效率一般很低(约10‑5至10‑7％)，因为没有人为使用特异性识别核苷酸序列的特殊

酶。

[0115] RMCE是本发明的实施例中使用的方法，是使用重组酶及其识别的核苷酸序列的基

因转移方法。通过预先将重组酶的识别核苷酸序列引入基因组上的靶位置，并将类似具有

识别核苷酸序列的外源DNA引入细胞，将存在于靶位置的DNA和外源DNA置换。典型的重组

酶/识别序列组合是“Cre/loxP”和“FLP/FRT”，但还有其他几种。

[0116] 基因编辑(基因组编辑)是一种基因转移方法，其利用可以靶向并切割基因组上的

一个靶位置的基因组编辑技术。将设计用于靶向基因组上靶位置的酶引入细胞，并切割目

标位置以促进细胞中的DNA修复。此时，通过与酶一起引入外源DNA，外源DNA很容易连接到

切割位点。CRISPR/Cas、TALEN和ZFN是基因组编辑技术中使用的代表性酶。例如，具有代表

性的基因组编辑工具CRISPR‑Cas9识别与引导RNA互补的核苷酸序列并切割双链DNA(即基

因组DNA)。如果共引入供体载体，则在修复切割的双链DNA的过程中，可以将载体上加载的

外源DNA引入双链DNA中。

[0117] 因此，通过使用与上述整合位点的核苷酸序列相对应的引导RNA，可以使用

CRISPR‑Cas9以位点特异性方式引入外源DNA。

[0118] 在本公开中，外源DNA的整合位点由NCBI登录号NW_003614838.1指定。此外，在确

认整合位点时，如已经描述的，可以从与由NCBI登录号NW_003614838.1所指定的核苷酸序

列同源的核苷酸序列中确认整合位点。此处，当设计用于将外源DNA引入上述同源核苷酸序

列的引导RNA时，可以预先确认计划引入DNA的CHO细胞的基因组的核苷酸序列。通过不仅考

虑参考序列，而且考虑计划实际引入的特定CHO细胞的基因组核苷酸序列，更特定的核苷酸
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序列设计成为可能。

[0119] 在本公开的某个实施方式中，供体载体除了要引入的外源DNA之外还可以包括任

何元件，例如选择标记。选择标记包括抗生素抗性基因和代谢选择标记。通过将基因组编辑

的CHO细胞置于适合选择标记的培养条件下，可以选择性地维持和增殖已将加载在供体载

体上的外源DNA以可表达状态引入基因组的细胞。通过上述步骤选择性维持的细胞群构成

了在CHO细胞基因组的相同位置引入了共同的外源DNA的细胞群。或者，如果比较所得细胞

群中外源DNA  的表达水平，并筛选和克隆超过所需表达水平的转化细胞，也可以将已将外

源DNA整合到本公开中确认的热点中的转化细胞建立为细胞系。本公开提供的引入外源DNA

的方法可用于生产CHO细胞或CHO细胞系。

[0120] 换言之，本公开提供了一种用于产生CHO细胞或CHO细胞系的方法，其中该方法包

括将编码目标多肽的外源DNA选择性地引入到由NCBI登录号NW_003614838.1确认的CHO细

胞基因组中的区域中。本公开的方法还可另外包括确定引入的外源DNA的表达水平并比较

确定的表达水平。比较表达水平后，通过选择和克隆具有高表达水平的细胞，可以获得更理

想的转化细胞。可以对所有转化细胞中外源DNA的表达水平进行排序，可以选择包括在例如

前20％、或10％、优选8％或更优选5％中的转化细胞作为理想的转化细胞。

[0121] 当编码产生信号的多肽的DNA用作外源DNA时，可以通过以信号强度为指标比较表

达水平来筛选转化细胞。产生信号的多肽包括绿色荧光蛋白(GFP)及其衍生物。或者，选择

标记可用作外源DNA。使用选择标记时，可以在适合该标记的培养条件下培养CHO细胞，也可

以选择在本发明确认的热点中引入了外源DNA的CHO细胞。也可以连接整合到来供体载体的

基因组中的编码选择标记、产生信号的多肽等的核酸/多核苷酸以形成DNA盒。

[0122] 在本公开中，“着陆架”是包含上述“DNA盒”的DNA，并且与“DNA盒”同义，因为它将

外源DNA引入到基因组中。

[0123] 根据本公开在将供体载体DNA盒引入基因组热点时，还可以向DNA盒中额外加入重

组酶的识别序列。Cre重组酶和FLP重组酶被称为重组酶。这些重组酶识别它们各自的识别

序列，loxP和FRT。因此，通过将这些识别序列添加到DNA盒的两端，由DNA盒引入的外源核

酸/多核苷酸可以通过重组反应容易且选择性地替换为另一种DNA。用不同的DNA盒重组(置

换)一旦引入基因组的外源DNA  称为交换反应。参与交换反应的重组酶选择性识别的核苷

酸序列可称为重组靶向序列。

[0124] 一旦建立，通过用编码任意外源多肽的DNA置换掺入热点的外源DNA，根据本公开

的转化细胞可以表达任意多肽。此外，在已将DNA盒引入热点并且可以高水平表达外源DNA

的转化细胞中，即使在将DNA盒中的外源DNA置换为另一种外源DNA后，也可以预期相当于置

换之前的外源DNA的高表达水平。因此，根据本公开建立的转化细胞可用作亲本细胞(主细

胞)，因为它们可用于任意多肽的生产。即，本公开提供了一种用于生产CHO细胞或CHO细胞

系的方法，其中该方法包括插入用于通过交换反应将外源DNA引入由CHO细胞的NCBI登录号

NW_003614838.1指定的基因组区域的DNA盒。

[0125] 本公开还涉及分离的 C HO细胞，其包含由引入基因组的 N C BI登录号 N W _

003614838.1指定的区域的外源DNA。在一个优选的实施方式中，本公开的CHO细胞可以包括

用于使用外源DNA引入任意DNA的重组靶向位点。即，本公开涉及分离的CHO细胞，其包含用

于通过交换反应将外源DNA引入由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域的DNA盒。
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外源DNA掺入CHO细胞保留的基因组中的特定区域可以验证，例如，通过使用包含对构成该

区域的核苷酸序列具有特异性的核苷酸序列的引物扩增作为模板的基因组DNA。如果扩增

的结果可以确认具有所需的核苷酸序列长度的产物，则可以知道CHO细胞具有整合到靶区

域中的外源DNA。

[0126] 在本公开中，“分离的”是指从其自然环境的至少一些组分中分离的细胞或细胞

群，例如基本上均质的细胞群。“基本上均质”是指细胞群中具有本公开特征的细胞数量的

频率为1/20或更高，优选为1/10或更高，更优选为1/5或更高，再更优选为1/3或更高，甚至

更优选1/2或更高，最优选1/1。此处，具有本公开特征的细胞通常定义为包含引入由基因组

的NCBI登录号NW_003614838.1确认的区域的外源DNA。

[0127] 然后将作为DNA盒掺入热点的外源DNA  替换为编码任意多肽的DNA，以产生任意多

肽。在本公开中，用于生产的多肽是任选的。例如，通过培养CHO细胞常规产生的各种多肽可

以应用于本公开。因此，本公开在某个实施方式中提供了使用CHO细胞产生多肽的方法，在

该CHO细胞中编码目标多肽的外源DNA已被引入由NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因

组区域。在本公开中，多肽的生产方法可以优选包括以下步骤：

[0128] (1)将编码目标多肽的外源DNA引入CHO细胞，其中外源DNA位点特异性地引入由

CHO细胞基因组的NCBI登录号NW_003614838.1指定的基因组区域；

[0129] (2)培养在(1)中引入了外源DNA的CHO细胞；和

[0130] (3)回收目标多肽。

[0131] 在本公开中，位点特异性引入CHO细胞基因组的NCBI登录号NW_003614838.1指定

的基因组区域的步骤是基于基因组的核苷酸序列特异性重组反应。在一个优选的实施方式

中，核苷酸序列特异性重组反应是指将外源目标DNA位点特异性引入选自基因组核苷酸序

列的靶位点。在本公开中，将外源DNA位点特异性引入基因组包括将外源DNA插入基因组。或

者，可以通过用外源DNA置换构成基因组的核苷酸序列的一部分，将目标DNA引入靶位置。

[0132] 在本公开中，一旦位点特异性引入的外源DNA可以进一步被另一种DNA置换。在热

点中引入了用于置换的重组酶识别序列的细胞作为本公开的亲本细胞(主细胞)是有用的。

[0133] 外源DNA的整合位点和定向可以通过分析亲本细胞(主细胞)或基因组中外源DNA

被编码用于生产多肽的外源DNA取代的转化细胞的基因组核苷酸序列，并根据需要与原始

基因组序列进行核对来确认。例如，当使用对构成被选为靶(整合位点)的基因组区域的核

苷酸序列具有特异性的引物通过PCR扩增基因组DNA时，可以选择性地扩增外源核酸/多核

苷酸并检测其存在。或者，可以确定扩增产物的核苷酸序列以确认外源目标核酸/多核苷酸

的引入。

[0134] 亲本细胞(主细胞)或基因组中的外源DNA已被编码用于生产的多肽的外源DNA取

代的转化细胞，可以在扩增培养后分成小部分并冷冻保存。此外，还可以评估冻存后解冻的

转化细胞的外源DNA的表达水平及其稳定性，以进一步筛选出有利于生产的转化细胞。或

者，根据本公开获得的转化细胞可以适应生产多肽的条件以获得有利于生产的细胞。

[0135] 可应用于本公开的生产方法的多肽的示例包括细胞因子、肽激素、生长因子、它们

的受体、以抗体为代表的抗原结合分子、酶等。根据需要，可以通过将编码全长或片段的多

核苷酸引入基因组来表达这些多肽。或者，它们可以与任意多肽融合。它们也可以表示为部

分修饰的分子，或多个片段被人工连接的分子。
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[0136] 引入了编码目标多肽的外源DNA的CHO细胞可以在适合CHO细胞的条件下培养。例

如，在市售的基础培养基(用于培养动物细胞的基础培养基)中培养的条件是众所周知的。

例如，已知DMEM、MEM、RPMI1640、IMDM、F10培养基、F12培养基等作为动物细胞的培养液。也

可以在培养基中加入动物血清，或在可能的情况下也可以采用无血清培养。关于特定的CHO

细胞培养条件，培养通常在气相中CO2浓度为0‑40％，优选2‑10％，在30‑39℃，优选37℃左

右的大气下进行1‑14天。或者，如果目标多肽的生产继续，则培养可以持续更长时间。在培

养期间，根据需要，可以将部分或全部培养基更换为新培养基以恢复培养基。

[0137] 可以使用作为用于培养动物细胞的各种培养装置，例如发酵罐式罐培养装置、气

升式培养装置、培养瓶式培养装置、转瓶式培养装置、微载体型培养装置、流化床型培养装

置、中空纤维型培养装置、滚瓶型培养装置、填充槽型培养装置等进行培养。

[0138] 如果目标多肽分泌到培养物中，则可以通过回收培养物上清液来回收多肽。多肽

可以被纯化成基本上纯的和均质的状态。多肽的分离和纯化可以通过应用在常规纯化步骤

中使用的分离/纯化方法来完成。例如，柱色谱、过滤、超滤、盐析、溶剂沉淀、溶剂萃取、蒸

馏、免疫沉淀、SDS‑聚丙烯酰胺凝胶电泳、等电聚焦、透析、重结晶等适当地选择和组合以适

当地分离和纯化抗体。色谱包括亲和色谱、离子交换色谱、疏水色谱、凝胶过滤色谱、反相色

谱、吸附色谱等。这些色谱使用液相色谱进行，例如HPLC和FPLC。含有Fc结构域的多肽，例如

抗体，也可以通过亲和色谱，例如蛋白A柱或蛋白G柱来纯化。蛋白A柱的示例包括Hyper  D、

POROS、Sepharose  F.F.(Pharmacia制造)等。

[0139] 实施例

[0140] 以下是本发明的方法和组合物的实施例。应当理解，鉴于上面提供的一般描述，可

以实践各种其他实施方式。

[0141] 尽管为了清楚理解的目的已经通过说明和示例的方式对上述发明进行了一些详

细的描述，但是这些描述和示例不应被解释为限制本发明的范围。在此引用的所有专利和

科学文献的公开内容通过引用明确地整体并入。

[0142] [实施例1]着陆架(Landing  Pad)质粒的制备

[0143] 创建了一个含有DNA盒的“着陆架”，该DNA盒在盒交换反应期间用作引入目标基因

的靶位置，并将其整合到质粒中(图1)。该着陆架质粒携带绿色荧光蛋白(GFP)基因作为标

记基因，用于鉴定CHO细胞基因组上的基因高表达区域。在引入着陆架质粒后，它还具有二

氢叶酸还原酶(DHFR)基因作为选择标记。被重组酶Cre识别的DNA序列(loxP1和loxP2)插入

DHFR基因和GFP基因这两个基因的两端。存在于这两个loxP之间的DHFR基因和GFP基因在盒

交换反应过程中被去除，并替换为编码负载在重组质粒上的待生产多肽的基因。在以下实

施例中，通过用抗体基因置换来尝试产生抗体。

[0144] [实施例2]重组质粒的制备

[0145] 制备了一个“重组质粒”，用于与插入到CHO细胞基因组上的着陆架的DNA盒进行盒

交换反应(图2)。重组质粒携带DHFR基因和由重链和轻链组成的抗体基因，在这些基因的两

端插入loxP。作为评价抗体，使用一种类型的IgG1抗体(mAb‑A)和两种类型的IgG2抗体

(mAb‑B、C)。每种抗体识别不同的抗原如下：

[0146] mAb‑A：GYM329/抗‑潜在肌肉生长抑制素(myostatin)抗体/IgG1；

[0147] mAb‑B：CIM331/抗‑IL‑31受体抗体/IgG2(WO  2010/064697)；
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[0148] mAb‑C：SA237/抗‑IL‑6受体抗体/IgG2(WO  2016/027859)。

[0149] 虽然图2使用了携带由一组重链/轻链组成的抗体基因的重组质粒，但重组质粒的

构型可以根据待表达抗体的类型进行适当修改，例如在双特异性抗体的情况下负载由两组

重链/轻链组成的抗体基因。

[0150] [实施例3]用于定点整合(TI)的宿主细胞的制备

[0151] 使用LONZA的Nucleofector  2b(Nucleofector是Lonza  Cologne  GmbH的注册商

标)将着陆架质粒转染到宿主细胞(CHO‑DXB11)中。用于转染的着陆架质粒用限制酶EcoRV

和SalI线性化。转染后四小时，将培养基更换为不含次黄嘌呤/胸苷的培养基，并开始细胞

的振荡培养。大约两周后，使用索尼的细胞分选仪SH800进行单细胞分选。在分选时，对具有

高GFP荧光强度的前2％内的细胞群进行分选。488nm半导体激光器用于激发GFP。对单细胞

分选的细胞进行扩增和培养，从每个细胞克隆中提取基因组DNA。使用回收的基因组DNA，利

用Bio‑Rad的QX200  Droplet  Digital  PCR系统 (Droplet  Digital是Bio‑Rad 

Laboratories,Inc.的注册商标)测量引入每个细胞克隆的GFP基因的拷贝数。以GFP基因的

拷贝数作为细胞所拥有的着陆架的拷贝数，选择其中引入了1或2个拷贝的着陆架的细胞克

隆。每个获得的细胞克隆都用作后续实验中的TI宿主细胞候选者。

[0152] [实施例4]通过盒交换反应将抗体基因引入TI宿主细胞并进行评价

[0153] 使用实施例3中建立的TI宿主细胞候选者引入抗体基因并进行评价。使用

Nucleofector  2b将携带mAb‑A抗体基因的重组质粒(H链和L链各一个拷贝)和Cre表达质粒

共同引入到每个TI宿主细胞，并进行盒交换反应。盒交换反应用包含mAb‑A抗体基因的DNA

盒取代引入TI宿主细胞基因组的DNA盒。转染后4小时更换培养基，约两周后，将没有GFP荧

光的细胞分级分离以建立源自每个TI宿主的表达抗体的细胞。此时，在盒交换反应后，无法

从一些TI宿主细胞中获得活细胞。将建立的抗体表达的细胞克隆用于两周的生产培养，并

评价抗体生产能力。结果，源自三个TI宿主(TI‑J、L和M)的抗体表达的细胞克隆在生产培养

的第14天显示出1000mg/L或更多的抗体生产量(图3)。

[0154] [实施例5]源自TI宿主的抗体表达细胞的生产能力的长期稳定性评价

[0155] 新制备携带mAb‑A抗体基因的重组质粒(H链和L链各2个拷贝)，对两个TI宿主细胞

(TI‑J和L)进行与实施例4类似的盒交换反应。将获得的抗体表达细胞克隆冷冻保存并在解

冻后进行长期传代培养约140天。在此期间，每隔约30天进行生产培养以评价细胞解冻后抗

体产生能力的变化。结果，源自TI‑J和TI‑L细胞的每个抗体表达克隆在140天的长时间内保

持高抗体产生能力，140天的平均值分别为约2400和4200mg/L(图4)。

[0156] [实施例6]使用不同抗体基因评价TI宿主细胞的生产能力

[0157] 新制备携带三种抗体基因mAb‑A、B和C(H链和L链各2个拷贝)中的每一个的重组质

粒，在TI‑L细胞上与实施例4类似地进行盒交换反应，TI‑L细胞是生产培养中抗体产生能力

最高的细胞克隆的亲本细胞。然后，分级分离没有GFP荧光的细胞，并建立三个源自TI宿主

的表达抗体的细胞。作为生产培养两周的结果，源自TI‑L细胞的抗体表达细胞对于三种不

同的抗体mAb‑A、B和C也具有高抗体产生能力(图5)。

[0158] [实施例7]着陆架整合位点的鉴定

[0159] 从TI‑L细胞中提取基因组DNA，TI‑L细胞是生产培养中抗体产生能力最高的细胞

克隆的亲本细胞。TI宿主细胞的全基因组测序使用两种下一代测序仪进行，即Pacific 
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Biosciences的PacBio  Sequel系统和Illumina的HiSeq测序系统。首先，从PacBio  Sequel

系统获得的所有读取(read)数据中提取了8个具有着陆架DNA序列的长读数，然后将其在公

共的核苷酸数据库上对CHO细胞基因组序列(CHO‑K1[ATCC]_RefSeq_2014)进行Blast搜索。

从搜索结果中，将同源性最高的基因组区域确认为着陆架质粒的整合位点，并设计了含有

着陆架的整合位点的理论基因组结构。作为将从HiSeq测序系统获得的所有读取数据定位

到设计的理论基因组结构的结果，证实它与理论一样定位到设计的基因组结构。作为鉴定

结果，着陆架插入CHOK1  RefSeq支架中注册的NW_003614838.1上的CCDC91(含卷曲螺旋结

构域蛋白91)基因(基因符号：LOC103164262)的第一内含子(SEQ  ID  NO：3)(截至2019年1

月)(图6)。CCDC91基因定位在NW_003614838.1的反义序列上。因此，SEQ  ID  NO：3的核苷酸

序列也定位在NW_003614838.1的反义序列上。此外，在CCDC91基因上游约32kbp处，存在与

小鼠基因组序列(GRCm38.p6)中CCDC91基因启动子高度同源的区域。位于以确认的整合位

点为中心的基因组序列5'侧和3'侧的5kb核苷酸序列分别如SEQ  ID  NO：1和2所示。因此，每

个核苷酸序列与着陆架的位置关系如下：

[0160] 5'‑(SEQ  ID  NO:1)‑[着陆架]‑(SEQ  ID  NO:2)‑3'

[0161] 工业实用性

[0162] 本公开提供的热点可用于TI生产转化细胞，以使动物细胞产生外源DNA。例如，当

将编码抗体的DNA引入本公开的热点时，可以高概率获得对抗体生产有用的转化细胞。
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