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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的及びスカフォールドリガンドに結合するモジュラー抗体ドメインのオリゴマーを製
造する方法において、その際、このスカフォールドリガンドは、モジュラー抗体ドメイン
のオリゴマーの標的特異性にかかわらず、モジュラー抗体ドメインのオリゴマー骨格と結
合するものであり、かつ前記モジュラー抗体ドメインのオリゴマーが抗原結合Ｆｃフラグ
メントであって：
（ａ）モジュラー抗体ドメインのオリゴマーのライブラリを提供し、その際、標的及びス
カフォールドリガンドと結合するモジュラー抗体ドメインのオリゴマーをディスプレイす
る遺伝子パッケージが、
（ｉ）遺伝子パッケージを提供し、その際、遺伝子パッケージが酵母であり、かつ、
（ｉｉ）少なくとも２種のドメインを前記パッケージの外表面に融合によりディスプレイ
することを含む、方法によって製造され、
（ｂ）前記スカフォールドリガンドの存在下で、前記ライブラリと前記標的とを接触させ
、
（ｃ）前記スカフォールドリガンドの存在下で、前記標的と結合するライブラリ要素を選
択し、かつ、
（ｄ）モジュラー抗体ドメインの機能的オリゴマーを製造する、
工程を含む、前記方法。
【請求項２】
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　前記ライブラリが、モジュラー抗体ドメインのオリゴマーを発現する少なくとも１０６

個の独立したクローンを含有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　スカフォールドリガンドがエフェクター分子、ＦｃＲｎ、プロテインＡ及びプロテイン
Ｇから成る群から選択される、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　エフェクター分子が、ＣＤ６４、ＣＤ１６、ＣＤ３２及びＦｃレセプターから成る群か
ら選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記モジュラー抗体ドメインの機能的オリゴマーが、Ｋｄ＜１０－８Ｍの標的抗原結合
アフィニティーを有する、請求項１から４までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記標的が、ｅｒｂＢクラスのレセプターである、請求項１から５までのいずれか１項
に記載の方法。
【請求項７】
　モジュラー抗体のアフィニティーを、アフィニティー突然変異によって増加させる、請
求項１から６までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　モジュラー抗体のアフィニティー突然変異による変異体が得られ、この変異体が、前記
標的との結合アフィニティーの少なくとも１０倍の増加を示す、請求項１から７までのい
ずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ターゲット及びスカフォールドリガンドと結合するモジュラー抗体ドメイン
のオリゴマーをディスプレイする遺伝的パッケージを製造する方法及びその方法により製
造される二価の遺伝的パッケージのベクター及びライブラリーに関する。さらに本発明は
、このようなオリゴマーディスプレイにおいて使用するための適したリンカー配列を選択
する方法に関する。
【０００２】
　モノクローナル抗体は、結合物質のためのスカフォールドとして広範囲に使用されてい
る。ここで基本的な抗体構造は、例えば無傷のＩｇＧ１免疫グロブリンを用いて説明する
ことができる。
【０００３】
　２個の同一の重鎖（Ｈ）及び２個の同一の軽鎖（Ｌ）は、組み合わさってＹ字状の抗体
分子を形成する。重鎖はそれぞれ４個のドメインを有している。アミノ末端可変ドメイン
（ＶＨ）は、Ｙの先端である。これらに３個の定常ドメイン：ＣＨ１、ＣＨ２が続き、か
つ、カルボキシ末端ＣＨ３はＹ字状軸の基部である。短い伸長のスイッチは、重鎖可変領
域及び定常領域と結合する。ヒンジは、ＣＨ２及びＣＨ３（Ｆｃフラグメント）を、当該
抗体の残りの部分（Ｆａｂフラグメント）と結合する。１個のＦｃ及び２個の同一のＦａ
ｂフラグメントは、無傷の抗体分子中のヒンジのタンパク質分解によって製造することが
できる。軽鎖は、スイッチにより分離された２個のドメインである可変ドメイン（ＶＬ）
及び定常ドメイン（ＣＬ）から構成される。
【０００４】
　ヒンジ領域中のジスルフィド結合は、２個の重鎖を連結する。軽鎖は付加的なジスルフ
ィド結合により重鎖と結合する。Ａｓｎ－結合炭水化物部分は、免疫グロブリンのクラス
に依存して、定常ドメイン中の種々の位置で結合する。ＩｇＧ１に関して、ヒンジ領域中
でCys235とCys238対との間での２個のジスルフィド結合は、２個の重鎖を一緒にする。軽
鎖は、ＣＨ１ドメイン中のCys229sとＣＬドメイン中のCys214sとの間での２個の付加的な
ジスルフィド結合によって重鎖と結合する。炭水化物部分は、Ｙの軸中において顕著な隆
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起を生じさせる各ＣＨ２のAsn306と結合する。
【０００５】
　これらの特徴は、顕著に機能的な結果を有することである。重鎖（ＶＨ）及び軽鎖（Ｖ
Ｌ）の双方の可変領域はＹの「先端」に存在し、ここで、これらは抗原と反応するように
配置されている。分子のこの先端は、アミノ酸配列のＮ末端が位置する側である。Ｙの軸
は、エフェクター機能を効果的に媒介する方法で、例えば補体の活性化及びＦｃレセプタ
ーとの相互作用、又はＡＤＣＣ及びＡＤＣＰを実施する。そのＣＨ２及びＣＨ３ドメイン
の隆起は、エフェクタータンパク質との相互作用をを容易にする。アミノ酸配列のＣ末端
は先端の反対側に位置し、この場合、これは、Ｙの「底部」基部と呼称することができる
。
【０００６】
　ラムダ（λ）及びカッパ（κ）と呼称される軽鎖の２種の型が、抗体中で見出される。
免疫グロブリンはκ鎖又はλ鎖の双方を有し、いずれか一方ではない。λ軽鎖又はκ軽鎖
を有する抗体間において、機能的な相違は見出されない。
【０００７】
　抗体分子中の各ドメインは、圧縮された非パラレルのβ－バレル中で、それぞれ互いに
緊密にパックされた２個のβ－シートから成る類似構造を有する。この保存構造は、免疫
グロブリンフォールドと呼称される。定常ドメインの免疫グロブリンフォールドは、４－
ストランドのシートに対してパックされた３－ストランドのシートを含む。このフォール
ドは、それぞれのシートのβ－ストランド間の水素結合によって、内部における反対側の
シートの残基間の疎水結合によって、及びシート間のジスルフィド結合によって安定化さ
れる。３－ストランドのシートは、ストランドＣ、Ｆ及びＧを含有し、かつ４－ストラン
ドのシートはストランドＡ、Ｂ、Ｅ及びＤを含有する。英字Ａ～Ｇは、免疫グロブリンフ
ォールドのアミノ酸配列に沿ってのβ－ストランドの配列位置を示す。
【０００８】
　可変ドメインのフォールドは、４及び５個のストランドの２個のシート中に配置された
９個のβ－ストランドを有する。５－ストランドのシートは、定常ドメインの３－ストラ
ンドのシートと構造的に相同であるが、しかしながら特別なストランドＣ’及びＣ"を含
有する。残りのストランド（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ）は、定常ドメイン免疫グロブ
リンフォールド中のその対となる部分と同じトポロジー及び類似構造を有する。ジスルフ
ィド結合は、ストランドＢ及びＦを、定常ドメイン中とは反対側のシートで結合する。
【０００９】
　軽及び重免疫グロブリン鎖の双方の可変領域は、３個の超可変ループ又は相補性決定領
域（ＣＤＲｓ）を含有する。Ｖドメイン（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３）の３個のＣＤ
Ｒｓは、β－バレルの一方の末端において群になる。ＣＤＲｓは、免疫グロブリンのβ－
ストランドＢ－Ｃ、Ｃ－Ｃ’’及びＦ－Ｇと結合するループである。ＣＤＲｓ中の残基は
、隣の免疫グロブリンのものとは異なっており、互いの抗体に対して特異的な抗原を与え
る。
【００１０】
　抗体分子の先端におけるＶＬ及びＶＨドメインは、６個のＣＤＲｓ（それぞれのドメイ
ン上で３個）が、抗原特異的結合のための表面（又はキャビティー）の構造において協力
する程度に緊密にパックされる。したがって、抗体の天然の抗原結合部位は、軽鎖可変ド
メインのストランドＢ－Ｃ、Ｃ’－Ｃ"及びＦ－Ｇ及び重鎖可変領域のストランドＢ－Ｃ
、Ｃ’－Ｃ"及びＦ－Ｇと結合するループから成る。
【００１１】
　そのままの免疫グロブリン中でＣＤＲ－ループではないループ、あるいは、ＣＤＲルー
プにより定められる抗原結合ポケットの一部ではないループ及び場合によりＣＤＲループ
領域の範囲内において隣接するループは、特には抗原結合又はエピトープ結合を有しない
が、しかしながら、完全な免疫グロブリン分子及び／又はそのエフェクター又は他の機能
の正確なフォールディングに寄与し、したがって、本発明の目的のための構造的ループと
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呼称される。
【００１２】
　従来技術文献は、免疫グロブリン様のスカフォールドが、存在する抗原結合部位の処理
目的の限りにおいて使用され、これにより新規結合特性が導入されることを示す。多くの
場合において、ＣＤＲ領域は抗原結合のために設計され、いいかえれば、免疫グロブリン
フォールドの場合には、天然の抗原結合部位のみがその結合アフィニティー又は特異性を
変更させる目的で改質化されている。文献の多くは、このようにして操作された免疫グロ
ブチンの異なるフォーマットを記載し、しばしば、単鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）又
はＦａｂフラグメント中で表され、この場合、これらは、ファージ粒子の表面上にディス
プレイされるか、あるいは、種々の原核又は真核発現系中で可溶的に発現する。
【００１３】
　WO06072620A1には、新規抗原結合部位を得るための構造的ループ領域中での改質化を含
む免疫グロブリンの設計方法を記載している。この方法は、免疫グロブリンに対して広範
囲に適用可能であり、かつ種々の抗原を標的とする一連の免疫グロブリンを製造するため
に使用することができる。ＣＨ３ライブラリは、抗原に対する特異的な結合物質を選択す
るために有用であることが示された。
【００１４】
　遺伝子パッケージ上のタンパク質の多価のディスプレイが記載されているけれども（例
えば、直接的なファージクローニング及びディスプレイ、細菌ディスプレイ、酵母ディス
プレイ）、従来技術は、一般に、結合ドメインのモノマーの一価のディスプレイに関する
。WO9209690は、粒子表面上の融合タンパク質のシングルコピーをディスプレイするファ
ージミド粒子を記載する。ここでは、ファージミド粒子、バクテリオファージとも呼称さ
れるもののライブラリから高いアフィニティーの結合物質を得ることが記載されている。
結合ポリペプチド及びファージ被覆タンパク質をコードする遺伝子を含む複製可能な発現
ベクターは、融合タンパク質をコードする遺伝子融合を形成するように提供され、この場
合、この融合タンパク質は、ファージミド粒子のキメラタンパク質、ファージコートタン
パク質及び結合ポリペプチドである。
【００１５】
　US5223409は、一般に、線維状ファージＭ１３の遺伝子ＩＩＩコートタンパク質のＮ－
末端ドメインに対して、重要なタンパク質をコードする遺伝子を融合する方法を記載して
いる。この遺伝子融合は突然変異して、ファージミド粒子の表面上で少ない量で発現する
、構造的に関連する融合タンパク質のライブラリを形成する。生物学的選択及びスクリー
ニングは、薬剤候補として有用な新規リガンドを同定するために使用される。
【００１６】
　しかしながら、このような「融合ファージ」又は一価のファージディスプレイ及び各単
一融合タンパク質の使用に関しては、いくつかの制限が存在する。多くの生物学的物質は
、天然にはオリゴマーの形で生じる。本発明の目的のために、オリゴマーは、二量体、三
量体又はそれ以上、２４モノマーまでのポリマーの形を意味する。
【００１７】
　従来技術による融合タンパク質は、モノマー融合タンパク質のディスプレイについて記
載するが、それというのも、主として、最も高いアフィニティーの結合物質は、単一融合
タンパク質がファージミド粒子によってディスプレイされる場合に、専らライブラリから
選択されると信じされていたためである。しかしながら天然のタンパク質はしばしば二量
体として又はさらにオリゴマー化のより高いレベルでアセンブリされる。単一の融合タン
パク質を有する二量体ディスプレイを得るために、コートタンパク質と結合ポリペプチド
との間に位置する制御終止コドンを含むいくつかの技術が開発された(Dall'Acqua et al 
The Journal of Immunology, 2002, 169:5171-5180)。ここでは、ポリペプチドの可溶性
モノマーが、ファージと融合されたものに加えて発現され、したがって二量体の形成を可
能にする。しかしながら、このような終止コドンは、アミノ酸中の終止コドンを翻訳する
ことができる特異的な抑制ホスト細胞中での伸長を必要とし、可溶性結合ポリペプチドに
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加えて適切な量の融合タンパク質を提供する。WO 03/029456は、酵母細胞の表面上での免
疫グロブリンＦａｂフラグメントの選択のための、多重鎖真核ディスプレイ細胞の使用を
記載している。
【００１８】
　従来技術の融合タンパク質は、いくつかの場合において、より大きい結合ポリペプチド
をディスプレイするリンカー配列を含む。２４個までのアミノ酸のリンカー配列は、通常
、抗体の可変ドメインをディスプレイする標準的な目的のために使用される。例えば、デ
ィスプレイベクターｐＣＯＭＢ３ｘ(Hybrid. Hybridomics. 2003 Apr; 22 (2 ): 97-108.
 Development of functional human monoclonal single-chain variable fragment antib
ody against HIV-I from human cervical B cells. Berry JD, Rutherford J, Silverman
 GJ, Kaul R, Elia M, Gobuty S, Fuller R, Plummer FA, Barbas CF.)参照。
【００１９】
　本発明の課題は、モジュラー抗体ドメインのオリゴマーを製造するための効率的な方法
を提供し、かつ、複製可能な遺伝子パッケージ表面上にディスプレイされたこのようなオ
リゴマーを製造することである。
【００２０】
　発明の簡単な説明
　本発明の課題は、本発明の対象により解決される。
【００２１】
　本発明によれば、
－遺伝子パッケージを提供し、かつ、
－少なくとも２個の抗体モジュラードメインを前記パッケージの外表面に融合によりディ
スプレイすることを含む、標的及びスカフォールドリガンドと結合するモジュラー抗体ド
メインのオリゴマーをディスプレイする遺伝子パッケージを製造する方法を対象に含む。
【００２２】
　この遺伝子パッケージは、可動系または細胞系中でディスプレイすることができ、その
際、本発明によれば、可動系は、ウイルス、ファージ、ファージミド、インヴィトロ（in
-vitro）ディスプレイ系、ｍＲＮＡ系及びリボソームディスプレイ系から選択することが
できる。二者択一的に、細胞系は、酵母、哺乳類細胞、細菌細胞、細菌胞子又は昆虫細胞
を用いて選択することができる。
【００２３】
　オリゴマーは、前記物質に付随するモチーフ、例えばロイシンジッパー、ジスルフィド
結合、静電又は疎水性モチーフのオリゴマー化によって形成することが考えられる。
【００２４】
　本発明の一つの実施態様によれば、オリゴマーは二量体、三量体又は四量体であっても
よく、この場合、これは同じ型のモノマー（ホモマー）又は異なる型のモノマー（ヘテロ
マー）を含む。本発明による好ましい方法は、遺伝子パッケージ、例えばファージミド粒
子又はファージ又は酵母上にホモマー、特にオリゴヌクレオチドのホモダイマーを提供す
るのに特に有用である。
【００２５】
　本発明による方法は、オリゴマーに対して適用することができ、この場合、このオリゴ
マーは、遺伝子パッケージの表面に向けられ、かつ前記表面に近い標的結合部位を含むポ
リペプチドであり、この場合、これは生物学的物質、例えばポリペプチドである。
【００２６】
　二者択一的に、このようなポリペプチドの適切なデザインは、遺伝子パッケージの周囲
環境よりも遺伝子パッケージの表面に近い結合部位で使用される。これは、ポリペプチド
のＮ－末端よりもＣ－末端に近い潜在的結合部位を有する結合ポチペプチドに関して、特
に結合部位がＣ－末端ループ位において設計される場合において、有利であってもよい。
潜在的結合部位が、遺伝子パッケージ粒子が結合される部位に隣接する位置において、例
えば細胞又はウイルスの表面構造に対して工学的に作成される場合には、前記結合物質の
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結合対の定められたアクセシビリティーを含み、安定したコンストラクトを選択すること
が有利である。Ｃ－末端ループ位は、例えば、これらが線維状ファージのタンパク質３の
Ｎ－末端と融合する場合には、Ｎ－末端ループ位よりも低いアクセシビリティーであり、
それというのもこれらは暴露され、かつ遺伝子パッケージに立体的に近接するためである
。
【００２７】
　しかしながら、本発明の好ましい実施態様によれば、定められた構造、例えば真のオリ
ゴマー又は二量体融合タンパク質が提供され、Ｎ－末端ループ位における潜在結合部位の
効率的な設計することを可能にする。本発明の一つの実施態様は、少なくとも２個の標的
結合部位を有するポリペプチド、この場合、モノマー又はオリゴマーの標的結合物質で工
学的に作成されたものであることが考えられる。いくつかの場合において、モノマー構造
間の相互作用は、構造の付加的な変異及びそれによる付加的な潜在結合部位を可能にする
。
【００２８】
　本発明の好ましい実施態様によれば、モジュラー抗体は、抗体、Ｆｃフラグメント、Ｃ
ＤＲ領域を有する抗体フラグメント及びその組合せ物であり、さらに構造的ループ位置で
の結合部位を有するフラグメントを含むことが考えられる。
【００２９】
　これはさらにＣＤＲ領域を有する抗体フラグメント、例えばＦａｂ、ｄＡｂ、ｓｃＦｖ
、ｄｉａｂｏｄｙ、ｕｎｉｂｏｄｙ、ＳＭＩＰｓ、ＴＡＮＤＡＢＳ、Ｆｃ機能的タンパク
質及びこれらの組合せ物であってもよい。
【００３０】
　遺伝子パッケージが線維状バクテリオファージである場合には、バクテリオファージと
一緒に使用される好ましい融合構造は、外表面タンパク質の少なくとも一部、例えば、p3
、p6又はp8を含むが、しかしながらp9又はpl０もまた本発明の目的のために使用すること
ができる。
【００３１】
　遺伝子パッケージが酵母である場合には、オリゴマーは、α凝集素、ａ凝集素、Agalp
、Aga2p又はFLOlから成る群から選択された酵母細胞表面レセプターのタンパク質の１種
を含む融合タンパク質である。
【００３２】
　適切な遺伝子パッケージは、好ましくは特別な形で提供され、かつ、前記融合タンパク
質の少なくとも１種をコードするベクターを含有する。本発明によれば、これは例えば、
遺伝子パッケージに対して操作的に結合した１種以上の融合タンパク質をコードする配列
を含むカセットベクターを提供する。したがって、キメラ融合タンパク質の少なくとも２
種は、ベクター粒子表面において結合する。ベクターは例えばファージミドであってもよ
い。
【００３３】
　本発明による方法にしたがって製造された遺伝子パッケージの表面で結合するモジュラ
ー抗体ドメインのオリゴマーを発現するための発現系もまた、本発明の対象であり、その
際、オリゴマーは単一遺伝子によりコードされ、かつ融合タンパク質は、遺伝子パッケー
ジ表面において少なくとも２個のコピーでディスプレイされる。
【００３４】
　本発明による方法及び手段により、モジュラー抗体のオリゴマーを、オリゴマー化パー
トナーの１個の可溶性の形の制御された発現を必要とすることなく、ディスプレイするこ
とが可能である。この技術は、分子、例えば抗体フラグメントに対して、この場合、これ
は２個以上の免疫グロブリンドメイン、例えば少なくとも４個の免疫グロブリンドメイン
を含有するものであっても使用することができる。これにより終止コドン、例えばアンバ
ー終止コドンを含有する種々のコンストラクトを回避することができる。これは、二量体
ディスプレイのために融合タンパク質と可溶性モノマーとの混合物を得るためには必要で
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なくともよい。したがって、多様な結合物質の混合物を管理する好ましい技術は、モノマ
ーの不十分な適合のリスクを減少させると同時に容易に使用することができる。さらに、
ホスト細胞として抑制菌株を回避することも可能である。非抑制機能を有する通常のホス
ト細胞は、標準的な方法で、オリゴマー融合タンパク質を成長させるための役立つもので
あってもよい。
【００３５】
　本発明による他の実施態様において、結合対と遺伝子パッケージの表面タンパク質との
間の融合は、その間に条件付き（conditional）終止コドン（すなわちアンバー、オーカ
ー、オパール又は他の類似する条件付き終止コドン）がその間に存在しないようにする。
このような状況において、ヘルパーファージでの感染時に、結合対は融合タンパク質とし
てのみ存在し、かつ可溶な形では存在しない。二量体（三量体又はそれ以上）を、遺伝子
パッケージ表面上に形成するために、遺伝子パッケージに対して結合パートナーを接続す
るリンカーは、その十分な長さ及び十分なフレキシビリティーを必要とする。この要求を
充たすリンカーは、前記方法を用いて選択することができる。
【００３６】
　本発明による他の実施態様において、ヘルパーファージは、遺伝子パッケージ表面上の
融合タンパク質の１個以上のコピーのディスプレイに有利な特異的性質を有するものを使
用することができる。このようなヘルパーファージに関する例は、いわゆるハイパーファ
ージ（Rondot S, Koch J, Breitling F, Dubel S. A helper phage to improve single-c
hain antibody presentation in phage displayNat Biotechnol 2001 Jan; 19 ( 1)75-78
 ）であり、この場合、それ自体はｐ３を欠き、したがって感染可能にするためには、フ
ァージミドにより提供されたｐ３融合タンパク質に完全に依存する。このようなヘルパー
ファージを使用して、好ましくは、その表面上の融合タンパク質の１個以上のコピーを有
するファージ粒子を導き、したがって、遺伝子パッケージ表面上に結合タンパク質の二量
体を形成することが有利である。
【００３７】
　本発明の好ましい実施態様によれば、各融合タンパク質モノマーは、オリゴマーに関連
して製造され、その結果、可溶性の結合物質の割合は２０％未満、より好ましくは１０％
未満、最も好ましくは１％未満である。
【００３８】
　本発明による方法によれば、遺伝子パッケージは好ましくは、少なくとも２個の融合タ
ンパク質をディスプレイするように製造することができる。特別な実施態様において、本
発明によるオリゴマーの各モノマーは、遺伝子パッケージの外表面と結合する。さらに本
発明は、オリゴマーからの２個の融合タンパク質をディスプレイする二価のファージを提
供し、この場合、これはそれぞれ発現時に二量化するオリゴマーを含有するものである。
【００３９】
　遺伝子パッケージのライブラリはさらに、少なくとも１０個の変異遺伝子パッケージを
例示的に含有していてもよいものを請求し、その際、前記変異遺伝子パッケージは、モジ
ュラー抗体ドメインのヘテロマーを示すことができる。ヘテロマーは、標的結合部位を含
有するスカフォールドをベースとするものであってもよい。本発明の特別な実施態様によ
れば、標的結合部位及びスカフォールド結合部位は類似かまたは同一であってもよい。本
発明によるスカフォールドリガンドは、さらにＣＤＲ標的であってもよい。例えば、スカ
フォールドは、親Ｆａｂであってもよく、かつ少なくとも２０％、好ましくは少なくとも
３０％、より好ましくは少なくとも４０％の親Ｆａｂ変異体が、前記親ＦａｂのＣＤＲ標
的と結合している。
【００４０】
　さらに本発明によるライブラリは、アミノ酸配列において異なる本発明により製造され
たオリゴマーの変異体を含有していてもよい。これは、少なくとも１種の外来アミノ酸を
導入するための少なくとも１個の挿入又は置換、並びに欠失によって該アミノ酸配列を改
質化することにより提供することができる。外来アミノ酸は、ランダム化技術によって導
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入することができる。さらに外来アミノ酸は、ランダムな位置で特定のアミノ酸に富むラ
イブラリを得るために、アミノ酸の特別な群から選択することができる。外来アミノ酸を
アミノ酸の特別な群、例えば特異的な極性、疎水性を有するアミノ酸の特別な群から選択
する場合には、ランダムな位置でアミノ酸の特別な群に富むライブラリを、本発明によっ
て得ることができる。このようなライブラリはさらに「フォーカスト（focused）」ライ
ブラリと呼称される。
【００４１】
　さらに本発明によれば、ポリペプチドを、遺伝子パッケージの外表面に結合するための
リンカーを選択する方法を提供し、この場合、この方法は、
ａ．第１ポリペプチドと遺伝子パッケージとを結合する種々のリンカーを含む遺伝子パッ
ケージのライブラリを提供し、
ｂ．前記第１ポリペプチドの機能との顕著に相互作用しないリンカーを含むライブラリの
要素を決定し、
ｃ．第２ポリペプチドと前記遺伝子パッケージとを結合するために前記リンカーを選択す
ることを含む。
【００４２】
　これにより、同型の融合タンパク質に使用すべき適したリンカーを得ることができる。
これらの融合タンパク質の同型とは、遺伝子パッケージ及び結合物質の同構成を互いに結
合することを意味する。
【００４３】
　本発明によるこのような方法はさらに、少なくとも１個の選択基準、例えばフレキシビ
リティー及び結合対に対する結合部位の立体的アクセシビリティーを充足するリンカー変
異体の予め選択された群を含む濃縮ライブラリを製造するために使用することができる。
これは、種々のリンカー配列の存在下で、公知結合物質の結合特性を測定することにより
決定することができる。このようにして濃縮ライブラリは、さらに他の基準、例えば細菌
性プロテアーゼを含有する培地中での安定性に重要なプロテアーゼ耐性等に関して選択す
ることができる。
【００４４】
　その後に選択された特異的リンカー配列は、同構成の融合タンパク質のライブラリを製
造するために使用することができるが、しかしながらこのようにして、結合物質の変異体
を用いて、予定された試験系において最良の結合特性を有するこれら結合物質の同定、選
択及び製造が可能である。
【００４５】
　本発明による好ましい実施態様によれば、このようなリンカーは、少なくとも２０個の
アミノ酸残基、好ましくは少なくとも２５個のアミノ酸残基、より好ましくは少なくとも
３０個のアミノ酸残基、５０個までのアミノ酸残基までの長さである。特に、アミノ酸、
例えばリンカーのフレキシビリティーに関して重要なGly、Ser又はAlaを含む場合には、
このようなリンカーは有利には、潜在的結合部位のディスプレイのために使用され、この
場合、これは遺伝子パッケージ表面と近接しており、かつ潜在的結合部位は、立体的理由
のためその対と結合することができないものであってもよい。
【００４６】
　ディスプレイされるべきタンパク質と遺伝子パッケージのアンカータンパク質との間の
リンカー（線維状ファージの場合には、例えばp3、p8、pX、pIX、pVII）は、ディスプレ
イされた分子の潜在的結合部位が、ファージ粒子の空間的近位である場合には特に重要で
ある。可変ドメイン及びＣＤＲ－ループにより形成される抗原結合部位を使用する抗体ラ
イブラリ及びｐ３に対するアミノ末端融合としてのライブラリ要素のディスプレイにおい
て、潜在的結合部位はファージ粒子とは別に向けられている。したがって、ライブラリ要
素とファージコートタンパク質との間のリンカー構造は、重要ではない。しかしながら、
免疫グロブリンドメインの底部ループの工学的作成及びファージディスプレイの実施は、
不十分な方法であり、かつ、抗原結合クローンの収量は減少するか、或いはそれどころか
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生じない。ライブラリ要素のタンパク質と表面上のその融合対との間のリンカーの変更は
、この問題を解決するか、あるいは、少なくとも減少させることができる。
【００４７】
　最適なリンカー配列を選択するために（長さ及びフレキシビリティー並びに安定性の点
において）、リンカーのライブラリは、遺伝的に複製可能なパッケージの表面でアンカー
タンパク質を、立体的理由から選択することが困難であると知られている公知の結合タン
パク質と融合させることにより、製造することができる。
【００４８】
　この配列のライブラリは、長さ及びアミノ酸含量において多様であってもよい。
【００４９】
　最適なリンカーのためのリンカーライブラリの選択方法は適用に依存するが、しかしな
がら原則的には、一定の方法論において有することが望ましいすべての性質を選択すべき
である。選択が困難な抗体に対する濃縮は、ライブラリ要素の抗原に対する良好なアクセ
スを可能にするリンカー配列を得ることができる。プロテアーゼ溶液中であるか、あるい
は、他の苛酷な条件下又はタンパク質溶解条件によるホスト細胞の頻繁な導通下での恒温
保持（例えば古い微生物培養法）は、安定したディスプレイリンカーのための適切な選択
であってもよい。
【００５０】
　リンカーのライブラリは、任意の公知ライブラリ技術によって製造することができる。
合成リンカー配列の長さは、１０～５００アミノ酸の間で可変であってもよい。二者択一
的に、リンカーは、フレキシブルな性質であることが知られた完全なタンパク質であって
もよい。
【００５１】
　さらに本発明は、標的に対して結合するモジュラー抗体ドメインのオリゴマーを製造す
るための方法を提供し、この場合、この方法は、以下の工程を含む：
－前記のようにして本発明による方法によって製造されたモジュラー抗体ドメインのオリ
ゴマーのライブラリを提供し、
－前記ライブラリを前記標的と、スカフォールドリガンドの存在下に接触させ、
－スカフォールドリガンドの存在下に、前記標的に対して結合するライブラリ要素を選択
し、かつ、
－機能性オリゴマーを製造する。
【００５２】
　スカフォールドリガンドは、エフェクター分子、ＦｃＲｎ、血清アルブミン、プロテイ
ンＡ、プロテインＧ、プロテインＬ又はＣＤＲ標的からなる群から選択することができる
。例えば、エフェクター分子は、ＣＤ６４、ＣＤ１６、ＣＤ３２、Ｆｃレセプターから成
る群から選択することができる。
【００５３】
　オリゴマーは、ＶＨ／ＶＬ、ＣＨ１／ＣＬ、ＣＨ２／ＣＨ２、ＣＨ３／ＣＨ３C、Ｆｃ
及びＦａｂ、又はこれらの単鎖から成る群から選択された二量体であってもよい。
【００５４】
　本発明による方法は、モジュラー抗体ドメイン又はこれらの変異体の機能的オリゴマー
を発現する少なくとも１０２個の独立したクローンを含有するライブラリを提供すること
ができる。その後に、ライブラリ要素は、要求された結合アフィニティーにより選択する
ことができ、この場合、これは好ましくはＫｄ＜１０－８Ｍの標的結合アフィニティーを
有する。本発明によれば、さらに予め選択した独立クローンのプールを提供し、これは、
例えばアフィニティー変異され、このプールは好ましくは少なくとも１０個、より好まし
くは少なくとも１００個、より好ましくは少なくとも１０００個、さらに好ましくは少な
くとも１００００個、さらに好ましくは１０００００個以上の独立クローンを含有する。
予め選択されたプールを含有するこれらのライブラリは、本発明による高いアフィニティ
ーのモジュラー抗体を選択するための好ましい源である。
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【００５５】
　好ましくは、ライブラリは酵母ライブラリであり、かつ酵母ホスト細胞は、細胞表面上
で生物学的活性を有するオリゴマーを表す。酵母ホスト細胞は、好ましくはSaccharomyce
s属、Pichia属、Hansenula属、Schizisaccharomyces属、Kluyveromyces属、Yarrowia属及
びCandida属から選択される。最も好ましくは、ホスト細胞はSaccharomyces cerevisiae
である。
【００５６】
　本発明の特別な実施態様によれば、標的はｅｒｂＢクラスのレセプターである。この場
合において、本発明の方法を用いてｅｒｂＢクラスのレセプターと結合する免疫グロブリ
ンを得ることができる。
【００５７】
　さらに本発明は、モジュラー抗体ドメイン又はその変異体の機能的二量体の少なくとも
１０６個の独立クローンを含有するか、あるいは、最適化または予め選択されたクローン
のプール、例えばアフィニティー変異クローンを含有し、この場合、このプールは、標的
及びスカフォールドリガンドに対して結合する少なくとも１０個の独立クローンを含有す
る。標的は、アミノ酸変異させた親分子に対して結合するリガンドであってもよい。親分
子は、機能性Ｆｃ又は機能性Ｆａｂ、あるいはこれらの一部分であってもよい。
【００５８】
　本発明の特別な実施態様によれば、親分子は、ランダム突然変異又は部位特異的突然変
異によって変更することができる。
【００５９】
　ライブラリは、標的及びスカフォールドリガンドに対して結合するモジュラー抗体ドメ
インの機能的二量体を含有していてもよく、かつ少なくとも２０％、好ましくは少なくと
も３０％、より好ましくは少なくとも４０％の機能的二量体が、ＣＤ６４に対して結合す
る。これは特に好ましくは、ＣＨ２領域、例えばＦｃスカフォールドを含有するモジュラ
ー抗体である。
【００６０】
　二者択一的に、ライブラリは、標的及びスカフォールドリガンドと結合するモジュラー
抗体ドメインの機能的二量体を含有していてもよく、かつ少なくとも２０％、好ましくは
少なくとも３０％、より好ましくは少なくとも４０％の機能的二量体がプロテインＡと結
合している。これは特に好ましくは、ＣＨ２及びＣＨ３ドメイン、例えばＦｃスカフォー
ルドを含有するモジュラー抗体である。
【００６１】
　二者択一的に、ライブラリは、標的及びスカフォールドリガンドに対して結合するモジ
ュラー抗体ドメインの機能的二量体を含有していてもよく、かつ少なくとも２０％、好ま
しくは少なくとも３０％、より好ましくは少なくとも４０％の機能的二量体が、ＣＤＲ標
的に対して結合する。これは特に好ましくは可変領域、例えば単鎖（single）ＣＤＲ標的
に対して特異性を有するＦａｂスカフォールドを含有するモジュラー抗体である。
【００６２】
　図面
　図１：
　ライブラリＦｃａｂ０１のアセンブリ用フラグメントの製造に使用されたＰＣＲｓの模
式図である。ＰＣＲプライマーは、矢印によりそのそれぞれの５’－３’方向が示され、
かつ縦線は、突然変異された遺伝子のアセンブリのために使用された導入された制限部位
の適切な位置を示す。制限部位は、ＰＣＲフラグメントのライゲーションのためのプライ
マー上に含まれる。
【００６３】
　図２：
　ＣＨ３ドメインのアミノ酸配列及び二次構造（ＩＭＧＴ番号付け）。ランダム化の図式
は、ライブラリＦｃａｂ０１～Ｆｃａｂ０６に関して提供される。
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【００６４】
　ＡＢ及びＥＦループ中のランダム化位置は、サークルで示す。Ｘは、２０個の全アミノ
酸（ＮＮＢによりコードされる）を示し、ｚはAla、Asp、Ser、Tyrのみを示す（ＫＭＴに
よりコードされる；フォーカストライブラリ）。
【００６５】
　発明の詳細な説明
　本発明によるモジュラー抗体領域のオリゴマーは、独立型分子として、同様に融合タン
パク質又は誘導体として使用することが可能であり、最も一般的には改質化前又は改質化
後に、より大きい構造、例えば完全な抗体分子の一部分であるか、あるいは、前記のもの
の一部分であるように融合される。このようにして本発明により製造された免疫グロブリ
ン又は融合タンパク質は、Ｆｃフラグメント、Ｆａｂフラグメント、Ｆｖフラグメント、
単一ドメイン抗体、単鎖抗体、特に単鎖Ｆｖフラグメント、二特異性又は多特性ｓｃＦｖ
、diabody、unibody、multibody、免疫グロブリン領域の多価又多量体等である。一特異
性、二特異性、三特異性及びそれ以上の特異性を有していてもよい分子を製造するために
工学的に作成されたタンパク質を使用することができる。本発明によれば、このような分
子の計画的使用の要求にしたがって、結合価の制御及び予めの選択が同時に可能である。
【００６６】
　本願明細書中を通して使用される特別な用語は、以下の意味を有する。
【００６７】
　本発明によって使用される用語「免疫グロブリン」は、一特異的、二特異的又は多重特
異的であるか、あるいは、一価、二価又は多価の結合特性を示し、好ましくはエピトープ
、例えば抗原、エフェクター分子あるいは病原体由来又はヒト構造のタンパク質のエピト
ープ、たとえば細胞随伴又は血清タンパク質を含む自己抗原に対して、少なくとも２個、
より好ましくは少なくとも３個の特異的結合部位を示すことができるポリペプチド又はタ
ンパク質として定義される。さらに本発明によって使用される用語免疫グロブリンは、抗
体の機能的フラグメント、例えばFc、Fab、scFv、ＣＨ１／ＣＬ領域の単鎖二量体、Fv、
二量体、たとえばＶＨ／ＶＬ、ＣＨ１／ＣＬ、ＣＨ２／ＣＨ２、ＣＨ３／ＣＨ３、又は免
疫グロブリンの他の誘導体又は組合せ物、例えば免疫グロブリンドメインの対の単鎖を含
む。この定義はさらに可変領域（例えばdAb, Fd, Vl, Vk, Vh, VHH)及び定常領域の重鎖
及び軽鎖又は無傷の抗体の個々のドメイン1、例えばＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ＣＨ４、
Ｃｌ及びＣｋ並びに構造的ループにより結合された免疫グロブリンの少なくとも２個のβ
－ストランドから成るミニドメインを含む。
【００６８】
　本発明にしたがって使用された「モジュラー抗体」は、抗原結合分子として定義され、
例えばヒト抗体であり、この場合、これは少なくとも１個のポリペプチドモジュール又は
タンパク質ドメインから、好ましくは天然の形で構成される。用語「モジュラー抗体」は
、免疫グロブリン、免疫グロブリン様タンパク質であるか、あるいは、モジュラー構成及
び免疫グロブリン又は抗体と類似する抗原結合特性を示す他のタンパク質である抗原結合
分子を含み、この場合、これは抗原結合スカフォールドとして、好ましくはヒトタンパク
質に基づいて使用することができる。
【００６９】
　本発明によって使用された用語「免疫グロブリン様分子」は、任意の抗原結合タンパク
質、特にヒトタンパク質に関し、この場合、これは、モジュラーのようにして構築するこ
とができるドメイン構造を有する。好ましくは本発明のために使用された免疫グロブリン
様分子は、Ｔ細胞レセプター（ＴＣＲ）、フィブロネクチン、トランスフェリン、ＣＴＬ
Ａ－４、一本鎖抗原レセプター、例えば、Ｔ細胞レセプター及び抗体に関するもの、抗体
ミメティクス、アドネクチン、アンチカリン、フィロマー、反復タンパク質、例えばアン
キリン反復配列、アビマー、VersabodiesTM、サソリ毒ベースの分子、及び抗原結合特性
を有する他の非抗体タンパク質スカフォールドである。
【００７０】
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　アンキリン反復配列（ＡＲ）、アルマジロ反復配列（ＡＲＭ）、ロイシンリッチ反復配
列（ＬＲＲ）及びテトラトリコペプチド反復配列（ＴＰＲ）タンパク質は、反復タンパク
質のタンパク質クラスの最も顕著な要素である。反復タンパク質は、伸長されたドメイン
を形成するために積み重ねる相同構造単位（反復単位）から構成される。結合相互作用は
、通常、いくつかの隣接する反復単位により介在され、この場合、これは大きい標的相互
作用表面を導く。
【００７１】
　アビマーは、いくつかの細胞表面レセプター中の一連の多重ドメインとしてＡ－ドメイ
ンを含有する。このファミリーのドメインは、天然には１００個を上回る異なる公知の標
的と結合し、この場合、これは小さい分子、タンパク質及びウイルスを含む。トランケー
ション分析は、標的が一般に、多重Ａ－ドメインにより、特有のエピトープに対して独立
して結合しているそれぞれのドメインと接触することを示した。多重結合ドメインの組合
せにより生じたアビジティーは、アフィニティー及び特異性を増加させるための効果の高
いアプローチであり、この場合、これらのレセプターはその過程において見出された。
【００７２】
　アンチカリンは、ヒト化抗体に典型的な特定の結合特性を有するリポカリンスカフォー
ルド由来の工学的に作成されたヒトタンパク質である。リポカリンは１６０～１８０アミ
ノ酸を含有し、かつ４個のループにより包囲されたリガンド結合ポケットを有する円錐状
のβ－バレルタンパク質を形成する。小さい疎水性化合物は、リポカリンの天然のリガン
ドであり、かつ新規化合物特異性を有する異なるリポカリン変異体（アンチカリンとも呼
称される）は、この結合ポケット中で残基のランダム化後に単離することができる。
【００７３】
　単鎖又は単一ドメイン抗体レセプターは、単一の可変領域を含み、かつラクダ科の単一
ドメイン抗体よりも２０％小さい。
【００７４】
　フィロマーは、生物多様性の天然のタンパク質フラグメント由来のペプチドである。
【００７５】
　用語「モジュラー抗体」「免疫グロブリン」「免疫グロブリン様タンパク質」には、同
様に誘導体を含むものと理解される。誘導体は、本発明の１個又はそれ以上のモジュラー
抗体の任意の組合せ物であるか、あるいは、融合タンパク質であり、その際、本発明のモ
ジュラー抗体の任意のドメイン又はミニドメインが他のタンパク質の１種又はそれ以上の
任意の位置で融合されていてもよい（例えば、他のモジュラー抗体、免疫グロブリン、リ
ガンド、スカフォールドタンパク質、酵素、トキシン等）。さらに本発明のモジュラー抗
体の誘導体は、他の物質に対する関連（association）又は結合によって、種々の化学技
術、たとえば共有結合、静電干渉、ジスルフィド結合等によって得られてもよい。免疫グ
ロブチンと結合する他の物質は、脂質、炭水化物、核酸、有機又は無機分子であるか、あ
るいは、これら任意の組合せ物であってもよい（例えばＰＥＧ、プロドラッグ又はドラッ
グ）。さらに誘導体は、同一のアミノ酸配列を有するが、しかしながら完全に又は部分的
に非天然又は化学的に改質化されたアミノ酸から製造された抗体を含有していてもよい。
【００７６】
　本発明による「構造的ループ」又は「非ＣＤＲループ」は、以下の方法で理解される：
モジュラー抗体、免疫グロブリン又は免疫グロブリン様物質を、いわゆる免疫グロブリン
フォールドを有するドメインから製造する。本質的に、逆平行β－シートのストランドを
、ループにより連結し、圧縮された逆平行β－バレルを形成する。可変領域においてドメ
インのいくつかのループは、本質的に抗体の特異性、すなわち、抗体の天然の結合部位に
よる抗体との結合に寄与する。これらのループがいわゆるＣＤＲループである。ＣＤＲル
ープは、ＣＤＲループ領域の範囲内に位置し、この場合、これはいくつかの場合において
、さらに可変のフレーム領域を含み（「ＶＦＲ」と呼称される）、この領域は、ＣＤＲル
ープに隣接する。ＶＦＲｓが、抗体の抗原結合ポケットに寄与してもよいことは知られて
おり、この場合、これは一般的に、ＣＤＲループにより主に決定される。このようにして



(13) JP 5602625 B2 2014.10.8

10

20

30

40

50

、前記ＶＦＲｓは、ＣＤＲループ領域の一部分であると考えられ、かつ新規抗原結合部位
を工学的に作成するために適切に使用することはできない。ＣＤＲループ領域の範囲内又
はＣＤＲループ近くに存在する前記ＶＦＲｓとは対照的に、可変ドメインの他のＶＦＲｓ
は、本発明による使用に特に適したものであってもよい。これらは、ＣＤＲループ領域と
は反対に位置するか、あるいは、可変の免疫グロブリンドメインのＣ－末端側に存在する
ＶＦＲｓの構造的ループである。
【００７７】
　本発明によって使用された用語「抗原」又は「標的」は、特にすべての抗原及びモジュ
ラー抗体の結合部位によって認識することが可能な標的分子を含む。本発明によるレセプ
ター分子によって標的化される特別に好ましい抗原は、前記抗原又は分子であり、この場
合、これはすでに免疫学的又は治療的関連性が証明されたかまたは可能であり、特に、こ
れに関して臨床的効果が試験されているものである。
【００７８】
　ここで使用された用語「標的」又は「抗原」は、アレルゲン、腫瘍随伴抗原、自己抗原
、この場合、これは細胞表面レセプター、酵素、Ｆｃレセプター、ＦｃＲｎ、ＨＳＡ、Ｉ
ｇＧ、インターロイキン又はサイトキナーゼを含み、補体系のタンパク質、運搬タンパク
質、血清分子、細菌抗原、カビ抗原、原虫抗原及びウイルス抗原、さらには伝達性海綿状
脳症（ＴＳＥ）に関して重要な分子、たとえばプリオン、感染又は非感染の、及び炎症状
態に関連するマーカー又は分子、例えば前炎症性因子、多発性硬化症又はアルツハイマー
病、又は他にハプテンから成る群から選択された分子を含むものであってもよい。
【００７９】
　用語「細胞表面抗原」とは、細胞表面上の抗体構造により認識することが可能なすべて
の抗原およびこのような分子のフラグメントを含む。好ましい細胞表面抗原はこれらの抗
原であり、この場合、これはすでに、免疫学的または治療的に関連性が証明されているか
または可能であり、特に前臨床的又は臨床的効果が試験されたものである。これらの細胞
表面分子は、本発明の目的のために特に適切であり、この場合、これは殺細胞活性を介在
する。本発明による免疫グロブリンが、好ましくは少なくとも２個のこれらの細胞表面分
子と結合する際に、免疫系は、細胞溶解又は細胞死を生じさせ、このようにしてヒト細胞
を攻撃するための有効な手段が提供されてもよい。
【００８０】
　抗原は、標的分子全体又はこのような分子のフラグメント、特に標的の下部構造（subs
tructure）、一般にはエピトープと呼称されるものと認識される。
【００８１】
　抗原の下部構造は、一般には「エピトープ」と呼称され（例えばＢ－細胞エピトープ、
Ｔ－細胞エピトープ）、これは免疫学的に関連する限りにおいて、すなわち、さらに天然
又の抗体又はモノクロナール抗体によって認識可能である。本発明にしたがって本願明細
書中で使用される用語「エピトープ」は、本発明のモジュラー抗体又は免疫グロブリンの
結合部位に対する特異的な結合対を完全に製造することができるか、特異的な結合対の一
部分であってもよい分子構造を意味するものであってもよい。さらに用語「エピトープ」
は、ハプテンとも呼称されてもよい。化学的には、エピトープは炭水化物、ペプチド、脂
肪酸、有機物質、生物化学的物質又は無機物質から構成されてもよいか、あるいは、これ
らの誘導体及びこれらの任意の組合せ物から構成されてもよい。エピトープがポリペプチ
ドである場合には、通常は少なくとも３個のアミノ酸、好ましくは８～５０個のアミノ酸
及びより好ましくは約１０～２０個のアミノ酸をペプチド中に含むものであってもよい。
ペプチドの長さに関する厳密な上限は存在せず、この場合、これは、タンパク質のポリペ
プチド配列の全長をほぼ含有するものであってもよい。エピトープは、線状又は立体配座
的（conformational）エピトープであってもよい。線状エピトープは、ポリペプチド鎖の
一次配列の単一セグメントから構成される。線状エピトープは連続又は重複であってもよ
い。立体配座的エピトープは、ポリペプチドのフォールディングにより一緒なって三次構
造を形成するアミノ酸から構成され、かつアミノ酸は線状配列中で互いに隣接する必要は
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ない。特に、エピトープは診断的に関連する分子の少なくとも一部分であり、すなわち、
試料中のエピトープの存在又は不在は、定量的又は定性的に疾病又は患者の健康状態又は
製造におけるプロセスの状態、環境状況および食料状況と相関する。さらにエピトープは
、治療的に関連する分子、すなわち、疾病の過程を変化させる特異的結合ドメインによっ
て標的化することができる分子の少なくとも一部分であってもよい。
【００８２】
　本願明細書中で使用されているように、用語「特異的結合」又は「特異的に結合する」
は、結合反応に関し、この場合、この反応は、分子の異種集団（heterogenous populatio
n）中で重要な同源リガンドを決定するものである。このようにして設定された状態下で
（例えばイムノアッセイ条件）、モジュラー抗体はその特定の標的と結合し、かつ試料中
に存在する他の分子に対して著量で結合することはない。特異的結合は、結合が、選択さ
れるべき標的同一性、高、中又は低の結合アフィニティー又はアビジティーの点において
選択的であることを意味する。選択的結合は、結合定数又は結合動態が少なくとも１０倍
異なり、好ましくはこの相違が少なくとも１００倍であり、かつより好ましくは少なくと
も１０００倍である場合に、通常達成される。
【００８３】
　用語「発現系」は、操作可能な連鎖において好ましいコーディング配列及びコントロー
ル配列を含有する核酸分子に関し、したがって、これらの配列で形質転換されたか又はト
ランスフェクトされたホストは、コードされたタンパク質を製造する能力を有する。形質
転換を実施するために発現系はベクター上に含まれてもよいが；しかしながら相当するＤ
ＮＡはさらにホスト染色体中に組み込まれてもよい。
【００８４】
　二者択一的に、発現系はin vitro転写／翻訳中のために使用することができる。発現系
は、好ましくはホスト細胞を使用し、この場合、この細胞は原核又は真核のホスト細胞で
あってもよく、好ましくは哺乳類又は酵母ホスト細胞並びに細菌ホスト細胞であってもよ
い。
【００８５】
　融合タンパク質のための好ましい発現系は、非抑制ホスト細胞であり、この場合、これ
は終止コドン、例えばアンバー終止コドンに対して敏感であってもよく、それによりその
後に翻訳を停止することができる。このような終止コドンの不含下で、例えば非抑制ホス
ト細胞、好ましくはE.Coliは、好ましくは使用される。このような終止コドンの存在下で
は、抑制ホスト細胞を使用することができる。
【００８６】
　免疫グロブリンのアミノ酸配列のすべての番号付けは、ＩＭＧＴ番号体系による (IMGT
、the international ImMunoGeneTics, Lefranc et al .1999, Nucleic Acids Res. 27: 
209-212)。
【００８７】
　本発明の目的のために、用語「結合物質」又は「リガンド」は結合対の要素に関し、特
に、結合対のための結合ドメインとして役立つポテンシャルを有する結合ポリペプチドに
関する。結合対の例は、機能的相互作用を有する結合物質の対を含み、例えばリガンドに
結合するレセプター、抗原又はレセプターに結合する抗体、標的に結合する薬剤及び基質
に結合する酵素を含む。
【００８８】
　本発明の目的のために使用される用語「融合タンパク質」又は「キメラ融合タンパク質
」は、遺伝子パッケージ、外表面構造の少なくとも一部分、例えばコートタンパク質又は
その一部分、場合によってはリンカー配列及び結合物質構成される分子を意味するもので
あってもよい。融合タンパク質は、結合物質の遺伝子及び情報を有するベクターによって
コードされ、遺伝子パッケージ表面上で結合物質のコピーをディスプレイする。
【００８９】
　本発明の目的のために使用される用語「細胞毒性活性」は、細胞毒性Ｔ細胞の活性化を
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生じるエフェクター細胞上の活性であるか、あるいは、抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）
、補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）及び／又は抗体依存性細胞性食作用（ＡＤＣＰ）を介在
する細胞上の活性を意味するものであってもよい。このようにして、本発明によるモジュ
ラー抗体は、抗体被覆された標的細胞を殺し、これは場合により、そのＦｃレセプターと
結合する。
【００９０】
　「スカフォールド」とは、ポリペプチドの変異体又はレパートリの構造において、ポリ
ペプチドの分子構造を支持するために、天然又は人工的に使用される一時的なフレームワ
ークを意味するものであってもよい。これは通常、ポリペプチドドメインのモジュラー系
であり、この場合、これは、親分子の三次構造又は機能を維持する。例示的なスカフォー
ルドは、モジュラー抗体であり、この場合、これは、前記スカフォールドの範囲内の変異
体を製造し、ライブラリを得るために突然変異されていてもよい。
【００９１】
　本発明の目的のために使用される用語「スカフォールドリガンド」は、モジュラー抗体
のスカフォールド又は骨格と結合するリガンドを意味し、これにより、分子構造又は一次
作用及び前記モジュラー抗体の特異性を決定する。好ましい場合には、スカフォールドリ
ガンドは機能的リガンドであり、結合時の生物学的作用を介在する、たとえばエフェクタ
ーリガンドである。二者択一的な実施態様において、スカフォールドリガンドは機能的リ
ガンドであり、この場合、これは、ＣＤＲ領域、非構造的ループ領域又は構造的ループ領
域によって結合された特異的標的である。同一のスカフォールドリガンドは、その標的特
異性にかかわらず、モジュラー抗体の多くの変異体と結合することができる。一般に、ス
カフォールドリガンド結合部位の存在は、変異体が発現し、かつ正確にフォールドするこ
とを示す。したがって、その結合部位に対するスカフォールドリガンドの結合は、ポリペ
プチドのレパートリからの機能的ポリペプチドの前選択のための方法を提供する。スカフ
ォールドに対する結合特性を維持するモジュラー抗体の変異体を設計することは、例えば
突然変異導入の結果として生じる非機能的な、フォールディング変異体又は発現変異体を
回避し、この場合、これらの変異体は、本質的に任意の標的又はエフェクターリガンドと
結合することができない。このような非機能的突然変異体は、時々、通常のランダム化及
びポリペプチドレパートリーの構築において使用される種々の方法によって製造される。
スカフォールドリガンドと結合する機能的突然変異体の提供は、当業者が、機能的で、良
好にフォールドされ、かつ高発現性のライブラリ要素に富むモジュラー抗体のライブラリ
を製造することを可能にする。
【００９２】
　本発明の目的のために使用される用語「エフェクターリガンド」は、エフェクター機能
を介在するリガンド、例えばエフェクター分子を意味する。例示的なエフェクターリガン
ドは、Ｆｃレセプター又は免疫グロブリンと相互に作用するＦｃレセプター様分子である
。Ｆｃレセプターは、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、ニュートロフィル及びマ
スト細胞を含む、免疫系の保護機能に寄与する特定の細胞表面上で見出される。この呼び
名は、Ｆｃ（フラグメント－結晶化可能な）領域として知られた抗体の一部分に対して特
異的なその結合に由来する。Ｆｃレセプターは、感染した細胞又は侵入した病原体に結合
する抗体と結合する。これらの活性は、食細胞又は細胞毒性細胞を刺激して、病原菌又は
感染細胞を、抗体介在性細胞性食作用（ＡＤＣＰ）又は抗体依存性細胞介在性細胞毒性（
ＡＤＣＣ）によって破壊する。Ｆｃレセプターのいくつかの異なる型が存在し、この場合
、これは、認識する抗体の型に基づいて分類され；抗体の最も一般的なクラス、ＩｇＧと
結合するものは、Ｆｃ－γレセプター（ＦｃｙＲ）と呼称され、ＩｇＡと結合するものは
、Ｆｃ－αレセプター（ＦｃαＲ）と呼称され、かつ、ＩｇＥと結合するものは、Ｆｃ－
εレセプター（ＦｃεＲ）と呼称される。エフェクターリガンドと等価物及びこれにより
定義に含まれるものは、モジュラー抗体の範囲内で同一又は類似の結合部位を認識する代
用のリガンド、例えばプロテインＡである。
【００９３】
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　すべてのＦｃγＲｓは、免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、かつオプソニンを
作用された（コートされた）病原菌の食作用を誘導するための最も重要なＦｃレセプター
である。このファミリーは、その異なる分子構造に依存してその抗体アフィニティーにお
いて異なるいくつかの要素を含む：FcγRI(CD64)、FcγRIIA(CD32a)、FcγRIIB(CD32b)、
FcγRIIIA (CD16a)、FcγRIIIB(CDl16)。例えばFcγRIは、FcγRII及びFcγRIIIよりもＩ
ｇＧとより強力に結合し、かつ３個の免疫グロブリン（Ｉｇ）様のドメイン、これはFcγ
RII及びFcγRIIIよりも一つ多いドメインである、から成る細胞外タンパク質を有する。
これらの特性は、単独のＩｇＧ分子（又はモノマー）によるFcγRIの活性を可能にし、そ
れと同時に後者の２個のFcγレセプターは、活性すべき免疫複合体の範囲内で、多重のＩ
ｇＧ分子と結合しなければならない。
【００９４】
　もう１個のＦｃＲは、多重の細胞型上で発現し、かつ構造においてＭＨＣクラスＩと類
似する。さらにこのレセプターはＩｇＧと結合し、かつこの抗体の保存において必要とさ
れ、in vivoにおけるその生物学的半減期を増加させる。しかしながらこのＦｃレセプタ
ーは、さらに母親から胎盤を介して彼女の胎児に、あるいは母乳中で彼女の乳児に移行す
るＩｇＧにおいて必要とされ、これは、新生児Ｆｃレセプター（FcRn）と呼称される。近
年このレセプターは、ＩｇＧ血清レベルの恒常性維持において必要であることが意味され
る。
【００９５】
　抗体依存性細胞介在性細胞毒性（ＡＤＣＣ）は、細胞介在型免疫の機序であり、それに
よって免疫系のエフェクター細胞は、特異的抗体によって結合された標的細胞を活性的に
溶解する。体液性免疫応答の一部として抗体を介する機序の一つは、感染の制限に作用す
ることができ、かつこれを含んでもよい。古典的ＡＤＣＣは、ナチュラルキラー（ＮＫ）
細胞によって介在され；さらに単球及び好酸球もＡＤＣＣを介在することができる。例え
ば好酸球は、蠕虫として知られる特定の寄生虫を、ＡＤＣＣを介して殺すことができる。
ＡＤＣＣは従来の抗体応答の依存性に基づいて適応性免疫応答の一部分である。
【００９６】
　アミノ酸の内容における用語「外来（foreign）」は、新たに導入された天然由来のア
ミノ酸を意味するが、改質化部位に対して異なるもの、あるいは、天然由来のアミノ酸の
置換物を意味するものではない。抗体結合部位に関する「外来」とは、抗原結合部位が、
物質の特異的結合領域によって天然に形成されるものではなく、かつ外来結合対であるが
、物質の天然の結合対ではないものを、新規に工学的に作成した結合部位によって結合す
ることを意味する。
【００９７】
　用語「可変結合領域」は、本願明細書中で使用しているようにしばしば「ＣＤＲ領域」
として呼称されるものであって、抗原との結合相互作用が可能な種々の構造を有する分子
に関する。これらの分子は、それ自体を使用することができるか、あるいは、より大きい
タンパク質の範囲内に組み込まれてもよく、これによって結合機能を有するこのようなタ
ンパク質の特異的領域を形成する。可変構造は、結合タンパク質の天然のレパートリ、例
えば免疫グロブリン又はフィロマーから誘導することができるか、あるいは、反復タンパ
ク質、アビマー及びアンチカリンを含む、多様の合成物から誘導することができる。可変
構造は、同様にランダム化技術によって製造することができ、特にこれらは本願明細書中
に記載されている。これらは、突然変異されたＣＤＲ又は非ＣＤＲ領域、免疫グロブリン
可変ドメイン又は定常ドメインのループ領域を含む。
【００９８】
　特定部位での種々の改質化による改質化された結合物質は、「変異体（Variants）」と
して呼称される。スカフォールドの変異体は、好ましくはグループ化され結合物質のライ
ブラリを形成し、この場合、これは、予め定められた機能を有するライブラリ要素の選択
に使用することができる。これに関して、結合部位に対して潜在的に寄与する１個又はそ
れ以上のループの範囲内で位置を含有する結合物質のループ領域は、好ましくは突然変異
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されるかあるいは改質化されて、好ましくはランダム突然変異法、セミランダム突然変異
法又は特には部位指定ランダム突然変異法によってライブラリを製造し、特に、ランダム
に製造されたインサートを欠失、交換又はループ中に、好ましくは構造的ループ中に導入
する。二者択一的に好ましくは、組合わされたアプローチを使用する。任意の公知の突然
変異方法を使用することができ、この場合、これは特にカセット突然変異法である。これ
らの方法は、本発明の免疫グロブリンの好ましい位置においてアミノ酸改質化を生じさせ
るために使用することができる。いくつかの場合において、位置はランダムに選択するこ
とができ、この場合、これは、例えば任意の考えられるアミノ酸または好ましいアミノ酸
の選択によりループ配列をランダム化するか、あるいは、アミノ酸変更を単純な規定を用
いて製造する。例えば、すべての残基は、好ましくは特定のアミノ酸、例えばアラニンに
対して突然変異させることができ、この場合、これはアミノ酸スキャニング又はアラニン
スキャニングと呼称される。このような方法は、高いレベルの配列多様性をスクリーニン
グする選択方法を使用するより精巧な工学的アプローチと一緒されてもよい。
【００９９】
　本発明による好ましい細胞毒性モジュラー抗体は、６０ｋＤを下回るかまたは６０ｋＤ
までの分子量を有するものであって、完全長の抗体と比較して小さい大きさを有する。よ
り好ましい大きさは５５ｋＤまでである。モジュラー抗体単一ドメインは、１０～１５ｋ
Ｄの分子量サイズを有し、したがって、４個のモジュラー抗体ドメインをベースとする分
子は４０～６０ｋＤの分子量の大きさを有していてもよく、この場合、これは、グリコシ
ル化又は製薬学的に活性の物質、例えばトキシン又はペプチドの任意の付加的な結合に依
存する。
【０１００】
　好ましい構成は、モジュラー抗体ドメイン、好ましくは４個までのドメイン、より好ま
しくは３個のドメイン及びさらに好ましくは２個までのドメインから構成されるオリゴマ
ーである。５個のモジュラー抗体ドメイン又はそれ以上の組合せをベースとする構成は、
通常、小さいサイズの抗体フラグメントの特別な利点、例えば、種々の発現系における発
現および組織浸透に容易性を発揮しないと考えられる。
【０１０１】
　単一ドメインの抗体として、本発明の好ましいモジュラー抗体を提供することは可能で
ある。しかしながら、抗体ドメインは発現時に二量化する傾向があり、この場合、ホモダ
イマーとしては、例えばＦｃ、又はヘテロダイマーとしては、例えばＦａｂである。した
がって二量体構造は、好ましい安定な分子のためのベースであると考えられる。免疫グロ
ブリンドメインの好ましい二量体は、単一ドメイン二量体、例えばＶＨ／ＶＬ、ＣＨ１／
ＣＬ（κ又はλ）、ＣＨ２／ＣＨ２及びＣＨ３／ＣＨ３から成る群から選択される。モジ
ュラー抗体ドメインの二量体又はオリゴマーは、さらに一本鎖又は二本鎖の分子として提
供することができ、特に、これらは、一方のドメインのＣ－末端がもう一方のＮ－末端と
結合している。
【０１０２】
　結合パートナーは、互いに特異的に結合する物質であり、通常は非共有相互作用を介し
て結合する。結合パートナーの例は、機能的相互作用を有する結合物質のパートナーを含
み、この場合、これは、例えばリガンドに対して結合するレセプター、抗原に対して結合
する抗体、標的に対して結合する薬剤及び基質に対して結合する酵素を含む。結合パート
ナーは、多くの治療的、診断的、分析的及び工業的適用における使用が見出されている。
最も著名な結合パートナー、結合対とも呼称されるものは、抗体又は免疫グロブリン、フ
ラグメント又はこれらの誘導体である。多くの場合においてこのような結合物質の結合は
、生物学的効果又は機能を介在するため、「機能的相互作用」に必要とされる。
【０１０３】
　本発明の特別な実施態様によれば、結合物質はヒト又はマウス由来の免疫グロブリンで
あり、かつ種々の目的のために、特に製薬学的組成物中で使用することができる。勿論、
改質化された免疫グロブリンもまた、ヒト化免疫グロブリンまたはキメラ免疫グロブリン
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であってもよい。
【０１０４】
　ヒト免疫グロブリンである結合物質は、好ましくはＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４及びＩｇＭから成る群から選択又は誘導さ
れている。マウス免疫グロブリン結合物質は、好ましくはＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２Ａ、ＩｇＧ２Ｂ、ＩｇＧ２Ｃ、ＩｇＧ３及びＩｇＭから成る群から選択又
は誘導されている。
【０１０５】
　このような結合物質は、好ましくは重鎖及び／又は軽鎖又はこれらの部分を含有する。
本発明による改質化された免疫グロブリンは、重鎖及び／又は軽鎖、少なくとも１種の可
変及び／又は定常ドメイン、又はミニドメインを含むこれらの一部分を含有するものであ
ってもよい。
【０１０６】
　定常ドメインは、免疫グロブリン分子の定常部分の免疫グロブリンフォールド単位であ
り、定常領域のドメインとも呼称される（例えばCH1、CH2、CH3、CH4、Ck、Cl）。
【０１０７】
　可変ドメインは、免疫グロブリンの可変部分の免疫グロブリンフォールド単位であり、
可変領域のドメインと呼称される（例えばVh、Vk、Vl、Vd）。
【０１０８】
　本発明によって例示されたモジュラー抗体は、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ＣＨ４、Ｉｇ
ｋ－Ｃ、ＩｇＩ－Ｃ、これらの組合せ物、誘導体又はミニドメインを含むこれらの一部分
から成る群から選択された定常ドメインから成り、その際、少なくとも１個のループ領域
を含み、かつこの少なくとも１個のループ領域は、少なくとも１個の改質化されたループ
領域を形成する少なくとも１個のアミノ酸改質化を含むことを特徴とし、その際、この少
なくとも１個の改質化されたループ領域は、抗原の少なくとも１個のエピトープと特異的
に結合する。
【０１０９】
　本発明によるもう１種のモジュラー抗体は、重鎖又は軽鎖の可変ドメイン、これらの組
合せ、誘導体又はミニドメインを含むこれらの一部分から構成されていてもよく、その際
、少なくとも１個のループ領域を含み、かつ、この少なくとも１種のループ領域は、少な
くとも１個の改質化されたループ領域を形成する少なくとも１個のアミノ酸改質化を含む
ことを特徴とし、その際、この少なくとも１個の改質化されたループ領域は、抗原の少な
くとも１個のエピトープと特異的に結合する。
【０１１０】
　本発明によるモジュラー抗体は、１個又はそれ以上のドメイン（例えば少なくとも２個
、３個、４個、５個、６個、１０個のドメイン）を含んでいてもよい。モジュラー抗体中
に１個以上のドメインが存在する場合には、これらのドメインは、同型または異なる型で
あってもよい（例えばCH1-CH1-CH2、CH3-CH3、(CH2)2-(CH3)2、その際、ヒンジ領域を含
むかまたは含まない）。勿論、さらに単一ドメインは任意の種であってもよい（例えばCH
1-CH3-CH2、CH4-CH1-CH3-CH2）。
【０１１１】
　本発明は、好ましくは抗体の一部分に関するものであってもよく、例えばＩｇＧ、Ｉｇ
Ａ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＥ等であってもよい。さらに本発明のモジュラー抗体は、機能
的抗体フラグメント、例えばＦａｂ、Ｆａｂ２、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆｃ、ＦｃａｂＴＭ、
抗原結合Ｆｃまたはこれらの一部分であるか、あるいは、免疫グロブリンの他の誘導体又
は組合せ物、例えばminibody、可変領域の重鎖及び軽鎖のドメイン（例えばdAb、Fd（１
個以上の単一領域から形成される結合部位）、ＶＬ、この場合、これはＶλ（Ｖl）及び
Ｖκ（Ｖｋ）、ＶＨ、ＶＨＨを含む）並びに、少なくとも２個の構造的ループにより結合
された免疫グロブリンドメインの２個のβ－ストランドから成るミニドメイン、これは単
離されたドメインとして、または天然に付随する分子に関連してであってもよい。本発明
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の好ましい実施態様は、抗体分子のＦｃフラグメントに関し、この場合、これは抗原結合
Ｆｃフラグメント(FcabTM)としてアミノ酸配列の改質化によってか、あるいは、レセプタ
ー、ペプチド又は他の抗原結合分子、例えばscFvに対する結合体又は融合体として存在す
る。
【０１１２】
　モジュラー抗体は、単離されたポリペプチドとしたか、あるいは、例えば組み換え技術
、融合技術又は結合技術を介して、他のペプチド又はポリペプチドとの組合せ分子として
使用することができる。ペプチドは、好ましくは免疫グロブリンドメイン配列と相同であ
り、かつ好ましくは少なくとも５個のアミノ酸の長さ、より好ましくは少なくとも１０個
のアミノ酸の長さ、それどころか少なくとも５０又は１００個のアミノ酸の長さであり、
かつ、免疫グロブリンドメインのループ領域を少なくとも部分的に構成する。好ましい結
合特性は、予め定められたエピトープ結合、アフィニティー及びアビジティーに関する。
【０１１３】
　本発明によるモジュラー抗体は、１個又はそれ以上の改質化されたモジュラー抗体また
は改質化されていないモジュラー抗体、又はこれらの一部分とのさらに組合せることがで
き、これにより組合せのモジュラー抗体を得る。組合せは好ましくは、組み換え技術によ
って得られるが、しかしながらさらに吸着、静電干渉等によるか、あるいは、リンカーを
用いるかまたは用いないで結合（cohugation）又は化学的結合（chemical binding）によ
る結合によって得られる。好ましいリンカー配列は、天然のリンカー配列又は機能的に適
した人工の配列であってもよい。
【０１１４】
　一般に、本発明によるモジュラー抗体は、他のモジュラー抗体又は生物学的に活性の物
質又は分子と分子的に組み合わせるための構成単位（buiding block）として使用されて
もよい。特異的パートナーに対して結合する少なくとも１個の抗体を、可変又は非可変入
れる、たとえば構造的ループを介して、少なくとも１個の他の結合分子と分子的に組合せ
ることは好ましく、この場合、他の結合分子は抗体、抗体フラグメント、可溶性レセプタ
ー、リガンド又は他の抗体ドメイン又はこれらの結合部分（binding moiety）であっても
よい。他の組合せは、タンパク質様分子、核酸、脂質、有機分子及び炭水化物に関する。
【０１１５】
　本発明による工学的に作成された分子は、独立型のタンパク質並びに融合タンパク質又
は誘導体として使用することができ、最も典型的には、より大きい抗体構造の一部分又は
完全な抗体分子、またはこれらの一部分又はフラグメント、例えばＦａｂフラグメント、
Ｆｃフラグメント、Ｆｖフラグメント等であるように融合されていてもよい。工学的に作
成されたタンパク質を使用して、一特異的、二特異的、三特異的であり、かつさらにより
多くの特異性を同時に有していてもよい分子を製造することが可能であり、かつ、同時に
、このような分子の予定された用途の要求に応じて、同時に結合価を制御及び予め選択す
ることが可能である。
【０１１６】
　本発明によればモジュラー抗体は、場合によっては、抗原に対して１個又はそれ以上の
結合領域が作用し、この場合、これは細胞表面標的に対して特異的に結合する結合部位及
びエフェクター機能を介在する結合部位を含む。１個又はそれ以上の抗原に対する抗原結
合部位は、ＣＤＲ領域又は他の任意の天然のレセプター結合構造によってもたらされるか
、あるいは、抗体領域の構造的ループ領域中に導入されていてもよく、この場合、これは
可変又は定常ドメイン構造のどちらでもよい。結合部位の結合特性を試験するために使用
される抗原は、天然由来分子であるか、あるいは、化学的に合成された分子であるか、あ
るいは、組み換え分子であってもよく、この場合、これらは溶液又は懸濁液中で、粒子上
又は粒子中、例えば固相、細胞上又は細胞中、又はウイルス表面上に配置される、のいず
れでもよい。抗原に対する免疫グロブリンの結合は、抗原が自然な状態で依然として分子
及び構造に付着又は結合している場合に測定することが好ましい。これにより、診断又は
治療的使用の目的に最も適した、これらの改質化された免疫グロブリンを同定し、かつ得
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ることが可能である。
【０１１７】
　モジュラー抗体又は免疫グロブリンドメインは、本発明によって改質化されていてもよ
く（以下、免疫グロブリン及び抗体の用語は、置き換え可能に使用する）、この場合、こ
の改質化は好ましくは、免疫グロブリンドメイン中又はループを含有するこれら一部分で
実施され、このループはＣＤＲループまたは非ＣＤＲ－ループのいずれであってもよく、
その際、構造的ループは、改質化又は突然変異の好ましい部位である。いくつかの場合に
おいて、定義された改質化された構造的ループ又は構造ループ領域またはこれらの一部分
を、結合又は組合せ目的のために単離された分子として使用することは好ましい。
【０１１８】
　本発明によるモジュラー抗体が、前記細胞表面標的に対して、構造的ループ及び／又は
ＣＤＲループの少なくとも一部分を介して結合していることは、特に好ましい。
【０１１９】
　二者択一的な実施態様において、本発明によるモジュラー抗体は、前記エフェクターリ
ガンド又はこのようなエフェクターリガンドのための代替リガンド、例えばプロテインＡ
に対して、構造的ループ及び／又はＣＤＲループの少なくとも一部分を介して結合してい
ることが好ましく、これにより、エフェクター機能を介在する。
【０１２０】
　好ましい実施態様において、結合物質は、その天然の又は改質化された結合構造又は新
規に形成された結合部位と結合しており、特に、同一又は互いに異なる少なくとも２個の
このようなエピトープに対して結合しており、その際、同じ抗原又は異なる抗原のいずれ
であってもよい。
【０１２１】
　結合物質の好ましいドメイン構造において、少なくとも１個のループ領域を改質化して
、１個又はそれ以上のヌクレオチド又はアミノ酸の置換、欠失及び／又は導入を生じさせ
ることは好ましく、好ましくは点突然変異、さらには全ループの交換、より好ましくは少
なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４又は１５個で
あり、３０個までのアミノ酸の変更である。これにより、改質化された配列はアミノ酸を
含むが、ループの保存領域中に含むことなく、その際、新規に導入されたアミノ酸は天然
由来であるが改質化位置が固有のものではないか、あるいは、天然由来のアミノ酸の置換
物である。
【０１２２】
　しかしながら、結合物質のループ領域中に挿入されたアミノ酸の最大数は、好ましくは
３０個の数を上回ることはなく、好ましくは２５個、より好ましくは最大２０個のアミノ
酸であってもよい。アミノ酸の置換及び挿入は、すべての考えられるアミノ酸を使用して
か、あるいは、ランダム化目的のための好ましいアミノ酸の選択によりランダムにまたは
半ランダムに技術水準から公知であり、かつ本願において開示された方法によって生じる
。
【０１２３】
　改質化の位置は、特異的な単一ループ又はループ領域であってもよく、特に構造的ルー
プ又は構造的ループ領域であってもよい。ループ領域は、通常は、少なくとも１個の、好
ましくは少なくとも２個の、好ましくは少なくとも３個又は少なくとも４個のループから
構成され、この場合、これらはドメインの先端又は底部に存在し、互いに近接又は隣り合
っており、かつ、抗原結合部位又は抗原結合ポケットの形成を介して抗原の結合に寄与す
るものであってもよい。改質化の１個又はそれ以上の位置が、１０個のアミノ酸の範囲内
、より好ましくは２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０個のアミノ酸の範囲
、１００個アミノ酸の範囲内までに位置し、特に構造的ループの範囲内に位置し、抗原が
ループ領域に空間的にアクセスすることができる表面又はポケットを形成することが好ま
しい。
【０１２４】
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　これに関連して、好ましい改質化はＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３及びＣＨ４のループの範囲
内で、特にアミノ酸７～２１、アミノ酸２５～３９、アミノ酸４１～８１、アミノ酸８３
～８５、アミノ酸８９～１０３及びアミノ酸１０６～１１７の範囲内で工学的に作成する
。
【０１２５】
　もうひとつの好ましい実施態様において、アミノ酸９２～９８を含有する構造的ループ
領域中の改質化は、アミノ酸８～２０を含有する構造的ループ領域中の改質化と組み合わ
される。
【０１２６】
　それぞれの免疫グロブリンの前記の同定されたアミノ酸領域は、改質化すべきループ領
域を含有する。好ましくは、アミノ酸９２～９８を含有する構造的ループ領域中の改質化
を、他の構造的ループの１個又はそれ以上における改質化と組み合わせる。
【０１２７】
　好ましい実施態様において、アミノ酸９２～９８を含有する構造的ループ領域中の改質
化は、アミノ酸４１～４５．２を含有する構造的ループ領域中の改質化と組み合わせる。
【０１２８】
　最も好ましくは、アミノ酸９２～９８、アミノ酸４１～４５．２及びアミノ酸８～２０
を含有する構造的ループのそれぞれは、少なくとも１個のアミノ酸改質化を含む。
【０１２９】
　他の好ましい実施態様において、アミノ酸９２～９８、アミノ酸４１～４５．２、及び
アミノ酸８～２０を含有するそれぞれの構造的ループは、少なくとも１個のアミノ酸改質
化を含有する。
【０１３０】
　他の好ましい実施態様によれば、位置１５～１７、２９～３４、４１～４５．２、８４
～８５、９２～１００及び／又は１０８～１１５のＣＨ３の範囲におけるアミノ酸残基を
改質化する。
【０１３１】
　ヒト由来のＩｇｋ－Ｃ及びＩｇｌ－Ｃの好ましい改質化は、アミノ酸８～２０、アミノ
酸２６～３６、アミノ酸４１～８２、アミノ酸８３～８８、アミノ酸９２～１００、アミ
ノ酸１０７～１２４及びアミノ酸１２３～１２６の範囲におけるループ領域中で、工学的
に作成する。
【０１３２】
　マウス由来のＩｇｋ－Ｃ及びＩｇｌ－Ｃのループ領域の好ましい改質化は、アミノ酸８
～２０、アミノ酸２６～３６、アミノ酸４３～７９、アミノ酸８３～８５、アミノ酸９０
～１０１、アミノ酸１０８～１１６及びアミノ酸１２２～１２６の範囲における部位で工
学的に作成する。
【０１３３】
　好ましくは本発明により治療的に使用されるもう１個の好ましい免疫グロブリンは、重
鎖又は軽鎖の可変ドメインまたはこれらのミニドメインを含む一部分から、少なくとも１
個のループ領域、好ましくは構造的ループ領域と一緒に構成され、かつ、前記少なくとも
１個のループ領域は、少なくとも１個の改質化されたループ領域を形成する少なくとも１
個のアミノ改質化を含有し、その際、前記の少なくとも１個尾の改質化ループ領域は、前
記に示したように相当する結合部位を形成する。
【０１３４】
　特別な実施態様によれば、本発明によって使用された好ましい免疫グロブリンは、可変
ドメインの範囲内での改質化を含有してもよく、この場合、これはＶＨ、Ｖκ、Ｖλ、Ｖ
ＨＨ及びこれらの組合せの群から選択される。より特別には、これらは、アミノ酸７～２
２、アミノ酸３９～５５、アミノ酸６６～７９、アミノ酸７７～８９又はアミノ酸８９～
１０４の範囲内で少なくとも１種の改質化を含有し、その際、ドメインのアミノ酸位置の
番号付けはＩＭＧＴのものである。



(22) JP 5602625 B2 2014.10.8

10

20

30

40

50

【０１３５】
　特別な実施態様において、本発明により好ましくは使用される免疫グロブリンは、ヒト
由来のＶＨ又はＶκ又はＶλのループ領域が、アミノ酸７～２２、アミノ酸４３～５１、
アミノ酸６７～７７、アミノ酸７７～８８及びアミノ酸８９～１０４、より好ましくはア
ミノ酸位置１２～１７、アミノ酸位置４５～５０、アミノ酸位置６８～７７、アミノ酸７
９～８８及びアミノ酸位置９２～９９の範囲内で、少なくとも１個の改質化を含有するこ
とを特徴とする。
【０１３６】
　改質化目的のために可能な限り選択された、ヒト由来の免疫グロブリンの可変領域の構
造的ループ領域は、好ましくは、アミノ酸８～２０、アミノ酸４４～５０、アミノ酸６７
～７６、アミノ酸７８～８７及びアミノ酸８９～１０１の範囲内に位置する。
【０１３７】
　好ましい実施態様によれば、改質化目的のために可能な限り選択されたマウス由来の免
疫グロブリンの可変領域の構造的ループは、好ましくは、アミノ酸６～２０、アミノ酸４
３～５２、アミノ酸６７～７９、アミノ酸７９～８７、及びアミノ酸９１～１００の範囲
内に位置する。
【０１３８】
　さらに本発明にしたがって、好ましくは治療的に使用された免疫グロブリンは、ラクダ
科由来であってもよい。したがってラクダ抗体（Camel antibodies）は、１種のみの重鎖
を含有し、かつ軽鎖及び重鎖からなる通常の抗体と同様の抗原アフィニティーを有する結
果、ラクダ抗体は、例えばヒト抗体よりも極めて小さく、この場合、これは、より大きい
タンパク質では不可能な、密な組織を浸透して抗原に達することを可能にする。さらに、
比較可能な簡便性、高いアフィニティー及び特異性並びに到達性及び活性部位との相互作
用に関するポテンシャル、ラクダ科の重鎖抗体は、通常の抗体よりも臨床的に重要な化合
物のデザイン、製造及び適用において利点を示す。
【０１３９】
　本発明の他の好ましい実施態様によれば、モジュラー抗体及びラクダ科由来の免疫グロ
ブリンの構造的ループ領域は改質化され、例えばＶＨＨの範囲内で、アミノ酸７～１９、
アミノ酸４３～５５、アミノ酸６８～７６、アミノ酸８０～８７及びアミノ酸９１～１０
１の領域中で改質化する。
【０１４０】
　本発明によるモジュラー抗体を製造するための好ましい方法は、少なくとも１個の第１
エピトープに対して特異的に結合し、かつ少なくとも２個の構造的ループ領域のそれぞれ
における改質化を有するモジュラー抗体を工学的に作成し、かつ前記少なくとも２個のル
ープ領域と少なくとも１個の第２エピトープとの特異的結合を決定し、その際、改質化さ
れていない構造的ループ領域（非ＣＤＲ領域）は、前記の少なくとも１個の第２エピトー
プと特異的に結合するものではない。したがって、第１抗原に対する特異的な抗体又は抗
原結合構造は、第２抗原に対する他の結合価又は特異性を付加することにより改良するこ
とができ、この場合、この特異性は同一であってもよく、異なるエピトープ又は同一のエ
ピトープのいずれを標的化してもよく、これにより結合価を増加させるか、あるいは、二
特異性、オリゴ特性又は多重特異性分子を得る。
【０１４１】
　他方で、エフェクター分子又は免疫細胞と相互に作用する天然の構造を含むこれらのモ
ジュラー抗体の使用は好ましい。これらの天然の構造は、変更しないままであるか、ある
いは、増加したエフェクター機能に関して調整されている。例えばＦｃレセプターのため
の結合部位は、ＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメイン領域中に配置されるべきことが記載され
ており、かつ公知技術によって突然変異されていてもよい。
【０１４２】
　ＡＤＣＣ、抗体依存性細胞介在性細胞毒性は、結合した抗体の定常領域を認識する、Ｆ
ｃレセプターを含む細胞によって、抗体被覆された標的細胞を殺す。多くのＡＤＣＣは、
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その表面上でＦｃレセプターＦｃγＲＩＩＩ又はＣＤ１６を有するＮＫ細胞によって介在
される。典型的なアッセイは、新鮮に単離されたエフェクター細胞の添加前に、連続的に
希釈された抗体と一緒に恒温保持された標的細胞、たとえばラモス細胞（Ramos cell）を
使用する。その後にＡＤＣＣアッセイは、数時間に亘ってさらに恒温保持され、かつ細胞
毒性％を検出する。通常、標的：エフェクター比は約１：１６であるが、しかしながら１
：１から１：５０までであってもよい。
【０１４３】
　補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）はキラー細胞の機序であり、その際、標的細胞表面に対
して結合した抗体は補体を固定し、これにより、標的細胞膜中に穴を開ける膜攻撃複合体
のアンセブリが引き続いての細胞溶解を生じさせる。通常使用されるＣＤＣアッセイは、
ＡＤＣＣ測定と同様の方法でおこなうが、しかしながら、エフェクター細胞の代わりに補
体を含有する血清を用いる。
【０１４４】
　ＡＤＣＣアッセイ及びＣＤＣアッセイにより測定された細胞毒性活性は、コントロール
と比較して細胞溶解の％が顕著に増加する場合には、本発明によるモジュラー抗体につい
て証明される。絶対的な％の増加は、好ましくは５％よりも高く、より好ましくは１０％
よりも高く、さらに好ましくは２０％よりも高い。
【０１４５】
　抗体依存性細胞食作用、ＡＤＣＰは、しばしばＡＤＰＣと呼称され、通常は、培養され
たヒト細胞の細胞溶解と並んで試験される。食細胞、通常、ヒト単球又は単球誘導された
マクロファージによる食作用は、抗体により介在と同様に、以下のようにして測定するこ
とができる。精製された単球はサイトカインと一緒に恒温保持されてもよく、これにより
、ＦｃγＲｓの発現を増強させるか、あるいは、マクロファージへの分化を誘導する。Ａ
ＤＣＰ及びＡＤＣＣアッセイはその後に、標的細胞を用いて実施する。食作用は、フロー
サイトメトリーにより測定されたポジティブ細胞の％として測定される。ポジティブＡＤ
ＣＰ活性は、食作用による抗体抗原複合体の顕著な取り込みによって証明される。好まし
い絶対的な％は、５％よりも高く、より好ましくは１０％よりも高く、さらに好ましくは
２０％よりも高い。
【０１４６】
　典型的なアッセイにおいて、ＰＢＭＣ又は単球又は単球由来マクロファージは、ＲＦ２
培地（RPMI 1640、２％FCSを補ったもの）中、９６ウェルプレート中で、１００ｍｌ／ウ
ェル中１×１０５の生存細胞濃度で再懸濁した。標的抗原、例えばＨｅｒ２／ｎｅｕ抗原
を発現する、適した標的細胞及びＳＫＢＲ３細胞は、ＰＫＨ２緑色蛍光染料を用いて染色
する。引き続いて１×１０４個のＰＫＨ２標識された標的細胞及びＨｅｒ２特異的（Ｉｇ
Ｇ１）抗体（又はモジュラー抗体）又はマウスＩｇＧＩアイソタイプコントロール（又は
モジュラー抗体コントロール）を、異なる濃度（例えば１～１００μｇ／ｍｌ）でＰＢＭ
Ｃのウェルに添加し、かつ、２００ｍｌの最終容積中で、３７℃で２４時間に亘って恒温
保持した。恒温保持の後に、ＰＢＭＣｓ又は単球又は単球由来マクロファージ及び標的細
胞をＥＤＴＡ－ＰＢＳでハーベストし、かつ９６ウェル－Ｖ底プレートに移した。プレー
トを遠心し、かつ上清を吸引濾過した。細胞をＲＰＥ結合抗ＣＤ１１ｂ、抗ＣＤ１４及び
ヒトＩｇＧの１００ｍｌ混合物を用いて対比染色し、混合し、かつ氷上で６０分に亘って
恒温保持した。細胞を洗浄し、かつ２％のホルムアルデヒド－ＰＢＳを用いて固定した。
２色のフローサイトメトリー分析を、例えば、最適化されたゲーティング下でＦＡＣＳ C
aliburを用いて実施する。ＰＫＨ２標識された標的細胞（緑色）を、ＦＬ－１チャネル（
発光波長５３０ｎｍ）中で検出し、かつＲＰＥ標識されたＰＢＭＣ又は単球又は単球由来
マクロファージ（赤色）を、ＦＬ－２チャネル中で検出する（発光波長５７５ｎｍ）。残
りの標的細胞、すなわち、ＰＫＨ２＋／ＲＰＥ－二重染色細胞（ＰＫＨ２＋／ＲＰＥ－）
が、ＰＢＭＣ又は単球又は単球由来マクロファージによる標的の食作用を示すと考えられ
る細胞として定義された。標的細胞の食作用は、以下の式により算定される：食作用の％
＝１００×［（ダブルポジティブの％）／（ダブルポジティブの％＋残りの標的の％）］
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。すべての試験は、通常、二重又は三重に実施され、かつこの結果を平均値６ＳＤとして
示す。
【０１４７】
　本発明によるモジュラー抗体のエフェクター機能は、任意の合成細胞毒性活性、例えば
免疫グロブリン構造と結合してもよいトキシンによるもの、とは通常異なる。トキシンは
、通常、エフェクター分子及び生物学的防御機序を活性化するものではない。したがって
、本発明によるモジュラー抗体の好ましい細胞毒性活性は、生物学的細胞毒性活性であり
、この場合、これは通常、効果的な細胞溶解を導く免疫刺激である。
【０１４８】
　本発明によるモジュラー抗体は、結合分子又は構造の任意の種類、特に抗原、タンパク
質様分子、タンパク質、ペプチド、ポイリペプチド、核酸、グリカン、炭水化物、脂質、
有機分子、特に小さい有機分子、無機分子又はこれらの組合せ物又は融合体、この場合、
これはＰＥＧ、プロドラッグ又はドラッグを含む、と特異的に結合してもよい。本発明に
よる好ましいモジュラー抗体は、ループ又はループ領域のそれぞれが異なる分子又はエピ
トープと特異的に結合していてもよい少なくとも２個のループ又はループ領域を含有して
いてもよい。
【０１４９】
　好ましくは、標的抗原は、細胞表面抗原から選択され、この場合、これはレセプター、
特にｅｒｂＢレセプターチロシンキナーゼ（例えばEGFR、HER2、HER3及びHER4、特にこれ
らのレセプターの細胞外ドメインのこれらのエピトープ、例えば４Ｄ５エピトープ）、Ｔ
ＮＦレセプタースーパーファミリーの分子、例えばＡｐｏ－１レセプター、ＴＮＦＲ１、
ＴＮＦＲ２、神経発育因子レセプター、ＮＧＦＲ、ＣＤ４０、Ｔ細胞表面分子、Ｔ細胞レ
セプター、Ｔ細胞抗原ＯＸ４０、ＴＡＣＩ－レセプター、ＢＣＭＡ、Ａｐｏ－３、ＤＲ４
、ＤＲ５、ＤＲ６、デコイレセプター、例えばＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＣＡＲ１、ＨＶＥＭ
、ＧＩＴＲ、ＺＴＮＦＲ－５、ＮＴＲ１、ＴＮＦＬ１を含むが、しかしながらこれら分子
に限定されるものではなく、Ｂ細胞表面分子、例えばＣＤ１０、ＣＤ１９、ＣＤ２０、Ｃ
Ｄ２１、ＣＤ２２、固体腫瘍又は血液癌細胞の抗原又はマーカー、リンパ腫細胞又は白血
病細胞、血小板を含む他の血液細胞を含むが、しかしながらこれら分子に限定されるもの
ではない。
【０１５０】
　他の好ましい実施態様によれば、標的抗原は、細胞、例えば上皮細胞、固体腫瘍細胞、
感染細胞、血液細胞、抗原提示細胞及び単核細胞によってもたらされるこれらの抗原から
選択される。細胞によって発現又は過剰発現されるこれらの標的抗原は、好ましくは標的
化されており、この場合、これは腫瘍随伴抗原、特にＥｐＣＡＭ、腫瘍随伴糖蛋白質－７
２（ＴＡＧ７２）、腫瘍随伴抗原ＣＡ１２５、前立腺特異的膜抗原（ＰＳＭＡ）、高分子
量メラノーマ随伴抗原（ＨＭＷ－ＭＡＡ）、ルイスＹ関連炭水化物を発現する腫瘍随伴抗
原、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＣＥＡＣＡＭ５、ＨＭＦＧＰＥＭ、ムチンＭＵＣ１、ＭＵ
Ｃ１８及びサイトケラチン腫瘍随伴抗原、細菌抗原、ウイルス抗原、アレルゲン、アレル
ギー関連分子ＩｇＥ、ｃＫＩＴ、Ｆｃ－ε－レセプターＩ、ＩＲｐ６０、ＩＬ－５レセプ
ター、ＣＣＲ３、赤血球細胞レセプター（ＣＲ１）、ヒト血清アルブミン、マウス血清ア
ルブミン、ラット血清アルブミン、Ｆｃレセプター、例えば新生児Ｆｃ－γ－レセプター
ＦｃＲｎ、Ｆｃ－γ－レセプターＦｃγＲＩ、Ｆｃ－γ－ＲＩＩ、Ｆｃ－γ－ＲＩＩＩ、
Ｆｃ－α－レセプター、Ｆｃ－ε－レセプター、フルオレセリン、リソチーム、トル様レ
セプター９、エリスロポイエチン、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ３Ｅ、ＣＤ４、ＣＤ１１、ＣＤ
１１ａ、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ２３、Ｃ
Ｄ２５、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３０、ＣＤ３２、ＣＤ３３（ｐ６７タンパク質）、Ｃ
Ｄ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ５６、ＣＤ６４、ＣＤ８０、
ＣＤ１４７、ＧＤ３、ＩＬ－１、ＩＬ－１Ｒ、ＩＬ－２、ＩＬ－２Ｒ、ＩＬ－４、ＩＬ－
５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－２
３、ＬＩＦ、ＯＳＭ、インターフェロンα、インターフェロンβ、インターフェロンγ；
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ＴＮＦ－α、ＴＮＦβ２、ＴＮＦα、ＴＮＦαβ、ＴＮＦ－Ｒ１、ＴＮＦ－ＲＩＩ、Ｆａ
ｓＬ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、４－１ＢＢＬ、ＴＲＡＩＬ、ＲＡＮＫＬ、ＴＷＥＡＫ、
ＡＰＲＩＬ、ＢＡＦＦ、ＬＩＧＨＴ、ＶＥＧ１、ＯＸ４０Ｌ、ＴＲＡＬレセプター１、Ａ
１アデノシンレセプター、リンホトキシンβレセプター、ＴＡＣＩ、ＢＡＦＦ－Ｒ、ＥＰ
Ｏ；ＬＦＡ－３、ＩＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－３、インテグリンβ１、インテグリンβ２、
インテグリンα４／β７、インテグリンα２、インテグリンα３、インテグリンα４、イ
ンテグリンα５、インテグリンα６、インテグリンαｖ、αＶβ３インテグリン、ＦＧＦ
Ｒ－３、ケラチノサイト成長因子、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＲＡＮＫＬ、ＶＬＡ－１
、ＶＬＡ－４、Ｌ－セレクチン、抗Ｉｄ、Ｅ－セレクチン、ＨＬＡ、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＴ
ＬＡ－４、Ｔ細胞レセプター、Ｂ７－１、Ｂ７－２、ＶＮＲインテグリン、ＴＧＦβ１、
ＴＧＦβ２、エオタキシン１、ＢＬｙｓ（Ｂリンパ球刺激物質）、補体Ｃ５、ＩｇＥ、Ｉ
ｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＭ、ＩｇＧ、第VII因子、ＣＢＬ、ＮＣＡ９０、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ
－１）、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ（ＥｒｂＢ－２）、Ｈｅｒ３（ＥｒｂＢ－３）、Ｈｅｒ４（Ｅ
ｒｂＢ－４）、組織因子、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ、エンドセリンレセプター、ＶＬＡ－４
、炭水化物、例えば血液群抗原及び関連炭水化物、 Galili-糖鎖形成（Galili-Glycosyla
tion）、ガストリン、ガストリンレセプター、腫瘍随伴炭水化物、ハプテンＮＰ－ｃａｐ
又はＮＩＰ－ｃａｐ、T細胞レセプターα／β、Ｅセレクチン、Ｐ－糖蛋白質、ＭＲＰ３
、ＭＲＰ５、グルタチオンスタンフェラーゼｐｉ(多剤耐性タンパク質)、α顆粒膜タンパ
ク質（ＧＭＰ）１４０、ジゴキシン、胎盤性アルカリホスファターゼ（ＰＬＡＰ）及び睾
丸性ＰＬＡＰ様アルカリホスファターゼ、トランスフェリンレセプター、ヘパラナーゼI
、ヒト心ミオシン、糖蛋白質ＩＩｂ／ＩＩＩａ（ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ）、ヒトサイトメ
ガロウイルス（ＨＣＭＶ）ｇＨ外皮糖タンパク、ＨＩＶｇｐ２０、ＨＣＭＶ、ＲＳウイル
スＲＳＶ　Ｆ、ＲＳＶＦ　Ｆｇｐ、ＶＮＲインテグリン、ＨｅｐＢｇｐ２０、ＣＭＶ、ｇ
ｐＩＩｂＩＩＩａ、ＨＩＶ　ＩＩＩＢ　ｇｐ１２０　Ｖ３ループ、ＲＳウイルス（ＲＳＶ
）Ｆｇｐ、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ｇＤ糖タンパク質、ＨＳＶ　ｇＢ糖タンパク
質、ＨＣＭＶ　ｇＢ　外皮糖タンパク, ウェルシュ菌トキシン及びこれらのフラグメント
から成る群から選択される。
【０１５１】
　本発明による好ましいモジュラー抗体は、前記標的抗原と高いアフィニティーで、特に
高い及び／又は低い解離速度（off rate）で、あるいは、結合の高いアビジティーで結合
する。通常、結合物質は、Ｋｄ＜１０－９を有する高いアフィニティー結合物質が考えら
れる。１０－６未満１０－９までのＫｄを有する程度なアフィニティー結合物質は、同様
に、好ましくはアフィニティー突然変異法と一緒に、本発明によって提供することができ
る。
【０１５２】
　アフィニティー突然変異は、抗原に対する増加したアフィニティーを有する抗体を製造
することによる方法である。アミノ酸突然変異を含む抗体の構造的変異あるいは免疫グロ
ブリン遺伝子セグメント中の体細胞突然変異によって、抗原に対する結合部位の変異体を
製造し、かつより大きいアフィニティーについて選択する。アフィニティー成熟モジュラ
ー抗体は、親抗体によりも数ｌｏｇ倍大きいアフィニティーを示すものであってもよい。
単一の親抗体について、アフィニティー成熟をおこなってもよい。標的抗原に対して類似
の結合アフィニティーを有するモジュラー抗体の代替的プールは、アフィニティー成熟単
一抗体又はこのような抗体のアフィニティー成熟プールを得るために変更された親構造と
して考えられてもよい。
【０１５３】
　本発明によるモジュラー抗体の好ましいアフィニティー成熟変異体は、結合アフィニテ
ィーの少なくとも１０倍の増加を示し、好ましくは少なくとも１００倍の増加を示す。ア
フィニティー突然変異は、親分子のそれぞれのライブラリを使用する選択操作の過程にお
いて使用することができ、これは、適度な結合アフィニティーを有するモジュラー抗体を
用いてＫｄ＜１０－８Ｍの特異的標的結合特性及び／又はＩＣ５０＜１０－８Ｍのポテン
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シーを有する本発明のモジュラー抗体が得られる。代替的に、結合ポテンシー又はアフィ
ニティーは、本発明によるモジュラー抗体のアフィニティー突然変異によりさらに増加さ
せることができ、これにより、１０－９Ｍ未満のＫｄ又はＩＣ５０に相当する高い値、好
ましくは１０－１０Ｍ又はさらには１０－１１Ｍ、最も好ましくはｐＭの範囲における値
が得られる。
【０１５４】
　ＩＣ５０、いわゆる５０％飽和濃度は、モジュラー抗体の結合ポテンシーの尺度である
。これは、平衡又は飽和下において最大考えられる結合の５０％を生じさせる、結合物質
のモル濃度である。アンタグニストのポテンシーは、通常、そのＩＣ５０値によって定め
られる。これはアゴニストの最大の結合の半分の飽和を惹起するのに必要なアゴニストの
濃度を測定することによって、与えられたアンタゴニストに関して算定することができる
。ＩＣ５０値の惹起は、抗体又は類似の効果を有する抗体変異体のポテンシーの比較のた
めに有用であるが：しかしながら、双方の薬剤アンタゴニストにより生じる用量反応曲線
は類似するものでなければならない。ＩＣ５０を下回れば下回るほど、アンタゴニストの
ポテンシーは大きくなり、かつ最大の生物学的応答、例えばエフェクター機能又は細胞毒
性活性を抑制するのに必要な薬剤の濃度は低くなる。さらに薬剤のより低い濃度は、副作
用をほとんど随伴しないものであってもよい。
【０１５５】
　通常、抗体のアフィニティーはＩＣ５０と良好に相関する。その結合部位に対するアン
タゴニストのアフィニティー（Ｋｉ）は、レセプターと結合するその能力であると理解さ
れ、この場合、これは、結合持続時間及びそれぞれのアゴニスト活性を定める。さらにア
フィニティー成熟によるアフィニティーの増加に関する尺度は、通常、結合のポテンシー
を増加させ、Ｋｄ値と同様の範囲でそれぞれのＩＣ５０値減少を生じさせる。
【０１５６】
　ＩＣ５０及びＫｄ値は、従来技術においてよく知られた飽和結合アッセイを用いて測定
されてもよい。
【０１５７】
　本発明によるモジュラー抗体は、好ましくは、標識又はレセプター分子と結合し、この
場合、これは、有機分子、酵素標識、放射性標識、着色標識、蛍光標識、比色標識、発光
標識、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、金属錯体、金属、コロイド状の金及びこれ
らの混合物から成る群から選択される。標識又はレセプター分子に対して結合された改質
化免疫グロブリンを、例えばアッセイ系又は診断方法において使用することができる。
【０１５８】
　本発明によるモジュラー抗体は、例えば結合アッセイ（例えばＥＬＩＳＡ）及び結合試
験中で、前記結合体の簡単な検出を可能にする他の分子と結合されてもよい。
【０１５９】
　好ましい実施態様において、抗体変異体は、１種又はそれ以上の細胞をベースとするア
ッセイ又はin vivoアッセイを用いてスクリーニングされる。このようなアッセイのため
に、精製されたか又は精製されていない改質化免疫グロブリンを、典型的には、細胞が個
々の免疫グロブリン又はライブラリに属する免疫グロブリンのプールに暴露される程度に
外的に添加する。これらのアッセイは一般に、しかしながら通常ではなく、免疫グロブリ
ンの機能に基づき；すなわち、その標的と結合する抗体の能力であり、かつ、いくつかの
生物学的現象、例えばエフェクター機能、リガンド／レセプター結合阻害、アポトーシス
等を介在する。このようなアッセイはしばしば、抗体に対する細胞の応答、例えば細胞の
生存率、細胞死、細胞形態の変化又は転写活性、例えば天然遺伝子又はレセプター遺伝子
の細胞発現のモニタリングを含む。例えば、このようなアッセイは、ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ
又はＣＤＣを惹起する抗体変異体の能力を測定することができる。いつくかのアッセイに
関して、標的細胞の他に付加的な細胞又は成分、例えば血清補体、エフェクター細胞、例
えば末梢血単球（ＰＢＭＣｓ）、ＮＫ細胞、マクロファージ等の添加が必要とされてもよ
い。このような付加的な細胞は任意の生物、好ましくはヒト、マウス、ラット、ウサギ及
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びサル由来のものであってもよい。モジュラー抗体は、標的を発現する特定の細胞系のア
ポトーシスを生じさせるか、あるいは、アッセイに添加された免疫細胞によって、標的細
胞上の攻撃を介在することができる。細胞死又は生存率のモニタリングの方法は従来技術
から公知であり、かつ染料、免疫化学的試薬、細胞化学的試薬及び放射性試薬の使用を含
む。例えば、カスパーゼ染色アッセイは、アポトーシスの測定を可能にし、かつ放射性物
質又は蛍光染料、例えばアラマブルーの取り込み又は放出は、細胞増殖又は活性化のモニ
タリングを可能にする。
【０１６０】
　好ましい実施態様において、ＤＥＬＦＩＡＲＴ　ＥｕＴＤＡ－ベース細胞毒性アッセイ
（Perkin Elmer, MA）を使用することができる。
【０１６１】
　二者択一的に、死滅したまたは損傷した標的細胞を、１種又はそれ以上の天然の細胞間
成分、例えば乳酸デヒドロゲナーゼの放出を測定することによってモニタリングすること
ができる。
【０１６２】
　さらに転写活性は、細胞ベースのアッセイにおいて機能をアッセイするための方法とし
て役立ってもよい。この場合において、応答は、天然の遺伝子又はアップレギュレーショ
ンされていてもよい免疫グロブリンをアッセイすることによってモニタリングされてもよ
く、例えば特定のインターロイキンの放出を測定してもよいか、あるいは二者択一的にレ
セプターコンストラクトを介して読み出し（readout）をおこなってもよい。さらに細胞
ベースのアッセイは、モジュラー抗体の存在に対する応答として、細胞の形態学的変更の
尺度を含むものであってもよい。このようなアッセイのための細胞型は、原核又は真核で
あってもよく、かつ従来技術において公知の種々の細胞系を使用することができる。二者
択一的に、細胞ベースのスクリーニングは、変異体をコードする核酸を用いて形質転換す
るか、あるいはトランスフェクトされた細胞を用いて実施する。すなわち、抗体変異体は
、細胞に対して外的に付加されない。例えば、一つの実施態様において、細胞ベースのス
クリーニングは、細胞表面ディスプレイを利用する。細胞表面上において改質化された免
疫グロブリンのディスプレイを可能にする融合パートナーを使用することもできる（Witt
rup, 2001, Curr Opin Biotechnol, 12:395-399）。
【０１６３】
　好ましい実施態様において、モジュラー抗体の免疫抗原性は、試験的に１種又はそれ以
上の細胞ベースのアッセイを用いて測定することができる。好ましい実施態様において、
ex vivoＴ細胞活性アッセイは、免疫抗原性の試験的定量のために使用される。この方法
において、抗原提示細胞及び適合ドナー由来のナイーブＴ細胞を、数回に亘って対象ペプ
チド又は全体の抗体で働きかける。その後にＴ細胞活性は、多くの方法、例えばサイトキ
ナーゼの製造をモニタリングするか、あるいは、トリチウムチミジンの取り込みを測定す
ることによって検出することができる。最も好ましい実施態様において、インターフェロ
ンγ産生は、エリスポット（Elispot）アッセイを用いてモニタリングする。
【０１６４】
　本発明によるモジュラー抗体の生物学的特性は、細胞、組織及び全体の生物体における
ex vivo試験で特徴付けられてもよい。従来技術から知られているように、薬剤はしばし
ば動物においてin vivoで試験され、この場合、この動物はこれに限定されることはない
がマウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネコ、豚及びサルを含み、これによって、疾患又は疾
患モデルに対する治療のための薬剤効率を測定するか、あるいは、薬剤の薬物動態、薬力
、毒性及び他の特性を測定する。動物は、疾患モデルに関するものであってもよい。治療
薬はしばしばマウスにおいて試験され、この場合、マウスはこれに限定されることはない
が、ヌードマウス、ＳＣＩＤマウス、異種移植マウス及びトランスジェニックマイス（こ
の場合、これはノックイン及びノックアウトを含む）を含む。このような試験は、適切な
半減期、エフェクター機能、アポトーシス活性、細胞毒性活性又は細胞溶解活性を有し、
治療薬として使用すべき抗体のポテンシャルを測定するための有意なデータを提供するこ
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とができる。任意の生物体、好ましくは哺乳類を、試験のために使用することができる。
例えば、遺伝的にヒトと類似することから、霊長類、サルが治療学的モデルとして適して
おり、これにより、本発明によるモジュラー抗体の効率、毒性、薬物動態、薬力、半減期
又は他の性質を試験するために使用することができる。ヒトにおける物質の試験は、最終
的には薬剤としての承認のために要求され、したがって、勿論これらの試験は検討される
。したがって、本発明のモジュラー抗体は、その治療効率、毒性、免疫抗原性、薬物動態
及び／又は他の臨床的性質を測定するためにヒトにおいて試験されてもよい。特に、本発
明によるこれらのモジュラー抗体は、この場合、単一細胞又は細胞複合体と少なくとも２
個の結合モチーフを介して結合し、好ましくは少なくとも３個の構造の結合で、標的細胞
に架橋し、細胞標的化および架橋時においてエフェクター活性又は前アポトーシス又はア
ポトーシス活性において有効であると考えられる。
【０１６５】
　多価結合は、結合パートナーのかなり大きい結合（association）を提供し、これは架
橋とも呼称され、アポトーシス及び細胞死の前提条件である。
【０１６６】
　本発明のモジュラー抗体は、広範囲の抗体製品における使用を見出すことができる。一
つの実施態様において、本発明のモジュラー抗体は、治療又は予防的に、例えば能動又は
受動免疫として、準備（preparative）、工業的使用又は分析的使用のために、診断的薬
として、工業用化合物又は研究用試薬として使用され、好ましくは治療薬に使用される。
モジュラー抗体は、モノクローナル又はポリクローナルである抗体組成物中での使用を見
出すことができる。好ましい実施態様において、本発明のモジュラー抗体は、標的抗原を
有する標的細胞、例えば癌細胞を捕捉又は殺傷するために使用される。代替的な実施態様
において、本発明のモジュラー抗体は、例えばサイトカイン又はサイトカインレセプター
の拮抗作用による標的抗原の遮断、拮抗又は作動のために使用される。
【０１６７】
　二者択一的に好ましい実施態様において、本発明のモジュラー抗体は、成長因子又は成
長因子レセプターの遮断、拮抗又は作動に使用され、かつそれによって標的抗原を有する
か又はこれを必要とする標的細胞の殺傷を介在する。
【０１６８】
　二者択一的に好ましい実施態様において、本発明のモジュラー抗体は、酵素及び酵素基
質の遮断、拮抗又は作動のために使用する。
【０１６９】
　好ましい実施態様において、モジュラー抗体を特定疾患の治療のために患者に投与する
。本発明の目的のための「患者」とは、ヒト及び他の動物、例えば哺乳類を含み、かつ最
も好ましくはヒトを含む。本願明細書中において「特定疾患」とは、医薬組成物の投与に
よって回復されうる疾患を意味し、この場合、この組成物は、本発明の改質化された免疫
グロブリンを含有するものである。
【０１７０】
　一つの実施態様において、本発明によるモジュラー抗体は、患者に対して投与される唯
一の治療的活性薬剤である。二者択一的に、本発明によるモジュラー抗体は、１種又はそ
れ以上の他の治療薬と一緒に投与され、この場合、これに制限されるものではないが、細
胞毒性薬剤、化学療法的薬剤、サイトカイン、成長抑制剤、抗ホルモン剤、キナーゼイン
ヒビター、抗血管形成剤、心臓保護剤又は他の治療的薬剤を含む。モジュラー抗体は、１
種又はそれ以上の他の治療的処方を伴って投与されてもよい。例えば、本発明のモジュラ
ー抗体は、化学療法、放射線治療又は化学療法及び放射線治療の双方に沿って、患者に投
与することができる。一つの実施態様において、本発明のモジュラー抗体は、本発明のモ
ジュラー抗体を含むかまたは含まなくてもよい１種又はそれ以上の抗体と一緒に投与する
ことができる。本発明のもう一つの実施態様によれば、本発明のモジュラー抗体及び１種
又はそれ以上の抗癌剤は、ex vivoで癌を治療するために使用する。このようなex vivo治
療が、骨髄移植及び特に自己骨髄移植において有用であってもよいことが検討されている
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。本発明の抗体が、他の治療技術、例えば手術と組合せて使用できることについても勿論
検討されている。
【０１７１】
　種々の他の治療剤について、本発明のモジュラー抗体と一緒に投与するための使用が見
出されてもよい。一つの実施態様において、モジュラー抗体は、抗血管形成薬と一緒に投
与され、この場合、これは、血管発生遮断するか、ある程度干渉する化合物である。抗血
管形成因子は、例えば、小分子（small molecule）又はタンパク質、例えば抗体、Ｆｃ融
合分子又はサイトカインであってもよく、この場合、これは血管形成の促進を伴う成長因
子又は成長因子レセプターと結合するものである。これに関して好ましい抗血管形成因子
は、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）に結合する抗体である。二者択一的な実施態様におい
て、モジュラー抗体は、適応免疫応答を誘発又は増加させる治療薬と一緒に投与され、こ
の場合、これは例えばＣＴＬＡ－４を標的化する抗体である。二者択一的な実施態様にお
いて、改質化された免疫グロブリンは、チロシンキナーゼインヒビターと一緒に投与され
、この場合、これは、ある程度、チロシンキナーゼのチロシンキナーゼ活性を抑制する分
子である。二者択一的な実施態様において、本発明のモジュラー抗体は、サイトカインと
一緒に投与される。本願明細書中において使用される「サイトカイン」とは、他の細胞上
において、ケモキンを含む細胞間介在物質として作用する一つの細胞集団によって放出さ
れるタンパク質に関する一般的用語を意味する。
【０１７２】
　製薬学的組成物が検討され、その際、本発明のモジュラー抗体及び１種又はそれ以上の
治療的活性剤が処方される。本発明のモジュラー抗体の安定な配合物は、好ましい純度を
有する前記免疫グロブリンを、場合により製薬学的許容性の担体、賦形剤又は安定化剤と
一緒に混合することによって、凍結乾燥された配合物又は水性溶液の形で貯蔵するために
調製される。in vivo投与のために使用されるべき配合物は、好ましくは滅菌済みである
。これは、滅菌フィルター膜を介してかまたは他の方法を介して濾過することによって、
簡単に実施される。本願明細書中において開示されたモジュラー抗体及び他の治療学的活
性の薬剤は、イムノリポソームとして処方されるか、及び／又はマイクロカプセル中に封
入される。
【０１７３】
　本発明のモジュラー抗体を含有する製薬学的組成物の投与は、好ましくは滅菌済み水性
溶液の形であり、これに限定されることはないが、経口的に、皮下的に、静脈内で、鼻腔
内で、耳腔内に、経皮的に、粘膜内で、局所的に（ゲル、軟膏剤、ローション、クリーム
等）、腹腔内に、筋肉内に、肺内（例えばＡＥＲｘＴＭ吸入技術、商業的には Aradigmか
ら入手可能、あるいは、InhanceＴＭ肺性運搬系、商業的にはInhale Therapeuticsから入
手可能）、膣内、非経口的、直腸内に、又は眼球内を含む種々の方法で実施することがで
きる。
【０１７４】
　本発明による好ましい方法は、免疫グロブリン、免疫グロブリンドメイン又はこれらの
一部分をコードするランダムに改質化された核酸分子に関し、この場合、これは配列５’
－ＮＮＳ－３’、５’－ＮＮＢ－３’、又は５’－ＮＮＫ－３’を有する構造ループコー
ディング領域の範囲内で少なくとも１個のヌクレオチド反復単位を含有する。いくつかの
実施態様において、改質化された核酸は、TMT、WMT、BMT、RMC、RMG、MRT、SRC、KMT、RS
T、YMT、MKC、RSA、RRC、NNK、NNN、NNS又はこれら任意の組合せ物から成る群から選択さ
れたヌクレオチドコドンを含有する（コード付けはＩＵＰＡＣによる）。
【０１７５】
　核酸分子の改質化は、合成オリゴヌクレオチドを核酸のより大きいセグメント中に導入
するか、あるいは、完全核酸分子のデノボ合成によって実施することができる。核酸の合
成は、トリヌクレオチド構成単位を用いて実施することができ、この場合、この単位は、
アミノ酸のサブセットがコードされるべき場合には、ナンセンス配列の組合せ物の数を減
少させることができる（例えば、Yanez et al. Nucleic Acids Res.(2004) 32:el58; Vir
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nekas et al, Nucleic Acids Res. (1994) 22:5600-5607)。
【０１７６】
　ランダムに改質化された核酸分子は、前記に同定された反復単位を含むものであっても
よく、この場合、これは、すべての公知の天然由来のアミノ酸又はこれらのサブユニット
をコードする。改質化された配列を含むこれらのライブラリは、その際、アミノ酸の特定
のサブユニットが、改質化目的のために使用されたものであって、いわゆる「フォーカス
ト（focused）」ライブラリと呼称される。このようなライブラリ要素は、このようなサ
ブユニットのアミノ酸の改質化された位置における増加したプロパビリティ（probabilit
y）を有し、この場合、これは、通常のものよりも少なくとも２倍、好ましくは少なくと
も３倍又はさらには少なくとも４倍大きい。さらにこのようなライブラリは、制限されか
または少ない数のライブラリ要素を有し、その結果、実際のライブラリ要素の数は、理論
的ライブラリメンバーの数に達する。いくつかの場合において、フォーカストライブラリ
のライブラリ要素の数が、理論的数の１０３倍を下回ることなく、好ましくは１０２倍を
下回ることなく、最も好ましくは１０倍を下回ることがない。
【０１７７】
　本発明による通常のライブラリは、少なくとも１０個の融合タンパク質又は潜在的結合
物質又はスカフォールドタンパク質の変異体を含有し、好ましくは少なくとも１００個、
より好ましくは少なくとも１０００個、より好ましくは少なくとも１０４個、より好まし
くは少なくとも１０５個、より好ましくは少なくとも１０６個、より好ましくは少なくと
も１０７個、より好ましくは少なくとも１０８個、より好ましくは少なくとも１０９個、
より好ましくは少なくとも１０１０個、より好ましくは少なくとも１０１１個、１０１２

個までを含有し、in vitroディスプレイ法の場合、例えばリボゾームディスプレイの場合
には、さらにより大きい数が好ましい。
【０１７８】
　種々の代替物が、ランダム化されたライブラリをコードする遺伝子の製造のために使用
可能である。完全に合成的なアプローチによってＤＮＡを製造することが可能であり、そ
の際、この配列は、引き続いて合成オリゴヌクオチドとして調製されるオーバーラップフ
ラグメント中に分配される。これらのオリゴヌクレオチドは一緒に混合され、かつ互いに
最初に約１００℃への加熱によってアニーリングし、その後にゆっくりと周囲温度にまで
冷却する。このアニーリング工程後に、合成的にアセンブリされた遺伝子は、直接的にク
ローニングされるか、あるいは、クローニング前にＰＣＲによって増幅することができる
。
【０１７９】
　二者択一的に、部位指定突然変異のための他の方法を、ライブラリインサートの製造の
ために使用することができ、たとえばKunkel法（kunkel TA. Rapid and efficient site-
specific mutagenesis without phenotypic selection. Proc Natl Acad Sci USA. 1985 
Jan;82(2):488-92）又はDpnl法（Weiner MP, Costa GL, Schoettlin W, Cline J, Mathur
 E, Bauer JC.Site-directed mutagenesis of double-stranded DNA by the polymerase 
chain reaction. Gene. 1994 Dec 30; 151 (1-2 ): 119-23.)である。
【０１８０】
　種々の目的のために、サイレント変異を、ライブラリインサートをコードする配列中に
導入することは有利であってもよい。例えば、制限部位を導入することができ、この場合
、これは、配列の一部分のクローニング又はモジュラー交換を容易にする。サイレント突
然変異の導入のためのもうひとつの例は、ライブラリを「マークする」能力であり、これ
は、選択された位置において特異的なコドンを与えることを意味し、これらを（又はこれ
から誘導された選択されたクローン）、例えば、後続の工程中で認識することが可能にな
り、その際、例えば、異なる特徴を有する異なるライブラリを一緒に混合することができ
、かつ選択方法又はパンニング方法において混合物として使用することができる。
【０１８１】
　さらに本発明は、標的に対して結合するモジュラー抗体領域のオリゴマーを製造するた
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めの方法を提供し、この場合、この方法は、以下の工程を含む：
－前記のようにして本発明による方法によって製造されたモジュラー抗体領域のオリゴマ
ーのライブラリを提供し、
－前記ライブラリと前記標的とを、スカフォールドリガンドの存在下に接触させ、
－スカフォールドリガンドの存在下で、前記標的に結合するライブラリ要素を選択し、か
つ、
－機能性オリゴマーを製造する。
【０１８２】
　スカフォールドリガンドは、エフェクター分子、ＦｃＲｎ、プロテインＡ及びＣＤＲ標
的から成る群から選択することができる。例として、エフェクター分子は、ＣＤ６４、Ｃ
Ｄ３２、ＣＤ１６、Ｆｃレセプターから成る群から選択することができる。
【０１８３】
　オリゴマーは、ＶＨ／ＶＬ、ＣＨ１／ＣＬ、ＣＨ２／ＣＨ２、ＣＨ３／ＣＨ３、Ｆｃ及
びＦａｂ、又はこれらの単鎖から成る群から選択された二量体であってもよい。
【０１８４】
　本発明による方法は、モジュラー抗体ドメイン又はこれらの変異体の機能的オリゴマー
を発現する、少なくとも１０２個の独立したクローンを含有するライブラリを提供するこ
とができる。
【０１８５】
　本発明によって使用されるライブラリは、好ましくは少なくとも１０２個のライブラリ
要素、より好ましくは少なくとも１０３個、より好ましくは少なくとも１０４個、より好
ましくは少なくとも１０５個、より好ましくは少なくとも１０６個のライブラリ要素、よ
り好ましくは少なくとも１０７個、より好ましくは少なくとも１０８個、より好ましくは
少なくとも１０９個、より好ましくは少なくとも１０１０個、より好ましくは少なくとも
１０１１個、１０１２個までのライブラリ要素を含有し、好ましくはこれは親分子から誘
導され、この場合、これは、少なくとも１個の特異的機能部分又は結合部分を含有するス
カフォールドとしての機能的モジュラー抗体であるか、あるいは、前記親部分の本来の機
能的結合領域とは別個の新規結合部位を工学的に作成するこれらの誘導体である。
【０１８６】
　通常、本発明によるライブラリは、さらにモジュラー抗体の変異体を含有し、この場合
、これは突然変異技術又はランダム技術により製造される。これらの変異体は、不活性又
は非機能的抗体を含有する。したがって、任意のこのようなライブラリは、機能的効果を
測定するために適切なアッセイを用いてスクリーニングすることが好ましい。本発明によ
る好ましいライブラリは、このようなモジュラー抗体の少なくとも１０２個の変異体、よ
り好ましくは少なくとも１０３個、より好ましくは少なくとも１０４個、より好ましくは
少なくとも１０５個、より好ましくは少なくとも１０６個、より好ましくは少なくとも１
０７個、より好ましくは少なくとも１０８個、より好ましくは少なくとも１０９個、より
好ましくは少なくとも１０１０個、より好ましくは少なくとも１０１１個であり、１０１

２個までの変異体又はそれ以上含有し、これにより、最も適した結合物質の選択のための
抗体の高く多様なレパートリを提供する。任意のこのような合成ライブラリは、本願明細
書中で開示された突然変異方法を用いて製造することができる。
【０１８７】
　好ましくは、ライブラリは酵母ライブラリであり、かつ酵母ホスト細胞は、細胞表面上
において、生物学的活性を有するオリゴマー又はオリゴマーを形成するモノマーを示す。
酵母ホスト細胞は、好ましくはSaccharomyces属、Pichia属、Hansenula属、Schizisaccha
romyces属、Kluyveromyces属、Yarrowia属及びCandida属から選択される。より好ましく
は、ホスト細胞はSaccharomyces cerevisiaeである。
【０１８８】
　さらに本発明は、モジュラー抗体ドメインの機能的二量体又は標的及びスカフォールド
リガンドと結合するこれらの変異体の、少なくとも１０２個の独立したクローンを含有す
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る高品質のライブラリを提供する。標的は、親分子に結合するリガンドであってもよく、
この場合、これはアミノ酸変異を生じさせる。親分子は、機能的オリゴマー、特に機能性
Ｆｃ又は機能性Ｆａｂ、あるいはこれらの一部分であってもよい。
【０１８９】
　技術的によく知られているように、特定の結合特性およびアフィニティーを有するタン
パク質の同定及び単離のために使用されてもよい種々のディスプレイおよび選択技術が存
在し、この場合、これは、例えばディスプレイ技術、例えば細胞性及び非細胞性の、特に
可動ディスプレイ系を含む。細胞系の中でもファージディスプレイ、ウイルスディスプレ
イ、酵母又は他の真核細胞ディスプレイ、例えば哺乳類又は昆虫細胞ディスプレイを使用
することができる。可動化系は、可溶性の形でのディスプレイ系に関し、例えばin vitro
ディスプレイ系、特にリボソームディスプレイ、ｍＰＮＡディスプレイ又は核酸ディスプ
レイに関する。
【０１９０】
　抗体変異体を製造及びスクリーニングするための方法は、技術水準でよく知られている
。抗体分子生物学のための一般的な方法、発現、精製及びスクリーニングについては、An
tibody Engineering, edited by Duebel & Kontermann, Springer-Verlag, Heidelberg, 
2001;及びHayhurst & Georgiou, 2001, Curr Opin Chem Biol 5:683-689; Maynard & Geo
rgiou, 2000, Annu Rev Biomed Eng 2:339-76に記載されている。
【０１９１】
　本発明によるライブラリは、少なくとも５０％、好ましくは少なくとも６０％、より好
ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくと
も９０％の特異的構成を含むか、あるいは、主として特異的抗体構成から成るものである
専用のライブラリとしてデザインされてもよい。このような好ましいライブラリは、主に
、類似構造の特徴を有するライブラリ要素の同一種を含有する。特異的抗体構成が好まし
く、本発明による好ましいライブラリはＶＨライブラリ、ＶＨＨライブラリ、Ｖκライブ
ラリ、Ｖλライブラリ、Ｆａｂライブラリ、ＣＨ１／ＣＬライブラリ、Ｆｃライブラリ及
びＣＨ３ライブラリからなる群から選択される。１種以上の抗体ドメイン、例えばＩｇＧ
ライブラリ又はＦｃライブラリを含有する複合分子の内容によって特徴付けられるライブ
ラリが特に好ましい。他の好ましいライブラリは、これらのＴ細胞レセプターを含有し、
Ｔ細胞レセプターライブラリを形成するものである。さらに好ましいライブラリはエピト
ープ又はペプチドライブラリであり、その際、融合タンパク質は、種々のエピトープを有
する分子を含有し、さらに類似の結合機能であるが異なる機能性（functionality）を有
する競合的分子の選択を可能にする。例は、ＴＮＦαライブラリであり、その際、ＴＮＦ
α融合タンパク質の三量体は、単一の遺伝子パッケージによってディスプレイされる。
【０１９２】
　本発明のもうひとつの重要な観点は、それぞれの潜在的に結合するドメインが、それを
コードする特定のＤＮＡ又はＲＮＡ分子に物理的に付随したままであり、かつさらには、
融合タンパク質が遺伝子パッケージ表面においてオリゴマー化し、天然及び機能的オリゴ
マー構造中で結合ポリペプチドが存在することである。良好に結合するドメインが同定す
ると同時に、発現、組み換え又は他の工学的目的のための遺伝子を簡単に得ることができ
る。これに関連する形は「複製可能な遺伝子パッケージ」であり、例えば、結合ドメイン
コーディング遺伝子を複製及び発現し、かつ結合ドメインをその外表面に運搬するウイル
ス、細胞又は胞子である。もうひとつの形は、in-vitro複製可能な遺伝子パッケージ、例
えばコーディングＲＮＡと翻訳されたタンパク質とを結合するリボソームである。リボソ
ームディスプレイにおいて、遺伝子材料は、ポリメラーゼによる酵素的増幅により複製さ
れる。
【０１９３】
　これらの細胞又はウイルス又は標的分子を認識する結合物質を有する核酸は単離され、
かつ必要に応じて増幅される。遺伝子パッケージは、好ましくはＭ１３ファージであり、
かつタンパク質はＭ１３遺伝子ＩＩＩタンパク質の外表面運搬シグナルを含む。
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【０１９４】
　本発明の方法において好ましくは、遺伝子パッケージのベクター又はプラスミドを、転
写調節エレメントの緊縮制御（tight control）下及び培養条件下で、粒子表面上の融合
タンパク質の２個未満のコピーをディスプレイするベクター又はファージミドの量又は数
が、約２０％未満である程度に調整する。より好ましくは、融合タンパク質の２未満のコ
ピーをディスプレイするベクター又はファージミドの量が、１個以上の融合タンパク質の
コピーをディスプレイするベクター又はファージミドの量の１０％未満である。最も好ま
しくは、この量は１％未満である。
【０１９５】
　本発明にしたがって好ましくは使用された発現ベクターは、結合ポリペプチドの発現が
可能であり、かつ以下のようにして製造することができる：最初に、結合ポリペプチド遺
伝子ライブラリを、異なる結合配列をコードする複数個のポリヌクレオチドを導入するこ
とによって合成する。複数個のポリヌクレオチドは、操作可能な組合せにおいてベクター
中に結合するのに適した量で合成することができ、この場合、これは、前記結合ポリペプ
チドの融合タンパク質を発現するために増殖させることができる。二者択一的に、複数個
もポリヌクレオチドは、さらにポリメラーゼ連鎖反応によって増幅することができ、これ
によって発現のために十分な材料を得る。しかしながら、これらは、結合ポリペプチドが
大きいポリペプチド配列、例えば２００塩基対を上回るかまたはしばしば３００塩基対を
上回る配列によってコードすることが出来る場合には、有利であってもよい。したがって
、多様な合成ライブラリを好ましくは形成し、前記多様なライブラリから、好ましい予め
選択された機能及び結合特性、例えば特異性を有する結合ポリペプチドを製造することで
きる、少なくとも１種の発現ベクターを直ぐに選択することができる。
【０１９６】
　前述の記載は、以下の例を用いて十分に理解されうるものである。しかしながらこのよ
うな例は、本発明の１種又はそれ以上を実施する方法の単に典型例に過ぎず、本発明の範
囲を制限すべきものではない。
【図面の簡単な説明】
【０１９７】
【図１】ライブラリＦｃａｂ０１のアセンブリ用フラグメントの製造に使用されたＰＣＲ
ｓの模式図
【図２】ＣＨ３ドメインのアミノ酸配列及び二次構造を示す図（ＩＭＧＴ番号付け）
【０１９８】
　例
例1：ノン－フォーカスト（non-focussed）Ｆｃａｂライブラリ（Fcab01）の構築及びフ
ァージ表面ディスプレイ
　ＩｇＧ　Ｆｃフラグメントの結晶構造、この場合、これはBrookhavenデータベース中に
１０Ｑ０．ｐｄｂ入力で掲載されており、Ｆｃａｂライブラリのデザインを助けるために
利用される。
【０１９９】
　Ｆｃａｂライブラリの構築のためのベースとして使用される配列は、配列番号１として
示されている。この配列において、最初のアミノ酸は、ヒトＩｇＧ１のＧｌｕ２１６（Ｅ
Ｕ番号付け：ＩＭＧＴデータベース（http //imgt cines . fr/textes/IMGTrepertoire/P
roteins/protein/h uman/IGH/IGHC/Hu_IGHCallgenes.html; lookup 2007 06 25）により
、これはヒトＩｇＧ１ヒンジ領域の最初の残基であり、ヒトＩｇＧ１の重鎖定常ヒンジ領
域のヒンジ領域の(E) PKSCDKTHTCPPCP)として示されるものである）に相当する。配列番
号１の最後から２番目の残基は、ヒトＩｇＧ１のＧｌｙ４４６（ＥＵ番号付け；ＩＭＧＴ
：ヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインの残基番号１２９）に相当する。
【０２００】
　loqo.pdbの構造の詳細な分析後及びβストランドと結合するループを形成する残基の視
覚的検査によって、βストランドと結合するループの一部分である残基１４４、１４５及
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び１４６並びに配列番号１のβストランドＥ－Ｆと結合するループの一部分である残基
１９８、１９９、２００、２０３及び２０４をランダム化することを決定した。突然変異
された残基の他に、５個の残基を、配列番号１の残基番号１９８に挿入した。配列番号２
において、ライブラリＦｃａｂ０１のライブラリインサートの配列が示され、この場合、
すべてのランダム化された残基位置並びに５個の挿入された残基が、文字Ｘで示されてい
る。
【０２０１】
　工学的に作成された遺伝子は、一連のＰＣＲ反応により変性プライマーを用いて製造し
、かつ得られるＰＣＲ産物をその後にライゲートした。ライゲーションを容易にするため
に、配列番号１をコードするヌクレオチド配列のいくつかのコドンを改質化して、アミノ
酸配列を変更することなく制限部位を生じさせる（サイレント変異）。クローニングベク
タｐＨＥＮ１（Nucleic Acids Res 1991 Aug 11 19 ( 15)4133-7 :Multi-subunit protei
ns on the surface of filamentous phage:methodologies for displaing antibody (Fab
) heavy and light chains. Hoogenboom HR, Griffiths AD, Johnson KS, Chiswell DJ, 
Hudson P, Winter G.)中への挿入のために、ｐｅｌＢ分泌シグナルを含むフレーム中で、
ｐｅｌＢ分泌シグナルに近いＮｃｏＩ制限部位を使用した。ランダム化された残基のため
に、コドンＮＮＳ（ＩＵＰＡＣコード、ここでＳはヌクレオチドＣ及びＧを意味する）を
選択し、この場合、これはすべての２０種の天然由来のアミノ酸をコードするが、しかし
ながら３個の終止コドンのうち２個のコドンを省く。さらに他のコドン、例えばＮＮＢ（
ＢはヌクレオチドＴ、Ｃ及びＧを意味するものである）を使用することができる。工学的
に作成された配列は、配列番号３中のヌクレオチド配列として示される。この配列はさら
に、ファージミドディスプレイベクターｐＨＥＮ１中にクローニングするために使用され
た制限部位、すなわち、５’末端においてＮｃｏＩ部位及び３’末端においてＮｏｔＩ部
位を含む。
【０２０２】
　突然変異されたＣＨ３ドメインのアセンブリに使用されるＰＣＲプライマーの配列は、
配列番号４～配列番号９に示される。
【０２０３】

【０２０４】
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　図１は、突然変異遺伝子のアセンブリのために製造されたＰＣＲフラグメント及びその
ために使用されるプライマーの模式図を示す。
【０２０５】
　ヒトモノクローナル抗体３Ｄ６の重鎖のｃＤＮＡ（Felgenhauer M, Kohl J, Ruker F. 
Nucleotide sequences of the cDNAs encoding the V-regions of Hand L-chains of a h
uman mono-clonal antibody specific to HIV-l-gp411999, Nucleic Acids Res.1990 Aug
 25; 18 ( 16) :4927. )は、ＰＣＲ反応のためのテンプレートとして使用される。３個の
ＰＣＲ産物は、それぞれＳａｃＩ及び／又はＨｉｎｄＩＩＩで消化され、かつ一緒にライ
ゲートされた。ライゲーション産物を、さらにＮｃｏＩ及びＮｏｔＩで消化し、かつ表面
ディスプレイファージミドベクターｐＨＥＮ１中にライゲートし、この場合、このベクタ
ーは、予めＮｃｏＩ及びＮｏｔＩで消化されている。その後にライゲーション産物を、エ
レクトロポレーションによってＥ．Ｃｏｌｉ中に形質転換した。選択されたクローンの数
は、制限分析及びＤＮＡシークエンシングによって制御され、かつ予定通りのインサート
を含むことが確認され、この場合、これは正確に挿入されたランダム化配列を含むもので
あった。引き続いてのファージ産生工程に関しては、標準的なプロトコールをおこなった
。要するに、ライゲーション混合物を、エレクトロポレーションによりＥ．Ｃｏｌｉ　Ｔ
Ｇ１細胞中に形質転換した。引き続いて、ファージ粒子をＥ．Ｃｏｌｉ　ＴＧ１細胞から
ヘルパーファージＭ１３－ＫＯ７と一緒に取り出した。ファージ粒子はその後に培養上清
からＰＥＦ／ＮａＣｌを用いて２工程で沈澱させ、水中に溶解し、かつパンニングによっ
て選択のために使用されるか、あるいは代替的に、－８０℃で貯蔵される。
【０２０６】
　例２：フォーカストＦｃａｂライブラリ（Ｆｃａｂ０２）の構築及びファージ表面ディ
スプレイ
　例１に記載したようにＦｃａｂライブラリを製造し、その際、ランダム化されたライブ
ラリ位置を完全にランダム化し、すなわち、これらはコドン、例えばＮＮＳ、ＮＮＢ、Ｎ
ＮＫ、ＮＮＮ等を使用してコードされる。
【０２０７】
　明りょう性に関して、アルファベット記号、例えばＮ、Ｂ、Ｓ又はＫの意味は、ＩＵＰ
ＡＣヌクレオチド不確定（ambiguity）コードによって定義され、この場合、これは以下
の表に示す：
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【表１】

【０２０８】
　上記に示したこれらのコドンは、すべての２０個のアミノ酸がこれらによってコードさ
れるようデザインされる。考えられるアミノ酸以外のサブセットを選択することも好まし
くあってよい。例えば、文献（Fellouse FA, Li B, Compaan DM, Peden AA, Hymowitz SG
, Sidhu SS）中で見出すことができる。Molecular recognition by a binary codeJ MoI 
Biol2005 Aug 20; 348 ( 5) :1153-62. Epub 2005 Apr 1. ; Fellouse FA, Wiesmann C, 
Sidhu SS.４個のアミノ酸コードからの合成抗体：a dominant role for tyrosine in ant
igen recognitionProc Natl Acad Sci U S A. 2004 Aug 24;101 (34) :12467-72. Epub 2
004 Aug 11）。例えば４個のみの異なるアミノ酸型に関して可能なフォーカストライブラ
リは、例えばコドンＫＭＴにより構築することができ、この場合、これはアミノ酸Ser、T
yr、Ala及びAspをコードする。
【０２０９】
　Ｆｃａｂ０２と呼称されるフォーカストＦｃａｂライブラリは、例１に記載された方法
で構築されるが、但し、ＮＮＳコドンをＫＭＴコドンにより置換している。
【０２１０】
　したがって、配列番号２中のアルファベット"Ｘ"は、ここでは"Ｓ、Ｙ、Ａ及びＤ"（Se
r、Tyr、Ala及びAsp）を意味し、これによりフォーカストライブラリＦｃａｂ０２を表す
。
【０２１１】
　例３：ライブラリインサート（結合パートナー）とｐ３との間に付加的なアミノ酸を有
するファージ表面ディスプレイライブラリの構築
　ディスプレイされたタンパク質の潜在的な結合部位のアクセシビリティーを試験するた
め結合アッセイを実施する：ファージ懸濁液を、抗－ｍｙｃ　ｍＡｂ　９Ｅ１０－被覆マ
イクロプレート（又はイムノチューブ）と反応させる。洗浄後に、結合したファージを、
抗Ｍ１３－酵素結合体を用いて検出する。コントロールとして、タンパク質融合及びｍｙ
ｃ－ｔａｇをディスプレイしないヘルパーファージを、プレートと反応させる。他のコン
トロールは、非被覆プレートとのファージの反応及びファージのｐ３－融合パートナーを



(37) JP 5602625 B2 2014.10.8

10

20

30

40

50

認識する抗血清とのファージの反応である。
【０２１２】
　典型的に、ｐ３－融合タンパク質をディスプレイするファージの抗ｍｙｃ反応性は、抗
－ｍｙｃ－ｍＡｂに対するヘルパーファージの反応が、前記バックグランドではない（非
被覆プレート）のにかかわらず、極めて明りょうなＥＬＩＳＡ読み出しを生じうる。アン
カーとしてのタンパク質ＩＩＩに対する結合を介して、Ｍ１３ファージの表面においてデ
ィスプレイされたＣＨ３二量体の構造は、それぞれＣＨ３が、種々のリンカー長及び組成
を用いてタンパク質ＩＩＩに対して固定されている。従って、ＣＨ３二量体は、好ましく
は２個のアンカーによってディスプレイされる。
【０２１３】
　リンカーの最適化：
　ディスプレイされるべきタンパク質と遺伝子パッケージとの間のリンカー（線維状ファ
ージの場合には、例えばｐ３、ｐ８、ｐＸ、ｐＩＸ、ＰＶＩＩ）は、特に、ディスプレイ
された分子の潜在的結合部位が、ファージ粒子の空間的近位である場合には、特に重要で
ある。可変ドメイン及びＣＤＲ－ループにより形成された抗原結合部位及びｐ３に対する
アミノ末端融合としてのライブラリ要素のディスプレイを使用する抗体ライブラリにおい
て、潜在的抗体結合部位は、ファージ粒子に向けられていない。したがって、ライブラリ
要素とファージ被覆タンパク質との間のリンカー構造は、あまり重要ではない。免疫グロ
ブリン領域の底部ループの工学的作成及びファージディスプレイの実施は、しかしながら
非効率的な方法であってもよく、かつ抗原結合クローンの収量を減少させるか、それどこ
ろか得られない。ライブラリ要素タンパク質と表面上のその融合パートナーとの間のリン
カーを変更することでこの問題を解決するか、あるいは、少なくとも減少させることがで
きる。
【０２１４】
　最適なリンカー配列（長さ及びフレキシビリティー並びに安定性の点において）を選択
するために、リンカーのライブラリを製造することができ、この場合、これは、遺伝的に
複製可能なパッケージの表面におけるアンカータンパク質が、立体的理由から選択するこ
とが困難であると知られた公知の結合タンパク質と融合させる。
【０２１５】
　この配列のライブラリは、長さ及びアミノ酸含量において多様であってもよい。
【０２１６】
　最適化されたリンカーのためのリンカーライブラリの選択方法は、適用に依存するが、
しかしながら原則的には特定の方法論において有することが望まされるすべての性質を選
択すべきである。選択困難な抗原に対する濃縮（enrichment）は、ライブラリ要素につい
て抗原に対する良好なアクセス可能を可能にするリンカー配列を得ることができる。プロ
テアーゼ溶液中又は他の緊縮条件下での恒温保持であるか、あるいは、タンパク質溶解条
件下でのホスト細胞の頻繁な通過（例えば古い微生物培養物）は、安定したディスプレイ
リンカーのための適切な選択であってもよい。
【０２１７】
　リンカーのライブラリは、任意の公知ライブラリ技術によって製造することができる。
合成リンカー配列の長さは、１０～５００アミノ酸で可変であってもよい。二者択一的に
、リンカーは、フレキシブルな性質であることが公知の完全なタンパク質であってもよい
。
【０２１８】
　リンカー最適化Ｆｃａｂ０１：
　例として、ライブラリＦｃａｂ０１（例１に記載したもの）を使用することができる。
元々、このライブラリをファージミドディスプレイベクターｐＨＥＮ１中に、ＮｃｏＩ及
びＮｏｔＩ制限部位を用いてクローニングする。この方法でクローニングする場合には、
１８個のアミノ酸残基は、Ｆｃａｂ０１ライブラリインサートのＣ－末端アミノ酸残基と
、ファージＭ１３ｐ３のＮ－末端アミノ酸残基との間に存在する。この接合領域の配列は
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配列番号１０　ＳＰＧＫＡＡＡＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬＮＧＡＡＴＶＥＳに示し－かつ、以
下のようにして説明される：最初の４残基であるＳＰＧＫは、Ｆｃａｂ０１ライブラリイ
ンサートの４個のＣ－末端残基であり、その後にアミノ酸配列ＡＡＡが続き、この場合、
これは、ＮｏｔＩ制限部位によってコードされたアミノ酸配列であり、引き続いて配列Ｅ
ＱＫＬＩＳＥＥＤＬが続き、この場合、これはｍｙｃエピトープであり、引き続いてＮＧ
ＡＡであり、この後に、アンバー終止コドンが存在し、この場合、これは、Ｅ．Ｃｏｌｉ
のアンマー抑制菌株、例えばＴＧ１中でグルタミン（Ｑ）に翻訳される。配列番号１０の
Ｃ－末端４残基であるＴＶＥＳは、ベクターｐＨＥＮ１中にファージＭ１３ｐ３のＮ－末
端４残基として存在する。
【０２１９】
　Ｆｃａｂ（結合パートナー）とファージ体（遺伝的パッケージ）との間に増加した距離
でのＦｃａｂインサートをディスプレイするファージの構築する目的で、５個の付加的な
残基を、ＦｃａｂインサートＦｃａｂＲＧＤ４のＣ－末端において挿入し、これはＮｏｔ
Ｉクローニング部位の直ぐ上流であり、結果としてクローンＦｃａｂＲＧＤ４Ｌを生じた
。ＦｃａｂＲＧＤ４は、ＣＨ３ドメインのＥＦループ中に挿入されたインテグリン結合Ｒ
ＧＤモチーフを有し、かつＥＬＩＳＡ中でαｖβ－インテグリンと結合するFｃａｂであ
る。増加した長さのリンカー配列として、ファージＭ１３ｐ３配列中に８回生じるアミノ
酸配列ＥＧＧＧＳを使用した。ｐＨＥＮ１中へのクローニングの後に発現するようにして
得られるＦｃａｂＲＧＤ４Ｌのアミノ酸配列は、配列番号１１に示される。配列番号１１
において、アミノ酸残基１９８～２０４はＲＧＤモチーフを示し、アミノ酸残基２３７は
ＦｃａｂインサートのＣ末端残基であり、残基２３８～２４２は、挿入されたリンカー配
列（非改質化ｐＨＥＮ１とは異なる）を示し、これは引き続いてｍｙｃ-ｔａｇ、アンバ
ー終止コドン及びｐ３配列と続く。
【０２２０】
　コンストラクトのクローニングのために、ＦｃａｂＲＧＤ４配列は、ＰＣＲプライマー
ＥＰＫＳＮＣＯ（配列番号４）及びＣＨ３ｒリンク

を使用して、ｐＨＥＮＦｃａｂＲＧＤ４（配列番号１４）から増幅させ、かつＮｃｏＩ及
びＮｏｔＩ制限部位を介してベクターｐＨＥＮ１中にクローニングした。得られたベクタ
ーであるｐＨＥＮＦｃａｂＲＧＤ４Ｌ（配列番号１４）は、ヌクレオチド位置３０５７－
３０７１で付加的なリンカー配列を有する。
【０２２１】
　２個のファージミドベクター、ｐＨＥＮＦｃａｂＲＧＤ４及びｐＨＥＮＦｃａｂＲＧＤ
４Ｌは、Ｅ．Ｃｏｌｉ　ＴＧ１中に形質転換した。引き続いて、ファージ粒子をＥ．Ｃｏ
ｌｉ　ＴＧ１細胞からヘルパーファージＭ１３－ＫＯ７と一緒に取り出した。ファージ粒
子はその後に、２工程中でＰＥＧ／ＮａＣｌを有する培養上清から沈澱され、水中に溶解
し、かつＥＬＩＳＡのために使用した。
【０２２２】
　ファージＥＬＩＳＡを以下のようにして実施した：
　ファージ懸濁液を、αｖβ－インテグリン被覆マイクロプレート（又はイムノチューブ
）と反応させた。洗浄後に、結合したファージを、抗Ｍ１３－酵素結合体を用いて検出す
る。コントロールとして、タンパク質融合をディスプレイしないヘルパーファージ及びｍ
ｙｃ－ｔａｇを、プレート並びにその表面上にｗｔＦｃａｂを有するファージ粒子と反応
させる。他のコントロールは、非被覆プレートとファージとの反応及びファージのＦｃａ
ｂ－融合パートナーを認識する抗血清とファージとの反応である。ｐＨＥＮＦｃａｂＲＧ
Ｄ４ＬｃａｂＲＧＤ４Ｌから生じる、増加した長さのリンカーを有するファージ粒子は、
より簡単に、ｐＨＥＮＦｃａｂＲＧＤ４中に含まれるような元々のリンカーを有するファ
ージ粒子よりも、αｖβ－インテグリンと反応し、これによって、ＥＬＩＳＡ中でより強
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【０２２３】
　ファージ選択は、ｗｔＦｃａｂを有するファージ粒子を、ＦｃａｂＲＧＤ４又はＦｃａ
ｂＲＧＤ４Ｌを有するファージ粒子の少量と混合することにより実施することができる。
数回に亘ってのパンニング後に（典型的には３～５回）、好ましくは、ＦｃａｂＲＧＤ４
Ｌをディスプレイするファージを選択する。
【０２２４】
　例４：Ｆｃａｂライブラリーデザイン
（"Ｆｃａｂ"は、f-star Biotechnologische Forschungs-und Entwicklungsges .m.b.H.
の登録商標である）
　Ｆｃａｂライブラリのデザイン（図２に例証されている）：抗体のＣＨ３定常ドメイン
の非ＣＤＲループ中のアミノ酸位置はランダム化に関して考慮される。特に、ループＡ－
Ｂ、Ｃ－Ｄ及びＥ－Ｆは、これらがドメインの片側において存在すると考えられる。特定
の位置におけるランダム化のためのいくつかのデザイン基準は、本願明細書中に記載する
。
【０２２５】
　抗原抗体相互作用中にしばしば必要とされるアミノ酸は、本願明細書中でフォーカスト
ライブラリ中に含まれるべきことが記載されている。ここで、アミノ酸Ａｌａ、Ａｓｐ、
Ｓｅｒ及びＴｒｙは、フォーカストライブラリをデザインするように使用される。
【０２２６】
　制限されたアミノ酸利用度を有するライブラリは、ほぼ任意の抗原に対する結合物質を
生じさせるのに十分であるように示される（Sidhu & Fellhouse, NATURE CHEMICAL BIOLO
GY VOLUME 2 page 682ff; Koide et al PNAS, volume 104 p66326637）。このような制限
された（又はフォーカスされた）ライブラリの利点は、これらが最近の技術によって完全
にカバーすることができる点である。典型的にはアミノ酸利用度は、リガンドレセプター
結合の天然のアミノ酸利用度に反映される。しかしながら、２個のみのアミノ酸（チロシ
ン及びセリン）を利用するライブラリであってさえも、良好な選択結果を得ることが報告
されている（異なる結合物質に対する結合物質の頻度の点及びアフィニティーの点におい
て）。
【０２２７】
　ループフレキシビリティー：
　特定のループ構造は、スカフォールドタンパク質によって要求されてもよく、これによ
って全体の天然構造を維持する。ループ中の多くのアミノ酸位置のランダム化及びループ
の伸長であってさえも、ランダム化位置の片側又は両側における特定の配列の構築によっ
て容易にすることができる。これらの配列はフレキシブルな配列であってもよく、これに
よって、このような位置で特定のライブラリ配列で、任意の伸長（tension）を補完する
ことが可能である。
【０２２８】
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【表２】

【０２２９】
　Ｆｃａｂ０１ライブラリは、上記実施例において記載されている。フォーカストライブ
ラリデザインＦｃａｂ０２、Ｆｃａｂ０４及びＦｃａｂ０６の配列スペースは、約１０ｅ
９の実際の細菌ライブラリサイズによってカバーされる。対照的に、完全にランダム化さ
れたライブラリＦｃａｂ０１、Ｆｃａｂ０３及びＦｃａｂ０５は、実際には全く不十分で
ある。
【０２３０】
　例５：相同組み換えによる酵母ディスプレイライブラリのクローニング
　ベクター
　ｐＹＤ１(Invitrogen)は、基本ベクターとして使用される。このベクターは、以下のよ
うにしてＸｈｏＩ位置を除去するために改質化する：ｐＹＤ１はＸｈｏＩで消化され、Ｄ
ＮＡポリメラーゼのクレノウフラグメントで処理され、かつ再度ライゲーションされる。
得られる配列は、ｐＹＤ１ｄＸ(配列番号１５)に示す。
【０２３１】
　ｐＹＤ１ｄＸは、位置９２１／９２５で、特有のＢａｍＨＩ制限部位及び位置９６３／
９６７で、ＮｏｔＩ制限部位を含む。これは、これら２個の制限酵素を用いて開環される
。
【０２３２】
　ヒトＩｇＧ１からのＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３をコードするインサートは、ヒト
ＩｇＧ１モノクローナル抗体の重鎖をコードするｃＤＮＡからＰＣＲによって製造される
。このインサートにおいて、点突然変異を、標準的な方法を用いて導入し、ＣＨ１ドメイ
ンのＣ末端システイン残基をセリンに突然変異させる。インサートは、それぞれ双方の末
端に対してＢａｍＨＩ及びＮｏｔＩ制限部位と結合するＰＣＲプライマーを用いて増幅し
た。これらの制限部位を、その後に、インサートをｐＹＤ１ｄＸ中にクローニングするた
めに使用して、ディスプレイベクターｐＹＤ１ｄＸＦｃ（配列番号１６）を得る。ＣＨ１
ドメインのＣ末端で突然変異されたコドン（ＣｙｓからＳｅｒ）は、ｐＹＤ１ｄＸＦｃ配
列中で位置１２３３～１２３５である。インサートの終止コドンは、位置１９１７／１９
１９である。
【０２３３】
　このベクターは、酵母表面上のヒトＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３のディスプレイの
ためのポジティブコントロール及びベクターｐＹＤ１ＣＨ１２の構築のための出発点とし
て使用する（以下、参照）。
【０２３４】
　ライブラリのクローニング
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　突然変異体はＣＨ３ドメインの構造的ループ中に導入されたライブラリのクローニング
は、相同組み換えによって酵母中で実施される（ギャップ修復gap repair）。この目的の
ために、レシピエントベクターはＣＨ３ドメインを欠くものを製造する：ｐＹＤ１ｄＸＦ
Ｃは、ＸｈｏＩ（位置１６０３／１６０７）及びＮｏｔＩ（位置１９２１／１９２５）で
切断し、より大きいフラグメントを、調製されたゲル電気泳動法により製造し、ＤＮＡポ
リメラーゼのクレノウフラグメントで処理し、かつ再度ライゲートした。この方法は、特
有のＸｈｏＩ部位（位置１６０３／１６０７）を再構築し、かつ、ベクターｐＹＤ１ＣＨ
１２を得た。その後にｐＹＤ１ＣＨ１２をＸｈｏＩで切断し、かつ酵母中でのギャプ修復
のためのレシピエントベクターとして使用する。
【０２３５】
　インサート源として、ＦｃａｂライブラリＦｃａｂ０１（配列番号１８）、Ｆｃａｂ０
２（配列番号１９）、Ｆｃａｂ０３（配列番号２０）、Ｆｃａｂ０４（配列番号２１）、
Ｆｃａｂ０５（配列番号２２）、Ｆｃａｂ０６（配列番号２３）を使用した。これらのラ
イブラリは、標準的なＤＮＡ合成によって製造され、かつランダム化された残基及びイン
サートされた残基を、ヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインのＡＢループ（残基３５９と３６１
との間（ＥＵ番号付け））並びにＥＦループ（残基４１３と４１９との間（ＥＵ番号付け
））を含む。この合成ＤＮＡから、酵母中のギャップ修復のためのインサートをＰＣＲに
より、以下のＰＣＲプライマー対を用いて増幅する。
【０２３６】

１００μｇのＸｈｏＩ切断ベクターｐＹＤ１ＣＨ１２及び１００μｇのインサートを混合
し、かつ、以下のプロトコールに従って、酢酸リチウム法を用いて、サッカロミセス菌株
ＥＢＹ１００（Invitrogen）中に形質転換し、この場合、これは、細胞及びＤＮＡの必要
量を形質転換するために、１００倍アップスケールする。要するに、１μｇのベクターＤ
ＮＡ及び１μｇのインサートＤＮＡの単一の形質転換に関して、１０ｍｌのＹＰＤ（２％
ペプトン、２％デクストロース（Ｄ－グルコース））は、酵母コロニーで接種され、かつ
一晩に亘って３０℃で振とうする。一晩の培養物のＯＤ６００を測定し、この培養物を５
０ｍｌのＹＰＤ中でＯＤ６００が０．４になるまで希釈し、かつ付加的に６時間に亘って
増殖させた。細胞を２５００ｒｐｍでペレット化し、かつ４０ｍｌの蒸留水中に再懸濁し
た。細胞を２５００ｒｐｍで再度ペレット化し、かつ１００ｍＭのＬｉＡｃ中に再懸濁し
、引き続いて３０℃で３０分に亘って恒温保持した。１μｇのベクターＤＮＡ、１μｇの
インサート及び５０μｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡ（２ｍｇ／ｍｌ）を、３００μｌの酵
母懸濁液中で一緒に混合した。２００ｍＭの酢酸リチウム及び４０％のＰＥＧ－３３５０
の溶液７００μｌを添加し、かつ酵母／ＤＮＡ懸濁液と一緒に混合し、引き続いて３０℃
で３０分に亘って恒温保持した。８８μｌのＤＭＳＯを添加し、混合し、かつ混合物を４
２℃で４０分に亘って恒温保持し、引き続いてマイクロ遠心機中で１０秒に亘って遠心分
離した。その後に上清を除去し、細胞ペレットを１ｍｌの蒸留水中に再懸濁した。その後
にペレットを、５０～１００μｌのＴＥ中に再懸濁し、かつロイシンを含む最小デキスト
ロース培地（１０ｇ／ｌの酵母窒素ベース、２０ｇ／ｌのデキストロース、０．１ｇ／ｌ
のロイシン、１５ｇ／ｌのアガー）をプレーティングした。このプレートを３０℃で２～
４日間に亘って恒温保持した後に、単一コロニーが生じ、これを引き続いてハーベスト（
harvest）した。
【０２３７】
　培養法－誘導法
　ハーベストされた酵母ライブラリ（ｙＦｃａｂライブラリ）を、１０ｍｌのＳＤ－ＣＡ
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Ａ培地（１０ｇ／ｌの酵母窒素ベース、１０ｇ／ｌのカザミノ酸、及び２０ｇ／ｌのデキ
ストロース、０．１ｇ／ｌのロイシン、９．６７ｇ／ｌのＮａＨ２ＰＯ４・２Ｈ２Ｏ及び
１０．１９ｇ／ｌのＮａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ）中に接種し、かつシェーカー中で２５０
ｒｐｍで、２８℃で６～８時間に亘って増殖させた。培養物のＯＤ６００を測定し、かつ
培養物を、０．２のＯＤ６００になるまで希釈し、かつ同様の条件下でＯＤ６００が１～
２に達するまで増殖させた。細胞を、遠心分離（３００ｒｐｍ／５分／４℃）によりハー
ベストし、かつ誘導培地ＳＧ／Ｒ－ＣＡＡ（１０ｇ／ｌの酵母窒素ベース、１０ｇ／ｌの
カザミノ酸及び２０ｇ／ｌのガラクトース、１０ｇ／ｌのラフィノース、０．１ｇ／ｌの
ロイシン、９．６７ｇ／ｌのＮａＨ２ＰＯ４・２Ｈ２Ｏ及び１０．１９ｇ／ｌのＮａ２Ｈ
ＰＯ４・７Ｈ２Ｏ）中に再懸濁する。培養物を、２日間に亘ってシェーカー上で２５０ｒ
ｐｍで、２０℃での恒温保持により誘導し、かつ引き続いて分析及び分類した。
【０２３８】
　ｙＦｃａｂライブラリの定性的制御
　ｙＦａｂライブラリを、ＳＤＣＡＡ培地での誘発の２日後における、その発現レベル及
び発現されたｙＦａｂの質について試験した。この発現レベルは、ポリクローナル抗ヒト
ＩｇＧ－Ｆｃ抗血清（Sigma）を用いて試験した。この目的に関して、０．５×１０ｅ６
個のライブラリ細胞を、１ｍｌの出発バッファー（ＳＢ）中で希釈し、この場合、これは
、２％ＢＳＡを含むＰＢＳを含有する。細胞をペレット化し、かつ１／２０００希釈され
た抗血清ＩｇＧ－Ｆｃ－ＰＥ抗血清（Sigma）を含有する１００μｌのＳＢで３０分に亘
って氷上で染色し、２回に亘ってＳＢで洗浄し、かつ引き続いてＦＡＣＳ中で分析した。
一般に、それぞれのライブラリ中の７０～８０％のすべての細胞は、その細胞表面上でＦ
ｃａｂｓを発現する。Ｆｃａｂｓの正確なホールディングを試験するために、プロテイン
Ａを用いての染色を実施した。再度０．５×１０ｅ６個のライブラリ細胞を、１ｍｌの染
色バッファーＳＢ中で希釈し、細胞をペレット化し、かつ１μｇ／ｍｌのＰｒｏｔ－Ａ－
ＦＩＴＣ（Fluka）を含む１００μｌのＳＢを用いて、３０分に亘って氷上で染色し、か
つＳＢを用いて２回に亘って洗浄し、かつ引き続いてＦＡＣＳ中で分析した。一般に、上
記に示すｙＦｃａｂライブラリは、≧４０％のＰｒｏｔＡポジティブ細胞を示す。Ｆｃａ
ｂが、細胞表面上の二量体として発現するかどうかを試験するために、ヒトＣＤ６４での
染色を実施した。ＣＤ６４のアフィニティーは効率的なモノマー結合に関して極めて低く
、したがって二量体を含むＣＤ６４複合体を使用する。この目的のために、例えば１μｇ
の組み換えＣＤ６４（ＨＩＳ－ｔａｇを含む（R&D System））を１μｇの抗Ｐｅｎｔａ　
ＨＩＳ－Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８（Qiagen）と一緒に１ｍｌのＳＢ（全量）中で混合
した。ｙＦｃａｂライブラリを、５×１０ｅ５細胞を１００μｌの複合帯混合物と一緒に
氷上で３０分に亘って恒温保持することにより、ＣＤ６４との結合に関して試験し、この
場合、コントロールとして、細胞を、等価の抗ＨＩＳ－Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８単独
で（ＳＢ中１／２００の希釈）と一緒に恒温保持した。細胞の恒温保持の後に、細胞を２
回に亘って氷冷ＳＢ中で洗浄し、かつＦＡＣＳ中で分析した。一般に、それぞれのライブ
ラリ中の＞５０％のすべての細胞は、その細胞表面上で二量体Ｆｃａｂｓを発現する。
【０２３９】
　抗原（Ｈｅｒ２）のビオチン化
　組み換え抗原、例えばＨｅｒ２（Bendermedsystems）を、製造元指示書にしたがって、
Pierceのhe EZ Link systemで実施した。要するに、抗原をＰＢＳで透析し、ＰＢＳ中１
ｍｇ／ｍｌに希釈し、かつ１０ｍＭのスルホ－ＬＣ－ＬＣビオチン（EZ link, Pierce）
と一緒に混合し、この場合、このビオチンは予め水中に溶解されたものである。抗原とビ
オチンとの最終比は１：３であり、かつ混合物を室温で３０分（３０’）に亘って恒温保
持した。いいかえれば、混合物をＰＢＳに対してVivaspin MWCO3000 (Sartorius)カラム
を用いて「透析」する（５×８’、４０００ｒｐｍ）。最終的に、ビオチン化された抗原
（Ｈｅｒ２）の濃度はＨＰＬＣにより試験され、かつアリコートを－２０℃で貯蔵した。
【０２４０】
　ビオチン化抗原の質については、ＥＬＩＳＡにより試験した。最初にプレートを抗－Ｈ
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ｅｒ２抗体（例えばHerceptin）でＰＢＳ中１０μｇ／ｍｌで被覆し、引き続いて１００
μｌ／ウェルを４℃で一晩に亘って保持し、その後にこのプレートを３回に亘って洗浄バ
ッファー（ＷＢ）（ＰＢＳ＋０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）で洗浄し、かつブロッキング
バッファー（ＢＢ）（ＰＢＳ＋２％ＢＳＡ）により室温でブロッキングした。３回に亘っ
てＷＢで洗浄した後に、異なる濃度のＨｅｒ２－ビオチンを１００μｌ／ウェルのＢＢ中
に添加して室温で１時間に亘って保持し、引き続いてＷＢで３回に亘って洗浄した。最終
的にこのプレートを、ＢＢ中１：２５０００ストレプトアビジン－ＨＲＰ（ＧＥ healthc
are）を用いて室温で１時間に亘って恒温保持し、かつＷＢで３回に亘って洗浄した。色
は、１００μｌ／ウェルの基質ＴＭＳ（sigma）を添加することにより生じ、～１０分後
に、反応を、３０％Ｈ２ＳＯ４の１００μｌ／ウェルの添加により停止した。結果を、４
５０～６３０ｎｍでＥＬＩＳＡリーダーを用いて分析した。
【０２４１】
　例６：抗原特異的（Ｈｅｒ２）Ｆｃａｂｓの製造
　Ｆｃａｓ第１選択段階を用いての、抗原特異的（Ｈｅｒ２）Ｆｃａｂｓの選択：
　ＦＡＣＳ分類の２日前において、２．５×１０ｅ８個の独立したＦｃａｂコロニーを含
有する酵母ライブラリを、ＳＧ／Ｒ－ＣＡＡ培地を用いて誘導し、上記に示すようにその
細胞表面上にＦｃａｂｓを発現させた。２日間後に、ライブラリの例えば１０倍（＝２．
５×１０ｅ９）をカバーする細胞量を、５００ｎＭのビオチン化抗体（Ｈｅｒ２）と一緒
に、２ｍｌのＳＢ中で恒温保持した。その後に細胞を、冷ＳＢを用いて１回洗浄し、引き
続いて３０分に亘って氷上でストレプトアビジン－ＰＥ（R&D systems）と一緒に恒温保
持し、この場合、これは、ＳＢ中１：１００で希釈されていた。この細胞を、２回に亘っ
て氷冷ＳＢを用いて洗浄し、かつ１×１０９細胞／ｍｌの最終濃度に希釈した。１００μ
ｌ中５×１０ｅ６細胞／ｍｌでのコントロール染色を、抗原の不含下でストレプトアビジ
ン－ＰＥのみで製造した。完全なライブラリ及びコントロール染色の双方を、ＢＤからの
例えばＦＡＣＳ　ＡＲＩＡ中で分析した。コントロール細胞分類のためのゲートを調整す
るために使用した。第１のＦＳＣ／ＳＳＣゲート（Ｇ１）を健康な酵母細胞を同定するた
めに設定し、Ｇ１からＦＳＣ面積に対するＦＳＣ幅をプロットし、かつ非凝集細胞のみを
新規ゲート（Ｇ２）中で選択した。Ｇ２中の細胞を引き続いて、ＦＬ－２に対するＦＳＣ
を用いて（ＰＥチャネル）ストレプトアビジン－ＰＥとの反応性に関して分析した。Ｇ３
を、０．１％の（偽）ポジティブ細胞を含むように調整した。引き続いて、少なくとも５
×１０ｅ８染色細胞（ライブラリサイズの２倍又は一般にそれ以上）を、前記設定で分析
し、かつＧ３中の細胞を２～３ｍｌのＳＤ－ＣＡＡ培地を含むチューブに分類した。約５
×１０ｅ５細胞（プール）を選択の第１段階中に収穫し、かつ１～２日間に亘って増殖さ
せ、その後に細胞は－８０℃で貯蔵し、かつアリコートは、上記のようにＦｃａｂｓの発
現を誘導させることができる。さらに２日間後に、次の選択段階を実施することができる
。
【０２４２】
　第２の選択段階：
　第１段階において選択されたプールを、上記に示すようにその表面上でＦｃａｂｓを発
現させるために誘発した。少なくとも５×１０ｅ６細胞（プールの多重コピーを含有する
）を、５００ｎＭビオチン化抗体（Ｈｅｒ２）を用いて１ｍｌＳＢ中で、氷上で３０分に
亘って恒温保持した。その後に細胞を冷ＳＢを用いて１回洗浄し、引き続いて３０分に亘
って氷上で、ＳＢ中１：１００に希釈されたストレプトアビジン－ＰＥ（R&D systems）
を用いて２μｇ／ｍｌのプロテインＡ－ＦＴＩＣ（Fluka）と一緒に恒温保持する。その
後に細胞を２回に亘って氷冷ＳＢを用いて洗浄し、かつ～２×１０ｅ６の細胞／ｍｌの最
終濃度に希釈した。さらにコントロール染色をおこない、その際、１００μｌの細胞中の
５×１０ｅ６細胞／ｍｌのプールを、上記に示すようにして、ＰｒｏｔＡとストレプトア
ビジン－ＰＥの混合物と一緒に恒温保持するが、しかしながら、抗原（Ｈｅｒ２）を用い
ての恒温保持はおこなわなかった。さらに、Ｆｃａｂ　ｗｔを発現する１００μｌの酵母
クローン中の５×１０ｅ５細胞（非ランダム化Ｆｃフラグメント）を、ストレプトアビジ
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ンの不含下で、上記に示すようにしてＰｒｏｔ－Ａ　ＦＩＴＣで染色した。Ｆｃａｂ－ｗ
ｔ発現細胞を、例えばＢＤからのＦＡＣＳ面積中で分析し、分類のためのゲートを調整し
た。第１のＦＳＣ／ＳＳＣゲートＧ１は、健康な酵母細胞を同定するために調製し、Ｇ１
からＦＳＣ面積に対するＦＳＣ幅をプロットし、かつ非凝集細胞のみを新規ゲート（Ｇ２
）中で選択する。
【０２４３】
　Ｇ２中の細胞を引き続いて、ＦＬ－１に対するＦＳＣを用いて、プロテインＡ発現に関
して分析する。Ｇ３は強いＰｒｏｔＡポジティブ細胞（親ゲートの５０６０％）をカバー
するように調整し、かつＧ４は弱いＰｒｏｔＡポジティブ細胞（親ゲートの２０～３０％
）をカバーするように調整した。Ｇ３＋Ｇ４は、Ｇ２中のすべての細胞の約７０～８０％
を含むものであってもよい。ここで、ＰｒｏｔＡ－ＦＩＴＣの存在下で、ストレプトアビ
ジン－ＰＥに関して染色されたプール細胞を、分類ゲートの残りを調整するために使用す
る。最初に、Ｇ１及びＧ２を、プール細胞を用いてチェックし、かつ必要に応じて調整し
た。プール細胞はＧ３中ではあまり存在せず、さらにＧ４においても同様であり、この場
合、これは、プール１中のすべての細胞がＦｃａｂｓを発現するものではないことを示し
、これは、Ｆｃａｂ－ｗｔとしてフォールドされる。コントロール染色されたプール細胞
を使用して、新規ゲートをＧ３及びＧ４の双方に関して製造した。新規ゲートは、プロッ
トＦＳＣ及びＦＬ－２（ＰＥ）中で設定した。ゲート（Ｇ５）を、Ｇ３中の０．１％（偽
）ストレプトアビジンポジティブ細胞を含むように準備し、かつ同様に、Ｇ４中の細胞に
ついてもおこない、Ｇ６を得た。次の工程において、Ｈｅｒ２ビオチン＋ストレプトアビ
ジン－ＰＥ及びＰｒｏｔＡ－ＦＩＴＣに関して染色された、少なくとも５×１０ｅ６細胞
を、ＦＡＣＳ－ＡＲＩＡにより分類した。細胞を、２～３ｍｌの酵母培養培地を含む別個
のチューブ中に、Ｇ５（プール２．１及びＧ６（プール２．２））から捕集する。１０～
１０００クローンが、双方のゲートから予測されてもよい。双方の新規プールを、１又は
２日間に亘って増殖させ、かつ－８０℃で貯蔵した。２．１及び２．２からの細胞を、第
３段階中のさらなる直接的分類のために使用してもよいか、あるいは、これらはＦＡＣＳ
中でのさらなる分類前にＡＢループ（アフィニティー突然変異）の付加的なランダム化の
段階をおこなってもよい（好ましくは、２個のクローンを再度一緒に混合した後に）。
【０２４４】
　選択されたクローン／プールに関するアフィニティー突然変異
　アフィニティー突然変異のために、多様度（diversity）を選択されたクローン中又は
選択されたクローンのプール中にＡＢループ中に導入した。この目的のために、ＰＣＲを
、変性コドンを位置２５９、３６０及び３６１（ＥＵ番号付け）で含む、以下のプライマ
ー；

を用いておこなうか、あるいは、二者択一的に、
変性コドンを位置３５８、３５９、３６０、３６１及び３６２（ＥＵ番号付け）を含む、
以下のプライマー

を用いておこなう。これらのＰＣＲｓ中で使用された第２プライマーは、双方の場合にお
いてgapfcs3である。酵母中の有効なギャップ修復のためのフランキング配列を生じさせ
るために、得られたＰＣＲ産物をさらに、プライマー対gapch35及びgapfsc3を用いて増幅
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し、かつ引き続いてSaccharomyces cerevisiae菌株ＥＢＹ１００中に、上記に示すように
ＸｈｏＩ切断されたｐＹＤ１ＣＨ１２と一緒に、酢酸リチウム形質転換によって形質転換
した。ＡＢループ中の記載された残基のランダム化のための代替的プライマーとして、例
えばAbmut1L

又はAbmutlR

をさらに使用することができる。同様の方法で、ＥＦループ中の残基を、例えば全ランダ
ム化によってか、あるいは、プライマーとしてスパイクト（spiked）オリゴヌクレオチド
を用いてのランダム化によって、あるいは、類似の突然変異技術によってランダム化する
ことができる。Abmutプライマーは、それぞれのクローンの８０００個の新規変異体（プ
ール２．３）を生じさせ、かつAbmut2LRプライマーは、３×１０ｅ６個の新規変異体（プ
ール２．４）を導く。したがって、プール２．３及び２．４の双方は、約１０ｅ８の新規
ライブラリを独立して生じるが、それというのも、出発材料（プール２．１＋２．２）は
すでに約１０～１０００クローンを含有しているためである。
【０２４５】
　第３の選択段階
　アフィニティー突然変異されたプール２．３及び２．４及び必要に応じて、プール２．
１（ＰｒｏｔＡポジティブ細胞のみが好ましい）は、上記に示すようにその細胞表面上で
Ｆｃａｂｓを発現するために誘導され、かつ引き続いて「第２の選択段階」に関して記載
されたようにして分類するが、但し、プール２．３及び２．４がより大きく、かつしたが
って、プールに関する染色体積量は、「第１の選択段階」中で記載されたライブラリ染色
のものと同等である。第３の選択段階において、Ｈｅｒ２ポジティブ／ＰｒｏｔＡポジテ
ィブ細胞のみが分類された。これらの選択から誘導されたプールは、典型的には、＞２０
％のＨｅｒ２／ＰｒｏｔＡポジティブ細胞を含有する。そうでない場合には、ＰｒｏｔＡ
及びＨｅｒ２を組み合わせる選択の第４及び第５（又はそれ以上）の段階を実施すること
ができる。
【０２４６】
　クローン分析：
　Ｈｅｒ２／ＰｒｏｔＡ細胞（＞２０％が好ましい）を含有するプールからの独立した細
胞は、ＳＤ－ＣＡＡ培地を含むアガープレート上へのプールのプレーティングによってか
、あるいは、単一細胞（＝クローン）をＦａＣＳ　ＡＲＩＡから直接的に、プールを製造
することなしにプレート上において分類することにより製造する。クローンは増殖させる
ことができ、かつ、液体培養物中に移し、かつ－８０℃で貯蔵することができる。クロー
ンのアリコートは、引き続いて上記に示すようにその細胞表面上にＦｃａｂｓを発現させ
るために誘導し、かつＦＡＣＳ中でいくつかのパラメータについてスクリーニングした。
これらのパラメータは：ＰｒｏｔＡ－ＦＩＴＣの存在下又は不含下で、選択（Ｈｅｒ２）
のために使用された抗原の用量応答範囲であってもよく、この場合、ＣＤ６４染色は上記
とおりである。さらに、類似の染色プロトコールを使用して、いくつかの関係のないビオ
チン化抗原をスクリーニングして、非交差反応Ｆｃａｂｓを同定することができる。
【０２４７】
　抗原（Ｈｅｒ２）＋ＰｒｏｔＡポジティブ細胞を選択するいくつかの段階の後に、５０
０ｎＭ抗体（Ｈｅｒ２）で染色した場合には、＞２５％の抗原（Ｈｅｒ２）ポジティブを
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示し、かつ２μｇ／ｍｌのＰｒｏｔＡ－ＦＩＴＣで染色した場合には＞７０％のＰｒｏｔ
Ａポジティブを示す。最も多くの場合において、これらのクローンは、さらに＞５０％の
ＣＤ６４結合を示すものであってもよい。したがって、非ランダム化Ｆｃフラグメント（
Ｆｃａｂ　ｗｔ）のＰｒｏｔＡ及びＣＤ６４レベルの模擬（mimicking）は、酵母上に発
現された。
【０２４８】
　これにより、前記に示すような特性を有し、前記に示すように選択されたクローンは、
可溶性分子として製造することが容易である。これは、ＦｃａｂＤＮＡの新規ホスト細胞
への一時的トランスフェクション又は安定なトランスフェクションによっておこなうこと
ができる。この目的のために、個々の酵母細胞からのＤＮＡは、標準的方法を用いて単離
される。完全なＣＨ３ドメイン又はＣＨ３ドメインの一部のみをコードする相当するＤＮ
Ａは、この場合、ライブラリ中でランダム化されており、ＰＣＲにより増幅され、かつＦ
ｃａｂの欠失部分＋適したプロモーター及び多くの選択マーカーの一つ、例えばＧ４１８
を含有する新規発現ベクター中にトランスフェクトされ、これにより、非トランスフェク
ト細胞のプールからのトランスフェクトされた細胞の選択を可能にする。新規ベクターは
、その後に、例えば、新規ホスト細胞、たとえばＨＥＫ２９３又はＣＨＯ中に一時的にト
ランスフェクトする。ホスト細胞は捕集可能であり、引き続いて数日間に亘って培養する
。培養物の上清は、例えばＰｒｏｔＡの精製あり又は精製なしで、さらなる試験のために
使用することができる可溶性Ｆｃａｂを含有する。適した細胞系は、さらに標準的方法に
よって製造することができる。
【０２４９】



(47) JP 5602625 B2 2014.10.8

10

20

30

40

50

【表３】

【０２５０】
　例7：４Ｄ５Ｆａｂの酵母ディスプレイ
　酵母上のＦａｂフラグメントのディスプレイのために、酵母ディスプレイベクターｐＹ
Ｄ１（Invitrogen）（配列番号７２）は、以下のようにして改質化する：
　ＮｈｅＩ制限部位は、部位指定突然変異によって位置５８１／５８６で導入され、改質
化されたベクターｐＹＤ１Ｎｈｅ（配列番号７３）が得られる。このベクターをＮｈｅＩ
及びＰｍｅＩを用いて制限し、３個のフラグメントが得られる。最も長いフラグメントは
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、残りのベクター骨格であり、その中に、合成オリゴヌクレオチドリンカーが挿入され、
ベクターｐＹＤ１ｌｎｋ（配列番号７４）が得られた。ＭａＴα転写末端領域を含むカセ
ットは、その後にＰＣＲにより、ベクターｐＹＤ１から増幅され、かつＢａｍＨＩ及びＰ
ｓｔＩ制限を介してｐＹＤ１ｌｎｋ中にクローニングし、かつライゲートした。得られる
ベクターはｐＹＤ１ｍａｔａ（配列番号７５）である。ＧＡＬ１プロモーター、Ａｇａ２
をコードする遺伝子及びＮｏｔＩ及びＳｆｉＩクローニング部位を有する合成リンカーを
含むカセットを、ＰＣＲによりｐＹＤ１から増幅し、かつ、ＥｃｏＲＩ及びＰａｃＩ制限
を介してｐＹＤ１ｍａｔａ中にクローニングして、ベクターｐＹＤ１ｇａｌ（配列番号７
６）が得られる。
【０２５１】
　酵母上でディスプレイすべきＦａｂの例として、それぞれ抗体４Ｄ５（Herceptin）の
ＶＨ－ＣＨ１及びＶＬ－ＣＬをコードする遺伝子を合成的に製造する（配列４Ｄ５Ｈ（配
列番号７７）及び４Ｄ５Ｌ（配列番号７８））。
【０２５２】
　４Ｄ５Ｈは、ＳｆｉＩ及びＮｏｔＩ制限部位によってフランキングされ、かつベクター
ｐＹＤ１ｇａｌ中にクローニングし、ベクターｐＹＤ４Ｄ５ｈｃ（配列番号７９）が得ら
れる。このベクターにおいて、４Ｄ５ＨのＮ－末端は、Ａｇａ２のＣ－末端と融合し、か
つ４Ｄ５ＨのＣ－末端で、ヘキサヒスチジンｔａｇと結合し、終止コドンが続く。４Ｄ５
のＶＨ－ＣＨ１のアミノ酸配列は、４Ｄ５ｈｐ中に示されている（配列番号８０）。
【０２５３】
　４Ｄ５Ｌは、ＮｃｏＲＩ及びＡｓｃＩ制限部位によりフランキングされ、かつベクター
ｐＹＤ４Ｄ５ｈｃ中にクローニングし、ベクターｐＹＤ４Ｄ５ｈｌ（配列番号８１）を得
た。４Ｄ５Ｌは、Ａｇａ２分泌シグナルに先行し、かつＣＬドメインのＣ－末端システイ
ン残基後に終止コドンを有する。４Ｄ５のＶＬ－ＣＬのアミノ酸配列は、４Ｄ５ｌｐ中に
示す（配列番号８２）。
【０２５４】
　４Ｄ５Ｆａｂのディスプレイのために、ベクターｐＹＤ４Ｄ５ｈｌを酵母菌株ＥＢＹ１
００（Invitrogen）中に形質転換し、この形質転換体をトリプロファンを含まない最少培
地上で選択し、かつ組み換えタンパク質の発現を、標準的プロトコール（Invitrogen）に
したがって、ガラクトース含有培地上で増殖させることにより誘導する。
【０２５５】
　例８：４Ｄ５ＦａｂのＣＬドメインの構造的ループ中のランダム化された残基を有する
ライブラリの構築
　酵母ディスプレイライブラリ構築における最初の工程として、野生型ＣＬ（Ｃκ）ドメ
インを、ディスプレイベクターｐＹＤ４Ｄ５ｈｌから、制限酵素ＢｓｉＷＩ及びＡｓｃＩ
を用いて切り出した。ＢｓｉＷＩ及びＡｓｃＩ部位によりフランキングされたヒトＣκド
メインをコードする合成遺伝子（ｐＹＤ４Ｄ５ｈｌによる内容）が製造され、その際、ラ
ンダム突然変異及び挿入のそれぞれを、ＡＢループ及びＥＦループ中に導入する。この特
別な実施例において、３、４又は５個のＮＮＢコドンの挿入は、ヒトＣκドメインのアミ
ノ酸位置１６及び１７との間でおこなわれ、かつ残基位置９２、９３、９４、９５、９７
、９８及び９９を、ＮＮＢコドンにより置換する（ＩＭＧＴ番号付け、図２参照）。ＮＮ
Ｂコドンは、全４個のヌクレオチドを、位置１及び２で、かつＣ、Ｇ及びＴを位置３で含
有する。したがってＮＮＢは、２０個の天然にコードされるアミノ酸すべてをコードする
ものである。
【０２５６】
　ライブラリを製造し、かつ以下の標準的な方法により選択する。
【０２５７】
　スカフォールドリガンドとして、ＣＤＲ標的Ｈｅｒ２ｎｅｕ及び４Ｄ５エピトープを使
用する。ライブラリのこれらの要素は、本発明による細胞毒性モジュラー抗体の製造のた
めに選択され、この場合、これは、ＣＬドメイン中に工学的に作成される結合部位を有し
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、この場合、これはエフェクター分子、例えばＦｃγレセプター又は半減期延長タンパク
質、例えば血清タンパク質と特異的に結合する。生じるＦａｂは、（ｉ）Ｋｄ＜１０－８

Ｍ及びＩＣ５０＜１０－８Ｍを有するＨｅｒ２ｎｅｕ結合、及び（ｉｉ）ＣＤＣ及び／又
はＡＤＣＣアッセイを用いてのエフェクター機能について試験し、かつ、代替的にアルブ
ミン結合を測定する。

【図１】

【図２】
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