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研究成果の概要（和文）：本研究では、機械学習を利用して小規模な配列集団の情報から進化の方向性を示すこ
とができる進化分子工学を高度化し、複数の機能・物性が最適化したアミノ酸配列を予測できる技術を開発し
た。ラクダ科の重鎖抗体可変領域断片を対象に、発現量・標的結合性・構造安定性・ヒト性などを特性として、
100程度の変異体のそれらの特性を教師データとして機械学習で予測器を作成することによって、対象特性を同
時に最適化できる抗体医薬の開発を加速するプロセスを開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed a technology that can predict amino acid 
sequences with optimized multiple functions and properties by advancing evolutionary molecular 
engineering, which can indicate the direction of evolution from information on small variants using 
machine learning. We developed a process to accelerate the development of antibody drugs that can 
simultaneously optimize the properties of antibody by creating a predictor for camelid heavy-chain 
antibody variable region fragment using machine learning with the expression level, target binding, 
structural stability, humaneness, and other properties of about 100 variants as training data.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： 進化分子工学　機械学習　タンパク質　抗体

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオ医薬品などを中心に50兆円の市場規模をもつ機能タンパク質の機能と物性は反相関することが多い。特に
抗体へのアミノ酸配列の改変では、標的結合性と構造安定性の反相関性は社会実装において課題なることが多
い。本研究の成果は、タンパク質の複数の機能・物性を同時に最適化できる機械学習の潜在性を示すと共に、機
能タンパク質の開発課題である開発時間・労力・コストの問題解決への可能性も示すことができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
20 種類のアミノ酸が様々な順列で重合したタンパク質のアミノ酸配列が取り得る「場合の数」
(配列空間)は、生命活動に必要な多彩な機能の創出だけでなく、天然にない機能の創出も可能に
している。ノーベル化学賞となった進化分子工学では、遺伝子操作を用いて、アミノ酸配列の一
部を別のアミノ酸へ無作為に変える変異をおこなって変異タンパク質群(ライブラリー)を作製
し、その集団から目標に近い機能をもつ変異体を選択する操作を繰り返すことで、タンパク質の
機能改変や新規の機能創出を可能にしている。現在では、1010規模の変異体数をもつライブラリ
ーを作製でき、時間と設備があれば 1 万(104)程度の変異体数の配列と機能を解析(スクリーニン
グ)できる。しかし、アミノ酸配列が取り得る配列空間を考えると、1010 規模でも配列中の 8 箇
所を 20 個のアミノ酸へ無作為に変異できる程度(208=2.7x1010)である。そのため、8 箇所以上に
変異導入した場合は、ライブラリーが最適変異体を含んでいる保証がない中で限られた数をス
クリーニングすることになり、理論上の最適解の機能をもつタンパク質を探索し切れていない
ことになる。 
その背景の中、研究代表者らは近年、人工知能である機械学習を組み入れた進化分子工学の技

術を開発してきた。この技術では、陽性率が数%ある教師データがあれば、配列空間よりも格段
に小さい変異体群の情報から目標へ正しく指向していく変異体群を提案することができること
から、対象タンパク質の複数の特性(機能・物性)を同時に最適化することができると発想した。 
 
２．研究の目的 
 
高い選択性で標的分子に結合する分子標的薬の成熟操作では、標的分子へ結合し薬効を示す

シーズ抗体に対して、複数の特性を同時達成する変異導入をおこない、医薬品としての機能・安
全・安定性を向上させる。しかし、3 つの条件を同時達成できる変異導入を見つけることは難し
く、上市(市販)に至らないことが多々ある。本研究では、抗体の成熟操作を対象に、小規模な配
列集団の情報から進化の方向性を示し、目的機能をもつアミノ酸配列を予測できる技術を高度
化させて、抗体医薬の開発を加速するプロセスを開発する。 
 
３．研究の方法 
 
情報科学的手法などによって変異を導入する箇所を決定して、それら導入箇所が形成する配

列空間内に含まれる小規模な変異体集団を作製し、作製した変異体の特性を測定して教師デー
タを作成する。そして、アミノ酸配列と測定した特性の相関情報を教師データとして、アミノ酸
配列から未測定変異体に対する機能評価値を予測する機械学習をおこない、機械学習が予測し
た変異体を作製し、その特性を測定して機械学習予測の検証をおこなう。 
 
４．研究成果 
 
ラクダ科の重鎖抗体可変領域断片(VHH)を対象に、発現量・標的結合性・構造安定性を低下さ

せずにヒト型化することを試みた。まず、がん抗原を標的とする野生型 VHH(wtVHH)に配列が最
も類似しているヒト VH(hVH)をデータベースから選択し、wtVHH の CDR 配列を hVH の CDR 領域に
移植したヒト型化 VHH(hVHH)を大腸菌にて発現させたところ、単量体としてはほとんど調製する
ことができなかった。そこで、この hVHH に対して、標的結合性を低下させずに単量体として調
製できる変異導入を試みた。CDR 末端付近に隣接するフレームワーク領域(バーニア領域)から 4 
残基位置を選び、対象残基すべてに同時にランダ
ム変異させた同時ランダム変異体を 100 種程度作
製し、発現量・結合活性・熱安定性を測定した。
そして、これら実測値を各々の変異体のアミノ酸
配列と紐づけした教師データを用いて機械学習
をおこない、機械学習が予測した上位変異体を 20
種程度作製し、特性を実測した。その結果、教師
データで見られなかった hVHH よりも発現量が多
く、熱安定性が向上した変異体を取得することが
できた。さらに、20 種の中には、単量体であり、
かつ、熱安定性もヒト型化前の wtVHH と同等な熱
安定性を示す変異体が存在した(図 1)。 
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