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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

ヒト抗体遺伝子群は天然に存在する蛋白質の機能単位の膨大なライブラリーととら

えることができる。本研究では、これまでの実績である、①抗体の分子認識能による

安定な人工選択、②人工的分子形態の創製、③選択された抗体の高効率な調製系の構

築、という三つの基盤に基づいて、抗体医薬開発、ナノ材料への応用の著しい加速を

可能にする技術基盤の構築を目標としている。特に生体免疫系では特異的抗原性が発

現し難い、細胞表面抗原、工学材料表面に焦点を絞り、特異的認識抗体分子の人工選

択とその機能評価を進め、細胞表面および材料表面に存在しうる認識場に関する知見

に基づき、抗体の人工組換えによる、蛋白質や細胞間と工学材料間のバイオインター

フェイスの人工設計の基盤構築を目指す。また、人工組換えにより得られる抗体分子

は遺伝子工学的な手法でのみ調製が可能である。研究代表者らは、最近、大腸菌で大

量に発現する不溶性顆粒から、免疫グロブリンフォールドの高効率再生系を確立して

いる。この再生プロセスをさらに整備して、選択された有用ヒト抗体断片を大量調製

し、治療・臨床検査薬・再生医療や生体材料としての現実的利用を目指す。 



 

 

Ｓ中間－２ 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
1.ヒト抗体分子の選択と調製 

 
(1)細胞表面抗原：①膜貫通型受容体は精製抗原、即ち細胞膜から抽出してしまうと構造変化等に伴

う抗原特異性の低下が懸念されるため、CHO細胞表面に発現させ、生細胞を用いた選択系を整備し

た。現在までに構築した標的抗原は、がん関連抗原であるTNF関連アポトーシス誘導リガンド受容

体(TRAIL-R2(DR5))、上皮増殖因子受容体(EGFR)、および、抗体医薬の主な作用機序であるADCC
に寄与するFc受容体(CD16)である。これらのCHO安定発現クローンを樹立し、正常なCHO細胞に対

するネガティブセレクションと併せ、ヒト抗体の人工選択ならびにヒト型化抗体の親和性向上を目指

した。また、セルソーターを用いた高効率選択系も導入し、網羅的なヒト抗体取得法の確立に向けて

検討を進めた。②DR5 形質導入したCHO細胞に対して高い結合が見られたクローンを得たため、現

在、抗原特異性の検討を進めている。また本手法により、生細胞上の膜蛋白質等に対する結合抗体の

セルソーターを用いた選択法が確立されたため、続くヒト型化抗EGFR抗体 528 の親和性向上に用い

た。ヒト型化抗EGFR抗体 528 VHの結晶構造(後述)に基づき、CDR中の抗原結合に関与すると予想

される残基に無作為変異を導入し人工ライブラリーを構築し、上記の選択法を用いることで親和性が

向上した複数のクローンの取得に成功した。今後、既にVLの選択も開始しており、後述する人工的

分子形態への展開を進めている。 
 

(2)工学材料：①蒸着金表面特異的抗体の選択に成功した(図 1;「⑩研究遂行上の問題点等」に記す)。
現在、金属や半導体化合物に特異的に結合するペプチドの報告がNature等でなされているが、その

結合定数は 10-5~6 M程度でありインターフェース分子として十分な結合性を有していない。しかし、

本研究で選択した金表面特異的抗体の結合定数は 10-10M程度と格段に強い結合性を示し、高い材料

特異性も確認できた。選択した抗体は、金ナノ粒子とも強固に相互作用することを見いだした。さら

に、germ lineでは出現頻度の低い残基への変異導入や熱安定なフレームワークへのCDR移植によっ

て、材料インターフェース分子としての活性と特異性を保持しつつ抗体の安定性を向上させることに

成功している。②より簡便なマテリアル特異的抗体の取得方法の試みとして、マテリアル認識ペプチ

ドをCDR移植することによる機能発現を行った。具体的には、まず、多機能セラミックスである酸

化亜鉛に結合するペプチドをファージ提示法より独自に選択した。そして、そのペプチドを抗体中の

CDRに移植し、酸化亜鉛特異性を評価したところ、機能性の発現が確認できた。現在、ペプチド移

植箇所、前後のアミノ酸残基の最適化等を進めており、方法論の確立を進めている。 
 

(3)得られた抗体の分子認識能の解析:①人工選択により調製した生分解性プラスチック（PHB）特異

的抗体可変領域について、その結晶構造に基づき抗原との界面に存在すると予想される部位にAla置
換を導入、Hot-Spotの存在を示し、またPHB吸着蛋白質との認識能の類似性を指摘した。②ヒト型

化抗EGFR抗体 528 可変領域に関しても結晶構造を明らかにし、現在ヒト型化前の分子とともに解析

を進めている。また、(1)-②で取得した親和性向上 528 抗体とEGFRとの相互作用を熱力学的に精密

解析した。 
 

2.人工的分子形態の構築と利用 
 
①既に構築したヒト型化抗 CD3 抗体(OKT3)とヒト型化抗 EGFR 抗体(528)を組み合わせた

diabody(Ex3)の更なる高機能化を目指して、特に Fc との融合による複数の非天然型人工抗体を構築

し、いずれも従来の diabody を凌駕する効果を示すなど、今後の人工的分子形態の創製に重要な知

見を与えた(図 2;「⑩研究遂行上の問題点等」に記す)。②抗 CD16 抗体(3G8)可変領域と抗 CD3 抗

体(OKT3)との融合による diabody を作製、その機能評価を行った。結果、CD16 陽性のエフェクタ

ー細胞との共存下のみ細胞傷害性の増強が見られるなど抗原特異的な効果を得ることが出来た。③

1-(2)-①で取得した金結合抗体を diabody 化した。具体的には、ホモ diabody 化することで、金ナノ

粒子のアセンブリが可能であり、ヘテロ diabody 化することで生体分子を金ナノ粒子や金表面に適

切に提示することに成功している。 

 



 

 

Ｓ中間－３ 

⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
当初の研究計画には含まれていないが、関連して進展した事項として以下の 2 点をあげたい 

 
（1）工学材料：CDR 移植法による抗体への工学材料表面結合機能付加 
 
前頁 1-(2)で記述したように、近年、無機材料間のインターフェースとして生体分子を用いる研究

が行われており、ファージ提示法等を用いて、特定の無機材料表面のみに結合するペプチドの報告が

Nature等でなされている。報告されているペプチドの結合活性は 10-5~6 M程度と低いが、蛋白質の

場合と比較しライブラリー規模が大きく、また、ファージ表面への提示率も高いため、選択がされや

すい。そこで我々は、抗体のヒト型化技術に用いられるCDR移植法を用いて、マテリアル認識ペプ

チドを抗体に導入し機能発現させる、新規なマテリアル特異的抗体の設計手法を手がけた。 
具体的には、様々な金属酸化物に結合するペプチドをファージ提示法より独自に選択した。その中

で特に、多機能セラミックスである酸化亜鉛を用いて選択されたペプチドの結合活性は 10-7程度とペ

プチドとしては非常に強く、明瞭な材料選択性も示した(Umetsu et al. Advanced Materials, 17, 
2571-2575 (2005))。また、選択されたペプチドのC末端にシステインを導入すると、これまで報告さ

れていない室温という低温で酸化亜鉛を合成する機能(ミネラリゼーション機能)も発現することが

わかった。 
上記よりマテリアル認識ペプチドの取得に成功したので、二つのドメイン(重鎖 VH, 軽鎖 VL)か

ら成る抗体可変領域断片 Fv 中にある 6 つの CDR 領域に、選択された酸化亜鉛認識ペプチドの移植

を行った。その結果、酸化亜鉛認識ペプチドを移植した場合、酸化亜鉛への結合と材料選択性の両

機能が発現され、マテリアル認識ペプチドを用いた抗体へのマテリアル表面結合抗体の作製は可能

であることが確認された。現在、ペプチド移植箇所、前後のアミノ酸残基の最適化等を進めており、

方法論の確立を進めている。また、酸化亜鉛認識ペプチドは酸化亜鉛合成機能も発現し得るので抗

体へのミネラリゼーション機能付加も試みている。 
 
（2）トランスレーショナルリサーチ（TR）への展開 
 
 前頁の 2-①で記述したように、diabody(Ex3)は、がん関連抗原 EGFR を標的とした最小の組換え

型二重特異性抗体である(Hayashi et al. Cancer Immunol. Immunother. 53, 497-509 (2004))。ヒト

型化、及び変異導入によるその最適化の終了(浅野・熊谷投稿中)、担がんマウス治療実験での劇的な

効果、そして何より世界に類を見ない非天然型抗体医薬としての可能性が評価され、平成 16 年の

10 月に文部科学省・がんトランスレーショナル・リサーチ（TR）事業に採択された。本研究課題

の最終目標の一つである抗体の人工的分子形態の構築と医用への展開が、現実的に進展したことは

大きな成果であると言える。TR 事業を進めるにあたっては、治験薬の知財、即ち特許の取得が必要

不可欠であるが、Ex3 のヒト型化の成功、及びその強力な治療効果が進歩性として認められ、近々

特許権が成立する見込みである。この TR 事業と本研究課題とは目標が明確に異なる。前者では Ex3
に特化してその治験薬製造と安全性試験を行うことが業務とされている。一方、TR 事業の進行に伴

い、様々な問題点が浮上してきた。その一つが主に GMP 製造に起因するコストの問題であり、事

実、TR 事業の受託金のほとんどは委託製造に使用せざるを得ない状況である。次世代抗体医薬を視

野に入れると、より少量で効果を示すような高機能抗体の開発は大きなインパクトがあると強く認

識するようになった。そこで Fc との融合を中心とする複数の非天然型人工抗体を構築、各種機能評

価を行った。具体的には、極力副産物が出来にくい形態にすること、価数の増加による avidity 効

果を得ること、そして ADCC 効果の誘導とプロテイン A による簡易精製を可能とするために、ヒト

Fc 領域との融合を基盤として 3 種の非天然型二重特異性抗体を構築した。いずれも Ex3 を大幅に

凌駕する抗腫瘍効果を有することが明らかになり、今後の人工的分子形態の創製に極めて重要な知

見を得たと言える。以上の結果は、平成 18 年 3 月に特許出願(発明の名称:高機能性二重特異性抗体、

出願番号:特願 2006-79858)を行っており、現在、これらを踏まえて、更に利用価値の高い人工的分

子形態の構築を進めている。 



 

 

Ｓ中間－４－１ 

⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に
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