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(57)【要約】
　本発明はヒト免疫グロブリン受容体の分野に関する。
本明細書において、ヒト胚腎細胞及びチャイニーズハム
スター卵巣細胞において組み換え発現させたヒトＦｃガ
ンマ受容体ＨＩａの糖構造を報告する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの組成物であって、
ａ）該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａが、配列番号１のアミノ酸配列を有し、Ｈ
ＥＫ２９３細胞において発現されており、
ｂ）該組成物が、配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置のＮ結合型オリゴ糖において
異なる、配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物
を含み、ここで、異なる該Ｎ結合型オリゴ糖が：
無、
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【表２５】

より選択されることを特徴とする組成物。
【請求項２】
　請求項１記載の組成物への免疫グロブリンの結合の判定方法であって、：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供；
ｉｉ）請求項１記載の組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物の提供；
ｉｉｉ）免疫グロブリンと該組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物との接触、及び
ｉｖ）該組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物への免疫グロブリンの結合の判定；
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の段階を含む方法。
【請求項３】
　組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの組成物の組み換え産生のための方法であって
、以下の段階：
－　真核細胞の提供、
－　ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａをコード化する核酸での提供した該真核細胞のトラン
スフェクト、
－　該ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの発現に適した条件下でのトランスフェクトした該
真核細胞の培養、
－　真核細胞又は培養液からの該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの回収、それに
より、該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａが、配列番号１のアミノ酸の１６３番目
の位置のＮ結合型オリゴ糖において異なる配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒトＦ
ｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を含む組成物として得られる、
を含む、方法。
【請求項４】
　真核細胞がＨＥＫ２９３細胞であり、異なるオリゴ糖が：
無、
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【表２６】

より選択されることを特徴とする、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　真核細胞がＣＨＯ細胞であり、異なるオリゴ糖が：
無、
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【表２７】

より選択されることを特徴とする、請求項３記載の方法。
【請求項６】
　組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａを含む組成物であって、
ａ）該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａが配列番号１のアミノ酸配列を有し、ＣＨ
Ｏ細胞において発現されており、
ｂ）該組成物が、配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置のＮ結合型オリゴ糖において
異なる、配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物
を含み、それにより、異なる該Ｎ結合型オリゴ糖が：
無、
【表２８】

より選択されることを特徴とする、組成物。
【請求項７】
　請求項６記載の組成物への免疫グロブリンの結合の判定方法であって、以下の段階：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供、
ｉｉ）請求項６記載の組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物の提供、
ｉｉｉ）免疫グロブリンと該組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物との接触、及び
ｉｖ）該組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物への免疫グロブリンの結合の判定、
を含む、方法。
【請求項８】
　受容体が、
ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み、及び
ｂ）配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置に以下：
無、
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【表２９】

のＮ結合型オリゴ糖の１つを含むことを特徴とする、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩ
Ｉａ。
【請求項９】
　受容体が配列番号１のアミノ酸の７５番目の位置に以下：
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無、
【表３０】

のＮ結合型オリゴ糖の１つを含むことを特徴とする、請求項８記載のＦｃガンマ受容体。
【請求項１０】
　受容体が配列番号１のアミノ酸の４６番目の位置に以下：
無、

【表３１】

のＮ結合型オリゴ糖の１つを含むことを特徴とする、請求項８から９のいずれか１項記載
のＦｃガンマ受容体。
【請求項１１】
　受容体が配列番号１のアミノ酸の１７０番目の位置に何も含まないか、又は、以下：
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【表３２】

のＮ結合型オリゴ糖を含むことを特徴とする、請求項８から１０のいずれか１項記載のＦ
ｃガンマ受容体。
【請求項１２】
　受容体が配列番号１のアミノ酸の１８０又は１８１番目の位置に何も含まないか、又は
、以下：

【表３３】

のＯ結合型オリゴ糖を含むことを特徴とする、請求項８から１１のいずれか１項記載のＦ
ｃガンマ受容体。
【請求項１３】
　受容体が配列番号１のアミノ酸の１５９番目の位置にフェニルアラニンを有することを
特徴とする、請求項１から１２のいずれか１項記載のＦｃガンマ受容体。
【請求項１４】
　請求項８記載のＦｃガンマ受容体への免疫グロブリンの結合の判定方法であって、以下
の段階：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供、
ｉｉ）請求項８記載のＦｃガンマ受容体の提供、
ｉｉｉ）該免疫グロブリンと該Ｆｃガンマ受容体との接触、及び
ｉｖ）該Ｆｃガンマ受容体への該免疫グロブリンの結合の判定
を含むことを特徴とする、方法。
【請求項１５】
　組み換えヒトＦｃガンマ受容体を固相にコンジュゲーションすることを特徴とする、請
求項２又は７又は１４記載の方法。
【請求項１６】
　免疫グロブリンを固相にコンジュゲーションすることを特徴とする、請求項２又は７又
は１４記載の方法。
【請求項１７】
　コンジュゲーションが、Ｎ末端及び／又はε－アミノ基（リジン）、異なるリジンのε
－アミノ基、アミノ酸骨格のカルボキシ、スルフヒドリル、ヒドロキシル、及び／又はフ
ェノール官能基、又は糖鎖構造の糖アルコール基を介した化学結合により実施されること
を特徴とする、請求項１５又は１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　固相へのコンジュゲーションが：
－　ストレプトアビジン又はアビジン／ビオチン、
－　抗体／抗原、
－　レクチン／多糖体、
－　ステロイド／ステロイド結合タンパク質、
－　ホルモン／ホルモン受容体、
－　酵素／基質、
－　免疫グロブリンＧ／プロテインＡ及び／又はプロテインＧ及び／又はプロテインＬ、
を含む特異的結合対（第１成分／第２成分）の群より選択される特異的結合対を介して実
施されることを特徴とする、請求項１５又は１６のいずれかに記載の方法。
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【請求項１９】
　判定が、表面プラズモン共鳴、音響共鳴、蛍光共鳴エネルギー移動、イムノアッセイ、
全反射、光ファイバー、表面プラズモン共鳴蛍光増強、又は蛍光活性化細胞選別により選
択される方法によることを特徴とする、請求項２又は７又は１４から１８のいずれか１項
記載の方法。
【請求項２０】
　判定が表面プラズモン共鳴によることを特徴とする、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　判定がイムノアッセイによることを特徴とする、請求項１９記載の方法。
【請求項２２】
　イムノアッセイが異種イムノアッセイであることを特徴とする、請求項２１記載の方法
。
【請求項２３】
　イムノアッセイがサンドイッチイムノアッセイであることを特徴とする、請求項２１記
載の方法。
【請求項２４】
　サンドイッチイムノアッセイが、固相に固定した捕捉抗体及び直接的又は間接的な検出
に適した検出抗体を含むことを特徴とする、請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　検出抗体が、化学発光基、蛍光基、発光金属複合体、酵素、及びラジオアイソトープよ
り選択される検出可能標識を含むことを特徴とする、請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
　検出抗体が、
－　ハプテン又は抗原／抗体、
‐　ビオチン又はアミノビオチン、イミノビオチンもしくはデスチオビオチンなどのビオ
チン類似体／アビジン又はストレプトアビジン、
－　糖／レクチン、
－　核酸又は核酸類似体／相補的核酸、及び
－　受容体／リガンド、
より選択されるバイオアフィン結合対の第１のパートナーを含むことを特徴とする、請求
項２４記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はヒト免疫グロブリン受容体の分野に関する。本明細書においてヒト胚腎細胞及
びチャイニーズハムスター卵巣細胞において組み換え発現させたヒトＦｃガンマ受容体を
報告し、特に本発明はその糖構造に関する。
【０００２】
発明の背景
　免疫グロブリンは、一般に、２つの軽ポリペプチド鎖及び２つの重ポリペプチド鎖を含
む。重及び軽ポリペプチド鎖の各々が可変領域（一般的にポリペプチド鎖のアミノ末端部
分）を含み、それは抗原と特異的に相互作用できる一つ又は複数の結合ドメインを含む。
重及び軽ポリペプチド鎖の各々は定常領域（一般的にカルボキシ末端部分）も含む。重鎖
の定常領域は、例えば、食細胞などのＦｃガンマ受容体（ＦｃγＲ）を持つ細胞、又は、
Ｂｒａｍｂｅｌｌ受容体としても公知の新生児Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）を持つ細胞への免
疫グロブリンの結合を媒介する。それは、成分（Ｃ１ｑ）などの古典的な補体系の因子を
含むいくつかの因子への結合も媒介する。
【０００３】
　免疫グロブリン分子は、５つの異なるクラスに割り当てられる：ＩｇＡ（クラスＡの免
疫グロブリン）、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭ。これらのクラスの中で、免疫グ
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【０００４】
　Ｈｕｌｅｔｔ及びＨｏｇａｒｔｈ（Hulett, M.D. and Hogarth, P.M., Adv. Immunol. 
57 (1994) 1127）は、クラスＧの免疫グロブリンのＦｃ部分に対する細胞外受容体が、異
なる結合特異性を有する３つの異なる受容体型：ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、及びＦｃγ
ＲＩＩＩを含む膜貫通糖タンパク質のファミリーであることを報告した。Ｉ型の受容体が
非複合型ＩｇＧと相互作用するのに対し、ＩＩ及びＩＩＩ型の受容体は好ましくは複合型
ＩｇＧと相互作用する。ヒトＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）は、２つのアイソフォーム及び
２つの多型で存在する。第１のアイソフォームＦｃγＲＩＩＩａが、第２のアイソフォー
ムＦｃγＲＩＩＩｂとは異なる遺伝子によりコード化される膜貫通分子であり、それはＧ
ＰＩ固定膜タンパク質である。第１の多型Ｖ１５９がアミノ酸配列の１５９番目の位置に
バリン残基を有するのに対して、第２の多型Ｆ１５９は１５９番目の位置にフェニルアラ
ニン残基を有する。
【０００５】
　Ｔａｋａｈａｓｈｉら（Takahashi, N., et al., Glycobiology 12 (2002) 507-515）
は、ＢＨＫ細胞において産生した組み換えヒト可溶性ＦｃγＲＩＩＩのＮグリコシル化プ
ロファイルを報告する。ＦｃγＲＩＩＩｂ細胞外ドメインと単量体ヒトＩｇＧサブクラス
の間の相互作用の親和力がＧａｌｏｎらにより報告された（Galon, J., et al., Eur. J.
 Immunol. 27 (1997) 1928-1932）。ＣＤ１６アイソフォームによるリガンド結合及び食
作用がＮａｇａｒａｊａｎらにより報告された（Nagarajan, S., et al., J. Biol. Chem
. 270 (1995) 25762-25770）。ＥＰ－Ａ－１３１４　７４１には、二重特異性抗ＣＤ１９
　ｘ　抗ＣＤ１６抗体及びその使用が報告されている。
【０００６】
　ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの定義された糖構造を提供すること、即ちヒトＦｃガン
マ受容体ＩＩＩａの特定の位置に付着したオリゴ糖の一覧を提供するが、本発明の目的で
ある。
【０００７】
発明の概要
　本発明は、Ｆｃガンマ受容体の糖構造の分野におけるいくつかの局面を含む。第１の局
面は配列番号１のアミノ酸配列を伴う、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａであり、
配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖の１つを含む：
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【表１】

【０００８】
　一態様において、受容体は、配列番号１のアミノ酸の７５番目の位置に以下のＮ結合型
オリゴ糖の１つを含む：
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【表２】

【０００９】
　別の態様において、受容体は、配列番号１のアミノ酸の４６番目の位置に以下のＮ結合
型オリゴ糖の１つを含む：
【表３】

【００１０】
　別の態様において、受容体は、配列番号１のアミノ酸の１７０番目の位置に以下のＮ結
合型オリゴ糖を含む：
【表４】

【００１１】
　別の態様において、受容体は配列番号１のアミノ酸の１８０又は１８１番目の位置の１
つに以下のＯ結合型オリゴ糖を含む：
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【表５】

【００１２】
　一態様において、受容体はアミノ酸の１５９番目の位置にフェニルアラニンを有する。
　
【００１３】
　本発明の第２の局面は組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａであり、配列番号１のア
ミノ酸配列を伴い、配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖
の１つを含む：
【表６】

【００１４】
　本発明の第３の局面は、本発明の組み換えＦｃガンマ受容体への免疫グロブリンの結合
の判定方法であって、以下の段階を含む：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供；
ｉｉ）本発明の組み換えＦｃガンマ受容体の提供；
ｉｉｉ）免疫グロブリンとＦｃガンマ受容体との接触、及び
ｉｖ）Ｆｃガンマ受容体への免疫グロブリンの結合の判定。
【００１５】
　一態様において、Ｆｃガンマ受容体は固相にコンジュゲーションする。別の態様におい
て、免疫グロブリンは固相にコンジュゲーションする。
【００１６】
　さらなる態様において、Ｆｃガンマ受容体又は免疫グロブリンのコンジュゲーションは
、Ｎ末端及び／又はε－アミノ基（リジン）、異なるリジンのε－アミノ基、アミノ酸骨
格のカルボキシ、スルフヒドリル、ヒドロキシル、及び／又はフェノール官能基、及び／
又は糖鎖構造の糖アルコール基を介した化学結合により実施される。さらに別の態様にお
いて、Ｆｃガンマ受容体又は免疫グロブリンのコンジュゲーションは、以下の特異的結合
対より選択される特異的結合対を介して実施される（第１成分／第２成分）：
－　ストレプトアビジン又はアビジン／ビオチン、
－　抗体／抗原、
－　レクチン／多糖体、
－　ステロイド／ステロイド結合タンパク質、
－　ホルモン／ホルモン受容体、
－　酵素／基質、又は
－　免疫グロブリンＧ／プロテインＡ及び／又はプロテインＧ及び／又はプロテインＬ。
【００１７】
　本発明の方法のさらなる態様において、Ｆｃガンマ受容体への免疫グロブリンの結合の
判定は、表面プラズモン共鳴、音響共鳴、蛍光共鳴エネルギー移動、イムノアッセイ、全
反射、光ファイバー、表面プラズモン共鳴蛍光増強、又は蛍光活性化細胞選別により達成
する。
【００１８】
　本発明の別の局面は、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの組成物であって、それ
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により、
ａ）組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａが配列番号１のアミノ酸配列を有し、ＨＥＫ
２９３細胞において発現されており、及び
ｂ）組成物は、配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置のＮ結合型オリゴ糖において異
なる、配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を
含み、
ここで、少なくとも２つの異なるＮ結合型オリゴ糖は以下より選択される：
無、
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【表７】

【００１９】
　本発明のさらなる局面は、ＨＥＫ２９３細胞から得られる本発明の組成物への免疫グロ
ブリンの結合の判定方法であり、以下の段階を含む：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供、
ｉｉ）本発明のＨＥＫ２９３細胞から得られる組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物の
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提供、
ｉｉｉ）該免疫グロブリンと組み換えヒトＦｃガンマ受容体の該組成物との接触、及び
ｉｖ）組み換えヒトＦｃガンマ受容体の該組成物への該免疫グロブリンの結合の判定。
【００２０】
　本方法の一態様において、組み換えヒトＦｃガンマ受容体は固相にコンジュゲーション
する。別の態様において、免疫グロブリンは固相にコンジュゲーションする。さらなる態
様において、コンジュゲーションは、Ｎ末端及び／又はε－アミノ基（リジン）、異なる
リジンのε－アミノ基、アミノ酸骨格のカルボキシ、スルフヒドリル、ヒドロキシ、及び
／又はフェノール官能基、又は糖鎖構造の糖アルコール基を介した化学結合により実施さ
れる。さらに別の態様では、固相へのコンジュゲーションは、以下の特異的結合対より選
択される特異的結合対を介して実施される（第１成分／第２成分）：
－　ストレプトアビジン又はアビジン／ビオチン、
－　抗体／抗原、
－　レクチン／多糖体、
－　ステロイド／ステロイド結合タンパク質、
－　ホルモン／ホルモン受容体、
－　酵素／基質、
－　免疫グロブリンＧ／プロテインＡ及び／又はプロテインＧ及び／又はプロテインＬ。
　
【００２１】
　別の態様において、判定は、表面プラズモン共鳴、音響共鳴、蛍光共鳴エネルギー移動
、イムノアッセイ、全反射、光ファイバー、表面プラズモン共鳴蛍光増強、及び蛍光活性
化細胞選別より選択される方法による。好ましくは、表面プラズモン共鳴による判定であ
る。方法の別の態様では、判定は、イムノアッセイ、異種イムノアッセイ又はサンドイッ
チイムノアッセイのいずれかによる。さらなる態様において、サンドイッチイムノアッセ
イは、固相に固定した捕捉抗体及び直接的又は間接的な検出に適した検出抗体を含む。一
態様において、検出抗体は、化学発光基、蛍光基、発光金属複合体、酵素、及びラジオア
イソトープより選択される検出可能標識を含む。
【００２２】
　別の態様において、検出抗体は、以下より選択されるバイオアフィン（ｂｉｏａｆｆｉ
ｎｅ）結合対の第１のパートナーを含む（第１成分／第２成分）：
－　ハプテン又は抗原／抗体、
－　ビオチン又はアミノビオチン、イミノビオチンもしくはデスチオビオチンなどのビオ
チン類似体／アビジン又はストレプトアビジン、
－　糖／レクチン、
－　核酸又は核酸類似体／相補的核酸、
－　受容体／リガンド。
【００２３】
　本発明の別の局面は、以下の段階を含む、ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの組み換え産
生のための方法である：
－　真核細胞の提供、
－　ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａをコード化する異種核酸での提供した該真核細胞のト
ランスフェククト、
－　該ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの発現に適した条件下でのトランスフェクトした該
真核細胞の培養、
－　真核細胞又は培養液からの該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの回収、それに
より、該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａは、配列番号１のアミノ酸の１６３番目
の位置のＮ結合型オリゴ糖において異なる、配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒト
Ｆｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を含む組成物として得られる。
【００２４】
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　一態様において、真核細胞がＨＥＫ２９３細胞であり、少なくとも２つの異なる該オリ
ゴ糖が以下より選択される：
無、
【表８】

【００２５】
　異なる態様において、真核細胞がＣＨＯ細胞であり、少なくとも２つの異なる該オリゴ
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糖が以下より選択される：
無、
【表９】

【００２６】
　本発明の別の局面は、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａを含む組成物であり、こ
こで、
ａ）組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａが配列番号１のアミノ酸配列を有し、ＣＨＯ
細胞において発現され、及び、
ｂ）組成物が、配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置のＮ結合型オリゴ糖において異
なる、配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を
含み、ここで、少なくとも２つの異なる該オリゴ糖が以下より選択される：
無、

【表１０】

【００２７】
　本発明の別の局面は、ＣＨＯ細胞から得られる本発明の組成物への免疫グロブリンの結
合の判定方法であり、以下の段階を含む：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供、
ｉｉ）本発明のＣＨＯ細胞から得られる組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物の提供、
ｉｉｉ）該免疫グロブリンと組み換えヒトＦｃガンマ受容体の該組成物との接触、及び
ｉｖ）組み換えヒトＦｃガンマ受容体の該組成物への該免疫グロブリンの結合の判定。
【００２８】
　一態様において、組み換えヒトＦｃガンマ受容体は固相にコンジュゲーションする。さ
らなる態様において、免疫グロブリンは固相にコンジュゲーションする。別の態様におい
て、コンジュゲーションは、Ｎ末端及び／又はε－アミノ基（リジン）、異なるリジンの
ε－アミノ基、アミノ酸骨格のカルボキシ、スルフヒドリル、ヒドロキシル、及び／又は
フェノール官能基、又は糖鎖構造の糖アルコール基を介した化学結合により実施される。
さらに別の態様において、固相へのコンジュゲーションは、以下を含む特異的結合対の群
より選択される特異的結合対を介して実施される（第１成分／第２成分）：
－　ストレプトアビジン又はアビジン／ビオチン、
－　抗体／抗原、
－　レクチン／多糖体、
－　ステロイド／ステロイド結合タンパク質、
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－　ホルモン／ホルモン受容体、
－　酵素／基質、
－　免疫グロブリンＧ／プロテインＡ及び／又はプロテインＧ及び／又はプロテインＬ。
　
【００２９】
　本発明のこの局面の別の態様において、判定は、表面プラズモン共鳴、音響共鳴、蛍光
共鳴エネルギー移動、イムノアッセイ、全反射、光ファイバー、表面プラズモン共鳴蛍光
増強、及び蛍光活性化細胞選別より選択される方法による。好ましくは、表面プラズモン
共鳴による判定である。別の態様において、判定はイムノアッセイによる。さらなる態様
において、イムノアッセイは異種イムノアッセイである。さらなる態様において、イムノ
アッセイはサンドイッチイムノアッセイである。別の態様では、サンドイッチイムノアッ
セイは、固相に固定した捕捉抗体及び直接的又は間接的な検出に適した検出抗体を含む。
さらなる態様において、検出抗体は、化学発光基、蛍光基、発光金属複合体、酵素、及び
ラジオアイソトープより選択される検出可能標識を含む。さらなる別の態様において、検
出抗体は、以下より選択されるバイオアフィン（ｂｉｏａｆｆｉｎｅ）結合対の第１のパ
ートナーを含む：
－　ハプテン又は抗原／抗体、
－　ビオチン又はアミノビオチン、イミノビオチンもしくはデスチオビオチンなどのビオ
チン類似体／アビジン又はストレプトアビジン、
－　糖／レクチン、
－　核酸又は核酸類似体／相補的核酸、
－　受容体／リガンド。
【００３０】
発明の詳細な説明
　本発明は配列番号１のアミノ酸配列を伴う、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａを
含み、配列番号１のアミノ酸の１６３番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖の１つを含む
。
【００３１】
　一態様において、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａは、ＨＥＫ細胞、好ましくは
ＨＥＫ２９３細胞において発現させる。別の態様において、組み換えヒトＦｃガンマ受容
体ＩＩＩａはＣＨＯ細胞において発現させる。
【００３２】
　当業者に公知の方法及び技術は、本発明を実施するために有用であり、例えば、"Ausub
el, F.M., ed., Current Protocols in Molecular Biology, Volumes I to III (1997), 
Wiley and Sons; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)"に
おいて記載される。
【００３３】
　本明細書において使用する「核酸」とは、組み換え産生できるポリペプチドをコード化
する天然又は部分的もしくは完全に非天然の核酸を指す。核酸は、単量体ヌクレオチドを
含む多量体分子である。核酸は、化学的手段により単離又は合成されるＤＮＡ断片から構
築できる。核酸は、別の核酸、例えば、発現プラスミド又は真核宿主細胞のゲノム／染色
体中に組み込める。「プラスミド」という用語は、シャトルベクター及び発現ベクターを
含む。典型的に、プラスミドは、細菌／原核生物におけるプラスミドの複製及び選択のた
めの、それぞれ複製起点（例、ＣｏｌＥ１複製起点）及び選択マーカー（例、アンピシリ
ン又はテトラサイクリン耐性遺伝子）を含む原核生物の増殖単位も含む。
【００３４】
　核酸は、同様に、個々のヌクレオチドから成るその核酸配列により、又は／及び核酸に
よりコード化されるアミノ酸配列により特性付けられる。
【００３５】
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　「発現カセット」とは、細胞中の少なくとも含まれる構造遺伝子の発現及び分泌に必要
なエレメントを含む核酸を指す。
【００３６】
　「遺伝子」とは、例えば、ペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質の発現に必要であ
る染色体上又はプラスミド上のセグメントを表示する。コード領域の他、遺伝子は、プロ
モーター、イントロン、及びターミネーターなどの他の機能的エレメントを含む。
【００３７】
　「構造遺伝子」は、シグナル配列を伴わない遺伝子の領域をコード化するポリペプチド
を表示する。
【００３８】
　「耐性遺伝子」又は「選択マーカー」は、本明細書中で互換的に使用され、それを保有
する細胞を対応する選択剤の存在下で、それについて、又は、それに対して特異的に選択
可能にする遺伝子／核酸である。有用なポジティブ耐性遺伝子は抗生物質耐性遺伝子であ
る。この選択マーカーによって、対応する核酸で形質転換した宿主細胞を、対応する抗生
物質の存在下で、それについてポジティブ選択可能になる。非形質転換宿主細胞は、対応
する選択剤の存在下で、即ち、選択培養条件下で、増殖及び／又は生存できないであろう
。選択マーカーは、ポジティブ、ネガティブ、又はニ機能性でありうる。ポジティブ選択
マーカーによってマーカーを保有する細胞の選択が可能になるが、ネガティブ選択マーカ
ーによってマーカーを保有する細胞を選択的に除去できる。典型的に、選択マーカーによ
って薬物に対する耐性が付与される、又は、宿主細胞における代謝又は異化の欠損が補わ
れる。真核細胞で有用な選択マーカーとしては、例えば、ハイグロマイシンホスホトラン
スフェラーゼ（ｈｙｇ）、ネオマイシン及びＧ４１８　ＡＰＨなどのアミノグリコシドホ
スホトランスフェラーゼ（ＡＰＨ）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）、チミジン
キナーゼ（ｔｋ）、グルタミン合成酵素（ＧＳ）、アスパラギン合成酵素、トリプトファ
ン合成酵素（インドール）、ヒスチジノールデヒドロゲナーゼ（ヒスチジノールＤ）の遺
伝、ならびに、プロマイシン、ブレオマイシン、フレオマイシン、クロラムフェニコール
、Ｚｅｏｃｉｎ、及びミコフェノール酸に対する耐性をコード化する遺伝子が挙げられる
。さらなる選択マーカーは、例えば、国際公開広報第９２／０８７９６号及び国際公開広
報第９４／２８１４３号において報告されている。
【００３９】
　分泌ポリペプチドを産生するために、目的の構造遺伝子は、シグナル配列／リーダーペ
プチドをコード化するＤＮＡセグメントも含む。シグナル配列は、新たに合成されたポリ
ペプチドを、ポリペプチドが分泌のために送られる小胞体（ＥＲ）の膜に、及び、膜通過
を方向づける。シグナル配列は、タンパク質がＥＲ膜を通過する際にシグナルペプチダー
ゼにより切断される。シグナル配列の機能については、宿主細胞の分泌機構による認識が
不可欠である。従って、使用するシグナル配列は、宿主細胞のタンパク質及び分泌機構の
酵素により認識されなければならない。
【００４０】
　翻訳調節エレメントには、翻訳開始（ＡＵＧ）及び停止（ＴＡＡ、ＴＡＧ、又はＴＧＡ
）コドンが含まれる。内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）が一部のコンストラクトに含
まれうる。
【００４１】
　本明細書において使用する「発現」という用語は、宿主細胞内で起こる核酸の転写及び
／又は翻訳を指す。宿主細胞における所望の核酸の転写レベルは、該細胞中に存在する対
応するｍＲＮＡの量に基づき決定できる。例えば、選択した核酸から転写されるｍＲＮＡ
は、ＰＣＲ又はノーザンハイブリダイゼーションにより定量化できる（例えば、Sambrook
 et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory P
ress (1989)を参照）。選択した核酸によりコード化されるタンパク質は、様々な方法、
例えば、ＥＬＩＳＡにより、タンパク質の生物活性をアッセイすることにより、又は、タ
ンパク質を認識し、結合する抗体を使用したウェスタンブロッティングもしくはラジオイ
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ムノアッセイなどのそのような活性とは無関係なアッセイを用いることにより定量化でき
る（例、Sambrook et al., 1989、上記を参照）。
【００４２】
　「宿主細胞」とは、本発明のポリペプチドをコード化する遺伝子／核酸を導入する細胞
を指す。宿主細胞は、プラスミド／ベクターの複製のために使用する原核細胞及び構造遺
伝子の発現のための真核細胞の両方を含む。典型的に、真核細胞は哺乳動物細胞である。
　
【００４３】
　「ポリペプチド」は、天然に、又は、合成的に産生されるかを問わず、ペプチド結合に
より結合されたアミノ酸残基の多量体である。約２０未満のアミノ酸残基のポリペプチド
は、「ペプチド」と呼ばれることがある。１又は複数のポリペプチド鎖を含む、又は、１
００のアミノ酸又はそれ以上の長さの単一アミノ酸鎖を含むポリペプチドは、「タンパク
質」と呼ばれる。
【００４４】
　「タンパク質」は、少なくとも１００のアミノ酸の長さの単一ポリペプチド又は２又は
それ以上のポリペプチドのいずれかを含む巨大分子である。タンパク質は、炭水化物群な
どの非ペプチド成分も含みうる。炭水化物群及び他の非ペプチド成分は、タンパク質が産
生される細胞により、タンパク質に添加でき、細胞型により変わりうる。タンパク質は、
アミノ酸骨格構造／アミノ酸配列に関して本明細書において定義される；糖鎮群などの付
加は一般的に特定されないが、しかし、それでも存在しうる。
【００４５】
　「異種ＤＮＡ」又は「異種ポリペプチド」とは、所与の宿主細胞内に天然に存在しない
、ＤＮＡ分子もしくはポリペプチド、又は、ＤＮＡ分子集団もしくはポリペプチド集団を
指す。特定の宿主細胞に異種であるＤＮＡ分子は、その宿主ＤＮＡが非宿主ＤＮＡ（即ち
、外因性ＤＮＡ）と併用される限り、宿主細胞種に由来するＤＮＡ（即ち、内因性ＤＮＡ
）を含みうる。例えば、プロモーターを含む宿主ＤＮＡに機能的に連結されたポリペプチ
ドをコード化する非宿主ＤＮＡを含むＤＮＡ分子は、異種ＤＮＡ分子と見なされる。逆に
、異種ＤＮＡ分子は、外因性プロモーターと機能的に連結された内因性構造遺伝子を含み
うる。
【００４６】
　非宿主ＤＮＡ分子によりコード化されるペプチド又はポリペプチドは、「異種」ペプチ
ド又はポリペプチドである。
【００４７】
　「クローニングベクター」は、プラスミド、コスミド、ファージミド、又は細菌人工染
色体（ＢＡＣ）などの核酸分子であり、それらは宿主細胞において自己複製する能力を有
する。クローニングベクターは、典型的に、１又は少数の制限酵素認識部位を含み、それ
によって、ベクターの必須の生物学的機能を喪失することなく判定可能な様式で核酸、な
らびに、クローニングベクターで形質転換した細胞の同定及び選択における使用に適した
選択マーカーをコード化するヌクレオチド配列を挿入可能になる。耐性遺伝子は、典型的
に、テトラサイクリン耐性又はアンピシリン耐性を提供する遺伝子を含む。
【００４８】
　「発現プラスミド」は、宿主細胞において発現されるポリペプチドをコード化する核酸
である。典型的に、発現プラスミドは、例えば大腸菌での、原核生物のプラスミド増殖単
位を含み、複製起点、及び選択マーカー、真核生物選択マーカーをコード化する核酸、な
らびに、プロモーター、構造遺伝子、及びポリアデリル化シグナルを含む転写ターミネー
ターの各々を含む目的の構造遺伝子の発現のための１又は複数の発現カセットを含む。遺
伝子発現は、通常、プロモーターの制御下に置かれ、そのような構造遺伝子はプロモータ
ーに「機能的に連結される」と言われる。同様に、調節エレメント及びコアプロモーター
は、調節エレメントがコアプロモーターの活性を調節する場合、機能的に連結されている
。
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【００４９】
　「単離ポリペプチド」は、炭水化物、脂質、又は、本来はポリペプチドに結合する、即
ち、共有結合しない他のタンパク性不純物などの汚染細胞成分が本質的にないポリペプチ
ドである。典型的に、単離ポリペプチドの調製物は、高度に精製した形状、即ち、少なく
とも約８０%純粋、少なくとも約９０%純粋、少なくとも約９５%純粋、約９５%超純粋、又
は９９%超純粋であるポリペプチドを含む。特定のタンパク質調製物が単離ポリペプチド
を含むことを示すための方法は、タンパク質調製物のドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）
ポリアクリルアミドゲル電気泳動及びゲルのクマシーブリリアントブルー染色後の単一バ
ンドの出現による。しかし、「単離」という用語は、二量体又は代わりにグリコシル化も
しくは誘導体化した形状などの代わりの物理的形状の同じポリペプチドの存在を除外しな
い。
【００５０】
　「免疫グロブリン」という用語は、免疫グロブリン遺伝子により実質的にコード化され
る１又は複数のポリペプチドから成るタンパク質を指す。認識される免疫グロブリン遺伝
子は、異なる定常領域の遺伝子ならびに無数の免疫グロブリン可変領域の遺伝子を含む。
免疫グロブリンは、例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、及びＦ（ａｂ）２ならびに単鎖（ｓｃＦｖ）
を含む様々な形式で存在しうる（例、Huston, J. S., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 85 (1988) 5879-5883; Bird, R. E., et al., Science 242 (1988) 423-426；一般に
、Hood et al., Immunology, Benjamin N. Y., 2nd edition (1984)；及びHunkapiller, 
T. and Hood, L., Nature 323 (1986) 15-16）。
【００５１】
　「免疫グロブリン断片」は、免疫グロブリンの鎖の少なくとも定常ドメイン、即ち、Ｃ

Ｈ１ドメイン、ヒンジ領域、ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメイン、及び、場合により免疫グ
ロブリンの重鎖のＣＨ４ドメイン又は免疫グロブリンの軽鎖のＣＬドメインを含むポリペ
プチドを表示する。その派生物及び変異体も含む。加えて、１又は複数のアミノ酸又はア
ミノ酸領域が欠失した可変領域が存在しうる。
【００５２】
　本出願中に使用する「アミノ酸」という用語は、アラニン（３文字コード：ａｌａ、１
文字コード：Ａ）、アルギニン（ａｒｇ、Ｒ）、アスパラギン（ａｓｎ、Ｎ）、アスパラ
ギン酸（ａｓｐ、Ｄ）、システイン（ｃｙｓ、Ｃ）、グルタミン（ｇｌｎ、Ｑ）、グルタ
ミン酸（ｇｌｕ、Ｅ）、グリシン（ｇｌｙ、Ｇ）、ヒスチジン（ｈｉｓ、Ｈ）、イソロイ
シン（ｉｌｅ、Ｉ）、ロイシン（ｌｅｕ、Ｌ）、リジン（ｌｙｓ、Ｋ）、メチオニン（ｍ
ｅｔ、Ｍ）、フェニルアラニン（ｐｈｅ、Ｆ）、プロリン（ｐｒｏ、Ｐ）、セリン（ｓｅ
ｒ、Ｓ）、トレオニン（ｔｈｒ、Ｔ）、トリプトファン（ｔｒｐ、Ｗ）、チロシン（ｔｙ
ｒ、Ｖ）、及びバリン（ｖａｌ、Ｖ）を含む。
【００５３】
　本発明の第１の局面は、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａであり、それは配列番
号１のアミノ酸配列を有し、及び、ＨＥＫ２９３細胞から発現及び単離され、及び、配列
番号１のアミノ酸の１６３番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖の１つを含む：
無し、又は
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【表１１】

【００５４】
　配列番号１は、１文字コードで与えられる以下のアミノ酸配列を含む：
【表１２】
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【００５５】
　配列番号１は、ヒトＦｃガンマ受容体の細胞外ドメインを表示し、シグナルペプチドを
含むその完全アミノ酸配列は配列番号２において与える（例、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　ｅ
ｎｔｒｙ　Ｐ０８６３７も参照）。
【００５６】
　本発明の異なるＮ又はＯ結合型オリゴ糖の表記では、個々の糖残基は、オリゴ糖分子の
非還元末端から還元末端まで記載する。最長の糖鎖を表記のための基本鎖として選んだ。
Ｎ又はＯ結合型オリゴ糖の還元末端は糖残基であり、それは受容体のアミノ酸骨格のアミ
ノ酸に直接結合しているが、Ｎ又はＯ結合型オリゴ糖の末端は、基本鎖の還元末端として
反対末端に位置し、非還元末端と呼ばれる。
【００５７】
　本発明の第２の局面は、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａであり、それは配列番
号１のアミノ酸配列を有し、ＣＨＯ細胞から発現及び単離され、及び、配列番号１のアミ
ノ酸の１６３番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖の１つを含む：
無、又は
【表１３】

【００５８】
　配列番号１において、５つのＮグリコシル化部位が見出されるとの事実のため、グリコ
シル化パターンは、全タンパク質質量分析又はグリカンのみの分析のいずれでも試験でき
ない。例えば、配列番号１の３９番目及び４６番目の位置のグリコシル化部位、同様に、
配列番号１の１６３番目及び１７０番目の位置のグリコシル化部位は、非常に接近してい
る。グリコシル化部位のこれらの対を分離するための消化では、特別な酵素が必要とされ
る。
【００５９】
　ポリペプチドの消化、即ち酵素切断では、異なるエンドプロテアーゼ、例えば、Ｇｌｕ
－Ｃ（黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）由来エンドプロ
テアーゼ（Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｖ８）、Ｃ末端グルタミン酸残基に対する特異性）、シア
リダーゼ（末端アセチルノイラミン酸残基の加水分解を触媒するノイラミニダーゼ）、及
びキモトリプシン（チロシン、トリプトファン、及びフェニルアラニンのＮ末端のペプチ
ド結合を切断するエンドペプチダーゼ）を用いることができる。
【００６０】
　驚くべきことに、本発明において、Ｇｌｕ－Ｃ及びキモトリプシン、場合により追加シ
アリダーゼでの併用消化は、グリコシル化、即ち、配列番号１の１６３番目の位置の糖構
造の分析での最良の結果を与えることが見出されている。グリコシル化の分析は、ポリペ
プチドの還元、アルキル化、及び酵素切断、それに続くエレクトロスプレーイオン化法及
びＬＴＱ　ＦＴ質量分析計（各々のフルＭＳスキャン後の５つのＭＳ／ＭＳスキャンを伴
うリニアトラップ質量分析計）を使用した、ＭＳ検出（ＳＩＤスキャン及びＭＳ－ＭＳカ
ップリング）での逆相（ＲＰ）ＨＰＬクロマトグラフィーにより実施できることが見出さ
れている。グリコシル化パターンは非常に複雑であり、驚くべきことに、構造解明がＭＳ
／ＭＳ分析によりできることが見出された。
【００６１】
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　本出願において互換的に使用される「糖構造」、「グリコシル化」、及び「グリコシル
化パターン」という用語は、組み換え産生したポリペプチド中の特定のアミノ酸残基に付
着した全てのオリゴ糖を含む。細胞のグリコシル化の異質性のため、組み換え産生したポ
リペプチドは、特定のアミノ酸残基に単一の定義したＮ又はＯ結合型オリゴ糖を含むだけ
でなく、特定の該アミノ酸位置に同じアミノ酸配列を有するが、しかし、異なるオリゴ糖
を含む各々のポリペプチドの混合物でもある。このように、上の用語は、組み換え産生し
たポリペプチドの特定のアミノ酸位置に付着した一群のオリゴ糖、即ち、付着したオリゴ
糖の異質性を表示する。本出願において使用する「オリゴ糖」という用語は、２又はそれ
以上の共有結合した単糖単位を含む多量体の糖を表示する。
【００６２】
　上に報告したアプローチにより、配列番号１の１６３番目の位置の以下の主なＮ結合型
オリゴ糖が、本発明の第１局面について同定されている（図１も参照）
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【表１４】
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【００６３】
　本発明の組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａは、異なる相対頻度を伴う、上で同定
したＮ結合型オリゴ糖を含む異なるグリコシル化を受けた分子の混合物である。組み換え
受容体は、また、本出願において指す１又は複数のグリコシル化部位で、ある程度はグリ
コシル化されない。このように、本明細書において提示するグリコシル化プロファイルは
、平均的グリコシル化プロファイルである。及び、従って、本発明の一局面は、組み換え
ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａを含む組成物であって、ここで、組み換えヒトＦｃガンマ
受容体ＩＩＩａは配列番号１のアミノ酸配列を有し、ＨＥＫ２９３細胞から発現及び／又
は単離されており、及び、ここで、組成物は配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒト
Ｆｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を含み、それは配列番号１の１６３番目のアミノ酸位
置でのＮ結合型オリゴ糖において異なり、それにより、少なくとも２つの異なる該オリゴ
糖が以下より選択される：
無、又は
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【表１５】

【００６４】
　ＨＥＫ細胞において発現させた組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの配列番号１の
１６３番目の位置の主なＮ結合型オリゴ糖は、オリゴ糖ナンバー１であり、第２のＮ結合
型オリゴ糖はオリゴ糖ナンバー４である。
【００６５】
　上で同定したアプローチにより、配列番号１の他のアミノ酸位置のＮ及びＯ結合型オリ
ゴ糖が同定されている。本発明の一態様において、ＨＥＫ２９３細胞において発現させる
受容体は、配列番号１のアミノ酸の７５番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖のいずれも
含まない、又は、１つを含む：
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【表１６】

【００６６】
　ＨＥＫ２９３細胞において発現させた組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの配列番
号１の７５番目の位置の主なＮ結合型オリゴ糖は、オリゴ糖ナンバー１０である。配列番
号１の７５番目の位置の第２のＮ結合型オリゴ糖は、ナンバー１１又は１２のオリゴ糖の
１つである。
【００６７】
　別の態様において、ＨＥＫ２９３細胞において発現させる受容体は、配列番号１のアミ
ノ酸の４６番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖のいずれも含まない、又は、１つを含む
：
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【表１７】

【００６８】
　別の態様において、ＨＥＫ２９３細胞において発現させる受容体は、配列番号１の１７
０番目の位置に何も含まないか、又は、以下のＮ結合型オリゴ糖を含む：
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【表１８】

【００６９】
　別の態様において、ＨＥＫ２９３細胞において発現させる受容体は、配列番号１の１８
０又は１８１番目の位置に何も含まないか、又は、以下のＯ結合型オリゴ糖を含む：
【表１９】

【００７０】
　一態様において、受容体は配列番号１の１５９番目の位置にフェニルアラニンを有する
。
【００７１】
　本出願において使用する“ＨｅｘＮＡｃ”という用語は、Ｎアセチル化ガラクトサミン
又はグルコサミン糖残基（ＧａｌＮＡｃ又はＧｌｃＮＡｃ）を表示する。
【００７２】
　本発明のさらなる局面は組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａであり、それは配列番
号１のアミノ酸配列を有し、ＣＨＯ細胞から発現及び単離され、及び、配列番号１のアミ
ノ酸の１６３番目の位置に以下のＮ結合型オリゴ糖のいずれも含まない、又は、１つを含
む：

【表２０】

【００７３】
　本発明の別の局面は、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａを含む組成物であって、
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ここで、組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａは配列番号１のアミノ酸配列を有し、Ｃ
ＨＯ細胞から発現及び／又は単離されており、及び、ここで、組成物は配列番号１の少な
くとも２つの組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を含み、それは配列番号１
の１６３番目のアミノ酸位置でのＮ結合型オリゴ糖において異なり、ここで、少なくとも
２つの異なる該オリゴ糖が以下より選択される：
無、又は
【表２１】

【００７４】
　本発明のさらなる局面は、本発明の組み換えＦｃガンマ受容体への免疫グロブリンの結
合の判定方法であり、以下の段階を含む：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供、
ｉｉ）本発明の組み換えＦｃガンマ受容体の提供、
ｉｉｉ）該免疫グロブリンと該Ｆｃガンマ受容体との接触、及び
ｉｖ）該Ｆｃガンマ受容体への該免疫グロブリンの結合の判定。
【００７５】
　分析する免疫グロブリンは、例えば、単離した免疫グロブリン、免疫グロブリンの混合
物、又はサンプルでよい。
【００７６】
　別の局面は、本発明の組成物への免疫グロブリンの結合の判定方法であり、以下の段階
を含む：
ｉ）分析する免疫グロブリンの提供、
ｉｉ）本発明の組み換えヒトＦｃガンマ受容体の組成物の提供、
ｉｉｉ）該免疫グロブリンと組み換えヒトＦｃガンマ受容体の該組成物との接触、及び
ｉｖ）組み換えヒトＦｃガンマ受容体の該組成物への該免疫グロブリンの結合の判定。
【００７７】
　本発明の「サンプル」は、任意の組織又は液体サンプルでありうる。好ましくは、サン
プルは、唾液、尿、全血、血漿、又は血清などの液体サンプルである。好ましくは、サン
プルは全血、血漿、又は血清である。好ましくは、サンプルは、無細胞サンプル、即ち、
細胞を含まないサンプルである。
【００７８】
　本発明の受容体への免疫グロブリンの結合に適当である条件は、当業者に周知であり、
容易に決定できる。これらの条件下で、免疫グロブリンは受容体に結合し、免疫グロブリ
ンと受容体の間の免疫複合体が形成し、免疫グロブリン‐受容体複合体をもたらす。この
複合体は適当な手段により検出できる。
【００７９】
　一態様において、免疫グロブリン‐受容体複合体は、イムノアッセイにより検出される
。好ましく使用されるイムノアッセイは、異種イムノアッセイである。
【００８０】
　一態様において、免疫グロブリン‐受容体複合体の検出は、競合イムノアッセイにより
、又は、いわゆるサンドイッチイムノアッセイにより達成される。
【００８１】
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　当業者はイムノアッセイを問題なく準備し、それは免疫グロブリン‐受容体複合体を検
出できる。例として、そのような検出はサンドイッチ型イムノアッセイにおいて実施でき
、ここで、抗体を捕捉抗体として使用し、それは、受容体に結合するエピトープと重なら
ないエピトープで免疫グロブリンに結合する。免疫グロブリン‐受容体複合体の検出では
、免疫グロブリン又は捕捉抗体のいずれでも認識されないエピトープに結合する受容体に
対する二次抗体又は検出抗体を使用できる。
【００８２】
　一態様において、検出抗体‐免疫グロブリン‐受容体複合体のサンドイッチを形成でき
る検出抗体を使用する。前記の二次抗体又は検出抗体は、好ましくは、直接的又は間接的
な検出を容易にするようなやり方で標識する。
【００８３】
　直接検出では、標識基は、任意の公知の検出マーカー基、色素、発光性標識基など、化
学発光基など、例えば、アクリジニウムエステルもしくはジオキセタン、又は蛍光色素、
例えば、フルオレセイン、クマリン、ローダミン、オキサジン、レゾルフィン、シアニン
及びその誘導体から選択できる。標識基の他の例は、発光金属複合体、ルテニウム又はユ
ーロピウムの複合体、酵素、例えば、ＥＬＩＳＡ又はＣＥＤＩＡ（クローン化酵素ドナー
イムノアッセイ（Ｃｌｏｎｅｄ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｄｏｎｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）
、例、欧州特許第０　０６１　８８８号）で使用するもの、及びラジオアイソトープであ
る。
【００８４】
　間接検出系は、例えば、検出試薬、例えば、バイオアフィン（ｂｉｏａｆｆｉｎｅ）結
合対の第１のパートナーで標識した検出抗体を含む。適した結合対の例は、ハプテン又は
抗原／抗体、ビオチン又はアミノビオチン、イミノビオチンもしくはデスチオビオチンな
どのビオチン類似体／アビジン又はストレプトアビジン、糖／レクチン、核酸又は核酸類
似体／相補的核酸、及び受容体／リガンド、例、ステロイドホルモン受容体／ステロイド
ホルモンである。好ましい第１の結合対のメンバーは、ハプテン、抗原、及びホルモンを
含む。特に好ましいのは、ジゴキシン、ジゴキシゲニン、及びビオチンなどのハプテンな
らびにその類似体である。そのような結合対の第２のパートナー、例えば、抗体、ストレ
プトアビジンなどは、通常、標識して、例えば、上記の標識による直接検出を可能にする
。
【００８５】
　イムノアッセイは当業者に周知である。そのようなアッセイならびに実際の適用及び手
順を実施するための方法は、関連テキストにまとめられている。関連テキストの例は、Ti
jssen, P., Preparation of enzyme-antibody or other enzyme-macromolecule conjugat
es: Practice and theory of enzyme immunoassays, Burdon, R.H. and v. Knippenberg,
 P.H. (eds.), Elsevier, Amsterdam (1990) pp.221-278；及び、免疫学的検出方法を扱
った、Methods in Enzymology, Colowick, S. P., Caplan, N.O., Eds., "Methods in En
zymology"の様々な巻、特に第７０、７３、７４、８４、９２、及び１２１巻、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓである。
【００８６】
　全ての上の免疫学的検出方法において、用いる試薬の結合、例えば、免疫グロブリンの
その対応する受容体への結合を可能する条件を選ぶ。本発明に従って検出される免疫グロ
ブリン‐受容体複合体は、最新の手順により、例えば、サンプル中の対応する濃度の免疫
グロブリン又は受容体と相関する。
【００８７】
　一態様において、本発明の方法におけるＦｃガンマ受容体は固相へコンジュゲーション
する。別の態様において、本発明の方法における免疫グロブリンは固相へコンジュゲーシ
ョンする。
【００８８】
　さらなる態様において、Ｆｃガンマ受容体又は免疫グロブリンのコンジュゲーションは
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、Ｎ末端及び／又はε－アミノ基（リジン）、異なるリジンのε－アミノ基、アミノ酸骨
格のカルボキシ、スルフヒドリル、ヒドロキシル、及び／又はフェノール官能基、及び／
又は糖鎖構造の糖アルコール基を介した化学結合により実施される。別の態様において、
コンジュゲーションは受動的吸着により実施する。さらに別の態様において、Ｆｃガンマ
受容体又は免疫グロブリンのコンジュゲーションは、以下の特異的結合対より選択される
特異的結合対を介して実施される（第１成分／第２成分）：
－　ストレプトアビジン又はアビジン／ビオチン、
－　抗体／抗原、
－　レクチン／多糖体、
－　ステロイド／ステロイド結合タンパク質、
－　ホルモン／ホルモン受容体、
－　酵素／基質、又は
－　免疫グロブリンＧ／プロテインＡ及び／又はプロテインＧ及び／又はプロテインＬ。
　
【００８９】
　さらなる態様では、Ｆｃガンマ受容体への免疫グロブリンの結合の判定は、表面プラズ
モン共鳴、音響共鳴、蛍光共鳴エネルギー移動、イムノアッセイ、全反射、光ファイバー
、表面プラズモン共鳴蛍光増強、又は蛍光活性化細胞選別により達成する。好ましい方法
は、表面プラズモン共鳴、酵素結合免疫吸着測定法、又は蛍光共鳴エネルギー移動である
。
【００９０】
　「固相」は非液体物質を表示し、多量体、金属（正磁性、強磁性粒子）、ガラス、及び
セラミックなどの物質から作られる粒子（微粒子及びビーズを含む）；シリカ、アルミナ
、及び多量体ゲルなどのゲル状物質；多量体、金属、ガラス、及び／又はセラミックから
作ることのできる毛細管；ゼオライト及び他の多孔質物質；電極；マイクロタイタープレ
ート；固体ストリップ；及びキュベット、チューブ又は他の分光計サンプル容器を含む。
アッセイの固相成分は、「固相」がその表面に分子と化学的に相互作用することを意図す
る少なくとも１つの構成成分を含む点で、アッセイが接触しうる不活性な固相表面とは区
別される。固相は、チップ、チューブ、ストリップ、キュベット、又はマイクロタイター
プレートなどの固定成分でありうる、又は、ビーズ及び微粒子などの非固定成分でありう
る。微粒子は、同種アッセイ形式のための固相としても使用できる。タンパク質及び他の
物質の非共有付着又は共有付着のいずれも可能にする様々な微粒子を使用できる。そのよ
うな粒子として、ポリスチレン及びポリ（メチルメタクリレート）などの多量体粒子；金
ナノ粒子及び金コロイドなどの金粒子；及びシリカ、ガラス、及び金属酸化物の粒子など
のセラミック粒子が挙げられる。例えば、"Martin, C.R., et al., Analytical Chemistr
y - News & Features, May 1 (1998) 322A-327A"を参照すること。それは参照により本明
細書に組み入れられる。固相は、任意に、全体又は特定の面積をコーティングできる。物
質の表面上には、スポットの任意のアレイ又は面積が、可視的又は協調的のいずれかで存
在する。各々のスポット又は面積上には、それぞれ、物質の表面にリンカー又はスペーサ
ーを伴う、又は、伴わないポリペプチドを固定化できる。好ましくは、固定化ポリペプチ
ドは本発明の受容体であり、クラスＧの免疫グロブリン（ＩｇＧ）のＦｃ部分を結合でき
る。本発明のイムノアッセイのための固相は、最新技術において広く記載される（例、Bu
tler, J. E., Methods 22 (2000) 4-23を参照）。
【００９１】
　本発明の受容体を伴う固相イムノアッセイは、例えば、固相に吸着又は結合した抗体（
捕捉抗体）、受容体、受容体に結合する免疫グロブリンと、検出可能標識にコンジュゲー
ションした、免疫グロブリン又は受容体の別のエピトープに結合する抗体（トレーサー抗
体）との間の複合体の形成を含む。このように、複合体サンドイッチが形成される：固体
担体‐捕捉抗体‐受容体‐免疫グロブリン‐トレーサー抗体又は担体‐捕捉抗体‐免疫グ
ロブリン‐受容体‐トレーサー抗体。サンドイッチにおいて、トレーサー抗体‐コンジュ
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ゲーション検出可能標識の強度は、インキュベーション培地中の免疫グロブリン濃度に比
例する。"Mire-Sluis, A. R., et al., J. Immunol. Methods 289 (2004) 1-16"には、バ
イオテクノロジー製品に対する宿主抗体の検出を使用したイムノアッセイのデザイン及び
最適化のための推奨事項がまとめられている。
【００９２】
　本発明の態様において、受容体又は免疫グロブリンのいずれかを検出可能標識にコンジ
ュゲーションし、好ましくは特異的結合対を介してコンジュゲーションする。そのような
結合対（第１成分／第２成分）は、例えば、ストレプトアビジン又はアビジン／ビオチン
、抗体／抗原（例えば、Hermanson, G.T., et al., Bioconjugate Techniques, Academic
 Press, 1996を参照）、レクチン／多糖体、ステロイド／ステロイド結合タンパク質、ホ
ルモン／ホルモン受容体、酵素／基質、ＩｇＧ／プロテインＡ及び／又はＧ及び／又はＬ
などである。好ましくは、コンジュゲーションは、ジゴキシゲニン及び検出可能標識への
ジゴキシゲニンに対する抗体を介する。代わりに、受容体又は免疫グロブリンは、ルテニ
ウムビスピリジル複合体のような電気化学発光標識にコンジュゲーションする。
【００９３】
　異なるイムノアッセイの原理が、例えば、"Hage, D.S., Anal. Chem. 71 (1999) 294R-
304R"により記載されている。"Lu, B., et al., Analyst 121 (1996) 29R-32R"には、イ
ムノアッセイにおける使用のための抗体の配向固定化が報告されている。アビジン－ビオ
チン媒介性イムノアッセイが、例えば、"Wilchek, M. and Bayer, E.A., Methods Enzymo
l. 184 (1990) 467-469"において報告されている。
【００９４】
　抗体、特にそれらの定常ドメインは、アミノ酸側鎖の機能性、即ち、結合対の表面、タ
ンパク質、ポリマー（ＰＥＧ、セルロース、又はポリスチロールなど）、酵素、又はメン
バーのような、結合対への共役のための化学反応基を含む。抗体の化学反応基は、例えば
、アミノ基（リジンのエプシロンアミノ基、アルファアミノ基）、チオール基（シスチン
、システイン、及びメチオニン）、カルボン酸基（アスパラギン酸、グルタミン酸）、及
び糖アルコール基である。そのような方法は、例えば、"Aslam, M. and Dent, A., Bioco
njuation MacMillan Ref. Ltd. (1999) 50-100"により記載されている。
【００９５】
　ポリペプチドの、例えば、固相へのコンジュゲーションには、適切な化学保護剤が必要
になる。これらの形状、例、未保護側鎖アミンでの結合は、Ｎ末端での結合ほど安定では
なく、それらとは異なる。多くのそのような化学保護剤が公知である（例えば、欧州特許
出願欧州特許第０６５１７６１号を参照）。好ましい化学保護剤として、無水マレイン酸
又はシトラコン酸無水物（ｃｉｔｒａｃｏｎｙｌｉｃ　ａｎｈｙｄｒｉｄｅ）のような環
状ジカルボン酸無水物が挙げられる。
【００９６】
　色素原（蛍光基又は発光基及び色素）、酵素、ＮＭＲ活性基、又は金属粒子、例えばジ
ゴキシゲニンなどのハプテンは、「検出可能標識」の例である。検出可能標識は、光活性
化架橋基、例えば、アジド基又はアジリン基でもよい。電気化学発光により検出できる金
属キレートも好ましいシグナル放出基であり、特にルテニウムキレート、例えば、ルテニ
ウム（ビスピリジル）３

２＋キレートが好ましい。適切なルテニウム標識基は、例えば、
欧州特許第０５８０９７９号、国際公開広報第９０／０５３０１号、国際公開広報第９０
／１１５１１号、及び国際公開広報第９２／１４１３８号において記載されている。
【００９７】
　免疫グロブリン‐受容体複合体の検出では、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素結
合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、免疫放射線測定法（ＩＲＭＡ）、又は表面プラズモン
共鳴（ＳＰＲ）などの異なる方法を用いてよい。一態様において、検出は、ＳＰＲ、ＥＬ
ＩＳＡ、又はＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）による。
【００９８】
　抗体、特にＫＤｉｓｓの結合特性は、好ましくは、ＢＩＡｃｏｒｅ（登録商標）機器に
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変化により評価する。研究中である物質を固相（チップと呼ばれる）に結合させ、例えば
、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、又はさらにはＩｇＧを含む血清のこのコー
ティング済みチップへの結合を評価することが便利である。そのようなアッセイは、洗浄
段階を伴う（異種（heterogeneous）イムノアッセイ）、又は、洗浄段階を伴わず（同種
（homogeneous）イムノアッセイ）実施できる。
【００９９】
　全ての上の免疫学的検出方法において、用いる試薬の結合、例えば、抗体のその対応す
る抗原への結合を可能にする試薬条件を選ぶ。当業者は、複合体という用語を使用するこ
とにより、そのような結合事象の結果を指す。本発明のアッセイ方法において形成する複
合体は、最新技術の手法により、サンプル中の該抗体／免疫グロブリンの対応する濃度に
相関する。
【０１００】
　用いる検出試薬に応じて、この相関する段階は、全活性型又は抗原結合型の治療抗体の
濃度をもたらす。
【０１０１】
　例えば、免疫グロブリンのインビボでの効果の評価のために有用なインビトロでのデー
タを提供するために、可能な限り正確にインビボでの条件に似たアッセイ系を用いなけれ
ばならない。まず、インビボでの化合物と最低限同一であるアッセイ化合物を使用しなけ
ればならない。今日、アッセイ系において使用する化合物は、バイオテクノロジーの方法
により組み換え産生する。そのようなアッセイ系において用いるポリペプチドでは、イン
ビボでの対応物と同じアミノ酸配列及びグリコシル化を有することがとりわけ重要である
。従って、アッセイ系において有用なポリペプチドの産生を可能にする産生方法を手元に
有することが望ましく、ここで、該ポリペプチドは生きた哺乳動物において産生されたも
のと同じアミノ酸配列及びグリコシル化のパターンを有する。この要求の背後にある比率
は、インビボでの条件に可能な限り厳密に似ているアッセイ系での比率であり、アッセイ
結果のインビボでの効果とのより正確な相関を得ることができる。従って、本発明は、以
下の段階を含む、ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの組み換え産生のための方法を含む：
－　真核細胞の提供、
－　ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａをコード化する異種核酸での提供した該真核細胞のト
ランスフェクト、
－　該ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの発現に適した条件下でのトランスフェクトした該
真核細胞の培養、
－　真核細胞又は培養液からの該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの回収、それに
より、該組み換えヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａは、配列番号１のアミノ酸の１６３番目
の位置のＮ結合型オリゴ糖において異なる、配列番号１の少なくとも２つの組み換えヒト
Ｆｃガンマ受容体ＩＩＩａの混合物を含む組成物として得られる。
【０１０２】
　一態様において、前記真核細胞がＨＥＫ２９３細胞であり、異なる該オリゴ糖が以下よ
り選択される：
無、
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【０１０３】
　別の態様において、真核細胞がＣＨＯ細胞であり、異なる該オリゴ糖が以下より選択さ
れる：
無、



(39) JP 2010-523508 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

【表２３】

【０１０４】
　以下の実施例、配列リスト、及び図は本発明の理解を助けるために提供し、その本当の
範囲は添付の特許請求の範囲において示す。本発明の精神から逸脱することなく、示した
手順を改変できることが理解される。
【図面の簡単な説明】
【０１０５】
【図１】配列番号１の１６３番目の位置の主なＮ結合型オリゴ糖。
【図２】ｐＣＬＦ６０のプラスミドマップ。
【図３】ＨＥＫ細胞において発現させたＦｃガンマＲＩＩＩａのＢＩＡｃｏｒｅアッセイ
クロマトグラム。
【図４】ＣＨＯ細胞において発現させたＦｃガンマＲＩＩＩａのＢＩＡｃｏｒｅアッセイ
クロマトグラム。
【図５】スキャンイベントサイクルの時間的表現。
【図６】エンドプロテアーゼＧｌｕ－ｃ／キモトリプシン消化物のＲＰ分離についての全
イオンクロマトグラム；Ａ：全イオンクロマトグラム；Ｂ：ＳＩＤ－スキャン、糖特異的
断片イオンについての選択イオンクロマトグラム。
【０１０６】
実施例１
プラスミドｐＣＬＦ６０
　プラスミドｐＣＬＦ６０は、骨髄増殖性肉腫ウイルス（ＭＰＳＶ）プロモーターの制御
下で可溶性ヒトＦｃγＲＩＩＩａ受容体を発現するように構築している。プラスミドは、
アデノウイルスの三部リーダー配列（ＴＰＬ：ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ　ｌｅａｄｅｒ　ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ）及び合成イントロン（ＩＶＳ）を含む。ＨＥＫ２９３　ＥＢＮＡ細胞に
おけるエピソーム複製のために、ｏｒｉＰエレメントを挿入した。注釈付きプラスミドマ
ップを図２において与える。精製目的で、ヘキサヒスチジンタグを、核酸をコード化する
ＦｃガンマＲＩＩＩａのＣ末端にクローン化している。
【０１０７】
　同じプラスミドを、ＣＨＯ細胞における可溶性ヒトＦｃガンマ受容体ＩＩＩａの発現の
ためにも使用している。従って、Ｃ末端ヘキサヒスチジンタグをコード化する核酸配列は
除去されている。
【０１０８】
実施例２
ａ）細胞培養及びプラスミドｐＣＬＦ６０でのＨＥＫ２９３細胞のトランスフェクション
、ヘキサヒスチジンタグを伴うＨＥＫ発現ＦｃガンマＲＩＩＩａの発現、単離、及び精製
。
細胞培養
　ヒト胚腎細胞ＨＥＫ２９３　ＥＢＮＡ（Invitrogen, Switzerland）は、Ｃａ還元強化
培地中での無血清増殖に適応させた（Schumpp, B., and Schlaeger, E. J., J. Cell Sci
. 97 (Pt 4, 1990) 639-47; Schlaeger, E. J., J. Immunol. Methods 194 (1996) 191-1
99）。
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【０１０９】
　細胞は、通常どおりにスピナーフラスコ（Bellco, Inotech AG, Dotlikon, Switzerlan
d）中で８０－１００rpmの撹拌で増殖させた。大規模培養及びトランスフェクションは、
５リットル撹拌タンク（Infors, Switzerland）又は２４リットル・エアーリフト・バイ
オリアクター（Chemap, MBR, Zurich, Switzerland）のいずれかにおいて実施した。
【０１１０】
　ｐＣＬＦ６０のプラスミド調製は、市販キット（Nucleobond Ax, Macherey-Nagel AG, 
Switzerland）を使用して実施した。プラスミド濃度は分光光度法で測定し、スタンダー
ドとしてｐＵＣ１８　ＤＮＡ（Pharmacia Biotech, Zurich, Switzerland）を伴うアガロ
ースゲル電気泳動により推定した。
【０１１１】
トランスフェクション手順
　トランスフェクション実験では、細胞を６－１０ｘ１０５個細胞/mlの密度まで培養し
、４６０ｘ　g（Heraeus-Kendro, Germany）で５分間遠心し、無ヘパリンＨＬ培地で１回
洗い、無ヘパリンＨＬ培地中に浮遊させた（無カルシウムＨＬ培地は、"Schlaeger, E.J.
, J. Immunol. Methods, 194 (1996) 191-199"に記載の強化ＤＨＩ及びＲＰＭＩ　１６４
０培地（２：１wt/wt）の混合物である）。細胞濃度を５．５－６ｘ１０５個細胞/mlに調
整し、培養物は、トランスフェクションが起こる前の１－２時間の間に、バイオリアクタ
ー中でインキュベートした。トランスフェクション複合体をバイオリアクターに無菌的に
加え、細胞は、上清を回収する前の４日間にわたりインキュベートした。細胞は、グルコ
ース、グルタミン、及びペプトンを含む濃縮供給溶液と共に供給した（Schumpp, B. and 
Schlaeger, E. J., J. Cell Sci. 97 (Pt 4, 1990) 639-647; Schlaeger, E.J., J. Immu
nol. Methods 194 (1996) 191-199）。
【０１１２】
トランスフェクション複合体の調製
　ＤＮＡ複合体は、室温の無ヘパリンＨＬ培地中で１／１０の培養容積において形成させ
た。最適化した遺伝子デリバリー条件下で、１mlのＨＥＫ２９３　ＥＢＮＡ細胞について
、０．４μgのＤＮＡを０．１mlの新鮮培地に加えて、静かに混合した。２分後、１μlの
Ｘｔｒｅｍｅ　Ｇｅｎｅ（Roche Applied Science, Indianapolis, USA）を加えて、混合
した。室温で１５分間インキュベーション後、トランスフェクション複合体を等量の細胞
に移し、３７℃で培養した（Schlaeger, E.J. and Christensen, K., Cytotechnology 30
 (1999) 71-83）。
【０１１３】
回収及び精製
　上清を深層ろ過段階（Cuno Filter Systems, Switzerland）により回収した。その後、
１０kDカットオフセルロースメンブレン（Millipore, Switzerland）を使用した限外ろ過
ユニット（Millipore HeliconTM UF Filtration cartridge）での濃縮及びバッファー交
換段階を実施した。細胞培養の上清は、５００mM　ＮａＣｌを含む５０mMリン酸ナトリウ
ムバッファー（ｐＨ８．０）と交換し、精製前にろ過滅菌した。限外ろ過した溶液は、ク
ロマトグラフィーでの精製前に、０．２２μmフィルターに適用した。
【０１１４】
　得られたタンパク質溶液に、最終濃度１０mMでイミダゾールを添加した。この溶液は、
流速３ml/分で、４℃のＮｉ－ＮＴＡカラムに適用した。結合タンパク質は、洗浄段階後
に５０mMのリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ８．０、５００mM　ＮａＣｌ添加）中の０
から５００mMイミダゾール勾配で溶出した。画分を含む産物は、クマシーブリリアントブ
ルー染色でのＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動により同定した。
【０１１５】
　画分を含む産物は、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ（登録商標）　Ｓ２００　ＳＥＣカラムでのサ
イズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）のためにプール及び濃縮した。ＳＥＣクロマトグ
ラフィーは、１００mM塩化ナトリウムを添加した２５mMリン酸ナトリウムバッファー、ｐ
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【０１１６】
ｂ）ＡｖｉｔａｇによるＦｃガンマＲＩＩＩａをコード化するプラスミドでのＣＨＯ細胞
のトランスフェクション、ＡｖｉｔａｇによるＣＨＯ発現ＦｃガンマＲＩＩＩａの発現、
単離、及び精製
　ＣＨＯ細胞中でのヒトＦｃガンマＲＩＩＩａの発現のために、ｐＣＬＦ６０に基づくプ
ラスミドを使用してきた。このプラスミドにおいて、ＦｃガンマＲＩＩＩａのための発現
カセットは、精製後ビオチン化のためのＡｖｉｔａｇをコード化する。
【０１１７】
　ヒトＦｃガンマＲＩＩＩａを発現するＣＨＯ細胞の調製のために、培養及び単離ならび
に精製、即ち、上で概説する同じ手順を使用してきた。
【０１１８】
　クロマトグラフィーでの精製後、例えば、大腸菌の酵素ビオチンホロ酵素合成酵素（Ｂ
ｉｒＡ）（ビオチンリガーゼ）による酵素的ビオチン化を実施できる。
【０１１９】
実施例３
発現させたＦｃガンマＲＩＩＩａのグリコシル化の解明
　エンドプロテイナーゼＧｌｕ－Ｃ／キモトリプシン（Roche Diagnostics GmbH, German
y）併用から得られるペプチドは、逆相液体クロマトグラフィーを使用して分離した。溶
出物は、タンデム質量分析及び並行質量誘発（ｐａｒａｌｌｅｌ　ｍａｓｓ　ｔｒｉｇｇ
ｅｒｅｄ）での画分回収のために分割した。ペプチド消化物は、自動サンプラー、ナノフ
ローセルを伴う二波長ＵＶ検出器、及び温度制御カラムコンパートメント（Ultimate 300
0, Dionex Corp.）を備えた逆相ＨＰＬＣ（Ultimate 3000, Dionex Corp., USA）により
分離した。Ｈｙｐｅｒｓｉｌ　Ｇｏｌｄ　Ｃ１８カラム（２５０ｘ０．３mm　Ｉ．Ｄ．，
　粒径５μm、孔径１７５Å、Thermo Fisher Inc., USA）を分離のために使用した。溶媒
はＡ：水中０．１%（v/v）ギ酸（Sigma Aldrich）及びＢ：アセトニトリル（Ｂａｋｅｒ
）中０．１%ギ酸であった。カラムは２vol%Ｂで平衡化し、流速５μl/分を使用して以下
の勾配を適用した：１０分間２vol%Ｂ、４０分間５０vol%Ｂ、４０分間８０vol%Ｂ、４分
間９５vol%Ｂ、２分間９５vol%Ｂ、２５分間２vol%Ｂ。消化したペプチドは、前処置なし
に、カラムに注入した。
【０１２０】
　溶出物は、Ｔｒｉｖｅｒｓａ　ＮａｎｏＭａｔｅ（Advion）を使用して１：２０の比率
に分割し、約２００nl/分をタンデム質量分析（LTQ FT ICR, Thermo Fisher Corp.）のた
めに使用した。残りの４．８μl/分は、質量誘発での画分回収のために使用した。正確な
質量ＭＳのためのＦＴ　ＩＣＲ細胞及び高感度ＭＳ／ＭＳのための線形イオントラップを
使用したグリコシル化及び非グリコシル化酵素的ペプチドのオンライン同定及び特性付け
のために用いたスキャンイベントサイクルの時間的表現を図５において示す。
【０１２１】
　エンドプロテイナーゼＧｌｕ－Ｃ／キモトリプシン消化物の逆相分離のための典型的な
全イオンクロマトグラム及び実施したＳＩＤスキャンのための対応する選択イオンクロマ
トグラムを図６において示す。明確に見られる場合、ＳＩＤスキャンはグリコペプチドの
溶出物の同定に非常に役立つ。
【０１２２】
　異種グリコシル化のため、多数の異なるオリゴ糖が異なるグリコシル化部位に存在する
。例えば、配列番号１の１６３番目の位置には、以下のオリゴ糖を見出せる。
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【表２４】

【０１２３】
実施例４
ＢＩＡｃｏｒｅアッセイ
ａ）ＨＥＫ２９３細胞において発現させたＦｃガンマＲＩＩＩａ
　実施例２ａ）の単離受容体は、リジン残基を介してＣＭ５チップ表面のデキストランマ
トリクスに共役させたアミンであった。これのために、デキストランマトリクスは、最初
に、ＥＤＧ（１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩）
及びＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）の混合物により活性化する。受容体の希釈
物を注入し、アミンはアミン基を介して共役する。
【０１２４】
　受容体は、ｐＨ６．０－６．５の酢酸ナトリウムバッファー又はマレイン酸バッファー
で濃度０．０５mg/mlまで希釈した。共役は、５μl/分に設定した流速で実施した。注入
時間は２５分間に設定した。ＥＤＧ／ＮＨＳ混合物によるデキストランマトリクスの７分
間の活性化後、受容体の希釈物の２５分間の注入（容積１２５μl）が続いた。レベル８
９３RUに固定化している。
【０１２５】
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　抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体（例、国際公開広報第２００４／０８７７５６号において報告）は
、５０mM　ＨＢＳ－Ｐバッファー（ＢＩＡｃｏｒｅ；０．０１Ｍ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．
４、０．１５M　ＮａＣｌ、０．００５%　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ　Ｐ－２０）中に６．２
５から１００nMまでの異なる濃度で溶解した。抗体溶液は、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）
３０００機器において、上で調製したフローセルと接触させた。固定化した受容体との会
合は、５分間の注入により測定した；解離は、チップ表面を無抗体バッファーで５分間洗
うことにより測定した。最高反応１０５RUを記録した（図３）。
【０１２６】
ｂ）ＣＨＯ細胞において発現させたＦｃガンマＲＩＩＩａ
　実施例２ｂ）の単離受容体は、アビジン／ストレプトアビジンでコーティングしたＣＭ
５チップの表面に固定化した。
【０１２７】
　受容体は、ｐＨ６．０－６．５の酢酸ナトリウムバッファー又はマレイン酸バッファー
で濃度０．０５mg/mlまで希釈した。共役は、５μl/分に設定した流速で実施した。注入
時間は２５分間に設定した。レベル９１６RUに固定化している。
【０１２８】
　抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体は、５０mM　ＨＢＳ－Ｐバッファー（ＢＩＡｃｏｒｅ；０．０１M
　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．４、０．１５M　ＮａＣｌ、０．００５%　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ
　Ｐ－２０）中に６．２５から１００nMまでの異なる濃度で溶解した。抗体溶液は、ＢＩ
ＡＣＯＲＥ（登録商標）３０００機器において、上で調製したフローセルと接触させた。
固定化した受容体との会合は、５分間の注入により測定した；解離は、チップ表面を無抗
体バッファーで５分間洗うことにより測定した。最高反応１０５RUを記録した（図４）。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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