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研究成果の概要：研究代表者らは、独自に開発した低分子組換え抗体の調製時に、微量だが強

力ながん細胞殺傷能を有する高分子量の分子種が含まれることを、近年明らかにした。本研究

は、この構造体の詳細な解析と高効率な調製プロセスの開発を目的に進めた。各種手法を用い

た精密解析の結果、高分子は比較的均一な四量体分子であることが明らかになり、またリンカ

ー配列の改変や、大腸菌発現系の検討により、収量を向上させることにも成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

二重特異性 diabody は、リンパ球とがん細
胞間の架橋効果により特異的な傷害性を誘
導する最小構成の二重特異性抗体の1つであ
る。研究代表者は、従来大腸菌内可溶性画分
からの調製が常套手段とされてきた diabody
に対し、世界で初めて不溶性顆粒から巻き戻
し法による調製に成功し、収量の劇的な増加、
また精製度、及び調製の簡便性の向上を示し
てきた(Protein Eng., 13, 583-8 (2000)、
J. Biochem., 132, 903-9 (2002).)。様々な
抗体可変領域を用いて、あるいは抗腫瘍分子

と融合した diabody を構築するなど、巻き戻
し に よ る 調 製 の 実 用 性 を 示 し (Cancer 
Immunol. Immunother., 51, 33-44 (2002).)、
さらに近年、独自にクローニングした抗 EGFR
抗体と抗リンパ球表面抗原 CD3抗体を用いて
構築した diabody(Ex3)が、非常に低濃度で強
力ながん細胞殺傷能を有することを明らか
にし、医薬として現実的な展開を示してきた
(Cancer Immunol. Immunother., 53, 497-509 
(2004))。低免疫原性化を目指したヒト型化
にも成功しており、担がんマウスを用いた in 
vivo 治療実験における顕著な効果も確認、既



に臨床応用に向けて着手している(Clin. 
Cancer Res., 12, 4036-42 (2006))。 

その研究過程で、研究代表者は、調製した
Ex3 溶液中に、微量ながら存在する自己集合
により多量体化したと思われる分子が極め
て高活性を有することを見いだした。100 倍
以上の効果を期待させる結果で、多量体化に
よる多価化に起因していると推察した。そこ
で、そのクラスター構造を同定し、制御、均
一な調製プロセスを確立することは、有効性
の高い治療薬の調製に向けた意義の高い試
みと考え、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 

本研究では以上の背景を受けて、強力なが
ん細胞殺傷効果を誘導する多量体化二重特
異性 diabodyの均一な調製プロセスの確立を
目指し、 

(1)、そのクラスター構造の同定、 
(2)、均一なクラスター構造の形成を促す

最適なリンカー配列の選択、 
(3)、クラスター化構造体の詳細機能解析

と調製プロセスの実用性の検証、 
の観点から研究を進めた。 

まず、(1)に関しては、それぞれの標的抗
原に対する親和性、結合価数を物理化学的に
評価し、質量解析と併せて、そのクラスター
構造の同定を試みた。(2)に関しては、リン
カー長、及びその構成アミノ酸のランダム化
を行い、ファージ提示法を用いて均一なクラ
スター構造の形成を促す最適なリンカー配
列の選択を進めた。(3)に関しては、(2)で得
られたクラスター化構造体、即ち多価化がも
たらす親和性、安定性、及びがん細胞殺傷能
の向上等、機能解析を進めた。 
 
３．研究の方法 

(1)Ex3 のクラスター構造の同定 
 研究代表者がこれまでに、その組換え体の
調製系を確立した Ex3 の 2つの標的抗原、CD3
と EGFR を用いて表面プラズモン共鳴法を行
った結果、多量体画分は二量体画分と比べ両
抗原に対し、明らかな親和性の向上が確認さ
れた。多量体化により、多価性を獲得したと
考えられるが、それぞれ裏付けるために、ま
ず等温滴定型熱量測定により両抗原に対す
る結合化学量論比等を解析した。また静的光
散乱法、動的光散乱法を用いた分光学的解析
によっても、その多量体構造を観察し、標的
抗原と表面プラズモン共鳴法を用いて、Ex3
の抗原間の架橋能の違いも評価した。さらに、
蛍光標識した抗原とフローサイトメトリー
からも Ex3 の細胞-抗原間の架橋能を観察し
た。 
 

(2)Ex3 の均一な多量体分子の形成を促す
最適なリンカー配列の選択 

 Ex3 の多量体形成を促す最適なリンカー配
列の選択に向けて、まず抗 EGFR 抗体 528 scFv
の多量体化を試みた。過去の報告に基づき、
リンカー長を 5アミノ酸前後から減少させて
いき、ゲルろ過等により多量体形成を評価し
た。続いて、これらの知見に基づき、Ex3 の
最適リンカーを設計、実際に組換え体を調製
し、同様に機能評価を行った。さらに、ファ
ージ提示法を用いたEx3の多量体形成を促す
最適なリンカー配列の選択に向けた検討も
進めた。 
 
(3)クラスター化構造体の詳細機能解析と

調製プロセスの実用性の検証 
選択により得られた多量体 Ex3をフローサ

イトメトリー、細胞傷害試験、表面プラズモ
ン共鳴法等により詳細な機能評価を進めた。
一方、これまで Ex3 に関しては主に大腸菌発
現、及び巻き戻し法により調製を行ってきた
が、医薬化に向けては、適用困難なプロセス
も多く含まれる。このため共発現系等、大腸
菌の可溶性画分からの調製系の確立を目指
すと共に、他の組換え抗体への適用も考慮す
るなど実用性の検証も行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)Ex3 のクラスター構造の同定 
ゲル濾過により分取した二量体画分と多

量体画分を標的抗原である CD3 と EGFR に対
して等温滴定型熱量測定を行った結果、二量
体は両抗原に対し 1対 1の結合を示したのに
対し、多量体においては 2対 1 の結合がみら
れた。これは、多量体画分は四量体構造を形
成している可能性を強く示す結果であると
いえる。続いて、親 IgG 抗体をコントロール
にして、静的光散乱法、動的光散乱法により
分子量、及び粒子径を解析した結果、多量体
は二量体の約 2倍の分子量を有していること
が分かり、粒子径も妥当な値であるなど、等
温滴定型熱量測定の結果を裏付けるもので
あった。以上の結果から、Ex3 溶液中に含ま
れる多量体画分は均一な四量体で構成され
ていることが明瞭になった。国内外において、
このような二重特異性diabody 中に含まれる
四量体構造分子の精密解析の報告例はなく、
意義の高い結果といえる。 
一方、これまでに四量体化による細胞傷害

活性の向上はみられていたが、さらに複数の
解析手法を用いて、その機能の向上を評価し
た。まず、EGFR をセンサーチップに固定化後、
各画分の Ex3 を添加し、さらに CD3 を添加し、
表面プラズモン共鳴を測定することで、2 抗
原間の架橋能を調べた(図 1)。結果、四量体
分子も期待通りの二重特異性を示すことが
分かり、また EGFR への結合において、より
明確にその多価効果を観察することができ



た。さらに、EGFR を蛍光標識して、CD3 陽性
細胞に対するフローサイトメトリーを行っ
た結果、本手法からも、クラスター化により
2 細胞間の架橋能が向上するという結果を得
ることができた。この四量体分子は、今後、
がん治療薬としての展開に大いに期待がも
たれる。 

 
(2)Ex3 の均一な多量体分子の形成を促す最
適なリンカー配列の選択 

Ex3 の多量体形成を促すリンカー配列の選
択に向けて、まずモデルケースとして抗 EGFR
一本鎖抗体(scFv)の多量体化から進めた。リ
ンカー長、及び配向性を変化させ、ゲルろ過
により評価を行ったところ、リンカー長の短
縮に伴う scFv の多量体化を観察することが
できた。そこで、これらの知見に基づき、Ex3
のリンカーの検討も行ったところ、配向性を
変化させ、リンカーを除去することで四量体
を主とする分子の構築に成功した。また Ex3
そのものの活性を著しく向上させる分子も
得ることができた。以上の結果から、リンカ
ーの改変による多量体分子の形成の遷移が
確認できたため、続いてファージ提示法を用
いた最適なリンカー配列の選択に向けた検
討を行った。前述のように抗 EGFR scFv をモ
デルにリンカー配列をランダム化して、生細
胞パニングにより、高親和性クローンの選択
を行った。結果、条件検討を重ねることで、
多量体の形成をもたらすリンカー配列の取
得に成功したため、同様に Ex3 のリンカーを
ランダム化したライブラリの調製を進めた。
Ex3は2種のヘテロscFvから構成されるため、
それぞれ個別にライブラリを構築後、その規
模を極力担保した新規共発現ベクターを作
製した。アンバーコドンを組み込むことで、
コートタンパク質との融合によるファージ

提示と大腸菌における単独分子としての発
現能を兼ね備えており、大変魅力的なベクタ
ーである。今後、本ベクターを用いて同様に
生細胞パニングを用いることで、より付加価
値の高いリンカー配列の選択に期待がもた
れる。 

図1 表面プラズモン共鳴法による解析

センサーチップ

CD3CD3 CD3
抗CD3抗体
可変領域

抗EGFR抗体
可変領域

Ex3

 
(3)クラスター化構造体の詳細機能解析と調
製プロセスの実用性の検証 
上述の検討により調製された各種クラス

ター化 Ex3 の詳細な機能解析を進めた。結合
活性をフローサイトメトリーにより、がん細
胞傷害活性を MTS assay により評価した結果、
多量体化、および配向性に応じた結合活性と
がん細胞殺傷能の変化が観察された。さらに、
巻き戻し法を用いない調製プロセスの開発
を目指して、発現ベクター、宿主、培養条件
等をそれぞれ検討した結果、可溶性画分から
従来の調製法と同等の活性を有するEx3の調
製に成功した。また他の分子種への適用も可
能であったことからその実用性も示せたと
いえる。 
 
二重特異性 diabody に関する研究は、主に

国外で進められているが(Cancer Res., 60, 
4336-41 (2000)など)、2008 年にようやく国
外で 1 例だけ臨床試験に進んだ。しかし動物
細胞を用いて調製しているため、その収量に
は限界があり、また天然の抗体とは異なり、
標的抗原に対し、一価で結合せざるを得ない
ことに起因する親和性の低下や、低分子量化
によるクリアランスの早さが、今後問題とな
ってくると予想される。本研究で考察を進め
た、クラスター化 Ex3 は、これらの問題を回
避できる可能性を大いに有している。一方で、
上述の臨床試験の結果は良好であることか
ら、研究の方向性として、勇気づけられる結
果であるといえ、今後の展開に大いに期待が
もたれるといえる。 
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