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In the post-genomic era, cytokine or antibody therapy has received attention for advanced drug therapies. Indeed,
attempts are being made to develop a wide variety of therapeutic proteins for diseases including cancer, hepatitis and au-
toimmune conditions. Unfortunately, however, the utilization of bioactive proteins in clinical practice is often limited
because of their inherent instability and pleiotropic actions in vivo. Our laboratory aims to overcome two major
problems, details of which will be addressed in separate sections to follow. (i) Development of a powerful system to
rapidly create functional mutant proteins (muteins) with enhanced receptor a‹nity and receptor speciˆcity using a
phage display technique (biological DDS). (ii) Establishment of a novel polymer-conjugation system to dramatically
improve in vivo stability and selectively of bioactive proteins (polymeric DDS). We are currently attempting to combine
both approaches to create a protein-drug innovation system to further promote pharmaco-proteomic-based drug de-
velopment. In this review, we will describe DDS-based technology for creating functional mutants for advanced medical
applications, using tumor necrosis factor-alpha (TNF) as an example.
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1. はじめに

近年の疾患プロテオミクスの進展に伴う国内外の

研究から，様々な疾患の発症や悪化に関与するタン

パク質（創薬ターゲット）や，逆に病態の治癒に係

わるタンパク質（医薬品シーズ）が同定され，1)こ

れらを医薬品開発へ有効活用しようとするタンパク

療法の確立が待望されている．しかし，過去の事例

からも明らかなように，タンパク質は一般に，体内

安定性に極めて乏しいため，臨床応用の際には大量

頻回投与を余儀なくされ，往々にして重篤な副作用

を招いてしまう．なかでもサイトカインなどは，多

彩な細胞上の複数種類のレセプターを介して，多様

な in vivo 生理活性を示すため，目的とする治療作

用のみならず副作用の原因となる他の作用までをも

同時に発揮してしまう．24)そのため，タンパク質

の臨床応用は著しく制限されており，医薬品化に成

功した例は極めて少ない．したがって，疾患プロテ

オミクス情報などを有効活用したプロテオーム創薬

を推進し，有効かつ安全なタンパク療法を確立して

いくためには，これらタンパク質固有の問題点を克

服しうる創薬テクノロジー，すなわちタンパク療法

の最適化を目指した Drug Delivery System (DDS）

の確立が，依然として必須となっている．本観点か

ら筆者らは，1）レセプター親和性・特異性等が高

く医薬価値に優れた機能性人工タンパク質を迅速創

製できるタンパク質分子進化戦略（生物学的 DDS）

の構築，2）タンパク質の生体内安定性を向上させ，

かつ目的治療作用の選択的発現能を付与できる高分

子バイオコンジュゲーション法（高分子化学的

DDS）の確立に関する研究を推進している．本稿

では，上述した 1），2）を融合させた DDS 基盤テ

クノロジーについて，自己免疫疾患治療薬の創薬

ターゲットとして注目されている腫瘍壊死因子
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（Tumor necrosis factor-alpha; TNF）に対する分子

標的タンパク医薬の創出を 1 例に概説する．

2. 抗 TNF 阻害薬の問題点

慢性関節リウマチや多発性硬化症等の自己免疫疾

患は，いまだ克服すべき難病の 1 つとして広く認識

されている．そのため，自己免疫疾患を標的とした

創薬プロテオミクス研究が盛んに行われており，広

範な炎症の惹起・悪化における Key molecule の 1

つとして，TNF が創薬ターゲットとなってい

る．57)一方で TNF は，発がんや種々感染症に対す

る生体防御活性の中心を担っていることも明らかと

なっているが，病態（炎症）の発症・悪化と生体防

御活性の発揮とのバランスや 2 種類の異なるレセプ

ター（TNFR1 及び TNFR2）を介した機能の相違

等は十分に理解されていない．

現在，慢性関節リウマチに対する特効薬として，

TNF に対する中和抗体や可溶型 TNF レセプターが

臨床に供されるようになり，患者の QOL を格段に

向上させる等，切れ味鋭い治療成績を発揮してい

る．8,9)しかし上述のように，TNF は本来，宿主の

生体防御機構に重要な役割を担っているため，これ

ら TNF 阻害薬の使用は，結核等の感染症や発がん

に対する宿主の抵抗性を減弱させてしまうため，臨

床現場における大きな懸念事項となっている．10,11)

また自己免疫疾患の中でも，多発性硬化症では，逆

に病態悪化が認められたことから，12) TNF 阻害薬

の使用は禁忌となっており，これら問題点を克服し

得る新たな抗 TNF 治療戦略の確立が求められてい

る．

一方で動物モデルを使った検討から，可溶型

TNF の TNFR1 を介した過剰な活性発現が炎症反

応の惹起・悪化に，可溶型／膜結合型 TNF の

TNFR2 を介した活性発現がウイルス感染防御や多

発性硬化症の抑制に関与していることが明らかとな

りつつある．1315)これは，可溶型 TNF の TNFR1

を介した活性発現を選択的に阻害することができれ

ば，慢性関節リウマチのみならず，既存の TNF 阻

害薬では適用外であった多発性硬化症等の自己免疫

疾患にも安全かつ有効な新規治療戦略を提示できる

ものと期待される．

以上の観点から，近年，抗体医薬品の進展に伴

い，特定分子をターゲットにする治療戦略として，

TNF レセプター中和抗体が，炎症性疾患に対する

有効な治療薬に成り得るものとして，その作製が試

みられてきた．しかし，各 TNF レセプター中和抗

体が TNF のような作用，すなわちアゴニスト作用

を発現する場合があることが報告され，16)上記の疾

患モデルにおいて効果のある中和抗体の作製につい

ては報告されていない．したがって，TNFR1 に選

択的な抗体とは機能的・性状的に異なるタンパク性

アンタゴニストが作製できたなら，上述した副作用

を克服できる可能性があるだけでなく，これまで

TNF 阻害剤を適応できなかった疾患の治療へ適応

可能であり，様々な炎症性疾患に対する画期的な治

療戦略を確立できるものと期待される．そこで次項

では，後述するファージ表面提示法を駆使すること

で，TNFR1 指向性を有したタンパク性アンタゴニ

スト（機能性人工 TNF）の探索・創出を試みた．

3. ファージ表面提示法を用いた生物学的 DDS

タンパク療法の最適化に向け，従来から産官学の

多くのバイオ研究機関が，特定レセプターへの親和

性や選択性に優れた機能性人工タンパク質などを創

製するため，Kunkel 法といった点突然変異法を用

いた構造変異タンパク質（アミノ酸置換体）の作製

を精力的に試みている．1719)しかし点突然変異法で

は，まず構造変異タンパク質の立体構造や機能をシ

ミュレーションし，トライ・アンド・エラーで生理

活性タンパク質の構成アミノ酸を 1 つずつ別の特定

アミノ酸に改変することにより，個々の構造変異タ

ンパク質を作製せねばならない．そのうえで目的と

する機能性人工タンパク質を探索・同定するため，

作製した構造変異タンパク質の諸機能を個別に評価

する必要がある．そのため従来法では，時間ばかり

が消費され，かつ作製し得る構造変異タンパク質の

多様性（種類）にも限界があるなど，期待通りの成

果は得られていない．

この点，筆者らはファージ表面提示法を独自に改

良することにより 108（1 億）種類以上もの多様性

を有した構造変異タンパク質（アミノ酸置換体）を

一挙に Combinatorial Biosynthesis し，この構造変

異体ライブラリの中から，レセプター親和性（選択

性／特異性）や体内安定性，生物活性などを向上あ

るいは任意に制御した「医薬価値に優れた機能性人

工タンパク質」を迅速（2 週間以内）かつ効率よく

同定できる基盤テクノロジーを確立してきた（Fig.

1）．これまでに筆者らは，この独自のテクノロジー
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Fig. 1. Creation of Functional Mutant Proteins Using Phage Display
Phage display system has the following main characteristics: 1) proteins can be displayed on the outer shell of the phage where they can interact with their target

molecules, such as a receptor or antigen. These protein-displaying phage particles are produced by the integration of a foreign gene into the 5'-terminus of the gene
that encodes the outer shell of the phage (i.e., g3p) in phagemid vector or phage genome; 2) the genotype of this phage (the foreign gene inside the phage clone),
corresponds with the phenotype (the protein displayed on the phage's surface); 3) phage particles or ``libraries'', can readily be made, which consist of billions of
varieties of protein; 4) a selected phage from the library can be readily ampliˆed by infection of a host bacterial cell. It is therefore possible to screen for, and then
isolate, high-a‹nity binders to target molecules from the phage library.

Table 1. Amino Acid Sequences and in vitro Bioactivity of
Lysine-deˆcient Mutant TNF (K90R)

Residue Position EC 1)
50

(ng/ml)11 65 90 98 112 128

wtTNF K K K K K K 1.28

K90R A S R A L T 0.12

1) The bioactivities of wild-type TNF (wtTNF) and K90R were meas-
ured by cytotoxic assay using HEp-2 cells in the presence of cycloheximide
(50 mg/ml). Experimental data were analyzed by a logistic regression
model to calculate the mean eŠective concentration (EC50).
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を駆使し，活性発現や三量体形成に重要な K11 や

K65, K90 などを含む全 6 個のリジン残基を一挙に

他のアミノ酸へ置換しても，wtTNF と同等さらに

は 10 倍以上もの生物活性やレセプター親和性を有

する機能性リジン欠損 TNF 変異体を創出すること

に初めて成功している（Table 1).20)そこで本テク

ノロジーを駆使することで，TNF のレセプターと

の結合領域に位置する計 6 ヵ所のアミノ酸残基を網

羅的に他のアミノ酸に置換した構造変異 TNF 発現

ファージライブラリを作製し，スクリーニングした

結果，「TNFR2 とは結合せず，TNFR1 に対しての

み野生型 TNF と同等の結合親和性を示す TNFR1

指向性アンタゴニスト（TNF-T2）」が初めて創出

できた（Fig. 2).21)これまで，生理活性タンパク質

の構造変異体が野生型タンパク質により発現する生

物活性に対してアンタゴニスト活性を示すという概

念すらなく，この「タンパク性アンタゴニスト」と

も言うべき TNFR1 指向性アンタゴニストの創出

は，独自に構築した基盤テクノロジーを応用するこ

とで初めてなし得たものである．またレセプター指

向性を有した TNF-T2 の創出基盤は，生物学的改

変により特定のレセプターへのターゲティング能を

タンパク質に付与できる点で，分子レベルの DDS

であり，いわばタンパク医薬による疾病治療の最適

化を目指した「生物学的 DDS」と位置づけられる．

4. 高分子化学的 DDS による部位特異的バイオ

コンジュゲーション

関節リウマチなどの慢性炎症性疾患を対象とした

検討においては，往々にして，血中濃度の維持を目

的とした薬物の長期的な投与が必要であるが，
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Fig. 2. Antagonistic Activities of the R1antTNF
Serial dilutions of TNF-T2 were mixed with human wtTNF (20 ng/ml)

and then applied to HEp-2 cells. After 18 h, the inhibitory eŠects of TNF-T2
on the cytotoxicity of wtTNF were assessed by using the methylene blue as-
say. The absorbance of cells without wtTNF was plotted as 100 percent via-
bility. The data represent the mean±SD (n＝3).

Fig. 3. Characteristics of Bioconjugation
Bioconjugated proteins with water-soluble polymeric modiˆers increase their molecular size and steric hindrance, resulting in augmented plasma half-lives and

stability.
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TNF-T2 も例外でない．タンパク性薬物の最大の問

題点は，その生体内安定性の低さであると考えられ

る．そのため，慢性の疾患に対し TNF-T2 を用い

る場合，この問題を克服し，長期投与にも耐え得る

戦略が必要となる．主として 1980 年代以降，DDS

を視野においた医薬品開発の分野において，生理活

性タンパク質の生体内安定性を改善するために，ポ

リエチレングリコール（PEG）などの水溶性高分子

をタンパク質に結合させた，いわゆる高分子バイオ

コンジュゲーションが考案されてきた．2224)このタ

ンパク質のバイオコンジュゲーションは，分子量増

大による腎排泄速度の減少をもたらすだけでなく，

バイオコンジュゲーションに用いた修飾高分子によ

りタンパク質の分子表面が覆われるために，プロテ

アーゼからの攻撃が立体障害的にブロックされ，結

果としてタンパク質の生体内半減期が延長される

（Fig. 3）．同様の立体障害効果によって，免疫応答

においても抗原性及び免疫原性が低下し，体内クリ

アランスの減少に直結する．以上に述べた総合的な

体内安定化効果により，最終的にタンパク質の生体

への投与量・回数を削減することが可能となる．こ

のバイオコンジュゲーションは，数ある DDS の中

でもタンパク質の医薬品化に向けた最適 DDS と位

置づけられてきたが，依然としてその成功例は限ら

れている．この最大の原因は，タンパク質の活性中
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Fig. 4. Clinical Score of Collagen-induced Arthritis (CIA)
Mice Treated with PEG-T2

The severity of arthritis in CIA mice (n＝10) treated with PBS, PEG-T2
(1 mg twice a day) for three weeks from 23 day was assessed every day using
an established macroscopic scoring system. Data of severity represent the
mean±SEM.
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心に存在するリジン残基へのランダムな水溶性高分

子導入による致命的な比活性低下と，バイオコンジ

ュゲート化タンパク質の分子的・機能的不均一性に

ある．事実，現在 C 型肝炎の特効薬として市販され

ている PEG 化 Interferon-a (PEGASYS）ですら，

残存活性 1030％のヘテロ集団であることが報告さ

れている．したがって，タンパク療法の最適化を目

指した DDS を推進するためには，部位特異的に効

率よく高分子導入でき，高い比活性を有するバイオ

コンジュゲート体を創製できる方法の確立が待望さ

れている．

この点，筆者らが創出した TNFR1 指向性アンタ

ゴニスト TNF-T2 は，前述したリジン欠損 TNF 変

異体をテンプレートに作製していること，N 末端

アミノ基は活性発現や立体構造形成に無関係である

ことから，そのアミノ基へのバイオコンジュゲーシ

ョンを試みた場合，修飾高分子は N 末端アミノ基

にのみ導入されることになり，比活性低下を回避し

た上で，分子的均一性にも優れたバイオコンジュ

ゲート体を作製可能である．これまでに，N 末端

部位特異的に修飾高分子 PEG を導入した PEG 化

TNF-T2 (PEG-T2）が，野生型 TNF-T2 と比較し

て，in vitro におけるアンタゴニスト活性を低下す

ることなく，血中滞留性が飛躍的に増大しているこ

とを見い出している．なお，この革新的な部位特異

的バイオコンジュゲーション（高分子化学的 DDS）

は，前述した生物学的 DDS によって機能性リジン

欠損タンパク質を創製することで初めて実現可能に

なるものであり，両テクノロジーの融合で，従来法

の諸問題を一挙に克服することに成功したものであ

る．そこで，PEG-T2 の新規自己免疫疾患治療薬と

しての有効性を評価するため，関節リウマチの動物

モデルにおける関節炎抑制効果の検討と，既存の

TNF 阻害薬で致命的問題となっている感染症リス

クに及ぼす影響を評価したところ，既存の抗 TNF

薬とは決定的に異なり，宿主のウイルス感染防御能

に全く影響することなく，安全に，関節炎抑制効果

を発揮することが判明している（Fig. 4）．すなわ

ち，TNF-T2 は内因性の TNF の TNFR2 を介した

感染防御作用になんら影響しないため，既存の抗

TNF 阻害薬の致命的問題点であった感染症リスク

を回避できることから，安全かつ有効な自己免疫疾

患治療薬となり得ることが示された．現在，TNF-

T2 のさらなる有用性を評価すべく，他の自己免疫

疾患モデルに対しての治療実験を進めるとともに，

霊長類レベルで医薬品化（関節リウマチ及び多発性

硬化症を対象）を目指した研究ステージに移行して

いる．

5. おわりに

本稿では，タンパク質そのものに標的指向性を付

与する“分子レベルの生物学的 DDS”と，機能性

人工タンパク質の体内動態制御を可能とする“生体

レベルの高分子化学的 DDS”の融合開発が，安全

かつ有効な次世代型バイオ医薬品の創薬基盤となり

得ることを示した．また，プロテオーム創薬は，プ

ロテオミクス及び構造ゲノミクスの進展と，これら

の知見を統括したバイオインフォマティクスが駆動

力となり，近い将来，上記の「プロテオーム創薬シ

ステム」との融合により加速度的に推進されるもの

と期待される．すなわちこのようなプロテオーム創

薬を指向したバイオインフォマティクスの進展は，

タンパク質のアミノ酸配列と立体構造，機能との連

関を理解可能とするため，近未来的にはタンパク質

をコードした塩基配列やタンパク質のアミノ酸配列

さえ判明すれば，その立体構造と機能が予測できる

ことになる．これは逆に目的とする機能や立体構造

を有した機能性タンパク質の新規デザインを可能と

するだけでなく，タンパク質の立体構造やその機能

を模倣した低分子化合物の合理的設計をも可能にす

るものと期待される．このようなバイオインフォマ
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ティクスをシステムアップするためには，未知タン

パク質の機能解明や立体構造解析に加え，種々のタ

ンパク質について膨大な多様性を有する構造変異体

を網羅的に作製し，レセプター・リガンド結合の様

式，生物活性等をも含めた機能情報を集積し，立体

構造との連関を追求しなければならない．この点筆

者らが開発した分子進化戦略は，視点を変えればわ

ずか 1 週間で 1 億種類以上もの多様性を有する構造

変異体ライブラリを作製し，その機能情報をハイス

ループットに集積できる基盤技術と言える．本観点

から現在，機能性人工 TNF を含む様々な構造変異

タンパク質の構造活性相関情報の集積とともに構

造情報を基にした低分子阻害剤のドラッグデザイン

への研究展開を図ろうとしている．
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