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研究成果の概要（和文）：中和抗体を生じず生体内で安定に存在できる鏡像抗体様分子の創製を目指して、鏡像
ナノボディの探索プロセスを構築した。ナノボディの合成経路と活性型タンパク質を取得するフォールディング
条件を確立し、化学合成により調製した鏡像ナノボディが低免疫原性の抗体様分子として有用であることを明ら
かにした。MCP-1の鏡像型タンパク質（D-MCP-1）を化学合成し、D-MCP-1の生物活性を解析する手法を確立する
とともに、MCP-1に作用する鏡像ナノボディを探索するスクリーニングを実施した。

研究成果の概要（英文）：Novel screening process was established for development of mirror-image 
nanobodies with resistance against proteolytic degradation in antigen-presenting cells. We 
demonstrated that the synthetic nanobodies, which were prepared via chemical synthesis followed by 
folding under appropriate conditions, would be a promising antibody-like scaffold with less 
immunogenicity. We also established a protocol using synthetic evasins for functional analysis of 
synthetic D-MCP-1. Using the resulting bioactive D-MCP-1, screening experiments were conducted.

研究分野： 創薬化学

キーワード： スクリーニング　抗体様分子　鏡像型タンパク質　創薬　モダリティ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体やサイトカインを用いた治療ではこれらの薬剤に対する抗体出現が認められ、副作用が生じたり治療効果が
徐々に減弱することが知られている。本研究で化学合成プロセスを確立した鏡像ナノボディは、通常のナノボデ
ィで認められる免疫原性の課題を解決しており、今後の創薬研究において有用な抗体様分子として活用すること
が期待される。鏡像型evasinを用いた機能評価系は、ケモカイン類の鏡像型タンパク質の生物活性・機能評価な
ど幅広い応用が可能である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ペプチド化学の技術進歩に伴い、数百残基程度までのタンパク質の化学合成が実現できるよ

うになった。これにより、D-アミノ酸からなる鏡像型タンパク質の調製が可能になり、タンパク
質の機能解析のための新しい技術が開発されている。創薬科学の領域では、医薬品の標的タンパ
ク質の鏡像体（鏡像型標的タンパク質）を化学合成し、これをディスプレイ技術に利用する鏡像
スクリーニングが試みられている（文献①②）。我々は、この鏡像スクリーニングの概念を天然
物ライブラリーに応用し、天然物の鏡像化合物群から医薬品シーズを探索する新しい手法の開
発に取り組んできた（文献③～⑥）。この探索プロセスでは、「標的分子の鏡像型タンパク質」と
「ヒット化合物の鏡像体」の 2 つの化合物だけを化学合成することにより、天然物の全鏡像体を
天然型タンパク質に対してスクリーニングすることと同等のことが実現可能である。こうした
背景のもと、我々は、中和抗体を生じず生体内で安定に存在できる鏡像抗体様分子の創製を目指
して、鏡像スクリーニングの概念を抗体様分子と呼ばれる小型タンパク質に拡張する計画を立
案した。 
 
２．研究の目的 
抗体やサイトカインを用いた治療では、これらの薬剤に対する抗体（抗薬物抗体や中和抗体）

の出現が認められる。これに伴い、特に長期間投与を必要とする薬剤において、副作用が生じた
り治療効果が徐々に減弱するなどの影響が出ることが知られている。これらは、免疫細胞中にと
り込まれた抗体やサイトカインがペプチダーゼによる分解を受け、抗原提示細胞上の主要組織
適合遺伝子複合体上に提示されることによる。一般に、すべての配列が D-アミノ酸からなるペ
プチドやタンパク質（鏡像型ペプチド・鏡像型タンパク質）は、L-アミノ酸からなる一般的なペ
プチド・タンパク質と比較して、ペプチダーゼの基質になりにくく、生体内での安定性が高い。
我々は、抗原に結合する最小のドメイン構造からなる抗体様分子の鏡像型タンパク質（鏡像抗体
様分子）を探索・作成する技術が確立できれば、標的分子に対する高い結合親和性と低い免疫原
性の両方を兼ね備えた機能性分子となると考えた。本研究では、医薬品シーズの新しいモダリテ
ィとして注目されているナノボディの化学合成法を確立するとともに、免疫調節剤として利用
可能なケモカイン機能調節剤の探索研究を通して、鏡像ナノボディの探索プロセスの構築を試
みた。 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質の化学合成と活性型タンパク質の取得：一般的な Fmoc 固相合成法と native 
chemical ligation（NCL）法を利用して、L-アミノ酸からなるタンパク質（天然型）の合成法を
確立した。これにより得られたサンプルを利用して、各種フォールディング条件などを検討し、
活性型タンパク質を取得した。この際、合成中間体の取り扱い（化学合成効率・精製効率）を簡
便にするために、合成プロセスや精製方法などを精査した。続いて、確立した合成プロセスを用
いて、D-アミノ酸から鏡像型タンパク質を化学合成した。 

(2) 活性型タンパク質の機能評価と生物活性評価系の構築：適切なフォールディング条件によ
り取得した各種活性型タンパク質とその鏡像型タンパク質の二次構造・高次構造の対称性は、CD
スペクトル解析により確認した。また、表面プラズモン共鳴（SPR）解析などにより標的分子と
の結合親和性を評価し、組換え体のタンパク質と同等の品質であることを確認した。これらの確
認を経て、適切なプローブ分子などを利用した生物活性評価系を構築した。 

(3) T7 ファージを用いたナノボディ提示システムの構築：活性型ナノボディを T7 ファージ上で
提示するシステムを構築した。ナノボディに含まれる 3 つの相補性決定領域（CDR）のうち、抗
原決定に最も重要な、ループ構造で多様性に富む CDR3 のアミノ酸をランダムに置き換えたライ
ブラリーを作製した。また、研究の進捗にあわせて、CDR1～CDR3 の各配列にランダム化配列を
導入したナノボディライブラリーを設計・作製し、スクリーニングの最適化・効率化を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) ナノボディの化学合成法の確立：緑色蛍光タンパク質（GFP）に結合する GFP ナノボディを
モデルとして、段階的な NCL による化学合成プロセスを確立した。ナノボディのアミノ酸配列の
うち立体構造の形成に寄与する高度に保存された共通構造をあらかじめ構築後、ファージディ
スプレイにより同定される構造部分に活性配列を最後の工程で導入可能な合成経路を計画した。
すなわち、ファージディスプレイにおけるランダムアミノ酸部位をナノボディのC末端側のCDR3
に設定し、CDR3 を含む配列を最終工程で導入することとした。 
C 末端に His タグを配置した GFP ナノボディ（122 残基）を 4 つのペプチドセグメント（Fr1～

Fr4）に分割し、各セグメントを Fmoc 固相合成法により合成した。続いて、得られたペプチドセ
グメントを用いて、ペプチド鎖の連結を検討した。まず、2つの中間セグメント Fr2 及び Fr3 を
NCL により連結した後、脱硫反応による Cys から Ala への変換と N 末端の Cys 残基の側鎖保護基
を脱保護することで、Fr(2-3)を得た。続いて、N 末端セグメント Fr1 と Fr(2-3)を NCL により連



結し、Fr(1-3)を得た。最後に、CDR3 のランダム部位に相当する配列を含む C 末端セグメント Fr4
と Fr(1-3)を NCL により連結し、GFP ナノボディの全長配列を取得した。得られた全長配列を適
切なフォールディング条件に付すことにより、活性型 GFP ナノボディを得た。同様のプロセスに
より、D-アミノ酸を用いて D-GFP ナノボディを化学合成により取得した。 

上述の GFP ナノボディの化学合成プロセスでは、Fr2 と Fr3 の NCL による連結部位として CDR2
中の Ala を利用しており、ファージディスプレイに利用する際に CDR2 をランダム化しない条件
では汎用性が高い合成プロセスとなる。一方で、CDR2 をランダム化する必要がある場合や、GFP
モノボディとは異なる配列を共通構造として利用する場合には、合成上の支障が生じる可能性
がある。このため、新たに PMP12A2h1（caplacizumab の単量体）の化学合成プロセスの確立に向
けた検討を行った。GFP ナノボディの際と同様に PMP12A2h1（128 残基）を 4 つのセグメントに
分割し、それぞれ Fmoc 固相合成法により取得した。Fr2 と Fr3 の NCL は GFP ナノボディの合成
とは異なる部位で行い、生じた Cys 残基の脱硫反応により Ala へと変換することで Fr(2-3)を得
た。引き続き、Fr(2-3)に Fr1 と Fr4 の順に NCL により連結し、目的の PMP12A2h1 を得た。各ペ
プチドセグメントや NCL 後の合成中間体の収率や精製効率は、共通配列や CDR 上の配列に応じ
て異なり、化学合成にあたっては配列に応じた条件の設定が必要であることが判明した。 

以上の検討により、ナノボディの化学合成プロセスを確立し、鏡像ナノボディを化学合成する
ための技術基盤を確立した。 

 
(2) 鏡像ナノボディの特性解析：化学合成により調製した L-GFP ナノボディと D-GFP ナノボデ
ィの構造・機能解析を行った。それぞれの CD スペクトル解析を行ったところ、対称型のスペク
トルを示し、D-GFP ナノボディが L-GFP ナノボディの鏡像型の構造をとっていることが示唆され
た。また、化学合成品の L-GFP ナノボディについて、水晶振動子マイクロバランス（QCM）解析
により GFP への結合親和性を評価したところ、組換え体の文献値とほぼ同等の結合親和性を示
した。また、D-GFP ナノボディは GFP への結合を示さず、化学合成品が立体選択的に GFP を分子
認識することを確認した。 

引き続き、化学合成 GFP ナノボディの免疫原性を比較評価した。L-GFP ナノボディもしくは D-
GFP ナノボディのいずれかをアジュバント存在下でマウスに 3 回免疫し、初回免疫後 28 日目に
採取した血清に含まれる抗薬物抗体の産生量を定量した。L-GFP ナノボディ投与群からは顕著な
抗薬物抗体の生成が確認された一方で、D-GFP ナノボディ投与群では抗薬物抗体の検出がほぼ認
められず、鏡像ナノボディは抗薬物抗体の生成を低減できる抗体様分子であることが示唆され
た。 

以上の検討により、鏡像ナノボディは天然型ナノボディの鏡像の構造・機能を有しており、低
免疫原性の抗体様分子となり得ることを明らかにした。 

 
(3) ケモカイン MCP-1 の鏡像型タンパク質の合成と機能評価：Monocyte chemoattractant 
protein 1（MCP-1/CCL2）は、炎症や線維化に関与するケモカインであり、この機能阻害剤は免
疫系の重篤な疾患に対する治療薬としての応用が期待されている。MCP-1 に作用する鏡像ナノボ
ディの探索を目指して、鏡像スクリーニングに必要となる D-MCP-1 の化学合成を行うとともに、
D-MCP-1 の機能評価系を確立した。 

まず、MCP-1（76 残基）は、既報の合成プロセスに改良を加え、2 つのペプチドセグメントの
NCL により合成した（文献⑦）。MeNbz 基を有する N末端セグメントを MPAA 存在下 C末端セグメ
ントとの NCL に付すことで MCP-1（還元型）を取得した。続いて、空気酸化条件でジスルフィド
結合の形成を行い、活性型 MCP-1（L-MCP-1）を得た。鏡像型タンパク質（D-MCP-1）も同様のプ
ロセスにより化学合成し、ファージディスプレイスクリーニングなどに用いる各種標識体もあ
わせて化学合成した。得られた L-MCP-1 と D-MCP-1 は対称型の CD スペクトルを示し、想定した
鏡像型標的タンパク質が取得できていることが示唆された。 

MCP-1 の標的分子は 7 回膜貫通型受容体 CCR2 であるが、膜タンパク質の鏡像型タンパク質を
化学合成・再構成することは困難であり、別の手法による D-MCP-1 の機能評価が必要であった。
我々は、マダニ由来のタンパク質 evasin がケモカインを認識するとの知見を参考にして、これ
を活用した D-MCP-1 の機能評価系を確立した（文献⑧）。Evasin に含まれる 10 個の Cys 残基の
うちの 3 か所を NCL 部位として設定し、4 つのペプチドセグメント（Fr1～Fr4）を Fmoc 固相合
成法により合成した。続いて、C 末端側からの段階的な NCL による evasin の構築を検討した。
Fr3 の MeNbz 基をチオエステル型に変換して Fr4 との NCL に付した後、N 末端の Cys 保護基を脱
保護することで、Fr(3-4)を取得した。引き続き、Fr2 を Fr(3-4)との NCL に付した後、N 末端の
Cys 保護基を脱保護することで Fr(2-4)を得た。最後に Fr1 との NCL により evasin 全長配列を
構築し、空気酸化条件で処理することにより、ジスルフィド架橋を形成した活性型タンパク質を
得た。D-evasin も同様のプロセスにより取得した。D-MCP-1 の L-evasin 及び D-evasin に対する
結合活性を SPR 解析により評価した。D-MCP-1 は D-evasin のみに結合活性を示し、L-evasin に
対する結合は認められなかった。 

以上のことから、鏡像スクリーニングに利用する D-MCP-1 を取得するとともに、D-MCP-1 の分
子認識が立体選択的であり、この評価のために evasin の利用が有効であることを明らかにした。 

 
(4) D-MCP-1 を用いた鏡像スクリーニング：上述のプロセスで取得した D-MCP-1 を利用してファ



ージディスプレイによる鏡像スクリーニングを実施した。CDR3 にランダム化配列を配置したナ
ノボディを提示する T7 ファージライブラリーを作成し、D-MCP-1 に結合活性を示すナノボディ
の配列を探索した。対照として、分子認識の立体選択性を確認することを目的とした L-MCP-1 と、
標的分子に対する分子認識の特異性を確認することを目的とした GFP を利用し、D-MCP-1 のみに
結合活性を示すものをヒット配列として定義することとした。スクリーニング条件として、プレ
ートの種類、プレートへの D-MCP-1 の固定化方法（標的分子に付すタグの種類）、ブロッキング
条件、接触時間、洗浄方法・条件、などを検討した。しかしながら、D-MCP-1 に対して特異的に
作用する配列を含むファージクローンを濃縮・取得することは困難であった。対照として用いた
GFP に対して結合活性を示すクローンは取得できたためファージライブラリー自体には問題が
ないものの、L-MCP-1 への結合活性を示すクローンも取得できなかったことから、これまでに調
製した T7 ファージライブラリーを用いて MCP-1 に作用するナノボディを取得することが困難で
あることが示唆された。 

現時点までに検討を行ったファージライブラリーでは、D-MCP-1 に対して結合活性を示すナノ
ボディを取得するには至っていない。現在、他の手法を用いて D-MCP-1 に作用するナノボディの
探索を進めており、引き続き免疫機能調節剤の探索に向けた検討を行う予定である。 
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