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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らが開発したヘテロ4量体形成ペプチドを利用した特異性タ
ンパク質連結技術の高度化を図ることによって、次世代抗体医薬の開発に資する技術の確立を目指した。まず、
以前に作製した二重特異性抗体に対して、異なる特異性を付与することによって、三重特異性化を達成した。さ
らに、二重特異性抗体薬物複合体を作製し、その機能を評価した結果から、特異的タンパク質連結技術が薬物送
達系の構築に利用できることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish the technology for the development of 
next-generation antibody therapeutics by advancing our protein linking method based on the 
hetero-tetramerization of the peptides. First, we succeeded in preparing the trispecific antibody by
 imparting different specificity to the previously produced bispecific antibody. Furthermore, we 
successfully produced the functional bispecific antibody-drug conjugate, indicating that our protein
 linking method is useful for construction of drug delivery system.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： 抗体　バイオ医薬　タンパク質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体医薬は、がんやリウマチなど治療が難しい疾患に対する副作用の少ない治療薬として期待され、その重要性
はますます高まっている。その一方で、高額な治療費が課題とされていることから、治療費の低減に向けた取り
組みは医療経済的観点から重要である。本研究では、抗体高機能化技術の高度化を達成できたことから、抗体医
薬の機能向上による低用量化を通じて、抗体治療の低コスト化に貢献できると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

抗体は、生体防御機構である免疫系において、重要な役割を担っており、標的分子に対する優
れた特異性および親和性を有する。その特性を活かして、幅広い分野で重要な生命分子となって
おり、特に近年では、がんやリウマチをはじめとする難治性の疾患を対象とした治療薬、すなわ
ち抗体医薬として応用されている。国際的な開発競争は激しさを増しているが、その一方で、主
流の天然型抗体を医薬として用いる場合、一般に大量投与を必要とすることから、製造方法に起
因するコスト高と相まって、極めて高額な治療法となっている。加速する少子高齢化社会におい
て、国民医療費が増大する中、高度先進医療開発の重要性もさることながら、高度医療の低コス
ト化は解決すべき喫緊の課題である。したがって、抗体医薬分野においても、従来の天然型抗体
と比較して機能的に優れた組換え抗体を低コストで生産する技術の開発は、医療経済的観点か
ら重要である。また、新規抗体の開発だけでなく、既存の治療用抗体を改変して機能向上を図る
ことによって、医薬としての価値を高める戦略にも期待が寄せられていることから、新規な抗体
高機能化技術は極めて有用である。 
 
２．研究の目的 

研究代表者らは、以前の研究において、ヘテロ 4量体を形成する 2種のペプチドを利用した新
規なタンパク質連結技術を開発し、2 種の抗体可変領域を連結した二重特異性抗体の創製に成功
している(Osaki, Nakanishi et al., FEBS J., 282, 4389-4401, 2015) (図 1)。そこで、研究
代表者らがこれまでに取り組んできた微生物発現系を駆使した低分子化組換え抗体の作製技術
を基盤として、独自に開発した特異的タンパク質連結技術の高度化を図ることによって、安価で
優れた治療効果を示す革新的な次世代抗体医薬の開発に向けて展開できると考えた。 

本研究では、研究代表者らが開発した特異的タンパク質連結技術を発展させることによって、
優れた機能を発揮するバイオ医薬開発技術を確立することを目指した。特にがん関連抗原特異
的な抗体分子を主な研究対象とし、優れた生産性と機能性を兼ね備えた組換え抗体を創製する
ことを目的とした。 

図 1 以前の研究で開発した新規なタンパク質連結技術の概略図 
 
３．研究の方法 
(1)三重特異性抗体の作製 
 ナチュラルキラー細胞表面抗原 CD16 および 2 種の ErbB 受容体（EGFR および HER2）を標的と
する三重特異性抗体の作製を試みた。具体的には、L27A ペプチドの N 末端および C 末端へ、ヒ
ンジ領域を介して、EGFR および HER2 特異的抗体可変領域をそれぞれ融合し、L27B ペプチドを融
合した CD16 特異的抗体可変領域とともに大腸菌を用いて共発現させた。培養上清から金属キレ
ートアフィニティークロマトグラフィーにより目的タンパク質を精製した。ゲルろ過クロマト
グラフィーにより会合状態を分析し、フローサイトメトリーにより標的細胞への結合を評価し
た。また、表面プラズモン共鳴法（SPR 法）を用いて、作製した組換え抗体の標的分子に対する
結合を調べた。 
 
(2)二重特異性抗体薬物複合体の作製 
 2 種の ErbB 受容体（EGFR および HER3）を標的とする二重特異性抗体を作製し、薬物送達系へ
の応用を試みた。具体的には、大腸菌を用いて、L27A ペプチドを融合した HER3 特異的抗体可変
領域と L27B ペプチドを融合した EGFR 特異的抗体可変領域を共発現させた。培養上清から金属
キレートアフィニティークロマトグラフィーにより目的タンパク質を精製した。ゲルろ過クロ
マトグラフィーおよび質量分析により会合状態を分析し、フローサイトメトリーにより標的細
胞への結合を調べた。次に、SMCC リンカーを介して、チューブリン重合阻害剤である DM1 をア
ミンカップリング法により結合させ、抗体薬物複合体を調製した。MTS 法を用いて、がん細胞に
対する傷害性を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 三重特異性抗体の作製 
 ヘテロ 4 量体を形成する 2 種のペプチド（L27A および L27B）を利用することによって、6 つ
の抗体可変領域を有する三重特異性抗体を構築した（図 2A）。ゲルろ過クロマトグラフィーによ



り組換え抗体の会合状態を調べたところ、目的のヘテロ 4 量体と考えられるピークが見られた
が、2 量体と考えられる分子種も同程度存在することがわかった。以前に作製した二重特異性抗
体では、主にヘテロ 4量体として存在したことから、新たに 2つの抗体可変領域を連結したこと
により立体障害が生じ、L27A-L27B ペプチド間の相互作用に影響を与えたと考えている。フロー
サイトメトリーにより、2 種のがん細胞（A431 および SKBR-3）に対する結合を調べたところ、
組換え抗体は両方のがん細胞に対して特異的に結合した。SPR 法を用いて、可溶性 CD16 に対す
る速度論的解析を行った結果、結合価が 1 価の抗体と比較して、解離速度が遅いことがわかっ
た。さらに、可溶性 EGFR を固定化したセンサーチップに対して、組換え抗体を添加した後、さ
らに可溶性 CD16 および可溶性 HER2 を順に添加したところ、すべての添加においてレスポンス
の上昇が見られたことから、作製した組換え抗体は三重特異性を有すると考えた（図 2B）。以上
の結果から、研究代表者らが開発した特異的タンパク質連結技術を利用することによって、二重
特異性化に留まらず、三重特異性化も可能であると結論付けた。 

図 2 三重特異性抗体の模式図(A)および SPR 法による結合活性の評価(B) 
 
(2) 二重特異性抗体薬物複合体の作製 
 EGFR および HER3 を標的とする 4 量体型の二重特異性抗体を作製するとともに、比較として、
EGFR を標的とする 4 量体型の単一特異性抗体を作製した。ゲルろ過クロマトグラフィーおよび
質量分析の結果から、二重特異性抗体は異なるポリペプチド鎖間でジスルフィド結合を形成し、
主に 4 量体として存在することがわかった。フローサイトメトリーを用いて、EGFR および HER3
を発現している膵臓がん細胞株 BxPC3 に対する結合を評価したところ、結合価が同一である単
一特異性抗体に比べて、二重特異性抗体ではより大きなピークシフトが見られた。次にアミンカ
ップリング法により調製した抗体薬物複合体を電気泳動法により分析した結果、未修飾の抗体
に比べて、抗体薬物複合体は高分子量側に検出されたことから、DM1 を修飾できたと考えた。
BxPC3 に対する細胞傷害性を調べたところ、2 種の抗体薬物複合体はともに傷害性を示したが、
二重特異性抗体薬物複合体は、単一特異性抗体薬物複合体より高いがん細胞傷害性を有するこ
とがわかった（図 3）。以上の結果から、二重特異性抗体の薬物送達系への応用において、研究
代表者らが開発した特異的タンパク質連結技術は有用であると結論付けた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 二重特異性抗体薬物複合体の模式図およびがん細胞傷害性の評価 
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