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酵母を用い た抗体生産

黒 田　康介 ・ 小林　和男 ＊

　最近，世界中 の 製薬企業で 抗体医薬 の 開発が進め られ

て い る．そ の 中 で生産 コ ス トの抑制は課題と な っ て お り，

組換え 抗体を安価に生産す る生産系の確立 が望ま れ て い

る．抗体医 薬を安価に 生産で き る よ う に な れ ば，現在，

癌疾患などの限られた領域で の開発が 先行して い る抗体

医薬に つ い て，適用 ・∫能な疾患領域が 広が る可能性があ

る．代替宿主 の候補としては，大腸菌な どの バ クテ リア，

カ ビ な どの 真菌類，植物 （細胞），昆虫細胞な どがあるが，

動物細胞 以外の宿主で抗体全長を大量 に生産した例はほ

とん どない ．

　我 々 は こ れまで に メ タ ノール資化性酵母θgα溜 α 疵 η〜磁

を用 い て，1）ア ス パ ラギン 結合型 （N 一型）糖鎖改変酵

母 の育種 b，2）プ ロ テ アーゼ破壊株育種 2），に よ る抗体

生産を検討して きた が ，十分な質 ・量を確保で きる系を

構築す る に 至 っ て い なか っ た，

酵母を用 い た抗体生産 における課題

　抗体に付加される酵母特有の糖鎖　　酵母 に 抗体遺伝

子 （軽鎖 ・ 重鎖） を導入 した 場合，軽鎖 （Lc）は 培養液

中に 多量に 分泌 される，　
・
方，重鎖 （Hc ）はほ とんど分

泌 さ れず，わずか に 分泌 された重鎖分子 に つ い て も，異

常な糖鎖修飾を受けて お り，1）N 一グリカナーゼ消化に

耐性であ る こ と，2） Fc 領域 を生産 した場合で は見られ

ない こ と，3） Fab領域 には N 一型糖鎖付加部位は存在し

ない こ とか ら，0 一グリコ シ ル 化 を受 けた分子 と し て 分泌

さ れ て い る こ とが解 っ た ．結果的に会合抗体 （Hc2 　Lc2 ）

は ほ と ん ど存在 して い なか っ た （図 D ．
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図 且，酵母 に て 生産 した抗体に イ亅加 され る特有の 糖鎖．（A）抗F⊂

抗体 に よる重鎖検 出，〔B） 抗 κ 抗体 に よ る軽 鎖検 出，Lane　1，2：

動物細胞，3，4：Pmtp 阻害剤未添加．5，6：Pmtp 阻害剤添加．　 L
3，5：N 一グ リカナーゼ未処理．2，4，6：N一グ リカナーゼ 処理．
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図 2，酵母に お け る θ一型糖鎖付加機構，酵母で は ER で 最初の 0一

型 糖鎖 が付加 され る．

　酵母 に おける 0一型糖鎖形成機構　　0 一型糖鎖形成 機

構 は，動物細胞 と酵母細胞 に お い て大き く異な っ て い る

〔図 2）．動物細胞に お い て は，ゴ ル ジ体に て セ リン ・ス

レ オ ニ ン （9．　ertThr ）残基に まずN 一ア セ チル ガラ ク トサ

ミン （GalNAc）残基 が 付加 さ れ，さ ら に ガ ラ ク ト
ース

（Gal），シ ア ル酸 （NANA ）な どの糖が付加され，多様な

分岐構造 を形成す る，一方，酵母 に お い て は，小胞体 （ER ）

膜に局在する pl
’
oteilコーO −mannosyltransferasc （Pmtp） に

よ り，マ ン ノー
ス 残基が付加 され，さらに ゴ ル ジ体に て

マ ン ノシ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼに よりマ ン ノー

ス 残基が

付加 さ れ る，

　 こ の酵母特有の 0一マ ン ノース型糖鎖は，タ ン パ ク質の

フ ォ
ール デ ィ ン グ，多量体形成 の 場 で あ る ER に お い て

起 こ る こ とか ら，抗 体軽鎖 ・重鎖の 会合形成を阻害する

こ とが示唆され．さらに こ の 異常な糖鎖は ヒ トに対する

抗原性 の 増大，安定性 の 低下，抗原や Fc レ セ プ ターとの

結合能 の 低下を及ぼす可能性があ る．したが っ て酵母を

用 い て 医薬品用途の抗体を生産する に は，こ の θ一マ ン

ノース型糖鎖を除去する こ とが必要であると考 えた．

酵母特有の （）型糖鎖を抑制 した抗体生産

　Pmtp 活性阻害剤を用い た 0 型糖鎖の抑制　　上 記の

酵母特有の 0一マ ン ノース 型糖鎖を抑制す る方法として

は，D 付加部位 で あ る セ リ ン お よ び トレ オニ ン 残基 を

他 の ア ミ ノ酸 へ 置換 した抗体遺伝了
一
の 作製 2）Pmtp 活

＊ 著者 紹 介　キ リン フ ァ
ーマ （株 〕 生産 技 術研 究 所 〔！：任 研究 員）　E−mail ： kkobayashi（tSkirin．cojp
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図3．PMT 阻害剤に よる 0 型糖鎖の抑制．（A〕 抗 Fc抗体に よ る

重鎖 検 出、（B〕 抗 κ 抗体 に よる 軽鎖検 出．Lanc 　l： 動物 細胞 2：

Pm1P 阻 害剤未添加、3； Prntp 阻害剤添加 ．

鰤 酵鞭 　 　 榊

図 5．精製された 酵母生産抗体．（A ）還 元条件 ドで の SDS−PAGE ，
〔B）非還 元条件下 での SDS −1）AGE ．　 Lanc 　L　2：動 物細胞，3，4 ； 酵

母細胞 1，3：N 一グ リカ ナ
ーゼ未処 理 2，4：N一グ リカ ナ

ーゼ処 埋
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図 4．0 型糖鎖抑制に よ る 抗体生産性の 増加．（A ） EnVision に よ

る抗体定量方法，〔B）0 型糖鎖抑制剤 〔R3AD ） の 有無に よ る培

養上 清の 抗 体定量 結 果．
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図 6．抗原 へ の 結合活性，■ ：元株＋ 1’mtP 阻害剤 ⊂：：PM ア 遺伝

子 破 壊 株 ＋ Pnitp阻 害剤、驫 ：動物 細胞．

性を抑制する酵素阻害剤の 添加培養，3） PM71 遺伝子を

抑制 した株 の 育種 が 考え ら れ る，まず Pmtp 活性阻害

剤 （R3AD ）：1）の 培地 中へ の 添加培養 を検討 した．培養液

に 分泌 された抗体を分析 した と こ ろ、抗体 へ の 0 一グ リコ

シ ル化が抑制され （図 1），会合体形成が効率的に起 こ っ

て い る こ とを 確認 した （図 3），

　Pnltp活性阻害剤 に よ り〇一グリコ シ ル化が抑制 した場

合，会合抗体 の 分泌量 も増加 して い た．また細胞内の 会

合抗体も増加 して い た とこ ろか ら，抗体軽鎖一重鎖 の 会

合効率を増加 さ せ る こ と に よ り，プ ロ テ ア ソーム な どに

よ る 分解を抑制 して い る こ とが 示唆 され た，あ る稀の 抗

体で は 小 ス ケ ール で 数十 mgfl レベ ル の 分 泌 生産 が 3 凵以

内の 培養で可能で あ っ た （図4）．

　PMT 遺伝子抑制に よ る 0 型糖鎖の 抑制　　酵母に お

い て PmtP は，タン パ ク質の 活性発現 ・局在，さ らに細

胞壁 を形成す る マ ン ノ プ ロ テ イン の 合成 に 関与す る 重要

な酵素である，この Pmq 〕 を コ
ー

ドする PM7 遣 伝子 は実

験酵母におい て 6 遺伝子が 見い だ され て い る，今回使用

した メ タ ノール 資化性酵母Og ご洳 齟 測 η鷹 に お い て も，

ゲ ノ ム の ドラ フ トシ ーク エ ン ス の 結果か ら，5 種の遺伝

子を見 い だ した ，そ こ で これ ら の PMT 遺伝子の破壊株ま

たは発現抑制株を作製し，抗体遺伝子を導入 し生産 した

とこ ろ，い くつ か の 株 に お い て θ一グリコ シ ル 化 の 抑制，

会合抗 体の増収効果が 見られた．また Pmtp 阻害剤との

相乗効果を 示す株も存在し た，培養液中に 分泌 さ れ た 抗

体はプ ロ テイ ン A 樹脂をべ 一ス とした
一
般的な方法で精

製す る こ とがで きた （図5）．

　精 製 された 抗体 の 抗原結 合活性 を測定 した と こ ろ，

Pmtp 阻害剤添加培養単独 で は十分な結 合活性を有 さな

い 抗体種 もあ っ た．一方，あ る種 の PM71 遺伝子破壊 ・抑

制株で は単独 　ま た は Pmtp 阻害剤添加 との 相乗効果 に

よ り，動物細胞の生産する抗体と 同等の結合活性を有 し

て い た 例 もあ っ た （図 6）．

まとめ

　小胞体における酵母特 有 の 0一グリコ シ ル 化 は，抗体 の

重鎖 と軽鎖 の 会合による，適切な立体構造 の 形成お よび

分泌過程を阻害する こ と，この現象が酵母で の 抗体製造
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図 7．酵 母 に お け る 0 型 糖鎖抑 制 に よる 抗休生産

に お け る 主課題の 1 つ で あ る こ とが解っ た．今回い くつ

か の 方法 を用 い る こ とによ り，θ一グリコ シ ル 化 の 抑制

が，酵母を用 い た 高品質 ・高収量 の 抗体生産 に 効果的 で

あ る こ と を示 した （図 7）の．

　今回の検討に よ り，酵母 を 用 い た 医薬品用途 へ の 高品

質な抗体生産 の 可能性を示 した，さらに酵母特右の 0一グ

リコ シ ル 化 の 抑制手法は抗体の みな らず，他 の 医用タン

パ ク質生産 へ の 応用が可能 と考え られた．

　本研究は NEDO 〔新エ ネ ル ギ
ー・産業技術総合開発機構〕 の 助

成 事業 「バ イオ プ ロ セ ス 実用 化開 発プ ロ ジ ェク ト （平成 16年〜18

年度 ）L 助成 事業名 「ヒ ト適応型 糖鎖生 産 メ タ ノ
ー

ル 資化性 酵母

（ヒ ト型酵 母 ） に よ る糖 タ ン パ ク質生産 プ ロ セ ス 実用 化」 と して，

独 立 行政 法 人 ・産業技 術総 合研究 所 と 共 同 で実 施 さ れ た．

　現在，N 一型糖S”　
5）．0 一型 糖鎖

6）を ヒ ト適応型 糖鎖へ 改変す る 技

術を確立 し．酵母で の タ ン パ ク生産技術 を洗練 して い くべ く，第
＝ 一共  をパ ートナー

に 加え研究開発を推進 して い る．
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’
生態

tt
とい う言 葉 と聞 く と，多 くの 人は 動 物や 植物の 生態 を 思 い 浮か べ る の で は な い か と 思 う，しか し，本書で い う

’唱
生

態
”

は、少 しその意味す る と ころが違 う．本書で い う
’
生 態

”
は物質の循環を指 してお り，生物学 の 分 野 であ る

”
生態学

”
を

指 して い るの では ない．

　今凵，環境問題 （地 球温暖化 ・環境ホル モ ン な ど） やエ ネル ギー
問題が 大き く取 り Lげ られ て い る．CO2 排出 規制や石 油

の 高 騰 とい っ た問 題 が連 N マ ス コ ミで取 り上 げ られ て お り，誰 もが 無 関心 で はい る こ とが で きな くな っ て い るの も事 実 であ

る．こ の よ うな社 会背 景 の も と，co ，排 出の 少な い ク リーン で，化 石 燃料 消 費 の 抑 え られ た 社 会構 造 を 作 る た め の 技 術 開 発

の コ ン セ プ トが 本書で 述べ られ て い る，化石燃料 は，エ ネル ギーと して だ け使われ て い る の で は な く，物質生産の た め の 原

材
’
料 と して も重要で ある，また，CO1 は 人が 生活 をすれば必 ず廃棄物が 出て くる．こ の 廃棄物の 処理過程で 放 出 され て くる．

この よ うな事実か ら．本書で は，効率の よい 循環型 （リサ イ クル ）社会を どの よう に して作 っ て い くのか を 中心 に述べ てい る．

　生 物工 学 分 野 の 立場 か ら言 え ば，研究 者や学生 が 興 味を持つ と思 わ れ る 事項 と して
「生 分解性高分∫」 が 挙げ られ る．本

書で も 当然 こ の 話 題 に つ い て 取 り 上 げ られ て い る．また ，「バ イ オ レ メ デ ィ エ ーシ ョ ン 」や 「バ イ オ マ スの 利 用」 な どに っ い

て も触 れ られて お り，今の 時 代 の 要 求 す る ほ とん どの 事項 に つ い て広 く解説 が な され て い る．た だ，こ の よ うに 広 い 分野の

解説が あ る反面．誌面の 都合 もあ り．あ ま り深い 解説 とはな っ て い な い こ と も事実で あ る，

　本書は、まず リサ イ ク ル 社会に つ い て 考え る ときの 入門 書 と して 利 用 す る に は，全体 を鳥瞰 で き るの で適 した書籍 であ る

とい える，本書 を き っ か けに ，さ らに 深 く勉強 を と考 えた な ら，本 書に 挙げられ てい る参 考 書な どで勉強 され る こ と を勧 め る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 〔長浜バ イ オ 大 学　川瀬雅也）
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