


＜研究目的・背景＞ 
 トリプルネガティブ乳がん (TNBC) は、全ての乳がんの
10-20%を占め、他の乳がんよりも予後が悪く治療が困難であ
る（図１）。TNBCは、乳がん治療における代表的な特異的マ
ーカーであるエストロゲン受容体・プロゲステロン受容体・
HER2を発現しないため、現在の治療戦略は、化学療法と外科
的切除や放射線治療の組み合わせに限られる。しかし、ほとん
どの化学療法剤 (抗がん剤) が示すオフターゲット毒性によ
る深刻な副作用により、治療の中断を余儀なくされるケース
が多い。  
 HER2 陽性乳がんに対する治療薬である Kadcyla は、抗
HER2 ADCである。しかしながら、上述のようにKadcyla は、
TNBCを治療することはできない。そこで、抗HER2 ADCに
対してがん特異的リガンドを化学的に付加し、二重特異性抗
体-薬物複合体 (bispecific ADC) を構築することができれば、
HER2 陽性乳がんだけでなく、TNBC も標的化することがで
きるものと考えた。葉酸は葉酸受容体 (FR) と強く相互作用
する生体内リガンドであり、一般的な抗原-抗体間の相互作用
に近いレベルの親和性(KD = 0.1‒1 nM)を示す。また、FRは TNBCを含む様々ながん細胞に過剰発
現しており、ドラッグデリバリーシステム開発において頻繁に用いられる。特に、約 80％の TNBC
において FRが過剰発現していることが報告されている。以上の背景から、本研究では、がん特異的
リガンドとして葉酸（Folic acid）を使用し、二重特異性抗体-薬物複合体 (bispecific ADC) を構築
し、上記課題を解決することを目的に研究に着手した。 
 
 
＜研究実施状況＞ 
二重特異性 ADCの構築 
（１）分岐型非対称リンカーの合成とmAb-リンカー複合体の構築 
 はじめに、リシンを母核とした分岐型非対称リンカーを合成した（図２）。種々リンカーは、Fmoc
基及び Boc 基によりa位、e位のアミノ基が保護されたリシンを出発原料とし、アミドカップリング
と脱保護を繰り返すことで合成した。抗がん剤および葉酸は、2種の異なるクリック反応（二重クリ
ック反応）を組み合わせることで導入するため、分岐型非対称リンカーには、アジド基およびメチル
テトラジン基を採用した。また、抗体への導入効率や二重クリック反応の反応性をスクリーニングす
るために、分岐点であるリシンの母核とアミノ基、アジド基、メチルテトラジン基の間に様々なポリ
エチレングリコール（PEG）鎖を持つ化合物を合成した。 
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図１. TNBCの特徴 

図２. 分岐型非対称リンカー 
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 続いて、化学的組成が均一な
二重特異性 ADC を構築するた
め に 、 microbial 
transglutaminase（MTGase）を
用いてリンカーコンジュゲーシ
ョン反応を行い、最適なリンカ
ー構造を同定した（図３）。
MTGase を用いることで、当研
究グループでは、対称な分岐型
リンカーをヒト IgG1 の 295 位
グルタミン（Q295）選択的かつ
定量的に導入することができる
ことを既に報告している。コン
ジュゲーションの進行は、
LC/MSにて確認した。興味深い
ことに、PEG 鎖をもたない
hetero linker 4 が最も導入率が
高く、全ての未修飾抗体を
mAb-リンカー複合体へと変換
することに成功した。この知見
を基に、今後の二重特異性ADC
の構築には、hetero linker 4 を
使用することにした。 
 
 

 

 

 

 

（２）葉酸フラグメントの合成 
 次に、葉酸フラグメントの合成に着手した。当研究グループでは、リンカー部位のアジド基と定量
的に反応するdibenzocyclooctyne（DBCO）を有するmonomethyl auristatin F（MMAF、抗がん
剤）フラグメントを既に合成していたため、葉酸フラグメントには、hetero linker 4 のメチルテトラ

図３. mAb-リンカー複合体の構築 
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図４. a-及びg-選択的 TCO-葉酸モジュールの合成 



ジン基と反応する trans-cyclooctene（TCO）を導入することにした。葉酸は、２つの修飾可能なカ
ルボキシル基（a-とg-）をもち、修飾部位により生体内分布が異なることが報告されている（Boss S.D. 
et al., Bioconjugate Chem. 2016, 27, 1, 74.）。そのため、a-TCO-PEG4-葉酸フラグメントとg-TCO-
PEG4-葉酸フラグメントをそれぞれ合成した（図４）。また、抗体構造から葉酸の最適な距離を検討
するために、a, g-の混合物ではあるが、様々な長さのPEG鎖（PEG4, 12, 24）を有する葉酸フラグ
メントも合成した。 
 
（３）二重特異性ADCの構築 
 次に、（１）で構築したmAb-リンカー複合体と（２）で合成した葉酸フラグメントおよび当研究室
で開発したMMAFフラグメントを水中で反応（二重クリック反応）させることで、二重特異性ADC
を構築した。なお、本研究では、リンカー、薬物フラグメント、及び葉酸フラグメントを別々に調製
した後に組み合わせるモジュール式合成戦略を採用するため、mAb-リンカー複合体を一度構築すれ
ば、導入する薬物•リガンドフラグメントを適宜変更するだけで多種多様な ADC を短期間に構築す
ることが可能である。図５に示すように、それぞれのモジュールが交差反応せず、抗体１分子に対し
てMMAFと葉酸が 4分子ずつ導入された抗体-薬物比（drug-to-antibody ratio; DAR）4＋4の二重
特異性ADCを構築することができた（LC/MSにて確認）。 

 
 

 

二重特異性 ADCの物理化学特性と生物活性評価 
（１）物理化学特性の評価 

 構築した種々二重特異性ADCの疎水性をhydrophobic interaction chromatography (HIC) によ
って評価した。疎水性が高すぎる ADC は、体内から速く排出されることが報告されている。このた
め、比較的疎水性の高い MMAF を搭載する ADC の疎水性を評価することは重要である。葉酸が４
分子結合したDAR (4+4) 二重特異性ADCは、通常のMMAFのみを有するADCと同等の疎水性を
示した。これは、葉酸の水溶性が高いため、ADCの疎水性には寄与しなかったものと考えられる（図
６A）。続いて、ADCを 37 ℃で 2週間静置し、サイズ排除クロマトグラフィーにより凝集度合いを

図 5. 二重特異性ADCの構築 



測定した。HIC解析同様、比較的疎水性の高いMMAFを搭載するため、高温で長時間静置すること
で ADC は凝集体を形成する可能性がある。この凝集体は、体内からの排出速度に大きな影響を及ぼ
すため、本段階で凝集しにくいADC構造を見極める必要がある。その結果、全ての二重特異性ADC
は、顕著な凝集体を形成しなかった（図６B）。さらに、酵素（カテプシンB）によるMMAF分子の
放出に対する葉酸分子の影響を調査するために、二重特異性ADCを 37 ℃でカテプシンBとインキ
ュベートした。その結果、二重特異性 ADC は、4 時間で全ての MMAF 分子を放出し、葉酸はカテ
プシンBによるMMAF分子の放出を阻害しないことが明らかになった（図６C）。 

 

 

 

（2）生物活性評価 
 構築した二重特異性ADCの抗原（FR とHER2）に対する結合能をenzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) によって評価した（図７A）。FR陽性細胞としてKB細胞（FR+, HER2‒）、HER2陽
性細胞としてKPL-4 細胞（FR‒, HER2+）を使用した。その結果、HER2のみのADCは、FRに対す
る結合能を示さなかったものの、スペーサーとしてpeg24 を有するa, g-混合葉酸二重特異性ADCが
FR に対して高い結合能を示した。α-あるいはγ-位置選択的な葉酸二重特異性 ADCは、FR に対し
て中程度の結合能を示した。また、全ての二重特異性ADCは、HER2に対する結合能を維持し、FR
とHER2両陰性細胞であるHEK293 細胞には結合能を示さなかった。この結果から、FAの付加によ
り抗体本来の HER2 に対する結合能を保ち、想定どおり FR にも結合できることが明らかになった。 
 続いて、KB 細胞、KPL-4 細胞、HEK293 細胞を用いて二重特異性 ADC の細胞殺傷能を評価した
（図７B）。全ての二重特異性ADCは、スペーサーの長さとa, g-のコンジュゲーション位置にかかわ
らず KB 細胞と KPL-4 細胞に対して強い細胞殺傷能を示した。一方、HEK293 細胞には、効果を示
さなかった。このことから、二重特異性ADCは抗原 (FR とHER2) 特異的に細胞殺傷能を示すこと
が明らかになった。さらに、FR を発現している TNBC である CAL51 細胞における細胞殺傷能も評
価した（図７C）。その結果、FR陽性細胞であるKB細胞と同様、全ての二重特異性ADCは、同等の
細胞殺傷能を示した。以上のことから、葉酸を結合させた二重特異性 ADC は、HER2 陽性細胞のみ
ならず FR 陽性の TNBC や他の腫瘍細胞も殺傷できることが明らかになり、TNBC 治療の有用なプ
ラットフォームになり得ることが示唆された。 

図 6. 二重特異性ADCの物理化学特性 



  

 
＜今後の展望＞ 
 これまでの成果は、Bioorg. Med. Chem. 2021;32:116013 に発表済みである。現在は、マウスを
用いた薬物動態試験とマウス体内分布試験、さらに TNBC 担がんマウスモデルの治療試験を検討中
であり、葉酸の導入がどのように ADC の血中安定性及びオフターゲット毒性の発現に影響を及ぼす
かを評価し、がん組織及び他の臓器への集積率を比較することで、ADC の毒性プロファイルを詳細
に調べる予定である。また、治療実験からはTNBC治療における二重特異性ADCの有用性を立証し
たいと考えている。

図 7. 二重特異性ADCの結合能および細胞殺傷能 


