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(57)【要約】
　本発明は、所望の標的ポリペプチドに結合する特異的結合パートナー（例えば抗体又は
抗体模倣物）を識別する方法に関する。特に本方法は、哺乳類細胞集団において抗体又は
抗体模倣物のライブラリを発現させるステップであって、細胞集団の各細胞は細胞の外面
に標的ポリペプチドをディスプレイする、ステップと、細胞集団のうち、抗体又は抗体模
倣物が結合した細胞を識別又は単離するステップと、を含む。
【選択図】なし



(2) JP 2020-510438 A 2020.4.9

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的ポリペプチドに結合する抗体又は抗体模倣物を産生する細胞を識別する方法であっ
て、
　（ａ）哺乳類細胞集団において抗体又は抗体模倣物のライブラリを発現させるステップ
であり、それぞれの抗体又は抗体模倣物は、それが産生された細胞から分泌され、前記標
的ポリペプチドは、前記哺乳類細胞集団の各細胞の外面にディスプレイされ、前記標的ポ
リペプチドは内在性膜タンパク質である、ステップと、
　（ｂ）前記哺乳類細胞集団のうち、抗体又は抗体模倣物が結合した細胞を単離するステ
ップと、
を含み、
　抗体又は抗体模倣物が結合した前記細胞は、前記標的ポリペプチドに結合する抗体又は
抗体模倣物を産生する細胞である、
方法。
【請求項２】
　前記標的ポリペプチドは、前記細胞集団の各細胞内で、好ましくは発現コンストラクト
から、発現される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　（ｃ）前記単離された細胞において、前記標的ポリペプチドに結合する前記抗体又は抗
体模倣物をコードする（好ましくは全部又は一部の）前記ポリヌクレオチド配列を配列決
定するステップ、
を更に含む、請求項１又は請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記標的ポリペプチドは免疫チェックポイント分子である、請求項１～３のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項５】
　前記哺乳類細胞は、ヒト、マウス、ラット、ハムスター、サル、ウサギ、ロバ、ウマ、
ヒツジ、ウシ及び類人猿由来のいずれかの臓器又は組織由来の細胞からなる群から選択さ
れ、好ましくはヒト細胞である、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗体はｓｃＦＶ抗体である、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体模倣物はＡｆｆｉｂｏｄｙ、ＤＡＲＰｉｎ、Ａｎｔｉｃａｌｉｎ、Ａｖｉｍｅ
ｒ又はＶｅｒｓａｂｏｄｙであり、好ましくはＤＡＲＰｉｎである、請求項１～６のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体又は抗体模倣物は、前記抗体又は抗体模倣物に結合する標識２次抗体を用いて
検出される、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記方法は液体培地、半固形培地、固形培地において実施されるか、又は前記細胞は完
全に又は部分的に固定される、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ステップ（ｂ）は、
　（ｂ）前記細胞集団のうち、前記抗体又は抗体模倣物が最初に結合した細胞を単離する
ステップ、
を含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ステップ（ｂ）は、
　（ｂ）前記抗体又は抗体模倣物を分泌した細胞上にディスプレイされた標的ポリペプチ
ドにのみ前記抗体又は抗体模倣物が結合し得る時点の後に、前記哺乳類細胞集団のうち、
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抗体又は抗体模倣物が結合した細胞を単離するステップ、
を含む、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　ステップ（ａ）は更に、
　前記方法は連続的又は不連続に交換される液体培地において実施される、
という特徴を含む、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　ステップ（ａ）が実施される前記液体培地の動的粘度は、２５℃において少なくとも１
０×１０－４Ｐａ．ｓである、請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　ステップ（ａ）が実施される前記培地はヒドロゲルであり、好ましくはアルギン酸ゲル
である、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　ステップ（ａ）は、
　（ａ１）哺乳類細胞集団において抗体又は抗体模倣物のライブラリを発現させるステッ
プであり、それぞれの抗体又は模倣物は、それが産生される前記細胞から分泌される、ス
テップと、
　（ａ２）前記哺乳類細胞集団から、抗体又は抗体模倣物が結合する細胞を除去するステ
ップと、次に、
　（ａ３）前記哺乳類細胞集団の各細胞の外面上での前記標的ポリペプチドの発現を（好
ましくは誘導性プロモーターから）誘導するステップと、
を含む、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記誘導性プロモーターは、Ｔｅｔリプレッサータンパク質（ＴｅｔＲ）が結合可能な
複数のＴｅｔオペレータ配列を含むプロモーターである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　標的ポリペプチドに結合する抗体又は抗体模倣物（の好ましくは全部又は一部）のヌク
レオチド配列を取得する方法であって、請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法を含
み、更に、前記細胞において前記抗体又は抗体模倣物をコードする核酸（の好ましくは全
部又は一部）の配列を決定するステップを含む、方法。
【請求項１８】
　標的ポリペプチドに結合する抗体又は抗体模倣物（の好ましくは全部又は一部）のアミ
ノ酸配列を取得する方法であって、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法を含み、
更に、前記抗体又は抗体模倣物を精製するステップと、前記精製された抗体又は抗体模倣
物（の好ましくは全部又は一部）の配列を決定するステップと、を含む方法。
【請求項１９】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法によって識別された細胞によって産生され
た抗体又は抗体模倣物。
【請求項２０】
　哺乳類細胞集団を作製するためのプロセスであって、
　第２の哺乳類細胞集団を作製するために、
　　（ａ）複数の第１の発現コンストラクトであって、分泌性の抗体又は抗体模倣物のラ
イブラリをコードする複数の第１の発現コンストラクト；および
　　（ｂ）所望の標的ポリペプチドをコードする第２の発現コンストラクトであって、前
記標的ポリペプチドは膜貫通ドメインを含む、第２の発現コンストラクト、
を用いて第１の哺乳類細胞集団を形質転換させるステップを含み、
　前記第２の哺乳類細胞集団の各細胞は、１又は複数の抗体又は抗体模倣物を分泌するか
又は分泌可能であり、前記第２の哺乳類細胞集団の各細胞は、前記哺乳類細胞の外面に前
記標的ポリペプチドをディスプレイするか又はディスプレイ可能である、
プロセス。
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【請求項２１】
　前記標的ポリペプチドは内在性膜タンパク質である、請求項２０に記載のプロセス。
【請求項２２】
　前記標的ポリペプチドは、前記細胞集団の各細胞内で、好ましくは発現コンストラクト
から、発現される、請求項２０又は請求項２１に記載のプロセス。
【請求項２３】
　前記複数の第１の発現コンストラクト（及び／又は前記第２の発現コンストラクト）は
、前記哺乳類細胞に感染可能なウイルス（好ましくはレトロウイルス、より好ましくはレ
ンチウイルス）により、前記第１の哺乳類細胞集団に送達される、請求項２０～２２のい
ずれか一項に記載のプロセス。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、所望の標的ポリペプチドに結合する特異的結合パートナー（例えば抗体又は
抗体模倣物）を識別するための方法に関する。特に、本方法は、哺乳類細胞集団において
抗体又は抗体模倣物のライブラリを発現させるステップであり、細胞集団の各細胞は細胞
の外面に標的ポリペプチドをディスプレイする、ステップと、細胞集団のうち、抗体又は
抗体模倣物が結合した細胞を識別又は単離するステップと、を含む。
【背景技術】
【０００２】
　１９８６年のハイブリドーマ技術の発明以来、モノクローナル抗体は、標的選択性、効
力、良好な生物学的半減期及び送達半減期、並びに比較的単純な大規模製造が組み合わさ
った、強力で多用途の生物学的治療薬として登場した。今日、およそ５０のモノクローナ
ル抗体が米国及び欧州で医療用に認可されており、他にも数多くが開発中である。モノク
ローナル抗体は、炎症（例えばリウマチ性関節炎、クローン病、潰瘍性大腸炎など）、臓
器移植、喘息、癌及び白血病、ウイルス及び細菌の感染、異常な血液凝固、その他多くを
含む広範な疾患の治療に使用される。
【０００３】
　医学的には、モノクローナル抗体は通常、忍容性が高く、副作用がほとんどなく、人生
を変えるような医学的メリットがあるといえる。しかしながら、治療可能性に対する評価
の高まりにより、幅広い標的に対する新しいモノクローナル抗体の需要が高まっている。
これにより、今度は、難易度の高い標的に対して、中でも注目すべきは内在性膜タンパク
質などの細胞表面上の分子に対して十分な効力を有するモノクローナル抗体を定義する際
に直面する困難が浮き彫りになった。このような標的は、抗体の選択中にその生理学的構
成を保持する必要があり、これにより、それらを認識するモノクローナル抗体の産生に使
用できる戦略が大幅に制限されてしまう（Ｊｏｎｅｓ，Ｍ．他、Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　
Ｒｅｐｏｒｔｓ，６，２６２４０（２０１６））。開発中である多くの自己認識抗体のク
ローン除去が原因で、ヒト標的に結合する天然に存在するヒト抗体を定義することは特に
困難である。
【０００４】
　ＧＰＣＲは、その構成を保持するために膜結合性を維持する必要があるので、歴史的に
モノクローナル抗体を産生することは困難であった。ＧＰＣＲは、ヒトにおける膜タンパ
ク質の最大ファミリーを構成し、ホルモン及び神経伝達物質、光感知、嗅覚及び味覚に対
する細胞性応答を担う。現在の低分子量薬物の約半分がＧＰＣＲを標的としているが、標
的にするには理解しづらいので、開発中の（研究中のものでさえ）モノクローナル抗体は
ほとんどない。良い例のひとつは、ニューロンの成長と発達、いくつかの行動反応を調節
し、ＤＲＤ２活性を調節するＤＲＤ１（ドーパミン受容体のＤ１サブタイプ）である。Ｄ
ＲＤ１の調節解除は、統合失調症、ハンチントン病、パーキンソン病、高血圧、アルツハ
イマー病、その他多くで役割を果たすと考えられる。ＧＰＣＲ市場は現在１６億ドルと推
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定される（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙｍａｒｋｅｔｒｅｓｅａｒ
ｃｈ．ｃｏｍ／ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ－ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ－ｍａｒｋｅ
ｔ．ｈｔｍｌ）。ＤＲＤ１を標的とする承認された４７の薬剤のうち、モノクローナル抗
体はない。これは、天然構成の膜抗原を認識する効果的なモノクローナル抗体を作製する
ことの課題を示している。
【０００５】
　癌チェックポイント阻害抗体は現在、がん研究の最も刺激的な新しい局面であり、様々
な標的に対していくつかの薬剤がすでに認可されている。これらの市場は２０２２年には
驚異的な１９０億ドルに達すると予測される（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｍｕｎｅｃｈｅｃｋｐ
ｏｉｎｔ－ｅｕｒｏｐｅ．ｃｏｍ／ｐａｒｔｎｅｒ／ｓｐｏｎｓｏｒｓｈｉｐ－ｏｐｐｏ
ｒｔｕｎｉｔｉｅｓ／）。これらの標的が共有するひとつの特徴は、それらが全て膜抗原
であることである（例えばＰＤ１、ＰＤＬ１、ＣＴＬＡ４など）。
【０００６】
　抗体ディスプレイは、特定の標的ポリペプチドに対する抗体のスクリーニングに用いる
ことができる。抗体ディスプレイの既存の技術としては、ファージディスプレイ、酵母デ
ィスプレイ、哺乳類ディスプレイ、リボソームディスプレイ、シス活性ベース（ＣＩＳ）
ディスプレイ、共有結合型抗体ディスプレイ（ＣＡＤ）がある。これらの技術には全て、
天然の折り畳まれた膜結合状態では膜標的ポリペプチド（「ベイト」）が提示されないと
いう同じ制限がある。
【０００７】
　タンパク質相互作用のハイスループット・スクリーニングの古典的な方法は、ファージ
ディスプレイである。このシステムでは、バクテリオファージコートタンパク質の遺伝子
に抗体ライブラリが融合される。次に、ライブラリは大腸菌宿主株に変換され（ファージ
ミドを使用）、その結果ファージ粒子の集団が得られ、それぞれがそのゲノム内に抗体の
配列を含み、その表面にタンパク質自体をディスプレイする。はじめに、表面に固定され
た標的抗原でファージライブラリがスクリーニングされる。次に、未結合のファージは洗
い流される。結合されたファージは回収され、バクテリアに感染させられ、その後ライブ
ラリを強化するために増幅される。このプロセスは通常数回繰り返され、標的に対する親
和性が徐々に向上する配列がもたらされる。ライブラリ内のファージのタンパク質配列（
及び出現するコンセンサス又は相同性のレベル）は、個々のコロニーを単離し、適切な領
域でそれらのＤＮＡを配列決定することによって決定することができる。
【０００８】
　他のシステムも同様の概念を用いる。例えば、Ｉｓｏｇｅｎｉｃａ独自のＣＩＳインビ
トロディスプレイ技術は、ＲｅｐＡと呼ばれるタンパク質の、自身のＤＮＡ配列に結合す
る能力を用いて、ＲｅｐＡが表現型と遺伝子型の間のリンカーとして機能できるようにす
る。このシステムの利点は、ＤＮＡ配列をコードする抗体の選択ステップ後の迅速な回収
を容易にすることである。しかしながら、このシステムの重大なデメリットは、インビト
ロ選択ステップ中にベイトタンパク質を固体担体に固定しなければならないことである。
これにより、大きな複数回貫通型膜タンパク質などの特定のタンパク質の標的化ができな
くなってしまう。
【０００９】
　細胞表面ディスプレイは、細胞外環境にさらされる細胞の機能的構成要素に融合させる
ことにより、生細胞の表面に抗体タンパク質を発現させることである。細胞表面ディスプ
レイの原理はファージディスプレイに類似し、細胞表面にアンカリングされた組み換え抗
体と、細胞内に存在するコード化ＤＮＡとを用いる。細胞表面ディスプレイの利点のひと
つは、細胞がフローサイトメトリーによってスクリーニングされるのに十分な大きさであ
ることである。非細胞アプローチとは対照的に、蛍光体で標識された抗原は、細胞ディス
プレイされた抗体ライブラリと溶液中でインキュベートされ、その後、任意の抗原結合細
胞が蛍光活性化細胞選別
（ＦＡＣＳ）によって単離される。ディスプレイ戦略は、細菌、酵母及び哺乳類細胞を用
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いて使用できるように展開されてきた。哺乳類細胞を用いることの利点は、高い忠実度で
、更には適切な翻訳後修飾により、そのライブラリの抗体を発現し折り畳むことができる
ことである。
【００１０】
　細胞ディスプレイ技術のデメリットのひとつは、細胞にライブラリをトランスフェクト
するという制限のせいで、非細胞技術と比べて比較的小さいサイズのライブラリしかでき
ないことである。
【００１１】
　しかしながら、哺乳類細胞ディスプレイの重要なデメリットは、抗原が溶液中に存在し
なくてはならないことである。これにより、抗原は比較的小さく親水性のタンパク質に制
限され、抗体発見の標的の重要なクラスである大きな複数回貫通型膜タンパク質は本質的
に除外されてしまう。これに対処する試みには、膜小胞という観点から抗原を提示するこ
とが含まれるが、このアプローチは面倒であり、これまでのところあまり成功していない
。
【００１２】
　Ｃｈｅｎ　Ｚｈｏｕのグループは、全長抗体ｃＤＮＡベースのライブラリをスクリーニ
ングするための哺乳類ディスプレイ系を開発した（Ｚｈｏｕ他、Ａｃｔａ　Ｂｉｏｃｈｉ
ｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ｓｉｎｉｃａ，４２（８），５７５-８４．２
０１０；ＵＳ　２０１２／０１０１０００）。彼らの系は、哺乳類細胞の表面にヒト抗体
の重鎖と軽鎖を一緒に発現させる。血小板由来成長因子受容体の膜貫通ドメインが重鎖に
融合されて、抗体を発現した細胞の膜に抗体をアンカリングする。ヒト重鎖（ＩｇＧ－１
）ライブラリは、ＰＢＭＣから可変ドメインを増幅し、それをプラスミドベクターにクロ
ーニングするＲＴ－ＰＣＲにより、個別に構築された。ヒト軽鎖（カッパ）ライブラリも
同様に構築され、該系を用いることにより、可溶性標的抗原に対する抗体の選択が成功し
た。これは、哺乳類細胞において標的に対するスクリーニングを行うのに必要な規模で、
全長抗体ライブラリを使用できることを示す。しかしながら彼らのアプローチでは、生物
学的選択のために可溶性タンパク質を必要とするので、複雑な膜結合標的（最も一般に必
要とされる）に対する抗体を得ることはできない。
【発明の概要】
【００１３】
　本発明は、細胞上のタンパク質、特に内在性膜タンパク質を認識するモノクローナル抗
体の生物学的選択のための新規且つ迅速な戦略を提供することにより、上記の問題の１つ
又は複数を克服することを目的とする。このアプローチは、ポリペプチド結合パートナー
、例えば抗体又は抗体模倣物のライブラリを分泌する細胞の表面に抗原を発現させ、その
後、自己標識する細胞を単離することにより、既存の戦略を改善する。ライブラリの進化
を可能にするために該プロセスが繰り返されることを受けて、有力候補のポリペプチド結
合パートナーの親和性が成熟する。
【００１４】
　この解決策の利点のひとつは、膜結合型の標的ポリペプチドが、細胞の表面に提示され
る前に、適切な細胞折り畳み及び膜内挿入の経路を通過することである。ライブラリ内の
ポリペプチド結合パートナー（例えば抗体／模倣物）に対して提示される膜結合型の標的
ポリペプチドのセグメントは、インビボ（細胞培養又は治療）設定において結合可能であ
り得るものと同じである。一般に膜タンパク質（免疫チェックポイント及びＧタンパク質
共役受容体を含む）は重要な治療標的であるので、膜タンパク質に結合する結合パートナ
ー（例えば抗体／模倣物）を選択する能力は重要である。
【００１５】
　一実施形態において、本発明は、標的ポリペプチドに結合する特異的結合パートナーを
産生する細胞を識別する方法を提供する。本方法は、
　（ａ）哺乳類細胞集団において結合パートナーのライブラリを発現させるステップであ
り、各結合パートナーはコアフレームワーク及び複数の可変領域を有し、複数の可変領域
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のそれぞれは該結合パートナーに標的に対する特異的な結合親和性を与え、各結合パート
ナーはそれが産生された細胞から分泌され、標的ポリペプチドは、哺乳類細胞集団の各細
胞の外面にディスプレイされる、ステップと、
　（ｂ）哺乳類細胞集団のうち、特異的結合パートナーが結合した細胞を単離又は識別す
るステップと、
　を含み、特異的結合パートナーが結合した細胞は、標的ポリペプチドに結合する特異的
結合パートナーを産生する細胞である。好ましくは、特異的結合パートナーは抗体又は抗
体模倣物である。
【００１６】
　更なる実施形態では、本発明は、標的ポリペプチドに結合する抗体又は抗体模倣物を産
生する細胞を識別する方法を提供する。本方法は、
　（ａ）哺乳類細胞集団において抗体又は抗体模倣物のライブラリを発現させるステップ
であり、それぞれの抗体又は抗体模倣物はそれが産生される細胞から分泌され、標的ポリ
ペプチドは、哺乳類細胞集団の各細胞の外面にディスプレイされる、ステップと、
　（ｂ）哺乳類細胞集団のうち、抗体又は抗体模倣物が結合した細胞を単離又は識別する
ステップと、
　を含み、抗体又は抗体模倣物が結合した細胞は、標的ポリペプチドに結合する抗体又は
抗体模倣物を産生する細胞である。好ましくは、標的ポリペプチドは、細胞集団の各細胞
内で、好ましくは発現コンストラクトから発現される。
【００１７】
　好ましくは、本方法は更に、
　（ｃ）単離された細胞において、標的ポリペプチドに結合する抗体又は抗体模倣物をコ
ードする（一部または全部の）ポリヌクレオチド配列を配列決定するステップ、
　を含む。
【００１８】
　本発明はまた、標的ポリペプチドに結合する特異的結合パートナー（例えば抗体又は抗
体模倣物）のヌクレオチド配列を取得する方法を提供する。本方法は、本発明の、標的ポ
リペプチドに結合する特異的結合パートナーを産生する細胞を識別する方法のステップを
含み、更に、細胞において特異的結合パートナーをコードする核酸（の全部又は一部）を
配列決定するステップを含む。
【００１９】
　本発明はまた、標的ポリペプチドに結合する特異的結合パートナー（例えば抗体又は抗
体模倣物）のアミノ酸配列を取得する方法を提供する。本方法は、本発明の、標的ポリペ
プチドに結合する特異的結合パートナーを産生する細胞を識別する方法のステップと、該
特異的結合パートナーを精製するステップと、（全部又は一部の）該精製された特異的結
合パートナーのアミノ酸配列を取得するステップと、を含む。
【００２０】
　別の更なる実施形態において、本発明は、細胞集団を作製するためのプロセスを提供す
る。本プロセスは、第２の哺乳類細胞集団を作製するために、
　　（ａ）複数の第１の発現コンストラクトであって、分泌性結合パートナー（例えば抗
体又は抗体模倣物）のライブラリをコードする複数の第１の発現コンストラクト；および
　　（ｂ）所望の標的ポリペプチドをコードする第２の発現コンストラクトであって、標
的ポリペプチドは膜貫通ドメインを含む、第２の発現コンストラクト、
を用いて第１の哺乳類細胞集団を形質転換させるステップを含み、
　第２の哺乳類細胞集団の各細胞は、１又は複数の結合パートナー（例えば抗体又は抗体
模倣物）を分泌するか又は分泌可能であり、第２の哺乳類細胞集団の各細胞は、哺乳類細
胞の外面に標的ポリペプチドをディスプレイするか又はディスプレイ可能である。
【００２１】
　好ましくは、複数の第１の発現コンストラクト（及び／又は第２の発現コンストラクト
）は、哺乳類細胞に感染可能なウイルス（好ましくはレトロウイルス、より好ましくはレ
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ンチウイルス）により、哺乳類細胞集団に送達される。
【００２２】
　本発明の方法は、一般に、インビトロ又はエクスビボで実施される。哺乳類細胞集団の
各細胞（又は実質的に各細胞）は、細胞の外面に標的ポリペプチドをディスプレイする。
標的ポリペプチドは細胞周辺の培地には分泌されず、標的ポリペプチドは細胞に結合した
ままである。
【００２３】
　標的ポリペプチドは、細胞の細胞外膜に標的ポリペプチドを位置づけるために、好まし
くは１又は複数の膜貫通ドメインを有する。一実施形態において、標的ポリペプチドは内
在性膜タンパク質である。好ましくは、細胞の外膜に直接的に組み込まれる。
【００２４】
　一実施形態において、標的ポリペプチドは、膜貫通ドメイン（例えば血小板由来増殖因
子受容体ドメイン）に連結される抗原ポリペプチドを有する融合ポリペプチドである。膜
貫通ドメインは、細胞膜に抗原ポリペプチドをアンカリングし、抗原ドメインがディスプ
レイされるようにする。抗原ポリペプチドのアミノ酸配列と膜貫通ドメインは、短いアミ
ノ酸リンカー、例えば１～１０個又は１～２０個のアミノ酸によって連結されてよい。標
的ポリペプチドは、糖化ポリペプチド又は非糖化ポリペプチドであってよい。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、標的ポリペプチドは、１回膜貫通型膜タンパク質又は複数回
貫通型膜タンパク質である。いくつかの実施形態では、標的ポリペプチドは、１、２、３
、４、５、６又は７個の膜貫通ドメインを有する。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、標的ポリペプチドはＧタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）（
例えばＤＲＤ１）である。いくつかの実施形態では、標的ポリペプチドは免疫療法の標的
（例えばＣＤ１９、ＣＤ４０又はＣＤ３８）である。いくつかの実施形態では、標的ポリ
ペプチドは、細胞の増殖を増大／低減させるタンパク質、例えば増殖因子受容体である。
いくつかの実施形態では、標的ポリペプチドはイオンチャネルポリペプチドである。
【００２７】
　いくつかの好適な実施形態では、標的ポリペプチドは免疫チェックポイント分子である
。好ましくは、免疫チェックポイント分子は、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）受容体スーパーフ
ァミリーのメンバー（例えばＣＤ２７、ＣＤ４０、ＯＸ４０、ＧＩＴＲ又はＣＤ１３７）
、又は、Ｂ７－ＣＤ２８スーパーファミリーのメンバー（例えばＣＤ２８、ＣＴＬＡ４又
はＩＣＯＳ）である。好ましくは、免疫チェックポイント分子はＰＤ１、ＰＤＬ１、ＣＴ
ＬＡ４、Ｌａｇ１又はＧＩＴＲである。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、標的ポリペプチドは、アビジン又はストレプトアビジンでは
ない。他の実施形態では、標的ポリペプチドは、標的ポリペプチド／ＭＨＣ１複合体とし
て、細胞の外面にディスプレイされる。このような実施形態では、ＭＨＣの溝における標
的ポリペプチドの提示を達成するために、標的ポリペプチドとＭＨＣ１は両方とも細胞内
で過剰発現されてよい。
【００２９】
　標的ポリペプチドは、好ましくは、細胞集団の各細胞内で発現される。標的ポリペプチ
ドは、好ましくは、発現コンストラクトから発現される。この発現コンストラクトは、宿
主細胞ゲノムに組み込まれてよく、又は、（非組み込み）発現ベクターに存在するか、組
み込み又は非組み込みのいずれかであり得るウイルスベクターゲノムに存在してよい。発
現コンストラクトは、好ましくは、標的ポリペプチドを細胞外膜に向かわせる適切なシグ
ナルポリペプチドを含む。
【００３０】
　適切なシグナルポリペプチドの例としては、ＢＭ－４０（オステオネクチンＳＰＡＲＣ
）、水疱性口内炎ウイルスＧ（ＶＳＶＧ）タンパク質、キモトリプシノゲン、ヒトインタ
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ーロイキン－２（ＩＬ－２）、ガウシアルシフェラーゼ、ヒト血清アルブミン、インフル
エンザ血球凝集素及びヒトインスリンの由来のものがある。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、発現コンストラクトは更に誘導性プロモーターエレメントを
有する。好ましくは、誘導性プロモーターエレメントは、基本転写複合体を形成し転写を
開始することのできるタンパク質に結合可能なＤＮＡ配列と、Ｔｅｔリプレッサータンパ
ク質（ＴｅｔＲ）が結合可能な複数のＴｅｔオペレータ配列とを有する。この結合状態で
は、厳しい転写抑制が得られる。しかしながら、ドキシサイクリンの存在下では抑制が緩
和されるので、プロモーターは完全な転写活性を獲得することができる。このような誘導
性プロモーターエレメントは、好ましくは、別のプロモーター、例えばＣＭＶプロモータ
ーの下流に配置される。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、細胞は、発現される標的ポリペプチドのレベルを高めるため
に、標的ポリペプチド発現コンストラクトの複数のコピーを有する。標的ポリペプチドの
発現レベルの増大は、細胞培養の時間を長くすることによって達成されてもよい。
【００３３】
　標的ポリペプチド発現コンストラクトは、抗生物質耐性遺伝子、例えばピューロマイシ
ンに対する耐性をコードする遺伝子を含んでもよい。
【００３４】
　標的ポリペプチドは哺乳類細胞集団にディスプレイされる。細胞は単離細胞であってよ
く、例えば生きている動物に存在するものではない。哺乳類細胞の例としては、ヒト、マ
ウス、ラット、ハムスター、サル、ウサギ、ロバ、ウマ、ヒツジ、ウシ及び類人猿由来の
任意の臓器又は組織由来の細胞がある。好ましくは、細胞はヒト細胞である。細胞は、初
代細胞又は不死化細胞であってよい。好適なヒト細胞としては、ＨＥＫ２９３細胞、ＨＥ
Ｋ２９３Ｔ細胞、ＨＥＫ２９３Ａ細胞、ＰｅｒＣ６細胞、９１１細胞、ＨｅＬａ細胞及び
ＣＯＳ細胞がある。他の好適な細胞としては、ＣＨＯ細胞及びＶＥＲＯ細胞がある。最も
好ましくは、細胞はＣＨＯ細胞である。
【００３５】
　好ましくは、集団の全て又は実質的に全ての細胞が標的ポリペプチドをディスプレイす
る。好ましくは、集団の全ての又は実質的に全ての細胞は、１０未満又は５未満、より好
ましくは１、２又は３、最も好ましくは単一の結合パートナーを発現する。
【００３６】
　本発明の方法では、哺乳類細胞集団において結合パートナーのライブラリが発現される
。その目的は、標的ポリペプチドの露出した領域又はドメインに結合する少なくとも１つ
の特異的結合パートナーを、係る特異的結合パートナーが結合される細胞が識別されるこ
とを可能にするような方法で、識別することである。
【００３７】
　本明細書で用いられるとき、「特異的結合パートナー」という用語は、結合パートナー
の、所望の特異度及び／又は親和度で標的ポリペプチドに結合する能力に関する。特異的
結合パートナーは、標的ポリペプチドのみに結合するわけではない。好ましくは、特異的
結合パートナーは、その標的ポリペプチドに対する自身の親和性が非標的ポリペプチドに
対する自身の親和性よりも約５倍大きい場合に、特異的に結合する。理想的には、望まし
くない物質との有意な交差反応又は交差結合は存在しない。
【００３８】
　特異的結合パートナーの親和性は、例えば、非標的ポリペプチドに対する自身の親和性
よりも、標的分子に対しては少なくとも約５倍、例えば１０倍、２５倍、特に５０倍、特
に１００倍以上大きくてよい。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、特異的結合パートナーと標的ポリペプチドとの結合は、結合
親和性が少なくとも１０６Ｍ－１であることを意味する。抗体は、例えば約１０８Ｍ－１



(10) JP 2020-510438 A 2020.4.9

10

20

30

40

50

～約１０９Ｍ－１、約１０９Ｍ－１～約１０１０Ｍ－１、又は約１０１０Ｍ－１～約１０
１１Ｍ－１など、少なくとも約１０７Ｍ－１の親和性で結合してよい。
【００４０】
　抗体は、例えば、５０ｎＭ以下、１０ｎＭ以下、１ｎＭ以下、１００ｐＭ以下、より好
ましくは１０ｐＭ以下のＥＣ５０で結合してよい。本明細書で用いられるとき、「ＥＣ５

０」という用語は、５０％の最大応答／効果をもたらす濃度を定量化することにより、化
合物の効力に言及することを意図する。ＥＣ５０はスキャッチャード又はＦＡＣＳによっ
て決定されてよい。
【００４１】
　各結合パートナーはコアフレームワーク及び複数の可変領域を有し、複数の可変領域の
それぞれは該結合パートナーに標的に対する特異的な結合親和性を与える。コアフレーム
ワークは１又は複数のポリペプチドを有してよい。好ましくは、２～１０個、より好まし
くは２～６個、３～６個、４～６個又は５～６個の可変領域が存在する。結合パートナー
は一般にポリペプチドである。これらはグリコシル化されてもされなくてもよい。結合パ
ートナーは、標的ポリペプチドの潜在的な結合パートナー、又は潜在的な特異的結合パー
トナーと見なされてよい。
【００４２】
　結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）は、それが産生される細胞によって分泌
されるか、又は該細胞から分泌されるか、又は該細胞の外に分泌される。いくつかの実施
形態では、結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）は、それが産生される細胞の外
から細胞周辺の培地に分泌される。別の言い方では、本実施形態において、結合パートナ
ーは細胞から放出される。
【００４３】
　他の実施形態では、結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）は、それが産生され
る細胞から分泌される。結合パートナーはその後、細胞周辺の培地に放出されてもされな
くてもよい。
【００４４】
　ポリペプチド結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）及び標的ポリペプチドは、
哺乳類細胞において粗面小胞体（ＥＲ）に付着したリボソームによって合成される。これ
らのポリペプチドは両方とも、細胞の分泌経路へのポリペプチドの通過を指示するために
、シグナルペプチドを有する。合成後、これらのポリペプチドはＥＲ内腔に移行し、そこ
でグリコシル化されることがあり、分子シャペロンがタンパク質の折り畳みを補助する。
その後、ポリペプチドを含む小胞はゴルジ体に入る。ゴルジ体では、ポリペプチドの任意
のグリコシル化が修飾されることがあり、切断や機能付与などの更なる翻訳後修飾が発生
することがある。次にポリペプチドは分泌小胞に移動し、細胞骨格に沿って哺乳類細胞の
端まで移動する。分泌小胞において更なる修飾が発生することがある。最終的に、エキソ
サイトーシスと呼ばれるプロセスにおいて、ポロソームと呼ばれる構造における細胞膜と
の小胞融合があり、その結果、小胞の内容物が周囲の培地に放出される。膜内タンパク質
は、小胞の内容物が流されたときに細胞の細胞膜に保持される。
【００４５】
　ポリペプチド結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）と標的ポリペプチドは両方
ともこの分泌経路を介して産生されるので、一部の特異的結合パートナーの標的ポリペプ
チドへの結合がこの経路の進行中に発生する可能性がある。この場合、特異的結合パート
ナーは細胞から外部の培地に分泌されず、標的ポリペプチドに結合したままになる。した
がって、特異的結合パートナーと標的ポリペプチドは（一緒に）細胞の外面に提示される
。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、抗体又は抗体模倣物は、それらのＣＤＲ配列が標的ポリペプ
チドに結合した形で、それらが産生される細胞から分泌される。他の実施形態では、抗体
又は抗体模倣物は、それらのＣＤＲ配列が標的ポリペプチドに結合していない形で、それ
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らが産生される細胞から分泌される。
【００４７】
　結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）は、直接的又は間接的に、細胞の表面に
共有結合しない。結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）は、細胞周辺の培地内で
自由に拡散する（分泌経路において標的ポリペプチドに結合する結合パートナーは別とし
て）。
【００４８】
　本明細書で用いられるとき、「ライブラリ」という用語は、それぞれが異なる結合特異
性及び／又は親和性をもつ複数の（潜在的な）結合パートナーを指す。各結合パートナー
は、（共通の）コアフレームワークと、複数の異なる可変領域とを有する。好ましくは、
「ライブラリ」という用語は、それぞれ異なる結合特異性及び／又は親和性をもつ複数の
ポリペプチドを指す。複数のポリペプチドは、一般に、複数のポリヌクレオチドによって
コードされる。
【００４９】
　好ましくは、ライブラリは、哺乳類細胞に感染可能なウイルス（好ましくはレトロウイ
ルス、より好ましくはレンチウイルス）により、哺乳類細胞集団に送達される。
【００５０】
　いくつかの好ましい実施形態では、結合パートナーポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドが細胞内で発現される。このようなポリヌクレオチドは、（例えばレトロウイル
スベクターから）一時的に発現されてよく、又は発現ベクターから発現されてよい。いく
つかの実施形態では、発現ベクターは細胞のゲノムに組み込まれる。
【００５１】
　特定の実施形態では、ポリペプチドのライブラリは、少なくとも１０６、１０７、１０
８、１０９、１０１０、１０１１、１０１２、１０１３、１０１４又は１０１５以上の異
なるポリペプチドを含んでよい。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、ライブラリの異なるポリペプチドは、例えば、単一の動物種
（例えばヒト、マウス、ウサギ、ヤギ、ウマ）、組織タイプ、臓器又は細胞タイプに由来
する起源を通じて関連する。
【００５３】
　他の実施形態では、ライブラリは、天然に存在するポリペプチドのライブラリであり、
改良されてよい。更に他の実施形態では、ライブラリは合成ポリペプチドのライブラリで
ある。
【００５４】
　結合パートナーは、細胞から分泌されることができなければならない（好ましくは細胞
の外に）。いくつかの実施形態では、このような分泌は、５’－シグナルポリペプチドを
含めることによって補助されてよい。
【００５５】
　いくつかの好適な実施形態では、結合パートナーは抗体又は抗体模倣物である。本実施
形態では、ステップ（ａ）は、哺乳類細胞集団において抗体又は抗体模倣物のライブラリ
を発現させるステップであり、それぞれの抗体又は抗体模倣物はそれが産生される細胞か
ら分泌される、ステップ、を含む。
【００５６】
　本明細書で用いられるとき、「抗体」は多種多様な構造を含み、当業者によって理解さ
れるように、いくつかの実施形態では最低６個のＣＤＲのセットを含み、限定ではないが
例として、従来の抗体（モノクローナル抗体など）、ヒト化及び／又はキメラ抗体、抗体
フラグメント、改変抗体、多特異性抗体（二重特異性抗体など）、本技術分野で既知の他
の類似物がある。
【００５７】
　「抗体」は免疫グロブリン分子であり、免疫グロブリン分子の可変領域に位置する少な
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くとも１つの抗原認識部位を介して、炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、ポリペプチド
等の標的に特異的に結合することができる。
【００５８】
　いくつかの実施形態では、抗体は異なる種の混合、例えばキメラ抗体及び／又はヒト化
抗体であってよい。すなわち、ＣＤＲセットは、それらが元々取得されたもの以外のフレ
ームワーク及び定常領域と共に用いることができる。
【００５９】
　一般に、「キメラ抗体」と「ヒト化抗体」は両方とも、複数の種由来の領域を組み合わ
せる抗体を指す。例えば、「キメラ抗体」は伝統的に、マウス（又は場合によってラット
）由来の可変領域と、ヒト由来の定常領域とを有する。「ヒト化抗体」は一般に、可変ド
メインフレームワーク領域をヒト抗体に見られる配列に交換した非ヒト抗体を指す。一般
に、ヒト化抗体では、ＣＤＲを除く抗体全体が、ヒト由来のポリヌクレオチドによってコ
ードされているか、ＣＤＲ内を除いてそのような抗体と同一である。ＣＤＲ（一部又は全
部が非ヒト生物に由来する核酸によってコードされる）は、ヒト抗体可変領域のベータシ
ートフレームワークに移植されて、抗体を作製する。抗体の特異性は、移植されたＣＤＲ
によって決定される。
【００６０】
　一実施形態において、抗体は抗体フラグメントである。具体的な抗体フラグメントとし
ては、これらに限定されないが、（ｉ）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ及びＣＨ１ドメインで構成され
るＦａｂフラグメント、（ｉｉ）ＶＨ及びＣＨ１ドメインで構成されるＦｄフラグメント
、（ｉｉｉ）単一の抗体のＶＬ及びＶＨドメインで構成されるＦｖフラグメント、（ｉｖ
）単一の可変領域で構成されるｄＡｂフラグメント（Ｗａｒｄ他、１９８９、Ｎａｔｕｒ
ｅ３４１：５４４－５４６）、（ｖ）単離されたＣＤＲ領域、（ｖｉ）Ｆ（ａｂ’）２フ
ラグメント（２つの連結されたＦａｂフラグメントを含む二価フラグメント）、（ｖｉｉ
）単鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）（ＶＨドメインとＶＬドメインは、２つのドメインが結合し
て抗原結合部位を形成できるようにするペプチドリンカーによって連結されている）（Ｂ
ｉｒｄ他、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ２４２：４２３－４２６、Ｈｕｓｔｏｎ他、１９８
８、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：５８７９－５８８３）
、（ｖｉｉｉ）二重特異性単一鎖Ｆｖ（例えば国際公開第０３／１１１６１号）、（ｉｘ
）「ダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）」又は「トリアボディ（ｔｒｉａｂｏｄｙ）」（遺
伝子融合によって構築された多価又は多特異性フラグメント）（Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ他、
２０００、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．３２６：４６１－４７９；国際公開第９４
／１３８０４号；Ｈｏｌｌｉｇｅｒ他、１９９３、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６４４４－６４４８）が挙げられる。
【００６１】
　「抗体」という用語は、ドメイン抗体、ナノボディ及びユニボディも含む。「抗体」と
いう用語は、抗体部分又はフラグメントと抗原認識部位を有する融合タンパク質も含む。
最も好ましくは、抗体はｓｃＦｖ抗体である。
【００６２】
　抗体ライブラリは、例えば、特定のタイプ又はクラスの免疫グロブリンポリペプチドを
含んでよい。例えば、ライブラリは、抗体μ、γ１、γ２、γ３、γ４、α１、α２、ε
若しくはδの重鎖、及び／又は抗体κ若しくはλの軽鎖をコードし得る。抗体アイソタイ
プは、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ又はＩｇＥであってよい。好ましくは、抗体はＩ
ｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４である。
【００６３】
　本明細書に記載の任意の１つのライブラリの各メンバーは、同じ重鎖又は軽鎖の定常領
域をコードしてよいが、ライブラリは合計で、少なくとも１０６、１０７、１０８、１０
９、１０１０、１０１１、１０１２、１０１３、１０１４若しくは１０１５、又はより多
くの異なる可変領域、すなわち共通の定常領域に関連付けられた「複数の」可変領域を含
んでよい。
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【００６４】
　一実施形態において、細胞集団は、ｓｃＦＶライブラリをコードする複数のレトロウイ
ルス（好ましくはレンチウイルス）粒子に初代（同種）細胞集団を感染させる（例えば一
時的に感染させる）ことにより、作製される。ｓｃＦｖライブラリは、異なる結合特異性
及び親和性をもつ複数のｓｃＦＶ抗体を含む。
【００６５】
　例えば、各レトロウイルス粒子は、プロモーター、シグナルペプチド（ｓｃＦｖの分泌
を促進するため）及びｓｃＦｖコーディング配列を有するレトロウイルス又はレンチウイ
ルスのベクターを有してよい。また、二次抗体による認識を補助するために、ベクターは
ヘマグルチニンなどの３’タグを含んでもよい。レンチウイルスベクター（発現コンスト
ラクト）は更に、抗アポトーシス因子をコードするポリヌクレオチド配列を含んでよい。
【００６６】
　本発明の特に好適な実施形態では、抗アポトーシス因子は、標的ポリペプチドをコード
する核酸の最後の停止コドンのＩＲＥＳ下流（すなわち３’）の後（すなわち３’）に挿
入される。これにより、転写を開始するプロモーターが標的ポリペプチド遺伝子のコード
配列の上流（すなわち５’）に存在し、その後にＩＲＥＳが続き（３’）、その後に抗ア
ポトーシス因子遺伝子のコード領域が続く（３’）構成が提供される。この構成では、標
的ポリペプチドと抗アポトーシス因子の両方が同じｍＲＮＡによってコードされるが、Ｉ
ＲＥＳを介した翻訳の効率は比較的低いので、標的ポリペプチドは抗アポトーシス因子よ
りも大量に翻訳される。
【００６７】
　本発明の方法は、抗体を伴う方法に限定されない。該方法は抗体模倣物を用いて実施さ
れてもよい。多種多様な抗体模倣物技術が当技術分野で知られている。特に、Ａｆｆｉｂ
ｏｄｙ、ＤＡＲＰｉｎ、Ａｎｔｉｃａｌｉｎ、Ａｖｉｍｅｒ、Ｖｅｒｓａｂｏｄｙなどの
技術は、従来の抗体結合を模倣しつつ、異なるメカニズムから生成され、機能する結合構
造を採用する。
【００６８】
　Ａｆｆｉｂｏｄｙ分子は、ブドウ球菌タンパク質ＡのＩｇＧ結合ドメインのうちの１つ
に由来する、５８アミノ酸残基のタンパク質ドメインに基づいた新しいクラスの親和性タ
ンパク質を表す。この３ヘリックスバンドルドメインは、コンビナトリアル・ファージミ
ド・ライブラリの構築の足場として使用されており、そこから、所望の分子を標的とする
Ａｆｆｉｂｏｄｙバリアントをファージディスプレイ技術を用いて選択することができる
（Ｎｏｒｄ　Ｋ，Ｇｕｎｎｅｒｉｕｓｓｏｎ　Ｅ，Ｒｉｎｇｄａｈｌ　Ｊ，Ｓｔａｈｌ　
Ｓ，Ｕｈｌｅｎ　Ｍ，Ｎｙｇｒｅｎ　ＰＡ，Ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｓｅｌ
ｅｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　ｏｆ　ａｎ
　α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｄｏｍａｉｎ（αヘリ
ックス細菌受容体ドメインのコンビナトリアルライブラリから選択された結合タンパク質
），Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９９７；１５：７７２－７．Ｒｏｎｍａｒｋ　Ｊ
，Ｇｒｏｎｌｕｎｄ　Ｈ，Ｕｈｌｅｎ　Ｍ，Ｎｙｇｒｅｎ　ＰＡ，ｈｕｍａｎ　ｉｍｍｕ
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ａ（ＩｇＡ）－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｆｒｏｍ　
ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ（プ
ロテインＡのコンビナトリアルエンジニアリングによるヒト免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）
特異的リガンド），Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２００２；２６９：２６４７－５５．
）。Ａｆｆｉｂｏｄｙ及びその製造方法の更なる詳細は、米国特許第５，８３１，０１２
号を参照することにより得ることができる。
【００６９】
　ＤＡＲＰｉｎ（Ｄｅｓｉｇｎｅｄ　Ａｎｋｙｒｉｎ　Ｒｅｐｅａｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）
は、非抗体ポリペプチドの結合能力を活用するために開発された抗体模倣物ＤＲＰ（Ｄｅ
ｓｉｇｎｅｄ　Ｒｅｐｅａｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）技術の一例である。アンキリン又はロイ
シンに富んだ反復タンパク質などの反復タンパク質は、偏在する結合分子であり、抗体と
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は異なり、細胞内及び細胞外で発生する。その独自のモジュラーアーキテクチャは反復す
る構造単位（反復）を特徴とし、それらが重なり合って、モジュラーを標的とする可変の
結合表面をディスプレイする細長い反復ドメインを形成する。このモジュール性に基づき
、高度に多様化された結合特異性をもつポリペプチドのコンビナトリアルライブラリを生
成することができる。この戦略は、可変表面残基をディスプレイする自家和合性の反復と
その反復ドメインへのランダムな会合のコンセンサス設計を含む。ＤＡＲＰｉｎ及びその
他のＤＲＰ技術に関する追加情報は、米国特許出願公開第２００４／０１３２０２８号及
び国際公開第０２／２０５６５号を参照することができる。
【００７０】
　Ａｎｔｉｃａｌｉｎは、更なる抗体模倣物技術である。しかしながら、この場合、結合
特異性は、ヒトの組織及び体液で自然に豊富に発現される低分子量タンパク質のファミリ
ーであるリポカリンに由来する。
【００７１】
　リポカリンは、化学的に敏感又は不溶性の化合物の生理学的輸送並びに貯蔵に関連する
、生体内での様々な機能を実行するために進化してきた。リポカリンは、タンパク質の一
方の末端で４つのループを支持する高度に保存されたβバレルを含む堅牢な固有の構造を
もつ。これらのループは結合ポケットへの入り口を形成し、分子のこの部分の立体配座の
違いが、個々のリポカリン間の結合特異性の変動の要因となる。
【００７２】
　保存されたβシートフレームワークによって支持される超可変ループの全体的な構造は
免疫グロブリンを連想させるが、リポカリンは、サイズが抗体とはかなり異なり、単一の
免疫グロブリンドメインよりもわずかに大きい１６０～１８０アミノ酸の単一ポリペプチ
ド鎖で構成される。
【００７３】
　リポカリンはクローン化され、そのループはＡｎｔｉｃａｌｉｎを作製するためにエン
ジニアリングされている。構造的に多様なＡｎｔｉｃａｌｉｎのライブラリが生成されて
おり、Ａｎｔｉｃａｌｉｎディスプレイにより、結合機能の選択及びスクリーニングが可
能になり、その後、原核生物系又は真核生物系での更なる分析のために可溶性タンパク質
の発現と産生が続く。事実上あらゆるヒト標的タンパク質に特異的なＡｎｔｉｃａｌｉｎ
を開発し単離することができること、ナノモル以上の結合親和性を得ることができること
が、研究により成功裏に実証されている。
【００７４】
　Ａｎｔｉｃａｌｉｎは、二重標的化タンパク質、いわゆるＤｕｏｃａｌｉｎとしてフォ
ーマットすることもできる。Ｄｕｏｃａｌｉｎは、その２つの結合ドメインの構造配向性
に関係なく、標的特異性及び親和性を保持しながら、標準的な製造プロセスを用いて簡単
に産生される１つの単量体タンパク質において２つの別々の治療標的に結合する。Ａｎｔ
ｉｃａｌｉｎに関する追加情報は、米国特許第７，２５０，２９７号及び国際公開第９９
／１６８７３号を参照することができる。
【００７５】
　本発明の文脈において有用な別の抗体模倣物技術は、Ａｖｉｍｅｒである。Ａｖｉｍｅ
ｒは、インビトロのエクソンシャッフリング及びファージディスプレイにより、ヒト細胞
外受容体ドメインの大きなファミリーから進化し、結合特性及び阻害特性をもつマルチド
メインタンパク質を生成する。複数の独立した結合ドメインを連結すると、結合活性が生
まれることが示されており、従来の単一エピトープ結合タンパク質と比較して親和性及び
特異性が向上する。他の潜在的な利点には、大腸菌でのマルチターゲット特異的分子の単
純且つ効率的な産生、熱安定性の向上、プロテアーゼ耐性が含まれる。様々な標的に対し
て、ナノモル以下の親和性をもつＡｖｉｍｅｒが得られている。Ａｖｉｍｅｒに関する追
加情報は、米国特許出願公開第２００６／０２８６６０３号、米国特許出願公開第２００
６／０２３４２９９号、米国特許出願公開第２００６／０２２３１１４号，米国特許出願
公開第２００６／０１７７８３１号、米国特許出願公開第２００６／０００８８４４号、
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米国特許出願公開第２００５／０２２１３８４号、米国特許出願公開第２００５／０１６
４３０１号、米国特許出願公開第２００５／００８９９３２号、米国特許出願公開第２０
０５／００５３９７３号、米国特許出願公開第２００５／００４８５１２号及び米国特許
出願公開第２００４／０１７５７５６号を参照することができる。
【００７６】
　Ｖｅｒｓａｂｏｄｙは、本発明の文脈で使用できる別の抗体模倣物技術である。Ｖｅｒ
ｓａｂｏｄｙは３～５ｋＤａの小さなタンパク質で、１５％を超えるシステインを含み、
高ジスルフィド密度の足場を形成し、典型的なタンパク質が有する疎水性コアを置換する
。疎水性コアを含む多数の疎水性アミノ酸を少数のジスルフィドで置換すると、ＭＨＣの
提示に最も寄与する残基は疎水性であるので、タンパク質がより小さく、親水性が高まり
（凝集及び非特異的結合が少なくなり）、プロテアーゼ及び熱に対する耐性が高まり、Ｔ
細胞エピトープの密度が低くなる。これらの４つの特性は全て免疫原性に影響を与えるこ
とがよく知られており、これらが合わさると、免疫原性が大幅に低下することが予想され
る。
【００７７】
　Ｖｅｒｓａｂｏｄｙの構造を考慮すると、このような抗体模倣物により、多価、多重特
異性、多様な半減期メカニズム、組織標的化モジュール、抗体Ｆｃ領域の欠如を含む、多
目的なフォーマットが提供される。Ｖｅｒｓａｂｏｄｙに関する追加情報は米国特許出願
公開第２００７／０１９１２７２号を参照することができる。
【００７８】
　他の実施形態では、結合パートナーは抗体又は抗体模倣物ではない。例えば、標的ポリ
ペプチドの所望の特異的結合パートナーは、標的ポリペプチドが結合可能なポリペプチド
リガンドであってよい。このような場合、結合パートナーのライブラリは、標的ポリペプ
チドに結合すると知られているポリペプチドリガンドのアミノ酸配列に基づくアミノ酸配
列を有するポリペプチドのライブラリであってよい。例えば、そのようなライブラリのポ
リペプチドは、既知のポリペプチドリガンドとのアミノ酸配列の同一性が少なくとも６０
％、７０％、８０％、９０％又は９５％であってよい。
【００７９】
　本発明の方法のステップ（ｂ）は、哺乳類細胞集団のうち特異的結合パートナーが結合
される細胞を識別且つ／又は単離することを含む。（特異的結合パートナーは、係る細胞
にディスプレイされる標的ポリペプチドに結合する。）特異的結合パートナーが結合され
る細胞は、標的ポリペプチドの特異的結合パートナーを産生する細胞である。このように
、標的ポリペプチドの所望の特異的結合パートナーを識別且つ／又は単離することができ
る。
【００８０】
　標的ポリペプチドに対する特異的結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）の結合
は、主として特異的結合パートナーの同一性によって、多くの異なる手段によって検出さ
れてよい。このような手段は当該技術分野で周知であり、標識２次抗体（例えば蛍光標識
、ビオチン標識、又は放射性標識）、酵素的手段（例えば比色分析）及び機能ドメイン（
例えば特定の活性を促進又は抑制するポリペプチドドメイン）の使用を含む。
【００８１】
　特異的結合パートナーが抗体又は抗体模倣物である本発明の実施形態では、標的ポリペ
プチドに対する係る抗体又は抗体模倣物の結合は、標識２次抗体を用いて検出されてよい
。例えば、特異的結合パートナーが全長抗体である場合、１次抗体のＦｃ領域に結合する
標識２次抗体が用いられてよい。特異的結合パートナーがｓｃＦＶ抗体である場合、ｓｃ
ＦＶ抗体上のタグ（例えばＨＡタグ）に結合する標識２次抗体が用いられてよい。
【００８２】
　いくつかの実施形態では、特異的結合パートナー（例えば１次抗体）又はそれに結合す
る２次抗体は、その存在及び／又は活性を確立且つ／又は定量化することのできる機能ド
メインを含む。係る機能ドメインの例としては、細胞増殖を促進又は抑制するドメイン（
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例えば増殖因子の適切なドメイン）がある。
【００８３】
　本発明の方法は、液体培地、半固形培地、固形培地（例えばゲル）で実施されてよく、
又は、細胞は完全に又は部分的に固定されてよい。好ましくは、本方法は、液体培地、例
えば水性生理培地、例えば細胞培養と潜在的特異的結合パートナーの標的ポリペプチドへ
の結合とに適した水性生理培地で実施される。本実施形態では、分泌された結合パートナ
ーは溶液中に存在するので、それらの分泌元の細胞だけでなく、他の（例えば隣接する）
細胞にも自由に結合することができる。このような場合、細胞集団のうち特異的結合パー
トナーが結合された第１の細胞が、特異的結合パートナーを産生した細胞となる。経時的
に、結合パートナーは、それらの分泌元の細胞以外の細胞に（例えばそれらに向かって対
流又は拡散することによって）接触できるようになるが、かなり静的な系では、結合パー
トナーは最初に、それらの分泌元の細胞に結合する（結合パートナーが標的ポリペプチド
に結合可能である場合）。
【００８４】
　したがって、本発明の方法が液体培地で実施される場合、内部で産生された特異的結合
パートナーに細胞がいつ最初に結合されたかを確定するために、多くの異なる時点（例え
ば４時間、６時間、２４時間、４８時間など）で特異的結合パートナーの任意の結合につ
いて細胞をアッセイする必要がある場合がある。係る細胞はその後、選別又は単離されて
よい（例えば蛍光標識された特異的結合パートナーの場合には、蛍光活性化細胞選別（Ｆ
ＡＣＳ）によって）。
【００８５】
　したがって、いくつかの実施形態では、ステップ（ｂ）は、
　（ｂ）細胞集団のうち、特異的結合パートナーが最初に結合された細胞を識別又は単離
するステップ、
　を含む。したがって、他の実施形態では、ステップ（ｂ）は、
　（ｂ）細胞集団のうち、特異的結合パートナーが、特異的結合パートナー自身が分泌さ
れた細胞上にディスプレイされた標的ポリペプチドのみに結合しうる時点の後に、特異的
結合パートナーが結合された細胞を識別又は単離するステップ、
　を含む。
【００８６】
　ほとんどの方法では、標的ポリペプチドに結合可能な結合パートナーを分泌する細胞は
ほとんど存在しないという事実に鑑みて、結合パートナーの他の細胞への対流又は拡散の
問題は重大であるとは考えられない。
【００８７】
　このような拡散の影響を低減する更なる方法は、連続的又は不連続的に液体培地を交換
することにより、任意の拡散している結合パートナーを液体培地から除去することである
。したがって、他の実施形態では、ステップ（ａ）は更に、本方法は連続的又は不連続に
交換される液体培地において実施される、という特徴を含む。
【００８８】
　本発明のいくつかの実施形態では、結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）の、
それらが産生された細胞から離れる動きを抑制することが望ましい。これにより、非特異
的なバックグラウンド結合のレベルの低下、偽陽性細胞の産生の回避が助長される。これ
を行う１つの方法は、動的粘度が２５℃において水の動的粘度よりも大きい液体培地を用
いて、本発明の方法を実施することである。このようにして、結合パートナー（例えば抗
体）がそれらが産生された細胞から離れる拡散が低減される。水の動的粘度は、２５℃で
８．９×１０－４Ｐａ．ｓである。好ましくは、本発明の方法のステップ（ａ）が実施さ
れる液体培地の動的粘度は、２５℃で少なくとも１０×１０－４Ｐａ．ｓである。
【００８９】
　より好ましくは、本発明の方法のステップ（ａ）が実施される液体培地の動的粘度は、
２５℃で１×１０－４Ｐａ．ｓ～１０Ｐａ．ｓ、より好ましくは２５℃で０．０１Ｐａ．
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ｓ～１Ｐａ．ｓ、最も好ましくは２５℃で０．０１Ｐａ．ｓ～０．１Ｐａ．ｓである。例
えば、液体培地の動的粘度は、中性の増粘剤、例えば砂糖、ポリビニルピロリジン（ＰＶ
Ｐ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ、分子量最大２０ＫＤａ、より好ましくは約８Ｋ
Ｄａ、最大５０％ｖｏｌ／ｖｏｌ）、又はポリ［Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）メタク
リルアミド］（好ましくは１０－１００Ｋｄａ、最大４０％ｗｔ／ｖｏｌ）を用いて、増
大されてよい。
【００９０】
　結合パートナーがそれらが産生された細胞から離れて拡散するのを防止する更なる方法
は、本発明の方法をゲルで実施することである。ゲルは固体のゼリー状の材料であり、柔
らかくて弱いものから硬くて頑丈なものまで様々な特性をもつことができる。ゲルは、実
質的に希薄な架橋系として定義されており、定常状態では流動性を示さない。重量では、
ゲルはほとんど液体であるが、液体内の３次元架橋ネットワークにより、固体のように挙
動する。ゲルにその構造（硬度）を与え、粘着性接着力（タック）に寄与するのは、流体
内の架橋である。このように、ゲルは固体内の液体の分子の分散であり、固体は連続相で
あり、液体は不連続相である。好ましくは、ゲルはヒドロゲル、すなわち親和性ポリマー
鎖の架橋ネットワークである。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、ポリビニルアルコール、ポリアクリル酸ナト
リウム、アクリレートポリマー、又は親水基を豊富に含むポリマー若しくはコポリマー（
ポリ［Ｎ（２－ヒドロキシプロピル）メタクリルアミド］ベースのコポリマー、又はポリ
エチレングリコール若しくはオリゴペプチドベースのブロックコポリマーなど）から形成
される。他の実施形態では、ヒドロゲルは、アルギン酸塩、アガロース、メチルセルロー
ス、ヒアルロン酸、又はその他の天然由来のポリマーから形成される。
【００９２】
　好ましくは、ゲルはアルギン酸ヒドロゲルであり、より好ましくはアルギン酸カルシウ
ムヒドロゲルである。係るゲル内に閉じ込められた細胞は、二価カチオンキレート剤、例
えばＥＤＴＡ又はＥＧＴＡを加えると容易に放出することができ、その後「標識」された
細胞は通常の方法で単離することができる（例えば流動選別により）。ヒドロゲルはビー
ズの形態であってよい。
【００９３】
　細胞に対する結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）の非特異的結合のバックグ
ラウンドレベルは、ネガティブセレクションステップによって低減することができる。こ
のステップでは、標的ポリペプチドが細胞上にディスプレイされる前に結合パートナーが
（非特異的に）結合された細胞が、最初に細胞集団から除去される。したがって、いくつ
かの実施形態では、ステップ（ａ）は、
　（ａ１）細胞集団において結合パートナーのライブラリを発現させるステップであり、
各結合パートナーはそれが産生された細胞から分泌される、ステップと、
　（ａ２）細胞集団から、結合パートナーが結合した細胞を除去するステップと、その後
、
　（ａ３）細胞集団の各細胞の外面上での標的ポリペプチドの発現を（好ましくは誘導性
プロモーターから）誘導するステップと、
　を含む。
【００９４】
　好ましくは、誘導性プロモーターは、Ｔｅｔリプレッサータンパク質（ＴｅｔＲ）が結
合可能な複数のＴｅｔオペレータ配列を含むものである。結合状態では、厳しい転写抑制
が得られる。ステップ（ａ３）は、細胞をドキシサイクリンに接触させるという追加のス
テップを含んでよい（Ｔｅｔリプレッサータンパク質を置換し、それにより、プロモータ
ーが完全な転写活性を獲得できるようにする）。
【００９５】
　標的ポリペプチドの特異的結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）を産生する細
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胞が識別されると（すなわち特異的結合パートナーが結合する細胞）、その細胞は、任意
の適切な手段によって精製されてよい。好ましくは、特異的結合パートナー（例えば抗体
）が結合する細胞は、フローサイトメトリー（例えばＦＡＣＳ）によって精製される。
【００９６】
　いくつかの実施形態では、特異的結合パートナー（例えば抗体）が結合する細胞は、フ
ローサイトメトリー（例えばＦＡＣＳ）により、複数回（すなわち反復して）精製される
。
【００９７】
　精製細胞によって産生された特異的結合パートナー（例えば抗体又は抗体模倣物）をコ
ードするポリヌクレオチドは配列決定されてよく、それにより全部又は一部の特異的結合
パートナーのアミノ酸配列が提供される。好ましくは、抗体又は抗体模倣物のＣＤＲ配列
のうち１又は複数のアミノ酸配列が得られる。
【００９８】
　そして、標的ポリペプチドに対するより高い親和性又は特異性をもつ特異的結合パート
ナー（例えば抗体又は抗体模倣物）を産生するために、最も有望な特異的結合パートナー
のアミノ酸配列は、例えば、アミノ酸配列の変異誘発により、親和性成熟を受けてよい。
【００９９】
　更なる実施形態では、本発明は、本発明の方法によって識別された特異的結合パートナ
ー（例えば抗体又は抗体模倣物）を提供する。
【０１００】
　別の更なる実施形態では、本発明は、細胞集団を作製するためのプロセスを提供する。
本プロセスは、
　第２の哺乳類細胞集団を作製するために、
　　（ａ）複数の第１の発現コンストラクトであって、分泌性結合パートナー（例えば抗
体又は抗体模倣物）のライブラリをコードする複数の第１の発現コンストラクト；および
　（ｂ）所望の標的ポリペプチドをコードする第２の発現コンストラクトであって、標的
ポリペプチドは膜貫通ドメインを含む、第２の発現コンストラクト、
を用いて第１の哺乳類細胞集団を形質転換させるステップを含み、
　第２の哺乳類細胞集団の各細胞は、１又は複数の結合パートナー（例えば抗体又は抗体
模倣物）を分泌するか又は分泌可能であり、
　第２の哺乳類細胞集団の各細胞は、哺乳類細胞の外面に標的ポリペプチドをディスプレ
イするか又はディスプレイ可能である。
【０１０１】
　本明細書で用いられるとき、「形質転換」という用語は、発現コンストラクトが細胞に
挿入される任意のステップを指す。したがって該用語は、とりわけ、エレクトロポレーシ
ョン、接合、感染（例えばレトロウイルス粒子を介する）又はトランスフェクションの任
意の形態を含む。
【０１０２】
　好ましくは、結合パートナーは抗体であり、より好ましくはｓｃＦＶ抗体であり、又は
抗体模倣物（好ましくはＤＡＲＰｉｎｓ）である。第１の発現コンストラクトのライブラ
リは、好ましくは、本明細書で定義される抗体ライブラリをコードする。
【０１０３】
　好ましくは、「複数の第１の発現コンストラクトを用いて細胞集団を形質転換させる」
という表現は、ｓｃＦＶライブラリをコードする複数のレトロウイルス粒子（好ましくは
レンチウイルス粒子）に細胞集団を感染させることを含み、ｓｃＦｖライブラリは、異な
る結合特異性及び／又は親和性をもつ複数のｓｃＦＶ抗体を含む。
【０１０４】
　第２の細胞集団の各細胞（又は実質的にそれぞれの細胞）は、１又は複数の結合パート
ナー（例えば抗体又は抗体模倣物）を分泌するか、又は分泌可能である。好ましくは、細
胞集団の各細胞（又は実質的にそれぞれの細胞）は、１～３、１～２、又は最も好ましく
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はただ１つの結合パートナー（例えば抗体）を分泌するか、又は分泌可能である。
【図面の簡単な説明】
【０１０５】
【図１】ＥｐＣＡＭタンパク質を発現している細胞の抗ＥｐＣＡＭ単鎖抗体を用いた標識
化。棒グラフは、蛍光標識した抗ＨＡ抗体による染色とその後のフローサイトメトリー分
析の後の各細胞集団の蛍光強度の中央値を示す。ＥｐＣＡＭ及び抗ＥｐＣＡＭ単鎖抗体を
用いてＨＥＫ２９３細胞を同時トランスフェクトした（一番上の棒グラフ）。コントロー
ルには、ＥｐＣＡＭ単独又は抗体単独又は空のベクターでトランスフェクトした細胞を含
めた（下）。
【図２Ａ】ＥｐＣＡＭ及びＧＦＰを発現する細胞を、ＥｐＣＡＭ及び抗ＥｐＣＡＭ　ｓｃ
Ｆｖを発現する細胞と混合した。Ｘ軸はｓｃＦｖ標識の程度を示し、Ｙ軸はＧＦＰ蛍光強
度を示す。ｓｃＦｖではなくＧＦＰを発現している細胞は、左上（ＵＬ）象限に現れ、ｓ
ｃＦｖで自己標識されているがＧＦＰ陰性である細胞は右下（ＬＲ）象限に現れ、ｓｃＦ
ｖ発現細胞から可溶性ｓｃＦｖでトランス標識されたＧＦＰ陽性細胞は右上（ＵＲ）象限
に現れる。ＥｐＣＡＭ－ｓｃＦｖ細胞に対するＥｐＣＡＭ－ＧＦＰ細胞の比率が高い場合
（２５：１及び１２５：１）、任意の検出可能な抗体が集団の他の細胞に移行する機会が
生じる前に、自己標識細胞の小さな亜集団が観察される。
【図２Ｂ】同上
【図２Ｃ】同上
【図２Ｄ】同上
【図３】本発明の方法の一例であり、内在性膜タンパク質を認識する抗体を示す。Ａ．分
泌されたｓｃＦｖライブラリー（細胞あたり平均１ｓｃＦｖ）と同時の、ヒト細胞表面（
白丸）でのベイトタンパク質の共発現。Ｂ．ベイトに結合するｓｃＦＶを発現する細胞は
、自己標識化される。Ｃ．細胞は、蛍光二次抗体により、表面に結合したｓｃＦｖについ
て染色される（星印）。Ｄ．蛍光細胞は、ＦＡＣＳによりマイクロタイタープレートの個
々のウェルに分類される。上清結合活性が特徴付けられ、有力候補は親和性成熟の前に配
列決定される。
【図４】標的ポリペプチド（ベイト）発現コンストラクトの一例。
【図５】ｓｃＦｖ発現コンストラクトの一例。発現は脾臓フォーカス形成ウイルス（ＳＦ
ＦＶ）プロモーターによって駆動される。発現コンストラクトはＣ末端ヒトインフルエン
ザ血球凝集素（ＨＡ）タグをコードする。
【発明を実施するための形態】
【０１０６】
　以下の実施例により本発明を更に説明するが、別段の記載がない限り、部及びパーセン
トは重量によるものであり、温度は摂氏である。なお、これらの実施例は、本発明の好適
な実施形態を示しているが、例示のみを目的とする。上記の議論とこれらの実施例から、
当業者は本発明の本質的な特徴を確認することができ、その主旨及び範囲から逸脱するこ
となく、本発明の様々な変更及び改変を行って、本発明を様々な用途及び条件に適合させ
ることができる。よって当業者には、本明細書に図示及び記載されているものに加えて、
本発明の様々な改変が前述の説明から明らかであろう。係る改変も、添付の特許請求の範
囲内に含まれることが意図される。
【０１０７】
　本明細書に記載される各参考文献の開示は、その全体が参照により本明細書に組み込ま
れる。
【０１０８】
　実施例１：抗ＥｐＣＡＭ抗体を発現する細胞による自己標識の実証
【０１０９】
　適切な標的ポリペプチド（ベイト抗原）として上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）を選択
した。ＥｐＣＡＭは、３つの潜在的なＮ結合型糖鎖付加部位を含む、グリコシル化された
３０～４０ｋＤａのＩ型膜タンパク質である。
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【０１１０】
　ＨＥＫ２９３細胞を、分泌されたＨＡタグ付き抗ＥｐＣＡＭ単鎖抗体発現コンストラク
トと共に、ＥｐＣＡＭ発現コンストラクトでトランスフェクトした（ＨＥＫ２９３細胞は
通常ＥｐＣＡＭ陰性である）。２４時間のインキュベーション期間の後、細胞を蛍光標識
抗ＨＡタグ抗体で染色し、フローサイトメトリーで分析して、どの細胞がコードされた抗
ＥｐＣＡＭ抗体で自身の膜ＥｐＣＡＭを自己標識したかを判定した。
【０１１１】
　結果を図１に示す。「ベイト」抗原（ＥｐＣＡＭ）とｓｃＦｖの両方を発現している細
胞は強い蛍光を発している一方、他の細胞（ＥｐＣＡＭのみ又はｓｃＦｖのみのいずれか
を発現している）は全てそうではなかった。これは、ｓｃＦｖを分泌する細胞が自身の表
面にある抗原を標識できることを示す。
【０１１２】
　実施例２：無関係な細胞の標識を防ぐためのストリンジェンシーの最適化
【０１１３】
　ＥｐＣＡＭ発現細胞の２つの集団を作製した。抗ＥｐＣＡＭ抗体を発現するものもあれ
ば、代わりに緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を発現するものもあった。細胞を異なる比率
で混合し（抗体を発現する細胞を常に少数派とした）、異なる時間インキュベートし、固
定された表面結合抗体を赤チャネルで染色することによって視覚化した。抗体を発現して
いる少数の細胞は必ず最初に自身を標識し、フローサイトメトリープロットの右下の象限
に細胞が生じた（細胞は赤色だが緑色ではなく、抗体産生細胞は無関係な細胞の前に標識
されたことを示す）。
【０１１４】
　結果を図２に示す。１：１２５に希釈しても、かなりの数の細胞が右下の象限に現れる
。これは、細胞表面の抗原に結合する抗体を発現している細胞を表す。
【０１１５】
　実施例３：ＤＲＤ１に対する抗体の産生
【０１１６】
　本実施例では、標的ポリペプチド（ベイト）はＤＲＤ１であり、これはＣＨＯ細胞で発
現される（概要については図３を参照）。レトロウイルス転送ベクターは、標的ポリペプ
チド（ベイト）コンストラクト及び抗体ライブラリをＣＨＯ細胞にクローン化するために
用いられる。
【０１１７】
　標的ポリペプチド（ベイト）細胞株は、レトロウイルス系を用いて、選択可能なマーカ
ーと共に宿主細胞（ＣＨＯ）ゲノムに標的ポリペプチド（ベイト）の遺伝子を組み込むこ
とによって作製される（図４を参照）。標的ポリペプチドコンストラクトはＴｅｔリプレ
ッサー（ＴｅｔＲ）の遺伝子も含む。標的ポリペプチド（ベイト）発現はドキシサイクリ
ン誘導性プロモーターによって駆動される。
【０１１８】
　ヒト様ｓｃＦｖ配列のヒトｓｃＦｖ配列のｃＤＮＡベースのライブラリをコードするレ
トロウイルス粒子のライブラリを用いて、ＣＨＯ細胞を感染させる。ｓｃＦｖライブラリ
の場合、レトロウイルス転送ベクターは、構成的プロモーター（ＳＦＦＶ）とｓｃＦｖ抗
体サブユニットの隣接領域とを含むように改変される（図５を参照）。各ｓｃＦＶはＨＡ
タグも含む。
【０１１９】
　２４時間のインキュベーション期間の後、細胞を蛍光標識抗ＨＡタグ抗体で染色し、フ
ローサイトメトリーで分析して、どの細胞がｓｃＦＶ抗体で自身の膜ＤＲＤ１を自己標識
したかを判定する。
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【国際調査報告】
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