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研究成果の概要（和文）：本研究では、非天然アミノ酸を用いずに、タンパク質の活性を損なうことなく、タン
パク質のN末端特異的に機能性分子を修飾する新手法の開発を行った。そして、このN末端特異的修飾法を用い
て、抗体医薬として臨床で用いられているIgG抗体に対して抗がん剤を修飾した抗体薬物複合体の新規合成法を
開発した。さらに、これらの研究過程を通じて、ケージド抗体薬物複合体の合理的な設計指針に関する知見を得
ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, a novel method for modifying functional molecules specific to
 the N-terminus of proteins while maintaining the activity of proteins without using non-natural 
amino acids was developed. By using this N-terminal-specific modification method, development of a 
novel method for synthesizing an antibody-drug conjugate in which an anticancer drug has been 
modified against IgG antibody used in clinical practice as antibody drugs was achieved. Furthermore,
 through these research processes, the findings on rational design guidelines for synthesizing caged
 antibody-drug conjugate could be obtained.

研究分野： 化学生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、抗体医薬として抗体に抗がん剤など
の薬剤を結合させた「抗体薬物複合体」が注
目されている。これは、抗体の高い抗原特異
性を利用して薬剤を疾患部位に効率よく送
達できるため、単独では生体内毒性が強すぎ
る薬剤が改めて薬剤候補となる可能性を持
っている。抗体薬物複合体は「①抗体」、「②
抗がん剤などの薬剤」、「③抗体と薬剤を連結
するリンカー配列」から構成され、複合体は
標的細胞に取り込まれた後リソソーム分解
系においてリンカー配列が分解されること
で薬剤が放出される（Acc. Chem. Res. 41, 
98-107 (2008)）。そのため、抗体薬物複合体
は標的細胞内で適切に薬剤が放出されるよ
うに設計する必要があり、現在はリンカー配
列にジスルフィド結合や標的細胞内で発現
上昇している酵素で分解される構造を組み
込み、標的細胞内で自発的にリンカーが分解
され薬剤を放出させる設計が一般的である
（Bioconjugate Chem. 21, 5-13 (2010)）。し
かし、このようなリンカー配列は血中で分解
される場合があり、標的細胞送達前に毒性の
高い薬剤が非特異的に放出されることに伴
う副作用が懸念されている（Cancer Res. 69, 
2358-2364 (2009)）。よって、標的細胞に送達
されるまでは複合体が安定かつ薬剤活性も
抑えられ、標的細胞内で確実に薬剤を放出可
能な抗体薬物複合体が開発されれば、副作用
が抑えられて高い治療効果が見込める新規
抗体医薬の開発に繋がると期待される。 
	 このような抗体薬物複合体を開発するた
めに、ケージド化合物の化学は有用である。
タンパク質や核酸などの生理活性に関わる
官能基を光分解性保護基で修飾しその生理
活性を一時的に不活性化させたケージド化
合物は、光照射により生理活性をONにする
ことができる。そこで、抗体にケージド薬剤
を連結させることで、薬剤にドラッグデリバ
リー機能を付与するだけでなく、標的細胞の
みで活性を持つ薬剤の放出を制御可能だと
着想した。 
	 一方、抗体のリシン側鎖やシステイン側鎖
にランダムに薬剤を修飾する従来法では、抗
原認識部位まで修飾されて抗原との親和性
が低下したり（ Clin. Cancer Res. 10, 
7063-7070 (2004)）、抗体の Fc部位が修飾さ
れて抗体依存性細胞傷害（ADCC）活性が低
下することが懸念される（Biochem. Soc. 
Trans. 30, 487-490 (2002)）。このようなラン
ダム修飾法に対し、研究代表者らは 4塩基コ
ドン法などの拡張遺伝暗号を用いて非天然
アミノ酸をタンパク質へ部位特異的に導入
する技術を開発してきた。さらにこの技術を
応用し、研究代表者は生細胞内で芳香族アミ
ンを有する非天然アミノ酸を導入したタン
パク質を発現させ、その芳香族アミン特異的
に化学修飾する技術を開発してきた。しかし、
生細胞内における非天然アミノ酸を導入し
たタンパク質の発現量はそこまで高くない

ことから、この技術を実用的なレベルに発展
させるためには、抗原認識部位や ADCC活性
に関与しない抗体部位に薬剤を修飾した抗
体薬物複合体の大量合成を可能にする必要
がある。さらに、非天然アミノ酸を用いずに
市販の抗体の特定部位に薬剤を修飾する技
術が開発されれば、様々な抗体に適用可能な
抗体薬物複合体の汎用的な合成法になるこ
とが期待される。 
 
２．研究の目的 
	 以上のような背景のもと、本研究では標的
細胞に送達されるまでは複合体が安定かつ
薬剤活性が抑えられ、標的細胞において光照
射によって確実に薬剤を放出可能なケージ
ド抗体薬物複合体の開発を目的とする（図
１）。 
そのためにまず、薬剤もしくはケージド薬
剤を抗体の特定部位に高効率に修飾するた
めの新手法の開発を行う。具体的には、タン
パク質の活性を損なうことなく薬剤を抗体
の N 末端特異的に修飾する新手法の開発を
進める。 
	 続いて、この部位特異的修飾法を用いて、
抗体医薬として用いられている IgG 抗体に
対して抗がん剤を修飾した抗体薬物複合体
の新規合成法の開発を目指す。さらに、抗が
ん剤に光分解性保護基を修飾し薬効を一時
的に抑えたケージド抗がん剤を合成し、IgG
抗体への部位特異的修飾についての検討も
行う。 

図１．ケージド抗体薬物複合体 
 
３．研究の方法 
（１）タンパク質のN末端特異的修飾法の開発 
これまでの研究を通じて、アルデヒド誘導
体を用いることでタンパク質やペプチドのN
末端特異的な機能性分子の修飾が可能にな
るだろうと着想した。そこで、N末端特異的
修飾法を構築するために、機能性分子として
蛍光標識アルデヒドを化学合成し、弱酸性条
件下で市販の IgG 抗体と還元剤を混合し還
元的アミノ化反応を行った。IgG抗体への蛍
光基の修飾は、電気泳動および質量分析で評
価した。さらに、蛍光標識 IgG抗体に対して
抗原を添加し蛍光スペクトル測定を行うこ
とで、抗原の結合に伴う蛍光強度変化を測定
した。 
 
（２）N末端特異的に抗がん剤を修飾した抗
体薬物複合体の開発 
	 上記のタンパク質の N 末端特異的修飾法
を用いて、IgG抗体のN末端特異的に抗がん
剤を修飾した抗体薬物複合体の合成を行っ
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た。まず、抗がん剤Monomethyl auristatin 
F（MMAF）の末端アミノ基に対して、末端
アルデヒドを有する PEG リンカーを連結さ
せた抗がん剤アルデヒドを化学合成した。そ
の後、抗体医薬であるハーセプチン抗体（抗
Her2 IgG 抗体）とともに弱酸性条件下で混
合し還元的アミノ化を行った。反応液を電気
泳動で分離し CBB 染色を行うことで、抗が
ん剤の修飾効率を評価した。 
	 さらに、光照射によって抗がん剤の放出を
制御可能なケージド抗体薬物複合体の合成
を目指して、ケージド抗がん剤の合成を行っ
た。光分解性保護基として光分解効率が優れ
た 6-Bromo-7-hydroxycoumarin-4-ylmethyl
基（Bhc基）を用い、Bhc基の 4位に抗がん
剤 MMAF を修飾し、7 位に末端アルデヒド
基を持つ PEG リンカーを修飾したケージド
抗がん剤の合成を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）タンパク質のN末端特異的修飾法の開発 
	 非天然アミノ酸を導入したタンパク質を
得るためには遺伝子から発現させることが
必要となるが、市販のタンパク質やペプチド
に対する部位特異的修飾法が開発されれば
汎用性・実用性の高い技術になると期待され
る。そこで、修飾時の反応液の pHを制御す
ることで、タンパク質やペプチドのN末端特
異的な修飾が達成することを試みた。つまり、
N 末端アミノ基の pKa 値（7〜8）はリシン
側鎖の pKa値（9〜10）より低いため、pH 5
程度の弱酸性条件下における還元的アミノ
化反応によって N 末端選択的な修飾が可能
になると期待される。そこでまず、リシンを
含まないHAペプチドとリシンを含むFLAG
ペプチドの 2種類に対して、弱酸性条件下に
おいて蛍光標識アルデヒドを用いた還元的
アミノ化を行った。そして得られたペプチド
をタンデム質量分析で確認したところ、両ペ
プチドとも N 末端が蛍光標識化されていた
ことから、本手法は市販のペプチドのN末端
特異的修飾が可能であることが実証された。 
	 続いて、市販の IgG抗体に対してもペプチ
ド同様に蛍光標識化を行い（図２）、反応液
を SDS-PAGEで分離後に蛍光イメージを確 

図２．IgG抗体のN末端特異的蛍光標識化と
抗原濃度依存的な蛍光応答 

認したところ、IgG抗体の重鎖・軽鎖それぞ
れが蛍光標識されていることが確認された。
その後、蛍光標識された IgG抗体をプロテア
ーゼ分解しフラグメントのタンデム質量分
析を行った結果、蛍光標識アルデヒドと抗体
の濃度比を調節することで N 末端特異的に
蛍光標識されることが確認された。さらに、
蛍光標識 IgG 抗体に抗原を添加することで、
抗原濃度依存的な蛍光強度の増大が確認さ
れたことから、本手法を用いて IgG抗体のN
末端を修飾しても抗体の活性に影響しない
ことが実証された（図２）。 
 
（２）N末端特異的に抗がん剤を修飾した抗
体薬物複合体の開発 
	 上記のタンパク質の N 末端特異的修飾法
を、抗がん剤を修飾した抗体薬物複合体の合
成に応用した。抗がん剤 MMAF のアルデヒ
ド誘導体を化学合成し（図３a）、乳がん治療
薬として臨床応用されているハーセプチン
抗体とともに弱酸性条件下で混合し、還元的
アミノ化による抗がん剤の修飾反応を行っ
た（図３b）。反応液を SDS-PAGE で分離し
CBB 染色したところ、抗体重鎖の N 末端ア
ミノ基への MMAF の修飾は確認できたもの
の、IgG抗体への修飾効率は低かった。この
原因について、前述の研究では低分子の蛍光
色素を用いたのに対し、MMAF アルデヒド
はペプチド程度の中分子であることが反応
効率に影響したためと推測した。 

図３．(a) 抗がん剤アルデヒドの構造、(b) N
末端特異的に抗がん剤を修飾した抗体薬物
複合体の合成 
 
そこで修飾条件の最適化を MMAF アルデ
ヒドに近い分子量の PEG アルデヒドを用い
て進めたところ、反応効率が低下すると考え
られる 0 ºC以下の低温において、IgG抗体の
N末端特異的修飾反応が促進されることを発
見した。これは凍結濃縮効果によって修飾反
応が促進したと推測しており、引き続き検証
を進めている。一方、0 ºC以下の低温で修飾
反応を行うことによる IgG 抗体の活性への
影響を調べるために、前述の IgG 抗体の N
末端特異的蛍光標識化を低温で行ったあと
に抗原を添加し蛍光スペクトル測定したと
ころ、抗原濃度依存的に蛍光強度が増大した
ことから、IgG抗体の抗原結合活性は保持さ
れていることが確認された。よって、新たに
発見した低温条件下における N 末端特異的
修飾反応は、IgG抗体の活性に影響を与えな
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いことが示された。 
	 続いて、これまでに化学合成した MMAF
アルデヒドに光活性化機能を付与するため、
光分解性保護基である Bhc 基の 4 位に
MMAF を、7 位に末端アルデヒド基を持つ
PEG リンカーを修飾したケージド抗がん剤
の合成を試みた。ケージド抗がん剤の合成は、
MMAFアルデヒドを用いた IgG 抗体の修飾
反応条件の結果をケージド抗がん剤の設計
に反映させながら進めているため、引き続き
新たな設計に基づいたケージド抗がん剤の
合成を行い、今後、IgG抗体への修飾および
光反応性の評価を行う予定である。 
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