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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｖ９１Ｋ置換と、配列番号１に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一のアミノ酸
配列とを含む、制御性Ｔ細胞を選択的に刺激する、ヒトインターロイキン－２（ＩＬ－２
）ムテイン。
【請求項２】
　１２５位はアラニンである、請求項１に記載のヒトＩＬ－２ムテイン。
【請求項３】
　１２５位はシステインである、請求項１に記載のヒトＩＬ－２ムテイン。
【請求項４】
　Ｆｃ及び請求項１～３のいずれかに記載のヒトＩＬ－２ムテインを含む、Ｆｃ融合タン
パク質。
【請求項５】
　前記Ｆｃは、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃである、請求項４に記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項６】
　前記ヒトＩｇＧ１　Ｆｃは、前記Ｆｃのエフェクター機能を変化させる１つ以上の変異
を含む、請求項５に記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項７】
　前記ヒトＩｇＧ１　Ｆｃは、Ｎ２９７に置換を含む、請求項６に記載のＦｃ融合タンパ
ク質。
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【請求項８】
　Ｎ２９７の前記置換はＮ２９７Ｇである、請求項７に記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項９】
　前記ヒトＩｇＧ１　ＦｃのＣ末端リジンの置換または欠失を含む、請求項５～８のいず
れかに記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項１０】
　前記ヒトＩｇＧ１　Ｆｃの前記Ｃ末端リジンが欠失される、請求項９に記載のＦｃ融合
タンパク質。
【請求項１１】
　リンカーが、前記タンパク質のＦｃとヒトＩＬ－２ムテイン部分とを接続する、請求項
４～１０のいずれかに記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項１２】
　前記リンカーは、ＧＧＧＧＳ（配列番号５）、ＧＧＮＧＴ（配列番号６）、またはＹＧ
ＮＧＴ（配列番号７）である、請求項１１に記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項１３】
　前記リンカーはＧＧＧＧＳ（配列番号５）である、請求項１２に記載のＦｃ融合タンパ
ク質。
【請求項１４】
　前記ＩＬ－２ムテインは、哺乳動物細胞内で発現させた時に前記Ｆｃ融合タンパク質の
グリコシル化を変化させるアミノ酸の付加、置換、または欠失をさらに含む、請求項４～
１３のいずれかに記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項１５】
　前記ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３置換を含む、請求項１４に記載のＦｃ融合タンパク質。
【請求項１６】
　前記ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３ＮまたはＴ３Ａ置換を含む、請求項１５に記載のＦｃ融
合タンパク質。
【請求項１７】
　前記ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３Ｎ置換を含む、請求項１６に記載のＦｃ融合タンパク質
。
【請求項１８】
　前記ＩＬ－２ムテインは、Ｓ５変異をさらに含む、請求項１７に記載のＦｃ融合タンパ
ク質。
【請求項１９】
　前記ＩＬ－２ムテインは、Ｓ５Ｔ変異をさらに含む、請求項１８に記載のＦｃ融合タン
パク質。
【請求項２０】
　前記Ｆｃ融合タンパク質は、Ｆｃ二量体を含む、請求項４から１９のいずれかに記載の
Ｆｃ融合タンパク質。
【請求項２１】
　前記Ｆｃ融合タンパク質は、２つのＩＬ－２ムテインを含む、請求項２０に記載のＦｃ
融合タンパク質。
【請求項２２】
　前記Ｆｃ融合タンパク質は、単一のＩＬ－２ムテインを含む、請求項２０に記載のＦｃ
融合タンパク質。
【請求項２３】
　請求項１～３のいずれかに記載のヒトＩＬ－２ムテインをコードする、単離された核酸
。
【請求項２４】
　請求項４～２２のいずれかに記載のＦｃ融合タンパク質をコードする、単離された核酸
。
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【請求項２５】
　抗体の前記Ｆｃ部分及び前記ヒトＩＬ－２ムテインは、単一のオープンリーディングフ
レーム内でコードされる、請求項２４に記載の単離された核酸。
【請求項２６】
　プロモーターに作動可能に連結された請求項２３～２５のいずれかに記載の前記単離さ
れた核酸を含む、発現ベクター。
【請求項２７】
　請求項２３～２５のいずれかに記載の単離された核酸を含む、宿主細胞。
【請求項２８】
　前記単離された核酸は、プロモーターに作動可能に連結される、請求項２７に記載の宿
主細胞。
【請求項２９】
　前記宿主細胞は、原核細胞である、請求項２７または２８に記載の宿主細胞。
【請求項３０】
　前記宿主細胞は、大腸菌である、請求項２９に記載の宿主細胞。
【請求項３１】
　前記宿主細胞は、真核細胞である、請求項２７または２８に記載の宿主細胞。
【請求項３２】
　前記宿主細胞は、哺乳動物細胞である、請求項３１に記載の宿主細胞。
【請求項３３】
　前記宿主細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株である、請求項３２に
記載の宿主細胞。
【請求項３４】
　ヒトＩＬ－２ムテインを作製する方法であって、前記プロモーターが発現される条件下
で請求項２８～３３のいずれかに記載の宿主細胞を培養することと、前記培養物から前記
ヒトＩＬ－２ムテインを回収することと、を含む、方法。
【請求項３５】
　Ｆｃ融合タンパク質を作製する方法であって、前記プロモーターが発現される条件下で
請求項２８～３３のいずれかに記載の宿主細胞を培養することと、前記培養物から前記Ｆ
ｃ融合タンパク質を回収することと、を含む、方法。
【請求項３６】
　Ｔ細胞の集団と接触させる薬学的組成物であって、有効量の請求項１～３のいずれかに
記載のヒトＩＬ－２ムテインまたは請求項４～２２のいずれかに記載のＦｃ融合タンパク
質を含む、
Ｔ細胞の集団内の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率を増加させる
ための、
対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率を増加させる
ための、または
対象の末梢血中のナチュラルキラー（ＮＫ）細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比
率を増加させるための、薬学的組成物。
【請求項３７】
　ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率が増加する、請求項３
６に記載の薬学的組成物。
【請求項３８】
　ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％
増加する、請求項３７に記載の薬学的組成物。
【請求項３９】
　有効量の請求項１～３のいずれかに記載のヒトＩＬ－２ムテインまたは請求項４～２２
のいずれかに記載のＦｃ融合タンパク質を含む、対象の末梢血中のナチュラルキラー（Ｎ
Ｋ）細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率を増加させるための薬学的組成物。
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【請求項４０】
　ＣＤ５６及び／またはＣＤ１６を発現するＣＤ３－ＣＤ１９－リンパ球に対するＣＤ３
＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率が増加する、請求項３９に記載の薬学的組成物。
【請求項４１】
　ＣＤ５６及び／またはＣＤ１６を発現するＣＤ３－ＣＤ１９－リンパ球に対するＣＤ３
＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加する、請求項４０に記載の薬学的組
成物。
【請求項４２】
　治療有効量の請求項１～３のいずれかに記載のＩＬ－２ムテインまたは請求項４～２２
のいずれかに記載のＦｃ融合タンパク質を含む、炎症性疾患または自己免疫性疾患に罹患
する患者を治療するための薬学的組成物。
【請求項４３】
　請求項４２に記載の炎症性疾患または自己免疫性疾患に罹患する患者を治療する薬学的
組成物であって、前記疾患の少なくとも１つの症状の軽減をもたらす、薬学的組成物。
【請求項４４】
　対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率は、投与後
に増加する、請求項４３に記載の薬学的組成物。
【請求項４５】
　対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率は、投与後
も本質的に同じままである、請求項４３に記載の薬学的組成物。
【請求項４６】
　前記炎症性疾患または自己免疫性疾患は、炎症、アトピー性疾患、腫瘍随伴性自己免疫
疾患、軟骨炎症、関節炎、関節リウマチ、若年性関節炎、若年性関節リウマチ、少関節型
若年性関節リウマチ、多関節型若年性関節リウマチ、全身型若年性関節リウマチ、若年性
強直性脊椎炎、若年性腸炎性関節炎、若年性反応性関節炎、若年性ライター症候群、ＳＥ
Ａ症候群（血清陰性、腱付着部症、関節症症候群）、若年性皮膚筋炎、若年性乾癬性関節
炎、若年性強皮症、若年性全身性エリテマトーデス、若年性血管炎、少関節型関節リウマ
チ、多関節型関節リウマチ、全身型関節リウマチ、強直性脊椎炎、腸炎性関節炎、反応性
関節炎、ライター症候群、皮膚筋炎、乾癬性関節炎、強皮症、血管炎、筋炎、多発性筋炎
、皮膚筋炎、結節性多発動脈炎、ウェゲナー肉芽腫症、動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、
サルコイドーシス、硬化症、原発性胆汁性硬化症、硬化性胆管炎、シェーグレン症候群、
乾癬、プラーク乾癬、滴状乾癬、逆性乾癬、膿胞性乾癬、乾癬性紅皮症、皮膚炎、アトピ
ー性皮膚炎、粥状動脈硬化、狼瘡、スティル病、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、重
症筋無力症、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、クローン病、潰瘍性大腸炎、セリアック病、多発
性硬化症（ＭＳ）、喘息、ＣＯＰＤ、副鼻腔炎、ポリープを伴う副鼻腔炎、好酸球性食道
炎、好酸球性気管支炎、ギラン－バレー疾患、Ｉ型糖尿病、甲状腺炎（たとえばグレーブ
ス病）、アジソン病、レイノー現象、自己免疫性肝炎、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、移
植拒絶反応、腎障害、Ｃ型肝炎誘発性血管炎および自然流産からなる群から選択される、
請求項４２～４５のいずれかに記載の薬学的組成物。
【請求項４７】
　疾患が、ループス、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、Ｃ型肝炎誘発性血管炎、全身性エリ
テマトーデス（ＳＬＥ）、関節リウマチ、乾癬、クローン病、潰瘍性大腸炎、セリアック
病、多発性硬化症（ＭＳ）、Ｉ型糖尿病、自然流産、アトピー性疾患または炎症性腸疾患
である、請求項４６に記載の薬学的組成物。
【請求項４８】
　請求項１に記載のヒトインターロイキン－２（ＩＬ－２）ムテインまたは請求項４に記
載のＦｃ融合タンパク質を含む薬学的組成物であって、
　投与により以下の変化、
　ａ）体温の上昇、
　ｂ）前記対象の末梢血中のＣＲＰの上昇、
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　ｃ）前記対象の末梢血中の血小板の減少、
　ｄ）前記対象の末梢血中の好中球の減少、または
　ｅ）前記対象の末梢血中のアルブミンの減少、
が検出されると、前記治療は、中止されるか、一時中断されるか、投与頻度が減少される
か、または投薬量が減少される、薬学的組成物。
【請求項４９】
　前記変化は、
　ａ）少なくとも０．５℃の体温の上昇、
　ｂ）少なくとも０．２ｍｇ／ｍＬの前記対象の末梢血中のＣＲＰの上昇、
　ｃ）少なくとも０．８倍の前記対象の末梢血中の血小板の減少、
　ｄ）少なくとも０．８倍の前記対象の末梢血中の好中球の減少、または
　ｅ）少なくとも０．４倍の前記対象の末梢血中のアルブミンの減少を含む、請求項４８
に記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１３年３月１４日に出願された米国仮特許出願第６１／７８４，６６９
号の利益を主張するものである。上記出願は、参照により本明細書に組み込まれる。
配列表の参照
【０００２】
　本出願は、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して電子形式で配列表とともに出願される。配列表は、
２０１４年２月２５日に作成されたＡ－１８２６－ＷＯ－ＰＣＴ＿ＳＴ２５．ｔｘｔとい
う標題の４０，８４９バイトサイズのテキストファイルとして提供される。電子形式の配
列表に含まれる情報は、参照により、その全体が本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００３】
　ＩＬ－２は、３つの膜貫通受容体サブユニットに結合する：ＩＬ－２が結合すると細胞
内シグナル伝達事象を一緒に活性化するＩＬ－２Ｒβ及びＩＬ－２Ｒγ、ならびにＩＬ－
２とＩＬ－２Ｒβγとの間の相互作用を安定化する役割を果たすＣＤ２５（ＩＬ－２Ｒα
）。ＩＬ－２Ｒβγによって送達されるシグナルは、ＰＩ３－キナーゼ、Ｒａｓ－ＭＡＰ
－キナーゼ、及びＳＴＡＴ５経路のシグナルを含む。
【０００４】
　Ｔ細胞は、典型的には組織内に存在する低濃度のＩＬ－２に応答するためにＣＤ２５の
発現を必要とする。ＣＤ２５を発現するＴ細胞は、自己免疫性炎症を抑制するために必要
不可欠なＦＯＸＰ３＋抑制性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ細胞）と、ＣＤ２５を発現するように活性
化されたＦＯＸＰ３－Ｔ細胞の両方を含む。ＦＯＸＰ３－ＣＤ２５＋Ｔエフェクター細胞
（Ｔｅｆｆ）は、ＣＤ４＋細胞またはＣＤ８＋細胞のいずれかであってもよく、これらは
両方とも炎症、自己免疫、器官移植片拒絶、または移植片対宿主病の原因となり得る。Ｉ
Ｌ－２によって刺激されるＳＴＡＴ５シグナル伝達は、正常なＴ－ｒｅｇ細胞の成長及び
生存、ならびに高いＦＯＸＰ３発現のために非常に重要である。
【０００５】
　共同出願されたＷＯ２０１０／０８５４９５において、我々は、Ｔｒｅｇ細胞を選択的
に増殖させるかまたは刺激するためのＩＬ－２ムテインの使用について記載している。対
象に投与した場合、Ｔｒｅｇ細胞に対する効果は、炎症性疾患及び自己免疫性疾患を治療
するのに有用である。本明細書に記載のＩＬ－２ムテインは、ｉｎ　ｖｉｖｏでＴｅｆｆ
細胞よりも多くＴｒｅｇ細胞を増殖させるのに有用であるが、ヒトの治療に最適な属性を
有するＩＬ－２ムテインを作製することが望ましかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【０００６】
【特許文献１】国際公開第２０１０／０８５４９５号
【発明の概要】
【０００７】
　本明細書に記載されるのは、高収量での製造性に適応し、最適な薬理作用を有するＩＬ
－２ムテインである。例示的なＩＬ－２ムテインに基づくヒト治療薬を生成する取り組み
において、数多くの予想外かつ予測不能な観察が認められた。本明細書に記載のＩＬ－２
ムテインは、その取り組みの結果である。
【０００８】
　本明細書に記載のＩＬ－２ムテインは、ＩＬ－２に対する最小限の変更を有し、それに
よってＩＬ－２ムテイン及び／または内因性ＩＬ－２に対する免疫応答を引き起こす可能
性を低下させながら、なおもＴｒｅｇの選択的な増殖及び活性化を維持する。さらに、特
定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、分子、例えば、対象に投与されると血清半
減期を増加させる抗体Ｆｃに融合される。ＩＬ－２ムテインは、短い血清半減期（皮下注
射の場合３～５時間）を有する。本明細書に記載の例示的なＩＬ－２ムテインＦｃ融合体
は、ヒトにおいて、少なくとも１日、少なくとも３日、少なくとも５日、少なくとも１０
日、少なくとも１５日、少なくとも２０日、または少なくとも２５日の半減期を有する。
ＩＬ－２ムテインの薬物動態に対するこの効果は、少ないまたはより頻度の低いＩＬ－２
ムテイン治療薬の投薬を可能にする。
【０００９】
　さらに、薬学的な大分子を作製する場合、分子の凝集を最小限に抑え、かつ分子の安定
性を最大化しながら、大量の大分子を生成する能力を考慮しなければならない。ＩＬ－２
ムテインＦｃ融合分子は、そのような属性を示す。
【００１０】
　さらに、特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、ＩｇＧ１
　Ｆｃ領域を含有する。ＩｇＧ１のエフェクター機能（例えば、ＡＤＣＣ活性）を無効に
することが望ましい場合、２９７位のアスパラギンのグリシンへの変異（Ｎ２９７Ｇ；Ｅ
Ｕナンバリングスキーム）が、非グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃをもたらす他の変異と比べ
て大幅に改善された精製効率及び物理的特性を提供することが分かった。好ましい実施形
態において、システインをＦｃに導入してジスルフィド結合を可能にし、そうすることで
非グリコシル化Ｆｃ含有分子の安定性を増加させた。非グリコシル化Ｆｃの有用性は、Ｉ
Ｌ－２ムテインＦｃ融合体の枠を超えたものである。したがって、Ｎ２９７Ｇ置換と、任
意選択的にシステインに対する１つ以上のさらなる残基の置換とを含む、Ｆｃ含有分子、
Ｆｃ融合体、及び抗体が本明細書に提供される。
【００１１】
　本発明の別の態様は、グリコシル化したペプチドリンカーを含む。Ｎ－グリコシル化が
可能な好ましいリンカーペプチドは、ＧＧＮＧＴ（配列番号６）またはＹＧＮＧＴ（配列
番号７）を含む。
【００１２】
　別の態様において、本発明は、Ｖ９１Ｋ置換と、配列番号１に記載のアミノ酸配列と少
なくとも９０％同一のアミノ酸配列とを含み、該ＩＬ－２ムテインは、制御性Ｔ細胞を選
択的に刺激する、ヒトインターロイキン－２（ＩＬ－２）ムテインを提供する。一実施形
態において、ヒトＩＬ－２ムテインは、配列番号１に記載のアミノ酸配列と少なくとも９
５％同一のアミノ酸配列を含む。別の実施形態において、該ムテインは、配列番号１に記
載のアミノ酸配列を含む。別の実施形態において、１２５位はアラニンである。別の実施
形態において、１２５位はシステインである。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、Ｆｃ及びヒトＩＬ－２ムテインを含むＦｃ融合タンパク
質を提供する。一実施形態において、Ｆｃは、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃである。別の実施形態
において、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃは、該Ｆｃのエフェクター機能を変化させる１つ以上の変
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異を含む。別の実施形態において、ヒトＩｇＧ１は、Ｎ２９７に置換を含む。別の実施形
態において、Ｎ２９７の置換はＮ２９７Ｇである。別の実施形態において、Ｆｃ融合タン
パク質は、該ヒトＩｇＧ　ＦｃのＣ末端リジンの置換または欠失を含む。別の実施形態に
おいて、該ヒトＩｇＧ　ＦｃのＣ末端リジンが欠失される。別の実施形態において、リン
カーが、該タンパク質のＦｃとヒトＩＬ－２ムテイン部分とを接続する。別の実施形態に
おいて、リンカーは、ＧＧＧＧＳ、ＧＧＮＧＴ、またはＹＧＮＧＴである。別の実施形態
において、リンカーはＧＧＧＧＳである。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、
哺乳動物細胞内で発現させた時に該Ｆｃ融合タンパク質のグリコシル化を変化させるアミ
ノ酸の付加、置換、または欠失をさらに含む。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテイン
は、Ｔ３置換を含む。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３ＮまたはＴ３Ａ
置換を含む。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３Ｎ置換を含む。別の実施
形態において、ＩＬ－２ムテインは、Ｓ５変異をさらに含む。別の実施形態において、Ｉ
Ｌ－２ムテインは、Ｓ５Ｔ変異をさらに含む。別の実施形態において、Ｆｃ融合タンパク
質は、Ｆｃ二量体を含む。別の実施形態において、該Ｆｃ融合タンパク質は、２つのＩＬ
－２ムテインを含む。別の実施形態において、該Ｆｃ融合タンパク質は、単一のＩＬ－２
ムテインを含む。
【００１４】
　別の態様において、本発明は、ヒトＩＬ－２ムテインまたは抗体のＦｃ部分及びヒトＩ
Ｌ－２ムテインをコードする単離された核酸を提供する。一実施形態において、該抗体の
Ｆｃ部分及びヒトＩＬ－２ムテインは、単一のオープンリーディングフレーム内でコード
される。別の実施形態において、Ｆｃは、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃである。別の実施形態にお
いて、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃは、該Ｆｃのエフェクター機能を変化させる１つ以上の変異を
含む。別の実施形態において、ヒトＩｇＧ１は、Ｎ２９７に置換を含む。別の実施形態に
おいて、Ｎ２９７の置換はＮ２９７Ｇである。別の実施形態において、ヒトＩｇＧ１　Ｆ
ｃは、Ｃ末端リジンの置換または欠失を含む。別の実施形態において、該ヒトＩｇＧ　Ｆ
ｃのＣ末端リジンが欠失される。別の実施形態において、核酸は、抗体のＦｃ部分とヒト
ＩＬ－２ムテインとを接続するリンカーをさらにコードする。別の実施形態において、リ
ンカーは、ＧＧＧＧＳ、ＧＧＮＧＴ、またはＹＧＮＧＴである。別の実施形態において、
リンカーはＧＧＧＧＳである。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、哺乳動物細
胞内で発現させた時に該ＩＬ－２ムテインを含む部分のグリコシル化を変化させるアミノ
酸の付加、置換、または欠失をさらに含む。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは
、Ｔ３置換を含む。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３ＮまたはＴ３Ａ置
換を含む。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、Ｔ３Ｎ置換を含む。別の実施形
態において、ＩＬ－２ムテインは、Ｓ５変異をさらに含む。別の実施形態において、ＩＬ
－２ムテインは、Ｓ５Ｔ変異をさらに含む。
【００１５】
　別の態様において、本発明は、プロモーターに作動可能に連結された前述の単離された
核酸を含む発現ベクターを提供する。
【００１６】
　別の態様において、本発明は、前述の単離された核酸を含む宿主細胞を提供する。一実
施形態において、単離された核酸は、プロモーターに作動可能に連結される。別の実施形
態において、該宿主細胞は原核細胞である。別の実施形態において、宿主細胞は大腸菌で
ある。別の実施形態において、該宿主細胞は真核細胞である。別の実施形態において、宿
主細胞は哺乳動物細胞である。別の実施形態において、宿主細胞はチャイニーズハムスタ
ー卵巣（ＣＨＯ）細胞株である。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、該プロモーターが発現される条件下で前述の宿主細胞を
培養することと、該培養物からヒトＩＬ－２ムテインを回収することとを含む、ヒトＩＬ
－２ムテインを作製する方法を提供する。一実施形態において、方法は、該プロモーター
が発現される条件下で前述の宿主細胞を培養することと、該培養物からＦｃ融合タンパク
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質を回収することとを含む。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、Ｔ細胞の集団を有効量の前述のヒトＩＬ－２ムテインと
接触させることを含む、Ｔ細胞の集団内の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅ
ｇ）の比率を増加させる方法を提供する。一実施形態において、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に
対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率が増加する。別の実施形態において、ＣＤ３＋Ｆ
ｏｘＰ３－に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加する。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、Ｔ細胞の集団を有効量の前述のＦｃ融合タンパク質と接
触させることを含む、Ｔ細胞の集団内の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ
）の比率を増加させる方法を提供する。一実施形態において、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対
するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率が増加する。別の実施形態において、ＣＤ３＋Ｆｏ
ｘＰ３－に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加する。
【００２０】
　別の態様において、本発明は、有効量の前述のヒトＩＬ－２ムテインを投与することを
含む、対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率を増加
させる方法を提供する。一実施形態において、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対するＣＤ３＋Ｆ
ｏｘＰ３＋細胞の比率が増加する。別の実施形態において、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対す
るＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加する。
【００２１】
　別の態様において、本発明は、有効量の前述のＦｃ融合タンパク質を投与することを含
む、対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率を増加さ
せる方法を提供する。一実施形態において、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対するＣＤ３＋Ｆｏ
ｘＰ３＋細胞の比率が増加する。別の実施形態において、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－に対する
ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加する。
【００２２】
　別の態様において、本発明は、有効量の前述のヒトＩＬ－２ムテインを投与することを
含む、対象の末梢血中のナチュラルキラー（ＮＫ）細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ
）の比率を増加させる方法を提供する。一実施形態において、ＣＤ５６及び／またはＣＤ
１６を発現するＣＤ３－ＣＤ１９－リンパ球に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率が
増加する。別の実施形態において、ＣＤ５６及び／またはＣＤ１６を発現するＣＤ３－Ｃ
Ｄ１９－リンパ球に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加す
る。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、有効量の前述のＦｃ融合タンパク質を投与することを含
む、対象の末梢血中のナチュラルキラー（ＮＫ）細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）
の比率を増加させる方法を提供する。一実施形態において、ＣＤ５６及び／またはＣＤ１
６を発現するＣＤ３－ＣＤ１９－リンパ球に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率が増
加する。別の実施形態において、ＣＤ５６及び／またはＣＤ１６を発現するＣＤ３－ＣＤ
１９－リンパ球に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋細胞の比率は、少なくとも５０％増加する
。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、炎症性疾患または自己免疫性疾患に罹患する患者を治療
する方法を提供し、該方法は、該対象に治療有効量の前述のＩＬ－２ムテインを投与する
ことを含む。
【００２５】
　別の態様において、本発明は、炎症性疾患または自己免疫性疾患に罹患する患者を治療
する方法を提供し、該方法は、該対象に治療有効量の前述のＦｃ融合タンパク質を投与す
ることを含む。一実施形態において、投与が、疾患の少なくとも１つの症状の軽減をもた
らす。別の実施形態において、対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（
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Ｔｒｅｇ）の比率は、投与後に増加する。別の実施形態において、対象の末梢血中の非制
御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率は、投与後も本質的に同じままであ
る。別の実施形態において、炎症性疾患または自己免疫性疾患は、ループス、移植片対宿
主病、Ｃ型肝炎誘発性血管炎、Ｉ型糖尿病、多発性硬化症、自然流産、アトピー性疾患、
または炎症性腸疾患である。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、ヒトＩｇＧ１抗体のＦｃ領域を提供し、該Ｆｃ領域はＮ
２９７Ｇ変異を含み、ヒトＩｇＧ１の該Ｆｃ領域は、配列番号３に記載のアミノ酸配列と
少なくとも９０％の同一性を有する。一実施形態において、ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域は、
配列番号３に記載のアミノ酸配列と少なくとも９５％の同一性を有する。別の実施形態に
おいて、ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域は、配列番号３に記載のアミノ酸配列を含む。別の実施
形態において、ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域は、ポリペプチドを安定化するための１つ以上の
変異をさらに含む。別の実施形態において、配列番号３に記載の１つ以上のアミノ酸がシ
ステインで置換される。別の実施形態において、配列番号３に記載のアミノ酸配列のＶ２
５９、Ａ２８７、Ｒ２９２、Ｖ３０２、Ｌ３０６、Ｖ３２３、またはＩ３３２が、システ
インで置換される。別の実施形態において、Ｆｃ領域は、配列番号３に記載のアミノ酸配
列中にＡ２８７Ｃ及びＬ３０６Ｃ置換を含む。別の実施形態において、Ｆｃ領域は、配列
番号３に記載のアミノ酸配列中にＶ２５９Ｃ及びＬ３０６Ｃ置換を含む。別の実施形態に
おいて、Ｆｃ領域は、配列番号３に記載のアミノ酸配列中にＲ２９２Ｃ及びＶ３０２Ｃ置
換を含む。別の実施形態において、Ｆｃ領域は、配列番号３に記載のアミノ酸配列中にＶ
３２３Ｃ及びＩ３３２Ｃ置換を含む。
【００２７】
　別の態様において、本発明は、前述のＦｃ領域を含む抗体を提供する。
【００２８】
　別の態様において、本発明は、前述のＦｃ領域を含むＦｃ融合タンパク質を提供する。
【００２９】
　別の態様において、本発明は、リンカーを含むポリペプチドを提供し、該リンカーは、
ＧＧＮＧＴまたはＹＧＮＧＴである。一実施形態において、リンカーは、Ｎ－グリコシル
化を含む。別の実施形態において、リンカーは、ポリペプチド構造内のループに挿入され
るか、または該構造に取って代わる。
【００３０】
　別の態様において、本発明は、非グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃ含有分子を作製する方法
を提供し、該方法は、哺乳動物細胞培養物中で前述のポリペプチドをコードする核酸を発
現させることと、該培養物から非グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃ含有分子を回収することと
を含む。
【００３１】
　別の態様において、本発明は、哺乳動物細胞において発現させると非グリコシル化され
るＩｇＧ１　Ｆｃ含有分子を作製する方法を提供し、該方法は、Ｆｃ領域内のＮ２９７の
コドンをグリシンコドンに変異させるステップを含む。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、配列番号１８または配列番号２０の配列からなるＦｃ融
合タンパク質を提供する。一実施形態において、本発明は、Ｆｃ融合体をコードする核酸
を提供する。別の実施形態において、本発明は、核酸を含む細胞を提供する。別の実施形
態において、本発明は、細胞が該Ｆｃ融合タンパク質を発現することを可能にする条件下
で該細胞をインキュベートすることを含む、Ｆｃ融合タンパク質を作製する方法を提供す
る。別の実施形態において、本発明は、有効量のＦｃ融合タンパク質を該対象に投与する
ことを含む、対象における炎症性または自己免疫性状態を治療する方法を提供する。別の
実施形態において、炎症性または自己免疫性状態は、移植片対宿主病である。
【００３３】
　別の態様において、本発明は、前述のヒトインターロイキン－２（ＩＬ－２）ムテイン
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または前述のＦｃ融合タンパク質を用いた治療に対する対象の反応を監視する方法であっ
て、該対象における変化を検出することを含み、該変化は、体温の上昇、該対象の末梢血
中のＣＲＰの上昇、該対象の末梢血中の血小板の減少、該対象の末梢血中の好中球の減少
、または該対象の末梢血中のアルブミンの減少であり、該変化が検出された後、該治療は
、中止されるか、一時中断されるか、投与頻度が減少されるか、または投薬が減少される
、方法を提供する。一実施形態において、該変化は、少なくとも０．５℃の体温の上昇、
少なくとも０．２ｍｇ／ｍＬの該対象の末梢血中のＣＲＰの上昇、少なくとも０．８倍の
該対象の末梢血中の血小板の減少、少なくとも０．８倍の該対象の末梢血中の好中球の減
少、または少なくとも０．４倍の該対象の末梢血中のアルブミンの減少を含む。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】短期刺激アッセイにおいて、ＩｇＧ－ＦｃのＣ末端への融合によるホモ二量体化
は、効力が低く、かつＣＤ２５への親和性が高いＩＬ－２ムテインの活性を変化させない
。
【図２Ａ】図示される変異を有し、Ｆｃ－ヘテロ二量体の片側のＣ末端に融合されたＩＬ
－２ムテインを、Ｔ細胞においてＳＴＡＴ５のリン酸化を刺激する能力について調べた。
これらのムテインも、ＣＤ２５に高い親和性を付与する３つの変異（Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ
、Ｑ７４Ｐ）を含有していた。これらの活性を、Ｆｃの融合を含まないＩＬ－２の３つの
形態（白抜きの図形）と比較した：ＷＴ　ＩＬ－２、ＨａＷＴ（ＣＤ２５に対する高い親
和性）（Ｎ２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ
７４Ｐ）、及びＨａＤ（ＣＤ２５に対する高い親和性、及び低いシグナル伝達活性）（Ｎ
２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ、Ｎ
８８Ｄ）。ゲートをかけたＦＯＸＰ３＋ＣＤ４＋及びＦＯＸＰ３－ＣＤ４＋Ｔ細胞のホス
ホ－ＳＴＡＴ５応答を示す。
【図２Ｂ】図示される変異を有し、Ｆｃ－ヘテロ二量体の片側のＣ末端に融合されたＩＬ
－２ムテインを、Ｔ細胞においてＳＴＡＴ５のリン酸化を刺激する能力について調べた。
これらのムテインも、ＣＤ２５に高い親和性を付与する３つの変異（Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ
、Ｑ７４Ｐ）を含有していた。これらの活性を、Ｆｃの融合を含まないＩＬ－２の３つの
形態（白抜きの図形）と比較した：ＷＴ　ＩＬ－２、ＨａＷＴ（ＣＤ２５に対する高い親
和性）（Ｎ２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ
７４Ｐ）、及びＨａＤ（ＣＤ２５に対する高い親和性、及び低いシグナル伝達活性）（Ｎ
２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ、Ｎ
８８Ｄ）。ゲートをかけたＦＯＸＰ３＋ＣＤ４＋及びＦＯＸＰ３－ＣＤ４＋Ｔ細胞のホス
ホ－ＳＴＡＴ５応答を示す。
【図３】Ｆｃ－ヘテロ二量体に融合されたＩＬ－２ムテインの滴定に応じたＴ細胞サブセ
ットの増殖。融合タンパク質の活性を、Ｆｃの融合を含まないＩＬ－２の３つの形態（白
抜きの図形）と比較した：ＷＴ　ＩＬ－２、ＨａＷＴ（ＣＤ２５に対する高い親和性）（
Ｎ２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ）
、及びＨａＤ（ＣＤ２５に対する高い親和性、及び低いシグナル伝達活性）（Ｎ２９Ｓ、
Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ、Ｎ８８Ｄ）
。
【図４】Ｆｃ－ヘテロ二量体に融合されたＩＬ－２ムテインの滴定に応じたＮＫ細胞の増
殖。融合タンパク質の活性を、Ｆｃの融合を含まないＩＬ－２の３つの形態（白抜きの図
形）と比較した：ＷＴ　ＩＬ－２、ＨａＷＴ（ＣＤ２５に対する高い親和性）（Ｎ２９Ｓ
、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ）、及びＨ
ａＤ（ＣＤ２５に対する高い親和性、及び低いシグナル伝達活性）（Ｎ２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ
、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ、Ｎ８８Ｄ）。
【図５】Ｆｃ－ホモ二量体Ｎ２９７Ｇに融合されたＩＬ－２ムテインの滴定に応じたＴ細
胞サブセットの増殖。Ｆｃムテインの活性を、ＷＴ　ＩＬ－２（白抜きの丸）及びＦｃ．
ＷＴ（黒塗りの丸）と比較した。ＣＤ２５（ＨａＭｕｔ１）に高い親和性を付与する変異



(11) JP 6450365 B2 2019.1.9

10

20

30

40

50

は、Ｖ６９Ａ及びＱ７４Ｐであった。
【図６】Ｆｃ－ホモ二量体Ｎ２９７Ｇに融合されたＩＬ－２ムテインの滴定に応じたＮＫ
細胞の増殖。Ｆｃ．ムテインの活性を、ＷＴ　ＩＬ－２（白抜きの丸）及びＦｃ．ＷＴ（
黒塗りの丸）と比較した。
【図７Ａ】ＣＤ２５に高い親和性を付与する変異を含まないＦｃ．ＩＬ－２ムテインが、
ヒト化マウスにおいてＴｒｅｇの増殖及びＦＯＸＰ３の上方制御を促進した。
【図７Ｂ】ＣＤ２５に高い親和性を付与する変異を含まないＦｃ．ＩＬ－２ムテインが、
ヒト化マウスにおいてＴｒｅｇの増殖及びＦＯＸＰ３の上方制御を促進した。
【図８】低週用量（動物１匹当たり０．５μｇ）のＦｃ．ＩＬ－２ムテインが、ヒト化マ
ウスにおいてＴｒｅｇの増殖及びＦＯＸＰ３の上方制御を促進し、Ｆｃ．Ｎ８８Ｄ及びＦ
ｃ．ＷＴと比較してＦｃ．Ｖ９１Ｋにより良好な活性が観察された。
【図９Ａ】Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ及びＦｃ．Ｎ８８Ｄは、ＣＤ２５との会合を介して活性化され
たＴ細胞の表面上に残留する。
【図９Ｂ】Ｆｃ．ＷＴと比較した、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ及びＦｃ．Ｎ８８Ｄを用いたＩＬ－２
Ｒシグナルの持続性。
【図１０Ａ】カニクイザルにおけるＦｃ．Ｖ９１Ｋの２週及び４週投与間隔の比較、なら
びにＩＶ及びＳＣ投与経路の比較。
【図１０Ｂ】カニクイザルにおけるＦｃ．Ｖ９１Ｋの２週及び４週投与間隔の比較、なら
びにＩＶ及びＳＣ投与経路の比較。
【図１１Ａ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、及びＦｃ．Ｎ８８Ｄの
異なる投与計画を用いて処理したカニクイザルにおける細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰ
の動態。
【図１１Ｂ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、及びＦｃ．Ｎ８８Ｄの
異なる投与計画を用いて処理したカニクイザルにおける細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰ
の動態。
【図１１Ｃ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、及びＦｃ．Ｎ８８Ｄの
異なる投与計画を用いて処理したカニクイザルにおける細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰ
の動態。
【図１１Ｄ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、及びＦｃ．Ｎ８８Ｄの
異なる投与計画を用いて処理したカニクイザルにおける細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰ
の動態。
【図１１Ｅ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、及びＦｃ．Ｎ８８Ｄの
異なる投与計画を用いて処理したカニクイザルにおける細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰ
の動態。
【図１１Ｆ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、及びＦｃ．Ｎ８８Ｄの
異なる投与計画を用いて処理したカニクイザルにおける細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰ
の動態。
【図１２Ａ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、またはＦｃ．Ｎ８８Ｄ
の投与量の増加が、カニクイザルにおけるＴｒｅｇ細胞、ＮＫ細胞、ＣＤ４＋ＦＯＸＰ３
－Ｔ細胞、及びＣＤ８＋ＦＯＸＰ３－Ｔ細胞のレベルに及ぼす影響。各データポイントは
、４匹の動物の平均ピーク応答を表す。
【図１２Ｂ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、またはＦｃ．Ｎ８８Ｄ
の投与量の増加が、カニクイザルにおけるＴｒｅｇ細胞及び好酸球のレベルに及ぼす影響
。各データポイントは、４匹の動物の平均ピーク応答を表す。
【図１２Ｃ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、またはＦｃ．Ｎ８８Ｄ
の投与量の増加が、カニクイザルにおいてＴｒｅｇ細胞及びＣＲＰのレベル、ならびに体
温に及ぼす影響。各データポイントは、４匹の動物の平均ピーク応答を表す。
【図１２Ｄ】ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ、またはＦｃ．Ｎ８８Ｄ
の投与量の増加が、カニクイザルにおけるＴｒｅｇ細胞、血小板、好中球、及びアルブミ
ンのレベルに及ぼす影響。各データポイントは、４匹の動物の平均ピーク応答を表す。右
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のＹ軸は、投与前試料と比較して血小板、好中球、またはアルブミンにおける倍数変化を
示すために反転させている。
【図１３】Ｆｃ．Ｖ９１Ｋで処理したカニクイザルにおける抗薬物抗体（ＡＤＡ）の発生
の動態。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
　本明細書において用いられる見出しは、構成上の目的のためであるに過ぎず、記載され
る主題を限定するものであると見なされるべきではない。本明細書の本文中に引用される
全ての参考文献は、参照により、それらの全体が本明細書に明示的に組み込まれる。
【００３６】
　標準的な技術が、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、組織の培養及び形質転換、
タンパク質精製等に用いられてもよい。酵素反応及び精製技術は、製造者の仕様に従って
、また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される
ように行われてもよい。以下の手順及び技術は、当該技術分野で周知の従来方法に従って
、また本明細書を通して引用される及び論じられる種々の一般的な及びより具体的な参考
文献に記載されるように、一般的に行われてもよい。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　
ａｌ．，２００１，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕｅｌ，３ｒｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（任意の目的
のために参照により本明細書に組み込まれる）を参照されたい。具体的な定義が提供され
ない限り、本明細書に記載される分析化学、有機化学、ならびに医学及び製薬化学に関連
して用いられる命名法、ならびにその実験手順及び技術は、当該技術分野において周知で
あり、かつ一般的に使用されるものである。標準的な技術が、化学合成、化学分析、薬剤
の調製、処方、及び送達、ならびに患者の治療に用いられてもよい。
【００３７】
ＩＬ－２
　本明細書に記載のＩＬ－２ムテインは、野生型ヒトＩＬ－２の変異体である。本明細書
で使用される場合、「野生型ヒトＩＬ－２」、「野生型ＩＬ－２」、または「ＷＴ　ＩＬ
－２」は、以下のアミノ酸配列を有するポリペプチドを意味する：
【００３８】
【化１】

Ｘは、Ｃ、Ｓ、Ｖ、またはＡである（配列番号２）。
【００３９】
　変異体は、野生型ＩＬ－２アミノ酸配列中に１つ以上の置換、欠失、または挿入を含有
し得る。残基は、本明細書において、１文字アミノ酸コードに続くＩＬ－２アミノ酸の位
置によって表される：例えば、Ｋ３５は、配列番号２の３５位にあるリジン残基である。
置換は、本明細書において、１文字アミノ酸コード、それに続くＩＬ－２アミノ酸の位置
、それに続く置換する１文字アミノ酸コードによって表される：例えば、Ｋ３５Ａは、ア
ラニン残基を有する配列番号２の３５位にあるリジン残基である。
【００４０】
ＩＬ－２ムテイン
　制御性Ｔ（Ｔｒｅｇ）細胞を選択的に刺激するヒトＩＬ－２ムテインが、本明細書に提
供される。本明細書において使用される場合、「制御性Ｔ細胞を選択的に刺激する」とは
、ムテインが、ＣＤ３＋ＦｏｘＰ３－Ｔ細胞よりもＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋Ｔ細胞の増殖、
生存、活性化、及び／または機能を促進することを意味する。Ｔｒｅｇを選択的に刺激す
る能力を測定する方法は、末梢血白血球のフローサイトメトリーによって測定することが
でき、全ＣＤ４＋Ｔ細胞中のＦＯＸＰ３＋ＣＤ４＋Ｔ細胞の割合の増加、全ＣＤ８＋Ｔ細
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胞中のＦＯＸＰ３＋ＣＤ８＋Ｔ細胞の割合の増加、ＮＫ細胞に対するＦＯＸＰ３＋Ｔ細胞
の割合の増加、及び／または他のＴ細胞上のＣＤ２５発現の増加に対するＦＯＸＰ３＋Ｔ
細胞の表面上のＣＤ２５の発現レベルのより大きな増加が観察される。Ｔｒｅｇ細胞の選
択的な増殖は、亜硫酸水素塩で処理したゲノムＤＮＡ由来のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）産物を配列決定することによって検出されるように、全血から抽出したＤＮＡ中の脱
メチル化ＣＤ３遺伝子に対する脱メチル化ＦＯＸＰ３プロモーターＤＮＡ（すなわち、Ｔ
ｒｅｇ特異的脱メチル化領域、またはＴＳＤＲ）の発現の増加として検出することもでき
る（Ｊ．Ｓｅｈｏｕｌｉ，ｅｔ　ａｌ．２０１１．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ　６：２，２
３６－２４６）。
【００４１】
　Ｔｒｅｇ細胞を選択的に刺激するＩＬ－２ムテインは、対象または末梢血試料中のＣＤ
３＋ＦｏｘＰ３－Ｔ細胞に対するＣＤ３＋ＦｏｘＰ３＋Ｔ細胞の比率を、少なくとも３０
％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少な
くとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも１００％、少なくとも１５０％、少なくと
も２００％、少なくとも３００％、少なくとも４００％、少なくとも５００％、少なくと
も６００％、少なくとも７００％、少なくとも８００％、少なくとも９００％、または少
なくとも１０００％増加させる。
【００４２】
　好ましいＩＬ－２ムテインは、限定されないが、配列番号２に記載のアミノ酸配列中に
Ｖ９１ＫまたはＮ８８Ｄ置換を含むＩＬ－２ムテインを含む。例示的なＩＬ－２ムテイン
は、配列番号１に記載される。特に好ましいのは、Ｃ１２５Ａ置換を含む配列番号１に記
載のアミノ酸配列である。野生型ＩＬ－２配列に対するさらなる変異の数を減少すること
が有利であり得るが、本発明は、Ｖ９１ＫまたはＮ８８Ｄ置換に加えて、切断もしくはさ
らなる挿入、または置換を有するＩＬ－２ムテインを含むが、但し、該ムテインがＴｒｅ
ｇを選択的に刺激する活性を維持するものとする。したがって、実施形態は、Ｔｒｅｇ細
胞を選択的に刺激し、配列番号２に記載のアミノ酸配列と少なくとも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％、または少なくとも９９％同一
のＶ９１ＫもしくはＮ８８Ｄを有するアミノ酸配列を含むＩＬ－２ムテインを含む。特に
好ましい実施形態において、そのようなＩＬ－２ムテインは、配列番号２に記載のアミノ
酸配列と少なくとも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％、または少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を含む。
【００４３】
　アミノ酸配列の場合、配列同一性及び／または配列類似性は、限定されないが、Ｓｍｉ
ｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，１９８１，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２
の局所的配列同一性アルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，１９７
０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３の配列同一性アラインメントアルゴリズム、Ｐ
ｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：２４４４の類似性検索法、これらのアルゴリズムのコンピュータに
よる実施（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ
内のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、及びＴＦＡＳＴＡ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏ
ｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗ
ｉｓ）、Ｄｅｖｅｒｅｕｘ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１
２：３８７－３９５によって記載されるＢｅｓｔ　Ｆｉｔ配列プログラムを含む当該技術
分野で既知の標準的な技術を用いて、好ましくはデフォルト設定を用いて、または視察に
よって決定される。好ましくは、同一性パーセントは、以下のパラメータに基づいてＦａ
ｓｔＤＢによって算出される：ミスマッチペナルティ＝１；ギャップペナルティ＝１；ギ
ャップサイズペナルティ＝０．３３；及び結合ペナルティ＝３０（「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓ
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ｉｓ」Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ，Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｐｐ１２
７－１４９（１９８８），Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．）。
【００４４】
　有用なアルゴリズムの一例は、ＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、累進ペアワイズ
アライメントを用いて関連配列の群から多重配列アライメントを作成する。また、これは
、アライメントを作成するために使用されるクラスター化関係を示すツリーを描画するこ
ともできる。ＰＩＬＥＵＰは、Ｆｅｎｇ＆Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，１９８７，Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｅｖｏｌ．３５：３５１－３６０の累進アライメントを単純化したものを使用する：この
方法は、Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，１９８９，ＣＡＢＩＯＳ５：１５１－１
５３によって記載される方法に類似する。有用なＰＩＬＥＵＰパラメータは、デフォルト
のギャップ重み付け３．００、デフォルトのギャップ長さ重み付け０．１０、及び重み付
けされた末端ギャップを含む。
【００４５】
　有用なアルゴリズムの別の例は、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｊ．Ｍ
ｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７
，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２、及びＫａｒｉｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：
５８７３－５７８７に記載されるＢＬＡＳＴアルゴリズムである。特に有用なＢＬＡＳＴ
プログラムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅ
ｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２６６：４６０－４８０から得られたＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２プログ
ラムである。ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２は、いくつかの検索パラメータを使用し、そのほとん
どはデフォルト値に設定される。調整可能なパラメータは、以下の値で設定される：重複
スパン＝１、重複断片＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝ＩＩ。ＨＳＰ　Ｓ及びＨＳＰ　
Ｓ２パラメータは、動的な値であり、特定の配列の組成物、及びそれに対して対象となる
配列が検索される特定のデータベースの組成物に応じてプログラム自体によって確立され
るが、感受性を高めるように値を調整してもよい。
【００４６】
　さらなる有用なアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｎｕｃ
ｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２によって報告されているギャップ付
きＢＬＡＳＴである。ギャップ付きＢＬＡＳＴは、ＢＬＯＳＵＭ－６２置換スコア；９に
設定された閾値Ｔパラメータ；ギャップなしの伸長を開始するための２ヒット法、ギャッ
プ長ｋに１０＋ｋのコストを負荷；１６に設定されたＸｕ、ならびにデータベース検索段
階で４０に、及びアルゴリズムの出力段階で６７設定されたＸｇを用いる。ギャップ付ア
ライメントは、約２２ビットに対応するスコアによって開始される。
【００４７】
　アミノ酸配列変異を導入する部位または領域は予め決定されていてもよいが、変異自体
は予め決定しておく必要はない。例えば、所与の部位における変異の性能を最適化するた
めに、標的コドンまたは領域でランダム変異誘発を行って、発現したＩＬ－２ムテインを
所望の活性の最適な組み合わせについてスクリーニングすることができる。例えば、Ｍ１
３プライマー変異誘発及びＰＣＲ変異誘発等の、既知の配列を有するＤＮＡの所定の部位
で置換変異を作製するための技術が周知である。変異体のスクリーニングは、例えば、本
明細書に記載のアッセイを使用して行われてもよい。
【００４８】
　アミノ酸置換は、典型的には単一残基の置換である：挿入は、通常、約１～約２０アミ
ノ酸残基程度であるが、それよりも相当大きな挿入が許容され得る。欠失は、約１～約２
０アミノ酸残基に及ぶが、場合によっては、欠質ははるかに大きくてもよい。
【００４９】
　最終的な誘導体または変異体に到達するために、置換、欠失、挿入、またはそれらの任
意の組み合わせが用いられてもよい。一般的に、これらの変更は、分子の変化、特に、抗
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原結合タンパク質の免疫原性及び特異性を最小限に抑えるために、数個のアミノ酸に対し
て行われる。しかしながら、特定の状況ではより大きな変更が許容され得る。保存的置換
は、表１として示される以下のチャートに従って一般的に行われる。
【００５０】
【表１】

　機能または免疫学的同一性における実質的な変更は、表１に示されるものよりも保存性
が低い置換を選択することによって行われる。例えば、変化の領域内のポリペプチド骨格
の構造、例えば、αへリックス構造もしくはβシート構造；標的部位の分子の電荷もしく
は疎水性；または側鎖の嵩高さに、より著しい影響を及ぼす置換が行われてもよい。一般
的にポリペプチドの特性に最も大きな変化をもたらすことが予測される置換は、（ａ）親
水性残基、例えば、セリルもしくはスレオニルが、疎水性残基、例えば、ロイシル、イソ
ロイシル、フェニルアラニル、バリル、もしくはアラニルで（または、それによって）置
換される；（ｂ）システインもしくはプロリンが、任意の他の残基で（または、それによ
って）置換される；（ｃ）電気陽性側鎖を有する残基、例えば、リジル、アルギニル、も
しくはヒスチジルが、電気陰性残基、例えば、グルタミルもしくはアスパルチルで（また
は、それによって）置換される；あるいは（ｄ）嵩高い側鎖を有する残基、例えばフェニ
ルアラニンが、側鎖を有しない残基、例えばグリシンで（または、それによって）置換さ
れる、置換である。
【００５１】
　変異体は、典型的には、天然に存在する類似体と同じ定性的な生物学的活性を示し、同
じ免疫応答を誘発するが、変異体は、必要に応じて、ＩＬ－２ムテインの特徴を修飾する
ようにも選択される。代替として、変異体は、ＩＬ－２ムテインの生物学的活性を変化さ
せるように設計されてもよい。例えば、グリコシル化部位は、本明細書に記載されるよう
に変化させるかまたは除去してもよい。
【００５２】
長期の血清半減期を有するＩＬ－２ムテイン
　本明細書に提供されるＩＬ－２ムテインは、例えばＴｅｆｆまたはＮＫ細胞よりも、Ｔ
ｒｅｇを選択的に増殖させるため、患者に投与した時に安全プロファイルが野生型ＩＬ－
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２またはＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）とは異なることが予想される（ａｌｄｅｓｌｅ
ｕｋｉｎ；Ｎｏｖａｒｔｉｓ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）。野生型ＩＬ－２
またはＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）に関連する副作用は、風邪様症状、寒気／悪寒、
関節痛、発熱、発疹、掻痒、注射部位反応、低血圧、下痢、悪心、不安、混乱、及び鬱状
態を含む。本明細書において提供されるＩＬ－２ムテインは、そのような半減期の延長が
患者の副作用または有害事象の可能性または強度を高めるリスクを増大させることなく、
ムテインの血清半減期を延長する分子を含むかまたはそれに融合するように変化させるこ
とができる。そのような血清半減期が延長されたムテインの皮下投与は、より低い最大全
身曝露量（Ｃｍａｘ）で長期標的カバレッジを可能にし得る。血清半減期の延長は、より
少ないかまたはより頻度の低いムテインの投与計画を実現し得る。
【００５３】
　本明細書において提供されるＩＬ－２ムテインの血清半減期は、本質的に当該技術分野
で既知のいずれの方法によって延長されてもよい。そのような方法は、ＩＬ－２ムテイン
の配列を、新生児Ｆｃγ受容体に結合するか、または長期の血清半減期を有するタンパク
質、例えば、ＩｇＧまたはヒト血清アルブミンに結合するペプチドを含むように変化させ
ることを含む。他の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、融合分子に長期の半減期を
付与するポリペプチドに融合される。そのようなポリペプチドは、新生児Ｆｃγ受容体に
結合するＩｇＧ　Ｆｃもしくは他のポリペプチド、ヒト血清アルブミン、または長期の血
清半減期を有するタンパク質に結合するポリペプチドを含む。好ましい実施形態において
、ＩＬ－２ムテインは、ＩｇＧ　Ｆｃ分子に融合される。
【００５４】
　ＩＬ－２ムテインは、ＩｇＧ　Ｆｃ領域のＮ末端またはＣ末端に融合されてもよい。実
施例に示すように、ＩｇＧ　Ｆｃ領域のＣ末端への融合は、ＩｇＧ　ＦｃのＮ末端に融合
した場合よりも高い程度までＩＬ－２ムテインの活性を維持する。
【００５５】
　本発明の一実施形態は、ＩＬ－２ムテインを抗体のＦｃ領域に融合することによって作
製される２つのＦｃ融合ポリペプチドを含む二量体を対象とする。二量体は、例えば、融
合タンパク質をコードする遺伝子融合体を適切な発現ベクターに挿入し、組換え発現ベク
ターで形質転換した宿主細胞中で遺伝子融合体を発現させ、発現した融合タンパク質を抗
体分子と非常に類似するように組み立てることによって作製することができ、そうすると
Ｆｃ部分間に鎖間結合が形成して二量体を生じる。
【００５６】
　本明細書で使用される「Ｆｃポリペプチド」または「Ｆｃ領域」という用語は、抗体の
Ｆｃ領域由来のポリペプチドの天然形態及びムテイン形態を含む。二量体化を促進するヒ
ンジ領域を含有する、そのようなポリペプチドの切断形態も含まれる。特定の実施形態に
おいて、Ｆｃ領域は、抗体のＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含む。Ｆｃ部分を含む融合タン
パク質（及びそこから形成されるオリゴマー）は、血清半減期の延長とともに、プロテイ
ンＡまたはプロテインＧカラム上のアフィニティークロマトグラフィーによる容易な精製
という利点を提供する。好ましいＦｃ領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、及びＩｇ
Ｇ４を含むヒトＩｇＧに由来する。本明細書において、Ｆｃ中の特定の残基は位置によっ
て特定される。全てのＦｃの位置は、ＥＵナンバリングスキームに基づいている。
【００５７】
　抗体のＦｃ部分の機能の１つは、抗体がその標的に結合した時に免疫系に伝達すること
である。これは、「エフェクター機能」と見なされる。伝達は、抗体依存性細胞傷害（Ａ
ＤＣＣ）、抗体依存性細胞食作用（ＡＤＣＰ）、及び／または補体依存性細胞傷害（ＣＤ
Ｃ）を引き起こす。ＡＤＣＣ及びＡＤＣＰは、免疫系の細胞表面上のＦｃ受容体にＦｃが
結合することによって媒介される。ＣＤＣは、Ｆｃと、補体系のタンパク質、例えばＣ１
ｑとの結合によって媒介される。
【００５８】
　ＩｇＧサブクラスは、エフェクター機能を媒介する能力において異なる。例えば、Ｉｇ
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Ｇ１は、ＡＤＣＣ及びＣＤＣを媒介する上でＩｇＧ２及びＩｇＧ４よりもはるかに優れて
いる。したがって、エフェクター機能が望ましくない実施形態において、ＩｇＧ２　Ｆｃ
が好ましい。しかしながら、ＩｇＧ２　Ｆｃ含有分子は、ＩｇＧ１　Ｆｃ含有分子と比較
して、製造がより困難であり、半減期がより短い等のあまり魅力的ではない生物物理学的
特性を有することが知られている。
【００５９】
　抗体のエフェクター機能は、Ｆｃに１つ以上の変異を導入することによって増加または
低下させることができる。本発明の実施形態は、エフェクター機能を増加させるように操
作したＦｃを有するＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質を含む（米国特許第７，３１７
，０９１号、及びＳｔｒｏｈｌ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２０：６８５
－６９１，２００９；両方とも、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。高い
エフェクター機能を有する例示的なＩｇＧ１　Ｆｃ分子は、以下の置換を有する分子を含
む：
【００６０】

【表２】

【００６１】
　ＩｇＧ　Ｆｃ含有タンパク質のエフェクター機能を増加させる別の方法は、Ｆｃのフコ
シル化を減少させることによるものである。Ｆｃに付着した二分岐複合型オリゴ糖からコ
アフコースを除去することにより、抗原結合またはＣＤＣのエフェクター機能を変化させ
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ることなく、ＡＤＣＣのエフェクター機能を大幅に増加させた。Ｆｃ含有分子、例えば抗
体のフコシル化を低下させるかまたは無効にするためのいくつかの方法が知られている。
これらは、ＦＵＴ８ノックアウト細胞株、変異ＣＨＯ株Ｌｅｃ１３、ラットハイブリドー
マ細胞株ＹＢ２／０、ＦＵＴ８遺伝子を特異的に標的とする低分子干渉ＲＮＡを含む細胞
株、及びβ－１，４－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩとゴルジα
マンノシダーゼＩＩを共発現する細胞株を含む、特定の哺乳動物細胞株における組換え発
現を含む。代替として、Ｆｃ含有分子は、植物細胞、酵母、または原核細胞、例えば、大
腸菌等の非哺乳動物細胞において発現させてもよい。
【００６２】
　本発明の好ましい実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、エフェ
クター機能を低下させるように操作されたＦｃを含む。低いエフェクター機能を有する例
示的なＦｃ分子は、以下の置換を有する分子を含む：
【００６３】
【表３】

【００６４】
　ヒトＩｇＧ１は、Ｎ２９７（ＥＵナンバリングシステム）にグリコシル化部位を有する
こと、及びグリコシル化は、ＩｇＧ１抗体のエフェクター機能に寄与することが知られて
いる。例示的なＩｇＧ１配列を、配列番号３に提供する。グループは、非グリコシル化抗
体を作製する取り組みにおいてＮ２９７を変異させた。この変異は、生理化学的性質にお
いてアスパラギンに類似するアミノ酸、例えばグルタミン（Ｎ２９７Ｑ）で、または極性
基を有しないアスパラギンを模倣するアラニン（Ｎ２９７Ａ）でＮ２９７を置換すること
に焦点をおいている。
【００６５】
　本明細書において使用される場合、「非グリコシル化抗体」または「非グリコシル化ｆ
ｃ」は、Ｆｃの２９７位にある残基のグリコシル化状態を指す。抗体または他の分子は、
１つ以上の他の場所にグリコシル化を含有し得るが、なおも非グリコシル化抗体または非
グリコシル化Ｆｃ融合タンパク質であると見なすことができる。
【００６６】
　エフェクター機能を有しないＩｇＧ１　Ｆｃを作製する取り組みにおいて、ヒトＩｇＧ
１のアミノ酸Ｎ２９７のグリシンへの変異、すなわちＮ２９７Ｇが、その残基の他のアミ
ノ酸置換よりもはるかに優れた精製効率及び物理的特性を提供することが発見された。実
施例８を参照されたい。したがって、好ましい実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ
融合タンパク質は、Ｎ２９７Ｇ置換を有するヒトＩｇＧ１　Ｆｃを含む。Ｎ２９７Ｇ置換
を含むＦｃは、分子がヒトＩｇＧ１　Ｆｃを含むいずれの状況においても有用であり、Ｉ
Ｌ－２ムテインＦｃ融合体に関連する使用に限定されない。特定の実施形態において、抗
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体は、Ｎ２９７Ｇ置換を有するＦｃを含む。
【００６７】
　Ｎ２９７Ｇ変異を有するヒトＩｇＧ１　Ｆｃを含むＦｃはまた、挿入、欠失、及び置換
をさらに含む。特定の実施形態において、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃは、Ｎ２９７Ｇ置換を含み
、配列番号３に記載のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一、少なくとも９１％同一、少
なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４％同一、少なくとも９５％
同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくとも９８％同一、または少
なくとも９９％同一である。特に好ましい実施形態において、Ｃ末端リジン残基は、置換
されるかまたは欠失される。Ｃ末端リジンのＮ２９７Ｇ置換及び欠失を含むヒトＩｇＧ１
のアミノ酸配列は、配列番号４に記載される。
【００６８】
　グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃ含有分子は、グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃ含有分子よりも
安定ではないことが示された。Ｆｃ領域は、非グリコシル化分子の安定性を増加させるよ
うにさらに操作してもよい。いくつかの実施形態において、二量体状態でジスルフィド結
合を形成するように、１つ以上のアミノ酸がシステインに置換される。配列番号３に記載
のアミノ酸配列の残基Ｖ２５９、Ａ２８７、Ｒ２９２、Ｖ３０２、Ｌ３０６、Ｖ３２３、
またはＩ３３２は、システインで置換されてもよい。好ましい実施形態において、それら
が互いにジスルフィド結合を選択的に形成し、したがってジスルフィド結合の組換えを制
限または防止するように、特定の対の残基が置換される。好ましい対は、限定されないが
、Ａ２８７ＣとＬ３０６Ｃ、Ｖ２５９ＣとＬ３０６Ｃ、Ｒ２９２ＣとＶ３０２Ｃ、及びＶ
３２３ＣとＩ３３２Ｃを含む。
【００６９】
　残基Ｖ２５９、Ａ２８７、Ｒ２９２、Ｖ３０２、Ｌ３０６、Ｖ３２３、またはＩ３３２
のうちの１つ以上がシステインで置換されたＦｃ含有分子が本明細書に提供される。好ま
しいＦｃ含有分子は、Ａ２８７ＣとＬ３０６Ｃ、Ｖ２５９ＣとＬ３０６Ｃ、Ｒ２９２Ｃと
Ｖ３０２Ｃ、またはＶ３２３ＣとＩ３３２Ｃ置換を含む分子を含む。
【００７０】
　ＩｇＧ１　Ｆｃに対して行われてもよいさらなる変異は、Ｆｃ含有ポリペプチドの中で
もヘテロ二量体の形成を促進する変異を含む。いくつかの実施形態において、細胞内で共
発現させた時に、２つの異なるＦｃ含有ポリペプチド鎖のヘテロ二量体の形成を促進する
「ノブ」及び「ホール」を形成するように、Ｆｃ領域が操作される。米国特許第７，６９
５，９６３号。他の実施形態において、細胞内で共発現させた時に、静電ステアリングを
用いて２つの異なるＦｃ含有ポリペプチドのホモ二量体の形成を妨げる一方でヘテロ二量
体の形成を助長するように、Ｆｃ領域を変化させる。参照により、その全体が本明細書に
組み込まれるＷＯ０９／０８９，００４。好ましいヘテロ二量体Ｆｃは、Ｆｃの一方の鎖
がＤ３９９Ｋ及びＥ３５６Ｋ置換を含み、Ｆｃの他方の鎖がＫ４０９Ｄ及びＫ３９２Ｄ置
換を含むものである。他の実施形態において、Ｆｃの一方の鎖は、Ｄ３９９Ｋ、Ｅ３５６
Ｋ、及びＥ３５７Ｋ置換を含み、Ｆｃの他方の鎖は、Ｋ４０９Ｄ、Ｋ３９２Ｄ、及びＫ３
７０Ｄ置換を含む。
【００７１】
　特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質が単量体であること、
すなわち、単一のＩＬ－２ムテイン分子のみを含有することが有利である場合がある。そ
のような実施形態において、融合タンパク質のＦｃ領域は、ヘテロ二量体の形成を促進す
る１つ以上の変異を含有してもよい。融合タンパク質は、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合ポリ
ペプチド中のＦｃ領域に相互変異を有するが、ＩＬ－２ムテインを欠くＦｃ領域と共発現
される。結果として得られたタンパク質である２つのＦｃ含有ポリペプチド形態のヘテロ
二量体は、単一のＩＬ－２ムテインのみを含有する。
【００７２】
　単量体のＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質を作製する別の方法は、ＩＬ－２ムテイ
ンを、単量体Ｆｃ、すなわち二量体化しないＦｃ領域に融合することである。安定した単
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量体Ｆｃは、二量体化を妨げ、単量体形態の分子を安定化する変異を含む。好ましい単量
体Ｆｃは、参照によりその全体が本明細書に組み込まれるＷＯ２０１１／０６３３４８に
公開されている。特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、Ｙ
３４９、Ｌ３５１、Ｌ３６８、Ｖ３９７、Ｌ３９８、Ｆ４０５、またはＹ４０７における
スレオニン置換とともに、３９２位及び４０９位に負の電荷を帯びたアミノ酸を含むＦｃ
を含む。
【００７３】
　特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、ＦｃとＩＬ－２ム
テインとの間にリンカーを含む。多くの異なるリンカーポリペプチドが、当該技術分野で
既知であり、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質に関連して使用され得る。好ましい実
施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、ＦｃとＩＬ－２ムテインとの
間にＧＧＧＧＳ（配列番号５）、ＧＧＮＧＴ（配列番号６）、またはＹＧＮＧＴ（配列番
号７）からなるペプチドの１つ以上のコピーを含む。いくつかの実施形態において、Ｆｃ
領域とＩＬ－２ムテイン領域との間のポリペプチド領域は、ＧＧＧＧＳ（配列番号５）、
ＧＧＮＧＴ（配列番号６）、またはＹＧＮＧＴ（配列番号７）の単一のコピーを含む。本
明細書に示されるように、リンカーＧＧＮＧＴ（配列番号６）またはＹＧＮＧＴ（配列番
号７）は、適切な細胞中で発現させるとグリコシル化され、そのようなグリコシル化は、
溶液中で及び／またはｉｎ　ｖｉｖｏで投与した時にタンパク質を安定化させるのに役立
つ。したがって、特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテイン融合タンパク質は、Ｆｃ領
域とＩＬ－２ムテイン領域との間にグリコシル化リンカーを含む。
【００７４】
　グリコシル化リンカーは、ポリペプチドに関連して配置された場合に有用であり得るこ
とが企図される。ポリペプチドのアミノ酸配列に挿入された、またはポリペプチドのアミ
ノ酸配列中の１つ以上のアミノ酸に取って代わる、ＧＧＮＧＴ（配列番号６）またはＹＧ
ＮＧＴ（配列番号７）を含むポリペプチドが本明細書に提供される。好ましい実施形態に
おいて、ＧＧＮＧＴ（配列番号６）またはＹＧＮＧＴ（配列番号７）は、ポリペプチド三
次構造のループに挿入される。他の実施形態において、ループの１つ以上のアミノ酸が、
ＧＧＮＧＴ（配列番号６）またはＹＧＮＧＴ（配列番号７）に置き換えられる。
【００７５】
　ＦｃのＣ末端部分及び／またはＩＬ－２ムテインのアミノ末端部分は、哺乳動物細胞中
で発現させた時にＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質のグリコシル化プロファイルを変
更する１つ以上の変異を含有してもよい。特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは
、Ｔ３置換、例えば、Ｔ３ＮまたはＴ３Ａをさらに含む。ＩＬ－２ムテインは、Ｓ５Ｔ等
のＳ５置換をさらに含んでもよい。
【００７６】
　ＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質の共有結合修飾は、本発明
の範囲内に含まれ、必ずではないが、一般的には翻訳後に行われる。例えば、ＩＬ－２ム
テインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質のいくつかの種類の共有結合修飾は、
ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質の特定のアミノ酸残基を、
選択された側鎖またはＮもしくはＣ末端残基と反応させることができる有機誘導体化剤と
反応させることによって分子に導入される。
【００７７】
　システイニル残基を、最も一般的には、クロロ酢酸またはクロロアセトアミド等のαハ
ロアセテート（及び対応するアミン）と反応させて、カルボキシメチルまたはカルボキシ
アミドメチル誘導体を得る。システイニル残基はまた、ブロモトリフルオロアセトン、α
－ブロモ－β－（５－イミドゾイル）プロピオン酸、クロロアセチルリン酸、Ｎ－アルキ
ルマレイミド、３－ニトロ－２－ピリジルジスルフィド、メチル２－ピリジルジスルフィ
ド、ｐ－クロロ安息香酸水銀、２－クロロ水銀－４－ニトロフェノール、またはクロロ－
７－ニトロベンゾ－２－オキサ－１，３－ジアゾールとの反応によっても誘導体化される
。
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【００７８】
　ヒスチジル残基は、ｐＨ５．５～７．０のジエチルピロカーボネートとの反応によって
誘導化される：なぜなら、この薬剤はヒスチジル側鎖に比較的特異的であるからである。
パラ－ブロモフェナシルブロミドも有用である：反応は、好ましくはｐＨ６．０の０．１
Ｍカコジル酸ナトリウム中で行われる。
【００７９】
　リジニル及びアミノ末端残基は、コハク酸または他のカルボン酸無水物と反応させる。
これらの薬剤を用いた誘導体化は、リジニル残基の電荷を反転させる効果を有する。αア
ミノ含有残基を誘導体化するための他の適切な試薬は、メチルピコリンイミダート等のイ
ミドエステル；ピリドキサルリン酸；ピリドキサル；クロロボロヒドリド；トリニトロベ
ンゼンスルホン酸；Ｏ－メチルイソ尿素；２，４－ペンダンジオン、及びグリオキシル酸
とのトランスアミナーゼ触媒反応を含む。
【００８０】
　アルギニル残基は、１つまたはいくつかの従来の試薬、中でも、フェニルグリオキサー
ル、２，３－ブタンジオン、１，２－シクロヘキサンジオン、及びニンヒドリンとの反応
によって修飾される。グアニジン官能基のｐＫａが高いため、アルギニン残基の誘導体化
は、アルカリ性条件において反応が行われることを必要とする。さらに、これらの試薬は
、リジン基ならびにアルギニンεアミノ基と反応することができる。
【００８１】
　チロシル残基の特異的修飾は、スペクトル標識をチロシル残基に導入することに特に関
心を払いながら、芳香族ジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタンとの反応によって
行うことができる。最も一般的には、Ｎ－アセチルイミジゾール及びテトラニトロメタン
を用いて、Ｏ－アセチルチロシル種及び３－ニトロ誘導体をそれぞれ形成する。好適な前
述の放射免疫測定法であるクロラミンＴ法において使用するのに適した標識タンパク質を
調製するために、１２５Ｉまたは１３１Ｉを用いてチロシル残基をヨウ素化する。
【００８２】
　カルボキシル側基（アスパルチルまたはグルタミン）は、カルボジイミド（Ｒ’－Ｎ＝
Ｃ＝Ｎ－－Ｒ’）との反応によって選択的に修飾され、式中、Ｒ及びＲ’は、１－シクロ
ヘキシル－３－（２－モルホリニル－４－エチル）カルボジイミドまたは１－エチル－３
－（４－アゾニア－４，４－ジメチルペンチル）カルボジイミド等の任意選択的に異なる
アルキル基である。さらに、アスパルチル残基及びグルタミン残基は、アンモニウムイオ
ンとの反応によってアスパラギニル残基及びグルタミニル残基に変換される。
【００８３】
　二官能性剤を用いた誘導体化は、抗原結合タンパク質を、様々な方法において使用され
る不水溶性支持マトリックスまたは表面に架橋するのに有用である。一般的に使用される
架橋剤は、１，１－ビス（ジアゾアセチル）－２－フェニルエタン、グルタルアルデヒド
、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば、４－アジドサリチル酸とのエステル
、ホモ二官能性イミドエステル（３，３’－ジチオビス（スクシンイミジルプロピオナー
ト）等のジスクシンイミジルエステルを含む）、及びビス－Ｎ－マレイミド－１，８－オ
クタン等の二官能性マレイミドを含む。メチル－３－［（ｐ－アジドフェニル）ジチオ］
プロピオイミダート等の誘導体化剤は、光の存在下で架橋を形成することが可能な光活性
化可能な中間体をもたらす。代替として、米国特許第３，９６９，２８７号、同第３，６
９１，０１６号、同第４，１９５，１２８号、同第４，２４７，６４２号、同第４，２２
９，５３７号、及び同第４，３３０，４４０号に記載される、臭化シアンで活性化された
炭水化物及び反応基質等の反応性の不水溶性マトリックスが、タンパク質固定化に用いら
れる。
【００８４】
　グルタミニル残基及びアスパラギニル残基は、それぞれ対応するグルタミル残基及びア
スパルチル残基に頻繁に脱アミド化される。代替として、これらの残基は、弱酸性条件下
で脱アミド化される。これらの残基のいずれの形状も、本発明の範囲内である。
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【００８５】
　他の修飾は、プロリン及びリジンの水酸化、セリルまたはスレオニル残基のヒドロキシ
ル基のリン酸化、リジン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のαアミノ基のメチル化（Ｔ
．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａ
ｎｃｉｓｃｏ，１９８３，ｐｐ．７９－８６）、Ｎ末端アミンのアセチル化、ならびに任
意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【００８６】
　本発明の範囲内に含まれるＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク
質の別の種類の共有結合修飾は、タンパク質のグリコシル化パターンを変更することを含
む。当該技術分野で既知のように、グリコシル化パターンは、タンパク質の配列（例えば
、後述の特定のグリコシル化アミノ酸残基の有無）、またはタンパク質が産生される宿主
細胞もしくは生物の両方に依存し得る。具体的な発現系は後述する。
【００８７】
　ポリペプチドのグリコシル化は、典型的には、Ｎ結合型またはＯ結合型のいずれかであ
る。Ｎ結合型は、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を指す。アスパラギン
－Ｘ－セリン及びアスパラギン－Ｘ－スレオニン（Ｘは、プロリンを除く任意のアミノ酸
である）のトリペプチド配列は、アスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素結合のための
認識配列である。よって、ポリペプチドにおけるこれらのトリペプチド配列のいずれかの
存在が、潜在的なグリコシル化部位を形成する。Ｏ結合型グリコシル化は、ヒドロキシア
ミノ酸、最も一般的にはセリンまたはスレオニンへの、糖類であるＮ－アセチルガラクト
サミン、ガラクトース、またはキシロースのうちの１つの結合を指すが、５－ヒドロキシ
プロリンまたは５－ヒドロキシリジンが用いられてもよい。
【００８８】
　ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質へのグリコシル化部位の
付加は、前述の（Ｎ結合型グリコシル化部位の）トリペプチド配列のうちの１つ以上を含
有するようにアミノ酸配列を変化させることによって都合よく達成することができる。こ
の変化は、（Ｏ結合型グリコシル化部位の）開始配列への１つ以上のセリンまたはスレオ
ニン残基の付加または置換によっても行うことができる。容易にするために、好ましくは
、ＤＮＡレベルでの変化を通して、具体的には、翻訳して所望のアミノ酸になるコドンが
作製されるように、予め選択された塩基で標的ポリペプチドをコードするＤＮＡを変異さ
せることによって、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質のアミ
ノ酸配列を変化させる。
【００８９】
　ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質上の炭水化物部分の数を
増加する別の手段は、タンパク質へのグリコシドの化学カップリングまたは酵素カップリ
ングによるものである。これらの手順は、Ｎ及びＯ結合型グリコシル化のためのグリコシ
ル化能を有する宿主細胞におけるタンパク質の産生を必要としないという点において有利
である。使用されるカップリング様式に応じて、糖（複数可）は、（ａ）アルギニン及び
ヒスチジン、（ｂ）遊離カルボキシル基、（ｃ）システインの基等の遊離スルフヒドリル
基、（ｄ）セリン、スレオニン、もしくはヒドロキシプロリンの基等の遊離ヒドロキシル
基、（ｅ）フェニルアラニン、チロシン、もしくはトリプトファンの基等の芳香族残基、
または（ｆ）グルタミンのアミド基に結合させてもよい。これらの方法は、１９８７年９
月１１日に公開されたＷＯ８７／０５３３０、及びＡｐｌｉｎ　ａｎｄ　Ｗｒｉｓｔｏｎ
，１９８１，ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，ｐｐ．２５９－３０６に記
載されている。
【００９０】
　出発ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質上に存在する炭水化
物部分の除去は、化学的にまたは酵素的に達成され得る。化学的脱グリコシル化は、トリ
フルオロメタンスルホン酸または同等の化合物へのタンパク質の曝露を必要とする。この
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処理によって、ポリペプチドが無傷のままで、結合する糖（Ｎ－アセチルグルコサミンま
たはＮ－アセチルガラクトサミン）を除くほとんどのまたは全ての糖の切断がもたらされ
る。化学的脱グリコシル化は、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ａｒｃ
ｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２５９：５２によって、及びＥｄｇｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９８１，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１１８：１３１によって記載されている。
ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，１
９８７，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３８：３５０によって記載されるように、様々な
エンドグルコシダーゼ及びエキソグルコシダーゼの使用によって達成することができる。
潜在的なグリコシル化部位におけるグリコシル化は、Ｄｕｓｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９
８２，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５７：３１０５によって記載されるように、化合物ツ
ニカマイシンの使用によって防止され得る。ツニカマイシンはタンパク質－Ｎ－グリコシ
ド結合の形成を妨げる。
【００９１】
　ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質の別の種類の共有結合修
飾は、米国特許第４，６４０，８３５号；同第４，４９６，６８９号；同第４，３０１，
１４４号；同第４，６７０，４１７号；同第４，７９１，１９２号；または同第４，１７
９，３３７号に記載される様式で、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タ
ンパク質を、限定されないが、種々のポリオール、例えば、ポリエチレングリコール、ポ
リプロピレングリコール、またはポリオキシアルキレン等を含む種々の非タンパク質性ポ
リマーに結合することを含む。さらに、ＰＥＧ等のポリマーの付加を促進するために、Ｉ
Ｌ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質中の種々の位置でアミノ酸置
換が行われてもよい。したがって、本発明の実施形態は、ＰＥＧ化ＩＬ－２ムテイン及び
ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質を含む。そのようなＰＥＧ化タンパク質は、非ＰＥ
Ｇ化タンパク質よりも高い半減期及び／または低い免疫原性を有し得る。
【００９２】
ＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質をコードするポリヌクレオチ
ド
　ＩＬ－２　ムテイン及びＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質をコードする核酸が本明
細書に包含される。本発明の態様は、本明細書に記載のアミノ酸配列をコードするポリヌ
クレオチド変異体（例えば、縮重による）を含む。好ましい実施形態において、単離され
た核酸によってコードされるポリペプチドは、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質の成
分である。
【００９３】
　核酸の単離のためのプローブもしくはプライマーとして、またはデータベース検索のた
めのクエリ配列として使用される、本明細書に記載のアミノ酸配列に対応するヌクレオチ
ド配列は、アミノ酸配列からの「逆翻訳」によって得ることができる。周知のポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の手順を用いて、ＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－２ムテインＦｃ融合
タンパク質をコードするＤＮＡ配列を単離及び増幅することができる。ＤＮＡ断片の組み
合わせの所望の終端を画定するオリゴヌクレオチドが、５’及び３’プライマーとして用
いられる。オリゴヌクレオチドは、増幅したＤＮＡ断片の組み合わせの発現ベクターへの
挿入を促進するために、制限エンドヌクレアーゼの認識部位を付加的に含有することがで
きる。ＰＣＲ技術は、Ｓａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８７（１
９８８）；Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，Ｗｕ　ｅｔ　ａ
ｌ．，ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ（１９
８９），ｐｐ．１８９－１９６；及びＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔ
ｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ．ａｌ．，
ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．（１９９０）に記載されている。
【００９４】
　本発明の核酸分子は、一本鎖形態及び二本鎖形態の両方のＤＮＡ及びＲＮＡ、ならびに
対応する相補性配列を含む。「単離された核酸」は、天然に存在する源から単離された核
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酸の場合、その核酸が単離された生物のゲノム中に存在する隣接する遺伝子配列から分離
された核酸である。鋳型から酵素的に合成されるか、または化学的に合成される核酸、例
えば、そのようなＰＣＲ産物、ｃＤＮＡ分子、またはオリゴヌクレオチド等の場合、その
ようなプロセスから得られる核酸は、単離された核酸であることを理解されたい。単離さ
れた核酸分子は、分離した断片の形態の、またはより大きな核酸構築物の構成要素として
の核酸分子を指す。好ましい一実施形態において、核酸は、混入する内因性物質を実質的
に含まない。核酸分子は、実質的に純粋な形態であり、かつ標準的な生化学的方法（Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９）に概説
されるもの等）により、その構成要素であるヌクレオチド配列の同定、操作、及び回復を
可能にする量または濃度の、少なくとも１回単離されたＤＮＡまたはＲＮＡに由来してい
ることが好ましい。そのような配列は、好ましくは、真核生物の遺伝子中に典型的に存在
する内部非翻訳配列またはイントロンによって中断されることなく、オープンリーディン
グフレームの形態で提供及び／または構築される。非翻訳ＤＮＡの配列は、オープンリー
ディングフレームから５’または３’に存在してもよく、それらはコード領域の操作また
は発現に干渉しない。
【００９５】
　本発明による変異体は、通常、カセットもしくはＰＣＲ変異誘発、または当該技術分野
で周知の他の技術を用いて、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク
質をコードするＤＮＡ中のヌクレオチドの部位特異的変異誘発によって変異体をコードす
るＤＮＡを産生させ、その後、本明細書に概説されるように細胞培養物中で組換えＤＮＡ
を発現させることによって調製される。しかしながら、ＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－２ム
テインＦｃ融合体は、確立された技術を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏ合成によって調製されて
もよい。変異体は、典型的には、天然に存在する類似体と同じ定性的な生物学的活性、例
えば、Ｔｒｅｇの増殖を示すが、後により詳細に概説するように、改変された特徴を有す
る変異体を選択することもできる。
【００９６】
　当業者には理解されるように、遺伝子コードの縮重に起因して、極めて多数の核酸が作
製され得、それらは全て、本発明のＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－２ムテインＦｃ融合タン
パク質をコードする。よって、特定のアミノ酸配列を同定すると、当業者は、コードされ
るタンパク質のアミノ酸配列を変化させない様式で１つ以上のコドンの配列を単純に修飾
することによって、任意の数の異なる核酸を作製することができる。
【００９７】
　本発明はまた、前述の少なくとも１つのポリヌクレオチドを含むプラスミド、発現ベク
ター、転写または発現カセットの形態で発現系及び構築物も提供する。さらに、本発明は
、そのような発現系または構築物を含む宿主細胞を提供する。
【００９８】
　典型的には、宿主細胞のうちのいずれかにおいて用いられる発現ベクターは、プラスミ
ド維持のため、ならびに外因性ヌクレオチド配列のクローニング及び発現のための配列を
含有する。特定の実施形態において集合的に「フランキング配列」と称されるそのような
配列は、典型的には、以下のヌクレオチド配列のうちの１つ以上を含む：プロモーター、
１つ以上のエンハンサー配列、複製起点、転写終結配列、ドナー及びアクセプタースプラ
イシング部位を含有する完全なイントロン配列、ポリペプチド分泌のためのリーダー配列
をコードする配列、リボソーム結合部位、ポリアデニル化配列、発現されるべきポリペプ
チドをコードする核酸を挿入するためのポリリンカー領域、ならびに選択可能マーカー要
素。これらの配列の各々については、後に記載する。
【００９９】
　任意選択的に、ベクターは、「タグ」コード配列、すなわち、ＩＬ－２ムテインまたは
ＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質コード配列の５’または３’末端に位置するオリゴ
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ヌクレオチド分子を含有してもよく、オリゴヌクレオチド配列は、市販の抗体が存在する
ポリＨｉｓ（ヘキサＨｉｓ（配列番号２１）等）、または別の「タグ」、例えば、ＦＬＡ
Ｇ、ＨＡ（インフルエンザウイルス血球凝集素）、もしくはｍｙｃをコードする。このタ
グは、典型的には、ポリペプチドが発現するとポリペプチドに融合され、宿主細胞からの
ＩＬ－２ムテインの親和性精製または検出のための手段としての役割を果たすことができ
る。親和性精製は、例えば、タグに対する抗体を親和性マトリックスとして使用するカラ
ムクロマトグラフィーによって達成されてもよい。任意選択的に、切断のための特定のペ
プチダーゼを使用する等の種々の手段によって、精製されたＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－
２ムテインＦｃ融合タンパク質から後にタグを取り除くことができる。
【０１００】
　フランキング配列は、同種（すなわち、宿主細胞と同じ種及び／または株に由来する）
、異種（すなわち、宿主細胞の種または株以外の種に由来する）、ハイブリッド（すなわ
ち、１つより多くの源からのフランキング配列の組み合わせ）、合成、または天然であっ
てもよい。そのため、フランキング配列の源は、いずれの原核生物もしくは真核生物、い
ずれの脊椎生物もしくは無脊椎生物、またはいずれの植物であってもよいが、但し、フラ
ンキング配列が宿主細胞の機構において機能的であり、かつ該機構によって活性化され得
るものとする。
【０１０１】
　本発明のベクターにおいて有用なフランキング配列は、当該技術分野で周知のいくつか
の方法のうちのいずれかによって得られてもよい。典型的には、本明細書において有用な
フランキング配列は、マッピングによって、及び／または制限エンドヌクレアーゼ消化に
よって以前に同定されており、したがって、適切な制限エンドヌクレアーゼを用いて適当
な組織源から単離することができる。いくつかの場合において、フランキング配列の全長
ヌクレオチド配列が既知であってもよい。本明細書において、フランキング配列は、核酸
の合成またはクローニングについて本明細書に記載される方法を用いて合成してもよい。
【０１０２】
　フランキング配列の全てまたは一部のみが既知であるかどうかにかかわらず、フランキ
ング配列は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて、ならびに／または、同じ種もし
くは別の種に由来するオリゴヌクレオチド及び／もしくはフランキング配列断片等の適切
なプローブでゲノムライブラリーをスクリーニングすることによって得ることができる。
フランキング配列が未知である場合、フランキング配列を含有するＤＮＡの断片は、例え
ば、コード配列またはさらには別の遺伝子（単数もしくは複数）を含有し得るより大きな
ＤＮＡ片から単離されてもよい。単離は、制限エンドヌクレアーゼによる消化で適当なＤ
ＮＡ断片を生成し、その後、アガロースゲル生成、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）カラムクロ
マトグラフィー（Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ）、または当業者に既知の他の方法を用い
て単離することによって達成されてもよい。この目的を達成するのに適した酵素の選択は
、当業者には容易に明らかになるであろう。
【０１０３】
　複製起点は、典型的には、市販購入した原核生物発現ベクターの一部であり、起点は、
宿主細胞におけるベクターの増幅に役立つ。選択したベクターが複製起点部位を含有しな
い場合、既知の配列に基づいて化学合成し、ベクター内に連結してもよい。例えば、プラ
スミドｐＢＲ３２２（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ
）由来の複製起点は、ほとんどのグラム陰性細菌に適しており、種々のウイルス起点（例
えば、ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、また
はＨＰＶもしくはＢＰＶ等のパピローマウイルス）が、哺乳動物細胞でベクターをクロー
ニングするのに有用である。一般的に、複製起点成分は、哺乳動物発現ベクターには必要
ない（例えば、ＳＶ４０起点が用いられることが多いが、それは、単に該起点がウイルス
初期プロモーターも含有するためである）。
【０１０４】
　転写終結配列は、典型的には、ポリペプチドコード領域の末端の３’側に位置し、転写
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を終結させる役割を果たす。通常、原核細胞の転写終結配列は、その後にポリＴ配列が続
くＧ－Ｃリッチな断片である。この配列は、ライブラリーから容易にクローニングされる
か、またはさらにはベクターの一部として市販購入されるが、本明細書に記載されるもの
等の核酸合成のための方法を用いて容易に合成することもできる。
【０１０５】
　選択可能マーカー遺伝子は、選択的な培養培地中で成長させた宿主細胞の生存及び増殖
に必要なタンパク質をコードする。典型的な選択マーカー遺伝子は（ａ）抗生物質もしく
は他の毒素、例えば、原核生物宿主細胞の場合はアンピシリン、テトラサイクリン、もし
くはカナマイシンに対する耐性を付与するか、（ｂ）細胞の栄養要求不全を補完するか、
または（ｃ）複合培地または定義された培地から入手不可能な決定的に重要な栄養素を供
給するタンパク質をコードする。特定の選択可能マーカーは、カナマイシン耐性遺伝子、
アンピシリン耐性遺伝子、及びテトラサイクリン耐性遺伝子である。有利には、ネオマイ
シン耐性遺伝子も、原核生物及び真核生物の両方の宿主細胞において選択に用いられ得る
。
【０１０６】
　他の選択可能な遺伝子を用いて発現される遺伝子を増幅してもよい。増幅は、増殖また
は細胞の生存のために非常に重要なタンパク質の産生に必要とされる遺伝子が、組換えＴ
細胞の連続世代の染色体中でタンデムに反復するプロセスである。哺乳動物細胞に適した
選択可能マーカーの例として、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）及びプロモーター
レスのチミジンキナーゼ遺伝子が挙げられる。哺乳動物細胞の形質転換体は、形質転換体
のみがベクター中に存在する選択可能な遺伝子によって生存するように一意的に適応させ
た選択圧下に置かれる。培地中の選択剤の濃度が連続的に増加される条件下で形質転換細
胞を培養することによって選択圧を課し、それによって、選択可能な遺伝子及び別の遺伝
子、例えば、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質等をコードす
るＤＮＡの両方の増幅を引き起こす。その結果として、増幅したＤＮＡから、増加した量
のポリペプチド、例えば、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質
等が合成される。
【０１０７】
　リボソーム結合部位は、通常、ｍＲＮＡの翻訳開始のために必要であり、シャイン・ダ
ルガノ配列（原核生物）またはコザック配列（真核生物）によって特徴付けられる。この
要素は、典型的には、プロモーターの３’側、及び発現されるべきポリペプチドのコード
配列の５’側に位置する。特定の実施形態において、１つ以上のコード領域が内部リボソ
ーム結合部位（ＩＲＥＳ）に作動可能に連結されてもよく、単一のＲＮＡ転写物から２つ
のオープンリーディングフレームの翻訳を可能にする。
【０１０８】
　いくつかの場合において、例えば、真核生物宿主細胞発現系におけるグリコシル化が望
ましい場合、グリコシル化または収量を改善するために、種々のプレ配列またはプロ配列
を操作することができる。例えば、特定のシグナルペプチドのペプチダーゼ切断部位を変
更してもよいか、またはプロ配列を付加してもよく、これは同様にグリコシル化に影響を
及ぼし得る。最終タンパク質産物は、－１位（成熟タンパク質の最初のアミノ酸に対して
）に発現に伴う１つ以上のさらなるアミノ酸を有してもよく、これは完全に除去されてい
ない場合がある。例えば、最終タンパク質産物は、アミノ末端に結合した、ペプチダーゼ
切断部位に見出される１つまたは２つのアミノ酸残基を有し得る。代替として、いくつか
の酵素切断部位の使用により、酵素が成熟ポリペプチド内のそのような領域を切断する場
合、わずかに切断された形態の所望のポリペプチドを生じ得る。
【０１０９】
　本発明の発現ベクター及びクローニングベクターは、典型的には、宿主生物によって認
識され、かつＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質をコードする
分子に作動可能に連結されたプロモーターを含有する。プロモーターは、構造遺伝子の転
写を制御する構造遺伝子の開始コドンの上流（すなわち、５’）（通常、約１００～１０



(27) JP 6450365 B2 2019.1.9

10

20

30

40

50

００ｂｐ以内）に位置する非転写配列である。従来、プロモーターは、誘導性プロモータ
ー及び構成性プロモーターの２つのクラスのうちの１つに分類される。誘導性プロモータ
ーは、培養条件における何らかの変化、例えば、栄養素の有無または温度の変化等に応じ
て、それらの制御下にあるＤＮＡから高いレベルの転写を開始させる。それに対して、構
成性プロモーターは、それらが作動可能に連結された遺伝子を一様に転写する、すなわち
、遺伝子発現をほとんどまたはまったく制御しない。様々な潜在的宿主細胞によって認識
される多数のプロモーターが周知である。
【０１１０】
　酵母宿主に用いるのに適したプロモーターもまた、当該技術分野において周知である。
酵母エンハンサーは、酵母プロモーターとともに有利に用いられる。哺乳動物宿主細胞に
用いるのに適したプロモーターは周知であり、それらは、限定されないが、ポリオーマウ
イルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（アデノウイルス２等）、ウシパピローマウイル
ス、鳥肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、そし
て最も好ましくはサルウイルス４０（ＳＶ４０）等のウイルスのゲノムから得られるプロ
モーターを含む。他の適切な哺乳動物プロモーターは、異種哺乳動物プロモーター、例え
ば、熱ショックプロモーター及びアクチンプロモーターを含む。
【０１１１】
　対象となり得るさらなるプロモーターは、限定されないが、ＳＶ４０初期プロモーター
（Ｂｅｎｏｉｓｔ　ａｎｄ　Ｃｈａｍｂｏｎ，１９８１，Ｎａｔｕｒｅ　２９０：３０４
－３１０）；ＣＭＶプロモーター（Ｔｈｏｒｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８１：６５９－６６３）；ラウス肉腫ウイルスの
３’末端反復配列に含有されるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９８
０，Ｃｅｌｌ　２２：７８７－７９７）；ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Ｗａ
ｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．
Ａ．７８：１４４４－１４４５）；メタロチオネイン遺伝子由来のプロモーター及び制御
配列（Ｐｒｉｎｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８２，Ｎａｔｕｒｅ　２９６：３９－４２
）；及びβラクタマーゼプロモーター等の原核生物プロモーター（Ｖｉｌｌａ－Ｋａｍａ
ｒｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，１９７８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．
Ａ．７５：３７２７－３７３１）；またはｔａｃプロモーター（ＤｅＢｏｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９８３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８０：２１－２
５）を含む。同じく対象となるのは、組織特異性を示し、トランスジェニック動物におい
て利用されてきた以下の動物転写制御領域である：膵臓腺房細胞において活性なエラスタ
ーゼＩ遺伝子制御領域（Ｓｗｉｆｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｃｅｌｌ　３８：６３９
－６４６；Ｏｒｎｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５０：３９９－４０９；ＭａｃＤｏｎａｌｄ，
１９８７，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　７：４２５－５１５）；膵臓β細胞において活性なイ
ンスリン遺伝子制御領域（Ｈａｎａｈａｎ，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ　３１５：１１５－
１２２）；リンパ球において活性な免疫グロブリン遺伝子制御領域（Ｇｒｏｓｓｃｈｅｄ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｃｅｌｌ　３８：６４７－６５８；Ａｄａｍｅｓ　ｅｔ　
ａｌ．，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ　３１８：５３３－５３８；Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８７，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．７：１４３６－１４４４）；精巣細
胞、乳房細胞、リンパ球、及びマスト細胞において活性なマウス乳腺腫瘍ウイルス制御領
域（Ｌｅｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｃｅｌｌ　４５：４８５－４９５）；肝臓に
おいて活性なアルブミン遺伝子制御領域（Ｐｉｎｋｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｇ
ｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌ．１：２６８－２７６）；肝臓において活性なαフェトプ
ロテイン遺伝子制御領域（Ｋｒｕｍｌａｕｆ　ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｍｏｌ．Ｃｅｌ
ｌ．Ｂｉｏｌ．５：１６３９－１６４８；Ｈａｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２５３：５３－５８）；肝臓において活性なα１アンチトリプシン遺伝子制
御領域（Ｋｅｌｓｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌ．１
：１６１－１７１）；骨髄細胞において活性なβグロビン遺伝子制御領域（Ｍｏｇｒａｍ
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　ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ　３１５：３３８－３４０；Ｋｏｌｌｉａｓ　
ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｃｅｌｌ　４６：８９－９４）；脳内のオリゴデンドロサイト
細胞において活性なミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域（Ｒｅａｄｈｅａｄ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８７，Ｃｅｌｌ　４８：７０３－７１２）；骨格筋において活性なミオシ
ン軽鎖－２遺伝子制御領域（Ｓａｎｉ，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ　３１４：２８３－２８
６）；及び視床下部において活性な性腺刺激ホルモン放出ホルモン遺伝子制御領域（Ｍａ
ｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３４：１３７２－１３７８）。
【０１１２】
　より高次の真核生物による転写を増加させるために、エンハンサー配列をベクターに挿
入してもよい。エンハンサーは、プロモーターに作用して転写を増加させる、通常、約１
０～３００ｂｐの長さのＤＮＡのシス作用性要素である。エンハンサーは、比較的、配向
及び位置独立性であり、転写単位の５’及び３’の両方の位置に見出されている。哺乳動
物遺伝子から入手可能ないくつかのエンハンサー配列が既知である（例えば、グロビン、
エラスターゼ、アルブミン、αフェトプロテイン、及びインスリン）。しかしながら、典
型的には、ウイルス由来のエンハンサーが用いられる。当該技術分野で既知のＳＶ４０エ
ンハンサー、サイトメガロウイルス初期プロモーター・エンハンサー、ポリオーマエンハ
ンサー、及びアデノウイルスエンハンサーは、真核生物プロモーター活性化のための例示
的な促進要素である。エンハンサーは、コード配列の５’または３’のいずれかでベクタ
ー内に配置されてもよいが、典型的には、プロモーターの５’部位に位置する。ＩＬ－２
ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質の細胞外分泌を促進するために、適
切な天然または異種シグナル配列（リーダー配列またはシグナルペプチド）をコードする
配列を発現ベクター内に取り込むことができる。シグナルペプチドまたはリーダーの選択
は、タンパク質が産生される宿主細胞の種類に依存し、異種シグナル配列が天然シグナル
配列に取って代わることができる。哺乳動物宿主細胞において機能的であるシグナルペプ
チドの例として、以下が挙げられる：米国特許第４，９６５，１９５号に記載されるイン
ターロイキン７（ＩＬ－７）のシグナル配列；Ｃｏｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，
Ｎａｔｕｒｅ　３１２：７６８に記載されるインターロイキン２受容体のシグナル配列；
欧州特許第０３６７　５６６号に記載されるインターロイキン４受容体シグナルペプチド
；米国特許第４，９６８，６０７号に記載されるＩ型インターロイキン１受容体シグナル
ペプチド；欧州特許第０　４６０　８４６号に記載されるＩＩ型インターロイキン１受容
体シグナルペプチド。
【０１１３】
　ベクターは、ベクターが宿主細胞ゲノムに組み込まれた時に発現を促進する１つ以上の
要素を含有してもよい。例として、ＥＡＳＥ要素（Ａｌｄｒｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．２００
３　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｐｒｏｇ．１９：１４３３－３８）及びマトリックス付着領
域（ＭＡＲ）が挙げられる。ＭＡＲは、クロマチンの構造機構を媒介し、統合されたベク
ターを「位置」効果から保護し得る。よって、ＭＡＲは、安定した形質転換体を作製する
ためにベクターが使用される場合に特に有用である。多数の天然及び合成ＭＡＲ含有核酸
が、当該技術分野において既知である（例えば、米国特許第６，２３９，３２８号、同第
７，３２６，５６７号、同第６，１７７，６１２号、同第６，３８８，０６６号、同第６
，２４５，９７４号、同第７，２５９，０１０号、同第６，０３７，５２５号、同第７，
４２２，８７４号、同第７，１２９，０６２号）。
【０１１４】
　本発明の発現ベクターは、市販のベクター等の出発ベクターから構築されてもよい。そ
のようなベクターは、所望のフランキング配列の全てを含有してもまたは含有しなくても
よい。本明細書に記載のフランキング配列のうちの１つ以上がまだベクター内に存在しな
い場合、それらを個別に得てベクターに連結してもよい。各々のフランキング配列を得る
ために使用される方法は、当業者に周知である。
【０１１５】
　ベクターが構築されて、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質
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をコードする核酸分子がベクターの適切な部位に挿入された後、増幅及び／またはポリペ
プチド発現のために、完全なベクターが適切な宿主細胞に挿入されてもよい。選択された
宿主細胞への発現ベクターの形質転換は、トランスフェクション、感染、リン酸カルシウ
ム共沈殿、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポフェクション、Ｄ
ＥＡＥ－デキストラン仲介トランスフェクション、または他の既知の技術を含む周知の方
法によって達成されてもよい。選択される方法は、一部、使用される宿主細胞の種類の関
数であろう。これらの方法及び他の適切な方法は、当業者に周知であり、例えば、Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００１（上記参照）に記載されている。
【０１１６】
　適切な条件下で培養すると、宿主細胞はＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ
融合タンパク質を合成し、それは、後に培養培地から回収することができるか（宿主細胞
が培地内でタンパク質を分泌する場合）、またはタンパク質を産生している宿主細胞から
直接回収することができる（タンパク質が分泌されない場合）。適切な宿主細胞の選択は
、所望の発現レベル、活性に望ましいかまたは必要なポリペプチド修飾（グリコシル化ま
たはリン酸化等）、及び生物学的に活性な分子にフォールディングしやすいこと等の種々
の要因に依存する。宿主細胞は、真核生物または原核生物であってもよい。
【０１１７】
　発現のための宿主として利用可能な哺乳動物細胞株は、当該技術分野において周知であ
り、限定されないが、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉ
ｏｎ（ＡＴＣＣ）から入手可能な不死化細胞株を含み、当該技術分野で既知の発現系に使
用される任意の細胞株を、本発明の組換えポリペプチドを作製するために使用することが
できる。一般的に、宿主細胞は、所望のＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融
合体をコードするＤＮＡを含む組換え発現ベクターで形質転換される。用いられ得る宿主
細胞の中には、原核細胞、酵母細胞、またはより高次の真核細胞がある。原核生物は、グ
ラム陰性細菌またはグラム陽性細菌、例えば、大腸菌または桿菌を含む。より高次の真核
細胞は、昆虫細胞及び哺乳動物起源の確立された細胞株を含む。適切な哺乳動物宿主細胞
の例として、サル腎細胞のＣＯＳ－７株（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）（Ｇｌｕｚｍａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８１，Ｃｅｌｌ　２３：１７５）、Ｌ細胞、２９３細胞、Ｃ１２
７細胞、３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１６３）、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ
Ｏ）細胞、またはそれらの誘導体、例えば、無血清培地で増殖させたＶｅｇｇｉｅ　ＣＨ
Ｏ及び関連する細胞系（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｃｙｔｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　２８：３１）、ＨｅＬａ細胞、ＢＨＫ（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１０）細胞
株、及びＭｃＭａｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，ＥＭＢＯ　Ｊ．１０：２８２１に記
載されるようなアフリカミドリザル腎細胞株ＣＶＩに由来するＣＶＩ／ＥＢＮＡ細胞株（
ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０）、ヒト胎児腎細胞、例えば、２９３、２９３　ＥＢＮＡまたは
ＭＳＲ　２９３、ヒト表皮Ａ４３１細胞、ヒトＣｏｌｏ２０５細胞、他の形質転換された
霊長類細胞株、正常２倍体細胞、一次組織のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養に由来する細胞株、一
次外植片、ＨＬ－６０、Ｕ９３７、ＨａＫまたはＪｕｒｋａｔ細胞が挙げられる。任意選
択的に、様々なシグナル伝達アッセイまたはレポーターアッセイにおいてポリペプチドを
使用することが望ましい場合、例えば、ＨｅｐＧ２／３Ｂ、ＫＢ、ＮＩＨ　３Ｔ３、また
はＳ４９等の哺乳動物細胞株をポリペプチドの発現に使用することができる。
【０１１８】
　代替として、酵母等の低次真核生物または細菌等の原核生物においてポリペプチドを産
生することが可能である。適切な酵母は、サッカロミセス・セレビシエ、シゾサッカロミ
セス・ポンベ、クリベロミセス株、カンジダ、または異種ポリペプチドを発現することが
できる任意の酵母株を含む。適切な細菌株は、大腸菌、枯草菌、ネズミチフス菌、または
異種ポリペプチドを発現することができる任意の細菌株を含む。ポリペプチドが酵母また
は細菌中で作製される場合、機能的なポリペプチドを得るために、例えば、適切な部位の
リン酸化またはグリコシル化によって、その中で産生されるポリペプチドを修飾すること
が望ましいかもしれない。そのような共有結合的な付着は、既知の化学的または酵素的な
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方法を用いて達成することができる。
【０１１９】
　ポリペプチドはまた、本発明の単離された核酸を、１つ以上の昆虫発現ベクター内の適
切な制御配列に作動可能に連結し、昆虫発現系を用いることによって産生させることもで
きる。バキュロウイルス／昆虫細胞発現系の材料及び方法は、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，Ｕ．Ｓ．Ａ．からキットの形態で市販されて
おり（ＭａｘＢａｃ（登録商標）キット）、そのような方法は、Ｓｕｍｍｅｒｓ　ａｎｄ
　Ｓｍｉｔｈ，Ｔｅｘａｓ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　Ｓｔａ
ｔｉｏｎ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　Ｎｏ．１５５５（１９８７）及びＬｕｃｋｏｗ　ａｎｄ　
Ｓｕｍｍｅｒｓ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：４７（１９８８）によって記載さ
れるように、当該技術分野において周知である。本明細書に開示される核酸構築物に由来
するＲＮＡを使用してポリペプチドを産生させるために、無細胞翻訳系が用いられてもよ
い。細菌、真菌、酵母、及び哺乳動物細胞宿主に使用するための適切なクローニングベク
ター及び発現ベクターは、Ｐｏｕｗｅｌｓ　ｅｔ　ａｌ．（Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏ
ｒｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，１９８５）に記載されている。好ましくは少なくとも１つの発現制御配列に作動可能に
連結された、本発明の単離された核酸を含む宿主細胞は、「組換え宿主細胞」である。
【０１２０】
　特定の態様において、本発明は、制御性Ｔ細胞を選択的に刺激し、Ｖ９１Ｋ置換と、配
列番号１に記載のアミノ酸配列と少なくとも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％、少なくとも９９％、または１００％同一のアミノ酸配
列とを含むヒトＩＬ－２ムテインをコードする単離された核酸を含む。単離された核酸は
、本明細書に提供される例示的なＩＬ－２ムテインのいずれかをコードしてもよい。
【０１２１】
　また、本明細書に記載の例示的なＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質のいずれかをコ
ードする単離された核酸も含まれる。好ましい実施形態において、抗体のＦｃ部分及びヒ
トＩＬ－２ムテインは、任意選択的にＦｃ領域とＩＬ－２ムテインとの間でコードされる
リンカーを用いて、単一のオープンリーディングフレーム内でコードされる。
【０１２２】
　別の態様において、上記ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質
をコードする、プロモーターに作動可能に連結された核酸を含む発現ベクターが、本明細
書に提供される。
【０１２３】
　別の態様において、上記ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質
をコードする単離された核酸を含む宿主細胞が本明細書に提供される。宿主細胞は、大腸
菌等の原核細胞であってもよいか、または哺乳動物細胞等の真核細胞であってもよい。特
定の実施形態において、宿主細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株であ
る。
【０１２４】
　別の態様において、ヒトＩＬ－２ムテインを作製する方法が本明細書に提供される。方
法は、ヒトＩＬ－２ムテインに作動可能に連結されたプロモーターが発現される条件下で
宿主細胞を培養することを含む。その後、ヒトＩＬ－２ムテインは、該培養物から回収さ
れる。ＩＬ－２ムテインは、培養培地及び／または宿主細胞可溶化物から回収されてもよ
い。
【０１２５】
　別の態様において、ヒトＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質を作製する方法が本明細
書に提供される。方法は、ヒトＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質に作動可能に連結さ
れたプロモーターが発現される条件下で宿主細胞を培養することを含む。その後、ヒトＩ
Ｌ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、該培養物から回収される。ヒトＩＬ－２ムテイン
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Ｆｃ融合タンパク質は、培養培地及び／または宿主細胞可溶化物から回収されてもよい。
【０１２６】
薬学的組成物
　いくつかの実施形態において、本発明は、薬学的に有効な希釈剤、担体、可溶化剤、乳
化剤、防腐剤、及び／またはアジュバントと一緒に治療有効量のＩＬ－２ムテインを含む
薬学的組成物を提供する。特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインは、ＩＬ－２ムテ
インＦｃ融合タンパク質の枠内に含まれる。本発明の薬学的組成物は、限定されないが、
液体組成物、凍結組成物、及び凍結乾燥組成物を含む。
【０１２７】
　好ましくは、製剤材料は、用いられる投与量及び濃度ではレシピエントに無毒である。
具体的な実施形態において、治療分子を含有する治療有効量のＩＬ－２ムテイン、例えば
、ＩＬ－２ムテインＦｃ融合体を含む薬学的組成物が提供される。
【０１２８】
　特定の実施形態において、薬学的組成物は、例えば、組成物のｐＨ、モル浸透圧濃度、
粘性、透明性、色、等張性、臭い、無菌性、安定性、溶解または放出の速度、吸着または
浸透を変更、維持、または保存するための製剤材料を含有してもよい。そのような実施形
態において、適切な製剤材料は、限定されないが、アミノ酸（グリシン、グルタミン、ア
スパラギン、アルギニン、プロリン、もしくはリジン等）；抗菌剤；酸化防止剤（アスコ
ルビン酸、亜硫酸ナトリウムもしくは亜硫酸水素｛ありゅうさんすいそ｝ナトリウム等）
；緩衝剤（ホウ酸、炭酸水素、トリス－ＨＣｌ、クエン酸塩、リン酸塩、もしくは他の有
機酸等）；増量剤（マンニトールもしくはグリシン等）；キレート化剤（エチレンジアミ
ン四酢酸（ＥＤＴＡ）等）；錯化剤（カフェイン、ポリビニルピロリドン、βシクロデキ
ストリン、もしくはヒドロキシプロピル－βシクロデキストリン等）；充填剤；単糖類；
二糖類；及び他の炭水化物（グルコース、マンノース、もしくはデキストリン等）；タン
パク質（血清アルブミン、ゼラチン、もしくは免疫グロブリン等）；着色剤、香味剤、及
び希釈剤；乳化剤；親水性ポリマー（ポリビニルピロリドン等）；低分子量ポリペプチド
；塩形成対イオン（ナトリウム等）；防腐剤（塩化ベンザルコニウム、安息香酸、サリチ
ル酸、チメロサール、フェネチルアルコール、メチルパラベン、プロピルパラベン、クロ
ルヘキシジン、ソルビン酸、もしくは過酸化水素等）；溶剤（グリセリン、プロピレング
リコール、もしくはポリエチレングリコール等）；糖アルコール（マンニトールもしくは
ソルビトール等）；懸濁化剤；界面活性剤もしくは湿潤剤（プルロニック、ＰＥＧ、ソル
ビタンエステル、ポリソルベート、例えば、ポリソルベート２０、ポリソルベート、トリ
トン、トロメタミン、レシチン、コレステロール、チロキサポール等）；安定性促進剤（
スクロースもしくはソルビトール等）；張度増強剤（アルカリ金属｛きんぞく｝ハロゲン
化物、好ましくは、塩化ナトリウムもしくは塩化カリウム、マンニトール、ソルビトール
等）；送達ビヒクル；稀釈剤；賦形剤及び／または薬学的アジュバントが挙げられる。Ｒ
ＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，１８”Ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，（Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｒｍｏ，ｅｄ．），１９９０，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈ
ｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙを参照のこと。
【０１２９】
　特定の実施形態において、最適な薬学的組成物は、例えば、意図する投与経路、送達形
態、及び所望の投与量に応じて、当業者によって決定される。例えば、ＲＥＭＩＮＧＴＯ
Ｎ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ（上記参照）を参照のこと。
特定の実施形態において、そのような組成物は、本発明の抗原結合タンパク質の物理的状
態、安定性、ｉｎ　ｖｉｖｏ放出速度、及びｉｎ　ｖｉｖｏクリアランス速度に影響を及
ぼし得る。特定の実施形態において、薬学的組成物中の主なビヒクルまたは担体は、本質
的に水性または非水性のいずれであってもよい。例えば、適切なビヒクルまたは担体は、
恐らくは非経口投与用の組成物中に一般的に見られる他の材料で補充された、注射用水、
生理食塩水、または人工脳脊髄液であってもよい。血清アルブミンと混合した中性緩衝食
塩水または食塩水は、さらなる例示的なビヒクルである。具体的な実施形態において、薬
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学的組成物は、約ｐＨ７．０～８．５のトリス緩衝液または約ｐＨ４．０～５．５の酢酸
緩衝液を含み、さらにソルビトールまたはそれに適した代替物を含んでもよい。本発明の
特定の実施形態において、Ｉｌ－２ムテイン組成物は、所望の程度の純度を有する選択さ
れた組成物と、任意選択的な製剤物質（ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴ
ＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ、上記参照）とを混合することによって、凍結乾燥ケーキま
たは水溶液の形態で保存するために調製することができる。さらに、特定の実施形態にお
いて、ＩＬ－２ムテイン生成物は、スクロース等の適切な賦形剤を用いて凍結乾燥物とし
て製剤化されてもよい。
【０１３０】
　本発明の薬学的組成物は、非経口送達のために選択することができる。代替として、組
成物は、吸入のため、または消化管を通る送達、例えば経口送達のために選択されてもよ
い。そのような薬学的に許容される組成物の調製は、当該技術分野の範囲内である。製剤
成分は、投与の部位に許容される濃度で存在することが好ましい。特定の実施形態におい
て、緩衝液を用いて、組成物を生理的ｐＨまたはそれよりもやや低いｐＨ、典型的には約
５～約８のｐＨ範囲内に維持する。
【０１３１】
　非経口投与が企図される場合、本発明に使用される治療組成物は、薬学的に許容される
ビヒクル中に所望のＩＬ－２ムテイン組成物を含む、パイロジェンフリーの非経口的に許
容される水溶液の形態で提供されてもよい。非経口注射に特に適したビヒクルは滅菌蒸留
水であり、その中でＩＬ－２ムテイン組成物が無菌等張液として製剤化され、適切に保存
される。特定の実施形態において、調製は、例えば、デポー注射によって送達することが
できる生成物の制御放出または持続放出を提供し得る注射用微粒子、生体内分解性粒子、
ポリマー化合物（ポリ乳酸もしくはポリグリコール酸等）、ビーズまたはリポソーム等の
物質を用いた所望の分子の製剤化を含むことができる。特定の実施形態において、循環中
の持続期間を促進する効果を有するヒアルロン酸も用いられ得る。特定の実施形態におい
て、移植可能な薬物送達デバイスを用いて所望のＩＬ－２ムテイン組成物を導入してもよ
い。
【０１３２】
　持続または制御送達製剤中にＩＬ－２ムテイン組成物を含む製剤を含む、さらなる薬学
的組成物が当業者に明白である。様々な他の持続または制御送達手段、例えば、リポソー
ム担体、生体内分解性微小粒子または多孔性ビーズ、及びデポ－注射等を製剤化するため
の技術も当業者に既知である。例えば、参照によって組み込まれ、薬学的組成物の送達の
ための多孔性ポリマー微小粒子の制御放出について記載する国際特許出願番号ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ９３／００８２９を参照のこと。持続放出調製物は、例えば、フィルムまたはマイクロ
カプセル等の成形物品の形態で、半透性ポリマーマトリックスを含んでもよい。持続放出
性マトリックスは、ポリエステル、ヒドロゲル、ポリラクチド（各々が参照により組み込
まれる米国特許第３，７７３，９１９号及び欧州特許出願公開番号ＥＰ０５８４８１に開
示されるような）、Ｌグルタミン酸及びγエチル－Ｌ－グルタミン酸塩のコポリマー（Ｓ
ｉｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ　２：５４７－５５６）
、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）（Ｌａｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９
８１，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．１５：１６７－２７７、及びＬａｎｇｅ
ｒ，１９８２，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．１２：９８－１０５）、エチレン酢酸ビニル（Ｌａ
ｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８１、上記参照）、またはポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキ
シ酪酸（欧州特許出願公開番号ＥＰ１３３，９８８）を含んでもよい。持続放出組成物は
また、当該技術分野で既知の任意のいくつかの方法のうちのいずれかによって調製され得
るリポソームを含んでもよい。例えば、参照により組み込まれるＥｐｐｓｔｅｉｎ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８２：３６
８８－３６９２；欧州特許出願公開番号ＥＰ０３６，６７６；同第ＥＰ０８８，０４６及
び同第ＥＰ１４３，９４９を参照のこと。
【０１３３】
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　ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に使用される薬学的組成物は、典型的には滅菌調製物として提供さ
れる。滅菌は、滅菌濾過膜を通した濾過によって達成することができる。組成物を凍結乾
燥する場合、この方法を用いた滅菌は、凍結乾燥及び再構成の前または後のいずれかに行
なわれてもよい。非経口投与のための組成物は、凍結乾燥形態で、または溶液中に保存す
ることができる。非経口組成物は、一般的に、無菌アクセスポートを有する容器、例えば
、皮下注射針によって穿刺可能な栓を有する静脈注射輸液用のバッグまたはバイアル中に
入れられる。
【０１３４】
　本発明の態様は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる国際特許出願第ＷＯ０
６１３８１８１Ａ２（ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０２２５９９）号に記載されるような、薬
学的組成物として使用することができる自己緩衝ＩＬ－２ムテイン製剤を含む。
【０１３５】
　上述のように、特定の実施形態は、ＩＬ－２ムテイン組成物、具体的には、ＩＬ－２ム
テイン組成物に加えて、本項及び本明細書の他の箇所に例示的に記載されるもの等の１つ
以上の賦形剤を含む、薬学的なＩｌ－２ムテインＦｃ融合タンパク質を提供する。賦形剤
は、この点において、製剤の物理的、化学的、もしくは生物学的特性（粘性の調節等）及
び／または本発明のプロセスを調節し、有効性を向上させ、かつ／または、例えば、製造
中、出荷中、保存中、使用前調製中、投与中、及びその後に生じるストレスによる分解及
び損傷に対して、そのような製剤及びプロセスを安定化すること等の、多様な目的のため
に本発明において使用することができる。
【０１３６】
　タンパク質の安定化、ならびにそれに関して有用な製剤材料及び方法の様々な説明、例
えば、Ａｒａｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｓｏｌｖｅｎｔ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　
ｉｎ　ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ，”Ｐｈａｒｍ　Ｒｅ
ｓ．８（３）：２８５－９１（１９９１）、Ｋｅｎｄｒｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｐｈｙ
ｓｉｃａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ａｑｕｅｏ
ｕｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ，”ｉｎ：ＲＡＴＩＯＮＡＬ　ＤＥＳＩＧＮ　ＯＦ　ＳＴＡＢＬ
Ｅ　ＰＲＯＴＥＩＮ　ＦＯＲＭＵＬＡＴＩＯＮＳ：ＴＨＥＯＲＹ　ＡＮＤ　ＰＲＡＣＴＩ
ＣＥ，Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ　ａｎｄ　Ｍａｎｎｉｎｇ，ｅｄｓ．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．１３：６１－８４（２００２）、及びＲａｎｄｏ
ｌｐｈ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉ
ｏｎｓ，”Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３：１５９－７５（２００２）が利用
可能であり、具体的には、本発明による自己緩衝タンパク質製剤のための賦形剤及びその
プロセスに関する部分において、特に、獣医学的用途及び／またはヒト医学的用途のタン
パク質医薬製品及びプロセスに関して、これらの各々は、参照によりその全体が本明細書
に組み込まれる。
【０１３７】
　例えば、製剤のイオン強度及び／もしくは等張性を調節するため、かつ／または本発明
による組成物のタンパク質もしくは他の成分の溶解性及び／もしくは物理的安定性を向上
させるために、本発明の特定の実施形態に従って塩を使用してもよい。
【０１３８】
　周知のように、イオンは、タンパク質の表面上で荷電残基に結合することによって、な
らびにタンパク質中の荷電基及び極性基を遮蔽して、それらの静電相互作用、引力、及び
反発相互作用の強度を低下させることによって、タンパク質の天然状態を安定化すること
ができる。イオンはまた、特に、タンパク質の変性ペプチド結合（－－ＣＯＮＨ）に結合
することによって、タンパク質の変性状態を安定化することができる。さらに、タンパク
質中の荷電基及び極性基とのイオン相互作用も分子間静電相互作用を減少させ、それによ
ってタンパク質の凝集及び不溶性を回避または軽減することができる。
【０１３９】
　イオン種は、タンパク質に及ぼすそれらの影響において著しく異なる。本発明による薬
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学的組成物を製剤化する際に使用することができる、タンパク質に対するイオン及びそれ
らの影響のカテゴリー別順列が数多く開発されている。一例として、イオン性溶質及び極
性非イオン溶質を、それらが溶液中のタンパク質の立体配座安定性に及ぼす影響ごとに順
位付けするホフマイスターシリーズが挙げられる。安定化溶質は、「コスモトロピック」
と称される。不安定化溶質は、「カオトロピック」と称される。コスモトロープは、溶液
からタンパク質を沈殿させる（「塩析する」）ために高濃度（例えば、＞１モルの硫酸ア
ンモニウム）で一般的に用いられる。カオトロープは、タンパク質を変性させる及び／ま
たは可溶化する（「塩溶する」）ために一般的に使用される。「塩溶」及び「塩析」する
ためのイオンの関連有効性が、ホフマイスターシリーズにおけるそれらの位置を明確にす
る。
【０１４０】
　遊離アミノ酸は、増量剤、安定剤、及び酸化防止剤、ならびに他の標準的な用途として
、本発明の種々の実施形態によるＩＬ－２ムテイン製剤に使用することができる。リジン
、プロリン、セリン、及びアラニンを使用して、製剤中のタンパク質を安定化することが
できる。グリシンは、正確なケーキの構造及び特性を確保するために、凍結乾燥において
有用である。アルギニンは、液体製剤及び凍結乾燥製剤の両方において、タンパク質の凝
集を阻害するために有用であり得る。メチオニンは、酸化防止剤として有用である。
【０１４１】
　ポリオールは、糖類、例えば、マンニトール、スクロース、及びソルビトール、ならび
に多価アルコール、例えば、グリセロール及びプロピレングリコール等、そして本明細書
における考察の目的で、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）及び関連物質を含む。ポリオ
ールは、コスモトロピックである。これらは、物理的及び化学的な分解プロセスからタン
パク質を保護するための、液体製剤及び凍結乾燥製剤の両方において有用な安定化剤であ
る。ポリオールはまた、製剤の張度を調節するためにも有用である。
【０１４２】
　本発明の選択実施形態において有用なポリオールはマンニトールであり、凍結乾燥製剤
におけるケーキの構造的安定性を確保するために一般的に使用される。マンニトールは、
ケーキの構造的安定性を確保する。マンニトールは、一般的に、凍結乾燥保護剤、例えば
、スクロースとともに使用される。ソルビトール及びスクロースは、張度を調節するため
の好ましい薬剤であり、輸送中の凍結融解ストレス、または製造工程中のバルクの調製か
ら保護するための安定剤である。グルコース及びラクトース等の還元糖（遊離アルデヒド
基またはケトン基を含有する）は、表面のリジン残基及びアルギニン残基を糖化すること
ができる。したがって、それらは、一般的に、本発明による使用に好ましいポリオールの
中には入らない。さらに、そのような反応種を形成する糖類、例えば、酸性条件下でフル
クトース及びグルコースに加水分解され、その結果として糖化を引き起こすスクロース等
も、この点において本発明の好ましいポリオールの中には入らない。ＰＥＧは、タンパク
質を安定化するために、及び抗凍結剤として有用であり、この点において本発明において
使用することができる。
【０１４３】
　ＩＬ－２ムテイン製剤の実施形態は、界面活性剤をさらに含む。タンパク質分子は、表
面上での吸着、ならびに空気－液体、固体－液体、及び液体－液体界面における変性、及
び結果として生じる凝集の影響を受けやすい場合がある。これらの影響は、一般的にタン
パク質濃度に反比例して増減する。これらの有害な相互作用は、一般的にタンパク質濃度
に反比例して増減し、典型的には製品の出荷及び取り扱い中に起こる撹拌等の物理的撹拌
によって悪化する。
【０１４４】
　界面活性剤は、表面吸着を防止する、最小限に抑える、または軽減するために日常的に
使用される。この点において本発明において有用な界面活性剤は、ポリソルベート２０、
ポリソルベート８０、ソルビタンポリエトキシレートの他の脂肪酸エステル、及びポロキ
サマー１８８を含む。
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【０１４５】
　界面活性剤はまた、タンパク質の立体配座安定性を制御するためにも一般的に使用され
る。任意の所与の界面活性剤は、典型的には、あるタンパク質を安定化し、他のタンパク
質を不安定化するため、この点において界面活性剤の使用はタンパク質に特異的である。
【０１４６】
　ポリソルベートは、酸化分解の影響を受けやすく、供給される場合、タンパク質残基側
鎖、特にメチオニンの酸化を引き起こすのに十分な量の過酸化物を含有することが多い。
その結果、ポリソルベートは、慎重に使用されるべきであり、使用される時は、それらの
最低有効濃度で用いられるべきである。この点において、ポリソルベートは、賦形剤はそ
れらの最低有効濃度で使用されるべきであるという原則を例証している。
【０１４７】
　ＩＬ－２ムテイン製剤の実施形態は、１つ以上の酸化防止剤をさらに含む。周囲酸素及
び温度の適切なレベルを維持することによって、また光への曝露を回避することによって
、医薬製剤におけるタンパク質の有害な酸化をある程度防止することができる。タンパク
質の酸化分解を防止するために、酸化防止賦形剤も使用することができる。この点に関し
て有用な酸化防止剤の中には、還元剤、酸素／フリーラジカル捕捉剤、及びキレート化剤
がある。本発明による治療用タンパク質製剤に使用される酸化防止剤は、好ましくは水溶
性であり、製品の有効期間を通してそれらの活性を維持する。この点において、ＥＤＴＡ
が、本発明による好ましい酸化防止剤である。
【０１４８】
　酸化防止剤は、タンパク質を損傷する場合がある。例えば、還元剤、具体的にはグルタ
チオン等は、分子内ジスルフィド結合を破壊し得る。したがって、本発明で使用される酸
化防止剤は、とりわけ、それら自体が製剤中のタンパク質を損傷する可能性を排除するか
または十分に低下するように選択される。
【０１４９】
　本発明による製剤は、タンパク質補因子であり、かつ特定のインスリン懸濁液を形成す
るために必要な亜鉛等の、タンパク質配位複合体を形成するために必要な金属イオンを含
んでもよい。また金属イオンは、タンパク質を分解するいくつかのプロセスを阻害するこ
とができる。しかしながら、金属イオンはまた、タンパク質を分解する物理的及び化学的
プロセスも触媒する。
【０１５０】
　アスパラギン酸のイソアスパラギン酸への異性化を阻害するマグネシウムイオン（１０
～１２０ｍＭ）を使用することができる。Ｃａ＋２イオン（最大１００ｍＭ）は、ヒトデ
オキシリボヌクレアーゼの安定性を増加させることができる。しかしながら、Ｍｇ＋２、
Ｍｎ＋２、及びＺｎ＋２は、ｒｈＤＮａｓｅを不安定化し得る。同様に、Ｃａ＋２及びＳ
ｒ＋２は、因子ＶＩＩＩを安定化することができ、それは、Ｍｇ＋２、Ｍｎ＋２及びＺｎ
＋２、Ｃｕ＋２及びＦｅ＋２によって不安定化され得、その凝集はＡｌ＋３イオンによっ
て増加され得る。
【０１５１】
　ＩＬ－２ムテイン製剤の実施形態は、１つ以上の防腐剤をさらに含む。防腐剤は、同じ
容器から１回よりも多く取り出すことを伴う、複数回投与用の非経口製剤を開発する場合
に必要である。それらの主な機能は、微生物の増殖を阻害し、薬剤製品の有効期間または
使用期間を通して製品の無菌性を確保することである。一般的に使用される防腐剤は、ベ
ンジルアルコール、フェノール、及びｍ－クレゾールを含む。防腐剤は、低分子非経口剤
と一緒に使用されるという長い歴史を有するが、防腐剤を含むタンパク質製剤の開発は困
難であり得る。防腐剤は、ほぼ必ずタンパク質に対する不安定化効果（凝集）を有し、こ
れは、複数回投与用のタンパク質製剤におけるそれらの使用を制限する主な要因となって
いる。現在まで、ほとんどのタンパク質薬剤は、単回使用のみのために製剤化されてきた
。しかしながら、複数回投与用の製剤が可能な場合、それらは、患者の利便性及び市場性
の増加を可能にするという付加的な利点を有する。適例は、保存製剤の開発が、より利便
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性の高い複数回使用注射ペンの商品化の実現につながった、ヒト成長ホルモン（ｈＧＨ）
の例である。ｈＧＨの保存製剤を含む少なくとも４本のそのようなペンデバイスは、現在
、市場で入手可能である。Ｎｏｒｄｉｔｒｏｐｉｎ（液体、Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ）
、Ｎｕｔｒｏｐｉｎ　ＡＱ（液体、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）、及びＧｅｎｏｔｒｏｐｉｎ（
凍結乾燥、二重チャンバカートリッジ、Ｐｈａｒｍａｃｉａ＆Ｕｐｊｏｈｎ）が、フェノ
ールを含む一方で、Ｓｏｍａｔｒｏｐｅ（Ｅｌｉ　Ｌｉｌｌｙ）は、ｍ－クレゾールを用
いて製剤化される。
【０１５２】
　一実施形態において、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインのＦｃ融合体、例えば
、Ｆｃ．ＩＬ－２（Ｖ９１Ｋ）またはＦｃ．ＩＬ－２（Ｎ８８Ｄ）は、１０ｍＭ　Ｌ－グ
ルタミン酸、３．０％（ｗ／ｖ）Ｌ－プロリン中１０ｍｇ／ｍＬ（ｐＨ５．２）に製剤化
される。別の実施形態において、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインのＦｃ融合体
、例えば、Ｆｃ．ＩＬ－２（Ｖ９１Ｋ）またはＦｃ．ＩＬ－２（Ｎ８８Ｄ）は、１０ｍＭ
　ＫＰｉ、１６１ｍＭ　Ｌ－アルギニン（ｐＨ７．６）中で製剤化される。
【０１５３】
　保存投薬形態の製剤化及び開発中に、いくつかの態様が考慮される必要がある。薬剤製
品中の有効防腐剤濃度が最適化されなければならない。これは、タンパク質の安定性を犠
牲にすることなく、抗菌有効性を付与する濃度範囲の投薬形態において所与の防腐剤を検
査することを必要とする。
【０１５４】
　別の態様において、本発明は、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインのＦｃ融合体
を凍結乾燥製剤として提供する。凍結乾燥した生成物は、防腐剤なしで凍結乾燥すること
ができ、使用する時に防腐剤を含有する希釈剤で再構成することができる。こうすること
で、防腐剤がタンパク質と接触している時間を短縮し、付随する安定性リスクを極めて最
小限に抑える。液体製剤では、防腐剤の有効性及び安定性が、製品の保存期間（約１８～
２４ヶ月）全体にわたって維持されるべきである。留意するべき重要な点は、活性薬剤及
び全ての賦形剤成分を含有する最終製剤において、防腐剤の有効性が証明されるべきであ
るということである。
【０１５５】
　ＩＬ－２ムテイン製剤は、とりわけ、バイオアベイラビリティ及び持続性の範囲を伴っ
て、特定の投与経路及び投与方法のため、特定の投与量及び投与頻度のため、特定の疾患
の特定の治療のために、一般的に設計されるであろう。したがって、製剤は、限定されな
いが、経口的、経耳的、経眼的、経直腸的、及び経膣的を含む任意の適切な経路によって
、ならびに静脈内及び動脈内注射、筋肉注射、及び皮下注射を含む非経口経路によって送
達するために、本発明に従って設計されてもよい。
【０１５６】
　薬学的組成物を製剤化すると、溶液、懸濁液、ゲル、エマルション、固体、結晶として
、または脱水粉末もしくは凍結乾燥粉末として、無菌バイアル中に保存することができる
。そのような製剤は、すぐに使用できる形態、または投与前に再構成される形態（例えば
、凍結乾燥）のいずれかで保存され得る。本発明はまた、単回投与単位を生成するための
キットも提供する。本発明のキットは、各々、乾燥したタンパク質を有する第１の容器、
及び水性製剤を有する第２の容器の両方を含んでもよい。本発明の特定の実施形態におい
て、単一チャンバ及び多重チャンバ付きの予め充填されたシリンジ（例えば、液体シリン
ジ及び凍結乾燥シリンジ）を含むキットが提供される。
【０１５７】
　用いられるＩＬ－２ムテインを含有する薬学的組成物の治療有効量は、例えば、治療の
内容及び目的に依存する。当業者は、治療のための適切な投与量レベルが、送達される分
子、ＩＬ－２ムテインが用いられる適応症、投与経路、ならびに患者のサイズ（体重、体
表面もしくは臓器のサイズ）及び／または状態（年齢及び全般的健康）に一部依存するこ
とを理解するであろう。特定の実施形態において、臨床医は、最適な治療効果を得るよう
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に、投与量を滴定し、投与経路を変更してもよい。典型的な投与量は、前述の要因に応じ
て、約０．１μｇ／ｋｇ～最大約１ｍｇ／ｋｇの範囲、またはそれ以上であってもよい。
具体的な実施形態において、投与量は、０．５μｇ／ｋｇ～最大約１００μｇ／ｋｇ、任
意選択的に、２．５μｇ／ｋｇ～最大約５０μｇ／ｋｇの範囲であってもよい。
【０１５８】
　治療有効量のＩＬ－２ムテインは、好ましくは、疾患症状の重症度の軽減、疾患の無症
状期間の頻度もしくは期間の増加、または疾患の苦痛による損傷もしくは障害の予防をも
たらす。
【０１５９】
　薬学的組成物は、医療デバイスを使用して投与されてもよい。薬学的組成物を投与する
ための医療デバイスの例は、米国特許第４，４７５，１９６号、同第４，４３９，１９６
号、同第４，４４７，２２４号、同第４，４４７，２３３号、同第４，４８６，１９４号
、同第４，４８７，６０３号、同第４，５９６，５５６号、同第４，７９０，８２４号、
同第４，９４１，８８０号、同第５，０６４，４１３号、同第５，３１２，３３５号、同
第５，３１２，３３５号、同第５，３８３，８５１号、及び同第５，３９９，１６３号に
記載されており、これらは全て、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１６０】
自己免疫性疾患または炎症性疾患の治療方法
　特定の実施形態において、本発明のＩＬ－２ムテインは、自己免疫性疾患または炎症性
疾患を治療するために使用される。好ましい実施形態において、ＩＬ－２ムテインＦｃ融
合タンパク質が使用される。
【０１６１】
　本明細書に開示されるＩＬ－２ムテインを用いた治療に特に適した障害は、限定されな
いが、炎症、自己免疫性疾患、アトピー性疾患、腫瘍随伴性自己免疫疾患、軟骨炎症、関
節炎、関節リウマチ、若年性関節炎、若年性関節リウマチ、少関節型若年性関節リウマチ
、多関節型若年性関節リウマチ、全身型若年性関節リウマチ、若年性強直性脊椎炎、若年
性腸炎性関節炎、若年性反応性関節炎、若年性ライター症候群、ＳＥＡ症候群（血清陰性
、腱付着部症、関節症症候群）、若年性皮膚筋炎、若年性乾癬性関節炎、若年性強皮症、
若年性全身性エリテマトーデス、若年性血管炎、少関節型関節リウマチ、多関節型関節リ
ウマチ、全身型関節リウマチ、強直性脊椎炎、腸炎性関節炎、反応性関節炎、ライター症
候群、ＳＥＡ症候群（血清陰性、腱付着部症、関節症症候群）、皮膚筋炎、乾癬性関節炎
、強皮症、血管炎、筋炎、多発性筋炎、皮膚筋炎、結節性多発動脈炎、ウェゲナー肉芽腫
症、動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、サルコイドーシス、硬化症、原発性胆汁性硬化症、
硬化性胆管炎、シェーグレン症候群、乾癬、プラーク乾癬、滴状乾癬、逆性乾癬、膿胞性
乾癬、乾癬性紅皮症、皮膚炎、アトピー性皮膚炎、粥状動脈硬化、狼瘡、スティル病、全
身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、重症筋無力症、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、クローン病
、潰瘍性大腸炎、セリアック病、多発性硬化症（ＭＳ）、喘息、ＣＯＰＤ、副鼻腔炎、ポ
リープを伴う副鼻腔炎、好酸球性食道炎、好酸球性気管支炎、ギラン－バレー疾患、Ｉ型
糖尿病、甲状腺炎（たとえばグレーブス病）、アジソン病、レイノー現象、自己免疫性肝
炎、ＧＶＨＤ、移植拒絶反応、腎障害、Ｃ型肝炎誘発性血管炎、自然流産等を含む。
【０１６２】
　好ましい実施形態において、自己免疫性疾患または炎症性疾患は、ループス、移植片対
宿主病、Ｃ型肝炎誘発性血管炎、Ｉ型糖尿病、多発性硬化症、自然流産、アトピー性疾患
、及び炎症性腸疾患である。
【０１６３】
　別の実施形態において、自己免疫性疾患または炎症性疾患を有するかまたは発症するリ
スクのある患者は、ＩＬ－２ムテイン（例えば、本明細書に開示されるＩＬ－２ムテイン
、例えば、本明細書に開示されるＩＬ－２ムテインＦｃ融合体、または当該技術分野で既
知の別のＩＬ－２ムテインもしくは野生型ＩＬ－２（任意選択的に、本明細書に開示され
る種類のＦｃ融合分子の一部として））を用いて治療され、治療に対する患者の反応が監
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視される。監視される患者の反応は、治療に対するいずれの検出可能もしくは測定可能な
患者の反応であってもよいか、またはそのような反応のいずれの組み合わせであってもよ
い。例えば、反応は、体温または発熱、欲求、発汗、頭痛、悪心、疲労、空腹、口渇、精
神的な鋭敏さ等の患者の生理学的状態に言おける変化であり得る。代替として、反応は、
例えば患者から採取した末梢血試料中の細胞型または遺伝子産物（例えば、タンパク質、
ペプチド、もしくは核酸）の量の変化であってもよい。一実施形態において、患者が検出
可能もしくは測定可能な反応を有する場合、またはそのような反応が特定の閾値を超える
場合、患者の治療計画が変更される。この変更は、投与頻度の減少もしくは増加、１回の
投与当たりに投与されるＩＬ－２ムテインの量の減少もしくは増加、または投与からの「
休止」（すなわち、特定の期間の間、または担当医師が治療を続けるべきであると決定す
るまで、または監視される患者の反応が治療を再開すべきであるもしくは再開できると示
すまでのいずれかの一次的な治療の中断）、または治療の終始であってもよい。一実施形
態において、反応は、患者の体温またはＣＲＰレベルの変化である。例えば、反応は、患
者の体温上昇、または末梢血試料中のＣＲＰレベルの上昇、またはその両方であってもよ
い。特定の一実施形態において、治療過程中に患者の体温が少なくとも０．１、０．２、
０．３、０．４、０．５、０．７、１、１．５、２、または２．５℃上昇した場合、患者
の治療は減少されるか、一時中断されるか、または中止される。別の特定の実施形態にお
いて、治療過程中に患者の末梢血試料中のＣＲＰの濃度が少なくとも０．１、０．２、０
．３、０．４、０．５、０．７、１、１．５、または２ｍｇ／ｍＬ上昇した場合、患者の
治療は減少されるか、一時中断されるか、または中止される。治療を変更、減少、一時中
断、または中止するかどうかを決定する上で監視及び使用することができる他の患者反応
は、毛細管漏出症候群（低血圧及び心血管不安定）の発症もしくは悪化、好中球機能障害
（例えば、感染の発症もしくは悪化がもたらされるかもしくは検出される）、血小板減少
症、血栓性血管障害、注射部位反応、血管炎（Ｃ型肝炎による血管炎）、または炎症性の
症状もしくは疾患を含む。治療を変更、減少、増加、一時中断、または中止するかどうか
を決定する上で監視及び使用することができるさらなる患者反応は、ＮＫ細胞、Ｔｒｅｇ
細胞、ＦＯＸＰ３－ＣＤ４Ｔ細胞、ＦＯＸＰ３＋ＣＤ４Ｔ細胞、ＦＯＸＰ３－ＣＤ８Ｔ細
胞、または好酸球の数の増加を含む。これらの細胞型の増加は、例えば、末梢血の単位当
たりのそのような細胞の数の増加として（例えば、血液１ミリリットル当たりの細胞中の
増加として表される）、または血液試料中の別の種類の細胞（単数もしくは複数）と比較
したそのような細胞型の割合における増加として検出することができる。監視することが
できる別の患者反応は、患者の末梢血試料中のＣＤ２５＋細胞の細胞表面に結合したＩＬ
－２ムテインの量の増加である。
【０１６４】
Ｔｒｅｇ細胞の増殖方法
　ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、対象または試料中の
Ｔｒｅｇ細胞を増殖するために使用することができる。非制御性Ｔ細胞に対するＴｒｅｇ
の比率を増加させる方法が本明細書に提供される。この方法は、Ｔ細胞の集団を有効量の
ヒトＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合体と接触させることを含む。比率
は、Ｔ細胞の集団内のＣＤ３＋ＦＯＸＰ３－に対するＣＤ３＋ＦＯＸＰ３＋細胞の比率を
決定することによって測定することができる。ヒト血液中の典型的なＴｒｅｇ頻度は、全
ＣＤ４＋ＣＤ３＋Ｔ細胞の５～１０％であるが、上に列挙した疾患では、この割合がより
低いかまたはより低い場合がある。好ましい実施形態において、Ｔｒｅｇの割合は、少な
くとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５
０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少
なくとも１００％、少なくとも２００％、少なくとも３００％、少なくとも４００％、少
なくとも５００％、少なくとも６００％、少なくとも７００％、少なくとも８００％、少
なくとも９００％、または少なくとも１０００％増加する。Ｔｒｅｇの最大倍数増加は、
特定の疾患ごとに異なり得る：しかしながら、ＩＬ－２ムテイン処理によって得られる可
能性のある最大Ｔｒｅｇ頻度は、全ＣＤ４＋ＣＤ３＋Ｔ細胞の５０％または６０％である
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。特定の実施形態において、ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク
質が対象に投与され、対象の末梢血中の非制御性Ｔ細胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ
）の比率が増加する。
【０１６５】
　ＩＬ－２ムテイン及びＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、他の細胞型よりも選択
的にＴｒｅｇを増殖させるため、これらは対象の末梢血中のナチュラルキラー（ＮＫ）細
胞に対する制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の比率を増加させるのにも有用である。比率は、Ｃ
Ｄ１９－及びＣＤ３－であるＣＤ１６＋及び／またはＣＤ５６＋リンパ球に対するＣＤ３
＋ＦＯＸＰ３＋細胞の比率を決定することによって測定することができる。
【０１６６】
　ＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２ムテインＦｃ融合タンパク質は、患者の末梢血中の非
制御性Ｔ細胞またはＮＫ細胞に対するＴｒｅｇの比率を著しく増加させることなく、患者
の疾患または障害に対して治療効果を有し得ることが企図される。治療効果は、炎症また
は自己免疫の部位におけるＩＬ－２ムテインまたはＩＬ－２Ｆｃ融合タンパク質の局所的
活性に起因し得る。
【実施例】
【０１６７】
　実際的及び予測的の両方である以下の実施例は、本発明の特定の実施形態または特徴を
例示する目的で提供されるのであって、その範囲を限定することを意図するものではない
。
【０１６８】
実施例１－ＣＤ２５に対して高い親和性を付与する少数の変異
　ＣＤ２５に対する親和性が高く、ＩＬ－２Ｒβγによるシグナル伝達強度が低いＩＬ－
２ムテインは、Ｔｒｅｇの増殖及び機能を選択的に促進する。潜在的な免疫原性を低下さ
せるために、ＣＤ２５に対する高い親和性を達成するために必要とされる変異の最小数を
求めた。その３つの受容体と複合したＩＬ－２の結晶構造（ＰＤＢコード－２Ｂ５Ｉ）は
、ＣＤ２５と相互作用するらせん構造内に位置するＶ６９Ａ及びＱ７４Ｐを示す。このこ
とは、なぜＶ６９Ａ及びＱ７４Ｐが、ＣＤ２５に対する高い結合親和性についての２つの
独立したＩＬ－２変異原生スクリーニングで頻繁に単離されたかを説明できるかもしれな
い（Ｒａｏ　ｅｔ　ａｌ．２００５；Ｔｈａｎｏｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６）。この実施
例では、Ｒａｏ　ｅｔ　ａｌ．のスクリーニングで同定されたＩＬ－２ムテイン「２－４
」の他の変異のうち、どれがＶ６９Ａ及びＱ７４Ｐ単独で観察される親和性を上回って親
和性を増加させるために最も重要かを探求する。活性化Ｔ細胞の表面上におけるＣＤ２５
に対する結合について、以下のタンパク質をフローサイトメトリーによってスクリーニン
グした。全ての構築物は、精製及び検出のためにＣ末端ＦＬＡＧ及びポリ－Ｈｉｓタグも
含んでいた。特定の変異を丸カッコ内に提供する。
【０１６９】
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【表４】

【０１７０】
　ＨａＭｕｔ７Ｄが最初の分離株「２－４」（約２００ｐＭ）とほぼ同じ親和性でＣＤ２
５に結合したことから、変異Ｎ７１Ｒは、Ｖ６９Ａ、Ｑ７４Ｐ単独（ＨａＭｕｔ１Ｄ、約
２ｎＭ）で観察された親和性を大きく上回って親和性を増加させることができたことが示
唆される。他の構築物は、ＨａＭｕｔ１Ｄと同様かまたはそれよりもやや高い親和性を有
していたが、例外としてＨａＭｕｔ８Ｄの親和性はＷＴ　ＩＬ－２の親和性よりもやや高
いのみであった。
【０１７１】
実施例２－半減期改善のためにＩｇＧ１－Ｆｃドメインに融合されたＩＬ－２ムテイン
　ＩＬ－２ムテインを用いたＴｒｅｇの濃縮を達成するために必要な投与頻度を減少させ
るために、ＩＬ－２とＩｇＧ１－Ｆｃドメインとの間の種々の融合体を評価した。Ｆｃド
メインは、ＩｇＧ１によって媒介される標的細胞溶解等のエフェクター機能を無効にする
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点変異を含有していた。用いられたＦｃエフェクター機能変異は、Ａ３２７Ｑ、Ａｌａ　
Ａｌａ（Ｌ２３４Ａ＋Ｌ２３５Ａ）、またはＮ２９７Ｇのいずれかであった。Ｔｒｅｇ選
択性ＩＬ－２ムテインは、ＩＬ－２の効力を一部低下させるため、ＩＬ－２Ｒシグナル伝
達に著しく影響を及ぼさない様式でＩＬ－２をＦｃに融合することが重要であった。した
がって、Ｆｃの融合を含む及び含まないＩＬ－２ムテインをＩＬ－２Ｒの活性化について
調べた。
【０１７２】
　Ｆｃの融合によるＩＬ－２の二量体化が、ＩＬ－２Ｒへの結合活性の増加に起因してＩ
Ｌ－２Ｒシグナル伝達強度を増加させるかどうかを決定するために、より弱いＩＬ－２ム
テイン（ｈａＤ５）（ＵＳ２０１１０２７４６５０）をＧＧＧＧＳ（配列番号５）リンカ
ー配列によって分離されたＦｃのアミノ末端に融合した。このムテインは、ＩＬ－２Ｒシ
グナル伝達に影響を及ぼす３つの変異（Ｅ１５Ｑ、Ｈ１６Ｎ、Ｎ８８Ｄ）、ＣＤ２５に対
する高い親和性を付与する８つの変異（Ｎ２９Ｓ、Ｙ３１Ｈ、Ｋ３５Ｒ、Ｔ３７Ａ、Ｋ４
８Ｅ、Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ）（Ｒａｏ　ｅｔ　ａｌ．２００５）、ならびにシ
ステイン不対合及び凝集を防止するためのＣ１２５Ｓを有していた。このような様式での
Ｆｃへの結合は、ｈａＤ５の生物学的活性を完全に無効にする一方で、恐らくは二量体化
による結合活性の増加のために、細胞表面ＣＤ２５へのその高親和性結合が増強される。
【０１７３】
　Ｆｃ二量体の一方の鎖のみがＩＬ－２ドメインを担持するように、Ｆｃヘテロ二量体の
ＮまたはＣ末端のいずれかにもＩＬ－２ムテインを融合した。一方のＦｃ鎖上に導入した
リジンと他方のＦｃ鎖上に導入したアスパラギン酸との間の静電相互作用により、２つの
非対称なＦｃ鎖間のヘテロ二量体対形成を促進した。１つの立体配置が好ましい場合、Ｉ
Ｌ－２ムテインｈａＤ６を一方のＦｃ鎖または他方のＦｃ鎖のＮ末端に融合し、ｈａＤ６
．ＦｃＤＤ及びｈａＤ６．ＦｃＫＫと称される２つのタンパク質構築物を得た。ムテイン
ｈａＭｕｔ７Ｄも、１つまたは２つのＧＧＧＧＳ（配列番号５）リンカー（ＦｃＫＫ（Ｇ
４Ｓ）ｈａＭｕｔ７Ｄ、ＦｃＫＫ（Ｇ４Ｓ）２ｈａＭｕｔ７Ｄ）を用いてＦｃヘテロ二量
体のＣ末端に融合した。ＩＬ－２ムテインｈａＤ６をＦｃヘテロ二量体のＮ末端に融合す
ることにより、ｐＳＴＡＴ５及びＴ細胞増殖実験の両方において遊離ｈａＤ６と比較して
活性の部分的損失をもたらした。対照的に、１つまたは２つのＧＧＧＧＳ（配列番号５）
リンカーを用いたＦｃヘテロ二量体のＣ末端へのｈａＭｕｔ７Ｄの融合は、ｈａＭｕｔ７
Ｄの効力を変化させなかった。
【０１７４】
　Ｆｃホモ二量体のＣ末端へのＩＬ－２ムテインの融合についても調査した。Ｔ７５組織
培養フラスコ中で、１００ｎｇ／ｍｌの抗ＣＤ３（ＯＫＴ３）を用いて１００ｍｌ当たり
３億個の細胞で全ＰＢＭＣを活性化した。培養３日目に、細胞を３回洗浄し、新しい培地
中で３日間休ませた。次いで、最終体積５０μｌで１ｐＭ～１０ｎＭの範囲に１０×用量
漸増したＩＬ－２変異体を用いて細胞を刺激した。ＢＤ　Ｐｈｏｓｆｌｏｗ緩衝液キット
を使用してＳＴＡＴ５のリン酸化レベルを測定した。端的に述べると、１ｍｌのＢＤ溶解
／固定Ｐｈｏｓｆｌｏｗ緩衝液を加えて刺激を停止した。細胞を３７℃で２０分間固定し
、氷上で１×ＢＤ　Ｐｈｏｓｆｌｏｗ透過緩衝液を用いて透過処理した後、ＣＤ４、ＣＤ
２５、ＦＯＸＰ３、及びｐＳＴＡＴ５について染色した。
【０１７５】
　図１を見ると分かるように、ムテインｈａＭｕｔ１Ｄ及びｈａＭｕｔ７Ｄの生物活性は
、Ｆｃホモ二量体のＣ末端への融合によって変化しなかった。したがって、ＩＬ－２のＮ
末端とＦｃのＣ末端との間の融合は、たとえＦｃ．ＩＬ－２ホモ二量体との関連において
もＩＬ－２ムテインのアゴニスト活性を損なわなかった。これらの構築物には、製造性の
向上のためにＣ１２５Ｓの代わりにＣ１２５Ａ変異が用いられた。
【０１７６】
実施例３－好ましいＴｒｅｇ増殖を達成するようにＩＬ－２ムテインの効力を調整する
　ＩＬ－２ムテインの最初のパネルは、Ｎ８８Ｄを単独で、またはＩＬ－２Ｒシグナル伝
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達に影響を及ぼす１つもしくは２つのさらなる変異を含有していた。ムテインの第２のパ
ネルは、Ｎ８８Ｄシリーズのものと同様であるかまたはそれよりもやや高い効力を有する
ムテインを同定することを目標として、全て単一の点変異を有するように設計した。予測
されたＩＬ－２Ｒβと相互作用するアミノ酸（結晶構造、ＰＤＢコード－２Ｂ５Ｉ）に基
づいて２４個のシグナル伝達変異のパネルを同定した。予測されたムテインとＩＬ－２Ｒ
βとの間の結合自由エネルギーの減少に基づいて特定の置換を選択した。ＥＧＡＤ計算ア
ルゴリズム（Ｈａｎｄｅｌ’ｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　
Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＵＳＡ）を使用して結合自由エネルギーを
算出した。変異体の結合自由エネルギーを△△Ｇｍｕｔ＝μ（△Ｇｍｕｔ－△Ｇｗｔ）と
定義する。式中、μ（一般的に＝０．１）は、実験的エネルギーと比較した場合に１の勾
配を有するように予測される結合親和性の変化を正規化するために使用されるスケール因
子である（Ｐｏｋａｌａ　ａｎｄ　Ｈａｎｄｅｌ　２００５）。解離の自由エネルギー（
△Ｇ）は、複合状態（△Ｇｂｏｕｎｄ）と自由状態（△Ｇｆｒｅｅ）との間のエネルギー
差として定義した。各置換について解離エネルギー△Ｇｍｕｔを算出した。
【０１７７】
　以下の置換（Ｈ１６Ｅ、Ｈ１６Ｑ、Ｌ１９Ｋ、Ｄ２０Ｒ、Ｄ２０Ｋ、Ｄ２０Ｈ、Ｄ２０
Ｙ、Ｍ２３Ｈ、Ｄ８４Ｋ、Ｄ８４Ｈ、Ｓ８７Ｙ、Ｎ８８Ｄ、Ｎ８８Ｋ、Ｎ８８Ｉ、Ｎ８８
Ｈ、Ｎ８８Ｙ、Ｖ９１Ｎ、Ｖ９１Ｋ、Ｖ９１Ｈ、Ｖ９１Ｒ、Ｉ９２Ｈ、Ｅ９５Ｋ、Ｅ９５
Ｒ、またはＥ９５Ｉ）を有するＩＬ－２ムテインのパネルは、Ｆｃヘテロ二量体へのＣ末
端融合として発現された。また、これらの構築物は、高いＣＤ２５結合親和性のためのｈ
ａＭｕｔ７変異（Ｖ６９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ）及び効率的なフォールディングのため
のＣ１２５Ａも含有していた。
【０１７８】
　実施例２のＴ細胞ＳＴＡＴ５のリン酸化アッセイにおいて、効力についてパネルをスク
リーニングしたところ、Ｈ１６Ｅ、Ｄ８４Ｋ、Ｖ９１Ｎ、Ｖ９１Ｋ、及びＶ９１Ｒが、野
生型ＩＬ－２よりも低く、Ｎ８８Ｄよりも高い活性を有することが分かった（図２）。
【０１７９】
　Ｈ１６Ｅ、Ｄ８４Ｋ、Ｖ９１Ｎ、Ｖ９１Ｋ、及びＶ９１Ｒは、野生型ＩＬ－２よりも低
く、Ｎ８８Ｄよりも高い活性を有していた。
【０１８０】
　選択されたムテインを、Ｔ細胞増殖アッセイ及びＮＫ増殖アッセイにおいても調べた。
【０１８１】
　Ｔ細胞アッセイの場合、１００ｎｇのＯＫＴ３を用いて全ＰＢＭＣを３００万／ｍｌで
活性化した。２日目に、細胞を３回洗浄し、新しい培地中で５日間休ませた。次いで、細
胞をＣＦＳＥで標識し、２４ウェルプレートにおいて、ＩＬ－２含有培地中５０万／ウェ
ルで７日間さらに培養した後、ＦＡＣＳ分析を行った。Ｔ細胞サブセットの増殖をＣＦＳ
Ｅ希釈として図３に示す（ＣＦＳＥ蛍光中央値）。
【０１８２】
　ＮＫ細胞アッセイの場合、ＭＡＣＳでソートしたＣＤ１６＋ＮＫ細胞を、ＩＬ－２含有
培地において、９６ウェルプレート中１０万／ウェルで３日間培養した。インキュベーシ
ョンの最後の１８時間の間に、各ウェルに０．５μＣｉ　３Ｈ－チミジンを加えた。その
結果を図４に示す。
【０１８３】
　変異体Ｈ１６Ｅ、Ｄ８４Ｋ、Ｖ９１Ｎ、Ｖ９１Ｋ、及びＶ９１Ｒ変異体は、ＷＴ　ＩＬ
－２と同様のＴｒｅｇ増殖を刺激することが可能であったが、他のＴ細胞に対する効力は
約１０×低く（図３）、ＮＫ細胞に対する効力は約１００×低かった（図４）。
【０１８４】
　一連の個々のアミノ酸の切断によってＦｃヘテロ二量体とムテインｈａＭｕｔ７（Ｖ６
９Ａ、Ｎ７１Ｒ、Ｑ７４Ｐ、Ｃ１２５Ａ）との間の距離を縮小した、Ｆｃ．ＩＬ－２融合
タンパク質の別のパネルを設計した。
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【０１８５】
【表５】

【０１８６】
　図２、３、及び４について記載されるように、ＳＴＡＴ５のリン酸化、ならびにＴ細胞
及びＮＫ細胞増殖によって測定したところ、Ｔｒｕｎｃ１－Ｔｒｕｎｃ４は、全長親構築
物Ｆｃ．ｈａＭｕｔ７と等しい効力を有していた。Ｔｒｕｎｃ５及びＴｒｕｎｃ６は、よ
り弱い応答ではあるが、Ｎ８８Ｄ変異（ｈａＤ及びｈａＭｕｔ７Ｄ）によって刺激される
ものよりは強く、Ｖ９１Ｋによって刺激されるものと非常に類似した反応を刺激した。Ｔ
ｒｕｎｃ７は、Ｎ８８Ｄムテインよりも弱く、Ｔｒｕｎｃ８はごくわずかな活性を示した
。しかしながら、ＮＫ細胞上で調べた時、Ｔｒｕｎｃ５及びＴｒｕｎｃ６はＶ９１Ｋより
も強力なアゴニストであったことから、Ｔｒｅｇの選択性は、近位のＦｃドメインによる
立体障害よりも、むしろシグナル伝達変異によってより容易に達成されたことが示唆され
る。
【０１８７】
実施例４－Ｆｃホモ二量体に関連したＣＤ２５高親和性変異
　高いＣＤ２５結合親和性を付与した変異は、ＣＤ２５－高Ｔ細胞に対する指向性を増加
させ、長期にわたるＣＤ２５：：ＩＬ－２ムテイン会合を促進し、シグナル伝達を延長し
たため、それらは有益であると考えられた。しかしながら、ムテインの数を減少させるこ
とは、免疫原性の可能性を低下させる場合がある。ｈａＭｕｔ１高親和性変異Ｖ６９Ａ及
びＱ７４Ｐを含む及び含まないＮ８８ＤまたはＶ９１Ｋムテインを、Ｆｃホモ二量体のＣ
末端に対する融合体として発現させ、生物活性について比較した。ｐＳＴＡＴ５刺激アッ
セイにおいて、ホモ二量体化は、単量体ムテインと比較してシグナル強度に影響を及ぼさ
なかった。高親和性変異Ｖ６９Ａ及びＱ７４Ｐの復帰変異も、ｐＳＴＡＴ５のシグナル伝
達に影響を及ぼさなかった。Ｔ細胞増殖アッセイにおいて、高親和性変異は、従来のＣＤ
４　Ｔ細胞及びＣＤ８　Ｔ細胞に対する活性を低下させたが、制御性Ｔ細胞に対する活性
は低下させなかった（図５）。高親和性変異はまた、ＮＫ細胞における増殖応答も変化さ
せなかった（図６）。
【０１８８】
　高親和性変異がｉｎ　ｖｉｖｏでのＴ細胞応答に影響を及ぼしたかどうかを決定するた
めに、ヒト化マウス（ヒトＣＤ３４＋造血幹細胞で再構成したＮＯＤ．ＳＣＩＤ．Ｉｌ２
ｒｇヌルマウス）にＦｃ．ＩＬ－２ムテイン融合タンパク質を投与し、Ｔｒｅｇの増殖を
監視した。７週齢ＮＯＤ．ＳＣＩＤ．Ｉｌ２ｒｇ－ヌル（ＮＳＧ）マウス（Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　Ｌａｂｓ，Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ，ＭＥ）を照射し（１８０ラド）、９４，０００個
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のヒト胎児肝ＣＤ３４＋造血幹細胞で再構成した。２１週目に、均等に分配されたキメラ
化の割合（ＰＢＬのフローサイトメトリーによって決定される）に基づいてマウスを６つ
の群に分割し、０日目及び７日目に、図示されるＦｃ．ムテイン融合タンパク質またはＰ
ＢＳ１μｇを皮下注射した。１１日目に、フローサイトメトリーによって血中のＴ細胞サ
ブセットの頻度を決定した。動物１匹当たり１μｇという低用量では、高親和性変異は、
Ｎ８８ＤまたはＶ９１Ｋ変異単独で観察された増殖を上回ってＴｒｅｇの増殖を向上させ
ることはなかった（図７）。
【０１８９】
　ＦＯＸＰ３－ＣＤ４＋Ｔ細胞が、ヒトＢ細胞及びＴ細胞とマウス骨髄系細胞との混合物
を含む全末梢血白血球（ＰＢＬ）と比較して存在量を増加しなかったという点において、
Ｔｒｅｇの増殖は選択的であった。さらに、より高い用量では、高親和性変異がＣＤ２５
＋ＦＯＸＰ３－Ｔ細胞の増加を促進し、したがって、Ｔｒｅｇの選択性を低下させる。よ
って、Ｆｃホモ二量体に関連して、選択的なＴｒｅｇ増殖を促進させるために高親和性変
異が必要であるとは見なされなかった。
【０１９０】
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【表６】

【０１９１】
実施例５－Ｆｃ．ＩＬ－２ムテインの細胞表面ＣＤ２５との長期会合
　ヒト化マウス試験からの予期せぬ結果は、それらのシグナル伝達能力が低下したにもか
かわらず、ムテインが、Ｆｃ．ＷＴ　ＩＬ－２と比較してより確実なＴｒｅｇの濃縮を誘
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導したことであった。１μｇ／マウスの用量で（図７）、またさらに低い用量である０．
５μｇ／マウス（図８）で、Ｆｃ．ＷＴで見られるものと比較してより高いＴｒｅｇの濃
縮及びＦＯＸＰ３の上方制御が観察された。このｉｎ　ｖｉｖｏでの効力の増加は、Ｔ細
胞による消費の減少に起因するものであり得、長期のシグナル伝達のためにより多くのＦ
ｃ．ＩＬ－２ムテインを利用可能にする。
【０１９２】
　しかしながら、Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏ　ＰＫ試験では、活性化Ｔ細胞培
養物からの上清中または投与マウスからの血清中で、Ｆｃ．ＷＴと比較してＦｃ．Ｖ９１
ＫまたはＦｃ．Ｎ８８Ｄの持続性が著しく増加したことを証明できなかった。Ｆｃ融合体
は２つのＩＬ－２ムテインドメインを担持するため、ＣＤ２５に対する結合活性の増加に
起因して、エンドソームによるリサイクリングの増加が長期の細胞表面会合をもたらし得
る。実際に、融合タンパク質の短期曝露後に、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ及びＦｃ．Ｎ８８Ｄが、以
前に活性化したＴ細胞の表面上でＦｃ．ＷＴよりも効率的に残留したことが分かった（図
９Ａ及びＢ）。
【０１９３】
　一次ＰＢＭＣを１００ｎｇ／ｍｌのＯＫＴ３で２日間予備刺激した。細胞を回収し、４
回洗浄して培地中で一晩休ませた。次いで、４００ｐＭ　Ｆｃ．ＩＬ－２を用いて３０分
間３７℃で細胞にパルスをかけた。パルス後、細胞を１回洗浄した後にＴ０で回収するか
、または１２ｍｌの加温培地中でさらに３回洗浄し、４時間培養した。細胞と会合したＦ
ｃ．ＩＬ－２を検出するために、抗ヒトＩｇＧ－ＦＩＴＣ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）及び抗ＣＤ２５－ＡＰＣで細胞を染
色した（図９Ａ）。
【０１９４】
　同時点でのホスホ－ＳＴＡＴ５の細胞内免疫検出によって、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ及びＦｃ．
Ｎ８８Ｄを用いた場合にＦｃ．ＷＴと比較してＩＬ－２Ｒシグナルの持続性が観察された
。ＦＯＸＰ３＋ＣＤ４＋Ｔ細胞のホスホ－ＳＴＡＴ５　ＭＦＩを示す（図９Ｂ）。
【０１９５】
実施例６－融合配列の最適化
　マウスの前臨床試験において、インタクトな分子の血清濃度をヒトＦｃ部分のみの血清
濃度と比較した場合、Ｆｃ．ＩＬ－２ムテインは差次的な曝露を示したことから、ヒトＦ
ｃ分解産物の循環が示唆される。Ｆｃ．ＩＬ－２ムテインのｉｎ　ｖｉｖｏ安定性及び薬
物動態を最適化するために、全身循環中に、及び網内系を通ってリサイクリングされる間
に、融合配列の修飾がＦｃ．ＩＬ－２ムテインのタンパク質分解に与える影響についてそ
れらを特徴付けた。以下の構築物をｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏでのタンパク質
分解について評価した。
【０１９６】
【表７】

【０１９７】
　全ヒトＦｃの経時的な濃度をインタクトなＦｃ．ＩＬ－２ムテインの濃度と比較する定
量免疫測定によって安定性を測定した。抗ＩＬ－２及び抗ヒトＦｃ抗体を用いたウエスタ
ンブロット分析の後、分解産物の免疫捕獲及び質量分析による特徴付けによってＦｃ．Ｉ
Ｌ－２ムテインのタンパク質分解を確認した、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏ試料
由来（Ａｌａ＿Ａｌａ）＿Ｇ４Ｓの分解産物の質量分析による特徴付けにより、Ｆｃドメ
インのＣ末端Ｌｙｓをタンパク質分解切断部位として同定した。ＦｃドメインのＣ末端リ
ジン欠失または変異（（Ｎ２９７Ｇ＿ｄｅｌＫ）＿Ｇ４Ｓ及び（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）
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＿ＡＡＰＴ）は、Ｃ末端リジンを含むＦｃ構築物（（Ａｌａ＿Ａｌａ）＿Ｇ４Ｓ）と比較
して、３７℃でマウス血清における長期のｉｎ　ｖｉｔｒｏ安定性をもたらした。この長
期のｉｎ　ｖｉｔｒｏ血清安定性は、Ｆｃ．ＩＬ－２ムテイン血清濃度対時間曲線下面積
（ＡＵＣ）によって測定されるように、マウスにおけるより高い曝露量をもたらした。Ｃ
末端Ｆｃリジンを欠くＦｃ．ＩＬ－２ムテインのこの長期の安定性は、カニクイザル及び
ヒト由来の血清においてｉｎ　ｖｉｔｒｏでも観察された。ＩＬ－２のＴｈｒ－３からＡ
ｌａ（（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰＡ）への変異は、マウス血清において、ならび
に組換えヒトカテプシンＤ及びＬを含む別個のインキュベーションにおいて、（（Ｎ２９
７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰＴと比較して）３７℃でｉｎ　ｖｉｔｒｏ安定性の低下をもた
らした。このｉｎ　ｖｉｔｒｏ血清安定性の低下は、（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰ
Ｔと比較して（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰＡへのより低いマウスのｉｎ　ｖｉｖｏ
曝露量（ＡＵＣ）をもたらした。質量分析によるｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏ試
料由来（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰＡの分解産物の特徴付けにより、ＩＬ－２ムテ
インドメインのＬｙｓ　８及びＬｙｓ　９を、（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰＴの同
等の試料では観察されなかったタンパク質分解の影響を受けやすい残基として同定した。
３７℃での（Ｎ２９７Ｇ＿ＫｔｏＡ）＿ＡＡＰＴの安定性に対する（Ｎ２９７Ｇ＿Ｋｔｏ
Ａ）＿ＡＡＰＡの安定性の低下は、カニクイザル及びヒト由来の血清においてｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏでも観察された。
【０１９８】
　この領域におけるグリコシル化の重要性のために、また融合タンパク質の製造性を潜在
的に向上させるために、Ｏ結合型グリコシル化ではなくＮ結合型グリコシル化を促進する
ように融合配列を以下のように変化させた。
【０１９９】
【表８】

【０２００】
実施例７－カニクイザルＰＫ／ＰＤの決定
　標準的なＩＬ－２免疫刺激療法は、望ましくない副作用を回避するために投与サイクル
間に休薬期間（曝露なし）を必要とする。対照的に、Ｔｒｅｇ増殖または刺激療法は、Ｔ
ｒｅｇ刺激に十分な持続的薬物トラフレベル（血清Ｃｍｉｎ）ではあるが、免疫活性化を
引き起こす薬物レベル未満である最大曝露量（血清Ｃｍａｘ）での長期の曝露を必要とす
る場合がある。この実施例は、炎症誘発性の免疫活性化に必要であることが企図される薬
物レベル未満の最大曝露量（血清Ｃｍａｘ）を維持しながら、長期標的カバレッジ（血清
Ｃｍｉｎ）のためのカニクイザルにおける半減期を延長したムテインの投与ストラテジー
を示す。
【０２０１】
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　４つの群（Ａ～Ｄ）において、カニクイザルにＦｃ．Ｖ９１Ｋ（ＩｇＧ１Ｆｃ（Ｎ２９
７Ｇ＿ｄｅｌＫ）：：Ｇ４Ｓ：：ｈｕＩＬ－２（Ｖ９１Ｋ、Ｃ１２５Ａ）を投与した：３
つの群（Ａ～Ｃ）には皮下投与し、１つの群（Ｄ）には静脈内投与した。以下に概説する
投与ストラテジーに従って、各群ごとに４匹の生物学的にナイーブなオスカニクイザルに
投与を行った。半減期を延長したムテインの皮下投与は、より多くのリンパ吸収を可能に
することができ、より低い最大曝露量（血清Ｃｍａｘ）及び／またはより確実な薬理学的
応答（Ｔｒｅｇ増殖）をもたらす。Ａ群の投与ストラテジーは、サイクル１では０日目、
２日目、及び４日目の３回連続して用量１キログラム当たり１０マイクログラム、ならび
に１４日目の１キログラム当たり１０マイクログラムからなり、より低い最大曝露量（血
清Ｃｍａｘ）を維持しながら、１キログラム当たり５０マイクログラムのより高い初期用
量と類似した長期標的カバレッジを実現する。Ｂ群の投与ストラテジーは、Ａ群と比較す
るために、０日目及び１４日目に投与される１キログラム当たり５０マイクログラムであ
る。Ｃ群の投与ストラテジーは、０日目及び２８日目に投与される１キログラム当たり５
０マイクログラムである。Ｔｒｅｇの濃縮を維持するためにトラフカバレッジが必要であ
るかどうか、または投与サイクル間の休薬期間は有益であるかどうかの決定を可能にする
。静脈内投与アームＤ群の投与ストラテジーは、０日目に投与される１キログラム当たり
５０マイクログラムであり、最大曝露量（Ｃｍａｘ）とＴｒｅｇ濃縮の差を皮下投与の場
合と比較することができる。
【０２０２】
　指定された各用量群について、以下の時点で薬物動態（インタクトな分子及び全ヒトＦ
ｃの定量免疫測定）、抗薬物抗体、脱落した可溶性ＣＤ２５、及び血清サイトカイン（Ｉ
Ｌ－１β、ＴＮＦ－α、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０、ＩＬ－５、ＩＬ－４、及びＩＬ－１３
）を測定した。
　Ａ群：投与前（第１サイクル；用量１）、４８（投与前第１サイクル；用量２）、９６
（投与前第１サイクル；用量３）、１００、１０４、１２０、１６８、２１６、２６４、
３３６（投与前第２サイクル）、３４０、３４４、３６０、４０８、４５６、５０４、５
７６、６７２、７４４、８４０、及び１００８時間。
　Ｂ群：投与前（第１サイクル）、４、８、２４、７２、１２０、１６８、２４０、３３
６（投与前第２サイクル）、３４０、３４４、３６０、４０８、４５６、５０４、５７６
、６７２、７４４、８４０、及び１００８時間。
　Ｃ群：投与前（第１サイクル）、４、８、２４、７２、１２０、１６８、２４０、３３
６、４０８、５０４、６７２（投与前第２サイクル）、６７６、６８０、６９６、７４４
、７９２、８４０、９１２、１００８、１０８０、及び１１７６時間。
　Ｄ群：投与前（第１サイクル）、０．２５、１、４、８、２４、７２、１２０、１６８
、２４０、３３６、４０８、５０４、及び６７２時間。
【０２０３】
　指定された各用量群について、以下の時点で薬物動力学（末梢血Ｔｒｅｇ、非制御性Ｃ
Ｄ４及びＣＤ８　Ｔ細胞、ならびにＮＫ細胞の免疫表現型検査及び計数）を測定した。
　Ａ群：投与前（第１サイクル；用量１）、９６（投与前第１サイクル；用量３）、１６
８、３３６（投与前第２サイクル）、４５６、及び５７６時間。
　Ｂ群：投与前（第１サイクル）、１２０、２４０、３３６（投与前第２サイクル）、４
５６、及び５７６時間。
　Ｃ群：投与前（第１サイクル）、１２０、２４０、６７２（投与前第２サイクル）、７
９２、及び９１２時間。
　Ｄ群：投与前（第１サイクル）、１２０及び２４０時間。
【０２０４】
　用量群ごとに、投与前及び初回投与後２４時間に、全ての動物及び用量群について血液
学及び臨床化学を評価した。
血液学：
・白血球数（全微分及び絶対微分）
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・赤血球数
・ヘモグロビン
・ヘマトクリット
・平均赤血球血色素量、平均赤血球容積、平均赤血球血色素濃度（計算値）
・絶対網状赤血球数
・血小板数
・血液細胞形態
・赤血球分布幅
・平均血小板容積
臨床化学：
・アルカリホスファターゼ
・総ビリルビン（総ビリルビンが１ｍｇ／ｄＬを超える場合は直接ビリルビン）
・アスパラギン酸アミノ基転移酵素
・アラニンアミノ基転移酵素
・γグルタミル転移酵素
・尿素窒素
・クレアチニン
・総タンパク質
・アルブミン
・グロブリン及びＡ／Ｇ（アルブミン／グロブリン）比（計算値）
・グルコース
・総コレステロール
・トリグリセリド
・電解質（ナトリウム、カリウム、塩化物）
・カルシウム
・リン
【０２０５】
実施例８－非グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃ
　天然に存在するＩｇＧ抗体は、重鎖の定常ドメイン２（ＣＨ２）にグリコシル化部位を
有する。例えば、ヒトＩｇＧ１抗体は、Ａｓｎ２９７位（ＥＵナンバリング）に位置する
グリコシル化部位を有する。今までの非グリコシル化抗体を作製するためのストラテジー
は、物理化学的特性においてＡｓｎに類似するアミノ酸（例えば、Ｇｌｎ）で、または極
性基を有しないＡｓｎ側鎖を模倣するＡｌａ残基でＡｓｎ残基を置換することを含む。こ
の実施例は、Ａｓｎをグリシン（Ｎ２９７Ｇ）で置換することの利益を証明する。Ｎ２９
７Ｇ　Ｆｃは、より良好な生物物理学的特性及び製造性（例えば、精製中の回収率）を有
する非グリコシル化分子である。
【０２０６】
　Ｆｃ断片及びＩｇＧ抗体の複数の既知の結晶構造の検査により、グリコシル化ループセ
グメントの周囲、特にグリコシル化されたＡｓｎ２９７位で、考慮すべき構造的柔軟性が
明らかになった。既知の結晶構造の多くにおいて、Ａｓｎ２９７は、正の主鎖二面角に適
合した。Ｇｌｙは、側鎖原子が欠落しているため、正の主鎖二面角に適合する強い傾向を
有する。したがって、この立体構造及び構造上の理由に基づいて、Ｇｌｙは、Ｎ２９７Ｑ
またはＮ２９７Ａよりも良好なＡｓｎの代替品であり得る。
【０２０７】
　Ａｓｎ２９７をＧｌｙで変異させることにより、はるかに改善された精製プロセスにお
ける回収率（または効率）及び生物物理学的特性を有する非グリコシル化分子をもたらさ
れる。例えば、プロテインＡプールからの回収率（最終収量）は、Ｎ２９７Ｑの４５．６
％及びＮ２９７Ａの３９．６％と比較して、Ｎ２９７Ｇ変異では８２．６％であった。Ｓ
ＰＨＰカラム分析により、Ｎ２９７Ｑ及びＮ２９７Ａ変異体のより低い回収率は、分子量
凝集物及び／またはミスフォールド種を意味するテーリングピークに起因よるものである
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ことが明らかになった。この結果は、より大規模な２Ｌスケールの実験で再確認された。
【０２０８】
　生物製剤産業において、大規模生産を潜在的に必要とする、例えば、薬物として販売さ
れる潜在性を有する分子は、該分子が大規模な生産及び精製に適していないというリスク
を緩和するための多くの属性について評価される。製造性評価において、Ｎ２９７Ｇは、
ｐＨ変化に対するロバスト性を明らかにした。Ｎ２９７Ｇには凝集の問題はなかったが、
それに対してＮ２９７Ｑ及びＮ２９７Ａは、それぞれ２０％及び１０％の凝集増加を示し
た。Ｎ２９７Ｇはより良好な製造性を有していたが、調べた全ての機能性アッセイにおい
てＮ２９７Ｑ及びＮ２９７Ａに類似していた。例えば、ＡＤＣＣアッセイにおいて、Ｎ２
９７Ｇは、Ｎ２９７Ｑ及びＮ２９７Ａと同様に細胞毒性を示さなかった。
【０２０９】
実施例９－安定化された非グリコシル化ＩｇＧ１　Ｆｃ
　この実施例では、操作したジスルフィド結合（複数可）を導入することによりＩｇＧ抗
体骨格の安定性を向上させる方法について記載する。天然に存在するＩｇＧ抗体は、安定
な分子である。しかしながら、特定の治療用途のために、変異を行うかまたは非グリコシ
ル化分子を作製することが必要な場合がある。例えば、非グリコシル化ＩｇＧ分子は、Ａ
ＤＣＣ及びＦｃγ受容体への結合を回避する必要がある治療適応症において使用されても
よい。しかしながら、非グリコシル化ＩｇＧ１は、グリコシル化ＩｇＧ１よりもはるかに
低い融解温度を有する（ＣＨ２ドメインの融解温度は、約１０℃；７０℃～６０℃低下す
る）。観察されるもより低い融解温度は、非グリコシル化ＩｇＧ１の種々の生物物理学的
特性に悪影響を及ぼす。例えば、非グリコシル化ＩｇＧ１は、グリコシル化ＩｇＧ１と比
較して低いｐＨで凝集のレベルを増加させた。
【０２１０】
　ジスルフィド結合を操作するために、Ｃα原子間の距離の計算を含む構造に基づく方法
を最初に用いて、Ｃｙｓへの変異のためにＦｃ領域内の５４残基対を同定した。これらの
５４個の部位を４残基対（Ｖ２５９Ｃ－Ｌ３０６Ｃ、Ｒ２９２Ｃ－Ｖ３０２Ｃ、Ａ２８７
Ｃ－Ｌ３０６Ｃ、及びＶ３２３Ｃ－Ｉ３３２Ｃ）にさらに絞り込んだ。使用した基準は、
（ｉ）ＣＨ２ドメイン内の位置、（ｉｉ）ループ、ターン、及び炭水化物からの距離、（
ｉｉｉ）Ｆｃγ受容体及びＦｃＲｎ相互作用部位からの距離、（ｉｖ）溶媒露出度（好ま
しい埋没位置）等を含む。
【０２１１】
　非グリコシル化Ｎ２９７Ｇ　Ｆｃに関連して対合システイン置換を作製した。非還元ペ
プチドマッピング分析により、そのような状況で予想及び設計されるように、操作した４
つの部位のうち３つがジスルフィド結合を形成したことが明らかになった。Ｖ２５９Ｃ－
Ｌ３０６Ｃ変異は、ジスルフィド結合を正確に形成せず、ＣＨ２ドメイン中に既に存在す
る天然ジスルフィドと不対合を形成した。他の３つのデザインＲ２９２Ｃ－Ｖ３０２Ｃ、
Ａ２８７Ｃ－Ｌ３０６Ｃ、及びＶ３２３Ｃ－Ｉ３３２Ｃは、予測及び設計されたようにジ
スルフィド結合を正確に形成した。Ｎ２９７Ｇ変異にジスルフィド結合を付加することに
より、Ｎ２９７Ｇ変異単独よりも優れた約１５℃の熱安定性の改善をもたらした。Ｒ２９
２Ｃ－Ｖ３０２Ｃ、Ａ２８７Ｃ－Ｌ３０６Ｃ、及びＶ３２３Ｃ－Ｉ３３２Ｃジスルフィド
変異体のうち、Ｒ２９２Ｃ－Ｖ３０２Ｃ及びＡ２８７Ｃ－Ｌ３０６Ｃが、ラットに投与し
た場合に良好な薬物動態を示した（ぞれぞれ、１１日及び９日のｔ１／２）。これは、以
前に公開された、５日間のｔ１／２を示したＣＨ２ドメインジスルフィド結合（Ｇｏｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２００９　２８４：１４２０３－１４２１０
）でラットにおいて観察された薬物動態プロファイルとは対照的である。
【０２１２】
　ＣＨ２ドメイン内のジスルフィド結合を操作することは、グリコシル化ＩｇＧ１分子と
同等に非グリコシル化分子の安定性を向上させる（示差走査熱量測定によって決定される
ように、融解温度に１０℃～１５℃の改善）。本明細書に記載の操作部位は、ジスルフィ
ドスクランブリングを引き起こさず、集団の約１００％において予測通りににジスルフィ
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ドが形成される。さらに重要なのは、公開されているＣＨ２ドメインのジスルフィド結合
部位とは異なり、本明細書に記載のジスルフィド結合は、ラットのＰＫに影響を及ぼさな
い。
【０２１３】
実施例１０
　Ｖ９１Ｋ及びＮ８８Ｄ変異がカニクイザル及びヒト由来のＴ細胞及びＮＫ細胞の応答に
及ぼす影響をｉｎ　ｖｉｔｒｏで比較した。ＣＤ２５の存在下で（全血ｐＳＴＡＴ５応答
においてＣＤ４＋ＣＤ２５＋でゲートをかけたＴ細胞）、Ｖ９１Ｋ変異がカニクイザルＩ
Ｌ－２Ｒシグナル伝達に及ぼす影響は、それがヒトＩＬ－２Ｒに及ぼす活性の低下と比較
してごくわずかであった。しかしながら、ＣＤ２５の非存在下では（全血ｐＳＴＡＴ５応
答においてＣＤ２５－でゲートをかけたＴ細胞及びＮＫ細胞増殖の両方）、Ｖ９１Ｋ変異
がカニクイザルＩＬ－２Ｒシグナル伝達をより著しく減少させた。対照的に、Ｆｃ．Ｎ８
８Ｄは、カニクイザル全血中のＣＤ２５＋Ｔ細胞においてシグナル伝達の減少を示すが、
それは、ヒト全血中のＴ細胞におけるＦｃ．Ｖ９１Ｋのシグナル伝達の影響により類似し
ている。表２に要約されるｉｎ　ｖｉｔｒｏデータは、カニクイザルにおけるより弱いア
ゴニストであるＦｃ．Ｎ８８Ｄで観察された治療ウィンドウは、ヒト対象におけるＦｃ．
Ｖ９１Ｋの影響の前兆であることを示唆している。
【０２１４】
【表９】

【０２１５】
実施例－１１
　カニクイザルにおいて２つのｉｎ　ｖｉｖｏ試験を行った。最初のカニクイザル試験は
、Ｆｃ．Ｖ９１Ｋの２週間及び４週間の投与間隔を比較して、完全なまたは部分的な薬物
動態（ＰＫ）及び薬動力学（ＰＤ）トラフが第２の投与に対する応答の大きさを変化させ
るかどうかを決定するように設計された（図１０Ａ及びＢ）。強いＴｒｅｇ応答（５０μ
ｇ／ｋｇ）が得られることが予測された第１の投与と、治療ウィンドウの下限（１０μｇ
／ｋｇ）を検討するための第２の投与とを用いた。１０μｇ／ｋｇが少な過ぎるかどうか
分からなかったため、１、３、及び５日目に投与を行って応答の可能性を高めた。この投
与計画により、５日後に、単回の５０μｇ／ｋｇ皮下（ＳＣ）投与で達成されるのと同じ
曝露量を得たが、Ｃ－ｍａｘがより低かった。リンパ対血液成分におけるより高い薬物曝
露量に依存するＰＤの潜在的な差を調査するために、５０μｇ／ｋｇ静脈内（ＩＶ）群も
含まれた。この試験の結果は、各用量レベルが、有害事象（ＡＥ）またはＴｅｆｆもしく
はＮＫの増殖なしに強いＴｒｅｇ増殖応答を誘導したことを証明しており、１４日目また
は２８日目のいずれかの第２の投与に対する応答は等しかった。
【０２１６】
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【表１０】

【０２１７】
第２のカニクイザル試験は、１、３、１００、２００μｇ／ｋｇのＦｃ．Ｖ９１Ｋ用量（
ＳＣ）で治療ウィンドウのマージンを検討し、これを３、１０、１００、２００μｇ／ｋ
ｇの用量（ＳＣ）のより弱いアゴニストＦｃ．Ｎ８８Ｄ及び３、１０、３０、１００μｇ
／ｋｇのＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）（ＳＣ　ＱＤｘ５）と比較するように設計した
。ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）の用量は、公開されているヒト及び非ヒト霊長類の試
験（Ｈａｒｔｅｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３，Ｌａｎｃｅｔ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　
Ｅｎｄｏｃｒｉｎ　１：２９５－３０５；Ｓａａｄｏｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｎ
ＥＪＭ　３６５：２０６７－７７；Ａｏｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ａｍ　Ｊ　
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　１２：２５３２－３７）に基づいて選択し、ＨＣＶ血
管炎及びＩ型糖尿病（Ｔ１Ｄ）における低用量ＩＬ－２臨床試験を模倣するようにＱＤｘ
５を投与した。
【０２１８】

【表１１】

【０２１９】
　図１１Ａ～Ｆに、細胞応答、体温、及び血清ＣＲＰの動態を示す。Ｘ軸の時系列は、第
１回目の投与日として１日目ではなく０日目から始まっている。
【０２２０】
　２つのカニクイザル試験は、一緒になって、ＩＬ－２ムテインが、ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ
（登録商標）で達成されるよりも広い治療ウィンドウを伴ってより高いＴｒｅｇ濃縮を誘
導したことを証明した（図１２Ａ及びＢ）。ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）の場合、Ｔ
ｒｅｇの濃縮はＮＫ及び好酸球の増殖と並行していた。いずれか特定の理論に拘束される
ものではないが、好酸球の増殖は、ＩＬ－２療法に対する周知の応答であり、ＣＤ２５＋

自然リンパ球系細胞からＩＬ－２によってＩＬ－５が誘導された結果である可能性が高い
。ＣＤ４及びＣＤ８　Ｔｅｆｆの増殖は、ＴｒｅｇをＣＤ４　Ｔ細胞の２５～３５％に増
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び好酸球を上回る選択性を伴ってＴｒｅｇの増殖を誘導し、Ｔｅｆｆの増殖を促進した用
量は、ＴｒｅｇをＣＤ４　Ｔ細胞の４０％超に濃縮した用量よりも多かった。
【０２２１】
　低用量ＩＬ－２臨床試験は、最初に起こったＡＥは、風邪様症状及び発熱であったこと
を文献において報告している。よって、治療ウィンドウの比較に加えて、この試験の目的
は、発熱に先行するバイオマーカーを発見することであった。図１２Ｃに示すように、よ
り高い２つの用量のＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）の場合、ＣＲＰレベルが体温と並行
であったことが分かった。Ｆｃ．Ｖ９１Ｋの場合、最も高い用量で中程度の体温上昇が検
出され、次に低い用量では、ＣＲＰのわずかな増加が観察された。したがって、ＣＲＰは
、本発明の分子を用いた治療に対する対象の反応を監視するため、かつ／または患者にお
ける用量漸増の上限を定義するために使用することができる。
【０２２２】
　ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）で処理した動物において、Ｆｃ．Ｖ９１ＫまたはＦｃ
．Ｎ８８Ｄで処理した動物にはあまり顕著ではなかったかまたは存在しなかった特定の毒
性も観察された（図１２Ｄ）。血小板、好中球、及びアルブミンのレベルは、ＰＲＯＬＥ
ＵＫＩＮ（登録商標）を用いた治療によって全て減少されたことが分かったが、同様のま
たはそれよりも高いＴｒｅｇの濃縮をもたらしたＦｃ．Ｖ９１ＫまたはＦｃ．Ｎ８８Ｄの
いずれかの用量は、これらのパラメータのわずかな減少を引き起こしたかまたは全く引き
起こさなかった。総合すると、これらのデータは、Ｆｃ．Ｖ９１ＫまたはＦｃ．Ｎ８８Ｄ
のいずれかを用いた患者の治療のための治療ウィンドウは、ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商
標）を用いた場合の治療ウィンドウよりも著しく大きいことが予想されることを示唆する
。
【０２２３】
実施例－１２
　選択された時点に、実施例１１の第１のカニクイザル試験からの血清を抗薬物抗体（Ａ
ＤＡ）について検査した（図１３）。Ｆｃ．Ｖ９１Ｋ特異性が競合によって確認された試
料のＡＤＡシグナル／ノイズデータを示す。ＡＤＡについて検査した時点をＸ軸の上の縦
線で示す。第１群では、１匹の動物が、最後の投与から少なくとも１５日後にＡＤＡを産
生し、第２群ではＡＤＡに陽性を示した動物はおらず、第３群では、最初の投与から１５
日以上後に、３匹の動物にＡＤＡが一貫して現れた。１６２日目に、第１群及び第２群に
５０μｇ／ｋｇの反復投与を行ったところ、４週間後（１９０日目）にＡＤＡに陽性を示
したさらなる動物はいなかった。最も強いＡＤＡシグナル（２１０、２１２）を産生した
第３群の２匹の動物がＰＤ応答の低下を示し、これらの動物において２回目の投与後に観
察されたＣ－ｍａｘの減少と一致していた。第４群（５０μｇ／ｋｇ　ＩＶ）ではＡＤＡ
に陽性を示した動物はいなかった。ＡＤＡは、ＩＬ－２及びＦｃドメインの両方に特異的
であったことから、カニクイザルＩＬ－２とヒトＩＬ－２（Ｖ９１Ｋ，Ｃ１２５Ａ）との
間の８つのアミノ酸の差によるものであると予想できる。ＡＤＡの中和活性については調
べなかった。



(54) JP 6450365 B2 2019.1.9

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図３】

【図４】



(55) JP 6450365 B2 2019.1.9

【図５】

【図６】

【図７Ａ】

【図７Ｂ】 【図８】



(56) JP 6450365 B2 2019.1.9

【図９Ａ】 【図９Ｂ】

【図１０Ａ】 【図１０Ｂ】



(57) JP 6450365 B2 2019.1.9

【図１１Ａ】 【図１１Ｂ】

【図１１Ｃ】 【図１１Ｄ】



(58) JP 6450365 B2 2019.1.9

【図１１Ｅ】 【図１１Ｆ】

【図１２Ａ】 【図１２Ｂ】



(59) JP 6450365 B2 2019.1.9

【図１２Ｃ】 【図１２Ｄ】

【図１３】



(60) JP 6450365 B2 2019.1.9

【配列表】
0006450365000001.app



(61) JP 6450365 B2 2019.1.9

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｎ  15/13     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/13     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/63     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/63     　　　Ｚ        　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ   21/02     　　　Ｋ        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ   21/02     　　　Ｃ        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/20     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   38/20     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   29/00     　　　　        　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ   37/06     　　　　        　　　　　

(72)発明者  リー，リー
            アメリカ合衆国、ワシントン・９８０７５、サマミッシュ、トゥーハンドレッドフォーティセブン
            ス・プレイス・サウス・イースト・１３０１
(72)発明者  ピアソン，ジョシュア・ティー
            アメリカ合衆国、ワシントン・９８１２２、シアトル、サーティーエイス・アベニュー・１１３６
(72)発明者  カロウ，マーガレット
            アメリカ合衆国、カリフォルニア・９３０１２、サンタ・ローザ・バレイ、リッジ・ドライブ・１
            ２６５５

    審査官  西　賢二

(56)参考文献  米国特許出願公開第２０１１／００９１４１２（ＵＳ，Ａ１）　　
              米国特許出願公開第２０１３／００１１４０１（ＵＳ，Ａ１）　　
              特表２０１０－５２１４７２（ＪＰ，Ａ）　　　
              米国特許出願公開第２０１１／０２７４６５０（ＵＳ，Ａ１）　　
              米国特許出願公開第２０１２／０２４４１１２（ＵＳ，Ａ１）　　
              DU, Chengan et al.，Pharm. Res.，１９９８年，Vol. 15，pp. 1808-1815
              ZHAO, Hong Liang et al.，Protein Express. Purif.，２００８年，Vol. 61，pp. 73-77

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０
              Ｃ０７Ｋ　　　１／００－１９／００　　　　　　　　
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＰｕｂＭｅｄ
              　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

