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研究成果の概要（和文）：抗体は，分子標的化合物の第一候補として注目されているが，抗原性や

細胞膜透過性，また高い製造コストなどその限界も明らかにされてきている。これらの問題点は，

抗体の基本構造に起因するものである。そこで，イムノグロブリ構造を利用せず，目的の標的タ

ンパク質に対して特異的に結合する抗体様物質の開発が望まれている。そこで，抗原性のない，

低分子性の抗体様物質の開発を提案する。抗体様物質とは，IgG を利用せず，特定の標的抗原に

対して特異的に結合するヘリックス-ループ-ヘリックス構造ペプチドのことであり，「マイクロ抗

体」と名付けた。本研究では，ファージ表層提示ペプチドライブラリーにより得られたマウス顆

粒球コロニー刺激因子受容体（G-CSFR）結合ペプチドの獲得の生体内での安定性や膜透過性，

また抗原性を検討し，次世代抗体としての可能性を検証するとともに，血管内皮細胞増殖因子

（VEGF）に結合するマイクロ抗体の獲得に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Use of antibody medicines has been limited due to the biophysical 
properties, immunogenicity, non-cell permeability, high cost to manufacture, and so on. To 
enable new applications where antibodies show some limitations, we have developed an 
alternative-binding molecule with non-immunoglobulin domain. The molecule is a helix- loop- 
helix peptide. In previous work, we constructed a phage-displayed library of the 
helix-loop-helix peptides and then screened the library for G-CSF receptor to obtain a 
molecular-targeting peptide. Here, we examined the ability of the binding peptide as an 
alternative to antibody medicines. The peptide showed strong binding affinity (Kd: 4 nM) to 
the receptor, an enzyme-resistant property (half-life: 15 days in mouse sera), and 
non-immunogenicity. This peptide is named “microAntibodes” due to having the same 
properties as those of antibodies. Furthermore, we examined to screen the library of 
helix-loop-helix peptides against VEGF to successfully gain a tight-binding peptide.  The 
semi-rational strategy, which combines directed evolution with de novo design, provides a 
new way to generate a post-antibody therapy.  
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１．研究開始当初の背景 
 21 世紀に入るとともにヒトの遺伝子構造
の全容が明らかにされた。現在，ゲノムから
翻訳されるタンパク質の網羅的な解析が進
められて，生命科学や医薬品開発のターゲッ
トとなるタンパク質の種類も数も劇的に増
えている．このような急速なプロテオーム解
析研究にともなって，分子標的化合物の第一
候補として注目されているのが抗体である。
しかし，抗体の研究が進むにつれ，その限界
も明らかにされてきている。抗体には，以下
のような問題点が指摘されている。 
 ①抗体は多数のジスルフィド結合を含む
巨大タンパク質であるため，細胞内に導入し
たり，細胞内で機能させたりことが難しい。
したがって，細胞内の疾患関連タンパク質を
分子標的にすることができない。 
 ②抗体を医薬品として利用するときには，
抗原性を下げるため，ヒト化（マウス抗体の
アミノ酸配列をヒト抗体のものと入れ替え
る）する必要である。 
 ③現在の抗体医薬はそのほとんどがモノ
クローナル抗体であるために生産に膨大な
コストを必要とする。 
 これらの問題点は，抗体の基本構造に起因
するものである。そこで，イムノグロブリ構
造を利用せず，目的の標的タンパク質に対し
て特異的に結合する抗体様物質の開発が望
まれている。 
 
２．研究の目的 
 本萌芽研究では，抗原性のない，低分子性
の抗体様物質の開発を提案する。抗体様物質
とは，IgG を利用せず，特定の標的抗原に対
して特異的に結合するペプチドのことであ
り，「マイクロ抗体」と名付ける（Fig.1）。こ
のマイクロ抗体は，強固な立体構造をもつペ
プチド（分子量：3000〜5000）で，ヒトに投
与しても安定であり，かつ低分子量のため抗
原性を示さない。すなわち，抗体の機能を低
分子ペプチドで実現する。当研究室では，早
くから試験管内進化法に取り組んできてお
り，免疫システムがもつ抗体タンパク質の多
様性を利用して，テーラーメイド人工酵素で
ある「抗体酵素」を開発してきている。また，
試験管内進化の主要技術であるファージ表
層ディスプレイ法を利用して，抗体の基質特
異性の改良（Nature, Biotechnology, 1998, 
16, 463）や抗体の結合活性の最適化に成功し
ている（Nature biotechnology, 2001, 19, 
563-567）。このような経験を生かし，本研究
では，試験管内進化法とタンパク質構造構築
理論とを組み合わせることにより，IgG とは
全く異なる構造モチーフをもつマイクロ抗
体の分子ライブラリーを構築し，抗体に代わ
る分子プローブや分子標的医薬の開発を行

う。さらに，生体内での安定性や膜透過性，
また抗原性を検討し，次世代抗体としての可
能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 マイクロ抗体は３つの領域で構成される
[①N末端ヘリックス(14アミノ酸残基からな
る構造支持領域)，②ループ(グリシン 7 残基
からなるリンカー)，③C 末端ヘリックス(14
アミノ酸残基からなるライブラリー領域)] 
（Fig.1）。これまでに，ファージ表層提示法
によって，C 末端ヘリックス外側のアミノ酸
をランダム変異したマイクロ抗体のライブ
ラリーを構築し（ライブラリーサイズ：
1.5x106），マウス顆粒球コロニー刺激因子受
容体（G-CSFR）に対してスクリーニングし
たところ，受容体結合性のマイクロ抗体が得
られている（Peptide Science 2001, 309）。 
 本研究では，まず，G-CSF 結合性ペプチド
を用いて，マイクロ抗体としての潜在能力を
評価する。すなわち，生体内（血清中など）
での安定性,細胞膜透過性や抗原性について
検討する。つづいて，G-CSF 結合性ペプチド
の試験管内進化を再度検討し，結合活性の向
上を図る。さらに，本マイクロ抗体・ライブ
ラリーを血管内皮増殖因子（VEGF）に適用
に適用し，VEGF 結合性のマイクロ抗体を取
得する。このような一連の研究からマイクロ
抗体の開発法を確立する。 
 
４．研究成果 
(1)G-CSF 結合性マイクロ抗体の機能解析と
生体内安定性 

Fig, 1. マイクロ抗体：ヘリックス−
ループ−ヘリックス構造を土台にし
て，X部分をランダム化したライブ
ラリーを構築する。



 G-CSF 結合性マイクロ抗体を固層法により
ペプチド合成し，CD を測定したところ，安定
なα−ヘリックス構造を持つことが判明した。
また，マイクロ抗体の N末端と C末端とをジ
スルフィド結合によって架橋した環状ペプ
チドを合成したところ，ヘリックス構造がさ
らに安定化され,高い親和性（Kd= 4 nM）を
示した。さらに本マイクロ抗体の血清中での
安定性を検討したところ，半減期が２週間で
あることが判明した。 
 
(2)マイクロ抗体の抗原性試験 
マイクロ抗体をマウスに検疫し，抗原性が無
いことを確認した。 
 
(3)マイクロ抗体の膜透過性の検討および膜
透過性ペプチドの導入  
マイクロ抗体を蛍光分子（FITC など）で化学
修飾し，共焦点顕微鏡により，細胞膜透過性
を確認した。 
 
(4)VEGF 結合性マイクロ抗体のスクリーニン
グ 
 前年度までに作製済みのマイクロ抗体フ
ァージライブラリーについて，VEGF 固定化磁
気ビーズを用いてスクリーニングし，VEGF 結
合性のファージ粒子を獲得した。 
 
(5) VEGF 受容体結合性マイクロ抗体の合成 
 単離されたファージをクローニングし，対
応するペプチドのアミノ酸配列を決定し，マ
イクロ抗体をペプチド固相法により合成し
た。 
 
(6) VEGF 結合性マイクロ抗体の結合性試験 
 合成されたサイトカイン受容体結合性マ
イクロ抗体の受容体結合活性を，表面プラズ
モン共鳴法(BIA-CORE)を使って評価したと
ころ，抗体に匹敵する高い親和性（Kd = 0.1 
nM）を示した。また，円二色性スペクトル(CD)
により，ヘリックス構造の安定性を確認した。 
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