
(57)【要約】
本発明は、単離された非ヒト霊長類の Fcレセプターポリペプチド、 Fcレセプターポリペプ
チドをコードする核酸分子、および Fcレセプターポリペプチドの融合体、変異体ならびに
誘導体を含む組換え型の生成法を提供する。本発明は、非ヒト霊長類の Fcレセプターポリ
ペプチドを用い、 Fc領域含有分子の安全性、有効性および生物特性を評価する方法も提供
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ １ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ， 配 列 番 号 ： 　 １ ８
， 配 列 番 号 ： ２ ０ ， 　 配 列 番 号 ： ２ ５ ， 　 配 列 番 号 ： ２ ９ ， 配 列 番 号 ： ６ ４ ， 　 配 列 番 号
： ６ ５ ， 配 列 番 号 ： ６ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ６ ８ ， 配 列 番 号 ： ６ ９ ， 配 列 番 号
： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ １ ， 配 列 番 号 ： ７ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 非 ヒ ト 霊 長 類 の Ｆ ｃ レ
セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 、
ま た は 該 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 ： １ ， 配 列 番 号 ： ３ ， 配 列 番 号 ： ５ ， 配 列 番 号 ：
７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ， 配 列 番 号 ： ２ ３ ま た は 配 列 番 号 ： ２ ７ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ａ ） プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 配 列 番 号 ： ３ １ と 配 列 番 号 ： ３ ２ ， 配 列 番 号 ： ３ ３ と 配 列 番 号
： ３ ４ ， 配 列 番 号 ： ３ ５ と 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ ７ と 配 列 番 号 ： ３ ８ ， 配 列 番 号
： ３ ９ と 配 列 番 号 ： ４ ０ ， 配 列 番 号 ： ４ １ と 配 列 番 号 ： ４ ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ３ と 配 列 番 号
： ４ ４ ， 配 列 番 号 ： ４ ５ と 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ ７ と 配 列 番 号 ： ４ ８ ， 配 列 番 号
： ４ ９ と 配 列 番 号 ： ５ ０ ， 配 列 番 号 ： ５ １ と 配 列 番 号 ： ５ ２ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ３ と 配 列
番 号 ： ５ ４ か ら な る 群 か ら 選 択 し 、 フ ォ ワ ー ド と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 含 ん で な る 該 プ ラ
イ マ ー セ ッ ト に よ り 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 由 来 の 核 酸 を 増 幅 し 、
　 ｂ ） 該 増 幅 し た 核 酸 を 単 離 す る
こ と を 含 ん で な る 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 し た 単 離 し た 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 が 脾 臓 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 細 胞 が カ ニ ク イ ザ ル 細 胞 ま た は チ ン パ ン ジ ー 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 断 片 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １
， ２ ま た は ４ に 記 載 の 単 離 し た 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ， ２ ま た は ４ に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 胞 が 哺 乳 類 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 作 用 可 能 に 連 結 し た 異 種
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 更 に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ， ２ ， ま た は ４
に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 供 す る 請 求 項 １ １ に 記 載
の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ６ － Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 チ オ レ
ド キ シ ン タ グ 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン タ グ 、 Ｇ ｌ ｙ ｌ ｈ １ ５ ６ タ グ お よ び Ｏ ｍ ｐ Ａ シ グ ナ ル 配 列
タ グ に 融 合 し た Ｇ ｌ ｙ ／ Ｈ ｉ ｓ ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ， 配 列 番 号 ： 　 ２ ０
， 配 列 番 号 ： ２ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ５ ， 配 列 番 号 ： １ １ ， 配 列 番 号 ： ６ ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ５
， 配 列 番 号 ： ６ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ６ ８ ， 配 列 番 号 ： ６ ９ ， 配 列 番 号 ： ７ １
， 配 列 番 号 ： ７ ２ も し く は 配 列 番 号 ： ７ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 単 離 し た ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 該 断 片 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ６ ５ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ６ ９ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ６ の １ ～ １ ８ ２ 番 、 配 列 番 号 ：
６ ８ の １ ～ １ ８ ４ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ９ の １ ～ １ ８ ７ 番 、 配 列 番 号 ： ７ １ の １ ～ ２ ７ ４ 番 、
ま た は 配 列 番 号 ： ７ ２ の １ ～ ２ ７ ４ 番 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド 断 片 と 結 合 し た 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 単 離 し た 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が ｇ ｌ ｙ ／ ｈ ｉ ｓ ６ － ｇ ｓ ｔ タ グ で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 単 離 し
た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で
な る 、 単 離 し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 ： １ ５ の ア ミ ノ 酸 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 ： １ ７ の ア ミ ノ 酸 と 少 な く と も ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 ： １ ８ の ア ミ ノ 酸 と 少 な く と も ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 が あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ａ ） 単 離 し た 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 に 接 触 さ せ
、
　 ｂ ） Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 少 な く と も 一 つ の 生 物 特 性 に 対 す る 前 記 接 触 の 効 果 を 判 定 す る
こ と を 含 ん で な る 、 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 少 な く と も 一 つ の 生 物 特 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 可 溶 性 レ セ プ タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た
は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-512574 A 2005.5.12



　 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 、 Ｆ ｃ γ
Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 、 Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ２ ８ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ３ ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 生 物 特 性 が 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 結 合
親 和 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 生 物 特 性 が Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 傷 害 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 単 離 し た 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 で あ り 、 生 物 特 性 が
Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 半 減 期 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 レ セ プ タ ー が 配 列 番 号 ： ６ ５ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ６ ５ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ６ の
１ ～ １ ７ ２ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ８ の １ ～ １ ７ ４ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ９ の １ ～ １ ７ ２ 番 、 ま た は
配 列 番 号 ： ６ ７ の １ ～ １ ７ １ 番 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ａ ） Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 を 請 求 項 １ ， ２ ま た は ４ に 記 載 の 単 離 し た 核 酸 に よ り 形 質 転 換 し
た 細 胞 に 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 少 な く と も 一 つ の 生 物 特 性 に 対 す る 前 記 接 触 の 効 果 を 判 定 す る
こ と を 含 ん で な る 、 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 少 な く と も 一 つ の 生 物 特 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ａ ） Ｉ Ｔ Ａ Ｍ 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を と も な う 少 な く と も 一 つ の カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ
レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 薬 剤 の 結 合 親 和 性 を 判 定 し 、
　 ｂ ） 対 応 す る ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 薬 剤 の 結 合 親 和 性 を 判 定 し 、
　 ｃ ） Ｉ Ｔ Ａ Ｍ 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し 、 対 応 す る ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 比 し
、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 親 和 性 が 向 上 し た 薬 剤 を 選 択 す る こ
と
を 含 ん で な る 、 ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 比 し 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ 領 域 を 有 す る 少 な く と
も 一 つ の カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 親 和 性 が 向 上 し た 薬 剤 を 同 定 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 薬 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 薬 剤 が Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α
鎖 お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ａ ） 少 な く と も 一 つ の カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 薬
剤 の 結 合 親 和 性 を 判 定 し 、
　 ｂ ） 対 応 す る ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 薬 剤 の 結 合 親 和 性 を
判 定 し 、
　 ｃ ） 対 応 す る ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 比 し 、 Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 領 域 を 有 す る カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ｂ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 親 和 性 が 変 化 し た 薬 剤 を 選 択 す る こ と
を 含 ん で な る 、 対 応 す る ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 比 し 、 Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 領 域 を 有 す る
カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 親 和 性 が 変 化 し た 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
　 薬 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 は 、 2002年 12月 3日 付 で 米 国 国 内 法 人 で あ る Genentech, Inc.の 名 に お い て (米 国 を
除 く 全 て の 国 に 対 す る 出 願 人 )、 お よ び 両 人 と も 米 国 市 民 な ら び に 居 住 米 国 人 で あ る Leona
rd　 G.Prestaな ら び に Angela　 K.Namenukの 名 に お い て (米 国 指 定 の み の 出 願 人 )、 全 て の
国 を 指 定 し 、 PCT国 際 特 許 出 願 と し て 出 願 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 単 離 ・ 精 製 さ れ た 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 、
Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 、 非 ヒ ト 霊 長 類 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
の 製 造 方 法 お よ び 治 療 薬 の 安 全 性 ・ 有 効 性 と 生 物 学 的 特 性 の 評 価 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー （ Ｆ ｃ Ｒ ｓ ） は 、 多 く の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 発 現 さ れ る 膜 レ セ プ タ
ー で あ る 。 Ｆ ｃ Ｒ ｓ は 標 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン と の 相 互 作 用 に よ り 、 細 胞 媒 介 の 殺 傷 活 性 化 、
細 胞 か ら の 媒 介 物 質 放 出 の 誘 導 、 抗 体 被 覆 粒 子 の 取 込 み ・ 破 壊 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 輸 送 等
、 多 く の 細 胞 応 答 を 媒 介 す る 。 Deoら Immunology　 Today第 18巻 127～ 135頁 (1997年 )を 参 照
。 更 に 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ や 樹 状 細 胞 の よ う な 抗 原 提 示 細 胞 は 、 FcRの 媒 介 に よ り 抗
原 抗 体 複 合 体 の 内 部 移 行 が 生 じ 、 抗 原 提 示 お よ び そ の 結 果 と し て の 免 疫 応 答 の 増 幅 を 可 能
に す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 Ｆ ｃ Ｒ ｓ は 抗 体 の 特 異 性 お よ び エ フ ェ ク タ ー 細
胞 の 機 能 の 発 達 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 し て い る 。 Deoら Immunology　 Today第 18巻 127
～ 135頁 (1997年 )を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｆ ｃ Ｒ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ に 対 す る 特 異 性 に よ り 規 定 さ れ る 。 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 に
対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は Ｆ ｃ γ Ｒ 、 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 に 対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は Ｆ ｃ ε Ｒ 、 Ｉ ｇ
Ａ 抗 体 に 対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は Ｆ ｃ α Ｒ と い う よ う に 呼 ば れ て い る 。 Ｆ ｃ Ｒ ｎ は 新 生 児
の 細 胞 に 認 め ら れ る 特 殊 な ク ラ ス の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー で あ り 、 特 に 、 母 親 の 乳 汁 由 来 の Ｉ ｇ
Ｇ を 乳 児 の 腸 上 皮 細 胞 に 渡 り 輸 送 す る こ と に 関 与 す る 。 ヒ ト ガ ン マ レ セ プ タ ー の サ ブ ク ラ
ス が 三 つ 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ （ Ｃ Ｄ ６ ４ ） ， Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ）
， Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ １ ６ ） で あ る 。 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ の 各 サ ブ ク ラ ス は 二 つ ま た は 三 つ の
遺 伝 子 に コ ー ド さ れ 、 ま た 、 選 択 的 Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 複 数 の 転 写 物 が 生 じ る た
め 、 Ｆ ｃ γ の イ ソ フ ォ ー ム に は 多 様 性 が あ る 。 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の サ ブ ク ラ ス （ Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
Ａ ， Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｂ お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｃ ） を コ ー ド す る 三 つ の 遺 伝 子 は 、 第 １ 染 色 体 長 腕 の
１ ｑ ２ １ ． １ 領 域 に 密 集 し 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ の イ ソ フ ォ ー ム （ Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ ， Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
Ｉ Ｂ お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｃ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ
Ｉ Ａ お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ｂ ） を コ ー ド す る 二 つ の 遺 伝 子 は 、 全 て １ ｑ ２ ２ 領 域 に 密 集 し
て い る 。 Ｆ ｃ Ｒ ｓ は 、 Ravetchお よ び Kinet Annu. Rev. Immunol第 9巻 457～ 92頁 (1991年 )
、 Capelら Immunomethods第 4巻 25～ 34頁 (1994年 )、 お よ び de　 Haasら J. Lab. Clin. Med. 
第 126巻 330～ 41頁 (1995年 )に お い て 検 討 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ヒ ト Fcγ RIは 、 α 鎖 お よ び γ 鎖 か ら な る ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー 複 合 体 で あ る 。 α 鎖 は 、 細 胞
外 C-2　 Ig様 の 3ド メ イ ン 、 21ア ミ ノ 酸 膜 ド メ イ ン 、 お よ び 61ア ミ ノ 酸 の 荷 電 細 胞 質 側 末 端
部 を 有 す る 70～ 72kDaの 糖 蛋 白 で あ る 。 van　 de　 Winkelら Immunology　 Today第 14巻 215～
221頁 (1993年 )を 参 照 。 γ 鎖 は ホ モ ダ イ マ ー で あ り 、 細 胞 表 面 ア セ ン ブ リ 、 お よ び 細 胞 内
へ の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 。 γ ホ モ ダ イ マ ー の 各 鎖 は 細 胞 活 性 に 関 与 す る モ チ ー フ
を 有 し 、 こ れ は ITAMモ チ ー フ と 呼 ば れ る 。 ヒ ト Fcγ RIは 、 第 3の 細 胞 外 C-2ド メ イ ン を 介 し
、 モ ノ マ ー の IgGに 高 親 和 性 （ １ ０ － ７ － １ ０ － ９ M） に て 結 合 す る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Fcγ RIIは 40kDaの 糖 蛋 白 で あ り 、 C-2セ ッ ト Ig様 の 2細 胞 外 ド メ イ ン 、 27～ 29ア ミ ノ 酸 膜
貫 通 ド メ イ ン 、 お よ び 44～ 76の 可 変 長 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 細 胞 質 ド メ イ ン を 有 す る 。 ヒ ト Fc
γ RIIに は 既 知 の 6イ ソ フ ォ ー ム が あ り 、 そ の 大 部 分 は 異 種 細 胞 質 ド メ イ ン の 点 で 異 な る 。
ヒ ト Fcγ RIIAは 分 子 の 細 胞 質 領 域 に ITAMモ チ ー フ を 有 し 、 レ セ プ タ ー の 架 橋 に よ り 、 該 モ
チ ー フ は 細 胞 活 性 に 関 連 す る 。 対 照 的 に 、 Fcγ RIIBは 細 胞 質 領 域 に 抑 制 モ チ ー フ を 有 し 、
こ れ は ITIMと 呼 ば れ る 。 Fcγ RIIBが 架 橋 さ れ る と 、 細 胞 活 性 は 抑 制 さ れ る 。 概 し て 、 Fcγ
RIIは モ ノ マ ー IgGと の 結 合 力 は 弱 い が (＞ 10 7 　 M - 1 )、 複 合 IgGに 対 し て は 高 親 和 性 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ヒ ト Fcγ RIIIは 主 た る 2イ ソ フ ォ ー ム で あ る Fcγ RIIIAお よ び Fcγ RIIIBを 有 し 、 両 イ ソ
フ ォ ー ム と も 50～ 80kDaで あ り 、 C2　 Ig様 の 2細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 。 Fcγ RIIIAの α 鎖
は 25ア ミ ノ 酸 膜 貫 通 ド メ イ ン に よ り 膜 に 固 着 さ れ 、 ヒ ト Fcγ RIIIBは グ リ コ シ ル 　 ホ ス フ
ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (GPI)ア ン カ ー を 介 し 、 膜 に 結 合 し て い る 。 Fcγ RIIIAは 、 ヘ テ ロ ダ
イ マ ー の γ -δ (ガ ン マ ‐ デ ル タ )鎖 ま た は γ ‐ γ 鎖 に よ り 複 合 し た α 鎖 を 有 す る ヘ テ ロ オ
リ ゴ マ ー 複 合 体 で あ る 。 γ 鎖 は ITAMモ チ ー フ を 有 す る 細 胞 質 側 末 端 部 を 含 む 。 δ 鎖 は α 鎖
と 相 同 で あ り 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び 細 胞 表 面 ア セ ン ブ リ に も 関 与 す る 。 γ -δ (ガ ン マ
‐ デ ル タ )鎖 も 細 胞 質 領 域 に ITAMモ チ ー フ を 有 す る 。 ど ち ら の 場 合 で も 、 Fcγ RIIIは モ ノ
マ ー の IgGに は 低 親 和 性 に て 結 合 し 、 複 合 IgGに 対 し て は 高 親 和 性 に て 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト FcRnは 、 β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 鎖 お よ び α 鎖 か ら な る ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る 。 β
‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 鎖 は 約 15kDaで あ り 、 MHCク ラ ス Iヘ テ ロ ダ イ マ ー に 存 在 す る β ‐ 2ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン 鎖 に 類 似 し て い る 。 FcRnに β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 鎖 が 存 在 す る こ と に よ
り 、 FcRnは MHCク ラ ス Iフ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 唯 一 既 知 の Fcレ セ プ タ ー で あ る 。
Ghetieら Immunology　 Today第 18巻 第 12号 592～ 598頁 (1997年 )を 参 照 。 α 鎖 は 37～ 40kDaの
内 在 性 膜 糖 蛋 白 で あ り 、 一 つ の 糖 鎖 形 成 部 位 を 有 す る 。 FcRnは 母 親 の IgGを 新 生 児 の 腸 に
輸 送 し 、 血 清 IgG濃 度 を 調 節 す る こ と に 関 与 し て い る と 、 科 学 的 根 拠 に よ り 示 唆 さ れ て い
る 。 FcRnは 成 人 の 多 く の 組 織 に も 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 ヒ ト Fcγ Rsは Fcγ RIIBを 除 き 、 細 胞 質 ～ 26ア ミ ノ 酸 免 疫 レ セ プ タ ー チ ロ
シ ン ベ ー ス の 活 性 モ チ ー フ (ITAM)を 有 す る 。 該 モ チ ー フ は 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 機 能 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 Fcγ Rsの 架 橋 に よ り 、 srcフ ァ ミ リ
ー の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (PTKs)に よ り ITAMモ チ ー フ 内 の チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ 、 次 に
リ ン 酸 化 さ れ た ITAMモ チ ー フ は sykフ ァ ミ リ ー の PTKsに 会 合 し 、 活 性 化 さ れ る 。 Deoら Immu
nology　 Today第 18巻 127～ 135頁 (1997年 )を 参 照 。 活 性 化 が 生 じ る と 、 ま だ よ く 理 解 さ れ
て い な い シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド が 生 物 反 応 に 転 換 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヒ ト Fcγ RIIBメ ン バ ー は 、 特 徴 的 な 13ア ミ ノ 酸 免 疫 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン ベ ー ス の 抑 制 モ
チ ー フ (ITIM)を 細 胞 質 ド メ イ ン に 有 す る 。 ヒ ト Fcγ RIIBは Bリ ン パ 球 に 発 現 さ れ 、 IgG複 合
体 に 結 合 す る 。 し か し 、 IIBレ セ プ タ ー の 架 橋 に よ り 、 細 胞 が 活 性 化 さ れ る と い う よ り は
、 シ グ ナ ル 伝 達 抑 制 的 に B細 胞 が 活 性 化 さ れ 、 抗 体 が 分 泌 さ れ る 。 (Camigoreaら Science第
256巻 1808頁 Cytoplasmic　 Domain　 Heterogeneity　 and　 Function　 of　 IgG　 Receptors
　 in　 B　 Lymphocytes(1992年 )を 参 照 。 )
【 ０ ０ １ １ 】
　 Fcγ Rは ト リ ガ ー 分 子 と し て 多 く の 免 疫 応 答 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 す た め 、 潜 在 的
治 療 薬 開 発 の 標 的 に な っ て い る 。 例 え ば 、 現 在 進 行 中 の 幾 つ か の 臨 床 試 験 は 、 腫 瘍 特 異 性
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Mabs)に よ り 患 者 を 治 療 す る こ と に よ っ て 、 癌 患 者 の エ フ ェ ク タ ー 細
胞 を 活 性 化 さ せ る こ と に 基 づ い て い る 。 腫 瘍 特 異 性 抗 体 が 一 つ に は Fcγ Rと の 結 合 を 介 し
て 効 果 を 媒 介 し 、 引 続 き エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 を 媒 介 す る こ と が 同 研 究 に よ り 示 さ れ
て い る 。 Adamsら Proc.Natl.Acad.Sci.第 81巻 3506～ 3510頁 (1984年 )、 Takahashiら Gastroe
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nterology第 108巻 172～ 182頁 (1995年 )、 Riethmeullerら Lancet第 343巻 1177～ 1183頁 (1994
年 )、 Clynes, R.A., Towers, T.L., Presta, L.G.お よ び Ravetch, J.V. Nature　 Med. 第
6巻 443～ 446頁 (2000年 )を 参 照 。 更 に 、 片 方 の 腕 が 腫 瘍 細 胞 に 特 異 性 を 有 し 、 他 方 の 腕 が
標 的 Fcγ Rに 特 異 性 を 有 す る よ う に 操 作 さ れ た 分 子 で あ る 、 新 規 の 二 重 特 異 性 分 子 抗 体 (BS
Ms)系 が 臨 床 試 験 中 で あ り 、 Fcγ Rの 媒 介 に よ り エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が 腫 瘍 細 胞 を 破 壊 す べ く
、 腫 瘍 を 特 異 的 に 標 的 に し よ う と し て い る 。 Valoneら J.Clin.Oncol.第 13巻 2281～ 2292頁 (
1995年 )、 Reppら Hematother第 4巻 415～ 421頁 (1995年 )を 参 照 。 加 え て 、 Fcγ Rsは 幾 つ か の
感 染 症 に お い て 治 療 標 的 と し て 利 用 可 能 で あ り 、 ま た 幾 つ か の 自 己 免 疫 疾 患 で も 同 様 で あ
る 。 感 染 症 に 関 し て は 、 患 者 の Fcγ R発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 対 し 、 い く つ も の 微 生 物 を
標 的 に す る BSMsが 開 発 中 で あ り (Deoら Immunology　 Today第 18巻 127～ 135頁 (1997年 )を 参
照 )、 ま た 、 ア ル サ ス 反 応 を 抑 制 す べ く 、 可 溶 性 の Fcγ Rsが 用 い ら れ て お り 、 幾 つ か の 自
己 免 疫 疾 患 の 重 症 度 を 低 下 す べ く 、 Fcγ R阻 害 剤 が 用 い ら れ て い る 。 Ierinoら J.Exp.Med.
第 178巻 1617～ 1628頁 (1993年 )、 Debreら Lancet第 342巻 945～ 949頁 (1993年 )を 参 照 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 治 療 薬 と し て 抗 体 が 使 用 さ れ る 頻 度 が 高 く な り 、 こ の 種 の 治 療 薬 の 毒 性 、 有 効 性 お よ び
薬 物 動 態 を 評 価 す る た め の 動 物 モ デ ル を 開 発 す る 必 要 が あ る 。 抗 体 療 法 の 有 効 性 を 評 価 す
る た め の げ っ 歯 類 モ デ ル に 加 え 、 治 療 用 抗 体 の 薬 物 動 態 、 毒 性 お よ び 有 効 性 を 評 価 す べ く
、 霊 長 類 モ デ ル が 用 い ら れ て い る (Anderson,D.R.,Grillo-Lopez,A.,Varns,C.,Chambers,K
.S.お よ び Hanna,N.Biochem.Soc.Trans.第 25巻 705～ 708頁 (1997年 )を 参 照 )。 し か し 、 ヒ ト
抗 体 と 霊 長 類 Fcγ レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 や 、 該 相 互 作 用 が 霊 長 類 に お け る 薬 物 動 態 、 毒
性 お よ び 有 効 性 の 研 究 の 解 釈 に 及 ぼ す 影 響 に 関 す る 情 報 は 少 な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Fcγ R活 性 の 解 明 お よ び Fcγ Rリ ガ ン ド の 同 定 ・ 操 作 に は 多 く の 進 展 が あ っ た が 、 当 技 術
分 野 に お い て 、 活 性 作 用 お よ び 抑 制 作 用 の 双 方 に て 、 他 の Fcγ Rsを 同 定 し 、 他 の Fcγ Rリ
ガ ン ド を 同 定 ・ 操 作 す る 必 要 が 残 さ れ て い る 。 こ の よ う な 新 規 の レ セ プ タ ー お よ び レ セ プ
タ ー リ ガ ン ド に は 、 腫 瘍 細 胞 や 感 染 物 質 の 破 壊 等 、 幾 つ か の 疾 患 に お い て 潜 在 的 治 療 価 値
が あ り 、 ま た 、 幾 つ か の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 与 す る 免 疫 応 答 部 分 を 阻 害 す る 点 に お い て も 潜
在 的 治 療 価 値 が あ る 。 抗 体 や 他 の Fcγ Rリ ガ ン ド が 治 療 薬 と し て 用 い ら れ て い る た め 、 特
に イ ン ビ ボ で 該 治 療 薬 の 有 効 性 、 毒 性 お よ び 薬 物 動 態 を 試 験 す る た め の モ デ ル を 開 発 す る
必 要 も あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 特 に 、 カ ニ ク イ ザ ル や チ ン パ ン ジ ー の よ う な 非 ヒ ト 霊 長 類 由 来 の Fcレ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 ・ 配 列 決 定 に 基 づ く 。 本 発 明 の カ ニ
ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の FcRポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に 、 霊 長
類 に お い て イ ン ビ ボ で 評 価 す る 前 に 、 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の FcRポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 抗 体 (如 何 な る サ ブ ク ラ ス で あ れ 、 特 に 治 療 に 役 立 つ 見 込 み の あ る 抗 体 )の 結 合
能 を 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcレ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcレ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
を 、 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ １ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ８
， 　 配 列 番 号 ： ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ５ ， 配 列 番 号 ． ２ ９ ， 配 列 番 号 ． ６ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列
、 ま た は 該 配 列 の 断 片 に て コ ー ド す る 。 本 発 明 の Fcレ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、
配 列 番 号 ： １ ， ３ ， ５ ， ７ ， １ ３ ， ２ ２ お よ び ２ ７ に 示 さ れ る よ う な 核 酸 配 列 を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 お よ び 配 列 番 号 ： １ ， ３ ， ５ ， ７ ， １ ３ ， ２ ２ お よ び ２ ７ の 核 酸 配
列 と ほ ぼ 同 一 の 核 酸 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 の β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ
ブ リ ン ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 ： ２ ３ に 示 さ れ る よ う な 核 酸 配 列 を 有 す る 分
子 、 お よ び 配 列 番 号 ： ２ ３ の 核 酸 配 列 と ほ ぼ 同 一 の 核 酸 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcγ レ セ プ タ ー お よ び 非 ヒ ト 霊 長 類 の β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ
ン も 提 供 す る 。 本 発 明 の Fcγ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： :９ ， １ １ ， １ ５ ， １ ７ ， １ ８
， ２ ０ ， ２ ９ な ら び に ６ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ア ミ ノ
酸 配 列 ： ９ ， １ １ ， １ ５ ， １ ７ ， １ ８ ， ２ ０ ， ２ ９ な ら び に ６ ４ と ほ ぼ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 該 配 列 の 有 用 な 断 片 を 含 む 。 本 発 明 の β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
・ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :25に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
配 列 番 号 ： ２ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ほ ぼ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 該 配 列
の 有 用 な 断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 別 の 態 様 に お い て 、 成 熟 し た 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcレ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 成 熟 し た 非 ヒ
ト 霊 長 類 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 ： ６ ５ ， 配 列 番 号 ： ６ ６ ， 配 列 番 号
： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ６ ８ ， 配 列 番 号 ： ６ ９ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ １ ， 配 列 番 号
． ７ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 該 配 列 の 断 片 に て コ ー ド す る 。 本 発 明 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 ： １ ， ３ ， ５ ， ７ ， １ ３ ， ２ ２ ， ２ ３ お よ び ２ ７ に 示 さ れ
る よ う な 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 お よ び 配 列 番 号 ： １ ， ３ ， ５ ， ７ ， １
３ ， ２ ２ ， ２ ３ お よ び ２ ７ の 核 酸 配 列 と ほ ぼ 同 一 の 核 酸 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 得 る 方
法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 含 む と と も に 、 配 列 番
号 ： ３ １ お よ び 配 列 番 号 ： ３ ２ ， 配 列 番 号 ： ３ ３ お よ び 配 列 番 号 ： ３ ４ ， 配 列 番 号 ： ３ ５
お よ び 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ ７ お よ び 配 列 番 号 ： ３ ８ ， 配 列 番 号 ： ３ ９ お よ び 配
列 番 号 ： ４ ０ ， 配 列 番 号 ： ４ １ お よ び 配 列 番 号 ： ４ ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ３ お よ び 配 列 番 号 ：
４ ４ ， 配 列 番 号 ： ４ ５ お よ び 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ ７ お よ び 配 列 番 号 ： ４ ８ ， 配
列 番 号 ： ４ ９ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ０ ， 配 列 番 号 ： ５ １ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ２ ， 配 列 番 号 ：
５ ３ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ４ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 非 ヒ ト 霊 長
類 由 来 の 核 酸 を 増 幅 し 、 該 増 幅 核 酸 を 単 離 す る こ と を 含 む 。 非 ヒ ト 霊 長 類 の 細 胞 は 、 好 ま
し く は カ ニ ク イ ザ ル の 脾 臓 細 胞 ま た は チ ン パ ン ジ ー の 脾 臓 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcγ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド お よ び β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
の 変 異 体 、 誘 導 体 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 精
製 、 安 定 性 ま た は 分 泌 の よ う に 所 望 の 機 能 を 付 与 す る 異 種 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に
融 合 さ れ る 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcγ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 、 異 種
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 と イ ン フ レ ー ム に 有 す る 発 現 構 築 物 か ら 生
成 可 能 で あ る 。 　
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 発 現 系 、 宿 主 細
胞 等 も 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 幾 つ か の 組 換 え 法 は 、 既 知 の 方
法 に 基 づ き 、 細 胞 を 含 ま な い 発 現 系 、 細 胞 の 宿 主 、 組 織 、 お よ び 動 物 モ デ ル に お け る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 発 現 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcγ レ セ プ タ ー は 、 特 に Fc領 域 を 有 す る 薬 剤 の 安 全 性 、 有 効 性 お よ び 薬
物 動 態 を 評 価 す る た め の 動 物 モ デ ル に お い て 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 1方 法 は 、 Fcレ セ プ タ
ー 結 合 領 域 を 有 す る 薬 剤 を 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcレ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 、 好 ま し く は 成 熟
し た 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ 、 Fc領 域 含 有 分 子 の 、 少 な く と も 生 物 特 性 に 対 す る 接
触 効 果 を 判 断 す る こ と を 伴 う 。 本 発 明 の 1方 法 は 、 少 な く と も 一 つ の 非 ヒ ト 霊 長 類 の Fcγ
レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 、 Fc領 域 を 有 す る 薬 剤 に 接 触 さ せ 、 該 薬 剤 が 細
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胞 の 生 物 活 性 を 変 化 さ せ る か 否 か 、 ま た は 細 胞 に 対 し て 毒 性 を 示 す か 否 か を 判 断 す る こ と
を 伴 う 。 本 発 明 は 、 FcRsに 対 す る 結 合 能 お よ び 活 性 化 能 に 対 し 、 Fc領 域 を 有 す る 薬 剤 の 変
種 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 も 含 む 。 該 薬 剤 の 変 種 例 は 、 一 つ 以 上 の Fcレ セ プ タ ー ク ラ ス
に 対 す る 結 合 親 和 性 を 変 化 さ せ る 可 能 性 が あ る 、 特 定 残 基 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る
抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 FcR結 合 ド メ イ ン を 有 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の 更 な る 例 は 、 ITIM領 域 を 有 す る Fcγ
レ セ プ タ ー に 比 し 、 ITAM領 域 を 有 す る Fcγ レ セ プ タ ー に 対 し 変 化 し た 親 和 性 を 有 す る 薬 剤
を 同 定 す る こ と を 含 む 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 ITIM領 域 を 有 す る Fcγ レ セ プ タ ー に 対 し 変 化
し た 親 和 性 を 有 す る 薬 剤 を 同 定 す る の に 有 用 な 試 薬 、 成 分 な ら び に 方 法 、 ま た は ITAM領 域
を 有 す る Fcγ レ セ プ タ ー に 対 し 結 合 親 和 性 が 増 大 し た 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 を 特 徴 付 け る 上 記 な ら び に 種 々 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 後 述 す る 詳 細 な 説 明 を
読 み 、 付 随 の 特 許 請 求 の 範 囲 を 検 討 す れ ば 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 以 下 の 定 義 は 、 本 明 細 書 に お い て 頻 繁 に 使 用 す る 特 定 の 用 語 の 理 解 を 助 け る た め に 提 供
さ れ る も の で あ っ て 、 本 開 示 内 容 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 及 び 請 求 の 範 囲 を 通 じ て 、 IgG重 鎖 の 残 基 の 番 号 付 け は 、 Kabat等 , Sequences 
of Proteins of Immunological Interest, 5t h  Ed. Public Health Service, National I
nstitutes of Health, Bethesda, Md. (1991) に 規 定 さ れ て い る EUの 指 針 に 従 っ て お り 、
こ こ に 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 。 「 Kabatに 規 定 さ れ て い る EUの 指 針 」
と は 、 ヒ ト IgG1 EU抗 体 の 残 基 番 号 付 け を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 天 然 に 生 じ る １ ２ の ア ミ ノ 酸 の い ず れ か 、 及 び 任 意 の 修 飾
ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。 修 飾 は 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 含 み 得 る か 、 ま た は 当 技 術 分 野
に お い て 既 知 の 化 学 修 飾 を 含 み 得 る 。 修 飾 は 、 リ ン 酸 化 、 ユ ビ キ チ ン 結 合 、 ア セ チ ル 化 、
ア ミ ド 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 接 着 、 ADP-リ ボ シ ル 化 、 架 橋 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ
ル 化 等 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す も の で あ
る 限 り 、 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 完 全 長 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ） 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 多 重 特 異 的 抗 体 （ 例 え ば 二 重 特 異 的 抗 体 ） 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 完 全 合 成
抗 体 、 及 び 抗 体 断 片 を カ バ ー す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ア ン チ セ ン ス 」 と い う 用 語 は 、 標 的 の 「 セ ン ス 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 相 補 的 」 ま た は 「 相 補 性 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が 、 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 中 の 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 塩 基 対 を 形 成 す る 能 力 を
意 味 す る 。 例 え ば 、 配 列 Ａ － Ｇ － Ｔ は 配 列 Ｔ － Ｃ － Ａ と 相 補 的 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 一 部 の み が 塩 基 対 に よ り 適 合 す る 塩 基 性 が 不 完 全 な 場 合 と 、 全 て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
塩 基 対 に よ り 適 合 す る 塩 基 性 が 完 全 な 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 発 現 」 と い う 用 語 は 、 宿 主 細 胞 内 で 生 じ る 転 写 又 は 翻 訳 を 意 味 す る 。 宿 主 細 胞 に お け
る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 細 胞 に 存 在 し て い る 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 か 、 又 は 宿 主 細
胞 に よ り 生 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 に 基 づ い て 決 定 さ れ う る （
Sambrook等 , 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 18.1-18.88） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 「 Ｆ ｃ 領 域 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の Ｃ 末 端 領 域 を 定 義 す る た め に 使 用 さ
れ る 。 Iｇ Ｇ 重 鎖 の Ｆ ｃ 領 域 の 境 界 に は 若 干 の 変 化 が あ る か も 知 れ な い が 、 ヒ ト Iｇ Ｇ 重 鎖
の Ｆ ｃ 領 域 は 、 Ｃ ｙ ｓ ２ ２ ６ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら カ ル ボ キ シ ル 末 端 ま で 伸 展 す る 。
「 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 」 と は 、 抗 体 ま た は イ ム ノ ア ド ヘ シ ン な ど 、 Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 分 子 を
意 味 す る 。 Iｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 は 、 一 般 的 に 、 二 つ の 定 常 ド メ イ ン 、 Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン 及 び Ｃ
Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む 。 ヒ ト Iｇ Ｇ Ｆ ｃ 領 域 の 「 Ｃ Ｈ ２ 」 ド メ イ ン （ 「 Ｃ γ ２ 」 ド メ イ ン と
も 呼 ば れ る ） は 、 通 常 ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ か ら ア ミ ノ 酸 ３ ４ ０ ま で 延 び て い る 。 CH2ド メ イ ン
は 、 別 の ド メ イ ン と 親 密 な 対 に な ら な い と い う 点 で 独 特 で あ る 。 代 わ り に 、 ２ つ の Ｎ 結 合
分 岐 炭 水 化 物 鎖 が 、 無 傷 の 天 然 Iｇ Ｇ 分 子 の ２ つ の Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン の 間 に 挿 入 さ れ る 。 Bur
ton, Molec. Immunol.22:161-206(1985)。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 、 ま た は 分 子 を 含 む Ｆ ｃ 領 域 に 結 合
す る レ セ プ タ ー を 意 味 す る 。 好 適 な Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は 、 Iｇ Ｇ 抗 体 (Ｆ ｃ γ Ｒ )に 結 合 し 、
Ｆ ｃ γ Ｒ I、 Ｆ ｃ γ Ｒ II、 Ｆ ｃ γ Ｒ III、 お よ び Ｆ ｃ Ｒ ｎ サ ブ ク ラ ス の レ セ プ タ ー を 含 む も
の で あ り 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 及 び 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 を 含 む 。
「 Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 又 は 分 子 を 含 む Ｆ ｃ 領 域 に 結 合 す る レ セ プ タ
ー を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド を 表 す た め に 使 用 さ れ る 。 「 Ｆ Ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 」 と
い う 用 語 も ま た 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド お よ び シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 含
む 。 「 Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 Iｇ Ｇ 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 ま た は 分 子 を 含 む Iｇ
Ｇ  Ｆ ｃ 領 域 に 結 合 す る レ セ プ タ ー を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド を 表 す た め に 使 用 さ れ る 。 例
え ば 、 Ｆ ｃ γ Ｒ I及 び Ｆ ｃ γ Ｒ IIIレ セ プ タ ー の 各 々 は 、 γ 鎖 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド ホ モ 二 量 体 ま た は ヘ テ ロ 二 量 体 及 び Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド α 鎖 を 含 む 。 Ｆ ｃ Ｒ ｎ
レ セ プ タ ー は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド α 鎖 お よ び β - 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 含 む 。 通
常 、 α 鎖 は 、 作 用 物 質 を 含 む Ｆ ｃ 領 域 に 結 合 す る 細 胞 外 領 域 を 有 す る 。 Ｆ ｃ Ｒ は 、 Ravetc
h及 び Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel等 , Immunomethods 4:25-34 (
1994); 及 び  de Haas等 , J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995)に 解 説 さ れ て い る 。 本
明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 Ｆ ｃ Ｒ 」 と い う 用 語 は 、 未 来 に 同 定 さ れ る も の を 含 め た そ の 他
の Ｆ ｃ Ｒ を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 断 片 」 と い う 用 語 は 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド の 核 酸 コ ー ド 化 部 分 を 表 す た め に 使 用 さ れ る 。 好 ま し く は 断 片 は 分 子 含 有 Ｆ ｃ 領 域 に
対 す る 結 合 能 を 有 す る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ／ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 又 は Ｂ の Ｆ ｃ γ α -鎖 の
構 造 は 、 シ グ ナ ル 配 列 で あ る ２ ま た は ３ の 細 胞 外 Ｃ － ２  Iｇ 様 ド メ イ ン ； 膜 貫 通 ド メ イ ン
お よ び 細 胞 間 細 胞 質 尾 部 を 含 み 、 ま た そ れ を 特 徴 と す る 。 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー α 鎖 ま た は Ｆ ｃ
γ Ｒ IIＡ ま た は Ｂ は 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 Ｃ － ２  Iｇ 様 ド メ イ ン 、 膜 貫
通 ド メ イ ン 、 ま た は 細 胞 間 ド メ イ ン の う ち の １ 以 上 を 有 す る 可 溶 性 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 結 合 ド メ イ ン 」 な る 用 語 は 、 他 の 分 子 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 を 意 味 す る 。 Ｆ
ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｆ ｃ Ｒ の 場 合 に は 、 結 合 ド メ イ ン は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
Ｆ ｃ 領 域 ま た は 他 の Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 へ の 結 合 の 原 因 で あ る そ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 一 部 (
例 え ば そ の α 鎖 )を 含 み う る 。 一 つ の 有 用 な 結 合 ド メ イ ン は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー α 鎖 ポ リ ペ プ
チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 と は 、 二 つ の 部 分 が 組 み 合 わ さ っ た ポ リ ペ プ チ ド で 、 各 部 分 は 異 な
っ た 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の 特 性 は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ に お け る 活
性 の よ う な 生 物 学 的 特 性 で あ り 得 る 。 ま た 、 特 性 と は 、 標 的 分 子 へ 結 合 す る こ と 、 反 応 の
触 媒 な ど の よ う な 、 単 純 な 化 学 的 又 は 物 理 的 特 性 で あ る 。 二 つ の 部 分 は 、 一 本 の ペ プ チ ド
結 合 、 又 は 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド リ ン カ ー を 通 し て 直 接 に 結 合 し て も よ
い 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に 、 細 胞 に お け る 融 合 タ ン パ ク 質 の 位 置 を 決 定 す る た め 、 融
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合 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 強 化 す る た め 、 タ ン パ ク 質 の オ リ ゴ マ ー 形 成 を 促 進 す る た め 、 ま
た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 融 合 タ ン
パ ク 質 の 例 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 一 部 と の 融 合 と し て 発 現 す る タ ン パ ク 質 、 ロ イ シ
ン ジ ッ パ ー 成 分 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 融 合 し た Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び Ｇ ｌ ｙ ６ － Ｈ ｉ ｓ タ グ な
ど の レ セ プ タ ー の 検 出 ま た は 精 製 を 可 能 に す る 役 割 を 担 う １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に 融 合 し た Ｆ
ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 相 同 性 」 と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 相 補 性 の 度 合 い 、 ま た は 配 列 同 一 性 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 宿 主 細 胞 」 と は 、 エ キ ソ ビ ボ 培 地 で 確 立 さ れ た 細 胞 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 説
明 す る 宿 主 細 胞 の 特 徴 は 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー を 発 現 で き る こ と で あ る 。 本 発 明 の 態 様 に 使 用
で き る 適 切 な 宿 主 細 胞 の 例 と し て 昆 虫 お よ び 哺 乳 動 物 の 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の よ う な 細 胞 の 特 定 の 例 は 、 Ｓ Ｆ ９ 昆 虫 細 胞 （ Summer
sお よ び Smith, 1987, Texas Agriculture Experiment Station Bulletin, 1555） 、 ヒ ト
胚 性 腎 臓 細 胞 （ 293細 胞 ） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 （ Puck等 , 1958, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 60, 1275-1281） 、 ヒ ト 頚 癌 細 胞 （ HELA） (ATCC CCL 2)、 ヒ ト
肝 細 胞 （ Hep G2） (ATCC HB8065)、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 （ MCF-7） (ATCC HTB22)、 お よ び ヒ ト 大 腸
癌 細 胞 (DLD-1)(ATCC CCL 221)、 ダ ウ デ ィ 細 胞 (ATCC CRL-213） 等 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 ア ニ ー リ ン グ 期 間 に 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 対 形 成 を す る こ と を 意 味 す る 。 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン の 強 度 は 、 ２ つ の 分 子 間 の 相 同 性 、 使 用 す る 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 形 成 さ れ た
ハ イ ブ リ ッ ド の 融 点 、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 の Ｇ ： Ｃ の 割 合 に 影 響 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と い う 用 語 は 、 異 種 「 ア ド ヘ シ ン 」 タ ン パ ク
質 （ 例 え ば レ セ プ タ ー 、 リ ガ ン ド ま た は 酵 素 ） の 「 結 合 ド メ イ ン 」 と １ 以 上 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 定 常 ド メ イ ン と を 結 合 し た 抗 体 様 分 子 を 指 す 。 構 造 的 に は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 抗
体 の 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 （ 抗 原 結 合 部 位 ） 以 外 （ 即 ち 「 異 種 の 」 ） に 所 望 の 結 合 特 異 性
を 持 つ ア ド ヘ シ ン ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と の 融 合 物 を 含 む 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 好 ま し く は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 部 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 免 疫 複 合 体 」 は 、 少 な く と も 一 つ の 標 的 分 子 と 少 な く と も 一 つ の Ｆ ｃ 領 域 含 有 ポ リ ペ
プ チ ド が 互 い に 結 合 し て よ り 大 き な 分 子 量 の 複 合 体 を 形 成 す る 場 合 に 生 じ る 比 較 的 安 定 し
た 構 造 を 意 味 す る 。 免 疫 複 合 体 の 例 は 抗 原 -抗 体 凝 集 体 及 び 標 的 分 子 -イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 凝
集 体 で あ る 。 免 疫 複 合 体 は 、 例 え ば 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 複 合 体 の ク リ ア ラ ン ス を 評 価 す
る た め に 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る か 、 ま た は Ｆ ｃ Ｒ あ る い は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ
ペ プ チ ド の 結 合 特 性 を 評 価 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 そ の 自 然 環 境 の 少 な く と も 一 つ の 汚 染 物 質 か ら 分 離 さ れ
た か 又 は 回 収 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 一 自 然 環 境 の 汚 染 成 分
と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害 す る 物 質 で あ
る 。 通 常 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程
に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 天 然 配 列 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 由 来 の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 こ の 用 語 に は 、 特 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る
切 断 又 は 分 泌 形 態 、 自 然 に 生 じ る 変 異 形 態 (例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 )
及 び 自 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 含 ま れ る 。 「 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 シ グ ナ ル ペ
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プ チ ド を 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 核 酸 配 列 」 と う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 の 鎖 に 沿 っ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の
順 序 ま た は 配 列 を 意 味 す る 。 こ れ ら の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 に よ り 、 ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 に 沿 っ た ア ミ ノ 酸 の 順 序 が 決 定 す る 。 よ っ て 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は ヌ ク レ オ チ ド の 線 形 配 列 を 意 味 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド
は 、 ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 或 い は そ れ ら の 混 合 の
線 形 配 列 で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 と し て 、 一 本 鎖 お よ び 二 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ
の 両 方 の 混 合 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は １ 以 上 の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 タ ン パ ク 質 」 、 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ア ミ ノ 酸 重 合 体 、 或 い は 互
い に 作 用 す る か 、 ま た は 結 合 し た ２ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 重 合 体 の 組 を 表 す た め に 交 換 可 能 に
使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 精 製 す る 」 、 ま た は 「 精 製 さ れ た 」 と は 、 少 な く と も ５ ～ １ ０ ％ の 不 純 タ ン パ ク 質 が
除 去 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 不 純 タ ン パ ク 質 か ら の タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 ア ニ オ ン ま た は カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 親 和 性 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を 含 め 、 任 意 の 数 の 周 知 の 技 術 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 様 々 な タ ン パ ク
質 精 製 技 術 が 、 Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel等 編  (Wiley & Sons,
 New York, 1988, and quarterly updates)に 解 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 パ ー セ ン ト (％ )核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の 配 列 同
一 性 を 達 成 す る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部
と 考 え な い も の と し た と き の 、 基 準 と な る ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 と 同 一 で あ る 核 酸 配
列 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と 定 義 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め の 、 任 意 の ア ミ ノ
酸 配 列 Ｂ に 対 す る 、 所 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ 或 い は 、 任 意 の ア ミ ノ
酸 配 列 Ｂ に 対 し て 特 定 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 任 意 の 配 列 Ａ と い う こ と も で き る
） は 、 以 下 の よ う に し て 計 算 で き る ：
　 　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 、 Ａ 及 び Ｂ の そ の プ ロ グ ラ ム の ア ラ イ ン メ ン ト に お い て 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
プ ロ グ ラ ム Ａ Ｌ IＧ Ｎ － ２ に よ っ て 完 全 に 一 致 し て い る と 判 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で
あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ
と 等 し く な い 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 と は 等 し く な ら な い こ と が 理 解 で き る 。 好 ま し く は 、 ％ 配 列 同 一 性 は 、 手 作 業
で 配 列 を 整 列 さ せ 、 分 率 Ｘ ／ Ｙ を 再 度 １ ０ ０ 倍 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 こ
こ で 、 Ｘ は 手 作 業 に よ る 比 較 に よ り 完 全 に 一 致 す る と 判 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 数 で あ り 、 Ｙ
は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 数 で あ る 。 さ ら に 、 上 述 の 方 法 を ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 決 定 の た め に 使 用
す る こ と も で き る 。 或 い は 、 こ れ ら の 目 的 の た め に 共 通 に 使 用 さ れ る 、 Smithお よ び Water
manの ア ル ゴ リ ズ ム （ 1981, Adv. Appl. Math., 2:482-489） を 使 用 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ
グ ラ ム 、 例 え ば Gapプ ロ グ ラ ム （ Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for 
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison Wisconsin） を 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 に 注 釈 し て い な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 値 は 、 手
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動 に よ る 整 列 に よ っ て 獲 得 さ れ た も の で あ る 。 し か し な が ら 、 Ａ Ｌ IＧ Ｎ － ２ 配 列 比 較 コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ５ ７ ９ ６ に 記 載 さ れ て い る よ う に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
が 起 こ る 条 件 （ 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 溶 媒 等 ） を 意 味 す る 。 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
の 下 に 行 わ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 相 補 性 の 高 い 塩 基 対 形 成 （ 約 ８ ５ ％ ～ １
０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 ） を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 間 で の み 起 こ る も の で あ る 。 高 度 に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 例 え ば 、 ６  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 中 で 約 ２ ． ５ 時 間 約 ４ ２ ℃ で 夜 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ６ ５ ℃ の １ ． ０  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ
、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 に お い て フ ィ ル タ を 洗 浄 す る こ と で あ る 。 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 の 下 に 行 わ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 中 程 度 に 相 補 的 な 塩 基 対 形 成 （ 約
５ ０ ％ ～ ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 ） を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 間 で の み 起 こ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ペ プ チ ド と は 異 な る 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 変
異 体 は 、 完 全 長 天 然 配 列 ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し た と き 、 結 果 と し て 得 ら れ
る 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド に ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 添 加 、 お よ び 欠 落 を 生 じ さ せ る 変 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 、 「 染 色 体 外 ベ ク タ ー 」 ま た は 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 通 常 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ
Ａ の 第 一 の 断 片 を 指 し 、 該 第 一 の 断 片 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 第 二 の 断 片 、 例 え ば カ ニ ク イ ザ ル Ｆ
ｃ γ Ｒ Ｉ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の よ う な 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が 挿 入 さ れ て い る 場 合 が あ る 。 異 種 Ｄ Ｎ Ａ
は 、 宿 主 細 胞 中 に 天 然 に 見 ら れ る 、 又 は 天 然 に 見 ら れ な い Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 宿 主 ゲ ノ ム に 天
然 に 存 在 す る 核 酸 配 列 の 追 加 コ ピ ー を 含 む 。 ベ ク タ ー は 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 宿 主 細 胞 中 に
運 搬 す る 。 宿 主 細 胞 中 に 入 っ た ら 、 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 に 一 体 化 で き る 。 ベ ク
タ ー は ま た 、 一 体 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 を 選 択 す る た め に 必 要 な 要 素 、 並 び に 形 質 移
入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 を 促 進 す る の に 必 要 な 要 素 を 含 む こ と が で き る 。 本 発
明 の 範 囲 に 含 ま れ る ベ ク タ ー の 例 と し て 、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、
レ ト ロ ウ イ ル ス 、 及 び 人 工 染 色 体 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
発 明 の 実 施 の 形 態
　 本 発 明 は 、 特 に 、 カ ニ ク イ ザ ル や チ ン パ ン ジ ー の よ う な 非 ヒ ト 霊 長 類 由 来 の Fcレ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 単 離 ・ 配 列 決 定 に 基 づ く 。 特 に 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号
： ９ ， １ １ ， １ ５ ， １ ７ ， １ ８ ， ２ ０ ， ２ ９ ， ６ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 該 配 列 の 断 片 を
有 す る Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発
明 は 、 配 列 番 号 ： ６ ５ ， ６ ６ ， ６ ７ ， ６ ８ ， ６ ９ ， ７ １ も し く は ７ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た
は 該 配 列 の 断 片 を 有 す る 成 熟 Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド も 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： ２ ５ ま た は 配 列 番 号 ： ７ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ
リ ペ プ チ ド は 、 霊 長 類 に お い て イ ン ビ ボ で 評 価 す る 前 に 、 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ
ー の Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 （ 如 何 な る サ ブ ク ラ ス で あ れ 、 特 に 治 療 に 役 立 つ 見
込 み の あ る 抗 体 ） の 結 合 を 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。 評 価 に は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 型 に よ る 霊
長 類 の Ｆ ｃ Ｒ ま た は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 、 ま た は 過 渡 的 も し く は 安
定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト も し く は 霊 長 類 の 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｈ Ｏ ， Ｃ Ｏ Ｓ ） に 対
す る 結 合 の 試 験 を 含 め る こ と が で き る 。 カ ニ ク イ ザ ル ま た は 他 の 霊 長 類 の Ｆ ｃ Ｒ ｓ ま た は
Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 結 合 能 評 価 は （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ま た は ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の い ず れ か の 形 式 に て ） 、 イ ン ビ ボ で 薬 物 動 態 ／ 薬 力 を 評 価 す る
前 に 、 予 備 試 験 と し て 利 用 可 能 と い え る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ ま た は Ｆ ｃ Ｒ ｎ ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 体 ま た は 抗 体 変 異 体 の 結 合 は 、 イ ン ビ ボ で よ り 長 い 半 減 期 を 有 し 得 る 抗

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-512574 A 2005.5.12



体 ま た は 抗 体 変 異 体 の 同 定 に 有 用 で あ ろ う 。 Ｆ ｃ Ｒ ｎ に 対 す る 抗 体 の 結 合 能 は 、 イ ン ビ ボ
で 半 減 期 が 延 び る こ と と 相 関 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 霊 長 類 の Ｆ ｃ Ｒ ま た は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 該 レ セ プ タ ー ま た は レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 能 の 向 上 ま た は 低 下 の い ず れ か を 示 す 、 霊 長 類 ま た は ヒ ト の Ｉ
ｇ Ｇ の 変 異 体 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 配 列 ま た は 糖 質 ） の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 可 能 で あ る
。 次 に 、 該 変 異 体 は 、 例 え ば Ｉ ｇ Ｇ エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 増 大 ま た は 抑 止 の よ う な 抗 体 の 有
効 性 の 変 化 を み る べ く 、 霊 長 類 モ デ ル に お い て イ ン ビ ボ で 評 価 可 能 で あ る 。 加 え て 、 カ ニ
ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の 可 溶 性 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 霊 長 類 モ デ ル に お
い て 治 療 薬 と し て 評 価 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 標 的 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に お け る Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 選 択 的
に 活 性 化 す る が 、 他 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に お け る Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ モ チ ー フ を 活 性 化 さ せ な い 薬 剤 を
同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 該 薬 剤 は 抗 体 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 該 薬 剤 は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 同 定 さ れ た 該 薬 剤 は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ 含 有 Ｆ ｃ γ Ｒ の み に 選 択 的 に
結 合 す る と と も に こ れ を 活 性 化 さ せ る （ 即 ち 、 抑 制 Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 含 有 レ セ プ タ ー と 同 時 に は 結
合 し な い ） 治 療 用 抗 体 の 設 計 に 有 用 で あ ろ う 。 従 っ て 、 治 療 用 抗 体 の 細 胞 傷 害 性 も し く は
食 作 用 、 ま た は 治 療 用 抗 体 が 抗 原 提 示 細 胞 に よ り 内 部 移 行 さ れ る 作 用 が 向 上 し 、 標 的 抗 原
に 対 す る 免 疫 系 の 応 答 が 向 上 し よ う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 の カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ Rポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド に よ り 、
Ｆ ｃ γ Ｒ が 媒 介 す る 分 子 相 互 作 用 の よ り 詳 細 な 解 析 が 可 能 に な る 。 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ と 相 互 作
用 す る ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の ア ミ ノ 酸 が マ ッ ピ ン グ さ れ て い る （ Shields, R.L., Namenuk,A.K.,
 Hong,K., Meng,Y.G., Rae,J.,Briggs,J., Xie,D., Lai,J., Stadlen,A., Li,B., Fox,J.
A.お よ び Presta,L.G. J.Biol.Chem. 第 276巻 6591～ 6604頁 (2001年 )を 参 照 )。 カ ニ ク イ ザ
ル Ｆ ｃ γ Ｒ に 対 す る 同 一 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の 変 異 体 の 結 合 能 を 試 験 す る こ と に よ り 、 ヒ ト Ｉ ｇ
Ｇ １ の 特 定 の ア ミ ノ 酸 と Ｆ ｃ γ Ｒ の ア ミ ノ 酸 と の 相 互 作 用 を マ ッ ピ ン グ す る の に 役 立 ち 得
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 出 願 の 範 囲 内 に お い て 、 特 に 記 載 が な け れ ば 、 利 用 す る 技 法 は 次 の よ う な 幾 つ か の 周
知 の 文 献 の い ず れ に お い て も 見 出 す こ と が で き よ う 。 Sambrookら Molecular　 Cloning:A　
Laboratory　 Manual(Molecular cloning: A　 Laboratory　 Manual(1989年 ))、 Gene　 Expr
ession　 Technology(D. Goeddel(編 )Methods　 in　 Enzymology第 185巻 、 Academic　 Press
社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ 市 (1991年 ))、 M.P.Deutshcer"Guide　 to　 Protein　 P
urification"Methods　 in　 Enzymology(Academic　 Press社 、 第 3版 (1990年 )） 、 Innisら
Ｐ Ｃ Ｒ 　 Protocols:A　 Guide　 to　 Methods　 and　 Applications(Academic　 Press社 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ 市 (1990年 )） 、 R.I.Freshney　 Culture　 of　 Animal　 Cells
:A　 Manual　 of　 Basic　 Technique(Liss社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ニ ュ ー ヨ ー ク 市 、 第 2版 (198
7年 ))、 お よ び E.J.Murray(編 )Gene　 Transfer　 and　 Expression　 Protocols,109～ 128頁
(The　 Humana　 Press社 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ク リ フ ト ン )。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー 由 来 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 遺 伝 暗 号 の 縮 退 に よ り 二 つ の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 は 異 な る 可 能 性 が あ る が 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 カ ニ
ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド を 配 列 番 号 ： ９ ま た は 配 列
番 号 ： １ １ ま た は 配 列 番 号 ： １ ５ ま た は 配 列 番 号 ： １ ８ ま た は 配 列 番 号 ： ２ ０ ま た は 配 列
番 号 ： ２ ９ ま た は 配 列 番 号 ： ６ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 該 配 列 の 断 片 に よ り コ ー ド す る 。
本 発 明 は 、 本 発 明 の チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
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配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド
を 配 列 番 号 ： １ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 該 配 列 の 断 片 に よ り コ ー ド す る 。 本 発 明 は 、 カ ニ
ク イ ザ ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 配 列 番 号 ： ２ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 成 熟 し た 非 霊 長 類 の Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド を 配
列 番 号 ： ６ ５ ， ６ ６ ， ６ ８ ， ６ ７ ， ６ ９ ， ７ ０ ， ７ １ ま た は ７ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り コ
ー ド す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 表 に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 大 部 分 の 例 で は 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ
ル 配 列 に 対 す る コ ー ド 配 列 に お い て 開 始 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 非 ヒ ト 霊 長 類 の レ セ プ タ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は β ‐ ２ ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン に 対 し 、 配 列 同 一 性 率 を 定 量 す べ く 、 ヒ ト の 配 列 と 並 べ ら れ て き た 。 霊 長
類 お よ び ヒ ト の タ ン パ ク 質 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 手 作 業 に て 並 べ ら れ 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 配 列 に お け る 相 違 点 に 留 意 す る 。 同 一 性 率 は 同 一 残 基 数 ／ 総 残 基 数 と し て 計
算 さ れ る 。 配 列 が 総 残 基 数 で 異 な る 場 合 に は 、 総 残 基 に 対 し 二 つ の 異 な る 番 号 を 用 い 、 同
一 性 率 に 対 し ２ 値 が 付 与 さ れ る 。 ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ に 対 す る 核 酸 配 列 の 一 部 は 当 業 者 に は 自 明 で
あ り 、 Ｇ ｅ ｎ  Ｂ ａ ｎ ｋ の 登 録 番 号 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 一 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の α 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 の 一
例 は 、 表 １ ０ に 示 す よ う に シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： ９ ） 。
成 熟 し た カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 は 、 表 １ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番
号 ： ６ ５ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 の 一 例 を 表 ３
に 示 す （ 配 列 番 号 ： １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ α 鎖 を コ ー ド す る ヒ ト の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ３ に 示 す よ う
に 約 ９ １ ％ ま た は ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ  Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｌ ０ ３ ４ １ ８
） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 一 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ／ Ｉ Ｉ Ｉ の ガ ン マ 鎖 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 該 核 酸 配 列 の 一 例 を 表
４ に 示 す （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の ガ ン マ 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 一 例 を 表 １ ２ に 示
す （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の ガ ン マ 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 Ｆ ｃ Ｒ ガ ン マ 鎖 を
コ ー ド す る ヒ ト の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ４ に 示 す よ う に 約 ９ ９ ％
の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ  Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｍ ３ ３ １ ９ ５ ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 一 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ の 一 例
は 、 表 １ １ に 示 す よ う に シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） 。
成 熟 し た カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 表 ２ １ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （
配 列 番 号 ： ６ ６ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 の 一 例
を 表 ５ に 示 す （ 配 列 番 号 ： ３ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ の α 鎖 を コ ー ド す る 核 酸
配 列 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ を コ ー ド す る ヒ ト の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） と 並 べ た 場 合 、 表
５ に 示 す よ う に 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ  Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｍ ２ ８ ６ ９ ７
） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 単 離 さ
れ た 核 酸 の よ う な 、 チ ン パ ン ジ ー 由 来 の Ｆ ｃ γ Ｒ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-512574 A 2005.5.12



、 単 離 さ れ た 核 酸 も 提 供 す る 。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ の 一 例 は 、 表 １ １ に 示 す よ
う に シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） 。 成 熟 し た チ ン パ ン ジ
ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 表 １ １ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） 。
チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 の 一 例 を 表 ５ に 示 す （ 配 列
番 号 ： ２ ２ ） 。 配 列 番 号 ： ２ ２ の 配 列 を 有 す る 核 酸 配 列 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ を コ ー ド す る
ヒ ト の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ５ に 示 す よ う に 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性
を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｍ ２ ８ ６ ９ ７ ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 一 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ の 一 例
は 、 表 １ １ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） 。 成 熟 し た カ ニ ク イ ザ
ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 、 表 ２ ２ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： ６ ８ ） 。
カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 の 一 例 を 表 ６ に 示 す （ 配 列
番 号 ： ５ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ を
コ ー ド す る ヒ ト の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ６ に 示 す よ う に 約 ９ ４ ％ の
配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｘ ５ ２ ４ ７ ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 一 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の α 鎖 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ
Ｉ Ａ の 一 例 は 、 表 １ １ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） 。 成 熟 し た
カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ は 、 表 ２ ３ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番
号 ： ６ ９ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 の 一 例
を 表 ７ に 示 す （ 配 列 番 号 ： ７ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 の 核 酸 配 列 は 、 Ｆ
ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 を コ ー ド す る ヒ ト の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ７ に
示 す よ う に 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｘ ５ ２ ６ ４ ５ ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー （ Ｆ ｃ Ｒ ｎ ） の α 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー α
鎖 （ Ｓ ３ ） の 一 例 は 、 表 １ ４ に 示 す よ う な 配 列 番 号 ： ２ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 成 熟
ポ リ ペ プ チ ド の ３ 番 残 基 に お け る セ リ ン を ア ス パ ラ ギ ン に 置 換 す る こ と に よ り 、 配 列 番 号
： ２ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 立 遺 伝
子 が 同 定 さ れ て い る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 ： ６ ４ と 表 示 さ れ て い る 。 Ｆ ｃ Ｒ ｎ
α 鎖 （ Ｓ ３ ） お よ び Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 （ Ｎ ３ ） の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列
番 号 ： ７ １ ， ７ ２ を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸
の 一 例 は 、 表 ９ に 示 す 配 列 番 号 ： ２ ７ で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ を コ ー ド す る 核 酸
は 、 ヒ ト の Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 を コ ー ド す る ヒ ト の 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ８ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ９
に 示 す よ う に 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｕ １ ２ ２ ５ ５ ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ ２
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 一 例 は 、 表 １ ３ に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： ２ ５
） 。 成 熟 β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン は 、 表 １ ３ に 示 す よ う な 配 列 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： ７ ０
） 。 カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 の 一 例 を 表 ８
に 示 す （ 配 列 番 号 ： ２ ３ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 核 酸 は 、 β ‐ ２ ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る ヒ ト の 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） と 並 べ た 場 合 、 表 ８ に 示 す よ
う に 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ａ Ｂ ０ ２ １ ２ ８ ８ ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 非 ヒ ト 霊 長 類 の 核 酸 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 化 学 合 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 単 離
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 該 Ｄ Ｎ Ａ の 組 合 せ を 含 む 。 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ も 本 発 明 に 含 む 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 準 的 な 方 法 に よ
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り 脾 臓 ま た は 肝 臓 の よ う な 組 織 か ら 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 後 述 の 例 に 記 載 の よ う に 得 る
こ と が で き る 。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ の Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 脾 臓 ま た は 肝 臓
の よ う な 組 織 か ら 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 後 述 の 例 に 記 載 の よ う に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 得 る 方
法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 含 む と と も に 配 列 番 号
： ３ １ お よ び 配 列 番 号 ： ３ ２ ， 配 列 番 号 ： ３ ３ お よ び 配 列 番 号 ： ３ ４ ， 配 列 番 号 ： ３ ５ お
よ び 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ ７ お よ び 配 列 番 号 ： ３ ８ ， 配 列 番 号 ： ３ ９ お よ び 配 列
番 号 ： ４ ０ ， 配 列 番 号 ： ４ １ お よ び 配 列 番 号 ： ４ ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ３ お よ び 配 列 番 号 ： ４
４ ， 配 列 番 号 ： ４ ５ お よ び 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ ７ お よ び 配 列 番 号 ： ４ ８ ， 配 列
番 号 ： ４ ９ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ０ ， 配 列 番 号 ： ５ １ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ２ ， 配 列 番 号 ： ５
３ お よ び 配 列 番 号 ： ５ ４ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 非 ヒ ト 霊 長 類
由 来 の 核 酸 を 増 幅 し 、 該 増 幅 核 酸 を 単 離 す る こ と を 含 む 。 非 ヒ ト 霊 長 類 の 細 胞 は 、 好 ま し
く は カ ニ ク イ ザ ル の 脾 臓 細 胞 ま た は チ ン パ ン ジ ー の 脾 臓 細 胞 で あ る 。 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の
一 部 は 、 Ｇ ｌ ｙ Ｈ ｉ ｓ － Ｇ Ｓ Ｔ に 融 合 し た Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 断 片 を 増
幅 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 願 に 記 載 の カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 断 片
、 お よ び 該 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （
Ｐ Ｃ Ｒ ） に お け る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て の 利 用 等 、 幾 つ か の 方 法 で 利 用 可 能 で
あ る 。 該 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ お よ び サ ザ ン ／ ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に
て Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る の に 利 用 可 能 で あ る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ を 発 現 す る
細 胞 型 も 該 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り 同 定 可 能 で あ る 。 該 方 法 は 周 知 で あ り 、 当 業 者 は
特 定 の 用 途 に 適 う 長 さ の プ ロ ー ブ を 選 択 す る こ と が で き よ う 。 Ｐ Ｃ Ｒ に 関 し て は 、 核 酸 分
子 の 終 端 と 一 致 す る ５ ’ お よ び ３ ’ プ ラ イ マ ー を 用 い 、 従 来 の 技 法 に よ り 該 配 列 を 単 離 ・
増 幅 す る 。 プ ロ ー ブ と し て 有 用 な 断 片 は 、 通 常 、 約 １ ８ ～ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド で あ り 、 Ｆ ｃ γ Ｒ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 全 長 に 至 る 長 さ を 含 む 。 Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー と し て 有 用 な 断 片 は 、 通 常 、 ２ ０ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の 異 な る Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 有 用 な 断 片 は 、 標 的 Ｆ ｃ γ Ｒ の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス 鎖 を 利 用 ） ま た は Ｄ Ｎ Ａ （ ア ン チ セ ン ス 鎖 を 利 用 ） 配 列 に 結 合 可 能 な 一
本 鎖 の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 他 の 有 用 な 断 片 は 、 Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 。 該 断 片 は 、 好 ま し く は 、 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 に 結 合 可 能 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 の 一 実 施 例 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン が 欠 失 し て い る 、 Ｆ ｃ γ
レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 断 片 で あ る 。 Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー の
他 の ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 表 １ ０ お よ び 表 １ １ に お い て 同 定 さ れ る 。 一 つ 以 上 の ポ リ ペ プ
チ ド ・ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 断 片 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 カ ニ ク イ ザ ル な ら び に チ ン パ ン ジ ー の 異 型 Ｆ ｃ γ Ｒ 核 酸 分 子 、 お よ び カ ニ ク
イ ザ ル の 異 型 β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。 変 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例
え ば 、 配 列 番 号 ： ９ ， １ １ ， １ ５ ， １ ７ ， １ ８ ， ２ ０ ， ２ ５ ， ２ ９ ま た は ６ ４ の よ う な 未
変 性 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し た 場 合 、 結 果 と し て 生 じ る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド に お け る ア ミ ノ 酸
の 置 換 、 付 加 お よ び 欠 失 を 生 じ る 核 酸 配 列 の 改 変 を 含 み 得 る 。 変 異 核 酸 配 列 の 改 変 は 、 一
つ の 脂 肪 族 残 基 （ Ｉ ｌ ｅ ， Ｖ ａ ｌ ， Ｌ ｅ ｕ ま た は Ａ ｌ ａ ） を 別 の 脂 肪 族 残 基 に 置 換 し 、 ま
た は 塩 基 性 残 基 Ｌ ｙ ｓ と Ａ ｒ ｇ 、 酸 性 残 基 Ｇ ｌ ｕ と Ａ ｓ ｐ 、 ア ミ ド 残 基 Ｇ ｌ ｎ と Ａ ｓ ｎ 、
ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Ｓ ｅ ｒ と Ｔ ｙ ｒ 、 も し く は 芳 香 族 残 基 Ｐ ｈ ｅ と Ｔ ｙ ｒ の 間 に お け る 置 換
の よ う に 、 類 似 の 生 理 化 学 的 特 性 を 有 す る 残 基 に よ り ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て し ま う 、 核 酸
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配 列 の 改 変 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 変 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 未 変 性 配 列 の 全 長 を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 失 し た ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン
、 ま た は 配 列 番 号 ： １ ， ３ ， ５ ， ７ ， ２ ３ も し く は ２ ７ の Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
も し く は β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ５ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ７ ％ ま た は ９ ８ ％ 同 一 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 上 記 の 配 列 と 変 異 配 列 と の 配 列 同 一 性 率 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ － ２ の よ う に 該 目 的 に
対 し て 一 般 的 に 用 い ら れ る 、 任 意 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 ま た は 手 作 業 配 列 に
よ り 、 変 異 配 列 を 対 照 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 、 定 量 す る こ と も 可 能 で あ る 。 同 一 性 率
は ［ 同 一 残 基 数 ］ ／ ［ 総 残 基 数 ］ と し て 計 算 さ れ る 。 配 列 が 総 残 基 数 で 異 な る 場 合 に は 、
総 残 基 に 対 し 二 つ の 異 な る 番 号 を 用 い 、 同 一 性 率 に 対 し ２ 値 が 付 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル な ら び に チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び カ ニ ク イ ザ ル の β
‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 核 酸 ・ ア ミ ノ 酸 の 配 列 は 、 任 意 の 幾 つ か の 既 知 技 法 に よ り 改 変 可
能 で あ る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 と し た 突 然 変 異 誘 発 の よ う な 当 業 者 に は 自
明 の 方 法 に よ り 、 特 定 位 置 に 変 異 を 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 前 記 に 関 し て は 、 Walder
ら Gene第 ４ ２ 巻 １ ３ ３ 頁 （ １ ９ ８ ６ 年 ） 、 Bauerら Gene第 ３ ７ 巻 ７ ３ 頁 （ １ ９ ８ ５ 年 ） 、 C
raik BioTechniques１ ２ ～ １ ９ 頁 （ １ ９ ８ ５ 年 ） 、 Smithら Genetic Engineering: Princi
ples and Methods, Plenum Press社 （ １ ９ ８ １ 年 ） 、 お よ び 米 国 特 許 第 ４ ， ５ １ ８ ， ５ ８
４ 号 な ら び に 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ７ ， ４ ６ ２ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 カ ニ ク イ ザ ル
な ら び に チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ ポ リ ペ プ チ ド 、
β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 核 酸 分 子 、 ま た は 該 核 酸 分 子 の 断 片 な ら び に 変 異 体 も 提 供 す る
。 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ ， ３ ， ５ ， ７ ， １ ３ ， ２ ２ ， ２ ５ ま た
は ２ ７ の よ う に 、 結 果 と し て 生 じ る 、 カ ニ ク イ ザ ル な ら び に チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ 、 カ
ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ お よ び β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ポ リ ペ プ チ ド の イ ン フ レ ー ム 発 現
に 対 す る 干 渉 を 避 け る べ く 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の ３ ’ ま た は ５ ’ 末 端 に 結 合 可 能 で あ る 。
ま た 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の 核 酸 分 子 の コ ー ド 化 領 域 内 に 結 合 可 能 で あ る 。 異
種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド の 分 泌 を 付 与 し 、 安 定 性 を 向 上 さ せ 、 ま た は 精 製 を 促 進 す る 、 一 つ の ア ミ ノ 酸 、 ペ
プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 例 は 、 例 １ に 記 載 し た よ う に 得 ら れ る 、 Ｇ ｌ ｙ （ Ｈ ｉ ｓ ） ６ － ｇ ｓ ｔ タ グ
に 融 合 し た Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ， Ｆ ｃ γ Ｉ Ｉ Ｉ も し く は Ｆ ｃ Ｒ ｎ 、 ま た は Ｇ ｌ ｙ （ Ｈ ｉ ｓ ） ６ － ｇ
ｓ ｔ タ グ に 融 合 し た Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ も し く は Ｉ Ｉ Ｂ の α 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る
核 酸 配 列 で あ る 。 Ｇ ｌ ｙ （ Ｈ ｉ ｓ ） ６ － ｇ ｓ ｔ タ グ は 、 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の 精 製 を 簡 便 に す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び β ‐ ２ ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン の 核 酸 分 子 は 、 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 中 に ク ロ ー ン 化
さ れ 、 そ の 結 果 得 ら れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 標
的 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 作 製 す る に は 、 任 意 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 ま た は Ｒ Ｎ Ａ
法 を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 該 方 法 は 形 質 移 入 、 形 質 転 換 ま た は 形 質 導 入 を 含 む が 、
こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 断 片 お よ び 変 異 体 を 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
よ り 宿 主 細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る 方 法 お よ び ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に は 自 明 で あ り 、 Ausubel
ら (編 )Current　 Protocols　 in　 Molecular　 Biology(Wiley&Sons社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1988
年 )お よ び 最 新 版 )に 見 出 し 得 る 。 本 発 明 に 用 い る ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 は 、 本 願 の 例 に
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お い て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 成 熟 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、
単 離 さ れ た 核 酸 も 提 供 す る 。 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 変 異 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
を 更 に 有 し 得 る 。 変 異 シ グ ナ ル 配 列 は 、 本 発 明 の 未 変 性 配 列 の 非 ヒ ト 霊 長 類 の Ｆ ｃ レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ る 配 列
で あ る 。 変 異 シ グ ナ ル 配 列 は 、 ヒ ト の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 、
お よ び 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 含
む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の よ う な 非 ヒ ト 霊 長 類 由 来 の Ｆ
ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の α 鎖 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ
Ａ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の α 鎖 、 Ｆ ｃ Ｒ ｎ の α 鎖 、 Ｆ ｃ Ｒ γ Ｉ ／ Ｉ Ｉ Ｉ の
γ 鎖 お よ び β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 ま た は Ｆ ｃ 領 域 を
有 す る 他 の 分 子 に 結 合 す る 。 レ セ プ タ ー の 一 部 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 複 合 体 に 選 択 的 に 結 合 す る
低 親 和 性 レ セ プ タ ー で あ る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 、 細 胞 か ら
の 媒 介 物 質 放 出 の 誘 導 、 抗 体 被 覆 粒 子 の 取 込 み ・ 破 壊 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 輸 送 の よ う な エ
フ ェ ク タ ー 細 胞 の 機 能 も 媒 介 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー 由 来 の Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト
の Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 と 並 べ ら れ 、 ヒ ト の 配 列 と の 配 列 同 一
性 率 を 定 量 す る 。 霊 長 類 お よ び ヒ ト の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 手 作 業 に て 並 べ ら れ 、
ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 配 列 に お け る 相 違 点 に 留 意 す る 。 同 一 性 率 は 同 一 残 基 数
／ 総 残 基 数 と し て 計 算 さ れ る 。 配 列 が 総 残 基 数 で 異 な る 場 合 に は 、 総 残 基 に 対 し 二 つ の 異
な る 番 号 を 用 い 、 同 一 性 率 に 対 し ２ 値 が 付 与 さ れ る 。 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 は 当 業 者 に は 自 明 で あ り 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ の 登 録 番 号 に よ り 同 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 表 に 示 す ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 シ グ ナ ル 配 列 ま た は 成 熟 タ ン パ ク 質 の １ 番 ア ミ ノ 酸 か ら
開 始 し て 番 号 付 け る 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 が シ グ ナ ル 配 列 か ら 開 始 し て 番 号 付 け
ら れ る 場 合 、 そ の 番 号 は 残 基 数 お よ び 直 線 に よ り 同 定 さ れ る 。 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 残 基 が ヒ ト の 成 熟 タ ン パ ク 質 の １ 番 ア ミ ノ 酸 か ら 開 始 し て 番 号 付 け ら れ る 場 合 、 ア ミ
ノ 酸 は そ の 番 号 お よ び Δ 記 号 に よ り 表 さ れ る 。 表 １ １ に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 の Ｎ
末 端 残 基 １ 番 は ア ス テ リ ス ク に よ り 示 さ れ る が 、 番 号 付 け は ヒ ト の 成 熟 タ ン パ ク 質 に 一 致
す る 番 号 付 け で あ る 。 ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 付 け は 連 続 的 で あ る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 非 ヒ ト 霊 長 類 の レ セ プ タ ー を 解 析 し 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｉ ｇ Ｇ 変 異 体 の 種 々 の サ
ブ ク ラ ス に 対 す る 非 ヒ ト 霊 長 類 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 能 を ヒ ト の Ｆ ｃ レ セ
プ タ ー と 比 較 し た 。 該 サ ブ ク ラ ス に 対 す る 結 合 は Ｉ ｇ Ｇ ４ ｂ も 含 ん だ 。 Ｉ ｇ Ｇ ４ ｂ は Ｉ ｇ
Ｇ ４ の 一 形 態 で あ る が 、 ヒ ン ジ 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ８ 番 に お い て 、 セ リ ン か ら プ ロ リ
ン へ の 改 変 を 有 す る 。 Angal, S., King,D.J.,Bodmer, M.W.,Turner, A.,Lawson,D.G., Ro
bert,G., Pedley,B. お よ び Adair, J. R. Molec. Immunology第 30巻 105～ 108頁 (1993年 )A
　 single　 amino　 acid　 substitution　 abolishes　 heterogeneity　 of　 chimeric-mous
e/human(IgG4)antibodyに 記 載 の よ う に 、 該 改 変 は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 増 大 に よ
り 、 未 変 性 IgG4よ り 安 定 性 が 高 い 分 子 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 例 は カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ は Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 他 の 分 子 に 結 合 し 、 好 ま し く は ヒ ト の モ ノ マ ー Ｉ
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ｇ Ｇ に 結 合 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の α 鎖 の 一 例 は 、 配 列 番 号 ： ９ の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ヒ ト の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ き 、 カ ニ ク イ ザ ル の 成 熟 Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ は 配 列 番 号 ： ６ ５ の 配 列 を 有 す る 。 例 １ に 記 載 す る よ う に 得 ら れ る 細 胞 外 断 片 は 、
表 １ ０ に 示 す よ う に Δ １ ～ Δ ２ ６ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル 由 来 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の ア ミ ノ 酸 配 列 α 鎖 の ア ラ イ ン メ ン ト を
表 １ ０ に 示 す 。 Δ 記 号 を 付 し た ア ミ ノ 酸 の 下 部 に 示 す 番 号 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 成
熟 ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 点 か ら 番 号 付 け ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 の 上 部 に 示 す 番 号 は 、 シ グ ナ
ル 配 列 か ら 開 始 す る 残 基 の 番 号 付 け を 表 す 。 シ グ ナ ル 配 列 、 細 胞 外 ド メ イ ン １ 、 細 胞 外 ド
メ イ ン ２ 、 細 胞 外 ド メ イ ン ３ 、 お よ び 膜 貫 通 ・ 細 胞 内 配 列 を 含 む 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 の 各 ド
メ イ ン を 示 す 。 ヒ ト の 配 列 番 号 ： １ ０ の 配 列 （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｐ １ ２ ３ １ ４ ） に
、 シ グ ナ ル 配 列 か ら 開 始 す る カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 配 列 を 並 べ る と 、 ヒ ト の 配 列
に 存 在 す る ３ ’ 伸 展 が 算 出 に 用 い ら れ た か 否 か に よ り 、 ヒ ト の 配 列 に 対 し 約 ９ ０ ％ ま た は
９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 を ヒ ト の 配 列 に 並 べ る と 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 は ヒ ト の
Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 配 列 に 認 め ら れ る の と 同 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ グ ナ ル 配 列 、 ３ 細 胞 外 ド メ イ ン お
よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン に 有 す る こ と が 示 さ れ る （ 表 １ ０ ） 。 対 照 的 に 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ α 鎖 の 細 胞 内 ド メ イ ン は 、 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 の 細 胞 内 ド メ イ ン よ り １ ７ ア ミ ノ
酸 分 短 い （ 表 １ ０ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 は ヒ ト の モ ノ マ ー サ ブ ク ラ ス に 、 Ｉ
ｇ Ｇ ３ ≧ Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ４ ｂ ＞ ＞ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ の よ う に 結 合 し 、 こ れ は ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
に 類 似 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ Ｉ Ａ サ ブ ク ラ ス の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は 、 γ 鎖 の ホ モ ダ イ マ ー ま た は ヘ テ ロ ダ
イ マ ー の い ず れ か に 複 合 化 し た α 鎖 を 含 む 、 複 合 分 子 で あ る 。 本 発 明 は カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ
ｃ Ｒ の ガ ン マ 鎖 も 含 む 。 ガ ン マ 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 一 例 は 、 表 １ ２ に 示 す よ う に 、 配 列 番 号
： １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の ガ ン マ 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ガ ン マ 鎖 配 列
番 号 ： １ ２ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｐ ３ ０ ２ ７ ３ ） の ヒ ト の 配 列 と 並 べ た 場 合 、 ヒ ト の
配 列 と 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の ガ ン マ 鎖 の Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ は 、
ヒ ト の ガ ン マ 鎖 の Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ と 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 は カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ａ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 及 び Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 他 の 分 子 に 、 好 ま し く は 抗 原 ま た は 相 互
に 複 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 レ セ プ タ ー は 二 量 体 ま た は 六 量
体 の ヒ ト Ｉ ｇ 免 疫 複 合 体 に 結 合 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ の 一 例 は 配 列 番 号 ：
１ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の 成 熟 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 配 列 番 号 ： ６ ６ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 表 ２ １ ） 。 例 １ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ る 細 胞 外 断 片 は 、 表 ２
１ に 示 す よ う に 、 Δ １ ～ Δ １ ８ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 配 列 を 、 表 １ １ に 示 す よ う に 、 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ の
ア ミ ノ 酸 配 列 と 並 べ た （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） （ 登 録 番 号 Ｐ １ ２ ３ １ ８ ） 。 表 １ １ に お い て 、
Δ 記 号 を 付 し た ア ミ ノ 酸 の 下 部 に 示 す 番 号 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 成 熟 ヒ ト ポ リ ペ プ
チ ド の 開 始 点 か ら 番 号 付 け ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 の 上 部 に 示 す 番 号 は 、 シ グ ナ ル 配 列 か ら
開 始 す る 残 基 の 番 号 付 け を 表 す 。 カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 は 、 ヒ ト の 配 列 と 整 列 す る と 、 ア ラ
イ ン メ ン ト が Ｍ Ａ Ｍ Ｅ Ｔ Ｑ 配 列 と 供 に 開 始 す る か 否 か に よ り 、 ヒ ト の 配 列 に 対 し 約 ８ ７ ％
ま た は ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 こ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ
Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ に 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 を シ グ ナ ル
ペ プ チ ド 配 列 に 有 す る こ と が 示 さ れ る （ 表 １ １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は ヒ ト
の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 配 列 に 認 め ら れ る の と ほ ぼ 同 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 ２ 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫
通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン に 有 す る （ 表 １ １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は
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、 ヒ ト の レ セ プ タ ー に 認 め ら れ る よ う に 二 つ の 同 一 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 有 す る こ と に 留 意
さ れ た い （ 表 １ １ ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 次 の 結 合 パ タ ー ン に よ り サ ブ ク ラ ス の Ｉ ｇ Ｇ 六 量 体
複 合 体 に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ３ ＝ Ｉ ｇ Ｇ ２ ＞ Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ４ ｂ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 ア ミ ノ 酸 １
３ １ 番 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 に ア ル ギ ニ ン を 有 す る ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ イ ソ フ ォ ー ム （ Ｒ
１ ３ １ ） は 、 六 量 体 の Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス に 次 の よ う に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ３ ≧ Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ ＞
＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ ≧ Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 ア ミ ノ 酸 １ ３ １ 番 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 に ヒ ス チ ジ ン を 有 す る ヒ ト
の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ イ ソ フ ォ ー ム （ Ｈ １ ３ １ ） は 、 六 量 体 の Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス に 次 の よ う に
結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ３ ≧ Ｉ ｇ Ｇ Ｉ ＝ Ｉ ｇ Ｇ ２ ＞ ＞ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 配 列 番 号 ： １ ５ の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は Ｈ １ ３ １ を 有 し 、 Ｈ １ ３ １ イ ソ フ ォ ー ム 変 異
体 を 有 す る ヒ ト の レ セ プ タ ー と 同 様 に 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス に 結 合 す る 。 し か し 、 カ
ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は Ｉ ｇ Ｇ ３ に 結 合 す る の と 同 様 に 効 率 的 に Ｉ ｇ Ｇ ２ に 結 合 す
る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ で あ る 。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ａ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 他 の 分 子 に 、 好 ま し く は 抗 原 ま た は 相
互 に 複 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 レ セ プ タ ー は 二 量 体 ま た は 六 量 体
の ヒ ト Ｉ ｇ 免 疫 複 合 体 に 結 合 す る 。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の 一 例 は 配 列 番 号 ：
１ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 ヒ ト の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ き 、 チ ン パ ン ジ ー の
成 熟 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 配 列 番 号 ： ６ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 表 １ １ に 示 す よ う に 、 シ グ ナ ル 配 列 と
共 に 開 始 し 、 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 配 列 番 号 ： １ ６ と 並 べ た （ 登 録 番 号 Ｐ １ ２ ３ １ ８ ） 。
チ ン パ ン ジ ー の 配 列 は ヒ ト の 配 列 と 比 較 し た 場 合 、 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と も
ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 示 さ れ る 。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配
列 に お い て ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 に 認 め ら れ る よ り ア ミ ノ 酸 が 一 つ 少 な い （ 表 １ １ ）
。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ 配 列 に 認 め ら れ る の と 同 数 の
ア ミ ノ 酸 を 、 ２ 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン に 有 す る （ 表 １ １
） 。 チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の レ セ プ タ ー に 認 め ら れ
る よ う に 二 つ の 同 一 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 有 す る こ と に 留 意 さ れ た い （ 表 １ １ ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 は カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ｂ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 他 の 分 子 に 、 好 ま し く は 抗 原 ま た は 相
互 に 複 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 レ セ プ タ ー は 二 量 体 ま た は 六
量 体 の ヒ ト Ｉ ｇ 免 疫 複 合 体 に 結 合 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ の 一 例 は 配 列 番 号
： １ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の 成 熟 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 配 列 番 号 ： ６ ８ の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る （ 表 ２ ２ ） 。 例 １ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ る 細 胞 外 断 片 は 、 表
２ ２ に 示 す よ う に 、 Δ １ ～ Δ １ ８ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 表 １ １ に 示 す よ う に 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ の ア ミ ノ 酸
配 列 と 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） （ 登 録 番 号 Ｘ ５ ２ ４ ７ ３ ） 。 カ
ニ ク イ ザ ル の 配 列 は ヒ ト の 配 列 と 並 べ る と 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は ヒ ト の Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ 配 列 に 認 め ら れ る の と ほ ぼ 同 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ２ 細 胞 外 ド
メ イ ン お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン に 有 す る こ と が 示 さ れ る （ 表 １ １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ
Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に は 細 胞 内 ド メ イ ン の Ｎ 末 端 部 分 に ３ ア ミ ノ 酸 が 挿 入 さ れ る （ ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
Ｉ Ｂ と 比 較 ） （ 表 １ １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 、 ヒ ト の レ セ プ タ ー に 認 め ら
れ る Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ モ チ ー フ と 同 一 の Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ モ チ ー フ を 有 す る こ と に 留 意 さ れ た い （ 表 １ １ ）
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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　 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 、 次 の 結 合 パ タ ー ン に よ り 、 サ ブ ク ラ ス の Ｉ ｇ Ｇ の 六
量 体 複 合 体 に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ２ ≧ Ｉ ｇ Ｇ ３ ＞ Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ４ ｂ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 ヒ ト の
Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 六 量 体 の Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス に 次 の よ う に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ３ ≧ Ｉ ｇ Ｇ １
＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ よ り 遥 か
に 効 率 的 に Ｉ ｇ Ｇ ２ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 は カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル の レ セ プ
タ ー Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 他 の 分 子 に 、 好 ま し く
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 体 に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 レ セ プ タ ー は 二 量 体 ま た は 六 量 体 の ヒ
ト Ｉ ｇ 免 疫 複 合 体 に 結 合 す る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 例 は 配 列 番 号 ：
２ ０ で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル の 成 熟 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 は 配 列 番 号 ： ６ ９ の 配 列 を 有 す る
（ 表 ２ ３ ） 。 例 １ に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ る 細 胞 外 断 片 は 、 表 ２ ３ に 示 す よ う
に 、 Δ １ ～ Δ １ ８ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 の 配 列 を 、 表 １ １ に 示 す よ う に 、 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 並 べ た （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） （ 登 録 番 号 Ｐ ０ ８ ６ ３ ７ ） 。 表 １ １
に お い て 、 Δ 記 号 を 付 し た ア ミ ノ 酸 の 下 部 に 示 す ア ミ ノ 酸 番 号 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な
い 成 熟 ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 点 か ら 番 号 付 け ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 の 上 部 に 示 す 番 号 は
、 シ グ ナ ル 配 列 か ら 開 始 す る 残 基 の 番 号 付 け を 表 す 。 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の 配 列 を 並 べ る と 、 該 配 列 は ヒ ト の 配 列 に 対 し 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ
と が 示 さ れ る 。 こ の よ う に カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 を ヒ ト の 配 列 と 並 べ る こ と に よ り 、 カ ニ ク
イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 は ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ 配 列 に 認 め ら れ る の と ほ ぼ 同 数
の ア ミ ノ 酸 を 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ２ 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ
イ ン に 有 す る こ と が 示 さ れ る （ 表 １ １ ） 。 カ ニ ク イ ザ ル お よ び ヒ ト の 細 胞 内 ド メ イ ン は 双
方 と も Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 有 さ な い 。 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ に 対 す る Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ
の 活 性 化 は 会 合 す る γ 鎖 に よ り 付 与 さ れ 、 カ ニ ク イ ザ ル の 場 合 に も 同 様 の こ と が 生 じ る 可
能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 は 、 次 の 結 合 パ タ ー ン に よ り サ ブ ク ラ ス の Ｉ ｇ Ｇ
六 量 体 複 合 体 に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ３ ＞ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ ≧ Ｉ ｇ Ｇ ４ ｂ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 ア
ミ ノ 酸 １ ５ ８ 番 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 有 す る ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ
イ ソ フ ォ ー ム （ Ｆ １ ５ ８ ） は 、 六 量 体 の Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス に 次 の よ う に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ
３ ＝ Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ ＞ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 ア ミ ノ 酸 １ ５ ８ 番 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 に バ リ ン
を 有 す る ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ イ ソ フ ォ ー ム （ Ｖ １ ５ ８ ） は 、 六 量 体 の Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス
に 次 の よ う に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ １ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ３ ＞ ＞ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ Ａ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ 。 ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 ： ２ ０ を 有 す る カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ は 、 ア ミ ノ 酸 １ ５ ８ 番 に 対 応 す
る ア ミ ノ 酸 位 置 に イ ソ ロ イ シ ン を 有 し 、 ヒ ト の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の Ｖ １ ５ ８ と 同 様 に ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス に 結 合 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ は 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ － Ｆ １ ５ ８ に 対 し て よ り も ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ
Ａ ‐ Ｖ １ ５ ８ に 対 す る 方 が 結 合 し 易 い (Koene,H.R., Kleijer,M., Algra,J., Roos, D.,vo
n　 dem　 Borne, E.G.K.お よ び de　 Hass,M. Blood第 90巻 1109～ 1114頁 (1997年 ),Wu,J.,　 E
dberg,J.C.,Redecha,　 P.B.,Bansal,V.,Guyre,P.M., Coleman, K., Salmon, J.E.お よ び K
imberly, R.P.　 J.Clin.Invest.第 100巻 1059～ 1070頁 (1997年 )、 Shields,R.L., Namenuk,
A.K., Hong,K., Meng,Y.G.,Rae,J., Briggs,J., Xie,D.,Lai, J.,Stadlen,A.,Li,B., Fox
,J.A.お よ び Presta,L.G.　 J.Biol.Chem.第 276巻 6591～ 6604頁 (2001年 )を 参 照 )。 ヒ ト に お
い て 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ ‐ Ｆ １ ５ ８ 対 立 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 一 つ の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ ‐
Ｆ １ ５ ８ 対 立 遺 伝 子 を 有 す る ヒ ト の 約 90%占 め る ほ ど に 優 勢 で あ る (Lehrnbecher,T.,Foste
r,C.B.,Zhu,S.,Leitman,S.F.,Goldin,L.R.,Huppi,K.お よ び Chanock,S.J.　 Blood第 94巻 42
20～ 4232頁 (1999年 )を 参 照 )。 加 え て 、 近 年 の 研 究 で は 特 定 の 疾 患 と 個 人 の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ
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Ｉ Ａ 多 形 性 と の 相 関 関 係 を 示 し 始 め て い る (Wu,J.,Edberg,J.C.,Redecha,P.B.,Bansal,V.,
Guyre,P.M.,Coleman,K.,Salmon,J.E.お よ び Kimberly,R.P.　 J.Clin.Invest.第 100巻 1059
～ 1070頁 (1997年 )、 Lehrnbecher,T.,Foster,C.B.,Zhu,S.,Venzon,D.,Steinberg,S.M.,Wyv
ill,K.,Metcalf,J.A.,Cohen,S.S.,Kovacs,J.,Yarchoan,R.,Blauvelt,A.お よ び Chanock,S.
J.　 Blood第 95巻 2386～ 2390頁 (2000年 )、 Nieto,A.,Caliz,R.,Pascual,M.,Mataran,L.,Gar
cia,S.お よ び Martin,J.　 Arthritis & Rheumatism第 43巻 735～ 739頁 (2000年 )を 参 照 )。 チ
ン パ ン ジ ー お よ び カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ が １ ５ ８ 番 位 置 に そ れ ぞ れ バ リ ン 、 イ
ソ ロ イ シ ン を 有 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ お よ び ヒ ト Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ ‐ Ｖ １ ５ ８ （ ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ ‐ Ｆ １ ５ ８ と 対 照 的 に ） に 対 す る ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ の ４ サ ブ ク ラ ス の 結 合 能 が 類 似 し て い る と い う こ と は 、 霊 長 類 モ デ ル に お い て ヒ ト 抗
体 を 評 価 す る に は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ レ セ プ タ ー に 関 し 、 僅 か 少 数 の ヒ ト 、 即 ち Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ｉ Ａ ‐ Ｖ １ ５ ８ ／ Ｖ １ ５ ８ ホ モ 接 合 体 を 表 す 霊 長 類 モ デ ル の 説 明 が 必 要 で あ る と い う
こ と が 示 唆 さ れ る 。 例 え ば 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ ‐ Ｖ １ ５ ８ は 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ
‐ Ｆ １ ５ ８ に 比 し 、 卓 越 し た 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 示 す た め (Shields,R.L
., Namenuk,A.K., Hong,K., Meng,Y.G.,Rae, J.,Briggs, J.,Xie,D.,Lai, J.,Stadlen, A
.,Li,B., Fox,J .A.お よ び Presta, L.G. J.Biol.Chem.第 276巻 6591～ 6604頁 (2001年 ))、
霊 長 類 モ デ ル で は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ に 関 連 す る ヒ ト 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 効 果 を 過 大
評 価 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 し か し 、 カ ニ ク イ ザ ル の 他 の Ｆ ｃ Ｒ ｓ 、 特 に Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ に 対 す る ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ
ス の 結 合 パ タ ー ン は 、 Ｆ ｃ 領 域 結 合 分 子 の 安 全 性 、 有 効 性 お よ び 薬 物 動 態 を 評 価 す る の に
、 非 ヒ ト 霊 長 類 を 効 果 的 に 用 い 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は Ｆ ｃ Ｒ ｎ と 同 定 さ れ る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 表 １ ４ に カ ニ
ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 表 １ ４ に お い て 、 ア ミ ノ 酸 の 下 部 に 示 す と と
も に Δ 記 号 で 表 す 番 号 は 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 点 か ら 番 号 付 け ら れ る 。 ２ 対 立 遺 伝 子
が 同 定 さ れ 、 こ れ を 表 １ ４ に 示 す 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 は 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の
３ 番 残 基 に お い て セ リ ン を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 配 列 番 号 ： ２ ９ を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ ル の
Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 は 配 列 番 号 ： ６ ４ の 配 列 を 有 し 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の ３ 番 残 基 に お い て ア ス
パ ラ ギ ン を 有 す る 。 Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 Ｓ ３ お よ び Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 Ｎ ３ の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ
れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ７ １ ， ７ ２ の 配 列 を 有 す る 。 例 １ に 記 載 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ
る よ う な Ｆ ｃ Ｒ ｎ の 細 胞 外 断 片 は 、 表 １ ４ に 示 す よ う に 、 Δ １ ～ Δ ２ ７ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 の 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｕ １ ２ ２ ５ ５ ）
に 対 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 の 配 列 を 整 列 さ せ る と 、 カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 は ヒ ト の
配 列 と 約 ９ ７ ％ 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ Ｒ ｎ （ Ｓ ３ ） お よ び Ｆ ｃ
Ｒ ｎ （ Ｎ ３ ） の α 鎖 は 、 次 の 結 合 パ タ ー ン に て Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス に 結 合 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ３
＞ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ４ ＞ Ｉ ｇ Ｇ ２ ＞ Ｉ ｇ Ｇ １ 。 該 結 合 パ タ ー ン は ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 の 結 合 パ タ ー ン
に 類 似 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 は カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。 表 １ ３ に 示 す
よ う に 、 カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ５ を 有 す
る 。 成 熟 β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ７ ０ を 有 す る 。 カ ニ ク イ ザ
ル の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 配 列 を ヒ ト の β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） （
Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ｐ ０ １ ８ ８ ４ ） 配 列 と 並 べ る と 、 カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 は ヒ ト β ‐
２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 対 し 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 変 異 体 、 誘 導 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｆ ｃ Ｒ ｓ の 任 意 の 生 物 活 性 を 保 持 す る 、 カ ニ
ク イ ザ ル な ら び に チ ン パ ン ジ ー の 異 な る Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 も 、 本 発 明 の 範 囲 内
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で あ る 。 例 ３ に 後 述 す る よ う に 、 通 常 の 当 業 者 で あ れ ば 、 変 異 体 、 誘 導 体 ま た は Ｆ ｃ γ Ｒ
ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 ア ッ セ イ に か け る こ と に よ り 、 変 異 体 、 誘 導 体
ま た は Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 が 活 性 を 示 す か 否 か を 容 易 に 判 断 で き 得 る と い う こ と
に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の 異 な る Ｆ ｃ γ Ｒ ｓ の 誘 導 体 は 、 グ リ コ シ ル 基 、 ポ リ
エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 基 、 脂 質 、 リ ン 酸 、 ア セ チ ル 基 等 の 他 の 化 学 成 分 を 用 い
て 共 有 結 合 性 ま た は 集 合 性 の 共 役 を 形 成 す る こ と に よ り 改 変 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残
基 の よ う に 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン の 一 部 も し く は 全 部 を 欠 失 し た ポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 を 含 む 。 該 ア ミ ノ 酸 残 基 に は 次 の よ う な も の が あ る 。 配 列 番 号 ： ６ ５ の Ｆ ｃ
γ Ｒ Ｉ α 鎖 ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ ０ ～ ３ ３ ６ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ６ の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ ア ミ ノ 酸 残
基 １ ８ ３ ～ ２ ８ ２ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ７ の チ ン パ ン ジ ー Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ７ ２
～ ２ ８ １ 番 、 配 列 番 号 ： ６ ８ の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ８ ５ ～ ２ ５ ２ 番 、 配 列 番 号
： ６ ９ の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ α 鎖 ア ミ ノ 酸 残 基 １ ８ ８ ～ ２ ３ ４ 番 、 ま た は 配 列 番 号 ： ７ １ も
し く は 配 列 番 号 ： ７ ２ の Ｆ ｃ Ｒ ｎ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ ５ ～ ３ ４ ２ 番 。 可 溶 性 Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 細 胞 か ら ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ て い る の で あ れ ば 、
膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン の 一 部 を 含 み 得 る 。 好 ま し く は 、 該 断 片 は Ｆ ｃ 領 域
含 有 分 子 に 結 合 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 表 １ ０ ま た は 表 １ １ に て 同 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ 以 上 の ド
メ イ ン も 含 み 、 こ れ に は シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ド メ イ ン １ 、 ド メ イ ン ２ 、 ド メ イ ン ３ 、 膜 貫
通 ／ 細 胞 内 ド メ イ ン 、 ま た は Ｉ Ｔ Ａ Ｍ モ チ ー フ も し く は Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ モ チ ー フ を 含 む 細 胞 質 ド
メ イ ン が 含 ま れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 典 型 的 な 断 片 は 、 対 応 す る 成 熟 Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 の ド メ イ ン １ 、 ド メ イ ン ２ お よ び ド メ イ ン ３ の み を 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ
チ ド も 含 む 。 例 え ば 、 該 断 片 は カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の ア ミ ノ 酸 残 基 Δ １ ～ Δ ２ ６ ９ 番
（ 表 １ ０ ） 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ の ア ミ ノ 酸 残 基 Δ １ ～ Δ １ ８ ２ 番 （ 表 ２ １ ） 、
カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ の ア ミ ノ 酸 残 基 Δ １ ～ Δ １ ８ ４ 番 （ 表 ２ ２ ） 、 カ ニ ク イ ザ ル
Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ａ の ア ミ ノ 酸 残 基 Δ １ ～ Δ １ ８ ７ 番 （ 表 ２ ３ ） お よ び カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ Ｒ
ｎ の ア ミ ノ 酸 Δ １ ～ Δ ２ ７ ４ 番 （ 表 １ ４ ） で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ 変 異 体 は 、 控 え め に 置 換
さ れ た 配 列 を 有 す る こ と が あ る が 、 こ れ は 各 ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、
ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 及 び ／ 又 は 三 次 構 造 を 改 変 し な い 、 異 な る 残 基 に 置 換 さ れ る こ と が あ
る 、 と い う こ と で あ る 。 該 置 換 に は 、 一 つ の 脂 肪 族 残 基 （ Ｉ ｌ ｅ ， Ｖ ａ ｌ ， Ｌ ｅ ｕ ま た は
Ａ ｌ ａ ） を 別 の 脂 肪 族 残 基 に 置 換 、 ま た は 塩 基 性 残 基 Ｌ ｙ ｓ と Ａ ｒ ｇ 、 酸 性 残 基 Ｇ ｌ ｕ と
Ａ ｓ ｐ 、 ア ミ ド 残 基 Ｇ ｌ ｎ と Ａ ｓ ｎ 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Ｓ ｅ ｒ と Ｔ ｙ ｒ 、 も し く は 芳 香 族
残 基 Ｐ ｈ ｅ と Ｔ ｙ ｒ の 間 に お け る 置 換 の よ う な 、 類 似 の 生 理 化 学 的 特 性 を 有 す る 残 基 に よ
る ア ミ ノ 酸 置 換 が 含 ま れ 得 る 。 表 現 型 的 に サ イ レ ン ト な ア ミ ノ 酸 交 換 を す る こ と に 関 す る
更 な る 情 報 は 、 Ｂ ｏ ｗ ｉ ｅ ら Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 第 ２ ４ ７ 巻 １ ３ ０ ６ ～ １ ３ １ ０ 頁 （ １ ９ ９ ０
年 ） に 見 出 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を ほ ぼ 保 持 す る 可 能 性 が あ る 他 の 変 異 体 は 、 タ
ン パ ク 質 の 機 能 領 域 外 の 部 位 に て ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の 変 異 型 Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。
変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ９ ， １ ５ ， １ ７ ， １ ８ ， ２ ０ ， ２ ５ ， ２ ９ ま た
は ６ ４ の よ う な 未 変 性 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し た 場 合 、 結 果 と し て 生 じ る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド
に お い て ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 お よ び 欠 失 を 生 じ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 改 変 を 含 み 得 る
。 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 改 変 は 、 一 つ の 脂 肪 族 残 基 （ Ｉ ｌ ｅ ， Ｖ ａ ｌ ， Ｌ ｅ ｕ ま た は Ａ ｌ ａ
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） と 別 の 脂 肪 族 残 基 の 置 換 、 ま た は 塩 基 性 残 基 Ｌ ｙ ｓ と Ａ ｒ ｇ 、 酸 性 残 基 Ｇ ｌ ｕ と Ａ ｓ ｐ
、 ア ミ ド 残 基 Ｇ ｌ ｎ と Ａ ｓ ｎ 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Ｓ ｅ ｒ と Ｔ ｙ ｒ 、 も し く は 芳 香 族 残 基 Ｐ
ｈ ｅ と Ｔ ｙ ｒ の 間 に お け る 置 換 の よ う に 、 類 似 の 生 理 化 学 的 特 性 を 有 す る 残 基 に よ り ア ミ
ノ 酸 が 置 換 さ れ て し ま う 、 核 酸 配 列 の 改 変 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は
、 未 変 性 配 列 の 全 長 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 失 し た ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ
イ ン 、 ま た は 配 列 番 号 ： ９ ， １ ５ ， １ ７ ， １ ８ ， ２ ０ ， ２ ５ ， ２ ９ も し く は ６ ４ の 配 列 の
Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー も し く は β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 断 片 に 対 し 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ０ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も ９ ２ ％ ま た は ９ ３ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ４ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま
し く は ９ ５ ％ ま た は ９ ６ ％ 同 一 で あ り 、 よ り 好 ま し く は ９ ７ ％ ま た は ９ ８ ％ 同 一 で あ り 、
最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 同 一 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 は 、 変 異 型 の ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 。 該 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は ポ リ ペ プ チ
ド の 精 製 を 促 進 す る 。 そ の よ う な 機 能 に 対 し て 用 い ら れ て 得 ら れ る ペ プ チ ド の 多 く は 、 結
合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 融 合 タ ン パ ク 質 の 選 択 的 結 合 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ９
に 示 す よ う な 配 列 を 有 す る 、 カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド は 、 改 変 さ れ て ペ プ
チ ド 、 即 ち ペ プ チ ド タ グ を 有 し 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 形
成 し 得 る 。 該 ペ プ チ ド タ グ の 非 限 定 的 例 に は 、 ６ － Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 Ｇ ｌ ｙ ／ Ｈ ｉ ｓ ６ ／ Ｇ Ｓ
Ｔ タ グ 、 チ オ レ ド キ シ ン タ グ 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン タ グ 、 Ｇ ｌ ｙ ｌ ｈ １ ５ ６ タ グ お よ び Ｏ ｍ ｐ
Ａ シ グ ナ ル 配 列 タ グ が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 切
断 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の よ う な 異 種 の ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し 得
る 。 例 え ば 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ａ の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン は 、 Ｈ ｉ
ｓ ２ ７ １ と し て 融 合 し た Ｇ ｌ ｙ ／ Ｈ ｉ ｓ ６ ／ Ｇ Ｓ Ｔ タ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り 置 換 可
能 で あ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う が 、 ペ プ チ ド を 認 識 す る と と も に ペ プ チ ド に 結
合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 任 意 の 分 子 ま た は 化 合 物 で よ く 、 金 属 イ オ ン （ 例 え ば 金 属 ア フ
ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ） 、 抗 体 も し く は こ れ ら の 断 片 、 お よ び Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ の よ う な ペ プ チ ド
に 結 合 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 ド メ イ ン に 融 合 さ れ 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 分 子 も 形 成 し 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 単 離 さ れ た 形 状 に て 提 供 さ れ 、 好 ま し く は 精 製 さ
れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 ま た は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 陰 イ オ ン ま た は 陽
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 的 相 互 作 用
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 周 知 の 方 法 に よ り 、 組 換 え 細 胞
培 養 か ら 回 収 ・ 精 製 し 得 る 。 好 ま し い 実 施 例 に お い て 、 精 製 に は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー (Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ )が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 有 す る ベ ク タ ー 、 お よ び 該 ベ ク タ ー に よ り
形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 に も 関 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は い ず れ も ベ ク タ ー
に 結 合 可 能 で あ り 、 通 常 、 ベ ク タ ー は 宿 主 内 に て 増 殖 す べ く 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー お よ び
複 製 開 始 点 を 含 む 。 宿 主 細 胞 は 遺 伝 子 操 作 さ れ 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 。 ベ ク
タ ー は 、 哺 乳 類 、 微 生 物 、 ウ イ ル ス ま た は 昆 虫 の 遺 伝 子 由 来 の 調 節 配 列 の よ う な 、 転 写 ま
た は 翻 訳 の 適 切 な 調 節 配 列 に 機 能 可 能 に 連 結 し た 、 上 記 ま た は 下 記 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 調 節 配 列 の 例 に は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 オ ペ レ ー タ ー 、
転 写 エ ン ハ ン サ ー 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び 転 写 な ら び に 翻 訳 を 制 御 す る 適
切 な 配 列 が 含 ま れ る 。 調 節 配 列 が 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 機 能 的 に 関 連 す る
と 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 機 能 可 能 に 連 結 す る 。 従 っ て 、 プ ロ モ ー タ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
が Ｆ ｃ γ Ｒ 配 列 の 転 写 を 指 示 す れ ば 、 プ ロ モ ー タ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 カ ニ ク イ ザ ル
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も し く は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 Ｆ ｃ Ｒ ｎ α 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は β ‐
２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 機 能 可 能 に 連 結 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 非 ヒ ト 霊 長 類 の レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 未 変 性 核 酸 を
除 去 し 、 ま た は 未 変 性 核 酸 の シ グ ナ ル 配 列 を 異 種 シ グ ナ ル 配 列 に 置 換 す る こ と に よ っ て も
可 能 で あ る 。 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 組 織 プ ラ ス
ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の よ う な 他 の ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。 異 種 源 由
来 の シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 は 当 業 者 に は 自 明 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い る
の に 妥 当 な ベ ク タ ー を 選 択 す る に は 、 ベ ク タ ー が 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 、 お よ び 、 適 用
可 能 な 場 合 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ り 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 に 妥 当 な 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 お よ び 高 等 真 核 生 物 の 細 胞 を 含 み 、
該 細 胞 の 各 々 に 関 し て は 後 述 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の 機 能 性 Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る
に は 、 二 つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 同 時 に 発 現 さ せ る べ く 、 宿 主 細 胞 の 遺 伝 子 操 作 が 必
要 に な る 。 前 述 し た よ う に 、 大 部 分 の Ｆ ｃ γ Ｒ ｓ は 、 Ｉ ｇ Ｇ 結 合 お よ び シ グ ナ ル 変 換 ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 の 双 方 の 発 現 を 必 要 と す る 複 合 分 子 で あ る 。 二 つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 複 合 体
は 機 能 性 レ セ プ タ ー を 形 成 す る 。 上 記 の よ う に 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 は 、 第 一 の 選 択 マ ー カ
ー を 有 し Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ α 鎖 を 発 現 さ せ る 第 一 の ベ ク タ ー 、 お よ び 第 二 の 選 択 マ ー カ ー を 有 し
Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ γ 鎖 を 発 現 さ せ る 第 二 の ベ ク タ ー に よ り 同 時 形 質 移 入 さ れ よ う 。 両 ベ ク タ ー を
得 る と と も に 両 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 宿 主 細 胞 の み が 生 き 残 り 、 機 能 性 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ を
発 現 さ せ よ う 。 標 的 宿 主 細 胞 に ポ リ ペ プ チ ド 複 鎖 を 同 時 形 質 移 入 す る 他 の 方 法 も 想 定 さ れ
、 こ れ に は 同 一 ベ ク タ ー 由 来 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 連 鎖 発 現 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 の よ う な 宿 主 細 胞 に 発 現 さ れ る 、 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ 、 Ｆ
ｃ Ｒ ｎ ま た は β ‐ ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 タ ン パ ク 質 由 来 の 領 域 を 含
む 融 合 タ ン パ ク 質 で も よ い 。 該 領 域 は 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 、 安 定 性 向 上 ま た は
精 製 促 進 を 可 能 に す る よ う に 含 ま れ よ う 。 例 え ば 、 妥 当 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る
配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が 可 能 で あ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 分 泌 リ ー ダ ー ） に
対 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 標 的 配 列 に イ ン フ レ ー ム に 融 合 さ れ 、 標 的 タ ン パ ク 質 が 該 シ グ ナ ル ペ
プ チ ド を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 翻 訳 さ れ よ う 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ 配
列 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 未 変 性 核 酸 を 置 換 し 、 ま た は こ れ に 加 え て 未 変 性 シ グ
ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 置 換 し 得 る 。 対 象 宿 主 細 胞 内 に て 機 能 す る シ グ
ナ ル ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 分 泌 を 促 進 す る 。 好 ま し く は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 細
胞 か ら 分 泌 さ れ る 際 に 標 的 ポ リ ペ プ チ ド か ら 切 断 さ れ る 。 本 発 明 を 実 施 す る の に 利 用 可 能
な シ グ ナ ル 配 列 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 酵 母 菌 の Ｉ 因 子 、 お よ び 昆 虫 細 胞 Ｓ ｆ ９ 中 の ミ ツ バ
チ の メ ラ チ ン リ ー ダ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 妥 当 な 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 お よ
び 高 等 真 核 生 物 の 細 胞 を 含 む 。 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 用 い る の に 妥 当 な 原 核 生 物 宿 主 は
、 エ シ ェ リ キ ア 属 、 バ シ ラ ス 属 な ら び に サ ル モ ネ ラ 属 の 細 菌 、 お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、
ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 な ら び に ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の メ ン バ ー を 含 む 。 例 え ば 大 腸 菌 に
お け る 発 現 に は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は 原 核 生 物 宿 主 に お い て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を
促 進 す べ く 、 N末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 む こ と が あ る 。 次 に 、 N末 端 の Metが 発 現 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド か ら 任 意 に 切 断 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 通 常 、 原 核 生 物 の 宿 主 に お い て 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 一 つ 以 上 の 選 択 可 能 な 表 現
型 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す る 。 通 常 、 該 遺 伝 子 は 、 例 え ば 抗 菌 剤 耐 性 ま た は 栄 養 要 求 量 を 付
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与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の 種 の ベ ク タ ー は 広 範 囲 に わ た り 市 販 品 か ら 容 易 に 入
手 可 能 で あ る 。 こ の 例 と し て 、 pSPORTベ ク タ ー 、 pGEMベ ク タ ー (Promega社 )、 pPROEXベ ク
タ ー (LTI社 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ズ ダ )、 Bluescriptベ ク タ ー (Stratagene社 )お よ び pQEベ
ク タ ー (Qiagen社 )が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ γ Ｒ 、 Ｆ ｃ Ｒ ｎ ま た は β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
は 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 、 ピ キ ア 属 お よ び ク リ ュ イ ベ ロ ミ セ ス 属 を 含 む 酵 母 菌 宿 主 細 胞 に
お い て も 発 現 さ れ 得 る 。 好 ま し い 酵 母 菌 宿 主 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ お よ び ピ キ
ア ・ パ ス ト リ ス で あ る 。 酵 母 菌 の ベ ク タ ー は 、 2T酵 母 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 複 製 開 始 点 、 自
己 複 製 配 列 (ARS)、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 転 写 終 了 配 列 、 お よ び 選 択
可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す る 場 合 が 多 い 。 酵 母 菌 お よ び 大 腸 菌 の 双 方 に お い て 複 製 可 能
な ベ ク タ ー (シ ャ ト ル ベ ク タ ー と 呼 ぶ )を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 酵 母 菌 の ベ ク タ ー の 上
記 特 徴 に 加 え 、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー は 大 腸 菌 に お い て 複 製 ・ 選 択 配 列 も 含 む 。 酵 母 菌 宿 主 に
お い て 発 現 さ れ る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 直 接 分 泌 さ せ る に は 、 カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ Rを コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5’ 末 端 に お い て 酵 母 菌 の I因 子 リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と に よ り 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る に は 、 昆 虫 の 宿 主 細 胞 培 養 系 を 用 い る こ と も 可 能 で
あ る 。 好 ま し い 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を
用 い て 発 現 さ れ る 。 昆 虫 の 細 胞 に お い て 異 種 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系
の 利 用 に 関 す る 更 な る 情 報 に つ い て は 、 Luckowお よ び Summers　 Bio/Technology第 6巻 47頁
(1988年 )に よ り 検 討 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 例 に お い て 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に
お い て 個 々 に 発 現 さ れ る 。 妥 当 な 哺 乳 類 細 胞 株 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 サ ル の 腎 臓 細 胞 Ｃ Ｏ
Ｓ － ７ (Gluzmanら Cell第 23巻 175頁 (1981年 ))、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 卵 巣 細 胞 (CHO)(
Puckら Proc. Natl. Acad. Sci. USA第 60巻 1275～ 1281頁 (1958年 )、 CV‐ 1お よ び ヒ ト 頚 部
癌 細 胞 (HELA)(ATCC　 CCL　 2)が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 に
は HEK293細 胞 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 妥 当 な 発 現 ベ ク タ ー を 選 択 す る に は 、 使 用
す る 個 々 の 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に よ り 決 定 さ れ る の は 当 然 で あ り 、 通 常 の 当 業 者 の 技 術 範 囲 内
で あ る 。 妥 当 な 発 現 ベ ク タ ー の 例 に は 、 pｃ Ｄ Ｎ Ａ 3.l/Hygro(Invitrogen社 )、 409お よ び p
SVL(Pharmacia　 Biotech社 )が 含 ま れ る 。 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ Rポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の
に 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 pRKで あ る 。 Eaton,D.L.,Wood, W.I.,Eaton,D.,　 Hass,P.E., Hol
lingshead,P., Wion,K., Mather,J., Lawn,R.M., Vehar,G.A.お よ び Gorman,C.　 Biochemi
stry第 25巻 8343～ 47頁 (1986年 )を 参 照 。 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お い て 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー
は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 由 来 の 転 写 ・ 翻 訳 制 御 配 列 を 含 み 得 る 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ 得 る
、 一 般 的 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 お よ び エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ
イ ル ス (CMV)、 ア デ ノ ウ イ ル ス 2型 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス お よ び シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40(SV40)
を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 作 製 法 は 、 例 え ば Okay
amaお よ び Berg(Mol.Cell.Biol.第 3巻 280頁 (1983年 ))、 Cosmanら (Mol.Immunol.第 23巻 935
頁 (1986年 ))、 お よ び Cosmanら (Nature第 312巻 768頁 (1984年 ))に よ り 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
Fc領 域 含 有 分 子 の 生 物 特 性 、 安 全 性 お よ び 有 効 性 の 評 価 法
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 霊 長 類 に お い て イ ン ビ ボ で 評 価 す る 前 に 、 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン
パ ン ジ ー の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー と 、 ヒ ト 化 抗 体 の よ う な Ｆ ｃ Ｒ 結 合 分 子 の 薬 物 動 態 ／ 薬 力 を 評
価 す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の 該 態 様 は 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド が ヒ ト Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と の 高 度 な 配 列 同 一 性 を 有 し 、 同 様 に し て Ｉ ｇ
Ｇ サ ブ ク ラ ス に 結 合 す る と い う 知 見 に 基 づ く 。 評 価 に は 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 型 ア ッ セ イ
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に て 任 意 の サ ブ ク ラ ス の ヒ ト 化 抗 体 （ 特 に 治 療 に 役 立 つ 見 込 み の あ る 抗 体 ） を 本 発 明 の 標
的 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 接 触 さ せ 、 ま た は 過 渡 的 に 発 現 す る 細 胞 に 曝 す 試 験 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 一 方 法 は 、 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 を カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ レ セ
プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る Ｆ ｃ 領 域 含 有 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 薬 剤 の 結 合 評 価 を 伴 う 。 カ
ニ ク イ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 可 溶 性 で 良 く 、 ま た は 過
渡 的 に 感 染 し た 細 胞 上 に 膜 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 可 能 で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル ま た は チ
ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 結 合 能 は 、 霊 長 類
に お い て イ ン ビ ボ に 評 価 す る 上 で Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 妥 当 で あ る こ と
を 示 す 。 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ Ｒ ｎ 分 子 に 対 す る 結 合 能 は 、 Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド が イ ン ビ ボ で 半 減 期 が 延 び る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 特 性 、 安 全 性 お よ び 薬 物 動 態 の 点 か ら 、 抗 体 変 異 体 の よ う な Ｆ ｃ 領 域 含
有 分 子 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ も 提 供 す る 。 通 常 、 抗 体 変 異 体 は 一 つ 以 上 の 残 基 に お い て
改 変 さ れ て お り 、 次 に 該 変 異 体 は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 親 和 性 の 変 化 を 含 む 生 物 活
性 上 の 変 化 に つ き 解 析 さ れ る 。 変 異 体 に よ る 生 物 活 性 変 化 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 イ ン ビ ボ
お よ び イ ン ビ ト ロ の 双 方 に て 試 験 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 型 ア ッ セ イ ま た は 過 渡 的 感 染 細 胞 に お い て 用 い 得 る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ 、 Ｆ
ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ ま た は Ｆ ｃ Ｒ ｎ ま た は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ ま た は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ の α 鎖 の よ う な
、 カ ニ ク イ ザ ル 及 び ／ 又 は チ ン パ ン ジ ー の Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 変 異 体 は 、
治 療 薬 と し て 霊 長 類 に お け る イ ン ビ ボ 評 価 に 妥 当 な 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 異 な る Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 間 に お け る 直 接 結 合 お よ び 結 合 親 和 性 の 判 定 は 、 好 ま し く は カ
ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て 為 さ れ る 。 例 え ば 、 標
的 Ｆ ｃ γ Ｒ の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン は 、 Ｇ ｌ ｙ － Ｈ ｉ ｓ ６ タ グ ま た は グ ル
タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 置 換 さ れ 得 る （ 例 ３ を 参
照 ） 。 Ｇ ｌ ｙ － Ｈ ｉ ｓ ６ タ グ ま た は Ｇ Ｓ Ｔ は 、 レ セ プ タ ー の Ｆ ｃ 結 合 領 域 を 固 定 化 す る 簡
便 な 方 法 を 提 供 し 、 レ セ プ タ ー と 標 的 抗 体 変 異 体 と の 結 合 親 和 性 の 同 定 及 び ／ 又 は 判 定 に
有 用 で あ る 。 利 用 可 能 な ア ッ セ イ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 型 ア ッ セ イ 、 共 沈 殿 型 ア ッ セ イ 、 お よ
び カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 型 ア ッ セ イ を 含 む 。 同 定 さ れ た Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 は カ ニ ク イ
ザ ル の 可 溶 性 Ｆ ｃ γ Ｒ と 直 接 相 互 作 用 し 、 対 応 す る ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ に 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ
ｃ γ Ｒ に 対 し て 同 等 以 上 の 結 合 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ 及 び ／ 又 は Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 領 域 を 有 す る カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ
に 対 す る 結 合 能 が 変 化 し た 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 一 方 法 は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ
領 域 を 有 す る Ｆ ｃ Ｒ に 対 し 結 合 親 和 性 が 向 上 し 、 Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 領 域 を 有 す る Ｆ ｃ Ｒ に 対 し 親 和
性 が 低 下 し た 薬 剤 の 同 定 を 伴 う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 標 的 薬 剤 は 、 Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る 分 子 、 好 ま し く は 抗 体 、 よ り 好 ま し く は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含
む 。 標 的 薬 剤 が 抗 体 で あ れ ば 、 抗 体 の 未 変 性 配 列 に 比 し 、 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 変 異 抗 体 と な り 得 る 。 好 ま し く は 、 変 異 抗 体 は 、 Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 能 に 関
連 す る 抗 体 の 領 域 に ア ミ ノ 酸 置 換 が 生 じ て お り 、 該 置 換 に は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の ア ミ ノ 酸 ２ ２ ６
～ ４ ３ ６ 番 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 。 前 述 し た よ う な 部 位 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 媒 介 法 の よ う な 標 準 方 法 に よ り 、 変 異 抗 体 は 調 製 可 能 で あ る 。 変 異 抗 体 の
例 に は 、 Shieldsら J.Biol.Chem.第 276巻 6591頁 (2001年 )に 記 載 の よ う に 調 製 さ れ る 、 ヒ ト
IgG1の ア ラ ニ ン 変 異 体 、 抗 IgE　 E27が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 体 及 び ／ 又 は 変 異 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 Shieldsら J.Biol.Chem.第 276巻 6591頁 (2001
年 )、 お よ び 後 述 す る 例 ３ ～ ７ に 記 載 の よ う な 標 準 方 法 に よ り 判 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、
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結 合 親 和 性 は 、 解 析 さ れ る 型 の Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー を 発 現 さ せ る 細 胞 に 対 す る 結 合 能 に よ り
判 定 さ れ る 。 し か し 、 抗 体 ま た は Ｆ ｃ 領 域 含 有 分 子 の 結 合 親 和 性 は 、 可 溶 性 Ｆ ｃ γ レ セ プ
タ ー ま た は 宿 主 細 胞 に 発 現 さ れ る と と も に 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー を 用
い て 判 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ に 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ に 対 す る 親 和 性 が 向 上 し た 変
異 抗 体 は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の ア ミ ノ 酸 ２ ９ ８ 番 に 対 応 す る 位 置 に て ア ミ ノ 酸 配 列 が 改 変 さ れ
て い る 抗 体 で あ る 。 こ の 種 の 一 変 異 体 は セ リ ン か ら ア ラ ニ ン ま で の 位 置 に 改 変 が 生 じ 、 Ｓ
２ ９ ８ Ａ と 表 さ れ る 。 該 位 置 に 改 変 が 生 じ て い る 別 の 変 異 抗 体 は Ｓ ２ ９ ８ Ａ ／ Ｅ ３ ３ ３ Ａ
／ Ｋ ３ ３ ４ と 表 さ れ 、 未 変 性 配 列 の Ｉ ｇ Ｇ １ の ア ミ ノ 酸 ２ ９ ８ ， ３ ３ ３ お よ び ３ ３ ４ 番 に
対 応 す る 位 置 に て ア ラ ニ ン を 有 す る 変 異 抗 体 で あ る 。 こ の 種 の 変 異 抗 体 は ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
Ｉ Ａ に 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ に 対 す る 結 合 親 和 性 が 向 上 し て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 方 法 に お い て 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ
に 対 す る 結 合 親 和 性 が 変 化 し た 標 的 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 薬 剤 は 未 変 性 配 列
抗 体 の 変 異 体 で あ る 。 結 合 親 和 性 は 上 記 お よ び 後 述 の 例 に 示 す よ う に 判 定 さ れ る 。 Ｆ ｃ γ
Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に 対 す る 結 合 能 が 向 上 し た 薬 剤 は 、 Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 抑 制 機 能 を 選 択 的 に 刺 激 す る 。 カ ニ
ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に 対 す る 親 和 性 が 低 下 し た 薬 剤 は 、 抑 制 機 能 の 刺 激 作 用 が 低 下 し
得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に 対 す る 結 合 親 和 性 が 低 下 し
た 変 異 抗 体 は 、 Ｒ ２ ５ ５ Ａ ， Ｅ ２ ５ ８ Ａ ， Ｓ ３ ７ Ａ ， Ｄ ２ ８ ０ Ａ お よ び Ｒ ３ ０ １ Ｍ で あ る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ を 有 す る Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー を 活 性 化 し 得 る が Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ
領 域 を 有 す る Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー に は 結 合 し な い 薬 剤 を 同 定 す べ く 、 変 異 抗 体 Ｓ ２ ９ ８ Ａ ま
た は Ｓ ２ ９ ８ Ａ ／ Ｅ ３ ３ ３ Ａ ／ Ｋ ３ ３ ４ の 使 用 を 伴 う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Ｓ ２ ９ ８ Ａ お よ び Ｓ ２ ９ ２ Ａ ／ Ｅ ３ ３ ３ Ａ ／ Ｋ ３ ３ ４ 変 異 抗 体 は 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ
Ｒ Ｉ Ｉ Ａ に 対 す る 結 合 親 和 性 が 向 上 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ に 対 す る 結 合 親 和 性
が 低 下 す る 。 こ の 種 の 方 法 は イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の 種 の 方 法 は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ 領 域 を 有 す る Ｆ ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は ヒ ト お よ び カ
ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ に 対 す る 抗 体 の 結 合 能 を 向 上 さ せ 、 及 び ／ 又 は Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ 領 域 を 有 す
る Ｆ ｃ γ Ｒ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 低 下 さ せ る べ く 、 改 変 可 能 な 未 変 性 配 列 抗 体 の ア ミ ノ 酸
位 置 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 同 定 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 改 変 は 、 標 準 方 法 に よ
り 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 以 上 、 本 発 明 の 概 要 を 記 載 し た が 、 例 と し て 提 供 し た の で あ っ て 限 定 的 で は な い 次 の 例
を 参 照 す る こ と に よ り 、 前 記 内 容 が よ り 容 易 に 理 解 さ れ よ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 1： 　 カ ニ ク イ ザ ル ・ チ ン パ ン ジ ー の Fcレ セ プ タ ー Ｄ Ｎ Ａ お よ び β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ
リ ン の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
材 料 お よ び 方 法 :
カ ニ ク イ ザ ル Fcγ Rの ク ロ ー ニ ン グ
　 カ ニ ク イ ザ ル Ｄ Ｎ Ａ は ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 約 90%の 相 同 性 を 有 す る た め 、 対 応 す る ヒ ト レ
セ プ タ ー の 配 列 に 基 づ き 、 各 Fcγ Rに 対 す る 一 連 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー が 設 計 さ れ た 。 各 セ
ン ス プ ラ イ マ ー は コ ー ド 化 領 域 の 5’ 直 近 部 位 、 ま た は コ ー ド 化 領 域 の 開 始 点 に て 開 始 す
る 。 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー も 同 様 に 、 即 ち C末 端 の 停 止 コ ド ン の 3’ 直 近 、 ま た は C末 端

10

20

30

40

50

(29) JP 2005-512574 A 2005.5.12



の 停 止 コ ド ン に て 開 始 す る よ う に 設 計 さ れ た 。 プ ラ イ マ ー は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を pRKベ ク タ ー
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 を 組 み 込 ん だ (Eaton
ら )。 こ の プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 表 １ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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【 ０ １ ４ １ 】
　 表 1に 示 す よ う な プ ラ イ マ ー を 用 い 、 オ リ ゴ (dT)の 初 回 刺 激 を 受 け た Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 酵
素 Ｐ Ｃ Ｒ 法 (GeneAmp, PerkinElmer　 Life　 Sciences社 )に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル の 脾 臓 細 胞
か ら FcRに 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 Eatonら Biochemistry第 25巻 8343～ 8347頁 (1986年 )
に 記 載 の よ う に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 前 述 の pRK哺 乳 類 細 胞 の 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し
た 。 製 造 者 の 指 示 に 従 い 、 カ ニ ク イ ザ ル の 脾 臓 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ 200ng
、 お よ び ExTaq　 Premix(Panvera社 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ ジ ソ ン )を 用 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 設
定 し た 。 90℃ で 30秒 間 変 性 さ せ た 後 、 55℃ で 1分 間 の ア ニ ー リ ン グ に て 25サ イ ク ル を 行 い
、 72℃ で 3分 間 伸 長 さ せ 、 98℃ で 30秒 間 変 性 さ せ た 。 予 想 サ イ ズ (Fcγ RI,Fcγ RIIIA,FcRn
： 1100塩 基 対 、 Fcγ RIIA,Fcγ RIIB： 1000塩 基 対 、 Fcγ 鎖 ： 300塩 基 対 、 β -2ミ ク ロ グ ロ ブ
リ ン ： 400塩 基 対 )に て 移 動 す る Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を 単 離 し 、 pRKベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、
次 に 大 腸 菌 Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ (Stratagene社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ )に 形 質 転 換
し た 。 個 々 の ク ロ ー ン を 選 別 し 、 Qiagen　 mini-prep　 Ｄ Ｎ Ａ キ ッ ト (Qiagen社 、 カ タ ロ グ
No.27106)を 用 い 、 各 ク ロ ー ン の 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 Big-Dye　 Terminator　 Cycle
シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (Applied　 Biosystems社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー 　 シ テ ィ
ー )を 用 い 、 Applied　 Biosystems377型 シ ー ク エ ン サ ー に Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ
た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Fcγ RIIAに 対 す る 初 回 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で は Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 示 さ な か っ た 。 カ ニ ク イ ザ ル に Fc
γ RIIAが 存 在 す る か 否 か を 判 定 す べ く 、 ヒ ト Fcγ RIIA、 ヒ ト Fcγ RIIBお よ び カ ニ ク イ ザ ル
Fcγ RIIBの 間 に 保 存 さ れ た 領 域 に セ ン ス プ ラ イ マ ー を 設 計 し た (OF1、 表 2)。 ヒ ト Fcγ RIIA
の ITAMを コ ー ド す る 領 域 の 共 通 配 列 に 基 づ き 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 設 計 し た (OR1、
表 2)。 上 記 二 つ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (OF1, OR1)お よ び 上 記 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ル を 用 い 、 約
700塩 基 対 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 た 。 上 記 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ バ ン ド を 単 離 し 、 pRKベ ク タ ー に サ ブ
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ク ロ ー ニ ン グ し 、 個 々 の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 シ ー ク エ ン ス し た 。 配 列 解 析 に よ り 、 断 片 は
ヒ ト Fcγ RIIAに 対 し 90%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 レ セ プ タ ー の 5’ 末 端 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 す べ く 、 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ （ nestedＰ Ｃ Ｒ
） 反 応 を 用 い た 。 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 第 一 段 階 と し て 、 セ ン ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (OF2、 表
2)を ベ ク タ ー ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の pRKベ ク タ ー 5’ に 固 着 す る よ う に 設 計 し た 。 該 プ ラ イ マ
ー を リ バ ー ス プ ラ イ マ ー OR1と 共 に 用 い た 。 上 記 の よ う な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ に Ｐ Ｃ Ｒ 反
応 を 実 施 し 、 産 物 を 1:500に て 希 釈 し 、 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 第 ニ 段 階 用 テ ン プ レ ー ト と し
て 1μ L用 い た 。 プ ラ イ マ ー OF2が ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 全 て の メ ン バ ー に 固 着 す る と 考 え
ら れ る 事 実 に よ り （ 全 て の メ ン バ ー が 別 の pRKベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る ） 、 僅
か 少 量 の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 が 得 ら れ 、 従 っ て こ れ を 第 二 段 階 の 増 幅 用 テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た
。 第 ニ 段 階 用 の セ ン ス プ ラ イ マ ー (OF3、 表 2)を OF2の pRKベ ク タ ー 配 列 3’ に 固 着 す る よ う
に 設 計 し 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー (OR2、 表 2)は 上 記 の よ う に 決 定 し た Fcγ RIIAの 部 分 配 列 に
基 づ い た 。 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 第 ニ 段 階 は 約 600塩 基 対 の バ ン ド を 示 し た 。 上 記 の よ う に
該 バ ン ド を 単 離 し 、 個 々 の ク ロ ー ン を 調 製 し シ ー ク エ ン ス し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 レ セ プ タ ー の 3’ 末 端 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 様 に 決 定 し た 。 Fcγ RIIA断 片 の 配 列 か ら
設 計 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー OF4、 お よ び Fcγ RIIA端 部 か ら pRKベ ク タ ー 3’ に 固 着 す る
よ う に 設 計 し た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー OR3を 用 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ に 初 回 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応
を 実 施 し た 。 結 果 的 に 生 じ た 断 片 は 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 第 二 段 階 用 テ ン プ レ ー ト と し て 用
い た 。 第 二 段 階 で は 、 Fcγ RIIA断 片 の 配 列 か ら 設 計 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー OF5、 お よ
び プ ラ イ マ ー OR3か ら pRKベ ク タ ー 5’ に 固 着 す る よ う に 設 計 し た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー OR4を
用 い た 。 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 第 二 段 階 は 約 800塩 基 対 の バ ン ド を 示 し た 。 上 記 の よ う に 該
バ ン ド を 単 離 し 、 個 々 の ク ロ ー ン を シ ー ク エ ン ス し た 。 入 れ 子 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 か ら 得 た 情 報 に
基 づ き 、 Fcγ RIIA全 長 に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 他 の 全 て の レ セ プ タ ー に つ
き 記 載 し た 方 法 に よ り 、 Fcγ RIIA全 長 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 表 2に 上 記 プ ラ イ マ ー の 配 列
を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 2： カ ニ ク イ ザ ル 、 チ ン パ ン ジ ー お よ び ヒ ト の Fcγ Rの ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ミ ノ 酸 配 列
の ア ラ イ ン メ ン ト
　 ヒ ト 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー 由 来 FcRポ リ ペ プ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア
ミ ノ 酸 配 列 を 並 べ 、 配 列 同 一 性 率 を 算 出 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 霊 長 類 お よ び ヒ ト の タ ン パ ク 質 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 手 作 業 に て 並 べ 、
ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 配 列 に お け る 相 違 に 留 意 し た 。 同 一 性 率 は [同 一 残 基 数 ]／
[総 残 基 数 ]と し て 計 算 し た 。 配 列 が 総 残 基 数 で 異 な る 場 合 に は 、 総 残 基 に 対 し 二 つ の 異 な
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る 番 号 を 用 い 、 同 一 性 率 に 対 し 2値 を 付 与 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は シ グ ナ ル 配 列 の コ ー
ド 化 配 列 か ら 開 始 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :2)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :1)の Fcγ RIα 鎖 の 核 酸 配 列 を 後 述 の 表
3に 示 す 。 ド ッ ト は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 違 位 置 を 示 す 。 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 Fc
γ RIα 鎖 を コ ー ド す る ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 3’ 伸 展 の ヌ ク レ オ チ
ド が 算 出 に 含 ま れ る か 否 か に よ り 、 約 91%ま た は 96%の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る
。
【 ０ １ ４ ９ 】
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【 ０ １ ５ ０ 】
　 表 3に 示 す ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は GenBank登 録 番 号 L03418を 有 す る 。 Porges,A.J.,Redecha,P.
B.,Doebele,R.,Pan,L.C.,Salmon,J.E.お よ び Kimberly,R.P.,Novel　 Fc　 gamma　 receptor
　 I　 family　 gene　 products　 in　 human　 mononuclear　 cells,J.Clin.Invest.第 90巻 2
102～ 2109頁 (1992年 )を 参 照 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :14)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :13)の ガ ン マ 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 4に 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ガ ン マ 鎖 を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 は 、 約 ９ ９ %の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ４ 】
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　 ヒ ト ガ ン マ 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は GenBank登 録 番 号 M33195　 J05285と し て 表 さ れ る 。 Kuester
,H.,Thompson,H.お よ び Kinet,J.-P.,Characterization　 and　 expression　 of　 the　 gen
e　 for　 the　 human　 receptor　 gamma　 subunit:Definition　 of　 a　 new　 gene　 famil
y,J.Biol.Chem.第 265巻 6448～ 6452頁 (1990年 )を 参 照 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Fcγ RIIAを コ ー ド す る ヒ ト （ 配 列 番 号 ： 4） 、 チ ン パ ン ジ ー （ 配 列 番 号 ： 22） お よ び カ
ニ ク イ ザ ル （ 配 列 番 号 ： 3） の 核 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 ５ に 示 す 。 ％ 配 列 同 一 性 の
分 析 に よ り 、 Fcγ RIIAを コ ー ド す る ヒ ト の 配 列 お よ び カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 が 約 ９ ４ ％ の 配
列 同 一 性 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 Fcγ RIIAを コ ー ド す る チ ン パ ン ジ ー の 配 列 と ヒ ト
の 配 列 を 比 較 し た と こ ろ 、 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
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【 ０ １ ５ ７ 】
　 ヒ ト Fcγ RIIAレ セ プ タ ー の 配 列 は GenBank登 録 番 号 M28697を 有 す る 。 Seki,T.,Identific
ation　 of　 multiple　 isoforms　 of　 the　 low-affinity　 human　 IgG　 Fc　 receptor,I
mmunogenetics第 30巻 5～ 12頁 (1989年 )を 参 照 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :6)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :5)の Fcγ RIIBを コ ー ド す る 核 酸 配 列 の
ア ラ イ ン メ ン ト を 表 6に 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 Fcγ RIIBを コ ー ド す る ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の 配 列 は 、 約 94
%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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【 ０ １ ６ １ 】
　 Fcγ RIIBの ヒ ト 配 列 は GenBank登 録 番 号 X52473を 有 す る 。 Engelhardt,W.,Geerds,C.お よ
び Frey,J.,Distribution,inducibility　 and　 biological　 function　 of　 the　 cloned
　 and　 expressed　 human　 beta　 Fc　 receptorII,Eur.J.Immunol.第 20巻 第 6号 1367～ 137
7頁 (1990年 )を 参 照 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :8)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :7)の Fcγ RIIIAを コ ー ド す る 核 酸 配 列
の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 7に 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 Fcγ RIIIAを コ ー ド す る ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の 核 酸 配 列 は
、 約 96%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
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【 ０ １ ６ ５ 】
　 Ｆ ｃ γ Ｉ Ｉ Ｉ の ヒ ト 配 列 は GenBank登 録 番 号 X52645　 M31937を 有 す る 。 Ravetch,J.V.お
よ び Perussia,B.,Alternative　 membrane　 forms　 of　 Fc　 gamma　 RIII(CD16)　 on　 hum
an　 natural　 killer　 cells　 and　 neutrophils.Cell　 type-specific　 expression　 of
　 two　 genes　 that　 differ　 in　 single　 nucleotide　 substitutions,J.Exp.Med.第 17
0巻 第 2号 481～ 497頁 (1989年 )を 参 照 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :24)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :23)の β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 8に 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル
の 核 酸 配 列 は 、 約 95%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 ヒ ト β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は GenBank登 録 番 号 ABO21288を 有 す る 。 Matsum
oto,K.,Minamitani,T.,Human　 mＲ Ｎ Ａ 　 for　 beta2‐ microglobulin,DDBJ/EMBL/GenBank
　 databases(1998年 )を 参 照 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :28)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :27)の FcRnα 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 9に 示 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 FcRnα 鎖 を コ ー ド す る ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の 核 酸 配 列 は 、
約 97%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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【 ０ １ ７ ３ 】
　 ヒ ト FcRnα 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は GenBank登 録 番 号 U12255を 有 す る 。 Story,C.M.,Mikulska,J
.お よ び Simister,N.E.,A　 major　 histocompatibility　 complex　 classI-like　 Fc　 rec
eptor　 cloned　 from　 human　 placenta:Possible　 role　 in　 transfer　 of　 immunoglo
bulin　 G　 from　 mother　 to　 fetus,J.Exp.Med.第 180巻 2377～ 2381頁 (1994年 )を 参 照 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :10)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :9)の Fcγ RIα 鎖 の 核 酸 配 列 の ア ラ イ
ン メ ン ト を 表 10に 示 す 。 前 述 し た よ う に 、 Fcγ RIの α 鎖 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 3細 胞 外 C
-2　 Ig様 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン を 含 む 種 々 の ド メ イ ン を 有 す る
。 Δ 記 号 を 付 し た ア ミ ノ 酸 の 下 部 に 示 す ア ミ ノ 酸 番 号 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 成 熟 ポ
リ ペ プ チ ド の 開 始 点 か ら 番 号 付 け ら れ て い る 。 ヒ ト 配 列 と の 配 置 に 基 づ き 、 カ ニ ク イ ザ ル
の 成 熟 Fcγ RIは ア ミ ノ 酸 残 基 Δ 1～ Δ 336の 配 列 を 有 す る (配 列 番 号 :65)。 カ ニ ク イ ザ ル Fc
γ RIの 配 列 の n末 端 配 列 は 、 以 下 に 示 す 配 列 と 異 な る 可 能 性 が あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RI
の 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ 、 n末 端 配 列 を 同 定 す る の は 当 業 者 の 範 囲 内 で あ
ろ う 。 例 1の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ る カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIの 細 胞 外 断 片 は 、 Δ 1～ Δ 26
9の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 上 部 の い ず れ の 番 号 も 、 シ グ ナ ル 配 列 か ら 開 始
す る 残 基 の 番 号 付 け を 表 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ RIの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 3’ 伸 展
を 考 慮 に 入 れ た 場 合 に 約 90%、 3’ 伸 展 を 含 ま な い 場 合 に 約 94%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示
さ れ る 。

10

20

30

40

50

(48) JP 2005-512574 A 2005.5.12
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【 ０ １ ７ ７ 】
　 ヒ ト Fcγ RIの ア ミ ノ 酸 配 列 は 登 録 番 号 P12314, P12315, EMBL, X14356, CAA32537.1.EMB
L, X14355, CAA32536.1.PIR, S03018.PIR, S03019.PIR, A41357.PIR, B41357.HSSP, P123
19, 1ALT.MIM, 146760,-.InterPro,IPR003006,-.Pfam,PF00047を 有 す る 。 Allen　 J.M.,Se
ed　 B.,Nucleic　 Acids　 Res.第 16巻 11824～ 11824頁 (1988年 )Nucleotide　 sequence　 of
　 three　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ s　 for　 the　 human　 high　 affinity　 Fc　 receptor(FcRI),Allen　 J
.M.,Seed　 B.,Science第 243巻 378～ 381頁 (1989年 )Isolation　 and　 expression　 of　 fun
ctional　 high-affinity　 Fc　 receptor　 complementary　 Ｄ Ｎ Ａ sを 参 照 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ヒ ト 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の Fcγ RIIA(カ ニ ク イ ザ ル ／ 配 列 番 号 :15、 ヒ ト
／ 配 列 番 号 :16、 チ ン パ ン ジ ー ／ 配 列 番 号 :17)、 Fcγ RIIB(カ ニ ク イ ザ ル ／ 配 列 番 号 :18、
ヒ ト ／ 配 列 番 号 :19)、 お よ び Fcγ RIIIA(カ ニ ク イ ザ ル ／ 配 列 番 号 :20、 ヒ ト ／ 配 列 番 号 :21
)の 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 11に 示 す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 配 列 を 前 記 の よ う に ド メ イ ン 、 即 ち シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 3細 胞 外 C-2様 ド メ イ ン お よ び 膜
貫 通 細 胞 内 ド メ イ ン に 分 割 す る 。 表 11に お い て 、 Δ 記 号 を 付 し た ア ミ ノ 酸 の 下 部 に 示 す ア
ミ ノ 酸 番 号 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 成 熟 ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 点 か ら 番 号 付 け ら れ
て い る 。 カ ニ ク イ ザ ル お よ び チ ン パ ン ジ ー の Fcγ RIIA、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBお よ び カ ニ
ク イ ザ ル Fcγ RIIIAの 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 表 11に お い て ア ス テ リ ス ク に て 同 定 さ れ る ア
ミ ノ 酸 か ら 開 始 し 、 こ れ を 表 21,22お よ び 23に 別 々 に 示 し 、 以 下 の よ う に な る 。
　 1． カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAア ミ ノ 酸 Δ 1～ Δ 282(配 列 番 号 :66)、 N末 端 配 列 TAPPKA(表 21)
　 2.チ ン パ ン ジ ー Fcγ RIIAア ミ ノ 酸 Δ 1～ Δ 249(配 列 番 号 :67)(ヒ ト 配 列 と の 配 置 に 基 づ く
)
　 3.カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBア ミ ノ 酸 Δ 1～ Δ 252(配 列 番 号 :68)、 N末 端 配 列 TPAAPP(表 22)
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　 4.カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAア ミ ノ 酸 Δ 1～ Δ 234(配 列 番 号 :69)、 N末 端 配 列 EDLPKA(表 23)
　 表 11に お い て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 上 部 の 番 号 は い ず れ も シ グ ナ ル 配 列 か ら 開 始 す る 残 基 の 番
号 付 け を 表 す 。 表 中 の ア ス テ リ ス ク は 、 カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ RIIA,Fcγ RIIBお よ び Fcγ RII
IAを 示 す 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Fcレ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 断 片 は 、 例 1に 記 載 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 た 。
例 1の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ る Fcγ RIIAの 細 胞 外 断 片 は 、 表 21に 示 す よ う に Δ 1～ Δ 18
2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 例 1の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ る Fcγ RIIBの 細 胞 外 断 片 は 、
表 22に 示 す よ う に Δ 1～ Δ 184の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 例 1の プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ
る Fcγ RIIIAの 細 胞 外 断 片 は 、 表 23に 示 す よ う に Δ 1～ Δ 187の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 次 の こ と が 示 さ れ る 。
　 1.チ ン パ ン ジ ー と ヒ ト の Fcγ RIIAの ア ミ ノ 酸 配 列 は 約 97%同 一 で あ る 。
　 2.カ ニ ク イ ザ ル と ヒ ト の Fcγ RIIAの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 置 に MAMETQ(シ グ ナ ル ペ プ チ ド
の 予 想 部 分 )を 伴 う と 約 87%同 一 で あ り 、 MAMETQを 伴 わ な け れ ば 約 89%同 一 で あ る 。
　 3.カ ニ ク イ ザ ル と チ ン パ ン ジ ー の Fcγ RIIAの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 置 に MAMETQを 含 む と 約
87%同 一 で あ り 、 配 置 に MAMETQを 伴 わ な け れ ば 約 89%同 一 で あ る 。
　 4.カ ニ ク イ ザ ル と ヒ ト の Fcγ RIIBの ア ミ ノ 酸 配 列 は 約 92%同 一 で あ る 。
　 5.カ ニ ク イ ザ ル と ヒ ト の Fcγ RIIIAの ア ミ ノ 酸 配 列 は 約 91%同 一 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
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【 ０ １ ８ ３ 】
　 ヒ ト の Fcγ RIIAの ア ミ ノ 酸 配 列 は 次 の 登 録 番 号 を 有 す る 。 P12318,EMBL,M31932,AAA3582
7.1.EMBL,Y00644,CAA68672.1.EMBL,J03619,AAA35932.1.EMBL,A21604,CAA01563.1.PIR,A31
932.PIR,JL0118.PIR,S02297.PIR,S00477.PIR,S06946.HSSP,P12319,1ALT.MIM,146790,-.In
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terPro,IPR003006,-.Pfam,PF00047。 Brooks　 D.G.,Qiu　 W.Q.,Luster　 A.D.,Ravetch　 J.
V.,J.Exp.Med.第 170巻 1369～ 1385頁 (1989年 ),Structure　 and　 expression　 of　 human　
IgG　 FcRII(CD32).Functional　 heterogeneity　 is　 encoded　 by　 the　 alternatively
　 spliced　 products　 of　 multiple　 genes,Stuart　 S.G.,Trounstine　 M.L.,Vaux　 D.J
.T.,Koch　 T.,Martens　 C.L.,Moore　 K.W.,J.Exp.Med.第 166巻 1668～ 1684頁 (1987年 ),Iso
lation　 and　 expression　 of　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 clones　 encoding　 a　 human　 receptor　 for
IgG(Fc　 gamma　 RII)、 Hibbs　 M.L.,Bonadonna　 L.,Scott　 B.M.,Mckenzie　 I.F.C.,Hoga
rth　 P.M.,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.第 85巻 2240～ 2244頁 (1988年 ),Molecular　 cloning
　 of　 a　 human　 immunoglobulin　 G　 Fc　 receptor、 Stengelin　 S.,Stamenkovic　 I.,S
eed　 B.,EMBO　 J.第 7巻 1053～ 1059頁 (1988年 ),Isolation　 of　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ s　 for　 two　 di
stinct　 human　 Fc　 receptors　 by　 ligand　 affinity　 cloning,Salmon　 J.E.,Millard
　 S.,Schachter　 L.A.,Arnett　 F.C.,Ginzler　 E.M.,Gourley　 M.F.,Ramsey-Goldman　 R.
,Peterson　 M.G.E.,Kimberly　 R.P.,J.Clin.Invest.第 97巻 1348～ 1354頁 (1996年 ),Fc　 ga
mma　 RIIA　 alleles　 are　 heritable　 risk　 factors　 for　 lupus　 nephritis　 in　 Af
rican　 Americans.を 参 照 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ヒ ト の Fcγ RIIBの 配 列 は 登 録 番 号 X52473を 有 す る 。 Engelhardt,W.,Geerds,C.お よ び Fre
y,J.,Distribution,inducibility　 and　 biological　 function　 of　 the　 cloned　 and
　 expressed　 human　 beta　 Fc　 receptor　 II,Eur.J.Immunol.第 20巻 第 6号 1367～ 1377頁
(1990年 )を 参 照 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ヒ ト の Fcγ RIIIAの 配 列 は 登 録 番 号 P08637,EMBL;X52645,CAA36870.1.EMBL,Z46222,CAA86
295.1.PIR,JL0107.MIM,146740,-.InterPro,IPR003006,-.Pfam,PF00047を 有 す る 。 Ravetch
　 J.V.,Perussia　 B.,J.Exp.Med.第 170巻 481～ 497頁 (1989年 ),Alternative　 membrane　 f
orms　 of　 Fc　 gamma　 RIII(CD16)　 on　 human　 natural　 killer　 cells　 and　 neutrop
hils.Cell　 type-specific　 expression　 of　 two　 genes　 that　 differ　 in　 single　
nucleotide　 substitutions,Gessner　 J.E.,Grussemneyer　 T.,Kolanus W.,Schmidt　 R.E
.,J.Biol.Chem.第 270巻 1350～ 1361頁 (1995年 ),The　 human　 low　 affinity　 immunoglobu
lin　 G　 Fc　 receptor　 III-A　 and III-B　 genes:Molecular　 characterization　 of　 t
he　 promoter　 regions,de　 Haas　 M.,Koene　 H.R.,Kleijer　 M.,de　 Vries　 E.,Simsek
　 S.,van　 Tol　 M.J.D.,Roos　 D.,von　 dem　 Borne　 A.E.G.K.,J. Immunol.第 156巻 3948
～ 3955頁 (1996年 ),A　 triallelic　 Fc　 gamma　 receptor　 type　 IIIA　 polymorphism　 i
nfluences　 the　 binding　 of　 human　 IgG　 by　 NK　 cell　 Fc　 gamma　 RIIIa,Koene　 H
.R.,Kleijer　 M.,Algra　 J.,Roos　 D.,von　 dem　 Borne　 A.E.G.K.,de　 Haas　 M.,Blood
第 90巻 1109～ 1114頁 (1997年 ),Fc　 gamma　 RIIIa-158V/F　 polymorphism　 influences　 th
e　 binding　 of　 IgG　 by　 natural　 killer　 cell　 Fc　 gammaRIIIa,independently　 of
　 the　 Fc　 gammaRIIIa-48L/R/H　 phenotype,Wu　 J.,Edberg　 J.C.,Redecha　 P.B.,Bansa
l　 V.,Guyre　 P.M.,Coleman　 K.,Salmon　 J.E.,Kimberly R.P.,J.Clin.Invest.第 100巻 10
59～ 1070頁 (1997年 ),A　 novel　 polymorphism　 of　 FcgammaRIIIa(CD16)alters　 recepto
r　 function　 and　 predisposes　 to　 autoimmune　 disease.を 参 照 。
【 ０ １ ８ ６ 】
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【 ０ １ ８ ７ 】
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【 ０ １ ８ ９ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :12)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :11)の Fcγ RI/IIIの ガ ン マ 鎖 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 12に 示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ RI/IIIガ ン マ 鎖 を コ ー ド す る 核
酸 配 列 は 、 約 99%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
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【 ０ １ ９ ２ 】
　 ヒ ト の ガ ン マ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 登 録 番 号 P30273, EMBL, M33195, AAA35828.1.EMBL, M
33196,-.PIR, A35241.MIM, 147139,-.を 有 す る 。 Kuester　 H.,Thompson　 H.,Kinet　 J.-P
.,J.Biol.Chem.第 265巻 6448～ 6452頁 (1990年 ),Characterization　 and　 expression　 of
　 the　 gene　 for　 the　 human　 Fc　 receptor　 gamma　 subunit.Definition　 of　 a　 ne
w　 gene　 family.を 参 照 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ヒ ト (配 列 番 号 :26)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :25)の β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ア ミ
ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 13に 示 す 。 成 熟 β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン は ア ミ ノ 酸 Δ 1～ Δ
99(配 列 番 号 :70)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸
配 列 は 削 除 や 挿 入 が な く 、 約 92%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
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【 ０ １ ９ ６ 】
　 ヒ ト β ‐ 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 は 登 録 番 号 P01884, EMBL, M17987, AAA5181
l.l.EMBL, M17986, AAA51811.1.EMBL, AB021288, BAA35182.1.EMBL, AF072097, AAD48083
.1.EMBL, V00567, CAA23830.1.EMBL, M30683, AAA87972.1.EMBL, M30684, AAA88008.1.PI
R, A02179.PIR, A28579.PDB, 1HLA.を 有 す る 。 Guessow　 D.,Rein　 R.,Ginjaar　 I.,Hochs
tenbach　 F.,Seemann　 G.,Kottman　 A.,Ploegh　 H.L.,The　 human　 beta2-microglobulin
　 gene.Primary　 structure　 and　 definition　 of　 the　 transcriptional　 unit,J.Imm
unol.第 139巻 3132～ 3138頁 (1987年 )、 Matsumoto　 K.,Minamitani　 T.,Human　 mＲ Ｎ Ａ 　 f
or　 beta　 2-microglobulin,Medline:Embl/genbank/ddbj　 database(1998年 )、 Zhao　 Z.,
Huang　 X.,Li　 N.,Zhu　 X.,Cao　 X.,A　 novel　 gene　 from　 human　 dendritic　 cell,Em
bl/genbank/ddbj　 databases(1998年 )、 Rosa　 F.,Berissi　 H.,Weissenbach　 J.,Marotea
ux　 L.,Fellous　 M.,Revel　 M.,The　 beta-2-microglobulin　 mＲ Ｎ Ａ 　 in　 human　 Daud
i　 cells　 has　 a　 mutated　 initiation　 codon　 but　 is　 still　 inducible　 by　 int
erferon,EMBO　 J.第 2巻 239～ 243頁 (1983年 )、 Suggs　 S.V.,Wallace　 R.B.,Hirose　 T.,Ka
washima　 E.H.,Itakura　 K.,Use　 of　 synthetic　 oligonucleotides　 as　 hybridizatio
n　 probes:isolation　 of　 cloned　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 sequences　 for　 human　 beta2-microglo
bulin,Proc.Natl.Acad.Sci.USA第 78巻 6613～ 6617頁 (1981年 )、 Cunningham　 B.A.,Wang　 J
.L.,Berggard　 I.,Peterson　 P.A.,The　 complete　 amino　 acid　 sequence　 of　 beta2-
microglobulin,Biochem.第 12巻 4811～ 4822頁 (1973年 )、 Lawlor　 D.A.,Warren　 E.,Ward　
F.E.,Parham　 P.,Comparison　 of　 classI　 MHC　 alleles　 in　 human　 and　 apes,Immun
ol.Rev.第 113巻 147～ 185頁 (1990年 )、 Bjorkman　 P.J.,Saper　 M.A.,Samraoui　 B.,Bennet
t　 W.S.,Strominger　 J.L.,Wiley　 D.C.,Structure　 of　 the　 human　 class　 I　 histoc
ompatibility　 antigen,HLA-A2,Nature第 329巻 506～ 512頁 (1987年 )、 Saper　 M.A.,Bjorkm
an　 P.J.,Wiley　 D.C.,Refined　 structure　 of　 the　 human　 histocompatibility　 ant
igen　 HLA-A2　 at　 2.6　 A　 resolution,J.Mol.Biol.第 219巻 277～ 319頁 (1991年 )、 Colli
ns　 E.J.,Garboczi　 D.N.,Karpusas　 M.N.,Wiley　 D.C.,The　 three-dimentional　 struc
ture　 of　 a　 class　 I　 major　 histocompatibility　 complex　 molecule　 missing　 th
e　 alpha　 3　 domain　 of　 the　 heavy　 chain,Proc.Natl.Acad.Sci　 USA第 92巻 1218～ 12
21頁 (1995年 )を 参 照 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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　 ヒ ト (配 列 番 号 :30)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (配 列 番 号 :29)の FcRnα 鎖 の 核 酸 配 列 の ア ラ イ ン
メ ン ト を 表 14に 示 す 。 カ ニ ク イ ザ ル FcRnの 2対 立 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 一 つ の 配 列 は 配 列 番
号 :29で あ り 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 位 置 3(S3)に セ リ ン を 有 す る 。 別 の 配 列 は 配 列 番 号 :64
で あ り 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 位 置 3(N3)に ア ス パ ラ ギ ン を 有 す る 。 FcRnS3α 鎖 の 成 熟 ポ リ
ペ プ チ ド は Δ 1～ Δ 342の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る (配 列 番 号 :71)。 FcRnN3α 鎖 の 成 熟 ポ リ ペ
プ チ ド は Δ 1～ Δ 342の 配 列 を 有 す る (配 列 番 号 :72)。 例 1の 方 法 に よ り 調 製 し た FcRnの 細 胞
外 断 片 は Δ 1～ Δ 274の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 配 列 同 一 性 率 の 解 析 に よ り 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の FcRnア ミ ノ 酸 配 列 は 、 削 除 や 挿 入 が
な く 、 約 97%の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ヒ ト の FcRnア ミ ノ 酸 配 列 は 登 録 番 号 U12255を 有 す る 。 Story　 C.M.,Mikulska　 J.,Simis
ter　 N.E.,A　 major　 histocompatibility　 complex　 classI-like　 Fc　 receptor　 clon
ed　 from　 human　 placenta:Possible　 role　 in　 transfer　 of　 immunoglobulin　 G　 f
rom　 mother　 to　 fetus,J.Exp.Med.第 180巻 2377～ 2381頁 (1994年 )を 参 照 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 施 例 3： カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIと ヒ ト Fcγ RIは ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 同 レ ベ ル で 結 合 す る
材 料 お よ び 方 法
　 ヒ ト の 脾 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 由 来 の 妥 当 な 重 鎖 Fc　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 E27重 鎖 可 変 ド メ イ
ン を 有 す る pRKベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 E27(IgG1)の ヒ ト IgG2,IgG3
お よ び IgG4イ ソ フ ォ ー ム を 作 製 し た 。 Shields,R.L., Namenuk,A.K., Hong, K., Meng, Y.
G., Rae, J., Briggs, J., Xie, D., Lai, J., Stadlen, A., Li, B., Fox, J.A.お よ び P
resta,L.G. J.Biol.Chem.第 276巻 6591～ 6604頁 (2001年 )、 ま た は 米 国 特 許 第 6,194,551号
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に 記 載 の も の と 同 一 の E27κ 軽 鎖 を 用 い 、 全 て の IgGサ ブ ク ラ ス お よ び 変 異 体 が 発 現 さ れ た
。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 重 鎖 と 軽 鎖 の プ ラ ス ミ ド を 293細 胞 に 同 時 形 質 移 入 し た 後 、 タ ン パ ク 質 Aク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り IgG1, IgG2, IgG4お よ び 変 異 体 を 精 製 し た 。 IgG3は タ ン パ ク 質 Gク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 ELISA法 お よ び 分 光 法 を
組 み 合 わ せ て 用 い 、 全 て の タ ン パ ク 質 製 剤 を 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 α 鎖 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 断 片 を 生 成 す る プ ラ イ マ ー を 用 い 、 U937細 胞 由 来 の オ
リ ゴ (dt)の 初 回 刺 激 を 受 け た Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 法 (GeneAmp, PerkinElmer　 Life
　 Sciences社 )に よ り 、 ヒ ト Fcγ RIに 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 Shields,R.L., Namenuk
,A.K., Hong,K., Meng,Y.G., Rae,J., Briggs,J., Xie,D., Lai,J., Stadlen,A., Li,B.,
 Fox,J.A.お よ び Presta,L.G.　 J. Biol. Chem.第 276巻 6591～ 6604頁 (2001年 )、 ま た は 米
国 特 許 第 6,194,551に 記 載 の よ う に 、 Gly/6-His/GST融 合 に 結 合 し た ヒ ト Fcγ R細 胞 外 ド メ
イ ン を 調 製 し た 。 Eatonら Biochemistry第 25巻 8343～ 8347頁 (1986年 )に 記 載 の よ う に 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 前 記 の pRK哺 乳 類 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ R
Iに 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 例 1に 記 載 の よ う に 単 離 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 発 現 さ れ た ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ RIの 精 製 を 促 進 す べ く 、 各 々 の 膜 貫 通 ド メ イ
ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン を 、 Gly-His 6 タ グ お よ び ヒ ト グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (
GST)を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 置 換 し た 。 GST配 列 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 、 5’ 末 端 、 3’ 末 端 に そ
れ ぞ れ NheI制 限 部 位 、 XbaI制 限 部 位 を 有 す る pGEX-4T2プ ラ ス ミ ド (Amersham　 Pharmacia　
Biotech社 )か ら 得 た 。 発 現 さ れ た Fcγ RIは 、 His271に お い て Gly/His 6 /GSTに 融 合 し た α 鎖
の 細 胞 外 ド メ イ ン を 有 し た 。 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIα 鎖 の 細 胞 外 部 分 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す
る の に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー を 表 1に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 (Gorman,C.,M., Gies,D.R.お よ び McCray,G.　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Prot.En
gineer.Tech.第 2巻 3～ 10頁 (1990年 ))に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び ヒ ト の Fcγ RIプ ラ ス ミ
ド を ヒ ト の 胚 性 腎 細 胞 に 形 質 移 入 し た 。 10mg/L組 換 え ウ シ イ ン ス リ ン 、 1mg/Lヒ ト ト ラ ン
ス フ ェ リ ン 、 お よ び 微 量 元 素 に よ り 補 充 さ れ た 無 血 清 PSO 4 培 地 に 転 換 後 72時 間 に て 上 澄 み
を 回 収 し た 。 ニ ッ ケ ル ・ ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Qiagen社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 Valencia)に よ り タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。 精 製 タ ン パ ク 質 は 4～ 20％ SDSポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 ELISA法 お よ び ア ミ ノ 酸 分 析 法 を 組 み 合 わ せ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIま た は ヒ ト Fcγ RIと 、 ヒ ト IgG1, IgG2, IgG3ま た は IgG4と の 相 互 作
用 を 検 出 ・ 定 量 す べ く 、 標 準 的 な 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)を 実 施 し た (表 15)。 PBS
に て 1.5μ g貯 蔵 液 の カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIま た は ヒ ト Fcγ RIを 100μ L加 え る こ と に よ り 、 4
℃ に て 48時 間 、 ELISAプ レ ー ト (Nunc)を 150ng/ウ ェ ル に て 被 覆 し た 。 洗 浄 緩 衝 液 (PBS,pH7.
4,0.5%Tween-20含 有 )に て プ レ ー ト を 5回 洗 浄 後 、 25℃ に て 1時 間 、 250μ Lの ア ッ セ イ 緩 衝
液 (50mMト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 0.05%Tween-20、 0.5%RIAグ レ ー ド ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 2
mM　 EDTA、 pH7.4)に て プ レ ー ト を ブ ロ ッ ク し た 。 プ レ ー ト は 洗 浄 緩 衝 液 に て 5回 洗 浄 し た
。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 モ ノ マ ー 抗 体 の 連 続 3倍 希 釈 液 (10.0-.0045μ g/ml)を プ レ ー ト に 加 え 、 2時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 ア ッ セ イ 緩 衝 液 に て 5回 洗 浄 し た 後 、 検 出 試 薬 を 加 え た 。 幾 つ か の 異 な る 西 洋
わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)抱 合 試 薬 を 用 い 、 IgG‐ Fcγ RIの 相 互 作 用 を 検 出 し た 。 該 試
薬 に は HRP‐ タ ン パ ク 質 G(Bio-Rad社 )、 ヤ ギ HRP-抗 ヒ ト IgG(Boehringer-Mannheim社 、 イ ン
デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス )、 お よ び マ ウ ス HRP-抗 ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 が 含 ま れ る 。 25℃
に て 90分 間 、 検 出 試 薬 に て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 洗 浄 緩 衝 液 に て プ レ ー ト を 5回 洗
浄 し 、 0.4mg/ml　 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 (Sigma社 、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )を 1
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00μ l加 え た 。 Vmaxプ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular　 Devices社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Mountain
　 View)を 用 い 、 490nmに て 吸 着 度 を 読 み 取 っ た 。 表 15に て 報 告 し た 数 値 は 、 IgG濃 度 0.370
μ g/mlに お け る ヒ ト IgG1の 結 合 に 対 す る 平 均 偏 差 で あ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 カ ニ ク イ ザ
ル Fcγ RI(図 1B)お よ び ヒ ト Fcγ RI(図 1A)に 対 し 、 検 出 試 薬 と し て マ ウ ス HRP-抗 ヒ ト カ ッ パ
軽 鎖 を 用 い た ヒ ト IgGの 摘 定 プ ロ ッ ト を 図 に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
結 果 お よ び 論 考
　 表 15に 示 す よ う に 、 ヒ ト IgGの 4サ ブ ク ラ ス に 対 す る カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIと ヒ ト Fcγ RIの
結 合 パ タ ー ン は 、 検 出 試 薬 に 関 わ ら ず 、 類 似 し て い た 。 各 例 に お い て 、 ヒ ト ま た は カ ニ ク
イ ザ ル は IgG3に 対 し 最 高 水 準 の 結 合 能 を 、 IgG2に 対 し 最 低 水 準 の 結 合 能 を 示 し た 。 特 に 、
ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の 双 方 の レ セ プ タ ー － IgG相 互 作 用 パ タ ー ン は 、 IgG3≧ IgG1＞ IgG
4＞ ＞ ＞ IgG2で あ っ た 。 ヒ ト Fcγ RIIgG結 合 相 互 作 用 の デ ー タ が 、 前 記 デ ー タ に 一 致 す る こ
と に 留 意 さ れ た い 。 Gessnerら Ann.Hematol.第 76巻 231～ 248頁 (1998年 )、 Deoら Immunology
　 Today第 18巻 127～ 135頁 (1997年 )、 Van　 de　 Winkel　 Immunology　 Today第 14巻 215～ 22
1頁 (1993年 )を 参 照 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 　 検 出 用 試 薬 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｇ （ ProtG） 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト Iｇ Ｇ 、
重 鎖 用 （ 抗 huIgG） 、 ま た は Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 （ 抗 kappa） で あ っ た 。 値
は 、 ０ ． ３ ７ μ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ (E2
7IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。
ｂ 　 平 均 ± Ｓ ． Ｄ ． ， ｎ ＝ ４
【 ０ ２ １ ０ 】
　 図 1Aお よ び 図 1Bに 示 す よ う に 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ RIの 結 合 親 和 性 は 、 試 験 を 行
っ た 各 IgGサ ブ ク ラ ス に 対 し 類 似 し て い る 。 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の レ セ プ タ ー は 、 双 方 と
も IgG4お よ び IgG2に 比 し 、 IgG3お よ び IgG1に 対 し 顕 著 に 高 い 親 和 性 を 示 し た 。 図 1Aお よ び
図 1Bは 、 Fcγ RIに 対 す る IgGサ ブ ク ラ ス の 結 合 が 濃 度 依 存 性 か つ 飽 和 性 で あ る こ と も 示 す
。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル は 各 IgGサ ブ ク ラ ス に 対 し 互 い に 類 似 し た 親 和 性 を 有 し 、 類 似 し た
結 合 相 互 作 用 パ タ ー ン を 示 す た め 、 IgGサ ブ ク ラ ス の 検 出 に あ た り ヒ ト Fcγ RIの 代 わ り に
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カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIを 用 い る こ と が 可 能 な こ と を 本 デ ー タ は 示 す 。
【 ０ ２ １ ２ 】
例 4： カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAは ヒ ト IgG2に 結 合 す る 　 材 料 お よ び 方 法
　 例 3に 記 載 の 方 法 を 本 質 的 に 用 い 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAに 対 す る ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス の
結 合 を 分 析 す る ELISAア ッ セ イ 法 を 実 施 し た 。 し か し 、 Fcγ RIIAは 低 親 和 性 Fcγ Rで あ る た
め 、 Fcレ セ プ タ ー に 加 え る 前 に ヒ ト IgGの 各 サ ブ ク ラ ス の 六 量 体 複 合 体 を 形 成 し た 。 モ ル
比 1:1に て ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス と ヒ ト IgGと を 混 合 し 、 六 量 体 複 合 体 を 形 成 し た 。 Liu,J.,Le
ster,P.,Builder,S.お よ び Shire,S.J.　 Biochemistry第 34巻 10474～ 10482頁 (1995年 )を 参
照 。 六 量 体 複 合 体 の 調 製 、 お よ び Fcγ RII・ Fcγ RIIIア ッ セ イ に お け る そ の 使 用 法 に 関 し
て は 、 Shields,R.L., Namenuk,A.K., Hong,K., Meng,Y.G.,Rae,J., Briggs,J., Xie,D., 
Lai,J., Stadlen,A., Li,B., Fox,J.A.お よ び Presta,L.G.　 J.Biol.Chem.第 276巻 6591～ 6
604頁 (2001年 )に 記 載 さ れ た 。 ヒ ト Fcγ RIIA(R131)を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 、 GenBankや
他 の 刊 行 物 に 記 載 の よ う な 配 列 情 報 を 用 い 、 容 易 に 調 製 可 能 で あ り 、 Warmerdamら J.of　 I
mmunology第 147巻 1338～ 1343頁 (1991年 )、 お よ び Clarkら J.of　 Immunology第 21巻 1911～ 1
916頁 (1991年 )を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
結 果 お よ び 論 考
　 表 16に 示 す よ う に 、 ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス の 六 量 体 複 合 体 に 対 す る カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIA
の 結 合 パ タ ー ン は 、 IgG3=IgG2＞ IgG1＞ IgG4で あ っ た 。 ヒ ト Fcγ RIIA多 形 型 二 種 に 対 す る
ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス の 結 合 に 関 す る 以 前 の 分 析 で は 、 次 の パ タ ー ン を 示 し た 。 ヒ ト Fcγ RII
A(R131)-IgG3≧ IgG1＞ ＞ ＞ IgG2≧ IgG4、 お よ び Fcγ RIIA(H131)-IgG3≧ IgG1=IgG2＞ ＞ ＞ Ig
G4で あ る 。 Gessnerら Ann.Hematol.第 76巻 231～ 248頁 (1998年 )、 Deoら 　 Immunology　 Toda
y第 18巻 127～ 135頁 (1997年 )、 Van　 de　 Winkel　 Immunology　 Today第 14巻 215～ 221頁 (19
93年 )を 参 照 。 こ れ ら 結 合 パ タ ー ン は 、 ア ミ ノ 酸 131番 に ヒ ス チ ジ ン を 有 す る カ ニ ク イ ザ ル
Fcγ RIIAが 、 ヒ ト Fcγ RIIA(H131)に 匹 敵 す る こ と を 示 す も の で あ り 、 双 方 と も ヒ ト IgG2に
結 合 す る 。 対 照 的 に 、 ヒ ト Fcγ RIIA(R131)は ヒ ト IgG2に 対 す る 結 合 が 弱 い と 報 告 さ れ て い
る 。 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAは ヒ ト IgG3に 結 合 す る の と 同 様 に 効 率 的 に ヒ ト IgG2に 結 合 し 、
こ れ は ヒ ト Fcγ RIIA(H131)レ セ プ タ ー と の 相 違 点 で あ る こ と に も 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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ａ 　 検 出 用 試 薬 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｇ （ ProtG） 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト Iｇ Ｇ 、
重 鎖 用 （ 抗 huIgG） 、 ま た は Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 （ 抗 kappa） で あ っ た 。 値
は 、 ０ ． １ ２ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ (
E27IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。
ｂ 　 平 均 ± Ｓ Ｄ ， ｎ ＝ ３
【 ０ ２ １ ５ 】
　 通 例 、 各 IgGサ ブ ク ラ ス に 対 す る カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAの 結 合 能 は 、 各 IgGサ ブ ク ラ ス の
濃 度 が 上 昇 す る に 従 い 、 向 上 し た (図 2)。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 表 16お よ び 図 2の デ ー タ は 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAが ヒ ト IgG2お よ び IgG3に 高 親 和 性 に
て 結 合 し 、 ヒ ト Fcγ RIIA多 形 型 二 種 の い ず れ よ り も 、 該 ヒ ト サ ブ ク ラ ス を 検 出 す る の に 用
い る 好 ま し い 薬 剤 と い え る こ と を 示 す 。
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【 ０ ２ １ ７ 】
実 施 例 5： カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBは ヒ ト IgG2に 結 合 す る 　 材 料 お よ び 方 法
　 ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 対 す る Fcγ RIIBの 結 合 を 検 出 す る の に 用 い る 方 法 は 、 本 質 的 に 例 3
お よ び 例 4に 示 し た 。 ヒ ト Fcγ RIIBを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 周 知 で あ り 、 当 業 者 は こ れ
を 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 Kuruczら Immunol.Lett第 75巻 第 l号 33～ 40頁 (2000年 )を 参 照
さ れ た い 。 表 17に 報 告 す る デ ー タ は 、 IgG1濃 度 0.370μ g/mlに お け る ヒ ト IgG1の 結 合 に 対
す る 平 均 偏 差 を 表 す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
結 果 お よ び 論 考
　 表 17は 、 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の Fcγ RIIBに 対 す る ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス 六 量 体 複 合 体
の 結 合 を 示 す 。 IgGサ ブ ク ラ ス と ヒ ト Fcγ RIIBと の 結 合 パ タ ー ン は 、 IgG3≧ IgG1＞ IgG2＞ I
gG4で あ り 、 IgGサ ブ ク ラ ス と カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBと で は 、 IgG2≧ IgG3＞ IgG1＞ IgG4で あ
る 。 該 結 合 パ タ ー ン は 、 IgGの 一 定 濃 度 範 囲 内 に お い て ヒ ト (図 3A)お よ び カ ニ ク イ ザ ル (図
3B)の 双 方 に て 同 様 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 デ ー タ は 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBが ヒ ト Fcγ RIIBよ り 結 合 親 和 性 が 高 い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 　 検 出 用 試 薬 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｇ （ ProtG） 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト Iｇ Ｇ 、
重 鎖 用 （ 抗 huIgG） 、 ま た は Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 （ 抗 kappa） で あ っ た 。 値
は 、 ０ ． ３ ７ μ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ (E2
7IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。
ｂ 　 平 均 ± Ｓ Ｄ ， ｎ ＝ ８
ｃ 　 平 均 ± Ｓ Ｄ ， ｎ ＝ ５
ｄ 　 平 均 ± Ｓ Ｄ ， ｎ ＝ ３
【 ０ ２ ２ １ 】
実 施 例 6： カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAと ヒ ト Fcγ RIIIA-V158は 、 ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 対 し 同
等 の 結 合 能 を 示 す
材 料 お よ び 方 法
　 ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 対 す る Fcγ RIIIAの 結 合 を 検 出 す る の に 用 い る 方 法 は 、 本 質 的 に 例
3お よ び 例 4に 示 す 通 り で あ っ た 。 前 述 し た よ う に Fcγ RIIAα 鎖 の ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 周 知 で
あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 用 意 に 入 手 可 能 で あ る 。 表 18に 報 告 す る デ ー タ は 、 IgG1濃 度 0.370
μ g/mlに お け る ヒ ト IgG1の 結 合 に 対 す る 平 均 偏 差 を 表 す 。
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【 ０ ２ ２ ２ 】
結 果 お よ び 論 考
　 表 18に 示 す よ う に カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAお よ び ヒ ト Fcγ RIIIA-V158は 、 双 方 と も 本 質
的 に 同 パ タ ー ン IgG1＞ IgG3＞ ＞ IgG2≧ IgG4に て ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 結 合 し 、 IgG3=IgG1＞
＞ ＞ IgG2=IgG4の パ タ ー ン に て 結 合 す る ヒ ト Fcγ RIIIA-F158と 対 照 的 で あ る 。 ヒ ト Fcγ RII
IA-F158－ ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス の 結 合 デ ー タ は 以 前 の 報 告 に 一 致 す る 。 Gessnerら Ann.Hemat
ol第 76巻 231～ 248頁 (1998年 )、 Deoら 　 Immunology　 Today第 18巻 127～ 135頁 (1997年 )、 Va
n　 de　 Winkel　 Immunology　 Today第 14巻 215～ 221頁 (1993年 )を 参 照 。 図 4A、 図 4Bお よ び
図 4Cは 、 そ れ ぞ れ ヒ ト Fcγ RIIIA-F158、 ヒ ト Fcγ RIIIA-V158、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAの
結 合 パ タ ー ン を 、 各 IgGサ ブ ク ラ ス の 濃 度 上 昇 に 対 応 し て 示 す と と も に 、 結 合 相 互 作 用 が
特 異 的 、 濃 度 依 存 的 か つ 飽 和 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 デ ー タ は 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAと ヒ ト Fcγ RIIIA-V158が ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス と の 同
等 の 結 合 相 互 作 用 を 有 し 、 特 に ヒ ト Fcγ RIIIAに 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAが IgG2サ ブ
ク ラ ス に 対 す る 好 ま し い 結 合 能 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 　 検 出 用 試 薬 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｇ で あ っ た 。 値 は 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAお
よ び ヒ ト Fcγ RIIIA(V158)に つ い て は ０ ． ３ ７ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ヒ ト Fcγ RIIIA(F158)に つ い て
は １ ． １ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る 、 Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ (E2
7IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。
ｂ 　 平 均 ± Ｓ Ｄ ， ｎ ＝ ４
ｃ 　 ヒ ト (F158)お よ び ヒ ト （ V158） は 、 レ セ プ タ ー 位 置 １ ５ ８ に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は
バ リ ン を 有 す る ヒ ト Fcγ RIIIAの 多 型 形 態 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
実 施 例 7： カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAは ヒ ト IgG1変 異 体 S298Aお よ び S298A/E333A/K334Aに 結 合
す る
材 料 お よ び 方 法
　 E27　 IgG1に お け る 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 は 、 本 質 的 に Shieldsら J.Biol.Chem.第 276巻 659
1～ 6604頁 (2001年 )に 記 載 の 通 り で あ っ た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 は 、 CH2
お よ び CH3ド メ イ ン に お け る 溶 剤 曝 露 残 基 の 幾 つ か が 個 々 に ア ラ ニ ン に 改 変 さ れ た IgG1変
異 体 を 生 成 す る た め に 用 い た 。 ア ラ ニ ン 変 異 体 は D265A,S298A,S37A,R292A,D280Aお よ び S2
98A/E333Aで あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ELISA反 応 は 本 質 的 に 例 3～ 例 6に 記 載 の 通 り で あ り 、 未 変 性 IgGタ ン パ ク 質 で は な く 、 Fc
レ セ プ タ ー に て IgG変 異 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 表 19に 示 す 数 値 に つ き 、 ヒ ト レ セ プ タ
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ー は 1μ g/mlで あ り (吸 着 変 異 体 ／ 吸 着 未 変 性 IgG1)、 カ ニ ク イ ザ ル レ セ プ タ ー で は 数 値 は 0
.370μ g/mlで あ っ た (吸 着 変 異 体 ／ 吸 着 未 変 性 IgG1)。
【 ０ ２ ２ ７ 】
結 果 お よ び 論 考
　 表 19お よ び 図 5～ 図 7に 示 す よ う に 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIに 対 す る 全 て の IgG変 異 体 の 結
合 パ タ ー ン は 、 ヒ ト Fcγ RIに 対 す る 結 合 パ タ ー ン に 類 似 し た 。 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAに 対
す る IgG変 異 体 に 関 し て は 、 通 常 、 結 合 パ タ ー ン は ヒ ト 多 形 体 Fcγ RIIA(H131)と 同 一 の パ
タ ー ン に 従 っ た (図 5)。 上 記 の よ う に 、 こ の こ と は カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAが 残 基 131番 に ヒ
ス チ ジ ン を 有 す る と い う 事 実 を 表 す と 考 え ら れ る 。 し か し 、 留 意 す べ き 二 つ の 例 外 が あ り
、 変 異 体 S298Aお よ び 変 異 体 S298A/E333A/K334Aは 未 変 性 ヒ ト IgG1に 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Fc
γ RIIAに 対 す る 結 合 能 が 向 上 し 、 こ れ ら 同 じ 変 異 体 が ヒ ト Fcγ RIIAに 対 し 結 合 し に く か っ
た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 表 19お よ び 図 6に つ き 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBに 対 す る 変 異 IgGの 結 合 パ タ ー ン は 、 ヒ ト
Fcγ RIIBに 対 す る 結 合 パ タ ー ン と 幾 つ か 異 な る 点 を 示 し た 。 特 に 、 変 異 体 R255A,E255A,E2
58A,S37A,D280Aお よ び R301Aは 、 未 変 性 ヒ ト IgGを 有 す る た め カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBに 対 し
同 等 に 結 合 し た が 、 こ れ ら 同 じ 変 異 体 が 全 て 、 未 変 性 ヒ ト IgGに 比 し 、 ヒ ト Fcγ RIIBに 対
し 結 合 能 が 向 上 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 表 19お よ び 図 7に つ き 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAに 対 す る 変 異 IgGの 結 合 パ タ ー ン は 、 ヒ
ト 多 形 体 Fcγ RIIIA-F158に 対 す る 結 合 パ タ ー ン に 比 し 、 ヒ ト 多 形 体 Fcγ IIIA-V158に て 確
立 し た 結 合 パ タ ー ン に 従 っ た 。 こ の こ と は 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAが ヒ ト Fcγ RIIIA-V15
8の よ う に 位 置 158に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の イ ソ ロ イ シ ン (Fcγ RIIIA-F158内 に 位 置 す る
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 比 し )を 有 す る と い う 事 実 を 表 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 Fcレ セ プ タ ー に 媒 介 さ れ る 活 性 化 シ グ ナ ル (例 え ば ITAM含 有 Fcγ RI,Fcγ RIIAお よ び Fcγ
RIIIA)を 平 衡 さ せ る 、 Fcレ セ プ タ ー に 媒 介 さ れ る 抑 制 シ グ ナ ル (例 え ば ITIM含 有 Fcγ RIIB)
を 阻 止 す れ ば 、 抗 体 の 治 療 効 果 が 向 上 す る で あ ろ う 。 表 19に 示 す 予 期 し な い 結 果 は 、 S298
Aを 有 す る 変 異 体 が カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAに 対 し 向 上 し た 結 合 能 を 示 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Fc
γ RIお よ び Fcγ RIIIAに 対 し 未 変 性 様 の 結 合 能 を 維 持 し 、 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBに 対 し 著
明 に 低 下 し た 結 合 能 を 示 し た こ と で あ る 。 ニ 変 異 体 、 詳 細 に は S298Aお よ び S298A/E333A/K
334Aは 、 活 性 化 ITAM含 有 Fcレ セ プ タ ー に 選 択 的 に 結 合 す る と 同 時 に 、 抑 制 的 ITIM含 有 Fcγ
RIIBに は 結 合 し な い よ う に 用 い る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
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【 ０ ２ ３ ２ 】
実 施 例 8： カ ニ ク イ ザ ル FcRnと ヒ ト FcRnは ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 同 等 に 結 合 す る
材 料 お よ び 方 法
　 ヒ ト の 脾 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 由 来 の 妥 当 な 重 鎖 Fc　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 E27可 変 重 鎖 ド メ イ
ン を 有 す る pRKベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 E27(IgG1)の ヒ ト IgG2,IgG3
お よ び IgG4イ ソ タ イ プ を 作 製 し た 。 同 一 の E27κ 軽 鎖 を 用 い 、 全 て の IgGサ ブ ク ラ ス お よ び
変 異 体 を 発 現 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 重 鎖 お よ び 軽 鎖 プ ラ ス ミ ド を 293細 胞 に 同 時 形 質 移 入 し た 後 、 タ ン パ ク 質 Aク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り IgG1,IgG2,IgG4お よ び 変 異 体 を 精 製 し た 。 IgG3は タ ン パ ク 質 Gク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 ELISA法 お よ び 分 光 法 を
組 み 合 わ せ て 用 い 、 全 て の タ ン パ ク 質 製 剤 を 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 本 質 的 に Coussensら Science第 230巻 1132～ 39頁 (1985年 )に 記 載 の よ う に 、 Herceptin T M

　 IgG1を 作 製 し た 。 Herceptin T M 　 IgG1は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り
、 IgG1κ 鎖 を 有 す る 。 該 κ 鎖 は 、 HER2に 結 合 す る マ ウ ス 抗 体 (4D5)の 相 補 性 決 定 領 域 と コ
ン セ ン サ ス な ア ミ ノ 酸 フ レ ー ム ワ ー ク を 有 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 例 1に 記 載 の よ う に 、 α 鎖 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 断 片 を 生 成 す る プ ラ イ マ ー を 用
い 、 オ リ ゴ (dt)の 初 回 刺 激 を 受 け た Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 法 (GeneAmp,PerkinElmer　
Life　 Sciences社 )に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル の 脾 臓 細 胞 か ら カ ニ ク イ ザ ル FcRnの ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
単 離 し た 。 Eatonら Biochemistry第 25巻 8343～ 8347頁 (1986年 )に 記 載 の よ う に 、 前 述 の pRK
哺 乳 類 細 胞 の 発 現 ベ ク タ ー に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 77番 塩 基 に て 異 な る 二 本
の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 同 定 ・ 確 認 さ れ 、 一 配 列 は G塩 基 を 有 し 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に て 3番 Serを 付
与 し 、 他 方 の 配 列 は A塩 基 を 有 し 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に て 3番 ア ス パ ラ ギ ン を 付 与 し た 。 本 質
的 に 例 1に 記 載 の よ う に 、 カ ニ ク イ ザ ル の FcRn(S3)お よ び FcRn(N3)の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た
。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 (Gorman,C.,M.,Gies,D.R.お よ び McCray,G.　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Prot.Eng
ineer.Tech.第 2巻 3～ 10頁 (1990年 ))に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び ヒ ト の FcRnプ ラ ス ミ ド を
ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 に 形 質 移 入 し た 。 10mg/L組 換 え ウ シ イ ン ス リ ン 、 1mg/Lヒ ト ト ラ ン ス フ ェ
リ ン 、 お よ び 微 量 元 素 に て 補 充 し た 無 血 清 PSO 4 培 地 に 転 換 後 72時 間 に て 上 澄 み を 回 収 し た
。 ニ ッ ケ ル ・ ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Qiagen社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Valencia)
に よ り タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。 精 製 タ ン パ ク 質 は 4～ 20％ SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気
泳 動 法 、 ELISA法 お よ び ア ミ ノ 酸 分 析 法 を 組 み 合 わ せ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 カ ニ ク イ ザ ル FcRn(S3),FcRn(N3)ま た は ヒ ト FcRnと 、 ヒ ト IgG1(herceptin　 gG1を 含 む ),
IgG2,IgG3ま た は IgG4と の 相 互 作 用 を 検 出 ・ 定 量 す べ く 、 標 準 的 な 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定
法 (ELISA)を 実 施 し た (表 20)。 4℃ に て 一 晩 、 50mM炭 酸 緩 衝 液 pH9.6に て 、 2μ g/mlス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン (Zymed　 Laboratories社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン フ ラ ン シ ス コ )に て ELISAプ レ
ー ト (Nunc)を 被 覆 し た 。 PBS,0.5%　 BSA,10ppm　 Proclin300(Supelco社 、 ペ ン シ ル ベ ニ ア
州 Bellefonte)を 用 い 、 25℃ に て 1時 間 、 pH7.2に て プ レ ー ト を ブ ロ ッ ク し た 。 標 準 的 プ ロ
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ト コ ル に よ り 、 biotin-X-NHS(Research　 Organics社 、 オ ハ イ オ 州 ク リ ー ブ ラ ン ド )を 用 い
、 FcRn-Gly-His 6 を ビ オ チ ニ ル 化 し 、 PBS,0.5　 BSA,0.05%　 polysorbate-20(試 料 緩 衝 液 )
、 pH7.2、 25℃ に て 1時 間 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 し た プ レ ー ト に 固 着 さ せ た 。 次 に pH6.
0に て 試 料 緩 衝 液 で プ レ ー ト を 洗 浄 し た 。 pH6.0に て 試 料 緩 衝 液 に お け る E27標 準 型 ま た は
変 異 体 の 8連 続 2倍 希 釈 液 を 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 pH6.0に て 試 料 緩 衝 液 で プ レ ー ト を
洗 浄 し 、 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ Kirkegaard　 &　 Perry　 Laboratories社 、
メ リ ー ラ ン ド 州 Gaithersburg） を 基 質 と し て 用 い 、 pH6.0試 料 緩 衝 液 に て ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 抱 合 ヤ ギ F(ab’ ) 2 抗 ヒ ト IgG　 F(ab’ ) 2 （ Jackson　 ImmunoResearch社 ） に よ り 結 合 IgG
を 検 出 し た 。 Vmaxプ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular　 Devices社 )に 450nmに て 吸 着 度 を 読 み 取
っ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 図 20に 示 す デ ー タ は 飽 和 結 合 曲 線 と し て 表 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
結 果 お よ び 論 考
　 表 20、 お よ び 対 応 す る 図 8～ 図 10に 示 す よ う に 、 ヒ ト IgGの 4サ ブ ク ラ ス に 対 す る カ ニ ク
イ ザ ル FcRn(S3),FcRn(N3)お よ び ヒ ト FcRnの 結 合 パ タ ー ン は 類 似 し て い た 。 各 例 に お い て
、 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の FcRnは IgG3に 対 し 最 高 水 準 の 結 合 能 を 、 IgG1に 対 し 最 低 水 準
の 結 合 能 を 示 し た 。 特 に 、 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル の 双 方 の レ セ プ タ ー － IgG相 互 作 用 パ
タ ー ン は 、 IgG3＞ ＞ IgG4＞ IgG2＞ IgG1で あ っ た 。 ヒ ト FcRn－ IgG結 合 相 互 作 用 の デ ー タ が
、 以 前 報 告 し た デ ー タ に 一 致 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。 AP　 West　 Jr.お よ び P.J.Bjorkma
n　 Biochemistry第 39巻 9698頁 (2000年 )を 参 照 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 加 え て 、 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の FcRnsの 結 合 親 和 性 は IgG1,IgG2お よ び IgG3に 対 し 類 似 し
て お り 、 IgG4に 対 す る ヒ ト FcRnに 比 し 、 カ ニ ク イ ザ ル FcRnが IgG4に 対 し 僅 か に 親 和 性 が 高
い こ と を 本 デ ー タ は 示 す 。 図 8～ 図 10に 示 す よ う に 、 ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス に 対 す る ヒ ト お よ
び カ ニ ク イ ザ ル の FcRnsの 結 合 は 濃 度 依 存 性 か つ 飽 和 性 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 　 プ レ ー ト を NeutrAvidinで 被 覆 し た 後 FcRn－ ビ オ チ ン で 被 覆 し 、 次 い で 試 料 で 被 覆 し
、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト F(ab’ ) 2 を 用 い て 検 出 す る ア ッ セ イ 。 値 は 、 ２ 回 の ア ッ セ イ に つ
い て 、 [mAb]＝ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ

ｍ (E27IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。 カ ニ ク イ ザ ル Ｓ ３ 及 び Ｎ ３ の ア ミ ノ 酸 は 、 位 置 ３ に
お い て の み 異 な る 。
ｂ 　 プ レ ー ト を NeutrAvidinで 被 覆 し た 後 FcRn－ ビ オ チ ン で 被 覆 し 、 次 い で 試 料 で 被 覆 し
、 Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト F(ab’ ) 2 を 用 い て 検 出 す る ア ッ セ イ 。 値 は 、 ５ 回 の ア ッ セ イ に つ
い て 、 [mAb]＝ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ
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ｍ (E27IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。 第 ２ の 、 E27IgG1の 別 個 の ロ ッ ト は 、 標 準 と し て 使
用 し た E27IgG1と 比 較 し て 、 ０ ． ８ １ ± ０ ． ０ ３ （ 平 均 ± Ｓ ． Ｄ ． ， ｎ ＝ ３ ） を 示 し た 。
ｃ 　 プ レ ー ト を ヒ ト Iｇ Ｅ で 被 覆 し た 後 試 料 で 被 覆 し 、 次 い で FcRn－ ビ オ チ ン で 被 覆 し 、
Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い て 検 出 す る ア ッ セ イ 。 値 は 、 ４ 回 の ア ッ セ イ に つ い
て 、 [mAb]＝ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ （ E27IgG1） に 対 す る Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ

(E27IgGサ ブ ク ラ ス )の 割 合 で あ る 。 第 ２ の 、 E27IgG1の 別 個 の ロ ッ ト は 、 標 準 と し て 使 用
し た E27IgG1と 比 較 し て 、 ０ ． ９ ２ お よ び ０ ． ８ ８ を 示 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ヒ ト と カ ニ ク イ ザ ル の FcRnは 各 IgGサ ブ ク ラ ス に 対 し 互 い に 類 似 し た 親 和 性 を 有 し 、 類
似 し た 結 合 相 互 作 用 パ タ ー ン を 示 す た め 、 IgGサ ブ ク ラ ス の 検 出 に あ た り 、 ヒ ト FcRnの 代
わ り に カ ニ ク イ ザ ル FcRnを 用 い る こ と が 可 能 で あ る こ と を 本 デ ー タ は 示 す 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 上 記 の 目 的 な ら び に 利 点 、 お よ び 内 在 す る 目 的 な ら び に 利 点 を 実 現 す る よ う に
良 く 適 合 さ れ て い る こ と は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 を 開 示 す る 目 的 で 現 在 好 ま し い 実 施 例 を
記 載 し て い る が 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ れ ば 種 々 の 変 更 お よ び 改 変 が 可 能 で あ る 。 当 業 者 に
容 易 に 示 唆 さ れ 、 本 願 に お い て 開 示 す る と と も に 添 付 し た ク レ ー ム に て 明 示 す る よ う な 本
発 明 の 精 神 に 含 ま れ れ ば 、 他 の 多 く の 変 更 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

10

(74) JP 2005-512574 A 2005.5.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(75) JP 2005-512574 A 2005.5.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(76) JP 2005-512574 A 2005.5.12



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ５ 】
【 図 １ Ａ 】 ヒ ト Fcγ RIに 結 合 し た モ ノ マ ー の IgGサ ブ ク ラ ス の 説 明 図
【 図 １ Ｂ 】 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIに 結 合 し た モ ノ マ ー の IgGサ ブ ク ラ ス の 説 明 図
【 図 ２ 】 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ３ Ａ 】 ヒ ト Fcγ RIIBに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ３ Ｂ 】 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ４ Ａ 】 ヒ ト Fcγ RIIIA-F158に 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ４ Ｂ 】 ヒ ト Fcγ RIIIA-V158に 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ４ Ｃ 】 カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ５ 】 ヒ ト IgG1変 異 体 を カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIAに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ６ 】 ヒ ト IgG変 異 体 を カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIBに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ７ 】 ヒ ト IgG変 異 体 を カ ニ ク イ ザ ル Fcγ RIIIAに 結 合 し た 六 量 体 免 疫 複 合 体 の 説 明 図
【 図 ８ 】 ヒ ト FcRnに 結 合 し た 濃 度 依 存 性 モ ノ マ ー IgGサ ブ ク ラ ス の 説 明 図
【 図 ９ 】 カ ニ ク イ ザ ル FcRn(S3)に 結 合 し た 濃 度 依 存 性 モ ノ マ ー IgGサ ブ ク ラ ス の 説 明 図
【 図 １ ０ 】 カ ニ ク イ ザ ル FcRn(S3)に 結 合 し た 濃 度 依 存 性 モ ノ マ ー IgGサ ブ ク ラ ス の 説 明 図
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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