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研究成果の概要（和文）：抗体医薬品はそのFc部分が血管内皮細胞等に存在する新生児型Fc受容体（FcRn）と結
合し、分解から保護されることで比較的長い血中半減期を持つことが知られている。血中半減期のさらなる延長
を目指し、通常の抗体よりもFcRn親和性を上昇させたアミノ酸改変抗体が開発され、近年数品目が承認されてい
る。一方でFcRnはトランスサイトーシスや抗原提示細胞内の輸送にも関与するとされており、抗体医薬品の体内
分布や抗原提示にも広範な影響を及ぼす可能性がある。本研究では、MHC-Associated Peptide Proteomics 
（MAPPs）の手法を用いてFcRn親和性改変抗体の抗原提示について分析した。

研究成果の概要（英文）：Therapeutic immunoglobulin G (IgG) antibodies have comparatively long 
half-lives because the neonatal Fc receptor (FcRn) binds to the IgG Fc at acidic pH in the endosome 
and protects IgG from degradation. To prolong the half-lives of therapeutic IgG antibodies and 
thereby reduce the required dose and frequency, amino acid-substituted antibodies having high 
affinity to FcRn are being developed and some antibodies have been approved. On the other hand, 
since FcRn is also considered to play important role in transcytosis of IgGs and trafficking of 
antigen-bearing IgGs in antigen-presenting cells, the biodistribution and the antigen presentation 
may be affected by FcRn affinity. In this study, the antigen presentation of FcRn-binding engineered
 antibodies was analyzed using MHC-associated peptide proteomics (MAPPs) assay.

研究分野：バイオ医薬品評価科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年FcRn親和性の異なる抗体医薬品が承認されてきているものの、FcRn親和性改変抗体の抗原提示については、
不明な点が多い。本研究はMHC-Associated Peptide Proteomicsの手法を用いてFcRn親和性改変抗体の抗原提示
を分析する研究であり、これまでの研究を大きく推進させ、新たな知見が得られることが期待される。本研究に
より得られる成果は、今後の効果的な抗体医薬品類の分子設計につながると共に、FcRn親和性の異なる医薬品の
有効性、安全性に関する知見として非常に重要な意味を持つ。

※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 
抗体医薬品は、その Fc部分が血管内皮細胞等に存在する新生児型 Fc受容体（FcRn）と結合し、
分解から保護されて血中にリサイクリングされることで、比較的長い血中半減期を持つことが
知られている。そのため、血中半減期のさらなる延長を目指し、通常の抗体よりも FcRn親和性
を上昇させたアミノ酸改変抗体が開発され、数品
目が承認されている。2019 年には、補体 C5 に
対する抗体であるラブリズマブが発作性夜間ヘ
モグロビン尿症の治療薬として承認された。ラブ
リズマブは血中半減期が 50日程度と、通常の抗
体医薬品の 3-4倍程度であり、2回目以降の投与
間隔が 8 週と、大幅に投与間隔を延長すること
に成功している。なお、研究開始時には承認され
ていなかったが、その後抗 SARS-CoV-2 抗体や
抗 RSV抗体等が承認されており、長い血中半減
期が達成されている。 
一方で FcRn はリサイクリングだけでなくトラ
ンスサイトーシスや抗原提示細胞内の輸送にも
関与するとされており（図 1）、FcRn親和性の違
いは抗体医薬品の動態や抗原提示に広範な影響
を及ぼす可能性があるが、不明な点が多い。申請
者らはこれまでに FcRn 親和性改変抗体の体内
分布解析などを実施してきており、本研究では
FcRn 親和性改変抗体の抗原提示に関する解析
を行う。 
 
２．研究の目的 
FcRn 親和性改変抗体の開発が進んでいるが、その抗原提示への影響には不明な点があるため、
MAPPs 解析により FcRn 親和性の改変が抗原提示に及ぼす影響を解明することが目的である。
抗体と薬物を結合した抗体薬物複合体（ADC）や Fc融合タンパク質医薬品において、意図せず
に FcRn親和性が低下する可能性もあることより、FcRn親和性と抗原提示の関係について明ら
かにすることは重要な意味を持つ。 
 
３．研究の方法 

FcRn親和性改変抗体の作製 
抗 TNF-抗体医薬品であるアダリムマブの配列を基に構築した FcRn親和性改変抗体発現
ベクターを用い、CHO細胞で発現、精製を行った。 
 
FcRn結合性の SPR解析 
FcRn-biotin（Immunitrackもしくは Acro biosystems社）をセンサーチップ上にキャプチ
ャーし、Biacore T-200（GE healthcare社）を用いて解析した。 
・FcRn-biotinを Biotin capture kit（GE healthcare社）を用いてチップにキャプチャー 
・running buf.：50 mM Sodium phosphate, 150 mM NaCl（pH6） 
・流速 30 l/min 
・再生：100 mM Tris, 200 mM NaCl （pH8）、3分 
・平衡値解析で KDを算出 

 
免疫沈降用ビーズの作製 
FG beads（NHS beads, TAMAGAWA SEIKI）にMHC class II抗体（BD社または Bioxcell
社の Mouse anti-human HLA-DR antibody）もしくは MHC class I 抗体（Mouse anti-
human MHC class I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) antibody）をアミンカップリングにより固
定化した。エタノールアミンにより反応していないNHS基をマスキングし、洗浄後 4℃で
保管した。 
 
MAPPs試料作製 
ヒト正常樹状細胞（NHDC）（LONZA社）を製品添付文書の通りに解凍、培養し、3 日後
に被験物質とリポポリサッカライドで処理した。処理後 24時間後に細胞を回収し、PBSで
洗浄後、-80℃で使用まで保管した。細胞を溶解して遠心後、上清を 20 mM HEPES-NaOH 
(pH7.9), 150 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol, cOmplete 
protease inhibitor cocktail tablets (Roshe社) で希釈し、MHC class II抗体を結合した FG 

図 1 FcRnの抗原提示細胞内の輸送への関与 



beads と 4℃で一晩反応させた。反応させた beads を磁気分離により洗浄後、0.1％ 
trifluoroacetic acidを加え、37℃, 5 min溶出した。一方でMHC class II抗体と反応しな
かった画分はMHC class I 抗体を結合した FG beadsと 4℃で一晩反応させた。反応後の
beadsはMHC class IIの場合と同様に洗浄と溶出を行った。溶出されたペプチドはスピー
ドバックを用いて乾燥させ、測定まで－20℃で保管した。 
 
MAPPs解析 
溶出されたペプチドを 0.1%ギ酸で溶解し、質量分析を行った（Thermo fisher社、Orbitrap 
Fusion Lumosを使用）。取得されたデータは PEAKS studio (Bioinformatics solutions社)
を用いて解析を行った。また、ペプチドの MSクロマトグラムの解析については Xcalibur 
(Thermo fisher社)を用いた。 

 
 
４．研究成果 
主に adalimumab と adalimumab の配列を基に FcRn 親和性を上昇させるアミノ酸置換を
行った改変体 1 種を用いて MAPPs の条件検討を行った。なお、改変体の FcRn 親和性は
adalimumabと比較して10倍程度高かった。MAPPs解析の方法は研究方法の項に記載したが、
概略を図 2に示す。本研究ではクロスプレゼンテーションに関わる影響も評価するために、MHC 
class IIの免疫沈降の後に、MHC class Iの免疫沈降を行った。 

 
図 3に Adalimumabと改変体について解析した例を示す。抗体単独の試料と共に、それぞれ
の抗体について抗 Adalimumab 抗体と複合体を形成させた試料についても測定を行った。
PEAKS studio を用いて解析を行い、adalimumab もしくは改変体の配列に相当するペプチド
を検索したところ、いくつかのペプチドが同定された。特にMHC class IIの免疫沈降で溶出さ
れたペプチドでは全ての試料において light chainの定常領域に多くのペプチドがヒットし、ク
ラスターを形成していた（図 3）。Heavy chainでもいくつかのペプチドがヒットしたが、light 
chainで見られたようなクラスターは認められなかった。なお、アミノ酸置換は heavy chainの
定常領域に導入されているが置換部位のペプチドは検出されなかった。また、MHC class Iの免
疫沈降についてはヒットするペプチドは少なく、やはりクラスターは認められなかった。 

MHC class IIに提示されやすいと考えられた領域のペプチドについて、試料による量の違い
を相対的に比較するために、対象となるペプチドの MS クロマトグラムを同条件で分析してピ
ーク面積を算出した。図 4 に例を示したが、同一領域のその他のペプチドについても同様に比
較を行った。ADAと複合体を形成させた抗体は抗体単独よりも数値が高い傾向が見られたが、
この例で使用したロットの NHDC では定常領域にペプチドクラスターがあり、使用した ADA
も同一の配列をもつため、複合体を形成したことにより高い数値となっているのかは判断不能
であった。抗体単独を試料とした場合については、上記で使用したロットを含めて６ロットの
NHDCを用いて解析を行った。Lot.5,6については前述の Lot.1とは異なり、Heavy chainの可
変領域にクラスターが見られた（図 5）。一方で Lot.2-4については、同定されたペプチドが非常

図 2 MAPPs解析の流れ 



に少なく、また同定されたペプチドの信頼性も低かったことより、これらのロットでは
adalimumabが抗原提示されていない（もしくはされにくい）ものと考えられた。抗原提示され
ないロットが多かったため施行数をもう少し増やす必要があるが、今回主に解析した FcRn 親
和性改変抗体 1種とアダリムマブでは提示されるペプチド量に明確な違いは認められていない。 

 

図 3 light chainにヒットしたペプチド（MHC class IIの免疫沈降） 
MHC class IIには主に 13-25残基のペプチドが提示されるため、一部短すぎるペプチドもあ
るが図には一緒に示している。 

図 4 ペプチドのMSクロマトグラム解析の例 
-10LgPは PEAKS studioで同定されたペプチドの信頼性を表す数値 



 
一方で FcRn親和性改変体は多種類研究・開発されているため、その他の改変体種でも解析を進
めているが、アダリムマブと比較して顕著な差があると考えられる結果が得られてきており、引
き続き解析を行う予定である。 
抗体医薬品の血中半減期を延長するメリットは非常に大きく、今後も多くの FcRn 親和性改変
抗体医薬品が開発されると考えられる。令和 6-8 年度に引き続き研究を進めるところであり、得
られる成果は今後の効果的な抗体医薬品類の分子設計につながると共に、FcRn 親和性改変抗体
の有効性、安全性に関する知見として非常に重要な意味を持つ。 

図 5 NHDC Lot.6を用い adalimumabを試料として解析した結果 
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