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研究成果の概要（和文）：タンパク質の化学修飾は、創薬や生命科学研究において重要な役割を担っており、タ
ンパク質の特定の位置を自在に化学修飾する技術の開発が求められている。本課題では、標的認識能をもつタン
パク質の標的認識サイト付近に触媒機能を導入した「タンパク質触媒」の開発を目標として研究を行った。その
結果、特定の抗体をモデルに用いて、抗原認識部位の近傍を特異的に化学修飾し、その修飾後も抗原結合能が保
持されるような新規方法論の開発に成功した。今後この技術を広く展開することで、タンパク質触媒開発はもち
ろん様々な用途への活用も期待できる。

研究成果の概要（英文）：Chemical modification of proteins plays an important role in the elucidation
 of protein functions and the development of protein based drugs such as antibody-drug conjugates. 
Therefore, techniques for chemical modification of specific positions of proteins have been 
demanded. In this project, we conducted research with the goal of developing "protein catalysts" by 
introducing a catalytic function near the target recognition site of a protein with target 
recognition ability. As a result, using a specific antibody as a model, we have succeeded in 
developing a novel methodology in which the vicinity of the antigen-recognition site is specifically
 modified, and the antigen-binding ability is retained even after the chemical modification. By 
expanding this technology, it can be expected to be used for various applications as well as the 
development of protein catalyst in the future.

研究分野：有機化学　ケミカルバイオロジー

キーワード： 抗体　バイオコンジュゲーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発を目指したタンパク質の修飾技術は、ケミカルバイオロジー分野から、疾患の基礎的なメカニズム
解明、さらにその診断、治療まで、非常に幅広い分野で高い需要がありながら未だ発展途上の技術である。今回
代表者らが開発した技術は、現在、他の研究グループによって進められている取り組みとは全く異なるアプロー
チによるものであり、他の手法が抱える課題を解決できる可能性をもっている。よって、新規技術開発という点
から高い学術的意義をもち、同時にその成果は生命科学研究の推進から医療の発展にまで繋がり得る点で高い社
会的意義をもつ。

※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 

タンパク質の化学修飾はタンパク質の機能解明、抗体薬物複合体などの抗体医薬品開発に重要

な役割をもつ。本課題では、高度な分子認識能を示すタンパク質間相互作用に着目し、これを

利用した選択的なタンパク質修飾法の開発を目指して研究を行った。本研究で鍵となるのは、

標的認識能をもつタンパク質の標的認識サイト付近に触媒機能を導入した「タンパク質触媒」

の開発である。このために、タンパク質の標的認識サイト付近を特異的に化学修飾し、かつ、

化学修飾後も標的認識能が保持される技術が必要であるが、これまで一般的な化学的手法は確

立されていなかった。抗体は低分子、ペプチド、タンパク質等様々な分子に高い親和性をもつ

ものが作製可能であり、その会合は自然界に存在する分子間相互作用の中でも最も強固で特異

性が高いものの一つとして知られている。そのため、抗体の適切な位置に触媒サイトを導入で

きれば有用なタンパク質触媒としてはたらくと期待できる。本課題ではそのための基盤技術開

発を目標に、抗体の新規修飾法の開発を行った。 

 

２．研究の目的 

抗体の基質認識能を利用する触媒の開発では、抗体の抗原認識部（パラトープ）周辺に触媒構造

を特異的に導入する技術が必要である。一方、パラトープ周辺の構造変換は抗体本来の抗原認識

能を低下させる懸念がある。そのため、パラトープ周辺への特異的修飾、及び抗体の抗原への親

和性の保持を両立可能な反応剤の開発、さらに反応条件、精製条件の確立を目指して研究を行っ

た。 

 

３．研究の方法 

抗体、反応剤の調製：抗体への触媒構造導入のための基礎検討として、抗体に触媒の代わりに色

素を導入するモデル実験を行った。抗体としては比較的安価に入手可能な抗フルオレセインモ

ノクローナル抗体を用いた。抗フルオレセイン抗体修飾のための反応剤として、抗原であるフル

オレセイン構造、及び、修飾率を評価するための蛍光色素として 7-ヒドロキシクマリン構造を

もつチオエステルを設計し、有機合成により反応剤を調製した。 

抗体の化学修飾：抗体と複数の反応剤を混合し、一定時間経過後、化学修飾の進行を SDS-PAGE

及び UV-visスペクトルによって修飾部位及び修飾率を評価した。 

抗体からの反応剤の除去：抗原由来の反応剤を除去するため種々の溶質を含む水溶液を修飾反

応後の抗体に加え、限外ろ過及びサイズ排除クロマトグラフィにより反応剤の除去を行った。反

応剤の除去効率は UV-visスペクトルによって評価した。 

抗原結合能の確認：フルオレセインと抗体が結合した際に蛍光の消光が起こることを利用して、

蛍光光度計により結合能の評価を行った。また、今回申請者らが開発した手法で修飾した抗体が

フルオレセインを導入したアルブミンと複合体を形成するかを、サイズ排除カラムと蛍光検出

器をセットした HPLCによって解析した。 

反応触媒部位導入のための基本的技術の開発：抗体を始めとするタンパク質を触媒化するため

に必要な触媒部位の導入反応について検討した。 

 

 

 

 



４．研究成果 

(1) 抗体の選択的化学修飾の達成 

(1)−ⅰ 反応剤の開発： 複数合成した反応

剤の内、図１に示す反応剤を用いた際に、抗体

の修飾が高効率で進行した。修飾はフルオレセ

イン結合能を持たない抗体では起きず、抗フル

オレセイン抗体への修飾は阻害剤として過剰

量のフルオレセインを共存下させた条件では

阻害された。よって、反応剤は抗フルオレセイ

ン抗体への特異的な結合による近接効果で効率的な修飾が起こっていることがわかった（図２）。

反応条件の最適化を行った結果、抗体一分子に対しておよそ二分子の色素を導入できることが

わかった。また、修飾後の抗体をパパインで消化し、修飾部位の解析を行った結果、抗体の可変

域付近が特異的に化学修飾されており、狙い通りパラトープ周辺の選択的修飾が起こることが

示唆された（図３）。 

 

(1)−ⅱ 抗体の精製条件の確立： 本研究で用いた手法では反応後に抗体のパラトープ部分

に反応剤由来の抗原構造が残存するため、その除去を行う必要があった。プロテイン A からの

抗体の解離などで一般的に用いられる酸性のグリシン緩衝液を用いると、抗原の除去は行える

ものの、抗体の大部分が不可逆的に凝集を起こし、回収率が大幅に低下してしまう問題が起こっ

た。抗原除去に関して、抗原を効率よく除去しつつ、抗体の変性を起こさない精製条件の探索を

行った結果、弱酸性のアルギニン溶液を用いた際に高効率で抗原の除去が可能で、高い回収率で

修飾抗体が得られることが分かった。 

(1)−ⅲ 抗体の親和性評価： 修飾後の抗体の親和性の評価をフルオレセインの蛍光消光実

験により行った結果、修飾後の抗体も抗原に対して非常に高い親和性を維持していることが分

かった。また、フルオレセインを結合させたアルブミンと複合体を形成できるかの確認を行った

結果、サイズ排除 HPLC にて修飾後の抗体とアルブミン誘導体の複合体が観測され、抗体-アル

ブミン複合体から、抗体に導入した色素由来の蛍光が観測された。 

(1)−ⅳ 総括： 以上の結果より、今回申請者らが開発した手法により、抗体のパラトープ周

辺の特異的修飾が可能であり、更に、修飾後の抗体が抗原への高い親和性を維持できることが分

かった。本研究成果は、タンパク質の選択的な化学修飾を行うタンパク質触媒の開発に繋がり、

生命科学、創薬分野の発展に寄与すると期待できる。これらの成果について、プレプリントサー

バーChemRxivにて公開を行った。 

 



(2)本研究に関連して行った反応剤及び技術開発 

タンパク質触媒開発を行うにあたって、触媒構造導入のための反応剤の開発、効率的にタンパク

質修飾反応を行うための技術開発が必要となる。それに関連して、「触媒サイト導入のための反

応剤開発」及び「界面での局所濃縮効果および分子配向性制御を利用した反応加速技術開発」に

取り組み下記の研究成果をあげた。 

(2)−ⅰ 触媒サイト導入のための反応剤開発： 求核触媒は水中での反応でも効率的にはた

らき、多様な反応を触媒することからタンパク質触媒の触媒サイトとして有望である。触媒サイ

トを生体分子に導入するにあたり、活性エステルは水中でアミンと効率的に反応するため、求核

触媒サイトをもつ活性エステルはタンパク質触媒の合成において有用な反応剤として期待でき

る。しかしながら一般に活性エステルは求核触媒により分解を受けるため、それらが共存した反

応剤の開発はこれまで行われていなかった。

合成、精製プロセスを検討することにより、触

媒サイト導入のための反応剤 2 を安定な固体

として得ることに成功した。本反応剤は水溶

液中で様々なアミンに触媒サイトを導入でき

るため、タンパク質触媒の開発にも有用と期

待できる（図４）。本研究成果は国際誌

(Tetrahedron Letters 2021, 153343)にて論文発表を行った。 

(2)−ⅱ 界面での局所濃縮効果および分子配向性制御を利用した反応加速技術の開発： 本

研究で目指す、低濃度の生体分子の修飾技術開発に関連する研究として、界面活性剤からなる

分子集合体内への局所的な基質の濃縮現象、かつ基質反応点である極性官能基がいずれも界面

に配向することで発現する反応加速効果を活用した基質選択的反応の開発に成功し、国際誌

（Asian Journal of Organic Chemistry, 2023, e202200602）にて論文発表を行った。本技術開発で得

られた知見はタンパク質触媒等を用いる基質特異的な反応にも応用が期待できる。 
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