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Monoclonal antibodies are being used as therapeutics for a number of cancers, such as leukemia, breast and colon
cancers, and a lot of monoclonal antibodies speciˆc for tumor-related antigens have been on clinical trials. Antibody-
dependent cellular cytotoxicity (ADCC) is one of the major mechanisms by which antibodies exert anti-tumor eŠects.
ADCC occurs through interaction between the Fc domains of IgG antibodies bound to target cells and Fcg receptors on
the surface of eŠector cells. In our study, a chimeric antibody, designated M-Ab, was constructed with the V regions
from mouse antiCD20 mAb 1F5 and the C regions from human IgG1 and k chain. Two or three Fc domains were tan-
demly repeated downstream of the C-terminus of the M-Ab to give D0Ab (Fc dimer Ab without a linker), T0Ab (Fc
trimer Ab without a linker), and T3Ab (Fc trimer Ab with a (GGGGS)3 linker in front of the second and third hinge
regions). Here, we show that Fc tandem repeat antibodies bind to all the low-a‹nity Fcg receptors with very potent avid-
ities and have greatly enhanced ADCC activity. T3Ab is about 100 times more potent than the parental 1F5 chimeric
antibody in terms of both Fcg receptor binding and exerted ADCC activity at a 50100 times less concentration as com-
pared with the parental antibody. Thus, Fc tandem repeat antibodies are anticipated to be candidates for anti-tumor
therapeutics and useful tools to elucidate the biological roles of Fcg receptors.
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1. はじめに

1986 年に世界で初めての抗体医薬品が登場して

以来，抗体を医療に応用するための研究開発が世界

中で行われてきた．現在，世界全体では 20 品目以

上の抗体医薬品が使用されており，臨床試験の段階

にある抗体医薬品の数は 100 を超える．このような

近年の抗体医薬の急速な普及は，少なくとも 2 つの

技術革新よりもたらされた．1 つ目は，任意の抗原

に対する抗体が獲得できるようになった細胞融合法

の確立である．生体内で抗体を産生する B 細胞に

は寿命が存在し，無制限に培養することができない．

1975 年，Kohler と Milstein らは，B 細胞をがん細

胞と融合する方法を確立し，抗体を産生する性質と

寿命を持たない性質を併せ持つハイブリドーマを作

成することに成功し，これにより単一の特異性と均

一の構造を持つモノクローナル抗体を無制限に供給

できるようになった．1)特異的に抗原タンパク質と

結合する性質を持つモノクローナル抗体は，診断や

検査，研究などの幅広い分野で用いられるようにな

った．それと同時に，当然，医薬品としての応用研

究も世界中で進められたが，医薬品としてのモノク

ローナル抗体は十分な効果がほとんど得られなかっ

た．その大きな理由はモノクローナル抗体を投与し

た際に，その免疫原性から出現する中和抗体による

ものであり，中和反応により薬剤効果が著しく低下

したり，抗原抗体反応によるアレルギーが起きたり

して治療が継続できなくなることが多かった．結

局，医薬品化に成功した初期のモノクローナル抗体

は，初めての抗体医薬品でもあるムロモナブCD3

のみであった．2)このような問題を克服したのが，2

つ目の技術革新である遺伝子工学技術の進歩であっ

た．マウス V 領域とヒト C 領域を持つマウス/ヒト

キメラ抗体や，抗原と直接結合する相補性決定領域
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Fig. 1. The Mechanisms of Antibody Therapeutics
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のみがマウス由来であるヒト化抗体は，ヒト投与時

の異種抗体産生が著しく低下するだけでなく，血中

半減期延長に加えて抗体依存性細胞傷害（ an-

tibody-dependent cellular cytotoxicity; ADCC）活性

や補体依存性細胞傷害（ complement-dependent

cytotoxicity; CDC）活性などが増強した．3,4)これら

の技術によって生み出された抗体医薬品の市場は急

速に拡大しており，2008 年の抗体医薬品市場は，

世界全体で 300 億ドルを超え，国内でも 2007 年比

で 50％以上増加して 1000 億円を超えた．5,6)このよ

うに世界中で用いられている抗体医薬であるが，現

在でも大きな課題を抱えている．抗体は複雑な構造

を持つタンパク質であるため，生産には動物細胞を

培養するための特別な設備が必要となり，また，投

与量が多いために基本的に薬剤費が高額となってし

まう．現在の抗体医薬品の奏効率はかならずしも高

くないことからも，より高活性，低濃度で効果を示

す次世代抗体，すなわち，さらなる技術革新が求め

られている．

2. 抗体医薬品の主な作用機序と ADCC 活性

抗体医薬品の作用機序は多岐にわたる．あるリガ

ンド分子が疾患に重要な役割を持つ場合に，その分

子に結合して機能を失わせる作用を中和活性とい

い，抗 TNFa 抗体インフリキシマブや，抗 VEGF

抗体ベバシズマブなどが挙げられる．また，抗 IL

6 受容体抗体トシリズマブのように，リガンドでは

なく，受容体側に結合することでリガンドの結合を

競合的に阻害するものもある．そして，抗 CD20 抗

体リツキシマブや抗 HER2 抗体トラスツズマブの

ように，がん細胞の細胞膜上に発現している抗原に

結合し，ヒトの免疫機構を利用してがん細胞を傷害

する，いわゆる ADCC 活性，CDC 活性を主要な作

用機序とするものがある（Fig. 1）．ADCC 活性は，

抗体に覆われた標的細胞が，抗体の Fc 部分と結合

する Fc 受容体を持つエフェクター細胞により傷害

される機構で，Fcg 受容体 IIIA を持つナチュラル

キラー細胞が重要なエフェクター細胞として知られ

ている．Fcg 受容体 IIIA には 158 番目のアミノ酸

に遺伝子多型が確認されており，バリン型（V158）

とフェニルアラニン型（F158）が存在するが，バ

リン型 Fcg 受容体 IIIA は，フェニルアラニン型

Fcg 受容体 IIIA よりもヒト IgG1 の Fc 部分と強く

結合することが明らかにされている．7)また，リツ

キシマブの臨床試験において，バリン型ホモ接合体

患者の方がフェニルアラニン型 Fcg 受容体 IIIA を

持つ患者よりも抗腫瘍効果が優れていた．8)これ

は，リツキシマブの作用機序として ADCC 活性が

重要であることを示している．同様に，トラスツズ

マブやセツキシマブにおいても Fcg 受容体 IIIA の

遺伝子多型の違いによる効果の違いが臨床試験で示

されており，ADCC 活性の重要性はますます注目

され，より高い ADCC 活性を持つ抗体の研究が期

待されている．9,10)

3. タンデム Fc 型抗体

3-1. タンデム Fc 型抗体とは 抗体の Fc 領域

のアミノ酸を改変したり，11) Fc 領域中に存在する

糖鎖を改変することで Fcg 受容体 IIIA への結合力

を上昇させて ADCC 活性を高めた報告がなされて

いる．1214)これらは，ADCC 活性を高めるためには

Fcg 受容体，特に Fcg 受容体 IIIA に対する結合力

を高めることが重要であることを示唆している．私

たちは，アミノ酸改変や糖鎖改変とは全く異なった

方法で Fc 受容体に対する抗体の結合力を上昇させ

ようと試みた．IgG は，2 本の H 鎖のヒンジ領域

から CH2 ドメインにまたがる部分で Fcg 受容体

IIIA に結合することが知られている．15)私たちは，
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Fig. 2. The Concept of Tandem Fc Antibodies

Fig. 3. Schematic Structures of MAb, D0Ab, T0Ab and T3Ab
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Fc 受容体に対する結合力を上昇させるべく，抗体

の Fc 領域と Fc 受容体の間に多価結合の概念を取

り入れるため，IgG1 抗体の Fc 部分をタンデムに二

量体化，又は三量体化した改変抗体を作製した

（Fig. 2）．多価による結合力は avidity と呼ばれ，1

価による親和性 a‹nity とは区別され，一般に飛躍

的に強力な結合を示す．今回は，これらタンデム

Fc 型抗体について機能を評価した結果について報

告する．

3-2. タンデム Fc 型抗体の調製 タンデム Fc

型抗体の標的抗原はヒト CD20 とした．マウス抗ヒ

ト CD20 抗体を産生するハイブリドーマ 1F5 細胞

から，RNA を抽出し，逆転写反応によって cDNA

を調製した後，L 鎖の V 領域遺伝子と H 鎖の V 領

域遺伝子を，それぞれベクターにクローニングした．

L 鎖の V 領域遺伝子の下流にはヒト k 鎖 C 領域遺

伝子を組み込んでキメラ抗 CD20 L 鎖遺伝子とし，

H 鎖の V 領域遺伝子の下流にはヒト IgG1 の C 領

域遺伝子を組み込んでキメラ抗 CD20 H 鎖遺伝子

MH とした．MH 遺伝子のさらに下流に，IgG1

のヒンジから CH3 ドメインの配列をタンデムに挿

入し，Fc 二量体 H 鎖遺伝子 DH 及び Fc 三量体 H

鎖遺伝子 T0H を構築した．Fc 三量体 H 鎖遺伝子

では，タンデムに連結した Fc と Fc の間に柔軟性

を与える目的で，グリシン 4 残基とセリン 1 残基が

3 回繰り返された配列を持つ，計 15 アミノ酸で構

成される（GGGGS)3リンカーを挿入した Fc 三量

体 H 鎖遺伝子 T3H も作成した．これらの H 鎖遺

伝子を L 鎖遺伝子とともに発現させることで，Fig.

3 のような Fc 領域をタンデムに複数持つ抗体が産

生されることを期待した．L 鎖遺伝子と H 鎖遺伝

子を発現するベクターを CHODG44 細胞に遺伝子

導入した後，G418 とメトトレキサートによって薬

剤選抜し，さらに限界希釈法による細胞のクローニ

ングを経て，それぞれの抗体を安定発現する細胞株

を作成した．抗体安定発現細胞を無血清培地に馴化

し，無血清培地中で培養して得られた培養上清か

ら，プロテイン A アフィニティークロマトグラフ

ィーによって粗精製し，さらにゲル濾過クロマトグ

ラフィーで分離することで凝集体や分解物を除去

し，それぞれの抗体を精製した．タンデム Fc 化に

よって発現される抗体は分子量が大きくなっている

が，安定発現株の構築中にそれぞれの抗体発現株間

で細胞増殖等に著明な違いは確認されず，抗体の産

生量に関しても大きな違いはみられなかった．

3-3. タンデム Fc 型抗体の定性 精製した抗

体を，還元条件では 10％ポリアクリルアミドゲ

ル，非還元条件では 6％ポリアクリルアミドゲルを

用いた SDSPAGE によって分離し，定性確認を行

った．還元条件では，H 鎖と L 鎖がそれぞれ単独
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Fig. 4. SDS-PAGE Analysis of MAb, D0Ab, T0Ab and T3Ab

Fig. 5. CD20 Binding Activities of MAb, D0Ab, T0Ab
and T3Ab
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で確認されるはずである．L 鎖，H 鎖はそれぞれ

約 25 kDa, 50 kDa であり，H 鎖のヒンジ部分から

C 末端までは約 25 kDa である．結果として，Fc 単

量体抗体，Fc 二量体抗体，Fc 三量体抗体の L 鎖を

約 25 kDa に，それぞれの H 鎖を約 50 kDa, 75

kDa, 100 kDa に検出したことから，H 鎖，L 鎖は

ともに適切に発現していると言える［Fig. 4(A)］．

また，非還元条件ではジスルフィド結合が開裂しな

いため，抗体の大まかな全体構造を確認することが

できる．非還元条件では，Fc 単量体抗体，Fc 二量

体抗体，Fc 三量体抗体のそれぞれについて約 150

kDa, 200 kDa, 250 kDa の位置に検出したことか

ら，それぞれの抗体は H 鎖 2 分子，L 鎖 2 分子か

ら構成されていると考えられ，タンデム Fc 型抗体

が天然の抗体と同様にヘテロ四量体の構造をとって

いることが確認できた［Fig. 4(B)］．

3-4. タンデム Fc 型抗体の CD20 結合性 タ

ンデム Fc 型抗体の CD20 抗原への結合力を，

CD20 陽性 Ramos 細胞を用いてフローサイトメト

リーで測定した．Ramos 細胞を FACS BuŠer（0.1

％ウシ血清アルブミン，0.02％アジ化ナトリウム，

pH 7.4 リン酸緩衝生理食塩水）で懸濁して 30 分間

氷上でブロッキングした後，それぞれの抗体を最終

濃度が 50 nmol/l となるように添加して氷上で 30

分反応させた．細胞を十分に洗浄した後，フルオレ

セイン標識ヤギ抗ヒト k 鎖抗体を加え，氷上で 30

分間遮光して静置した．再び細胞を洗浄した後，フ

ローサイトメトリーを用いてそれぞれの抗体の

CD20 に対する結合性を測定した．結果として，そ

れぞれの抗体が Ramos 細胞に特異的に結合してい

ることが確認されたが，その結合力はタンデム Fc

型抗体では Fc 単量体抗体に比べて 1/3 程度に弱く

なっていることがわかった（Fig. 5）．

3-5. タンデム Fc 型抗体の Fc 受容体結合性

　タンデム Fc 型抗体の Fc 受容体に対する結合力

を，酵素免疫測定法（enzyme-linked immuno sor-

bent assay; ELISA）で測定した．Fcg 受容体は，そ

の機能によって細かく分類される．16) Fcg 受容体 IA

は高親和性の活性型 Fc 受容体である一方で，Fcg

受容体 IIA, Fcg 受容体 IIIA は低親和性の活性型

Fc 受容体である．Fcg 受容体 IA 及び Fcg 受容体

IIA は貪食などの免疫活性に係わるとされる．Fcg

受容体 IIB は低親和性で，唯一の抑制型 Fc 受容体

である．Fcg 受容体 IIA, Fcg 受容体 IIB, Fcg 受容

体 IIIA（V158), Fcg 受容体 IIIA（F158）の細胞外

領域を 6x ヒスチジンタグ，グルタチオンSトラ
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Fig. 6. Fcg Receptor Binding Activities of MAb, D0Ab, T0Ab and T3Ab

53No. 1

ンスフェラーゼとの融合タンパク質として 293T 細

胞を用いて作成した．それぞれの Fcg 受容体を pH

7.4 リン酸緩衝生理食塩水で 4 mg/ml に調整し，96

ウェル ELISA プレートに 4°C で一晩静置して固相

化した．ELISA Assay BuŠer（0.5％ウシ血清アル

ブミン，2 mmol/l エチレンジアミン四酢酸，0.05

％Tween 20, pH 7.4 トリス緩衝生理食塩水）でプ

レートを 37°C で 2 時間ブロッキングした後，それ

ぞれの抗体を添加し，さらに 37°C で 2 時間反応さ

せた．ELISA Assay BuŠer でウェルを洗浄した

後，ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒト k 鎖抗体を

37°C で 1 時間反応させた．洗浄後，0.4％oフェニ

レンジアミン二塩酸塩，0.003％過酸化水素を含む

pH 5.0 の 0.1 mol/l クエン酸ナトリウム緩衝液で発

色させ，450 nm の吸光度を測定した．Fcg 受容体

IIA, Fcg 受容体 IIB, Fcg 受容体 IIIA（V158), Fcg

受容体 IIIA（F158）は低親和性であり，通常は天

然の IgG1 単分子とはほとんど結合せず，標的細胞

上の多数の抗原に対して複数の抗体が結合して免疫

複合体を形成することで初めて結合できるようにな

る．しかし，タンデム Fc 抗体は Fcg 受容体 IIA,

Fcg 受容体 IIB, Fcg 受容体 IIIA（V158), Fcg 受容

体 IIIA（F158）の 4 種類の Fc 受容体に対して強力

に結合することがわかった（Fig. 6）．結果として，

Fc 三量体抗体は Fc 二量体抗体よりもすべての Fcg

受容体に対して強力に結合し，Fc と Fc の間に

（GGGGS)3リンカーが挿入されているほうが，より

結合が強化されることがわかった．

3-6. タンデム Fc 型抗体の ADCC 活性 標的

細胞として CD20 陽性 Ramos 細胞を，エフェク

ター細胞として健康人の血液からフィコール密度勾

配遠心によって分離した末梢血単核球を用い，傷害

された細胞から逸脱した乳酸デヒドロゲナーゼ

（lactate dehydrogenase; LDH）を定量することで，

タンデム Fc 型抗体の ADCC 活性を測定した．標

的細胞である Ramos 細胞にそれぞれの抗体を 37°C，

5％CO2 条件下で 30 分反応させ，エフェクター細

胞として末梢血単核球を加えて 37°C，5％CO2 条件

下で 4 時間反応させることで ADCC 活性を誘導し

た．反応後に培養液を回収し，培養液中の LDH を

定量することで ADCC 活性を評価した．その結果，

Fc 単量体抗体ではほとんど ADCC 活性を起こさな

いのに対し，タンデム Fc 抗体は強力な ADCC 活

性を示した．Fc 三量体抗体では Fc 二量体抗体より

も ADCC 活性が強く，（GGGGS)3リンカーが挿入

されている Fc 三量体抗体が最も強い ADCC 活性

を誘導することができた（Fig. 7）．結果として，

ADCC 活性は Fcg 受容体に対する結合性と相関の

ある結果となった．特に T3Mb の ADCC 活性の

強化は，Ramos 細胞よりも CD20 抗原の発現が著



hon p.6 [100%]

54

Fig. 7. ADCC Activities of MAb, D0Ab, T0Ab and T3
Ab
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しく低い Namalwa 細胞を標的細胞としたときや，

エフェクター細胞とした末梢血単核球の数を減らし

た場合でも達成され，従来の抗体に比べて，低濃

度，低抗原，低エフェクター細胞数での ADCC 活

性誘導の 3 つの点について優位性を示した．17)

4. おわりに

今回報告したように，タンデム Fc 型抗体は強力

な ADCC 活性を示し，従来の抗体に比べて効果の

増強や低濃度での効果発揮が期待される．また，タ

ンデム Fc 化による Fcg 受容体 IIA への結合力の増

強によって，貪食やサイトカイン分泌誘導も増強さ

れる可能性があり，18,19)現在も機能解析を進めてい

るところである．抗体のタンデム Fc 化は，アミノ

酸改変や糖鎖改変とは異なったエフェクター増強活

性を有する改変抗体薬を提供する基盤技術として期

待される．
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