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論 　 文 　 内 　 容 　 の 　 要 　 旨

ヒトイムノグロブリンG1（IgG1）は，癌細胞などの標的細胞に特異的に結合する抗体の性質を利用することにより，低

い副作用で高い薬理効果を発揮する分子標的薬として臨床応用されている。しかし，現行の抗体医薬の問題点として，組換

えIgG1分子のFc領域に付加されたN-グリコシド結合型糖鎖の還元末端のN-アセチルグルコサミン残基にL-フコースが結

合しているために，抗体のエフェクター細胞に対する結合性が低下し，その結果として主要な薬効のひとつである抗体依存

性細胞性細胞傷害活性（ADCC）が最大に発揮されないことが指摘されている。従来より，著者らによってフコース非結合

型抗体の生産システムが開発されてきたが，フコース非結合型抗体が持つN-グリコシド結合型糖鎖の基本構造がADCCに

どのような影響を及ぼすかは明らかではない。そこで本研究では，フコース非結合型抗体の糖鎖の基本構造，すなわち，複

合型，混成型，高マンノース型の違いが抗体生物活性に及ぼす影響を定量的に解析し，ヒトIgG1のFc領域の糖鎖が有する

生物学的機能を明らかにした。さらに，完全にフコース修飾を欠いた宿主細胞株として，GDP-フコース合成酵素GDP-

mannose 4,6-dehydratase遺伝子（GMD）をノックアウトしたチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞株を新規に樹立

し，糖タンパク質医薬の製造に適用可能であることを示した。

第一章では，糖鎖合成経路に既知の変異を有する哺乳類細胞株と糖鎖プロセシング阻害剤を組み合わせて使用する方法を

開発し，３種類のフコース非結合型糖鎖を持つ抗体，すなわち，高マンノース型糖鎖抗体，フコース非結合混成型糖鎖抗体，

フコース非結合複合型糖鎖抗体を，他の糖鎖構造を有する抗体分子の混入を排除して調製することに成功した。さらに，本

法によって得られた糖鎖改変抗体を用いて，種々の抗体生物活性，すなわち抗原結合活性，Fcγ受容体Ⅲa結合活性，

ADCC，補体C1q結合活性，CDC，Fc neonatal受容体結合活性，および in vivo血中動態の比較解析を行った。その結果，

フコース非結合型抗体の糖鎖が高マンノース型もしくは混成型の場合には，ADCC，CDCおよび in vivo血中半減期が低下

することを明らかにした。これらの知見は，抗体の糖鎖の非還元末端側構造がFc領域全体の立体構造に影響を及ぼしてい

ることを強く示唆するものであり，ヒトIgG1の構造生物学と抗体工学の領域に寄与する基礎情報を与えるものであった。

これまでに，完全なフコース非結合型抗体の製造が可能な哺乳類細胞宿主株としては，α1, 6-フコース転移酵素遺伝子
（FUT8）をノックアウトしたCHO細胞のみが知られている。しかし，哺乳類細胞におけるフコース付加糖鎖の発現には，

最終段階のフコース転移酵素以外にもGDP-フコースの合成や輸送を担う複数の酵素が関与していることから，完全なフコ

ース非結合型抗体の生産を可能にする標的遺伝子が，FUT8以外にも存在する可能性が考えられる。そこで第二章では，

RNA干渉法を用いて，フコース代謝経路に関わる酵素の遺伝子から標的遺伝子を探索した。その結果，GDP-フコースのゴ

ルジ内腔への輸送を担うGDP-fucose transporterの遺伝子GFTは標的として不適当であり，de novo経路でGDP-フコー

ス合成の初発段階を担うGDP-mannose 4,6-dehydrataseの遺伝子GMDが好適である可能性が示唆された。そこで，レン

ズマメレクチン（LCA）や麹菌レクチン（AOL）等のフコース特異的レクチンを用いて細胞の表現型スクリーニングを行

い，工業的に汎用されているCHO/DG44株から新規なGMDノックアウト細胞株を単離することに成功した。さらに，無
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血清培地を用いたフェドバッチ培養により，このGMDノックアウト細胞株が完全なフコース非結合型糖タンパク質医薬の

製造に適用可能であることを示した。

以上，抗体のFc領域のN-グリコシド結合型糖鎖に対するフコース修飾と糖鎖の基本構造が，抗体分子の生物活性に広く

影響することが明らかとなった。本研究で得られた知見を含む最近のいくつかの研究結果から，糖タンパク質におけるフコ

ース修飾が，生体内で重要な役割をしている可能性が示された。一方，このような状況のなか，フコース修飾を完全に削除

した糖タンパク質を生産するための新規な宿主細胞が樹立され，さらには，糖鎖に対するフコース修飾の有無を簡便に識別

できる新規レクチン（麹菌レクチンAOL等）の開発なども行われている。今後も，生命科学の重要な一領域として，生体

内における糖鎖機能の解明がさらに進展し，そこから得られた知見を基礎にして，新しい医薬品や診断法の開発等の応用が

なされていくことが期待される。

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文の著者は，フコース非結合型ヒトイムノグロブリンG1（以下，抗体と称する）のFc領域のN-グリコシド結合型

糖鎖の基本構造が抗体分子の生物活性，特に抗体医薬の薬理活性に重要なエフェクター機能と in vivo血中半減期に及ぼす

影響に着目し，定量的な解析を行った。

これまでに，抗体糖鎖のフコース修飾が抗体の抗原結合活性とCDC活性（補体依存性細胞傷害活性）には影響せず，

ADCC活性（抗体依存性細胞性細胞傷害活性）の用量効力を数十倍から数百倍低下させることが分かっている。本論文の

著者は，高いADCC活性を有するフコース非結合型抗体のFc領域の糖鎖基本構造，すなわち複合型，混成型，及び高マン

ノース型の違いが抗体エフェクター機能と in vivo血中半減期に与える影響を解析し，以下の５つの点を明らかにした。Fc

領域の糖鎖の基本構造が複合型から混成型あるいは高マンノース型に変化すると，（１）抗体FcとFcγ受容体Ⅲaの結合ア

フィニティーが約２分の１に低下する，（２）ADCC活性の用量効力が２分の１から５分の１に低下する，（３）抗体Fcと

補体C1qの結合性が低下する，（４）CDC活性の用量効力が数分の１に低下する，（５）マウス in vivo血中半減期が30～

60％に短縮される。上記の（１）～（４）はフコース非結合混成型糖鎖結合抗体と高マンノース型糖鎖結合抗体でほぼ同等の

活性であったが，（５）の血中半減期は高マンノース型糖鎖結合抗体がフコース非結合混成型糖鎖結合抗体の約２分の１ま

で低下することも明らかにした。本論文の著者はこれらの結果を総合的に考察し，抗体Fc領域の糖鎖は，その還元末端側

構造と非還元末端側構造の相違によって抗体生物活性に及ぼす影響が異なると結論づけた。つまり，抗体Fc領域の糖鎖の

還元末端側構造（フコース修飾の有無）は主にADCC活性により強く影響し，非還元末端側構造（糖鎖基本構造の差異）

は主にCDC活性と血中半減期により強く影響することを明らかにした。以上の知見は，生命科学領域における糖鎖機能解

析研究，分子免疫学研究及び抗体工学研究に対して重要な基礎情報を与えるものである。

さらに本論文の著者は，完全にフコース修飾を欠いた糖タンパク質医薬の製造に適用可能な宿主細胞株として，細胞内

GDP-フコース合成酵素であるGDP-mannose 4, 6-dehydrataseの遺伝子GMDをノックアウトしたチャイニーズハムスター

卵巣（CHO）細胞株を新規に樹立した。さらに，このGMDノックアウト細胞株について，フコース特異的なレンズマメ

レクチンや麹菌レクチンを使用した表現型の解析，細胞内のGDP-フコースを定量することによる代謝解析，サザンブロッ

ト解析等による遺伝子型解析などを行った。その結果，GMDゲノム遺伝子のエクソン5，6，7のインフレーム欠失によっ

てGMDタンパク質が酵素活性を完全に喪失すること，GDP-フコース合成de novo経路が完全に遮断されるとフコース特

異的レクチンに対し陰性を示すこと，GDP-フコース合成サルベージ経路の活性は残っていることを明らかにした。また，

無血清培地を用いたフェドバッチ培養法で培養することによりGMDノックアウト細胞株が完全なフコース非結合型の糖タ

ンパク質医薬の製造に適した宿主細胞であることを示した。以上の知見は，生命科学領域における糖代謝研究，細胞育種研

究及びさまざまなフコース非修飾型糖タンパク質医薬品の開発研究に対して重要な基礎情報と研究ツールを与えるものであ

る。

このように本論文の研究は，抗体のFc領域に付加する糖鎖の生物学的機能を解明するとともに，得られた知見を用いて

高活性型の次世代抗体医薬の開発といった応用面への結果にも結び付けた有意義なものであり，生命科学領域における基礎

研究と応用研究の双方の分野において重要な貢献を成すものである。



―2159―

よって，本論文は博士（生命科学）の学位論文として価値あるものと認めた。なお，平成19年９月４日，論文内容とそれ

に関連した分野にわたり口頭試問を行った結果，合格と認め，博士（生命科学）の学位を授与される学力が十分にあるもの

と認めた。




