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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
IgGに対して増大した血清半減期を有する変異IgG分子を含む組成物であって、ここで該変
異IgG分子が、下記のアミノ酸置換を含む、組成物。
252位におけるスレオニンからロイシン、
254位におけるスレオニンからセリン、及び、
256位におけるスレオニンからフェニルアラニン、
ここで、上記アミノ酸の各位置は、Ｋａｂａｔの番号付けシステムに従って番号付けされ
ている。
【請求項２】
薬学的に許容される組成物としてさらに規定される、請求項１に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
１．発明の分野
本発明は、一般に、FcレセプターFcRnにより媒介される、血清タンパク質および抗体の輸
送の分野、およびさらにはpH依存様式でFcレセプターと相互作用する因子の血清半減期に
対する効果に関連する。
２．関連技術の説明
IgGは、ヒトおよび他の哺乳動物の血清において最も優勢な免疫グロブリンクラスを構成
し、そして驚くほど一定レベルに維持される。最近の研究により、主要組織適合遺伝子複
合体（MHC）-クラスＩ関連レセプターFcRnが血清IgGのホメオスタシスに関与しているこ
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とが示される（Ghetieら、1996；JunghansおよびAnderson、1996；Israelら、1996）。こ
のレセプターは、ほぼ間違いなくサルベージレセプターとして作用し、そしてこのことは
、新生児消化管（WallaceおよびRees、1980；RodewaldおよびKraehenbuhl、1984）および
卵黄嚢（Robertsら、1990；Israelら、1995）または胎盤（KristoffersenおよびMatre、1
996；Simisterら、1996；Leachら、1996）を横切って、インタクトな形態のIgGを経細胞
輸送するその既知の能力と一致する。マウスIgG1（mIgG1）に対するFcRnの相互作用部位
は、組換えFc-ヒンジフラグメントの部位特異的変異誘発、続いてインビボおよびインビ
トロの両方でのこれらのフラグメントの分析を使用してマッピングされた（Kimら、1994b
；Medesanら、1996；1997）。これらの研究から、I253（EU番号付（Edelmanら、1969））
、H310、H435、およびH436（より劣った程度で）は、この相互作用において中心的な役割
を演じる。これらのアミノ酸は、CH2-CH3ドメイン界面に位置し（Deisenhofer、1981）、
そしてこれらの残基への機能的部位のマッピングは、ラットFcと複合体化したラットFcRn
のＸ線結晶学的構造と一致する（Burmeisterら、1994b）。
FcRnの相互作用部位は、一次アミノ酸配列では遠位である配列から構成される、空間的に
接近した３つのループを包含する。この部位の構築におけるFcヒスチジンの中心的役割は
、Fc-FcRn相互作用の顕著なpH依存性（pH6.0で結合、pH7.4で遊離）（RodewaldおよびKra
ehenbuhl、1984；Raghavanら、1995；Popovら、1996）を説明する。なぜなら、イミダゾ
ールプロトンの１つのpKaが、このpH範囲にあるからである。I253、H310、H435、およびH
436（より劣った程度で）は、ヒトおよび齧歯類の両方のIgGにおいて高度に保存されてい
る（Kabatら、1991）。このことは、FcRnのヒトホモログの単離（Storyら、1994）と考え
合わせると、IgGホメオスタシスに関与する分子メカニズムが、マウスおよびヒトの両方
で共通であり、そしてこれは、治療における使用のためのIgGの薬物動態の調整に影響を
及ぼすことを示す。
現在まで、Fc上のFcRn相互作用部位を同定する研究において、対応するFc-ヒンジフラグ
メントの血清半減期を減少させる、Fc-ヒンジフラグメントの変異が作成された（Medesan
ら、1997；Kimら、1994a）。血清半減期とFcRnの結合親和性（affinity）との間の相関は
、これらの変異させたFc-ヒンジフラグメントについて極めて良好であり（Kimら、1994b
；Popovら、1996）、このことは、FcRn-Fc相互作用の親和性が、pH依存性をなお保持しな
がら増大する場合、これは、延長された血清存続性を有するFcフラグメントを生じること
を示唆する。このようなフラグメントの産生は、改善された薬物動態（例えば、循環にお
ける増大した存続性）を有する治療用IgGを新たに作製するエンジニアリングにおける顕
著な前進である。しかし、現在、そのようなフラグメントは産生されていない。
免疫グロブリンFcドメインはまた、抗体安定化、異化作用、および免疫系のさらなる分子
との抗体の相互作用のメカニズムを研究する目的にとても重要である。これらは、抗体の
クラスに依存して、補体との相互作用、および他の細胞（マクロファージ、好中球および
マスト細胞を含む）の特異的レセプターへの結合を包含する。Fc領域の生物学のより詳細
な知識は、免疫系の種々の分子プロセス（例えば、食作用、抗体依存性細胞媒介細胞毒性
およびアレルギー反応）を理解する上で重要である。
FcRnへの結合が増大した、より長く生存するFcフラグメントの産生は、魅力的である。な
ぜなら、このようなフラグメントは、治療試薬をタグ付けするために使用され得るからで
ある。この様式で産生されるキメラタンパク質は、高いインビボ安定性という利点を有す
る。この安定性は、血流中での増大した存続性を通じて、因子がより少ない投与で治療に
使用されることを可能にし、そしておそらくより低い用量の因子が使用されることを可能
にする。不運にも、増大した血清存続性を有するタンパク質（例えば、抗体フラグメント
）を作製する方法論は、まだ開発されていない。
発明の要旨
本発明は、Fcレセプター（FcRn）との相互作用により増大した血清半減期を有する機能的
なタンパク質、抗体または他の因子を提供することによって、当該分野における欠陥を克
服しようとする。これらの機能的因子には、pH依存的な様式でFcRnと結合し、その結果、
結合親和性が、pH7.4での結合と比べて、約pH６～約pH6.5で強い任意の分子が含まれる。
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生理学的には、このことは、因子が、より低いpHでFcRnによりサルベージされ、そして血
清の本質的に中性なpH環境中に遊離されることを可能にする。本開示には、IgGに対して
改変された血清半減期を有するタンパク質およびペプチド組成物、公知の配列から開始す
るかまたはランダム配列をスクリーニングすることによるかのいずれかでこのようなタン
パク質またはペプチドを作製する方法、およびpH依存性FcRn結合について未知の候補因子
をスクリーニングする方法が含まれる。さらに、改変された血清半減期を有する因子を、
FcRnとの相互作用により増大した血清半減期を有すると同定された部分にその因子を接合
させるかまたはそうでなければ結合させることによって作製する方法が、本明細書中に開
示される。このような因子には、抗体、抗体のフラグメント、ホルモン、レセプターリガ
ンド、イムノトキシン、任意の種類の治療薬物、Ｔ細胞レセプター結合抗原、および本発
明の増大した血清半減期部分に結合され得る他の任意の因子が含まれるが、これらに限定
されない。
タンパク質またはペプチドが、増大した血清半減期を有するように、FcRn結合タンパク質
またはペプチドのFcRn結合親和性を増大させる方法もまた、開示される。これらの方法は
、FcRnと直接相互作用するアミノ酸を同定することを包含する。これらのアミノ酸は、そ
れらが、広範囲の種にわたり高度に保存されていることによって、または他の任意の方法
によって同定され得る。他の方法には、例えば、アミノ酸変異またはブロッキング、およ
びFcRnに対する減少した結合についてのスクリーニングを包含するか、または相互作用の
三次元構造の研究、または当該分野において公知の他の方法による。直接相互作用する残
基が同定される場合、その側鎖が直接的相互作用の空間的近傍にある二次アミノ酸が、同
定される。抗体の場合、これら二次アミノ酸は、しばしばループで生じ、その結果、これ
らは溶媒に曝される。この様式では、これらのアミノ酸の変異はネイティブなタンパク質
構造を破壊すると期待されない。次いで、これらの同定された二次アミノ酸は、ランダム
に変異され、次いで、この変異タンパク質またはペプチドは、約pH６で、非変異タンパク
質またはペプチドに対して、FcRnに関する増大した結合親和性についてスクリーニングさ
れる。この方法は、pH依存性様式でFcRnと結合する任意のタンパク質またはペプチドに適
用可能であり、そしてこのようなタンパク質またはペプチドすべてが、本願発明に包含さ
れる。ランダム変異はそれ自体は本発明を構成しないこと、および二次アミノ酸は、当該
分野において公知の任意の方法で、特異的に、変異または改変あるいは誘導体化され得、
次いでFcRn結合に対する効果についてスクリーニングされ得ることもまた理解される。
特定の広い局面では、本発明は、増大したインビボまたは血清半減期を有するよう操作さ
れた、組換え抗体または抗体Fc-ヒンジドメインの設計および産生を包含する。本発明の
増大した血清半減期を有するFc-ヒンジドメイン変異体は、一般に、Fc-ヒンジフラグメン
トのCH2-CH3ドメイン界面における１つ以上の天然残基が、別のアミノ酸と交換されてい
る変異体として定義される。このようなFc-ヒンジドメイン変異体はまた、損なわれたSpA
（スタフィロコッカスタンパク質Ａ）結合を示す変異体として機能的に定義され得る。好
ましい実施態様において、増大した半減期のFc-ヒンジ変異体は、「異化作用制御部位」
を形成するかまたはこれに対して極めて近位にあることが見出されている、残基252付近
と残基436付近との間の特定のアミノ酸に変化を有する。
さらなる実施態様において、本発明は、IgG:FcRn相互作用の親和性より必ずしも大きくな
くても良い親和性を有する、FcRnと結合するペプチドまたは因子（しかし、このペプチド
または因子は、なお、本明細書中に記載のようなpH依存性様式でFcRnと結合しない同様な
ペプチドまたは因子より、測定可能に長い半減期を有する）の単離を包含する。このよう
なペプチドまたは因子は、治療用因子またはタンパク質のための安定化「タグ」として有
用であることが、予想される。
より具体的には、本発明は、１つ以上の下記のアミノ酸が他の残基と交換されているドメ
インを有する変異Igドメインおよび抗体に関する：252位のスレオニン（thr）、254位の
スレオニン、256位のスレオニン（ここで、アミノ酸は、Kabatら（1991）に従って番号付
けられている）。Fc-ヒンジドメインまたはインタクトな抗体の半減期を増大させるため
に、上記の残基のうちの任意のものは、任意の他のアミノ酸残基と置換され得、次いで、
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FcRnに関するより高い親和性を有する変形体は、例えば、バクテリオファージディスプレ
イを使用して、または当業者に公知の任意の他の方法によって選択され得る。置換は、本
明細書において下記に示すように、当業者に公知の任意の分子生物学的技術によって、ま
たは化学的改変によってさえも、有利に達成され得る。
特定の増大した半減期の抗体またはドメインは、Kabatの番号付けシステムでの１つ以上
の下記の置換、または異なる番号付けシステムでのそれらの等価物を含むものである：ス
レオニン（thr）252からロイシン（leu）252、スレオニン254からセリン（ser）254、ス
レオニン256からフェニルアラニン（phe）256。本明細書中に開示される例は、以下の３
つの変異を含むLSFと呼ばれる三重変異体である：スレオニン252からロイシン252、スレ
オニン254からセリン254、スレオニン256からフェニルアラニン256。
より長いインビボ半減期を有するFc-ヒンジドメインの産生は、それが、Fc-ヒンジフラグ
メントの特異的領域に対するIgG1異化作用の制御部位をさらに正確に描写する点、および
実用的見地からは、いくつかの重要な適用を有する点で、有利な進展である。これは、よ
り長い半減期を有する抗体分子、ドメイン、またはフラグメント（例えば、二価Fabフラ
グメント）の設計および構築を可能にする。これらは、より緩慢な生物学的クリアランス
時間が、抗体またはワクチンのより少ない回数の投与に至り、その結果、より少ない回数
の「追加免疫」ワクチン接種で済ませられ得る点で、一般に有用である。さらに、より長
い半減期を有するこれらの分子は、他の治療分子（例えば、ワクチン分子）をタグ付けす
るために使用され得る。本発明において正確に描写された異化作用部位は、ADCCおよび補
体結合部位とは異なる。このことは、完全に機能的でより長い半減期を有する抗体が産生
され得るので、重要である。他の重要な使用には、例えば、抗体ベースの全身性薬物送達
、より長い寿命を有するイムノトキシンの作製、または慢性疾患もしくは病的状態（例え
ば、枯草熱または他のアレルギー反応）のための抗体ベースの免疫療法、あるいは抗Ｔ細
胞レセプター抗体またはＴ細胞抗原によるＴ細胞媒介性自己免疫疾患の処置が含まれる。
Fc-ヒンジドメイン変異体はまた、臨床的投与を含むもの以外の実施態様、例えば、IgGの
異化作用に関与するレセプターの単離において用いられ得る。この目的のために、変異体
が、可能性のある異化作用レセプターに対して結合または増大した結合を示す、スクリー
ニングアッセイまたはディファレンシャルスクリーニングアッセイが使用され得る。
抗体異化作用に関して本明細書において開示された知見はまた、ヒトまたは動物に投与す
ることを所望される、実質的に任意の組換えタンパク質（および特に組換え抗体）のイン
ビボ半減期を増大させるために有用であることを想像させる。理想的に所望されるより迅
速に身体から排除されることが見出された抗体または組換えタンパク質は、本明細書中で
同定される残基において、またはFcRnと直接相互作用することが見出されるアミノ酸の近
傍で操作され得、その結果、そのインビボ半減期を増大させた。
特定の他の実施態様において、本発明は、増大したインビボ半減期を有する組換え分子、
特に抗体構築物（ワクチンおよびイムノトキシンを含む）の作製を企図する。組換え分子
の長寿はしばしば必要とされ、そしていくつかのプロトコルが、設計した作用の発揮後、
循環からより緩慢に除去される分子の設計から利益を得る。これには、例えば、病原体、
トキシン、生物学的不均衡を引き起こす物質を取り除き、このことによりこれらが身体を
傷つけるのを防ぐ目的で投与される抗体；および免疫治療薬物およびワクチンの長期間の
全身性送達を提供するよう設計された抗体が含まれる。
より長い半減期を有するドメイン、抗体、または抗体構築物を作製するために、「異化作
用制御部位」を形成するか、またはこれに対して極めて近傍にある、Fc-ヒンジのCH2-CH3
ドメイン界面の天然残基が改変される。抗体分子または抗体接合体に容易に操作され得る
いくつかの異化作用制御変異が、本明細書に記載される。これらには、スレオニン252、
スレオニン254、スレオニン256、メチオニン309、グルタミン311および/またはアスパラ
ギン315（Kabatら、1991）を別の残基に置換することを包含する。本発明はまた、異化作
用制御に重要な他の残基を決定するために有利な方法を提供する。
本発明のタンパク質またはペプチドは、組換え宿主細胞における、免疫グロブリン様ドメ
イン（例えば、抗体ドメイン）または他のタンパク質もしくはペプチドの発現用に適合さ
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れた組換えプラスミドまたは発現ベクターから発現され得る。従って、組換えプラスミド
は、１つ以上の免疫グロブリン様ドメインをコードするDNAセグメントを含有し得る。従
って、任意の、１つ以上の広範な種々の免疫グロブリン様ドメインまたは他のタンパク質
もしくはペプチドは、組換えベクターに組み込まれ得、そして本明細書に従って宿主細胞
中で発現される。これらには、IgG、IgM、IgA、IgD、IgEの可変ドメインもしくは定常ド
メイン、Ｔ細胞レセプター、MHCクラスＩもしくはMHCクラスII、およびさらにCD2、CD4、
CD8、CD3ポリペプチド、Thy-1、およびPDGFレセプター、N-CAMもしくはNg-CAM由来のドメ
インが含まれるが、これらに限定されない。
特定の実施態様において、本発明は、抗体定常ドメインの発現および産生に関する。抗体
Fc-ヒンジ、Fc、CH2-ヒンジまたはCH3ドメインの産生が好ましく、Fc-ヒンジまたはFcド
メインが、それらのより長いインビボ半減期のために特に好ましい。他の例では、thr252
、thr254またはthr256での変異を有するFc-ヒンジドメイン（またはこのようなドメイン
を組み込んでいる抗体）の産生が好ましい。なぜなら、これらは特異的により長い半減期
を有するからである。このような変異体は、thr252からleu252、thr254からser254、およ
びthr256からphe256によって例示される。
上記の任意のドメインの種々のセグメントまたはサブフラグメント、ならびに他の可変ド
メインもしくは定常ドメインもまた、本明細書に従って用いられ得る。これらのドメイン
には、例えば、免疫グロブリンドメインCH1が含まれる。上で具体的に記載されたもの以
外の免疫グロブリンドメインの変形もまた、本発明の範囲である。このような変形は、天
然に生じる変異または遺伝子操作された変異（例えば、点変異、１つ以上のアミノ酸に影
響する欠失およびその他の改変、またはＮ末端もしくはＣ末端でのアミノ酸の付加）から
生じ得る。
さらに、本発明は、マウスFcRnおよび免疫グロブリンフラグメントを用いて例示されたが
、同様なストラテジーは、種々の他の種（ラットのような哺乳動物を含む）に由来する免
疫グロブリン様ドメインまたは他のタンパク質もしくはペプチド、およびより具体的には
ヒト免疫グロブリン様分子に適用可能である。免疫グロブリン様ドメインの構造的相似性
、および進化を通じての免疫グロブリンスーパーファミリーの保存の観点から、本発明の
技術は、任意の種からの免疫グロブリン様ドメインの発現および組換え産生に直接適用可
能であると考えられる。
記載される免疫グロブリン様ドメインに連結した他のDNAセグメントもまた、含まれ得る
。例えば、種々の特異性を有する１つ以上の組換え抗体可変ドメインは、１つ以上の抗体
定常ドメイン、免疫グロブリン定常ドメイン、またはさらには他のタンパク質（例えば、
バクテリオファージコートタンパク質遺伝子、ホルモン、またはＴ細胞レセプター抗原を
含む抗原）に連結され得る。本発明の抗体定常ドメインはまた、別の免疫グロブリンドメ
イン、またはもちろん任意の他のタンパク質と組合せられ得る。免疫グロブリン定常ドメ
インは、単一のドメイン（例えば、CH3ドメイン）として；または１つ、２つ、または３
つ以上のドメイン（例えばCH2-ヒンジドメイン、Fcドメイン、または全Fcヒンジドメイン
）と組み合わせて多様に発現され得る。特定の実施態様において、以下により詳細に記載
されるが、FcまたはFcヒンジドメインは、任意のタンパク質に連結されて増強された生物
学的安定性を有する組換え融合体を産生し得るか、または特定の変異体が、増大した半減
期を有する抗体もしくは融合タンパク質を生成するために用いられ得る。
一旦発現されると、本明細書中の任意の産物は、放射標識もしくは蛍光標識され、または
セファロースもしくは磁性ビーズもしくはリポソームのような合成二重層を含む固体支持
体に付着される。産物はまた、ウシ血清アルブミンのようなキャリアタンパク質に連結さ
れ得る。Fc定常ドメイン、または他のタンパク質と組み合わせた定常ドメインはまた、コ
レセプター（例えば、CD4またはCD8の細胞外ドメイン）に合成的に連結され得る。
組換えまたはクローニングベクターは、本発明の１つの局面に含まれる。このようなベク
ターおよびDNA構築物は、タンパク質発現を指向するために有用であるばかりか、インビ
トロ変異誘発のためのテンプレートとしての使用に関しても有用である。ベクターは、一
般に、リーダー配列、好ましくはpelB（Betterら、1988）を含むが、他のリーダー配列（
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例えば、アルカリホスファターゼ（phoA）またはompA）も用いられ得る。好ましい実施態
様において、pelBリーダーセグメントは、単一の制限部位（例えば、NcoI）で改変され、
抗体可変ドメイン遺伝子の挿入を可能にする。このような制限部位の導入は、リーダー配
列と同じリーディングフレームのDNAセグメントにクローニングする便利な手段である。
リーダー配列DNAの改変は、１つ以上のヌクレオチドを、部位特異的変異誘発を用いて変
更することによって達成され得る。一般に、部位特異的変異誘発の技術は、刊行物（Cart
erら、1985；Sambrookら、1989）によって例示されるように当該分野で周知である。理解
されるように、この技術は代表的には、一本鎖および二本鎖形態の両方において存在する
ファージミドベクターを用いる。あるいは、変異体はPCRTMを用いて生成され得る。部位
特異的変異誘発に有用な代表的なベクターには、M13ファージ（Messingら、1981）または
pUC 119のようなベクターが含まれる。これらベクターは、容易に商業的に入手可能であ
り、そしてそれらの使用は、一般に当業者に周知である。あるいは、二本鎖プラスミドま
たはファージミドなどを使用する部位特異的変異誘発の方法はまた、当該分野で周知であ
り、そして本発明の実施においても用いられ得る。
本発明に従う部位特異的変異誘発は、まず、リーダー配列（pelBが本明細書中で用いられ
る）をコードするDNA配列をその配列内に含む一本鎖ベクターを得ることによって行われ
る。所望の変異配列を保有するオリゴヌクレオチドプライマーは、一般に合成的に（例え
ば、Narangら、（1980）の方法によって）調製される。プライマーは、一本鎖ベクターと
アニールされ、そしてE.coliポリメラーゼIクレノウフラグメントのようなDNAポリマー化
酵素に供される。変異を有する鎖の合成を完了するために、ヘテロ二重鎖が形成され、こ
こで一方の鎖が元の非変異配列をコードし、そして第２の鎖は所望の変異を有する。ヘテ
ロ二重鎖は、細菌細胞（E.coliが好ましい）中に、形質転換され得る。クローンは、コロ
ニーハイブリダイゼーションおよび放射標識された変異原性オリゴヌクレオチドを用いて
スクリーニングされ、変異プラスミドDNAを含むコロニーを同定する（Carterら、1985）
。二本鎖DNAテンプレートを用いるPCRTM指向変異誘発は、増大した半減期を有する変異体
を生成するために特に適している。PCRTM変異誘発は、代表的には、１以上の増幅反応に
おいて１つ以上の代替の（alternate）またはランダムなアミノ酸をコードするプライマ
ーの使用を含む。
構築物はまた、発現されたポリペプチド産物の単離および精製のために有用な「タグ」を
含む。タグは、検出、単離、および精製を容易にする機能を有する所望のポリペプチド（
例えば、ポリヒスチジン）をコードする配列にインフレームで融合された比較的短いDNA
セグメントである。例えば、親和性ペプチドは、セグメントによってコードされ得、特定
の抗体または親和性樹脂に選択的に結合することによって単離を可能にする。任意の多く
のタグ（c-mycタグ、（his）6タグ、デカペプチドタグ（Huseら、1989）、FlagTM（Immun
ex）タグなどを含む）が用いられ得る。多くのタグがまた、ウエスタンブロッティングを
用いる、発現されたタンパク質の検出のために有用である（Wardら、1989；Towbinら、19
79）。
例えば（His）6タグは、Ni2+のような金属に基づいた親和性金属クロマトグラフィーカラ
ム上での、分泌されたポリペプチド産物の精製のために好ましい。（his）6ペプチドは、
Ni2+イオンを高親和性でキレートする。ＮまたはＣ末端にこれらの残基を含むポリペプチ
ド産物は、親和性カラムに結合し、ポリペプチド不純物および他の汚染物が精製工程の一
部として洗浄除去されることを可能にする。次いでポリペプチド産物は、例えば250mMイ
ミダゾールを用いて、カラムから高い効率で溶出され得る。
ペプチドタグまたはリンカーはまた、免疫グロブリン産物中に組み込まれ得る。一本鎖Fv
またはＴ細胞レセプター（TCR）フラグメントについて、好ましいリンカーペプチドは、1
5マー（例えば、（gly4ser）3）、またはFilpulaおよびWhitlow（1991）に記載されるよ
うな他のリンカーを含む。
上述のように、本発明の組換えベクターはまた、種々の他のタンパク質をコードするDNA
セグメントを含み得る。特に、抗体FcヒンジまたはFcドメインをコードする組換えベクタ
ーはまた、より長い血清半減期を有する形態においてタンパク質を産生することを所望す



(7) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

20

30

40

50

る場合は特に、他のタンパク質またはそのフラグメントをコードするDNAセグメントを含
み得ると考えられる。動物またはヒトへの投与について意図されるタンパク質またはペプ
チドの血清安定性は、この様式で増大され得ることが予想される。このようなタンパク質
またはペプチドの例には、例えば、インターロイキン２、インターロイキン４、γインタ
ーフェロン、インシュリン、Ｔ細胞エピトープなど、およびさらにTCR Va Vβが含まれる
。種々の合成薬物が、同様にこの様式で安定化され得る。
このようなタンパク質をコードするDNAセグメントは、Fcベースのドメインと上流下流に
関わらずインフレームで、ベクターがタンパク質：Fcドメイン融合タンパク質（またはタ
ンパク質：Fcヒンジ融合タンパク質）を発現し得るような位置で組換えベクター中に作動
可能に組み込まれ得る。例えば、制限エンドヌクレアーゼを用いる遺伝子工学によりこの
様式でDNAセグメントを操作するための技術は、本開示およびSambrookら（1989）のよう
な参考文献の両方に照らして当業者に理解される。
本発明は、原核生物宿主細胞を用いて例示されたが、これは制限であることを意味しない
。本明細書中に記載される原核生物の特異的プロモーターおよびリーダー配列は、真核生
物の対応物によって容易に置換され得る。任意の多くの免疫グロブリン様ドメインをコー
ドするDNAセグメントでの宿主細胞の形質転換は、例えば機能的IgGのような完全に機能的
なタンパク質を産生する便利な手段を提供すると認識される。cDNAおよびゲノム配列の両
方は、真核生物性の発現のために適切である。なぜなら、宿主細胞は、もちろん、タンパ
ク質への翻訳のための機能的mRNAを生じるためにゲノム転写物をプロセスするからである
。増大した半減期を有する変異体ドメインおよび抗体は、補体を固定しそしてADCCを媒介
する真核生物系でグリコシル化形態において産生され得る。
ほぼ任意の真核生物発現系が、本発明のタンパク質およびペプチドの発現のために使用さ
れ得ることが同様に考えられる。例えば、バキュロウイルスベースの、COS細胞ベースの
、ミエローマベースの系が用いられ得る。プラスミドベクターは、pCMV5のようなpCMVシ
リーズの真核生物ベクターによって例示されるように、複製起点および効率的な真核生物
プロモーターを組み込む。
この様式での発現のために、コード配列をプロモーターに隣接して、そしてプロモーター
の制御下に配置する。このようなプロモーターの制御下にコード配列を配置するために、
タンパク質の翻訳リーディングフレームの翻訳開始部位の5'末端を、選択されたプロモー
ターの約１～約50ヌクレオチド「下流」（すなわち、3'側）に配置することが当該分野で
理解される。
真核生物発現が意図される場合、代表的には、元のクローン化セグメント内に含まれてい
なければ、適切なポリアデニル化部位（例えば、5'-AATAAA-3'）を、転写ユニット中に組
み込むこともまた所望される。代表的には、ポリＡ付加部位を、転写終結の前の位置で、
タンパク質の終結部位の約30～2000ヌクレオチド「下流」に配置する。
本明細書中で使用される用語「操作された」または「組換え」細胞は、免疫グロブリン様
ドメインをコードする遺伝子のような組換え遺伝子が導入されている細胞をいうことが意
図される。それゆえ、操作された細胞は、トランスフェクションまたは形質転換技術によ
って導入される組換え遺伝子を含まない天然に存在する細胞とは区別され得る。従って、
操作された細胞は、人為的に導入された遺伝子を有する細胞である。
本発明の実施において有用である適切な宿主細胞は、グラム陰性生物を含み、そしてSerr
atia marcescens、Salmonella typhimurium、および類似の種を含み得る。特に好ましい
宿主細胞は、Escherichia coliおよび容易に入手可能でありそして当業者に周知のE.coli
のいくつかの改変体である。
本発明の特定の局面は、免疫グロブリン様ドメイン（例えば、ネイティブのもしくは変異
体の抗体定常ドメイン、またはそれらのサブフラグメントもしくは融合タンパク質）の産
生のための方法である。このようなドメインまたは改変されたドメインを産生するために
、グラム陰性微生物宿主細胞をまず任意の開示された組換えベクターで形質転換し、次い
で適切な細菌培養培地中で免疫グロブリン様ドメインの発現を可能にする条件下で培養し
、続いてこれを単離し得る。
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培養は、代表的には、増殖および誘導を包含する。増殖は、簡便には、１％グルコースを
含むLuriaブロス、１％グルコースを含む４×TY（二倍強度２×TY）、カザミノ酸および
５％w/vグリセロールを含む最小培地のような培地において、20℃～約37℃の範囲、好ま
しくは25～30℃の間の範囲の温度で行われる。好ましい実施態様では、培地は、発現プラ
スミドを含む細菌細胞を選択するために、アンピシリンのような選択剤を0.lmg/mlの濃度
で含む。当然、当業者に公知のように、元々使用されたプラスミド構築物と組み合わせて
、特定の選択剤を選択する。
発現の誘導は、代表的には、増殖が開始された後の時点で、通常12～16時間後に、30℃で
行われる。この時間の長さは、誘導期で初期静止相にある細胞を生じる。増殖培地がグル
コースを含む場合、グルコースは発現の誘導を阻害するので、細胞をペレット化し、そし
て洗浄し、その後イソプロピルチオガラクトピラノシド（IPTG）のようなインデューサー
を濃度0.1～１mMで添加する。再び、種々の他のインデューサーが、元々用いられたベク
ター構築物に従って、当該分野で公知のように、用いられ得る。細胞は、誘導の前により
短い期間、例えば６～10時間、または増殖の中期対数期まで増殖され得る。細胞は、５～
28時間誘導される。５～６時間の誘導は、タンパク質が周辺質から単離される場合には、
好ましい誘導時間である。なぜなら、より長い誘導時間は、タンパク質の培養上清への漏
出を生じるからである。しかし、外部培地から産物を単離することが望ましくあり得、こ
の場合はより長い誘導時間の使用が好ましい。20℃～37℃の範囲の温度は、増殖および誘
導温度として使用され得、25℃が好ましい誘導温度である。
微生物宿主細胞によって産生されそして周辺質空間に位置するポリペプチド産物を単離す
ることは、代表的には、微生物を、一般には浸透圧ショック、超音波処理、または溶解の
ような手段によって、しかし好ましくは浸透圧ショックによって破壊する工程を包含する
。一旦細胞が破壊されると、細胞または細胞細片は、簡便に、例えば、遠心分離または濾
過によって除去され得る。タンパク質は、例えば、適切なペプチドタグがポリペプチド産
物に付着されている場合、親和性金属樹脂クロマトグラフィーによってさらに精製され得
る。
あるいは、誘導期間が８時間より長く（例えば、25℃で）、その結果タンパク質が培養上
清中に漏出する場合、細胞は、培養物から遠心分離によって除去され得、そして培養上清
は濾過され、そして（例えば、10～20倍に）濃縮される。次いで、濃縮された上清は、リ
ン酸緩衝化生理食塩水に対して透析され、そして分離がカラムクロマトグラフィー（例え
ば、親和性または吸着クロマトグラフィー）によって達成される。一例には、適切にタグ
化されたタンパク質（例えば、（his）6タグを保有するタグ化タンパク質）を分離するた
めのNi2+-NTA-アガロースによる分離がある。これらのタグが発現ベクターの構築におい
て用いられる場合、ヒスチジンタグは、特に好ましい。なぜなら、それらはNi2+-NTAアガ
ロースのような金属樹脂上での単離および精製を容易にするからである。
本明細書中で使用される用語「生物学的に安定なタンパク質」は、改変された結果、血清
半減期が元のタンパク質と比較して増大したタンパク質をいうことが意図される。この用
語は、公知の組換えタンパク質およびまた組換え形態がまだ報告されていないタンパク質
の両方を含む。このように、増大した生物学的安定性は、公知のまたは元の組換えタンパ
ク質、あるいはネイティブのタンパク質に比較して測定され得る。生物学的安定性は、例
えば、放射標識タンパク質を用い血清の放射活性のレベルを時間の関数として測定するこ
とによって、またはELISAを用いて血清中にインタクトな抗体のレベルを時間の関数とし
てアッセイすることによって、種々のインビトロまたはインビボ手段によって測定され得
る。ここで、増大した生物学的安定性の特に好ましい測定は、血清半減期の増大およびク
リアランス速度の減少によって証明される。
目的のタンパク質が抗体Fcヒンジドメインまたは抗体Fcドメインに連結している生物学的
に安定な組換えタンパク質を産生するためには、本明細書に従って、まずタンパク質：Fc
ヒンジまたはタンパク質：Fcドメイン融合タンパク質を、本明細書中上記のように、グラ
ム陰性宿主において発現し得る組換えベクターを調製し得る。次いで、組換えベクターを
グラム陰性細菌に挿入し、そしてその細菌を融合タンパク質の発現を可能にするのに効果
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的な条件下で培養する。この後、次いでこのように産生された融合タンパク質を、例えば
本発明の方法を用いて単離する。
上記の方法は、改善された生物学的安定性を有する一連の治療化合物の生成における使用
に提案される。このような化合物は、例えば、インターロイキン２、インシュリン、イン
ターロイキン４、およびインターフェロンγ、またはさらにＴ細胞レセプターVaVβを含
む。本発明の組換えFcドメインはまた、広範囲の薬物を安定化することにおいて有用であ
ることが意図され、このことは、それらの反復投与に対する必要性を軽減する可能性があ
る。しかし、本発明の方法は、ヒトへの投与のためのタンパク質の産生のみに限定されず
、そして増大した安定性を有する大量のタンパク質を産生するために用いられ得る。例え
ば、免疫化プロトコル、獣医による動物の処置、または齧歯類のインビボ治療モデルにお
いて用いられ得る。
変異体Fcヒンジドメインが、本発明において生成され、そして本明細書中でネイティブの
ドメインに比較して劇的に増大したインビボ半減期を有することが示される。それゆえ、
本発明は、延長された生物学的半減期を有する抗体またはタンパク質を産生するための方
法をさらに包含する。これらの方法は、上記のように、まずタンパク質または抗体の可変
ドメインを、本発明の増大した半減期変異体ドメインにカップリングする工程を包含する
。このような抗体またはタンパク質を産生するために、所望の融合または変異タンパク質
を発現し得る組換えベクターを調製し、そのベクターをグラム陰性細菌中に挿入し、それ
を培養して発現させ、そしてこのように産生された抗体またはタンパク質を単離する。こ
れらの技術は、より長い生物学的半減期を有することを所望される任意の抗体またはタン
パク質（抗体およびイムノトキシンを含む）に適用可能である。
本発明の別の方法は、増加した血清半減期を有する抗体の生産に特に適し、代謝制御部位
においてまたはその近傍のいずれかで、与えられた抗体を、本明細書に開示された残基の
１つまたはそれ以上で単に改変することである。これは、化学的に、またはランダムもし
くは部位特異的変異誘発および任意の公知の生産方法を用いる組換え生産により達成され
得る。好適な方法は、示された残基を、残りの19の残基のすべてで置き換え、次いでFcRn
に対してより高い親和性を有する変異体を（１つ以上の残基が同時に変異する場合ファー
ジディスプレーを用いて）選択することである。選択された変異体はまた、本明細書に記
載されるように、pH依存性様式でFcRnに結合し、このpHは選択ステップの間制御され得る
。この選択方法はまた、ランダムペプチドライブラリーまたは任意の他のランダムに変異
されたタンパク質に適用可能である。このように操作された抗体は、単一の抗体、ドメイ
ン、Fabフラグメント、またはイムノトキシンのような抗体結合物および治療養生法に用
いられる抗体であり得る。
本発明の範囲内に含まれるのはまた、可変または定常抗体ドメインのような組換え免疫グ
ロブリン様ドメイン産物；抗体、抗体構築物、抗体ドメインまたは延長した半減期を有す
るイムノトキシン；あるいは、MHC分子またはCD2、CD4、CD8、CD3、N-CAM、もしくはNg-C
AMのようなシグナリング分子由来のドメイン、またはPDGFレセプタードメイン、またはそ
れらのフラグメントである。好適な実施態様では、これらは、Fcヒンジ、Fc、CH2-ヒンジ
およびCH3ドメインのような抗体定常ドメイン産物；およびより長いインビボ半減期を有
するように加工された、例えば、LSF変異体のような抗体Fcヒンジドメインを含む。これ
らのドメインの組成において、例えば、基礎となるDNAを変更することにより、改変また
は変化がなされ得て、そしてなお同様のまたはそうでなければ所望の特性を有する分子を
得ることが認識される。それ故に、これらの免疫グロブリン様ドイメンの生物学的機能的
等価物、およびFcRnに結合するペプチドおよびその他のランダムに変異されたタンパク質
のような変異体もまた、本発明の範囲内に含まれる。
一般に、特定のアミノ酸は、例えば抗体の抗原結合領域またはレセプター部位のような構
造との相互作用結合能力の認識され得る損失なくして、タンパク質構造中のその他のアミ
ノ酸を置換し得る。そのタンパク質の生物学的機能的活性を規定するのは、タンパク質の
相互作用能力および性質であるので、特定のアミノ酸配列置換は、タンパク質配列（また
は、勿論、その基礎となるDNAコード配列）でなされ得、そしてそれにも関わらず、同様
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のまたは匹敵する性質（例えば、アンタゴニスト的またはアゴニスト的）でさえ有するタ
ンパク質を得る。従って、コードされたタンパク質の生物学的有用性または活性の認識し
得る損失なくして、免疫グロブリン様ドメインのコード配列中に、種々の変化がなされ得
ることが予期される。このようなドメイン中で特定の残基を変化させ、例えば、RcRnに対
するFcの結合親和性を増加することにより、それらの生物学的有用性を増強すること、ま
たはそれらの相互作用能力を増大することさえ可能であり得る。
本明細書で例示されるように、形質転換された宿主細胞は、免疫グロブリン様ドメインの
特に良好な収率を提供する。得られる収率は、CH3について約２mg/L；CH2-ヒンジについ
て１～1.5mg/L；Fcについて1.5～２mg/L；およびFcヒンジについて0.5～１mg/Lのオーダ
ーである。このような値は、容易にスケールアップされ、例えば、Ni2+-NTA-アガロース
を用いる親和性精製のための（his）6タグを利用して、数日のうちに、比較的大量のこれ
らドメインを生産し得ることが予期される。従って、発現系は、比較的コスト的に有効な
方式で得られ得る免疫グロブリン様ドメインタンパク質の容易な供給を提供する。
ネイティブな抗体定常ドメインのような免疫グロブリン様ドメイン、または増大した半減
期を持つFcヒンジドメインの精製は、クロマトグラフィー、密度勾配遠心分離および電気
泳動的方法を含む多くの方法で達成され得る。
本発明は、広範な種類の実施態様で利用され得るヒト供給源由来の免疫グロブリン様ドメ
インを含む、免疫グロブリン様ドメインの大スケール生産を容易にする。これらは、イン
ビトロ変異誘発研究、およびNMRおよびＸ線結晶学のような高分解能構造分析におけるそ
れらの使用を含む。FcヒンジおよびFcドメイン分析は、抗体代謝に関与する領域の輪郭を
描写することを可能にし、残基イソロイシン（ile）253、ヒスチジン（his）310、his435
およびhis436が重要であることを示した。組換えフラグメント、ドメイン、またはそれら
のサブフラグメントでさえ、FcRnへの結合に機能的に重要なFc残基をマッピングするため
に用い得る。組換えFcフラグメントの残基は、本明細書に開示されるような可溶性タンパ
ク質として、またはバクテリオファージの表面上（McCaffertyら、1990）での発現の前に
、改変され得、そしてFcRnに対してより高い親和性を有する変異体結合が、FcRnでコート
された固体表面または溶液中のFcRnを用いてスクリーニングまたは選択され得る。好適な
方法は、溶液中のFcRnを用いることであり、次いでビーズ上のFcRn:バクテリオファージ
複合体を捕捉する。
他のタンパク質または薬物に連結した免疫グロブリンFcヒンジまたはFcドメインの大スケ
ール生産もまた、免疫療法に対して可能性を有している。特定の実施態様では、キメラ（
chimaeric）タンパク質または薬物が、延長された半減期の利点を有して生産され得、そ
して非グリコシル化Fcは、Fcレセプターに対する結合親和性が非常に低いので、それらは
、これらのレセプターを有する大多数の免疫細胞に結合し得ない。これは、そのことが非
特異的結合を低減するので顕著な利点である。このような非グリコシル化Fcフラグメント
はまた、補体を固定せず、そして重要なことには、このことは、局所炎症反応の発生をお
そらく低減する。
本発明はまた、血清中のIgGレベルを調節する方法として記載され、この方法は、上記IgG
に対するFcRn結合を増大する工程を包含する。この調節は、FcRnの発現の変更による内因
性FcRnレベルを増大もしくは低減することにより、またはFcRnを発現する組換え細胞の使
用により達成され得る。さらに、この調節は、IgGに対する変更された結合親和性を有す
るFcRnを提供することにより達成され、そしてそれによってIgGレベルを調節する。
さらなる実施態様で本発明は、拡張して、その他のタンパク質、ペプチド、または非タン
パク質リガンドを含むリガンドを包含し得、そしてこれらは本明細書に開示された例示の
抗体のそれのような高親和性およびpH依存様式でFcRnに結合し、その結果それらの半減期
が延長される。
本発明は、可変領域および定常領域の両方の免疫グロブリン様ドメイン、ならびに遺伝子
操作された変異体ドメインの大量生産により例示される。元は抗体分子由来の免疫グロブ
リン様ドメインの生産例もまた含まれる。特に、抗体Fcヒンジ、Fc、CH2-ヒンジおよびCH
3ドメイン；ならびに増大した血清半減期を有するFcヒンジ変異体ドメインの生産が、開
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示される。しかし、免疫グロブリン様スーパーファミリーおよびその改変のスペクトルを
カバーするこのような広範な範囲の例を考慮して、本発明がこれらの例のみに制限されな
いことが理解される。むしろ、それは、本明細書中上記のすべての免疫グロブリン様構造
を包含する。
先の論議を考慮して、本発明は、IgGに対して増大した血清半減期を有する変異体IgG分子
を含む組成物として特定の広範な局面で記載され得、そしてここで、上記変異体IgG分子
は、Fcヒンジ領域中に少なくとも１つのアミノ酸置換を有する。このIgGは、任意のIgG分
子であり得、そして特定の実施態様では好ましくはヒトIgGである。
本発明はまた、特定の実施態様において、IgGの血清半減期に対して増大した血清半減期
を有する変異体IgG Fcヒンジフラグメントを含む組成物として記載され、そしてここで、
上記フラグメントは、FcRnに対して増大した結合親和性を有する。従って、本発明の組成
物は、CH2ドメインにおける番号252、254、256、309、311もしくは315、またはCH3ドメイ
ンにおける433もしくは434から選択される１つまたはそれ以上、あるいは３つものアミノ
酸におけるアミノ酸置換を有する分子またはフラグメントを含み得、そして特定の実施態
様では以下のアミノ酸置換を有し得る：位置252におけるトレオニンに対するロイシン、
位置254におけるトレオニンに対するセリン、および位置256におけるトレオニンに対する
フェニルアラニン。抗体、または特にIgGの場合、FcRnに対する増大した結合親和性は、
表面プラズモン共鳴分析により測定したとき、約７nMより小さい、pH6におけるFcRnへの
結合に対する解離定数を有するとして規定され得る。本発明の任意の組成物がまた、特定
の実施態様では、薬学的に受容可能な組成物として規定され得ることが理解される。
特定の広範な局面では、本発明は、因子の血清半減期を増大する方法として記載され得、
上記因子を、上記のように増大した血清半減期を有する変異体IgGまたはIgG Fcヒンジフ
ラグメントに結合させる工程を包含する。好適な因子は、治療薬物、抗原結合性ポリペプ
チド、抗原もしくはレセプター結合性リガンド、またはＴ細胞レセプター結合性リガンド
でさえ、またはＴ細胞レセプタードメインを包含するがこれらに限定されない。
本発明はまた、増大した血清半減期を有する抗体の作成方法を含み、FcRn結合に直接関与
すると考えられるIgGヒンジ領域中の第１のアミノ酸を同定する工程、１つまたはそれ以
上の第２のアミノ酸を同定する工程であって、ここで上記第２のアミノ酸の各々は上記第
１のアミノ酸の空間領域中にあり、そしてここでこの第２のアミノ酸の側鎖はネイティブ
な抗体において溶媒に曝されている工程、変異体抗体を作成するために、上記第２のアミ
ノ酸の１つまたはそれ以上のランダムアミノ酸置換を有する抗体を作成する工程、および
増大した血清半減期を有する変異体抗体を同定する工程を包含する。この方法はさらに抗
体を単離する工程を包含し得る。この方法の実施において、第１のアミノ酸は、Fcフラグ
メントのアミノ酸番号253、310、435または436であり得、そして第２または２次アミノ酸
は、CH2ドメイン中のアミノ酸番号252、254、256、309、311または315、あるいはCH3ドメ
イン中の433または434であり得る。
特定の広範な局面では、本発明は、Fcフラグメントを含む組成物として記載され、このFc
フラグメントは、IgG抗体の約アミノ酸250から約アミノ酸440までのフラグメントを含み
、上記IgG抗体よりFcRnに対してより高い結合親和性を有し、１つまたはそれ以上のFcRn
結合性アミノ酸残基の近傍領域に１つまたはそれ以上のアミノ酸置換を有し、そしてpH7.
4でよりもpH６でFcRnに対するより高い結合親和性を有するとしてさらに規定され得る。
本発明の別の局面は、被験体において内因性の血清IgGを低減する方法であって、被験体
に、増大した血清半減期を有するタンパク質またはペプチドを含む組成物の有効量を投与
する工程、そして特に増大した血清半減期を有するIgGを投与する工程を包含する。
本発明の特定の実施態様はまた、IgGの血清半減期に対して増大した血清半減期について
、因子をスクリーニングする方法を包含し、この方法は、候補因子を得る工程、pH7.4お
よび約pH６においてこの因子のFcRnに対する結合親和性を測定する工程、pH7.4において
より約pH６においてFcRnに対するより高い結合親和性を有する候補因子を選択する工程、
および同一条件下で上記選択された因子のFcRnに対する結合親和性とIgGのFcRnに対する
結合親和性と比較する工程を包含し、ここで、IgGの結合親和性と比較してFcRnに対する
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増大した結合親和性が、増大した血清半減期を有する因子の指標である。特定の好適な候
補因子は、ペプチドまたはポリペプチド、あるいは抗体または抗体のフラグメントでさえ
あり得る。代わりの実施態様では、このペプチドは、ランダムペプチドライブラリーから
選択され得るか、またはランダムに変異されたタンパク質、または合成ペプチドでさえあ
り得る。
特定の実施態様では、本発明はまた、治療的因子の血清半減期を増大する方法であり得、
この治療的因子を、本明細書に開示され請求項に記載された方法により同定されたIgGの
血清半減期に比較して増大した血清半減期を有する因子に結合する工程を包含する。
【図面の簡単な説明】
図１は、大腸菌（E.coli）中の免疫グロブリン定常領域フラグメントの発現および分泌に
用いたプラスミドの部分の概略図である。a)CH3ドメイン；b)CH2-ヒンジ；c)Fcフラグメ
ント、およびd)Fcヒンジフラグメント。lacZプロモーターは白抜き丸、pelBリーダーは斜
線の箱、免疫グロブリンドメイン［ヒンジ領域（H）およびCH2、CH3ドメイン］は白抜き
箱、およびhis6ペプチドタグ（his）は黒塗りの箱により表される。
図２Ａは、組換え［CH2-ヒンジ］2についてのクリアランス曲線である。この曲線は、急
速なα相（血管空間の内と外との間の注入タンパク質の平衡を表す；このタンパク質のα
相は部分的にサイズにより決定される）およびより長いβ相（血管内空間におけるタンパ
ク質の異化を表す）を有する２相性である。このフラグメントのβ相の半減期は表Ｉに示
され、そしてこれらはタンパク質の生物学的半減期を表す。
図２Ｂは、グリコシル化IgG1分子についてのクリアランス曲線である。
図３Ａは、SVEC細胞に対する、125Ｉ-標識WT FcヒンジおよびHQ-310/HN-433変異体の結合
を示す。白抜きの棒は、洗浄後の細胞に結合した量を表し、そして斜線の棒は、2.5mg/ml
のCHAPSを用いた抽出後に細胞ペレットから抽出された量を示す。
図３Ｂは、図３Ａに示される研究の繰り返しからのデータである。
図４Ａは、125Ｉ-標識mIgG1、FcヒンジフラグメントおよびIgAの異化である。閉じた三角
および＋は、WT Fcヒンジを表し；閉じた四角およびXは、β2m+/+（閉じた三角および四
角）およびβ2m-/-（＋およびX）マウス中のHQ-310/HN-433変異体を表す。
図４Ｂは、125Ｉ-標識mIgG1、FcヒンジフラグメントおよびIgAの異化である。白抜き三角
および白抜き四角はIgAを表し、白抜き菱形はおよびX印の箱は、β2m+/+（白抜き三角お
よび白抜き四角）およびβ2m-/-（白抜き菱形はおよびX印の箱）マウス中のmIgG1を表す
。各タンパク質について、各群内から１匹のマウスについての代表的な曲線が示される。
これらのデータは、C57BL/6バックグラウンドのマウスについてである。
図５は、SWISSマウス中のFcヒンジフラグメントのクリアランス曲線である。各群内から
１匹の代表的なマウスについての曲線が示される。
図６Ａは、pH6.0における、野生型（WT）（黒塗り四角）およびLSF変異体（黒塗り三角）
Fcヒンジフラグメントの解離を示すSPRセンサーグラムの領域である。プロットは、BIAev
aluation 2.1ソフトウェアを用いて描かれる。時間の関数としての応答は、応答単位（RU
）で示される。
図６Ｂは、pH7.4における、WT（黒塗り四角）およびLSF変異体（黒塗り三角）Fcヒンジフ
ラグメントの解離を示すSPRセンサーグラムの領域である。矢印は、緩衝液がpH6.0から7.
4に変化した点を示す。プロットは、BIAevaluation 2.1ソフトウェアを用いて描かれる。
時間の関数としての応答は、応答単位（RU）で示される。pH7.4緩衝液がpH6.0緩衝液に対
するために（後者がベースラインとして用いられる）大きな下向きのシフトは、マイナス
のRU値を生じる。
図７は、マウスIgG1分子およびIgG1由来フラグメントのクリアランス曲線である。
図８は、マウスIgG1、Fab、Fc-パパインおよび組換えFcフラグメントの腸移入を示す。各
試験に用いたマウスの数は、６（Fab）、12（mIgG1）、16（Fc-パパイン）、31（WT Fc）
、５（HQ-310/HN-433）、５（成体マウス中のWT Fc）、および14（Fc-ハイブリッド）で
ある。
図９は、β相半減期と、組換えWTおよび変異体Fcフラグメントについての移入の阻害との
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間の相関関係を示す。
図10は、非標識IgG1、WTおよびHQ-310/HN-433変異体Fcフラグメントによる、単離された
刷子縁に対する125Ｉ-IgG1結合の阻害を示す。
図11は、Fc遺伝子（WTまたは変異体）を含む発現/ファージディスプレーベクターである
。白丸=lacZプロモーター、斜線の箱=pelBリーダー、白箱=WTFcまたはHQ-310/HN-433変異
体、両斜線の箱=c-mycタグ、および斜線の箱=cpIII遺伝子。単一の線=骨格ベクターであ
る。
図12Ａは、組換えFcヒンジフラグメントの経細胞輸送である。括弧内の番号は、各実験に
用いたマウスの数を表す。SCIDマウス中の組換えFcヒンジフラグメントの母胎転移を示す
。
図12Ｂは、BALB/c新生児中の組換えFcヒンジフラグメントによる放射標識mIgG1の腸伝達
の阻害を示す。H433Aに対する値は、WT Fcヒンジに対する値とは有意に異ならない（Stud
entの検定による。p=0.127）。
図13Ａは、組換えFcヒンジフラグメントのFcRnに対する結合を示す。mIgG1-セファロース
へのFcRn結合の、インヒビター非存在下での結合に対する阻害パーセントを示す（３つの
別々の試験の平均）。
図13Ｂは、組換えFcヒンジフラグメントのSpAに対する結合示す。SpA-セファロースへのF
cヒンジフラグメント結合の、WT Fcヒンジの結合に対するパーセンテジを示す（３つの別
々の試験の平均）。
好適な実施態様の詳細な説明
本発明は、宿主細胞中で、免疫グロブリン様ドメインならびに加工されたおよび変異体ド
メインの、この免疫グロブリン様産物が増大した血清存続性を有するようなクローニング
および発現に関する。
本明細書に開示されるのは、延長されたインビボ半減期を有する抗体Fcフラグメントおよ
びサブフラグメントおよびFcヒンジドメインのような、免疫グロブリン様ドメインおよび
その部分をコードする組換えベクターである。大量の、例えば、インタクトな抗体と同じ
インビボ安定性を有する免疫グロブリンFcおよびFcヒンジドメインを生産する方法が、増
大した半減期を有する抗体およびその他の分子を生産する方法として記載される。これら
のDNA構築物およびタンパク質ドメインは、免疫治療薬またはその他の安定な組換えタン
パク質の生産において、あるいは構築物の生産においてのような、種々の用途があるよう
に考案される。
本発明は、抗体Fcヒンジ、Fc、CH2-ヒンジおよびCH3ドメイン；ならびに、例えば、LSFと
称される変異体のような延長されたインビボ半減期を有する加工されたFcヒンジドメイン
を含む、種々の免疫グロブリン様ドメインの生産により例示されるので；本発明の方法を
利用してその他の免疫グロブリン様ドメインが発現され得ることが理解される。
かなりの数の免疫系の鍵となる分子が相同なドメインを含むことが認められ、その構造は
、進化を通じて保存されている。このような分子は、免疫グロブリンのスーパーファミリ
ーのメンバーであり、それは、抗体およびＴ細胞レセプターのみならず、MHCクラスＩお
よびII糖タンパク質、CD2、CD4およびCD8細胞-細胞接着タンパク質、ならびに種々のFcレ
セプター（そのすべては１つ以上の免疫グロブリン様ドメインを含む）を含む。
代表的には、これらドメインの各々は、約100アミノ酸長であり、そして通常保存された
ジスルフィド結合により安定化される２つの逆平行βシートからなる特徴的なサンドイッ
チ様構造に折り畳まれていると考えられている。これら分子の多くは、１つの鎖の免疫グ
ロブリン相同性単位が別の鎖中の相同性単位と相互作用するダイマーまたはそれ以上のオ
リゴマーである。
通常、各免疫グロブリン相同性単位は別々のエキソンによりコードされ、そして完全なス
ーパー遺伝子ファミリーが、初期の細胞-細胞相互作用を媒介することに関与し得る、Thy
-1またはβ2-マイクログロブリンをコードする免疫グロブリン相同性単位に類似の単一の
免疫グロブリン相同性単位をコードする遺伝子から進化したようである。Thy-1-様分子が
ヤリイカの脳から分離されたので、そのような根源的な遺伝子が、約4億年前に脊椎動物
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がそれらの無脊椎動物祖先から分かれる前に生じた可能性がある。新たなファミリーメン
バーは、おそらく、エキソンおよび遺伝子重複により生じ、そして同様の重複事象が、お
そらく、抗体およびＴ細胞レセプターをコードする複数の遺伝子セグメントを生じた。
抗体およびＴ細胞レセプターの他に、免疫グロブリン様ドメインを含む最も特徴付けられ
たタンパク質は、MHC分子およびCD4およびCD8糖タンパク質である。２つの主要なクラス
のMHC（主要組織適合性複合体）分子、クラスＩおよびIIが存在し、各々は１セットの細
胞表面糖タンパク質からなる。MHC糖タンパク質の両方のクラスは、相同な全体構造を有
するヘテロダイマーであり、そのアミノ末端ドメインは、Ｔ細胞への呈示のために抗原結
合のために特殊化されていると考えられている。しかし、MHCクラスＩの相同体であるFcR
nは、別の機能、即ち血清IgGレベルの調節を有している。
各クラスＩMHC遺伝子は、α鎖と呼ばれるその大部分が３つの細胞外球形ドメインに折り
畳まれる単一の膜貫通ポリペプチド鎖をコードする。各α鎖は、β2-マイクログロブリン
と呼ばれる非グリコシル化小タンパク質と非共有結合的に会合する。膜に最も近接してい
るβ2-マイクログロブリンおよびα3ドメインは、両方とも免疫グロブリンドメインに相
同性であり、そしてそれ故両タンパク質は、免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバ
ーである。膜から最も遠いα鎖の２つのアミノ末端ドメインは、Ｔ細胞により認識される
多形性（可変）残基を含む。Ｔ細胞はまた、クラスＩ分子に結合するウイルス由来ペプチ
ドを認識し、そしてこれは細胞性免疫において特に重要である。
クラスＩMHC分子と共通して、クラスIIMHC分子は、膜に近接する２つの保存された免疫グ
ロブリン様ドメインおよび膜から最も離れた２つの多形性（可変）アミノ末端ドメインを
有するヘテロダイマーである。しかし、これらの分子では、両鎖は膜にまたがる。両クラ
スのMHC分子の多形性領域が外来抗原と相互作用し、しかもＴ細胞レセプターにより認識
されるのはMHC分子と外来抗原との複合体であるという強い証拠がある。
CD4およびCD8は、ヘルパーおよび細胞障害性Ｔ細胞の表面上でそれぞれ発現される。両糖
タンパク質はMHC分子の不変部分、CD4はクラスII、そしてCD8はクラスＩMHC糖タンパク質
に結合すると考えられている。
続いて、その他の分子が、免疫グロブリン様ドメインを含むことが示された。これらは、
例えば、５つの免疫グロブリン様ドメインに折り畳まれると考えられる細胞外ドメインで
あるPDGFレセプターを含む。脊椎動物において細胞-細胞接着を媒介する、増加する数の
細胞表面糖タンパク質がまた、免疫グロブリンスーパーファミリーに属するとして同定さ
れた。これらは、神経細胞およびグリア細胞の表面上で発現され、そしてCa2+非依存性細
胞接着を媒介する大きな単回通過膜貫通糖タンパク質であるN-CAMを含む。N-CAMポリペプ
チドの細胞外部分はまた、５つの免疫グロブリン様ドメインに折り畳まれる。L1糖タンパ
ク質（ニューロン-グリア細胞-接着分子、またはNg-CAMとしても知られる）もまた、免疫
グロブリンスーパーファミリーのメンバーである。
Ａ：増大した血清存続性を有するFcRnリガンドの単離
Fcフラグメント上のFcRnの相互作用部位の近傍にある領域をランダムに変異させ、次いで
変異体のライブラリーからより高い親和性結合体について選択することにより、増大した
血清半減期を有する改変体Fcフラグメントが単離され得る。これらのより高い親和性変異
体は、それらの結合のpH依存性をなお維持すべきである。何故なら、データは、これがFc
Rnが働く、即ち酸性区画においてIgG類へ結合し次いで約pH7.4で血清中に放出される方式
の重要な側面であることを示すからである。従って、この方法は、特にFcRnを可溶性形態
で用いてリガンドを単離する場合、pH依存様式でFcRnに結合する任意のリガンド（タンパ
ク質、ペプチド、または非タンパク質リガンドでさえ）を選択するために用いられ得る。
事実、開示された発明を用いて、合成の化学的化合物のライブラリー、ランダム化された
表面ループを有するペプチドライブラリーまたはタンパク質のライブラリーのいずれかか
らリガンドを単離し、当業者に周知の標準的な単離手法により１週間程度で可溶性タンパ
ク質またはペプチドを得、次いでこれらのペプチド（ループ）またはタンパク質を用いて
ACDデータベースを用いて合成リガンドを調製し、ホモログを同定し得ることは明白であ
る。さらに、このようなFcRnリガンドは、IgGまたはフラグメントより有用であり得る。
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何故なら、それらはより小さく、そして合成リガンドの場合、非免疫原性であると考えら
れ得るからである。この観点から、FcRnに対してIgGより低い親和性を有するリガンド、
および同一またはより高い親和性を有するリガンドの単離が有用であると考えられる。例
えば、mIgG1より数倍低い親和性を有するリガンドはなお、FcRnに対して検出し得る親和
性を有さない類似のリガンドより有意に長い半減期を有し得る。
薬物、タンパク質、ペプチドなどの血清半減期を増大するために用いられ得る分子の使用
は巨大である。原理的には、そのような分子は、任意の治療薬の血清存続性を増大するた
めに用いられ得る。従って、請求項に記載された発明は、ほとんど無制限の数の疾患また
は障害の処置に対する治療用途に広く適用可能である。何故なら、それは、必要な治療投
与量の数を低減することによりコストおよび患者の不快感の両方を低減するために用いら
れ得るからである。
Ｂ：抗体定常ドメイン
高いインビボ安定性を決定する免疫グロブリン分子の特徴は、本発明の前に完全には理解
されていなかった。先の研究は、CH2ドメインが抗体の異化の制御において重要な役割を
果たし得ることを示し、そして最近の研究はまた、CH3ドメイン中の配列が関与し得るこ
とを示唆した（Ellersonら、1976；Muellerら、1990；Pollockら、1990、Kimら、1994a；
Medesanら、1997）。CH2ドメイン上の炭水化物残基の存在は、安定性について有意であっ
ても重要でない影響を与えるようであり、そしてこの影響の範囲はイソタイプに依存する
（TaoおよびMorrison、1989）。
本発明の一部として、マウスIgG1定常領域由来の組換えCH2-ヒンジ、CH3、FcおよびFcヒ
ンジフラグメントが宿主細胞から発現された。フラグメントは精製され、放射標識され、
そしてマウスにおけるクリアランス研究で用いられた。クリアランス速度は、Fvフラグメ
ントおよび完全グリコシル化IgG1分子のそれと比較された。組換えFcヒンジフラグメント
は、完全免疫グロブリン分子のそれに非常に類似である安定性性質を有している。対照的
に、モノマー性CH2-ヒンジおよびCH3フラグメントは、両方とも急速にそしてFvフラグメ
ントと類似の様式で浄化された。これは、CH2およびCH3両領域中の配列が、インビボ安定
性に重要であり、そしてさらに、グリコシル化はこのイソタイプの異化の制御において重
要な役割を果たしていないことを示す。
CH3ドメイン、FcフラグメントおよびFcヒンジフラグメントはすべて、ホモダイマー性タ
ンパク質であることが見いだされた。FcおよびCH3ドメインについては、ダイマーは非共
有結合的に結合し、そしておそらく非共有結合的相互作用により安定化されている。Fcヒ
ンジダイマーについては、このフラグメントは、ヒンジ領域システイン間の-S-S-架橋に
より共有結合で結合している。
この研究の特に重要な局面は、宿主細胞中での発現の後に精製された免疫グロブリンFcヒ
ンジおよびFcフラグメントが、ネイティブな抗体分子と同じインビボ安定性を有している
という発見である。これは、時間の関数として125Ｉ-放射標識免疫グロブリンフラグメン
トのインビボでのクリアランス速度を測定することにより決定された。これら試験からの
結果は、組換え非グリコシル化FcヒンジまたはFcフラグメントが、完全グルコシル化IgG1
分子と類似のインビボ安定性を有することを実証した。
組換え非グリコシル化Fcヒンジフラグメントは、完全グリコシル化IgG1免疫グロブリン分
子のそれと同様のβ相を有していることが見いだされた。事実、Fcヒンジの除去は、わず
かな半減期の減少をもたらした（Kimら、1995）。これらの結果は、マウスIgG1イソタイ
プにとって、炭水化物残基の存在は、それはなおマイナーな役割を果たし得るが、インビ
ボ安定性にとって必要であるには見えないことを示す。タンパク質化学を用いて得た先の
データは、CH2ドメインがインビボ安定性の原因であることを示唆したが（Ellersonら、1
976）、最近の研究は、CH3ドメイン中の残基もまた、マウスIgG2aおよびIgG2bイソタイプ
の異化制御に関与し得ることを示した（Pollockら、1990）。
安定性に関する本発明の発見は特に重要である。何故なら、非グリコシル化Fcフラグメン
トのインビボ安定性は先に評価されていなかった（Noseら、1990）からである。非グリコ
シル化Fcフラグメントは、（哺乳類細胞により生産された免疫グロブリンのタンパク質分
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上のFcレセプターへの結合が顕著に低下することが公知である（Noseら、1990；Leatherb
arrowら、1985；NoseおよびWigzell、1983；TaoおよびMorrison、1989）。しかし、これ
ら有利な性質は、非グリコシル化分子が不安定であることが見いだされた場合、ほとんど
重要ではないであろう。本発明者らは、インビボで安定であることが証明された非グリコ
シル化Fcフラグメントを発現し得た。
E.coli中のIgG1 FcヒンジまたはFcフラグメントの生産は、インビボの抗体安定性および
異化の制御に関与するこの領域の重要な残基が解明されることを可能にする。これらの結
果は実施例８に記載される。さらに、本発明に従って、ヒトFcドメインが今やE.coliで生
産され得、ヒトタンパク質のさらに詳細な研究を可能にする。さらに、マウスまたはヒト
起源のいずれかに関わらず、FcまたまFcヒンジドメイン、あるいはFcまたはFcヒンジドメ
イン：融合タンパク質の細菌による分泌が考案され、長い血清存続性を有する新規なタン
パク質生産のための、便利な、経済的に魅力的でありかつ迅速なルートを提供する。
構造分析に次いで、Fc構造のより小さな領域が、タンパク質キメラ、または融合タンパク
質に利用され、生物学的に安定な治療薬を生産し得る。これは特に、タンパク質分解のた
めに、哺乳類細胞のようなその他の発現系から得られることが出来ない治療薬の生産に特
に有用である。それ故、本発明のFcヒンジまたはFcドメイン、またはその部分は、治療用
途のキメラタンパク質を含む組換え分子のタグ化および安定化の両方に有用なモジュール
であることが提案される。
Ｃ：IgG分子の異化部位
Igクラス（IgA、IgE、IgM、IgDおよびIgG）の中で、IgG分子が最も長いインビボ半減期を
持つ（Zuckierら、1990）。異化を制御するIgG分子の領域（「異化部位」）は、数十年の
間Fcフラグメントに在ることが知られていた。この試験は、最初、SpiegelbergおよびWei
gle（1966）により実施され、そして後に多くの他の研究者により確認され（Zuckierら、
1990に概説されている）、タンパク質分解により生産されたFcフラグメントが完全IgG分
子と同じインビボ半減期を有することが示された。Dorringtonおよび共同研究者による研
究（DorringtonおよびPainter、1974；Ellersonら、1976；Yasmeenら、1976）は、トリプ
シン消化により生産されたCH2ドメインフラグメントが完全IgG分子のそれと同じ半減期を
有したことを示した。初期およびより最近の両データは、CH2ドメインがIgG異化の制御に
関与していることを示したが、これらデータのいくつかは、CH3ドメインのさらなる関与
については一致していない（ArendおよびWebster、1977；Dimaら、1983；Muellarら、199
0；Kimら、1994a；Batraら、1993）。実際、最近の研究は、CH2ドメインおよびCH3ドメイ
ンの両方が、IgG分子の血清存続性を制御する配列を含むことを示した（Kimら、1994a；P
ollockら、1990、Kimら、1994c；Medesanら、1997）。特に、部位特異的変異誘発を用い
て、マウスにおいて血清IgG1レベルの維持に重要であるCH2-CH3ドメイン界面中のアミノ
酸残基が同定され（Kimら、1994a；Medesanら、1997）、そしてそれ故この研究は異化部
位の正確な位置を示した。これらの残基は、ヒトおよびマウスIgGイソタイプの両方で高
度に保存されており（Kimら、1994a；表Ｉ）、ヒトおよびマウスIgGの異化部位が同じで
あることを示唆する。異化および腸転移に関する、２つの二重変異体（HQ-310、His310が
AlaおよびGln311がAsnに；HN-433、His433がAlaおよびAsn434がGlnに）の影響が、これら
の位置の単一変異よりもむしろ、単一変異（Ile253がAla253に）の影響とともに特徴付け
られた（Kimら、1994a；Kimら、1994b）。より最近の研究では（Medesanら、1997）、His
310からAla310、His435からAla435、His436からAla436、His433からAla433、Asn434からA
la434またはGln434の変異の影響が分析された。
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His435からAla435への変異は、異化作用および経細胞輸送の両方に強力な影響を有し、一
方、His436からAla436への変異は、より小さな影響を有する（Medesanら、1997）。His31
0からAla310への変異のみは、His310からAla310およびGln311からAsn311の両方の変異と
同じ影響を有する。このことは、Gln311がFc：FcRn相互作用に関連しないことを示唆する
。Hi433からAlaへ、およびAsn434からAla/Glnへの個々の変異は、FcRn異化または経細胞
輸送への結合において影響を有さず、その一方、初期の研究（Kimら、1994a;1994c）にお
いて、His433、Asn434の二重変異が中程度の影響を有することが留意されていた。この変
動は、Fc：FcRn相互作用における433および434の直接的な関与よりもむしろ二重変異によ
るHis435のような隣接する重要な残基の摂動に起因する（その一方単一変異は摂動が少な
い）。
Thr252、Thr254、Thr256、Met309およびAsn315に加えて、変異誘発のための有用な標的で
あり得る他の残基は、Gln311、His433およびAsn434である。さらに、本明細書中に開示さ
れるデータは、His433およびAsn434の二重変異は異化に対して影響を有するが、Gln311、
His433またはAsn434が異化部位を構成すると述べることは妥当でないことを示す。
CH2ドメイン由来の炭水化物残基の除去は、IgGのインビボでの半減期に小さな影響を有す
るか、または全く影響を有さず、そしてこの影響の程度は、イソタイプに依存する（Nose
およびWigzell，1983；TaoおよびMorrison，1989；Wawrzynczakら、1989）。IgGの異化に
関与するFcの領域（Kimら、1994a）は、FcγRI、RIIおよびRIIIレセプター（「古典的」F
cR）の結合に関与する部位とは異なるようである。なぜなら、これらの認識配列は、より
低いヒンジ領域に主として位置するからである（Duncanら、1988;Lundら、1992;Sarmayら
、1992;Jefferisら、1990;CanfieldおよびMorrison，1991;Wawrzynczakら、1992）。さら
に、異化部位は、補体因子C1q結合部位（Glu318、Lys320およびLys322）とは異なる（Waw
rzynczakら、1992;DuncanおよびWinter，1988）。従って、異化部位の変異は、補体結合
にもFcγRI、RIIおよびRIIIへの結合にも影響しないはずである。
IgG2bおよび他のマウスイソタイプ
マウスIgG2bは、IgG1、IgG2aおよびIgG3よりも迅速なクリアランス速度を有することが示
されている（Pollockら、1990）。異化部位を構築することに重要であることが示されて
いるCH2-CH3ドメイン界面の残基に関する配列差異に関する分析は、IgG2bにおいて、IgG1
、IgG2aおよびIgG3のHis433、His435、His436は、IgG2bにおいて、Lys433、Tyr435および
Tyr436に置換されていることを示す（表Ｉ）。これらの配列差異は、観察されているクリ
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アランス速度および新生児転移における差異を説明し得る（McNabbら、1976;Guyerら、19
76）。この点に関して、Scharffおよび共同研究者（Pollockら、1990）は、IgG2aおよびI
gG2bのCH3ドメインにおける配列差異が、IgG2aと比較してIgG2bがより速いクリアランス
速度を担うことを示しているが、関連する残基は同定されていない。さらに、マウスIgG2
bは、マウスIgG1と同じぐらい効率的には新生児の腸管を横切って転移されない（Guyerら
、1976）。マウスイソタイプのCH3領域における配列差異（表Ｉ）は、異化および経細胞
輸送を制御することにおける位置433、435および436の役割を分析するための理想的なシ
ステムを提供する。IgG2b分子における、his433からala433、チロシン（tyr）435からhis
435、およびtyr436からhis436への変換は、マウスIgG1と同じインビボ半減期を有する変
異IgG2bを生じる。さらに、IgG1、IgG2およびIgG4と比較したヒトIgG3のより速いクリア
ランス速度は、残基435（表Ｉ）が、血清IgGレベルを調節することに関与することをさら
に示す。
IgG異化の考えられる機構
全くの定常レベルでの血清IgG濃度の維持は、効果的な免疫に重要である。さらに、異常
に高い（高γグロブリン血症）または低い（低γグロブリン血症）血清IgGレベルは、臨
床的な症状を生じる。効果的であるために、血清IgGレベルの感知および調節の両方を行
う恒常性機構は、生物のＢ細胞によるIgG分子の連続的かつ可変性の産生を扱い得なけれ
ばならない。このような恒常性がどのようにしてもたらされるかは未だ不明であり、そし
ていくつかの機構が、血清中のIgGレベルの制御を説明するために提案されている（Bramb
ellら、1964；Brambell，1966；Ghetieら、1981）。明白に、いずれのモデルも、血清IgG
レベルにおける変化に感受性であり、かつ応答性であるフィードバックシステムを引き合
いに出さねばならない。
Brambellおよび共同研究者（Brambellら、1964;Brambell，1966）は、限られた数の細胞
性レセプター（この提案においてFcRcと称される）が、IgG分子に結合し、そして分解か
らIgG分子を保護することを提案している。結合し、そしてインターナライズしたIgG分子
は、タンパク質分解から保護され、引き続いて血管内プールに放出されて戻され、一方、
結合レセプターを有さないインターナライズしたIgG分子は分解される。従って、IgG崩壊
を担う細胞はまた、崩壊に対するIgGの保護に関与することが逆説的に提案される（Bramb
ellら、1964;Brambell，1966）。これらのレセプターは、飽和し得、そして高γグロブリ
ン血症の個体におけるこのモデルで一貫し、血管内IgGは、低γグロブリン血症における
よりも多いに迅速に分解される。この濃度依存性の異化速度は、濃度-異化現象と呼ばれ
る。レセプターモデルはまた、IgG1分子CH2-CH3界面の特定残基の変異が迅速な血管内ク
リアランスを生じることを示す最近のデータ（Kimら、1994a）と一致する。このことは、
変異が「保護的」レセプターによる認識の損失を生じたことを示唆する。
免疫グロブリンクリアランスの部位
IgGが異化され、そしてプロテアーゼが関与する部位は、なおも特徴付けられなければな
らない。肝臓および胃腸管は両方とも、IgGの異化に役割を果たすことが示されているが
（Covellら、1986;Hopfら、1976;DobreおよびGhetie，1979）、いずれの器官も、異化の
主要な部位であることが示されていない。それゆえ、身体全体での散在性異化の可能性が
、考慮されるべきである（WaldmannおよびStrober，1969）。このような散在性異化は身
体全体の内皮系で生じ得る。なぜなら、この系の細胞は血管内プールと緊密に接触し、そ
してIgGは内皮細胞を絶えず横断して、血管外スペースに進入する。最近のデータは、内
皮細胞の関与の可能性とともに散在性異化の概念を支持する。
膜を横切るIgGの転移（経細胞輸送）
新生児における腸管転移
母から若年（胎児/新生児）への受動免疫の転移に関与する機構は、Brambell（1966）に
よって提案され、そして最近のデータにより支持されるような異化の制御に関与する機構
と類似性を共有し得る。齧歯類において、IgGの腸管転移は、出生後の２週間までに生じ
得、そして乳児の齧歯類が母性のIgGを必要とする主要な経路である（Morris，1978;Jone
sおよびWaldmann，1972にレビューされている）。卵黄嚢を横切るIgGの母性-胎児転移は
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、ヒト（ここでは母性-胎児転移が唯一の経路である）とは対照的に、齧歯類における転
移のよりマイナーな経路である。
Fcレセプター（FcRn）は、初乳または乳から新生児ラットおよびマウスの血流中へのIgG
の転移に関係している（Brambell，1966;Rodewald，1976）。新生児におけるその役割と
一致して、レセプターFcRnは、成体齧歯類の十二指腸において発現されない。単離したラ
ット刷子縁の結合研究（WallaceおよびRees，1980;Rodewaldら、1983）により、異なる親
和性のFcレセプターの２つのクラスが存在することを示し、そしてデータは、より高い親
和性のFcRが経細胞輸送に関与することを示唆する（Hobbsら、1987;RodewaldおよびKraeh
enbuhl，1984）。FcRnは、乳児ラットの十二指腸の上皮刷子縁から単離され（Rodewaldお
よびKraehenbuhl，1984;SimisterおよびRees，1985）、そして対応する遺伝子がクローン
化された（SimisterおよびMostov，1989a;SimisterおよびMostov，1989b）。このFcレセ
プターは、51kDaおよび14kDaの２つのポリペプチドのヘテロダイマーを含む。興味深いこ
とに、14kDa成分は、β2-ミクログロブリンであり、そして51kDa成分は、クラスＩMHCタ
ンパク質の重鎖に相同性を有する。このタンパク質は、組換え形態において高収量で発現
され得、そして最近、Ｘ線結晶学によって分析されている（Burmeisterら、1994a;Burmei
sterら、1994b）。マウスFcRnをコードする遺伝子が単離され、そしてラットのそれに高
度に相同的であることが示されている（Ahouseら、1993）。興味深いことに、ラットおよ
びマウスFcRnの両方はまた、最近単離された、ヒト胎盤由来のFcレセプター（これはおそ
らく母性-胎児転移に関与する）と相同性を共有する（Storyら、1994）。従って、入手可
能なデータは、ラット、マウスおよびヒトにおけるIgG経細胞輸送が、類似のレセプター
によて実行され、そして結果として共通の機構を共有することを示す。
経腸管輸送の提案される機構は、腸管上皮細胞のルーメン側におけるFcRnがpH6～6.5（腸
管ルーメンのpH）でIgGに結合し、そしてIgG-FcRn複合体が細胞を横切って側底表面に輸
送されることである（ここで開口分泌が、新生児齧歯類の血流に生じる）。IgGのFcRnと
の会合が、それが細胞を介して輸送されるとき、リソソームの分解からIgG分子を保護す
ると推論される。血漿のpH（7.4）は、循環への結合IgGの放出を生じる。FcRnのIgG（ま
たはFc）への結合の分析は、このモデルで一貫したpH依存性（すなわち、pH6～6.5での強
い結合およびpH7.4での非常に弱い（たとえ存在したとしても）結合）を示す（Rodewald
，1976;WallaceおよびRees，1980）。組換えFcフラグメントを用いて、マウスFcRnは異化
制御に関与する領域と重なり合うマウスIgG1分子の領域と相互作用し、そしてIle253、Hi
s310、Gln311、His433およびAsn434を含む（Kimら、1994b）。より最近のデータは、His4
35およびHis436の関与、ならびにHis433およびAsn434（個々に変異し、そして二重変異と
してではなく）が、FcRnとの相互作用において役割を果たさないことも示している（Mede
sanら、1997）。さらに、His310からAla310への単一変異は、His310からAla310およびGln
311からAsn311の二重変異と同じ効果を有する。このことは、Gln311がFcRnと相互作用し
ないことを示す（Medesanら、1997）。同様の結論が、ラットFcRnにおけるＸ線結晶学的
データおよびBjorkmanおよび共同研究者のインビトロ結合研究から引き出されている（Bu
rmeisterら、1994a;Burmeisterら、1994b;Raghavanら、1994）。さらに、腸管転移に関し
て、データは、ラットFcRnのFcへの結合の化学量論が2:1であるという報告（Huberら、19
93）と一致して、Fc当たり２つのFcRn部位が必要であることを実証している（Kimら、199
4b）。FcRnとの相互作用におけるIgG1分子のHis310、His435およびHis436の関与は、少な
くとも部分的に、FcRn-Fc相互作用のpH依存性を説明する（Kimら、1994b;Raghavanら、19
93）。
マウス卵黄嚢を横切る転移（母胎転移）
マウスFcRnは、新生児腸管および卵黄嚢の両方において高レベルで発現され（Ahouseら、
1993）、そしてFcRnに構造的に類似するFcRはまた、ラット卵黄嚢から単離されている（R
obertsら、1993）。FcRnへのIg結合に関する細胞位置は、２つのプロセスにおいて異なる
ようであるが（Robertsら、1993）、これらのデータは、本明細書中に開示されるインビ
ボ研究とともに、母体-胎児および腸管輸送が、FcRnによって実行されることを強く示唆
する。ラットにおいて、卵黄嚢FcRは、尖端および側底の細胞質中の小胞に位置し、そし
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て卵黄嚢細胞のルーメン表面に位置しない（Robertsら、1993）。位置の差異は必要であ
ると考えられる。なぜなら、卵黄嚢を取り囲むルーメンのpHは、わずかに塩基性であり（
Robertsら、1993）、そしてFcRnのIgGへの結合の親和性このpHでは低いからであり（Hobb
sら、1987;RodewaldおよびKraehenbuhl，1984）；従って、母性IgGが、非特異的エンドサ
イトーシス工程において卵黄嚢細胞によって取り込まれ、次いでわずかに酸性のエンドソ
ーム区画においてFcRnに結合することが示唆された。IgGの胎児循環への送達は、次いで
、腸管の経細胞輸送の送達と類似の様式で生じることが提案されている（Robertsら、199
3）。同様に、IgG異化の制御に関して、IgGは、非特異的エンドサイトーシス工程におい
て「異化」細胞によって取り込まれ、そして続いてエンドソーム区画においてFcRnに結合
する。
IgG経細胞輸送と異化の制御との間の相互作用
データ（Kimら、1994a;Kimら、1994b）は、Brambellおよび共同研究者によって最初に提
案されたように、異化制御、母胎転移および腸管転移に関与するFcレセプターは、マウス
IgG1の同一（同一でない場合には、緊密に関連した）部位に結合する。この仮説の支持に
おいて、発現分析は、マウスの卵黄嚢および新生児腸管におけるFcRnの高レベルの発現に
加えて、FcRnが、マウスの心臓、肺、肝臓、脾臓および内皮細胞株において低レベルで偏
在的に発現されるが、Ｔリンパ球でもＢリンパ球でも発現されないことを示す。
Fc:FcRn相互作用の親和性が増大し、そして血清存続性が長くなる場合に、受動性免疫の
乳児への母性転移が改善されることが予想される。治療的IgGの増強された血清存続性お
よび母胎転移に関して、それらのプロセスに関与するFcレセプターへの結合に対してより
高度な親和性を有するIgGを付与することが好ましい。結果として、より高度な親和性のI
gGは、高濃度の内因性IgGを競合（out-compete）し得なければならない（マウスにおける
５mg/mlおよびヒトにおける10mg/ml）。
Ｄ：延長されたインビボ半減期を有する操作された抗体ドメイン
IgG分子のインビボ異化を調節することに関与する機構は、現在十分に理解されていない
が、Fc領域は、IgGの血清存続性に重要である配列を含有していると考えられている（Spi
egelbergおよびWeigle，1965）。本明細書中およびPollockら、（1990）に記載されるよ
うに、CH2ドメインおよびCH3ドメインは、IgGの生物学的半減期に影響することが示され
ている。
StaphylococcusのプロテインA（SpA）-IgG複合体は、非複合体化IgG分子よりも迅速に血
清から取り除かれることが観察されている（Dimaら、1983）。Ｘ線結晶学研究由来の結果
は、Fc-ヒンジ領域中の残基がSpA結合に関与することを示している（Deisenhofer，1981
）。これらの異なる系統の情報は、マウスIgG1分子由来の（上記の）組換えFc-ヒンジフ
ラグメントのCH2-CH3ドメイン界面の残基を変異させること、および得られる変異体の異
化を調査することを、本発明者らに促した。
このアプローチを用いて、CH2ドメインのいくつかのアミノ酸残基、Ile-253およびHis-31
0（およびHis310、Gln-311からAla310、Asn311の二重変異）、ならびにCH3ドメインのい
くつかのアミノ酸残基（His-433-Asn-434の二重変異、His433およびAsn434の単一変異、
ならびにHis435およびHis436の単一変異）をインビトロ変異誘発によって変化させた。次
いで、変異タンパク質を、組換えE.coli細胞から精製し、そして薬物動態学的なパラメー
ターをマウスにおいて測定した。このような研究からの結果は、CH2ドメイン由来のアミ
ノ酸残基、およびCH3ドメイン由来のアミノ酸残基が、マウスIgG1の異化に直接的に関与
することを実証する。従って、異化を制御するIgG1分子の部位は、CH2-CH3ドメイン界面
に位置し、そしてFcレセプターへの結合に関与するより低いヒンジ領域とは異なる（Dunc
anら、1988;Lundら、1991）。異化制御に関与する特定のアミノ酸残基の同定は、レセプ
ターを持つ細胞が血清IgGレベルを調節することに重要であり得るという仮説を支持する
（Brambellら、1964）。
本発明者らは、マウスIgG1分子の特定の残基（このイソタイプの異化の制御に関与するこ
とを本発明者らが見出した）を「異化制御部位（catabolic controlsite）」と名付けた
。この領域は、従来のFcレセプター（FcγRI、FcγRII、およびFcγRIII）との相互作用
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の部位とは異なるが、SpA結合部位と重複する。それゆえ、これは、SpA-免疫グロブリン
複合体が、複合体化されていない免疫グロブリンより迅速に浄化されたことを示した以前
のデータと一致する（Dimaら、1983）。このデータは異化制御におけるFcフラグメントの
さらなる残基の関与を排除しないが、それによって抗体または抗体に基づく分子または結
合体の生物学的半減期が短縮され得る明らかな手段を提供する。それはまた、それによっ
て、所望であれば、ile253、his310、his435、およびhis436のような残基を再挿入するこ
とにより（任意のそのような残基が特定の抗体（例えば、IgG2b）において異なることが
見出された場合）、特定の抗体の寿命が増加され得る手段を提供する。また、これらの鍵
となるアミノ酸に隣接する残基のランダムな変異誘発、それに続く選択は、増加した半減
期を有するFcフラグメントを生じ得る。
IgG分子の異化に関与する機構はなお完全には解明されていないが、本明細書中に示され
るデータは、SpA様「保護的」レセプターがIgG上のCH2-CH3ドメイン界面に結合し、そし
てそれらを分解から保護するという概念を支持する。本発明のこれらの局面を形成する加
工されたFc-ヒンジフラグメントは、種々の実施態様において有用な試薬であると想像さ
れる。例えば、それらは、推定のレセプター（これはおそらくFcRnである）の単離におい
て、そしてさらにIgG異化の部位および機構を描写することにおいて用いられ得る。
組換えFc-ヒンジフラグメントはまた、動物におけるイムノトキシンの存続性を調節する
ことが所望される場合、イムノトキシンの調製および送達のために有用であり得る。イム
ノトキシンは、細胞の増殖もしくは細胞分裂を抑制するかまたは死滅させる能力を有する
別の因子（特に、細胞傷害性のまたはそうでなければ抗細胞性の因子）に結合された抗体
成分を有する因子である。イムノトキシンの調製は、一般に、当該分野において周知であ
る（例えば、米国特許第4,340,535号（本明細書中に参考として援用される）を参照のこ
と）。
Ｅ：FcRn
γグロブリン（IgG）が免疫において担う中心的な役割にもかかわらず、それによって顕
著に一定のIgGレベルが血清において維持される分子的機構および原動力についてはほと
んど知られていない。IgGホメオスタシスを分子レベルで維持するプロセスを理解するこ
とは、IgG欠損の処置および治療用抗体の有効な送達に関連する。新生児マウスにおける
機能研究は、IgGの異化を調節するマウスIgG1（mIgG1）の同じアミノ酸（Fc残基Ile253、
His310、His433、Asn434、His435、およびHis436、ここでHis433およびAsn434は二重変異
である）がまた、MHCクラスＩホモログであるFcRnへの結合に関与することを示し、そし
てこれはラットFcRn：Fc複合体のＸ線結晶構造と一致する（Burmeisterら、1994a、b）。
齧歯類FcRnは、母体から子への、主に経細胞輸送を介するIgGの受動転移に関連付けられ
ており（RodewaldおよびKraehenbuhl、1984；SimisterおよびRees、1985）、そしてβ2-
ミクログロブリン（β2m；SimisterおよびMostov、1989b）と会合した45～50kDaのα-鎖
を含む。組換えFc-ヒンジフラグメントの生理学的半減期に対する、および新生児経細胞
輸送に対するIle253、His310、His433、Asn434、His435、およびHis436の変異の効果は、
密接に相関する。このことは、FcRn、または近縁のタンパク質が、もともとBrambellおよ
び共同研究者らによって血清IgGレベルの調節に関与することが示唆された今までのとこ
ろ未同定のFcレセプターであり得ることを示唆する（Brambellら、1964）。そのようなFc
レセプターは、IgGを結合しそして循環中にIgGを放出し戻すことにより、IgGホメオスタ
シスを維持することが提唱され、そしてIgGがレセプターに対して飽和濃度に達すると、
過剰のIgGは分解に運命付けられる（Brambellら、1964）。
IgGの異化は、肝臓（FukumotoおよびBrandon、1979）ならびに腸（Covellら、1986）のよ
うな特定の器官だけでなく、脾臓、皮膚、および筋肉のような網内皮成分を含有する組織
においても生じる分散的なプロセスである（MarianiおよびStrober、1990）。逆説的に、
これらの細胞はまた、IgGをリサイクルする推定のFcレセプター（Brambellら、1964）を
有し得る。IgGの母胎／新生児転移に関与する細胞外でのラットFcRn（SimisterおよびMos
tov、1989a）およびヒトFcRnホモログ（Storyら、1994）の偏在性の発現は、身体中の部
位においてIgGレベルを制御することにおける役割と一致する。
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実施例７に記載のように、マウス組織および細胞株におけるFcRnの発現は、逆転写酵素（
RT）-PCRTMを使用して分析されている。FcRnα-鎖mRNAは、成体組織／細胞型、特に内皮
細胞に富む成体組織／細胞型において偏在的に分布している。β2m遺伝子の破壊に起因し
てFcRn発現を欠く遺伝子操作されたマウス（β2m-/-マウス）におけるFc-ヒンジフラグメ
ントの薬物動態学（Zijlstraら、1990；Kollerら、1990）もまた分析されている。データ
は、IgGの異化の調節におけるFcRnの関与を支持する。
実施例７に記載の研究において、β2m-/-マウスにおけるIgG/Fcフラグメントの薬物動態
学の分析は、β2m依存性タンパク質（Zijlstraら、1990）であるFcRnが、血清IgGレベル
の維持に関与し得るという概念を支持する証拠を提供する。この役割におけるFcRnの示唆
された意義は、ラット（SimisterおよびMostov、1989a）、ヒト（Storyら、1994）および
マウス（図４Ａ～図４Ｃ）におけるFcRnまたはそのホモログの偏在性の発現、およびさら
に、新生児経細胞輸送の制御、IgG異化、および組換えFcRnへの結合に関与するIgGの領域
間の密接な重複（Kimら、1994b；Popovら、1996；Medesanら、1997）と一致する。
RT-PCRTM分析は、FcRnが、肝臓、脾臓、および肺においては発現されるが、クローン性Ｂ
およびＴ細胞株／ハイブリドーマにおいては発現されないことを実証する。マウスの内皮
細胞株および肝細胞の両方における発現のさらなる分析は、FcRnが、これらの細胞型にお
いても発現されることを示した。定量的PCRTMは、これらの細胞における発現のレベルが
、新生児刷子縁における発現のレベルよりも実質的に低いことを示し、そしてこのことは
、ノーザンブロッティングを使用して以前に報告された新生児刷子縁および卵黄嚢以外の
組織におけるマウスFcRnα-鎖mRNAの検出の欠如（Ahouseら、1993）を説明し得る。内皮
細胞株SVECを用いる直接的結合研究は、WT Fc-ヒンジが、HQ-310/HN-433変異体より有意
に高いレベルで結合することを示す。変異体Fc-ヒンジフラグメントがバックグラウンド
レベルで単離された新生児刷子縁（Kimら、1994b）、および検出不能に組換えFcRn（Popo
vら、1996）に結合することを実証する以前の観察は、ディファレンシャルな結合がFcRn
により媒介されることを示唆する。ディファレンシャルな結合がFcgRI、IIおよび／また
はIIIとの相互作用に起因するという可能性は、Fc上のこれらのレセプターの相互作用部
位がCH2-CH3ドメイン界面に対して遠位であること（Duncanら、1988；CanfieldおよびMor
rison、1991；Lundら、1991）、ならびにさらに、非グリコシル化（aglycosylated）Fcフ
ラグメントがこれらのレセプターへの結合において損なわれていること（TaoおよびMorri
son、1989；Noseら、1990）を実証する報告により、なさそうにされる。それゆえ、結合
データは、FcRnがSVEC細胞において機能的であり、そしてFcRnα-鎖mRNAが発現される他
の細胞型において機能的であると意図されることを示唆する。機能的なFcRnはまた、Seph
aroseにカップリングされたマウスIgG1（mIgG1）を使用して、SVEC細胞溶解物から単離さ
れている。
内皮細胞および肝細胞の両方におけるFcRnの発現の機能的意義は、これらの細胞型のいず
れかまたは両方が、IgGホメオスタシスの維持に関与し得ることを示唆する。これに関し
て、FcRnがラット肝細胞から免疫沈降により検出されており、そしてIgGの胆管への輸送
の媒介における役割が、近年この部位における免疫監視に関連することが示唆されている
（Blumbergら、1995）。しかし、肝細胞FcRnについての異なる機能は、このタンパク質が
結合しているIgGを胆汁中への送達から孤立させ、そして非結合（過剰）IgGのみが胆管に
おける異化のために送達されるということであり得る。これは、ヒツジにおいてIgGが肝
臓細胞を介して胆汁中へ分解のために送達されることを示すデータと一致する（Fukumoto
およびBrandon、1979）。しかし、他者の以前のデータ（MarianiおよびStrober、1990；Z
uckierら、1989において概説される）と考え合わせると、本研究における知見は、肝臓お
よびより分散して位置する内皮細胞の両方の関与を支持する。
薬物動態学データは、mIgG1またはWT Fc-ヒンジが、β2m-/-マウスにおいて異常に短い血
清半減期を有することを実証する。これらの血清半減期は、血清IgGレベルの維持におけ
るなんらかの普遍的な欠損に起因するのではない。なぜなら、IgAの血清半減期はβ2m+/+
マウスおよびβ2m-/-マウスの両方において同じだからである。多くの研究が、血清IgG濃
度とIgGの半減期との間に逆の相関が存在することを示しており、そしてこれは濃度-異化
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現象（concentration-catabolismphenomenon）と呼ばれている（WaldmannおよびStrober
、1969；Zuckierら、1989）。それゆえ、mIgG1/WT Fc-ヒンジの迅速な排除は、β2m-/-マ
ウスにおける異常に高レベルの内因性血清IgGに起因し得る。
しかし、これは明らかにその例ではない。なぜなら血清IgGレベルは両方のバックグラウ
ンドのβ2m-/-マウスにおいて異常に低く、そしてこれらの低い血清IgG濃度は他者の観察
と一致するからである（Spriggsら、1992；Israelら、1995）。対照的に、血清IgAおよび
IgM濃度（これらは、IgGホメオスタシスに関与する機構とは異なる機構により調節される
）（Stroberら、1968）は正常範囲にある。
今日までに、β2m-/-マウスにおける低い血清IgG濃度の媒介においてIgG分解速度が有し
得る役割は研究されていない。正常マウスにおいて、母体IgGが内因性免疫グロブリン合
成を刺激し、そしてβ2m-/-マウスにおける母体転移の欠如が低いIgGレベルを説明すると
いうことが以前に示唆されている（Israelら、1995）。しかし、この研究におけるデータ
は、両方のバックグラウンドのβ2m-/-マウスはより低いIgG1合成速度を有するが、低い
血清IgGレベルのさらなる原因は異化速度の増加であることを示す。C57BL/6×129/Olaバ
ックグラウンドのマウスについての状況は、このバックグラウンドのβ2m+/+動物につい
てさえ、IgGおよびIgG1レベルが異常に低いという観察により、より複雑にされる。これ
は、この混合バックグラウンドのβ2m-/-マウスについての合成速度よりも、予想外に低
い合成速度に起因する。従って、混合バックグラウンドのマウスにおけるIgGの新生児転
移の存在または非存在には依存せずに、IgG1合成速度は異常に低く、そしてこの理由は未
知である。このバックグラウンドのβ2m+/+マウスにおける低い血清IgG濃度の結果として
、そして濃度-異化現象と一致して（WaldmannおよびStrober、1969；Zuckierら、1989）
、IgG1およびWT Fc-ヒンジの半減期は、β2m+/+C57BL/6マウスにおけるよりもこの系統に
おいて有意に長い。
β2m-/-マウスにおける観察は、それによって、正常マウスにおいて血清IgGレベルを調節
するβ2m依存性Fcレセプター（すなわち、FcRn）がβ2m-/-マウスにおいて存在しないか
または機能不全であるかのいずれかのモデルと一致する。しかし、特にβ2mの欠如が現在
利用可能なデータが示すより多面発現性である場合は、別の説明は排除され得ない。これ
は、β2m-/-マウスにおける見かけ上正常なCD4+CD8-サブセットの存在（Zijlstraら、199
0；Kollerら、1990）およびＢ細胞がＴ細胞依存性抗体応答を備える能力（Spriggsら、19
92；Mozesら、1993）により、なさそうにされる。他の可能性（例えば、IgG産生前駆細胞
における欠損、または低い血清IgGレベルを生じるCD8+細胞により産生される因子／サイ
トカインの非存在のいずれか）は、β2m-/-マウスが正常数のB220+/sIgM細胞を有する（S
priggsら、1992）、およびLyt2ノックアウトマウスにおいてCD8+細胞の欠如は減少したIg
Gレベルを生じない（Fung-Leungら、1991）という観察により排除される。さらに、FcRn
自体ではなくFcRnに類似するβ2m依存性タンパク質がIgGホメオスタシスに関与するとい
う可能性は、マウスにおいてFcRnは近縁のホモログを有しないことを示すサザンブロッテ
ィングデータにより、なさそうにされる（Kandilら、1995）。しかし、FcRnと同じ部位に
おいてFcまたはIgGに結合する、無関係な、今までのところ未同定の、β2m依存性タンパ
ク質が、血清IgGレベルの維持において役割を担うことが考えられる。
IgGに結合し、そして新生児腸および卵黄嚢細胞を横断してのIgGの輸送を媒介するFcRnの
能力は、それによって、FcRnが、他の組織において、IgGを分解から、それに結合しそし
て血清中に再循環させることにより保護する機構を示唆する。FcRn発現の一定のレベルは
、いかにして、Ｂ細胞による変動するIgG産生にかかわらず、IgGホメオスタシスが維持さ
れるかを説明する。なぜなら、一旦FcRnが飽和すると、過剰のIgGはエンドサイトーシス
取り込み後の分解に運命付けられるからである（Brambellら、1964）。FcRn-IgG複合体形
成の部位に関して、この相互作用のpH依存性（RodewaldおよびKraehenbuhl、1984；Simis
terおよびRees、1985；Gastinelら、1992）は、血清IgGレベルの維持のために、細胞内、
酸性区画中への液相エンドサイトーシスによる取り込み後に、FcRnがIgGに結合すること
を示唆する。これは、新生児腸を横断しての経細胞輸送の間に空腸上皮細胞の先端細胞表
面におけるわずかに酸性の媒質において生じるFcRn-Fc相互作用とは対照的である（Rodew
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ald、1973）。しかし、ヒト（Leachら、1990）およびラット（Robertsら、1990）の両方
におけるIgGの母胎転移についての類似の機構を支持するデータが報告されている。
まとめると、知見は、以前に割り当てられていた機能（RodewaldおよびKraehenbuhl、198
4；SimisterおよびRees、1985）とは異なるFcRnについての新たな役割を示唆し、そして
これは、IgGホメオスタシスを維持する分子的機構の理解に対する関連を有する。齧歯類F
cRnと近年同定されたヒトFcR（Storyら、1994）との間の配列類似性は、本発明の知見が
ヒトにおけるIgG-関連免疫不全の治療に、そしてまたヒト胎盤を横断しての治療用IgGの
母体-胎児転移の媒介に関連を有することを示唆する。
Ｆ：変異誘発
本発明において、アミノ酸残基の変異誘発は、ランダムまたは部位特異的のいずれかであ
り得る。タンパク質において完全にランダムな変異を作製すること、または実施例４に記
載のように特定の残基のみをランダムに変異することを選択し得る。また、残基を任意の
他のアミノ酸残基に変化させ得るが、しかし、特定の残基が好ましくありそうである。例
えば、タンパク質の三次または三次元構造を維持するために必須である親水性残基を大き
な疎水性残基に変異させることは、おそらく所望されない。なぜなら、そのような変異は
抗体を不安定化させ得、そして分子の半減期を延長しないかもしれないからである。さら
に、露出した残基を変異させることが好ましい。なぜならそれらはおそらくFcRnと相互作
用するからである。
部位特異的変異誘発は、基礎をなすDNAの特異的変異誘発を通しての、個々のタンパク質
もしくはペプチド、または生物学的機能的に等価なタンパク質もしくはペプチドの調製に
おいて有用な技術である。この技術はさらに、DNA中に１つ以上のヌクレオチド配列変化
を導入することにより、１つ以上の上記の考慮を取り込んで、配列改変体を調製および試
験する容易な能力を提供する。部位特異的変異誘発は、特異的オリゴヌクレオチド配列の
使用を通しての変異体の産生を可能にする。この特異的オリゴヌクレオチド配列は、所望
の変異のDNA配列および十分な数の隣接するヌクレオチドをコードして、横断される欠失
連結部の両側において安定な二重鎖を形成するに十分な大きさおよび配列の複雑さのプラ
イマー配列を提供する。代表的には、変化される配列の連結部の両側に約５～10残基を有
する、約17～25ヌクレオチド長のプライマーが好ましい。
一般に、部位特異的変異誘発の技術は当該分野において周知である。理解されるように、
この技術は代表的には、一本鎖形態および二本鎖形態の両方で存在するバクテリオファー
ジベクターを用いる。部位特異的変異誘発において有用な代表的なベクターとしては、M1
3ファージのようなベクターまたはpUC119のようなファージミドベクターが挙げられる。
これらのファージベクターは市販されており、そしてそれらの使用はおおむね当業者に周
知である。二本鎖プラスミドもまた、PCRTMを使用する部位特異的変異誘発（これは、一
本鎖DNAを生成する工程を排除する）において慣習的に用いられる。
一般に、部位特異的変異誘発は、最初に一本鎖ベクターを得るか、またはその配列内に所
望のタンパク質をコードするDNA配列を含む二本鎖ベクターの２つの鎖を融解することに
より行われる。所望の変異配列を保有するオリゴヌクレオチドプライマーは合成的に調製
される。次いで、このプライマーは、変異保有鎖の合成を完了するために、一本鎖DNA調
製物とアニーリングされ、そしてE．coliポリメラーゼＩクレノウフラグメントのようなD
NAポリマー化酵素に供される。このように、ヘテロ二重鎖が形成され、ここで１つの鎖が
もとの非変異配列をコードし、そして第２の鎖が所望の変異を保有する。次いで、このヘ
テロ二重鎖ベクターは適切な細胞（例えば、E．coli細胞）を形質転換するために使用さ
れ、そして変異配列配置を保有する組換えベクターを含むクローンが選択される。
あるいは、二本鎖DNAのPCRTM特異的変異誘発が、変異されるべき部位に重複するオリゴヌ
クレオチドプライマーを設計することにより使用され得る。このような変異体は、例えば
、核酸再生技術（例えば、米国特許第4,603,102号（本明細書中で参考として援用される
）のPCRTM技術）の適用によってFcフラグメントを直接合成することにより容易に調製さ
れ得る。
部位特異的変異誘発を使用する選択遺伝子の配列改変体の調製は、潜在的に有用な種を産
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生する手段として提供され、そしてこれはそれに制限することを意図しない。なぜなら、
遺伝子の配列改変体が得られ得る他の方法が存在するからである。例えば、所望の遺伝子
をコードする組換えベクターが、配列改変体を得るために、ヒドロキシルアミンのような
変異原性因子で処理され得る。
Ｇ：ワクチン
本発明は、能動免疫および受動免疫の両方の実施態様で使用するためのワクチンを意図す
る。ワクチンとしての使用が適切であることが提案される免疫原性組成物は、最も容易に
、本明細書中に開示される様式で調製される、操作された抗体Fcフラグメント、ドメイン
および／またはペプチドから直接調製され得る。好ましくは、抗原性物質は、十分に透析
されて所望でない低分子量の分子が除去される、および／または所望のビヒクル中へより
容易に処方するために凍結乾燥される。
有効成分としてペプチド配列を含むワクチンの調製は一般に、米国特許第4,608,251号；
同第4,601,903号；同第4,599,231号；同第4,599,230号；同第4,596,792号；および同第4,
578,770号（これら全ては、本明細書中で参考として援用される）に例示されるように、
当該分野で良く理解されている。代表的には、このようなワクチンは、注射剤として調製
される。液体溶液または液体懸濁液のいずれかとして；注入前の、液体中溶液または液体
中懸濁液に適切である固体形態もまた調製され得る。調製物はまた、乳化され得る。活性
な免疫原性成分は、しばしば、薬学的に受容可能でありそして有効成分と適合性である賦
形剤と混合される。適切な賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、デキストロース、グリセ
ロール、エタノールなど、およびそれらの組み合わせである。さらに、所望であれば、ワ
クチンは、湿潤剤もしくは乳化剤、pH緩衝剤、またはワクチンの有効性を増強するアジュ
バントのような微量の補助物質を含み得る。
ワクチンは、従来のように、非経口的に、注射（例えば、皮下または筋肉内のいずれか）
により投与され得る。投与の他の態様に適切なさらなる処方物は、坐薬および、特定の場
合、経口処方物を含む。坐薬について、従来の結合剤およびキャリアは、例えば、ポリア
ルキレン（polyalkalene）グリコールまたはトリグリセリドを含み得る：このような坐薬
は、0.5％～10％、好ましくは１～２％の範囲で有効成分を含む混合物から形成され得る
。経口処方物は、例えば、薬学的グレードのマンニトール、ラクトース、スターチ、ステ
アリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどのよ
うな通常用いられる賦形剤を含む。これらの組成物は、溶液、懸濁液、錠剤、丸剤、カプ
セル、徐放性処方物、または粉末の形態をとり、そして10～95％、好ましくは25～70％の
有効成分を含む。
タンパク質は、中性すなわち塩形態としてワクチンに処方される。薬学的に受容可能な塩
は、酸添加塩（ペプチドの遊離のアミノ基により形成される）および無機酸（例えば、塩
酸またはリン酸）または有機酸（例えば、酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸など）に
より形成されるものを含む。遊離のカルボキシル基により形成される塩はまた、無機塩基
（例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム
、または水酸化鉄）および有機塩基（例えば、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、
2-エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなど）から誘導され得る。
ワクチンは、投与処方に適合性の様式で、および治療に有効でありかつ免疫原性であるよ
うな量で投与される。投与されるべき量は、処置されるべき被験体に依存し、これは、例
えば、個体の免疫系の抗体を合成する能力、および所望される防御の程度を含む。投与さ
れることが必要である有効成分の正確な量は、医師の判断に依存する。しかし、適切な投
与範囲は、１ワクチン接種あたり数百マイクログラムの有効成分のオーダーである。最初
の投与および追加免疫の注射に適切なレジメはまた変化し得るが、最初の投与、続く後の
接種または他の投与により代表される。
適用の様式は、広範に変化し得る。ワクチンの投与のための任意の従来の方法が適用され
得る。これらは、固体の生理学的に受容可能な基剤でのまたは生理学的に受容可能な分散
液での経口適用、非経口、注射などを含むと考えられる。ワクチンの投与は投与経路に依
存し、そして宿主のサイズに従って変化する。
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ワクチンのためのアジュバント効果を達成する種々の方法は、通常、リン酸緩衝化生理食
塩水中で0.05～0.1パーセントの溶液として使用される水酸化アルミニウムまたはリン酸
アルミニウム（alum）のような薬剤、0.25パーセント溶液として使用される糖類の合成ポ
リマー（Carbopol）との混合物、70℃～101℃の間の範囲の温度で30秒～２分間の加熱処
理によるワクチン中のタンパク質の凝集物のそれぞれの使用を含む。アルブミンに対する
ペプシン処理（Fab）抗体での再活性化による凝集物、細菌細胞（例えば、C．parvum）ま
たはグラム陰性細菌のエンドトキシンもしくはリポポリサッカライド成分との混合物、生
理学的に受容可能な油性ビヒクル（例えば、マンニット（mannide）モノオレイン酸（Ara
celA））中のエマルジョン、あるいはブロック置換基として使用されるパーフルオロカー
ボン（Fluosol-DA）の20パーセント溶液とのエマルジョンがまた用いられ得る。
多くの例において、一般には６回のワクチン接種を超えない、より一般には４回のワクチ
ン接種を超えない、そして好ましくは１回以上、一般には少なくとも約３回のワクチン接
種である、ワクチンの複数回の投与を有することが望まれる。ワクチン接種は、通常、２
～12週の間隔で、より一般には３～５週の間隔である。１～５年の間隔、一般には３年の
間隔での周期的な追加免疫は、抗体の防御レベルを維持するために望まれる。免疫の過程
には、上清抗原に対する抗体についてのアッセイが続き得る。アッセイは、放射性核種、
酵素、蛍光などの従来の標識で標識することにより行われ得る。これらの技術は周知であ
り、そしてこれらのタイプのアッセイを例示としての、広範な種々の特許（例えば、米国
特許第3,791,932号；同第4,174,384号；および同第3,949,064号）において見出され得る
。
以下の実施例は、本発明の実施を例示することを意図し、それらに制限されることを意図
しない。本発明は、マウス抗体のFc-ヒンジ、Fc、CH2-ヒンジおよびCH3ドメインを含む種
々の免疫グロブリン様ドメイン；ならびに安定性が増加した変異体ドメインにより示され
るが、他のタンパク質またはペプチドが、本明細書中に記載されるものと類似する構築物
に適合可能であることが理解される。同様に、種々のタグ、リンカー配列およびリーダー
配列が、ポリペプチド産物を得るために望ましい特定の精製または単離方法に依存して用
いられ得る。
実施例１
以下の実施例は、発現宿主としてE．coliを使用した、免疫グロブリンのFc-ヒンジまたは
FcフラグメントおよびFc-ヒンジまたはFc由来サブフラグメントの、ミリグラム量での産
生を例示する。これらの結果は、この系の、組換えタンパク質の商業的な大量生産につい
ての適切性を示す。
プラスミド、発現および精製
PCRTMを使用して、マウスIgG1免疫グロブリン分子9E10（Honjoら、1979；Evanら、1985）
に由来するフラグメントをコードする遺伝子を発現プラスミド（図１）中に連結するため
に単離しそして改変した。これを達成するために、全RNAを１×107の9E10ハイブリドーマ
細胞から本明細書中上記のように抽出した。cDNAを、CH3ドメイン遺伝子/Fcフラグメント
遺伝子またはCH2ドメイン遺伝子のいずれかをそれぞれ単離するためのオリゴヌクレオチ
ドCH3forBstまたはCH2forBst（以下を参照のこと；Honjoら、1979）を使用してプライム
した。次いで、この遺伝子を、PCRTMおよび以下に示すプライマーを使用して単離した。
列挙したように、５つの異なる配列は、それぞれ、配列番号１から配列番号５で表される
。
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代表的なPCRTMは、以下を含んだ：100mlの最終容量中、３ユニットのPromegaTaqポリメラ
ーゼ、10μl Promega緩衝液、10mlの0.2mM dNTP cDNA合成反応溶液。サイクル条件は、Te
chne温度サイクリングブロックを使用し、94℃（0.5分）、55℃（0.5分）、72℃（１分）
を30サイクルであった。各オリゴヌクレオチドは、NcoIまたはBstEIIのいずれかの制限部
位（下線が引かれ、そしてイタリックである配列により示される）をコードし、マウスIg
G1定常領域遺伝子（Honjoら、1979）にアニーリングするオリゴヌクレオチドの領域を示
す；これはPCRTM産物の制限消化、続くゲル精製およびNcoI-BstEIIフラグメントとしての
VapelβHis中への連結を可能にする（Wardら、1992）。次いで、連結したDNAを上記のよ
うにE．coli BMH 71-18中へ形質転換した。全てのプラスミド構築物の挿入物の配列を、
ジデオキシヌクレオチド法ならびに一本鎖DNAテンプレートのためのSequnase（USB）およ
び二本鎖DNAテンプレートのためのFemtomoleキット（Promega）のいずれかを使用して分
析した。
これらの抗体フラグメントを組換えE．coli細胞から発現させ、そして分泌させ得る。そ
してカルボキシ末端His6ペプチドタグはNi2+-NTA-アガロースを使用する精製を可能にす
る。図１に示すプラスミドを保有するE．coli BMH 71-18形質転換体を、本明細書中上記
のように、増殖させそして発現のために誘導した。組換えタンパク質を、ペリプラズムか
ら、浸透圧ショック、続くNi2+-NTA-アガロースを使用する親和性精製により単離した。
組換えフラグメントを、CH3ドメイン、CH2-ヒンジフラグメント、FcフラグメントおよびF
c-ヒンジフラグメントについて、それぞれ、培養物１リットルあたり２、１～1.5、1.5～
２および0.5～１ミリグラムの収量で精製した。組換えタンパク質の純度を、SDSゲル電気
泳動（Laemmli）およびクーマシーブルーR-250での染色を使用して評価した。
CH2-ヒンジフラグメントはダイマーおよびモノマーの混合物として発現された。ダイマー
をSepharose-G75カラム（Pharmacia，Piscataway，NJ）を使用してモノマーから分離した
。モノマーCH2-ヒンジフラグメントを、還元（ジチオスレイトールを使用）、続く還元ス
ルフヒドリル基の記載されるヨードアセトアミドでの処理（遮断）（Kimら、1994c）によ
りダイマーから調製した。
インビトロ分析



(28) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

20

30

40

50

HPLC分析の結果は、CH3ドメイン、FcフラグメントおよびFc-ヒンジフラグメントが全て発
現され、そしてホモダイマーのタンパク質として精製されることを示した。FcおよびCH3
ドメインについては、非還元PAGEでの分析（図２Ｂ）により示されるように、ダイマーは
非共有結合されている。FcフラグメントおよびCH3ドメインのダイマー化は、おそらく、C
H3フラグメント間の非共有相互作用により安定化される。これらは免疫グロブリン構造に
おいて密に並置されている（Marquartら、1980）。Fc-ヒンジダイマーについては、フラ
グメントはまた、ヒンジ領域システイン間の-S-S-架橋により共有結合されている。
対照的に、HPLCを使用したCH2-ヒンジフラグメントの分析は、タンパク質の約10％がダイ
マーとして発現および精製され、そして残りはモノマーとして発現および精製されること
を示す。免疫グロブリンの構造分析は、抗体分子のFc領域中のCH2ドメインがわずかな相
互作用を形成し、そして比較的弱いこれらの相互作用（例えば、CH3ドメイン間の相互作
用と比較して）が、おそらく、低い割合の発現されたダイマーを生じることを示す。ダイ
マーは-S-S-架橋により共有結合されている；ヒンジ領域を有さないCH2ドメインの発現お
よび精製は、非共有結合されているダイマーを形成する、有意な割合のこのタンパク質を
生じ、さらに、分子内-S-S-架橋により正確に折り畳まれている免疫グロブリンドメイン
で予想されるように遊離のスルフヒドリル基が存在しない。これは、CH2-ヒンジフラグメ
ントにおいて、-S-S-架橋が、ヒンジ領域に位置するシステイン残基間で形成されること
を示唆する。
実施例２
以下の実施例は、E．coliでの発現後に精製された、ネイティブな配列の免疫グロブリン
のFc-ヒンジおよびFcフラグメントが、ネイティブなIgG1抗体分子に類似するインビボ安
定性を有することを例示する。
免疫グロブリンフラグメントのインビボでのクリアランス速度を決定するために、組換え
タンパク質を125Ｉで放射標識し、そして血清の放射標識レベルを時間の関数としてモニ
ターした。次いで、クリアランス速度を、インタクトなマウスIgG1（ハイブリドーマから
発現および精製した）およびマウスD1.3抗体由来の細菌で発現させたD1.3 Fvフラグメン
ト（Wardら、1989）の速度と比較した。クリアランス曲線は、すべて二相性であることが
見出された（図２Ａおよび図２Ｂ）。α相およびβ相の半減期を表IIに示す。D1.3 Fv、
モノマーCH2-ヒンジおよびCH3フラグメントについては、α相は迅速過ぎて正確に決定さ
れなかった（図２Ａおよび図２Ｂ）。
クリアランス速度のデータから、いくつかの結論が導かれ得る。最初に、組換え非グリコ
シル化Fc-ヒンジフラグメントは、完全にグリコシル化されたIgG1分子と同じインビボで
の安定性を有する。a相（血管組織と血管外組織との間の平衡相を表す）のより短い半減
期は、そのより小さなサイズのため、組換えFc-ヒンジフラグメントについてより短い。
第２に、CH3ドメインおよびモノマーのCH2-ヒンジフラグメントの両方は、D1.3 Fvフラグ
メントの速度に類似する速度で浄化される（図２Ａおよび図２Ｂ）。
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組換え免疫グロブリンフラグメントを精製し、そしてBolton Hunter試薬（Amersham，200
0Ci/mmol）またはIodogen（Amersham）のいずれかを用いて105～107cpm/mgタンパク質の
比活性に放射標識した。コントロールとして使用した完全なIgG1抗体を、哺乳動物細胞か
ら、標準的方法論を用いて精製した。グリコシル化Fc-ヒンジフラグメントを、パパイン
消化、プロテインＡセファロース（Pierce）を用いたその後の精製により、このIgG1抗体
から得た。半減期の測定のために、２～４匹のBALB/cマウス（23～28ｇ、雌）に、0.1ml
の放射標識タンパク質（106～107cpmを含む約１～50μｇのタンパク質）を尾部または眼
窩後部に注射し、そして注射後２分～72時間の時点で眼窩後部から採血した。血液サンプ
ル中に存在する放射活性の量を、シンチレーションカウンターを用いて決定した。
高い比率（約90％）のCH2-ヒンジフラグメントは、ダイマー形態よりもむしろモノマー形
態で発現および精製され、従って、安定性の決定基がCH2-ヒンジダイマー上に位置する可
能性が残った。CH2-ヒンジダイマーがインビボで安定であるか否かを決定するために、CH
2-ヒンジフラグメントのダイマーを、サイズ排除によりモノマーから分離し、そしてKim
ら（1994c）により記載されたような薬物動態学的研究における使用のために放射標識し
た。CH2-ヒンジダイマーのモノマーを、還元およびアルキル化によりダイマーから生成し
、そしてこれらのモノマーもまた放射標識し、そして薬物動態学的研究に使用した。この
ダイマーのβ相の半減期は、優先的にはモノマーであるCH2-ヒンジドメインの半減期より
も有意に長い。
これらのデータは、組換え非グリコシル化Fc-ヒンジフラグメントが、完全なグリコシル
化IgG1免疫グロブリン分子に類似のβ相を有することを実証する。従って、炭水化物残基
は、安定性において主要な役割を果たさないようである。さらに（Kimら，1995）、ヒン
ジの存在は、半減期の僅かな増加をもたらす。対照的に、モノマーCH2-ヒンジフラグメン
トおよびCH3フラグメントの両方が、抗体Fvフラグメントと同程度に早く異化される。こ
のことは、CH2ドメインおよびCH3ドメインの両方における配列の存在が、組換えFc-ヒン
ジまたはFcフラグメントのインビボでの安定性に必要であることを示す。しかし、CH2-ヒ
ンジダイマーは、CH2-ヒンジモノマーよりも長い半減期を有するが、CH3ドメインについ
ての必要性と一致して、CH2-ヒンジダイマーの半減期はFc-ヒンジの半減期よりも短い。E
.coliにおけるIgG1 Fc-ヒンジまたはFcフラグメントの産生は、インビボでの免疫グロブ
リン分子の異化を制御することに関与する重要な残基の記載を可能にすると予想される。
本研究を考慮すれば、E.coliにおけるヒトFc領域の産生および分析がここで可能である。
この研究がまた、動物またはヒトの治療において用いられる種々の組換え分子とともに使
用するための新規なタギングおよび安定化方法の開発をもたらすことが予想される。
実施例３
以下の実施例は、β２-ミクログロブリン欠損マウスにおけるIgGの異常に短い半減期を示
し、そして成体の肝臓、肺、脾臓、および内皮細胞におけるFcRn α鎖の発現を実証する
。これは、血清IgGレベルの維持におけるFcRnの役割を意味する。
細胞株
マウスＢ細胞株BCL1/3B3（Brooksら，1983）およびＴ細胞ハイブリドーマ2B4（Chienら，
1984）を、本研究に用いた。２つの内皮細胞株（マウス肺毛細血管内皮細胞（B10、D2.PC
E）およびSV40形質転換内皮細胞（Kimら，1994c）（SVEC））は、それぞれ、B10.DBA/2マ
ウスおよびC3H/HeJマウスの肺に由来した。B10、D2.PCE細胞株を、A．Curtis教授から得
た。マウス肝細胞ガン株Hepa 1-6を、ATCC（1830-CRL）から得た。
マウス系統
β2m-/-（Kollerら，1990；C57BL/6×129/OlaおよびC57BL/6バックグランド；混合バック
グランドについては、129/Olaマウスは少なくとも２～３回、C57BL/6バックグランドに戻
し交配されており、そしてコロニーは同腹子交配により維持された）およびβ2m+/+［（C
57BL/6×129/Ola）F2］マウスは、Jackson Laboratoriesからであった。β2m+/+（C57BL/
6）マウスは、SouthwesternMedical Center Animal Resources Centerからであった。
RT-PCRTM分析
肺、肝臓、肝細胞、脾臓、および卵黄嚢を、成体BALB/cマウスおよび12日齢BALB/cマウス
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からの新生児刷子縁から単離した。肝細胞の単離のために、ラット肝細胞の単離について
既に記載された方法を用いた（Quistorffら，1993）。これは、95％を越えるものが肝細
胞である細胞集団をもたらした。RNAを組織／細胞株から抽出し、そしてcDNA合成をプラ
イマーＢでプライミングした。プライマーＢは、既に記載された方法（Kimら，1994a）を
用いて制限部位を「付加（add-on）」するために加えられた13塩基を有する、FcRN α鎖
（Ahouseら，1993）のコード鎖の塩基1075～1095に相補的である。cDNA合成物のアリコー
トを、プライマーＡ（配列番号６）およびＢまたはプライマーＢおよびＣのいずれかとと
もにPCRTMに用いた。プライマーＡ（配列番号６）およびＣは、それぞれ、FcRn α鎖遺伝
子（Ahouseら，1993）のコード鎖の塩基640-656および964-996にマッチする。プライマー
Ｃは、制限部位を「付加」するために加えられた12塩基を有する。RT-PCRTM産物の予想サ
イズは469bp（プライマーＡ（配列番号６）およびＢ）および157bp（プライマーＢおよび
Ｃ）である。
RT-PCRTMのコントロールとして、βアクチンプライマー（マウスβアクチンコード配列の
塩基352～368であり、そしてβアクチンコード配列の塩基781～787に相補的である）を、
cDNA合成およびPCRTMに用いた。サザンブロッティング（Sambrookら，1989）を、クロー
ン化FcRn α鎖由来の32Ｐ標識SacI-BstEIIフラグメント（塩基688～1028）をプローブと
して用いて行なった。
内皮細胞由来の完全なFoRn α鎖遺伝子の単離およびヌクレオチド配列決定
FcRn α鎖全体をコードする遺伝子を、２つの重複するクローンから以下の通りに単離し
た。総RNAを内皮細胞株から単離し、そして細胞外ドメイン（リーダーペプチドを含む）
をコードする遺伝子セグメントを、FcRnのコード配列（Ahouseら，1993）の塩基１～24に
マッチし、そしてその塩基841～870に相補的であるプライマーを用いてRT-PCRTMにより単
離した。D10、D2.PCE細胞由来のこの遺伝子を用いて、昆虫細胞における可溶性FcRnの発
現のためのプラスミドを構築した（Popovら，1996）。塩基640～1095をコードするセグメ
ント（膜貫通領域および細胞質テールを含む）を、RT-PCRTMならびにプライマーＡ（配列
番号６）およびＢを用いて単離した。PCRTM産物をpGEM-T（Promega）中にクローン化し、
次いでSphI-SalIフラグメントとして両方向でpUC118/pUC119中に再クローン化した。ssDN
Aを得られたクローンから単離し、そしてジデオキシヌクレオチド法（Sangerら，1977）
およびSequenase▲Ｒ▼（USB Biochemicals）を用いて配列決定した。各フラグメントに
ついて、いくつかの独立したPCRTM単離物を分析した。
定量的PCRTM

本質的に、ScheuermannおよびBauer（ScheuemannおよびBauer，1993）の方法論を用いた
。FcRnのカルボキシ末端領域および3'非翻訳領域をコードする遺伝子セグメント（Ahouse
ら，1993）を、PCRTMならびにプライマー5' TCT GGC TCC TCC GTG CT 3'（配列番号６）
（FcRnコード配列の塩基640～656）および

（XbaI部位を下線で示し、そしてポリＡテールおよび上流領域に相補的である配列を斜体
で示す）を用いて単離した。次いで、PCRTM産物を、XbaI（プライマー中にコードされる
）およびNcoI（FcRnコード配列中の内部部位およびFcRn非翻訳3'テール）を用いて制限処
理して、NcoIフラグメント（塩基992～1192）およびNcoI-XbaIフラグメント（塩基1200～
1285）を生成した。これらの２つのフラグメントを、塩基640～1095をコードする配列を
含むpUC119誘導体とともに用いて、FcRnコード配列の塩基640～1095および3'非翻訳領域
（すなわち、塩基640～1285）をコードする遺伝子を組立てた。この構築物を、唯一のBst
EII部位（FcRnの塩基1021～1027）で制限処理し、そして100bpの「フィラー」フラグメン
トを挿入してからpSP64（Promega）へ再クローン化した。ポリＡ＋RNAを、Riboprobe sys
tem II（Promega）を用いて合成し、そしてオリゴdTセルロースを用いてポリＡ＋RNAを精
製した。このRNA（FcRnポリＡ）を、定量的PCRTMにおける内部標準として用いた。
総RNAを、既に記載されたように（Kimら，1994a）、またはQiagen（Chatsworth，CA）か
らのRNeasy総RNAキットを用いて細胞株から抽出した。cDNAを合成反応を、0.8～2.2μｇ 
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RNA（各細胞株について一定に保持した）ならびに105～l08 FcRnポリＡ分子（この範囲で
変化した）および上記のポリＡプライマーを用いて行なった。
cDNA合成物のアリコートを、以下のプライマーを含む二連PCRTMにおいて使用した：

（斜体の塩基はFcRnコード配列の塩基967～990にマッチする）および32-Ｐ標識

（斜体の塩基はFcRnの塩基1075～1095に相補的である）。各PCRTMの10分の１を、４％ア
ガロースゲル上で分析した。PCRTM産物に対応するバンドを切り出し、そしてcpmレベルを
ガンマ計測により決定した（FcRnポリＡに由来する産物は、100bpのサイズ差により、本
物のFcRn転写産物に由来する産物とは区別され得る）。
標準サンプルおよび試験サンプルの取り込まれたcpmを、添加した標準物の量に対してプ
ロットし、そして交差点をFcRn転写産物およびFcRnポリＡ標準物の量の等量に対応すると
した。単一の刷子縁細胞を計数することは不可能であるので、定量を総RNA１μｇあたり
の転写産物の数として表した。
免疫グロブリンの放射標識
mIgG1、組換えFc-ヒンジフラグメントおよびIgAを、記載された（Kimら，1994a）ようにI
odo-Gen試薬（Amersham）を用いてヨウ素化した。
組換えFc-ヒンジフラグメントの結合研究
コンフルエントな層のSVEC細胞を、0.26または0.4mg/mlの125Ｉ標識WT Fc-ヒンジまたはH
Q-310/HN-433変異体とともに37℃にて一晩（16～18時間）インキュベートし、培地（完全
RPMI，Gibco，Grand Island，NY，＋10％ウシ胎児血清）で洗浄し、そして50mMリン酸緩
衝液（pH7.5）中の５mM Na2EDTAとの５分間のインキュベーションにより剥離した。細胞
を移し、そして107細胞あたりの放射活性を決定した。
次いで、細胞をペレット化し、そして0.3mg/ml PMSF、25mg/mlペプスタチン、および0.lm
g/mlアプロチニンを含有する2.5mg/ml CHAPS、0.lM Tris-HCl pH8.0 ２ml中に再懸濁し、
そして室温にて30分間インキュベートした。懸濁液を、12000ｇで30分間遠心分離し、そ
してペレットおよび上清中の放射活性の量を決定した。上清値を用いて、107細胞あたり
の抽出された量を計算した。
薬物動態学的研究
ヨウ素化mIgG1、組換えFc-ヒンジフラグメント、およびIgAの薬物動態学を、既に記載さ
れた（Kimら，1994a）ように決定した。
血清Ig濃度の決定
血清Igの濃度を、放射状免疫拡散法およびBindaridキット（The Binding site Ltd．，Bi
rmingham，UK）を用いて決定した。沈澱環の直径を電気的に測定した。
マウスIgG1の合成速度の決定
IgG1の合成速度（SR）を、ｂ相半減期（日）および血清濃度（ｃ（mg/ml））から式（Mar
ianiおよびStrober，1990）を用いて計算した：
SR（mg/日/マウス）＝（2.77ｃ）/（Ｔ1/2）
そして、2.77の定数は（100×ln2×Ｖ）/（IV）に由来する
ここで、Ｖ＝血液容量（全てのマウスについて２mlとした）そしてIV＝血管内IgG1の％（
全てのマウスについて50％とした）。
FcRn α鎖mRNA発現
本明細書中に開示されたデータは、FcRnが血清IgGレベルを調節することに関与し得るこ
とを示唆した。IgG異化の部位は依然として明確には決定されていない（MarianiおよびSt
rober，1990）ので、種々のマウス組織および細胞株におけるFcRn α鎖の発現を、RT-PCR
TMおよびFcRn α鎖遺伝子（Ahouseら，1993）由来のプライマーを用いて分析した。RT-PC
RTMが特異的であったことを確実にするためにサザンハイブリダイゼーションを行なった
。卵黄嚢および新生児刷子縁に加えて、FcRn α鎖は、肺、肝臓、および脾臓において発
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現されるが、Ｂ細胞株BCL1/3B3（Brooksら，1983）およびＴ細胞ハイブリドーマ2B4（Chi
enら，1984）により示されたクローンリンパ球集団においては検出可能なレベルではない
。PCRTM産物の同一性の確認が、ヌクレオチド配列決定により得られた。
FcRn α鎖の遍在的な発現は、それがこれらの組織内で内皮細胞において産生され得るこ
とを示唆した。従って、RT-PCRTM分析を、２つのマウス内皮細胞株B10、D2.PCEおよびSVE
C（O'ConnellおよびEdidin，1990）を用い、FcRn α鎖（Ahouseら，1993）に特異的なプ
ライマーを用いて行なった。両方の株について、FcRn α鎖mRNAの発現が観察された。他
の研究者の研究（Ahouseら，1993;Kandilら，1995）と一致して、SVEC細胞由来のFcRn α
鎖の完全なコード配列の遺伝子の単離および配列決定は、これがC3H/HeJマウス（Kandil
ら，1995）由来の配列と同じ配列を有することを実証した。この配列は、元々記載された
マウス（FVB/N株）FcRn遺伝子（Ahouseら，1993）とは、コドン26、52、212、230、244、
および299で異なる。変化は、コドン52でのＧからＡへの変化（バリンからメチオニン）
を除いてサイレントである。B10、D2.PCE細胞由来のFcRn α鎖遺伝子の配列は、FVB/N株
（Ahouseら，1993）の配列とは、コドン52、212、230、および244で異なり、そしてこれ
らの位置でSVEC細胞の配列と同じ配列を共有する。従って、B10、D2.PCE遺伝子は、以前
に記載されていないFcRn α鎖の多型変異体を示す。
肝臓は、IgG異化に関与することが示唆されており（FukmotoおよびBrandon，1979；Maria
niおよびStrober，1990）、従ってこの器官におけるFcRnの発現をさらに分析した。肝細
胞を成体マウスから単離し、そしてRT-PCRTMにより分析し、そしてこれは予想されたサイ
ズのPCRTM産物を生じた。単離された肝細胞は完全には均一ではなかった（他の細胞（例
えば、Kupffer細胞）で５％未満の夾雑物）ので、RNAをマウス肝細胞ガン株Hepa 1-6から
抽出し、そしてRT-PCRTM分析において用いた。これは、予想されたサイズの産物の単離を
もたらした。内皮細胞株（SVEC、B10、D2.PCE）およびHepa 1-6細胞株におけるFcRnの発
現のレベルを定量的PCRTMを用いて研究し、そしてSVEC、B10、D2.PCE細胞およびHepa 1-6
細胞におけるFcRn α鎖発現レベルは新生児刷子縁における発現よりも約1000倍低い。
結合研究
研究を、野生型（WT）およびHQ-310/HN-433変異体Fc-ヒンジフラグメントの内皮細胞への
結合を分析するために行った。HQ-310/HN-433変異体を、それが、His310、Gln311、His43
3、Asn434～Ala310、Asn311、Ala433、Gln434の変異に起因して、単離された新生児刷子
縁（Kimら，1994a）に対してはバックグランドレベルで結合し、そして組換え可溶性FcRn
（Popovら，1996）に対しては検出不可能なレベルで結合するものとして用いた。内皮細
胞株SVECでの結合研究は、２つの独立した研究において、WT Fc-ヒンジがHQ-310/HN-433
変異体よりもずっと高いレベルで結合することを示す（図3Aおよび図3B）。さらに、WT F
c-ヒンジフラグメントについてよりも高い比率の結合HQ-310/HN-433は、CHAPSを用いて抽
出されるが、これは第１の研究についてさらに顕著であった（図3Aおよび図3B）。
β2m-/-マウスにおける薬物動態学的分析
上記のデータは、遍在的に発現されるFcRnが血清IgGレベルを調節し得るという概念を支
持する。β2m-/-マウスは、クラスＩ MHC分子およびFcRnの発現が欠損していることが知
られており（Zijlstraら，1990；Kollerら，1990）、従ってこの仮説を試験するために有
益な道具を提供する。BALB/cマウスを用いる以前の研究では、HQ-310/HN-433変異体は、W
T Fc-ヒンジフラグメントよりも有意に短いβ相半減期を有することが見出された（Kimら
，1994a）。従って、mIgG1に加えてこれらの２つの組換えFc-ヒンジフラグメントは放射
標識され、そしてそれらの薬物動態学をβ２m-/-およびβ2m+/+マウス（C57BL16×129/Ol
aおよびC57BL/6バックグランド）において比較した（図4Aおよび図4B；表III）。２つの
β2m-/-マウス株における３つのタンパク質の全てのβ相半減期は、有意には異ならず、
そして非常に短い（図4Aおよび図4B；表III）。対照的に、mIgG1およびWT Fc-ヒンジのβ
相半減期は、HQ-310/HN-433変異体の半減期よりもβ2m+/+マウスにおいて実質的に長く、
BALB/cマウスにおける以前の観察（Kimら，1994a）と一致する。予想外に、mIgG1およびW
T Fc-ヒンジの半減期は、β2m+/+（C57BL/6）マウスにおいてよりもβ2m+/+（C57BL/6×1
29/Ola）マウスにおいて有意に長く、そしてさらなる分析は、これがこれらのマウスにお



(33) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

ける血清IgGの異常に低いレベルの原因であることを示した。
β2m-/-マウスがIgレベルの維持におけるいくつかの一般化された欠損を有さないことを
確実にするために、マウスIgAの薬物動態学をまた、β2m-/-マウスおよびβ2m+/+マウス
の両方において決定した（図4Aおよび図4B；表III）。クリアランス速度に有意差はなく
、そしてIgA β相半減期は、他のβ2m+/+マウス株で観察された半減期の典型である（表I
IIならびにWaldmannおよびStrober，1969；VieiraおよびRajewsky，1988）。
血清Igレベルの分析
両方のバックグランドのβ2m-/-マウスにおける血清IgGレベルの決定は、これらが異常に
低い（表IV）ことを示した。このことは、他の研究者の観察（Spriggsら，1992；Israel
ら，1995）と一致する。さらに、C57BL/6×129/Olaバックグランドのβ2m+/+マウスにつ
いては、血清IgGレベルはC57BL/6 β2m+/+マウスのレベルよりも低い。IgAおよびIgMの濃
度はまた、β2m+/+マウスおよびβ2m-/-マウスの両方について分析されており、そしてそ
れらのレベルは正常範囲内である（Goding，1983）。薬物動態学および血清IgG1濃度に基
づいて、IgG1の合成速度もまた決定され得（表Ｖ）、そしてこれらのデータを以下でより
十分に議論する。



(34) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

20

30

40



(35) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

20

30

40



(36) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

20

30

40

50

実施例４
以下の実施例は、FcRn-IgG相互作用部位に近位のアミノ酸残基のランダム変異誘発によっ
て生じたIgGフラグメントの増大した半減期および血清存続性を示す。結果は、マウスの
血清IgGのホメオスタシスにおけるFcRnの関与への支持を提供し、そしてまた免疫グロブ
リンフラグメントの半減期を増大するための方法実証する。相同なFcRnがヒトにおいてIg
Gレベルを調節するという示唆は、このアプローチが治療抗体の血清存続性増大のための
意味を有することを示唆する。
Fc-ヒンジ変異体のライブラリーの構築
野生型（WT）Fcヒンジ遺伝子（Kimら、1994a）を、以下のオリゴヌクレオチドを用いるオ
ーバーラップ伸長（Hortonら、1989）によるスプライシングにおけるテンプレートとして
使用した：HingebakNco（Kimら、1994a）、5' ATC ACC ATG GCC GTG CCC AGG GAT TGT GG
T TG 3'、配列番号３（NcoI部位を下線で示す）；252for、5' CAA CAC ACG TGA CCT TAG 
CSN NCA GSN NAA TSN NGA GC 3'、配列番号10、（N=T、C、G、またはAおよびS=A、Gまた
はC；Sを終止コドンの産生を最小限にするためにゆらぎ部位で相補体に挿入した）；252b
ak 5' GTC ACG TGT GTT G3'、配列番号11；Xmafor、5' GCT CCT CCC GGG GTT GCG T 3'、
配列番号12（XmaI部位を下線で示す）。PCRTM産物をXmaIおよびNcoIで消化し、そしてpHE
N1（Hoogenboomら、1991）における対応するWT Fc-ヒンジ遺伝子のセグメント（pelBリー
ダーにおいてNcoI部位およびFc-ヒンジの位置211でXmaI）を置換するために使用した。20
,000クローンの大きさのライブラリーを記載（Marksら、1991）されたようなE．coli TG1
のエレクトロポレーションにより生成した。
ライブラリーのパンニング
ライブラリーストックを記載（Marksら、1991）されたように使用してファージを生成し
た。ファージ（２×1012p.f.u/mlの100μl）を以下のように溶液パンニングアプローチを
用いてパンニングした：ファージを２％粉ミルク、20mM MES（MM緩衝液）pH6.0に再懸濁
し、そして振動しながら室温で350ng組換え可溶性FcRn（Popovら、1996）と１時間混合し
た。次いで、MM緩衝液（pH6.0）中のNi2+-NTA-アガロース（Qiagen）の50％懸濁液を30マ
イクロリットル添加し、10分間インキュベートし、そして遠心分離によりペレット化した
。ビーズを0.5ml MM緩衝液（pH6.0）で20回洗浄し、そしてファージを100μlリン酸緩衝
化生理食塩水（pH7.4）中で20分間室温でインキュベートすることにより溶出した。ファ
ージを使用して、指数関数的に増殖するE．coli TG1を記載（Marksら、1991；Ward，1994
）のように再感染させた。パンニングを２回行った。
選択したクローンからの浸透圧ショック画分の産生
パンニングから生じたプレートからのコロニーを１ml培養物として増殖させ、そして記載
（Kimら、1994a）のようにFcヒンジ発現のために誘導した。浸透圧ショック画分を細胞ペ
レットの15μlクロロホルムへの再懸濁によって作製し（Amesら、1984）、そして50mM ME
S（pH6.0）、0.01％Tween,150mM NaClへの10倍希釈した。細胞細片を遠心分離によりペレ
ット化し、そして上清を表面プラスモン共振（SPR）研究に使用した。浸透圧ショック画
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分中の各Fcヒンジフラグメントの量を測定するために、以前に記載（Wardら、1989）され
たようにこれらの画分を抗c-myc抗体を用いる検出を使用するイムノブロッティングによ
り、分析した。
可溶性Fcヒンジフラグメントの発現および精製
変異されたFcヒンジフラグメントをコードする遺伝子を、ポリヒスチジンタグをコードす
るコドンのすぐ5'に挿入されたインフレームNotI部位を有する改変された形態のVβpelBh
is（Ward，1992）に、NcoI-NotIフラグメントとして再クローン化した。組換えクローン
を増殖させ、発現のために誘導し、そしてFcヒンジフラグメントを以前に記載（Kimら、1
994a）されたように精製した。SPR研究において使用する前に、Superdex-75（Pharmacia
，Piscataway，NJ）カラム上での調製物が分析的分析の55kDaに対応する移動で１つより
多いのピークを示す場合、同じカラム上でのサイズ排除によりFcヒンジフラグメントをさ
らに精製した。
薬物動態学的分析
タンパク質をIodo-Gen（Amersham，Arlington Heights，IL）を用いてNa125Ｉで放射標識
し、そして薬物動態学的分析をSWISS（Taconic）およびBALB/c（Harlan）マウスにおいて
以前に記載（Kimら、1994a）されたように行った。
表面プラスモン共鳴（SPR）測定
これらの研究は、BIAcore2000（BIAcore Inc.）およびFc-FcRn相互作用を分析するために
以前に記載された方法論（Popovら、1996）に類似のものを用いて行った。浸透圧ショッ
ク画分におけるFcヒンジフラグメントの結合活性を、BIAcoreセンサーチップ（研究等級C
M5チップ）に結合したFcRnを使用して半定量的に分析し、そしてWT Fcヒンジよりも明ら
かに高い親和性（特に、pH6.0でより低い解離速度（off-rate）を有するもの）を有する
フラグメントを産生するクローンを、さらに精製タンパク質として試験した。100～300nM
の範囲の濃度での精製Fcヒンジフラグメントの固定化FcRnへの結合を、40μl/分の流速を
用いて分析した。Fcヒンジフラグメントをまた、コートしていないCM5チップ上に流し、
そしてBIA評価2.1ソフトウエアを用いて、これらの分析からのセンサーグラム（sensorgr
am）をFcRn結合チップで得られたものから差し引いた。結合および解離速度（on-and off
-rate）計算のために、同じソフトウエアを用いてデータをそれぞれ式R=Req（1-e-(KsCn+
kd)(t-t0)）およびR=R0e

-kd(t-t0)に適合させた。より複雑な解離モデル（例えば、２つ
の平衡解離反応）へのデータの適合は、いくつかの変異体についてkd1の負の値を生じ、
そして従ってこのモデルは適切ではなかった。再結合によるkdsの影響を最小限にするた
めに、解離プロットの初期の部分（最初の10～15秒）を分析に使用した。WT Fcヒンジに
ついては、この分析は、以前計算された速度（Popovら、1996）より高い解離速度を生じ
、そしてこれはこの実施例において観察された、以前記載された親和性よりも約４倍低い
親和性の主な原因である。各Fcヒンジフラグメントについて、kaおよびkdの値を３～４セ
ンサーグラムから抽出し、そして平均値を計算した。各センサーグラムについてのKDs（k

d/ka）もまた計算し、そして平均値を決定した。
変異誘発および選択
I253に密に近接し、溶液に曝されそしてIgGにおいて高度に保存されていない（Kabatら、
1991）３残基（T252、T254、およびT256）をランダムなPCRTM指向変異誘発のために選ん
だ。組換えFcヒンジフラグメントを、ベクターpHEN1（Hoogenboomら、1991）を用いてフ
ァージディスプレイライブラリー（約20,000クローン）として発現させた。アンバーコド
ンの読み取りの漏出性は、Fcヒンジ：遺伝子IIIコートタンパク質の混合物を生じ、そし
て可溶性Fcヒンジフラグメントは、ファージディスプレイされ、遺伝子IIIコートタンパ
ク質に結合したFcヒンジホモダイマーとして発現され、そして構築される。ファージ調製
物と組換え可溶性FcRn（ポリヒスチジンタグ化）を溶液中でインキュベートし、続いてNi
2-NTA-アガロースビーズを用いるファージ-FcRn複合体の捕捉によって２回のパンニング
を行った。結合したファージをpH7.4で溶出し、野生型（WT）Fcヒンジの特徴である結合
のpH依存性を保持するFcヒンジフラグメントを選択した。
パンニングから生じた10個のクローン由来の組換えFcヒンジフラグメントを、E．coli形
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質転換体の浸透圧ショック画分における可溶性フラグメントとしてさらに分析した。表面
プラスモン共鳴（SPR）を用いて、固定化FcRnへの結合について、WT Fcヒンジフラグメン
トの親和性よりも類似またはより高い親和性を有する５つが観察された。これらのFcヒン
ジフラグメントをコードする遺伝子をインフレームC末端ポリヒスチジンタグを有するベ
クター中に再クローン化し、Ni2+-NTA-アガロース上での可溶性タンパク質の精製を可能
にした。精製の後、WT Fcヒンジに類似のHPLCおよびSDS-PAGEプロフィール（約55kDa、ス
ルフヒドリル結合および非共有結合ホモダイマーの混合物を含む）を有する３つのFcヒン
ジフラグメントが見出され、そしてこれらのタンパク質を続いて分析した。
コドン位置251～257での３つの変異のアミノ酸配列を表VIに示す。変異体を、位置252、2
54、および256でのアミノ酸に従って名付けた（表VI）。対応する遺伝子の残りの配列は
、変異体ASAがコドン272でグアノシン（G）からアデノシン（A）への変化（これは、グル
タミン酸からリジンへの変化を生じた）を除いて、WT Fcヒンジフラグメントの配列と同
じであった。このアミノ酸は、IgGのヒンジ領域の近隣に位置し（Deisenhofer，1981）、
従ってFc-FcRn相互作用には影響しないらしい。

Fcヒンジフラグメントの薬物動態学
Fcヒンジフラグメントを放射ヨウ素標識し、そしてSWISSマウスにおけるその薬物動態学
を分析した（表VII：図５）。３つの変異体において、変異体LSFはWT Fcヒンジフラグメ
ントまたは変異体ASAもしくはVSHのいずれかよりも有意に長いβ相半減期を有した。後者
の３つのフラグメントの半減期はそれぞれ有意には異ならなかった。BALB/cマウスにおい
てもまた薬物動態学研究を行い、そして再び変異体LSFはWT Fcヒンジフラグメントまたは
変異体ASAもしくはVSHのいずれかよりも有意に長いβ相半減期を有した（表VII）。BALB/
cマウスにおいて、SWISSマウスにおけると同様に、後者３つのフラグメントの半減期は有
意に異ならなかった。
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表面プラスモン共鳴（SPR）分析
３つの変異体の各々の組換え固定化マウスFcRnとの相互作用動態学をSPRを用いて分析し
た（表VIII）。全ての変異体は、WT Fcヒンジフラグメントの結合速度と類似の結合速度
（kas）を有した。WT（7.44nM）と比較して変異体ASA（4.13nM）およびLSF（2.16nM）の
親和性（KD）差異は、主に有意な解離速度の差異によった（ASAおよびLSFは、それぞれ約
２倍および約４倍低いkdsを有する）（表VIII；図６Ａおよび図６Ｂ）。これら２つの変
異体の相対親和性もまた、阻害結合研究を用いて分析した。ここで、Sepharoseに結合し
たマウスIgG1への、放射標識した可溶性FcRnの結合を、各Fcヒンジフラグメントが阻害す
る能力を定量した。SPR分析と一致して、結合の50％阻害に必要なFcヒンジフラグメント
の量はWT＞ASA＞LSFの順に減少した。

重要なことに、このFcレセプターの正確な機能に必要と考えられるFc-FcRn相互作用の特
徴的なpH依存性に、変異はほとんど影響を有さなかった。WT、ASA、およびVSH Fcヒンジ
フラグメントのpH7.4での解離速度は、SPRによっては測定不可能に速かった。しかし、変
異体LSFはWT、ASA、またはVSHフラグメントよりpH7.4で低い解離速度を有した（図６Ａお
よび図６Ｂ）が、それでも約0.027s-1の解離速度はpH6.0（表VIII）におけるよりなお約2
5倍速い。pH依存結合の存続性は、変異残基に隣接するループに位置するH310、H435、お
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よびH436の、この特性の媒介における示唆された関与に一致した（Raghavanら、1995；Me
desanら、1997）。
SPRデータは、WTに比較して変異体LSFのより長い半減期が、FcRnとの相互作用に対して約
3.5倍高い親和性により説明されることを示した（これは、主に解離速度の減少による）
。これらのデータは、FcRnが飽和可能であり（Brambell，1964）、そしてより高い親和性
のFcフラグメントは、分解されるよりもサルベージされそしてリサイクルされるので、内
因性IgGに競合的利点を有するというコンセプトに一致する。しかし、ASA変異体はWTより
も1.8倍高いFcRnへの親和性を有し、そして有意に長いインビボ半減期を示さなかった。
これは、観察されるべき血清存続性への有意な影響のためには、FcRn結合への親和性の実
質的な増大が必要とされたことを示唆した。あるいは、ASA変異体における変異は、血清
プロテアーゼによる攻撃に対して、または変性に対して増大した感受性により、血清にお
いて比較的低い安定性を有するFcヒンジフラグメントに生じたのであろう。
３つの変異体の配列の分析は、多くの異なる残基がFcRn結合（変異体VSH）の傷害になら
ない位置252、254および256において耐性であり得ることを示した。そして、変異体ASAお
よびLSFについては、親和性までもが改良されていた。この点で、データは、位置252およ
び256について、ASA変異体内のアラニンにおけるT252およびT256の置換が親和性増加を生
じたように、WT残基がFcRnで好ましい接触をなし得ないことを示した。これは、この位置
でのアラニンで置換が、親和性の実質的減失（3000倍）を生じた（Popovら、1996）よう
な、高親和性Fc-FcRn相互作用を媒介する際のI253の明白に決定的な役割とは対照をなし
た。他の残基が、FcRn結合能力に変化を与えずにI253を置換し得ることは想像されるが、
I253は全ての哺乳動物IgG全体に保存されている（Kabatら、1991）。
位置252において疎水性側鎖を伴うアミノ酸についての選択が存在するようである。そし
て、WT Fcヒンジの活性に類似したFcRn結合活性におけるさらなる変異体の配列決定は、
この位置におけるPheを明らかにした。興味深いことには、また、マウス、ラットおよび
ヒトの大多数の自然発生IgGに存在する位置254（Kabatら、1991）で、全ての３つの変異
体は、セリンを有した。この位置でのセリンで変異体の明らかな選択は、FcRn結合活性の
保持のために、セリンが好ましい残基であることを示唆する。しかし、WT Fcヒンジ（IgG
1）はこの位置でスレオニンを有する。そして、それでもなお高親和性Fc-FcRn相互作用を
示し、それゆえに、他の残基がこの位置に存在し得ること、および活性を結合しているFc
Rnが保持され得ることが、想像される。
変異体の配列の分析は、活性を結合しているFcRnがアミノ酸（Ala、HisおよびPhe）の多
様なセットで、位置256で保持されることを示した。これは、この領域がFc-FcRn相互作用
の近傍にあり得ないことを示唆する。しかし、この位置での残基は、齧歯動物およびヒト
IgGにおいて、高度に保存される（分析されたIgG中の約94%のセリンまたはスレオニン、K
abatら、1991）。これは、このアミノ酸がまだ未確認の機能を有し得ることを示す。ASA
およびVSH変異体において、それぞれLSF変異体のF256の疎水性側鎖が、より疎水性でない
アラニン残基またはヒスチジン残基によりなされ得ないFcRnとの好ましい相互作用を行う
可能性もある。これらの二つの変異体が、目に見える分ではこの位置だけでお互いと異な
っているので、このような相互作用はVSHに比較してLSF変異体の増大した親和性を説明す
る。
変異体LSFは、WT Fcヒンジまたは変異体ASAおよびVSHより低いFcRnからのオフレートをpH
7.4において有したが、このオフレートは、pH6.0において、それより顕著に迅速であった
。このより低いオフレートは、細胞表面上のFcRnの半減期（pH7.4）が充分に長く、この
変異体の有意な量を血清に遊離させ得ることを意味する。この点で、pH7.4でのFcRn-LSF
変異体複合体の半減期は、約26秒である。
これらのデータは、FcRnについてのFcヒンジフラグメントの親和性とβ位相半減期との間
の相関を拡張し、そしてさらにFcRnが、直接的にIgG恒常性に関係しているという提案（G
hetieら、1996；JunghansおよびAnderson、1996；Israelら、1996）を支持する。さらな
る親和性の改良は、mIgG1分子（例えば、CH2ドメイン内のH310を含有している表面ループ
構造内の分子）の他の領域を標的とすることによりなされ得ることが、想像される。脱グ
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リコシル化Fcヒンジフラグメントが完全グリコシル化IgG1と同じ半減期を有するという観
察（Kimら、1994a）は、これらのデータがインタクトなIgGの血清存続性を延長すること
に直接の関連を有することを示す。さらに、変異を受けた部位が、FcγRI、FcγRII、Fc
γRIII（Duncanら、1988；Sarmayら、1992）と補体Clq（DuncanおよびWinter、1988）と
の相互作用部位から離れている。これは、より長い血清存続性を生じる変異が、ADCCまた
は補体結合のいずれにも影響を及ぼさないことを示唆する。最後に、マウスFcRnのヒト相
同染色体の同定（Storyら、1994）は、これらの研究が疾患治療（例えばガンおよび自己
免疫）のための治療抗体の薬物動態学の最適化に関連性があることを示唆する。
実施例５
本実施例において、pH6で高い親和性およびpH7.4で低親和性を有するFcRnに結合するペプ
チドを単離する。単離に続いて、結合ペプチドを分析して、それらが、FcRnへの結合につ
いてFcと競合するかどうか、すなわち、それらが同じまたは重複する部位に結合するかど
うかを決定する。ペプチド（開示された方法に従って調製される）は、他の治療のタンパ
ク質または薬物に連結され得、そしてこのことにより効果的にタンパク質の半減期を増大
し得、そして薬物をタグ化し得る。小さいペプチドは、全長タンパク質と比較して大量に
製作するのが比較的より簡便である。しかし、現在まで、ペプチドは、それらの短い半減
期のために治療の使用が限定されている。
ペプチドライブラリーの生成
ファージディスプレイベクターpHENl（Hoogenboomら、1991）を、使用する。ランダムな
ペプチドライブラリーを、終止コドンの生成を最小限にするために、センス鎖において揺
らぎ位置がＴまたはＧのいずれかであることを除いて、ランダムに挿入した塩基で各位置
でセンス鎖オリゴヌクレオチドを合成することによって、生成する。まず最初に、オリゴ
ヌクレオチドは10および15アミノ酸をコードするために設計するが、この長さは変化し得
る。オリゴヌクレオチドを、NcoIおよびNotI制限部位をコードする突出部を有して作製す
る。オリゴヌクレオチド二重鎖を、PCRTMおよび合成オリゴヌクレオチドの5'および3'末
端にアニールするプライマーを使用して生成する。PCRTM産物をNcoI-NotIで制限したpHEN
 1に連結し、連結混合物を、コンピテントE．coli細胞に以前に記載（Ward、1995、Popov
ら、1996a）のように形質転換する。20～30個の別々のクローンの挿入物を配列決定し（S
ambrookら、1989）、ライブラリーの多様性を分析する。
ライブラリーのパンニングおよび結合剤の選択
クローンのライブラリーを増殖させ、以前に記載されたように濃縮したファージ粒子を形
成した（Ward、1995；Popovら、1996a）。ファージを、パンニングにおいて、高い親和性
（低いオフレート）ペプチドを単離するために設計した以下の手順で使用する。ファージ
を、全てのインキュベーションをpH6で実行することを除いては、Hawkinsら（1992）が記
載した方法に類似の方法で、限界濃度（10nM）可溶化ビオチン化FcRnとインキュベートす
る。１時間のインキュベーションに続いて、混合液のアリコートを、過剰な非標識FcRn（
20μM）で希釈し、そしてストレプトアビジンコート常磁性ビーズの添加の前に、ビオチ
ン化FcRJl-ファージ複合体を捕捉するために、様々な時間でインキュベートした。あるい
は、実施例４に記載するパンニング手順を、使用する。次いで、ファージをpH7.4の緩衝
液で溶出し、そして第２のラウンドのパンニングのための拡大の前に、E．coliを再感染
するために使用する。
パンニングの２～３ラウンドに続いて、感染により溶出したファージで生成するE．coli
クローンを増殖させ、そして96ウェルマイクロタイタープレートの上をコートするFcRnへ
の結合について、押し出したファージを酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA）で分析した
。結合活性を有するファージをウェルに添加する前に可溶化FcまたはIgGをファージに加
える競合結合アッセイにおいて、さらに分析する。それらのFcRnへの結合が可溶化Fc/IgG
により阻害されるファージを産生しているクローンを、さらに特徴づける。
FcRnに結合するペプチドをコードする遺伝子を配列決定し、そして対応するペプチドを合
成する。ペプチド-FcRn相互作用の親和性を、SPRおよびBIAcore（Pharmacia）を使用して
決定する。
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ペプチドを、ビオチン化形態において合成して、BIAcoreチップにストレプトアビジン（
ストレプトアビジン-コートチップは、多数の供与源から市販される）を介する直接の結
合を可能にさせるために合成する。pH6およびpH7.4でのオンおよびオフ速度は、先述の方
法を使用して決定する

pH6において最も高い親和性を示すペプチドおよび／または最も著しいpH依存性を示すペ
プチドを、さらに分析する。
ペプチドのFcRn媒介性転移
ポリIgAレセプターを発現しているMadin-Darbyイヌ腎臓（MDCK）細胞単層について記載さ
れた方法論（MostovおよびDietcher 1986）に類似の方法論を使用して、FcRnの機能活性
についてのインビトロアッセイを開発する。このアッセイは、細胞単層の一方の側からも
う一方までの結合リガンドのトラフィキングを媒介する際のFcRnの機能活性の決定を可能
にする。代替アッセイが、新生児マウスにおいて以前にFcフラグメントについて記載（Ki
mら、1994b）されたように（放射標識した）ペプチドの転移を分析する。
インビトロおよびインビボアッセイのために、ペプチドはＮ末端チロシンを有するように
合成し、そしてIodo-Gen試薬（Amersham）を使用して放射標識する。ペプチドが一つ以上
のチロシンを内部位置で含有する場合、これは明らかに有用なアプローチではない。この
ような場合、ペプチドを合成の間Ｎ末端グリシンで延長させ、Rinkリンカー（Rink、1987
）を介して樹脂に連結させて、そして次いで放射標識したスクシンイミジルヒドロキシフ
ェニルプロピオネートにＮ末端で直接結合させる。多様な濃度のペプチド（１μg/ml～ｌ
mg/ml）を、トランスウェルの適切な側面に添加し、そして単層をまたぐペプチドの転移
をガンマ計数によって定量化する。
Fcヒンジが１分子あたり２つのFcRn相互作用部位を有するように、「反複」ペプチド（す
なわち所望の薬物動態の特徴を達成するために、１分子につき２つの相互作用部位を有す
るペプチド）を調製し得る（タンパク質１分子あたり２つの相互作用部位を有することに
よって成し遂げられる、改良された薬物動態学を実証する例示的なデータについて実施例
６および表Ｘにおいて言及する）。
実施例６
マウスIgG1 Fc領域の部位特異的変異誘発
組換えFcヒンジフラグメントを、異化コントロール（Kimら、1994a）に関係しているマウ
スIgG分子の部位を決定するために使用した。以前の研究で、IgG複合体化Staphylococcus
のプロテインＡ（SpA）が複合体化されていないIgG分子より迅速に排出されることを示し
た（Dimaら、1983）。SpAは、CH2-CH3ドメイン界面に位置する残基に結合し（Deisenhofe
r、1981）、そしてこれはこの領域に位置するアミノ酸残基がまた、IgG分子の異化の制御
時に関与することを示唆した。従って、Fc変異体を、組換え体E．coli細胞において発現
し、そしてNi2+NTAアガロースを使用して精製した。
野生型（WT）および変異体Fcヒンジフラグメントを、培養物１リットルあたり0.5ミリグ
ラムの収率において、各々精製する。HPLCならびに還元および非還元ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動による分析により、WTおよび変異体Fcヒンジフラグメントは、正しく折り畳
まれたFcヒンジフラグメントについて予測されるようにジスルフィド連結ホモダイマーと
して発現され、そして精製されることが示された。
WTおよび変異体Fcヒンジフラグメントの薬物動態学
WTおよび変異体FcヒンジフラグメントをIodo-Gen試薬（Frakerら、1978）を使用して放射
標識し、そしてマウスの薬物動態学の研究において使用した（Kimら、1994a）。全てのタ
ンパク質について、cpmの90％より大きい部分が、10％TCAによって、沈澱性であった。さ
らに、注射後24時間の血漿試料のHPLC（SEC-250カラム、Bio-Rad）を使用した分析は、他
の血清蛋白（Kimら、1994a）と結合しないインタクトな分子（大きさ55kDa）として、WT
および変異体Fcヒンジフラグメントが血清に残留することを示した。薬物動態学的パラメ
ーターを、表IXに示す。
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CH2ドメインにおける変異（HQ-310およびI-253）が、αおよびβ相半減期について、CH3
ドメインにおける変異（HN-433）よりも著しい効果を有することは、これらのデータ（表
IX）から明白である。しかし、さらなる研究（実施例10を参照のこと）からのデータは、
His435およびHis436が血清存続性のために重要であること、そしてHis433およびAsn434の
変異が個別に血清存続性に影響を及ぼさないことを示す。さらに、HQ-310/HN-433変異体
は、最も短いαおよびβ相半減期を有する。変異体Fcフラグメントの折り畳まれた状態を
分析するために、円二色性（CD）分析を190～260nmの範囲内で実行した（Kimら、1994a；
Medesanら、1997）。得られたスペクトルは、変異が組換えFcフラグメントの折り畳みミ
スを生じないことを示す（Kimら、1994a；Medesanら、1997）。さらに、CDを使用した変
性分析は、WTおよび全ての変異体Fcフラグメントが、使用した条件（10mMリン酸ナトリウ
ム、pH7.0）下で、類似した変性温度（65℃）を有することを示す。これらの研究のため
のさらなるコントロールとして、IgG1 Fcの保存されたヒスチジン（残基285、EU計数法、
Edelmanら、1969）をアラニンに転換し、そして変異体（H-285という）を薬物動態学的に
特徴づける（Kimら、1994c）。この変異体のβ相半減期（76+/-14.6時間）は、WT Fc（表
IX）の半減期からは統計学的に識別不可能であり、このことは、CH2-CH3ドメイン界面（D
eisenhoferら、1976）から離れたヒスチジンの変異は、Fcフラグメントの異化速度に影響
を及ぼさないことを示す。これは、さらにCH2-CH3ドメイン変異が薬物動態上の特定の効
果を有し、そしてFc構造を一般的に不安定にさせる効果による、Fcのより迅速なクリアラ
ンスを生じないというアイデアを支持する。
Fc由来フラグメントの発現
CH2ヒンジフラグメント、CH2ドメインおよびCH3ドメインをコードする遺伝子を、設計し
たオリゴヌクレオチドプライマーおよびPCRTM（Saikiら、1988）を使用して単離し、そし
てNcoI-BStEIIフラグメントとしてVβpelBHis（Ward、1992）に連結した。CH2-ヒンジ、C
H2ドメインおよびCH3フラグメントを発現し、そして記載（Kimら、1994c）のようにNi2+-
NTAアガロースを使用して精製し、そして発現タンパク質の収率は、培養物１リットルあ
たり、1～1.5（CH2ヒンジ）、２（CH2ドメイン）および1.5～２（CH3ドメイン）ミリグラ
ムであった。これらの研究用のコントロールとしての使用のために、抗リゾチームD 1.3 
Fv（Wardら、1989）もまた発現し、そして組換えE．coli細胞から精製した。
還元および非還元SDSゲル電気泳動を使用した分析は、FcおよびCH3フラグメントがホモダ
イマーとして発現されることを示す。対照的に、CH2ヒンジフラグメントは、モノマーと-
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S-S-結合ダイマーとの混合物として発現される。ダイマーを、HPLCを使用してモノマーか
ら分離し、そして薬物動態の研究において使用した。CH2ドメインを発現し、そしてモノ
マー（おそらくIgG分子内のCH2-CH2ドメイン相互作用の相対的な弱さによる（Deisenhofe
rら、1976））として精製した。
発現フラグメントの薬物動態学
インビボのIgGフラグメントのクリアランス速度を決定するために、それらをIodo-Gen試
薬（FrakerおよびSpeck、1978）を使用して125Ｉで放射標識した。Kimら（1994a、1994c
）が記載のように、マウスにおけるαおよびβ相半減期を決定し、そして表Ｘに示す。CH
2ヒンジダイマーおよびCH2ドメインモノマーのβ相半減期における差違は、フラグメント
あたり２つの異化部位が血清存続性のために必要であることを示唆する。

CH2ヒンジダイマーに対するCH2ドメインのより短い半減期が後者におけるヒンジ配列に起
因したという可能性を除外するために、CH2ヒンジダイマーを、還元およびアルカリ化に
よってモノマーへと変換した（Kimら，1994c）。得られたモノマーを薬物動態学的に分析
し、そしてCH2ドメインモノマーのβ相半減期（25.5時間）に類似する短いβ相半減期（2
9.1時間）を有することを見出した。これは、１つのCH2ヒンジフラグメントにつき２つの
異化部位が、１つのCH2ヒンジにつき１つの部位よりも長い血清存続性を生じることを示
す。あるいは、モノマーとダイマーとのサイズの差異は、血清存続性における差異を説明
し得る。この可能性を調査するために、１つの変異体（mutant）（HQ-310/HN-433）ポリ
ペプチドに付随する１つのWT Fcフラグメントを含む、ハイブリッドFcを作製した。この
ハイブリッドを、変異体Fcをc-mycタグ（カナマイシン耐性を与えるプラスミド中）でタ
グ化し、そしてWT FcをHis6ペプチド（アンピシリン耐性を与えるプラスミド中）でタグ
化し、そして２つのポリペプチドを同一の細菌細胞において同時に発現させることにより
、単離した（Kimら，1994c）。ヘテロダイマーを、Ni2+-NTA-アガロースカラムに続いて9
E10-Sepharoseカラムを使用して精製した（後者はc-mycエピトープを認識する、Wardら，
1989）。ハイブリッドタンパク質を、薬物動態学的研究において使用した（図７および表
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Ｘ）。Fcハイブリッドについての37.9分のβ相半減期は、WTホモダイマーのβ相半減期よ
りも小さいが、しかし変異体ホモダイマーのβ相半減期よりも大きい。これは、Fcにつき
１つの異化部位が、FcフラグメントにWTホモダイマーの薬物動態学的特徴を与えるのに十
分でないことを示す。Brambellの仮説（Brambellら，1964；Brambell，1966）の枠組みの
中では、データは、ハイブリッドが保護レセプターへの結合について減少したアビディテ
ィーを有し、その結果がこのWT Fcホモダイマーのより迅速な消去であることを示唆する
。しかし、Fcハイブリッドに対する変異体ホモダイマーのより迅速な消去は、後者がホモ
ダイマーよりも保護レセプターに対する高い結合親和性を保持することを示唆し、そして
このFcハイブリッドの組換えFcRnに対する結合が、最近になってSPRを使用して示されて
いる（Popovら，1996b）。
新生マウスにおけるFcフラグメントの腸管転移
表XIに示す変異の、新生マウスにおける組換えFcフラグメントの腸管転移に対する影響が
、以下に記載する種々のアプローチを使用して分析されている。

腸管内腔から血漿へのFcフラグメントの直接転移
完全なIgG1分子（mIgG1）、WTおよび変異体（HQ310/HN-433）Fcフラグメントを放射標識
し、そして10～14日齢マウスにおけるインビボ転移アッセイにおいて分析した（Kimら，1
994b）。コントロールとして、パパイン消化によって産生されたFcフラグメントおよびFa
bフラグメントを使用した。ハイブリッドFcフラグメントもまた分析した。
図８に示す結果は、WT FcフラグメントがFcパパインおよびmIgG1と同様に転移することを
示し、グリコシル化（またはその欠失）が転移に影響を与えないことを示す。これはHobb
sおよび共同研究者の過去のデータと矛盾しない（Hobbsら，1992）。これらの結果は、変
異体HQ-310/HN-433が転移において損なわれていることを示し、異化部位が腸管転移に関
与する部位と重複すること、およびFcハイブリッドが転移において損なわれていることを
示唆し、Fcにつき２つの機能性部位が必要であることを示す。これは、異化調節における
２つの異化部位の必要性に関する発見に類似する（上記データおよびKimら，1994c）。
しかし、これらのデータは新生児腸管レセプター、FcRn、および/または経細胞転移への
結合における変異体Fcフラグメントの検出を区別せず、従って、転移の阻害を含むさらな
る研究を行った。
競合転移アッセイ
これらのアッセイにおいて、未標識WTおよび変異体Fcフラグメントが放射標識マウスIgG1
の転移を阻害する能力を分析した。HQ-310/HN-433変異体に加えて、表XIに記載の変異体
もまた使用した。これらの研究の結果を表XIIに示す。データは、変異体が、FcRnへの結
合について完全なIgG1分子との競合において欠陥を有することを明らかに示した。さらに
、半減期に対する各変異の影響は、阻害能力に対する影響との優れた相関関係を示す（図
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これらの結果をさらに確認しそして拡張するために、新生児刷子縁を単離し、そしてWT F
cおよびHQ-310/HN-433変異体Fcとの結合研究において使用した。そこでは、mIgG1、WT Fc
、およびHQ-310/HN-433変異体がmIgG1の単離された新生児刷子縁への結合を阻害する能力
を評価した（図10）。
結論として、これらの研究は、マウスIgG1分子の新生児マウスにおける腸管転移の間のFc
Rnとの相互作用に関与する部位の同定という結果を得た。データは、異化部位とFcRn結合
部位とが密接に関連することを示す。
WTおよび変異体Fcフラグメントの母胎転移
マウスIgG1（mIgG1）、WT Fc、およびHQ-310/HN-433変異体の母胎転移を分析するために
、以下の実施例９に記載の方法論を使用して研究を行った。データは、変異体がmIgG1お
よびWT Fcよりも有意に低いレベルで転移することを明らかに示す（表XIII）。
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実施例７
実施例３および４において上記のデータは、マウスFcRnとFcRc（異化調節に関与する推定
上の「保護」レセプター）とが関連し、そして共通の配列を分かち合い得ることを示す。
従って、マウス組織および細胞株からの推定上のFcRcをコードする遺伝子の単離を行った
。これを本実施例において記載する。
マウスClass I分子に相同ではない（SimisterおよびMostov，1989a）マウスFcRn（Ahouse
ら，1993）の配列に基づくPCRTMプライマーを、以下のように設計した：

このプライマーは、マウスFcRnのセンス鎖の塩基190～212をコードする。

このプライマーは、FcRnのセンス鎖の塩基452～474に相補的である。両プライマーについ
て、FcRcの配列がFcRnに正確に適合しない場合、２つの縮重塩基が各プライマーの3'末端
において挿入されていることに留意のこと。
総RNAを、２つの内皮細胞株［SVEC（C3H/HeJマウス（O'ConnellおよびEdidin、1990）由
来）、およびMPCE（B10.DBA/2マウス肺由来）；それぞれ、Prof．P．ThorpeおよびProf．
A．Curtisから入手］から単離し、そしてcDNA合成をプライマーＢでプライムした。次い
で、cDNAをプライマーＡおよびＢを用いるPCRTMにおいて使用し、そして両方のcDNAにつ
いて、285bpのPCRTM産物を生成した。陰性コントロールにおいて産物は全く観察されず、
これはこの結果が新生児マウス腸管によるPCRTM汚染に起因していないことを示す。PCRTM

産物をTAクローニングシステム（Promega）を使用してクローン化し、そしてジデオキシ
ヌクレオチド法（Sangerら，1977）を使用して配列決定した。複数の独立したクローンの
配列決定は、285bpフラグメントの配列が、１つの塩基変化（A→G）（これはコドン73に
おいてバリンをメチオニンに変換する）を除いて、FcRnの配列と同一であることを示す。
内皮細胞株からの285bpフラグメントの単離は、膜貫通領域および原形質内末端（cytopla
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smic tail）をコードする遺伝子を増幅するための、以下のようなPCRTMプライマーの設計
を促した：

（FcRnのセンス鎖の塩基640～656をコードする）

（FcRnのセンス鎖の塩基1075～1095に相補的である）
２つの内皮細胞株、マウス心臓、肝臓、肺、脾臓、卵黄嚢、新生児刷子縁、およびプライ
マーＤとプライムするＴ/Ｂ細胞ハイブリドーマに由来するRNAから、相補的DNA（cDNA）
を合成した。組織についてはBALB/cマウスを使用し、そして2B4細胞（Ｔ細胞、Chienら，
1984）およびY-3P（Ｂ細胞、Janewayら，1984）ハイブリドーマを、それぞれ、B10.Aおよ
びBALB/cByJ細胞から得た。PCRTMにおけるこれらのcDNAのプライマーＣおよびＤとの使用
は、Ｔ細胞とＢ細胞とのハイブリドーマ以外の全ての細胞からの、予想されたサイズの産
物の単離を生じた。全ての場合において、予想されたサイズのPCRTM産物を、βアクチン
特異的プライマーを使用して観察した。
上記の組織/細胞から得たPCRTM産物の量には、一貫して定量的な差異（これは同様にmRNA
の異なるレベルを示唆する）が存在する。卵黄嚢および新生児腸管（刷子縁）が最大量を
産生し、そして他の組織における量は以下の順で減少する：肝臓＞脾臓、肺＞心臓。定量
的PCRTMを実施して、異なる細胞型におけるmRNAレベルを評価する。肝臓、脾臓、新生児
刷子縁、および肺からの定量的PCRTM産物は、領域640～870においてクローン化および配
列決定されており、そしてFcRnと高い割合の相同性を共有することが見出されている。さ
らに、完全なFcRnホモログが、２つの内皮細胞株からプライマーＤおよびＥを使用して単
離されており、そして複数の独立した単離物が配列決定されている：全部で４つのヌクレ
オチド差異が存在し、その内の３つはサイレントであり、そして１つはコドン73における
A→G変化（バリンをメチオニンに変換する）である。コドン233、251、および265におけ
るサイレント変異はまた、肝臓、脾臓、新生児刷子縁、および肺（BALB/cマウスに由来す
る）から単離されたPCRTM産物においても観察されている。

（リーダー配列を含んだFcRnのセンス鎖の塩基１～21をコードする）。
公表されたFcRn配列と単離されたFcRn配列との間の配列差異は、本発明者らおよびSimist
erおよび共同研究者（FVA/Nマウス（Ahouseら，1993）を使用した）によって使用された
異なるマウス株に起因する対立遺伝子差異である可能性が最も高い。Simisterらは、マウ
ス胎盤、成体マウス近位小腸、胸腺、脾臓、腎臓、または肝臓への、FcRn cDNAプローブ
のハイブリダイゼーションを全く見出さなかったが、マウス線維芽細胞におけるタンパク
質レベルでの発現を除外しなかった。これらの差異の理由は、使用された方法（すなわち
、PCRTM対ノーザンブロッティング）の感度における差異に起因し得る。データに矛盾す
ることなく、Simisterら（Storyら，1994）は、多くの他の成体ヒト組織における広範な
発現に加えて、FcRnホモログがヒト胎盤において高レベルで発現されることを、最近にな
って報告している。ラットについてもまた、成体組織由来のRNAへのFcRnプローブの弱い
ハイブリダイゼーションが、高ストリンジェンシー洗浄の後に観察されている（Simister
およびMostov，1989a；SimisterおよびMostov，1989b）。遍在性の内皮細胞（すなわち、
全ての脈管化器官）における異化の調節に関与するレセプターの低レベル発現は、一定の
血清IgGレベルの維持におけるこのタンパク質の提案された役割と矛盾しない。これらの
発現データは、上記の実施例３および４において提示されたデータと共に、FcRcおよびFc
Rnが単一かつ同一であることを示唆する。
バキュロウイルス系の可溶形態におけるFcRnの発現
FcRnの細胞外領域（コドン１～290、リーダーペプチドを含む）をコードする遺伝子は、3
'His6ペプチドコドンでタグ化され（Ward，1992）、PCRTMを使用してBamHI部位を改変さ
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）のBglII部位に連結されている（O'Reillyら，1992）。β2ミクログロブリンをコードす
る遺伝子もまた、PCRTMを使用してそしてBglII部位をタグ化して増幅し、そしてpACUW51
のBamHi培Ｂ位に連結した。ベクターFcRn-pACを使用して、Spodoptera frugiperda（Sf9
）細胞へトランスフェクトした組換えウイルスプラークを精製した。組換えウイルスのス
トックを生成して、そしてSf9よりも高いレベルの組換えタンパク質を発現するHigh-5細
胞（Trichoplusia ni；Invitrogen）を感染させるために使用した。４日間の感染に続い
て、培養上清および溶解したペレットを、Ni2+-アガロース上を通過させ、そして結合タ
ンパク質を溶出させた。この系を使用して、１リットルにつき15ミリグラムのFcRnをルー
チン的に精製した。SDS-PAGEおよび免疫ブロッティング（抗β2ミクログロブリンを使用
する）分析は、タンパク質が重鎖とβ2ミクログロブリンとのヘテロダイマーとして精製
されることを示す。HPLC分析は、FcRn重鎖がβ2ミクログロブリンに定量的に会合するこ
とを示す。さらに、マウスIgG1-Sepharoseへの、放射標識した可溶性FcRn（sFcRnと称す
る）を用いる結合研究は、sFcRnが、pHに依存的かつ特異的な様式で、Sepharoseに結合し
たmIgG1へと結合することを示す（表XIV）。

FcRnへのWTおよび変異体Fcフラグメントの結合
IgG-セファロースへの125Ｉ sFcRnの結合をマウスIgG1、WTまたは変異体Fcフラグメント
によって阻害した研究は、I-253、HQ-310、HQ-310/HN-433変異体がsFcRnへの結合におい
てWT Fcに比較して全てを欠損していることを示す。このことは、単離した刷子縁を用い
たインビボの転移データおよびインビトロの結合研究と一致する（表XV）。
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バクテリオファージの表面上でのFcフラグメントの発現
ファージディスプレイベクターの構築
図11に示すファージミド構築物を作製した。WT FcおよびHQ-310/HN-433フラグメント（ヒ
ンジ領域を含む）をコードする遺伝子を、ベクターpHEN1（Hoogenboomら、1991）へNcoI-
NotIフラグメントとして連結するために、PCRTMによって作製した。この作業についてpHE
N1を使用する利点は、以下の通りである：Fc遺伝子を、抑制可能な停止コドン（amber）
を介してフィラメント様バクテリオファージfdのcpIIIコートタンパク質に連結する。従
って、amberサプレッサー株E．coli TG1（Gibson、1984）のファージミドでのトランスフ
ェクション、続くヘルパーファージでの重感染は、ファージミド粒子の排出を生じる（Ho
ogenboomら、1991）。この場合、ファージミド粒子は、表面結合Fcフラグメントを有する
。しかし、抑制は完全ではなく、その結果、Fcフラグメントの有意な割合が、可溶性の非
結合分子として輸送される（イムノブロットにおいて明瞭に観察される）。従ってこれら
の可溶性のFcフラグメントは、Fabフラグメント上の重鎖および軽鎖成分について以前に
記載された方法（Hoogenboomら、1991）と同様の方法で、表面結合Fcフラグメントと会合
してホモダイマーを形成する。
ファージディスプレイFcフラグメントの機能的活性：sFcRnへの結合
pHEN1中にWT FcまたはHQ-310/HN-433変異体のいずれかを有するE．coli TG1形質転換体を
増殖させ、ファージを排出させ、そしてポリエチレングリコール沈殿によって濃縮した（
Marksら、1991）。ファージペレットを２％粉乳／PBS（pH６）、および10μg/mlの濃度で
添加した精製したsFcRn中に、50μgマウスIgG1の存在または非存在下で再懸濁した。２時
間のインキュベーション後、sFcRn-ファージ複合体を、10μlのNi2+-NTA-アガロースの添
加によって単離し、そしてアガロースビーズを0.1％Tween/PBS（pH６）で、次いでPBS（p
H６）で大規模に洗浄した。特異的に結合したファージを、50mMのTris-HCl（pH7.5）を用
いて溶出し、そして記載されるように（Marksら、1991）、指数的に増殖しているE．coli
 TG1を感染させるために使用した。感染させたTG1細胞を連続希釈し、プレーティングし
、そしてcfuを決定した（表XVI）。
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これらのデータおよび実施例４から、この系が、sFcRnに特異的に結合するFcフラグメン
トのファージディスプレーを生じ、従って、この系が、FcRn結合について高い親和性を有
するFc変異体の選択のための適切な系であることが明らかである。
実施例８
この実施例において、血清IgGレベルおよび経細胞輸送の制御における残基His433、His43
5、およびHis436の役割を、薬物動態学的研究において試験した。mIgG2b分子が、mIgG2a
またはmIgG1のいずれかより短い血清存続性を有することが以前に注目されているが（Pol
lockら、1990）、これを担っている配列はマッピングされていない。以前のデータに基づ
いて、本発明者らは、半減期における差異が433、435、および436位でのCH3ドメインにお
ける配列の差異に起因し得ることを明記した。IgG2aおよびIgG1において、これらの位置
の残基は、His433、His435、およびHis436であり、そしてデータは、His435およびHis436
（ならびに、His433-Asn434の二重変異の状況である場合、His433）が血清存続性の調節
に関与することを示す（Medesanら、1997）。mIgG2bにおいて、これらの位置の残基は，L
ys433、Tyr435、およびTyr436である。本発明者らは、mIgG2b中の残基433、435、および4
36を、これらの変異がmIgG2b分子の半減期を増大させ得るとの予想の下に、mIgG1中の対
応する残基に変異させた。
タンパク質の調製および放射標識
組換えFcフラグメントをNi2+-NTA-アガロースを使用して精製し、そして以前に記載され
た（Kimら、1994a）Iodo-Gen試薬（Amersham）を使用して放射性ヨウ素標識する。
薬物動態学的研究
以前に記載された（Kimら、1994a）方法論を本質的に使用する。簡潔には、タンパク質を
放射標識し、107cpm/μgの比活性をこの方法を使用して日常的に得、そして遊離のヨウ素
を、セファロースG-25M上での２回の連続的なゲル濾過によって除去する。放射標識したF
cフラグメントを、マウスへの注射の前に浸透HPLCによってSEC-250カラム上で分析する。
放射標識したタンパク質を、150μlを超えない容量、および1～5×107cpmの放射活性負荷
で尾静脈に注射する。マウスを、注射後120時間まで一定の間隔でヘパリン化したキャピ
ラリーチューブで採血する。血漿中に存在する放射活性を記載される（Kimら、1994a）よ
うに決定し、そして血漿のアリコートを10％トリクロロ酢酸（TCA）に添加して沈殿し得
ないcpmを決定する。血漿を注射後24時間で採集し、そしてSEC-250カラム上でのHPLCによ
って分析する（Kimら、1994a）。
より長い血清存続性を有するマウスIgG2b（mIgG2b）抗体の作製
意外なことに、E．coliから発現されそして精製されたmIgG2b Fc-ヒンジフラグメントは
、完全にグリコシル化されたマウスIgG2b分子よりも短い血清存続性を有する（これは、
物質を発現するE．coliが完全にグリコシル化されたIgG1と同じ半減期を有する場合、マ
ウスIgG1 Fc-ヒンジについて得られる結果と対照的であることに注意）。従って、ベクタ
ーは、バキュロウイルス発現系を使用して、完全なマウスIgG2b分子（野生型、ならびにL
ys433、Tyr435、およびTyr436がHis433、His435、およびHis436に変更された変異した誘
導体；後者はKYY変異体と称される）を発現するように構築されている。昆虫細胞中での
発現は、哺乳動物細胞において使用されるものと同じグリコシル化のための認識配列を使
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用する、グリコシル化タンパク質を生じることが公知である。IgG2b定常領域をコードす
る遺伝子を、PCRTM、および適切なオリゴヌクレオチドプライマーを使用して単離し、そ
して抗リゾチーム抗体のVHドメイン遺伝子（D1.3；Amitら、1986）をコードする遺伝子に
スプライシングした。同様に、マウスCκドメインをコードする遺伝子を、D1.3 Vκドメ
インにスプライシングした。分泌リーダーをまた、PCRTMを使用して、重鎖および軽鎖遺
伝子の両方の上流に挿入した。次いで、軽鎖および重鎖をコードする免疫グロブリン遺伝
子を、バキュロウイルス発現ベクターpACUW51（Pharmingen）中に連結した。
ベクターを、Sf9（Spodoptera frugiperda）細胞へトランスフェクトし、組換えウイルス
のプラークを精製し、そして発現のためにHigh 5（Trichoplusiani）細胞を感染させるた
めに使用した。感染の４日後、組換え抗体を記載されるように（Wardら、1989）リゾチー
ムセファロースを使用して培養上清から精製した。変異体mIgG2b（KYY）分子を精製し、
そしてそのインビボの半減期をSWISSマウス中で分析した。半減期を、骨髄腫（Ｂ細胞）
が発現したmIgG2b（変異していない）およびmIgG1と比較し、結果を表XVIIに示す。

明らかに、変異は、半減期において有意な延長を生じ（56.1時間から110.9時間）、そし
て変異したIgG2b分子の半減期はSWISSマウス中のmIgG1の半減期と同じである。従って、4
33、435、および436での残基の差異のいくつかまたは全てが、野生型mIgG2bとmIgG1との
間の半減期の差異を担っている。
実施例９
材料および方法
mIgG1由来の変異したFcヒンジフラグメントの作製
変異を、設計した変異誘発オリゴヌクレオチド、および重複伸長（Hortonら、1989）また
は部位特異的変異誘発（Carterら、1985；Kunkel、1985）によるいずれかのスプライシン
グを使用して作製した。変異体を表XVIIIに記載し、そして変異体1253AおよびH285Aの作
製は以前に記載されている（Kimら、1994a；1994c）。他の変異体について、部位特異的
変異誘発に使用した変異誘発性オリゴヌクレオチドは以下の通りである（下線は変異させ
た塩基を示す）：H433A、5'-GGTGGTTGGCCAGGCCCCT-3'（配列番号17）；H435A、5'-CAGTAT
GGGCGTTGTGCA-3'（配列番号18）；およびH436A、5'-CTCAGTAGCGTGGTTGTG-3'（配列番号19
）。変異体H310A、N434A、およびN434Qを、以下の変異誘発オリゴヌクレオチドを用いる
重複伸長（Hortonら、1989）によるスプライシングを使用して作製した：H310A、5'-CCCA
TCATGGCCCAGGACTGG-3'（配列番号20）および5'-CCAGTCCTGGGCCATGATGGG-3'（配列番号21
）；N434A、5'-GGCCTGCACGCGCACCATACT-3'（配列番号22）および5'-AGTATGGTGCGCGTGCAGG
CCCTC-3'（配列番号23）；ならびにN434Q、5'-AGTATGGTGTTGGTGCAG-3'（配列番号24）お
よび5'-CTGCACCAACACCATACT-3'（配列番号25）。すべての変異体について、対応する遺伝
子を、機能的分析の前に、ジデオキシヌクレオチド法（Sangerら、1977）およびSequenas
e▲Ｒ▼を使用して配列決定した。
組換えタンパク質の発現および精製
野生型（WT）およびカルボキシ末端ヘキサヒスチジンペプチドでタグ化した変異体Fcヒン
ジフラグメントを、Ni2+-NTA-アガロース（Qiagen、Chatsworth、CA）を使用して以前に
記載されたように（Kimら、1994a）精製した。15mMのリン酸緩衝液／50mM NaCl（pH7.5）
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に対する透析後、変異体を、短期間の保存（＜10日）のためには４℃、または長期間の保
存のためには凍結乾燥のいずれかで維持した。組換え可溶性マウスFcRnを、以前に記載さ
れるような（Popovら、1996b）バキュロウイルス系を使用して発現させ、精製し、そして
４℃で保存した。

SDS-PAGEおよび循環型ジクロイズム（CD）を使用する変異体Fcヒンジフラグメントの分析
SDS-PAGE（Laemmli、1970）およびCD分析を、以前に記載された（Laemmli、1970）ように
行った。
タンパク質の放射標識
モノクローナルmIgG1、組換えマウスFcγ1ヒンジフラグメント、および組換えマウスFcRn
（mFcRn）（Popovら、1996b）を、以前に記載されたような（Kimら、1994a）Iodogen試薬
（FrakerおよびSpeck、1978）を使用して［125Ｉ］Na（Amersham、Arlington Heights、I
L）で放射標識した。遊離のヨウ素をMicroSpin G-25カラム（Pharmacia、Piscataway、NJ
）上での遠心分離によって除去した。放射標識したタンパク質の比活性は、約5×106cpm/
μgであり、＜５％の遊離のヨウ素を含んだ。放射活性タンパク質をマウスへの注射の前
に１週間以内４℃で保存した。
クロマトグラフィー分析
すべての放射標識したFcヒンジフラグメントを、浸透HPLCによってs-250カラム（Bio-Rad
、Hercules、CA）上で分析した。放射標識したFcヒンジフラグメントで注射したマウスか
ら24時間にて採集した血清をプールし、そしてs-250カラム（Bio-Rad）上でのHPLCによっ
て分析した。クロマトグラフィー画分の放射活性をガンマカウンターで測定し、そして放
射活性ピークの分子量および異質性を決定した。
血清IgG濃度の決定
血清IgGの濃度を、Nanorid and Bindaridキット（The Binding Site、Birmingham、UK）
を用いる放射性免疫拡散法を使用して決定した。沈降素環の直径を、電子的に測定した。
薬物動態学的分析
放射性ヨウ素標識Fcヒンジフラグメントの薬物動態学を、６週齢のBALB/cマウス（Harlan
 Sprague-Dawley Laboratory、Indianapolis、IN）中で以前に記載されたように（Kimら
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、1994a；1994c）決定した。
母体胎児（maternofetal）伝達
以前に記載された方法論（Medesanら、1996）を、妊娠中の異系交配SCIDマウス（Taconic
 Co．、Germantown、NY）について分娩期に（15～18日）使用した。簡潔には、マウスに
飲料水中の0.01％のNaIを給餌し、次いで、１日後に、放射標識タンパク質（2×107およ
び5×107cpm）を尾静脈に注射した。マウスを20μlのキャピラリーで注射後３分で採血し
、そして24時間後、胎児を帝王切開によって取り出した。いくつかの胎児をプールし（胎
盤を廃棄して）、生理食塩水中で洗浄し、秤量し、液体窒素中で凍結させ、そして10容量
の10％TCA中でホモジナイズした。懸濁物を遠心分離し、そして沈澱の放射活性をガンマ
カウンターにおいて決定した。伝達の割合を、以下の式で計算した：
％伝達（％Ｔ）＝（R3）/［（R1－R2）×（Ｗ×0.72）/0.02］
ここで、R1は、３分での母体血液中の放射活性、R2は24時間での母体血液中の放射活性、
Ｗは、体重（グラム）、そしてR3は胎児の放射活性である。
所定の同腹子中の胎児の総重量および数は同腹子間で変化した。従って、伝達データを、
同腹子当たりに転移された量よりむしろ、胎児の単位重量当たりで示す（％T/g）（Medes
anら、1996）。妊娠マウスの血液容量は体重の7.2％であると考えられた（Guyerら、1976
）。胎児への伝達に利用可能な母体血液中の放射活性を、放射標識タンパク質の注入の３
分後に測定してから24時間後に残存する放射活性を推定することにより計算した。
経腸転移の阻害
BALB/c新生児マウス（10～14日齢）を、以前に記載（Kimら、1994b）のように、約2000の
Fc/IgGモル比での［125Ｉ］mIgG1およびFcヒンジフラグメントの混合物で挿管した（intu
bate）。阻害パーセントを、インヒビターのない同量の［125Ｉ］mIgG1の転移に対して計
算した。
mIgG1-セファロースへのFcRn結合の阻害
全てのFcヒンジ誘導体を、250mM NaClおよび5mM Na2EDTAを有する50mMリン酸緩衝液（pH6
.0）（PB-6）中で透析し、そして１mg/mlの濃度に調整した。300μlのFcヒンジ（WTまた
は変異体）またはPB-6を、エッペンドルフチューブ中で、25℃で30分間回転させながら、
150μlのmIgG1-セファロース（１mg/ml充填ゲル、50％懸濁液）、50μlのPB-6（10mg/ml 
OVA（Sigma Chemical Co．，St．Louis，MO）を含有する）、および10μlの［125Ｉ］FcR
n（0.1μg/200,000cpm）と共にインキュベートした。インキュベーション後、500μlの氷
冷PB-6を添加し、そしてゲルを、氷冷PB-6（＋１mg/ml OVA）を用いて12,000×ｇで３分
間遠心分離することにより、３回洗浄した。ゲルに結合した放射活性を決定した。ゲルペ
レットを、1mlのPB-7.5中に再懸濁し（250mM NaCl、5mM Na2EDTAを含有する50mMリン酸緩
衝液（1mg/ml OVAを有する））、そして上清を遠心分離後に捨てた。ゲルに結合した残存
放射活性を決定した。mIgG1-セファロースゲルに特異的に結合した放射活性を、結合放射
活性から残存放射活性を引き算することにより計算した。Fc誘導体によるFcRnのmIgG1-セ
ファロースへの結合阻害を、以下の式を用いて計算した：阻害％＝100－100 A/B、ここで
ＡはFcヒンジフラグメントの存在下でmIgG1セファロースに結合した特異的放射活性であ
り、そしてＢはFcヒンジフラグメントの非存在下で結合した特異的放射活性である。
ブドウ球菌プロテインＡ（SpA）への結合の分析
SpA-アガロースゲル（0.5ml）をBP-7（250mM NaCl、5mM Na2EDTAを含有する50mMリン酸緩
衝液）および1mg/ml OVA（BP-7.5）と平衡させた。50～100μlの各125Ｉ標識Fcヒンジフ
ラグメント（50μgのタンパク質を含有する）をカラム上にロードし、15分間インキュベ
ートし、次いで10カラム容量の同じ緩衝液で洗浄した。結合Fcヒンジフラグメントを100m
M酢酸で溶出した。素通り画分、洗浄液、および溶出液中の放射活性の量を決定した。結
合／非結合の比を計算し、そしてWTRFcヒンジフラグメントに対する各変異体の結合の割
合を決定した。
結果
マウスFcγ1ヒンジ変異体の発現および分析
WT Fcヒンジおよび変異体をコードするプラスミド（表XVIII）を構築し、そしてタンパク
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質をEscherichia coliを宿主として用いて発現させ、そして精製した。H285A変異体を除
いて、変異した残基は全て、CH2-CH3ドメイン界面（Deisenhofer、1981）に非常に密接し
ており、そしてまた、マウスおよびヒトの両方のIgGイソタイプ（Kabatら、1991）におい
て高度に保存されている。以前に記載のように、放射標識Fcヒンジ誘導体は、本質的に、
s-250カラム上で分析されたときに55kDaに対応する保持時間を伴うシングルピークとして
出現した（Kimら、1994a）。HPLC分析と共に考慮すると、還元および非還元SDS-PAGE分析
は、Fcヒンジ誘導体が非共有結合ホモダイマーおよびスルフヒドリル結合ホモダイマーの
混合物として発現されていることを示した。さらに、Fcヒンジ誘導体のCD研究は、変異が
組換えタンパク質の構造において大規模な変化を生じないことを示した。
Fcヒンジフラグメントの薬物動態学的分析
放射標識Fcヒンジフラグメントをマウスに注入し、そして血清放射活性を注入後の種々の
時点でモニターした。各Fcヒンジ誘導体について、異なるマウスにおける除去曲線は類似
であった。
各組換えFcヒンジフラグメントについて、１つの群内のマウスから24時間の時点で採集し
た血清サンプルをプールし、これをs-250カラムにおけるHPLCに供した。全てのFcヒンジ
フラグメントについて、大部分の放射活性は、注入タンパク質の分子量（55kDa）に対応
する保持時間を伴うシングルピークとして溶出した。以前の結果（Kimら、1994a）と一致
して、このことは、Fcヒンジ誘導体が、ホモダイマー分子として血清中に存続しており、
タンパク質分解により消化されておらず、他の血清タンパク質と会合していないことを示
す。Fcヒンジ誘導体の薬物動態学パラメーターを表XIXに示し、α相は、血管内隙と血管
外隙との間の平衡時間を表すが、β相は、血管内隙からの平衡化タンパク質の除去を表す
。さらに、α相の間で、組換えタンパク質調製物中に存在し得るいずれのミスフォールド
タンパク質分子も除去される；従って、β相は、血管内隙からの正確にフォールドされた
タンパク質の除去を表す。
本データは、いくらかの変異が対応するFcヒンジフラグメントのβ相半減期に対して有意
な効果を有することを、明らかに実証する。従って、CH2ドメインにおけるH310の変異は
、異化速度に対して顕著な効果を有する（表XIX）。対照的に、H285（CH2-CH3界面に遠位
のCH2ドメインの外部表面上のループ中に位置する（Deisenhofer、1981））の変異は、異
化速度に対して何の効果も有さず、これは以前の知見（Kimら、1994c）と一致する。H433
およびN434の同時変異は、これらの各位置での単一変異がWT Fcヒンジと同じ半減期を有
する２つの変異体（H433AおよびN434A）を生じたのに対し、β相半減期を77時間に減少さ
せた（36％減少）。N434のグルタミンでの置換もまた、WT Fcヒンジの半減期と同様の半
減期を有するFcヒンジフラグメントを生じた（表Ａ）。H433A-N434Q変異体の半減期（76.
9h）は、以前に報告された値（50.3h）（Kimら、1994a）より大きく、そしてこれはまた
、WT Fcヒンジフラグメント（119対82.9h）、H28A（106対85h）、およびI253A（26対20h
）についても観察される。これらの見かけの相違の説明は、本研究において用いたBALB/c
マウス（Harlan Laboratoriesから入手）は、1.0±0.4mg/mlのIgG濃度（25マウスの平均
）を有することであり、この値は、初期の研究（Kimら、1994a、1994c）において用いら
れた動物集団からのBALB/cマウスにおけるIgG濃度（4.6±0.8mg/ml）よりかなり低い。濃
度－異化関係（MarianiおよびStrober、1991）により、IgGの半減期は、より低い血清IgG
濃度を有するマウスにおいてより長いことが推定される。そしてこのことにより、直接比
較がなされた上記の場合における、Fcヒンジフラグメントのより長い半減期が説明され得
る。
CH3ドメインにおけるH435の変異は、CH2ドメイン中のI253またはH310の変異により誘導さ
れるのとほぼ同様に顕著な効果を有する。このことは、明らかに、このCH3ドメイン残基
がmIgG1の異化部位を構築するにおいて重要な役割を果たすことを示している。さらに、H
436A変異体は49時間の半減期を有し、H436が、異化の制御においてI253、H310、またはH4
53より微小な役割しか果たさないことが実証される（表XIX）。
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母胎転移
Fcヒンジフラグメントの薬物動態学分析を母胎転移研究に拡張した。分娩期近くの妊娠SC
IDマウスの循環から胎児への放射標識Fcヒンジ誘導体の転移を、転移研究のために用いら
れた24時間の間、母体血液中に存在する放射活性に対して１同腹子の胎児により採取した
タンパク質結合放射活性を測定することにより分析した。初期の研究において、wtおよび
変異体の両Fcヒンジフラグメントがインタクトな分子として胎児に転移されることが実証
された（Medesanら、1996）。従って、転移における差異は、wt分子と変異体分子とのタ
ンパク質分解に対する感受性における差異に起因するわけではないようである。I253A、H
310A、およびH435A変異体の伝達は、WT FcヒンジまたはH285Aの約10～20％でしかなかっ
た。このことにより、IgGの母胎転移においてこれらの残基により果たされる中心的な役
割が実証される。従って、これらの変異は、母胎転移および異化に対して同様の効果を有
する。しかし、I253A、H310A、H433A、およびH435Aについて見出されたβ相半減期と母胎
伝達との間の相関は、H436A変異体については観察されなかった。WT Fcヒンジに対して、
この変異体は、母胎伝達において同様の活性を有したが、より短い半減期を有する（表XI
Xおよび図12Ａ）。
腸管転移
組換えFcヒンジ誘導体の腸管伝達を、新生児マウスの腸管壁を横切る放射標識mIgG1の転
移を阻害するそれらの能力を測定することにより分析した（図12Ｂ）。結果は、I253A、H
310A、およびH435A変異体の母胎伝達について得られたデータと一致する。このことは、
同じレセプターおよび伝達機構が、両方の経細胞輸送プロセスに関与していることを示す
。しかし、H436A変異体は、WT Fcヒンジとほぼ同じ効率でSCIDマウスの母胎障壁を横切っ
て転移され（図12Ａ）、そしてなお新生児腸管を横切るmIgG1の転移を有効には阻害しな
い。従って、この変異体については、半減期および新生児転移の阻害はWT Fcヒンジに対
して減少しており、そしてなお母胎転移は影響を受けないようである。
FcRnに対する親和性
組換えFcヒンジフラグメントの組換えmFcRnへの結合についての相対的親和性を、［125Ｉ
］FcRnのmIgG1-セファロースへの結合を阻害するそれらの能力を測定することにより概算
した（図13Ａ）。本データは、全ての場合において、短い半減期および経細胞輸送アッセ
イ（母胎および新生児）における減少した活性を有する変異体がまた、H436Aを除いて、F
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cRnへの結合についてより低い親和性を有することを実証する。FcRnについてより低い相
対的親和性であるにも関わらず、この変異体は、WT Fcヒンジとほぼ同じ効率で母胎障壁
を横切って転移され、そしてなお減少した血清半減期および腸管転移アッセイにおける減
少した活性を有する。
SpAへの結合
SpA結合部位および異化部位はmIgG1のCH2-CH3ドメイン界面に位置することが以前に示さ
れており（Kimら、1994a）、従って、FcヒンジフラグメントのSpAへの結合に対する変異
の影響を、直接結合研究において分析した（図13Ｂ）。本データは、H310AおよびH435Aは
SpA結合を大いに損なう（WTの９～12％）が、I253またはH433の変異はそれほど顕著な影
響を有さない（WTの30～35％）ことを示す。
本研究は、CH2ドメイン（I253およびH310）およびCH3ドメイン（H435および、より少ない
程度ではH436）のアミノ酸残基が経細胞輸送およびmIgG1の血清存続性の調節に関与して
いることを実証する。この結論は、非グリコシル化（aglycosylated）形態で発現された
組換えFcヒンジフラグメントの分析から導かれるが、初期の研究は、WT Fcヒンジフラグ
メントが、完全なグリコシル化mIgG1と同じβ相半減期（Kimら、1994a）および経細胞輸
送アッセイにおける同じ活性（Kimら、1994b）を有することを実証した。このことは、こ
のイソタイプについて、非グリコシル化Fcヒンジフラグメントを用いる研究を完全IgGに
拡張することが妥当であることを示す。従って、両ドメイン中の残基は、FcRn-mIgG1相互
作用を含む２つのプロセスにおいて重要な役割を果たす。この結論は、CH2ドメインにお
ける変異がCH3ドメインにおける変異よりもより顕著な効果を有するという初期の提言（K
imら、1994a；1994c；1994b；Medesanら、1996）に矛盾するようであり得る。しかし、こ
れらの初期の研究では、経細胞輸送／異化におけるH433およびN434の両方の同時変異の効
果のみを分析しており、これは、これらの残基について微小な役割を示した。最近の研究
では、これらの２つのアミノ酸のそれぞれの変異は、独立して、経細胞輸送および異化の
両方に対して有意でない効果を有する。H433およびN434の両変異の観察された効果につい
ての最も妥当な説明は、これらの２つのアミノ酸の同時変異が、隣接したヒスチジン（H4
35）（H433およびN434とは対照的に、FcRn-mIgG1相互作用において本質的な役割を果たす
）の方向付けにおいて、局所的な混乱を引き起こすということである。
H310およびQ311を含む領域（以前、H310、Q311からA310、N311への同時変異の状況で分析
された）のさらなる分析は、FcRn-mIgG1相互作用におけるH310の中心的役割を実証する。
H310のアラニンへの変異は、初期に分析したH310A/Q311N変異体について見られるのとほ
ぼ同程度に顕著である効果を有する。この理由のため、Q311単独の変異効果を現研究にお
いて調べなかった。I253、H310、およびH435とは対照的に、H436は、血清IgGレベルおよ
び経細胞輸送の維持においてより微小な役割を果たす。I253およびH310はともに、全ての
マウスおよびヒトIgGイソタイプで高度に保存されており（Kabatら、1991）、一方、H435
およびH436は、より低い程度の保存を示す（mIgG2bにおいては、Y435、Y436；mIgG2aアロ
タイプにおいては、L436；ヒトIgG1、IgG2、およびIgG4においては、Y436；ヒトIgG3にお
いては、F436；ならびにヒトIgG3アロタイプにおいては、R435）。これらの配列の差異は
、他のIgGイソタイプに対するmIgG2bおよびヒトIgG3のより短い血清半減期（WardおよびG
hetie、1995）を説明し得た。今日まで、異なるヒトIgGイソタイプ（MellbyeおよびNatvi
g、1973）およびマウスIgGイソタイプ（Guyerら、1976）の相対的経細胞輸送活性に関し
て利用可能な一貫したデータは存在しない。従って、母胎または新生児転移に対する435
位および436位でのアミノ酸差異の効果について、仮定することができない。IgGとは対照
的に、IgM、IgE、およびIgAは、短い血清半減期を有し、そして胎盤／卵黄嚢障壁または
新生児腸を横切って転移されない（Zuckierら、1989；Wild、1973）。これらの観察と一
致して、Fc-FcRn相互作用を媒介するのに重要であると本研究で示された残基のいずれも
が、ヒトおよびマウスの両方のIgM、IgE、およびIgAはそれぞれの分子の他の領域ではIgG
と有意な相同性を共有している（Kabatら、1991）にも関わらず、これらの３つのIgクラ
スには存在しない。
I253は、哺乳動物に属する全てのIgG分子において保存されている、高度に曝露された疎
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水性の残基である（Kabatら、1991）。本研究では、このイソロイシンのアラニンへの変
異は、血清半減期および母胎障壁または新生児腸を横切る経細胞輸送においてかなりの減
少を生じた。このことは、I253がSpAへの結合（Deisenhofer、1981）以上に重要な生理的
役割を満たすことを、明らかに示す。I253に隣接するアミノ酸残基は、ヒトFcのSpAへの
結合（Deisenhofer、1981）に関与しており、そしてFcRnの結合におけるそれらの関与は
排除され得ない。従って、M252は、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、およびヒトの
全てのIgGイソタイプにおいて高度に保存されており、但し、mIgG1およびラットIgG1／Ig
G2a（トレオニンがメチオニンに置換されている）のようないくつかの例外を除く（Kabat
ら、1991）。同様に、254位は、全てのイソタイプおよび種についてセリンで占められて
おり、但し上述のマウスおよびラットイソタイプ（この位置にトレオニンを有する）を除
く。252位および254位におけるこれらの変化は、他のイソタイプと比較した、mIgG1のよ
り長い半減期およびより効率的な経細胞輸送と相関し得る。
H433AおよびH436Aを除く全ての変異体について、FcRnおよびSpAへの結合は同程度に損な
われている。H433Aは、WT Fcヒンジに比較してSpA結合を減少させたが、FcRnと相互作用
するとき影響はない。逆に、H436A変異は反対の効果を有する。従って、SpAおよびFcRn相
互作用部位は重複するが、この重複は完全ではなく、mIgG1におけるSpAおよびFcRnの「フ
ットプリント」は別個である。このことはまた、FcRn-mIgG1およびSpA-mIgG1相互作用に
ついて観察されたpH依存性の差異（WallaceおよびRees、1980；RodewaldおよびKrachenbu
hl、1984；Eyら、1978）と一致する。
IgGおよびFcRn間の相互作用のpH依存性（pH６～6.5で結合し、そしてpH７～7.5で遊離す
る）（WallaceおよびRees、1980；RodewaldおよびKraehenbuhl、1984）は、ヒスチジンの
イミダゾール側鎖のpK値の範囲内に入る。本研究からのデータと共に考慮すると、この情
報は、IgG-FcRn相互作用の顕著なpH依存性が、CH2およびCH3ドメインの界面に位置する31
0位、435位、および436位の表面に近接可能なヒスチジン残基により決定されることを示
唆し、そしてこの結論は、Bjorkmanおよびその共同研究者のデータと一致する。このこと
は、mIgG2aについて、6.4～6.9のpH範囲に３つの滴定可能な残基が存在することを示す（
Raghavanら、1995）。これらの研究（Raghavanら、1995）と一致して、H310A変異体の分
析は、H310Aが、Fc-FcRn相互作用を媒介することにおいてインビトロおよびインビボの両
方で役割を果たすことを実証する。しかし、対照的に、H433AおよびH435Aの分析は、mIgG
1について、H435のアラニンへの変異がFcRnについての親和性の損失を生じ、一方、H433
は、FcRn結合において何の役割も果たさないことを示す。さらに、H436のアラニンへの変
異は、FcRnに対して減少した親和性を有するFcヒンジフラグメントを生じる。従って、mI
gG1-FcRn相互作用の高度の親和性を媒介することにおいて役割を果たすヒスチジンは、H3
10、H435、および、より低い程度ではH436である。これらのデータと他のデータ（Raghav
anら、1995）との間のH433およびH435における見かけの差異の理由は明らかではないが、
後者の研究では、FcRn相互作用部位およびその部位に近接した両方の残基において結果的
な配列差異を伴う異なるイソタイプ（mIgG2a、mIgG2b、およびヒトIgG4）が用いられた。
従って、周囲残基の配列における差異の状況では、H433およびH435の相対的役割は異なる
イソタイプでは別個であると考えられる。
薬物動力学に対するFcヒンジフラグメントの変異の効果、新生児刷子縁／卵黄嚢を横切る
経細胞輸送、およびFcRnについての親和性の間の密接な相関（表XX）は、FcRnがこれら全
てのプロセスに関与している（Ghetieら、1996；JunghansおよびAnderson、1996）という
概念を支持する。これはまた、β2m発現の喪失に起因してFcRnを欠損するマウスにおいて
、IgGが腸管伝達を減少させ（Israelら、1995；Zijlstraら、1990）、そして異常に短い
血清半減期を有する（Ghetieら、1996；JunghansおよびAnderson、1996）ことを示す研究
と一致する。異化および経細胞輸送の制御の両方について、FcRnに結合したIgG分子のみ
が分解から保護され、そして循環に再入する（異化）か、または卵黄嚢／新生児腸管を横
断する（経細胞輸送）と仮定されている（Brambellら、1964）。FcRnは、最初、母親から
胎児または新生児への抗体の伝達に関与する異なる種の組織（胎盤、卵黄嚢、および新生
児腸管の刷子縁）において機能的タンパク質として同定された（WallaceおよびRees、198
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0；RodewardおよびKrachenbuhl、1984；Robertsら、1990；Simisterら、1996；Kristoffe
rsenおよびMatre、1996；Leachら、1996）。より最近では、マウスFcRn α鎖mRNAがIgGの
母体伝達に関与しない器官（例えば、肝臓、肺、心臓、および脾臓）から単離されている
（Ghetieら、1996）。FcRnのラットおよびヒトホモログがまた、mRNAレベルで偏在的に発
現されていることが見出されている（Storyら、1994；SimisterおよびMostov、1989b；Bl
umbergら、1995）。このことは、FcRnがそれらの器官内で内皮細胞により合成され得るこ
とを強く示唆する。このことと一致して、FcRn α鎖mRNA（Ghetieら、1996）および対応
するタンパク質が培養マウス内皮細胞（SVEC）から単離されており、これにより、内皮細
胞がIgG異化の部位であり得ることが示唆される。ヒトIgGにおけるI253、H310、およびH4
53の高度の保存を伴う（Kabatら、1991）、成体組織において偏在的に発現されるFcRnの
ヒトホモログ（Storyら、1994）が、ヒト胎盤から単離されたこと（Simisterら、1996；K
ristoffersenおよびMatre、1996；Leachら、1996）は、血清IgGの母胎転移およびホメオ
スタシスの同じ機構がヒトIgGにおいて作用することを示す。分子詳細においてこれらの
プロセスを理解することは、治療的IgGの薬物動態学の調整およびIgGの母胎転移の増強（
胎児の受動免疫において価値があり得る）の両方について含蓄を有する。

FcRn-IgG相互作用のpH依存性（WallaceおよびRees，1980；RodewaldおよびKrachenbuhl，
1984）は、結合が生じるサブ細胞部位（細胞表面または細胞内区画）が、以前に議論され
た（Ghetieら，1996）ように、新生児経細胞輸送および母胎転移／異化の制御について異
なることを示唆する。他の未知の要素（例えば、これらの異なる細胞区画における再利用
率）もまた、FcRnの有効濃度を決定することに役割を果たし得る。関与するプロセスおよ
び細胞型の間のこれらの相違は、共通のレセプターの関与にもかかわらず、H436A変異体
の挙動（半減期、腸管転移、およびFcRnへの親和性が他の変異体ほど密接に母胎伝達と相
関しない）を説明し得る。H436A変異の異常な影響についてのさらなる説明は、以下の通
りであり得る：H436のアラニンへの変異は、異化、腸管転移の阻害、およびFcRnへの結合
に、I253A、H310A、およびH435Aについて観察されたほど著しい影響を有さず、そして、
他の３つのアッセイとは対照的に、母胎転移アッセイは、内因性IgGによる競合の非存在
下でSCIDマウスを用いて行われる。従って、この状況では、母胎転移に対するこの変異の
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影響は、伝達の時間経過の分析が行われるかまたは転移が内因性の競合するIgGの存在下
で例えばBALB/cマウスにおいて分析される場合にのみ、それ自身表れる。対照的に、競合
アッセイにおいてFcRnへの結合についてH436Aよりも低い親和性を有する変異体（例えば
、I253A、H310A、およびH435A）については、３つ全てのインビボアッセイ（異化、母胎
転移、および新生児経細胞輸送の阻害）における低い活性は密接に相関する。
まとめると、この研究は、異化および母胎／新生児経細胞輸送の制御におけるmIgG1の３
つの高度に保存されたヒスチジン（H310、H435、およびより低い程度でH436）の役割の明
快な同定をもたらした。従って、これらのプロセスにおけるI253に関する以前のデータと
ひとまとめにして考えると、これらの残基は、FcRn-mIgG1相互作用に重要である。この研
究はさらに、経細胞輸送および異化の両方におけるFcRnの関与を支持する証拠を拡張し、
そしてIgGのこれらの必須の機能を調節する分子機構の理解に対する関連性を有する。
実施例10
コグネイト抗原に結合するための抗体の親和性改善のためのバクテリオファージディスプ
レーの力は、既に実証されている。本研究では、この系を用いて変異Fcフラグメントを発
現させ、そしてFcRnへの結合についてより高い親和性の変異体を選択する。本研究のため
に、ミリグラム量の可溶性FcRn（sFcRn）を用い、そしてWT Fcフラグメントを機能的に活
性な形態でファージの表面上に発現させる。
変異誘発のためのストラテジー
以前の研究は、Ile253、His310、His433、Asn434、His435、およびHis436が直接的または
間接的のいずれかで、FcRnへの結合において役割を果たすことを示している（Kimら，199
4a；1994b；Medesanら，1997および実施例９）。これらの重要な残基に隣接する残基およ
びヒトIgG1のＸ線構造（Deisenhorfer，1981）からCH2-CH3ドメイン界面の近傍に最も曝
されるようである側鎖を有する残基を、ランダムな変異誘発のために選択した。さらに、
これらの残基は、種内および種間（例えば、ヒトと比較してマウスにおいて）で保存され
ていないはずである。このことは、これらが、異化の制御および経細胞輸送（またはIgG
のいくつかの他の重要な機能）に（直接的には）関与しないことを示唆する。マウスIgG1
イソタイプについてのこのような残基の例は、EU番号付け（Edelmanら，1969）で、CH2ド
メインにおけるThr252、Thr254、Thr256（分析については実施例４を参照のこと）、Met3
09、Gln311、Asn315、ならびにCH3ドメインにおけるHis433およびAsn434である。
ランダムな変異誘発の前に、sFcRnへのFcフラグメントの結合に対する、これらの残基の
それぞれのアラニンへの変異の影響を分析する。これらの残基のいずれかが10倍を越えて
親和性を低く変化させる場合、これらはランダムには変異されない。しかし、上記に列挙
したこれらの残基の大部分は、高度には保存されておらず（Kabatら，1991）、従ってこ
れらは、Fc:FcRn相互作用および拡大すると、異化およびIgG経細胞輸送の制御において重
要な役割を果たすようであると考えられる。His433およびAsn434はCH3ドメインから突出
しているループ上で高度に露出されている（Deisenhofer，1981）ので、変異誘発の好ま
しい候補である隣接残基はほとんど存在しない。より多数の変異が、CH3ドメインよりもC
H2ドメインで作製される。
これらの残基を、２～６の群（例えば、Gln309/Arg315ランダム変異体を、Thr252、Thr25
4、およびThr256ランダム変異体と組み合わせる）で、隣接コドンと正確にマッチするが
変異した残基に対応するコドンの位置にランダムな塩基を挿入するオリゴヌクレオチドを
用いて、ランダムに変異させる。同じFc遺伝子内で相互に遠位である変異コドンの挿入の
ために、２つ以上の異なるオリゴヌクレオチドとともに２回のPCRTMを用いる。オリゴヌ
クレオチドにおけるランダムな塩基を、コドン末端のゆらぎ位置がＡで終了するように設
計し、そして特定のアミノ酸に対する偏りを避けるために、Ｃもまたゆらぎ位置から除去
され得る（HoogenboomおよびWinter，1992により記載されたように）。変異遺伝子を、オ
ーバーラップ伸長によるスプライシング（Hortonら，1989）によるかまたは唯一の制限部
位を用いる（変異部位の近位に位置する場合）ことによるかのいずれかにより組み立てる
。変異誘発に続いて、各変異誘発オリゴヌクレオチドを用いて作製された約20クローンを
、ジデオキシヌクレオチド法（Sangerら，1977）を用いて配列決定する。約20クローンの
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発現レベルを、以前に記載されたように（Wardら，1989）抗myc抗体9E10および免疫ブロ
ッティングを用いて分析する。
FcRnへの結合に対してより高い親和性を有する変異体の選択
変異Fc遺伝子のライブラリーからのより高い変異体の選択のための２つのストラテジーを
用いる。第１に、変異遺伝子をpHEN1（Hoogenboomら，1991）内で組み立て、そしてE．co
li TG1をトランスフェクトするために用いる。上記で示したように、抑制の漏出は、組換
え細胞から搬出される可溶性Fcおよびファージに結合したFcフラグメントの両方をもたら
し、そしてこれらはファージの表面上にホモダイマーとして組立てられるべきである。Fc
フラグメントを有するファージ（「Fc-ファージ」）を増殖し、ポリエチレングリコール
沈澱により濃縮し、そして以前に記載された（Marksら，1991；Ward，1977；Popovら，19
95）ように、sFcRnコートDynabeads/Ni2+-NTA-アガロース上でパンニングする。sFcRnを
、以前に記載された（Popovら，1996）ように、バキュロウイルスに感染した昆虫細胞か
ら精製する。パンニングとその後のファージ増殖の繰り返しは、より高い親和性のバイン
ダーの富化をもたらすはずである。さらに、より高い親和性の変異体を選択するために、
Winterおよび共同研究者（Hawkinsら，1992）により記載された手順と類似の手順を用い
る；第１に、抗原がファージよりも過剰であるが必要とされる解離定数の濃度（7.8nM；R
aghavanら，1994）よりも低い濃度であるように、ファージを少量の可溶性ビオチン化sFc
Rn（＜１μg）と混合する。次いで、sFcRnに結合したFc-ファージ粒子を用い、そしてNi2
+-NTA-アガロースを添加してsFcRnに結合したファージを分離する。第２に、より低いオ
フ速度を有するFcフラグメントを選択するために、Fc-ファージ粒子をビオチン化sFcRnに
予めロードし、次いで以前に記載された（Hawkinsら，1992）ように、ストレプトアビジ
ンでコートしたビーズの添加の前に、可変の倍数で過剰な非標識抗原中に希釈する。ある
いは、実施例４で用いられた選択方法を利用する。
全ての結合工程を、pH６で行い、そして結合したファージをpH7.4で溶出してから指数関
数的に増殖したE.coli TG1細胞に感染させる。数回のパンニングの後、宿主株を非サプレ
ッサー株E.coli HB2151（Marksら，1991）に切り替える。Fc変異体を、検出のために抗my
cタグ抗体9E10に由来するビオチン化Fabフラグメントを用いて、sFcRnコートプレートを
用いるELISAにおいて可溶性分泌Fcフラグメントとして分析する（完全な9E10抗体は、こ
れがマウスIgG1抗体であり、そしてFcRnへの結合についてFcフラグメントと競合するので
使用しないことに留意されたい）。このために、Fcフラグメントを、親和性精製タグとし
てc-mycタグを用いて組換えE.coli細胞から精製する（Marksら，1991；Popovら，1995）
；あるいは、遺伝子を、Ni2+-NTA-アガロースを用いる精製のためのインフレームなポリ
ヒスチジンタグとともに、VβpelBHis（Ward，1992）のベクター誘導体中にNcoI-NotIフ
ラグメントとして再クローン化する。His6タグ化タンパク質の検出のために、Fcフラグメ
ントをビオチン化してから使用する（Amershamビオチン化キット）。ELISAにおける全て
の結合工程を、pH６で行う。
マウスFcフラグメントはFcRnへの結合に高い親和性を有すると期待される（ラットFcRn:F
c相互作用との類似性による）ので、FcRn:Fc相互作用について増加した親和性を有する変
異体を選択するのは、特に１つのFcあたり２つの機能性結合部位が存在する（親和力が増
大する）場合は、困難であるかもしれない。従って、先のFcハイブリッドの研究（Kimら
，1994c）に基づくアプローチをとる。Fcハイブリッドは、１つの変異体（HQ-310/HN-433
）と会合した１つのWT Fcポリペプチドのヘテロダイマーを含み、そしてHQ-310/HN-433変
異体はFcRnに不十分にしか結合しない（Kimら，1994b；Popovら，1996b）ので、親和力の
喪失により減少した結合親和性を有する。従って、ランダムに変異したWT Fcフラグメン
トとHQ-310/HN-433との同時発現は、FcRnにモノマーとして強く結合する、より高い親和
性の変異体の選択を容易にし得る。このような変異体は、続いてホモダイマーとして発現
され得、そしてそれらの二価のフラグメントとしての親和性が決定され得る。
ランダムに変異したFcフラグメント（WT Fcに由来する）を、部位特異的変異誘発により
停止コドンが除去されている改変版のpHEN1中（ZollerおよびSmith，1982）に連結する。
従って、E.coliへの形質転換に続いて、全てのランダム変異体を、cpIII結合融合体とし
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て発現する。E.coliをまた、HQ-310/HN-433 Fc遺伝子をpBGS19（カナマイシン耐性を与え
るpUC119の誘導体；Sprattら，1986）中に連結することにより以前に作製されたプラスミ
ドを用いて同時形質転換する。二重トランスフェクタントを、アンピシリン＋カナマイシ
ンプレート上で（Kimら，1994c；Riechmannら，1988により記載されたように）選択し、
そしてファージを増殖し、ポリエチレングリコール沈澱により濃縮し、そしてsFcRnでコ
ートしたDynalビーズ/Ni2+-NTA-アガロース上で、上記のより高い親和性の変異体につい
ての選択のためのアプローチを用いてパンニングする。
より高い親和性の変異体を可溶性分泌タンパク質として発現するために、遺伝子をpHEN1
中に再クローン化し、そしてE.coli HB2151を宿主として使用して発現させる。あるいは
、遺伝子をVβpelBHis（Ward，1992）誘導体中にクローン化して上記のようなNi2+-NTA-
アガロースを用いる精製を可能にする。ELISAもまた上記のように行う。
より高い親和性の変異体の親和性測定
FcRnへのより高い親和性を有するFc変異体を、以前に記載された（Ward，1992；Marksら
，1991；Popovら，1995）ように、c-mycエピトープまたはポリヒスチジンペプチドを親和
性精製タグとして用いて、組換えE.coli細胞から精製する。sFcRnへの結合についてのこ
れらのFcフラグメントの親和性を、表面プラズモン共鳴（SPR）およびBIAcore（Karlsson
ら，1991）を用いて決定する。このアプローチは、抗体-抗原相互作用を分析するために
用いられており（Ward，1994；Borrebaeckら，1992）、そしてBjorkmanおよび共同研究者
は、SPRを用いてIgGとラットFcRnとの相互作用を特徴付けた（Raghavanら，1994；Popov
ら，1996b）。
平衡結合定数および速度解離定数（Kd＝ｋoff/ｋon、ここでｋoffおよびｋonはそれぞれ
オフ速度およびオン速度である）をともに決定する研究を行う。精製したsFcRnは、標準
的なアミンカップリング手順を用いてCM5チップ（Pharmacia）に直接カップリングさせる
。化学的カップリングのために、sFcRnを、10mM酢酸緩衝液（pH5.5）中で20μg/mlでカッ
プリングさせる。最初に、両方の型のセンサーチップを用い、そして結合した正確に折り
畳まれたsFcRnの相対量を、マウスIgG1またはWT Fcのいずれかを用いて決定する。Fcフラ
グメントを、脱塩カラムまたは透析のいずれかを用いてBIAcoreランニング緩衝液（10mM 
HEPES、3.4mM EDTA、150mM EDTA、150mM NaCl、および0.05%P20、pH7.4）に移し、そして
最初に0.05～0.5mg/mlの濃度範囲で使用する。これらのフラグメントをまた、凝集物を除
去するために、使用の直前にサイズ排除（HPLC）により精製する（これはアーチファクト
を避けるために必須であるからである）。５～30μl/分の流速を用いる。
代替的なアッセイ形式として、Fcフラグメントを上記のCM5チップにカップリングし、そ
してBIAcoreランニング緩衝液中のsFcRnを最初に0.05～0.5mg/mlの濃度範囲で用いる。最
初の研究を、sFcRnと完全なIgG1/WT Fcとの間の相互作用を分析するために行い、次いで
より高い親和性をおそらく有する変異体Fcフラグメントの分析に拡張する。
Fc変異体の母胎転移および腸管転移の薬物動態学
先の実施例において上述した方法を用いる。
より高い親和性変異のIgG2aへの取り込み
マウスイソタイプの内、IgG2aはADCCで最も効率的であり、そしてまた補体媒介性溶解を
有効に行う（HerlynおよびKoprowski，1982；Bindonら，1988）。異化部位の残基Ile253
、His310、His435、およびHis436はまた、IgG2a中にも存在し（表Ｉ）、そしてこれに一
致して、IgG1およびIgG2aの半減期は同様である（Pollockら，1990）。従って、このイソ
タイプの経細胞輸送および血清存続性を改善するために、IgG1の改善した経細胞輸送およ
び血清存続性をもたらすことが見出された同じ変異を、Y-3Pハイブリドーマ（IgG2a；Jan
ewayら，1984）由来の組換えFcフラグメントに取り込ませる。組換えFcフラグメントを、
先の実施例で記載された方法と同じ方法を用いて精製および分析する。
完全なグリコシル化IgGに対する変異の影響の分析
IgG1イソタイプ
マウスIgG1抗体（抗アルソン酸）の発現のための構築物を、pRL1（Riechmannら，1988）
中への連結のための適切な制限部位とともにPCRTMを用いて作製し、そしてミエローマNSO



(63) JP 4046354 B2 2008.2.13

10

20

30

40

50

細胞をトランスフェクトするために用いる。さらに、FcRnへのより高い親和性結合、増大
した経細胞輸送、およびおそらく改善された血清存続性をもたらす、Fcフラグメントの変
異を、部位特異的変異誘発（ZollerおよびSmith，1982）を用いてこの構築物のFc遺伝子
に取り込ませる。全ての変異体を、発現分析の前に配列決定（Sangerら，1977）し、第２
の部位の変異が存在しないことを確実にする。
安定なトランスフェクタントを、以前に記載された（Riechmannら，1988）ようにNSO細胞
のエレクトロポレーション、その後のミコフェノール酸を用いる選択により、またはより
好ましくは実施例８に記載されたように昆虫細胞をトランスフェクトするためにバキュロ
ウイルス系を用いることにより作製する。この後者の系は、それがより早いので好ましい
。NSO細胞トランスフェクションのために、クローンを限界希釈により単離し、そして個
々のクローンの発現レベルを、細胞を35Ｓ-メチオニンでパルス標識し、その後培養上清
のSDS-PAGEにより決定する。PAGEゲルを乾燥し、そしてオートラジオグラフィーを行う。
IgG1変異体を、アルソン酸（Ars）-SepharoseまたはプロテインＡ-Sepharoseを用いて精
製する（しかし、FcRnへのより高い親和性結合をもたらす変異がプロテインＡ結合に有害
な影響を有することが考えられ得、従ってArs-Sepharoseの使用が好ましいかもしれない
）。WTおよび変異体のIgG1抗体を放射標識し、そして記載された（Kimら，1994a；Kimら
，1994c）ように、薬物動態学、母胎転移、および腸管転移の研究に用いる。
他のイソタイプ
IgG1以外のマウスイソタイプ（または変異体誘導体）をコードする遺伝子を用いて、上記
の発現構築物中のIgG1定常領域を置換する。これらの構築物を用いて、NSO細胞をトラン
スフェクトし、そしてArs特異的抗体を、Ars-SepharoseまたはSpA-Sepharoseを用いて精
製する。あるいは、完全なグリコシル化IgGを、マウスIgG2bについて実施例８に記載され
たバキュロウイルス系において発現する。これらの抗体を、上記のように薬物動態学、母
胎転移、および腸管転移の研究に用いる。
CH2-CH3ドメイン界面での変異ならびに補体結合およびADCCへの影響
変異体抗体がそれら自身の機能（補体結合およびADCC）を有して治療に用いられる場合、
これらがより高い親和性でFcRnに結合し、そして結果としてより効率的に経細胞輸送され
、そしてより長い血清存続性を有するならば、これらはまたADCCおよび補体結合に関して
それらの元の特性を保持することを確実にすることが重要である。マウスIgG2aおよび2b
は、補体結合およびADCCで最も有効であり（HerlynおよびKoprowski，1982；Bindonら，1
988）、従ってこれらが活性を喪失していないことをチェックすることが特に重要である
。対照的に、マウスIgG1は、これらの２つのエフェクター機能において相対的に不活性で
ある（HerlynおよびKoprowski，1982；Bindonら，1988）。従って以下のアッセイを行う
。
補体媒介性溶解
DuncanおよびWinter（1988）により記載された方法と同様の方法を用いる。ヒツジ赤血球
（RBC）をPBS中で洗浄し、そして109細胞／mlで再懸濁する。アルソネートを、以前に記
載された方法（HarlowおよびLane，1988）を用いて-p-アゾベンゼンアルソネート-L-チロ
シン-t-Boc-N-スクシンイミドを添加することにより細胞にカップリングする。細胞を補
体結合希釈物（CFD）中で３回洗浄し、そして108細胞/mlで再懸濁する。細胞を、Na51CrO

4（細胞１mlあたり0.2ml、比活性１～10mCi/ml）とともに37℃で４時間インキュベートす
ることにより標識する。抗体（野生型および変異体）の系列希釈を、96ウェルプレートの
平底ウェルでCFD中に作製する。50μlの1:10希釈のモルモット血清および100μl誘導体化
標識細胞を各ウェルに添加する。結果を以下の式を用いて表す：

ADCC
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本質的にSarmayおよび共同研究者（1992）の方法を用いる。マウスまたはニワトリのRBC
を、上記のようにアルソネートを用いて誘導体化し、そしてNa51CrO4を用いてパルス標識
する。WTおよび変異体の抗体の系列希釈を96ウェルプレートのウェル（105細胞／ウェル
を含む）に添加し、そしてエフェクター細胞を0.5～５（エフェクター：標的）の範囲の
比率で標的細胞に添加する。エフェクター細胞として、IFN-γで活性化したマウス腹膜マ
クロファージまたはP388D1細胞（Nathanら，1983）を用いる。細胞を、37℃で12時間イン
キュベートし、そして51Cr比放出を上記のように決定する。
実施例11
この実施例は、FcRnに結合しないF（ab'）2フラグメントよりもずっと長い血清存続性を
有するFabフラグメントを記載する。これらのフラグメントは、ある範囲の親和性でFcRn
に結合し、そしてより長い血清存続性を有する非Fcリガンドを示す。
長い血清存続性を有するF（ab'）2フラグメントの単離
ニュージーランド白ウサギを、適切な抗FcRn力価が達成されるまで２週間間隔で、その後
の注射のために不完全Freundアジュバント中に乳濁化した100μg FcRnを用いて、可溶性
組換えFcRn（Popovら，1996b）で皮下免疫した。次いで、ポリクローナル血清を単離し、
そしてIgGをプロテインＡ-Sepharose（Pharmacia，Piscataway，NJ）を用いて精製した。
IgGをペプシンで消化してF（ab'）2フラグメントおよびFcフラグメントを生成し、そして
精製したF（ab'）2フラグメントをFcおよび全ての未消化IgGからプロテインＡ-Sepharose
を用いて分離した。抗FcRn F（ab'）2フラグメントを、FcRn-Sepharoseを用いて精製し、
次いでMHCクラスＩ発現RMA細胞を用いて吸着し、交差反応性抗MHCクラスＩF（ab'）2フラ
グメントを取り出した。FcRn（「コントロール」F（ab'）2）に結合しないF（ab'）2フラ
グメントを、IgGの精製、その後のペプシンでの消化について同じ方法を用いてウサギの
免疫前血清から得た。両方のF（ab'）2調製物を、以前に記載されたようにIodogenを用い
て放射標識し、そしてSWISSマウス（１群あたり３～４マウス）におけるクリアランス研
究において使用した。β相半減期は、コントロールF（ab'）2については24.6±3.6時間で
あり、そして抗FcRn F（ab'）2については78.2±4.8であった。明らかに、抗FcRn F（ab'
）2フラグメント（または最もありそうなのは、ポリクローナル集団内のF（ab'）2のサブ
セット）は、同じ系統におけるマウスIgG1またはFc-ヒンジのβ相半減期（約120時間）に
近い長い血清存続性を有した。
＊　　　＊　　　＊
本発明の組成物および方法を好ましい実施態様に関して記載してきたが、本明細書中に記
載の組成物、方法、および方法の工程または順序に、本発明の概念、精神、および範囲か
ら逸脱せずに変更が適用され得ることが当業者には明らかである。より詳細には、化学的
および生理学的の両方で関連する特定の因子が本明細書中に記載の因子について置換され
得るが、同じまたは同様の結果が達成されることは明らかである。当業者に明らかなこの
ような同様の置換および改変の全ては、添付の請求の範囲により定義された本発明の精神
、範囲、および概念内にあると判断される。請求した全ての主題は、過度の実験を伴わず
に成され得る。
参考文献
以下に列挙した参考文献は、本明細書中で用いた方法、技術、および／または組成物につ
いての背景を補充、説明、提供し、またはそれらを教示する程度に、本明細書中に参照と
して援用されている。
米国特許第3,791,932号
米国特許第3,949,064号
米国特許第4,174,384号
米国特許第4,554,101号
米国特許第4,578,770号
米国特許第4,596,792号
米国特許第4,599,230号
米国特許第4,599,231号
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配列表
(1)一般的情報：
(i)出願人：
(A)名称：ボード　オブ　リージェンツ，ザ　ユニバーシティ　オブ　テキサス　システ
ム
(B)番地：ウエスト　７ティーエイチ　ストリート　201
(C)市：オースティン
(D)州：テキサス
(E)国：アメリカ合衆国
(F)郵便番号：78701
(G)電話：（512）418-3000
(H)テレファックス：（713）789-2679
(ii)発明の名称：増大した半減期を有する免疫グロブリン様ドメイン
(iii)配列数：25
(iv)コンピューター読み出し形態：
(A)媒体型：フロッピー ディスク
(B)コンピューター：IBM PC互換用
(C)OS：PC-DOS/MS-DOS
(D)ソフトウェア：パテントイン リリース #1.0，バージョン #1.30（EPO）
(2)配列番号１の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：33塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号１：

(2)配列番号２の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：34塩基対
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(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号２：

(2)配列番号３の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：32塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号３：

(2)配列番号４の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：31塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号４：

(2)配列番号５の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：33塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号５：

(2)配列番号６の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：17塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号６：

(2)配列番号７の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：35塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号７：

(2)配列番号８の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：39塩基対
(B)型：核酸
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(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号８：

(2)配列番号９の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：34塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号９：

(2)配列番号10の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：38塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(ix)配列の特徴：
(A)特徴を表す記号：modified_base
(B)存在位置：21..34
(D)他の情報：/注記＝「Ｎ＝Ａ，Ｇ，ＣまたはＴ」
(ix)配列の特徴
(A)特徴を表す記号：modified_base
(B)存在位置：20
(D)他の情報：/注記＝「Ｓ＝ＧまたはＣ」
(xi)配列：配列番号10：

(2)配列番号11の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：13塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号11：

(2)配列番号12の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：19塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号12：

(2)配列番号13の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：23塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
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(ix)配列の特徴
(A)特徴を表す記号：modified_base
(B)存在位置：22..23
(D)他の情報：/注記＝「Ｎ＝Ａ，Ｇ，ＣまたはＴ」
(xi)配列：配列番号13：

(2)配列番号14の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：23塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(ix)配列の特徴
(A)特徴を表す記号：modified_base
(B)存在位置：22..23
(D)他の情報：/注記＝「Ｎ＝Ａ，Ｇ，ＣまたはＴ」
(xi)配列：配列番号14：

(2)配列番号15の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：24塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号15：

(2)配列番号16の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：21塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号16：

(2)配列番号17の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：19塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号17：

(2)配列番号18の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：18塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号18：
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(2)配列番号19の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：18塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号19：

(2)配列番号20の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：21塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号20：

(2)配列番号21の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：21塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号21：

(2)配列番号22の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：21塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号22：

(2)配列番号23の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：24塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号23：

(2)配列番号24の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：18塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号24：
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(2)配列番号25の情報：
(i)配列の特徴：
(A)長さ：18塩基対
(B)型：核酸
(C)鎖の数：一本鎖
(D)トポロジー：直鎖状
(xi)配列：配列番号25：

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図５】
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【図６Ａ】 【図６Ｂ】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】

【図１２Ａ】

【図１２Ｂ】

【図１３Ａ】
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【図１３Ｂ】
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