
カイコカイコカイコカイコによる医薬品生産の実現へ向けてによる医薬品生産の実現へ向けてによる医薬品生産の実現へ向けてによる医薬品生産の実現へ向けて

�動物用医薬品の開発動物用医薬品の開発動物用医薬品の開発動物用医薬品の開発

・（有）生物資源研究所（所長：根路銘国昭先生）と共同で、イン

フルエンザワクチンを開発

・日本全薬工業（株）と共同で動物用医薬品を開発

�ヒト用医薬品の開発ヒト用医薬品の開発ヒト用医薬品の開発ヒト用医薬品の開発

・TGカイコの優位性を確認

コスト優位性：培養細胞系より低コスト

糖鎖構造の優位性：

昆虫型よりヒト型に近い糖鎖構造（GlcNAcの付加、α-1,3フコース無し）

α-1,6フコース無し（高ADCC活性抗体生産の可能性）

・候補タンパク質の選定

抗体医薬（高効率生産、結合活性の確認）

フィブリノゲン（高効率生産、凝固活性の確認）

インフルエンザワクチン（高効率生産、免疫応答能の確認）
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カイコ IBL004 CHO IBL004

遺伝子組換えカイコ遺伝子組換えカイコ遺伝子組換えカイコ遺伝子組換えカイコで生産したヒト化抗体の評価で生産したヒト化抗体の評価で生産したヒト化抗体の評価で生産したヒト化抗体の評価

CHO cells-produced mAb

TG silkworm-produced mAb

FACSによる評価による評価による評価による評価 Cell ELISAによる評価による評価による評価による評価

Silkworm mAb CHO mAb

カイコカイコカイコカイコで生産したヒト化抗体は、で生産したヒト化抗体は、で生産したヒト化抗体は、で生産したヒト化抗体は、CHOCHOCHOCHO細胞で細胞で細胞で細胞で

生産したものと同等の活性を示した。生産したものと同等の活性を示した。生産したものと同等の活性を示した。生産したものと同等の活性を示した。



抗体医薬生産系としての可能性・優位性抗体医薬生産系としての可能性・優位性抗体医薬生産系としての可能性・優位性抗体医薬生産系としての可能性・優位性

AsnAsnAsnAsn

フコースフコースフコースフコース
糖鎖

AsnAsnAsnAsn

フコースが無いと、癌細胞に障害を与える活性（ADCC活性）が上昇する。

組換えカイコで生産した抗体の糖鎖には、最初からフコースが存在しない。

組換えカイコは、癌治療用抗体医薬品の生産系として有用である可能性がある。

・低コストでの生産が可能・低コストでの生産が可能・低コストでの生産が可能・低コストでの生産が可能

・抗・抗・抗・抗ADCCADCCADCCADCC活性抗体の生産が可能活性抗体の生産が可能活性抗体の生産が可能活性抗体の生産が可能



フィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲン

・血液凝固因子の一つであり、糊状に固まることで、直接的に止血にかかわる。

・Aα、Bβおよびγ鎖よりなる分子量340kの巨大なタンパク質である。

・先天性の低フィブリノゲン血漿の治療等に使用されている。

・ヒトの血液を原料として生産されており、かつてはウイルスの不活化処理が

不十分であったことから、肝炎の感染源となる事故が多数発生した（現在では、
ウイルスの不活化処理が行われている）。

・安全な組換えフィブリノゲンが求められているが、効率的な生産系が存在しない。

血液凝固カスケード血液凝固カスケード血液凝固カスケード血液凝固カスケード

フィブリノゲンの分子構造フィブリノゲンの分子構造フィブリノゲンの分子構造フィブリノゲンの分子構造
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αααα/ββββ/γγγγ-line
IE1       ---- ++++

フィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲン
を含む繭を含む繭を含む繭を含む繭

X

フィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲン

を多く含む繭を多く含む繭を多く含む繭を多く含む繭

フィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲンフィブリノゲンα/β/γ
発現系統発現系統発現系統発現系統

アクチベーターアクチベーターアクチベーターアクチベーター（（（（IE1IE1IE1IE1））））
発現系統発現系統発現系統発現系統

発現量：約発現量：約発現量：約発現量：約2mg/繭繭繭繭

ヒトフィブリノゲン高発現カイコの作製ヒトフィブリノゲン高発現カイコの作製ヒトフィブリノゲン高発現カイコの作製ヒトフィブリノゲン高発現カイコの作製

Bββββ
Aαααα

γγγγ



組換えフィブリノゲンの凝固活性の確認組換えフィブリノゲンの凝固活性の確認組換えフィブリノゲンの凝固活性の確認組換えフィブリノゲンの凝固活性の確認

繭（繭（繭（繭（α/β/γα/β/γα/β/γα/β/γ＋＋＋＋IE1IE1IE1IE1））））

↓↓↓↓

2M Urea, 0.1% TritonX2M Urea, 0.1% TritonX2M Urea, 0.1% TritonX2M Urea, 0.1% TritonX----100, 50mM Tris100, 50mM Tris100, 50mM Tris100, 50mM Tris----HClHClHClHCl

（（（（pH7.5pH7.5pH7.5pH7.5）にて組換えフィブリノゲンを抽出）にて組換えフィブリノゲンを抽出）にて組換えフィブリノゲンを抽出）にて組換えフィブリノゲンを抽出

↓↓↓↓

限外ろ過にて濃縮限外ろ過にて濃縮限外ろ過にて濃縮限外ろ過にて濃縮

↓↓↓↓

200mM NaCl200mM NaCl200mM NaCl200mM NaClおよびおよびおよびおよび500nM CaCl500nM CaCl500nM CaCl500nM CaCl2222を添加を添加を添加を添加

↓↓↓↓

10 U/ml10 U/ml10 U/ml10 U/mlのトロンビンを加えてのトロンビンを加えてのトロンビンを加えてのトロンビンを加えて

37℃37℃37℃37℃で１時間インキュベートで１時間インキュベートで１時間インキュベートで１時間インキュベート

カイコで生産した組換えフィブリノゲンが凝固活性を有することを確認した。



HA (HA (HA (HA (ヘマグルチニンヘマグルチニンヘマグルチニンヘマグルチニン))))

NA (NA (NA (NA (ノイラミニダーゼノイラミニダーゼノイラミニダーゼノイラミニダーゼ))))

インフルエンザウイルスの構造インフルエンザウイルスの構造インフルエンザウイルスの構造インフルエンザウイルスの構造 ヘマグルチニン（ヘマグルチニン（ヘマグルチニン（ヘマグルチニン（HAHAHAHA）の構造）の構造）の構造）の構造

HA1 HA2HA

sHA-Foldon（三量体型）
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・・・QSR ・・・ＴＲＩ
Trimeric domain 

(Foldon)

TM

sHA（単量体型）
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・・・ＴＲＩ

カイコカイコカイコカイコで発現するためので発現するためので発現するためので発現するためのHAHAHAHA遺伝子の構造遺伝子の構造遺伝子の構造遺伝子の構造

(H1N1(H1N1(H1N1(H1N1（（（（A/Okinawa/248/2009A/Okinawa/248/2009A/Okinawa/248/2009A/Okinawa/248/2009））））))))

インフルエンザワクチンの開発：インフルエンザワクチンの開発：インフルエンザワクチンの開発：インフルエンザワクチンの開発：

遺伝子組換えカイコによるヘマグルチニン遺伝子組換えカイコによるヘマグルチニン遺伝子組換えカイコによるヘマグルチニン遺伝子組換えカイコによるヘマグルチニン（（（（HAHAHAHA）の発現）の発現）の発現）の発現



カイコカイコカイコカイコ繭の電気泳動およびウエスタンブロット解析繭の電気泳動およびウエスタンブロット解析繭の電気泳動およびウエスタンブロット解析繭の電気泳動およびウエスタンブロット解析

CBB Anti-H1N1 antibody 

1: Total extraction (8M urea, 50mM Tris(8.0), 2% 2-ME)

2: PBS (final 0.5MNaCl)

3: 0.1% Triton X-100 in PBS (final 0.5M NaCl)

4: 0.1% Triton X-100 in PBS (final 0.5M NaCl) Non-boiled
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組換え組換え組換え組換えsHAsHAsHAsHAおよびおよびおよびおよびsHAsHAsHAsHA----foldonfoldonfoldonfoldonの発現が確認できた。の発現が確認できた。の発現が確認できた。の発現が確認できた。



CocoonsCocoonsCocoonsCocoons
↓↓↓↓

Extraction with 0.1% Triton XExtraction with 0.1% Triton XExtraction with 0.1% Triton XExtraction with 0.1% Triton X----100 100 100 100 
in PBS (final 0.5M NaCl)in PBS (final 0.5M NaCl)in PBS (final 0.5M NaCl)in PBS (final 0.5M NaCl)

↓↓↓↓
Ammonium sulfate precipitationAmmonium sulfate precipitationAmmonium sulfate precipitationAmmonium sulfate precipitation

↓↓↓↓
Cation exchange chromatographyCation exchange chromatographyCation exchange chromatographyCation exchange chromatography
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CocoonsCocoonsCocoonsCocoons
↓↓↓↓

Extraction with 0.1% Triton XExtraction with 0.1% Triton XExtraction with 0.1% Triton XExtraction with 0.1% Triton X----100 100 100 100 
in PBS (final 0.5M NaCl)in PBS (final 0.5M NaCl)in PBS (final 0.5M NaCl)in PBS (final 0.5M NaCl)

↓↓↓↓
Ammonium sulfate precipitationAmmonium sulfate precipitationAmmonium sulfate precipitationAmmonium sulfate precipitation

↓↓↓↓
Anion exchange chromatographyAnion exchange chromatographyAnion exchange chromatographyAnion exchange chromatography

組換え組換え組換え組換えHAHAHAHAの精製の精製の精製の精製

sHAsHAsHAsHA----foldonfoldonfoldonfoldon sHAsHAsHAsHA



30 30 30 30 µµµµggggの精製の精製の精製の精製sHAsHAsHAsHA----foldonfoldonfoldonfoldonまたはまたはまたはまたはsHAsHAsHAsHAををををddYddYddYddYマウスに免疫マウスに免疫マウスに免疫マウスに免疫

↓↓↓↓
14141414日後および日後および日後および日後および21212121日後に追加免疫日後に追加免疫日後に追加免疫日後に追加免疫

↓ ↓ ↓ ↓ 
28282828日後に採血し血清を分離日後に採血し血清を分離日後に採血し血清を分離日後に採血し血清を分離

↓↓↓↓
赤血球凝集阻害アッセイ赤血球凝集阻害アッセイ赤血球凝集阻害アッセイ赤血球凝集阻害アッセイ （（（（HAIHAIHAIHAI）により）により）により）によりHAHAHAHAに対する抗体価を定量に対する抗体価を定量に対する抗体価を定量に対する抗体価を定量

H1N1 (A/okinawa/248/2009)

HI titer: 2048

6432 512256128 1024 2048 4096 8192 16384 32768 65536

H5N1 (H5N1 (H5N1 (H5N1 (A/duck/singaporeA/duck/singaporeA/duck/singaporeA/duck/singapore----Q/F19/3/97Q/F19/3/97Q/F19/3/97Q/F19/3/97))))
HI titer: NegativeHI titer: NegativeHI titer: NegativeHI titer: Negative

組換え組換え組換え組換えHAHAHAHAの免疫応答能の免疫応答能の免疫応答能の免疫応答能

6432 512256128 1024 2048 4096 8192 16384 32768 65536

H1N1 (A/okinawa/248/2009)

HI titer: 2048

H5N1 (H5N1 (H5N1 (H5N1 (A/duck/singaporeA/duck/singaporeA/duck/singaporeA/duck/singapore----Q/F19/3/97Q/F19/3/97Q/F19/3/97Q/F19/3/97))))
HI titer: NegativeHI titer: NegativeHI titer: NegativeHI titer: Negative

sHAsHAsHAsHA----foldonfoldonfoldonfoldon

sHAsHAsHAsHA

sHAsHAsHAsHA----foldonfoldonfoldonfoldonおよびおよびおよびおよびsHAsHAsHAsHAを接種したマウスにおいて、高い免疫応答が認められた。を接種したマウスにおいて、高い免疫応答が認められた。を接種したマウスにおいて、高い免疫応答が認められた。を接種したマウスにおいて、高い免疫応答が認められた。


