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(57)【要約】
　本発明は、抗体Ｆｃ分子を含む組成物において、安定
性を増加させ、そして凝集を減少させる方法に、そして
こうした分子を含む組成物に関する。ＣＨ３ドメインに
おける特定のアミノ酸置換は、ＣＨ３ドメインを含むポ
リペプチド、例えば抗体またはＦｃ融合タンパク質を含
有する組成物の安定性増加および凝集減少を生じる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＩｇＧ　ＣＨ３ドメインを含むポリペプチドであって、前記ＣＨ３ドメインがＳｅｒ３
６４でアミノ酸置換を含む、前記ポリペプチド。
【請求項２】
　前記ＣＨ３ドメインがＳｅｒ３６４でアラニンへの置換を含む、請求項１のポリペプチ
ド。
【請求項３】
　ＩｇＧ　ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む、請求項１または請求項２のポリペプチド
。
【請求項４】
　ＩｇＧ重鎖を含む、請求項３のポリペプチド。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれかのポリペプチドを含む、抗体。
【請求項６】
　請求項１～４のいずれかのポリペプチドを含む、Ｆｃ融合タンパク質。
【請求項７】
　請求項１～４のいずれかのポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む、単離核
酸。
【請求項８】
　プロモーターに機能可能であるように連結された、請求項１～４のいずれかのポリペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を含む、発現ベクター。
【請求項９】
　請求項８の発現ベクターを含む、宿主細胞。
【請求項１０】
　原核生物である、請求項９の宿主細胞。
【請求項１１】
　原核生物が大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）である、請求項１０の宿主細胞。
【請求項１２】
　哺乳動物細胞株である、請求項９の宿主細胞。
【請求項１３】
　哺乳動物細胞株がチャイニーズハムスター卵巣細胞株である、請求項１２の宿主細胞。
【請求項１４】
　請求項１～４のいずれかのポリペプチドを含む、薬学的組成物。
【請求項１５】
　サイズ排除クロマトグラフィーによって決定した際、ポリペプチドの凝集が１０パーセ
ント未満である、請求項１４の薬学的組成物。
【請求項１６】
　ポリペプチドの凝集が５％未満である、請求項１５の薬学的組成物。
【請求項１７】
　ポリペプチドの凝集が３％未満である、請求項１６の薬学的組成物。
【請求項１８】
　ポリペプチドの凝集が２％未満である、請求項１７の薬学的組成物。
【請求項１９】
　ポリペプチドの凝集が１％未満である、請求項１８の薬学的組成物。
【請求項２０】
　請求項５の抗体を含む、薬学的組成物。
【請求項２１】
　サイズ排除クロマトグラフィーによって決定した際、抗体の凝集が１０パーセント未満
である、請求項２０の薬学的組成物。
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【請求項２２】
　抗体の凝集が５％未満である、請求項２１の薬学的組成物。
【請求項２３】
　抗体の凝集が３％未満である、請求項２２の薬学的組成物。
【請求項２４】
　抗体の凝集が２％未満である、請求項２３の薬学的組成物。
【請求項２５】
　抗体の凝集が１％未満である、請求項２４の薬学的組成物。
【請求項２６】
　請求項６のＦｃ融合タンパク質を含む、薬学的組成物。
【請求項２７】
　サイズ排除クロマトグラフィーによって決定した際、Ｆｃ融合タンパク質の凝集が１０
パーセント未満である、請求項２６の薬学的組成物。
【請求項２８】
　Ｆｃ融合タンパク質の凝集が５％未満である、請求項２７の薬学的組成物。
【請求項２９】
　Ｆｃ融合タンパク質の凝集が３％未満である、請求項２８の薬学的組成物。
【請求項３０】
　Ｆｃ融合タンパク質の凝集が２％未満である、請求項２９の薬学的組成物。
【請求項３１】
　Ｆｃ融合タンパク質の凝集が１％未満である、請求項３０の薬学的組成物。
【請求項３２】
　３６４位でセリンを有するＣＨ３ドメインを含むポリペプチドの凝集を減少させる方法
であって：
　ａ）３６４位のセリンが別のアミノ酸で置換されるように、ポリペプチドをコードする
核酸を突然変異させ；
　ｂ）組換え宿主細胞培養において、ａ）の核酸を発現させて、Ｓｅｒ３６４でアミノ酸
置換を有するＣＨ３ドメインを含むポリペプチドを産生し；
　ｃ）培養からポリペプチドを精製する、ここで精製ポリペプチドの凝集が１０％未満で
ある
工程を含む、前記方法。
【請求項３３】
　薬学的組成物内に精製ポリペプチドを配合する工程をさらに含む、請求項３２の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願に対するクロスリファレンス
　[0001]本出願は、本明細書に援用される２００９年７月８日出願の米国仮出願第６１／
２２３，８３１号の優先権を請求する。
【背景技術】
【０００２】
　[0002]抗体は、療法分子を開発する者にとって魅力的ないくつかの特性を所持するため
、生物製剤産業内の最適な選択様式となってきている。特定の構造または細胞をターゲッ
トとする能力に加えて、抗体はそのターゲットを、Ｆｃ受容体細胞が仲介する食作用およ
び殺傷に感受性にする（ＲａｇｈａｖａｎおよびＢｊｏｒｋｍａｎ　１９９６）。さらに
、抗体がｐＨ依存方式で新生児型Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）と相互作用する能力によって、
血清半減期が延長される（ＧｈｅｔｉｅおよびＷａｒｄ　２０００）。抗体のこのユニー
クな特徴のため、Ｆｃ融合分子を操作することによって、血清中の療法タンパク質または
ペプチドの半減期を延長することが可能になる。
【０００３】
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　[0003]抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、およびＩｇＤを含むタンパク質の免
疫グロブリンクラスに属する。ヒト血清において最も豊富な免疫グロブリンクラスはＩｇ
Ｇである（Ｄｅｉｓｅｎｈｏｆｅｒ　１９８１；　Ｈｕｂｅｒ　１９８４；　Ｒｏｕｘ　
１９９９）。ＩｇＧ構造は、４つの鎖、２つの軽鎖および２つの重鎖を有し；各軽鎖は２
つのドメインを有し、そして各重鎖は４つのドメインを有する。抗原結合部位は、可変軽
（ＶＬ）鎖および可変重（ＶＨ）鎖ドメイン、ならびに定常軽（ＬＣ）鎖および定常重（
ＣＨ１）鎖ドメインを含有するＦａｂ領域（抗原結合断片）中に位置する。重鎖のＣＨ２
およびＣＨ３ドメイン領域は、Ｆｃ（結晶化可能断片）と呼ばれる。ＩｇＧ分子は、ヒン
ジ領域でジスルフィド結合（－Ｓ－Ｓ－）によってともに保持される２つの重鎖、および
２つの軽鎖を有する、ヘテロ四量体と見なすことも可能である。ヒンジ・ジスルフィド結
合の数は、免疫グロブリンサブクラス間で多様である（ＰａｐａｄｅａおよびＣｈｅｃｋ
　１９８９）。ＦｃＲｎ結合部位は、抗体のＦｃ領域中に位置し（Ｍａｒｔｉｎ、Ｗｅｓ
ｔら　２００１）、そしてしたがって抗体の血清半減期延長特性は、Ｆｃ断片中に保持さ
れる。Ｆｃ領域は、単独では、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む重鎖のホモ二量体と考
えられうる。
【０００４】
　[0004]抗体および他のＦｃ含有分子は複雑な分子であるため、こうした分子の商業的産
生は、最終産物が不均質であることによって複雑なものになりうる。この不均質性は、最
終産物の分解および凝集のため、安定性減少につながる可能性もあり、これが収量減少に
つながる。Ｆｃ含有療法薬剤産物の安定性を増加させるため、企業は、産生プロセスおよ
び薬剤配合を最適化するために多くの努力を行っている。これらの分子を産生するコスト
を考慮すると、収量における小さな変化でさえも、非常なコスト節約になる可能性もある
。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】ＲａｇｈａｖａｎおよびＢｊｏｒｋｍａｎ　１９９６
【非特許文献２】ＧｈｅｔｉｅおよびＷａｒｄ　２０００
【非特許文献３】Ｄｅｉｓｅｎｈｏｆｅｒ　１９８１
【非特許文献４】Ｈｕｂｅｒ　１９８４
【非特許文献５】Ｒｏｕｘ　１９９９
【非特許文献６】ＰａｐａｄｅａおよびＣｈｅｃｋ　１９８９
【非特許文献７】Ｍａｒｔｉｎ、Ｗｅｓｔら　２００１
【発明の概要】
【０００６】
　[0005]本発明は、精製ＩｇＧ１およびＩｇＧ１　Ｆｃ融合分子の均質性改善を提供する
。精製ＩｇＧ１および／またはＦｃ融合分子において、かなりの量の凝集があることが、
しばしば注目される。例えば、ＳＥＣ分析に基づいて、実施例に記載される野生型（ＷＴ
）Ｆｃ分子は、最大１８％の凝集を示した。本明細書に記載する本発明は、ＣＨ３ドメイ
ン界面を改変することによって、最終精製物質における凝集レベルを減少させることが可
能であることを示す。
【０００７】
　[0006]したがって、本発明の態様には、改変されたＣＨ３ドメインを含むＦｃ含有ポリ
ペプチドおよびタンパク質であって、野生型ＣＨ３ドメインを含む場合に比較した際、該
改変が精製ポリペプチドまたはタンパク質の安定性を増加させる、前記ポリペプチドおよ
びタンパク質が含まれる。ＩｇＧ　ＣＨ３ドメインを含むポリペプチドまたはタンパク質
において、Ｓｅｒ３６４の置換は凝集減少につながる。好ましい置換はアラニンへの置換
である。Ｆｃ含有ポリペプチドには、限定されるわけではないが、抗体およびＦｃ融合分
子が含まれる。
【０００８】
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　[0007]本発明のタンパク質およびポリペプチドは、薬学的組成物において特に有用であ
る。こうした組成物は、低レベルの凝集を含有する。例えば、本発明の薬学的組成物は、
ＣＨ３ドメイン含有分子の１０％未満、５％未満、２％未満、またはさらに１％未満の凝
集を含むことも可能である。サイズ排除クロマトグラフィーを含む、いくつかの技術によ
って、凝集を測定することも可能である。
【０００９】
　[0008]やはり本明細書に提供するのは、ＣＨ３ドメインを含むポリペプチドまたはタン
パク質の凝集を減少させる方法である。こうした方法には、核酸を突然変異させて、３６
４位のセリンを別のアミノ酸で置換し、組換え宿主細胞において、該核酸を発現させて、
Ｓｅｒ３６４でアミノ酸置換を有するＣＨ３ドメインを含むポリペプチドを産生し、そし
て培養からポリペプチドを精製する工程が含まれる。好ましい態様において、精製ポリペ
プチドを、野生型ＣＨ３ドメインを含むポリペプチドまたはタンパク質の凝集の１０％未
満、５％未満、２％未満、またはさらに１％未満の凝集を有する薬学的組成物内に配合す
る。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】[0009]図１ＡはＩｇＧ１の模式的構造である。[0010]図１Ｂは、Ｆｃホモ二量体
であり、Ｓ３６４位を明るい影で示す。この構築物を対照として用いた。[0011]図１Ｃは
、暗い影で示したＳ３６４Ａ突然変異体を示す。
【図２】[0012]図２は、実施例で用いる野生型ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ配列（配列番号１）で
ある。配列中、Ｓ３６４位を強調する。
【図３】[0013]図３は、Ｆｃ　Ｓ３６４Ａ突然変異体が単量体性であることを示すＳＥＣ
プロファイルである。Ｆｃ　ＷＴは、ほぼ１９％の高次可溶性凝集物を有する一方、Ｆｃ
　Ｓ３６４Ａ突然変異体は、１％未満の凝集しか持たない。
【図４】[0014]図４は、ＡＵＣを用いた、Ｆｃ　ＷＴが単量体性である確認を示す。凝集
体概算は、ＳＥＣ分析と一致する。この実験において、Ｆｃ　ＷＴ（０．４ｍｇ／ｍｌ）
に比較して、わずかにより高い濃度（０．６０ｍｇ／ｍｌ）のＦｃ　Ｓ３６４Ａ突然変異
体を用いたが、突然変異体は１％未満しか凝集しない。また、等濃度の突然変異体および
Ｆｃ　ＷＴでもこの実験を反復し、そして凝集体の概算は同じであった。
【図５】[0015]図５は、Ｆｃ　ＷＴおよび選択したＦｃ　Ｓ３６４突然変異体に対する示
差走査熱量測定実験を示す。Ｓ３６４Ａ突然変異体はＦｃ　ＷＴよりも１５％高いエンタ
ルピーを有するとともに、ＤＳＣにおいて単一転移であることから、ＣＨ２およびＣＤ３
ドメインが協調してアンフォールティングすることが示唆される。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　[0016]抗体ＣＨ３－ＣＨ３界面を構成するアミノ酸における改変は、ＣＨ３含有精製分
子のより高い安定性および凝集減少につながりうる。ＣＨ３－ＣＨ３界面を構成するアミ
ノ酸は、２００９年１月６日出願のＰＣＴ／ＵＳ２００９／００００７１とともに、２０
０８年１月７日出願の共同所有仮出願第６１／０１９，５６９号および０９年１２月５日
出願の第６１／１２０，３０５号（すべてその全体が本明細書に援用される）に記載され
る。特に、Ｓｅｒ３６４に対応するアミノ酸に置換を含むＣＨ３含有分子は、野生型ＣＨ
３を含有するものよりも、より高い安定性およびより低い凝集を示す。
【００１２】
　[0017]本明細書において、「Ｓｅｒ３６４」は、ＫａｂａｔのＥＵ番号付けスキームに
基づく、ＩｇＧ抗体重鎖中の３６４位のアミノ酸を指す。図２において、下線のＳｅｒ３
６４に対応するアミノ酸を有する、例示的なＩｇＧ１　Ｆｃ野生型配列を示す。「野生型
配列」によって、動物種、例えばヒト内で天然に存在するアミノ酸の配列を意味する。野
生型配列は、集団内の個体間でわずかに多様であることも可能であり、例えば多様な免疫
グロブリン鎖に関する異なるアレルが当該技術分野において知られる。
【００１３】
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　[0018]本発明の組成物および方法は、本明細書に開示する例示的なアレルには限定され
ないが、これには、本明細書に開示する例示的なアレルに対して、少なくとも７０％、少
なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８１％、少なくとも８２％、少なくとも
８３％、少なくとも８４％、少なくとも８５％、少なくとも８６％、少なくとも８７％、
少なくとも８８％、少なくとも８９％、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくと
も９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％
、少なくとも９７％、少なくとも９８％、および少なくとも９９％の同一性を有するもの
が含まれる。野生型ヒトＣＨ３含有分子のものに対して、本発明のＣＨ３含有分子の特性
を比較する目的のため、野生型配列は、配列番号２～５（それぞれ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２
、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４）に示すものである。
【００１４】
　[0019]本発明の特定の態様において、Ｓｅｒ３６４をアラニンで置換する（Ｓｅｒ３６
４Ａ）。ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４に関する例示的なＳｅｒ３
６４Ａ　ＣＨ３ドメインを、それぞれ、配列番号６～９に示す。他の態様において、Ｓｅ
ｒ３６４をバリンで置換する（Ｓｅｒ３６４Ｖ）。ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、
およびＩｇＧ４に関する例示的なＳｅｒ３６４Ｖ　ＣＨ３ドメインを、それぞれ、配列番
号１０～１３に示す。
【００１５】
　[0020]ＩｇＧ　Ｓｅｒ３６４変異体の安定性および凝集の利点は、ＩｇＧに限定されず
、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、およびＩｇＭを含む他の免疫グロブリンサブクラスにも適用
可能であると意図される。
【００１６】
　[0021]ＣＨ３ドメインを含有する、実質的にいかなる分子も、本発明のＣＨ３ドメイン
を含んでもよい。特定の態様において、ＣＨ３含有ポリペプチドは、抗体、二重特異性抗
体、単一特異性抗体、二重特異性マキシボディ、モノボディ、ペプチボディ、二重特異性
ペプチボディ、一価ペプチボディ、およびＦｃ融合タンパク質、例えば受容体融合タンパ
ク質である。
【００１７】
　[0022]本発明のＳｅｒ３６４置換ポリペプチドは、Ｓｅｒ３６４を含む同一ポリペプチ
ドに比較した際、凝集減少を示す。したがって、本発明の態様には、抗体またはＦｃ融合
分子を含む組成物であって、前記抗体またはＦｃ融合分子の凝集量が、１５％未満、１４
％未満、１３％未満、１２％未満、１１％未満、１０％未満、９％未満、８％未満、７％
未満、６％未満、５％未満、４％未満、３％未満、２％未満、または１％未満であるもの
が含まれる。当該技術分野に知られる多くの技術によって、凝集を測定可能である。凝集
を測定するのに好ましい方法には、サイズ排除クロマトグラフィーの使用が含まれる。
【００１８】
　定義
　[0023]本明細書において、別に定義しない限り、本発明と関連して用いられる科学的お
よび技術的用語は、一般の当業者に一般的に理解される意味を有するものとする。さらに
、文脈によって別に必要とされない限り、単数形の用語は複数のものを含み、そして複数
形の用語は単数形を含むものとする。一般的に、本明細書に記載する、細胞および組織培
養、分子生物学、免疫学、微生物学、遺伝学、ならびにタンパク質および核酸化学および
ハイブリダイゼーションと関連して用いられる術語、ならびにそれらの技術は、当該技術
分野に周知であり、そして一般的に用いられるものである。本発明の方法および技術は、
別に示さない限り、一般的に、当該技術分野に周知の慣用法にしたがって、そして本明細
書全体で引用され、そして論じられる、多様な一般的な参考文献およびより特異的な参考
文献に記載されるように、行われる。例えば、本明細書に援用される、Ｓａｍｂｒｏｏｋ
ら　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，　第２版，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ，　ニューヨーク州コールドスプリングハーバー（１９８９）、ならびにＡｕｓｕｂ
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ｅｌら，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９９２）、
ならびにＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｅｓｓ，　ニューヨーク州コールドスプリングハーバー（１９９０）を参照されたい
。酵素反応および精製技術は、当該技術分野において一般的に達成されるように、または
本明細書に記載するように、製造者の指定にしたがって行われる。本明細書記載の分析化
学、合成有機化学、ならびに医学的および薬学的化学と関連して用いられる専門用語、な
らびにこうした化学の実験法および技術は、当該技術分野に周知であり、そして一般的に
知られるものである。化学合成、化学分析、薬学的調製、配合、および送達、ならびに患
者の治療には、標準的技術を用いてもよい。
【００１９】
　[0024]以下の用語は、別に示さない限り、以下の意味を有すると理解されるべきである
：用語「単離分子」は（分子が、例えばポリペプチド、ポリヌクレオチド、または抗体で
ある場合）、その起源または派生供給源によって、（１）天然状態で該分子に付随する、
天然に関連する構成要素と関連していないか、（２）同じ種由来の他の分子を実質的に含
まないか、（３）異なる種由来の細胞によって発現されるか、または（４）天然には存在
しない分子である。したがって、化学的に合成されたか、または天然に由来する細胞とは
異なる細胞系において発現される分子は、天然に関連する構成要素から「単離されている
」であろう。分子はまた、当該技術分野に周知の精製技術を用いた単離によって、天然に
関連する構成要素を実質的に含まないようにされてもよい。当該技術分野に周知のいくつ
かの手段によって、分子純度または均質性をアッセイしてもよい。例えば、当該技術分野
に周知の技術を用いて、ポリアクリルアミドゲル電気泳動を用い、そしてゲルを染色して
ポリペプチドを視覚化して、ポリペプチド試料の純度をアッセイしてもよい。特定の目的
のため、ＨＰＬＣまたは当該技術分野に周知の精製のための他の手段を用いることによっ
て、より高い解像度を提供してもよい。
【００２０】
　[0025]ポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列は、標準的な１文字または３文字略記
を用いて示される。別に示さない限り、ポリペプチド配列は、アミノ末端を左側に、そし
てカルボキシ末端を右側に有し、そして一本鎖核酸配列、および二本鎖核酸配列の上部鎖
は、５’端を左に、そして３’端を右に有する。特定のポリペプチドまたはポリヌクレオ
チド配列はまた、参照配列とどのように異なるかを説明することによって記載されうる。
【００２１】
　[0026]用語「ペプチド」、「ポリペプチド」および「タンパク質」は、各々、ペプチド
結合によって互いに連結された２またはそれより多いアミノ酸残基を含む分子を指す。こ
れらの用語は、例えば天然および人工的タンパク質、タンパク質断片、およびタンパク質
配列のポリペプチド類似体（突然変異タンパク質（ｍｕｔｅｉｎ）、変異体、および融合
タンパク質など）、ならびに翻訳後、あるいは別の共有的または非共有的修飾タンパク質
を含む。ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質は、単量体性または多量体性であっ
てもよい。
【００２２】
　[0027]用語「ポリペプチド断片」は、本明細書において、対応する全長タンパク質に比
較した際、アミノ末端および／またはカルボキシ末端に欠失を有するポリペプチドを指す
。断片は、例えば、少なくとも長さ５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、２０、５０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３
５０、または４００アミノ酸であってもよい。断片はまた、例えば、最大で、長さ１，０
００、７５０、５００、２５０、２００、１７５、１５０、１２５、１００、９０、８０
、７０、６０、５０、４０、３０、２０、１５、１４、１３、１２、１１、または１０ア
ミノ酸であってもよい。断片は、さらに、どちらかまたは両方の端に、１またはそれより
多いさらなるアミノ酸、例えば異なる天然存在タンパク質または人工的アミノ酸配列由来
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のアミノ酸配列を含んでもよい。
【００２３】
　[0028]本発明のポリペプチドには、例えば：（１）タンパク質分解に対する感受性を減
少させ、（２）酸化に対する感受性を減少させ、（３）タンパク質複合体を形成するため
の結合アフィニティを改変し、（４）結合アフィニティを改変し、そして（４）他の物理
化学特性または機能特性を与えるかまたはこうした特性を修正するように、いずれかの方
式で、そしていずれかの理由のために修飾されているポリペプチドが含まれる。類似体に
は、ポリペプチドの突然変異タンパク質が含まれる。例えば、単数または複数のアミノ酸
置換（例えば、保存的アミノ酸置換）を天然存在配列において（例えば、分子間接触を形
成するドメイン（単数または複数）外のポリペプチドの部分において）行うことも可能で
ある。「保存的アミノ酸置換」は、親配列の構造特徴を実質的に変化させないものである
（例えば置換アミノ酸は、親配列に存在するらせんを中断させるか、あるいは親配列を特
徴付けるかまたはその機能に必要な他のタイプの二次構造を破壊する傾向があってはなら
ない）。当該技術分野に認識されるポリペプチド二次構造および三次構造の例が、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ（Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ監修，　Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ
，　ニューヨーク（１９８４））；　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（Ｃ．　ＢｒａｎｄｅｎおよびＪ．　Ｔｏｏｚｅ監修，　Ｇａｒｌ
ａｎｄ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，　ニューヨーク州ニューヨーク（１９９１））；および
Ｔｈｏｒｎｔｏｎら　Ｎａｔｕｒｅ　３５４：１０５（１９９１）に記載され、これらは
各々、本明細書に援用される。
【００２４】
　[0029]ポリペプチドの「変異体」は、別のポリペプチド配列に比較して、１またはそれ
より多いアミノ酸残基がアミノ酸配列内で挿入され、欠失され、そして／または置換され
た、アミノ酸配列を含む。本発明の変異体には、変異体ＣＨ２またはＣＨ３ドメインを含
むものが含まれる。特定の態様において、Ｓｅｒ３６４での置換に加えて、変異体は、Ｆ
ｃ分子中に存在した際、１またはそれより多いＦｃγＲに対するポリペプチドのアフィニ
ティを増加させる１またはそれより多い突然変異を含む。こうした変異体は、抗体依存性
細胞仲介性細胞傷害性の増加を示す。こうしたものを提供する変異体の例は、米国特許第
７，３１７，０９１号に記載される。
【００２５】
　[0030]他の変異体には、ＣＨ３ドメイン含有ポリペプチドがホモ二量体形成する能力を
減少させる一方、ヘテロ二量体形成する能力を増加させるものが含まれる。こうしたＦｃ
変異体の例が、米国特許第５，７３１，１６８号および第７，１８３，０７６号に記載さ
れる。さらなる例が、０８年１月７日出願の共同所有米国仮出願第６１／０１９，５６９
号および０８年１２月５日出願の第６１／１２０，３０５号（どちらもその全体が本明細
書に援用される）に記載される。
【００２６】
　[0031]ポリペプチドの「誘導体」は、例えば別の化学部分、例えばポリエチレングリコ
ール、細胞傷害剤、アルブミン（例えばヒト血清アルブミン）などへのコンジュゲート化
、リン酸化、およびグリコシル化を介して、化学的に修飾されているポリペプチド（例え
ば抗体）である。別に示さない限り、用語「抗体」には、２つの全長重鎖および２つの全
長軽鎖を含む抗体に加えて、その誘導体、変異体、断片、および突然変異タンパク質が含
まれ、それらの例を以下に記載する。
【００２７】
　[0032]ＣＨ３ドメイン含有ポリペプチドは、例えば、天然存在免疫グロブリンの構造を
有することも可能である。「免疫グロブリン」は、四量体分子である。天然存在免疫グロ
ブリンにおいて、各四量体は、２つの同一ポリペプチド鎖の対で構成され、各対は、１つ
の「軽」鎖（約２５ｋＤａ）および１つの「重」鎖（約５０～７０ｋＤａ）を有する。各
鎖のアミノ末端部分には、主に抗原認識に関与する、約１００～１１０またはそれより多
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いアミノ酸の可変領域が含まれる。各鎖のカルボキシ末端部分は、主にエフェクター機能
に関与する、定常領域を明示する。ヒト軽鎖は、カッパおよびラムダ軽鎖と分類される。
重鎖は、ミュー、デルタ、ガンマ、アルファ、またはイプシロンと分類され、そしてそれ
ぞれ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、およびＩｇＥとして、抗体のアイソタイプを定
義する。軽鎖および重鎖内で、可変領域および定常領域は、約１２またはそれより多いア
ミノ酸の「Ｊ」領域によって連結され、重鎖はまた、約１０またはそれより多いアミノ酸
の「Ｄ」領域も含む。一般的に、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　第７
章（Ｐａｕｌ，　Ｗ．監修，　第２版　Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，　ニューヨーク（１９
８９））（あらゆる目的のため、その全体が本明細書に援用される）を参照されたい。各
軽鎖／重鎖対の可変領域は、損なわれていない（ｉｎｔａｃｔ）免疫グロブリンが２つの
結合部位を有するように、抗体結合部位を形成する。
【００２８】
　[0033]天然存在免疫グロブリン鎖は、相補性決定領域またはＣＤＲとも呼ばれる、３つ
の超可変領域によって連結される、比較的保存されるフレームワーク領域（ＦＲ）の、同
じ一般構造を示す。軽鎖および重鎖はどちらも、Ｎ末端からＣ末端に、ドメインＦＲ１、
ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３およびＦＲ４を含む。各ドメインへのア
ミノ酸の割り当ては、ＫａｂａｔらのＳｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏ
ｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，　第５版，　米国保健社会福祉省
，　ＰＨＳ，　ＮＩＨ，　ＮＩＨ刊行物第９１－３２４２号，　１９９１の定義にしたが
う。損なわれていない抗体には、全長重鎖および軽鎖を有する、ポリクローナル、モノク
ローナル、キメラ、ヒト化または完全ヒト抗体が含まれる。
【００２９】
　[0034]抗体は、１またはそれより多い結合部位を有してもよい。１より多い結合部位が
ある場合、結合部位は、互いに同一であっても、また異なってもよい。例えば、天然存在
ヒト免疫グロブリンは、典型的には２つの同一の結合部位を有し、一方、「二重特異性」
または「二官能性」抗体は、２つの異なる結合部位を有する。
【００３０】
　[0035]用語「ヒト抗体」には、ヒト免疫グロブリン配列に由来する１またはそれより多
い可変領域および定常領域を有する抗体すべてが含まれる。１つの態様において、可変ド
メインおよび定常ドメインのすべてがヒト免疫グロブリン配列に由来する（完全ヒト抗体
）。これらの抗体は、多様な方法で調製可能であり、その例を以下に記載し、これらには
、ヒト重鎖および／または軽鎖をコードする遺伝子に由来する抗体を発現するように遺伝
子修飾されたマウスの、関心対象の抗原での免疫を通じたものが含まれる。ヒト重鎖をコ
ードする１またはそれより多い遺伝子を改変して、Ｓｅｒ３６２突然変異を含有するよう
にしてもよい。こうしたマウスを抗原で免疫すると、マウスは、Ｓｅｒ３６４突然変異を
有するヒト抗体を産生するであろう。
【００３１】
　[0036]ヒト化抗体は、ヒト被験体に投与された際、非ヒト種抗体に比較すると、免疫応
答を誘導する可能性がより低く、そして／またはより重度でない免疫応答を誘導するよう
に、１またはそれより多いアミノ酸置換、欠失、および／または付加によって、非ヒト種
に由来する抗体の配列と異なる配列を有する。１つの態様において、非ヒト種抗体の重鎖
および／または軽鎖のフレームワークおよび定常ドメイン中の特定のアミノ酸を突然変異
させて、ヒト化抗体を産生する。別の態様において、ヒト抗体由来の定常ドメイン（単数
または複数）を、非ヒト種の可変ドメイン（単数または複数）に融合させる。ヒト化抗体
をどのように作製するかの例を、米国特許第６，０５４，２９７号、第５，８８６，１５
２号、および第５，８７７，２９３号に見出すことも可能である。
【００３２】
　[0037]用語「キメラ抗体」は、１つの抗体由来の１またはそれより多い領域、および１
またはそれより多い他の抗体由来の１またはそれより多い他の領域を含有する抗体を指す
。キメラ抗体の１つの例において、重鎖および／または軽鎖の部分は、特定の種由来であ
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るか、あるいは特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体と同一であるか、該抗体
に相同であるか、または該抗体に由来する一方、鎖（単数または複数）の残りは、別の種
由来であるか、あるいは別の抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体（単数または複数
）と同一であるか、該抗体に相同であるか、または該抗体に由来する。やはり含まれるの
は、所望の生物学的活性を示す、こうした抗体の断片である。
【００３３】
　[0038]抗体の断片または類似体は、本明細書の解説にしたがって、そして当該技術分野
に周知の技術を用いて、一般の当業者によって、容易に調製可能である。断片または類似
体の好ましいアミノ末端およびカルボキシ末端は、機能ドメインの境界近傍に存在する。
公共のまたは私有の（ｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙ）配列データベースに、ヌクレオチドおよ
び／またはアミノ酸配列データを比較することによって、構造ドメインおよび機能ドメイ
ンを同定することも可能である。コンピュータ比較法を用いて、既知の構造および／また
は機能を持つ他のタンパク質に存在する配列モチーフまたは予測されるタンパク質コンホ
メーションドメインを同定してもよい。既知の三次元構造にフォールディングするタンパ
ク質配列を同定する方法が知られる。例えばＢｏｗｉｅら，　１９９１，　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２５３：１６４を参照されたい。
【００３４】
　[0039]「ＣＤＲ移植抗体」は、特定の種またはアイソタイプの抗体由来の１またはそれ
より多いＣＤＲ、および同じまたは異なる種またはアイソタイプの別の抗体のフレームワ
ークを含む抗体である。
【００３５】
　[0040]「多重特異性抗体」は、１またはそれより多い抗原上の１より多いエピトープを
認識する抗体である。このタイプの抗体のサブクラスは、「二重特異性抗体」である。
　[0041]２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリペプチド配列の「同一性パーセント」
は、デフォルト・パラメータを用い、ＧＡＰコンピュータ・プログラム（ＧＣＧウィスコ
ンシン・パッケージ、バージョン１０．３（Ａｃｃｅｌｒｙｓ、カリフォルニア州サンデ
ィエゴ）の一部）を用いて、配列を比較することによって決定される。
【００３６】
　[0042]用語「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」および「核酸」は、本明細
書全体を通じて交換可能に用いられ、そしてＤＮＡ分子（例えばｃＤＮＡまたはゲノムＤ
ＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えばｍＲＮＡ）、ヌクレオチド類似体（例えばペプチド核酸およ
び非天然存在ヌクレオチド類似体）を用いて生成されるＤＮＡまたはＲＮＡの類似体、お
よびそれらのハイブリッドを含む。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であることも可能で
ある。１つの態様において、本発明の核酸分子は、抗体またはＦｃ融合体、およびその誘
導体、突然変異タンパク質、または変異体をコードする、隣接オープンリーディングフレ
ームを含む。
【００３７】
　[0043]２つの一本鎖ポリヌクレオチドは、ギャップを導入することなく、そしていずれ
の配列の５’端または３’端にも、対形成しないヌクレオチドを伴わずに、一方のポリヌ
クレオチド中のすべてのヌクレオチドが、他方のポリヌクレオチド中の相補的ヌクレオチ
ドと反対であるように、逆平行配向で整列可能であるならば、互いに「相補体」である。
ポリヌクレオチドは、中程度にストリンジェントな条件下で、２つのポリヌクレオチドが
互いにハイブリダイズ可能であるならば、別のポリヌクレオチドに「相補的」である。し
たがって、ポリヌクレオチドは、別のポリヌクレオチドの相補体であることなく、該ポリ
ヌクレオチドに相補的であることも可能である。
【００３８】
　[0044]「ベクター」は、連結された別の核酸を、細胞内に導入するために使用可能な核
酸である。ベクターの１つのタイプは「プラスミド」であり、その内部にさらなる核酸セ
グメントを連結可能な、直鎖または環状二重鎖ＤＮＡ分子を指す。別のタイプのベクター
はウイルスベクター（例えば複製不全レトロウイルス、アデノウイルス、およびアデノ随
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伴ウイルス）であり、ここで、さらなるＤＮＡセグメントをウイルスゲノム内に導入可能
である。特定のベクターは、導入された宿主細胞において、自律的に複製可能である（例
えば細菌複製起点を含む細菌ベクターおよびエピソーム哺乳動物ベクター）。宿主細胞内
への導入に際して、宿主細胞のゲノム内に他のベクター（例えば非エピソーム哺乳動物ベ
クター）を組み込んで、そしてそれによって宿主ゲノムと一緒に複製させる。「発現ベク
ター」は、選択したポリヌクレオチドの発現を指示することも可能なベクターのタイプで
ある。
【００３９】
　[0045]ヌクレオチド配列は、制御配列が該ヌクレオチド配列の発現（例えば発現のレベ
ル、時期、または位置）に影響を及ぼすならば、該制御配列に「機能可能であるように連
結されて」いる。「制御配列」は、機能可能であるように連結されている核酸の発現（例
えば発現のレベル、時期、または位置）に影響を及ぼす核酸である。制御配列は、例えば
、制御される核酸に対して直接、あるいは１またはそれより多い他の分子（例えば制御配
列および／または核酸に結合するポリペプチド）の作用を通じて、その効果を発揮しうる
。制御配列の例には、プロモーター、エンハンサーおよび他の発現調節要素（例えばポリ
アデニル化シグナル）が含まれる。制御配列のさらなる例は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ，
　１９９０，　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　カリ
フォルニア州サンディエゴ、およびＢａｒｏｎら，　１９９５，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２３：３６０５－０６に記載される。
【００４０】
　[0046]「宿主細胞」は、核酸、例えば本発明の核酸を発現するために使用可能な細胞で
ある。宿主細胞は、原核生物、例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）であってもよいし、または
真核生物、例えば単細胞真核生物（例えば酵母（ｙｅａｓｔ）または他の真菌）、植物細
胞（例えばタバコ（ｔｏｂａｃｃｏ）またはトマト（ｔｏｍａｔｏ）植物細胞）、動物細
胞（例えばヒト細胞、サル細胞、ハムスター細胞、ラット細胞、マウス細胞、または昆虫
細胞）またはハイブリドーマであってもよい。例示的な宿主細胞には、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）細胞株、またはＤＨＦＲが欠損しているＣＨＯ株ＤＸＢ－１１（Ｕ
ｒｌａｕｂら，　１９８０，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ
　７７：４２１６－２０を参照されたい）、血清不含培地中で増殖するＣＨＯ細胞株（Ｒ
ａｓｍｕｓｓｅｎら，　１９９８，　Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２８：３１を参照
されたい）、ＤＸＢ－１１　ＣＨＯ細胞の誘導体であるＣＳ－９細胞、およびＡＭ－１／
Ｄ細胞（米国特許第６，２１０，９２４号に記載される）を含むその誘導体が含まれる。
他のＣＨＯ細胞株には、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ＃ＣＣＬ－６１）、ＥＭ９（ＡＴＣＣ＃
ＣＲＬ－１８６１）、およびＵＶ２０（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ－１８６２）が含まれる。他の
宿主細胞の例には、サル腎臓細胞のＣＯＳ－７株（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）（Ｇｌ
ｕｚｍａｎら，　１９８１，　Ｃｅｌｌ　２３：１７５を参照されたい）、Ｌ細胞、Ｃ１
２７細胞、３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１６３）、ＨｅＬａ細胞、ＢＨＫ（ＡＴＣＣ
　ＣＲＬ　１０）細胞株、アフリカミドリザル（Ａｆｒｉｃａｎ　ｇｒｅｅｎ　ｍｏｎｋ
ｅｙ）腎臓細胞株ＣＶ１（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０）由来のＣＶ１／ＥＢＮＡ細胞株（Ｍ
ｃＭａｈａｎら，　１９９１，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　１０：２８２１を参照されたい）、ヒ
ト胚性腎細胞、例えば２９３、２９３　ＥＢＮＡまたはＭＳＲ　２９３、ヒト上皮Ａ４３
１細胞、ヒトＣｏｌｏ２０５細胞、他の形質転換霊長類細胞株、正常二倍体細胞、初代組
織のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養由来の細胞株、初代外植片、ＨＬ－６０、Ｕ９３７、ＨａＫま
たはＪｕｒｋａｔ細胞が含まれる。典型的には、宿主細胞は、その後、宿主細胞で発現可
能なポリペプチドをコードする核酸で形質転換またはトランスフェクションされることが
可能な培養細胞である。
【００４１】
　[0047]句「組換え宿主細胞」を用いて、発現しようとする核酸で形質転換されているか
またはトランスフェクションされている宿主細胞を示すことも可能である。宿主細胞はま
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た、核酸を含むが、機能可能であるように核酸と連結されるように制御配列が宿主細胞内
に導入されない限り、所望のレベルで該核酸を発現しない細胞であってもよい。用語、宿
主細胞は、特定の対象の細胞だけでなく、こうした細胞の子孫または潜在的な子孫も指す
ことが理解される。例えば、突然変異または環境的影響によって、続く世代で特定の修飾
が起こりうるため、こうした子孫は、実際、親細胞と同一でない可能性もあるが、なお、
本明細書において、この用語の範囲内に含まれる。
【００４２】
　薬学的組成物
　[0048]本発明のポリペプチドは、安定性が改善され、そして凝集が減少した性質を持つ
ため、これらは、薬学的組成物内に配合するのに特に有用である。こうした組成物は、生
理学的に許容されうるキャリアー、賦形剤または希釈剤などの１またはそれより多いさら
なる構成要素を含む。場合によって、組成物は、例えば以下に記載するような、１または
それより多い生理学的活性剤をさらに含む。多様な特定の態様において、組成物は、１ま
たはそれより多い本発明の抗体および／またはＦｃ融合タンパク質に加えて、１、２、３
、４、５、または６の生理学的活性剤を含む。
【００４３】
　[0049]１つの態様において、薬学的組成物は、本発明の抗体および／またはＦｃ融合タ
ンパク質を、緩衝剤、アスコルビン酸などの酸化防止剤、低分子量ポリペプチド（１０ア
ミノ酸未満を有するものなど）、タンパク質、アミノ酸、グルコース、スクロースまたは
デキストリンなどの炭水化物、ＥＤＴＡなどのキレート剤、グルタチオン、安定化剤、な
らびに賦形剤からなる群より選択される１またはそれより多い物質とともに、含む。中性
緩衝生理食塩水または同種血清アルブミンと混合された生理食塩水が、適切な希釈剤の例
である。適切な産業標準にしたがって、ベンジルアルコールなどの保存剤もまた添加して
もよい。組成物は、適切な賦形剤溶液（例えばスクロース）を希釈剤として用いた凍結乾
燥物として配合されてもよい。適切な構成要素は、使用する投薬量および濃度で、レシピ
エントに非毒性である。薬学的配合物において使用可能な構成要素のさらなる例が、Ｒｅ
ｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　第１６版（
１９８０）および第２０版（２０００），　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ，　ペンシルバニア州イーストンに提示される。
【００４４】
　[0050]開業医に使用されるためのキットには、本明細書に論じる任意の状態を治療する
際に使用するための、１またはそれより多い本発明の抗体および／またはＦｃ融合タンパ
ク質、およびラベルまたは他の使用説明書が含まれる。１つの態様において、キットには
、１またはそれより多い抗体および／またはＦｃ融合タンパク質の無菌調製物が含まれ、
該調製物は、上に開示するような組成物の形であってもよく、そして１またはそれより多
いバイアル中にあってもよい。
【００４５】
　[0051]投薬量および投与頻度は、投与経路、使用する特定の抗体および／またはＦｃ融
合タンパク質、治療しようとする疾患の性質および重症度、状態が急性または慢性である
か、ならびに被験体のサイズおよび全身状態などの要因に応じて、多様でありうる。関連
技術において知られる方法によって、例えば用量の段階的増大研究を伴いうる臨床試験に
おいて、適切な投薬量を決定してもよい。
【００４６】
　[0052]本発明の抗体および／またはＦｃ融合タンパク質を、例えば１回または１回より
多く、例えばある期間に渡って定期的な間隔で、投与してもよい。特定の態様において、
抗体および／またはＦｃ融合タンパク質を、少なくとも１ヶ月に１回またはそれより多く
、例えば１ヶ月、２ヶ月、または３ヶ月、あるいはさらに無期限に渡って、投与する。慢
性状態を治療するためには、一般的に、長期治療が最も有効である。しかし、急性状態を
治療するため、より短い期間、例えば１～６週間の投与で十分である可能性もある。一般
的に、患者が、選択した単数または複数の指標に関して、ベースラインを超えた、医学的
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【００４７】
　[0053]関連分野で理解されるように、本発明の抗体および／またはＦｃ融合タンパク質
を含む薬学的組成物を、適応症に適した方式で、被験体に投与する。限定されるわけでは
ないが、非経口、局所、または吸入によるものを含む、任意の適切な技術によって、薬学
的組成物を投与してもよい。注射する場合、薬学的組成物を、例えば、動脈内、静脈内、
筋内、病巣内、腹腔内または皮下経路を介して、ボーラス注射によって、あるいは連続注
入によって、投与してもよい。局在化投与、例えば疾患部位または傷害部位での投与が意
図され、経皮送達および移植物からの持続放出も同様である。吸入による送達には、例え
ば、鼻または経口吸入、ネブライザーの使用、エアロゾル型での抗体および／またはＦｃ
融合タンパク質の吸入等が含まれる。他の代替物には、丸剤、シロップ、またはロゼンジ
を含む経口調製物が含まれる。
【実施例】
【００４８】
　[0054]ＣＨ３ドメインは、２４のドメイン界面残基を含有する。各界面残基のアラニン
突然変異による自由エネルギー変化を決定した（表１）。大部分の突然変異体は、ＷＴに
比較した際、自由エネルギーにおいて、概算される正の変化を生じ、そしてしたがって、
不安定化効果を有すると予測された。いくつかの残基の突然変異は、ＷＴに比較した際、
自由エネルギーにおいて、概算される負の変化を生じた。これらのうち、Ｓ３６４Ａは、
エネルギーにおいて最大の概算される変化を有した（＞１ｋｃａｌ／ｍｏｌ）。
【００４９】
　[0055]ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ部位特異的突然変異誘発（Ｓｔｒａｔｅｇｅｎｅ）を用い
て、ＩｇＧ１　ＦｃにおけるＳｅｒ３６４のコドンを１８の他のアミノ酸（Ｓｅｒおよび
Ｃｙｓを除く）のものに突然変異させることによって、ＩｇＧ１　Ｆｃ変異体を生成した
。ＤＮＡ配列決定によって、予期された突然変異であることを確認した。ｐＴＴ５一過性
哺乳動物発現ベクター（Ｄｕｒｏｃｈｅｒ　Ｙ．，　Ｐｅｒｒｅｔ　Ｓ．，およびＫａｍ
ｅｎ　Ａ．，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３０（２）：Ｅ９）を用
いて、野生型および突然変異体Ｆｃタンパク質を２９３Ｅ細胞で発現させた。標準的プロ
テインＡクロマトグラフィー（５ｍｌカラム、Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて、Ｆｃタンパク質
を精製した。
【００５０】
　表１：２４のＣＨ３ドメイン界面残基に関する、アラニン突然変異による自由エネルギ
ー変化の概算
【００５１】
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【表１】

【００５２】
　[0056]サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）、示差走査熱量測定（ＤＳＣ）実験、
および分析性超遠心（ＡＵＣ）を通じて、突然変異体を分析した。Ｓｅｒ３６４Ａ突然変
異体は、より高いエンタルピー、ならびに高次凝集体を伴わない完全単量体性Ｆｃ　ＳＥ
Ｃ／ＡＵＣプロファイルを有した。図３～５を参照されたい。
【００５３】
　[0057]ＴＯＳＯ４６ｍｍ　ＳＷ３０００カラム（ＴＯＳＯ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
ＬＬＣ、ＰＡ）を用いて、Ｆｃタンパク質均質性分析（ＳＥＣ）を行った。
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【図３】
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