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研究成果の概要（和文）：IgG ファミリーの抗体とその細胞受容体間の相互作用の分子レベルでの理解を進めま
した。 我々は、受容体との相互作用の強さに対する中央ヒンジ領域の突然変異の影響が予想よりも小さいこと
を説明しました（中央ヒンジはジスルフィド結合が位置する場所です）。 しかし、結合界面のすぐ近くにある
残基は大きな影響を及ぼしました。 私たちの研究は、Abs の効力に大きな影響を与えることなく、ヒンジ領域
での抗体の操作をサポートしています。
さらに、腹筋の効力を向上させるために重要な貢献をしました。  このアプローチを使用して、抗 HIV-1 Ab の
効力を 500 倍以上改善しました。

研究成果の概要（英文）：We advanced the understanding of the interaction between antibodies of the 
IgG family and their cellular receptors at the molecular level. We have described the less-than 
expected effect of mutations in the middle hinge region to the strength of the interaction with 
receptors (the middle hinge is where the disulfide bond is located). However, residues in close 
proximity to the binding interface had a profound effect. Our studies support the engineering of 
antibodies in the hinge region without major effect in the potency of Abs.
Additionally, we made an important contribution to improve the potency of Abs. This process was 
patented and consist on (i) the introduction of a CYS residue in a strategic location and (2) 
chemical modification of the CYS residue by a yodo acetamide molecule of specific atomic structure. 
Using this approach we have improved the potency of anti-HIV-1 Abs by more than 500-fold.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
From a scientific point, we have advanced the basic knowledge of the interaction between antibodies 
and their cellular receptors. From a social point of view, the technology discovered herein improves
 the potency of  antibodies and might save the lives of people suffering from infectious diseases.

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
治療用抗体によってもたらされる現在進行中の革命は、不治の病を治療するための比類のない
有効性の結果として、医療の状況を永遠に変えました。 
 
２．研究の目的 
生物物理学的および構造的技術を適用することにより、抗体の作用機序および受容体との相互
作用の基本的基礎を進歩させます。 
 
３．研究の方法 
 
当社では、組換えタンパク質技術を利用して、さまざまな抗体モダリティ、特に全長 IgG、Fab 
フラグメント、Fc フラグメント、さらには Fc の CH2 ドメインなどのより小さなフラグメン
トを生成しました。 Iおよび IIIA クラスの Fc受容体も調製しました。 これらの構築物の一部
は大腸菌で調製され、Pichia pastoris、一部は哺乳類細胞 (特に抗体) で調製され、一部はグ
リカンの影響を比較できるように両方で調製されました。 私たちは、X 線結晶構造解析、生物
物理学的/相互作用分析、生化学および細胞アッセイによる機能特性評価などの原子レベルの構
造を探索するために高度な技術を採用しました。 
 
４．研究成果 
 
抗体の最適化 
抗体による膜に埋め込まれた抗原の認識に対する膜界面相互作用の寄与は、現時点では不明で

ある。 このレポートは、エピトープの認
識には直接関与しないが、膜に近い領域
の化学修飾によるこのタイプの抗体の
最適化を示しています。 HIV-1 抗体 
10E8 をモデルとして使用し、直鎖状お
よび多環式合成芳香族化合物を選択し
た部位に導入します。 分子動力学シミ
ュレーションにより、これらの合成化合
物と、HIV-1 糖タンパク質 Env のエピ
トープが位置するウイルス脂質膜との
好ましい相互作用が予測されます。 芳
香族アセトアミドによる 10E8 の化学
修飾は、ウイルス膜の密集した環境に部
分的に埋もれているネイティブ抗原の
生産的かつ特異的な認識を促進し、ウイ
ルス感染をブロックするその能力の劇
的な増加をもたらします。 これらの観
察は、膜近位エピトープを標的とする抗
体の機能を最適化するための、部位選択
的な化学修飾による界面親和性の利用
を裏付けています（図１）。 
芳香族化合物を使用した部位選択的化学
修飾を利用して、生体膜またはその近く
で作用する Ab だけでなく、他のタイプ
の Ab、さらにはさまざまな機能や治療プ

ロファイルの他のクラスのタンパク質やペプチドを最適化するために利用できる可能性がある
と考えています。 
 
自己反応性の軽減 
 
HIV-1 に対する広範な中和抗体 (bnAb) は、多くの場合、自己反応性/多重反応性の存在と関連
しており、この特性により治療薬としての使用が制限される可能性があります。 HIV-1 の保存
された膜近位外部領域 (MPER) を標的とする bnAb 4E10 は、世界中に循環している HIV-1 株
全体でほぼ汎中和活性を示しますが、脂質膜との非特異的なオフターゲット相互作用を示しま
す。 重鎖の 3 番目の相補性決定領域 (CDRH3) ループの疎水性頂点は、ウイルスの中和に必須
であり、この悪影響に決定的に寄与しています。 ここでは、化学修飾によって 4E10 の CDRH3 

図 1. 側方化学修飾により、抗 HIV-1 抗体の効力が
最大 700 倍増加します。Rujas et al (2020) より
翻案。 

 



の頂点にある芳香族/疎水性残基を単一
の芳香族分子に置き換え、4E10 の中和
能力と幅を維持しながら自己反応性が
低下した変異体を生成しました。 まと
めると、我々の研究は、化学修飾による
芳香族性の局所的蓄積が、抗 HIV-1 
MPER bnAbs の CDRH3 によって引き起
こされる悪影響を改善する経路を提供
することを示唆しています。 
私たちの研究は、4E10 の CDRH3 がベル
クロのような締め付けシステムとして
機能して、融合の進行と両立しない安定
した Env 複合体を形成する可能性を示
唆しており、CDRH3 の疎水性の化学工学
が、細胞の認識を改善するための一般的
な戦略として使用できる可能性を提唱
している。 膜に近いエピトープ。 さら
に、これらのデータは、界面疎水性を単
一の位置に集中させることにより、非特
異的な脂質相互作用を生じさせること
なく疎水性を高める代替戦略を提供す
る。 ただし、より強力な抗体の出現によ
り 4E10 の臨床使用が制限されている
こと、およびこの方法の適用可能性を判

断するには、この戦略をより多くの抗体セットに適用する必要があることを認識しています。 
 
CH2 ドメインの解析。 
 
Pichia pastoris は、ヒトアルブミンなどの生物治療薬を含む組換えタンパク質を迅速、簡単、

安価に生産するために使用
される人気のある真核生物
システムです。 ヒト免疫グ
ロブリン G (IgG) の CH2 
ドメインは、新しい治療法
を開発するための有望な足
場です。 CH2 ドメインの研
究を加速するために、酵母 
P. pastoris でヒト CH2 
ドメイン (約 150 mg/l) 
およびヒト Fc (約 30 
mg/l) を高発現する手順を
確立しました。 この手順に
より、主要なグリコシル化
画分（約 70%）と非グリコシ
ル化画分（約 30%）が同時に
得られます。 これらは高純
度で容易に分離できます。 
どちらの形態の CH2 ドメ
インも本質的に同じ二次構

造を持っていますが、熱量測定から測定したところ、グリカンの存在により CH2 ドメインの熱
安定性が約 5℃増加しました。 精製されたグリコシル化 CH2 ドメインは、マウスにおいてポ
リクローナル抗体を誘発し、CH2 ドメインだけでなく、組換えヒト Fc および市販の IgG1 抗
体 Rituxan も認識しました。 私たちは、宿主生物ピキア・パストリスにおいてグリコシル化お
よび非グリコシル化 CH2 ドメインを調製することに成功しました。 本明細書において、我々は、
マウスにおいて CH2 ドメインのグリコシル化によりその凝集傾向と免疫原性の両方が減少する
ことを検証し、凝集と免疫原性が関連していることを示唆した。 さらに、本発明者らは、グリ
カンを含むまたは含まない安定化バージョンの CH2 ドメインを P.パストリスで作製し、それら
の凝集傾向を評価した。 我々は、安定化だけで CH2 ドメインの凝集が大幅に減少することを
発見しました。 さらに、グリコシル化と安定化の組み合わせにより、その凝集挙動は完全に抑
制されました。 タンパク質の凝集は免疫原性に関連しているため、タンパク質の凝集挙動を排
除するためのグリコシル化と安定化の組み合わせは、有望な免疫グロブリン足場を生成するた
めの有益な戦略となる可能性があります。 

図 2. 自己反応性を低下させる戦略。 Rujas et al 
(2021) より翻案。 

図 2. CH2 ドメインの解析。 Oyama et al (2021) より翻案。 
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