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研究成果の概要（和文）：本研究では、費用対効果及び汎用性に優れた次世代型抗体の創製を最終目的として、
機能性アルブミンを担体とする低分子抗体デリバリーシステムの開発を試みた。その結果、融合体化により、血
中滞留性の大幅な改善と、腫瘍組織への移行性の亢進が認められ、抗がん剤として適した動態特性を獲得してい
ることが明らかになった。さらに、腫瘍組織への浸透性を解析したところ、融合体は組織深部まで到達している
ことが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop a low-molecular-weight antibody 
delivery system using functional albumin as a carrier, with the ultimate goal of creating 
next-generation antibodies with excellent cost-effectiveness and versatility. As a result, it was 
found that the fusion resulted in a significant improvement in blood retention and enhanced 
migration into tumour tissues, indicating that the system acquired kinetic properties suitable for 
anticancer drugs. Furthermore, analysis of the penetration into the tumour tissue showed that the 
fusion reached deep into the tissue.

研究分野：薬物動態学、DDS、タンパク質化学、応用薬理学

キーワード： アルブミン　抗体医薬　体内動態　タンパク工学　がん治療　担体　送達システム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でアルブミン融合技術を低分子抗体医薬の担体開発に活用する革新的な抗体医薬は、既存の抗体製剤より
も、治療効果の向上、投与量や投与回数の低減化を実現するうえ、患者のQOL改善や医療スタッフの負担軽減と
いう観点からも医療科学的に意義深い。また、本抗体作製方法は新たな低分子抗体に対しても容易に応用可能な
ため、汎用性が非常に高く、開発・製造コストを低減化できる利点があり、医療経済学上は勿論、社会的な貢献
も高いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
テーラーメイド医療に向けた分子標的治療の一つとして抗体医薬の開発が活発化しており、医
療に欠かすことのできない存在として位置付けられるようになってきた。特に、難病治療におい
ては、抗体療法の果たすべき役割は非常に重要である。その反面、抗体医薬の発展には、高コス
トによる高額な薬価、安定性や品質管理の困難さ、有害性など、克服すべき課題も多い。近年開
発された抗 PD-1 抗体ニボルマブ(オプシーボ)は前者の典型的な例であり、卓越した有効性だけ
でなく、高額な医療費により社会保障費を圧迫する恐れが指摘され社会問題となっている。その
ため、次世代型抗体医薬としては、有効性や安全性の確保はもとより、(1) 製造コストの削減、
(2) 体内動態の最適化による投与量の低減化、(3) 安定性や均一性など品質管理の向上、を企図
した費用対効果に優れた製剤の開発が求められている。次世代型抗体の有力な候補の一つとし
て、低分子抗体が有望視されている。低分子抗体は、優れた組織浸透性、酵母や大腸菌による低
コスト生産、複数の低分子抗体によるハイブリッド体の作製など、従来の抗体医薬を凌駕する可
能性が期待されている反面、生体半減期が短く、標的臓器への集積性も低い上、安定性が低下す
るなど、実用化に向けて克服すべき課題も多く存在する。 
 
 
 
２．研究の目的 
ヒト血清アルブミン(HSA)は生体分解性に優れ、免疫・変異原性が低く、長い血中滞溜性を有し
ているため、タンパク性医薬のデリバリーシステムにおける担体としての活用が試みられてい
る。申請者は、タンパク性医薬品の新規創剤化技術として、HSA と機能タンパク質を遺伝子レ
ベルで融合させたハイブリッド体の製造方法である“遺伝子組換えアルブミン融合技術”を確立
している。本融合技術は製造効率、均一性や品質管理の点で既存の化学修飾を基盤としたタンパ
ク性医薬製造法よりも優れている。ただし、アルブミン融合技術の場合、担体としては未修飾（天
然）な HSA単量体に限られているため、臨床における多様な用途への対応には限界があり、よ
り機能性を付与した次世代型担体として HSA誘導体の開発が必要不可欠である。そこで本研究
では、これまで報告されている約 100 個の HSA 異型タンパク質に着眼し、これらを次世代型
HSA 融合体に適用することで、上述した低分子抗体の抗がん抗体としての臨床応用を阻害する
要因である。血中滞留性の向上や薬物の抗体認識部位への能動的送達といった臓器および細胞
標的化、あるいは Fcの生物活性に由来する副作用の軽減化、さらには抗腫瘍活性の向上を目的
とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、費用対効果及び汎用性に優れた次世代型抗体の創製を最終目的として、申請者が独
自に構築した異型 HSA ライブラリーより抽出した機能性 HSA を担体とする低分子抗体デリバ
リーシステムの開発を試みた。具体的には、平成 30 年度～令和 3 年度の 4 年間に、(1) 低分子
抗体の担体候補としての機能性 HSAのスクリーニング、(2) 機能性 HSA-低分子抗体融合体の設
計と作製、(3) 融合体の構造特性と変異原性の評価、(4) 融合体と FcRnや抗原との相互作用解析
(in vitro)、(5) 融合体の殺細胞効果の評価(in vitro)、(6) 融合体の体内動態の解析、(7) 融合体の抗
腫瘍効果の検証(in vivo)、の 7項目を実施した。なお、作製した機能性 HSA-低分子抗体融合体の
立体構造特性は、各種スペクトル法を用いて測定した。各融合体の変異原性は、融合体と血清か
ら精製したそれぞれの構成タンパク質をラットあるいはウサギに免疫し、免疫血清を再び血清
由来の成分とゲル内沈降反応させて評価した。機能性 HSA-低分子抗体融合体と FcRn の結合性
は、表面プラズモン共鳴法によるアルブミン-FcRn結合実験法で測定した。また、融合体の抗原
認識性は、(1) 抗原に対する反応性、(2) 抗原を発現したがん細胞との結合性に基づき評価した。
作製した異型 HSA-抗体融合体の殺細胞効果解析(in vitro)は、CEA(+)の LS174T 細胞あるいは
CEA(-)の HT1080細胞と活性化 PBMCsを 1:3の割合で混合し、その系に機能性 HSA-低分子抗体
融合体を添加して、細胞生存率をモニタリングし、融合体の殺細胞効果を評価した。作製した機
能性 HSA-低分子抗体融合体を 125Iあるいは 111Inでラベル化し、正常マウス(BALB/cヌードマウ
ス)、CEA 陽性ヒト大腸癌細胞(LS174T(CEA(+))を背部皮下に担癌した BALB/c ヌードマウスに
静脈内投与して血中滞溜性、正常組織及び腫瘍組織移行性、尿中排泄性を評価した。同時に、抗
CEA抗体及び HSA特異的抗体を用いて同様の検討を行い、上述した放射活性の時間推移が融合
体の結果であることを実証した。最後に、LS174T(CEA(+)をヌードマウスの背部皮下に接種した
担癌マウスに、機能性 HSA-低分子抗体融合体を 1週間の間隔で繰り返し投与し、抗腫瘍効果を
解析した。 
 
 



 
４．研究成果 
まず、機能性 HSA-低分子抗体融合体の設計と作製に着手した。具体的には、異型 HSAライブラ
リーから、低分子抗体の担体候補として、(1) FcRn 結合制御型(異型 HSA(K541E、K574D、
K541DK574D))、(2) ドメイン III繰り返し型(ドメイン(III)3)、(3) 多量体型(2量体)の計 6種類を
選択し、これらの担体候補の cDNAに対して、癌胎児性抗原 (CEA) 抗体の一本鎖抗体 (ScFv)、
一本鎖 diabodies (ScDb)、tandem型一本鎖抗体(TaFv)の cDNAを、HSAの C末端側に接合した。
同時に、HSAの N末と C末側に同じ低分子抗体をホモ接合した融合体も設計した。次に、得ら
れた cDNAを Pichia酵母に導入して、キメラタンパク質を発現させた。その際、野生型 HSAの
発現量を指標としてスクリーニングを行なったところ、最終的に 8 種類のキメラ抗体が選別さ
れた。そこで、作製した機能性 HSA-低分子 CEA抗体融合体の構造特性、抗原との結合性、殺細
胞効果、体内動態特性の 4 項目について検討したところ、HSA と類似した構造特性を保持して
いること、また HSAとの融合化により CEA抗原に対する結合性は低下していたものの、依然と
して抗原結合性は維持されていることが判明した。このことは、機能性 HSA-低分子 CEA 抗体
融合体の殺細胞効果を CEA(+)の LS174T細胞及び CEA(-)の HT1080細胞を用いて検討した結果
からも支持された。すなわち、CEA(+)細胞では細胞生存率の低下が観察されたが、CEA(-)細胞で
は生存率の低下は認められなかった。これらの結果から、機能性 HSA-低分子 CEA 抗体融合体
は低分子 CEA抗体の生物活性を保持しており、CEA抗原を介して細胞死を誘導できることが明
らかとなった。そこで次に、機能性 HSA-低分子 CEA抗体融合体の体内動態に関して検討した。
まず、正常マウスを用いて、125I あるいは蛍光色素標識した機能性 HSA-低分子抗体融合体を静
脈内投与し、血中滞留性、尿中排泄性、臓器分布特性を評価した。また、抗 CEA抗体及び HSA
抗体を用いて同様な解析を行った。その結果、機能性 HSA-低分子抗体融合体は HSA と類似し
た体内動態特性を示し、低分子抗体の尿中排泄を大幅に抑制していた。そこで、LS174T(CEA(+)
細胞を背部皮下に担癌した BALB/cヌードマウスに対しても同じ検討を行ったところ、血中滞留
性の大幅な改善と、腫瘍組織への移行性の亢進が認められ、低分子抗体の体内動態が大幅に改善
し、抗がん剤として適した動態特性を獲得したことが明らかとなった。さらに、抗 CEA抗体あ
るいは蛍光色素のモニタリングにより、腫瘍組織への浸透性を解析したところ、組織深部まで融
合体が到達できていることが明らかとなった。最後に、LS174T(CEA(+)細胞を BALB/cヌードマ
ウスの背部皮下に担癌し、腫瘍組織が 100cm3に成長した段階から機能性 HSA-低分子 CEA抗体
融合体を週 1回の間隔で繰り返し投与し、腫瘍成長をモニタリングしたところ、体内動態の改善
を反映して、HSA単独や低分子 CEA抗体単独投与よりも、腫瘍成長を有意に抑制することが判
明した。従って、今回作製した機能性 HSA-低分子 CEA 抗体融合体は新規抗がん抗体としての
可能性を秘めていると思われる。 
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