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I 型 TNF 受容体選択的アンタゴニストの創出とその自己免疫疾患治療薬としての可能性
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Onset and exacerbation of autoimmune disease, such as rheumatoid arthritis and Crohn's disease would be regulat-
ed with hundreds of disease-related proteins changing in quality and quantity. Recently, tumor necrosis factora (TNF
a) comes to be known that is the key molecule for development of the autoimmune diseases and recognized as the drug
target which should be inhibited to overcome the diseases using neutilizing antibodies. Because the functions of TNFa
are regulated with the manner binding to two receptors, TNFR1 and TNFR2, unexpected side-eŠects would happen with
complete inhibition or activation of the TNF receptor signaling. Thus, it is essential to develop a novel drug developing
technology, which regulates the binding pattern of TNFa deˆnitely for therapeutic purposes. In this regard, we have
aimed to create the TNFa mutant, which has selectivity for binding TNFR1 or TNFR2 and regulates the onset and ex-
acerbation of in‰ammatory diseases. Recently, we have succeeded in creating several TNFa mutants by phage display
techniques which can substitute aimed amino acids to the other, randomly. In this review, we introduce our unique
TNFR1selective antagonist, which can only inhibit the function via TNFR1 correlating with the onset and exacerbation
of autoimmune disease. This TNFR1selective antagonist does not inhibit the host defense function via TNFR2. This
mutant TNFa did not show the increase of virus infection suggested that it may overcome the risk of infectious disease,
which is a major side-eŠect of anti-TNFa therapy. These results would provide widely the strategy of regulating protein
function in molecular level and would show the attractive approach to create safe and eŠective medical drug reducing
side-eŠects.

Key words―tumor necrosis factora (TNFa); autoimmune disease; TNFR1selective antagonist; phage display
technique

1. はじめに

近年，自己免疫疾患を始めとする種々の難治性免

疫疾患の病態に腫瘍壊死因子（TNFa）が係わる

ことが明らかとなり，また，これら疾患に対して，

TNF を標的とした治療薬が著効を示すことが臨床

でも示され，大きく脚光を浴びている．1) TNFa は，

2 種類のレセプター（TNFR1 及び TNFR2）を介す

るシグナルにより，抗腫瘍作用や細菌・ウイルスに

対する感染防御作用等の免疫応答を活性化し，生体

の恒常性維持に重要な役割を担うサイトカインであ

る．2)一方，疾患局所あるいは全身における TNFa

の過剰産生が，自己免疫疾患等の発症・悪化につな

がるものと考えられている．現在，抗 TNF 中和抗

体（インフリキシマブ，アダリムマブ）や可溶型

TNF レセプター（エタネルセプト）などの TNFa

阻害薬が関節リウマチ等に対して臨床応用されてい

る．3)これら TNFa 阻害薬は，TNFa が関連する

様々な生体反応を根本から抑制し得ることから，従

来の免疫抑制剤や抗アレルギー薬による対処療法で

は困難であった，関節リウマチにおける関節破壊に

も奏功し得ることが報告されている．しかし，これ
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Fig. 1. Construction of Mutant TNFa Library
Mutant TNFa library was created by replacing the codon of the amino

acid residue at positions 84, 85, 86, 87, 88 and 89 of TNFa with the ran-
domized codon NNS (where N and S represent G/A/T/C or G/C, respec-
tively) to obtain all twenty amino acid substitutions at each position. NNS
encodes all 20 diŠerent amino acids. Mutations were introduced by 2step
PCR using the lysine-deˆcient mutant TNFa as the template, as we previ-
ously reported.
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ら TNFa 阻害薬は宿主免疫応答に係わる TNFa

の機能をすべて阻害してしまうため，結果として結

核などの感染や発がんリスクの上昇など憂慮すべき

副作用を伴ってしまう．4,5)実際に，TNFa 阻害薬を

投与したリウマチ患者が結核により死亡する事例が

少なからず報告されている．また，多発性硬化症の

ように TNFa の過剰発現と病態との相関が認めら

れる疾患であっても，TNF 阻害薬を使用することで

逆に病態の悪化を招いてしまう臨床結果も報告され

ている．6)したがって，これら副作用の問題を克服

し得る自己免疫疾患治療薬の開発が待望されている．

一方で近年，TNFa 及びその 2 種類のレセプ

ターの機能や病態との関連を解明するために，ノッ

クアウトマウスやトランスジェニックマウスを用い

た解析が試みられている．例えば，関節リウマチの

モデルであるコラーゲン誘導性関節炎（collagen-

induced arthritis : CIA）マウスを用いた検討によ

り，関節炎の惹起には TNFR1 が主に関与するこ

と，7)また多発性硬化症のモデルマウスを用いた検

討においては，TNFR1 が疾患発症に係わり，逆に

TNFR2 が病態寛解に作用することが報告されてい

る．8,9)これらの結果に基づき，筆者らは，TNFa

の作用のうち，TNFR1 を介したシグナルのみを選

択的に阻害できる薬物が開発できれば，先に述べた

TNFa 阻害剤の副作用の問題が克服可能となるう

え，これまで TNFa 阻害薬を適用できなかった疾

患にも応用可能な画期的自己免疫疾患治療薬になる

ものと考え，独自の機能性タンパク質創製技術によ

り TNFR1 選択的なアンタゴニスト TNFa の創出

を試みた．

2. ファージ表面提示法を用いた TNFR1 指向性

アンタゴニストの創製

2-1. TNFa 構造変異体ライブラリの作製 こ

れまでにわれわれは，ファージ表面提示法を駆使す

ることで，1 億種類以上もの多様性を有する構造変

異体（アミノ酸置換体）ライブラリを構築し，その

中から，医薬価値に優れた機能性人工タンパク質を

効率良く創出し得る基盤テクノロジーを確立してき

た．本テクノロジーを用いると，N 末端アミノ基

への部位特異的な高分子バイオコンジュゲーション

を可能とするリジン欠損タンパク質や，特定のレセ

プターへのターゲティング能を付与した機能改変タ

ンパク質を創出可能である．1013)そこで本システム

により，TNFR1 に選択性を有するアンタゴニスト

TNFa を創出することを目的に，まず点突然変異

解析の結果よりヒト TNFa と各ヒト TNF レセプ

ターとの結合に重要であると考えられてきた TNF

a 中のアミノ酸の中から「A84, V85, S86, Y87, Q88,

T89」を選択し，各々，他の 20 種類のアミノ酸へ

置換したライブラリの構築を試みた．具体的には，

上記 6 ヵ所のアミノ酸に対応するコドンを全 20 種

類のアミノ酸をコードし得る NNS 配列を含むプラ

イマーを用いて 2 段階の PCR 法にて置換し，PCR

断片をファージミドベクターに組み込んだ（Fig.

1）．この遺伝子ライブラリを大腸菌に形質転換した

結果，5.6×106 もの多様性を有するライブラリを作

製することができた．

2-2. 構造変異 TNFa 発現ファージライブラリ

を用いた TNFR1 指向性アンタゴニスト候補クロー

ンの単離 Figure 2 に示すように，作製した構造



hon p.3 [100%]

65

Fig. 2. Scheme for Selection of Mutant TNFa Antagonist with High A‹nity for TNFR1

Table 1. Amino Acid Sequences and A‹nity for TNFR1 of
Antagonistic Mutant TNF-as

Amino acid sequence Relative a‹nity (Kd)a)

84 85 86 87 88 89 TNFR1 TNFR2 TNFR1 b)

/TNFR2

wtTNF-a A V S Y Q T 100.0 100.0 1.0

TNF-T1 G H L Y T T 28.0 7.5 3.7

T2 S T T H N Q 40.0 2.3×10－3 1.7×104

T3 T S V Y P H 116.7 45.7 2.6

T4 T N I Y S N 28.0 7.8 3.6

T5 N G A Y E T N.T. N.T. N.T.

T6 G G P Y Q R 18.4 91.3 0.2
T7 S P R V S G 60.9 16.3 3.7

T8 T P A I N R 53.8 1.7×10－1 3.2×102

T9 A P G Y S H 20.6 25.0 0.8

T10 S P Q Y S V 27.5 23.9 1.2

N.T.; not tested. a) A‹nity for immobilized TNFR1 and TNFR2 was
assessed by SPR using BIAcore3000. The dissociation constant (Kd) of
TNF mutants were calculated from their sensorgrams by BIAEVALUA-
TION 4.0 software. b) TNFR1-selectivity was deˆned as relative a‹nity
[TNFR1]/relative a‹nity [TNFR2] for mutant TNF-a.
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TNFa 発現ファージライブラリを用いて TNFR1

への結合親和性に基づくパンニング操作を行うこと

で，TNFR1 に強く結合するファージクローンを濃

縮した．さらに濃縮したクローンの中から TNFR1

に対する結合力を ELISA によって，また TNFR1

を介した生物活性を HEp2 細胞への細胞傷害性を

指標に評価し，TNFR1 指向性アンタゴニスト候補

クローンをスクリーニングした．その結果，2 回の

パンニングを行うことで TNFR1 に強く結合するク

ローンの濃縮が確認され，その中から TNFR1 を介

する生物活性が低い，アンタゴニスト候補クローン

を選出することができた（Table 1）．これらクロー

ン（TNFT1～T10）のアミノ酸配列と，これまで

にわれわれが獲得している TNFR1 指向性アゴニス

トのアミノ酸配列を比較した結果，TNFR1 指向性

アゴニストでは，すべてのクローンにおいて Y87

が保存されていたのに対し，12)今回のアンタゴニス

トのクローンにおいては，一部のクローンで Y87

が他のアミノ酸へ置換されていることが判明した

（Table 1）．さらに興味深いことに Y87 がそれぞれ

ヒスチジン・イソロイシンに置換されていた TNF

T2 とT8 は TNFR2 に対する結合力が著しく低下

していることが示された．中でも TNFT2 は，

TNFR1 への結合力が wtTNFa と同程度に保持さ

れつつ，TNFR2 への結合力が 40000 分の 1 以下に

まで低下しており，TNFR1 指向性に優れているこ

とが明らかとなった（Table 1）．また，この TNF

T2 の生物活性を評価するため，ヒト細胞株である

HEp2 細胞の細胞傷害活性を指標に TNFT2 のア

ンタゴニスト活性を検討したところ，TNFT2 の作

用濃度依存的な拮抗阻害活性が認められた．以上の

ように，われわれはファージ表面提示法を用いるこ

とで，内因性 TNFa の作用をレセプター選択的に

阻害可能なタンパク性アンタゴニストを創出するこ

とに成功した．

そこで次に，TNFT2 がアンタゴニスト活性を示

す要因を明らかにするため，X 線結晶構造解析を

試みた．wtTNFa では，Y87 が TNFR1 の L67・
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Fig. 3. Therapeutic EŠect of TNFR1selective Antagonist in GalN/TNFinduced Hepatitis Mice
Blood samples were collected 9 h after the challenge. Serum concentration of ALT (alanine aminotransferase) was measured (n＝35). Data represent the

mean±S.E. Statistical signiˆcance versus control mice was calculated by unpaired student's t test (p＜0.05).

Table 2. Survival Rate in GalN/TNF-induced Hepatitis
Mouse Model

Survival rate ()

PBS
TNF-T2 Anti-TNF-a

antibody
(20 mg)10 mg 30 mg 270 mg

0
(0/7)

33.3
(2/6)

33.3
(2/6)

50.0
(3/6)

20.0
(1/5)

After a period of 24 h, survival rates of the mice in the GalN/TNF-in-
duced hepatitis model were measured (n＝57). Data represent the mean
±S.E.
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L71 のアミノ酸と疎水的に相互作用してポケット構

造にはまり込むことで，TNFR1 との結合に重要な

役割を担っていると考えられている．TNFT2 はチ

ロシンがヒスチジンに置換されることで疎水的相互

作用を失い，ポケット構造にははまり込むことが不

可能になる一方で，TNFR1 中の S63・G64 と静電

的に相互作用することが予想された．以上のように，

Y87 の置換に伴う結合様式の変化がアンタゴニスト

活性の発現に重要な役割を担っている可能性が示さ

れた．現在，これら TNFa/TNF レセプターの構

造活性相関情報を基にして，更なる選択性及び有効

性に優れたアンタゴニストの開発や，14)ペプチド性

TNFR1 阻害剤のドラッグデザインに向けたアプ

ローチも進めている．

3. TNFR1 指向性アンタゴニストの炎症疾患モ

デルにおける抗炎症効果及び安全性評価の検討

上述のように，TNFT2 は，in vitro において優

れたアンタゴニストタンパク質としての特徴を有す

ることが明らかになったため，次に，TNF 関連急

性炎症モデルである GalN/TNF 誘発肝炎マウスを

用いて in vivo 抗炎症効果について検討した．投与

24 時間後のマウスの生存率について観察した結果，

GalN/TNF とともに PBS を投与した群では，全例

で死亡が確認された．また TNFa 中和抗体投与群

においても，生存率は 20％程度であった．一方で，

TNFT2 投与群においてはいずれの投与量群でも抗

TNFa 中和抗体投与群よりも高い生存率が認めら

れた．中でも 270 mg を投与した群においては，生

存率が 50％であり，その後の観察でもこれらマウ

スは 2 週間以上生存していた（Table 2）．また，投

与 9 時間後の血中 ALT レベルを測定した結果

（Fig. 3），PBS 投与群においては，ALT の顕著な

上昇がみられたものの，TNFT2 の投与により投与

量依存的に ALT 値の抑制が認められ，特に 270 mg

投与群においては有意な肝障害抑制効果が発揮され

た．以上の結果より，GalN/TNF 誘発性肝炎モデ

ルにおいて TNFT2 が肝炎抑制効果を示すことが

明らかとなった．

さて関節リウマチのような慢性炎症性疾患に対し

て TNFT2 を適用する場合には，より持続的な作

用が必要となる．そこで，体内安定性を向上させる

目的で，TNFT2 に水溶性高分子ポリエチレングリ

コール（PEG）を用いたバイオコンジュゲーショ

ンを適用した．なお，一般にタンパク質のバイオコ

ンジュゲーションでは，高分子によるアミノ基の修

飾がランダムに生じるため，著しい比活性低下を招

いてしまう．その点われわれは，野生型タンパク質

と同等以上の活性を保持したリジン欠損体を作製す

ることで，N 末端選択的にバイオコンジュゲーシ

ョンを行い，活性低下を招くことなく，体内安定性
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を向上させる手法を確立している．10)本手法を用い

て作製した PEGT2 は，TNFT2 と同等の in vitro

におけるアンタゴニスト活性を保持しつつ，血中安

定性が向上していることを確認している．作製した

PEGT2 を用いて CIA モデルに対する予防的及び

治療的効果の検討を行ったところ，既存の TNF 阻

害薬であるエタネルセプトと同等の抗炎症効果を示

し，さらに関節破壊も抑制可能であったことから関

節リウマチに対する優れた治療薬になり得るものと

期待される．また前述したように，TNFa は生体

が持つ感染防御機能に必須のサイトカインであるた

め，TNFa 阻害薬の使用においては免疫力の低下

に伴う感染症などの副作用を招いてしまう．特にノ

ックアウトマウスを用いた検討から，少なくともウ

イルスに対する免疫反応の誘導には，TNFR2 を介

した TNFa の作用が重要であることが示されてい

る．15)以上の点からわれわれは，アデノウイルス感

染 1 週間後の肝臓中のウイルス量を測定することで，

T2 及び既存の TNFa 阻害薬が生体防御機構に対

して及ぼす影響を比較検討した．その結果，エタネ

ルセプト投与群では，PBS 投与群と比較して顕著

にウイルス排除能が抑制されていることが示唆され

た．一方で，PEGT2 投与群では，PBS 投与群と

ほぼ同値を示しており生体防御機能に与える影響は

極めて少ないことが予想される．以上のように，わ

れわれは内因性 TNFa の TNFR1 を介した作用の

みを選択的に阻害し，既存の TNFa 阻害薬と同等

の抗炎症効果を示し得るほかに類をみないタンパク

性アンタゴニスト TNFT2 を創出することに成功

した．さらに TNFT2 は，生体が有する感染防御

機能を阻害しないことから既存の治療薬にかわる安

全かつ有効な自己免疫疾患治療薬となる可能性が示

された．

4. おわりに

近年，サイトカインや抗体を利用したタンパク質

医薬品が注目を集め，これらの生物学的利用能や薬

理効果の増強を目指した DDS 研究が各方面で行わ

れている．われわれは，このようなタンパク質医薬

品候補分子そのものに，標的指向性を付与する“分

子レベルの生物学的 DDS”と，機能性変異体に体

内安定性を付与する“全身レベルの高分子化学的

DDS”の融合開発が，タンパク質医薬品開発の目

指すべき 1 つの方向性であると確信している．本稿

では特に，炎症性疾患の発症に係わる TNFa をモ

デルとして，ファージ表面提示法を駆使した独自の

機能性人工タンパク質の創製システムを応用するこ

とで，“分子レベルの生物学的 DDS”として特定レ

セプターへの指向性を有したアンタゴニストタンパ

ク質の創出を行った．本研究によって，疾患に応じ

て特定レセプターへのアンタゴニストを使い分ける

ことで主作用の向上並びに副作用の軽減が可能であ

ること，さらに“生体レベルの高分子化学的 DDS”

としてバイオコンジュゲーションを適応すること

で，機能性人工タンパク質の医薬品としての安定

性・有効性を増強できる可能性を示した．さらに，

このような機能性人工タンパク質の創製テクノロ

ジーは，タンパク質の立体構造情報の解析を通じ

て，レセプターなど特定分子をターゲットとした低

分子化合物を設計するための試みにも貢献できると

期待される．今後，本研究で行ってきた機能性人工

タンパク質の作製基盤技術によって，レセプターの

シグナル伝達機構や活性中心となるアミノ酸配列な

どが明らかになり，これらの情報を利用した，より

安全かつ有効な医薬品開発が可能になるものと期待

している．
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