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従来技術とその問題点

<#>

+

？
タンパク質：親水性高分子 修飾分子：様々な分子量・物性

vs.

ランダムな修飾は、機能低下を招く.

ピンポイント修飾が好ましい.
が、ハードルが高い.

一般的な化学修飾では達成困難.

多様な溶媒と物性に対応
可能な技術が好ましい.反応溶媒は水が好ましい.

化学修飾は反応点の制御が困難

タンパク質のピンポイント修飾技術
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Protein A + B

Q-K側鎖間の部位特異的架橋反応

Enzymatic  conjugation

Enzymatic  conjugation

Enzyme + DNA

Protein A-B
conjugate

Enzyme-DNA
conjugate

A, B = Molecule of 
interest 

Microbial TGase
MW: 38 kDa (331aa);

Active site: Cys64; 
Working pH: 5~9;

Working temp.: 4-60oC.
分子 A と B の拡張
→人工タンパク質設計

酵素触媒架橋反応による修飾技術

既往の研究実績

トランスグルタミナーゼによる架橋様式

いらすとや https://www.irasutoya.com
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抗体をピンポイントで修飾する意義

+
抗体
IgG

薬物

？

抗体ー薬物複合体 ADC

・高度な分子認識能力と薬理活性を有するタンパク質
・抗体を認識素子とする診断技術/簡易診断薬の開発
・バイオ医薬品としての抗体の大きなニーズ
・Antibody-Drug Conjugate (ADC) の市場拡大
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抗体(1)をピンポイントで修飾(2)する
新しいキメラ架橋酵素(3)

・修飾部位特異性？
・修飾効率？
・修飾ラベル数？
・修飾対象に対する汎用性？

+

小分子ラベル化抗体
Antibody-X Conjugate

？

X

Requirements

MTGの利用？

小分子化合物
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従来技術とその問題点

既に実用化されている修飾法は、抗体分子表
面の特定の官能基を狙った化学的修飾技術に
基づくものが主流であり、

・修飾における部位特異性と効率の両立
・修飾ラベル数の制御と技術の汎用性

が鍵となることが認識されている。これらの
必要条件を満たすために、様々な修飾技術が
提案されている状況にある。
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• 部位特異性と修飾効率の両立に向けた試み

ProMTG-pG

TAMRA-YPLQMRG-NH2

37℃, 1 h

ProMTG*
遺伝子組換え

+ 色素ラベルQ基質ペプチド

+ protein G 抗体 Fab

ほぼ無反応

Heavy chain
labeled 

w/TAMRA

Light chain

ProMTG-pG

Mass/kDa

Herceptin
TAMRA-Q-pep.

ProMTG-pG

→ 重鎖特異的ラベル化を確認
→ 融合酵素の自己修飾を確認

ProMTG-pG
構造モデル図(C末pG融合タンパク質)(*活性型MTG前駆体)

架橋反応進行の確認
SDS-PAGE(CBB, 蛍光)

ProMTG-pG
self-labeling

IgG抗体

抗体結合ドメインの融合による近接効果の導入



8

• 部位特異性と修飾効率の両立に向けた試み

キメラ架橋酵素
ProMTG-pG

TAMRA-YPLQMRG-NH2

37℃, pH 8.0

→ 重鎖 K65 特異的なラベル化を確認

架橋産物の分析
HPLC, peptide mapping

+
IgG抗体

重鎖修飾率 ~60%

→ 反応１時間で修飾率は約６割

未修飾重鎖
(H-chain)

ラベル修飾重鎖
凝集・自己ラベル ⇔ 修飾率↓？

キメラ架橋酵素 ProMTG-pG (ver.1) によるIgGのラベル化
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• 部位特異性と修飾効率の改善

ProMTG-pG*
*pGは Fc, Fab 両方に結合

遺伝子組換え

→ Fc部位選択性の向上 → Fab部位選択性の向上

Fc選択性

Fab選択性

pGドメインの改変による性能向上

MTG反応性の低減
→ Lys/Glnの置換
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• 部位特異性と修飾効率の改善

IgG抗体
(Herceptin, 1.3 µM)

MTG mutants
(2.6 µM)

OD600 measurement +

α-helix
binding to
Fc region1)

β sheet
binding to

Fab region2)

ProMTG
-pG(Fc)

ProMTG
-pG(Fab)

ProMTG-pG

⇔ pG(Fc)
pG(Fab)

→ 抗体結合部位の特異性↑＝凝集抑制

37℃, 1 h

濁度測定による凝集形成の評価

pGドメインの改変による反応時の凝集の抑制
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• 部位特異性と修飾効率の両立の達成

キメラ架橋酵素
ProMTG-pG(Fab)

TAMRA-YPLQMRG-NH2

37℃, pH 8.0

→ K65特異的ラベル, 自己ラベルの抑制

架橋産物の分析
SDS-PAGE, HPLC

+
IgG抗体

Herceptin

→ 反応２時間で修飾率は約９割

ProMTG
-pG(Fab)
Heavy chain

specific labeling 

Herceptin ＋

TAMRA-Q-peptide ー

MTG mutant ー

IgG
反応前
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• 架橋部位(K65)の構造情報と近接効果

相補性決定領域 (CDR, 抗原と
相互作用する部位)の端に存在

K65

K65

ProMTG-pG(Fab)

TAMRA-Q-pep.

色素修飾抗体

+
Herceptin

IgG+ProMTG-pG複合体構造モデル図

K65と触媒ドメインの近接効果
＋ProMTGの基質特異性

-NIK30DT--
--SVK65GR--
---TSK76NT--

K65

K76
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ProMTG-pG ProMTG-pG(Fc) ProMTG-pG(Fab)

蛍光修飾抗体
(Herceptin)

37℃, 1 h

4% PFA

CLSM観察
細胞膜抗原認識能の確認

抗体修飾効率
自己修飾の抑制
反応時の凝集抑制

抗体ラベル化試薬
としての性能比較

設計したキメラ架橋酵素：
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新技術の特徴・従来技術との比較

• 修飾部位特異性と修飾効率の両立に対して、
酵素反応を利用することで解決できた。

• MTGを用いた従来法では、抗体の脱糖鎖処理
により露出するアミノ酸 (Gln残基) に限られ
ていたが、抗体への近接効果の導入により、
天然抗体の特定のアミノ酸 (Lys残基) の修飾
が可能となった。

• 反応２時間で修飾率９割以上を達成した。
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想定される用途

• 本技術は、薬物修飾抗体の迅速・簡便な調
製の面でメリットを見出せる可能性あり。

• 基質の設計の自由度が高いことから、薬物
以外の多様な分子の修飾への適用可能性も
期待される。

• ヘルスケア分野における抗体(＋抗体様結合
タンパク質)の用途拡大に資するピンポイン
ト修飾技術となることが期待される。
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実用化に向けた課題

• 現在、モデル化合物による天然抗体表面Lys
残基の部位特異的修飾を達成済み。しかし、
実用的に使えるラベル化剤を用いた検証は
これからの課題である。

• 今後、修飾効率の向上・修飾部位の拡大に
ついて更なる検討を進め、抗体のピンポイ
ント修飾技術としての汎用性を高める。

• 実用化に向けて、修飾抗体の精製技術の確
立も課題となる。
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企業への期待

• 薬理活性を有する化合物の合成技術を有する
企業様との産学連携研究の可能性。

• 抗体ラベルを試みたい化合物シーズを有する
企業様との共同研究開発の可能性。

• 抗体の利用を中心としたヘルスケア製品を開
発中の企業様、新規化合物を用いた診断薬や
医療分野への展開をお考えの企業様は本技術
の導入を是非ご検討下さい。
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本技術に関する知的財産権

• 発明の名称：微生物由来トランスグルタミナーゼ融合体
• 出願番号： 特願2023-076790
• 出願人：九州大学
• 発明者：神谷 典穂、南畑 孝介、木村 道夫

• 発明の名称：抗真菌剤組成物、化合物及び抗真菌剤
• 出願番号：特願2020-151325
• 出願人：九州大学、琉球大学
• 発明者：神谷 典穂、平良東紀

酵素触媒架橋反応を用いた脂質修飾抗真菌酵素製剤の設計

本研究は AMED (JP21ae0121004) の支援を受けて実施されました.
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産学連携の経歴

• 2008-2010年 JST重点地域研究開発推進プログラム
（徳島大学、アロカ株式会社との共同研究、診断薬の実用化）

• 2009-2012年 NEDOバイオマスエネルギー先導技術研究開発
（神戸大学、豊田中央研究所、トヨタ自動車株式会社との共同研究）

• 2012年 JST研究成果最適展開支援プログラム A-STEP
（日立アロカメディカル株式会社との共同研究）

• 2015-2017年 JST-START（本学内・農工異分野共同研究）
• 2018年4月〜 KAICO株式会社 起業（発起人・現アドバイザー）
• 2023年10月〜 JST A-STEP（本格型、分担）

（株式会社 ｵﾝﾁｯﾌﾟ･ﾊﾞｲｵﾃｸﾉﾛｼﾞｰｽﾞ、金沢工業大学との共同研究）

その他、複数の企業様と個別の共同研究の経験があります。
お気軽にお声掛け、ご相談頂けると幸いです。
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産学連携の可能性

Lipid

Synthetic
molecules

Bond-forming
Enzymes

Protein

Nucleic acid

On-demand Manufacturing of 
High-quality Customized Proteins

昆虫バイオリファイナリーの提案
‘Sustainable’ biomolecular engineering platform!

What’s next?
☞ New Biopharmaceutics
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お問い合わせ先

九州大学
オープンイノベーションプラットフォーム
サイエンスドリブンチーム

ＴＥＬ 092-400-0494
e-mail transfer@airimaq.kyushu-u.ac.jp

ご静聴有難うございました.
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