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研究成果の概要（和文）：抗TNFα抗体医薬品の生物学的特性の解析を目的として、抗原-抗体複合体形成能に着目した
研究を行い、1)複合体形成能（形成される複合体の分子サイズ）は抗TNFα抗体医薬品の種類によって異なること、2)
複合体形成能の差異がFcγ受容体の活性化に関与することを明らかにした。複合体形成能の差異は抗原結合能親和性の
みならず抗原認識エピトープの違いに起因すると考えられ、抗原との複合体形成様式が各抗TNFα抗体医薬品を特徴づ
ける重要な指標の一つであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To reveal the differences in the biological activities of anti-TNFα monoclonal 
antibody products, effects of immune-complex formation on their biological activities were examined. The 
molecular sizes of immune-complex formed by TNFα and anti-TNFα monoclonal antibodies were different in 
each antibody. FcγR reporter cell assay showed that the activations of FcγR by each antibody were 
dependent on the size of immune-complex. These results suggest that the difference in the formation of 
immune-complex is an important property characterizing anti-TNFα monoclonal antibody products.

研究分野： 生物薬品学

キーワード： 抗体医薬品　TNFα
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図１ 抗 TNFα抗体医薬品の作用機序  

１．研究開始当初の背景 
 
現在までに、インフリキシマブ（ヒト/マウ

スキメラ抗体）、アダリムマブ、ゴリムマブ
（ヒト抗体）、エタネルセプト（TNF 受容体
-Fc 融合タンパク質）、セルトリズマブペゴル
（ヒト化抗体 Fab 断片-PEG 融合タンパク
質）という異なる分子骨格をもった 5 つの抗
TNFα 抗体医薬品が世界で承認されており
（表１）、これらは主に可溶性 TNFα の中和
により抗炎症作用を発揮するとされている。 
 

表１：既承認の抗 TNFα 抗体の特徴 

 
一方、マクロファージ等の TNFα 産生細胞

では細胞表面に膜結合型 TNFα が存在し、
TNF 受容体発現細胞との細胞間接着を介し
て炎症性シグナルを伝達することが知られ
ており、抗 TNFα 抗体医薬品の薬効発現にお
ける膜結合型TNFα発現細胞を標的とした作
用の関与も示唆されている。抗 TNFα 抗体医
薬品が膜結合型 TNFα に結合すると、ナチュ
ラルキラー細胞等の免疫系エフェクター細
胞を介した抗体依存性細胞傷害（ADCC）活
性が発揮されるほか、膜結合型 TNFα 発現細
胞に対して細胞死を誘導する逆向きシグナ
ル（リバースシグナル）を伝達し得ることが
報告されている（図１）。 

 

 
 
しかしながら、このような可溶性 TNFα お

よび膜結合型TNFαを標的とした多様な作用
発現における、各々の抗 TNFα 抗体医薬品の
生物活性の差異やその要因となる特性につ
いての解析は十分になされていないのが現
状である。 

 
 

２．研究の目的 
 
 我々はこれまでに各種抗TNFα抗体医薬品
を用いた予備的な検討により、抗原である
TNFα との抗原 -抗体複合体形成能が抗
TNFα 抗体医薬品により異なること、これに
より免疫細胞上に発現するFcγ受容体活性化
能に差異が生じる可能性を見出してきた。こ
れを踏まえて、本研究では抗 TNFα 抗体医薬
品の抗原-抗体複合体形成能に着目し、複合体
形成能の差異が生物活性に及ぼす影響を明
らかにすることを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(１)可溶性TNFα-抗TNFα抗体医薬品によっ
て形成される複合体の分子サイズの評価 
 抗 TNFα 抗体医薬品アダリムマブ、インフ
リキシマブ、ゴリムマブおよび TNF 受容体
-Fc 融合タンパク質医薬品エタネルセプトを
試料とし、可溶性 TNFα と異なるモル比で混
合した。形成された複合体の粒子径を動的光
散乱法により測定し（ZetaSizer Nano、
Malvern）、得られた平均粒子径から複合体の
推定分子量を算出した。 
 
(２)Fcγ 受容体結合能の評価 

DyLight488 Antibody Labeling Kit
（PIERCE）を用いて、アダリムマブ、イン
フリキシマブ、ゴリムマブを蛍光標識した。
FcγRIIa を安定発現する Jurkat 細胞株
（Jurkat/FcγRIIa）は終濃度 10%となるよう
に ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS ） を 添 加 し た
RPMI1640 培地（Invitrogen）で培養した。
アッセイ当日、細胞を遠心により回収し、染
色バッファー（PBS + 0.5% BSA, 2 mM 
EDTA, 0.05% NaN3）で 2 回洗浄した。90 µl
あたり 1×105個の細胞を含むように調製した
細胞懸濁液を 96 穴プレートに播種し、終濃
度の 10 倍の濃度となるように調製した各抗
体溶液 10 µl を添加して、氷上で 30 分間反
応させた。その後、染色バッファーを用いて
2 回洗浄を行い、7-AAD（BD）を添加してフ
ローサイトメーター（BD, FACSCantoII）で
解析を行った。前方散乱光（FSC）、側方散
乱光（SSC）および 7-AAD の染色強度によ
りゲートを指定した生細胞集団の Alexa488
蛍光強度の平均値（Mean Fluorescence 
Intensity: MFI）を算出し結合の指標とした。 
 
(３)可溶性TNFα-抗TNFα抗体医薬品複合体
による Fcγ 受容体活性化能の評価 
 エフェクター細胞としてFcγ受容体および
カルシウムシグナル応答性のレポーター遺
伝子（NFAT-Luc）を発現する Jurkat 細胞
（Jurkat/FcγR/NFAT-Luc）を用いた。レポ
ーター細胞（ 1×105 cells）を 90 µl の
Opti-MEM I Reduced Serum Media
（Invitrogen）に懸濁し、96 穴培養プレート
に播種した後、終濃度の 10 倍の濃度となる



ように調製した各抗体溶液 10 µl を添加して、
37℃、5% CO2条件下で 4 時間培養した。100 
µl の ONE-Glo Luciferase Assay 試 薬
（Promega）を添加して懸濁した後、懸濁液
100 µl を白色アッセイプレートに移し、発光
プレートリーダー（Enspire, PerkinElmer）
を用いてレポーター細胞で発現誘導された
ルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
(４)膜結合型 TNFα 発現細胞株の樹立 
 PCR 法により、プロテアーゼ認識領域にア
ミノ酸点変異（R78T/S79T）を導入した膜結
合型 TNFα（tmTNFα）cDNA を作製し、
pVITRO1-neo ベクター（Invivogen）にサブ
クローニングした（pVITRO1-neo-tmTNFα）。
Jurkat 細胞に pVITRO1-neo-tmTNFα を遺
伝子導入した後、0.5 mg/ml の G418（ナカ
ライテスク）を含む RPMI1640/10% FBS で
培養し、安定発現細胞株を選別した。その後、
限界希釈法によりシングルクローン化を行
い 、 膜 結 合 型 TNFα 発 現 細 胞 株
（Jurkat/tmTNFα）を樹立した。 
 
(５)膜結合型 TNFα に対する抗 TNFα 抗体医
薬品の結合親和性の評価 
 Jurkat/tmTNFα を標的細胞として（２）
と同様の手法により、フローサイトメーター
を用いた解析を実施した。 
 
(６)膜結合型 TNFα 発現細胞を標的とした抗
TNFα 抗体医薬品によるFcγ 受容体活性化能
の評価 
 Jurkat/tmTNFα を 標 的 細 胞 、
Jurkat/FcγRIIIa/NFAT-Luc をエフェクター
細胞として用いた。標的細胞：エフェクター
細胞比が 1：10 となるように細胞懸濁液を調
製し、（３）と同様の手法によりレポーター
細胞で発現誘導されたルシフェラーゼ活性
を測定した。 
 
４．研究成果 
 
(１)可溶性 TNFα との複合体形成能及び Fcγ
受容体活性化能 
 抗 TNFα 抗体医薬品インフリキシマブ、ア
ダリムマブ、ゴリムマブ及び TNFR-Fc 融合
タンパク質医薬品エタネルセプトを試料と
し、動的光散乱法を用いて可溶性 TNFα との
複合体形成能を評価した。その結果、エタネ
ルセプトと比較して 3つの抗体医薬品は可溶
性 TNFα と結合して巨大な抗原-抗体複合体
を形成すること、複合体形成能はインフリキ
シマブ＞ゴリムマブ＞アダリムマブの順に
強いことが明らかとなった（図 2）。 
 
 
 
 

 

 
これらの抗原-抗体複合体形成能の差異が

Fcγ 受容体を介した免疫細胞の活性化に及ぼ
す影響を明らかにする目的で、Fcγ 受容体に
対する結合能を評価した。TNFα 非存在下に
おける各抗体医薬品単独でのFcγ受容体結合
能は何れも同程度であり（図 3）、異なるモル
比のTNFα存在下においてもその結合能に顕
著な差は認められなかった（図 4）。 
 

 

 
 
一方、これらの抗原-抗体複合体による Fcγ

受容体活性化能は抗体によって異なり、可溶
性TNFα存在下においてより巨大な複合体を
形成するインフリキシマブは他の抗体に比
べて強いFcγ受容体活性化を誘導することが
明らかとなった（図 5）。 
 
 
 
 

図 2 可溶性 TNFαとの複合体形成能 

図 3 TNFα 非存在下における Fcγ 受容体結合能 

図 4 TNFα 存在下における Fcγ 受容体結合能 



 
 
 
 
 
(２)膜結合型 TNFα との結合能および Fcγ 受
容体活性化能 
 膜結合型TNFαに対する抗TNFα抗体医薬
品の作用を検討するため、膜結合型 TNFα を
安定発現する細胞株（Jurkat/tmTNFα）を樹
立し、膜結合型 TNFα に対する結合能を評価
した。可溶性 TNFα に対する結合親和性はイ
ンフリキシマブの方がアダリムマブに比べ
て強いことが報告されている一方で（表 1）、
インフリキシマブおよびアダリムマブの膜
結合TNFαに対する結合能は同程度であるこ
とが明らかとなった（図 6）。 
 

 
 
次に、膜結合型 TNFα 安定発現細胞株およ

びレポーター細胞（Jurkat/FcγR/NFAT-Luc）
を抗 TNFα 抗体医薬品存在下で共培養して、
抗原結合に依存したFcγ受容体の活性化を評
価した。その結果、インフリキシマブはアダ
リムマブに比べてより強いFcγ受容体活性化
能を示すことが明らかとなり（図 7）、抗原認
識エピトープの違いによる複合体形成能の
差異が膜結合型TNFα発現細胞に対するエフ
ェクター細胞の活性化、すなわち ADCC 活性
の発揮に関与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果から、抗 TNFα 抗体医薬品によ
る免疫細胞の活性化等の生物活性の発揮に
は、抗原結合親和性のみならず、各々の抗体
の認識する抗原エピトープの差異に起因す
ると考えられる抗原-抗体複合体形成能の差
異が関与する可能性が明らかとなった。抗原
との複合体形成様式は各抗 TNFα抗体医薬
品を特徴づける重要な指標の一つであると
考えられた。 
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図 5 TNFα-抗体複合体による Fcγ 受容体活性化 

図 6 膜結合型 TNFα 結合能 

図 7 膜結合型 TNFα 発現細胞を標的とした 

抗 TNFα 抗体による Fcγ 受容体活性化能 

 


