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研究成果の概要（和文）：大腸ガン特異的に送達される改変ガレクチン９の作製を目標に、ガレクチン９と抗
EGFR一本鎖抗体の融合タンパク質を作製した。目的の融合タンパク質は期待通り二つの機能を発揮したが生産性
が非常に低く、様々な方法を試みたが改善されなかった。よって同融合タンパク質の薬剤としての開発可能性は
高くない。一本鎖抗体の代わりにガンにターゲットするペプチドを融合させた場合には生産性が向上した。今後
はこちらの可能性を追求したい。

研究成果の概要（英文）：A fusion protein of Galectin 9 and an anti-EGFR single chain antibody was 
produced with the goal of generating a modified galectin 9 specifically delivered to colon cancer. 
The target fusion protein performed two functions as expected, but the productivity was very low 
even with various trials to improve it. Therefore, the possibility of developing this fusion protein
 as a drug candidate is not high. However the productivity was improved when a peptide targeting 
cancer was fused instead of a single chain antibody. I would like to pursue this possibility in the 
future.

研究分野：細胞生物学
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  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ガレクチン９は自己免疫疾患やガン等の様々な難治疾患動物モデルで有効性を示すが、複数の受容体・細胞に作
用するために薬剤としての開発は難しい。今回の研究は大腸ガン特異的に作用するガレクチン９改変体を作製す
ることで薬剤としての開発ハードルを下げ、新規な抗ガン薬を生み出すことを究極の目標としている。成功すれ
ばこれまでのガレクチン９研究成果を最大に社会還元できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
ガレクチン９はβガラクトシド構造をもつ糖鎖に結合する動物レクチンで、様々な生命現

象を調節し恒常性の維持に深く関わっている。ガレクチン９は糖鎖を介して複数の受容体に作
用することで多彩な作用を発揮する。たとえばリコンビナントガレクチン９の投与は、自己免
疫やアレルギーなどの過剰免疫を抑制し、一方でガンや感染症では免疫を活性化する。我々は
ガレクチン９が自己免疫疾患やガン等の難治性疾患治療薬として理想的であると考え、その開
発を目指して研究を積み重ねてきた。その中で顕在化した開発における問題点は、様々な受容
体や細胞に作用するガレクチン９本来の働きであった。薬の開発はターゲットが単一であるこ
とが基本であり、それが複数存在する場合には製薬会社の開発ひな形を外れる。 
 
２． 研究の目的 
ガレクチン９を特定の組織・細胞へ送達できるようにすればガレクチン９の薬剤としての

開発は容易になると想像される。そこでモデルとして大腸ガンを選択し、同ガンに高発現する
EGFR にターゲットする一本鎖抗体とガレクチン９の融合タンパク質を作製する。ガレクチン９
は薬剤に抵抗性の KRAS 変異大腸ガンに細胞死を誘導するので、この融合タンパク質の合成に成
功すれば KRAS 変異大腸ガンの治療薬シーズとなり得る。 
 
３． 研究の方法 
ヒトガレクチン９としてこれまで in vivo 薬効試験の蓄積がある安定化ガレクチン９Ver1
と in vivo 薬効は調べられていないが可溶性の高い Ver2 の２種を用いる。また EGFR にターゲ
ットする一本鎖抗体も２種調べる。ガレクチン９と一本鎖抗体を繋ぐリンカーは細胞に結合し
た後に分解されるように MMP2 の認識配列と TACE 認識配列の２種類を用いる。これらを組み合
わせた融合タンパク質の発現コンストラクトを作製し、ガレクチン９の発現で実績のある大腸
菌発現系を用いてリコンビナントタンパク質を発現・精製する。一本鎖抗体の大腸菌内での合
成には Shuffle 株（PDI を共発現する株）が有効であったことより、PDI を大量発現する系も
構築し生産性の向上を目指した。 
 
４． 研究成果 
目的の融合タンパク質発現プラスミドを構築し、大腸菌発現系を用いて発現・精製した。

得られた融合タンパク質はガレクチン９と一本鎖抗体の両方の性質を併せ持ち、数回の凍結融
解にも安定であり、目的の融合タンパク質合成が可能であることが証明された（図１）。 

 
図１ ガレクチン９と一本鎖抗体の融合タンパク質の発現と活性 
A.融合タンパク質の構造 B.ラクトースカラムによる精製 C.レクチン活性。糖タンパク質へ
の結合力はガレクチン９と同等で、凍結融解後も活性を保持する D.抗 EGFR 抗体活性。レクチ
ン活性を抑制する為にラクトース存在下で測定。抗 EGFR 抗体活性も凍結融解に安定 

 



しかし発現レベルは非常に低く収量は 1 L 培養あたり 0.3 mg であった。タンパク質薬とし
て開発する際の一次判断基準は 100 mg/L であることより、根本的な発現改善が要求される。ま
た in vivo 薬効試験を行うためにも発現量上昇が必要であるため研究期間を通して様々な試行
を行ったが、十分な改善は見られなかった（表１）。 
 
表１ 発現上昇のために行った実験 
発現コンス
トラクト 

宿主 
全発現
量 
可溶性 
発現量 

結果 

G9-scFv(1) Shuffle + + ガレクチン９Ver1 および Ver2 と一本鎖抗
体（1）と（2）で調べると一本鎖抗体（1）
とShuffleの組合せのみ可溶性の融合タン
パク質が合成。MMP2 と TACE リンカーによ
る発現量に大きな差は無し 

G9-scFv(2) Shuffle + - 

G9-scFv(1) BL21Star +++ - 

G9-scFv(2) BL21Star +++ - 

G9-scFv(1）+ 
PDI 共発現 

BL21Star +++ +/- 
PDI の共発現で BL21 でも可溶性発現が確
認されたが、その量は Shuffle が勝った 

G9-scFv(1）+ 
PDI 共発現、
プロモータ
ー強度を3種 

BL21Star +++ - ~ +/- 

T7 プロモーターが強すぎるために不溶性
になる可能性を考え、プロモーター活性を
段階的に低下させたが、可溶性発現量はプ
ロモーター強度に比例した 

G9-scFv(1）+ 
PDI 共発現、
Chemical 
chaperon 

BL21Star +++ +/- 

低可溶性のタンパク質発現に実績のある
エタノール、エチレングリコール、DMSO、
アルギニン、ソルビトールを培地に添加し
たが効果なし 

G9-scFv(1）+ 
PDI 共発現 

Shuffle ++ - ~ ++ 
Shuffle 株に PDI を高発現させると一過的
に発現の高いクローンが出現したが直ぐ
に発現が消失 

G9-scFv(1）+ 
PDI を一つ
のプラスミ
ドで発現 

Shuffle ++ - 
上記で見られた発現を安定させるために
融合タンパク質とPDIを一つのプラスミド
で発現させたが可溶性発現はむしろ減少 

G9-scFv(1）
の動物細胞
での一過的
発現系 

HEK293T ++ + 

糖鎖が負荷される状態では可溶性発現は
高かったが融合タンパク質に活性は無か
った。一方 N-結合糖鎖の結合部位を無くす
と融合タンパク質の分泌量が激減した 

 
ガレクチン９と融合させた一本鎖抗体は 15 kDa または 30 kDa であり比較的小さいタンパ
ク質であるが、分子内で S-S 結合の形成が必要なため細胞内での発現には不向きである。一方
でガレクチン９は細胞内においてのみ十分な発現が得られる。多機能分子であるガレクチン９
と一本鎖抗体の融合は、抗体を変えると別疾患に応用できる可能性があるため魅力的であった
が、発現の難しさから実際の応用には向かないと考えられる。短いペプチドならばガレクチン
９と融合した際に生産をそれほど悪化させない可能性があり、適当なペプチドがあればガレク
チン９を組織特異的に送達できるかもしれない。特許出願の可能性があるのでペプチドの内容
は伏せるが、ホルモンとして働くペプチドで、ある種のガンに受容体が高発現しているペプチ
ドに可能性を見出した（表 2）。未だ予備検討の段階ではあるが、ガレクチン９とそのペプチド
との融合タンパク質は大腸菌の発現系で活性のある融合タンパクとして合成でき、可溶性発現
量はガレクチン９単体の 1/3 に達した。この融合タンパク質には応用の可能性があると考えて
おり今後の展開を計画している。 
 

表２ 大腸ガンターゲット用に用いたタンパク質 
ターゲット用 
タンパク質 

分子量 
（リンカーを含む） 

scFv(1) 29643 
scFv(2) 14805 
ペプチド 7564 
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