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研究成果の概要（和文）：近年の抗体医薬品開発動向から，新たに注目すべき分子として，抗体による免疫細胞
活性化に抑制的に働く受容体であると同時に，抗体の体内動態制御や抗原抗体複合体のクリアランスに関わると
されるFc受容体（FcγRIIb）に着目した研究を行った．FcγRIIbおよび活性化型受容体であるFcγRIIIaを共発
現したレポーター細胞を構築して，Fc領域改変型抗体の設計・評価において重要とされるIIb/IIIa活性化比の評
価に有用である可能性を示した．また，FcγRIIbを発現するヒト肝類洞内皮細胞由来細胞株を構築し，抗体薬物
複合体の分子変化体の取り込みや毒性に，FcγRIIbが関与する可能性を示唆した．

研究成果の概要（英文）：Based on the recent trends in development of therapeutic antibodies, we 
performed the study focusing on Fc receptor (FcγRIIb) . The FcγRIIb is an inhibitory receptor that
 suppresses activation of immune cells by antibodies, and also involved in regulation of 
pharmacokinetics of antibodies and clearance of antigen-antibody complex. We constructed FcγRIIb 
and FcγRIIIa co-expressing reporter cells, and showed that the cells are useful for evaluating the 
FcγRIIb/IIIa activation ratio, which is important in molecular design and evaluation of Fc 
-modified antibodies. We also constructed a FcγRIIb expressing cell line derived from human hepatic
 sinusoidal endothelial cells, and suggested that FcγRIIb may be involved in the uptake and 
toxicity of molecular variants of antibody-drug conjugates.

研究分野：バイオ医薬品のレギュラトリーサイエンス

キーワード： 抗体医薬品　Fc受容体　FcγRIIb　薬理作用　体内動態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトFc受容体ファミリーの中で唯一の抑制性受容体であるFcγRIIbが関与する抗体医薬品の薬理作用や細胞内取
り込み等の評価に活用できる細胞株を構築し，その有用性を示した．樹立した細胞株は，抗体医薬品の有効性・
安全性に関わる機序解明のための研究に役立てることができ，学術的な貢献が期待できる．加えて，構築した細
胞は，Fc領域を改変した抗体医薬品の分子設計においても有用であり，次世代抗体医薬品の開発の際にも活用可
能であることから，社会的意義も十分と考えられる．

※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 

秀逸な分子進化を遂げた抗体（IgG）骨格を利用して創出される抗体医薬品は，悪性腫瘍や関

節リウマチ等の治療薬として不可欠な存在となり，研究開始当初，本邦でも既に 40品目以上が

上市されていた．その後も抗体医薬品の開発品目は増加し，2022 年において本邦で承認されて

いる抗体医薬品は 80品目を超えており，この間に倍増している．抗体医薬品の薬効発現におい

て，抗原との結合が重要であることは言うまでもないが，抗体医薬品の有効性・安全性には，Fc

ドメインと Fc受容体との結合による免疫細胞の活性化や体内動態の制御が，極めて重要な役割

を果たしており，抗体医薬品の品質・有効性・安全性の確保には，Fc 受容体を介した生体応答

に関する最新の知見の活用が必要となっている．  

 

２．研究の目的 

本研究では，新たに注目すべき分子として，抗体による免疫細胞活性化に抑制的に働く受容体

であると同時に，抗体の体内動態制御や抗原抗体複合体のクリアランスに関わるとされる Fc受

容体（FcγRIIb）に着目し，FcγRIIbが介在する抗体医薬品の薬理作用・体内動態制御評価に関

する研究を実施した．  

 

３．研究の方法 

（１）FcγRIIb発現レポーター細胞株の樹立 

カルシウムシグナル応答性のレポーター遺伝子（NFAT-Luc）を安定発現する Jurkat 細胞

（Jurkat/NFAT-Luc）を親株として作製した FcγRIIb を単独発現，あるいは，FcγRIIb と

FcγRIIIaを共発現する細胞株（先行研究で作製済みのプール細胞）を出発材料として使用した．

これらの細胞株を限界希釈法によりシングルクローン化し，蛍光標識抗 CD32 抗体，抗 CD16

抗体を用いたフローサイトメトリーによる Fcγ 受容体の発現量の評価，及び，カルシウムイオ

ノフォア（A23187）刺激によるレポーター活性の評価を行い，細胞株を選別した． 

 

（２）FcγRIIb活性化の評価 

樹立した FcγRIIb単独，あるいは，FcγRIIb/FcγRIIIa共発現レポーター細胞株とヒトバーキ

ットリンパ腫由来の細胞株である Raji 細胞（JCRB9012）を，抗 CD20 抗体リツキシマブ存在

下で共培養し，抗原結合に依存した Fcγ 受容体の活性化をルシフェラーゼ活性を指標に測定し

た． 

 

（３）FcγRIIb発現 TMNK-1細胞株の樹立 

不死化ヒト肝内皮細胞株である TMNK-1（JCRB1564）にリポフェクション法により FcγRIIb

発現プラスミドを遺伝子導入し，ピューロマイシン存在下で培養して安定発現細胞株を選別し

た．増殖したコロニーをピックアップして拡大培養した後，蛍光標識抗 CD32 抗体を用いたフ

ローサイトメトリーにより FcγRIIbの発現を確認した． 

 

（４）抗体薬物複合体の細胞内取り込みに伴う細胞毒性の評価 

HER2を標的とする抗体医薬品トラスツズマブ（ハーセプチン®），抗体薬物複合体トラスツズマ



ブ エムタンシン（カドサイラ®），トラスツズマブ デルクステカン（エンハーツ®）を試料とし

て用いた．また，比較対象として強制劣化処理を施した試料を調製した．TMNK-1細胞，及び，

FcγRIIb を安定発現する TMNK-1 細胞に試料を添加して 3 日間培養した後，WST-8 アッセイ

によって細胞毒性を評価した． 

 

４．研究成果 

（１）抗体医薬品による FcγRIIb活性化の評価 

抗体医薬品による FcγRIIb の活性化を評価するため，FcγRIIb を単独発現，あるいは，それ

に加えて活性化型受容体であるFcγRIIIaを共発現するレポーター細胞株を複数クローン樹立し

た．抑制性受容体である FcγRIIb の活性化を直接測定することは困難であったものの，共発現

する FcγRIIIa の活性化に対する FcγRIIb の抑制効果を指標とすることで，ADCC 活性の増強

を目的とした Fc 領域改変型抗体の設計・評価において重要とされる IIb/IIIa 活性化比の評価に

有用である可能性が示された． 

 

（２）FcγRIIbを介した抗体医薬品の細胞内取り込みの評価 

抗体医薬品の体内動態制御における FcγRIIb の関与について検討するため，抗体医薬品のク

リアランスに関与することが知られている肝類洞内皮細胞に着目した．細胞バンクより入手可

能な細胞株である TMNK-1，SK-HEP-1，及び，購入可能な不死化細胞株（Applied Biological 

Materials 社）について，内在性 FcγRIIbの発現をフローサイトメトリーにより評価した結果，

何れの細胞株においても発現は認められなかった．そこで，TMNK-1細胞に遺伝子導入を行い，

FcγRIIbを安定発現する細胞株を複数クローン樹立した． 

抗体の細胞内取り込みへの FcγRIIb の寄与を評価するため，抗体薬物複合体の取り込みに伴

う細胞毒性を指標とした検討を行った．トラスツズマブ エムタンシン（カドサイラ®），トラス

ツズマブ デルクステカン（エンハーツ®）は HER2 を標的とする抗体薬物複合体であり，HER2

を発現する癌細胞に取り込まれることで抗腫瘍活性を発揮する．本実験では HER2 を発現しな

い非標的細胞である TMNK-1 細胞を用いてオフターゲット毒性を評価した．野生型 TMNK-1

に試料を添加して培養した結果，薬物を搭載していないトラスツズマブでは細胞毒性は認めら

れないのに対し，トラスツズマブ エムタンシン，及び，トラスツズマブ デルクステカンによる

オフターゲット細胞毒性が観察された（図 1）．また，強制劣化処理を施した試料ではこれらの

オフターゲット毒性の増強が認められた．FcγRIIbを発現する TMNK-1細胞では，未処理のト

ラスツズマブ エムタンシン，及び，トラスツズマブ デルクステカンによるオフターゲット細胞

毒性は野生型 TMNK-1細胞と同程度に観察された一方で，FcγRIIbの発現により強制劣化処理

試料による細胞毒性が増強することが明らかとなった． 

以上の結果から，強制劣化処理試料に含まれる抗体薬物複合体の分子変化体がオフターゲッ

ト毒性の増強に関与すること，及び，FcγRIIbが当該分子変化体の細胞内取り込みに関与するこ

とが示唆された． 

 



 

 

図 1  FcγRIIb発現 TMNK-1細胞における抗体薬物複合体の細胞傷害活性 
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