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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自開発したHITI法を利用して、抗体やペプチドといったバイオ薬を発
現する遺伝子を生体内の安全なゲノム部位に組み込み、1回の投与で継続的にアルツハイマー病（AD）に対する
バイオ薬を自己製造できる技術の開発を目指した。まず、アルツハイマー病に有効な既存の抗Aβ抗体薬を発現
するベクターを開発し、ゲノム編集技術でゲノムDNAに組み込んだが、十分な抗体産生量が得られなかった。そ
こでゲノム編集に適した1本鎖抗体に改良した結果、ADの原因物質であるAβ凝集体に特異的に結合する機能を保
持することが分かった。以上の成果により、生体内の持続的産生に適した抗Aβ抗体発現ベクターの開発に成功
した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a technology that uses the HITI method, an 
innovative genome editing technique we have developed, to integrate genes expressing biologics such 
as antibodies and peptides into safe genomic locations in the body. This technology aims to enable 
continuous self-production of biologics for Alzheimer's disease (AD) with a single administration. 
Initially, we developed a vector expressing an existing anti-Aβ antibody effective against 
Alzheimer's disease and integrated it into the genome DNA using genome editing technology. However, 
the antibody production was insufficient. Therefore, we modified it into a single-chain antibody 
suitable for genome editing, which retained the function of specifically binding to Aβ aggregates, 
the causative agents of AD. As a result of these efforts, we successfully developed an anti-Aβ 
antibody-expressing vector suitable for continuous production in vivo.

研究分野： ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体薬を生体内の安全な場所で適切な時期・量を発現制御する必要があり様々な困難が予想されるが、本研究目
標が達成されれば、糖尿病や血友病、癌、感染症など抗体医薬の存在する数多くの疾患に対して次世代の予防的
治療法となるため、極めて大きな波及効果を考えている。　

※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（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

遺伝子組換え技術や細胞培養技術など生物の生理活性を用いて製造したタンパク質を有効成
分とする「バイオ医薬品」は、化学合成された「低分子医薬品」に比べて、分子が大きく構造が
複雑であり、製造が困難であることから、一般的に開発・製造費用が非常に高価な医薬品である。
世界初のバイオ医薬品は、1982 年に開発された糖尿病の治療薬「ヒトインスリン」であり、そ
の後、インターフェロン（抗ウイルス・抗がん作用をもつ治療薬）、成長ホルモン（低身長症の
治療薬）など次々と新しいバイオ医薬品が誕生し、現在では世界の医薬品売上額 Top10 の半数
以上を「バイオ医薬品」が占める状況にある。特に近年では、抗体を模すことで疾患関連分子と
特異的に結合する「抗体医薬品」がバイオ医薬品の主流であり、現在日米欧で 70 品目以上の抗
体医薬品が承認されてきている。 

 糖尿病治療薬であるインスリンに代表されるように、多くの慢性疾患や難治性遺伝子疾患 (血
友病等) など従来の医薬品では改善が得られなかった疾患に対しても、バイオ医薬品を用いるこ
とで大きな治療効果が得られた。その一方で、バイオ医薬品は生体内での半減期が短く、慢性的
な先天性及び後天性疾患に対しては、注射による長期間の繰り返し投与が必要であり、患者の身
体的・経済的負担が非常に大きいことが課題である。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、生体内組織・臓器の標的ゲノムに外来 DNA 配列を挿入できるノックイン技術で
ある独自技術 HITI 法 (Suzuki et al, Nature 2016) を用いて、抗体医薬品を生体内で生産する
基盤技術の開発に取り組む。具体的には、
アルツハイマー病 (AD) の新規抗体医薬
品として承認されたが、頻回投与が必要な
抗体薬をモデル薬とし、生体内で持続して
抗体薬を発現させる技術の検証を行う。こ
れにより、根治が現状不可能であるアルツ
ハイマー病に対する画期的な根治的治療法
の基盤技術確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 薬事承認されている抗アミロイドβ抗
体薬「アデュカヌマブ」と「レカネマブ」
をモデルとし、発現ベクターを数種類作製
し、細胞外への分泌能を評価した。 
(2) 分泌した抗体を精製し、ADを引き起こ
す原因と考えられているアミロイドβ (A
β)との特異的結合能から、機能性を評価し
た。 
(3) マウス肝細胞由来 Hepa1-6に対して、
HITI 法を用いて高発現するアルブミン 
(Alb) 遺伝子の下流に上記抗体をノックイ
ンし、分泌能を評価した。 
(4) 抗体の抗原認識部位のみを人工的に結
合 し た 1 本 鎖 抗 体  (single-chain 
variable fragment, scFv) を作製し、分泌
能および Aβ特異的な結合能を有している
ことを評価した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス IgG 分泌ペプチドの下流に「アデ
ュカヌマブ (Adu)」と「レカネマブ (Lec)」
の H鎖 (H)、L鎖 (L)をコードする遺伝子
断片を挿入し、CMV promoter 下で IgG型抗
体を発現、分泌させるベクター4 種類 
(pCMV-Adu-H, pCMV-Adu-L, pCMV-Lec-H, 
pCMV-Lec-L)を作製した。これらのベクター
を HEK293にトランスフェクションし、培地
上清中に分泌されている抗体を Slot blot
法で測定した。その結果、それぞれの H 鎖
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図1   抗アミロイドβ抗体発現ベクターの最適化
A. Aβ凝集体タンパク質に対する結合能
B. 作製したscFv発現ベクター
C. scFv発現ベクターを⽤いた分泌量
D. scFv発現ベクターを⽤いたAβ凝集体タンパク質に対する結合能



と L鎖を同時に細胞内で発現させることで、Aduが 292.7 ng/μl, Lec が 97.6 ng/μlの培地中
への分泌量が得られた。 
(2) 上記分泌抗体を精製し、Aβタンパク質との選択的結合力を ELISA 法で評価した。その結果、
Aβタンパク質凝集体に対して、市販のアデュカヌマブ抗体と同等の結合能を示した (図 1A)。 
(3) HITI 法を用いて、上記 Adu-Hと Adu-Lもしくは Lec-Hと Lec-L を連続してアルブミン (Alb) 
遺伝子にノックインした。その後、分泌された抗体を Slot blot 法で測定したが、培地上清中へ
の分泌は見られなかった (data not shown)。この結果より。ゲノムに組み込んだ連続した 2 つ
の H鎖、L鎖をコードする遺伝子を用いると、細胞内で成熟した抗体が産生できないことが示唆
された。 
(4) 上記の結果を受け、抗体の抗原認識部位のみを人工的に結合した 1本鎖抗体 (single-chain 
variable fragment: scFv) を作製し、1遺伝子をノックインすることで細胞外に分泌できる技
術の確立を目指した。ここでは、Adu-Hと Adu-Lの抗原認識部位のみを取り出し間を GGGGSリン
カーで結合させた Adu-scFv 及び、同様に Lec-Hと Lec-Lの抗原認識部位のみ利用した Lec-scFv
抗体を作製した。ここでは Alb 遺伝子座の下流にノックインした後のタンパク質を模倣するた
め、全長 Alb cDNAとの間を 2Aペプチドもしくは IRES 配列により分断するもの、linker配列を
用いて Alb と直接融合するタンパク質など、合計 11 種類の IgG 型および scFv 発現ベクターを
作製した (図 1B)。 
 これら発現ベクターを HEK293 にトランスフェクションし、培地上清中に分泌されている抗体
を Slot blot法で測定した。その結果、Alb-scFvAdu融合型 (5A)> Alb-2A-scFvAdu 分割型 (3A)> 
Alb-IRES-scFvAdu 分割型 (4A)の順で分泌量が多いことがわかった (図 1C)。特に融合型は他に
比べ 100倍以上分泌効率が高いことがわかった。これは Albタンパク質が元々肝臓で産生され、
血液中に分泌される特徴を持つからである。 
 次に、これら分泌抗体を精製し、Aβタンパク質との選択的結合力を ELISA法で評価した。そ
の結果、分泌量の多い Alb-scFvAdu融合型 (5A)は Aβ特異的な結合能が低く、Alb-2A-scFvAdu
分割型 (3A)が分泌、Aβ特異的な結合能ともに高い構造であることが示された (図 1D)。 
 
 今後は、この 2A-scFvAdu分割型を最適なノックイン用カセットとして用い、肝臓細胞の Alb 遺
伝子座にノックインすることで、アルツハイマー病の治療効果を評価する予定である。 
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