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研究成果の概要（和文）：抗体医薬品には往々にして中和抗体（Anti-Drug Antibodies:ADAs）が産生され、そ
の機能が消失する場合がある。医療費削減の観点から、ADAsの産生を抑制する方法の開発は喫緊の課題である。
普遍的に抗体医薬品に対するADAsを抑制するため、本研究では、抗体医薬品（ヒト型）のFabの定常部（全ての
ヒト型Fabに共通した部位）を修飾し、その構造安定性を変動させ、ADAsの産生を抑制できるかどうかの研究を
実施した。

研究成果の概要（英文）：Anti-Drug Antibodies (ADAs) are often found in patients whom therapeutic 
antibodies are administrated. ADAs will lead the attenuation of medical effects of therapeutic 
antibodies. From the standpoints of reduction in medical costs, we should develop the method to 
depress ADAs as early as possible. In order to depress ADAs in general, we focus on the constant 
region of humanized Fab, which are common in therapeutic antibodies. In this study, we prepared the 
humanized Fab with different conformational stability  by the modification of  the constant regions 
and examined the immunogenicities of these human Fab with different conformational stabilities. 

研究分野： 応用薬理学、抗体工学

キーワード： antibody　stability　immunolgy　Anti-Drug Antibodies　Derp2　Fab
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（図２）を基に人為的にデザインした。変異
体の作成は、
mutagenesis
認は、それぞれのベクターで大腸菌を形質転
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認は、それぞれのベクターで大腸菌を形質転
換したものからプラスミドを抽出し、
ークエンス解析により行った。

変異型ヒト型抗体（リウマトイド因子）
の安定性評価 

野生型及び変異型 Fabを PBS
SyproOrange を加え、リアルタイム

DSF(Differential Scanning
アッセイを用いて、

温度を評価した。 

アダリズマブ
ルフィド結合欠損 Fab（FabΔ

に新規ジスルフィド結合を導入した
Δ）の調製 
アダリズマブ）
Fab（FabΔSS

とCL のCys21
にアミノ酸置換変異体である。一方、

SS の CL   の CH1
同時に Cys に
である。これ
自ら考案し
chem.Biophys
従って調製した
ルフィド結合
た。             

及び mutSS FabΔ

mutSS FabΔの示差走査熱量
による評価の結果、pH6.5 での

75℃である（Nakamura et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun.2018

Fab を PBS に溶解し、
の安定性が抗原性に及ぼす効果について解

それぞれの変異体 0.1 ml 
日目にマウス（

腹腔内に投与した（1 匹あたり
38 日目に眼窩採血を行い、

mutSS FabΔに対する血清抗体価を
で評価した。 
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コを用いた蛋白質の高発現の実績がある。そ
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体を調製した。
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対して、蛋白質の半分量が変性する濃度は、
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原としてマウスに免疫し
IgE の相対量を比較した。野生型に対する抗
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テアーゼに対する分解の程度は、抗体産生量
と同じであった。この結果は、
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(2)リウマトイド因子（ヒト型抗体）
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 これら
アミノ酸残基である、
端にアミド結合を有する
た、L
H鎖については、
Val181
残基周辺の図は割愛）。
鎖変異体
野生型の
100 頭に
変異
クターと、
ターをカイコ
 4 日後、カイコ血清を回収し、２つのアフ
ィニテ
非還元状態で
ジーブリリアントブルー）にて染色した。ほ
ぼ単一でかつ目的の分子量に野生型、変異型
Fab が得られていることがわかった。収量は
野生型を
おいては、変異型毎に収率が異なり、
0.1mg
に多くの変異体を作成できるという利点を
持っているので、野生型
異体を調製できた。しかし、
入手できたが、変異体によっては発現量が低
下したものが多かった。詳細は不明であるが、
変異により

 リウマトイド因子
   周辺の立体構造

 リウマトイド因子
   周辺の立体構造

れらの構造から、
アミノ酸残基である、
端にアミド結合を有する

L 鎖の Thr178
鎖については、Leu141

Val181 を Ile 及び
残基周辺の図は割愛）。
鎖変異体の cDNA を含む感染ベクターと
野生型の cDNA を含む感染ベクターを

頭にそれぞれ感染させた。一方、
変異 Fab は、L鎖変異体の
クターと、H鎖野生型の
ターをカイコ 100

日後、カイコ血清を回収し、２つのアフ
ィニティーカラムにより精製した。
非還元状態で SDS
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野生型を 6.5mg 得ることができた。変異体に
おいては、変異型毎に収率が異なり、
0.1mg-1.8mg であった。
に多くの変異体を作成できるという利点を
持っているので、野生型
異体を調製できた。しかし、
入手できたが、変異体によっては発現量が低
下したものが多かった。詳細は不明であるが、
変異により Fab が不安定となり、野生型

リウマトイド因子 Fab
周辺の立体構造 

リウマトイド因子 Fab
周辺の立体構造 

の構造から、L鎖の Ser131
アミノ酸残基である、Phe、Leu
端にアミド結合を有する Asn

Thr178 を Leu に変異した。一方、
Leu141をTrp

及び Leu に変異した（いずれの
残基周辺の図は割愛）。H 鎖の変異

を含む感染ベクターと
を含む感染ベクターを

それぞれ感染させた。一方、
鎖変異体の cDNA

鎖野生型の cDNA を含む感染ベク
100 頭にそれぞれ感染させた。

日後、カイコ血清を回収し、２つのアフ
ィーカラムにより精製した。

SDS-PAGE で分析し、
ジーブリリアントブルー）にて染色した。ほ
ぼ単一でかつ目的の分子量に野生型、変異型

が得られていることがわかった。収量は
得ることができた。変異体に

おいては、変異型毎に収率が異なり、
であった。カイコ

に多くの変異体を作成できるという利点を
持っているので、野生型 Fab 並びに
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入手できたが、変異体によっては発現量が低
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を含む感染ベク
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