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研究成果の概要：本研究では、医薬開発、ナノ材料への応用の著しい加速を可能にする技術基

盤の構築を目的に、特に生体免疫系では特異的抗原性が発現し難い、細胞表面抗原、工学材料

表面に焦点を絞り、特異的抗体分子の人工選択とその機能評価を進めた。結果、新たに取得し

た抗体の人工組換えや精密機能解析に基づき、医用への展開が期待できる複数の非天然型抗体

分子の構築や、蛋白質間、あるいは蛋白質と工学材料間のバイオインターフェイスとして機能

する抗体分子の構築に成功した。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2004 年度 31,100,000 9,330,000 40,430,000 

2005 年度 19,000,000 5,700,000 24,700,000 

2006 年度 13,900,000 4,170,000 18,070,000 

2007 年度 11,100,000 3,330,000 14,430,000 

2008 年度 11,100,000 3,330,000 14,430,000 

総 計 86,200,000 25,860,000 112,060,000 

 
 
研究分野：工学 

科研費の分科・細目：プロセス工学・生物機能・バイオプロセス 

キーワード：バイオインターフェイス、ペプチド移植、マテリアル認識抗体、酸化亜鉛認識抗

体、金表面特異的抗体、高機能性非天然型抗体、無作為変異導入、ファージ提示法 

 
１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノム解析がほぼ完了し、研究の重点
は医薬品や診断技術等への具体的応用を目
指した蛋白質の構造・機能解析に移りつつあ
る。特に網羅的解析の中から得られたゲノム
情報と蛋白質の立体構造情報に基づいて、社
会的要請に応じた機能性蛋白質分子の創製
を目指した研究が重要な位置付けとなって
いる。このような中、標的分子に対して高い
特異性･親和性を持つ蛋白質分子の網羅的な
創製は、さまざまな分野での要請が極めて高

い。抗体は、そのような中で最も理想的かつ
現実的な蛋白質である。 
 
２．研究の目的 
ヒト抗体遺伝子群は天然に存在する蛋白

質の機能単位の膨大なライブラリーととら
えることができる。本研究では、抗体医薬開
発、ナノ材料への応用の著しい加速を可能に
する技術基盤の構築を目的としている。特に
生体免疫系では特異的抗原性が発現し難い、
細胞表面抗原、工学材料表面に焦点を絞り、



特異的認識抗体分子の人工選択とその機能
評価を進め、細胞表面および材料表面に存在
しうる認識場に関する知見に基づき、抗体の
人工組換えによる、蛋白質や細胞間と工学材
料間のバイオインターフェイスの人工設計
の基盤構築を目指した。 
 
３．研究の方法 

本研究では、(1)ヒト抗体分子の選択と調
製、(2)人工的分子形態の構築と利用、(3)選
択された抗体の高効率な調製系の構築の観
点から開発を進め、(1)ではさらに①ヒト細
胞表面抗原、②工学材料、③得られた抗体の
分子認識能の解析に、それぞれ焦点を絞り進
めた。抗体ライブラリーの構築や、スクリー
ニング後の配列解析、発現ベクターの確認等
にジェネティックアナライザを用いた。倒立
電動リサーチ顕微鏡は、蛍光顕微鏡用冷却
CCD カメラを搭載させ、治療抗体と材料表面
特異的抗体の両者の機能評価に、高速冷却遠
心機と恒温振とう培養機は、組換え抗体の大
量調製にそれぞれ用いて研究開発を推進さ
せた。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト抗体分子の選択と調製 
 ①ヒト細胞表面抗原：ファージ提示法と生
細胞パニングを組み合わせた新規選択手法
の確立などにより、DR5 に対する抗体の取得
や CD16 特異的抗体のヒト型化とその最適化
等、多くの成果を得たが、ここでは特筆すべ
き点として、EGFR 特異的ヒト型化抗体の最適
化と現実的な医用展開に関して記述する。詳
細は後述するが、結晶構造解析により得た情
報も加えることで、数 10 倍親和性が向上し
たクローンを複数取得することに成功した
(図 1)。この EGFR 特異的抗体に基づく
diabody(Cancer Immunol. Immunother., 53, 
497-509 (2004))は、ヒト型化、及び変異導
入によるその最適化の終了(Clin. Cancer 
Res., 12, 4036-42 (2006) 、 特 許 登
録 :3803790(2006) 、 欧 州 特 許 登
録 :03255113.7-
1222(2008))、担
がんマウス治療
実験での劇的な
効果、そして何
より世界に類を
見ない人工抗体
医薬としての可
能性が評価され、
平成 16 年 10 月
に文部科学省・
がんトランスレ
ーショナル・リ
サーチ（TR）事
業に採択された。

この TR 事業は、当該 diabody の治験薬に準
拠した製造法の開発を主としており、目標が
明確に異なるが、本研究課題の最終目標の 1
つである抗体の人工的分子形態の構築と医
用への展開が、早期に進展したことは大きな
成果であるといえる。 
 
②工学材料：SPR を用いた選択システムの

開発も進めた結果、蒸着金表面特異的抗体の
選択に成功した(図 2、J. Biol. Chem., 283, 
36031-8 (2008)、特願 2005-105155)。現在、
金属や半導体化合物に特異的に結合するペ
プチドの報告が Nature 等でなされているが、
その結合定数は 10-5～-6 M 程度でありインター
フェイス分子として十分な結合性を有して
いない。しかし、本研究で選択した金表面特
異的抗体の結合定数は 10-10M 程度と格段に強
い結合性を示し、高い特異性も確認すること
ができた。さらに、germ line では出現頻度
の低い残基への変異導入や熱安定なフレー
ムワークへの CDR 移植によって、材料インタ
ーフェイス分子としての活性と特異性を保
持しつつ抗体の安定性を向上させることに
成功した。一方で、より簡便な材料特異的抗
体の取得方法の試みとして、材料認識ペプチ
ドを CDR移植することによる機能発現を行っ
た。具体的には、様々な金属酸化物に結合す
るペプチドをファージ提示法より独自に選
択した結果、多機能セラミックスである酸化
亜鉛を用いて選択されたペプチドの結合活
性は前述の既に報告されているペプチドに
比べて結合定数が 10-7程度と非常に強く、明
瞭な材料選択性も示した(Adv. Mater. 17, 
2571-5 (2005) 、 国 際 特 許 出 願
PCT/JP2008/52917)。また、選択されたペプ
チドの C末端にシステインを導入すると、こ
れまで報告されていない室温という低温で
酸化亜鉛を合成する機能(ミネラリゼーショ
ン機能)も発現することがわかった。続いて、
抗体可変領域断片中にある 6つの CDR 領域に、
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図2金表面特異的抗体の結合試験(上)と
各種金属を用いた結合選択性の確認(下)
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図1 結晶構造解析に基づく
親和性の向上の一例



選択された酸化亜鉛認識ペプチドの移植を
行った。結果、酸化亜鉛への結合と材料選択
性の両機能が発現され、材料認識ペプチドを
用いた抗体への材料表面結合抗体の作製は
可能であることが確認された(Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 365, 751-7 (2008))。
材料特異的抗体の網羅的、かつ簡便な取得法
として、新規性が高く、独創的な手法である
といえる。 

 
③得られた抗体の分子認識能の解析: EGFR

特異的ヒト型化抗体の結晶構造解析に成功
し、ヒト型化前との比較、考察を(1)-①で記
述したような親和性の回復に生かすともに、
各変異体の熱力学的手法などを用いた精密
機能解析より、ヒト型化抗体の分子認識に関
する重要な情報を蓄積することに成功した
(J. Biol. Chem., 283, 1156-66 (2008)、
Protein Sci., 17, 261-70 (2008))。人工選
択により調製した生分解性プラスチック
(PHB)特異的抗体に関しては、薄膜加工した
PHB 膜に対しても解離平衡定数が 14 nM 程度
の高い親和性を示し、PHB 分解酵素による加
水分解を抑制する機能も有していることが
明らかになった。さらに、その結晶構造に基
づき抗原への結合に重要な相補性決定領域
(CDR)上で表面に露出しているアミノ酸残基
を対象にアラニン置換変異体を網羅的に 50
種程度作製し、PHB 薄膜への結合活性評価を
行ったところ、材料表面認識にも抗体表面に
Hot spotが存在していることが明らかになっ
た。結果、この PHB 特異的抗体の結合は、水
素結合等の積極的な静電的相互作用で行わ
れているのではなく、芳香族基を中心とした
ファンデルスワールス力やπ共役系静電的
相互作用、または溶媒和環境によるエントロ
ピー的要因によって駆動されていることが
新たに分かった(Bioconjug. Chem., 18, 
645-51 (2007))。 

 
(2)人工的分子形態の構築と利用 
上述の医用応用目指す EGFR 特異的ヒト型

化抗体に基づく diabody に関して、更なる高
機能化に向けた分子設計と構築した分子の
機能評価を行った。具体的には、極力副産物
が出来にくい形態にすること、価数の増加に
よる avidity 効果を得ること、そして ADCC
効果の誘導とプロテインAによる簡易精製を
可能とするために、ヒト Fc 領域との融合を
基盤とした複数の非天然型二重特異性抗体
を構築した結果、いずれも diabody を大幅に
凌駕する抗腫瘍効果を発揮させることに成
功 し た (J. Biol. Chem., 282, 27659-65 
(2007)、J. Immunother., 31, 752-61 (2008)、
国際特許出願 PCT/JP2006/320571)。その一例
を図 3 に示すが、これらの分子も臨床展開に
大いに期待がもたれており学術的インパク

トの高い成果といえる。一方で本研究課題の
大きな最終目標の1つであるインターフェイ
スを形成する人工バイオ分子の創製に向け
て、上述したように新たに得た抗体、情報を
最大限生かして材料特異的抗体と生体分子
特異的抗体とを組み合わせた二重特異性抗
体の構築を進めた。金表面特異的抗体とリゾ
チーム特異的抗体から成る diabody は、シリ
コン基板上にマイクロパターニングされた
金スポットへのリゾチームの自発的な固定
化能を示した。この固定化法は、室温・中性
水溶液中の金パターニングシリコン基板上
へただ単に二重特異性抗体とリゾチームを
添加するだけで、リゾチームが金スポット模
様に沿って基板上へパターニングされるも
ので、この成功は、マイクロレベル以下の蛋
白質パターニングとして利用可能な技術で
あることを示している(図 4)。以上のように、
材料表面特異的、かつ高親和な抗体を用いる
ことで、無機材料-生体分子間のインターフ
ェイス分子として十分に機能を発揮できる
という極めて先駆的な成果を得た。 

 
(3)選択された抗体の高効率な調製系の構

築 
人工組換えにより得られる抗体分子は遺

伝子工学的な手法でのみ調製が可能であり、
研究代表者等は、大腸菌で大量に発現する不
溶性顆粒から、免疫グロブリンフォールドの
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高効率再生系を確立してきた。このためこの
再生プロセスを更に整備して、選択された有
用ヒト抗体断片を大量調製し、治療・臨床検
査薬・再生医療や生体材料としての現実的利
用を目指してきた。diabody にも適用させる
ことに成功したが(Protein Eng. Des. Sel., 
10, 597-603 (2008))、抗体の可変領域断片
を基盤とする低分子抗体は、生体内でのクリ
アランスが早いという問題がある。そこで、
再生プロセスにポリエチレングリコール
(PEG)付加工程を組み込むことで、組換え蛋
白質の分散性、溶解度の向上、さらには体内
動態の改善も実現可能な新規調製プロセス
を開発した(特願 2008-126612)。一方で、前
述の通り、より少量で効果を示す次世代型の
抗体医薬の中には、Fc 領域の付加等により、
比較的高分子量の非天然型組換え抗体も含
まれている。即ち、大腸菌を用いた大量調製
系が利用困難な分子も含まれていたため、従
来の調製系に加えて動物細胞発現系、および
昆虫細胞発現系の利用も進めた。特に動物細
胞発現系に関しては遺伝子を増幅させるこ
とによる発現量の向上や、一過性発現による
迅速な調製系の検討も行い、人工抗体の用途、
形態に応じた調製系の整備を行った。 
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