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研究成果の概要（和文）：低分子二重特異性抗体は、魅力的な分子であるが、結合価数と体内半減期が減少することが
問題である。本研究は、これらを多量体化により解消し、さらに合計4種類の抗体を用いることで、その多量体構造を
完全に制御すると同時に、薬効を高めた低分子四重特異性四価抗体の創製を目的とした。結果、大腸菌発現系では機能
的な分子を取得することができなかったが、動物細胞発現系を用いることで、高活性の分子を得ることに成功し、さら
に精製は容易になるもののFc領域の融合が活性の低下をもたらすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although small bispecific antibodies are attractive molecules, their decreases in 
binding valency and in vivo half-life are left as a problem. Multimerization of small antibodies is one 
strategy to solve these drawbacks. In this study using four kinds of antibody fragments, we tried to 
develop small tetraspecific and tetravalent cancer therapeutic antibodies to regulate multimeric 
structure and to enhance therapeutic efficacy. We couldn’t obtain the functional molecules in bacterial 
expression system; however, we successfully prepared tetraspecific and tetravalent antibodies with high 
therapeutic effects in mammalian expression system. Further, our results showed that Fc fusion to 
facilitate their purification causes decreases in their cytotoxic effects.

研究分野：応用生物工学
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１．研究開始当初の背景 
世界的な問題となっている抗体医薬の低
コスト化において、投与量の軽減を目指した
高機能化と、安価な微生物でも調製可能な低
分子化が鍵である。人工抗体である二重特異
性抗体は、例えば T細胞とがん細胞を架橋す
るように設計することで、特異的な抗腫瘍効
果が誘導され、また組換え技術により低分子
化も可能である(図 1)。この低分子二重特異
性抗体は、高機能性と低分子性を兼ね備えた
魅力的な分子であるが、現状は国内企業では
開発自体が皆無であり、海外でも実用化され
た例は 1件のみとなっている。通常の IgG型
の抗体に比べて、結合価数と体内半減期が減
少することが大きな問題であり、実用化を加
速させるためには、これらを解消する必要が
ある。 

 

 
２．研究の目的 
申請者は、低分子二重特異性抗体の開発研
究に従事してきたが(Clin. Cancer Res., 12, 
4036 (2006)など)、最近その調製溶液中に、
強い活性を有する多量体化した分子の存在
を見出した (J. Biol. Chem., 285, 20844 
(2010), 286, 1812 (2011)など )。中でも
diabody 型二重特異性抗体(図 2 左)の多量体
化分子は、環状に四量体化した四価の分子で
あることを明らかにしている(図 2 中)。低分
子抗体の多量体化は、微生物を用いた安価な
製造を維持したまま、結合価数の増加と高分
子量化による、薬効と体内半減期の向上が期
待できる。そこでさらに 2種類の抗体を加え
ることで四重特異性四価抗体の創製を目指
す本提案の着想に至った(図 2 右)。各々由来
が同じ抗体ドメイン間で生じる最も有利な
会合を利用することで、四量体の完全な制御
と比活性の飛躍的な向上、および汎用性の高
い技術の完成に期待がもたれる。 

 
 

 
３．研究の方法 
これまでにdiabody型の低分子二重特異性
抗体を複数構築してきた結果、がん関連抗原
としてヒト上皮増殖因子受容体(EGFR)、T
細胞表面抗原として CD3 を標的とした分子
(Ex3)に最も高い効果が認められた (Clin. 
Cancer Res., 12, 4036 (2006))。また、前述
の通り、最近 Ex3の調製溶液中に、強い活性
を有する多量体化した分子の存在を見出し、
環状に四量体化した四価の分子であること
を明らかにしている。そこで本研究では、潜
在的に四量体化することが可能な Ex3 を基
盤に、低分子四重特異性四価抗体の創製を目
指した。 
まずEx3にNK細胞表面抗原であるCD16
への特異性も付与させた三重特異性四価抗
体 (EGFR/CD3-EGFR/CD16)の構築を目指
した。抗 CD16抗体自体は既に利用しており
同様に EGFR と CD3 の両者を標的とした
Ex16 も効果的であることを確認している
(FEBS J., 279, 223 (2012))。しかしながら必
要な 4つの遺伝子を、すべて共発現させると、
単に従来のEx3とEx16が優先的に調製され
る可能性がある。申請者はこれまで diabody
を構成する 2 種のヘテロ scFv の中で、1 種
のみを個別に調製すると、それぞれホモダイ
マーが形成されるが、これらを試験管内で混
合するとdiabodyを再構成できることを明ら
かにしている(Protein Eng. Des. Sel., 21, 
597 (2008))。そこで抗 EGFR 抗体を対角に
配置するように設計した 2 種のヘテロ
diabody を個別に調製後、再構成を目指した
(図 3)。 

 
 
また最終目的である 4種類の抗体を用いた
四重特異性四価抗体の作製も並行して進め
ることとし、異なる抗 EGFR抗体の可変領域
を 加 え た 四 重 特 異 性 四 価 抗 体
(EGFR/CD3-EGFR'/CD16)の設計も行った。
四重特異性四価抗体は図 2に示すような環状
構造のみの開発を目指していたが、より多角
的に研究を進めるために環状型に加えて直
鎖状型の四重特異性四価抗体の開発、さらに
は真核細胞を用いた発現系の利用も目指し、
動物細胞発現系用のベクターの設計および
作製を行った。動物細胞発現系を用いること
で、三重特異性四価抗体の調製も容易となる
ことを期待し、併せて三重特異性四価抗体の
動物細胞を用いた調製を進めた。 
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４．研究成果 
2種のヘテロ diabody共発現ベクターを作
製し、大腸菌発現系を用いた調製を目指した。
SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(PAGE)、およびWestern blottingの結果、
培地上清画分、ペリプラズム画分、市販の
BuｇBuster 試薬により抽出した菌体内可溶
性画分のいずれにも発現がみられたため各
画分からの精製を進めた。金属キレートアフ
ィニティクロマトグラフィー(IMAC)、およ
びゲル濾過クロマトグラフィーにより精製
を行ったところ、培地上清とペリプラズム画
分を混合させた画分(可溶性画分 A)の方が、
菌体内可溶性画分(可溶性画分 B)に比べ、よ
り純度が高いサンプルを得ることができた。
続いて、それぞれのサンプルを用いて、T細
胞を多く含む活性化リンパ球 (T-LAK)と
MTS 試薬を用いた生細胞測定法によりがん
細胞に対する細胞傷害活性を調べた。精製し
た 2種のヘテロ diabody単独と、これらを等
モル混合し、静置させた後のサンプルを用い
て評価した結果、興味深いことに活性を示さ
ないと予想されたヘテロdiabodyにそれぞれ
がん細胞の傷害活性がみられた(図 4)。由来
の異なる VHと VL間でも、相同性の高さ等
の理由から会合が生じ、さらにある一定の親
和性を示したため、傷害活性を発揮できたと
考えられるが、いずれにしても混合により、
優位な細胞傷害活性の向上は認められなか
ったため、溶液中で三重特異性四価抗体が再
構成できていない、あるいは構成できていて
も期待するような高い活性を構造上有さな
い可能性が示された。フローサイトメトリー
による結合活性など、要因を調べるためのよ
り詳細な評価には収量を向上させる必要が
あったため、発現誘導時期、および培養温
度の検討等を進めたが、優位な発現量の上
昇はみられなかった。 

 

 
一方、最終目的である 4種類の抗体を用い
た四重特異性四価抗体の設計も並行して進
めた。まず、三重特異性四価抗体と同様に、
4 種の抗体の抗原結合部位に基づく、2 種の

ヘテロdiabody共発現ベクターをそれぞれ作
製し、大腸菌発現系を用いて調製後、これら
を試験管内で混合させることを目指した(図
5)。2種のヘテロ diabody共発現ベクターを
それぞれ作製し、大腸菌を形質転換後、
SDS-PAGE、およびWestern blottingにより
発現確認を行った。一方のヘテロ diabodyは
可溶性画分 Aに、もう一方のヘテロ diabody
は可溶性画分 B に最も多く発現がみられた
ため、それぞれこの画分からの調製を行った。
IMACで精製後、ゲル濾過クロマトグラフィ
ーを行ったところ、いずれも二量体と思われ
る画分にピークが観察されたことから由来
の異なる抗体の抗原結合部位が含まれてい
てもdiabody構造を有することが明らかにな
った。続いて、それぞれを等モル混合し、四
重特異性四価抗体、即ち四量体構造が形成さ
れるかをゲル濾過クロマトグラフィーによ
り評価した。結果、期待に反し二量体構造が
維持され、四量体と思われる画分にピークは
認められなかった。三重特異性四価抗体では、
ヘテロdiabody単独でもがん細胞に対する細
胞傷害活性が認められたため、混合後に得ら
れた画分を用いた生細胞測定法を行った。四
重特異性四価抗体は、T細胞を標的とした抗
体とNK細胞を標的とした抗体の両者が含ま
れるため、両細胞を含む末梢血リンパ球
(PBMC)を用いて評価を行った結果、コント
ロールとして用いた Ex3 四量体が強い活性
を示したのに対し、四重特異性四価抗体は全
く活性を示さなかった(図 6)。やはり四量体
構造が形成できていないこと、それぞれのヘ
テロdiabodyを調製後に混合していることな
どが要因であると考え、すべてを一本鎖で連
結した構造を設計し、かつ高分子量となった
事により大腸菌発現系では調製が困難と考
え、動物細胞発現系の利用を進めた。 

図4 三重特異性四価抗体の機能評価
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図6 四重特異性四価抗体の機能評価



動物細胞に関しては、収量が少ない場合に
精製が困難であることが予想されたため、プ
ロテイン A 樹脂を用いた簡便な精製が可能
なヒト抗体の Fc 領域を融合させた分子の調
製も進めた。結果、前述の通り大腸菌発現系
を用いて調製した四重特異性四価抗体は、が
ん細胞傷害性試験に於いて期待するような
効果は認められなかったのに対し、動物細胞
を用いて調製した分子には顕著な活性が認
められた。興味深いことに、Fc領域を融合さ
せた分子は、活性は示したものの融合させて
いない分子に比べ低下が見られた。既往の研
究により、低分子二重特異性抗体は、Fc領域
の融合により活性が向上することが示され
ていたが(MAbs, 6, 1243 (2014))、より複雑な
四重特異性四価抗体は標的抗原への結合に
際して何らかの立体障害が生じたものと考
えられる。以上より、低分子四重特異性抗体
の調製に成功したと言え、今後の詳細な解析
に期待が持たれる結果が得られた。 
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