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研究成果の概要（和文）：本研究は、抗体分子が細胞表層, タンパク質表面, 有機分子表面, 無
機材料表面を分子認識の場とできる発見から、その機能抗体断片を構成要素として、ソフト界
面(細胞表面)とハード界面(工学材料表面)の幅広い素材間をナノレベルで正確に接合・アセン
ブリ制御できるバイオインターフェイス分子の創出を行い、がん細胞とリンパ球を架橋し高い
細胞傷害性をもつ多重多価抗体やプラズモニック膜や金ナノ多孔質膜をボトムアップに構築可
能な架橋抗体の設計手法を構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（英文）：An attainment of molecular and nano-scale manipulations are expected to 
open the way for making an effective linkage among biomolecules and cells, and for fabricating 
bottom-up structures from nanomaterials. Recently, we focus on antibodies which have high-binding 
affinity for a specific antigen in immune system, and we have identified the antibodies with high affinity 
for low organic molecules, receptors on cells, and inorganic surfaces by using molecular evolution 
techniques. In this study, we constructed a new method which enables to generate the antibodies against 
various materials in organic, inorganic, and biological fields, and the interface molecules were designed 
from the antibodies to spontaneously assemble cells or nanomaterials for application of cancer therapy 
and bottom-up fabrication of nano-devices. 
 
 
 
 
 
 
研究分野：生物機能・バイオプロセス 
 
キーワード：生物機能工学 
 
 
 
 
 

機関番号：11301 

研究種目：特別推進研究 

研究期間： 2012～2016 

課題番号：24000011 

研究課題名（和文） ナノ空間インターフェイスのバイオデザイン 

                     

研究課題名（英文） Bio-design for interface molecules in nano scale 

 

研究代表者  

熊谷 泉（KUMAGAI, Izumi） 

東北大学・大学院工学研究科・名誉教授 

研究者番号：10161689 

交付決定額（研究期間全体）（直接経費）：400,000,000 円  
 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年におけるナノ・分子レベルでのマニピュレ

ーションの達成は、正確な生体分子間・細胞間
接合やナノ素材からのボトムアップ構造化を期
待させる。その中で我々は、ナノ領域での接合
設計にはバイオ分子の特異的分子認識の利用が
最も有効であると考え、細胞表層, タンパク質
表面, 有機分子表面, 無機材料表面を特異的な
分子認識場としてとらえ、バイオ分子の人工選
択を通じて、その相互作用の精密解析に成功し
てきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、バイオ分子の中で機能デザイン
が進んでいるタンパク質の抗体分子に着目し、
その機能抗体断片を構成要素として接合対象素
材によらず素材間をナノレベルで正確に接合・
アセンブリ制御できるバイオインターフェイス
分子を創出するプラットフォーム技術を開発す
る。そして、分子立体構造解析と詳細な物理化
学的機能解析から裏付けされた、架橋分子の立
体構造と接合による機能発現の相関を知識構造
化することによって、細胞・工学ナノ材料が提
供する様々なソフト・ハード界面に応じた接合
設計を迅速に適応・進化できるナノ空間インタ
ーフェイス分子をバイオデザインする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、抗体分子のがん免疫療法とナノ
工学材料への高度利用を目標として、ソフト界
面のがん細胞とリンパ球表面に特異的な抗体断
片やハード界面のナノ工学材料に高親和な抗体
断片の取得を人工選択系により取得する。そし
て、ドメイン組換え融合による人工分子形態を
設計し、目的素材間をナノレベルで効果的に接
合できるナノ空間インターフェイス分子を作製
する。作製したインターフェイス分子は構造・
機能を解析し、分子の架橋構造・機能データか
ら細胞・ナノ素材の機能発現を誘発する要因を
見出し、接合対象素材によらず目的素材間をナ
ノレベルで効果的に接合できるナノ空間インタ
ーフェイス分子を作製する技術を開発する。 
 
４．研究成果 
(1) ソフト界面：次世代がん免疫療法仕様の二
重特異性インターフェイス分子の創出 
① diabody 型構造を骨格に持つ二重特異性イン
ターフェイス分子の最適薬効発現：がん細胞表
面に活性リンパ球を接合させることでがん細胞
を効果的に死滅させる次世代がん免疫療法にお
いては、細胞間の接合構造によって治療効果が
大きく異なる。本研究では、データベースとフ
ァージ提示法を利用して、がん細胞とリンパ球
を接合するインターフェイス分子の構成要素と
して、がん細胞表面のヒト上皮増殖因子受容体
(EGFR, HER2~3)群を標的とする抗体 13 種と T
リンパ球表面の CD3, CD28 を標的とする抗体 4
種の集団を作製した。 
そして、それら抗体群の結合機能ドメインか

ら設計できる diabody 型の二重特異性抗体 104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
種を迅速に遺伝子設計し大腸菌で発現させ、
かつ、高速にそれらのがん細胞傷害性を評価
できるプロセスを開発した(図 1)。その結果、
これまでの diabody 型抗体よりも飛躍的に傷
害性が向上(103 倍以上)した抗体を取得した。
さらに、本研究の抗体群の物性評価(結合活性
機能や立体構造解析など)も行い、抗体の物性
と薬効との相関を取ることによって、高い傷
害性を持つ diabody 抗体として、T リンパ球
へは CD3 を標的とした抗体断片と EGFR の
domain3 に高い親和性をもつ抗体断片の組み
合わせで LH 型の diabody を設計すべき、と
いうルールが抽出された。構造的アプローチ
からは、EGFR と CD3 の両標的間が近接して
いる可能性も示された(図 2)。この成果は、100
種以上の抗体を高速に薬効でスクリーニン
グできるだけでなく、高い薬効発現のルール
抽出も同時進行できる手法を提案するもの
であり、その有効性を 103 倍以上も薬効が向
上した抗体の取得をもって証明した。また、
構造学的研究は、活性が大きく異なる抗体構
造の違いを原子レベルで議論した国際的に
も数少ない研究例であり、今後の解析により、
更なる発展が予想される抗体医薬の設計に
重要な知見に繋がることが期待される。 
② タンパク質工学による二重多価インター
フェイス分子の設計：diabody 型抗体は各細
胞表層の受容体に結合できる価数が 1 つだけ
であったが、この価数を増加させることによ
って、細胞間の結合力の増加が期待できる。
そこで、IgG型抗体の Fc断片を介して diabody
型抗体を連結させた二重二価抗体を動物細
胞にて調製し、マウスによる治療効果を評価
した。細胞傷害性は、①において最も傷害性 
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図 1. Diabody 型抗体の飛躍的活性向上化 

図 2. LH/HL 型 diabody 抗体の構造的相違

による標的分子間の相対位置変化 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
が高いリンパ球特異的抗体の結合機能ドメイン
を組み合わせることで、大腸菌において高収率
で調製可能な分子量を持つ新規な二重特異性抗
体を取得し、その活性を評価したところ、腫瘍
増殖が劇的に抑制された。 
また、EGFR 群への結合機能を単ドメインで

発現できるラクダ抗体ドメイン(VHH)を用いた
二重二価な抗体 (BiBian)を設計した。そして、
この抗体は、非常に高活性で、かつ、マウス治
療効果においても従来の抗体よりも腫瘍増殖を
劇的に抑制した(図 3)。以上の結果から、二重特
異性抗体において多価設計の有効性を示すと共
に、大腸菌で調製可能で劇的ながん傷害性を持
つ抗体フォーマットを提案できた。さらに、こ
の高活性な二重特異性抗体についても抗体の物
性と薬効との相関を取ったところ、二価体にな
ることによって T リンパ球を活性化させやすく
していることが分かり、二重特異性抗体の更な
る高活性ルールを抽出することができた(図 4)。 
③ 二重特異性インターフェイスの立体構造解
析： X 線結晶構造は、同じ抗体同士の結合機能
ドメインから設計されたホモ diabody のみ 3 例
だけ報告されており、別々な標的に結合する抗
体から設計された二重特異な diabody では報告
がない。本研究では、結晶化を進めていく中で、
diabody が溶液中で会合構造をいくつかもつ可
能性が示され、その中の一つの会合構造を結晶
化し立体構造を明らかにした。また、②の構造
的に柔軟性のある BiBian については、小角 X
線構造解析を用いて、薬効活性のある二重二価
特異性抗体としては世界で初めて立体構造の形
態を描写した。 
(2) ハード界面：光電場応答性素子を目指した
工学ナノ材料間のインターフェイス分子の創出 
① 工学ナノ材料に特異的なペプチド・抗体断片
の取得：光機能や触媒機能を持つ素材として、
金, 酸化亜鉛, 酸化スズ, ペリレン有機結晶に
結合性を示すペプチド・抗体の取得に成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その中で、酸化スズとペリレン有機結晶に結
合するペプチドに関しては、素材だけでなく
特定の結晶面に選択性を示した。 
② 工学ナノ材料特異的ペプチド・抗体断片
の構造・機能解析：酸化亜鉛結合性抗体を対
象として、NMR を用いて各アミノ酸残基の
化学シフト値を帰属し、亜鉛イオンとの相互
作用によって運動性が変化するアミノ酸を
同定することに成功した。さらに、等温滴定
カロリメトリーを用いて様々な金属イオン
との相互作用を解析したところ、抗体は亜鉛
よりも配位子間相互作用が強い銅イオンと
は相互作用しないことが示唆され、抗体の素
材認識機構の一部が明らかになった。他のセ
ラミックス結合性抗体に関しても、溶液中の
イオン強度を変化させた平衡解離定数の測
定から、静電的結合の寄与が大きいことが示
唆された。 
また、第一原理を用いた分子計算から、ペ

リレン有機結晶結合性ペプチドとペリレン
結晶面との相互作用を考察した。その結果、
ペプチドはペリレン有機結晶面とは、トリプ
トファン, グルタミン, ヒスチジンなどの側
鎖残基が持つ電子共役領域とペリレン分子
が電子の分散力(σ－π相互作用)によって相互
作用していることが示唆された。そして、そ
の考察をもとにペプチドへ変異を導入し結
合活性評価を行ったところ、分子計算が示唆
する残基がペリレン結晶への結合のホット
スポットとなっており、工学材料に対するペ
プチドの結合解析に分子計算が有効である
ことを示すことができた(図 5)。 
③工学ナノ材料特異的ペプチド・抗体断片を
用いた異種ナノ素材間接合による光機能素
子の作製： 
i) ナノ粒子からのプラズモニック膜の作
製：金ナノ粒子は 520 nm 付近にプラズモン
吸収をもつが、その粒子を薄膜化するとプラ
ズモン機能は失われる。我々は、金と酸化亜
鉛に結合する抗体を構成要素として二重特
異性インターフェイス分子を作製し、金ナノ
粒子間を酸化亜鉛ナノ粒子で架橋された集
積体を薄膜化させることで、金ナノ粒子のサ
イズと混合比で様々なプラズモン吸収帯を
もつ薄膜を作製するプロセスを開発した。 
ii) 光応答金ナノ多孔質膜の作製：我々は、さ
らに、金と酸化亜鉛を架橋するインターフェ 
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図 3.BiBian 抗体による活性の向上化 
(a) in vitro 細胞傷害 
(b) 担がんマウス実験 
青：二重二価インターフェイス分 
赤：図 1 で最も活性が高い diabody 

 

 

  

 
図 4. T 細胞活性化評価 

図 5. 分子計算より予測されたホットスポット残
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イス分子を利用して、金の多孔質薄膜の作製も
行った。金ナノ粒子は 300˚C 以下で融解し、酸
化亜鉛は弱い酸で溶解する利点を活かし、金―
酸化亜鉛の薄膜を 300˚C で焼結後、希酸で酸化
亜鉛を溶出させることによって、10 nm を切る
サイズの孔を持つ金の多孔質膜を形成させるこ
とに成功し、その多孔質膜は効果的に光応答で
還元反応を触媒することを証明した(図 6)。今回
のように、ナノ素材からボトムアップに多孔質
膜を形成させた例はほとんどなく、かつ、ナノ
レベルで孔を設計した初めての結果である。 
iii) 蛍光タンパク質とペリレン有機結晶のナノ
接合による共鳴エネルギー移動(FRET)発現：発
光性の有機結晶は、分子単独よりも構造的に安
定でかつ輝度が高く、有機 EL やバイオイメー
ジングとしても魅力的である。我々は、赤色蛍
光タンパク質のC末端にペリレン結合性ペプチ
ドを融合し、貧溶媒化によるペリレン結晶形成
場に加えることによって、ワンポットでペリレ
ン結晶体へタンパク質を固定化し、ペプチドの
キャッピング効果による粒子のサイズ制御と溶
液中での結晶体の高分散化を同時達成した(図
7)。さらに、ペリレンと蛍光タンパク質間で共
鳴エネルギー移動を起こすことができた。材料
結合性ペプチドを用いて、有機結晶の成長制御, 
溶液中での分散性向上, タンパク質の固定化と
共に共鳴エネルギー移動の発現、の 3 項目をワ
ンポットで動じ達成した初めての例である。 
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