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要旨 

ヒトの生体内では、日々数千億もの細胞が生まれ、死に、そして貪食細胞によって体内か

ら除去されている。アポトーシスを起こした死細胞は細胞膜外葉にホスファチジルセリン

(PtdSer)を”Eat-me”シグナルとして露出する。貪食細胞は、自身の細胞膜に発現する貪食受

容体の MerTK と、それに結合する血清タンパク質であるプロテイン S(ProS)を介して死細

胞上の PtdSer に結合、認識し、貪食を引き起こす。この死細胞貪食機構は、毎日数千億個

もの死細胞を除去することができる優れた不要細胞除去機構である。 

一方で、加齢とともに、本来不要な細胞が細胞死を起こせず体内に蓄積し疾患を発症する。

生体内からこれらの不要な細胞（がん細胞や自己免疫細胞等）を除去する多くの優れた技術

がこれまで開発されてきた。例えば、低分子化合物は、がん細胞のチロシンキナーゼを阻害

し、がん細胞を殺傷する。また、標的細胞と T 細胞を会合させる二重特異性抗体は T 細胞

による標的細胞の殺傷を誘導する。さらに、細胞療法である CAR-T 細胞は、遺伝子工学的

にキメラ抗原受容体(CAR)を発現させた T 細胞が標的細胞を殺傷する。しかしながら、こ

れらの治療法が効かない病態や、未だに治療法が確立されていない疾患は依然として多い。

そこで本研究では、新たな治療法開発を目的として、上記の生体が持つ優れた死細胞除去機

構に着目し、標的とする不要細胞を除去するための新規モダリティの開発を目指した。 

本研究では、MerTK と PtdSer の両方に結合し、貪食を誘導する貪食誘導分子 ProS の機

能に着目し、PtdSer 結合モチーフを標的分子結合分子に置き換えることで、ProS の標的細

胞をアポトーシス細胞から任意の不要細胞とする改変を行った新規貪食誘導分子 Crunch 

(Connector for Removal Unwanted Cell Habitat)を設計した。はじめに、遺伝子工学的アプ

ローチにより、実験に十分な量の Crunch タンパク質を調製するプラットフォームを構築し

た。標的細胞モデルにおいては、 GFP ナノボディを融合させた Crunch (GFPNb-Crunch)

によって GFP を細胞表面に発現した細胞を不要細胞として除去する実験系を構築し、Proof 

of concept の達成を目指した。GFPNb-Crunch は、培養系において、ProS と同様に標的細

胞存在下で MerTK の二量体化、リン酸化、シグナル誘導を行い、貪食を誘導することが確

認された。さらに、GFP を細胞表面に発現する脾細胞、悪性黒色腫の移植モデルにおいて、

GFPNb-Crunch がモデル不要細胞を貪食によって除去することが確認された。次に、

Crunch が内在性の因子を標的化可能か確認するため、B 細胞表面に発現する CD19 および

悪性黒色腫の細胞表面に発現する TYRP1 を標的とした scFv を融合する scCD19-Crunch、

scTYRP1-Crunch を作製し、全身性エリテマトーデスモデル、悪性黒色腫担癌モデルで薬効

を評価したところ、病態の有意な改善が確認された。また、Crunch の治療応用性を目的と

して、薬物動態試験や安全性試験、ヒト応用性試験を行い、Crunch の薬物特性を確認した。 

本研究は、新規貪食誘導分子 Crunch を設計し、製法の最適化、培養細胞における薬物メ

カニズム試験、マウスモデルでの複数病態モデルを用いた薬効評価、薬物特性の評価、ヒト

応用性の Proof of Concept を行い、新規不要細胞除去ツールとして新たな治療法開発に貢

献するできる点において意義があると考える。 
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略語表 

PtdSer：Phosphatidylserine 

MerTK：Tyrosine-protein kinase Mer 

ProS：Protein S 

CAR：Chimeric Antigen Receptors 

Crunch：Connector for Removal Unwanted Cell Habitat 

EGF：Epidermal growth factor 

SHBG：sex-hormone-binding globulin 

scFv：single chain variable fragment 

ADCC：Antibody-dependent cellular cytotoxicity 

CDC：Complement-dependent cytotoxicity 

GFPm：Membrane expressing GFP 

OVA：OVAlbumin 

GFPNb-Crunch：Crunch fused with GFP nanobody 

scGFP-Crunch：Crunch fused with GFP scFv 

scCD19-Crunch：Crunch fused with mouse CD19 scFv 

scTYRP1-Crunch：Crunch fused with human/mouse TYRP1 scFv 

FACS：Fluorescence-activated cell sorting 

LPS；Lipopolysaccharide 

ADA：anti-drug antibody 

DSF：Differential Scanning Fluorimetry 

sfGFP：superfolder GFP 

aXkr4：activated-Xkr4 

AAV：Adeno-associated virus 

SLE：Systemic Lupus Erythematosus 

TAM：Tyro3, Axl, MerTK 

CAF：Cancer-Associated Fibroblast 

MFI：Mean Fluorescence Intensity 
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第１章 序論 

1-1 不要細胞の蓄積と疾患、ホスファチジルセリンを介した死細胞貪食機構 

 我々の生体内では、毎日数千億を超える細胞が生まれ、細胞死および貪食細胞により排除

されている(1)。胸腺での選択や、リンパ球による標的化、老化などなんらかの要因でアポ

トーシスを起こした死細胞は、細胞膜外葉にホスファチジルセリン(PtdSer)を”Eat-me”シグ

ナルとして露出する(2)。貪食細胞はこの PtdSer を速やかに認識し、貪食を行い、そして死

細胞を分解する(3)。この迅速な死細胞貪食機構は、死細胞の内容物の放出による炎症を抑

え、組織の恒常性を維持し、我々の身体の健康を支えている。この死細胞貪食機構には、マ

クロファージや樹状細胞といったプロフェッショナルな貪食細胞だけではなく、内皮細胞

や上皮細胞、繊維芽細胞などのノンプロフェッショナルな貪食細胞も参加しており、生体内

の様々な場所で、多くの細胞が参加することで毎日数千億個の死細胞を処理している非常

に優れたシステムである。この死細胞貪食機構の破綻は不要細胞の蓄積を引き起こし、疾患

の引き金となる。例えば、アポトーシスによる排除を逃れた自己免疫性リンパ球の蓄積は、

自己免疫性疾患を引き起こす。老化細胞や、機能変異細胞、死細胞の蓄積は、臓器の機能低

下や、がんなど疾患の原因となる(4–6)。 

 

1-2 不要細胞除去のための既存技術 

生体内からこれらの不要な細胞（がん細胞や自己免疫細胞等）を除去する多くの低分子化

合物や抗体が医薬品として上市されてきた。例えば、低分子化合物は、がん細胞のチロシン

キナーゼを阻害し、がん細胞を殺傷する(7)。抗体による標的化は、抗体依存性細胞傷害活

性(ADCC)や補体依存性細胞傷害活性(CDC)を、標的分子を発現する細胞(がん細胞など)に

特異的に引き起こさせることで、標的細胞を殺傷する(8, 9)。しかしながら、低分子化合物

は標的細胞特異性を持たないため副作用の可能性が大きく、また抗体は標的化する分子の

種類が限られていることや ADCC や CDC の殺傷能力の限界から、これらの医薬品開発の

壁が存在していた。 

この問題を解決するため、多くの優れた技術が開発されてきた。例えば、抗体薬物複合体

(ADC)は、抗体に抗がん剤を付加することにより、抗体による標的細胞の特異性と低分子

化合物による強力な殺傷作用を持つ(10, 11)。二重特異性抗体は、異なる抗体結合部位を一

つの抗体に組み込むことにより、標的細胞と T 細胞や NK 細胞などのエフェクター細胞を

標的化し、これらの細胞を会合させることで、エフェクター細胞による標的細胞の殺傷を誘

導する(12–14)。さらに、細胞療法である CAR-T 細胞は、抗体結合部位を組み込んだキメ

ラ抗原受容体(CAR)を遺伝子工学的に T 細胞へ発現させ、CAR により標的化した標的細胞

を殺傷する(15–17)。ここで述べられた治療技術は、抗体の標的化能力を利用した治療プラ

ットフォームとなっている。しかしながら、ADC には抗がん剤を付加したことによる毒性

が存在し、二重特異性抗体には T 細胞や NK 細胞を標的化することによるサイトカイン放
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出症候群や免疫細胞の異常活性化の副作用があげられ(14)、CAR-T 細胞では治療コストが

高いことや固形がん環境への浸潤が難しく、開発が成功していないなど(16)、それぞれが得

意とする疾患で優れた治療成績を上げながらも依然として問題点は多い。そのため、世界は

抗体の標的化能力を利用した新たな治療プラットフォームを求め続けている。 

そこで本研究では、抗体の標的化能力を利用した新たな治療プラットフォームの開発を

目的として、上記の生体が持つ優れた死細胞除去機構に着目し、標的とする不要細胞を除去

するための新規モダリティの開発を目指した。 

 

1-3 死細胞貪食機構 

 死細胞貪食機構では、貪食細胞が”Eat-me”シグナルである PtdSer を標的として死細胞を

貪食により生体内からクリアランスする。この死細胞貪食機構は、ビタミン K 依存性タン

パク質であるプロテイン S により制御される。プロテイン S は肝臓で合成されたのち血清

中を循環し、死細胞膜表面上に露出する PtdSer に結合する(18)。PtdSer に結合したプロテ

イン S は、同時に貪食細胞上に発現する受容体型チロシンキナーゼである MerTK や Tyro3

に結合し、二量体化を誘導する(Figure.1-1)。死細胞およびプロテイン S によって二量体化

誘導された MerTK/Tyro3 は、自己リン酸化し、細胞内へシグナル伝達、貪食細胞による死

細胞貪食を引き起こす(Figure.1-1)(19–21)。 

Figure.1-1: 死細胞貪食機構 

死細胞貪食機構では、血清タンパク質プロテイン S(ProS)が、死細胞(Apoptotic cell)の細胞膜表
面上に露出するホスファチジルセリン(PtdSer)と貪食細胞膜上の貪食レセプターである
MerTK/Tyro3 に結合することで MerTK/Tyro3 の二量体化(Dimerization)を誘導する。受容体型
チロシンキナーゼである MerTK/Tyro3 は、二量体化が誘導されたのち自己リン酸化し、細胞内
へシグナル伝達、標的である死細胞の貪食を引き起こす。 
 

1-4 死細胞貪食機構を介した新規貪食誘導分子の開発 

 以上で述べたように、我々の生体内には毎日数千億個もの死細胞を除去する非常に優れ

た死細胞貪食機構が存在する。しかしながら、現在この機構を利用した細胞標的アプローチ
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は、キメラ貪食レセプターを発現したマクロファージの移植など(22)、細胞を利用したアプ

ローチに限定されており、CAR-T 細胞と同様の問題点を抱える。そこで本研究では、死細

胞貪食誘導分子であるプロテイン S に着目した。前項 1-3 で述べたように、プロテイン S

は死細胞の細胞表面上に露出された PtdSer に結合し、また貪食細胞上のレセプターである

MerTK や Tyro3 にも結合することで、死細胞と貪食細胞のコネクター分子のように働き、

貪食細胞による死細胞貪食を誘導する(Figure.1-2)。見方を変えれば、プロテイン S は、死

細胞の標的分子である PtdSer を標的化した貪食誘導分子である。ここで、私は PtdSer に

対する標的化を、任意の細胞表面抗原に対する標的化に置き換えることで、任意の不要細胞

の貪食誘導を起こす新規貪食誘導分子の開発を考えた。プロテイン S は、そのアミノ酸配

列および機能から PtdSer に結合する標的化部位と MerTK/Tyro3 へ貪食シグナルを誘導す

る貪食機能部位に分割でき、それぞれ標的結合モジュールと ProS モジュールと名付けた。

私は、PtdSer に限定されていた標的結合モジュールを、抗体をはじめとした標的結合分子

に置き換え、ProS モジュールと結合させた新規貪食誘導分子を Crunch(Connector for 

Removal of Unwanted Cell Habitat)と名付けた(Figure.1-2)。この Crunch は、抗体などに

よって不要細胞を標的化し、毎日数千億個の死細胞を処理する死細胞貪食機構を利用して

不要細胞を貪食することが期待される。 

Figure.1-2: 新規貪食誘導分子 Crunch 

死細胞貪食機構(Apoptotic cell phagocytic system)は、プロテイン S(ProS)が貪食細胞上の
MerTK/Tyro3 および死細胞上のホスファチジルセリン(PrdSer)に結合し、MerTK/Tyro3 にシグ
ナルを伝達することで死細胞貪食を誘導する。すなわち、ProS は PtdSer を標的とした貪食誘
導分子と考えられる。不要細胞除去機構(Unwanted cell phagocytic system)では、ProS の
PtdSer 結合部位を標的細胞の標的分子結合部位に変更した新規貪食誘導分子(Crunch)により、
貪食細胞による標的細胞貪食を誘導する。 
              (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 

1-5 本研究の目的 

 本研究では、生体が保有する優れた貪食機構を利用した新規貪食誘導分子 Crunch の開発

を行い、任意の不要細胞を除去する新しいモダリティを構築することを目的とする。 
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第２章 材料と方法 

2-1 マウス 

C57BL/6 および MRL/Mpj、MRL/Mpjlpr/lpr マウスは日本 SLC 社から購入された。これら

のマウスは京都大学物質細胞統合システム拠点(iCeMS)において、12 時間の昼夜周期の環

境下で飼育された。全ての動物実験は国際ガイドラインおよび京都大学動物実験に関する

指針に従い、京都大学動物実験委員会の承認を受けた上で実施された。 

 

2-2 細胞株と培養方法 

Ba/F3 細胞と HEK293T 細胞、NIH3T3 細胞は大阪大学の長田重一教授から分与頂いた。

B16F10 細胞と CHO 細胞、SH-SY5Y はそれぞれ、京都大学医生物学研究所の森田大輔助

教、京都大学生命科学研究科の見学美根子教授、京都大学農学研究科の木村泰久教授から分

与頂いた。Xkr8(2)および TMEM16F(23)が欠損した Ba/F3 細胞（BDKO）および hXkr4 

の活性型（aXkr4）を発現する Ba/F3 細胞は京都大学物質-細胞統合システム拠点の圓岡真

宏特定講師より分与頂いた。Ba/F3 細胞と BDKO 細胞は 10％の fetal bovine serum(FBS, 

gibco) お よ び 1% の antibiotics(Nacalai) 、 45 units/ml IL-3(24), 55 µM の beta 2-

mercaptoethanol(2-ME, Nacalai)が添加された RPMI(Wako)培地を用いて培養された。

HEK293T 細胞と NIH3T3 細胞は 10%の FBS, 1%の antibiotics が添加された D-

MEM(Wako)培地を用いて培養された。K562 細胞と B16F10 細胞は 10%の FBS、1%の

antibiotics、55 µM の 2-ME が添加された RPMI 培地で培養された。CHO 細胞と SH-SY5Y

細胞は 10%の FBS、1%の antibiotics が添加された D-MEM/Ham’s F-12(Wako)培地で培

養された。すべての細胞は 37℃、5％CO2 のインキュベーターで培養された。 

 

2-3 プラスミドの設計 

 GFP を細胞表面上に発現させるために、monomeric EGFP の N 末にマウス CD8a 

(NM_001081110.2)のシグナル配列(SS)、C 末にマウス CD8a の膜貫通領域が結合された

(GFPm)。マウス CD8a の配列はマウス脾臓 cDNA から得られた。Rosa26GFPm-OVA マウス作

製のために、GFPm の C 末に GGGGS リンカー、卵白アルブミン(OVA)(25)が結合された

(GFPm-OVA)。OVA の配列は Addgene(#64599)から取得した。シグナル配列のスクリー

ニ ン グ の た め の シ グ ナ ル 配 列 は 、 マ ウ ス Albumin(NM_009654)(26) 、 マ ウ ス

EGF(NM_010113.4)(27)、マウス Fibroblast growth factor-9 (FGF-9)(NM_013518.5)(28)、

マ ウ ス Immunoglobulin G(IgG) (BC092269) 、 マ ウ ス Interleukin-2 (IL-

2)(NM_008366.3)(29)が使用され、これらの配列は eurofins によって合成された。マウス

MerTK とヒト MerTK は Codon optimization を行い IDT で合成され、C 末に FLAG tag が

結合された。Split-GFP アッセイのために、super folder GFP(sfGFP)が使用され、N 末側
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(sfGFP1-10)と C 末側(sfGFP11)に分割され、マウス MerTK の C 末側に GGGGS x3 リン

カーに続いて結合された。これらの配列は、pNEF、pLenti-IRES-tagRFP、pLenti-IRES-puro、

pBlueScript ベクターに挿入し、使用された。 

 

2-4 細胞株の樹立 

細胞株樹立のためには、レンチウイルスを用いた感染法が主に使用された。レンチウイル

スの精製は Maruoka ら(24)のプロトコルに基づいて実施された。2×106 細胞の HEK293T

細胞を 10 cm ディッシュに播種し、24 時間培養後にレンチウイルス構成要素である導入遺

伝子をコードした plenti、plenti-IRES-tagRFP、plenti-IRES-puro ベクターと、pCMV-

VSVG-RSV-Rev（RIKEN）および pCAG-HIVgp（RIKEN）を Polyethylenimine MAX（PEI, 

Polysciences）がトランスフェクションされた。トランスフェクションから 48 時間後に、上

清を回収およびろ過後、20,000×g、4℃、2 時間で遠心することによりウイルス濃縮が行わ

れた。遠心により得られたレンチウイルスペレットは、新しい培地に懸濁され、以下の細胞

への感染に使用された。濃縮されたレンチウイルスは、1×10⁵個の Ba/F3、BDKO および

1×10⁴個の NIH3T3、CHO、B16F10 細胞に対して添加され、6 時間の培養後に上清を新し

い培地に変更することで細胞への感染が行われた。感染後、一部のウイルス感染細胞には、

感染細胞を選択するため puromycin（InvivoGen, 1–10 µg/mL）を添加し、数日間培養され

るか、蛍光を標識としてフローサイトメトリーによりソーティングされた。 

GFP を細胞膜表面に発現(GFPm)した BDKO 細胞の作製には、エレクトロポレーション

法が用いられた。GFPｍ遺伝子をコードした pNEF プラスミドは制限酵素 AhdI で切断さ

れ、Napa21（Nepagene）を用いて BDKO 細胞にエレクトロポレーションされた。遺伝子

導入細胞を選択するため、ジェネティシン（Gibco, 1 mg/mL）で数日間培養された。 

 

2-5 Rosa26GFPm-OVA マウスの樹立 

 Rosa26GFPm-OVA マウスは、C57BL/6 マウスの Rosa26 遺伝子座を標的として GFPm-

OVA 遺伝子のノックインにより作製された。具体的には、GFPm-OVA をコードした

pBlueScript ベクターを、Cas9 タンパク質および Rosa26 遺伝子座を標的とした sgRNA と

ともに受精卵へ注入し、雌マウスに移植した(Figure.2-1A)。ノックインマウスは、京都大

学医生物学研究所の動物施設にて作製された。GFP の細胞表面上発現の確認を目的として、

Rosa26GFPm-OVA マウス由来の胸腺細胞、脾細胞、骨髄細胞、血液細胞に対するフローサイト

メトリーが項目 2-8-2 に示されているように実施され、細胞表面上発現レベルは異なるが、

すべての細胞腫で GFP の細胞表面上発現が確認された(Figure.2-1B)。また、Rosa26GFPm-

OVA マウスの細胞に対して GFPNb-Crunch が結合するか確認するため、Rosa26GFPm-OVA マ

ウス由来の胸腺細胞、脾細胞、骨髄細胞、血液細胞に対するフローサイトメトリーが項目 2-

8-3 に示されているように実施され、GFPNb-Crunch がマウス初代細胞膜上の GFP に結合
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可能であることが確認された(Figure.2-1C)。また、Figure.2-1B から胸腺細胞が最も高い

GFP 細胞表面発現を示したことから、標的細胞として用いられた。マウスの遺伝子型は以

下のプライマーを用いて判別された。 

• Forward：5’-GCTGAGCCAGACCTCCATCGCGCAC-3’ 

• Reverse WT：5’-CGGTCCTCAGAAGCCAGGAG-3’ 

• Reverse KI：5’-ATGTACTGCCAAGTGGGCAGTTTAC-3’ 

 

 

Figure.2-1: Rosa26GFPm-OVA マウス 

(A) Rosa26GFPm-OVA マウスの概略図。CMV enhancer、チキン β-アクチンプロモーター(β-actin 
promoter)、GGGGS リンカーで融合した GFPm と卵白アルブミン（OVA）、およびウサギ β-グ
ロビンのポリアデニル化シグナル（pA）を Rosa26 遺伝子座に挿入し、C57BL/6 系統の
Rosa26GFPm-OVA マウスが作製された。 
(B) Rosa26GFPm-OVA マウスにおける GFP の細胞表面上発現。野生型（WT）および Rosa26GFPm-

OVA マウス由来の胸腺細胞、脾細胞、骨髄細胞、および血液細胞に対して anti-GFP antibody 染
色を行い、フローサイトメトリーにより細胞表面上の GFP 発現が確認された。 
(C) Rosa26GFPm-OVA マウス細胞に対する Crunch の結合。WT または Rosa26GFPm-OVA マウスマウ
ス由来の胸腺細胞、脾細胞、骨髄細胞および血液細胞に対して Crunch 結合アッセイが行われた。
細胞は GFPNb-Crunch（10 µg/ml）存在下または非存在下でインキュベーションされ、anti-FLAG 
antibody を用いた解析により GFPNb-Crunch 結合が検出された。 
(B)および(C)の横軸は GFP 発現を示し、縦軸は Crunch の結合を示す。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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2-6 Crunch タンパク質の生産 

2-6-1 Crunch 高発現細胞株作製 

 Crunch はシグナル配列（SS）、標的結合モジュール、プロテイン S の 4 つの上皮成長因

子(EGF)様ドメインおよび性ホルモン結合グロブリン(SHBG)様ドメインにより構成され、

C 末端に精製用の 8 個の His タグおよび検出用の FLAG タグが付加された(Figure.3-1-1)。

GFPNb-Crunch は、マウス CD8a シグナル配列が使用され、GFP ナノボディの配列は IDT

による合成で取得された。scCD19-Crunch および scGFP-Crunch は、それぞれマウス CD19

に対する scFv(Addgene #107227)(30)と GFP に対する scFv（Addgene #182095）(31)が使

用された。scTYRP1-Crunch は、抗 TYRP1 抗体（20D7S, KEGG D10124）(32)の VL およ

び VH 領域を(GGGGS)₃リンカーで連結した scFv が IDT 社により合成され使用された。マ

ウスプロテイン S 配列（NM_011173.3）はマウス眼球由来 cDNA から増幅され、ヒト ProS

配列（NM_000313.4）は IDT 社により合成で取得された。Crunch の安定高発現細胞株は、

項目 2-4 で示されたレンチウイルス感染(pLenti-IRES-tagRFP ベクター)による遺伝子導入

および tagRFP 高発現細胞のソーティングにより CHO 細胞で樹立された。 

 

GFP nanobody アミノ酸配列 

GSDVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGDTFSSYSMAWFRQAPGKECELVSNILRD

GTTTYAGSVKGRFTISRDDAKNTVYLQMVNLKSEDTARYYCAADSGTQLGYVGAV

GLSCLDYVMDYWGKGTQVTVSS 

 

2-6-2 培養上清中タンパク質の His タグ精製手法の最適化 

 細胞培養に用いられる培地には、細胞が自身で合成できないため、必須アミノ酸のヒスチ

ジンが多く含まれている。そのため、培養上清中タンパク質の His タグ精製の効率低下が予

測された。実際に、項目 2-6-1 で得られた Crunch 高発現 CHO 細胞の培養上清に対して

Ni-NTA ビーズを用いた His タグ精製を行ったところ、精製効率が低いことが確認された

(Figure.2-2)。そこで、His タグ精製手法の最適化を試みた。Ni-NTA ビーズは、His タグ

が付加されたタンパク質の精製に使われる担体で、ヒスチジンとニッケルイオンによるキ

レート結合により行われる。この結合には pH が影響し、通常 pH8.0 以上で安定した結合

が起こることが知られており、His タグ精製に用いられる Buffer は pH8.0 に調整されてい

る。そこで、反応時の pH を変更することで培地中のヒスチジンが外れ、His タグが付加さ

れた Crunch が結合する条件の探索を行った。その結果、25 mM HEPES-NaOH(pH7.4)を

加えた条件でほぼ 100%の精製効率が確認された(Figure.2-2)。この条件を、Crunch の精

製条件として使用した。 
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Figure.2-2: His タグを用いた Crunch 精製条件の最適化 

Crunch 安定高発現 CHO 細胞が 15 cm 培養ディッシュに 6×10⁶細胞播種し、16 時間後に無血
清の DMEM/Ham's F-12 培地（抗生物質含有）に変更され、7 日間培養された。培養後、上清
が 0.2 µm フィルターでろ過し回収された。1 mL の上清に最終濃度 25 mM の Tris-HCl 
pH6.8(Tris 6.8), Tris-HCl pH8.0(Tris 8.0), HEPES-NaOH pH7.4(HEPES 7.4)および Ni-NTA ア
ガロースビーズが加えられ、4℃で一晩インキュベーションされた。翌日、Flow through サン
プル(FT)および溶出サンプル(Elu)が回収された。精製前の上清(Crunch sup)を含めて、Load
量が 10 µL の input sup volume になるように調整され、SDS-PAGE および WB により Crunch
が検出された。 
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2-6-3 Crunch の発現精製 

Crunch の精製では、Crunch 安定高発現 CHO 細胞を無血清の DMEM/Ham's F-12 培地

（抗生物質含有）で 5〜7 日間培養後、上清が 0.2 µm フィルター（Thermo Fisher Scientific）

でろ過し回収された。ろ過後の上清から前項 2-6-2 で樹立した His タグ精製により Crunch

タンパク質が精製された。具体的には、最終濃度 25 mM HEPES-NaOH（pH 7.5）と Ni-

NTA アガロースビーズ（Fujifilm）をろ過後の上清に加え、4℃で一晩インキュベートされ

た。翌日、Ni-NTA ビーズから Crunch を溶出し、Amicon Ultra（Merck）を用いて、精製

Crunch タンパク質は DPBS（Nacalai）に溶媒置換及び濃縮された。Crunch タンパク質濃

度は SDS-PAGE と CBB 染色により測定され、タンパク質純度は SDS-PAGE および項目

2-8 で記述されたサイズ排除クロマトグラフィーにて確認された(Figure.2-3A-B)。 

Figure.2-3: Crunch 純度 

(A) SDS-PAGE による純度確認。精製された GFPNb-Crunch(Crunch)は SDS-PAGE および CBB
染色によりタンパク質純度が確認された。 
(B) サイズ排除クロマトグラフィーによる純度確認。BSA および精製された GFPNb-Crunch は
サイズ排除クロマトグラフィーにより解析された。各保持容量による UV の吸光度を示す。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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2-6-4 Crunch シグナル配列スクリーニング 

シグナル配列スクリーニングでは、項目 2-3 で示した異なるシグナル配列を含む Crunch

をコードしたプラスミドが HEK293T にトランスフェクションされ、トランスフェクショ

ン 48 時間後に培養上清が回収、遠心により細胞デブリを取り除くことでサンプル回収され

た。回収されたサンプルは、項目 2-6-3 で示された手法で His タグ精製され、WB および

CBB 染色で解析された。 

 

2-7 大腸菌組み換えタンパク質の生産 

GFP および GFP ナノボディは、BL21（DE3, NEB, C2527）株に pCold プラスミドを形

質転換することで発現された。形質転換後の BL21 株は、LB 培地にて 37℃で OD₆₀₀が 0.4–

0.8 になるまで培養され、氷上で冷却された後、0.125 mM IPTG を添加して 15°C で 16 時

間培養された。培養後、大腸菌体は 6,000×g、4°C、5 分間遠心し、DPBS で洗浄された。

可溶性タンパク質は、TNE バッファー（20 mM Tris-HCl [pH 8.0], 100 mM NaCl, 1 mM 

EDTA）中で超音波破砕を行うことで抽出された。可溶性画分は 20,000×g、4℃、10 分で

遠心されることで不可溶性画分を沈殿させ、上清として取得された。取得された可溶性画分

は、項目 2-6-3 で示された手法で His タグ融合 GFP および GFP ナノボディが精製された。 

 

2-8 HPLC 

組換えタンパク質は、サイズ排除クロマトグラフィーにて分析された。Superdex Increase 

200 5/150 GL カラム（GE Healthcare）を用い、0.15 mL/min の流速で DPBS がカラムバ

ッファーとして使用された。 

 

2-8 フローサイトメトリー(FACS) 

フローサイトメトリー(FACS)のサンプル準備は、サンプルの種別に応じて以下の手順で

行われた。準備されたサンプルは、FACS Lyric（BD Biosciences）または FACS Aria（BD 

Biosciences）で解析された。データは FlowJo（BD Biosciences）で解析された。 

 

2-8-1 抗体を用いた培養細胞解析 

 抗体染色の前に、細胞は DPBS で洗浄された。MerTK 検出のために、NIH3T3 細胞また

は MerTK 発現 NIH3T3 細胞は、anti-MerTK-biotin 抗体（R&D, BAF591, 1 µg/mL）を

FACS Buffer(1 mg/mL BSA を含む DPBS)中で氷上 30 分間インキュベーションされた。染

色後、細胞は FACS Buffer で洗浄され、Streptavidin-Alexa647（Jackson, 016-600-084, 1:1000）

を FACS Buffer 中で同様にインキュベーションされた。細胞表面上の GFP 検出のために、
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BDKO 細胞または GFPm 発現 BDKO 細胞は、rabbit anti-GFP 抗体（MBL, 568, 1:1000）

を用いて同様に染色された。洗浄後、Alexa-647 標識 Donkey anti-rabbit IgG 抗体（Invitrogen, 

A-31573, 1:1000）で同様に染色された。 

 

2-8-2 抗体を用いた生体由来細胞解析 

 生体由来の細胞解析では、単一細胞の分離処理または赤血球溶解が行われたのち、抗体染

色が行われた。脾細胞、骨髄細胞、血液細胞は RBC Lysis Buffer(155 mM NH₄Cl、10 mM 

KHCO₃、0.1 mM EDTA)を用いて室温で 1 分間インキュベーションの処理が 3 回繰り返さ

れ、赤血球溶解された。また、一次抗体染色時に Fc block（Biosciences, 553142, 1:1000）

が添加され、Fc receptor に対する抗体の非特異結合が阻害された。抗体染色は、項目 2-8-

1 と同様の手法で実施された。 

 

2-8-3 Crunch 結合の検出(Crunch 結合アッセイ) 

 Crunch による標的細胞への結合を検出するため、FACS を用いた Crunch 結合アッセイ

が行われた。アッセイの Crunch サンプルは、項目 2-6 で示した精製タンパク質、マウス血

漿が用いられた。マウス血漿は、ヘパリンがコートされたヘマトクリットチューブを用いて

尾静脈から 20 µL 程度の血液が回収され、17,000×g、25℃、5 分間の遠心で血小板、血球

画分を沈殿させ、上清として回収された。アッセイでは、特に指示されない限り Crunch を

含む培養上清、10 µg/mL の精製 Crunch、10 倍希釈したマウス血漿が FACS Buffer 中で

5×10⁴個の標的細胞と氷上 30 分間インキュベーションされた。結合した Crunch の検出に

は、項目 2-8-1 と同様に rabbit anti-FLAG 抗体（MBL, PM020, 1:1000）を反応させ、続い

て Alexa-647 標識 Donkey anti-rabbit IgG 抗体（1:1000）で染色された。 

 

2-9 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング(WB) 

細胞溶解液は、RIPA Buffer（50 mM HEPES-NaOH [pH 8.0], 150 mM NaCl, 1% NP-40, 

0.1% SDS, 0.5%デオキシコール酸ナトリウム）にプロテアーゼ阻害剤カクテル（Nacalai）

を加えて調製された。リン酸化タンパク質の検出には上記に加え、ホスファターゼ阻害剤カ

クテル(PhosSTOP, Roche)が添加された。細胞と混合後、氷上で 15 分間インキュベーショ

ンされ、20,000×g、4℃、15 分の遠心により不可溶性画分をペレットとして取り除き、上

清はサンプルとして回収された。サンプルのタンパク質濃度は BCA プロテインアッセイキ

ット（Thermo Fisher Scientific）で測定された。濃度測定されたサンプルは、RIPA Buffer

および 5 倍 SDS Sample Buffer（200 mM Tris-HCl [pH 6.8], 10% SDS, 25%グリセロール, 

5% 2-メルカプトエタノール, 0.05%ブロモフェノールブルー）で濃度が調整され、Extra 

PAGE One プレキャストゲル（5–10%または 10–20%, Nacalai）にて、35 mA で 40 分間電
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気泳動された。その後、0.1 A、60 分間で PVDF 膜へ転写され、Blocking Buffer (5%スキム

ミルクまたは 5% BSA を含む TBS-T)または Can Get Signal PVDF ブロッキング試薬

（TOYOBO）でブロッキングが行われた。ブロッキング後、Blocking Buffer もしくは Can 

Get Signal に懸濁された一次抗体を用いて 4℃、一晩の反応が行われた。TBS-T で洗浄後、

Blocking Buffer もしくは Can Get Signal に懸濁された二次抗体を用いて室温、1 時間の反

応が行われた。HRP シグナルは、Immobilon Western 化学発光 HRP 基質（Millipore）を

用いて FUSION 化学発光イメージングシステム（Vilber）で検出された。データは ImageJ

を用いて解析・定量された。実験に用いた抗体は以下に記す。 

 

一次抗体 

• anti-FLAG-HRP (Sigma, A8592, 1:6000) 

• anti-MerTK-biotin (R&D, BAF591, 0.1 µg/ml) 

• mouse anti-a-tubulin antibody (Sigma, T6199, 0.5 µg/ml) 

• rabbit anti-phospho MerTK antibody (CST, 44463S, 1:1000) 

二次抗体 

• goat anti-rabbit Ig-HRP antibody (DAKO, P0448, 0.025 µg/ml) 

• streptavidin HRP (Proteintech, SA00001-0, 1:20000) 

• goat anti-mouse Ig-HRP (DAKO, P0447, 0.1 µg/ml) 

 

2-10 ELISA 

結合親和性の確認、Crunch 濃度の定量および項目 2-18 の抗薬物抗体(ADA)アッセイの

ELISA は以下に示す様に行われた。96 well plate の各ウェルに炭酸水素塩緩衝液（0.15% 

Na₂CO₃および 0.293% NaHCO₃を 100 mL DDW に溶解、pH 9.6）に懸濁された 100 µg/mL

のタンパク質を 100 µL 加え、4℃で一晩インキュベーションされた。ウェルを TBS-T で洗

浄後、200 µL の ELISA Buffer （2% BSA in TBS-T）で室温 1 時間のブロッキングが行わ

れた。ブロッキング後、再度 TBS-T で洗浄され、サンプルとして ELISA Buffer に懸濁され

た細胞培養上清もしくは精製 Crunch、マウス血漿 100 µL が加えられた。室温 1 時間のイ

ンキュベーション後、anti-FLAG-HRP 抗体（1:5000）または goat anti-mouse Ig-HRP 抗体

（0.5 µg/mL）を含む ELISA Buffer による室温 1 時間のインキュベーションで結合したサ

ンプルの検出が行われた。HRP シグナルは、TMB 基質（ナカライ, 05298-80）を添加して

発色させ、1 M H₂SO₄で反応がされた。吸光度は 450 nm で Synergy H1（BioTek）を用い

て測定された。CHO 細胞の培養上清は、項目 2-6-3 と同様に、無血清培地交換 1 日後から

6 日後までの間に培養上清が回収、遠心により細胞デブリを取り除くことでサンプル回収さ

れた。 

解離定数（Kd）は以下の式を用いて R ソフトウェアで算出された： 
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OD/ODmax = X / (Kd + X) 

 （OD：各タンパク質濃度における OD450 値、X：タンパク質濃度） 

 

2-11 微分走査蛍光測定法（Differential Scanning Fluorimetry: DSF） 

タンパク質熱安定性を測定するための DSF は蛍光色素法により実施された(33)。2.5 µg

のタンパク質と SYPRO Orange（Invitrogen, S6650, 1:1000）が最終容量 25 µL の DPBS 中

で混合された。蛍光シグナルは Thermal Cycler Dice TP700（Takara）の ROX フィルター

を用いて測定された。サンプル 25℃で 10 分間の安定化時間を経た後、温度を 25℃から 95℃

まで 1℃/分で上昇された。見かけの融解温度（Tm）は、蛍光強度の 1 次導関数曲線の最大

値から算出された。 

 

2-12 Split-GFP アッセイによる二量体化 MerTK 検出 

Split-GFP アッセイに用いる細胞は、項目 2-3 で示した MerTK に superfolder GFP 

(sfGFP)の N 末側を付加された MerTK-sfGFP1-10 と、sfGFP の C 末側が付加された

MerTK-sfGFP11 が NIH3T3 細胞に項目 2-4 の方法で導入され、樹立された(この細胞を

MerTK-sfGFP+ NIH3T3 細胞と呼ぶ)。最初に、この系が目的とした二量体化 MerTK の検

出が可能か検証するため、アポトーシス細胞およびプロテイン S を用いて確認実験が行わ

れた。実験を行う前日に、1×10⁵細胞の MerTK-sfGFP+ NIH3T3 細胞が 12 ウェルプレー

トに播種され、一晩培養された。翌日、DPBS による洗浄後、無処理もしくはアポトーシス

誘導された胸腺細胞（各 1×10⁶個）が標的細胞として、10% FBS(プロテイン S を含む)入

りの DMEM と共に加えられた。アポトーシスは、FasL 処理により誘導された(2)。共培養

2 時間後、標的細胞は DPBS で 3 回洗浄して除去され、MerTK-sfGFP+ NIH3T3 細胞は

FACS Aria および FlowJo で解析された。Crunch を用いた実験では、標的細胞を GFPm 発

現 BDKO 細胞または BDKO 細胞、加える培地を GFPNb-Crunch をコードしたプラスミド

を HEK293T 細胞にトランスフェクションした培養上清と変更することで行われた。 

 

2-13 リン酸化アッセイ 

標的細胞による貪食細胞のリン酸化の検出のために、MerTK 発現 NIH3T3 細胞が用いら

れた。はじめに、検出系を樹立するため、アポトーシス細胞およびプロテイン S による

MerTK リン酸化誘導の確認実験から行われた。実験前日に、1×10⁵細胞の NIH3T3 細胞ま

たは MerTK 発現 NIH3T3 細胞が 12 ウェルプレートに播種され、播種後 6 時間後に培地が

無血清 DMEM に交換された。翌日、標的細胞（1×10⁶個）とプロテイン S が加えられ、300

×g、37℃、2 分間遠心して細胞同士が接触させられた。15 分間の共培養後、標的細胞を
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HEPES Buffer（20 mM HEPES-NaOH [pH 7.4], 137 mM NaCl）で 3 回洗浄し除去され、

項目 2-9 で示した通りホスファターゼ阻害剤が加えられた RIPA Buffer を添加後、氷上で

15 分間静置、その後 1.5 mL チューブに移され、さらに 60 分間氷上でインキュベーション

された。その後、WB に用いられた。標的細胞は項目 2-12 と同様に無処理もしくはアポト

ーシス細胞誘導された胸腺細胞が用いられた。プロテイン S は、標的細胞を 10% FBS 含有

DMEM で処理し、FBS 中の遊離 ProS を除去するため無血清 DMEM で洗浄することで標

的細胞に結合させ、準備された。その結果、アポトーシス細胞条件でリン酸化 MerTK レベ

ルの上昇が確認され、検出系が動いていることが示された(Figure.2-4A)。次に、培養生細

胞系で検出系が動くか確認するため、PtdSer を常時露出するスクランブラーゼ hXkr4 の活

性型(aXkr4)を発現する aXkr4+ Ba/F3 細胞を標的細胞として上記の実験を行うと、aXkr4+ 

Ba/F3 細胞でリン酸化 MerTK レベルの上昇が確認され、検出系が培養生細胞系でも問題な

く動くことが確認された(Figure.2-4B)。Crunch を用いた実験では、標的細胞と Crunch（0

または 5 µg/mL）を含む 5 mg/mL BSA 入り無血清 DMEM を直接 MerTK 発現 NIH3T3 細

胞に加える変更が行われることにより実施された。リン酸化誘導の時間依存性の確認では、

標的細胞である GFPm 発現 BDKO 細胞（1×10⁶個）と GFPNb-Crunch（0 または 1 µg/mL）

を BSA 添加無血清入り DMEM を MerTK 発現 NIH3T3 細胞に添加し、0〜30 分共培養後

に洗浄して標的細胞を除去し、MerTK 発現 NIH3T3 細胞を溶解することで行われた。抗

GFP 抗体阻害実験では、共培養時に polyclonal rabbit anti-GFP antibody （MBL, 568, 

1:1000)を添加することで実施された。 

Figure.2-4: MerTK リン酸化検出系の樹立 

(A) アポトーシス誘導胸腺細胞およびプロテイン S による MerTK リン酸化。標的細胞はマウス
胸腺細胞が用いられ、PBS（-）または Fas リガンド（+）で処理された。これらの胸腺細胞はプ
ロテイン S 結合処理がされ、NIH3T3 細胞もしくは MerTK 発現 NIH3T3 細胞に添加された。遠
心処理および 15 分間の共培養後に標的細胞は除かれ、NIH3T3 細胞および MerTK 発現 NIH3T3
細胞の細胞溶解液は WB により解析された。WB では抗リン酸化 MerTK 抗体(pMerTK)および
抗 MerTK 抗体(MerTK)が用いられた。 
(B) PtdSer を露出する生細胞およびプロテイン S による MerTK のリン酸化。細胞添加なし(-)、
Ba/F3 細胞添加(Ba/F3)、aXkr4 発現 Ba/F3 細胞添加(aXkr4+ Ba/F3)を用いて(A)と同様に行わ
れた。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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2-14 細胞生存アッセイ 

MerTK 下流シグナルの検出を目的とした細胞生存アッセイでは、IL-3 依存性の Ba/F3 細

胞が用いられ、以下のプロトコルで実施された(Figure.2-5A)。アッセイ前日に、Ba/F3 細

胞は 1×10⁶ cells/mL の濃度で IL-3 入り RPMI1640 培地に播種された。翌日、細胞は DPBS

で洗浄され、IL-3 を含まない RPMI1640 に、2.5×10⁵ cells/500 µL の濃度で 12 ウェルプレ

ートへ播種された。細胞生存数は、毎日トリパンブルー染色を用いて細胞を計測されること

で評価された。この細胞生存アッセイにより MerTK 下流シグナル検出が可能か検証するた

め、Ba/F3 細胞に MerTK および aXkr4 を発現させ、アッセイが行われた。その結果、Ba/F3

細胞はプロテイン S 存在下でも生存率が低下し、Ba/F3 細胞の IL-3 依存性が確認された

(Figure.2-5B-E)。また、MerTK や aXk4 の単独発現 Ba/F3 細胞では生存率改善は見られ

なかった。一方で、MerTK と aXkr4 の両方を発現する Ba/F3 細胞では生存率の向上が確認

された。これは、aXkr4 により PtdSer が露出され、PtdSer-プロテイン S-MerTK の下流シ

グナルにより Ba/F3 細胞の細胞生存を促進したことを示し、アッセイが機能していること

が確認された。これを支持するように、MerTK 単独発現 Ba/F3 細胞でもアッセイ開始 72

時間後に同様な傾向が見られ、死細胞由来の PtdSer により MerTK 下流シグナルが活性化

したことが確認された(Figure.2-5B-E)。Crunch を用いた実験では、MerTK および GFPm

を発現させ、RPMI1640 培地に Crunch（0 または 10 µg/mL）を添加することで実施され

た。 
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Figure.2-5: 細胞生存アッセイの樹立 

(A) 細胞生存アッセイの概略図。以下の 4 種類の Ba/F3 細胞を用いた：①野生型、②MerTK 発
現細胞、③ホスファチジルセリン（PtdSer）を露出する aXkr4 発現細胞、④MerTK および aXkr4
を共発現する細胞（PtdSer 露出）。各細胞（2.5 × 10⁵個）を、FBS を含む IL-3 非存在下の
RPMI1640 培地（500 µL）で培養した。PtdSer-ProS-MerTK シグナルが活性化された細胞は、
生存および増殖が可能となる。 
(B-E) PtdSer および MerTK による細胞生存。細胞数および生存率は、トリパンブルー染色法に
より 24 時間ごとに測定された。グラフは細胞数の平均（B）および生存率の平均（C）を示す。
棒グラフは、48 時間および 72 時間後の細胞数（D）および生存率（E）（平均±SD, n = 3）を
示す。Student unpaired t test(D,E). N.S. P>0.05, *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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2-15 貪食アッセイ 

Crunch の貪食誘導効果の評価を目的として、貪食アッセイが行われた。実験前日に、 

1×10⁵細胞の NIH3T3 細胞または MerTK 発現 NIH3T3 細胞が 12 ウェルプレートに播種

し、一晩培養された。翌日、DPBS により洗浄され、上清を取り除くことで貪食細胞として

使用された。標的細胞は、6〜10 週齢の Rosa26GFPm-OVA 雌マウスから採取した胸腺細胞また

は、同週齢の C57BL/6 雌マウスから採取した脾細胞（各 1×10⁶個）が、0.1 μg/mL pHrodo 

Red（Thermo Fisher Scientific）で室温 30 分間標識され、用いられた。0~10%FBS および

Crunch（0 または 10 µg/mL）の条件で、DMEM 中で標的細胞と貪食細胞が共培養された。

共培養開始 3 時間後、標的細胞は DPBS で 3 回洗浄して除去され、貪食細胞は CHES バッ

ファー（20 mM CHES [pH 9.0], 150 mM NaCl, 2% FBS）に懸濁され FACS Aria および

FlowJo で解析された。 

貪食細胞としてマクロファージを用いるアッセイでは、以下の手順でマクロファージが

用意された。8〜10 週齢の C57BL/6 雌マウスに 3%チオグリコール酸（2 mL）が腹腔内投

与され、投与 3 日後に腹腔内細胞が 10 mL DPBS で回収された。1×10⁵細胞の腹腔細胞が

12 ウェルプレートに播種され、10% FBS および抗生物質を含む DMEM で 3 時間培養され

た。培養後、DPBS で 3 回洗浄し、接着細胞をマクロファージとし、貪食細胞としてアッセ

イに用いられた。また、標的細胞との共培養後、標的細胞は DPBS で 3 回洗浄して除去さ

れ、マクロファージは Accutase（ICT, AT104）でディッシュから剥離された。剥離された

マクロファージは、抗 CD11b-APC 抗体（1:200）を用いて CHES バッファー、氷上 30 分

間で染色された。染色後、マクロファージは DPBS で洗浄され、CHES バッファーに DAPI

（1:2000）を加えて懸濁され、FACS Aria で解析された。 

  

2-16 脾細胞移植 

 Crunchの生体内作用の評価を目的として、脾細胞移植実験が行われた(Figure.3-3-1A）。

標的細胞である GFPm 発現脾細胞は、6〜10 週齢の Rosa26GFPm-OVA 雄マウスから採取され

た。1×10⁷細胞の GFPm 発現脾細胞は、6〜10 週齢の C57BL/6 雄マウスに静脈内移植され

た。脾細胞移植 1 日後に、DPBS または GFPNb-Crunch(100 µg)が腹腔内投与された。脾

細胞移植 4 日後、マウスから脾細胞および血液細胞が回収され、解析に用いられた。血液細

胞は、RBC Lysis Buffer（155 mM NH₄Cl、10 mM KHCO₃、0.1 mM EDTA）で 3 回洗浄さ

れ、赤血球が除かれ、用いられた。これらの細胞は FACS Lyric および FlowJo により解析

された。 

 

2-17 生体内貪食アッセイ 

 Crunch の生体内貪食誘導の評価を目的として、生体内貪食アッセイが行われた
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(Figure.3-3-1G）。標的細胞である GFPm 発現脾細胞は、6〜10 週齢の Rosa26GFPm-OVA 雄マ

ウスから採取され、1×10⁷細胞の GFPm 発現脾細胞が、0.1 µg/mL の pHrodo Red で室温

30 分間標識された。標識された標的細胞は 6〜10 週齢の C57BL/6 雄マウスに静脈内投与

された。脾細胞投与 2 時間後に、DPBS または GFPNb-Crunch(100 µg)が腹腔内投与され

た。脾細胞投与 24 時間後、マウスから脾細胞が回収され、解析に用いられた。回収された

脾細胞は、抗 MerTK 抗体または抗 F4/80 抗体で染色され、解析された。抗 MerTK 抗体染

色では、anti-MerTK-biotin antibody (1 µg/mL)で染色され、Streptavidin-Alexa647（1:1000）

で二次染色された。また、抗 F4/80 抗体染色では、Fc block（Biosciences, 553142, 1:1000）

で氷上 5 分の前処理がされたのち、anti-mouse F4/80-APC/Cy7 antibody（Biolegend, 

157315, 1:200）で氷上 30 分間染色された。染色された細胞は、染色後に CHES バッファ

ー(DAPI 含有)に懸濁され、FACS Aria および FlowJo で解析された。 

 

2-18 生体内半減期および抗薬物抗体(ADA)アッセイ 

 Crunch の薬物動態解析のため、生体内半減期実験および ADA アッセイが行われた。こ

れらの実験では、8〜10 週齢の C57BL/6 雌マウスを用いて実施された。生体内半減期実験

では、マウスに 150 µg のタンパク質が静脈内投与もしくは腹腔内投与され、尾静脈採血(ヘ

パリンコート毛細管を利用)が行われた。ADA アッセイでは静脈内投与により行われた。生

体内半減期実験では、投与後 10 分、1 時間、4 時間、12 時間、24 時間、48 時間、72 時間、

120 時間に採血が行われた。ADA アッセイでは、投与後 24 日目に採血が行われた。採血さ

れた血液は、17,000G、4℃、5 分間の遠心が行われ、遠心後に血漿が回収された。回収され

た血漿は、生体内半減期実験では 1:10、ADA アッセイでは 1:200 に希釈(50%グリセロー

ル/PBS)され、測定まで-80℃で保管された。 

 生体内半減期実験では、回収および希釈された血漿および標準 Crunch タンパク質を用い

て、項目 2-10 に示した GFP に対する ELISA を行うことで血漿中 Crunch 濃度が測定され

た。半減期は、12 時間から 72 時間のデータを用いて、以下の計算式により計算された(34)。 

 

t₁/₂ = t * log(0.5) / log(Ac/A₀) 

 （t₁/₂：半減期、t：経過時間、Ac：残存 Crunch 量、A₀：12 時間時点の Crunch 量） 

 

 ADA アッセイでは、回収および希釈された血漿を用いて、項目 2-10 に示した ELISA を

行うことで血漿中 ADA が測定された。また、ADA アッセイのコントロールには、mouse 

anti-GFP IgG2a antibody（Invitrogen, A-11120）および mouse anti-FLAG IgG1 antibody

（Sigma, F1804）が用いられた（各 100 ng/mL）。 
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2-19 免疫原性予測 

B 細胞エピトープの予測には、BepiPred-2.0 (35)が使用され、threshold は 0.5 とした。

T 細胞エピトープの予測には、NetMHC4.1(36) が用いられ H-2-kb に対する 8-mer ペプチ

ドで評価し、強いエピトープ（rank ≤ 0.5）と弱いエピトープ（rank ≤ 2.0）の基準で分類さ

れた。 

 

2-20 マクロファージ刺激アッセイ 

 Crunch によるマクロファージ免疫応答評価には、マクロファージ刺激アッセイが行われ

た。マクロファージは項目 2-15 で示された手法で回収された。回収された 1×10⁶個の腹腔

細胞が 12 ウェルプレートに播種され、10% FBS および抗生物質含有 DMEM で 3 時間培養

された。洗浄後の接着細胞がマクロファージとして使用された。マクロファージの純度は以

下の抗体による FACS 解析で確認された(Figure.2-6）（>95%の純度）： 

• 抗 CD45-PE（Biolegend, 147711, 1:200） 

• 抗 CD11b-APC（Biolegend, 101211, 1:200） 

• 抗 Ly6G-APC/Cy7（Biolegend, 127623, 1:200） 

• 抗 Ly6C-PerCP/Cy5.5（Biolegend, 128011, 1:200） 

マクロファージの刺激では、10 µg/mL Crunch またはマウス IgG2a 抗体（BioXCell, BE0122）、

10% FBS、または 10 ng/mL Lipopolysaccharide（LPS)（Sigma, L4516）が無血清 DMEM

に添加され使用された。刺激開始 24 時間後、マクロファージは DPBS で洗浄され、RNA

は RNeasy Mini Kit（QIAGEN）で抽出された。その後、500 ng の RNA が High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit（Invitrogen）で cDNA に変換された。得られた cDNA（10 

ng/μL）を用いて、以下の特異的プライマーセットおよび TB Green Premix Ex Taq（Takara）

により、Thermal Cycler Dice TP700（Takara）で遺伝子発現が測定された。 

 

  

Primerset for 

RT-qPCR 
Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

mGAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA 

mIFNγ ACAGCAAGGCGAAAAAGGATG TGGTGGACCACTCGGATGA 

mIL-6 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG 

mCCL5 TTTGCCTACCTCTCCCTCG CGACTGCAAGATTGGAGCACT 

mIL-10 CTTACTGACTGGCATGAGGATCA GCAGCTCTAGGAGCATGTGG 

mArg1 TTGGGTGGATGCTCACACTG GTACACGATGTCTTTGGCAGA 
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Figure.2-6: マクロファージ純度確認 

回収された 1×10⁶個の腹腔細胞が 12 ウェルプレートに播種され、10% FBS および抗生物質含
有 DMEM で 3 時間培養された。培養後、DPBS により洗浄され、FACS により解析された
(incubation/wash サンプル)。回収された腹腔細胞サンプルも同時に解析、比較された(Before 
incubation/wash サンプル)。細胞は、FSC-A/SSC-A により gating され、FSC-A/FSC-H によ
り単細胞が gating された。CD45-PE/CD11b-APC により CD11b 陽性 CD45 陽性細胞が gating
され、Ly6C-PerCP-Cy5.5/Ly6G-APC-Cy7 により Neutrophil と Macrophage が特定された。項
目 2-20 の手法により高純度マクロファージが準備された。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 

 

 

  



27 

 

2-21 腫瘍移植マウスモデル 

 Crunch の腫瘍治療効果の評価モデルとして、腫瘍移植マウスモデルが用いられた。実験

のタイムコースは Figure.3-3-2-1A で示しているように行われた。実験に用いられる

B16F10 細胞は、実験の 2 日前に 1×10⁶細胞が 10 cm 培養ディッシュに播種され、対数増

殖期の細胞が実験に用いられた。腫瘍移植実験は、5×10⁵細胞の B16F10、GFP 発現 B16F10、

または GFPm 発現 B16F10 細胞を、6〜8 週齢の C57BL/6 雌マウスの後肢に皮下接種する

ことにより行われた。腫瘍移植 7 日後に、腫瘍が 4 mm³に達したマウスが実験に用いられ、

移植 7 日後、9 日後、11 日後に生理食塩水または GFPNb-Crunch、scGFP-Crunch、scTYRP1-

Crunch が 100 µg 腹腔内投与された。腫瘍体積はノギスを用いて 3 日ごとに測定され、以

下の計算式で求められた。 

 

 V = π × L × W² / 6 

（V：体積、L：長径、W：短径） 

 

移植 16 日後にマウスが安楽死されることにより実験は終了され、原発腫瘍が摘出された。

実験終了時のマウス重量と原発腫瘍重量が測定された。また、生存期間の治療効果評価では、

マウスの死亡が観察された時点を実験終了点とした。 

 

2-22 腫瘍転移モデル 

 Crunch のメラノーマ肺転移治療効果を評価するため、腫瘍転移モデルが用いられた。腫

瘍転移実験は、1×10⁵細胞の GFPm 発現 B16F10 細胞を、6〜8 週齢の C57BL/6 雌マウス

に静脈内移植することにより行われた。腫瘍移植 1 日後、3 日後、5 日後に生理食塩水また

は GFPNb-Crunch が 100 µg 腹腔内投与された。腫瘍移植 14 日後にマウスが安楽死される

ことにより実験は終了され、肺が摘出された。転移の定量は、肺に形成された転移結節の数

を測定することにより行われた。 

 

2-23 ヒトメラノーマ腫瘍微小環境における免疫細胞解析 

 メラノーマ治療における Crunch のエフェクター細胞を同定するために、8 名の患者由来

のヒトメラノーマデータセットが GEO データベース（アクセッション番号：GSE115978）

(37)より取得された。これらのデータは Single Cell Portal(38)にて細胞種にアノテーション

され、各細胞における MerTK の発現を可視化された。 

 

2-24 B16F10 移植モデルにおける MerTK 発現細胞解析 

 B16F10 移植モデルにおける Crunch のエフェクター細胞を同定するために、MerTK 発
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現細胞解析が行われた。B16F10 細胞を皮下接種 9 日後、マウスから原発腫瘍が摘出された。

腫瘍は 1 mg/mL のコラゲナーゼ I（Sigma, C0130）および 10 Kunitz/mL の DNase I（Sigma, 

D4263）を含む DPBS で 37℃、1 時間処理された。処理後、70 µm フィルターで濾過され、

得られた細胞は FACS 解析で確認された。細胞は、最初に Fc ブロック（1:1000）で 15 分

間処理され、続いて氷上 30 分間、DPBS（1 mg/mL BSA 含有）中で抗 MerTK-ビオチン抗

体（1 µg/mL）で染色された。染色後、Streptavidin-Alexa488（1:1000）、抗 CD45-PE（1:200）、

抗 CD11b-APC（1:200）、抗 Ly6C-PerCP/Cy5.5（1:200）、および抗 Ly6G-APC/Cy7 また

は抗 F4/80-APC/Cy7 抗体（いずれも 1:200）で染色された。細胞は、DAPI（1:2000）を含

む PBS に懸濁され、FACS Lyric で解析された。 

 

2-25 タンパク質構造予測 

Crunch および scFv の構造予測には、Crunch 配列の FASTA ファイルを用いて、AlphaFold 

v2.3.2(39)で解析された。得られた構造は PyMOL ソフトウェアを用いて可視化および解析

が行われた。 

 

2-26 B 細胞除去モデル 

 scCD19-Crunch の生体内 B 細胞除去の評価を目的として、B 細胞除去モデルを用いた。

PBS、scGFP-Crunch、scCD19-Crunch、または各種抗体が、6〜11 週齢の C57BL/6 雄マ

ウスに腹腔内または静脈内に投与された。抗体投与では、ラット抗マウス CD19 IgG2a 抗

体（1D3, BioXCell, BE0150）およびマウス抗ラット κ 鎖 IgG2a 抗体（MAR18.5, BioXCell, 

BE0122）が使用された。抗ラット抗体投与実験では、投与 24 時間前に 1D3 抗体が投与さ

れた。また、scCD19-Crunch の 3 回投与実験では、12 時間おきに投与され、3 回目の投与

は Day 1 のサンプル採取後に実施された。細胞解析のための FACS は脾細胞および血液が

回収され項目 2-8-2 に示したように行われた。抗体染色は以下のように行われた。 

Fc ブロック（1:1000）で 15 分間処理後、以下の抗体で氷上 30 分間染色された。 

• 抗 CD45-PE（Biolegend, 147711, 1:200） 

• 抗 CD19-APC（Biolegend, 115511, 1:200） 

• 抗 B220-PE/Cy7（Biolegend, 103221, 1:200） 

 

2-27 アデノ随伴ウイルス 9(AAV9) 

 Crunch の生体内持続発現のため、AAV9 が用いられた(40)。AAV ベクターは、ITR 間の

配列の長さに制限があるため、Crunch 遺伝子挿入を目的としてベクターの改変、pAAV-EF1

ベクターの作製が行われた(Figure.2-7A）。pAAV-EF1 ベクターは、pAAV-U6-sgRNA-CBh-

mCherry（Addgene #91947）から NotI で ITR 間配列を切り出し、plenti-Cas9（Addgene 
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#52962）から EF1α プロモーター領域を Infusion 法で挿入することによ作製された。これ

により、ITR 間のサイズが 1444 bp まで縮小され、2500〜3000 bp までの挿入が可能とな

った。AAV9 ウイルスの作製は、次のように行われた。pAAV-EF1-tagRFP または pAAV-

EF1-scCD19-Crunch、pAdDeltaF6（Addgene, 112867）、pAAV2/9n（Addgene, 112865）

プラスミドが PEI を用いて HEK293T 細胞にトランスフェクションされた。24 時間後、培

地が 2 mM L-グルタミンおよび 1 mM ピルビン酸ナトリウム含有の無血清 DMEM に交換

され、72 時間後に AAV を含む培養上清および細胞が回収された。 

AAV ウイルスの精製は次のように行われた。回収された培養上清および細胞に、最終濃

度 10%のクロロホルムが添加され、4℃で 5 分間回転により混合された。次に最終濃度 1.2 

M の NaCl が添加され、2,000×g で 4℃、10 分間遠心され、上清が回収された。回収され

た上清に最終濃度 20%の PEG8000 が添加され、4℃で一晩回転により混合された。翌日、

2,000×g で 4℃、30 分間遠心され、AAV ウイルスがペレットとして沈殿され、上清が取り

除いたのちペレットは HEPES バッファー（20 mM HEPES-NaOH, pH 7.4, 137 mM NaCl）

で懸濁された。サンプルは DNaseI および RNaseA で処理され、クロロホルムの添加による

タンパク質除去が行われた。また、Amicon Ultra を用いて DPBS に置換、濃縮された。 

AAV ウイルスの力価は、WPRE 配列に対する RT-qPCR により算出された。 

 

• Forward：5’-GTCCTTTCCATGGCTGCTC-3’ 

• Reverse：5’-CCGAAGGGACGTAGCAGA-3’ 

 

 AAV ウイルスの感染確認は、SH-SY5Y 細胞を用いて行われた。1×10⁸〜10¹⁰ vg の AAV9-

EF1-tagRFP で作製された AAV9 ウイルスが、前日に播種した SH-SY5Y 細胞（1×10⁵個）

に添加され、感染開始 5 日後に tagRFP 陽性率が FACS により解析され、感染確認が行われ

た(Figure.2-7B,C）。AAV ウイルスのマウス感染は、8〜10 週齢の C57BL/6 雄マウスに

AAV9-EF1-tagRFP または scCD19-Crunch で作製された AAV9 ウイルス（1×10¹¹ vg）を

静脈内投与されることにより行われた。感染確認を目的とした肝細胞解析では、肝臓を

DPBS で洗浄後、Trypsin/EDTA 処理（30 分, 37℃）を行い、70 µm フィルターで濾過する

ことにより肝細胞が単離され、FACS により解析された。血中 B 細胞は項目 2-26 と同様に

解析された。 
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Figure.2-7: AAV9 ウイルス 

(A) AAV ベクターの概略図。AAV ベクターの ITR 間に、EF1 core promoter、遺伝子、WPRE、
ヒト成長ホルモン pA 付加配列(hGH pA)が挿入された。 
(B-C) AAV9 ウイルスの細胞感染。AAV-EF1-tagRFP をコードする AAV ベクターにより作
製された AAV9 ウイルス(1x10^8-10 vg)が SH-SY5Y 細胞に感染された。FACS のプロット
図(B)と tagRFP 陽性率とウイルス力価の関係(C)を示す。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 

 

2-28 全身性エリテマトーデス(SLE)モデル 

 scCD19-Crunch の治療評価を目的として、SLE モデルが用いられた。8 週齢の MRLlpr/lpr

マウスに対して、scGFP-Crunch、scCD19-Crunch または生理食塩水（各 150 µg）が週 2

回、腹腔内投与された。投与開始 5 週間後、13 週齢に試験を終了し、試験修了時に体重が

測定され、脾細胞および末梢血細胞が回収された。これらの細胞は項目 2-26 と同様に解析

された。また、腎臓は項目 2-29、尿は項目 2-30、血清は項目 2-31 のように解析された。 

 

2-29 腎臓組織学解析および免疫複合体沈着 

 SLE モデルの腎臓解析は次のように行われた。MRL(コントロール)または項目 2-28 で各

治療が行われた MRLlpr/lpr マウスの腎臓が摘出され、10%緩衝ホルマリンで固定後、パラフ

ィン包埋された。腎臓切片（4 µm）はヘマトキシリン・エオジン染色（H&E）、または DAPI

（1:1000）および抗マウス IgG-Alexa647（Invitrogen, A31571, 1:1000）で染色された。糸

球体病変の病理スコアは 0〜3 の範囲で半定量評価され、各マウス 5〜6 個の糸球体の平均

値で算出された(41)。染色切片は共焦点顕微鏡および Fiji で解析された。 

 

2-30 尿中蛋白／クレアチニン比（UPC） 

腎機能の評価として、マウスの尿は QuantiChrom Protein Creatinine Ratio Assay Kit

（BioAssay Systems, DPCR-100）を用いて UPC 比が測定された。 

 

2-31 抗核抗体（ANA）および抗 dsDNA 抗体 

 SLE の所見である血清 ANA および抗 dsDNA 抗体は次のように評価された。試験終了時

に心臓より血清が採取され、血清中の ANA は Mouse ANA ELISA kit（FineTest, EM1607-
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CM）で測定された。抗 dsDNA 抗体の評価は、1 µg のプラスミド DNA が DNA High-

Binding Plate（Cell Biolabs, AKR-5182）DNA コーティング溶液で固定され、1:100 に希釈

した血清を用いて、項目 2-10 で示した ELISA を行うことにより行われた。 

 

2-32 統計解析 

データは特に指示がない限り平均 ± 標準偏差（SD）として示された。2 群間の比較には

Student unpaired t test を、3 群以上の比較には一元配置分散分析（ANOVA）および Tukey-

Kramer t test を使用した。生存率の比較には Kaplan-Meier 法および Log-rank test を用い

た。すべての P 値は両側検定で計算し、P < 0.05 を有意とした。 
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第３章 結果 

3-1 Crunch の設計および調製 

3-1-1 貪食細胞と不要細胞を橋渡しするプロテイン S の改変 

序章で述べたように、エフェロサイトーシスを模倣した、新規モダリティ Crunch を用い

た貪食細胞による不要細胞除去システムを提唱し、その Proof of Concept を行った。はじ

めに、モデル標的分子として GFP、標的細胞として細胞表面に GFP を発現した細胞を選択

し、GFP 標的 Crunch として GFP ナノボディ(42, 43)を用いた GFPNb-Crunch を設計した

(Figure.3-1-1)。 

Figure.3-1-1: Crunch の設計 
図は、プロテイン S(ProS)および GFPNb-Crunch の概略図を示す。上段は、プロテイン S のシ
グナル配列（SS）、γ-カルボキシグルタミン酸（Gla）ドメイン、EGF 様ドメイン(E)、および
SHBG 様ドメイン(SHBG)を示す。下段は、GFP 標的型 Crunch（GFPNb-Crunch）の SS、GFP
ナノボディ、EGF 様ドメイン、SHBG 様ドメイン、8×ヒスチジン（His）タグおよび FLAG タ
グを示す。Gla ドメインは PtdSer に結合する領域、GFP nanobody は GFP に結合する領域、
SHBG 様ドメインは TAM レセプター(Tyro3, Axl, MerTK)に結合する領域として示される。また、
ProS モジュールとは、EGF 様ドメインと SHBG 様ドメインから構成される機能ドメインとし
て定義される。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-1-2 Crunch 生産技術の確立 

次に、実験に必要な十分量のタンパク質(~10 mg)のタンパク質調製を目的として、遺伝

子工学的なアプローチにより Crunch タンパク質生産の最適化が行われた。最初に、哺乳類

細胞系におけるナノボディ融合 Crunch の細胞外分泌に最適なシグナル配列のスクリーニ

ングが行われた。マウス Albumin、IL-2、EGF、FGF-9、 IgG および CD8a のシグナル配

列を GFPNb-Crunch の N 末端に融合させ、HEK293T における一過性発現を行い、上清の

Crunch を His-tag アフィニティ精製を行ったのち分泌タンパク質量を確認したところ、マ

ウス CD8a のシグナル配列が最もナノボディ融合の細胞外分泌に適していることが確認さ

れた(Figure.3-1-2A)。次に、安定した Crunch タンパク質大量生産を目的として、Crunch

高発現安定発現株の樹立が行われた。高発現細胞株は、治療用タンパク質の大量生産に最も

使われる、チャイニーズハムスター卵巣由来細胞株 CHO に対して、私が新たに樹立し

た”Repeat Infection-Sorting”法によって実施された。この”Repeat Infection-Sorting”法では、

Crunch および tagRFP がコードされたレンチウイルスを細胞に感染させ、tagRFP を指標に

フローサイトメトリーによって高 Crunch 発現細胞(高 tagRFP 発現細胞)のソーティングを

行う Step を繰り返し行い、高 Crunch 発現細胞株の作製を行う(Figure.3-1-2B)。従来のウ

イルス感染およびソーティングの手法では発現強度の上昇に限度が存在したが、繰り返し

感染およびソーティングを行うことにより、より分泌能力の高い Crunch 発現細胞が樹立さ

れた(Figure.3-1-2C)。また、3 回繰り返すことで得られた CHO/GFPNb-Crunch-S3 株は、

9.54±0.38 mg/L の GFPNb-Crunch が培地変更 6 日目の上清で確認でき(Figure.3-1-2D)、

これは現在上市されている一本鎖二重特異性抗体 Blinatumomab の最初の論文で報告され

た 4 mg/L の倍以上の生産量であった(12)。また、項目 2-6-3 の His-tag 精製により、

500~1000 mL スケールにおける精製効率がほぼ 100%かつ高純度な Crunch タンパク質を

得る手法を確立した(Figure.2-3, Figure.3-1-E,F)。 
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Figure.3-1-2: Crunch の大量生産システム 
(A) シグナル配列(SS)スクリーニング。コントロール(mock)プラスミド、Alb（アルブミン
SS）、IL-2（IL-2 SS）、EGF（上皮成長因子 SS）、FGF（線維芽細胞成長因子-9 SS）、IgG（免
疫グロブリン G SS）、および CD8（CD8a SS）を付加した GFPNb-Crunch をコードしたプラ
スミドを HEK293T 細胞にトランスフェクションし、得られた培養上清を His タグ精製、WB
および CBB 染色した結果を示す。WB は抗 FLAG 抗体が用いられた。 
(B-C) 高 Crunch 発現細胞株の樹立。CHO 細胞に Crunch IRES tagRFP をコードするレンチウ
イルスを感染させ、RFP 高発現細胞をフローサイトメトリーによりソーティングを行うサイク
ルを三回繰り返し、高 Crunch 発現細胞株(CHO S3)が樹立された(B)。CHO 細胞、サイクルを
二回繰り返した細胞(CHO S2)、CHO S2 に一回感染を行った細胞(CHO I3)、CHO I3 をソーテ
ィングした細胞(CHO S3)の培養上清を WB 解析した結果を示す。 
(D) CHO S3 株の Crunch 分泌。CHO S3 細胞の播種 16 時間後に無血清培地に交換し、毎日上
清が回収された。グラフは、上清中の GFPNb-Crunch 濃度は ELISA により測定された結果を
示す(平均±S.D., n=3)。 
(E-F) Crunch の大量精製。CHO S3 細胞の播種 16 時間後に無血清培地に交換し、6 日目に得
られた 540 mL の上清が His タグ精製され、得られた溶出サンプルは 1.4 mL の PBS に置換さ
れた。His タグ精製中の input、Flow through サンプル(FT)、洗浄サンプル(wash)、溶出サン
プル(Elution)は、input サンプルの量に調整され、WB 解析された(E)。WB は抗 FLAG 抗体が
用いられた。また、精製 Crunch(0.25-1.0 µL)および BSA(0.5-2.0 µg)が SDS-PAGE、CBB 染
色された(F)。濃度は 3.7 mg/mL と計算され、精製効率がほぼ 100%であることから培地中の
GFPNb-Crunch 濃度は 9.61 mg/L と推定された。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-1-3 モデル標的細胞の作製 

 前項 3-1-2 で Crunch 生産技術の確立が行われた。次に、モデル標的細胞が作製された。

モデル標的細胞は、項目 3-1-1 で説明したモデル標的分子 GFP を細胞表面に発現する細胞

であり、GFPNb-Crunch の標的となる。細胞は、ホスファチジルセリン-プロテイン S の作

用による影響を排除するため、ユビキタスに発現するスクランブラーゼ(Xkr8(2)および

TMEM16F(23))を欠損させた Ba/F3 細胞(BDKO)(24)を利用した。GFP は、マウス CD8a

由来のシグナル配列および CD8a 膜貫通領域を用いることで、細胞表面に発現され(GFPm)、

BDKO 細胞の GFPm 発現は共焦点顕微鏡および細胞表面に対する抗 GFP 抗体を用いたフ

ローサイトメトリーにより確認された(Figure.3-1-3A,B)。 

Figure.3-1-3: GFPNb-Crunch のタンパク質特性 
(A-B) 細胞表面 GFP 発現。(A)は共焦点顕微鏡を用いて GFPm 発現 BDKO 細胞を撮影した結果
を示す。(B)は細胞膜透過処理をせず、抗 GFP 抗体を用いて BDKO 細胞(灰色)および GFPm 発
現 BDKO 細胞(緑)の細胞表面を染色した結果を示す。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-1-4 Crunch のタンパク質特性 

GFPNb-Crunch のタンパク質特性の解析を目的として、生化学アプローチによる解析を

行ったところ、GFPNb-Crunch は、タンパク質熱安定性が抗体と同程度であることが確認

された(Figure.3-1-4A,B)。モデル標的分子である GFP に対する GFPNb-Crunch の結合親

和性を確認したところ、GFPNb-Crunch の GFP に対するアフィニティは KD=3.88±0.47 

nM であり、GFP ナノボディ単体と同程度であることが確認された(Figure.3-1-4C)。また、

GFP を細胞表面発現したモデル標的細胞に対して GFPNb-Crunch の結合親和性を確認し

たところ、GFPNb-Crunch はモデル標的分子 GFP 発現特異的に結合することが確認され

た(Figure.3-1-4D)。 

Figure.3-1-4: GFPNb-Crunch のタンパク質特性 
(A-B) Crunch の熱安定性。1D3 抗体および GFPNb-Crunch の熱安定性が DSF により測定され
た。(A)は 3 回の技術的反復の各温度の平均を示す。(B)は凝集が開始する温度(Tm, ℃)を示す
(平均±S.D.,n=3)。 
(C-D) GFPNb-Crunch の結合親和性。GFP ナノボディおよび GFPNb-Crunch の結合親和性を
GFP に対する ELISA により解析された。450nm の吸光度および非線形回帰解析により推定され
た解離定数(Kd)を示す(C)。GFPNb-Crunch の標的細胞に対する結合親和性は、BDKO 細胞もし
くは GFPm 発現 BDKO 細胞への結合アッセイにより評価された(D)。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-2 培養系における Crunch の実証 

3-2-1 MerTK の貪食シグナル伝達 

プロテイン S はアポトーシス細胞表面上の PtdSer を認識、結合し、貪食細胞上の自己リ

ン酸化チロシンキナーゼ MerTK の二量体化を誘導することで、リン酸化、下流のシグナル

を誘導し、アポトーシス細胞の貪食を促進する(Figure.1-1)(19, 20)。そこで、Crunch が標

的細胞表面上の標的分子を認識し、プロテイン S のように MerTK シグナル伝達経路を誘導

できるかが検証された。はじめに、マウス繊維芽細胞株 NIH3T3 に対してマウス MerTK を

導入し、発現が問題なく行われることが確認された(Figure.3-2-1A,B)。 

Figure.3-2-1: MerTK 発現細胞 
(A-B) MerTK の発現。NIH3T3 細胞および MerTK 発現 NIH3T3 細胞に対し、フローサイトメト
リーで抗 MerTK 抗体による染色結果を示す(A)。NIH3T3 細胞および MerTK 発現 NIH3T3 細胞
の WB 解析結果を示す(B)。WB は抗 MerTK 抗体および抗 a-tubulin 抗体が用いられた。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 

 

3-2-2 Crunch による MerTK 二量体化の誘導 

次に、MerTK の二量体化を検出するため、split-GFP(44)を用いた二量体化 MerTK 検出

系を考案した。この系では、split-GFP と結合した MerTK（MerTK-sfGFP）が、リガンド

により二量体化されることで split-GFP が GFP シグナルを示し、二量体化 MerTK を GFP

指標に定量化することが可能となる(Figure.3-2-2A)。この二量体化 MerTK 検出系が機能

するかを検証するため、MerTK-sfGFP 発現 NIH3T3 細胞が作製され、プロテイン S を含

むウシ胎児血清（FBS）存在下でアポトーシス誘導された胸腺細胞と共培養された。その結

果、アポトーシス細胞と共培養後に GFP 陽性細胞(二量体化 MerTK 陽性細胞)の増加が確

認され(Figure.3-2-2B)、検出系の機能が示された。次に、GFPNb-Crunch が標的細胞存在

下で二量体化 MerTK を誘導できるかの検証を目的として、MerTK-sfGFP 発現 NIH3T3 細

胞が、GFPNb-Crunch 存在下で標的細胞(GFPm 発現 BDKO 細胞)と共培養された。その結

果、GFPNb-Crunch は標的細胞依存的に二量体化 MerTK を誘導することが確認された

(Figure.3-2-2C-E)。 
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Figure.3-2-2: Crunch による MerTK 二量体化亢進 

(A) 二量体化 MerTK 検出系。MerTK に sfGFP1-10(GFPN)および sfGFP11(GFPC)を結合した
MerTK-sfGFP が NIH3T3 細胞に導入された(MerTK-sfGFP 発現 NIH3T3 細胞)。ホスファチジ
ルセリン(PtdSer)露出細胞およびプロテイン S(ProS)が MerTK に結合し、二量体化を促進する
と、GFPN と GFPC が結合し、GFP 蛍光シグナルが検出される。 
(B) アポトーシス胸腺細胞による MerTK 二量体化亢進および検出。標的細胞はマウス胸腺細胞
が用いられ、PBS（Living）または Fas リガンド（Apoptosis）で処理された。標的細胞は MerTK-
sfGFP 発現 NIH3T3 細胞に添加され、共培養後フローサイトメトリーにより GFP シグナルが検
出された。グラフは、GFP 陽性細胞(二量体化 MerTK 陽性細胞)の割合を示す(平均値±SD, n=4)。 
(C-E) GFPNb-Crunch による MerTK 二量体化亢進。標的細胞は BDKO 細胞または GFPm 発現
BDKO 細胞が用いられた。Crunch は、HEK293T 細胞にコントロール(mock)プラスミドもしく
は GFPNb-Crunch をコードしたプラスミドのトランスフェクションにより、培養上清として得
られた。標的細胞と培養上清は MerTK-sfGFP 発現 NIH3T3 細胞に添加され、共培養後フローサ
イトメトリーにより共培養後フローサイトメトリーにより GFP シグナルが検出された(C)。グ
ラフは、GFP 陽性細胞(二量体化 MerTK 陽性細胞)の割合を示す(D,E)(平均値±SD, n=4)。 
Student unpaired t test(B,D-E). N.S. P>0.05, *P<0.05, ***P<0.0001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-2-3 Crunch による MerTK リン酸化の誘導 

次に、Crunch による MerTK のリン酸誘導を検証した。標的細胞および GFPNb-Crunch

が MerTK 発現 NIH3T3 細胞に添加され、共培養を行ったのち MerTK のリン酸化レベルが

WB により測定された。その結果、標的細胞、GFPNb-Crunch、また共培養時間依存的に

MerTK リン酸化が誘導されることが確認された(Figure.3-2-3A-C)。また、GFPNb-Crunch

のによる標的細胞依存的 MerTK リン酸化誘導は、抗 GFP ポリクローナル抗体の添加によ

って阻害され、GFPNb-Crunch が標的細胞表面上の GFP に特異的に MerTK リン酸化を誘

導することが確認された(Figure.3-2-3D)。 

Figure.3-2-3: Crunch による MerTK リン酸化誘導 

(A-B) GFPNb-Crunch による MerTK リン酸化誘導。標的細胞は BDKO 細胞または GFPm 発現
BDKO 細胞が用いられた。MerTK発現 NIH3T3 細胞に標的細胞および Crunch(0 または 5 µg/mL)
を加え、遠心後 15 分間共培養された。MerTK 発現 NIH3T3 細胞は溶解され、WB によりリン酸
化 MerTK レベルが解析された(A)。WB は抗リン酸化 MerTK 抗体(pMerTK)および抗 MerTK 抗
体が用いられた。(B)は pMerTK シグナルの定量結果を示す(平均値±SD, n=4)。 
(C) GFPNb-Crunch によるリン酸化誘導の時間依存性。標的細胞は GFPm 発現 BDKO 細胞が用
いられた。MerTK 発現 NIH3T3 細胞に標的細胞および Crunch(0(-)または 1 µg/mL(+))を加え、
遠心後 0~30 分間共培養され、(A)と同様に解析された。 
(D)GFPNb-Crunch によるリン酸化誘導の GFP 依存性。(A)の条件に抗 GFP ポリクローナル抗
体を添加し、GFPNb-Crunch による GFP の結合を阻害する条件を追加して行われた。 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(B). ***P<0.0001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-2-4 Crunch による MerTK 下流シグナルの誘導 

次に、Crunch によって MerTK の下流シグナル伝達が活性化されるかを検証するため、

細胞生存アッセイが実施された。IL-3 要求性の Ba/F3 細胞は、IL-3 が枯渇した状態では生

存することができないが、MerTK シグナルが活性化されると生存可能であることが知られ

ている(45)。MerTK および GFPm 発現 Ba/F3 細胞を、IL-3 枯渇条件で培養すると、GFPNb-

Crunch を添加することで標的分子依存的に生細胞数および生存率の促進が起こり、

GFPNb-Crunch が標的分子特異的に MerTK の下流シグナルを誘導することが確認された

(Figure.3-2-4)。 

Figure.3-2-4: Crunch による細胞生存 

(A-H) GFPNb-Crunch による細胞生存アッセイ。MerTK 発現 Ba/F3 細胞(A-D)および MerTK
および GFPm 共発現 Ba/F3 細胞(E-H)を、PBS または GFPNb-Crunch を加えた IL-3 欠損
RPMI1640 培地で培養し、24 時間ごとに生存細胞数(Cell number)および生存率(Viability)を測
定した結果を示す。(A-B, E-F)は生存細胞数と生存率の時間推移、(C-D, G-H)は 48 時間、72 時
間での生存細胞数と生存率を示す(平均値±SD, n=3)。 
Student unpaired t test(C-D,G-H). N.S. P>0.05, *P<0.05. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-2-5 Crunch による標的細胞の貪食誘導 

次に、Crunch が標的細胞の貪食を誘導できるかどうかを検証した。標的分子 GFP を細

胞膜表面に発現する Rosa26GFPm-OVA マウスから採取した胸腺細胞が標的細胞として使用さ

れ、pH 感受性色素 pHrodo-Red で標識されたのち、MerTK 発現 NIH3T3 細胞(貪食細胞)

に添加、そして GFPNb-Crunch の存在下で共培養された。その結果、GFPNb-Crunch は貪

食細胞による標的細胞の貪食を血清濃度依存的に誘導することが確認された(Figure.3-2-

5A-C)。また、この GFPNb-Crunch による貪食誘導は MerTK を発現しない NIH3T3 細胞

では確認できず、Crunch の貪食誘導効果は MerTK 依存的なことが確認された(Figure.3-

2-5D,E)。また、Crunch のヒト応用性を確認するため、マウスプロテイン S 配列をヒトプ

ロテイン S 配列にすることでヒト型 GFPNb-Crunch を作製したところ、ヒト型 GFPNb-

Crunch はヒト MerTK 発現 NIH3T3 細胞の標的細胞貪食を誘導が見られ、Crunch のヒト

応用性が確認された(Figure.3-2-5F)。さらに、GFPNb-Crunch はマウスから回収された生

体マクロファージにおいても、血清濃度依存的に標的細胞の貪食を誘導することが確認さ

れた(Figure.3-2-5G)。 

上記の結果は、Crunch が標的細胞表面上の標的分子を認識し、MerTK の二量体化、リン

酸化、シグナル伝達、そして貪食細胞による標的細胞の貪食を誘導することを示すものであ

る。 
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Figure.3-2-5: Crunch による標的細胞貪食 

(A-C) GFPNb-Crunch による GFPm 発現細胞貪食誘導。標的細胞は Rosa26GFPm-OVA マウス由来
胸腺細胞が用いられた。標的細胞は、pHrodo-Red で標識され、FBS を 0~10%および PBS また
は GFPNb-Crunch(10 µg/mL)を添加された DMEM と共に MerTK 発現 NIH3T3 細胞(貪食細胞)
に加えられ、共培養された。共培養後、標的細胞を洗浄により除去し、貪食細胞が顕微鏡により
観察された(A)。赤色の蛍光シグナルは標的細胞を貪食したリソソームを示す。図は×100 倍、
スケールバー250 µm、右下は pHrodo-Red 陽性細胞(貪食陽性細胞)の割合を示す(B より、平均
±SD、n=3)。フローサイトメトリーにより解析された貪食陽性細胞の割合を(B)および(C)に示
す(平均±SD、n=3)。 
(D-E) Crunch による貪食誘導の MerTK 依存性。貪食細胞は NIH3T3 細胞と MerTK 発現 NIH3T3
細胞が用いられた。(A)と同様に貪食アッセイが行われ、各 FBS 濃度での貪食陽性細胞の割合を
示す。(E)は、1.25% FBS の結果を示す(平均±SD、n=3)。 
(F) ヒト型 GFPNb-Crunch による貪食誘導。貪食細胞はヒト MerTK 発現 NIH3T3 細胞が用い
られ、5% FBS、ヒト型 GFPNb-Crunch(10 µg/mL)の条件で貪食アッセイが行われた。貪食陽性
細胞の割合を示す(平均±SD、n=3)。 
(G) 生体マクロファージによる Crunch 依存的貪食。貪食細胞はマウス腹腔から回収されたマク
ロファージが用いられた。5% FBS の条件下で(A)と同様に貪食アッセイが行われ、貪食陽性細
胞の割合を示す(平均±SD、n=3 マウス)。 
Student unpaired t test(B-E).N.S. P>0.05, *P<0.05. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-3 生体系における Crunch の実証 

3-3-1 脾細胞移植マウスモデルにおける生体内からの標的細胞除去 

Crunch がマウス体内で標的細胞を除去できるかを検証するため、Rosa26GFPm-OVA マウス

から採取した脾細胞を標的細胞とし、野生型（WT）マウスに静脈内投与、不要細胞蓄積を

模倣した脾細胞移植マウスモデルを考案した(Figure.3-3-1A）。このモデルでは、

Rosa26GFPm-OVA マウスから採取した脾細胞を移植したマウスで、移植 4 日後に脾臓および血

液中の GFP 陽性細胞の増加が確認された(Figure.3-3-1B）。脾細胞移植翌日に GFPNb-

Crunch を 100 µg 腹腔内投与したマウスでは、GFP 陽性細胞の減少が確認された(Figure.3-

3-1C-E）。また、GFPNb-Crunch が投与されたマウスの総脾細胞数は、未投与マウスと同

程度であったため、Crunch の毒性は低いと考えられる(Figure.3-3-1F）。 

次に、GFPNb-Crunch の標的細胞除去効果が貪食に依存するかを検証するため、生体内

貪食アッセイを考案した(Figure.3-3-1G）。Rosa26GFPm-OVA マウスから採取した脾細胞を

pHrodo-Red で標識後、WT マウスに静脈内投与し、その 2 時間後に GFPNb-Crunch を

100 µg 腹腔内投与した。移植 24 時間後に移植マウス脾臓の貪食細胞を解析したところ、

GFPNb-Crunch 投与マウスでは GFP 陽性細胞数に大きな減少は認められなかったが、

MerTK 陽性細胞および F4/80 陽性マクロファージにおいて標的細胞貪食が亢進しているこ

とが確認された(Figure.3-3-1H,I）。上記の結果により、Crunch は MerTK 陽性細胞、F4/80

陽性マクロファージなどの貪食細胞を介して、生体内で標的細胞を貪食により除去するこ

とが示された。 
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Figure.3-3-1: 脾細胞移植モデルマウス 

(A) 脾細胞移植モデルの概略図。WT および Rosa26GFPm-OVA マウスの脾細胞(1×107 細胞)が WT
マウスに静脈内投与され、投与 1 日後に PBS または GFPNb-Crunch(100 µg)が投与された。脾
細胞投与 4 日後に脾臓および血液の細胞がフローサイトメトリーにより解析された。 
(B-F) Crunch による生体内での GFPm 細胞の除去。(B)は脾細胞投与 4 日後の脾臓および血液
細胞のフローサイトメトリーによるドットプロットを示す。移植された GFP 陽性細胞の割合は
gating により囲まれた領域が示す。脾臓(C)および血液(D)細胞中の GFP 陽性細胞の割合を示す。
(E)は脾臓中の GFP 陽性細胞数を示す。(F)は総脾細胞数を示す(平均値±SD, n=4 マウス)。 
(G) 生体内貪食アッセイの概略図。pHrodo-Red で標識された Rosa26GFPm-OVA マウスの脾細胞が
WT マウスに静脈投与され、投与 2 時間後に PBS または GFPNb-Crunch(100 µg)が投与された。
脾細胞投与 24 時間後に脾臓および血液の細胞がフローサイトメトリーにより解析された。 
(H-I) Crunch による生体内細胞貪食誘導。(H)は脾細胞投与 24 時間後の脾細胞中の GFP 陽性細
胞の割合を示す。(I)は脾細胞中の MerTK 陽性細胞または F4/80 陽性マクロファージの貪食陽
性細胞の割合を示す(平均値±SD, n=4 マウス)。 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(C-F). Student unpaired t test(H-I).N.S. P>0.05, 
*P<0.05. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-3-2 腫瘍移植マウスモデルにおける生体内からの標的細胞除去 

次に、Crunch による標的細胞除去が疾患治療に応用できるかを検証するため、B16F10

マウスメラノーマ細胞の移植モデルを用いた(46)。はじめに、標的分子 GFP を細胞膜表面

に発現した B16F10 細胞(GFPm+ B16F10 細胞)を作製した。この B16F10 細胞を WT マウ

ス後肢に皮下接種を行い、腫瘍サイズが 4 mm3 に到達する移植 7 日目から 2 日ごとに計 3

回の GFPNb-Crunch 投与を行い、Crunch の腫瘍形成後における治療効果を検証した

(Figure.3-3-2-1A）。その結果、腫瘍の増殖は GFPNb-Crunch 治療によって顕著に抑制さ

れ、移植 16 日目に摘出した腫瘍サイズ、重量の減少が確認された(Figure.3-3-2-1B-F）。

また、GFPNb-Crunch による治療により、マウスの生存期間延長も確認された(Figure.3-

3-2-1G）。 

次に、GFPNb-Crunch 治療における腫瘍標的において、標的分子 GFP の細胞膜表面発現

の重要性を検証するため、細胞内に GFP を発現する B16F10 細胞(GFP+ B16F10 細胞)を作

製し、移植実験を行った。その結果、GFP+ B16F10 細胞移植マウスでは、GFPm+ B16F10

細胞移植マウスで見られた GFPNb-Crunch による治療効果が見られなかった(Figure.3-3-

2-1H,I）。この結果から、Crunch による標的化には、細胞膜表面での標的分子の発現が重要

であり、Crunch が標的特異性を持つことが示された。 

次に、このメラノーマを標的とした Crunch 治療モデルにおけるエフェクター細胞を明ら

かにするため、ヒトメラノーマ患者由来のデータセット(37)を scRNA-seq 解析したところ、

腫瘍環境内のマクロファージおよび内皮細胞において MerTK の発現が確認され、マクロフ

ァージと内皮細胞が Crunch 治療におけるエフェクター細胞だと予想された(Figure.3-3-2-

2A,B）。また、B16F10 移植モデルにおいては、CD11b+ Ly6Cint F4/80high マクロファージが

MerTK の主要発現細胞だと確認された(Figure.3-3-2-2C-E）。これらの結果は、腫瘍随伴

マクロファージが Crunch 治療において腫瘍貪食に関与していることを示唆する。 

最後に、Crunch 治療が腫瘍転移に与える影響を検証した。GFPm 発現 B16F10 細胞を静

脈内注入後、2 日ごとに計 3 回の GFPNb-Crunch 投与を行った(Figure.3-3-2-2F）。移植

14 日後にマウスの肺を解析したところ、GFPNb-Crunch 治療により肺転移の抑制が確認さ

れた(Figure.3-3-2-2G,H）。 

  



46 

 

Figure.3-3-2-1: 腫瘍移植マウスモデル 

(A) メラノーマ移植モデルに対する Crunch 治療の概略図。GFPm* B16F10 細胞(5×105 細胞)
が WT マウスの後肢皮下接種され、接種 7 日後に腫瘍サイズが 4 mm3 より大きいことが確認さ
れたマウスに対し、Saline または GFPNb-Crunch(100 µg)が腹腔内投与され、9 日後、11 日後
にも同様に投与された。腫瘍移植 16 日後に実験が終了された。 
(B-F) Crunch 治療による腫瘍増殖抑制。腫瘍移植 7 日後から 3 日間ごとに測定された腫瘍サイ
ズを示し、(B)は平均値、(C)は各マウスの値を示す。(D)は実験終了時に摘出された腫瘍の写真
を示す。実験終了時の腫瘍サイズ(E)と腫瘍重量(F)を示す(平均±SD, Saline:n=5 マウス, 
Crunch:n=6 マウス)。 
(G) Crunch 治療による生存期間の延長。Saline 治療群と Crunch 治療群における Kaplan-Meier
生存曲線を示す(Saline:n=9 マウス, Crunch:n=8 マウス)。Log-rank 検定により群間の有意差が
比較された。 
(H-I) Crunch 治療の特異性。GFPm* B16F10 および GFP* B16F10 が WT マウスに皮下接種
され、(A)と同様の処置がされた。腫瘍移植 7 日後から 3 日間ごとに測定された腫瘍サイズを示
し、(H)は平均値、(I)は各マウスの値を示す(平均±SD, Saline:n=9 マウス, Crunch:n=8 マウス)。 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(H). Student unpaired t test(B,E-F).N.S. P>0.05, 
*P<0.05, ***P<0.0001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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Figure.3-3-2-2: Crunch のエフェクター細胞 

(A-B) ヒトメラノーマ腫瘍微小環境における非悪性細胞の t-SNE 解析。ヒトメラノーマ患者の
シングルセルデータセット(GSE115978、4857 細胞、非悪性細胞)を元に t-SNE クラスタリング
が行われ、B 細胞、T 細胞、がん関連繊維芽細胞(CAF)、血管内皮細胞、マクロファージ、NK 細
胞、CD4 陽性細胞、CD8 陽性細胞の各細胞群に分類された(A)。各細胞における MerTK の発現
を示す(B)。 
(C-E) B16F10 移植モデルにおける腫瘍微小環境中の MerTK 発現細胞。B16F10 細胞(5×105 細
胞)が WT マウスの後肢皮下接種され、移植 9 日目に原発腫瘍を摘出、単一細胞に分離され、フ
ローサイトメトリーにより解析された。(C)は抗 MerTK 抗体染色およびコントロール染色の結
果を示す。(D)は各細胞ポピュレーションにおける MerTK 発現を示す。(E)は CD45 陽性 CD11b
陽性または CD45 陽性 CD11b 陽性 MerTK 陽性細胞について Ly6C-F4/80 または Ly6C-Ly6G で
展開したフローサイトメトリーの結果を示す。 
(F) 肺転移モデルに対する Crunch 治療。GFPm+  B16F10 細胞(1×105 細胞)が WT マウスに静
脈投与され、投与 1 日後に Saline または GFPNb-Crunch(100 µg)が腹腔内投与、3 日後、5 日
後にも同様に投与された。投与 14 日後に実験が終了され、肺が摘出された。 
(G-H) Crunch 治療による肺転移抑制。実験終了時に摘出された肺を(G)に示す。(H)は摘出され
た肺表面における転移結節数を示す(平均±SD, n=3 マウス)。 
Student unpaired t test(H). *P<0.05. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-4 Crunch の薬物動態プロファイル 

3-4-1 Crunch の生体内半減期 

これまでの結果から、Crunch が生体内の標的細胞を貪食により除去することが示された。

次に、Crunch の医薬品応用を目的として、Crunch の薬物動態プロファイルの調査を行っ

た。医薬品の半減期は、血中薬物濃度が半減するまでに要する時間を指し、薬物の代謝およ

び排泄に影響され、医薬品の効能や作用期間の指標となるものである。Crunch の血漿中半

減期の測定を目的として、GFPNb-Crunch を腹腔内（i.p.）および静脈内（i.v.）に投与し、

投与後 10 分から 120 時間にかけて血漿中残存 Crunch 濃度を測定した(Figure.3-4-1A）。

その結果、Crunch の血漿中半減期は、静脈内投与で 11.4 時間、腹腔内投与で 15.0 時間で

あることが確認された(Figure.3-4-1B,C）。 

Figure.3-4-1: Crunch の生体内半減期 

(A) Crunch の血中半減期測定の概略図。GFPNb-Crunch(150 µg)が WT マウスに静脈投与もし
くは腹腔内投与され、投与 10 分後、1 時間後、4 時間後、12 時間後、24 時間後、48 時間後、
72 時間後、120 時間後に血漿が回収され、血漿中 Crunch 濃度が ELISA により測定された。 
(B-C) Crunch の生体内半減期。(B)は測定された血漿中 Crunch 濃度を示す。(C)は 12 時間後を
100%として、12 時間後から 120 時間後の残存 Crunch 量を示す(平均±SD, n=4 マウス)。12 時
間後以降の血漿中残存量を用いて、半減期を算出した。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-4-2 Crunch の安全性試験 

医薬品は、その有効性だけではなく、安全性が確保されている必要がある。そこで、Crunch

の安全性を評価するため、安全性試験を行った。プロテイン S を介した MerTK シグナル経

路は、一般に抗炎症反応を誘導することが知られている(21)。そのため、Crunch の免疫応

答反応は低いと考えられる。これを確認するため、GFPNb-Crunch をマクロファージに添

加し、免疫応答反応を測定した。その結果、GFPNb-Crunch はサイトカイン発現の増加を

引き起こさないことが確認された(Figure.3-4-2A）。次に、免疫原性の評価を目的として、

T 細胞応答および B 細胞応答が確認された。NetMHC4.1(36)を用いて、GFPNb-Crunch の

MHC クラス 1 分子に対する抗原提示を予測したところ、Gla ドメインをナノボディに置換

する Crunch の改変は、プロテイン S 由来の機能モジュール(ProS モジュール)に対してエ

ピトープ数の増加は確認されなかった(Figure.3-4-2B）。また、Bepi-Pred-2.0(35)を用いて、

GFPNb-Crunch およびプロテイン S の B 細胞エピトープを予測したところ、ProS モジュ

ール内のエピトープ性は GFPNb-Crunch とプロテイン S で同程度であった(Figure.3-4-

2C）。一方で、標的結合モジュールであるナノボディは高いエピトープ性が示された。この

点について評価するため、生体内免疫原性アッセイが行われた。GFPNb-Crunch および 

GFP (コントロールタンパク質)をマウスに静脈内投与を行い、投与 24 日後に血中抗薬物抗

体が確認された。その結果、GFPNb-Crunch を投与されたマウスでは、GFPNb に対する

抗体は誘導されたが、ProS モジュールに対する抗体は確認されなかった(Figure.3-4-

2D,E）。この結果は、ProS モジュールが Crunch 改変による新規エピトープを獲得しなか

ったことを示している。以上の結果から、Crunch の免疫原性は主に標的結合モジュールに

依存していることが示唆された。 
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Figure.3-4-2: Crunch 免疫原性 

(A) Crunch の免疫応答。GFPNb-Crunch (10 µg/mL)、mouse IgG2a (10 µg/mL)、10% FBS、
Lipopolysaccharide （LPS） (10 ng/mL)をマクロファージに添加し、24 時間培養された。培
養後のマクロファージ IFNγ、IL-6、CCL5、IL-10、Arg1 の mRNA 発現レベルを示す(平均±SD, 
n=3)。LPS は、マクロファージの自然免疫応答の陽性コントロールとして用いられた。 
(B) Crunch の T 細胞エピトープ。マウスプロテイン S (mProS)、GFPNb-Crunch、GFP nanobody、
scGFP-Crunch、scFv GFP のアミノ酸配列の T 細胞エピトープ数が NetMHC4.1 により解析さ
れた。H-2-kb に対する 8-mer ペプチドで評価し、強いエピトープ（rank ≤ 0.5）と弱いエ
ピトープ（rank ≤ 2.0）の基準で分類された。scGFP-Crunch は GFP に対するマウスモノ
クローナル抗体の scFv を用いて設計された Crunch である。 
(C) Crunch の B 細胞エピトープ。mProS と GFPNb-Crunch の B 細胞エピトープスコアが
BepiPred-2.0 により解析された。Threshold は 0.5 とした。 
(D-E) Crunch の ADA。His-GFP および GFPNb-Crunch (150µg)がマウスに静脈内投与さ
れ、投与 24 日後に血漿が回収された。血漿中の抗体は、His-GFP (GFP)、GFPNb-Crunch、
GFPNb、Gla ドメイン欠損 mProS (Gla del mProS)に対しての ELISA で評価された(D)。各
タンパク質に対して行った ELISA の OD450nm の値を示す(平均±SD, Crunch n=4, GFP 
n=3)(E)。GFP は mouse anti-GFP IgG2a antibody(100 ng/mL)、他のタンパク質は mouse anti-
FLAG IgG1 antibody(100 ng/mL)が陽性コントロールとして用いられた。 
Student unpaired t test(E).N.S. P>0.05, *P<0.05, ****P<0.00001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-5 内在性分子の標的化および治療応用 

3-5-1 一本鎖抗体(scFv)への応用 

 ここまでの結果から、GFP ナノボディを用いた Crunch の Proof of Concep が確認され

た。次に、Crunch の標的を拡大化するため、標的結合モジュールをナノボディから一本鎖

抗体(scFv)への変更およびその検証実験を考案した。抗体の可変領域をリンカーで結合させ

た scFv は、二重特異性抗体や CAR-T 細胞による標的分子の標的化で用いられている(12, 

22)。そこで、内在性分子の標的化および Crunch の scFv 応用性検証を目的として、マウス

CD19 (mCD19)に対するラットモノクローナル抗体(1D3)の scFv(30)を利用し mCD19 標

的 Crunch（scCD19-Crunch）を設計した(Figure.3-5-1A）。この scCD19-Crunch は

AlphaFold2 によって、scFv と ProS モジュールの立体障害が生じないことが確認された

(Figure.3-5-1B）。また、この scCD19-Crunch は mCD19 陽性細胞特異的に結合し

(Figure.3-5-1C）、MerTK リン酸化を誘導(Figure.3-5-1D）、貪食細胞によるマウス脾細胞

の貪食を促進することが確認された(Figure.3-5-1E,F）。 
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Figure.3-5-1: scCD19-Crunch の検証 

(A) scCD19-Crunch の概略図。scCD19-Crunch は、ラット抗マウス CD19 抗体(1D3)の scFv を
用いて設計された。シグナル配列(SS)、1D3 抗体の軽鎖可変領域(VL)、重鎖可変領域(VH)、mProS
の EGF 様ドメイン(E)、SHBG 様ドメインおよび His タグ、FLAG タグ。 
(B) scCD19-Crunch の予測構造。AlphaFold2 を用いて scCD19-Crunch の構造が予測された。 
(C) Crunch の内在性標的。マウスから回収された脾細胞に対して scCD19-Crunch および抗マ
ウス CD19-APC 抗体染色による結果を示す。 
(D) scCD19-Crunch によるリン酸化誘導。MerTK 発現 NIH3T3 細胞は、無細胞(-)、BDKO 細
胞、CD19 発現 BDKO 細胞と PBS または scCD19-Crunch(10 µg/ml)の条件で共培養された。
共培養後の NIH3T3 細胞のリン酸化 MerTK(pMerTK)、MerTK、a-tubulin の WB 結果を示す。 
(E-F) 内在性標的による貪食誘導。MerTK 発現 NIH3T3 細胞(E)またはマクロファージ(F)は、
pHrodo-Red 標識脾細胞と PBS または scCD19-Crunch(10 µg/ml)の条件で共培養された。共培
養後の貪食陽性 NIH3T3 細胞の結果を示す(E)(平均±S.D., n=3)。また、共培養後マクロファー
ジの pHrodo-Red レベルを示す(F)。数字は gating 内の細胞比率(貪食要請細胞の割合)を示す。 
Student unpaired t test(E). ***P<0.0001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-5-2 Crunch におけるナノボディと scFv の性質 

次に、ナノボディと scFv を用いた Crunch の性質を比較するため、GFP に対するマウス

モノクローナル抗体(N86/38)(31)の scFv を用いて GFP 標的 scGFP-Crunch を設計した。

scGFP-Crunch は GFPNb-Crunch と同程度のタンパク質熱安定性を示した(Figure.3-5-

2A）。一方、scGFP-Crunch は ELISA においてより高い結合性を示し(Figure.3-5-2B）、標

的細胞への結合性も GFPNb-Crunch より高いことが確認された(Figure.3-5-2C）。また、

scGFP-Crunch の貪食細胞の貪食誘導効率は、結合性の高さに依存し、GFPNb-Crunch よ

り優れていることが確認された(Figure.3-5-2D）。このことは、標的結合モジュールの標的

分子結合性が Crunch の効果に影響することを示唆している。免疫原性について着目する

と、scGFP-Crunch は GFPNb-Crunch と同様に、ProS モジュールでは免疫原性エピトープ

が増加しなかったが、scFv を含む標的結合モジュールではわずか増加した (Figure.3-5-

2E）。しかしながら、生体内免疫原性アッセイにおいて、scGFP-Crunch 投与マウスでは

scGFP-Crunch に対する抗薬物抗体の産生が確認されなかった(Figure.3-5-2F）。この結果

は、scFv を用いることで Crunch の標的結合モジュールに対する免疫原性を低下させるこ

とが可能なことを示唆している。 
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Figure.3-5-2: ナノボディと scFv を用いた Crunch の比較 

(A) scGFP-Crunch の熱安定性。GFPNb-Crunch の熱安定性が DSF により測定された。3 回の
技術的反復の各温度の平均および Tm を示す。 
(B) scGFP-Crunch の結合親和性。scGFP-Crunch の結合親和性は GFP に対する ELISA により
解析された。450 nm の吸光度および非線形回帰解析により推定された解離定数(Kd)を示す。 
(C) 標的結合親和性比較。GFPm発現 BDKO 細胞に対して PBS、GFPNb-Crunch、scGFP-Crunch、
scCD19-Crunch(10 µg/ml)で Crunch 結合アッセイをした結果を示す。 
(D) 貪食誘導能比較。標的細胞は pHrodo-標識 Rosa26GFPm-OVA マウス由来胸腺細胞が用いられ
た。PBS、GFPNb-Crunch(GFPNb)、scGFP-Crunch(scGFP)、scCD19-Crunch(scCD19)により
誘導された貪食陽性 MerTK 発現 NIH3T3 細胞の割合を示す(5%FBS, 平均±SD, n=3)。 
(E) scGFP-Crunch の B 細胞エピトープ。mProS と scGFP-Crunch の B 細胞エピトープスコア
が BepiPred-2.0 により解析された。Threshold は 0.5 とした。 
(F) scGFP-Crunch の ADA。scGFP-Crunch (150µg)がマウスに静脈内投与され、投与 24 日後
に血漿が回収された。血漿中の抗体は、His-GFP (GFP)、GFPNb-Crunch、GFPNb、scGFP-
Crunch、Gla ドメイン欠損 mProS (Gla del mProS)に対しての ELISA で評価された。各タンパ
ク質に対して行った ELISA の OD450 nm の値を示す(平均±SD, GFPNb-Crunch n=4, scGFP-
Crunch n=3, GFP n=3)。GFPNb-Crunch と GFP の血漿は Figure.3-4-2 で回収されたものが
用いられた。GFP は mouse anti-GFP IgG2a antibody(100 ng/mL)、他のタンパク質は mouse 
anti-FLAG IgG1 antibody(100 ng/mL)が陽性コントロールとして用いられた。 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(D-F). N.S. P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.0001, ****P<0.00001, *****P<0.000001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-5-3 内在性分子標的 Crunch の生体内標的細胞除去 

次に、Crunch による内在性分子を標的とした生体内標的細胞除去が可能か検証するため、

scCD19-Crunch 投与による CD19 陽性 B 細胞除去モデルを考案した。scCD19-Crunch を

WT マウスに腹腔投与し、投与 3 日後に血液および脾臓中リンパ球の解析を行った。その結

果、CD19 および B220 陽性 B 細胞の減少が確認された(Figure.3-5-3A）。また、Crunch に

よる標的特異性および投与経路による効果を評価するため、scCD19-Crunch および scGFP-

Crunch を静脈内および腹腔内投与を行ったところ、scCD19-Crunch のみが B 細胞を減少

させ、また投与経路の違いによる影響は見られなかった(Figure.3-5-3B）。 

Figure.3-5-3: scCD19-Crunch による生体内 B 細胞除去 

(A-D) 生体内 B 細胞除去モデル。WT マウスに対して PBS または scCD19-Crunch(100 µg)が
腹腔内投与され、投与 3 日後に脾細胞および血液細胞が回収された。各細胞の CD45 陽性細胞
の CD19/B220 発現を(A)に示す。CD19 陽性 B220 陽性細胞(B 細胞)が gating された。(B)は
CD45 陽性細胞のうち B 細胞の割合を示す。(C)は総脾細胞数を示し、(D)は脾臓中の B 細胞数
を示す(平均±SD, n=3)。 
(E) 投与経路による Crunch の作用。PBS または scGFP-Crunch、scCD19-Crunch(100 µg)が
腹腔内または静脈内投与され、投与 3 日後に血液細胞が回収された。CD45 陽性細胞のうち B 細
胞の割合を示す(平均±SD, PBS n=4, 他サンプル n=3)。 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(E). Student unpaired t test(B-D).N.S. P>0.05, 
*P<0.05, ***P<0.0001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-5-4 Crunch と既存医薬品の比較 

抗体は、標的分子の機能抑制や標的細胞の除去を目的とした医薬品として使われている。

そこで、生体内標的細胞除去効果に着目し、Crunch と抗体の機能比較の比較実験を考案し

た。scCD19-Crunch の比較抗体として、同一エピトープを認識し、マウスモデルで B 細胞

除去作用を示すことが知られている抗 mCD19 抗体(1D3)を利用した(47, 48)。はじめに、

1D3 抗体の腹腔内投与を行い、B 細胞除去作用を評価した。その結果、CD19 陽性細胞は検

出されなかったが、コントロールと同程度の B220 陽性細胞が検出された(Figure.3-5-4A）。

これは、検出用抗体である抗 mCD19-APC 抗体のエピトープが 1D3 抗体結合によってマ

スクされた影響だと考えられ、実際に B220 陽性細胞には 1D3 抗体の結合が確認された

(Figure.3-5-4B）。これらの結果から、以下では B220 陽性細胞を標的の B 細胞とみなし、

解析を行った。100 µg の scGFP-Crunch、scCD19-Crunch、1D3 抗体を腹腔内投与し、投

与 1 日後から 7 日後まで毎日血液中リンパ球の解析を行った。その結果、scCD19-Crunch

は投与 3 日後まで標的細胞である B 細胞を減少させたが、投与 4 日後から B 細胞の回復が

確認された(Figure.3-5-4C）。一方、1D3 抗体は投与 5 日後まで B 細胞の減少が見られず、

投与 6 日後にわずかな減少が確認された。これは、1D3 抗体が mCD19 を標的としたラッ

ト IgG2a 抗体であるためであると考えた。そこで、1D3 抗体の投与後に抗ラットκ鎖マウ

ス IgG2a 抗体を追加投与することで除去効果が増強されるか調べた。その結果、B 細胞除

去作用がわずかに増強された(Figure.3-5-4D）。また、scCD19-Crunch の容量依存性を確認

するため、0~300 µg を腹腔内投与し、投与 1 日後から 7 日後まで毎日血液中リンパ球の解

析を行った。その結果、scCD19-Crunch は容量依存的に B 細胞除去作用を示したが、投与

3 日後では 200 µg で除去限界に達した(Figure.3-5-4D）。この除去限界は、Crunch の薬物

動態の制限(半減期)か貪食システムの限界に依存するものだと考えられる。そこで、薬物動

態の制限を回避するため、半減期である 12 時間ごとに 100 µg の 3 回投与を行ったところ、

300 µg の単回投与より優れた B 細胞除去作用を示した(Figure.3-5-4D）。 
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Figure.3-5-4: scCD19-Crunch と抗 CD19 抗体の比較 

(A-C) Crunch と抗体の比較。WT マウスに対して PBS、scGFP-Crunch、ラット抗マウス CD19
抗体(1D3) 、scCD19-Crunch(100 µg)が腹腔内投与され、投与 1 日後から 7 日後まで血液細胞
が回収された。投与 3 日後の各細胞の CD45 陽性細胞の CD19/B220 発現を(A)に示す。投与 3
日後の 1D3 抗体投与マウス細胞の CD45 陽性細胞の anti-rat IgG/B220 染色の結果を(B)に示
す。(C)は投与 1 日後から 7 日後までの CD45 陽性細胞のうち B220 陽性細胞(B 細胞)の割合を
示す(平均±SD, n=3)。 
(D) Crunch の容量依存性。WT マウスに対して scCD19-Crunch(0-300 µg の単回投与, 100 µg 
12 時間ごとに 3 回反復投与)、抗ラットκ鎖マウス IgG2a 抗体(Abs, 100 µg, 投与 24 時間前
に 1D3 100 µg 投与) 、1D3(300 µg)が腹腔内投与され、投与 1 日後から 7 日後まで血液細胞が
回収された。CD45 陽性細胞のうち B 細胞の割合を示す(平均±SD, n=3)。 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-5-5 AAV を用いた Crunch システム 

前項 3-5-4 から、Crunch の作用限界は半減期に影響を受けることが示唆された。そこで、

アデノ随伴ウイルス(AAV)9 ベクターを用いた遺伝子治療的アプローチにより、持続的に

Crunch を産生させる手法を考案した。AAV は先天性に凝固因子の欠乏が原因の血友病治

療において、凝固因子をコードしたベクターを送達し、患者自身で凝固因子を持続的に産生

させる治療法として承認されている(49, 50)。はじめに、項目 2-27 に記載されているよう

に、AAV ベクターの改変を行い、scCD19-Crunch および tagRFP(コントロール)を AAV9

ベクターに搭載し、AAV9 ウイルスを作製した。これらの AAV9 ウイルスを WT マウスに

静脈投与を行い、投与 14 日後に肝細胞および血液中リンパ球の解析を行った。その結果、

tagRFP 搭載 AAV ウイルス投与マウスでは、肝細胞に tagRFP 発現細胞が確認され

(Figure.3-5-5A）、scCD19-Crunch 搭載 AAV9 ウイルス投与マウスでは B 細胞除去効果が

確認された(Figure.3-5-5B）。この B 細胞除去効果は投与 24 週間後までにわたり持続し、

投与 24 週間後の血漿中で scCD19-Crunch が検出された(Figure.3-5-5C）。これらの結果か

ら、Crunch の AAV ベクターを用いた遺伝子治療法への応用性が示された。 

Figure.3-5-5: Crunch の AAV への適応 

(A-B) AAV9 ウイルスの肝細胞感染。WT マウスに対して tagRFP または scCD19-Crunch をコ
ードした AAV-EF1 ベクター搭載 AAV9 ウイルスが静脈内投与され、投与 2 週間後に肝細胞およ
び血液細胞が回収された。肝細胞の tagRFP 発現レベル(A)および CD45 陽性血液細胞の B 細胞
割合(B)を示す。 
(C) AAV9-Crunch ウイルス作用。WT マウスに対して tagRFP または scCD19-Crunch をコード
した AAV-EF1 ベクター搭載 AAV9 ウイルスが静脈内投与され、投与 1、4、8、12、16、20、24
週間後の血液細胞が回収された。各時点の CD45 陽性細胞のうち B 細胞の割合を示す(平均±SD, 
n=3-4) 。 Student unpaired t test(C).N.S. P>0.05, *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001, 
****P<0.00001, *****P<0.000001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-5-6 Crunch の薬力学 

医薬品は、治療戦略の最適化のために、その薬物が生体内でどの程度の濃度で作用するか

を確認する薬力学試験が必要とされる。そのため、次に Crunch の薬力学的プロファイル、

特に Crunch 血中濃度と作用(標的細胞除去)の検討を行った。Figure.3-5-4D で示した

scCD19-Crunch の容量依存性実験から、scCD19-Crunch 投与マウスの B 細胞では、CD19

の平均蛍光強度(MFI)の減少が確認された(Figure.3-5-6A）。これは、血中 scCD19-Crunch

が B 細胞上の CD19 に結合し、抗 CD19-APC 抗体検出が阻害された影響だと考えられる。

すなわち、B 細胞への scCD19-Crunch 結合量を CD19MFI の減少から推測することができ

る。同実験において、B 細胞除去率(前日比)と CD19MFI(B 細胞への Crunch 結合と逆相

関)をプロット化すると、ある一定以下の CD19MFI(コントロール比 0.7~0.8 程度)では

Crunch の B 細胞除去作用が見られるのに対し、それ以上の CD19MFI では作用が見られ

ず、B 細胞の回復が見られた(Figure.3-5-6B）。これは、scCD19-Crunch の B 細胞結合が

ある一定量以下になると、B 細胞除去作用が失われることを示唆する。 

一般に、血中で標的へのタンパク質結合は血中濃度と相関するため、B 細胞への scCD19-

Crunch 結合は血中 scCD19-Crunch 濃度と相関する。そのため、Figure.3-5-6B の結果か

ら scCD19-Crunch の B 細胞除去作用限界である最低血中薬効濃度は投与後 1 日後から 2

日後から求めることができると考えた。より具体的な Crunch の最低血中薬効濃度を求める

ため、100 µg の scCD19-Crunch 腹腔投与 1 日後の血漿中 Crunch 濃度を測定したところ、

71.5±7.3 ng/mL であった(Figure.3-5-6C,D）。また、項目 3-5-5 の AAV ウイルス投与 24

週間後の血漿中 Crunch 濃度を測定したところ、91.2~572.3 ng/mL であり、B 細胞除去効

率は血漿中 Crunch 濃度と相関がみられ、特に 91.2 ng/mL のマウスでは B 細胞の回復傾向

が見られた(Figure.3-5-6E,F）。これらの結果から、Crunch による標的細胞除去作用には、

50~100 ng/mL (0.5~1 nM)の血中濃度が要求されることが推察された。 
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Figure.3-5-6: Crunch の薬力学検証 

(A-B) 血漿 Crunch 濃度と作用相関。Figure.3-5-4D の B220 陽性 B 細胞の正規化 CD19MFI
時間推移を示す(A)(平均±S.D., n=3)。各時間における B 細胞の正規化 CD19MFI(Crunch 結合
と逆相関)と前日との CD45 陽性細胞のうち B 細胞の割合の前日との差(0 日目は 55%とする)の
相関を示す(B)(n=3 マウス)。 
(C-D) Crunch の最低薬効濃度。WT マウスに対して scCD19-Crunch(100 µg)が腹腔内投与さ
れ、投与 1 日後に血液細胞と血漿が回収された。CD45 陽性細胞のうち B 細胞の割合を示す
(C)(平均±S.D., n=3)。血漿 scCD19-Crunch 濃度を示す(D)(平均±SD, n=3)。 
(E-F) AAV9-Crunch ウイルス最低薬効濃度。Figure.3-5-5C のウイルス投与 24 週間後の血漿
scCD19-Crunch 濃度を示す(E) (平均±SD, n=3-4)。CD45 陽性細胞のうち B 細胞の割合と血漿
scCD19-Crunch 濃度の相関を示す(F)。 
Student unpaired t test(C-E).N.S. P>0.05, *P<0.05, ***P<0.001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-6 内在性分子を標的化した治療戦略 

3-6-1 Crunch による TYRP1 を標的としたメラノーマ治療 

前項 3-5 までに行ってきた実証実験から、Crunch がナノボディおよび scFv を利用する

ことで内在性分子を標的化し、標的細胞除去作用を持つことが示された。最後に、マウス疾

患モデルにおいて内在性分子を標的化、治療を行う Crunch 治療戦略の実証実験を行った。

TYRP1 分子は、メラニン産生に関わるタンパク質であり、メラノーマの表面マーカーとし

て診断に使われる分子である(51)。この TYRP1 を標的化するために、ヒト抗 TYRP1 抗体

(20D7S、Flanvotumab(32))の配列に基づいて TYRP1 に対する scFv および scTYRP1-

Crunch を設計した(Figure.3-6-1A）。この scTYRP1-Crunch は、抗 TYRP1 抗体と同様に

B16F10 への結合が確認された(Figure.3-6-1B）。項目3-3-2で行った実験と同様に、B16F10

細胞を WT マウス後肢に皮下注入を行い、腫瘍サイズが 4 mm3 に到達する移植 7 日目から

2 日ごとに計 3 回の scTYRP1-Crunch 投与を行った。その結果、scTYRP1-Crunch 治療は

腫瘍の増殖を抑制し、エンドポイントにおける腫瘍重量の減少も確認された(Figure.3-6-

1C-F）。また、scTYRP1-Crunch 治療によるマウス体重への影響は見られなかった

(Figure.3-6-1G）。 

Figure.3-6-1: TYRP1 を標的とした Crunch 治療 

(A) 抗 TYRP1 scFv の予測構造。AlphaFold2 を用いて 1D3 scFv および抗 TYRP1 抗体(20D7S) 
scFv の構造が予測され、比較された。 
(B) scTYRP1-Crunch の B16F10 結合。B16F10 細胞に対し scTYRP1-Crunch の結合アッセイ
(左)および抗 TYRP1 抗体(TA99)による染色が行われた結果を示す。 
(C-G) B16F10 移植マウスに対する抗 TYRP1-Crunch 治療。B16F10 細胞が Figure. 3-3-2-1 と
同様に WT マウスに移植され、Saline および scGFP-Crunch、scTYRP1-Crunch(100 µg)で治療
された。腫瘍移植 7 日後から 3 日間ごとに測定された腫瘍サイズを示し、(C)は平均値、(D)は
各マウスの値を示す。(E)は実験終了時に摘出された腫瘍の写真を示す。実験終了時の腫瘍サイ
ズ(E)とマウス体重(G)を示す(平均±SD, Saline n=4 マウス, scGFP-Crunch n=3 マウス, 
scTYRP1-Crunch n=4 マウス)。one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(C,F-G).N.S. P>0.05, 
*P<0.05, **P<0.01. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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3-6-2 Crunch による CD19 を標的とした全身性エリテマトーデス(SLE)治療 

次に、SLE への Crunch の治療効果を検証した(5, 52)。先行研究では、B 細胞の減少が

SLE に対して治療効果を持つことが報告されている(53, 54)。そこで、自然発症型 SLE マウ

スモデルである MRLlpr/lpr マウスに対して scCD19-Crunch 腹腔内投与治療を行うことで、

Crunch による SLE 治療実証実験を行った。Crunch 治療は 8 週齢から開始し、13 週齢まで

の 5 週間、週 2 回の 150 µg 投与を継続して実施された(Figure.3-6-2A）。その結果、治療

終了時において、scCD19-Crunch 治療マウスでは。脾臓および血液中の B 細胞が減少した

(Figure.3-6-2B-D）。一方で、scCD19-Crunch 投与はマウスの体重や脾臓重量には影響を

与えなった(Figure.3-6-2E）。SLE の診断として確認される腎臓に着目すると、H&E 染色

により、scCD19-Crunch 治療群のマウス腎臓において糸球体腎炎およびリンパ球浸潤が抑

制されていたことが確認された(Figure.3-6-2F,G）。また、コントロール群の糸球体では SLE

の所見である IgG 沈着が確認されたが、scCD19-Crunch 治療群の糸球体では IgG 沈着が抑

制されていた(Figure.3-6-2H,I）。加えて、尿中タンパク質/クレアチニン比も scCD19-

Crunch 治療群で正常レベルであることが確認され、scCD19-Crunch 治療は SLE モデルマ

ウスの腎機能を保護していることが示された(Figure.3-6-2J）。加えて、SLE の重要な所見

である自己抗体産生に着目すると、抗核抗体(ANA)および抗 dsDNA(anti-dsDNA)抗体の血

中濃度が、scCD19-Crunch 治療によって減少していることが確認された(Figure.3-6-2K,L）。

これらの結果は、Crunch 治療が SLE に対して治療効果を持つことを示している。 
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Figure.3-6-2: SLE に対する Crunch 治療 

(A) SLE モデルに対する Crucnh 治療の概略図。8 週齢の MRLlpr/lpr マウス(SLE モデル)に対し
て、Saline、scGFP-Crunch、scCD19-Crunch(150 µg)が週 2 回、13 週齢まで 5 週間腹腔内投
与され、Crunch 治療が行われた。B 細胞解析のため脾細胞と血液細胞、腎解析のため腎臓、腎
機能解析のため尿、自己抗体解析のため血清が回収された。 
(B-D) B 細胞解析。回収された脾細胞(B)および血液細胞(C)中の CD45 陽性細胞のうち、B 細胞
の割合を示す。(D)は脾臓中の B 細胞数を示す(平均±SD, Saline n=7 マウス, scGFP-Crunch 
n=3 マウス, scCD19-Crunch n=9 マウス)。 
(E) Crunch 治療による体重変化。実験終了時のマウス体重を示す(平均±SD, MRL[健常マウス] 
n=1, Saline n=7 マウス, scGFP-Crunch n=3 マウス, scCD19-Crunch n=9 マウス)。 
(F-I) 腎解析。実験終了時に回収された腎臓は、10%中性緩衝ホルマリン液を用いて 4℃で一晩
固定され、パラフィンに包埋された。4 µm で薄切された腎臓切片は、H&E 染色(F)または
Alexa647 標識抗マウス IgG 抗体および DAPI で染色された(H)。図は代表的な腎糸球体領域を示
す。(G)は H&E 染色の結果をもとに、各マウス 5-6 個の腎糸球体が 0-3 で半定量化された腎組
織スコアの平均値を示す(平均±SD, Saline n=7 マウス, scGFP-Crunch n=3 マウス, scCD19-
Crunch n=9 マウス)。(I)は免疫染色の結果をもとに、腎糸球体領域の Alexsa647MFI を示す(平
均±SD, Saline n=4 マウス, scGFP-Crunch n=3 マウス, scCD19-Crunch n=6 マウス)。 
(J) 腎機能解析。腎機能解析は、尿中のタンパク質/クレアチニン比(UPC ratio)で測定された(平
均±SD, MRL[健常マウス] n=1, Saline n=7 マウス, scGFP-Crunch n=3 マウス, scCD19-
Crunch n=9 マウス)。 
(K-L) 自己抗体。血清中の自己抗体は、抗核抗体(ANA)と抗 dsDNA 抗体(anti-dsDNA antibody)
が ELISA により測定された。(K)は血清 ANA 濃度を示す。(L)は ELSIA での OD450 を示す(平均
±SD, MRL[健常マウス] n=1, Saline n=7 マウス, scGFP-Crunch n=3 マウス, scCD19-Crunch 
n=9 マウス)。 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer t test(C-E,G-L). N.S. P>0.05, *P<0.05 **P<0.01, 
***P<0.001, ****P<0.0001, ******P<0.000001. 
               (Yamato et al. 2025. Nature Biomedical Engineering を改変) 
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第４章 考察 

4-1 Crunch の臨床的意義 

本研究では、新規モダリティ Crunch の生産技術の確立、ナノボディや scFv への設計可変

性の確認、内在性分子標的治療の実証、薬物動態、安全性試験の実施、ヒト応用性の評価を

行った。これらの実施は、抗体の標的化能力を利用した新たな治療プラットフォーム Crunch

システムの初期開発を成し遂げたものである。Crunch は、生体が保有する毎日数千億もの

細胞を処理する死細胞貪食機構と抗体の優れた標的化能力を利用して、標的細胞の貪食に

よる生体内除去を誘導する画期的なモダリティであり、臨床治療に新たな選択を提供する

と考えられる。しかしながら、Crunch の臨床応用にはいくつかの技術的課題を解決する必

要があるだろう。 

 

4-2 Crunch の技術的課題 

4-2-1 生産技術の向上 

遺伝子組み換え技術などのバイオテクノロジーを用いたバイオ医薬品は、低分子医薬品

とは異なり、原薬製造に培養細胞を用いることが多く、製造コストは低分子医薬品よりも高

価となる。そのため、バイオ医薬品の生産効率は重要視される。生産技術の観点で、本研究

では、項目 2-6 および Figure.3-1-2 で Crunch のタンパク質産生および精製技術の確立が

行われた。特に、培養上清からの精製技術問題が培養上清中のヒスチジンと推測し、pH に

着目することで精製効率 100%近い技術を新たに確立したことは、実験レベルの精製技術に

新たな知見を与えるものである。また、タンパク質高発現細胞株を樹立するための”Repeat 

Infection-Sorting”法は、クローニングの必要がなく、短期間で高発現細胞を樹立することが

でき、精製技術と合わせて約 9.6 mg/L の Crunch タンパク質生産を成し遂げた。これは、

現在医薬品として上市されている一本鎖二重特異性抗体 Blinatumomab の初期開発時点の

生産量 4mg/L の約 2.4 倍である(12)。一方で、似たような CHO システムを用いて実験レ

ベルで生産される抗体の生産量は 100 mg/L であり、Crunch と比べて極めて高い(55)。こ

れは、改変した非天然タンパク質を用いていることが理由としてあげられる。近年の抗体医

薬品では、抗体医薬の製造原価を圧縮するため、遺伝子工学の発達や細胞株の改良、培養技

術の向上が行われることにより生産量が 10g/L にまで達している(56, 57)。Crunch の生産

技術には一定の懸念が残るものの、近年の組み換えタンパク質大量生産技術を取り込むこ

とで生産技術的課題は克服されると考える。 

 

4-2-2 生体内半減期 

 医薬品の薬物動態は、薬物作用に極めて重要な影響を及ぼす。薬物動態の中でも、静脈投

与されることが多いバイオ医薬品は、薬物の分布、代謝、排泄、すなわち生体内半減期の及
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ぼす影響がほとんどを占める。本研究では、Crunch の生体内半減期が Figure.3-4-1 で検証

され、静脈内投与で 11.4 時間、腹腔内投与で 15.0 時間と算出された。これは、一般的に半

減期が短いサイトカイン医薬品(数分~)や、一本鎖二重特異性抗体(0.6 時間)よりは長いも

のの、抗体や二重特異性抗体(6-8 日間)より極めて短い(34, 58, 59)。バイオ医薬品の生体内

クリアランスは、腎糸球体濾過、血中代謝(分解)、標的/非標的組織への取り込みで考える

ことができ、Crunch タンパク質は 75-100kDa であるため、腎糸球体濾過を回避可能である

が、抗体における FcRn(60, 61)のようなエンドサイトーシス後のリサイクリングシステム

を持たないため、細胞に取り込まれ分解されている結果、約 12 時間程度の生体内半減期に

なったと考えられる。 

しかしながら、薬物動態の考え方において生体内半減期は長ければよい、短ければ悪いと

いうものではない。例えば、睡眠薬の生体内半減期は、薬物消失が約 6 時間から 8 時間に

なるようにされており、それよりも極めて長ければ接種者は起きることが難しくなる。この

ように、生体内半減期は薬物作用目的に適応したものである必要がある。実際に、抗体の半

減期は極めて長いため、IL-6 阻害薬 Tocilizumab は免疫抑制効果を示すが、長期的な免疫

抑制を行われることで重篤な感染症リスクが生じるなどの副作用が生じる(62)。Crunch の

例では、生体内半減期がそれほど長くないため、長期的な標的細胞の除去を行うことがリス

クになる疾患に対して用いることができる。 

一方で、Figure.3-5-4 で行ったように、目的によっては生体内半減期の短さによる作用

限界が生じるため、生体内半減期を技術的に解決することは、Crunch の治療応用性の幅を

広げることになる。例えば、Figure.3-5-5 で実施した AAV9 ウイルスを用いて生体内で持

続的に Crunch を産生させるアプローチなどがそれにあたる。また、Figure.3-4-1 の結果

は、静脈内投与より腹腔内投与の方が長い生体内半減期を示した。実際に、最高血漿濃度は

静脈内の方が高いが、48 時間後からは腹腔内投与の方が血漿濃度は高くなっている。これ

は、腹腔内からの吸収が遅く、持続的に血中へ吸収されたことによる結果だと考えられる。

臨床的には皮下投与が似た性質を示しており、Figure.3-5-6 の結果より Crunch の最低薬

効濃度が低いことから投与方法の変更によるアプローチもあげられる。また、サイトカイン

医薬品は非常に半減期が短いため、何度も投与する必要があったが、抗体の Fc 領域を付加

することや PEG を結合させることで生体内半減期を延長するアプローチがされてきた(63, 

64)。これらのアプローチを Crunch に応用することで、生体内半減期を延長し、薬物作用

を増強させることが可能となるだろう。 

 

4-2-3 安全性 

 医薬品において最も重要視されるのは安全性である。医薬品のベネフィットと安全性リ

スクの兼ね合いは疾患によって異なるが、安全性が高い医薬品ほど適応範囲は広くなる。

Crunch の安全性は Figure.3-4-2 および Figure.3-5-2 で検証され、自然免疫応答リスクは
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少ないが、バイオ医薬品で重要視される免疫原性リスクが示唆された。Crunch の ProS モ

ジュールは天然由来の配列であり、ナノボディや scFv を結合したことによる T 細胞/B 細

胞の免疫原性は見られなかったが、標的結合モジュール、特にナノボディは強い B 細胞免

疫原性を示した。ナノボディは凝集体が B 細胞の抗体産生を引き起こすことが知られてお

り(65, 66)、本研究で用いた Crunch は凝集体を除去するステップが行われていないため生

じたものであると考えられる。一方で、マウス由来の scFv を用いた Crunch では抗体産生

がされなかったため、治療対象と同じ由来のタンパク質を用いることで免疫原性リスクを

減らすことが可能だと考えられる。しかしながら、本研究では、GFP に対するナノボディ

と scFv の 1 例で確認したのみであるため、安全性について今後追及していく必要がある。 

 

4-2-4 エフェクター細胞 

 Crunch はモダリティ単体で機能せず、エフェクター細胞である貪食細胞を介して標的細

胞を除去する。そのため、Crunch の機能は貪食細胞に依存する。例えば、Figure.3-3-2-2 

で行われた肺転移モデルでは Figure.3-3-2-1 の皮下接種モデルと比較して薬物作用が低い

と見ることができる。これは、関与する貪食細胞の違いに依存するもので、皮下接種モデル

では Figure.3-3-2-2 に示すように MerTK 発現マクロファージが Crunch による貪食細胞

として機能する。肺転移モデルでは、肺に常在するマクロファージは炎症性マクロファージ

が多く、炎症性マクロファージは MerTK の発現レベルが低下するため(67, 68)、Crunch に

よる貪食細胞としての機能が皮下接種モデルと比較して弱かったからだと考えられる。こ

のことは、Crunch のエフェクター細胞が少ない臓器では Crunch の薬物作用が低下するこ

とを示唆する。この問題を解決するため、細胞情報に基づいた標的組織の決定もしくは、併

用療法による標的組織へのマクロファージ動員が必要になってくるだろう。 

 

4-3 Crunch の展望 

4-3-1 治療プラットフォーム 

 Crunch の利点は、モジュール化された設計システムによる、標的の可変性、すなわち治

療プラットフォーム化されているところにある。Crunch は、薬物作用に必須な共通部分で

ある ProS モジュールと、自由に変更可能な標的結合モジュールにより構成されており、本

研究では、ナノボディと抗体由来の scFv が使用され、そのモジュール性が示された。その

ため、新たな治療標的を選択するには標的結合モジュールを変更するだけでよく、治療プラ

ットフォームとして利用することが可能となっている。また、標的結合モジュールはナノボ

ディや scFv に縛られることはなく、遺伝子工学的、合成化学的に結合または付加が可能で

あればタンパク質ドメインや中分子ペプチド環(69)、低分子化合物、RNA、AI で結合予測

されたペプチド(70, 71)など、これまでそしてこれから生み出される多種多様なモダリティ
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との組み合わせが可能になると考えられる。 

 

4-3-2 既存医薬品との比較 

 項目 1-2 で述べたように、抗体による標的化は ADCC や CDC による殺傷能力の限界か

ら、ADC や二重特異性抗体などのように、抗体の標的化機能に新たな機能を付加するアプ

ローチが行われてきた。本研究で開発を行った Crunch は、抗体の標的化機能に、生体内で

恒常的に行われている死細胞貪食を利用する機能を付加したものとなっている。抗体の標

的化に関与する Fc 受容体を発現したエフェクター細胞が血球細胞に限定されていることに

対して(72)、死細胞貪食機構(Crunch)のエフェクター細胞は多岐にわたるかつ、恒常的に大

量の細胞を除去しているため(1)、抗体より強力な標的細胞除去が可能になると考えられる。

実際に、Figure.3-5-4D で示した CD19 標的 B 細胞除去効率は、scCD19-Crunch が抗 CD19

抗体を上回る結果となっている。一方で、薬物動態や安全性まで考慮した Crunch と抗体の

比較、また ADC や二重特異性抗体との有効性評価も今後行っていく必要がある。 

 

4-3-3 実験ツールとしての Crunch 

 マウス実験系において、特定の細胞集団を除去し、特定の細胞枯渇実験を行うために、B

細胞の CD19 や T 細胞の CD3 といった細胞特異的な表面マーカーに対する抗体(47, 48, 

73)が使われている。抗体によって細胞除去を行うためには、例えば本研究で用いた抗 CD19

抗体(1D3)だと、B 細胞を除去するために 300 µg の抗 CD19 抗体と 300 µg の抗 B220 抗体

を実験 3 週間前に投与し、実験中も 5 日おきに投与し続ける必要がある(48)。そのため、

Figure.3-5-4 で示したように、短期で B 細胞除去を行うことは難しいとされる。一方で、

scCD19-Crunch は Figure.3-5-4D で示したように複数回投与により B 細胞を極めて迅速

に除去することができた。また、タンパク質投与と Figure.3-5-5 の AAV を用いた生体内

Crunch 発現で、迅速かつ長期的な細胞枯渇モデルマウスを作ることが可能だと考えられる。

本研究で開発された Crunch は、治療目的だけでなく、実験ツールとしての有望性も期待さ

れる。 

 

4-3-4 高度な標的化 

 これまでの低分子医薬品、抗体をはじめとしたバイオ医薬品は特定の一つの標的分子を

標的化してきた。このアプローチでは、標的分子が限られており、実際に抗体医薬品はその

標的分子が欠乏しつつある。がん細胞が発現する分子は多数あるものの、通常細胞と区別で

きないため標的化することが不可能であり、既に知られている過剰発現タンパク質はほぼ

標的化済みとなっている。そのため、抗体の標的化を利用した ADC や二重特異性抗体など

のアプローチがなされてきたが、これらは特定の一つの標的分子を効率的に標的化する手
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法となっている。これは、抗体が非常に優れており、一つの分子で機能することに由来する。

一方で、Crunch が機能するためには Figure.1-1 や Figure.3-2-2 で示したように二つの分

子が MerTK を二量体化する必要がある。ここに遺伝子工学的な介入の余地があり、ホモダ

イマーで機能する Crunch を、ヘテロダイマーでのみしか機能しない改変を加えることで、

二つの標的分子を認識したときのみ作用するようにできる。この Crunch による高度な標的

化が可能となれば、例えば、がん細胞と通常細胞の両方が発現している標的分子 A と、そ

のがん細胞と他の通常細胞の両方が発現している標的分子 B の二つの標的分子を標的化す

ることで、がん細胞のみを標的化するなどといった従来の抗体では成し遂げられなかった

アプローチが可能となる。Crunch による高度な標的化は、従来の抗体では限りのあった標

的分子の拡大をすることが可能となるだろう。 
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