
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】高い親和性、低い細胞分裂促進作用、および高いインビボ安定性を備えるタンパ
ク質複合体ベースの結合試薬の提供。
【解決手段】　足場ドメインおよび異種ドメインをそれぞれ有する融合ポリペプチド鎖を
形成する三重らせんコイルを含むタンパク質複合体。また、関連する単離融合ポリペプチ
ド、核酸、ベクター、宿主細胞、および融合ポリペプチドの製造方法宿主細胞の培養、タ
ンパク質複合体の精製方法。該試薬は多価（ multi-valent）あるいは多重特異性（ multi-
specific）にもなり得る。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
第 １ の 足 場 ド メ イ ン お よ び 該 第 １ の 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に 融 合 す る 第 １ の 異 種 ド メ
イ ン を 含 む 第 １ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と 、
第 ２ の 足 場 ド メ イ ン を 含 む 第 ２ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と 、
第 ３ の 足 場 ド メ イ ン を 含 む 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と 、 を 含 み 、
該 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン が 、 三 重 ら せ ん コ イ ル を 形 成 す る よ う 並 ん で い る
組 み 換 え タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 異 種 ド メ イ ン が 結 合 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 結 合 ド メ イ ン が 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 親 和 性 タ グ 、 ま た
は プ ロ テ オ グ リ カ ン を 含 む 請 求 項 ２ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 結 合 ド メ イ ン が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 相 補 決 定 領 域 を 含 む 請 求 項
２ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 結 合 ド メ イ ン が 、 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 を 含 む 請 求 項 ４ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合
体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト が Ｃ Ｄ ３ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ５ 記 載 の タ
ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 、 一 本 鎖 抗 体 の 配 列 を 含 む 請 求 項 ５ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体
。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 第 １ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 、 前 記 第 １ の 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に 融 合 す る
第 ２ の 異 種 ド メ イ ン を さ ら に 含 む 請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 第 １ の 異 種 ド メ イ ン が 、 Ｃ Ｄ ３ に 特 異 的 に 結 合 す る 第 １ の 一 本 鎖 抗 体 の 配 列 を 含 む 請
求 項 ８ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 第 ２ の 異 種 ド メ イ ン が 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 特 異 的 に 結 合 す る 第 ２ の 一 本 鎖 抗 体 の 配 列 を 含 む
請 求 項 ８ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 第 ２ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 、 前 記 第 ２ の 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に 融 合 す る 第 ３
の 異 種 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ８ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 第 ２ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 、 前 記 第 ２ の 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に 融 合 す る
第 ４ の 異 種 ド メ イ ン を さ ら に 含 む 請 求 項 １ １ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 、 前 記 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に 融 合 す る 第 ５
の 異 種 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 １ ２ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 、 前 記 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に 融 合 す る
第 ６ の 異 種 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 １ ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 第 １ 、 第 ２ ま た は 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン が 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト を
含 み 、 各 リ ピ ー ト は 次 の 式 ： （ Ｘ １ － Ｘ ２ － Ｘ ３ ） ｎ の 配 列 を 含 ん で お り 、 式 中 、 Ｘ １ は
Ｇ ｌ ｙ 残 基 、 Ｘ ２ ま た は Ｘ ３ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 か つ ｎ は ５ ま た は こ れ よ り 大
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き い 数 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 第 １ 、 第 ２ ま た は 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｃ １ ｑ 、 コ レ ク チ ン
、 ま た は コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト を 含 む 請 求 項 １ ５ 記 載 の タ ン パ
ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｘ ３ が プ ロ リ ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 残 基 で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体
。
【 請 求 項 １ ８ 】
各 リ ピ ー ト が （ Ｇ Ｐ Ｐ ） 1 0 の 配 列 を 含 ん で い る 請 求 項 １ ５ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 異 種 ド メ イ ン が 酵 素 ド メ イ ン ま た は 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 配 列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の タ ン
パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の タ ン
パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
三 重 ら せ ん コ イ ル を 形 成 す る た め の 足 場 ド メ イ ン と 、 該 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に 融 合
す る 第 １ の 異 種 ド メ イ ン と を 含 む 組 み 換 え 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 足 場 ド メ イ ン が 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト を 含 み 、 各 リ ピ ー ト が 次 の
式 ： （ Ｘ １ － Ｘ ２ － Ｘ ３ ） ｎ の 配 列 を 含 ん で お り 、 式 中 、 Ｘ １ は Ｇ ｌ ｙ 残 基 、 Ｘ ２ ま た は
Ｘ ３ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 か つ ｎ は ５ ま た は こ れ よ り 大 き い 数 で あ る 請 求 項 ２ １
記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
Ｘ ３ が プ ロ リ ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 残 基 で あ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に 融 合 す る 第 ２ の 異 種 ド メ イ ン を さ ら に 含 む 請 求 項 ２
１ 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 足 場 ド メ イ ン が 、 Ｃ １ ｑ 、 コ レ ク チ ン 、 ま た は コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 、 １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト を 含 む 請 求 項 ２ １ 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 異 種 ド メ イ ン が 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー ま た は 多 糖 類 を 含 む
請 求 項 ２ １ 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 異 種 ド メ イ ン が フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ る 請 求 項 ２ ６ 記
載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ２ １ 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の 補 体 を 含 む 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 ２ ８ 記 載 の 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 細 胞 が 哺 乳 類 ま た は 昆 虫 の 細 胞 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 哺 乳 類 の 細 胞 が マ ウ ス 骨 髄 腫 Ｎ Ｓ ０ 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ２ ８ 記 載 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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請 求 項 ２ ９ 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 と
す る 条 件 下 、 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 と 、 前 記 培 養 さ れ た 細 胞 ま た は 前 記 細 胞 の 前 記 培 地 か
ら 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 工 程 と を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
第 １ の 足 場 ド メ イ ン お よ び 該 第 １ の 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に 融 合 す る 第 １ の 異 種 ド メ
イ ン を 含 む 第 １ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 第 １ の 核 酸 と 、 第 ２ の 足 場 ド メ イ ン を
含 む 第 ２ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 第 ２ の 核 酸 と 、 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン を 含 む 第
３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 第 ３ の 核 酸 と を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 、 該 ３ つ の 核 酸
に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び そ れ ら の 間 に お け る 三 重 ら せ ん コ イ ル の 形 成 を
可 能 と す る 条 件 下 、 培 地 で 培 養 す る 工 程 、 な ら び に
培 養 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 の 培 地 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 を 精 製 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 宿 主 細 胞 が 、 プ ロ リ ン 残 基 を ヒ ド ロ キ シ ル 化 す る 酵 素 活 性 を 含 む 真 核 細 胞 で あ る 請 求
項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ５ 年 １ ２ 月 １ ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 ６ ０ ／ ７ ５ ０ ， ７ ４
６ の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ り 、 そ の 内 容 は こ こ に 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 高 い 親 和 性 、 低 い 細 胞 分 裂 促 進 作 用 、 お よ び 高 い イ ン ビ ボ 安 定 性 を 備 え る タ
ン パ ク 質 複 合 体 ベ ー ス の 結 合 試 薬 に 関 す る 。 該 試 薬 は 多 価 （ multi-valent） あ る い は 多 重
特 異 性 （ multi-specific） に も な り 得 る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 ベ ー ス の 結 合 試 薬 は 治 療 ま た は 診 断 の 適 用 に お い て 様 々 な 用 途 が あ る 。 抗 体
が こ の よ う な 試 薬 の 優 れ た パ ラ ダ イ ム で あ る こ と は 証 明 さ れ て い る 。 実 際 、 多 く の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ） が 、 癌 、 感 染 病 、 お よ び 炎 症 性 疾 患 の 治 療 の た め に 首 尾 よ く 使 用
さ れ て い る （ Adamsら 、 Nat. Biotechnol.2005 Sep;23（ 9） :1147-57） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 マ ウ ス ｍ Ａ ｂ の 有 効 性 お よ び 安 全 性 は い ず れ も キ メ ラ 化 お よ び ヒ ト 化 な ど の 組 み 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 高 め ら れ た 。 し か し 、 Ｃ Ｄ Ｒ （ 相 補 決 定 領 域 ） グ ラ フ テ ィ ン グ を 用 い た
マ ウ ス ｍ Ａ ｂ の ヒ ト 化 は 、 マ ウ ス 対 応 物 よ り も 結 合 親 和 性 が 低 く な る こ と が 多 い 。 抗 体 親
和 性 は 、 治 療 薬 と し て の 抗 体 の 成 功 の 鍵 と な る 要 因 で あ る 。 高 親 和 性 を 有 す る 抗 体 は 、 標
的 レ セ プ タ ー に 対 し 天 然 リ ガ ン ド と 有 効 に 競 合 で き る も の と な り 、 投 与 量 、 毒 性 、 お よ び
コ ス ト を 低 減 さ せ る 。 親 和 性 は ま た 、 抗 体 の 薬 物 動 態 、 例 え ば そ の 標 的 組 織 お よ び 宿 主 の
血 液 循 環 内 に お け る 分 布 と 排 出 に も 影 響 す る 。 イ ン ビ ボ で 有 効 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 要
求 さ れ る の は 、 無 関 係 の タ ン パ ク 質 に 非 特 異 的 に 結 合 す る こ と の な い 、 標 的 抗 原 に 対 す る
強 い 親 和 性 で あ る 。 抗 原 結 合 部 位 の 多 量 体 化 は 、 抗 体 親 和 性 （ 機 能 的 親 和 性 （ functional
 affinity） ） と し て 定 義 さ れ る 、 抗 原 へ の 抗 体 の 全 体 的 な 結 合 の 強 さ を 向 上 さ せ る 効 果
的 な 手 段 と 見 ら れ て い る （ Millerら 、 J Immunol 170:4854-4861、 2003; Rheinneckerら 、
J Immunol 157:2989-2997、 1996; Shopes、 J Immunol 148:2918-2922、 1992; Shufordら
、 Science 252:724-727、 1991; Wolffら 、 J Immunol 148:2469-2474、 1992)） 。 そ れ ら は
イ ン ビ ボ に お け る 抗 腫 瘍 活 性 を 向 上 さ せ る （ Liu ら 、 Int Immunopharmacol 6:791-799、 2
006; Wolffら 、 Cancer Res 53:2560-2565、 1993） 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ Ｉ ｇ Ｇ ） の 二 価
の 性 質 に よ り 、 従 来 お よ び 人 工 の Ｉ ｇ Ｇ は 、 ２ つ を 超 え る 異 な っ た 抗 原 に 同 時 に 結 合 さ せ
る た め に 用 い る こ と は で き な い 。 よ っ て 、 多 価 ま た は 多 重 特 異 性 の タ ン パ ク 質 ベ ー ス 結 合
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試 薬 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 場 合 に よ っ て 、 Ｆ ｃ 領 域 を 操 作 す る こ と を 通 し 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 介 在 性 障 害 （ Ａ
Ｄ Ｃ Ｃ ） お よ び 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 （ Ｃ Ｄ Ｃ ） の よ う な エ フ ェ ク タ ー 作 用 を 回 避 す る こ と
は 、 細 胞 分 裂 促 進 性 の 副 作 用 を 低 減 す る た め に 必 要 で あ る 。 例 と し て 、 マ ウ ス の 抗 ヒ ト Ｃ
Ｄ ３  ｍ Ａ ｂ （ オ ル ソ ク ロ ー ン Ｏ Ｋ Ｔ ３ 、 ム ロ モ ナ ブ － Ｃ Ｄ ３ ） は 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 上 の Ｔ 細
胞 レ セ プ タ ー （ Ｔ Ｃ Ｒ ） ／ Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 を 標 的 に す る 強 力 な 免 疫 抑 制 剤 で あ る 。 過 去 ２ ０
年 の 間 、 そ れ は 同 種 移 植 の 拒 否 反 応 を 防 ぐ ま た は 治 療 す る た め に 用 い ら れ て き た （ Cosimi
ら 、 N Engl J Med 305:308-314、 1981; Group、 N Engl J Med 313:337-342、 1985; Kung
ら 、 Science 206:347-349、 1979） 。 し か し 、 こ の 治 療 を 用 い る こ と の 主 な 欠 点 の １ つ は
、 イ ン フ ル エ ン ザ に 似 た 症 状 、 呼 吸 困 難 、 神 経 学 的 症 状 お よ び 急 性 尿 細 管 壊 死 を 含 む 一 連
の 有 害 な 細 胞 分 裂 促 進 作 用 を も た ら す Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 Ｉ Ｌ -２ お よ び Ｉ Ｆ Ｎ -γ の よ う な サ イ
ト カ イ ン の 全 身 的 な 放 出 で あ る （ Abramowiczら 、 Transplantation 47:606-608、 1989; Ch
atenoudら 、 N Engl J Med 320:1420-1421、 1989; Goldmanら 、 Transplantation 50:158-1
59、 1990; Toussaintら 、 Transplantation 48:524-526、 1989） 。 Ｏ Ｋ Ｔ ３ お よ び そ の 他
の 抗 Ｃ Ｄ ３  ｍ Ａ ｂ の 細 胞 分 裂 促 進 活 性 は 、 Ｆ ｃ Ｒ 陽 性 細 胞 （ 例 え ば 単 球 ） へ の 結 合 を 介
し て の 広 範 な Ｔ Ｃ Ｒ ／ Ｃ Ｄ ３ 架 橋 に よ る た め 、 最 近 は 、 Ｆ ｃ Ｒ へ の 結 合 を 修 正 す る こ と に
よ る 非 細 胞 分 裂 促 進 型 の 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 の 開 発 に 努 力 が 注 が れ て い る 。 し た が っ て 、 高 い 親
和 性 、 低 い 細 胞 分 裂 促 進 作 用 、 お よ び 高 い イ ン ビ ボ 安 定 性 を 備 え る タ ン パ ク 質 ベ ー ス の 結
合 試 薬 が 必 要 と さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 高 い 親 和 性 、 低 い 細 胞 分 裂 促 進 作 用 、 お よ び 高 い イ ン ビ ボ 安 定 性 を 備
え る タ ン パ ク 質 複 合 体 ベ ー ス の 結 合 試 薬 を 提 供 す る こ と に あ る 。 該 試 薬 は 多 価 あ る い は 多
重 特 異 性 と す る こ と も で き る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の １ 態 様 は 、 第 １ の 足 場 ド メ イ ン （ scaffold domain） お よ び 第 １
の 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で （ in-frame） 融 合 す る 第 １ の 異 種 ド メ イ ン
（ heterologous domain） を 含 む 第 １ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と 、 第 ２ の 足 場 ド メ イ ン を 含
む 第 ２ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と 、 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン を 含 む 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と
を 含 ん で い る 単 離 組 み 換 え タ ン パ ク 質 複 合 体 に 特 徴 を 有 す る 。 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 足
場 ド メ イ ン は 、 三 重 ら せ ん コ イ ル （ triple helix coil） を 形 成 す る よ う に 並 ぶ 。 第 １ の
足 場 ド メ イ ン お よ び 第 １ の 異 種 ド メ イ ン は イ ン フ レ ー ム で 融 合 し 、 か つ 同 一 の ペ プ チ ド 鎖
に 存 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 異 種 ド メ イ ン に は 酵 素 ド メ イ ン ま た は 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 配 列 が 含 ま れ 得 る 。 蛍 光 タ ン パ
ク 質 の 例 と し て は 、 Ｇ Ｆ Ｐ お よ び ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ 、 さ ら に そ れ ら の 変 異 体 な ど が あ る 。 酵 素 ド
メ イ ン の 例 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ 、 お よ び β -ラ ク タ マ ー ゼ の ド メ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 異 種 ド メ イ ン に は 、 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 ド メ
イ ン 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 ま た は プ ロ テ オ グ リ カ ン ） が 含 ま れ 得 る 。 「 結 合 パ ー ト ナ
ー 」 と は 、 目 的 と す る 所 望 の 化 合 物 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 ） の 部 分 に 対 し て 特 異 的 、 共 有 結
合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 な 親 和 性 を 備 え る 任 意 の 分 子 を 意 味 す る 。 結 合 パ ー ト ナ ー の 例 と
し て は 、 抗 原 ／ 抗 体 の ペ ア 、 タ ン パ ク 質 ／ 阻 害 剤 の ペ ア 、 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド の ペ ア （
例 え ば 細 胞 表 面 ま た は 核 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド の ペ ア ） 、 酵 素 ／ 基 質 の ペ ア （ 例 え ば キ ナ
ー ゼ ／ 基 質 の ペ ア ） 、 レ ク チ ン ／ 炭 水 化 物 の ペ ア 、 オ リ ゴ マ ー ま た は へ テ ロ オ リ ゴ マ ー タ
ン パ ク 質 の ペ ア 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ／ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の ペ ア 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ／ タ ン パ
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ク 質 の ペ ア が あ る 。 ま た 、 結 合 ド メ イ ン の 例 に は 、 例 え ば ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 ｍ ｙ ｃ タ グ 、
ま た は ヘ マ グ ル チ ン （ hemagglutin） タ グ の よ う な 親 和 性 タ グ の 配 列 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 述 し た 第 １ の 異 種 ド メ イ ン に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 相 補 決 定 領
域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） が 含 ま れ て も よ い 。 よ っ て 、 異 種 ド メ イ ン に は 、 例 え ば Ｖ H ド メ イ ン お よ び
Ｆ ａ ｂ の よ う な 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 が 含 ま れ 得 る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 第 １ の 異 種
ド メ イ ン に は 、 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は 一 本 鎖 抗 体 、 例 え ば 分 化 抗 原 ３ （ Ｃ Ｄ ３ ）
ま た は 上 皮 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） に 特 異 な も の の 配 列 が 含 ま れ る 。 第 １ の ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 は さ ら に 、 第 １ の 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第
２ の 異 種 ド メ イ ン を 含 ん で い て も よ い 。 第 １ の 異 種 ド メ イ ン の よ う に 、 第 ２ の 異 種 ド メ イ
ン に も 、 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る ド メ イ ン が 含 ま れ 得 る 。 第 １ お よ び 第 ２ の 異 種 ド メ イ
ン は 互 い に 同 一 で あ っ て も ま た は 異 な っ て い て も よ い 。 こ れ ら は 、 同 一 の 結 合 パ ー ト ナ ー
ま た は ２ つ の 異 な る 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 第 １ の 異 種 ド メ イ
ン お よ び 第 ２ の 異 種 ド メ イ ン に は 、 Ｃ Ｄ ３ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に そ れ ぞ れ 特 異 的 に 結 合 す る 第
１ の 一 本 鎖 抗 体 お よ び 第 ２ の 一 本 鎖 抗 体 の 配 列 が 各 々 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 述 し た タ ン パ ク 質 複 合 体 に お い て 、 第 ２ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 、 第 ２ の 足 場 ド メ イ
ン の １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第 ３ の 異 種 ド メ イ ン 、 第 ２ の 足 場 ド メ イ ン の も
う １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第 ４ の 異 種 ド メ イ ン 、 ま た は ２ つ の 末 端 に イ ン フ
レ ー ム で 融 合 す る 両 方 の ド メ イ ン を 含 ん で い て も よ い 。 同 様 に 、 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
鎖 は 、 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第 ５ の 異 種 ド メ イ ン 、
ま た は 、 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第 ６ の 異 種 ド メ
イ ン 、 ま た は 、 両 方 を 含 ん で い て も よ い 。 上 述 し た 第 １ お よ び 第 ２ の 異 種 ド メ イ ン の よ う
に 、 こ れ ら ４ つ の 異 種 ド メ イ ン の 各 々 に は 、 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン も 含
ま れ 得 る 。 ６ つ 全 て の 異 種 ド メ イ ン は 互 い に 同 一 で あ っ て も よ く ま た は 異 な っ て も よ い 。
よ っ て こ れ ら は 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ ま た は ６ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 で き る 。 言 い 換
え る と 、 当 該 タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 一 、 二 、 三 、 四 、 五 、 ま た は 六 価 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 １ 、 第 ２ 、 お よ び 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン が 三 重 ら せ ん コ イ ル を 形 成 す る よ う 、 ３ つ の 足
場 ド メ イ ン の そ れ ぞ れ は １ つ ま た は そ れ 以 上 の 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト を 含 ん で お り 、 各 リ ピ
ー ト は 次 の 式 ： （ Ｘ １ － Ｘ ２ － Ｘ ３ ） ｎ の 配 列 を 含 み 、 式 中 、 Ｘ １ は Ｇ ｌ ｙ 残 基 で あ り 、
Ｘ ２ お よ び Ｘ ３ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は イ ミ ノ 酸 の プ ロ リ ン ま た は ヒ ド ロ キ シ
プ ロ リ ン で あ り 、 か つ 、 ｎ は ５ ま た は こ れ よ り 大 き い 数 で あ る 。 例 え ば 、 第 １ 、 第 ２ 、 お
よ び 第 ３ の 足 場 ド メ イ ン は 、 （ Ｇ Ｐ Ｐ ） 1 0 、 ま た は 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の ヒ ト 補 体 Ｃ
１ ｑ 、 コ レ ク チ ン 、 も し く は コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 上 述 し た 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 実 質 的
に 同 じ で あ り 、 互 い に 少 な く と も ７ ５ ％ （ 例 え ば ７ ５ ％ か ら １ ０ ０ ％ の 間 の 任 意 の 数 を 含
む ） の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 ３ つ の 同 じ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド か ら 形 成 さ れ る 複 合 体 は ホ
モ 三 量 体 で あ る 。 こ れ ら ３ つ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 機 能 的 に 等 価 で あ り 得 る 。 「 機 能 的 に
等 価 」 と は 、 例 え ば 、 １ も し く は そ れ 以 上 の 点 変 異 、 挿 入 、 欠 失 、 切 断 を 有 す る タ ン パ ク
質 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど 共 通 の ポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド
誘 導 体 が 、 三 重 ら せ ん コ イ ル を 形 成 す る 能 力 と 、 例 え ば リ ガ ン ド に 結 合 す る と い っ た 異 種
ド メ イ ン の 活 性 を 実 質 的 に 保 持 し て い る こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 ま た は 遺 伝 子 は 異 種 か ら 由 来 す る も の 、 ま た は 、 同 種 か ら の
も の で あ る 場 合 は そ の 原 形 に 実 質 的 に 修 飾 が 加 え ら れ た も の で あ る 。 ２ つ の 融 合 ド メ イ ン
ま た は 配 列 は 、 そ れ ら が 天 然 の タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 中 で 互 い に 隣 り 合 っ て い な い 場 合 は
、 互 い に 異 種 で あ る 。 例 え ば 、 天 然 の ヒ ト ミ ニ コ ラ ー ゲ ン （ Ｘ Ｘ Ｉ 型 ） 、 コ レ ク チ ン フ ァ
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ミ リ ー タ ン パ ク 質 、 ま た は 補 体 １ ｑ （ Ｃ １ ｑ ） の 一 部 で な い ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ヒ ト タ
ン パ ク 質 に お け る ド メ イ ン に 対 し て 異 種 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ ｉ ） 三 重 ら せ ん コ イ ル を 形 成 す る の に 用 い ら れ る 足 場 ド メ イ ン 、 お よ
び （ ii） 足 場 ド メ イ ン の １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第 １ の 異 種 ド メ イ ン 、 ま た
は 足 場 ド メ イ ン の も う １ つ の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 第 ２ の 異 種 ド メ イ ン を 含 む 単
離 組 み 換 え 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 上 述 し た ３ つ の 各 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ） に も 特 徴 を 有
す る 。 足 場 ド メ イ ン は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 上 述 し た 三 重 ら せ ん リ ピ ー ト 、 例 え ば ヒ ト
Ｃ １ ｑ ま た は コ ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の そ れ を 含 み 得 る 。 異 種 ド メ イ ン は 、 上 述 し た 結
合 ド メ イ ン の １ つ を 含 ん で い て も よ く 、 か つ 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ス ク リ ー ニ ン グ の よ
う な 当 該 分 野 で 知 ら れ る さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 単 離 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 と は 、 天 然 の 関 連 分 子 を 実 質 的 に 含 ま な い ポ
リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 の こ と を い い 、 つ ま り 、 そ れ は 乾 燥 重 量 で 少 な く と も
純 度 ７ ５ ％ （ す な わ ち ７ ５ ％ お よ び １ ０ ０ ％ の 間 の 任 意 の 数 を 含 む ） で あ る 。 純 度 は 任 意
の 適 し た 標 準 的 方 法 、 例 え ば カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
、 ま た は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 天 然 資 源 か ら 精 製 で き 、 ま た 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 で 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 先 ほ ど 述 べ た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の 配 列 の 補 体 を 含
む 単 離 核 酸 に も 特 徴 を 有 す る 。 核 酸 と は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ ） 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ ア ナ ロ グ の こ と を い
う 。 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ア ナ ロ グ は ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ か ら 合 成 さ れ た も の で あ っ て よ
い 。 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し い の は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ
る 。 「 単 離 核 酸 」 と は 、 そ の 構 造 が 、 ど の 天 然 に 存 在 す る 核 酸 の 構 造 と も 、 ま た は ど の 天
然 に 存 在 す る ゲ ノ ム 核 酸 の フ ラ グ メ ン ト の 構 造 と も 同 一 で な い 核 酸 で あ る 。 よ っ て こ の 用
語 は 、 例 え ば （ ａ ） 天 然 に 存 在 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 一 部 の 配 列 を 有 す る が 、 生 物 に 天
然 に 存 在 す る ゲ ノ ム に お い て そ の 分 子 の 一 部 の 側 方 に 位 置 す る ２ つ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の
隣 に は な い Ｄ Ｎ Ａ 、 （ ｂ ） 得 ら れ る 分 子 が い か な る 天 然 に 存 在 す る ベ ク タ ー ま た は ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ と も 同 一 に な ら な い よ う な 方 式 で 、 ベ ク タ ー ま た は 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 の ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ る 核 酸 、 （ ｃ ） 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 作 製 さ れ た フ ラ グ メ ン ト ま た は 制 限 フ ラ グ メ ン ト の よ う な
分 離 さ れ た 分 子 、 お よ び （ ｄ ） ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 、 つ ま り 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 一 部 で あ る 組 み 換 え ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 を 包 含 す る 。 上 述 し た 核 酸 は 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 核 酸 を 適 し た 調 節 配
列 へ 動 作 可 能 に 連 結 さ せ て 発 現 ベ ク タ ー を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ベ ク タ ー と は 、 そ れ に 連 結 さ れ た 別 の 核 酸 を 運 ぶ 能 力 の あ る 核 酸 分 子 の こ と を い う 。 ベ
ク タ ー は 自 己 複 製 ま た は 宿 主 Ｄ Ｎ Ａ と 統 一 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー の 例 と し て
は 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ま た は ウ ィ ル ス ベ ク タ ー な ど が あ る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、
宿 主 細 胞 に お け る 核 酸 の 発 現 に 適 し た か た ち で 核 酸 を 含 む 。 ベ ク タ ー が 、 発 現 さ せ よ う と
す る 核 酸 配 列 に 操 作 に よ り 連 結 し た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 調 節 配 列 を 含 ん で い る と 好 ま し
い 。 「 調 節 配 列 」 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ま た は そ の 他 の 発 現 制 御 要 素 （ 例
え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 ） が 含 ま れ る 。 調 節 配 列 に は 、 組 織 特 異 的 な 調 節 お よ び ／ ま た は
誘 導 （ inducible） 配 列 だ け で な く 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 直 接 構 成 的 発 現 さ せ る も の も 含
ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形 質 転 換 さ せ る べ き 宿 主 細 胞 の 選 択 、 所 望 の タ ン パ ク 質
の 発 現 レ ベ ル な ど と い っ た 要 素 に 応 じ て 行 う こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導
入 す る こ と に よ り 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 生 産 さ れ る 。 上 述 し た 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 も ま
た 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 例 と し て 、 Ｅ ． Ｃ ｏ ｌ ｉ 細 胞 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば シ ョ ウ ジ
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ョ ウ バ エ Ｓ ２ ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 細 胞 を 使 用 ） 、 酵 母 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 細 胞 （
例 え ば マ ウ ス 骨 髄 腫 Ｎ Ｓ ０ 細 胞 ） な ど が あ る 。 例 え ば 、 Goeddel、 （ 1990） Gene Expressi
on Technology:Method in Enzymology 185、 Academic Press、 San Diego、 CAを 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る に は 、 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 を 可 能 と す る 条 件 下 、 培 地 中 で 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 培 養 さ れ た 細 胞 ま た は 細
胞 の 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 例 え ば
Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 調 節 配 列 お よ び Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て イ ン ビ ト ロ の 複 写 お よ び 翻 訳
が さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 を 作 製 す る に は 、 上 述 し た 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ コ ー ド す る 第 １ 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 こ れ ら ３
つ の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 お よ び 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 間 に
お け る 三 重 ら せ ん コ イ ル の 形 成 を 可 能 と さ せ る 条 件 下 、 培 地 中 で 培 養 し 、 培 養 さ れ た 細 胞
ま た は 細 胞 の 培 地 か ら タ ン パ ク 質 複 合 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 が 、 プ ロ リ ン
残 基 を ヒ ド ロ キ シ ル 化 す る 酵 素 活 性 を 含 む 真 核 細 胞 で あ る と 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 実 施 形 態 の 詳 細 を 、 添 付 の 図 面 お よ び 以 下 の 記 載 に お い
て 説 明 す る 。 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 、 目 的 お よ び 特 長 は 、 当 該 記 載 お よ び 図 面 か ら 、 そ し
て 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 三 重 ら せ ん コ イ ル の 足 場 ド メ イ ン に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 異 種 タ ン パ
ク 質 結 合 ド メ イ ン が 結 合 活 性 を 保 持 す る 、 お よ び 得 ら れ る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 三 重 ら せ ん
コ イ ル を 形 成 す る 、 と い う 予 期 せ ぬ 発 見 に 、 少 な く と も 一 部 基 づ い て い る 。 図 １ に 示 さ れ
て い る の は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 の １ 例 で あ る 。 こ の 図 に 示 さ れ て い る よ う に 、 三
重 ら せ ん コ イ ル タ ン パ ク 質 複 合 体 の ６ つ の 末 端 は 、 ６ つ の 異 種 タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン 、
す な わ ち 一 本 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） の Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 従 来 の 抗 体 よ り も 優 れ て い る 。 ま た 、 ６ つ の ド メ イ ン の う
ち ２ つ ま た は そ れ 以 上 が 互 い に 同 一 で あ る 場 合 、 該 タ ン パ ク 質 複 合 体 は １ つ の 結 合 パ ー ト
ナ ー （ 例 え ば 抗 原 ） に 特 異 な ２ ～ ６ つ の 結 合 ド メ イ ン を 備 え る こ と が で き 、 こ れ に 比 べ て
従 来 の 抗 体 は そ の よ う な ド メ イ ン を ２ つ し か 備 え な い 。 言 い 換 え る と 、 抗 原 に 対 し 二 価 で
し か な い 従 来 の 抗 体 と は 異 な り 、 当 該 タ ン パ ク 質 複 合 体 は 二 、 三 、 四 、 五 ま た は 六 価 と な
り 得 る 。 そ の 結 果 と し て 、 従 来 の 抗 体 よ り も 高 い 各 種 親 和 性 を 持 つ よ う に す る こ と が で き
る 。 そ の 高 い 親 和 性 の た め に 、 従 来 の 抗 体 よ り も 、 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 複 合 体 の 量 は
少 な く 、 か つ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 は 短 く な り 、 望 ま し い ゴ ー ル が 達 成 さ れ る 。 例 え ば
治 療 上 の 効 果 と し て は 、 こ れ に よ り 治 療 コ ス ト が 低 く な り 、 か つ 副 作 用 （ 例 え ば 望 ま し く
な い 免 疫 反 応 ） が 最 小 限 に 抑 え ら れ る 。 一 方 、 ６ つ の ド メ イ ン の う ち ２ つ ま た は そ れ 以 上
が 互 い に 異 な る 場 合 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 ２ ～ ６ つ の 異 な る 結 合 パ ー ト ナ ー に
特 異 で あ る ２ ～ ６ つ の 結 合 ド メ イ ン を 備 え る こ と が で き る 。 特 異 性 の 異 な る 多 数 の 結 合 パ
ー ト ナ ー 部 位 を １ ユ ニ ッ ト に 統 合 す る こ と に よ っ て 、 多 数 の 結 合 パ ー ト ナ ー を ま と め る 能
力 が 備 わ る た め 、 治 療 、 組 織 再 生 、 お よ び 活 性 タ ン パ ク 質 機 械 （ active protein machine
ry） （ 例 え ば マ ル チ サ ブ ユ ニ ッ ト 酵 素 ） の 組 立 に お い て 、 ナ ノ メ ー タ ー レ ベ ル で の 望 ま し
い 使 用 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ヒ ト の イ ン ビ ボ で の 使 用 に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は ヒ ト 由 来 で あ る こ と が
好 ま し い 。 例 え ば 、 そ れ に は 、 ヒ ト Ｃ １ ｑ 、 コ レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 、 ま た は コ
ラ ー ゲ ン ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の よ う な ヒ ト 由 来 の ら せ ん コ イ ル 足 場 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る
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ヒ ト 化 一 本 鎖 抗 体 配 列 な ど が 含 ま れ る 。 ヒ ト Ｃ １ ｑ お よ び コ ラ ー ゲ ン は い ず れ も 血 中 で 極
め て 安 定 で あ る の で 、 当 該 タ ン パ ク 質 複 合 体 は 従 来 の 抗 体 に 比 べ て よ り 安 定 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 コ ラ ー ゲ ン は 哺 乳 動 物 に 存 在 す る 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ は 、 リ ピ ー ト ト リ
プ レ ッ ト 配 列 Ｇ ｌ ｙ － Ｘ １ － Ｘ ２ を 含 む と 共 に 、 か か る ト リ プ レ ッ ト の 存 在 が ３ 本 の コ ラ
ー ゲ ン の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ α 鎖 ） を 三 重 ら せ ん 構 造 に 折 り 畳 ま せ 得 る 細 胞 外 基 質 タ ン パ ク
質 で あ る 。 ト リ プ レ ッ ト 配 列 Ｇ ｌ ｙ － Ｘ １ － Ｘ ２ に お け る Ｘ ２ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 は プ ロ リ
ン で あ る こ と が 多 く 、 そ れ は コ ラ ー ゲ ン の 三 重 ら せ ん 構 造 を 安 定 に す る た め コ ラ ー ゲ ン ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 の 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て し ば し ば ４ － ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ る 。 プ ロ リ ン の ヒ ド
ロ キ シ ル 化 な し に は 、 コ ラ ー ゲ ン の 主 要 な 三 重 ら せ ん 構 造 が 生 理 的 温 度 以 下 で 熱 的 に 不 安
定 に な る （ Bergお よ び Prockop、 Biochem Biophys Res Commun 52:115-120、 1973； Rosenb
loomら 、 Arch Biochem Biophys 158:478-484、 1973） 。 ヒ ト の 血 清 中 に は 多 く の コ ラ ー ゲ
ン 様 ド メ イ ン を 有 す る コ ラ ー ゲ ン 様 タ ン パ ク 質 が 存 在 し て お り 、 感 染 性 生 物 か ら の 防 御 に
お い て 先 天 性 免 疫 シ ス テ ム の 役 目 を 果 た す 。 こ れ ら に は 、 補 体 タ ン パ ク 質 Ｃ １ ｑ 、 コ レ ク
チ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 － マ ン ノ ー ス 結 合 レ ク チ ン （ Ｍ Ｂ Ｌ ） 、 サ ー フ ァ ク タ ン ト タ ン
パ ク 質 Ａ お よ び Ｄ （ Ｓ Ｐ － Ａ お よ び Ｓ Ｐ － Ｄ ） が 含 ま れ る 。 こ れ ら コ ラ ー ゲ ン 様 タ ン パ ク
質 間 で 共 通 な 構 造 的 特 徴 は 、 こ れ ら が い ず れ も 、 そ の コ ラ ー ゲ ン 様 ド メ イ ン の 三 重 ら せ ん
が 集 合 し た 後 、 三 量 体 分 子 が 堆 積 ま た は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 す る こ と に よ り 、 多 量 体 タ
ン パ ク 質 ユ ニ ッ ト の 形 を と る こ と に あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら 「 防 御 コ ラ ー ゲ ン 」 分 子 の
結 合 ド メ イ ン の 機 能 的 親 和 性 （ functional affinity） は 、 多 量 体 化 を 通 し て 大 い に 向 上
す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 組 み 換 え 技 術 に よ り 得 る こ と が で き る
。 該 複 合 体 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 適 当 な 宿 主 細 胞 の 核 酸 に 導 入 し て か ら 、 該 核 酸 に
コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 該 ポ リ ペ プ チ ド 間 に お け る 三 重 ら せ ん コ イ ル の 形 成 と
を 可 能 と す る 条 件 下 で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 三 重 ら せ ん コ イ ル 足 場 の
形 成 を 促 進 す る た め に 、 コ ラ ー ゲ ン 生 合 成 の 鍵 酵 素 で あ る 宿 主 細 胞 の プ ロ リ ル ４ － ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ （ Ｐ ４ Ｈ Ａ ） で 同 時 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 異 種 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に は 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ
メ ン ト ） が 含 ま れ 得 る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 ま
た は そ の 免 疫 学 的 に 活 性 で あ る 部 位 、 す な わ ち 抗 原 結 合 部 位 の こ と を い う 。 そ れ は 、 少 な
く と も １ つ 、 そ し て 好 ま し く は ２ つ の 重 （ Ｈ ） 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ H ） と 、 少 な く と も １ つ 、
そ し て 好 ま し く は ２ つ の 軽 （ Ｌ ） 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ L ） と を 含 む タ ン パ ク 質 の こ と を い う 。
Ｖ H お よ び Ｖ L 領 域 は さ ら に 、 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 （ Ｆ Ｒ ） と 呼 ば れ る よ り 保 存 性 の 高
い 領 域 の 間 に 位 置 す る 、 「 相 補 決 定 領 域 （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 ） 」 と 呼 ば れ る 超 可 変 の 領 域 に 細 分
さ れ て い て も よ い 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び Ｃ Ｄ Ｒ の 範 囲 は は っ き り と 定 義 が さ れ て い
る （ 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Kabatら （ 1991） Sequences of Proteins
 of Immunological Interes、 Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Se
rvices, NIH Publication No. 91-3242、 お よ び Chothiaら （ 1987） J. Mol. Biol. 196:90
1-917を 参 照 ） 。 各 Ｖ H お よ び Ｖ L は ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 ま で 次 の 順 序 ： Ｆ Ｒ １
、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 、 Ｆ Ｒ ４ 、 で 並 ぶ ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ お よ び
４ つ の Ｆ Ｒ よ り な っ て い る 。 抗 体 は さ ら に 、 重 お よ び 軽 鎖 定 常 領 域 を 含 み 、 こ れ に よ り 重
お よ び 軽 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 が そ れ ぞ れ 形 成 さ れ る よ う に な っ て い て も よ い 。 重 鎖 定 常 領 域
は ３ つ の ド メ イ ン 、 Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ か ら な る 。 軽 鎖 定 常 領 域 は １ つ の ド メ イ
ン 、 Ｃ Ｌ か ら な る 。 重 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 は 、 抗 原 と 作 用 す る 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 抗
体 の 定 常 領 域 は 通 常 、 免 疫 シ ス テ ム の 各 種 細 胞 （ 例 え ば エ フ ェ ク タ ー 細 胞 ） お よ び 古 典 的
補 体 系 の 第 １ 成 分 （ Ｃ １ ｑ ） を 含 む 宿 主 組 織 ま た は 因 子 へ の 抗 体 の 結 合 を 仲 介 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ っ て
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コ ー ド さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る タ ン パ ク 質 の こ と を い う 。 存 在
が 認 め ら れ て い る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に は 、 カ ッ パ 、 ラ ム ダ 、 ア ル フ ァ （ Ｉ ｇ Ａ １
お よ び Ｉ ｇ Ａ ２ ） 、 ガ ン マ （ Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ， Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ ） 、 デ ル タ 、 エ プ
シ ロ ン な ら び に ミ ュ ー 定 常 領 域 遺 伝 子 、 そ し て さ ら に 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝
子 が あ る 。 完 全 長 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 軽 鎖 」 （ 約 ２ ５ Ｋ Ｄ ａ ま た は ２ １ ４ の ア ミ ノ 酸 ） は
、 Ｎ Ｈ ２ -末 端 （ 約 １ １ ０ の ア ミ ノ 酸 ） の 可 変 領 域 遺 伝 子 と 、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ -末 端 の カ ッ パ ま た
は ラ ム ダ 定 常 領 域 遺 伝 子 と に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 同 じ よ う に 、 完 全 長 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
「 重 鎖 」 （ 約 ５ ０ Ｋ Ｄ ａ ま た は ４ ４ ６ の ア ミ ノ 酸 ） は 、 可 変 領 域 遺 伝 子 （ 約 １ １ ６ の ア ミ
ノ 酸 ） と 、 他 の 上 記 定 常 領 域 遺 伝 子 の う ち の １ つ 、 例 え ば ガ ン マ （ 約 ３ ３ ０ の ア ミ ノ 酸 を
コ ー ド す る ） と に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 抗 体 の 「 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 」 （ ま た は 「 抗 体 部 分 （ antibody portion） 」 、 ま た は
「 フ ラ グ メ ン ト 」 ） は 、 本 明 細 書 に お い て は 、 例 え ば Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ ３ ポ リ ペ プ チ ド
あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る １ つ ま た は そ れ
以 上 の 完 全 長 の 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト の こ と を い う 。 抗 体 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 例 と し
て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 （ ｉ ） Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｖ L 、 Ｖ H 、 Ｃ L お よ び Ｃ H 1 ド メ イ
ン か ら な る 一 価 フ ラ グ メ ン ト 、 （ ii） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト 、 ヒ ン ジ 領 域 に て ジ ス
ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ に よ り 連 結 さ れ る ２ つ の Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 含 む 二 価 フ ラ グ メ ン ト 、
（ iii） Ｖ H お よ び Ｃ H l ド メ イ ン か ら な る Ｆ ｄ フ ラ グ メ ン ト 、 （ iv） 抗 体 の １ 本 の ア ー ム の
Ｖ L お よ び Ｖ H ド メ イ ン か ら な る Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 、 （ v） Ｖ H ド メ イ ン か ら な る ｄ Ａ ｂ 領 域
（ Wardら 、 （ 1987）  Nature 341： 544-546） 、 （ vi） 単 離 相 補 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 、 な ら
び に （ vii） Ｖ L ま た は Ｖ H ド メ イ ン が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の ２ つ の ド メ
イ ン 、 Ｖ L お よ び Ｖ H は 、 別 々 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る が 、 こ れ ら は 組 み 換 え 法 を 用 い
、 合 成 リ ン カ ー に よ り 結 合 さ せ る こ と が で き 、 こ の 合 成 リ ン カ ー は こ れ ら を 、 Ｖ L お よ び
Ｖ H 領 域 が 組 に な っ て 一 価 分 子 を 形 成 す る 一 本 の タ ン パ ク 質 鎖 と さ せ る こ と が で き る （ 一
本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） と し て 知 ら れ る 。 例 え ば Birdら  （ 1988）  Science 242： 423-426、
お よ び Hustonら  （ 1988） PROC. Natl. Acad. Sci USA 85： 5879-5883参 照 ） 。 こ の よ う な
一 本 鎖 抗 体 も ま た 、 抗 体 の 「 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 」 と い う 用 語 に 包 含 さ れ る 。 こ れ ら の
抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 当 業 者 に 知 ら れ る 従 来 の 手 法 に よ り 得 る こ と が で き 、 か つ 、 当 該 フ ラ
グ メ ン ト は 実 用 に 供 す る こ と の で き る よ う 、 イ ン タ ク ト 抗 体 と 同 じ 方 式 で 選 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 適 し た 抗 体 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 は 、 組 み 換 え
技 術 、 例 え ば フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ま た は コ ン ビ ナ ト リ ア ル 手 法 に よ り 作 製 し た も の で あ
っ て も よ い 。 抗 体 を 作 製 す る た め の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ お よ び コ ン ビ ナ ト リ ア ル 手 法 は
当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Ladnerら 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号
明 細 書 ； Kangら 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ １ ８ ６ １ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Dowerら 、 国 際 公 開 第 ９
１ ／ １ ７ ２ ７ １ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Winterら 、 国 際 公 開 第 Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ 号 パ ン フ レ ッ
ト ； Marklandら 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Breitlingら 、 国 際 公 開
第 ９ ３ ／ ０ １ ２ ８ ８ 号 パ ン フ レ ッ ト ； McCaffertyら 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 号 パ ン
フ レ ッ ト ； Garrardら 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Ladnerら 、 国 際 公
開 第 ９ ０ ／ ０ ２ ８ ０ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Fuchsら 、 （ 1991） Bio/Technology 9:1370-1372
； Hayら 、 (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-85； Huseら 、 （ 1989） Science 246:1275
-1281； Griffthsら 、 （ 1993） EMBO J 12:725-734； Hawkinsら 、 （ 1992） J Mol Biol 226:
889-896； Clacksonら 、 （ 1991） Nature 352:624-628； Gramら 、 （ 1992）  PNAS 89:3576-3
580； Garradら 、 （ 1991） Bio/Technology 9:1373-1377； Hoogenboomら 、 （ 1991） Nuc Aci
d Res 19:4133-4137、 お よ び Barbasら 、 （ 1991） PNAS 88:7978-7982を 参 照 、 こ れ ら す べ
て の 内 容 は 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 は 、 完 全 ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 か
ら の 抗 体 を 産 出 す る よ う 遺 伝 子 操 作 を 受 け た マ ウ ス で 作 ら れ た 抗 体 ） 、 ま た は 非 ヒ ト 抗 体
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、 例 え ば 齧 歯 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） 、 ヤ ギ 、 霊 長 類 の 動 物 （ 例 え ば サ ル ） 、 ラ ク ダ
の 抗 体 で あ る 。 非 ヒ ト 抗 体 は 齧 歯 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 抗 体 ） と す る の が 好 ま し い 。
齧 歯 動 物 抗 体 を 作 製 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス の 系 で は な く 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 持 つ ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 目 的 の 抗 原 で 免 疫 さ れ た こ れ ら
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 脾 細 胞 は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 対 し 特 異 的 親
和 性 が あ る ヒ ト ｍ Ａ ｂ を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 出 す る の に 用 い ら れ る （ 例 え ば 、 Wo
odら 、 国 際 公 開 第 ９ １ ／ ０ ０ ９ ０ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Kucherlapatiら 、 国 際 公 開 第 ９ １ ／
１ ０ ７ ４ １ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Lonbergら 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ ３ ９ １ ８ 号 パ ン フ レ ッ ト ； K
ayら 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ ３ ９ １ ７ 号 パ ン フ レ ッ ト ； Lonberg， Nら 、 1994 Nature 368:85
6-859、 Green,L.Lら 、 1994 Nature Genet. 7:13-21； Morrisonら 、 １ ９ ９ ４  Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:6851-6855； Bruggemanら 、 1993 Year Immunol 7:33-40； Tuaillonら
、 1993 PNAS 90:3720-3724； Bruggemanら 、 1991 Eur J Immuno 21:1323-1326を 参 照 。 ）
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 体 は 、 可 変 領 域 ま た は 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ な ど そ の 一 部 が 、 非 ヒ ト 生 物 、 例 え ば ラ ッ ト ま た
は マ ウ ス に お い て 産 出 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 キ メ ラ 、 Ｃ Ｄ Ｒ － グ ラ フ ト 、 お よ び ヒ ト
化 抗 体 が 使 用 可 能 で あ る 。 例 え ば ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の よ う な 非 ヒ ト 生 物 で 産 出 さ れ て か
ら 、 ヒ ト に お け る 抗 原 性 を 低 減 す る た め に 例 え ば 可 変 フ レ ー ム ワ ー ク ま た は 定 常 領 域 に お
い て 修 飾 が な さ れ た 抗 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 作 製 す る
こ と が で き る 。 例 と し て 、 マ ウ ス （ ま た は そ の 他 の 種 の ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 子 の Ｆ ｃ
定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 制 限 酵 素 に よ り 消 化 し て 、 マ ウ ス Ｆ ｃ を コ ー ド す る 領 域 を
除 去 し て か ら 、 ヒ ト Ｆ ｃ 定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 相 当 部 位 で 置 換 す る （ Robinsonら
、 国 際 特 許 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ８ ６ ／ ０ ２ ２ ６ ９ 号 ； Akiraら 、 欧 州 特 許 出 願 第 １ ８ ４ ， １
８ ７ 号 明 細 書 ； Taniguchi,M、 欧 州 特 許 出 願 第 １ ７ １ ， ４ ９ ６ 号 明 細 書 ； Morrisonら 、 欧
州 特 許 出 願 第 １ ７ ３ ， ４ ９ ４ 号 明 細 書 ； Neubergerら 、 国 際 公 開 第 ８ ６ ／ ０ １ ５ ３ ３ 号 パ
ン フ レ ッ ト ； Cabillyら 、 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 明 細 書 ； Cabillyら  欧 州 特 許
出 願 第 １ ２ ５ ， ０ ２ ３ 号 明 細 書 ； Betterら 、 （ 1998 Science 240:1041-1043） ； Liuら 、
（ 1987）  PNAS 84:3439-3443； Liuら 、 1987,J.Immunol 139:3521-3526； Sunら 、 （ 1987）
 PNAS 84:214-218； Nishimuraら 、 1987,Canc.Res. 47:999-1005； Woodら 、 （ 1985）  Natu
re 314:446-449； お よ び Shawら 、 1998, J. Natl Cancer Inst. 89:1553-1559を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヒ ト 化 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ グ ラ フ ト 抗 体 は 、 少 な く と も １ つ ま た は ２ つ 、 た だ し 通 常 は ３ つ す
べ て の レ シ ピ エ ン ト の （ 重 お よ び ま た は 軽 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の ） Ｃ Ｄ Ｒ が 、 ド ナ ー Ｃ Ｄ Ｒ
で 置 き 換 え ら れ る 。 抗 体 が 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も １ 部 で 置 き 換 え ら れ て も 、 あ る い は
、 Ｃ Ｄ Ｒ の い く つ か だ け が 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ で 置 き 換 え ら れ て も よ い 。 ヒ ト 化 抗 体 ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト の 結 合 に 要 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ の 数 だ け 置 き 換 え れ ば よ い の で あ る 。 ド ナ ー が 齧 歯
動 物 の 抗 体 、 例 え ば ラ ッ ト ま た は マ ウ ス 抗 体 で あ り 、 か つ レ シ ピ エ ン ト が ヒ ト フ レ ー ム ワ
ー ク ま た は ヒ ト コ ン セ ン サ ス フ レ ー ム ワ ー ク で あ る と 好 ま し い 。 一 般 に 、 Ｃ Ｄ Ｒ を 提 供 す
る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 「 ド ナ ー 」 と 呼 ば れ 、 フ レ ー ム ワ ー ク を 提 供 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 「
ア ク セ プ タ ー 」 と 呼 ば れ る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ド ナ ー 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ヒ ト 以 外
（ 例 え ば 齧 歯 動 物 ） で あ る 。 ア ク セ プ タ ー の フ レ ー ム ワ ー ク は 、 天 然 （ 例 え ば ヒ ト ） フ レ
ー ム ワ ー ク ま た は コ ン セ ン サ ス フ レ ー ム ワ ー ク 、 ま た は 、 約 ８ ５ ％ ま た は こ れ 以 上 、 好 ま
し く は ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は こ れ 以 上 が そ れ と 同 一 な 配 列 で あ る 。 本 明 細 書 で 「
コ ン セ ン サ ス 配 列 」 と は 、 関 連 配 列 の フ ァ ミ リ ー 中 に て 最 も 頻 繁 に 出 現 す る ア ミ ノ 酸 （ ま
た は ヌ ク レ オ チ ド ） か ら 形 成 さ れ る 配 列 の こ と を い う （ 例 え ば 、 Winnaker、 From Genes t
o Clones (Verlagsgesellschaft, Weinheim, Germany 1987) 参 照 ） 。 タ ン パ ク 質 の フ ァ
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ミ リ ー に お い て 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 中 の 各 位 置 は 、 該 フ ァ ミ リ ー に お け る そ の 位 置 に 最 も
頻 繁 に 出 現 す る ア ミ ノ 酸 に よ っ て 占 め ら れ る 。 ２ つ の ア ミ ノ 酸 が 同 等 に 頻 繁 に 出 現 す る 場
合 は 、 ど ち ら か が コ ン セ ン サ ス 配 列 に 含 ま れ 得 る 。 「 コ ン セ ン サ ス フ レ ー ム ワ ー ク 」 と は
、 コ ン セ ン サ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 中 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 抗 体 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 抗
原 の 結 合 に 直 接 か か わ り の な い Ｆ ｖ 可 変 領 域 の 配 列 を 、 ヒ ト Ｆ ｖ 可 変 領 域 か ら の 相 当 す る
配 列 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 を 生 成 す る 一 般 的 な 方
法 は 、 Morrison,S.L、 1985,Science 229:1202-1207、 Oiら 、 1986,BioTechniques 4:214、
な ら び に Queenら 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ０ ８ ９ 号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ９ ３ ， ７
６ １ 号 明 細 書 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ９ ３ ， ７ ６ ２ 号 明 細 書 に よ り 提 示 さ れ て お り 、 こ れ
ら の す べ て の 内 容 は 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 そ れ ら の 方 法 は 、 少 な
く と も １ つ の 重 ま た は 軽 鎖 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｖ 可 変 領 域 の す べ て ま た は 一 部 を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 を 単 離 す る 工 程 、 操 作 す る 工 程 、 お よ び 発 現 さ せ る 工 程 を 含 む 。 か か る 核
酸 の ソ ー ス は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 を 産 出 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 る こ と が で き る 。 よ っ て 、 ヒ ト 化
抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 ま た は 追 加 さ れ た ヒ ト 化 抗 体 は 足 場 に 融 合 す る こ と も で き
る 。 好 ま し い ヒ ト 化 抗 体 は 、 例 え ば 抗 原 へ の 結 合 を 改 善 す る 目 的 で 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
に ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 有 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 ド ナ ー の フ レ ー ム ワ ー ク の 残 基 ま た
は レ シ ピ エ ン ト の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 以 外 の 別 な ア ミ ノ 酸 と 同 一 で あ る フ レ ー ム ワ ー ク の
残 基 を 備 え る 。 こ の よ う な 抗 体 を 生 成 す る た め 、 選 択 さ れ た 、 少 数 の ヒ ト 化 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 鎖 の ア ク セ プ タ ー フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 、 対 応 す る ド ナ ー ア ミ ノ 酸 で 置 き 換 え る こ と が
で き る 。 好 ま し い 置 換 基 の 配 置 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を Ｃ Ｄ Ｒ に 隣 接 さ せ る 、 ま た は Ｃ
Ｄ Ｒ と 作 用 す る こ と の で き る 配 置 な ど が あ る 。 ド ナ ー か ら ア ミ ノ 酸 を 選 ぶ 基 準 は 、 Ｕ Ｓ ５
， ５ ８ ５ ， ０ ８ ９ 号 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 で は 参 照 す る こ と に よ り 組 み
込 ま れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 の そ の 他 の 技 術 は 、 Padlanら 、 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 ５ １ ９ ５ ９ ６ 号
明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を
も 含 む 。 核 酸 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 別 さ れ た 、 ま た は 上 記 の 適 し
た 抗 体 ま た は 抗 体 の 誘 導 体 を 発 現 す る 細 胞 株 か ら （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ） 単 離 さ れ た も
の と す る こ と が で き る 。 核 酸 は 発 現 ベ ク タ ー に 機 能 的 に ラ イ ゲ ー ト さ れ て も よ い 。 核 酸 ま
た は ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 、 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 複 合
体 を 作 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 を 作 製 す る の に 有 用 な 細 胞 と し て は 、 昆 虫 細
胞 お よ び 哺 乳 動 物 の 細 胞 （ 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ ま た は リ ン パ 細 胞 ） な ど が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 細 胞 毒 素 の よ う な 治 療 成 分 （ therapeutic moiety） 、 治
療 薬 ま た は 放 射 性 イ オ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 細 胞 毒 素 ま た は 細 胞 毒 性 薬
に は 、 細 胞 に 有 害 な あ ら ゆ る 薬 剤 が 含 ま れ る 。 例 と し て は 、 タ ク ソ ー ル 、 サ イ ト カ ラ シ ン
Ｂ 、 グ ラ ミ シ ジ ン Ｄ 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 、 エ メ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、
テ ノ ポ シ ド （ tenoposide） 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ド キ ソ ル ビ
シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ
イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ 、 １ － デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ
カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 メ イ タ ン シ
ノ イ ド （ maytansinoids） 、 例 え ば メ イ タ ン シ ノ ー ル （ maytansinol） （ 米 国 特 許 第 ５ ， ２
０ ８ ， ０ ２ ０ 号 明 細 書 参 照 ） 、 Ｃ Ｃ － １ ０ ６ ５ （ 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ７ ５ ， ０ ９ ２ 号 明 細 書
、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ４ ９ ９ 号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ４ ６ ， ５ ４ ５ 号 明 細 書 参 照
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） お よ び そ の ア ナ ロ グ ま た は ホ モ ロ グ が あ る 。 治 療 薬 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 代 謝 拮 抗
物 質 （ 例 え ば メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ６ － メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ６ － チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン
、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル デ カ ル バ ジ ン ） 、 ア ル キ ル 化 剤 （ 例 え ば メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ オ エ
パ ク ロ ラ ム ブ シ ル （ thioepa chlorambucil） 、 Ｃ Ｃ － １ ０ ６ ５ 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル ム ス
チ ン （ Ｂ Ｓ Ｎ Ｕ ） お よ び ロ ム ス チ ン （ Ｃ Ｃ Ｎ Ｕ ） 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド （ cyclothosphami
de） 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、
お よ び シ ス ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン 白 金 （ II） （ Ｄ Ｄ Ｐ ） （ シ ス プ ラ チ ン ） 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ
ン （ 例 え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 旧 ダ ウ ノ マ イ シ ン ） お よ び ド ク ソ ル ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例
え ば ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 （ 旧 ア ク チ ノ マ イ シ ン ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン お よ
び ア ン ト ラ マ イ シ ン （ Ａ Ｍ Ｃ ） ） 、 な ら び に 抗 分 裂 剤 （ 例 え ば ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ
ス チ ン 、 タ ク ソ ー ル お よ び メ イ タ ン シ ノ イ ド ） が 含 ま れ る 。 放 射 性 イ オ ン に は 、 限 定 は さ
れ な い が 、 ヨ ー ド 、 イ ッ ト リ ウ ム お よ び プ ラ セ オ ジ ム が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 所 定 の 生 物 学 的 反 応 を 修 飾 す る の に 用 い る こ と が で き 、 薬 物 成 分 （ dr
ug moiety） は 古 典 的 な 化 学 治 療 薬 に 限 定 さ れ る と 解 さ れ る べ き で は な い 。 例 え ば 、 薬 物
成 分 は 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 備 え た タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 か か る
タ ン パ ク 質 に は 、 例 と し て 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン Ａ 、 緑 膿 菌 外 毒 素 も し く は ジ フ テ リ ア 毒 素
の よ う な 毒 素 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 神 経 成 長
因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ の よ う な タ ン パ ク 質 、 ま
た は 、 例 え ば リ ン フ ォ カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ （ 「 Ｉ Ｌ － １ 」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン － ２ （ 「 Ｉ Ｌ － ２ 」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ （ 「 Ｉ Ｌ － ６ 」 ） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー
ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 」 ） 、  顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「 Ｇ -Ｃ Ｓ Ｆ 」 ）
も し く は そ の 他 の 成 長 因 子 の よ う な 生 物 学 的 反 応 修 飾 物 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 異 種 結 合 ド メ イ ン の 特 異 性 を ベ ー ス と し て い る 上 述 の タ ン パ ク 質 複 合 体 お よ び コ ン ジ ュ
ゲ ー ト は 、 ガ ン 、 炎 症 疾 患 、 代 謝 疾 患 、 繊 維 化 疾 患 、 お よ び 心 臓 血 管 疾 患 を 含 む さ ま ざ ま
な 疾 患 を 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 よ っ て 本 発 明 は 、 例 え ば 、 そ れ を 必 要 と す
る 対 象 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 を 有 効 量 投 与 す る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 疾 患 を 治
療 す る 方 法 に 特 徴 を 有 す る 。 治 療 を 受 け る べ き 対 象 は 、 疾 患 に 特 徴 付 け ら れ る 状 態 を 持 つ
ま た は 獲 得 す る 危 険 が あ る も の と し て 確 認 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 単 独 で 、 ま た
は そ の 他 の 薬 物 も し く は 治 療 法 と 併 用 し て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 そ の 多 重 特 異 性 と い う 特 徴 に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 本 来 は 互 い に つ な が
っ て い な い 分 子 ま た は 細 胞 を 架 橋 す る の に 用 い ら れ 得 る 。 こ の 特 徴 は 細 胞 ベ ー ス の 治 療 に
対 し と り わ け 有 用 で あ る 。 一 例 に お い て 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 に お け る １ つ の 異 種 ド メ イ ン
は 、 細 胞 障 害 性 細 胞 上 の エ フ ェ ク タ ー 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て 細 胞 傷 害 性 細
胞 （ 例 え ば 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 ） を 活 性 化 さ せ る こ と が で き 、 同 時 に 他 の 異 種 ド メ イ ン は 、
破 壊 す る べ き 病 原 細 胞 ま た は 悪 性 細 胞 上 の 標 的 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ の よ う に し て
、 タ ン パ ク 質 複 合 体 は 病 原 ま た は 悪 性 細 胞 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 治 療 す る こ と が
で き る の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る 、 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 表
面 の エ フ ェ ク タ ー 抗 原 と し て の Ｃ Ｄ ３ 抗 原 の 結 合 を 通 し て 起 こ り 得 る 。 そ の 他 の リ ン パ 球
様 細 胞 結 合 型 （ lymphoid cell-associated） エ フ ェ ク タ ー 抗 原 に は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ 抗 原 、
Ｎ Ｋ Ｇ ２ Ｄ 抗 原 、 Ｎ Ｋ ｐ ４ ６ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ２ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ２ ５ 抗 原 、 Ｃ Ｄ ６ ４
抗 原 、 お よ び Ｃ Ｄ ８ ９ 抗 原 な ど が あ る 。 こ れ ら エ フ ェ ク タ ー 抗 原 に 結 合 す る こ と に よ っ て
、 単 球 、 好 中 性 顆 粒 球 お よ び 樹 枝 状 細 胞 の よ う な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 が も た ら さ れ
る 。 よ っ て 、 こ れ ら 活 性 化 さ れ た 細 胞 は 、 標 的 細 胞 に 対 し 細 胞 傷 害 ま た は ア ポ ト ー シ ス 効
果 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-181458 A 2007.7.19



　 標 的 抗 原 は 、 病 気 の 状 態 に 付 随 す る 標 的 細 胞 上 に ユ ニ ー ク に 発 現 （ uniquely express）
す る 抗 原 で あ る が 、 健 康 な 状 態 で は 発 現 し な い 、 低 レ ベ ル で 発 現 す る 、 あ る い は ア ク セ ス
で き な い （ non-accessible） も の で あ る 。 悪 性 細 胞 に 関 連 す る か か る 標 的 抗 原 の 例 に は 、
Ｅ ｐ Ｃ Ａ Ｍ 、 Ｃ Ｃ Ｒ ５ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ｎ ｅ ｕ 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ３ 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ４ 、 Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 Ｃ Ｅ Ａ 、 Ｍ Ｕ Ｃ － １ （ ム チ ン ） 、 Ｍ Ｕ Ｃ ２ 、 Ｍ Ｕ Ｃ ３ 、 Ｍ Ｕ Ｃ ４ 、 Ｍ Ｕ Ｃ
５ ． ｓ ｕ ｂ ． Ａ Ｃ 、 Ｍ Ｕ Ｃ ５ ． ｓ ｕ ｂ ． Ｂ 、 Ｍ Ｕ Ｃ ７ 、 ベ ー タ ． ｈ Ｃ Ｇ 、 ル イ ス － Ｙ 、 Ｃ
Ｄ ２ ０ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ ０ 、 ガ ン グ リ オ シ ド Ｇ Ｄ ３ 、 ９ － Ｏ － ア セ チ ル － Ｇ Ｄ ３ 、 Ｇ Ｍ
２ 、 Ｇ ｌ ｏ ｂ ｏ  Ｈ 、 フ コ シ ル  Ｇ Ｍ １ 、 ポ リ Ｓ Ａ 、 Ｇ Ｄ ２ 、 カ ル ボ ア ン ヒ ド ラ ー ゼ （ Carb
oanhydrase） Ｉ Ｘ  (Ｍ Ｎ ／ Ｃ Ａ  Ｉ Ｘ )、 Ｄ ４ ４ ｖ ６ 、 ソ ニ ッ ク ヘ ッ ジ ホ ッ グ (Ｓ ｈ ｈ )、 Ｗ
ｕ ｅ － １ 、 形 質 細 胞 抗 原 、 （ 膜 結 合 性 ） Ｉ ｇ Ｅ 、 メ ラ ノ ー マ コ ン ド ロ イ チ ン サ ル フ ェ ー ト
プ ロ テ オ グ リ カ ン （ Ｍ Ｃ Ｓ Ｐ )、 Ｃ Ｃ Ｒ ８ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ 前 駆 体 、 Ｓ Ｔ Ｅ Ａ Ｐ 、 メ ソ
テ リ ン （ mesothelin） 、 Ａ ３ ３ 抗 原 、 前 立 腺 幹 細 胞 抗 原 (Ｐ Ｓ Ｃ Ａ )、 Ｌ ｙ － ６ ； デ ス モ グ
レ イ ン ４ 、 Ｅ － カ ド ヘ リ ン ネ オ エ ピ ト ー プ 、 胎 児 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー 、 Ｃ Ｄ ２ ５ 、
Ｃ Ａ １ ９ － ９ マ ー カ ー 、 Ｃ Ａ － １ ２ ５ マ ー カ ー お よ び ミ ュ ラ ー 管 抑 制 物 質 （ Ｍ Ｉ Ｓ ） レ セ
プ タ ー タ イ プ II、 ｓ Ｔ ｎ （ シ リ ル 化 Ｔ ｎ 抗 原 ;Ｔ Ａ Ｇ － ７ ２ )、 Ｆ Ａ Ｐ (線 維 芽 細 胞 活 性 化
抗 原 )、 エ ン ド シ ア リ ン （ endosialin） 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III、 Ｌ Ｇ 、 Ｓ Ａ Ｓ な ら び に Ｃ Ｄ ６ ３
な ど が あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 治 療 す る （ treating） 」 と い う 用 語 は 、 病 気 、 病 気 の 症 状 、 病 気 に よ る 二 次 的 な 病 状
、 ま た は 病 気 に か か り 易 い 素 因 を 治 す （ cure） 、 緩 和 す る （ alleviate） 、 軽 減 す る （ rel
ieve） 、 修 復 す る （ remedy） 、 予 防 す る （ prevent） 、 ま た は 改 善 す る （ ameliorate） こ
と を 目 的 と し 、 対 象 に 組 成 物 を 投 与 す る こ と と し て 定 義 さ れ る 。 「 有 効 量 」 と は 、 治 療 を
受 け る 対 象 に お い て 例 え ば 上 述 し た よ う な 医 学 的 に 望 ま し い 結 果 を 生 じ さ せ る こ と の で き
る 組 成 物 の 量 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 １ つ の イ ン ビ ボ ア プ ロ ー チ で は 、 治 療 組 成 物 （ 例 え ば 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 を 含 む
組 成 物 ） を 対 象 に 投 与 す る 。 通 常 、 該 複 合 体 は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 （ 例 え ば 生 理 食 塩
水 ） に 懸 濁 さ れ て お り 、 経 口 で も し く は 静 脈 内 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 、 ま た は 皮 下 、 筋 肉
、 鞘 内 、 腹 腔 内 、 直 腸 内 、 膣 内 、 鼻 腔 内 、 胃 内 、 気 管 内 も し く は 肺 内 に 注 射 も し く は 注 入
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 必 要 な 投 与 量 は 、 投 与 経 路 の 選 択 、 剤 形 の 性 質 、 対 象 の 疾 病 の 性 質 、 対 象 の 大 き さ 、 体
重 、 表 面 積 、 年 齢 お よ び 性 別 、 投 与 さ れ て い る 他 の 薬 物 、 な ら び に 主 治 医 の 判 断 に よ っ て
決 ま る 。 適 切 な 投 与 量 は ０ ． ０ １ ～ １ ０ ０ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ る 。 必 要 と さ れ る 投
与 量 の 増 減 は 、 利 用 可 能 な 組 成 物 の 種 類 、 お よ び 各 種 投 与 経 路 の 異 な る 効 率 を 考 慮 し て 予
測 さ れ る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 は 静 脈 注 射 に よ る 投 与 よ り も 高 い 投 与 量 を 要 す る で あ ろ う こ
と が 予 想 で き る 。 こ れ ら 投 与 量 の 増 減 の 程 度 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 理 解 さ れ て い
る よ う な 、 標 準 的 な 経 験 的 ル ー チ ン に よ っ て 調 整 し 至 適 化 す る こ と が で き る 。 適 し た 運 搬
媒 体 （ 例 え ば 高 分 子 微 粒 子 ま た は 埋 め 込 み 型 装 置 ） に 組 成 物 を カ プ セ ル 封 入 す れ ば 、 特 に
経 口 デ リ バ リ ー に お い て 、 運 搬 の 効 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 有 効 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 も
、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 医 薬 組 成 物 は 上 記 し た 疾 患 を 処 置 す る の に 用 い る こ と が で
き る 。 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 に は 、 溶 剤 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 お よ び 抗 真 菌 剤
、 な ら び に 等 張 お よ び 吸 収 遅 延 剤 が 含 ま れ る 。 医 薬 組 成 物 は 、 従 来 の 方 法 を 用 い 、 そ れ ぞ
れ 異 な る 投 与 経 路 に 合 っ た 剤 形 に 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 有 効 性 は イ ン ビ ト ロ と イ ン ビ ボ の 両 方 に お い て 評 価 で き る 。 イ ン ビ ボ
試 験 で は 、 組 成 物 を 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス モ デ ル ） に 注 射 し て か ら 、 そ の 治 療 上 の 効 果 を 調
べ る こ と が で き る 。 そ の 結 果 に 基 づ い て 、 適 切 な 投 与 量 の 範 囲 と 投 与 経 路 が 決 め ら れ る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の 具 体 例 は 、 説 明 に す ぎ ず 、 い か な る 方 式 に お い て も こ の 開 示 以 外 の も の を 限 定 す
る も の で は な い と 解 さ れ る べ き で あ る 。 詳 述 は し な く と も 、 当 業 者 は 、 本 明 細 書 の 記 載 に
基 づ い て 、 本 発 明 を 最 大 限 利 用 で き る と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る す べ て の 刊 行
物 は 、 参 照 す る こ と に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 １
　 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 特 異 的 に
結 合 す る ヒ ト 一 本 鎖 可 変 フ ラ グ メ ン ト (ｓ ｃ Ｆ ｖ )を 同 定 し た 。 多 数 の ク ロ ー ン を 同 定 し た
。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 確 認 の の ち 、 さ ら な る 実 験 の た め に
１ つ の ク ロ ー ン 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ を 選 ん だ 。 標 準 方 法 に よ り 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ を コ ー ド
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 て か ら 、 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト し た 。 以 下 に 示 す の は 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ
ｃ Ｆ ｖ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） と そ れ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番
号 ２ ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
配 列 番 号 １
MetAlaGluValGlnLeuLeuGluSerGlyGlyGlyLeuValGlnProGlyGlySerLeuArgLeuSerCysAlaAlaSe
rGlyPheThrPheSerSerTyrAlaMetSerTrpValArgGlnAlaProGlyLysGlyLeuGluTrpValSerAspIleG
lyAlaSerGlySerAlaThrSerTyrAlaAspSerValLysGlyArgPheThrIleSerArgAspAsnSerLysAsnThr
LeuTyrLeuGlnMetAsnSerLeuArgAlaGluAspThrAlaValTyrTyrCysAlaLysSerThrThrThrPheAspTy
rTrpGlyGlnGlyThrLeuValThrValSerSerGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlySerT
hrAspIleGlnMetThrGlnSerProSerSerLeuSerAlaSerValGlyAspArgValThrIleThrCysArgAlaSer
GlnSerIleSerSerTyrLeuAsnTrpTyrGlnGlnLysProGlyLysAlaProLysLeuLeuIleTyrAspAlaSerAl
aLeuGlnSerGlyValProSerArgPheSerGlySerGlySerGlyThrAspPheThrLeuThrIleSerSerLeuGlnP
roGluAspPheAlaThrTyrTyrCysGlnGlnTyrAlaAspTyrProThrThrPheGlyGlnGlyThrLysValGluIle
LysArg
【 ０ ０ ５ ３ 】
配 列 番 号 ２
ATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTC
TGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGATATTG
GTGCTTCTGGTTCTGCTACATCTTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAATCTACTACTACTTTTGACTA
CTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTGGCGGGTCGA
CGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGT
CAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATGCATCCGC
TTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAAC
CTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGTATGCTGATTATCCTACTACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATC
AAACGG
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 次 い で 、 発 現 ベ ク タ ー を 昆 虫 細 胞 株 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 中 で 発 現 さ せ た 。 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ を 精 製 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に か け て 、 そ の Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る 特 異 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ て 、 抗 Ｃ Ｄ ３ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｏ Ｋ Ｔ ３ の 重 鎖 可 変 領 域  (Ｖ H )お
よ び 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ L ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 得 た 。 続 い
て 、 ２ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ラ イ ゲ ー ト し て 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ の Ｖ H － Ｖ L の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 融 合 配 列 を 作 製 し た 。 以 下 に 示 す の は 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列
番 号 ３ ） と そ れ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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配 列 番 号 ３
ValGlnLeuGlnGlnSerGlyAlaGluLeuAlaArgProGlyAlaSerValLysMetSerCysLysAlaSerGlyTyrTh
rPheThrArgTyrThrMetHisTrpValLysGlnArgProGlyGlnGlyLeuGluTrpIleGlyTyrIleAsnProSerA
rgGlyTyrThrAsnTyrAsnGlnLysPheLysAspLysAlaThrLeuThrThrAspLysSerSerSerThrAlaTyrMet
GlnLeuSerSerLeuThrSerGluAspSerAlaValTyrTyrCysAlaArgTyrTyrAspAspHisTyrCysLeuAspTy
rTrpGlyGlnGlyThrThrValThrValSerSerGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlySerA
spIleValLeuThrGlnSerProAlaIleMetSerAlaSerProGlyGluLysValThrMetThrCysSerAlaSerSer
SerValSerTyrMetAsnTrpTyrGlnGlnLysSerGlyThrSerProLysArgTrpIleTyrAspThrSerLysLeuAl
aSerGlyValProAlaHisPheArgGlySerGlySerGlyThrSerTyrSerLeuThrIleSerGlyMetGluAlaGluA
spAlaAlaThrTyrTyrCysGlnGlnTrpSerSerAsnProPheThrPheGlySerGlyThrLysLeuGluLeuLysArg
【 ０ ０ ５ ７ 】
配 列 番 号 ４
GTCCAGCTGCAGCAGTCAGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAC
CTTTACTAGGTACACGATGCACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGGATACATTAATCCTAGCC
GTGGTTATACTAATTACAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTACAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATG
CAACTGAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGATATTATGATGATCATTACTGCCTTGACTA
CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGG
ACATTGTGCTAACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCA
AGTGTAAGTTACATGAACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATGGATTTATGACACATCCAAACTGGC
TTCTGGAGTCCCTGCTCACTTCAGGGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAAG
ATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGA
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 同 じ 手 順 を 行 っ て 、 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ２ ８ の Ｖ H お よ び Ｖ L を コ ー ド す る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 な ら び に 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ５ ２ ８ の Ｖ H － Ｖ L の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 融 合 配 列
を 得 た 。 ５ ２ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 細 胞 膜 、 例 え ば ヒ ト 類 表 皮 癌 Ａ ４ ３ １ 細 胞 な ど の
細 胞 膜 上 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 結 合 す る 。 こ の ５ ２ ８ 一 本 鎖 抗 体 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ５
） お よ び そ れ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
配 列 番 号 ５
ValLysLeuGlnGluSerGlySerGluMetAlaArgProGlyAlaSerValLysLeuProCysLysAlaSerGlyAspTh
rPheThrSerTyrTrpMetHisTrpValLysGlnArgHisGlyHisGlyProGluTrpIleGlyAsnIleTyrProGlyS
erGlyGlyThrAsnTyrAlaGluLysPheLysAsnLysValThrLeuThrValAspArgSerSerArgThrValTyrMet
HisLeuSerArgLeuThrSerGluAspPheAlaValTyrTyrCysThrArgSerGlyGlyProTyrPhePheAspTyrTr
pGlyGlnGlyThrThrValThrValSerSerGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlySerGlyGlyGlyGlySerMetT
hrGlnThrProLeuSerLeuProValSerLeuGlyAspGlnAlaSerIleSerCysArgSerSerGlnAsnIleValHis
AsnAsnGlyIleThrTyrLeuGluTrpTyrLeuGlnArgProGlyGlnSerProLysLeuLeuIleTyrLysValSerAs
pArgPheSerGlyValProAspArgPheSerGlySerGlySerGlyThrAspPheThrLeuLysIleSerArgValGluA
laGluAspLeuGlyIleTyrTyrCysPheGlnGlySerHisHisProProThrPheGlyGlyGlyThrLysLeuGlu
【 ０ ０ ６ ０ 】
配 列 番 号 ６  
GTCAAGCTGCAGGAGTCAGGGTCTGAGATGGCGAGGCCTGGAGCTTCAGTGAAGCTGCCCTGCAAGGCTTCTGGCGACAC
ATTCACCAGTTACTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCATGGACATGGCCCTGAGTGGATCGGAAATATTTATCCAGGTA
GTGGTGGTACTAACTACGCTGAGAAGTTCAAGAACAAGGTCACTCTGACTGTAGACAGGTCCTCCCGCACAGTCTACATG
CACCTCAGCAGGCTGACATCTGAGGACTTTGCGGTCTATTATTGTACAAGATCGGGGGGTCCCTACTTCTTTGACTACTG
GGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGATGA
CCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAACATTGTACAT
AATAATGGAATCACCTATTTAGAATGGTACCTGCAAAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCGA
CCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTAGAGG
CTGAGGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATCATCCTCCCACGTTCGGCGGGGGGACCAAGCTGGAA
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 上 述 の 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ  ｓ ｃ Ｆ ｖ ０ ３ 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ Ｖ H － Ｖ L 、 お よ び 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ  ５ ２ ８ Ｖ H －
Ｖ L を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ５ ’ 末 端 の 短 い ヒ ン ジ 配 列 、 お よ び ３ ’ 末 端 の ヒ ス チ ジ ン
タ グ 配 列 を 含 む Ｘ Ｘ Ｉ 型 ヒ ト ミ ニ コ ラ ー ゲ ン の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に そ れ ぞ れ イ ン フ レ ー ム で 融 合 し
た 。 以 下 に 示 す の は 、 Ｘ Ｘ Ｉ 型 ヒ ト ミ ニ コ ラ ー ゲ ン の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列
（ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ７ お よ び ８ ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
配 列 番 号 ７
GlyGlyArgGluProLysSerCysAspLysThrHisThrCysProProCysProArgSerIleProGlyProProGlyPr
oIleGlyProGluGlyProArgGlyLeuProGlyLeuProGlyArgAspGlyValProGlyLeuValGlyValProGlyA
rgProGlyValArgGlyLeuLysGlyLeuProGlyArgAsnGlyGluLysGlySerGlnGlyPheGlyTyrProGlyGlu
GlnGlyProProGlyProProGlyProGluGlyProProGlyIleSerLysGluGlyProProGlyAspProGlyLeuPr
oGlyLysAspGlyAspHisGlyLysProGlyIleGlnGlyGlnProGlyProProGlyIleCysAspProSerLeuCysP
heSerValIleAlaArgArgAspProPheArgLysGlyProAsnTyrSerLeuAspAspSerSerHisHisHisHisHis
HisSerSerGly
（ 注 ： Proは プ ロ リ ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る ）
【 ０ ０ ６ ３ 】
配 列 番 号 ８
GGCGGCCGCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAAGATCTATTCCTGGGCCACCTGGTCC
GATAGGCCCAGAGGGTCCCAGAGGATTACCTGGTTTGCCAGGAAGAGATGGTGTTCCTGGATTAGTGGGTGTCCCTGGAC
GTCCAGGTGTCAGAGGATTAAAAGGCCTACCAGGAAGAAATGGGGAAAAAGGGAGCCAAGGGTTTGGGTATCCTGGAGAA
CAAGGTCCTCCTGGTCCCCCAGGTCCAGAGGGCCCTCCTGGAATAAGCAAAGAAGGTCCTCCAGGAGACCCAGGTCTCCC
TGGCAAAGATGGAGACCATGGAAAACCTGGAATCCAAGGGCAACCAGGCCCCCCAGGCATCTGCGACCCATCACTATGTT
TTAGTGTAATTGCCAGAAGAGATCCGTTCAGAAAAGGACCAAACTATAGTCTAGACGACAGCAGCCATCATCACCATCAC
CATAGCAGCGGC
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 得 ら れ た ３ つ の 発 現 ベ ク タ ー を 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ S2細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト （ co
-transfect） し た 。 そ の 細 胞 を ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 存 在 下 で 培 養 し 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン に 耐
性 を 持 つ 細 胞 を 選 別 し た 。 細 胞 培 養 上 清 を 回 収 し て か ら 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｃ Ｄ ３ に 対 す る
抗 体 活 性 に 対 し て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト と Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 一 部 の ク ロ
ー ン の 細 胞 が 三 重 ら せ ん 状 の 複 合 体 （ triple helix complex） を 安 定 に 発 現 し て い る こ と
が 発 見 さ れ た 。 Ｘ Ｘ Ｉ 型 ヒ ト ミ ニ コ ラ ー ゲ ン に 似 た こ れ ら 三 重 ら せ ん 状 の 複 合 体 は 、 熱 お
よ び ペ プ シ ン に 耐 性 を 示 し た 。 よ り 重 要 な の は 、 こ れ ら が Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と Ｃ Ｄ ３ の 両 方 に 特 異
的 に 結 合 し た と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 ２
　 こ の 実 施 例 で は 、 ３ つ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ
Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ 、 お よ び ｅ ｒ ｂ _Ｎ Ｓ Ｐ Ｄ － ｓ ｃ Ｆ ｖ を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択
　 上 皮 細 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｅ Ｃ Ｄ ） 結 合 可 変 フ ラ グ メ ン ト
（ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） を 含 む ｅ ｒ ｂ フ ァ ー ジ ミ ド を 、 ヒ ト シ ン グ ル フ ォ ー ル ド ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー （ Tomlinson I + J； I. M. Tomlinson and G. Winterよ り 親 切 に
提 供 さ れ た 、 Ｍ Ｒ Ｃ ラ ボ ラ ト リ ー 　 オ ブ 　 モ レ キ ュ ラ ー バ イ オ ロ ジ ー 、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 英
国 ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 単 離 し た 。 精 製 し た Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー の 組 み 換 え 細
胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ -Ｅ Ｃ Ｄ ； リ サ ー チ 　 ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク 社 （ Research Diagno
stics, Inc.） ） １ ０ μ ｇ を 塗 布 し た イ ム ノ チ ュ ー ブ （ Maxisorp； ヌ ン （ Nunc） 、  ロ ス キ
レ 、 デ ン マ ー ク ） を 用 い て 選 別 を 行 っ た 。 メ ー カ ー の プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 、 ブ ロ ッ
キ ン グ 、 パ ン ニ ン グ （ panning） 、 洗 浄 、 溶 出 お よ び 溶 出 フ ァ ー ジ の 再 増 幅 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
組 み 換 え プ ラ ス ミ ド の 構 築
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　 ｅ ｒ ｂ の ｓ ｃ Ｆ ｖ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ｅ ｒ ｂ フ ァ ー ジ ミ ド か ら 増 幅 し
た 。 Ｏ Ｋ Ｔ ３ ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 、 Ｃ Ｒ Ｌ -８ ０ ０ １ ） の 逆 転 写 産 物 に よ り 、 ム リ
ン Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 抗 Ｃ Ｄ ３  ｍ Ａ ｂ  Ｏ Ｋ Ｔ ３ （ オ ル ト 　 フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル 　 コ ー ポ レ ー
シ ョ ン ） を コ ー ド す る 配 列 を 得 た 。 公 開 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 基 に 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に
よ っ て Ｏ Ｋ Ｔ ３  ｍ Ａ ｂ の Ｖ L お よ び Ｖ H の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。 グ リ シ ン リ ン カ ー （ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ
） 3 で Ｖ L お よ び Ｖ H 鎖 を つ な ぐ こ と に よ り 、 ｅ ｒ ｂ お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ３ の ｓ ｃ Ｆ ｖ  Ｐ Ｃ Ｒ の 融
合 を 発 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ｓ ｃ Ｆ ｖ -Ｃ ｏ ｌ を 生 成 す る よ う 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ -Ｃ ｏ ｌ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 に は 、 Ｎ 末 端 の
ｓ ｃ Ｆ ｖ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の ヒ ン ジ 領 域 、 コ ラ ー ゲ ン 様 ド メ イ ン （ 下 線 部
） お よ び Ｘ Ｘ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の Ｎ Ｃ １ ド メ イ ン を 含 む 、 Ｅ Ｐ Ｋ Ｓ Ｃ Ｄ Ｋ Ｔ Ｈ Ｔ Ｃ Ｐ Ｐ Ｃ Ｐ
Ｒ Ｓ Ｉ Ｐ （ Ｇ Ｐ Ｐ ） 1 0 Ｇ Ｉ Ｃ Ｄ Ｐ Ｓ Ｌ Ｃ Ｆ Ｓ Ｖ Ｉ Ａ -Ｒ Ｒ Ｄ Ｐ Ｆ Ｒ Ｋ Ｇ Ｐ Ｎ Ｙ の ペ プ チ ド
配 列 を コ ー ド す る Ｃ 末 端 合 成 コ ラ ー ゲ ン 足 場 遺 伝 子 と が 含 ま れ る 。 以 下 に 示 す の は 、 合 成
コ ラ ー ゲ ン 足 場 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 （ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ お よ び １ ０ ） で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
配 列 番 号 ９
SEQ ID NO: 9:
GluProLysSerCysAspLysThrHisThrCysProProCysProArgSerIleProGlyProProGlyProProGlyPr
oProGlyProProGlyProProGlyProProGlyProProGlyProProGlyProProGlyProProGlyIleCysAspP
roSerLeuCysPheSerValIleAlaArgArgAspProPheArgLysGlyProAsnTyr
【 ０ ０ ７ ０ 】
配 列 番 号 １ ０
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAAGATCTATTCCTGGGCCACCTGGTCCCCCAGGTCC
TCCAGGACCCCCAGGGCCCCCAGGCCCCCCCGGGCCGCCTGGACCCCCAGGGCCACCAGGCCCCCCAGGCATCTGCGACC
CATCACTATGTTTTAGTGTAATTGCCAGAAGAGATCCGTTCAGAAAAGGACCAAACTAT
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 合 成 配 列 （ 配 列 番 号 １ ０ ） を オ ー バ ー ラ ッ プ Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 作 製 し 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ お よ び
Ｘ ｈ ｏ Ｉ 部 位 の 隣 に 位 置 す る （ flanking） Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 同 部 位 の 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｓ ｅ ｃ
Ｔ ａ ｇ ２ ／ Ｈ ｙ ｇ ｒ ｏ (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 続 い て 、 ｅ ｒ ｂ お よ び Ｏ
Ｋ Ｔ ３ の ｓ ｃ Ｆ ｖ を 、 Ａ ｓ ｃ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 で 上 述 し た Ｃ 末 端 コ ラ ー ゲ ン 足 場 含 有
構 成 体 に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ニ ン グ し て 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ
ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ の 発 現 構 成 体 を そ れ ぞ れ 作 っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 次 に 、 ｅ ｒ ｂ _Ｎ Ｓ Ｐ Ｄ － ｓ ｃ Ｆ ｖ を 作 製 し た 。 Ｎ Ｓ Ｐ Ｄ － ｓ ｃ Ｆ ｖ の コ ー デ ィ ン グ 領
域 に は 、 ヒ ト サ ー フ ァ ク タ ン ト タ ン パ ク 質 Ｄ （ Ｓ Ｐ Ｄ ） の Ｎ 末 端 の ２ ５ ４ の ア ミ ノ 酸 、 コ
レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 お よ び Ｃ 末 端 の ｓ ｃ Ｆ ｖ が 含 ま れ て い た 。 以 下 に 示 す の
は 、 ヒ ト サ ー フ ァ ク タ ン ト タ ン パ ク 質 Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 ２ ５ ４ ア ミ ノ 酸 お よ び そ
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 で あ る （ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ １ お よ び １ ２ ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
配 列 番 号 １ １
MetLeuLeuPheLeuLeuSerAlaLeuValLeuLeuThrGlnProLeuGlyTyrLeuGluAlaGluMetLysThrTyrSe
rHisArgThrMetProSerAlaCysThrLeuValMetCysSerSerValGluSerGlyLeuProGlyArgAspGlyArgA
spGlyArgGluGlyProArgGlyGluLysGlyAspProGlyLeuProGlyAlaAlaGlyGlnAlaGlyMetProGlyGln
AlaGlyProValGlyProLysGlyAspAsnGlySerValGlyGluProGlyProLysGlyAspThrGlyProSerGlyPr
oProGlyProProGlyValProGlyProAlaGlyArgGluGlyProLeuGlyLysGlnGlyAsnIleGlyProGlnGlyL
ysProGlyProLysGlyGluAlaGlyProLysGlyGluValGlyAlaProGlyMetGlnGlySerAlaGlyAlaArgGly
LeuAlaGlyProLysGlyGluArgGlyValProGlyGluArgGlyValProGlyAsnThrGlyAlaAlaGlySerAlaGl
yAlaMetGlyProGlnGlySerProGlyAlaArgGlyProProGlyLeuLysGlyAspLysGlyIleProGlyAspLysG
lyAlaLysGlyGluSerGlyLeuProAspValAlaSerLeuArgGlnGlnValGluAlaLeuGlnGlyGlnValGlnHis
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LeuGlnAlaAlaPheSerGlnTyrLysLysValGluLeuPhe
【 ０ ０ ７ ４ 】
配 列 番 号 １ ２
ATGCTGCTCTTCCTCCTCTCTGCACTGGTCCTGCTCACACAGCCCCTGGGCTACCTGGAAGCAGAAATGAAGACCTACTC
CCACAGAACAATGCCCAGTGCTTGCACCCTGGTCATGTGTAGCTCAGTGGAGAGTGGCCTGCCTGGTCGCGATGGACGGG
ATGGGAGAGAGGGCCCTCGGGGCGAGAAGGGGGACCCAGGTTTGCCAGGAGCTGCAGGGCAAGCAGGGATGCCTGGACAA
GCTGGCCCAGTTGGGCCCAAAGGGGACAATGGCTCTGTTGGAGAACCTGGACCAAAGGGAGACACTGGGCCAAGTGGACC
TCCAGGACCTCCCGGTGTGCCTGGTCCAGCTGGAAGAGAAGGTCCCCTGGGGAAGCAGGGGAACATAGGACCTCAGGGCA
AGCCAGGCCCAAAAGGAGAAGCTGGGCCCAAAGGAGAAGTAGGTGCCCCAGGCATGCAGGGCTCGGCAGGGGCAAGAGGC
CTCGCAGGCCCTAAGGGAGAGCGAGGTGTCCCTGGTGAGCGTGGAGTCCCTGGAAACACAGGGGCAGCAGGGTCTGCTGG
AGCCATGGGTCCCCAGGGAAGTCCAGGTGCCAGGGGACCCCCGGGATTGAAGGGGGACAAAGGCATTCCTGGAGACAAAG
GAGCAAAGGGAGAAAGTGGGCTTCCAGATGTTGCTTCTCTGAGGCAGCAGGTTGAGGCCTTACAGGGACAAGTACAGCAC
CTCCAGGCTGCTTTCTCTCAGTATAAGAAAGTTGAGCTCTTC
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｎ 末 端 Ｓ Ｐ Ｄ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 発 現 ベ ク タ ー 、 ｐ Ｓ ｅ ｃ Ｔ ａ ｇ ２ ／ Ｈ ｙ ｇ ｒ ｏ （ イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン ） に Ｎ ｈ ｅ Ｉ お よ び Ａ ｓ ｃ Ｉ 部 位 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 続 い て 、 ｅ ｒ ｂ の ｓ ｃ Ｆ
ｖ を 、 Ａ ｓ ｃ Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ 部 位 で 上 述 し た Ｎ 末 端 Ｓ Ｐ Ｄ 含 有 構 成 体 に イ ン フ レ ー ム で
ク ロ ー ニ ン グ し て 、 ｅ ｒ ｂ _Ｎ Ｓ Ｐ Ｄ － ｓ ｃ Ｆ ｖ の 発 現 構 成 体 を 作 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ 、 ｅ ｒ ｂ _Ｎ Ｓ Ｐ Ｄ － ｓ ｃ Ｆ ｖ お よ び Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ
ｏ ｌ の 各 読 み 取 り 枠 （ open reading frame） に は 、 Ｎ 末 端 リ ー ダ ー 配 列 と 、 分 泌 、 検 出 お
よ び 精 製 に 利 用 さ れ る Ｃ 末 端 ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ ／ ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ と を コ ー ド す る 配 列
が 含 ま れ て い た 。 下 表 に ま と め た の は 、 上 述 の 発 現 構 成 体 に よ り コ ー ド さ れ る 各 種 組 み 換
え タ ン パ ク 質 ／ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
抗 体 の 発 現 お よ び 精 製
　 組 み 換 え タ ン パ ク 質 複 合 体 ／ 抗 体 を 作 製 す る た め 、 Ｅ ｆ ｆ ｅ ｃ ｔ ｅ ｎ ｅ （ Qiagen） を 用
い 、 メ ー カ ー の 取 扱 説 明 書 に し た が っ て 上 述 の 構 成 体 を マ ウ ス 骨 髄 腫 Ｎ Ｓ ０ 細 胞 に 導 入 し
た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ４ 週 間 選 別 し た の ち 、 各 安 定 ク ロ ー ン を 、
振 盪 フ ラ ス コ 中 の ２ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む 既 知 組 成 培 地 Ｈ ｙ Ｑ Ｃ Ｄ Ｍ ４ Ｎ Ｓ ０ （ ハ イ ク
ロ ー ン （ Hyclone） ） に て 、 初 播 種 密 度 ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ と し て 培 養 し た 。 該 培 養 は ３
７ ℃ で ５ 日 間 、 １ ５ ０ ｒ ｐ ｍ に 保 っ て 行 っ た 。 そ れ ら 細 胞 が 、 上 述 の 抗 体 ド メ イ ン と 、 コ
ラ ー ゲ ン 足 場 ド メ イ ン つ ま り コ ラ ー ゲ ン 足 場 抗 体 （ Ｃ Ｓ Ａ ） と 、 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 発 現 構 成 体 を 保 持 で き る よ う に 、 培 地 に ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ８ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ ） を 毎 日 加 え た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ 、 ま た は Ｏ Ｋ Ｔ
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３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ タ ン パ ク 質 あ る い は タ ン パ ク 質 複 合 体 を 精 製 す る べ く 、 ろ 過 し た 各
培 地 約 ２ Ｌ を 、 流 速 ６ ０ ｍ ｌ ／ 時 間 で 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ の ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ バ ッ フ ァ ー で
平 衡 化 し た Ｔ ゲ ル カ ラ ム （ １ ． ５ × ８ ｃ ｍ 、 Pierce） に か け た 。 同 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た
の ち 、 そ の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 を ｐ Ｈ ４ ． ０ の ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ナ ト
リ ウ ム バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 そ れ ら の Ｕ Ｖ 吸 収 度 を ２ ８ ０ ｎ ｍ で 測 定 し 、 そ の ピ ー ク 画
分 を 、 流 速 ６ ０ ｍ ｌ ／ 時 間 で 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ の ０ ． ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ
ｌ バ ッ フ ァ ー に よ り 平 衡 化 し た Ｚ ｎ Ｓ Ｏ 4 チ ャ ー ジ キ レ ー テ ィ ン グ セ フ ァ ロ ー ス ハ イ ト ラ
ッ プ カ ラ ム （ ZnSO 4 -charged chelating Sepharose HighTrap column） （ ベ ッ ド ボ リ ュ ー
ム １ － ｍ ｌ 、 Ｇ Ｅ  ヘ ル ス ケ ア )に か け た 。 そ の カ ラ ム を 先 ず ２ ０ ｍ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル で 洗
浄 し て か ら 、 結 合 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 を 同 バ ッ フ ァ ー 中 に て ０ ． ２ ５ Ｍ の
イ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し た 。 最 終 的 な 調 製 液 を ｐ Ｈ ７ ． ０ の ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ バ ッ フ ァ
ー に 透 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 次 に 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ を 用 い る １ ０ ％ Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ビ ス － ト リ ス ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か 、
酢 酸 ナ ト リ ウ ム を ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） に 用 い る ７ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ／ ト リ
ス ア セ テ ー ト ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の い ず れ か に よ り 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 実 行 し た 。
続 い て ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー Ｒ － ２ ５ ０ で タ ン パ ク 質 を 染 色 し た 。 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ Ｉ ｍ
ａ ｇ ｅ ｒ ５ ５ ０ ０ （ ア ル フ ァ 　 イ ノ テ ッ ク （ Alpha Innotech） 、 サ ン リ ア ン ド ロ 、 カ リ フ
ォ ル ニ ア ） と ソ フ ト ウ ェ ア Ａ ｌ ｐ ｈ ａ  Ｅ ａ ｓ ｅ Ｆ Ｃ （ ｖ .４ ． ０ ; ア ル フ ァ 　 イ ノ テ ッ ク
） を 用 い 濃 度 測 定 を 行 う こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 バ ン ド の 濃 度 を 定 量 化 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 三 重 ら せ ん の 性 質 を 調 べ る た め 、 精 製 さ れ た ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ （ １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
） を １ ０ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ の 非 存 在 ま た は 存 在 下 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｄ Ｄ
Ｔ 処 理 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を さ ら に 常 温 で ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ － エ チ ル － マ レ イ ミ ド （ Ｎ Ｅ Ｍ
） と ３ ０ 分 間 反 応 さ せ て 、 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 お よ び 三 量 体 の 再 編 成 を 完 全 に ブ ロ ッ ク
し た 。 各 サ ン プ ル か ら の 等 量 の タ ン パ ク 質 を 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー と
す る ７ ％  Ｓ Ｄ Ｓ ／ ト リ ス ア セ テ ー ト ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し た 。 そ の ゲ
ル を ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 。 精 製 さ れ た Ｃ Ｓ Ａ は 、 ホ モ 三 量 体 、 ま た は 、 マ イ ル ド な
還 元 条 件 下 で ２ つ の 三 量 体 に 解 離 可 能 な 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 六 量 体 で あ る こ と が 発 見 さ
れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ の 三 量 体 構 造 の 熱 安 定 性 を 調 べ た 。 ２ Ｍ 尿 素 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ ト
リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 中 の 精 製 さ れ た ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ を １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス
（ ２ － カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン （ Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ ） の 非 存 在 ま た は 存 在 下 常 温 で 処 理 し た
。 次 い で 、 還 元 さ れ た サ ン プ ル を 常 温 下 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ Ｅ Ｍ で ア ル キ ル 化 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ ロ ー
デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー を 混 合 す る 前 に 、 等 量 の タ ン パ ク 質 を 含 む 各 サ ン プ ル を ３ ５ 、 ４ ５ 、
５ ５ 、 ６ ５ 、 ７ ５ お よ び ８ ５ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 し た 。 そ の サ ン プ ル を 、 非 還 元 条 件 下 、 Ｍ
Ｏ Ｐ Ｓ バ ッ フ ァ ー を 用 い １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ／ ビ ス － ト リ ス ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳
動 し た 。 そ の ゲ ル を ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 。 そ の 結 果 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ 三
量 体 が 高 い 熱 安 定 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 実 際 に は 、 ６ ５ ℃ で １ ０ 分 間 処 理 し た の ち
、 ５ ０ ％ を 超 え る 三 量 体 が 残 っ て い た 。 ま た 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ の コ ラ ー ゲ ン 様
ド メ イ ン の 三 量 体 構 造 は 、 プ ロ リ ル の ヒ ド ロ キ シ ル 化 が な さ れ て い る こ と も わ か っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
結 合 試 験
　 各 種 の 型 の ｅ ｒ ｂ 抗 体 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｅ Ｃ Ｄ に 対 す る 結 合 動 態 （ binding kinetics） を 、
ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー Ｈ Ｂ Ｓ -Ｅ Ｐ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ の １ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 ３ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ 界 面 活 性 剤 Ｐ ２ ０ ） 中 で 、 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ  Ｘ バ
イ オ セ ン サ ー （ ビ ア コ ア 社 （ BIACORE, Inc.） 、 ウ プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） を 用 い て 測 定
し た 。 簡 単 に 言 う と 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｅ Ｃ Ｄ を ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ に よ り 、 レ ス ポ ン ス 単 位 （
Ｒ Ｕ ） が １ ７ ０ ０ 程 度 と な る ま で 、 Ｃ ｌ セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 化 し 、 各 種 濃 度 で 精 製 し
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た 抗 体 を 流 速 １ ０ μ ｌ ／ 分 で 注 入 し た 。 ｐ Ｈ  ３ ． ５ の １ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン － Ｈ Ｃ ｌ を ５ μ
ｌ 注 入 す る こ と に よ っ て そ の 表 面 を 再 生 し た 。 各 濃 度 に お け る セ ン サ ー グ ラ ム を 得 る と 共
に 、 プ ロ グ ラ ム 、 Ｂ Ｉ Ａ  Ｅ ｖ ａ ｌ ｕ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ３ ． ２ を 用 い て 評 価 し た 。 結 合 デ ー タ を
１ ： １ ラ ン グ ミ ュ ア 結 合 モ デ ル で フ ィ ッ テ ィ ン グ し 、 解 離 速 度 （ ｋ d i s s ） ／ 会 合 速 度 （ ｋ

a s s ） の 比 と し て 定 義 さ れ る 親 和 定 数 Ｋ D を 計 算 し た 。 そ の 結 果 を 以 下 の 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 表 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｅ Ｃ Ｄ に 対 す る ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ _Ｃ ｏ ｌ の 結 合 親 和
性 は 、 二 価 （ ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ )お よ び 一 価  (ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ ) ｍ Ａ ｂ カ ウ ン タ ー
パ ー ト よ り も そ れ ぞ れ 約 ２ ０ 倍 お よ び １ ０ ０ ０ 倍 強 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
安 定 性 お よ び 薬 物 動 態 ア ッ セ イ
　 血 清 安 定 性 ア ッ セ イ で は 、 各 種 形 態 の ｅ ｒ ｂ 抗 体 、 ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ _Ｃ ｏ ｌ 、 ｅ ｒ ｂ _
ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ ま た は ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ の 安 定 性 を ３ ７ ℃ に て ヒ ト 血 清 で イ ン キ ュ ベ ー ト
す る こ と に よ り 測 定 し た 。 各 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 経 過 後 に 残 っ た 活 性 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 量
を 定 量 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 測 定 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 （ 捕 捉 試 薬 と し て の ） 組 み 換 え Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － Ｅ Ｃ Ｄ と 抗 ｃ -ｍ ｙ ｃ  ｍ Ａ ｂ （ ９ Ｅ １ ０ 、 シ グ マ ケ ミ カ ル 社 ） 、 続 い て 、 Ｈ Ｒ Ｐ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ と 化 学 発 光 基 質 （ ピ ア
ー ス 　 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ Pierce Biotechnology, Inc.） ） を 用 い て 行 っ た 。 薬 物 動
態 ア ッ セ イ で は 、 ３ 匹 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い て ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ の
ク リ ア ラ ン ス を 分 析 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 事 前 の 採 血 （ pre-bleed） を 行 っ て か ら 、 各 マ
ウ ス に ２ ５ μ ｇ (２ ｍ ｇ ／ 体 重 キ ロ グ ラ ム  )の ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ を 皮 下 注 射 （ ｓ ．
ｃ ． ） し た 。 続 く ７ ０ 時 間 の 間 に 、 定 期 的 に 血 液 サ ン プ ル を 回 収 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て
そ れ ら の ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ の 含 有 量 を 評 価 し た 。 タ ン パ ク 質 は き わ め て 安 定 し て
い る と い う こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｔ 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ お よ び 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ Ｍ Ｌ Ｒ ）
　 ５ － ブ ロ モ -２ '－ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (Ｂ ｒ ｄ Ｕ )細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 簡 単 に 言 う
と 、 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を ３ ７ ℃ で ６ ６ 時 間 、 １ ０ 倍 段 階 希 釈 し た Ｏ Ｋ Ｔ ３
（ イ ー バ イ オ サ イ エ ン ス 社 （ eBioscience, Inc.） ） ま た は Ｏ Ｌ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ の
存 在 下 、 ブ ラ ッ ク ９ ６ ウ ェ ル 平 底 組 織 培 養 プ レ ー ト 中 に ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ ェ ル と な る よ
う に 加 え た １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 含 有 １ ０ ０ μ ｌ  Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に プ レ ー ト し た 。 次 い
で そ の 細 胞 を １ ０ μ Ｍ の Ｂ ｒ ｄ Ｕ に よ り ５ 時 間 パ ル ス 処 理 し た 。 培 地 を 除 去 し た の ち 、 Ｆ
ｉ ｘ Ｄ ｅ ｎ ａ ｔ に よ り ワ ン ス テ ッ プ で 細 胞 の 固 定 と Ｄ Ｎ Ａ の 変 性 を 行 っ た 。 そ の 後 、 そ の
細 胞 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 抗 体 （ 抗 Ｂ ｒ ｄ Ｕ  Ｐ Ｏ Ｄ 、 Ｆ ａ ｇ フ ラ グ メ ン ト
） で １ ． ５ 時 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト ル ミ ノ メ ー タ ー （ Hidex,
 CHAMELEON detection platform、 フ ィ ン ラ ン ド ） を 用 い て 化 学 発 光 検 出 お よ び 定 量 化 を
行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 方 向 性 混 合 リ ン パ 球 反 応 に お け る Ｔ 細 胞 増 殖 お よ び 免 疫 抑 制 を 以 下 の よ う に し て 評 価
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し た 。 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ２ 人 の 健 康 な ド ナ ー か ら 採 取 し た （ 刺 激 お よ び 応 答 ） 。 刺 激 ま た は
応 答 細 胞 を 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ の Ｃ Ｏ ２ を 含 ん だ 加 湿 空 気 中 、 完 全 培 地 （ １ ０ ％ ヒ ト Ａ Ｂ 血 清
、 ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 、 ５ ０ ｎ Ｍ  ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 な ら び に そ れ ぞ れ １ ０ ０ 単
位 ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 加 え た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ ） に て ２ ５
μ ｇ ／ ｍ ｌ の マ イ ト マ イ シ ン Ｃ （ シ グ マ － ア ル ド リ ッ チ ） で ３ ０ 分 間 処 理 し て か ら 、 Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ 培 地 中 で ３ 回 洗 浄 し た 。 応 答 細 胞 を 単 独 で 、 ま た は マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 処 理
し た 刺 激 細 胞 も し く は マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 応 答 細 胞 と １ ： １ で 混 合 し 、 ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ
ェ ル と し て ２ ０ ０ μ ｌ の 完 全 培 地 で 培 養 し た 。 応 答 細 胞 を プ レ ー ト し た の ち 、 精 製 し た Ｏ
Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ ま た は Ｏ Ｋ Ｔ ３ を 異 な る 濃 度 で 培 養 物 に 速 や か に 加 え た 。 ５ 日
後 、 培 養 細 胞 を １ ０ μ Ｍ の Ｂ ｒ ｄ Ｕ で パ ル ス 処 理 し 、 ２ ４ 時 間 後 に 回 収 し た 。 次 い で 、 細
胞 増 殖 ア ッ セ イ を 上 述 の 手 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ は 、 Ｔ 細 胞 増 殖 の 免 疫 抑 制 に お い て よ り 効 果 が 高 く 、 か つ
、 Ｔ 細 胞 増 殖 の 刺 激 に お い て は 無 視 で き る 程 度 の 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を 示 す こ と が 見 出 さ れ
た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
サ イ ト カ イ ン 測 定
　 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 ３ ７ ℃ 、 １ ０ 倍 段 階 希 釈 し た Ｏ Ｋ Ｔ ３ ま た は Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ
ｏ ｌ の 存 在 下 、 ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ ェ ル と な る よ う に 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 含 有 ０ ． １ ｍ ｌ  Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に プ レ ー ト し た 。 そ の 上 清 を 各 時 点 で 回 収 し 、 ヒ ト サ イ ト カ イ ン イ ム
ノ ア ッ セ イ キ ッ ト （ イ ー バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） を 用 い て 多 数 の サ イ ト カ イ ン を 測 定 し た 。
そ の 結 果 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ _Ｃ ｏ ｌ の 投 与 は 、 マ ウ ス Ｏ Ｋ Ｔ ３ ｍ Ａ ｂ に 比 較 し て 、 無 視
で き る 程 度 の サ イ ト カ イ ン 放 出 し か 生 じ さ せ な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
抗 体 変 位 （ Antibody Displacement） ア ッ セ イ
　 下 記 す る 全 て の 手 順 は ４ ℃ 下 で 行 っ た 。 ヒ ト Ｔ 細 胞 を １ × １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ の 密 度 で Ｆ
Ｃ Ｍ バ ッ フ ァ ー （ ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ お よ び ０ ． １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ） に
懸 濁 さ せ た 。 そ の 細 胞 を マ ウ ス 総 Ｉ ｇ Ｇ （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ジ ャ ク ソ ン 　 イ ム ノ リ サ ー チ 　
ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） で ３ ０ 分 処 理 し て か ら 、 段 階 希 釈 し た Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ ま た
は Ｏ Ｋ Ｔ ３ 抗 体 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 固 定 し た 、 飽 和 量 （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
に よ り 判 断 ） の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト Ｏ Ｋ Ｔ ３ （ ０ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 イ ー バ イ オ サ イ
エ ン ス 社 よ り 購 入 ) を 直 接 加 え た 。 １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 そ の 細 胞 を Ｆ Ｃ Ｍ バ
ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ （ ベ ク ト ン デ ッ キ ン ソ ン 、 サ ン ジ ョ ゼ 、 カ リ フ ォ ル ニ
ア )を 用 い フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ り 免 疫 発 光 解 析 を 行 っ た 。 そ の デ ー タ を 、 遮 断 抗
体 の 非 存 在 下 Ｏ Ｋ Ｔ ３ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ で Ｔ 細 胞 を 染 色 す る こ と に よ り 得 た 平 均 蛍 光 強 度 と し て
定 義 さ れ る 最 大 蛍 光 強 度 の 抑 制 率 (percent inhibition)と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ の 結 果 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ _ｓ ｃ Ｆ ｖ _Ｃ ｏ ｌ が 、 天 然 マ ウ ス Ｏ Ｋ Ｔ ３  ｍ Ａ ｂ よ り も 、 強 力 に
ヒ ト Ｃ Ｄ ３ +Ｔ 細 胞 に 結 合 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を 標 準 と し て 、 Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ ア ッ セ イ （ ピ ア ー ス 　 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー
社 製 、 ク ー マ シ ー プ ラ ス 試 薬 （ Coomassie plus reagent） )に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定
し た 。 ア ミ ノ 酸 分 析 に つ い て は 、 精 製 し た ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ を ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 に 透
析 し 、 １ １ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 、 ６ Ｎ の Ｈ Ｃ ｌ 中 で 加 水 分 解 し 、 Ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ｓ 　 Ｐ ｉ ｃ ｏ Ｔ ａ
ｇ （ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム で ア ミ ノ 酸 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ れ ら 結 果 に よ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 足 場 抗 体 が 、 抗 腫 瘍 お よ び 免 疫 調 節 い ず れ の 用 途 に お
い て も 治 療 抗 体 設 計 に 理 想 的 な 構 造 で あ る と い う こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た す べ て の 特 徴 は 、 ど の よ う な 組 合 せ に も 組 み 合 わ せ る こ と が で き
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る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 各 特 徴 は 、 同 一 、 均 等 、 ま た は 類 似 の 目 的 を 果 た す 他 の 特 徴 で
置 き 換 え ら れ て も よ い 。 し た が っ て 、 特 に 明 示 す る 場 合 を 除 い て は 、 開 示 さ れ た 各 特 徴 は
、 単 に 、 包 括 的 な 一 連 の 均 等 ま た は 同 様 の 特 徴 の 例 に 過 ぎ な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 上 述 の 記 載 か ら 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の 主 要 な 特 徴 を 容 易 に 確 認 す る こ と が で き る と 共 に
、 そ の 精 神 と 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 各 種 使 用 お よ び 条 件 に 適 合 す る よ う に 本 発 明 を さ
ま ざ ま に 変 更 お よ び 修 飾 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 そ の 他 の 実 施 形 態 も ま た 、 以 下 の 特
許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 図 １ 】 ヒ ト Ｘ Ｘ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 由 来 の ミ ニ コ ラ ー ゲ ン 三 重 ら せ ん コ イ ル 足 場 を 有 す る タ
ン パ ク 質 複 合 体 を 示 す 図 で あ る 。 三 重 ら せ ん コ イ ル の ６ つ の 末 端 は 、 一 本 鎖 抗 体 の Ｖ L お
よ び Ｖ H ド メ イ ン を 有 す る ６ つ の Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） に そ れ ぞ れ イ ン フ レ ー ム
で 融 合 し て い る 。
【 図 ２ 】 そ れ ぞ れ 、 （ Ａ ） そ の ３ つ の Ｎ 末 端 が ３ つ の 一 本 鎖 抗 体 Ｏ Ｋ Ｔ ３ （ 抗 Ｃ Ｄ ３ ） 、
５ ２ ８ （ 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） 、 お よ び ｅ ｒ ｂ _ｓ ｃ Ｆ ｖ （ 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） に そ れ ぞ れ イ ン フ レ ー ム
で 融 合 す る 三 重 ら せ ん コ イ ル 足 場 を 有 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 示 す 図 、 （ Ｂ ） 該 タ ン パ ク
質 複 合 体 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 細 胞 由 来 の 培 地 を 、 非 還 元 条 件 下 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 電 気 泳 動 し て
か ら 、 Ｘ Ｘ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 ３ Ｅ ２ の Ｃ 末 端 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 ブ ロ ッ ト
し た 。 Ｔ は 鎖 間 で ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 三 量 体 で あ り 、 Ｍ ｔ は 鎖 間 で ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し
た 三 量 体 を 含 む 単 量 体 で あ る 。
【 図 ３ 】 三 重 ら せ ん コ イ ル 足 場 を 有 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 示 す 図 で あ る 。 三 重 ら せ ん コ
イ ル の ３ つ の Ｎ 末 端 は ３ つ の Ｏ Ｋ Ｔ ３ 一 本 鎖 抗 体 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 し 、 三 重 ら せ ん コ
イ ル の ３ つ の Ｃ 末 端 は ３ つ の ５ ２ ８ 一 本 鎖 抗 体 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 し て い る 。
【 図 ４ 】 そ れ ぞ れ 異 な る 形 式 の 抗 体 を 説 明 す る も の で あ る 。 （ Ａ ） コ ラ ー ゲ ン 足 場 抗 体 ：
ア ミ ノ 末 端 ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の ヒ ン ジ 領 域 、 コ ラ ー ゲ ン 様 ド メ イ ン (Ｇ Ｐ Ｐ ) 1 0 、 お よ
び Ｘ Ｘ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の カ ル ボ キ シ ル 末 端 Ｎ Ｃ １ ド メ イ ン を 含 む ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｃ ｏ ｌ （ 左 パ
ネ ル ） 、 サ ー フ ァ ク タ ン ト タ ン パ ク 質 Ｄ （ Ｓ Ｐ Ｄ ） コ レ ク チ ン の ア ミ ノ 末 端 部 お よ び カ ル
ボ キ シ ル 末 端 の ｓ ｃ Ｆ ｖ を 含 む Ｎ Ｓ Ｐ Ｄ － ｓ ｃ Ｆ ｖ （ 右 パ ネ ル ） 。 （ Ｂ ） 左 か ら 右 に :免
疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ Ｉ ｇ Ｇ ） 、 キ メ ラ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ ） 、 お よ び 一 本 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ）
と 、 こ れ ら の お お よ そ の 分 子 量 。 グ レ ー の エ リ ア は Ｖ H お よ び Ｖ L フ ラ グ メ ン ト を 表 す 。 点
線 ： 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 。
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