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Fab 型抗体等の低分子化抗体は次世代型抗体医薬品や診断薬として開発が進め
られおり、多様な分子形態が存在する。既存の低分子化抗体精製用アフィニ
ティー担体としてはプロテイン G（PG）やプロテイン L（PL）をアフィニティー
リガンドとした担体が知られている。しかし市販の PG 担体は、結合容量が十
分でないことに加え、試料負荷・洗浄工程での漏出により低回収率となること、
PL 担体は、溶出工程で低 pH 条件を要することや、精製対象の低分子化抗体が
κ 軽鎖型であっても結合容量が低い場合があること等が課題となり、プロテイ
ン A 担体の様なプラットフォーム型製造プロセスへの適用は実現していない。
そこで私たちは上記の課題を解決し、工業的に使用可能な担体開発を目指して
いる。
まず私たちは PG に着目し、PG が持つ Fab 中の重鎖定常領域に対する弱い結合
能の向上を試みた。PG 改良法としては、リボソームディスプレイ法による in
vitro screening 法を利用した。変異導入と濃縮のサイクルをまわして選抜を行っ
た結果、Fab への結合定数が野生型 PG と比較して 100 倍程度向上した複数の
改変体の取得に成功した。取得した改変型 PG を固定化した担体は Fab 精製回
収率が 90%以上となり、回収率が 10%未満であった市販 PG 担体に対して大幅
な回収率向上を確認した。さらに、改変型 PG を固定化した担体は Fab に対し
て高い結合容量を示した。
これらの結果から、アフィニティーリガンド開発における本 in vitro screening 法
の有用性を示した。また取得した改変型 PG をリガンドとする担体により、Fab
精製における新しいプラットフォーム化技術の構築を期待できる。
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【背景と目的】ガンや自己免疫疾患の治療薬として抗体医薬品が開発され、近
年、市場が大きく拡大している。しかしながら、分子量 15 万の巨大分子である
抗体を高品質かつ安定的に製造することは現在でも容易なことではない。特に
Fc 領域の 2 カ所に結合する N-型糖鎖は多様性に富み、本糖鎖構造の違いによ
り免疫細胞上の Fc レセプター（FcR）との結合性が変化し、医薬品の薬効に影
響することが数多く報告されている。そこで、FcR をリガンドとしたアフィニ
ティ分離剤を用いれば抗体を糖鎖構造に基づいて分離可能となり、糖鎖構造の
バラつきを抑えた、安定かつ高品質な医薬品製造が実現できると考え、Fc レセ
プターを用いた抗体精製用アフィニティ分離剤の開発を実施した。

【方法】進化工学法により FcR のアミノ酸配列を改変し、耐酸性 FcR を開発し
た。本 FcR を大腸菌にて調製後、分離剤用ゲル粒子（トヨパール）に固定し
FcR 固定化分離剤を調製した。また、本分離剤に適した抗体精製方法として、
酢酸緩衝液（pH4.7）とグリシン緩衝液（pH3）によるグラジェント溶出法を構
築した。

【結果】モノクローナル抗体を用いて FcR 分離剤によるクロマト操作を行った
結果、大きく 2 つのピークに分離した。これらのピークを分取し糖鎖構造解析
を行った結果、両者の糖鎖構造分布に大きな違いを見出した。
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副作用の少ない抗体医薬品製造プロセスにおける分離・製造工程の技術革新が、
その安全性・信頼性の向上には重要であると考える。現在、その分離・精製工
程においては、天然型のプロテイン A をリガンドとするアフィニティ・クロマ
トグラフィーが用いられている。溶出操作を行う際に、酸性溶液(pH=2∼3)を使
用する必要があり、抗体が変性または凝集することが問題である。
本研究では、ヒト免疫グロブリン(Ig)G1 抗体に対する天然型プロテイン A の B
ドメイン（PAB）の相互作用を改変させたリガンドタンパク質(改変型 PAB)を
設計し、これまでよりも穏和な条件で抗体溶出を可能とするアフィニティ・カ
ラムを作製することを目的とする。天然型 PAB が IgG1 抗体と結合した複合体
の X 線結晶構造解析データを用いて、相互作用界面にある PAB のアミノ酸変
異導入部位を決定した。変異導入をヒスチジン残基に限定し、改変型 PAB のラ
イブラリーを作製した。コンビナトリアル・スクリーニングによって、IgG1 に
対する結合力が pH の変化に対して天然型より感受性が高い改変型 PAB の配列
情報を取得した。これまでの PAB 変異体と IgG の相互作用解析の情報と取得し
た配列の統計解析を用いて、これまでよりも高い pH で抗体溶出できる改変型
PAB を作製した。そして、その改変型 PAB をアフィニィ・クロマトグラフィー
のリガンドとして用いた際の、モデル抗体の分離・精製の結果について報告する。
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【背景と目的】
抗体医薬品は効果が高く副作用が少ない医薬品として期待されているが、種類
によってはアフィニティ精製する際に凝集体が形成されたりする等の問題があ
る。また、今後開発が進むことが予想される低分子化抗体に関しては、より高
性能のアフィニティ担体が望まれる。そこで、よりマイルドな条件で全長抗体
を精製することが可能なリガンド蛋白質や、低分子化抗体により親和性の高い
リガンド蛋白質を開発するために研究開発を進めてきた。

【方法】
プロテイン A やプロテイン L の抗体結合ドメインを配向制御固定化できるよう
に改変した後、その変異体ライブラリーを作製し、抗体に対する親和性や酸溶
出の容易さ等を解析した。

【結果】
酸溶出の容易なリガンド蛋白質に関しては、目的の性質を持っているリガンド
を複数選抜でき、それらをダイソー製の担体に固定化することによって、より
マイルドな条件（pH=4.5）で全長抗体を精製することが可能な担体を開発する
ことができた。また、低分子化抗体精製用のリガンドに関しては、選抜したリ
ガンドを固定化することによって、約 1 割吸着容量の高い担体を作製すること
ができた。
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