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1.一种组合物，其包括在免疫球蛋白的Fc区域中包括Q311R、N434W和M428E突变的免疫

球蛋白，其中，所述免疫球蛋白对FcRn具有改变的结合，并且其中，所述免疫球蛋白选自

IgG1‑Q311R/N434W/M428E。

2.根据权利要求1所述的组合物，其中，与缺乏所述突变的免疫球蛋白相比，所述突变

延长免疫球蛋白的血清半衰期。

3.根据权利要求1或2所述的组合物，其中，所述免疫球蛋白的恒定区域包括选自由SEQ 

ID  NO：2和7组成的组中的氨基酸序列。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的组合物，其中，所述免疫球蛋白与选自由癌症标志

物、细胞因子、感染性疾病标志物和生长因子组成的组中的靶标结合。

5.根据权利要求1‑4中任一项中所述的免疫球蛋白用于制备治疗或预防有需要的受试

者的疾病的药物的应用。

6.根据权利要求5所述的免疫球蛋白的应用，其中，所述疾病选自由癌症、自身免疫疾

病、炎性疾病、移植排斥和感染性疾病组成的组。

7.根据权利要求5或6所述的免疫球蛋白的应用，其中，所述免疫球蛋白与选自由癌症

标志物、细胞因子、感染性疾病标志物和生长因子组成的组中的靶标结合。

8.一种Fc融合体，其包括来自根据权利要求1‑4中任一项中所述的免疫球蛋白的Fc变

体。

9.一种融合蛋白，其包括与免疫原融合的根据权利要求1‑4中任一项中所述的免疫球

蛋白或根据权利要求1‑4中任一项中所述的免疫球蛋白的Fc区域。

10.一种疫苗组合物，其包括根据权利要求9所述的融合蛋白。

11.根据权利要求10所述的疫苗组合物用于制备在受试者中产生免疫应答的药物的应

用。

12.一种免疫球蛋白，其在Fc区域中包括Q311R、N434W和M428E突变且对FcRn具有改变

的结合，并且其中，所述免疫球蛋白选自IgG1‑Q311R/N434W/M428E。

13.根据权利要求12所述的免疫球蛋白，其中，与缺乏所述突变的免疫球蛋白相比，所

述突变延长免疫球蛋白的血清半衰期。

14.根据权利要求12或13所述的免疫球蛋白，其中，所述免疫球蛋白的恒定区域包括选

自由SEQ  ID  NO：2和7组成的组中的氨基酸序列。

15.根据权利要求12所述的免疫球蛋白，其中，所述免疫球蛋白与选自由癌症标志物、

细胞因子、感染性疾病标志物和生长因子组成的组中的靶标结合。
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具有改变的FcRn结合的工程化免疫球蛋白

技术领域

[0001] 本发明涉及用于抗体介导的疗法的组合物和方法。特别地，本文提供了具有改变

的半衰期的工程化免疫球蛋白。

背景技术

[0002] 抗体是结合特异性抗原的免疫蛋白。在大多数哺乳动物中，包括人类和小鼠，抗体

由成对的重多肽链和轻多肽链构建。每条链由单个免疫球蛋白(Ig)结构域组成，因此通用

术语免疫球蛋白用于此类蛋白。每条链由两个不同的区域组成，称为可变区域和恒定区域。

轻链和重链可变区域在抗体之间显示出显著的序列多样性，并且负责结合靶标抗原。恒定

区域显示了较少的序列多样性，并且负责结合许多天然蛋白以引发重要的生化事件。在人

类中存在五种不同类别的抗体，包括IgA(其包括亚类IgA1和IgA2)，IgD、IgE、IgG(其包括亚

类IgG1、IgG2、IgG3和IgG4)和IgM。这些抗体类别之间的区别特征是它们的恒定区域，尽管V

区域中可能存在微妙的差异。图1显示了IgG1抗体，在此用作描述免疫球蛋白的一般结构特

征的示例，IgG抗体是由两条重链和两条轻链组成的四聚体蛋白。IgG重链由从N‑末端连接

到C‑末端的四个免疫球蛋白结构域以顺序VH‑CH1‑CH2‑CH3组成，分别指重链可变结构域、

重链恒定结构域1、重链恒定结构域2和重链恒定结构域3(也称为VH‑Cγ1‑Cγ2‑Cγ3，分别

指重链可变结构域、恒定γ1结构域、恒定γ2结构域和恒定γ3结构域)。IgG轻链由从N‑末

端连接到C‑末端的两个免疫球蛋白结构域以顺序VL‑CL组成，分别指轻链可变结构域和轻

链恒定结构域。

[0003] 抗体的可变区域含有分子的抗原结合决定簇，因此确定抗体对其靶标抗原的特异

性。可变区域是如此命名的，因为它与同一类别中的其它抗体的序列最为不同。大多数序列

可变性发生在互补决定区(CDR)中。总共有6个CDR，每个重链和每个轻链各3个，命名为VH 

CDR1、VH  CDR2、VH  CDR3、VL  CDR1、VL  CDR2和VL  CDR3。CDR外部的可变区域称为框架(FR)区

域。尽管不像CDR那样多样化，但是在不同抗体之间的FR区域中确实发生序列可变性。总之，

这种抗体特征结构提供了稳定的支架(FR区域)，免疫系统可以在其上探索大量的抗原结合

多样性(CDR)，以获得对一系列抗原的特异性。许多高分辨率结构可用于来自不同生物体的

各种可变区域片段，一些是未结合的，一些是与抗原复合的。抗体可变区域的序列和结构特

征得到充分表征(Morea等，1997，Biophys  Chem  68：9‑16；Morea等，2000，Methods  20：267‑

279，通过引用整体并入)，并且抗体的保守特征已使得能够开发大量抗体工程技术

(Maynard等，2000，Annu  Rev  Biomed  Eng  2：339‑376，通过引用整体并入)。例如，可以将来

自一种抗体(例如鼠抗体)的CDR移植到另一种抗体(例如人类抗体)的框架区域上。该方法

在本领域中被称为“人源化”，能够从非人类抗体产生免疫原性较低的抗体治疗剂。包括可

变区域的片段可以在不存在抗体的其它区域的情况下存在，包括例如包括VH‑Cγ1和VH‑CL

的抗原结合片段(Fab)、包括VH和VL的可变片段(Fv)、包括VH和VL在同一链中连接在一起的

单链可变片段(scFv)以及多种其它可变区域片段(Little等，2000，Immunol  Today  21：

364‑370，通过引用整体并入)。
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[0004] 抗体的Fc区域与许多Fc受体和配体相互作用，赋予一系列重要的功能能力，称为

效应子功能。

[0005] 在IgG中，包括来自CH2和CH3结构域两者的氨基酸的Fc上的位点介导与新生儿Fc

受体(FcRn)的相互作用，FcRn是一种将内吞抗体从内体再循环回到血流中的受体

(Raghavan等，1996，Annu  Rev  Cell  Dev  Biol  12：181‑220；Ghetie等，2000，Annu  Rev 

Immunol  18：739‑766，两者均通过引用整体并入)。该过程加上由于全长分子的大尺寸而排

除肾脏过滤，导致有利的抗体血清半衰期为1周至3周。Fc与FcRn的结合也在细胞内和细胞

间的抗体转运中起关键作用。Fc对FcRn的结合位点也是细菌蛋白A和G结合的位点。通过在

蛋白纯化期间使用蛋白A或蛋白G亲和层析通常利用这些蛋白的紧密结合作为纯化抗体的

手段。因此，Fc上的区域的保真度对于抗体的临床特性和它们的纯化都是重要的。

[0006] FcRn是几种免疫学和非免疫学过程中的关键参与者，因为它介导IgG的母胎转运，

调节IgG和白蛋白的血清持久性，并在不同细胞区室之间转运两种配体。此外，FcRn增强抗

原呈递和交叉呈递。与在胞质溶胶中发现的TRIM21相反，FcRn是跨膜受体，其主要存在于酸

化的内体中，并通过循环途径或穿过极化细胞层的转胞吞途径转运其配体。然而，FcRn还可

以增强免疫复合物的加工，然后将抗原肽呈递给T细胞。FcRn‑IgG相互作用的标志是FcRn以

严格的pH依赖性方式结合IgG  Fc，在酸性pH下结合并且在中性pH下不结合或释放，这是

FcRn介导的细胞内外转运的先决条件。FcRn‑IgG  Fc相互作用的工程化已产生具有更短或

更长的血清半衰期或改变的跨细胞层转运能力的抗体。FcRn被广泛表达，因此在造血细胞

和非造血细胞中的不同细胞位置上发现。

[0007] 需要改善的治疗性IgG，其表现出对FcRn增强的pH依赖性结合。

发明内容

[0008] 本发明涉及用于抗体介导的疗法的组合物和方法。特别地，本文提供了具有改变

的半衰期的工程化免疫球蛋白。

[0009] 例如，在一些实施方式中，本发明提供了一种组合物，其包含：对FcRN具有改变的

结合亲和力的治疗免疫球蛋白，其中，免疫球蛋白在免疫球蛋白的Fc区域中包含至少一种

突变。在一些实施方式中，免疫球蛋白是IgG1、IgG2、IgG3或IgG4亚类。在一些实施方式中，

免疫球蛋白是本文所述的变体免疫球蛋白之一的Fc融合体。在一些实施方式中，免疫球蛋

白在选自例如311、434、428、438或435中的一个或多个位置处具有突变。在一些实施方式

中，突变是例如IgG1‑Q311R/N434W/M428E、IgG1‑Q311R/N434W、IgG1‑Q311R、IgG1‑N434W、

IgG3(b)‑Q311R/N434W/M428E、IgG3(b)‑Q311R/N434W/M438E/R435H、IgG1‑M252S/Q311R/

N434W/M428E、IgG1‑Q311R/N434P/M428E、IgG1‑Q311R/N434W/M428D、IgG1‑Q311R/N434W/

M428E/H433K、IgG1‑L309K/Q311R/N434W/M428E、IgG1‑L309R/Q311R/N434W/M428E、IgG1‑

L309S/Q311R/N434W/M428E或IgG3(b)‑Q311R/N434W/M428E/R435H(例如，免疫球蛋白的恒

定区域具有选自SEQ  ID  NO：2、3、4、5、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16的氨基酸序列，或与

SEQ  ID  NO：2、3、4、5、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16至少90％(例如91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％)相同的序列)。

[0010] 其它实施方式提供了一种组合物，其包含：在Fc区域中包含至少一种突变的免疫

球蛋白，其中，所述免疫球蛋白具有改变的与FcRn的结合，并且其中，所述突变选自例如
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IgG1‑Q311R/N434W/M428E、IgG1‑Q311R/N434W、IgG1‑Q311R、IgG1‑N434W、IgG3(b)‑Q311R/

N434W/M428E、IgG3(b)‑Q311R/N434W/M438E/R435H、IgG1‑M252S/Q311R/N434W/M428E、

IgG1‑Q311R/N434P/M428E、IgG1‑Q311R/N434W/M428D、IgG1‑Q311R/N434W/M428E/H433K、

IgG1‑L309K/Q311R/N434W/M428E、IgG1‑L309R/Q311R/N434W/M428E、IgG1‑L309S/Q311R/

N434W/M428E或1gG3(b)‑Q311R/N434W/M428E/R435H。

[0011] 其它实施方式提供了对FcRn具有改变的结合的IgG1免疫球蛋白，其中，免疫球蛋

白具有Q311R、N434W和M428E突变。

[0012] 在一些实施方式中，抗体结合选自例如癌症标志物、细胞因子、感染性疾病标志物

或生长因子的靶标。

[0013] 其它实施方式提供了本文所述的免疫球蛋白在有需要的受试者中治疗或预防疾

病的应用。在一些实施方式中，疾病是例如癌症、自身免疫疾病、炎性疾病、移植排斥或感染

性疾，尽管特别考虑了其它疾病。在一些实施方式中，抗体结合选自例如癌症标志物、细胞

因子、感染性疾病标志物或生长因子的靶标，尽管特别考虑了其它靶标。

[0014] 其它实施方式提供了治疗、或治疗或预防受试者疾病的方法，其包括：将本文所述

的免疫球蛋白提供给有需要的受试者。

[0015] 其它实施方式提供了疫苗组合物，其包含本文所述的变体免疫球蛋白或其Fc融合

体(例如与免疫原融合)及其在受试者中产生免疫应答的应用。

[0016] 本文描述了另外的实施方式。

附图说明

[0017] 图1.ELISA显示了在pH  6.0(上图)和7.4(下图)下，一组Fc工程化的h9C12  IgG1变

体与人类FcRn的结合。

[0018] 图2.SPR传感图显示了在pH  6.0(7.8‑4000.0nM)和pH  7.4(4000.0nM)下，一组Fc

工程化的h9C12  IgG1变体与人类FcRn的结合。包括IgG1‑M252Y/S254T/T256E作为参考。

[0019] 图3显示了示出IgG1变体的氨基酸序列的比对。Fc工程化IgG1变体的恒定结构域

的氨基酸序列。

[0020] 图4显示了图3的序列。

[0021] 图5显示了ELISA，其显示了在pH  6.0和7.4下，一组Fc工程化的h9C12IgG1和IgG3

变体与人类FcRn的结合。

[0022] 图6显示了SPR传感图，其显示了在pH  6.0(1000‑15.6nM)(A‑D)和pH7.4(1000nM)

(E‑F)下，一组Fc工程化的h9C12IgG1变体与人类FcRn的结合。

[0023] 图7显示了人类FcRn  Tg32‑A1b‑/‑转基因小鼠中(A)h9C12和(B)NIP  IgG1变体的

体内半衰期(剩余％)。NIP＝4‑羟基‑3‑碘‑5‑硝基苯基乙酸。

[0024] 图8显示了IgG变体的序列。

[0025] 定义

[0026] 本文的术语“抗体”以最广泛的含义使用，并且涵盖各种抗体结构，包括但不限于

单克隆抗体、多克隆抗体、多特异性抗体(例如双特异性抗体)和抗体片段，只要它们表现出

所需的抗原结合活性即可。还包括具有Fc区域的抗体片段，以及包含与免疫球蛋白的Fc区

域等同的区域的融合蛋白。
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[0027] “抗体片段”是指不是完整抗体的分子，其包含与完整抗体结合的抗原所结合的完

整抗体的一部分。抗体片段的示例包括但不限于Fv、Fab、Fab′、Fab′‑SH、F(ab′)2、单链抗体

分子(例如scFv)、双抗体和由抗体片段形成的多特异性抗体。

[0028] 本文的术语“Fc区域”用于定义免疫球蛋白重链的C‑末端区域，其含有至少一部分

恒定区域。该术语包括天然序列Fc区域和变体Fc区域。在一种实施方式中，人类IgG重链Fc

区域从Cys226或从Pro230延伸至重链的羧基末端。然而，Fc区域的C‑末端赖氨酸(Lys447)

可以存在或可以不存在。除非本文另有说明，否则Fc区域或恒定区域中氨基酸残基的编号

是根据EU编号系统，也称为EU索引，如Kaba t等，Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest，第五版，公共卫生服务，国立卫生研究院，马里兰州贝塞斯达，

1991年中所述的。

[0029] 本文使用的“效应子功能”是指可归因于抗体Fc区域的那些生物学活性，该活性随

抗体同种型而变化。抗体效应子功能的示例包括：C1q结合和补体依赖性细胞毒性(CDC)；Fc

受体结合；抗体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)；吞噬作用；细胞因子分泌；通过抗原呈

递细胞摄取的免疫复合物介导的抗原；下调细胞表面受体(例如B细胞受体)和B细胞活化。

当用于提及蛋白时，术语“野生型”是指由细胞、组织或生物体的基因组编码的蛋白，而不是

被操纵以产生合成蛋白的蛋白。

[0030] 术语“抗原结合结构域”是指抗原结合分子的一部分，其包含与抗原的部分或全部

特异性结合并互补的区域。在抗原很大的情况下，抗原结合分子可以仅结合抗原的特定部

分，该部分称为表位。抗原结合结构域可以由例如一个或多个抗体可变结构域(也称为抗体

可变区域)提供。优选地，抗原结合结构域包含抗体轻链可变区域(VL)和抗体重链可变区域

(VH)。

[0031] 术语“嵌合”抗体是指其中重链和/或轻链的一部分来源于特定来源或种类的抗

体，而重链和/或轻链的其余部分来源于不同来源或种类。对于嵌合抗体，例如非抗原结合

组分可以来源于多种种类，包括灵长类动物如黑猩猩和人类。人源化抗体是特别优选的嵌

合抗体形式。

[0032] 抗体的“类别”是指其重链具有的恒定结构域或恒定区域的类型。有五种主要类别

的抗体：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，这些中的几个可以进一步分为亚类(同种型)，例如IgG1、

IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2。对应于不同类别的免疫球蛋白的重链恒定结构域称为α、β、

δ、ε、γ和μ。

[0033] “与免疫球蛋白的Fc区域等同的区域”旨在包括免疫球蛋白的Fc区域的天然存在

的等位基因变体，以及具有改变以产生取代、添加或缺失但基本上不降低免疫球蛋白介导

效应子功能(例如抗体依赖性细胞毒性)的能力的变体。例如，可以从免疫球蛋白Fc区域的

N‑末端或C‑末端缺失一个或多个氨基酸，而基本上不丧失生物学功能。可以根据本领域已

知的一般规则选择这些变体，以便对活性具有最小的影响(参见例如，Bowie，J .U等，

Science  247：1306‑10(1990))。

[0034] “框架”或“FR”是指除高变区域(HVR)(或CDR)残基之外的可变结构域残基。可变结

构域的FR通常由四个FR结构域组成：FR1、FR2、FR3和FR4。因此，HVR和FR序列通常以下列顺

序出现在VH(或VL)中：FR1‑H1(L1)‑FR2‑H2(L2)‑FR3‑H3(L3)‑FR4。

[0035] 术语“全长抗体”，“完整抗体”和“全抗体”在本文中可互换使用，是指具有与天然
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抗体结构基本上相似的结构或具有含有如本文所定义的Fc区域的重链的抗体。

[0036] “人类共有框架”是代表人类免疫球蛋白VL或VH框架序列的选择中最常出现的氨

基酸残基的框架。通常，人类免疫球蛋白VL或VH序列的选择来自可变结构域序列的亚组。通

常，序列的亚组是如Kabat等，Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest，第5

版，NIH  Publication  91‑3242，Bethesda  Md.(1991)，vols.1‑3中的亚组。在一种实施方式

中，对于VL，亚组是亚组кI，如Kabat等中的亚组，同上。在一种实施方式中，对于VH，亚组是

亚组III，如Kabat等中的亚组，同上。

[0037] “人源化”抗体是指嵌合抗体，其包含来自非人类HVR的氨基酸残基和来自人类FR

的氨基酸残基。在某些实施方式中，人源化抗体将包含至少一个(通常两个)可变结构域中

的基本上全部，其中全部或基本上全部HVR(例如CDR)对应于非人类抗体的那些，并且全部

或基本上全部FR对应于人类抗体的FR。人源化抗体任选地可以包含来源于人类抗体的抗体

恒定区域的至少一部分。抗体的“人源化形式”，例如非人类抗体，是指已经历人源化的抗

体。

[0038] 如本文所用，术语“高变区域”或“HVR”是指抗体可变结构域的每个区域，其在序列

中是高变的和/或形成结构上定义的环(“高变环”)。通常，天然四链抗体包含六个HVR；三个

为VH(H1、H2、H3)和三个为VL(L1、L2、L3)。HVR通常包含来自高变环和/或来自“互补决定区

域”(CDR)的氨基酸残基，后者具有最高的序列可变性和/或参与抗原识别。除VH中的CDR1

外，CDR通常包含形成高变环的氨基酸残基。高变区域(HVR)也称为互补决定区域(CDR)，并

且这些术语在本文中可互换地用于指形成抗原结合区域的可变区域的部分。Kabat等，美国

健康与人类服务部，“免疫学兴趣蛋白序列”(1983)和Chothia等，J.Mol.Biol.196：901‑917

(1987)中已经描述了该特定区域，其中，定义包括当与彼此比较时氨基酸残基的重叠或子

集。然而，指抗体的CDR或其变体的任意定义的应用意图在如本文定义和使用的术语的范围

内。涵盖如上文引用的每篇参考文献所定义的CDR的适当氨基酸残基列于下表1中作为比

较。涵盖特定CDR的准确残基数将根据CDR的序列和大小而变化。在给定抗体的可变区域氨

基酸序列的情况下，本领域技术人员可以常规地确定哪些残基包含特定CDR。

[0039] 当用于提及多肽时，术语“变体”和“突变体”是指与另一种通常相关的多肽相差一

个或多个氨基酸的氨基酸序列。该变体可以具有“保守”变化，其中，取代的氨基酸具有相似

的结构或化学特性。一种类型的保守氨基酸取代是指具有相似侧链的残基的可互换性。例

如，具有脂肪族侧链的一组氨基酸是甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸；具有脂肪

族‑羟基侧链的一组氨基酸是丝氨酸和苏氨酸；具有含有酰胺侧链的一组氨基酸是天冬酰

胺和谷氨酰胺；具有芳香族侧链的一组氨基酸是苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸；非天然氨基酸

如对氨基苯丙氨酸，具有碱性侧链的一组氨基酸是赖氨酸、精氨酸和组氨酸；以及具有含有

硫侧链的一组氨基酸是半胱氨酸和甲硫氨酸。优选的保守氨基酸取代基是：缬氨酸‑亮氨

酸‑异亮氨酸、苯丙氨酸‑酪氨酸、赖氨酸‑精氨酸、丙氨酸‑缬氨酸和天冬酰胺‑谷氨酰胺。更

罕见的是，该变体可以具有“非保守”变化(例如，用色氨酸取代甘氨酸)。类似的微小变型也

可以包括氨基酸缺失或插入(即添加)或两者。可以使用本领域已知的计算机程序(例如

DNAStar软件)找到确定可以在不消除生物活性的情况下取代、插入或缺失哪些氨基酸残基

和多少氨基酸残基的指导。可以在功能测定中测试变体。优选的变体具有小于10％，优选小

于5％，更优选小于2％的变化(无论是取代、缺失等)。对于氨基酸取代，使用以下命名法：原
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始氨基酸，位置，取代的氨基酸。因此，在位置573处用丙氨酸取代赖氨酸称为“K573A”，在位

置573处用脯氨酸取代赖氨酸称为K573P。多个突变通过加号(“+”)或“/”分开，例如

“Gly205Arg+Ser411Phe”或“G205R/S411F”，分别代表在位置205处用精氨酸(R)取代甘氨酸

(G)且在位置411处用苯丙氨酸(F)取代丝氨酸(S)的突变。

[0040] 两个氨基酸序列之间或两个核苷酸序列之间的相关性由参数“同一性”描述。出于

本发明的目的，使用Needleman‑Wunsch算法(Needleman和Wunsch，1970，J.Mol.Biol.48：

443‑453)确定两个氨基酸序列之间的同一性程度，如在EMBOSS包的Needle程序中实施的

(EMBOSS：The  European  Molecular  Biology  Open  Software  Suite，Rice等，2000，Trends 

in  Genetics  16：276‑277)，优选3.0.0或更高版本。使用的任选参数11644.000‑EP7是10的

缺口开放罚分，0.5的缺口延伸罚分和EBLOSUM62(BLOSUM62的EMBOSS版本)取代矩阵。标记

为“最长同一性”的Needle的输出(使用‑nobrief选项获得)用作百分比同一性并且如下计

算：(同一性残基×100)/(比对长度‑比对中的总缺口数)。

[0041] 表述“氨基酸位置对应于”参考序列中的位置和相似表述旨在鉴定在初级或空间

结构中对应于参考序列中的特定位置的氨基酸残基。技术人员应该理解，这可以通过将给

定序列与参考序列比对并鉴定与参考序列中的特定位置比对的氨基酸残基来完成。

[0042] 表述Xnnn旨在表示位于对应于HSA中的位置nnn的位置处的氨基酸残基X，并且表

述XnnnY旨在表示位于对应于HSA中的位置nan的位置处的任何氨基酸X被氨基酸残基Y取

代。

[0043] 如本文所用，术语“亲和力”是指结合对的两个成员(例如免疫球蛋白和FcRn)之间

结合强度的量度。Kd是解离常数并且具有摩尔浓度单位。亲和常数是解离常数的倒数。亲和

常数有时用作描述该化学实体的通用术语。它是结合能量的直接量度。K的自然对数与通过

等式ΔG0＝‑RT  LN(K)的结合的吉布斯自由能线性相关，其中R＝气体常数，温度以开氏度

为单位。亲和力可以通过实验确定，例如通过使用市售的Biacore  SPR单元(GE 

Healthcare)的表面等离子共振(SPR)。

[0044] 如本文所用，术语“在所述受试者产生免疫应答的条件下”是指免疫应答(例如先

天性或获得性)的任何定性或定量诱导、产生和/或刺激。

[0045] 如本文所用，术语“免疫应答”是指受试者的免疫系统的应答。例如，免疫应答包括

但不限于Toll受体活化、淋巴因子(例如细胞因子(例如Th1或Th2型细胞因子)或趋化因子)

表达和/或分泌、巨噬细胞活化、树突细胞活化、T细胞活化(例如CD4+或CD8+T细胞)、NK细胞

活化和/或B细胞活化(例如抗体产生和/或分泌)中可检测的改变(例如增加)。免疫应答的

另外示例包括免疫原(例如抗原(例如免疫原性多肽))与MHC分子结合并诱导细胞毒性T淋

巴细胞(“CTL”)应答、诱导B细胞应答(例如抗体产生)和/或T‑辅助淋巴细胞应答，和/或针

对免疫原性多肽来源的抗原的延迟型超敏应答(DTH)，免疫系统细胞(例如T细胞、B细胞(例

如任何发育阶段(例如浆细胞))的扩增(例如细胞群的生长)，以及抗原呈递细胞所增加的

抗原加工和呈递。免疫应答可以是被受试者的免疫系统识别为外来的免疫原(例如来自微

生物(例如病原体)的非自身抗原，或被识别为外来的自身抗原)。因此，应理解，如本文所

用，“免疫应答”是指任何类型的免疫应答，包括但不限于不限于先天免疫应答(例如Toll受

体信号级联的活化)、细胞介导的免疫应答(例如由T细胞(例如抗原特异性T细胞)和免疫系

统的非特异性细胞介导的应答)和体液免疫应答(例如，由B细胞介导的应答(例如通过产生
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和分泌抗体到血浆、淋巴和/或组织液中)。术语“免疫应答”旨在包括受试者免疫系统应答

抗原和/或免疫原的能力的所有方面(例如对免疫原(例如病原体)的初始应答以及作为适

应性免疫应答的结果而获得的(例如记忆)应答)。

[0046] 如本文所用，术语“免疫”是指在暴露于能够引起疾病的微生物(例如病原体)时防

止疾病(例如预防或减弱(例如抑制)疾病的体征、症状或病症)。免疫可以是先天的(例如在

不存在先前暴露于抗原的情况下存在的非适应性(例如非获得性)免疫应答)和/或获得的

(例如在先前暴露于抗原之后由B和T细胞介导的免疫应答(例如表现出对抗原的增加的特

异性和反应性))。

[0047] 如本文所用，术语“免疫原”是指能够引发受试者中免疫应答的试剂(例如微生物

(例如细菌、病毒或真菌)和/或其部分或组分(例如蛋白抗原))。在一些实施方式中，免疫原

引发针对免疫原的免疫(例如微生物(例如病原体或病原体产物))。

[0048] 术语“测试化合物”是指可用于治疗或预防疾病、病症、生病或身体功能障碍，或以

其它方式改变样品生理或细胞状态的任何化学实体、药物、药品等。测试化合物包含已知和

潜在的治疗化合物。通过使用本发明的筛选方法筛选可以确定测试化合物是治疗的。“已知

治疗化合物”是指已经显示(例如通过动物试验或先前对人类施用的经验)有效地进行这种

治疗或预防的治疗化合物。

[0049] 如本文所用的术语“样品”以其最广泛的含义使用。如本文所用，术语“样品”以其

最广泛的含义使用。在某种意义上，它可以指组织样品。在另一种意义上，它意味着包括从

任何来源获得的样本或培养物，以及生物制剂。可以从动物(包括人类)获得生物样品并涵

盖流体、固体、组织和气体。生物样品包括但不限于血液产品，例如血浆、血清等。这些示例

不应解释为限制适用于本发明的样品类型。怀疑含有人类染色体或与人类染色体相关的序

列的样品可以包含细胞、从细胞分离的染色体(例如中期染色体的扩散)、基因组DNA(在溶

液中或与固体支持物结合，例如用于Southern印迹分析)、RNA(在溶液中或与固体支持物结

合，例如用于Northern印迹分析)、cDNA(在溶液中或与固体支持物结合)等。怀疑含有蛋白

的样品可以包含细胞、组织的一部分以及含有一种或多种蛋白的提取物等。

[0050] 如本文所用，术语“亲和力”是指结合对的两个成员(例如免疫球蛋白和FcRn)之间

结合强度的量度。Kd是解离常数并且具有摩尔浓度单位。亲和常数是解离常数的倒数。亲和

常数有时用作描述该化学实体的通用术语。它是结合能量的直接量度。K的自然对数与通过

等式△G0＝‑RT  LN(K)的结合的吉布斯自由能线性相关，其中R＝气体常数，温度以开氏度

为单位。亲和力可以通过实验确定，例如通过使用市售的Biacore  SPR单元(GE 

Healthcare)的表面等离子共振(SPR)。

[0051] 如本文所用，术语“在所述受试者产生免疫应答的条件下”是指免疫应答(例如先

天性或获得性)的任何定性或定量诱导、产生和/或刺激。

[0052] 如本文所用，术语“免疫应答”是指受试者的免疫系统的应答。例如，免疫应答包括

但不限于Toll受体活化、淋巴因子(例如细胞因子(例如Th1或Th2型细胞因子)或趋化因子)

表达和/或分泌、巨噬细胞活化、树突细胞活化、T细胞活化(例如CD4+或CD8+T细胞)、NK细胞

活化和/或B细胞活化(例如抗体产生和/或分泌)中可检测的改变(例如增加)。免疫应答的

另外示例包括免疫原(例如抗原(例如免疫原性多肽))与MHC分子结合并诱导细胞毒性T淋

巴细胞(“CTL”)应答、诱导B细胞应答(例如抗体产生)和/或T‑辅助淋巴细胞应答，和/或针
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对免疫原性多肽来源的抗原的延迟型超敏应答(DTH)，免疫系统细胞(例如T细胞、B细胞(例

如任何发育阶段(例如浆细胞))的扩增(例如细胞群的生长)，以及抗原呈递细胞所增加的

抗原加工和呈递。免疫应答可以是被受试者的免疫系统识别为外来的免疫原(例如来自微

生物(例如病原体)的非自身抗原，或被识别为外来的自身抗原)。因此，应理解，如本文所

用，“免疫应答”是指任何类型的免疫应答，包括但不限于不限于先天免疫应答(例如Toll受

体信号级联的活化)、细胞介导的免疫应答(例如由T细胞(例如抗原特异性T细胞)和免疫系

统的非特异性细胞介导的应答)和体液免疫应答(例如，由B细胞介导的应答(例如通过产生

和分泌抗体到血浆、淋巴和/或组织液中)。术语“免疫应答”旨在包括受试者免疫系统应答

抗原和/或免疫原的能力的所有方面(例如对免疫原(例如病原体)的初始应答以及作为适

应性免疫应答的结果而获得的(例如记忆)应答)。

[0053] 如本文所用，术语“免疫”是指在暴露于能够引起疾病的微生物(例如病原体)时防

止疾病(例如预防或减弱(例如抑制)疾病的体征、症状或病症)。免疫可以是先天的(例如在

不存在先前暴露于抗原的情况下存在的非适应性(例如非获得性)免疫应答)和/或获得的

(例如在先前暴露于抗原之后由B和T细胞介导的免疫应答(例如表现出对抗原的增加的特

异性和反应性))。

[0054] 如本文所用，术语“免疫原”是指能够引发受试者中免疫应答的试剂(例如微生物

(例如细菌、病毒或真菌)和/或其部分或组分(例如蛋白抗原))。在一些实施方式中，免疫原

引发针对免疫原的免疫(例如微生物(例如病原体或病原体产物))。

具体实施方式

[0055] 本发明涉及用于抗体介导的疗法的组合物和方法。特别地，本文提供了具有改变

的半衰期的工程化免疫球蛋白。

[0056] 免疫球蛋白分子由通过链间二硫键连接在一起的两条相同的重多肽链和两条相

同的轻多肽链组成。假定保守的三维构象，每条轻链和重链折叠成约110个氨基酸的区域。

轻链包含一个可变区域(称为VL)和一个恒定区域(CL)，而重链包含一个可变区域(VH)和三

个恒定区域(CH1、CH2和CH3)。成对的区域相关联以形成离散结构。特别地，轻链和重链可变

区域(VL和VH)相关联以形成含有抗原结合位点的“FV”区。

[0057] 重链和轻链两者的可变区域在从一个抗体分子到另一个抗体分子的结构和氨基

酸组成方面显示出相当大的可变性，而恒定区域显示出很小的可变性。通过由重链和轻链

的相关联所定义的结合位点，每种抗体识别并结合抗原，可变区域进入FV区。特定抗体分子

的轻链可变区域VL和重链可变区域VH具有特异性氨基酸序列，其允许抗原结合位点呈现与

该特定抗体所识别的抗原表位结合的构象。

[0058] 在可变区域内发现了氨基酸序列从一种抗体到另一种抗体极其可变的区域。在轻

链和重链中的每一个中发现了这些所谓的“高变”区域或“互补决定区域”(CDR)中的三个。

来自轻链的三个CDR和来自相应重链的三个CDR形成抗原结合位点。

[0059] 已经确定了许多免疫球蛋白重链和轻链的氨基酸序列，并揭示了抗体分子的两个

重要特征。首先，每条链由一系列类似但不相同的序列组成，每个序列长约110个氨基酸。这

些重复中的每一个对应于称为蛋白结构域的离散且紧密折叠的蛋白结构区域。轻链由两个

这样的免疫球蛋白结构域组成，而IgG抗体的重链含有四个。
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[0060] 通过比较氨基酸序列揭示的第二个重要特征是重链和轻链的氨基末端序列在不

同抗体之间变化很大。序列的可变性限于大约前110个氨基酸，对应于第一结构域，而其余

结构域在相同同种型的免疫球蛋白链之间是恒定的。重链和轻链的氨基末端可变或V结构

域(分别为VH和VL)一起构成抗体的V区域并赋予其结合特异性抗原的能力，而重链和轻链

(分别为CH和CL)的恒定结构域(C结构域)构成C区域。多个重链C结构域从氨基末端到羧基末

端编号，例如CH1、CH2等。

[0061] 上述的蛋白结构域相关联以形成更大的球状结构域。因此，当完全折叠和组装时，

抗体分子包含三个相等大小的球状部分，其通过称为铰链区域的柔性多肽链连接。通过轻

链与重链的氨基末端一半的相关联形成该Y形结构的每个臂，而通过两条重链的羧基末端

半配对形成Y的主干。重链和轻链的相关联使得VH和VL结构域成对，CH1和CL结构域也是如

此。Ch3结构域彼此配对但CH2结构域不相互作用；连接到CH2结构域的碳水化合物侧链位于

两条重链之间。通过Y的两个臂末端处配对的VH和VL结构域形成两个抗原结合位点。

[0062] 切割多肽序列的蛋白水解酶(蛋白酶)已被用于剖析抗体分子的结构并确定分子

的哪些部分负责其各种功能。用蛋白酶木瓜蛋白酶进行有限的消化将抗体分子切割成三个

片段。两个片段是相同的并且含有抗原结合活性。这些被称为Fab片段，用于片段抗原结合。

Fab片段对应于抗体分子的两个相同的臂，其含有与重链的VH和CH1结构域配对的完整轻链。

另一个片段不含抗原结合活性但最初观察到容易结晶，因此将其命名为Fc片段，用于可结

晶的片段。该片段对应于配对的CH2和CH3结构域，并且是与效应子分子和细胞相互作用的抗

体分子的一部分。重链同种型之间的功能差异主要在于Fc片段。连接抗体分子的Fc和Fab部

分的铰链区域实际上是柔性系链，允许两个Fab臂的独立运动，而不是刚性铰链。

[0063] 本发明涉及用于针对病毒靶标的抗体介导的免疫的组合物和方法。特别地，本文

提供了具有抗病毒活性的工程化免疫球蛋白。

[0064] 本发明提供了包含一种或多种突变的突变免疫球蛋白，优选在免疫球蛋白的Fc区

域或铰链区域中。在优选的实施方式中，突变以所需方式改变免疫球蛋白的功能。例如，在

一些实施方式中，本发明提供了在Fc区域中包含至少一个突变的变体免疫球蛋白在调节

FcRN结合以增加抗体的体内半衰期中的应用。增加的半衰期对于治疗抗体是有利的。

[0065] 在一些实施方式中，相对于没有突变的免疫球蛋白，免疫球蛋白表现出与FcRN的

改变的结合(例如增加或降低的结合亲和力)。在一些实施方式中，免疫球蛋白是IgG1、

IgG2、IgG3或IgG4亚类。在一些实施方式中，免疫球蛋白在选自例如由Kabat系统编号的

311、428、434、435或438的一个或多个位置处具有突变。贯穿本公开内容，参考来自Kabat，

EA等，Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest(National  Institutes  of 

Health，Bethesda，Md.(1987)和(1991)的编号系统。在这些纲要中，Kabat列出了每个亚类

的抗体的许多氨基酸序列，并列出了该亚类中每个残基位置最常出现的氨基酸。Kabat使用

一种方法为所列序列中的每个氨基酸分配了残基编号，这种分配残基编号的方法已成为该

领域的标准。在本说明书中遵循Kabat编号方案。为了本发明的目的，为了将残基编号分配

给未包括在Kabat纲要中的候选抗体氨基酸序列，遵循以下步骤。通常，候选序列与Kabat中

的任何免疫球蛋白序列或任何共有序列一致。可以通过手动或通过计算机使用普遍接受的

计算机程序完成比对；这样一个程序的示例是Align  2程序。通过使用大多数Fab序列共有

的一些氨基酸残基可以促进比对。例如，轻链和重链各自通常具有两个具有相同残基数的
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半胱氨酸；在VL结构域中，两个半胱氨酸通常在残基编号23和88处，并且在VH结构域中，两个

半胱氨酸残基通常编号为22和92。框架残基通常但不总是具有大约相同数量的残基，然而

CDR大小会有所不同。例如，在来自候选序列的CDR比与其比对的Kabat序列中的CDR长的情

况下，通常将后缀添加至残基编号以指示另外残基的插入。对于候选序列，例如，与残基34

和36的Kabat序列比对但在它们之间没有残基与残基35比对时，简单地将数字35不分配给

残基。

[0066] 在一些实施方式中，本文描述了恒定链(例如Fc)变体。本文所述的免疫球蛋白不

限于特定的CDR或可变区域序列，并且能够产生或工程化以识别所需的任何抗原或表位。因

此，在一些实施方式中，突变选自例如IgG1‑Q311R/N434W/M428E、IgG1‑Q311R/N434W、IgG1‑

Q311R、IgG1‑N434W、IgG3(b)‑Q311R/N434W/M428E、IgG3(b)‑Q311R/N434W/M438E/R435H、

IgG1‑M252S/Q311R/N434W/M428E、IgG1‑Q311R/N434P/M428E、IgG1‑Q311R/N434W/M428D、

IgG1‑Q311R/N434W/M428E/H433K、IgG1‑L309K/Q311R/N434W/M428E、IgG1‑L309R/Q311R/

N434W/M428E、IgG1‑L309S/Q311R/N434W/M428E或IgG3(b)‑Q311R/N434W/M428E/R435H(例

如，免疫球蛋白的恒定区域具有选自SEQ  ID  NO：2、3、4、5、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16

的氨基酸序列，或与SEQ  ID  NO：2、3、4、5、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16至少90％(例如

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％)相同的序列)。在一些具体实施方式

中，免疫球蛋白具有Q311R、N434W和M428E突变。

[0067] 可以将上述突变引入任何合适的免疫球蛋白分子中。在一些实施方式中，免疫球

蛋白是单克隆抗体，并且优选通过重组技术产生。

[0068] 通过多种技术产生针对靶标抗原的单克隆抗体(例如细胞表面蛋白，如受体)，包

括常规的单克隆抗体方法，例如Kohler和Milstein，Nature，256：495(1975)的体细胞杂交

技术。尽管在一些实施方式中，体细胞杂交方法是优选的，但也考虑了用于产生单克隆抗体

的其它技术(例如B淋巴细胞的病毒或致癌转化)。用于制备杂交瘤的优选动物系统是鼠系

统。

[0069] 小鼠中的杂交瘤生产是完善的程序。免疫方案和用于分离免疫脾细胞的融合技术

是本领域已知的。融合伴侣(例如鼠骨髓瘤细胞)和融合程序也是已知的。可以使用携带完

整人类免疫系统而不是小鼠系统的转基因小鼠产生针对人类蛋白的人类单克隆抗体

(mAb)。来自转基因小鼠的脾细胞用感兴趣的抗原免疫，其用于产生分泌人类mAb的杂交瘤，

所述人类mAb对来自人类蛋白的表位具有特异性亲和力。(参见例如Wood等WO  9I/00906；

Kucherlapati等WO  91/10741；Lonberg等WO  92/03918；Kay等WO  92/03917[各自通过引用

整体并入本文]；N.Lonberg等Nature，368：856‑859[1994]；L.L.Green等Nature  Genet.，7：

13‑21[1994]；S.L.Morrison等Proc.Nat.Acad.Sci.USA，81：6851‑6855[1994]；Bruggeman

等Immunol.，7：33‑40[1993]；Tuaillon等Proc.Nat.Acad.Sci.USA，90：3720‑3724[1993]和

Bruggernan等Eur.J.Immunol.，21：1323‑1326[1991])。

[0070] 也可以通过重组DNA技术领域的技术人员已知的其它方法产生单克隆抗体。已经

开发了另一种方法，称为“组合抗体展示”方法，以鉴定和分离具有特定抗原特异性的抗体

片段，并能够用于产生单克隆抗体。(参见例如Sastry等Proc.Nat.Acad .Sci.USA，86：5728

[1989]；Huse等Science，246：1275[1989]和Orlandi等Proc.Nat.Acad .Sci.USA，86：3833

[1989])。在用如上所述的免疫原免疫动物后，克隆所得B细胞库的抗体库。通常已知通过使

说　明　书 10/31 页

12

CN 109071631 B

12



用寡聚体引物和PCR的混合物获得多种免疫球蛋白分子群的可变区域的DNA序列的方法。例

如，对应于5′前导序列(信号肽)序列和/或构架1(FR1)序列的混合寡核苷酸引物，以及对应

于保守3′恒定区域引物的引物能够用于从许多鼠抗体PCR扩增重链和轻链可变区域。(参见

例如Larrick等Biotechniques，11：152‑156[1991])。类似的策略也能够用于从人类抗体扩

增人类重链和轻链可变区域(参见例如Larrick等Methods：Companion  to  Methods  in 

Enzymology，2：106‑110[1991])。

[0071] 可以通过本领域已知的重组DNA技术产生嵌合小鼠‑人类单克隆抗体。例如，用限

制酶消化编码鼠(或其它种类)单克隆抗体分子的Fc恒定区域的基因以除去编码鼠Fc的区

域，并且编码人类Fc恒定区域的基因的等同部分被取代。(参见例如Robinson等PCT/US86/

02269；欧洲专利申请184,187；欧洲专利申请171,496；欧洲专利申请173,494；WO86/01533；

US  4,816,567；欧洲专利申请125,023[各自通过引用整体并入本文]；Better等Science，

240：1041‑1043[1988]；Liu等Proc .Nat .Acad .Sci .USA，84：3439‑3443[1987]；Liu等

J.Immunol.，139：3521‑3526[1987]；Sun等Proc.Nat.Acad .Sci.USA，84：214‑218[1987]；

Nishimura等Canc.Res.，47：999‑1005[1987]；Wood等Nature，314：446‑449[1985]和Shaw等

J.Natl.Cancer  Inst.，80：1553‑1559[1988])。

[0072] 通过替换Fv可变区域的序列能够进一步人源化嵌合抗体，该Fv可变区域不直接涉

及抗原与人类Fv可变区域的等同序列的结合。S.L .Morrison，Science，229：1202‑1207

(1985)和Oi等Bio.Techniques，4：214(1986)提供了人源化嵌合抗体的一般综述。那些方法

包括分离、操纵和表达编码来自重链或轻链中的至少一种的全部或部分免疫球蛋白Fv可变

区域的核酸序列。这种核酸的来源是本领域技术人员已知的，例如，可以从产生抗

GPIIbIIIa抗体的杂交瘤7E3获得。然后可以将编码嵌合抗体或其片段的重组DNA克隆到合

适的表达载体中。

[0073] 可选地，可以通过CDR取代产生合适的人源化抗体(例如US  5,225,539(通过引用

整体并入本文)；Jones等，Nature，321：552‑525[1986]；Verhoeyan等，Science，239：1534

[1988]和Beidler等，J.Immunol.，141：4053[1988])。特定人类抗体的全部CDR可以用至少

一部分非人类CDR替换，或者仅一些CDR可以用非人类CDR替换。仅需要替换人源化抗体与Fc

受体结合所需的CDR数量。

[0074] 可以通过能够用来源于非人类抗体的CDR替换人类抗体的至少一部分CDR的任何

方法使抗体人源化。人类CDR可以用非人类CDR替换；使用寡核苷酸定点诱变。

[0075] 嵌合和人源化抗体也在本发明的范围内，其中特异性氨基酸已被取代、缺失或添

加。特别地，优选的人源化抗体在框架区域中具有氨基酸取代，例如以改善与抗原的结合。

例如，在具有小鼠CDR的人源化抗体中，位于人类框架区域的氨基酸可以被位于小鼠抗体中

相应位置的氨基酸取代。已知这些取代在某些情况下改善人源化抗体与抗原的结合。

[0076] 在一些实施方式中，单克隆抗体是鼠抗体或其片段。在其它优选的实施方式中，单

克隆抗体是牛抗体或其片段。例如，鼠抗体可以由杂交瘤产生，所述杂交瘤包括从转基因小

鼠获得的B细胞，所述转基因小鼠具有包含重链转基因和与永生化细胞融合的轻链转基因

的基因组。抗体可以是各种同种型，包括但不限于：IgG(例如IgG1、IgG2、IgG2a、IgG2b、

IgG2c、IgG3、IgG4)；IgM；IgA1；IgA2；IgAsec；IgD和IgE。在一些优选实施方式中，抗体是IgG

同种型。在其它优选实施方式中，抗体是IgM同种型。抗体可以是全长的(例如IgG1、IgG2、
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IgG3或IgG4抗体)或可以仅包括抗原结合部分(例如Fab、F(ab′)2、Fv或单链Fv片段))。

[0077] 在优选实施方式中，免疫球蛋白是重组抗体(例如嵌合或人源化抗体)、亚基或其

抗原结合片段(例如具有可变区域，或至少互补决定区域(CDR))。

[0078] 在一些实施方式中，免疫球蛋白是单价的(例如包括一对重链和轻链，或其抗原结

合部分)。在其它实施方式中，免疫球蛋白是二价的(例如包括两对重链和轻链，或其抗原结

合部分)。

[0079] 在一些实施方式中，本发明提供了疫苗组合物，其包含变体免疫球蛋白或其Fc融

合体和免疫原。本发明不受疫苗组合物的特定制剂的限制。实际上，除融合蛋白外，本发明

的疫苗组合物可以包含一种或多种不同的试剂。这些试剂或辅助因子包括但不限于佐剂、

表面活性剂、添加剂、缓冲剂、增溶剂、螯合剂、油、盐、治疗剂、药品、生物活性剂、抗菌剂和

抗微生物剂(例如抗生素、抗病毒剂等)。在一些实施方式中，包含融合蛋白的疫苗组合物包

含增强免疫原诱导免疫应答能力的试剂和/或辅助因子(例如佐剂)。在一些优选实施方式

中，一种或多种辅助因子或试剂的存在降低了诱导免疫应答所需的免疫原的量(例如保护

性免疫应答(例如保护性免疫))。在一些实施方式中，一种或多种辅助因子或试剂的存在可

用于使针对细胞(例如T细胞介导的)或体液(例如抗体介导的)免疫应答的免疫应答偏斜。

本发明不受本发明治疗剂中使用的辅因子或试剂的类型的限制。

[0080] 佐剂一般描述于疫苗设计‑亚单元和佐剂方法(Vaccine  Design‑‑the  Subunit 

and  Adjuvant  Approach)中，由Powell和Newman编辑，Plenum  Press，New  York，1995。本发

明不受所用佐剂类型的限制(例如用于组合物(例如药物组合物)中)。例如，在一些实施方

式中，合适的佐剂包括铝盐，例如氢氧化铝凝胶(明矾)或磷酸铝。在一些实施方式中，佐剂

可以是钙、铁或锌的盐，或可以是酰化酪氨酸、或酰化糖、阳离子或阴离子衍生多糖或聚磷

腈的不溶性悬浮液。

[0081] 通常，通过抗原与免疫系统细胞的相互作用对抗原产生免疫应答。免疫应答可以

大致分为两类：体液和细胞介导的免疫应答(例如传统上分别以抗体和细胞效应子保护机

制为特征)。这些类型的应答被称为Th1型应答(细胞介导的应答)和Th2型免疫应答(体液应

答)。

[0082] 免疫应答的刺激可以由免疫系统的细胞或组分对干预(例如暴露于免疫原)的直

接或间接应答引起。可以以许多方式测量免疫应答，包括免疫系统细胞的活化、增殖或分化

(例如B细胞、T细胞、树突细胞、APC、巨噬细胞、NK细胞、NKT细胞等)；上调或下调标志物和细

胞因子的表达；IgA、IgM或IgG滴度的刺激；脾肿大(包括增加的脾细胞)；各种器官中的增生

和混合细胞浸润。可以针对免疫刺激评估的免疫系统的其它应答、细胞和组分是本领域已

知的。

[0083] 尽管理解该机制对于实施本发明不是必需的，并且本发明不限于任何特定的作用

机制，但在一些实施方式中，本发明的组合物和方法诱导细胞因子的表达和分泌(例如通过

巨噬细胞、树突细胞和CD4+T细胞)。特定细胞因子的表达调控可局部或全身发生。已知细胞

因子谱可以确定免疫应答中的T细胞调节和效应子功能。在一些实施方式中，可以诱导Th1

型细胞因子，因此，本发明的免疫刺激组合物可以促进Th1型抗原特异性免疫应答，包括细

胞毒性T细胞(例如从而避免不需要的Th2型免疫应答(例如参与增强疾病严重性的Th2型细

胞因子(例如IL‑13)的产生(例如IL‑13诱导粘液形成)))。
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[0084] 细胞因子在指导T细胞应答中起作用。辅助(CD4+)T细胞通过产生作用于其它免疫

系统细胞(包括B和其它T细胞)的可溶性因子来协调哺乳动物的免疫应答。大多数成熟的

CD4+T辅助细胞表达两种细胞因子谱中的一种：Th1或Th2。Th1型CD4+T细胞分泌IL‑2、IL‑3、

IFN‑γ、GM‑CSF和高水平的TNF‑α。Th2细胞表达IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑9、IL‑10、IL‑13、

GM‑CSF和低水平的TNF‑α。Th1型细胞因子促进细胞介导的免疫和体液免疫，其特征在于免

疫球蛋白类别转换为小鼠中的IgG2a和人类中的IgG1。Th1应答也可能与延迟型超敏和自身

免疫疾病相关。Th2型细胞因子主要诱导体液免疫并诱导类别转换为IgG1和IgE。与Th1应答

相关的抗体同种型通常具有中和和调理能力，而与Th2应答相关的那些与过敏应答更相关。

[0085] 已经显示了几种因素影响免疫应答对Th1或Th2型应答的偏斜。最具特征的调节剂

是细胞因子。IL‑12和IFN‑γ是阳性Th1和阴性Th2调节剂。IL‑12促进IFN‑γ产生，IFN‑γ为

IL‑12提供正反馈。IL‑4和IL‑10对于建立Th2细胞因子谱和下调Th1细胞因子产生似乎是重

要的。

[0086] 因此，在优选实施方式中，本发明提供了在受试者中刺激Th1型免疫应答的方法，

其包括向受试者施用包含免疫原的组合物。然而，在其它实施方式中，本发明提供了刺激受

试者中Th2型免疫应答的方法(例如如果需要平衡T细胞介导的应答)，其包括向受试者施用

包含免疫原的组合物。在进一步优选实施方式中，可以使用佐剂(例如可以与本发明的组合

物共同施用)以使针对Th1或Th2型免疫应答的免疫应答偏斜。例如，诱导Th2或减弱Th1应答

的佐剂包括但不限于明矾、皂苷和SB‑As4。诱导Th1应答的佐剂包括但不限于MPL、MDP、

ISCOMS、IL‑12、IFN‑γ和SB‑AS2。

[0087] 可以在本发明的组合物和方法中使用几种其它类型的Th1型免疫原(例如作为佐

剂)。这些包括但不限于以下内容。在一些实施方式中，使用单磷酰脂质A(例如特别是3‑de‑

O‑酰化的单磷酰脂质A(3D‑MPL))。3D‑MPL是由Montana的Ribi  Immunochem制造的已知佐

剂。在化学上，它通常作为3‑脱氧‑酰化单磷酰脂质A与4、5或6个酰化链的混合物提供。在一

些实施方式中，使用二磷酰脂质A和其3‑O‑脱酰基变体。这些免疫原中的每一种都可以通过

GB  2122204B中描述的方法纯化和制备，该文献通过引用整体并入本文。已经描述了其它纯

化和合成的脂多糖(参见例如美国专利号6,005 ,099和EP  0729473；Hilgers等，1986，

Int.Arch.Allergy.Immunol.，79(4)：392‑6；Hilgers等，1987，Immunology，60(1)：141‑6和

EP  0549074，其各自通过引用整体并入本文)。在一些实施方式中，3D‑MPL以颗粒制剂的形

式使用(例如具有小于0.2μm直径的小粒径，描述于EP  0689454中，其通过引用整体并入本

文)。

[0088] 在一些实施方式中，皂苷在本发明的组合物中用作免疫原(例如Th1型佐剂)。皂苷

是众所周知的佐剂(参见例如Lacaille‑Dubois和Wagner(1996)Phytomedicine  vol  2pp 

363‑386)。皂苷的示例包括Quil  A(来源于南美树Quillaja  Saponaria  Molina的树皮)及

其部分(参见例如美国专利号5,057 ,540；Kensil，Crit  Rev  Ther  Drug  Carrier  Syst，

1996，12(1‑2)：1‑55和EP  0  362  279，其各自通过引用整体并入本文中)。还考虑了在本发

明中有用的是溶血性皂苷QS7、QS17和QS21(Quil  A的HPLC纯化级分；参见例如Kensil等

(1991) .J.Immunology  146，431‑437，美国专利号5,057,540；WO  96/33739；WO  96/11711和

EP  0362279，其各自通过引用整体并入本文)。还考虑了有用的是QS21和聚山梨醇酯或环糊

精的组合(参见例如WO99/10008，其通过引用整体并入本文中)。
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[0089] 在一些实施方式中，含有未甲基化的CpG二核苷酸(“CpG”)的免疫原性寡核苷酸用

作佐剂。CpG是DNA中存在的胞嘧啶‑鸟苷二核苷酸基序的缩写。当通过全身和粘膜途径施用

时，CpG在本领域中已知为佐剂(参见例如WO  96/02555，EP  468520，Davis等J.Immunol，

1998，160(2)：870‑876；McCluskie和Davis，J.Immunol.，1998，161(9)：4463‑6；以及美国专

利申请号20050238660，其各自通过引用整体并入本文)。例如，在一些实施方式中，免疫刺

激序列是嘌呤‑嘌呤‑C‑G‑嘧啶‑嘧啶；其中，CG基序不是甲基化的。

[0090] 尽管理解该机制对于实施本发明不是必需的，并且本发明不限于任何特定的作用

机制，但在一些实施方式中，一种或多种CpG寡核苷酸的存在活化包括天然杀伤细胞(其产

生IFN‑γ)和巨噬细胞在内的各种免疫亚群。在一些实施方式中，将CpG寡核苷酸配制成本

发明的组合物以用于诱导免疫应答。在一些实施方式中，CpG的游离溶液与抗原一起共同施

用(例如存在于溶液中(参见例如WO  96/02555；通过引用并入本文))。在一些实施方式中，

CpG寡核苷酸共价缀合至抗原(参见例如WO  98/16247，通过引用并入本文)，或与载体如氢

氧化铝一起配制(参见例如Brazolot‑Millan等Proc.Natl.AcadSci.，USA，1998，95(26)，

15553‑8)。

[0091] 在一些实施方式中，佐剂与包含本发明的免疫原的组合物一起使用，该佐剂例如

为完全弗氏佐剂和不完全弗氏佐剂、细胞因子(例如白细胞介素(例如IL‑2、IFN‑γ、IL‑4

等)、巨噬细胞集落刺激因子、肿瘤坏死因子等)、细菌ADP‑核糖基化毒素的解毒突变体(如

霍乱毒素(CT)、百日咳毒素(PT)或大肠杆菌热不稳定毒素(LT))，特别是LT‑K63(其中在位

置63处野生型氨基酸被赖氨酸取代)、LT‑R72(其中在位置72处的野生型氨基酸被精氨酸取

代)、CT‑S109(其中在位置109处野生型氨基酸被丝氨酸取代)和PT‑K9/G129(其中在位置9

处的野生型氨基酸被赖氨酸取代且在位置129处被甘氨酸取代)(参见例如WO93/13202和

W092/19265，其各自通过引用并入本文)以及其它免疫原性物质(例如增强本发明组合物的

有效性)。

[0092] 发现本发明使用的佐剂的另外示例包括聚(二(羧基苯氧基)磷腈(PCPP聚合物；

Virus  Research  Institute，USA)；脂多糖衍生物如单磷酰脂质A(MPL；Ribi  ImmunoChem 

Research，Inc.，Hamilton，Mont.)、胞壁酰二肽(MDP；Ribi)和苏氨酰‑胞壁酰二肽(t‑MDP；

Ribi)；OM‑174(与脂质A相关的葡糖胺二糖；OM  Pharma  SA，Meyrin，Switzerland)和利什曼

原虫延伸因子(纯化的利什曼原虫蛋白；Corixa  Corporation，Seattle，Wash.)。

[0093] 在与组合物组合或共同施用之前，佐剂可以添加到包含免疫原的组合物中，可选

地，佐剂可以与载体一起配制，例如脂质体、或金属盐(例如铝盐(例如氢氧化铝))。

[0094] 在一些实施方式中，包含免疫原的组合物包含单一佐剂。在其它实施方式中，组合

物包含两种或更多种佐剂(参见例如WO  94/00153；WO  95/17210；WO  96/33739；WO  98/

56414；WO  99/12565；WO  99/11241和WO  94/00153，其各自通过引用整体并入本文)。

[0095] 在一些实施方式中，包含免疫原的组合物包含一种或多种粘膜粘附剂(参见例如

美国专利申请号20050281843，其通过引用整体并入本文)。本发明不受所用粘膜粘附剂类

型的限制。实际上，多种粘膜粘附剂被认为可用于本发明，包括但不限于聚(丙烯酸)(例如

卡波姆和聚卡波非)、聚乙烯醇、聚乙烯吡咯烷酮、多糖(例如藻酸盐和壳聚糖)、羟丙基甲基

纤维素、凝集素、菌毛蛋白和羧甲基纤维素的交联衍生物。尽管理解该机制对于实施本发明

不是必需的，并且本发明不限于任何特定的作用机制，但在一些实施方式中，由于与不使用
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粘膜粘附剂时暴露于免疫原的持续时间和/或量相比，使用粘膜粘附剂时受试者所经历的

免疫原的持续时间和/或暴露量增加，粘膜粘附剂(例如在包含免疫原的组合物中)的使用

增强了受试者中免疫应答的诱导(例如施用本发明的组合物)。

[0096] 在一些实施方式中，免疫球蛋白和/或疫苗组合物与适当的盐和缓冲液一起使用，

以使组合物递送至受试者。当将组合物引入到患者体内时也使用缓冲剂。水性组合物包含

分散在药学上可接受的载体或水介质中的有效量的组合物。这种组合物也称为接种物。

[0097] 短语“药学上或药理学上可接受的”是指当施用于动物或人类时不产生不利、过敏

或其它不良反应的分子实体和组合物。如本文所用，“药学上可接受的载体”包括任何和全

部溶剂、分散介质、包衣、抗细菌和抗真菌剂、等渗和吸收延迟剂等。除非任何常规介质或试

剂与本发明的载体或细胞不相容，否则考虑其在治疗组合物中的用途。补充的活性成分也

可以并入组合物中。

[0098] 在本发明一些实施方式中，活性组合物包括典型的药物制剂。根据本发明的这些

组合物的施用可以是通过任何常用途径进行的，只要靶标组织可通过该途径获得。这包括

口腔、鼻腔、颊、直肠、阴道或局部施用。可选地，可以通过原位、皮内、皮下、肌肉内、腹膜内

或静脉内注射施用。

[0099] 还可以肠胃外或腹膜内施用该组合物。适当地与表面活性剂如羟丙基纤维素混合

以在水中制备作为游离碱或药理学上可接受的盐的活性化合物的溶液。也可以在甘油、液

体聚乙二醇及其混合物和油中制备分散体。在通常的储存和使用条件下，这些制剂含有防

腐剂以防止微生物的生长。

[0100] 适于注射使用的药物形式包括无菌水溶液或分散体和用于临时制备无菌可注射

溶液或分散体的无菌粉末。载体可以是溶剂或分散体介质，其含有例如水、乙醇、多元醇(例

如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇等)、其合适的混合物和植物油。例如，通过使用包衣(如卵

磷脂)，在分散体的情况下通过维持所需的粒度和通过使用表面活性剂，可以维持适当的流

动性。可以通过各种抗细菌剂和抗真菌剂(例如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、山梨酸、硫

柳汞等)来防止微生物的作用。在许多情况下，可能优选包括等渗剂，例如糖或氯化钠。通过

在组合物中使用延迟吸收的试剂(例如单硬脂酸铝和明胶)可以实现可注射组合物的延长

吸收。

[0101] 通过在适当的溶剂中掺入所需量的活性化合物和以上列举的各种其它成分，如果

需要，然后通过过滤灭菌制备无菌可注射溶液。通常，通过将各种灭菌活性成分掺入无菌载

体中来制备分散体，所述无菌载体含有碱性分散体介质和来自上面列举的那些的所需其它

成分。在用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的情况下，优选的制备方法是真空干燥和冷

冻干燥技术，该方法可以从其先前无菌过滤的溶液中得到活性成分和任何另外所需成分的

粉末。

[0102] 在配制时，以与剂量制剂相容的方式和治疗有效的量施用组合物。易于以多种剂

型施用制剂，例如可注射溶液、药品释放胶囊等。例如，对于在水溶液中的肠胃外施用，如果

需要，适当地缓冲溶液，并且首先用足够的盐水或葡萄糖使液体稀释剂等渗。这些特定的水

溶液特别适用于静脉内、肌肉内、皮下和腹膜内施用。例如，可以将一次剂量溶解在1ml等渗

NaCl溶液中，并且将其添加到1000ml的皮下注射液中或者在建议的输注部位注射(参见例

如“Remington′s  Pharmaceutical  Sciences”第15版，第1035‑1038和1570‑1580页)。在本
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发明一些实施方式中，在治疗混合物中将活性颗粒或试剂配制成每剂量包含约0.0001至

1.0毫克、或约0.001至0.1毫克、或约0.1至1.0或甚至约10毫克左右。可以施用多次剂量。

[0103] 适用于其它施用方式的另外制剂包括阴道栓剂和子宫托。也可以使用直肠子宫托

或栓剂。栓剂是各种重量和形状的固体剂型，通常是药物，用于插入直肠、阴道或尿道。插入

后，栓剂软化、融化或溶解在腔体液中。通常，对于栓剂，传统的粘合剂和载体可以包括例如

聚亚烷基二醇或甘油三酯；可以由含有0.5％‑10％，优选1％‑2％范围内的活性成分的混合

物形成这种栓剂。阴道栓剂或子宫托通常为球状或卵形，每个重约5g。阴道药物的多种物理

形式是可用的，例如霜剂、凝胶或液体，这些都不同于栓剂的典型概念。

[0104] 在本发明的上下文中“治疗”是指全部或部分缓解与障碍或疾病相关的症状，或减

缓、抑制或停止这些症状的进一步发展或恶化，或预防或防治患有疾病或障碍风险的受试

者的疾病或障碍。因此，例如，治疗病毒感染可以包括抑制或预防受试者中病毒的复制或减

少受试者中病毒感染的症状。如本文所用，本发明化合物的“治疗有效量”是指化合物的量，

其全部或部分缓解与障碍或疾病相关的症状，或减缓、抑制或停止这些症状的进一步发展

或恶化，或预防或防治患有疾病或障碍风险的受试者的疾病或障碍。

[0105] 受试者是可以受益于施用本文所述化合物的任何动物。在一些实施方式中，受试

者是哺乳动物，例如人类、灵长类动物、狗、猫、马、牛、猪、啮齿动物(例如大鼠或小鼠)。通

常，受试者是人类。

[0106] 用于本发明的治疗有效量的本文所述的化合物可以根据施用途径和剂型而变化。

有效量的本发明化合物通常落在约0.001至100mg/kg/天的范围内，更通常在约0.05至

10mg/kg/天的范围内。通常，选择用于本发明的一种或多种化合物以提供表现出高治疗指

数的制剂。治疗指数是毒性和治疗效果之间的剂量比，其可以表达为LD50和ED50之间的比

率。LD50是对50％人群致死的剂量，ED50是在50％人群中治疗有效的剂量。通过动物细胞培

养物或实验动物中的标准药学方法测定LD50和ED50。

[0107] 本发明还提供了药物组合物和药物，其可以通过将一种或多种本文所述化合物、

其药学上可接受的盐、其立体异构体、其互变异构体或溶剂化物与药学上可接受的载体、赋

形剂、粘合剂或稀释剂等结合来制备，以抑制或治疗原发性和/或转移性前列腺癌。此类组

合物可以是例如小颗粒、粉末、片剂、胶囊、糖浆、栓剂、注射剂、乳剂、酏剂、悬浮液或溶液的

形式。可以配制本组合物用于各种施用途径，例如通过口腔、肠胃外、局部、直肠、鼻腔或通

过植入的库。肠胃外或全身施用包括但不限于皮下、静脉内、腹膜内和肌肉内注射。以下剂

型是作为示例给出的，不应解释为限制本发明。

[0108] 对于口腔、颊和舌下施用，粉末、悬浮液、小颗粒、片剂、丸剂、胶囊、软胶囊和囊片

作为固体剂型是可接受的。这些可以通过例如将一种或多种本发明化合物或其药学上可接

受的盐或互变异构体与至少一种添加剂如淀粉或其它添加剂混合而制备。合适的添加剂是

蔗糖、乳糖、纤维素糖、甘露醇、麦芽糖醇、右旋糖酐、淀粉、琼脂、藻酸盐、几丁质、脱乙酰壳

多糖、果胶、黄蓍胶、阿拉伯树胶、明胶、胶原蛋白、酪蛋白、白蛋白、合成或半合成聚合物或

甘油酯。任选地，口腔剂型可以含有其它有助于施用的成分，例如惰性稀释剂，或润滑剂如

硬脂酸镁，或防腐剂如对羟基苯甲酸酯或山梨酸，或抗氧化剂如抗坏血酸、生育酚或半胱氨

酸，崩解剂，粘合剂，增稠剂，缓冲剂，甜味剂，调味剂或芳香剂。片剂和丸剂可以用本领域已

知的合适的包衣材料进一步处理。
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[0109] 用于口腔施用的液体剂型可以是药学上可接受的乳剂、糖浆、酏剂、悬浮液和溶液

的形式，其可以含有惰性稀释剂，例如水。可以使用无菌液体(例如但不限于油、水、醇和这

些的组合)将药物制剂和药物制备成液体悬浮液或溶液。可以添加药学上合适的表面活性

剂、悬浮剂、乳化剂用于口腔或肠胃外施用。

[0110] 如上所述，悬浮液可以包括油。这些油包括但不限于花生油、芝麻油、棉籽油、玉米

油和橄榄油。悬浮液制剂还可以含有脂肪酸酯，例如油酸乙酯、肉豆蔻酸异丙酯、脂肪酸甘

油酯和乙酰化脂肪酸甘油酯。悬浮液制剂可以包括醇，例如但不限于乙醇、异丙醇、十六烷

醇、甘油和丙二醇。醚类例如但不限于聚(乙二醇)、石油烃类(如矿物油和凡士林)和水也可

用于悬浮液制剂中。

[0111] 可注射剂型通常包括水性悬浮液或油悬浮液，其可以使用合适的分散剂或润湿剂

和悬浮剂来制备。可注射形式可以是溶液相或悬浮液形式，其用溶剂或稀释剂制备。可接受

的溶剂或载体包括无菌水、林格氏溶液或等渗盐水溶液。可选地，无菌油可用作溶剂或悬浮

剂。通常，油或脂肪酸是非挥发性的，包括天然或合成油、脂肪酸、甘油单酯、甘油二酯或甘

油三酯。

[0112] 对于注射，药物制剂和/或药物可以是适合用如上所述的适当溶液重构的粉末。这

些示例包括但不限于冷冻干燥、旋转干燥或喷雾干燥的粉末、无定形粉末、小颗粒、沉淀物

或颗粒。对于注射，制剂可任选地含有稳定剂、pH调节剂、表面活性剂、生物利用度调节剂和

这些的组合。

[0113] 对于直肠施用，药物制剂和药物可以是用于在肠、乙状结肠弯曲和/或直肠中释放

化合物的栓剂、软膏剂、灌肠剂、片剂或霜剂的形式。通过将一种或多种本发明化合物或该

化合物的药学上可接受的盐或互变异构体与可接受的载体(例如可可脂或聚乙二醇)混合

来制备直肠栓剂，所述载体在正常储存温度下以固相存在，在适合于在体内(例如直肠中)

释放药品的温度下以液相存在。油也可用于制备软明胶类型和栓剂的制剂。水、盐水、葡萄

糖水溶液和相关的糖溶液以及甘油可用于制备悬浮液制剂，该制剂也可以含有悬浮剂，例

如果胶、卡波姆、甲基纤维素、羟丙基纤维素或羧甲基纤维素，以及缓冲剂和防腐剂。

[0114] 可以通过鼻或口吸入将本发明化合物施用至肺部。用于吸入的合适药物制剂包括

溶液、喷雾剂、干粉剂或含有任何适当溶剂和任选其它化合物(例如但不限于稳定剂、抗微

生物剂、抗氧化剂、pH调节剂、表面活性剂、生物利用度调节剂和这些的组合)的气溶胶。用

于吸入施用的制剂含有赋形剂，例如乳糖、聚氧乙烯‑9‑月桂基醚、甘氨胆酸盐和脱氧胆酸

盐。水性和非水性气溶胶通常用于通过吸入递送本发明化合物。

[0115] 通常，通过将化合物的水溶液或悬浮液与常规的药学上可接受的载体和稳定剂一

起配制来制得水性气溶胶。载体和稳定剂随特定化合物的需要而变化，但通常包括非离子

表面活性剂(TWEEN，Pluronics或聚乙二醇)，无害蛋白如血清白蛋白、脱水山梨糖醇酯、油

酸、卵磷脂、氨基酸(如甘氨酸)、缓冲剂、盐、糖或糖醇。通常由等渗溶液制备气溶胶。非水悬

浮液(例如在碳氟化合物推进剂中)也可用于递送本发明的化合物。

[0116] 使用吸入器、雾化器、加压包装或喷雾器和合适的推进剂(例如但不限于加压的二

氯二氟甲烷、三氯氟甲烷、二氯四氟乙烷、氮气、空气或二氧化碳)方便地递送含有根据本发

明使用的化合物的气溶胶。在加压气溶胶的情况下，可以通过提供阀门来控制剂量单位以

递送计量的量。可以配制用于吸入器或吹入器的例如明胶的胶囊和药筒，其含有化合物和
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合适的粉末基质如乳糖或淀粉的粉末混合物。

[0117] 使用声波喷雾器递送本发明的气溶胶是有利的，因为喷雾器可以使试剂暴露于剪

切最小化，该剪切可导致化合物的降解。

[0118] 对于鼻腔施用，药物制剂和药物可以是含有适当溶剂和任选其它化合物(例如但

不限于稳定剂、抗微生物剂、抗氧化剂、pH调节剂、表面活性剂、生物利用度调节剂和这些的

组合)的喷雾剂、滴鼻剂或气溶胶。对于以滴鼻剂形式施用，化合物可以配制成油性溶液或

凝胶。对于鼻气溶胶的施用，可以使用任何合适的推进剂，包括压缩空气、氮气、二氧化碳或

基于烃的低沸点溶剂。

[0119] 用于局部(包括颊和舌下)或透皮施用本发明化合物的剂型包括粉末、喷雾剂、软

膏剂、糊剂、霜剂、洗剂、凝胶、溶液和贴剂。活性成分可以在无菌条件下与药学上可接受的

载体或赋形剂以及可能需要的任何防腐剂或缓冲剂混合。可以用例如赋形剂如乳糖、滑石、

硅酸、氢氧化铝、硅酸钙和聚酰胺粉末或这些物质的混合物来制备粉末和喷雾剂。软膏剂、

糊剂、霜剂和凝胶还可以含有赋形剂，例如动物和植物脂肪、油、蜡、石蜡、淀粉、黄蓍胶、纤

维素衍生物、聚乙二醇、硅氧烷、膨润土、硅酸、滑石和氧化锌或其混合物。

[0120] 透皮贴剂具有提供本发明化合物向身体受控递送的附加优点。可以通过将试剂溶

解或分散在适当的介质中来制得这种剂型。吸收增强剂也可用于增加本发明化合物在皮肤

上的通量。可以通过提供速率控制膜或将化合物分散在聚合物基质或凝胶中来控制这种通

量的速率。

[0121] 除了上述那些代表性剂型外，药学上可接受的赋形剂和载体通常是本领域技术人

员已知的，因此包括在本发明中。此类赋形剂和载体描述于例如“R e m i n g t o n s 

Pharmaceutical  Sciences”Mack  Pub.Co.，New  Jersey(1991)中，其通过引用并入本文。

[0122] 如下所述，本发明的制剂可以设计成短效、快速释放、长效和持续释放。因此，药物

制剂也可以配制用于控释或缓释。

[0123] 本组合物还可以包含例如胶束或脂质体，或一些其它包囊形式，或者可以以延长

释放形式施用以提供延长的储存和/或递送效果。因此，药物制剂和药物可以被压缩成小丸

或圆柱体，并作为贮库注射剂或作为植入物如支架进行肌肉内或皮下植入。这种植入物可

以使用已知的惰性材料，例如硅氧烷和可生物降解的聚合物。

[0124] 可以根据受试者的疾病状况、年龄、体重、一般健康状况、性别和饮食，剂量间隔，

施用途径，排泄率和药品组合调整具体剂量。含有有效量的任何上述剂型都在常规实验的

范围内，因此，在本发明的范围内。

[0125] 在本发明一些实施方式中，提供了用于治疗和预防任何数量的障碍的方法和组合

物。发现治疗抗体可用于治疗例如癌症、自身免疫疾病、感染(例如病毒感染)等。

[0126] 在一些实施方式中，将本文所述的免疫球蛋白与另一种治疗剂(例如抗癌剂、免疫

抑制剂或抗病毒剂)组合施用。在一些实施方式中，用本文所述的免疫球蛋白的治疗在其它

试剂治疗之前或之后以数分钟至数周的间隔进行。在将其它试剂和免疫球蛋白分别应用于

细胞的实施方式中，通常确保在每次递送的时间之间相当长的一段时间没有到期，使得多

种疗法仍然能够对细胞发挥有利的组合效果。在这种情况下，考虑了在彼此约12‑24小时内

将细胞与两种形式接触，更优选彼此在约6‑12小时内接触，最优选仅约12小时的延迟时间。

在某些情况下，可能需要显著延长治疗时间，然而，在各个施用之间的几天(2至7)至数周(1
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至8)的时间间隔时可能失效。

[0127] 在一些实施方式中，使用超过一次施用本发明的免疫治疗组合物或其它药剂。可

以使用各种组合，其中免疫球蛋白是“A”且另一种试剂是“B”，如下例所示：A/B/A、B/A/B、B/

B/A、A/A/B、B/A/A、A/B/B、B/B/B/A、B/B/A/B、A/A/B/B、A/B/A/B、A/B/B/A、B/B/A/A、B/A/B/

A、B/A/A/B、B/B/B/A、A/A/A/B、B/A/A/A、A/B/A/A、A/A/B/A、A/B/B/B、B/A/B/B、B/B/A/B。考

虑了其它组合。

[0128] 在本发明一些实施方式中，将一种或多种本发明化合物和另外的活性剂以序列和

时间间隔施用于受试者(更通常是人类)，使得化合物可以与其它试剂一起起作用，以相对

于如果以其它方式施用而获得的益处而提供增强的益处。例如，另外的活性剂可以通过共

同制剂共同施用，同时施用或在不同时间点以任何顺序依次施用；然而，如果不同时施用，

它们应该在足够接近的时间内施用，以便提供所需的治疗或预防效果。在一些实施方式中，

化合物和另外的活性剂在重叠的时间发挥其效果。每种另外的活性剂可以以任何适当的形

式和通过任何合适的途径分开施用。在其它实施方式中，在施用另外的活性剂之前、同时或

之后施用化合物。

[0129] 在各种示例中，在相隔少于约1小时、相隔约1小时、相隔约1小时至约2小时、相隔

约2小时至约3小时、相隔约3小时至约4小时、相隔约4小时至约5小时、相隔约5小时至约6小

时、相隔约6小时至约7小时、相隔约7小时至约8小时、相隔约8小时至约9小时、相隔约9小时

至约10小时、相隔约10小时至约11小时、相隔约11小时至约12小时、相隔不超过24小时或相

隔不超过48小时内施用化合物和另外的活性剂。在其它示例中，同时施用化合物和另外的

活性剂。在其它示例中，通过共同制剂同时施用化合物和另外的活性剂。

[0130] 在其它示例中，在相隔约2至4天、相隔约4至6天、相隔约1周、相隔约1至2周或相隔

超过2周内施用化合物和另外的活性剂。

[0131] 在某些示例中，将本发明化合物和任选的另外活性剂循环施用于受试者。循环疗

法涉及施用第一试剂一段时间，然后施用第二试剂和/或第三试剂一段时间并重复该顺序

施用。循环疗法可以提供多种益处，例如减少对一种或多种疗法的抗性的发展，避免或减少

一种或多种疗法的副作用和/或改善治疗的功效。

[0132] 在其它示例中，以少于约3周、约每2周一次、约每10天一次或约每周一次的周期施

用本发明一些实施方式的一种或多种化合物和任选的另外的活性剂。一个循环可以包含通

过每个循环输注约90分钟、每个循环输注约1小时、每个循环输注约45分钟、每个循环输注

约30分钟或每个循环输注约15分钟以施用本发明化合物和任选的第二活性剂。每个循环可

以包含至少1周的休息、至少2周的休息、至少3周的休息。施用循环数为约1至约12个循环，

更通常为约2至约10个循环，更通常为约2至约8个循环。

[0133] 治疗过程可以同时施用于受试者，即在一段时间间隔内分别施用单独剂量的另外

的活性剂，使得本发明化合物可以与另外的活性剂一起起作用。例如，将每周施用一次一种

组分与每2周施用一次或每3周施用一次其它组分组合。换句话说，即使不同时或在同一天

施用治疗剂，施用方案也同时进行。

[0134] 另外的活性剂可以与本发明化合物相加或更通常地协同作用。在一个示例中，在

同一药物组合物中将一种或多种本发明化合物与一种或多种第二活性剂同时施用。在另一

个示例中，在分开的药物组合物中将一种或多种本发明化合物与一种或多种第二活性剂同
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时施用。在又一个示例中，在施用第二活性剂之前或之后施用一种或多种本发明化合物。本

发明考虑了通过相同或不同的施用途径(例如口腔和肠胃外)施用本发明化合物和第二活

性剂。在某些实施方式中，当将本发明化合物与可能产生不良副作用(包括但不限于毒性)

的第二活性剂同时施用时，可以有利地以低于引起不良副作用的阈值的剂量施用第二活性

剂。

[0135] 事实上，任何抗原都可以被IgG变体靶向，包括但不限于属于以下靶标抗原列表的

蛋白、亚基、结构域、基序和/或表位，其包括可溶性因子如细胞因子和膜结合因子，包括跨

膜受体：17‑IA、4‑1BB、4Dc、6‑酮‑PGF1a、8‑异PGF2a、8‑氧代基‑dG、A1腺苷受体、A33、ACE、

ACE‑2、激活素、激活素A、激活素AB、激活素B、激活素C、激活素RIA、激活素RIAALK‑2、激活素

RIBALK‑4、激活素RIIA、激活素RIIB、ADAM、ADAM10、ADAM12、ADAM15、ADAM17/TACE、ADAM8、

ADAM9、ADAMTS、ADAMTS4、ADAMTS5、趱址素、aFGF、ALCAM、ALK、ALK‑1、ALK‑7、α‑1抗胰蛋白酶、

α‑V/β‑1拮抗剂、ANG、Ang、APAF‑1、APE、APJ、APP、APRIL、AR、ARC、ART、青蒿琥酯、抗Id、

ASPARTIC、心房钠尿因子、av/b3整合素、Axl、b2M、B7‑1、B7‑2、B7‑H、B淋巴细胞刺激因子

(BlyS)、BACE、BACE‑1、Bad、BAFF、BAFF‑R、Bag‑1、BAK、Bax、BCA‑1、BCAM、Bc1、BCMA、BDNF、b‑

ECGF、bFGF、BID、Bik、BIM、BLC、BL‑CAM、BLK、BMP、BMP‑2BMP‑2a、BMP‑3骨质素、BMP‑4BMP‑2b、

BMP‑5、BMP‑6Vgr‑1、BMP‑7(OP‑1)、BMP‑8(BMP‑8a、OP‑2)、BMPR、BMPR‑IA(ALK‑3)、BMPR‑IB

(ALK‑6)、BRK‑2、RPK‑1、BMPR‑II(BRK‑3)、BMPs、b‑NGF、BOK、蛙皮素、骨源性神经营养因子、

BPDE、BPDE‑DNA、BTC、补体因子3(C3)、C3a、C4、C5、C5a、C10、CA125、CAD‑8、降钙素、cAMP、癌

胚抗原(CEA)、癌相关抗原、组织蛋白酶A、组织蛋白酶B、组织蛋白酶C/DPPI、组织蛋白酶D、

组织蛋白酶E、组织蛋白酶H、组织蛋白酶L、组织蛋白酶O、组织蛋白酶S、组织蛋白酶V、组织

蛋白酶X/Z/P、CBL、CCI、CCK2、CCL、CCL1、CCL11、CCL12、CCL13、CCL14、CCL15、CCL16、CCL17、

CCL18、CCL19、CCL2、CCL20、CCL21、CCL22、CCL23、CCL24、CCL25、CCL26、CCL27、CCL28、CCL3、

CCL4、CCL5、CCL6、CCL7、CCL8、CCL9/10、CCR、CCR1、CCR10、CCR10、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、

CCR6、CCR7、CCR8、CCR9、CD1、CD2、CD3、CD3E、CD4、CD5、CD6、CD7、CD8、CD10、CD11a、CD11b、

CD11c、CD13、CD14、CD15、CD16、CD18、CD19、CD20、CD21、CD22、CD23、CD25、CD27L、CD28、CD29、

CD30、CD30L、CD32、CD33(p67蛋白)、CD34、CD38、CD40、CD40L、CD44、CD45、CD46、CD49a、CD52、

CD54、CD55、CD56、CD61、CD64、CD66e、CD74、CD80(B7‑1)、CD89、CD95、CD123、CD137、CD138、

CD140a、CD146、CD147、CD148、CD152、CD164、CEACAM5、CFTR、cGMP、CINC、肉毒梭菌毒素、产气

荚膜梭菌毒素、CKb8‑1、CLC、CMV、CMVUL、CNTF、CNTN‑1、COX、C‑Ret、CRG‑2、CT‑1、CTACK、

CTGF、CTLA‑4、CX3CL1、CX3CR1、CXCL、CXCL1、CXCL2、CXCL3、CXCL4、CXCL5、CXCL6、CXCL7、

CXCL8、CXCL9、CXCL10、CXCL11、CXCL12、CXCL13、CXCL14、CXCL15、CXCL16、CXCR、CXCR1、

CXCR2、CXCR3、CXCR4、CXCR5、CXCR6、细胞角蛋白肿瘤相关抗原、DAN、DCC、DcR3、DC‑SIGN、衰

变加速因子、des(1‑3)‑IGF‑I(脑IGF‑1)、Dhh、地高辛、DNAM‑1、DNA酶、Dpp、DPPIV/CD26、

Dtk、ECAD、EDA、EDA‑A1、EDA‑A2、EDAR、EGF、EGFR(ErbB‑1)、EMA、EMMPRIN、ENA、内皮素受体、

脑啡肽、eNOS、Eot、嗜酸粒细胞趋化蛋白、EpCAM、EphrinB2/EphB4、EPO、ERCC、内皮细胞选择

素、ET‑1、因子IIa、因子VII、因子VIIIc、因子IX、成纤维细胞活化蛋白(FAP)、Fas、FcR1、

FEN‑1、铁蛋白、FGF、FGF‑19、FGF‑2、FGF3、FGF‑8、FGFR、FGFR‑3、纤维蛋白、FL、FLIP、Flt‑3、

Flt‑4、卵泡束激素、Fractalkine、FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9、

FZD10、G250、Gas6、GCP‑2、GCSF、GD2、GD3、GDF、GDF‑1、GDF‑3(Vgr‑2)、GDF‑5(BMP‑14、CDMP‑
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1)、GDF‑6(BMP‑13、CDMP‑2)、GDF‑7(BMP‑12、CDMP‑3)、GDF‑8(抑制肌骨素)、GDF‑9、GDF‑15

(MIC‑1)、GDNF、GDNF、GFAP、GFRa‑1、GFR‑α1、GFR‑α‑2、GFR‑α3、GITR、胰高血糖素、Glut4、糖

蛋白IIb/IIIa(GPIIb/IIIa)、GM‑CSF、gp130、gp72、GRO、生长激素释放因子、半抗原(NP‑帽

或NIP‑帽)、HB‑EGF、HCC、HCMVgB包膜糖蛋白、HCMV)gH包膜糖蛋白、HCMVUL、造血生长因子

(HGF)、HepBgp120、肝素酶、Her2、Her2/neu(ErbB‑2)、Her3(ErbB‑3)、Her4(ErbB‑4)、单纯疱

疹病毒(HSV)gB糖蛋白、HSVgD糖蛋白、HGFA、高分子量黑色素瘤相关抗原(HMW‑MAA)、

HIVgp120、HIVIIIBgp120V3环、HLA、HLA‑DR、HM1.24、HMFGPEM、HRG、Hrk、人类心肌肌球蛋白、

人类巨细胞病毒(HCMV)、人类生长激素(HGH)、HVEM、1‑309、IAP、ICAM、ICAM‑1、ICAM‑3、ICE、

ICOS、IFNg、Ig、IgA受体、IgE、IGF、IGF结合蛋白、IGF‑1R、IGFBP、IGF‑I、IGF‑II、IL、IL‑1、

IL‑1R、IL‑2、IL‑2R、IL‑4、IL‑4R、IL‑5、IL‑5R、IL‑6、IL‑6R、IL‑8、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑

13、IL‑15、IL‑18、IL‑18R、IL‑23、干扰素(INF)‑α、NF‑β、IFN‑γ、抑制素、iNOS、胰岛素A链、

胰岛素B链、胰岛素样生长因子1、整合素α2、整合素α3、整合素α4、整合素α4/β7、整合素α4/β

7、整合素α5(αV)、整合素α5/β1、整合素α5/β3、整合素α6、整合素β1、整合素β2、干扰素γ、

IP‑10、I‑TAC、JE、激肽释放酶2、激肽释放酶5、激肽释放酶6、激肽释放酶11、激肽释放酶12、

激肽释放酶14、激肽释放酶15、激肽释放酶L1、激肽释放酶L2、激肽释放酶L3、激肽释放酶

L4、KC、KDR、角质形成细胞生长因子(KGF)、层粘连蛋白5、LAMP、LAP、LAP(TGF‑1)、潜在TGF‑

1、潜在TGF‑1bp1、LBP、LDGF、LECT2、Lefty、Lewis‑Y抗原、Lewis‑Y相关抗原、LFA‑1、LFA‑3、

Lfo、LIF、LIGHT、脂蛋白、LIX、LKN、Lptn、L‑选择素、LT‑a、LT‑b、LTB4、LTBP‑1、肺表面活性

剂、促黄体激素、淋巴毒素β受体、Mac‑1、MAdCAM、MAG、MAP2、MARC、MCAM、MCAM、MCK‑2、MCP、M‑

CSF、MDC、Mer、金属蛋白酶(METALLOPROTEASES)、MGDF受体、MGMT、MHC(HLA‑DR)、MIF、MIG、

MIP、MIP‑1‑α、MK、MMAC1、MMP、MMP‑1、MMP‑10、MMP‑11、MMP‑12、MMP‑13、MMP‑14、MMP‑15、MMP‑

2、MMP‑24、MMP‑3、MMP‑7、MMP‑8、MMP‑9、MPIF、Mpo、MSK、MSP、粘蛋白(Muc1)、MUC18、苗勒管抑

制物质、Mug、MuSK、NAIP、NAP、NCAD、N‑钙粘素、NCA90、NCAM、NCAM、脑啡肽酶、神经营养因子

3、神经营养因子4、或神经营养因子6、神经生长因子抗体、神经生长因子(NGF)、NGFR、NGF‑

β、nNOS、NO、NOS、Npn、NRG‑3、NT、NTN、OB、OGG1、OPG、OPN、OSM、OX40L、OX40R、p150、p95、

PADPr、甲状旁腺激素、PARC、PARP、PBR、PBSF、PCAD、P‑钙粘素、PCNA、PDGF、PDGF、PDK‑1、

PECAM、PEM、PF4、PGE、PGF、PGI2、PGJ2、PIN、PLA2、胎盘碱性磷酸酶(PLAP)、PIGF、PLP、PP14、

胰岛素原、松弛素原、蛋白C、PS、PSA、PSCA、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、PTEN、PTHrp、Ptk、

PTN、R51、RANK、RANKL、RANTES、RANTES、松弛素A链、松弛素B链、肾素、呼吸道合胞病毒(RSV)

F、RSVFgp、Ret、类风湿因子、RLIP76、RPA2、RSK、S100、SCF/KL、SDF‑1、SERINE、血清白蛋白、

sFRP‑3、Shh、SIGIRR、SK‑1、SLAM、SLPI、SMAC、SMDF、SMOH、SOD、SPARC、Stat、STEAP、STEAP‑

II、TACE、TACI、TAG‑72(肿瘤相关糖蛋白‑72)、TARC、TCA‑3、T细胞受体(例如T细胞受体α/

β)、TdT、TECK、TEM1、TEM5、TEM7、TEM8、TERT、睾丸PLAP样碱性磷酸酶、TfR、TGF、TGF‑α、TGF‑

β、TGF‑βPan特异性、TGF‑βR1(ALK‑5)、TGF‑βRII、TGF‑βRIIb、TGF‑βRIII、TGF‑β1、TGF‑β2、

TGF‑β3、TGF‑β4、TGF‑β5、凝血酶、胸腺Ck‑1、甲状腺刺激素、Tie、TIMP、TIQ、组织因子、

TMEFF2、Tmpo、TMPRSS2、TNF、TNF‑α、TNF‑αβ、TNF‑β2、TNFc、TNF‑RI、TNF‑RII、TNFRSF10A

(TRAILR3Apo‑2、DR4)、TNFRSF10B(TRAILR2DR5、KILLER、TRICK‑2A、TRJCK‑B)、TNFRSF10C

(TRAILR3DcR1、LIT、TRID)、TNFRSF10D(TRAILR4DcR2、TRUNDD)、TNFRSF11A(RANKODFR、

TRANCER)、TNFRSF11B(OPGOCIF、TR1)、TNFRSF12(TWEAKRFN14)、TNFRSF13B(TACI)、
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TNFRSF13C(BAFFR)、TNFRSF14(HVEMATAR、HVeA、LIGHTR、TR2)、TNFRSF16(NGFRp75NTR)、

TNFRSF17(BCMA)、TNFRSF18(GITRAITR)、TNFRSF19(TROYTAJ、TRADE)、TNFRSF19L(RELT)、

TNFRSF1A(TNFR1CD120a、p55‑60)、TNFRSF1B(TNFRIICD120b、p75‑80)、TNFRSF26(TNFRH3)、

TNFRSF3(LTbRTNFRIII、TNFCR)、TNFRSF4(OX40ACT35、TXGP1R)、TNFRSF5(CD40p50)、TNFRSF6

(FasApo‑1、APT1、CD95)、TNFRSF6B(DcR3M68、TR6)、TNFRSF7(CD27)、TNFRSF8(CD30)、

TNFRSF9(4‑1BBCD137、ILA)、TNFRSF21(DR6)、TNFRSF22(DcTRAILR2TNFRH2)、TNFRST23

(DcTRAILR1TNFRH1)、TNFRSF25(DR3Apo‑3、LARD、TR‑3、TRAMP、WSL‑1)、TNFSF10(TRAILApo‑2

配体、TL2)、TNFSF11(TRANCE/RANK配体ODF、OPG配体)、TNFSF12(TWEAKApo‑3配体、DR3配

体)、TNFSF13(APRILTALL2)、TNFSF13B(BAFFBLYS、TALL1、THANK、TNFSF20)、TNFSF14

(LIGHTHVEM配体、LTg)、TNFSF15(TL1A/VEGI)、TNFSF18(GITR配体AITR配体、TL6)、TNFSF1A

(TNF‑a连接蛋白、DIF、TNFSF2)、TNFSF1B(TNF‑bLTa、TNFSF1)、TNFSF3(LTbTNFC、p33)、

TNFSF4(OX40配体gp34、TXGP1)、TNFSF5(CD40配体CD154、gp39、HIGM1、IMD3、TRAP)、TNFSF6

(Fas配体Apo‑1配体、APT1配体)、TNFSF7(CD27配体CD70)、TNFSF8(CD30配体CD153)、TNFSF9

(4‑1BB配体CD137配体)、TP‑1、t‑PA、Tpo、TRAIL、TRAILR、TRAIL‑R1、TRAIL‑R2、TRANCE、转铁

蛋白受体、TRF、Trk、TROP‑2、TSG、TSLP、肿瘤相关抗原CA125、表达LewisY相关碳水化合物的

肿瘤相关抗原、TWEAK、TXB2、Ung、uPAR、uPAR‑1、尿激酶、VCAM、VCAM‑1、VECAD、VE‑钙粘素、

VE‑钙粘素‑2、VEFGR‑1(fit‑1)、VEGF、VEGFR、VEGFR‑3(flt‑4)、VEGI、VIM、病毒抗原、VLA、

VLA‑1、VLA‑4、VNR整合素、血管假性血友病因子、WIF‑1、WNT1、WNT2、WNT2B/13、WNT3、WNT3A、

WNT4、WNT5A、WNT5B、WNT6、WNT7A、WNT7B、WNT8A、WNT8B、WNT9A、WNT9A、WNT9B、WNT10A、

WNT10B、WNT11、WNT16、XCL1、XCL2、XCR1、XCR1、XEDAR、XIAP、XPD以及激素和生长因子的受

体。

[0136] 本领域技术人员将理解，上述靶标列表不仅指特异性蛋白和生物分子，还指生物

化学途径或包含它们的途径。例如，提及CTLA‑4作为靶标抗原意味着构成T细胞共刺激途径

的配体和受体(包括CTLA‑4、B7‑1、B7‑2、CD28和任何其它未发现的结合这些蛋白的配体或

受体)也是靶标。因此，本文所用的靶标不仅指特异性的生物分子，还指与所述靶标相互作

用的蛋白组和所述靶标所属的生物化学途径的成员。本领域技术人员将进一步理解，任何

上述靶标抗原、结合它们的配体或受体、或其相应生化途径的其它成员，可以与本发明的Fc

变体可操作地连接以产生Fc融合。因此例如，可以通过将Fc变体可操作地连接至EGF、TGF‑b

或结合EGFR的任何其它的配体(发现或未发现的)来构建靶向EGFR的Fc融合体。因此，本发

明的Fc变体可以与EGFR可操作地连接以产生结合EGF、TGF‑b或结合EGFR的任何其它配体

(发现或未发现的)的Fc融合体。因此，实际上任何多肽，无论是配体、受体，还是一些其它蛋

白或蛋白结构域(包括但不限于上述靶标和构成其相应生物化学途径的蛋白)可以与本发

明的Fc变体可操作地连接以开发Fc融合体。

[0137] 合适抗原的选择取决于所需的应用。对于抗癌治疗，期望具有其表达限于癌细胞

的靶标。已经证明特别适合抗体疗法的一些靶标是具有信号传导功能的靶标。其它治疗抗

体通过抑制受体与其同源配体之间的结合来阻断受体的信号传导而发挥其效果。治疗抗体

的另一种作用机制引起受体下调。通过其靶标抗原信号传导使其它抗体不起作用。在一些

情况下，使用针对感染性疾病试剂的抗体。

[0138] 在一种实施方式中，将本发明的Fc变体掺入针对细胞因子的抗体中。可选地，Fc变
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体与细胞因子融合或共轭。本文所用的“细胞因子”是指由一种细胞群释放的蛋白的通用术

语，其作为细胞间介质作用于另一种细胞。例如，如Penichet等，2001，J  Immunol  Methods 

248：91‑101(通过引用明确并入)中所述，细胞因子可以与抗体融合以提供一系列所需特

性。这些细胞因子的示例是淋巴因子、单核因子和传统的多肽激素。细胞因子中包括生长激

素如人类生长激素、N‑甲硫氨酰人类生长激素和牛生长激素；甲状旁腺激素；甲状腺素；胰

岛素；胰岛素原；松弛素；松弛素原；糖蛋白激素如卵泡刺激素(FSH)、促甲状腺激素(TSH)和

黄体生成素(LH)；肝生长因子；成纤维细胞生长因子；催乳素；胎盘催乳素；肿瘤坏死因子‑α

和‑β；苗勒管抑制物质；小鼠促性腺激素相关肽；抑制素；激活素；血管内皮生长因子；整合

素；血小板生成素(TPO)；神经生长因子如NGF‑β；血小板生长因子；转化生长因子(TGF)如

TGF‑α和TGF‑β；胰岛素样生长因子‑I和‑II；促红细胞生成素(EPO)；骨诱导因子；干扰素如

干扰素‑α、β和‑γ；集落刺激因子(CSF)如巨噬细胞‑CSF(M‑CSF)；粒细胞‑巨噬细胞‑CSF

(GM‑CSF)和粒细胞‑CSF(G‑CSF)；白细胞介素(IL)，如IL‑1、IL‑1α、IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑5、

IL‑6、IL‑7、IL‑8、IL‑9、IL‑10、IL‑11、IL‑12；IL‑15，一种肿瘤坏死因子如TNF‑α或TNF‑β；

C5a；以及其它包括LIF和试剂盒配体(KL)的多肽因子。如本文所用，术语细胞因子包括来自

天然来源或来自重组细胞培养物的蛋白，以及天然序列细胞因子的生物活性等同物。

[0139] 细胞因子和可溶性靶标(例如TNF超家族成员)是与本发明的变体一起使用的优选

靶标。例如，抗VEGF、抗‑CTLA‑4和抗‑TNF抗体或其片段是用于增加FcRn结合的Fc变体的特

别好的抗体。针对这些靶标的治疗剂经常涉及自身免疫疾病的治疗，并且需要长时间内多

次注射。因此，由本发明的变体引起的较长血清半衰期和较低频率的治疗是特别优选的。

[0140] 批准用于临床试验或开发中的许多抗体和Fc融合体可以受益于本发明的Fc变体。

这些抗体和Fc融合体在本文中称为“临床产品和候选物”。因此，在优选实施方式中，发现本

发明的Fc多肽可用于一系列临床产品和候选物中。例如，靶向CD20的许多抗体可以受益于

本发明的Fc多肽。例如，发现本发明的Fc多肽可用于与利妥昔单抗基本上相似的抗体(

IDEC/Genentech/Roche)(参见例如美国专利号5,736,137)，经批准用于治疗非

霍奇金淋巴瘤的嵌合抗CD20抗体；HuMax‑CD20，一种目前由Genmab开发的抗CD20，描述于美

国专利号5,500 ,362中的抗CD20抗体，AME‑133(Applied  Molecular  Evolution)，hA20

(Immunomedics，Inc.)，HumaLYM(Intracel)和PRO70769(PCT/US2003/040426，名称为“免疫

球蛋白变体及其应用”)。靶向表皮生长因子受体家族成员的许多抗体，包括EGFR(ErbB‑1)、

Her2/neu(ErbB
‑
2)、Her3(ErbB‑3)、Her4(ErbB‑4)可能受益于本发明的Fc多肽。例如，发现

本发明的Fc多肽可用于与曲妥珠单抗( Genentech)基本上相似的抗体(参见例

如美国专利号5,677,171)，一种批准用于治疗乳腺癌的人源化抗Her2/neu抗体；帕妥珠单

抗(rhuMab‑2C4，OmnitargTM)，目前由Genentech开发；美国专利号4,753,894中描述的抗

Her2抗体；西妥昔单抗( Imclone)(美国专利号4,943,533；PCT  WO96/40210)，用

于多种癌症的临床试验中的嵌合抗EGFR抗体；ABX‑EGF(美国专利号6,235 ,883)，目前由

Abgenix‑Immunex‑Amgen开发；HuMax‑EGFr(美国系列号10/172,317)，目前由Genmab开发；

425，EMD55900、EMD62000和EMD72000(Merck  KGaA)(美国专利号5,558,864；Murthy等1987，

Arch  Biochem  Biophys.252(2)：549‑60；Rodeck等，1987，J  Cell  Biochem.35(4)：315‑20；

Kettleborough等，1991，Protein  Eng .4(7)：773‑83)；ICR62(癌症研究所)(PCT  WO  95/

20045；Moditahedi等，1993，J.Cell  Biophys.1993，22(1‑3)：129‑46；Modjtahedi等，1993，
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Br  J .Cancer .1993，67(2)：247‑53；Modjtahedi等，1996，Br  J  Cancer，73(2)：228‑35；

Modjtahedi等，2003，Int  J  Cancer，105(2)：273‑80)；TheraCIM  hR3(YM  Biosciences，

Canada和Centrode  Immunologia  Molecular，Cuba(美国专利号5,891,996；美国专利号6,

506,883；Mateo等，1997，Immunotechnology，3(1)：71‑81)；mAb‑806(路德维希癌症研究所，

Memorial  Sloan‑Kettering)(Jungbluth等，2003，Proc  Natl  Acad  Sci  USA.100(2)：639‑

44)；KSB‑102(KS  Biomedix)；MR1‑1(IVAX，国家癌症研究所(PCTWO  0162931A2)和SC100

(Scancell)(PCTWO  01/88138)。在另一种优选实施方式中，发现本发明的Fc多肽可用于阿

仑单抗( Millenium)，一种目前批准用于治疗B细胞慢性淋巴细胞白血病的人

源化单克隆抗体。发现本发明的Fc多肽可用于多种抗体或Fc融合体，其与其它临床产品和

候选物基本上相似，包括但不限于莫罗单抗‑CD3 (Orthoclone )，一种由

OrthoBiotech/Johnson&Johnson开发的抗‑CD3抗体，替伊莫单抗 一种由IDEC/

Schering  AG开发的抗CD20抗体，单抗奥佐米星 一种由Celltech/Wyeth开发

的抗CD33(p67蛋白)抗体，阿法赛特 一种Biogen开发的抗LFA‑3Fc融合体，由

Centocor/Lilly开发的阿昔单抗 由Novartis开发的巴利昔单抗

由Med  immune开发的帕利珠单抗 英夫利昔单抗 一种由

Centocor开发的抗TNFα抗体，阿达木单抗 一种由AbboR开发的抗TNFα抗体，

HumicadeTM，一种由Celltech开发的抗TNFα抗体，依那西普 一种由Immunex/

Amgen开发的抗TNFαFc融合体，ABX‑CBL，一种由Abgenix开发的抗CD147抗体，ABX‑IL8，一种

由Abgenix开发的抗IL8抗体，ABX‑MA1，一种由Abgenix开发的抗MUC18抗体，Pemtumomab

(R1549，90Y‑muHMFG1)，一种由Antisoma开发的抗MUC1，Therex(R1550)，一种由Antisoma开

发的抗MUC1抗体，由Antisoma开发的AngioMab(AS1405)，由Antisoma开发的HuBC‑1，由

Antisoma开发的硫铂(AS1407)， (那他珠单抗)，一种由Biogen开发的抗α‑4‑β‑1

(VLA‑4)和α‑4‑β‑7抗体，VLA‑1  mAb，一种由Biogen开发的抗VLA‑1整合素抗体，LTBR  mAb，

一种由Biogen开发的抗淋巴毒素β受体(LTBR)抗体，CAT‑152，一种由剑桥抗体技术公司开

发的抗TGF‑β2抗体，J695，一种由剑桥抗体技术公司和Abbott开发的抗IL‑12抗体，CAT‑

192，一种由剑桥抗体技术公司和Genzyme开发的抗TGFβ1抗体，CAT‑213，一种由剑桥抗体技

术公司开发的抗体嗜酸性粒细胞趋化因子抗体，LymphoStat‑BTM，一种由剑桥抗体技术公司

和人类基因组科学公司开发的抗Blys抗体，TRAIL‑R1mAb，一种由剑桥抗体技术公司和人类

基因组科学公司开发的抗TRAIL‑R1抗体，AvastinTM(贝伐单抗，rhuMAb‑VEGF)，一种由

Genentech开发的抗VEGF抗体，由Genentech开发的抗HER受体家族抗体，抗组织因子(ATF)，

一种由Genentech开发的抗组织因子抗体，XolairTM(奥马珠单抗)，一种由Genentech开发的

抗IgE抗体，RaptivaTM(依法利珠单抗)，一种由Genentech和Xoma开发的抗CD11a抗体，由

Genentech和千禧制药开发的MLN‑02抗体(原LDP‑02)，HuMax  CD4，一种由Genmab开发的抗

CD4抗体，HuMax‑IL  15，一种由Genmab和Amgen开发的抗IL  15抗体，由Genmab和Medarex开

发的HuMax‑Inflam，HuMax‑癌症，一种由Genmab和Medarex以及Oxford  GcoSciences开发的

抗乙酰肝素酶I抗体，由Genmab和AMgen开发的HuMax‑淋巴瘤，由Genmab开发的HuMax‑TAC，

IDEC‑131，一种由IDEC制药开发的抗CD40L抗体，IDEC‑151(克立昔单抗)，一种由IDEC制药

开发的抗CD4抗体，IDEC‑114，一种由IDEC制药开发的抗CD80抗体，IDEC‑152，一种由IDEC制
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药开发的抗CD23，由IDEC制药开发的抗癌巨噬细胞迁移因子(MIF)抗体，BEC2，一种由

Imclone开发的抗独特型抗体，IMC‑1C11，一种由Imclone开发的抗KDR抗体，DC101，一种由

Imclone开发的抗flk‑1抗体，由Imclone开发的抗VE钙粘素抗体，CEA‑CideTM(拉贝珠单抗)，

一种由Immunomedics开发的抗癌胚抗原(CEA)抗体，LymphoCideTM(依帕珠单抗)，一种由

Immunomedics开发的抗CD22抗体，由Immunomedics开发的AFP‑Cide，由Immunomedics开发

的MyelomaCide，由Immunomedics开发的LkoCide，由Immunomedics开发的ProstaCide，MDX‑

010，一种由Medarex开发的抗CTLA4抗体，MDX‑060，一种由Medarex开发的抗CD30抗体，由

Medarex开发的MDX‑070，由Medarex开发的MDX‑018，OsidemTM(IDM‑1)，一种由Medarex和

Immuno‑Designed  Molecules开发的抗Her2抗体，HuMaxTM‑CD4，一种由Medarex和Genmab开

发的抗CD4抗体，HuMax‑IL  15，一种由Medarex和Genmab开发的抗IL15抗体，CNTO  148，一种

由Medarex和Centocor/J&J开发的抗TNFα抗体，CNTO  1275，一种由Centocor/J&J开发的抗

细胞因子抗体，MOR101和MOR102，一种由MorphoSys开发的抗细胞间粘附分子‑1(ICAM‑1)

(CD54)抗体，MOR201，一种由MorphoSys开发的抗成纤维细胞生长因子受体3(FGFR‑3)抗体，

(visilizumab)，一种由蛋白质设计实验室开发的抗CD3抗体，HuZAFTM，一种由蛋

白质设计实验室开发的抗γ干扰素抗体，由蛋白质设计实验室开发的抗α5β1整合素，由蛋

白质设计实验室开发的抗IL‑12，ING‑1，一种由Xoma开发的抗Ep‑CAM抗体和MLN01，一种由

Xoma开发的抗β2整合素抗体，本段中所有上述引用的参考文献都通过引用明确地并入本

文。

[0141] 本发明的Fc多肽可以掺入上述临床候选物和产品中，或掺入与它们基本上相似的

抗体和Fc融合体中。本发明的Fc多肽可以掺入上述临床候选物和产品中，该临床候选物和

产品的形式是人源化的，亲和力成熟的，工程化的或以某种其它方式修饰的。

[0142] 在一种实施方式中，本发明的Fc多肽用于治疗自身免疫、炎症或移植适应症。与这

些疾病相关的靶标抗原和临床产品以及候选物包括但不限于抗α4β7整合素抗体如LDP‑02，

抗β2整合素抗体如LDP‑01，抗补体(C5)抗体如5G1.1，抗CD2抗体如BTI‑322，MEDI‑507，抗

CD3抗体如OKT3，SMART抗CD3，抗CD4抗体如IDEC‑151，MDX‑CD4，OKT4A，抗CD11a抗体，抗CD14

抗体如IC14，抗CD18抗体，抗CD23抗体如IDEC  152，抗CD25抗体如赛尼哌(Zenapax)，抗

CD40L抗体如5c8，Antova，IDEC‑131，抗CD64抗体如MDX‑33，抗CD80抗体如IDEC‑114，抗

CD147抗体如ABX‑CBL，抗E‑选择素抗体如CDP850，抗gpIIb/IIIa抗体如ReoPro/阿昔单抗，

抗ICM3抗体如ICM3，抗ICE抗体如VX‑740，抗FcR1抗体如MDX‑33，抗IgE抗体如rhuMab‑E25，

抗IL‑4抗体如SB‑240683，抗IL‑5抗体如SB‑240563，SCH55700，抗IL‑8抗体如ABX‑IL8，抗干

扰素γ抗体，抗TNF(TNF、TNFα、TNFα、TNF‑α)抗体如CDP571，CDP870，D2E7，英夫利昔单抗，

MAK‑195F和抗VLA‑4抗体如Antegren。

[0143] 本发明的Fc变体(例如与FcRn结合增加的Fc变体)可用于TNF抑制剂分子中以提供

增强的特性。有用的TNF抑制剂分子包括抑制哺乳动物中TNF‑α作用的任何分子。合适的示

例包括Fc融合体 (依那西普)以及抗体 (阿达木单抗)和 (英

夫利昔单抗)。使用本发明的Fc变体工程化以增加FcFn结合的单克隆抗体(例如Remicade和

Humira)可以通过增加的半衰期转化为更好的功效。

[0144] 在一些实施方式中，使用针对感染性疾病的抗体。针对真核细胞的抗体包括靶向

酵母细胞的抗体，包括但不限于酿酒酵母、多形汉逊酵母、脆壁克鲁维酵母和乳酸克鲁维酵
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母、季也蒙毕赤酵母和巴斯德毕赤酵母、粟酒裂殖酵母、疟原虫和解脂耶氏酵母。

[0145] 针对其它真菌细胞的抗体也是有用的，包括与念珠菌属菌株相关的靶标抗原，该

菌株包括光滑念珠菌、白色念珠菌、克鲁氏菌、葡萄牙念珠菌和C.maltosa以及曲霉属、隐球

菌属、组织胞浆菌属、球孢子菌属、芽孢杆菌属和青霉菌属等。

[0146] 针对与原生动物相关的靶标抗原的抗体包括但不限于与锥虫、利什曼原虫种类

(包括杜氏利什曼原虫)；疟原虫属、卡氏肺孢子虫、小球隐孢子虫、贾第鞭毛虫、溶组织内阿

米巴和环孢子虫相关的抗体。

[0147] 针对原核抗原的抗体也是有用的，包括针对合适细菌的抗体，例如致病性和非致

病性原核生物，包括但不限于芽孢杆菌(包括炭疽芽孢杆菌)；弧菌(例如霍乱弧菌)；埃希氏

菌属(例如产肠毒素大肠杆菌)，志贺氏菌(例如痢疾杆菌)；沙门氏菌(例如伤寒沙门氏菌)；

分枝杆菌(例如结核分枝杆菌，麻风杆菌)；梭菌(例如肉毒芽孢梭菌、破伤风芽孢梭菌、艰难

梭状芽胞杆菌、产气荚膜梭状芽胞杆菌)；Comyebacterium(例如白喉杆菌)；链球菌(化脓性

链球菌、肺炎链球菌)；金黄色葡萄球菌(例如金黄色酿脓葡萄球菌)；嗜血杆菌(例如流感嗜

血杆菌)；奈瑟菌(例如脑膜炎奈瑟氏菌、淋病奈瑟氏菌)；耶尔森氏鼠疫杆菌(例如蓝氏耶尔

森氏菌、鼠疫耶尔辛杆菌)，假单胞菌(例如铜绿假单胞菌、恶臭假单胞菌)；衣原体(例如沙

眼衣原体)；博德特氏菌(例如百日咳)；密螺旋体(例如钯密螺旋体)；炭疽杆菌，鼠疫杆菌，

布鲁氏菌属，土拉热弗朗西丝菌，鼻疽假单胞菌，类鼻疽伯克氏菌，鼻疽假单胞菌，类鼻疽伯

克氏菌，C.botulinum，沙门氏菌属，SEB  V.霍乱毒素B，大肠杆菌O157：H7，李斯特菌属，白色

毛孢子菌，红酵母属，异常汉森酵母，肠杆菌属，克雷伯氏菌属，李斯特菌属，支原体属等。

[0148] 在某些方面，抗体针对病毒感染；这些病毒包括但不限于正粘病毒(例如流感病

毒)，副粘病毒(例如呼吸道合胞病毒、腮腺炎病毒、麻疹病毒)，腺病毒，鼻病毒，冠状病毒，

呼肠孤病毒，披盖病毒(例如风疹病毒)，细小病毒，痘病毒(例如天花病毒、痘苗病毒)，肠道

病毒(例如脊髓灰质炎病毒、柯萨奇病毒)，肝炎病毒(包括A、B和C)，疱疹病毒(例如单纯疱

疹病毒、水痘‑带状疱疹病毒、巨细胞病毒、爱泼斯坦‑巴尔病毒)，轮状病毒，诺瓦克病毒，汉

坦病毒，沙粒病毒，弹状病毒(例如狂犬病毒)，逆转录病毒(包括HIV、HTLV‑1和‑II)，乳多空

病毒(例如乳头瘤病毒)，多瘤病毒和小核糖核酸病毒等。

[0149] 实施例

[0150] 实施例1

[0151] 用于改善的FcRn结合的Fc工程化

[0152] 新生儿Fc受体(FcRn)调节人体中IgG的3周长IgG半衰期。用于改善pH依赖性与

FcRn结合的IgG抗体的工程化导致具有延长的半衰期/改变的药代动力学和细胞转运特性

的抗体的示例。

[0153] 材料和方法

[0154] 细胞培养。在37℃下在湿度5％、95％CO2空气培养箱中将细胞系HEK293E维持在补

充有10％FBS、100U/ml青霉素，100μg/ml链霉素的DMEM中。

[0155] 可溶性重组人FcRn的产生。已经描述了编码重组截短形式的野生型人FcRn的真核

pcDNA3载体的构建，该载体含有编码三个细胞外结构域(α1‑α3)的cDNA，其C末端与编码来

自血吸虫(Schistosoma  japonicum)的谷胱甘肽S‑转移酶(GST)的cDNA融合(Berntzen，G，

等J  Immunol  Methods，2005.298(1‑2)：p.93‑104；Andersen，J.T.，等FEBS  J，2008.275
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(16)：p.4097‑110)。该载体还含有编码人β2‑微球蛋白和Epstein‑Barr病毒源复制序列的

cDNA，通过使用聚乙烯亚胺Max(Polysciences)瞬时转染人胚肾293E(HEK293E)细胞产生

GST标记的hFcRn，使用所述GSTrap  FF柱从收获的上清液中纯化受体(Bemtzen等，同上；

Andersen等，同上)。

[0156] 使用杆状病毒表达载体系统产生单体His标记的人FcRn(Kim，J.K.，等FcRn.Eur  J 

Immunol，1999.29(9)：p.2819‑25)。编码His标记的人FcRn的病毒原种是来自Sally  Ward博

士(德克萨斯大学，西南医学中心，达拉斯，德克萨斯州)的善意馈赠。简而言之，使用提供有

Ni2+离子的HisTrap  HP柱(GE  Healthcare)纯化人FcRn。用含有0.05％叠氮化钠的1×PBS预

平衡柱子，用1×PBS、0.05％叠氮化钠(pH  10.9)将上清液的pH调节至pH  7.2，然后以流速

5ml/min施加到HisTrap  HP柱上。用200ml  1×PBS洗涤柱子，然后用50ml  25mm咪唑、1×PBS

(pH7.3)洗涤，以及用250mm咪唑、1×PBS(pH7.4)洗脱人FcRn。使用Amicron  Ultra‑10过滤

单元(Millipore)将收集的蛋白缓冲液交换至1×PBS，然后分离单体级分。在使用Amicon 

Ultra柱(Millipore)浓缩蛋白之前，使用HiLoad  26/600Superdex  200制备级柱(GE 

Healthcare)分离单体级分并储存在4℃。

[0157] Fc工程化IgG1变体的构建和产生。编码人源化9C12  IgG1变体的载体基于pLNOH2/

pLNOk表达系统(Norderhaug，L，等J  Immunol  Methods，1997.204(1)：p.77‑87)。具体地，将

源自杂交瘤细胞系TC31‑9C12.C9(Developmental  Studies  Hybridoma  Bank，University 

of  Iowa)(Varghese，R.，等J  Virol，2004.78(22)：p.12320‑32)的重(H)和轻(L)链可变(V)

基因合成为克隆盒，其侧翼为由内切核酸酶BsmI/BsiWI识别的限制性位点。然后将基因片

段亚克隆到pLNOH2‑NIPhIgG1‑WT‑oriP和NIPpLNOk‑oriP中，分别产生编码嵌合人H链和L链的

pLNOH2‑HexonhIgG1‑WT‑oriP和HexonpLNOk‑oriP。通过用含有所需突变的片段交换CH2和CH3基

因片段，编码载体pLNOH2‑HexonhIgG1‑WT‑oriP的H链进一步用于产生h9C12变体。使用内切核

酸酶AgeI和SfiI识别的独特限制性位点交换CH2片段，而使用SfiI和BamHI(全部来自New 

England  Biolabs)交换CH3片段。在使用Lipofectamine  2000(Life  Technologies)将H链

和L链载体共转染到HEK293E细胞中后，使用CH1特异性CaptureSelect柱(Life 

Technologies)从收集的上清液中纯化h9C12IgG1变体。使用Superdex  200柱(GE 

Healthcare)通过SEC色谱分离单体级分。通过非还原SDS‑PAGE(Life  Technologies)验证

蛋白完整性。

[0158] ELISA。将重组AdV5六邻体(Abd  Serotech)(在PBS中稀释至1μg/ml)包被在96孔板

(Nunc)中，并在4℃、O/N下温育。使用PBS/4％脱脂乳(S)(Acumedia)封闭剩余的表面积，然

后用PBS/0.005％吐温20(T)洗涤四次。将在PBS/T/S中稀释的滴定量的h9C12变体添加到孔

中，并在室温下温育1小时。如上洗涤后，将在PBS/S/T中稀释的可溶性GST标记的人FcRn添

加到孔中，并在室温下温育1小时。如上洗涤后，在添加的PBS/ S / T (R o c k l a nd 

Immunochemicals，U.S.A)中稀释HRP‑共轭的抗GST抗体(1∶8000)，然后在室温下温育1小

时。如上洗涤后，通过添加四甲基苯甲酸(TMB)溶液(CalBiochem)使结合的人FcRn可视化。

通过添加100μl  1MHCl终止反应，并使用SUNRISE读板仪(TECAN)记录450nm处的吸收。使用

pH  6.0或pH  7.4的PBS进行ELISA。

[0159] SPR。Biacore  3000仪器(GE  Healthcare)用于所有动力学测量。根据制造商的说

明，通过胺偶联将人源化的9C12IgG1变体固定在CM5传感器芯片上。通过注射溶解在pH  4.5
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的10mM乙酸钠(GE  Healthcare)中的1‑2.5μg/ml  IgG1变体进行偶联。使用HBS‑P缓冲液

(0.01M  HEPES，0.15NaCl，0.005％表面活性剂P20，pH7.4)作为运行和稀释缓冲液。随后，注

射系列浓度的可溶性单体人FcRn。使用BIAevaluation软件进行动力学分析，并将结合数据

拟合至简单的一阶(1∶1)Langmuir生物分子相互作用模型。

[0160] 结果

[0161] 本文描述了Fc工程化的IgG抗体，其具有如下与人FcRn的结合改变。三重突变体

Q311R/N434W/M428E显示出改善的pH依赖性结合，超出了公开的实施例。

[0162]
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[0163]

[0164] 实施例2

[0165] 该实施例描述了另外的与人FcRn改变的结合的IgG1和IgG3变体。

[0166] 材料和方法

[0167] 在体内研究中，C57BL/6J遗传背景上的Tg32‑Alb‑/‑小鼠携带FcRn  HC

(Fcgrttm1Dcr)和白蛋白(Albem12Mvw)的无效等位基因，并在天然hFcRn启动子的控制下表达

hFcRn  HC(FCGRT)的基因组转基因。Tg32‑Alb‑/‑小鼠(性别‑雌性，年龄7‑9周，体重17至

27g，5只小鼠/组)通过腹膜内注射接受5mg/kg  IgG1变体。在注射后1、3、5、7、10、12、16、19、

23、30和37天从眼眶后窦抽取血样(25μl)。样品收集后，立即将血液与1μl1％K3‑EDTA混合

以防止凝结，然后在4℃以17000×g离心5分钟。分离血浆，在50％甘油/PBS溶液中1∶10稀

释，然后储存在‑20℃直至由ELISA分析。体内研究在The  Jackson  Laboratory(Bar 

Harbor，ME)中进行。

[0168] 表面等离子体共振‑Biacore  T200仪器(GE  Healthcare)用于所有动力学测量。根

据制造商的说明书，通过胺偶联将h9C12变体固定在CM5传感器芯片上。对于所有实验，将pH 

6.0的磷酸盐缓冲液(67mM磷酸盐，0.15M  NaCl，0.005％Tween20)或pH  7.4的HBS‑P缓冲液

(0.1M  HEPES，0.15NaCl，0.005％表面活性剂P20)分别用作运行和再生缓冲液。以50μl/min

的流速在25℃下注射系列浓度的重组人FcRn(1000.0‑15.6)nM。使用BIAevaluation软件进

行动力学分析，并将结合数据拟合为简单的一阶(1∶1)Langmuir相互作用模型。

[0169] ELISA‑如实施例1中所述进行

[0170] 表2

[0171] IgG1‑WT

IgG1‑Q311R/N434W/M428E

IgG1‑M252S/Q311R/N434W/M428E

IgG1‑Q311R/N434P/M428E

IgG1‑Q311R/N434W/M428D

IgG  1‑Q311R/N434W/M428E/H433K
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IgG1‑L309K/Q311R/N434W/M428E

IgG1‑L309R/Q311R/N434W/M428E

IgG1‑L309S/Q311R/N434W/M428E

IgG3(b)‑Q311R/N434W/M428E/R435H

[0172] 结果

[0173] 结果显示在图5‑7和表3‑5中。

[0174]
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[0175]

[0176] 表5.人FcRn  Tg32半合子小鼠的半衰期(天)。

[0177] 上述说明书中提及的所有出版物和专利均通过引用并入本文中。在不脱离本发明

的范围和精神的情况下，本发明所述方法和系统的各种修饰和变型对于本领域技术人员来

说是显而易见的。尽管已经结合特定的优选实施方式描述了本发明，但是应该理解的是，要

求保护的本发明不应该不适当地限于这些特定的实施方式。实际上，对于相关领域的技术

人员显而易见的，用于实施本发明的所述模式的各种修饰旨在落入所附权利要求的范围

内。
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图6

图7
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图8
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图8(续)

说　明　书　附　图 8/9 页

67

CN 109071631 B

67



图8(续)

说　明　书　附　图 9/9 页

68

CN 109071631 B

68


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026
	DES00027
	DES00028
	DES00029
	DES00030
	DES00031
	DES00032
	DES00033

	BIS
	BIS00034
	BIS00035
	BIS00036
	BIS00037
	BIS00038
	BIS00039
	BIS00040
	BIS00041
	BIS00042
	BIS00043
	BIS00044
	BIS00045
	BIS00046
	BIS00047
	BIS00048
	BIS00049
	BIS00050
	BIS00051
	BIS00052
	BIS00053
	BIS00054
	BIS00055
	BIS00056
	BIS00057
	BIS00058
	BIS00059

	DRA
	DRA00060
	DRA00061
	DRA00062
	DRA00063
	DRA00064
	DRA00065
	DRA00066
	DRA00067
	DRA00068


