
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

分子グラフティングによるアルブミン結合性ヒト型アダプタータンパク質の分子設計

Design of Humanized Adaptor Proteins Exhibiting Albumin-Binding Affinity

５０３４４１２２研究者番号：

本田　真也（Honda, Shinya）

国立研究開発法人産業技術総合研究所・バイオメディカル研究部門・副研究部門長

研究期間：

２６３５０９６８

平成 年 月 日現在２９   ５   ６

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：次世代型バイオ医薬品として開発が進んでいるフラグメント抗体等の低分子化タンパ
ク質の薬物動態改善に寄与する汎用技術の確立を目指して、ヒト血清アルブミン（HSA）に結合するヒト型アダ
プタータンパク質を分子グラフティング法で合理的にデザインし、合成した人工タンパク質の機能と構造に関す
るin vitro分子特性を評価した。その結果、13-15残基の置換にも関わらず二次構造が変異導入前と同様である
こと、血中安定性向上に必要なHSA結合親和性および結合特異性を獲得していることなどを明らかにした。これ
は、当該分子が低分子化バイオ医薬品の薬物動態改善ための有望なツールとなりうることを示すものである。

研究成果の概要（英文）：Attachment of a bacterial albumin-binding protein module is an attractive 
strategy for extending the plasma residence time of protein therapeutics. However, a protein fused 
with such a bacterial module could induce unfavorable immune reactions. To address this, we designed
 an alternative binding protein by imparting albumin-binding affinity to a human protein using 
molecular surface grafting. One of the designed proteins using human-derived 6 helix-bundle scaffold
 specifically binds to human serum albumin with adequate affinity. Despite 13-15 mutations, the 
designed proteins maintain the original secondary structure by virtue of careful grafting based on 
structural informatics. Competitive binding assays and thermodynamic analyses of the best binders 
show that the binding mode resembles that of the original bacterial protein module, suggesting that 
the contacting surface is mimicked well on the designed protein.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
抗体医薬品の成功を背景に、いわゆる

beyond antibody の研究開発競争が国際的に
激化している。そのトレンドの一つが低分子
化である。抗体を凌ぐ低分子化タンパク質を
提供できれば、抗体が巨大な糖タンパク質で
あることに伴う種々の問題（製造コスト、分
子不均一性管理等）の回避が期待できるから
である。一方で、これら低分子化タンパク質
の共通の欠点は血中安定性の低さである。抗
体は、ネオラテラル Fc 受容体（FcRn）を介
したリサイクリング機構により血中での半
減期が長い。血中安定性は、医薬品の有効性
や処方に直結するパラメータであることか
ら、抗体医薬代替の実現にむけては、任意の
低分子化タンパク質の薬物動態を改善する
汎用技術の開発が求められている。 
低分子化タンパク質の薬物動態改善技術

としては、ポリエチレングリコール（PEG）
付加が実用化されており、すでに PEG 化サ
イトカイン(ペガシス®等)やPEG化抗体フラ
グメント(シムジア®等)が承認されている。し
かし、PEG の不均一性や活性への影響、化学
修飾コストやさらなる半減期向上など、課題
も多い。この解決に向けて、Andersen らは、
細菌由来のアルブミン結合性ドメイン
（ABD）をアダプターとして低分子化抗体に
連結し、その血中半減期を大きく向上させる
ことに成功した[1]。これは、ABD を介して低
分子化抗体をHSAに間接的に結合させること
で、HSA の高い血中安定性が反映するように
工夫したものである（HSA は、抗体と同様、
FcRn レセプターを介したリサイクリング機
構により血中半減期が極めて長い）。しかし、
ABD は、レンサ球菌由来のタンパク質である
ため不測の免疫原性惹起が懸念されること
から、薬剤としての開発は躊躇されている。 
そこで本申請課題では、申請者らのこれま

での技術ポテンシャルを活用し、免疫原性リ
スクの小さい新規のHSA結合性ヒト型アダプ
タータンパク質の開発研究を行った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、次世代型バイオ医薬品と

して開発が進んでいるフラグメント抗体等
の低分子化タンパク質の薬物動態改善に寄
与する汎用技術の確立を目指して、HSA に選
択的に結合するヒト型アダプタータンパク
質を開発し、その機能と構造に関する in 
vitro 分子特性を評価することである。具体的
には、構造バイオインフォマティクスを活用
して分子グラフティング法によりヒト型ア
ダプタータンパク質をデザインしたのち、合
成したタンパク質が十分な立体構造安定性
を維持し、かつ血中安定性向上に必要な HSA
結合親和性および結合特異性を獲得してい
ることを実証することである。 
 
３．研究の方法 
本研究は、以下の７項目に分けて段階的に

遂行した。 
（1）複合体結晶構造データの解析とヒトタ

ンパク質スキャホールドの選定 
（2）移植残基の選別とアダプタータンパク

質の設計 
（3）アダプタータンパク質および比較対象

タンパク質の合成と精製 
（4）アダプタータンパク質の HSA 結合親和

性の測定 
（5）アダプタータンパク質の構造安定性の

測定 
（6）アダプタータンパク質の HSA 結合特異

性の測定 
（7）アダプタータンパク質の相互作用熱力

学解析 
 
４．研究成果 
（1）複合体結晶構造データの解析とヒトタ

ンパク質スキャホールドの選定 
先行研究[1]において血中半減期の延長効

果が実証されたのは、レンサ球菌由来のアル
ブミン結合性ドメイン（ABD）である。しか
し、これについては立体構造の詳細が不明な
ので、そのホモログであるフィネゴルディア
属由来の GA モジュールと HSA の複合体結晶
構造データ（PDB:1tf0)を分子設計に利用し
た。GA モジュールの HSA 結合界面を空間的に
再現するためには GA モジュールの主鎖構造
と類似のヒトタンパク質をスキャホールド
として利用することが重要である。そこでま
ず、ヒトタンパク質のみからなる構造データ
セットをつくり、GA モジュールの HSA 結合界
面の主鎖構造座標をクエリーとして類似の
部分構造を有するヒトタンパク質を検索し、
構造類似度を指標に複数のヒトタンパク質
をスキャホールドとして選定した。 
 

 
（2）移植残基の選別とアダプタータンパク

質の設計 
複合体結晶構造データと PISA システムを

利用して、GAモジュールの HSA 接触残基を特
定し、さらに接触面積や水素結合数などを指
標に各接触残基の機能重要度を順位付けし
た。GA モジュールと上記で選定したスキャホ
ールドを重ねあわせ、HSA 接触残基の位置に
対応するヒトタンパク質の残基の情報（溶媒
露出度、サイズの大小、側鎖の性質の類似度）
を収集した。変異に伴うヒトタンパク質の立



体構造の不安定化を回避するため、上記の情
報を総合した置換適切度を順位付けした。さ
らには、重ね合わせたモデルに HSA を加え、
ヒトタンパク質のアミノ酸がHSAに衝突する
危険度を順位付けした。以上の機能重要度、
置換適切度、衝突危険度を総合的に判定し、
ヒト型アダプタータンパク質のアミノ酸配
列を決定した。 
 

 
（3）アダプタータンパク質および比較対象

タンパク質の合成と精製 
設計した複数の 
設計したアダプタータンパク質、および比

較対象となる天然型ヒトタンパク質（ネガコ
ン）、GA モジュール（ポジコン）を遺伝子組
換え技術で調製した。まず、それぞれのアミ
ノ酸配列に相当する人工遺伝子を、大腸菌で
の発現を促進するため、コドンと GC 含量を
最適化したうえ設計し、これを化学合成によ
り調達した。この遺伝子を市販の高発現ベク
ターに挿入し、大腸菌を形質転換した。培養
溶菌後の可溶性画分から目的物を回収し、イ
オン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ
過クロマトグラフィーで高純度に精製した。
精製品は、SDS-PAGE と質量分析法で同定した。 
 
（4）アダプタータンパク質の HSA 結合親和

性の測定 
設計したアダプタータンパク質が目的と

するHSA結合活性を獲得していることを表面
プラズモン共鳴（SPR）法で確認した。HSA を
アミンカップリングでセンサーチップに固
定化して、濃度の異なる試料溶液をインジェ
クトし、各々の解離常数を求めた。 
 

 
（5）アダプタータンパク質の構造安定性の

測定 
アダプタータンパク質が正しくフォール

ドし、元の天然型ヒトタンパク質と同等な立
体構造を形成していることを円偏光二色性
（CD）法で確認した。また、その構造安定性
も同機で定量的に評価した。試料溶液の温度
を一定速度で昇温し、得られた熱変性曲線を
解析し、熱変性温度、変性エンタルピー、変
性エントロピーを求めた。 
 
（6）アダプタータンパク質の HSA 結合特異

性の測定 
アダプタータンパク質のHSA結合活性が選

択的であることを表面プラズモン共鳴（SPR）
法で確認した。アダプタータンパク質が GA
モジュールとHSAの結合を濃度依存的に阻害
することから、アダプタータンパク質が GA
モジュールと同一の結合サイトを認識して
いることが明らかになった。 
 

 
（7）アダプタータンパク質の相互作用熱力

学解析 
アダプタータンパク質とHSAの相互作用を

熱力学的に解析した。SPR 法測定を異なる温
度で行って、結合のエンタルピー変化、エン
トロピー変化、結合比熱変化を定量的に評価
した。その結果、アダプタータンパク質と HSA
の結合は、エンタルピードリブンで、かつエ
ントロピー的にも好ましい相互作用となっ
ていることを明らかにした。 
 
以上の in vitro 分子特性解析により、13-15

残基の置換にも関わらず二次構造が変異導
入前と同様であること、血中安定性向上に必
要なHSA結合親和性および結合特異性を獲得
していること、アダプタータンパク質と HSA
の相互作用ではエンタルピー・エントロピー
の双方が結合に寄与しており、この熱力学的
特徴は GA module-HSA 間結合においても同様
であることなどを明らかにした。これは、当
該分子が低分子化バイオ医薬品の薬物動態
改善ための有望なツールとなりうることを
示すものである。 
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