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研究成果の概要（和文）：抗HER2 affibodyと改変ストレプトアビジン（Cupid）との融合タンパク質の製造方法
を確立し、光増感剤Psyche Ax-SiPcをペイロードとして、HER2陽性細胞に薬物を送達でき、濃度・光照射依存的
な細胞傷害性と動物モデルでの治療効果を実証した。次に、抗HER2 VHH抗体と改変ストレプトアビジン
（Cupid）との融合タンパク質の製造方法を確立し、制がん剤Duocarmycin-PsycheをペイロードとしてHER2陽性
細胞に薬物を送達でき、細胞内在化により細胞内への薬物送達が可能でありその細胞傷害効果を細胞レベルで、
また治療効果を動物レベルで示した。

研究成果の概要（英文）：We established a method for producing a fusion protein of anti-HER2 affibody
 and modified streptavidin (Cupid) and demonstrated that the drug could be delivered to 
HER2-positive cells using the photosensitizer Psyche Ax-SiPc as payload, with concentration- and 
light-radiation dependent cytotoxicity and therapeutic effects in animal models.
Next, we established a method to produce a fusion protein of anti-HER2 VHH antibody and modified 
streptavidin (Cupid), which can deliver drugs to HER2-positive cells as a payload of 
Duocarmycin-Psyche, an anti-cancer drug. We demonstrated its cytotoxic effect at the cellular level 
and its therapeutic effect by internalization of the drug into the cells. The cytotoxic effect of 
Duocarmycin-Psyche was demonstrated at the cellular level, and the therapeutic effect was 
demonstrated at the animal level.

研究分野：抗体工学

キーワード： ドラッグデリバリー　VHH抗体　光増感剤　デュオカルマイシン　巻き戻し　抗体ミメティクス　affibo
dy　Cupid-Psyche
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研究成果の学術的意義や社会的意義
計算機の進歩により、VHH抗体やaffibodyなどの分子量の小さなタンパク質バインダーの計算設計が可能となっ
てきた。本研究成果により、今後、計算設計されたタンパク質バインダーについて各種ペイロードを用い迅速に
評価できることが可能であることが示された。
また、多種の標的に対し多種のペイロードを送達できるシステムは、今後の精密医療の社会実装にとって重要な
役割を果たすと考えられる。また、精密医療が医療経済に大きな影響を与えるのと同様にCupid-Psycheシステム
の社会実装も医療経済に大きな影響を与えると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
再発や転移を伴う進行がんに対する副作用の少ない治療薬の開発は重要な課題である。がん

の分子標的は明らかになりつつあるが、がん細胞は表現型を変化させるため、根治させる効果的
な治療が難しい。従来の抗がん剤は副作用が多く、抗体医薬品はコストに対する効果が限定的だ
ったため、新しい治療法が求められていた。そのため、既存の抗体医薬品に代わるものとして、
抗体薬物複合体(antibody drug conjugate; ADC)が開発され一定の治療効果を示している。 

 
我々は、がん細胞へ的確に薬物を送達するために、ストレプトアビジン-ビオチン系をベース

にした Cupid-Psyche システムを開発した。Cupid は、免疫原性が低く、天然ビオチンとの親和
性がない改変ストレプトアビジンで、ビオチン改変体である Psyche 化合物と非共有結合による
高い親和性を持つ。Psyche には、放射性同位元素、光増感剤、制がん剤を化学的に結合できる。
がん細胞表面抗原を認識する部位を持つ Cupid に Psyche ペイロード化合物を非共有結合で結
合し薬物をがん細胞に送達する仕組みである（文献１参照）。 

 
 Cupid には IgG 抗体由来の一本鎖抗体（single chain Fv; scFv）を融合させて大腸菌で製造し
ていたが収量の低さが問題であった。このことから、分子量が大きくかつ構造が複雑な scFv で
なく、分子量が小さく構造が複雑でない VHH 抗体や affibody などの抗体ミメティクスを利用
し大腸菌での製造方法の研究を行なった。 
 
２．研究の目的 

 
本研究は HER2 を高発現しているがん細胞への薬剤送達方法の設計し、合成方法を確立する。

同時にこれらを用いた治療効果の検討をする。 
 

（１）抗体-Cupid の低分子化：現行の Herceptin 由来の scFv(26 kDa)よりも分子量が小さい、
HER2 を認識する nanobody (12 kDa)や affibody (6 kDa) との Cupid 融合体 の製造方法の検
証を大腸菌やその他の宿主を用いて行い、より安定的に大量の 抗 HER2-Cupid を製造する方法
の開発を進める。 
 
（２）光増感剤-Psyche の至適化：すでに得られている分子モデル計算の結果をもとにフタロシ
アニンに含まれるベンゼン環に修飾基をつけることや、リンカーの電気的な性質を変えること
により、独自開発したフタロシアニン誘導体の改良を進め、光エネルギーをより効率よく殺細胞
効果に変換できる分子の設計と合成を行う。 
 
（３）抗がん剤-Psyche の至適化：デュオカルマイシンのプロドラッグ化をすすめ、プロプロデ
ュオカルマイシンのどの位置にリンカーを結合することで細胞内での切断を効率よく起こせる
かの検討を進め、より少ない分子数高殺細胞活性高殺細胞効果を出せるような分子の選択を進
める。 
 
（４）細胞レベル POC、動物レベル POC の取得：合成された抗 HER2-Cupid と各種 Psyche 化合物
を組み合わせて細胞レベル(NCI-N87, KPL-4, SK-BR-3 細胞などを使用)での PoC の取得を進め
る。その後、HER2 発現細胞を皮下に移植したモデルマウスでの増殖抑制試験を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）抗体-Cupid の低分子化は、HER2 を認識する affibody (6 kDa)と VHH 抗体 (12 kDa)を遺
伝子的に Cupid と融合した。融合タンパク質は大腸菌で封入体として発現、精製した後に変性、
巻き戻しによる活性タンパク質の製造方法の研究を実施した。 
 
（２）抗 HER2 affibodyと Cupid の融合タンパク質を用い、ペイロードは光増感剤 Psyche Ax-
SiPc を用い、細胞レベル、動物レベルでの細胞殺傷効果を明らかにする研究を行なった。抗 HER2 
affibody-Cupid と Psyche Ax-SiPc は事前にチューブ内で混合して複合体形成をさせた。この複
合体を培地に加え希釈系列を調製、細胞へ添加し 690nm の光照射の有無で細胞傷害性の解析を
実施した。また、HER2 高発現乳がん細胞株 KPL-4 を皮下移植したゼノグラフトモデルマウスに
事前に体外で調製した複合体 150 マイクログラムを尾静脈投与し光照射による治療効果の検証
を実施した。 
 
（３）抗 HER2 VHH 抗体と Cupid の融合タンパク質を用い、ペイロードは光増感剤 Duocarmycin-



Psyche を用い、細胞レベル、動物レベルでの細胞殺傷効果を明らかにする研究を行なった。抗
HER2 VHH-Cupid と Ducarmycin-Psyche は事前にチューブ内で混合して複合体形成をさせた。こ
の複合体を培地に加え希釈系列を調製、細胞へ添加し６日間の培養の後に細胞傷害性の解析を
実施した。また、HER2 高発現乳がん細胞株 KPL-4 を皮下移植したゼノグラフトモデルマウスに
事前に体外で調製した複合体 200 マイクログラムを尾静脈投与し治療効果の検証を実施した。 
 
４．研究成果 
 
（１）抗 HER2 affibody-Cupid は、大腸菌の封入体を変性し、希釈し変性剤の濃度を下げること
で簡単に巻き戻ることが確認された。巻き戻しで得られたタンパク質は Biacore T200によるカ
イネティクス解析により、HER2 細胞膜ドメインと Psyche Ax-SiPc に対し、安定した結合活性を
有しており、それぞれの KD 値は 256 pMと 569 pMとなった(図１)。 
 
次に、HER2 を高発現している細胞を用いた細胞傷害性アッセイにより、あらかじめチューブ
内で調製した複合体の希釈系列は、濃度依存的かつ光照射依存的に細胞障害性があることが確
認された（図２）。また、FITC-Psyche を用いた複合体の内在化は 24時間後も細胞膜上での滞留
が確認された。 
 
ゼノグラフトモデルマウスの治療実験では、病理解析の結果、2匹の個体（G17, G18）におい

て腫瘍の消失が確認された、少しの腫瘍の残存が確認された個体（G14）を含め 3 個体とも目視
において臓器は正常であり、さらに肝臓、腎臓、肺については病理切片による解析にて正常に保
たれていることが確認された（図３D）。詳細は引用文献 2として論文化済みである。 
 

 
 
また、図３の再現性の検証をゼノグラフトモデルマウス（n=10）で実施した。10 匹のうち 5匹

は 1 回の治療で約 100 日間、腫瘍の再燃は見られなかった。しかし、残りの 5 匹は 1 回目の治
療、約 30 日後から腫瘍の再燃が見られたため、初回治療から 63 日目に 2 回目の治療を実施し
た。2 回目の治療後、約 30 日の観察の間には再燃は見られなかった（図４）。これらの個体は、
病理解析により全ての個体で腫瘍が消失していることが確認された。一方、その他の組織は正常
に保たれていることが確認された。詳細は引用文献 3として論文化済みである。 
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payloads used in ADCs, internalization is necessary [23]. On the other 
hand, in cases such as pre-targeting radioimmunotherapy, it is desirable 
that it remains on the cell surface [24]. Therefore, we tested whether 
ZHER2:342-Cupid-His could be internalized after cell binding. 

ZHER2:342-Cupid-His was pre-conjugated with Psyche-FITC and 10 μg 
mL−1 of ZHER2:342-Cupid-His-Psyche-FITC was added to the cells. Fig. 4 
shows that ZHER2:342-Cupid-His-Psyche-FITC binds efficiently to the 
surface of Her2-expressing cancer cells. As reported in previous studies, 
slow internalization was observed (Fig. 4) [20]. Even though the cells 
were washed with acidic buffer, pictures show that many molecules 

were present on the cell surface, suggesting that the use of payloads that 
function on the cell surface would be effective. It is also a suitable 
platform for isotope therapy by pre-targeting radioimmunotherapy 
[24]. On the other hand, it is also recognized that payloads are inter-
nalized after a long time, and there is a possibility that the utility will be 
further expanded with improvements in the future. 

3.5. Cytotoxicity of ZHER2:342-Cupid-Hiss•Psyche-SiPc complex 

We examined the response of KPL-4 cells to the complex of ZHER2:342- 
Cupid-His and Psyche-SiPc irradiated with visible light at 690 nm. 
Psyche-SiPc and ZHER2:342-Cupid-His were conjugated at a 2:1 M ratio. 
KPL-4 cells were incubated with medium containing 1 × 10−5–10 μg 
mL−1 of the complex. After incubation for 24 h, cells were washed and 
cultured in fresh medium, and irradiated with visible light at 690 nm, at 
100 J cm−2. KPL-4 cells were killed by light irradiation in a drug- 
concentration-dependent manner, whereas no such phenomenon was 

Fig. 3. ZHER2:342-Cupid-His biding analysis against antigen HER2 extracellular 
domain and Psyche-SiPc by Biacore T200. A. Affinity analysis of ZHER2:342- 
Cupid-His and HER2 extracellular domain protein. B. Affinity analysis of 
ZHER2:342-Cupid-His and Psyche-SiPc compound. The structure of Psyche-SiPc is 
shown in the Materials and Methods section as S7. 

Fig. 4. Confocal image cell surface retention of ZHER2:342-Cupid-His with Psyche-FITC. The structure of Psyche-FITC is shown in the Materials and Methods section as 
S6. ZHER2:342-Cupid-His and Psyche-FITC were pre-conjugated before addition to cells. Cells were incubated with the medium containing 10 μg mL−1 pre-conjugated 
complex of ZHER2:342-Cupid-His and Psyche-FITC at 4 ◦C for 30 min. Then, cells were incubated at 37 ◦C for 1 or 24 h. 

Fig. 5. Cytotoxicity of ZHER2:342-Cupid-His. ZHER2:342-Cupid-His and Psyche- 
SiPc were conjugated before addition to cells. KPL-4 cells were cultured with 
medium containing the complex of ZHER2:342-Cupid-His and Psyche-SiPc for 24 
h, and then the drug-containing medium was removed. The cells were washed 
with PBS twice and cultured with a fresh medium following irradiation. The 
graph represents results obtained after 24 h of incubation as assayed by 690 nm 
light irradiation (▴ solid triangle) or non-irradiation (● solid circle). Data 
points represent mean ± SD. 

K. Yamatsugu et al.                                                                                                                                                                                                                            

図１．抗HER2 affibody-Cupid の結合活性

対HER2抗原

対 Psyche Ax-SiPc
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K. Yamatsugu et al.                                                                                                                                                                                                                            

図２．光照射による細胞殺傷効果
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Fig. 6. Effects of tumor eradication by the ZHER2:342-Cupid-His-Psyche-SiPc complex in vivo. A. A schematic outline of the animal experiment. B. The graph shows the 
change in tumor volume after KPL-4 implantation. C. Effect of Psyche-SiPc-conjugated ZHER2:342-Cupid-His on the KPL-4 xenograft. D. Histopathological examinations 
of the skin tissues and major organs of the eradicated mice shown in Fig. 6D, which used to harbor subcutaneous tumors. Histologically, the eradicated skin tissues 
were replaced by fibrous regenerative tissues with nearly no obvious viable tumor cells (left panels), except for the G14 mouse, in which a small cluster of tumor cells 
was found in the fibrous skin, although they did not seem to be viable (cropped picture in the left-upper panel). The gross appearances of the major organs did not 
show any obvious pathological features in the eradicated mice, which was confirmed by histological examinations. Other organs such as the heart, alimentary tract, 
pancreas, spleen, and brain did not show obvious pathologies in these mice (data not shown). Black scale bars in the pictures indicate 100 μm and 50 μm for the skin 
tissues and other organs, respectively. 

K. Yamatsugu et al.                                                                                                                                                                                                                            

図３．モデルマウスでの治療効果

治療 
開始



 
（２）抗 HER2 VHH-Cupid は、VHH 分子内にジスルフィド結合を有するため、大腸菌の封入体を
還元剤入りのバッファーで変性したのち、酸化型グルタチンオンとアルギニンの入ったバッフ
ァーで２段階希釈することで正しい分子量を持つ HER2 VHH-Cupid 融合体が形成されることが
SDS-PAGE電気泳動にて確認された。 
 
次に、巻き戻しで得られたタンパク質は Biacore T200 によるカイネティクス解析により、
Duocarmycin-Psyche と HER2 細胞膜ドメイン対し、安定した結合活性が確認され、それぞれの KD
値は 886 pM（図５A）と 1.44 pM（図５B）となった。 
 
また、FITC-Psyche を用いた複合体の内在化評価は、１時間後から内在化の傾向が見られ、24

時間後には細胞膜上の滞留がほとんど観察されないことが確認された。 
 
HER2 高発現乳がん細胞株 KPL-4 を皮下移植したゼノグラフトモデルマウス動物モデル（n=2）

に対し、2回の投与による腫瘍縮小効果の観察を実施した。投与間隔 16日で 2回の投与を行な
い治療開始、約 100 日後に病理解析を行なった結果、免疫細胞の浸潤やコレステロールの沈着が
ある腫瘤の存在が確認されたが、その中には生きたがん細胞は確認されなかった。（図６）。その
他の正常組織についても病理学的解析を行い以上のないことが確認された。詳細は引用文献 4と
して論文化済みである。 
 

 

    |  4355KANEKO et al.

tumor cells were observed in any of the Kadcyla®- treated (n = 10) 
or second AMDC- treated (n = 10) mice in the subcutaneous regions 
around the xenografted KPL- 4 tumor sites on day 97 (Figure 4, S3). 
To the best of our knowledge, there were no metastatic tumors in 
the lymph nodes or distant organs in any of the mice (Figure 4). Thus, 
it was concluded that pathological complete remission was achieved 
in both groups. Further histological observations showed that 
granulomatous reactions with the nests of hemosiderin- laden mac-
rophages and/or focal calcifications were frequently observed in the 
subcutaneous regions of the Kadcyla®- treated mice (6/10 [mouse 
#1, 2, 3, 7, 8, and 10], 60%) (Figure 4). In one of the Kadcyla®- 
treated mice (mouse #2), a subcutaneous cyst surrounded by granu-
lomatous tissue was also noted. In contrast, these granulomatous 
reactions were rarely observed in the AMDC- treated group (1/10 
[mouse #6], 10%) (Figure 4) (p < 0.001, chi- squared test). After the 
second local AMDC treatment, pathological complete remission of 
the xenografted KPL- 4 tumors was clearly achieved. Moreover, no 

histologically obvious side effects were observed in the vital organs, 
except for microscopic focal liver necroses observed in two of the 
mice (mouse # 2 and 6) (Figure 4).

Furthermore, we measured chronological changes in xeno-
graft body weight after Kadcyla® and ZHER2:342- Cupid- His- Ax- SiPc 
treatment. The body weights of the xenograft model mice after 
Kadcyla® treatment showed moderately increasing trends among 
all individual mice (Figure 5A). One xenograft ZHER2:342- Cupid- His- 
Ax- SiPc– treated mouse among the tumor relapse cases lost weight 
3 weeks after the first treatment but rapidly gained weight after 
the second treatment (Figure 5B). Another xenograft ZHER2:342- 
Cupid- His- Ax- SiPc– treated mouse among the recurrence cases lost 
weight even after the second treatment, which could be attributed 
to an unrelated infectious disease coincidentally found during his-
topathological examination. These data indicate that local AMDCs 
have a robust therapeutic effect on the xenograft model with few 
side effects.

F I G U R E  3  The second- dose treatment of ZHER2:342- Cupid- His- Ax- SiPc in the recurrence group. (A) Tumor growth curve after the 
second treatment using the same dosage as the first treatment (150 μg/body and two times light irradiation). (B) Tumor growth curve of the 
recurrence group mice from day 1 to day 32 after the second treatment. (C) Individual tumor volume of the Kadcyla group (solid circle) and 
ZHER2:342- Cupid- His- Ax- SiPc group (solid square) on day 97
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図４．モデルマウス(n=10)での治療効果
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two weeks after the initial treatment, tumor size increased again. Three 
animals with a long observation period (62 days) until the second 
treatment showed a substantial increase in tumor size (Fig. 5A, #1–3), 
indicating relapse. After the second treatment (the same dose, 200 μg 
per mouse, injected into the tail vein), temporal tumor size decreased 
but increased again in two mice. 

In contrast, two mice (Fig. 5B #4 and #5) with a short observation 
period of 16 days before the second treatment showed a sustained size 
reduction effect and no relapse. These two mice were euthanized and 
pathologically examined 84 days after the first treatment (68 days after 
the second treatment). 

Tumors in mice without treatment grew continuously, and the mice 
were sacrificed following our animal experiment regulation (Fig. 5C). 

These results indicate that AMDC using anti-HER2 VHH and duo-
carmycin effectively reduces tumor size, and repeated treatment in the 
short interval (16 days) effectively achieved a sustained effect. The 
tumor growth suppression was limited by repeated treatment with long 
intervals (62 days). Overall, these results suggest that the interval be-
tween treatments is essential for sustained effect. 

3.4.2. Histological examination of treatment efficacy in vivo 
Histological examination revealed that the two mice receiving the 

second treatment had complete tumor remission (Fig. 6, #4, and #5). 
Infiltration of foamy macrophages, neutrophils, and other immune cells 
was observed with the formation of microscopic calcifications and 
cholesterol crystallization in these mice. These characteristics are 
consistent with the post-necrotic pathological reactions observed upon 
the death of the tumor cells. No surviving cancer cells were identified. 

In contrast, recurrences were observed in the three mice treated a 

second time with longer intervals (Fig. 6, #1–3), and the tumors were 
enlarging. In some tumor areas, innate immune cell infiltration, 
microscopic calcifications, and cholesterol crystallization were observed 
in these mice (Fig. 6, #4, and #5), suggesting the remnants of the 
treatment effect. 

Treatment with anti-HER2 VHH-Cupid and Psyche-duocarmycin 
complex demonstrated anti-tumor effects against human breast cancer 
cells expressing HER2 in xenografted mice in vivo. Repeated treatment 
with short intervals may be effective in eradicating tumor cells. AMDC 
using non-covalently conjugated anti-HER2 VHH-Cupid and Psyche- 
duocarmycin is effectively absorbed by HER2-expressing human can-
cer cells, and this treatment effectively inhibits tumor growth. The in-
terval length between treatments is vital for sustained tumor 
suppression effect, and further studies optimizing the dosage and 
treatment intervals can provide valuable information. 

4. Conclusions 

This study describes AMDC using VHH as a targeting molecule and 
synthetic duocarmycin as a payload. An expression, two-step refolding, 
and purification process was developed to produce a biologically active 
tetrameric anti-HER2 VHH-Cupid from monomeric proteins expressed 
in E. coli IBs. 

Our two-step refolding method enabled us to produce and target 
AMDC protein with efficient internalization activity and tetramer for-
mation with high avidity. 

Based on the mutated streptavidin and modified bis-iminobiotin 
structure, Cupid and Psyche can be tightly non-covalently conjugated 
in vitro and in vivo. The tetrameric structure can enhance the binding 

Fig. 4. Performance evaluation of refolded anti-HER2 VHH-Cupid and synthesized Psyche-duocarmycin. A, Affinity analysis of anti-HER2 VHH-Cupid and Psyche- 
duocarmycin. The five-concentration series were prepared by diluting Psyche-duocarmycin twice from 10 nM. B, Affinity analysis of anti-HER2 VHH-Cupid and 
HER2 extracellular domain protein. The anti-HER2 VHH-Cupid seven-concentration series was prepared by a two-fold dilution series from 10 nM. C, The repre-
sentative confocal image of the FITC-labeled anti-HER2 VHH-Cupid. Anti-HER2 VHH-Cupid and Psyche-FITC were pre-conjugated before being added to cells. KPL-4 
cells were incubated with a medium containing 10 μg mL−1 pre-conjugated complex at 4 ◦C for 30 min. The cells were then incubated at 37 ◦C for 1, 24, and 48 h. D, 
Cytotoxicity of anti-HER2 VHH-Cupid with Psyche-duocarmycin. Anti-HER2 VHH-Cupid and Psyche-duocarmycin were conjugated before being added to cells. KPL- 
4 cells were cultured with a medium containing the conjugate for six days, and the cell viability was analyzed using cell counting kit-8. The IC50 of the complex and 
Psyche-duocarmycin were only analyzed using GraphPad Prism (version 9.5.1) and were 0.116 nM and 3.49 nM, respectively. 
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Fig. 5. Anti-tumor activity in a KPL-4 xenograft tumor model. A, The changes in tumor size for the long interval two times administration of three mice are rep-
resented by numbers: one (purple, circle), two (blue, square), and three (light blue, upper triangle). B, The changes in tumor size for the short interval two times 
administration of two mice are represented by numbers: four (orange, lower triangle) and five (red, diamond shape). C, The mean change in tumor size for the control 
groups (n = 5) is represented by the gray line; error bars show the standard deviation. 

Fig. 6. Hematoxylin and eosin-stained cell images of mice treated with the anti-HER2 VHH-Cupid and Psyche-duocarmycin complex. The upper and lower panels 
represent lower and higher magnifications, respectively, of the subcutaneous tumor areas. Black scale bars indicate 2 mm and 100 μm for the upper and lower panels, 
respectively. 
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