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バイオ医薬品の製造技術研究開発： 
国際基準に適合した次世代抗体医薬等の製造技術プロジェクト（後編）
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多様化する抗体医薬品の分子フォーマット

抗体医薬品は有効性が高く副作用が少ないため，多く
の疾患への適用が期待されており，高い成長率を維持し
ながら拡大を続けている 1)．これまでは少数の大型薬が
市場の大半を占めていたが，その市場構造は転換期を迎
え，現在は少量多品種化が進んでいる．現在上市されて
いるほとんどの抗体医薬品は，注射薬として開発される
完全長型のモノクローナル抗体が主流であり，中和活性
やADCC（antibody-dependent-cellular-cytotoxicity：
抗体依存性細胞傷害）活性，CDC（complement-dependent 
cytotoxicity：補体依存性細胞傷害）活性といった抗体
本来の特性が利用されている．一方で，がんに免疫細胞
を誘引する完全長型の二重特異性抗体の開発や，完全長
型抗体の分子構造の改変や断片化により高機能化した次
世代抗体医薬品の開発も活発化しており，今後，さまざ
まな機能を有する抗体医薬品の実用化が期待される 2)．

Fc領域を有さない低分子化された抗体であるFab型
抗体は，定常領域であるFc領域に由来するADCCや
CDC活性を有せず，中和活性を利用した医薬品として
開発が行われてきた．近年では，Fab型抗体からなる二
重特異性抗体の安定生産技術が開発され，血中安定性も
比較的長く優れた二重特異性抗体としての開発が期待さ
れている．さらに低分子化した分子フォーマットとして，
可変領域のみからなるscFvの開発も盛んに行われてい
る．また，scFvの二重特異性抗体としてDiabodyや
scFvをタンデム化した次世代型の低分子化抗体医薬品
の開発が活発になりつつある（図1）．タンデムscFvの
一つはすでに承認医薬品としても市場に供給され，高い
治療効果を上げている 3)．他にも3価以上のフォーマッ
トの低分子化抗体や完全長抗体と低分子化抗体の融合タ
ンパク質，低分子化抗体と酵素などの別の機能分子との
融合タンパク質などが開発され，抗体医薬品全体の多様
化が進んでいる．

次世代型抗体の精製技術

このように各種フォーマットの次世代型抗体医薬品開
発が進む中，その精製技術も多様化している．完全長抗
体の精製には，抗体分子のFc領域を特異的に認識する
抗体結合タンパク質であるプロテインAをリガンドとす
るアフィニティー担体（PA担体）の使用が主流となっ

ている．抗体医薬品の多様化に伴い，Fc領域を含まな
い抗体フォーマットやFc領域を改変した抗体フォー
マットなど，PA担体では精製できない次世代型抗体が
出現する中，その精製用担体の開発が求められている．

Fc領域を含まないFabやscFvなどの低分子化抗体は，
イオン交換クロマトなどの特異性の低い担体による精製
が必要なため，その精製プロセス開発には細かな条件設
定が要求される．低分子化抗体を特異的に精製可能なア
フィニティー精製用担体として，軽鎖可変領域（VL）
への特異的結合能を有するタンパク質であるプロテイン
L（以下，PL）をリガンドとするアフィニティー担体が
利用される（図2）．しかし，PLは 型軽鎖を認識するが
型軽鎖に結合せず，また，抗体種によってアフィニ
ティーが大きく異なりプラットフォーム化が困難であ
る 4)．Fab型抗体精製には，軽鎖の種類に依存せず重鎖
定常領域であるCH1領域を認識するタンパク質である
プロテインG（以下，PG）5)をリガンドとするアフィニ
ティー担体の利用が期待できるが，Fc領域と比較して
CH1領域への結合能が小さいため，結合容量が低いこ
とが課題となっている（図2）．抗体の各部位を認識する
ラクダ科重鎖抗体断片（VHH）をリガンドとする担体
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図1．低分子化抗体の分子フォーマット

図2．PGとPLの抗体認識部位
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も上市されているが，結合容量や溶出特性などの課題を
抱えている．現状，各種低分子化抗体の精製用アフィニ
ティー担体には課題があり，完全長抗体精製における
PA担体のような優れた高性能アフィニティー担体が存
在しない．多様な技術を駆使した次世代型抗体医薬品開
発の活性化が進む中で，精製工程プロセス開発の簡略化
に対応できる高機能な低分子化抗体精製用アフィニ
ティー担体が期待されている．筆者らは，野生型のPL
およびPGの弱点を克服することで，プラットフォーム
化に適した低分子化抗体精製用の高機能新規アフィニ
ティー担体の開発を行い，それらの製品化を行ってきた．

高機能プロテインL担体の開発

野生型のPLは 型軽鎖VL領域の相同性が比較的高
い領域に結合するが， 型であっても抗体種ごとに結合
能に大きな差があり，PL担体の吸着容量がターゲット
ごとに大きく異なることが課題となっていた．筆者らは，
より広範囲な抗体種に対して高い結合能を有する新規
PLリガンドの開発を目指し，分子設計と性能評価を繰
り返すことで，評価に用いた複数のFabに対する結合能
のばらつきがもっとも小さいPL改変体をリガンド候補
として取得した．このPL改変体をセルロース基材に固
定化し，高機能PL担体であるKANEKA KanCapTM L
を開発した（以下，KanCap L）．2種類のFabとDiabody
に対する動的結合容量（dynamic binding capacity：
DBC）を市販のPL担体と比較した結果，いずれの分子
種に対しても，KanCap Lは市販のPL担体と比較して
有意に高いDBCを示した（図3）．特にFab(B)は，市販
のPL担体での精製が困難であったが，KanCap Lは約
20 mg/mL-gelのDBCを示し，アフィニティー精製を含
む効率的な精製プロセスの構築が可能であることが分
かった．
次に，Fabの生産時に不純物としてその除去が課題と

なる軽鎖モノマー /ダイマーの除去性能の評価を行った．
Fabを組換え生産した酵母培養上清をKanCap Lに負荷
し，溶出条件のスクリーニングを行った．中性pHの吸

着条件では，Fabと軽鎖モノマー /ダイマーのいずれも
がKanCap Lに吸着するが，最適化した溶出pHによる
ステップワイズ溶出でFabと軽鎖モノマー /ダイマーを
効果的に分離可能あった（図4）．これは，KanCap Lリ
ガンドが野生型のPLよりも 型軽鎖に高い結合能を有
することで，軽鎖の数により各分子種の分離精製が可能
となったことによるものと考えられた．また， 型軽鎖
の数に依存した分離能は， 型軽鎖と 型軽鎖を含む二
重特異性抗体の精製への応用など，既存のPL担体やPA
担体では不十分であった分離精製に適用可能であると期
待できる．

高機能プロテインG担体の開発

野生型PGは，Fc領域への結合に加えCH1領域への
結合能を有するが，その結合が弱いために一般的には
Fabの精製には使用困難と考えられている 6)．そこで筆
者らは，ヒトFab（CH1）への結合能が向上した新規
PGリガンドの開発を行った．PG改変体ライブラリー
を設計し，再構成型無細胞タンパク質合成系を用いた in 
vitroスクリーニング法（“PUREfrex® RD”システム；ジー
ンフロンティア株式会社）により，野生型PGと比較し
てCH1領域に対する結合能（結合定数：KA）のアフィ
ニティーマチュレーションを行った．CH1領域への結
合能が向上した複数のPG改変体を取得し，その配列解
析により変異部位の特定を行った（図5）．
特定した複数の変異の組合せ評価を行い取得したPG
改変体をリガンドとしてセルロース基材に固定化し，高
機能PG担体であるKANEKA KanCapTM Gを開発した
（以下，KanCap G）．3種類のFab（ヒト化 IgG，キメラ
IgG，ヒトポリクローナル IgG由来）に対するDBCを市
販のPG担体（2種類）およびCH1領域へ特異的に結合
能する重鎖抗体断片VHHをリガンドとした担体（以下，
VHH担体）と比較した（図6）．その結果，いずれのFab
に対してもKanCap Gは市販担体と比較して有意に高い
DBCを示し，KanCap GはFabの効率的な精製プロセス図3．KanCap Lと市販PL担体のDBCの比較

図4．KanCap Lを用いたFabと軽鎖モノマー/ダイマーの分離．
［SDS-PAGE（非還元条件）M：マーカー，1：培養液上清，2：
負荷画分，3：洗浄画分，4：溶出画分1（pH 3.1），5：溶出画
分2（pH 3.1），6：溶出画分3（pH 2.5）］．
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の構築に汎用的に使用可能であることが分かった．
次に，組換え酵母を用いて生産したFabの効率的な 
精製法の開発検討を実施した．組換え酵母培養上清中 
にはFabの他に軽鎖モノマー /ダイマーが存在するが 7)，
KanCap GはCH1領域に結合し軽鎖モノマー /ダイマー
は吸着しない．よって，これら不純物は，負荷時に非吸
着画分で除去され，それに続く洗浄，溶出ステップで高
純度，高収率にFabの精製が可能であった（図7）．
また，KanCap Gは，CH1領域に結合するため， 型

軽鎖および 型軽鎖を有する両Fabを精製可能であると
期待できる． 型軽鎖を有するFabを大腸菌の菌体破砕
液上清に混合したモデル負荷液を調製し，KanCap Gを
用いた精製評価を実施した．非常に夾雑物が多い負荷液
からでも，ワンステップでFabの高純度精製が可能で
あった（図8）．

おわりに

筆者らはタンパク質アフィニティーリガンドの分子設
計と改変体スクリーニング技術を駆使し，従来のPL担
体およびPG担体の課題を克服した高機能担体として，
KANEKA KanCapTM LおよびKANEKA KanCapTM G
を開発した．これらの担体の使用により，低分子化抗体
だけでなく，二重特異性抗体などの次世代抗体の製造プ

ロセス構築に関し，アフィニティー精製をキャプチャー
工程とするプラットフォーム化プロセスの開発が可能と
なると期待できる．これらの成果により，次世代抗体医
薬品の研究開発期間およびプロセス開発期間の短縮・加
速が可能となり，優れた医薬品の早期開発を可能とする
ことで世界の健康に貢献していきたい．
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図5．In vitroスクリーニングにより取得したPG改変体とFab
への結合能

図6．KanCap Gと市販PG担体，市販VHH担体との比較

図7．KanCap Gを用いたFabと軽鎖モノマー/ダイマーの分離．
［SDS-PAGE（非還元条件）M：マーカー，1：培養液上，2：
負荷画分，3：洗浄画分，4：溶出画分］．

図8．KanCap Gを用いたFab（ 型軽鎖）の精製．［SDS-PAGE
（非還元条件）M：マーカー，1：培養液上清，2：負荷画分，3：
洗浄画分，4：溶出画分］．


