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研究成果の概要（和文）：がん組織送達後に機能が向上するような二重特異性抗体のプロドラッグ化デザインの
開発を行った。がん特異的なプロテアーゼの認識配列を介して、二重特異性抗体にアミノ酸ポリマー配列の融合
を行った結果、アミノ酸ポリマーの重合度の増加に伴う、結合阻害効果の増強と、このことが寄与したと考えら
れるがん細胞傷害活性のより強い阻害も認められた。一方、プロテアーゼ消化により、このアミノ酸ポリマーを
除去した結果、結合能と細胞傷害活性共に回復することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We developed novel bispecific antibody prodrug design that improves its 
function after delivery to cancer tissue. As a result of fusion of the amino acid polymer sequences 
to bispecific antibodies via the cancer-related protease recognition site, inhibition of both 
binding ability and cytotoxic activity was observed dependent on the length of the amino acid 
polymer. In contrast, both binding ability and cytotoxic activity were restored completely by the 
removal of the amino acid polymers using the cancer-related protease.

研究分野： 応用生物工学

キーワード： 二重特異性抗体　プロドラッグ　プロテアーゼ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
二重特異性抗体をはじめ次世代抗体は強い薬効が期待される一方で副作用も懸念されている。がん組織送達後に
結合能が向上するような二重特異性抗体をデザインするために結合阻害配列の検討を行った結果、アミノ酸ポリ
マー配列を用いることが、汎用的、かつ重合度に応じて結合阻害度を制御できることが明らかになった。一方、
このアミノ酸ポリマーを除去することで結合活性の完全な回復が確認されたため、今後次世代抗体の副作用の低
減に向けた汎用的な技術となることが期待される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
抗体医薬は、がんの根治となると容易には達成できていな

い。近年認可されたキメラ抗原受容体発現T細胞 (CAR-T) 療
法は、効果は目覚ましいものの高コストと副作用が問題とな
っている。人工デザインに基づく非天然型抗体の中で最初に
認可されたのが二重特異性抗体であり、がん治療薬として
は、がん細胞と免疫細胞間の強制的な架橋を作用機序とする
デザインが、その高分子量型と低分子量型共に世界で 1件ず
つ認可されている (図 1) 。高分子量型は、従来の抗体医薬
と同様に体内滞留時間が長く、世界標準となっているプロテ
イン A を用いた精製が可能で、かつ図 2 に示すように Fc 領
域に低分子量型を複数融合させれば、高い親和性も発揮する
が、腫瘍組織への浸透性が低いという短所がある。一方、低
分子量型は、腫瘍組織への浸透性が高いが、体内滞留時間の
短さと精製に汎用されているペプチドタグの抗原性、特にヒ
スチジンタグの場合、残留金属が懸念されている。このよう
に高分子量型と低分子量型は互いに一長一短を有し、また、
がん特異的な抗原が見出されていないため、免疫細胞による
正常組織の障害が二重特異性抗体共通の問題となっている 
(図 2) 。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、二重特異性抗体の薬効の向上と副作用の低減を
目指し、高分子量型と低分子量型それぞれの問題、および共
通の問題をすべて解消しつつ長所のみ発揮する革新的なプ
ロドラッグ化デザインの開発と作用機序解析、および汎用性
の検証を目的とした。 
多くのがんで特有のプロテアーゼの生産が亢進

していることが知られている(mAbs, 7, 440 
(2015)他)。そこで、低分子量型二重特異性抗体に
がん特異的プロテアーゼの認識配列を介して、Fc
領域と抗免疫細胞抗体の結合阻害配列をそれぞれ
融合させる (図 3) 。これによりプロテイン A精製
が可能となり、また長い体内滞留時間と、がん細胞
への高い親和性、および免疫細胞への低親和性化
による正常組織の障害の低減が達成される。腫瘍
組織送達後は、がん特異的プロテアーゼにより、免
疫細胞への親和性の回復と低分子量型へと構造変
換することで腫瘍深部に浸透し治療効果が向上す
る。がん細胞に対しては見かけ上の親和性は結合
価数が減るため低下するが解離が早い方が速やか
ながん組織への浸透の点では有利である。 
 

３．研究の方法 
 
まず、(1) 長体内滞留型から高組織浸透型へのがん特異的な構造変換デザインの開発、と(2) 

T 細胞に対する低親和性型から高親和性型へのがん特異的構造変換デザインの開発、を行った後、 
(1) 、(2) を統合させることで、(3) 二重特異性がん治療抗体のプロドラッグ化デザインの開
発、を進めた。並行して、(4) プロドラッグ化二重特異性抗体の作用機序解析、を進め、さらに、
(5) 本がん特異的プロドラッグ化デザインの応用展開、を図った。 
 

４．研究成果 
 
(1) 長体内滞留型から高組織浸透型へのがん特異的な構造変換デザインの開発 
これまでに構築してきた、がん細胞表面抗原としてヒト上皮増殖因子受容体 (EGFR) と T 細

胞表面抗原として CD3 を標的とした Fc 融合型二重特異性抗体 (MAbs, 6, 1243 (2014)) 、をモ
デルに研究を進めた。がん細胞で発現が亢進しているプロテアーゼに認識される配列を Fc 領域



の融合部位に挿入させた二重特異性抗体を調製した後、
Matrix metalloproteinase (MMP) 消化を行うことで機能的
な低分子二重特異性抗体が調製できることは既にこれまでに
示している (基盤研究 (B) H27-H29) 。一方で、純度の高い
MMP は高価であり、継続的な研究開発には不向きである。そこ
で、広い基質特異性を有し MMP 活性も高いことが知られてい
る微生物由来のコラゲナーゼの代用検討を行った。結果、2 時
間のインキュベートで十分に切断されることが分かり、また、
懸念された抗体自体のデグラデーションも認められなかった
ため、以降微生物由来のコラゲナーゼを用いて検討すること
とした。 
 
(2) T 細胞に対する低親和性型から高親和性型へのがん特異
的構造変換デザインの開発 
EGFR は、がん関連抗原ではあるものの、やはり正常細胞に

も発現しており、二重特異性抗体が介する正常組織の障害が
懸念される。そこで、T細胞に対する抗体の結合を阻害するよ
うな配列の取得を目指した。抗 CD3 抗体と CD3 との共結晶構
造を基に設計したエピトープに基づく阻害配列と、阻害特異
性はないものの立体障害による阻害が期待できるアミノ酸ポ
リマーを検討するためそれぞれを融合させた抗 CD3 一本鎖抗
体 (scFv) を調製した。抗 CD3 IgG との競合試験をフローサ
イトメトリーにより行ったところ、エピトープ配列を融合し
ても抗 CD3 IgG の結合を阻害できたのに対し、アミノ酸ポリ
マーを融合することにより抗 CD3 抗体の結合阻害が弱まっ
た。即ちアミノ酸ポリマーの融合は、抗 CD3 scFv の結合を阻
害することが示された (図 4) 。さらに、バイオレイヤー干
渉法 (BLI) を用いて、アミノ酸ポリマーの融合と切断後の親
和性解析を行った。結果、アミノ酸ポ
リマーの融合による顕著な親和性の
低下と、その後のコラゲナーゼを用い
た切断による親和性の回復が確認さ
れた (図 5) 。続いて、二重特異性抗
体への融合を試みると共に、アミノ酸
ポリマーの重合度を変化させ、阻害能
との相関を検証した。結果、アミノ酸
ポリマーの重合度の増加に伴う、阻害
効果の増強と、このことが寄与したと
考えられるがん細胞傷害活性のより
強い阻害も認められた。一方、プロテ
アーゼ消化により、このアミノ酸ポリ
マーを除去した結果、結合能と細胞傷
害活性共に回復することが明らかに
なった。 
 
(3) 二重特異性がん治療抗体のプロ
ドラッグ化デザインの開発 
 (1) 、(2) を統合させるため、プロ
テアーゼに認識される配列を介して
アミノ酸ポリマーと Fc 領域を融合さ
せた二重特異性抗体を設計し動物細
胞を用いて調製した。結果、プロテアーゼ消化による低分子型への構造変換とアミノ酸ポリマー
の除去を確認することができた。 
 
(4) プロドラッグ化二重特異性抗体の作用機序解析 
 まず、使用予定のがん細胞が MMP を分泌していることを確認するため、複数のがん細胞の培養
上清と、Human MMP-2 activity assay キットを用いた評価を行った。得られた結果を基に選定
したがん細胞を用いて、プロテアーゼの認識配列を導入した二重特異性抗体の切断評価をウエ
スタンブロットにより行ったところ、切断は見られたものの、保存中に生じた自発的な切断と見
分けることはできなかった。そこで、プロテアーゼ活性を向上させるために予めがん細胞が分泌
している MMP を活性化させる必要があると考え、活性化剤を添加したところ、がん細胞の成長が
著しく阻害されることが明らかになった。今後、さらなる条件検討が必要である。一方、担がん
マウスを用いたイメージングを外挿するために、導入した配列を認識するプロテアーゼの発現



が亢進しているがん細胞を用いてスフェロイドの作製検討を行ったところ、T細胞の共存下でも
使用した細胞数に応じた径の異なるスフェロイドを調製することに成功した。そこで、蛍光標識
した二重特異性抗体を用いて浸透性評価を行ったがバックグランドが著しく高かったため、未
反応の蛍光分子を除去する必要性が示された。 
 
(5) 本がん特異的プロドラッグ化デザインの応用展開 
アミノ酸ポリマーの付加による抗体の結合阻害法の汎用性を検証するため、異なる抗体の抗

原結合部位にアミノ酸ポリマーを融合させた分子を調製後、融合による結合阻害と、アミノ酸ポ
リマーの切断による結合活性の回復を検討した。結果、抗 CD3 抗体を用いた際と同様に結合阻害
と除去後の活性回復が認められたため本手法の汎用性が示された。 
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