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研究成果の概要（和文）：がん特異的に高機能型へと構造変換する二重特異性抗体の新規デザイン開発を進め
た。内部にがん特異的なプロテアーゼの認識配列を挿入することで、がん特異的な自由度の向上による高活性型
への構造変換を目指したデザインでは、プロテアーゼ消化後に活性の低下が認められた。一方、 Fc融合型二重
特異性抗体のFc領域融合部位にがん特異的プロテアーゼの認識配列を挿入することで、がん特異的に長半減期型
から高組織浸透性型への構造変換を目指したデザインでは、プロテアーゼ消化により低分子化と活性の維持が認
められた。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop novel designs for bispecific antibodies which can be 
converted into functional format around cancer tissues. First, we integrated a recognition sequence 
of cancer specific protease into bispecific antibodies to convert into flexible format with high 
therapeutic effects around cancer. However, decreases in the activity were observed. Then, we 
integrated the same recognition sequence into a hinge region of Fc-fused bispecific antibody to 
convert into the small format with high tumor penetration ability from the format with long in vivo 
half-life. This design successfully produced functional small bispecific antibody by protease 
digestion.

研究分野： 応用生物工学

キーワード： 蛋白質　がん　バイオテクノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本提案では、がん組織に送達後にがん特異的に高機能型へと構造変換する新たな人工抗体のデザイン開発を進め
た。一例として高分子量型の人工抗体の内部にがん特異的プロテアーゼの認識配列を挿入することで、がんに送
達する前は長い体内半減期を有し、送達後には低分子型へと構造変換することでのがん組織への浸透性の向上を
期待した分子の開発を行った。結果、プロテアーゼ消化により活性を維持したまま低分子化が認められた。今後
の次世代型の抗体医薬開発の一助となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
獲得免疫の中心的役割を担う抗体は、がんに対する効果的な治療薬としても利用されている

が、高分子量のタンパク質であるため動物細胞を用いて製造せざるを得ず、このことに起因す
る抗体医薬のコスト高が世界的な問題となっている。また従来型の IgG 抗体では治療効果が限
界との見方もある。低コスト化に向けては主に薬効の向上による投与量の軽減を目指した高機
能化と、がん組織への高い浸透性と安価な微生物を用いた製造を期待した低分子化の観点から
研究が進められており、前者の例としては高機能な人工抗体の開発が挙げられる。そのひとつ
である二重特異性抗体は、例えば、がん細胞と T リンパ球
を標的とした抗体を用い、両細胞間を強制的に架橋させる
ことで特異的な抗腫瘍効果が誘導され、さらに遺伝子組換
え技術を駆使することで低分子型も作製可能である(図 1)。
この低分子二重特異性抗体は高機能性と低分子性を兼ね備
えた魅力的な分子であるが、国内企業では開発自体が皆無、
海外でも実用化された例はない。完全に非天然、かつ複雑
な形態故に期待とは異なり大腸菌で必ずしも高発現ではな
く、また低分子故の短い体内半減期も問題となっている。
即ち、これらを改善・解消する低分子二重特異性抗体の新
規高機能性構造デザインは、増加の一途を辿っているがん
患者に福音をもたらす革新的な次世代型抗体医薬と成るこ
とが期待される。 

 
２．研究の目的 
申請代表者は一貫して、がん治療人工抗体の研究に従事し、

近年、特に低分子二重特異性抗体のデザインや機能評価に注力
してきたが、その開発過程で上皮増殖因子受容体(EGFR)と T リ
ンパ球上の CD3 分子を標的とした Ex3 と名付けた diabody(Db)
型の低分子二重特異性抗体が極めて効果的であることを明らか
にした(特許第 3803790 号)。またこの Ex3 を様々な観点から高
機能化を進めた結果、構造形態を Db 型から tandem scFv(taFv)
型に改変するだけで比活性が顕著に向上することを見出した
(図 2, 特許第 5082104 号)。細胞間架橋における構造的自由度の
向上が寄与したと考えられるが、その自由度の高さが大腸菌で
の調製をより困難にさせた。一方で Db 型は比較的大腸菌での調
製が容易とされているが、さらに最近同じ Db 型でも構成する各
ドメインの配置の入れ換え、即ち配向性を改変させることで、
活性のみならず発現量も増減し得ることを明らかにした(図 3, 
PCT/JP2010/05000865)。 
これらの知見を基に、発現量が最も高い配向性を有

する Db型 Ex3 を基盤に、がん組織近傍で自由度を向上
させる様な構造デザインを行うことで、高い収量と高
い活性を併せ持つ低分子二重特異性抗体の開発が可能
と考え本提案の着想に至った。具体的には、Ex3 に含
まれるリンカー配列に、がん細胞で亢進しているプロ
テアーゼの認識配列の挿入を目指した。また、低分子
二重特異性抗体の短い半減期を解消するために、Fc融
合型低分子二重特異性抗体の Fc 領域との連結部分に
プロテアーゼの認識配列を導入することで、がん組織
送達前は長い半減期と高い親和性を有し、送達後
は低分子型へと構造変換することで副作用の低減
と浸透性の向上が期待されるデザインの開発を目
指した。 

 
３．研究の方法 
(1) Db 型 Ex3 をモデルに、がん特異的プロテアー
ゼの認識配列をリンカー配列へ挿入することで、
がん特異的に高活性型へと構造変換する新
規構造デザインの開発を進めた(図 4)。 
 
(2) Fc 融合型低分子二重特異性抗体の Fc 領
域との連結部分にがん特異的プロテアーゼ
の認識配列を挿入することで、がん特異的に
長半減期型から高組織浸透性型に構造変換
する新規構造デザインの開発を進めた(図 5)。 

Fc領域
長い半減期 がん近傍で

高浸透性型に

図5長半減期型から高浸透性型へのがん特異的構造変換



４．研究成果 
(1) Db 型 Ex3 をモデルに、プロテアーゼの認識配列の
リンカーへの挿入、および切断による構造的自由度の
向上の有無を検証した。まず切断後にグルタチオンカ
ラムによりプロテアーゼそのものの除去が容易な GST
タグが予め融合されている PreSicssion Protease(GE
ヘルスケア社製)の認識配列の挿入を行った。Ex3 はリ
ンカー配列を 2 つ含むため、それぞれに挿入した分子
を作製し、大腸菌発現系により調製後、機能評価へと
進めた。結果、興味深いことにプロテアーゼの認識配
列を挿入することで、挿入前に比べがん細胞傷害活性
が向上することが明らかになった(図 6)。これは、細
胞間架橋に於いてより有利な結合角度を有することが
できたためであると考えられるが、一方で実際に
PreSicssion Protease でリンカーを切断したところ、
期待するような自由度の向上に伴う活性の向上は見ら
れなかった。しかしながらリンカー改変の意義は認め
られたため、Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)や MMP-9 など実際に多くのがん細胞で亢進
しているプロテアーゼの認識配列を導入した Ex3 の作製へと進めた。文献等を参考に、両 MMP
により認識される候補配列を 4種類選定し、同様に Ex3 の 2 つのリンカー配列に挿入した分子
を計 8種類デザインし、それぞれ発現ベクターを構築した。大腸菌発現系を用いて調製後、金
属キレートクロマトグラフィー、次いでゲルろ過クロマトグラフィーにより単量体を精製後、
機能評価へと進めた。結果、MMP の認識配列を導入することによるがん細胞傷害活性の低下は
みられなかったため、続いて市販の MMP を用いた切断検討へと進めた。電気泳動により期待通
り、MMP の認識配列特異的な切断が確認されたため、がん細胞傷害活性試験へと進めたが、期
待に反し活性の低下が認められた。Db 型 Ex3 をプロテアーゼ消化することで得られる分子は、
自由度の観点からは taFv 型 Ex3 と同等であると考えられるが、taFv 型 Ex3 とは異なり、非共
有性の相互作用により、3 つのポリペプチド鎖が会合した構造となるため、プロテアーゼ消化
が分子の不安定化をもたらしたと考えている。 
 
(2) Fc 融合型 Ex3 をモデルに、半減期の長い高分子量型から
高組織浸透型へ、すなわち高分子量型から低分子量型へのが
ん特異的な構造変換デザインを進めた。Fc融合型 Ex3 に、(1)
と同様にMMPの認識配列のFc融合部位への導入を行った遺伝
子を設計後、動物細胞用発現ベクターに挿入した。続いて、
CHO 細胞に遺伝子導入を行い、抗生剤によるスクリーニング後、
限界希釈法により安定産生株を樹立した。ローラーボトル培
養、トリプルフラスコ培養、および簡易高密度培養器を用い
た培養検討後、最も発現量の高かった培養法を用いて大量培
養後、プロテイン A カラムを用いた粗精製、次いでゲル濾過
クロマトグラフィーにより最終精製を行った。まず MMP の認
識配列を Fc 融合部位に導入したことによる機能への影響を、
フローサイトメトリーによる結合活性評価、およびがん細胞
傷害活性試験により調べた。結果、両標的細胞である EGFR 陽
性がん細胞、および CD3 陽性活性化リンパ球に対する結合活
性、がん細胞傷害活性共に十分保持していることが確認され
た。そこで、MMP による消化条件検討を行った後、切断効率の
高い条件を用いて低分子量型の Ex3 の調製を目指した。切断
後に未切断の Fc 融合型 Ex3 と切断された Fc をプロ
テイン A カラムにより取り除いた後、電気泳動を行
った結果、十分に精製度の高い低分子量型の Ex3 を
調製することに成功した(図 7)。続いて、切断前の
Fc融合型Ex3との活性比較をがん細胞傷害活性試験
により行った。Fc 融合型 Ex3 は低分子二重特異性抗
体である Ex3 を 2 分子含むため、Ex3 単独より高い
がん細胞傷害活性が期待されるが、予想に反しプロ
テアーゼ消化により調製した Ex3 は、Fc 融合型 Ex3
と同等の活性を示した(図 8)。さらに、MMP 産生がん
細胞株を用いて、がんが産生する MMP によりデザイ
ンした分子が切断されるかを評価した結果、MMP 認
識配列の導入により、切断が進行している様子が確
認できた。今後、さらに詳細な評価を行う必要があ
るが、本研究によりがんで亢進しているプロテアー



ゼの認識配列を利用した高分子量型から低分子量型へのがん特異的な構造変換デザインの可能
性が示された。 
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