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(57)【要約】
　本発明は、細胞の目的とするタンパク質の力価を増加
させる方法に関し、特に構成要素がCH3ドメインである
最適化された生体分子の製造および精製の改善に関する
。生体分子において、しばしばC末端アミノ酸(単数また
は複数)、例えばC末端リジンが切断される。例えば、抗
体の重鎖の不完全なプロセシングは通例不均一な産物を
もたらす。前記産物の不均一性を防ぐために、抗体重鎖
のC末端リジンの対応するコドンを組換えDNA技術により
欠失させる。前記の最適化された抗体は、野生型におけ
るよりも産物力価の増加をもたらす。加えて、前記の最
適化された抗体は、低下した電荷不均一性による溶出挙
動の改善の結果として精製過程に有利である。
【選択図】図３



(2) JP 2010-536396 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞の目的とするタンパク質の力価を増加させる方法であって、
a.目的とするタンパク質をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸をコ
ードするコドンを欠失させ、
b.a)からの改変核酸を含むベクターで細胞をトランスフェクトし、
c.前記目的とするタンパク質の製造を可能にする条件下で細胞を培養すること
を特徴とする前記方法。
【請求項２】
　C末端アミノ酸が欠失していないタンパク質の比較値に対して少なくとも10%、20%、50%
、好ましくは75%力価が増加することを特徴とする請求項1記載の方法。
【請求項３】
　C末端アミノ酸が欠失していないタンパク質の比較値に対して少なくとも10%、20%、50%
、好ましくは75%細胞の比生産性が増加することを特徴とする請求項1記載の方法。
【請求項４】
　目的とするタンパク質の産生を増加させるための発現ベクターを調製する方法であって
、
a.目的とするタンパク質をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸をコ
ードするコドンを欠失させ、
b.このように改変したa)からの核酸配列を発現ベクターに挿入すること
を特徴とする前記方法。
【請求項５】
　目的とするタンパク質の力価が増加した細胞を調製する方法であって、
a.請求項1記載の方法で細胞群を処理し、
b.次に単一細胞クローニングを行うこと
を特徴とする前記方法。
【請求項６】
　細胞内で目的とするタンパク質を製造する方法であって、
a.請求項1記載の方法で細胞群を処理し、
b.少なくとも1つの選択圧力の存在下でa)からこれらの細胞を選択し、
c.場合により単一細胞クローニングを行い、
d.細胞または培養上清から目的とするタンパク質を得ること
を特徴とする前記方法。
【請求項７】
　請求項6記載の少なくとも1つの目的とするタンパク質を製造する方法であって、段階b)
を行った後に、製造に用いる細胞をさらに遺伝子増幅段階にかけることを特徴とする前記
方法。
【請求項８】
　C末端アミノ酸がリジン(Lys)またはアルギニン(Arg)であり、好ましくはLysであること
を特徴とする、請求項1～7の1つに記載の方法。
【請求項９】
　目的とするタンパク質が抗体、Fc融合タンパク質、EPOまたはtPAであることを特徴とす
る、請求項1～8のいずれか１項記載の方法。
【請求項１０】
　目的とするタンパク質が抗体の重鎖であり、C末端アミノ酸がリジン(Lys)であることを
特徴とする、請求項1～7のいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　抗体の重鎖がIgG1、IgG2、IgG3またはIgG4型に属し、好ましくはIgG1、IgG2またはIgG4
型に属することを特徴とする請求項10記載の方法。
【請求項１２】
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　目的とするタンパク質が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、哺乳動物抗体、
マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、霊長類抗体またはヒト抗体または免疫グロブリン
抗体の重鎖またはFab、F(ab’)2、Fc、Fc-Fc融合タンパク質、Fv、一本鎖Fv、単一ドメイ
ンFv、四価一本鎖Fv、ジスルフィド結合したFv、ドメイン欠失抗体、ミニボディ、ダイア
ボディの抗体フラグメントもしくは誘導体または前記のフラグメントの1つと他のペプチ
ドもしくはポリペプチドとの融合ポリペプチドまたはFc-ペプチド融合タンパク質であるF
c-毒素融合タンパク質もしくは足場タンパク質であることを特徴とする、請求項1～11の1
つに記載の方法。
【請求項１３】
　懸濁培養で細胞を培養することを特徴とする、請求項1～12のいずれか１項記載の方法
。
【請求項１４】
　無血清条件下で細胞を培養することを特徴とする、請求項1～12のいずれか１項記載の
方法。
【請求項１５】
　細胞が真核細胞であり、例えば酵母、植物、虫、昆虫、鳥、魚、爬虫類または哺乳動物
由来の細胞であることを特徴とする、請求項1～14のいずれか１項記載の方法。
【請求項１６】
　細胞が哺乳動物細胞であることを特徴とする請求項15記載の方法。
【請求項１７】
　細胞がCHO細胞であり、好ましくはCHO DG44細胞であることを特徴とする、請求項16記
載の方法。
【請求項１８】
　請求項4記載の方法により調製できる、目的とする遺伝子の発現を増加させる発現ベク
ター。
【請求項１９】
　請求項5記載の方法により調製できる細胞。
【請求項２０】
　目的とするタンパク質を製造し精製する方法であって、
a.目的とするタンパク質をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸をコ
ードするコドンを欠失させ、
b.C末端アミノ酸が欠失していないタンパク質と比較して得られた前記目的とするタンパ
ク質の不均一性が低下していること
を特徴とする前記方法。
【請求項２１】
　C末端アミノ酸がリジン(Lys)またはアルギニン(Arg)であり、好ましくはLysであること
を特徴とする請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　目的とするタンパク質が抗体、Fc融合タンパク質、EPOまたはtPAであることを特徴とす
る、請求項20または21に記載の方法。
【請求項２３】
　目的とするタンパク質が抗体の重鎖であり、C末端アミノ酸がリジン(Lys)であることを
特徴とする、請求項20～22のいずれか１項記載の方法。
【請求項２４】
　抗体の重鎖がIgG1、IgG2、IgG3またはIgG4型に属し、好ましくはIgG1、IgG2またはIgG4
型に属することを特徴とする請求項23記載の方法。
【請求項２５】
　目的とするタンパク質の精製中に、C末端アミノ酸の欠失を含まないタンパク質の精製
と比較して低い塩濃度が用いられることを特徴とする、請求項20～24のいずれか１項記載
の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、最適化されたタンパク質、特に抗体FcフラグメントまたはFc融合タンパク質
に関し、かつこれらの最適化された抗体および活性が増強したFc融合タンパク質の製造方
法またはバイオ医薬品製造方法に関するばかりでなく、製造される生体分子がC末端リジ
ンに関して完全に均一なタンパク質を製造し精製する方法にも関する。
　タンパク質、ポリヌクレオチド、多糖などの生体分子は、医薬として、診断剤として、
食品添加剤、界面活性剤などとして、研究試薬として、また多くの他の用途に関して、ま
すます重要性が増しつつある。これらの生体分子の必要性は、例えばタンパク質の場合は
、通常自然源から分子を単離することによってはもはや満たすことはできず、バイオテク
ノロジーによる製造方法の使用を必要とする。
　バイオテクノロジーによるタンパク質の製造は、一般的には、所望のタンパク質をコー
ドするDNAの単離と適切な発現ベクターへのそれらのクローニングにより開始される。適
切な原核または真核発現細胞への組換え発現ベクターのトランスフェクションとそれに続
くトランスフェクトされた組換え細胞の選択後、後者を発酵槽内で培養し、所望のタンパ
ク質を発現させる。次いで細胞または培養上清を採取し、それに含有されるタンパク質を
後処理し精製する。
【０００２】
　バイオ医薬品、例えば治療抗体などの医薬として用いられるタンパク質の場合は、産物
の収率が重要である。不純物の分離もまた重要である。工程由来および産物由来不純物の
区別を付けることができる。工程由来不純物は、タンパク質および核酸などの宿主細胞成
分あるいは細胞培養由来成分(例えば培地成分)および後処理由来成分(例えば塩または溶
解クロマトグラフィーリガンド)を含む。加えて、産物由来不純物もまた存在する。これ
らは、異なる特性を有する、産物の分子バリアントである。これらは、例えば、前駆体お
よびタンパク質のC末端アミノ酸基の酵素的切断による加水分解産物などの短縮形ばかり
でなく、例えば脱アミノ化、異なるグリコシル化パターンまたは間違って結合したジスル
フィド架橋によって生じた修飾体もまた含む。産物由来バリアントは、ポリマーおよび凝
集体を含む。用語汚染物質は、製造方法には直接属さない、すべての他の化学的、生化学
的または微生物学的物質のことを言う。さらなる汚染物質には、例えば細胞培養物中に望
まないのに存在する場合のあるウイルスがある。
　新規バイオ医薬品の製造のための、哺乳動物における組換え抗体またはFc融合タンパク
質の過剰発現においてしばしば観察される産物バリアントは、C末端リジンの酵素的切断
による、免疫グロブリン重鎖C末端における不均一性に基づく。この不均一性を正確に測
定するためには、高分解能分析法を開発する必要があった。電荷不均一性の検出および定
量のために、以下の方法が医薬産業における品質管理に用いられている:カチオンイオン
交換クロマトグラフィー(CIEX)、等電点電気泳動(IEF)(検出のみ)、キャピラリー等電点
電気泳動(cIEF)および液体クロマトグラフィー質量分析法(LCMS)。特にこの修飾に関して
、製造される各バッチは評価され合格しなければならない。
　市販されているこのカテゴリーの分子において、重鎖のC末端におけるこれらの産物の
不均一性が観察されている。重鎖のC末端において、リジンが完全に切断された抗体モノ
マー(Lys0)と1つのリジンが切断された抗体モノマー(Lys1)とリジンが切断されていない
抗体モノマー(Lys2)とが区別される。不完全にプロセシングされた異なる分子(Lys1およ
びLys2)は、電荷の内30%までを説明することができる(Santora et al. (1999) Analytica
l Biochemistry, 275(1): p. 98-108)。Remicade(登録商標)(インフリキシマブ)の製造方
法において、発酵における不均一性はおおよそ20%(Lys0およびLys1)および80%(Lys2)であ
った(FDA, Product Review on Remicade, 1998)。モノクローナル抗体におけるC末端リジ
ンプロセシングのさらなる例は、以下の表において見出すことができる(Harris, R.J., (
1995) Journal of Chromatography A, 705 (1), pp. 129-134)。
【０００３】



(5) JP 2010-536396 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

出典: Harris, R.J. (1995) Journal of Chromatography A, 705 (1), pp. 129-134
【０００４】
　現在のところ、この産物不均一性の原因は知られていない。主に影響を有するのが、鎖
の構造か、宿主細胞か、発酵条件、従って細胞における異なる代謝過程かは不明である。
同様に、リジンの切断が細胞の産物製造におけるどの時点でなされるか(翻訳と同時、翻
訳後)、どこで、どのカルボキシペプチダーゼを用いてなされるかも現在不明である。そ
の結果バッチ間で起こりうる変化は防ぐことができず、従って標的カウンタ制御は不可能
である。
　産物不均一性は、他のC末端アミノ酸欠失、例えばタンパク質tPAまたはEPOにおけるC末
端アルギニン欠失によっても生じうる(Harris, R.J., (1995) Journal of Chromatograph
y A, 705 (1), pp. 129-134)。
　製造バッチを評価するための出発点は、産物の物理化学的性質、純度、均一性および有
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効性・安全性である。
　産物の純度および不均一性を評価するために、電気泳動(IEF)またはクロマトグラフィ
ー(IEC、SEC、RP)による分離法および質量分析法(MS、ESI、MALDI)を用いる。
【０００５】
　産物純度をモニタリングすることにより、不純物の十分な除去および酵素的、機械的ま
たは化学的過程により生成される切断産物および凝集タンパク質分子の除去が保証される
。産物の均一性は、主としてグリコシル化パターンにおける偏向および電荷不均一性によ
って評価される。産物の有効性はその生物活性を表し、抗体の場合、生物活性はその抗原
結合能、エフェクター機能の誘導、血清半減期などの特性で構成されている。産物の安全
性の決定要因は、特に産物のバッチの無菌性および細菌エンドトキシン量を含む。
　製造バッチにおいて、その発売を可能にするために保証し固守しなければならない管理
値の数が多いため、管理値数の縮小、例えばバッチに影響するパラメータの除去が望まし
い。
　さらに、バイオテクノロジーによるタンパク質の製造において、細胞における高い産物
力価および高い比生産性が望ましい。
　このように製造方法の改善についての問題が生じる。産物発現、産物の精製および産物
の安定性に関しては、製造中、負の影響が生じてはならない。
　驚くべきことに、本発明は、DNAレベルでC末端をコードするコドン(例えばリジン)を除
去し、終止コドンを挿入することにより収率を増加させることを可能にするタンパク質製
造方法を用いてこの問題を解決する。本方法により、タンパク質力価、特に重鎖における
C末端リジン欠失を有する抗体の力価を増加させることが可能になる。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、C末端リジン欠失を含むタンパク質、特にIgG1、IgG2、IgG3、IgG4などの抗
体分子およびFc融合構築物に対する組換えDNA構築物に関する。発現構築物に関するこの
変化およびC末端Lysコドンの欠失は、均一な重鎖C末端を有する分子のみが製造されるこ
とを意味する。
　新規バイオ医薬品分子を製造するための、哺乳動物細胞組換え抗体またはFc融合タンパ
ク質などの過剰発現において、しばしば、重鎖のC末端における不均一性が認められる。
重鎖のC末端に関して、精製最終産物には3つの種が含まれる:1)DNA配列どおりのC末端リ
ジンを有する完全な鎖(Lys2)または2)不完全な鎖(Lys1)および3)両方の鎖におけるC末端
リジン欠失(Lys0)。2つの種の割合は予測できない。従って、細胞、発酵条件および製造
バッチに応じて差異が生じうる。細胞内におけるこのリジンの酵素的切断に抗体構造が影
響を及ぼすかどうかは不明である。
　現在までに市販されているこれらの分子に関する手順は、重鎖の完全なDNA配列を発現
し、多大な費用を用いてC末端に存在するどのような不均一性も分析し記録するというも
のであった。従って、産物を解析するために、C末端を分析する正確な方法が開発されな
ければならず、この特徴に関してすべてのバッチが分析されなければならない(Alexandru
 C. Lazar et al; Rapid Commun. Mass Spectrum. 2004; 18: 239-244, Lintao Wang et 
al; Pharmaceutical Research, Vol. 22, No .8, 2005)。従って、存在する産物の不均一
性を分析するための費用は大きい。分析のための努力および費用を切り詰めることが望ま
れる。
【０００７】
　前記の産物不均一性の原因は現在知られていない。主な影響を有するのが、鎖の構造か
、宿主細胞か、発酵条件、従って細胞における異なる代謝過程かは不明である。同様に、
リジンの切断が細胞の産物製造におけるどの時点でなされるか(翻訳と同時、翻訳後)、ど
こで、どの酵素を用いてなされるかも現在不明である。その結果バッチ間で起こりうる変
動は防ぐことができず、従って標的カウンタ制御は不可能である。
　これまでに、C末端における不均一性の結果として免疫病理学的副作用などの有害な影
響をこれらの産物の使用が引き起こすという指摘はなされていない。従って、C末端リジ
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ンのない非天然配列もまた、臨床上の有効性および認容性に関して許容され、天然配列と
等価であると考えられる。
　しかしながら、IgGの重鎖におけるC末端リジンは高度に保存されているので、現在まで
に、C末端Lysコドンの欠失を有する治療用タンパク質の構築物、特に抗体またはFc融合構
築物は記載されていない。
【０００８】
　先行技術から逸脱して、本発明において、3`末端において、抗体の重鎖のための発現構
築物におけるリジンのコドンはDNAレベルですでに欠失している。すべてのIgG亜型におい
て、重鎖のC末端は高度に保存されており、例えばヒトおよびマウス抗体の両方において
、C末端のリジンは常に存在している。この状況を考慮すれば、発現、フォールディング
または分泌にリジンは特に重要であることが予想される。しかしながら、驚くべきことに
、異なるカテゴリーのIgGを用いる我々の実験により、C末端リジン欠失にもかかわらず、
動物細胞培養系においてこれらの分子は発現され、培地中に天然タンパク質構造体が分泌
されることが初めて示された。特に驚くべき側面は、これらの構築物が用いられる場合に
観察される産物力価における完全に予想外の増加である。好ましくはヒト免疫グロブリン
におけるC末端リジン位置の高保存性を考慮すれば、これは予想外である。これらの発現
構築物が用いられる場合、産物力価は少なくとも10%、好ましくは少なくとも20%、特に好
ましくは少なくとも50%増加する。
　製造される抗体アイソタイプを分析することにより、Lysコドンの欠失の結果としての
産物不均一性の回避の定性的および定量的根拠を提供することもまた可能であった。2つ
の異なるアイソタイプ(IgG1およびIgG4)に関して、比較のために、野生型抗体および対応
するリジン欠失変異体を発現し精製した。次にタンパク質の解析を行った。さらに、予想
に反して、産物力価を少なくとも10～20%増加させることができることが示された。産物
の後処理(プロテインAアフィニティークロマトグラフィー)およびタンパク質の解析にお
いて、リジンコドンの欠失は、なんら有害な影響を示さなかった。精製プロセスおよび産
物の解析のさらなる分析(産物収率、凝集特性)においても、同様に、Lys欠失変異体はな
んら負の影響を示さなかった。製造方法に関するより優れた頑健性、分析作業の削減およ
び産物力価の増加を考慮すれば、この新規方法は明らかに先行技術よりも優れている。
【０００９】
　現行の先行技術よりも優れた主な利点は、これらの構築物が用いられるとき、重鎖に関
してリジンのないC末端のバリアントのみが生じうることである。従って、バッチ間の変
動および多大な産物解析作業の可能性はない。本発明の特に驚くべき点は、C末端リジン
のない構築物が産物力価の増加をもたらすことであり、これは特に高収率に有利である。
　本発明は、好ましくは、組換え抗体および/またはFc融合タンパク質の製造方法に適用
できる。しかしながら、本発明はまた、C末端アミノ酸欠失を含む他の分子にも適用でき
る。これらの例には、C末端アルギニン欠失を有するEPOおよびtPAがある。
【００１０】
　本発明は、最適化されたタンパク質の製造および精製の改善に関する。その中の1成分
は、特に、免疫グロブリンドメインCH3である。しばしば観察されるこれらのタンパク質
の結果はC末端リジンの切断である。これは、通例、産物不均一性をもたらす重鎖の不完
全なプロセシングである。この産物不均一性を避けるために、抗体重鎖のC末端リジンに
対応するコドンを組換えDNA技術により欠失させた。驚くべきことに、最適化された抗体
におけるこの欠失は、発現または細胞内でのタンパク質のプロセシングに不都合をもたら
さなかったばかりでなく、野生型と比較して産物力価の増加をもたらした。加えて、最適
化された抗体は、電荷の不均一性の減少によるより優れた溶離過程により精製に有利であ
ることが明らかとなり、均一性の改善により特徴づけられる。もう1つの利点は、目的と
するタンパク質の精製において、C末端アミノ酸欠失を含まないタンパク質の精製と比較
して低い塩濃度が用いられることである。
　本発明は、先行技術からは自明ではない。現在は、各製造バッチに関して、その発売が
可能になる前に、産物不均一性を分析しなければならない。重鎖のC末端におけるリジン
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基の不均一性の定性的および定量的測定のために、労働集約的で費用のかかる分析方法を
用いなければならない。
【００１１】
　抗体アイソフォームの定量的測定のために用いられる確立された方法は、医薬産業にお
ける品質管理に用いられる方法、例えば場合により質量分析法(LC-MS)と共に用いるカラ
ムクロマトグラフィーによる分離方法(弱陽イオン交換樹脂、WCX)または電気泳動法によ
る分離法(キャピラリー等電点電気泳動、CIEF)である。ゲル等電点電気泳動はリジンの不
均一性の定性的評価のみを可能にする。
　抗体重鎖のC末端リジン基により電荷の不均一性を低下させるための1つのアプローチが
、モノクローナル抗体の不均一性を低下させる既存の方法に記載されている(EP0361902、
US5126250)。本明細書において、不均一性の低下は、異なる方法、例えばpHを低下させる
こと、カルボキシペプチダーゼによるC末端リジン基の酵素的切断または腹水添加により
達成される。
　酵素的方法において、酵素カルボキシペプチダーゼを用いて免疫グロブリン抗体の重鎖
のC末端リジン基の切断により電荷不均一性の低下が得られる。しかしながら、この方法
では、抗体の95%を均一な抗体形(Lys0)に変換できるのみである。他の方法は、不均一な
抗体形と腹水とを種々の比率(2:1～1:10)でインキュベーションすることまたは培地のpH
を低下させることからなる。これらのC末端リジン切断方法の効率もまたおおよそ95%にす
ぎない。また、これらの方法はすべて時間がかかる(>24h)。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】組換えベクターの概略図である。この図に示したベクターは、CHO-DG44細胞にお
けるIgG1およびIgG4アイソタイプのモノクローナル抗体の発現に用いられる。“P/E”はC
MVエンハンサーとハムスターUb/S27a-プロモーターの組み合わせを意味し、“CMV”はCMV
エンハンサーとCMVプロモーターの組み合わせを意味し、“P”は単にプロモーター配列を
意味し、“T”は、転写されたmRNAのポリアデニル化に必要な転写の終結シグナルである
。各転写ユニット内の転写開始位置および方向は矢印で示してある。増幅可能選択マーカ
ーであるジヒドロ葉酸還元酵素は“dhfr”という略語で示される。選択マーカーであるネ
オマイシンホスホトランスフェラーゼは“npt”で示され、点変異F240Iにより生成される
ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ変異体は“npt F240I”と呼ばれる。“IgG1 HC”
は、IgG1アイソタイプの野生型F19抗体の重鎖をコードし、“IgG1-Lys”は、C末端リジン
欠失を有するこの抗体の重鎖をコードする。“IgG4 HC”は、IgG4野生型の重鎖の遺伝子
を意味し、他方では“IgG4-Lys”は、C末端リジン欠失を有するIgG4の重鎖を意味する。
“LC”は、IgG1またはIgG4抗体の軽鎖をコードする。
【図２】IgG1抗体の一過性発現に対するC末端リジン欠失の影響を示す図である。保存さ
れた重鎖のC末端リジンがIgG1分子の発現または分泌に影響を有するかどうかをチェック
するために、プラスミドの組み合わせpBID/F19HCおよびpBIN/F19LC(C末端リジンを有する
IgG1、網目棒)またはBID/IgG1-LysおよびpBIN/F19LC(C末端リジン欠失を有するIgG1、点
付き棒)でCHO-DG44細胞の同時トランスフェクションを行う。同時に、トランスフェクシ
ョン効率を比較するために、SEAP発現プラスミド(=分泌型アルカリホスファターゼ)で同
時トランスフェクトする。48時間のトランスフェクション後、細胞培養上清を除去し、EL
ISAによりIgG1力価を測定し、SEAP活性を測定する。トランスフェクション効率に関してI
gG1力価を補正する。図は、いずれの場合にも10並行プールの平均値を示すが、両バリア
ントに関して同等の産物量が認められる。
【図３】安定非増幅細胞プールにおけるIgG1野生型およびIgG1-リジン欠失変異体の発現
を示す図である。安定的にトランスフェクトされた細胞において、IgG1抗体の発現に対す
るC末端リジン欠失の影響を研究する。このために、CHO-DG44細胞をプラスミドの組み合
わせpBID/F19HCおよびpBIN/F19LC(C末端リジンを有するIgG1=IgG1-WT)またはBID/IgG1-Ly
sおよびpBIN/F19LC(C末端リジン欠失を有するIgG1=IgG1-Lys)でトランスフェクトする。G
418を添加したヒポキサンチン/チミジン無添加培地でのトランスフェクトされた細胞プー
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ルの2～3週間の選択後(プラスミドの組み合わせあたりいずれの場合にも10プール)、製造
されたIgG1抗体の細胞培養上清の濃度をELISAにより測定し、1日1細胞あたりの比生産性
を算出する。棒は、いずれの場合にも、75cm2細胞培養フラスコにおける3～4培養継代か
らなる試験における、全プールの比生産性(点付き棒)または力価(縞のある棒)の平均値を
示す。
【図４】安定増幅細胞プールにおけるIgG1野生型およびIgG1-リジン欠失変異体の発現を
示す図である。CHO-DG44細胞をプラスミドの組み合わせpBID/F19HCおよびpBIN/F19LC(C末
端リジンを有するIgG1=IgG1-WT)またはBID/IgG1-LysおよびpBIN/F19LC(C末端リジン欠失
を有するIgG1=IgG1-リジン)でトランスフェクトする。G418を添加したヒポキサンチン/チ
ミジン無添加培地でのトランスフェクトされた細胞プールの2～3週間の選択後(いずれの
場合にもプラスミドの組み合わせあたり10プール)、次に培養培地に100nMメトトレキセー
ト(MTX)を添加してDHFR媒介遺伝子増幅を行う。製造されたIgG1抗体の細胞培養上清にお
ける濃度をELISAにより測定し、1日1細胞あたりの比生産性を算出する。棒は、一方では
、それぞれ75cm2細胞培養フラスコにおける6培養継代を含む試験における、個々のプール
の比生産性(点付き棒)または力価(縞のある棒)の平均値を示す。他方では、全プールデー
タの平均値(MW)もまた示されている。図4Aは、IgG1野生型でトランスフェクトされた細胞
プールのデータを示し、図4BはIgG1-リジン欠失バリアントでトランスフェクトされた細
胞プールのデータを示す。後者は、IgG1野生型でトランスフェクトされた細胞プールより
も、平均して120%高い比生産性を有し抗体を86%多く産生する。
【図５】IgG4抗体の一過性発現に対するC末端リジン欠失の影響を示す図である。保存さ
れた重鎖のC末端リジンがIgG4分子の発現または分泌に影響を有するかどうかをチェック
するために、プラスミドの組み合わせpBIDa/IgG4 HCおよびpBIN8a/IgG4 LC(C末端リジン
を有するIgG4、網目棒)またはBIDa/IgG4-LysおよびpBIN8a/IgG4 LC(C末端リジン欠失を有
するIgG4、点付き棒)でCHO-DG44細胞の同時トランスフェクションを行う。同時に、トラ
ンスフェクション効率を比較するために、SEAP発現プラスミド(=分泌型アルカリホスファ
ターゼ)で同時トランスフェクトする。48時間のトランスフェクション後、細胞培養上清
を除去し、ELISAによりIgG4力価を測定し、SEAP活性を測定する。トランスフェクション
効率に関してIgG4力価を補正する。図は、いずれの場合にも10並行プールの平均値を示す
が、C末端リジン欠失を有するIgG4抗体に関してやや高い産物力価が認められる。
【図６】安定増幅細胞プールにおけるIgG4野生型およびIgG4リジン欠失変異体の発現を示
す図である。CHO-DG44細胞をプラスミドの組み合わせpBIDa/IgG4 HCおよびpBIN8a/IgG4 L
C(C末端リジンを有するIgG4=IgG4野生型)またはBIDa/IgG4-LysおよびpBIN8a/IgG4LC(C末
端リジン欠失を有するIgG4=IgG4-リジン)でトランスフェクトする。G418を添加したヒポ
キサンチン/チミジン無添加培地でのトランスフェクトされた細胞プールの2～3週間の選
択後(いずれの場合にもプラスミドの組み合わせあたり10プール)、次に培養培地に100nM
メトトレキセート(MTX)を添加してDHFR媒介遺伝子増幅を行い、IgG4野生型4つおよびIgG4
リジン欠失バリアント6つに対する増幅細胞プールを得ることに成功する。製造されたIgG
4抗体の細胞培養上清における濃度をELISAにより測定し、1日1細胞あたりの比生産性を算
出する。棒は、一方では、それぞれ75cm2細胞培養フラスコにおける6培養継代を含む試験
における、個々のプールの比生産性(点付き棒)または力価(縞のある棒)の平均値を示す。
他方では、全プールデータの平均値(MW)もまた示されている。図6Aは、IgG4野生型でトラ
ンスフェクトされた細胞プールのデータを示し、図6BはIgG4-リジン欠失バリアントでト
ランスフェクトされた細胞プールのデータを示す。後者は、IgG4野生型でトランスフェク
トされた細胞プールよりも、平均して70%高い比生産性を有し63%多い抗体を産生する。
【図７】遺伝子増幅の第2ラウンド後の、細胞プールにおけるIgG4野生型およびIgG4リジ
ン欠失変異体の発現を示す図である。CHO-DG44細胞をプラスミドの組み合わせpBIDa/IgG4
 HCおよびpBIN8a/IgG4 LC(C末端リジンを有するIgG4=IgG4野生型)またはBIDa/IgG4-Lysお
よびpBIN8a/IgG4LC(C末端リジン欠失を有するIgG4=IgG4-リジン)でトランスフェクトする
。まず第1に、G418を添加したヒポキサンチン/チミジン無添加培地でのトランスフェクト
された細胞プールの2～3週間の選択(いずれの場合にもプラスミドの組み合わせあたり10
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プール)を行う。次に段階的なDHFR媒介遺伝子増幅を行う。第1段階において、培養培地に
100nMメトトレキセート(MTX)を添加する。この遺伝子増幅から得られるこれらの安定細胞
プールを用いて、培養培地に400nM MTXを添加することにより、遺伝子増幅の第2ラウンド
を行う。IgG4野生型に関して6つの増幅細胞プールを得ることに成功し、IgG4リジン欠失
バリアントに関して4つの増幅細胞プールを得ることに成功する。製造されるIgG4抗体の
細胞培養上清における濃度をELISAにより測定し、1日1細胞あたりの比生産性を算出する
。棒は、一方では、いずれの場合にも75cm2細胞培養フラスコにおける4培養継代を含む試
験における、個々のプールの比生産性(点付き棒)または力価(縞のある棒)の平均値を示す
。他方では、全プールデータの平均値(MW)もまた示されている。図7Aは、IgG4野生型でト
ランスフェクトされた細胞プールのデータを示し、図7BはIgG4-リジン欠失バリアントで
トランスフェクトされた細胞プールのデータを示す。後者は、IgG4野生型でトランスフェ
クトされた細胞プールよりも、平均して66%高い比生産性を有し53%多い抗体を産生する。
【図８】プロテインA HPLCによる産物収率の定量を示す図である。IgG1およびIgG4の産物
収率の測定値はリジン欠失にかかわらず90%以上である。アイソタイプのモノマーおよび
対応するリジン欠失バリアントの割合は89.23～97.93%の範囲である。収率およびモノマ
ー含量の両方に関して、IgG1-Lysは、そのWTバリアントよりも高い。
【図９】アイソタイプIgG1およびIgG4の等電点電気泳動(IEF)を示す図である。存在する
すべてのC末端リジンを切断するために、in vitroでカルボキシペプチダーゼBを用いて抗
体をインキュベートした。アイソタイプIgG1(+リジン)(=IgG1野生型)はカルボキシペプチ
ダーゼBでのインキュベーション後により少ないタンパク質バンド数を示す(Lys2およびLy
s1におけるC末端リジンの切断=>Lys0)。アイソタイプIgG1(-リジン)(=C末端リジン欠失バ
リアント)は、カルボキシペプチダーゼBによるインキュベーションとは無関係に同じバン
ドパターンを示す。IEFマーカーバンドは8.8kDaおよび8.6kDaにおいて観察される。
【図１０】LC-MSによるC末端リジンの検出を示す図である。アイソタイプIgG4(+リジン)(
=IgG4野生型)に関しては、C末端リジンを有する重鎖(HC)の割合は20%であり(ライトグレ
ー棒 リジンを有するHC)、バリアントIgG4(-リジン)(=C末端リジン欠失バリアント)にお
いては、それは0%である。ダークグレー棒は、リジンを有さない重鎖(HC)の割合を示す。
【図１１】WCXによる抗体の分離を示す図である。弱陽イオン交換(WCX)によるIgG1-WT(A)
とIgG1リジン(B)の分離。カルボキシペプチダーゼBを用いるリジンの酵素的切断は、WT I
gG1における塩基性ピーク1および2の減少を示す。IgG1 WT CpB処理なし(上部の線)とIgG1
 WT CpB処理(下部の線)とのオーバレイ(C)により、塩基性ピーク面積の合計9.8%の減少が
見られる。IgG1-Lys CpB処理なし(上部の線)とIgG1-Lys CpB処理(下部の線)とのオーバレ
イ(D)により、塩基性ピーク面積の減少が見られない(～1%以下)。
【図１２】LC-MSによるC末端リジンの定量を示す図である。LC-MSによるIgG4の抗体重鎖
におけるC末端リジンの割合の定量(IgG4WT:点線(上部)およびIgG4-Lys:実線(下部))。還
元およびクロマトグラフィーによる分離の後、C末端リジンを有する重鎖(リジンを有する
HC1-447)またはリジンを有さない重鎖(リジンを有さないHC1-446)の定量値を測定した。
矢印は、グリコシル化状態によって、リジン切断により引き起こされる質量シフトを示す
。しるしを付けたピークにより、重鎖のグリコシル化が特徴づけられる(黒:C末端リジン
を有するHC、灰色の背景:C末端リジンを有さないHC)。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
発明の詳細な説明
定義
　発明の詳細な説明の範囲内で用いられる用語および名称は、以下で定義される意味を有
する。一般的用語“含んでなる”または“含む”は、より具体的な用語“からなる”を含
む。さらに、用語“単数”および“複数”は、限定的に使用されない。
　用語“力価”は、規定量中の産物濃度、例えばng/mL、mg/mL、mg/L、g/Lの表示である
。
　用語“比生産性”は、1日1細胞あたりのpgで表した細胞により製造されるタンパク質の
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量のことを言う。これは、式pg/((Ct-Co)t/ln(Ct-Co))(式中、CoおよびCtは播種時または
採取時の細胞数を示し、tは培養期間を示す)を用いて算出される。
　用語“収率”は、マトリックス、例えばプロテインAマトリックスによるクロマトグラ
フィーによる分離後の種々の産物バリアントの回収率のことを言う。
　選択されたヌクレオチド配列によりコードされるタンパク質の産物濃度はELISAを用い
て測定できるが、他の方法、例えばプロテインA HPLC、ウェスタンブロット、ラジオイム
ノアッセイ、免疫沈降、タンパク質の生物活性の検出、タンパク質免疫染色とそれに続く
FACS分析もしくは蛍光顕微鏡検査、FACS分析による蛍光タンパク質の直接検出または分光
光度計によっても測定できる。
【００１４】
目的とする遺伝子:
　本発明記載の発現ベクターに含まれる目的とする遺伝子は、目的とする産物をコードす
る任意の長さのヌクレオチド配列を含む。遺伝子産物または“目的とする産物”は、一般
にタンパク質、ポリペプチド、ペプチドもしくはフラグメントまたはそれらの誘導体であ
る。しかしながら、それは、RNAまたはアンチセンスRNAであることもできる。目的とする
遺伝子は、その完全長形または短縮形で存在することができ、融合遺伝子または標識遺伝
子として存在することもできる。目的とする遺伝子は、ゲノムDNAであることができ、あ
るいは好ましくはcDNAまたは対応するフラグメントまたは融合体であることができる。目
的とする遺伝子は天然遺伝子配列であることもでき、あるいは変異または別なふうに修飾
されていることもできる。このような修飾は、特定の宿主細胞およびヒト化に適合する最
適化されたコドンを含む。目的とする遺伝子は、例えば、分泌型、細胞質、核内局在、膜
結合型または細胞表面結合型ポリペプチドをコードすることができる。
【００１５】
　用語“核酸”、“ヌクレオチド配列”または“核酸配列”は、一本鎖または二本鎖とし
て存在し、遺伝子のコード鎖または非コード鎖を表すことができるゲノムまたは合成起源
のDNAまたはRNAばかりでなく、オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド、ポリヌクレオチドお
よびそれらのフラグメントを示す。核酸配列は、部位特異的変異誘発またはPCR媒介変異
誘発などの標準法を用いて修飾することができる。
　“コードする”とは、生物過程において、他のポリマーおよび高分子、例えばrRNA、tR
NA、mRNA、他のRNA分子、cDNAまたはポリペプチドなどの合成のための鋳型としての機能
を果たす核酸、例えば染色体上の遺伝子またはmRNAにおけるヌクレオチドの特異的配列の
特性または能力を意味する。よって、転写とその後のmRNAの翻訳により細胞または他の生
物系において所望のタンパク質が製造される場合、遺伝子がタンパク質をコードするとい
う。ヌクレオチド配列がmRNA配列と同一であり、また通常、配列データバンク、例えばEM
BLまたはGenBankで供給されるコード鎖ばかりでなく、転写の鋳型として機能する遺伝子
またはcDNAの非コード鎖もまた産物またはタンパク質をコードするということができる。
タンパク質をコードする核酸はまた、縮重遺伝コードに基づく、異なる順序のヌクレオチ
ド配列を有するが同じアミノ酸配列のタンパク質をもたらす核酸も含む。タンパク質をコ
ードする核酸配列は、イントロンを含むことができる。
　用語“cDNA”は、遺伝子から調製されるmRNAまたは他のRNAからの2番目のDNA鎖の逆転
写および合成により調製されるデオキシリボ核酸を意味する。cDNAが二本鎖DNA分子とし
て存在する場合、それはコード鎖および非コード鎖の両方を含む。
【００１６】
目的とするタンパク質/産物
　バイオ医薬品としての重要性を有するタンパク質/ポリペプチドは、限定するものでは
ないが、例えば抗体または免疫グロブリン、酵素、サイトカイン、リンホカイン、接着分
子、受容体およびそれらの誘導体またはフラグメントを含む。一般に、アゴニストまたは
アンタゴニストとしての機能を果たす、および/または治療または診断用途を有するすべ
てのポリペプチドを使用することができる。目的とする他のタンパク質には、限定するも
のではないが、例えば、いわゆる“細胞工学”の領域で宿主細胞の特性を変えるために用
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いられるタンパク質/ポリペプチド、例えば抗アポトーシスタンパク質、シャペロン、代
謝酵素、グリコシル化酵素およびそれらの誘導体またはフラグメントがある。
【００１７】
　用“ポリペプチド”は、アミノ酸配列またはタンパク質に用いられる任意の長さのアミ
ノ酸のポリマーのことを言う。この用語はまた、グリコシル化、リン酸化、アセチル化ま
たはタンパク質のプロセシングなどの反応により翻訳後修飾を受けたタンパク質を含む。
ポリペプチドの生物活性を維持したままで、例えばアミノ酸の置換、欠失または挿入およ
び他のタンパク質との融合によりポリペプチドの構造を修飾することができる。加えて、
ポリペプチドは多量体化してホモマーおよびヘテロマーを形成することができる。
【００１８】
　“免疫グロブリン”または“抗体”は、外来物質(=抗原)に対する宿主生物の反応とし
て分化したBリンパ球(形質細胞)から生成されるグロブリンの中から選択されるタンパク
質である。それらは、これらの外来物質に対して特異的に防御するのに役立つ。種々の免
疫グロブリンクラス:IgA、IgD、IgE、IgG、IgM、IgY、IgWが存在する。用語免疫グロブリ
ンおよび抗体は同義で使用される。
　治療抗体の例には、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体および
一本鎖抗体または免疫グロブリンならびにそれらのフラグメント例えばFab、Fab'、F(ab'
)2、Fc and Fc'フラグメント、軽鎖(L)および重鎖(H)免疫グロブリンならびにそれらの定
常領域、可変領域または超可変領域ばかりでなくFvおよびFdフラグメントがある。抗体は
ヒト起源または非ヒト起源のものであることができる。ヒト化抗体およびキメラ抗体もま
た可能である。
　Fabフラグメント(抗原結合フラグメント=Fab)は、隣接する定常領域に結合された両鎖
の可変領域からなる。Fabフラグメントは、例えばパパインなどのプロテアーゼでの処理
またはDNAクローニングにより製造できる。他の抗体フラグメントには、ペプシンによる
タンパク質消化により製造できるF(ab')2フラグメントがある。
【００１９】
　遺伝子クローニングを用いれば、重鎖(VH)および軽鎖(VL)の可変領域のみからなる短縮
抗体フラグメントを製造することも可能である。これらはFvフラグメント(可変フラグメ
ント=可変部分のフラグメント)として知られている。これらのFvフラグメントにおいて、
定常鎖のシステイン基による共有結合は不可能なので、これらは他の何らかの方法により
安定化される。このために、重鎖および軽鎖の可変領域は、しばしば、約10～30アミノ酸
、好ましくは15アミノ酸の短いペプチドフラグメントにより結合される。これにより、ペ
プチドリンカーによりVHおよびVLが結合された1本のポリペプチド鎖が生じる。これらの
抗体フラグメントは、一本鎖Fvフラグメント(scFv)とも呼ばれる。scFv抗体の例は公知で
あり、記載されている。
　過去において、多量体化scFv誘導体を製造するための種々の戦略が開発されてきた。そ
の意図は、改善された薬物動態学的性質および増加した結合アビディティを示す組換え抗
体を製造することである。scFvフラグメントの多量体化を達成するために、scFvフラグメ
ントは、多量体化ドメインを有する融合タンパク質として製造される。多量体化ドメイン
は、例えばIgGのCH3領域またはロイシンジッパードメインなどのらせん構造体(“コイル
ドコイル構造”)であることができる。他の戦略において、多量体化(例えばダイアボディ
、トリアボディおよびペンタボディ)のために、scFvフラグメントのVH領域とVL領域との
相互作用が用いられる。
【００２０】
　当該技術分野で、用語“ダイアボディ”は、二価ホモ二量体scFv誘導体を意味するため
に用いられる。scFv分子におけるペプチドリンカーを5～10アミノ酸に縮めることにより
、VH/V軽鎖の重ね合わせによるホモダイマーの形成が生じる。ジスルフィド架橋の挿入に
より、ダイアボディをさらに安定化させることができる。ダイアボディの例は、文献中に
見出すことができる。
　当該技術分野で、用語“ミニボディ”は、二価のホモ二量体scFv誘導体を意味するため



(13) JP 2010-536396 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

に用いられる。ミニボディは、二量体化領域として、免疫グロブリン、好ましくはIgG、
最も好ましくはIgG1のCH3領域を含む融合タンパク質からなる。ミニボディは、同様にIgG
のヒンジ領域とリンカー領域とによりscFvフラグメントを結合させる。
　当該技術分野で、用語“トリアボディ”は、3価のホモ三量体scFv誘導体を意味するた
めに用いられる。リンカー配列を使わずにVH-VLを直接融合させることにより三量体が生
成する。
　二価、三価または四価構造を有する、当該技術分野でミニ抗体として知られるフラグメ
ントもまたscFvフラグメントの誘導体である。二量体、三量体または四量体コイルドコイ
ル構造により多量体化が達成される。
【００２１】
本発明記載の発現ベクターの調製
　本発明記載の発現ベクターは、理論上は、当該技術分野で公知の慣用法により調製でき
る。ベクターの機能的構成要素、例えば適切なプロモーター、エンハンサー、終結シグナ
ル、ポリアデニル化シグナル、抗生物質耐性遺伝子、選択マーカー、複製開始点およびス
プライシングシグナルの記載もまたなされている。従来のクローニングベクター、例えば
プラスミド、バクテリオファージ、ファージミド、コスミドまたは、例えばバキュロウイ
ルス、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルスおよび単純ヘルペスウイル
スなどのウイルスベクターばかりでなく、合成もしくは人工染色体またはミニ染色体を本
発明記載の発現ベクターの調製に使用できる。真核発現ベクターは、一般的には、細菌に
おけるベクターの複製および選択を可能にする原核性配列、例えば複製起点および抗生物
質耐性遺伝子もまた含む。ポリヌクレオチド配列導入のためのマルチクローニング部位を
含む多くの真核発現ベクターも既知であり、一部は種々の会社、例えばStratagene社(米
国カリフォルニア州ラホヤ);Invitrogen社(米国カリフォルニア州カールスバート);Prome
ga社(米国ウィスコンシン州マディソン)またはBD Biosciences Clontech社(米国カリフォ
ルニア州パロアルト)から商業的に入手できる。
【００２２】
　基本的には、発現ベクター内の遺伝子の発現は、1以上の転写ユニットから出発して引
き起こすことができる。用語転写ユニットは、転写される1以上の遺伝子を含む領域とし
て定義される。転写ユニット内の遺伝子は、このようなユニット内のすべての遺伝子が同
じプロモーターまたはプロモーター/エンハンサーの転写調節下にあるように互いに機能
的に連結されている。このような遺伝子の転写連関性の結果として、2以上のタンパク質
または産物を１つの転写ユニットから転写して発現することができる。各転写ユニットは
、それに含まれる遺伝子配列の転写および翻訳に必要な調節因子を含む。各転写ユニット
は同一または異なる調節因子を含むことができる。転写ユニット内の遺伝子の機能的結合
のために、IRESエレメントまたはイントロンを用いることができる。
　発現ベクターは、例えば、目的とする遺伝子(単数または複数)および選択マーカー遺伝
子を発現する単一の転写ユニットを含むことができる。あるいは、これらの遺伝子は、2
以上の転写ユニット中に配置することもできる。転写ユニット内の遺伝子の種々の組み合
わせが可能である。本発明の他の実施形態において、1以上の転写ユニットからなる2以上
の発現ベクターを、同時トランスフェクションまたは任意の所望の順序での連続トランス
フェクションで宿主細胞に挿入することができる。転写ユニットの十分な発現が確実にさ
れるという条件で、各ベクター上の調節因子および遺伝子の任意の組み合わせを選択する
ことができる。必要に応じて、他の調節因子および遺伝子、例えばさらなる目的とする遺
伝子または選択マーカーを発現ベクターに挿入することができる。
【００２３】
宿主細胞:
　本発明記載の発現ベクターを用いるトランスフェクションのために、真核宿主細胞、好
ましくは哺乳動物細胞、より具体的にはげっ歯類細胞、例えばマウス、ラットおよびハム
スター細胞株が用いられる。本発明記載の発現ベクターを用いる対応する細胞のトランス
フェクションの成功は、形質転換細胞、遺伝子改変細胞、組換え細胞またはトランスジェ
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ニック細胞をもたらし、これらもまた本発明の対象である。
【００２４】
　本発明の目的のための好ましい宿主細胞は、BHK21、BHK TK-、CHO、CHO-K1、CHO-DUKX
、CHO-DUKX B1およびCHO-DG44細胞などのハムスター細胞またはこれらの細胞株の派生物/
子孫である。特に好ましいものはCHO-DG44、CHO-DUKX、CHO-K1およびBHK21細胞であり、
特別にはCHO-DG44およびCHO-DUKX細胞である。同様に、マウス由来の骨髄腫細胞、好まし
くはNS0およびSp2/0細胞ならびにこれらの細胞株の派生物/子孫もまた適切である。しか
しながら、これらの細胞の派生物および子孫、ヒト、マウス、ラット、サル、げっ歯動物
の細胞株（これらに限定されない）を含む他の哺乳動物細胞または酵母、昆虫、鳥および
植物細胞（これらに限定されない）を含む真核細胞の派生物および子孫もまた生物医薬品
タンパク質の製造のための宿主細胞として使用できる。
　ポリヌクレオチドまたは本発明記載の発現ベクターの1つを用いる真核宿主細胞のトラ
ンスフェクションは慣用法により行われる。トランスフェクションの適切な方法は、例え
ばリポソーム媒介トランスフェクション、リン酸カルシウム共沈法、エレクトロポレーシ
ョン、ポリカチオン(例えばDEAEデキストラン)媒介トランスフェクション、プロトプラス
ト融合、マイクロインジェクションおよびウイルス感染を含む。本発明によれば、好まし
くは、構築物を宿主細胞のゲノムまたは人工染色体/ミニ染色体に組み込むかまたは宿主
細胞内にエピソームとして安定に含ませて安定なトランスフェクションを行う。当該の宿
主細胞内で異種遺伝子の最大のトランスフェクション頻度および発現を示すトランスフェ
クション法が好ましい。定義により、宿主細胞に挿入されるあらゆる配列またはあらゆる
遺伝子は、宿主細胞に関して“異種配列”または“異種遺伝子”と呼ばれる。このことは
、たとえ挿入される配列または挿入される遺伝子が宿主細胞の内因性配列または内在性遺
伝子と同一であっても適用される。例えば、ハムスター宿主細胞に挿入されるハムスター
アクチン遺伝子は、定義により異種遺伝子である。
【００２５】
　ヘテロ多量体タンパク質、例えばモノクローナル抗体(mAb)の組換え産生において、適
切な宿主細胞のトランスフェクションは、理論上は、2つの異なる方法で行うことができ
る。この種のmAbは、複数のサブユニット、重鎖および軽鎖で構成される。1つのプラスミ
ド上の独立した転写ユニットまたは複数シストロン性の転写ユニットにこれらのサブユニ
ットをコードする遺伝子を挿入し、次にこれで宿主細胞をトランスフェクトすることがで
きる。これは、宿主細胞のゲノムへの組み込み後に遺伝子の化学量論的発現量を確実にす
ることを目的としている。しかしながら、独立した転写ユニットの場合は、これによって
異なるタンパク質をコードするmRNAが同じ安定性および転写・翻訳効率を示すことが確実
にされなければならない。第2の場合においては、遺伝子の発現は、複数シストロン性の
転写ユニット内で1つのプロモーターにより行われ、1つの転写産物のみが生成される。
　IRESエレメントを用いれば、2番目以降のシストロンにおいて高い効率の遺伝子の内部
翻訳開始が得られる。しかしながら、これらのシストロンの発現速度は第1シストロンの
発現速度よりも低く、いわゆる“キャップ”依存的転写開始前複合体による翻訳開始は、
IRES依存的翻訳開始よりも実質的により効率的である。シストロンの真の等モル発現を達
成するために、さらなるシストロン間エレメント、例えばIRESエレメントと共に均一な発
現速度を確実にするものを挿入することができる。
【００２６】
　本発明に好ましい、複数の異種タンパク質を同時に産生することが可能な他の方法は、
遺伝子が別々に異なる発現ベクターに組み込まれる同時トランスフェクションである。こ
れは、互いに一定の割合の遺伝子および遺伝子産物を含むという利点を有し、それによっ
てmRNAの安定性および転写・翻訳効率における差異が相殺される。加えて、発現ベクター
が小型であるためより安定であり、クローニングおよびトランスフェクションにおける取
り扱いがより容易である。
　従って、本発明の特定の一実施形態において、宿主細胞は、1以上の目的とする他のタ
ンパク質をコードする遺伝子を有する1以上のベクターでさらにトランスフェクトされ、
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好ましくは同時トランスフェクトされる。同時トランスフェクションに用いられる他のベ
クター(単数または複数)は、例えば、同じプロモーターの調節下(好ましくは、同じプロ
モーター/エンハンサーの組み合わせの調節下)にある目的とする他のタンパク質(単数ま
たは複数)および少なくとも1つの選択マーカー、例えばジヒドロ葉酸還元酵素をコードす
る。
　本発明の他の特定の実施形態において、宿主細胞は少なくとも2つの真核発現ベクター
を用いて同時トランスフェクトされ、2つのベクターの少なくとも1つは少なくとも目的と
するタンパク質をコードする少なくとも1つの遺伝子を含み、他のベクターは本発明記載
の1以上の核酸を任意の組み合わせ、位置および配向で含み、場合により少なくとも1つの
目的とする遺伝子もコードし、本発明記載のこれらの核酸は、他のベクターを用いる同時
組み込みにより、他の同時トランスフェクトしたベクターに位置する目的とする遺伝子に
転写または発現促進活性を付与する。
【００２７】
　本発明によれば、宿主細胞は、好ましくは、樹立され、適応され、無血清条件下で、場
合により動物タンパク質/ペプチドを含まない培地で培養される。市販の培地の例は、ハ
ムF12培地(Sigma社、ドイツ・ダイゼンホーフェン)、RPMI-1640(Sigma社)、ダルベッコ改
変イーグル培地(DMEM;Sigma社)、最小必須培地(MEM;Sigma社)、イスコフ修飾ダルベッコ
培地(IMDM;Sigma社)、CD-CHO(Invitrogen社、米国カリフォルニア州カールスバート)、CH
O-S-SFMII(Invitrogen社)、無血清CHO培地(Sigma社)およびCHO無タンパク質培地(Sigma社
)を含む。これらの培地のそれぞれに、場合により、種々の化合物、例えばホルモンおよ
び/または他の増殖因子(例えばインスリン、トランスフェリン、上皮増殖因子、インスリ
ン様成長因子)、塩(例えば塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化マグネシウム、リン酸
塩)、緩衝液(例えばHEPES)、ヌクレオシド(例えばアデノシン、チミジン)、グルタミン、
グルコースまたは他の同等の栄養素、抗生物質および/または微量元素を加えることもで
きる。本発明記載の無血清培地が好ましいが、適切な量の血清と混合した培地を用いて宿
主細胞を培養することもできる。1以上の選択マーカー遺伝子を発現する遺伝子改変細胞
を選択するために、1以上の選択剤が培地に添加される。
【００２８】
　用語“選択剤”は、当該の選択マーカー遺伝子が欠損した宿主細胞の増殖または生存に
影響を与える物質のことを言う。本発明の範囲において、野生型または好ましくは修飾ネ
オマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子を含む異種宿主細胞の選択のための培地添加
剤として、好ましくはジェネティシン(G418)が用いられる。複数の発現ベクターで宿主細
胞がトランスフェクトされた場合、例えば複数の目的とする遺伝子が別々に宿主細胞に挿
入された場合、宿主細胞は一般に異なる選択マーカー遺伝子を有する。
　“選択マーカー遺伝子”は、対応する選択剤を培養培地に添加することにより、この遺
伝子を含む細胞の特異的選択を可能にする遺伝子である。例として、正の選択マーカーと
して抗生物質耐性遺伝子を使用することができる。この遺伝子で形質転換された細胞のみ
が、対応する抗生物質の存在下で増殖でき、従って選択される。他方では非形質転換細胞
は、これらの選択条件下では増殖または生存できない。正、負および2機能性の選択マー
カーが存在する。正の選択マーカーは、選択剤に対する耐性を付与することにより、ある
いは宿主細胞における代謝または異化異常を補うことにより選択を可能にし、従って形質
転換細胞の増菌を可能にする。一方、選択マーカー遺伝子を含んだ細胞は、負の選択マー
カーにより選択的に除去できる。この例は、単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ遺
伝子であり、アシクロビルまたはガンシクロビルを同時に添加して細胞内でそれを発現さ
せることによりその除去をもたらす。増幅可能選択マーカーを含む本発明に用いられる選
択マーカーは、その選択マーカーがその選択特性を保持するという条件で、遺伝子改変し
た変異体およびバリアント、フラグメント、機能的等価物、誘導体、ホモログならびに他
のタンパク質またはペプチドとの融合体を含む。このような誘導体は、選択を示すと考え
られる領域またはドメインにおけるアミノ酸配列にかなりの相同性を示す。文献には、2
機能性(正/負の)マーカーを含む多数の選択マーカー遺伝子が記載されている。真核細胞
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に通例用いられる選択マーカーの例は、アミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ(APH
)、ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ(HYG)、ジヒドロ葉酸還元酵素(DHFR)、チ
ミジンキナーゼ(TK)、グルタミン合成酵素、アスパラギンシンテターゼの遺伝子ならびに
ネオマイシン(G418)、ピューロマイシン、ヒスチジノールD、ブレオマイシン、フレオマ
イシンおよびゼオシンに耐性を付与する遺伝子を含む。
【００２９】
増幅可能選択マーカー遺伝子:
　加えて、本発明記載の細胞は、場合により、増幅可能選択マーカー遺伝子の増幅をもた
らす選択剤の存在下で培養される、1以上の遺伝子増幅段階にかけることもできる。
　宿主細胞が、さらに、増幅可能選択マーカーをコードする遺伝子でトランスフェクトさ
れることが必要条件である。増幅可能選択マーカーをコードする遺伝子が本発明記載の発
現ベクターに存在するか、または他のベクターを用いて宿主細胞に挿入されることが考え
られる。
　増幅可能選択マーカー遺伝子は、通例、特定の培養条件下で真核細胞の増殖に必要な酵
素をコードする。例えば、増幅可能選択マーカー遺伝子はジヒドロ葉酸還元酵素(DHFR)を
コードすることができる。この場合は、それでトランスフェクトされた宿主細胞が、選択
剤メトトレキセート(MTX)の存在下で培養される場合、この遺伝子は増幅される。
　DHFRマーカーは、CHO-DG44またはCHO-DUKXなどのdhfr陰性基本細胞を用いるとき、選択
およびそれに続く増幅に特に適している。なぜなら、これらの細胞は内因性DHFRを発現せ
ず、従ってプリンを含まない培地では増殖しない。その結果としてDHFR遺伝子は、本明細
書では主要な選択マーカーとして使用することができ、形質転換細胞はヒポキサンチン/
チミジンを含まない培地で選択できる。
　本発明に用いることができる他の増幅可能選択マーカー遺伝子は、例えば、グルタミン
合成酵素、メタロチオネイン、アデノシンデアミナーゼ、AMPデアミナーゼ、UMP-シンタ
ーゼ、キサンチン-グアニン-ホスホリボシルトランスフェラーゼおよびチミジル酸合成酵
素である。
【００３０】
高生産性宿主細胞の遺伝子発現および選択:
　用語“遺伝子発現”または“発現”は、宿主細胞における異種遺伝子配列の転写および
/または翻訳に関する。発現速度は、一般に、宿主細胞内に存在する対応するmRNAの量ま
たは目的とする遺伝子によりコードされる製造される遺伝子産物の量のいずれかに基づい
て測定できる。選択されたヌクレオチド配列の転写により製造されるmRNAの量は、例えば
、細胞RNAのノーザンブロットハイブリダイゼーション、リボヌクレアーゼ・RNAプロテク
ション、in situハイブリダイゼーションにより、またはPCR法(例えば定量PCR)により測
定できる。選択されたヌクレオチド配列によりコードされるタンパク質は、種々の方法、
例えば、ELISA、プロテインA HPLC、ウェスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、免疫
沈降、タンパク質の生物活性の検出、タンパク質の免疫染色に続くFACS分析もしくは蛍光
顕微鏡検査、FACS分析による蛍光タンパク質の直接検出または蛍光顕微鏡検査によっても
測定できる。
【００３１】
　“力価または生産性の増加”は、適切な対照との比較における、例えば野生型タンパク
質に対する変異タンパク質における、宿主細胞に挿入された異種配列、例えば治療用タン
パク質をコードする遺伝子の発現、合成または分泌における増加を意味する。本発明記載
の方法により本発明記載の細胞が培養され、この細胞が比生産性または力価の少なくとも
10%の増加を示す場合、力価または生産性の増加が認められたとする。本発明記載の方法
により本発明記載の細胞が培養され、この細胞が比生産性または力価の少なくとも20%ま
たは少なくとも50%または少なくとも75%の増加を示す場合もまた、力価または生産性の増
加が認められたとする。本発明記載の方法により本発明記載の細胞が培養され、この細胞
が比生産性または力価の少なくとも10～500%、好ましくは20～300%、特に好ましくは50～
200%の増加を示す場合もまた、力価または生産性の特別の増加が認められたとする。



(17) JP 2010-536396 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

　力価または生産性の増加は、本発明記載の発現ベクターの1つの使用ばかりでなく、本
発明記載の方法の1つの使用によってもまた得ることができる。
【００３２】
　付随する方法を、さらなる選択マーカーとして1以上の蛍光タンパク質(例えばGFP)また
は細胞表面マーカーを含む組換え宿主細胞のFACSによる選択と組み合わせることができる
。発現増加および異なる方法の組み合わせを得るための他の方法もまた使用でき、例えば
、クロマチン構造を制御するシス作用性エレメント(例えばLCR、UCOE、EASE、アイソレー
ター、S/MAR、STARエレメント)の使用、(人工の)転写因子の使用、内因性または異種遺伝
子発現のアップレギュレーションのための天然または合成の薬剤での細胞の処理、mRNAま
たはタンパク質の安定性(半減期)の改善、mRNA翻訳開始の改善、エピソームプラスミドの
使用による遺伝子量の増加(例えばSV40、ポリオーマ、アデノウイルス、EBVまたはBPVの
ウイルス配列の複製起点としての使用に基づく)、増幅促進配列またはDNAコンカテマーに
基づくin vitro増幅系の使用に基づく。
【００３３】
　産生細胞が複製され、コードする目的とする遺伝子産物の製造に使用される本発明記載
の方法もまた好ましい。このために、選択された高産生細胞を、好ましくは無血清培地で
培養し、好ましくは目的とする遺伝子の発現を可能にする条件下で浮遊培養で培養する。
目的とするタンパク質/産物は、好ましくは、分泌される遺伝子産物として細胞培養培地
から得られる。しかしながら、タンパク質が分泌シグナルなしで発現される場合、細胞溶
解物から遺伝子産物を単離することもできる。他の組換えタンパク質および宿主細胞タン
パク質を実質的に含まない、純粋で均一な産物を得るためには、従来の精製方法が用いら
れる。まず第1に、細胞および細胞破片を培地または溶解物から取り除く。次に、例えば
イムノアフィニティおよびイオン交換カラム、エタノール沈殿、逆相HPLCまたはSephadex
クロマトグラフィー、シリカまたはDEAEなどの陽イオン交換樹脂による分画により、混在
する可溶性タンパク質、ポリペプチドおよび核酸から所望の遺伝子産物を精製することが
できる。組換え宿主細胞により発現された異種タンパク質を精製する方法は当業者には公
知であり、文献に記載されている。
【００３４】
本発明の実施形態
　本発明は、細胞の目的とするタンパク質の力価を増加させる方法であって、
a.目的とするタンパク質をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸をコ
ードするコドンを欠失させ、
b.a)からの改変核酸を含むベクターで細胞をトランスフェクトし、
c.目的とするタンパク質の製造を可能にする条件下で細胞を培養すること
を特徴とする前記方法に関する。
【００３５】
　特に、本発明は、細胞の抗体力価を増加させる方法であって、抗体の重鎖をコードする
核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸リジンをコードするコドンを欠失させ、改
変核酸を含むベクターで細胞をトランスフェクトし、目的とする抗体の製造を可能にする
条件下で細胞を培養することを特徴とする前記方法に関する。
　本発明は、好ましくは、細胞の目的とするタンパク質の比生産性を増加させる方法であ
って、目的とするタンパク質をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸
をコードするコドンを欠失させ、改変核酸を含むベクターで細胞をトランスフェクトし、
目的とするタンパク質の製造を可能にする条件下で細胞を培養することを特徴とする前記
方法に関する。
【００３６】
　特に好ましい実施形態において、本発明は、細胞の抗体の比生産性を増加させる方法で
あって、抗体の重鎖をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミノ酸リジンを
コードするコドンを欠失させ、改変核酸を含む第1ベクターで細胞をトランスフェクトし
、抗体軽鎖を含む第2ベクターで細胞を同時トランスフェクトし、抗体の製造を可能にす
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る条件下で細胞を培養することを特徴とする前記方法に関する。
　他の好ましい方法において、修飾重鎖および軽鎖またはヘテロ多量体タンパク質のサブ
ユニットが、任意の所望の順序の連続トランスフェクションで組み込まれる。
　他の好ましい実施形態において、本発明は、細胞の抗体または任意のヘテロ多量体目的
タンパク質の比生産性を増加させる方法であって、抗体重鎖をコードする核酸配列におい
て、少なくともC末端アミノ酸リジンをコードするコドンを欠失させ、抗体重鎖ばかりで
なく抗体軽鎖の改変核酸も共に含むベクターで細胞をトランスフェクトし、抗体の製造を
可能にする条件下で細胞を培養することを特徴とする前記方法に関する。本方法の好まし
い実施形態において、細胞のトランスフェクションに用いるベクターは二シストロン性ま
たは複数シストロン性のベクターである。本方法の他の好ましい実施形態において、細胞
のトランスフェクションに用いるベクターは、抗体重鎖および抗体軽鎖を異なる転写ユニ
ットとして含むベクターである。
【００３７】
　驚くべきことに、例えば、IgG1分子は、C末端リジンが欠失しているにもかかわらずCHO
細胞において発現および分泌され、その産物量は、IgG1野生型でトランスフェクトされた
細胞の産物量に匹敵することを示すことができる(図2)。同様に、驚くべきことに、IgG1
のリジン欠失バリアントを発現する細胞は、IgG1野生型を発現する細胞よりも、平均して
27%高い力価または32%高い比生産性さえも達成することが示された(図3)。リジン欠失バ
リアントのこの製造上の利点は、100nM MTXの添加によりこれらの細胞プールにDHFRベー
スの遺伝子増幅を誘導するときもなお存在する。力価および比生産性は、平均して86%ま
たは120%高い(図4)。
　驚くべきことに、IgG4分子に関して同様な結果を示すこともできる。C末端リジン欠失
にもかかわらず、CHO細胞において、IgG4分子はIgG4野生型よりもむしろより多く発現お
よび分泌される(図5)。驚くべきことに、IgG4のリジン欠失バリアントを発現する細胞は
、IgG4野生型を発現する細胞よりも、平均して63%高い力価または70%高い比生産性さえも
達成することが見出される(図6)。リジン欠失バリアントのこの製造上の利点は、400nM M
TXでの増幅段階後にも存在する。平均して53%高い力価および66%高い比生産性が得られる
(図7)。
【００３８】
　本発明記載の方法の特別な実施形態において、力価および/または比生産性は、C末端ア
ミノ酸が欠失していないタンパク質の対照値に基づいて、10～500%、好ましくは20～300%
、特に好ましくは50～200%増加する。本発明記載の方法の他の特別な実施形態において、
力価および/または比生産性は、C末端アミノ酸が欠失していないタンパク質の比較値に基
づいて、少なくとも10%、好ましくは少なくとも20%、より好ましくは少なくとも50%、特
に好ましくは少なくとも75%増加する。
　本発明記載の方法の他の特別な実施形態において、比生産性は少なくとも5pg/細胞/日
である。
　本発明はまた、目的とするタンパク質の産生を増加させる発現ベクターを調製する方法
であって、目的とするタンパク質をコードする核酸配列において、少なくともC末端アミ
ノ酸をコードするコドンを欠失させ、このように修飾した核酸配列を発現ベクターに挿入
することを特徴とする前記方法に関する。
　本発明はまた、目的とするタンパク質の増加した力価および/または増加した比生産性
を有する細胞を調製する方法であって、本発明記載の方法を用いて細胞を処理し、次に例
えば希釈クローニングまたはFACSベース単一細胞分取により単一細胞クローニングを行う
ことを特徴とする前記方法に関する。
【００３９】
　本発明はまた、細胞において目的とするタンパク質を製造する方法であって、本発明記
載の方法を用いて細胞群を処理し、少なくとも1つの選択圧力の存在下でこれらの細胞を
選択し、場合により単一細胞クローニングを行い、細胞または培養上清から目的とするタ
ンパク質を得ることを特徴とする前記方法に関する。
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　少なくとも1つの目的とするタンパク質を製造するための本発明記載の方法の特定の実
施形態において、選択剤を用いる選択ステップ後に、製造に用いる細胞を遺伝子増幅段階
にさらにかけることを特徴とする。
　本発明記載のすべての方法の特定の実施形態は、C末端アミノ酸リジンが(Lys)またはア
ルギニン(Arg)であり、好ましくはLysであることを特徴とする。
　本発明記載のすべての方法の他の特定の実施形態は、目的とするタンパク質が抗体、Fc
融合タンパク質、EPOまたはtPAであることを特徴とする。
【００４０】
　本発明記載のすべての方法の好ましい実施形態は、目的とするタンパク質が抗体の重鎖
であり、C末端アミノ酸がリジン(Lys)であることを特徴とする。
　本発明記載のすべての方法の特定の実施形態は、抗体の重鎖がIgG1、IgG2、IgG3または
IgG4型に属し、好ましくはIgG1、IgG4またはIgG2型に属することを特徴とする。
　本発明記載のすべての方法の特定の実施形態は、目的とするタンパク質が、モノクロー
ナル抗体、ポリクローナル抗体、哺乳動物抗体、マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、
霊長類抗体またはヒト抗体または免疫グロブリン抗体の重鎖またはFab、F(ab’)2、Fc、F
c-Fc融合タンパク質、Fv、一本鎖Fv、単一ドメインFv、四価一本鎖Fv、ジスルフィド結合
したFv、ドメイン欠失抗体、ミニボディ、ダイアボディの抗体フラグメントもしくは誘導
体または前記のフラグメントの1つと他のペプチドもしくはポリペプチドとの融合ポリペ
プチドまたはFc-ペプチド融合タンパク質であるFc-毒素融合タンパク質もしくは足場タン
パク質であることを特徴とする。
　本発明記載のすべての方法の他の特定の実施形態は、細胞を懸濁培養で培養することを
特徴とする。本発明記載のすべての方法の特別な実施形態は、細胞を無血清条件下で培養
することを特徴とする。本発明記載のすべての方法の他の特別な実施形態は、化学的に定
義された培地中で細胞を培養することを特徴とする。本発明記載のすべての方法の好まし
い実施形態は、タンパク質を含まない培地中で細胞を培養することを特徴とする。
　本発明記載のすべての方法の好ましい実施形態は、細胞が真核細胞であり、例えば酵母
、植物、虫、昆虫、鳥、魚、爬虫類または哺乳動物由来の細胞であることを特徴とする。
本発明記載のすべての方法の他の好ましい実施形態は、細胞が哺乳動物細胞であることを
特徴とする。本発明記載のすべての方法の特に好ましい実施形態は、細胞がCHO細胞であ
ることを特徴とする。本発明記載の方法の他の特定の実施形態は、CHO細胞が群:CHO野生
型、CHO K1、CHO DG44、CHO DUKX-B11およびCHO per-5から選択されることを特徴とする
。特に好ましくは、CHO細胞はCHO DG44細胞である。
【００４１】
　本発明はまた、本発明記載の方法の1つにより調製できる、目的とする遺伝子の発現を
増加させる発現ベクターにも関する。
　本発明はまた、本発明記載の方法の1つにより調製できる細胞にも関する。
　本発明はまた、目的とするタンパク質を製造し精製する方法であって、対応する目的と
する遺伝子の少なくとも1つのC末端アミノ酸を欠失させ、欠失を含まない野生型タンパク
質と比較して得られた目的とするタンパク質の不均一性が低下していることを特徴とする
前記方法にも関する。
　本発明記載の方法の特別な実施形態は、C末端アミノ酸がリジン(Lys)またはアルギニン
(Arg)であり、好ましくはLysであることを特徴とする。
　本発明記載の方法の他の特別な実施形態は、目的とするタンパク質が抗体、Fc融合タン
パク質、EPOまたはtPAであることを特徴とする。
　本発明記載の方法の好ましい実施形態は、目的とするタンパク質が抗体の重鎖であり、
C末端アミノ酸がリジン(Lys)であることを特徴とする。
　本発明記載の方法の他の好ましい実施形態は、抗体の重鎖がIgG1、IgG2、IgG3またはIg
G4型に属し、好ましくはIgG1、IgG2またはIgG4型に属することを特徴とする。
【００４２】
　本発明記載の方法の特別な実施形態は、製造のために、懸濁培養で細胞を培養すること
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を特徴とする。本発明記載の方法の他の特別な実施形態は、製造のために、無血清条件下
で細胞を培養することを特徴とする。本発明記載のすべての方法の他の特別な実施形態は
、化学的に定義された培地中で細胞を培養することを特徴とする。本発明記載のすべての
方法の好ましい実施形態は、タンパク質を含まない培地中で細胞を培養することを特徴と
する。
　本発明記載の方法の好ましい実施形態は、細胞が哺乳動物細胞であることを特徴とする
。
　本発明記載の方法の他の好ましい実施形態は、細胞がCHO細胞であり、好ましくはCHO D
G44細胞であることを特徴とする。
　本発明記載の方法の特に好ましい実施形態は、目的とするタンパク質の精製中に、欠失
を含まない野生型タンパク質の精製と比較して低い塩濃度が用いられることを特徴とする
。
　本発明はまた、抗体を製造する方法であって、抗体重鎖をコードする核酸において、少
なくともC末端アミノ酸リジンをコードするコドンを欠失させ、このように修飾した核酸
を含むベクターで細胞をトランスフェクトし、抗体の発現を可能にする条件下で細胞を培
養することを特徴とする前記方法にも関する。
【００４３】
　以下に、限定するものではない実施形態を例として、本発明をさらに詳細に説明する。
略語
AP:アルカリホスファターゼ
Asp(=D):アスパラギン酸
bp:塩基対
CHO:チャイニーズハムスター卵巣
CpB:カルボキシペプチダーゼB
DHFR:ジヒドロ葉酸還元酵素
ELISA:酵素免疫抗体法
HT:ヒポキサンチン/チミジン
IgG:免疫グロブリンG
Ile(=I):イソロイシン
kb:キロベース
Lys:リジン
mAk:モノクローナル抗体
MTX:メトトレキセート
MW:平均値
NPT:ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ
PCR:ポリメラーゼ連鎖反応
phe(=F):フェニルアラニン
SEAP:分泌型アルカリホスファターゼ
WT:野生型
【００４４】
方法
細胞培養およびトランスフェクション
　細胞培養フラスコ中、湿った雰囲気および5%CO2下37℃で、ヒポキサンチンおよびチミ
ジン(HT)(Invitrogen GmbH社、ドイツ・カールスルーエ)を加えた無血清CHO-S-SFMII培地
中で懸濁細胞として細胞CHO-DG44/dhfr-/-を永続培養する。Cedex(Innovatis社)を用いて
細胞数および生存率を測定し、次にこの細胞を1～3x105/mLの濃度で播種し、2～3日毎に
継代培養する。
　CHO-DG44のトランスフェクションのために、リポフェクタミンプラス試薬(Invitrogen
社)を用いる。各トランスフェクションバッチのために、製造業者による使用説明書に従
って、全部でプラスミドDNA 1.0～1.1μg、リポフェクタミン4μLおよびプラス試薬(Plus
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 Reagent)を混合し、その200μL量を、6x105細胞を含むHT添加CHO-S-SFMII培地0.8mlに添
加する。細胞インキュベーターにおいて37℃で3時間インキュベーションを行った後、HT
添加CHO-S-SFMII培地2mLを加える。48時間の培養期間後に、トランスフェクション混合物
を採取するか(一過性トランスフェクション)または選択にかける。1つの発現ベクターがD
HFR選択マーカーを含み、もう1つの発現ベクターがNPT選択マーカーを含むので、トラン
スフェクション2日後に、DHFRおよびNPTベース選択のために、ヒポキサンチンおよびチミ
ジンを添加してないCHO-S-SFMII培地に同時トランスフェクトされた細胞を移し、この培
地に400μg/mLの濃度でG418(Invitrogen社)も加える。
　HT無添加CHO-S-SFMII培地に5～2000nMの濃度で選択剤MTX(Sigma社、ドイツ・ダイゼン
ホーフェン)を添加することにより、組み込まれた異種遺伝子のDHFRベース遺伝子増幅を
行う。
【００４５】
発現ベクター
　発現分析のために、pAD-CMVベクターをベースとし、CMVエンハンサー/ハムスターユビ
キチン/S27aプロモーター(WO97/15664)またはCMVエンハンサー/CMVプロモーターの組み合
わせにより、異種遺伝子の発現を媒介する真核発現ベクターを用いる。ベースベクターpB
IDが増幅可能選択マーカーとしてdhfrミニ遺伝子を含むのに対して、ベクターpBINにおい
ては、dhfrミニ遺伝子はNPT遺伝子により置換されている。このために、SV40初期プロモ
ーターおよびTKポリアデニル化シグナルを含むNPT選択マーカーを、市販プラスミドpBK-C
MV(Stratagene社、米国カリフォルニア州ラホヤ)から1640bp Bsu36Iフラグメントとして
単離した。Klenow DNAポリメラーゼでこのフラグメントの末端を平滑化した後、Klenow D
NAポリメラーゼで同様に処理したベクターpBIDの3750bp Bsu36I/StuIフラグメントとこの
フラグメントとを連結した。両ベクターにおいて、異種遺伝子の発現は、CMVエンハンサ
ー/ハムスターユビキチン/S27aプロモーターの組み合わせにより調節される。
　ベクターpBIN8aは、ベクターpBINの誘導体であり、修飾NPT遺伝子を含む。これはNPTバ
リアントF240I(Phe240Ile)であり、そのクローニングはWO2004/050884に記載されている
。このベクターにおいて、またベクターpBIDの誘導体であるベクターpBIDaにおいても、
異種遺伝子の発現はCMVエンハンサー/プロモーターの組み合わせの調節下にある。
【００４６】
ELISA(酵素免疫抗体法)
　安定的にトランスフェクトされたCHO-DG44細胞の上清における発現された抗体(IgG1、I
gG2またはIgG4)の定量は、1つにはヤギ抗ヒトIgG Fcフラグメント(Dianova社、ドイツ・
ハンブルク)を用い、もう1つにはAP標識ヤギ抗ヒト軽鎖(κ)抗体(Sigma社)を用いる標準
的方法によるELISAを用いて行う。用いられる標準品は、いずれの場合にも、発現された
抗体と同じアイソタイプの精製抗体である。
　生産性(pg/細胞/日)は、式pg/((Ct-Co)t/ln(Ct-Co))(式中、CoおよびCtは播種時または
採取時の細胞数を示し、tは培養期間を示す)を用いて算出される。
【００４７】
SEAPアッセイ
　一過性にトランスフェクトされたCHO-DG44細胞からの培養上清におけるSEAP力価は、製
造業者の使用説明書(Roche Diagnostics GmbH社、ドイツ・マンハイム)に従い、SEAPレポ
ータージーンアッセイを用いて定量する。
【実施例１】
【００４８】
C末端リジン欠失を有するIgG1のクローニングおよび発現
　モノクローナルヒト化F19抗体重鎖(IgG1/κ)を、プラスミドpG1D105F19HC(NAGENESEQ:A
AZ32786)から1.5kb NaeI/HindIIIフラグメントとして単離し、ベクターpBIDにクローニン
グし、EcoRI(Klenow-DNAポリメラーゼで平滑化)およびHindIIIで消化し、ベクターpBID/F
19HCを調製する(図1)。他方では、プラスミドpKN100F19LC(NAGENESEQ:AAZ32784)から1.3k
b HindIII/EcoRIフラグメントとして軽鎖を単離し、ベクターpBINの対応する切断部位に
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クローニングし、このようにしてベクターpBIN/F19LCを調製する(図1)。
　F19の重鎖におけるC末端リジンの欠失は、C末端領域における重鎖の最終アミノ酸をコ
ードする遺伝子配列に対する相補配列を有する変異導入プライマーF19HC-Lys rev gacgtc
taga tcaacccgga gacagggaga ggc(配列番号1)を用いるPCRにより行う。確かに、C末端リ
ジンのコドンは終止コドンにより置換されている。加えて、これは次に、後のクローニン
グに用いられるXbaI制限酵素切断部位に続いている。この変異導入プライマーは、重鎖の
定常領域のさらに上流に位置する他の配列と相補性を有するプライマーF19heavy4atctgca
acg tgaatcacaa gc(配列番号2)と共に用いられる。ベクターpBID/F19 HCはPCR変異導入の
鋳型として役立つ。得られた757bpのPCR産物をBmgBI(プライマー位置F19heavy4の下流に
ある内因性切断部位)およびXbaIで消化し、この547bp制限フラグメントをベクターpBID/F
19HCにおける対応する配列領域を置換するために用いる。これにより、C末端アミノ酸リ
ジンが欠失したF19抗体の重鎖をコードするベクターpBID/IgG1-Lysが得られる(図1)。
【００４９】
　まず第1に、すべてのIgG亜型において高度に保存されたアミノ酸であるC末端リジンを
欠失させることが、IgG1分子の発現または分泌に本質的な意義を有するかどうかを見出す
ために、CHO-DG44細胞の一過性トランスフェクションによるチェックを行う。以下のプラ
スミドの組み合わせを用いて同時トランスフェクションを行う:
a)対照プラスミドpBID/F19HCおよびpBIN/F19LC。これらのプラスミドは野生型構造、すな
わち重鎖におけるC末端リジンを含む構造のモノクローナル抗体F19をコードする。
b)pBID/IgG1-LysおよびpBIN/F19LC。これらのプラスミドは重鎖がC末端リジン欠失を含む
F19抗体をコードする。
　組み合わせごとに10プールをトランスフェクトし、それぞれの同時トランスフェクショ
ンには等モル量の2つのプラスミドを用いる。全量3mLで48時間培養した後、採取し、ELIS
Aにより細胞培養上清におけるIgG1力価の測定を行う。SEAP発現プラスミドでの同時トラ
ンスフェクション(いずれの場合にも、トランスフェクション混合物に対してプラスミドD
NA100ngを添加する)およびそれに続くSEAP活性の測定によりトランスフェクション効率の
差異を補正する。
【００５０】
　驚くべきことに、C末端リジンが欠失しているにもかかわらずCHO細胞においてIgG1分子
が発現および分泌され、そのその産物量は、IgG1野生型でトランスフェクトされた細胞の
産物量に匹敵することを示すことができる(図2)。
　CHO-DG44細胞の安定なトランスフェクションのために、前述と同じプラスミドの組み合
わせを用いて同時トランスフェクションを行い、各組み合わせについて10プールを作成す
る。陰性対照として、2つの偽トランスフェクトされたプール、すなわち、トランスフェ
クション混合物にDNAを加えずに同様に処理したプールもまた作成する。トランスフェク
ション2日後に、HT無添加培地において400μg/mLのG418を添加して、安定的にトランスフ
ェクトされた細胞の選択を行う。選択を行った後に細胞プールのIgG1力価および比生産性
を3～4継代(継代間隔2-2-3日間)にわたって測定する。驚くべきことに、IgG1のリジン欠
失バリアントを発現する細胞は、IgG1野生型を発現する細胞よりも平均して27%高い力価
または32%高い比生産性さえも達成することが見出される(図3)。リジン欠失バリアントの
この製造上の利点は、100nM MTXの添加によりこれらの細胞プールにDHFRベースの遺伝子
増幅を誘導するときもなお得られる。力価および比生産性は、それぞれ平均して86%およ
び120%高い(図4)。
【実施例２】
【００５１】
C末端リジン欠失を有するIgG4のクローニングおよび発現
　モノクローナルヒト化IgG4抗体(IgG4/κ)を発現するために、重鎖を2.2kb BamHI/SmaI
フラグメントにプラスミドpBIDaにクローニングし、EcoRI(Klenow-DNAポリメラーゼによ
る処理により平滑化される切断部位)およびBamHIIで消化し、プラスミドpBIDa/IgG4 HCを
得る(図1。他方では、軽鎖はプラスミドpBINaのBamHI/EcoRI切断部位に1.1kb BamHI/EcoR
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Iフラグメントとしてクローニングされ、それによりプラスミドpBIN8a/IgG4 LCが調製さ
れる(図1))。
　IgG4抗体の重鎖におけるC末端リジンの欠失は、C末端領域における重鎖の最終アミノ酸
をコードする配列に相補的な配列を有する変異導入プライマーIgG4HC-Lys rev gacgtctag
a tcaacccaga gacagggaga ggct(配列番号3)を用いるPCRにより行う。しかしながら、C末
端リジンのコドンは終止コドンにより置換されている。加えて、これは後のクローニング
に用いられるXbaI制限酵素切断部位に続いている。この変異導入プライマーは、重鎖の定
常領域のさらに上流に位置する配列と相補性を有するプライマーHC for8cccctgacct aagc
ccaccc(配列番号4)と共に用いられる。ベクターpBIDa/IgG4 HCはPCR変異導入の鋳型とし
て役立つ。得られた1013bpのPCR産物をBmgBI(プライマー位置HC for8の下流にある内因性
切断部位)およびXbaIで消化し、この644bp制限フラグメントをベクターpBIDa/IgG4 HCに
おける対応する配列領域を置換するために用いる。これにより、C末端アミノ酸リジンが
欠失したF19抗体の重鎖をコードするベクターpBIDa/IgG4-Lysが得られる(図1)。
【００５２】
　まず第1に、すべてのIgG亜型において高度に保存されたアミノ酸であるC末端リジンを
欠失させることが、この分子の発現または分泌に本質的な意義を有するかどうかを見出す
ために、CHO-DG44細胞の一過性トランスフェクションによるチェックを行う。以下のプラ
スミドの組み合わせを用いて同時トランスフェクションを行う:
a)対照プラスミドpBIDa/IgG4HCおよびpBIN8a/IgG4LC。これらのプラスミドは野生型構造
、すなわち重鎖におけるC末端リジンを含む構造のモノクローナルIgG4抗体をコードする
。
b)pBIDa/IgG4-LysおよびpBIN8a/IgG4 LC。これらのプラスミドは重鎖がC末端リジン欠失
を含むモノクローナルIgG4抗体をコードする。
　組み合わせごとに10プールをトランスフェクトし、それぞれの同時トランスフェクショ
ンには等モル量の2つのプラスミドを用いる。全量3mLで48時間培養した後、採取し、ELIS
Aにより細胞培養上清におけるIgG4力価の測定を行う。SEAP発現プラスミドでの同時トラ
ンスフェクション(いずれの場合にも、トランスフェクション混合物に対してプラスミドD
NA100ngを添加する)およびそれに続くSEAP活性の測定によりトランスフェクション効率の
差異を補正する。
　驚くべきことに、C末端リジン欠失にもかかわらず、CHO細胞において、IgG4分子はIgG4
野生型よりもむしろより多く発現および分泌されることを示すことができる(図5)。
【００５３】
　CHO-DG44細胞の安定なトランスフェクションのために、前述と同じプラスミドの組み合
わせを用いて同時トランスフェクションを行い、各組み合わせについて10プールを作成す
る。陰性対照として、2つの偽トランスフェクトされたプール、すなわち、トランスフェ
クション混合物にDNAを加えずに同様に処理したプールもまた作成する。トランスフェク
ション2日後に、HT無添加培地において400μg/mLのG418を添加して、安定的にトランスフ
ェクトされた細胞の選択を行う。選択を行った後、100nMのMTXに添加によりDHFRベース遺
伝子増幅を誘導する。細胞プールのIgG4力価および比生産性を3～4継代(継代間隔2-2-3日
間)にわたって測定する。全部で、IgG4野生型でトランスフェクトされた細胞から、選択
および増幅後に、4つの安定的に発現する細胞プールが得られ、リジン欠失バリアントで
トランスフェクトされた細胞から6つの安定的に発現する細胞プールが得られる。驚くべ
きことに、IgG4のリジン欠失バリアントを発現する細胞は、IgG4野生型を発現する細胞よ
りも平均して63%高い力価または70%高い比生産性さえも達成することが見出される(図6)
。リジン欠失バリアントのこの製造上の利点は、それに続く400nM MTXでの増幅段階にお
いてもなお得られる。平均して53%高い力価および66%高い比生産性が得られる(図7)。
【実施例３】
【００５４】
C末端アミノ酸欠失を有するIgG2、IgG3、Fc融合タンパク質および他の生体分子のクロー
ニングおよび発現
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　アイソタイプ1および4に関して実施例1および2において前述したように、抗体アイソタ
イプIgG2およびIgG3の重鎖におけるC末端リジンを欠失させるためにPCR変異導入を用いる
。同様に、サイトカイン、可溶性受容体などの生体分子がFc融合タンパク質の成分である
(例:アレファセプト、LFA-3-Fc、エタネルセプト TNFR-Fc)Fc融合タンパク質(二価または
2重特異性)についてもC末端リジン欠失を行う。
【００５５】
　C末端アルギニンのタンパク質切断が公知である生体分子、例えばエリスロポエチン(EP
O)および組織プラスミノーゲンアクチベーター(tPA)にC末端アミノ酸のコドン欠失の概念
を広げることが考えられる(M.A. Recny, H.A. Scoble and Y. Kim, J. Biol. Chem., 262
 (1987) 17156-17163; Harris, R.J. (1995) Journal of Chromatography A, 705 (1), p
p. 129-134)。必要条件は、生物活性が維持されるか、またはtPAの場合のように、例えば
タンパク質分解プロセシングが損なわれないままでいることである。一過性トランスフェ
クションにおいて、まず第1に、C末端アミノ酸の欠失が発現および分泌に影響を与えるか
どうかを見出すために試験が行われる。次に安定なトランスフェクションを行い、変異タ
ンパク質または野生型タンパク質を発現する細胞プールの異的生産性および力価を互いに
比較する。
【実施例４】
【００５６】
IgG1 WTおよびIgG1-LYSの精製
　後処理はアイソタイプIgG1またはWTおよびリジン欠失バリアントと同じである。製造業
者の使用説明書に従ってプロテインAアフィニティークロマトグラフィー(MabSelect、ド
イツ)を行う。
　プロテインA HPLCを用いて、プロテインAクロマトグラフィー後の産物収率の定量を行
う。リジンコドン欠失とは無関係にアイソタイプIgG1の両バリアントの収率は90%以上で
ある(図8)。リジン欠失はアフィニティークロマトグラフィーまたは産物収率に悪影響を
及ぼさない。C末端リジンに関する産物不均一性は、定性的には等電点電気泳動(IEF)で測
定され、弱陽イオン交換(WCX)によって定量的にも定量される(図9および11参照)。C末端
リジンによって引き起こされる電荷不均一性をIEFを用いて定性的に測定するために、抗
体をカルボキシペプチダーゼBと共にインキュベートする。37℃において、カルボキシペ
プチダーゼB 10μg/100μLを抗体濃度1mg/mLで2時間インキュベートする。図9において、
カルボキシペプチダーゼB(CpB)での酵素的切断後に、WT抗体(IgG1)のバンド数の減少が見
られる。
【００５７】
　流速1mL/min、濃度勾配5～10%で40分間かけて(緩衝液A 20mM MES緩衝液 pH6.7;緩衝液B
: 20mM、1M NaCl pH6.7) 陽イオン交換クロマトグラフィー(ProPac WCX-10/4x250mm)を行
う。いずれの場合にも、抗体40μgをカラムに負荷する。CpB酵素処理の有り無しで、WTお
よび-Lysバリアントをそれぞれ分析する。
　IgG1 WTの溶離プロファイルまたはオーバレイにおいて、Lys1およびLys2の状態は塩基
性ピーク1および2で示される。産物の割合は～10%である。リジン欠失を有するバリアン
トの溶離プロファイルまたはオーバレイは、塩基性領域においてほとんど不均一性を示さ
ない。産物の割合は1%未満である(図11)。
【実施例５】
【００５８】
IgG4 WTおよびIgG4-Lysの精製
　アイソタイプIgG4またはWTおよびリジン欠失バリアントに関して、後処理はIgG1と同一
である。製造業者の使用説明書に従ってプロテインAアフィニティークロマトグラフィー(
MabSelect、ドイツ)を行う。
　プロテインA HPLCを用いて、プロテインAクロマトグラフィー後の産物収率の定量を行
う。リジンコドン欠失とは無関係にアイソタイプIgG4の両バリアントの収率は同様に90%
以上である(図8)。アイソタイプIgG4およびそのリジンコドン欠失に関しては、IgG1にお
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ことが確認される。C末端リジンに関する産物不均一性はLC-MSにより定量的に測定される
(図10および12参照)。C末端リジン分布を測定するために、最初に抗体試料をDTTで還元す
る。次に還元された軽鎖と還元された重鎖(Lysを有さないHC1-446またはLysを有するHC1-
447)をHPSECで分離し、続いて(インライン)ESI-TOF-MSで分析する。C末端リジンの分布は
HC 1-446またはHC 1-447のピーク面積に基づく。重鎖の質量スペクトログラムは、グリコ
シル化機能としてリジンにより引き起こされる質量シフトを示す(G0、G1、G2)(図12)。重
鎖においてC末端リジンを有する(Lys1およびLys2)ことが測定される抗体分子(IgG4 WT)の
産物割合はおおよそ20%である(図10)。
【実施例６】
【００５９】
熱安定性
　内因性蛍光(トリプトファン)を用いる熱安定性の測定は、C末端リジンの部分に影響を
示さない(IgG1 WTおよび-Lys Tm 69℃;またはIgG4 WTおよび-Lys 64℃)。励起波長は295n
mである。25℃～85℃の範囲で、1℃の増分で特定の発光スペクトルを測定する。300nm～4
50nmの波長範囲で発光スペクトルを記録する。他の技術データ:蛍光スペクトロメータ LS
55Perkin Elmer、スリット幅4nm励起側と発光側試料の温度測定/PT100。
　PBS緩衝液中のタンパク質濃度は0.1mg/mLであった。抗体重鎖のC末端リジンは、抗体分
子の熱安定性に影響を及ぼさないことを研究は示している。
　抗体重鎖のC末端リジンは抗体分子の熱安定性に影響を及ぼさないことは、以前の研究
により既に示されている(Liu et al. Immunol. Lett. 2006, 106 (2), 144-153)。

【図１】 【図２】
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