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研究成果の概要（和文）：二重特異性抗体の分子構造の違いがもたらす超高活性化機構の解明に向けて、種々の
解析技術を駆使した評価を行った。原子間力顕微鏡を用いた細胞間架橋度測定の結果、細胞間をより強い力で架
橋できる構造であることが超高活性化を引き起こすには重要であることが明らかになった。また、抗体抗原複合
体を透過電子顕微鏡ネガティブ染色法による単粒子解析を行うことで、治療薬としての有効性が外挿できること
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the high activation mechanism of bispecific antibodies caused 
by the differences in the molecular configuration, we evaluated them through various analytical 
techniques. The result of evaluation of the intercellular cross-linking abilities using atomic force
 microscopy (AFM)-sensing revealed that it is important to have a structure that can cross-link 
cells with a stronger force for the induction of high activity. In addition, it was clarified that 
the effectiveness as a therapeutic agent can be explained by negative stain single particle analysis
 of the antibody-antigen complex using a transmission electron microscope.

研究分野：タンパク質工学、生物化学

キーワード： 二重特異性抗体　マルチスケール解析　次世代抗体設計

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
既存の抗体医薬の治療満足度は必ずしも高くないため、より強力な薬効を示す次世代抗体の開発が進められてい
る。二重特異性抗体は特に期待が寄せられている形態のひとつであり、このため高い活性をもたらす構造の解明
は待ち望まれている。有効性と相関がみられた原子間力顕微鏡を用いた細胞間架橋度測定法、および治療薬とし
ての有効性の外挿が期待される抗体抗原複合体の電子顕微鏡単粒子解析は、今後より実用的な二重特異性抗体の
開発に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（本文） 
【本研究の学術的背景】 
 抗体開発に遺伝子工学が導入された 1990 年代以降、医薬化が急速に進展し、現在では世界の
医薬品売上 10位以内の過半数を占めている。2018 年のノーベル医学生理学賞は、抗体医薬品を
用いた免疫チェックポイント阻害によるがん治療薬の開発に対して本庶佑、JP Allison 両氏に
贈呈され、また、抗体医薬開発への寄与が大きいファージ提示法が同年のノーベル化学賞の対象
となったことからもこの分野の重要性が伺える。抗体は他の生物製剤とは異なり、タンパク質構
造の観点から、極めて高い拡張性を秘めている点に特徴がある。抗体は共通の枠組み構造、即ち
ドメインの積み木細工と見ることができるが、重要な点は構造単位が機能単位に対応しており、
ドメインの組み換えが機能の組み換えに反映される点であ
る。例えば、抗体の可変領域断片 (Fv) を構成する VH と VL
を短いリンカーで繋げると、二量体化して 2 価の低分子抗体
断片が作製できる。この時、抗原結合能の異なる 2種の Fv を
繋げると、2分子間を架橋可能な低分子型の二重特異性抗体を
作製することが出来る (図 1) 。研究代表者はこれまで、がん
細胞と免疫細胞の両者に結合する二重特異性抗体を用い、が
ん組織近傍に免疫細胞を特異的に集積させることで効果的に
死滅させる「がん免疫療法」の開発に取り組んできた。その過
程で、二重特異性抗体のドメインの連結順の改変により、抗腫
瘍活性が大幅に変化して“超高活性化”することを見出した。
具体的には、がん関連抗原であるヒト上皮増殖因子受容
体 (EGFR) に結合する抗体と、T細胞表面上の CD3 に結
合する抗体を用いた二重特異性抗体 Ex3 は、VH－VL の
順でドメインを連結した場合に比べ、VL－VH に並び変
えるだけで、1000 倍程の超高活性化が確認された (図
2, Protein Eng Des Sel, 26, 359 (2013), MAbs, 6, 
1243 (2014), 米国登録番号:9,315,584l 他)。米国食品
医薬品局 (FDA) で認可されている唯一の低分子二重特
異性抗体医薬 blinatumomab の開発グループも、網羅的
なドメインの連結順の改変検討を行っており (Mol 
Immunol, 43, 1129 (2006)) 、超高活性化に関する研究
は二重特異性抗体を開発する上で優先的に取り組むべ
き重要課題のひとつとして認識されている。  
 
２．研究の目的 
 
研究代表者らは先行研究に於いて、このドメインの連結順の改変による超高活性化機構を明
らかにするために、様々な二重特異性抗体の分子特性を多角的に解析してきた。同一の分子種で、
分子構造の違いが生物活性の違いに反映していることを明らかにした世界的にも唯一の研究例
である。残された課題は、これらの分子構造の違いがもたらした超高活性化機構の解明である。 
本研究では最先端のマルチスケール解析により、二重特異性抗体で架橋された、がん細胞と免
疫細胞のインターフェイスを描像し、空間配置の違いが、如何に細胞間架橋の違いをもたらし、
また超高活性化を引き起こすのかを明らかし、さらにその一般性を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
二重特異性抗体の分子構造の違いがもたらす超高活性化機構の解明に向けて、主に 1. 顕微鏡
観察による細胞同士の動的会合イベントの理解、および 2.電子顕微鏡を用いた二重特異性抗体
-標的抗原複合体の観察、の観点から研究を進めた。 
(1) 顕微鏡観察による細胞同士の動的会合イベントの理解 
光学顕微鏡のタイムラプス観察により、二重特異性抗体の添加による、がん細胞、T細胞の動
的挙動を観察し、低活性型と超高活性型構造の違いがもたらす、がん細胞への相互作用様式の違
いを明らかにすることを目指した。また、原子間力顕微鏡 (Atomic Force Microscope：AFM) を
用いて、細胞間架橋度測定を行うことで、低活性型と超高活性型構造の違いがもたらす、細胞間
を架橋する力学的な相互作用の差とがん細胞傷害活性との相関を議論することを目指した。 
(2) 電子顕微鏡を用いた二重特異性抗体-標的抗原複合体の観察 
電子顕微鏡を用いて、二重特異性抗体と標的抗原との複合体を観察することで、超高活性化を
もたらした空間的配置の詳細を描像することを目指した。 



４．研究成果 
 
(1) 顕微鏡観察による細胞同士の動的会合イベントの理解 
がん細胞、および T細胞株を播種したプレートに、二重特異性抗体を添加し、個々の細胞の動
的挙動と、がん細胞殺傷の過程を光学顕微鏡で経時観察を行った。しかしながら、細胞密度や抗
体濃度を変化させても、二重特異性抗体の分子構造の違いがもたらす細胞間架橋能の違いの理
解には至らなかった。そこで、AFM を用いた二重特異性抗体が介する T細胞とがん細胞間の細胞
間架橋度評価を行った (図 3) 。がん細胞は、二重特異性抗体 Ex3 の評価に用いてきたヒト胆管
がん細胞株 TFK-1、T細
胞は、ドナー間のロッ
ト差をなくすため正常
T 細胞ではなく T 細胞
株である Jurkat 細胞
を用いた。先端に細胞
径と同等の半球の金属
カップを取り付けた
AFM のセンサーチップ
を用いて 1細胞を捕捉
し、がん細胞に接触さ
せた後、それらを引き
離す際のフォースカーブを測定した。二重特異性抗
体が介する細胞間架橋度は 2 細胞間の接着を破断
する際の仕事で表した。結果、二重特異性抗体が介
する細胞間架橋度を評価可能であることが分かり、
また低活性型に対し、超高活性型の方が、立体障害
の回避等が寄与したと考えられる、より強い細胞間
架橋度を示した。低活性型と超高活性型の分子構造
の違いによる細胞間の架橋度の差異が、細胞間架橋
を作用機序とする二重特異性抗体の効果の強弱を
もたらしている可能性が示された (図 4, Biosens 
Bioelectron, 178, 113037 (2021)) 。即ち、超高
活性化を引き起こすには細胞間をより強い力で架
橋できる構造であることの重要性が示された。 
 
(2) 電子顕微鏡を用いた二重特異性抗体-標的抗原複合体の観察 
これまで、Ex3 の親抗体である抗 EGFR 抗体 528 と EGFR の共結晶構造解析も成功していない。
そこで、まずパパイン消化により 528 IgG から 528 Fab を調製し、EGFR との複合体の分子構造
を解明するために、透過電子顕微鏡ネガティブ染色法による単粒子解析を行った。分子構造の違
いを議論するに足る解像度であったため、既存の抗体医薬との結合活性、および構造比較を行っ
た。528 IgG は、市販されている抗 EGFR 抗体医薬セツキシマブと、互いに結合に際して競合す
ることが以前から知られている (Proc Natl Acad Sci U S A, 80, 1337 (1983)) 。既報のセツ
キシマブと EGFR との共結晶構造との重ね合わせを行うことで、確かに競合している様子が明ら
かになった。一方で、結合領域、および結合角度は差がみられた。がん細胞上の EGFR には変異
がしばしばみられ、中には図 5 に示した Ser 492 の変異などセツキシマブの結合を低下させ、
抵抗性を獲得する変異も知られている (Nat Med, 18, 221 (2012)) 。重ね合わせ像により、こ
の変異箇所は 528 の結合領域には含まれていないことが分かり、このためセツキシマブ抵抗性
のがん対して、Ex3 など 528 に基づく二重特異性抗体は効果を示す可能性が示された (Sci Rep, 
11, 5790 (2021))。 
Fab と EGFR の解析により、電子顕微鏡を用いた分子構造の解析が極めて有効であることが示
されたため、二重特異性抗体の解析へと進めた。調製途中での解離等による副生成物の混在を低
減させるために一本鎖化させた低活性型と超高活性型二重特異性抗体を用いることとした。一
本鎖化により分子量が大きくなり大腸菌を用いた調製が困難であるため、調製実績のある、分泌
能に優れたブレビバチルス菌を用いることとした (MAbs, 10, 854 (2018)) 。別途調製した組
換え標的抗原と混合後、複合体を
ゲルろ過で分取したものを試料と
して用いて、電子顕微鏡観察を行
った。結果、がん細胞傷害活性が異
なる二重特異性抗体間で、抗原に
結合した際の構造が大きく異なる
様子が観察された。精密構造解析
までは至らなかったが、今後の研
究展開に大いに期待が持たれる結
果である。 
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Anti-EGFR antibody 528 binds to domain III of EGFR at a site shifted from the cetuximab epitope

Scientific Reports 5790

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Makabe K., Yokoyama T., Uehara S., Uchikubo-Kamo T., Shirouzu M., Kimura K., Tsumoto K., Asano
R., Tanaka Y., Kumagai I.

11 (1)
 １．著者名



2020年

2020年

2020年

2019年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.1016/j.bbrc.2019.04.062

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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