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研究成果の概要（和文）：独自に開発したトリプトファン選択的タンパク質修飾反応を用いた、均質性の高い抗
体ー薬物複合体の合成と活性評価を目標とした。その結果、keto-ABNOと抗がん剤を結合させた分子を、薬物／
抗体比を制御して、抗体に対して結合することに成功した。これらの活性を評価したところ、抗体に結合する抗
原を発現したがん細胞に対して毒性を発現することを見いだした。以上の成果から、トリプトファン結合型抗体
ー薬物複合体は均質性高く合成することが可能で、新規な抗がん剤として高い潜在性を有していることを示すこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：The goal of this project was to synthesize highly homogeneous antibody-drug 
conjugates (ADC) using the originally developed tryptophan-selective protein modification reaction 
and evaluate their activities. We synthesized keto-ABNO covalently bound to an anticancer drug. The 
molecules were conjugated to an antibody to produce ADCs with a controlled drug / antibody ratio. 
Those tryptophan-ADCs were toxic to cancer cells expressing antigens that bind to the antibody. It 
was shown that the tryptophan-ADCs can be synthesized with high homogeneity and has high potential 
as a novel anticancer agent.

研究分野： 有機合成化学

キーワード： 抗体ー薬物複合体　トリプトファン　抗がん剤　ラジカル　官能基許容性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
副作用が低く、効果が高い抗がん剤の開発が広く望まれている。強い細胞毒性を持つ分子を抗体に結合させて、
毒をがん細胞選択的に送り込む抗体ー薬物複合体は、そのような抗がん剤であると注目されている。従来の合成
法では、抗体の様々な位置に不均質の結合数で薬物が結合した抗体ー薬物複合体しか作れなかった。一方で、
我々が開発した方法を用いると、特定の位置に数を定めて抗体ー薬物複合体を合成できるようになった。この新
しい抗体ー薬物複合体は、抗がん効果を示すことを明らかとした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

タンパク質製剤は、低分子医薬品の欠点を補う次世代医薬の鉱脈である。タンパク質の発現・
精製技術の進歩により、近い将来に多くのタンパク質がより安価に製造できるようになること
は間違いない。また有機合成化学や分析化学の進歩に牽引されて、化学者が扱える分子サイズや
構造複雑性は大幅に増大している。しかし、有機分子や低分子医薬と同レベルでタンパク質を自
由自在にデザインし、デザインに合わせて構造変換する合成技術を人類は未だ手にしていない。 

タンパク質化学修飾の分野は未だ黎明期にあり、大きな展開や応用の可能性を秘めているが、
一方で創薬分野においては今のところ期待したほどの成果が無いように感じられる。その一因
は、タンパク質修飾反応の種類が乏しいことにある。分野の飛躍的発展とそれに基づく疾病克服
や人類の福祉への貢献のためには、反応や触媒の開発といった基礎化学からの取り組みにより、
タンパク質修飾反応の種類や精度を格段に向上させることが必要不可欠な段階に来ている。創
薬における波及効果の大きさを鑑みると、我が国の化学系薬学はこの新しい潮流の後塵を拝す
ることなく、基礎と応用の両面で主導権を握りながら分野を開拓していくことが極めて重要で
ある。 

その医薬的具現化として、タンパク質修飾反応によって抗体に低分子医薬を結合させた抗体-

薬物複合体(antibody-drug conjugate, ADC)が挙げられる。次世代型抗ガン医薬品として有望視さ
れている医薬モダリティだが、現在までに市販されている全ての ADC はリジン(Lys)およびシ
ステイン(Cys)修飾法に頼る都合、不均質混合物を与えてしまい、薬効制御・品質管理面での課題
が残されている。また ADCの均質性向上が体内動態と薬効に大きなインパクトをもたらす事実
は、各種基礎研究を根拠に業界のコンセンサスとなっている。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、従来は不可能であった反応位置および精度でのタンパク質構造変換を可能とす
る化学触媒・反応剤を創製し、タンパク質の構造展開を基盤とした新機能創出を目的とする。よ
り具体的には、独自開発したトリプトファン（Trp）選択的タンパク質修飾反応を応用し、均質
性を高めた抗体-薬物複合体 (均質 ADC)の開発を目指す。  

 

 

３．研究の方法 

疎水性アミノ酸残基である Trp は Lys などの親水性残基に比べて抗体表面露出数が少ない
ため、Trp を薬物担持修飾の標的にすることができれば、ADC の均質性を簡便に高めることが
できると考えた。そのような ADCを合成し、機能実証を行う形で上述の目的達成を目指すこと
にした。たとえば市販 ADCである Kadcyla（Lys 修飾法で製造）の抗体部（Herceptin）の三次元
構造を解析すると、アクセシブルな Lys は抗体表面に 80 残基以上存在する。これにランダム修
飾がかかると数百万通り以上の位置異性体が生じてしまう。一方で、表面露出する Trp 残基は 10

残基程度にとどまり、各々の溶媒接触度も大きく異なっている。Trp を修飾標的とすることで、
医薬結合数や位置異性体の分布を極少化できると考えた。また各残基の溶媒接触度差を反映さ
せた選択的修飾への展開性も期待した。 

 

４．研究成果 

1）Trp 修飾型 ADCの創製 

市販 ADC である Kadcyla との比較を念頭に置いた新規クロスリンカーの開発を行ない、抗
ガン薬物 DM1 と抗体 Trp 残基を介して連結させた新規 ADC（Trp-ADC） の製造を試みた。 

既に開発済である窒素酸化物（NOx）活性化条件を用いることで、Herceptin と抗腫瘍性分子
（DM1）のクロスリンクが進行し、Trp-ADC が高収率で合成できることが明らかとなった。ま
た Trp-ADC は、HER2 過剰発現がん細胞（SK-BR-3）に対する細胞毒性を示すことも実証され
た。Intact MS 解析およびペプチドマッピングによって Trp-ADCの構造決定を行ったところ、主



には抗体重鎖 Fc 領域に存在する Trp 残基において薬物修飾が進行していることが明らかとなっ
た。さらには Lys 修飾型 ADC と比較しても Trp-ADC は高い構造的均質性を持つことも実証さ
れた。また ELISA 実験において Trp-ADC は非修飾抗体と変わらない抗体結合能を保っており、
Trp 修飾法が抗原―抗体反応にほぼ影響を及ぼさないことも明らかとなった。 

 

2）中性条件下で実施可能な Trp 修飾法の開発と抗体修飾への応用 

上述の NOx 活性化を用いると、生成
する Trp-ADC の物性が良くないことが
判明した。これは、反応条件として弱酸
性（pH～3）が必要となっており、抗体の
高次構造に変成的影響を与えてしまう
ことに起因していると考えた。そこで中
性 pH 条件で進行する反応条件の探索を
行った。 

その結果、電極酸化による反応剤活性
化を適用することで、タンパク質への
Trp 修飾反応が中性 pH 条件で進行する
ことを見いだした。より具体的には、ガ
ラス状炭素を作用極・対極とし、4-oxo-

TEMPO を電解メディエータとした定電
位電解を行うことで、PBS バッファ
（ pH7.4）中での抗体への蛍光分子
（FITC）修飾が可能となった。 

またこの電解条件検討の最中に、
TEMPO オ キ ソ ア ン モ ニ ウ ム 体
（TEMPO+）を活性化剤として加えるだ
けで反応が進行することも明らかとなり、電解セットアップを必要としない簡便な抗体修飾プ
ロトコルを併せて確立することにも成功した。 

現在はこの改良条件を用いる ADC製造および安定性試験を遂行中である。 

 

3）Trp 修飾法を用いる抗体―葉酸コンジュゲートの創製と Fab 非依存型 ADCC 活性の確認 

がん細胞には葉酸受容体の発現が亢進していることから、葉酸分子はがん細胞ターゲティン

グ分子として古くから検討されてきた。抗体―葉酸コンジュゲートは葉酸を介するがんターゲ

ティング能を示しつつ、抗体の Fc エフェクター能（たとえば ADCC 活性）を発揮し、がん細胞

選択的な医薬機能を発揮する新たなモダリティになることが期待される。しかしながら Lys 修

飾法を用いた製造を行うと、エフェクター能に関与する領域がランダム修飾によって毀損され

てしまい、ADCC活性が大きく減ぜられてしまう。Trp 修飾法も Fc 領域への修飾を行うが、ADCC

活性に必要な FcγRIIIa 認識領域と異なる部位が修飾点として選ばれていた。この点に着目し、

Trp 修飾を用いて抗体―葉酸コンジュゲートを作成すれば、ADCC 活性の毀損を最小限に抑えた

医薬モダリティ創製が行えると期待した。 

 反応剤と葉酸分子を PEG リンカーで連結した反応剤を新たに合成し、Trp 修飾反応に附すこ

とで anti-CD20 抗体―葉酸コンジュゲートを合成した。IGROV-1 細胞（FRα+, CD20-）にコンジ

ュゲート分子をアプライし、NK 細胞による ADCC 活性を評価したところ、抗原欠損型細胞を標

的とするにも関わらず、ADCCによる細胞死が確認された。また各種対照実験により、コンジュ

ゲート分子は葉酸を介して Fab 非依存的に IGROV-1 細胞と結合していることも確認された。Trp

法は Lys 修飾法に比べてピンポイントな修飾が施されるため、タンパク質機能毀損を回避しう

る点でも優位性を持つことが実証できた。 
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