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〈要 約〉

　抗体医薬品の多くは標的抗原と特異的に結合することにより抗原を介して惹起される作用を選択的に遮断することで効果を発揮する．従来の抗体は1分子の抗体が抗原と1度だけ結合し，その作用を1回しか遮断することができない．そこで，筆者らは，抗IL-6受容体抗体であるtocilizumabに対してアミノ酸置換による改変を行い，pH 7.4でIL-6受容体に強く結合しpH 6.0においてすみやかに解離するpH依存的な結合を示す抗体を作製した．マウスを用いた試験の結果，この抗体はpH 7.4の血液中において抗原と強く結合して効果を発揮し，エンドソームに取り込まれるとpH 6.0のエンドソーム内において抗原を解離させることで抗原をリソソームで分解させ，さらに，抗原を解離したこの抗体は細胞外へとリサイクルされることで血液中において新たな抗原とふたたび結合できることが示唆された．カニクイザルを用いた試験において，IL-6受容体への結合親和性を増強した抗体ではその遮断効果の持続性の向上は限定的であったが，pH依存的な結合を示す抗体においては持続性の顕著な向上が認められた．このことから，抗体抗原反応にpH依存性を付与することにより抗体医薬品の投与頻度や用量を低減することが可能であるものと考えられた．
はじめに

　モノクローナル抗体は標的抗原への強い親和性をもちその作用を選択的に阻害できることから，これまでに多くの抗体医薬品が上市されている1)．しかし，これまでの抗体医薬品では，抗体が生体に投与され血漿中に存在している期間において免疫グロブリンG型の抗体がもつ2つの抗原認識部位はそれぞれ1分子の抗原としか結合することができなかった．すなわち，従来の抗体においては1分子の抗体は抗原と1度だけ結合し，その作用を1回しか遮断することができなかった．一方で，標的とする抗原は生体において連続的に産生されている．そのため，抗原に対する親和性がいかに強い抗体であっても，投与した抗原認識部位の量（抗体の投与量）をこえる量の抗原が産生された時点で抗体による抗原の遮断効果はなくなって（消失して）しまう．そのため，抗体医薬品の投与量および投与頻度の低減には限界があった．
　筆者らは，1つの抗原認識部位が複数回にわたり抗原に結合することで1分子の抗体がくり返しその作用を遮断することができればこの限界を克服することが可能であると考えた．そこで，この研究では，インターロイキン6（IL-6）の作用を遮断することで関節リウマチの治療薬として高い治療効果を示す抗ヒトIL-6受容体抗体tocilizumab2) にアミノ酸置換による改変をくわえることによって，1分子の抗体をIL-6受容体へくり返し結合させその遮断効果の持続性を改善することを目的とした．
　tocilizumabは可溶型IL-6受容体と膜型IL-6受容体の両方に結合することでIL-6の炎症性シグナルを遮断し関節リウマチの治療効果を発揮する3)．この研究では，抗体工学的な手法を用いてtocilizumabに対しIL-6受容体との抗原抗体反応にpH依存性を付与することにより，血漿中の中性条件下（pH 7.4）ではIL-6受容体に強く結合し，エンドソーム内の酸性条件下（pH 6.0）ではIL-6受容体からすみやかに解離するような抗体の作製を試みた．このようなpH依存的な結合を示す抗体は，血漿中ではIL-6受容体に強く結合することで遮断効果を発揮し，エンドソーム内ではIL-6受容体をすみやかに解離することでIL-6受容体をリソソームにより分解させ，一方で，IL-6受容体を解離した抗体は細胞表面あるいは血漿中にリサイクルされ新たなIL-6受容体とふたたび結合することができるものと考えられた．このような抗体が創製できれば1分子の抗体がくり返しIL-6受容体に結合することでIL-6受容体の遮断効果のより持続することが期待された．
1．pH依存的にIL-6受容体と結合する抗IL-6受容体抗体の作製

　天然には血漿中の中性pHとエンドソーム内の酸性pHの違いを利用したpH依存的なタンパク質間相互作用が知られており，その多くがヒスチジン残基の性質を利用している4)．ヒスチジン残基のpKaは6.0～6.5であることから，血漿中のpH 7.4ではヒスチジン残基は中性であるのに対してエンドソーム内のpH 5.5～6.0ではプロトンが付加され正電荷をもつ．このようなヒスチジン残基の静電的な性質の変化を利用することで抗原抗体反応にもpH依存性を付与することが可能であると考えられた（図1）．
　そこで，IL-6受容体の結合にかかわると推測されるtocilizumabのアミノ酸残基をひとつずつヒスチジン残基に置換して改変抗体を調製し，中性条件下および酸性条件下でのIL-6受容体との結合を評価することでIL-6受容体との結合にpH依存性を付与するようなヒスチジン残基への置換部位を同定した．これらの改変を組み合わせることによりIL-6受容体にpH依存的に結合する抗IL-6受容体抗体PH2が得られた．このPH2は中性条件下のpH 7.4においてtocilizumabよりも約3倍も強く結合し，かつ，pH 7.4とpH 6.0におけるKD比が22倍というpH依存性（tocilizumabのKD比は2倍）をもっていた．PH2はpH 7.4においてIL-6受容体に結合したのち，pH 6.0条件下になるとすみやかにIL-6受容体から解離することが確認された．
2．pH依存的な結合を示す抗IL-6受容体抗体のヒトIL-6受容体トランスジェニックマウスを用いたin vivo評価

　ヒトIL-6受容体トランスジェニックマウス5) を用いて，tocilizumabとpH依存的にIL-6受容体に結合する抗体PH2のin vivoにおける効果を検証した．このトランスジェニックマウスにヒトIL-6を投与するとIL-6受容体へのシグナルを介して血清アミロイドAが誘導される．25 mg/kgの用量でtocilizumabあるいはPH2を投与し，これらの抗体の薬物動態と血清アミロイドA産生の抑制効果（IL-6受容体の遮断効果）を評価した．その結果，pH依存的にIL-6受容体に結合するPH2はtocilizumabと比較して長い血漿中滞留性を示し，血清アミロイドAの産生をより長期間にわたり抑制することが確認された．
3．pH依存的な結合を示す抗IL-6受容体抗体の膜型IL-6受容体および可溶型IL-6受容体に対する作用

　IL-6受容体には可溶型IL-6受容体と膜型IL-6受容体の2つのタイプが存在し，tocilizumabは両方のタイプに結合する．そこで，可溶型IL-6受容体および膜型IL-6受容体に対してpH依存的な結合がそれぞれどのように影響するかを検証した．
　一般に，抗原の血漿中滞留性は抗体に比べれば短く消失が早いが，血漿中滞留性が長い抗体が抗原に結合すると抗体がキャリアとしてはたらくため抗原の消失が著しく遅くなることが知られている6)．実際，正常マウスにヒト可溶型IL-6受容体のみを投与するとヒト可溶型IL-6受容体はすみやかに消失したが，99％以上がtocilizumabと結合した状態でヒト可溶型IL-6受容体を正常マウスに投与したところその消失は大幅に遅延した．tocilizumabは可溶型IL-6受容体に結合したのち，複合体の状態で細胞に非特異的に取り込まれ，そののち，エンドソームにおいてFcRnという抗体のリサイクルに関与する分子に結合しそのまま複合体の状態で血漿中にリサイクルされる．そのため，可溶型IL-6受容体はtocilizumabに結合した状態で血漿中に長期間にわたり滞留し，tocilizumabの1つの抗原結合部位は1つの可溶型IL-6受容体としか結合することができない（図2a）．一方，pH依存的に結合する抗IL-6受容体抗体PH2と結合した状態で投与したところ，tocilizumabと結合した状態で投与した場合と比較して，ヒト可溶型IL-6受容体の消失は大幅に促進された．pH依存的なIL-6受容体への結合能をもつPH2は，可溶型IL-6受容体に結合したのち，複合体の状態で細胞に非特異的に取り込まれ，そののち，酸性条件下のエンドソームにおいて可溶型IL-6受容体を解離するものと考えられた．解離した可溶型IL-6受容体はFcRnに結合することができないためリソソームに移行して分解されるが，抗体はFcRnによって血漿中にリサイクルされ，ふたたび別の可溶型IL-6受容体に結合するものと考えられた（図2b）．
　つぎに，膜型IL-6受容体に関してであるが，tocilizumabは膜型IL-6受容体に結合することでその作用を遮断し，そののち，膜型IL-6受容体のインターナライゼーションにより血漿中から消失する．実際，ヒトIL-6受容体トランスジェニックマウスにtocilizumabを投与するとヒトIL-6受容体を発現しない正常マウスに投与した場合に比べ（tocilizumabはヒトおよびカニクイザルのIL-6受容体に結合するが，マウスのIL-6受容体には結合しない），tocilizumabは血漿中からすみやかに消失する．tocilizumabは膜型IL-6受容体に結合すると膜型IL-6受容体との複合体のままインターナライゼーションによりエンドソームに取り込まれ，そののち，リソソームに移行し分解される（膜型IL-6受容体依存的な消失）．そのため，tocilizumabの1つの抗原結合部位は1つの膜型IL-6受容体としか結合することができない（図2c）．一方，pH依存的にIL-6受容体に結合するPH2はヒトIL-6受容体トランスジェニックマウスにおいてtocilizumabよりすぐれた血漿中滞留性を示した．PH2はインターナライゼーションののち，エンドソームにおいて膜型IL-6受容体から解離するものと考えられた．膜型IL-6受容体はそのままリソソームで分解されるのに対して，膜型IL-6受容体から解離したPH2はFcRnを介して細胞表面にリサイクルされ，ふたたび別の膜型IL-6受容体に結合することが可能であるものと考えられた（図2d）．
　以上より，tocilizumabは可溶型IL-6受容体および膜型IL-6受容体にいちどしか結合できないのに対して，pH依存的なIL-6受容体への結合能をもつPH2は血漿中での結合とエンドソーム内での解離をくり返すことによって，1分子の抗体がくり返しIL-6受容体と結合し，その遮断効果をより長期間にわたって持続できることが示唆された．
4．pH依存的な結合を示す抗IL-6受容体抗体のカニクイザルを用いた薬物動態・薬力学評価

　抗体による抗原の遮断効果を増強する一般的な方法は抗原に対する親和性を向上させることである7)．そこで，tocilizumabに対しIL-6受容体への親和性を向上させる改変を導入した高親和性抗IL-6受容体抗体と，tocilizumabに対しpH依存的にIL-6受容体に結合する改変を導入したpH依存的な結合を示す抗IL-6受容体抗体PH2の2種類の抗体をin vivoにおいて比較評価した．tocilizumabのIL-6受容体に対する親和性を100倍向上させた抗IL-6受容体抗体AMを作製し（pH依存的なIL-6受容体への結合能はない），さらに，tocilizumab，PH2およびAMに対して，抗体の非特異的な消失（IL-6受容体を介さない抗体の一般的な消失経路）を低減させるためFcRnへの結合を増強させる改変8) を導入したtocilizumab-FcRn，PH2-FcRnおよびAM-FcRnを作製した．
　tocilizumab，tocilizumab-FcRn，AM-FcRnおよびPH2-FcRnをカニクイザルの静脈に1 mg/kgで投与し，これらの抗体の薬物動態とC反応性タンパク質産生の抑制効果（IL-6受容体の遮断効果）を評価した9)．その結果，pH依存的にIL-6受容体に結合するPH2-FcRnはtocilizumabと比較して血漿中滞留性とC反応性タンパク質産生の阻害（IL-6受容体の遮断）の持続性を大幅に向上することができた．一方，抗体の非特異的な消失を低減させただけのtocilizumab-FcRn，および，さらにIL-6受容体への親和性を100倍向上させたAM-FcRnによる持続性の向上は限定的であった．抗体の非特異的な消失を低減させ，かつ，IL-6受容体ときわめて高い親和性をもつAM-FcRnはIL-6受容体を遮断できる期間が8日間であったことから，1 mg/kgで投与した抗体に匹敵する量のIL-6受容体は生体では約8日間で産生されているものと考えられた．それに対して，pH依存的にIL-6受容体に結合するPH2-FcRnはIL-6受容体を16日間にわたり遮断したことから，少なくとも1つの抗体が2回以上はIL-6受容体に結合することができているものと考えられた．
　tocilizumabによるIL-6受容体の阻害が有効な関節リウマチなどの慢性疾患では，長い投与間隔で皮下注射により投与できることが望ましい．そこで，tocilizumabあるいはPH2-FcRnを2 mg/kgの投与量でカニクイザルに皮下投与したところ，tocilizumabは約1週間しかIL-6受容体を遮断することができなかったのに対してPH2-FcRnは4週間以上も遮断することができた．このことから，PH2-FcRnは4週間に1回の投与間隔により関節リウマチへの治療効果を発揮することができるものと期待された．
おわりに

　従来の抗体では1分子の抗体が抗原と1回だけ結合し，その作用を1回しか遮断することができなかったため，生体での産生量の多い抗原を標的とする場合は高い投与量・短い投与間隔が必要であった．筆者らは，抗原抗体反応にpH依存性を付与することにより，エンドソームにおいて抗体から抗原を解離させ，抗原のみをリソソームで分解させ抗体を血漿中にリサイクルさせてふたたび新たな抗原と結合可能とすることで，ひとつの抗原結合部位がくり返し抗原と結合することを可能とする技術を確立した．1分子の抗体が抗原にくり返し結合することにより，通常の抗体では達成することができない効果を発揮することが可能となる．この技術はIL-6受容体のみならずほかの疾患関連抗原に対しても適用することが可能であり，単独あるいはほかの抗体工学技術10) と組み合わせて適用することより通常の抗体医薬品よりも付加価値の高い抗体医薬品の創製が期待される．
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〈図説明〉

図1　抗原抗体反応へのpH依存性の付与
pH 7.4においては中性のヒスチジン残基を介して抗体と抗原とは高親和性で結合し，pH 6.0においてはプロトン化したヒスチジン残基によって抗体と抗原との親和性が低下し抗原は抗体から解離する．
図2　通常の抗体tocilizumabとpH依存的な結合を示す抗IL-6受容体抗体PH2の可溶型IL-6受容体および膜型IL-6受容体に対する推定作用
（a）tocilizumabは可溶型IL-6受容体に結合した状態で非特異的にエンドソームに取り込まれると，可溶型IL-6受容体に結合したままFcRnによって細胞表面にリサイクルされるため，抗体は新たな可溶型IL-6受容体と結合することができない．
（b）PH2は可溶型IL-6受容体に結合した状態で非特異的にエンドソームに取り込まれると，可溶型IL-6受容体を解離しFcRnによって細胞表面にリサイクルされるため，抗体は新たな可溶型IL-6受容体と結合することができる．
（c）tocilizumabは膜型IL-6受容体と結合した状態でインターナリゼーションされ，そのままリソソームで分解される．

（d）PH2は膜型IL-6受容体と結合した状態でインターナリゼーションされると，エンドソーム内で膜型IL-6受容体から解離し細胞表面にリサイクルされるため，抗体は新たな膜型IL-6受容体と結合することができる．
