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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物細胞においてＩｇＧ重鎖又は軽鎖を、大腸菌（E. coli）において重鎖又は軽
鎖のＦａｂフラグメント部分を発現させるためのベクターであって、前記ベクターが、
　（ａ）細菌性複製起点と、
　（ｂ）哺乳動物プロモーター及び／又はエンハンサー配列と、
　（ｃ）前記重鎖又は前記軽鎖をコードするヌクレオチド配列であって、
　　（ｉ）第１イントロンを含む哺乳動物シグナル配列であって、細菌細胞において細菌
プロモーター及び細菌シグナル配列が前記重鎖のＦａｂドメイン又は前記軽鎖の細胞膜周
辺腔への発現及び分泌を誘導し、哺乳動物細胞において前記哺乳動物プロモーター及び前
記哺乳動物シグナル配列が前記重鎖又は前記軽鎖の発現及び分泌を誘導するように、第１
イントロンが前記重鎖のＦａｂドメイン又は前記軽鎖をコードする配列と機能的に結合し
た細菌プロモーター及び細菌シグナル配列を含むものである哺乳動物シグナル配列と、
　　（ｉｉ）前記ベクターが前記重鎖をコードする場合、停止コドンを含む、前記重鎖配
列のＣＨ１とヒンジ領域の間の第２イントロンと
　を含む前記ヌクレオチド配列と、
を含み、前記哺乳動物プロモーターが、前記重鎖又は前記軽鎖をコードする前記ヌクレオ
チド配列と機能的に結合しているものである、前記ベクター。
【請求項２】
　哺乳動物細胞において可溶性ドメインを含むポリペプチドを、大腸菌（E. coli）にお
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いて該ポリペプチドの該可溶性ドメインを発現させるためのベクターであって、前記ベク
ターが、
　（ａ）細菌性複製起点と、
　（ｂ）哺乳動物プロモーター及び／又はエンハンサー配列と、
　（ｃ）前記ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、
　　（ｉ）第１イントロンを含む哺乳動物シグナル配列であって、細菌細胞において細菌
プロモーター及び細菌シグナル配列が前記ポリペプチドの可溶性ドメインの細胞膜周辺腔
への発現及び分泌を誘導し、哺乳動物細胞において前記哺乳動物プロモーター及び前記哺
乳動物シグナル配列が前記ポリペプチドの発現及び分泌を誘導するように、第１イントロ
ンが前記ポリペプチドの可溶性ドメインをコードする配列と機能的に結合した細菌プロモ
ーター及び細菌シグナル配列を含むものである哺乳動物シグナル配列と、
　　（ｉｉ）前記可溶性ドメインの停止が望まれる前記ポリペプチドの領域内に位置し、
停止コドンを含む第２イントロンと
　を含む前記ヌクレオチド配列と、
を含み、前記哺乳動物プロモーターが、前記ポリペプチドをコードする前記ヌクレオチド
配列と機能的に結合しているものである、前記ベクター。
【請求項３】
　哺乳動物複製起点をさらに含む、請求項１又は２に記載のベクター。
【請求項４】
　哺乳動物細胞においてエピソームとして存在するように設計されていない、請求項１又
は２に記載のベクター。
【請求項５】
　前記細菌プロモーターがｌａｃＰＯ配列を含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の
ベクター。
【請求項６】
　前記重鎖又は前記軽鎖が、ヒト重鎖又は軽鎖配列、或いはヒト化重鎖又は軽鎖配列であ
る、請求項１、３、４又は５に記載のベクター。
【請求項７】
　前記重鎖又は前記軽鎖が、キメラ重鎖又は軽鎖配列である、請求項１、３、４又は５に
記載のベクター。
【請求項８】
　前記細菌シグナル配列がｐｅｌＢシグナル配列である、請求項１～７のいずれか１項に
記載のベクター。
【請求項９】
　哺乳動物細胞における発現のための前記プロモーターがＣＭＶプロモーターである、請
求項１～８のいずれか１項に記載のベクター。
【請求項１０】
　重鎖と軽鎖の両者をコードする、請求項１、３、４、５、６、７又は８に記載のベクタ
ー。
【請求項１１】
　前記軽鎖配列又は前記可溶性ドメイン配列が、エピトープタグ又はアフィニティ標識を
コードする配列を含むように遺伝子改変されている、請求項１、２、４、５、６、７、８
、９又は１０に記載のベクター。
【請求項１２】
　前記エピトープタグが、Ｆｄ鎖のＣ末端にあるＨＳＶタグである、請求項１１に記載の
ベクター。
【請求項１３】
　前記アフィニティ標識が、Ｆｄ鎖のＣ末端にあるヘキサヒスチジンタグである、請求項
１１に記載のベクター。
【請求項１４】
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　前記エピトープタグが、ポリヒスチジンタグ、ｍｙｃタグ、ＦＬＡＧタグ、ヘマグルチ
ニンタグ、Ｓｔｒｅｐタグペプチド又はブルータングウイルスＶＰ７タンパク質である、
請求項１１に記載のベクター。
【請求項１５】
　前記ポリペプチドが抗体ではない、請求項２、３、４、５、８又は９に記載のベクター
。
【請求項１６】
　前記ポリペプチドがＦｃ融合タンパク質である、請求項１５に記載のベクター。
【請求項１７】
　前記ポリペプチドの可溶性ドメインが、細菌細胞で発現された場合に測定することがで
きる活性を保持している、請求項２、３、４、５、８又は９に記載のベクター。
【請求項１８】
　前記可溶性ドメインが、ＤＮＡ結合ドメイン、タンパク質－タンパク質相互作用ドメイ
ン、キナーゼドメイン又は酵素的ドメインである、請求項２、３、４、５、８又は９に記
載のベクター。
【請求項１９】
　前記ポリペプチドが、細胞表面受容体、７回膜貫通クラスの受容体のメンバー、又は核
転写因子である、請求項２、３、４、５、８又は９に記載のベクター。
【請求項２０】
　請求項１～１９のいずれか１項に記載のベクターを含む細菌細胞。
【請求項２１】
　大腸菌細胞である、請求項２０に記載の細菌細胞。
【請求項２２】
　請求項１～１９のいずれか１項に記載のベクターを含む哺乳動物細胞。
【請求項２３】
　ヒト細胞又はネズミ細胞である、請求項２２に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２４】
　骨髄腫細胞、ＣＨＯ細胞、又はＨＥＫ細胞である、請求項２２に記載の哺乳動物細胞。
【請求項２５】
　前記ベクターが、重鎖と軽鎖の両者のヌクレオチド配列を含む、請求項２０～２４のい
ずれか１項に記載の細胞。
【請求項２６】
　重鎖を発現し、かつ軽鎖ヌクレオチド配列を含む請求項１及び３～１４のいずれか１項
に記載のベクターを含む細胞。
【請求項２７】
　軽鎖を発現し、かつ重鎖ヌクレオチド配列を含む請求項１及び３～１０のいずれか１項
に記載のベクターを含む細胞。
【請求項２８】
　前記ベクターが、可溶性ドメインを含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を
含む、請求項２０～２４のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項２９】
　前記ポリペプチドがＦｃ融合タンパク質である、請求項２８に記載の細胞。
【請求項３０】
　前記ベクターが細菌細胞において発現する場合に、ｆｄファージ遺伝子ＶＩＩＩ融合物
が産生されるように、ＩｇＧ遺伝子のＦｄ（ＶＨ　ＣＨ１）セグメントをコードする配列
が、ｆｄファージ遺伝子ＶＩＩＩタンパク質のコード領域をコードする配列と機能的に連
結している、請求項１及び３～１０のいずれか１項に記載のベクター。
【請求項３１】
　前記ベクターが細菌細胞において発現する場合に、ｆｄファージ遺伝子ＩＩＩ融合物が
産生されるように、ＩｇＧ遺伝子のＦｄ（ＶＨ　ＣＨ１）セグメントをコードする配列が
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、ｆｄファージ遺伝子ＩＩＩタンパク質のコード領域をコードする配列と機能的に連結し
ている、請求項１及び３～１０のいずれか１項に記載のベクター。
【請求項３２】
　治療薬として使用するＭａｂを同定する方法であって、
　（ａ）対照重鎖をコードする請求項１及び３～１０のいずれか１項に記載のベクターと
、対照軽鎖をコードする請求項１及び３～１４のいずれか１項に記載のベクターとを含む
対照細菌細胞を用意するステップと、
　（ｂ）試験細菌細胞のライブラリーと抗原とを接触させるステップであって、各試験細
菌細胞が、対照重鎖及び軽鎖と比べて遺伝子改変された、試験重鎖をコードする請求項１
及び３～１０のいずれか１項に記載のベクター又は試験軽鎖をコードする請求項１及び３
～１４のいずれか１項に記載のベクターを発現するものである、ステップと、
　（ｃ）対照細菌細胞の周辺質抽出物と前記抗原の結合アフィニティと比較して試験細胞
の周辺質抽出物と前記抗原の結合アフィニティを測定するステップと
を含み、試験細胞の周辺質抽出物と前記抗原の結合アフィニティが対照細菌細胞の周辺質
抽出物と前記抗原の結合アフィニティより大きい場合に、治療薬として有用なＭａｂを発
現している細菌細胞が同定される、前記方法。
【請求項３３】
　治療薬として使用するＭａｂを同定する方法であって、
　（ａ）請求項３０又は３１に記載のＦｄ（ＶＨ　ＣＨ１）－遺伝子ＩＩＩの融合物又は
Ｆｄ（ＶＨ　ＣＨ１）－遺伝子ＶＩＩＩの融合物をコードする対照ファージを発現する細
胞を用意するステップと、
　（ｂ）対照ファージと比べて改変された、Ｆｄ（ＶＨ　ＣＨ１）－遺伝子ＩＩＩの融合
物又はＦｄ（ＶＨ　ＣＨ１）－遺伝子ＶＩＩＩの融合物をコードする試験ファージを産生
する複数の試験細胞を含むファージライブラリーのメンバーと、抗原とを接触させるステ
ップと、
　（ｃ）対照ファージと前記抗原の結合アフィニティと比較して試験ファージと前記抗原
の結合アフィニティを測定するステップと
を含み、試験ファージと前記抗原の結合アフィニティが対照ファージと前記抗原の結合ア
フィニティより大きい場合に、治療薬として有用なＭａｂを発現している細胞が同定され
る、前記方法。
【請求項３４】
　ステップ（ｃ）の後に、
　（ｄ）哺乳動物細胞においてステップ（ｃ）の試験細胞から単離したベクターを発現さ
せるステップと、
　（ｅ）前記哺乳動物細胞と前記抗原とを接触させるステップと、
　（ｆ）対照ＩｇＧの結合アフィニティと比較して、その哺乳動物細胞内で発現した遺伝
子改変ＩｇＧの結合アフィニティを測定するステップと
をさらに含む、請求項３２又は３３に記載の方法。
【請求項３５】
　（ａ）Ｆａｂポリペプチドを発現し、（ｂ）請求項１及び３～１４のいずれか１項に記
載のベクターを含む複数の細菌細胞を含有する細胞のライブラリー。
【請求項３６】
　（ａ）請求項１～１９のいずれか１項に記載のベクター、及び（ｂ）糸状ファージを含
む複数の細菌細胞を含有する細胞のライブラリー。
【請求項３７】
　前記細菌細胞が大腸菌細胞である、請求項３５又は３６に記載の細胞のライブラリー。
【請求項３８】
　前記糸状ファージがヘルパーファージである、請求項３６に記載の細胞のライブラリー
。
【請求項３９】
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　前記ヘルパーファージがｆｄ及びＭ１３からなる群より選択される、請求項３８に記載
の細胞のライブラリー。
【請求項４０】
　前記ヘルパーファージがｆｄである、請求項３９に記載の細胞のライブラリー。
【請求項４１】
　前記ヘルパーファージがＭ１３である、請求項３９に記載の細胞のライブラリー。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細菌におけるＦａｂフラグメントの発現及び分泌、並びに哺乳動物細胞にお
ける対応する全長ＩｇＧの発現及び分泌のための二重発現ベクター及びその使用方法を提
供する。このベクターは、目的のポリペプチド、例えばＩｇＧ重鎖又は軽鎖の調節配列及
びコード配列を含み、細菌プロモーター及びシグナル配列が、ポリペプチド、例えばＩｇ
Ｇ重鎖又は軽鎖遺伝子のシグナル配列内に位置する第１イントロン内に含まれ、目的のタ
ンパク質が、例えばＩｇ重鎖が複数のイントロンを有する場合、細菌停止コドンが、第２
イントロン、例えば重鎖遺伝子のＣＨ１ドメインとヒンジ領域の間のイントロン内に含ま
れる。このベクターは、哺乳動物プロモーター、細菌細胞と哺乳動物細胞の両方の複製起
点、及び場合によっては、１つ又は複数の選択マーカーも含む。したがって、細菌におい
て発現させた場合、細菌プロモーターから転写し、第２イントロン内の停止コドンにおい
て終結することによって、ポリペプチドフラグメント、例えばＦａｂフラグメントが発現
する。これに対し、哺乳動物細胞においては、スプライシングによりイントロン内に位置
する細菌調節配列が除去され、哺乳動物シグナル配列が生成され、これにより全長ポリペ
プチド、例えばＩｇＧ重鎖又は軽鎖ポリペプチドが発現する。この二重ベクター発現系は
、新規なモノクローナル抗体を選択及びスクリーニングし、並びに目的の抗原分子に対す
る結合についてモノクローナル抗体を最適化するために用いることができる。この系を用
いると、大腸菌（E. coli）でＦａｂ（又はｓｃＦｖ）を発現させることにより、最初の
スクリーニング又は選択のステップが実現され、機能試験用に所望のアイソタイプの二価
ＩｇＧ分子として、得られたＦａｂ結合分子を容易に発現させることができる。
【背景技術】
【０００２】
　組換え発現系は、現在の抗体工学技術開発の鍵となっている。哺乳動物細胞におけるＩ
ｇＭ又はＩｇＧのクローン化された軽鎖及び重鎖遺伝子の共発現が示されると、ヒトの定
常領域を含んでいるキメラＭａｂが迅速に生成され、試験された（Ochi et al., 1983、P
roc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:6351-6355；Oi et al., 1983、Proc. Natl. Acad. Sc
i. U.S.A. 80:825-829；Morrison et al., 1984、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81(21
):6851-5）。続いて、アビディティを低下させずにヒトの配列をマウスイムノグロブリン
可変領域に導入して、ヒト被験者内での潜在的な免疫原性が非常に低い抗体を得る方法が
開発された（Jones et al., 1986、Nature 321:522-525；Queen et al., 1989、Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A. 86:10029-10033）。ヒトでの試験用及び最終的な販売用の高度に
精製された物質を調製するため、ＣＨＯ細胞又はマウス骨髄腫細胞内でこのような組換え
抗体を大量に発現させる再現可能な方法が開発された。癌治療用のリツキサン及びハーセ
プチン、ＲＳＶ感染防止用のシナジス、慢性関節リウマチ治療用のレミケード、並びに移
植片拒絶防止用のゼナパックスを含めて（Reff et al., 1994、Blood 83:435-445；Carte
r et al., 1992、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89(10):4285-9；Johnson et al., 199
7、J. Infect. Dis. 176:1215-1224；Queen et al., 1989、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S
.A. 86:10029-10033；表１を参照のこと）、現在多数のこのようなＭａｂがヒトでの使用
に承認され市販されている。
【０００３】
　同様に、Ｆｖ、一本鎖Ｆｖ、又はＦａｂ分子を細菌の系でうまく発現させることができ
たことが実証されると、この発現技術を利用して、ＶＨ及びＶＬ配列の多様なライブラリ
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ーを利用する方法が急速に開発された（Skerra et al., 1988、Science 240:1038-1041；
Bird et al., 1988、Science 242:423-426；Huston et al., 1988、Proc. Natl. Acad. S
ci. U.S.A. 85:5879-5883）。ＶＬ及びＶＨ配列のコンビナトリアルライブラリーは、最
初にバクテリオファージλから発現させ、プラークリフトアッセイを用いて特定の組合せ
と抗原との結合についてスクリーニングしていた（Huse et al., 1989、Science 246:127
5-81；Huse et al., 1992、Biotechnology 24:517-523）。糸状バクテリオファージの表
面上にｓｃＦｖ又はＦａｂのどちらか一方を固定することにより、パニング技術を用いて
、そのゲノム内に結合領域の遺伝子を含むファージと結合するかどうかで選択することが
可能になった（McCafferty et al., 1990、Nature 348:552-554；Hoogenboom et al., 19
91、19: 4133-4137；Bird et al., 1988、Science 242:423-426；Kang et al., 1991、Pr
oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:4363-4366）。スクリーニングではなく選択することが
できることにより、まれな結合物を同定し単離するために開発された、個々のメンバーが
１０９以上という大きなライブラリーに含まれる莫大な多様性が可能となった。したがっ
て、現在大きく多様なバクテリオファージライブラリーから、ほとんどどんなタンパク質
抗原でも適度なアフィニティで結合する抗体フラグメントを単離することが可能である。
ＣＤＲの突然変異誘発を何ラウンドも反復実施することによって抗体フラグメントのアフ
ィニティを改善し、抗原との改善された結合についてスクリーニング又は選択を行う方法
も開発されている（Schier et al., 1996、J. Mol. Biol. 263: 551-567；Wu et al., 19
98、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:6037-6042）。
【０００４】
　Ｆａｂ又はｓｃＦｖ発現系を用いて新規な特異性を有するものの同定及びアフィニティ
成熟を行うことにおける大きな進歩があったにも関わらず、全長ＩｇＧ分子はいくつかの
利点を提供する。ＩｇＧの重要な特徴の１つは、その二価構造である。抗原との結合にお
けるＩｇＧの２本のＦａｂ腕間の共同性により、一価のＦａｂと比べて二価ＩｇＧのアビ
ディティがより高くなる。抗原もまた多価である又は表面に結合している場合には、個々
のＦａｂ腕のアフィニティとＩｇＧのアビディティとの差異の程度は最も顕著である。抗
原がより高い密度で存在している場合には、共同性の総計はより顕著となるが、Ｆａｂ腕
が高アフィニティのＭａｂでは顕著ではなくなる。実際的な表現では、このことは、特定
の抗原密度の閾値を超えると、アフィニティは高いが共同性が低いＭａｂが、アフィニテ
ィは中程度であるが共同性が高いＦａｂ腕を有するＭａｂと同じアビディティを有するこ
とを意味する。この後者のＭａｂは、前者のＭａｂと比べて抗原の密度が高い領域に対し
て選択的であるはずである。どちらかのＭａｂが有利であるかという場合を想像すること
ができる。例えば、真の癌抗原、すなわち腫瘍細胞上にしか発現していない抗原は極めて
少数である。大部分は、より高密度で腫瘍細胞上に発現しているが、同様に他の細胞型に
も発現している。したがって、アビディティは高いがアフィニティが中程度であるＭａｂ
は、より低密度で抗原を発現している正常細胞より腫瘍細胞に対して選択的である可能性
がある。同様に、ウイルス感染過程において、抗原は、ウイルス上に存在し、ウイルス感
染細胞上に存在し、遊離型で分泌されている可能性がある。抗原密度がより高い領域に選
択的な中和Ｍａｂは、遊離抗原、又は抗原密度が低い他の領域ではなくウイルス及び感染
細胞を標的とすることができ、したがって高アフィニティＭａｂと比べて同等又はより高
い効力を有する可能性がある。Ｆａｂ又はｓｃＦｖ単量体と連結する様々な手法を用いて
、アビディティがより高いフラグメントを選択する方法が開発されている（Hudson et al
., 1999、J Immunol. Methods 231:177-189）。この構築物は有用であるが、Ｆｃを用い
てＦａｂ腕を連結することによってもたらされたアビディティを正確に複製できない可能
性がある。さらに、最初に特定の結合物を同定し、次いで共同性がより高いものを同定す
ることが望まれることがある。例えば、上記の例で、ウイルスを中和するかどうかでスク
リーニングしたいが、大部分の一価Ｆａｂがほとんど活性がないことが判明することがあ
る。全長ＩｇＧに転換することにより、アビディティの増大に起因して中和活性を有する
かどうかで選択を行うことが可能となる。
【０００５】
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　他の場合では、エフェクター機能が、結合分子の最適な効力を得るのに必要となる可能
性がある。イムノグロブリン分子のＦｃ部分と特定の細胞表面受容体との相互作用により
、抗原結合とエフェクター細胞機能の組合せが可能になる。
【０００６】
　ヒト及びげっ歯類に存在するＩｇＧのＦｃ受容体は３クラスあり、それらはＲＩ、ＲＩ
Ｉ及びＲＩＩＩと名付けられている（Ravetch and Bolland、2001、Annu. Rev. Immunol.
 19: 275 290）。ＲＩは、単球及びマクロファージ上に存在し、単量体ＩｇＧと高いアフ
ィニティで結合する。ＲＩＩは、Ｂ細胞、血小板、顆粒球、マクロファージ及び単球を含
めた多種多様な細胞上に存在し、中程度のアフィニティで多量体ＩｇＧ（免疫複合体の又
は凝集したＩｇＧ）と結合する。２種の形態のＲＩＩが発現し、これらは、受容体の細胞
内部分に活性化型（ＩＴＡＭ）ＲＩＩａドメイン又は抑制型（ＩＴＩＭ）ＲＩＩｂドメイ
ンが存在するかどうかによって異なる。所与の細胞上の活性化型及び抑制型受容体の相対
レベルによって、免疫複合体に対する反応が決まる。Ｂ細胞は抑制型のみを発現している
。ＲＩＩＩは、ＲＩＩと同様に、中程度のアフィニティで多量体ＩｇＧ（免疫複合体の又
は凝集したＩｇＧ）と結合する。ＲＩＩＩにも２種の形態が存在する。結合したγ鎖上の
ＩＴＡＭドメインは、ＲＩによるシグナル伝達も媒介し、ＲＩＩＩａ及びＦｃＥ受容体に
よるシグナル伝達も媒介する。シグナル伝達分子ＲＩＩＩａは、ＮＫ細胞、単球、マクロ
ファージ、及び特定のＴ細胞上でＩＴＡＭを含むγ鎖と結合する。ＮＫ細胞上では、ＲＩ
ＩＩａによるシグナル伝達にＴＣＲζ鎖も関与する。ＲＩＩＩｂは、非シグナル伝達型で
あり、ＧＰＩ結合分子として（ヒト）好中球上で発現している。
【０００７】
　体内で、ＲＩ部位は、一般に単量体ＩｇＧによって占有されているが、ＲＩＩ及びＲＩ
ＩＩ受容体は、占有されておらず、免疫複合体との相互作用に使用可能である。抗体抗原
複合体によって活性化型Ｆｃ受容体が架橋されると、病原体を貪食し、直接の細胞傷害性
によって外来細胞及び形質転換細胞を死滅させ、毒性物質を排除し、炎症反応を開始する
ことができる。さらに、Ｆｃは補体成分と相互作用する部位を含んでいる（Tao et al., 
1993、J Exp Med 178:661-667）。最後に、Ｆｃは、ＭＨＣ関連ＦｃＲｎ受容体との特異
的な相互作用によって、ｉｎ ｖｉｖｏでＩｇＧの半減期を長くする役割を果たしている
（Ghetie and Ward、2002、Immunol Res. 25:97-113）。
【０００８】
　明らかに、標的が細菌又は癌細胞の場合、結合するだけでなく排除し又は死滅させる作
用因子を試験すると有利であるはずである。その場合、ＩｇＧは、試験するのに好ましい
分子であるりうる。例えば、キメラ抗ＣＤ２０　Ｍａｂであるリツキサンは、それがヒト
Ｂ細胞に対する強いＡＤＣＣ活性を有することに基づいて選択された（Reff et al., 199
4、Blood 83:435-445）。さらに、抗ＨＥＲ２抗体であるハーセプチンは、腫瘍細胞上の
ＥＧＦ様受容体と結合し、それを介するシグナル伝達を遮断するが、最近の研究から、腫
瘍の防御が主としてＦｃを媒介するものであることが示唆されている（Clynes et al., 2
000、Nat. Med. 6:443-446）。
【０００９】
　ｓｃＦｖ又はＦａｂの系を用いた抗体の発現、選択及び改良についての関心は高い。し
かし、現在使用可能な技術を用いても、さらなる試験及び開発のために、得られたｓｃＦ
ｖ又はＦａｂフラグメントを、糖鎖付加した全長Ｍａｂを発現させるためのベクター中に
再クローン化しなければならない。このステップにより、この段階で試験することができ
るＭａｂの数が厳格に制限される。したがって、その技術におけるこのような関心がある
にも関わらず、ヒト治療薬として有用な全長Ｍａｂ分子を選択し改良する有効な系は、現
在まで開発されていない。
【００１０】
　本明細書における文献の引用又は考察を、そのようなものが本発明に対する従来技術で
あると認めるものと解釈すべきでない。
【発明の開示】
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【００１１】
　本発明は、最適化されたモノクローナル抗体の選択、スクリーニング及び発現のための
ベクター系、及びその使用方法を提供する。このベクター系を用いて、細菌内、好ましく
は大腸菌内でＦａｂフラグメントを、真核細胞内、好ましくは哺乳動物細胞内で対応する
全長抗体（例えば、ＩｇＧ）を発現させ選択することができる。この系を用いると、最初
の結合分子のスクリーニング及び／又は選択を、Ｆａｂ又はｓｃＦｖを発現した大腸菌を
用いて実現することができ、得られた結合分子を、機能試験用に所望のアイソタイプの二
価抗体として迅速に発現させることができる。
【００１２】
　本発明は、細菌において細胞膜周辺腔へと抗体フラグメントを発現させ分泌し、哺乳動
物細胞において全長ＩｇＧを発現させ分泌することができる二重発現ベクター系の出願人
による発見及び開発に部分的に基づいている。この新規なベクターでは、細菌内でＦａｂ
フラグメントを発現させ分泌するのに必要な調節エレメントは、哺乳動物細胞におけるＩ
ｇＧ重鎖及び軽鎖ＲＮＡ転写物の適当なプロセシングにも、ＩｇＧ重鎖及び軽鎖ポリペプ
チドを分泌するのにも必要な配列エレメントと重複する。具体的には、細菌プロモーター
及びシグナル配列は、哺乳動物ＩｇＧ重鎖又は軽鎖遺伝子のシグナル配列をコードする配
列内に位置するイントロン内に含まれ、細菌停止コドンは、重鎖遺伝子のＣＨ１とヒンジ
領域の間にある他のイントロンに（又は、別の実施形態ではヒンジ領域とＣＨ２ドメイン
の間に位置するイントロンに）含まれる。したがって、細菌において発現させた場合、細
菌プロモーターから転写し、第２イントロン内の停止コドンにおいて終結することによっ
て、細菌の細胞膜周辺腔でＦａｂフラグメントが発現する。これに対し哺乳動物細胞にお
いては、スプライシングにより細菌プロモーター及びシグナル配列が除去され、哺乳動物
シグナル配列が再生成され、これにより全長ＩｇＧ重鎖又は軽鎖ポリペプチドが発現する
。このベクターの重要な特徴は、細菌の及び哺乳動物の調節配列エレメント、すなわち哺
乳動物シグナル配列及びスプライス受容部位、並びに細菌プロモーター及びシグナル配列
が、この配列エレメント４種すべての機能が維持されるように、構造的にかつ機能的に重
複していることである。したがって、このベクターの構築において、この重複した領域内
でどんな変化が生じても、この配列エレメント４種の機能が維持されることが重要である
。
【００１３】
　この改良系は、治療薬として使用するのに最良の機能性Ｍａｂの同定を促進し合理化す
る。細菌細胞において発現させた場合、細菌プロモーターは、Ｆａｂ（又はｓｃＦｖ）の
発現を制御し、それによって細菌細胞において抗原と結合するかどうかで選択しスクリー
ニングすることが可能になる。しかし、哺乳動物細胞において発現させた場合、スプライ
シングにより哺乳動物シグナル配列内のイントロン、及び重鎖のＣＨ１とヒンジ領域との
間のイントロンが除去され、したがって細菌プロモーター、細菌シグナル配列、及び停止
コドンが除去され、哺乳動物シグナル配列が再構築される。哺乳動物プロモーター、例え
ばＣＭＶプロモーターは、哺乳動物シグナル配列の開始部位の５’に位置し、ＩｇＧ分子
の重鎖及び軽鎖をコードするヌクレオチド配列の転写を誘導し、それによって全長の重鎖
又は軽鎖ＩｇＧ分子が哺乳動物細胞内で発現する。
【００１４】
　一実施形態では、本発明は、哺乳動物細胞においてＩｇＧ重鎖又は軽鎖を、細菌におい
て重鎖又は軽鎖のＦａｂフラグメント部分を発現させるためのベクターを包含し、前記ベ
クターは、（ａ）細菌性複製起点、（ｂ）哺乳動物複製起点、及び（ｃ）細胞内発現のた
めの哺乳動物プロモーターを含み、そして前記重鎖又は前記軽鎖をコードするヌクレオチ
ド配列と機能的に結合しており、前記ヌクレオチド配列は、（ｉ）第１イントロンを含む
哺乳動物シグナル配列であって、第１イントロンが、細菌細胞において細菌プロモーター
及びシグナル配列が前記重鎖又は前記軽鎖のＦａｂフラグメントの細胞膜周辺腔への発現
及び分泌を誘導し、哺乳動物細胞において前記哺乳動物プロモーター及びシグナル配列が
前記重鎖又は前記軽鎖の発現及び分泌を誘導するように、前記重鎖又は前記軽鎖のＦａｂ
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ドメインをコードする配列と機能的に結合した細菌プロモーター及び細菌シグナル配列を
含むものである哺乳動物シグナル配列と、（ｉｉ）前記ベクターが前記重鎖をコードし、
第２イントロンが前記重鎖配列のＣＨ１とヒンジ領域の間に含まれる場合、細菌における
翻訳が、前記ヒンジ領域の配列の後で終わるように、好ましくはイントロンの５’末端に
近接して停止コドンを含む第２イントロンとを含む。他の実施形態では、本発明は、細菌
プロモーターがｌａｃＰＯ配列を含む、上記に記載のベクターを提供する。特定の実施形
態では、本発明は、細菌シグナル配列がｐｅｌＢシグナル配列であるそのようなベクター
を提供する。他の特定の実施形態では、本発明は、エピトープタグ又はアフィニティ標識
をコードする配列を含むように、軽鎖配列を遺伝子改変した、上記に記載のベクターを提
供する。他の実施形態では、本発明は、エピトープタグがＦｄ鎖のＣ末端にあるＨＳＶタ
グである、上記に記載のベクターを提供する。他の実施形態では、このベクターのアフィ
ニティタグは、Ｆｄ鎖のＣ末端にあるヘキサヒスチジンタグである。
【００１５】
　他の特定の実施形態では、このベクターは、重鎖及び軽鎖の両方をコードする配列を含
み、それぞれが哺乳動物及び細菌のプロモーター及びシグナル配列と機能的に連結してい
る。他の特定の実施形態では、重鎖又は軽鎖は、キメラ重鎖又は軽鎖である。他の特定の
実施形態では、重鎖又は軽鎖配列は、ヒト又はヒト化重鎖又は軽鎖配列である。
【００１６】
　他の実施形態では、本発明は、上記に記載のベクターを含む細菌細胞を提供する。特定
の実施形態では、その細菌細胞は、大腸菌細胞である。
【００１７】
　他の特定の実施形態では、本発明は、上記に記載のベクターを含む哺乳動物細胞を提供
する。特定の実施形態では、その哺乳動物細胞はヒト又はネズミ細胞であり、好ましくは
、骨髄腫細胞、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ細胞、ＮＳＯ細胞、ＮＳ１細胞、ＢＨＫ細胞、ＣＯＳ
細胞、２９３細胞、又は３Ｔ３細胞である。
【００１８】
　他の特定の実施形態では、本発明は、重鎖及び軽鎖の両方を発現する、上記に記載のベ
クターを含む細胞を提供する。本発明のこの態様の他の特定の実施形態では、重鎖及び軽
鎖は、同じ細胞内で異なるベクターから発現し、その少なくとも１つ（好ましくは両方）
は、上記に記載のベクターである。
【００１９】
　他の実施形態では、本発明は、細菌細胞においてベクターを発現させた場合にＦｄ遺伝
子ＶＩＩＩ又はＦｄ遺伝子ＩＩＩ融合物が産生されるように、糸状ファージ遺伝子ＶＩＩ
Ｉ又は遺伝子ＩＩＩタンパク質のコード領域をコードする配列と機能的に連結した（好ま
しくは融合した）、ＩｇＧ重鎖又は軽鎖のＦｄ（ＶＨ　ＣＨ１）セグメントをコードする
ヌクレオチド配列を含む、哺乳動物細胞においてＩｇＧを、大腸菌においてＦａｂフラグ
メントを発現させるためのベクターを提供する。他の実施形態では、このベクターは、相
補的な重鎖遺伝子又は軽鎖遺伝子をコードするヌクレオチド配列を含み、これはファージ
配列と機能的に連結していない。
【００２０】
　本発明の他の態様では、治療薬として使用するＭａｂを同定する方法が提供される。こ
の方法は、（ａ）対照ＩｇＧをコードする、哺乳動物細胞においてＩｇＧを、大腸菌にお
いてＦａｂフラグメントを発現させるためのベクターを含む対照細胞を用意するステップ
と、（ｂ）対照ＩｇＧと比べて遺伝子改変されたＩｇＧをコードする、哺乳動物細胞にお
いてＩｇＧを、大腸菌においてＦａｂフラグメントを発現させるためのベクターをそれぞ
れ発現する試験細胞のライブラリーと抗原とを接触させるステップと、（ｃ）対照細胞の
周辺質抽出物と前記抗原の結合アフィニティと比較して試験細胞の周辺質抽出物と前記抗
原の結合アフィニティを測定するステップとを含む。この方法の特定の実施形態では、こ
の方法はさらに、ステップ（ｃ）の後に、（ｄ）哺乳動物細胞においてステップ（ｃ）の
試験細胞から単離したベクターを発現させるステップと、（ｅ）その哺乳動物細胞と前記
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抗原とを接触させるステップと、（ｆ）対照ＩｇＧの結合アフィニティと比較して、その
哺乳動物細胞内で発現した遺伝子改変ＩｇＧの結合アフィニティを測定するステップとを
含み、試験細胞の周辺質抽出物と前記抗原の結合アフィニティが対照細胞の周辺質抽出物
と前記抗原の結合アフィニティより大きい場合に治療薬として有用なＭａｂを発現してい
る細胞が同定される。
【００２１】
　本発明の他の態様では、治療薬として使用するＭａｂを同定するファージディスプレイ
スクリーニング法が提供される。この方法は、（ａ）ｆｄ－糸状ファージ－遺伝子ＩＩＩ
の融合物又はｆｄ－糸状ファージ－遺伝子ＶＩＩＩの融合物をコードする対照ファージを
発現する細菌細胞を用意するステップと、（ｂ）対照ファージと比べて改変された、軽鎖
及びｆｄ（ＶＨ　ＣＨ１）遺伝子ＩＩＩ融合物又はｆｄ（ＶＨ　ＣＨ１）遺伝子ＶＩＩＩ
融合物をコードする試験ファージを産生する複数の試験細胞を含むファージライブラリー
のメンバーと抗原とを接触させるステップと、（ｃ）対照ファージと前記抗原の結合アフ
ィニティと比較して試験ファージと前記抗原の結合アフィニティを測定するステップとを
含み、試験ファージと前記抗原の結合アフィニティが対照ファージと前記抗原の結合アフ
ィニティより大きい場合に治療薬として有用なＭａｂを発現している細胞が同定される。
この方法の特定の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（ｃ）の後に、（ｄ）哺乳
動物細胞においてステップ（ｃ）の試験細胞から単離したベクターを発現させるステップ
と、（ｅ）その哺乳動物細胞と前記抗原とを接触させるステップと、（ｆ）対照ＩｇＧの
結合アフィニティと比較して、その哺乳動物細胞内で発現した遺伝子改変ＩｇＧの結合ア
フィニティを測定するステップとを含む。
【００２２】
　本発明はまた、哺乳動物細胞においてＩｇＧを、大腸菌においてＦａｂフラグメントを
発現させるためのベクターを含む、Ｆａｂポリペプチドを発現する複数の細菌細胞を含む
組成物をも提供する。
【００２３】
　さらに本発明はまた、哺乳動物細胞においてＩｇＧを、大腸菌においてＦａｂフラグメ
ントを発現させるためのベクター、及びＦａｂポリペプチドを発現する糸状ファージを含
む、複数の細菌細胞を含む組成物をも提供する。特定の実施形態では、その細菌細胞は大
腸菌細胞であり、その糸状ファージはｆｄファージである。
【００２４】
　他の実施形態では、本発明はさらに、複数の標的に対する受動治療薬の迅速な開発に特
に有用なＭａｂカクテルの作製を包含する。本明細書に記載のベクターを用いて、臨床的
に重要なＭａｂを単離するために、未感作の及び免疫感作されたヒト被験体に由来するＦ
ａｂ発現大腸菌及びファージのライブラリーを作製することができる。
【００２５】
　さらに、細菌においてＦａｂフラグメントを、哺乳動物細胞において全長ＩｇＧを発現
させるためのベクターを設計する際に使用する原理を適用して、細菌において特定のタン
パク質の一部を、哺乳動物細胞において全長タンパク質を発現させるためのベクターを作
製することができる。例えば、本発明は、哺乳動物細胞において分泌型又は膜結合型ポリ
ペプチドを、細菌において前記ポリペプチドの可溶性フラグメントを発現させるためのベ
クターを提供し、前記ベクターは、（ａ）細菌性複製起点、（ｂ）哺乳動物複製起点、及
び（ｃ）前記分泌型又は膜結合型ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列と機能的に
結合した哺乳動物プロモーターを含み、前記ヌクレオチド配列は、イントロンを少なくと
も１つ含む哺乳動物シグナル配列を含むものであり、前記イントロンは、前記細菌プロモ
ーター及び細菌シグナル配列が細菌細胞において前記ポリペプチドの前記可溶性ドメイン
の細胞膜周辺腔への発現及び分泌を誘導し、及び前記哺乳動物プロモーター前記哺乳動物
シグナル配列が哺乳動物細胞において前記ポリペプチドの発現及び分泌を誘導するように
、前記ポリペプチドの前記可溶性ドメインをコードする配列と機能的に結合した細菌プロ
モーター及び細菌シグナル配列を含み、前記哺乳動物プロモーターは、前記ポリペプチド



(11) JP 4773947 B2 2011.9.14

10

20

30

40

50

の前記可溶性ドメインをコードする前記ヌクレオチド配列と機能的に結合している。
【００２６】
　本明細書において、「抗体」（ａｎｔｉｂｏｄｙ及びａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）という用
語は、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、一本鎖
抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦ
ｖ）、及び抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体（例えば、対象とする抗体に対する抗Ｉｄ抗
体を含む）、並びに上記のいずれかのエピトープ結合性フラグメントを指す。具体的には
、抗体には、イムノグロブリン分子、及びイムノグロブリン分子の免疫活性フラグメント
、すなわち抗原結合部位を含む分子が含まれる。イムノグロブリン分子は、どのタイプ（
例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＹ）でもよく、どのクラス（
例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２）でもよく、
どのサブクラスでもよい。
【００２７】
　本明細書において、「二重発現ベクター系」という用語は、真核細胞において、好まし
くは哺乳動物細胞において対象とするポリペプチドを発現させ、細菌細胞において細胞膜
周辺腔へとそのポリペプチドフラグメントを発現させるベクター系を指す。好ましい実施
形態では、対象とするポリペプチドは抗体鎖であり、そのフラグメント又はドメインは、
Ｆａｂフラグメント又はｓｃＦｖフラグメントである。最も好ましくは、対象とするポリ
ペプチドは、ＩｇＧの重鎖又は軽鎖、及びＩｇＧのＦａｂフラグメントである。したがっ
て、本明細書においてこの用語は、「抗体二重発現ベクター系」及び「ＩｇＧ二重発現ベ
クター系」という用語も指している。
【００２８】
　本明細書において、「二重発現ベクターカセット」又は「二重発現ベクターポリヌクレ
オチドカセット」という用語は、本明細書で同義に用いられ、対象とするポリヌクレオチ
ドのコード配列、並びに真核細胞において、好ましくは哺乳動物細胞において対象とする
ポリペプチドの発現及び分泌に、細菌細胞において対象とするポリペプチドのフラグメン
ト又はドメインの細胞膜周辺腔への発現及び分泌に必要な調節配列を含むポリヌクレオチ
ドを指す。このような調節配列は、真核生物のシグナル配列内に、好ましくは哺乳動物の
シグナル配列内にイントロンを含み、この配列は、真核細胞において、好ましくは哺乳動
物細胞において対象とするポリペプチドの発現及び分泌を、細菌細胞において（対象とす
るポリペプチドをコードする配列の第２イントロン内に停止コドンを置くことで決定する
）対象とするポリペプチドのフラグメント又はドメインの細胞膜周辺腔への発現及び分泌
を可能にするように、本明細書で詳細に説明するように特定の形で位置する細菌プロモー
ター及び細菌シグナル配列をイントロン内に含む。「抗体発現ベクターポリヌクレオチド
カセット」という用語は、本発明の好ましい実施形態を指し、この場合、対象とするポリ
ペプチドは抗体鎖であり、そのフラグメント又はドメインは、Ｆａｂフラグメント又はｓ
ｃＦｖフラグメントである。同様に、「ＩｇＧ発現ベクターポリヌクレオチドカセット」
という用語は、特定の実施形態を指し、この場合、対象とするポリペプチドは、ＩｇＧの
重鎖又は軽鎖、及びＩｇＧのＦａｂフラグメントである。
【００２９】
　本発明のこれらの態様及び他の態様は、添付の図面及び以下の詳細な説明の項を参照す
ることによってより理解されるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３０】
　本発明は、細菌細胞、例えば大腸菌細胞においてＦａｂフラグメントを発現させ分泌し
、真核細胞、好ましくは哺乳動物細胞において、しかし例えば昆虫細胞又は鳥類細胞にお
いてもＩｇＧ重鎖又は軽鎖ポリペプチドを発現させるための新規な二重発現ベクター系、
並びに特定の結合性を有するモノクローナル抗体のスクリーニング及び最適化にそれを使
用する方法に関する。上記で論じたように、本発明は、細菌において細胞膜周辺腔へと抗
体フラグメントを発現させ分泌し、哺乳動物細胞において全長抗体を発現させ分泌するこ
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とができる二重発現ベクター系の出願人による開発に部分的に基づいている。この新規な
ベクターでは、細菌プロモーター及びシグナル配列は、哺乳動物ＩｇＧ重鎖又は軽鎖遺伝
子のシグナル配列内に位置するイントロン内に含まれ、細菌停止コドンは、重鎖遺伝子の
ＣＨ１とヒンジ領域の間にある他のイントロンに含まれる。したがって、細菌において発
現させた場合、細菌プロモーターから転写し、第２イントロン内の停止コドンにおいて終
結することによってＦａｂフラグメントが発現する。これに対し哺乳動物細胞においては
、スプライシングにより細菌性制御エレメントが除去され、哺乳動物シグナル配列が生成
され、これにより全長ＩｇＧ重鎖又は軽鎖ポリペプチドが発現する。したがって、この二
重の目的のベクターは、細菌性の及び哺乳動物の調節配列エレメント、すなわち哺乳動物
シグナル配列及びスプライス受容部位、並びに細菌プロモーター及びシグナル配列の構造
及び機能を維持するように設計する。
【００３１】
　この新規な二重発現ベクター系の構築及び使用に関する組成物及び方法について以下に
説明する。具体的には、第５．１節で、真核細胞において対象とするポリペプチドが、細
菌においてそのフラグメントが二重に発現するように設計されたＤＮＡカセット、二重発
現ベクターポリヌクレオチドカセットを含むベクター、このようなカセット及びベクター
を含む宿主細胞、並びにこのようなカセット、ベクター、及び宿主細胞を含むキットを含
めた本発明の組成物について説明する。第５．２節及び第５．３節で、新規な抗体の同定
にこの新規なベクター配列を使用する方法、真核細胞の系と細菌の系の両方において、最
適化されたモノクローナル抗体を選択しスクリーニングする方法、並びにこの原理を適用
して、対象とする任意の膜結合型又は分泌型タンパク質用の二重発現ベクター系をも構築
する一般化した方法を含めた、本発明の使用方法について説明する。
【００３２】
５．１．二重発現ベクター
　上記で概略を述べた配列及び機能エレメントを有する二重発現ベクター系は、当技術分
野で使用可能な様々な技術を用いて構築することができる。好ましい実施形態では、ベク
ターは、
　（１）哺乳動物プロモーター、
　（２）ＩｇＧ重鎖又は軽鎖をコードするヌクレオチド配列であって、（ａ）以下の（ｉ
）及び（ｉｉ）を含む哺乳動物シグナル配列を含む上記ヌクレオチド配列：
　　（ｉ）細菌プロモーター及びシグナル配列が細菌細胞において前記重鎖又は前記軽鎖
のＦａｂドメインの細胞膜周辺腔への発現及び分泌を誘導し、前記哺乳動物プロモーター
及びシグナル配列が哺乳動物細胞において前記重鎖又は前記軽鎖の発現及び分泌を誘導す
るように、前記細菌プロモーター及びシグナル配列が第１スプライス受容部位と重複し、
ＩｇＧ重鎖又は軽鎖コード配列と機能的に連結するように前記細菌プロモーター及びシグ
ナル配列を含む第１イントロンと、（ｉｉ）前記ベクターが前記重鎖をコードする場合に
は、ＣＨ１をコードする配列と重鎖遺伝子のヒンジ領域との間にあり、細菌停止コドンを
含む第２イントロン、
　（３）細菌性複製起点、並びに
　（４）哺乳動物複製起点
を含む。前記の配列成分に加えて、ベクターは、細菌細胞においてベクターをクローン化
し増殖させ、細菌細胞と真核細胞の両方でベクターを有する細胞を増殖させ選択するため
の選択マーカー、他のヌクレオチド配列を付加するためのマルチクローニング部位配列、
並びに対象とする他の配列をさらに含むことができる。この配列エレメントを、本明細書
において以下に詳細に説明する。
【００３３】
５．１．１．二重発現ベクターカセット配列
　対象とするポリペプチド、例えばＩｇＧ重鎖又は軽鎖をコードするヌクレオチド配列は
、第１イントロンを含む哺乳動物シグナル配列、及びその配列が重鎖をコードする場合は
第２イントロンを含むＣＨ１からヒンジまでの領域を用いて設計する。第１及び第２イン
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トロンは、細菌細胞においてポリペプチドの発現及び分泌を誘導し、二重発現ベクターが
哺乳動物細胞において発現する場合、スプライシングによって除去される細菌調節配列を
含むように設計する。二重発現ベクターの具体的な配列組成及び構造について、本明細書
において詳細に説明する。
【００３４】
　第１イントロンは、対象とするポリペプチドの哺乳動物シグナル配列内に位置するよう
に設計する。哺乳動物シグナル配列が天然にイントロンを有さない場合、第１イントロン
は、当技術分野で知られている任意の組換えＤＮＡ法を用いて構築する。第１イントロン
は、スプライス受容部位と重複する細菌プロモーター及びシグナル配列を含む。細菌プロ
モーター及びシグナル配列は、ポリペプチド配列と、例えばＩｇＧ重鎖配列又は軽鎖配列
と「機能的に連結する」ように構築する。すなわち、細菌細胞においてＦａｂフラグメン
ト又はｓｃＦｖ配列の転写を誘導するように、細菌プロモーターを配置し、細菌細胞にお
いて細胞膜周辺腔へとポリペプチドが分泌されるようにスプライス受容部位と重複するよ
うに、細菌シグナル配列を配置する。
【００３５】
　細菌プロモーター、細菌シグナル配列、哺乳動物シグナル配列及びスプライス受容部位
の機能を維持するため、第１イントロンのヌクレオチド配列は、当技術分野で周知であり
、第６節で提示する実施例において示すプロモーターコンセンサス配列、シグナル配列コ
ンセンサス配列及びスプライス部位コンセンサス配列を用いて設計することができる。例
えば、対象とするポリペプチド、例えばＩｇＧなどの抗体を標的として細菌の周辺質膜へ
と誘導するいずれのシグナル配列も使用することができる。細菌シグナル配列は、由来が
天然のものでもよく、合成のものでもよい。天然に周辺質に存在することが定められてい
るタンパク質と結合しているリーダー配列は、例えば、外来タンパク質の周辺質への分泌
を誘導することが知られている（MacIntyre et al., 1990、Mol. Gen. Genet. 221:466-4
74）。好ましい実施形態では、シグナル配列は、ｐｅｌＢ配列及びＯｍｐＡタンパク質リ
ーダー配列（Hobom et al., 1995、Dev. Biol. Stand. 84:255-262）をコードする。それ
だけに限らないが、大腸菌ＰｈｏＡ（Oka et al., 1985、Proc. Natl. Acad. Sci 82:721
2-16）、ＯｍｐＴ（Johnson et al., 1996、Protein Expression 7:104-113）、ＬａｍＢ
及びＯｍｐＦ（Hoffman & Wright、1985、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5107-5111）
、β－ラクタマーゼ（Kadonaga et al., 1984、J. Biol. Chem. 259:2149-54）、エンテ
ロトキシン（Morioka-Fujimoto et al., 1991、J. Biol. Chem. 266:1728-32）、黄色ブ
ドウ球菌（Staphylococcus aureus）のプロテインＡ（Abrahmsen et al., 1986、Nucleic
 Acids Res. 14:7487-7500）、枯草菌（B. subtilis）のエンドグルカナーゼ（Lo et al.
, Appl. Environ. Microbiol. 54:2287-2292）由来のリーダー配列、並びに人工及び合成
シグナル配列（MacIntyre et al., 1990、Mol. Gen. Genet. 221:466-74；Kaiser et al.
, 1987、Science、235:312-317）を含めた他のシグナル配列も考えられる。
【００３６】
　Ｆａｂフラグメント又はｓｃＦｖの細菌の周辺質への分泌は、最初のベクターを作製し
た後にベクターの配列を変更することによって改善することができる。例えば、シグナル
配列内に可変性を導入した一本鎖ｆｖ（ｓｃＦｖ）のファージディスプレイを用いて、分
泌が改善した変異体を選択することができる。さらに、他のシグナルペプチドのコード配
列を改変し試験することもできる。この場合、シグナルペプチドのコード配列のデータベ
ースを作成して所望のスプライス部位と比較することができる。次いで、最も相同なセグ
メントを必要なら改変して、大腸菌においてＦａｂを分泌させ、ＨＥＫ２９３細胞におい
てＭａｂの発現及び分泌を保持することができる。
【００３７】
　すべての配列エレメントの機能、すなわち、細菌と哺乳動物の両方の宿主での転写、哺
乳動物宿主での転写物のスプライシング、細菌での周辺質への分泌及び哺乳動物宿主での
分泌が維持される条件で、個々のエレメントの機能を高めるのに適した変化を加えること
により、この領域内の個々の配列成分を最適化することができる。
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【００３８】
　改変した原核細胞シグナルペプチドが依然として好ましいスプライス切断部位を保持し
ているかどうかを予測するために、神経ネットワークアルゴリズムを用いるシグナルＰ（
SignalP）プログラムによって配列を分析することができる（Nielsen et al., 1997、Int
. J. Neural Sys. 8、581 599）。バークレーショウジョウバエゲノムプロジェクト（Ber
keley Drosophila Genome Project）ウェブサイトのスプライス部位予測（Splice Site P
rediction）プログラムを用いて、スプライス部位の潜在的機能を評価することができる
（Reese et al., J. Comput. Biol.、1997、4(3):311 23を参照のこと）。このプログラ
ムも、ヒト遺伝子向けの神経ネットワークアルゴリズムを用いている。
【００３９】
　精製又はスクリーニングのプロトコルの間に、エピトープ／アフィニティタグを付加し
て、ポリペプチド、例えばＦａｂフラグメント、ｓｃＦｖ、或いは軽鎖又は重鎖の精製又
は同定を改善することが望ましいこともある。確実に分泌後にタンパク質上にタグをさら
すために、ＧＧＧＧＳなどの柔軟なリンカー配列を、機能ドメインとエピトープ／アフィ
ニティタグ配列の間に導入する。ペプチドタグには、タグ付きのポリペプチド又はフラグ
メントの同定を容易にするが、タグ付きのポリペプチド又はフラグメントの機能を阻害し
又はそれに干渉する可能性が低い方法／試薬が存在するタグが含まれ得る。タグは、対応
する結合用試薬との結合が可能であるが、ｍＲＮＡと結合しているタグ付きタンパク質を
干渉しない任意の長さでよい。好ましい実施形態では、タグの長さは、約８、１０、１２
、１５、１８又は２０アミノ酸であり、１５、２０、２５、３０、４０又は５０アミノ酸
以下であるが、１００、１５０、２００、３００、４００アミノ酸又は５００アミノ酸以
上でもよい。タグは、（１）対象とする細胞、又は（２）対象とするポリソーム調製物、
又は（３）タグと結合する試薬と接触している、対象とするいずれの細胞分画、のどんな
成分とも結合しない試薬と特異的に結合することができる。分子タグには、一例としてで
あり限定するものではないが、プロテインＡフラグメント、ｍｙｃエピトープ（Evan et 
al., Mol. Cell Biol. 5(12):3610-3616）、Ｂｔａｇ（Wang et al., 1996、Gene 169(1)
: 53-58）及びポリヒスチジン束（Bornhorst et al., 2000、Methods Enzymol 326:245-5
4）が含まれ得る。他の好ましいタグには、以下のものがあるが、それだけに限らない：
　（１）インフルエンザウイルス血球凝集素タンパク質の一部（Ｔｙｒ－Ｐｒｏ－Ｔｙｒ
－Ａｓｐ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｌａ、配列番号１）。精製に用いる試薬
は、タグ付きタンパク質を認識するモノクローナル抗体（１２ＣＡ５）である（Wilson e
t al., 1984、Cell 37(3):767 78）。
【００４０】
　（２）ヒトｃ　ｍｙｃ遺伝子の一部（Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｉｌｅ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ、配列番号２）。精製に用いる試薬は、タグ付きタ
ンパク質を認識するモノクローナル抗体（９Ｅ１０）である（Evan et al., 1985、Mol C
ell Biol. 5(12):3610 6）。
【００４１】
　（３）ブルータングウイルス（bluetongue virus）ＶＰ７タンパク質の一部（Ｇｌｎ－
Ｔｙｒ－Ｐｒｏ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｈｒ、配列番号３）。精製に用いる試薬は、タグ付
きタンパク質を認識するモノクローナル抗体（Ｄ１１及び／又はＦ１０）である（Wang e
t al., Gene. 1996 Feb 22;169(1):53-8）。
【００４２】
　（４）ＦＬＡＧペプチド（例えば、Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ａｓｐ
－Ａｓｐ－Ｌｙｓ、配列番号４）。精製に用いる試薬は、タグ付きタンパク質を認識する
モノクローナル抗体（例えばＭ１及び／又はＭ２）（Ｓｉｇｍａ）である（Hopp et al.,
 「Synthesis of protein with an identification peptide」という名称の、１９８７年
１０月２７日発行の米国特許第４，７０３，００４号；Brizzard et al., 1994、Biotech
niques. Apr;16(4):730-5；Knappik et al., 1994、Biotechniques 17(4):754-761）。
【００４３】
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　（５）Ｓｔｒｅｐタグペプチド（例えば、Ａｌａ　Ｔｒｐ　Ａｒｇ　Ｈｉｓ　Ｐｒｏ　
Ｇｌｎ　Ｐｈｅ　Ｇｌｙ　Ｇｌｙ、配列番号５）。好ましい実施形態では、ｓｔｒｅｐタ
グペプチドを用いる。精製に用いる試薬は、タグ付きタンパク質を認識するいくつかの最
適化された形のストレプトアビジンのうちの１つ（ＩＢＡ　ＧｍｂＨ）である（Skerraら
、「Fusion peptides with binding activity for streptavidin」という名称の、１９９
６年４月９日発行の米国特許第５，５０６，１２１号；Skerra et al., 1999、Biomol. E
ng. 16(14):79-86；Skerra et al., 2000、Methods Enzymol. 2000;326:271-304）。
【００４４】
　細菌において発現されるポリペプチドの可溶性ドメイン／フラグメントが、対象とする
全長ポリペプチドと共通の末端でない場合、細菌停止コドンを含む第２イントロンを、対
象とするポリペプチド内に含める。このイントロンは、可溶性ドメイン／フラグメントの
終結が所望されるポリペプチドの領域内に位置する。イントロンが、対象とするタンパク
質の所望の位置に天然に存在しない場合、当技術分野で周知の組換え又は合成ＤＮＡ技術
を用いて、所望の位置に適当なイントロン配列を導入することができる。例えば、好まし
い実施形態では、ＩｇＧ重鎖の配列は、ＣＨ１ドメインとヒンジ領域の間に位置する第２
イントロンを含む。細菌においてこの部位で翻訳が終結する結果、Ｆａｂ１フラグメント
が発現する。或いは、Ｆａｂ２フラグメントの産生が所望される場合、ヒンジとＣＨ２ド
メインの間のポリペプチドをコードする配列内に、停止コドンを含んでいるイントロンを
含めることもできる。これによって、より大きなＦａｂ２フラグメントが産生されるはず
である。
【００４５】
　スプライス受容部位及び細菌シグナル配列の機能が確実に維持されているかどうか、二
重発現ベクターカセット配列を試験する。少なくともスクリーニングの目的について、機
能に関するわずかな影響なら許容することができるが、哺乳動物細胞から分泌される全長
ＩｇＧの能力に負の影響を与えるどんな配列変化も有用でないはずである。
【００４６】
　当技術分野で知られている標準的な方法を用いて、ＩｇＧ及びＦａｂ発現配列を組み込
んだ環状ベクターを構築することができる（Sambrook et al., 1989、上記；Ausubel et 
al., Current Protocols in Molecular Biology、Greene Publishing Associates and Wi
ley Interscience、New Yorkを参照のこと）。例えば、合成又は組換えＤＮＡ技術を用い
ることができる。一実施形態では、ポリメラーゼ連鎖反応（「ＰＣＲ」）増幅によって、
二重発現ベクターカセット配列を含むベクターを作製する。この方法では、その５’末端
に制限酵素部位を、その３’末端にＩｇＧの調節配列とコード配列の境界配列と相補的な
ＰＣＲプライマー配列を含むようにオリゴヌクレオチドを合成する。次いでそのオリゴヌ
クレオチドをＰＣＲ増幅反応でプライマーとして使用して、ＩｇＧの調節配列及びコード
配列の領域を増幅する。次いで、標準的な分子生物学技術を用いて、哺乳動物の及び細菌
性複製起点、並びに適当な選択マーカー配列を含むベクター中にこの増幅した領域をクロ
ーン化する（例えば、Methods in Enzymology、1987、Volume 154、Academic Press；Sam
brook et al., 1989、上記；及びAusubel et al., 上記を参照のこと）。次いで、増幅の
ためにこの環状産物で大腸菌を形質転換して、大量のベクターを得る。
【００４７】
　好ましくは、下記に詳細に論じるように、このベクターは、細菌性複製起点、哺乳動物
複製起点、及び１つ又は複数の選択マーカーを含む。本明細書に記載の二重発現ベクター
系が哺乳動物宿主と細菌宿主のどちらにも使用されるように設計されているので、様々な
細菌株又は細胞系統を使用することができる。複製起点配列など特定のベクター配列の選
択は、宿主の選択に依存し、対象とする特定のポリペプチド又は抗体の発現、分泌、及び
スクリーニング又は選択に必要とするファクターなど様々なファクターにも依存する可能
性がある。
【００４８】
５．１．２．抗体の製造方法
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　抗原と免疫特異的に結合する抗体は、抗体を合成するための当技術分野で公知の任意の
方法により、特に化学合成又は好ましくは組換え発現技術により製造することができる。
【００４９】
　モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ技術、組換え技術、及びファージディスプレイ
技術、又はそれらの組合せの利用を含む、当技術分野で公知の多種多様な技術を用いて調
製することができる。例えば、モノクローナル抗体は、当技術分野で公知であって、例え
ば、Harlow et al., 「Antibodies: A Laboratory Manual」, （Cold Spring Harbor Lab
oratory Press, 第２版 1988）；Hammerling et al., 「Monoclonal Antibodies and T-C
ell Hybridomas」 563-681に収載（Elsevier, N. Y., 1981）（前記参考文献は、参照に
よりその全文が組み入れられる）に教示される方法をはじめとするハイブリドーマ技術を
利用して製造することができる。本明細書に用いる用語「モノクローナル抗体」は、ハイ
ブリドーマ技術によって製造される抗体に限定されるものではない。用語「モノクローナ
ル抗体」は、それを製造する方法ではなく、任意の真核生物、原核生物、又はファージク
ローンを含む単一クローンから得られる抗体を意味する。
【００５０】
　ハイブリドーマ技術を用いて特異的抗体を製造しスクリーニングする方法は、当技術分
野では日常的に利用されかつ公知である。簡単に説明すると、マウスを、非マウス抗原を
用いて免疫感作することができ、そして免疫応答が一度検出されれば（例えば、その抗原
に特異的な抗体がマウス血清中に検出されれば）、マウス脾臓を採取して脾細胞を単離す
る。次いでその脾細胞を公知の技術により任意の適当な骨髄腫細胞、例えばＡＴＣＣから
入手しうる培養細胞株ＳＰ２０由来の細胞と、融合する。ハイブリドーマを選択し、限定
希釈によりクローン化する。次いで、ハイブリドーマクローンを、当技術分野で公知の方
法により、本発明のポリペプチドと結合できる抗体を分泌する細胞についてアッセイする
。一般的に高レベルの抗体を含有する腹水液は、マウスを陽性ハイブリドーマクローンを
用いて免疫感作することにより生成することができる。
【００５１】
　従って、本発明は、抗体を分泌するハイブリドーマ細胞を培養することを含むモノクロ
ーナル抗体を作製する方法、並びにその方法により製造される抗体を提供するものであり
、好ましくは、上記方法におけるハイブリドーマは、非マウス抗原を用いて免疫感作した
マウスから単離した脾細胞を骨髄腫細胞と融合し、次いで融合から得たハイブリドーマを
、その抗原と結合しうる抗体を分泌するハイブリドーマクローンについてスクリーニング
することにより作製されるものである。
【００５２】
　特異的な特定のエピトープを認識する抗体フラグメントは、当業者に公知のいかなる技
術により作製してもよい。例えば、Ｆａｂ及びＦ（ａｂ’）２フラグメントは、パパイン
（Ｆａｂフラグメントを生成する）又はペプシン（Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生成す
る）などの酵素を用いて、免疫グロブリン分子のタンパク質分解切断により生成すること
ができる。Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは可変領域、軽鎖定常領域及び重鎖のＣＨ１ドメ
インを含有する。さらに、本発明の抗体はまた、当技術分野で公知の様々なファージディ
スプレイ法を用いて作製することができる。
【００５３】
　ヒトにおける抗体のｉｎ ｖｉｖｏ使用、及びｉｎ ｖｉｔｒｏ検出アッセイを含む複数
の用途について、ヒト又はキメラ抗体を使用することが好ましい場合がある。完全なヒト
抗体は、ヒト被験者の治療のためには特に望ましい。ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン配
列由来の抗体ライブラリーを用いる上記のファージディスプレイ法を含む、当技術分野で
公知の様々な方法により作製することができる。米国特許第４，４４４，８８７号及び第
４，７１６，１１１号、；並びにＰＣＴ公報ＷＯ９８／４６６４５号、ＷＯ９８／５０４
３３号、ＷＯ９８／２４８９３号、Ｗ０９８／１６６５４号、ＷＯ９６／３４０９６号、
ＷＯ９６／３３７３５号、及びＷＯ９１／１０７４１号も参照すること；これらはそれぞ
れ参照によりその全文が本明細書に組み入れられる。
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【００５４】
　ヒト抗体はまた、機能性の内因性免疫グロブリンを発現できないがヒト免疫グロブリン
遺伝子を発現できるトランスジェニックマウスを用いて製造することもできる。例えば、
ヒト重鎖及び軽鎖免疫グロブリン遺伝子複合体を、無作為に又は相同組換えによりマウス
胚幹細胞中に導入してもよい。あるいは、ヒト重鎖及び軽鎖遺伝子に加えて、ヒト可変領
域、定常領域、及び多様性領域を、マウス胚性幹細胞中に導入してもよい。相同組換えに
よりヒト免疫グロブリン遺伝子座を導入して、マウス重鎖及び軽鎖免疫グロブリン遺伝子
を別々に又は同時に非機能化してもよい。特に、ＪＨ領域のホモ接合性欠失は内因性抗体
産生を妨げる。改変した胚幹細胞を増殖させ、胚盤胞中にマイクロインジェクションして
キメラマウスを作る。次いでキメラマウスを交配し、ヒト抗体を発現するホモ接合性子孫
を作る。そのトランスジェニックマウスを、通常の方式で、選択した抗原、例えば目的の
ポリペプチドの全体若しくは部分を用いて、免疫感作する。その抗原に対するモノクロー
ナル抗体を、免疫感作したトランスジェニックマウスから通常のハイブリドーマ技術を利
用して得ることができる。トランスジェニックマウスによって保持されるヒト免疫グロブ
リントランスジーンはＢ細胞分化の際に再配列し、その後、クラススイッチ及び体細胞突
然変異を受ける。従って、かかる技術を利用して、治療上有用なＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ
及びＩｇＥ抗体を製造することが可能である。ヒト抗体を製造するためのこの技術の総括
については、Lonberg and Huszar（1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93）を参照するこ
と。ヒト抗体及びヒトモノクローナル抗体を製造するためのこの技術並びにかかる抗体を
製造するためのプロトコルの詳細な考察については、例えば、参照によりその全文が本明
細書に組み入れられる、ＰＣＴ公報ＷＯ９８／２４８９３号、ＷＯ９６／３４０９６号、
及びＷＯ９６／３３７３５号；及び米国特許第５，４１３，９２３号、第５，６２５，１
２６号、第５，６３３，４２５号、第５，５６９，８２５号、第５，６６１，０１６号、
第５，５４５，８０６号、第５，８１４，３１８号、及び第５，９３９，５９８号を参照
すること。さらに、Abgenix, Inc.（Freemont、CA）及びGenpharm（San Jose、CA）など
の会社と、選択した抗原に対するヒト抗体を上記と類似の技術を利用して提供する契約を
結ぶことができる。
【００５５】
　キメラ抗体は、抗体の異なる部分が異なる免疫グロブリンに由来する分子、例えばヒト
抗体由来の可変領域及び非ヒト免疫グロブリンの定常領域を有する抗体である。キメラ抗
体を製造する方法は当技術分野で公知である。例えば、Morrison, 1985, Science 229:12
02；Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214；Gillies et al., 1989, J. Immunol. Meth
ods 125:191-202；並びに米国特許第５，８０７，７１５号、及び第４，８１６，５６７
号、第４，８１６，３９７号（これらは本明細書に参照によりその全文が組み入れられる
）を参照すること。ヒト種からの１以上のＣＤＲと非ヒト免疫グロブリン分子からのフレ
ームワーク領域を含むキメラ抗体は、当技術分野で公知の種々の技法を用いて作製しうる
、例えば、ＣＤＲグラフト（欧州特許ＥＰ２３９，４００；ＰＣＴ公報ＷＯ９１／０９９
６７号；及び米国特許第５，２２５，５３９号、第５，５３０，１０１号、第５，５８５
，０８９号）、ベニアリング（veneering）又は再表面形成（resurfacing）（欧州特許Ｅ
Ｐ５９２，１０６；ＥＰ５１９，５９６；Padlan, 1991, Molecular Immunology 28 (4/5
):489-498；Studnicka et al., 1994, Protein Engineering 7 (6):805-814；及びRogusk
a et al., 1994, PNAS 91:969-973）、及びチェーンシャッフリング（chain shuffling）
（米国特許第５，５６５，３３２号）が挙げられる。好ましい実施形態において、キメラ
抗体は、表２に例示したＣＤＲ３のいずれか１つのアミノ酸配列を有するヒトＣＤＲ３と
非ヒトフレームワーク領域を含む。しばしば、フレームワーク領域のフレームワーク残基
を、ＣＤＲドナー抗体由来の対応する残基で置換して、抗原結合を改変し、好ましくは改
良する。これらのフレームワーク置換は、当技術分野で公知の方法によって、例えば、Ｃ
ＤＲとフレームワーク残基の相互作用をモデル化して抗原結合に重要なフレームワーク残
基を同定し、さらに配列比較により特定位置の異常なフレームワーク残基を同定すること
によって確認する（例えば、本明細書に参照によりその全文が組み入れられる、Queen et
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 al., 米国特許第５，５８５，０８９号；及びRiechmann et al., 1988, Nature 332:323
を参照）。
【００５６】
　さらに、目的の抗体は、続いて、当業者に周知の技術を用いて抗原を「模倣」する抗イ
ディオタイプ抗体を作製するために用いることができる（例えば、Greenspan & Bona, 19
89, FASEB J. 7(5):437-444；及びNissinoff, 1991, J. Immunol. 147(8):2429-2438参照
）。例えば、目的の抗原と結合し、その宿主細胞受容体への結合を競合的に阻害する抗体
（当技術分野で周知の及び上述のアッセイにより測定しうる）を用いて、目的の結合ドメ
インの抗原を「模倣」し、その結果として該抗原及び／又はその宿主細胞受容体と結合し
、中和する抗イディオタイプを作製することができる。かかる中和抗イディオタイプ又は
かかる抗イディオタイプのＦａｂフラグメントは、抗原を中和するために治療方法におい
て用いることができる。例えば、かかる抗イディオタイプ抗体は、目的の抗原と結合する
ため及び／又はその宿主細胞受容体と結合するために用いることができる。
【００５７】
５．１．３．組換え発現及びタンパク質産生
　目的のポリペプチドをコードするカセット配列（例えば適当に設計したイントロン配列
を有する抗体分子をコードするカセット配列）を含む二重発現ベクターを構築した後、本
発明の二重発現ベクターは、当技術分野で周知の技術を利用して組換えＤＮＡ技術により
作製することができる。例えば、本明細書に参照によりその全文が組み入れられる、米国
特許第６，３３１，４１５号を参照すること。
【００５８】
　例えば、好ましい実施形態においては、当業者に周知の方法を利用して、適当な転写及
び翻訳制御シグナルを含有する二重発現ベクターカセットを構築することができる。これ
らの方法としては、例えば、ｉｎ ｖｉｔｒｏ組換えＤＮＡ技術、合成技術、及びｉｎ ｖ
ｉｖｏ遺伝子組換えが挙げられる。本発明は、従って、抗体分子、抗体の重鎖若しくは軽
鎖、抗体の重鎖若しくは軽鎖可変ドメイン又はそれらの部分、あるいは重鎖若しくは軽鎖
のＣＤＲをコードし、プロモーターと機能的に連結されたヌクレオチド配列を含む発現ベ
クターを提供する。かかるベクターは、抗体分子の定常領域をコードするヌクレオチド配
列（例えば、ＰＣＴ公報ＷＯ８６／０５８０７号；ＰＣＴ公報ＷＯ８９／０１０３６号；
及び米国特許第５，１２２，４６４号を参照）を含んでもよく、また抗体の可変ドメイン
をかかるベクター中にクローニングして重鎖全体、軽鎖全体、又は重鎖全体と軽鎖全体の
両方を発現させてもよい。
【００５９】
　二重発現ベクターを通常の技術により宿主細胞に導入し、次いでトランスフェクトした
細胞を通常の技術により培養して、目的の抗体を製造する。従って、本発明は、目的の抗
体又はそのフラグメント、あるいはその重鎖若しくは軽鎖又はそれらの一部分、あるいは
本発明の一本鎖抗体をコードし、異種プロモーターと機能的に連結されたポリヌクレオチ
ドを含有する宿主細胞を含む。二本鎖抗体を発現させるための好ましい実施形態において
は、以下に詳しく説明するように、重鎖及び軽鎖の両方をコードするベクターを宿主細胞
において共発現させ、免疫グロブリン分子全体を発現させることができる。
【００６０】
　様々な宿主系を利用して、本発明の二重発現ベクターを発現させることができる（例え
ば、米国特許第５，８０７，７１５号を参照）。かかる宿主系は、適当なヌクレオチドコ
ード配列を用いて形質転換又はトランスフェクトすると、目的の抗体分子をｉｎ ｓｉｔ
ｕで発現することができる細胞も意味する。これらとしては、限定されるものでないが、
細菌などの微生物（例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及び枯草菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
））；二重発現ベクターを用いて形質転換した酵母（例えば、サッカロミセス・ピキア（
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ Ｐｉｃｈｉａ））；組換えウイルス発現ベクター（例えば
、バキュロウイルス）に感染した昆虫細胞系；二重発現カセットで形質転換した組換えウ
イルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ；タバコモザイ
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クウイルス、ＴＭＶ）に感染した植物細胞系；又は、哺乳動物細胞のゲノム由来のプロモ
ーター（例えば、メタロチオネインプロモーター）若しくは哺乳動物ウイルス由来のプロ
モーター（例えば、アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロ
モーター）を含有する組換え発現構築物を保持する哺乳動物細胞系（例えば、ＣＯＳ、Ｈ
ＥＫ、ＣＨＯ、ＢＨＫ、２９３、ＮＳＯ、及び３Ｔ３細胞）が挙げられる。
【００６１】
　細菌宿主での発現のために、二重発現ベクターは、プラスミドベクターの複製及び増幅
のために必要とされる複製起点を含む。大腸菌におけるクローニング及び増幅のために、
大腸菌の複製起点、例えば当技術分野で周知のものを用いる（Miller, 1992, A Short Co
urse in Bacterial Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY、及びそれに
含まれる参考文献を参照）。容易に入手可能なプラスミドの複製起点の例としては、限定
されるものではないが、ＣｏｌＥ１由来の複製起点（Bolivar et al., 1977, Gene 2:95-
113；Sambrook et al., 1989、前掲を参照）、ｐＡＣＹＣ１８４などのプラスミド上に存
在するｐ１５Ａ起点（Chang and Cohen, 1978, J. Bacteriol. 134:1141-56；Miller, 19
92, p.10.4-10.11も参照）、及び低コピープラスミド発現のために利用可能なｐＳＣ１０
１起点が当技術分野で周知である。
【００６２】
　例えば、一実施形態において、高コピープラスミド、例えば、ＣｏｌＥ１由来複製起点
を含有するプラスミドなどに由来する複製起点を用いることができ、この例は当技術分野
で周知である（Sambrook et al., 1989、前掲参照；Miller, 1992, A Short Course in B
acterial Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY、及びそれに含まれる参
考文献も参照）。一例としては、ｐＵＣ１９由来の起点及びその誘導体がある（Yanisch-
Perron et al., 1985, Gene 33:103-119）。ｐＵＣベクターは、細胞当たり３００～５０
０コピーのレベルで存在し、外来遺伝子の挿入のための都合のよいクローニング部位を有
している。非常に高い発現のため、λベクター、例えばλｇｔ１１（Huynh et al., 1984
, "DNA Cloning Techniques: VolI: A Practical Approach", D. Glover編, pp.49-78, I
RL Press, Oxford）、又はＴ７及びＳｐ６ポリメラーゼ発現系を含有する細胞におけるＴ
７若しくはＳＰ６ファージプロモーター（Studier et al., 1990, Methods Enzymol. 185
:60-89）を使用することも可能である。
【００６３】
　低レベルの発現が望まれる場合には、中程度又は低コピーに由来する複製起点を使用し
うる。中程度コピープラスミドは当技術分野で周知であり、例えばＣｏｌＥ１由来の複製
起点を有し、細胞当たり２０～１００コピーであるｐＢＲ３２２（Bolivar et al., 1977
, Gene 2:95-113；Sambrook et al., 1989、前掲を参照）、又はｐＡＣＹＣ１００系のプ
ラスミドの１つであり、ｐ１５Ａ複製起点を有し、細胞当たり１０～１２コピーで存在す
るｐＡＣＹＣ１８４（Chang and Cohen, 1978, J. Bacteriol. 134:1141-56；またMiller
, 1992, p.10.4-10.11参照）がある。低コピープラスミドもまた当技術分野で周知であり
、例えば、ｐＳＣ１０１起点を有し、細胞当たり約５コピーで存在するｐＳＣ１０１があ
る。ｐＡＣＹＣ及びｐＳＣ１０１プラスミドベクターは両方とも都合の良いクローニング
部位を有し、同じ細胞においてｐＢＲ及びｐＵＣプラスミドとして共存しうる。これは、
これらが適合可能な複製起点を有し、特有の選択的抗生物質マーカーを有するためである
。他の好適なプラスミド複製起点としては、λ又はファージＰ１レプリコンに基づくプラ
スミド、例えばＬｏｒｉｓｔ系が挙げられる（Gibson et al., 1987, Gene 53:283-286）
。
【００６４】
　さらに低い発現が望まれる場合には、複製起点は、細菌染色体から得てもよい（Miller
, 1992、前掲；Niedhardt, F.C.編、1987, Escherichia coli and Salmonella typhimuri
um, American Society for Microbiology, Washington, D.C.；Yarmolinsky, M.B. & Ste
rnberg, N., 1988, pp.291-438, The Bacteriophages, Vol.1、R. Calendar編、Plenum P
ress, New York）。さらに、合成の複製起点、細菌プロモーター、又は細菌シグナル配列
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を用いることも可能である。
【００６５】
　哺乳動物宿主細胞において、二重発現ベクター配列は、エピソームとして哺乳動物宿主
細胞中に存在するように設計してもよいし、あるいは例えばベクターを線状化して設計す
ることなどにより、宿主のゲノムＤＮＡへの組込みを促進し、安定な細胞系が作製される
ように設計を行ってもよい。かかるベクターは当技術分野で公知である。
【００６６】
　例えば、哺乳動物宿主細胞においては、様々なウイルスに基づく発現系を使用すること
ができる。アデノウイルスを発現ベクターとして利用する場合、二重発現ベクターのカセ
ット配列を、アデノウイルス転写／翻訳制御複合体、例えば、後期プロモーター及びトリ
パータイト（tripartite）リーダー配列と連結しうる。次いでこのキメラ遺伝子を、ｉｎ
 ｖｉｔｒｏ又はｉｎ ｖｉｖｏ組換えによりアデノウイルスゲノムに挿入することができ
る。ウイルスゲノムの非必須領域（例えば、領域Ｅ１又はＥ３）への挿入により、感染宿
主において生存可能でかつＩｇＧ遺伝子産物を発現しうる組換えウイルスを得ることがで
きる（例えば、Logan and Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8 1:3655-3659を
参照）。特定の開始シグナルも、挿入された発現ベクターカセット配列の効率的な翻訳に
必要でありうる。これらのシグナルとしてはＡＴＧ開始コドン及び隣接配列が挙げられる
。ＩｇＧ重鎖又は軽鎖を、それ自体の開始コドン及び隣接配列を含めて、適当な発現ベク
ターに挿入する場合には、さらに翻訳制御シグナルは必要ない。しかしながら、ＩｇＧコ
ード配列の一部のみを挿入する場合には、おそらくＡＴＧ開始コドンを含む外因性の翻訳
制御シグナルを提供する必要がある。さらに、全インサートの翻訳を保証するため開始コ
ドンは所望のコード配列のリーディングフレームと一致している必要がある。これらの外
因性翻訳制御シグナル及び開始コドンは、天然及び合成の両方の様々な起源のものであっ
てよい。発現効率は、適当な転写エンハンサーエレメント、転写ターミネーターなど（例
えば、Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol. 153:51-544を参照）を組み入れるこ
とにより増強することができる。
【００６７】
　さらに、挿入された配列の発現をモジュレートするか、又は所望の特定の様式で遺伝子
産物を修飾及びプロセシングする宿主細胞株を選択することができる。タンパク質産物の
かかる修飾（例えば、グリコシル化）及びプロセシング（例えば、切断）は、タンパク質
の機能にとって重要でありうる。異なる宿主細胞は、タンパク質及び遺伝子産物の翻訳後
プロセシング及び修飾のための特有かつ特定の機構を有する。適当な細胞系又は宿主系を
選んで、発現された外来タンパク質の正しい修飾とプロセシングを保証することができる
。この目的のために、適切な一次転写産物のプロセシング、遺伝子産物のグリコシル化及
びリン酸化のための細胞機構を持つ宿主真核細胞を使用することができる。かかる哺乳動
物宿主細胞としては、限定されるものでないが、ＣＨＯ、ＶＥＲＹ、ＢＨＫ、Ｈｅｌａ、
ＣＯＳ、ＭＤＣＫ、２９３、３Ｔ３、Ｗ１３８、ＢＴ４８３、Ｈｓ５７８Ｔ、ＨＴＢ２、
ＢＴ２０及びＴ４７Ｄ、ＮＳＯ（内因的に全く免疫グロブリン鎖を産生しないマウス骨髄
腫培養細胞株）が挙げられる。
【００６８】
　組換えタンパク質の長期間にわたる高収量の生産のためには、安定した発現が好ましい
。例えば、安定して抗体分子を発現する培養細胞株を遺伝子操作によって作ることができ
る。ウイルスの複製起点を含有する発現ベクターを用いるのではなしに、宿主細胞を、適
当な発現制御エレメント（例えば、プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネー
ター、ポリアデニル化部位など）により制御したＤＮＡ、及び選択マーカーを用いて形質
転換することができる。外来ＤＮＡの導入後、遺伝子操作した細胞を、１～２日間富栄養
培地で増殖させ、次いで選択培地に切り換えてもよい。組換えプラスミド中の選択マーカ
ーは、選択に対する耐性を付与し、細胞がプラスミドをその染色体中に安定的に組み込み
、増殖して細胞巣を形成することを可能にするので、これを次にクローニングして培養細
胞株に拡大することができる。この方法を利用して抗体分子を発現する細胞系を遺伝子操
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作により有利に作製することができる。かかる遺伝子操作で作製した培養細胞株は、抗体
分子と直接又は間接に相互作用する組成物をスクリーニングしたり評価したりするのに特
に有用である。
【００６９】
　様々な選択系を利用することができ、限定されるものでないが、例えば単純ヘルペスウ
イルスチミジンキナーゼ（Wigler et al., 1977, Cell 11:223）、ヒポキサンチン－グア
ニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ（Szybalska & Szybalski, 1992, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 48:202）、及びアデニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ（Lowy e
t al., 1980, Cell 22:8-17）遺伝子が挙げられ、これらはそれぞれｔｋ－、ｈｇｐｒｔ
－又はａｐｒｔ－細胞において使用することができる。また、以下の遺伝子については代
謝拮抗物質耐性を選択の基礎として利用することができる：メトトレキセート耐性を付与
するｄｈｆｒ（Wigler et al., 1980, Natl. Acad. Sci. USA 77:357；O'Hare et al., 1
981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527）；ミコフェノール酸耐性を付与するｇｐｔ
（Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072）；アミノグリコシド
Ｇ－４１８耐性を付与するｎｅｏ（Wu and Wu, 1991, Biotherapy 3:87-95；Tolstoshev,
 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596；Mulligan, 1993, Science 260:926
-932；並びにMorgan and Anderson, 1993, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217；May, 1993,
 TIB TECH 11 (5):155-215）；並びにハイグロマイシン耐性を付与するｈｙｇｒｏ（Sant
erre et al., 1984, Gene 30:147）。当技術分野で公知の組換えＤＮＡ技法を慣用的に適
用して所望の組換えクローンを選択することができ、かかる方法は、例えば、Ausubel et
 al.(編), 「Current Protocols in Molecular Biology」, John Wiley & Sons, NY (199
3)；Kriegler, 「Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual」, Stockton Pr
ess, NY (1990)；及びDracopoli et al.(編), 「Current Protocols in Human Genetics
」, John Wiley & Sons, NY (1994)の第12章及び第13章；Colberre-Garapin et al., 198
1, J. Mol. Biol. 150:1（これらは参照により本明細書にその全文が組み入れられる）に
記載されている。
【００７０】
　細菌における選択のために、好ましくは抗生物質耐性マーカー、例えば、Ｔｎ９０３由
来のカナマイシン耐性遺伝子（Friedrich and Soriano, 1991, Genes Dev. 5:1513-1523
）、又は他のアミノグリコシド（限定されるものではないが、ジヒドロストレプトマイシ
ン、ゲンタマイシン、ネオマイシン、パロマイシン及びストレプトマイシンなど）に対す
る耐性を付与する遺伝子、ペニシリン（限定されるものではないが、アンピシリン、カル
ベニシリン、メチシリン、ペニシリンＮ、ペニシリンＯ、及びペニシリンＶ）に対する耐
性を付与するＴｎ９由来のＴＥＭ－１ β－ラクタマーゼ遺伝子を用いる。他の選択可能
な遺伝子配列としては、限定されるものではないが、ゼオシン耐性を付与するポリペプチ
ドをコードする遺伝子配列が含まれる（Hegedus et al., 1998, Gene 207:241-249）。使
用しうる他の抗生物質は、アムフェニコール類、例えばクロラムフェニコールなどに対す
る耐性を付与する遺伝子、例えば、クロラムフェニコールトランスアセチラーゼ（ＣＡＴ
）のコード配列を使用することができる（Eikmanns et al., 1991, Gene 102:93-98）。
当業者により理解されているように、プラスミドの維持について選択するための他の非抗
生物質方法を用いることも可能であり、例えば、種々の栄養要求性マーカーなどである（
Sambrook et al., 1989、前掲；Ausubel et al.、前掲）。
【００７１】
　抗体分子の発現レベルは、ベクター増幅により増加させることができる（総説について
は、Bebbington and Hentschel, 「The use of vectors based on gene amplification f
or the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning」, Vol.3. (A
cademic Press, New York, 1987)を参照）。抗体を発現するベクター系中のマーカーが増
幅可能であれば、宿主細胞培養中に存在するインヒビターレベルの増加は、マーカー遺伝
子のコピー数を増加させうる。増幅される領域は、抗体遺伝子と関連しているので、抗体
の産生も増加しうる（Crouse et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3:257）。
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【００７２】
　宿主細胞を、本発明の２つの二重発現ベクター、すなわち、重鎖由来のポリペプチドを
コードする第１ベクターと軽鎖由来のポリペプチドをコードする第２ベクターとを用いて
共トランスフェクトすることができる。その２つのベクターは、哺乳動物細胞においては
重鎖ポリペプチドと軽鎖ポリペプチドの、また細菌細胞においてはＦａｂ又はｓｃＦｖポ
リペプチドの同等の発現を可能にする同一の選択マーカーを含有してもよい。あるいは、
重鎖ポリペプチドと軽鎖ポリペプチドの両方をコードしかつ発現できる単一ベクターを利
用してもよい。かかる状況では重鎖の前に軽鎖を配置して、毒性である遊離の重鎖が過剰
になることを避けなければならない（Proudfoot, 1986, Nature 322:52；及びKohler, 19
80, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2 197）。重鎖と軽鎖のコード配列はｃＤＮＡ又は
ゲノムＤＮＡを含んでいてもよい。
【００７３】
　ポリペプチドは、標準組換えＤＮＡ技術により、製造することができる。例えば、遺伝
子断片のＰＣＲ増幅を、２つの連続した遺伝子断片の間を相補的に重複するようなアンカ
ープライマーを用いて実施し、次いでそれらをアニーリングして再増幅することによりキ
メラ遺伝子配列を作製することができる（例えば、「Current Protocols in Molecular B
iology」, Ausubel et al.編, John Wiley & Sons, 1992を参照）。さらに、生物活性分
子をコードする核酸を、Ｆｃドメイン又はそのフラグメントを含有する発現ベクター中に
クローニングして、その生物活性分子がＦｃドメイン又はＦｃドメインのフラグメントと
イン・フレームとなるように連結することができる。
【００７４】
　ポリペプチドを抗体の定常領域に融合又は複合体化する方法は、当技術分野では公知で
ある。例えば、米国特許第５，３３６，６０３号、第５，６２２，９２９号、第５，３５
９，０４６号、第５，３４９，０５３号、第５，４４７，８５１号、第５，７２３，１２
５号、第５，７８３，１８１号、第５，９０８，６２６号、第５，８４４，０９５号、及
び第５，１１２，９４６号；欧州特許ＥＰ３０７，４３４；ＥＰ３６７，１６６；ＥＰ３
９４，８２７；ＰＣＴ公報ＷＯ９１／０６５７０号、ＷＯ９６／０４３８８号、ＷＯ９６
／２２０２４号、ＷＯ９７／３４６３１号、及びＷＯ９９／０４８１３号；Ashkenazi et
 al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535-10539；Traunecker et al., 1988, 
Nature, 331:84-86；Zheng et al., 1995, J. Immunol. 154:5590-5600；及びVil et al.
, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11337-11341（これらは本明細書に参照により
その全文が組み入れられる）を参照すること。
【００７５】
　生物活性分子及びＦｃドメイン又はそのフラグメントをコードするヌクレオチド配列は
、当業者が利用しうる任意の情報から（すなわち、Ｇｅｎｂａｎｋ、文献から、又は慣用
的なクローニングにより）得ることができる。ポリペプチド又は融合タンパク質をコード
するヌクレオチド配列を、二重発現ベクター中に挿入してもよい。
【００７６】
　真核細胞におけるポリペプチドの発現は、当技術分野で公知の任意のプロモーター若し
くはエンハンサーエレメントにより制御することができる。融合タンパク質をコードする
遺伝子の発現を制御するのに利用しうるプロモーターとしては、限定されるものでないが
、ＳＶ４０初期プロモーター領域（Bernoist and Chambon, 1981, Nature 290:304-310）
、ラウス肉腫ウイルスの３’長末端反復配列に含有されるプロモーター（Yamamoto et al
., 1980, Cell 22:787-797）、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Wagner et al.,
 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 78:1441-1445）、メタロチオネイン遺伝子の
調節配列（Brinster et al., 1982, Nature 296:39-42）、テトラサイクリン（Ｔｅｔ）
プロモーター（Gossen et al., 1995, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89:5547-5551）；細
菌においては、原核生物プロモーター、例えばβ－ラクタマーゼ・プロモーター（Villa-
Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 75:3727-3731）若しくはｔ
ａｃプロモーター（DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:21-25
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などの原核生物発現ベクター；また「Useful proteins from recombinant bacteria」, S
cientific American, 1980,242: 74-94も参照）も参照；植物細胞においては、ノパリン
シンセターゼプロモーター領域（Herrera-Estrella et al., Nature 303:209-213）又は
カリフラワーモザイクウイルス３５ＳＲＮＡプロモーター（Gardner et al., 1981, Nucl
. Acids Res. 9:2871）を含む植物発現ベクター、及び光合成酵素リブロース二リン酸カ
ルボキシラーゼのプロモーター（Herrera-Estrella et al., 1984, Nature 310:115-120
）；Ｇａｌ４プロモーターなどの酵母又は他の真菌由来のプロモーターエレメント、ＡＤ
Ｃ（アルコールデヒドロゲナーゼ）プロモーター、ＰＧＫ（ホスホグリセロールキナーゼ
）プロモーター、及びアルカリホスファターゼプロモーターが挙げられる。
【００７７】
　特定の実施形態においては、ポリペプチドの発現は構成的プロモーター（ＣＭＶプロモ
ーターなど）により調節される。他の実施形態においては、ポリペプチドの発現は誘導性
プロモーターにより調節される。
【００７８】
　ポリペプチドをコードする遺伝子のインサートを含有する発現ベクターは、３つの一般
的手法：（ａ）核酸ハイブリダイゼーション、（ｂ）「マーカー」遺伝子機能の存在若し
くは非存在、及び（ｃ）挿入した配列の発現により、同定することができる。第１の手法
においては、発現ベクター中のポリペプチドをコードする遺伝子の存在を、ポリペプチド
をコードする挿入した遺伝子と相同的な配列を含むプローブを用いて核酸ハイブリダイゼ
ーションを行うことにより検出することができる。第２の手法においては、組換えベクタ
ー／宿主系は、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列のベクター中への挿入により
生じる、ある特定の「マーカー」遺伝子機能（例えば、チミジンキナーゼ活性、抗生物質
耐性、形質転換表現型、バキュロウイルス中の封入体（occlusion body）形成など）の存
在又は非存在に基づいて同定しかつ選択することができる。例えば、融合タンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列がベクターのマーカー遺伝子配列内に挿入される場合には、融
合タンパク質インサートをコードする遺伝子を含有する組換え体は、マーカー遺伝子機能
の不在により同定することができる。第３の手法においては、組換え発現ベクターは、組
換え体が発現する遺伝子産物（例えば、融合タンパク質）をアッセイすることにより同定
することができる。かかるアッセイは、例えば、ｉｎ ｖｉｔｒｏアッセイ系における融
合タンパク質の物理的又は機能的特性、例えば、抗生物活性分子抗体との結合に基づくも
のでもよい。
【００７９】
　ＤＮＡ断片のベクターへの挿入について既に記載されている方法の任意のものを用いて
、適当な転写／翻訳制御シグナル及びタンパク質コード配列を含有するキメラ遺伝子を含
む発現ベクターを構築しうる。これらの方法としては、ｉｎ ｖｉｔｒｏ組換えＤＮＡ及
び合成技法、並びにｉｎ ｖｉｖｏ組換え体（遺伝的組換え）が含まれる。哺乳動物細胞
におけるＩｇＧ重鎖又は軽鎖の発現は、ＩｇＧ重鎖又は軽鎖が組換えＤＮＡ分子で形質転
換された宿主において発現されるように、第２の核酸配列により調節することができる。
例えば、ＩｇＧ重鎖又は軽鎖の発現は、当技術分野で公知の任意のプロモーター／エンハ
ンサーエレメントにより制御されうる。
【００８０】
　好ましくは、Ｆａｂフラグメント又は全長ＩｇＧの細菌発現は誘導性プロモーターによ
り制御される。広範囲の発現をもたらす誘導性発現は、種々の誘導性調節配列を用いるこ
とにより達成しうる。一実施形態において、例えば、ｌａｃＩ遺伝子及びその無償性の誘
導剤ＩＰＴＧを用いて、ポリペプチドをコードする配列がｌａｃＯＰ調節配列を介して転
写される場合には、大腸菌におけるＦａｂフラグメントの誘導性の高レベル発現を得るこ
とができる。また、使用可能である多様な他の誘導性プロモーター系が当業者に周知であ
る。ＩｇＧ二重発現ベクター系からの発現レベルもまた種々の強度のプロモーターで変更
することができる。
【００８１】
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　使用可能である他の調節される発現系としては、限定されるものではないが、アラビノ
ース（ＡｒａＣ）により誘導されうるａｒａＣプロモーター（例えば、Schleif, 2000, T
rends Genet. 16:559-565参照）、ＴＥＴ系（Geissendorfer and Hillen, 1990, Appl. M
icrobiol. Biotechnol. 33:657-663）、ファージλ温度のｐＬプロモーター及び誘導性λ
リプレッサーＣＩ８５７（Pirrotta, 1975, Nature 254:114-117；Petrenko et al., 198
9, Gene 78:85-91）、ｔｒｐプロモーター及びｔｒｐリプレッサー系（Bennett et al., 
1976, Proc. Natl. Acad. Sci USA 73:2351-55；Wame et al., 1986, Gene 46:103-112）
、ｌａｃＵＶ５プロモーター（Gilbert and Maxam, 1973, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
70:1559-63）、ｌｐｐ（Nokamura et al., 1982, J. Mol. Appl. Gen. 1:289-299）、Ｔ
７遺伝子１０プロモーター、ｐｈｏＡ（アルカリホスファターゼ）、ｒｅｃＡ（Horii et
 al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:313-7）、及びＩＰＴＧにより誘導される
ｔａｃプロモーター、ｔｒｐ－ｌａｃ融合プロモーター（Amann et al., 1983, Gene 25:
167-78）は全て一般的に使用される強力なプロモーターであり、その結果、各プロモータ
ーによりそのレベルが制御されるタンパク質について約１～１０％の総細胞タンパク質の
レベルが蓄積する。より強力なプロモーターが望まれる場合には、ｔａｃプロモーターは
ｌａｃＵＶ５よりも約１０倍強力であるが、基底レベルの発現が高く、過剰発現が必要と
される場合にのみ使用すべきである。より弱いプロモーターが必要な場合には、例えば、
マルトース、ガラクトース、又は他の所望のプロモーターなど（かかるプロモーターの配
列はＧｅｎＢａｎｋから入手可能である）の、他の細菌プロモーターが当技術分野で周知
である（Burks et al., 1991, Nucl. Acids Res. 19:2227-2230）。
【００８２】
　全長ＩｇＧ重鎖又は軽鎖の真核生物における発現については、ベクターは、ＲＮＡポリ
メラーゼの認識、結合及び転写開始に十分な特異的配列を含む、真核生物特異的複製起点
及びプロモーター領域を含みうる。さらに、プロモーター領域は、ＲＮＡポリメラーゼの
認識、結合及び転写開始活性をモジュレートする配列を含んでもよい。かかる配列として
は、ｃｉｃ作用性因子であるか、又はｔｒａｎｓ作用性因子に応答するものでありうる。
調節の性質に応じて、プロモーターは構成的であるか又は調節型でありうる。ＴｎｐＩ発
現を制御するために用い得るプロモーターとしては、限定されるものではないが、ＳＶ４
０初期プロモーター領域（Benoist and Chambon, 1981, Nature 290:304-310）、ラウス
肉腫ウイルスの３’長末端リピートに含まれるプロモーター（Yamamoto et al., 1980, C
ell 22:787-797）、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Wagner et al., 1981, Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445）、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Bri
nster et al., 1982, Nature 296:39-42）、ノパリンシンテターゼプロモーター領域を含
む植物発現ベクター（Herrera-Estrella et al., 1984, Nature 303:209-213）、又はカ
リフラワーモザイクウイルス３５Ｓ ＲＮＡプロモーター（Gardner et al., 1981, Nucl.
 Acids Res. 9:2871）、及び光合成酵素リブロース二リン酸カルボキシラーゼのプロモー
ター（Herrera-Estrella et al., 1984, Nature 310:115-120）、酵母又は他の真菌由来
のプロモーターエレメント、例えばＧａｌ４プロモーター、又はＡＤＣ（アルコールデヒ
ドロゲナーゼ）プロモーターが挙げられる。
【００８３】
　プロモーター、及びポリヌクレオチドを機能的に連結しうるクローニング部位を含有す
るベクターは当技術分野で周知である。かかるベクターは、ｉｎ ｖｉｔｒｏで又はｉｎ 
ｖｉｖｏでＲＮＡを転写可能であり、Stratagene（La Jolla, Calif.）及びPromega Biot
ech（Madison, Wis.）などの供与元から市販されている。発現及び／又はｉｎ ｖｉｔｒ
ｏ転写を最適化するために、クローン化ＤＮＡの５’及び／又は３’非翻訳部分を除去し
、付加し又は改変して、さらなる潜在的な不適当な別の翻訳開始コドン、又は転写若しく
は翻訳レベルのいずれかで発現を妨害若しくは低減しうるほかの配列を排除する必要があ
りうる。あるいは、コンセンサスリボソーム結合部位を開始コドンのすぐ５’側に挿入し
て発現を増強することができる（例えばKozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867参照）
。同様に、同じアミノ酸をコードする別のコドンをコード配列と置換して、翻訳を増強し



(25) JP 4773947 B2 2011.9.14

10

20

30

40

50

てもよい（例えば、宿主細胞のコドン最適性を採用して、Ｇ－Ｃリッチドメインの存在を
低減する、等）。
【００８４】
　ベクターはまた、タンパク質発現、操作又は挿入された標的ＤＮＡの維持のための目的
のヌクレオチド配列を含み得る。例えば、プロモーター配列、エンハンサー配列、翻訳配
列（例えばシャイン及びダルガーノ配列）、転写因子認識部位、Ｋｏｚａｋコンセンサス
配列、及び終結シグナルを、ベクターの適当な位置に含有させてもよい。
【００８５】
　ベクターはまた、天然又は合成由来のシグナル配列を含む必要がある。ポリペプチド（
例えば抗体、ＩｇＧなど）を細胞膜内に標的化しうるシグナル配列を用いることができる
。天然に周辺質に存在することが定められたタンパク質と結合しているリーダー配列は、
例えば、外来タンパク質の周辺質への分泌を誘導することが知られている（MacIntyre et
 al., 1990、Mol. Gen. Genet. 221:466-474）。好ましい実施形態では、シグナル配列は
、ＯｍｐＡタンパク質リーダー配列（Hobom et al., 1995、Dev. Biol. Stand. 84:255-2
62）をコードする。他のシグナル配列もまた可能であり、限定されるものではないが、大
腸菌ＰｈｏＡ（Oka et al., 1985、Proc. Natl. Acad. Sci 82:7212-16）、ＯｍｐＴ（Jo
hnson et al., 1996、Protein Expression 7:104-113）、ＬａｍＢ及びＯｍｐＦ（Hoffma
n and Wright、1985、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5107-5111）由来のリーダー、β
－ラクタマーゼ（Kadonaga et al., 1984、J. Biol. Chem. 259:2149-54）、エンテロト
キシン（Morioka-Fujimoto et al., 1991、J. Biol. Chem. 266:1728-32）、黄色ブドウ
球菌（Staphylococcus aureus）のプロテインＡ（Abrahmsen et al., 1986、Nucleic Aci
ds Res. 14:7487-7500）、枯草菌（B. subtilis）のエンドグルカナーゼ（Lo et al., Ap
pl. Environ. Microbiol. 54:2287-2292）由来のリーダー配列、並びに人工及び合成シグ
ナル配列（MacIntyre et al., 1990、Mol. Gen. Genet. 221:466-74；Kaiser et al., 19
87、Science、235:312-317）が挙げられる。
【００８６】
　二重発現ベクターカセット配列を含むＤＮＡ調製物を宿主細胞に送達するための当技術
分野で公知の方法の任意のものが上記方法と共に使用するのに適している。かかる方法は
当技術分野で公知であり、限定されるものではないが、細胞のエレクトロポレーション、
塩化カルシウム又はルビジウムを用いたコンピテント細胞の調製、及びウイルス粒子にパ
ッケージングした標的ＤＮＡを用いたＤＮＡの形質導入が挙げられる。真核細胞について
は、限定されるものではないが、エレクトロポレーション、ＤＮＡのリン酸カルシウム沈
殿によるトランスフェクション、及びウイルスパッケージングなどの方法がある。好まし
い実施形態においては、エレクトロポレーションを使用する。細胞は、標準的な方法によ
りエレクトロポレーションにコンピテントとなるように処理する（Ausubel et al., Curr
ent Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Inter
science, New York参照）。好ましくは、エレクトロコンピテント細胞の標準調製物約５
０μｌを標準的な手順によりエレクトロポレーションに用いる。線状又は環状ベクターの
形質転換を必要とする実験においては、好ましくは０．３ｇ以上のベクターを使用する。
ＩｇＧ ＤＮＡを含有するＤＮＡ調製物の形質転換を必要とする実験においては、好まし
くは０．３μｇ以上のベクターを使用する。共形質転換実験においては、ＤＮＡはエレク
トロポレーションの前に混合することが好ましい。エレクトロポレーション後、細胞を培
養培地に希釈し、約１時間半の回復期間にわたりインキュベートし、その後選択マーカー
遺伝子により付与される表現型変化を同定する条件下で培養することが好ましい。
【００８７】
　好適には、表現型の変化は抗生物質に対する耐性であり、細胞は対応する抗生物質を含
有するプレート上で培養する。この場合、抗生物質耐性コロニーは終夜培養後に出現する
が、これは大部分が所望のサブクローニング産物を含有する。選択マーカーに関して、好
ましくは抗生物質耐性マーカー、例えば、Ｔｎ９０３由来のカナマイシン耐性遺伝子（Fr
iedrich and Soriano, 1991, Genes Dev. 5:1513-1523）、又は他のアミノグリコシド（
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限定されるものではないが、ジヒドロストレプトマイシン、ゲンタマイシン、ネオマイシ
ン、パロマイシン及びストレプトマイシンなど）に対する耐性を付与する遺伝子、ペニシ
リン（限定されるものではないが、アンピシリン、カルベニシリン、メチシリン、ペニシ
リンＮ、ペニシリンＯ、及びペニシリンＶ）に対する耐性を付与するＴｎ９由来のＴＥＭ
－１ β－ラクタマーゼ遺伝子を用いる。他の選択可能な遺伝子配列としては、限定され
るものではないが、ゼオシン耐性を付与するポリペプチドをコードする遺伝子配列が含ま
れる（Hegedus et al., 1998, Gene 207:241-249）。使用しうる他の抗生物質は、アムフ
ェニコール類、例えばクロラムフェニコールなどに対する耐性を付与する遺伝子、例えば
、クロラムフェニコールトランスアセチラーゼ（ＣＡＴ）のコード配列を使用することが
できる（Eikmanns et al., 1991, Gene 102:93-98）。当業者により理解されているよう
に、プラスミドの維持について選択するための他の非抗生物質方法を用いることも可能で
あり、例えば、種々の栄養要求性マーカーなどである（Sambrook et al., 1989、前掲；A
usubel et al.、前掲を参照）。
【００８８】
　別の実施形態において、ＤＮＡは、ファージ粒子にパッケージングされたＤＮＡの形質
導入により宿主細胞に送達する。Ｐ１又はλ形質導入及びパッケージングプロトコールは
当技術分野で公知である。λパッケージング抽出物は市販されている（例えば、Promega,
 Madison, WI製）。
【００８９】
　目的の抗体分子を組換え発現により産生させた後、免疫グロブリン分子を精製するため
の当技術分野で公知の任意の方法、例えば、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換、
アフィニティー、特に、プロテインＡの後の特異的抗原に対するアフィニティ、及びサイ
ズ分離カラムクロマトグラフィ）により、遠心分離、溶解度差により、又はタンパク質を
精製するための他の任意の標準技術により、それらを精製することができる。さらに、本
発明の抗体又はそのフラグメントは、精製を容易にするために、本明細書に記載の又は当
技術分野で公知の異種ポリペプチド配列と融合してもよい。
【００９０】
５．２．抗体の選択及びスクリーニング
５．２．１．抗体の選択及び特性決定
　本発明の全長ＩｇＧ及びＦａｂフラグメントを様々な方法で特徴決定することができる
。特に、全長ＩｇＧ及びＦａｂフラグメントを目的の抗原と免疫特異的に結合する能力に
ついてアッセイすることができる。かかるアッセイは、溶液中で（例えば、Houghten, 19
92, Bio/Techniques 13:412-421）、マイクロタイターディッシュなどの固相支持体上で
、ビーズ上で（Lam, 1991, Nature 354:82-84）、チップ上で（Fodor, 1993, Nature 364
:555-556）、細菌上で（米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子上で（米国特許第５，
５７１，６９８号、第５，４０３，４８４号及び第５，２２３，４０９号）、プラスミド
上で（Cull et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1865-1869）又はファージ上
で（Scott and Smith, 1990, Science 249:386-390；Devlin, 1990, Science 249: 404-4
06；Cwirla et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382;並びにFelici, 1
991, J. Mol. Biol. 222:301-310）（これらの参考文献はそれぞれ参照により本明細書に
その全文が組み入れられる）実施することができる。目的の抗原又はその断片と免疫特異
的に結合すると同定されている抗体又はそのフラグメントを、次いで目的の抗原に対する
特異性とアフィニティについて試験することができる。
【００９１】
　目的の抗体又はそのフラグメントを、当技術分野で公知のいずれかの方法により、目的
の抗原に対する免疫特異的結合及び他の抗原との交差反応性についてアッセイすることが
できる。免疫特異的結合と交差反応性を分析するために利用できるイムノアッセイとして
は、限定されるものでないが、いくつかを列挙すれば、ウェスタンブロット、ラジオイム
ノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセ
イ、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ
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、補体結合試験、免疫放射線測定アッセイ、蛍光イムノアッセイ、プロテインＡイムノア
ッセイを利用する競合及び非競合アッセイ系が挙げられる。かかるアッセイは日常的に行
われかつ当技術分野では公知である（例えば、Ausubel et al.編, 1994, 「Current Prot
ocols in Molecular Biology」, Vol.1, John Wiley & Sons, Inc., New York、これは参
照により本明細書にその全文が組み入れられる）。例示のイムノアッセイを簡単に以下に
（限定を意図するのではないが）記載する。
【００９２】
　免疫沈降プロトコルは一般的に、細胞の集団を、タンパク質ホスファターゼ及び／又は
プロテアーゼ阻害剤（例えば、ＥＤＴＡ、ＰＭＳＦ、アプロチニン、バナジン酸ナトリウ
ム）を添加したＲＩＰＡバッファー（１％ＮＰ－４０又はＴｒｉｔｏｎＸ－１００、１％
デオキシコール酸ナトリウム、０．１％ＳＤＳ、０．１５Ｍ ＮａＣｌ、０．０１Ｍリン
酸ナトリウム、ｐＨ７．２、１％トラジロール）などの溶解バッファーに溶解し、目的の
抗体を該細胞溶解物に加え、ある時間（例えば、１～４時間）４０℃にてインキュベート
し、プロテインＡ及び／又はプロテインＧセファロースビーズを細胞溶解液に加え、約１
時間以上４０℃にてインキュベートし、ビーズを溶解バッファー中で洗浄し、そしてＳＤ
Ｓ／サンプルバッファーに再懸濁することを含む。目的の抗体の特定抗原と免疫沈降する
能力は、例えばウェスタンブロット分析により評価することができる。当業者であれば、
抗体の抗原との結合を増加しかつバックグラウンドを減少するように改変しうるパラメー
ター（例えば、セファロースビーズによる細胞溶解液の前清澄化）を理解しているであろ
う。免疫沈降プロトコルに関するさらなる考察については、例えば、Ausubel et al.編, 
1994, 「Current Protocols in Molecular Biology」, Vol.1, John Wiley & Sons, Inc.
, New Yorkの10.16.1を参照されたい。
【００９３】
　ウェスタンブロット分析は一般的に、タンパク質サンプルを調製し、タンパク質サンプ
ルをポリアクリルアミド中で電気泳動し（例えば、抗原の分子量に基づいて８％～２０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、タンパク質サンプルをポリアクリルアミドゲルからニトロセルロー
ス、ＰＶＤＦ又はナイロンなどのメンブランに移し、ブロッキング溶液（例えば、３％Ｂ
ＳＡ又は無脂肪乳入りのＰＢＳ）中でメンブランをブロッキングし、メンブランを洗浄バ
ッファー（例えば、ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ２０）で洗浄し、メンブランをブロッキング溶液
に希釈した一次抗体（例えば、目的の抗体）とともにインキュベートし、メンブランを洗
浄バッファーで洗浄し、メンブランをブロッキング溶液に希釈した酵素基質（例えば、西
洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼ）若しくは放射性分子（例えば３

２Ｐ又は１２５Ｉ）と複合した二次抗体（一次抗体を認識するもの、例えば抗ヒト抗体）
と共にインキュベートし、メンブランを洗浄バッファーで洗浄し、そして抗原の存在を検
出することを含む。当業者であれば、検出されるシグナルを増加しかつバックグラウンド
ノイズを減少するように改変することができるパラメーターを理解しているであろう。ウ
ェスタンブロットプロトコルに関するさらなる考察については、例えば、Ausubel et al.
編, 1994, 「Current Protocols in Molecular Biology」, Vol.1, John Wiley & Sons, 
Inc., New Yorkの10.8.1を参照されたい。
【００９４】
　ＥＬＩＳＡは、抗原を調製し、９６ウエルマイクロタイタープレートのウエルを該抗原
によりコーティングし、酵素基質（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカリホ
スファターゼ）などの検出可能な化合物と複合した目的の抗体をウエルに加え、そしてあ
る時間インキュベートして、該抗原の存在を検出することを含む。ＥＬＩＳＡにおいて、
目的の抗体を検出可能な化合物と必ずしも複合させる必要はなく；代わりに検出可能な化
合物と複合した二次抗体（目的の抗体を認識する抗体）をウエルに加えてもよい。さらに
、ウエルを抗原でコーティングする代わりに、抗体をウエルにコーティングしてもよい。
この場合、コーティングしたウエルに目的の抗原を加えた後、検出可能な化合物と複合し
た二次抗体を加えてもよい。当業者であれば、検出されるシグナルを増加するように改変
することができるパラメーターだけでなく当技術分野で公知のＥＬＩＳＡの他の変法も理
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解しているであろう。ウェスタンブロットプロトコルに関するさらなる考察については、
例えば、Ausubel et al.編, 1994, 「Current Protocols in Molecular Biology」, Vol.
1, John Wiley & Sons, Inc., New Yorkの11.2.1を参照されたい。
【００９５】
　抗体の抗原との結合アフィニティ及び抗体－抗原相互作用の解離速度（off-rate）は、
競合結合アッセイにより測定することができる。競合結合アッセイの一例はラジオイムノ
アッセイであって、これは、増加する量の非標識抗原の存在のもとでの、標識（例えば、
３Ｈ又は１２５Ｉ）した抗原を目的の抗体と共にインキュベーション、及び標識した抗原
と結合した抗体の検出を含む。本発明の抗体又はそのフラグメントの目的の抗原に対する
アフィニティ及び解離速度は、データからスキャッチャードプロット）分析により測定す
ることができる。二次抗体との競合をラジオイムノアッセイを用いて測定することもでき
る。この場合、非標識の二次抗体の増加する量の存在のもとで、目的の抗原を標識（例え
ば、３Ｈ又は１２５Ｉ）した化合物と複合した本発明の抗体又はそのフラグメントととも
にインキュベートする。
【００９６】
　好ましい実施形態においては、ＢＩＡｃｏｒｅ動力学分析を用いて抗体又はそのフラグ
メントの目的の抗原との会合及び解離速度を決定することができる。ＢＩＡｃｏｒｅ動力
学分析は、その表面上に抗体又はそのフラグメントを固定したチップからの、目的の抗原
の結合及び解離を分析することを含む（後述の実施例を参照）。
【００９７】
　抗体又はそのフラグメントはまた、目的の抗原のその宿主細胞受容体への結合を阻害す
るその能力について、当技術分野で公知の方法を用いてアッセイしうる。例えば、目的の
抗原に対する受容体を発現する細胞を、抗体又はそのフラグメント（すなわちＦａｂフラ
グメント）の存在下又は不在下にて抗原と接触させ、該抗体又はそのフラグメントが目的
の抗原の結合を阻害する能力を、例えばフローサイトメトリー又はシンチレーションアッ
セイにより測定しうる。目的の抗原又は抗体若しくは抗体フラグメントは、検出可能な化
合物、例えば放射性標識（例えば３２Ｐ、３５Ｓ、及び１２５Ｉ）、又は蛍光標識（例え
ば、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコエリスリン、フィコシアニ
ン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルデヒド及びフルオレスカミン）で標識して、目的の
抗原とその宿主細胞受容体との相互作用の検出を可能にしてもよい。あるいは、抗体又は
そのフラグメントが目的の抗原のその受容体との結合を阻害する能力は、細胞非含有アッ
セイにおいて測定しうる。例えば、目的の抗原を抗体又はＦａｂフラグメントと接触させ
、該抗体又は抗体フラグメントが目的の抗原のその宿主細胞との結合を阻害する能力を測
定しうる。好ましくは、抗体又はＦａｂフラグメントを固相支持体に固定化し、目的の抗
原を検出可能な化合物で標識する。あるいは、目的の抗原を固相支持体に固定化し、抗体
又はＦａｂフラグメントを検出可能な化合物で標識する。目的の抗原は、完全に又は部分
的に精製されたものであってもよいし（例えば部分的又は完全に他のポリペプチドを含ま
ない）、あるいは細胞溶解物の一部であってもよい。さらに、抗原は、抗原及びドメイン
（結合ドメインなど）を含む融合タンパク質であってもよい。あるいは、抗原は、当業者
に周知の技法を用いてビオチニル化されていてもよい（例えば、ビオチニル化キット、Pi
erce Chemicals, Rockford, IL）。
【００９８】
　目的の抗体又はそのフラグメントはまた、抗原の活性を阻害又はダウンレギュレートす
るその能力について、当業者に公知の技法を用いてアッセイしてもよい。本発明のベクタ
ー系により作製される抗体又はＦａｂフラグメントは、抗原ポリペプチドの発現を阻害又
はダウンレギュレートするそれらの能力についてアッセイすることも可能である。当業者
に公知の技術としては、限定されるものではないが、ウエスタンブロット分析、ノーザン
ブロット分析、及びＲＴ－ＰＣＲを用いてタンパク質発現を測定することができる。
【００９９】
　本発明のベクター系により作製される抗体又はＦａｂフラグメントは、好ましくはｉｎ
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 ｖｉｔｒｏで試験し、その後、ヒトに使用する前に、所望の治療的又は予防的活性につ
いてｉｎ ｖｉｖｏで試験しうる。例えば、特異的抗体又は本発明の組成物の投与が適応
か否かを判定するために用い得るｉｎ ｖｉｔｒｏアッセイとしては、被験体の組織サン
プルを培養中で増殖させ、本発明の抗体又は組成物に曝露し又はそれを投与し、かかる本
発明の抗体又は組成物の組織サンプルに対する効果を観察することを含むｉｎ ｖｉｔｒ
ｏ細胞培養アッセイが挙げられる。種々の特定の実施形態において、ｉｎ ｖｉｔｒｏア
ッセイは、本発明の抗体又は組成物が特定の細胞型に対して所望の効果を有するか否かを
判定するために行いうる。好ましくは、本発明のベクター系により作製された抗体又はＦ
ａｂフラグメントはまた、ｉｎ ｖｉｔｒｏアッセイ及び動物モデル系においてヒトに投
与する前に試験しうる。さらに、この実施形態に従って、犠牲にしたラット由来の組織を
組織学的変化について試験してもよい。
【０１００】
　本発明においては、本発明のベクター系により作製された抗体又はＦａｂフラグメント
の予防的及び／又は治療的効力を証明するために、ヒト被験者を用いた臨床試験を行う必
要はない。抗体又はそのフラグメントを用いたｉｎ ｖｉｔｒｏ及び動物モデル試験から
ヒトについても推定することができ、またこれらの試験は該抗体又は抗体フラグメントの
予防用途及び／又は治療用途を証明するために十分である。
【０１０１】
　治療に使用するための本発明の抗体又は組成物は、適当な動物モデル系（限定されるも
のではないが、ラット、マウス、ウシ、サル、及びウサギなど）においてその毒性を試験
することができる。抗体又は組成物の毒性のｉｎ ｖｉｖｏ試験については、当技術分野
で公知の任意の動物モデル系を用いることができる。
【０１０２】
　ウイルス感染の治療又は予防における効力は、本発明のベクター系により作製される抗
体又はＦａｂフラグメントが、病原体の感染を阻害する、又は抗原と関連する１以上の症
候を予防、改善若しくは緩和する能力を検出することにより証明することができる。例え
ば１以上の症候の改善、又は目的の抗体若しくは組成物の投与後の死亡率及び／若しくは
疾患率の低減がある場合には、その処置は治療的と考えられる。さらに、本発明のベクタ
ー系により作製され、１以上の抗原と免疫特異的に結合する１以上の抗体又はＦａｂフラ
グメントの投与後の免疫応答の増大がある場合には、その処置は治療的と考えられる。
【０１０３】
　目的の抗体又は組成物は、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－３
、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－
１２及びＩＬ－１５などのサイトカインの発現を誘導する能力についてｉｎ ｖｉｔｒｏ
及びｉｎ ｖｉｖｏにおいて試験しうる。当業者に公知の技法を用いて、サイトカインの
発現レベルを測定しうる。例えば、サイトカインの発現レベルは、例えばＲＴ－ＰＣＲ及
びノーザンブロット分析によりサイトカインのＲＮＡのレベルを分析することで、例えば
免疫沈降の後にウエスタンブロット分析及びＥＬＩＳＡを行うことによりサイトカインの
レベルを分析することで、測定することができる。好ましい実施形態において、本発明の
ベクター系により作製される抗体又はＦａｂフラグメントは、ＩＦＮ－γの発現を誘導す
るその能力について試験する。
【０１０４】
　目的の抗体又は組成物は、それらが免疫細胞、好ましくはヒト免疫細胞（例えばＴ細胞
、Ｂ細胞、及びナチュラルキラー細胞）の生物学的活性をモジュレートする能力について
ｉｎ ｖｉｔｒｏ及びｉｎ ｖｉｖｏで試験しうる。目的のベクター系により作製された抗
体又はＦａｂフラグメントが免疫細胞の生物学的活性をモジュレートする能力は、抗原の
発現を検出し、免疫細胞の増殖を検出し、シグナル伝達分子の活性化を検出し、免疫細胞
のエフェクター機能を検出し、あるいは免疫細胞の分化を検出することにより、評価しう
る。これらの活性を測定するために、当業者に公知の技法を使用することができる。例え
ば、細胞増殖は、３Ｈチミジン取り込みアッセイ及びトリパンブルー細胞計数によりアッ
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セイしうる。抗原の発現は、例えば、限定されるものではないが、ウエスタンブロット、
免疫組織化学的ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サ
ンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降素反応、ゲル拡散沈降素反応、免
疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射アッセイ、蛍光イムノアッ
セイ、プロテインＡイムノアッセイ、及びＦＡＣＳ分析等の技法を用いる競合及び非競合
アッセイ系などのイムノアッセイによりアッセイしうる。シグナル伝達分子の活性化は、
例えばキナーゼアッセイ及び電気泳動シフトアッセイ（ＥＭＳＡ）によりアッセイしうる
。
【０１０５】
　目的の抗体又は組成物はまた、ウイルス複製を阻害又はウイルス負荷を低減する能力に
ついて、ｉｎ ｖｉｔｒｏ、ｅｘ ｖｉｖｏ及びｉｎ ｖｉｖｏアッセイにおいて試験しう
る。本発明のベクター系により作製される抗体又はＦａｂフラグメントはまた、感染の時
間経過を低減する能力について試験しうる。本発明のベクター系により作製される抗体又
はＦａｂフラグメントはまた、感染症に罹患したヒトの生存期間を少なくとも２５％、好
ましくは少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７５％、少なくとも８５％、
少なくとも９５％又は少なくとも９９％で増大する能力について試験しうる。さらに、本
発明のベクター系により作製される抗体又はＦａｂフラグメントは、感染症に罹患したヒ
トの入院期間を少なくとも６０％、好ましくは少なくとも７５％、少なくとも８５％、少
なくとも９５％又は少なくとも９９％で低減する能力について試験しうる。当業者に公知
の方法を用いて、目的の抗体又は組成物の機能をｉｎ ｖｉｖｏで分析することも可能で
ある。
【０１０６】
５．２．２．ファージディスプレイを用いたスクリーニング方法
　当業者であれば理解できるように、個々のタンパク質又は他の化合物、並びにタンパク
質又は他の化合物の大きなライブラリー（例えばファージディスプレイライブラリー）を
スクリーニングして、目的の特定の抗原と結合する分子を同定する方法がいくつかある。
【０１０７】
　ファージディスプレイ法においては、機能性抗体ドメインが、同ドメインをコードする
ポリヌクレオチド配列を保持するファージ粒子の表面に提示される。特に、ＶＨ及びＶＬ
ドメインをコードするＤＮＡ配列を、動物ｃＤＮＡライブラリー（例えば、リンパ組織の
ヒト又はマウスｃＤＮＡライブラリー）から増幅する。ＶＨ及びＶＬドメインをコードす
るＤＮＡをＰＣＲによりｓｃＦｖリンカーと一緒に組換えて、ファージミドベクター（例
えば、ｐＣＡＮＴＡＢ６又はｐＣｏｍｂ３ ＨＳＳ）中にクローニングする。そのベクタ
ーを大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中にエレクトロポレーションして大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）を
ヘルパーファージに感染させる。これらの方法で使用されるファージは、典型的には、ｆ
ｄ及びＭ１３を含む繊維状ファージであり、ＶＨ及びＶＬドメインを通常、組換え法によ
りファージ遺伝子ＩＩＩ又は遺伝子ＶＩＩＩのいずれかに融合させる。目的の抗原と結合
する抗原結合ドメインを発現するファージを、抗原により、例えば、標識した抗原又は固
体表面若しくはビーズに結合若しくは捕獲された抗原を用いて、選択又は同定することが
できる。本発明の抗体を作製するために利用しうるファージディスプレイ法の例としては
、Brinkman et al., 1995, J. Immunol. Methods 182:41-50；Ames et al., 1995, J. Im
munol. Methods 184:177-186；Kettleborough et al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:952-
958；Persic et al., 1997, Gene 187:9-18；Burton et al., 1994, Advances in Immuno
logy 57:191-280；ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４号；国際公報ＷＯ９０／
０２８０９号、ＷＯ９１／１０７３７号、ＷＯ９２／０１０４７号、ＷＯ９２／１８６１
９号、ＷＯ９３／１１２３６号、ＷＯ９５／１５９８２号、ＷＯ９５／２０４０１号、及
びＷ０９７／１３８４４号；並びに米国特許第５，６９８，４２６号、第５，２２３，４
０９号、第５，４０３，４８４号、第５，５８０，７１７号、第５，４２７，９０８号、
第５，７５０，７５３号、第５，８２１，０４７号、第５，５７１，６９８号、第５
，４２７，９０８号、第５，５１６，６３７号、第５，７８０，２２５号、第５，６５８
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，７２７号、第５，７３３，７４３号、及び第５，９６９，１０８号に開示された方法が
挙げられ、これらはそれぞれ参照によりその全文が本明細書に組み入れられる。
【０１０８】
　ファージディスプレイライブラリの例は以下の文献に記載されている：Scott and Simi
th, 1990, Science 249:386-390；Devlin et al., 1990, Science, 249:404-406；Christ
ian et al., 1992, J. Mol. Biol. 227:711-718；Lenstra, 1992, J. Immunol. Meth. 15
2:149-157；Kay et al., 1993, Gene 128:58-65；及びＰＣＴ公報ＷＯ９４／１８３１８
（１９９４年８月１８日出願）。
【０１０９】
　以上の参考文献に記載の通り、ファージ選択の後、ファージからの抗体コード領域を単
離し、さらにそれを使用して、ヒト抗体を含む完全抗体、又は任意の他の所望の抗原結合
フラグメントを作製し、それらを、例えば以下に記載のようにして、哺乳動物細胞、昆虫
細胞、植物細胞、酵母、及び細菌を含む任意の所望の宿主にて発現させることができる。
組換え法によりＦａｂ、Ｆａｂ'及びＦ（ａｂ'）２フラグメントを製造する技術はまた、
ＰＣＴ公報ＷＯ９２／２２３２４号；Mullinax et al., 1992, BioTechniques 12 (6):86
4-869；Sawai et al., 1995, AJRI 34:26-34；並びにBetter et al., 1988, Science 240
:1041-1043（上記参考文献は参照によりその全文が組み入れられる）に開示された方法な
どの当技術分野で公知の方法を用いて、使用することができる。
【０１１０】
　完全抗体を作製するために、ＶＨ又はＶＬヌクレオチド配列、制限酵素切断部位、及び
制限酵素切断部位を保護するフランキング配列を含むＰＣＲプライマーを用いて、ｓｃＦ
ｖクローン中のＶＨ又はＶＬ配列を増幅することができる。当業者に公知のクローニング
技術を利用して、ＰＣＲ増幅されたＶＨドメインをＶＨ定常領域、例えば、ヒトγ４定常
領域を発現するベクター中にクローニングし、また、ＰＣＲ増幅したＶＬドメインをＶＬ
定常領域、例えばヒトκ若しくはλ定常領域を発現するベクター中にクローニングするこ
とができる。好ましくは、ＶＨ又はＶＬドメインを発現するベクターは、ＥＦ－１αプロ
モーター、分泌シグナル、可変ドメイン、定常ドメイン及びネオマイシンなどの選択マー
カーに対するクローニング部位を含む。ＶＨ及びＶＬドメインを、必要な定常領域を発現
する１つのベクター中にクローニングすることもできる。次いで、重鎖変換ベクター及び
軽鎖変換ベクターを培養細胞株中に同時トランスフェクトし、当業者に公知の技術を用い
て、全長抗体、例えばＩｇＧを発現する安定した一過性の培養細胞株を作製する。
【０１１１】
５．２．３．抗体配列の最適化方法
　新規抗体の試験及び特性決定についての上記用途に加えて、二重発現ベクターは、所望
の結合特性又は治療特性について既存の抗体を最適化するために用いることが可能である
。本発明のこの態様において、既知のＩｇＧ重鎖又は軽鎖配列をコードするヌクレオチド
配列を二重発現ベクター系にクローニングし、化学的、合成又は遺伝的突然変異誘発を行
い、そのヌクレオチド配列を改変することができる。続いて、配列変異体は、目的の特性
の変化について細菌及び／又はヒト細胞においてスクリーニングしうる。
【０１１２】
　抗体をコードするポリヌクレオチドを得て、当技術分野で公知のいずれかの方法により
ヌクレオチド配列を決定することができる。所望の抗原に対して免疫特異的な抗体のヌク
レオチド配列は、例えば、文献又はＧｅｎＢａｎｋなどのデータベースから得ることがで
きる。ＶＩＴＡＸＩＮＴＭのアミノ酸配列は既知であるので、この抗体をコードするヌク
レオチド配列を、当技術分野で公知の方法を利用して（すなわち、特定のアミノ酸をコー
ドすることが知られるヌクレオチドコドンを、抗体をコードする核酸を生成するように組
み立てて）決定することができる。抗体をコードするかかるポリヌクレオチドは、化学合
成したオリゴヌクレオチドから組み立てることができ（例えば、Kutmeier et al., 1994,
 BioTechniques 17:242に記載の通り）、これは、簡単に説明すると、抗体をコードする
配列の一部分を含有する重複オリゴヌクレオチドの合成、これらのオリゴヌクレオチドの
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よる増幅を伴う。
【０１１３】
　あるいは、抗体をコードするポリヌクレオチドを、好適な起源由来の核酸から作製する
ことができる。特定の抗体をコードする核酸を含有するクローンが入手できなくても、そ
の抗体分子の配列が既知であれば、その免疫グロブリンをコードする核酸は、化学的に合
成することができるし、あるいは、適当な起源（例えば、抗体ｃＤＮＡライブラリー若し
くはそれから作製したｃＤＮＡライブラリー、それから単離した核酸、好ましくはポリＡ
＋ＲＮＡ、目的の抗体を発現するように選択されたハイブリドーマ細胞などの、抗体を発
現する任意の組織若しくは細胞）からその配列の３’及び５’末端にハイブリダイズする
合成プライマーを用いるＰＣＲ増幅によるか、又は、特定の遺伝子配列に特異的なオリゴ
ヌクレオチドプローブを用いて、例えばｃＤＮＡライブラリーから前記抗体をコードする
ｃＤＮＡクローンを同定してクローニングすることにより、取得することができる。ＰＣ
Ｒにより作製された増幅核酸は、次いで、当技術分野で公知の方法を用いて複製可能なク
ローニングベクター中にクローニングすることができる。
【０１１４】
　抗体のヌクレオチド配列が一度決定されると、抗体のヌクレオチド配列を、ヌクレオチ
ド配列の遺伝子操作に関する当技術分野で公知の方法、例えば組換えＤＮＡ技術、位置指
定突然変異、ＰＣＲなど（例えば、Sambrook et al., 1990, 「Molecular Cloning, A La
boratory Manual」, 第２版, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
、及びAusubel et al.編, 1998, 「Current Protocols in Molecular Biology」, John W
iley & Sons, NY、に記載の技術を参照、これらの文献は本明細書に参照によりその全文
が組み入れられる）を用いて遺伝子操作して、異なるアミノ酸配列を有する抗体を作製し
、例えばアミノ酸置換、欠失、及び／又は挿入を創出することができる。
【０１１５】
　特定の実施形態においては、１以上のＣＤＲを、慣用される組換えＤＮＡ技術を利用し
てフレームワーク領域内に挿入する。フレームワーク領域は、天然又はコンセンサスフレ
ームワーク領域であってもよく、好ましくはヒトフレームワーク領域である（例えば、ヒ
トフレームワーク領域の列挙については、Chothia et al., 1998, J. Mol. Biol. 278:45
7-479を参照）。好ましくは、フレームワーク領域とＣＤＲの組合せにより作製されたポ
リヌクレオチドは、特定の抗原と特異的に結合する抗体をコードする。好ましくは先に考
察したように、１以上のアミノ酸置換をフレームワーク領域内で引き起こしてもよく、か
つ好ましくはそのアミノ酸置換は抗体のその抗原との結合を改良するものである。さらに
、かかる方法を利用して、鎖内ジスルフィド結合に参加する１以上の可変領域システイン
残基のアミノ酸置換若しくは欠失を引き起こし、１以上の鎖内ジスルフィド結合を欠く抗
体分子を作製してもよい。ポリヌクレオチドに対するその他の改変は本発明により包含さ
れかつ当技術分野の範囲内にある。
【０１１６】
　本発明に従って使用しうる市販の抗体の例を以下の表１に示すが、これに限定されるも
のではない。
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【０１２０】
５．３．本発明と共に使用するための他の方法
５．３．１．他のポリペプチド及びその断片を発現するための二重発現ベクター系の使用
　本発明の二重発現ベクター系は、本明細書に開示する抗体を発現するために記載した方
法を用いて、哺乳動物細胞において目的の任意のポリペプチドを、及び細菌細胞において
該ポリペプチドの断片、好ましくは可能性断片を発現するために用いることができる。目
的のポリペプチドは、膜結合ポリペプチド又は分泌ポリペプチドであることが好ましく、
細菌細胞の周辺腔領域に発現され分泌された場合にアッセイ可能な活性を保持する可溶性
ドメインを有するものである。目的のドメインとしては、限定されるものではないが、Ｄ
ＮＡ結合ドメイン、タンパク質－タンパク質相互作用ドメイン、キナーゼドメイン、又は
他の酵素的若しくは機能的タンパク質ドメインが挙げられる。
【０１２１】
　二重発現ベクターは、イントロンを全長ポリペプチドのシグナル配列に挿入することに
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より構築する。イントロンは、スプライス受容配列と重複し、目的のポリペプチドのコー
ド領域と読み取り枠を合わせた細菌プロモーターとシグナル配列を含み、その結果、細菌
プロモーターからの転写が細菌細胞における目的のドメインの発現を指令するように設計
する。そのような配列の構築方法は、以下に示す実施例において詳細を説明する。
【０１２２】
　かかる二重発現ベクターの構成要素としては、（ａ）細菌性複製起点、（ｂ）哺乳動物
複製起点、（ｃ）上記分泌又は膜結合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列と機能
的に結合した哺乳動物プロモーター及び／又はエンハンサー配列が含まれ、該ヌクレオチ
ド配列は、少なくとも１つのイントロンを含む哺乳動物シグナル配列を含み、該イントロ
ンは該ポリペプチドの可溶性ドメインをコードする配列と機能的に結合された細菌プロモ
ーター及び細菌シグナル配列を含み、その結果、該細菌プロモーター及び細菌シグナル配
列が細菌細胞における周辺腔への上記ポリペプチドの可溶性ドメインの発現及び分泌を指
令し、上記哺乳動物シグナル配列は該ポリペプチドの発現及び分泌を指令し、ここで哺乳
動物細胞における発現のためのプロモーターは、上記ポリペプチドの可溶性ドメインをコ
ードする上記ヌクレオチド配列と機能的に結合している。
【０１２３】
　目的の膜結合又は分泌ポリペプチドの例としては、限定されるものではないが、細胞表
面受容体、例えば限定されるものではないが、エリスロポエチン受容体（Ｅｐｏ－Ｒ；No
guchi et al., 1991, Blood 78(10):2548-2556）、インスリン受容体（ＩｎｓＲ；Ebina 
et al., 1985, Cell 40:747-758；Ullrich, 1985, Nature 313:756-761）、及び腫瘍壊死
因子α受容体（ＴＮＦαＲ；Gray et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:7380-
7384）；一回膜貫通チロシン受容体キナーゼ（ＴＲＫ）様クラス受容体のメンバー（Ullr
ich & Schlessinger, 1990, Cell 61:203-12；Hunter & Cooper, 1985, Ann. Rev. Bioch
em. 54:897-930）が挙げられる。このクラスには以下のものが含まれる：表皮増殖因子受
容体ファミリー、例えば表皮増殖因子（ＥＧＦ；Ullrich et al., Nature, 1984, 309:41
8-25；Schector et al., Nature 278:835-38）、ワクシニア増殖因子（Brown et al., 19
85, Nature 313:491-92）、アンフィレギュリン／神経鞘腫由来増殖因子（ＡＲ又はＳＤ
ＧＦ；Schoyab et al., 1989, Science 243:1074-1076）、ヘアピン結合ＥＧＦ様因子（
ＨＢ－ＥＧＦ；Higashiyama et al., 1991, Science 251:936-939）、ｎｅｕ分化因子（
ＮＤＦ；Wen et al., 1992, Cell, 69:559-72）、及びＨｅｒ２（Coussens et al., 1985
, Science 230:1132-39；Santanta et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1711
-1715）などのヒレギュリン（Holmes et al., 1992, Science 256:1205-10）、インスリ
ン受容体ファミリー、例えばＩＮＳＲ（上記）及びＩＲＲ、血小板由来増殖因子（ＰＤＧ
Ｆ）受容体ファミリー、例えばα－ＰＤＧＦＲ（Potts & Carrington, 1993, Dev. Dyn. 
198:14-21）、β－ＰＤＧＦＲ（Chi et al., 1997, Oncogene 15:1051-58）、ＣＳＦ１－
Ｒ（例えば、Waterfield et al., 1983, Nature 304:35-39）、ｃ－Ｋｉｔ幹細胞因子受
容体（Lemmon et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:6311-6317）、繊維芽細胞増殖因子受
容体（ＦＧＦＲ）、例えばＣＥＫ２（Pasquale, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
87:5812-16）、ＴＲＫ受容体ファミリー、例えばＴＲＫ及びＴＲＫ－Ｂ；並びにＥＰＨ／
ＥＣＫ受容体ファミリー、例えばＥｌｆ－１及びＥｃｋ（Cheng & Flanagan, 1994, Cell
 79:157-68；Lindberg & Hunter, 1990, Mol. Cell Biol. 10:6316-24）、神経増殖因子
受容体（Woo et al., 1998, Protein Sci. 7:1006-1016；Johnson et al., 1986, Cell 4
7:545-54）、並びにインスリン様増殖因子受容体（Ullrich et al., 1986, EMBO J. 5:25
03-12；及びSepp-Lorenzino, 1998, Breast Cancer Res. Treat. 47:235-253）。ＴＫ様
ファミリーの受容体の他のメンバーもまた用いることが可能である。例えば、van der Gr
eer et al., 1997, Ann. Rev. Cell Biol. 10:251-337；Herz et al., 1997, J. Recept.
 Signal Transduct. Res. 17:671-776（これらは参照によりその全体を本明細書に援用す
る）、並びにそれらの参照文献を参照されたい。
【０１２４】
　他の実施形態において、目的のポリペプチドは、７回膜貫通クラスの受容体（例えば、
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Ｇタンパク質共役型クラスの受容体；ＧＰＣＲ）のメンバーでありうる：例えば、β３ア
ドレナリン作動性受容体（Emorine et al., 1989, Science 245:1118-21；Huang et al.,
 1997, J. Recept. Signal Transduct. Res. 17:599-607）、ドーパミン受容体、例えば
ドーパミンＤ２受容体（Wilkie et al., 1993, Genomics 18:175-184；Bunzow et al., 1
988, Nature 336:783-7）、及びムスカリン作動性アセチルコリン受容体（Strader et al
., 1994, Ann. Rev. Biochem. 63:101-32、及びそれに引用された参照文献を参照。参照
によりその全体を本明細書に援用する）、イオンチャネル、例えば限定されるものではな
いが、Ｋｖｌ．３カリウムチャネル（Kath et al., 1997, Annual Reports in Med. Chem
., Hagmann編、32:181-89）、ＮＨＥＩ及びＮＨＥ２ Ｎａ＋／Ｈ＋交換体（Fafournoux &
 Pouysseyur, 1994, J. Biol. Chem. 269:2589-96）、電位依存性イオンチャネルファミ
リーの受容体、例えばＫ＋感受性チャネル及びＣａ２＋感受性チャネル（Hille, B, "Ion
ic Channels of Excitable Membranes", 1992, Sinauer Associates, Sunderland, MA；C
atterall, W.A., 1991, Science 253:1499-1500及びこれらに引用された参考文献を参照
。参考によりその全文を本明細書に援用する）、受容体タンパク質－チロシンホスファタ
ーゼファミリーのメンバー（すなわちＲ－ＰＴＰ）、例えば限定されるものではないが、
ＣＤ４５（すなわちリンパ球共通抗原、ＬＣＡ）、Ｒ－ＰＴＰα、β、γ、κ及びその他
（例えば、Denu et al., 1996, Cell 87:361-64；Fashena and Zinn, 1995, Curr. Biol.
 5:1367-69、それぞれ参照によりその全文を本明細書に援用する）、サイトカイン受容体
ファミリーのメンバー、ＩＬ－１サイトカイン受容体ファミリー（ＩＬ－１α及びＩＬ－
１β、例えば、Vigers et al., 1997, Nature 386:190-194参照）、クラスＩサイトカイ
ンファミリー、特にホモダイマー形成に関与する高度に保存されたシステインを特徴とす
る造血サイトカイン受容体の成長ホルモン受容体サブファミリー（Watowich et al., Pro
c. Nat. Acad. Sci., 89:2140-44）。このファミリーには、ＥＰＯ受容体（Noguchi et a
l., 1991、前掲）だけではなく、成長ホルモン受容体（Cunningham et al., 1989, Scien
ce 243:1330）、プロラクチン受容体（Boutin et al., 1988, Cell 53:69）、ＣＳＦ、顆
粒球－コロニー刺激因子受容体（Seto et al., 1992, J. Immunol. 148(1):259-266）、
ソマトトロピン受容体（Leung et al., 1987, Nature 330:537）、グリア由来神経栄養因
子（ＧＤＮＦ）受容体、例えばＧＦＲα３（Baloh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 95:
5801-06）、及び他多数（Herz et al. 1997、前掲）、並びにクラスＩＩサイトカイン受
容体（インターフェロン）ファミリーメンバー（このファミリーでは、リガンド結合はＪ
ＡＫキナーゼを介して二量体化及び活性化を誘導しうる）（Aguet et al., 1988, Cell 5
5:273-80；及びUze et al., 1990, Cell 60:225-234）。
【０１２５】
　他の実施形態において、目的のポリペプチドは、核ホルモン受容体スーパーファミリー
のメンバーでありうる（例えば、Mangelsdorf et al., 1995, Cell 83:835-39及びそれに
引用された参照文献。参照によりその全体を本明細書に援用する）：例えば、ステロイド
受容体（Beato et al., 1995, Cell 83:851-57及びそれに引用された参照文献。参照によ
りその全体を本明細書に援用する）、糖質コルチコイド（Hollenberg et al., 1985, Nat
ure, 318:635-41；またEvans, 1989, Recent Prog. Horm. Res. 45:1-22及びそれに引用
された参照文献）、アンドロゲン（Tilley et al., Proc. Nat. Acad. Scie. U.S.A., 19
89, 86:327-31）、アルドステロン、プロゲステロン、及びエストロゲン受容体（Greene 
et al., 1986, Nature 320:134-39；Tsai & O'Malley, 1994, Ann. Rev. Biochem. 63:45
1-86及びそれに引用された参照文献。参照によりその全体を本明細書に援用する）、ヘテ
ロダイマー受容体、例えばチロキシン、ビタミンＤ、ビタミンＡ、レチノイド（ＲＡＲ、
ＲＸＲ）、プロスチノイド受容体（Mangelsdorf & Evans, 1995, Cell 83:841-50及びそ
れに引用された参照文献。参照によりその全体を本明細書に援用する）、例えば肝核因子
ＨＮＦ４（Sladek et al., 1990, Genes Dev. 4:2353-65）。これらのクラス内のオーフ
ァン受容体は特に興味深い配列であり、その推定リガンドが未知であるヘテロダイマー及
びホモダイマー受容体のファミリーを表すリガンドを同定するために本発明の方法の一部
として用いることができる。
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【０１２６】
　別の実施形態において、目的のポリペプチドは、非膜型の非分泌型ポリペプチド、例え
ば核転写因子タンパク質でありうる。転写因子としては、限定されるものではないが、Ｆ
ｏｓ／Ｊｕｎ（Bohmann et al., Science 238:1386-92；Angel et al., 1988, Nature 33
2:166-71）、Ｃ／ＥＢＰ（Landshultz et al., 1988, Science, 240:1759-64）、ＧＣＮ
４（例えば、Agre et al., 1989, Science 246:922-926、また本明細書の第９節に示す実
施例参照）、ヘリックスループヘリックス（ＨＬＨ）ドメインタンパク質、例えばＭｙｃ
（Murre et al., 1989, Cell 56:777-783）及びＭｙｏＤ並びにＥ１２／Ｅ４７様タンパ
ク質とｉｎ ｖｉｖｏでヘテロオリゴマー化する必要のある他の筋原性ＨＬＨタンパク質
（Lasser et al., 1991, Cell 66:305-15）、並びに当技術分野で周知の他の転写因子が
挙げられる。
【０１２７】
　本明細書に例示するタンパク質に加えて、目的のポリペプチドは、公共データベース、
例えばＳｗｉｓｓ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｓｅ（ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ；Bairoch
 & Apweiler, 1998, Nucl. Acids Res. 26:38-42）などに登録された任意の膜結合又は分
泌型ポリペプチドに由来するアミノ酸残基を含みうる。
【０１２８】
５．３．２．抗体の診断用途
　本発明のベクター系により作製された抗体又はＦａｂフラグメントを使用し、生物学的
サンプル中の抗原レベルを本明細書に記載の又は当業者に公知の古典的免疫組織学的方法
を用いて評価することができる（例えば、Jalkanen et al., 1985, J. Cell. Biol. 101:
976-985；Jalkanen et al., 1987, J. Cell. Biol. 105:3087-3096を参照）。タンパク質
遺伝子発現を検出するために有用な他の抗体に基づく方法は、イムノアッセイ、例えば、
酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）及びラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）を含む。
好適な抗体アッセイ標識は当技術分野で公知であり、酵素標識、例えばグルコースオキシ
ダーゼ；放射性同位体、例えばヨウ素（１２５Ｉ，１３１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄（
３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、インジウム（１２１Ｉｎ）、及びテクチニウム（９９ｍ

ＴＣ）；発光標識、例えばルミノール；及び蛍光標識、例えばフルオレセイン、ローダミ
ン及びビオチンが挙げられる。
【０１２９】
　被験者のサイズと使用するイメージングシステムが、診断イメージを作るために必要な
イメージング成分の量を決定しうることは当技術分野で理解されるであろう。ヒト被験者
に対する放射性同位体成分の場合、注射される放射能の量は通常約５～２０ミリキューリ
ーの９９ｍＴｃであろう。標識した抗体又は抗体フラグメントを次いで選択的に特定のタ
ンパク質を含有する細胞の位置に蓄積させる。ｉｎ ｖｉｖｏ腫瘍イメージングは、S. W.
 Burchiel et al., 「Immunopharmacokinetics of Radiolabeled Antibody and Their Fr
agments」，Tumor Imaging :The Radiochemical Detection of Cancer, Chapt. 13, S. W
. Burchiel and B. A. Rhodes, 編, Masson Publishing Inc. (1982)に記載されている。
【０１３０】
　使用する標識のタイプ及び投与様式を含む複数の変数に依存して、標識した分子が被験
者の部位に選択的に濃縮しうるためのかつ無結合の標識した分子がバックグラウンドレベ
ルにクリアされるための投与後の時間間隔は、６～４８時間又は６～２４時間又は６～１
２時間である。他の実施形態においては、投与後の間隔は５～２０日又は５～１０日であ
る。
【０１３１】
　被験者中の標識した分子の存在は、ｉｎ ｖｉｖｏ走査に対する当技術分野で公知の方
法を用いて検出することができる。これらの方法は、使用する標識のタイプに依存する。
当業者は特定標識を検出するための適当な方法を決定することができよう。本発明の診断
に利用しうる方法とデバイスは、限定されるものでないが、コンピューター断層撮影（Ｃ
Ｔ）、位置放出断層撮影（ＰＥＴ）などの全身走査、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）、
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及びソノグラフィを含む。
【０１３２】
　特定の実施形態においては、分子を放射性同位体により標識し、患者において放射線応
答外科機器（Thurston et al., 米国特許第５，４４１，０５０号）を用いて検出する。
他の実施形態においては、分子を蛍光化合物により標識し、患者において蛍光応答走査機
器を用いて検出する。他の実施形態においては、分子を位置放出性金属により標識し、患
者においてポジトロン放出断層撮影を用いて検出する。さらに他の実施形態においては、
分子を常磁性標識により標識し、患者において磁気共鳴イメージングを用いて検出する。
【実施例】
【０１３３】
６．１．抗ＣＤ１６ Ｆａｂ及びＩｇＧの発現
　大腸菌においてＦａｂを、哺乳動物細胞においてＩｇＧを発現させるための二重発現ベ
クターの設計の基礎とするため、以下の予備的研究を行った。ベクターを２種構築した。
第１のものは、大腸菌においてＦａｂ分子を発現させるためのベクターであり、第２のも
のは、哺乳動物細胞においてＩｇＧを発現させるためのベクターであった。キメラ型又は
ヒト化型抗ＣＤ１６ Ｍａｂのうちいずれかの重鎖及び軽鎖ｃＤＮＡを用いて、発現ベク
ターを検証した。
【０１３４】
　大腸菌においてＦａｂ分子を発現させるため、ｌａｃプロモーターオペレーター（ｌａ
ｃＰＯ）の制御下で個々の軽鎖（ＬＣ）配列及びＶＨ ＣＨ１（Ｆｄ）鎖配列がそれぞれ
ｐｅｌＢシグナルペプチドコード配列と融合する、Barbasにより記載のもの（Barbaset a
l., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:7978-7982）と類似するベクターを構築し
た。Ｆｄセグメント配列はまた、精製用のＣ末端Ｈｉｓタグと同定用のＨＳＶエピトープ
タグの両方をコードする配列を含む。
【０１３５】
　このベクターを使用して、大腸菌（ＢＬ２１又はＸＬ１ Ｂｌｕｅ株）の周辺質中にキ
メラ又はヒト化抗ＣＤ１６ Ｆａｂを約１ｍｇ／ｌ分泌させた。この物質に結合活性があ
るかどうかを試験するために、周辺質抽出物からＦａｂを精製し、サンドイッチＥＬＩＳ
ＡでＣＤ１６受容体の可溶性部分（ｓＣＤ１６）と結合できるかどうかを、又は免疫複合
体とのｓＣＤ１６の結合を阻害できるかどうかを分析した。図１に示すように、精製した
キメラＦａｂは、還元後２５ｋｄの単一バンドとしてＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル上で移動し、
又は還元しない場合５０ｋｄの単一バンドとして移動する。このことから、この産物がジ
スルフィド結合していることが示唆される。ウェスタンブロット上で、このバンドは、抗
ＬＣ抗体にも抗ＨＳＶタグ抗体にも反応することから、ＬＣ鎖もＦｄ鎖も存在することが
示唆される。
【０１３６】
　ＩｇＧを発現させるため、全長重鎖（γ１）又は軽鎖（Ｋ）遺伝子をコードする配列を
ネズミＶＨシグナル配列と融合させ、ベクターｐＣＩ ｎｅｏ（Ｐｒｏｍｅｇａ）内でＣ
ＭＶｉｅプロモーター／エンハンサーの下流に配置した、個々のベクターを構築した。ネ
ズミＶＨシグナルペプチドコード領域は、天然に存在するイントロンを含み、多数の抗体
の軽鎖配列と重鎖配列をどちらも分泌する信頼性が非常に高いことが認められた。これに
対し、分泌のために発現される可変領域由来のシグナルペプチドを含むｃＤＮＡ配列から
は、一貫しない結果が得られた。キメラ又はヒト化抗ＣＤ１６の軽鎖及び重鎖プラスミド
をＨＥＫ２９３細胞に共トランスフェクトした。一般に、３日後に培地中に５～１０μｇ
／ｍｌ分泌された。
【０１３７】
　両方のベクターから精製した物質を、結合するかどうかＥＬＩＳＡで直接試験し、又は
フルオレセインＢＳＡとヒトＩｇＧ１キメラ型抗フルオレセインＭａｂ４ ４ ２０の間で
形成された免疫複合体とｓＣＤ１６との結合を阻害するかどうかについてアッセイした。
免疫複合体とｓＣＤ１６との結合阻害を図２に示す。このプロトコルは以下の通りである
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。ＭａｘｉＳｏｒｐイムノプレート（Ｎｕｎｃ Ｆ９６）を、１ウエルにつき５００ｎｇ
の炭酸緩衝液中のＢＳＡ ＦＩＴＣで、４℃で一晩被覆した。０．５％ＢＳＡのＰＢＳＴ
溶液で、このプレートを室温で３０分間ブロッキングした。Ｃｈ４ ４ ２０（ヒトＩｇＧ
１）をプレートに１ウエルにつき５０ｎｇ加え、室温で１時間インキュベートして免疫複
合体を形成させた。精製したＣｈ３Ｇ８Ｆａｂ、（陽性対照である）Ｃｈ３Ｇ８、（陰性
対照である）ヒトＩｇＧ１を、ｓＣＤ１６ Ｇ２ビオチンを０．５μｇ／ｍｌ含む０．５
％ＢＳＡ／ＰＢＳＴで、図に示した最終濃度まで希釈し、免疫複合体を含んでいるウエル
に加えた。次いで、このプレートを室温で２時間インキュベートした。ｓＣＤ１６ Ｇ２

ビオチンが免疫複合体と結合したことを、１：５０００に希釈した西洋ワサビ結合ストレ
プトアビジン（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）によって検出した。室温で３０分間インキュベート
した後、ＴＭＢ（ＢｉｏＦＸ）を検出用の基質として用いた。上記のステップの間で、１
×ＰＢＳ／０．１％Ｔｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）でプレートを常に３回洗浄した。発色さ
せるため、このプレートを室温で５～１０分間維持した。この反応を０．１８Ｍ硫酸で停
止し、ＯＤ４５０ｎｍを測定した。
【０１３８】
　図３に示すように、この物質はまた、ｓＣＤ１６Ａとの直接の結合においても活性であ
った。可溶性モノマーＣＤ１６は、抗ＣＤ１６ Ｍａｂ ＬＮＫ １６で被覆したイムノプ
レート上に捕捉された。結合しなかったリガンドを洗浄して除いた後、キメラＦａｂの希
釈物をプレートに加え、次いでこのプレートを室温で１時間インキュベートした。次いで
、上記に記載のように、ヤギ抗ヒトＦａｂ ＨＲＰ結合物を用い、その後ＴＭＢで発色さ
せて、結合したＦａｂを検出した。このｓＣＤ１６Ａ結合アッセイの結果を図３に示す。
【０１３９】
６．１．１．哺乳動物細胞においてＩｇＧ軽鎖及び重鎖を、大腸菌においてＦａｂを発現
させるための発現ベクター
　以下の手順を使用して、大腸菌においてＦａｂフラグメントを、哺乳動物細胞において
ＩｇＧを発現させ、スクリーニングするための二重発現ベクターを設計し構築した。本発
明のこの実施形態では、本発明に従ってどちらの系でも効率のよい発現及び分泌を得るた
めに、２つの条件が課せられた。第１に、大腸菌における発現及び分泌では、分泌される
ポリペプチドの前にシグナルペプチドが機能しなければならない。第２に、哺乳動物にお
ける発現及び分泌では、メッセージを正しくスプライシングして、シグナル配列をコード
するセグメントを結合させなければならない。細菌シグナル配列をコードする領域が、哺
乳動物のスプライス受容部位と重複するので、これら２つの構成要素の設計を一緒に考慮
しなければならない。
【０１４０】
　この合成セグメントの設計及び構築のための鋳型として、ｐＥＴ２５ｂのｐｅｌＢシグ
ナルペプチドコード配列を使用した。このコード配列を改変して、シグナルペプチドの中
心にある疎水性残基を保持しながら、コンセンサス３’スプライス供与部位との相同性を
最大にした。この方法では、ロイシンコドン（ＣＴＣ）で２つのアラニンコドン（ＧＣＣ
又はＧＣＴ）を置き換えて、一続きのピリミジン（ピリミジンストレッチ）を正確なスプ
ライシングに十分な長さにした。さらに、このピリミジンストレッチの上流に、潜在的な
スプライシング分枝点をもたらすために、Ａｌａコドン（ＧＣＴ）を、Ｉｌｅ（ＡＴＣ）
に変化させた。最後に、原核生物と哺乳動物のシグナルペプチドが共有している領域にお
いて、－１及び－２位で、どちらの系でも機能的活性を保持する可能性が最も高い残基を
選択した。改変型原核生物シグナルペプチドが依然として好ましいスプライス切断部位を
保持しているかどうかを予測するために、神経ネットワークアルゴリズムを用いるＳｉｇ
ｎａｌＰプログラム（Nielsen et al., 1997, Int. J. Neural Sys. 8:581-599）によっ
て配列を分析した。バークレーショウジョウバエゲノムプロジェクトウェブサイトのスプ
ライス部位予測プログラムを用いて、スプライス部位の潜在的機能を評価した（Reese et
 al., J. Comput. Biol., 1997, 4(3):311 23を参照のこと）。このプログラムも、ヒト
遺伝子向けの神経ネットワークアルゴリズムを用いている。
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【０１４１】
　プラスミドベクターｐＭＧＸ１１５は、哺乳動物発現ベクターｐＣＩ ｎｅｏ内にヒト
化重鎖をコードするミニ遺伝子を含む。このミニ遺伝子では、唯一のイントロンがシグナ
ルペプチドをコードする領域内にある。正確なスプライス結合部位は、Ｇｌｙコドン内で
、シグナルペプチド切断部位の－４位に位置する（図４Ａ～Ｂを参照のこと）。図４Ａに
示す設計されたセグメントを以下のように導入する。最初に、ＰＣＲによりｐＵＣ１８か
らｌａｃプロモーター及びオペレーター（ｌａｃＰＯ）配列を得、ＢｇｌＩＩ－ＸｂａＩ
断片としてこれをｐＥＴ２５ｂ中に導入して、Ｔ７プロモーターを置き換え、ｐＭＧＸ１
０２を生成した。次いで、ｐＭＧＸ１０２を鋳型として用いて、ｌａｃＰＯ配列をｐｅｌ
Ｂシグナル配列と一緒にＰＣＲで増幅した。次いで、重複ＰＣＲを用いて、シグナル配列
の５’側のエキソン（５’スプライス部位を含む）及び重鎖（ＶＨ Ｃγ１）をそれぞれ
含むｐＭＧＸ１１５由来の２つの断片間にこの断片を配置した。このプロセスの間に、成
熟ＶＨをコードするセグメントをｌａｃＰＯ ｐｅｌＢ配列を含むセグメントと結合させ
るのに使用する重複ＰＣＲプライマー内に改変を設計することにより、シグナル配列に改
変を導入した。得られた断片を発現ベクターｐＣＩ Ｎｅｏ中にクローン化して、ｐＭＧ
Ｘ１２１を生成した。
【０１４２】
　イントロン、スプライス結合部位及びシグナルペプチドの改変が発現及び分泌に影響を
及ぼすかどうかを決定するために、ＨＥＫ２９３細胞においてｐＭＧＸ１２１の発現を調
べた。抗ヒトＦｃ抗体を用いてヒトＩｇＧを捕捉し、抗ヒト重鎖＋軽鎖ＨＲＰ結合物を用
いて検出するＥＬＩＳＡで測定したとき、発現に対して有害な影響は認められなかった。
【０１４３】
　大腸菌におけるＦｄ（ＶＨ ＣＨ１フラグメント）の発現で停止コドンをもたらすため
に、ｐＭＧＸ１２１中のＣＨ１とヒンジ領域の間に第２イントロンを導入して、ｐＭＧＸ
５７８を生成した（図４Ｂを参照のこと）。ゲノムＤＮＡからｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲで天
然のヒトγ１遺伝子由来のイントロンを増幅し、重複ＰＣＲで他のセグメントとこれを結
合させた。次いで、部位特異的変異誘発を行ってイントロンの開始部の近くに停止コドン
を導入した。さらに、スプライシングに干渉しないような配列を設計し、スプライス部位
配列が保持されるかどうかを、上記のプログラムを用いて調べた。次いで、得られたプラ
スミドｐＭＧＸ５７９の配列を決定し、ＬＣ（軽鎖）発現プラスミドと共トランスフェク
トしたとき、これがＨＥＫ２９３細胞において発現することを確認した。
【０１４４】
　類似のＬＣ発現プラスミドを生成するために、重複ＰＣＲ手順により、ｐＭＧＸ１２１
由来のｌａｃＰＯ ｐｅｌＢ配列を含むシグナルイントロンをヒト化軽鎖コード配列と結
合させ、発現カセット全体が切り出されるようにＡｓｃＩ部位がＣＭＶｉｅプロモーター
の５’末端及びＳＶ４０ポリＡ部位の３’末端に導入されている以外はｐＭＧＸ５７９と
同一であるｐＭＧＸ５８１中に、この断片をクローン化した。このプラスミドをｐＭＧＸ
５８２と名付けた。
【０１４５】
　このプラスミドからＬＣが発現するかどうかについて、以下の通りに試験した。０．５
ｍＭ ＩＰＴＧで、ｐＭＧＸ５０６又はｐＭＧＸ５８２（ＬＣ）を有する大腸菌株ＸＬ １
０ｇｏｌｄを誘導した。３時間後、細胞を収集し、周辺質分画を単離した。この物質を１
／２及び１／１０に希釈し、ヤギ抗ヒトＦａｂ（Ｊａｃｋｓｏｎ）で被覆したマイクロタ
イタープレートに加えた。室温で約１時間インキュベートした後、結合しなかった物質を
洗浄して除き、ＨＲＰ結合ヤギ抗ヒトＬＣ（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ，Ｉｎｃ．）を用いて、
結合した軽鎖（ＬＣ）を検出した。室温で１時間インキュベートした後、ＴＭＢ試薬を用
いてプレートを発色させ、約１０分後に０．１８Ｍ Ｈ２ＳＯ４を用いて発色を停止した
。図６に示す結果から、大腸菌においてこのプラスミドからＬＣが発現することが確認さ
れた。ＬＣが大腸菌の周辺質中に明らかに分泌されたことが特に重要であり、このことか
らシグナル配列が機能的であったことが示される。このプラスミドを重鎖（ＨＣ）発現プ
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ラスミドｐＭＧＸ１１５と共トランスフェクトした後にＩｇＧが発現することも実証され
た。
【０１４６】
　大腸菌におけるＦａｂ、及び哺乳動物細胞におけるＩｇＧの発現を評価するために。プ
ラスミドｐＭＧＸ５８３を構築した。ｐＭＧＸ５８３は、ＨＣとＬＣの発現カセットをど
ちらも含み、各カセットにｌａｃＰＯ ｐｅｌＢイントロン配列が含まれている。ｐＭＧ
Ｘ５８３を構築するために、ＡｓｃＩで消化することにより、発現カセット全体であるＣ
Ｍｖｉｅ ｌａｃＰＯ ｐｅｌＢ ＬＣ ＳＶ４０ｐＡを切り出し、これを（ＡｓｃＩ部位が
ＣＭｖｉｅプロモーターの５’末端に導入されている以外はｐＭＧＸ５７９と同一である
）ｐＭＧＸ５８０に連結した。ＨＥＫ２９３細胞にトランスフェクトし、その後ヤギ抗ヒ
トＦｃ抗体で捕捉するＥＬＩＳＡを行うことにより、このプラスミドからＩｇＧが発現す
ることを確認した。プロテインＧクロマトグラフィーによってＩｇＧを精製し、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ及びウェスタンブロットで分析した。ＨＥＫ２９３細胞においてｐＭＧＸ５８３
から発現した精製ＩｇＧのクーマシーブルー染色及びウェスタンブロットを行った。還元
条件下で、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでタンパク質を分析した。ウェスタンブロットでは、１：５
０００で希釈したＡＰ結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｆａｂ’）２（Ｊａｃｋｓｏｎ）を使用し
、色素原によって発色させた。この結果を図７に示す。
【０１４７】
　大腸菌（ＢＬ２１又はＸＬ１－ｂｌｕｅ株）におけるｐＭＧＸ５８３によるＦａｂ発現
も評価した。ｐＭＧＸ１２１由来のプラスミドがｌａｃリプレッサー遺伝子のコピーを含
まないので、プラスミドｐＬａｃ１（Ｎｏｖａｇｅｎ）を用意した。ｐＬａｃ１はクロラ
ムフェニコール耐性プラスミドであり、ｌａｃリプレッサータンパク質をコードし、ｐＭ
ＧＸ１２１由来のベクターと適合するｐ１５ａ複製起点を有する。ｐＬａｃ１とｐＭＧＸ
５８３で大腸菌を共形質転換し、アンピシリン及びクロラムフェニコールでコロニーを選
択した。下記のように、形質転換体を増殖させ、１ｍＭ　ＩＰＴＧで誘導した。図８に示
すように、周辺質抽出物由来のＦａｂをｓＣＤ１６Ａによって捕捉し、ＨＲＰ結合ヤギ抗
ヒトＦ（ａｂ’）２（Ｊａｃｋｓｏｎ）で検出した。非誘導及び誘導（ＩＰＴＧ、１ｍＭ
）の周辺質抽出物を同量使用した。市販のヒトＩｇＧ１を対照として用いた。図２に示す
ように、前記の構築物に由来する精製ｃｈ３Ｇ８Ｆａｂの連続希釈物を標準物質として用
いた。ｐＭＧＸ５８３プラスミドによる周辺質におけるＦａｂの推定発現量は、培養物１
ｍｌ当たり約１０ｎｇである。
【０１４８】

【０１４９】
　上記の予備的研究から、哺乳動物細胞において発現又は分泌を低下させずに、原核生物
の転写及び翻訳シグナルをＩｇＧ重鎖又は軽鎖構築物のシグナルイントロン内に導入する
ことができることが実証された。
【０１５０】
　ＬＣの及びＦｄフラグメントのＮ末端配列を得るのに十分なＦａｂが大腸菌から調製さ
れる。非修飾のＦａｂ、並びに還元及びアルキル化された鎖に対して質量分析を行う。哺
乳動物細胞において一過性に産生されるＭａｂに対しても、同様の分析を行う。
【０１５１】
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　細菌において周辺質へのＦａｂ分泌レベルを高めるために、細菌シグナル配列領域にお
けるペプチドのいくつかの改変を設計し構築した。以下に示すように、多数の位置のアミ
ノ酸をｐｅｌＢ配列中に含まれるものに戻した。
【０１５２】

【０１５３】
　改変シグナルペプチドが依然として好ましいスプライス切断部位を保持しているかを予
測するために、ＳｉｇｎａｌＰプログラムによって配列を分析した。個々の改変を行い、
細菌細胞と哺乳動物細胞の両方の系において試験した。ｐＭＧＸ１０２由来の元のｌａｃ
Ｚ ｐｅｌＢセグメント（すなわち野生型ｐｅｌＢ）とともにＬＣ ｃＤＮＡも含むベクタ
ーにおけるＨＣ／Ｆｄ遺伝子のイントロン内に変異が導入された。このようにして、周辺
質抽出物中の分泌Ｆａｂによる抗原結合について分析することにより、分泌の増大に対す
る変異の寄与について評価することができる。哺乳動物での発現では、第２プラスミド上
のＬＣ遺伝子を共トランスフェクトすることができる。次いで、最初の分析の結果によっ
て定められるように、変異が組み合わされる。
【０１５４】
　コドン利用も、シグナルペプチドの切断の成功に影響を与えることが示されている。こ
の可能性を利用し、分泌の改善を促進することのできるどんな予測不可能な変異をも捕捉
するために、この領域中に無作為な可変性が導入された大腸菌変異体のライブラリーをス
クリーニングする。これは、縮重又は付加（doped）オリゴヌクレオチドを用いて構築さ
れ、コロニーリフト法及び周辺質抽出物の高速処理スクリーニングの両方によってスクリ
ーニングされる。エピトープタグの組み込みは、このスクリーニングに特に有用である。
【０１５５】
材料及び方法：
　基本的なクローン化法、重複ＰＣＲ法及び部位特異的変異誘発（Ｑｕｉｃｋ ｃｈａｎ
ｇｅ ｋｉｔ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて、ベクターを改変して新規な遺伝的構成
要素を導入する。新規構築物のすべてのＤＮＡ配列を決定して、構築過程で配列の中に望
ましくない変異が導入されていないことを確認する。プラスミドが大腸菌内で安定である
ことを確認するために、受容株はｌａｃＩｑ＋であり、また必要であれば適合するプラス
ミドに、又は構築物自体にｌａｃＩを供給する。さらに、ＣＲＰによるｌａｃプロモータ
ーの誘導を防止するため、誘導前にプラスミドを含む細胞を栄養富化培地又はブドウ糖の
存在下で増殖させる。次に発現を誘導するための以下のプロトコルを行う。単一コロニー
由来の細胞をＬブロス（１リットル当たりバクトトリプトン１０ｇ、酵母抽出物５ｇ、Ｎ
ａＣｌ１０ｇ）中で３０℃で一晩増殖させた。一晩培養物をＬＢで１／１００に希釈し、
ＯＤ６００が約０．２になるまで３０℃で増殖させた。この時点で、この培養物を３つの
フラスコに分け、２つをそれぞれ０．１ｍＭ又は１ｍＭ ＩＰＴＧ（１００ｍＭストック
由来）で誘導する。その他のフラスコは、非誘導対照として使用する。誘導してから３時
間後、細胞を回収し、浸透圧ショックによって周辺質分画を単離する。得られた分画につ
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いて、Ｆａｂが存在するかどうかＥＬＩＳＡ及びウェスタンブロットでアッセイする。Ｅ
ＬＩＳＡアッセイでは、Ｆａｂをヤギ抗ヒト軽鎖で捕捉し、マウス抗Ｆｄで、その後ウサ
ギ抗マウスＨＲＰ結合物で検出する。予備的な結果についての節で記載した、又は業者か
ら入手した精製Ｆａｂを用いて、アッセイ用の標準曲線を作成する。
【０１５６】
　Ｆａｂの保持機能を検出するため、捕捉抗原結合ＥＬＩＳＡアッセイを適用した。周辺
質から精製したＦａｂ又は未精製周辺質抽出物をｓＣＤ１６によって捕捉し、ヤギ抗ヒト
Ｆ（ａｂ’）２ ＨＲＰ結合抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ）で検出した。市販の精製ヒトＩｇＧ
１を陰性対照として使用した。
【０１５７】
哺乳動物細胞の発現分析：
　哺乳動物細胞における発現及び分泌レベルを測定するために、ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩ
ＮＥ２０００試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いたトランスフェクションにより、ヒト
胚性腎２９３細胞（ＨＥＫ２９３）において、表１に示した個々の構築物を一過性に発現
させた。トランスフェクションの前日に、ポリＤリシンで予め被覆した皿（Ｂｅｃｔｏｎ
 Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）上に１皿（１００ｍｍ）当たり細胞５×１０６個で細胞を播いた
。各皿の細胞について、総ＤＮＡ１８μｌをＯＰＴＩＭＥＭ Ｉ還元血清培地（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）１．４ｍｌで希釈した。ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ試薬（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）５４μｌをＯＰＴＩＭＥＭ Ｉ還元血清培地１．４ｍｌで希釈し、室温で５分
間インキュベートした。次いで希釈したＤＮＡ及びＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ試薬を混
合し、室温で２０分間インキュベートして複合体を形成させた。このＤＮＡとＬｉｐｏｆ
ｅｃｔＡＭＩＮＥ試薬の複合体を細胞に直接加えた。細胞を３７℃でＣＯ２（５％）イン
キュベーター内で７２時間インキュベートして組換えＩｇＧを培地に分泌させた。ＩｇＧ
発現レベルについて、ＥＬＩＳＡ及びウェスタンブロットで条件培地（conditional medi
um）をアッセイする。ＥＬＩＳＡアッセイでは、（条件培地中の）ＩｇＧをヤギ抗ヒトＦ
ｃ抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ）で捕捉し、ヤギ抗ヒトＩｇＧ（軽鎖＋重鎖）ＨＲＰ結合物で検
出する。市販の精製ヒトＩｇＧ１を標準曲線に使用した。
【０１５８】
６．２．ファージディスプレイ及びスクリーニング法
　大腸菌によって発現されるＦａｂ及び哺乳動物によって発現されるＩｇＧに関与するこ
のベクターを利用するスクリーニング法は、本発明に包含されている。改変型ｐＥＴ２５
ｂを使用してＦａｂを発現させる。この場合、ＬＣはエピトープタグが付加されておらず
、Ｆｄ鎖は、Ｃ末端ＨＳＶタグと、その後にヘキサヒスチジンタグが精製用に付加されて
発現した。２種類の方法で、この配列を構築物に組み込む。第１に、目下存在するオーカ
ーコドン（ＴＡＡ）の代わりにアンバー（ＴＡＧ）停止コドンを使用する。これにより、
大腸菌のサプレッサー（ｓｕｐＥ）株においてリードスルー翻訳が可能となる。このよう
な構築物はファージディスプレイに特に有用であり、この手法は以前に用いられている（
Hoogenboom et al., 1991, Nucleic Acids Res. 19: 4133 4137）。アンバーコドンは、
ＸＬ１　ｂｌｕｅ（ｓｕｐＥ４４＋）などの株で抑制されるはずであり、それによってＦ
ａｂのファージ粒子中への組み込みが可能となるが、Ｆａｂ発現に好ましい株であるＢＬ
２１（ｓｕｐ）では抑制されない。
【０１５９】



(46) JP 4773947 B2 2011.9.14

10

20

30

40

【０１６０】
　或いは、以下に示すＨｉｎｄＩＩＩなどの制限部位を挿入した後、エピトープ及び／又
はアフィニティタグを付加する。
【０１６１】

【０１６２】
糸状ファージ由来の遺伝子ＩＩＩ及びＶＩＩＩ：
　ファージ被殻（遺伝子ＶＩＩＩ）又は付着（遺伝子ＩＩＩ）タンパク質コード領域との
融合物は、ファージディスプレイに最も広く使用されている。その各遺伝子セグメントと
のＦｄ（ＶＨ ＣＨ１）遺伝子セグメントの融合物を構築する。この遺伝子をＰＣＲによ
ってｆｄ ｔｅｔファージから単離する。遺伝子ＩＩＩ融合物では、この遺伝子のＰ１９
８からＳ４０６までのセグメントを使用する。ＣＨ１と遺伝子ＩＩＩセグメントの間のＨ
ＳＶエピトープタグを保持しながら、遺伝子ＩＩＩセグメントが上記のベクター内のヘキ
サヒスチジンタグと置き換わるように、融合物を構築する。多価のＦａｂディスプレイと
するため、遺伝子ＶＩＩＩのセグメントで同様の構築物を作製する。
【０１６３】
ファージ分析：
　標準的な条件を使用して、ファージの調製及び分析を行う。ファージミドを大腸菌株Ｘ
Ｌ１ Ｂｌｕｅにおいて増殖させる。３７℃で増殖させた対数増殖期の培養物に、ヘルパ
ーファージＶＣＳＭ１３を感染させ、約１２時間培養する。ＰＥＧ／ＮａＣｌ沈殿による
培養上清からファージを単離し、得られたペレットをＴＢＳ１５に再懸濁させる。表面上
にＦａｂが存在するかどうか、ファージの一部をＥＬＩＳＡで分析する。さらに、結合し
たファージをイムノプレートから溶出させて、ファージが表面結合ｓＣＤ１６ Ｉｇ又は
ｓＣＤ３２ Ｉｇ同一の調製物と結合するかどうかを決定する。活性型抗ＣＤ１６ Ｆａｂ
を有するファージは、前者の分子と結合するが、後者と結合しないはずである。溶液中で
ｓＣＤ１６ Ｉｇとともに予めインキュベートして、結合を遮断するために使用する。低
ｐＨ溶液（グリシンＨＣｌ、ｐＨ２．２）を用い、その後中和して、プレートからのファ
ージミドの溶出を行う。力価を決定するため、アンピシリン含有プレート上にファージミ
ドをＸＬ１ Ｂｌｕｅとともに播く。
【０１６４】
　（Ｆａｂ’）２
【０１６５】
　Ｆａｂ’発現では、以下の改変について、ヒンジＣＨ１イントロンをＨＣミニ遺伝子中
の適当な部位に導入後試験した（配列番号２８～３１）。
【０１６６】
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【０１６７】
　本発明は、記載した特定の実施形態による範囲に限定されるべきでなく、この実施形態
は本発明の個々の態様の例示に過ぎないものとし、機能上等価な方法及び構成要素は本発
明の範囲に含まれる。実際、本明細書に示し記載したものに加えて、本発明の様々な変更
形態が、前記の記載及び添付した図面から当業者に明らかとなるであろう。このような変
更形態は、添付した特許請求の範囲内に含まれるものとする。
【０１６８】
　本明細書において引用したすべての文献は、すべての目的でその全体が参照により本明
細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１６９】
【図１】非還元条件での精製Ｃｈ３Ｇ８Ｆａｂ（ｐＭＧＸ５１３）のクーマシーブルー染
色を示す図である。レーン１：標準タンパク質（ＳｅｅＢｌｕｅ（登録商標）Ｐｌｕｓ 
Ｓｔａｉｎｅｄ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；レーン２：ヒトＩｇＧ（対照）；レーン３：
ｃｈ３Ｇ８Ｆａｂ。
【図２】ｓＣＤ１６－Ｉｇと免疫複合体との結合阻害を示す図である。１）ＨｕＩｇＧ１
、ヒトＩｇＧ１、すなわちＣｈ４ ４ ２０（陰性対照として）；２）ＣｈＦａｂ；３）Ｃ
ｈ３Ｇ８（ＩｇＧ１）。
【図３】ｃｈ３Ｇ８ＦａｂとｓＣＤ１６Ａとの結合を示す図である。
【図４】イントロン配列の設計を示す図である。Ａは、哺乳動物シグナルペプチドコード
配列におけるイントロン内のｌａｃプロモーター及び細菌シグナル配列の配置を示す（配
列番号６、７、及び８）。Ｂは、ＣＨ１ヒンジイントロン内のＴＡＡ停止コドンの配置を
示す（配列番号９～１２）。
【図５】重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）発現プラスミドの構築及び名称を示す図である。
【図６】大腸菌周辺質抽出物におけるキメラＬＣの検出を示す図である。
【図７】ｐＭＦＸ５８３から発現した精製ＩｇＧのクーマシーブルー染色及びウェスタン
ブロットを示す図である。
【図８】抗ＣＤ１６のＥＬＩＳＡによって測定された、周辺質抽出物由来のｐＭＧＸ５８
３のＨｕ３Ｇ８ ＦａｂとｓＣＤ１６Ａとの結合を示す図である。



(48) JP 4773947 B2 2011.9.14

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(49) JP 4773947 B2 2011.9.14

【図５】 【図６】

【図７】 【図８】



(50) JP 4773947 B2 2011.9.14

【配列表】
0004773947000001.xml



(51) JP 4773947 B2 2011.9.14

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｃ４０Ｂ  40/02     (2006.01)           Ｃ４０Ｂ  40/02    　　　　          　　　　　

(72)発明者  ファン，リン
            アメリカ合衆国　２０８７９　メリーランド州，ゲイサーズバーグ，ストラトス　レーン　７１０
            ７

    審査官  上條　肇

(56)参考文献  特表２００２－５３２０６６（ＪＰ，Ａ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12N  15/00 - 15/90
              C12N   1/21
              C12N   5/10
              C12Q   1/02
              C40B  40/02
              G01N  33/15
              G01N  33/50
              CAPlus/BIOSIS/MEDLINE(STN)
              WPI


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

