
(57)【要約】

本発明は、それが生成されて可溶化された微生物の発酵

ブロス又はホモジネートから所望の異種ポリペプチドを

生成するための方法を開示する。本方法は、ポリペプチ

ドの大部分が可溶性を維持する条件下においてブロス又

はホモジネートに有効量の６，９－ジアミノ－２－エト

キシアクリジン乳酸塩（乳酸エタクリジン）溶液を添加

することにより宿主細胞の不純物を沈降させること、及

び所望のポリペプチドをブロス又はホモジネートから分

離することを含む。また、乳酸エタクリジン及びポリペ

プチドを含むブロス又はホモジネートも開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 所 望 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ れ が 生 成 さ れ て 可 溶 化 さ れ た 微 生 物 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ
ジ ネ ー ト か ら 精 製 す る 方 法 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 大 部 分 が 可 溶 性 の ま ま 維 持 さ れ る よ
う な 条 件 下 で ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト に 有 効 量 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 添 加 す る こ と に
よ り 宿 主 細 胞 不 純 物 を 沈 降 さ せ 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら 分 離
す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト が 酵 母 又 は 原 核 生 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト が 細 菌 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト が 真 正 細 菌 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト が グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト が 大 腸 菌 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ な い し ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ホ モ ジ ネ ー ト か ら 分 離 さ れ る 、 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の ｐ Ｉ が 、 宿 主 細 胞 不 純 物 に 含 ま れ る 宿 主 細 胞 の 平 均 ｐ Ｉ よ り も 高 い 、 請
求 項 １ な い し ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の ｐ Ｉ が 少 な く と も 約 ７ で あ る 、 請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ な い し ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 完 全 長 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 軽 鎖 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が κ 軽 鎖 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 又 は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ － ロ イ シ ン ジ
ッ パ ー 融 合 体 で あ る 、 請 求 項 １ ４ な い し １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ で あ る 、 請 求 項 １ ４ な い し １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 抗 組 織 因 子 、 ２ Ｃ ４ 、 抗 Ｈ ｅ ｒ
－ ２ 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 或 い は 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 又 は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １
な い し １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 組 織 因 子 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 完 全 長 抗 組
織 因 子 抗 体 、 又 は 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ １ の い ず れ か １ 項 又 は 請 求 項
１ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 が 約 ０ ． １ ～ ５ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ ０ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 が 約 ０ ． ４ ～ ５ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ １ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 が 約 ０ ． ６ ～ ５ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ ２ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 伝 導 率 が 約 １ ～ １ ５ ｍ Ｓ で
あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の ｐ Ｈ が 約 ５ ～ ９ で あ る 、 請
求 項 １ な い し ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の ｐ Ｈ が 約 ６ ～ ９ で あ る 、 請
求 項 １ な い し ２ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 温 度 を 室 温 ～ 約 ７ ０ ℃ と す
る 、 請 求 項 １ な い し ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 温 度 を 約 １ ～ ６ ０ 分 間 室 温
～ 約 ６ ５ ℃ に 保 つ 、 請 求 項 １ な い し ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 温 度 を 約 １ ～ ６ ０ 分 間 約 ５
０ ～ ６ ５ ℃ に 保 つ 、 請 求 項 １ な い し ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 遠 心 分 離 又 は 濾 過 に よ り 分 離 を 行 う 、 請 求 項 １ な い し ２ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら 分 離 し た 後 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 濾 過 に よ り 更 に ポ リ
ペ プ チ ド を 精 製 す る 、 請 求 項 １ な い し ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 添 加 に 先 立 っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 溶 解 性 断 片 に 製 造 す る 、 請 求 項 １
な い し ３ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 非 溶 解 性 で あ り 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 添 加 に 先 立 っ て 可 溶 化 剤 に 接 触 さ
せ る こ と に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 溶 解 す る 、 請 求 項 １ な い し ３ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 及 び 細 胞 に 対 し て 異 種 性 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 微 生 物 細 胞 発 酵 ブ ロ ス
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又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 細 菌 細 胞 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 大 腸 菌 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ ４ 又 は ３ ５ に 記 載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ３ ６ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 又 は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ３ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ３ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 抗 組 織 因 子 、 ２ Ｃ ４ 、 抗 Ｈ ｅ ｒ
－ ２ 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 或 い は 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ３ ８
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 組 織 因 子 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 完 全 長 抗 組
織 因 子 抗 体 、 又 は 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ３ ８ の い ず れ か １ 項 又 は 請 求
項 ４ ０ に 記 載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 が 約 ０ ． １ ～ ５ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ４ １ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト に 溶 解 性 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ な い し ４ ２ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
１ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 微 生 物 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 工 程
に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト に 沈 降 剤 を 導 入 し 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、
Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 細 胞 片 の 除 去 を 行 う 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
２ ． 関 連 技 術 の 説 明
　 組 換 え 技 術 の 出 現 に よ り 、 現 在 適 切 に 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 内 に 高 い レ ベ ル の タ ン パ ク
質 を 生 成 す る こ と が で き る 。 結 果 と し て 、 組 換 え に よ り 生 成 し た タ ン パ ク 質 を 、 速 や か に
、 確 実 に 、 且 つ 効 率 よ く 回 収 で き る 方 法 に 対 す る 需 要 が 高 ま っ て い る 。 通 常 、 タ ン パ ク 質
は 、 哺 乳 動 物 、 昆 虫 、 真 菌 、 及 び 細 菌 の 細 胞 系 等 の 細 胞 を 、 対 象 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を
含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 挿 入 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 生 成 す る よ う に 操 作 し た も の を
培 養 す る こ と に よ り 生 成 さ れ る 。 使 用 す る 細 胞 系 は 生 き て き る 生 物 体 で あ る の で 、 通 常 動
物 血 清 の 調 製 に よ り 供 給 さ れ る よ う な 、 糖 、 ア ミ ノ 酸 及 び 成 長 因 子 を 含 む 複 合 成 長 培 地 を
与 え な け れ ば な ら な い 。 細 胞 に 与 え た 化 合 物 の 混 合 体 、 及 び 細 胞 自 体 の 副 産 物 か ら 、 ヒ ト
の 治 療 に 使 用 す る の に 十 分 な 純 度 ま で 所 望 の タ ン パ ク 質 を 分 離 す る こ と は 、 困 難 な 課 題 で
あ る 。
　 細 胞 片 か ら タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 手 順 は 、 第 一 に 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 部 位 に 依 存 す る 。
タ ン パ ク 質 に は 、 細 胞 か ら 周 辺 の 成 長 培 地 へ 直 接 分 泌 さ れ る も の と 、 細 胞 内 で 生 成 さ れ る
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も の が あ る 。 哺 乳 動 物 に 細 胞 内 で 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 の 仕 組 み は 、 他 の 種 類 の
宿 主 細 胞 に 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 同 仕 組 み よ り ず っ と 容 易 で あ る 。 哺 乳 動 物 は ポ リ ペ
プ チ ド を 搬 出 す る の で 、 成 長 培 地 か ら そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と が で き る 。
成 長 培 地 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 比 較 的 純 粋 な 形 態 で あ る 。 し か し な が ら 、 非 哺 乳 動 物
、 例 え ば 菌 類 又 は 大 腸 菌 等 の 細 胞 内 に ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 し た 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞
内 又 は 細 胞 膜 周 辺 腔 で 回 収 さ れ る （ Kipriyanov及 び Little, Molecular Biotechnology, 1
2: 173-201 (1999); Skerra及 び Pluckthun, Science, 240: 1038-1040 (1988)） 。 よ っ て
、 細 胞 溶 解 等 の 抽 出 法 に よ り タ ン パ ク 質 を 細 胞 か ら 細 胞 外 培 地 中 に 放 出 し な け れ ば な ら な
い 。 そ の よ う な 破 壊 に よ り 、 細 胞 の 内 容 全 体 が ホ モ ジ ネ ー ト 中 へ と 放 出 さ れ 、 そ れ に 加 え
て 小 さ す ぎ る こ と に よ り 除 去 が 困 難 な 細 胞 成 分 分 画 が 生 成 さ れ る 。 こ れ ら は 通 常 差 動 遠 心
分 離 又 は 濾 過 に よ り 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 般 に 、 細 胞 溶 解 は 、 均 質 化 又 は ヘ ッ ド ミ ル 等 の 機 械 的 破 壊 技 術 を 用 い て 行 わ れ る 。 対
象 の タ ン パ ク 質 は 通 常 効 率 的 に 遊 離 さ れ る が 、 そ の よ う な 技 術 に は 複 数 の 欠 点 が あ る （ En
gler, Protein Purification Process Engineering, Harrison編 , 37-55 (1994)） 。 処 理
の 間 に し ば し ば 温 度 が 上 昇 し 、 タ ン パ ク 質 の 不 活 性 化 が 起 こ る 場 合 が あ る 。 さ ら に 、 結 果
と し て 得 ら れ る 懸 濁 液 が 幅 広 い ス ペ ク ト ル の 汚 染 タ ン パ ク 質 、 核 酸 及 び 多 糖 類 を 含 む 。 核
酸 及 び 多 糖 類 に よ り 溶 液 の 粘 度 が 増 大 し 、 そ の 結 果 そ の 後 行 わ れ る 遠 心 分 離 、 交 流 式 濾 過
、 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 処 理 が 困 難 と な る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら 汚 染 物 質 が 対 象
の タ ン パ ク 質 と 複 雑 に 関 連 す る こ と に よ り 、 生 成 プ ロ セ ス が 複 雑 化 し 、 そ の 結 果 十 分 な 産
生 量 が 得 ら れ な い 場 合 が あ る 。
　 よ っ て 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る の に も っ と 感 度 の 良 い 手 段 を 用 い る こ と に よ り 、
後 続 の 処 理 が 容 易 に な る 。 細 胞 を 透 過 性 に す る た め 、 及 び ／ 又 は 細 胞 内 タ ン パ ク 質 を 抽 出
す る た め の 技 術 が こ れ ま で に 複 数 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 溶 媒 、 洗 浄 剤 、 カ
オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 抗 体 、 酵 素 、 及 び キ レ ー ト 剤 の 使 用 に よ り 、 細 胞 透 過 性 を 増 強 す る こ と
、 及 び ／ 又 は 抽 出 を 促 進 す る こ と が 含 ま れ て い る 。 細 胞 成 長 の 間 に 発 酵 培 地 に 特 定 の 化 合
物 、 例 え ば グ リ シ ン を 加 え る こ と に よ り 、 特 定 の 細 胞 内 酵 素 の 放 出 を 促 進 す る こ と も ま た
報 告 さ れ て い る 。 最 後 に 、 凍 結 融 解 処 理 又 は 浸 透 圧 シ ョ ッ ク に よ り 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の サ
ブ セ ッ ト を 放 出 す る こ と も 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 、 こ れ ら 技 術 は 必 ず し も 全 て の 細 胞 内 微 生 物 タ ン パ ク に 適 用 で き る わ け で
は な く 、 い ず れ も 大 量 処 理 へ の 応 用 に 限 界 を 有 し 、 及 び ／ 又 は そ の 他 の 欠 点 を 有 し て い る
。 例 え ば 、 ト ル エ ン 及 び ク ロ ロ ホ ル ム 等 の 溶 媒 が 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の 放 出 を 促 進 す る が 、
こ れ ら の 物 質 は 毒 性 及 び ／ 又 は 発 癌 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Windholtz等 ., The 
Merck Index 10th Edition: 300及 び 1364 (1983)） 。 Ｓ Ｄ Ｓ の よ う な イ オ ン 性 洗 浄 剤 は 、
単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 不 可 逆 的 に 変 性 さ せ て し ま う こ と が 多 い 。 非 イ オ ン 性 洗 浄 剤 に よ
り 通 常 変 性 は 起 こ ら な い が 、 回 収 さ れ た タ ン パ ク 質 が し ば し ば 洗 浄 剤 ミ セ ル と 関 連 し 、 洗
浄 剤 を 含 ま な い 細 胞 を 得 る た め に は 追 加 の 処 理 が 必 要 と な る 。 尿 素 及 び 塩 酸 グ ア ジ ニ ン な
ど の カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 は 、 完 全 な 放 出 に 必 要 な 濃 度 に お い て 変 性 を 起 こ す 場 合 が あ り 、 そ
の 効 果 は 培 地 の 増 殖 相 に 依 存 す る 。 リ ゾ チ ー ム の 使 用 は 比 較 的 穏 や か な タ ン パ ク 質 遊 離 手
段 で あ る が 、 そ の 原 価 が 比 較 的 高 い こ と 、 及 び そ の 後 酵 素 試 薬 か ら 対 象 タ ン パ ク 質 を 生 成
す る 必 要 が あ る こ と か ら 、 そ の 使 用 に は 限 界 が あ る 。 加 え て 、 リ ゾ チ ー ム 又 は ト ル エ ン 抽
出 等 の 他 の 可 溶 化 ／ 放 出 技 術 を 強 化 す る た め に し ば し ば 用 い ら れ る キ レ ー ト 剤 は 、 宿 主 タ
ン パ ク 質 を 非 特 異 的 に 放 出 す る と い う 欠 点 を 有 し て い る 。
　 他 の タ ン パ ク 質 放 出 法 も 欠 点 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク で は 、 細 胞 は 浸 透
圧 の 高 い 培 地 に 置 か れ 、 回 収 さ れ 、 そ の 後 浸 透 圧 の 低 い 緩 衝 液 中 に 置 か れ る こ と に な り 、
他 の 抽 出 手 段 に 対 し て 処 理 段 階 が 多 く な る （ Moir等 , Separation Processes in Biotechn
ology, Asenjo eds: 67-94 (1990)） か 、 又 は 低 温 の 液 体 を 大 量 に 扱 う こ と が 必 要 に な る
。 こ の 方 法 の こ の よ う な 特 徴 は 、 大 量 処 理 に と っ て 魅 力 的 で な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 凍 結 融 解 処 理 も 細 胞 内 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る が 、 複 数 回 の 処 理 で は 産 量 が 低 下 す る こ と
が 多 い か 、 又 は そ れ に よ り 追 加 の 処 理 が 必 要 と な る 。 さ ら に 、 他 の 抽 出 手 段 と 比 較 し て 、
細 胞 ペ ー ス ト 凍 結 に よ り 生 じ る 追 加 処 理 の 手 間 は 小 さ く な い 。
　 最 後 に 、 グ リ シ ン 等 の 試 薬 を 発 酵 段 階 で 添 加 す る こ と に よ り 、 細 胞 外 培 地 へ の タ ン パ ク
質 の 放 出 を 促 進 し て い る （ Aristidou等 , Biotechnology Letters 15: 331-336 (1993)）
。 複 数 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 が 部 分 的 に 放 出 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る が 、 こ の 方 法 で は
発 酵 と 放 出 戦 略 が 直 接 結 び つ い て い な け れ ば な ら ず 、 そ の 後 、 場 合 に よ っ て は 複 雑 な 細 胞
外 ブ ロ ス か ら 対 象 の タ ン パ ク 質 を 分 離 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 宿 主 細 胞 か ら 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド が 放 出 さ れ た ら 、 他 の 細 胞 成 分 か ら そ れ を 精 製 し な け
れ ば な ら な い 。 残 念 な が ら 、 細 胞 溶 解 等 の 多 く の 抽 出 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 を 宿 主 細 胞 の プ
ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 の 危 険 に 曝 す だ け で な く 、 結 果 と し て 得 ら れ た 懸 濁 液 に 含 ま れ る 他
の 要 素 か ら の タ ン パ ク 質 の 分 離 を さ ら に 困 難 に す る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ン 脂 質
、 及 び リ ポ 多 糖 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） 等 の 負 の 電 荷 を 持 つ 分 子 の 存 在 に よ り 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ Sassenfeld, TIBTECH, 8: 88-93 (1990); Spears, Biotechnology, vol. 3-
-Bioprocessing, Rehm eds:40-51 (1993)） 、 及 び ／ 又 は 、 硫 酸 プ ロ タ ミ ン （ Kelley等 , B
ioseparation, 1: 333-349 (1991) ; Scopes, Protein Purification Principles and Pr
actice, 2nd edition, Cantor eds., pp. 21-71 (1987)） 、 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Wa
ng 等 , eds, Fermentation and Enzyme Technology: 253-256 (1979)） 、 ポ リ エ チ レ ン イ
ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） （ Kelley等 、 上 掲 ; Sassenfeld、 上 掲 ; Cumming等 , Bioseparation, 6: 1
7-23 (1996); Jendrisak, The use of polyethyleneimine in protein purification. Pr
otein purification: micro to macro, ed. Alan R., Liss, Inc, 75-97 (1987); Salt等
, Enzyme and Microbial Technology, 17: 107-113 (1995)） 等 の ポ リ カ チ オ ン に よ る 沈
降 、 及 び ／ 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） ／ 硫 酸 又 は Ｐ Ｅ Ｇ ／ デ キ ス ト ラ ン 等 の
非 混 和 性 ポ リ マ ー 系 を 用 い た 水 性 二 相 抽 出 （ Kelley等 、 上 掲 ; Strandberg等 , Process Bi
ochemistry 26: 225-234 (1991)） の 使 用 が 必 要 と な る 。
　 別 法 で は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 又 は 塩 化 カ リ ウ ム 等 の 中 性 塩 （ Wheelwright, Protein Pur
ification: Design and Scale up of Downstream Processing: 87-98 (1991); Englard等
, Methods in Enzymology Volume 182, Deutscher eds.: 285-300 (1990)） 及 び ／ 又 は Ｐ
Ｅ Ｇ 又 は 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン （ Wang等 、 上 掲 ; Wheelwright上 掲 ） 等 の ポ リ マ ー の 添 加 に よ
り 、 対 象 の タ ン パ ク 質 を 非 タ ン パ ク 質 性 ポ リ ア ニ オ ン 性 混 入 物 か ら 沈 殿 さ せ る こ と が で き
る 。 対 象 の タ ン パ ク 質 が 正 の 電 荷 を 有 す る と 、 そ こ に 存 在 す る 負 の 電 荷 を 有 す る あ ら ゆ る
分 子 に 結 合 す る 傾 向 を 有 す る の で 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 は 殆 ど 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 般 に 、 研 究 者 は ま ず 上 述 の よ う な 細 分 化 段 階 を 行 っ て 、 対 象 の タ ン パ ク 質 か ら 不 要 な
ポ リ ア ニ オ ン を 分 離 す る 。 残 念 な が ら 、 初 め に 行 う い ず れ の 分 離 法 も 、 特 に 製 薬 用 試 薬 に
使 用 さ れ る 場 合 、 重 大 な 欠 点 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 細 菌 性 可 溶 化 液 中 に 見 ら れ る 大 量 の
非 タ ン パ ク 質 性 ポ リ ア ニ オ ン 性 混 入 物 に は 、 ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 の 結 合
能 を 低 下 さ せ る 傾 向 が あ る 。 加 え て 、 ポ リ ア ニ オ ン の 樹 脂 へ の 強 い 結 合 に よ り 、 再 生 プ ロ
ト コ ル の 効 果 が 失 わ れ る こ と が ま ま あ る （ Spears、 上 掲 ） 。 最 後 に 、 タ ン パ ク 質 結 合 に 有
利 な イ オ ン 強 度 の 低 い 条 件 は 、 ば ら ば ら な ポ リ ア ニ オ ン － タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 下 で は
効 果 を 失 い 、 そ の 結 果 分 離 が 十 分 に 行 わ れ な い （ Scopes, Protein Purification Princip
les and Practice, 3rd edition, Cantor eds., p. 171 (1994)） 。 硫 酸 プ ロ タ ミ ン の 調
製 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ウ ィ ル ス 汚 染 の 懸 念 か ら 困 難 で あ る 。 さ ら に 、 こ の 試 薬 の 使 用 に
よ り 、 不 要 な タ ン パ ク 質 沈 殿 が 起 こ り う る （ Scopes, Protein Purification Principles 
and Practice, 2nd edition, Cantor eds., 21-71 (1987)） 。
　 プ ロ セ ス 試 薬 と し て 抗 生 物 質 を 使 用 す る こ と に は 不 安 が あ る の で 、 製 薬 用 タ ン パ ク 質 の
処 理 に 一 般 的 に 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン は 使 用 さ れ て い な い （ Scawen等 , Handbook of En
zyme Biotechnology 2nd edition, Wiseman eds.: 15-53 (1985)） 。 Ｐ Ｅ Ｉ の 調 製 は 、 発
癌 性 が 疑 わ れ る 様 々 な 量 の エ チ レ ン イ ミ ン 単 量 体 に よ っ て 汚 染 さ れ る こ と が 多 い （ (Scawe
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n等 、 上 掲 )。 Ｐ Ｅ Ｉ は ま た 、 多 く の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 不 可 逆 的 に 結 合 す る 性 質 を
有 し て お り 、 そ れ に よ り そ れ ら の 効 果 、 及 び Ｐ Ｅ Ｉ 後 の 清 澄 に 利 用 可 能 な ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 樹 脂 の 数 に 限 界 が あ る 。 一 般 に 、 水 性 二 相 抽 出 シ ス テ ム は 予 想 が 難 し く 、 ま た 対 象 の
タ ン パ ク 質 を 適 切 な 水 性 相 に 移 動 さ せ る 条 件 を 決 定 す る の に 経 験 的 手 法 が 必 要 と な る こ と
が 多 い （ Kelley等 、 上 掲 ） 。
　 対 象 の タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 沈 降 さ せ る 技 術 は 、 し ば し ば 沈 殿 物 に 非 タ ン パ ク 質 性 の 混
入 物 が 捕 捉 さ れ 、 分 離 の 効 果 が 失 わ れ る と い う 結 果 を 伴 う （ Scopes、 上 掲 ; Wheelwright
、 上 掲 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 の 回 収 及 び 精 製 に つ い て 開 示 し た 特 許 文 献 の 例 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 米 国 特 許 第 5,665,866号 に は 、 正 確 に 折 り 畳 ま れ 、 ア セ ン ブ ル さ れ た 形 態 の 可 溶 性 の 抗
体 を 得 る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 プ ロ セ ス 中 適 切 な 時 点 で 実 用 温 度 を ３ ４ ℃
か ら ６ ０ ℃ に 上 げ る こ と に よ り 、 そ の 後 行 わ れ る 正 確 に 折 り 畳 ま れ て ア セ ン ブ ル さ れ た 可
溶 性 の 抗 体 の 分 離 を 、 他 の 抗 体 に 関 連 す る 物 質 を 実 質 的 に 何 も 使 用 せ ず に 行 う ス テ ッ プ を
含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 米 国 特 許 第 5,760,189号 に は 、 溶 液 に キ レ ー ト 剤 を 添 加 す る こ と に よ り 、 負 の 電 荷 を 有
す る 非 タ ン パ ク 質 性 の 物 質 を 含 め 、 大 腸 菌 か ら 溶 液 中 に チ オ レ ド キ シ ン 様 融 合 タ ン パ ク 質
を 放 出 し 、 該 溶 液 に 二 価 陽 イ オ ン ／ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加 し て 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 第 一 の
可 溶 性 の 分 画 と 、 不 要 な 混 入 物 を 含 む 第 一 の 不 溶 性 分 画 と を 形 成 す る こ と に よ り 、 溶 液 中
の 負 の 電 荷 を 有 す る 非 タ ン パ ク 質 性 物 質 を 沈 降 さ せ る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 場 合 に よ っ
て は 、 キ レ ー ト 剤 添 加 前 の 温 度 は キ レ ー ト 剤 添 加 後 の 温 度 よ り 低 く て も よ い 。 二 価 陽 イ オ
ン に は 、 例 え ば 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 及 び カ ル シ ウ ム の １ つ 又 は 組 合 せ が 含 ま れ る
。
　 米 国 特 許 第 5,714,583号 に は 、 溶 液 中 の 因 子 Ｉ Ｘ の 精 製 法 が 開 示 さ れ て お り 、 こ の 方 法
で は 、 因 子 Ｉ Ｘ を 含 む 溶 液 を 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 に 適 用 し 、 樹 脂 か ら 因 子 Ｉ Ｘ を 溶 出 す る の
に は 少 し 足 り な い 伝 導 率 を 有 す る 溶 液 で 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 を 洗 浄 し 、 第 １ の 溶 出 剤 を 用 い
て 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 を 抽 出 し て 第 １ の 溶 出 液 を 作 成 し 、 該 溶 出 液 を ヘ パ リ ン 又 は ヘ パ リ ン
様 （ 例 え ば 負 の 電 荷 を 有 す る 基 質 ） 樹 脂 に 適 用 し 、 第 ２ の 溶 出 液 を 用 い て ヘ パ リ ン 又 は ヘ
パ リ ン 様 樹 脂 を 溶 出 し て 第 ２ の 溶 出 液 を 作 成 し 、 第 ２ の 溶 出 液 を ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 樹
脂 に 適 用 し 、 次 い で 第 ３ の 溶 出 液 を 用 い て ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 樹 脂 を 溶 出 し 、 精 製 さ れ
た 因 子 Ｉ Ｘ を 含 む 第 ３ の 溶 出 液 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 米 国 特 許 第 6,322,997号 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 回 収 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 こ の 方 法 で
は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て 修 飾 す る 試 薬 に 接 触 さ せ 、
そ の 場 合 試 薬 を 固 相 に 固 定 し 、 次 い で 該 組 成 物 中 の 試 薬 の 電 荷 と 反 対 の 電 荷 を 有 す る フ ィ
ル タ に 組 成 物 を 通 す こ と に よ り 、 組 成 物 か ら 浸 出 し た 試 薬 を 除 去 す る 。
　 米 国 特 許 第 6,214,984号 に は 、 抗 体 精 製 の た め の 低 ｐ Ｈ  疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー （ Ｌ Ｐ Ｈ Ｉ Ｃ ） が 開 示 さ れ て い る 。 特 に こ の 特 許 文 献 は 混 入 物 か ら 抗 体 を 精 製 す る 方
法 を 提 供 す る も の で 、 抗 体 と 混 入 物 と を 含 む 混 合 物 を 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
カ ラ ム に 入 れ 、 約 ２ ． ５ ～ ４ ． ５ の ｐ Ｈ を 有 す る 緩 衝 液 を 用 い て カ ラ ム か ら 抗 体 を 溶 出 す
る 。 通 常 、 カ ラ ム に 入 れ ら れ る 混 合 物 の ｐ Ｈ は 溶 出 緩 衝 液 の ｐ Ｈ と ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 米 国 特 許 第 6,121,428は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 回 収 方 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ の 方 法 で
は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て 修 飾 す る 試 薬 に 接 触 さ せ
、 そ の 場 合 試 薬 を 固 相 に 固 定 し 、 次 い で 該 組 成 物 中 の 試 薬 の 電 荷 と 反 対 の 電 荷 を 有 す る フ
ィ ル タ に 組 成 物 を 通 す こ と に よ り 、 組 成 物 か ら 浸 出 し た 試 薬 を 除 去 す る 。
　 米 国 特 許 第 5,641,870号 は 、 抗 体 の 精 製 方 法 を 提 供 す る も の で 、 抗 体 と 混 入 物 を 含 む 混
合 物 を 場 合 に よ っ て は 低 い 塩 濃 度 で Ｌ Ｐ Ｈ Ｉ Ｃ に か け る 。 抗 体 は そ れ に 結 合 し な い 分 画 で
カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ る 。 抽 出 段 階 に お い て 、 室 温 で 、 ５ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 及 び 予 め エ タ ノ ー
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ル に 溶 解 さ せ た ２ ０ ｍ Ｍ の ４ ， ４ ’ － Ｄ Ｔ Ｐ を 含 む 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ の ２ ０ ｍ Ｍ の Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝
液 に 、 凍 ら せ た 細 胞 ペ レ ッ ト を 再 度 懸 濁 す る （ 緩 衝 液 ３ リ ッ ト ル ／ 細 胞 ペ レ ッ ト １ ｋ ｇ ）
。 懸 濁 さ れ た 細 胞 は 、 Mantin Gaulinホ モ ジ ナ イ ザ ー を 通 る 通 路 に よ り ５ ５ ０ ０ ～ ６ ５ ０
０ Ｐ Ｓ Ｉ で ２ つ に 分 け ら れ る 。 ホ モ ジ ネ ー ト は ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） に よ り ０ ．
２ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） に 調 節 さ れ 、 同 容 量 の ２ ～ ８ ℃ の 精 製 水 に よ り 希 釈 さ れ る 。 次 い で 希 釈
し た ホ モ ジ ネ ー ト の 遠 心 分 離 を 行 う 。 上 清 に 抗 体 断 片 が 見 ら れ る よ う に な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 来 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ Ｉ ｇ Ｇ ） は ヒ ト 血 清 及 び 血 漿 か ら 精 製 さ れ て い た （ Putnam, 
ed., The Plasma Proteins, vol. 1 (Academic Press, 1975)） 。 精 製 プ ロ セ ス は １ 又 は
複 数 の ス テ ッ プ を 含 む こ と が 多 い 。 Ｉ ｇ Ｇ の 回 収 に 最 も 広 く 使 用 さ れ る 沈 降 ス キ ー ム は 、
コ ー ン に よ る 分 画 で あ る （ Cohn 等 , J. Amer. Chem. Soc., 72: 465 (1950)） 。 し か し な
が ら 、 他 の 沈 降 技 術 も 報 告 さ れ て い る （ Niederauer及 び Glatz, Advances in Biochemical
 Engineering Biotechnology, v. 47 (Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 1992); Ste
inberg及 び Hershberger, Biochim. et Biophys. Acta, 342: 195-206 (1974)） 。 芳 香 及
び 陽 イ オ ン 性 の 高 い 染 料 で あ る ６ ， ９ － ジ ア ミ ノ － ２ － エ ト キ シ ア ク リ ジ ン 乳 酸 塩 （ Ｕ Ｓ
Ａ Ｎ 名 及 び 本 明 細 書 で 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン と 呼 び 、 ま た ETHODIN（ 登 録 商 標 ） 又 は RIVANOL（
登 録 商 標 ） と し て も 知 ら れ る ） を 用 い て 血 漿 か ら Ｉ ｇ Ｇ を 精 製 す る 先 駆 的 な 作 業 が Horsjs
i及 び Smetana, Acta Med. Scand., 155: 65 (1956)に よ り 報 告 さ れ た 。 続 く １ ０ 年 間 に 、
６ ， ９ － ジ ア ミ ノ － ２ － エ ト キ シ ア ク リ ジ ン 乳 酸 塩 が 持 つ 、 血 漿 及 び 成 長 培 地 等 の 生 物 学
的 材 料 か ら の Ｉ ｇ Ｇ 及 び 他 の タ ン パ ク 質 精 製 能 が 多 数 の 文 献 に 示 さ れ た （ Miller, Nature
, 184: 450 (1959); Steinbuch及 び Niewiarowski, Nature, 186: 87 (1960); Neurath及
び Brunner, Experientia, 25: 668 (1969)） 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 使 用 に よ る そ の 他 の 出
所 か ら の 抗 体 及 び そ の 他 の タ ン パ ク 質 の 回 収 が 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Tchernov等 , J.
 Biotechnol., 69: 69-73 (1999); 1982年 7月 28日 公 開 の SU 944580; Franek 及 び Dolniko
va, Biotech-Forum-Eur, 7: 468-470 (1990); 1987年 12月 23日 公 開 の EP 250288; 1987年 8
月 20日 公 開 の DE3604947; Rothwell等 , Anal. Biochem., 149: 197-201 (1985); Lutsik及
び Antonyuk, Biokhimiya, 47: 1710-1715 (1982); 並 び に 、 Aizenman等 , Mikrobiol-Zh.,
 44: 69-72 (1982)を 参 照 の こ と 。
　 微 生 物 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 第 一 段 階 は 、 多 く の 場 合 、 細 胞 及 び 細 胞 片 等 の 固 体
物 質 の 除 去 に 関 与 し て い る 。 所 望 の 産 物 を 、 そ れ と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 条 件 培 地 中 の 成
分 か ら 分 離 す る 必 要 性 を 認 識 す る こ と が 重 要 で あ る 。 対 象 の タ ン パ ク 質 が 正 の 電 荷 を 有 す
る 場 合 、 そ こ に 存 在 す る 負 の 電 荷 を 有 す る あ ら ゆ る 分 子 に 結 合 す る の で 、 従 来 の 方 法 に よ
り タ ン パ ク 質 の 精 製 を 行 う こ と は 非 常 に 困 難 で あ る 。 こ の 段 階 で 、 未 精 製 の 微 生 物 抽 出 物
、 例 え ば 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト か ら そ れ に 混 入 し て い る 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 追 加 的 に 除 去 す
る に は 、 単 純 に そ の 後 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う 。 こ の よ う な 追 加 的 除 去 は 工 業 規 模 の
生 産 に 非 常 に 有 益 で あ り 、 こ れ に よ り ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の カ ラ ム の 大 き さ と 生 産 時 間 を
縮 減 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 精 製 法 に 関 す る 。
　 特 に 、 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ れ が 生 成 さ れ て 可 溶 化 さ れ た 微 生 物 の 発 酵 ブ ロ ス
又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら 、 所 望 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 本 方 法
は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 大 部 分 が 可 溶 性 を 維 持 す る 条 件 下 に お い て ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト に
有 効 量 の ６ ， ９ － ジ ア ミ ノ － ２ － エ ト キ シ ア ク リ ジ ン 乳 酸 塩 （ 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン ） 溶 液 を
添 加 す る こ と に よ り 宿 主 細 胞 の 不 純 物 を 沈 降 さ せ る こ と 、 及 び 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を ブ ロ
ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら 分 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 及 び 細 胞 と 異 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 微 生
物 細 胞 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト を 提 供 す る 。
　 沈 降 剤 と し て 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 す る こ と に よ り 、 思 い が け ず 宿 主 タ ン パ ク 質 を 含

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-517415 A 2006.7.27



む 宿 主 片 が 劇 的 に 除 去 さ れ た 。 こ の 方 法 で は 、 宿 主 タ ン パ ク 質 の 大 部 分 が 細 胞 片 と 共 に 沈
降 物 と し て 回 収 さ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド が 精 製 さ れ た 上 清 中 に 回 収 さ れ る 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン
の 使 用 に よ っ て 精 製 さ れ た 抽 出 物 の 純 度 が 向 上 し た こ と に よ り 、 カ ラ ム に 必 要 な 樹 脂 又 は
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 培 地 の 容 積 が 小 さ く な り 、 よ っ て そ の 後 必 要 と さ れ る 精 製 の 規 模 を 縮
減 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 工 程 の 一 部 を 省 略 す る こ と が で き る の
で 、 処 理 時 間 と コ ス ト が 縮 減 で き る 。 加 え て 、 本 明 細 書 の 方 法 に よ り 安 定 し た 供 給 原 料 が
得 ら れ 、 ま た 本 方 法 は 中 程 度 の ｐ Ｈ で 実 施 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
定 義
　 「 微 生 物 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 」 と い う 表 現 は 、 シ ェ ー ク フ ラ ス コ や 発 酵 槽 と い
っ た 使 用 す る 培 養 容 器 を 問 わ ず 、 培 養 さ れ 、 栄 養 分 を 消 費 す る 、 酵 母 、 菌 類 、 及 び 細 菌 等
の 原 核 生 物 を 含 む 微 生 物 由 来 の ブ ロ ス 、 ペ ー ス ト 、 又 は 抽 出 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、
ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト は 酵 母 又 は 原 核 生 物 に 由 来 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ブ ロ ス 又 は
ホ モ ジ ネ ー ト は 細 菌 に 由 来 す る 。 本 発 明 で は ホ モ ジ ネ ー ト を 選 択 し た 。 溶 液 の 粘 度 が 非 常
に 高 い 場 合 、 細 胞 を 回 収 し て そ れ ら を 再 度 懸 濁 す る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る が 、 そ う で
な い 場 合 は 発 酵 槽 か ら 直 接 得 ら れ た ホ モ ジ ネ ー ト を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 ブ ロ ス 又 は
ホ モ ジ ネ ー ト の 成 分 に は 、 細 胞 片 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 等 が 含 ま れ る 。
よ っ て 、 本 発 明 で 乳 酸 を 添 加 す る こ と に よ り 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 な ど を 選 択 的 に 沈 降 さ
せ る こ と が で き 、 乳 酸 を 使 用 し な い 場 合 と 比 較 し て 精 製 が 向 上 す る 。
　 「 ポ リ ペ プ チ ド の 大 部 分 が 可 溶 性 を 維 持 す る 条 件 下 」 と い う 表 現 は 、 標 的 の ポ リ ペ プ チ
ド の 大 部 分 が ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 中 で 沈 降 し な い よ う な 量 、 温 度 及 び 伝 導 率 で ブ ロ ス
又 は ホ モ ジ ネ ー ト に 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 す る こ と を い う 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 条
件 に よ り 約 ６ ０ ％ 超 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ７ ０ ％ 超 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ７ ５ ％ 超 、 さ ら
に 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 超 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ８ ５ ％ 超 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ８ ５ ％ 超 、
さ ら に 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 超 、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 超 の ポ リ ペ プ チ ド が 沈 降 し な
い 。 こ の 溶 解 度 は 、 例 え ば Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ａ
Ｃ ） 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ 、 及 び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ と 高 性 能 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ａ Ｃ ） と の 組 合 せ と い っ た 、 適 切 な ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る 。 ア ッ セ イ
は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 の 種 類 及 び 生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 応 じ て 選 択 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め の 「 細 菌 」 に は 、 真 正 細 菌 及 び 古 細 菌 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の う ち 好
ま し い の は 真 性 細 菌 で あ り 、 グ ラ ム 陽 性 及 び グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 含 ま れ る 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌
の 方 が 好 ま し い 。 好 ま し い 種 類 の 細 菌 は 腸 内 細 菌 科 で あ る 。 腸 内 細 菌 科 に 属 す る 細 菌 と し
て 、 大 腸 菌 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 Erwinia、 ク エ ル ブ シ ラ 属 、 プ ロ テ ウ ス 属 、 サ ル モ ネ ラ
、 セ ラ チ ア 属 、 及 び 赤 痢 菌 族 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 適 切 な 細 菌 の 種 類 に は 、 ア ゾ ト バ ク
タ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 根 粒 菌 、 Vitreoscilla、 及 び Paracoccusが 含 ま れ る 。 本 発 明 で は
大 腸 菌 を 選 択 し た 。 適 切 な 大 腸 菌 宿 主 は 、 大 腸 菌 W3110 （ ATCC 27,325） 、 大 腸 菌 294 （ A
TCC 31,446） 、 大 腸 菌 B、 及 び 大 腸 菌 X1776 （ ATCC 31,537） を 含 む 。 こ れ ら の 例 は 、 限 定
の た め で な く 説 明 を 目 的 と し て 挙 げ た の で あ り 、 W3110が 好 ま し い 。 上 述 の 細 菌 の い ず れ
か の 突 然 変 異 細 胞 も 使 用 で き る 。 当 然 な が ら 、 細 菌 の 細 胞 中 の レ プ リ コ ン の 再 製 可 能 性 を
考 慮 し て 適 切 な 細 菌 を 選 択 し な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 pBR322、 pBR325、 pACYC177、 又
は pKN410等 の 周 知 の 血 漿 を 使 用 し て 複 製 を 供 給 す る と き 、 大 腸 菌 、 セ ラ チ ア 属 、 又 は サ ル
モ ネ ラ 種 を 宿 主 と し て 適 切 に 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な 細 菌 宿 主 細 胞 の 例 に 関 し て は
、 さ ら に 後 述 を 参 照 さ れ た い 。
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 細 胞 」 、 「 細 胞 系 」 、 「 菌 株 」 及 び 「 細 胞 培 養 」 と い う 表 現 は 、
互 い に 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 そ の よ う な 名 称 は 全 て 子 孫 を 含 ん で い る 。 従 っ て 、 「 形 質 転
換 体 」 及 び 「 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 」 は 、 形 質 移 入 回 数 に は 関 係 無 く 、 そ れ に 由 来 す る 初 代
の 対 象 細 胞 及 び 培 養 物 を 含 ん で い る 。 ま た 、 故 意 又 は 偶 然 の 変 異 の た め に 、 全 て の 産 物 の
Ｄ Ｎ Ａ 含 量 が 正 確 に 一 致 し な い か も し れ な い こ と も 理 解 さ れ る 。 最 初 に 形 質 転 換 さ れ た 細
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胞 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る の と 同 じ 機 能 又 は 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 突 然 変 異 子 孫 が
含 ま れ る 。 明 確 な 規 定 が 意 図 さ れ る 場 合 に は 、 そ れ は 文 脈 か ら 明 ら か に な る だ ろ う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 約 １ ０ よ り 多 い ア ミ ノ 酸 を 有 す る 任 意 の 細
胞 源 由 来 の ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 を 指 す 。 「 異 種 の 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 大 腸 菌 に よ っ て
産 生 さ れ る ヒ ト タ ン パ ク 質 の よ う な 、 利 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に と っ て 外 来 の ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 原 核 生 物 の も の で も 真 核 生 物 の も の で も よ い が 、 好 ま し く は 真
核 生 物 の も の で あ り 、 よ り 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト の も の で あ る 。 好 ま し
く は 、 組 換 え 技 術 に よ っ て 生 成 さ れ た も の で あ る か 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 中 で 生 成 及 び 可 溶 化 さ れ る 。 つ ま り 、 ポ リ
ペ プ チ ド は そ の よ う な ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 中 に お い て つ く ら れ 、 生 成 の 結 果 既 に 可 溶
性 の 分 画 で あ っ て も 、 還 元 剤 （ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 又 は β メ ル カ ト ル エ タ ノ ー ル 等 ） の 存
在 化 又 は 不 在 化 で 、 カ オ ト ロ ー プ （ 例 え ば 尿 素 又 は グ ア ニ ジ ン ） 又 は 洗 浄 剤 （ 例 え ば ド デ
シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） ） 等 の 可 溶 化 剤 で 処 理 す る か 、 そ の よ う な 可 溶 化 剤 に 接 触
さ せ る こ と に よ り 可 溶 化 さ れ る 不 溶 性 の 分 画 で あ る か 、 不 溶 性 の 形 態 、 又 は 相 を 有 し て も
よ い 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 可 溶 性 」 、 「 可 溶 化 さ れ た 」 、 「 可 溶 化 」 、 或 い は 「
溶 解 」 と は 、 遠 心 分 離 の 後 で ポ リ ペ プ チ ド が 固 体 断 片 で は な く 上 清 に あ る こ と を 意 味 す る
。 沈 降 又 は 可 溶 性 の 度 合 い は 、 上 述 の よ う な 適 切 な ア ッ セ イ に よ り 決 定 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 哺 乳 類 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 例 え ば 、 レ ニ ン 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン を 含 む 成 長 ホ ル モ ン ；
ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ； 成 長 ホ ル モ ン 放 出 因 子 ； 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ； 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン ； リ
ポ タ ン パ ク ； １ － ア ン チ ト リ プ シ ン ； イ ン ス リ ン Ａ － 鎖 ； イ ン ス リ ン Ｂ － 鎖 ； プ ロ イ ン ス
リ ン ； ト ロ ン ボ ポ エ チ ン ； 濾 胞 刺 激 ホ ル モ ン ； カ ル シ ト ニ ン ； 黄 体 形 成 ホ ル モ ン ； グ ル カ
ゴ ン ； 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ Ｃ 、 因 子 Ｉ Ｘ 、 組 織 因 子 、 及 び フ ォ ン ・ ヴ ィ レ ブ ラ ン ド 因 子 等 の 凝 固
因 子 ； プ ロ テ イ ン Ｃ 等 の 抗 凝 固 因 子 ； 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 因 子 ； 肺 界 面 活 性 剤 ； ウ ロ キ
ナ ー ゼ 又 は ヒ ト 尿 又 は 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 剤 （ ｔ － Ｐ Ａ ） 等 の プ ラ ス ミ ノ ー ゲ
ン 活 性 化 因 子 及 び そ れ ら の 変 異 体 、 例 え ば Ｒ Ｅ Ｔ Ｅ Ｖ Ａ Ｓ Ｅ （ 登 録 商 標 ） 及 び Ｔ Ｎ Ｋ Ａ Ｓ
Ｅ （ 登 録 商 標 ） ； ボ ン ベ シ ン ； ト ロ ン ビ ン ； 造 血 性 成 長 因 子 ； 腫 瘍 壊 死 因 子 － ア ル フ ァ 及
び ベ ー タ ； ２ Ｃ ４ 等 の Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 （ WO 01/00245; ハ イ ブ リ ド ー マ A
TCC HB-12697） で あ っ て 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン 内 の 領 域 に 結 合 す る も の （ 例 え ば
、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ の 概 ね 残 基 ２ ２ ～ 残 基 ５ ８ ４ の 領 域 内 に お け る １ 又 は 複 数 の 残 基 ） 、 エ ン ケ
フ ァ リ ナ ー ゼ ； ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 の 血 清 ア ル ブ ミ ン ； ミ ュ ー ラ ー 阻 害 物 質 ； リ ラ キ シ
ン Ａ － 鎖 ； リ ラ キ シ ン Ｂ － 鎖 ； プ ロ リ ラ キ シ ン ； マ ウ ス ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 関 連 ペ プ チ ド ； ベ
ー タ － ラ ク タ マ ー ゼ 等 の 微 生 物 タ ン パ ク 質 ； DNase； イ ン ヒ ビ ン ； ア ク チ ビ ン ； 血 管 内 皮
成 長 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） ； ホ ル モ ン 又 は 成 長 因 子 の レ セ プ タ ー ； イ ン テ グ リ ン ； プ ロ テ イ ン
Ａ 又 は Ｄ ； リ ウ マ チ 因 子 ； 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 （ Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ ） 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ３ 、
－ ４ 、 － ５ 又 は － ６ （ Ｎ Ｔ － ３ 、 Ｎ Ｔ － ４ 、 Ｎ Ｔ － ５ 、 又 は Ｎ Ｔ － ６ ） な ど の 栄 養 因 子 、
又 は Ｎ Ｇ Ｆ 等 の 神 経 成 長 因 子 ； カ ル ジ オ ト ロ フ ィ ン － １ （ Ｃ Ｔ － １ ） 等 の カ ル ジ オ ト ロ フ
ィ ン （ 心 臓 肥 大 因 子 ） ； 血 小 板 誘 導 成 長 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） ； ａ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 等 の 線
維 芽 細 胞 成 長 因 子 ； 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） ； Ｔ Ｇ Ｆ － １ 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ２ 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ３ 、 Ｔ
Ｇ Ｆ － ４ 、 又 は Ｔ Ｇ Ｆ － ５ を 含 む Ｔ Ｇ Ｆ － α 及 び Ｔ Ｇ Ｆ － β な ど の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ
成 長 因 子 （ Ｔ Ｇ Ｆ ） ； イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 － Ｉ 及 び － Ｉ Ｉ （ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｉ ） ； ｄ ｅ ｓ (１ － ３ )－ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ （ 脳 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ ） 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 結 合 タ ン パ
ク 質 ； Ｃ Ｄ － ３ 、 Ｃ Ｄ － ４ 、 Ｃ Ｄ － ８ 、 及 び Ｃ Ｄ － １ ９ な ど の Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 ； エ リ ス ロ
ポ エ チ ン ； 骨 誘 導 因 子 ； 免 疫 毒 素 ； 骨 形 成 タ ン パ ク 質 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ア
ル フ ァ 、 － ベ ー タ 、 及 び － ガ ン マ 等 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン ； ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｈ Ｓ Ａ ）
又 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） な ど の 血 清 ア ル ブ ミ ン ； コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｃ Ｓ Ｆ ）
、 例 え ば 、 Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｇ Ｍ － Ｓ Ｃ Ｆ 、 及 び Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ； イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ ｓ ） 、
例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ か ら Ｉ Ｌ － １ ０ ； 抗 － Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 抗 体 ； Ａ ｐ ｏ ２ リ ガ ン ド ； ス ー パ ー オ
キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ ； Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー ； 表 面 膜 タ ン パ ク 質 ； 崩 壊 促 進 因 子 ； ウ イ ル ス 性
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抗 原 、 例 え ば Ａ Ｉ Ｄ Ｓ エ ン ベ ロ ー プ の 一 部 等 ； 輸 送 タ ン パ ク 質 ； ホ ー ミ ン グ レ セ プ タ ー ；
ア ド レ シ ン ； 調 節 タ ン パ ク 質 ； 抗 体 ； 及 び 上 に 列 挙 し た 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 な ど の
分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド に は 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｈ Ｓ Ａ ） 、 ２ Ｃ ４ 、 組 織 因
子 、 抗 組 織 因 子 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 、 へ レ グ リ ン 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 、 抗
Ｃ Ｄ １ ８ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び 、 そ れ ら の レ セ プ タ ー 及 び 抗 体 、 例 え ば ｒ ｈ ｕ Ｆ ａ ｂ 　 Ｖ ２ 及 び
Ａ Ｖ Ａ Ｓ Ｔ Ｉ Ｎ （ 登 録 商 標 ） 、 成 長 ホ ル モ ン と そ の 変 異 体 、 例 え ば ｈ Ｇ Ｈ 、 成 長 ホ ル モ ン
レ セ プ タ ー 、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｈ Ｒ Ｐ ） 、 Ｌ Ｉ Ｖ － １ （ EP1,263,780） 、
Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ 、 腫 瘍 懐 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） 及 び そ れ に 対 す る 抗 体 、 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー 及 び そ の
抗 体 、 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー 関 連 因 子 （ Ｔ Ｒ Ａ Ｆ ｓ ） 及 び そ の イ ン
ヒ ビ タ ー 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｂ ド メ イ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 等 の イ ン タ ー
フ ェ ロ ン 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β 等 の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 （ Ｔ Ｇ Ｆ ） 、 抗 Ｔ Ｇ Ｆ － β 等 の
抗 Ｔ Ｇ Ｆ 、 ア ク チ ビ ン 、 イ ン ヒ ビ ン 、 抗 ア ク チ ビ ン 、 抗 イ ン ヒ ビ ン 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ
ン 活 性 化 因 子 及 び ｔ － Ｐ Ａ 、 Ｒ Ｅ Ｔ Ｅ Ｐ Ｌ Ａ Ｓ Ｅ （ 登 録 商 法 ） 、 及 び Ｔ Ｎ Ｋ ａ ｓ ｅ 等 の そ
れ ら の 変 異 体 、 抗 Ｆ ａ ｓ 抗 体 、 Ａ ｐ ｏ － ２ リ ガ ン ド ； Ａ ｐ ｏ － ２ リ ガ ン ド イ ン ヒ ビ タ ー ；
Ａ ｐ ｏ － ２ レ セ プ タ ー 、 Ａ ｐ ｏ － ３ 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 、 Ｃ ｅ ｄ － ４ 、 Ｄ ｃ Ｒ ３ 、 細 胞 死
受 容 体 及 び ア ゴ ニ ス ト 抗 体 （ Ｄ Ｒ ４ 、 Ｄ Ｒ ５ ） 、 リ ン ホ ト キ シ ン （ Ｌ Ｔ ） 、 プ ロ ラ ク チ ン
、 プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー 、 Ｓ Ｏ Ｂ タ ン パ ク 質 、 Ｗ Ｉ Ｓ Ｐ （ ｗ ｎ ｔ 誘 発 性 分 泌 タ ン パ ク 質
） 、 神 経 毒 － ３ （ Ｎ Ｔ － ３ ） 、 神 経 成 長 因 子 （ Ｎ Ｇ Ｆ ） 及 び 抗 Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 、 肝 炎
抗 原 、 単 純 疱 疹 抗 原 、 レ プ チ ン 、 Ｉ Ｇ Ｆ － １ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ － ２ 等 の イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 （
Ｉ Ｇ Ｆ ） 、 及 び そ れ ら の 結 合 タ ン パ ク 質 及 び Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ － １ － Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ － ６ 等 の レ セ プ
タ ー 、 イ ン ス リ ン 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ７ 等 の 繊 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 Ｔ ｏ ｌ ｌ タ ン パ ク
質 、 Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 及 び 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 、 サ ブ チ リ シ ン 、 肝 細
胞 成 長 因 子 （ Ｈ Ｇ Ｆ ） 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン （ Ｔ Ｐ Ｏ ） 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｌ － １
７ 、 Ｉ Ｌ － ２ ２ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｉ Ｌ － ９ 等 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 及 び そ れ ら に 対 す る 抗 体 、
及 び 前 立 腺 特 異 性 癌 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｃ Ａ ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 結 合 す る 抗 体 の 例 と し て は 、 ４ Ｄ ５ 、 ７ Ｃ ２ 、 ７ Ｆ ３ 及 び ２ Ｃ ４ 、 並 び に そ
れ ら の ヒ ト 化 変 異 体 を 挙 げ る こ と が で き 、 そ の よ う な ヒ ト 化 変 異 体 は 、 米 国 特 許 第 5,821,
337号 の 表 ３ に 記 載 の ｈ ｕ Ｍ ａ ｂ ４ Ｄ ５ － １ 、 ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５ － ２ 、 ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５
－ ３ 、 ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５ － ４ 、 ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５ － ５ 、 ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５ － ６ 、 ｈ ｕ Ｍ Ａ
ｂ ４ Ｄ ５ － ７ 及 び ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ４ Ｄ ５ － ８ 、 並 び に WO01/00245に 記 載 の ヒ ト 化 ２ Ｃ ４ 突 然 変
異 番 号 ５ ６ ０ 、 ５ ６ １ 、 ５ ６ ２ 、 ５ ６ ８ 、 ５ ６ ９ 、 ５ ７ ０ 、 ５ ７ １ 、 ５ ７ ４ 又 は ５ ６ ８ ６
９ を 含 む 。 ７ Ｃ ２ 及 び ７ Ｆ ３ 、 並 び に そ れ ら の ヒ ト 化 変 異 体 は WO98/17797に 開 示 さ れ て い
る 。
　 Ｃ Ｄ ２ ０ 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 例 に は 、 現 在 「 リ ツ キ シ マ ブ 」 （ 「 Ｒ Ｉ Ｔ Ｕ Ｘ Ａ Ｎ （ 登
録 商 標 ） 」 と 呼 ば れ る 「 Ｃ ２ Ｂ ８ 」 （ 米 国 特 許 第 5,736,137号 ） ； 「 Ｙ ２ Ｂ ８ 」 と 命 名 さ
れ た イ ッ ト リ ウ ム － [９ ０ ]－ 標 識 ２ Ｂ ８ マ ウ ス 抗 体 （ 米 国 特 許 第 5,736,137号 ） ； 随 意 で
１ ３ １ Ｉ に よ り 標 識 さ れ て 「 １ ３ １ Ｉ － Ｂ １ 」 抗 体 （ Ｂ Ｅ Ｘ Ｘ Ａ Ｒ （ 登 録 商 標 ） ） を 生 成
す る マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 「 Ｂ １ 」 （ 米 国 特 許 第 5,595,721号 ） ； マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
「 １ Ｆ ５ 」 （ Press等 , Blood, 69(2): 584-591 (1987)） ； 及 び 国 際 イ ン タ ー ロ イ キ ン 分
類 ワ ー ク シ ョ ッ プ （ International Leukocyte Typing Workshop） か ら 入 手 可 能 な モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Ｌ ２ ７ 、 Ｇ ２ ８ － ２ 、 ９ ３ － １ Ｂ ３ ， Ｂ － Ｃ １ 又 は Ｎ Ｕ － Ｂ ２ （ Valentine
等 , In: Leukocyte Typing III (McMichael, Ed., p. 440, Oxford University Press (1
987))が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 比 較 的 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ Ｃ ４ 、 抗 組 織 因 子 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 、 ヘ
レ グ リ ン 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 ｒ ｈ ｕ Ｆ ａ ｂ 　 Ｖ ２ 等 の 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、
ｈ Ｇ Ｈ 、 Ｇ Ｈ Ｒ Ｐ 、 Ｌ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ 、 Ｔ Ｎ Ｆ に 対 す る 抗 体 及 び Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー
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及 び 関 連 抗 体 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｆ の イ ン ヒ ビ タ ー 、 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー Ｉ ｇ Ｇ 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 因 子
Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｂ ド メ イ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 Ｔ Ｇ Ｆ β 及 び 抗 Ｔ Ｇ Ｆ β 、 ア ク チ ビ ン 、 イ
ン ヒ ビ ン 、 抗 ア ク チ ビ ン 、 抗 イ ン ヒ ビ ン 、 ｔ － Ｐ Ａ 、 Ｔ Ｎ Ｋ ａ ｓ ｅ 、 抗 Ｆ ａ ｓ 抗 体 、 Ａ ｐ
ｏ － ２ リ ガ ン ド ； Ａ ｐ ｏ － ２ リ ガ ン ド イ ン ヒ ビ タ ー ； Ａ ｐ ｏ － ２ レ セ プ タ ー 、 Ａ ｐ ｏ － ３
、 Ｄ ｃ Ｒ ３ 、 細 胞 死 受 容 体 及 び ア ゴ ニ ス ト 抗 体 （ Ｄ Ｒ ４ 、 Ｄ Ｒ ５ ） 、 リ ン ホ ト キ シ ン （ Ｌ
Ｔ ） 、 プ ロ ラ ク チ ン 、 プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー 、 Ｗ Ｉ Ｓ Ｐ 、 抗 Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｎ Ｔ － ３
、 抗 Ｉ Ｌ － ８ 、 抗 Ｉ Ｌ － ９ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 、 Ｉ Ｌ － ２ ２ 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 、 Ｇ Ｈ Ｒ Ｐ 、 肝 炎 抗 原
、 単 純 ヘ ル ペ ス 抗 原 、 レ プ チ ン 、 Ｉ Ｇ Ｆ － １ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ １ － ６ 、 イ ン ス リ ン 、 Ｆ Ｇ Ｆ
－ １ ７ 、 Ｔ ｏ ｌ ｌ タ ン パ ク 質 、 Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 、 サ ブ チ リ
シ ン 、 Ｈ Ｇ Ｆ 、 並 び に Ｔ Ｐ Ｏ で あ る 。
　 そ の 中 で さ ら に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ Ｃ Ｆ 、 抗 組 織 因 子 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ
－ ２ 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 ｒ ｈ ｕ Ｆ ａ ｂ 　 Ｖ ２ 等 の 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 ｈ Ｇ
Ｈ 、 Ｌ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ 、 Ｔ Ｎ Ｆ に 対 す る 抗 体 及 び Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー 及 び 関 連 抗 体 、
Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー Ｉ ｇ Ｇ 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｂ ド メ イ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
γ 、 Ｔ Ｇ Ｆ β 、 ア ク チ ビ ン 、 イ ン ヒ ビ ン 、 抗 ア ク チ ビ ン 、 抗 イ ン ヒ ビ ン 、 ｔ － Ｐ Ａ 、 Ｔ Ｎ
Ｋ ａ ｓ ｅ 、 Ａ ｐ ｏ － ２ リ ガ ン ド ； Ａ ｐ ｏ － ２ リ ガ ン ド イ ン ヒ ビ タ ー ； Ａ ｐ ｏ － ２ レ セ プ タ
ー 、 Ａ ｐ ｏ － ３ 、 Ｄ ｃ Ｒ ３ 、 細 胞 死 受 容 体 及 び ア ゴ ニ ス ト 抗 体 （ Ｄ Ｒ ４ 、 Ｄ Ｒ ５ ） 、 Ｗ Ｉ
Ｓ Ｐ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｆ の イ ン ヒ ビ タ ー 、 抗 Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｎ Ｔ － ３ 、 抗 Ｉ Ｌ － ８ 、 抗 Ｉ Ｌ － ９
、 Ｉ Ｌ － １ ７ 、 Ｉ Ｌ － ２ ２ 、 抗 Ｔ Ｇ Ｆ 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 、 Ｇ Ｈ Ｒ Ｐ 、 肝 炎 抗 原 、 単 純 疱 疹 抗 原
、 レ プ チ ン 、 Ｉ Ｇ Ｆ － １ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ １ － ６ 、 イ ン ス リ ン 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ ７ 、 Ｔ ｏ ｌ ｌ タ
ン パ ク 質 、 Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｈ Ｇ Ｆ 、 並 び に Ｔ Ｐ Ｏ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 及 び ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 抗 体 で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 は 完 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 で
も よ い 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 特 に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド で あ る ２ Ｃ ４ 、 抗 組 織 因 子 Ｆ ａ
ｂ ’ ２ 及 び 完 全 長 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 　
Ｆ ａ ｂ ’ ２ 及 び 完 全 長 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 完 全 長 及 び ｒ ｈ ｕ Ｆ ａ ｂ 　 Ｖ ２ 、 Ｌ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｄ Ｒ ４
、 Ｄ Ｒ ５ 、 及 び Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ が 含 ま れ る 。
　 さ ら に 好 ま し く は 、 抗 体 は 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 抗 組 織 因 子 、 ２ Ｃ ４ 、
抗 Ｈ ｅ ｒ － ２ 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 又 は 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の
定 義 に 含 ま れ る 抗 体 断 片 は 軽 鎖 を 有 す る こ と が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は κ 軽 鎖 を 有 す
る 。 そ の よ う な 好 ま し い 断 片 に は 、 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ － ロ イ シ
ン ジ ッ パ ー （ Ｌ Ｚ ） 融 合 物 が 含 ま れ 、 最 も 好 ま し く は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ で あ る 。 最 も 好 ま し
い 抗 体 は 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 組 織 因 子 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 完 全 長 抗 組 織 因 子 抗 体
、 及 び 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 で 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す
限 り 、 特 に 完 全 な 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 少 な く と も ２ つ の 無 傷 抗 体 か ら 形 成 さ れ る
多 重 特 異 性 （ 例 え ば ） 二 重 特 異 性 的 抗 体 、 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か
ら 得 ら れ る 抗 体 を 指 し 、 つ ま り 、 集 団 を 含 む 個 々 の 抗 体 （ 群 ） は 、 少 量 存 在 す る で あ ろ う
自 然 発 生 し 得 る 突 然 変 異 を 別 に す れ ば 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 度 に 特 異 的 で
あ り 、 一 つ の 抗 原 部 位 を 志 向 す る 。 さ ら に 、 異 な る 決 定 基 (エ ピ ト ー プ )に 対 す る 異 な る 抗
体 を 典 型 的 に 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 に 対 し 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 原 の 単 一
の 決 定 基 を 認 識 す る 。 そ れ ら の 特 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 他 の 抗 体 が 混 入 せ
ず に 合 成 さ れ る 点 で 有 利 で あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と の 修 飾 語 句 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗
体 集 団 か ら 得 ら れ た と い う 抗 体 の 特 徴 を 示 し 、 何 か 特 定 の 方 法 で 生 産 さ れ た と 解 釈 さ れ る
も の で は な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 最 初 に Kohler
等 , Nature, 256： 495 (1975)に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 る こ と が で き る
か 、 あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 作 る こ と が で き る (例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 参
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照 )。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 ま た 、 Clackson等 , Nature, 352： 624-628(1991)及 び M
arks等 , J. Mol.Biol., 222： 581-597(1991)等 に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 に 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 限 り に お い て 、 重 鎖 又
は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 か ら 誘 導 さ れ た か 又 は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る
抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 又 は 相 同 で あ る が 、 鎖 の 残 り の 部 分 は 他 の 種 か ら 誘 導 さ れ た か
又 は 他 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 又 は 相 同 で あ る 「
キ メ ラ 」 抗 体 、 並 び に そ れ ら の 抗 体 の 断 片 を 含 む （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Morrison等 ,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81： 6851-6855 (1984)） 。  本 明 細 書 で 対 象 と な る キ メ ラ
抗 体 に は 、 ヒ ト 定 常 領 域 配 列 及 び 非 ヒ ト 霊 長 類 （ 例 え ば 旧 世 界 ザ ル ） 由 来 の 可 変 ド メ イ ン
抗 原 結 合 配 列 を 含 む 「 霊 長 類 化 」 抗 体 が 含 ま れ る 。
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 完 全 な 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 完 全 な 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領 域 を
含 む 。 抗 体 断 片 の 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び Ｆ ｖ 断 片 ； ダ イ ア ボ デ
ィ ； 直 鎖 状 抗 体 ； 単 鎖 抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 完 全 な 」 抗 体 は 、 抗 原 － 結 合 可 変 部 位 、 並 び に 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｌ ） 及 び 重 鎖 定
常 ド メ イ ン 、 Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ を 含 む 。 定 常 ド メ イ ン は 天 然 配 列 定 常 ド メ イ ン （
例 え ば ヒ ト 天 然 配 列 定 常 ド メ イ ン ） で も そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 で も よ い 。 好 ま し く は 、
完 全 な 抗 体 は １ 又 は 複 数 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 。
　 抗 体 の 「 エ フ ェ ク タ ー 機 能 」 と は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 （ 天 然 配 列 Ｆ ｃ 領 域 又 は ア ミ ノ 酸 配
列 変 異 体 を 持 つ Ｆ ｃ 領 域 ） に 帰 因 す る こ れ ら の 生 物 学 的 活 性 を 指 す 。 抗 体 エ フ ェ ク タ ー 機
能 の 例 は 、 Ｃ ｌ ｑ 結 合 ； 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 ； Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 結 合 ； 抗 体 依 存 性 細 胞
媒 介 細 胞 障 害 活 性 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )； 食 作 用 ； 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン (
例 え ば Ｂ 細 胞 レ セ プ タ ー ； Ｂ Ｃ Ｒ )、 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 依 存 し て 、 完 全 な 抗 体 は 異 な る 「 ク ラ ス
」 に 分 類 で き る 。 五 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ 及 び
Ｉ ｇ Ｍ が あ り 、 そ れ ら は そ れ ぞ れ α 、 δ 、 ε 、 γ 、 及 び μ と 命 名 さ れ た 重 鎖 を 有 し て い る
。 γ 及 び α の ク ラ ス は 更 に 、 Ｃ Ｈ 配 列 中 の 比 較 的 マ イ ナ ー な 差 異 及 び 機 能 に 基 づ い て 、 サ
ブ ク ラ ス に 分 類 さ れ る 。 例 え ば 、 ヒ ト は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ
ｇ Ａ １ 及 び Ｉ ｇ Ａ ２ の サ ブ ク ラ ス を 発 現 す る 。 異 な る ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ ユ ニ
ッ ト 構 造 及 び ３ 次 元 構 造 が よ く 知 ら れ て い る 。
　 「 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 細 胞 障 害 活 性 」 及 び 「 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 」 は 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー (Ｆ ｃ Ｒ )(
例 え ば 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (Ｎ Ｋ )細 胞 、 好 中 球 、 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ )を 発 現 す る 非 特 異
性 細 胞 障 害 性 細 胞 が 標 的 細 胞 上 の 結 合 し た 抗 体 を 認 識 し 、 続 い て 標 的 細 胞 の 溶 解 を 引 き 起
こ す 、 細 胞 媒 介 反 応 に 関 す る 。 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 媒 介 す る 第 １ の 細 胞 で あ る Ｎ Ｋ 細 胞 は Ｆ ｃ Ｒ II
Iの み を 発 現 す る の に 対 し 、 単 球 は Ｆ ｃ Ｉ 、 Ｆ ｃ II及 び Ｆ ｃ IIIを 発 現 す る 。 造 血 細 胞 上 の
Ｆ ｃ Ｒ 発 現 は Ravetch及 び Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92(1991)の ４ ６ ４ ペ ー ジ の
表 ３ に 要 約 さ れ て い る 。 対 象 と す る 分 子 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 活 性 を 評 価 す る た め に 、 例 え ば 米 国 特
許 第 5,500,362号 又 は 5,821,337号 に 記 載 さ れ て い る よ う な イ ン ビ ト ロ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ア ッ セ イ が
実 施 さ れ う る 。 こ の ア ッ セ イ で 使 用 で き る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ )及 び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (Ｎ Ｋ )細 胞 を 含 む 。 他 に 、 又 は さ ら に 対 象 と す る 分 子 の Ａ Ｄ Ｃ
Ｃ 活 性 は 、 例 え ば Clynes等  Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:652-656(1998)に 記 載 さ れ
て い る 様 な 哺 乳 動 物 の モ デ ル で イ ン ビ ボ の 評 価 が さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 は 、 一 つ 以 上 の Ｆ ｃ Ｒ を 発 現 す る 白 血 球 で あ り 、 エ フ ェ ク タ
ー 機 能 を 果 た す 。 好 ま し く は 、 細 胞 は 、 少 な く と も Ｆ Ｃ Ｒ IIIを 発 現 し 、 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ エ フ ェ
ク タ ー 機 能 を 果 た す 。 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 媒 介 す る ヒ ト 白 血 球 の 例 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
） 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (Ｎ Ｋ ） 細 胞 、 単 球 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 及 び 好 中 球 を 含 む ； Ｐ Ｂ Ｍ
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Ｃ 類 及 び Ｎ Ｋ 細 胞 が 好 ま れ る 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 そ の 天 然 ソ ー ス よ り 単 離 さ れ て も よ
い ； 例 え ば こ こ に お い て 記 載 の 血 液 又 は Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 類 で あ る 。
　 「 天 然 抗 体 」 は 、 通 常 、 ２ つ の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 及 び ２ つ の 同 一 の 重 (Ｈ )鎖 か ら な る 、 約
１ ５ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン の ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 各 軽 鎖 は 一 つ の 共 有 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 に よ り 重 鎖 に 結 合 し て お り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数 は 、 異 な っ た 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 の 中 で 変 化 す る 。 ま た 各 重 鎖 と 軽 鎖 は 、 規 則 的 に 離 間 し た 鎖 間 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 有 し て い る 。 各 重 鎖 は 、 多 く の 定 常 ド メ イ ン が 続 く 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を
一 端 に 有 す る 。 各 軽 鎖 は 、 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )を 、 他 端 に 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 。
軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン と 整 列 し 、 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可
変 ド メ イ ン と 整 列 し て い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面
を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 可 変 」 と い う 用 語 は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 部 位 が 、 抗 体 の 中 で 配 列 が 広 範 囲 に 異 な っ
て お り 、 そ の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 各 特 定 の 抗 体 の 結 合 性 及 び 特 異 性 に 使 用 さ れ て い る と い
う 事 実 を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、 可 変 性 は 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン に わ た っ て 一 様 に は 分 布
し て い な い 。 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 両 方 の 高 頻 度 可 変 領 域 と 呼 ば れ る ３ つ の セ グ
メ ン ト に 濃 縮 さ れ る 。 可 変 ド メ イ ン の よ り 高 度 に 保 持 さ れ た 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (
Ｆ Ｒ )と 呼 ば れ る 。 天 然 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 、 β シ ー ト 構 造 を 結 合 し 、 あ る
場 合 に は そ の 一 部 を 形 成 す る ル ー プ 結 合 を 形 成 す る 、 ３ つ の 高 頻 度 可 変 領 域 に よ り 連 結 さ
れ た β シ ー ト 配 置 を 主 に と る ４ つ の Ｆ Ｒ を そ れ ぞ れ 含 ん で い る 。 各 鎖 の 高 頻 度 可 変 領 域 は
、 Ｆ Ｒ に よ っ て 近 接 し て 結 合 さ れ 、 他 の 鎖 の 高 頻 度 可 変 領 域 と 共 に 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位
の 形 成 に 寄 与 し て い る (Kabatら , Sequence of Proteins ofImmunological Interest, 5th
 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))
。 定 常 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 に 直 接 関 連 し て い る も の で は な い が 、 種 々 の エ フ
ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )へ の 抗 体 の 関 与 を 示 す 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 高 頻 度 可 変 領 域 」 な る 用 語 は 、 抗 原 結 合 性 を 生 じ る 抗 体 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 意 味 す る 。 高 頻 度 可 変 領 域 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 又 は 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 か ら の ア ミ
ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 ２ ４ － ３ ４ (Ｌ １ )、 ５ ０ － ５ ６ (Ｌ ２ )及 び ８
９ － ９ ７ (Ｌ ３ )及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の ３ １ － ３ ５ (Ｈ １ )、 ５ ０ － ６ ５ (Ｈ ２ )及 び ９ ５ －
１ ０ ２ (Ｈ ３ )； Kabatら , Sequences of Proteins of Immunological Interest,５ 版 , Pub
lic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.(1991)） 又 は 「 高
頻 度 可 変 ル ー プ 」 か ら の 残 基 (す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 ２ ６ － ３ ２ (Ｌ １ )、 ５
０ － ５ ２ (Ｌ ２ )及 び ９ １ － ９ ６ (Ｌ ３ )及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 ２ ６ － ３ ２ (Ｈ １ )、 ５
３ － ５ ５ (Ｈ ２ )及 び ９ ６ － １ ０ １ (Ｈ ３ );Chothia及 び Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (
1987))を 含 ん で な る 。 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 又 は 「 Ｆ Ｒ 」 残 基 は こ こ に 定 義 し た 高 頻 度 可 変
領 域 残 基 以 外 の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 は 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 体 結 合 断 片 を 生 成 し
、 そ の 各 々 は 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 持 ち 、 残 り は 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 し て 「 Ｆ ｃ
」 断 片 と 命 名 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 は Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 生 じ 、 そ れ は ２ つ の 抗 原 結 合 部
位 を 持 ち 、 抗 原 を 交 差 結 合 す る こ と が で き る 。
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 最 小 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は
、 堅 固 な 非 共 有 結 合 を な し た 一 つ の 重 鎖 及 び 一 つ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 二 量 体 か ら な る 。
こ の 配 置 に お い て 、 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の 高 頻 度 可 変 領 域 は 相 互 に 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ

二 量 体 表 面 に 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 集 合 的 に 、 ６ つ の 高 頻 度 可 変 領 域 が 抗 体 に 抗 原 結
合 特 異 性 を 付 与 す る 。 し か し 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン (又 は 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な ３ つ の 高
頻 度 可 変 領 域 の み を 含 む Ｆ ｖ の 半 分 )で さ え 、 全 結 合 部 位 よ り も 親 和 性 が 低 く な る が 、 抗
原 を 認 識 し て 結 合 す る 能 力 を 有 し て い る 。
　 ま た Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン と 重 鎖 の 第 一 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )を 有 す る 。 Ｆ ａ
ｂ '断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら の 一 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １ 領 域 の カ ル
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ボ キ シ 末 端 に 数 個 の 残 基 が 付 加 し て い る 点 で Ｆ ａ ｂ 断 片 と は 異 な る 。 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 定
常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 チ オ ー ル 基 を 担 持 し て い る Ｆ ａ ｂ 'に 対 す る こ こ で の
命 名 で あ る 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る Ｆ ａ ｂ '断 片 の 対 と
し て 生 産 さ れ た 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 結 合 も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 の 「 軽 鎖 」 に は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ
い て 、 カ ッ パ (κ )及 び ラ ム ダ (λ )と 呼 ば れ る ２ つ の 明 確 に 区 別 さ れ る 型 の 一 つ が 割 り 当 て
ら れ る 。
　 「 一 本 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ ｃ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 、 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 み 、 こ
れ ら の ド メ イ ン は 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ

Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 更 に 含 み 、 そ れ は ｓ ｃ Ｆ ｖ が 抗 原 結 合 に
望 ま れ る 構 造 を 形 成 す る の を 可 能 に す る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ の 概 説 に つ い て は 、 The Pharmacology
 of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , （ Springer-Verlag, Ne
w York 1994） , pp. 269-315の Pluckthunを 参 照 の こ と 。 抗 -Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 抗 体 ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片
は WO93/16185； 米 国 特 許 第 5,571,894号 ； 及 び 米 国 特 許 第 5,587,458号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 な る 用 語 は 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 さ い 抗 体 断 片 を 指 し 、 そ の
断 片 は 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ )内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 重 鎖 可 変 ド メ イ
ン (Ｖ Ｈ )が 結 合 し て な る 。 非 常 に 短 い た め に 同 一 鎖 上 で 二 つ の ド メ イ ン の 対 形 成 を 可 能 に
す る リ ン カ ー を 使 用 し て 、 ド メ イ ン を 他 の 鎖 の 相 補 ド メ イ ン と 強 制 的 に 対 形 成 さ せ 、 二 つ
の 抗 原 結 合 部 位 を 創 製 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ ー は 、 例 え ば 、 EP404,097； Ｗ Ｏ 93/11161； 及
び Hollingerら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-6448 (1993)に 更 に 詳 細 に 記 載 さ れ て
い る 。
　 非 ヒ ト (例 え ば 齧 歯 動 物 )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 と は 、 非 非 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最
小 配 列 を 含 む キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 大 部 分 に お い て ヒ ト 化 抗 体 は レ シ ピ エ ン ト の 高 頻 度 可 変
領 域 の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す
る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の 高 頻 度 可 変 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ
シ ピ エ ン ト 抗 体 )で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
残 基 （ Ｆ Ｒ ） は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 更 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ
エ ン ト 抗 体 に 、 又 は ド ナ ー 抗 体 に 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 修 飾 は 抗 体
の 特 性 を 更 に 洗 練 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全
て の 高 頻 度 可 変 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て
の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の
可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 場 合 に よ っ て は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
定 常 領 域 (Ｆ ｃ )の 少 な く と も 一 部 、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の を 含 ん で な る
。 さ ら な る 詳 細 は 、 Jonesら , Nature 321, 522-525(1986)； Reichmanら , Nature 332, 32
3-329(1988)及 び Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596(1992)を 参 照 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 と は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ
れ た も の を 意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害
す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 様 又 は 他 の 非 タ ン パ ク 質 様 溶 質 が 含 ま
れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 (１ )ロ ー リ ー (Lowry)法 に よ っ て 決 定 し た 場
合 ９ ５ 重 量 ％ 以 上 の 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ の 抗 体 ま で 、 （ ２ ） ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ
ー ク エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ
酸 配 列 の 残 基 を 得 る の に 充 分 な 程 度 ま で 、 あ る い は (３ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し
く は 銀 染 色 を 用 い た 還 元 又 は 非 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ
れ る 。 単 離 さ れ た 抗 体 に は 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る が 、 こ れ は 抗 体
の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単
離 さ れ た 抗 体 は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
　 「 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 」 と は 、 複 数 の 反 復 ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド （ 多 く の 場 合 約 ２ ０
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～ ４ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 長 を 有 す る ） で あ り 、 反 復 す る ア ミ ノ 酸 の ７ 個 ご と に ロ イ シ ン 残 基
が 現 れ る 。 こ の よ う な ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 は 、 両 親 媒 性 の α ヘ リ ッ ク ス を 形 成 し 、 そ の
ロ イ シ ン 残 基 は 疎 水 性 の 側 に 並 ん で 二 量 体 を 形 成 し て い る 。 本 明 細 書 に お け る ロ イ シ ン ジ
ッ パ ー の 例 は 、 ヘ テ ロ 二 量 体 （ 例 え ば 二 重 特 異 性 抗 体 ） の 形 成 に 使 用 で き る Ｆ ｏ ｓ － Ｊ ｕ
ｎ ロ イ シ ン ジ ッ パ ー （ O'Shea等 , Science, 245: 646 (1989))、 ホ モ 二 量 体 （ 例 え ば 単 一
特 異 性 抗 体 ） の 形 成 に 使 用 で き る 酵 母 由 来 の Ｇ Ｃ Ｎ １ ４ ロ イ シ ン ジ ッ パ ー （ Landschulz等
, Science, 240: 1759-1764 (1988)） 、 及 び Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ 及 び ｃ － ｍ ｙ ｃ 等 、 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結
合 タ ン パ ク 質 に 見 ら れ る ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 、 並 び に そ れ ら の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 制 御 配 列 」 と い う 表 現 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 さ れ た コ ー ド 配 列
を 発 現 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 原 核 生 物 に 好 適 な 対 照 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー
、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 。
　 核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 さ れ 」 て い る 。 例
え ば 、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 寄 与 す る プ レ タ
ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら そ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 結 合 さ れ て い
る ； プ ロ モ ー タ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば コ ー ド 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合 さ れ
て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る よ う な 位 置 に あ る な ら コ ー
ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 さ れ て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 さ れ る 」 と は 、 結 合 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接 し て い て 読 み フ ェ ー ズ に あ
る 。 結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 部 位 が 存 在
し な い 場 合 は 、 通 常 の 手 法 に し た が っ て 、 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ る
い は リ ン カ ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 「 回 収 」 と い う 用 語 は 、 通 常 、 産 生 さ れ た 細 胞 か ら 遊 離 し た ポ リ ペ プ チ
ド を 得 る こ と を 意 味 す る 。
　 「 宿 主 細 胞 不 純 物 」 と は 、 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 細 胞 片 等 の 混
入 物 を 含 む 宿 主 細 胞 及 び そ の 他 の 生 体 分 子 の 不 純 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
発 明 の 実 行 モ ー ド
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 所 望 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ れ を 生 成 及 び 可 溶 化 し た ブ ロ ス 又 は
ホ モ ジ ネ ー ト か ら 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 生 成 の 結 果 既 に 可 溶 性 の 分 画
で あ っ て も よ く 、 不 溶 性 で あ り （ 例 え ば 不 溶 性 の 分 画 、 相 又 は 形 態 で 生 成 さ れ ） 、 よ っ て
ポ リ ペ プ チ ド を 溶 解 さ せ る た め の 接 触 又 は 処 理 を 要 す る も の で も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド が 不
溶 性 に 生 成 さ れ る 場 合 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 す る 前 に 、 （ 上 述 の よ う な ） 可 溶 化 剤 に
曝 す か 接 触 さ せ る 。 例 え ば そ の よ う な 作 用 剤 を 不 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 分 画 に 添 加 す る
。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 既 に 可 溶 性 の 分 画 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ブ ロ ス 又 は ホ
モ ジ ネ ー ト に 対 し 、 有 効 量 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 す る こ と に よ り ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ
ー ト 中 に 含 ま れ る 宿 主 不 純 物 を 沈 降 さ せ る こ と を 含 む 。 そ の よ う な 添 加 は 、 大 部 分 の ポ リ
ペ プ チ ド が そ の 可 溶 性 を 維 持 す る よ う な 条 件 下 で 行 う 。 次 の 段 階 で は 、 細 胞 片 、 宿 主 細 胞
タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 等 を 含 め 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か
ら 分 離 す る 。
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ り 沈 殿 す る 大 部 分 の 宿 主 タ ン パ ク 質 は 負 の 電 荷 を 有 し 、 一 方 標 的
の ポ リ ペ プ チ ド は 正 の 電 荷 を 有 す る の で 、 沈 殿 し た 宿 主 タ ン パ ク 質 の 上 清 中 に 回 収 さ れ る
よ う に 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の ｐ Ｉ は 宿 主 細 胞 不 純 物 に 含 ま れ る 宿 主 タ ン パ ク 質 の 平 均 ｐ Ｉ
よ り 高 い こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 平 均 ｐ Ｉ は 、 宿 主 タ ン パ ク 質 の ２ － Ｄ ゲ ル に よ り 決
定 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 の ｐ Ｉ の 幅 は 例 え ば 約 ７ ． ５ ～ ５ ． ０ で あ り 、 平 均 は ６ ． ２
５ で あ る 。 別 法 で は 、 等 電 点 電 気 泳 動 と 同 様 に 、 等 電 点 分 離 法 （ ２ － Ｄ ゲ ル の １ 次 元 ） の
み を 用 い て 、 平 均 ｐ Ｉ の 決 定 、 及 び ア ミ ノ 酸 成 分 に よ る 計 算 を 行 う こ と が で き る 。 ポ リ ペ
プ チ ド の ｐ Ｉ は 、 約 ７ 以 上 、 好 ま し く は 約 ７ か ら １ ０ で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。
　 使 用 に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 の よ う に 定 め ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 使 用 す る 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 は 、 例 え ば 、 溶 液 中 に 存 在 す る 宿 主 細 胞 不 純 物 の 大 部
分 の 表 面 上 に あ る 溶 液 中 の 負 の 電 荷 の 量 に よ っ て 決 定 す る 。 よ っ て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の
濃 度 は 、 少 な く と も 溶 液 中 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び 宿 主 タ ン パ ク 質 の 濃 度 等 の 宿 主 細 胞 不 純 物 の 量 に
依 存 す る 。 ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 宿 主 タ ン パ ク 質 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 が 大 き い 程 、 大 量 の 乳 酸 エ
タ ク リ ジ ン が 必 要 と な る 。 し た が っ て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン と 複 合 し 、 よ っ て 沈 殿 す る 負 の
電 荷 成 分 が 大 き い 程 、 沈 殿 を 最 大 に す る た め に 大 量 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン が 必 要 と な る 。 乳
酸 エ タ ク リ ジ ン の 好 ま し い 濃 度 は 、 一 般 に 約 ０ ． １ 重 量 ％ ／ 容 積 よ り 大 き い 。 さ ら に 好 ま
し く は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 は 、 約 ０ ． １ ～ ５ 、 さ ら に は 約 ０ ． ４ ～ ５ 、 そ し て 最 も
好 ま し く は 約 ０ ． ６ ～ ５ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ る 。
　 一 般 に 、 沈 殿 を 起 こ す 際 に 溶 液 の 伝 導 率 が 小 さ い 程 、 細 胞 片 及 び Ｄ Ｎ Ａ の ポ リ ペ プ チ ド
の 生 成 は 効 率 的 に 行 わ れ る 。 伝 導 率 は 、 例 え ば 、 ホ モ ジ ネ ー ト 又 は ブ ロ ス 中 の 塩 の 量 、 或
い は 、 水 又 は 他 の 適 切 な 溶 媒 を 用 い て ホ モ ジ ネ ー ト 又 は ブ ロ ス を 希 釈 す る こ と に よ り 制 御
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 伝
導 率 は 約 １ ６ ミ リ シ ー メ ン ス （ ｍ Ｓ ） 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ １ ５ ｍ Ｓ 、 さ ら に 好 ま
し く は 約 １ ～ １ ０ ｍ Ｓ 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ～ ５ ｍ Ｓ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 沈 殿 を 行 っ て い る 間 の 伝 導 率 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 存 在 す る 塩 の 種 類 に 依 存 す る 。 ハ
ロ ゲ ン 化 物 は （ 例 え ば 塩 化 化 合 物 又 は ブ ロ ミ ド ） 好 ま し い 陰 イ オ ン で は な い が 、 そ れ ら が
存 在 す る 場 合 は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 前 の 溶 液 中 に 約 １ ０ ０ ｍ Ｍ 未 満 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ
ン 添 加 後 は 約 ５ ０ ｍ Ｍ 未 満 の 濃 度 で 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に 使 用 す る 塩 の 例 を
い く つ か 挙 げ る と す る と 、 緩 衝 塩 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 、 Ｍ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 、 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 が
含 ま れ る 。 存 在 す る 塩 の 濃 度 は 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 沈 殿 さ せ る 量 よ り 大 き く て は い け な い
。 正 確 な 量 は 、 主 に 塩 の 種 類 、 及 び 塩 と 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン と の 化 学 量 論 に 依 存 し 、 化 学 量
論 の 下 限 が 限 界 で あ る 。 つ ま り 、 下 限 は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン よ り 塩 が 多 い こ と を 意 味 す る
。
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の ｐ Ｈ は 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の
ｐ Ｉ 、 ポ リ ペ プ チ ド の 負 の 表 面 電 荷 の 量 、 溶 液 中 の 宿 主 細 胞 不 純 物 の 量 、 及 び 乳 酸 エ タ ク
リ ジ ン の 濃 度 に 依 存 す る 。 好 ま し く は 、 ｐ Ｈ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ｐ Ｉ 以 下 で あ る 。 通 常 、
ｐ Ｈ は 約 ４ ～ １ ０ で あ る が 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 電 荷 は こ の ｐ Ｈ よ り 上 で 小 さ く な る の で
、 宿 主 細 胞 の 不 純 物 を 効 率 的 に 沈 殿 さ せ る た め に は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 後 の ブ ロ ス 又
は ホ モ ジ ネ ー ト の ｐ Ｈ は 約 ９ 以 下 で あ る こ と が 好 ま し く 、 好 ま し い 範 囲 は 約 ４ ～ ９ で あ る
。 さ ら に 好 ま し く は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の ｐ Ｈ は 、 約 ５
～ ９ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ６ ～ ９ で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 負 の 表 面 電 荷 が 大 き く な る 程 こ
の 範 囲 内 の ｐ Ｈ は 低 下 し 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に 好 ま し い 範 囲 は ｐ Ｈ 約 ６ ～ ７ で あ る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 後 、 随 意 で ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト を 一 定 の 時 間 に 亘 り 高 温 で イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 温 度 を 上 げ る か ど う か 、 及 び イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 う 時 間 の 長 さ は 、 対
象 ポ リ ペ プ チ ド の 修 理 、 プ ロ セ ス 中 そ の よ う な 時 間 に 亘 り 高 温 に 曝 し た 場 合 、 起 こ る と す
れ ば ど の よ う な 変 化 が ポ リ ペ プ チ ド に 現 れ る か 等 、 多 く の 要 因 に よ っ て 決 定 す る 。 例 え ば
、 抗 組 織 因 子 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 精 製 の た め に は 高 温 が 好 ま し い が 、 完 全 長 抗 体 に は 熱 を 用 い
な い か 又 は 、 温 度 を 約 ２ ５ 度 以 下 に 保 つ こ と が 望 ま し い 。 こ れ ら の 要 因 に 留 意 す る と 、 乳
酸 エ タ ク リ ジ ン 添 加 後 の ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 温 度 は 、 室 温 ～ 約 ７ ０ ℃ 、 さ ら に 好 ま
し く は 室 温 ～ 約 ６ ５ ℃ に 約 １ ～ ６ ０ 分 の 間 維 持 す る 。 温 度 を 上 げ る 必 要 が あ る 場 合 に 好 ま
し い の は 、 約 ５ ０ ～ ６ ５ ℃ で 約 １ ～ ６ ０ 分 維 持 す る こ と で あ る 。
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 微 生 物 細 胞 由
来 の 発 酵 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト で あ る 物 質 か ら な る 組 成 物 を 提 供 す る 。 好 ま し く は ポ リ
ペ プ チ ド は ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト に 溶 解 さ れ る 。 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 濃 度 、 及 び ブ ロ
ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト の 条 件 は 上 述 の 通 り で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 度 は 、 上 述 の よ う な
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ア ッ セ イ 等 の 適 切 な ア ッ セ イ に よ り 決 定 で き る 。 培 養 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 常 套 的 な 方 法
で ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 行 う 。 常 套 的 な 方 法 の 例 を 後 述 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
Ａ ． 核 酸 の 選 択 及 び そ の 修 飾
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 抗 体 は 、 い ず れ の 供 給 源 （ 例 え ば 完 全 な 抗 体 の 消 化 切 断
） か ら も 生 産 で き る が 、 好 ま し く は 組 換 え 技 術 に よ り 作 成 す る 。 核 酸 が 対 象 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る な ら ば 、 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 任 意 の ソ ー ス に 由 来 す
る RNA、 cDNA、 又 は ゲ ノ ム DNAが 適 当 で あ る 。 微 生 物 宿 主 中 で 、 異 種 性 の ポ リ ペ プ チ ド （ そ
の 変 異 体 を 含 む ） の 発 現 に 適 切 な 核 酸 の 選 択 方 法 は 周 知 で あ る 。 適 切 な 核 酸 を 選 択 し 、 微
生 物 細 胞 培 養 物 中 に 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 が 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い
る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 場 合 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 従 来 の
方 法 を 用 い て （ 例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 で
き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り ） 容 易 に 単 離 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ
る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は そ の よ う な DNAの 好 ま し い ソ ー ス と し て 役 に 立 つ 。 一 度 単 離 さ
れ る と 、 DNAは 発 現 ベ ク タ ー 中 に 配 置 さ れ 、 次 い で 、 微 生 物 宿 主 細 胞 中 で モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 合 成 を 行 う た め に こ こ で 示 す 細 菌 宿 主 細 胞 へ 形 質 転 換 さ せ る 。 抗 体 を コ ー ド す る DN
Aの 細 菌 中 で の 組 換 体 発 現 に 関 す る 総 説 に は 、 Skerraら , Curr. Opinion in Immunol., 5:
256-262 (1993)及 び Pluckthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 抗 体
に は 非 ヒ ト 由 来 の １ つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基
は 、 し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。
ヒ ト 化 は 、 超 可 変 領 域 配 列 を ヒ ト 化 抗 体 の 対 応 配 列 と 置 換 す る こ と に よ り Winter及 び 共 同
研 究 者 （ Jonesら , Nature, 321:522-525 (1986)； Riechmannら , Nature, 332:323-327 (1
988)； Verhoeyenら , Science, 239:1534-1536 (1988)） の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 よ っ
て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン よ り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ
ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許 第 4,816,567号 )で あ る 。 実 際
に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 超 可 変 領 域 残 基 及 び お そ ら く 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗
体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ る 。
　 抗 原 性 の 軽 減 の た め に は 、 ヒ ト 化 抗 体 を 作 成 す る た め に 使 用 す る ヒ ト の 可 変 ド メ イ ン 、
軽 鎖 及 び 重 鎖 両 方 の 選 択 が 非 常 に 重 要 で あ る 。 い わ ゆ る 「 ベ ス ト フ ィ ッ ト 法 」 に 従 う と 、
齧 歯 動 物 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の 配 列 を 既 知 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー 全 体 に
対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 齧 歯 動 物 の も の と 最 も 近 い ヒ ト の 配 列 を 次 に ヒ ト 化 抗 体 の ヒ
ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )と し て 受 け 入 れ る （ Sims等 , J. Immunol., 151： 2296 (1993
)； Chothia等 , J. Mol. Biol., 196： 901(1987)） 。 他 の 方 法 で は 、 軽 鎖 又 は 重 鎖 の 特 定
の サ ブ グ ル ー プ の ヒ ト 抗 体 全 て の コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 誘 導 さ れ る 特 定 の フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 を 使 用 す る 。 同 じ フ レ ー ム ワ ー ク を 幾 つ か の 異 な る ヒ ト 化 抗 体 に 使 用 で き る （ Carter
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89： 4285(1992)； Presta等 , J. Immunol., 151： 2623
 (1993)） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 、 抗 体 を 、 抗 原 に 対 す る 高 親 和 性 や 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 性 質 を 保 持 し て ヒ ト 化
す る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 目 標 を 達 成 す る べ く 、 好 ま し い 方 法 で は 、 親 及 び ヒ ト 化 配 列
の 三 次 元 モ デ ル を 使 用 し て 、 親 配 列 及 び 様 々 な 概 念 的 ヒ ト 化 産 物 の 分 析 工 程 を 経 て ヒ ト 化
抗 体 を 調 製 す る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 一 般 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 当 業 者 に は よ
く 知 ら れ て い る 。 選 択 さ れ た 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 推 測 三 次 元 立 体 配 座 構 造 を 図 解 し
、 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 購 入 可 能 で あ る 。 こ れ ら 表 示 を 見 る こ と で 、 候 補 免
疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 機 能 に お け る 残 基 の あ り そ う な 役 割 の 分 析 、 す な わ ち 候 補 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の 抗 原 と の 結 合 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 が 可 能 に な る 。 こ の よ う に し て 、 例 え
ば 標 的 抗 原 に 対 す る 親 和 性 が 高 ま る と い っ た 、 望 ま し い 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に 、 Ｆ
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Ｒ 残 基 を レ シ ピ エ ン ト 及 び 移 入 配 列 か ら 選 択 し 、 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、
超 可 変 領 域 残 基 は 、 直 接 か つ 最 も 実 質 的 に 抗 原 結 合 性 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 。
　 ヒ ト 化 抗 体 又 は 親 和 性 成 熟 抗 体 の 種 々 の 形 態 が 考 え ら れ る 。 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 又 は 親 和
性 成 熟 抗 体 は 、 免 疫 結 合 体 を 調 製 す る た め に 一 又 は 複 数 の 標 的 薬 剤 (類 )と 随 意 に 結 合 し て
い る 抗 体 断 片 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ で あ っ て も よ い 。 あ る い は 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は 親 和 性 成 熟 抗 体
は 無 傷 抗 体 、 例 え ば 無 傷 IgG1抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Fab'-SH断 片 は 、 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 さ れ 、 F(ab') 2 断 片 （ Carter等 , Bio/Technology, 
10:163-167 (1992)） を 形 成 す る た め に 化 学 的 に カ ッ プ ル さ れ る 。 他 の ア プ ロ ー チ に よ る
と 、 F(ab') 2 断 片 は 組 換 体 宿 主 細 胞 培 養 か ら 直 接 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 断 片 の 産 生
の た め の 他 の 技 術 は 、 熟 達 し た 技 術 者 に と っ て は 明 白 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 選
択 さ れ た 抗 体 は 、 単 鎖 Fv断 片 （ scFv） （ WO93/16185； 米 国 特 許 第 5,571,894号 及 び 5,587,4
58号 ） で あ る 。 ま た 、 抗 体 断 片 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,641,870号 中 に 記 載 さ れ て い る
よ う な 「 直 鎖 抗 体 」 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 直 鎖 抗 体 断 片 は 単 一 特 異 的 又 は 二 重 特 異
的 で あ っ て も よ い 。
　 二 重 特 異 的 抗 体 は 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で
あ る 。 例 示 的 な 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 Dkk-1タ ン パ ク 質 の ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 し
て も よ い 。 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 F(ab') 2 二 重 特 異 的 抗 体
） と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 異 な る ア プ ロ ー チ に よ る と 、 望 ま し い 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン は （ 抗 体
－ 抗 原 結 合 部 位 ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と 融 合 さ れ る 。 融 合 は 、 好 ま し く は 、
少 な く と も ヒ ン ジ の 一 部 、 CH2及 び CH3領 域 を 含 む 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と 行
わ れ る 。 軽 鎖 と の 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 （ CH1） を 有 し 、 少 な く と
も 融 合 の 片 方 に 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 、 必 要 な ら ば 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る DNAを 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 安 定 細 菌 性 宿 主 生 物 体 に 同
時 形 質 転 換 す る 。 こ の こ と は 、 構 築 物 中 で 用 い ら れ る ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 し く な い
割 合 が 至 適 な 収 量 を 提 供 す る 場 合 、 実 施 態 様 中 、 ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 相 互 の 割 合 を
調 整 す る 点 に 多 大 な る 柔 軟 性 を 提 供 す る 。 し か し 、 等 し い 割 合 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 に よ り 高 い 収 量 を 生 み 出 す か 、 そ の 割 合 が 特 に 有 意 で な い 場 合 、 あ る 発 現 ベ
ク タ ー に お い て ２ 又 は 全 ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 対 す る コ ー ド 配 列 を 挿 入 す る 事 は 可 能 で
あ る 。
　 こ の ア プ ロ ー チ 法 の 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 第 一 の 結 合 特 異 性 を 有 す
る 一 方 の ア ー ム の ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と 他 方 の ア ー ム の ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 -軽 鎖 対 (第 二 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る )と か ら な る 。 二 重 特 異 性 分 子 の 半 分
に し か 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 が な い と 容 易 な 分 離 法 が 提 供 さ れ る た め 、 こ の 非 対 称 的 構 造 は
、 所 望 の 二 重 特 異 性 化 合 物 を 不 要 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 組 み 合 わ せ か ら 分 離 す る こ と を 容
易 に す る こ と が 分 か っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ 法 は 、 国 際 公 開 第 94/04690号 に 開 示 さ れ て い る
。 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Sureshら , Methods in Enzym
ology, 121:210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 米 国 特 許 第 5,731,168号 に 記 載 さ れ た 他 の ア プ ロ ー チ 法 に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間 の
界 面 を 操 作 し て 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の パ ー セ ン ト を 最 大 に す る
こ と が で き る 。 好 適 な 界 面 は 抗 体 定 常 領 域 の Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 こ
の 方 法 で は 、 第 １ 抗 体 分 子 の 界 面 か ら の 一 又 は 複 数 の 小 さ い ア ミ ノ 酸 側 鎖 が よ り 大 き な 側
鎖 (例 え ば チ ロ シ ン 又 は ト リ プ ト フ ァ ン )と 置 き 換 え ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は 類 似 の
サ イ ズ の 相 補 的 「 キ ャ ビ テ ィ 」 を 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 小 さ い も の (例 え ば ア ラ ニ ン 又
は ス レ オ ニ ン )と 置 き 換 え る こ と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 す 。 こ れ に よ り 、
ホ モ ダ イ マ ー の よ う な 不 要 の 他 の 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 大 さ せ る メ
カ ニ ズ ム が 提 供 さ れ る 。
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　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 架 橋 し た 又 は 「 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 抗 体 も ま た 含 む 。 例 え ば 、
ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 抗 体 の 一 方 は ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ 、 他 方 は ビ オ チ ン に 結 合 さ れ 得
る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 不 要 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 系 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た
め (米 国 特 許 第 4,676,980号 )、 及 び HIV感 染 の 治 療 の た め に 提 案 さ れ た (国 際 公 開 第 91/0036
0号 、 同 92/200373号 、 及 び 欧 州 特 許 第 03089号 )。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 任 意 の 簡
便 な 架 橋 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 好 適 な 架 橋 剤 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ
て お り 、 幾 つ か の 架 橋 技 術 と 共 に 米 国 特 許 第 4,676,980号 等 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 断 片 か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 技 術 も ま た 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 化
学 結 合 を 使 用 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennanら , Science, 229:81
 (1985) は 完 全 な 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 性 に 切 断 し て F(ab') 2 断 片 を 産 生 す る 手 順 を 記 述 し
て い る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 ジ チ オ ー ル 錯 体 形 成 剤 、 亜 砒 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で 還 元 し て
近 接 ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る 。 産 生 さ れ た Ｆ ａ ｂ '
断 片 は つ い で チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (TNB)誘 導 体 に 転 換 さ れ る 。 Fab'-TNB誘 導 体 の 一 つ
を つ い で メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ り Fab'-チ オ ー ル に 再 転 換 し 、 他 の Fab'-TN
B誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。 作 製 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は
酵 素 の 選 択 的 固 定 化 用 の 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 Fab'-SH断 片 は 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 さ れ 、 二 重 特 異 的 抗 体 を 形 成 す る た め に 化
学 的 に カ ッ プ リ ン グ さ れ 得 る （ Shalaby等 ,J.Exp.Med., 175:217-225 (1992)） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 組 換 体 の 細 胞 培 養 物 か ら 直 接 二 重 特 異 的 抗 体 断 片 を 調 製 し 、 単 離 す る た め の 種 々 の 方 法
も 、 記 述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 使 用 し て 産 生 さ れ て
い る （ Kostelny等 , J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)） 。 Fos及 び Junタ ン パ ク 質 か
ら の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Fab'部 分 に 結 合
さ せ る 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で 再 酸 化 し て
抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 は ま た 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の 産 生 に 対 し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 Hollingerら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に よ り
記 述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 す る 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 供
し た 。 断 片 は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能 に す る に は 十 分 に 短 い リ ン カ
ー に よ り 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ） に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 結 合 し て な る 。 従 っ て
、 一 つ の 断 片 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の 断 片 の 相 補 的 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 強 制 的
に 対 形 成 さ せ ら れ 、 こ れ に よ り ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ
ー の 使 用 に よ り 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る 他 の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る （ Gruberら
, J.Immunol. 152:5368 (1994)） 。
　 二 価 よ り 多 い 抗 体 も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る （ Tu
ttら  J.Immunol. 147:60(1991)） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 方 法 に よ っ て
調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 天 然 源 か ら の 単 離 （ 天 然 発 生 ア ミ
ノ 酸 配 列 変 異 体 の 場 合 ） 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 又 は 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、
Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 初 期 調 製 さ れ た 変 異 体 又 は 非 変 異 体 種 の カ セ
ッ ト 突 然 変 異 誘 発 を 含 む 。
　 エ フ ェ ク タ ー 機 能 に 関 す る 本 発 明 の 抗 体 を 修 飾 す る こ と は 、 例 え ば Fcレ セ プ タ ー 結 合 性
を 増 強 す る た め に 、 望 ま し い 。 こ の こ と は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 に 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換
を 導 入 す る こ と で 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 又 は 付 加 的 に シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入
し 、 そ れ に よ り 、 こ の 領 域 に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る よ う に し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 増 大 さ せ る た め に 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,739,277号 に 記 載 さ れ た よ
う に し て 、 抗 体 (特 に 抗 体 断 片 )に サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ が 導 入 さ れ る 。 こ
こ で 使 用 さ れ る 場 合 の 「 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ 」 な る 用 語 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子
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の イ ン ヴ ィ ボ 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る 原 因 で あ る Ｉ ｇ Ｇ 分 子 (例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ

２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ )の Ｆ ｃ 領 域 の エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 。
　 こ こ で は 、 抗 体 の 他 の 修 飾 が 考 慮 さ れ る 。 例 え ば 、 抗 体 は 種 々 の 非 タ ン パ ク 質 様 ポ リ マ
ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン
、 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル の コ ポ リ マ ー に 結 合 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
Ｂ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー へ の 核 酸 の 挿 入
　 異 種 の 核 酸 （ 例 え ば 、 cDNA又 は ゲ ノ ム DNA） は 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル の
下 、 微 生 物 中 に お け る 発 現 の た め の 複 製 可 能 な ベ ク タ ー へ 適 切 に 挿 入 さ れ る 。 多 く の ベ ク
タ ー は 、 か か る 目 的 の た め に 利 用 可 能 で あ り 、 適 当 な ベ ク タ ー の 選 択 は 、 主 と し て 挿 入 さ
れ る べ き 核 酸 の サ イ ズ 、 及 び ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ る 特 定 の 宿 主 細 胞 に 依 存 す る 。
各 ベ ク タ ー は 、 そ れ が 適 合 す る 特 定 の 宿 主 細 胞 に 依 存 す る 種 々 の 成 分 を 含 む 。 特 定 の 宿 主
タ イ プ に 依 存 し 、 一 般 に ベ ク タ ー 成 分 に は 、 限 定 は し な い が 、 以 下 の 一 又 は 複 数 が 含 ま れ
る ： シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 一 又 は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写
終 結 配 列 。
　 一 般 に は 、 宿 主 細 胞 と 適 合 性 の あ る 種 に 由 来 す る レ プ リ コ ン 及 び コ ン ト ロ ー ル 配 列 を 含
ん で い る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が 、 微 生 物 宿 主 と の 関 連 で 用 い ら れ る 。 そ の ベ ク タ ー は 、 通
常 、 複 製 部 位 、 並 び に 形 質 転 換 細 胞 に お い て 表 現 型 の 選 択 を 提 供 可 能 な マ ー キ ン グ 配 列 を
保 持 す る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 は 、 典 型 的 に は 、 E.coli種 由 来 の プ ラ ス ミ ド で あ る pBR322を 使
っ て 形 質 転 換 さ れ る （ 例 え ば 、 Bolivar等 、 Gene, 2: 95 (1977)参 照 ） 。 pBR322は 、 ア ン
ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 の 遺 伝 子 を 含 ん で お り 、 よ っ て 形 質 転 換 細 胞 を 同 定 す
る た め の 簡 単 な 手 段 を 提 供 す る 。 そ の pBR322プ ラ ス ミ ド 、 も し く は 他 の 微 生 物 プ ラ ス ミ ド
又 は フ ァ ー ジ も ま た 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の た め に 宿 主 に よ っ て 使 用 さ れ 得 る プ ロ
モ ー タ ー を 含 む か 、 又 は 含 む よ う 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ i） シ グ ナ ル 配 列 成 分
　 こ こ で 対 象 と な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAは 、 直 接 発 現 さ れ る だ け で は な く 、 好
ま し く は シ グ ナ ル 配 列 あ る い は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る 他 の
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 体 と し て も 産 生 さ れ る 。 一 般 に 、 シ グ ナ
ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ る か 、 又 は ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド DNAの 一 部 で
あ っ て も よ い 。 選 択 さ れ た 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ 加 工 さ れ る (
す な わ ち 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る )も の で あ る 。
　 天 然 又 は 真 核 生 物 の ポ リ ペ プ チ ド シ グ ナ ル 配 列 を 認 識 し な い 原 核 生 物 宿 主 細 胞 に 対 し て
は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ｌ ａ ｍ Ｂ 、 ｏ ｍ ｐ Ｆ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ
ー ゼ 、 ｌ ｐ ｐ あ る い は 熱 安 定 な エ ン テ ロ ト キ シ ン IIリ ー ダ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 原 核 生 物
シ グ ナ ル 配 列 に よ り 置 換 で き る 。 酵 母 分 泌 に つ い て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば 、 酵 母 イ
ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ － 、 α 因 子 リ ー ダ ー （ 酵 母 菌 属 及 び kluyveromyce因 子 リ ー ダ ー を 含 む
。 kluyveromyce因 子 リ ー ダ ー に つ い て は 米 国 特 許 第 5,010,182号 を 参 照 の こ と ） 、 又 は 酸
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 白 体 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー （ 1990年 4月 4日 公 開 の EP362,
179） 、 又 は 1990年 11月 15日 公 開 の WO90/13646に 開 示 さ れ て い る シ グ ナ ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ ii） 複 製 開 始 点 成 分
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 一 又 は 複 数 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て ベ ク タ ー の 複 製 を 可 能 に す
る 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 様 々 な 微 生 物 に 対 し て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ
ド pBR322に 由 来 す る 複 製 開 始 点 は 大 腸 菌 な ど の 大 部 分 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ iii） 選 択 遺 伝 子 成 分
　 通 常 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 選 択 可 能 マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝 子 を 含 む 。 こ の 遺 伝 子
は 、 選 択 培 地 中 で 増 殖 す る 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 存 又 は 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 を
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コ ー ド す る 。 選 択 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ な い 宿 主 細 胞 は 、 培 地 中 で 生 存 で
き な い 。 こ の 選 択 可 能 マ ー カ ー は 、 こ の 発 明 で 利 用 さ れ 、 定 義 さ れ る よ う な 遺 伝 学 的 マ ー
カ ー と は 区 別 さ れ る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a)例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン
、 メ ト ト レ キ セ ー ト あ る い は テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 又 は そ の 他 の 毒 素 に 耐 性
を 付 与 し 、 (b)遺 伝 学 的 マ ー カ ー の 存 在 に よ っ て 誘 導 さ れ る 欠 陥 以 外 の 栄 養 要 求 性 欠 陥 を
補 い 、 又 は (c)例 え ば バ チ ラ ス 菌 に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド Ｄ -ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ の よ う な 、
複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
　 選 択 技 術 の 一 例 に お い て は 、 宿 主 細 胞 の 増 殖 を 抑 止 す る 薬 物 が 用 い ら れ る 。 こ の 場 合 、
対 象 の 核 酸 で 首 尾 よ く 形 質 転 換 し た こ れ ら の 細 胞 は 、 抗 薬 物 性 を 付 与 し 、 選 択 療 法 を 生 存
す る ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 。 こ の よ う な 優 性 選 択 の 例 と し て は 、 薬 物 ネ オ マ イ シ ン （ So
uthern等 , J. Molec. Appl. Genet, 1:327 (1982)） 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 （ Mulligan等 , S
cience, 209:1422 (1980)） 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ Sugden等 , Mol. Cell. Biol., 5:410
-413 (1985)） が 使 用 さ れ る 。 上 述 の ３ つ の 例 は 、 各 々 、 適 当 な 薬 剤 で あ る G418又 は ネ オ
マ イ シ ン （ ジ ェ ネ テ ィ シ ン ） 、 xgpt（ ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 ） 、 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す
る 耐 性 を 伝 達 す る た め に 、 真 核 生 物 で の コ ン ト ロ ー ル の 下 、 細 菌 性 遺 伝 子 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ iv)プ ロ モ ー タ ー 成 分
　 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 生 物 に よ っ て 認 識 さ れ 、 対
象 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 と 作 用 可 能 に 連 結 さ れ る 適 切 な プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー は β -ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー
タ ー 系 （ Chang等 , Nature, 275:615 (1978)；  Goeddel等 , Nature, 281:544 (1979)） 、
ア ラ ビ ノ ー ス プ ロ モ ー タ シ ス テ ム （ Guzman等 , J. Bacteriol., 174:7716-7728 (1992)）
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン (trp)プ ロ モ ー タ ー 系 （ Goeddel, Nucleic Ac
ids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776） 、 及 び ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ
プ ロ モ ー タ ー （ deBoer 等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)） を 含 む 。 し
か し 、 他 の 既 知 の 細 菌 性 プ ロ モ ー タ ー も 適 当 で あ る 。 そ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 公 表 さ
れ て お り 、 そ れ に よ り 、 任 意 の 必 要 な 制 限 酵 素 サ イ ト を 供 給 す る た め の リ ン カ ー 又 は ア ダ
プ タ ー を 用 い て 、 当 業 者 は 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAに そ れ ら を 作 用 可 能 に 連
結 す る （ Siebenlist等 , Cell, 20:269 (1980)） こ と が 可 能 と な る 。
　 ま た 、 細 菌 の シ ス テ ム で 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー も 、 通 常 、 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る DNAと 作 用 可 能 に 結 合 し た シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ (S.D.)配 列 を 有 す る 。 該 プ ロ モ ー
タ ー は 、 制 限 酵 素 に よ る 切 断 に よ り 細 菌 由 来 の DNAか ら 取 り 外 す こ と が で き 、 所 望 の DNAを
含 む ベ ク タ ー 中 へ 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 酵 母 へ の 使 用 に 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 酵 母 宿 主 で の 使
用 に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト キ ナ ー ゼ （ Hitzeman
等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)） 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 （ Hess等 , J. Adv. Enzyme 
Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1978)） 、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、
グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ
キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -６ -リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ３ -ホ ス ホ
グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ
ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 成 長 条 件 に よ っ て 転 写 が 制 御 さ れ る 付 加 的 効 果 を 有 す
る 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 と 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド
-３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス を 利 用 す る 酵 素 の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 が あ る 。 酵 母 菌 に よ る 発 現 に 使 用 す る の に 適 し た ベ ク タ ー と プ ロ モ ー タ は EP 7
3,657に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ v） ベ ク タ ー の 構 築 及 び 解 析
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　 一 又 は 複 数 の 上 に 列 挙 し た 成 分 を 含 む 適 切 な ベ ク タ ー の 作 成 に は 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 技 術 を 用 い る 。 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 又 は Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 断 さ せ 、 整 え 、 そ し て 必 要 と
さ れ る プ ラ ス ミ ド の 生 成 の た め に 望 ま し い 型 に 再 ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。
　 構 築 さ れ た プ ラ ス ミ ド 中 に お い て 正 し い 配 列 で あ る こ と を 確 認 す る 解 析 の た め に 、 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 用 い て 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 菌 株 ２ ９ ４ (ATCC31446)又 は 他 の 株 を 形 質 転 換
し 、 適 当 な 場 合 に は ア ン ピ シ リ ン 又 は テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に よ っ て 、 成 功 し た 形 質 転 換
細 胞 を 選 択 す る 。 形 質 転 換 細 胞 か ら プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に
よ り 解 析 し 、 及 び ／ 又 は Sanger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467 (1977)
又 は Messing等 , Nucleic Acids Res., 9:309 (1981)の 方 法 に よ り 、 又 は Maxam等 , Method
s in Enzymology, 65:499（ 1980） の 方 法 に よ り 配 列 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
Ｃ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
　 本 発 明 に お い て ベ ク タ ー に Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 す る の に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、
原 核 生 物 及 び 真 菌 細 胞 を 含 む あ ら ゆ る 微 生 物 細 胞 で あ り 、 酵 母 を 含 む 。 本 発 明 の 目 的 に 適
し た 原 核 生 物 に は 、 上 述 の よ う な バ ク テ リ ア 、 好 ま し く は 真 正 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 又
は グ ラ ム 陽 性 生 物 体 が 含 ま れ る 。 例 と し て 、 大 腸 菌 な ど の 腸 内 細 菌 科 、 例 え ば 大 腸 菌 （ E.
 coli） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 Erwinia、 ク レ ブ シ エ ラ 属 、 プ ロ テ ウ ス 属 、 サ ル モ ネ ラ 、 例
え ば ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 セ ラ チ ア 属 、 例 え ば セ ラ チ ア marcescans、 及 び 赤 痢 菌 属 、 並 び に 枯
草 菌 （ B. subtilis） や B. licheniformis等 の 桿 菌 （ 例 え ば 、 1989年 4月 12日 公 開 の DD266,
710に 開 示 さ れ た B. licheniformis 41P） 、 緑 膿 菌 等 の シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 及 び ス ト レ プ
ト マ イ シ ン が 挙 げ ら れ る 。 一 つ の 好 ま し い 大 腸 菌 ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 は 大 腸 菌 294(ATCC31,4
46)で あ る が 、 他 の 菌 株 、 例 え ば 大 腸 菌 B, 大 腸 菌 X1776(ATCC31,537)及 び 大 腸 菌 W3110(ATC
C27,325)も 適 し て い る 。 こ れ ら の 例 は 制 限 で は な く 説 明 を 目 的 と し て い る 。 上 述 の 菌 株 の
う ち い ず れ か の 突 然 変 異 細 胞 も ま た 、 開 始 宿 主 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 こ の 開 始 宿 主
は そ の 後 変 異 し て 、 本 発 明 で 必 要 と さ れ る 少 な く と も 最 少 の 遺 伝 子 型 を 含 む 。
　 大 腸 菌 株 W3110は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 産 物 の 発 酵 に 広 く 用 い ら れ る 宿 主 株 で あ る の で 、 好 ま
し い 親 大 腸 菌 宿 主 で あ る 。 親 宿 主 と し て 使 用 さ れ る 開 始 大 腸 菌 宿 主 の 例 を 、 そ の 遺 伝 子 型
と 共 に 、 下 記 の 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 36F8を 作 製 す る 際 の 中 間 体 、 即 ち 、 27B4（ 米 国 特 許 第 5,304,472号 ） 及 び 35E7（ 2
7B4よ り 増 殖 の 優 れ た 自 発 的 温 度 耐 性 単 離 コ ロ ニ ー ） も 適 当 で あ る 。 さ ら に 適 当 な 株 は 、
米 国 特 許 第 4,946,783号 、 1990年 8月 7日 発 行 中 に 開 示 さ れ て い る 変 異 体 ペ リ プ ラ ズ ム プ ロ
テ ア ー ゼ を 有 す る 大 腸 菌 株 で あ る 。
　 上 記 の 株 は 、 親 株 の 染 色 体 を 組 み 込 む こ と 、 又 は 後 述 の 実 施 例 に 記 載 す る 技 術 を 含 む 他
の 技 術 に よ り 生 成 で き る 。
　 完 全 長 抗 体 は 、 2002年 8月 8日 公 開 の WO02/061090に 記 載 の 技 術 に 従 っ て 大 腸 菌 内 で 作 成
で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 　 原 核 生 物 に 加 え て 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 菌 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化
ベ ク タ ー の た め の 適 切 な 発 現 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ヴ ィ シ ア は 、 通 常 用 い ら
れ る 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 で あ る 。 他 に 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ プ ロ ン ブ (Schizosacch
aromyces prombe)（ Beach及 び Nurse, Nature, 290:140 （ 1981） ； 1985年 5月 2日 発 行 の EP
139,383） ； ク ル ベ ロ ミ セ ス 宿 主 (Kluveromyces hosts)（ 米 国 特 許 第 4,943,529号 ； Fleer
等 , Bio/Technology, 9:968-975 (1991)） 、 例 え ば ク ル ベ ロ ミ セ ス ラ ク チ ス (K. lactis)
（ MW98-8C, CBS683, CBS4574； Louvencourt等 , J. Bacteriol., 737（ 1983） ） 、 ク ル ベ
ロ ミ セ ス ・ フ ラ ギ リ ス (K. fragilis)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ２ ， ４ ２ ４ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ブ
ル ガ リ ク ス (K. bulgaricus)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ６ ， ０ ４ ５ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ウ ィ ケ ラ ミ
イ (K. wickeramii)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  ２ ４ ,１ ７ ８ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ワ ル チ イ (K. waltii)（ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 　 ５ ６ ， ５ ０ ０ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)（ Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 　 ３ ６ ， ９ ０ ６ ； Van den Berg等 , Bio/Technology, 8:135 (1990)） 、 ク ル ベ ロ ミ セ
ス ・ テ モ ト レ ラ ン ス (K. thermotolerans)及 び ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス (K. marxi
anus)； ヤ ロ ウ ィ ア (yarrowia)（ EP402,226） ； ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)（ E
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P183,070； Sreekrishna等 , J. Basic Microbiol, 28:265-278 （ 1988） ） ； カ ン ジ ダ ； ト
リ コ デ ル ・ マ レ ー シ ア (Trichoderma reesia)（ EP244,234） ； ア カ パ ン カ ビ （ Case等 , Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 （ 1979） ） ； シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス (Schwanniomy
ces)、 例 え ば シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス オ ク シ デ ン タ リ ス (Schwanniomyces occidentalis)（ 199
0年 10月 31日 発 行 の EP394,538） ； 及 び 糸 状 真 菌 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 ペ ニ シ リ ウ ム
、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム (Tolypocladium)（ 1991年 1月 10日 発 行 の WO91/00357） ； 及 び ア ス ペ ル
ギ ル ス 宿 主 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ダ ラ ン ス （ Balance等 , Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 112:284-289 （ 1983） ； Tilburn等 , Gene, 26:205-221 （ 1983） ； Yelton等 , P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:1470-1474 （ 1984） ） 、 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （
Kelly及 び Hynes, EMBO J., 4:475-479 （ 1985） ） が 含 ま れ る 。 こ こ で 好 ま し い メ チ ロ ト
ロ ピ ッ ク (Ｃ １ 化 合 物 資 化 性 、 Methylotropic)酵 母 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 ハ ン セ ヌ
ラ (Hansenula)、 カ ン ジ ダ 、 ク ロ エ ケ ラ (Kloeckera)、 ピ チ ア (Pichia)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 、
ト ル ロ プ シ ス (Torulopsis)、 及 び ロ ド ト ル ラ (Rhodotorula)か ら な る 属 か ら 選 択 さ れ た メ
タ ノ ー ル で 成 長 可 能 な 酵 母 を 含 む 。 こ の 酵 母 の 分 類 の 例 示 で あ る 特 定 の 種 の リ ス ト は 、 C.
 Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 宿 主 細 胞 へ 挿 入 す る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 を 上 述 の
発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し 、 種 々 の プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 す る の に 適 す る よ う に 変 更 さ れ た
通 常 の 栄 養 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
　 使 用 す る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 形 質 転 換 は そ れ ら の 細 胞 に 適 す る 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 行
わ れ る 。 Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press, 1989)の セ ク シ ョ ン 1.82に 記 載 さ れ る よ う に 、 塩 化 カ ル シ ウ
ム を 利 用 す る カ ル シ ウ ム 処 理 は 、 一 般 的 に 、 原 核 細 胞 又 は 実 質 的 に 細 胞 壁 障 壁 を 含 む 他 の
細 胞 に 用 い ら れ る 。 形 質 転 換 の た め の 他 の 方 法 で は 、 Chung及 び Miller, Nucleic Acids R
es., 16:3580 (1988)に 記 載 さ れ る よ う に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ が 用 い ら
れ る 。 酵 母 菌 中 へ の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は 、 Van Solingen等 , J. Bact., 130:946 (197
7)及 び Hsiao等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ
る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 に 導 入 す る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク
シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 無 傷 の 細 胞 、 又 は ポ リ カ チ オ ン 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン 、
ポ リ オ ル ニ チ ン を 用 い る 細 菌 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 も ま た 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
Ｄ ． 宿 主 細 胞 の 培 養
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る の に 使 用 さ れ る 原 核 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 培 地
に お い て 成 長 さ せ た も の で 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 の 培 養 に 適 し て お り 、 一 般 的 に Sambrook
等 、 上 掲 に 記 載 の 培 地 を 含 む 。 細 菌 に 適 し た 培 地 に は 、 Ａ Ｐ ５ 培 地 、 栄 養 ブ ロ ス 、 Luria-
Bertani（ Ｌ Ｂ ） ブ ロ ス 、 Neidhardt's最 少 培 地 、 及 び Ｃ ． Ｒ ． Ａ ． Ｐ ． 最 少 又 は 完 全 培 地
に 必 要 な 栄 養 を 補 っ た も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し い 実
施 形 態 で は 、 培 地 は 発 現 ベ ク タ ー の 構 造 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 選 択 剤 も 含 み 、 よ っ て 発 現
ベ ク タ ー を 含 む 原 核 細 胞 を 選 択 的 に 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 抵 抗
性 の 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 成 長 さ せ る た め に 、 培 地 に ア ン ピ シ リ ン を 加 え る 。 炭 素 、 窒
素 、 及 び 無 機 リ ン 酸 塩 の 供 給 源 に 加 え 、 必 要 な 補 充 物 は 、 単 独 で 、 或 い は 、 別 の 補 充 物 又
は 複 合 窒 素 源 等 の 培 地 と 組 み 合 わ せ て 導 入 さ れ 、 適 切 な 濃 度 で 含 有 さ れ る 。 場 合 に よ っ て
は 、 培 養 培 地 は 、 グ ル タ チ オ ン 、 シ ス テ イ ン 、 シ ス テ ア ミ ン 、 チ オ グ リ コ ー ル 酸 、 ジ チ オ
エ リ ス リ ト ー ル 、 及 び ジ チ オ ス レ イ ト ー ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ 又 は 複 数 の 還 元 剤
を 含 ん で よ い 。
　 適 切 な 培 地 の 例 は 、 米 国 特 許 第 5,304,472号 及 び 同 第 5,342,763号 に 見 る こ と が で き る 。
Ｃ ． Ｒ ． Ａ ． Ｐ ． リ ン 酸 塩 制 限 培 地 は 、 ３ ． ５ ７ ｇ の （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ （ Ｓ Ｏ ４ ） 、 ０ ． ７ １
ｇ の Ｎ ａ Ｃ ｉ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ － ２ Ｈ ２ Ｏ 、 １ ． ０ ７ ｇ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ， ３ ６ ｇ の 酵 母 菌 抽 出 物 （
認 証 済 み ） 、 ５ ． ３ ６ ｇ の Ｈ ｙ ｃ ａ ｓ ｅ Ｓ Ｆ （ 登 録 商 標 ） － Sheffieldか ら な り 、 Ｋ Ｏ Ｈ
に よ り ｐ Ｈ を ７ ． ３ に 、 Ｓ Ｑ 　 Ｈ ２ Ｏ に よ り ｑ ｓ を ８ ７ ２ ｍ ｌ に 調 整 し た も の を オ ー ト ク
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レ ー ブ し て か ら ５ ５ ℃ に 冷 却 し 、 １ １ ０ ｍ ｌ の １ Ｍ 　 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ） 、 １ １ ｍ ｌ
の ５ ０ ％ グ ル コ ー ス 、 ７ ｍ ｌ の １ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ を 補 っ た も の で あ る 。 次 い で カ ル ベ ニ シ
リ ン を ５ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 導 入 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 原 核 宿 主 細 胞 を 適 切 な 温 度 で 培 養 す る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 の 成 長 に 好 ま し い 温 度 は 約 ２ ０
～ 約 ３ ９ ℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ２ ５ ℃ ～ 約 ３ ７ ℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ３ ０ ℃ で あ る 。
　 ア ル カ リ ホ ス フ ェ ー ト プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド の
生 産 の た め に 使 用 さ れ る 大 腸 菌 細 胞 は 、 Sambrook等 , 上 掲 中 に 一 般 的 に 記 載 さ れ る よ う に
ア ル カ リ ホ ス フ ェ ー ト プ ロ モ ー タ ー が 部 分 的 に 又 は 完 全 に 誘 導 さ れ 得 る 適 切 な 培 地 中 で 培
養 さ れ る 。 必 要 と さ れ る 培 養 は 、 無 機 リ ン 酸 塩 の 非 存 在 下 又 は リ ン 酸 塩 欠 乏 レ ベ ル 下 で は
、 決 し て 起 こ ら な い 。 第 一 に 、 培 地 は 無 機 リ ン 酸 塩 を タ ン パ ク 質 合 成 の 誘 導 レ ベ ル 以 上 で
あ り 、 細 菌 の 増 殖 に 十 分 な 量 の 無 機 リ ン 酸 塩 を 含 む 。 細 胞 が 増 殖 し 、 リ ン 酸 塩 を 利 用 す る
場 合 、 培 地 中 の リ ン 酸 塩 レ ベ ル を 低 下 さ せ 、 そ れ に よ り ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 の 誘 導 を 引 き
起 こ す 。
　 プ ロ モ ー タ ー が 、 起 こ る べ き 誘 導 に 関 し 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 場 合 、 典 型 的 に
細 胞 は あ る 最 適 な 濃 度 、 例 え ば 、 高 い 細 胞 濃 度 過 程 を 用 い 、 点 誘 導 が 開 始 さ れ る （ 例 え ば
、 誘 導 因 子 の 添 加 、 培 地 成 分 の 除 去 に よ り ） 約 200の A 5 5 0 が 達 成 さ れ る ま で 培 養 さ れ 、 対
象 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 必 要 な い か な る 補 充 物 も 、 単 独 で 、 或 い は 別 の 補 充 物 又 は 複 合 窒 素 源 等 の 培 地 と 組 み 合
わ せ て 導 入 し 、 当 業 者 に 既 知 の 適 切 な 濃 度 で 含 め る こ と が で き る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 、 主 に 宿
主 生 物 に 応 じ て 、 約 ５ ～ ９ と す る こ と が で き る 。 大 腸 菌 に つ い て は 、 ｐ Ｈ は 約 ６ ． ８ ～ 約
７ ． ４ で あ る こ と が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ７ ． ０ で あ る 。
　 酵 母 菌 の 培 養 に 使 用 で き る 選 択 培 地 は 、 Kaiser等 , Methods in Yeast Genetics, Cold 
Spring Harbor press, Cold Spring Harbor, NY, p. 208-210 (1994)に 記 載 さ れ て い る よ
う に 調 製 し た ウ ラ シ ル を 欠 く 合 成 完 全 デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 （ Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
Ｅ ． 発 現 検 出
　 遺 伝 子 の 発 現 は 、 こ こ で ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用
い 、 例 え ば 、 従 来 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 mRNAの 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 (Tho
mas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980))、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 (DNA分 析 )
、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 に よ っ て 、 直 接 的 に 試 料 中 で 測 定 す る こ と が で き る
。 種 々 の 標 識 が 使 用 さ れ 、 最 も 一 般 的 な も の は 、 放 射 性 同 位 体 、 特 に ３ ２ Ｐ で あ る 。 し か
し な が ら 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 導 入 の た め に ビ オ チ ン 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る な ど 、
他 の 技 術 も 使 用 し て よ い 。 次 い で 、 ビ オ チ ン は ア ビ ジ ン ま た は 抗 体 と 結 合 す る た め の 部 位
と し て 機 能 し 、 広 範 な 種 々 の 標 識 、 例 え ば 放 射 性 核 種 、 蛍 光 、 酵 素 な ど で 標 識 さ れ て よ い
。 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め に ア ッ セ イ 又 は ゲ ル が 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
Ｆ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 組 換 え 技 術 を 使 用 す る 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 内 に 、 又 は 細 胞 膜 周 辺 腔 に
生 産 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 生 産 さ れ る と き は 、 第 一 工 程 と し て 、 宿 主
細 胞 で あ れ 溶 解 断 片 で あ れ 、 粒 状 細 片 を （ 均 質 化 の 過 程 で 生 じ た も の ） 、 例 え ば 遠 心 分 離
又 は 限 外 濾 過 に よ っ て 除 去 し 、 細 胞 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト を 生 成 す る 。
　 次 い で 、 本 発 明 に 従 っ て 、 上 述 の よ う な 条 件 の 下 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 用 い た 沈 降 に よ
り 、 ホ モ ジ ネ ー ト 又 は ブ ロ ス か ら 上 述 の よ う な 細 胞 不 純 物 を 取 り 除 き 、 結 果 と し て 得 ら れ
る 混 合 物 を 処 理 し て 不 溶 性 の 対 象 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 。
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 分 離 は 、 遠 心 分 離 や 濾 過 等 の 当 技 術
分 野 で 周 知 の 手 段 を 含 め 、 任 意 の 適 切 な 手 段 に よ り 行 う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 分 離
は 、 遠 心 分 離 、 又 は 例 え ば 約 ３ ０ ０ キ ロ ダ ル ト ン ～ １ ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ を 用 い た 接 線 流
式 濾 過 に よ っ て 行 う 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら 分 離 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 限 外 濾 過 ／ ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー
シ ョ ン 又 は 接 線 流 式 濾 過 等 の 濾 過 、 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 め 、 任 意 の 既 知 の 手 段 に
よ り 精 製 で き る 。 特 に 、 単 独 で 又 は 組 合 せ て 行 わ れ る 以 下 の 手 順 は 、 適 切 な 精 製 の 手 順 の
例 で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 種 類 に 応 じ て 特 異 的 な 方 法 を 使 用 す る 。 そ れ ら は 、 固 定 化 金 属
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） 、 水 性 二 相 分 離 （ Ａ Ｔ Ｐ Ｓ ） 、 免 疫 親 和
性 又 は イ オ ン 交 換 カ ラ ム で の 分 画 、 エ タ ノ ー ル 沈 降 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｉ Ｃ ） 、 シ リ カ 上 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 、 例 と し て
Ｓ － Ｓ Ｅ Ｐ Ｈ Ａ Ｒ Ｏ Ｓ Ｅ （ 登 録 商 標 ） 及 び Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 上 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ク ロ マ ト フ
ォ ー カ シ ン グ 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 限 外 濾 過 ／ ダ イ ア フ ィ ル ト レ
ー シ ョ ン 、 接 線 流 式 濾 過 、 及 び 例 え ば SEPHADEX（ 登 録 商 標 ） G-75を 用 い た ゲ ル 濾 過 で あ る
。
　 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 回 収 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か 、 又 は ポ
リ ペ プ チ ド を 変 質 さ せ る 固 定 し た 試 薬 に ポ リ ペ プ チ ド を 曝 す 。 こ れ に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド
に 対 し 、 抗 体 等 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 固 定 化 試 薬 に よ り 抗 体 が 捕 捉 さ れ る ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 行 わ れ 、 不 純 物 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
の カ ラ ム を 通 過 す る 。 次 い で 、 ポ リ ペ プ チ ド と 固 定 化 試 薬 の 結 合 を 解 く よ う な 条 件 に 変 更
す る こ と に よ り 、 カ ラ ム か ら ポ リ ペ プ チ ド を 溶 出 す る こ と が で き る 。 固 定 化 試 薬 は ポ リ ペ
プ チ ド を 変 質 さ せ る プ ロ テ ア ー ゼ 等 の 酵 素 で も よ い （ Sahni等 , Anal. Biochem., 193: 17
8-185 (1991) 及 び Voyksner等 , Anal. Biochem., 188: 72-81 (1990)） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 別 の 種 類 の 精 製 方 法 は 濾 過 で あ る 。 流 体 か ら の 細 か い 粒 子 の 混 入 物 の 濾 過 は 、 様 々 な 多
孔 性 フ ィ ル タ に よ り 行 わ れ て お り 、 そ の よ う な フ ィ ル タ を 混 入 組 成 物 が 通 過 す る と 、 フ ィ
ル タ に よ り 混 入 物 が 捕 捉 さ れ る 。 混 入 物 の 滞 留 は 、 機 械 的 な 濾 過 又 は 電 気 運 動 に よ る 粒 子
の 捕 捉 及 び 吸 収 に よ り 起 こ る 。 機 械 的 な 濾 過 で は 、 粒 子 が そ れ よ り も 小 さ な 孔 を 通 過 し よ
う と し た と き に 物 理 的 に 捕 捉 さ れ る 。 電 気 運 動 に よ る 捕 捉 の メ カ ニ ズ ム で は 、 粒 子 が 多 孔
性 フ ィ ル タ の 表 面 に 衝 突 し 、 短 距 離 引 力 に よ り 表 面 上 に 保 持 さ れ る 。 電 気 運 動 に よ る 捕 捉
を 行 う に は 、 フ ィ ル タ の 表 面 電 荷 の 特 性 を 変 化 さ せ る の に 電 荷 変 更 シ ス テ ム を 用 い る こ と
が で き る （ 例 え ば WO 90/11814参 照 ） 。 例 え ば 、 除 去 す べ き 混 入 物 が 陰 イ オ ン 性 の 場 合 、
陽 イ オ ン 変 化 モ デ ィ フ ァ イ ヤ ー を 用 い て 、 フ ィ ル タ が 混 入 物 を 保 持 す る よ う に フ ィ ル タ の
電 荷 特 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
　 従 来 の 抗 体 精 製 手 順 、 例 え ば ゲ ル 濾 過 又 は 電 気 泳 動 法 、 透 析 法 、 Ｈ Ｉ Ｃ 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ SEPHAROSE（ 登 録 商 標 ） 、 プ ロ テ イ ン Ｇ 、 抗
原 親 和 性 又 は 抗 Ｉ ｇ Ｇ 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 均 質 化 、 遠 心 分 離 濾 過 に よ る 清 澄 、 沈
降 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 又 は カ プ リ ル 酸 に よ る 処 理 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 等 の 樹 脂 、 セ ラ ミ ッ ク － ヒ ド ロ
キ シ ア パ タ イ ト 及 び BIOGEL HT（ 登 録 商 標 ） 等 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 含 む 樹 脂 、 及 び ジ エ
チ ル ア ミ ノ エ タ ン （ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ） 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） 及 び 四 級 ア ミ ノ エ タ ン （
Ｑ Ａ Ｅ ） 等 、 正 の 電 荷 を 有 す る 成 分 を 有 す る も の を 含 む 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 を 用 い る も の 、
例 え ば Q-SEPHAROSE FAST FLOW（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 (Pharmacia)、  DEAE-SEPHAROSE FAST FLO
W（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 、 DEAE-TOYOPEARL（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 、 QAE-TOYOPEARL（ 登 録 商 標 ） 樹 脂
、 POROS-Q（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 、 FRACTOGEL-DMAE（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 、 FRACTOGEL EMD-TMAE（
登 録 商 標 ） 樹 脂 、 MATREX CELLUFINE DEAE（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 等 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 沈 殿 物 か ら 適 切 に 分 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 単 離 及 び 精 製 法 に つ い て は 、 さ ら に
、 Antibodies: A Laboratory Manual"; Harlow 及 び Lane, eds. (Cold Spring Harbor La
boratories, New York: 1988)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 回 収 ス テ ッ プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か 、 又 は ポ リ ペ プ チ ド
を 変 性 す る 試 薬 が 固 定 さ れ た 固 相 に 、 可 溶 化 し た ポ リ ペ プ チ ド を 曝 す こ と を 含 む 。 一 実 施
形 態 で は 、 固 相 を カ ラ ム に 充 填 し 、 固 定 化 し た 試 薬 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 捕 捉 す る 。 別 の
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実 施 形 態 で は 、 試 薬 は ポ リ ペ プ チ ド を 化 学 的 及 び ／ 又 は 物 理 的 に 変 性 す る も の で 、 固 相 に
固 定 化 さ れ る 、 つ ま り カ ラ ム に 充 填 さ れ る な ど し て お り 、 そ の 組 成 は カ ラ ム に 通 さ れ る 。
例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 回 収 プ ロ セ ス の 一 部 で 固 定 化 し た 試 薬 に よ っ て 除 去 さ れ る 前 駆
ド メ イ ン を 含 ん で よ く 、 例 え ば 、 回 収 プ ロ セ ス に お い て 固 定 化 さ れ た ペ プ シ ン に よ り 除 去
さ れ る 前 駆 ポ リ ペ プ チ ド は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 二 量 体 化 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 で あ る 。
　 こ の 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 浸 出 し た 試 薬 （ 及 び 随 意 で １ 以 上 の 混 入 物 ） を 含
む 組 成 物 を 、 組 成 物 の ｐ Ｈ に お い て 試 薬 と 反 対 の 電 荷 を 有 す る フ ィ ル タ に 通 し 、 よ っ て 浸
出 さ れ た 試 薬 を 組 成 物 か ら 除 去 す る 。 フ ィ ル タ は 、 組 成 物 の ｐ Ｈ に お い て 負 の 電 荷 を 有 す
る 混 入 物 、 例 え ば 、 酸 性 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 プ ロ テ イ ン Ｇ 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム か ら 浸 出 し 得 る そ の 他 試 薬 等 を 除 去 す る た め に 正 の 電 荷 を 有 す る こ と が で き る 。 或
い は 、 塩 基 性 プ ロ テ ア ー ゼ 等 、 組 成 物 の ｐ Ｈ に お い て 正 の 電 荷 を 有 す る 混 入 物 を 除 去 す る
た め に フ ィ ル タ の 電 荷 を 負 と し て も よ い 。 好 ま し く は 、 フ ィ ル タ に 通 す 組 成 物 中 の 対 象 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド が フ ィ ル タ に あ ま り 保 持 さ れ ず に 通 過 す る よ う な 電 荷 特 性 を
有 す る 。 フ ィ ル タ は 、 前 ス テ ッ プ に お い て 処 理 し た 流 出 液 と 「 連 続 し て 」 配 置 す る （ つ ま
り 、 流 出 液 は フ ィ ル タ を 通 っ て 直 接 流 出 す る ） 。 こ れ は 、 フ ィ ル タ を カ ラ ム 流 出 液 口 に 直
接 接 続 し た 後 、 貯 蔵 タ ン ク に 溶 出 液 を 回 収 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 使 用 す る フ ィ ル
タ の 種 類 に 適 し た 技 術 を 使 用 し て フ ィ ル タ を 再 生 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ｈ Ｉ Ｃ は 抗 体 断 片 の 精 製 に も 使 用 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Inouye等 , Protein Engineerin
g, pp. 6, 8及 び 1018-1019 (1993); Inouye等 , Animal Cell Technology: Basic & Appli
ed Aspects, 5: 609-616 (1993); Inouye等 , Journal of Biochemical and Biophysical 
Methods, 26: 27-39 (1993); Morimoto等 , Journal of Biochemical and Biophysical Me
thods, 24: 107-117 (1992); 及 び Rea等 , Journal of Cell. Biochem., Suppl. 0, Abstr
act No. X1-206 (17 Part A), p. 50 (1993)を 参 照 さ れ た い 。 Ｈ Ｉ Ｃ カ ラ ム は 、 通 常 、 疎
水 性 リ ガ ン ド （ 例 え ば ア ル キ ル 基 又 は ア リ ー ル 基 ） が 結 合 す る 基 礎 と な る 基 質 （ 例 え ば 架
橋 ア ガ ロ ー ス 又 は 合 成 共 重 合 体 物 質 ） を 有 す る 。 多 く の Ｈ Ｉ Ｃ カ ラ ム が 市 販 さ れ て い る 。
例 え ば 、 置 換 度 が 高 い か 又 は 低 い フ ェ ニ ル SEPHAROSE 6 FAST FLOW（ 登 録 商 標 ） カ ラ ム （ P
harmacia LKB Biotechnology, AB／ ス ウ ェ ー デ ン ） 、 フ ェ ニ ル SEPHAROSE（ 登 録 商 標 ） 高
性 能 カ ラ ム （ Pharmacia LKB Biotechnology, AB／ ス ウ ェ ー デ ン ） 、 オ ク チ ル SEPHAROSE（
登 録 商 標 ） 高 性 能 カ ラ ム （ Pharmacia LKB Biotechnology, AB／ ス ウ ェ ー デ ン ） 、 FRACTOG
EL（ 登 録 商 標 ） EMDプ ロ ピ ル 又 は Ｆ Ｒ Ａ Ｃ Ｔ Ｏ Ｇ Ｅ Ｌ （ 登 録 商 標 ） Ｅ Ｎ Ｄ フ ェ ニ ル カ ラ ム
（ E. Merck／ ド イ ツ ） 、 MACRO-PREP（ 登 録 商 標 ） メ チ ル 又 は MACRO-PREP（ 登 録 商 標 ） ｔ －
ブ チ ル サ ポ ー ト （ BioRad／ カ リ フ ォ ル ニ ア ） 、 WP HI-Propyl (C3)（ 登 録 商 標 ） カ ラ ム （ J
. T. Baker／ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー ） 、 及 び TOYOPEARL（ 登 録 商 標 ） エ ー テ ル 、 フ ェ ニ ル 又 は
ブ チ ル カ ラ ム （ TosoHaas／ ペ ン シ ル ベ ニ ア ） で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 し な い 。
　 バ ッ チ 式 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 基 質 の 例 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 そ れ に は 、 SE
PHAROSE（ 登 録 商 標 ） 、 ア ガ ロ ー ス 、 又 は シ リ カ 等 の 支 持 基 質 に リ ン ク す る Ｃ １ ８ ア ル キ
ル 鎖 、 例 え ば ブ チ ル 、 フ ェ ニ ル 、 又 は オ ク チ ル SEPHAROSE（ 登 録 商 標 ） 、 又 は セ ル ロ ー ス
又 は ポ リ ス チ レ ン 等 の ポ リ マ ー が 含 ま れ る 。 米 国 特 許 第 6,214,984号 に は 、 抗 体 及 び 抗 体
断 片 の 精 製 の た め の 低 ｐ Ｈ 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｌ Ｐ Ｈ Ｉ Ｃ ） の 使 用 が 開
示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 抗 体 断 片 、 特 に 正 確 に 折 り 畳 ま れ 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 抗
体 断 片 （ 例 え ば Ｆ ａ ｂ 断 片 ） を 、 正 確 に 折 り 畳 ま れ て お ら ず 、 及 び ／ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 結
合 し た 汚 染 抗 体 断 片 か ら 精 製 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 Ｌ Ｐ Ｈ Ｉ Ｃ に 先 立 ち 、 好 ま し く は
細 胞 か ら 調 製 さ れ た 抗 体 組 成 物 を 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 精 製 す る 。 ア
フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド と し て の プ ロ テ イ ン Ａ の 適 合 性 は 、 抗 体 中 に 存 在 す る 任 意 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン Ｆ ｃ ド メ イ ン の 種 及 び ア イ ソ タ イ プ に 依 存 す る 。 プ ロ テ イ ン Ａ は 特 定 の ヒ ト 重 鎖
に 基 づ く 抗 体 を 精 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る (Lindmarkら , J.Immunol.Meth.62:1
-13[1983])。 プ ロ テ イ ン Ｇ が 全 て の マ ウ ス の ア イ ソ タ イ プ 及 び ヒ ト γ ３ に 対 し て 推 奨 さ れ
る (Gussら , EMBO J. 5:1567-1575[1986])。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド が 結 合 す る マ ト リ ッ
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ク ス は 最 も 頻 繁 に は ア ガ ロ ー ス で あ る が 、 他 の マ ト リ ッ ク ス も 利 用 す る こ と が で き る 。 調
整 穴 あ き ガ ラ ス や ポ リ (ス チ レ ン ジ ビ ニ ル )ベ ン ゼ ン の よ う に 機 械 的 に 安 定 な マ ト リ ッ ク ス
を 使 用 す れ ば 、 ア ガ ロ ー ス の 場 合 よ り も 速 い 流 速 と 短 い 処 理 時 間 が 可 能 に な る 。 抗 体 が Ｃ

Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む 場 合 は 、 Ｂ ａ ｋ ｅ ｒ ｂ ｏ ｎ ｄ 　 Ａ Ｂ Ｘ （ 商 品 名 ） 樹 脂 (J． T． Baker, 
ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 フ ィ リ ッ プ ス バ ー グ )が 精 製 に 有 用 で あ る 。 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に よ る
分 画 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 シ リ カ に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン セ フ
ァ ロ ー ス (Ｓ Ｅ Ｐ Ｈ Ａ Ｒ Ｏ Ｓ Ｅ （ 商 品 名 ） )に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 陰 イ オ ン 又 は 陽 イ
オ ン 交 換 樹 脂 (ポ リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 カ ラ ム な ど )に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ク ロ マ ト フ ォ
ー カ シ ン グ 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 の よ う な 他 の タ ン パ ク 質 精 製 技
術 も 、 回 収 し よ う と す る 抗 体 に よ っ て は 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ｇ ． ポ リ ペ プ チ ド の 使 用
　 こ の よ う に し て 回 収 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 に 製 剤 化 す る こ と
が で き 、 そ の よ う な 分 子 に 既 知 の 様 々 な 診 断 的 用 途 、 治 療 的 用 途 、 又 は そ の 他 の 用 途 に 使
用 さ れ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ 等 の イ ム ノ
ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 的 な 用 途 に つ い て も 考 慮
す る 。 例 え ば 、 成 長 因 子 又 は ホ ル モ ン を 使 用 し て 思 い の ま ま に 成 長 を 促 し 、 ま た 、 抗 体 を
ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト と し て 細 胞 傷 害 性 の 再 方 向 付 け （ 例 え ば 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る た め
） に 使 用 す る こ と が で き 、 よ っ て 血 餅 へ の 血 小 板 溶 解 薬 の 送 達 、 腫 瘍 細 胞 へ の 免 疫 毒 素 の
送 達 、 標 的 部 位 （ 例 え ば 腫 瘍 ） に お け る 酵 素 活 性 化 プ ロ ド ラ ッ グ の 変 換 、 感 染 症 の 治 療 、
又 は 免 疫 複 合 体 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー へ の 標 的 化 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 所 望 の 純 度 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 随 意 で 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た
は 安 定 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 、 凍 結 乾 燥 さ せ た 固 形 物 又 は 水 溶 液 の 形 態 で 、 保 存 用 の ポ
リ ペ プ チ ド の 治 療 製 剤 が 調 製 さ れ る （ Remington's Pharmaceutical Sciences, 第 16版 、 O
sol, A.編 (1980)） 。
　 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 剤 は 、 使 用 さ れ る 投 与 量 及 び 濃 度 に お い て レ シ ピ エ
ン ト に 対 し て 非 毒 性 で あ り 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び そ の 他 有 機 塩 な ど の バ ッ フ ァ ；
ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸 化 物 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） の ポ リ ペ プ チ ド ； タ ン パ ク
質 、 例 え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 親 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ
リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ； ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ
ン 又 は リ シ ン ； 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む
そ の 他 炭 水 化 物 ； キ レ ー ト 剤 、 例 え ば Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； 糖 ア ル コ ー ル 、 例 え ば マ ン ニ ト ー ル 又 は
ソ ル ビ ト ー ル ； 塩 類 形 成 対 イ オ ン 、 例 え ば ナ ト リ ウ ム ； 及 び ／ 又 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤
、 例 え ば Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ （ 登 録 商 標 ） 、 又 は ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 コ ロ イ ド 性 薬 物 送 達 シ ス テ ム （ 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 微
粒 子 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ ル ） 、 又 は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン に
お い て 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 又 は 界 面 重 合 （ 例 え ば そ れ ぞ れ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル
セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン － マ イ ク ロ カ プ セ ル 及 び ポ リ － （ メ チ ル メ タ ク リ ル 酸 ） マ イ ク ロ
カ プ セ ル ） に よ り 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル に 調 製 で き る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 上 掲 の Remingto
n's Pharmaceutical Sciencesに 開 示 さ れ て い る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 無 菌 濾
過 膜 に よ る 濾 過 の 前 又 は 後 に 、 凍 結 乾 燥 及 び 再 構 成 す る こ と で 容 易 に 達 成 で き る 。 通 常 抗
体 は 凍 結 乾 燥 さ せ た 状 態 、 又 は 溶 液 の 状 態 で 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 は 通 常 、 無 菌 入 り 口 部 を 有 す る 容 器 、 例 え ば 静 脈 内 溶 液 用 バ
ッ グ 又 は 皮 下 注 射 針 で 穿 孔 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る バ イ ア ル に 入 れ ら れ る 。
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　 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 経 路 は 、 既 知 の 方 法 、 例 え ば 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内
、 動 脈 内 、 又 は 病 巣 内 を 経 路 と す る 注 射 又 は 注 入 、 又 は 後 述 す る よ う な 持 続 放 出 シ ス テ ム
に よ り 行 う 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 輸 液 に よ り 連 続 的 に 注 入 さ れ る か 、 又 は 大 量 瞬 時 投 与 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 持 続 放 出 製 剤 の 好 適 な 例 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性
マ ト リ ク ス を 含 み 、 当 該 マ ト リ ク ス は 成 形 物 、 例 え ば フ ィ ル ム 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形
態 で あ る 。 持 続 放 出 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 Langer等 , 
J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981)及 び Langer, Chem. Tech., 12:98-105 (19
82)に 記 載 さ れ た よ う な ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )、 又 は ポ リ (ビ ニ ル ア
ル コ ー ル )） 、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 、 EP 58,481） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及
び ガ ン マ エ チ ル -Ｌ -グ ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー （ Sidman等 , Biopolymers, 22: 547-556 (
1983)） 、 非 分 解 性 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル （ Langer等 , 上 掲 ） 、 分 解 性 乳 酸 － グ リ コ ー ル
酸 コ ポ リ マ ー 、 例 え ば Lupron Depot（ 登 録 商 標 ） （ 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 及 び 酢
酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら な る 注 射 可 能 な 微 小 球 ） 、 及 び ポ リ -Ｄ -(-)-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸
（ EP 133,988） を 含 む 。
　 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル や 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 等 の 重 合 体 は １ ０ ０ 日 以 上 分 子 を 放 出 で き
る が 、 特 定 の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 い 時 間 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。 カ プ セ ル 化 抗 体 は 、 長 時
間 体 内 に 残 存 す る と 、 ３ ７ ℃ で 水 分 に 曝 さ れ る こ と で 、 変 性 又 は 凝 集 し 、 生 理 活 性 が 喪 失
し た り 、 免 疫 原 生 が 変 化 し た り す る 。 使 用 す る 機 構 に よ っ て 抗 体 の 安 定 性 を 得 る た め の 合
理 的 な 処 置 が 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ － ジ ス ル フ ィ ド 交 換 に よ る 分 子 間 Ｓ ―
Ｓ 結 合 で あ る こ と が 分 か っ た ら 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 変 更 し 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾 燥 し
、 水 分 量 を 調 整 し 、 適 当 な 添 加 物 を 使 用 し 、 特 定 の 重 合 体 マ ト リ ク ス 組 成 物 を 開 発 す る こ
と で 安 定 性 を 確 立 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 持 続 放 出 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム 的 に 包 括 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 抗
体 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 体 周 知 で あ る 方 法 、 例 え ば 、 DE 3,218,121、 Epstein
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985)、 Hwang等 , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 77:4030-4034 (1980)、 EP 52,322、 EP 36,676、 EP 88,046、 EP 143,949、 EP 1
42,641、 特 願 昭 58-118008、 米 国 特 許 第 4,485,045号 及 び 第 4,544,545号 、 及 び EP 102,324
等 に よ る 方 法 に よ っ て 調 製 す る 。 通 常 、 リ ポ ソ ー ム は 、 脂 質 含 有 量 が 約 ３ ０ モ ル ％ 以 上 コ
レ ス テ ロ ー ル で あ り 、 選 択 さ れ る 割 合 が ポ リ ペ プ チ ド に よ る 最 適 な 治 療 法 に 対 し て 調 整 さ
れ た 微 小 （ 約 ２ ０ ０ -８ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム ） な 単 ラ メ ラ 状 の も の で あ る 。
　 治 療 的 に 用 い る の に 効 果 的 な ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 例 え ば 、 治 療 目 的 、 投 与 経 路 、 及 び
患 者 の 状 態 に よ っ て 決 ま る 。 従 っ て 、 治 療 専 門 家 は 、 治 療 効 果 が 最 大 と な る よ う に 投 与 量
を 決 定 し 、 投 与 経 路 を 修 正 し な け れ ば な ら な い 。 典 型 的 な 毎 日 の 投 与 量 は 、 上 記 の 要 因 に
応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 以 上 で あ る 。 通 常 、 臨 床 医 は 、 所 望 の 効 果 が 得
ら れ る 量 に 達 す る ま で ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 。 こ の 療 法 の 進 行 状 況 は 、 従 来 の ア ッ セ イ
に よ り 容 易 に モ ニ タ ー で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 対 す る 理 解 を 深 め る こ と が で き る 。 し か
し な が ら 、 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 特
許 文 献 及 び 非 特 許 文 献 の す べ て は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 １
材 料 及 び 方 法
Ａ ． プ ラ ス ミ ド 、 形 質 転 換 、 発 酵
　 １ ． ｒ ｈ ｕ Ｆ ａ ｂ ’ ２ （ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ ） の 生 産
　 　 ａ ． プ ラ ス ミ ド の 構 築
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　 コ ン ト ロ ー ル プ ラ ス ミ ド の ｐ Ｓ １ １ ３ ０ は 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の バ イ シ ス ト ロ
ン 性 の 発 現 の た め に 設 計 さ れ た も の で 、 Carter等 に よ る Bio/Technology, 10:163-167(199
2)に 記 載 の ベ ク タ ー に 基 づ い て い る 。 こ の 設 計 に よ っ て 、 単 独 の ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ ー の
制 御 下 に お い て Ｃ 末 端 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 有 す る 軽 鎖 及 び 重 鎖 断 片 両 方 に つ い て 遺 伝 子 の
転 写 が 行 わ れ る 。 転 写 は 、 重 鎖 － ロ イ シ ン ジ ッ パ ー の コ ー ド 化 配 列 の 下 流 に 位 置 す る λ ｔ

０ 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー で 終 了 す る （ Scholtissek及 び Grosse, Nucleic Acids Res., 15(7)
:3185 (1987)） 。 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ の シ グ ナ ル 配 列 （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） は 各 鎖 の コ
ー ド 化 配 列 に 先 行 し 、 周 辺 質 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 導 く （ Lee等 、 Infect. Immun., 4
2:264-268(1983; Picken等 、 Infect. Immun., 42:269-275 (1983))。 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を
重 鎖 断 片 の Ｃ 末 端 端 部 に 付 着 さ せ 、 ２ つ の Ｆ ａ ｂ ’ ア ー ム の 二 量 体 化 を 促 し た 。
　 ２ つ の 分 離 し た 翻 訳 ユ ニ ッ ト を 包 含 す る デ ュ ア ル プ ロ モ ー タ ー プ ラ ス ミ ド pxCD18-7T3は
、 重 鎖 の 転 写 か ら 軽 鎖 の 転 写 の 一 時 的 な 分 離 を 可 能 な ら し め る 。 pS1130の 場 合 、 軽 鎖 は ph
oAプ ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 に と ど ま る 。 し か し 、 pxCD18-7T3中 で は 、 λ t 0 転 写 終 結
因 子 が 軽 鎖 コ ー ド 化 配 列 の 後 に 配 置 さ れ る 。 こ の 終 結 因 子 の 下 流 に 、 tacIIプ ロ モ ー タ ー
が 重 鎖 断 片 ／ C末 端 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー の 転 写 を コ ン ト ロ ー ル す る た め に 付 加 さ れ た （ DeBoe
r等 , Proc. Natl. Acad. Sci.USA, 80:21-25 (1983)） 。 第 二 の λ t 0 転 写 終 結 因 子 は こ の
コ ー ド 化 配 列 の 後 に 配 置 さ れ る 。 STIIシ グ ナ ル 配 列 の サ イ レ ン ト コ ド ン 変 異 は 、 両 鎖 の 分
泌 を 導 く た め に 使 用 さ れ た （ Simmons及 び Yansura, Nature Biotechnology, 14:629-634 (
1996)） 。
　 単 一 の プ ロ モ ー タ ー コ ン ト ロ ー ル プ ラ ス ミ ド と 二 重 プ ロ モ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と の 簡 単 な
比 較 を 図 １ に 示 す 。 ｐ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ の 発 現 カ セ ッ ト 配 列 を 図 ２ （ 配 列 番 号 １ ） に 、
２ つ の 翻 訳 単 位 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ 及 び ３ ） を そ れ ぞ れ 図 ３ Ａ （ 軽 鎖 ） 及 び ３ Ｂ
（ 重 鎖 ） に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 　 　 ｂ ． 発 酵
　 発 酵 に 用 い た 宿 主 系 は 、 ５ ９ Ａ ７ と 命 名 さ れ た 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ の 派 生 体 で あ っ た 。 ５
９ Ａ ７ の 完 全 な 表 現 型 は 、 Ｗ ３ １ １ ０  Δ ｆ ｈ ｕ Ａ  ｐ ｈ ｏ Ａ Δ Ｅ １ ５ Δ （ ａ ｒ ｇ Ｆ － ｌ ａ
ｃ ） １ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｏ Ｃ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ ４ １ 　 ｉ ｌ ｖ Ｇ ２ ０ ９ ６ （ Ｖ ａ ｌ ｒ ） 　 Δ ｐ ｒ ｃ 　 ｓ ｐ
ｒ Ｗ １ ４ ８ Ｒ で あ る 。 ５ ９ Ａ ７ 宿 主 細 胞 を ｐ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ プ ラ ス ミ ド を 用 い て 形 質
転 換 し 、 培 地 か ら 成 功 し た 形 質 転 換 体 を 選 択 し て 成 長 さ せ た 。 追 加 の プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ
Ｍ Ｓ ４ ２ １ を ｐ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ と 同 時 形 質 転 換 し た 。 こ の 追 加 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｍ Ｓ ４ ２
１ は 、 ｌ ａ ｃ Ｉ ｑ を 供 給 し て ｔ ａ ｃ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 を 向 上 さ せ 、 且 つ ス ペ ク チ ノ
マ イ シ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐 性 を 与 え る ｐ Ｓ Ｃ １ ０ １ に 基 づ く プ ラ ス ミ ド で あ る 。
　 １ ０ リ ッ ト ル の 発 酵 毎 に 、 １ ０ ～ １ ５ ％ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 １ ． ５ ｍ ｌ の 培 地 を 含 む 単 一 の バ
イ ア ル を 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の テ ト ラ サ イ ク リ ン 溶 液 （ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） 及 び １ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 溶 液 ２ ． ５ ｍ ｌ を 補 充 し た ５ ０ ０ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ 培 地 を 含 む １ － Ｌ シ ェ ー ク フ ラ ス コ 中 に
入 れ て 溶 か し た 。 こ の 種 培 養 を ３ ０ ℃ で 約 １ ６ 時 間 成 長 さ せ 、 次 い で １ ０ リ ッ ト ル の 発 酵
槽 に 播 種 す る の に 使 用 し た 。
　 初 め に 、 約 ４ ． ４ ｇ の グ ル コ ー ス 、 １ Ｍ の 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム １ ０ ０ ｍ ｌ 、 微 量 要 素 溶 液
１ ０ ｍ ｌ （ 最 終 的 容 量 １ リ ッ ト ル 中 、 塩 酸 １ ０ ０ ｍ ｌ 、 塩 化 第 二 鉄 六 水 化 物 ２ ７ ｇ 、 硫 酸
亜 鉛 七 水 化 物 ８ ｇ 、 塩 化 コ バ ル ト 六 水 化 物 ７ ｇ 、 モ リ ブ デ ー ト ナ ト リ ウ ム 二 水 化 物 ７ ｇ 、
硫 酸 銅 ペ ン タ 水 和 物 ８ ｇ 、 ホ ウ 酸 ２ ｇ 、 硫 酸 マ ン ガ ン 一 水 化 物 ５ ｇ ） 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン
溶 液 ２ ０ ｍ ｌ （ エ タ ノ ー ル 中 ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ Ａ Ｘ ア ジ ュ バ ン ト ２ ７ （ 登 録 商 標
） （ 又 は 何 れ か の 同 等 な 泡 止 め 剤 ） １ ０ ｍ ｌ 、 Ｈ Ｃ Ｄ 塩 １ 袋 （ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ３ ７ ． ５
ｇ 、 二 塩 基 性 リ ン 酸 カ リ ウ ム １ ９ ． ５ ｇ 、 一 塩 基 性 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 ９ ． ７ ５ ｇ
、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ７ ． ５ ｇ 、 一 塩 基 性 リ ン 酸 カ リ ウ ム １ １ ． ３ ｇ ） 、 及 び Ｎ Ｚ ア ミ ン
Ａ （ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 産 物 ） ２ ０ ０ ｇ を 含 む 培 地 約 ６ ． ５ リ ッ ト ル を 発 酵 槽 に 入 れ た 。
３ ０ 度 で 気 流 １ ０ ｓ ｌ ｐ ｍ で 発 酵 さ せ 、 ｐ Ｈ を ７ ． ０ ± ０ ． ２ に 調 節 し た （ 時 折 こ の 範 囲
を 超 え る 変 動 が あ っ た ） 。 発 酵 槽 内 の 酸 素 の 移 動 率 を 操 作 す る た め に 、 発 酵 槽 の 後 の 圧 力
及 び 攪 拌 速 度 を 変 更 し 、 そ れ に よ り 細 胞 呼 吸 数 を 調 節 し た 。
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【 ０ ０ ７ ９ 】
　 シ ェ ー ク フ ラ ス コ の 細 胞 含 有 培 地 を 用 い て 発 酵 槽 に 播 種 し た 後 、 演 算 に 基 づ く ア ル ゴ リ
ズ ム を 用 い て 濃 縮 グ ル コ ー ス 溶 液 を 発 酵 槽 に 供 給 し 、 発 酵 槽 内 で 培 養 物 を 成 長 さ せ て 細 胞
密 度 を 高 め た 。 ま た 、 ｐ Ｈ を 調 節 す る た め 、 必 要 に 応 じ て 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム （ ５ ８ ％ 溶
液 ） 及 び 硫 酸 （ ２ ４ ％ 溶 液 ） を 発 酵 槽 に 加 え た 。 さ ら に 、 場 合 に よ っ て は 泡 止 め 剤 を 加 え
て 発 泡 を 調 節 し た 。 培 養 物 の 細 胞 密 度 が 約 ４ ０ 　 Ｏ Ｄ ５ ５ ０ に 達 し た と き 、 １ Ｍ の 硫 酸 マ
グ ネ シ ウ ム 約 １ ０ ０ ｍ ｌ を 発 酵 槽 に 加 え た 。 こ れ に 加 え て 、 培 養 物 が 約 ２ ０ 　 Ｏ Ｄ ５ ５ ０
に 達 し た と き 、 発 酵 槽 に 対 し 、 濃 縮 塩 （ 水 １ リ ッ ト ル 中 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 約 １ ０ ｇ 、 二 塩
基 性 リ ン 酸 カ リ ウ ム ２ ６ ｇ 、 一 塩 基 性 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 １ ３ ｇ 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 二 水 和 物 ２ ｇ 及 び 一 塩 基 性 リ ン 酸 カ リ ウ ム １ ５ ｇ ） の 供 給 を ２ ． ５ ｍ ｌ ／ 分 の 速 度 で
開 始 し 、 供 給 量 が １ ２ ５ ０ ｍ ｌ に 達 す る ま で 継 続 し た 。 一 般 に 発 酵 は ７ ２ ～ ８ ０ 時 間 継 続
し た 。
　 発 酵 の 間 、 発 酵 が 溶 解 酸 素 の 設 定 点 に 達 し た と き 、 溶 解 酸 素 プ ロ ー ブ シ グ ナ ル に 基 づ い
て 濃 縮 グ ル コ ー ス 溶 液 を 供 給 す る こ と に よ り 設 定 点 に お け る 溶 解 酸 素 濃 度 を 制 御 し た 。 こ
の 結 果 、 こ の 対 照 ス キ ー ム で は 、 攪 拌 速 度 や 背 圧 と い っ た 発 酵 に お い て 酸 素 移 動 容 量 能 力
に 影 響 す る 発 酵 槽 操 作 パ ラ メ ー タ の 操 作 に よ り 、 対 応 す る 細 胞 の 酸 素 摂 取 率 又 は 代 謝 率 を
操 作 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 質 量 分 析 計 を 使 用 し て 、 発 酵 か ら の オ フ ガ ス 消 費 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 発 酵 中 の
酸 素 摂 取 量 及 び 二 酸 化 炭 素 放 出 率 を 計 算 す る こ と が で き た 。
　 培 養 物 の 細 胞 密 度 が 約 ２ ２ ０ 　 Ｏ Ｄ ５ ５ ０ に 達 し た ら 、 約 １ ２ 時 間 を か け て 攪 拌 速 度 を
初 期 値 の １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ か ら 約 ７ ２ ５ ｒ ｐ ｍ に 低 下 さ せ た 。 約 １ ２ 時 間 、 培 養 物 の 細 胞 密
度 が ２ ２ ０ 　 Ｏ Ｄ ５ ５ ０ に 達 し た 後 に ２ ０ ０ ｍ Ｍ の イ ソ プ ロ ピ ル β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ
ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） ５ ０ ｍ ｌ を 加 え て 重 鎖 合 成 を 誘 導 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ２ ． 抗 組 織 因 子 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 製 造
　 　 ａ ． プ ラ ス ミ ド の 構 築
　 上 記 の 二 重 プ ロ モ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ｐ Ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ に 類 似 の 二 重 プ ロ モ ー タ ー プ
ラ ス ミ ド ｐ ｘ Ｔ Ｆ ７ Ｔ ３ を 作 成 し 、 抗 組 織 因 子 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 発 現 の 一 時 的 分 離 を 可 能 に
す る た め に 使 用 し た 。 ま た 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｍ Ｓ ４ ２ １ 由 来 の ｌ ａ ｃ Ｉ 配 列 を ｐ ｘ Ｔ Ｆ ７ Ｔ
３ に 組 み 入 れ て 、 新 規 二 重 プ ロ モ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｖ Ｇ ３ Ｉ Ｌ を 作 成 し た 。
　 　 ｂ ． 発 酵
　 こ れ ら 発 酵 に 使 用 す る 宿 主 株 は 、 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ の 派 生 体 で あ り 、 こ れ を ６ ０ Ｈ ４ と
呼 ぶ 。 ６ ０ Ｈ ４ の 完 全 遺 伝 子 型 は 、 Ｗ ３ １ １ ０ Δ ｆ ｈ ｕ Ａ Δ ｍ ａ ｎ Ａ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ Δ Ｅ １ ５
　 Δ （ ａ ｒ ｇ Ｆ － ｌ ａ ｃ ） １ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｏ Ｃ ２ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ ４ １ 　 ｉ ｌ ｖ Ｇ ２ ０ ９ ６ （ Ｖ ａ
ｌ ｒ ） Δ ｐ ｒ ｃ 　 ｐ ｒ ｃ － 抑 制 因 子 で あ る 。 ６ ０ Ｈ ４ 宿 主 細 胞 を ｐ Ｊ Ｖ Ｇ ３ Ｉ Ｌ を 用 い て
形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 が 成 功 し た も の を 選 択 し て 培 養 物 中 で 成 長 さ せ た 。
　 発 酵 は 、 上 記 の 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ に 用 い た も の と 同 様 な 条 件 下 で 行 い 、 但 し 実
行 時 間 を 約 ７ ２ ～ １ １ ４ 時 間 と し 、 培 養 物 Ｃ Ｄ ５ ５ ０ が ２ ２ ０ に 達 し た 後 、 約 ４ ～ １ ２ 時
間 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て 重 鎖 を 誘 発 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ３ ． 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ 抗 体 の 製 造
　 　 ａ ． プ ラ ス ミ ド の 構 築
　 プ ラ ス ミ ド ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ の 発 現 カ セ ッ ト は 、 ５ ’ ～ ３ ’ に 、 （ １ ） ｐ ｈ ｏ Ａ プ
ロ モ ー タ ー （ Kikuchi等 、 Nucleic Acids Res., 9(21):5671-5678 (1981)） 、 （ ２ ） ｔ ｒ
ｐ 　 Ｓ ｈ ｉ ｎ ｅ -Ｄ ａ ｌ ｇ ａ ｒ ｎ ｏ （ Yanofsky等 、 Nucleic Acids Res., 9:6647-6668 (19
81)） 、 （ ３ ） Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ シ グ ナ ル 配 列 の サ イ レ ン ト コ ド ン 変 異 体 （ Ｔ Ｉ Ｒ 相 対 強 度 約 ７ ）
（ Simmons及 び Yansura, Nature Biotechnology, 14: 629-634 (1996)） 、 （ ４ ） 抗 組 織 因
子 軽 鎖 コ ー ド 化 配 列 、 （ ５ ） λ ｔ ０ タ ー ミ ネ ー タ ー （ Scholtissek及 び Grosse, Nucleic A
cids Res., 15: 3185 (1987)） 、 （ ６ ） ｔ ａ ｃ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー （ DeBoer等 、 Proc. Natl
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. Acad. Sci. USA, 80: 21-25 (1983)） 、 （ ７ ） 第 二 ｔ ｒ ｐ 　 Ｓ ｈ ｉ ｎ ｅ -Ｄ ａ ｌ ｇ ａ ｒ
ｎ ｏ 、 （ ８ ） Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ シ グ ナ ル 配 列 の 第 二 サ イ レ ン ト コ ド ン 変 異 体 （ Ｔ Ｉ Ｒ 相 対 強 度 約 ３
） 、 （ ９ ） 抗 組 織 因 子 完 全 長 重 鎖 の コ ー ド 化 配 列 、 及 び （ １ ０ ） 第 二 λ ｔ ０ タ ー ミ ネ ー タ
ー を 含 む 。 こ の 発 現 カ セ ッ ト を 大 腸 菌 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ の フ レ ー ム ワ ー ク に ク ロ ー
ニ ン グ し た （ Sutcliffe, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 43:77-90 (1978)）
。
　 よ っ て 、 ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ の ベ ク タ ー 設 計 は 、 同 一 で は な く 、 異 な る ２ つ の プ ロ モ
ー タ ー を 使 用 す る の で 、 各 鎖 の 一 時 的 な 分 離 発 現 が 可 能 に な る 。 こ の プ ラ ス ミ ド に お い て
、 軽 鎖 は ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。 し か し 、 重 鎖 の 転 写 の 制 御 に は 、 ｔ ａ ｃ
Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る よ う に 、 ｐ ｈ ｏ Ａ 及 び ｔ ａ ｃ Ｉ
Ｉ プ ロ モ ー タ ー は 実 質 的 に 異 な る 条 件 下 で 誘 発 さ れ る 。 単 独 プ ロ モ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ｐ ａ
Ｔ Ｆ １ ３ ０ と ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ の 概 略 的 な 比 較 を 図 ４ に 示 す 。 ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ
（ 配 列 番 号 ４ ） の 発 現 カ セ ッ ト の 核 酸 配 列 を 図 ５ に 、 及 び そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ５ 及 び ６ ） を 図 ６ Ａ （ 軽 鎖 ） 及 び 図 ６ Ｂ （ 重 鎖 ） に 、 そ れ ぞ れ 示
す 。 以 下 の 宿 主 細 胞 を 、 ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ 及 び ｐ Ｊ Ｊ ２ ４ ７ を 用 い て 同 時 形 質 転 換 し
た 。 ｐ Ｊ Ｊ ２ ４ ７ は 、 Ｄ ｓ ｂ Ａ 及 び Ｄ ｓ ｂ Ｃ 両 方 の 発 現 を ま ず Ｄ ｓ ｂ Ａ か ら 連 続 的 に 駆 動
す る ｔ ａ ｃ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー を コ ー ド す る 。 そ の 作 成 方 法 は WO02/061090に 開 示 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 　 ｂ ． 発 酵
　 遺 伝 子 型 Ｗ ３ １ １ ０ Δ ｆ ｈ ｕ Ａ （ Δ ｔ ｏ ｎ Ａ ） ｐ ｔ ｒ ３ 　 ｌ ａ ｃ Ｉ ｑ 　 ｌ ａ ｃ Ｌ ８ 　 Δ
ｏ ｍ ｐ Ｔ Δ （ ｎ ｍ ｐ ｃ － ｆ ｅ ｐ Ｅ ） ｄ ｅ ｇ Ｐ ４ １ を 有 す る 小 規 模 発 現 大 腸 菌 株 ６ １ Ｄ ６ を
宿 主 細 胞 と し て 使 用 し た 。 形 質 転 換 の 後 、 選 択 し た 形 質 転 換 体 候 補 を 、 ３ ０ ℃ の 培 養 ホ イ
ー ル 上 で 一 晩 成 長 さ せ た カ ル ベ ニ シ リ ン （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 及 び カ ナ マ イ シ ン （ ５ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ ） を 補 充 し た Ｌ Ｂ 培 地 ５ ｍ ｌ 中 に 播 種 し た 。 WO02/061090に 記 載 の 培 地 を 用 い て １
０ リ ッ ト ル 発 酵 を 行 っ た 。 基 本 的 な 発 酵 条 件 も WO02/061090に 従 っ た が 、 以 下 の 点 に つ い
て 発 酵 工 程 を 変 更 し た ： ３ ０ ０ ｍ Ｌ の １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ を 約 ４ ０ 時 間 目 に 加
え 、 濃 度 を 約 ３ ０ ｍ Ｍ に し た 。 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の ２ ０ ０ ｍ Ｍ 溶 液 １ ０ ０ ｍ Ｌ を 約 ４ ４ 時 間 目 に 加
え 、 濃 度 を 約 ２ ｍ Ｍ に し た 。 播 種 か ら ８ ０ 時 間 後 に 発 酵 物 を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ｂ ． タ ン パ ク 質 の 同 定
　 一 次 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 、 Ｎ ｏ ｖ ｅ ｘ の 線 形 ア ク リ ル ア ミ ド 勾 配 ４ ～
１ ２ ％ 中 で 実 行 し た 。 具 体 的 に は 、 使 用 し た シ ス テ ム は 、 Ｎ Ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｂ ｉ
ｓ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ プ レ キ ャ ス ト ゲ ル （ 低 ～ 中 程 度 の 分 子 量 の タ ン パ ク 質 用 ） か ら 構 成 さ れ る Ｎ
Ｏ Ｖ Ｅ Ｘ （ 登 録 商 標 ） Ｎ Ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
Ｃ ． 化 学 薬 品
　 沈 降 剤 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は 、 Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ （ 米 国 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） か ら 購 入 し た
純 度 ９ ８ ％ の も の で あ っ た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 分 子 量 は ３ ６ １ ． ４ Ｄ ａ で あ る 。 そ の 他
全 て の 化 学 薬 品 に つ い て は 、 分 析 用 の 等 級 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Ｄ ． 沈 降
　 Ｗ ａ ｔ ｔ ｓ 　 Ｆ ｌ ｕ ｉ ｄ ａ ｉ ｒ 　 Ｉ ｎ ｃ ． （ モ デ ル Ｂ １ ２ － ０ ４ Ｄ Ｊ Ｃ 、 米 国 ミ ネ ソ タ
州 キ タ リ ー ） の マ イ ク ロ フ ル イ ダ イ ザ ー を 用 い て 抗 体 － 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 含 有 大 腸 菌 材
料 を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 細 胞 は 、 ４ バ ー ル 圧 で マ イ ク ロ フ ル イ ダ イ ザ ー に ３ 回 通 過 さ せ た
。 タ ン パ ク 質 が 熱 変 性 す る の を 防 ぐ た め 、 マ イ ク ロ フ ル イ ダ イ ザ ー に 通 過 さ せ る 度 毎 に 冷
水 槽 に 材 料 を 通 過 さ せ た 。 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 総 タ ン パ ク 質 濃 度 は ３ ０ ｍ ｇ
／ ｍ ｌ で あ っ た 。 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ ホ モ ジ ネ ー ト は 、 再 懸 濁 ペ ー ス ト か ら 得 ら れ た も の で 、 そ
の 総 タ ン パ ク 質 濃 度 は １ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 抗 Ｔ Ｆ ペ ー ス ト を ２ ５ ｍ Ｍ の Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ －
Ｈ Ｃ ｌ バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ に 再 懸 濁 し た 。
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　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 沈 降 剤 を 所 望 の 最 終 濃 度 （ ｗ ／ ｖ ） に な る ま で 水 に 溶 か し た 。
　 １ ． ｐ Ｈ の 検 討
　 沈 降 実 験 は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 を ０ ． ６ 重 量 ％ ／ 容 積 に 保 っ て 行 わ れ た 。 ０ ． ８
％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 調 製 し 、 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト と ３ ： １ の 割 合 、 例 え ば 乳 酸 エ
タ ク リ ジ ン ３ ｍ ｌ に 対 し て 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト １ ｍ ｌ の 割 合 で 混 合 し た 。 所 望 の ｐ Ｈ に 応
じ て 、 Ｈ Ｃ ｌ 又 は Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 用 い て ｐ Ｈ を 調 節 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ２ ． 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 の 検 討
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 保 存 液 （ ｐ Ｈ の 検 討 と 同 様 １ ： ３ ） を 用 い て ホ モ ジ ネ ー ト を ４ 倍 に 希
釈 し 、 各 標 的 タ ン パ ク 質 に つ い て ｐ Ｈ を 設 定 値 に 保 っ た 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８ の ｐ Ｈ は ８ ． ５ で あ
り 、 抗 Ｔ Ｆ の 場 合 は ｐ Ｈ ７ ． ５ で あ っ た 。 沈 降 シ ス テ ム に お け る 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 最 終
濃 度 は ０ ． １ ５ 、 ０ ． ３ ０ 、 ０ ． ４ ５ 、 ０ ． ６ ０ 、 ０ ． ７ ５ 及 び ０ ． ９ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ
っ て 。 基 準 と し て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン ０ ％ で 一 連 の 実 験 を 行 っ た 。
　 ３ ． 伝 導 率 ／ 希 釈 度 の 検 討
　 様 々 な 濃 度 の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト に 加 え 、 タ ン パ ク 質 の 沈 降 に 対 す る 伝
導 率 の 影 響 を 評 価 し た 。 検 討 し た Ｎ ａ Ｃ ｌ の 濃 度 は 、 ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０
、 及 び ４ ０ ０ ｍ Ｍ で あ っ た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 含 ま な い 基 準 群 に つ い て も 評 価 を 行 い 、
い ず れ か の タ ン パ ク 質 が 高 い 塩 濃 度 に よ り 沈 降 す る か を 決 定 し た 。 こ の 塩 ス パ イ ク 試 験 に
お け る ｐ Ｈ は ８ ． ５ で あ り 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト は ４ 倍 に 希 釈 し た も の で あ っ た 。 試
料 中 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 は 、 基 準 試 験 に つ い て ０ ． ６ ％ 及 び ０ ％ で あ っ た 。
　 試 料 の 伝 導 率 を 変 え る た め 、 ホ モ ジ ネ ー ト を 希 釈 す る 際 の 量 を 徐 々 に 増 加 さ せ 、 ｐ Ｈ を
抗 Ｃ Ｄ １ ８ に つ い て は ｐ Ｈ ８ ． ５ 、 及 び 抗 Ｔ Ｆ に つ い て は ７ ． ５ で 、 そ れ ぞ れ 一 定 に 維 持
し た 。 全 て の 実 験 に お い て 最 終 的 な 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 は ０ ． ６ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ っ た
。 ホ モ ジ ネ ー ト は ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 及 び ７ 倍 に 希 釈 し た 。
　 ４ ． 温 度 の 検 討
　 高 温 で 複 数 の 実 験 を 行 っ た 。 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト を ４ 倍 に 希 釈 し 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の
最 終 濃 度 を ０ ． ６ ％ と し た 。 抗 Ｃ ｄ １ ８ と 抗 Ｔ Ｆ の ｐ Ｈ は そ れ ぞ れ ８ ． ５ 及 び ７ ． ５ で あ
っ た 。 所 望 の 温 度 、 即 ち ５ ０ 、 ６ ０ 、 及 び ７ ０ ℃ の 恒 温 水 槽 中 で 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 温 度 を 上 昇 さ せ て 試 料 を ２ ０ ～ １ ２ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ ０ ℃ で 、 長 時 間 、 即
ち １ ６ 時 間 に 亘 る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を １ 回 行 っ た 。
　 沈 降 剤 と 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト を 混 合 し 、 ｐ Ｈ を 調 節 し た 後 、 攪 拌 し な が ら 試 料 を ３ ０ ～
６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 沈 降 実 験 は ４ ｍ ｌ の 大 き さ の ガ ラ ス 管 の 中 で 行 っ た 。 全 て
の 実 験 は 複 数 回 行 い 、 平 均 値 を 取 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
Ｅ ． 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は 、 最 も 多 く 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 測 定 ア ッ セ イ 、 例 え ば Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ
ｏ ｒ ｄ 法 、 Ｂ Ｃ Ａ 法 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ で 測 定 す る 分 光 吸 収 度 に 反 応 す る 。 よ っ て 、 総 タ ン パ
ク 質 濃 度 は 一 般 的 な 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 測 定 し た 。 試 料 を ア イ シ ン グ ラ
ス 含 有 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． １ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ Ｍ の Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 ０ ． １ ％ の ア イ シ ン
グ ラ ス 、 ０ ． ０ ５ ％ の Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ ２ ０ （ 登 録 商 標 ） 、 ０ ． ０ ５ ％ の Ｐ Ｒ Ｏ Ｃ Ｌ Ｉ Ｎ （ 登 録
商 標 ） ３ ０ ０ ） で 試 料 を 希 釈 し 、 抗 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 抗 体 に 対 す る 非 特 異 的 な 結 合 を 減 ら
し た 。 コ ー テ ィ ン グ に 使 用 し た 抗 体 は ヤ ギ 抗 Ｗ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 Ｅ Ｃ Ｐ で あ っ た 。 抱 合 抗 体 は 、
西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 接 着 さ せ た 抗 抗 体 Ｗ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 Ｅ Ｃ Ｐ で あ っ た 。 Ｍ ｏ ｌ ｅ
ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｅ ｖ ｉ ｃ ｅ モ デ ル Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ 　 Ｍ Ａ Ｘ 　 Ｐ Ｌ Ｕ Ｓ （ 登 録 商 標 ） （ 米 国
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ー ベ ー ル ） の プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度
を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
Ｆ ． タ ン パ ク 質 Ｇ ア ッ セ イ
　 回 収 さ れ た Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 及 び 抗 体 濃 度 を 測 定 す る た め 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 親 和 性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ を 使 用 し た 。 Ｉ Ｍ Ｍ Ｕ Ｎ Ｏ 　 Ｄ Ｅ Ｔ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｏ Ｎ （ 登 録 商 標 ） タ ン パ
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ク 質 Ｇ カ ラ ム を Ｐ ｅ ｒ Ｓ ｅ ｐ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ （ 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州
フ レ イ ミ ン ガ ム ） か ら 購 入 し た 。 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） を 用 い て カ ラ ム を 均 衡 化 し
、 Ｈ Ｃ ｌ を 用 い て ｐ Ｈ を ２ ． ２ に 調 節 し た Ｐ Ｂ Ｓ に よ り 溶 出 し た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ
る 干 渉 を 最 小 化 す る た め 、 ア ッ セ イ に 先 立 っ て 試 料 を 排 除 ス ピ ン カ ラ ム （ Ｂ Ｉ Ｏ － Ｓ Ｐ Ｉ
Ｎ （ 登 録 商 標 ） ６ Ｔ ｒ ｉ ｓ カ ラ ム （ Ｂ ｉ ｏ － Ｒ ａ ｄ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ ／ 米 国 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 ハ ー キ ユ リ ー ズ ） で 処 理 し た 。 ス ピ ン カ ラ ム は 製 造 供 給 元 の 推 奨 に 従 っ て
使 用 し た 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に 塩 化 テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ Ｔ Ｍ Ａ Ｘ ） 洗 浄 工 程
を 導 入 し （ Fahrner等 、 Biotechnology及 び Genetic Engineering Reviews, 18: 302-327 (
2001)） 、 試 料 中 の 残 留 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 干 渉 を 最 小 化 し た 。 ア ッ セ イ に は ヒ ュ ー レ ッ
ト パ ッ カ ー ド （ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 マ ウ ン テ ン ビ ュ ー ） の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Ｈ Ｐ 　 １ ０ ９ ０ （
登 録 商 標 ） 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ） を 用 い た 。 試 料 は Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 希 釈 し た 。 精 製 し た タ
ン パ ク 質 （ Ｇ ｅ ｎ ｅ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ ， 　 Ｉ ｎ ｃ ． ） を 用 い る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 各 々 に
つ い て 検 量 線 を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
Ｇ ． Ｄ Ｎ Ａ ア ッ セ イ
　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ ｓ （ 米 国 オ レ ゴ ン 州 ユ ー ジ ー ン ） の Ｐ ｉ ｃ ｏ 　 Ｇ ｒ ｅ
ｅ ｎ キ ッ ト を 用 い て 沈 降 後 の 上 清 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 測 定 し た 。 こ れ は 蛍 光 試 薬 （ Ｐ ｉ ｃ ｏ 　
ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ ） が 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 蛍 光 ア ッ セ イ で あ る 。 Ｐ ｉ ｃ ｏ 　 ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 試 薬
は ５ ０ ２ ｎ ｍ で 励 起 さ れ 、 ５ ２ ３ ｎ ｍ に お け る 発 光 が 報 告 さ れ て い る 。 ア ッ セ イ は 、 蛍 光
プ レ ー ト リ ー ダ ー 、 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｅ ｖ ｉ ｃ ｅ ｓ （ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ー
ベ ー ル ） の Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ 　 Ｍ Ａ Ｘ 　 Ｇ Ｅ Ｎ Ｉ Ｎ Ｉ 　 Ｘ Ｓ （ 登 録 商 標 ） を 使 用 し て 行 わ れ
た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は Ｐ ｉ ｃ ｏ 　 ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ ア ッ セ イ に 反 応 す る の で 、 分 析 に 先 立 っ て
溶 液 中 の 沈 降 剤 を 取 り 除 い た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は 、 プ ロ テ イ ン Ｇ 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー ア ッ セ イ の 部 分 に 記 載 さ れ て い る 、 Ｂ Ｉ Ｏ － Ｓ Ｐ Ｉ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ６ Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ カ ラ ム
を 用 い て 試 料 か ら 除 去 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
Ｈ ． Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 沈 降 後 に 得 ら れ る 上 清 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 析 し た 。 Ｎ ｏ ｖ
ｅ ｘ （ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） の ４ ～ １ ２ ％ の 非 還 元 Ｎ Ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商
標 ） ゲ ル を 用 い て 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 及 び 抗 Ｔ Ｆ の 精 製 と 回 収 を 可 視 化 し た 。 プ レ キ ャ ス ト ゲ ル
が 用 い ら れ 、 使 用 し た 緩 衝 液 は Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ （ Ｎ ｏ ｖ ｅ ｘ か ら 購 入 し た 予 め 作 成 さ れ た 濃 度 ）
で あ っ た 。 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー Ｒ ２ ５ ０ （ 登 録 商 標 ） の 濾 過 溶 液 を 用 い て ゲ ル
を 染 色 し た 。 各 浄 化 大 腸 菌 抽 出 物 に 関 し て 上 清 の 容 積 を 補 充 し た 。 こ の よ う に し て 、 乳 酸
エ タ ク リ ジ ン に よ る 沈 降 後 に 上 清 に １ ０ ０ ％ の 収 率 が 得 ら れ た 場 合 、 大 腸 菌 抽 出 物 及 び 試
料 中 の タ ン パ ク 質 バ ン ド の 強 度 を 同 定 し た 。 よ っ て 、 ゲ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 沈 降 に
よ り 得 ら れ る 精 製 の 範 囲 を 正 確 に 示 す こ と が で き た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
Ｉ ． 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 溶 解 度
　 ２ つ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 、 即 ち ０ ． ６ ％ 及 び １ ． ２ ％ の 溶 液 を 試 験 し た 。 各 溶 液 を
、 ｐ Ｈ ６ ． ０ と ｐ Ｈ ９ ． ０ の ２ つ に 分 割 し た 。 シ ス テ ム に 若 干 の 緩 衝 能 を 持 た せ る た め 、
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。 各 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン
溶 液 に 徐 々 に 容 量 を 大 き く し た Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 即 ち ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０
０ 及 び ６ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ に 曝 し た 。 試 料 を ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 微 量 遠 心 管
（ Ｓ Ｏ Ｒ Ｖ Ａ Ｌ Ｌ 　 Ｍ Ｃ １ ２ Ｖ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｄ ｕ Ｐ ｏ ｎ ｔ ／ 米 国 デ ラ ウ ェ ア 州 ウ ィ ル ミ
ン ト ン ） 中 に お い て １ ２ ０ ０ ０ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 ２ ７ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を
測 定 す る こ と に よ り 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 上 清 を ア ッ セ イ し た 。 使 用 し た 分 光 高 度 計 は 、
Ａ Ｇ Ｉ Ｌ Ｅ Ｎ Ｔ 　 ８ ４ ５ ３ 　 Ｕ Ｖ － Ｖ Ｉ Ｓ （ 登 録 商 標 ） 分 光 光 度 計 と し て 知 ら れ る 、 ヒ ュ
ー レ ッ ト パ ッ カ ー ド （ デ ラ ウ ェ ア 州 ウ ィ ル ミ ン ト ン ） 、 現 在 は Ａ ｌ ｉ ｇ ｅ ｎ ｔ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ
ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） の Ｈ Ｐ ８ ４ ５ ３ 　 Ｕ Ｖ － Ｖ Ｉ Ｓ （ 登 録
商 標 ） で あ っ た 。 既 知 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 を 有 す る 溶 液 か ら 検 量 線 を 得 た 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
Ｊ ． 濁 度
　 時 間 及 び 温 度 の 変 化 に 伴 う 上 清 の 安 定 性 を 測 定 す る た め 、 濁 度 を モ ニ タ ー し た 。 使 用 し
た 濁 度 検 量 器 は Ｈ Ａ Ｃ Ｈ 製 で あ っ た （ モ デ ル ２ ０ １ １ Ｎ ／ 米 国 ア イ オ ワ 州 ア メ ス ） 。 室 温
で 試 料 を 希 釈 す る こ と な く 試 料 の 測 定 を 行 っ た 。
　 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト を 、 ０ ． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 、 ０ ． ２ ％ Ｐ Ｅ Ｉ 、 又 は 水 だ
け で 処 理 し た 。 ３ つ の 試 料 全 て に お い て 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト は ４ 倍 に 希 釈 さ れ て お
り 、 且 つ ｐ Ｈ は ７ ． ２ ± ０ ． ２ で あ っ た 。 ４ ０ ０ ０ ｇ で １ 時 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 回
収 し 、 ２ つ の 分 量 に 分 け た 。 各 試 料 の 一 部 を 室 温 （ ２ １ ℃ ） で 、 他 方 の 部 分 を ４ ℃ で イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
結 果 と 考 察
ｐ Ｈ の 影 響
　 殆 ど の ｐ Ｈ 間 隔 で 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 分 子 は 正 の 電 荷 を 有 し て い る （ Miller, 上 掲 ; Ne
urath and Brunner、 上 掲 ; Franek, Methods in Enzymology編 、 Langone, J.J., Van Vun
akis, H., 121: 631-638 (1986)） 。 し か し な が ら 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン と の 接 触 時 に 、 ｐ
Ｈ の 変 化 が ポ リ ペ プ チ ド の 電 荷 に 影 響 を 与 え 、 ま た ポ リ ペ プ チ ド の ｐ Ｉ と 沈 降 を 起 こ す ｐ
Ｈ は 相 関 し て い る （ Neurath及 び Brunner、 上 掲 ） の で 、 本 発 明 の 方 法 の 精 度 の 度 合 い に 対
す る ｐ Ｈ の 影 響 を 試 験 し た 。
　 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ を そ れ ぞ れ 含
む ホ モ ジ ネ ー ト を 、 ｐ Ｈ 範 囲 ４ ～ １ ０ を カ バ ー す る よ う に 調 節 し た ０ ． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク
リ ジ ン 溶 液 に 接 触 さ せ た 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ を 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 処 理 及 び 遠 心
分 離 し た 後 の 浄 化 相 を 図 ８ Ａ ～ ８ Ｃ に 示 す 。
　 表 １ で は 、 完 全 長 抗 体 、 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ と し て 抗 Ｔ Ｆ を 試 験 し た 。 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ
ー ト を １ ： ３ の 割 合 で ０ ． ８ 重 量 ％ ／ 容 積 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 （ す な わ ち 試 料 中 の 乳
酸 エ タ ク リ ジ ン の 最 終 濃 度 ０ ． ６ ％ ） で 処 理 し た 。 所 望 の ｐ Ｈ を 得 る た め に 、 そ れ ぞ れ Ｈ
Ｃ ｌ と Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 用 い て ｐ Ｈ を 調 節 し た 。 浄 化 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト の 各 々 に 対 し て 収 率 及 び
精 製 度 を 計 算 し た 。 回 収 し た 上 清 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 も 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
表 １
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 処 理 し た と き の α Ｃ Ｄ １ ８ 及 び α Ｔ Ｆ の 精 製 度 及 び 収 率 に 対 す る ｐ Ｈ
の 影 響
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＊ 値 １ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 処 理 し な い 系 に 得 ら れ る 精 製 度 と 同 じ で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ３ つ の タ ン パ ク 質 全 て に つ い て 、 ｐ Ｈ 範 囲 ４ ～ １ ０ の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 及 び 精 製 の 範 囲 に 対 し
て 逆 Ｕ 字 型 曲 線 が 得 ら れ た こ と が 分 か る 。 中 程 度 の ｐ Ｈ 値 、 つ ま り ｐ Ｈ ５ ～ ９ で は 、 約 ５
倍 の 精 製 が 得 ら れ た 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 及 び 抗 Ｔ Ｆ 抗 体 完 全 長 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ）

２ の 収 率 は ｐ Ｈ が 高 ま る と 減 少 し 、 抗 Ｔ Ｆ 抗 体 完 全 長 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の ｐ Ｈ 依 存 性 は
抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 同 依 存 性 よ り も 大 き か っ た 。 ｐ Ｈ 範 囲 ４ ～ １ ０ に お い て 、 抗
Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 収 率 は １ ０ ０ か ら ８ ５ ％ へ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 場 合 は
９ ３ か ら １ ８ ％ へ 低 下 し た 。 １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 こ れ は 部 分 的 に は 抗 Ｃ Ｄ
１ ８ と 比 較 し て 抗 Ｔ Ｆ の ｐ Ｉ が 低 い こ と 、 例 え ば そ れ ぞ れ ｐ Ｉ が ８ ． ９ 及 び ７ ． ５ で あ る
こ と に よ る も の で あ る が 、 こ れ ら は 理 論 的 に 計 算 さ れ た ｐ Ｉ 値 で あ る 。
　 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ タ ン パ ク 質 の ｐ Ｈ 依 存 性 は タ ン パ ク 質 の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ バ ー ジ ョ ン よ り も
さ ら に 大 き い 。 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ の 純 度 は ｐ Ｈ ７ ． ０ で 最 も 高 い 。 ８ よ り 大 き い ｐ Ｈ で は 収 率
の 減 少 が 見 ら れ る （ 図 ８ Ｃ ） 。 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ に つ い て は 、 約 ７ ． ０ の ｐ Ｈ 、 つ ま り 、 ７ ．
１ 倍 の 精 製 、 及 び ８ ６ ％ の 収 率 が 好 ま し い 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８ と 比 較 し た 場 合 に 抗 Ｔ Ｆ の 減 少 が
大 き い こ と の 原 因 と し て 、 そ の ｐ Ｉ よ り 大 き な ｐ Ｉ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る と 、 抗 Ｔ Ｆ は
抗 Ｃ Ｄ １ ８ よ り も 大 き な 負 の 表 面 電 荷 を 有 す る こ と が 挙 げ ら れ る が 、 １ つ の 理 論 に 限 定 す
る も の で は な い 。 こ れ と 同 様 に １ つ の 理 論 に 限 定 す る も の で は な い が 、 さ ら に 大 き な 完 全
長 抗 Ｔ Ｆ は 、 そ の ｐ Ｉ よ り 大 き な ｐ Ｉ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る と 、 対 応 す る Ｆ （ ａ ｂ ’ ）

２ よ り も さ ら に 大 き な 負 の 表 面 電 荷 を 有 す る 場 合 が あ り 、 よ っ て ｐ Ｈ を 増 大 さ せ る と 有 意
に 大 き な 収 率 現 象 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 し か し な が ら 、 細 胞 片 及 び 宿 主 タ ン パ ク 質 以 外 の 成 分 を 標 的 ポ リ ペ プ チ ド か ら 除 去 し な
け れ ば な ら な い 。 そ の よ う な 要 素 の １ つ は Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 高 い Ｄ Ｎ Ａ
濃 度 を 持 つ こ と の 欠 点 は 、 溶 液 の 粘 度 が 上 昇 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 そ の 後 の 処 理 に 悪
影 響 を 及 ぼ す 。 加 え て 、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム を 第 一 捕 捉 カ ラ ム と し て 使 用 し た 場 合 、 負 の
電 荷 を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ が 樹 脂 に 結 合 し 、 よ っ て カ ラ ム の タ ン パ ク 質 能 が 低 下 す る 。
　 よ っ て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ る 沈 降 後 の 上 清 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結
果 、 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト に 得 ら れ た 初 期 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 と 比 較 し て 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 沈 降 後 の
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上 清 中 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 が 有 意 に 減 少 す る こ と が 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 そ の ｐ Ｈ を 低 下 さ
せ る と 上 清 中 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は 上 昇 し 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ 及 び ４ ． ０ に お い て そ れ ぞ れ ０ ． １ 及 び
０ ． ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 １ つ の 理 論 に 限 定 す る も の で は な い が 、 こ れ は 、 Ｄ Ｎ Ａ の リ
ン 酸 の 負 の 電 荷 が 、 低 い ｐ Ｈ で 減 少 す る こ と に 起 因 し て い る 場 合 が あ る 。 ｐ Ｈ が 非 常 に 高
い 場 合 、 例 え ば ｐ Ｈ １ ０ ． ０ で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 が 有 意 に 増 大 し （ ０ ． ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 タ
ン パ ク 質 の 純 度 も 低 下 し た 。 １ つ の 理 論 に 限 定 す る も の で は な い が 、 こ れ は 、 部 分 的 に は
、 ｐ Ｈ が 抗 体 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の ｐ Ｉ よ り も 高 い こ と に 起 因 す る 。 し か し な が ら 、 部 分
的 に は 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 電 荷 が こ の ｐ Ｈ で 小 さ い こ と に 部 分 的 に 起 因 し て い る 可 能 性 も
あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 の 影 響
　 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト を 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 と １ ： ３ の 割 合 で 混 合 し た 。 試 料 中 の 乳 酸
エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 は 、 ０ ～ ０ ． ９ 重 量 ％ ／ 容 積 ま で ０ ． １ ５ ％ ず つ 増 大 さ せ た 。 本 試 験
は 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗 体 そ れ ぞ れ に つ い て 、 ｐ Ｈ ８ ．
５ 、 ７ ． ５ 、 及 び ６ ． ０ で 実 施 し た 。
　 表 ２ は 、 精 製 及 び 収 率 に 対 す る 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 の 影 響 を 示 す 。 表 ２ で は 、 完 全 長
抗 体 、 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ と し て 抗 Ｔ Ｆ を 試 験 し た 。 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト を 異 な る 濃 度 の
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 と １ ： ３ の 割 合 で 処 理 し た 。 試 料 中 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 最 終 濃 度
が 報 告 さ れ て い る 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 、 抗 Ｔ Ｆ （ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ） 、 及 び 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ の ｐ Ｈ は
そ れ ぞ れ ８ ． ５ 、 ７ ． ５ 及 び ６ ． ０ で あ っ た 。 回 収 し た 上 清 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 も 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
表 ２
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 を 上 げ な が ら 処 理 し た と き の 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 及 び 抗 Ｔ Ｆ の 純 度 及 び 収
率 に 対 す る 影 響
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＊ 値 １ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 処 理 し な い 系 に 得 ら れ る 精 製 度 と 同 じ で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 抗 体 の 純 度 が 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 と 強 い 相 関 関 係 を 有 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 ９ Ａ
～ ９ Ｃ 及 び 表 ２ ） 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 が 約 ０ ． ６ ％ を 超 え る と 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン
濃 度 が 純 度 の 上 昇 に 与 え る 影 響 は 小 さ い 。 し か し な が ら 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 が 低 い
と き 、 つ ま り 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン が 不 十 分 で あ る と き 、 わ ず か な 沈 降 剤 の 添 加 に よ っ て 必 ず
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 純 度 が 増 大 し た 。
　 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 収 率 は 、 様 々 な 濃 度 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し て も 影 響
さ れ な か っ た 。 両 方 の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の ス テ ッ プ 回 収 は 、 全 て の 実 験 に つ い て 約 ９ ０ ％ で
あ っ た 。 し か し な が ら 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ よ り も Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 抗 Ｃ Ｄ １ ８ の 定 量
的 回 収 を 得 る ほ う が 容 易 で あ る よ う に 思 わ れ た 。 １ つ の 理 論 に 限 定 す る も の で は な い が 、
こ れ は 、 試 験 し た ｐ Ｈ に お い て 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ よ り も 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’
） ２ に 負 の 表 面 電 荷 が 多 い こ と に よ る も の で あ ろ う 。 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ の 最 大 純 度 は 、 乳 酸 エ
タ ク リ ジ ン 濃 度 が 対 応 す る Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ タ ン パ ク 質 よ り も 低 い と き に 、 即 ち そ れ ぞ れ ０
． ３ ％ と ０ ． ６ ％ で 得 ら れ た 。 １ つ の 理 論 に 限 定 す る も の で は な い が 、 こ れ は お そ ら く 、
抗 Ｔ Ｆ 完 全 長 ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 全 体 の タ ン パ ク 質 濃 度 が 低 い 、 即 ち 完 全 長 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’
） ２ 抗 Ｔ Ｆ に つ い て そ れ ぞ れ １ ８ 及 び ８ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る こ と に よ る も の で あ ろ う 。 完
全 長 及 び 抗 Ｔ Ｆ も 再 懸 濁 ペ ー ス ト か ら 得 た も の で あ り 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ は ブ ロ ス と し て 発
酵 槽 か ら 直 接 採 取 し た 。 従 っ て 、 大 腸 菌 ブ ロ ス 中 に 存 在 す る 可 溶 性 の 培 養 培 地 要 素 は 、 再
懸 濁 し た 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ 物 質 中 に は 存 在 せ ず 、 こ れ が 唯 一 の 理 論 と い う わ け で は な い が 、 観
察 さ れ た 差 異 を 部 分 的 に 説 明 す る と 思 わ れ た 。
　 上 清 中 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は タ ン パ ク 質 精 製 に つ い て 得 ら れ た デ ー タ と 強 い 相 関 関 係 を 有 し て
い た 。 ０ ． ６ ％ 以 上 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た と き 、 上 清 か ら Ｄ Ｎ Ａ は ま っ た く 検 出
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さ れ な か っ た 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 が 減 少 す る 明 ら か な 傾 向 が あ り 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度
を ０ か ら ０ ． ６ ％ に 増 大 す る と 、 上 清 中 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は ７ ８ か ら ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 低 下 し た
。
【 ０ １ ０ １ 】
伝 導 率 の 影 響
　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は 、 一 つ に は 分 子 の 電 荷 特 性 に よ り タ ン パ ク 質 を 沈 降 さ せ る （ Neurat
h及 び Brunner、 上 掲 ） の で 、 試 料 の 伝 導 率 が 、 沈 降 後 の 抗 体 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 純 度 に
影 響 す る 場 合 が あ る 。 従 っ て 、 試 料 の 塩 濃 度 が 高 い 場 合 、 つ ま り 伝 導 率 が 高 い 場 合 、 塩 が
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン か ら タ ン パ ク 質 を 遮 蔽 す る こ と に よ り 、 精 製 効 果 を 低 減 さ せ る 場 合 が あ
る 。
　 試 料 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 か ら 伝 導 率 の 影 響 を 分 離 す る た め 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト に
２ 組 の 実 験 を 行 っ た 。 ２ 組 の 実 験 両 方 に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 加 え た （ ０ ～ ４ ０ ０ ｍ Ｍ ） 。 一 方 の 組
の 実 験 は ０ ． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 含 み 、 他 方 の 組 に は 水 を 使 用 し た 。 Ｎ ａ Ｃ ｌ に よ
っ て 沈 降 が 生 じ る 場 合 、 そ れ を 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ っ て 得 ら れ る 沈 降 と 区 別 す る た め に
、 水 を 含 む 系 を 対 照 群 と し て 使 用 し た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 含 ま な い 系 、 つ ま り 水 を 含 む
系 で は 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 ０ ～ ４ ０ ０ ｍ Ｍ に お い て タ ン パ ク 質 の 沈 降 が 観 察 さ れ な か っ た （ 図
１ ０ Ａ ） 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 含 む 実 験 で は 、 伝 導 率 が 低 下 す る と 抗 Ｃ Ｄ １ ８ の 精 製 が 大
き く 増 大 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 １ ０ Ｂ ） 。
　 １ つ の 理 論 に 限 定 す る わ け で は な い が 、 低 い 伝 導 率 で 抗 Ｃ Ｄ １ ８ の 精 製 が 改 善 さ れ た １
つ の 理 由 は 、 低 い 塩 濃 度 で は 帯 電 し た 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 遮 蔽 能 が 小 さ い こ と で あ る と 思
わ れ る 。 同 様 の 遮 蔽 効 果 が 、 塩 濃 度 を 高 め て タ ン パ ク 質 精 製 に Ｐ Ｅ Ｉ を 使 用 し た と き に 見
ら れ た （ Jendrisak、 上 掲 ） 。 し か し な が ら 、 さ ら に 重 要 な 因 子 は 、 塩 濃 度 が 高 い 程 乳 酸
エ タ ク リ ジ ン の 可 溶 性 が 低 下 す る こ と で あ る （ Miller、 上 掲 ; Neurath及 び Brunner、 上 掲
; Franek、 上 掲 ） 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ に よ り 、 抽 出 系 に 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 沈 降 が 観
察 さ れ 、 塩 濃 度 を 上 昇 さ せ る と 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 沈 降 が 増 大 し た 。 こ れ は 、 系 中 に 可
溶 で あ り 、 且 つ タ ン パ ク 質 及 び そ の 他 生 体 分 子 を 沈 降 さ せ る の に 利 用 可 能 な 乳 酸 エ タ ク リ
ジ ン が 少 な く な っ た こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 の 変 化 に 連 動 す る 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 可 溶 性 の 研 究 に お い て 、 ｐ Ｈ 依 存 性
が 観 察 さ れ た （ 図 １ １ ） 。 ｐ Ｈ ６ で は 、 ０ ． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 と １ ． ２ ％ の 乳
酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 に 有 意 な 差 異 は 観 察 さ れ な か っ た 。 両 方 の 溶 液 が Ｎ ａ Ｃ ｌ が ５ ０ ｍ Ｍ
で あ る 場 合 に 可 溶 で あ っ た が 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ で は 殆 ど す べ て が 沈 降 し た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン
の 電 荷 が 小 さ い ｐ Ｈ ９ の 溶 液 で は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の ２ つ の 濃 度 に お け る 可 溶 性 に 有 意
な 差 異 が 見 ら れ た 。 ０ ． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 は 、 そ れ よ り も 高 濃 度 の 乳 酸 エ タ ク
リ ジ ン 溶 液 よ り も 低 い 塩 濃 度 で 沈 降 し た （ 図 １ １ ） 。 塩 素 イ オ ン が 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 特
に 効 率 的 に 沈 降 さ せ る こ と が 分 か っ て い る （ Franek、 上 掲 ） 。
　 実 際 に は 、 沈 降 実 験 の 伝 導 率 は 希 釈 因 子 に よ っ て 決 定 す る 。 従 っ て 、 １ 組 の 実 験 を 行 っ
て 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト の 希 釈 因 子 の 影 響 を 試 験 し た 。 全 体 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 を 一 定
、 つ ま り ０ ． ６ 重 量 ％ ／ 容 積 に 保 っ た が 、 試 料 の 伝 導 率 を 希 釈 の 増 大 に 従 っ て 低 下 さ せ た
。 結 果 を 表 ３ に 示 す 。 表 ３ で は 、 完 全 長 抗 体 、 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ と し て 抗 Ｔ Ｆ を 試 験 し
た 。 各 実 験 に お い て 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 は ０ ． ６ 重 量 ％ ／ 容 積 で あ っ た 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８
、 抗 Ｔ Ｆ （ Ｆ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ の ｐ Ｈ は そ れ ぞ れ ８ ． ５ 、 ７ ． ５ 、 及 び ６ ．
０ で あ っ た 。 浄 化 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト の 各 々 に つ い て 、 収 率 と 精 製 度 を 計 算 し た 。 回 収 し た
上 清 中 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 も 表 に 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
表 ３
異 な る 量 の 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト の 希 釈 後 の 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 及 び 抗 Ｔ Ｆ の 純 度 及 び 収 率 に 対 す
る 影 響
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＊ 値 １ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 処 理 し な い 系 に 得 ら れ る 精 製 度 と 同 じ で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 結 果 は 、 希 釈 を 増 大 さ せ て 伝 導 率 を 低 下 さ せ た 場 合 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 精 製 が 増 大 し た
こ と を 示 す も の で あ っ た 。 し か し な が ら 、 ３ ． ５ ｍ Ｓ 以 下 の 伝 導 率 で は 、 伝 導 率 の 影 響 は
小 さ か っ た 。 本 実 施 例 に 使 用 し た 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト に 対 し て は 、 伝 導 率 を ３ ． ５ ｍ Ｓ 未
満 に す る た め に ４ 倍 の 希 釈 を 施 す 必 要 が あ っ た 。 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ 抗 体 に つ い て は 、 Ｆ （ ａ ｂ
’ ） ２ ホ モ ジ ネ ー ト よ り も や や 小 さ い 希 釈 を 施 す こ と が で き た 。 １ つ の 理 論 に 限 定 す る も
の で な い が 、 こ れ は 、 完 全 長 ホ モ ジ ネ ー ト の タ ン パ ク 質 濃 度 が 低 い こ と が 一 因 で あ る と 思
わ れ る 。 さ ら に 、 完 全 長 材 料 は 再 懸 濁 ペ ー ス ト 由 来 で あ る の で 、 沈 降 に 影 響 を 与 え 得 る 培
地 要 素 の 一 部 は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 沈 降 に 先 立 っ て 除 去 さ れ て い る 。
　 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 希 釈 の 増 大 （ 伝 導 率 の 低 下 ） に 伴 い タ ン パ ク 質 濃 度 は 減 少 し た
。 従 っ て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 の 検 討 に お い て 過 剰 濃 度 で あ る こ と が 分 か っ た ０ ． ６ ％
の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 添 加 し た 場 合 も 、 希 釈 の 足 り な い 試 料 に お い て は 宿 主 タ ン パ ク 質 及
び Ｄ Ｎ Ａ の 最 大 除 去 が 達 成 さ れ な か っ た 。 こ れ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 の 検 討 に お い て
用 い ら れ た 試 料 と 比 較 し た 場 合 、 こ れ ら 試 料 に お け る ホ モ ジ ネ ー ト 濃 度 、 つ ま り タ ン パ ク
質 及 び Ｄ Ｎ Ａ 全 体 の 濃 度 が 大 き か っ た こ と に よ る も の で あ る 。 よ っ て 、 タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ
Ａ 、 及 び そ の 他 要 素 の 全 体 的 な 濃 度 は 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 に 影 響 す る か 、 又 は 逆 に 必 要
な 希 釈 に 影 響 す る 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 及 び 完 全 長 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 抗 Ｔ Ｆ の
収 率 は 、 伝 導 率 の 低 下 と 共 に 増 大 し た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 除 去 の 影 響 は ま た 、 伝 導 率 に 依 存 し て い る こ と が 分 か っ た 。 ２ 倍 に 希 釈 し た 場 合
、 つ ま り ５ ． ０ ｍ Ｓ の 場 合 、 上 清 に 高 濃 度 の Ｄ Ｎ Ａ 、 ２ ０ ． ７ μ ／ ｇ が 得 ら れ た 。 し か し
な が ら 、 ３ 倍 の 希 釈 を 行 っ た 場 合 、 つ ま り ４ ． ０ ｍ Ｓ で は 、 濃 度 は ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 低
下 し 、 さ ら に 希 釈 度 を 大 き く し た 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ は 全 く 検 出 で き な か っ た 。 上 述 し た よ う に
、 こ の 場 合 、 希 釈 が 大 き く な る に つ れ て 、 つ ま り 伝 導 率 が 低 下 す る に つ れ て 、 タ ン パ ク 質
及 び Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 総 量 は 増 大 す る 。 よ っ て 、 本 実 施 例 に 見 ら れ る 影
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響 は 、 伝 導 率 の 低 下 及 び 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 量 の 増 大 の 両 方 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
温 度 の 影 響
　 気 温 は 沈 降 実 験 を 行 う 際 の 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 因 子 で あ る 。 よ っ て 、 高 温 条
件 下 で 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 使 用 す る 場 合 を 試 験 し た 。 高 温 に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時
間 の 影 響 に つ い て も 調 査 し た 。
　 高 温 、 つ ま り ５ ０ ～ ７ ０ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ２ つ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ タ ン パ ク
質 の 純 度 に 良 好 に 作 用 す る （ 図 １ ２ Ａ 及 び １ ２ Ｂ ） 。 温 度 が 高 い 程 、 精 製 の 効 率 が 良 い 。
７ ０ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ タ ン パ ク 質 の 純 度 を 有 意 に 向 上 さ せ た 。
７ ０ ℃ で 試 料 を 長 時 間 、 つ ま り ２ ０ 分 で は な く ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て も 、 Ｆ （ ａ ｂ
’ ） ２ の 純 度 は 向 上 し な か っ た が 、 収 率 が 約 １ ０ ％ 低 下 し た 。 し か し 、 試 料 を ７ ０ ℃ よ り
高 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 並 び に 他 の 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 の 温 度 沈 降
に よ り 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ は 回 収 さ れ な か っ た 。
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を さ ら に 詳 し く 調 査 す る た め 、 試 料 を ５ ０ ℃ で １ ６ 時 間 、 及 び
３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 実 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 こ の 温 度 に お い て 、 ３ ０ 分 間 の イ
ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 試 料 と 比 較 し て １ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 試 料 に 有 意 な 精
製 の 向 上 は 無 か っ た こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 温 度 沈 降 が 急 激 に 起 こ る 現 象 で あ る こ と を
示 し 、 長 時 間 に 亘 る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン よ り も 、 適 切 な 温 度 ま で 急 速 に 加 熱 す る 方 が 適 当
で あ る こ と を 示 す 。
　 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ に つ い て も 高 温 で 試 験 し た 。 ５ ０ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た と
こ ろ 、 抗 体 の 純 度 に 若 干 の 効 果 が 見 ら れ 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料 と 比 較 し て 回 収
さ れ る 物 質 に 減 少 が 見 ら れ な か っ た （ 図 １ ２ Ｃ ） 。 し か し な が ら 、 温 度 を ６ ０ ℃ ま で 上 昇
さ せ る と 、 ほ ぼ 全 て の 抗 Ｔ Ｆ が 沈 降 し た 。 デ ー タ に よ り 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 抗 Ｔ Ｆ タ ン パ ク
質 と 比 べ て 高 温 に お け る 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ の 安 定 性 は 低 い こ と が 示 さ れ た 。
　 温 度 の 上 昇 は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 変 化 を 生 じ さ せ る の で 、 実 施 前 に 、 対 象 と す る 特 定 の
ポ リ ペ プ チ ド の 高 温 で の 安 定 性 を 評 価 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
フ ィ ー ド 流 の 安 定 性
　 可 能 な 限 り き れ い な フ ィ ー ド 流 を 回 収 す る こ と が 重 要 で あ る 。 し か し 、 フ ィ ー ド 流 の 別
の 重 要 な 特 性 は 、 長 時 間 に 亘 る 安 定 性 で あ る 。 し た が っ て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 又 は Ｐ Ｅ Ｉ
処 理 後 の 上 清 の 安 定 性 と 、 単 に 遠 心 分 離 を 行 っ た 後 の 上 清 の 安 定 性 を 比 較 し た 。 各 上 清 を
２ つ の 温 度 、 つ ま り 室 温 （ ２ １ ℃ ） と ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 試 料 の 濁 度 を 測 定 す
る こ と に よ り 安 定 性 を モ ニ タ ー し た 。
　 図 １ ３ に 、 時 間 の 経 過 に 伴 う 濁 度 の 変 化 を 、 ３ つ の 異 な る 上 清 、 つ ま り 乳 酸 エ タ ク リ ジ
ン 、 Ｐ Ｅ Ｉ 、 及 び 非 処 理 の 浄 化 上 清 そ れ ぞ れ に つ い て 示 す 。 多 可 電 解 質 、 つ ま り 乳 酸 エ タ
ク リ ジ ン 及 び Ｐ Ｅ Ｉ が 上 清 の 濁 度 を 有 意 に 低 下 さ せ た こ と が 明 瞭 に 示 さ れ て い る 。 清 澄 の
直 後 、 浄 化 さ れ た 非 処 理 の 上 清 の 濁 度 は 約 ７ ０ ０ Ｎ Ｔ Ｕ で あ り 、 そ れ に 対 し Ｐ Ｅ Ｉ 処 理 し
た 試 料 の 濁 度 は そ の 半 分 、 つ ま り ３ ２ ７ Ｎ Ｔ Ｕ に 過 ぎ ず 、 ま た 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 上 清 の 濁
度 は １ Ｎ Ｔ Ｕ で あ っ た 。 Ｐ Ｅ Ｉ 処 理 し た 上 清 の 濁 度 を モ ニ タ ー し た と こ ろ 、 経 過 時 間 及 び
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 の い ず れ に つ い て も そ れ に よ る 大 き な 差 異 は 見 ら れ な か っ た 。 遠
心 分 離 だ け を 行 っ た 上 清 に つ い て は 、 最 初 の ４ ８ 時 間 は 室 温 の 試 料 の 濁 度 が 低 い 傾 向 が あ
っ た 。 し か し な が ら 、 ７ ２ 時 間 を 経 過 し た 室 温 の 試 料 は 、 試 料 の 濁 度 が 高 い た め に 測 定 不
可 能 で あ っ た 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 処 理 し た 上 清 の 濁 度 は 低 く 、 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し
て も そ れ 程 上 昇 し な か っ た 。 試 料 を ２ １ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た と き 、 そ の 濁 度 は 有 意 に
、 つ ま り ７ ２ 時 間 で １ か ら １ ０ ０ Ｎ Ｔ Ｕ ま で 、 増 大 し た 。 し か し な が ら 、 １ ０ ０ Ｎ Ｔ Ｕ と
い う 数 字 は 、 清 澄 直 後 の 他 の ２ つ の 上 清 に 得 ら れ た 濁 度 よ り も 小 さ い 。 従 っ て 、 ｐ Ｈ ７ の
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 処 理 を 行 っ た 後 に 回 収 さ れ る 上 清 は 安 定 し た フ ィ ー ド 流 と 結 論 付 け る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
結 論
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　 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は 、 培 養 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト か ら の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 一 時 的 回
収 の た め の 沈 降 剤 と し て 成 功 裏 に 使 用 す る こ と が で き る 。 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン を 沈 降 剤 と し
て 使 用 す る と き 、 理 想 的 な 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は 平 均 宿 主 タ ン パ ク 質 よ り も 高 い ｐ Ｉ を 有 す
る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 、 多 く の タ ン パ ク 質 は 負 の 電 荷 を 有 し 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ
り 沈 降 で き る と 同 時 に 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 正 の 電 荷 を 有 し 、 上 清 中 に 回 収 さ れ る 。
　 沈 降 に 好 ま し い 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度 は 、 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 宿 主 タ ン パ ク
質 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 に 大 き く 依 存 す る 。 ブ ロ ス 又 は ホ モ ジ ネ ー ト 中 の タ ン パ ク 質 及 び Ｄ Ｎ
Ａ の 濃 度 が 高 い 程 、 必 要 な 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 量 は 大 き く な る 。 従 っ て 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ
ン と 複 合 し 、 よ っ て 沈 降 す る 負 の 電 荷 を 有 す る 要 素 が 多 く な る 程 、 沈 降 に 好 適 な 乳 酸 エ タ
ク リ ジ ン の 量 は 大 き く な る 。 沈 降 を 行 う 際 の 溶 液 の 伝 導 率 が 低 い 程 、 ポ リ ペ プ チ ド 精 製 の
効 率 は 大 き く な る 。 沈 降 の 段 階 を 踏 む こ と に よ り 、 細 胞 が 除 去 さ れ 、 有 意 義 な ポ リ ペ プ チ
ド の 精 製 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 減 少 が 同 時 に 行 わ れ る 。
　 効 率 的 な 宿 主 タ ン パ ク 質 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 精 製 の た め 、 ｐ Ｈ は 通 常 約 ４ ～ １ ０ で あ り 、 こ れ
を 超 え る ｐ Ｈ で は 分 子 の 電 荷 が 小 さ く な る 。 好 ま し く は 約 ｐ Ｈ ９ 以 下 で あ る 。 さ ら に 好 ま
し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド 精 製 の 際 に は 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン は 約 ｐ Ｈ ５ ～ ９ で 使 用 さ れ る 。 精 製
を 向 上 さ せ る た め 、 高 温 で 短 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う こ と が で き る 。 し か し な が
ら 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 沈 降 を 避 け る た め 、 対 象 と す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 高 温
で の 安 定 性 を 確 認 し な け れ ば な ら な い 。 ま た 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 変 化 が 生 じ て い な い こ
と を 確 認 す る た め 、 回 収 さ れ た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 質 も 調 査 し な け れ ば な ら な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ８ 】
【 図 １ 】 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ （ － ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ） プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ １ １ ３ ０ （ 単
一 プ ロ モ ー タ ー ） 及 び ｐ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ （ 二 重 プ ロ モ ー タ ー ） の 構 成 を 示 す 概 略 図 で
あ る 。
【 図 ２ 】 二 重 プ ロ モ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト ｐ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ の 核 酸 配 列 の 挿 入 さ れ た
核 酸 配 列 （ 抗 Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ ． Ｄ Ｎ Ａ と 命 名 さ れ る ； 配 列 番 号 １ ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 そ れ ぞ れ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ＋ 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 軽 鎖 （ 図 ３ Ａ ） 及 び Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ＋ 抗 Ｃ Ｄ １ ８ 重 鎖 （
図 ３ Ｂ ） と 命 名 さ れ た コ ン ス ト ラ ク ト ｐ ｘ Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ 内 部 の ２ つ の 翻 訳 ユ ニ ッ ト に
よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 抗 Ｃ Ｄ １ ８ － ７ Ｔ ３ ． タ ン パ ク 質 と し て 組 み 合 わ せ て 命
名 す る ） （ 配 列 番 号 ２ 及 び ３ ） を 示 す 。
【 図 ４ 】 抗 組 織 因 子 Ｉ ｇ Ｇ １ プ ラ ス ミ ド ｐ ａ Ｔ Ｆ １ ３ ０ （ ｐ ｈ ｏ Ａ ／ ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ
ー ） 及 び ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ （ ｐ ｈ ｏ Ａ ／ ｔ ａ ｃ Ｉ Ｉ － プ ロ モ ー タ ー ） の 構 造 図 で あ る
。
【 図 ５ 】 ｐ ｈ ｏ Ａ ／ ｔ ａ ｃ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ の 挿 入
さ れ た 核 酸 配 列 （ 抗 Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ ． Ｄ Ｎ Ａ と 命 名 さ れ る ； 配 列 番 号 ４ ） を 示 す 。
【 図 ６ 】 そ れ ぞ れ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ＋ 抗 Ｔ Ｆ 軽 鎖 （ 図 ６ Ａ ） 及 び Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ＋ 抗 Ｔ Ｆ 重 鎖 （ 図 ６ Ｂ ）
と 命 名 さ れ た コ ン ス ト ラ ク ト ｐ ｘ Ｔ Ｆ － ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ 内 部 の ２ つ の 翻 訳 ユ ニ ッ ト に よ り コ ー
ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 抗 Ｔ Ｆ ７ Ｔ ３ Ｆ Ｌ ． タ ン パ ク 質 と し て 組 み 合 わ せ て 命 名 す る ） （
配 列 番 号 ５ 及 び ６ ） を 示 す 。
【 図 ７ 】 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 化 学 構 造 を 示 す 。
【 図 ８ 】 Ａ ～ Ｃ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ る 沈 降 後 の ３ つ の 上 清 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 ゲ ル 分 析 を 示 す 。 沈 降 は 、 各 列 に 示 す 異 な る ｐ Ｈ 値 で 行 っ た 。 Ｘ
で 示 し た 列 は 、 各 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト 、 即 ち 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ
ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ （ そ れ ぞ れ 図 ８ Ａ 、 図 ８ Ｂ 及 び 図 ８ Ｃ ） の 清 澄 し た 上 清 で あ
る 。 ホ モ ジ ネ ー ト を ０ ． ８ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 用 い て ４ 倍 に 稀 釈 し 、 つ ま り 各 実
験 に お け る 最 終 的 な 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 を ０ ． ６ ％ に し た 。 ゲ ル に か け る 前 に 全 て の 試
料 の 容 積 を 補 充 し た 。 従 っ て 、 １ ０ ０ ％ の 回 収 が 得 ら れ た 場 合 、 抽 出 物 （ Ｘ ） に 対 し バ ン
ド 強 度 を 比 較 可 能 で あ る 。 矢 印 は 生 成 物 バ ン ド を 示 す 。
【 図 ９ 】 Ａ ～ Ｃ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ る 沈 降 後 の ３ つ の 上 清 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 ゲ ル 分 析 を 示 す 。 沈 降 は 、 各 列 に 示 す 異 な る 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃
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度 で 行 っ た 。 Ｘ で 示 し た 列 は 、 各 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト 、 即 ち 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、
抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ （ そ れ ぞ れ 図 ９ Ａ 、 図 ９ Ｂ 及 び 図 ９ Ｃ ） の 清
澄 し た 上 清 で あ る 。 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗
Ｔ Ｆ の ｐ Ｈ は そ れ ぞ れ ８ ． ５ 、 ７ ． ５ 、 及 び ６ ． ０ で あ っ た 。 試 料 の 伝 導 率 は ３ ． ２ ± ０
． ２ ｍ Ｓ ／ ｃ ｍ で あ っ た 。 ゲ ル に か け る 前 に 全 て の 試 料 の 容 積 を 補 充 し た 。 従 っ て 、 １ ０
０ ％ の 回 収 が 得 ら れ た 場 合 、 抽 出 物 （ Ｘ ） に 対 し バ ン ド 強 度 を 比 較 可 能 で あ る 。 矢 印 は 生
成 物 バ ン ド を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 Ａ 及 び Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 水 及 び 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 稀 釈 し た ２ つ の 上 清 の 非 還 元
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 ゲ ル 分 析 を 示 す 。 沈 降 は 、 異 な る 伝 導 率 で 行 っ た
。 本 試 験 に は 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ を 含 む 大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト を 使 用 し た 。 水 （ 図 １
０ Ａ ） 、 又 は 各 実 験 で 最 終 的 な 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 が ０ ． ６ ％ と な る よ う に ０ ． ８ ％ の
乳 酸 エ タ ク リ ジ ン （ 図 １ ０ Ｂ ） を 用 い て ホ モ ジ ネ ー ト を ４ 倍 に 稀 釈 し 、 ｐ Ｈ を ８ ． ３ に 調
節 し た 。 伝 導 率 を 変 化 さ せ る た め に 、 試 料 に 対 し 、 （ 図 示 す る よ う に ） ０ ～ ４ ０ ０ ｍ Ｍ の
異 な る 濃 度 の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 添 加 し た 。 矢 印 は 生 成 物 バ ン ド を 示 す 。
【 図 １ １ 】 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ せ た と き の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 溶 解 性 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 試 料 を 室 温 で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 溶 解 性 の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン の 濃 度
を 決 定 し た 。 白 い 丸 又 は 四 角 は １ ． ２ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 、 黒 い 丸 又 は 四 角 は ０
． ６ ％ の 同 溶 液 を 示 す 。 実 線 は ｐ Ｈ ６ ． ０ に お け る ０ ． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 、
破 線 は ｐ Ｈ ６ ． ０ に お け る １ ． ２ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 、 点 線 は ｐ Ｈ ９ に お け る ０
． ６ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 溶 液 を 、 点 破 線 は ｐ Ｈ ９ に お け る １ ． ２ ％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン
溶 液 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 Ａ ～ Ｃ は 、 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン に よ る 沈 降 後 の ３ つ の 上 清 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 ゲ ル 分 析 を 示 す 。 沈 降 は 、 高 温 で 行 っ た 。 Ｘ で 示 し た 列 は 、 各
大 腸 菌 ホ モ ジ ネ ー ト 、 即 ち 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完
全 長 抗 Ｔ Ｆ （ そ れ ぞ れ 図 １ ２ Ａ 、 図 １ ２ Ｂ 及 び 図 １ ２ Ｃ ） の 清 澄 し た 上 清 で あ る 。 ホ モ ジ
ネ ー ト を ４ 倍 に 稀 釈 し て 最 終 的 な 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン 濃 度 を ０ ． ６ ％ と し 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｆ （
ａ ｂ ’ ） ２ 、 抗 Ｔ Ｆ 　 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 及 び 完 全 長 抗 Ｔ Ｆ の ｐ Ｈ を そ れ ぞ れ ８ ． ５ 、 ７ ．
５ 、 及 び ６ ． ０ に 調 節 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 温 度 と 時 間 は 図 に 示 す 。 矢 印 は 生 成 物
バ ン ド を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 ３ つ の 異 な る 上 清 の 時 間 の 経 過 に 伴 う 濁 度 の 変 化 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ０ ． ６
％ の 乳 酸 エ タ ク リ ジ ン で 処 理 し た 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト 由 来 の 上 清 を 、 黒 丸 （ ４ ℃ ） 又
は 白 丸 （ ２ １ ℃ ） で 、 ０ ． ２ ％ の Ｐ Ｅ Ｉ で 処 理 し た 試 料 を 黒 四 角 （ ４ ℃ ） 又 は 白 四 角 （ ２
１ ℃ ） で 示 す 。 水 で 稀 釈 後 濃 縮 し た 清 澄 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト か ら 回 収 し た 上 清 を 、 黒
三 角 （ ４ ℃ ） 又 は 白 三 角 （ ２ １ ℃ ） で 示 す 。 い ず れ の 場 合 も 、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ ホ モ ジ ネ ー ト は
４ 倍 に 稀 釈 さ れ て お り 、 ｐ Ｈ は ７ ． ２ で あ っ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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