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要旨  

 

近年、抗体薬物複合体（ADC）など抗体へ機能性分子を修飾したものが利用

され始めている。しかし、従来のアミンカップリング法などの修飾法は修飾部

位を特定できず、抗体の結合能に悪影響を及ぼしており、抗体部位特的修飾技

術の開発が求められていた。これまでに抗体側のアミノ酸改変によるシステイ

ンや非天然アミノ酸の導入による部位特異的修飾技術が開発されてきたが、こ

れらの方法では、抗体の遺伝子改変や発現系の構築が煩雑であるといった問題

点があった。  

そこで、本研究では T7 ランダムペプチドライブラリから単離されたヒト IgG

抗体の Fc 部位特異的なペプチドを介した、 IgG-Fc へのアミド結合による部位

特異的な修飾法 CCAP（Chemical conjugation by affinity peptide）法を開発した。

この修飾反応は、ペプチドの  Lys 残基と、抗体とペプチドの複合体中で近接す

る抗体 Fc 上の特異的 Lys 残基（Lys248）間を  DSG リンカーによって架橋す

ることで成立する。ペプチドの親和性を利用するため、部位特異的な修飾を行

うことができ、ペプチド側に機能性分子をあらかじめ導入しておくことで、IgG

抗体へ部位特異的にこれらの分子を修飾することが可能となる。本研究では、

CCAP 法による修飾反応が IgG 部位特異的であることをペプチドマッピングに

よって明らかにしただけでなく、CCAP 法による修飾が抗体機能に与える影響

を解析した結果、抗原結合能には影響がなく、 FcγR との結合も維持され、

FcγRIIIa への結合親和性はむしろ向上することがわかった。  

CCAP 法を分子修飾抗体医薬品開発へ応用するため、最初に抗体薬物複合体

の作製について検討を行った。抗ガン剤である DM1（ emtansine）をあらかじめ

修飾したペプチドを用いて、乳がん細胞を標的とした抗体医薬品である  

Trasutuzumab へのコンジュゲートを作製した。結果として、Biacore T200 によ

る解析で、CCAP 法によって作製した抗体薬物複合体は Trasutuzumab の抗原で

ある Her2 への結合能を維持しており、Her2 発現細胞である SK-BR3 細胞と

Her2 非発現細胞である C6 細胞を用いた細胞アッセイでは Trastuzumab に DM1

を従来法でコンジュゲートした医薬品である T-DM1 と同様に SK-BR3 特異的

な細胞毒性を発揮した。  
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次に、CCAP 法を用いて VHH を IgG 抗体へコンジュゲートすることで新規の

二重特異性抗体フォーマットを構築できると考えた。二重特異性抗体を作製す

ることで、本来  IgG 抗体が有していなかった結合能、機能を新たに付加するこ

とができる。そこで、がん標的抗体医薬品へ好中球が有する IgA 抗体受容体で

ある FcαR を標的とする VHH をコンジュゲートし、 IgG 抗体が本来有する NK

細胞を介した細胞傷害活性の他に、好中球を介した細胞傷害活性といった新た

な機能を付加し、好中球と NK 細胞両方をエフェクター細胞として利用できる

高活性、高機能型の二重 ADCC 抗体を創製することを目的とした二重特異性抗

体の作製を行った。結果、作製した IgG-VHH コンジュゲート体は IgG 側、VHH

側双方の親和性を維持しており、細胞上標的抗原ならびに FcαR へ結合活性を

示した。  

以上のことから、本研究において開発した CCAP 法は優れた分子修飾技術と

して抗体開発研究を進展させ、抗体薬物複合体、放射性標識抗体、二重特異性

抗体など様々なフォーマットの抗体医薬品開発を促進させることが期待される。 
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第1章  研究背景  

 

1-1 抗体の機能  

 抗体は自己防御機構である免疫系における重要なタンパク質であり、体外か

ら侵入した異物（抗原）を認識し、特異的に結合することで異物の排除に関わ

っている。抗体の構造は、重鎖（H 鎖）および軽鎖（L 鎖）と呼ばれる 2 種の

ポリペプチド鎖によって構成されている。重鎖および軽鎖の N 末端側の領域に

は多様性に富んだアミノ酸配列を有する領域が存在し、特に可変領域（VH、VL）

と呼ばれている。VH および VL には、特に多様性を持つ領域が存在し、超可変

領域または、相補性決定領域（ complementarity determining region : CDR）と呼

ばれ、VH と VL にそれぞれ 3 つずつ存在する。CDR は抗体の抗原認識に関わ

る部位であり、これらの多様性が抗体の様々な抗原に対する多様性を構成して

いる。また、可変領域以外の領域は定常領域またはフレームワーク（ FR）領域

と呼ばれ、構成するアミノ酸配列の違いから IgA、 IgG、  IgD、 IgE、 IgM とい

ったクラスに分類され、それぞれ異なるエフェクター機能を有している。 IgG 

抗体は血液中で最も多く存在する抗体であり、定常領域の違いにより IgG1、IgG2、

IgG3、 IgG4 と 4 つのサブクラスに分けられる。免疫応答においては、ウイルス

などの病原体に結合し細胞への感染を阻害する中和活性や、マクロファージな

どの貪食細胞に標的を認識させるためのオプソニン化、ナチュラルキラー細胞

（NK）を動員し、ウイルス感染細胞やがん細胞などを攻撃する抗体依存性細胞

障害活性（ADCC：Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity）や、補体分子を介

した補体依存性細胞障害活性（CDC：Complement Dependent Cytotoxicity）など

様々な働きを担っている。また、 IgG1、 IgG2、 IgG4 は FcRn と呼ばれる抗体 Fc

領域に結合する受容体を介したリサイクリング機能により、約 2 週間程度の長

い血中半減期を有している。特に、 IgG1 が NK 細胞による高い ADCC 誘導能

力を有していることから、抗体医薬品として様々な疾患へ応用されている。  

 抗体の Fc 領域は定常領域とばれる部分であり、配列の違いからヒトの場合 5

種類のクラスに分類される。 IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 IgE の 5 種類であり、その

うち B 細胞表面に存在し、B 細胞成熟に関連してはたらく IgD 以外のクラスに

はそれぞれ対応した受容体である FcγR、FcμR、FcαR、FcεR が存在し、各種免
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疫細胞上に発現している。各クラスの抗体は、その Fc 領域がそれぞれ対応した

受容体に結合することで、役割の異なる免疫応答を誘導する。 IgM 抗体は血中

では 5 量体の状態で存在し、免疫応答の際最初に誘導される抗体であり、感染

の初期防御において重要な役割を担っている 1 , 2 , 3。IgM の受容体である FcμR は

B 細胞上に発現しており、2009 年に遺伝子が同定された 4。また、FcμR 遺伝子

欠損マウスを用いた実験では、野生型のマウスと比べ抗原の侵入に対する B 細

胞の応答が阻害され、抗体産生誘導に IgM と FcμR の結合が重要な役割を担っ

ていることが示された。また、同時に、自己抗原に対する抗体産生を抑制し、

自己免疫疾患の予防という役割を持つ可能性も同時に示唆されている 5。IgA 抗

体は血中で 2 量体の状態で存在し、その受容体は FcαR と呼ばれている 6。FcαR

は好中球、単球、マクロファージ上に存在し、 IgA 抗体を介した免疫応答に関

わっている 7 , 8 , 9。抗原と結合した IgA 抗体は免疫細胞上の FcαR と結合し、免疫

細胞を活性化、貪食や ADCC 活性と呼ばれる細胞傷害活性を誘導する 10 ,11。

FcαR は免疫細胞による killing 活性を誘導することから、免疫細胞活性化を目

的とした医薬品のターゲットとしても注目されている 12。 IgE 抗体はアレルギ

ーへの関与で知られる抗体であり、その受容体 FcεR はマスト細胞（肥満細胞）

や好塩基球、好酸球上に発現している 13。アレルギー反応は、マスト細胞上の

FcεR に結合した IgE 抗体に抗原であるアレルゲンが結合することで、細胞が活

性化され、ヒスタミンなどのアレルギー反応を誘導する物質を放出することに

よって引き起こされる 14 , 15。 IgG 抗体は血中に最も多く存在する抗体クラスで

あり、液性免疫において感染防御など様々な免疫応答の中核を担う分子である。

前述の通り、 IgG を用いた抗体医薬品は副作用が少なく効果の高い医薬品とし

て急速に普及している。この IgG 抗体の受容体は FcγR と呼ばれており、FcγRI、

FcγRIIa、FcγRIIb、FcγRIIIa など様々なタイプが存在する（Table 1-1） 16。FcγR

は細胞膜タンパク質であるが、細胞内部分に有しているシグナル伝達モチーフ

の違いによって大きく 2 分することができる。免疫受容体活性化チロシンモチ

ーフ ITAM（ immunoreceptor tyrosine-based activation motif）と、免疫受容体抑制

性チロシンモチーフ ITIM（ immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif）であ

る。ITAM は細胞を活性化するシグナル伝達に関与し、逆に ITIM は細胞を抑制

するシグナル伝達に関与している。FcγR では唯一 FcγRIIb のみが抑制性の ITIM
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を有する受容体である。ITAM を有する FcγR に抗体が結合すると、細胞膜上で

FcγR が集合し、細胞内 Src ファミリーのチロシンキナーゼが活性化され、ITAM

中のチロシン残基がリン酸化される。これが引き金となり、細胞内にシグナル

伝達が起こる 17。マクロファージや樹状細胞、好中球などの細胞で FcγR が活

性化された場合、これらの細胞は貪食によって IgG 抗体が認識した抗原を取り

込む、取り込まれた抗原は分解され、抗原ペプチドとして細胞へ提示され、T 細

胞の活性化に関与する 18。NK 細胞で発現している FcγRIIIa は IgG 抗体によっ

て活性化され、ADCC 活性（Antibody Dependent Cell Cytotoxicity）と呼ばれる

細胞傷害活性を誘導する 19 , 20。これは NK 細胞の細胞質顆粒から放出されたパ

ーフォリン 21 やグランザイム 22 といった酵素によって引き起こされ、パーフォ

リンは細胞膜に孔を空け、プロテアーゼであるグランザイムが細胞内に侵入し、

アポトーシスを誘導する 23。一方、ITIM を有する FcγRIIb は B 細胞上に発現し

ており、抗体の産生を負に調節する機能を有している。これは免疫反応が過剰

に起こることを防ぐためのメカニズムである 24。これは、FcγRIIb 欠損マウスに

おいて自己免疫疾患が容易に誘導されることにより証明されている 25 , 26。  

 

Table 1-1 各 FcγR の発現分布とシグナル伝達モチーフ  
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 抗体医薬品の効果においても Fc 受容体との結合能は大いに関係しており、が

んを標的とした抗体医薬品では、多くの場合、 FcγRIIIa を介した NK 細胞の

ADCC 活性が抗体医薬品の医薬品としての効果に関連している。 IgG 抗体医薬

品と FcγRIIIa の結合能力が治療効果に影響を与える例として、 IgG 抗体 Fc と

の親和性が高い FcγRIIIa のアロタイプの患者（FcγRIIIa-158Val）と親和性の低

い患者（FcγRIIIa-158Val）を比較した場合、前者の方が抗体医薬品による高い

治療効果が得られるといった知見が報告されている 27 , 28。これらの知見を基に、

IgG 抗体の Fc 領域へのアミノ酸変異や、糖鎖を改変することで FcγRIIIa との

結合親和性を増強することで治療効果を向上させる試みが行われてきた。アミ

ノ酸改変技術を用いた手法として、ジェネンテック（Genentech）社は Fc 受容

体との結合に関連するアミノ酸配列に変異を導入し、各 Fc 受容体への親和性

を増減させるアミノ酸部位を同定している 29。この報告では、S298A、E333A、

K334A などの部位のアミノ酸置換が FcγRIIIa との結合親和性を向上させ、

ADCC 活性をも増強させることを実証している。また、協和発酵キリン社は IgG

抗体が FcγRIIIa と結合形成する際に必須の因子である Asn297 の糖鎖修飾を改

変し（Fig.1-1）（文献 3 0. 31 を参考に改変）、フコースを除くことで FcγRIIIa との

結合親和性が向上し、ADCC 活性を増強することが可能であると報告している

32 , 33。ポテリジェント技術と呼ばれるこの手法は既に抗体医薬品開発に応用さ

れているが、製造にはフコース修飾を排除するため、フコースの修飾に関わる

酵素をノックアウトした細胞株を用いる必要がある 34。  

 

 

Fig.1-1 IgG 抗体の構造と糖鎖修飾  
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 抗体の Fc 領域に結合し、生理機能を発揮する受容体として、免疫細胞に発現

し、免疫応答に関わる Fc 受容体の他に、FcRn が存在する。FcRn は IgG 抗体の

分解を抑制し、血中濃度維持に関わっている受容体である。この FcRn へ結合

能を持たないバイオ医薬品の血中半減期は 1 日程度であるのに対し、ヒト Fc 領

域を有する IgG 抗体医薬品の血中半減期は数日から数週間と非常に長く、医薬

品投与頻度を抑えることができるといった特筆すべき利点を有している。FcRn

の存在は 1964 年に IgG 抗体の代謝や輸送に関わる受容体として Brambell らに

よって提唱され 35、1989 年にラットから初めてクローニングされた 36。その後

ノックアウトマウスを用いた実験で IgG 抗体の半減期を延長していることが実

証され 37 , 38 , 39、細胞内酸性条件下では IgG 抗体と結合し、細胞外中性条件下で

解離することで、エンドサイトーシスで細胞内へ取り込まれた IgG 抗体が FcRn

と結合することでレスキューされ、再度細胞外へ放出されることでリサイクリ

ングされているメカニズムが解明された 40（Fig.1-2）。また、FcRn は、IgG だけ

でなく血清アルブミン（ヒトの場合 HSA）との結合ドメインも有しており、IgG

結合部位とは異なる領域であるため、両者は拮抗せずに FcRn と結合可能であ

る 41。  

 

 

Fig.1-2 FcRn による抗体リサイクリング機構  
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 バイオ医薬品開発において、 FcRn との相互作用は血中半減期や IgG 抗体医

薬品の代謝と密接に関わるため、欠かせないテーマであり、これまでに様々な

試みが行われている。 IgG 抗体の Fc 領域を改変し、FcRn との結合親和性を向

上させる研究 42 や、中外製薬社が開発したスイーピング抗体 43 , 44 などが挙げら

れる。スイーピング抗体は中性条件下で FcRn と結合可能なように Fc 領域を改

変した抗体であり、血中抗原と結合した抗体が FcRn と結合し、細胞内に取り

込まれ、抗原のみが酸性条件下で解離し、抗体は再度血中に戻ることで、標的

抗原の血中からの排除を効率化するデザインとなっている。  

 FcRn は HSA とも結合し、その血中半減期延長にも貢献していることから、

HSA への結合能を利用したバイオ医薬品の半減期延長の取り組みも行われて

いる。2002 年に Dennis ら（Genentech 社）はランダムペプチド提示 M13 ファー

ジライブラリから HSA に結合可能なペプチドを単離し 45、抗体の Fab の末端に

このペプチドを融合することで血中半減期を延長可能であることを報告してい

る 46。同様にこのペプチドをラクダ科動物由来の重鎖抗体の抗原結合ドメイン

である VHH へ融合し、血中半減期を延長した報告 47 も存在する。また、Ablynx

社は血中サイトカインをブロックすることで炎症を抑える目的で VHH 抗体医

薬品を開発しているが、抗原結合ドメインである VHH は FcRn への結合能を有

さず、血中半減期が短い。この問題を解決するため、サイトカイン特異的な VHH

と HSA に特異的な VHH を融合した複数（ 2 または 3）の VHH が繋がった医薬

品フォーマットを開発している 48 , 49。  

IgG 抗体において各 FcγR は CH2 領域に結合するが、FcRn は CH2、CH3 領域の

間の領域に結合する。CCAP 法で使用している IgG 結合ペプチドはこの FcRn の

エピトープと重なっていることから、ペプチド修飾による IgG 抗体の FcRn 結

合能への影響は確認する必要がある。FcRn への結合能が阻害される場合、血中

半減期の低下が予想されるため、医薬品フォーマットとしての使用が制限され

るが、二量体である Fc の片側のみにペプチドが修飾された場合、他方の Fc が

FcRn と結合し、親和性ならびに血中半減期を維持していることが期待できる。 
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1-2 抗体医薬品  

 抗体は生体防御機構である免疫系における主要なタンパク質であり、特定の

抗原に対し、高い特異性および親和性で結合する性質を有している。このこと

から、副作用の少ない医薬品としての利用されている。抗体の利用は、ハイブ

リドーマ技術の確立により、モノクローナル抗体 50 の生産が可能になったこと

から発展した。また、遺伝子組み換え技術の発展によって人工的な抗体の生産

が可能となり、現在では様々な抗原に対する抗体が作製され、多岐にわたって

利用されている。抗体医薬品の主な作用機序を図で示した（ Fig.1-3）。細胞上の

標的抗原に結合し、前述の ADCC 活性 19 や、CDC 活性によって細胞傷害活性

を誘導するものは、主にがんに対する抗体医薬品として利用されている。代表

例としては、非ホジキンリンパ腫に使用される抗 CD20 抗体である Rituximab

や乳がんに使用される抗 Her2 抗体である Trastuzumab などが挙げられる。

Trastuzumab の標的である Her2 はがん細胞の増殖に関わる受容体であり、

Trastuzumab はその機能を阻害することによる増殖抑制効果も有している。ま

た、細胞上の受容体やそのリガンド（炎症性サイトカイン）に結合することで、

効果を発揮する抗体医薬品としては、炎症性サイトカイン TNF-α を標的とする

インフルキシマブなどが挙げられる。  

 

 

Fig.1-3 抗体医薬品の主な作用機序  
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1-3 抗体医薬品への分子修飾  

 従来のがんに対する抗体医薬品の作用機序は、生命が本来有する免疫機構を

利用したもの、すなわち免疫細胞の活性化に伴う細胞傷害活性や、補体の活性

化に伴う細胞傷害活性または、がん増殖に関わる受容体やリガンドとの結合に

よる増殖阻害が中心であった。その利点は前述の通り、標的特異性に由来する

少ない副作用であるが、免疫機構に依存した活性は、免疫力の低下などの要因

により減弱する可能性がある。一方、抗がん剤療法では低分子の薬剤が、がん

細胞に到達することができればがん細胞のアポトーシスを誘導することができ、

免疫細胞に依存せずに効果を発揮することができる。しかし、その最大の欠点

はがん細胞以外の細胞にも働き、時に重篤な副作用を伴うことである。そこで、

がん細胞特異的なターゲティングが可能な抗体に抗がん剤を結合させた抗体薬

物複合体（ADC : Antibody Drug Conjugate）が開発された。ADC の作用機序は、

まず抗体が標的であるがん細胞表面受容体へ結合を形成することから始まる。

結合した抗体は受容体の細胞内部移行に伴い細胞内へ移行し、リソソームで分

解される際に抗がん剤を放出する（ Fig.1-4）。理想的な ADC の利点は抗体が標

的とする細胞内のみで抗体放出が起こることであり、副作用の無い抗がん剤輸

送システムとして利用することができる。しかし、前述通り、従来の抗体修飾

法では抗がん剤結合部位同定できず、結合価数をコントロールすることも困難

であるといった問題点も有している。  
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Fig.1-4 抗体薬物複合体（ADC）の作用機序  

 

 現在までに、 4 種類の ADC が FDA によって承認されており、臨床開発中の

ADC も多く存在する。 4 種類の内容は、 2000 年の Mylotarg® (gemtuzumab 

ozogamicin)(Pfizer)、 2011 年の  Adcetris®(brentuximab vedotin)(Seattle Genetics 

and Millennium)、2013 年の  Kadcyla®(ado-trastuzumab emtansine)(Genentech and 

Roche)、2017 年の Besponsa® (inotuzumab ozogamicin)(Pfizer)である。Mylotarg® 

は急性骨髄性白血病の治療薬として開発された ADC であり、抗 CD33 抗体に抗

がん剤であるオゾガマイシンを修飾し、作製された。修飾方法は抗体内のラン

ダムな Lys 残基に修飾を行うアミンカップリング法である 51 , 52（Fig.1-5）。史上

初の ADC であったが、他抗がん剤との併用において憂慮すべき事象が発現し

たこと（死亡事例）により承認が取り下げられ、製造開発メーカーであるファ

イザーは 2010 年に市場から本品を撤退させた。Adcetris®はホジキンリンパ腫  

(HL)、未分化大細胞型リンパ腫  (ALCL)の治療薬として開発された ADC であり、

抗 CD30 抗体に抗がん剤である Monomethyl Auristatin E（MMAE）を修飾し、作
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製された。修飾方法は抗体 CH1、CL、ヒンジ領域に存在する Cys 残基を還元し、

マレイミド基を有するリンカーによって抗がん剤修飾を行う方法である 53。抗

体内に元々存在する Cys 残基を用いた修飾法で、修飾部位が決まっており、抗

原結合能や、体内半減期等抗体の機能に影響を与える部位ではなく（ Fig1-5）、

修飾価数が 2～8 の間でランダムであり、抗体内のジスルフィド結合が失われ

ることから、抗体の構造的な安定性が失われる可能性がある 54。本剤に使用さ

れている抗がん剤 MMAE はチューブリン重合阻害剤であり、微小管の形成を

阻害することにより、強力な抗がん作用を発揮する。 FDA では 2011 年に承認

され、2014 年には日本でも承認された。Kadcyla®は乳がんの治療薬として開発

された ADC であり、抗 Her2 抗体に抗がん剤である emtansine（DM1）を修飾

し、作製された 55。修飾方法は、抗体内のランダムな Lys 残基に修飾を行うア

ミンカップリング法である。本剤に使用されている抗がん剤 DM1 も MMAE と

同様にチューブリン重合阻害剤であり、微小管の形成を阻害することにより、

強力な抗がん作用を発揮する。FDA では 2013 年に承認され、日本でも 2013 年

に承認された。Besponsa®は難治性の前駆 B 細胞性急性リンパ性白血病（ALL）

の治療薬として開発された ADC であり、抗 CD22 抗体に抗がん剤であるオゾガ

マイシンを修飾し、作製された 56 , 57。修飾方法は、抗体内のランダムな Lys 残

基に修飾を行うアミンカップリング法である。本剤に使用されている抗がん剤

オゾガマイシンはバクテリア Micromonospora echinospora に由来するエンジイ

ン抗生物質の誘導体である。DNA を標的とし、DNA 切断を引き起こすことに

より、強力な抗がん作用を発揮する 58。  
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Fig.1-5 従来の ADC 作製方法  

 

1-4 ファージディスプレイ技術と VHH 抗体  

我々の研究室では、ファージディスプレイ技術を用いて、抗体やペプチドと

いった結合性分子の探索を行ってきた。ファージディスプレイ技術は、大腸菌

に感染することで増殖・複製を行うウイルスであるファージ  に外来ポリペプ

チド鎖をコードする DNA を挿入することで、ファージのコートタンパク質上

に外来性のランダムポリペプチドを融合させた形での提示させる技術であり、

1985 年に Smith らが繊維状ファージに外来性のランダムポリペプチドを融合

させた形での提示が可能であることを報告した 59, 60 , 61。最も一般的に用いられ

ている M13 ファージではコートタンパク質である g3p62、g8p63、 g6p64、g7p65、

g9p66 に外来分子を提示したディスプレイシステムが確立されている。現在では

主に大腸菌の F Pilus （F 繊毛）と結合し感染の開始に利用される g3P に 1-5 分

子の外来分子を提示するシステムまたは、M13 ファージを形成するコートタン

パク質の中で最も数の多い（約 3000 分子）g8p に提示させるシステムが用いら

れており、有用な生理活性ペプチドや抗体の探索研究など様々な分野で応用さ

れている。ファージディスプレイ技術は、同時に多様な配列を提示したファー

ジを扱うことができるだけでなく、ファージ上に提示されているペプチドまた

はタンパク質分子のアミノ酸配列とファージ内部にパッケージングされている
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DNA 配列が対応しており、大腸菌へ感染させることで遺伝子情報を維持した状

態で容易にクローニングできるといった利点を有している。  

 ファージディスプレイ技術を用いてファージ上に多様なペプチドや抗体を提

示させた状態をファージライブラリと呼んでおり（Fig.1-6）、VHH 抗体などの

外来遺伝子をファージゲノム上に組み込んだライブラリを構築した後は通常、

バイオパンニングと呼ばれる手法によって目的とする抗原に対し結合可能な分

子を提示したファージの濃縮、単離操作を実施する。この操作の流れは免疫系

で B 細胞上に提示された抗体が標的と結合することで増殖し、高い親和性を有

する抗体発現細胞へと成熟していく過程と類似しており、試験管内において生

体内部で行われている免疫システムを模倣しているといえる。通常バイオパン

ニングは、プラスチックプレートやチューブ内に固相化した抗原に対し、ファ

ージライブラリを反応させ、洗浄操作を行った後に、結合した状態で残ってい

るファージを回収するといった操作を何度か繰り返すことで実施される（ Fig.1-

7）。幾度かのラウンドを経て回収されたファージ中には標的抗原に対し高い親

和性を有する分子を提示したファージが含まれていることが期待されるため、

大腸菌へ感染させ、クローニングを実施し、結合能ならびに DNA シークエン

スによって標的特異的分子の配列が単離、同定される。近年、次世代シークエ

ンサーに発達により、同時に多数の DNA シークエンスを行うことが可能にな

ったことから、バイオパンニングの前後のファージライブラリ中に含まれてい

た遺伝子情報を次世代シークエンサーで解析することで、パンニング後に増幅

した標的抗原に結合可能な配列を網羅的に同定することが可能となっている 67。 

 

 

Fig.1-6 VHH 抗体提示ファージの構造  
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Fig.1-7 バイオパンニングの流れ  

 

 繊維状 M13 ファージの他に、溶菌性ファージである T7 を用いた分子提示ラ

イブラリも利用されている。T7 DNA は直鎖ニ本鎖であり、成熟したファージ

粒子は細胞溶解  (溶菌 )によって放出される。繊維状ファージでの提示とは異な

り、T7 上に提示されるペプチドやタンパク質は細胞膜を通した分泌過程を経

ず、大腸菌細胞質内の還元的条件下で形成された状態で放出されることになる。

そのため、ペプチドなどの短い配列では放出後にジスルフィド結合を形成する

ことが可能であるが、タンパク質では変性した状態のまま提示される可能性が

ある。一方、ファージ粒子の形成が大腸菌内のサイトプラズムで起こるという

特徴は、ファージタンパク質 -外来性ポリペプチド複合体の提示が、宿主細胞の

タンパク質合成系とその分泌系に依存する必要がないことを意味し、これによ

って繊維状ファージ提示系と比較して、発現されるペプチド配列の偏りが少な

いというメリットを有している。T7 ファージライブラリシステムは Novagen 

Inc.によって報告され、市販化されている。この市販ライブラリは、T7 ファー

ジへの外来ペプチド提示数の異なるいくつかのバリエーションが存在する。T7

ファージの頭部を構成する G10 タンパク質すべてを利用した 415 分子の提示系

（T7Select®  415）から、10 分子（T7Select®10）、1 分子（T7Select®1）と三種類

の提示が可能である。提示するポリペプチドの分子量や親和性に応じて使い分

けが可能となっている。  

 アルパカを含むラクダ化の動物は通常の抗体に加え、重鎖のみで構成される
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重鎖抗体を産生する。これは、1993 年にベルギーのブリュッセル自由大学（Vrije 

Universiteit Brussel）の Hamers 教授らのグループによって報告された 68。この

重鎖抗体は、通常の抗体が VH および VL の組み合わせにより抗原を認識する

のに対し、単一可変ドメインである VHH のみで抗原と結合することができる

（Fig.1-8）。VHH は単一ドメインで抗原と結合するのにもかかわらず、通常の

抗体と同等の親和性を有する。また、VHH は分子量が小さく構造も単純である

ことから工学的改変が容易であり、安定性も高いことから、産業応用が期待さ

れている。安定性の高さの具体的な例としては、高温条件下に曝された後のリ

フォールディング能力の高さが上げられる。 1999 年に van der Linden らによっ

て報告された例 69 によると、通常の抗体を 4-90℃に曝した後に室温条件に戻

し、結合活性を測定したところ 60℃以上の温度に曝されると変性し、リフォー

ルディングすることができなくなるため結合能を失ってしまう。しかし、VHH

抗体であれば、 90℃まで加熱した後でも室温条件に戻すことでリフォールディ

ングが可能であることが見出された。これは VHH 抗体が一旦熱変成した後で

も再度リフォールディングすることが可能であるといったことを示している。

また、単一のドメインで機能することからタンパク質工学によるエンジニアリ

ングも容易であり、二量体化や三量体化、他のタンパク質への組み込み等も可

能である。実際に二量体化や三量体化することで、抗原結合親和性が 10 倍、

100 倍に増強されるといった報告 70 も存在する。そのため、医薬品を含む様々

な分野への応用が期待されたが、前述の Hamers 教授らのグループによって、

この重鎖抗体の抗原結合ドメインである VHH（ナノボディ）の医薬利用を含め

た、かなり広範囲にわたる世界特許、いわゆる Hamers 特許（ Immunoglobulins 

devoid of light chains: WO 1994004678）が出され、この特許の医薬への独占実施

権を持つ Ablynx が、長く医薬開発における優位な地位を占めることになる。し

かし、2013 年 8 月に基本特許は期限切れとなったことから、近年、世界的にも、

この VHH を使った新たな医薬品開発の機運が高まっている。我々が研究に用

いているアルパカの重鎖抗体には、VHH と定常領域とつなぐヒンジの長さが異

なる 2 種類が存在しており、それぞれ IgG2（Long hinge）、 IgG3（Short hinge）

と呼ばれる。アルパカにおいては、血液中に存在する抗体の約 50％が重鎖抗体

であることが報告 71 されている。  
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 本研究においてもこの重鎖抗体由来 VHH 抗体に着目し、CCAP 法によって

VHH 抗体を IgG 抗体へ修飾することで、二重特異性抗体フォーマットを構築し

た。これは、VHH 抗体が単一ドメインで結合能を発揮する最小の抗体であり、

抗体工学における材料として適していると考えたからである。本研究で使用し

た VHH 抗体は好中球表面受容体である FcαR を標的とする VHH であるが、ア

ルパカへの FcαR 免疫を経て、ファージディスプレイライブラリを構築し、ス

クリーニングによって単離した抗 FcαR VHH クローンを使用した。  

 

 

Fig.1-8 アルパカ重鎖抗体  

 

  



19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第２章 

IgG 結合ペプチドを用いた抗体

修飾（CCAP 法） 

 
  



20 

 

第2章  IgG 結合ペプチドを用いた抗体修飾（CCAP 法）  

 

2-1 緒言  

 我々の研究室では、前述の T7 ファージライブラリシステムを用いて、IgG 抗

体 Fc 部位特異的に結合可能な 17 アミノ酸からなり、内部にジスルフィド結合

を 1 つ有するペプチド（GPDCAYHRGELVWCTFH）を単離していた。これは、

プロテイン A の代替として IgG 抗体精製時のアフィニティーリガンドとして利

用するために開発したものである。このペプチドはヒト IgG1 ,  IgG2 ,  IgG4 へ結

合可能であり、実際にプロテイン A 同様に IgG を精製可能である。一方、後述

の結晶構造解析より、ペプチド 8 番目の Arg 側鎖が IgG-Fc 内の Lys 残基側鎖と

相互作用可能な位置関係にあることが明らかとなった。そこで、この 8 番目の

Arg 側鎖を Lys に置換しクロスリンカーである DSG（disuccinimidyl glutarate）

をあらかじめ修飾した後に IgG と混合することで、IgG-Fc 内の特定の Lys とペ

プチド Lys 間をアミド結合によって架橋できると考えた。同様に IgG-Fc 部位特

異的な分子を用いた架橋法として、プロテイン A の Z ドメインにロジウム金属

触媒（ロジウム（Ⅱ）アセタート）を修飾し、ジアゾを含む化合物と共に IgG と

インキュベートすることで、IgG の 76 番目 Asn 特異的にジアゾ化合物を修飾す

る手法が報告されている 72。この手法では、ロジウム金属触媒を修飾したプロ

テイン A の Z ドメインは触媒として利用されているため、修飾反応後の IgG へ

は残らない。しかし、 IgG へ化学結合を形成する際の触媒として使用されるロ

ジウムは重金属であり、人体を含む生体にとっては毒物である。そのため、生

体に投与される医薬品開発に本手法を用いる場合、ロジウム金属の除去が課題

となる。一方、我々が今回考案したペプチドを介した抗体修飾法は IgG にペプ

チドが残存するものの、17 残基のアミノ酸であり、人体へ悪影響を及ぼす可能

性が低いと考えられる。本章では、 IgG 結合ペプチドの結晶構造解析の結果か

ら、実際に R8K 置換ペプチドを用いて IgG 抗体 Fc 領域に分子修飾が可能であ

るか検証すると共に、修飾反応が IgG 248 Lys 特異的であることを確認するた

まにペプチドマッピングによる修飾部位の同定も実施した。  
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2-2 材料と方法  

IgG とペプチドの X 線結晶構造解析  

 X 線結晶構造解析は量子科学技術研究開発機構の（故）黒木良太博士、安達

基泰博士との共同研究として依頼分析して頂いた。  

Cys および HC（ホモシステイン）がそれらの間で独立してジスルフィド架橋

を形成している IgG-BP（G（HC）DCAYHRGELVWCT（HC）H-NH）と trastuzumab 

(Rosh) をパパイン消化により調製したヒト IgG1-Fc を結晶構造解析に用いた。

Fc と IgG-BP の非共有結合複合体はシッティングドロップ蒸気拡散法によって

結晶化し、結晶化液滴は、 16 mg/mL の非共有結合複合体、 20 mM の 2-モルホ

リノエタンスルホン酸（ pH 6.0）および 0.1 M の塩化ナトリウムを含有する 0.3 

μL のタンパク質溶液と、20 ％（w/v）ポリエチレングリコール 3350 （Sigma 

Aldrich）および 0.3 μL の 0.2 M ヨウ化カリウム（pH 6.9） (和光ケミカルズ）を

添加した。同様の方法で、 Fc と IgG-BP-ビオチン（ 2 つの Cys 残基がジスルフ

ィド結合している biotin-PEG4-RGNCAYHKGQLVWCTYH-NH2）間の共有結合複

合体を、0.1 M CHES（pH 10.0）、20 ％（w/v）PEG-8000、および 0.3 M 塩化ナ

トリウムを含む溶液を用いて、20 ℃で 2 週間インキュベーション後に結晶を得

た。  

 X 線回折データは、KEK Photon Factory（筑波）の BL17A beamline および

SPring-8（兵庫）の BL38B1 beamline で得られた。  グリセロールを、凍結保護

剤として、沈殿剤溶液中の最終濃度 20 ％（w/v）で使用した。X 線回折データ

は、HKL-2000 suite of programs を使用して統合され、スケールされた。Fc ペプ

チド複合体（PDB id：1DN2）の構造を探索モデルとし、PHASER を用いた分子

置換法により、Fc 複合体の初期相情報を得た。Fc 複合体構造の結晶学的精密化

および手動モデル化は、それぞれ phenix.refine および XtalView ソフトウェアを

有する PHENIX ソフトウェアによって実施した。結晶学的データおよび統計デ

ータは Table 2-1 にまとめた。  
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Table 2-1 収集された X 線回折データおよび精密化統計のまとめ  

 Non-covalent 

complex  

Covalent complex  

Beam line  SPring-8 BL38B1  KEK-PF BL5A  

Data collection date  Nov.22.2014  Dec.12.2015  

Wavelength (Å)  1.00  0.98  

Data statistics  

Resolution range (Å)  44.2–3.00  44.1–3.00  

Outer shell (Å)  3.11–3.00  3.11–3.00  

Space group  P21  P21  

Unit cell dimensions, a,b,c (Å)  66.1, 60.5, 69.5  61.1, 67.0, 78.3  

α, β, γ  90.0, 101.3, 90.0  90.0, 106.4, 90.0  

Total reflections  40,705  37,934  

Unique reflections  10,959 (1,071)  12,253 (1,158)  

Redundancy  3.7 (3.7)  3.1 (2.6)  

I/I(δ)  9.5 (2.0)  8.4 (1.6)  

Completeness (%)  99.9 (99.9)  98.4 (92.9)  

R-merge (%)  13.8 (56.4)  15.9 (44.7)  

Structure refinement  

Software  Phenix1.9  Phenix1.9  

Resolution range (Å)  44.22–3.00  44.10–3.00  

R-factor (%)  19.7  22.8  

Free-R (%)  27.2  28.4  

RMSD bonds (Å)  0.017  0.015  

RMSD angles (deg.)  1.471  1.642  

Mean B Value (Å 2)  41.0  43.4  

Protein chain  A, B  A, B  

No. of protein residue  379, 379  379, 379  

No. of water molecules  52  0  
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No. of molecules in an 

asymmetrical unit  

1  1  

PDB ID  6IQG  6IQH  

 

ペプチドの合成  

合成ペプチドは Fmoc 固相合成法により合成された。すべてのペプチドは C

末端側をアミド化している。保護基を除去した後、穏やかな酸化条件下で分子

内 S-S 結合を形成させ、逆相 HPLC を用いて分子内 S-S 結合ペプチドを精製し

た。また、N 末端のビオチン化は、NHS- PEG4-Biotin を用いて合成した。  

 

表面プラズモン共鳴による IgG-peptide の IgG への親和性解析  

表面プラズモン共鳴（ SPR）による親和性解析は Biacore T200(GE Healthcare)

を用いて、25℃の条件下で実施した。 IgG（Trastuzumab）は CM5 センサーチッ

プ（GE Healthcare）にアミンカップリング法を用いた装置プログラムを用いて、

それぞれ RU = 10000 で固定化した。HBS-EP buffer（pH7.4）(0.01 M HEPES, 0.15 

M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 % tween)中に調製した 2000 nM から 15.6 nM の範囲

内で希釈した IgG 結合ペプチドをセンサーチップに 3 分間、流速 50 µL/min で

流し、結合を測定、10 分間 HBS-EP buffer（pH 7.4） を流し、解離を測定した。

得られたセンサーグラムは、BIA evaluation software の 1:1 binding model を用い

て解析し、親和性解析を行った。  

 

IgG 結合ペプチドへの DSG コンジュゲートと精製  

20 μL の 20 mM ペプチドは 2 %ピリジンを含む DMSO 中に調製され、アセ

トニトリル中に調製された 500 mM DSG 80 μL と混合した後に 50 ℃で 3 時間イ

ンキュベートし、DSG を付加した。反応物は 250 倍量の 0.1 % TFA (trifluoroacetic 

acid) で希釈され、LC-forte(YMC)に接続された InertSustain C18 カラム (5μm 7.6 

× 250 mm column, GL Sciences)を用いた逆走クロマトグラフィーで分取した。分

取時の流速は  4.0 mL/min で、グラジエント条件はアセトニトリル 13.5 %～72 %

（30 min）である。分取した生成物は遠心エバポレーターで 50 分間アセトニト

リル除去操作を行った後に、凍結乾燥した。乾燥後のパウダーは DMSO に溶解
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し、 -20℃で保存した。  

 

ビオチン標識ペプチドによって修飾された IgG の SDS-PAGE とウェスタンブ

ロット  

1.9 μM の hIgG1 , hIgA1  ,  HSA を 5 倍量の DSG 修飾したビオチン化 IgG 結合

ペプチド (NHS-IgG-BP-biotin)と PBS 中で反応させ、 15 分反応させ、 1 M Tris-

HCl (pH 7.0)を加えた。各サンプルを 2-メルカプトエタノールで還元し、5-20 % 

Supersep グラジエントゲル  (Waco)を用いて、SDS-PAGE した。泳動後、タンパ

ク質はニトロセルロースメンブレンに転写し、0.5 % BSA にて blocking 後、SA-

HRP、基質に Chemi-Lumi One(ナカライテスク )を用いて検出した。検出ならび

に撮影は ChemiDOc XRS Plus(Bio-Rad)を用いて行った。  

 

ESI-MS を用いた修飾個数分析とペプチドマッピング  

ESI-MS 分析は ACQUITY UPLC I-Class FTN system (Waters) に接続された

Xevo G2-XS QTof spectrometer (Waters)  と Mass PREP Micro Desalting Column 

(2.1 × 5 mm, Waters)  を用いて Waters 株式会社への依頼分析によって実施され

た。ESI-MS 分析時のグラジエント条件は 0.1 %のギ酸を含むアセトニトリル

5 %～90 %で行った。Trastuzumab または trastuzumab-IgG-BP (50 μg in 25 μL of 

water)へ 25 μL の 0.2% Rapigest SF (Waters)を混合し、 2.6 μL の 100 mM 

dithiothreitol (DTT, 終濃度  5 mM)を添加し、60 ℃で 30 分インキュベートした。

インキュベート後、 5.8 μL の 150 mM iodoacetamide (終濃度 15 mM)を添加し、

室温で 30 分間暗所においてインキュベートした。  

ペプチドマッピングに使用するサンプルは、 12.5 μL の 0.2 μg/μL トリプシン

を加え、37 ℃で 3.5 時間インキュベート後、7.85 μL の 5% TFA (終濃度 0.5%)

を加え反応停止した。遠心後、サンプルは ACQUITY UPLC Peptide BEH130 C18 

column (1.7 µm, 2.1 × 150 mm, Waters)を用いて質量分析された。分析時のグラ

ジエント条件は 0.1 %のギ酸を含むアセトニトリル 0.1 %～90 %で行った（カラ

ムオーブンは 60 ℃）。  
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2-3 結果  

IgG 結合ペプチドの X 線結晶構造解析  

IgG 結合ペプチドの IgG 結合様式を明らかにするため、X 線結晶構造解析を

行った。その結果、このペプチドは IgG Fc 領域の CH2, CH3 境界領域に結合し

ていることが判明した（ Fig.2-1）。また、このペプチドは 1 分子の Fc あたり 2

カ所結合サイトを有している。興味深いことに、このペプチドの結合サイト近

傍には Lys 残基が存在し、これはペプチド側の 8 番目のアルギニンと 6.13 Å,

の距離に位置しており、相互作用可能な位置関係にあった（ Fig.2-2）。また、ペ

プチドの N 末端、C 末端領域はそれぞれ Fc 領域の外側を向いており、ペプチ

ドの末端部位に様々な分子を修飾可能であることが示唆された。実際に、X 線

結晶構造解析のデータを基に分子構造モデル解析を行ったところ、 8 番目のア

ルギニンをリジンに置換した IgG 結合ペプチド（R8K）は DSG 架橋剤を介して

抗体 Fc248 番目のリジンを介して共有結合を形成可能であることが判明した

（Fig.2-3）。このことは、 IgG 結合ペプチド（R8K）を抗体部位特異的な修飾が

可能であることを示唆しており、ペプチド末端部位に機能性分子を修飾した状

態で抗体へ結合することが可能であれば、抗体への部位特異的分子修飾架橋剤

として利用することが可能となる。  

 

 

Fig.2-1 IgG 結合ペプチドと IgG-Fc 複合体の X 線結晶構造解析  
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Fig.2-2. IgG 結合ペプチド内 Arg 残基と Fc 内の Lys 残基間の距離  

 

 

Fig.2-3 IgG 結合ペプチド (R8K)と Fc-248Lys 間の DSG 架橋モデル  

 

IgG 結合ペプチドの結合親和性解析  

 IgG 結合ペプチドを介して IgG 抗体へ分子を修飾するためには 8 番目の Arg

を Lys へ置換すること（R8K）、ペプチド末端に分子を修飾しておくことが必要

となる。この 2 カ所の改変が、ペプチドの親和性に与える影響を確認する必要

があった。また、この IgG 結合ペプチドは分子内にジスルフィド結合を有して

いることから、末端にチオール基を導入することが制限されていた。これは分
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子内でジスルフィド結合のシャッフリングが起こる可能性によるものである。

しかし、チオール基はマレイミドを介した分子修飾の標的官能基として非常に

簡便に利用できることから、チオール基を導入可能なペプチドデザインとして

分子内ジスルフィド結合をジクロロアセトンで不可逆的に架橋したデザインを

考案した。筆者は最初に IgG 結合ペプチドならびに分子修飾 IgG 結合ペプチド、

ジクロロアセトン架橋ペプチドの IgG への親和性を解析した。Biacore T200 を

用いて、CM5 センサーチップへ IgG 抗体医薬品である Trasutuzumab を固相化

し、アナライトとして IgG 結合ペプチド（NH2-PEG4-GPDCAYHRGELVWCTFH-

NH2 ） ま た は 、 ジ ク ロ ロ ア セ ト ン 架 橋 ペ プ チ ド （ NH2-PEG4-

GPDCAYHRGELVWCTFH-NH2）（Cys 残基間はジクロロアセトン架橋）を用いた。

結果として、 IgG 結合ペプチド（ 8R）は 15 nM（Fig.2-4 A）、ジクロロアセトン

架橋 IgG 結合ペプチド（ 8R）は 6800 nM（Fig.2-4 B）の親和性でそれぞれ IgG

抗体と結合可能であることを確認した（ Fig.2-4）（Table 2-2）。  

 

 

Fig.2-4 IgG 結合ペプチドの結合親和性解析  
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Table 2-2 各 IgG 結合ペプチドの IgG への結合親和性  

 

 

抗体とペプチド間での部位特異的共有結合の形成  

我々は、IgG 結合ペプチドのアミノ酸置換体（R8K）に種々の機能性分子を修

飾した上で、IgG-Fc 248 と共有結合させることで、抗体への部位特異的な修飾

法へと応用することができると考えた（ Fig.2-5）。この手法の利点として、これ

までは抗体側の構造変化や、非天然アミノ酸の導入などの手法に限られていた

抗体部位特異的修飾を抗体側の改変を伴うことなく達成可能となること。ペプ

チド末端のデザインが自由に行えることから、様々な官能基を介した多様な分

子修飾に対応可能であることが挙げられる。我々は最初に抗体へ修飾される分

子として代表的な機能性分子であるビオチンをこの IgG 結合ペプチド（R8K）

の N 末端領域に修飾した状態（Fig.2-6A）で IgG-Fc 領域との間で DSG を介し

た共有結合が形成されるかどうか評価を行った。 hIgG , hIgA , HSA 各 5 µg と  

ビオチン修飾 IgG 結合ペプチド (R8K) 250 ng を 5 分間反応させ、Tris-HCl (pH7.0)

で反応停止した後に、各サンプルを 2-メルカプトエタノールで還元し SDS-

PAGE とウェスタンブロッティングを行い、ストレプトアビジン -HRP によって

抗体に共有結合でコンジュゲートされたペプチドを検出した（Fig.2-6B）。結果

として、このビオチン修飾 IgG 結合ペプチドは IgG 抗体と共有結合した状態で

検出された。また、この反応は IgA ならびに HAS に対しては起こっておらず、

反応の特異性も確認された。さらに、この反応は IgG 結合ペプチドの結合様式

から推測されるように 1 分子の IgG に対し 1 価または 2 価のコンジュゲート産

物を生成する。生成物反応物を陽イオン交換クロマトグラフィーで分析した結

果（Fig.2-7）、得られたパターンから 1 価、2 価の生成物を容易に分取精製する

ことが可能であること、3 価以上の反応物が生じていないことも判明した。我々
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は、この IgG ペプチドを用いた新規抗体部位特異的修飾法を CCAP 法（Chemical 

Conjugation by Affinity Peptide）と命名した。  

 

 

Fig.2-5 IgG 結合ペプチドを介した IgG-Fc 部位特異的な分子修飾  

 

 

Fig.2-6 IgG-Fc 特異的なビオチン修飾を SDS-PAGE と  

ウェスタンブロッティングによって評価  
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Fig.2-7 陽イオン交換クロマトグラフィーによる  

IgG-peptide コンジュゲートの形成確認  

 

ペプチドマッピングによる CCAP 法の部位特異性を評価  

 CCAP 法によるペプチド修飾の特異性を評価するために実施した ESI-MS 分

析に際し、Trastuzumab へ修飾した IgG-BP の構造を示す（Fig.2-8）。このペプチ

ドを Trastuzumab へ 2 価で修飾したものを ESI-MS で分析を行った（Fig.2-9）。

予想された分子量の増加はペプチド 2 分子－水 2 分子（2116.36 ×  2 －  18.00 

×2）であり、増加後の分子量は 152255.89 と予想された。結果は、152255.75 で

あり、予測通り、IgG-BP が IgG に対し 2 価で修飾されていることが明らかとな

った。引き続き、CCAP 法による修飾が重鎖特異的であることを確認するため、

IgG-BP 修飾後の Trastuzumab を還元処理し、分析を行った。還元処理を行って

いるため、修飾された IgG-BP は還元された状態となっている（ Fig.2-10）。予想

された分子量の増加は重鎖において、ペプチド 1 分子－水 1 分子（ 2118.36 －  

18.00）であり、増加後の分子量は 52693.89 と予想された。結果は、52693.76 で

あり（Fig.2-11）、予測通り、 IgG-BP が重鎖 1 分子に対し対し、1 価で修飾され

ていることが明らかとなった。また、軽鎖の分子量に変化はなく、修飾が重鎖
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特異的であることを確認できた。  

 ペプチドマッピング分析に際し、トリプシン消化によって生じる Trastuzumab

のペプチド断片を下記表に示した（Table 2-3）。また、Lys248 を含む IgG-BP 修

飾前の配列をと IgG-BP が修飾されたことによって生じるペプチド断片の構造

（Fig.2-12）と予想分子量を示した（ Fig.2-13）。 IgG-BP が修飾されたアミノ酸

残基が Lys248 であることを特定するために、還元後、ヨードアセトアミドで

Cys 残基を修飾し、トリプシン消化したサンプルを用いて ESI-MS で分析とペ

プチドマッピングによる解析を行った（Fig.2-14）。結果として Trastuzumab 分

析時に特有のピーク X と Trastuzumab-IgG-BP 分析時特有のピーク Y を確認す

る事ができた。また、ピーク X（2844.46）の分子量が T20（2845.38）、ピーク

Y（5873.83）の分子量が T20-21-IgG-BP（5876.81）と同様であることを確認す

ることができた（Table 2-4）。この結果より、結晶構造解析から予測されていた

ように CCAP 法によるペプチド修飾が Lys248 特異的であることが示された。

また、実際に IgG-BP を修飾したサンプルを用いた結晶構造解析によっても修

飾位置が Lys248 であることが確認されている（ Fig.2-15）。  

 

 

Fig.2-8 修飾に用いた IgG-BP（分子内 S-S 結合は酸化状態）  
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Fig.2-9 A) Trastuzumab ならびに IgG-BP で修飾された Trastuzumab の MassPREP 

micro desalting column (2.1 × 5 mm, Waters)分離時の TIC(Total ion chromatograms) 

B) MS spectra C) デコンボリューション後の MS スペクトル  
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Fig.2-10 修飾に用いた IgG-BP（分子内 S-S 結合は還元状態）  
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Fig.2-11 A) 還元された Trastuzumab ならびに IgG-BP で修飾された Trastuzumab

の MassPREP micro desalting column (2.1 × 5 mm, Waters)分離時の TIC(Total ion 

chromatograms) B) 重鎖の MS spectra C) デコンボリューション後の重鎖 MS ス

ペクトル  D) 軽鎖の MS spectra E) デコンボリューション後の軽鎖 MS スペク

トル  
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Table 2-3 トリプシン消化によって生じる Trastuzumab の消化断片  

 Pos i t io n  M odi f ica t io n  Seque nce   Pos i t io n  M odi f ica t io n  Seque nce  

T1  1–19   EVQ LVESGGG L

VQPGGS LR  

T22  259–277  Cys _CAM : 264  TPEV TCVVVDVS

HEDPEV K  

T2  20–30  Cys _CAM : 22  LSC AASG FN I K  T23  278–291   FNWYVDGV EV H

NAK  

T3  31–38   DTYI HWVR  T24  292–295   T KPR  

T4  39–43   QAPG K  T25  296–304   EEQYNS TYR  

T5  44–50   G LEWVAR  T26  305–320   VVSVLTV LHQD

WLNG K  

T6  51–59   IYPTNGY TR  T27  321–323   EY K  

T7  60–65   YADSV K  T28  324–325  Cys _CAM : 324  C K  

T8  66–67   GR  T29  326–329   VSNK  

T9  68–76   FTIS AD TS K  T30  330–337   ALPAPI E K  

T10  77–87   NTAY LQM NS L

R  

T31  338–341   TIS K  

T11  88–98  Cys _CAM : 96  AEDTAVYYCSR  T32  342–343   AK  

T12  99–124   WGGDGFYAM D

YWGQGT LVTV

SS AST K  

T33  344–347   GQPR  

T13  125–136   GPSV FP LAPS S

K  

T34  348–358   EPQVYT LPP SR  

T14  137–150  Cys _CAM : 

147  

STSGG TAALGC

LV K  

T35  359–363   EEM T K  

T15  151–213  Cys _CAM : 

203  

DYFPEPV TVSW

NSG ALTSGV HT

FPAV LQ SSG LY

S LSSVV TVP SS

S LGTQ TYICNV

T36  364–373  Cys _CAM : 370  NQVSLTC LV K  
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NHKP SNT K  

T16  214–216   VDK  T37  374–395   GFY PSDI AVEW E

SNGQPENNY K  

T17  217–217   K  T38  396–412   TTP PV LDSDG S FF

LYS K  

T18  218–221   VEP K  T39  413–417   LTVD K  

T19  222–225  Cys _CAM : 

223  

SCDK  T40  418–419   SR  

T20  226–251  Cys _CAM : 

229 , 232  

T HTCPPCPAP E

LLGGP SV FLFP

PKP K  

T41  420–442  Cys _CAM : 428  WQQGNVFSCSV

M HE ALHN HYTQ

K  

T21  252–258   DT LM ISR  T42  443–449   S LS LSPG  

 

 

Fig.2-12 トリプシン消化によって生じる T20 ペプチドの構造と Mass  
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Fig.2-13 トリプシン消化によって生じる T20-21-IgG-BP ペプチドの構造と Mass 

 

 

Fig.2-14 トリプシン消化産物の TIC(Total ion chromatograms)と Trastuzumab 分

析時と Trastuzumab-IgG-BP 分析時の差分クロマトグラム  
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Table 2-4 トリプシン消化後、ピーク X、Y において検出された mass  

Peak Actual  mass (Da)  RT (min)  Assignment  Expected mass (Da)  

X 2844.46 76.61 T20 (Fig. 2-10) 2845.38 

Y 5873.83 84.00 T20-T21-IgG-BP 

(Fig. 2-11) 

5876.81 

 

 

 

Fig.2-15 IgG-IgG-BP コンジュゲートの X 線結晶構造解析  
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2-4 まとめと考察  

 結 晶 構 造 解 析 の 結 果 か ら 予 想 さ れ た よ う に 、 IgG-Fc 結 合 ペ プ チ ド

（ GPDCAYHRGELVWCTFH）の 8 番目の Arg を Lys に置換したペプチド

（GPDCAYHKGELVWCTFH）を用いて、IgG-Fc 部位特異的にペプチドをアミド

結合により修飾することができた。この修飾反応は IgG 特異的であり、 IgG、

IgA、HSA と DSG 修飾したペプチドを混合した際に IgG のみに修飾反応が起こ

り、 IgA や HSA とは結合が形成されないことを実証することができた（ Fig.2-

6）。また、ペプチドマッピングの結果より、CCAP 法による修飾が IgG 248 Lys

特異的に形成されることを実証することができた。  

CCAP 法によって作製したコンジュゲートの評価や精製を容易にするため、

ペプチド N 末端領域に Arg を 2 つ付加することで、ペプチドの正電荷を増強す

ることができ、ペプチド修飾 IgG（1 価または 2 価）を陽イオン交換クロマトグ

ラフィーで容易にピークを分離することができた（ Fig.2-7）。N 末端側に追加の

アミノ酸として Arg や Glu を導入することで、電荷を持たせることも可能であ

る。  
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第３章 

CCAP 法による抗体修飾が 

抗体機能へ与える影響 
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第3章  CCAP 法による抗体修飾が抗体機能へ与える影響  

 

3-1 緒言  

 CCAP 法による分子修飾は IgG 抗体 Fc 部位特異的であることが前章の結果

より判明した。Fc 部位への修飾は抗体の抗原結合能に影響を与えないと考えら

れ、抗原結合部位へも修飾が起こりうるアミンカップリング法と比較して有利

であると考えた。この仮説を実証するため、CCAP 法による分子修飾とアミン

カップリング法による分子修飾が IgG 抗体の抗原結合能にどのような影響を及

ぼすか確認することを目的として SPR 解析による検証を行った。  

また、CCAP 法に使用される IgG 結合ペプチド（GPDCAYHKGELVWCTFH）

の結合エピトープは IgG 抗体の体内半減期延長に関わる受容体である FcRn の

結合部位と重なっている。そのため、FcRn ならびに免疫細胞の活性化に関わる

受容体で FcRn 同様 IgG 抗体 Fc 部位と結合する FcγRI、FcγRIIIa 結合能への影

響も SPR 解析によって確認を行った。  

CCAP 法による修飾では、ペプチドを介して抗がん剤や放射性核種導入用の

キレートの修飾を行う。そのため、ペプチドだけを修飾した状態ではなく、実

際に抗がん剤やキレート剤を CCAP 法によって修飾した最終的に医薬品として

利用を想定した状態で抗体の抗原結合が維持されているか確認を行った。また、

IgG 結合ペプチドは内部にジスルフィド結合を有しているが、このジスルフィ

ド結合をジクロロアセトンで架橋したペプチドも利用可能である。ジクロロア

セトン架橋ペプチドは N 末端領域に Cys 残基を追加し、Maleimide を介して分

子修飾を可能とするために設計した。ジスルフィド結合を有するペプチドを用

いてキレート剤である Deferoxamine 修飾を行った Trastuzumab と、ジクロロア

セトン架橋ペプチドを用いて Deferoxamine 修飾を行った Trastuzumab を用いて

ペプチド形態が抗原結合能に与える影響を確認することを目的とした SPR 解

析も実施した。  
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3-2 材料と方法  

表面プラズモン共鳴による IgG-peptide コンジュゲートの FcR への親和性解析  

表面プラズモン共鳴（SPR）による親和性解析は Biacore T200(GE Healthcare)

を用いて、25℃の条件下で実施した。Fc 受容体（FcRn, FcγRI, FcγRIIIa）（R＆D 

Systems）は CM5 センサーチップ（GE Healthcare）にアミンカップリング法を

用いた装置プログラムを用いて、それぞれ RU = 500 で固定化した。HBS-EP 

buffer（pH 6.0）中に調製した 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6.25 nM の IgG ま

たはペプチド修飾 IgG をセンサーチップに 3 分間、流速 50 µL/min で流し、結

合を測定、10 分間 HBS-EP buffer（pH 6.0）  を流し、解離を測定した。得られ

たセンサーグラムは、BIA evaluation software の 1:1 binding model を用いて解析

し、親和性解析を行った。  

 

FcγRⅢa を介した ADCC シグナル伝達アッセイ  

各濃度に希釈した Trastuzumab, Trastuzumab-1pep, Trastuzumab-2pep の SK-

BR3(HER2+)細胞と C6(HER2−)細胞によって誘導される FcγRIIIa 下流シグナル

を、ADCC Reporter Bioassay,  Core Kit(Promega）を使用し、製品の説明書通り

に測定を行った。シグナル伝達によって誘導されたルシフェラーゼの検出は、

75 μL の Bio-Glo™ Luciferase Assay Reagent を加えた 30 分後に EnSightTM プレ

ートリーダー (PerkinElmer)を用いて検出した。  

 

DBCO 修飾 Trastuzumab の調製  

実験に用いたペプチドの配列は（ Ac-CRR-PEG4-GPDCAYHKGELVWCTFH-

NH2）となっており、N 末端の cys 残基がフリーの状態かつ、残りの Cys ペア

がジクロロアセトンで架橋された状態で合成された。ペプチドは 100 mM で

DMSO 中に調製され、DMSO 中に調製された 100 mM の DBCO-maleimide とモ

ル比 1:3 で反応された（ final peptide:25mM, DBCO-maleimide:75mM）。反応溶液

に peptide:DSG = 1:30 となるようにアセトニトリル中に調製された 500 mM DSG

を添加し、 50℃で 3 時間インキュベートした。反応物は LC-forte(YMC)と

InertSustain C18 (5 μm 7.6 × 250 mm column, GL Sciences)を用いた逆走クロマト

グラフィーで分取した。分取した生成物は遠心エバポレーターで 50 分間アセ
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トニトリル除去操作を行った後に、凍結乾燥した。乾燥後のパウダーは DMSO

に溶解した。ペプチド濃度は LC-MS(Shimadzu, LCMS8030)と ACQUITY UPLC 

BEH C18 1.7μm 2.1 × 100 mm column (Waters)を用いた分析によって、吸光度に

より濃度を同定済みの DBCO 未修飾ペプチドとの面積比の比較で同定した。  

Trastuzumab は 10 mM HEPES buffer (pH7.0)中に 16 µM/150 µL で調製され、

4.46 mM の DBCO 修飾 IgG 結合ペプチド 4.3 µL と室温で 2 時間反応させ（モ

ル比 IgG:peptide = 1:8）、2 価のコンジュゲート体を作製した。ビバスピンカラ

ム（GE Healthcare MWCO:10,000）を用いた脱塩操作によって未反応のペプチド

を除去し、10mM HEPES buffer (pH 7.0)中に 4.7 µM で調製した。  

従来のアミンカップリング法によって IgG 抗体へ DBCO を修飾するため、16 

µM の Trastuzumab 100 µL に DMSO 中に調製した DBCO-PEG4-NHS(Click 

Chemistry Tools #A134)10 mM を 0.8 µL(抗体：試薬モル比＝ 1:5)または 1.6 µL(抗

体：試薬モル比＝ 1:10)で室温 1 時間反応させ、余った試薬を除くため、ビバス

ピンカラム（GE Healthcare MWCO:10,000）を用いた脱塩操作を行い、 10 mM 

HEPES buffer (pH 7.0)にそれぞれ、3.4 µM (モル比 1:5)、3.38 µM (モル比 1:10)

で調製した。  

 

表面プラズモン共鳴による分子修飾 Trastuzumab の Her2-Fc への親和性解析  

表面プラズモン共鳴（SPR）による親和性解析は Biacore T200（GE Healthcare）

を用いて、25 ℃の条件下で実施した。Her2-Fc（Sino Bio）は CM5 センサーチッ

プ（GE Healthcare）にアミンカップリング法を用いた装置プログラムを用いて、

それぞれ RU = 100 で固定化した。HBS-EP buffer（pH 7.4） (0.01 M HEPES, 0.15 

M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 % tween)中に調製した 10 nM から 0.31 nM の範囲内

で希釈した Trastuzumab またはコンジュゲート体をセンサーチップに 3 分間、

流速 50 µL/min で流し、結合を測定、10 分間 HBS-EP buffer（pH 7.4） を流し、

解離を測定し、Glycin- HCl（pH 2.0）で 5 秒、2 回の再生処理を行った。得られ

たセンサーグラムは、BIA evaluation software の 1:1 binding model を用いて解析

し、親和性解析を行った。  
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3-3 結果  

Fc 受容体に対する結合能への影響  

CCAP 法では抗体の Fc 領域に修飾を行うため、抗体の Fc 領域が有する生物

学的機能へ影響を与える可能性が憂慮された。特に、この IgG 結合ペプチドの

エピトープは抗体の体内リサイクリング機構に関わる FcRn の結合サイトと重

なっているため、2 価の抗体ペプチドコンジュゲート体は FcRn への結合能を失

っていると予想された。そこで、我々は各種 Fc 受容体に対する IgG と IgG-

peptide コンジュゲートの結合親和性を比較した（ Fig.3-1A-C）。表面プラズモン

共鳴による親和性解析の結果、予想通り 2 価のペプチドコンジュゲート抗体は

FcRn に対する結合能が失われていた（ Fig.3-1C）。このことから、2 価の抗体ペ

プチドコンジュゲート体は FcRn への結合能の欠損から減少した体内半減期と

いう性質を示すであろうと推測される。一方で、FcγRI や FcγRIIIa への結合親

和性はいずれのコンジュゲート体においても損なわれていなかった（Fig.3-1）。

興味深いことに、FcγRIIIa への結合親和性はコンジュゲートの価数が多くなる

につれ、強くなっていた（Table 3-1）。この結果から、抗体ペプチドコンジュゲ

ート体は免疫細胞の活性化ならびに ADCC 活性の誘導といった抗体医薬品とし

て重要な性質を保持していることが推測され、抗体ペプチドコンジュゲート体

では FcγRIIIa への結合親和性が未修飾の抗体よりも向上されていたことから、

ADCC 活性が増強されている可能性が示唆された。そこで、細胞表面に FcγRIIIa

を発現させ、受容体シグナル伝達をルシフェラーゼ遺伝子の発現で検出可能な

Jurkat/NFAT-luc  + FcγRIIIa 細胞、標的細胞として、SKBR3(Her2+) 、抗体は抗 Her2 

抗体である Trastuzumab を用いて各コンジュゲート体による ADCC シグナル伝

達を観察した（Fig.3-2）。結果、ペプチドの価数が増えるにつれ EC50 値は減少

した（Table 3-2）。この結果は表面プラズモン共鳴による FcγRIIIa への親和性解

析の結果とも相関しており、ペプチドコンジュゲートによって ADCC 活性が増

強されることが示された。  
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Fig.3-1 CCAP 法による peptide 修飾が FcR への親和性に与える影響  

 

Table 3-1 CCAP 法によって peptide 修飾した  

Trastuzumab の各 FcR への親和性比較  
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Fig.3-2 CCAP 法によって peptide 修飾した  

Trastuzumab の ADCC 活性シグナル伝達試験  

 

Table 3-2 CCAP 法による peptide 修飾は ADCC 活性シグナルを増強する  

 

 

アミンカップリング法との抗体結合活性比較  

 CCAP 法による抗体への分子修飾は、抗体の Fc 領域で形成されるため、抗体

結合部位と干渉せず、抗原結合能へ影響を与えない。一方、従来のアミンカッ

プリング法による抗体修飾は抗体表面上のランダムな Lys 残基に形成されるた

め、抗原結合能に影響を及ぼす可能性があった。  

 実際にこの予想を検証するため、センサーチップ上へ抗原を固相化し、アナ

ライトとして DBCO 修飾抗体を反応させることで、DBCO 修飾による抗体親和

性への影響を確認する事ができる。実際に、CM5 センサーチップにアミンカッ

プリング法で Her2-Fc を固相化し、アナライトとして DBCO 修飾 Trastuzumab

を反応させた（Fig.3-3）。得られたセンサーグラムを比較したところ、CCAP 法
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によって DBCO 修飾した Trastuzumab を 5 nM でリガンドとしてアプライした

結果、73 RU のレンスポンスが得られた。また、未修飾の Trastuzumab では 70 

RU、アミンカップリング法で DBCO-PEG4-NHS を修飾した Trastuzumab の場合、

IgG : DBCO-PEG4-NHS = 1 : 5 で調製したサンプルでは 55 RU、 IgG : DBCO-

PEG4-NHS = 1 : 10 で調製したサンプルでは 45 RU のレスポンスがそれぞれ得

られた。この結果から、アミンカップリング法による修飾では修飾価数に応じ

て親和性の低下が起こっていることを確認した。一方、CCAP 法によって DBCO

修飾した Trastuzumab ではレスポンスの低下が確認されず、むしろ 3 RU レスポ

ンスが増加した。このレスポンスの上昇は抗体（ 150kDa）にペプチド（ 3 kDa×

2）が結合し、分子量が約 4 % 増加したことに起因している。 70 RU のレスポ

ンスが 4 %増加すると、72.8 RU となる。この結果より、CCAP 法によって調製

したコンジュゲートでは抗原との結合能が阻害されないことを実証することが

できた。  
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Fig.3-3 CM5 センサーチップに固相化した Her2-Fc に対する  

DBCO 修飾 Trastuzumab の結合レスポンスを比較  
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3-4 まとめと考察  

 CCAP 法によるペプチドを介した分子修飾は IgG-Fc に形成される。そのため、

CCAP 法によるコンジュゲートが IgG の Fc 受容体に対する結合能にどのよう

に影響するか確認を行った。結果、 IgG の体内半減期延長に関わる受容体であ

る FcRn に対する結合がペプチド 2 価のコンジュゲートで失われることが判明

した（Table 3-1）。これは FcRn の結合エピトープと IgG 結合ペプチドの結合エ

ピトープが重なっていることに起因している。しかし、ペプチド 1 価のコンジ

ュゲート体では FcRn に対する結合親和性が維持されていた（Table 3-1）。これ

らの結果は、2 価のコンジュゲートでは体内半減期延長効果が失われるが、1 価

のコンジュゲートであれば体内半減期延長効果が維持されることを示唆してい

る。また、免疫細胞の活性化に関わる FcγR への結合能はペプチドエピトープ

と FcγR のエピトープが異なることから維持されていた。興味深いことに、

FcγRIIIa に対する結合親和性は 1 価のコンジュゲートで 1.6 倍（KD  = 160 nM か

ら 100 nM）、2 価のコンジュゲートでは約 4 倍程度（KD  = 160 nM から 45 nM）

増強されていた（Table 3-1）。FcγRIIIa に対する結合親和性が増強されると、NK

細胞を介した ADCC 活性が増強されることが報告 27 , 28 されている。CCAP 法に

よって作製したコンジュゲートでも FcγRIIIa に対する結合親和性が向上したこ

とで、FcγRIIIa 下流シグナルを増強することを確認する事ができた（Fig.3-2）。

この結果は、CCAP 法による修飾が増強された ADCC 活性を誘導可能であるこ

とを示唆している。ペプチドを修飾することにより FcγRIIIa への結合親和性が

向上する要因は不明であるが、 Fc 構造がペプチドによって安定化された結果、

親和性が向上している可能性が考えられる。  

 CCAP 法による修飾は Fc 部位特異的であるため、 IgG の抗原結合を阻害し

ないと考えていた。これを実証するため、SPR 解析によってペプチド修飾によ

って CCAP 法で分子を修飾した Trastuzumab とアミンカップリング法による分

子修飾を行った Trastuzumab の結合活性比較を行った。結果として、アミンカ

ップリング法による分子修飾では抗原結合能が低下し、CCAP 法による修飾で

は抗原結合能が低下しなかった（Fig.3-3）。アミンカップリング法での結合能

低下は抗原結合部位への修飾に起因していると考えられる。  
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CCAP 法による機能性分子の 

修飾と機能評価 
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第4章  CCAP 法による機能性分子の修飾と機能評価  

 

4-1 緒言  

 医療応用を目的とした抗体への分子修飾の代表例は抗体薬物複合体（ADC）

である。2018 年の時点で 4 種類の ADC が市販化されている。代表例は抗 Her2

抗体 Trastuzumab にチューブリン重合阻害剤である DM1 をアミンカップリング

法によって修飾した T-DM1（商品名 Kadcyla）である 73。T-DM1 はアミンカッ

プリング法によって DM1 を平均 3.5 分子修飾した抗体医薬品であるが、アミン

カップリング法による分子修飾は抗原結合能へ悪影響を及ぼすことを前章にお

いて明らかにした。一方、CCAP 法による分子修飾では抗原結合能に影響を及

ぼさない。そのため、CCAP 法はより副作用の少ない ADC 作製手法として応用

できる可能性がある。そこで、DM1 を CCAP 法によって Trastuzumab に修飾し

た ADC を作製し、T-DM1 同様の細胞増殖抑制効果を発揮可能か確認する事を

目的として、ADC の作製と、細胞増殖抑制試験を行った。  

 また、抗体医薬品の改良技術として、ADC の他に二重特異性抗体が挙げられ

る。二重特異性抗体は抗体を改変し、 2 種類の抗原に結合可能なフォーマット

とした抗体のことである。代表例は、 2 本の重鎖、軽鎖がそれぞれ別の抗原に

対応するよう改変した構造である 74（Fig.4-1）。二重特異性抗体の応用例として

は、アルツハイマー病の治療を目的とし、病原である Aβ に対する抗体と、結

合したタンパク質を脳内に輸送することが可能な TfR（鉄輸送タンパク質

Transferrin の受容体）に対する抗体を用いた二重特異性抗体が挙げられる 75。

これは、抗体が本来有していなかった脳内移行能を付加することを目的とした

二重特異性抗体である。また、がん細胞抗原に対する抗体と T 細胞受容体の構

成因子である CD3 に対する抗体から作製された二重特異性抗体も報告されて

いる 76。これは、がん細胞に T 細胞をリクルートすることを目的とした抗体で

あり、 IgG 抗体が本来有していない T 細胞由来の細胞傷害活性といった新たな

機能を付加した例である。  
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Fig.4-1 二重特異性抗体の構造  

 

 我々の研究室では、アルパカ重鎖抗体由来のシングルドメイン抗体 VHH の

単離技術を有していた。VHH 抗体は単一ドメインで機能する最小の抗体であり、

他のタンパク質などへの組み込みが容易といった利点を有している。そこで、

CCAP 法によって IgG 抗体にペプチドを介して VHH を修飾した二重特異性抗

体を構築することを考えた。二重特異性抗体化することで、抗体に新たに付加

する機能として好中球結合能を選択した。通常 IgG 抗体は NK 細胞を介して標

的であるがん細胞に対する ADCC 活性を誘導するが、NK 細胞は血中白血球の

数％しか存在せず、高齢の患者や抗がん剤治療を行っている患者では免疫力の

低下によりさらに NK 細胞数が減少している。一方、好中球は白血球の約 7 割

を占める血球であり、免疫が落ちてしまった患者でも一定数の好中球の存在が

期待できる。好中球は表面に FcαR を有しており、これは本来 IgA 抗体の受容

体として機能している。好中球はこの FcαR を介して ADCC 活性を発揮できる

ことが報告 77 , 78 されており、前述の T 細胞をリクルート可能な二重特異性抗体

同様に FcαR へ結合可能な二重特異性抗体を作製することで、好中球を利用可

能な IgG 抗体を作製することができると考えた。また、CCAP 法による修飾で

あれば、FcγRIIIa に対する結合親和性が維持されるため、NK 細胞と好中球両方

の細胞傷害活性を利用可能な抗体医薬品フォーマット（ Fig.4-2）となることが
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期待できる。本研究では、CCAP 法によって抗 FcαR VHH を  IgG 抗体へ連結

したコンジュゲートを作製することで、好中球と NK 細胞をエフェクター細胞

として利用できる高活性、高機能型の二重 ADCC 抗体の創製を目的として、

FcαR 特異的 VHH の単離から CCAP 法による IgG への修飾ならびに好中球を用

いた細胞傷害活性試験を実施した。  

 

 

Fig.4-2 NK 細胞と好中球両方の ADCC 活性を利用できるフォーマット  
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4-2 材料と方法  

IgG 結合ペプチドへの DM1 の修飾  

 IgG 結合ペプチドは N 末にマレイミドを有する状態で合成し（Mal-CH2-NH-

PEG4-RRGPDCAYHKGELVWCTFH-NH2）、2 mg を 66.6 µL の 5 %ピリジンを含

む DMSO 中で 1.6 倍量の DM1 と 50℃で 3 時間反応させた (final peputide:11.4 

mM, DM1:18.2 mM)。ペプチド側のマレイミド基と DM1 のチオール基がこの反

応で結合を形成するため（Fig.4-3）、反応後のこの溶液にアセトニトリル中に調

製した 500 mM の DSG を 80 µL 添加し 50℃で 3 時間反応させ、8 番目 Lys への

DSG 修飾を行った（Fig.4-4）。反応溶液を 0.1 % TFA を含む 10 %アセトニトリ

ル 5 mL で希釈し、LC-forte(YMC)と InertSustain C18 (5 μm 7.6 × 250 mm column, 

GL Sciences)を用いた逆走クロマトグラフィーで分取した。流速は 4 mL/min で、

分取時に使用したグラジエント条件はアセトニトリル 22 %～74 %（30 min）で

ある。分取した生成物は遠心エバポレーターで 50 分間アセトニトリル除去操

作を行った後に、凍結乾燥した。乾燥後のパウダーは DMSO に溶解し、e-spect 

(BM Equipment)を用いて濃度決定した。  

 

 

Fig.4-3 DM1 修飾 IgG 結合ペプチドの調製  
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Fig.4-4 DM1 修飾 IgG 結合ペプチドへの DSG の付加  

 

Trastuzumab への DM1 修飾ペプチドのコンジュゲート  

 Trastuzumab への DM1 未修飾 Trastuzumab の反応は、10 mM 酢酸 buffer（pH 

5.5）500 µL 中に 6.8 µM に調製した Trastuzumab に DMSO 中に 12 mM で調製し

た DM1-peptide を 0.28 µL 添加し、室温で 30 分反応させた（抗体 :peptide = 1:1）。

反応物は Shodex SP825 カラム  (昭和電工 )と Shimadzu Chromatography system 

(島津製作所 )を用いて流速 0.8 mL/min 10 mM 酢酸 buffer (pH 5.5) NaCl グラジエ

ント 0～1 M (30 min) の条件で 0 価～2 価のコンジュゲート体を分取精製した。

分取精製したコンジュゲート体は 10,000 MWCO の Vivaspin カラム (GE 

Healthcare) で濃縮し、 e-spect (BM Equipment)を用いて濃度決定した。  

 

Trastuzumab-peptide-DM1 を用いた細胞増殖抑制試験  

 96 well マルチタイタープレート上に Her2+ 細胞である SKBR3 または Her2 -

細胞である C6 細胞を 1.0 ×  104  cell/100 µL/well で播種し、37℃ 5 % CO2  条件

下で一晩培養し、プレートへ接着させた。CCAP 法によって DM1 を 1 価または

2 価修飾した Trastuzumab または DM1 をアミンカップリング法で平均 3.5 分子
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修 飾 し た 抗 体 薬 物 複 合 体 で あ る T-DM1（ Kadcyla） ま た は DM1 未 修 飾

Trastuzumab を 10 nM～0.0032nM（5 倍ずつ希釈 6 点）の濃度で well に添加し、

3 日間培養した。生細胞測定試薬である Cell Counting Kit -8(Dojin)を添加し、2

時間 37℃でインキュベートした。吸光度は EnSightTM プレートリーダー

(PerkinElmer)を用いて検出し、450 nm の吸光度からブランクとして、630 nm の

吸光度とブランク well（培地のみを添加）の吸光度の値を差し引いた値をデー

タとして用いた。  

 

アルパカへの FcαR 免疫  

 アルパカの飼育および FcαR の免疫は、以下のスケジュール（Table 4-1）でア

ーク・リソース株式会社の協力のもと行われた。採血 3 ならびに採血 4 のタイ

ミングで採血した血液からアルパカ IgG1（通常抗体）、 IgG2（Long hinge 重鎖

抗体）、 IgG3（Short hinge 重鎖抗体）をそれぞれ精製し、抗体価確認のための

ELISA に使用した。下記スケジュールの免疫 0 日目は 2015 年 3 月 19 日であ

る。  

 

Table 4-1 免疫スケジュール  
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精製 IgG を用いた ELISA  

 採血 3 ならびに採血 4 由来の血液から精製されたアルパカ IgG1（通常抗体）、

IgG2（Long hinge 重鎖抗体）、IgG3（Short hinge 重鎖抗体）を用いて抗体価確認

のための ELISA を実施した。 96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo 

Fisher Scientific）に FcαR（Sino Biological）を 50 ng/50 µL(PBS)/well で室温 1 時

間固相化した。溶液を廃棄、0.5 % BSA(PBS)100 µL で well を洗浄し、400 µL の

0.5 % BSA(PBS)を各 well に加え、室温 2 時間ブロッキングを行った。PBST（0.1 % 

tween）で 3 回洗浄し、精製 IgG は各 25 µg/mL（0.5 % BSA in PBS）から 5 倍ず

つ段階希釈し、7 段階分調製した。これに 0.5 % BSA（PBS）を抗体 0 µg/mL と

して加えた 8 段階の濃度の抗体溶液を 50 µL/well で室温 1 時間インキュベート

した。PBST（0.1 % tween）で５回洗浄し、 0.5 % BSA(PBS)で 2500 倍希釈した

Rabbit anti Alpaca 抗体（ 1 mg/mL）（アーク・リソース社製）を 50 µL/well で室

温 1 時間インキュベートした。PBST（0.1 % tween）で５回洗浄し、0.5 % BSA(PBS)

で 4000 倍希釈した Goat anti Rabbit 抗体 -HRP（1mg/mL）（Southern Biotech）を

50 µL/well で室温 1 時間インキュベートした。ペルオキシダーゼ発光基質を含

む TMB solution（CALBIOCHEM）を加え、呈色反応により、ウェル上の抗原タ

ンパク質に結合しているアルパカ IgG を検出した（反応の停止は 1 M HCl で行

った）。検出は ELISA プレートリーダーMODEL 680XR（BIO-RAD）を用いて 450 

nm の吸光度を測定することによって行った。  

 

VHH 特異的プライマー  

VHH 遺伝子を増幅するプライマーは、文献 71 を参考に設計し、株式会社グラ

イナージャパンに合成を依頼した。プライマーの名称・配列は以下に記載した

ものを使用した。（赤字は制限酵素サイト）  

 

KSB-573  5 ’- CAGGTGCAGCTCGTGGAGTCTGG -3’  

 

KSB-299  5 ’- GGGGTCTTCGCTGTGGTGCG -3’  

 

KSB-300 5’- TTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG -3’  
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KSB-610 5’- TGCTCCTCGC GGCCCAGCCGGCCATGGCTCAGGTGCAGCTCGTGGAGTCTGG -3’  

                               Sf i Ⅰ  

KSB-344 5’- ATGATGATGTGCACTAGTTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG -3’  

                SpeⅠ  

KSB-425 5’- ATGATGATGTGCACTAGTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG -3’  

                SpeⅠ  

 

FcαR 免疫 VHH ファージライブラリの構築  

 抗原タンパク質（FcαR）の免疫により、血中抗体価の上昇したアルパカから

血液を採取し、リンパ球比重液を加え、分離された PBMC を RNAiso Plus

（TAKARA BIO）でホモジナイズした溶液（ 1.0 × 107  cell/mL）をアーク・リソ

ース株式会社より受領した。 total RNA を回収するため、1 mL × 2 本（2.0 × 107  

cell）のホモジネート溶液に各 200 µL のクロロホルムを添加し、 5 分静置後に

12000g 15 分遠心し、各上層 400 µL を回収した。これに 320 µL のイソプロパノ

ールを加え、撹拌後 10 分静置し、12000g 10 分間遠心した。上清を除き、沈殿

した total RNA に 75 %エタノールを 900 µL 添加し、リンスした。 7500g 5 分遠

心し、上清を除き、風乾した後に、各 20 µL の DEPC 処理水に溶解し、 e-spect 

(BM Equipment) を 用 い て 濃 度 測 定 し た 。 こ の total RNA を 鋳 型 に 、

SuperScriptTMIII （ Invitrogen）および Oligo(dt) 20 を用いて cDNA を逆転写反応

により合成した。  

 逆転写した cDNA をテンプレートに VHH 特異的なプライマーである KSB-

573（VHH N 末端共通フォワードプライマー）と KSB-299（ short hinge リバー

スプライマー）、KSB-300（ long hinge リバースプライマー）を用い、VHH 遺伝

子の増幅を行った。増幅した遺伝子を KSB-610（SfiI 制限酵素サイト付加）、

KSB-344（ long hinge）、KSB-425（ short hinge）（SpeI 制限酵素サイト付加）で

PCR することによって制限酵素サイトを付加した（Fig.4-5）。PCR 反応での DNA

ポリメラーゼは、Gene Taq（WAKO ニッポンジーン）を用いた。  
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Fig.4-5 PCR での VHH 遺伝子増幅と制限酵素サイト付加  

 

 制限酵素サイトを付加した VHH 遺伝子断片（インサート）と pTV118N

（TAKARA BIO）一部改変したファージミドベクター pKSTV03 を制限酵素 SfiⅠ

（NEB）と SpeⅠ（NEB）でそれぞれの至適条件で処理した後、ゲル抽出して精

製した。ベクターとインサートを 1：5 で混合し、T4 DNA ligase（Wako）を用

いてライゲーション反応を 16 ℃で 10 時間行った。ライゲーション産物をフェ

ノール・クロロホルム抽出法で精製した。精製したライゲーション産物を、フ

ァージの感染が可能な宿主 E. coli  TG-1 Phage Display Electrocompetent cells

（Lucigen）に MicroPulser エレクトロポレーター（Bio-Rad）を用いてエレクト

ロポレーション法によって導入した。形質転換産物の一部はタイターチェック

に使用し、残りはプレート培養（2TYAG、30 ℃）した。プレート培養後の大腸

菌 TG-1 を液体 2TY 培地 6 mL で回収し、500 µL を 2TYAG（2TY medium、100 

μg/mL ampicillin、2 % gulcose）500 mL に植菌・培養（37 ℃、1.5 時間 200 rpm）

後、ヘルパーファージ（M13KO7（ Invitrogen）、m.o.i = 10）を重感染させた（37 ℃ 

30 min stand、37 ℃ 30 min shake 200 rpm）。感染後、菌体を遠心分離し、感染し

ていない過剰量のヘルパーファージが残る上清を捨て、ヘルパーファージが感

染した大腸菌ペレットを、2TYAK（2TY medium、100 μg/mL ampicillin、25 μg/mL 

kanamycin）500 mL で懸濁し、37 ℃、200 rpm 16 時間培養した。培養液を遠心

分離し、上清に浮遊したファージ溶液を回収後、0.2 容量の PEG/NaCl を加え、

4 ℃で O/N の沈降反応を行った。ファージ溶液を遠心し、沈降したファージペ

レットを PBS で懸濁し、バイオパンニングに用いた。  

 

バイオパンニング（プレート固相化法）  

 96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）の 1well
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に、500 ng / 200 µL で PBS 中に調製した抗原タンパク質を、室温 2 時間で固

定化した。ブロック剤（ 0.5 % BSA or 5 % skim milk / PBS）を加え、室温で 2

時間ブロッキングを行った。 0.1 ％  PBST で 3 回洗浄した後、構築したファー

ジライブラリを加え、室温で 1 時間反応させた。非特異的に結合しているファ

ージを除去するため、 0.1 ％  PBST で洗浄を（ 5～50 回）行った。 0.1M 

glycine-HCl（pH 2.2）を加え、抗原特異的なファージを溶出し、 1M Tris-HCl

（pH 9.0）で中和した後、大腸菌 TG-1 に感染させ、2TYAG プレートで 30℃ 

16 h 培養した。培養した TG-1 は液体 2TY 6 mL で回収し、 50 mL 2TYAG に

150 µL 加え、37 ℃ 1 h で大腸菌を増殖させた後に M13KO7 ヘルパーファージ

（ Invitrogen）を重感染させ 37℃ 30 min stand、37℃ 30 min shake 200 rpm）、菌

体を遠心分離し、感染していない過剰量のヘルパーファージが残る上清を捨

て、ヘルパーファージが感染した大腸菌ペレットを、 2TYAK 50 mL で懸濁

し、37 ℃、200 rpm 16 時間培養し、パンニングによって回収された抗原特異

的な VHH を提示したファージを増幅した。  

 

バイオパンニング（可溶性ビオチン化抗原法）  

 抗原のビオチン化は Lightning-LinTM Biotin Conjugation Kit（TypeB）（ Innova 

Biosciences）を用いて行った。1 mg/mL FcαR 20 µL に LL-Modifier buffer 2 µL 加

え、ビオチン化試薬入り容器へ加えた。室温で O/N インキュベートし、 LL-

quencher buffer 2 µL 加え、4℃で保存した。96 穴マイクロタイタープレート（Nunc 

Thermo Fisher Scientific）の 2 well に、 500 ng/200 µL で PBS 中に調製した

streptavidin (WAKO) を、室温 2h で固定化した。ブロック剤（ 0.5 % BSA/PBS）

を加え、室温で 2h ブロッキングを行った。2 well のうち 1 well を 0.1 ％PBST

で 3 回洗浄した後に、構築したファージライブラリを 200 µL 加え、室温で 1h 

反応させた（ streptavidin に結合するファージの吸収操作）。反応後、ファージ

ライブラリを回収した。ビオチン標識した標的抗原は、回収したファージライ

ブラリと溶液中（ 500 ng / 200 µL）で、室温で 1h 反応させた。ファージ・ビオ

チン化抗原混合溶液は 0.1 ％PBST で 3 回洗浄したもう 1 well の streptavidin 固

定化 well へ加えた。室温で 1 時間反応させ、ビオチン化抗原ならびに抗原に結

合したファージを streptavidin でトラップさせ、非特異的に結合しているファー
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ジを除去するため、 0.1 ％  PBST で洗浄を（ 5～50 回）行った。 0.1 M glycine-

HCl（pH 2.2）を加え、抗原特異的なファージを溶出し、1 M Tris-HCl（pH 9.0）

で中和した後、大腸菌 TG-1 に感染させ、 2TYAG プレート 30℃で  16 時間培養

した。培養した TG-1 は液体 2TY 6 mL で回収し、 50 mL 2TYAG に 150 µL 加

え、37℃で  1 h で大腸菌を増殖させた後に M13KO7 ヘルパーファージを重感

染させ 37℃ 30 min stand、37℃ 30 min shake 200 rpm）、菌体を遠心分離し、感

染していない過剰量のヘルパーファージが残る上清を捨て、ヘルパーファージ

が感染した大腸菌ペレットを、2TYAK 50 mL で懸濁し、37 ℃、200 rpm 16 時間

培養し、パンニングによって回収された抗原特異的な VHH を提示したファー

ジを増幅した（Fig.4-6）。  

 

 

Fig.4-6 バイオパンニングの概要（可溶性ビオチン化抗原法）  

 

ファージ ELISA  

 96 穴マイクロタイタープレート（Nunc Thermo Fisher Scientific）に PBS で希

釈した抗原（ 50 ng/ 50 µL）を室温で 2h 固定化し、ブロック剤（ 0.5 % BSA）を

用いて室温で 2h ブロッキングを行った。0.1 ％  PBST で 3 回洗浄した後、VHH

を提示したファージ溶液（ 1.0×109  / 50 µL）を加え、室温で 1h 反応させた。0.1％  

PBST で 5 回洗浄した後、あらかじめ SA-HRP（VECTOR LABORATORIES）と

プレインキュベートした二次抗体（ 1/4000 ビオチン化  Mouse anti-M13 抗体
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（Abcam））を室温で 1h 反応させた。 0.1 ％  PBST で 5 回洗浄した後、ペルオ

キシダーゼ発光基質を含む TMB solution（CALBIOCHEM）を加え、呈色反応に

より、ウェル上の抗原タンパク質に結合している VHH 抗体ファージを検出し

た（反応の停止は 1 M HCl で行った）。検出はプレートリーダーMODEL 680XR

（BIO-RAD）を用いて 450 nm の吸光度を測定することによって行った。  

 

VHH の発現  

発現用大腸菌 HB2151 に目的 VHH を提示したファージを感染させ（37 ℃ 30 

min stand）、目的 VHH 遺伝子が組み込まれているファージミドベクター

pKSTV03 を導入した後、SOBAG-N プレート（SOB medium、100 µg/ml ampicillin、

2 % gulcose、100 µg/mL nalidixic acid）に塗布した。30 ℃で  over night 培養し、

形成されたコロニーを各 3 クローンずつ 2TYAG 3 mL で 37 ℃ over night で培

養した。培養液 800 µL はグリセロールストックし、残りの培養液 500 µL を

2TYA 20 mL に加え、37 ℃で OD 600 = 0.6 ~ 0.8 になるまで培養後、 IPTG（ final 

1 mM）を加え、培養（ 37 ℃ 10 h）した。培養液を遠心分離にて上清と菌体に分

離し、上清を回収した（ supernatant）。菌体を TES buffer（0.2 M Tris-base、0.5 

mM EDTA、0.5 M sucrose）400 µL で懸濁し、 2 h 氷上で静置後、 5 倍希釈した

TES buffer を 660 µL 加え、氷上で 1 h 静置した後に遠心分離して上清を回収

した（periplasm）。沈殿した菌体を PBS 1060 µlL で懸濁後、10 min boil した後、

遠心分離して上清を回収した（ cytoplasm）。回収した各画分をメタノールで親水

化した PVDF メンブレン上に Dot blot し、5 % skim milk を用いて室温で 2 時間

ブロッキングした。その後、あらかじめ SA-HRP をプレインキュベートした二

次抗体（ビオチン化  Mouse anti-His tag 抗体）を室温で 1h 反応させ、0.1 ％PBST

で 3 回洗浄後、Chemi Lumi One（ナカライテクス）を加え、発色反応を観察し

た。  

ドットブロットの結果、発現を確認できたクローンのグリセロールストック

を白金針で 2TYAG プレートに塗布し、30 ℃で  over night 培養した。形成され

たコロニーを 2TYA 10 mL 37 ℃で  over night 培養し、培養液  10 mL を 2TYA 

500 mL に加え 37 ℃で  1h 培養した後、1M IPTG を 500 µL 加え 37 ℃で  16 h 

培養した。培養液を遠心分離にて上清と菌体に分離し、菌体を TES buffer（0.2 
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M Tris-base、0.5 mM EDTA、0.5 M sucrose） 10 mL で懸濁後、氷上で 2 時間静

置。1/4 TES buffer を 20 mL 加え再懸濁し氷上で 1h 静置。遠心分離し、上清を

回収した（periplasm）。沈殿した菌体を PBS 50 mL で懸濁後、 1h boil した後、

遠心分離して上清を回収した（ cytoplasm）。上清をアフィニティーカラム（His 

trap excel、GE Healthcare）と Profinia の精製システムを用いて VHH を精製し

た。流速は結合・溶出  2 mL/min 、洗浄  2 mL/min Buffer は平衡化 Buffer : 0.5 

MNaCl、20 mM リン酸 Na、洗浄 Buffer: 0.5 MNaCl、20 mM リン酸 Na、溶出

Buffer : 500 mM イミダゾール、 0.5 MNaCl、20 mM リン酸 Na を用いた。  

 

VHH の親和性解析  

Biacore T200（GE Healthcare）を用いて行った。測定にはセンサーチップ CM5

を使用し、センサーチップへの抗原タンパク質の固定化は、アミンカップリン

グキットを用いて、Rmax = 100（FcαR : RU = 200）になるように固定化を行っ

た。HBS-EP buffer（ pH 7.4）中に 10 µM, 1 µM, 20 nM ～  2 倍ずつ段階希釈で

6~8 点調製した VHH 溶液を Flow rate : 50 μl/min、Injection time 3 min、Dissociation 

time 10 min の条件で測定を行った。抗 FcαR VHH の測定においては  Glycin- 

HCl（pH 2.0）で 5 秒、2 回の再生処理を行った。測定結果の解析ならびに親和

性の計算は Biacore T200 Evaluation software Ver. 1.0（GE Hethcare）用いて行っ

た。  

 

VHH への Cys 残基導入  

PCR の手法を用いて、VHH C 末ヒンジ領域のアミノ酸の１つを Cys 残基に

置換することで  Cys 残基導入 VHH 抗体の作製を行った（ Fig.4-7, 4-8）。  
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Fig.4-7 IgG2  (Long hinge) VHH への Cys 残基導入プライマーのデザイン  

 

 

Fig.4-8 IgG3  (Short hinge) VHH への Cys 残基導入プライマーのデザイン  

 

N 末にアジド基を有する IgG 結合ペプチドへの DSG 付加  

IgG 結合ペプチドは N 末にアジド基を有する状態で合成し（Azide-PEG4-

GPDCAYHKGELVWCTFH-NH2）、1 mg を 20 µL の DMSO 中に調製し、この溶液

にアセトニトリル中に調製した 500 mM の DSG を 20 µL 添加し 50℃で 6 時間

反応させ、8 番目 Lys への DSG 修飾を行った。反応溶液を 0.1 % TFA を含む

10 %アセトニトリル 10 mL で希釈し、LC-forte(YMC)と InertSustain C18 (5 μm 

7.6 × 250 mm column, GL Sciences)を用いた逆走クロマトグラフィーで分取した。

流速は 4 mL/min で、分取時に使用したグラジエント条件はアセトニトリル 17 %

～55.5 %（30 min）である。分取した生成物は遠心エバポレーターで 50 分間ア

セトニトリル除去操作を行った後に、凍結乾燥した。乾燥後のパウダーは DMSO

に溶解し、 e-spect (BM Equipment)を用いて濃度決定した。  

 

Trastuzumab へのアジド基を有する IgG 結合ペプチドの修飾  

 Trastuzumab は 25 mM 酢酸 buffer（pH 5.0）800 µL 中に 16.6 µM で調製し、

ア ジ ド 基 を 有 す る DSG 修 飾 済 み の ペ プ チ ド （ Azide-PEG4-

GPDCAYHKGELVWCTFH-NH2）10 mM 2.0 µL と混合し、室温で 5 時間反応させ

た（抗体 :peptide = 1:1.5）。反応物は CIM multus SO3-1 カラム  (昭和電工 )と NGC 

Chromatography system (Bio-Rad)を用いて流速 5 mL/min 25 mM 酢酸 buffer (pH 

5.0) NaCl グラジエント 0 ～1 M (50 min) の条件で 1 価～2 価のコンジュゲート
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体を分取精製した。分取精製したコンジュゲート体は 10,000 MWCO の Vivaspin

カラム (GE Healthcare) で濃縮し、e-spect (BM Equipment)を用いて濃度決定した。 

 

Trastuzumab と VHH コンジュゲートの作製  

 前述の Cys 残基を C 末端領域に導入し、発現した VHH（2b1-L9）を 43 µM で

PBS 中に調製し、0.1 mM DTT で室温 1 時間還元処理を行った。これは導入し

た Cys 残基に結合しているグルタチオンを除くための操作である。VHH は

Shodex SP825 カラム  (昭和電工 )と Shimadzu Chromatography system (島津製作

所 )を用いて流速 0.8 mL/min 10 mM 酢酸 buffer (pH 4.5) NaCl グラジエント 0～1 

M (30 min) の条件で分取精製した。分取精製した VHH は 10,000 MWCO の

Amicon Ultra (Merck KGaA) で濃縮し、 e-spect (BM Equipment)を用いて濃度決

定した。還元処理を行った VHH を 10 mM 酢酸 buffer（pH 4.5）で  41.2 µM に

調製し、200 µL を 870 µM の DBCO-maleimide（Dibenzocyclooctyne-maleimide）

(Click Chemistry Tools #A108-100) 42 µL と VHH:DBCO-maleimide＝ 1:2 で室温 1

時間反応させた。DBCO 修飾 VHH を 10,000 MWCO の Amicon Ultra (Merck 

KGaA) を用いて未反応の DBCO-maleimide の除去と濃縮操作によって精製した。 

CCAP 法によってアジド基を 2 価で修飾した Trastuzumab 16 µM（104 µL in 25 

mM 酢酸 buffer pH 5.0）と、アジド基を 1 価で修飾した Trastuzumab 24 µM（12.5 

µL in 25 mM 酢酸 buffer pH 5.0）と DBCO 修飾した VHH（2b1-L9）33.4 µM（150 

µL in 10 mM 酢酸 buffer pH 4.5）を混合し、4℃で 80 時間反応させた。反応産物

は Shodex SP825 カラム  (昭和電工 )と Shimadzu Chromatography system (島津製

作所 )を用いて流速 0.8 mL/min 10 mM 酢酸 buffer (pH 4.5) NaCl グラジエント 0

～1 M (30 min) の条件で分取精製した。  

 

Rituximab と VHH コンジュゲートの作製  

 Fc 受容体との親和性解析に使用するための、ペプチド 1 価かつ VHH 1 価の

Rituximab-VHH コンジュゲートを作製するため、Rituximab は 33 mM 酢酸 buffer

（pH 4.5）600 µL 中に 33 µM で調製し、アジド基を有する DSG 修飾済みのペ

プチド（Azide-PEG4-GPDCAYHKGELVWCTFH-NH2）7.3 mM 3.6 µL と混合し、

室温で 5 時間反応させた（抗体 :peptide = 1:2）。反応物は CIM multus SO3-1 カ
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ラム  (昭和電工 )と NGC Chromatography system (Bio-Rad)を用いて流速 5 mL/min 

25 mM 酢酸 buffer (pH 5.0) NaCl グラジエント 0 ～1 M (50 min) の条件で 1 価

～2 価のコンジュゲート体を分取精製した。分取精製したコンジュゲート体は

10,000 MWCO の Vivaspin カ ラ ム (GE Healthcare) で 濃 縮 し 、 e-spect (BM 

Equipment)を用いて濃度決定した。  

前述と同様の条件で還元精製した VHH（2b1-L24）を 10 mM 酢酸 buffer（pH 

4.5 ） で  76.8 µM に 調 製 し 、 4000 µL を 8.75 mM の DBCO-maleimide

（Dibenzocyclooctyne-maleimide） (Click Chemistry Tools #A108-100) 52.5 µL と

VHH:DBCO-maleimide＝1:1.5 で室温 1 時間反応させた。DBCO 修飾 VHH を PBS

に透析することで精製し、 e-spect (BM Equipment)を用いて濃度決定した。  

CCAP 法によってアジド基を 1 価で修飾した Rituximab 12.3 µM（400 µL in 10 

mM 酢酸 buffer pH 5.0）と、DBCO 修飾した VHH（2b1-L24）76.8 µM（192 µL 

in PBS pH 7.4）を混合し、 4℃で O/N 反応させた。反応産物は Shodex SP825 カ

ラム  (昭和電工 )と Shimadzu Chromatography system (島津製作所 )を用いて流速

0.8 mL/min 10 mM 酢酸 buffer (pH 4.5) NaCl グラジエント 0～1 M (30 min) の条

件で分取精製した。  

 

Rituximab と VHH コンジュゲートの作製  

 細胞との結合評価に使用するため、ペプチド 2 価かつ VHH 1 価または 2 価の

混合状態の Rituximab-VHH コンジュゲートを作製するため、Rituximab は 10 mM 

HEPES buffer（pH 7.0）500 µL 中に 24.2 µM で調製し、アジド基を有する DSG

修飾済みのペプチド（Azide-PEG4-EEGPDCAYHKGELVWCTFH-NH2） 6.9 mM 

8.75 µL と混合し、室温で 2 時間反応させた（抗体 :peptide = 1:5）。反応物は 10,000 

MWCO の Amicon Ultra (Merck KGaA)で濃縮し、 e-spect (BM Equipment)を用い

て濃度決定した。  

前述と同様の条件で還元精製した VHH（2b1-L24）を 10 mM 酢酸 buffer（pH 

5.5 ） で  23.6 µM に 調 製 し 、 2000 µL を 5 mM の DBCO-maleimide

（Dibenzocyclooctyne-maleimide） (Click Chemistry Tools #A108-100) 52.5 µL と

VHH:DBCO-maleimide＝1:1.2 で室温 1 時間反応させた。DBCO 修飾 VHH を

10,000 MWCO の Amicon Ultra (Merck KGaA)で濃縮し、 e-spect (BM Equipment)
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を用いて濃度決定した。  

CCAP 法によってアジド基を 2 価で修飾した Rituximab 23.1 µM（400 µL in 10 

mM HEPES buffer pH 7.0）と、DBCO 修飾した VHH（2b1-L24）150 µM（184.8 

µL in 10mM 酢酸 buffer pH 5.5）を混合し、4℃で 48 時間反応させた。反応産物

は未反応の VHH を除くため、30,000 MWCO のビバスピンカラム（GE Healthcare）

で 10mM HEPES buffer（pH 7.0）に Buffer 置換し、精製した。  

 

IgG-VHH の親和性解析  

 表面プラズモン共鳴（SPR）による親和性解析は Biacore T200（GE Healthcare）

を用いて、25℃の条件下で実施した。Her2-Fc（Sino Bio）、FcαR-His（Sino Bio）

は CM5 センサーチップ（GE Healthcare）にアミンカップリング法を用いた装置

プログラムを用いて、それぞれ RU = 140、RU = 92 で固定化した。HBS-EP buffer

（pH7.4） (0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 % tween)中に調製し

た 20 nM から 0.31 nM の範囲内で希釈した Trastuzumab をセンサーチップに 3

分間、流速 50 µL/min で流し、結合を測定、10 分間 HBS-EP buffer（pH 7.4） を

流し、解離を測定し、Glycin- HCl（pH 2.0）で 5 秒、2 回の再生処理を行った。

得られたセンサーグラムは、BIA evaluation software の 1:1 binding model を用い

て解析し、親和性解析を行った。  

 

Fc 受容体との親和性解析  

 表面プラズモン共鳴（SPR）による親和性解析は Biacore T200(GE Healthcare)

を用いて、25℃の条件下で実施した。Fc 受容体（FcγRI, FcγRIIIa）（R＆D Systems）

は CM5 センサーチップ（GE Healthcare）にアミンカップリング法を用いた装置

プログラムを用いて、それぞれ RU = 500 で固定化した。HBS-EP buffer（pH6.0）

中に調製した 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6.25 nM の Rituximab または VHH

修飾 Rituximab をセンサーチップに 3 分間、流速 50 µL/min で流し、結合を測

定、10 分間 HBS-EP buffer（pH 6.0）  を流し、解離を測定した。得られたセン

サーグラムは、BIA evaluation software の 1:1 binding model を用いて解析し、親

和性解析を行った。  
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FcαR 発現 Jurkat 細胞の調製  

 ヒト前骨髄球性白血病細胞  (HL60 細胞 )（ 6.0 × 106/10 mL）に終濃度 1.3% 

DMSO を添加し、7 日間培養し、好中球様に分化させた分化 HL60 細胞を調製

した。分化 HL60 細胞から、RNA isoplus（TaKaRa）と、SuperScriptTMIII （ Invitrogen）

および Oligo(dt) 20 を用いて cDNA を逆転写反応により合成した（前述のアルパ

カ由来 cDNA 調製と同様の操作を実施した）。調製した cDNA をテンプレート

に、FcαR 遺伝子のデータベース（National Center for Biotechnology Information）

を基に設計したプライマー（Forward Primer: 5’- ATGGACCCCAAACAGACCACC  

CT -3’）（  Reverce Primer 5’- TTACTTGCAGACACTTGGTGTTCGTGC -3’）、Gene 

Taq（Wako Nippon Gene）を用いて PCR を行い FcαR 遺伝子の増幅を行った。

pVITRO1-neo-mcs（ Invitrogen）の MCS1 に制限酵素（BamHⅠ, AvrⅡ）を用いて

FcαR 遺 伝 子 を 組 み 込 む た め に 設 計 し た Forward Primer: 5’- 

GTATACGGATCCCGTACGATGGACCCCAAACAGA -3’（BamHⅠ）と Reverce Primer 

5’- CCTGCTCCTAGGACGCTGTTACTTGCAGACACTT -3’（AvrII）を用いて PCR

によって FcαR 遺伝子に BamHⅠと AvrII 制限酵素サイトを付加した。その後、

BamHⅠと AvrII（NEB）で制限酵素処理した FcαR 遺伝子と pVITRO1-neo-mcs ベ

クター（ Invitrogen）を T4 DNA ligase（Wako）を用いてベクター：インサート

比＝  1 : 5 でライゲーションを行った。ライゲーション産物を、ヒートショッ

クによって大腸菌 JM109 株に導入し、2TYKG プレートに播種し、生じたコロ

ニーを培養した後に Maxi Plus（VIOGENE）によるプラスミド抽出を実施した。  

 Jurkat 細胞に FcαR 遺伝子を導入するためのリポフェクションを行った。Opti-

MEM 100 μL に Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）を 6.0 μL 混合し

た溶液 A と、Opti-MEM 100 μL と FcαR 遺伝子を組み込んだ pVITRO1-neo-mcs

ベクター2.0 μg と混合した溶液 B を調製した。A、B 溶液を混合し 15 分静置し

た後に、1.0×105 cell/well の Jurkat 細胞 500µL（RPMI1640）に 50µL ずつ添加し

た（4well 分）。最終量は Jurkat 細胞 1.0×105  cell、  Lipofectamine 2000 1.5 μL、

pVITRO1-neo-mcs ベクター 0.5 μg/550 µL（RPMI1640）である。37 ℃、5 % CO2

で 1 日インキュベートし、RPMI1640（10 % FBS, 1 % pc/sm, 500 μg/mL G418）

培地で継代を続け、安定発現株を獲得した。形質転換を実施していない Jurkat

ならびに HL60 細胞の培養には RPMI1640（10 % FBS, 1 % pc/sm）を使用した。 

https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/life-science/protein-expression-and-analysis/transfection-selection/lipofectamine-2000.html
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Flow Cytometry での結合確認  

 RAJI 細胞（CD20 発現細胞）ならびに FcαR 形質転換 Jurkat 細胞は、 3 % 

BSA/PBS 中に 2.0 × 105  cell/200 µL で調製し、一次抗体である Rituximab または

Rituximab-VHH（2b1-L24）を 200 nM で加え、4℃で 30 分インキュベートした。

110 G で 3 分間遠心し、上清を除き、 1 mL 3 % BSA/PBS を加え懸濁、 110 G で

3 分間遠心し、上清を除き、 200 µL 3 % BSA/PBS を加え懸濁した。この一連の

流れを細胞洗浄操作とした（以下、細胞洗浄と記載）。二次抗体としてビオチン

標識抗 His tag 抗体 (MBL #D291-6)またはビオチン標識抗ヒト IgG 抗体

(Affymetrix #13-4998)をそれぞれ最終濃度 66 nM、33 nM で添加した。 4℃で 30

分インキュベートし、細胞洗浄を実施した。 Flow Cytometry で検出するため、

ストレプトアビジン標識 PE（SA-PE）（VECTOR #SA-5207）を 10 µg/mL で添加

し、4℃で 30 分インキュベートし、細胞洗浄を実施、 800 µL の PBS に調製し

た。Flow Cytometry は S3e Cell Sorter（BIO-RAD）を使用し、解析には FlowJo 

Software（BD Bioscience）を使用した。  
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4-3 結果  

CCAP 法を用いた ADC の作製  

我々は CCAP-HIG 法の技術を医薬品開発へ応用するため、抗体薬物複合体の

作製を行った。前述の通り、従来の ADC 作製に用いられるアミンカップリング

の手法や、抗体内部ジスルフィド結合を用いる手法では、薬剤の個数、修飾部

位、抗体の結合能や安定性への影響といった問題点が存在した。我々の CCAP

法では抗体部位特異的な修飾が可能であり、個数の制御も容易といった利点が

存在する。CCAP 法を用いた ADC を作製するため、 IgG 結合ペプチドにチュー

ブン重合阻害剤である抗がん剤 DM1 をコンジュゲートした（ Fig.4-9）。これは

IgG 結合ペプチドの N 末端領域に PEG4 リンカーを介して付加したマレイミド

と DM1 のチオール基の反応により形成された。抗がん剤付加ペプチドは精製

され、DSG を付加した後に乳がんに対する抗体医薬品である Trastuzumab へコ

ンジュゲーションされた。作製した ADC は陽イオン交換クロマトグラフィー

で精製され、細胞増殖抑制試験に用いた。使用した細胞は、Trastuzumab の標的

抗原 Her2 過剰発現株である SKBR3 ならびに Her2 を発現していない細胞株で

ある C6 である。試験の結果、CCAP 法で作製した ADC は Trastuzumab にアミ

ンカップリングの手法で DM1 をコンジュゲートし、すでに医薬品として販売

されている Trastuzumab-DM1 (T-DM1) と同様に Her2+細胞である SKBR3 細胞

に対し増殖抑制活性を示し、Her2 -細胞である C6 細胞へは増殖抑制活性を示さ

なかった（Fig.4-10）。このことは、従来の ADC と同等の効果を有し、かつ抗体

部位特異的修飾が可能な ADC 作製方法として、CCAP 法が有用であることを示

唆している。  

 

Fig.4-9 DM1 修飾 IgG 結合ペプチドのデザイン  
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Fig.4-10 CCAP 法によって DM1 修飾した Trastuzumab の細胞増殖抑制試  

 

ファージディスプレイ技術を用いた抗 FcαR VHH の単離  

 前述のスケジュール通りに免疫を実施し、採血 3 ならびに採血 4 由来の血液

から精製された IgG を用いて免疫によって FcαR に対する抗体価が上昇してい

ることを確認するための ELISA を実施した（Fig.4-11）。結果、通常抗体である

IgG1、Long hinge の重鎖抗体である IgG2 において高い抗体価を確認する事がで

きた。また、採血 3 と採血 4 をそれぞれ比較したところ、採血 3 の方が平衡に

達する濃度が低く、抗体価が高いことが確認できた。この結果より、採血 3 由

来の total RNA を用いて VHH ファージライブラリの作製を行った。  
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Fig.4-11 精製 IgG 抗体を用いた抗 FcαR 抗体価確認 ELISA  

 

採血 3 の末梢血リンパ球（ 2×107 cell）から total RNA を回収した。回収し

た total RNA から逆転写酵素を用いて cDNA を合成し、 cDNA をテンプレート

に VHH 特異的なプライマーである KSB-573（フォワードプライマー）と

KSB-299（ IgG3 リバースプライマー）、KSB-300（ IgG2 リバースプライマー）

を用い、VHH 遺伝子の増幅を行った（ 1 s t  PCR）。増幅した遺伝子を KSB-610

（SfiⅠ制限酵素サイト付加）、KSB-344（ IgG2）、KSB-425（ IgG3）（SpeⅠ制限酵

素サイト付加）で PCR することによって制限酵素サイトを付加した（ 2nd  

PCR）。各 PCR の結果は電気泳動で確認を行った（Fig.4-12）。  
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Fig.4-12 PCR による VHH 領域の増幅と制限酵素サイトの付加  

 

制限酵素サイトを付加した DNA 断片とファージミドベクター pKSTV03 を制

限酵素 SfiⅠと SpeⅠで至適条件にて処理し、T4 DNA リガーゼを用いて DNA 断

片とファージミドベクターをライゲーションした。ライゲーションにより

VHH 遺伝子を組み込んだプラスミドを大腸菌（TG-1）にエレクトロポレーシ

ョン法により形質転換を行った。形質転換後の大腸菌をカウントし、求めたラ

イブラリサイズは IgG3  （Short hinge）由来 VHH ライブラリでは 2.6 × 107 で

あり、 IgG2（Long hinge）由来 VHH ライブラリでは 3.2 × 107 であった。採血

した際のリンパ球の数は 2 × 107 個であったことから、今回構築したライブラ

リは最低限の抗体多様性を確保できていることを確認した。形質転換した大腸

菌（TG-1）にヘルパーファージ（M13KO7）を重感染させ、VHH ファージラ

イブラリを構築した（ Fig.4-13）。  
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Fig.4-13 VHH ファージライブラリの構築の概要  

 

作製したアルパカ免疫 VHH ファージライブラリを用いて、ヒト FcαR に対す

るバイオパンニングを行った。バイオパンニングでは、従来通りの手法である

イムノプレート上に抗原タンパク質を固相化し、ファージを反応させるパター

ンだけで無く、ビオチン化した抗原をもちいた可溶性抗原に対するパンニング

も実施した。プレート上に抗原タンパク質を固相化すると、本来の抗原構造が

崩れ、崩れた構造を認識する VHH がパンニングで得られるといったケースが

存在する。そこで、自然な抗原構造に近い条件でパンニングを実施するため、

抗原タンパク質とファージを溶液中で反応させる系を考案した。抗原をあらか

じめビオチン化しておき、溶液中でファージライブラリと反応させた後にスト

レプトアビジンを固相化したプレートで回収するといった系である（ Fig.4-6）。 

Long hinege library, Short hinge library 共に 2R のパンニングを行い、各ラウ

ンドのファージライブラリを用いてファージ ELISA を行った。 Long hinge 

library では、通常の固相化パンニングで 1R を実施した後に、固相化法で行っ

た 2R-1、ビオチン化法で行った 2Rb-1 のライブラリにおいて FcαR に対し特異

的な VHH を提示したファージの濃縮を確認することができた（ Fig.4-14）。Short 

hinge library では、通常の固相化法で行った 2R-1 のライブラリにおいて FcαR

に対し特異的な VHH を提示したファージの濃縮を確認することができた

（Fig.4-15）。  
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Fig.4-14 Long hinge library (IgG 2) ライブラリを用いた 2R のパンニング後の  

ファージを用いて FcαR 特異的な結合を ELISA で評価  

 

 

Fig.4-15 Short hinge library (IgG3) ライブラリを用いた 2R のパンニング後の  

ファージを用いて FcαR 特異的な結合を ELISA で評価  
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 Long hinge library では通常パンニングおよびビオチン化パンニングでのフ

ァージ濃縮が見られたが、Short hinge library ではビオチン化パンニングでのフ

ァージ濃縮が見られなかった。 IgARc 特異的 VHH を提示したファージの濃縮

が確認できたため、Long 2R-1, 2Rb-1 Short 2R-1 のライブラリからそれぞれク

ローンをランダムに 30 クローンピックアップし、ファージ形成後 IgARc、human 

IgG Fc、BSA を抗原としてファージ ELISA を行った。この ELISA の結果、IgARc

にのみ結合を示していると思われるクローンを Long 2R-1（プレート固相化法）

から 21 クローン、Long 2Rb-1（可溶性ビオチン化抗原法）から 17 クローン、

Short 2R-1（プレート固相化法）から 11 クローン確認することができた（ Fig.4- 

16 A-C）。（赤枠は特異的結合を示したクローン）  

 

 

Fig.4-16 各ラウンドからのクローニングと FcαR 結合能評価  
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クローンはランダムにピックアップした際のクローンナンバーならびにパン

ニングラウンド名を関連付けて命名した。今回スクリーニングを行ったクロー

ンのうち、FcαR に結合を示したクローンの配列解析を行った結果、Long hinge 

library から 15 種類、Short hinge library から 4 種類のクローンをそれぞれ獲得

した。プレート固相化法でパンニングを実施した Long hinge ライブラリの 2R-

1 と可溶性ビオチン化抗原法でパンニングを実施した 2Rb-1 では 1 クローン

（2R1-L11, 2b1-L18）のみが重複し、パンニング手法によって異なるクローンが

得られることが示唆された。 3 つのパンニングラウンドから重複が 1 つであっ

たため、合計 19 種類の VHH 配列を同定した（Fig.4-17 A-C）。  
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Fig.4-17 各ラウンドから単離された抗 FcαR VHH のアミノ酸配列  
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CCAP 法を用いた二重特異性抗体の作製  

 IgG 抗体への VHH 抗体の修飾は、最初に N 末端に Azide 基を有するペプチ

ドを CCAP 法によって IgG 抗体へ修飾した Azide 修飾 IgG を調製し、これと、

C 末端領域に Cys 残基を導入した VHH に DBCO-maleimide（Dibenzocyclooctyne-

maleimide）を修飾したものを混合し、クリック反応によって Azide 基と DBCO

間で共有結合を形成することによって作製した（ Fig.4-18）。使用する VHH は

前述のプライマーを用いて C 末端領域に Cys 残基を導入し、大腸菌 HB2151 株

を用いて発現した。  

 

 

Fig.4-18 CCAP 法による Azide 基を介した VHH の修飾  

 

まず、CCAP 法によって IgG 抗体に VHH 抗体を修飾可能であること、IgG 側、

VHH 側双方の抗原結合能への影響を検証するため、Trastuzumab に VHH の修飾

を行った。Trastuzumab に VHH が 2 分子結合した Trastuzumab-VHH 2 価のもの

だけでなく、VHH が 1 つ結合した Trastuzumab-VHH 1 価のコンジュゲート両方

を得るために Azide 基を有するペプチドを 2 価で修飾した Trastuzumab と 1 価

で修飾した Trastuzumab 両方を混合した状態で DBCO 修飾した VHH とのクリ
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ック反応を実施した。クリック反応後に反応物を陽イオン交換クロマトグラフ

ィーで分取した（Fig.4-19）。この陽イオン交換クロマトグラフィーの 3 つのピ

ークをそれぞれ還元条件下で SDS-PAGE 分析したところ、No.1 のピークは

Trastuzumab の重鎖と軽鎖のバンドのみが確認され、Trastuzumab に Azide 基を

有するペプチドが結合した未反応 Trastuzumab であることを確認できた。No.2

のピークでは重鎖と軽鎖のバンドに加えて重鎖に VHH が結合したバンドを確

認することができ、Trastuzumab に VHH が 1 価で結合したコンジュゲートであ

ることを確認した。No.3 のピークでは重鎖のバンドが消失し、軽鎖のバンドと

重鎖に VHH が結合したバンドを確認することができ、Trastuzumab に VHH が

2 価で結合したコンジュゲートであることを確認した（ Fig.4-20）。  

 

 

Fig.4-19 陽イオン交換クロマトグラフィーでの Trastuzumab-VHH の分取  
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Fig.4-20 分取した Trastuzumab-VHH コンジュゲートの SDS-PAGE  

 

 作製した Trastuzumab-VHH コンジュゲートが IgG、VHH それぞれの特異的結

合能ならびに親和性を維持していることを確認するために、ELISA での抗原結

合能評価と SPR 解析による親和性評価を行った。修飾に使用した VHH 抗体は

His tag 精製のため His tag を有している。そのため、ELISA では Trastuzumab-

VHH の Her2 に対する結合を評価するために 2 次抗体として anti-His 抗体を使

用し、コンジュゲートの VHH を検出した（Fig.4-21 A）。また、Trastuzumab-VHH

の FcαR への結合を評価するために 2 次抗体として anti-IgG 抗体を使用した

（Fig.4-21 A）。このような ELISA を行うことで、Trastuzumab-VHH コンジュゲ

ート体が各抗原に結合していることを確認することができた（ Fig.4-21 B,C）。  
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Fig.4-21 Trastuzumab-VHH コンジュゲートの抗原結合能を ELISA で評価  
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 SPR 解析による親和性評価でも Trastuzumab-VHH は抗原である Her2 ならび

に FcαR へ結合可能であることが示された（Table 4-2）。FcαR への結合親和性

は元の VHH（2b1-L9）が KD  = 940 pM で、VHH 1 価の Trastuzumab-VHH では

KD  = 540 pM、2 価では KD  = 97 pM と 1 価では親和性に大きな差は無いが 2 価

にすることでアビディティー効果によって親和性が約 10 倍向上していた。

VHH 2 価のコンジュゲート体では FcαR に対する結合速度（ ka）ならびに解離

速度（ kd）双方が向上していた。Her2 に対する結合親和性は、元の

Trastuzumab が KD  = 7.6 pM、VHH 1 価の Trastuzumab-VHH では KD  = 0.43 

pM、2 価では KD  = 0.5 pM とコンジュゲート体にすることで約 10 倍程度親和

性が増強しているといった結果になった。親和性向上の要因は不明であるが、

ペプチドや VHH が修飾されたことによって抗体全体の安定性が向上し、その

結果として親和性が向上した可能性は考えられる。少なくとも、Her2 に対す

る結合親和性は低下していないことが示された。  

 

Table 4-2 Trastuzumab-VHH の FcαR ならびに Her2 への結合親和性  

 

 

 Trastuzumab を用いた実験において、 IgG と VHH を CCAP 法によって連結

し、二重特異性抗体として利用できることを確認できた。次に、二重特異性抗
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体化することで NK 細胞と好中球両方エフェクター細胞として利用可能である

ことの確認を行った。好中球と Flow Cytometry を使用した実験系を考案した

が、その際 SKBR3 のような接着細胞では、Trypsin 処理による細胞回収操作が

必要となり、実験操作が煩雑になるため、今後の実験では浮遊細胞である

RAJI 細胞（CD20 発現細胞）と抗 CD20 抗体である Rituximab を使用して実験

を行った。  

最初に、VHH を修飾した状態での NK 細胞の活性化に関わる FcγRIIIa を含

む Fc 受容体への結合能の確認を行った。Rituximab にアジド基を有するペプ

チド 1 価かつ VHH も 1 価で修飾したコンジュゲート体を作製し、Biacore 

T200 を用いた SPR 解析を実施した（Table 4-3）。結果として、免疫細胞の活性

化に関わる Fc 受容体への結合親和性は、FcγRI に対する結合親和性は元の

Rituximab が 32 nM、Azide 基を有するペプチドを 1 価で修飾した Rituximab で

は 17 nM、ペプチド 1 価かつ VHH も 1 価で修飾した Rituximab では 20 nM と

大差は見られなかった、一方 FcγRIIIa への結合親和性はそれぞれ 160 nM、100 

nM、77 nM であり、前述のペプチドを修飾した場合と同様、ペプチドが結合

した効果によって親和性が向上していることが確認できた。この結果は、

CCAP 法によって作製した IgG-VHH コンジュゲート体が NK 細胞を利用可能

なだけでなく、より強力な NK 細胞由来 ADCC 活性を誘導できる可能性を示

唆している。  

 

Table 4-3 Rituximab-VHH の FγRI ならびに FcγRIIIa への結合親和性  
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 引き続き、Rituximab-VHH コンジュゲート体が Rituximab の標的抗原である

CD20 ならびに好中球表面受容体である FcαR 発現細胞に結合可能であるか確

認を行った。FcαR を発現する細胞株として、ヒト前骨髄球性白血病細胞 HL60

細胞が知られているが、DMSO で好中球様に分化させる必要があった 79。そこ

で、安定的に FcαR を発現する細胞株を作製するため、分化した HL60 細胞か

ら total RNA を抽出し、FcαR 遺伝子を増幅、pVITRO1-neo-mcs ベクター

（ Invitrogen）に組み込み、 Jurkat 細胞へリポフェクションによって形質転換

した。形質転換した Jurkat 細胞は G418 によってセレクションし、Flow 

Cytometry による分析によって FcαR（CD89）の発現を確認した（Fig.4-22）。

また、ヒトバーキットリンパ腫・B リンパ球様細胞である RAJI 細胞（CD20

発現細胞）と、この FcαR 発現 Jurkat 細胞を用いて、Rituximab-VHH コンジュ

ゲート体が細胞表面の CD20（Fig.4-23）ならびに FcαR へ結合可能であること

を確認した（Fig.4-24）。結果として、FcαR 遺伝子を形質転換した Jurkat 細胞

は FcαR を発現しており（Fig.4-22）、Rituximab-VHH コンジュゲート体が RAJI

細胞（Fig.4-23 C,D）ならびに FcαR 発現 Jurkat 細胞（Fig.4-24 C,D）に結合可

能であることが確認できた。二次抗体として、 anti-His tag 抗体を用いた実験

では Rituximab-VHH の VHH 側 His tag を検出している。また、二次抗体 anti-

His tag 抗体が若干細胞と相互作用しているが、Rituximab-VHH の結合と比較

して相互作用は微弱であり、実験結果には影響しないと考えられる。  

 

 

Fig.4-22 作製した FcαR 形質転換 Jurkat 細胞の FcαR 発現確認  
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Fig.4-23 Rituximab-VHH の RAJI 細胞への結合確認  

 

 

Fig.4-24 Rituximab-VHH の FcαR 発現 Jurakat 細胞への結合確認  
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4-4 まとめと考察  

 CCAP 法の応用法として、抗体薬物複合体（ADC）と VHH 抗体を用いた二重

特異性抗体を作製することができた。ADC は乳がんの治療に使用される抗 Her2

抗体 Trastuzumab を用いて、チューブリン重合阻害剤である DM1 を修飾し、作

製した。CCAP 法によって作製した ADC は Trastuzumab にアミンカップリング

法によって DM1 を修飾した T-DM1 と同様に Her2 発現細胞特異的な細胞増殖

抑制効果を発揮し（ Fig.4-10）、CCAP 法が ADC の作製法として応用可能である

ことを確認する事ができた。実際に CCAP 法によって ADC を作製する場合、

ペプチドを 2 価にすると体内半減期が短くなるため、 1 価のコンジュゲートと

して使用する必要がある。また、今回の実験ではペプチド 1 分子に DM1 を 1 分

子で修飾したため、平均 3.5 分子の DM1 が修飾されている T-DM1 より効果が

弱いことが実験により判明した（ Fig.4-10）。これを改善するため、ペプチドの

末端デザインを変更し、1 分子のペプチドに複数の DM1 を修飾可能とする必要

があると考えている。  

 アルパカに FcαR を免疫し、免疫後の末梢血リンパ球から構築した VHH ファ

ージライブラリから FcαR 特異的クローンを 19 種類獲得することができた

（Fig.4-17）。また、Azide 基を有するペプチドを用いて CCAP 法により、IgG へ

VHH を修飾することができた（Fig.4-19, 4-20）。作製した IgG-VHH は IgG 側、

VHH 側双方の結合親和性を維持していることを確認した（Table 4-2）。これま

でに報告されている二重特異性抗体は遺伝子工学的手法によって 2 種類の重鎖

と軽鎖を発現するよう改変した発現細胞を用いるか、重鎖または軽鎖の末端に

融合タンパク質の状態で抗体ドメインを導入するよう改変する必要があった。

前者では重鎖と軽鎖が正しい組み合わせで形成される必要があり、後者では導

入した抗体ドメインか IgG 側のいずれかの N 末端領域が塞がれることになる。

抗体の結合は N 末端領域が重要であり、N 末端へのタンパク質融合は抗原結合

親和性に不利にはたらく。一方、本研究で作製した CCAP 法による二重特異性

抗体は従来通りの手法で作製された IgG 抗体にペプチドと VHH を混ぜるだけ

で結合を形成することが可能である。また、VHH の修飾は C 末端側に導入した

Cys 残基を介して行うため、 IgG、VHH 双方の N 末端がフリーの状態で二重特

異性抗体を作製することができる。そのため、前述の通り親和性への影響のな
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い二重特異性抗体を構築することができた。また、VHH を修飾した状態であっ

ても FcγR への結合能が維持されていた（ table 4-3）。これらの結果は、CCAP 法

が強力な二重特異性抗体作製手法としての可能性を有していることと、作製し

た二重特異性抗体がコンセプト通り NK 細胞と好中球両方をエフェクター細胞

として利用可能であることを示唆している。  
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第5章  総括と今後の展望  

 

 IgG への分子修飾手法は抗体の産業応用において重要な役割を果たしてきた。

医薬品としては、抗がん剤を修飾した抗体薬物複合体（ADC）や放射性核種修

飾抗体が開発され 80 , 81、標的特異的な抗がん剤や放射性核種の輸送を可能にし、

研究ツールとしてはビオチン標識抗体や蛍光標識抗体は必須のものとなってい

る。しかし一方で、抗体の部位特異的修飾は長らく課題として残っていた。近

年、様々なグループが部位特異的修飾法を報告している。例としては、抗体へ

の遺伝子改変によって、新たに Cys 残基を導入し、その Cys 部位特異的にコン

ジュゲートを行う手法 82 ,や、抗体にアルデヒド基を有する非天然アミノ酸（パ

ラアセチルフェニルアラニン）を導入し、アルコキシアミンを有する分子をオ

キシム結合によって修飾する手法 83 や、酵素（グリコトランスフェラーゼ）を

用いて、抗体の Asn 297 糖鎖特異的にケトン基を有する糖鎖を修飾した後にア

ルコキシアミンを有する分子をオキシム結合によって修飾する手法 84, 85 などが

報告されている。抗体改変により Cys 残基や非天然アミノ酸を導入する手法は

抗体に遺伝子工学的改変を加える必要がある。また、酵素を用いて糖鎖に修飾

を行う手法は、抗体の糖鎖が有している FcγRIIIa との結合能などの機能への悪

影響といった問題点がある。我々が開発した CCAP 法は、抗体側を改変するこ

となく、DSG 修飾したペプチドと抗体を混合するだけで部位特異的分子修飾を

行うことができる。また、ペプチド修飾によって抗原結合能に悪影響がなく、

FcγR との結合も維持され、FcγRIIIa への結合親和性はむしろ向上することが本

研究によって見出された。一方、FcRn との結合に関しては 2 価のコンジュゲー

トでは失われる。 FcRn との結合能が失われると体内半減期が短くなるため、

CCAP 法によるコンジュゲートを医薬品として利用する場合、 1 価のフォーマ

ットを利用する必要がある。そのため、課題として 1 価のコンジュゲートのみ

を選択的に作製する手法の確立が必要となるが、これは今後の課題であろう。

さらにまた、本 CCAP 法で使用している IgG 結合ペプチドはヒト IgG1、2、4 と

ウサギ IgG に結合可能であるが、マウスやラットの抗体とは結合できないため、

試薬として応用する場合にはマウスや、ラットにも交差性のあるペプチドをデ

ザインする必要がある。  
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 CCAP 法による VHH 抗体を用いた二重特異性抗体の作製では、IgG 側、VHH

側双方の N 末端をフリーにすることが可能であり、抗原との結合親和性を維持

した状態の二重特異性抗体を構築することができた。FcαR 免疫を行ったアルパ

カ末梢血由来のリンパ球から作製した VHH ファージライブラリからは 20 種類

の抗 FcαR VHH を獲得することができたが、それらとガン細胞特異的 IgG 抗体

の組み合わせ、IgG-VHH 間のリンカー長の違いによる好中球活性化効率の変化

を検討して、より高い ADCC 活性を持つ二重特異性抗体の構築を検討する必要

がある。  
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