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研究成果の概要（和文）： 
 臨床応用されている各種 TNF 阻害薬の生物活性の差異を明らかにすることを目的に、
抗 TNF 抗体医薬品（インフリキシマブ、アダリムマブ、ゴリムマブ）及び TNF 受容体-Fc
融合タンパク質医薬品（エタネルセプト）について、1)血中半減期制御に関わる受容体FcRn
との結合親和性、2)TNF との複合体形成能及び複合体の FcR 活性化能を解析した。その
結果、1)Fc 融合タンパク質の FcRn 結合親和性が抗体と比較して低いこと、2)TNF との複
合体形成能が 3 種類の抗体で異なり、形成される複合体サイズが FcR 活性能に影響する
ことが明らかになった。Fc 受容体との相互作用に関するこれらの違いが、ヒトでの血中半
減期や、免疫エフェクター細胞の活性化を介したインフュージョン反応あるいは抗薬物抗
体の発現頻度等に影響している可能性が考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  In order to elucidate the differences in the biological activities of anti-TNF 
therapeutics, their interactions with Fc receptors were examined.  TNFR-Fc fusion 
protein showed lower affinity to FcRn than the anti-TNF antibodies did.  Apparent 
molecular size of the complexes composed of TNF and anti-TNF antibodies differed in 
each antibody, and the activation of FcR was dependent on the complex size.  These 
characteristics were thought to be responsible for the differences in their serum 
half-life regulated by FcRn, and the incidence of infusion reaction or anti-drug antibody, 
which is related to the activation of FcR on immune effector cells. 
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１．研究開始当初の背景 

バイオ医薬品あるいは生物学的製剤とも
称される TNF 阻害薬は、その主な適用疾患
である関節リウマチの治療において、従来の
ステロイドや疾患修飾性抗リウマチ薬によ

る治療では得られなかった優れた治療効果
を発揮し、“The era of biological therapy has 
arrived.”と言われるほどに、治療のストラテ
ジーを大きく変えた  (Isenberg AD.: Nat. 
Clin. Pract. Rheumatol. 2, 229, 2006) 。 
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本研究の開始当初、日米欧で 3 種類（キメ
ラ型抗 TNF 抗体：インフリキシマブ、ヒト
抗 TNF 抗体：アダリムマブ、TNFR-Fc 融合
タンパク質：エタネルセプト）の TNF 阻害
薬が承認されていた。これらはいずれも TNF
への特異的結合能を有し、ヒト IgG1 由来の
Fc 領域を持つ組換えタンパク質である。それ
ぞれ治療薬としての有効性は実証されてい
るが、類似した性質を持つこれらの医薬品を
どのように使い分けるかが臨床での新たな
課題となっていた（三村俊英: 日本臨床, 65, 
1282, 2007）。その後、欧米ではヒト抗 TNF
抗体：ゴリムマブ、PEG 修飾ヒト化抗 TNF
抗体 Fab：セルトリズマブ ペゴルが承認さ
れ、現在では計 5 種類の TNF 阻害薬が臨床
で用いられている。（本報告書では、抗 TNF
抗体医薬品及び TNFR-Fc 融合タンパク質を
TNF 阻害薬と総称する。） 

 
２．研究の目的 

本研究では、各 TNF 阻害薬の差異解明に
向けた薬学的見地からのアプローチの一つ
として、 Pharmacokinetics / Pharmaco- 
dynamics（PK/PD）を考える上で重要な情
報となる Fc 受容体との相互作用特性に着目
し、その差異を明らかにすることを目的とす
る。Fc 受容体としては、IgG の血中濃度や生
体内分布制御に関わる FcRn、及び、IgG に
よるエフェクター細胞活性化に関与する
FcR 各サブクラスを評価対象とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 表面プラズモン共鳴（SPR）法による
TNF 阻害薬と Fc 受容体の結合親和性測定 
 

FcRn との結合性親和性は、FcRn をリガン
ド、TNF 阻害薬をアナライトとして測定した。
FcRn 細胞外領域をセンサーチップ CM5 
(BIAcore)にアミンカップリングキット
(BIAcore)を使用して固定化した。Running
緩衝液として 50 mM sodium phosphate / 
150 mM NaCl (pH6.0)を用い、流速 20 l/分
で TNF 阻害薬をインジェクションした
(KINJECT、結合 120 秒、解離 150 秒)。再
生用緩衝液は 100 mM Tris / 200 mM NaCl 
(pH8.0) とし、4 分間送液した。得られたセ
ンサーグラムは、bivalent analyte model で
解析した。 

 
FcR との結合親和性は、TNF 阻害薬をリ

ガンド、FcR をアナライトとして測定した。
TNF阻害薬をセンサーチップCM5にアミン
カップリングキットを用いて固定化した。
Running緩衝液として HBS-EP (BIAcore)を
用い、流速 20 l/分で FcRI、FcRII、FcRIII
の細胞外ドメインと His-tag の融合タンパク
質（R&D System）をインジェクションした

(KINJECT 流速 20 l/分、容量 40 l、結合
120 秒、解離 150 秒)。再生用緩衝液は 10 mM 
Glycine-HCl (pH8.0)とし、 15 秒間送液した。
得られたセンサーグラムは、1:1 binding 
model で解析した。 
 
(2) 抗 TNF 抗体医薬品の複合体形成能の差
異解析 
 
①複合体分子サイズの測定 
 抗 TNF 抗体医薬品であるアダリムマブ、
インフリキシマブ、ゴリムマブを大腸菌を用
いて発現・精製したTNFとそれぞれ混合し、
形成される複合体サイズを動的光散乱法に
より測定した。測定された平均粒子径から抗
原抗体複合体の推定分子量を算出した。 
 
②FcR 親和性の測定 
 FcRIIa を安定発現する Jurkat 細胞
（Jurkat/FcRIIa）に対して DyLight488 標
識した抗 TNF 抗体医薬品を結合させ、フロ
ーサイトメーターを用いて平均蛍光強度を
測定し、結合量の指標とした。添加した抗体
濃度に対して平均蛍光強度をプロットし、非
線形回帰により見かけ上の親和性（KD値）を
算出した。TNF/TNF 抗体複合体については
混合比率（モル比）を変えた際の結合量を同
様の手法で測定した。 
 
③TNF/抗 TNF 抗体医薬品複合体による
FcR 活性化能の評価 
 抗 TNF 抗体医薬品を各濃度の TNFと混
合して複合体を形成させた後、Jurkat / 
FcRIIa細胞に添加し、phorbol 12-myristate 
13-acetate 存在下で 18 時間培養した。培養
上清に分泌された IL-2 量を ELISA により測
定し、FcR 活性化の指標とした。 
 
４．研究成果 
(1) SPR 法を用いた Fc 受容体と TNF 阻害薬
の結合特性の解析 
 

FcRn とエタネルセプト、アダリムマブ、
インフリキシマブとの結合・解離を測定した
SPR センサーグラムを図１A-C に示す。カラ
ーで示したラインが観測されたセンサーグ
ラムであり、黒のラインが bivalent analyte 
modelで解析したフィッティングカーブであ
る。アナライト濃度は非特異的結合の認めら
れない濃度範囲を使用し、抗体に関しては
670-42 nM とした。Fc 融合タンパク質であ
るエタネルセプトは抗体と同濃度では結合
量が少なく解析に適していなかったため
5360-168 nM とした。 

これらのセンサーグラムから計算された
KD値はエタネルセプト 3612 nM、アダリム
マブ 672 nM、インフリキシマブ 727 nM で



 

 

あった（図 1D）。ヒトでは、エタネルセプト
の血中半減期がアダリムマブ及びインフリ
キシマブと比較して短いことが知られてい
る。本実験の結果から、その差異の原因の一
つに FcRn 結合親和性があると考えられた。
また、IgG では、CH2-CH3 間付近が FcRn
結合部位とされているため、Fc 融合タンパク
質と抗体医薬品では、この領域の高次構造が
異なっていると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 TNF 阻害薬と FcRn の結合に関する
SPR 解析結果 

 
 
次にFcRとTNF阻害薬の親和性について

検討した。SPR 法により FcR と TNF 阻害
薬の結合を解析する場合、再生段階で pH を
1.8 にする必要があり、受容体の変性が問題
となったため、TNF 阻害薬をリガンド、FcR
をアナライトとした。本条件では FcRII、
FcRIII の結合が弱く解析不能であったため、
FcRI との親和性のみ図 2 に示す。エタネル
セプト、アダリムマブ、インフリキシマブと
FcRI の親和性は同程度の値となった。IgG
では、ヒンジ領域付近が FcRI 結合部位とさ
れているため、この領域の高次構造は、Fc
融合タンパク質と抗体医薬品で大きな差は
ないと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 TNF 阻害薬と FcRI の結合に関する
SPR 解析結果 

 
エタネルセプト、アダリムマブ、インフリ

キシマブはいずれもヒト IgG1由来のFcドメ
インを有しているものの、アロタイプの相違

により、Fc ドメインの 2 箇所のアミノ酸残基
が異なっている(図 3)。また、産生細胞の違
いにより、Fc 領域に結合している糖鎖構造が
それぞれ異なっている可能性がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 TNF 阻害薬（エタネルセプト、アダリ
ムマブ、インフリキシマブ）のアミノ
酸配列 

 
そこで、アロタイプの違いや、糖鎖等の翻

訳後修飾が FcRn との親和性に影響を及ぼし
ている可能性を検証するため、パパイン消化
により Fc 領域を分離して、FcRn との親和性
を解析した。パパインと 24 時間反応させる
ことにより Fc 領域の分離が可能であり（図
4A）、切断により、アダリムマブとエタネル
セプトのセンサーグラムが同様の形状へと
変化することが明らかになった（図 4B）。 

KD値を算出したところ、パパイン消化前に
は抗体医薬品と比較して低かったエタネル
セプトの FcRn 結合親和性が、パパイン消化
後は抗体医薬品に匹敵する程度に上昇する
ことが明らかとなった（図 4C）。したがって、
これら医薬品の FcRn 結合親和性の差異は、
Fc 部分のアミノ酸配列や糖鎖構造の相違に
よるものではなく、Fab あるいは受容体部分
の影響により生じる Fc 領域の高次構造環境
の違いに起因することが示唆された。このよ
うな違いを生じさせる原因としては、Fc 融合
タンパク質と抗体では Fc 領域の高次構造が
異なること、あるいは、Fc 融合タンパク質で
は受容体部分が立体的に障害となり、FcRn
結合親和性が低下していることが考えられ
る（図 4D）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 パパイン消化による TNF 阻害薬の
FcRn 結合親和性の変化 

 
 
Fc領域以外の構造がFcRnとの親和性に影

響を与えるということが明らかとなったた
め、TNF 阻害薬が TNFと結合した場合の親
和性の変化についても検討を行った。TNF
は 3 量体であり、抗体や融合タンパク質に対
して十分量存在しないと、TNFと抗体（融
合タンパク質）が架橋されヘテロな大きさの
多量体を形成すると考えられる。抗体に対し
て 8 倍モル濃度、エタネルセプトに対して 4
倍モル濃度の TNFを反応させ、TNFによ
る架橋を抑えた条件で FcRn との親和性を測
定した(図 5）。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 TNF との複合体形成による TNF 阻害
薬の FcRn 結合親和性の変化 

 
 
この結果、TNFとの結合により、センサ

ーグラムの形状や算出される KD 値が変化し
た。これより、抗原結合によっても Fc 領域
の構造変化が引き起こされると考えられた。
エタネルセプト、アダリムマブ、インフリキ
シマブの中ではインフリキシマブの KD 値の
変化が大きく、抗原結合による影響を受けや
すい可能性が示された。例えば、体内の抗原
量が多い患者ではインフリキシマブの血中
半減期が短い可能性も考えられる。 

 
以上の結果は、既承認 TNF 阻害薬につい

て、血中濃度の制御に関わる FcRn との結合
親和性の差異、及びそれを規定する構造特性
差異を見出した初めての知見である。 
 
 
(2) 抗 TNF 抗体医薬品の複合体形成能の差
異解析 

 
アダリムマブ、インフリキシマブ、ゴリム

マブと TNFを混合し、形成された複合体の
粒子径を光散乱法により測定した結果、
TNF添加量の増加に伴い複合体形成による
分子サイズの増大が認められた（図 6）。形成
される複合体のサイズはインフリキシマブ
＞ゴリムマブ＞アダリムマブの順に大きく、
特にインフリキシマブでは、より低濃度の
TNF存在下で高分子量の複合体の形成が認
められた。このような複合体形成能はこれら
抗体医薬品と TNFとの結合親和性（ゴリム
マブ＞インフリキシマブ＞アダリムマブ）と
は相関しておらず、エピトープの違いなど他
の要因によるものである可能性が考えられ
た。 

 
複合体形成能の差異が生物学的特性に及

ぼす影響を調べる目的で、免疫細胞に発現す
る FcR との相互作用に関する検討を行った。
FcRIIa を 安 定 発 現 す る Jurkat 細 胞
（Jurkat/FcRIIa）を用いて、TNF非存在
下で抗体医薬品単独の結合親和性を測定し



 

 

た結果、アダリムマブ、インフリキシマブ、
ゴリムマブは何れも同程度（数十 nM）の KD

値を示し顕著な差は認められなかった（デー
タ未掲載）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 動的光散乱法による TNF/抗 TNF 抗体医薬

品複合体サイズの検討 
 

 
続いてTNFと複合体を形成させた際の結

合親和性について検討した結果、何れの TNF
阻害薬においても添加するTNF量の増加に
伴って FcR に対する結合量の増大が認めら
れ、3 者の間で顕著な差は認められなかった
（図 7）。これらの結果から、TNFとの複合
体形成能の差異は FcR との結合親和性には
影響を及ぼさないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 Jurkat/FcRIIa 細胞に対する TNF/抗 TNF

抗体医薬品複合体の結合実験 
 
 

次に複合体形成能の差異が免疫エフェク
ター細胞の活性化に関与する可能性を検討
する目的で、Jurkat/FcRIIa 細胞に TNF

との混合比率を変えた複合体を添加し、FcR
の活性化に伴って培養上清に分泌される
IL-2 量を測定した。 
ネガティブコントロールとして用いた

TNFR-Fc 融合タンパク質エタネルセプトで
は IL-2 産生は認められなかったのに対し、3
種類の抗体医薬品ではTNF添加量に依存し
て IL-2 産生の亢進が観察された（図 8）。IL-2
産生量の差から FcR 活性化能はインフリキ
シマブ＞ゴリムマブ＞アダリムマブの順に
強いと考えられ、上述の複合体形成能と相関
を示した。これらの実験結果は、抗 TNF 抗
体医薬品の抗原-抗体複合体の形成様式およ
びそれに伴う複合体形成能の差異が、FcR
を介した免疫エフェクター細胞の活性化能
に関与する可能性を示唆している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 TNF/抗 TNF 抗体医薬品複合体による

Jurkat/FcRIIa 細胞の活性化 
 
 
抗体は抗原と複合体を形成することでマ

クロファージ等に貪食されて血中から消失
することが知られており、実際にいくつかの
抗体医薬品では可溶性抗原の存在下では血
中半減期が短縮するという報告がある。イン
フリキシマブがTNFとより低濃度で大きな
複合体を形成しやすく、マクロファージ等に
発現する FcR を活性化しやすいという今回
の実験結果は、インフリキシマブが アダリ
ムマブ、ゴリムマブに比べて血中半減期が短
いことを説明する一つの理由である可能性
が考えられる。また、インフリキシマブはイ
ンフュージョン反応や抗薬物抗体産生の発
生率が高いことが知られているが、これらに
関しても免疫エフェクター細胞上の FcR の
活性化能の強さに起因する可能性が考えら
れる。 

 
以上の結果は、抗原との複合体形成能（複

合体サイズ）の差異が抗 TNF 抗体医薬品の
有効性や安全性に関与する可能性を示した
初めての知見である。 
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