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(57)【要約】
本明細書には、式R1-FC-R2［式中、R1は第1のFc受容体を表し、R2は第2のFc受容体を表し
、かつFCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、R1もしくはR2またはその両方が存在し、FCは
R1および/またはR2に実質的に結合しない］の融合ポリペプチド、ならびにその使用が記
載されている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の式Iに記載の融合ポリペプチド:
　　R1-FC-R2（式I）
式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、かつ
FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない。
【請求項２】
　以下の式IIを有することを特徴とする、請求項1に記載の融合ポリペプチド:
　R1-CS1-L1-CS2-FC-CS3-L2-CS4-R2（式II）
式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、
FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
CS1は第1の切断部位を表し、
CS2は第2の切断部位を表し、
CS3は第3の切断部位を表し、
CS4は第4の切断部位を表し、
L1は第1のリンカーを表し、かつ
L2は第2のリンカーを表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
CS1、CS2、CS3、CS4はいずれも、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
L1およびL2は、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない。
【請求項３】
　R1およびR2が、互いに独立して、ヒトFcγ受容体、ヒト新生児Fc受容体、マウスFc受容
体、およびウサギ新生仔Fc受容体の群から選択されることを特徴とする、前記請求項のい
ずれか一項に記載の融合ポリペプチド。
【請求項４】
　FCが、ヒトIgG1重鎖ポリペプチド、ヒトIgG2重鎖ポリペプチド、ヒトIgG3重鎖ポリペプ
チド、ヒトIgG4重鎖ポリペプチド、マウスIgG1重鎖ポリペプチド、マウスIgG2重鎖ポリペ
プチド、マウスIgG2a重鎖ポリペプチド、マウスIgG3重鎖ポリペプチド、およびウサギIgG
重鎖ポリペプチドの群から選択される重鎖ポリペプチドの変異体であることを特徴とする
、前記請求項のいずれか一項に記載の融合ポリペプチド。
【請求項５】
　FCが、変異L234A、L235AおよびP329Gを有するヒトIgG1重鎖ポリペプチド、変異S228Pお
よびL235Eを有するヒトIgG4重鎖ポリペプチド、変異I253A、H310AおよびA435Aを有するヒ
トIgG1重鎖ポリペプチドから選択されることを特徴とする、前記請求項のいずれか一項に
記載の融合ポリペプチド。
【請求項６】
　請求項1～5のいずれか一項に記載の融合ポリペプチドを2つ含む、二量体型融合ポリペ
プチド。
【請求項７】
　第1のFCが、変異T366Wおよび任意で変異S354Cを含み、かつ、第2のFCが、変異T366S、L
368AおよびY407Vならびに任意で変異Y349Cを含むことを特徴とする、請求項6に記載の融
合ポリペプチド。
【請求項８】
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　以下を特徴とする、請求項6～7のいずれか一項に記載の融合ポリペプチド：
（a）第1および第2のポリペプチドのR1およびR2が同一である、
（b）第1の融合ポリペプチドのR1およびR2が同一であり、第2の融合ポリペプチドのR1お
よびR2が同一であるが第1の融合ポリペプチドのR1およびR2とは異なる、
（c）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が同一であり、かつ、第1および第2の融合ポ
リペプチドのR2が同一であるがR1とは異なる、
（d）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が同一であり、かつ、R2はどちらも存在しな
い、
（e）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が異なり、かつ、R2はどちらも存在しない、
（f）第1および第2の融合ポリペプチドのR2が同一であり、かつ、R1はどちらも存在しな
い、
（g）第1および第2の融合ポリペプチドのR2が異なり、かつ、R1はどちらも存在しない、
（h）第1の融合ポリペプチドのR1と第2のポリペプチドのR2とが異なり、かつ、第1の融合
ポリペプチドのR2が存在せず、かつ、第2のポリペプチドのR1が存在しない。
【請求項９】
　以下の工程を含み、それによって可溶性Fc受容体を生産する、可溶性Fc受容体を生産す
るための方法：
（a）請求項1～6のいずれか一項に記載の融合ポリペプチドをコードする核酸を含む細胞
を培養する工程、
（b）該細胞または培養培地から該融合ポリペプチドを回収する工程、
（c）任意で、該融合ポリペプチドをプロテアーゼで切断する工程。
【請求項１０】
　アフィニティクロマトグラフィーリガンドとしての、請求項1～8のいずれか一項に記載
の固定化された融合ポリペプチドの使用。
【請求項１１】
　抗体のFc受容体結合を決定するための、請求項1～8のいずれか一項に記載の固定化され
た融合ポリペプチドの使用。
【請求項１２】
　前記融合ポリペプチドが固相に結合されていることを特徴とする、請求項10～11のいず
れか一項に記載の使用。
【請求項１３】
　請求項1～8のいずれか一項に記載の融合ポリペプチドを含む、医薬組成物。
【請求項１４】
　医薬の製造における、請求項1～8のいずれか一項に記載の融合ポリペプチドの使用。
【請求項１５】
　前記医薬が炎症性疾患治療用であることを特徴とする、請求項14に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書では、自己凝集を防止する不活性免疫グロブリンFc領域との融合ポリペプチド
としての可溶性Fc受容体の生産方法、およびFcRクロマトグラフィーカラム、低アフィニ
ティ抗体のFcR相互作用の決定などといった、その使用を報告する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　免疫グロブリンは、一般に、2本の軽ポリペプチド鎖と2本の重ポリペプチド鎖を含有す
る。重ポリペプチド鎖と軽ポリペプチド鎖は、それぞれが、抗原と相互作用することので
きる結合ドメインを含有する可変領域（一般にポリペプチド鎖のアミノ末端部分）を含む
。重ポリペプチド鎖と軽ポリペプチド鎖はそれぞれが定常領域（一般にカルボキシル末端
部分）も含む。重鎖の定常領域は、例えばFcγ受容体（FcγR）を持つ細胞（例えば食細
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胞）またはBrambell受容体としても公知である新生児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と共に、補体（C1q）などの古典的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】
　HulettとHogarth（Hulett, M.D. and Hogarth, P.M., Adv. Immunol. 57 (1994) 1-127
（非特許文献1））は、Gクラスの免疫グロブリンのFc部分に対する細胞外受容体は、異な
る結合特異性を有する3つの異なる受容体タイプ、すなわちFcγRI、FcγRII、FcγRIII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。タイプIの受容体が複合
体を形成していないIgGと相互作用するのに対し、タイプIIおよびタイプIIIの受容体は複
合体を形成したIgGと好ましく相互作用する。
【０００４】
　ヒトFcγRIII（CD16）は2つのアイソフォームおよび2つの多型で存在する。第1のアイ
ソフォームFcγRIIIaは、GPIアンカー型膜タンパク質である第2のアイソフォームFcγRII
Ibとは異なる遺伝子によってコードされている膜貫通分子である。多型V159がアミノ酸配
列の159位にバリン残基を有するのに対し、多型F159は159位にフェニルアラニン残基を有
する。
【０００５】
　IgGクラスの免疫グロブリンの場合、ADCCとADCPは、Fc領域と、Fcγ（Fcγ）受容体（F
cγR）と呼ばれる受容体ファミリーとの会合によって支配される。ヒトでは、このタンパ
ク質ファミリーに、FcγRI（CD64）、アイソフォームFcγRIIA、FcγRIIB、およびFcγRI
ICを含むFcγRII（CD32）、ならびにアイソフォームFcγRIIIAおよびFcγRIIIBを含むFc
γRIII（CD16）が含まれる（Raghavan and Bjorkman, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 12 (
1996) 181-220（非特許文献2）、Abes, et al., Expert Reviews (2009) 735-747（非特
許文献3））。FcγRはさまざまな免疫細胞上に発現し、Fc/FcγR複合体の形成は、抗原が
結合している部位にこれらの細胞を動員して、典型的にはシグナル伝達および後続の免疫
応答、例えば炎症媒介物質の放出、B細胞活性化、エンドサイトーシス、貪食、および細
胞毒攻撃などをもたらす。さらにまた、FcγRI、FcγRIIA/C、およびFcγRIIIAは、細胞
内の免疫受容体活性化チロシンモチーフ（ITAM）を特徴とする活性型受容体であるが、Fc
γRIIBは抑制モチーフ（ITIM）を有し、それゆえに抑制型である。FcγRIは単量体IgGと
高いアフィニティで結合するが、FcγRIIIおよびFcγRIIは、複合体化または凝集したIgG
と相互作用する低アフィニティ受容体である。
【０００６】
　活性型Fcγ受容体および抑制型Fcγ受容体または補体の第1成分（C1q）へのIgGの結合
は、ヒンジ領域およびCH2ドメインにある残基に依存する。CH2ドメインの2つの領域がFc
γR結合および補体C1q結合にとって重大な意味を持ち、ユニークな配列を有する。ヒトIg
G1およびIgG2の233～236位にある残基ならびにIgG4の327位、330位および331位にある残
基の置換は、ADCCおよびCDCを著しく低減した（Armour, et al., Eur. J. Immunol. 29 (
1999) 2613-2624（非特許文献4）、Shields, et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-
6604（非特許文献5））。Idusogieら（J. Immunol 166 (2000) 2571-2575（非特許文献6
））は治療用抗体Rituxan（登録商標）についてC1q結合部位をマッピングし、Pro329Ala
置換が、C1qと結合して補体を活性化するリツキシマブの能力を低減させることを示した
。Pro329をAlaで置換するとFcγRI、FcγRIIおよびFcγRIIIA受容体への結合が低減する
と報告されているが（Shields, et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604（非特許
文献5））、この変異は、FcγRIおよびFcγRIIには野生型様の結合を呈し、FcγRIIIA受
容体への結合の減少はごくわずかに過ぎないとも記載されている（EP 1 068 241（Genent
ech）（特許文献1）の表1および表2）。
【０００７】
　WO 2010/048313（特許文献2）には、Fc含有融合タンパク質を精製するための組換えFcR
nとその変異体が報告されている。哺乳動物細胞におけるFc-X融合タンパク質の高レベル
発現と分泌がLoらによって報告されている（Lo, K-M., et al., Prot. Eng. 11 (1998) 4
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95-500（非特許文献7））。Dumont, F.A.ら（Biodrugs 20 (2006) 151-160（非特許文献8
））は、単量体型Fc融合体を報告している。Huang, C.によって、受容体-Fc融合体治療法
、トラップ、およびMIMETIBODY（商標）技術が報告されている（Curr. Opin. Biotechnol
. 20 (2009) 592-599（非特許文献9））。WO 01/03737（特許文献3）には、免疫グロブリ
ン融合タンパク質が報告されている。抗肥満タンパク質のFc融合タンパク質としての発現
および送出が、WO 00/40615（特許文献4）に報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】EP 1 068 241
【特許文献２】WO 2010/048313
【特許文献３】WO 01/03737
【特許文献４】WO 00/40615
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Hulett, M.D. and Hogarth, P.M., Adv. Immunol. 57 (1994) 1-127
【非特許文献２】Raghavan and Bjorkman, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 12 (1996) 181-
220
【非特許文献３】Abes, et al., Expert Reviews (2009) 735-747
【非特許文献４】Armour, et al., Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2613-2624
【非特許文献５】Shields, et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604
【非特許文献６】Idusogie, et al., J. Immunol 166 (2000) 2571-2575
【非特許文献７】Lo, K-M., et al., Prot. Eng. 11 (1998) 495-500
【非特許文献８】Dumont, F.A., et al., Biodrugs 20 (2006) 151-160
【非特許文献９】Huang, C., et al., Curr. Opin. Biotechnol. 20 (2009) 592-599
【発明の概要】
【００１０】
　Fc受容体を、融合されたFc受容体に実質的に結合しないFc領域との融合ポリペプチドと
して発現させることにより、可溶性Fc受容体を生産することができることを見出した。Fc
受容体の発現に融合ポリペプチドを使用すると、融合ポリペプチドの形態で、または単離
された受容体として、取得可能なFc受容体の収量が増加する。加えて、本明細書において
報告する融合ポリペプチドにより、例えばアビディティを増加させるために複数コピーの
Fc受容体を単一分子中で組み合わせる際の自由度、または（起源が異なる、もしくはタイ
プが異なる、またはその両方である）異なるFc受容体を単一分子中で組み合わせる際の自
由度が増す。
【００１１】
　本明細書において報告する一局面は、以下の式Iに記載の融合ポリペプチドである:
　　R1-FC-R2（式I）
式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、かつ
FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない。
【００１２】
　一態様では、当該融合ポリペプチドは、以下の式IIを有する:
　R1-CS1-L1-CS2-FC-CS3-L2-CS4-R2（式II）
式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、
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FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
CS1は第1の切断部位を表し、
CS2は第2の切断部位を表し、
CS3は第3の切断部位を表し、
CS4は第4の切断部位を表し、
L1は第1の介在アミノ酸配列を表し、かつ
L2は第2の介在アミノ酸配列を表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
CS1、CS2、CS3、CS4はいずれも、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
L1およびL2は、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない。
【００１３】
　一態様では、R1およびR2は、互いに独立して、ヒトFcγ受容体、ヒト新生児Fc受容体、
マウスFc受容体、およびウサギ新生仔Fc受容体の群から選択される。
【００１４】
　一態様では、ヒトFcγ受容体は、ヒトFcγRI（CD64）、ヒトFcγRII（CD32）、ヒトFc
γRIIA、ヒトFcγRIIB、ヒトFcγRIIC、ヒトFcγRIII（CD16）、ヒトFcγRIIIA、および
ヒトFcγRIIIBから選択される。
【００１５】
　一態様では、ヒト新生児Fc受容体はヒトFcRnである。
【００１６】
　一態様では、マウスFc受容体は、マウスFcγRI（CD64）、マウスFcγRII（CD32）、マ
ウスFcγRIIB、マウスFcγRIII（CD16）、マウスFcγRIII-2（CD16-2）、およびマウスFc
γRIVから選択される。
【００１７】
　一態様では、FCは、ヒトIgG重鎖ポリペプチド、マウスIgG重鎖ポリペプチド、ウサギIg
G重鎖ポリペプチドの群から選択される重鎖ポリペプチドの変異体である。
【００１８】
　一態様では、FCは、ヒトIgG1重鎖ポリペプチド、ヒトIgG2重鎖ポリペプチド、ヒトIgG3
重鎖ポリペプチド、ヒトIgG4重鎖ポリペプチド、マウスIgG1重鎖ポリペプチド、マウスIg
G2重鎖ポリペプチド、マウスIgG2a重鎖ポリペプチド、マウスIgG3重鎖ポリペプチド、ウ
サギIgG重鎖ポリペプチドの群から選択される重鎖ポリペプチドの変異体である。
【００１９】
　一態様では、重鎖Fc領域ポリペプチドは、234位、235位、236位、237位、238位、239位
、253位、254位、265位、266位、267位、268位、269位、270位、288位、297位、298位、2
99位、307位、311位、327位、328位、329位、330位、331位、332位、434位、および435位
のうちの1つまたは複数にアミノ酸変異を有する。
【００２０】
　一態様では、Fc受容体の1つまたは複数がFcγ受容体である。
【００２１】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置233、234、235、236、265、2
97、329、および331のうちの1つまたは複数に変異を有する。
【００２２】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異E233P、L234A、L235A、L235E
、ΔG236、D265A、N297A、N297D、P329A、P329G、およびP331Sのうちの1つまたは複数を
有する。
【００２３】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異L234AおよびL235Aと、E233P
、L235E、ΔG236、D265A、N297A、N297D、P329A、P329G、およびP331Sのうちの1つまたは
複数とを有する。
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【００２４】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異L234AおよびL235Aと、P329A
またはP329Gとを有する。
【００２５】
　一態様では、ヒトIgG2重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置233、234、235、236、265、
および329のうちの1つまたは複数に変異を有する。
【００２６】
　一態様では、ヒトIgG4重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置228、235、265、および329の
うちの1つまたは複数に変異を有する。
【００２７】
　一態様では、ヒトIgG4重鎖ポリペプチドは、変異S228P、L235E、P329A、およびP329Gの
うちの1つまたは複数を有する。
【００２８】
　一態様では、ヒトIgG4重鎖ポリペプチドは、変異S228PおよびL235Eと、P329AまたはP32
9Gとを有する。
【００２９】
　一態様では、重鎖Fc領域ポリペプチドは、248位、250位、251位、252位、253位、254位
、255位、256位、257位、272位、285位、288位、290位、291位、308位、309位、310位、3
11位、314位、385位、386位、387位、428位、433位、434位、435位、および436位のうち
の1つまたは複数にアミノ酸変異を有する。
【００３０】
　一態様では、Fc受容体の1つまたは複数がFcRnである。
【００３１】
　一態様では、ヒトIgG重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置238、252、253、254、255、25
6、265、272、286、288、303、305、307、309、311、312、317、340、356、360、362、37
6、378、380、382、386、388、400、413、415、424、433、434、435、436、439、および/
または447のうちの1つまたは複数に変異を有する。
【００３２】
　一態様では、FcRnへの結合が低減しているヒトIgG重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置2
52、253、254、255、288、309、386、388、400、415、433、435、436、439、および/また
は447に1つまたは複数のアミノ酸改変を有する。
【００３３】
　一態様では、FcRnへの結合が低減しているヒトIgG重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異I
253A、H310A、およびH435Aを有する。
【００３４】
　一態様では、介在アミノ酸配列は、(G3S)3、(G3S)4、(G3S)5、(G3S)6、(G4S)3、(G4S)4
、(G4S)5、(G5S)2、(G5S)3、および(G5S)4を含む第1群から選択されるか、またはArgタグ
、Aviタグ、His-Aviタグ、Hisタグ、Flagタグ、3×Flagタグ、Strepタグ、Nanoタグ、SBP
タグ、c-mycタグ、Sタグ、カルモジュリン結合ペプチド、セルロース結合ドメイン、キチ
ン結合ドメイン、GSTタグ、もしくはMBPタグを含む第2群から選択されるか、またはこれ
らの群の2つの要素の組み合わせから選択される。
【００３５】
　一態様では、切断部位は、IgAプロテアーゼ切断部位、グランザイムBプロテアーゼ切断
部位、TEVプロテアーゼ切断部位、PreScissionプロテアーゼ切断部位、トロンビン切断部
位、第Xa因子プロテアーゼ部位、IdeSプロテアーゼ切断部位、エンテロキナーゼ切断部位
、またはSUMOプロテアーゼ切断部位から選択される。
【００３６】
　一態様では、融合ポリペプチドは、固有のプロテアーゼ切断部位、例えばパパイン切断
部位、ペプシン切断部位、またはIdeSプロテアーゼ切断部位など以外は、追加のプロテア
ーゼ切断部位を含まない。
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【００３７】
　本明細書において報告する一局面は、本明細書において報告する融合ポリペプチドを2
つ含む二量体型融合ポリペプチドである。
【００３８】
　一態様では、第1のFCは、変異T366Wおよび任意で変異S354Cを含み、第2のFCは、変異T3
66S、L368AおよびY407Vならびに任意で変異Y349Cを含む。
【００３９】
　一態様では、融合ポリペプチドは以下を特徴とする：
（a）第1および第2のポリペプチドのR1およびR2が同一である、
（b）第1の融合ポリペプチドのR1およびR2が同一であり、第2の融合ポリペプチドのR1お
よびR2が同一であるが第1の融合ポリペプチドのR1およびR2とは異なる、
（c）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が同一であり、かつ、第1および第2の融合ポ
リペプチドのR2が同一であるがR1とは異なる、
（d）第1および第2の融合ポリペプチドのR1は同一であり、かつ、R2はどちらも存在しな
い、
（e）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が異なり、かつ、R2はどちらも存在しない、
（f）第1および第2の融合ポリペプチドのR2が同一であり、かつ、R1はどちらも存在しな
い、
（g）第1および第2の融合ポリペプチドのR2が異なり、かつ、R1はどちらも存在しない、
（h）第1の融合ポリペプチドのR1と第2のポリペプチドのR2とが異なり、かつ、第1の融合
ポリペプチドのR2は存在せず、かつ、第2のポリペプチドのR1は存在しない。
【００４０】
　本明細書において報告する一局面は、
（a）本明細書において報告する融合ポリペプチドをコードする核酸を含む細胞を培養す
る工程、
（b）細胞または培養培地から融合ポリペプチドを回収する工程、
（c）任意で、融合ポリペプチドをプロテアーゼで切断する工程
を含み、それによって可溶性Fc受容体を生産する、可溶性Fc受容体を生産するための方法
である。
【００４１】
　本明細書において報告する一局面は、アフィニティクロマトグラフィーリガンドとして
の、本明細書において報告する固定化された融合ポリペプチドまたは固定化された二量体
型融合ポリペプチドの使用である。
【００４２】
　本明細書において報告する一局面は、抗体のFc受容体結合を決定するための、本明細書
において報告する固定化された融合ポリペプチドまたは固定化された二量体型融合ポリペ
プチドの使用である。
【００４３】
　一態様では、融合ポリペプチドは固相に結合されている。
【００４４】
　本明細書において報告する一局面は、本明細書において報告する融合ポリペプチドを含
む医薬組成物である。
【００４５】
　本明細書において報告する一局面は、医薬の製造における、本明細書において報告する
融合ポリペプチドの使用である。
【００４６】
　一態様では、当該医薬は炎症性疾患の治療用である。
【００４７】
　一態様では、当該疾患は、増加した抗体レベルを特徴とする疾患である。
【００４８】



(9) JP 2015-526429 A 2015.9.10

10

20

30

40

50

　一態様では、当該疾患は、自己免疫疾患である。
【００４９】
　一態様では、当該疾患は、関節リウマチである。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】融合ポリペプチド発現プラスミドのプラスミド地図。
【図２】パパイン切断の分析用SDS-PAGEゲル。
【図３】12％ビストリスゲル±DTT。それぞれ、PreScissionプロテアーゼ（レーン3、8）
、IgAプロテアーゼ（レーン2、7）による、FcγRIIIaV158-Avi-Fc LALA P239Gの切断。PP
による非特異的切断がわかる（レーン3、8）。
【図４】グリコシル化型の異なる抗Her抗体（野生型、上）および糖鎖工学的に操作され
た抗Her抗体の分離および定量。
【図５】FcγRIIIaV158およびFcタグ付きFcγRIIIaV158を用いたアフィニティカラムの比
較。
【図６】FcγRIIIaV158-Fc LALA P329G融合ポリペプチドのレスポンスのBIAcoreセンサー
グラムは、40レスポンスユニットであるFcγRIIIaV158と比較して、100RUを上回るレスポ
ンスを示す。FcgRIIIa V 158_008は非切断融合ポリペプチドを表し、FcgRIIIa V 158_007
はFcgRIIIaの短縮型非機能的変異体（＝対照）を表し、FcgRIIIa V 158_jf323は、インタ
クトなHisAviタグを含むFcgRIIIa機能的変異体を表す。
【図７ａ】Fcγ受容体V158-Fc LALA P329G融合ポリペプチドのセンサーグラム。
【図７ｂ】Fcγ受容体V158のセンサーグラム。
【図７ｃ】切断されたFcγ受容体V158-Fc LALA P329G融合ポリペプチドのセンサーグラム
。
【図７ｄ】非機能的Fcγ受容体V158-Fc LALA P329G融合ポリペプチド（＝対照）のセンサ
ーグラム。
【発明を実施するための形態】
【００５１】
発明の詳細な説明
定義
　「Fc受容体への結合」という用語は、例えばBIAcore（登録商標）アッセイ（Pharmacia
 Biosensor AB、スウェーデン国ウプサラ）におけるFc受容体へのFc領域の結合を表す。
【００５２】
　BIAcore（登録商標）アッセイでは、Fc受容体を表面に結合させ、分析物、例えばFc領
域を含む融合ポリペプチドまたは抗体の結合を、表面プラズモン共鳴（SPR）によって測
定する。結合のアフィニティは、ka項（会合定数：Fc領域融合ポリペプチドまたはコンジ
ュゲートの会合によるFc領域/Fc受容体複合体の形成に関する速度定数）、kd項（解離定
数：Fc領域/Fc受容体複合体からのFc領域融合ポリペプチドまたはコンジュゲートの解離
に関する速度定数）、およびKD項（kd/ka）によって定義される。あるいは、SPRセンサー
グラムの結合シグナルを、レゾナンスシグナル高さと解離挙動に関して、参照のレスポン
スシグナルと直接比較することもできる。
【００５３】
　「CH2ドメイン」という用語は、およそEU231位からEU340位（KabatによるEUナンバリン
グシステム）までにわたる、抗体重鎖ポリペプチドの一部を表す。一態様では、CH2ドメ
インは、SEQ ID NO:01

のアミノ酸配列を有する。CH2ドメインは、もう一方のドメインと密接には対形成しない
点でユニークである。正確にいうと、インタクトな天然型Fc領域の2つのCH2ドメインの間



(10) JP 2015-526429 A 2015.9.10

10

20

30

40

50

に2つのN結合型分岐糖鎖が挿入されている。当該糖はドメイン-ドメイン対形成の代わり
になってCH2ドメインの安定化を助けうると推測されている。Burton, Mol. Immunol. 22 
(1985) 161-206。
【００５４】
　「CH3ドメイン」という用語は、およそEU341位からEU446位までにわたる、抗体重鎖ポ
リペプチドの一部を表す。一態様では、CH3ドメインは、SEQ ID NO:02

のアミノ酸配列を有する。
【００５５】
　抗体の「クラス」という用語は、その重鎖が持つ定常ドメインまたは定常領域のタイプ
を表す。抗体にはIgA、IgD、IgE、IgG、およびIgMの5つの主要クラスがあり、これらのう
ちのいくつかは、さらにサブクラス（アイソタイプ）、例えばIgG1、IgG2、IgG3、IgG4、
IgA1、およびIgA2に分割することができる。異なる免疫グロブリンクラスに対応する重鎖
定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、およびμと呼ばれる。
【００５６】
　「Fc領域」という用語は、免疫グロブリンのC末端領域を表す。Fc領域は、ジスルフィ
ドで連結された2つの抗体重鎖Fc領域ポリペプチド（Fc領域ポリペプチド鎖）を含む二量
体型分子である。Fc領域は、インタクトな（完全長の）抗体のパパイン消化、またはIdeS
消化、またはトリプシン消化によって生成させるか、組換え的に生産することができる。
【００５７】
　完全長の抗体または免疫グロブリンから取得可能なFc領域は、残基226（Cys）から完全
長重鎖のC末端までを含み、したがってヒンジ領域の一部と、2つまたは3つの定常ドメイ
ン、すなわちCH2ドメイン、CH3ドメイン、および任意でCH4ドメインとを含む。Fc領域中
の所定のアミノ酸残基の修飾が表現型効果をもたらすことは、US 5,648,260およびUS 5,6
24,821から公知である。
【００５８】
　同一のまたは同一ではない2つの抗体重鎖断片を含む二量体型Fc領域の形成は、含まれ
ているCH3ドメインの非共有結合的二量体化によって媒介される（関与するアミノ酸残基
については、例えば Dall'Acqua, Biochem. 37 (1998) 9266-9273参照）。Fc領域はヒン
ジ領域におけるジスルフィド結合の形成によって共有結合的に安定化される（例えばHube
r, et al., Nature 264 (1976) 415-420、Thies, et al., J. Mol. Biol. 293 (1999) 67
-79参照）。CH3-CH3ドメイン二量体化に関与する残基の場所がCH3ドメインの内表面にあ
るのに対して、Fc領域-FcRn相互作用に関与する残基はCH2-CH3ドメインの外側にあるので
、CH3-CH3ドメイン二量体化相互作用を破壊するためにCH3ドメイン内にアミノ酸残基変化
を導入しても、FcRn結合には有害な影響を及ぼさない。
【００５９】
　Fc領域に関連するエフェクター機能は、Fc領域とエフェクター機能特異的細胞表面受容
体との相互作用によって惹起される。IgG1アイソタイプの抗体の大半が受容体の活性化を
達成しうるのに対し、IgG2およびIgG4アイソタイプの抗体はエフェクター機能を有さない
か、または限られたエフェクター機能しか有さない。
【００６０】
　エフェクター機能を誘発する受容体は、Fc受容体タイプ（およびサブタイプ）FcγRI、
FcγRIIおよびFcγRIIIである。IgG1アイソタイプに関連するエフェクター機能は、FcγR
およびC1qとの結合に関与する下部ヒンジ領域に特異的なアミノ酸変化（例えばL234Aおよ
び/またはL235A）を導入することによって低減することができる。特定のアミノ酸残基（
とりわけCH2および/またはCH3ドメインにあるもの）は、抗体分子またはFc領域融合ポリ
ペプチドの血流中での循環半減期とも関連する。循環半減期は新生児Fc受容体（FcRn）へ
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【００６１】
　抗体の定常領域中のアミノ酸残基のナンバリングはKabatのEUインデックス（Kabat et 
al. 1991, Sequences of Proteins of immunological Interest, U.S. Department of Pu
blic Health、メリーランド州ベセスダ）に従って行う。
【００６２】
　「ヒト起源のFc領域」という用語は、ヒンジ領域の少なくとも一部、CH2ドメインおよ
びCH3ドメインを含有するヒト起源の免疫グロブリン重鎖のC末端領域を表す。一態様では
、ヒトIgG重鎖Fc領域は、Cys226またはPro230から重鎖のカルボキシル末端までにわたる
。ただしFc領域のC末端リジン（Lys447）は存在してもしなくてもよい。本明細書に別段
の明記がある場合を除き、Fc領域または定常領域内のアミノ酸残基のナンバリングは、Ka
bat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Pub
lic Health Service, National Institutes of Health、Bethesda, MD (1991), NIH Publ
ication 91-3242に記載のEUインデックスとも呼ばれるEUナンバリングシステムに従う。
【００６３】
　「Fc領域のFcRn結合部分」という用語は、抗体重鎖ポリペプチドのうち、およそEU243
位からEU261位まで、およびおよそEU275位からEU293位まで、およびおよそEU302位からEU
319位まで、およびおよそEU336位からEU348位まで、およびおよそEU367位からEU393位ま
で、およびEU408位、およびおよそEU424位からEU440位までにわたる部分を表す。一態様
では、KabatのEUナンバリングによるアミノ酸残基：

のうちの1つまたは複数が改変されている。
【００６４】
　IgG1アイソタイプの野生型ヒトFc領域のポリペプチド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００６５】
　変異L234A、L235Aを有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプチド鎖は以下
のアミノ酸配列：
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を有する。
【００６６】
　T366S、L368AおよびY407V変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプ
チド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００６７】
　T366W変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプチド鎖は以下のアミ
ノ酸配列：

を有する。
【００６８】
　L234A、L235AおよびT366S、L368AおよびY407V変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒ
トFc領域のポリペプチド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００６９】
　L234A、L235AおよびT366W変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプ
チド鎖は以下のアミノ酸配列：
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を有する。
【００７０】
　P329G変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプチド鎖は以下のアミ
ノ酸配列：

を有する。
【００７１】
　L234A、L235AおよびP329G変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプ
チド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００７２】
　P239GおよびT366S、L368AおよびY407V変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域
のポリペプチド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００７３】
　P329GおよびT366W変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプチド鎖は
以下のアミノ酸配列：
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を有する。
【００７４】
　L234A、L235A、P329GおよびT366S、L368AおよびY407V変異を有するIgG1アイソタイプの
変異ヒトFc領域のポリペプチド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００７５】
　L234A、L235A、P329GおよびT366W変異を有するIgG1アイソタイプの変異ヒトFc領域のポ
リペプチド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００７６】
　IgG4アイソタイプの野生型ヒトFc領域のポリペプチド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００７７】
　S228PおよびL235E変異を有するIgG4アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプチド鎖は
以下のアミノ酸配列：
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を有する。
【００７８】
　S228P、L235EおよびP329G変異を有するIgG4アイソタイプの変異ヒトFc領域のポリペプ
チド鎖は以下のアミノ酸配列：

を有する。
【００７９】
　用語「Fc受容体」、略して「FcR」は、Fc領域に結合する受容体を表す。一態様では、F
cRは天然型配列ヒトFcRである。さらにまた、一態様では、FcRは、IgG抗体と結合するFcR
（Fcγ受容体）であり、FcγRI、FcγRII、およびFcγRIIIサブクラスの受容体（そのア
レル変異体および選択的スプライス型を含む）を包含する。FcγRII受容体には、主とし
てその細胞質ドメインが異なる類似のアミノ酸配列を有するFcγRIIA（「活性型受容体」
）およびFcγRIIB（「抑制型受容体」）が含まれる。FcRについては、Ravetch and Kinet
, Annu. Rev. Immunol 9 (1991) 457-492、Capel, et al., Immunomethods 4 (1994) 25-
34、de Haas, et al., J. Lab. Clin. Med. 126 (1995) 330-341に総説がある。他のFcR
も本明細書における用語「FcR」に包含される。この用語は、胎児への母体IgGの移行を担
う新生児受容体FcRnも包含する（例えばGuyer, et al., J. Immunol. 117 (1976) 587、K
im, et al., J. Immunol. 24 (1994) 249参照）。
【００８０】
　用語「Fcγ受容体」、略して「FcγR」または「FcガンマR」は、IgG抗体Fc領域と結合
しかつFcγR遺伝子によってコードされるタンパク質のファミリーの任意のメンバーを表
す。ヒトでは、このファミリーに、FcγRI（CD64）［アイソフォームFcγRIA、FcγRIB、
およびFcγRICを含む］、FcγRII（CD32）［アイソフォームFcγRIIA（アロタイプH131お
よびR131を含む）、FcγRIIB（FcγRIIB-1およびFcγRIIB-2を含む）、およびFcγRIIcを
含む］、およびFcγRIII（CD16）［アイソフォームFcγRIIIA（アロタイプV158およびF15
8;Swiss-ProtエントリP08637;

を含む）およびFcγRIIIb（アロタイプFcγRIIB-NA1およびFcγRIIB-NA2を含む）を含む
］（例えば参照により本明細書に全て組み込まれるJefferis et al., Immunol. Lett. 82
 (2002) 57-65参照）、ならびにFcγRアイソフォームまたはアロタイプが含まれるが、そ
れらに限定されるわけではない。FcγRは、限定するわけではないがヒト、マウス、ラッ
ト、ウサギ、およびサルなど、任意の生物に由来しうる。マウスFcγRには、FcγRI（CD6
4）、FcγRII（CD32）、FcγRIII（CD16）、およびFcγRIII-2（CD16-2）、ならびにFcγ
Rアイソフォームまたはアロタイプが含まれるが、それらに限定されるわけではない。Fc
領域-FcγR相互作用に関与するアミノ酸残基は、234～239（下部ヒンジ領域）、265～269
（B/Cループ）、297～299（D/Eループ）、および327～332（F/G）ループである（Sonderm
ann, et al., Nature 406 (2000) 267-273）。FcγRI、FcγRIIA、FcγRIIB、および/ま
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たはFcγRIIIAに対する結合/アフィニティの低下をもたらすアミノ酸変異には、N297A（
免疫原性の減少および半減期の延長と同時に結合/アフィニティの低下）（Routledge, et
 al., Transplantation 60 (1995) 847、Friend et al., Transplantation 68 (1999) 16
32、Shields et al., J. Biol. Chem. 276 (1995) 6591）、残基233～236（Ward and Ghe
tie, Ther. Immunol. 2 (1995) 77、Armour et al., Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2613
）などがある。いくつかの例示的アミノ酸置換が、US 7,355,008およびUS 7,381,408に記
載されている。
【００８１】
　用語「新生児Fc受容体」、略して「FcRn」は、IgG抗体Fc領域と結合し、かつ少なくと
もその一部がFcRn遺伝子によってコードされているタンパク質を表す。FcRnは、限定する
わけではないがヒト、マウス、ラット、ウサギ、およびサルなど、任意の生物に由来しう
る。当技術分野においては公知であるように、機能的FcRnタンパク質は2つのポリペプチ
ドを含み、それらは重鎖および軽鎖と呼ばれることが多い。軽鎖はβ-2-ミクログロブリ
ンであり、重鎖はFcRn遺伝子によってコードされている。本明細書において別段の注記が
ある場合を除き、FcRnまたはFcRnタンパク質とは、FcRn重鎖とβ-2-ミクログロブリンと
の複合体を指す。FcRnと相互作用するFc領域のアミノ酸残基は、CH2ドメインとCH3ドメイ
ンの接合部近くにある。Fc領域-FcRn接触残基は全て単一のIgG重鎖内にある。関与するア
ミノ酸残基は248、250～257、272、285、288、290～291、308～311、および314（全てCH2
ドメイン中）およびアミノ酸残基385～387、428、および433～436（全てCH3ドメイン中）
である。FcRnに対する結合/アフィニティの向上をもたらすアミノ酸変異には、T256A、T3
07A、E380A、およびN434Aなどがある（Shields et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 659
1）。
【００８２】
　種間で保存されている新生児Fc受容体のアミノ酸残基は、Fc領域中の310位および435位
にあるヒスチジン残基である。これらの残基はFc領域FcRn相互作用のpH依存性の原因であ
る（例えばVictor, G., et al., Nature Biotechnol. 15 (1997) 637-640、Dall'Acqua, 
W. F., et al., J. Immunol. 169 (2002) 5171-5180参照）。FcRnとの相互作用を弱めるF
c領域変異は抗体半減期を短縮させうる。
【００８３】
　「ヒンジ領域」という用語は、抗体重鎖ポリペプチドのうち、CH1ドメインとCH2ドメイ
ンとを接合している部分、例えば、KabatのEUナンバリングシステムで約216位から約230
位までを表す。ヒンジ領域は通常、アミノ酸配列が同一である2つのポリペプチドからな
る二量体分子である。ヒンジ領域は一般に約25個のアミノ酸残基を含み、フレキシブルで
あって、抗原結合領域が独立して動くことを可能にしている。ヒンジ領域は、3つのドメ
イン、すなわち上部、中央、および下部ヒンジドメインに細分化することができる（Roux
, et al., J. Immunol. 161 (1998) 4083）。
【００８４】
　Fc領域の「下部ヒンジ領域」という用語は、ヒンジ領域のすぐC末端側にある一続きの
アミノ酸残基、すなわちKabatのEUナンバリングでFc領域の残基233～239を表す。
【００８５】
　「野生型Fc領域」という用語は、自然に見出されるFc領域のアミノ酸配列と同一なアミ
ノ酸配列を表す。野生型ヒトFc領域には、天然型ヒトIgG1Fc領域（非AおよびAアロタイプ
）、天然型ヒトIgG2Fc領域、天然型ヒトIgG3Fc領域、および天然型ヒトIgG4Fc領域、なら
びにその天然変異体が含まれる。
【００８６】
　「医薬組成物」という用語は、そこに含有される有効成分の生物学的活性が有効であり
うるような形態をしており、かつその製剤を投与される対象にとって許容できないほど毒
性である追加の構成要素を含有しない調製物を指す。
【００８７】
　「薬学的に許容される担体」とは、有効成分以外の医薬組成物中の成分であって、対象
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または保存剤などがあるが、それらに限定されるわけではない。
【００８８】
　「ポリペプチド」という用語は、ペプチド結合によって連結されたアミノ酸からなるポ
リマーを表し、天然に生産されたか、合成的に生産されたかは問わない。約20アミノ酸未
満のポリペプチドを「ペプチド」という場合があり、一方、2つ以上のポリペプチドから
なる分子または100アミノ酸残基を上回る1つのポリペプチドを含む分子を「タンパク質」
という場合がある。ポリペプチドは非アミノ酸構成要素、例えば糖質基、金属イオン、ま
たはカルボン酸エステルなども含みうる。非アミノ酸構成要素は、当該ポリペプチドを発
現する細胞によって付加される場合があり、細胞のタイプによって異なりうる。本明細書
では、ポリペプチドをそのアミノ酸主鎖構造またはそれをコードする核酸によって定義す
る。糖質基などの付加物は一般的には明記しないが、それでも存在しうる。
【００８９】
　「アミノ酸配列タグ」という用語は、特異的結合特性を有する、互いにペプチド結合に
よって連結されたアミノ酸残基の配列を表す。一態様では、アミノ酸配列タグはアフィニ
ティタグまたは精製タグである。一態様では、アミノ酸配列タグは、Argタグ、Hisタグ、
Aviタグ、His-Aviタグ、Flagタグ、3×Flagタグ、Strepタグ、Nanoタグ、SBPタグ、c-myc
タグ、Sタグ、カルモジュリン結合ペプチド、セルロース結合ドメイン、キチン結合ドメ
イン、GSTタグ、およびMBPタグを含む群から選択される。一態様では、アミノ酸配列タグ
は、

を含む群から選択される。
【００９０】
　「酵素切断部位」という用語は、プロテアーゼによって特異的に切断されうる、互いに
ペプチド結合によって連結されたアミノ酸残基の配列を表す。一態様では、プロテアーゼ
は、IgAプロテアーゼ、グランザイムB、TEVプロテアーゼ、PreScissionプロテアーゼ、ト
ロンビン、第Xa因子、IdeSプロテアーゼ、またはエンテロキナーゼである。
【００９１】
　「IgAプロテアーゼ」という用語は、認識部位が以下の配列：
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（配列中の「↓」は切断される結合の位置を表す）のうちの一つを含む淋菌（Neisseria 
gonorrhoeae）由来のプロテアーゼを表す。
【００９２】
　本願において使用する「リンカー」または「ペプチドリンカー」という用語は、天然起
源および/または合成起源のペプチドリンカーを表す。それらは、20の天然アミノ酸を単
量体のビルディングブロックとする直鎖状アミノ酸鎖からなる。この鎖は1～50アミノ酸
、好ましくは1～28アミノ酸、特に好ましくは3～25アミノ酸の長さを有する。リンカーは
、反復アミノ酸配列または天然ポリペプチドの配列、例えばヒンジ機能を有するポリペプ
チドを含有しうる。リンカーは、抗CD4抗体にコンジュゲートされたペプチドが正しく折
りたたまれ、適性に提示されることを可能にすることにより、ペプチドがその生物学的活
性を発揮しうることを保証する機能を有する。好ましくは、リンカーは、グリシン、グル
タミン、および/またはセリン残基に富むように設計された「合成ペプチドリンカー」で
ある。これらの残基は、GGGGS、QQQQG、またはSSSSGなど、5アミノ酸までの小さな反復単
位として編成される。この小さな反復単位を2回～5回繰り返して、多量体単位を形成させ
ることができる。多量体単位のアミノ末端および/またはカルボキシ末端には、さらに6個
までの任意の天然アミノ酸を追加することができる。別の合成ペプチドリンカーは、一種
のアミノ酸から構成されてそれが10回～20回繰り返され、アミノ末端および/またはカル
ボキシ末端には、さらに6個までの任意の天然アミノ酸を含むことができる。ペプチドリ
ンカーは全て核酸分子でコードすることができ、それゆえに組換え発現させることができ
る。
【００９３】
本明細書において報告する融合ポリペプチド
　Fc受容体を、融合されるそのFc受容体に実質的に結合しないFc領域との融合ポリペプチ
ドとして発現させることによって可溶性Fc受容体を生産できることがわかった。
【００９４】
　「Fc受容体に実質的に結合しない」という用語は、Fc受容体と融合されるFc領域が、凝
集体が形成される程にはFc受容体に結合しないことを表す。
【００９５】
　本明細書において報告する一局面は、以下の式Iに記載の融合ポリペプチドである:
　　R1-FC-R2（式I）
式中、
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R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、かつ
FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない。
【００９６】
　本明細書において報告する一局面は、以下の式IIに記載の融合ポリペプチドである:
　R1-CS1-L1-CS2-FC-CS3-L2-CS4-R2（式II）
式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、
FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
CS1は第1の切断部位を表し、
CS2は第2の切断部位を表し、
CS3は第3の切断部位を表し、
CS4は第4の切断部位を表し、
L1は第1の介在アミノ酸配列を表し、かつ
L2は第2の介在アミノ酸配列を表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
CS1、CS2、CS3、CS4はいずれも、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
L1およびL2は、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない。
【００９７】
　本明細書において報告する融合ポリペプチドに含有されるFc受容体は、例えば限定する
わけではないがヒト、マウス、ラット、ウサギ、およびサルなどといった任意の種に由来
する任意のFc受容体であることができる。
【００９８】
　一態様では、Fc受容体は、Fcγ受容体および新生児Fc受容体を含む群から選択される。
一態様では、Fc受容体は、ヒトFcγ受容体、ヒト新生児Fc受容体、マウスFc受容体、およ
びウサギ新生仔Fc受容体である。
【００９９】
　一態様では、ヒトFcγ受容体は、ヒトFcγRI（CD64）、ヒトFcγRII（CD32）、ヒトFc
γRIIA、ヒトFcγRIIB、ヒトFcγRIIC、ヒトFcγRIII（CD16）、ヒトFcγRIIIA、および
ヒトFcγRIIIBから選択される。
【０１００】
　一態様では、ヒト新生児Fc受容体はヒトFcRnである。
【０１０１】
　一態様では、マウスFc受容体は、マウスFcγRI（CD64）、マウスFcγRII（CD32）、マ
ウスFcγRIIB、マウスFcγRIII（CD16）、マウスFcγRIII-2（CD16-2）、およびマウスFc
γRIVから選択される。
【０１０２】
　一態様では、FCは、ヒトIgG重鎖ポリペプチド、マウスIgG重鎖ポリペプチド、ウサギIg
G重鎖ポリペプチドの群から選択される重鎖ポリペプチドの変異体である。
【０１０３】
　一態様では、FCは、ヒトIgG1重鎖ポリペプチド、ヒトIgG2重鎖ポリペプチド、ヒトIgG3
重鎖ポリペプチド、ヒトIgG4重鎖ポリペプチド、マウスIgG1重鎖ポリペプチド、マウスIg
G2重鎖ポリペプチド、マウスIgG2a重鎖ポリペプチド、マウスIgG3重鎖ポリペプチド、ウ
サギIgG重鎖ポリペプチドの群から選択される重鎖ポリペプチドの変異体である。
【０１０４】
　本明細書において報告する融合ポリペプチドに含まれるFc領域は、それに融合されてい
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るFc受容体のいずれにも実質的に結合しないものとする。
【０１０５】
　一態様では、融合ポリペプチドはエフェクター機能を実質的に持たず、そのことが、そ
の融合ポリペプチドを、一定のエフェクター機能が不必要または有害であるような用途に
とって望ましい候補にする。エフェクター機能の低減/枯渇を確認するために、インビト
ロおよび/またはインビボ細胞毒性アッセイを行うことができる。例えば、融合ポリペプ
チドがFcγR結合を欠くこと（それゆえにおそらくADCC活性を欠くこと）を保証するため
に、Fc受容体（FcR）結合アッセイを行うことができる。ADCCを媒介するための主要細胞
であるNK細胞がFcγRIIIだけを発現するのに対し、単球はFcγRI、FcγRIIおよびFcγRII
Iを発現する。造血細胞におけるFcR発現は、Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Annu. Rev
. Immunol. 9 (1991) 457-492の464ページの表3に要約されている。関心対象の分子のADC
C活性を評価するためのインビトロアッセイの非限定的な例は、米国特許第5,500,362号（
例えばHellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 7059-7063、およ
びHellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 1499-1502参照）、米
国特許第5,821,337号（Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-1361参
照）に記載されている。あるいは、非放射性アッセイ方法を使用してもよい（例えば、フ
ローサイトメトリー用のACTI（商標）非放射性細胞毒性アッセイ（CellTechnology, Inc.
、カリフォルニア州マウンテンビュー）、およびCytoTox 96(登録商標）非放射性細胞毒
性アッセイ（Promega、ウィスコンシン州マディソン）参照）。そのようなアッセイに有
用なエフェクター細胞には、末梢血単核球（PBMC）およびナチュラルキラー（NK）細胞が
ある。これに代えて、またはこれに加えて、関心対象の分子のADCC活性を、インビボで、
例えばClynes, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 652-656に開示され
ているような動物モデルにおいて、評価することもできる。FcRn結合およびインビボクリ
アランス/半減期の決定も、当技術分野において公知の方法を使って行うことができる（
例えばPetkova, S.B. et al., Int. Immunol. 18 (2006) 1759-1769参照）。
【０１０６】
　Fc領域のそのリガンドに対するアフィニティおよび結合特性は、Fc領域/FcR相互作用、
すなわちFcγRに対するFc領域の特異的結合を決定するための、当技術分野において公知
のさまざまなインビトロアッセイ法（生化学ベースのアッセイまたは免疫学ベースのアッ
セイ）、例えば限定するわけではないが平衡法（例えば酵素結合免疫吸着アッセイ（ELIS
A）またはラジオイムノアッセイ（RIA））、または速度論（例えばBIACORE（登録商標）
解析）、および他の方法、例えば間接的結合アッセイ、競合阻害アッセイ、蛍光共鳴エネ
ルギー移動（FRET）、ゲル電気泳動およびクロマトグラフィー（例えばゲル濾過）によっ
て決定することができる。これらの方法および他の方法では、被検構成要素の1つまたは
複数上のラベルを利用することができ、かつ/またはさまざまな検出方法、例えば限定す
るわけではないが、発色性、蛍光性、発光性、または同位体ラベルを使用しうる。結合ア
フィニティおよび速度論の詳細な説明は、Paul, W.E., ed., Fundamental Immunology, 4
th Ed., Lippincott-Raven, Philadelphia (1999)に見出すことができる。
【０１０７】
　一態様では、FCは、サブクラスIgG4のヒト起源のFc領域であるか、またはFcγ受容体（
例えばFcγRIIIa）が結合しないように修飾されたサブクラスIgG1、IgG2、もしくはIgG3
のヒト起源のFc領域である。一態様では、FCは、ヒト起源のFc領域、とりわけヒトIgG4サ
ブクラスのものであるか、またはヒトIgG1サブクラスに由来する変異型Fc領域である。一
態様では、FCは、変異L234AおよびL235Aを有するヒトIgG1サブクラスのものである。一態
様では、FCは、変異S228Pを有するヒトIgG4サブクラスのものである。IgG4は低減したFc
γ受容体（FcγRIIIa）結合を示すが、他のIgGサブクラスの抗体は強い結合を示す。しか
し、Pro238、Asp265、Asp270、Asn297（Fc糖質の喪失）、Pro329、Leu234、Leu235、Gly2
36、Gly237、Ile253、Ser254、Lys288、Thr307、Gln311、Asn434、および/またはHis435
は、改変すれば低減したFcγ受容体結合を与える残基である（Shields, R.L., et al., J
. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604、Lund, J., et al., FASEB J. 9 (1995) 115-119
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、Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324、EP 0 307 434）。一態様では、
FCは、Fcγ受容体結合に関して、IgG4サブクラスのものであるか、あるいは、L234、L235
、および/もしくはD265に変異を伴いかつ/またはPVA236変異を含有するIgG1またはIgG2サ
ブクラスのものである。一態様では、FCは、変異S228P、L234A、L235A、L235E、および/
またはPVA236のうちの1つまたは複数を含む（PVA236は、IgG1のアミノ酸位置233から236
までのアミノ酸配列ELLG（一文字アミノ酸記号で記したもの）またはIgG4のEFLGがPVAで
置き換えられていることを意味する）。一態様では、変異は、IgG4についてはS228Pであ
り、IgG1についてはL234AおよびL235Aである。
【０１０８】
　Fc領域の結合部位は現在の当技術分野では公知であり、例えばLukas, T.J., et al., J
. Immunol. 127 (1981) 2555-2560、Brunhouse, R. and Cebra, J.J., Mol. Immunol. 16
 (1979) 907-917、Burton, D.R., et al., Nature 288 (1980) 338-344、Thommesen, J.E
., et al., Mol. Immunol. 37 (2000) 995-1004、Idusogie, E.E., et al., J. Immunol.
 164 (2000) 4178-4184、Hezareh, M., et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168、Mor
gan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324、およびEP 0 307 434に記載されてい
る。Fc領域の結合部位は、例えばアミノ酸L234、L235、D270、N297、E318、K320、K322、
P331、およびP329（KabatのEUインデックスによるナンバリング）を特徴とする。
【０１０９】
　エフェクター機能が低減しているFc領域には、Fc領域の残基238、265、269、270、297
、327および329（米国特許第6,737,056号）のうちの1つまたは複数の置換を有するものが
含まれる。そのようなFc変異体には、残基265の置換を有するいわゆる「DA」Fc変異体や
、残基265および297のアラニンへの置換を有するいわゆる「DANA」Fc変異体（米国特許第
7,332,581号）など、アミノ酸位置265、269、270、297および327のうちの2つ以上に置換
を有するFc変異体が含まれる。
【０１１０】
　FcRへの結合が改良または減弱されたFc領域変異体はいくつか記載されている（例えば
米国特許第6,737,056号、WO 2004/056312、およびShields, R.L. et al., J. Biol. Chem
. 276 (2001) 6591-6604参照）。
【０１１１】
　いくつかの態様では、例えば米国特許第6,194,551号、WO 99/51642、およびIdusogie, 
E.E. et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184に記載されているように、C1q結合およ
び/または補体依存性細胞傷害（CDC）の改変（すなわち改良または減弱）をもたらす改変
が、Fc領域に加えられている。
【０１１２】
　Fc領域変異体の他の例に関して、Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 7
38-740、US 5,648,260、US 5,624,821、およびWO 94/29351も参照されたい。
【０１１３】
　一態様では、重鎖Fc領域ポリペプチドは、234位、235位、236位、237位、238位、239位
、253位、254位、265位、266位、267位、268位、269位、270位、288位、297位、298位、2
99位、307位、311位、327位、328位、329位、330位、331位、332位、434位、および435位
のうちの1つまたは複数にアミノ酸変異を有する。一態様では、Fc受容体の1つまたは複数
はFcγ受容体である。
【０１１４】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置233、234、235、236、265、2
97、329、および331のうちの1つまたは複数に変異を有する。
【０１１５】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異E233P、L234A、L235A、L235E
、ΔG236、D265A、N297A、N297D、P329A、P329G、およびP331Sのうちの1つまたは複数を
有する。
【０１１６】



(22) JP 2015-526429 A 2015.9.10

10

20

30

40

50

　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異L234AおよびL235Aと、E233P
、L235E、ΔG236、D265A、N297A、N297D、P329A、P329G、およびP331Sのうちの1つまたは
複数とを有する。
【０１１７】
　一態様では、ヒトIgG1重鎖ポリペプチドは、アミノ酸変異L234AおよびL235Aと、P329A
またはP329Gとを有する。
【０１１８】
　一態様では、ヒトIgG2重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置233、234、235、236、265、
および329のうちの1つまたは複数に変異を有する。
【０１１９】
　一態様では、ヒトIgG4重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置228、235、265、および329の
うちの1つまたは複数に変異を有する。
【０１２０】
　一態様では、ヒトIgG4重鎖ポリペプチドは、変異S228P、L235E、P329A、およびP329Gの
うちの1つまたは複数を有する。
【０１２１】
　一態様では、ヒトIgG4重鎖ポリペプチドは、変異S228PおよびL235Eと、P329AまたはP32
9Gとを有する。
【０１２２】
　一態様では、重鎖Fc領域ポリペプチドは、248位、250位、251位、252位、253位、254位
、255位、256位、257位、272位、285位、288位、290位、291位、308位、309位、310位、3
11位、314位、385位、386位、387位、428位、433位、434位、435位、および436位のうち
の1つまたは複数にアミノ酸変異を有する。一態様では、Fc受容体の1つまたは複数がFcRn
である。
【０１２３】
　一態様では、ヒトIgG重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置238、252、253、254、255、25
6、265、272、286、288、303、305、307、309、311、312、317、340、356、360、362、37
6、378、380、382、386、388、400、413、415、424、433、434、435、436、439、および/
または447のうちの1つまたは複数に変異を有する。
【０１２４】
　一態様では、FcRnへの結合が低減しているヒトIgG重鎖ポリペプチドは、アミノ酸位置2
52、253、254、255、288、309、386、388、400、415、433、435、436、439、および/また
は447に、1つまたは複数のアミノ酸改変を有する。
【０１２５】
　融合ポリペプチドは、Fc受容体とFc領域との間にリンカーポリペプチドを含むことがで
きる。このリンカーポリペプチドは、Fc受容体とFc領域がどちらも意図したように機能す
ることが可能になるように、両者の距離を調節するために使用することができる。
【０１２６】
　一態様では、リンカーポリペプチドは、(G3S)3、(G3S)4、(G3S)5、(G3S)6、(G4S)3、(G
4S)4、(G4S)5、(G5S)2、(G5S)3、および(G5S)4、ならびにそれらの任意の組み合わせを含
む群から選択される。
【０１２７】
　加えて、融合ポリペプチドは、Fc受容体とFc領域の間にタグ、例えばアフィニティ精製
または固定化に適したタグを含むこともできる。
【０１２８】
　一態様では、タグは、Argタグ、Aviタグ、His-Aviタグ、Hisタグ、Flagタグ、3×Flag
タグ、Strepタグ、Nanoタグ、SBPタグ、c-mycタグ、Sタグ、カルモジュリン結合ペプチド
、セルロース結合ドメイン、キチン結合ドメイン、GSTタグ、MBPタグ、ストレプトアビジ
ンまたはアビジン、ビオチン、レクチン、多糖、ステロイド、ステロイド結合タンパク質
、ホルモン、およびホルモン受容体を含む群から選択される。
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【０１２９】
　リンカーポリペプチドとタグとを合体させて、Fc受容体とFc領域の間にある介在アミノ
酸配列にすることもできる。
【０１３０】
　一態様では、介在アミノ酸配列は、(G3S)3、(G3S)4、(G3S)5、(G3S)6、(G4S)3、(G4S)4
、(G4S)5、(G5S)2、(G5S)3、および(G5S)4を含む第1群から選択されるか、Argタグ、Avi
タグ、His-Aviタグ、Hisタグ、Flagタグ、3×Flagタグ、Strepタグ、Nanoタグ、SBPタグ
、c-mycタグ、Sタグ、カルモジュリン結合ペプチド、セルロース結合ドメイン、キチン結
合ドメイン、GSTタグ、またはMBPタグを含む第2群から選択されるか、またはこれらの群
の2つの要素の組み合わせから選択される。
【０１３１】
　介在アミノ酸配列は、融合ポリペプチドの切断部位の前にも後にも位置することができ
る。
【０１３２】
　一態様では、切断部位は酵素切断部位である。一態様では、酵素切断部位は、IgAプロ
テアーゼ切断部位、グランザイムBプロテアーゼ切断部位、TEVプロテアーゼ切断部位、Pr
eScissionプロテアーゼ切断部位、トロンビン切断部位、第Xa因子プロテアーゼ部位、Ide
Sプロテアーゼ切断部位、SUMOプロテアーゼ切断部位およびエンテロキナーゼ切断部位を
含む群から選択される。一態様では、切断部位は、IgAプロテアーゼ切断部位、PreScissi
onプロテアーゼ切断部位、グランザイムB切断部位、およびIdeSプロテアーゼ切断部位の
群から選択される。
【０１３３】
　一態様では、融合ポリペプチドは、プロテアーゼ・パパインもしくはプロテアーゼ・ペ
プシン、またはIdeSプロテアーゼに対する固有の切断部位を含む。
【０１３４】
　本明細書において報告する一局面は、本明細書において報告する融合ポリペプチドを2
つ含む、二量体型融合ポリペプチドである。
【０１３５】
　本明細書において報告する融合ポリペプチドはFc領域を含み、そしてそれが免疫グロブ
リンヒンジ領域を含むので、二量体型融合ポリペプチドは、第1の融合ポリペプチドを第2
の融合ポリペプチドと共有結合で連結する1つまたは複数のジスルフィド橋を含む。
【０１３６】
　二量体型融合ポリペプチドは、ホモ二量体型融合ポリペプチドまたはヘテロ二量体型融
合ポリペプチドであることができる。
【０１３７】
　加えて、二量体型融合ポリペプチドは、以下の式Iまたは式IIに記載の第1の融合ポリペ
プチドを含み、二量体型融合ポリペプチドの第1および第2の融合ポリペプチドは、互いに
独立して、式Iおよび式IIから選択することができる:
　　R1-FC-R2（式I）
［式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、かつ
FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない］
または
　R1-CS1-L1-CS2-FC-CS3-L2-CS4-R2（式II）
［式中、
R1は第1のFc受容体を表し、
R2は第2のFc受容体を表し、
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FCは重鎖Fc領域ポリペプチドを表し、
CS1は第1の切断部位を表し、
CS2は第2の切断部位を表し、
CS3は第3の切断部位を表し、
CS4は第4の切断部位を表し、
L1は第1の介在アミノ酸配列を表し、かつ
L2は第2の介在アミノ酸配列を表し、
R1もしくはR2またはその両方が存在し、
CS1、CS2、CS3、CS4はいずれも、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
L1およびL2は、互いに独立して、存在しても存在しなくてもよく、
FCはR1および/またはR2に実質的に結合しない］。
【０１３８】
　二量体型融合ポリペプチドが2つの異なる融合ポリペプチドを含みうる場合は、ヘテロ
二量体化を保証するための機序を使用する必要がある。
【０１３９】
　一態様では、第1のFCは、変異T366Wおよび任意で変異S354Cを含み、第2のFCは、変異T3
66S、L368AおよびY407Vならびに任意で変異Y349Cを含む。
【０１４０】
　一態様では、融合ポリペプチドは以下を特徴とする：
（a）第1および第2のポリペプチドのR1およびR2が同一である、
（b）第1の融合ポリペプチドのR1およびR2が同一であり、第2の融合ポリペプチドのR1お
よびR2は同一であるが第1の融合ポリペプチドのR1およびR2とは異なる、
（c）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が同一であり、かつ、第1および第2の融合ポ
リペプチドのR2は同一であるがR1とは異なる、
（d）第1および第2の融合ポリペプチドのR1は同一であり、かつ、R2はどちらも存在しな
い、
（e）第1および第2の融合ポリペプチドのR1が異なり、かつ、R2はどちらも存在しない、
（f）第1および第2の融合ポリペプチドのR2が同一であり、かつ、R1はどちらも存在しな
い、
（g）第1および第2の融合ポリペプチドのR2が異なり、かつ、R1はどちらも存在しない、
（h）第1の融合ポリペプチドのR1と第2のポリペプチドのR2とが異なり、かつ、第1の融合
ポリペプチドのR2は存在せず、かつ、第2のポリペプチドのR1は存在しない。
【０１４１】
本明細書において報告する融合ポリペプチドの用途
　本明細書において報告する一局面は、アフィニティクロマトグラフィーリガンドとして
の、本明細書において報告する固定化された融合ポリペプチドの使用である。
【０１４２】
　一態様では、融合ポリペプチドは固相に結合される。一態様では、固相はクロマトグラ
フィー材料である。一態様では、融合ポリペプチドはビオチン化され、固相はストレプト
アビジンで誘導体化される。
【０１４３】
　一態様では、融合ポリペプチドは、Fc受容体とFc領域の間に切断部位を含む。一態様で
は、融合ポリペプチドは、ビオチン化の前に切断される。
【０１４４】
　一態様では、融合ポリペプチドは、Fc受容体と切断部位との間に固定化タグを含む。一
態様では、固定化タグはHis-Aviタグである。
【０１４５】
　また、マトリックスと、マトリックスに結合したクロマトグラフィー用官能基とを含む
アフィニティクロマトグラフィーカラムであって、マトリックスに結合したクロマトグラ
フィー用官能基が、本明細書において報告する融合ポリペプチドを含むことを特徴とする
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、アフィニティクロマトグラフィーカラムも報告する。
【０１４６】
　一態様では、融合ポリペプチドは、Fc受容体とFc領域の間に切断部位を含む。一態様で
は、融合ポリペプチドは、ビオチン化の前に切断される。
【０１４７】
　一態様では、融合ポリペプチドは、Fc受容体と切断部位との間に固定化タグを含む。一
態様では、固定化タグはAviタグである。
【０１４８】
　本明細書において報告する一局面は、抗体のFc受容体への結合を決定するための、本明
細書において報告する固定化された融合ポリペプチドの使用である。
【０１４９】
　一態様では、抗体は低アフィニティ抗体である。
【０１５０】
　一態様では、決定は表面プラズモン共鳴による。一態様では、抗体は単量体Fc受容体に
よって捕捉される。一態様では、抗体は二量体抗体によって捕捉される。
【０１５１】
組換え法
　本明細書において報告する一局面は、
（a）本明細書において報告する融合ポリペプチドをコードする核酸を含む細胞を培養す
る工程、
（b）細胞または培養培地から融合ポリペプチドを回収する工程、
（c）任意で、融合ポリペプチドをプロテアーゼで切断する工程
を含み、それによって可溶性Fc受容体を生産する、可溶性Fc受容体の生産方法である。
【０１５２】
　本発明を実施するのに役立つ当業者に公知の方法および技法は、例えばAusubel, 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)に記載されて
いる。
【０１５３】
　本明細書において報告する融合ポリペプチドをコードする核酸は、宿主細胞において発
現させることができる。組換え発現後に、当業者に公知の方法によって融合ポリペプチド
を精製することができる。これらの方法は、免疫グロブリン精製用に確立されて広く使用
されており、単独でまたは組み合わせて使用される。そのような方法は、例えば、微生物
由来のタンパク質を使ったアフィニティクロマトグラフィー（例えばプロテインAまたは
プロテインGアフィニティクロマトグラフィー）、イオン交換クロマトグラフィー（例え
ば陽イオン交換（カルボキシメチル樹脂）、陰イオン交換（アミノエチル樹脂）およびミ
ックスモード交換クロマトグラフィー）、チオフィリック吸着（例えばβ-メルカプトエ
タノールおよび他のSHリガンドによるもの）、疎水性相互作用または芳香族吸着クロマト
グラフィー（例えばフェニル-セファロース、アザ-アレノフィリック樹脂、またはm-アミ
ノフェニルボロン酸によるもの）、金属キレートアフィニティクロマトグラフィー（例え
ばNi(II)-およびCu(II)-アフィニティ材料）、サイズ排除クロマトグラフィー、および分
取用電気泳動法（例えばゲル電気泳動、キャピラリー電気泳動）である（Vijayalakshmi,
 M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102）。クロマトグラフィー精製前また
はクロマトグラフィー精製後に、Fc受容体を遊離させるために、融合ポリペプチドを酵素
的に切断することができる。発現カセットは、プロモーター、分泌シグナル配列をコード
するDNAセグメント、構造遺伝子、およびターミネーター/ポリアデニル化シグナルを含む
。これらの要素を、必要とされる異なる融合ポリペプチドの全てをコードする1つのプラ
スミド上に、またはそれぞれが1つの融合ポリペプチドをコードする2つ以上のプラスミド
上に、作動的に連結された形態で構築する。構造遺伝子を発現させるために、（1つまた
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は複数の）プラスミドを適切な宿主細胞に導入する。タンパク質は、例えばCHO細胞、NS0
細胞、Sp2/0細胞、COS細胞、HEK細胞、K562細胞、BHK細胞、PER.C6（登録商標）細胞など
の哺乳動物細胞において生産される。一態様では、融合ポリペプチドを、CHO細胞、また
はBHK細胞、またはHEK細胞中で発現させる。プラスミドの調節要素は、選択した宿主細胞
中でそれらが機能するように、選択する必要がある。発現した融合ポリペプチドは、機能
的に構築される。
【０１５４】
　「発現プラスミド」とは、そこに含まれている構造遺伝子が宿主細胞中で発現するのに
必要な要素を全て提供する核酸である。典型的には、発現プラスミドは、例えば大腸菌（
E. coli）用の、複製起点および選択可能マーカーを含む原核生物プラスミド増殖単位、
真核生物選択マーカー、およびそれぞれがプロモーターと構造遺伝子とポリアデニル化シ
グナルを含む転写ターミネーターとを含む、関心対象の構造遺伝子を発現させるための1
つまたは複数の発現カセットを含む。遺伝子発現は通常はプロモーターの制御を受け、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ている」という。同様に、調節
要素がコアプロモーターの活性を調整するのであれば、調節要素とコアプロモーターは機
能的に連結されている。
【０１５５】
　抗体は、例えば米国特許第4,816,567号に記載の方法および組成物を使って生産するこ
とができる。一態様では、本明細書に記載する融合ポリペプチド抗体をコードする単離さ
れた核酸が提供される。一態様では、そのような核酸を含む1つまたは複数のベクター（
例えば発現ベクター）が提供される。さらなる態様では、そのような核酸を含む宿主細胞
が提供される。そのような態様の一つでは、宿主細胞は、（1）第1の融合ポリペプチドを
含むアミノ酸配列と第2の融合ポリペプチドを含むアミノ酸配列とをコードする核酸を含
むベクター、または（2）第1の融合ポリペプチドを含むアミノ酸配列をコードする核酸を
含む第1ベクターと、第2の融合ポリペプチドを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含む
第2ベクターとを含む（例えばそれらのベクターで形質転換されている）。一態様では、
宿主細胞は、真核生物細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞またはリン
パ球系細胞（例えばY0、NS0、Sp20細胞）である。一態様では、融合ポリペプチドを作成
する方法であって、上に規定した融合ポリペプチドをコードする核酸を含む宿主細胞を融
合ポリペプチドの発現に適した条件下で培養する工程、および任意で、宿主細胞（または
宿主細胞培養培地）から融合ポリペプチドを回収する工程を含む方法が提供される。
【０１５６】
　本明細書において報告する融合ポリペプチドの組換え生産のために、例えば上記の融合
ポリペプチドをコードする核酸を単離し、宿主細胞におけるさらなるクローニングおよび
/または発現のために1つまたは複数のベクターに挿入する。そのような核酸は、従来の手
法を使って（例えば融合ポリペプチドをコードする遺伝子に特異的に結合する能力を有す
るオリゴヌクレオチドプローブを使用することによって）、容易に単離し、配列決定する
ことができる。
【０１５７】
　融合ポリペプチドをコードするベクターのクローニングまたは発現に適した宿主細胞に
は、本明細書に記載の原核細胞または真核細胞が含まれる。例えば、特にグリコシル化お
よびFcエフェクター機能が必要ない場合は、融合ポリペプチドを細菌中で生産することが
できる。細菌における抗体断片およびポリペプチドの発現については、例えばUS 5,648,2
37、US 5,789,199、およびUS 5,840,523を参照されたい（大腸菌における抗体断片の発現
を記載しているCharlton, K.A., In: Methods in Molecular Biology、Vol. 248, Lo, B.
K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2003), pp.245-254も参照されたい）。発現後
に、融合ポリペプチドを細菌細胞ペーストから可溶性画分において単離して、さらに精製
することができる。
【０１５８】
　原核生物だけでなく、糸状菌や酵母などの真核微生物も、グリコシル化経路が「ヒト化
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」されていて部分的または完全にヒトのグリコシル化パターンを有する融合ポリペプチド
の生産をもたらす真菌株および酵母株を含めて、融合ポリペプチドをコードするベクター
のための適切なクローニング宿主または発現宿主である（Gerngross, T.U., Nat. Biotec
h. 22 (2004) 1409-1414、およびLi, H. et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215参照
）。
【０１５９】
　グリコシル化された融合ポリペプチドの発現に適した宿主細胞は、多細胞生物（無脊椎
生物および脊椎動物）にも由来する。無脊椎生物細胞の例には、植物細胞および昆虫細胞
が含まれる。昆虫細胞と一緒に使用することができる、特にスポドプテラ・フルギペルダ
（Spodoptera frugiperda）細胞のトランスフェクションに使用することができるバキュ
ロウイルス株が、数多く同定されている。
【０１６０】
　植物細胞培養物を宿主として利用することもできる（例えば米国特許第5,959,177号、
同第6,040,498号、同第6,420,548号、同第7,125,978号、および同第6,417,429号（トラン
スジェニック植物中で抗体を生産するためのPLANTIBODIES（商標）技術が記載されている
）を参照されたい）。
【０１６１】
　脊椎動物細胞も宿主として使用することができる。例えば、懸濁培養に適応した哺乳動
物細胞株が役立ちうる。有用な哺乳動物宿主細胞株の他の例は、SV40によって形質転換さ
れたサル腎臓CV1株（COS-7）、ヒト胎児腎臓株（Graham, F.L. et al., J. Gen Virol. 3
6 (1977) 59-74に記載の293または293細胞）、ベビーハムスター腎臓細胞（BHK）、マウ
スセルトリ細胞（Mather, J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252に記載のTM4細胞）、
サル腎臓細胞（CV1）、アフリカミドリザル腎臓細胞（VERO-76）、ヒト子宮頸癌細胞（HE
LA）、イヌ腎臓細胞（MDCK）、バッファローラット肝臓細胞（BRL3A）、ヒト肺細胞（W13
8）、ヒト肝臓細胞（Hep G2）、マウス乳房腫瘍（MMT060562）、例えばMather, J.P. et 
al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68に記載のTRI細胞、MRC5細胞、およびFS4
細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株には、DHFR- CHO細胞（Urlaub, G. et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220）を含むチャイニーズハムスター卵巣
（CHO）細胞、ならびにY0、NS0、およびSp2/0などの骨髄腫細胞株などがある。抗体生産
に適した特定の哺乳動物宿主細胞株の総説としては、例えばYazaki, P. and Wu, A.M., M
ethods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, N
J (2004), pp. 255-268を参照されたい。
【０１６２】
診断および検出のための方法および組成物
　特定の態様では、本明細書に規定する融合ポリペプチドのいずれかは、生物学的試料中
のFc領域含有分子の存在を検出するのに役立つ。本明細書において使用する用語「検出す
る」は、定量的検出または定性的検出を包含する。
【０１６３】
　一態様では、診断方法または検出方法に使用するための、本明細書において報告する融
合ポリペプチドが提供される。さらなる局面では、生物学的試料中のFc領域含有分子の存
在を検出する方法が提供される。特定の態様では、本方法は、生物学的試料を、本明細書
において報告する融合ポリペプチドと、Fc領域含有分子への融合ポリペプチドの結合を許
容する条件下で接触させ、融合ポリペプチドとFc領域含有分子の間に複合体が形成される
かどうかを検出する工程を含む。そのような方法は、インビトロ法またはインビボ法であ
ることができる。
【０１６４】
　特定の態様では、標識化された融合ポリペプチドが提供される。ラベルには、直接検出
されるラベルまたは部分（例えば蛍光ラベル、発色団ラベル、高電子密度ラベル、化学発
光ラベル、および放射性ラベル）、ならびに例えば酵素反応または分子相互作用などによ
って間接的に検出される部分、例えば酵素またはリガンドが含まれるが、それらに限定さ
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れるわけではない。例示的ラベルには、放射性同位体32P、14C、125I、3H、および131I、
発蛍光団、例えば希土類キレートまたはフルオレセインおよびその誘導体、ローダミンお
よびその誘導体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフェラーゼ、例えばホタルルシフェ
ラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ（米国特許第4,737,456号）、ルシフェリン、2,3-ジヒ
ドロフタラジンジオン、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）、アルカリホスファタ
ーゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖類オキシダーゼ（例え
ばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、およびグルコース-6-リン酸デ
ヒドロゲナーゼ）、過酸化水素を使って色素前駆体を酸化する酵素（例えばHRP、ラクト
ペルオキシダーゼ、またはマイクロペルオキシダーゼ）と共役させた複素環オキシダーゼ
（例えばウリカーゼおよびキサンチンオキシダーゼ）、ビオチン/アビジン、スピンラベ
ル、バクテリオファージラベル、安定フリーラジカルなどがあるが、それらに限定される
わけではない。
【０１６５】
医薬組成物
　本明細書において報告する融合ポリペプチドの医薬組成物は、望ましい純度を有するそ
のような融合ポリペプチドを、1つまたは複数の随意の薬学的に許容される担体（Remingt
on's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A.（ed.） (1980)）と混合するこ
とにより、凍結乾燥製剤または水溶液の形態で調製される。薬学的に許容される担体は、
使用される投薬量および濃度において受容者にとって一般に無毒性であり、これには、リ
ン酸塩、クエン酸塩、および他の有機酸などの緩衝剤；酸化防止剤、例えばアスコルビン
酸およびメチオニン；保存剤（例えば、オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロ
リド；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンザルコニウム；塩化ベンゼトニウム；フェノール
、ブチルまたはベンジルアルコール；アルキルパラベン、例えばメチルパラベンまたはプ
ロピルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；3-ペンタノール；
およびm-クレゾール）；低分子量（約10残基未満）のポリペプチド；タンパク質、例えば
血清アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポリ(ビニ
ルピロリドン)；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、
アルギニン、またはリジン；単糖、二糖、および他の糖質、例えばグルコース、マンノー
ス、またはデキストリン；キレート剤、例えばEDTA；糖類、例えばスクロース、マンニト
ール、トレハロースまたはソルビトール；塩形成対イオン、例えばナトリウム；金属錯体
（例えばZn-タンパク質錯体）；および/または非イオン性界面活性剤、例えばポリエチレ
ングリコール（PEG）などがあるが、それらに限定されるわけではない。本明細書におけ
る、例示的な薬学的に許容される担体には、さらに、組織内薬物分散剤、例えば可溶性の
中性活性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質（sHASEGP）、例えばヒト可溶性PH-20ヒアルロニ
ダーゼ糖タンパク質、例えばrhuPH20（HYLENEX（登録商標）、Baxter International, In
c.）が含まれる。rhuPH20を含む特定の例示的sHASEGPおよびその使用方法は、米国特許公
報第2005/0260186号ならびに同第2006/0104968号に記載されている。一局面では、sHASEG
Pが、1つまたは複数のさらなるグリコサミノグリカナーゼ、例えばコンドロイチナーゼと
併用される。
【０１６６】
　例示的な凍結乾燥抗体製剤は、米国特許第6,267,958号に記載されている。水性抗体製
剤には、米国特許第6,171,586号およびWO 2006/044908に記載されているものが含まれ、
後者の製剤はヒスチジン-酢酸緩衝液を含む。
【０１６７】
　本明細書における製剤は、治療される特定の適応症の必要に応じて、複数の有効成分、
好ましくは互いに有害な影響を及ぼさない相補的活性を有するものも含有しうる。そのよ
うな有効成分は、適宜、意図した目的に有効な量で組み合わされて存在する。
【０１６８】
　有効成分は、例えばコアセルベーション技法または界面重合によって調製されたマイク
ロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン-マイクロカプ



(29) JP 2015-526429 A 2015.9.10

10

20

30

40

50

セルおよびポリ-(メチルメタクリレート)マイクロカプセルに封入するか、コロイド薬物
送達系（例えばリポソーム、アルブミンマイクロスフェア、マイクロエマルション、ナノ
粒子およびナノカプセル）に封入するか、またはマクロエマルションに封入することがで
きる。そのような技法は、Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol,
 A. (ed.) (1980)に開示されている。
【０１６９】
　徐放性調製物を調製してもよい。徐放性調製物の適切な例には、融合ポリペプチドを含
有する固形疎水性ポリマーの半透過性マトリックスであって、マトリックスがフィルムま
たはマイクロカプセルなどの造形品の形態にあるものなどがある。
【０１７０】
　インビボ投与に使用される製剤は一般に滅菌状態にある。滅菌性は例えば滅菌濾過膜に
よる濾過などによって容易に達成することができる。
【０１７１】
治療方法および治療用組成物
　本明細書に報告する融合ポリペプチドはいずれも治療方法に使用することができる。
【０１７２】
　一局面では、医薬として使用するための融合ポリペプチドが提供される。さらなる局面
では、抗体レベルの上昇を特徴とする疾患の治療において使用するための融合ポリペプチ
ドが提供される。一態様では、疾患は自己免疫疾患である。特定の態様では、治療方法に
おいて使用するための融合ポリペプチドが提供される。特定の態様において、本発明は、
個体に有効量の融合ポリペプチドを投与する工程を含む、抗体レベルの上昇を特徴とする
疾患を有する個体を治療する方法において使用するための、融合ポリペプチドを提供する
。そのような態様の一つにおいて、本方法はさらに、個体に有効量の少なくとも1種の追
加の治療剤を投与する工程を含む。さらなる態様において、本発明は、抗体レベルを低下
させる際に使用するための融合ポリペプチドを提供する。特定の態様において、本発明は
、抗体レベルを低下させるために個体に有効量の融合ポリペプチドを投与する工程を含む
、個体における抗体レベルを低下させる方法において使用するための、融合ポリペプチド
を提供する。上記の態様のいずれにおいても「個体」は、好ましくはヒトである。
【０１７３】
　さらなる局面において、本発明は、医薬の製造または調製における融合ポリペプチドの
使用を提供する。一態様では、当該医薬は、抗体レベルの上昇を特徴とする疾患を治療す
るための医薬である。一態様では、当該疾患は自己免疫疾患である。さらなる態様では、
当該医薬は、抗体レベルの上昇を特徴とする疾患を有する個体に有効量の医薬を投与する
工程を含む、上昇した抗体レベルを治療する方法において使用するための、医薬である。
そのような態様の一つにおいて、本方法はさらに、個体に、有効量の少なくとも1種の追
加の治療剤を投与する工程を含む。さらなる態様では、当該医薬は、抗体レベルを低下さ
せるための医薬である。さらなる態様では、当該医薬は、抗体レベルを低下させるために
有効量の医薬を個体に投与する工程を含む、個体における抗体レベルを低下させる方法に
おいて使用するための、医薬である。上記の態様のいずれにおいても「個体」はヒトであ
ることができる。
【０１７４】
　さらなる局面において、本発明は、抗体レベルの上昇を特徴とする疾患を治療するため
の方法を提供する。一態様では、当該疾患は自己免疫疾患である。一態様では、本方法は
、抗体レベルの上昇を特徴とするそのような疾患を有する個体に有効量の融合ポリペプチ
ドを投与する工程を含む。そのような態様の一つでは、本方法はさらに、有効量の少なく
とも1種の追加の治療剤を個体に投与する工程を含む。上記の態様のいずれにおいても「
個体」はヒトであることができる。
【０１７５】
　さらなる局面において、本発明は、個体における抗体レベルを低下させるための方法を
提供する。一態様において、本方法は、抗体レベルを低下させるために有効量の融合ポリ
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ペプチドを個体に投与する工程を含む。一態様では、「個体」はヒトである。
【０１７６】
　さらなる局面において、本発明は、例えば上記の治療方法のいずれかにおいて使用する
ための、本明細書において報告する融合ポリペプチドのいずれかを含む医薬組成物を提供
する。一態様では、当該医薬組成物は、本明細書において報告する融合ポリペプチドのい
ずれかと、薬学的に許容される担体とを含む。別の態様では、当該医薬組成物は、本明細
書において報告する融合ポリペプチドのいずれかと、少なくとも1種の追加の治療剤とを
含む。
【０１７７】
　本発明の融合ポリペプチドは、単独で、または他の作用物質と組み合わせて、治療に使
用することができる。例えば本発明の融合ポリペプチドは、少なくとも1種の追加の治療
剤と同時投与することができる。
【０１７８】
　そのような併用治療には、併用投与（この場合は2種以上の治療剤が同じ製剤または別
々の製剤に含まれる）、および個別投与（この場合は、本発明の融合ポリペプチドの投与
を、追加の治療剤および/またはアジュバントの投与の前に、同時に、および/または後に
、行うことができる）が包含される。
【０１７９】
　本発明の融合ポリペプチド（および任意の追加の治療剤）は、非経口投与、肺内投与、
および鼻腔内投与、および、局所処置にとって望ましい場合は病巣内投与を含む、任意の
適切な手段によって投与することができる。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、
腹腔内、または皮下投与が含まれる。投薬は、投与が短期間であるか慢性的であるかにも
一部依存して、任意の適切な経路、例えば静脈内注射または皮下注射などの注射によるこ
とができる。限定するわけではないが、単回投与、またはさまざまな時点にわたる複数回
投与、ボーラス投与、およびパルス注入を含む、さまざまな投薬スケジュールが、本明細
書では考えられる。
【０１８０】
　本発明の融合ポリペプチドは、良質の医療のための原則（good medical practice）に
合致する方法で、製剤化され、調合され、投与されるであろう。この文脈において考慮す
べき因子には、治療される特定の障害、治療される特定の哺乳動物、個々の患者の臨床状
態、障害の原因、薬剤の送達部位、投与の方法、投与の日程計画、および医療従事者に公
知の他の因子が含まれる。融合ポリペプチドは、問題の障害を予防または治療するために
現在使用されている1種または複数種の作用物質と共に製剤化する必要はないが、任意で
そのようにしてもよい。そのような他の作用物質の有効量は、製剤中に存在する融合ポリ
ペプチドの量、障害または治療のタイプ、および上で述べた他の因子に依存する。これら
は、一般に、上述したものと同じ投薬量および投与経路で使用されるか、本明細書に記載
の投薬量の約1～99％で、または実験的/臨床的に適当であると決定された任意の投薬量お
よび任意の経路で使用される。
【０１８１】
　疾患の予防または治療に関して、本発明の融合ポリペプチドの適当な投薬量（単独で使
用する場合、または1種もしくは複数種の他の追加の治療剤と併用する場合）は、治療す
べき疾患のタイプ、融合ポリペプチドのタイプ、疾患の重症度および経過、融合ポリペプ
チドを予防のために投与するか治療のために投与するか、治療歴、患者の病歴および融合
ポリペプチドに対する応答、ならびに担当医の裁量に依存するであろう。融合ポリペプチ
ドは、患者に1回で、または一連の処置で、適切に投与される。疾患のタイプおよび重症
度に依存して、例えば1回または複数回の独立した投与によるか、持続注入によるかを問
わず、約1μg/kg～15mg/kg（例えば0.5mg/kg～10mg/kg）の融合ポリペプチドを、患者へ
の投与のための初回候補投薬量とすることができる。典型的な1日量は、上述の因子に依
存して約1μg/kgから100mg/kgまで、またはそれ以上に及びうる。数日またはそれ以上に
わたる反復投与の場合、状態に依存して、処置は一般に、疾患症状の所望の抑制が起こる
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まで維持されるであろう。融合ポリペプチドの例示的投薬量の一つは約0.05mg/kg～約10m
g/kgの範囲にあるだろう。したがって約0.5mg/kg、2.0mg/kg、4.0mg/kgまたは10mg/kg（
またはそれらの任意の組み合わせ）のうちの1つまたは複数の用量を患者に投与すること
ができる。そのような用量は、（例えば、患者が融合ポリペプチドの投与を約2回から約2
0回、例えば約6回受けるように）間欠的に、例えば毎週または3週間ごとに投与すること
ができる。最初に高用量の初回負荷量を投与した後、1つまたは複数の低用量を投与する
ことができる。ただし他の投薬レジメンも有用でありうる。この治療の進行は、従来の技
法およびアッセイで容易にモニターされる。
【０１８２】
　上記の製剤または治療方法はいずれも、融合ポリペプチドの代わりに、または融合ポリ
ペプチドに加えて、本発明のイムノコンジュゲートを使って行うことができると理解され
る。
【０１８３】
製造品
　本発明の別の局面では、上述の障害の治療、予防および/または診断に有用な材料が入
っている製造品が提供される。製造品は、容器、および容器上のまたは容器に付随するラ
ベルまたは添付文書を含む。適切な容器には、例えば瓶、バイアル、シリンジ、IV溶液バ
ッグなどがある。容器は、ガラスまたはプラスチックなど、さまざまな素材で形成されう
る。容器は、組成物を単独で、またはその状態を治療、予防および/または診断するのに
有効な別の組成物と組み合わせて保持し、滅菌アクセスポートを有しうる（例えば容器は
静脈内溶液バッグであるか、皮下注射針で突き刺すことができる栓を有するバイアルであ
ることができる）。組成物中の少なくとも1種の活性作用物質は本発明の融合ポリペプチ
ドである。ラベルまたは添付文書は、その組成物が選択された状態の治療に使用されるこ
とを示す。さらにまた、製造品は、（a）本発明の融合ポリペプチドを含む組成物が入っ
ている第1の容器と、（b）さらなる細胞毒性作用物質または他の治療剤を含む組成物が入
っている第2の容器とを含みうる。本発明のこの態様の製造品は、さらに、特定の状態を
治療するためにその組成物を使用できることを示す添付文書を含みうる。これに代えて、
またはこれに加えて、製造品はさらに、薬学的に許容される緩衝液、例えば静菌性注射用
水（BWFI）、リン酸緩衝食塩水、リンゲル液およびデキストロース溶液を含む第2（また
は第3）の容器を含みうる。商業的観点および使用者の観点から望ましい他の材料、例え
ば緩衝液、希釈剤、フィルタ、針、およびシリンジをさらに含みうる。
【０１８４】
　上記の製造品はいずれも、融合ポリペプチドの代わりに、または融合ポリペプチドに加
えて、本発明のイムノコンジュゲートを含みうると理解される。
【０１８５】
　本発明の理解を助けるために以下に実施例、図面および配列を挙げるが、本発明の真の
範囲は添付の特許請求の範囲に記載する。記載する手法には、本発明の本旨から逸脱する
ことなく変更を加えることができると理解される。
【実施例】
【０１８６】
実施例1
発現プラスミドの生成
（a）FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチド用の発現プラ
スミドの生成
　（i）マウス免疫グロブリン重鎖シグナル配列

（ii）ヒトFcγ受容体IIIa V158のアミノ酸残基2～193（すなわち開始メチオニンを除外
）、および（iii）変異L234A、L235AおよびP329Gを有するヒトFcγ1重鎖定常領域（ヒン
ジ-CH2-CH3）をコードする化学的に合成された合成DNA断片を融合することにより、FcγR
IIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチドをコードする遺伝子を構
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【０１８７】
　HEK293細胞におけるFcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプ
チドの一過性発現のための発現プラスミドは、FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc L
ALA P239G融合ポリペプチド発現カセットの他に、大腸菌におけるこのプラスミドの複製
を可能にするベクターpUC18由来の複製起点、および大腸菌においてアンピシリン耐性を
付与するβ-ラクタマーゼ遺伝子を含んだ。詳しく述べると、FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロ
テアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチドをコードする遺伝子の転写単位は、以下の機能
的要素を含む:
　- イントロンAを含む、ヒトサイトメガロウイルス由来の前初期エンハンサーおよびプ
ロモーター（P-CMV）、
　- ヒト重鎖免疫グロブリン5'-非翻訳領域（5'UTR）、
　- マウス免疫グロブリン重鎖シグナル配列、
　- 野生型ヒトFcγ受容体III V158タンパク質のアミノ酸位置2～193である可溶性ヒトFc
γ受容体III V158ポリペプチド、
　- ヒトFcγ1重鎖定常領域（ヒンジ-CH2-CH3,LALA P329G）および
　- ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列（BGHポリAシグナル配列）。
【０１８８】
　成熟FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチドのアミノ酸
配列は

である。
【０１８９】
　同様にして以下の融合ポリペプチドを得ることができる。
- FcγRIIa-LR(H131)-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチド:
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- FcγRIIb-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチド:

- FcγRIIIb-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチド:

- 最小FcγRIIIa-Avi-Fc LALA P239G融合ポリペプチド（プロテアーゼ切断部位):
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【０１９０】
（c）二量体型Fc受容体融合ポリペプチド用の「ノブ・イントゥ・ホール（knob-into-hol
e）」発現プラスミドの生成
　HEK293細胞におけるFc受容体Fc領域融合ポリペプチド（ホール）の一過性発現用の発現
プラスミドを、上記（a）項で述べた発現ベクターから得た。当該プラスミドは、DNA配列
が、ヒトγ1重鎖定常領域内にホール変異T366S、L368A、Y407V、およびY349Cを有するFc
領域をコードする点で、当該ベクターとは異なる。
【０１９１】
　HEK293細胞におけるFc受容体Fc領域融合ポリペプチド（ノブ）の一過性発現用の発現プ
ラスミドを、上記（a）項で述べた発現ベクターから得た。当該プラスミドは、DNA配列が
、ヒトγ1重鎖定常領域内にノブ変異T366WおよびS354Cを有するFc領域をコードする点で
、当該ベクターとは異なる。
【０１９２】
　HEK293におけるFc受容体Fc領域融合ポリペプチド（ノブ/ホール）の一過性発現用の発
現プラスミドは、融合ポリペプチド（ノブ/ホール）発現カセットの他に、大腸菌におけ
るこのプラスミドの複製を可能にするベクターpUC18由来の複製起点、および大腸菌にお
いてアンピシリン耐性を付与するβ-ラクタマーゼ遺伝子を含んだ。詳しく述べると、融
合ポリペプチド（ノブ/ホール）をコードする遺伝子の転写単位は、以下の機能的要素を
含む:
　- イントロンAを含む、ヒトサイトメガロウイルス由来の前初期エンハンサーおよびプ
ロモーター（P-CMV）、
　- ヒト重鎖免疫グロブリン5'-非翻訳領域（5'UTR）、
　- マウス免疫グロブリン重鎖シグナル配列、
　- ヒトγ1重鎖定常領域内にホール変異T366S、L368A、Y407V、およびY349Cまたはノブ
変異T366WおよびS354Cを有するヒトFcγ1重鎖定常領域（ヒンジ-CH2-CH3）、ならびに
　- ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列（BGHポリAシグナル配列）。
【０１９３】
実施例2
FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G融合ポリペプチドの一過性発現、精
製および解析評価
　F17培地（Invitrogen Corp.）中で培養したHEK293細胞（ヒト胎児腎臓細胞株293由来）
の一過性トランスフェクションによって融合ポリペプチドを得た。トランスフェクション
には「293-Free」トランスフェクション試薬（Novagen）を使用した。トランスフェクシ
ョン時のプラスミド比を等モルとして、2つの異なるプラスミドからノブ・イントゥ・ホ
ール融合ポリペプチド対を発現させた。トランスフェクションは、製造者の説明書に指定
されているとおりに行った。融合ポリペプチドを含有する細胞培養上清をトランスフェク
ションの7日後に収穫した。上清は精製まで低温で保存した。
【０１９４】
　例えばHEK293細胞におけるヒト免疫グロブリンの組換え発現に関する一般情報は、Meis
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sner, P., et al., Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-203に記載されている。
【０１９５】
　融合ポリペプチドを含有する培養上清を濾過し、2つのクロマトグラフィー工程で精製
した。PBS（1mM KH2PO4、10mM Na2HPO4、137mM NaCl、2.7mM KC1）pH7.4で平衡化したHiT
rap MabSelect SuRe（GE Healthcare）を用いるアフィニティクロマトグラフィーで、融
合ポリペプチドを捕捉した。平衡化緩衝液による洗浄により、結合していないタンパク質
を除去し、融合ポリペプチドを0.05Mクエン酸緩衝液（pH3）で回収して、溶出直後に1Mト
リス塩基（pH9.0）でpH6.5に中和した。Superdex 200（商標）（GE Healthcare）でのサ
イズ排除クロマトグラフィーを、第2精製工程として使用した。サイズ排除クロマトグラ
フィーは、2mM MOPS緩衝液、0.125M NaCl、pH7.2中で行った。溶出した融合ポリペプチド
を、Biomax-SKメンブレンを装備したUltrafree-CL遠心分離フィルタユニット（Millipore
、マサチューセッツ州ビルリカ）で濃縮し、-80℃で保存した。
【０１９６】
　このプロトコールに従って4つの異なるFcγRIIIa-Fc融合ポリペプチドを精製した:
（a）FcγRIIIaV158-Avi-Fc LALA P239G（切断部位なし）
（b）最小FcγRIIIaV158-Avi-Fc LALA P239G（切断部位なし）
（c）FcγRIIIaV158-Avi-PreScissionプロテアーゼ（PP）-Fc LALA P239G
（d）FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P239G。
【０１９７】
　アミノ酸配列に基づいて算出されたモル吸光係数を使用し、280nmにおける光学密度（O
D）を測定することによって、融合ポリペプチドのタンパク質濃度を決定した。融合ポリ
ペプチドの純度および適正な二量体形成は、還元剤（5mM 1,4-ジチオスレイトール）の存
在下および非存在下でのSDS-PAGEとクーマシーブリリアントブルーによる染色で分析した
。Superdex 200（商標）分析用サイズ排除カラム（GE Healthcare）を用いる高性能SECに
よって、融合ポリペプチド調製物の凝集物含量を決定した。還元した融合ポリペプチドの
アミノ酸主鎖の完全性を、ノイラミニダーゼ、O-グリカナーゼおよびペプチド-N-グリコ
シダーゼF（Roche Applied Science）の組み合わせによる酵素処理でN-グリカンを除去し
た後に、ナノエレクトロスプレーQTOF質量分析によって検証した。
【０１９８】
実施例3
パパインによる切断
　酵素切断部位を含まないFcγRIIIa-Fc 融合ポリペプチドは、パパインによって切断す
ることができる。システインおよび0.1mU/mgの融合ポリペプチドのパパイン（パパイア（
Carica papaya）由来、Roche Diagnostics GmbH）を37℃で1時間加えることにより、Fcγ
RIIIa-Fc融合ポリペプチドを切断した。その後の精製は実施例2で述べたように行った。
分析用SDS-PAGEゲルを図2に示す。
【０１９９】
実施例4
IdeSプロテアーゼによる切断
　IdeSプロテアーゼによるFcγRIIIaV158-Avi-Fc LALA P239G融合ポリペプチドの切断は
極めて効率が悪く、したがってこの場合は有用でない。
【０２００】
実施例5
PreScissionプロテアーゼによる切断
　50mMトリス、150 NaCl、1mM EDTA、1mM DTT pH7.4に対する透析後に、1～15U PreSciss
ionプロテアーゼ（GE Healthcare）/100μg融合ポリペプチドを室温で終夜加えることに
より、FcγRIIIa-(PP)-Fc融合ポリペプチドを切断した。タンパク質の一部しか切断する
ことができなかった。他方、PP切断部位を有さない受容体のPreScissionプロテアーゼに
よる非特異的切断が観察された。
【０２０１】



(36) JP 2015-526429 A 2015.9.10

10

20

30

40

50

実施例6
IgAプロテアーゼによる切断
　Slide-A-lyzer透析カセットを使った50mMトリス pH8に対する透析後に、IgAプロテアー
ゼ（Roche Diagnostics GmbH）を、1:100のw(プロテアーゼ)/w(融合ポリペプチド)比で、
21℃において終夜加えることにより、FcγRIIIa-Fc融合ポリペプチドを切断した。切断を
、分析用サイズ排除クロマトグラフィー（SEC、Superdex 75;GE Healthcare）で管理した
。切断後に、FcγRIIIa受容体を、Superdex 75（商標）（GE Healthcare）での分取用サ
イズ排除クロマトグラフィーによってIgAプロテアーゼから分離し、HiTrap MabSelect Su
Re（GE Healthcare）カラムによってFcタグから分離した。分析用SDS-Pageゲルを図3に示
す。
【０２０２】
（表）さまざまなFcγRIIIa V158含有融合ポリペプチドの発酵および精製の収量

【０２０３】
実施例7
FcγRIIIaV158アフィニティカラムの調製
　FcγRIIIaV158を有するアフィニティカラムを、Aviタグのインビトロビオチン化と、そ
れに続くストレプトアビジンセファロースへのカップリングによって調製した。これは、
インタクトな融合ポリペプチドを使って行うことも、Fc領域を切り離した後の受容体を使
って行うこともできる。これは分析用および分取用のアフィニティカラムを調製するため
の極めて迅速で効率のよい方法である。
【０２０４】
受容体のビオチン化
　HEK293細胞で発現させたAviタグを有するFcγRIIIaV158の可溶性細胞外ドメインを、精
製後に、以下のプロトコールに従ってビオチン化した。Avidity社のビオチン化キットを
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製造者の説明書に従って使用することにより、PBS 3ml中の2mM MOPS、125mM NaCl pH7.2
、0.02％ Tween、およびCompleteプロテアーゼインヒビター（Roche）1錠において、タグ
付きのFcγRIIIaV158（1.2～12mg）またはFcγRIIIaV158 Fc領域融合ポリペプチド（2.4
～24mg）をビオチン化した。ビオチン化反応は室温で終夜行った。過剰なビオチンを除去
するために、修飾されたポリペプチドを、20mM リン酸ナトリウム緩衝液、150mM NaCl pH
7.5に対して、4℃で終夜透析した。
【０２０５】
ストレプトアビジンセファロースへのカップリング
　ビオチン化し透析した受容体に1gのストレプトアビジンセファロース（GE Healthcare
）を加え、振とうしながら2時間インキュベートし、最後に1mlのXKカラム（GE Healthcar
e）に充填した。
【０２０６】
実施例8
クロマトグラフィー法
一般条件:
平衡化緩衝液A：20mMクエン酸/150mM NaCl pH6.0
溶出緩衝液B：　20mMクエン酸/150mM NaCl pH3.0
溶出：　　　　 100%Aで5分、
　　　　　　　 60分で100％Bに、
　　　　　　　 100％Bで0.1分、
　　　　　　　 100％Aで6分
サンプル量：　 50μg以上。
【０２０７】
フコシル化抗体と非フコシル化抗体の分離
　FcgRIIIaカラムでの抗体のクロマトグラフィーにより、完全にフコシル化された抗体画
分と非フコシル化抗体画分とを定量することが可能になる。非フコシル化抗体画分は、抗
体調製物のADCCに関連する。
【０２０８】
　図4に、Fc-FcgRIIIaカラムにおける、グリコシル化型の異なる抗Her抗体（野生型、上
）および糖鎖工学的に操作された抗Her抗体の分離および定量を示す。勾配を変更するこ
とにより、分解能を保ったまま、分析時間を短縮することができた。
【０２０９】
FcγRIIIaV158を用いたアフィニティカラムと、Fcタグ付きFcγRIIIaV158を用いたアフィ
ニティカラムとの比較
　等モル量の両受容体コンストラクトをカップリングすると、アフィニティカラムは、完
全にフコシル化された抗体と非フコシル化抗体の分離に際して、同じ挙動をする（図5:黒
:FcγRIIIaV158;青:FcγRIIIaV158-Fc）。
【０２１０】
実施例9
FcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P329G-IgG相互作用測定
　BIAcore（登録商標）システムは、分子相互作用の研究のための確立されたシステムで
ある。これは、リガンド/分析物結合の連続的なリアルタイムのモニタリングを可能にし
、よって会合速度定数（ka）、解離速度定数（kd）、および平衡定数（KD）の決定を可能
にする。屈折率の変化は、固定化されたリガンドと、溶解した状態で注入された分析物と
の相互作用が引き起こす表面上の質量変化を示す。分子が表面上の固定化されたリガンド
と結合すると質量が増加し、解離すれば質量が減少する。
【０２１１】
　FcγRIIIaV158-Fc LALA P329G融合ポリペプチドの活性決定のために、直接結合アッセ
イを使用した。
【０２１２】
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　GEが供給するアミンカップリングキットを使って、400レゾナンスユニット（RU）前後
の捕捉系（20μg/ml ヒトFab捕捉キット、GE Healthcare、28-9583-25）を、CM5チップ（
GE Healthcare BR1005-30）上に、pH5.0でカップリングした。試料およびシステム用の緩
衝液は、HBS-P+ pH7.4（10mM HEPES、pH7.4、150mM NaCl、0.05％（v/v）サーファクタン
トP20）とした。フローセルを25℃に設定し、試料ブロックを12℃に設定した。50nM 溶液
を流速10μl/分で360秒間注入することによって抗体を捕捉した。会合については50nMのF
cγRIIIa融合ポリペプチドを流速50μl/分で180秒間注入することによって結合を測定し
、解離については360秒間測定した。グリシンpH2.1溶液による流速20μl/分での60秒間の
洗浄により表面を再生した。コンストラクトの活性評価のために、シグナル高さと解離挙
動を比較した。
【０２１３】
　図6に示すように、FcγRIIIaV158-Fc LALA P329G融合ポリペプチドのレスポンスは、40
RUのFcγRIIIaV158と比較して、100レスポンスユニットを上回るレスポンスを示す。
【０２１４】
実施例10
切断前後のFcγRIIIaV158-Avi-IgAプロテアーゼ-Fc LALA P329G融合ポリペプチドとIgGの
速度論的相互作用測定
　切断されたFcγRIIIaV158-Fc LALA P329G融合ポリペプチドの活性決定のために、直接
結合アッセイを使用した。
【０２１５】
　GEが供給するアミンカップリングキットを使って、400レゾナンスユニット（RU）前後
の捕捉系（20μg/ml ヒトFab捕捉キット、GE Healthcare、28-9583-25）を、CM5チップ（
GE Healthcare BR1005-30）上に、pH5.0でカップリングした。試料およびシステム用の緩
衝液は、HBS-P+ pH7.4（10mM HEPES、pH7.4、150mM NaCl、0.05％（v/v）サーファクタン
トP20）とした。フローセルを25℃に設定し、試料ブロックを12℃に設定した。50nM 溶液
を流速10μl/分で80秒間注入することによって抗体を捕捉した。
【０２１６】
　0nMから250nMまでの範囲のさまざまな濃度の抗体（1:2希釈液）を流速30μl/分でフロ
ーセルに通すことで、25℃において120秒間、会合を測定した。試料溶液をランニング緩
衝液に切り替えることにより、解離相を420秒間モニターした。グリシンpH2.1溶液による
流速20μl/分での60秒間の洗浄により表面を再生した。
【０２１７】
　捕捉されたFcγRIIIaV158を有さない表面から得られたレスポンスを差し引くことによ
ってバルク屈折率差を補正した。ブランク注入も差し引く（＝二重参照）。
【０２１８】
　BIAevaluationソフトウェアパッケージを使って、数個の異なる濃度で得られたセンサ
ーグラム曲線を解析することによって、ka/kdと定義される平衡解離定数（KD）を決定し
た。データのフィッティングは適切な結合モデルに従った。図7に、Fcγ受容体V158-Fc L
ALA P329G融合ポリペプチド（図7a）、Fcγ受容体V158（図7b）、切断されたFcγ受容体V
158-Fc LALA P329G融合ポリペプチド（図7c）のセンサーグラムを示す。
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