
(57)【要約】

　本発明は、非常に制限されたアミノ酸配列多様性を含

む変異型ＣＤＲを提供する。前記ポリペプチドは新規の

抗原結合型ポリペプチドを同定するための母集団として

用いることができる柔軟性のある単純な配列多様性の母

集団を提供する。また、本発明は少なくともファージや

ウイルスコートタンパク質の一部などの異種性ポリペプ

チドとの融合ポリペプチドとして前記ポリペプチドを提

供する。複数の前記ポリペプチドを含むライブラリもま

た提供する。加えて、前記ポリペプチド及びライブラリ

を生成する及び使用するための方法と組成物を提供する

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領 域 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ は １ ０ 又 は １ ０ 以
下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ ＝
３ ～ ２ ０ で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｘ １ が コ ド ン セ ッ ト Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て コ ー ド 化
さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｘ １ が コ ド ン セ ッ ト Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ － Ｄ － Ｙ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ｎ ＝ ７ ～ ２ ０ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｘ １ が 抗 体 ４ Ｄ ５ の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の ア ミ ノ 酸 位 置 ９ ５ に 一 致 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｘ １ － Ｉ － Ｘ ２ － Ｐ － (Ｘ ３ )ｎ － Ｇ － Ｘ ４ － Ｔ － Ｘ ５ － Ｙ － Ａ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ 、 Ｘ ３ 、 Ｘ ４ 及
び ／ 又 は Ｘ ５ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド
化 さ れ 、 ｎ ＝ １ ～ ２ で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 ７
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ｎ ＝ ２ で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｇ － Ｆ － Ｘ １ － Ｉ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｉ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ が １ ０
又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ２ ～ ４
で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、
Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 １ １ に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ｎ ＝ ４ で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｑ － Ｘ １ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｐ － Ｘ ３ － Ｔ － Ｆ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ が Ｑ で あ る か 又 は 欠 損
し て お り 、 Ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｘ ３ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ
ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ２ ～ ４ で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 １
５ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ｎ ＝ ４ で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｙ － Ｘ １ － Ａ － Ｓ － Ｘ ２ － Ｌ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ は １ ０
又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 １
９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｓ － Ｑ － (Ｘ １ )ｎ － Ｖ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ３ ～ ５ で あ る ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 ２
２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ｎ ＝ ５ で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 Ｈ ３ 、 Ｌ １ 、 Ｌ ２ 及 び ／ 又 は Ｌ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
で あ り 、 該 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ が 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 位 置 に
変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 該 変 異 型 ア ミ ノ 酸 が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制
限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８
、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 及 び １ ０ ０ ａ の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ
Ｒ Ｈ ３ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ な い し ６ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 位 置 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 及 び １ ０ ０ と Ｃ 末 端 配 列
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Ａ Ｍ Ｄ Ｙ の 間 の 位 置 の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を
含 ん で な る 、 請 求 項 １ な い し ６ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ が 一 以 上 の 位 置 へ の 挿 入 を 含 み 、 該 一 以 上 の 位 置 が 制 限 コ ド ン セ ッ ト
に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ６ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ３ 、 ５ ４
、 ５ ６ 及 び ５ ８ の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 ん
で な る 、 請 求 項 ７ な い し １ ０ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２
及 び ３ ３ の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 ん で な る
、 請 求 項 １ １ な い し １ ４ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５
及 び ９ ７ の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 ん で な る
、 請 求 項 １ ５ な い し １ ８ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ５ １ 及 び ５ ４ の 少 な く と
も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ９ な い し
２ １ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２
及 び ３ ３ の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ を 含 ん で な る
、 請 求 項 ２ ２ な い し ２ ５ 及 び ２ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 １
な い し ３ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 、 請 求 項 １ な い し ３ ５ の 何 れ か 一 に 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 １ な い し ３ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 含 ん で な る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ベ ク タ ー が 、 ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ 系 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ （ Ａ
ｐ ） 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ｌ Ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ （ 温 度 感 受 性 プ ロ モ ー タ ） 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー
タ 、 ト リ プ ト フ ァ ン プ ロ モ ー タ お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ７ プ ロ モ ー タ か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し た プ ロ モ ー タ 領 域 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の ベ ク タ
ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ウ イ ル ス 表 面 上 に 表 出 さ れ る 請 求 項 １ な い し ３ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含
ん で な る ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
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　 複 数 の 少 な く と も １ × １ ０ ４ の 請 求 項 １ な い し ３ ６ の 何 れ か 一 に 記 載 の 異 な る ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 含 ん で な る ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 ３ ９ 又 は ４ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 さ ら に 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ
３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 又 は ５ の 付 加 的 な 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ を
含 み 、 少 な く と も 一 の Ｃ Ｄ Ｒ が 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 位
置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 該 変 異 型 ア ミ ノ 酸 が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す
る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る 、 請 求 項 １ な い し ２ ５ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ
Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 ４
４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が ４ 又 は ４ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 制 限 コ ド ン セ ッ ト が ２ の ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド す る 、 請 求 項 ４ ４ な い し ４ ６ の 何 れ か 一
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ２ の ア ミ ノ 酸 が Ｙ 及 び Ｓ で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 み 、 付 加 的 な Ｃ Ｄ Ｒ が Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ で あ る 、
請 求 項 ４ ４ な い し ４ ８ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 さ ら に 、 変 異 型 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 変 異 型 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ が Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ で あ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 さ ら に 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 む 、 請 求 項 ５ １ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 重 鎖 抗 体 可 変 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ２
の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ な い し １ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 重 鎖 抗 体 可 変 ド メ イ
ン ； と
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ ５ な い し ２ ５ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 軽 鎖 抗 体 可 変 ド メ
イ ン ：
を 有 す る 少 な く と も 二 つ の 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 さ ら に 、 重 鎖 抗 体 可 変 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 領 域 に 連 結 し た 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求
項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 二 量 体 化 ド メ イ ン が ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン 又 は 少 な く と も 一 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含
む 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 二 量 体 化 ド メ イ ン が 抗 体 か ら の ヒ ン ジ 領 域 及 び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 含 む 、 請 求 項 ５ ６ に
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記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 二 量 体 化 ド メ イ ン が 単 一 シ ス テ イ ン で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 請 求 項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る
融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン が 少 な く と も 一 の ウ
イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の 一 部 と 融 合 し て い る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 ｐ Ｉ Ｉ Ｉ 、 主 要 コ ー ト タ ン パ ク 質 ｐ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、
Ｓ ｏ ｃ 、 Ｈ ｏ ｃ 、 ｇ ｐ Ｄ 、 ｐ ｖ 1お よ び そ れ ら の 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で
あ る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 さ ら に 、 可 変 ド メ イ ン と ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む 、
請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 可 変 ド メ イ ン が 重 鎖 の も の で あ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 さ ら に 、 ペ プ チ ド タ グ に 融 合 し た 可 変 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 融 合 ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 可 変 ド メ イ ン が 軽 鎖 の も の で あ る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ペ プ チ ド タ グ が ｇ Ｄ 、 ｃ -ｍ ｙ ｃ 、 ポ リ -ｈ ｉ ｓ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び Ｂ -ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 さ ら に 、 単 一 抗 体 鋳 型 か ら 得 ら れ た Ｆ Ｒ 配 列 で あ る 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ に 一 致 す る 抗 体 可 変
ド メ イ ン の Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 及 び ／ 又 は Ｆ Ｒ ４ を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ３ １ 及 び ４
４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 各 々 の Ｆ Ｒ が 抗 体 ４ Ｄ ５ の 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 有 す る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 請 求 項 ４ ４ な い し ６ ７ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー が 、 Ｍ １ ３ 、 ｆ １ 、 ｆ ｄ 、 Ｐ ｆ ３ フ ァ ー ジ 又 は そ の 誘 導 体 、 又
は λ 様 フ ァ ー ジ 、 例 え ば λ 、 ２ １ 、 ｐ ｈ ｉ ８ ０ 、 ｐ ｈ ｉ ８ １ 、 ８ ２ 、 ４ ２ ４ 、 ４ ３ ４ な ど
又 は そ の 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ウ イ ル ス 表 面 上 に 表 出 さ れ る 請 求 項 １ な い し ３ １ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 複 数 の 請 求 項 １ な い し ３ １ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん
で な り 、 少 な く と も １ × １ ０ ４ の 異 な る 抗 体 可 変 ド メ イ ン 配 列 を 有 す る ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
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【 請 求 項 ７ ５ 】
　 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 組 成 物 を 生 成 す る 方 法 で あ り 、
　 （ ａ ） Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も 一 又 は そ
れ ら の 混 合 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
　 　 （ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ
　 　 を 有 し 、 Ｘ １ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ
ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ ＝ ３ ～ ２ ０ で あ る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 （ ｉ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｘ １ － Ｉ － Ｘ ２ － Ｐ － （ Ｘ ３ ） ｎ － Ｇ － Ｘ ４ － Ｔ － Ｘ ５ － Ｙ － Ａ
　 　 を 有 し 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ 、 Ｘ ３ 、 Ｘ ４ 及 び ／ 又 は Ｘ ５ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ
ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ ＝ １ ～ ２ で あ る ポ リ
ペ プ チ ド ； と
　 　 （ ｉ ｉ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｇ － Ｆ － Ｘ １ － Ｉ － （ Ｘ ２ ） ｎ － Ｉ
　 　 を 有 し 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン
セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ ＝ ２ ～ ４ で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を 複 数 生 成 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 （ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 又 は そ れ ら の 混 合 を 含 み 、 該 変 異
型 Ｃ Ｄ Ｒ が 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 位 置 に 変 異 を 有 し 、 該
変 異 型 ア ミ ノ 酸 が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー
ド 化 さ れ る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る
こ と を さ ら に 含 む 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も 一 又 は そ れ ら の
混 合 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
　 　 （ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｑ － Ｘ １ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｐ － Ｘ ３ － Ｔ － Ｆ
　 　 を 有 し 、 Ｘ １ が Ｑ で あ る か 又 は 欠 損 し て お り 、 Ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｘ ３ は １ ０ 又 は １ ０ 以
下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ２ ～ ４ で あ る ポ リ
ペ プ チ ド ；
　 　 （ ｉ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｙ － Ｘ １ － Ａ － Ｓ － Ｘ ２ － Ｌ
　 　 　 を 有 し 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド
ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； と
　 　 （ ｉ ｉ ｉ ） 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｓ － Ｑ － (Ｘ １ )ｎ － Ｖ
　 　 　 を 有 し 、 Ｘ １ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り
コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ３ ～ ５ で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を 複 数 生 成 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ５ ま た は ７ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ な い し ３ １ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 複 数
を 有 す る 組 成 物 を 生 成 し ；
　 （ ｂ ） 前 記 組 成 物 か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 選 別 し ；
　 （ ｃ ） 非 結 合 体 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 し ；
　 （ ｄ ） 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 か ら 所 望 の 親 和 性 を 有 す る 結 合 体 を 同 定 す る
こ と を 含 む 、 標 的 抗 原 へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 選 別 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ に 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ ；
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　 （ ｂ ） 非 結 合 体 か ら 結 合 体 を 分 離 し て 、 標 的 抗 原 の 結 合 体 を 溶 出 し て 、 そ し て 約 ０ ． １
ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 の 減 少 し た 量 の 標 的 抗 原 を 含 む 溶 液 中 で 結 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー
ト し ；
　 （ ｃ ） 最 も 低 い 濃 度 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る 、 約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ ２ ０ ０ ｎ Ｍ の
親 和 性 を 有 す る 結 合 体 を 選 別 す る
こ と を 含 む 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る 抗 原 結 合 可 変 ド メ イ
ン を 選 別 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 標 的 抗 原 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｉ Ｇ Ｆ -１ 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、
ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 、 エ ル ビ ン Ｇ Ｓ Ｔ 、 イ ン ス リ ン 又 は Ｉ ｇ Ｇ で あ る 、 請 求 項 ７ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 標 的 抗 原 の 濃 度 が 約 １ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ Ｍ で あ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 標 的 抗 原 の 濃 度 が 約 ２ ５ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ で あ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数
含 む ラ イ ブ ラ リ に 固 定 し た 標 的 抗 原 を 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 標 的
抗 原 へ の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 し ；
　 （ ｂ ） 非 結 合 体 か ら ラ イ ブ ラ リ 中 の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 標 的 抗 原 か ら 結 合
体 を 溶 出 し て 結 合 体 豊 富 な サ ブ 集 団 を 得 て ；
　 （ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 を 用 い て （ ａ ） － （
ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 二 度 繰 り 返 す
こ と を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 選 別 す る
方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 （ ｆ ） 結 合 体 が 混 合 物 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲
の 濃 縮 し た 標 識 し た 標 的 抗 原 と と も に ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の サ ブ 集 団 を イ ン キ ュ ベ ー ト し
；
　 （ ｇ ） 標 的 抗 原 上 の 標 識 に 結 合 す る 固 定 し た 作 用 剤 を 前 記 混 合 物 に 接 触 さ せ ；
　 （ ｈ ） 標 識 し た 標 的 抗 原 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 検 出 し て 、 標 識 し た 標 的 抗 原
か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 溶 出 し ；
　 （ ｉ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 と 前 回 の 選 別 よ り 低
い 濃 度 の 標 識 標 的 抗 原 を 用 い て 、 （ ｆ ） ～ （ ｉ ） の 工 程 を 少 な く と も 二 度 繰 り 返 す
こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 選 別 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 さ ら に 、 過 剰 量 の 非 標 識 標 的 抗 原 を 混 合 物 に 添 加 し て 、 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て
標 識 標 的 抗 原 か ら 親 和 性 の 低 い 結 合 体 を 溶 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数
含 む ラ イ ブ ラ リ に 少 な く と も 約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ 濃 度 の 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て 、
標 的 抗 原 へ の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 し ；
　 （ ｂ ） 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 豊 富 な サ ブ 集
団 を 得 て ；
　 （ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 と 前 回 の 選 別 よ り 低
い 濃 度 の 標 的 抗 原 を 用 い て （ ａ ） － （ ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 二 度 繰 り 返 し て 、 も っ と も
低 い 濃 度 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 す る
こ と を 含 む 、 標 的 抗 原 へ の 高 い 親 和 性 を 有 す る 結 合 体 を 単 離 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 （ ａ ） 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て ラ イ ブ ラ リ に ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 の
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標 識 し た 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 と 標 識 し た 標 的 抗 原 と の 複 合 体 を 形
成 さ せ ；
　 （ ｂ ） 複 合 体 を 単 離 し て 、 標 識 し た 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 結 合
体 豊 富 な サ ブ 集 団 を 得 て ；
　 （ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 と 前 回 の 選 別 よ り 低
い 濃 度 の 標 的 抗 原 を 用 い て （ ａ ） － （ ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 二 度 繰 り 返 す
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を
複 数 含 む ラ イ ブ ラ リ か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 選 別 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 と 標 的 抗 原 の 複 合 体 に 過 剰 な 非 標 識 標 的 抗 原 を 加 え る こ と
を 含 む 、 請 求 項 ８ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 工 程 を 二 度 繰 り 返 し 、 第 一 回 目 の 選 別 の 標 的 の 濃 度 が 約 １ ０ ０ ｎ Ｍ ～ ２ ５ ０ ｎ Ｍ で あ り
、 第 二 回 目 の 選 別 で は 約 ２ ５ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ で あ り 、 第 三 回 目 の 選 別 で は 約 ０ ． １ ｎ Ｍ
～ ２ ５ ｎ Ｍ で あ る 、 請 求 項 ８ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド と 標 的 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 、 ラ イ ブ ラ リ の 第 一 試 料 を
濃 縮 し た 標 的 抗 原 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 （ ｂ ） 標 的 抗 原 な し で ラ イ ブ ラ リ の 第 二 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 （ ｃ ） ポ リ ペ プ チ ド と 固 定 し た 標 的 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 、 第 一 及 び 第 二 試
料 の そ れ ぞ れ と 固 定 し た 標 的 抗 原 と を 接 触 さ せ ；
　 （ ｄ ） 各 々 の 試 料 に つ い て 固 定 し た 標 的 抗 原 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し ；
　 （ ｅ ） 第 二 試 料 か ら の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 量 に 対 す る 第 一 試 料 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 量
の 割 合 を 算 出 す る こ と に よ っ て 、 標 的 抗 原 に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 親 和 性 を 測 定 す る
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ３ ６ 及 び ４ ４ な い し ５ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を
複 数 含 む ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 （ ａ ） Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｌ ２ 、 Ｌ ３ 、 Ｈ １ 、 Ｈ ２ 及 び Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 し た 起 源 抗 体
の 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 起 源 抗 体 の う ち の 軽 鎖 可 変 ド
メ イ ン 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 又 は そ の 両 方 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な
る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し ；
　 （ ｂ ） １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 、 溶 媒 と 接
触 し う る 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 位 置 に 起 源 抗 体 の 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、
４ 、 ５ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ を 変 異 さ せ る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ
を 含 み 、 Ｘ １ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド
化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ ＝ ３ ～ ２ ０ で あ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｘ １ － Ｉ － Ｘ ２ － Ｐ － (Ｘ ３ )ｎ － Ｇ － Ｘ ４ － Ｔ － Ｘ ５ － Ｙ － Ａ
を 含 み 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ 、 Ｘ ３ 、 Ｘ ４ 及 び ／ 又 は Ｘ ５ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド
す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ １ ～ ２ で あ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｇ － Ｆ － Ｘ １ － Ｉ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｉ
を 含 み 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ
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ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ２ ～ ４ で あ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｑ － Ｘ １ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｐ － Ｘ ３ － Ｔ － Ｆ
を 含 み 、 Ｘ １ が Ｑ で あ る か 又 は 欠 損 し て お り 、 Ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｘ ３ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ ＝ ２ ～ ４ で あ る 、 請 求 項
９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｙ － Ｘ １ － Ａ － Ｓ － Ｘ ２ － Ｌ
を 含 み 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ は １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ
ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｓ － Ｑ － (Ｘ １ )ｎ － Ｖ
を 含 み 、 Ｘ １ が １ ０ 又 は １ ０ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド
化 さ れ 、 ｎ ＝ ３ ～ ５ で あ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 出 願 に つ い て ）
　 こ の 出 願 は 、 米 国 特 許 法 規 則 １ ． ５ ３ （ ｂ ） （ １ ） に 基 づ き 出 願 し た 非 仮 出 願 で あ り 、
米 国 特 許 法 １ １ ９ （ ｅ ） に 基 づ き 、 ２ ０ ０ ３ 年 ８ 月 １ 日 に 出 願 の 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ４ ９ １ ８
７ ７ 号 の 優 先 権 を 主 張 し 、 参 照 に よ り こ こ に そ の 内 容 全 体 が 組 み 込 ま れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 非 常 に 制 限 さ れ た ア ミ ノ 酸 レ パ ー ト リ ー を 用 い て 多 様 化 し た 変 異 型
Ｃ Ｄ Ｒ 、 及 び そ の よ う な 配 列 を 複 数 含 む ラ イ ブ ラ リ に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は こ れ ら 変 異
型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 治 療 に 又 は 試 薬 と し て 用 い る
こ と が で き る 新 規 の 結 合 型 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 有 用 な 方 法 及 び 組 成 物 に 関 す る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 は 抗 原 な ど の リ ガ ン ド に 結 合 す る 新 規 の タ ン パ ク 質 を 生 成 し
、 選 別 す る た め の 強 力 な ツ ー ル で あ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 の 使 用 に よ り 、 高 い 親
和 性 で 標 的 抗 原 に 結 合 す る 配 列 に つ い て 迅 速 に 分 類 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 変 異 体 の
大 き な ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と が で き る 。 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を
ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 、 例 え ば 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 又 は 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク
質 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 に 融 合 す る 。 タ ン パ ク 質 な い し ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い
る 核 酸 配 列 を 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 の 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 融 合 し た 一 価 フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ 系 が 開 発 さ れ た 。 (Bass, S., Proteins, 8:309 (1990)； Lowman and Well
s, Methods: A Companion to Methods in Enzymology, 3:205 (1991))。 一 価 フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ 系 で は 、 遺 伝 子 融 合 が 低 レ ベ ル で 発 現 し 、 野 生 型 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 も 粒
子 の 感 染 性 が 維 持 さ れ る よ う に 発 現 し て い る 。 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て そ の ラ イ ブ
ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 多 く の 特 許 で 開 示 さ れ て い る (例 と し て 、 米 国 特 許 第 5,7
23,286号 、 米 国 特 許 第 5,432,018号 、 米 国 特 許 第 5,580,717号 、 米 国 特 許 第 5,427,908号 お
よ び 米 国 特 許 第 5,498,530号 )。
　 糸 状 フ ァ ー ジ の 表 面 上 の ペ プ チ ド の 発 現 と 大 腸 菌 周 辺 質 で の 機 能 的 抗 体 断 片 の 発 現 を 証
明 す る こ と は 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の 開 発 に 重 要 で あ っ た (Smithら , Sc
ience (1985), 228:1315； Skerra及 び Pluckthun, Science (1988), 240:1038)。 抗 体 又 は
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抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ は 、 ラ ン ダ ム な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 挿 入 し た り 、 関 連 遺 伝 子
の フ ァ ミ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ し て 単 一 遺 伝 子 を 変 更 す る こ と を 含 む い く つ か の 方 法 で 調 製
し て い た 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 用 い た 抗 体 又 は 抗 原 結 合 断 片 を 表 出 さ せ る 方 法 は 、 米
国 特 許 第 5,750,373号 、 同 第 5,733,743号 、 同 第 5,837,242号 、 同 第 5,969,108号 、 同 第 6,17
2,197号 、 同 第 5,580,717号 、 及 び 同 第 5,658,727号 に 記 載 さ れ て い る 。 つ い で 、 ラ イ ブ ラ
リ は 所 望 の 特 性 を 有 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 は 、 所 望 の 特 徴 を 有 す る 抗 体 を 調 製 す る 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー
マ お よ び 組 換 え 方 法 に 勝 る い く つ か の 効 果 が あ る 。 こ の 技 術 に よ り 、 よ り 少 な い 時 間 で 動
物 を 用 い る こ と な く 多 様 な 配 列 を 有 す る 抗 体 の 大 き な ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と が で き る
。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製 又 は ヒ ト 化 抗 体 の 調 製 は 、 き っ と 数 か 月 で 可 能 で あ る 。 加 え て 、
免 疫 化 が 必 要 な い の で 、 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ は 毒 性 の あ る 抗 原 又 は 抗 原 性 が 低 い 抗 原
に つ い て 作 製 す る こ と が で き る (Hogenboom, Immunotechniques (1988), 4:1-20)。 ま た 、
フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ は 、 新 規 な ヒ ト 抗 体 を 生 成 し て 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 。
　 抗 体 は 、 多 種 多 様 な 場 で 治 療 的 作 用 剤 と し て 非 常 に 有 効 に な っ て き て い る 。 例 え ば 、 腫
瘍 抗 原 で あ る Ｈ Ｅ Ｒ -２ に 対 す る ヒ ト 化 抗 体 は 、 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に 有 効 で あ る 。 抗 Ｉ
Ｎ Ｆ -γ 抗 体 な ど の 他 の 抗 体 は 、 ク ロ ー ン 病 な ど の 炎 症 性 状 態 を 治 療 す る 際 に 有 効 で あ る
。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ は 、 免 疫 化 さ れ た ヒ ト 、 免 疫 化 さ れ て い な い ヒ ト 、 生
殖 細 胞 系 配 列 又 は 未 処 理 の Ｂ 細 胞 Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー か ら ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る た め に 用 い ら
れ た (Barbas & Burton, Trends Biotech (1996), 14:230； Griffithsら , EMBO J. (1994)
, 13:3245； Vaughanら , Nat. Biotech. (1996), 14:309； Winter EP 0368 684 B1)。 未 処
理 、 ま た は 免 疫 化 さ れ て い な い 、 抗 原 結 合 ラ イ ブ ラ リ は 種 々 の リ ン パ 系 組 織 を 用 い て 作 製
さ れ て い る 。 Cambridge Antibody Technology及 び Morphosysに よ り 開 発 さ れ た も の な ど 、
い く つ か の ラ イ ブ ラ リ が 市 販 さ れ て い る  (Vaughanら , Nature Biotech 14:309 (1996)； K
nappikら , J. Mol. Biol. 296:57 (1999))。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ の 多 く は
、 多 様 性 が 制 限 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 高 親 和 性 抗 体 を フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ か ら 同 定 し て 、 単 離 で き る こ と は 、 治
療 的 用 途 の た め の 新 規 な ヒ ト 抗 体 を 単 離 す る た め に 重 要 で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ か ら の 高 親 和
性 抗 体 の 単 離 は 、 以 前 か ら 、 ラ イ ブ ラ リ の サ イ ズ 、 細 菌 細 胞 の 産 生 の 効 率 お よ び ラ イ ブ ラ
リ の 多 様 性 に 少 な く と も あ る 程 度 依 存 し て い る と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 Knappikら , J. Mol.
 Biol. (1999), 296:57を 参 照 。 ラ イ ブ ラ リ の サ イ ズ は 、 抗 体 又 は 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 の
不 適 当 な 折 畳 み （ ホ ー ル デ ィ ン グ ） お よ び 終 止 コ ド ン の 存 在 に よ る 効 率 的 で な い 産 生 に よ
っ て 減 少 す る 。 抗 体 又 は 抗 原 結 合 ド メ イ ン が 適 切 に 折 り 畳 ま れ な い 場 合 、 細 菌 細 胞 で の 発
現 は 阻 害 さ れ う る 。 発 現 は 、 可 変 ／ 定 常 の 境 界 面 の 表 層 、 ま た は 、 選 択 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ 残 基
で 順 に 残 基 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 改 良 す る こ と が で き る 。 (Dengら , J. Biol. Chem. 
(1994), 269:9533, Ulrichら , PNAS (1995), 92:11907-11911； Forsbergら , J. Biol. Ch
em. (1997), 272:12430)。 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 細 菌 細 胞 に お い て 作 製 す る と き 、 フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 配 列 は 適 当 な 折 畳 み を 提 供 す る 因 子 で あ る 。
　 ま た 、 抗 体 又 は 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と は 、 高 親 和 性 抗
体 の 単 離 に 重 要 で あ る 。 限 定 し た Ｃ Ｄ Ｒ に 多 様 化 を 有 す る ラ イ ブ ラ リ は 種 々 の 方 法 を 用 い
て 作 製 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Tomlinson, Nature Biotech. (2000), 18:989-994を 参 照 。
抗 原 結 合 に 関 与 す る こ と が 明 ら か な こ と が 多 い の で 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 に い く ら か 関 心 が あ る
。 重 鎖 上 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 は 、 サ イ ズ 、 配 列 お よ び 構 造 的 立 体 配 座 が 非 常 に 変 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 各 可 変 重 鎖 及 び 可 変 軽 鎖 位 置 の 全 ２ ０ ア ミ ノ 酸 を 用 い て 可 変 重 鎖 お よ び 可 変 軽 鎖
の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を ラ ン ダ ム 化 す る こ と に よ っ て 、 多 様 性 を 生 成 し た も の も あ る 。 全 ２ ０ ア ミ
ノ 酸 を 用 い る こ と で 変 異 型 抗 体 の 配 列 に 大 き な 多 様 性 を も た ら し 、 新 規 な 抗 体 を 同 定 す る
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可 能 性 を 増 や す と 思 わ れ た 。 (Barbas, PNAS 91:3809 (1994)； Yelton, DE, J. Immunolog
y, 155:1994 (1995)； Jackson, J.R., J. Immunology, 154:3310 (1995)及 び Hawkins, RE
, J. Mol. Biology, 226:889 (1992))。
　 ま た 、 天 然 に 生 じ る 抗 体 の ア ミ ノ 酸 分 布 を 反 映 さ せ る た め に い く つ か の Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ
酸 置 換 の 群 を 制 限 す る こ と に よ っ て 多 様 性 を つ く る 試 み が あ っ た 。 Garrard & Henner, Ge
ne (1993), 128:103; Knappikら , J. Mol. Biol. (1999), 296:57を 参 照 。 こ れ ら の 試 み
は 様 々 な 成 功 が あ っ た が 、 系 統 的 で 定 量 的 方 法 に 適 用 さ れ な か っ た 。 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 多 様 性
を つ く る 一 方 で 、 ア ミ ノ 酸 変 異 の 数 を 最 小 に す る こ と に 取 り 組 ん で い る 。 さ ら に 、 例 え ば
、 第 一 ラ イ ブ ラ リ が 一 つ の 基 準 に 従 っ て 作 製 さ れ る と 、 第 一 ラ イ ブ ラ リ の 多 様 性 を さ ら に
強 化 す る こ と が 望 ま れ る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 実 質 的 に 収 率 な ど の 実 用 的 限 界 を 超 え
る こ と な く 更 な る 多 様 化 が 可 能 に な る よ う に 、 こ の 第 一 ラ イ ブ ラ リ は 十 分 な 多 様 性 が あ り
な お か つ 十 分 に サ イ ズ を 小 さ く 保 つ こ と が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 い く つ か の 研 究 グ ル ー プ は 、 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 必 要 な 最 小 数 の ア ミ ノ 酸 蓄 積
の 理 論 上 及 び 実 験 上 の 分 析 を 報 告 し て い る 。 し か し な が ら 、 一 般 的 に こ れ ら の 分 析 は 範 囲
及 び 性 質 に 限 り が あ り 、 制 限 し た 一 連 の ア ミ ノ 酸 タ イ プ を 用 い て 複 合 的 機 能 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と の 実 施 可 能 性 に 関 し て か な り の 懐 疑 的 疑 問 が 残 る 。 例 と し て 、 Ri
ddleら , Nat. Struct. Biol. (1997), 4(10):805-809； Shangら , Proc. Natl. Acad. Sci
. USA (1994), 91:8373-8377； Heinzら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992), 89:3751-
3755； Regan & Degrado, Science (1988), 241:976-978； Kamtekerら , Science (1993), 
262:1680-1685； Wang & Wang, Nat. Struct. Biol. (1999), 6(11):1033-1038； Xiongら ,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995), 92:6349-6353； Heinzら , Proc. Natl. Acad. Sci
. USA (1992), 89:3751-3755； Cannataら , Bioinformatics (2002), 18(8):1102-1108； D
avidsonら , Nat. Struct. Biol. (1995), 2(10):856-863； Murphyら , Prot. Eng. (2000)
, 13(3):149-152； Brown & Sauer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999), 96:1983-1988
； Akanumaら , Proc. Natl. Acad. Sci. (2002), 99(21):13549-13553； Chan, Nat. Struc
t. Biol. (1999), 6(11):994-996を 参 照 。
　 ゆ え に 、 十 分 な 程 度 の 配 列 多 様 性 を 有 す る 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 さ ら に 更 な る 多
様 化 、 高 率 な 発 現 な ど を 目 的 と し た 操 作 に 反 応 し や す い ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る 方 法 を 改 良
す る 必 要 が あ る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 発 明 は 、 こ の 必 要 性 に 応 じ た も の で あ り 、 他 の 有
益 性 も 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
（ 本 発 明 の 開 示 ）
　 本 発 明 は 、 制 限 さ れ た 多 様 性 を 有 す る 配 列 を 含 む が 、 抗 原 結 合 能 を 維 持 し て い る 変 異 型
Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 簡 素 化 し た 利 便 性 の 高 い 方 法 を 提 供 す る 。 特 定 の Ｃ
Ｄ Ｒ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ を 多 様 化 し た 場 合 に の み 標 的 結 合 体 の 十 分 な 多 様 性 が 生 じ る と い
う 定 理 に 基 づ い た 従 来 の 方 法 や 、 多 様 な 範 囲 の ア ミ ノ 酸 置 換 （ 一 般 的 に ２ ０ ア ミ ノ 酸 す べ
て 又 は そ の ほ と ん ど を 置 換 す る こ と に よ る ） に 依 存 し て 十 分 な 多 様 性 を 得 る と い う 従 来 の
概 念 と 異 な り 、 本 発 明 は 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 由 来 す る 抗 原 の 特 定 の Ｃ Ｄ Ｒ や 特 定 数 の
Ｃ Ｄ Ｒ を 多 様 化 す る こ と に 頼 る 必 要 が な い 高 質 の 標 的 結 合 体 を 生 成 す る こ と が で き る 方 法
を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 標 的 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 高 質
の 非 常 に 多 様 な ラ イ ブ ラ リ が 非 常 に 制 限 さ れ た 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が あ る 最 小 限 の 数 の ア ミ
ノ 酸 位 置 を 多 様 化 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る と い う 驚 く べ き か つ 不 測 の 発 見
に 少 な く と も あ る 程 度 は 基 づ い て い る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 迅 速 、 利 便 性 が 高 く 、 順 応 性 が
あ り 、 少 な い 数 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 し た コ ド ン セ ッ ト の 使 用 に 基 づ く 。 配 列 の 多
様 性 を 制 限 し て い る の で 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 生 成 し た ポ リ ペ プ チ ド の 集 団 （ 例 え ば 、
ラ イ ブ ラ リ ） は 一 般 的 に よ り 小 さ い の で 、 必 要 又 は 希 望 に 応 じ て こ れ ら 集 団 の 更 な る 多 様
化 が 可 能 と な る 。 こ れ は 一 般 的 に 従 来 法 で は 得 ら れ な か っ た 有 益 性 で あ る 。 本 発 明 に よ っ
て 生 成 さ れ る 候 補 結 合 体 ポ リ ペ プ チ ド は 質 の 高 い 標 的 結 合 特 性 を 有 し て お り 、 細 胞 培 養 物
中 の 生 成 物 の 回 収 率 が 高 い 構 造 的 特 性 を 有 す る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら 結 合 体 ポ リ ペ プ チ ド 生
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成 方 法 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 方 法 、 及 び こ れ ら を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 所 望 の 標 的 に 対 す る 候 補 結 合 体 と な る 特 異 で 別 々 の 複 数 の ポ リ
ペ プ チ ド 及 び 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 好 ま し く は ウ イ ル ス ポ リ
ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 の 配 列 ） 及 び 、 多 様 化 し た Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提
供 す る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 （ ラ イ ブ ラ リ な ど ） は 、 例 え ば 所 望 の 標 的
に 結 合 す る 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 抗 体 及 び 抗 体 断 片 ） の プ ー ル と し
て 様 々 な 用 途 に 使 用 さ れ る 。 ま た 、 本 ポ リ ペ プ チ ド は 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 足 場 （ 例 え ば 、
ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン な ど の タ ン パ ク 質 ） を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 本 発 明 は
、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 生 成 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 様 々 な 態 様 、
本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の シ ス テ ム 、 キ ッ ト 及 び 製 造 品 、 及 び ／ 又 は 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ／ ポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 方 法 も 包 含 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 Ｈ ３ 、 Ｌ １ 、 Ｌ ２ 又 は Ｌ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 又 は ５ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 所 望 の
標 的 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 変 異
型 Ｃ Ｄ Ｒ に 対 応 す る 参 照 Ｃ Ｄ Ｒ 中 の 少 な く と も 一 の （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 の ）
溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 を 多 様 化 す る こ と ； （ ｉ ｉ ） 制 限 し た コ ド ン
セ ッ ト （ 以 下 の 「 制 限 コ ド ン セ ッ ト 」 の 定 義 を 参 照 ） を 用 い て Ｃ Ｄ Ｒ の 変 異 型 コ ピ ー を 生
成 す る こ と に よ っ て 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 を 変 異 さ せ る こ と を 含 む
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 多 様 な 態 様 や 実 施 態 様 は 、 本 発 明 の 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む プ ー ル を
生 成 す る 及 び ／ 又 は 使 用 す る た め 、 特 に 所 望 の 標 的 抗 原 へ の 候 補 結 合 体 を 選 択 し て 同 定 す
る た め に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 組 成 物 を 生 成 す
る 方 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 各 ポ リ ペ プ チ ド は Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 Ｈ ３ 、 Ｌ １ 、 Ｌ ２ 又 は Ｌ ３
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 又 は ５ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 有 し 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド が 所 望 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き 、 該 方 法 が 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ に 対 応 す る
参 照 Ｃ Ｄ Ｒ 中 の 少 な く と も 一 の （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 の ） 溶 媒 と 接 触 し う る 非
常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 を 多 様 化 す る こ と ； （ ｉ ｉ ） 制 限 し た コ ド ン セ ッ ト を 用 い て Ｃ Ｄ
Ｒ の 変 異 型 コ ピ ー を 生 成 す る こ と に よ っ て 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 を
変 異 さ せ る こ と を 含 み ； 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 配 列 中 に 含
ま れ る 非 常 に 制 限 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 縮 重 の あ る 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る
こ と に よ っ て 生 成 さ れ 、 該 制 限 さ れ た 縮 重 が 制 限 コ ド ン セ ッ ト の 限 定 し た 数 の コ ド ン 配 列
を 反 映 す る 。
　 他 の 例 で は 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｌ ２ 、 Ｌ ３ 、 Ｈ １ 、 Ｈ ２ 及 び Ｈ ３ か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 起 源 抗 原 の 軽 鎖 、 重
鎖 又 は 軽 鎖 及 び 重 鎖 両 方 の 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ
ク タ ー を 構 築 し ； 少 な く と も 一 の （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 の ） 溶 媒 と 接 触 し う る
非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 の 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て の 起 源 抗 体 の Ｃ Ｄ
Ｒ を 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 変 異 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 他 の 例 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 表 出 す る フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ジ ミ
ド 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し ； 粒 子 と 標 的 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 粒 子 の ラ イ ブ
ラ リ に 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て ； 標 的 抗 原 に 結 合 し な い も の と 結 合 し た 粒 子 と を 分 離 す る こ
と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 何 れ か の 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 溶 解 性 が あ り 利 用 し や す く 及 び ／
又 は 非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 は 本 明 細 書 に 記 載 の 定 義 に 当 て は ま る 任 意 の も の 、 特 に 本
明 細 書 に 記 載 の 位 置 の 組 み 合 わ せ 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 記 載 し た 位 置 の
任 意 の 組 み 合 わ せ （ こ こ で よ り 詳 細 に 記 載 す る ） で あ り 得 る 。 好 適 な 変 異 型 ア ミ ノ 酸 は 、
本 明 細 書 に 記 載 の 定 義 に 当 て は ま る 任 意 の も の 、 例 え ば 、 以 下 の よ り 詳 細 に 記 載 し た 本 発
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明 の ポ リ ペ プ チ ド の 中 の 変 異 型 ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
　 Ｃ Ｄ Ｒ の 多 様 化 の 設 定 に は 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 長 さ 及 び ／ 又 は 配 列 を 多 様 化 す る こ と を 伴 う で あ
ろ う 。 例 え ば 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 を 有 す る
非 常 に 多 様 な 及 び ／ 又 は 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 、 例 え ば ７ ～ １
９ ア ミ ノ 酸 の 長 さ や そ の 配 列 を 多 様 化 さ れ る か も し れ な い 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 Ｃ
Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 一 部 は ５ ～ ２ ２ 、 ７ ～ ２ ０ 、 ９ ～ １ ５ 又 は １ １ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 の 範 囲 の 長 さ で
あ り 、 限 ら れ た 数 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト 、 例 と し て １ ０ 、 ８ 、 ６ 、 ４
又 は ２ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド さ れ る 一 以 上 の 位 置 に 変
異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｃ 末 端 に ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ Ｍ 又 は Ａ Ｍ Ｄ Ｙ を 有
す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 標 的 結 合 す る 機 能 が あ る
限 り 多 様 な 型 で あ っ て よ い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 ポ リ ペ プ チ
ド で あ る （ す な わ ち 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の ２ 又 は そ れ 以 上 の 配 列 の 融 合 ） 。 本 発 明 に
従 っ て 多 様 化 し た Ｃ Ｄ Ｒ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 使 用 の
た め に 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 調 製 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 表 出 の た め に 使 用 す る こ と が で き る ウ イ ル ス コ
ー ト タ ン パ ク 質 に は 、 タ ン パ ク 質 ｐ Ｉ Ｉ Ｉ 、 主 要 コ ー ト タ ン パ ク 質 ｐ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｓ ｏ ｃ （
Ｔ ４ フ ァ ー ジ ） 、 Ｈ ｏ ｃ （ Ｔ ４ フ ァ ー ジ ） 、 ｇ ｐ Ｄ （ λ フ ァ ー ジ ） 、 ｐ Ｖ Ｉ 又 は そ れ ら の
変 異 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 含 ま れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ｐ Ｉ Ｉ Ｉ
、 ｐ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｓ ｏ ｃ 、 Ｈ ｏ ｃ 、 ｇ ｐ Ｄ 、 ｐ Ｖ Ｉ お よ び そ れ ら の 変 異 体 又 は そ れ ら の 断 片
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 な ど の ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の
少 な く と も 一 部 と 融 合 し て い る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 多 様 化 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 一 以 上 の 抗 体 可 変 ド メ
イ ン で あ り 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン は Ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｓ ｃ Ｆ ｖ ２ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 及 び Ｆ (ａ
ｂ )２ を 含 む 多 様 な 型 で ウ イ ル ス 表 面 上 に 表 出 さ れ う る 。 二 価 の ポ リ ペ プ チ ド の 表 出 に は
、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 好 ま し く は 二 量 体 化 ド メ イ ン を 包 含 す る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 二
量 体 化 配 列 及 び ／ 又 は 一 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 を 含 み う る 。 二 量 体 化 ド メ イ
ン は 好 ま し く は 、 重 鎖 の 可 変 又 は 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ な ど ） の Ｃ 末 端 に 直 接 的 に ま た は
間 接 的 に 連 結 し て い る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン の 構 造 は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン が （ 二 量 体 化 ド メ
イ ン の 後 に ア ン バ ー 停 止 コ ド ン を 含 ま な い で ） ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 を 有 す る 融
合 タ ン パ ク 質 成 分 と し て 産 生 さ れ る か 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン が （ 二 量 体 化 ド メ イ ン の 後 に ア
ン バ ー 停 止 コ ド ン を 含 ん で ） 主 に ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 な し で 産 生 さ れ る か に よ
っ て 変 わ り う る 。 抗 体 可 変 ド メ イ ン が 主 に ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 を 有 す る 融 合 タ
ン パ ク 質 と し て 産 生 さ れ る 場 合 、 一 以 上 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ／ 又 は 単 一 二 量 体 化 配 列
に よ り 二 価 表 出 さ れ る 。 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 に 融 合 せ ず に 主 に 産 生 さ れ る 抗 体
可 変 ド メ イ ン （ ア ン バ ー 停 止 あ り ） に は 、 シ ス テ イ ン 残 基 と 二 量 体 化 配 列 の 両 方 を 含 む 二
量 体 化 ド メ イ ン を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 加 え て 、 場 合 に よ っ て は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 精 製 、 検 出 及 び ／ 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に
有 用 な タ グ 、 例 と し て Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 ポ リ -ｈ ｉ ｓ 、 ｇ Ｄ タ グ 、 ｃ -ｍ ｙ ｃ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 又
は Ｂ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 含 み う る 。 一 実 施 態 様 で は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド
タ グ に 融 合 し た 軽 鎖 可 変 又 は 定 常 ド メ イ ン を 含 む 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン な ど の ポ リ ペ プ チ ド は 単 一 起 源 又 は 鋳 型 分 子
か ら 得 た も の で あ る 。 起 源 又 は 鋳 型 分 子 は 、 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 の 培 養 で 産 生 さ れ る 場
合 に 効 率 よ く 安 定 し て い る な ど の 特 性 に つ い て 選 択 又 は 設 定 す る 、 及 び ／ 又 は 長 さ の 違 う
Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領 域 に 適 応 す る よ う に 選 択 又 は 設 定 す る の が 好 ま し い 。 フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ
ク 質 成 分 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て あ る 場 合 、 鋳 型 分 子 の 配 列 は 可 変 ド メ イ ン の ホ ー
ル デ ィ ン グ 及 び ／ 又 は 表 出 を 改 善 す る よ う に 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 起 源 抗 体 は
ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ の 可 変 ド メ イ ン （ 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ 図 １ ５ ； 配 列 番 号 １ ） ） ； （ 重 鎖
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可 変 ド メ イ ン （ 図 １ ５ ； 配 列 番 号 ２ ） ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 重 鎖 又
は 軽 鎖 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン 中 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 残 基 を 起 源 又 は 鋳 型 分 子 か ら 修 飾 又 は
変 更 し て 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ホ ー ル デ ィ ン グ 、 効 率 、 表 出 又 は 親 和 性 を 改 良 す る こ と が
で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 起 源 分 子 の フ レ ー ム ワ ー ク 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 が 天 然 に 生 じ
る 抗 体 又 は サ ブ グ ル ー プ の 一 致 配 列 内 の 位 置 に 共 通 し て み ら れ る 単 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸
と 異 な る 場 合 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 選 択 し て 起 源 又 は 鋳 型 分 子 か ら 修 飾 す る 。 こ の 位 置
に あ る ア ミ ノ 酸 を 天 然 に 生 じ る 抗 体 又 は サ ブ グ ル ー プ の 一 致 配 列 内 に も っ と も 共 通 し て み
ら れ る ア ミ ノ 酸 に 変 更 す る こ と が で き る 。 一 実 施 態 様 で は 、 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ７
１ は Ｒ 、 Ｖ 又 は Ａ で あ る か も し れ な い 。 他 の 例 で は 、 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ９ ３ は Ｓ
又 は Ａ で あ る か も し れ な い 。 更 な る 他 の 例 で は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ９ ４ は Ｒ 、 Ｋ 又 は Ｔ
で あ る か 、 Ｍ Ｒ Ｔ に よ り コ ー ド さ れ る か も し れ な い 。 更 な る 他 の 例 で は 、 重 鎖 の フ レ ー ム
ワ ー ク 残 基 ４ ９ は ア ラ ニ ン 又 は グ リ シ ン で あ る か も し れ な い 。 ま た 、 軽 鎖 の フ レ ー ム ワ ー
ク 残 基 は 変 更 し う る 。 例 え ば 、 位 置 ６ ６ の ア ミ ノ 酸 は ア ル ギ ニ ン 又 は グ リ シ ン で あ る か も
し れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 多 様 な 組 み 合 わ せ の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 含 む 多 種 多 様 な ポ リ ペ プ チ ド を 生 成
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領 域 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ は 制 限 コ ド ン セ ッ
ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持 す る の に 適 す る
数 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ｎ は ３ ～ ２ ０ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ７ ～ ２ ０ 、 ５ ～ １
８ 又 は ７ ～ １ ８ で あ り 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ｎ ＝ ７ ～ ２ ０ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、
Ｘ １ が コ ド ン セ ッ ト Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ
、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て コ ー ド 化 さ
れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 Ｘ １ が コ ド ン セ ッ ト Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ に よ っ て コ ー ド 化 さ
れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ － Ｄ － Ｙ で あ る 。 あ る 実 施 態 様
で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 内 の ア ミ ノ 酸 位 置 ９ ５ 、 例 え ば 抗 体 ４ Ｄ ５ の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 位 置 ９ ５ 第 一
Ｘ １ の 抗 体 ４ Ｄ ５ の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の ア ミ ノ 酸 位 置 ９ ５ に 一 致 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 第 一
Ｘ １ の 位 置 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ の 末 端 後 の 位 置 ３ ３ 残 基 、 及 び シ ス テ イ ン 残 基 後 の ２ 残 基 に 一
致 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 第 一 Ｘ １ の 位 置 は 、 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ に 続 く 位 置 に 一
致 し 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 そ れ は Ｃ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ － Ａ ｒ ｇ 又 は Ｃ ｙ ｓ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｒ ｇ で
あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｘ １ － Ｉ － Ｘ ２ － Ｐ － (Ｘ ３ )ｎ － Ｇ － Ｘ ４ － Ｔ － Ｘ ５ － Ｙ － Ａ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ 、 Ｘ ３ 、 Ｘ ４ 及
び ／ 又 は Ｘ ５ は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持 す
る の に 適 す る 数 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ｎ は １ ～ ５ 、 １ ～ ３ 又 は １ ～ ２
で あ り 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ｎ ＝ ２ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ
Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ
Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ
ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｇ － Ｆ － Ｘ １ － Ｉ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｉ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ が 制 限
コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持 す る の に 適 す る 数 で あ
る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ｎ は １ ～ ４ 、 ２ ～ ４ 又 は ３ ～ ４ で あ り 得 る 。 一 実 施
態 様 で は 、 ｎ ＝ ４ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、
Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又
は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ
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Ｔ で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｑ － Ｘ １ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｐ － Ｘ ３ － Ｔ － Ｆ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ が Ｑ で あ る か 又 は 欠 損
し て お り 、 Ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｘ ３ は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機
能 的 活 性 を 維 持 す る の に 適 す る 数 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ｎ は １ ～ ４ 、
２ ～ ４ 又 は ３ ～ ４ で あ り 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ｎ ＝ ４ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限
コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ
Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で
は 、 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｙ － Ｘ １ － Ａ － Ｓ － Ｘ ２ － Ｌ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ は 制 限
コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ
ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ
Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は
、 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｓ － Ｑ － (Ｘ １ )ｎ － Ｖ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ が 制 限 コ ド ン セ ッ ト に
よ り コ ー ド 化 さ れ 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持 す る の に 適 す る 数 で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ｎ は １ ～ ５ 、 ２ ～ ５ 、 ３ ～ ５ 又 は ４ ～ ５ で あ り 得 る 。 一 実 施 態 様 で
は 、 ｎ ＝ ５ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ
Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は
こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ
で あ る 。
　 明 確 に す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 中 で ｎ が １ よ り 大 き い 場 合 、 単 一 変 異
型 の Ｃ Ｄ Ｒ 内 の ア ミ ノ 酸 Ｘ は 特 定 の 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る 何 れ か の ア
ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 配 列 内 の 、 Ｘ １ は Ｋ Ｍ Ｔ に よ っ て コ ー ド 化
さ れ 、 ｎ ＝ ４ で あ り 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 内 の ４ つ の Ｘ １ ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば Ａ Ａ Ｄ Ｙ 、 Ａ
Ａ Ａ Ｙ 、 Ｄ Ｓ Ｙ Ａ 、 Ｓ Ａ Ｙ Ｙ 、 Ａ Ａ Ａ Ａ 、 Ｓ Ａ Ａ Ｙ 、 Ａ Ａ Ａ Ｙ 、 Ａ Ｙ Ｄ Ｓ 又 は 制 限 コ ド ン
セ ッ ト に よ っ て コ ー ド さ れ る ４ ア ミ ノ 酸 の 一 以 上 の 何 れ か の 組 み 合 わ せ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は 、 ２ ～ １ ０ の ア ミ ノ 酸 、 ２ ～ ８ の ア ミ ノ
酸 、 ２ ～ ６ の ア ミ ノ 酸 、 ２ ～ ４ の ア ミ ノ 酸 、 又 は ２ ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド す る 。 あ る 実 施
態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は 少 な く と も ２ 多 く と も １ ０ 、 多 く と も ８ 、 多 く と も ６ 、 多
く と も ４ の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ４ 単 位 (tetrano
mial)コ ド ン セ ッ ト で あ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は 二 価 の コ ド ン セ ッ ト
で あ る 。
　 更 な る 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 Ｈ ３ 、 Ｌ １ 、 Ｌ ２ 及 び ／ 又
は Ｌ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 該 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ が 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様
な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 該 変 異 型 ア ミ ノ 酸 が 制 限 コ ド ン
セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ
ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ
Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 コ ド
ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 及 び ／ 又 は Ｋ Ｍ Ｔ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ は 前 述 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７
、 ９ ８ 、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 及 び １ ０ ０ ａ の 少 な く と も 一 （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 ） の
位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
典 型 的 に 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の Ｃ 末 端 残 基 は Ａ Ｍ Ｄ Ｙ と し て 一 定 に 保 た れ て い る （ し か し 所 望 の
ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 （ 標 的 抗 原 結 合 な ど ） が 実 質 的 に 維 持 さ れ る 限 り 、 い く つ か 変 異 さ せ
る こ と が で き る ） 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 １ ０ ０ と Ａ Ｍ Ｄ Ｙ 領 域 の Ａ の
間 の す べ て の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 １ ０ ０ と Ａ Ｍ Ｄ Ｙ 領 域 の
Ａ の 間 の 少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド
は 位 置 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 及 び １ ０ ０ と Ｃ 末 端 配 列 Ａ Ｍ Ｄ Ｙ と の 間 の
少 な く と も 一 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ
プ チ ド の あ る 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ は 一 以 上 の 残 基 ／ 位 置 の 挿 入 を 含 み 、 該 一
以 上 の 位 置 は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で
は 、 該 挿 入 は １ ～ １ ５ 、 ３ ～ １ ３ 、 ５ ～ １ １ 又 は ７ ～ ９ の 残 基 ／ 位 置 を 含 む 。 あ る 実 施 態
様 で は 、 該 挿 入 は 少 な く と も １ 、 少 な く と も ３ 、 少 な く と も ５ 、 少 な く と も ７ 、 少 な く と
も ９ 、 少 な く と も １ １ 、 少 な く と も １ ３ の 残 基 ／ 位 置 を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 該 挿 入
は １ ５ 以 下 、 １ ３ 以 下 、 １ １ 以 下 、 ９ 以 下 、 ７ 以 下 、 ５ 以 下 の 残 基 ／ 位 置 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ３
、 ５ ４ 、 ５ ６ 及 び ５ ８ の 少 な く と も 一 （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 ） の 位 置 に 変 異 型
ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ １
、 ３ ２ 及 び ３ ３ の 少 な く と も 一 （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 ） の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ
酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３
、 ９ ４ 及 び ９ ６ の 少 な く と も 一 （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 ） の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ
酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ５ ０ 及 び ５ ３ の 少
な く と も 一 又 は そ の 両 方 の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 ん で な る
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 カ バ ッ ト シ ス テ ム に 従 っ て 番 号 付 け し た 位 置 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０
、 ３ １ 及 び ３ ２ の 少 な く と も 一 （ 又 は す べ て の 数 ま で の 任 意 の 数 ） の 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ
酸 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 前 述 の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 又 は ５ の 付 加 的 な 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ を さ ら に
含 み 、 変 異 型 ア ミ ノ 酸 は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト が Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、
Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 、 Ｗ Ｍ Ｔ 又 は こ れ ら の 組 み 合
わ せ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は 少 な く と も Ｙ 及 び ／ 又 は Ｓ を コ ー ド
化 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ア ラ ニ ン を コ ー ド し な い 。 一 実 施 態 様 で は
、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ４ 又 は ４ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド
ン セ ッ ト は ２ の ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド し 、 一 実 施 態 様 で は Ｙ 及 び Ｓ で あ る 。 本 発 明 の 実 施
態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ２ ～ １ ０ の ア ミ ノ 酸 、 ２ ～ ８ の ア ミ ノ 酸 、 ２ ～ ６ の ア ミ ノ
酸 、 ２ ～ ４ の ア ミ ノ 酸 、 又 は ２ の ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ
ド ン セ ッ ト は 少 な く と も ２ 多 く と も １ ０ 、 多 く と も ８ 、 多 く と も ６ 、 多 く と も ４ の ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ４ 単 位 (tetranomial)コ ド ン セ ッ
ト で あ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ２ 単 位 (binomial)コ ド ン セ ッ ト で あ る
。 一 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 、 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ
Ｒ Ｈ ２ で あ る 少 な く と も 一 の 付 加 的 な 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ
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チ ド は さ ら に 少 な く と も 一 の 変 異 型 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。 一 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 軽 鎖 Ｃ Ｄ
Ｒ は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ
Ｌ １ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を （ 例 え ば 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ と 組 み 合 わ せ て ） 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 少 な く と も
一 又 は そ の 両 方 を 含 み 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン は 本 明 細 書 中 に 記 載 の （ 例 え ば 前 述 に 記 載 の よ
う な ） １ 、 ２ 又 は ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 特 に 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 む も の ） は 、 さ
ら に 、 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 、 例 え ば 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ に 一 致 す る 単 一 抗 体 鋳 型 由 来 の Ｆ Ｒ
配 列 で あ る 抗 体 可 変 ド メ イ ン の Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 及 び ／ 又 は Ｆ Ｒ ４ を 含 む 。 一 実 施
態 様 で は 、 Ｆ Ｒ 配 列 は ヒ ト 抗 体 由 来 で あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 Ｆ Ｒ 配 列 は ヒ ト コ ン セ ン サ
ス 配 列 （ 例 え ば サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ コ ン セ ン サ ス 配 列 ） 由 来 で あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 フ
レ ー ム ワ ー ク 配 列 は 本 明 細 書 中 に 記 載 の 修 飾 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む （ 例 え ば 重 鎖 の
位 置 ４ ９ 、 ７ １ 、 ９ ３ 及 び ／ 又 は ９ ４ 、 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 位 置 ６ ６ の 修 飾 を 含 む ） 。 一 実
施 態 様 で は 、 各 Ｆ Ｒ は 抗 体 ４ Ｄ ５ の 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成
物 を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド
を 有 す る 組 成 物 を 生 成 す る 方 法 で あ り 、
（ ａ ） Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も 一 又 は そ れ
ら の 混 合 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
　 　 （ ｉ ） ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ
　 　 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ が 制 限 コ ド ン セ ッ
ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持 し う る 適 当 な 数
で あ る （ 例 え ば ３ ～ ２ ０ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ７ ～ ２ ０ 、 ５ ～ １ ８ 、 ７ ～ １ ８ ） ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 （ ｉ ｉ ） ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｘ １ － Ｉ － Ｘ ２ － Ｐ － （ Ｘ ３ ） ｎ － Ｇ － Ｘ ４ － Ｔ － Ｘ ５ － Ｙ － Ａ
　 　 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ 、 Ｘ ３ 、 Ｘ
４ 及 び ／ 又 は Ｘ ５ が 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ
の 機 能 的 活 性 を 維 持 し う る 適 当 な 数 で あ る （ 例 え ば １ ～ ５ 、 １ ～ ３ 、 １ ～ ２ ） ポ リ ペ プ チ
ド ； と
　 　 （ ｉ ｉ ｉ ） ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｇ － Ｆ － Ｘ １ － Ｉ － （ Ｘ ２ ） ｎ － Ｉ
　 　 を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ ２ が
制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持
し う る 適 当 な 数 で あ る （ 例 え ば １ ～ ４ 、 ２ ～ ４ 、 ３ ～ ４ ） ポ リ ペ プ チ ド
を 複 数 生 成 す る
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 又 は Ｃ Ｄ
Ｒ Ｌ ３ 又 は そ れ ら の 混 合 を 含 ん で な る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と を 含 み 、 該 変 異
型 Ｃ Ｄ Ｒ は 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 位 置 を 有 し ； 該 変 異 型
ア ミ ノ 酸 は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３
を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｑ － Ｘ １ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｐ － Ｘ ３ － Ｔ － Ｆ
を 有 し 、 Ｘ １ が Ｑ で あ る か 又 は 欠 損 し て お り 、 Ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｘ ３ は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に
よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 維 持 し う る 適 当 な 数 で あ
る （ 例 え ば １ ～ ４ 、 ２ ～ ４ 、 ３ ～ ４ ） 。 一 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 ん で な る
ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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　 　 　 Ｙ － Ｘ １ － Ａ － Ｓ － Ｘ ２ － Ｌ
を 有 し 、 Ｘ １ は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ
Ｌ １ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 　 Ｓ － Ｑ － (Ｘ １ )ｎ － Ｖ
を 有 し 、 Ｘ １ は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は Ｃ Ｄ Ｒ の 機
能 的 活 性 を 維 持 し う る 適 当 な 数 で あ る （ 例 え ば １ ～ ５ 、 ２ ～ ５ 、 ３ ～ ５ 、 ４ ～ ５ ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ
Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て
の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 該 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ が 前 述 に 記 載 の も の で あ る ポ
リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 み
、 該 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｌ ２ 及 び Ｌ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も
１ 、 ２ 又 は ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 み 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｈ ２ 及 び Ｈ ３ か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 、 ２ 又 は ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む も の で あ る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は Ｓ ｃ Ｆ ｖ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｆ ａ
ｂ 断 片 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｆ (ａ ｂ )２ 又 は Ｆ (ａ ｂ ')２ で あ る 。 し た が っ て 、 あ
る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む 。 あ る 実 施 態 様
で は 、 二 量 体 化 ド メ イ ン は 抗 体 重 鎖 又 は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質
の 少 な く と も 一 部 の 間 に 位 置 す る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 二 量 体 化 配 列 及 び ／ 又 は 一 以 上 の
シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 配 列 を 含 み う る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 好 ま し く は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン
又 は 定 常 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 に 直 接 又 は 間 接 的 に 連 結 す る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン の 構 造 は 、 抗
体 可 変 ド メ イ ン が （ 二 量 体 化 ド メ イ ン の 後 に ア ン バ ー 停 止 コ ド ン を 含 ま な い で ） ウ イ ル ス
コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 成 分 と し て 産 生 さ れ る か 、 抗 体 可 変 ド メ イ
ン が （ 二 量 体 化 ド メ イ ン の 後 に ア ン バ ー 停 止 コ ド ン を 含 ん で ） 主 に ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ
ク 質 成 分 な し で 産 生 さ れ る か に よ っ て 変 わ り う る 。 抗 体 可 変 ド メ イ ン が 主 に ウ イ ル ス コ ー
ト タ ン パ ク 質 成 分 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 産 生 さ れ る 場 合 、 一 以 上 の ジ ス ル フ ィ ド
結 合 及 び ／ 又 は 単 一 二 量 体 化 配 列 に よ り 二 価 表 出 さ れ る 。 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分
へ の 融 合 な し で 主 に 産 生 さ れ る 抗 体 可 変 ド メ イ ン （ ア ン バ ー 停 止 あ り ） に は 、 た と え 必 要
で な く と も 、 シ ス テ イ ン 残 基 と 二 量 体 化 配 列 の 両 方 を 含 む 二 量 体 化 ド メ イ ン を 有 す る こ と
が 好 ま し い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｆ (ａ ｂ )２ の 重 鎖 は ヒ ン ジ 領 域 を 含 ま な い 二 量 体 化 ド メ
イ ン で 二 量 体 化 す る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 を 含 み う る （ 例 え ば Ｇ Ｒ
Ｍ Ｋ Ｑ Ｌ Ｅ Ｄ Ｋ Ｖ Ｅ Ｅ Ｌ Ｌ Ｓ Ｋ Ｎ Ｙ Ｈ Ｌ Ｅ Ｎ Ｅ Ｖ Ａ Ｒ Ｌ Ｋ Ｋ Ｌ Ｖ Ｇ Ｅ Ｒ Ｇ （ 配 列 番 号 ３ ）
な ど の Ｇ Ｃ Ｎ ４ 配 列 ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン に 融 合 し た 軽 鎖
定 常 ド メ イ ン を 含 み 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も １ 、 ２ 又 は ３ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の あ る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン
に 融 合 し た 重 鎖 定 常 ド メ イ ン を 含 み 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も １ 、 ２ 又 は ３ の 変 異
型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。
　 あ る 場 合 で は 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 起 源 抗 体 に 関 し て 変 異 型 と な る よ う に フ レ ー ム ワ
ー ク 残 基 を 変 異 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ７ １ は ア ミ ノ
酸 Ｒ 、 Ｖ 又 は Ａ で あ っ て よ い 。 他 の 例 で は 、 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ９ ３ は ア ミ ノ 酸 Ｓ
又 は Ａ で あ っ て よ い 。 更 な る 他 の 例 で は 、 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ９ ４ は ア ミ ノ 酸 Ｒ 、
Ｋ 又 は Ｔ 又 は で あ る か 、 Ｍ Ｒ Ｔ に よ っ て コ ー ド さ れ て よ い 。 更 な る 他 の 例 で は 、 重 鎖 の フ
レ ー ム ワ ー ク 残 基 ４ ９ は ア ミ ノ 酸 Ａ 又 は Ｇ で あ っ て よ い 。 ま た 、 軽 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残
基 は 変 異 さ れ う る 。 例 え ば 、 軽 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ６ ６ は ア ミ ノ 酸 Ｒ 又 は Ｇ で あ っ て
よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ は 単 一 参 照 ポ リ ペ プ チ ド ／ 起 源 抗 体 の 一 致 す る
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Ｃ Ｄ Ｒ と 比 較 し て 配 列 が 変 異 し て い る Ｃ Ｄ Ｒ を 指 す 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 単 一 ポ リ ペ プ
チ ド の Ｃ Ｄ Ｒ は 好 ま し く は 、 単 一 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 起 源 抗 体 の 一 組 の Ｃ Ｄ Ｒ に 一 致 す
る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ の 何 れ か 一 又 は 組 み 合 わ せ を 含 み う る 。 例 え ば
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 み う る 。 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド は 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 及 び 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 み う る 。 他 の 例
で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３
及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 む 。 他 の 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 変 異 体
Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 及 び 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 む 。 本 発 明 の 何 れ か の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 変 異
体 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 何 れ か の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ
３ を 含 ん で も よ い 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 図 ５ に 示 す 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 一 以 上 を 含 む
。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 互 い に 複 合 体 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 は ２ の ポ リ ペ プ チ
ド を 含 ん で い る ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 提 供 す る も の で あ り 、 各 々 の ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 一 は 少 な く と も １ 、 ２ 又 は す べ て の 変 異
体 Ｃ Ｄ Ｒ 　 Ｈ １ 、 Ｈ ２ お よ び Ｈ ３ を 含 み 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 体 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ （ 例 え ば
Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ ） を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 は 第 １ お よ び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド （ 第 １ お よ び
第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ） を 含 ん で も よ く 、 第 一 の ポ リ ペ プ チ
ド は 少 な く と も １ 、 ２ 又 は ３ の 変 異 体 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 み 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と
も １ 、 ２ 又 は ３ の 変 異 体 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 は 、 同 じ 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 を 提 供 す る 。 複 合 体 形 成 は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な 二 量 体
化 ／ 多 量 体 化 ド メ イ ン で の 二 量 体 化 ／ 多 量 体 化 又 は 共 有 結 合 的 相 互 作 用 （ 例 え ば ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 を 介 し て ） を 含 む 任 意 の 適 切 な 技 術 に よ っ て 可 能 で あ る （ こ の 文 脈 に お い て 、 二
量 体 化 ド メ イ ン の 一 部 、 例 え ば 二 量 体 化 ド メ イ ン が 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 お よ び シ ス テ
イ ン を 含 む も の で よ い ） 。
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ん で な る 組 成 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 本 発 明 の 何 れ
か の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 ん で な る 組 成 物 を 提 供 す る 。 該 複 数 は 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド
化 し て い る 配 列 の 縮 重 を 含 ん で な る 一 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 生 成 し た 複 数 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ く 、 該 縮 重 は 変 異 型 ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 制 限 コ ド ン セ ッ ト の 複 数 の コ ド ン 配 列 の も の で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 又 は ラ イ ブ ラ リ を 含 ん で な る 組 成 物 が 、 キ ッ ト 又 は 製 造 品 （
場 合 に よ っ て 、 指 示 書 、 バ ッ フ ァ な ど を 内 包 す る ） の 形 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化
し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 複 製
発 現 ベ ク タ ー で あ り 得 る （ 例 え ば 、 複 製 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｍ １ ３ 、 ｆ １ 、 ｆ ｄ 、 Ｐ ｆ ３ フ
ァ ー ジ 又 は そ の 誘 導 体 、 又 は λ 様 フ ァ ー ジ 、 例 え ば λ 、 ２ １ 、 ｐ ｈ ｉ ８ ０ 、 ｐ ｈ ｉ ８ １ 、
８ ２ 、 ４ ２ ４ 、 ４ ３ ４ な ど 又 は そ の 誘 導 体 で も よ い ） 。 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る 配 列 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 み う る 。 プ ロ モ ー タ は 、 ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 任 意 の も の 、 例 え ば ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ 系 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ ｐ ｈ ｏ 　 Ａ プ ロ モ ー タ （ Ａ ｐ ） 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ｌ Ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ （ 温 度 感 受 性
プ ロ モ ー タ ） 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 、 ト リ プ ト フ ァ ン プ ロ モ ー タ お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
Ｔ ７ プ ロ モ ー タ で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 も 、 前 述 の プ ロ モ ー タ 系 か ら な る 群 か ら
選 択 し た プ ロ モ ー タ を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 専 門 家 の 必 要 お よ び 要 求 に 従 っ て 任 意 の 好 適 な 形 で 表 出 さ れ
う る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ウ イ ル ス 表 層 、 例 え ば フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ジ ミ ド
ウ イ ル ス 粒 子 上 に 表 出 さ れ う る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又
は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス 粒 子 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 母 集
団 を 提 供 す る も の で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の タ イ プ は こ こ で 記
載 さ れ て い る よ う な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ラ イ ブ ラ リ
と し て 提 供 さ れ 、 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ は 複 数 の 少 な く と も 約 １ × １ ０ ４ 、 １ × １ ０ ５ 、 １
× １ ０ ６ 、 １ × １ ０ ７ 、 １ × １ ０ ８ の 異 な る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て 、 ま た 本 発 明 は 、 複 数 の 本 発 明 の ウ イ ル ス 又 は ウ イ
ル ス 粒 子 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 表 出 す る 各 々 の ウ イ ル ス 又 は ウ イ ル ス 粒 子 を 含 む ラ イ
ブ ラ リ を 提 供 す る 。 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ は 、 い く ら か の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 少 な
く と も 約 １ × １ ０ ４ 、 １ × １ ０ ５ 、 １ × １ ０ ６ 、 １ × １ ０ ７ 、 １ × １ ０ ８ の 異 な る ポ リ ペ
プ チ ド （ 配 列 ） を 表 出 す る ウ イ ル ス 又 は ウ イ ル ス 粒 子 を 含 ん で よ い 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 又 は ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 特 定 の 標 的 抗 原 、 例 と し て 成 長 ホ ル モ ン 、 ウ シ 成 長 ホ ル モ ン
、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 、 ｎ -メ チ オ ニ ル ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン を 含 む ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 、 パ
ラ ト ル モ ン 、 チ ロ キ シ ン 、 イ ン ス リ ン 、 プ ロ イ ン シ ュ リ ン 、 ア ミ リ ン 、 ア ポ ト ー シ ス タ ン
パ ク 質 、 リ ラ キ シ ン 、 プ ロ リ ラ キ シ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ Ｆ Ｓ Ｈ ） な ど の 糖 タ ン パ ク ホ
ル モ ン 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ Ｌ Ｈ ） 、 造 血 性 成 長 因 子 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 プ ロ ラ ク チ
ン 、 胎 盤 性 ラ ク ト ゲ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 、 肝 細 胞 成 長 因 子 レ セ プ タ （ ｃ -
ｍ ｅ ｔ ） 、 ミ ュ ラ ー 管 阻 害 物 質 (mullerian inhibiting substance)、 マ ウ ス ゴ ナ ド ト ロ ピ
ン 関 連 の ポ リ ペ プ チ ド 、 イ ン ヒ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 、 脈 管 内 皮 成 長 因 子 、 イ ン テ グ リ ン 、 Ｎ
Ｇ Ｆ -β な ど の 神 経 成 長 因 子 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 -Ｉ お よ び Ｉ Ｉ 、 エ リ ス ロ ポ イ エ チ ン
、 骨 誘 導 因 子 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 骨 形 成 タ ン パ
ク 質 、 Ｌ Ｉ Ｆ 、 Ｓ Ｃ Ｆ 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 エ ル ビ ン Ｇ Ｓ Ｔ
、 イ ン ス リ ン 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｆ Ｌ Ｔ -３ リ ガ ン ド 及 び ｋ ｉ ｔ リ ガ ン ド に 高 い 親 和 性 の あ る 結 合
体 を 選 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 一 以 上 の 多 様 化 し た Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば ポ リ ペ
プ チ ド （ 抗 体 可 変 ド メ イ ン な ど ） ラ イ ブ ラ リ ） の 母 集 団 を 提 供 す る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ
を 分 類 （ 選 別 ） し て 及 び ／ 又 は ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 標 的 抗 原 に 対 し て 親 和 性 の 高 い 結 合
体 を 同 定 す る 。 一 態 様 で は 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 標 的 抗 原 に 対 す る
結 合 及 び 親 和 性 に つ い て 選 択 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 こ の 選 別 方 法 の 一 以 上 を 用 い
て 選 択 し て 、 そ れ か ら 、 親 和 性 及 び ／ 又 は 特 異 性 （ 非 標 的 抗 原 で な く 標 的 抗 原 に 対 し て の
み の 結 合 ） に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 一 以 上 の 多 様 化 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 有 す る 複 数 の ポ リ ペ
プ チ ド を 生 成 し 、 結 合 に 好 適 な 条 件 下 で 標 的 抗 原 を 有 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ
る こ と に よ っ て 標 的 抗 原 に 対 す る 結 合 体 に つ い て 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 分 類 す る ； 結 合 し
な い も の か ら 標 的 抗 原 と の 結 合 体 を 分 離 し ； 結 合 体 を 単 離 し ； 高 親 和 性 結 合 体 （ ま た は 、
所 望 の 結 合 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 結 合 体 ） を 同 定 す る こ と を 含 む 。 標 的 抗 原 と 結 合 す る 結
合 体 の 親 和 性 は 、 例 え ば 、 当 分 野 に 公 知 の 種 々 の 技 術 、 例 え ば 本 明 細 書 中 に 記 載 の 競 合 的
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ な ど を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 抗
原 に つ い て の 分 類 と 組 み 合 わ せ て 結 合 体 の 分 類 に 用 い る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド タ グ 、
例 え ば ｇ Ｄ 、 ポ リ ｈ ｉ ｓ 又 は Ｆ Ｌ Ａ Ｇ に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 可 変 ド
メ イ ン を 単 離 又 は 選 別 す る 方 法 で あ り 、 （ ａ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 む 母 集 団 に
、 固 定 し た 標 的 抗 原 を 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 標 的 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を
単 離 し ； （ ｂ ） 非 結 合 体 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 標 的 抗 原 か ら 結 合 体 を 溶 出
し ； （ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 （ ａ ） － （ ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で は
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少 な く と も 二 度 ） 繰 り 返 す こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 （ ｄ ） 結 合 体 が 混 合 物 を 形 成 す る の に 適 し た 条
件 下 で ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 の 標 識 し た 標 的 抗 原 と と も に ポ リ ペ プ チ ド
結 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト し ； （ ｅ ） 標 的 抗 原 上 の 標 識 に 結 合 す る 固 定 し た 作 用 剤 を 前 記 混
合 物 に 接 触 さ せ ； （ ｆ ） 標 識 し た 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 溶 出 し ； （ ｇ ） 場 合
に よ っ て は 、 前 回 の 選 別 よ り 連 続 的 に 低 い 濃 度 の 標 識 標 的 抗 原 を 用 い て 、 （ ｄ ） ～ （ ｆ ）
の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で は 少 な く と も 二 度 ） 繰 り 返 す 。 場 合 に よ っ て は
、 前 記 方 法 は 混 合 物 に 過 剰 な 量 の 非 標 識 の 標 的 抗 原 を 加 え て 、 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し て 標 識 し た 標 的 抗 原 か ら 低 親 和 性 の 結 合 体 を 溶 出 す る こ と を 含 む か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 標 的 抗 原 に 対 し て 高 親 和 性 の 結 合 体 （ 又 は 所 望 の 結 合 親 和 性 を 有
す る 結 合 体 ） を 単 離 又 は 選 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 、 （ ａ ）
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 む 母 集 団 に 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て 、 標 的 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド
結 合 体 を 単 離 し （ こ こ で 用 い る 抗 原 は 約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で あ る ）
； （ ｂ ） 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し ； （ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 （ ａ ） － （
ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で は 少 な く と も 二 度 ） 、 各 回 と も も っ と も 低
濃 度 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 す る た め に 連 続 的 に よ り 低 濃 度 の 標
的 抗 原 を 用 い て 繰 り 返 し ； （ ｄ ） 様 々 に 異 な る 濃 度 の 標 的 抗 原 と と も に ポ リ ペ プ チ ド 結 合
体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 高 い 親 和 性 （ 又 は 所 望 の 親 和 性 ） で 最 も 低 濃 度 の 標
的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 選 別 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の Ｉ Ｃ ５ ０ を 測 定 し
； （ ｅ ） 標 的 抗 原 に 対 し て 所 望 の 親 和 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 同 定 す る こ と を 含
む 。 前 記 の 親 和 性 は 、 例 え ば 約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ ２ ０ ０ ｎ Ｍ 、 ０ ． ５ ｎ Ｍ ～ １ ５ ０ ｎ Ｍ 、 １ ｎ
Ｍ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ 、 ２ ５ ｎ Ｍ ～ ７ ５ ｎ Ｍ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 又 は 選 別 す る た め の ア ッ セ イ で あ り 、 （
ａ ） ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 と 標 識 し た 標 的 抗 原 と の 複 合 体 が 形 成 す る た め の 結 合 に 適 す る 条
件 下 に て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 む 母 集 団 に 標 識 し た 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て 、 （
こ こ で 用 い る 標 識 し た 標 的 抗 原 は 約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で あ る ） ； （
ｂ ） 複 合 体 を 単 離 し て 、 標 識 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し ； （ ｃ ） 場 合 に よ
っ て は 、 （ ａ ） － （ ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 、 各 回 と も よ り 低 濃 度 の 標 的 抗 原 を 用 い
て 繰 り 返 す こ と を 含 む ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 ポ リ ペ プ
チ ド 結 合 体 と 標 的 抗 原 と の 複 合 体 を 過 剰 な 量 の 非 標 識 標 的 抗 原 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で
も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 該 方 法 の 工 程 が 二 回 繰 り 返 さ れ 、 第 １ 回 目 の 選 別 に 用 い る
標 的 の 濃 度 は 約 １ ０ ０ ｎ Ｍ ～ ２ ５ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 で あ り 、 第 ２ 回 目 の 選 別 （ 行 わ れ る な ら ば
） で は 約 ２ ５ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 で あ り 、 第 ３ 回 目 の 選 別 （ 行 わ れ る な ら ば ） で は 約
０ ． １ ｎ Ｍ ～ ２ ５ ｎ Ｍ の 範 囲 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 複 数 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 母 集 団 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
で あ り 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド と 標 的 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 、 ポ リ ペ プ チ ド 母 集
団 の 第 一 試 料 を 標 的 抗 原 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し ； （ ｂ ） 標 的 抗 原 な し で ポ リ ペ プ チ ド
母 集 団 の 第 二 試 料 を 同 様 に イ ン キ ュ ベ ー ト し ； （ ｃ ） ポ リ ペ プ チ ド と 固 定 し た 標 的 抗 原 と
の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 、 第 一 及 び 第 二 試 料 の そ れ ぞ れ と 固 定 し た 標 的 抗 原 と を 接 触 さ
せ ； （ ｄ ） 各 々 の 試 料 に つ い て 固 定 し た 標 的 抗 原 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 検 出 し ；
（ ｅ ） 第 二 試 料 で 結 合 し た 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 に 対 す る 第 一 試 料 で 結 合 し た 特 定 の ポ
リ ペ プ チ ド の 量 の 割 合 を 算 出 す る こ と に よ っ て 標 的 抗 原 に 対 す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 親
和 性 を 測 定 す る こ と を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 作 製 し た ラ イ ブ ラ リ を 特 定 の 標 的 へ の 結 合 と 非 標 的 抗
原 へ の 結 合 の 欠 損 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 体 可 変
ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ か ら 特 定 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る 本 発 明 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン な ど の ポ
リ ペ プ チ ド に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ り 、 （ ａ ） 複 数 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を
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含 む 母 集 団 を 作 製 し ； （ ｂ ） 結 合 に 適 す る 条 件 下 で 、 標 的 抗 原 を ポ リ ペ プ チ ド 母 集 団 と 接
触 さ せ ； （ ｃ ） ラ イ ブ ラ リ 中 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 非 結 合 ポ リ ペ プ チ ド か ら 分 離 し ； （ ｄ
） 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 非 標 的 抗 原 と 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 標 的 抗 原
特 異 的 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し ； （ ｅ ） 標 的 抗 原 特 異 的 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ
と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 工 程 （ ｅ ） に 標 的 抗 原 か ら 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド を 溶 出 し て 、 前 記 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 複 製 発 現 ベ ク タ ー を 増 幅 す る こ と を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 述 の 分 類 ／ 選 別 の 何 れ か の 方 法 の 組 み 合 わ せ を ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と 組 み 合 わ せ て も
よ い 。 例 え ば 、 一 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 固 定 さ れ た 標 的 抗 原 へ の 結 合 に
つ い て 第 一 に 選 択 す る 。 つ い で 、 固 定 さ れ た 標 的 抗 原 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、
標 的 抗 原 に 結 合 し て 非 標 的 抗 原 に 結 合 し な い も の を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 標
的 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 必 要 に 応 じ て 増 幅 す る こ と が で き る 。
こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 濃 縮 し た 標 識 標 的 抗 原 と 接 触 さ せ
る こ と に よ っ て 親 和 性 の 高 い も の を 選 別 す る こ と が で き 、 該 標 識 標 的 抗 原 の 濃 度 範 囲 は 、
約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ 約 １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ で あ り 、 該 複 合 体 は 標 的 抗 原 上 の 標 識 に 結 合 す る 作 用 剤 と
接 触 さ せ る こ と に よ っ て 単 離 す る 。 つ い で 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 標 識 し た 標 的 抗 原 か ら
溶 出 さ せ る こ と が で き 、 場 合 に よ っ て は 選 別 の 回 数 を 繰 り 返 し 、 各 回 に は よ り 低 濃 度 の 標
識 標 的 抗 原 を 用 い る 。 こ の 選 別 方 法 を 用 い て 単 離 し た 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 実 施 例
８ に 記 載 の よ う な 溶 液 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ や 当 分 野 に 公 知 の 他 の 従 来 法 を 用 い て
親 和 性 の 高 い も の を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に 用 い た 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の 母 集 団 は 、 選 別 ／ ス ク リ ー ニ ン グ の 工 程 に 適 す る 任 意 の 型 で 提 供 さ れ る 。 例
え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 遊 離 可 溶 型 、 基 質 吸 着 型 、 又 は フ ァ ー ジ や フ ァ ジ ミ ド 粒 子 な ど の ウ
イ ル ス 粒 子 の 表 面 上 に 存 在 す る 形 で も よ い 。 本 発 明 の 方 法 の あ る 実 施 態 様 で は 、 複 数 の ポ
リ ペ プ チ ド は ラ イ ブ ラ リ の 型 で 提 供 さ れ る 複 数 の 複 製 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 本
明 細 書 中 に 記 載 の 選 別 ／ ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ
ー は さ ら に 、 選 別 ／ ス ク リ ー ニ ン グ の 反 復 工 程 （ 上 記 の よ う に 本 発 明 の 方 法 で 選 択 的 に 行
わ れ る ） に 用 い る 十 分 量 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る た め に 増 幅 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 選 別 方 法 で あ り 、
（ ａ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 複 数 を 有 す る 組 成 物 を 生 成 し ；
（ ｂ ） 前 記 組 成 物 か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 選 別 し ；
（ ｃ ） 非 結 合 体 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 単 離 し ；
（ ｄ ） 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 か ら 所 望 の 親 和 性 を 有 す る 結 合 体 を 同 定 す る
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る
抗 原 結 合 可 変 ド メ イ ン の 選 別 方 法 で あ り 、
（ ａ ） 本 発 明 の （ 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う な ） 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ に 標 的 抗 原
を 接 触 さ せ ；
（ ｂ ） 非 結 合 体 か ら 結 合 体 を 分 離 し て 、 標 的 抗 原 か ら 結 合 体 を 溶 出 し て 、 そ し て 約 ０ ． １
ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 の 減 少 し た 量 の 標 的 抗 原 を 含 む 溶 液 中 で 結 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー
ト し ；
（ ｃ ） 最 も 低 濃 度 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る 、 約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ ２ ０ ０ ｎ Ｍ の 親 和
性 を 有 す る 結 合 体 を 選 別 す る
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 標 的 抗 原 の 濃 度 は 約 １ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ Ｍ 、 又 は 約 ２ ５ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ か ら 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ
チ ド の 選 別 方 法 で あ り 、
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（ ａ ） 本 発 明 の （ 本 明 細 書 中 に 記 載 の ） ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 む ラ イ ブ ラ リ に 固 定 し た 標
的 抗 原 を 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 標 的 抗 原 へ の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体
を 単 離 し ；
（ ｂ ） 非 結 合 体 か ら ラ イ ブ ラ リ 中 の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 標 的 抗 原 か ら 結 合 体
を 溶 出 し て 結 合 体 豊 富 な サ ブ 集 団 を 得 て ；
（ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 を 用 い て （ ａ ） － （ ｂ
） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で は 少 な く と も 二 度 ） 繰 り 返 す
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、
（ ｄ ） 結 合 体 が 混 合 物 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の
濃 度 の 標 識 し た 標 的 抗 原 と と も に ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の サ ブ 集 団 を イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
（ ｅ ） 標 的 抗 原 上 の 標 識 に 結 合 す る 固 定 し た 作 用 剤 を 前 記 混 合 物 に 接 触 さ せ ；
（ ｆ ） 標 識 し た 標 的 抗 原 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 検 出 し て 、 標 識 し た 標 的 抗 原 か
ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 溶 出 し ；
（ ｇ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 と 前 回 の 選 別 よ り 低 い
濃 度 の 標 識 標 的 抗 原 を 用 い て 、 （ ｄ ） ～ （ ｆ ） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で
は 少 な く と も 二 度 ） 繰 り 返 す
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 過 剰 量 の 非 標 識 標 的 抗 原 を 混 合 物 に 添 加 し て 、
十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 標 識 標 的 抗 原 か ら 親 和 性 の 低 い 結 合 体 を 溶 出 す る こ と を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 標 的 抗 原 に 対 し て 親 和 性 の 高 い 結 合 体 の 単 離 方 法 で あ り
、
（ ａ ） 本 発 明 の （ 本 明 細 書 中 に 記 載 の ） ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 む ラ イ ブ ラ リ に 少 な く と も
約 ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 の 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て 、 標 的 抗 原 へ の ポ リ ペ プ チ ド
結 合 体 を 単 離 し ；
（ ｂ ） 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 豊 富 な サ ブ 集 団
を 得 て ；
（ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 と 前 回 の 選 別 よ り 低 い
濃 度 の 標 的 抗 原 を 用 い て （ ａ ） － （ ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で は 少 な
く と も 二 度 ） 繰 り 返 し て 、 も っ と も 低 い 濃 度 の 標 的 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を
単 離 す る
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の （ 本 明 細 書 中 に 記 載 の ） 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ラ
イ ブ ラ リ か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 選 別 す る ア ッ セ イ で あ り 、
（ ａ ） 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て ラ イ ブ ラ リ に ０ ． １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 の 標
識 し た 標 的 抗 原 を 接 触 さ せ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 と 標 識 し た 標 的 抗 原 と の 複 合 体 を 形 成
さ せ ；
（ ｂ ） 複 合 体 を 単 離 し て 、 標 識 し た 標 的 抗 原 か ら ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 分 離 し て 、 結 合 体
豊 富 な サ ブ 集 団 を 得 て ；
（ ｃ ） 場 合 に よ っ て は 、 す で に 選 別 し て 得 ら れ た 結 合 体 の サ ブ 集 団 と 前 回 の 選 別 よ り 低 い
濃 度 の 標 的 抗 原 を 用 い て （ ａ ） － （ ｂ ） の 工 程 を 少 な く と も 一 度 （ あ る 実 施 態 様 で は 少 な
く と も 二 度 ） 繰 り 返 す
こ と を 含 む ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 と 標 的 抗 原 の 複 合 体 に 過 剰
な 非 標 識 標 的 抗 原 を 加 え る こ と を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 述 の 工 程 は 少 な く と も 一 度
（ あ る 実 施 態 様 で は 少 な く と も 二 度 ） 繰 り 返 し 、 選 別 の 第 一 回 目 の 標 的 濃 度 は 約 １ ０ ０ ｎ
Ｍ ～ ２ ５ ０ ｎ Ｍ 、 選 別 の 第 二 回 目 で は 約 ２ ５ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ 、 選 別 の 第 三 回 目 で は 約 ０
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． １ ｎ Ｍ ～ ２ ５ ｎ Ｍ で あ る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 複 数 含 む ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 で あ り 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド と 標 的 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 、 ラ イ ブ ラ リ の 第 一 試 料 を 濃
縮 し た 標 的 抗 原 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
（ ｂ ） 標 的 抗 原 な し で ラ イ ブ ラ リ の 第 二 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
（ ｃ ） ポ リ ペ プ チ ド と 固 定 し た 標 的 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 に て 、 第 一 及 び 第 二 試 料
の そ れ ぞ れ と 固 定 し た 標 的 抗 原 と を 接 触 さ せ ；
（ ｄ ） 各 々 の 試 料 に つ い て 固 定 し た 標 的 抗 原 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し ；
（ ｅ ） 第 二 試 料 か ら の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 量 に 対 す る 第 一 試 料 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 量 の
割 合 を 算 出 す る こ と に よ っ て 、 標 的 抗 原 に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 親 和 性 を 測 定 す る
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｌ ２ 、 Ｌ ３ 、 Ｈ １ 、 Ｈ ２ 及 び Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 し た 起 源 抗 体 の
少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 起 源 抗 体 の う ち の 軽 鎖 可 変 ド メ
イ ン 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 又 は そ の 両 方 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る
発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し ；
（ ｂ ） 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 、 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の ア ミ ノ
酸 位 置 に 起 源 抗 体 の 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ を 変 異 さ せ る
こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 母 集 団 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ １ が 制 限 コ ド ン
セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ が Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 保 持 し う る 好 適
な 数 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 む 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 母 集 団 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ 、 Ｘ ３
、 Ｘ ４ 及 び ／ 又 は Ｘ ５ が 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ が Ｃ
Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 保 持 し う る 好 適 な 数 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｘ １ － Ｉ － Ｘ ２ － Ｐ － (Ｘ ３ )ｎ － Ｇ － Ｘ ４ － Ｔ － Ｘ ５ － Ｙ － Ａ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 母 集 団 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ １ 及 び ／ 又 は Ｘ
２ が 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ が Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を
保 持 し う る 好 適 な 数 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｇ － Ｆ － Ｘ １ － Ｉ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｉ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ を 含 む 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 母 集 団 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ １ が Ｑ で あ る か
又 は 欠 損 し て お り 、 Ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｘ ３ が 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ
酸 で あ り 、 ｎ が Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 保 持 し う る 好 適 な 数 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｑ － Ｘ １ － (Ｘ ２ )ｎ － Ｐ － Ｘ ３ － Ｔ － Ｆ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を 含 む 。
　 更 な る 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 母 集 団 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ １ 及 び
／ 又 は Ｘ ２ が 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｙ － Ｘ １ － Ａ － Ｓ － Ｘ ２ － Ｌ
を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ を 含 む 。
　 更 な る 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 母 集 団 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ １ が 制
限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ が Ｃ Ｄ Ｒ の 機 能 的 活 性 を 保 持 し
う る 好 適 な 数 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Ｓ － Ｑ － (Ｘ １ )ｎ － Ｖ
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を 有 す る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 的 及 び 治 療 的 使 用 を 包 含 す る 。 あ る 診 断 的 用 途 で は 、
本 発 明 は 、 対 象 と す る タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 該 タ ン パ ク 質 を 含 む こ と
が 予 測 さ れ る 試 料 を 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に さ ら し 、 試 料 へ の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 結
合 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 使 用 に は 、 本 発 明 は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と
、 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に つ い て の 指 示 書 と を 含 む キ ッ ト
を 提 供 す る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 し た 核 酸 ； 核 酸 、 場 合 に よ っ て は
ベ ク タ ー を 形 質 移 入 し た 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結
し て い る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー ； ベ ク タ ー を 形 質 移 入 し た 宿 主 細 胞 ； 核 酸 が 発 現 さ れ る よ う
に 該 宿 主 細 胞 を 培 養 し て 、 場 合 に よ っ て は 宿 主 細 胞 培 養 物 （ 例 え ば 宿 主 細 胞 培 養 液 ） か ら
結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 む 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 過 程 を 提 供 す る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 担 体 （ 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 ） 又 は 希
釈 剤 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 治 療 的 使 用 の た め の 組 成 物 は 滅 菌 さ れ 、 凍 結 乾 燥 さ れ て い
て も よ い 。 ま た 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 適 応 症 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 本 発 明
の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 も 包 含 す る 。 さ ら に 組 成 物 は 化 学 療 法 剤 、 細 胞 障 害 性 剤 又 は 抗
血 管 形 成 剤 な ど の 第 二 治 療 剤 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 哺 乳 動 物 の 治 療 方 法 で あ り 、 哺 乳 動 物 に 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の
有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 で 治 療 す る 哺 乳 動 物 は 非 ヒ ト 哺 乳
動 物 、 例 え ば ギ ャ ザ リ ン グ 臨 床 前 デ ー タ に 好 適 な 霊 長 類 又 は 齧 歯 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス 又 は
ネ ズ ミ 又 は ウ サ ギ ） で も よ い 。 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 健 康 体 （ 例 え ば 毒 物 学 研 究 に お い て ） 、
又 は 対 象 と す る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド で 治 療 す る 疾 患 に 罹 患 し て い て も よ い 。 一 実 施 態 様 で は
、 哺 乳 動 物 は 異 常 血 管 形 成 症 （ 例 え ば 病 理 学 的 血 管 形 成 症 ） に 罹 患 し て い る か 、 そ の 発 症
リ ス ク が あ る 。 あ る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 疾 患 は 、 結 腸 直 腸 癌 、 腎 臓 細 胞 上 皮 癌 、 卵 巣 癌
、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 （ Ｎ Ｓ Ｃ Ｌ Ｃ ） 、 気 管 支 肺 胞 上 皮 癌 お よ び 膵 癌 か ら な る 群 か ら 選 択
し た 癌 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 疾 患 は 、 眼 血 管 新 生 、 例 え ば 糖 尿 病 性 盲 目 、 網 膜 症 、
原 発 性 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 年 齢 に よ っ て 誘 発 さ れ た 黄 斑 変 性 お よ び ル ベ オ ー シ ス に 起 因 す る
疾 病 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 す る 哺 乳 動 物 は 、 浮 腫 （ 例 え ば 脳 腫 瘍 と 関 連 し て い
る 浮 腫 、 脳 卒 中 と 関 連 し て い る 浮 腫 又 は 大 脳 浮 腫 ） に 罹 患 し て い る か 、 そ の リ ス ク が あ る
。 他 の 実 施 態 様 で は 、 哺 乳 動 物 は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 抵 抗 性 腹 水 、 乾 癬
、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 動 脈 の 動 脈 硬 化 症 、 敗 血 症 、 熱 傷 お よ び 膵 炎 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 疾 患 又 は 疾 病 に 罹 患 し て い る か 、 そ の リ ス ク が あ る 。 他 の 実 施 態 様 に よ る と 、 哺 乳 動
物 は 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 疾 患 （ Ｐ Ｏ Ｄ ） 、 子 宮 内 膜 症 お よ び 子 宮 類 線 維 腫 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 尿 生 殖 器 性 疾 病 に 罹 患 し て い る か 、 そ の リ ス ク が あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 疾 患 は 、
限 定 す る も の で は な い が 、 癌 、 免 疫 系 の 疾 患 、 神 経 系 の 疾 患 お よ び 維 管 束 系 の 疾 患 を 含 む
細 胞 生 存 の 調 節 不 全 （ 例 え ば 細 胞 死 の 異 常 な 量 ） に 起 因 す る 疾 病 で あ る 。 投 与 す る 本 発 明
の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 疾 患 を 治 療 す る た め に 治 療 的 に 有 効 な 量 で あ ろ う 。 用 量 段 階
的 増 大 研 究 で は 、 様 々 な 用 量 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る で あ ろ う 。 他 の 実
施 態 様 で は 、 治 療 的 有 効 量 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を ヒ ト 患 者 の 疾 患 を 治 療 す る た め に 患 者 に
投 与 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 炎 症 性 疾 患 又 は 免 疫 疾 患 を 治 療 す る の に
有 用 な 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は Ｆ ａ ｂ 又 は ｓ ｃ Ｆ ｖ 抗 体 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の よ
う な 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 炎 症 性 疾 患 や 免 疫 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お い て 用 い る
こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 疾 患 又 は 疾 病 に 罹 患 し て い る か 、 そ の 発 症 リ ス ク が あ
る 哺 乳 動 物 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 抗 体 ） と 第 二 治 療 薬 と 同 時 、 連 続 し て 、 又
は 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 。 第 二 治 療 薬 に 加 え て 他 の 治
療 薬 は 哺 乳 動 物 に 投 与 で き る 、 又 は 所 望 の 適 応 症 の 医 薬 の 製 造 に お い て 用 い る こ と が で き
る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ヒ ト の 腫 瘍 を 移 植 し た モ デ ル マ ウ ス に お い て 移 植 さ れ た 非 宿
主 腫 瘍 の 成 長 へ の 宿 主 間 質 性 細 胞 の 協 調 の 役 割 を 理 解 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本
ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で 治 療 し た 後 の 齧 歯 動 物 又 は ウ サ ギ に 移 植 し た 腫
瘍 の 成 長 を 観 察 又 は モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 、 治 療 的 処 置 を 回 避 し た ヒ ト 腫 瘍 を 同
定 す る 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド と 他 の 治 療 薬 と の 併 用 療 法 を 研 究 し 、 評 価 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 疾 患 又 は 類 似 の 疾 患 に 罹 患 し た 動 物 に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 し て 該 疾 患 の
一 以 上 の 症 状 が 寛 解 す る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 他 の 疾 患 に お け る 対 象 と す る 標
的 分 子 の 役 割 を 研 究 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
　 明 確 に す る た め に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の す べ て の ア ミ ノ 酸 番 号 付 け は 、 特 に 又 は 文 中 で
て 示 さ な い 限 り 、 Kabatら （ 以 下 の 「 定 義 」 の 詳 述 を 参 照 ） に 従 っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ 本 発 明 の 実 施 形 態 ）
　 本 発 明 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 （ 抗 体 可 変 ド メ イ ン 配 列 を 含 む ） を 多 様 化 す る た め の 新 規 の 、 非
慣 習 的 な 、 非 常 に 簡 略 化 さ れ た 順 応 性 の あ る 方 法 及 び 、 多 数 、 一 般 的 に は 非 常 に 多 く の 多
様 化 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ （ 抗 体 可 変 ド メ イ ン 配 列 を 含 む ） を 含 む ラ イ ブ ラ リ を 提 供 す る 。 そ の よ
う な ラ イ ブ ラ リ は 、 例 え ば 結 合 親 和 性 や 結 合 力 な ど の 所 望 の 活 性 を 有 す る 合 成 抗 体 ク ロ ー
ン を 選 別 す る 及 び ／ 又 は ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 用 な 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ を 提 供 す る
。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ は 、 多 種 多 様 な 任 意 の 標 的 抗 原 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 免 疫
グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ と し て 発 現 さ れ る 多 様 化 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ラ イ ブ ラ リ は
所 望 の 抗 原 結 合 分 子 を 選 択 し た り 、 又 は ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 特 に 有 用 で あ り 、 そ の
た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト で 効 率 が 良 く 、 自 動 化 し た シ ス テ ム を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 は
、 起 源 又 は 鋳 型 分 子 の 変 異 を 最 小 限 に し て 標 的 抗 原 へ の 親 和 性 の 高 い 結 合 体 を 提 供 す る た
め 、 及 び 抗 体 又 は 抗 原 結 合 断 片 が 細 胞 培 養 物 で 産 生 さ れ る 場 合 に 産 生 効 率 が 良 い よ う に 設
定 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は 多 く の 付 加 的 な 利 便 性 を も た ら す 。 例 え ば 、 相 対 的 に 簡 便 な
Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 、 十 分 に 多 様 化 し た 特 定 の 標 的 結 合 配 列 を 保 持 し つ つ 、 制 限 し た 数 の ア ミ ノ
酸 を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る （ 対 照 的 に 従 来 の 方 法 は 最 大
限 の 数 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト を 用 い る ） 。 本 発 明 に 従 っ て 生 成 し た 配 列 母
集 団 の 性 質 が 単 純 化 さ れ て い る （ 一 般 的 に 相 対 的 に サ イ ズ が 小 さ い ） の で 、 母 集 団 又 は そ
の サ ブ 集 団 が 所 望 の 特 性 を 有 す る よ う に 一 度 同 定 し た も の の 更 な る 多 様 化 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 標 的 抗 原 結 合 体 の 配 列 を 単 純 化 す る と 、 所 望 の 結 果 を 得
る た め に 個 別 化 し た 更 な る 配 列 修 飾 の 余 地 が 著 し く 広 が る 。 例 え ば 、 配 列 修 飾 は 、 親 和 性
成 熟 化 、 ヒ ト 化 な ど に お い て 通 常 行 わ れ る 。 限 定 し た 数 の ア ミ ノ 酸 し か コ ー ド し て い な い
制 限 コ ド ン セ ッ ト の 多 様 化 に 基 づ く こ と に よ っ て 、 異 な る 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 異 な
る エ ピ ト ー プ を 標 的 と す る こ と が で き 、 そ れ 故 に 最 大 限 数 の ア ミ ノ 酸 に 基 づ く ラ ン ダ ム 化
と 比 較 し て 、 実 施 者 が 多 様 化 の 方 法 を 大 き く コ ン ト ロ ー ル す る こ と が で き る で あ ろ う 。 制
限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い る こ と は さ ら に 、 望 ま し く な い ア ミ ノ 酸 、 例 え ば メ チ オ ニ ン や 停 止
コ ド ン を こ の 過 程 か ら 排 除 し 、 そ れ に よ っ て ラ イ ブ ラ リ の 全 体 の 質 や 生 産 性 を 改 善 す る こ
と が で き る と い う 利 便 性 が あ る 。 さ ら に 、 場 合 に よ っ て は 、 潜 在 的 結 合 体 の 構 造 的 多 様 性
を 限 定 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 こ の 目 的 を 達 成 す る た
め の 順 応 性 が あ る 。 例 え ば 、 あ る ア ミ ノ 酸 、 例 え ば チ ロ シ ン が 配 列 中 に 存 在 す る と 、 旋 回
配 位 が よ り 少 な く な る 。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 本 明 細 書 中 に 示 す よ う に 、 チ ロ シ ン 残 基
優 勢 な 配 列 を 含 む 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ 及 び そ の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 結 合 体 を 生 成 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
定 義
　 ア ミ ノ 酸 は 本 明 細 書 中 に お い て 、 一 文 字 表 記 又 は 三 文 字 表 記 又 は そ の 両 方 で 表 す 。

10

20

30

40

50

(27) JP 2007-501011 A 2007.1.25



　 用 語 「 親 和 性 精 製 」 は 、 化 学 物 質 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー へ 分 子 が 特 異 的 に 誘 引 ま た は 結
合 さ れ 、 そ の 結 果 パ ー ト ナ ー に 結 合 ま た は 誘 引 さ れ た ま ま の 状 態 で そ の 分 子 が 不 純 物 か ら
分 離 さ れ る よ う な 組 合 せ ま た は 複 合 体 の 形 成 に 基 づ く 分 子 の 精 製 を 意 味 す る 。
　 用 語 「 抗 体 」 は 最 も 広 義 で 使 わ れ て お り 、 具 体 的 に は 、 そ れ ら が 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を
示 す 限 り 、 単 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む ） 、
多 エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る 抗 体 組 成 物 、 親 和 性 成 熟 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 な ら
び に 抗 原 結 合 断 片 （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ お よ び Ｆ ｖ ） を カ バ ー す
る 。 一 実 施 態 様 で は 、 「 抗 体 」 な る 用 語 は ヒ ト 抗 体 も 包 含 す る 。
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 抗 体 可 変 ド メ イ ン 」 は 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ； す な わ
ち 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） な ら び に フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む 、 抗 体 分 子 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 部 分 を 指 す 。 Ｖ Ｈ は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 指
す 。 Ｖ Ｌ は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 指 す 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る 組 成 物 及 び 方 法 に よ る と 、 Ｃ
Ｄ Ｒ と Ｆ Ｒ に 割 り 当 て ら れ る ア ミ ノ 酸 位 置 は カ バ ッ ト に 従 っ て 規 定 さ れ る (Sequences of 
Proteins of Immunological Interest(National Institute of Health, Bethesda, Md., 
1987及 び 1991))。 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 の ア ミ ノ 酸 の ナ ン バ リ ン グ も 、 カ バ ッ ト の そ れ
に 準 じ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 用 語 「 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ； す な わ ち 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ
Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） は 、 抗 原 結 合 の た め に 存 在 し て い る 必 要 が あ る 抗 体 可 変 ド メ イ ン
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 指 す 。 各 可 変 ド メ イ ン は 、 一 般 的 に Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３
と 同 定 さ れ る ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 持 つ 。 各 相 補 性 決 定 領 域 は カ バ ッ ト が 記 載 し て い る よ う
な 「 相 補 性 決 定 領 域 」 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 （ す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 約 ２ ４ ～
３ ４ （ Ｌ １ ） 、 ５ ０ ～ ５ ６ （ Ｌ ２ ） 、 お よ び ８ ９ ～ ９ ７ （ Ｌ ３ ） な ら び に 重 鎖 可 変 ド メ イ
ン の ３ １ ～ ３ ５ （ Ｈ １ ） 、 ５ ０ ～ ６ ５ （ Ｈ ２ ） お よ び ９ ５ ～ １ ０ ２ （ Ｈ ３ ） ； Kabatら , S
equences of Proteins of Immunological Interest, 第 5版 , Public Health Service, Na
tional Institute of Health, Bethesda, MD.(1991))、 お よ び ／ ま た は 「 超 可 変 ル ー プ 」
か ら の 残 基 （ す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 約 ２ ６ ～ ３ ２ （ Ｌ １ ） 、 ５ ０ ～ ５ ２ （ Ｌ
２ ） お よ び ９ １ ～ ９ ６ （ Ｌ ３ ） な ら び に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の ２ ６ ～ ３ ２ （ Ｈ １ ） ， ５ ３ ～
５ ５ （ Ｈ ２ ） お よ び ９ ６ ～ １ ０ １ （ Ｈ ３ ） ； Chothia及 び Lesk, J.Mol.Biol.196:901-917
頁 (1987)） を 含 ん で も よ い 。 い く つ か の 場 合 に は 、 相 補 性 決 定 領 域 は カ バ ッ ト の 記 載 に よ
り 定 義 さ れ て い る Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 お よ び 超 可 変 ル ー プ の 両 方 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き
る 。 例 え ば 、 抗 体 ４ Ｄ ５ の 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ は 、 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ～ ３ ５ を 含 む 。
　 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 （ 以 下 Ｆ Ｒ と 称 す ） は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 以 外 の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で
あ る 。 各 可 変 ド メ イ ン は 、 一 般 的 に Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ と 同 定 さ れ る ４
つ の Ｆ Ｒ を 持 つ 。 Ｃ Ｄ Ｒ が カ バ ッ ト の 定 義 に 従 う な ら ば 、 軽 鎖 Ｆ Ｒ 残 基 は 残 基 約 １ ～ ２ ３
（ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ １ ） 、 ３ ５ ～ ４ ９ （ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ ２ ） 、 ５ ７ ～ ８ ８ （ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ ３ ） お よ び ９ ８ ～ １
０ ７ （ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ ４ ） に 位 置 し 、 重 鎖 Ｆ Ｒ 残 基 は 重 鎖 残 基 の 残 基 約 １ ～ ３ ０ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ １ ）
、 ３ ６ ～ ４ ９ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ ２ ） 、 ６ ６ ～ ９ ４ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ ３ ） お よ び １ ０ ３ ～ １ １ ３ （ Ｈ Ｃ Ｆ
Ｒ ４ ） に 位 置 す る 。 Ｃ Ｄ Ｒ が 超 可 変 ル ー プ か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む な ら ば 、 軽 鎖 Ｆ Ｒ 残
基 は 軽 鎖 の 残 基 約 １ ～ ２ ５ （ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ １ ） 、 ３ ３ ～ ４ ９ （ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ ２ ） 、 ５ ３ ～ ９ ０ （ Ｌ
Ｃ Ｆ Ｒ ３ ） お よ び ９ ７ ～ １ ０ ７ （ Ｌ Ｃ Ｆ Ｒ ４ ） に 位 置 し 、 重 鎖 Ｆ Ｒ 残 基 は 重 鎖 残 基 の 残 基
約 １ ～ ２ ５ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ １ ） 、 ３ ３ ～ ５ ２ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ ２ ） 、 ５ ６ ～ ９ ５ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ ３ ） お よ
び １ ０ ２ ～ １ １ ３ （ Ｈ Ｃ Ｆ Ｒ ４ ） に 位 置 す る 。 い く つ か の 場 合 に は 、 Ｃ Ｄ Ｒ が カ バ ッ ト の
定 義 に よ る Ｃ Ｄ Ｒ と 超 可 変 ル ー プ の そ れ の 両 方 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 場 合 、 Ｆ Ｒ 残 基 は そ
れ に 応 じ て 調 節 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ が ア ミ ノ 酸 Ｈ ２ ６ － Ｈ ３ ５ を 含 む と き 、 重 鎖
Ｆ Ｒ １ 残 基 は 位 置 １ ～ ２ ５ に あ り 、 Ｆ Ｒ ２ 残 基 は 位 置 ３ ６ ～ ４ ９ に あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 コ ド ン セ ッ ト 」 は 所 望 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る の
に 用 い ら れ る 、 一 組 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト 配 列 を 指 す 。 一 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て 提 供 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト の 可 能 な 組 合 せ の
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す べ て を 表 す 配 列 で あ っ て 所 望 の ア ミ ノ 酸 群 を コ ー ド す る 配 列 を 含 み 、 例 え ば 固 相 法 に よ
っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 標 準 的 な コ ド ン 指 定 形 式 は Ｉ Ｕ Ｂ コ ー ド の そ れ で あ り 、 こ の
コ ー ド は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い る 。 コ ド ン セ ッ ト は 、 一 般 的 に
３ つ の イ タ リ ッ ク 大 文 字 、 例 え ば Ｎ Ｎ Ｋ 、 Ｎ Ｎ Ｓ 、 Ｘ Ｙ Ｚ 、 Ｄ Ｖ Ｋ な ど で 表 さ れ る 。 あ る
位 置 の 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 「 縮 重 」 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 当 技 術 分 野
で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｍ 手 法 が 知 ら れ て い る （ Ｋ ｎ ａ ｐ ｐ ｅ ｋ 他 、 Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ．
Ｂ ｉ ｏ ｌ ． （ １ ９ ９ ９ ） 、 ２ ９ ６ ： ５ ７ ～ ８ ６ 頁 ） ； Garrardお よ び Henner, Gene(1993),
 128:103頁 ） 。 そ の よ う な あ る 種 の コ ド ン セ ッ ト を 有 し て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ
ト は 、 市 販 の 核 酸 シ ン セ サ イ ザ ー （ Applied Biosystems, Foster City, CAな ど か ら 入 手
可 能 ） を 使 っ て 合 成 す る こ と が で き 、 ま た は 市 販 品 を 入 手 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Li
fe Technologies, Rockville, MDか ら ） 。 し た が っ て 、 特 定 の コ ド ン セ ッ ト を 有 す る 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト は 、 一 般 的 に 異 な る 配 列 の 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
こ の 相 違 は 配 列 全 体 の 中 の コ ド ン セ ッ ト に よ る も の で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 可 変 ド メ イ ン 核 酸 テ ン プ レ ー ト へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能
に す る 配 列 を 有 し 、 ま た 、 必 ず し も そ う で は な い が 、 例 え ば ク ロ ー ニ ン グ に 役 立 つ 制 限 酵
素 部 位 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 制 限 コ ド ン セ ッ ト （ 制 限 さ れ た コ ド ン セ ッ ト ） 」 な る 用 語 と そ の 変 異 型 は 、 本 明 細 書
中 に お い て 、 配 列 多 様 性 を 生 じ さ せ る 当 分 野 の 方 法 で 典 型 的 に 有 用 な コ ド ン セ ッ ト よ り 非
常 に 制 限 さ れ た 数 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る コ ド ン セ ッ ト を 意 味 す る 。 本 明 細 書 の 一 態
様 で は 、 配 列 多 様 化 に 用 い る 制 限 コ ド ン セ ッ ト は ２ ～ １ ０ 、 ２ ～ ８ 、 ２ ～ ６ 、 ２ ～ ４ 又 は
２ の み の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 配 列 多 様 化 に 用 い る 制 限 コ ド ン
セ ッ ト は 、 少 な く と も ２ で あ る が １ ０ 以 下 、 ８ 以 下 、 ６ 以 下 、 ４ 以 下 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド
し て い る 。 典 型 的 な 例 で は 、 ４ 単 位 の コ ド ン セ ッ ト を 用 い る 。 ４ 単 位 の コ ド ン セ ッ ト の 例
を 図 ６ に 挙 げ る （ Ｒ Ｍ Ｃ 、 Ｒ Ｍ Ｇ 、 Ｒ Ｒ Ｃ 、 Ｒ Ｓ Ａ 、 Ｍ Ｋ Ｃ 、 Ｙ Ｍ Ｔ 、 Ｒ Ｓ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 、
Ｓ Ｒ Ｃ 、 Ｍ Ｒ Ｔ 及 び Ｗ Ｍ Ｔ ） 。 他 の 典 型 例 で は 、 ２ 単 位 コ ド ン セ ッ ト が 用 い ら れ る 。 ２ 単
位 の コ ド ン セ ッ ト の 例 に は Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｋ Ａ Ｔ 、 Ｙ Ａ Ｃ 、 Ｗ Ａ Ｃ 、 Ｔ Ｗ Ｃ 、 Ｔ Ｙ Ｔ 、 Ｙ Ｔ Ｃ 、
Ｗ Ｔ Ｃ 、 Ｋ Ｔ Ｔ 、 Ｙ Ｃ Ｔ 、 Ｍ Ｃ Ｇ 、 Ｓ Ｃ Ｇ 、 Ｍ Ｇ Ｃ 、 Ｓ Ｇ Ｔ 、 Ｇ Ｒ Ｔ 、 Ｇ Ｋ Ｔ 及 び Ｇ Ｙ Ｔ
が 含 ま れ る 。 好 適 な 制 限 コ ド ン の 決 定 、 及 び 特 定 の 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド さ れ
る 特 定 の ア ミ ノ 酸 の 同 定 は 公 知 で あ り 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 多 様 化 に
用 い ら れ る 好 適 な ア ミ ノ 酸 の 決 定 は 、 当 分 野 で 公 知 の 基 準 に よ っ て 経 験 的 に 及 び ／ 又 は 導
か れ う る （ 例 え ば 、 疎 水 性 及 び 親 水 性 の ア ミ ノ 酸 型 な ど の 組 み 合 わ せ を 含 む ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 Ｆ ｖ 」 断 片 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 お よ び 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は 、
堅 く 結 合 し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン １ つ と 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン １ つ の 二 量 体 か ら 成 り 、 そ の 結 合
は 自 然 界 で は 例 え ば ｓ ｃ Ｆ ｖ に お け る よ う に 共 有 結 合 で あ る 。 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ
Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ 二 量 体 の 表 面 の 抗 原 結 合 部 位 を 確 定 す る の は こ の 構 成 で あ
る 。 こ の ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ ま た は そ の サ ブ セ ッ ト は 、 共 同 し て 抗 体 に 抗 原 結 合 特 異 性 を 賦 与 す
る 。 し か し 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン （ ま た は 抗 原 に 特 異 的 な Ｃ Ｄ Ｒ を ３ つ し か 含 ん で い な い
Ｆ ｖ の 半 分 ） で さ え 、 通 常 は 結 合 部 位 全 体 よ り 親 和 性 は 低 い も の の 、 抗 原 を 認 識 し て 結 合
す る 能 力 を 有 す る 。
　 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 は 、 軽 鎖 の 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ ン と 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン お よ び 第 １ の
定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） を 含 む 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 一 対 の Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 通 常
こ れ ら は そ の 間 に あ る ヒ ン ジ シ ス テ イ ン に よ っ て そ の カ ル ボ キ シ 末 端 の 近 く で 共 有 結 合 に
よ り 連 結 さ れ る 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 的 結 合 も 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
　 「 単 鎖 Ｆ ｖ 」 ま た は 「 ｓ ｃ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 み 、 こ
れ ら の ド メ イ ン は 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 存 在 す る 。 通 常 、 Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ Ｈ お よ
び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を さ ら に 含 み 、 こ の リ ン カ ー は ｓ ｃ Ｆ ｖ が 抗
原 結 合 に と っ て 望 ま し い 構 造 を 形 成 す る の を 可 能 に す る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ の レ ビ ュ ー に 関 し て は
、 Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol.113, Rosenburgお よ び
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Moore編 , Springer-Verlag, New York, 269-315頁 (1994)を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 用 語 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabody)」 は 、 抗 原 結 合 部 位 を ２ つ 備 え る 小 さ な 抗 体 断 片 を 指 し
、 こ の 抗 体 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ） 内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ）
に 連 結 し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 含 む 。 同 じ 鎖 の 上 の ２ つ の ド メ イ ン の 間 で 対 合 さ
せ る に は あ ま り に 短 い リ ン カ ー を 用 い て 、 こ の ド メ イ ン を 他 の 鎖 の 相 補 性 ド メ イ ン と 強 制
的 に 対 合 さ せ 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を つ く る 。 ダ イ ア ボ デ ィ に つ い て は 、 例 え ば 欧 州 特 許
第 ４ ０ ４ ０ ９ ７ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ３ ／ １ １ １ ６ １ 号 ； お よ び Hollinger他 , Proc.Natl.Acad.Sci.
USA, 90:6444-6448頁 (1993)で さ ら に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
　 表 現 「 線 状 抗 体 」 は Zapata他 , Protein Eng., 8(10):1057-1062頁 (1995)に 記 載 さ れ て
い る 抗 体 を 指 す 。 つ ま り 、 こ れ ら の 抗 体 は 相 補 性 の 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 一 対 の 抗 原 結
合 領 域 を 形 成 す る 、 一 対 の タ ン デ ム Ｆ ｄ セ グ メ ン ト （ Ｖ Ｈ － Ｃ Ｈ １ － Ｖ Ｈ － Ｃ Ｈ １ ） を 含
む 。 線 状 抗 体 は 二 重 特 異 性 ま た は 単 一 特 異 性 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 細 胞 」 、 「 細 胞 系 」 お よ び 「 細 胞 培 養 」 は 本 明 細 書 で は 同 義 で 使 わ れ 、 そ の よ う な 呼
称 は 細 胞 ま た は 細 胞 系 の す べ て の 後 代 を 含 む 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 「 形 質 転 換 体 」 お よ
び 「 形 質 転 換 細 胞 」 の よ う な 用 語 は 、 継 代 数 に 関 係 な く そ れ ら に 由 来 す る 一 次 対 象 細 胞 お
よ び 培 養 物 を 含 む 。 ま た 、 故 意 ま た は 偶 発 的 な 突 然 変 異 に よ り 、 す べ て の 後 代 に お い て Ｄ
Ｎ Ａ の 内 容 が 正 確 に 同 一 で あ る と い う わ け で は な い こ と が 理 解 さ れ る 。 当 初 の 形 質 転 換 細
胞 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た よ う な 、 同 じ 機 能 ま た は 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 変 異 体 後 代 が 含
ま れ る 。 異 な っ た 呼 称 を 意 図 す る 場 合 は 、 前 後 関 係 か ら 明 白 と な ろ う 。
　 発 現 に 言 及 す る 場 合 の 「 制 御 （ コ ン ト ロ ー ル ） 配 列 」 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 で 作 用 可 能 に
連 結 し た コ ー ド 配 列 の 発 現 の た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 原 核 生 物 に
好 適 な 制 御 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部
位 、 お よ び 恐 ら く は ま だ よ く 理 解 さ れ て い な い 他 の 配 列 を 含 む 。 真 核 細 胞 は プ ロ モ ー タ ー
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル お よ び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す る こ と が 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 用 語 「 コ ー ト タ ン パ ク 質 」 は タ ン パ ク 質 を 意 味 し 、 少 な く と も そ の 一 部 は ウ イ ル ス 粒 子
の 表 面 に 存 在 す る 。 機 能 上 の 観 点 か ら は 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 は 宿 主 細 胞 で の ウ イ ル ス の 構
築 過 程 で ウ イ ル ス 粒 子 と 結 合 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 ウ イ ル ス が 他 の 宿 主 細 胞 に 感
染 す る ま で そ れ と 結 合 し た ま ま で あ る 。 コ ー ト タ ン パ ク 質 は 、 主 要 な コ ー ト タ ン パ ク 質 で
あ っ て も よ い し 、 マ イ ナ ー な コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 「 主 要 な 」 コ ー ト タ ン パ
ク 質 は 、 通 常 ウ イ ル ス の 外 殻 に 存 在 す る コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ り 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ５ 個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ 個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ 個 か そ れ 以
上 の タ ン パ ク 質 コ ピ ー が 存 在 す る 。 主 要 な コ ー ト タ ン パ ク 質 は 、 １ ビ リ オ ン に つ き 数 十 、
数 百 ま た は 数 千 の コ ピ ー が 存 在 し う る 。 主 要 な コ ー ト タ ン パ ク 質 の 例 は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ
の ｐ ８ タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 特 定 の 検 定 に お け る あ る 化 学 物 体 の 「 検 出 限 界 」 は 、 そ の 検 定 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ
ル よ り 高 く 検 出 さ れ る そ の 物 体 の 最 小 限 の 濃 度 で あ る 。 例 え ば 、 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は
、 特 定 の 抗 原 結 合 断 片 を 提 示 し て い る 特 定 の フ ァ ー ジ の 「 検 出 限 界 」 は 、 そ の 抗 原 結 合 断
片 を 提 示 し て い な い 対 照 フ ァ ー ジ に よ っ て 生 じ た も の よ り も 多 く の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル を
特 定 の フ ァ ー ジ が 生 産 す る フ ァ ー ジ 濃 度 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 お よ び 「 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 共 有 結 合 で 互 い に 結 合 し た ２ つ の
部 分 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 指 し 、 各 部 分 は 異 な る 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の
特 性 は 、 例 え ば イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 活 性 な ど の 生 物 学 的 性 質 で よ い 。 こ の 特 性 は ま
た 、 単 一 の 化 学 的 ま た は 物 理 的 性 質 、 例 え ば 対 象 抗 原 と の 結 合 、 反 応 の 触 媒 な ど か も し れ
な い 。 こ の ２ つ の 部 分 は 単 一 の ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 直 接 、 ま た は １ つ ま た は 複 数 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 含 ん で い る ペ プ チ ド リ ン カ ー を 通 し て 結 合 し て い て も よ い 。 通 常 、 こ の ２ つ の
部 分 と リ ン カ ー は 同 じ 読 み 枠 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の 部 分 は 異 種
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ま た は 異 な る ポ リ ペ プ チ ド か ら 得 ら れ る 。
　 「 異 種 Ｄ Ｎ Ａ 」 は 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ お よ び こ れ ら の 融 合 ま た は 組 合 せ を 含 む 様 々 な ソ ー ス に 由 来 し て
も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 宿 主 ま た は 受 容 細 胞 と 同 じ 細 胞 ま た は 細 胞 型 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は
異 な る 細 胞 型 、 例 え ば 哺 乳 類 ま た は 植 物 か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 任 意
選 択 に マ ー カ ー ま た は 選 択 遺 伝 子 、 例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 耐 熱 性 遺 伝 子 、 そ の 他 を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 非 常 に 多 様 な 位 置 」 は 、 公 知 の か つ ／ ま た は 天 然 抗 体 ま
た は 抗 原 結 合 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し た 場 合 に 、 そ の 位 置 で 提 示 さ れ る い く つ か の 異
な る ア ミ ノ 酸 を 持 つ 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 上 の ア ミ ノ 酸 位 置 を 指 す 。 非 常 に 多 様 な 位 置
は 一 般 的 に Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に あ る 。 一 態 様 で は 、 公 知 の か つ ／ ま た は 天 然 抗 体 の 非 常 に 多 様 な
位 置 を 決 定 す る 際 に は 、 Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest(Nat
ional Institute of Health, Bethesda, Md., 1987年 お よ び 1991年 ） が 提 供 し て い る デ ー
タ が 有 効 で あ る 。 イ ン タ ー ネ ッ ト 上 の デ ー タ ベ ー ス (http:/immuno/bme/nwu/edu)は 収 集 さ
れ た 多 数 の ヒ ト 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 配 列 と そ の 配 置 を 提 供 し 、 こ れ ら の 配 列 の 非 常 に 多 様 な
位 置 の 決 定 に 役 立 つ 。 本 発 明 に よ る と 、 ア ミ ノ 酸 が あ る 位 置 で 好 ま し く は 約 ２ か ら 約 １ １
、 好 ま し く は 約 ４ か ら 約 ９ 、 好 ま し く は 約 ５ か ら 約 ７ 個 の 可 能 な 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 変 異
を 有 す る 場 合 は 、 そ の 位 置 は 非 常 に 多 様 と 言 え る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 あ る ア ミ ノ
酸 位 置 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ６ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ つ の 可 能 な 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 変 異 を 有 す る な ら ば 非
常 に 多 様 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 は 複 数 の 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 配 列 （ 例
え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ） ま た は こ れ ら の 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 指 し 、 こ れ ら の 配 列
は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て こ れ ら の 配 列 に 導 入 さ れ る 変 異 体 ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ に お い て 異
な る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 連 結 ） 」 は 、 ２ つ の 核 酸 断 片 の 間 で リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す
る 方 法 で あ る 。 こ の ２ つ の 断 片 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め に 、 断 片 の 末 端 は 互 い に 適 合 し て
い な け れ ば な ら な い 。 場 合 に よ っ て は 、 こ の 末 端 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 の 後 に 直 ち に
適 合 性 を 持 つ よ う に な る 。 し か し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 適 合 さ せ る た め に は 、 ま ず エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ 消 化 の 後 に 一 般 的 に 形 成 さ れ る 付 着 末 端 を 平 滑 末 端 に 変 え る 必 要 が あ る 。 平 滑
末 端 に す る た め に は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 緩 衝 液 中 で １ ５ ℃ で 少 な く と も １ ５ 分 間 、 ４ つ の デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 燐 酸 の 存 在 下 で Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ ま た は Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ の ク レ ノ ー 断 片 の 約 １ ０ 単 位 で 処 理 す る 。 次 に Ｄ Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽
出 と エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 ま た は シ リ カ 精 製 に よ っ て 精 製 す る 。 連 結 す べ き Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 溶 液
に 等 モ ル 量 入 れ る 。 こ の 溶 液 は 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 リ ガ ー ゼ 緩 衝 お よ び Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の よ う
な リ ガ ー ゼ も 、 Ｄ Ｎ Ａ ０ ． ５ μ ｇ に つ き 約 １ ０ 単 位 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ を ベ ク タ ー に 連 結 す る 場
合 は 、 ベ ク タ ー は 適 当 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消 化 作 用 に よ っ て ま ず 線 状 に す る
。 線 状 に さ れ た 断 片 は 、 次 に 細 菌 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は 仔 ウ シ 腸 管 の ホ ス フ ァ
タ ー ゼ で 処 理 し て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の ス テ ッ プ の 間 の セ ル フ ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 予 防 す る 。
　 「 突 然 変 異 」 は 、 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 例 え ば 野 生 型 配 列 と 比 較 し て の ヌ ク レ オ チ ド
の 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 天 然 （ 自 然 ） 」 ま た は 「 天 然 に 生 じ る 」 抗 体 は 、 非 合 成
源 、 例 え ば 生 体 外 で 得 ら れ る 分 化 抗 原 特 異 的 Ｂ 細 胞 、 ま た は そ の 対 応 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 系 、 あ る い は 動 物 の 血 清 か ら 得 ら れ る 抗 体 か ら 特 定 さ れ た 抗 体 を 指 す 。 こ れ ら の 抗 体
に は 、 天 然 の も の で あ れ 誘 発 さ れ た も の で あ れ い か な る 種 類 の 免 疫 応 答 で 生 じ た 抗 体 も 含
ま れ る 。 天 然 抗 体 に は 、 こ れ ら の 抗 体 を 構 成 す る か コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 例 え ば カ バ ッ ト デ ー タ ベ ー ス で 特 定 さ れ て い る よ う な も の が 含 ま れ る 。 本 明
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細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 天 然 抗 体 は 、 ソ ー ス 配 列 ま た は 鋳 型 配 列 を 、 例 え ば あ る 位 置 で 起
源 抗 体 配 列 と 異 な る 抗 体 配 列 を 提 供 す る 異 な る ア ミ ノ 酸 を 用 い て １ つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ
酸 の 置 換 、 欠 失 ま た は 追 加 に よ り 変 更 し た 抗 体 配 列 を 指 す 「 合 成 抗 体 」 と は 異 な る 。
　 核 酸 に 関 し て 「 作 用 可 能 に 連 結 し た 」 は 、 そ の 核 酸 が 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ
る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 プ レ シ ー ケ ン ス (presequence)ま た は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ
は 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 わ っ て い る 前 駆 体 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る 場 合 は 、 そ
の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ と 作 動 可 能 的 に 結 合 し て い る 。 プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー
は 、 そ れ が あ る コ ー ド 配 列 の 転 写 に 影 響 す る 場 合 は そ の 配 列 と 作 用 可 能 に 連 結 し て い る 。
ま た は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 は 、 そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る 位 置 に あ る 場 合 は 作 用 可 能 に コ ー
ド 配 列 と 連 結 し て い る 。 通 常 、 「 作 用 可 能 に 連 結 し た 」 は 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 連 続 し
て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 は 連 続 し て 読 み 枠 内 に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ
ン サ ー は 連 続 す る 必 要 は な い 。 連 結 は 都 合 の よ い 制 限 部 位 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 達 成
さ れ る 。 こ の よ う な 部 位 が 存 在 し な い 場 合 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー ま た は リ
ン カ ー が 、 従 来 の 慣 行 に 従 っ て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 」 は 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を フ ァ ー ジ 、 例 え ば 繊 維 状 フ ァ ー ジ
の 粒 子 表 面 で コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 と 融 合 し た タ ン パ ク 質 と し て 提 示 す る 手
法 で あ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 有 用 さ は 、 ラ ン ダ ム 化 タ ン パ ク 質 変 異 体 の 大 き な ラ イ
ブ ラ リ ー か ら 対 象 抗 原 と 高 親 和 性 で 結 合 す る 配 列 を 迅 速 に 、 効 率 的 に 選 別 で き る こ と に あ
る 。 フ ァ ー ジ 上 の ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー の 提 示 は 、 何 百 万 も の ポ リ ペ プ
チ ド を 特 異 的 結 合 特 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 利 用 さ れ て き た 。 多 価 フ ァ ー ジ
デ ィ ス プ レ イ 方 法 は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ ま た は 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ と の 融 合 を 通
し て 小 さ な ラ ン ダ ム ペ プ チ ド お よ び 小 タ ン パ ク 質 を 提 示 す る た め に 利 用 さ れ て き た 。 Well
sお よ び Lowman, Curr.Opin.Struct.Biol., 3:355-362頁 (1992)と そ の 中 の 引 用 文 献 。 一 価
の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ で は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー が 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ
ま た は そ の 一 部 に 融 合 さ れ 、 フ ァ ー ジ 粒 子 が 融 合 タ ン パ ク 質 の １ 個 ま た は ０ 個 の コ ピ ー を
提 示 す る よ う に 野 生 型 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。 ア ビ デ
ィ テ ィ ー 効 果 は 多 価 の フ ァ ー ジ と 比 較 し て 低 下 し て い る の で 、 選 別 は 内 在 性 の リ ガ ン ド 親
和 性 に 基 づ い て お り フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー が 使 わ れ る が 、 こ の ベ ク タ ー は Ｄ Ｎ Ａ 操 作 を 単 純
化 す る 。 Lowmanお よ び Wells, Methods:A Companion to Methods in Enzymology, 3:205-2
16頁 (1991)。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 フ ァ ジ ミ ド 」 は 、 細 菌 の 複 製 起 点 、 例 え ば Ｃ ｏ １ Ｅ １ お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺
伝 子 間 領 域 の コ ピ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る 。 フ ァ ジ ミ ド は い か な る 公 知 の バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 例 え ば 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ お よ び ラ ム ド イ ド バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ で も 使 用 で き る 。 プ ラ ス ミ ド は 、 通 常 、 抗 生 物 質 耐 性 の 選 択 マ ー カ ー も 含 む 。 こ れ ら の
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 、 プ ラ ス ミ ド と し て 増 殖 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を 備 え る 細 胞 が フ ァ ー ジ 粒 子 の 生 産 の た め に 必 要 な す べ て の 遺 伝
子 を 備 え て い る と き 、 プ ラ ス ミ ド の 複 製 様 式 は ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 複 製 に 変 化 し 、 プ ラ ス
ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の １ つ の 鎖 の コ ピ ー と パ ッ ケ ー ジ フ ァ ー ジ 粒 子 を 生 成 す る 。 フ ァ ジ ミ ド は 感 染
性 ま た は 非 感 染 性 フ ァ ー ジ 粒 子 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の 用 語 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド
が フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 で 提 示 さ れ る よ う に 遺 伝 子 融 合 と し て こ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝
子 と 結 合 し た フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 を 含 む フ ァ ジ ミ ド を 含 む
。
　 用 語 「 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 」 は 、 異 種 遺 伝 子 を 含 ん で い て 複 製 が で き る バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ の 二 本 鎖 複 製 型 を 意 味 す る 。 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 、 フ ァ ー ジ 複 製 お よ び フ ァ ー ジ 粒 子 形
成 を 可 能 に す る フ ァ ー ジ 複 製 起 点 を 有 す る 。 フ ァ ー ジ は 好 ま し く は 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ 、 例 え ば Ｍ １ ３ 、 ｆ １ 、 ｆ ｄ 、 Ｐ ｆ ３ フ ァ ー ジ も し く は そ の 誘 導 体 、 ま た は λ 様 フ ァ
ー ジ 、 例 え ば λ 、 ２ １ 、 ｐ ｈ ｉ ８ ０ 、 ｐ ｈ ｉ ８ １ 、 ８ ２ 、 ４ ２ ４ 、 ４ ３ ４ 、 そ の 他 も し く
は そ の 誘 導 体 で あ る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 固 相 手 法 、 例 え ば 欧 州 特 許 第 ２ ６ ６
０ ３ ２ 号 、 １ ９ ８ ８ 年 ５ 月 ４ 日 公 布 、 に 記 載 さ れ て い る 手 法 を 利 用 し た リ ン 酸 ト リ エ ス テ
ル 、 亜 リ ン 酸 塩 、 ま た は ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 、 ま た は Froeshler他 , Nucl.Acids.Res., 
14:5399-5407頁 (1986)に 記 載 さ れ て い る デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド Ｈ － ホ ス ホ ン 酸 塩 中 間 体 を
通 し た 方 法 ） に よ っ て 化 学 的 に 合 成 さ れ る 短 い 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の ポ リ デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 。 他 の 方 法 に は 、 以 下 に 記 載 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 お よ び 他 の オ ー ト プ
ラ イ マ ー 法 、 お よ び 固 体 担 体 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 方 法 の す
べ て は 、 Engels他 , Agnew.Chem.Int.Ed.Engl., 28:716-734頁 (1989)に 記 載 さ れ て い る 。
遺 伝 子 の す べ て の 核 酸 配 列 が 公 知 な ら ば 、 ま た は コ ー ド 鎖 と 相 補 的 な 核 酸 の 配 列 が 利 用 で
き る な ら ば こ れ ら の 方 法 が 使 わ れ る 。 あ る い は 、 対 象 ア ミ ノ 酸 配 列 が 公 知 な ら ば 、 各 ア ミ
ノ 酸 残 基 の 公 知 で 好 ま し い コ ー ド 残 基 を 使 っ て 可 能 な 核 酸 配 列 を 推 測 で き よ う 。 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル も し く は 分 子 サ イ ジ ン グ カ ラ ム で 、 ま た は 沈 殿 法
に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ が 「 精 製 さ れ る 」 の は 、 Ｄ Ｎ Ａ が 非 核 酸 不 純 物 か ら 分 離 さ れ る と き で あ る 。 不 純
物 は 極 性 、 無 極 性 、 イ オ ン 性 、 そ の 他 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 起 源 抗 体 」 は 、 そ の 抗 原 結 合 配 列 が 本 明 細 書 で 記 載 さ れ
る 基 準 に 従 う 多 様 化 が 実 行 さ れ る 鋳 型 配 列 と し て の 役 目 を す る 抗 体 、 ま た は 抗 原 結 合 断 片
を 指 す 。 抗 原 結 合 配 列 は 、 通 常 、 抗 体 可 変 部 、 好 ま し く は 少 な く と も １ つ の 好 ま し く は フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る 「 溶 媒 と 接 触 し う る (solventaccessible)位 置 」 は 起 源 抗 体 ま た は
抗 原 結 合 断 片 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 指 し 、 そ れ は 、 こ の 抗 体
ま た は 抗 原 結 合 断 片 の 構 造 、 構 造 ア ン サ ン ブ ル お よ び ／ ま た は モ デ ル 化 さ れ た 構 造 に 基 づ
き 、 溶 媒 露 出 が 可 能 か つ ／ ま た は 抗 体 特 異 性 抗 原 な ど の 分 子 と の 接 触 が 可 能 と 判 断 さ れ る
も の で あ る 。 こ れ ら の 位 置 は 一 般 的 に は Ｃ Ｄ Ｒ で 、 ま た タ ン パ ク 質 の 外 側 に 見 ら れ る 。 本
明 細 書 で 定 め ら れ る よ う に 、 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 の 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 は 、 当 技 術
分 野 で 公 知 の い く つ か の ア ル ゴ リ ズ ム の い ず れ か を 使 っ て 決 定 で き る 。 好 ま し く は 、 溶 媒
と 接 触 し う る 位 置 は 抗 体 （ 又 は 抗 体 の 一 部 、 例 え ば 抗 体 可 変 ド メ イ ン や Ｃ Ｄ Ｒ セ グ メ ン ト
） の 三 次 元 モ デ ル か ら の 座 標 を 使 い 、 好 ま し く は Ｉ ｎ ｓ ｉ ｇ ｈ ｔ Ｉ Ｉ プ ロ グ ラ ム (Accelry
s, San Diego, CA)の よ う な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 っ て 決 定 さ れ る 。 溶 媒 と 接 触 し
う る 位 置 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の ア ル ゴ リ ズ ム （ 例 え ば 、 Leeお よ び Richards, J.Mol.Bio
l.55, 379(1971)、 お よ び 、 Connolly, J.Appl.Cryst.16, 548(1983)） を 使 用 し て も 決 定
す る こ と が で き る 。 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 の 決 定 は 、 タ ン パ ク 質 モ デ リ ン グ に 適 し た ソ フ
ト ウ ェ ア お よ び 抗 体 （ 又 は そ の 一 部 ） か ら 得 ら れ る 三 次 元 構 造 情 報 を 使 っ て 行 う こ と が で
き る 。 こ の よ う な 目 的 の た め に 利 用 で き る ソ フ ト ウ ェ ア に は 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｙ Ｌ 生 体 高 分 子 モ ジ
ュ ー ル ソ フ ト ウ ェ ア (Tripos Associates)が 含 ま れ る 。 一 般 に 、 ま た 好 ま し く は 、 ア ル ゴ
リ ズ ム （ プ ロ グ ラ ム ） が ユ ー ザ ー の 入 力 サ イ ズ パ ラ メ ー タ を 必 要 と す る 場 合 は 、 計 算 に お
い て 使 わ れ る プ ロ ー ブ の 「 サ イ ズ 」 は 半 径 約 １ ． ４ オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 下 に 設 定 さ れ る 。
さ ら に 、 パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ 用 の ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し た 溶 媒 と 接 触 し う る 領 域 の 決
定 法 が 、 Pacios, (1994)「 ARVOMOL/CONTOUR:molecular surface areas and volumes on P
ersonal Computers」 Comput.Chem.18(4):377-386頁 ； お よ び 同 (1995)「 Variations of Su
rface Areas and Volumes in Distinct Molecular Surfaces of Biomolecules」 J.Mol.Mo
del.1:46-53頁 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 転 写 調 節 因 子 」 は 、 以 下 の 構 成 成 分 の １ つ ま た は 複 数 を 含 む ： エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 プ
ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 お よ び 転 写 終 結 配 列 。 こ の よ う な 構
成 成 分 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ６ ７ ， ７ ８ ０ 号 。
　 「 形 質 転 換 体 」 は 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ と 関 連 す る 表 現 型 （ 例 え ば 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 に よ っ て 付 与 さ れ た 抗 生 物 質 耐 性 ） の 発 現 に よ っ て 証 明 さ れ る よ う な 、
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Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 込 み 、 維 持 し て い る 細 胞 で あ る 。
　 「 形 質 転 換 」 は 、 細 胞 が Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 込 ん で 「 形 質 転 換 体 」 に な る 過 程 を 意 味 す る 。 Ｄ
Ｎ Ａ 取 込 み は 永 久 的 、 ま た は 一 過 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 ヒ ト 抗 体 」 は 、 ヒ ト に よ り 生 成 さ れ る 抗 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を
有 す る も の 、 及 び ／ 又 は 本 明 細 書 中 に 開 示 し た ヒ ト 抗 体 を つ く る た め の い ず れ か の 技 術 を
使 用 し て 、 つ く ら れ た も の で あ る 。 こ の 定 義 に お け る ヒ ト 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 原 結 合 残 基 を
含 む ヒ ト 化 抗 体 を 特 別 に 除 く 。
　 「 親 和 性 成 熟 」 抗 体 は 、 そ の 1つ 以 上 の CDRに 1つ 以 上 の 変 更 を 有 す る 抗 体 で あ っ て 、 そ
の よ う な 変 更 を 有 し な い 親 抗 体 と 比 較 し て 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 親 和 性 を 向 上 さ せ る 。 好
ま し い 親 和 性 成 熟 抗 体 は 、 標 的 抗 原 に 対 し て 、 ナ ノ モ ル 単 位 の 、 さ ら に は ピ コ モ ル 単 位 の
親 和 性 を 有 す る 。 親 和 成 熟 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ り 生 産 で き る 。 Ma
rks他 は 、 Bio/Technology, 10:779-783(1992年 )に お い て 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン と Ｖ Ｌ ド メ イ ン
の シ ャ フ リ ン グ に よ る 親 和 成 熟 を 開 示 し て い る 。 Ｃ Ｄ Ｒ お よ び ／ ま た は フ レ ー ム ワ ー ク 残
基 の ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 誘 発 が 、 Barbas他 、 Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813(19
94); Schier他 、 Gene, 169:147-155 (1995);　 Yelton他 、 J. Immunol., 155:1994-2004 (
1995); Jackson他 , J. Immunol., 154(7):3310-9 (1995); お よ び Hawkins他 , J. Mol. Bi
ol., 226:889-896 (1992)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 遮 断 （ ブ ロ ッ ク ） 」 抗 体 又 は 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 抗 体 は 、 結 合 す る 抗 原 の 生 物 学 的 活
性 を 阻 害 又 は 減 退 さ せ る も の で あ る 。 遮 断 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 抗 原 の 生 物 学 的
活 性 を 実 質 的 に 又 は 完 全 に 阻 害 す る 。
　 こ こ で 用 い る 「 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 」 は 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 の 機 能 的 活
性 を 模 倣 す る 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 増 大 さ せ る た め に 、 例 え
ば 米 国 特 許 第 ５ ７ ３ ９ ２ ７ ７ 号 に 記 載 の よ う に 、 抗 体 (特 に 抗 体 断 片 )へ サ ル ベ ー ジ レ セ プ
タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ 接 着 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト
ー プ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 操 作 し た 核 酸 分 子 に よ っ て 発 現 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 が 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ を 含 む よ う に 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 の フ レ ー ム 内 に 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 こ こ で 使 用
さ れ る 場 合 の 「 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ 」 な る 用 語 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の イ ン ビ
ボ 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る 原 因 で あ る Ｉ ｇ Ｇ 分 子 (例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ

３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ )の Ｆ ｃ 領 域 の エ ピ ト ー プ を 意 味 す る （ 例 え ば 、 Ghetie, Vら ., (2000) An
n. Rev. Immunol. 18:739-766, 表 １ ） 。 Ｆ ｃ 領 域 内 に 置 換 を 有 す る 抗 体 及 び 血 清 半 減 期
が 増 大 し た 抗 体 に つ い て は 、 WO00/42072 (Presta, L.)、 WO 02/060919; Shields, R.L., 
ら .,　 (2001) JBC 276(9):6591-6604； Hinton, P.R., (2004) JBC 279(8):6213-6216)に
も 記 載 さ れ て い る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 例 え ば 他 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 接 着 さ せ る こ と に
よ っ て も 血 清 半 減 期 が 増 大 し う る 。 例 え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン が 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 す る よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 又 は 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 他 の ポ リ ペ プ チ ド を Ｆ ｃ Ｒ
ｎ レ セ プ タ ー 又 は 血 清 ア ル ブ ミ ン 結 合 ペ プ チ ド に 結 合 す る 血 清 ア ル ブ ミ ン 又 は 血 清 ア ル ブ
ミ ン の 一 部 に 接 着 さ せ る こ と が で き 、 例 と し て こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は Ｗ Ｏ ０ １ ／
４ ５ ７ ４ ６ に 開 示 さ れ て い る 。 一 実 施 態 様 で は 、 接 着 し た 血 清 ア ル ブ ミ ン ペ プ チ ド は ア ミ
ノ 酸 配 列 DICLPRWGCLWを 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る Ｆ ａ ｂ の 半 減 期 は こ れ ら
の 方 法 に よ っ て 増 大 す る 。 血 清 ア ル ブ ミ ン 結 合 ペ プ チ ド 配 列 に つ い て は 、 Dennis, M.S., 
ら ., (2002) JBC 277(38):35035-35043も 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 疾 患 」 は 、 本 発 明 の 物 質 ／ 分 子 又 は 方 法 を 用 い て 治 療 す る こ と に よ っ て 利 益 を 得 る 任
意 の 症 状 で あ る 。 こ れ に は 、 哺 乳 動 物 の 問 題 と す る 疾 患 の 素 因 と な る 病 的 状 態 を 含 む 慢 性
及 び 急 性 の 疾 患 又 は 疾 病 を 包 含 す る 。 限 定 す る も の で な く 、 こ こ で 治 療 す る 疾 患 の 例 に は
、 悪 性 及 び 良 性 の 腫 瘍 ； 非 白 血 病 お よ び リ ン パ 系 の 悪 性 腫 瘍 ； 神 経 系 、 神 経 膠 系 、 星 状 膠
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系 、 視 床 下 部 性 及 び 他 の 腺 性 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 、 上 皮 性 、 間 質 性 、 胞 胚 腔 系 の 疾 患 ； 及
び 、 炎 症 性 、 免 疫 系 、 他 の 脈 管 形 成 関 連 の 疾 患 が 包 含 さ れ る 。
　  「 細 胞 増 殖 性 疾 患 」 及 び 「 増 殖 性 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 あ る 程 度 の 異 常 な 細 胞 増 殖 を
伴 う 疾 患 を 意 味 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 は 癌 で あ る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 腫 瘍 」 は 、 悪 性 又 は 良 性 に 関 わ ら ず 、 全 て の 腫 瘍 形 成 細 胞 成 長 及 び
増 殖 、 及 び 全 て の 前 癌 性 及 び 癌 性 細 胞 及 び 組 織 を 意 味 す る 。 「 癌 」 、 「 癌 性 」 、 「 細 胞 増
殖 性 疾 患 」 、 「 増 殖 性 疾 患 」 及 び 「 腫 瘍 」 な る 用 語 は こ こ に 示 す よ う に 互 い に 独 占 的 な も
の で は な い 。
　 「 癌 」 及 び 「 癌 性 」 と い う 用 語 は 、 典 型 的 に は 調 節 さ れ な い 細 胞 成 長 を 特 徴 と す る 、 哺
乳 動 物 に お け る 生 理 学 的 状 態 を 指 す か 記 述 す る 。 癌 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 癌 腫 、 リ ン パ 腫 、 芽 細 胞 腫 、 肉 腫 、 及 び 白 血 病 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 癌 の よ
り 特 定 の 例 に は 、 扁 平 細 胞 癌 (squamous cell cancer)、 小 細 胞 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 肺 の
腺 癌 、 及 び 肺 の 扁 平 癌 腫 (squamous carcinoma)、 腹 膜 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胃 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 神
経 膠 芽 細 胞 腫 、 子 宮 頸 管 癌 、 卵 巣 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、 肝 癌 、 乳 癌 、 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 子
宮 内 膜 又 は 子 宮 癌 、 唾 液 腺 癌 、 腎 臓 癌 、 肝 臓 癌 、 前 立 腺 癌 、 産 卵 口 癌 、 甲 状 腺 癌 、 肝 臓 性
癌 、 並 び に 頭 部 及 び 頸 部 の 癌 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 血 管 形 成 調 節 不 全 に よ り 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に よ っ て 治 療 さ れ る 多 く の 疾 患 が 引
き 起 こ さ れ う る 。 こ れ ら の 疾 患 に は 、 非 腫 瘍 性 又 は 腫 瘍 性 症 状 の 両 方 が 含 ま れ る 。 腫 瘍 性
の も の は 上 記 に 記 載 の も の に 限 ら な い 。 非 腫 瘍 性 疾 患 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 望
ま し く な い 又 は 異 常 な 肥 大 、 関 節 炎 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） 、 乾 癬 、 乾 癬 の 斑 、 サ ル
コ イ ド ー シ ス 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 性 斑 、 未 熟 児 の 網 膜 症 を 含 む
糖 尿 病 性 及 び 他 の 増 殖 性 の 網 膜 症 、 水 晶 体 後 繊 維 増 殖 、 血 管 新 生 緑 内 障 、 年 齢 関 連 性 黄 斑
変 性 、 糖 尿 病 性 黄 斑 浮 腫 、 角 膜 血 管 新 生 、 角 膜 移 植 片 血 管 新 生 、 角 膜 移 植 片 拒 絶 、 網 膜 ／
脈 絡 叢 血 管 新 生 、 虹 彩 (angle)（ ル ベ オ ー シ ス ） の 血 管 新 生 、 眼 性 新 生 血 管 疾 患 、 脈 管 再
狭 窄 、 動 静 脈 奇 形 （ Ａ Ｖ Ｍ ） 、 髄 膜 腫 、 血 管 腫 、 血 管 線 維 腫 、 甲 状 腺 の 過 形 成 （ グ レ ー ブ
ズ 病 を 含 む ） 、 角 膜 及 び 他 の 組 織 移 植 、 慢 性 炎 症 、 肺 炎 症 、 急 性 肺 損 傷 ／ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ 、 敗 血
症 、 原 発 性 肺 高 血 圧 症 、 悪 性 の 肺 滲 出 、 大 脳 浮 腫 （ 例 え ば 、 急 性 脳 卒 中 ／ 非 開 放 性 頭 部 損
傷 ／ 外 傷 と 関 連 し て い る ） 、 滑 液 炎 症 、 Ｒ Ａ の パ ン ヌ ス 形 成 、 筋 炎 骨 化 、 高 親 和 性 骨 形 成
、 骨 関 節 炎 （ Ｏ Ａ ） 、 抵 抗 性 腹 水 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 の 疾 患 、 子 宮 内 膜 症 、 液 体 性 疾 患 の 第 ３
の 間 隔 (3rd spacing)（ 膵 炎 、 コ ン パ ー ト メ ン ト 症 候 群 、 熱 傷 、 腸 疾 患 ） 、 子 宮 類 線 維 腫
、 早 産 、 慢 性 炎 症 、 例 え ば Ｉ Ｂ Ｄ （ ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 ） 、 腎 臓 同 種 異 系 移 植
片 拒 絶 反 応 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、 望 ま し く な い 又 は 異 常 な 組 織 塊 成 長 （ 癌
以 外 ） 、 血 友 病 関 節 、 肥 大 し た 瘢 痕 、 体 毛 成 長 の 抑 制 、 Ｏ ｓ ｌ ｅ ｒ -Ｗ ｅ ｂ ｅ ｒ 症 候 群 、
化 膿 性 肉 芽 腫 水 晶 体 後 繊 維 増 殖 、 強 皮 症 、 ト ラ コ ー マ 、 脈 管 粘 着 力 、 関 節 滑 膜 炎 、 皮 膚 炎
、 子 癇 前 症 、 腹 水 、 心 嚢 貯 留 液 （ 例 え ば 心 外 膜 炎 と 関 連 し て い る も の ） お よ び 胸 水 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 治 療 」 は 、 治 療 さ れ て い る 個 体 又 は 細 胞 の 天 然 の 過 程 を 改
変 す る た め の 臨 床 的 介 入 を 意 味 し 、 予 防 の た め 又 は 臨 床 的 病 理 の 過 程 中 に 実 施 す る こ と が
で き る 。 治 療 の 望 ま し い 効 果 に は 、 疾 病 の 発 生 又 は 再 発 の 防 止 、 症 状 の 寛 解 、 疾 病 の 任 意
の 直 接 的 又 は 間 接 的 病 理 的 結 果 の 低 減 、 転 移 の 防 止 、 疾 病 の 進 行 速 度 の 低 減 、 疾 病 状 態 の
回 復 又 は 緩 和 、 及 び 寛 解 又 は 改 善 さ れ た 予 後 が 含 ま れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗
体 は 疾 患 又 は 疾 病 の 進 行 を 遅 ら せ る た め に 用 い ら れ る 。
　 「 有 効 量 」 と は 所 望 の 治 療 又 は 予 防 結 果 を 達 成 す る た め に 必 要 な 用 量 及 び 時 間 で の 効 果
的 な 量 を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の 物 質 ／ 分 子 の 「 治 療 的 有 効 量 」 は 、 例 え ば 個 体 の 疾 病 ス テ ー ジ 、 年 齢 、 性 別 、
及 び 体 重 、 並 び に 個 体 に 所 望 の 応 答 を 誘 発 す る 物 質 ／ 分 子 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス
ト の 能 力 の よ う な 因 子 に 従 っ て 変 わ り う る 。 ま た 、 治 療 的 有 効 量 は 物 質 ／ 分 子 、 ア ゴ ニ ス
ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 任 意 の 毒 性 又 は 有 害 な 効 果 よ り も 治 療 的 に 恩 恵 の あ る 効 果 が 上 回
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る も の で あ る 。 「 予 防 的 有 効 量 」 と は 所 望 の 予 防 結 果 を 達 成 す る た め に 必 要 な 用 量 及 び 時
間 で の 効 果 的 な 量 を 意 味 す る 。 典 型 的 に は 、 予 防 的 量 は 疾 患 の 初 期 ス テ ー ジ 又 は そ の 前 の
患 者 に 用 い る の で 、 予 防 的 有 効 量 は 治 療 的 有 効 量 よ り も 少 な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 細 胞 障 害 性 剤 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 の 機 能 を 阻 害 又 は 阻 止 し 及 び ／
又 は 細 胞 破 壊 を 生 ず る 物 質 を 指 す 。 こ の 用 語 は 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 、 Ａ ｔ ２ １ １ 、 Ｉ
１ ３ １ 、 Ｉ １ ２ ５ 、 Ｙ ９ ０ 、 Ｒ ｅ １ ８ ６ 、 Ｒ ｅ １ ８ ８ 、 Ｓ ｍ １ ５ ３ 、 Ｂ ｉ ２ １ ２ 、 Ｐ ３ ２

及 び Ｌ ｕ の 放 射 性 同 位 体 ） 、 化 学 治 療 薬 、 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、
ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド （ ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド ） 、 ド キ ソ ル ビ シ ン
、 メ ル フ ァ ラ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 又 は 他 の 挿 入 剤 、
酵 素 及 び そ の 断 片 、 例 え ば 核 溶 解 性 酵 素 、 抗 生 物 質 、 及 び 毒 素 、 例 え ば そ の 断 片 及 び ／ 又
は 変 異 体 を 含 む 小 分 子 毒 素 又 は 細 菌 、 糸 状 菌 、 植 物 又 は 動 物 起 源 の 酵 素 的 に 活 性 な 毒 素 、
そ し て 下 記 に 開 示 す る 種 々 の 抗 腫 瘍 又 は 抗 癌 剤 を 含 む よ う に 意 図 さ れ て い る 。 他 の 細 胞 障
害 性 薬 が 下 記 に 記 載 さ れ て い る 。 殺 腫 瘍 性 剤 は 、 腫 瘍 細 胞 の 破 壊 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 化 学 療 法 剤 」 は 、 癌 の 治 療 に 有 用 な 化 合 物 で あ る 。 化 学 療 法 剤 の 例 に は 、 チ オ テ パ 及
び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (CYTOXAN(商 品 名 ） )の よ う な ア ル キ ル 化 剤 ； ブ ス ル フ ァ ン 、 イ ン プ
ロ ス ル フ ァ ン 及 び ピ ポ ス ル フ ァ ン の よ う な ス ル ホ ン 酸 ア ル キ ル 類 ； ベ ン ゾ ド ー パ (benzodo
pa)、 カ ル ボ コ ン 、 メ ツ レ ド ー パ (meturedopa)、 及 び ウ レ ド ー パ (uredopa)の よ う な ア ジ リ
ジ ン 類 ； ア ル ト レ ー ト ア ミ ン (altretamine)、 ト リ エ チ レ ン メ ラ ミ ン 、 ト リ エ チ レ ン ホ ス
ホ ラ ミ ド 、 ト リ エ チ レ ン チ オ ホ ス ホ ラ ミ ド (triethylenethiophosphaoramide)及 び ト リ メ
チ ロ ー ロ メ ラ ミ ン (trimethylolomelamine)を 含 む エ チ レ ン イ ミ ン 類 及 び メ チ ラ メ ラ ミ ン 類
； ア セ ト ゲ ニ ン （ 特 に ブ ラ タ シ ン 及 び ブ ラ タ シ ノ ン ） ； デ ル タ － ９ － テ ト ラ ヒ ド ロ カ ナ ビ
ノ ー ル （ ド ロ ナ ビ ノ ー ル 、 MARINOL（ 登 録 商 標 ） ； β ラ パ チ ョ ー ネ ； ラ パ コ ー ル ； コ ル ヒ
チ ン ； ベ ツ リ ン 酸 ； カ ン プ ト セ シ ン （ 合 成 ア ナ ロ グ ト ポ テ カ ン （ HYCAMTIN（ 登 録 商 標 ） 、
CPT-11（ イ リ ノ テ カ ン 、 CAMPTOSAR（ 登 録 商 標 ） ） 、 ア セ チ ル カ ン プ ト テ シ ン 、 ス コ ポ レ
ク チ ン (scopolectin)及 び ９ － ア ミ ノ カ ン プ ト テ シ ン を 含 む ） ； ブ リ オ ス タ チ ン ； カ リ ス
タ チ ン ； Ｃ Ｃ -１ ０ ６ ５ （ そ の ア ド ゼ レ シ ン 、 カ ル ゼ レ シ ン 及 び ビ ゼ レ シ ン 合 成 ア ナ ロ グ
を 含 む ） ； ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン ； ポ ド フ ィ リ ン 酸 (podophyllinic acid)； テ ニ ポ シ ド ； ク
リ プ ト フ ィ シ ン （ 特 に ク リ プ ト フ ィ シ ン １ 及 び ク リ プ ト フ ィ シ ン ８ ） ； ド ラ ス タ チ ン ； ド
ゥ オ カ ル マ イ シ ン （ 合 成 ア ナ ロ グ 、 Ｋ Ｗ -２ １ ８ ９ 及 び Ｃ Ｂ １ -Ｔ Ｍ １ を 含 む ） ； エ ロ イ テ
ロ ビ ン ； パ ン ク ラ チ ス タ チ ン ； サ ル コ ジ ク チ ン ； ス ポ ン ギ ス タ チ ン ； ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 ク
ロ ロ ナ フ ァ ジ ン (chlornaphazine)、 チ ョ ロ ホ ス フ ァ ミ ド (cholophosphamide)、 エ ス ト ラ ム
ス チ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン オ キ シ ド ヒ ド ロ ク ロ リ ド 、
メ ル フ ァ ラ ン 、 ノ ベ ン ビ チ ン (novembichin)、 フ ェ ネ ス テ リ ン (phenesterine)、 プ レ ド ニ
ム ス チ ン (prednimustine)、 ト ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド (trofosfamide)、 ウ ラ シ ル マ ス タ ー ド な
ど の ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド ； カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ロ ゾ ト シ ン (chlorozotocin)、 フ ォ
テ ム ス チ ン (fotemustine)、 ロ ム ス チ ン 、 ニ ム ス チ ン 、 ラ ニ ム ス チ ン な ど の ニ ト ロ ス レ ア
ス (nitrosureas)； 抗 生 物 質 、 例 え ば エ ネ ジ イ ン 抗 生 物 質 (例 え ば 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン (cal
icheamicin)、 特 に カ リ ケ ア マ イ シ ン γ １ Ｉ 及 び カ リ ケ ア マ イ シ ン ω Ｉ １ （ 例 え ば Agnew C
hem Intl. Ed. Engl. 33:183-186(1994)参 照 ） ； ダ イ ネ マ イ シ ン (dynemicin)Ａ を 含 む ダ
イ ネ マ イ シ ン ； エ ス ペ ラ マ イ シ ン ； 並 び に ネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン 発 色 団 及 び 関 連 す る 色 素
タ ン パ ク エ ネ ジ イ ン 抗 生 物 質 発 色 団 )、 ア ク ラ シ ノ マ イ シ ン 類 (aclacinomysins)、 ア ク チ
ノ マ イ シ ン 、 オ ー ス ラ マ イ シ ン (authramycin)、 ア ザ セ リ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ク チ ノ
マ イ シ ン (cactinomycin)、 カ ラ ビ シ ン (carabicin)、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 カ ル ジ ノ フ ィ リ
ン (carzinophilin)、 ク ロ モ マ イ シ ン 類 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 デ ト ル ビ
シ ン (detorbicin)、 ６ -ジ ア ゾ -５ -オ キ ソ -Ｌ -ノ ル ロ イ シ ン 、 ADRIAMYCIN(登 録 商 標 )ド キ
ソ ル ビ シ ン (モ ル ホ リ ノ -ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ア ノ モ ル ホ リ ノ -ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ２ -ピ ロ リ
ノ -ド キ ソ ル ビ シ ン 及 び デ オ キ シ ド キ ソ ル ビ シ ン を 含 む )、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ ソ ル ビ シ ン 、
イ ダ ル ビ シ ン 、 マ ー セ ロ マ イ シ ン (marcellomycin)、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ の よ う な マ イ ト マ
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イ シ ン 、 マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 (mycophenolic acid)、 ノ ガ ラ マ イ シ ン (nogalamycin)、 オ リ
ボ マ イ シ ン (olivomycins)、 ペ プ ロ マ イ シ ン 、 ポ ト フ ィ ロ マ イ シ ン (potfiromycin)、 ピ ュ
ー ロ マ イ シ ン 、 ケ ラ マ イ シ ン (quelamycin)、 ロ ド ル ビ シ ン (rodorubicin)、 ス ト レ プ ト ニ
グ リ ン 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 ツ ベ ル シ ジ ン (tubercidin)、 ウ ベ ニ メ ク ス 、 ジ ノ ス タ チ ン (z
inostatin)、 ゾ ル ビ シ ン (zorubicin)； 代 謝 拮 抗 剤 、 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト 及 び ５ -フ ル
オ ロ ウ ラ シ ル (５ -Ｆ Ｕ )； 葉 酸 ア ナ ロ グ 、 例 え ば デ ノ プ テ リ ン (denopterin)、 メ ト ト レ キ
セ ー ト 、 プ テ ロ プ テ リ ン (pteropterin)、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト (trimetrexate)； プ リ ン ア
ナ ロ グ 、 例 え ば フ ル ダ ラ ビ ン (fludarabine)、 ６ -メ ル カ プ ト プ リ ン 、 チ ア ミ プ リ ン 、 チ オ
グ ア ニ ン ； ピ リ ミ ジ ン ア ナ ロ グ 、 例 え ば ア ン シ タ ビ ン 、 ア ザ シ チ ジ ン (azacitidine)、 ６ -
ア ザ ウ リ ジ ン (azauridine)、 カ ル モ フ ー ル 、 シ タ ラ ビ ン 、 ジ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 、 ド キ シ フ
ル リ ジ ン 、 エ ノ シ タ ビ ン (enocitabine)、 フ ロ キ シ ウ リ ジ ン (floxuridine)； ア ン ド ロ ゲ ン
類 、 例 え ば カ ル ス テ ロ ン (calusterone)、 プ ロ ピ オ ン 酸 ド ロ モ ス タ ノ ロ ン 、 エ ピ チ オ ス タ
ノ ー ル 、 メ ピ チ オ ス タ ン 、 テ ス ト ラ ク ト ン (testolactone)； 抗 副 腎 剤 、 例 え ば ア ミ ノ グ ル
テ チ ミ ド 、 ミ ト タ ン 、 ト リ ロ ス タ ン ； 葉 酸 リ プ レ ニ ッ シ ャ ー (replenisher)、 例 え ば フ ロ
リ ン 酸 (frolinic acid)； ア セ グ ラ ト ン ； ア ル ド ホ ス フ ァ ミ ド グ リ コ シ ド ； ア ミ ノ レ ブ リ
ン 酸 ； エ ニ ル ウ ラ シ ル ； ア ム サ ク リ ン (amsacrine)； ベ ス ト ラ ブ シ ル (bestrabucil)； ビ サ
ン ト レ ン (bisantrene)； エ ダ ト ラ キ セ ー ト (edatraxate)； デ フ ォ フ ァ ミ ン (defofamine)；
デ メ コ ル シ ン (demecolcine)； ジ ア ジ コ ン (diaziquone)； エ ル フ ォ ル ニ チ ン (elfornithine
)； 酢 酸 エ リ プ チ ニ ウ ム (elliptinium)； エ ポ チ ロ ン (epothilone)； エ ト グ ル シ ド (etogluc
id)； 硝 酸 ガ リ ウ ム ； ヒ ド ロ キ シ 尿 素 ； レ ン チ ナ ン ； ロ ニ ダ ミ ン (lonidamine)； メ イ タ ン
シ ノ イ ド (maytansinoid)類 、 例 え ば メ イ タ ン シ ン (maytansine)及 び ア ン サ ミ ト シ ン (ansam
itocine)； ミ ト グ ア ゾ ン (mitoguazone)； ミ ト キ サ ン ト ロ ン ； モ ピ ダ モ ー ル (mopidamol)；
ニ ト ラ ク リ ン (nitracrine)； ペ ン ト ス タ チ ン ； フ ェ ナ メ ッ ト (phenamet)； ピ ラ ル ビ シ ン ；
ロ ソ キ サ ン ト ロ ン ； ２ -エ チ ル ヒ ド ラ ジ ド ； プ ロ カ ル バ ジ ン ； Ｐ Ｓ Ｋ (登 録 商 標 )多 糖 複 合
体 （ JHS Natural Products, Eugene, OR） ； ラ ゾ キ サ ン (razoxane)； リ ゾ キ シ ン ； シ ゾ フ
ィ ラ ン ； ス ピ ロ ゲ ル マ ニ ウ ム (spirogermanium)； テ ニ ュ ア ゾ ン 酸 (tenuazonic acid)； ト
リ ア ジ コ ン (triaziquone)； ２ ,２ ',２ ''-ト リ ク ロ ロ ト リ エ チ ル ア ミ ン ； ト リ コ テ セ ン 類 (
特 に Ｔ -２ 毒 素 、 ベ ラ ク リ ン (verracurin)Ａ 、 ロ リ ジ ン (roridine)Ａ 及 び ア ン グ イ ジ ン (an
guidine))； ウ レ タ ン ； ビ ン デ シ ン （ ELDISINE（ 登 録 商 標 ） 、 FILDESIN（ 登 録 商 標 ） ） ；
ダ カ ー バ ジ ン ； マ ン ノ ム ス チ ン (mannomustine)； ミ ト ブ ロ ニ ト ー ル ； ミ ト ラ ク ト ー ル (mit
olactol)； ピ ポ ブ ロ マ ン (pipobroman)； ガ シ ト シ ン (gacytosine)； ア ラ ビ ノ シ ド （ 「 Ａ ｒ
ａ -Ｃ 」 ） ； チ オ テ パ ； タ キ ソ イ ド 類 、 例 え ば Ｔ Ａ Ｘ Ｏ Ｌ （ 登 録 商 標 ） パ ク リ タ キ セ ル （ B
ristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ） 、 Ａ Ｂ Ｒ Ａ Ｘ Ａ Ｎ Ｅ Ｔ Ｍ パ ク リ タ キ セ
ル の ク レ モ フ ォ ー 無 添 加 ア ル ブ ミ ン 操 作 ナ ノ 粒 子 製 剤 （ American Pharmaceutical Partne
rs, Schaumberg, Illinois） 、 及 び Ｔ Ａ Ｘ Ｏ Ｔ Ｅ Ｒ Ｅ （ 登 録 商 標 ） ド キ セ タ キ セ ル （ Rhon
e-Poulenc Rorer, Antony, France） ； ク ロ ラ ン ブ シ ル ； ゲ ム シ タ ビ ン (gemcitabine) （
Ｇ Ｅ Ｍ Ｚ Ａ Ｒ (登 録 商 標 )） ； ６ -チ オ グ ア ニ ン ； メ ル カ プ ト プ リ ン ； メ ト ト レ キ サ ー ト ；
プ ラ チ ナ ア ナ ロ グ 、 例 え ば シ ス プ ラ チ ン 及 び カ ル ボ プ ラ チ ン ； ビ ン ブ ラ ス チ ン （ VELBAN（
登 録 商 標 ） ） ； プ ラ チ ナ ； エ ト ポ シ ド (Ｖ Ｐ -１ ６ )； イ ホ ス フ ァ ミ ド ； マ イ ト キ サ ン ト ロ
ン ； ビ ン ク リ ス チ ン （ ONCOVIN（ 登 録 商 標 ） ） ； オ キ サ リ プ ラ チ ン ； ロ イ コ ボ ビ ン (leucov
ovin)； ビ ノ レ ル ビ ン （ Ｎ Ａ Ｖ Ｅ Ｌ Ｂ Ｉ Ｎ Ｅ (登 録 商 標 )） ； ノ バ ン ト ロ ン (novantrone)；
エ ダ ト レ キ セ ー ト ； ダ ウ ノ マ イ シ ン ； ア ミ ノ プ テ リ ン ； イ バ ン ド ロ ナ ー ト (ibandronate)
； ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 Ｒ Ｆ Ｓ ２ ０ ０ ０ ； ジ フ ル オ ロ メ チ ロ ー ル ニ チ ン (Ｄ Ｍ Ｆ Ｏ )； レ
チ ノ イ ン 酸 の よ う な レ チ ノ イ ド ； カ ペ シ タ ビ ン (capecitabine)（ XELODA（ 登 録 商 標 ） ； 上
述 し た も の の い ず れ か の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 類 、 酸 類 又 は 誘 導 体 ： 並 び に 上 記 の う ち ２
以 上 の 組 み 合 わ せ 、 例 え ば 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、
及 び プ レ ド ニ ソ ロ ン 併 用 療 法 の 略 称 で あ る Ｃ Ｈ Ｏ Ｐ 、 及 び 5-FU及 び ロ イ コ ボ ビ ン (leucovo
vin)と オ キ サ リ プ ラ チ ン （ ELOXATINTM） を 組 み 合 わ せ た 治 療 法 の 略 称 で あ る FOLFOXが 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 ま た こ の 定 義 に 含 ま れ る も の に は 、 癌 の 成 長 を 助 け る ホ ル モ ン の 作 用 を 調 節 、 低 減 、 遮
断 又 は 阻 害 す る よ う に 働 き 、 多 く の 場 合 全 身 処 置 の 形 態 で 使 用 さ れ る 抗 ホ ル モ ン 剤 が あ る
。 そ れ ら は そ れ 自 体 が ホ ル モ ン で あ っ て も よ い 。 そ れ ら は 例 え ば 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 及 び 選 択
的 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 節 物 質 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｍ ） を 含 み 、 例 え ば 、 タ モ キ シ フ ェ ン （ NOLVADEX
(登 録 商 標 )タ モ キ シ フ ェ ン を 含 む ） 、 EVISTA（ 登 録 商 標 ） ラ ロ キ シ フ ェ ン (raloxifene)、
ド ロ ロ キ シ フ ェ ン 、 ４ -ヒ ド ロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン 、 ト リ オ キ シ フ ェ ン (trioxifene)、 ケ
オ キ シ フ ェ ン (keoxifene)、 Ｌ Ｙ １ １ ７ ０ １ ８ 、 オ ナ プ リ ス ト ー ン (onapristone)、 及 び Ｆ
Ａ Ｒ Ｅ Ｓ Ｔ Ｏ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ト レ ミ フ ェ ン ； 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン ； エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー
下 方 調 節 剤 （ ERD） ； 卵 巣 を 抑 止 又 は 停 止 さ せ る 機 能 が あ る 作 用 剤 、 例 え ば LUPRON（ 登 録
商 標 ） 及 び ELIGARD（ 登 録 商 標 ） 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド 等 の 黄 体 形 成 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン （ L
HRH） ア ゴ ニ ス ト 、 酢 酸 ゴ セ レ リ ン 、 酢 酸 ブ セ レ リ ン 及 び ト リ プ テ レ リ ン (tripterelin)；
そ の 他 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 、 例 え ば フ ル タ ミ ド (flutamide)、 ニ ル タ ミ ド (nilutamide)、 ビ カ
ル タ ミ ド ； 並 び に 副 腎 の エ ス ト ロ ゲ ン 産 生 を 調 節 す る 酵 素 ア ロ マ タ ー ゼ を 阻 害 す る ア ロ マ
タ ー ゼ 阻 害 剤 、 例 え ば ４ (５ )-イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 Ｍ Ｅ Ｇ Ａ Ｓ Ｅ (登 録 商
標 )酢 酸 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 Ａ Ｒ Ｏ Ｍ Ａ Ｓ Ｉ Ｎ (登 録 商 標 )エ キ セ メ ス タ ン 、 フ ォ ル メ ス タ ニ
ー (formestanie)、 フ ァ ド ロ ゾ ー ル 、 Ｒ Ｉ Ｖ Ｉ Ｓ Ｏ Ｒ (登 録 商 標 )ボ ロ ゾ ー ル 、 Ｆ Ｅ Ｍ Ａ Ｒ
Ａ (登 録 商 標 )レ ト ロ ゾ ー ル 、 及 び Ａ Ｒ Ｉ Ｍ Ｉ Ｄ Ｅ Ｘ (登 録 商 標 )ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル で あ る 。
加 え て 、 こ の よ う な 化 学 療 法 剤 の 定 義 に は 、 ク ロ ド ロ ネ ー ト （ 例 え ば BONEFOS（ 登 録 商 標
） 又 は OSTAC（ 登 録 商 標 ） ） 、 DIDROCAL（ 登 録 商 標 ） エ チ ド ロ ン 酸 、 NE-58095、 ZOMETA（
登 録 商 標 ） ゾ レ ド ロ ン 酸 ／ ゾ レ ド ロ ネ ー ト 、 FOSAMAX（ 登 録 商 標 ） ア レ ン ド ロ ネ ー ト 、 ARE
DIA（ 登 録 商 標 ） パ ミ ド ロ ン 酸 、 SKELID（ 登 録 商 標 ） チ ル ド ロ ン 酸 、 又 は ACTONEL（ 登 録 商
標 ） リ セ ド ロ ン 酸 、 並 び に ト ロ キ サ シ タ ビ ン (troxacitabine)（ １ ,３ -ジ オ キ ソ ラ ン ヌ ク
レ オ シ ド シ ト シ ン 類 似 体 ） ； ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 接 着 細 胞 の 増 殖 に 結
び つ く シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る も の 、 例 え ば Ｐ Ｋ Ｃ -α 、 Ｒ ａ
ｆ 、 及 び Ｈ -Ｒ ａ ｓ 、 及 び 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー （ EGF-R） ； THERATOPE（ 登 録 商 標 ） ワ
ク チ ン 及 び 遺 伝 子 治 療 ワ ク チ ン 等 の ワ ク チ ン 、 例 え ば Ａ Ｌ Ｌ Ｏ Ｖ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｎ (登 録 商 標 )ワ
ク チ ン 、 Ｌ Ｅ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｎ (登 録 商 標 )ワ ク チ ン 、 及 び Ｖ Ａ Ｘ Ｉ Ｄ (登 録 商 標 )ワ ク チ ン ；
Ｌ Ｕ Ｒ Ｔ Ｏ Ｔ Ｅ Ｃ Ａ Ｎ (登 録 商 標 )ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ １ 阻 害 剤 ； Ａ Ｂ Ａ Ｒ Ｅ Ｌ Ｉ Ｘ (登 録 商
標 )ｒ ｍ Ｒ Ｈ ； ラ パ チ ニ ブ （ lapatinib ditosylate） （ GW572016と し て も 知 ら れ る ErbB-2
及 び EGFR二 重 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 小 分 子 阻 害 剤 ） 及 び 上 記 の も の の い ず れ か の 製 薬 的 に 許 容
さ れ る 塩 類 、 酸 類 又 は 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 際 の 「 成 長 阻 害 剤 」 は 、 対 象 と す る 標 的 分 子 の 活 性 に 依 存 し て 成 長 す
る 細 胞 の 成 長 を イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ の 何 れ か で 阻 害 す る 化 合 物 又 は 組 成 物 を 意 味 す る
。 よ っ て 、 成 長 阻 害 剤 は 、 Ｓ 期 で 標 的 分 子 依 存 性 細 胞 の 割 合 を 有 意 に 減 少 さ せ る も の で あ
る 。 成 長 阻 害 剤 の 例 は 、 細 胞 周 期 の 進 行 を （ Ｓ 期 以 外 の 位 置 で ） 阻 害 す る 薬 剤 、 例 え ば Ｇ
１ 停 止 又 は Ｍ 期 停 止 を 誘 発 す る 薬 剤 を 含 む 。 古 典 的 な Ｍ 期 ブ ロ ッ カ ー は 、 ビ ン カ ス （ ビ ン
ク リ ス チ ン 及 び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） 、 タ キ サ ン 類 、 及 び ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 阻 害 剤 、 例 え
ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ ン を
含 む 。 ま た Ｇ １ 停 止 さ せ る こ れ ら の 薬 剤 は 、 Ｓ 期 停 止 に も 波 及 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ア ル キ
ル 化 剤 、 例 え ば 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 シ ス
プ ラ チ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 及 び ア ラ -Ｃ で あ る 。 更 な る 情 報 は
、 The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及 び Israel, 編 , Chapter 1, 表 題 「 Cell
 cycle regulation, oncogene, and antineoplastic drugs」 , Murakami等 , (WB Saunder
s: Philadelphia, 1995)、 特 に １ ３ 頁 に 見 出 す こ と が で き る 。 タ キ サ ン 類 （ パ ク リ タ キ セ
ル 及 び ド セ タ キ セ ル ） は 、 共 に イ チ イ に 由 来 す る 抗 癌 剤 で あ る 。 ヨ ー ロ ッ パ イ チ イ に 由 来
す る ド セ タ キ セ ル （ TAXOTERE（ 登 録 商 標 ） 、 ロ ー ン ・ プ ー ラ ン  ロ ー ラ ー ） は 、 パ ク リ タ
キ セ ル （ TAXOL（ 登 録 商 標 ） 、 ブ リ ス ト ル -マ イ ヤ ー  ス ク ウ ィ ブ ） の 半 合 成 類 似 体 で あ る
。 パ ク リ タ キ セ ル 及 び ド セ タ キ セ ル は 、 チ ュ ー ブ リ ン 二 量 体 か ら 微 小 管 の 集 合 を 促 進 し 、
細 胞 の 有 糸 分 裂 を 阻 害 す る 結 果 と な る 脱 重 合 を 防 ぐ こ と に よ っ て 微 小 管 を 安 定 化 に す る 。
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　 「 ド キ ソ ル ビ シ ン 」 は ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 抗 生 物 質 で あ る 。 ド キ ソ ル ビ シ ン の 完 全 な 化
学 名 は 、 (８ Ｓ -シ ス )-１ ０ -[(３ -ア ミ ノ -２ ， ３ ， ６ -ト リ デ オ キ シ -α -Ｌ -リ キ ソ -ヘ キ サ
ピ ラ ノ シ ル )オ キ シ ]-７ ， ８ ， ９ ， １ ０ -テ ト ラ ヒ ド ロ -６ ， ８ ， １ １ -ト リ ヒ ド ロ キ シ -８ -
(ヒ ド ロ キ シ ア セ チ ル )-１ -メ ト キ シ -５ ， １ ２ -ナ フ タ セ ン ジ オ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 出 発 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 参 照 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 起 源 抗 体 ま た は そ の 可 変 ド メ イ ン
／ Ｃ Ｄ Ｒ ） の 「 変 異 体 」 ま た は 「 突 然 変 異 体 」 、 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 （ ポ リ ペ プ チ ド ）
ま た は 異 種 ポ リ ペ プ チ ド （ フ ァ ー ジ に 対 し て 異 種 性 ） は 、 １ ） 出 発 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 参
照 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ と は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 ま た ２ ） 自 然 ま た は 人 為 の （ 人 工
） 突 然 変 異 を 通 し て 出 発 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 参 照 ポ リ ペ プ チ ド か ら 導 か れ た ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 そ の よ う な 変 異 体 は 、 例 え ば 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 残 基 の
欠 失 、 お よ び ／ ま た は そ れ へ の 挿 入 、 お よ び ／ ま た は そ の 置 換 を 含 む 。 例 え ば 、 変 異 体 ア
ミ ノ 酸 （ 起 源 抗 体 ／ 抗 原 結 合 断 片 の 対 応 す る 位 置 で 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 と 比 較 し て ） を 有 す
る 配 列 を コ ー ド す る 制 限 し た コ ド ン セ ッ ト を 含 ん で い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 っ て 作 製
し た 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 起 源 抗 体 及 び ／ 又 は 抗 原 結 合 断 片 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ と
比 較 し て 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド と な る 。 こ の よ う に 、 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ は 、 出 発 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る 変 異 体 配 列 （ 例 え ば 、 起 源 抗 体 及 び ／ 又 は 抗 原 結 合 断
片 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ の そ れ ） を 含 ん で い る Ｃ Ｄ Ｒ を 指 す 。 こ の 意 味 合 い で は 、 変 異 体 ア ミ
ノ 酸 は 出 発 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
、 起 源 抗 体 及 び ／ 又 は 抗 原 結 合 断 片 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ の そ れ ） と は 異 な る ア ミ ノ 酸 を 指 す
。 最 終 的 な 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 体 構 築 物 に 到 達 す る に は 欠 失 、 挿 入 お よ び 置 換 を い か よ
う に 組 み 合 わ せ て も よ い が 、 最 終 的 な 構 築 物 は 所 望 の 機 能 的 特 性 を 有 す る も の と す る 。 本
明 細 書 中 に 記 載 の 実 施 例 に 中 に は 、 結 合 体 配 列 は 欠 損 や 付 加 な ど の 点 突 然 変 異 を 含 む 。 例
え ば 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ク ロ ー ン は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 中 の Ｑ の 欠 損 を 示 す が
、 こ れ は ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト の 結 果 で は な い 。 他 の 例 で は 、 ４ Ｄ ５ 　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ の 位
置 ８ ９ の Ｑ は ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト に お い て 意 図 的 に 欠 損 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 変 化 は ポ
リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 ま た は 位 置 を 変 え る こ と も で
き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 作 製 す る 方 法 は 、 本 明 細 書 で 参 照 に よ り 取 り
込 ま れ た 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ３ ４ ， ６ １ ５ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 野 生 型 」 ま た は 「 参 照 」 配 列 、 あ る い は 、 「 野 生 型 」 ま た は 「 参 照 」 タ ン パ ク 質 ／ ポ
リ ペ プ チ ド 、 例 え ば コ ー ト タ ン パ ク 質 ま た は 起 源 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ ま た は 可 変 ド メ イ ン の 配 列
は 、 突 然 変 異 の 導 入 を 通 し て そ こ か ら 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド が 導 か れ る 参 照 配 列 か も し れ な
い 。 一 般 的 に 、 所 与 の タ ン パ ク 質 の 「 野 生 型 」 配 列 は 、 自 然 界 で 最 も 一 般 的 な 配 列 で あ る
。 同 様 に 、 「 野 生 型 」 遺 伝 子 配 列 は 、 そ の 遺 伝 子 の 自 然 界 で 最 も 一 般 的 に 見 ら れ る 配 列 で
あ る 。 突 然 変 異 は 、 自 然 過 程 を 通 し て ま た は 人 為 的 手 段 を 通 し て 「 野 生 型 」 遺 伝 子 （ し た
が っ て そ れ が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 ） に 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ロ セ ス の 産
物 は 、 原 「 野 生 型 」 タ ン パ ク 質 ま た は 遺 伝 子 の 「 変 異 体 」 ま た は 「 突 然 変 異 体 」 形 態 で あ
る 。
　 本 明 細 書 で 使 わ れ る よ う に 、 「 複 数 」 の 物 質 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 、 そ の 物 質 の ２ つ 以 上 の 種 類 の 集 合 を 指 す 。 あ る 物 質 の ２ つ 以 上 が
特 定 の 形 質 に 関 し て 互 い と 異 な る な ら ば 、 そ の 物 質 に は ２ 種 類 以 上 が 存 在 し 、 例 と し て は
特 定 の ア ミ ノ 酸 位 置 で 見 ら れ る 変 異 体 ア ミ ノ 酸 が あ る 。 例 え ば 、 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ の 配 列 以 外
、 ま た は 特 定 の 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 以 外 は 実 質
的 に 同 じ 、 好 ま し く は 同 一 の 配 列 で あ る 本 発 明 の ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が あ る な ら ば 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 複 数 個 存 在 す る 。 他 の 実 施 例 で は 、 変 異 体 Ｃ Ｄ Ｒ を コ ー ド す る
配 列 以 外 、 ま た は 特 定 の 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な ア ミ ノ 酸 位 置 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を
コ ー ド す る 配 列 以 外 は 実 質 的 に 同 じ 、 好 ま し く は 同 一 の 配 列 で あ る 本 発 明 の ２ つ 以 上 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が あ る な ら ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 複 数 個 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 本 発 明 は 、 選 択 し た 抗 原 に 対 し て 高 親 和 性 を 有 す る 新 規 の 標 的 抗 原 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、
例 と し て 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 を 作 製 し 、 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 制 限 し た コ ド ン セ
ッ ト を 用 い て 元 と な る 抗 体 （ 起 源 抗 体 ） の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン
中 の 一 以 上 の 選 択 し た ア ミ ノ 酸 位 置 を 突 然 変 異 さ せ る （ 多 様 化 す る ） こ と に よ っ て 複 数 の
異 な る 結 合 体 ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し て 、 少 な く と も 一 の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 有
す る ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る も の で あ り 、 こ の と き の 変 異 型 ア ミ ノ 酸 の 数 は 最 小 に す る （ す
な わ ち 、 １ ０ 以 下 、 ８ 以 下 、 ６ 以 下 、 ４ 以 下 、 又 は ２ の み 、 し か し 一 般 的 に は 少 な く と も
２ ） 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 位 置 は 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 で あ り 、 そ れ は 例 え ば 起 源 抗 体 の
構 造 を 分 析 す る こ と で 決 定 さ れ 、 か つ ／ ま た は 公 知 の か つ ／ ま た は 天 然 に 生 じ る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 中 で 高 い 多 様 性 を 有 す る 位 置 で あ る 。 さ ら に 本 発 明 の 多 様 化 の 限 定
的 性 質 に よ っ て 、 非 常 に 多 様 化 し た 及 び ／ 又 は 溶 媒 と 接 触 し う る ア ミ ノ 酸 位 置 以 外 の 付 加
的 な ア ミ ノ 酸 位 置 も 実 施 者 の 必 要 や 希 望 に 応 じ て 多 様 化 す る こ と が で き る と い う 利 便 性 が
生 じ る ； こ の 実 施 態 様 の 例 を 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 で あ る ア ミ ノ 酸 位 置 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ
Ｌ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 抗
体 可 変 ド メ イ ン の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に あ る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 限 定 し た 数 の ア ミ ノ 酸 （
各 位 置 で 共 通 し て 生 じ る ア ミ ノ 酸 に 一 般 的 に 依 存 し な い ア ミ ノ 酸 を 選 択 す る ） を コ ー ド す
る 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て ア ミ ノ 酸 位 置 を そ れ ぞ れ 突 然 変 異 さ せ る 。 い く つ か の 実 施 形
態 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 中 の 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 位 置 を 突 然 変 異 さ せ る 場 合 は 、 好
ま し く は ２ ～ １ ０ 、 好 ま し く は ２ ～ ８ 、 好 ま し く は ２ ～ ６ 、 好 ま し く は ２ ～ ４ 、 好 ま し く
は た っ た ２ つ の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト を 選 択 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は
、 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 中 の 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 な 位 置 を 突 然 変 異 さ せ る 場 合 は 、 好 ま し く
は ２ ～ １ ０ 、 ３ ～ ９ 、 ４ ～ ８ 、 ５ ～ ７ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト を 選 択 す る 。 い
く つ か の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も ２ ， し か し １ ０ 以 下 、 ８ 以 下 、 ６ 以 下 、 ４ 以 下 の ア ミ
ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト を 選 択 す る 。 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ に 関 し て は 、 長 さ を 変 え る
こ と に よ っ て も Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 多 様 化 す る こ と が で き 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 、 選 択 し
た 位 置 の 長 さ が 異 な る 及 び ／ 又 は 選 択 し た 位 置 が ラ ン ダ ム 化 し て い る 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領
域 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 多 様 性 は 、 限 ら れ た 数 の ア ミ ノ 酸 の
み を コ ー ド す る コ ド ン セ ッ ト を 用 い て 設 定 す る の で 、 最 小 で あ る が 十 分 に 多 様 性 の あ る 配
列 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ と な る 。 Ｃ Ｄ Ｒ 内 の 変 異 し た 位 置 の 数 は 最 小 で あ り 、 各 位 置 の 変 異 型 ア
ミ ノ 酸 は 限 定 し た 数 の ア ミ ノ 酸 を 包 含 す る よ う に 設 定 し て あ り 、 公 知 の 及 び ／ 又 は 天 然 に
生 じ る Ｃ Ｄ Ｒ 内 の 同 じ 位 置 に 共 通 し て 生 じ る と 思 わ れ る ア ミ ノ 酸 と は 無 関 係 で あ る 。 好 ま
し く は 、 少 な く と も 一 の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 単 一 抗 体 は 起 源 抗 体 （ ソ ー ス 抗 体 、 元 と な る 抗 体 ）
と し て 用 い る 。 驚 く べ き こ と に 、 配 列 と 大 き さ が 多 様 な 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ は
単 一 の 起 源 抗 体 を 鋳 型 と し て 用 い て 作 製 し 、 従 来 に は な い 限 定 し た 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ
っ て 特 定 の 位 置 に 多 様 性 を 持 た せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
抗 体 可 変 ド メ イ ン の 多 様 性 の 設 定 （ デ ザ イ ン ）
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 高 品 質 の ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ れ る 。 こ の ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 限 定 し た 多 様 性 の あ る Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 異 な る 配 列 、 例 え ば 多 様 性 の あ る 抗 体
可 変 ド メ イ ン を 有 す る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 一 以 上 の 抗 原 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、
ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｐ ） 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ２ （ Ｍ Ｂ Ｐ ２ ） 、 エ ル ビ ン
-Ｇ Ｓ Ｔ 、 イ ン ス リ ン 、 マ ウ ス 及 び ヒ ト の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ な ど に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る 結 合
抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 む 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー の 多 様 性 は 、 単 一 の 起 源 抗 体 内 の 溶 媒 と 接 触
し う る 非 常 に 多 様 で あ る ア ミ ノ 酸 位 置 を 選 択 し 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 使 っ て 少 な く と も １
つ の Ｃ Ｄ Ｒ 内 の そ れ ら の 位 置 を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 設 定 す る 。 制 限 コ ド ン セ ッ ト
は 、 好 ま し く は １ ０ 、 ８ 、 ６ 、 ４ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 、 又 は ２ ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド す
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る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 起 源 抗 体 の 一 つ は ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ で あ る が 、 多 様 性 の 設 計 方 法 は 配 列 が 公 知 の 他 の 起
源 抗 体 に も 適 用 す る こ と が で き る 。 起 源 抗 体 は 、 天 然 抗 体 、 合 成 抗 体 、 組 換 え 抗 体 、 ヒ ト
化 抗 体 、 生 殖 細 胞 系 派 生 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ れ ら の 抗 原 結 合 断 片
で よ い 。 抗 体 は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト を 含 む 様 々 な 種 類 の 哺 乳 類 か ら 得 る こ と が で
き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 起 源 抗 体 は 最 初 の １ 回 ま た は 複 数 回 の 親 和 性 ス ク リ ー ニ
ン グ の 後 で 、 親 和 性 成 熟 段 階 の 前 に 得 ら れ る 抗 体 で あ る 。 細 胞 培 養 に お い て 高 収 率 で 安 定
し た 生 産 を 可 能 に す る た め に 、 起 源 抗 体 を 選 択 ま た は 修 飾 す る こ と が で き る 。
　 抗 体 ４ Ｄ ５ は 、 Ｈ ｅ ｒ － ２ （ ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ ） と し て 知 ら れ て い る 癌 関 連 の 抗 原 に 特 異 的 な
ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 こ の 抗 体 は 、 コ ン セ ン サ ス フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 有 す る 可 変 領 域 を 含
む 。 ヒ ト 化 抗 体 の 親 和 性 を 高 め る 過 程 で 、 ２ 、 ３ の 位 置 が マ ウ ス 配 列 に 戻 さ れ て い る 。 ヒ
ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ の 配 列 と 結 晶 構 造 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ５ ４ ， ２ ９ ７ 号 、 Carter他 , PNAS
 89:4285頁 (1992)に 記 載 さ れ 、 結 晶 構 造 は J.Mol.Biol.229:969頁 (1993)お よ び イ ン タ ー ネ
ッ ト サ イ ト www/ncbi/nih/gov/structure/mmdb（ Ｍ Ｍ Ｄ Ｂ ＃ ｓ － ９ ９ ０ － ９ ９ ２ ） で 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 抗 体 可 変 ド メ イ ン で 多 様 性 を 生 み 出 す 基 準 は 、 溶 媒 と 接 触 し う る （ 上 で 定 義 さ れ る ） 位
置 で 残 基 に 突 然 変 異 を 起 こ さ せ る こ と で あ る 。 こ れ ら の 位 置 は 一 般 的 に は Ｃ Ｄ Ｒ で 、 ま た
タ ン パ ク 質 の 外 側 に 見 ら れ る 。 好 ま し く は 、 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 は 、 Ｉ ｎ ｓ ｉ ｇ ｈ ｔ Ｉ
Ｉ プ ロ グ ラ ム (Accelrys, San Diego, CA)の よ う な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 抗
体 の ３ 次 元 モ デ ル か ら の 座 標 を 使 っ て 決 定 さ れ る 。 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 は 、 当 技 術 分 野
で 公 知 の ア ル ゴ リ ズ ム （ 例 え ば 、 Leeお よ び Richards, J.Mol.Biol.55, 379(1971)、 お よ
び 、 Connolly, J.Appl.Cryst.16, 548(1983)） を 使 用 し て も 決 定 す る こ と が で き る 。 溶 媒
と 接 触 し う る 位 置 の 決 定 は 、 タ ン パ ク 質 モ デ リ ン グ に 適 し た ソ フ ト ウ ェ ア お よ び 抗 体 か ら
得 ら れ る 三 次 元 構 造 情 報 を 使 っ て 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 目 的 の た め に 利 用 で き る
ソ フ ト ウ ェ ア に は 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｙ Ｌ 生 体 高 分 子 モ ジ ュ ー ル ソ フ ト ウ ェ ア (Tripos Associates)
が 含 ま れ る 。 一 般 に 、 ま た 好 ま し く は 、 ア ル ゴ リ ズ ム （ プ ロ グ ラ ム ） が ユ ー ザ ー の 入 力 サ
イ ズ パ ラ メ ー タ を 必 要 と す る 場 合 は 、 計 算 に お い て 使 わ れ る プ ロ ー ブ の 「 サ イ ズ 」 は 半 径
約 １ ． ４ オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 下 に 設 定 さ れ る 。 さ ら に 、 パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ 用 の ソ フ
ト ウ ェ ア を 使 用 し た 溶 媒 露 出 領 域 お よ び エ リ ア 決 定 法 が 、 Pacios, (1994)「 ARVOMOL/CONT
OUR:molecular surface areas and volumes on Personal Computers」 Comput.Chem.18(4)
:377-386頁 ； お よ び 同 、 「 Variations of Surface Areas and Volumes in Distinct Mole
cular Surfaces of Biomolecules」 J.Mol.Model.(1995), 1:46-53頁 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 い く つ か の 場 合 に は 、 溶 媒 と 接 触 し う る 残 基 の 選 択 は 、 協 同 で 最 小 限 の 連 続 す る パ ッ チ
を 形 成 す る 溶 媒 と 接 触 し う る 残 基 を 選 ぶ こ と に よ っ て さ ら に 洗 練 さ れ 、 例 え ば 参 照 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は 起 源 抗 体 が そ の 三 次 元 折 畳 み 構 造 の 場 合 が そ う で あ る 。 例 え ば 、 図 ２ １ で 示
す よ う に 、 コ ン パ ク ト （ 最 小 ） な 連 続 し た パ ッ チ は 、 ヒ ト 化 ４ Ｄ ５ の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ ／ Ｈ ２ ／
Ｈ ３ ／ Ｌ １ ／ Ｌ ２ ／ Ｌ ３ に 対 し て 選 択 さ れ た 残 基 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 コ ン パ ク ト （ 最 小
） な 連 続 し た パ ッ チ は 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 全 域 の １ つ の サ ブ セ ッ ト （ 例 え ば ２ ～ ５ 個 の Ｃ Ｄ Ｒ ） 、
例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ ／ Ｈ ２ ／ Ｈ ３ ／ Ｌ ３ だ け を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な パ ッ チ の 形 成
に 貢 献 し な い 溶 媒 と 接 触 し う る 残 基 は 、 任 意 選 択 に 多 様 化 か ら 排 除 し て も よ い 。 こ の 基 準
に よ る 選 択 の 洗 練 化 に よ り 、 実 務 者 は 、 希 望 に よ り 多 様 化 す る 残 基 数 を 最 小 化 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 Ｈ １ の 残 基 ２ ８ は パ ッ チ の 端 に あ る の で 、 多 様 化 に お い て 任 意 選 択 で 排
除 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ の 選 択 基 準 は 、 希 望 に よ り 、 必 ず し も 溶 媒 に 露 出 し て い
る と は 考 え ら れ な い 多 様 化 の た め の 残 基 を 選 ぶ た め に も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 溶
媒 に 露 出 し て い る と 考 え ら れ な く て も 、 溶 媒 に 露 出 し て い る と 考 え ら れ る 他 の 残 基 と 共 に
三 次 元 折 畳 み 構 造 で 連 続 す る パ ッ チ を 形 成 す る 残 基 は 、 多 様 化 の 対 象 に 選 ん で も よ い 。 こ
の 例 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ － ２ ９ で あ る 。 そ の よ う な 残 基 の 選 択 は 当 業 者 に は 明 ら か と な る も の で
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、 そ の 適 切 さ も 経 験 的 に 、 ま た 熟 練 実 務 者 の ニ ー ズ と 希 望 に 応 じ て 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ の 結 晶 構 造 か ら 特 定 さ れ た 、 各 Ｃ Ｄ Ｒ の 溶 媒 と 接 触 し う る 位 置 は 次 の
通 り で あ る （ 残 基 の 位 置 は カ バ ッ ト に 従 う ） ：
　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ ： ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２
　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ ： ５ ０ 、 ５ ３
　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ ： ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ６
　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ ： ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３
　 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ ： ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ２ Ａ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ５ ７ 、 ５ ８ 。
　 さ ら に ま た 、 あ る 実 施 態 様 で は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ の 残 基 ２ ９ は 、 他 の 溶 媒 と 接 触 し う る 残 基 を
含 ん で い る 連 続 す る パ ッ チ に 含 ま れ て い る か ど う か に 基 づ い て 選 択 し て よ い 。 前 述 の 溶 媒
と 接 触 し う る 位 置 の す べ て 又 は サ ブ セ ッ ト は 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 多 様 化 し て も よ い
。 例 え ば 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 内 の 位 置 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 及 び ５
８ の み を 多 様 化 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 突 然 変 異 さ せ る 位 置 を 選 択 す る た め の 他 の 基 準 は 、 公 知 の か つ ／ ま た は 天 然 抗 体 の 配 列
と 比 較 し た と き に ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 異 を 示 す 位 置 で あ る 。 非 常 に 多 様 な 位 置 は 、 公 知 の か
つ ／ ま た は 天 然 抗 体 ／ 抗 原 結 合 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し た 場 合 に 、 そ の 位 置 で 提 示 さ
れ る い く つ か の 異 な る ア ミ ノ 酸 を 持 つ 軽 鎖 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 上 の ア ミ ノ 酸 位 置 を 指 す 。
非 常 に 多 様 な 位 置 は 好 ま し く は Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 位 置 は す べ て 非 常 に 多 様
で あ る と 考 え ら れ て い る 。 本 発 明 に よ る と 、 ア ミ ノ 酸 が そ の 位 置 で 好 ま し く は 約 ２ か ら 約
１ １ 個 （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に こ の 数 字 に は 幅 が あ る が ） の 可 能 な 異 な る ア ミ
ノ 酸 残 基 変 異 を 有 す る 場 合 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 残 基 は 非 常 に 多 様 と 言 え る 。
　 一 態 様 で は 、 公 知 の か つ ／ ま た は 天 然 抗 体 の 非 常 に 多 様 な 位 置 を 同 定 す る 際 に は 、 Kaba
t, Sequences of Proteins of Immunological Interest(National Institute of Health,
 Bethesda, Md., 1987年 お よ び 1991年 ） が 提 供 し て い る デ ー タ が 有 効 で あ る 。 イ ン タ ー ネ
ッ ト 上 の デ ー タ ベ ー ス (http/immuno/bme/nwu/edu)は 収 集 さ れ た 多 数 の ヒ ト 軽 鎖 お よ び 重
鎖 の 配 列 と そ の 配 置 を 提 供 し 、 こ れ ら の 配 列 の 非 常 に 多 様 な 位 置 の 決 定 に 役 立 つ 。 公 知 の
か つ ／ ま た は 天 然 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ の 溶 媒 露 出 位 置 に お け る 多 様 性 を
、 図 ２ ２ お よ び ２ ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２
お よ び そ の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の 非 常 に 多 様 化 し た 溶
媒 と 接 触 し う る 残 基 を 突 然 変 異 さ せ る （ す な わ ち 、 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い る 制 限 コ ド ン
セ ッ ト を 用 い て ラ ン ダ ム 化 す る ） 。 例 え ば 、 制 限 コ ド ン を 用 い て 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ お よ び Ｃ Ｄ
Ｒ Ｈ ３ の 溶 媒 と 接 触 し う る か つ ／ ま た は 非 常 に 多 様 な 少 な く と も 一 の 残 基 を 多 様 化 さ せ る
こ と に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド 母 集 団 を 作 製 し て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 起 源 抗 体 の 可
変 ド メ イ ン の 少 な く と も 一 の Ｃ Ｄ Ｒ の 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 化 し た 少 な く と も 一 の
位 置 を 制 限 コ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ る 変 異 型 ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ っ て 形 成 す る
大 き な 数 の 新 規 の 抗 体 配 列 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ 又 は 抗 体 可 変 ド メ イ ン は 、
Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ の 位 置 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 及 び ／ 又 は ３ ３ の う ち の 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 位 置
； 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ の 位 置 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 及 び ／ 又 は ５ ８ の う ち の 一
以 上 の ア ミ ノ 酸 位 置 ； Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ の 位 置 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 及 び ／ 又 は ３ １ の う ち の 一 以 上
の ア ミ ノ 酸 位 置 ； Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ の 位 置 ５ ０ 及 び ／ 又 は ５ ３ の う ち の 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 位 置 ；
及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ の 位 置 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 及 び ／ 又 は ９ ６ の う ち の 一 以 上 の ア
ミ ノ 酸 位 置 に 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 含 み う る 。 こ れ ら の 位 置 の 変 異 型 ア ミ ノ 酸 は 、 本 明 細 書 中
に 記 載 の よ う に 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 で 示 し た よ う に 、 変 異 体 ア ミ ノ 酸 は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 コ ド ン
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セ ッ ト と は 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 群 を コ ー ド す る の に 用 い ら れ る 一 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
形 成 す る の に 用 い る こ と が で き る 一 組 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト 配 列 で あ る 。 一
組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て 提 供 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト
の 可 能 な 組 合 せ の す べ て を 表 す 配 列 で あ っ て 所 望 の ア ミ ノ 酸 群 を コ ー ド す る 配 列 を 含 み 、
例 え ば 固 相 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る 位 置 で の 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 「 縮 重
」 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 そ の よ う な あ る 種 の
コ ド ン セ ッ ト を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト は 、 市 販 の 核 酸 合 成 機 （ Applied Biosys
tems, Foster City, CAな ど か ら 入 手 可 能 ） を 使 っ て 合 成 す る こ と が で き 、 ま た は 市 販 品
を 入 手 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Life Technologies, Rockville, MDか ら ） 。 し た が っ
て 、 特 定 の コ ド ン セ ッ ト を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト は 、 一 般 的 に 異 な る 配 列
の 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の 相 違 は 配 列 全 体 の 中 の コ ド ン セ ッ ト に よ る も の
で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 可 変 ド メ イ ン 核 酸 テ ン プ レ ー ト へ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 配 列 を 有 し 、 ま た 、 ク ロ ー ニ ン グ に 役 立 つ 制 限 酵 素 部
位 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 一 態 様 で は 、 ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ の Ｃ Ｄ Ｒ 内 の 溶 媒 と 接 触 し う る 非 常 に 多 様 化 し た 位 置 の
一 以 上 を 占 め る よ う に 意 図 し た ア ミ ノ 酸 の 制 限 し た レ パ ー ト リ ー を 決 定 す る （ 実 施 者 の 希
望 に 基 づ い て 、 希 望 す る 特 定 の 位 置 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 、 特 定 の 位 置 が 欠 損 す る よ う な 特 定
の ア ミ ノ 酸 、 希 望 す る ラ イ ブ ラ リ の 大 き さ 、 分 類 す る 抗 原 結 合 体 の 特 徴 な ど を 含 め た 任 意
の 数 の 基 準 に 基 づ い て よ い ） 。
　 公 知 の 抗 体 の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ （ Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ ） は 多 様 な 配 列 、 高 次 構 造 お よ び 長 さ を 持 つ 。
Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ は 抗 原 結 合 ポ ケ ッ ト の 中 央 で し ば し ば 見 ら れ 、 抗 原 接 触 に し ば し ば 関 与 す る 。
こ の よ う に Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 設 定 は 好 ま し く は 他 の Ｃ Ｄ Ｒ の そ れ と は 別 に 構 築 さ れ る が 、 そ れ
は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 高 次 構 造 を 予 測 す る こ と が 難 し く 、 ま た こ の 領 域 の ア ミ ノ 酸 の 多 様 性 は 公
知 の 抗 体 で 特 に 多 様 な た め で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 内 の 特 定 の
位 置 （ 例 え ば 位 置 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 及 び １ ０ ０ ａ （ 例 と し て ４ Ｄ ５
内 の カ バ ッ ト 番 号 付 け に 従 う ） ） で 多 様 化 さ れ る よ う に 設 定 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、
制 限 コ ド ン セ ッ ト を 用 い て Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 長 さ を 変 え る こ と に よ っ て も 多 様 化 す る 。 長 さ の
多 様 性 は 、 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 を 十 分 な 割 合 で 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 母 集 団 を 作 製 す る の に
適 す る よ う に 経 験 的 に 範 囲 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 ： (Ｘ １ )ｎ － Ａ － Ｍ 、
Ｘ １ は 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ り コ ー ド 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は 様 々 な 長 さ 、 例 え ば
ｎ ＝ ３ ～ ２ ０ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ７ ～ ２ ０ 、 ５ ～ １ ８ 又 は ７ ～ １ ８ で あ る 配 列 を 有 す る 変 異 型 Ｃ
Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 ｎ の 値 と し て あ り 得 る 他 の 例 は 、
５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 及
び ２ ０ で あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 配 列 の 長 さ を 変 え る た め に 有 用 で あ り 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 例 示 的 実 施 態 様 は 、 図 ２ 及 び 図 ９ に 示 す も の を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 特 定 の Ｃ Ｄ Ｒ 、 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 内 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 の 導 入 に よ っ て つ く ら れ る ラ イ ブ
ラ リ ー の 配 列 多 様 性 は 、 抗 体 の 他 の 領 域 、 特 に 軽 鎖 ま た は 重 鎖 何 れ か の 可 変 配 列 の 他 の Ｃ
Ｄ Ｒ 内 に 変 異 を 含 む 他 の Ｃ Ｄ Ｒ を 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 高 め る こ と が
で き る と 考 え る 。 こ の セ ッ ト の 構 成 メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 コ ド ン セ ッ ト を 通
し て 、 軽 鎖 ま た は 重 鎖 の 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ に お け る 他 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 の 導 入 に よ っ て さ ら に
多 様 化 す る こ と が で き る と 考 え る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 一 実 施 形 態 で は 、 対 象 抗 原 と 結
合 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド か ら の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 配 列 は 、 多 様 化 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １
ま た は Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 配 列 、 あ る い は 多 様 化 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ の い か な る 組 合 せ と も 組 み 合 わ せ る
こ と が で き る 。
　 い く つ か の 例 で は 、 例 え ば コ ン セ ン サ ス 配 列 を 反 映 さ せ る た め 、 ま た は 安 定 性 を 向 上 さ
せ る た め 、 ま た は 提 示 す る た め に 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 起 源 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 の
配 列 に 対 し て 変 化 さ せ る こ と が で き る 点 に 留 意 す る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 重 鎖 の フ レ ー ム
ワ ー ク 残 基 ４ ９ 、 ９ ３ 、 ９ ４ ま た は ７ １ は 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク
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残 基 ９ ３ は 、 セ リ ン ま た は ア ラ ニ ン （ そ の 位 置 の ヒ ト コ ン セ ン サ ス 配 列 ア ミ ノ 酸 ） で も よ
い 。 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ９ ４ は 、 フ レ ー ム ワ ー ク コ ン セ ン サ ス 配 列 を 反 映 す る た め に
ト レ オ ニ ン か ら ア ル ギ ニ ン ま た は リ ジ ン に 変 更 し て も よ い 。 変 え る こ と が で き る フ レ ー ム
ワ ー ク 残 基 の 他 の 例 は 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ７ １ で あ り 、 カ バ ッ ト デ ー タ ベ ー ス で 見 ら
れ る よ う に そ れ は 約 １ ９ ７ ０ の ポ リ ペ プ チ ド で は Ｒ 、 約 ６ ２ ７ の ポ リ ペ プ チ ド で は Ｖ 、 約
５ ２ ７ の ポ リ ペ プ チ ド で は Ａ で あ る 。 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 ４ ９ は 、 ア ラ ニ ン ま た は
グ リ シ ン で よ い 。 さ ら に 、 任 意 選 択 に 、 Ｈ 鎖 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 は 取 り
除 く こ と が で き る 。 軽 鎖 で は 、 任 意 選 択 に 、 ア ミ ノ 酸 位 置 ６ ６ の ア ル ギ ニ ン は グ リ シ ン に
変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 潜 在 的 な リ ガ ン ド に 顕 著 な 親 和 性 で 結 合 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を
生 成 す る た め の ベ ク タ ー 構 築 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 存 在
す る と き 重 鎖 が 二 量 体 化 し て Ｆ ａ ｂ ま た は Ｆ ａ ｂ ’ の 抗 体 断 片 ／ 部 分 の 二 量 体 を 形 成 す る
傾 向 を 強 め る 二 量 体 化 可 能 な ド メ イ ン を 含 む 。 こ れ ら の 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 融
合 ポ リ ペ プ チ ド に 存 在 し て も よ い 重 鎖 ヒ ン ジ 配 列 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｃ Ｐ Ｐ Ｃ Ｐ Ａ Ｐ Ｅ Ｌ Ｌ Ｇ （
配 列 番 号 １ ２ ０ ） を 含 む 配 列 ） を 含 む こ と が で き る 。 融 合 フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 体
化 ド メ イ ン は ２ 組 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｌ Ｃ ／ Ｈ Ｃ － フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質 ／ 断 片 （ 例 え ば
ｐ Ｉ Ｉ Ｉ ） ） で 構 成 さ れ 、 こ う し て ２ 組 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 間 で 適 当 な 結 合 （ 例 え ば 重 鎖
間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 ） の 形 成 を 可 能 に す る 。 そ の よ う な 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 ん で い る ベ
ク タ ー 構 築 物 を 用 い て 、 フ ァ ー ジ 上 で 抗 体 可 変 ド メ イ ン 、 例 え ば 、 本 明 細 書 で 記 載 さ れ る
多 様 化 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 二 価 提 示 を 達 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 各 単 量 体
抗 体 断 片 （ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ） の 内 在 性 親 和 性 は 、 二 量 体 化 ド メ イ ン と の 融 合 に よ っ て 著
し く 変 更 さ れ る こ と は な い 。 好 ま し く は 、 二 量 体 化 は 、 著 し く 低 下 し た 解 離 速 度 で フ ァ ー
ジ 結 合 の ア ビ デ ィ テ ィ ー を 高 め る 二 価 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を も た ら し 、 こ の こ と は 当 技
術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 、 ま た 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い る よ う に 測 定 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の 二 量 体 化 ド メ イ ン 含 有 ベ ク タ ー は 、 二 量 体 化 ド メ イ ン の 後 ろ に ア ン バ ー 終 止 コ
ド ン を 含 ん で も よ い し 含 ま な く て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 異 な る 提 示 特 性 を 達 成 す る た め に 二 量 体 化 を 変 更 す る こ と が で き る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン
は 、 シ ス テ イ ン 残 基 、 完 全 長 抗 体 か ら の ヒ ン ジ 領 域 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 も し く は Ｇ Ｃ
Ｎ ４ ジ ッ パ ー 配 列 の よ う な 二 量 体 化 配 列 ま た は そ の 混 合 物 を 含 ん で い る 配 列 を 含 む こ と が
で き る 。 二 量 体 化 配 列 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Ｇ Ｃ Ｎ ４ ジ ッ パ ー 配 列 （ Ｇ Ｒ
Ｍ Ｋ Ｑ Ｌ Ｅ Ｄ Ｋ Ｖ Ｅ Ｅ Ｌ Ｌ Ｓ Ｋ Ｎ Ｙ Ｈ Ｌ Ｅ Ｎ Ｅ Ｖ Ａ Ｒ Ｌ Ｋ Ｋ Ｌ Ｖ Ｇ Ｅ Ｒ Ｇ ） （ 配 列 番 号 ３
） な ど が 含 ま れ る 。 こ の 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 好 ま し く は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン ま た は 定 常 ド
メ イ ン の 配 列 の Ｃ 末 端 、 お よ び ／ あ る い は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン ま た は 定 常 ド メ イ ン の 配 列 と
ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 の 配 列 と の 間 に 位 置 す る 。 ア ン バ ー 終 止 コ ド ン も 、 二 量 体
化 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 ま た は そ の 後 に 存 在 し て も よ い 。 ア ン バ ー 終 止 コ ド ン が 存 在 す る 一 実
施 形 態 で は 、 二 量 体 化 ド メ イ ン は 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン お よ び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー な
ど の 二 量 体 化 配 列 を コ ー ド す る 。 ア ン バ ー 終 止 コ ド ン が 存 在 し な い 他 の 実 施 形 態 で は 、 二
量 体 化 ド メ イ ン は 単 一 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む か も し れ な い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の 提 示 の た め に 、 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド の 精 製 、 ス ク リ ー ニ ン グ も し く は 選 別 お よ び 検 出 の た め に 他 の 種 類 の ポ リ ペ プ チ ド と 融
合 す る こ と も で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 含 む 実 施 形 態 に 関 し て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド は ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一 部 と 融 合 さ れ る 。 ウ イ ル ス コ ー ト タ
ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 タ ン パ ク 質 Ｐ Ｉ Ｉ Ｉ 、 主 コ ー ト タ ン パ ク 質 、 ｐ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｓ ｏ ｃ
、 Ｈ ｏ ｃ 、 ｇ ｐ Ｄ 、 ｐ Ｖ Ｉ お よ び そ の 変 異 体 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て
生 成 さ れ る 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー ま た は タ グ 、 例 え ば Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、
ポ リ ヒ ス チ ジ ン 、 ｇ Ｄ 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど と 任 意 選 択 に 融 合 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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ラ ン ダ ム 化 可 変 ド メ イ ン ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 法
　 鋳 型 核 酸 に 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 確 立 さ れ て お り 、 そ の 幾
つ か は 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 キ ュ ン ケ ル 方 法 を 使 用 し 、 少 な く と も １ つ の
Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 溶 媒 に 露 出 し か つ ／ ま た は 非 常 に 多 様 な 位 置 を 対 象 に 変 異 体 ア ミ ノ 酸 で ア ミ
ノ 酸 を 置 換 す る こ と に よ っ て ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Kunkel他 , 
Methods Enzymol.(1987), 154:367-382頁 を 参 照 。 ラ ン ダ ム 化 さ れ た 配 列 の 生 成 は 、 下 の
実 施 例 で も 後 述 す る 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 異 な る 長 さ の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の た め に ま た は Ｃ Ｄ Ｒ の 溶 媒 に 露
出 し 非 常 に 多 様 な 位 置 の た め に 設 定 さ れ た 制 限 コ ド ン セ ッ ト の １ つ ま た は 複 数 を 含 む 。 コ
ド ン セ ッ ト は 所 望 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る の に 用 い ら れ る 、 一 組 の 異 な る ヌ ク レ オ
チ ド ト リ プ レ ッ ト 配 列 で あ る 。 コ ド ン セ ッ ト は 、 Ｉ Ｕ Ｂ コ ー ド に よ っ て 下 で 示 す よ う に 、
特 定 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 等 モ ル 混 合 物 を 示 す た め に 符 号 を 使 っ て 表 さ れ
る 。 コ ド ン セ ッ ト は 、 一 般 的 に ３ つ の 大 文 字 、 例 え ば Ｋ Ｍ Ｔ 、 Ｔ Ｍ Ｔ な ど で 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｉ Ｕ Ｂ コ ー ド
　 　 Ｇ 　 グ ア ニ ン
　 　 Ａ 　 ア デ ニ ン
　 　 Ｔ 　 チ ミ ン
　 　 Ｃ 　 シ ト シ ン
　 　 Ｒ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 Ｙ （ Ｃ ま た は Ｔ ）
　 　 Ｍ （ Ａ ま た は Ｃ ）
　 　 Ｋ （ Ｇ ま た は Ｔ ）
　 　 Ｓ （ Ｃ ま た は Ｇ ）
　 　 Ｗ （ Ａ ま た は Ｔ ）
　 　 Ｈ （ Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｔ ）
　 　 Ｂ （ Ｃ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ）
　 　 Ｖ （ Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｇ ）
　 　 Ｄ （ Ａ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ）
　 　 Ｎ （ Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ）
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 例 え ば 、 コ ド ン セ ッ ト Ｔ Ｍ Ｔ で は 、 Ｔ は ヌ ク レ オ チ ド チ ミ ン で あ り 、 Ｍ は Ａ ま た は Ｃ で
あ り う る 。 こ の コ ド ン セ ッ ト は 複 数 の コ ド ン が 存 在 し 、 限 定 し た 数 の ア ミ ノ 酸 の み 、 す な
わ ち チ ロ シ ン 及 び セ リ ン を コ ー ド し う る 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は プ ラ イ マ ー の セ ッ ト は 、 標 準 の 方 法 を 使 っ て 合 成 で き る 。 一
組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 制 限 コ ド ン セ ッ ト に よ っ て 提 供 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
ト リ プ レ ッ ト の 可 能 な 組 合 せ の す べ て を 代 表 し 、 所 望 の 制 限 さ れ た ア ミ ノ 酸 群 を コ ー ド す
る 配 列 を 含 む 固 相 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る 位 置 で の 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド
「 縮 重 」 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 そ の よ う な あ
る 種 の コ ド ン セ ッ ト を 有 し て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト は 、 市 販 の 核 酸 シ ン セ サ イ
ザ ー （ Applied Biosystems, Foster City, CAな ど か ら 入 手 可 能 ） を 使 っ て 合 成 す る こ と
が で き 、 ま た は 市 販 品 を 入 手 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Life Technologies, Rockville
, MDか ら ） 。 し た が っ て 、 特 定 の コ ド ン セ ッ ト を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト は
、 一 般 的 に 異 な る 配 列 の 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の 相 違 は 配 列 全 体 の 中 の コ
ド ン セ ッ ト に よ る も の で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 可 変 ド
メ イ ン Ｃ Ｄ Ｒ （ 例 え ば 可 変 ド メ イ ン 内 に 含 ま れ る も の ） の 核 酸 鋳 型 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 可 能 に す る 配 列 を 有 し 、 ま た 、 ク ロ ー ニ ン グ に 役 立 つ 制 限 酵 素 部 位 を 含 む こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 １ つ の 方 法 で は 、 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 は 、 ４ Ｄ ５ の 抗 体 可 変 ド メ
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イ ン な ど の ソ ー ス ま た は 鋳 型 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 媒 介 し た 突 然 変 異 生 成 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 手 法 は Zoller他 , Nuclei
c Acids Res.10:6487-6504頁 (1987)が 記 載 し て い る よ う に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 つ
ま り 、 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 は 所 望 の 制 限 コ ド ン セ ッ ト を コ ー ド し て
い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト を Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ
、 前 記 鋳 型 は 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 一 本 鎖 型 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 鋳 型 の 二 次 相 補 鎖 す べ て を 合 成 し 、 こ の 相 補 鎖
は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 取 り 込 み 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト に よ っ て 提
供 さ れ る 制 限 コ ド ン セ ッ ト を 含 む よ う に な る 。 他 の ソ ー ス ま た は 鋳 型 分 子 を コ ー ド し て い
る 核 酸 は 公 知 で あ る か 、 ま た は 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
　 通 常 、 長 さ が 少 な く と も ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 使 わ れ る 。 最 適 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 両 側 が 鋳 型 と 完 全 に 相 補 性 で
あ る 少 な く と も １ ２ か ら １ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 。 こ れ に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が 正 し く 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に な る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 手 法 、 例 え ば Crea他 , Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA, 75:5765頁 (1978)
に 記 載 の 手 法 を 使 っ て 容 易 に 合 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ ベ ク タ ー （ 市 販 の Ｍ １ ３ ｍ ｐ １ ８ お よ び Ｍ １ ３
ｍ ｐ １ ９ ベ ク タ ー が 適 当 ） に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 ま た は Viera他 , Meth.Enzymol.153:3頁 (
1987)に 記 載 さ れ て い る 一 本 鎖 フ ァ ー ジ 複 製 起 点 を 含 む ベ ク タ ー に よ っ て 生 成 さ れ る 。 こ
の よ う に 、 突 然 変 異 さ せ る べ き Ｄ Ｎ Ａ は 、 一 本 鎖 鋳 型 を 生 成 す る た め に こ れ ら の ベ ク タ ー
の １ つ に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 本 鎖 鋳 型 の 生 産 は 、 前 記 Sambrook他 の セ ク シ ョ ン ４ ．
２ １ ～ ４ ． ４ １ で 記 載 さ れ て い る 。
　 未 変 性 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 変 え る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 の 下 で 一 本 鎖 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 重 合 酵 素 、 通 常 、 Ｔ ７ Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ ー 断 片 を 次 に 加 え 、 合 成 の た め の プ ラ
イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 っ て 鋳 型 の 相 補 鎖 を 合 成 す る 。 こ う し て Ｄ Ｎ Ａ の １
つ の 鎖 は 遺 伝 子 １ の 突 然 変 異 し た 形 態 を コ ー ド し 、 他 の 鎖 （ 元 の 鋳 型 ） は 遺 伝 子 １ の 未 変
性 、 未 変 更 の 配 列 を コ ー ド す る よ う に ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 が 形 成 さ れ る 。 こ の ヘ テ ロ 二 本 鎖
分 子 は 、 次 に 適 当 な 宿 主 細 胞 、 通 常 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ １ の よ う な 原 核 生 物 に 形 質 転 換 さ れ る
。 細 胞 を 増 殖 さ せ た 後 に ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト の 上 へ プ レ ー ト し 、 突 然 変 異 し た Ｄ Ｎ Ａ を 含
む 細 菌 コ ロ ニ ー を 同 定 す る た め に ３ ２ リ ン 酸 塩 で 放 射 性 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー を 使 っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 上 で 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 プ ラ ス ミ ド の 両 方 の 鎖 が 突 然 変 異 を 含 む ホ モ 二 本 鎖 分
子 が 作 製 さ れ る よ う に 修 正 す る こ と が で き る 。 こ の 修 正 は 以 下 の 通 り で あ る 。 一 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 先 に 述 べ た よ う に 一 本 鎖 鋳 型 に ア ニ ー ル す る 。 ３ つ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ア デ ノ シ ン （ ｄ Ａ Ｔ Ｐ ） 、 デ オ キ シ リ ボ グ ア ノ シ ン （ ｄ Ｇ Ｔ Ｐ ）
お よ び デ オ キ シ リ ボ チ ミ ジ ン （ ｄ Ｔ Ｔ ） の 混 合 物 を 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － （ ａ Ｓ ） と 呼 ば れ る 修 飾
さ れ た チ オ デ オ キ シ リ ボ シ ト シ ン （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ か ら 入 手 で き る ） と 合 わ せ る 。 こ の
混 合 物 を 鋳 型 － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 に 加 え る 。 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を こ の 混 合 物 へ
追 加 す る と 、 突 然 変 異 し た 塩 基 以 外 は 鋳 型 と 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 が 生 成 す る 。 さ ら に 、 こ の 新
し い Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は ｄ Ｃ Ｔ Ｐ の 代 わ り に ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － （ ａ Ｓ ） を 含 み 、 こ れ は Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 制 限 酵
素 に よ る 消 化 作 用 か ら 保 護 す る の に 役 立 つ 。 二 本 鎖 ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 鋳 型 鎖 に 適 当 な 制 限 酵
素 で ニ ッ ク を 入 れ た 後 、 突 然 変 異 を 起 こ さ せ る 部 位 を 含 む 領 域 の 後 方 で 鋳 型 鎖 は Ｅ ｘ ｏ Ｉ
Ｉ Ｉ ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は 適 当 な 他 の ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る こ と が で き る 。 反 応 を 終 了 す
る と 、 部 分 的 に だ け 一 本 鎖 の 分 子 が 残 る 。 次 に 、 完 全 な 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 が 、 ４ つ
の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の す べ て 、 Ａ Ｔ Ｐ お よ び Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の 存 在 下 で
Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 っ て 形 成 さ れ る 。 こ の ホ モ 二 本 鎖 分 子 は 、 次 に 適 当 な 宿 主 細 胞 に
形 質 転 換 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 前 に 示 し た よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト の 配 列 の 長 さ は 鋳 型 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る た め に 十 分 な 長 さ で あ り 、 ま た 、 必 須 で は な い が 制 限 部 位 を 含 む こ と も で き る 。 Ｄ
Ｎ Ａ 鋳 型 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ ベ ク タ ー に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 ま た は Viera他 ((198
7), Meth.Enzymol.153:3頁 )に 記 載 さ れ て い る 一 本 鎖 フ ァ ー ジ 複 製 起 点 を 含 む ベ ク タ ー に
よ っ て 生 成 さ れ る 。 こ の よ う に 、 突 然 変 異 さ せ る べ き Ｄ Ｎ Ａ は 、 一 本 鎖 鋳 型 を 生 成 す る た
め に こ れ ら の ベ ク タ ー の １ つ に 挿 入 す る 必 要 が あ る 。 一 本 鎖 鋳 型 の 生 産 は 、 前 記 Sambrook
他 の セ ク シ ョ ン ４ ． ２ １ ～ ４ ． ４ １ で 記 載 さ れ て い る 。
　 他 の 方 法 に よ る と 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 上 流 お よ び 下 流 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト を 提 供
す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き 、 各 セ ッ ト は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 内 で 提 供
さ れ た コ ド ン セ ッ ト に よ っ て 確 立 さ れ た 異 な る 配 列 を 有 す る 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
持 つ 。 上 流 お よ び 下 流 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト は 、 可 変 ド メ イ ン 鋳 型 核 酸 配 列 と 共 に
、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 を 作 製 す る た め に Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 使 う こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ
産 物 は 確 立 さ れ た 分 子 生 物 学 的 手 法 を 使 っ て 他 の 関 連 し た 、 ま た は 無 関 係 な 核 酸 配 列 、 例
え ば ウ イ ル ス の コ ー ト タ ン パ ク 質 構 成 成 分 お よ び 二 量 体 化 ド メ イ ン と 融 合 す る こ と が で き
る の で 、 「 核 酸 カ セ ッ ト 」 と 呼 ぶ こ と も あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 溶 媒 に 露 出 し 非 常 に 多 様 な 位 置 の た め に 設 計 さ
れ た コ ド ン セ ッ ト の １ つ ま た は 複 数 を 含 む 。 前 記 し た よ う に 、 コ ド ン セ ッ ト は 所 望 の 変 異
体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る の に 用 い ら れ る 、 一 組 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト 配 列 で
あ る 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト は 、 核 酸 カ セ ッ ト を 作 製 す る た め の 鋳 型 と し て 可 変 部 核 酸 鋳
型 配 列 を 使 っ て Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 使 う こ と が で き る 。 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 は 、 対 象 核 酸 配 列 （ す
な わ ち 、 置 換 の 対 象 と な る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 ） を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
軽 鎖 ま た は 重 鎖 の い か な る 部 分 で も よ い 。 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 は 、 第 １ の 核 酸 鎖 お よ び 相
補 性 の 第 ２ の 核 酸 鎖 を 有 す る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 一 部 で あ る 。 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 は 、 少
な く と も 可 変 ド メ イ ン の 一 部 を 含 み 、 ま た 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 持 つ 。 場 合 に よ っ て
は 、 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 は 複 数 の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 の 上 流 部 お よ び 下 流
部 は 、 上 流 域 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト お よ び 下 流 域 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト の 構
成 メ ン バ ー に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 対 象 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 流 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 第 １ の 核 酸 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き 、 下 流 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 第 ２ の 核 酸 鎖 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は １ つ ま た は 複 数 の コ
ド ン セ ッ ト を 含 む こ と が で き 、 可 変 部 核 酸 鋳 型 配 列 の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設
計 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に よ り 、 Ｐ Ｃ Ｒ 後 に ２ つ 以 上 の
コ ド ン セ ッ ト を Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （ す な わ ち 核 酸 カ セ ッ ト ） に 導 入 す る こ と が で き る 。 抗 体 可 変
ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 の 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 の 対 象 と な る Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 を コ ー ド す る 部 分 を 含 む 。
　 上 流 域 お よ び 下 流 域 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 に 制 限
部 位 を 含 む よ う に 合 成 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 制 限 部 位 は 、 さ ら な る 抗 体 配 列 を 有 し
て い る 発 現 ベ ク タ ー へ の 核 酸 カ セ ッ ト （ す な わ ち Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 生 成 物 ） の 挿 入 を 容 易 に す る
。 好 ま し く は 、 制 限 部 位 は 外 来 の 核 酸 配 列 を 導 入 す る こ と な く 、 ま た は 元 の Ｃ Ｄ Ｒ ま た は
フ レ ー ム ワ ー ク 核 酸 配 列 を 取 り 除 く こ と な く 核 酸 カ セ ッ ト の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る よ
う に な っ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 核 酸 カ セ ッ ト は 、 作 製 し た 対 象 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 軽 鎖 ま た は 重 鎖 の 配 列 の 一 部 ま た は
す べ て の 発 現 の た め に 、 い か な る 適 当 な ベ ク タ ー に も ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 本
発 明 で 詳 述 さ れ る 方 法 に よ る と 、 核 酸 カ セ ッ ト は ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の す べ て ま た
は 一 部 と 融 合 し た 軽 鎖 ま た は 重 鎖 配 列 の 一 部 ま た は す べ て （ す な わ ち 、 融 合 タ ン パ ク 質 を
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形 成 ） の 生 産 を 可 能 に し て い る ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る か 、 あ る い は 、 粒 子 ま た は
細 胞 の 表 面 で 提 示 さ れ る 。 数 種 類 の ベ ク タ ー が 入 手 で き 、 そ れ ら は 本 発 明 の 実 施 に 用 い る
こ と が で き る が 、 フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー が 本 明 細 書 で の 使 用 に は 好 ま し い ベ ク タ ー で あ り 、
そ の 訳 は そ れ ら が 相 対 的 に 容 易 に 構 築 し 、 ま た 容 易 に 増 幅 す る こ と が で き る か ら で あ る 。
当 業 者 に 公 知 の よ う に 、 フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー は 、 通 常 、 プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 、 表
現 型 選 択 遺 伝 子 、 複 製 起 点 部 位 お よ び 他 の 必 要 な 構 成 成 分 を 含 む 様 々 な 構 成 成 分 を 含 む 。
　 特 定 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ が 発 現 さ れ る 他 の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 カ セ ッ ト は 、 重 鎖
ま た は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の す べ て ま た は 一 部 を コ ー ド す る こ と が で き 、 ま た 変 異 体 ア ミ
ノ 酸 の 組 合 せ を コ ー ド す る こ と が で き る 配 列 を 含 む 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 の よ う に こ れ ら
の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 ま た は 変 異 体 ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ を 含 ん で い る 抗 体 の 作 製 の た め に 、 核 酸
カ セ ッ ト は 、 さ ら な る 抗 体 配 列 、 例 え ば 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 部 の 可 変 ま た は 定 常 ド メ イ ン
の す べ て ま た は 一 部 を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の さ ら な
る 抗 体 配 列 は 他 の 核 酸 配 列 、 例 え ば ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 構 成 成 分 を コ ー ド し て い る
配 列 と 融 合 す る こ と が で き 、 し た が っ て 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ベ ク タ ー
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 遺 伝 子 融 合 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る 複 製 可 能 な 発
現 ベ ク タ ー を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 融 合 は 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一 部 と
融 合 し た 、 １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 含 有 ポ リ ペ プ チ ド （ 抗 体 可 変 ド メ イ ン な ど ） 、 ま た は １ つ の 抗 体
可 変 ド メ イ ン と １ つ の 定 常 ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 先 に 述 べ た よ う
に 多 様 な 配 列 で 生 成 さ れ た 複 数 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 複 数 の 異 な る 融 合 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 複 数 の 遺 伝 子 融 合 を 含 む 、 多 様 で 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー も 含
ま れ る 。 ベ ク タ ー は 様 々 な 構 成 成 分 を 含 ん で い て も よ く 、 好 ま し く は 異 な る ベ ク タ ー の 間
で 抗 体 可 変 ド メ イ ン が 移 動 で き る よ う に 、 か つ ／ ま た は 異 な る フ ォ ー マ ッ ト で 融 合 タ ン パ
ク 質 が 提 示 さ れ る よ う に 構 築 さ れ る 。
　 ベ ク タ ー の 例 と し て は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 及 び フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー （ こ こ で は 広 範 囲 に 例
示 さ れ る も の で あ り 、 上 記 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る ） が 含 ま れ る 。 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 一
般 的 に 、 フ ァ ー ジ 複 製 お よ び フ ァ ー ジ 粒 子 形 成 を 可 能 に す る フ ァ ー ジ 複 製 起 点 を 有 す る 。
フ ァ ー ジ は 一 般 に 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 例 え ば Ｍ １ ３ 、 ｆ １ 、 ｆ ｄ 、 Ｐ ｆ ３ フ ァ ー
ジ も し く は そ の 誘 導 体 、 ま た は ラ ム ド イ ド フ ァ ー ジ 、 例 え ば ラ ム ダ 、 ２ １ 、 ｐ ｈ ｉ ８ ０ 、
ｐ ｈ ｉ ８ １ 、 ８ ２ 、 ４ ２ ４ 、 ４ ３ ４ 、 そ の 他 、 も し く は そ の 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の 例 に は 、 感 染 性 タ ン パ ク 質 Ｐ Ｉ Ｉ Ｉ （ と き に ｐ ３ と も 称 さ
れ る ） 、 主 要 コ ー ト タ ン パ ク 質 Ｐ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｓ ｏ ｃ （ Ｔ ４ ） 、 Ｈ ｏ ｃ （ Ｔ ４ ） 、 ｇ ｐ Ｄ （
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ ） 、 マ イ ナ ー バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 ６ （ ｐ Ｖ Ｉ ） （
繊 維 状 フ ァ ー ジ ； J Immunol Methods.1999年 12月 10日 ;231(1-2):39-51頁 ） 、 Ｍ １ ３ バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ 主 コ ー ト タ ン パ ク 質 変 異 体 （ Ｐ ８ ） （ Protein Sci 2000年 4月 ； 9(4):647-
54頁 ） が 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は フ ァ ー ジ の 表 面 で 提 示 さ れ る が 、 適 当 な フ ァ ー ジ 系
に は Ｍ １ ３ Ｋ Ｏ ７ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ 、 Ｍ １ ３ Ｒ ４ ０ ８ 、 Ｍ １ ３ － Ｖ Ｃ Ｓ お よ び Ｐ ｈ ｉ 　 Ｘ
　 １ ７ ４ 、 ｐ Ｊ ｕ Ｆ ｏ フ ァ ー ジ 系 （ J Virol.2001年 8月 ;75(15):7107-13頁 .v） 、 ハ イ パ ー
フ ァ ー ジ （ Nat Biotechnol.2001年 1月 ;19(1):75-8頁 ） が 含 ま れ る 。 好 ま し い ヘ ル パ ー フ
ァ ー ジ は Ｍ １ ３ Ｋ Ｏ ７ で あ り 、 好 ま し い コ ー ト タ ン パ ク 質 は Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ
コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し い 宿 主 は 大 腸 菌 、 お よ び 大 腸 菌 の プ ロ テ ア ー ゼ 欠 損 株 で
あ る 。 ベ ク タ ー 、 例 え ば ｆ ｔ ｈ １ ベ ク タ ー （ Nucleic Acids Res.2001年 5月 15日 ;29(10):E
50-0） は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 役 立 つ こ と が あ る 。
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 含 有 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 抗 体 の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は そ
の 断 片 ） を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ と 融 合 し た 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 も 持 つ こ と が で き る 。 こ の
配 列 は 典 型 的 に は 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 直 ぐ ５ ’ 側 に 位 置 し 、 し た が
っ て 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 で 転 写 さ れ る 。 し か し 、 あ る ケ ー ス で は 、 シ グ ナ ル 配 列
は 分 泌 さ れ る べ き タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の ５ ’ 以 外 の 位 置 に あ る こ と が 証 明
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さ れ た 。 こ の 配 列 は 、 そ れ が 細 菌 細 胞 の 内 膜 を 横 切 っ て 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 対 象 と す る
。 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て
い る 遺 伝 子 の い ず れ か か ら 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 断 片 と し て 得 ら れ る 。 原 核 生 物 の 適
当 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば 、 LamBま た は OmpF(Wong他 , Gene,68:1931頁 (1983))、 Ｍ ａ ｌ
Ｅ 、 Ｐ ｈ ｏ Ａ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 お よ び 他 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る か も し れ な い 。 一 実
施 態 様 で は 、 本 発 明 の 実 施 の た め の 好 ま し い 原 核 生 物 シ グ ナ ル 配 列 は 、 Chang他 ,Gene 55:
189頁 (1987)、 に 記 載 さ れ て い る 大 腸 菌 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） シ グ ナ
ル 配 列 及 び ／ 又 は ｍ ａ ｌ Ｅ で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 ベ ク タ ー は 、 一 般 的 に 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 促 進 す る た め に プ ロ
モ ー タ ー を 含 む 。 原 核 生 物 ベ ク タ ー で 最 も 一 般 的 に 使 わ れ る プ ロ モ ー タ ー に は 、 ｌ ａ ｃ 　
Ｚ プ ロ モ ー タ ー 系 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ｐ ｈ ｏ 　 Ａ プ ロ モ ー タ ー （ Ａ ｐ ） 、 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ ｌ Ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ ー （ 温 度 感 受 性 プ ロ モ ー タ ー ） 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー （ ｌ ａ
ｃ リ プ レ ッ サ ー に よ っ て 制 御 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド ｔ ｒ ｐ － ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー ） 、 ト リ プ
ト フ ァ ン プ ロ モ ー タ ー お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 プ ロ モ ー
タ ー の 総 説 に 関 し て は 、 前 出 Sambrook他 の セ ク シ ョ ン １ ７ を 参 照 。 こ れ ら が 最 も 一 般 的 に
使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー で あ る が 、 他 の 適 当 な 微 生 物 プ ロ モ ー タ ー も 同 様 に 使 う こ と が で
き る 。
　 ベ ク タ ー は 、 ま た 、 他 の 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 ｇ Ｄ タ グ 、 ｃ － Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ 、 ポ リ －
ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｇ Ｆ Ｐ ） ま た は フ ァ ー ジ ま た は 細 胞 の 表 面 で
発 現 す る 融 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 ま た は 精 製 に 役 立 つ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 を コ
ー ド し て い る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば ｇ Ｄ タ グ を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 は 、 ま
た 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 ま た は ウ イ ル ス の 正 ま た は 負 の 選 択 を 可 能 に す る 。 い
く つ か の 実 施 形 態 で は 、 ｇ Ｄ タ グ は 好 ま し く は ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 構 成 成 分 に 融 合
し て い な い 抗 体 可 変 ド メ イ ン と 融 合 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 を コ ー ド し て い る
核 酸 配 列 は 、 免 疫 組 織 化 学 手 法 を 使 っ て 特 異 的 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 む 融
合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 役 立 つ 。 抗 原 結 合 の 検 出 に 役 立 つ タ グ は 、 ウ イ ル ス コ ー ト
タ ン パ ク 質 構 成 成 分 に 融 合 し て い な い 抗 体 可 変 ド メ イ ン 、 ま た は ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク
質 構 成 成 分 に 融 合 し た 抗 体 可 変 ド メ イ ン に 融 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 を 実 践 す る の に 用 い ら れ る ベ ク タ ー の 他 の 有 用 構 成 成 分 は 、 表 現 型 選 択 遺 伝 子 で
あ る 。 典 型 的 表 現 型 選 択 遺 伝 子 は 、 宿 主 細 胞 に 抗 生 物 質 耐 性 を 与 え る タ ン パ ク 質 を コ ー ド
し て い る 遺 伝 子 で あ る 。 実 例 と し て 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 （ ａ ｍ ｐ ｒ ） お よ び テ ト ラ
サ イ ク リ ン 耐 性 遺 伝 子 （ ｔ ｅ ｔ ｒ ） は こ の 目 的 の た め に 容 易 に 使 用 さ れ る 。
　 ベ ク タ ー は 、 独 特 の 制 限 部 位 お よ び 抑 制 性 終 止 コ ド ン を 含 ん で い る 核 酸 配 列 も 含 む こ と
が で き る 。 独 特 の 制 限 部 位 は 異 な る ベ ク タ ー お よ び 発 現 系 の 間 で 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 移 動
さ せ る た め に 役 立 ち 、 特 に 細 胞 培 養 に よ る 完 全 長 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 の 生 産 に 役 立 つ
。 抑 制 性 終 止 コ ド ン は 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る の に 役 立 ち 、 可 溶 性 抗 体 断
片 の 精 製 を 容 易 に す る 。 例 え ば 、 ア ン バ ー 終 止 コ ド ン は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 可 能 に す
る ｓ ｕ ｐ Ｅ 宿 主 で は Ｇ ｌ ｎ と 解 釈 す る こ と が で き る が 、 非 ｓ ｕ ｐ Ｅ 宿 主 で は そ れ は フ ァ ー
ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 と 融 合 し て い な い 可 溶 性 抗 体 断 片 を 産 生 す る 終 止 コ ド ン と 解 釈 さ れ る
。 こ れ ら の 合 成 配 列 は 、 ベ ク タ ー 内 の １ つ ま た は 複 数 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン と 融 合 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 対 象 と す る 抗 体 配 列 、 例 え ば 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ を コ ー ド し て い る 核 酸 が ベ
ク タ ー 系 か ら 容 易 に 取 り 出 さ れ て 他 の ベ ク タ ー 系 に 入 れ ら れ る よ う に す る ベ ク タ ー 系 を 使
う こ と が と き に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 抗 体 ま た は 抗 体 可 変 ド メ イ
ン を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 の 取 り 出 し を 容 易 に す る た め に 、 適 当 な 制 限 部 位 を ベ ク タ ー
系 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 制 限 配 列 は 、 通 常 、 効 率 的 な 切 出 し お よ び 新 し い ベ ク タ ー へ
の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 容 易 に す る た め に 、 ベ ク タ ー 内 で ユ ニ ー ク な も の が 選 ば れ る 。 抗 体 ま
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た は 抗 体 可 変 ド メ イ ン は 、 そ の 後 外 来 の 融 合 配 列 、 例 え ば ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 ま た
は 他 の 配 列 タ グ な し で ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ 得 る 。
　 抗 体 可 変 ド メ イ ン ま た は 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 核 酸 （ 遺 伝 子 １ ） と ウ イ ル ス の
コ ー ト タ ン パ ク 質 構 成 成 分 （ 遺 伝 子 ２ ） と の 間 に 、 終 結 ま た は 終 止 コ ド ン を コ ー ド し て い
る Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 終 結 コ ド ン に は Ｕ Ａ Ｇ （ ア ン バ ー ） 、 Ｕ Ａ Ａ
（ オ ー カ ー ） お よ び Ｕ Ｇ Ａ （ オ ペ ル ） が 含 ま れ る 。 （ Microbiology, Davis他 , Harper & 
Row, New York, 1980年 , 237頁 , 245-47頁 お よ び 374頁 ） 。 野 生 型 宿 主 細 胞 で 発 現 す る 終
結 ま た は 終 止 コ ド ン は 、 遺 伝 子 ２ タ ン パ ク 質 が 結 合 し な い 遺 伝 子 １ タ ン パ ク 質 産 物 の 合 成
を も た ら す 。 し か し 、 抑 制 宿 主 細 胞 で の 増 殖 は 検 出 可 能 な 量 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成 を も
た ら す 。 そ の よ う な 抑 制 宿 主 細 胞 は 公 知 で あ り 、 大 腸 菌 抑 制 遺 伝 子 株 (Bullock他 , Bio Te
chniques 5:376-379頁 (1987))な ど が 記 載 さ れ て い る 。 そ の よ う な 終 結 コ ド ン を 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 入 れ る た め に 、 許 容 で き る い か な る 方 法 で も 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 抑 制 性 コ ド ン は 、 抗 体 可 変 ま た は 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 第 １ の 遺 伝 子 と フ ァ ー
ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド し て い る 第 ２ の 遺 伝 子 と の 間 に 挿 入 す る こ
と が で き る 。 あ る い は 、 抑 制 性 終 結 コ ド ン は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 最 後 の ア ミ ノ 酸 ト リ プ
レ ッ ト ま た は フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 最 初 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と に よ っ て 融 合 部
位 に 隣 接 し て 挿 入 す る こ と が で き る 。 抑 制 性 終 結 コ ド ン は 、 二 量 体 化 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 ま
た は そ の 後 に 位 置 し て も よ い 。 抑 制 性 コ ド ン を 含 ん で い る プ ラ ス ミ ド が サ プ レ ッ サ ー 宿 主
細 胞 で 増 殖 さ れ た 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び コ ー ト タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 融 合 ポ リ ペ プ
チ ド の 検 出 可 能 な 量 が 生 産 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド が 非 サ プ レ ッ サ ー 宿 主 細 胞 で 増 殖 さ れ た 場
合 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン は 挿 入 さ れ た 抑 制 性 ト リ プ レ ッ ト Ｕ Ａ Ｇ 、 Ｕ Ａ Ａ ま た は Ｕ Ｇ Ａ に お
け る 終 結 の た め に 、 実 質 的 に フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 と 融 合 せ ず に 合 成 さ れ る 。 非 サ プ
レ ッ サ ー 細 胞 で は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン は そ れ を 宿 主 メ ン ブ ラ ン に 固 定 す る 融 合 フ ァ ー ジ コ
ー ト タ ン パ ク 質 が 存 在 し な い た め に 、 合 成 さ れ た 後 に 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 。
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 多 様 化 さ れ る （ ラ ン ダ ム 化 さ れ る ） Ｃ Ｄ Ｒ は 、 鋳 型 配 列 （ 本
明 細 書 で は 「 終 止 鋳 型 」 と 呼 ぶ ） に 組 み 込 ま れ た 終 止 コ ド ン を 持 つ こ と が で き る 。 こ の 特
徴 は 、 関 心 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み の た め に 、 鋳 型
配 列 に お け る 終 止 コ ド ン の 修 復 の 成 功 に 基 づ き 、 多 様 化 が 成 功 し た 配 列 の 検 出 と 選 択 を 可
能 に す る 。 こ の 特 徴 は 、 下 記 の 実 施 例 で さ ら に 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 抗 体 可 変 ま た は 定 常 ド メ イ ン は さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 す
る こ と も で き 、 こ の さ ら な る ペ プ チ ド 配 列 は ウ イ ル ス 粒 子 ま た は 細 胞 の 表 面 で の １ つ ま た
は 複 数 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 配 列 は 、 本 明 細 書
で は 「 二 量 体 化 ド メ イ ン 」 と 称 す 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 少 な く と も １ つ ま た は 複 数 の 二
量 体 化 配 列 、 ま た は シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い る 配 列 を 少 な く と も １ つ 、 あ る い は こ の 両
方 共 含 む こ と が で き る 。 適 当 な 二 量 体 化 配 列 に は 、 疎 水 残 基 が 一 定 の 間 隔 を あ け て 存 在 し
、 各 タ ン パ ク 質 の 疎 水 残 基 の 相 互 作 用 に よ る 二 量 体 の 形 成 を 可 能 に す る 両 親 媒 性 の α ヘ リ
ッ ク ス を 有 す る タ ン パ ク 質 の そ れ ら が 含 ま れ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質
部 分 に は 、 例 え ば ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 領 域 が 含 ま れ る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 ま た 、 １ つ ま
た は 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む こ と が で き る （ 例 え ば 、 二 量 体 化 ド メ イ ン 内 に 抗 体 ヒ ン
ジ 配 列 を 含 む こ と に よ り 提 供 さ れ る ） 。 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 １ つ ま た は 複 数 の ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 の 形 成 に よ る 二 量 体 化 を 可 能 に す る 。 終 止 コ ド ン が 二 量 体 化 ド メ イ ン の 後 方 に 存 在
す る 一 実 施 形 態 で は 、 二 量 体 化 ド メ イ ン は 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 二 量
体 化 ド メ イ ン は 、 好 ま し く は 抗 体 可 変 ま た は 定 常 ド メ イ ン と ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 構
成 成 分 と の 間 に 位 置 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 ベ ク タ ー は 、 例 え ば コ ー ト タ ン パ ク 質 に 融 合 し た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変
部 を 含 ん で い る 単 鎖 形 態 の 単 一 の 抗 体 フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 こ れ ら の ケ ー
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ス で は 、 ベ ク タ ー は 、 あ る 種 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で １ つ の 転 写 産 物 を 発 現 す る 「 一 シ
ス ト ロ ン 性 」 と 考 え ら れ る 。 例 え ば ベ ク タ ー は 、 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン の 間 に リ ン カ ー
ペ プ チ ド を 有 し 、 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 一 シ ス ト ロ ン 性 配 列 の 発 現 を
促 進 す る た め に プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） ま た は Ｔ ａ ｃ プ ロ
モ ー タ ー ） を 利 用 し て も よ い 。 こ の シ ス ト ロ ン 配 列 は 、 ５ ’ 末 端 で シ グ ナ ル 配 列 （ 例 え ば
大 腸 菌 の ｍ ａ ｌ Ｅ ま た は 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） シ グ ナ ル 配 列 ） に 連 結
し 、 ３ ’ 末 端 で ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 （ 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ｐ Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク
質 ） の す べ て ま た は 一 部 に 連 結 す る 。 本 実 施 態 様 の ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 融 合 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 で は 「 Ｓ ｃ Ｆ ｖ － ｐ Ｉ Ｉ Ｉ 」 と 称 す 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、
ベ ク タ ー は 第 ２ の 可 変 ド メ イ ン 配 列 （ 例 え ば Ｖ Ｈ ） と ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 配 列 と の
間 の そ の ３ ’ 末 端 に 、 二 量 体 化 ド メ イ ン （ 例 え ば ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ） を コ ー ド し て い る 配
列 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 こ の 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 ん で い る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、
二 量 体 化 に よ り ２ つ の ｓ ｃ Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 （ 本 明 細 書 で は 「 （ Ｓ ｃ Ｆ ｖ ） ２ －
ｐ Ｉ Ｉ Ｉ 」 と 称 す ） を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 そ の 他 の 場 合 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 部 は 別 々 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ 、 こ の よ
う に ベ ク タ ー は 「 二 シ ス ト ロ ン 性 」 で あ り 、 別 々 の 転 写 産 物 の 発 現 を 可 能 に す る 。 こ れ ら
の ベ ク タ ー で は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Ｐ ｔ ａ ｃ ま た は Ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ ー は 二
シ ス ト ロ ン 性 メ ッ セ ー ジ の 発 現 を 促 す た め に 利 用 す る 。 例 え ば 軽 鎖 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ
ン を コ ー ド し て い る 第 １ の シ ス ト ロ ン は 、 ５ ’ 末 端 で シ グ ナ ル 配 列 、 例 え ば 大 腸 菌 の ｍ ａ
ｌ Ｅ ま た は 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） シ グ ナ ル 配 列 に 連 結 し 、 ３ ’ 末 端 で
タ グ 配 列 、 例 え ば ｇ Ｄ タ グ を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 に 連 結 し て い る 。 例 え ば 重 鎖 可 変 お
よ び 定 常 ド メ イ ン Ｃ Ｈ １ を コ ー ド し て い る 第 ２ の シ ス ト ロ ン は 、 ５ ’ 末 端 で シ グ ナ ル 配 列
、 例 と し て 大 腸 菌 の ｍ ａ ｌ Ｅ ま た は 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） シ グ ナ ル 配
列 に 連 結 し 、 ３ ’ 末 端 で ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一 部 に 連 結 し て い る 。
　 二 シ ス ト ロ ン 性 メ ッ セ ー ジ 及 び Ｆ (ａ ｂ ’ )２ － ｐ Ｉ Ｉ Ｉ を 表 出 す る た め の 好 適 な プ ロ モ
ー タ ー 、 例 え ば Ｐ ｔ ａ ｃ ま た は Ｐ ｈ ｏ Ａ （ Ａ Ｐ ） プ ロ モ ー タ ー を 提 供 す る ベ ク タ ー の 一 実
施 態 様 で は 、 ５ ’ 末 端 で シ グ ナ ル 配 列 、 例 え ば 大 腸 菌 ｍ ａ ｌ Ｅ ま た は 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ
シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） シ グ ナ ル 配 列 と 作 用 可 能 に 連 結 し 、 ３ ’ 末 端 で タ グ 配 列 、 例 え ば ｇ
Ｄ タ グ を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 と 連 結 し た 軽 鎖 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド し て い
る 第 １ の シ ス ト ロ ン の 発 現 を 促 進 す る 。 第 ２ の シ ス ト ロ ン は 、 例 え ば ５ ’ 末 端 で シ グ ナ ル
配 列 、 例 え ば 大 腸 菌 の ｍ ａ ｌ Ｅ ま た は 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） シ グ ナ ル
配 列 と 作 用 可 能 に 連 結 し た 重 鎖 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド し 、 ３ ’ 末 端 に は Ｉ ｇ Ｇ
ヒ ン ジ 配 列 お よ び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 、 さ ら に そ の 後 方 に 少 な く と も 一 部 の ウ イ ル ス コ
ー ト タ ン パ ク 質 を 含 む 二 量 体 化 ド メ イ ン を 持 つ 。
【 ０ １ ０ ９ 】
融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 表 出 （ 提 示 、 デ ィ ス プ レ イ ）
　 Ｃ Ｄ Ｒ 含 有 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 と し て 抗 体 可 変 ド メ イ ン ） の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 、
ウ イ ル ス ま た は フ ァ ジ ミ ド 粒 子 の 表 面 で 様 々 な 形 式 で 提 示 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 形
式 に は 、 単 鎖 Ｆ ｖ 断 片 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） 、 Ｆ (ａ ｂ )断 片 お よ び こ れ ら の 断 片 の 多 価 の 形 態 が 含
ま れ る 。 例 え ば 、 多 価 の 形 態 は 、 Ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ ま た は Ｆ (ａ ｂ ’ )の 二 量 体 を 含 み 、 こ
れ ら は 本 明 細 書 で は （ Ｓ ｃ Ｆ ｖ ） ２ 、 Ｆ (ａ ｂ )２ お よ び Ｆ (ａ ｂ ’ )２ と そ れ ぞ れ 称 す 。 多
価 の 形 態 の 提 示 は 、 そ れ ら が 、 通 常 低 親 和 性 ク ロ ー ン の 同 定 を も た ら し 、 ま た 選 択 過 程 で
稀 な ク ロ ー ン の よ り 効 率 的 な 選 別 を 可 能 に す る 複 数 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る こ と に お い て
有 益 で あ る 。
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 で 抗 体 断 片 を 含 ん で い る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る 方 法 は
当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 号 お よ び 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い
る 。 他 の 公 開 特 許 公 報 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ６ ２ １ ３ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ３ ／ １
１ ２ ３ ６ 号 お よ び 国 際 出 願 第 ９ ３ ／ １ ９ １ ７ ２ 号 は 関 連 し た 方 法 を 記 載 し て お り 、 参 照 に
よ り す べ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。 他 の 刊 行 物 は 、 フ ァ ー ジ 表 面 で 提 示 さ れ た 様 々
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な 抗 原 に 対 す る 、 人 工 的 に 再 配 置 さ れ た Ｖ 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー に よ る 抗 体 の 同 定 を 示 し た
（ 例 え ば 、 H.R.Hoogenboom & G.Winter J.Mol.Biol.227, 381-388頁 , 1992年 ； ま た Ｗ Ｏ
９ ３ ／ ０ ６ ２ １ ３ 号 お よ び Ｗ Ｏ ９ ３ ／ １ １ ２ ３ ６ 号 で 開 示 さ れ て い る ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ベ ク タ ー が ｓ ｃ Ｆ ｖ 形 式 で の 提 示 の た め に 構 築 さ れ る 場 合 、 こ の ベ ク タ ー は 抗 体 可 変 軽
鎖 ド メ イ ン お よ び 抗 体 可 変 重 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。 一 般 的 に
は 、 抗 体 重 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 構 成 成 分
に 融 合 す る 。 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 一 方 ま た は 両 方 は 、 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に 変 異
体 ア ミ ノ 酸 を 持 つ こ と が で き る 。 抗 体 可 変 軽 鎖 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 は 、 ペ プ チ ド リ
ン カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 に よ っ て 抗 体 可 変 重 鎖 ド メ イ ン に 連 結 さ れ る 。 ペ プ チ ド
リ ン カ ー は 、 一 般 的 に 約 ５ か ら １ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 任 意 選 択 に 、 例 え ば 精 製 ま た は
検 出 に 役 立 つ 標 識 を コ ー ド し て い る 他 の 配 列 を 、 抗 体 可 変 軽 鎖 も し く は 抗 体 可 変 重 鎖 ド メ
イ ン の い ず れ か ま た は 両 方 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 の ３ ’ 末 端 に 融 合 す る こ と が で き る
。
　 ベ ク タ ー が Ｆ (ａ ｂ )提 示 の た め に 構 築 さ れ る 場 合 、 こ の ベ ク タ ー は 抗 体 可 変 ド メ イ ン お
よ び 抗 体 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 む 。 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る
核 酸 は 、 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 融 合 さ れ る 。 抗 体 重 鎖 可 変 ド メ イ ン を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 融 合 さ れ る 。 一
般 的 に は 、 重 鎖 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 は 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ
ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一 部 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 に 融 合 さ れ る 。 抗 体 軽 鎖 ま た は 重
鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 一 方 ま た は 両 方 は 、 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を
持 つ こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 重 鎖 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ ン は 好 ま し く は ウ イ ル
ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 と の 融 合 体 と し て 発 現 さ れ 、 軽 鎖 可 変 お よ び 定 常 ド
メ イ ン は 重 鎖 ウ イ ル ス コ ー ト 融 合 タ ン パ ク 質 と は 別 々 に 発 現 さ れ る 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 は 互
い と 結 合 し 、 そ の 結 合 は 共 有 結 合 で も 非 共 有 結 合 で も よ い 。 任 意 選 択 に 、 例 え ば 精 製 ま た
は 検 出 に 役 立 つ ポ リ ペ プ チ ド 標 識 を コ ー ド し て い る 他 の 配 列 を 、 抗 体 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン も
し く は 抗 体 重 鎖 定 常 ド メ イ ン の い ず れ か ま た は 両 方 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 の ３ ’ 末 端
に 融 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 好 ま し く は 、 二 価 の 成 分 、 例 え ば Ｆ (ａ ｂ )２ 二 量 体 ま た は Ｆ (ａ ｂ
’ )２ 二 量 体 が 、 粒 子 表 面 で 変 異 体 ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 抗 体 断 片 を 提 示 す る た め に 使 用
さ れ る 。 Ｆ (ａ ｂ ’ )２ 二 量 体 は 一 般 的 に 溶 相 抗 原 結 合 検 定 で Ｆ (ａ ｂ )二 量 体 と 同 じ 親 和 性
を 持 つ こ と が 分 か っ て い る が 、 Ｆ (ａ ｂ ’ )２ の 解 離 速 度 は 高 ア ビ デ ィ テ ィ ー の た め 低 下 し
て い る 。 し た が っ て 、 二 価 の 形 態 （ 例 え ば Ｆ (ａ ｂ ’ )２ ） は 低 親 和 性 ク ロ ー ン の 同 定 を 可
能 に し 、 ま た 選 択 過 程 で 稀 な ク ロ ー ン の よ り 効 率 的 な 選 別 を 可 能 に す る の で 、 特 に 有 用 な
形 態 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入
　 本 発 明 に 従 っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 構 築 さ れ た ベ ク タ ー は 、 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現
の た め に 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 沈 殿 な ど を 含 む 標 準 の 形 質 転 換 法 を 使 っ て 、 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ
ー が ウ イ ル ス の よ う な 感 染 性 の 粒 子 で あ る な ら ば 、 ベ ク タ ー 自 体 が 宿 主 細 胞 に 侵 入 す る 。
遺 伝 子 融 合 を コ ー ド す る 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で い る 宿 主 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン お よ び 標 準 手 法 に よ る フ ァ ー ジ 粒 子 の 生 産 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 が フ ァ ー ジ 粒 子 の 表
面 で 提 示 さ れ る フ ァ ー ジ 粒 子 を 提 供 す る 。
　 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 様 々 な 方 法 を 使 用 し て 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 一 実 施 形 態
で は 、 ベ ク タ ー は Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ０ ６ ７ １ ７ 号 で 記 載 さ れ て い る よ う に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン 法 を 使 っ て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 標 準 の 培 養 液 中 で 任 意 に 約 ６ ～ ４ ８
時 間 （ ま た は Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ６ ～ ０ ． ８ に な る ま で ） 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し 、 次 に ブ ロ ー ス
を 遠 心 分 離 し て 上 清 を 取 り 出 す （ 例 え ば デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り ） 。 初 期 の 精 製 で は 、 好
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ま し く は 緩 衝 液 （ 例 え ば １ ． ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） の 中 に 細 胞 ペ レ ッ ト を 再
懸 濁 し 、 次 に 再 遠 心 分 離 を 行 い 、 上 清 を 取 り 出 す 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を 希 釈 し た グ リ
セ リ ン （ 例 え ば ５ ～ ２ ０ ％ ｖ ／ ｖ ） の 中 に 再 懸 濁 し 、 再 度 再 遠 心 分 離 を し て 細 胞 ペ レ ッ ト
を 形 成 し 、 上 清 を 取 り 除 く 。 最 終 的 な 菌 体 濃 度 は 、 所 望 の 濃 度 に 細 胞 ペ レ ッ ト を 水 ま た は
希 釈 し た グ リ セ リ ン の 中 に 再 懸 濁 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 特 に 好 ま し い 受 容 細 胞 は 本 発 明 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 応 答 能 の あ る 大 腸 菌 株 Ｓ Ｓ ３
２ ０ で あ る (Sidhu他 , Methods Enzymol.(2000), 328:333-363頁 )。 大 腸 菌 株 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ は
、 稔 性 エ ピ ソ ー ム （ Ｆ ’ プ ラ ス ミ ド ） ま た は Ｘ Ｌ １ － Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ を Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 細 胞 に 移 転
す る の に 十 分 な 条 件 の 下 で 、 Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 細 胞 を Ｘ Ｌ １ － Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ 細 胞 と 交 接 さ せ て 調 製
し た 。 大 腸 菌 株 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ は 、 １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 １ ８ 日 、 ア メ リ カ 基 準 株 保 存 機 構 （ Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ ） 、 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia USAに 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号 ９ ８
７ ９ ５ が 割 り 当 て ら れ た 。 こ の 菌 株 で の フ ァ ー ジ 複 製 を 可 能 に す る い か な る Ｆ ’ エ ピ ソ ー
ム で も 、 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 。 適 当 な エ ピ ソ ー ム は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 預 け ら れ て い る 株
か ら 入 手 可 能 で あ る し 、 ま た は 市 販 品 を 入 手 で き る （ Ｃ Ｊ ２ ３ ６ 、 Ｃ Ｓ Ｈ １ ８ 、 Ｄ Ｈ Ｆ ’
、 Ｊ Ｍ １ ０ １ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ３ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ５ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ７ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、 Ｊ Ｍ １ １ ０ 、 Ｋ Ｓ １
０ ０ ０ 、 Ｘ Ｌ １ － Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ 、 ７ １ － １ ８ 、 そ の 他 ） 。
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で よ り 高 い Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 （ 約 １ ０ 倍 ） を 使 用 す る と 、 形 質 転 換 率
が 向 上 し 、 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 量 が 増 加 す る 。 高 い 菌 体 濃 度 の 使 用 も 効 率
を 高 め る （ 約 １ ０ 倍 ） 。 移 転 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 量 の 増 加 に よ り 、 よ り 大 き な 多 様 性 を 有 し 、 複
合 ラ イ ブ ラ リ ー の よ り 多 く の 独 特 な メ ン バ ー を 示 す よ り 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー が 生 じ る 。 形
質 転 換 細 胞 は 、 通 常 、 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 上 の 増 殖 に よ っ て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
選 択 し た 対 象 へ の 結 合 体 の 選 択 （ 選 別 ） と ス ク リ ー ニ ン グ
　 方 法 論 に 様 々 な 置 換 お よ び 変 更 を 加 え た 、 対 象 抗 原 結 合 体 を 同 定 す る た め の フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ の 使 用 は 、 当 技 術 分 野 で 確 立 さ れ て い る 。 一 手 法 で は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド し て い る 遺 伝 子 融 合 体 と 作 用 可 能 に 連 結 し た 転 写 調 節 要 素 を 含 む 複 製 可 能 な 変 異 体 ベ
ク タ ー の フ ァ ミ リ ー を 構 築 し 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 し 、 こ の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し
て 前 記 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を フ ァ ー ジ 粒 子 表 面 で 提 示 す る フ ァ ー ジ 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 後 選
択 の 過 程 で 結 合 し な い 粒 子 と 比 較 し て 結 合 す る 粒 子 の サ ブ セ ッ ト を 増 加 さ せ る 目 的 で 、 少
な く と も 粒 子 集 団 の 一 部 が 対 象 と 結 合 す る よ う に 組 換 え 体 フ ァ ー ジ 粒 子 を 対 象 抗 原 と 接 触
さ せ る こ と に よ る 選 択 ま た は 選 別 を 伴 う プ ロ セ ス を 行 う 。 選 択 さ れ た プ ー ル は 、 異 な る か
ま た は 同 じ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 同 じ 対 象 を さ ら に １ 回 選 別 す る た め に 、 宿 主 細 胞 、 例 え
ば 新 鮮 な Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 細 胞 を 感 染 さ せ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 変 異 体 の プ
ー ル は 、 次 に 新 規 高 親 和 性 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 対 象 抗 原 に 対 し て ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ る 。 こ れ ら の 新 規 高 親 和 性 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス
ト な ど の 治 療 薬 と し て 、 か つ ／ ま た は 診 断 薬 お よ び 研 究 試 薬 と し て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い る 抗 体 可 変 ド メ イ ン の よ う な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ァ ー ジ
、 フ ァ ジ ミ ド 粒 子 ま た は 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ 、 次 に 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 群 の 構 成 メ ン バ ー
の 、 一 般 的 に 関 心 の 抗 原 で あ る 対 象 抗 原 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 選 択 お よ び ／ ま た は ス ク
リ ー ニ ン グ を す る こ と が で き る 。 対 象 結 合 体 に つ い て の 選 択 の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た
は フ ァ ー ジ 上 で 提 示 さ れ る 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 と 結 合 す る 標 識 特 異 抗 体 の よ う な 抗 体 可
変 ド メ イ ン と 親 和 性 を 有 す る 一 般 的 な タ ン パ ク 質 上 で の 選 別 も 含 み 、 こ れ は 正 し く フ ォ ー
ル ド さ れ た 抗 体 断 片 （ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ） を 提 示 す る ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 豊 富 に す る
た め に 使 う こ と が で き る 。
　 標 的 （ 対 象 ） タ ン パ ク 質 、 例 え ば 受 容 体 は 、 天 然 源 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 ま た は 当
技 術 分 野 で 公 知 の 手 法 に よ る 組 換 え 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 対 象 抗 原 と し て は
、 治 療 上 関 心 の あ る 多 く の 分 子 が 含 ま れ る 。
　 親 和 性 の た め の 選 択 （ 選 別 ） の た め に 様 々 な 方 策 を 使 う こ と が で き る 。 あ る 方 策 は 固 体

10

20

30

40

50

(53) JP 2007-501011 A 2007.1.25



担 体 方 法 ま た は プ レ ー ト 選 別 ま た は 固 定 化 対 象 選 別 で あ る 。 他 の 方 策 は 、 溶 液 － 結 合 法 で
あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 固 体 担 体 方 法 に つ い て は 、 対 象 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 適 当 な 固 体 ま た は
半 固 体 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ク リ ル ア ミ ド ビ ー ズ 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、
セ ル ロ ー ス 、 様 々 な ア ク リ ル コ ポ リ マ ー 、 メ タ ク リ ル 酸 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル ゲ ル 、 ポ リ ア
ク リ ル お よ び ポ リ メ タ ク リ ル コ ポ リ マ ー 、 ナ イ ロ ン 、 中 性 お よ び イ オ ン 性 担 体 な ど に 結 合
し て も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス へ の 対 象 タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 Methods in Enzymology, 44(19
76)に 記 載 さ れ て い る 方 法 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 手 段 で 達 成 す る こ と が で き る
。
　 マ ト リ ッ ク ス へ の 対 象 抗 原 の 結 合 の 後 、 固 定 化 さ れ た 対 象 を フ ァ ー ジ 粒 子 集 団 の 少 な く
と も １ サ ブ セ ッ ト と 固 定 化 対 象 抗 原 と の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現
し て い る ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ る 。 通 常 、 ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 、 温 度 な ど を 含 む 条 件 は 、
生 理 学 的 条 件 を 模 倣 す る 。 前 記 固 定 化 対 象 と 結 合 す る 粒 子 （ 「 結 合 体 」 ） は 、 水 洗 に よ り
対 象 と 結 合 し な い 粒 子 か ら 分 離 す る 。 洗 浄 条 件 は 、 高 親 和 性 結 合 体 以 外 の す べ て が 取 り 除
か れ る よ う に 調 節 す る こ と が で き る 。 結 合 体 は 様 々 な 方 法 に よ っ て 固 定 化 さ れ た 対 象 か ら
解 離 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は 野 生 型 リ ガ ン ド （ 例 え ば 過 剰 な 対 象 抗 原 ） を
使 う 競 合 的 解 離 、 ｐ Ｈ お よ び ／ ま た は イ オ ン 強 度 の 変 更 、 な ら び に 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方
法 が 含 ま れ る 。 結 合 体 の 選 択 は 、 一 般 的 に ０ ． １ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ な ど の 酸 ま た は リ ガ ン ド の よ
う な 、 適 当 な 溶 出 材 料 に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス か ら の 溶 出 を 含 む 。 リ ガ ン ド の
濃 度 を 上 昇 さ せ て 溶 出 す る と 、 提 示 さ れ た よ り 親 和 性 の 高 い 結 合 分 子 を 溶 出 さ せ る こ と が
で き た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 結 合 体 は 単 離 し て か ら 細 胞 を 結 合 体 で あ る ウ イ ル ス 粒 子 （ お よ び 、 例 え ば ウ イ ル ス 粒 子
が フ ァ ジ ミ ド 粒 子 で あ る 場 合 は 必 要 に 応 じ て ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ ） に 感 染 さ せ る こ と に よ っ
て 、 適 当 な 宿 主 細 胞 で 再 増 幅 さ せ る こ と が で き 、 こ の 宿 主 細 胞 は 所 望 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
を 提 示 す る 粒 子 の 増 幅 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 次 に フ ァ ー ジ 粒 子 を 採 取 し 、 対 象 抗
原 の 結 合 体 が い く ら か 豊 富 に な る ま で 選 択 工 程 を １ 回 ま た は 複 数 回 繰 り 返 し 、 選 択 ま た は
選 別 は 何 回 で も 利 用 で き る 。 選 択 ま た は 選 別 方 法 の １ つ は 、 タ ン パ ク 質 Ｌ ま た は 提 示 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド タ グ に 対 す る 抗 体 、 例 え ば ｇ Ｄ タ ン パ ク 質 ま た は
ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ に 対 す る 抗 体 の よ う な 一 般 の 親 和 性 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 結 合 体 を 単
離 す る こ と を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 「 溶 液 － 結 合 方 法 」 と 呼 ば れ る 新 規 選 択 法 を 用 い た 本 発 明 の ラ
イ ブ ラ リ の 選 別 を 伴 う 。 本 発 明 は 、 従 来 の 溶 液 選 別 方 法 よ り も 効 率 が 非 常 に 改 善 さ れ た 溶
相 選 別 を 可 能 に す る 。 ラ ン ダ ム な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 元 の 結 合 体 を 見 つ け る た め 、 あ る い は
特 定 の 結 合 ク ロ ー ン ま た は ク ロ ー ン 群 の 親 和 性 を 改 善 す る こ と を 目 的 と し た ラ イ ブ ラ リ ー
か ら 改 善 さ れ た 結 合 体 を 見 つ け る た め に 溶 液 結 合 方 法 を 用 い て も よ い 。 こ の 方 法 は 、 複 数
の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば フ ァ ー ジ ま た は フ ァ ジ ミ ド 粒 子 （ ラ イ ブ ラ リ ー ） 上 で 提 示 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド を 、 タ グ 分 子 で 標 識 さ れ た か 融 合 さ れ た 対 象 抗 原 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。
タ グ は ビ オ チ ン ま た は 他 の 特 異 的 結 合 体 が 入 手 で き る 部 分 で よ い 。 溶 相 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー は 、 第 １ の 溶 液 結 合 相 で 濃 度 を 段 階 的 に 低 く し た 標 識 さ れ た 対 象 抗 原 を 用 い て 変 化 さ
せ る こ と が で き る 。 さ ら に ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 高 め る た め に 、 第 １ の 溶 液 結 合 相 の 後 に
、 第 １ の 溶 相 で の 最 初 の 標 識 さ れ た 対 象 と の 結 合 の 後 に 高 濃 度 の 標 識 さ れ て い な い 対 象 抗
原 を 有 す る 第 ２ の 溶 相 が 続 い て も よ い 。 通 常 、 標 識 対 象 の １ ０ ０ か ら １ ０ ０ ０ 倍 の 非 標 識
対 象 が 第 ２ 相 で 使 わ れ る （ 含 ま れ る な ら ば ） 。 第 １ の 溶 相 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、
平 衡 に 達 す る ま で ２ 、 ３ 分 か ら １ 、 ２ 時 間 ま た は そ れ 以 上 の 範 囲 で あ る 。 結 合 速 度 の 速 い
結 合 体 に は 、 こ の 第 １ 相 に お い て 結 合 時 間 を 短 く す る 傾 向 が あ る 、 ま た は 短 く す る こ と が
選 択 さ れ う る 。 第 ２ 相 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 時 間 お よ び 温 度 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を
高 め る た め に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 対 象 か ら 離 れ る 速 度 （ 解 離 速 度 ） が
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遅 い 結 合 体 に 対 す る 選 択 の 偏 り が 生 じ る 。 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド （ フ ァ ー ジ ／ フ ァ ジ ミ ド 粒
子 上 で 提 示 さ れ た ） を 対 象 抗 原 と 接 触 さ せ た 後 に 、 標 識 対 象 と 結 合 し た フ ァ ー ジ ま た は フ
ァ ジ ミ ド 粒 子 を 結 合 し な い フ ァ ー ジ か ら 分 離 す る 。 結 合 の 溶 相 か ら の 粒 子 － 対 象 混 合 物 は
、 そ れ を 標 識 対 象 分 子 成 分 と 接 触 さ せ て 短 時 間 （ 例 え ば ２ ～ ５ 分 間 ） 標 識 対 象 分 子 と 結 合
す る 分 子 と の 結 合 を 可 能 に す る こ と に よ っ て 単 離 す る 。 標 識 対 象 抗 原 の 初 期 濃 度 の 範 囲 は
、 約 ０ ． １ ｎ Ｍ か ら 約 １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ ま で で あ る 。 結 合 粒 子 を 溶 出 し て 、 次 回 の 選 別 の た め
に 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 各 回 低 い 濃 度 の 標 識 対 象 抗 原 を 用 い て 選 別 を 複 数 回 繰 り 返 す
の が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 例 え ば 、 約 １ ０ ０ か ら ２ ５ ０ ｎ Ｍ の 標 識 対 象 抗 原 を 使 っ た 最 初 の 選 別 ま た は 選 択 は 広 範
囲 の 親 和 性 を 捕 え る の に 十 分 な は ず で あ る が 、 こ の 因 子 は 経 験 的 に か つ ／ ま た は 実 践 者 の
希 望 に 沿 う よ う に 決 定 す る こ と が で き る 。 ２ 回 目 の 選 択 で は 、 約 ２ ５ か ら １ ０ ０ ｎ Ｍ の 標
識 対 象 抗 原 を 使 え る 。 ３ 回 目 の 選 択 で は 、 約 ０ ． １ か ら ２ ５ ｎ Ｍ の 標 識 対 象 抗 原 を 使 え る
。 例 え ば 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ の 結 合 体 の 親 和 性 を 改 善 す る た め に は 、 ２ ０ ｎ Ｍ の 標 識 対 象 か ら 始
め て ５ お よ び １ ｎ Ｍ へ と 進 め 、 次 に さ ら に 低 い 濃 度 、 例 え ば 約 ０ ． １ ｎ Ｍ の 標 識 対 象 抗 原
へ 進 め る の が 望 ま し い 。
　 従 来 の 溶 液 選 別 法 で は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー ズ の よ う な ビ ー ズ を
使 用 す る が 、 こ れ は 使 用 す る の が 非 常 に 厄 介 で あ り 、 ま た フ ァ ー ジ 結 合 体 の 回 収 の 効 率 が
非 常 に 低 い こ と が 多 い 。 ビ ー ズ に よ る 従 来 の 溶 液 選 別 法 は ２ ～ ５ 分 よ り も か な り 長 い 時 間
を 要 し 、 高 ス ル ー プ ッ ト の 自 動 操 作 に 適 応 さ せ る の が 上 述 の 本 発 明 よ り 困 難 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 固 体 担 体 と 溶 液 選 別 方 法 の 組 合 せ は 、 所 望 の 特 性 を
有 し て い る 結 合 体 を 単 離 す る た め に 有 利 に 使 う こ と が で き る 。 対 象 抗 原 に 対 し て ２ 、 ３ 回
選 択 ／ 選 別 を 繰 り 返 し た 後 、 所 望 の 性 質 ／ 特 性 を 有 す る 特 異 的 結 合 体 を 同 定 す る た め に 選
択 さ れ た プ ー ル か ら の 個 々 の ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ を 通 常 実 行 す る 。 好 ま し く は 、 ス
ク リ ー ニ ン グ の プ ロ セ ス は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 候 補 物 質 の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 可
能 に す る 自 動 化 シ ス テ ム に よ っ て 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ２ つ の 主 な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 以 下 で 記 載 す る 。 し か し 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 方
法 も 本 発 明 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 第 １ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 固 定 化 さ れ た 対 象 抗
原 に よ る フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 定 を 含 み 、 こ の 方 法 は 非 結 合 ク ロ ー ン か ら の 特 異 的 結 合 ク
ロ ー ン の 同 定 を 可 能 に す る 。 特 異 性 は 、 対 象 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ウ ェ ル お よ び Ｂ Ｓ Ａ 、
ま た は 他 の 非 対 象 タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル 上 の ク ロ ー ン の 同 時 検 定 で 測 定 す
る こ と が で き る 。 こ の 検 定 は 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ が 自 動 化 可 能 で あ る 。
　 一 実 施 形 態 は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 特 異 的 対 象 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 可
変 ド メ イ ン を 選 択 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 複 製 可 能 な 発
現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 結 合 に 適 し た 条
件 下 で 対 象 抗 原 お よ び 少 な く と も １ つ の 非 対 象 抗 原 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 前 記 ラ イ ブ
ラ リ ー の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 非 結 合 体 か ら 分 離 す る ス テ ッ プ と 、 前 記 対 象 抗 原 と 結 合 し
、 前 記 非 対 象 抗 原 と は 結 合 し な い 結 合 体 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ の 結 合 体 を 前 記 対 象 抗
原 か ら 溶 出 す る ス テ ッ プ と 、 特 異 的 抗 原 に 結 合 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 含 ん で い る
複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー を 増 幅 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 第 ２ の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 は 低 親 和 性 ク ロ ー ン か ら の 高 親 和 性 ク ロ ー ン の ハ イ ス ル ー プ
ッ ト 選 別 を 可 能 に す る 親 和 性 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で あ る 。 こ の 検 定 で は 、 各 ク ロ ー ン は
ま ず あ る 濃 度 の 対 象 抗 原 と あ る 時 間 （ 例 え ば ３ ０ ～ ６ ０ 分 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る か ま た は
し な い で 、 そ の 後 対 象 で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル へ 短 時 間 （ 例 え ば ５ ～ １ ５ 分 ） 塗 布 す る
。 次 に 結 合 し た フ ァ ー ジ を 通 常 の フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 例 え ば 抗 Ｍ １ ３ 　 Ｈ Ｒ Ｐ コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 用 い て 測 定 す る 。 １ つ は 対 象 で プ リ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 他 の ウ ェ ル は 対 象
抗 原 で プ リ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ て い な い が 、 こ の ２ つ の ウ ェ ル の 結 合 シ グ ナ ル の 比 率
は 親 和 性 の 指 標 で あ る 。 第 １ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の た め の 対 象 濃 度 の 選 択 は 、 関 心 の 親
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和 性 の 範 囲 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ を 超 え る 親 和 性 の 結 合 体 が 所 望 で あ る な ら ば 、
第 １ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で は １ ０ ０ ｎ Ｍ の 対 象 が し ば し ば 使 わ れ る 。 一 旦 結 合 体 が 特 定
の 回 の 選 別 （ 選 択 ） で 検 出 さ れ る と 、 よ り 高 い 親 和 性 の 結 合 体 を 同 定 す る た め に こ れ ら の
ク ロ ー ン は 親 和 性 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 前 記 選 別 ／ 選 択 法 の い ず れ の 組 合 せ も こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 一 実 施 形 態 で は ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 ま ず 固 定 化 対 象 抗 原 へ の 結 合 に 関 し
て 選 択 さ れ る 。 前 記 固 定 化 対 象 抗 原 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 次 に 増 幅 し て 、 こ
の 対 象 抗 原 と の 結 合 お よ び 非 対 象 抗 原 へ の 非 結 合 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き
る 。 特 異 的 に 対 象 抗 原 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 増 幅 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド
結 合 体 は 、 次 に 複 合 体 を 形 成 す る た め に あ る 濃 度 の 標 識 さ れ た 対 象 抗 原 と 接 触 さ せ る こ と
に よ り 、 よ り 高 い 親 和 性 に 関 し て 選 択 で き 、 こ の 標 識 さ れ た 対 象 抗 原 の 濃 度 域 は 約 ０ ． １
ｎ Ｍ か ら 約 １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ で あ り 、 こ の 複 合 体 は 対 象 抗 原 上 の 標 識 と 結 合 す る 因 子 と の 接 触
に よ っ て 単 離 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 次 に 標 識 さ れ た 対 象 抗 原 か ら 溶 出 さ れ
、 ま た 各 回 よ り 低 い 濃 度 の 標 識 さ れ た 対 象 抗 原 を 用 い て 選 択 を 繰 り 返 す こ と も で き る 。 こ
の 選 択 方 法 を 使 用 し て 単 離 さ れ た 高 親 和 性 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 は 、 次 に 、 本 明 細 書 中 に 記
載 の い く つ か 、 当 分 野 で 公 知 の 様 々 な 方 法 を 用 い て 高 親 和 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 多 数 の ク ロ ー ン に 対 す る 長 く 、 複 雑 な 競 合 親 和 性 検 定 を 必 要 と し な い
で 、 高 親 和 性 の ク ロ ー ン の 検 出 を 容 易 に す る 。 多 く の ク ロ ー ン に 対 し て 複 雑 な 検 定 を 行 う
こ と は 手 間 が 掛 か り 、 選 択 に よ る 最 良 の ク ロ ー ン の 検 出 に 対 し て し ば し ば 著 し い 障 害 と な
る 。 こ の 方 法 は 、 類 似 し た 親 和 性 の 複 数 の 結 合 体 が 選 択 プ ロ セ ス か ら 回 収 さ れ る 場 合 の 親
和 性 の 改 善 に 特 に 役 立 つ 。 異 な る ク ロ ー ン は 、 フ ァ ー ジ ま た は フ ァ ジ ミ ド 粒 子 上 の 発 現 ／
提 示 の 効 率 が 非 常 に 異 な る こ と が あ る 。 よ り 多 く 発 現 す る ク ロ ー ン は 、 回 収 さ れ る 可 能 性
が 高 い 。 つ ま り 、 選 択 は 変 異 体 の 提 示 ま た は 発 現 の 量 に よ っ て 一 方 に 偏 ら せ る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 溶 液 － 結 合 選 別 方 法 は 、 高 親 和 性 結 合 体 を 見 つ け る た め の 選 択 プ ロ セ ス を 改
善 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 最 良 の 結 合 体 を 迅 速 か つ 容 易 に ス ク リ ー ニ ン グ す る 際
に 著 し く 有 利 な 親 和 性 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で あ る 。
　 結 合 体 が 対 象 抗 原 へ の 結 合 に よ り 同 定 さ れ た 後 、 核 酸 を 抽 出 す る こ と が で き る 。 抽 出 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ は 次 に 大 腸 菌 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る の に 直 接 用 い る こ と が で き 、 あ る い は 、
コ ー ド 配 列 を 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ で 適 当 な プ ラ イ マ ー を 使 っ て 増 幅 し 、 典 型 的 シ ー ク エ ン シ ン グ
方 法 に よ っ て 配 列 決 定 を す る こ と が で き る 。 結 合 体 の 可 変 ド メ イ ン Ｄ Ｎ Ａ は 制 限 酵 素 で 消
化 し 、 次 に タ ン パ ク 質 発 現 の た め に ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 生 成 し た 多 様 性 の あ る 制 限 配 列 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ を 持 つ ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 母 集 団 を 、 図 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ８ に 挙 げ る も の を 含 む 様 々 な 標 的 に 対 す る 結 合 体 を 単
離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 合 体 に は 制 限 コ ド ン を 用 い て 生 成 し た 多
様 化 配 列 を 含 む 一 以 上 の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ が 含 ま れ る で あ ろ う 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 変 異 型 Ｃ
Ｄ Ｒ は 、 長 さ の 異 な る Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ か ら 生 じ る 制 限 コ ド ン セ ッ ト へ の ア ミ ノ 酸 置 換 及 び ／ 又
は ア ミ ノ 酸 挿 入 に よ っ て 生 じ た 配 列 多 様 性 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ で あ る 。 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ
プ チ ド を 生 成 す る た め に 有 用 な 例 示 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 図 ２ 、 ９ 、 １ ４ に 挙 げ る も
の が 含 ま れ る 。 一 以 上 の 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ を 組 み 合 わ せ て も よ い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ
Ｈ ３ の み が 多 様 化 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 含 む 二 以 上 の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ が 変
異 型 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ を 除 く 一 以 上 の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ が 変 異 型 で あ る 。
あ る 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も 一 の 重 鎖 及 び 少 な く と も 一 の 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ が 変 異 型 で あ る 。
あ る 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 又 は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ 　 Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 Ｈ
３ 、 Ｌ １ 、 Ｌ ２ 及 び Ｌ ３ が 変 異 型 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 場 合 に よ っ て 、 一 以 上 の 多 様 化 し た 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 一 以 上 の 多 様 化 し た 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む

10

20

30

40

50

(56) JP 2007-501011 A 2007.1.25



ポ リ ペ プ チ ド の 母 集 団 か ら 単 離 し た 新 規 の 結 合 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が 有 益 で あ り 得 る 。
こ の 過 程 は ２ 工 程 プ ロ セ ス を 指 す 。 ２ 工 程 プ ロ セ ス の 実 施 例 で は 、 ま ず １ つ ま た は 複 数 の
Ｃ Ｄ Ｒ を ラ ン ダ ム 化 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ た １ つ ま た は 複 数 の ラ イ ブ ラ リ ー 内 の 結 合
体 （ 通 常 、 低 親 和 性 結 合 体 ） を 確 定 す る が 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー で ラ ン ダ ム 化 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ は
異 な る か 、 あ る い は 、 同 じ Ｃ Ｄ Ｒ が ラ ン ダ ム 化 さ れ る 場 合 は こ の Ｃ Ｄ Ｒ が ラ ン ダ ム 化 さ れ
て 異 な る 配 列 を 生 成 す る 。 重 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 結 合 体 は 、 次 に 例 え ば キ ュ ン ケ ル な ど
の 突 然 変 異 生 成 技 術 に よ り 、 ま た は 新 し い 軽 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー を 定 常 軽 鎖 だ け を 有 す る 既 存
の 重 鎖 結 合 体 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て （ カ ッ ト ア ン ド ペ ー ス ト （ 例 え ば 、 異 な る
Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て ） ） 、 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ に お け る Ｃ Ｄ Ｒ 多 様 性 で
Ｃ Ｄ Ｒ を ラ ン ダ ム 化 す る こ と が で き る 。 プ ー ル は 次 に 親 和 性 の 向 上 し た 結 合 体 を 同 定 す る
た め に 、 対 象 に 対 し て さ ら に 選 別 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｈ １ ／ Ｈ ２ ／ Ｈ ３ ラ イ ブ ラ
リ ー の 選 別 か ら 得 ら れ た 結 合 体 （ 例 え ば 低 親 和 性 結 合 体 ） は 、 Ｌ １ ／ Ｌ ２ ／ Ｌ ３ 多 様 性 の
ラ イ ブ ラ リ ー と 融 合 さ せ て 元 の 固 定 し た Ｌ １ ／ Ｌ ２ ／ Ｌ ３ と 置 き 換 え る こ と が で き 、 こ の
新 し い ラ イ ブ ラ リ ー は 次 に 他 の 結 合 体 セ ッ ト （ 例 え ば 高 親 和 性 結 合 体 ） を 得 る た め に 対 象
と す る 標 的 に 対 し て さ ら に 選 別 さ れ る 。 様 々 な 標 的 抗 原 の 何 れ か に 対 し て よ り 高 い 結 合 親
和 性 を 示 す 新 規 の 抗 体 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る ラ イ ブ ラ リ ー は 複 数 回 選
別 さ れ 、 各 選 別 で は 前 回 の 選 別 か ら 得 ら れ た 結 合 体 を 前 回 の 対 象 抗 原 と は 別 の 対 象 抗 原 と
接 触 さ せ る 。 望 ま し く は 、 し か し 必 ず し も そ う と は 限 ら な い が 、 対 象 抗 原 は 配 列 が 相 同 的
で あ り 、 例 え ば 関 連 す る が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 例 え ば そ
れ に は 限 定 さ れ な い が サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば α イ ン タ ー フ ェ ロ ン 亜 型 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ 含 有 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
　 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 内 の 溶 媒 と 接 触 し う る か つ ／ ま た は 非 常 に
多 様 な 位 置 を 突 然 変 異 さ せ て 、 変 異 型 Ｃ Ｄ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と
が で き る 。 い く つ か ま た は す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ は 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 突 然 変 異 さ せ る こ
と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 位 置
を 突 然 変 異 さ せ て 単 一 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る こ と に よ り 、 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ お よ び Ｃ
Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 位 置 を 突 然 変 異 さ せ て 単 一 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る こ と に よ り 、 ま た は Ｃ Ｄ
Ｒ Ｌ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 位 置 を 突 然 変 異 さ せ て 単 一 の ラ イ ブ
ラ リ ー を 形 成 す る こ と に よ り 多 様 な 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が 好 ま し い か も し れ
な い 。
　 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 溶 媒 に 露 出 し か つ ／ ま た は 非 常 に 多
様 な 位 置 に 突 然 変 異 を 有 す る 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が で き る
。 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ で 突 然 変 異 を 有 す る 他 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製
す る こ と が で き る 。 所 望 の 親 和 性 の 結 合 体 を 作 製 す る た め に 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 互
い に 一 緒 に 使 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 対 象 抗 原 へ の 結 合 に よ り 重 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー を １ 回
ま た は 複 数 回 選 択 し た 後 、 軽 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー は 結 合 体 の 親 和 性 を 増 や す た め に 、 さ ら な る
選 択 の た め に 重 鎖 結 合 体 の 集 団 に 戻 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 重 鎖 配 列 の 可 変 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領 域 に お い て 、 元 の ア ミ ノ 酸 を 限 定
し た 一 組 の 変 異 型 ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ っ て ラ イ ブ ラ リ ー は 作 製 さ れ る 。 本 発 明 に
よ る と 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 複 数 の 抗 体 配 列 を 含 む こ と が で き 、 そ の 配 列 多 様 性 は 主 に 重
鎖 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領 域 に あ る 。
　 一 態 様 で は 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ 配 列 ま た は ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ 配 列 の
フ レ ー ム ワ ー ク ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 連 し て 作 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 少
な く と も 重 鎖 の 残 基 ９ ５ ～ １ ０ ０ ａ を Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 又 は Ｗ Ｍ Ｔ コ ド ン セ ッ ト に よ っ て コ
ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ 、 該 Ｔ Ｍ Ｔ 、 Ｋ Ｍ Ｔ 又 は Ｗ Ｍ Ｔ コ ド
ン セ ッ ト は こ れ ら の 位 置 の あ ら ゆ る 位 置 に 対 し て 限 定 し た 一 組 の 変 異 体 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド
す る た め に 用 い ら れ る 。 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 例 に は 、 限 定 す る も の で は な い
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が 、 図 ２ お よ び 図 ９ に 挙 げ る も の が 含 ま れ 、 本 明 細 書 で 記 載 さ れ る 基 準 に 従 っ て 当 業 者 が
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 異 な る Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ デ ザ イ ン を 利 用 し て 高 親 和 性 結 合 体 を 単 離 し 、 ま
た 様 々 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 体 を 単 離 す る 。 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 多 様 化 の た め に 、 長 さ の 異
な る Ｈ ３ を 用 い て 別 々 に 構 築 し 、 混 合 し て 、 標 的 抗 原 に 対 す る 結 合 体 を 選 択 す る こ と が で
き る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー で 生 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 長 さ の 範 囲 は ３ ～ ２ ０ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ７
～ ２ ０ 、 ５ ～ １ ８ 又 は ７ ～ １ ８ 個 の ア ミ ノ 酸 で あ る が 、 こ れ と は 異 な る 長 さ の 生 成 も 可 能
で あ る 。 ま た 、 前 述 の よ う に Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 内 を 多 様 化 さ せ る こ と も で き る 。
ラ イ ブ ラ リ の 一 実 施 態 様 で は 、 図 ２ 及 び 図 ９ に 例 示 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｈ １
及 び Ｈ ２ 内 を 多 様 化 す る 。 配 列 が 異 な る 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 用 い る こ と が で き る 。
実 施 者 の 実 用 的 必 要 性 及 び 希 望 に 応 じ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 独 に 用 い る 、 又 は 様 々 な
組 み 合 わ せ の 何 れ か で 用 い る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 内 の ラ ン ダ ム
化 し た 位 置 に は 図 １ に 挙 げ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 、 複 数 の ラ イ ブ ラ リ ー を プ ー ル し て 、 固 体 担 体 選 択 お よ び 溶
液 選 別 方 法 を 使 用 し て 選 別 す る こ と が で き る 。 複 数 の 選 別 方 策 を 使 用 し て も よ い 。 例 え ば
、 １ つ の 変 更 は 固 体 に 結 合 し た 対 象 に 対 す る 選 別 、 続 い て 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 抗
ｇ Ｄ タ グ ） 上 に 存 在 し て い る か も し れ な い タ グ に 対 す る 選 別 、 続 い て 固 体 に 結 合 し た 対 象
に 対 す る 他 の 選 別 を 含 む 。 別 法 と し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー を ま ず 固 体 表 面 に 結 合 し た 対 象 上 で
選 別 し 、 次 に 溶 相 結 合 法 を 濃 度 を 段 階 的 に 下 げ た 対 象 抗 原 を 用 い て 行 う こ と に よ り 溶 出 し
た 結 合 体 を 選 別 す る 。 異 な る 選 別 方 法 を 組 み 合 わ せ て 利 用 す る と 、 高 発 現 の 配 列 だ け が 選
択 さ れ る の を 極 小 化 し て 、 い く つ か の 異 な る 高 親 和 性 ク ロ ー ン の 選 択 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 前 述 の よ う な プ ー ル し た ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た 結 合 体 の 中 か ら 、 あ る 場 合 で は 軽 鎖 内
の 多 様 性 を 限 定 す る こ と に よ っ て さ ら に 親 和 性 が 改 善 し う る こ と が 明 ら か と な っ た 。 軽 鎖
の 多 様 性 は 、 必 要 で な く て も 以 下 の よ う な 実 施 態 様 で 生 成 さ れ う る ： 多 様 化 す る Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ
１ 内 の 位 置 に は ア ミ ノ 酸 位 置 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ が 含 ま れ る ； 多 様 化 す る Ｃ Ｄ
Ｒ Ｌ ２ 内 の 位 置 に は ア ミ ノ 酸 位 置 ５ ０ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ５ が 含 ま れ る ； 多 様 化 す る
Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 内 の 位 置 に は ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５ 、 ９ ７ が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 で
は 、 ラ ン ダ ム 化 し た 位 置 は 図 １ ３ に 挙 げ る も の で あ る 。
　 こ の 実 施 態 様 の ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た 親 和 性 の 高 い 結 合 体 は 、 細 菌 及 び 真 核 生 物 の 細
胞 培 養 に お い て 効 率 よ く 容 易 に 生 成 さ れ る 。 ｇ Ｄ タ グ 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 成 分 配
列 な ど の 配 列 を 容 易 に 除 去 し た り 、 又 は 定 常 領 域 配 列 内 に 付 加 す る よ う に ベ ク タ ー を 設 定
し て 、 完 全 長 抗 体 又 は 抗 原 結 合 断 片 を 効 率 よ く 生 成 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て コ ド ン セ ッ ト と Ｃ Ｄ Ｒ の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 多 様 化 す る こ と が で
き る 。 様 々 な Ｃ Ｄ Ｒ の 組 み 合 わ せ 内 の 好 適 な コ ド ン の 例 を 図 ２ 、 ６ 、 ９ 、 １ ３ に 挙 げ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
（ ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 及 び 組 換 え 方 法 ）
　 本 発 明 の 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 換 え 生 成 の た め に 、 コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 し て 、 更 な
る ク ロ ー ニ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 ） 又 は 発 現 の た め に 複 製 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 抗 体 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 従 来 の 手 順 で 簡 単 に 単 離 し 、 配 列 決 定 さ れ る （ 例 え ば 、 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽
鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用
い て ） 。 多 く の ベ ク タ ー が 利 用 可 能 で あ る 。 用 い る 宿 主 細 胞 に あ る 程 度 依 存 し て ベ ク タ ー
を 選 択 す る 。 一 般 的 に 、 好 適 な 宿 主 細 胞 は 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 （ 一 般 的 に 哺 乳 動 物 ） 由
来 の 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
（ 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 用 い た 抗 体 生 成 ）
ベ ク タ ー の 構 築
　 本 発 明 の 抗 体 の ポ リ ペ プ チ ド 成 分 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 標 準 的 な 組
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換 え 技 術 を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 の よ う な 抗 体 産 生 細 胞 か ら 単 離 し 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 使 用 し て 合 成 す る こ と が で き る 。 ひ と た び 得 ら
れ る と 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 は 原 核 生 物 宿 主 中 で 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
複 製 し 、 発 現 す る こ と が 可 能 な 組 換 え ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 。 当 該 分 野 に お い て 入 手 で
き 知 ら れ て い る 多 く の ベ ク タ ー を 本 発 明 の 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な ベ
ク タ ー の 選 択 は 、 主 と し て 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 核 酸 の サ イ ズ と ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ
れ る 特 定 の 宿 主 に 依 存 す る 。 各 ベ ク タ ー は 、 機 能 （ 異 種 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 又 は 発
現 な い し そ の 両 方 ） 及 び 属 す る 特 定 の 宿 主 細 胞 へ の 適 合 性 に 応 じ て 、 様 々 な 成 分 を 含 む 。
一 般 的 に 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ベ ク タ ー 成 分 に は 複 製 起 源 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 、
プ ロ モ ー タ 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 （ Ｒ Ｂ Ｓ ） 、 シ グ ナ ル 配 列 、 異 種 性 核 酸 挿 入 及 び 転 写 終
末 配 列 が 含 ま れ る 。
　 一 般 に は 、 レ プ リ コ ン 及 び 宿 主 細 胞 と 適 合 性 の あ る 種 に 由 来 す る コ ン ト ロ ー ル 配 列 を 含
ん で い る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が 、 宿 主 細 胞 と 関 連 し て 使 用 さ れ る 。 そ の ベ ク タ ー は 、 通 常
、 複 製 開 始 点 並 び に 形 質 転 換 細 胞 に お い て 表 現 型 の 選 択 を 提 供 可 能 な マ ー キ ン グ 配 列 を 有
す る 。 例 え ば 、 一 般 的 に 大 腸 菌 は 、 大 腸 菌 種 由 来 の プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ を 用 い
て 形 質 転 換 す る 。 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ は ア ン ピ シ リ ン （ Ａ ｍ ｐ ） 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン （ Ｔ ｅ ｔ
） 耐 性 の コ ー ド 遺 伝 子 を 含 ん で い る た め 、 形 質 転 換 細 胞 を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。
ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 そ の 誘 導 体 又 は 他 の 微 生 物 プ ラ ス ミ ド 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ も 外 来 性 タ
ン パ ク 質 を 発 現 す る 微 生 物 に よ っ て 使 用 可 能 な プ ロ モ ー タ を 含 む か 、 含 む よ う に 変 更 さ れ
る 。 特 定 の 抗 体 の 発 現 に 使 用 さ れ る ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 誘 導 体 の 例 は Carter等 の 米 国 特 許 第 ５ ６
４ ８ ２ ３ ７ 号 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ま た 、 レ プ リ コ ン 及 び 宿 主 微 生 物 と 適 合 性 の あ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 を 含 ん で い る フ ァ ー
ジ ベ ク タ ー を 、 こ れ ら の 宿 主 と の 関 連 で ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 λ Ｇ Ｅ Ｍ .Ｔ Ｍ .-１ １ の よ う な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 、 大 腸 菌 Ｌ Ｅ
３ ９ ２ の よ う な 感 受 性 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 で き る 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製
す る 際 に 利 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 各 ポ リ ペ プ チ ド 成 分 を コ ー ド す る ２ 又 は そ れ 以 上 の プ ロ モ ー タ
－ シ ス ト ロ ン （ 翻 訳 単 位 ） 対 を 含 み う る 。 プ ロ モ ー タ ー は そ の 発 現 を 調 節 す る シ ス ト ロ ン
の 上 流 （ ５ '） に 位 置 し て い る 非 翻 訳 配 列 で あ る 。 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー は 典 型 的 に は
誘 導 性 と 構 成 的 と の 二 つ の ク ラ ス の も の が あ る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 栄 養 分 の
有 無 又 は 温 度 の 変 化 の よ う な 、 培 養 条 件 の 変 化 に 応 答 し て そ の 調 節 下 で シ ス ト ロ ン の 転 写
レ ベ ル を 増 大 さ せ る よ う に 誘 導 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
　 様 々 な 潜 在 的 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ が 非 常 に た く さ ん 公 知 と な っ て い
る 。 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー を 、 制 限 酵 素 消 化 に よ っ て 供 給 源 Ｄ Ｎ Ａ か ら プ ロ モ ー タ を 除 去
し 、 本 発 明 の ベ ク タ ー 内 に 単 離 し た プ ロ モ ー タ を 挿 入 す る こ と に よ っ て 軽 鎖 又 は 重 鎖 を コ
ー ド す る シ ス ト ロ ン Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 連 結 す る こ と が で き る 。 天 然 プ ロ モ ー タ ー 配 列 と
多 く の 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 双 方 を 、 標 的 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 を 生 じ さ せ る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 天 然 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド プ ロ モ ー タ ー と 比 較
し て 、 一 般 的 に 発 現 す る 標 的 遺 伝 子 を よ り 多 く 転 写 さ せ 、 効 率 を よ く す る の で 、 異 種 プ ロ
モ ー タ ー が 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ ー 、 β ガ ラ ク タ
マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 、 ト リ プ ト フ ァ ン (ｔ ｒ ｐ )プ ロ モ ー タ ー 系 及 び ハ イ
ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ 又 は ｔ ｒ ｃ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 し か し 、 細 菌
中 で 機 能 性 で あ る 他 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 他 の 既 知 の 細 菌 又 は フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー ）
も 好 適 で あ る 。 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 発 表 さ れ て お り 、 よ っ て 当 業 者 は 、 任 意 の 必 要 と
さ れ る 制 限 部 位 を 供 給 す る リ ン カ ー 又 は ア ダ プ タ ー を 使 用 し て 標 的 軽 鎖 及 び 重 鎖 を コ ー ド
す る シ ス ト ロ ン に そ れ ら を 作 用 可 能 に 結 合 さ せ る こ と が で き る （ Siebenlist等  (1980) Ce
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ll 20:269） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 組 換 え ベ ク タ ー 内 の 各 シ ス ト ロ ン は 、 膜 を 貫 通 し て 発 現 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド の 転 写 を 誘 導 す る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 成 分 を 含 む 。 一 般 に 、 シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク
タ ー の 成 分 で あ り う る か 、 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で あ り
う る 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め に 選 択 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 は 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ プ ロ
セ シ ン グ さ れ る （ つ ま り シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ り 切 断 さ れ る ） も の で な け れ ば な ら な
い 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 を 認 識 せ ず プ ロ セ シ ン グ す る 原 核 生 物 宿 主 細
胞 に 対 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 、 Ｉ ｐ
ｐ あ る い は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ） リ ー ダ ー 、 Ｌ ａ ｍ Ｂ 、 Ｐ ｈ ｏ Ｅ 、
Ｐ ｅ ｌ Ｂ 、 Ｏ ｍ ｐ Ａ 及 び Ｍ Ｂ Ｐ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 原 核 生 物 シ グ ナ ル 配 列 に よ っ て
置 換 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 発 現 系 の 双 方 の シ ス ト ロ ン に 使 用 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 は Ｓ
Ｔ Ｉ Ｉ シ グ ナ ル 配 列 又 は そ の 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 内 で 産 生 さ れ る の で 、
各 シ ス ト ロ ン 内 に 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 の 存 在 は 必 要 で な い 。 こ の 点 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 軽 鎖 及 び 重 鎖 は 発 現 さ れ 、 折 り 畳 ま れ 、 集 合 し て 細 胞 質 内 に 機 能 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 形
成 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 好 適 な 細 胞 質 条 件 を 示 し 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ
ッ ト を 好 適 に 折 り 畳 み 、 集 合 す る こ と が で き る 宿 主 系 が 存 在 す る （ 例 と し て 大 腸 菌 ｔ ｒ ｘ
Ｂ － 系 ） 。 Proba及 び Pluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　 本 発 明 は 、 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 成 分 の 量 的 割 合 を 本 発 明 の 抗 体 の 分 泌 及 び 好 適 な 集
積 効 率 が 最 大 と な る よ う に 調 節 す る こ と が で き る 発 現 系 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 成 分 の
翻 訳 強 度 を 同 時 に 調 節 す る こ と に よ っ て 少 な く と も あ る 程 度 そ の 調 節 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 翻 訳 強 度 を 調 節 す る 一 つ の 方 法 は 、 Simmons等 の 米 国 特 許 第 ５ ８ ４ ０ ５ ２ ３ 号 に 開 示 さ
れ て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は シ ス ト ロ ン 内 の 翻 訳 開 始 領 域 （ Ｔ Ｉ Ｒ ） の 変 異 体 を 利 用 す る
。 与 え ら れ た Ｔ Ｉ Ｒ に 対 し て 、 あ る 範 囲 の 翻 訳 強 さ を 持 つ 一 群 の ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 配 列 変
異 体 を つ く り 出 す こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 、 所 望 の 発 現 レ ベ ル の 特 異 的 鎖 に 対 し て こ の
因 子 を 調 節 す る た め の 簡 便 な 手 段 を 提 供 す る 。 Ｔ Ｉ Ｒ 変 異 体 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 す る こ
と が で き る コ ド ン 変 化 を 生 じ る 一 般 的 な 突 然 変 異 誘 発 法 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る が
、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の サ イ レ ン ト 変 化 が 好 ま し い 。 Ｔ Ｉ Ｒ の 変 異 に は 、 例 え ば シ グ ナ ル 配
列 の 変 更 と 共 に 、 シ ャ イ ン -ダ ル ガ ー ノ 配 列 の 数 又 は 間 隔 の 変 更 が 含 ま れ う る 。 変 異 体 シ
グ ナ ル 配 列 を 作 成 す る た め の あ る 方 法 は シ グ ナ ル 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ な い （ つ
ま り 変 化 が サ イ レ ン ト で あ る ） コ ー ド 配 列 の 最 初 で の 「 コ ド ン バ ン ク 」 の 産 生 で あ る 。 こ
れ は 、 各 コ ド ン の 第 三 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 達 成 で き る ； 加 え
て 、 幾 つ か の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば ロ イ シ ン 、 セ リ ン 、 及 び ア ル ギ ニ ン は バ ン ク の 作 製 に 複 雑
さ を 付 加 し 得 る 複 数 の 第 一 及 び 第 二 の 位 置 を 有 し て い る 。 こ の 突 然 変 異 誘 発 の 方 法 は Yans
ura等 (1992) METHODS: A Companion to Methods in Enzymol. 4:151-158に 詳 細 に 記 載 さ
れ て い る 。
　 好 ま し く は 、 そ こ の 各 シ ス ト ロ ン に 対 し て あ る 範 囲 の Ｔ Ｉ Ｒ 強 さ を 有 す る 一 群 の ベ ク タ
ー が 産 生 さ れ る 。 こ の 制 限 さ れ た 群 は 各 鎖 の 発 現 レ ベ ル と 様 々 な Ｔ Ｉ Ｒ 強 さ の 組 合 せ 下 で
所 望 の 抗 体 産 物 の 収 量 の 比 較 を も た ら す 。 Ｔ Ｉ Ｒ 強 さ は Simmons等 の 米 国 特 許 第 ５ ８ ４ ０
５ ２ ３ 号 に 記 載 さ れ て い る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る こ と に よ っ て 決 定 す
る こ と が で き る 。 翻 訳 強 度 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 個 々 の Ｔ Ｉ Ｒ ｓ が 選 択 さ れ て
、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト 中 で 組 み 合 わ さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 発 現 す る の に 適 し た 原 核 生 物 宿 主 細 胞 に は 、 古 細 菌 及 び 真 正 細 菌 、 例 え
ば グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 が 含 ま れ る 。 有 用 な 細 菌 の 例 に は 、 エ シ ェ リ キ ア 属 （ 例
え ば 大 腸 菌 ） 、 バ シ ラ ス 属 （ 例 え ば 枯 草 菌 ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 種 （
例 え ば 緑 膿 菌 ） 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 霊 菌 (Serratia marcescans） 、 ク レ ブ シ エ ラ 属 、 プ ロ
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テ ウ ス 属 、 赤 痢 菌 、 根 粒 菌 、 ビ ト レ オ シ ラ (Vitreoscilla)又 は パ ラ コ ッ カ ス (Paracoccus)
が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 が 使 用 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 大 腸 菌 細 胞
が 本 発 明 の 宿 主 と し て 使 用 さ れ る 。 大 腸 菌 株 の 例 と し て 、 遺 伝 子 型 W3110 Δ fhuA (Δ tonA
) ptr3 lac Iq lacL8 Δ ompTΔ (nmpc-fepE) degP41 kanR  を 有 す る ３ ３ Ｄ ３ 株 (米 国 特 許
第 5,639,635号 )を 含 む W3110株  (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (W
ashington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁 ； ATCC寄 託
番 号 27,325)及 び そ の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 ま た 、 大 腸 菌 294 (ATCC 31,446), 大 腸 菌 B, 大
腸 菌 λ  1776 (ATCC 31,537)及 び 大 腸 菌 RV308(ATCC 31,608) な ど 、 他 の 株 及 び そ の 誘 導 体
も 好 適 で あ る 。 こ の 例 は 限 定 的 な も の で な く 例 示 的 な も の で あ る 。 定 義 し た 遺 伝 子 型 を 有
す る 上 記 の 何 れ か の 細 菌 の 誘 導 体 の 構 築 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 と し て , Bassら .,
 Proteins, 8:309-314 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 一 般 的 に 、 細 菌 細 胞 中 で の レ プ リ コ ン
の 複 製 能 を 考 慮 し て 適 し た 細 菌 を 選 択 す る こ と が 必 要 で あ る 。 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２
５ 、 ｐ Ａ Ｃ Ｙ Ｃ １ ７ ７ 、 又 は ｐ Ｋ Ｎ ４ １ ０ の よ う な よ く 知 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て レ
プ リ コ ン を 供 給 す る 場 合 、 例 え ば 、 大 腸 菌 、 セ ラ シ ア 属 、 又 は サ ル モ ネ ラ 種 を 宿 主 と し て
好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 典 型 的 に 、 宿 主 細 胞 は 最 小 量 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 分 泌 し
な け れ ば な ら ず 、 望 ま し く は 更 な る プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 細 胞 培 養 中 に 導 入 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
抗 体 産 生
　 上 述 し た 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 又 は 形 質 移 入 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、
形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る の に 適 す る よ う に 修
飾 さ れ た 通 常 の 栄 養 培 地 中 で 培 養 す る 。
　 形 質 転 換 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 原 核 生 物 宿 主 中 に 導 入 し 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を 染 色 体 外 要 素 と し て 、
又 は 染 色 体 組 込 み に よ っ て 複 製 可 能 に す る こ と を 意 味 す る 。 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に 応 じ て
、 形 質 転 換 は そ の よ う な 細 胞 に 適 し た 標 準 的 技 術 を 使 用 し て な さ れ る 。 塩 化 カ ル シ ウ ム を
用 い る カ ル シ ウ ム 処 理 は 実 質 的 な 細 胞 壁 障 害 を 含 む 細 菌 細 胞 の た め に 一 般 に 使 用 さ れ る 。
形 質 転 換 の た め の 他 の 方 法 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 用 い る 。 さ ら に 別 の 方
法 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で あ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め に 使 用 さ れ る 原 核 生 物 細 胞 は 当 該 分 野 で 知 ら れ 、
選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 の 培 養 に 適 し た 培 地 中 で 増 殖 さ せ ら れ る 。 好 適 な 培 地 の 例 に は 、 ル リ
ア 培 地 （ Ｌ Ｂ ） プ ラ ス 必 須 栄 養 分 サ プ リ メ ン ト が 含 ま れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 培 地 は 発
現 ベ ク タ ー を 含 む 原 核 生 物 細 胞 の 増 殖 を 選 択 的 に 可 能 に す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー の 構 成
に 基 づ い て 選 択 さ れ る 選 択 剤 を ま た 含 む 。 例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン が ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝
子 を 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 用 培 地 に 加 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 炭 素 、 窒 素 及 び 無 機 リ ン 酸 源 の 他 に 任 意 の 必 要 な サ プ リ メ ン ト を 、 単 独 で 、 又 は 複 合 窒
素 源 の よ う な 他 の サ プ リ メ ン ト 又 は 培 地 と の 混 合 物 と し て 導 入 さ れ る 適 切 な 濃 度 で 含 有 さ
せ ら れ う る 。 場 合 に よ っ て は 、 培 養 培 地 は グ ル タ チ オ ン 、 シ ス テ イ ン 、 シ ス タ ミ ン 、 チ オ
グ リ コ レ ー ト 、 ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル 及 び ジ チ オ ト レ イ ト ー ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
一 又 は 複 数 の 還 元 剤 を 含 み う る 。
　 原 核 生 物 宿 主 細 胞 は 適 切 な 温 度 で 培 養 さ れ る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 の 増 殖 に 対 し て は 、 好 適
な 温 度 は 約 ２ ０ ℃ か ら 約 ３ ９ ℃ 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ５ ℃ か ら 約 ３ ７ ℃ の 範 囲 、 更 に よ り
好 ま し く は 約 ３ ０ ℃ で あ る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 、 主 と し て 宿 主 生 物 に 応 じ て 、 約 ５ か ら 約 ９ の
範 囲 の 任 意 の ｐ Ｈ で あ り う る 。 大 腸 菌 に 対 し て は 、 ｐ Ｈ は 好 ま し く は 約 ６ ． ８ か ら 約 ７ ．
４ 、 よ り 好 ま し く は 約 ７ ． ０ で あ る 。
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に 誘 導 性 プ ロ モ ー タ が 用 い ら れ る 場 合 、 プ ロ モ ー タ の 活 性 に 適 す
る 条 件 下 で タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 す る 。 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 制 御 の
た め に Ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ が 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 誘 導 の た
め に リ ン 酸 限 定 培 地 で 培 養 す る 。 好 ま し く は 、 リ ン 酸 限 定 培 地 は Ｃ ． Ｒ ． Ａ ． Ｐ 培 地 で あ
る （ 例 と し て 、 Simmonsら ., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を 参 照 ） 。 様 々

10

20

30

40

50

(61) JP 2007-501011 A 2007.1.25



な 他 の 誘 導 因 子 は 用 い る ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト に 応 じ て 当 業 者 に 知 り う る よ う に 用 い て
よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 発 現 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 周 辺 中 に 分 泌 さ
れ 、 そ こ か ら 回 収 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 回 収 は 、 一 般 的 に は 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 超 音 波 処 理
又 は 溶 解 の よ う な 手 段 に よ っ て 典 型 的 に は 微 生 物 を 破 壊 す る こ と を 含 む 。 ひ と た び 細 胞 が
破 壊 さ れ る と 、 細 胞 片 又 は 全 細 胞 を 遠 心 分 離 又 は 濾 過 に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る 。 タ
ン パ ク 質 は 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 更 に 精 製 す る こ と が
で き る 。 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 は 培 養 培 地 に 輸 送 し そ こ で 分 離 す る こ と が で き る 。 細 胞 を
培 養 物 か ら 除 去 す る こ と が で き 、 培 養 上 清 は 濾 過 さ れ 、 生 成 し た タ ン パ ク 質 の 更 な る 精 製
の た め に 濃 縮 さ れ る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 更 に 単 離 し 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電
気 泳 動 法 （ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 の よ う な 一 般 的 に 知 ら れ て い る
方 法 を 使 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 抗 体 産 生 は 発 酵 法 に よ っ て 多 量 に 受 け 継 が れ る 。 組 換 え タ ン パ ク
質 の 生 産 に は 様 々 な 大 規 模 流 加 発 酵 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 大 規 模 発 酵 は 少 な く と も
１ ０ ０ ０ リ ッ ト ル の 容 量 、 好 ま し く は 約 １ ０ ０ ０ か ら １ ０ ０ ０ ０ ０ リ ッ ト ル の 容 量 で あ る
。 こ れ ら の 発 酵 槽 は 、 酸 素 と 栄 養 分 、 特 に グ ル コ ー ス （ 好 ま し い 炭 素 ／ エ ネ ル ギ ー 源 ） を
分 散 さ せ る 撹 拌 翼 を 使 用 す る 。 小 規 模 発 酵 と は 一 般 に お よ そ １ ０ ０ リ ッ ト ル 以 下 の 容 積 で
、 約 １ リ ッ ト ル か ら 約 １ ０ ０ リ ッ ト ル の 範 囲 で あ り う る 発 酵 槽 で の 発 酵 を 意 味 す る 。
　 発 酵 法 で は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 誘 導 は 、 典 型 的 に は 、 細 胞 が 適 切 な 条 件 下 に て 、 初 期
定 常 期 に 細 胞 が あ る ス テ ー ジ で 、 所 望 の 密 度 、 例 え ば 約 １ ８ ０ － ２ ２ ０ の Ｏ Ｄ ５ ５ ０ ま で
増 殖 し た と こ ろ で 開 始 さ れ る 。 当 該 分 野 で 知 ら れ 上 述 さ れ て い る よ う に 、 用 い ら れ る ベ ク
タ ー コ ン ス ト ラ ク ト に 応 じ て 、 様 々 な イ ン デ ュ ー サ ー を 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 を 誘 導
前 の 短 い 時 間 の 間 、 増 殖 さ せ て も よ い 。 細 胞 は 通 常 約 １ ２ － ５ ０ 時 間 の 間 、 誘 導 さ れ る が
、 更 に 長 い 又 は 短 い 誘 導 時 間 と し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 収 量 と 品 質 を 改 善 す る た め に 、 様 々 な 発 酵 条 件 を 変 更 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 分 泌 さ れ る 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド の 正 し い 組 み 立 て と フ ォ ー ル デ ィ ン
グ を 改 善 す る た め に 、 例 え ば Ｄ ｓ ｂ タ ン パ ク 質 （ Ｄ ｓ ｂ Ａ 、 Ｄ ｓ ｂ Ｂ 、 Ｄ ｓ ｂ Ｃ 、 Ｄ ｓ ｂ
Ｄ 及 び ／ 又 は Ｄ ｓ ｂ Ｇ ） 又 は Ｆ ｋ ｐ Ａ （ シ ャ ペ ロ ン 活 性 を 持 つ ペ プ チ ジ ル プ ロ ピ ル シ ス 、
ト ラ ン ス -イ ソ メ ラ ー ゼ ） の よ う な シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 更 な る ベ ク タ ー
を 用 い て 宿 主 原 核 細 胞 を 同 時 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る 。 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 は 細 菌
宿 主 細 胞 中 で 生 産 さ れ る 異 種 性 タ ン パ ク 質 の 適 切 な 折 り 畳 み と 溶 解 性 を 容 易 に す る こ と が
実 証 さ れ て い る 。 Chen等  (1999) J Bio Chem 274:19601-19605； Georgiou等 , 米 国 特 許 第
６ ０ ８ ３ ７ １ ５ 号 ； Georgiou等 , 米 国 特 許 第 ６ ０ ２ ７ ８ ８ ８ 号 ； Bothmann及 び Pluckthun 
(2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105； Ramm及 び Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 2
75:17106-17113； Arie等  (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
　 発 現 さ れ た 異 種 タ ン パ ク 質 （ 特 に タ ン パ ク 分 解 を 受 け や す い も の ） の タ ン パ ク 質 分 解 を
最 小 に す る た め に 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 欠 く あ る 種 の 宿 主 株 を 本 発 明 に 用 い る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 原 核 生 物 宿 主 細 胞 株 を 改 変 し て 、 プ ロ テ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｏ ｍ ｐ Ｔ 、 Ｄ ｅ ｇ
Ｐ 、 Ｔ ｓ ｐ 、 プ ロ テ ア ー ゼ Ｉ 、 プ ロ テ ア ー ゼ Ｍ ｉ 、 プ ロ テ ア ー ゼ Ｖ 、 プ ロ テ ア ー ゼ Ｖ Ｉ 及
び そ の 組 合 せ の よ う な 既 知 の 細 菌 プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 遺 伝 子 突 然 変 異
を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 幾 つ か の 大 腸 菌 プ ロ テ ア ー ゼ 欠 損 株 が 利 用 で き 、 例 え ば 、 上
掲 の Joly等  (1998)； Georgiou等 , 米 国 特 許 第 ５ ２ ６ ４ ３ ６ ５ 号 ； Georgiou等 , 米 国 特 許
第 ５ ５ ０ ８ １ ９ ２ 号 ； Hara等  (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に 記 載 さ れ て
い る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 溶 解 性 酵 素 を 欠 損 し た 、 一 以 上 の シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質
を 過 剰 発 現 す る プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 株 を 本 発 明 の 発 現 系 の 宿 主 細 胞 と し て 用
い る 。
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【 ０ １ ４ ４ 】
抗 体 精 製
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 生 成 し た 抗 体 タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 し て 、 更 な
る ア ッ セ イ 及 び 使 用 の た め に 実 質 的 に 均 一 な 調 製 物 を 得 る 。 当 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な タ ン
パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 以 下 の 方 法 は 好 適 な 精 製 手 順 の 例 で あ る ： 免 疫 親
和 性 又 は イ オ ン 交 換 カ ラ ム に よ る 分 画 化 、 エ タ ノ ー ル 沈 降 法 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 シ リ カ 又 は
Ｄ Ｅ Ａ Ｅ な ど の 陽 性 交 換 樹 脂 に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 、 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 法 及 び 、 例 え ば Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ７ ５ を 用 い た
ゲ ル 濾 過 法 。
　 一 態 様 で は 、 固 形 層 に 固 定 し た プ ロ テ イ ン Ａ を 本 発 明 の 抗 体 産 物 の 免 疫 親 和 性 精 製 法 に
用 い る 。 プ ロ テ イ ン Ａ は 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 に 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 か ら 単 離
し た ４ １ ｋ Ｄ の 細 胞 壁 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Lindmark ら  (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-
13。 プ ロ テ イ ン Ａ を 固 定 し た 固 形 層 は 、 ガ ラ ス 又 は シ リ カ 表 面 、 よ り 好 ま し く は 孔 を 調 節
し た ガ ラ ス カ ラ ム 又 は ケ イ 酸 カ ラ ム を 含 む カ ラ ム が 好 ま し い 。 あ る 方 法 で は 、 カ ラ ム は 非
特 異 的 な 混 入 物 の 接 着 を 防 ぐ た め に グ リ セ ロ ー ル な ど の 試 薬 で コ ー ト さ れ て い る 。
　 精 製 の 初 め の 工 程 で は 、 上 記 に 記 載 の よ う に 細 胞 培 養 物 か ら の 調 製 物 を プ ロ テ イ ン Ａ 固
定 固 形 層 に 適 応 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ に 対 象 と す る 抗 体 を 特 異 的 に 結 合 さ せ る 。 つ い で 、 固 形
層 を 洗 浄 し て 、 固 形 層 に 非 特 異 的 に 結 合 し た 混 入 物 を 除 去 す る 。 最 後 に 、 対 象 と す る 抗 体
を 溶 出 に よ り 固 形 層 か ら 除 去 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 用 い た 抗 体 の 生 成
　 一 般 的 に 、 ベ ク タ ー は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の 一 以 上 を 含 む ： シ グ ナ ル 配 列
、 複 製 起 点 、 一 以 上 の マ ー カ 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー 因 子 、 プ ロ モ ー タ 及 び 転 写 終 末 因 子 。
（ ｉ ） シ グ ナ ル 配 列 成 分
　 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 に 用 い る ベ ク タ ー は 、 シ グ ナ ル 配 列 あ る い は 成 熟 タ ン パ ク 質 あ る い
は 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で
い て も よ い 。 好 ま し く 選 択 さ れ た 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ 加 工 さ れ
る (す な わ ち 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る )も の で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 で の
発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物 の シ グ ナ ル 配 列 並 び に ウ イ ル ス 分 泌 リ ー ダ ー 、 例 え ば 単 純 ヘ ル
ペ ス ｇ Ｄ シ グ ナ ル が 利 用 で き る 。
　 こ の よ う な 前 駆 体 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 多 価 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 読 み 枠 を 一 致 さ せ て
結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
（ ｉ ｉ ） 複 製 開 始 点
　 一 般 に は 、 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー に は 複 製 開 始 点 成 分 は 不 要 で あ る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｖ ４
０ 開 始 点 は 典 型 的 に は た だ 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 し て い る た め に 用 い ら れ る 。
（ ｉ ｉ ｉ ） 選 択 遺 伝 子 成 分
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 選 択 可 能 マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝 子 を 含 む 。
典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (ａ )ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト あ る い は テ
ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 あ る い は 他 の 毒 素 に 耐 性 を 与 え 、 (ｂ )必 要 が あ れ ば 栄 養
要 求 性 欠 陥 を 補 い 、 又 は (ｃ )複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 。
　 選 択 方 法 の 一 例 で は 、 宿 主 細 胞 の 成 長 を 抑 止 す る 薬 物 が 用 い ら れ る 。 異 種 性 遺 伝 子 で 首
尾 よ く 形 質 転 換 し た 細 胞 は 、 薬 物 耐 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を 生 産 し 、 よ っ て 選 択 工 程 を
生 存 す る 。 こ の よ う な 優 性 選 択 の 例 は 、 薬 剤 ネ オ マ イ シ ン 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 及 び ハ イ グ
ロ マ イ シ ン を 使 用 す る 。
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 切 な 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 他 の 例 は 、 抗 体 核 酸 を 捕 捉 す る こ と の で き
る 細 胞 成 分 を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る も の 、 例 え ば Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 メ タ
ロ チ オ ネ イ ン Ｉ 及 び Ｉ Ｉ 、 好 ま し く は 、 霊 長 類 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 、 ア デ ノ シ ン デ ア
ミ ナ ー ゼ 、 オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 等 々 で あ る 。
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　 例 え ば 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 選 択 遺 伝 子 に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 先 ず 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ の 競 合 的
ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る メ ト ト リ キ セ ー ト (Ｍ ｔ ｘ )を 含 む 培 地 に お い て 形 質 転 換 物 の 全 て を
培 養 す る こ と で 同 定 さ れ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た 場 合 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ
活 性 に 欠 陥 の あ る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )株 化 細 胞 で あ る （ 例 と し て 、 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ -９ ０ ９ ６ ） 。
　 あ る い は 、 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ タ ン パ ク 質 、 及 び ア ミ ノ グ リ
コ シ ド ３ '-ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ａ Ｐ Ｈ )の よ う な 他 の 選 択 可 能 マ ー カ ー で 形 質 転 換
あ る い は 同 時 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 (特 に 、 内 在 性 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 含 む 野 生 型 宿 主 )は 、 カ ナ マ
イ シ ン 、 ネ オ マ イ シ ン あ る い は Ｇ ４ １ ８ の よ う な ア ミ ノ グ リ コ シ ド 抗 生 物 質 の よ う な 選 択
可 能 マ ー カ ー の 選 択 剤 を 含 む 培 地 中 で の 細 胞 増 殖 に よ り 選 択 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許
第 ４ ９ ６ ５ １ ９ ９ 号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ７ 】
（ ｉ ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 成 分
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 通 常 は 宿 主 生 物 体 に よ っ て 認 識 さ れ 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド
核 酸 に 作 用 可 能 に 結 合 し て い る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 真 核 生 物 に 対 し て も プ ロ モ ー タ ー 配
列 が 知 ら れ て い る 。 実 質 的 に 全 て の 真 核 生 物 の 遺 伝 子 が 、 転 写 開 始 部 位 か ら お よ そ ２ ５ な
い し ３ ０ 塩 基 上 流 に 見 出 さ れ る Ａ Ｔ リ ッ チ 領 域 を 有 し て い る 。 多 数 の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 位
置 か ら ７ ０ な い し ８ ０ 塩 基 上 流 に 見 出 さ れ る 他 の 配 列 は 、 Ｎ が 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る
Ｃ Ｎ Ｃ Ａ Ａ Ｔ 領 域 で あ る 。 大 部 分 の 真 核 生 物 遺 伝 子 の ３ '末 端 に は 、 コ ー ド 配 列 の ３ '末 端
へ の ポ リ Ａ 尾 部 の 付 加 に 対 す る シ グ ナ ル で あ る Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ 配 列 が あ る 。 こ れ ら の 配 列 は
全 て 真 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー に 適 切 に 挿 入 さ れ る 。
　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら の 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 は 、 例 え ば 、 ポ リ
オ ー マ ウ ィ ル ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス (例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス ２ )、 ウ
シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 Ｂ 型 肝
炎 ウ ィ ル ス 及 び サ ル ウ ィ ル ス ４ ０ (Ｓ Ｖ ４ ０ )の よ う な ウ ィ ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る プ ロ
モ ー タ ー 、 異 種 性 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン プ ロ モ ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー に ょ っ て 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細 胞
系 に 適 合 し 得 る 限 り 、 調 節 さ れ る 。
　 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ ィ ル ス の 初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス の 複 製 起 点 を 更 に
含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 制 限 断 片 と し て 簡 便 に 得 ら れ る 。 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス の 最 初 期 プ ロ モ
ー タ ー は 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ Ｅ 制 限 断 片 と し て 簡 便 に 得 ら れ る 。 ベ ク タ ー と し て ウ シ 乳 頭 腫
ウ ィ ル ス を 用 い て 哺 乳 動 物 宿 主 中 で Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る 系 が 、 米 国 特 許 第 ４ ４ １ ９ ４ ４ ６
号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 系 の 変 形 例 は 米 国 特 許 第 ４ ６ ０ １ ９ ７ ８ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
ま た 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 由 来 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 で の マ ウ ス 細
胞 中 で の ヒ ト β イ ン タ ー フ ェ ロ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に つ い て 、 Reyes等 , Nature, 297： 598-
601(1982)を 参 照 の こ と 。 あ る い は 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス 長 末 端 反 復 を プ ロ モ ー タ ー と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
（ ｖ ） エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 成 分
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る こ の 発 明 の 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写
は 、 ベ ク タ ー 中 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て し ば し ば 増 強 さ れ る 。 哺 乳 動
物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 現 在 知 ら れ て い る (グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、
ア ル ブ ミ ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 及 び イ ン ス リ ン )。 し か し な が ら 、 典 型 的 に は 、 真 核 細
胞 ウ ィ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 例 と し て は 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の
Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (１ ０ ０ － ２ ７ ０ 塩 基 対 )、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー
エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 及 び ア デ ノ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン
サ ー が 含 ま れ る 。 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 の た め の 増 強 要 素 に つ い て は 、 Yaniv, N
ature, 297:17-18 (1982)も ま た 参 照 の こ と 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
配 列 の ５ '又 は ３ '位 で ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ う る が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー
か ら ５ '位 に 位 置 し て い る 。
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【 ０ １ ４ ９ 】
（ ｖ ｉ ） 転 写 終 結 成 分
　 ま た 、 真 核 生 物 宿 主 細 胞 に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 転 写 の 終 結 及 び ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要 な 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 又 は ウ ィ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ
又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ '、 時 に は ３ 'の 非 翻 訳 領 域 か ら 一 般 に 取 得 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 抗
体 を コ ー ド し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド セ グ メ ン ト を 含 む 。 一 つ の 有 用 な 転 写 終 結 成 分 は ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化
領 域 で あ る 。 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６ 号 と そ こ に 開 示 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 参 照 の こ
と 。
【 ０ １ ５ ０ 】
（ ｖ ｉ ｉ ） 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
　 こ こ に 記 載 の ベ ク タ ー 中 の Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ あ る い は 発 現 さ せ る た め に 適 切 な 宿 主
細 胞 は 、 脊 椎 動 物 の 宿 主 細 胞 を 含 む 本 明 細 書 中 に 記 載 の 高 等 真 核 生 物 細 胞 を 含 む 。 培 養 (
組 織 培 養 )中 で の 脊 椎 動 物 細 胞 の 増 殖 は 常 套 的 な 手 順 に な っ て い る 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主
株 化 細 胞 の 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た サ ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株  (Ｃ Ｏ Ｓ -７ , Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ １ ６ ５ １ );ヒ ト 胚 腎 臓 株 （ ２ ９ ３ 又 は 懸 濁 培 養 で の 増 殖 の た め に サ ブ ク ロ ー
ン 化 さ れ た ２ ９ ３ 細 胞 、 Graham等 , J. Gen Virol., 36:59 (1977)） ； ハ ム ス タ ー 乳 児 腎
細 胞 (Ｂ Ｈ Ｋ , Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ １ ０ )； チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (Ｃ
Ｈ Ｏ , Urlaub等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マ ウ ス の セ ル ト リ 細 胞
（ Ｔ Ｍ ４ , Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)） ;サ ル の 腎 細 胞  (Ｃ Ｖ １  Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ７ ０ ); ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル の 腎 細 胞 (Ｖ Ｅ Ｒ Ｏ -７ ６ , Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ -１ ５ ８
７ ); ヒ ト 子 宮 頸 癌 細 胞  (Ｈ Ｅ Ｌ Ａ , Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ２ ); イ ヌ 腎 細 胞  (Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ , Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ３ ４ ); バ ッ フ ァ ロ ー ラ ッ ト 肝 細 胞  (Ｂ Ｒ Ｌ ３ Ａ , Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ １ ４ ４ ２ )
; ヒ ト 肺 細 胞  (Ｗ １ ３ ８ , Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ７ ５ ); ヒ ト 肝 細 胞  (Ｈ ｅ ｐ  Ｇ ２ , Ｈ Ｂ ８ ０
６ ５ ); マ ウ ス 乳 房 腫 瘍 細 胞  (Ｍ Ｍ Ｔ ０ ６ ０ ５ ６ ２ , Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ５ １ );Ｔ Ｒ Ｉ 細 胞 （
Mather等 , Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982)） ； Ｍ Ｒ Ｃ ５ 細 胞 ;Ｆ Ｓ ４ 細 胞 ；
及 び ヒ ト 肝 癌 株 (Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ )で あ る 。
　 宿 主 細 胞 は 、 抗 体 生 産 の た め に 上 述 の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ 、
プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を
増 幅 す る た め に 適 切 に 修 飾 さ れ た 常 套 的 栄 養 培 地 で 培 養 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 宿 主 細 胞 の 培 養
　 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 は 種 々 の 培 地 に お い て 培 養 す る こ と
が で き る 。 市 販 培 地 の 例 と し て は 、 ハ ム (Ｈ ａ ｍ )の Ｆ １ ０ (シ グ マ )、 最 小 必 須 培 地 ((Ｍ Ｅ
Ｍ ),(シ グ マ )、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ (シ グ マ )及 び ダ ル ベ ッ コ の 改 良 イ ー グ ル 培 地 ((Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ ),シ グ マ )が 宿 主 細 胞 の 培 養 に 好 適 で あ る 。 ま た 、 Ham等 , Meth. Enz. 58:44 (1979), B
arnes等 , Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米 国 特 許 第 ４ ７ ６ ７ ７ ０ ４ 号 ； 同 ４ ６ ５ ７ ８
６ ６ 号 ； 同 ４ ９ ２ ７ ７ ６ ２ 号 ； 同 ４ ５ ６ ０ ６ ５ ５ 号 ； 又 は 同 ５ １ ２ ２ ４ ６ ９ 号 ； 国 際 公 開
第 ９ ０ ／ ０ ３ ４ ３ ０ 号 ； 国 際 公 開 第 ８ ７ ／ ０ ０ １ ９ ５ 号 ； 又 は 米 国 再 発 行 特 許 第 ３ ０ ９ ８
５ 号 に 記 載 さ れ た 何 れ の 培 地 も 宿 主 細 胞 に 対 す る 培 地 と し て 使 用 で き る 。 こ れ ら の 培 地 に
は 何 れ も ホ ル モ ン 及 び ／ 又 は 他 の 成 長 因 子 (例 え ば イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 又
は 表 皮 成 長 因 子 )、 塩 類 (例 え ば 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 及 び リ ン 酸
塩 )、 バ ッ フ ァ ー (例 え ば Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ )、 ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば ア デ ノ シ ン 及 び チ ミ ジ ン )、
抗 生 物 質 (例 え ば 、 Ｇ Ｅ Ｎ Ｔ Ａ Ｍ Ｙ Ｃ Ｉ Ｎ T M 薬 )、 微 量 元 素 (最 終 濃 度 が マ イ ク ロ モ ル 範 囲
で 通 常 存 在 す る 無 機 化 合 物 と し て 定 義 さ れ る )及 び グ ル コ ー ス 又 は 等 価 な エ ネ ル ギ ー 源 を
必 要 に 応 じ て 補 充 す る こ と が で き る 。 任 意 の 他 の 必 要 な 補 充 物 質 も ま た 当 業 者 に 知 ら れ て
い る 適 当 な 濃 度 で 含 む こ と が で き る 。 培 養 条 件 、 例 え ば 温 度 、 ｐ Ｈ 等 々 は 、 発 現 の た め に
選 ば れ た 宿 主 細 胞 に つ い て 過 去 に 用 い ら れ て い る も の で あ り 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う
。
【 ０ １ ５ ２ 】
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（ ｉ ｘ ） 抗 体 の 精 製
　 組 換 え 技 術 を 用 い る 場 合 、 抗 体 は 細 胞 内 で 生 成 さ れ 、 又 は 培 地 内 に 直 接 分 泌 さ れ る 。 抗
体 が 細 胞 内 に 生 成 さ れ た 場 合 、 第 １ の 工 程 と し て 、 宿 主 細 胞 か 溶 解 さ れ た 断 片 の 何 れ に し
て も 、 粒 子 状 の 細 片 が 、 例 え ば 遠 心 分 離 又 は 限 外 濾 過 に よ っ て 除 去 さ れ る 。 抗 体 が 培 地 に
分 泌 さ れ た 場 合 は 、 そ の よ う な 発 現 系 か ら の 上 清 を 、 一 般 的 に は 先 ず 市 販 の タ ン パ ク 質 濃
縮 フ ィ ル タ ー 、 例 え ば Ａ ｍ ｉ ｃ ｏ ｎ 又 は Ｐ ｅ ｌ ｌ ｉ ｃ ｏ ｎ の 限 外 濾 過 装 置 を 用 い て 濃 縮 す
る 。 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ な ど の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 上 記 の 任 意 の 工 程 に 含 め て 、 タ ン パ ク 質 分 解 を
阻 害 し て も よ く 、 ま た 抗 生 物 質 を 含 め て 外 来 性 の 汚 染 物 の 成 長 を 防 止 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 細 胞 か ら 調 製 し た 抗 体 組 成 物 は 、 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 精 製 で き 、 ア フ ィ
ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 好 ま し い 精 製 技 術 で あ る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド と し て の
プ ロ テ イ ン Ａ の 適 合 性 は 、 抗 体 中 に 存 在 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 の 種 及 び ア イ ソ タ イ
プ に 依 存 す る 。 プ ロ テ イ ン Ａ は 、 ヒ ト γ １ 、 γ ２ 、 又 は γ ４ 重 鎖 に 基 づ く 抗 体 の 精 製 に 用
い る こ と が で き る （ Lindmark等 , J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983)） 。 プ ロ テ イ ン Ｇ
は 、 全 て の マ ウ ス ア イ ソ タ イ プ 及 び ヒ ト γ ３ に 推 奨 さ れ て い る （ Guss等 , EMBO J. 5: 165
71575 (1986)） 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド が 結 合 さ れ る マ ト リ ク ス は ア ガ ロ ー ス で あ る こ
と が 最 も 多 い が 、 他 の 材 料 も 使 用 可 能 で あ る 。 孔 制 御 ガ ラ ス や ポ リ (ス チ レ ン ジ ビ ニ ル )ベ
ン ゼ ン 等 の 機 械 的 に 安 定 な マ ト リ ク ス は 、 ア ガ ロ ー ス で 達 成 で き る も の よ り 早 い 流 速 及 び
短 い 処 理 時 間 を 可 能 に す る 。 抗 体 が Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む 場 合 、 Ｂ ａ ｋ ｅ ｒ ｂ ｏ ｎ ｄ  Ａ
Ｂ Ｘ Ｔ Ｍ 樹 脂 （ J.T. Baker, Phillipsburg, NJ） が 精 製 に 有 用 で あ る 。 イ オ ン 交 換 カ ラ ム
で の 分 画 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 シ リ カ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン で
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ニ オ ン 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 上 で の Ｓ Ｅ Ｐ Ｈ Ａ Ｒ Ｏ Ｓ Ｅ Ｔ Ｍ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ポ リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 カ ラ ム ） 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ 、 及 び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 法 も 、 回 収 さ れ る 多 価 抗 体 に 応 じ て 利 用 可 能 で あ る 。
　 予 備 的 精 製 工 程 に 続 い て 、 目 的 の 抗 体 お よ び 混 入 物 を 含 む 混 合 液 を ｐ Ｈ 約 ２ ． ５ － ４ ．
５ 、 好 ま し く は 低 塩 濃 度 （ 例 と し て 、 約 ０ － ０ ． ２ ５ Ｍ 塩 ） の 溶 出 緩 衝 液 を 用 い て 低 ｐ Ｈ
疎 水 性 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 行 う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
活 性 の ア ッ セ イ 　 　 　
　 本 発 明 の 抗 体 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な ア ッ セ イ に よ っ て そ の 物 理 的 ／ 化 学 的 性
質 及 び 生 物 学 的 機 能 に つ い て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。
　 精 製 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｎ 末 端 シ ー ク エ ン シ ン グ 、
ア ミ ノ 酸 解 析 、 非 変 性 サ イ ズ 排 除 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 、 質 量 分 析 、
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び パ パ イ ン 消 化 を 含 む 一 連 の ア ッ セ イ に よ っ て 更 に 特 徴
付 け る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 こ こ で 生 産 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は そ の 生 物 学 的 活 性 に
つ い て 分 析 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は そ の 抗 原 結 合 活 性 に つ
い て 試 験 さ れ る 。 当 該 分 野 で 知 ら れ 、 こ こ で 使 用 す る こ と が で き る 抗 原 結 合 ア ッ セ イ に は
、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 エ ラ イ ザ （ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 ） 、
「 サ ン ド ウ ィ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 及 び プ ロ
テ イ ン Ａ イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 技 術 を 使 用 す る 任 意 の 直 接 的 又 は 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ が
制 限 な く 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は す べ て で は な く い く つ か の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 変 更 し
た 抗 体 を 考 慮 し 、 こ の こ と に よ っ て 抗 体 の イ ン ビ ボ 半 減 期 が 重 要 な あ る 種 の エ フ ェ ク タ ー
機 能 （ 補 体 又 は Ａ Ｄ Ｃ Ｃ な ど ） が 不 要 で 有 害 で あ る 多 く の 手 法 の 所 望 す る 候 補 と な る 。 特
定 の 実 施 態 様 で は 、 生 成 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 活 性 を 測 定 し て 、 所 望 の 特 性 が 維 持 さ
れ て い る こ と を 確 認 す る 。 イ ン ビ ボ 及 び ／ 又 は イ ン ビ ト ロ 細 胞 障 害 ア ッ セ イ を 行 っ て 、 Ｃ
Ｄ Ｃ 及 び ／ 又 は Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 活 性 の 減 少 ／ 枯 渇 を 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｆ ｃ レ セ プ
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タ ー （ Ｆ ｃ Ｒ ） 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ て 、 抗 体 が Ｆ ｃ γ Ｒ 結 合 を 欠 損 し て い る （ す な わ ち Ａ
Ｄ Ｃ Ｃ 活 性 を ほ と ん ど 欠 損 し て い る ） が 、 Ｆ ｃ Ｒ ｎ 結 合 能 は 維 持 し て い る こ と を 確 認 す る
こ と が で き る 。 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ に 関 与 し て い る 第 一 細 胞 で あ る Ｎ Ｋ 細 胞 は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ の み を
発 現 し て お り 、 そ の 一 方 で 単 核 細 胞 は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ 及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ を 発
現 し て い る 。 造 血 系 細 胞 で の Ｆ ｃ Ｒ 発 現 に つ い て は 、 Ravetch及 び Kinet, Annu. Rev. Imm
unol 9:457-92 (1991)の 464頁 の 表 3に 要 約 さ れ て い る 。 対 象 と す る 分 子 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 活 性 を
評 価 す る た め の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ の 例 は 、 米 国 特 許 第 5,500,362号 又 は 同 第 5,821,337号
に 記 載 さ れ て い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に 有 用 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に は 、 末 梢 血 単 核 細 胞
（ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 及 び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 又 は 加 え て 、 対
象 と す る 分 子 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 活 性 は 、 例 え ば Clynes ら . PNAS (USA) 95:652-656 (1998)に 開
示 さ れ て い る よ う な 動 物 モ デ ル 内 で イ ン ビ ボ に 評 価 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｃ １ ｑ 結 合
ア ッ セ イ を 行 っ て 、 抗 体 が Ｃ １ ｑ に 結 合 で き な い 、 つ ま り Ｃ Ｄ Ｃ 活 性 を 欠 損 し て い る こ と
を 確 認 し て も よ い 。 補 体 活 性 化 を 評 価 す る た め に 、 例 え ば Gazzano-Santoro ら ., J. Immu
nol. Methods 202:163 (1996)に 記 載 の よ う に 、 Ｃ Ｄ Ｃ ア ッ セ イ を 行 っ て も よ い 。 ま た 、
Ｆ ｃ Ｒ ｎ 結 合 及 び イ ン ビ ボ ク リ ア ラ ン ス ／ 半 減 期 測 定 を 、 当 分 野 で 公 知 の 方 法 、 例 え ば 実
施 例 の 項 目 で 示 す 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ヒ ト 化 抗 体
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 抗 体 を 包 含 す る 。 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 様 々 な 方 法 は 当 分 野 で よ く 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 に は 非 ヒ ト 由 来 の 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ
て い る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら
得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 呼 ば れ る 。 ヒ ト 化 は 、 本 質 的 に は ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 高 頻 度 可 変
領 域 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り ウ ィ ン タ ー と 共 同 研 究 者 の 方 法 (Jonesほ か , Nature, 321:
522-525 (1986)、 Riechmannほ か , Nature, 332:323-327 (1988)、 Verhoeyenほ か , Scienc
e, 239:1534-1536(1988))を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト
化 」 抗 体 は 、 完 全 な ヒ ト 可 変 ド メ イ ン よ り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 該 当 す る 配
列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許 第 4,816,567号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、
典 型 的 に は い く ら か の 高 頻 度 可 変 領 域 残 基 及 び 場 合 に よ っ て は い く ら か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯
類 抗 体 の 類 似 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る ヒ ト 抗 体 で あ る 。
　 抗 原 性 を 低 減 す る に は 、 ヒ ト 化 抗 体 を 生 成 す る 際 に 使 用 す る ヒ ト の 軽 重 両 方 の 可 変 ド メ
イ ン の 選 択 が 非 常 に 重 要 で あ る 。 「 ベ ス ト フ ィ ッ ト 法 」 で は 、 齧 歯 動 物 抗 体 の 可 変 ド メ イ
ン の 配 列 を 既 知 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 配 列 の ラ イ ブ ラ リ 全 体 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
次 に 齧 歯 動 物 の も の と 最 も 近 い ヒ ト 配 列 を ヒ ト 化 抗 体 の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク と し て 受 け 入
れ る (Simsほ か , J. Immunol., 151:2296 (1993)； Chothiaら , J. Mol. Biol., 196:901(1
987))。 他 の 方 法 で は 、 軽 又 は 重 鎖 の 特 定 の サ ブ グ ル ー プ の ヒ ト 抗 体 全 て の コ ン セ ン サ ス
配 列 か ら 誘 導 さ れ る 特 定 の フ レ ー ム ワ ー ク を 使 用 す る 。 同 じ フ レ ー ム ワ ー ク を い く つ か の
異 な る ヒ ト 化 抗 体 に 使 用 で き る (Carterほ か , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (19
92)； Prestaほ か , J. Immunol., 151:2623(1993))。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 更 に 、 抗 体 を 、 抗 原 に 対 す る 高 親 和 性 や 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 性 質 を 保 持 し て ヒ ト 化 す
る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 目 標 を 達 成 す る べ く 、 一 方 法 で は 、 親 及 び ヒ ト 化 配 列 の 三 次 元
モ デ ル を 使 用 し て 、 親 配 列 及 び 様 々 な 概 念 的 ヒ ト 化 産 物 の 分 析 工 程 を 経 て ヒ ト 化 抗 体 を 調
製 す る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 一 般 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ
て い る 。 選 択 さ れ た 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 推 測 三 次 元 立 体 配 座 構 造 を 図 解 し 、 表 示 す
る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 購 入 可 能 で あ る 。 こ れ ら 表 示 を 見 る こ と で 、 候 補 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 配 列 の 機 能 に お け る 残 基 の あ り そ う な 役 割 の 分 析 、 す な わ ち 候 補 免 疫 グ ロ グ リ ン の 抗
原 と の 結 合 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 が 可 能 に な る 。 こ の よ う に し て 、 例 え ば 標 的 抗
原 に 対 す る 親 和 性 が 高 ま る と い っ た 、 望 ま し い 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に 、 Ｆ Ｒ 残 基 を
レ シ ピ エ ン ト 及 び 移 入 配 列 か ら 選 択 し 、 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 高 頻 度 可
変 領 域 残 基 は 、 直 接 的 か つ 最 も 実 質 的 に 抗 原 結 合 性 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 。
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【 ０ １ ５ ８ 】
抗 体 変 異 体
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｆ ｃ 領 域 を 含 む Ｆ ｃ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 面 内 に 修 飾 を 有 す る 抗
体 断 片 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ こ で い う 修 飾 に よ っ て 異 種 性 二 量 体 化 を 容 易 に す る 及 び
／ 又 は 促 進 さ れ る 。 こ の 修 飾 は 、 第 一 Ｆ ｃ ポ リ ペ プ チ ド 内 へ の 隆 起 と 第 二 Ｆ ｃ ポ リ ペ プ チ
ド 内 へ の 腔 の 導 入 を 含 む も の で あ り 、 こ こ で い う 隆 起 は 第 一 Ｆ ｃ ポ リ ペ プ チ ド と 第 二 Ｆ ｃ
ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 化 を 促 進 す る た め に 腔 内 に 位 置 す る 。 こ れ ら の 修 飾 を 有 す る 抗 体 の
生 成 方 法 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ １ ， １ ６ ８ 号 に 記 載 さ れ て い
る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修 飾 を 考 え る 。 例 え ば 、
抗 体 の 結 合 親 和 性 及 び ／ 又 は 他 の 生 物 学 的 特 性 を 改 善 す る こ と が 望 ま れ う る 。 抗 体 の ア ミ
ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 抗 体 核 酸 中 に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 導 入 す る こ と に よ り 、 又 は ペ
プ チ ド 合 成 に よ り 調 製 さ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 例 え ば 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 残 基
の 欠 失 及 び ／ 又 は 挿 入 及 び ／ 又 は 置 換 を 含 む 。 欠 失 、 挿 入 、 及 び 置 換 の 任 意 の 組 み 合 わ せ
を そ の 最 終 コ ン ス ト ラ ク ト に 達 す る ま で な さ れ る こ と に よ っ て 最 終 コ ン ス ト ラ ク ト が 所 望
の 特 徴 を 有 す る 。 配 列 を 作 製 す る と 同 時 に 目 的 の 抗 体 ア ミ ノ 酸 配 列 に ア ミ ノ 酸 修 飾 を 導 入
す る の が よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 突 然 変 異 誘 発 の 好 ま し い 位 置 で あ る 抗 体 の 所 定 の 残 基 又 は 領 域 の 特 定 の た め に 有 用 な 方
法 は 、 Cunningham及 び Wells, Science 244: 1081-1085 (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に 「
ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 」 と 呼 ば れ る 。 こ こ で 、 標 的 残 基 の 残 基 又 は 基 が 同
定 さ れ （ 例 え ば 、 arg, asp, his, lys,及 び glu等 の 荷 電 残 基 ） 、 中 性 又 は 負 荷 電 ア ミ ノ 酸
（ 最 も 好 ま し く は ア ラ ニ ン 又 は ポ リ ア ラ ニ ン ） に 置 換 さ れ 、 ア ミ ノ 酸 と 抗 原 と の 相 互 作 用
に 影 響 を 及 ぼ す 。 つ い で 置 換 に 対 す る 機 能 的 感 受 性 を 示 す こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 置
換 部 位 に お い て 又 は そ れ に 対 し て 更 な る 又 は 他 の 変 異 体 を 導 入 す る こ と に よ り 精 製 さ れ る
。 し か し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 を 導 入 す る 部 位 は 予 め 決 定 さ れ る が 、 変 異 自 体 の 性 質 は 予
め 決 め る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 与 え ら れ た 部 位 に お け る 変 異 の 性 能 を 分 析 す る た め に 、 ａ
ｌ ａ ス キ ャ ン ニ ン グ 又 は ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 標 的 コ ド ン 又 は 領 域 で 実 施 し 、 発 現 さ れ
た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 所 望 の 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 挿 入 は 、 １ 残 基 か ら １ ０ ０ 以 上 の 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ の 範 囲 の
ア ミ ノ -及 び ／ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 融 合 物 、 並 び に 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 内
挿 入 物 を 含 む 。 末 端 挿 入 物 の 例 に は 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ル 残 基 を 持 つ 抗 体 な い し 細 胞 障 害 性
ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た 抗 体 が 含 ま れ る 。 抗 体 分 子 の 他 の 挿 入 変 異 体 は 、 抗 体 の 血 清 半 減
期 を 向 上 さ せ る 酵 素 (例 え ば Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ )又 は ポ リ ペ プ チ ド へ の 、 抗 体 の Ｎ 又 は Ｃ 末 端 へ の
融 合 物 を 含 む 。
　 他 の 型 の 変 異 体 は ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 で あ る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 抗 体 分 子 に お い て 少
な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 異 な る 残 基 で 置 換 さ れ て い る 。 置 換 突 然 変 異 に 対 し て 最 も
興 味 深 い 部 位 は 高 頻 度 可 変 領 域 を 含 む が 、 Ｆ Ｒ 変 化 も 考 え ら れ る 。 保 存 的 置 換 は 、 「 好 ま
し い 置 換 」 と 題 し て 表 ２ に 示 す 。 こ の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、
以 下 の 表 に 「 例 示 的 置 換 」 と 名 前 を 付 け 、 又 は ア ミ ノ 酸 の 分 類 に 関 し て 以 下 に 更 に 記 載 す
る よ う な 、 よ り 実 質 的 な 変 化 を 導 入 し 、 生 成 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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【 ０ １ ６ １ 】
　 抗 体 の 生 物 学 的 性 質 に お け る 実 質 的 な 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領 域 の ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 の 構
造 、 例 え ば シ ー ト 又 は 螺 旋 配 置 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 分 子 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 又 は （ ｃ ） 側
鎖 の 嵩 を 維 持 す る そ れ ら の 効 果 に お い て 実 質 的 に 異 な る 置 換 を 選 択 す る こ と に よ り 達 成 さ
れ る 。 ア ミ ノ 酸 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て 群 に 分 け る こ と が で き る ：

(1) 非 極 性 ： Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M) 
(2) 荷 電 の な い 極 性 ： Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q
) 
(3) 酸 性 ： Asp (D), Glu (E)
(4) 塩 基 性 ： Lys (K), Arg (R), His(H)
　 あ る い は 、 天 然 に 生 じ る 残 基 は 共 通 の 側 鎖 性 質 に 基 づ く グ ル ー プ に 分 け ら れ る ：
(1) 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , Met, Ala, Val, Leu, Ile；
(2) 中 性 親 水 性 ： Cys, Ser, Thr, Asn, Gln；
(3) 酸 性 ： Asp, Glu；
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(4) 塩 基 性 ： His, Lys, Arg；
(5) 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： Gly, Pro；
(6) 芳 香 族 ： Trp, Tyr, Phe。
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 に 交 換 す る こ と を 必 要 と す
る で あ ろ う 。 ま た 、 保 存 的 置 換 部 位 又 は よ り 好 ま し く は 残 り の （ 非 保 存 的 ） 部 位 内 に 置 換
さ れ た 残 基 を 導 入 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 あ る 型 の 置 換 変 異 体 は 、 親 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 ） の 一 又 は 複 数 の 高 頻 度
可 変 領 域 残 基 の 置 換 を 含 む 。 一 般 的 に 、 さ ら な る 発 展 の た め に 選 択 さ れ 、 得 ら れ た 変 異 体
は 、 そ れ ら が 作 製 さ れ た 親 抗 体 と 比 較 し て 向 上 し た 生 物 学 的 特 性 を 有 し て い る 。 そ の よ う
な 置 換 変 異 体 を 作 製 す る 簡 便 な 方 法 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 使 用 す る 親 和 性 突 然 変 異
を 含 む 。 簡 潔 に 言 え ば 、 幾 つ か の 高 頻 度 可 変 領 域 部 位 （ 例 え ば ６ － ７ 部 位 ） を 突 然 変 異 さ
せ て 各 部 位 に お け る 全 て の 可 能 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 成 さ せ る 。 こ の よ う に 生 成 さ れ た 多 価
抗 体 は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ 粒 子 か ら 、 各 粒 子 内 に 充 填 さ れ た Ｍ １ ３ の 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ 産 物 へ の
融 合 物 と し て デ ィ ス プ レ イ さ れ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 変 異 体 は 、 つ い で 、 こ こ に 開 示
さ れ る よ う な そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 （ 例 え ば 、 結 合 親 和 性 ） に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ
る 。 修 飾 の た め の 候 補 と な る 高 頻 度 可 変 領 域 部 位 を 同 定 す る た め に 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ
ン グ 突 然 変 異 誘 発 を 実 施 し 、 抗 原 結 合 に 有 意 に 寄 与 す る 高 頻 度 可 変 領 域 残 基 を 同 定 す る こ
と が で き る 。 別 法 と し て 、 又 は そ れ に 加 え て 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 結 晶 構 造 を 分 析 し て 抗
体 と 抗 原 の 接 点 を 特 定 す る の が 有 利 で あ る 場 合 も あ る 。 こ の よ う な 接 触 残 基 及 び 隣 接 残 基
は 、 こ こ に 述 べ た 技 術 に 従 う 置 換 の 候 補 で あ る 。 そ の よ う な 変 異 体 が 生 成 さ れ る と 、 変 異
体 の パ ネ ル に こ こ に 記 載 す る よ う な ス ク リ ー ニ ン グ を 施 し 、 一 又 は 複 数 の 関 連 ア ッ セ イ に
お い て 優 れ た 特 性 を 持 つ 抗 体 を 更 な る 開 発 の た め に 選 択 す る 。
　 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 方 法 に
よ っ て 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 天 然 源 か ら の 単 離 （ 天 然
に 生 じ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 の 場 合 ） 又 は 初 期 に 調 製 さ れ た 抗 体 の 変 異 体 又 は 非 変 異 体 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 又 は 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 及 び カ
セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 に よ る 調 製 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の Ｆ ｃ 領 域 内 に 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 導 入 し て
Ｆ ｃ 領 域 変 異 型 を 生 成 す る こ と が 望 ま し い 。 Ｆ ｃ 領 域 変 異 体 は 、 ヒ ン ジ シ ス テ イ ン 修 飾 を
含 む 、 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 位 置 で の ア ミ ノ 酸 修 飾 （ 例 え ば 、 置 換 ） を 有 す る ヒ ト Ｆ ｃ 領 域 配
列 （ 例 え ば ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ 　 Ｆ ｃ 領 域 ） を 含 み う る 。
　 当 分 野 で の 記 載 や 教 示 に 従 っ て 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い た 抗 体 が 野 生
型 の 対 応 抗 体 と 比 較 し て 例 え ば Ｆ ｃ 領 域 内 に 一 以 上 の 変 異 を 有 す る こ と を 考 慮 す る 。 に も
か か わ ら ず 、 こ の 抗 体 は そ の 野 生 型 対 応 物 と 比 較 し て 治 療 的 有 用 性 を 示 す 実 質 的 に 同 じ 特
徴 を 維 持 し て い る 。 例 え ば 、 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ５ １ ６ ４ ２ な ど に 記 載 の よ う に Ｃ １ ｑ 結 合 及 び ／
又 は 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 （ Ｃ Ｄ Ｃ ） を 変 更 す る （ す な わ ち 改 良 又 は 減 少 す る ） 結 果 と な る
Ｆ ｃ 領 域 内 に 特 定 の 変 異 を 生 じ さ せ る こ と が 考 え ら れ る 。 ま た 、 Ｆ ｃ 領 域 変 異 型 の 他 の 例
に 関 す る Duncan & Winter Nature 322:738-40 (1988)； 米 国 特 許 第 5,648,260号 ； 米 国 特
許 第 5,624,821号 ； 及 び WO94/29351を 参 照 。
【 ０ １ ６ ４ 】
免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
　 ま た 、 本 発 明 は 、 化 学 療 法 剤 、 薬 剤 、 成 長 阻 害 剤 、 毒 素 （ 例 え ば 、 細 菌 、 糸 状 菌 、 植 物
又 は 動 物 由 来 の 酵 素 活 性 性 毒 素 、 又 は そ の 断 片 ） 、 又 は 放 射 性 同 位 体 （ す な わ ち 放 射 性 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト ） な ど の 細 胞 毒 性 剤 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 を 含 む 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又
は 抗 体 － 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Ａ Ｄ Ｃ ） に 関 す る 。
　 細 胞 障 害 性 又 は 細 胞 分 裂 停 止 性 の 薬 剤 、 す な わ ち 癌 治 療 に お け る 腫 瘍 細 胞 を 殺 す 又 は 阻
害 す る た め の 薬 剤 の 局 部 運 搬 に 抗 体 － 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い る と (Syrigos及 び Epenet
os (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Ad
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v. Drg Del. Rev. 26:151-172； 米 国 特 許 第 4,975,278号 )、 論 理 的 に 腫 瘍 へ の 薬 剤 成 分 の
標 的 と す る 運 搬 と そ こ で の 細 胞 内 集 積 が 可 能 と な る も の で あ り 、 こ の 非 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 薬
物 作 用 剤 の 全 身 性 投 与 に よ り 正 常 細 胞 並 び に 除 去 し よ う と す る 腫 瘍 細 胞 へ の 毒 性 が 容 認 で
き な い レ ベ ル と な り う る (Baldwinら ., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Tho
rpe, (1985) 「 Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,
」  in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinche
raら . (ed.s), pp. 475-506)。 こ れ に よ っ て 、 最 小 限 の 毒 性 で 最 大 限 の 効 果 を 求 め る 。 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は こ の 方 策 に 有 用 で あ る と し て 報 告 さ れ て い る
(Rowlandら ., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。 こ の 方 法 に 用 い る 薬
物 に は 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ ジ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 及 び ビ ン デ ジ ン が 含 ま れ る
(Rowlandら ., (1986)、 上 掲 )。 抗 体 － 毒 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 用 い る 毒 素 に は 、 ジ フ テ リ ア
毒 素 な ど の 細 菌 性 毒 素 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン (Mandlerら (2000) Jour. of the Nat. Cancer 
Inst. 92(19):1573-1581； Mandlerら (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-
1028； Mandlerら (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、 メ イ タ ン シ ノ イ ド (EP 139121
3； Liuら ., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、 及 び カ リ ケ ア マ イ シ ン
(Lodeら  (1998) Cancer Res. 58:2928； Hinmanら  (1993) Cancer Res. 53:3336-3342)な
ど の リ シ ン 、 小 分 子 毒 素 な ど の 植 物 毒 が 含 ま れ る 。 該 毒 素 は 、 チ ュ ー ブ リ ン 結 合 、 Ｄ Ｎ Ａ
結 合 又 は ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻 害 を 含 む 機 能 に よ り そ の 細 胞 障 害 性 及 び 細 胞 分 裂 停 止 性 の 効
果 に 影 響 し う る 。 あ る 種 の 細 胞 障 害 性 剤 は 、 大 き な 抗 体 又 は タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー リ ガ ン
ド に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 場 合 に 、 不 活 性 又 は 活 性 が 低 減 す る 傾 向 が あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ゼ バ リ ン (ZEVALIN)（ 登 録 商 標 ） （ イ ブ リ ツ モ マ ブ チ ウ キ セ タ ン (ibritumomab tiuxetan
), Biogen/Idec） は 正 常 及 び 悪 性 の Ｂ リ ン パ 球 の 細 胞 表 面 上 に み ら れ る Ｃ Ｄ ２ ０ 抗 原 に 対
す る マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 1 1 1 In又 は 9 0 Y放 射 性 同 位 体 と が チ オ ウ レ ア リ
ン カ ー キ レ ー ト 剤 に て 結 合 し た 抗 体 － 放 射 性 同 位 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る (Wisemanら  (20
00) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77； Wisemanら  (2002) Blood 99(12):4336-42； W
itzigら  (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63； Witzigら  (2002) J. Clin. Oncol. 2
0(15):3262-69)。 ゼ バ リ ン は Ｂ 細 胞 非 ホ ジ キ ン 性 リ ン パ 球 （ Ｎ Ｈ Ｌ ） に 対 し て 活 性 を 有 す
る が 、 投 与 に よ っ て ほ と ん ど の 患 者 に 重 症 で 長 期 の 血 球 減 少 を 引 き 起 こ す 。 カ リ ケ ア マ イ
シ ン に 連 結 し た ｈ ｕ Ｃ Ｄ ３ ３ 抗 体 か ら な る 抗 体 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る マ イ ロ タ ー グ (M
YLOTARG)（ 登 録 商 標 ） （ ゲ ム ツ ズ マ ブ オ ゾ ガ ミ シ ン (gemtuzumab ozogamicin), Wyeth Pha
rmaceuticals） は 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 の 治 療 用 注 射 剤 と し て ２ ０ ０ ０ 年 に 認 可 さ れ た (Dru
gs of the Future (2000) 25(7):686； 米 国 特 許 第 4970198号 ； 同 第 5079233号 ； 同 第 55850
89号 ； 同 第 5606040号 ； 同 第 5693762号 ； 同 第 5739116号 ； 同 第 5767285号 ； 同 第 5773001号 )
。 ジ ス ル フ ィ ド リ ン カ ー Ｓ Ｐ Ｐ を 介 し て メ イ タ ン シ ノ イ ド 薬 剤 分 子 Ｄ Ｍ １ と 連 結 し て い る
ｈ ｕ Ｃ ２ ４ ２ 抗 体 か ら な る 抗 体 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る カ ン ツ ズ マ ブ メ ル タ ン シ ン (Can
tuzumab mertansine)(Immunogen, Inc.)は 、 Ｃ ａ ｎ Ａ ｇ を 発 現 す る 癌 、 例 と し て 大 腸 、 膵
臓 、 胃 な ど の 治 療 用 に 第 Ｉ Ｉ 相 試 験 へ と 進 ん で い る 。 メ イ タ ン シ ノ イ ド 薬 剤 分 子 Ｄ Ｍ １ と
連 結 し て い る 抗 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 抗 体 薬 剤 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る Ｍ Ｌ Ｎ － ２ ７ ０ ４ (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen I
nc.)は 、 前 立 腺 癌 の 潜 在 的 治 療 の 開 発 段 階 に あ る 。 ア ウ リ ス タ チ ン (auristatin)ペ プ チ ド
、 ア ウ リ ス タ チ ン Ｅ （ Ａ Ｅ ） 及 び モ ノ メ チ ル ア ウ リ ス タ チ ン （ Ｍ Ｍ Ａ Ｅ ） 、 ド ラ ス タ チ ン
(dolastatin)の 合 成 類 似 体 は 、 キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｃ Ｂ Ｒ ９ ６ （ 癌 細 胞 上 の ル イ ス
Ｙ に 特 異 的 ） 及 び ｃ Ａ Ｃ １ ０ （ 血 液 系 悪 性 腫 瘍 上 の Ｃ Ｄ ３ ０ に 特 異 的 ） (Doroninaら  (200
3) Nature Biotechnology 21(7):778-784)に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て お り 、 治 療 的 開 発 段 階 に
あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 （ 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） の 生 成 に 有 用 な 化 学 治 療 薬 を 上 に 記 載 し
た 。 用 い る こ と の で き る 酵 素 活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 に は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒
素 の 非 結 合 活 性 断 片 、 （ 緑 膿 菌 か ら の ） 外 毒 素 Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ ク
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シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ -サ ル シ ン 、 ア レ ウ リ テ ス ・ フ ォ ー デ ィ (Aleurites fordii
)タ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ ン (dianthin)タ ン パ ク 質 、 フ ィ ト ラ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca 
americana)タ ン パ ク 質 （ PAPI、 PAPII、 及 び PAP-S） 、 モ モ ル デ ィ カ ・ チ ャ ラ ン チ ア (momor
dica charantia)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン (crotin)、 サ パ オ ナ リ ア ・
オ フ ィ シ ナ リ ス (sapaonaria officinalis)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 ミ ト ゲ リ
ン (mitogellin)、 レ ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ ン (phenomycin)、 エ ノ
マ イ シ ン (enomycin)及 び ト リ コ テ セ ン (tricothecene)が 含 ま れ る 。 放 射 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
抗 体 の 生 成 に は 、 様 々 な 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド が 利 用 可 能 で あ る 。 例 と し て は 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ
、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ｎ 、 ９ ０ Ｙ 及 び １ ８ ６ Ｒ ｅ が 含 ま れ る 。 抗 体 及 び 細 胞 障 害 性 薬 の 複
合 体 は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば 、 Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(
２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル )プ ロ ピ オ ナ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 イ ミ ノ チ オ ラ ン （ Ｉ Ｔ ） 、 イ ミ ド
エ ス テ ル の 二 官 能 性 誘 導 体 （ ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ 等 ） 、 活 性 エ ス テ ル （ ジ ス ク
シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト 等 ） 、 ア ル デ ヒ ド （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 ） 、 ビ ス -ア ジ ド 化 合
物 （ ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 （ ビ ス
-(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )-エ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト （ ト リ エ ン ２
， ６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 等 ） 、 及 び ビ ス -活 性 フ ッ 素 化 合 物 （ １ ， ５ -ジ フ ル オ ロ -２ ， ４ -
ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 等 ） を 用 い て 作 成 で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , Sci
ence 238: 1098 (1987)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 カ ー ボ ン -１ ４ -
標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ
Ａ ） は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 抗 体 へ の 抱 合 の た め の キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 国 際 公 開 ９
４ ／ １ １ ０ ２ ６ 参 照 。
　 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 一 又 は 複 数 の 小 分 子 毒 素 、 例 え ば カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 メ イ タ ン
シ ノ イ ド 、 ト リ コ セ ン (trichothene)及 び Ｃ Ｃ １ ０ ６ ５ 、 及 び 毒 性 活 性 を 有 す る こ れ ら の
毒 素 の 誘 導 体 が 、 こ こ で 考 察 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
メ イ タ ン シ ン 及 び メ イ タ ン シ ノ イ ド
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 (完 全 長 又 は 断 片 )は 一 又 は 複 数 の メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子
と 結 合 し て い る 。
　 メ イ タ ン シ ノ イ ド は 、 チ ュ ー ブ リ ン 重 合 を 阻 害 す る よ う に 作 用 す る 分 裂 阻 害 剤 で あ る 。
メ イ タ ン シ ン は 、 最 初 、 東 ア フ リ カ シ ラ ブ Maytenus serrataか ら 単 離 さ れ た も の で あ る (
米 国 特 許 第 ３ ８ ９ ６ １ １ １ 号 )。 そ の 後 、 あ る 種 の 微 生 物 が メ イ タ ン シ ノ イ ド 類 、 例 え ば
メ イ タ ン シ ノ ー ル 及 び Ｃ -３ メ イ タ ン シ ノ ー ル エ ス テ ル を 生 成 す る こ と が 発 見 さ れ た (米 国
特 許 第 ４ １ ５ １ ０ ４ ２ 号 )。 合 成 メ イ タ ン シ ノ ー ル 及 び そ の 誘 導 体 及 び 類 似 体 は 、 例 え ば
米 国 特 許 第 ４ １ ３ ７ ２ ３ ０ 号 ； 同 ４ ２ ４ ８ ８ ７ ０ 号 ； 同 ４ ２ ５ ６ ７ ４ ６ 号 ； 同 ４ ２ ６ ０ ６
０ ８ 号 ； 同 ４ ２ ６ ５ ８ １ ４ 号 ； 同 ４ ２ ９ ４ ７ ５ ７ 号 ； 同 ４ ３ ０ ７ ０ １ ６ 号 ； 同 ４ ３ ０ ８ ２
６ ８ 号 ； 同 ４ ３ ０ ８ ２ ６ ９ 号 ； 同 ４ ３ ０ ９ ４ ２ ８ 号 ； 同 ４ ３ １ ３ ９ ４ ６ 号 ； 同 ４ ３ １ ５ ９
２ ９ 号 ； 同 ４ ３ １ ７ ８ ２ １ 号 ； 同 ４ ３ ２ ２ ３ ４ ８ 号 ； 同 ４ ３ ３ １ ５ ９ ８ 号 ； 同 ４ ３ ６ １ ６
５ ０ 号 ； 同 ４ ３ ６ ４ ８ ６ ６ 号 ； 同 ４ ４ ２ ４ ２ １ ９ 号 ； 同 ４ ４ ５ ０ ２ ５ ４ 号 ； 同 ４ ３ ６ ２ ６
６ ３ 号 ； 及 び 同 ４ ３ ７ １ ５ ３ ３ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 出 典 を 明 示 し て こ こ に 取
り 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
メ イ タ ン シ ノ イ ド -抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
　 治 療 指 標 を 改 善 す る 試 み に お い て 、 メ イ タ ン シ ン 及 び メ イ タ ン シ ノ イ ド は 、 腫 瘍 細 胞 抗
原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 結 合 し て い る 。 メ イ タ ン シ ノ イ ド を 含 有 す る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 及 び そ れ ら の 治 療 用 途 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ０ ８ ， ０ ２ ０ 号 、 同 ５ ， ４ １ ６ ，
０ ６ ４ 号 、 欧 州 特 許 第 ０ ４ ２ ５ ２ ３ ５ Ｂ １ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 出 典 を 明 示 し
て こ こ に 取 り 込 ま れ る 。 Liu等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93： 8618-8623(1996)に は
、 ヒ ト 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｃ ２ ４ ２ に 結 合 す る Ｄ Ｍ １ と 命 名 さ れ た メ
イ タ ン シ ノ イ ド を 含 有 す る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 記 載 さ れ て い る 。 前 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は
培 養 さ れ た 結 腸 癌 細 胞 に 対 し て 高 い 細 胞 障 害 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ て お り 、 イ ン ビ ボ
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腫 瘍 成 長 ア ッ セ イ に お い て 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す 。 Chari等 , Cancer Research, 52： 127-131(
1992)に は 、 メ イ タ ン シ ノ イ ド が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 、 ヒ ト 結 腸 癌 株 化 細 胞 の 抗
原 に 結 合 す る マ ウ ス 抗 体 Ａ ７ 、 又 は Ｈ Ｅ Ｒ -２ ／ ｎ ｅ ｕ オ ン コ ジ ー ン に 結 合 す る 他 の マ ウ
ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｔ Ａ .１ に 結 合 し て い る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 記 載 さ れ て い る 。 Ｔ
Ａ .１ -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 細 胞 障 害 性 は ヒ ト 乳 癌 株 化 細 胞 Ｓ Ｋ -Ｂ Ｒ -３ に
お け る イ ン ビ ト ロ で 試 験 さ れ 、 細 胞 当 た り ３ × １ ０ ５ Ｈ Ｅ Ｒ -２ 表 面 抗 原 が 発 現 し た 。 薬
剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ り 、 遊 離 の メ イ タ ン シ ノ イ ド 剤 に 類 似 し た 細 胞 障 害 度 が 達 成 さ れ 、
該 細 胞 障 害 度 は 、 抗 体 分 子 当 た り の メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 の 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 増
加 す る 。 Ａ ７ -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト は マ ウ ス に お い て は 低 い 全 身 性 細 胞 障 害
性 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
抗 体 -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト (免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト )
　 抗 体 -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 抗 体 又 は メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 の い ず れ の
生 物 学 的 活 性 も ほ と ん ど 低 減 す る こ と な く 、 メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 に 抗 体 を 化 学 的 に 結 合
さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 １ 分 子 の 毒 素 ／ 抗 体 は 、 裸 抗 体 の 使 用 に お い て 細 胞 障 害 性
を 高 め る こ と が 予 期 さ れ て い る が 、 抗 体 分 子 当 た り 、 平 均 ３ － ４ の メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子
が 結 合 し た も の は 、 抗 体 の 機 能 又 は 溶 解 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 、 標 的 細 胞 に 対 す る
細 胞 障 害 性 を 向 上 さ せ る と い っ た 効 力 を 示 す 。 メ イ タ ン シ ノ イ ド は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知
ら れ て お り 、 公 知 の 技 術 で 合 成 す る こ と も 、 天 然 源 か ら 単 離 す る こ と も で き る 。 適 切 な メ
イ タ ン シ ノ イ ド は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ２ ０ ８ ０ ２ ０ 号 、 及 び 他 の 特 許 、 及 び 上 述 し た 特
許 で は な い 刊 行 物 に 開 示 さ れ て い る 。 好 ま し い メ イ タ ン シ ノ イ ド は 、 メ イ タ ン シ ノ ー ル 、
及 び 種 々 の メ イ タ ン シ ノ ー ル エ ス テ ル 等 の 、 メ イ タ ン シ ノ ー ル 分 子 の 芳 香 環 又 は 他 の 位 置
が 修 飾 さ れ た メ イ タ ン シ ノ ー ル 類 似 体 で あ る 。
　 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ２ ０ ８ ０ ２ ０ 号 又 は 欧 州 特 許 第 ０ ４ ２ ５ ２ ３ ５ Ｂ １ 号 、 及 び Char
i等 , Cancer Research, 52： 127-131(1992)に 開 示 さ れ て い る も の 等 を 含 む 、 抗 体 -メ イ タ
ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る た め に 、 当 該 技 術 で 公 知 の 多 く の 結 合 基 が あ る 。 結
合 基 に は 、 上 述 し た 特 許 に 開 示 さ れ て い る よ う な ジ ス ル フ ィ ド 基 、 チ オ エ ー テ ル 基 、 酸 不
安 定 性 基 、 光 不 安 定 性 基 、 ペ プ チ タ ー ゼ 不 安 定 性 基 、 又 は エ ス テ ラ ー ゼ 不 安 定 性 基 が 含 ま
れ る が 、 ジ ス ル フ ィ ド 及 び チ オ エ ー テ ル 基 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 抗 体 と メ イ タ ン シ ノ イ ド と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン
グ 剤 、 例 え ば Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )、
ス ク シ ン イ ミ ジ ル -４ -(Ｎ -マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -１ -カ ル ボ キ シ ラ ー ト 、 イ
ミ ノ チ オ ラ ン (Ｉ Ｔ )、 イ ミ ド エ ス テ ル 類 の 二 官 能 性 誘 導 体 (例 え ば ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ ダ ー
ト Ｈ Ｃ Ｌ )、 活 性 エ ス テ ル 類 (例 え ば 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )、 ア ル デ ヒ ド 類 (例
え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド )、 ビ ス ア ジ ド 化 合 物 (例 え ば 、 ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ
キ サ ン ジ ア ミ ン )、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 (例 え ば 、 ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル
)エ チ レ ン ジ ア ミ ン )、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト (例 え ば 、 ト ル エ ン -２ ,６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト )、
及 び 二 活 性 フ ッ 素 化 合 物 (例 え ば 、 １ ,５ -ジ フ ル オ ロ -２ ,４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン )を 使 用 し
て 作 製 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い カ ッ プ リ ン グ 剤 に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 提
供 さ れ る Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -４ -(２ -ピ リ ジ ル チ オ )ペ ン タ ノ ア ー ト (Ｓ Ｐ Ｐ )及 び Ｎ -ス
ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )(Carlsson等 , Bioche
m. J. 173： 723-737[1978])が 含 ま れ る 。
　 リ ン カ ー は 結 合 の 種 類 に 応 じ て 、 種 々 の 位 置 で メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 に 結 合 し 得 る 。 例
え ば 、 従 来 か ら の カ ッ プ リ ン グ 技 術 を 使 用 し て ヒ ド ロ キ シ ル 基 と 反 応 さ せ る こ と に よ り エ
ス テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 反 応 は ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 有 す る Ｃ -３ 位 、 ヒ ド ロ キ
シ メ チ ル で 修 飾 さ れ た Ｃ -１ ４ 位 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 で 修 飾 さ れ た Ｃ -１ ５ 位 、 及 び ヒ ド ロ キ
シ ル 基 を 有 す る Ｃ -２ ０ 位 で 生 じ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 結 合 は メ イ タ ン シ ノ ー
ル 又 は メ イ タ ン シ ノ ー ル の 類 似 体 の Ｃ -３ 位 で 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】

10

20

30

40

50

(73) JP 2007-501011 A 2007.1.25



カ リ ケ ア マ イ シ ン
　 対 象 の 他 の 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に は 、 一 又 は 複 数 の カ リ ケ ア マ イ シ ン 分 子 と 結 合 し た 抗
体 が 含 ま れ る 。 抗 生 物 質 の カ リ ケ ア マ イ シ ン フ ァ ミ リ ー は サ ブ -ピ コ モ ル の 濃 度 で 二 重 鎖
Ｄ Ｎ Ａ 破 壊 を 生 じ る こ と が で き る 。 カ リ ケ ア マ イ シ ン フ ァ ミ リ ー の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
に つ い て は 、 米 国 特 許 第 ５ ７ １ ２ ３ ７ ４ 号 、 同 ５ ７ １ ４ ５ ８ ６ 号 、 同 ５ ７ ３ ９ １ １ ６ 号 、
同 ５ ７ ６ ７ ２ ８ ５ 号 、 同 ５ ７ ７ ０ ７ ０ １ 号 、 同 ５ ７ ７ ０ ７ １ ０ 号 、 同 ５ ７ ７ ３ ０ ０ １ 号 、
同 ５ ８ ７ ７ ２ ９ ６ 号 (全 て 、 American Cyanamid Company)を 参 照 の こ と 。 使 用 可 能 な カ リ
ケ ア マ イ シ ン の 構 造 類 似 体 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 γ １

Ｉ 、 α ２
Ｉ 、 α ３

Ｉ 、 Ｎ
-ア セ チ ル -γ １

Ｉ 、 Ｐ Ｓ Ａ Ｇ 及 び θ Ｉ
１ (Hinman等 , Cancer Research, 53： 3336-3342(19

93)、 Lode等  Cancer Research, 58： 2925-2928(1998)及 び 上 述 し た American Cyanamidの
米 国 特 許 )が 含 ま れ る 。 抗 体 が 結 合 可 能 な 他 の 抗 腫 瘍 剤 は 、 葉 酸 代 謝 拮 抗 薬 で あ る Ｑ Ｆ Ａ
で あ る 。 カ リ ケ ア マ イ シ ン 及 び Ｑ Ｆ Ａ は 双 方 共 、 細 胞 内 に 作 用 部 位 を 有 し 、 原 形 質 膜 を 容
易 に 通 過 し な い 。 よ っ て 抗 体 媒 介 性 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン に よ る こ れ ら の 薬 剤 の 細 胞 へ
の 取 込 に よ り 、 細 胞 障 害 効 果 が 大 き く 向 上 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
他 の 細 胞 障 害 剤
　 本 発 明 の 抗 体 と 結 合 可 能 な 他 の 抗 腫 瘍 剤 に は 、 Ｂ Ｃ Ｎ Ｕ 、 ス ト レ プ ト ゾ イ シ ン 、 ビ ン ク
リ ス チ ン 及 び ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 米 国 特 許 第 ５ ０ ５ ３ ３ ９ ４ 号 、 同 ５ ７ ７ ０ ７ １ ０ 号
に 記 載 さ れ て お り 、 集 合 的 に Ｌ Ｌ -Ｅ ３ ３ ２ ８ ８ 複 合 体 と し て 公 知 の 薬 剤 の フ ァ ミ リ ー 、
並 び に エ ス ペ ラ マ イ シ ン (esperamicine)(米 国 特 許 第 ５ ８ ７ ７ ２ ９ ６ 号 )が 含 ま れ る 。
　 使 用 可 能 な 酵 素 活 性 毒 及 び そ の 断 片 に は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 性
活 性 断 片 、 外 毒 素 Ａ 鎖 (シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ (Pseudomonas aeruginosa)よ り )
、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ -サ ル シ ン (sarcin)、
ア レ ウ ラ イ ツ ・ フ ォ ル デ ィ イ (Aleurites fordii)プ ロ テ イ ン 、 ジ ア ン シ ン (dianthin)プ ロ
テ イ ン 、 フ ィ ト ラ ッ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca americana)プ ロ テ イ ン (Ｐ Ａ Ｐ Ｉ 、 Ｐ Ａ
Ｐ Ｉ Ｉ 及 び Ｐ Ａ Ｐ -Ｓ )、 モ モ ル デ ィ カ ・ キ ャ ラ ン テ ィ ア (momordica charantia)イ ン ヒ ビ
タ ー 、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン 、 サ パ オ ナ リ ア (sapaonaria)オ フ ィ シ ナ リ ス イ ン ヒ ビ
タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 マ イ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin
)、 フ ェ ノ マ イ シ ン 、 エ ノ マ イ シ ン 及 び ト リ コ セ セ ン ス (tricothecenes)が 含 ま れ る 。 例 え
ば 、 １ ９ ９ ３ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日 公 開 の 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ２ １ ２ ３ ２ 号 を 参 照 の こ と 。
　 本 発 明 は 、 抗 体 と 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る 化 合 物 (例 え ば リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は Ｄ Ｎ Ａ エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ； Ｄ Ｎ ア ー ゼ )と の 間 に 形 成 さ れ る
免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を さ ら に 考 察 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 腫 瘍 を 選 択 的 に 破 壊 す る た め 、 抗 体 は 高 い 放 射 性 を 有 す る 原 子 を 含 有 し て よ い 。 放 射 性
コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 を 生 成 す る た め に 、 種 々 の 放 射 性 同 位 体 が 利 用 さ れ る 。 例 に は 、
Ａ ｔ ２ １ １ 、 Ｉ １ ３ １ 、 Ｉ １ ２ ５ 、 Ｙ ９ ０ 、 Ｒ ｅ １ ８ ６ 、 Ｒ ｅ １ ８ ８ 、 Ｓ ｍ １ ５ ３ 、 Ｂ ｉ
２ １ ２ 、 Ｐ ３ ２ 、 Ｐ ｂ ２ １ ２ 及 び Ｌ ｕ の 放 射 性 同 位 体 が 含 ま れ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 検 出
用 に 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ は シ ン チ グ ラ フ ィ ー 研 究 用 の 放 射 性 原 子 、 例 え ば ｔ ｃ ９ ９ ｍ 又
は Ｉ １ ２ ３ 、 又 は 核 磁 気 共 鳴 (Ｎ Ｍ Ｒ )映 像 (磁 気 共 鳴 映 像 、 mriと し て も 公 知 )用 の ス ピ ン
標 識 、 例 え ば ヨ ウ 素 -１ ２ ３ 、 ヨ ウ 素 -１ ３ １ 、 イ ン ジ ウ ム -１ １ １ 、 フ ッ 素 -１ ９ 、 炭 素 -
１ ３ 、 窒 素 -１ ５ 、 酸 素 -１ ７ 、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 マ ン ガ ン 又 は 鉄 を 含 有 し 得 る 。
　 放 射 -又 は 他 の 標 識 が 、 公 知 の 方 法 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 導 入 さ れ る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド
は 生 物 合 成 さ れ る か 、 又 は 水 素 の 代 わ り に フ ッ 素 -１ ９ を 含 む 適 切 な ア ミ ノ 酸 前 駆 体 を 使
用 す る 化 学 的 な ア ミ ノ 酸 合 成 に よ り 合 成 さ れ る 。 標 識 、 例 え ば ｔ ｃ ９ ９ ｍ 又 は Ｉ １ ２ ３ 、
Ｒ ｅ １ ８ ６ 、 Ｒ ｅ １ ８ ８ 及 び Ｉ ｎ １ １ １ は 、 ペ プ チ ド の シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て 結 合 可 能
で あ る 。 イ ッ ト リ ウ ム -９ ０ は リ ジ ン 残 基 を 介 し て 結 合 可 能 で あ る 。 IODOGEN法 (Fraker等 (
1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80： 49-57)は 、 ヨ ウ 素 -１ ２ ３ の 導 入 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 他 の 方 法 の 詳 細 は 、 「 Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」 (
Chatal, CRC Press 1989)に 記 載 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 抗 体 と 細 胞 障 害 剤 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例
え ば Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )、 ス ク シ ン
イ ミ ジ ル -４ -(Ｎ -マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -１ -カ ル ボ キ シ ラ ー ト 、 イ ミ ノ チ オ
ラ ン (Ｉ Ｔ )、 イ ミ ド エ ス テ ル 類 の 二 官 能 性 誘 導 体 (例 え ば ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ ダ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ )
、 活 性 エ ス テ ル 類 (例 え ば 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )、 ア ル デ ヒ ド 類 (例 え ば 、 グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド )、 ビ ス ア ジ ド 化 合 物 (例 え ば 、 ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ
ア ミ ン )、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 (例 え ば 、 ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )エ チ レ
ン ジ ア ミ ン )、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト (例 え ば 、 ト リ エ ン -２ ,６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト )、 及 び 二 活
性 フ ッ 素 化 合 物 (例 え ば 、 １ ,５ -ジ フ ル オ ロ -２ ,４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン )を 使 用 し て 作 製 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , Science 238:1098(1987)に 記
載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 す る こ と が で き る 。 炭 素 -１ ４ 標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン
ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン -ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ )が 抗 体 に 放 射 性 ヌ ク レ オ チ
ド を コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る た め の キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６ 号 を
参 照 さ れ た い 。 リ ン カ ー は 細 胞 中 の 細 胞 障 害 剤 の 放 出 を 容 易 に す る た め の 「 切 断 可 能 リ ン
カ ー 」 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 酸 不 安 定 性 リ ン カ ー 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 過 敏 性 リ ン カ ー 、 光 不
安 定 性 リ ン カ ー 、 ジ メ チ ル リ ン カ ー 又 は ジ ス ル フ ィ ド 含 有 リ ン カ ー が 使 用 さ れ 得 る (Chari
等 , Cancer Research, 52： 127-131(1992)； 米 国 特 許 第 ５ ２ ０ ８ ０ ２ ０ 号 )。
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 架 橋 剤 ： 市 販 さ れ て い る (例 え ば 、 Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aよ り )BMPS、 EMCS、 GMBS、 HBVS、 LC-SMCC
、 MBS、 MPBH、 SBAP、 SIA、 SIAB、 SMCC、 SMPB、 SMPH、 ス ル ホ -EMCS、 ス ル ホ -GMBS、 ス ル ホ
-KMUS、 ス ル ホ -MBS、 ス ル ホ -SIAB、 ス ル ホ -SMCC、 及 び ス ル ホ -SMPB、 及 び SVSB (succinim
idyl-(4-ビ ニ ル ス ル ホ ン )安 息 香 酸 塩 )に て 調 製 し た Ａ Ｄ Ｃ が 特 に 考 え ら れ る 。 2003-2004 
Applications Handbook and Catalogの ４ ６ ７ － ４ ９ ８ 頁 を 参 照 。
【 ０ １ ７ ５ 】
抗 体 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 本 発 明 の 抗 体 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Ａ Ｄ Ｃ ） に お い て 、 抗 体 （ Ａ ｂ ） を 、 リ ン カ ー （ Ｌ
） を 介 し て 、 一 つ 以 上 の 薬 剤 部 分 （ Ｄ ） 、 例 え ば 抗 体 に つ き 約 １ ～ 約 ２ ０ の 薬 剤 部 分 に コ
ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。 式 Ｉ の Ａ Ｄ Ｃ は い く つ か の 手 段 、 当 業 者 に 公 知 の 有 機 化 学 反 応 、 状 態
お よ び 試 薬 を 用 い て 調 製 さ れ う る ： (１ )共 有 結 合 の 後 に 薬 剤 部 分 Ｄ と 反 応 し て Ａ ｂ -Ｌ を
形 成 す る た め の 、 二 価 の リ ン カ ー 試 薬 を 用 い た 抗 体 の 求 核 基 の 反 応 ； 及 び (２ )共 有 結 合 の
後 に 抗 体 の 求 核 基 と 反 応 し て Ｄ -Ｌ を 形 成 す る た め の 、 二 価 の リ ン カ ー 試 薬 を 用 い た 薬 剤
部 分 の 求 核 基 の 反 応 、 が 含 ま れ る 。
　 　 Ａ ｂ － （ Ｌ － Ｄ ） ｐ 　 　 　 　 　 　 Ｉ
　 抗 体 上 の 求 核 基 に は 、 限 定 す る も の で な く 、 以 下 の も の を 含 む ： （ ｉ ） Ｎ 末 端 ア ミ ン 基
、 （ ｉ ｉ ） 側 鎖 ア ミ ン 基 、 例 え ば リ シ ン 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 側 鎖 チ オ ー ル 基 、 例 え ば シ ス テ イ ン
、 お よ び （ ｉ ｖ ） 抗 体 が グ リ コ シ ル 化 さ れ る 糖 水 酸 基 又 は ア ミ ノ 基 。 ア ミ ン 、 チ オ ー ル お
よ び 水 酸 基 は 、 求 核 で あ り 、 反 応 し て 、 リ ン カ ー 部 分 上 の 求 電 子 性 の 群 お よ び リ ン カ ー 試
薬 に よ り 共 有 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る ： （ ｉ ） 活 性 エ ス テ ル 、 例 え ば Ｎ Ｈ Ｓ エ ス テ ル
、 Ｈ Ｏ Ｂ ｔ エ ス テ ル 、 ハ ロ ギ 酸 お よ び 酸 ハ ロ ゲ ン 化 物 ； （ ｉ ｉ ） ア ル キ ル お よ び ベ ン ジ ル
ハ ラ イ ド 、 例 え ば ハ ロ ア セ ト ア ミ ド ； （ ｉ ｉ ｉ ） ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、 カ ル ボ キ シ ル お よ
び マ レ イ ミ ド 群 、 が 含 ま れ る 。 特 定 の 抗 体 は 、 還 元 し う る 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 、 す な わ ち シ
ス テ イ ン 架 橋 を 有 す る 。 抗 体 は 、 還 元 剤 、 例 え ば Ｄ Ｔ Ｔ （ ジ チ オ ト レ イ ト ー ル ） に よ る 処
置 に よ っ て 、 リ ン カ ー 試 薬 を 用 い た コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 を 行 っ て も よ い 。 ゆ え に 、 各 々 の
シ ス テ イ ン 架 橋 は 、 理 論 的 に は 、 ２ の 反 応 性 の チ オ ー ル 求 核 基 を 形 成 す る 。 チ オ ー ル に ア
ミ ン を 転 換 さ せ る ２ -イ ミ ノ チ オ ラ ン （ ト ラ ウ ト の 試 薬 ） を 用 い て リ シ ン を 反 応 さ せ る こ
と に よ っ て 抗 体 に 付 加 的 な 求 核 基 を 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 抗 体 を 修 飾 し て 求 電 子 性 の 部 分 を 導 入 す る
（ リ ン カ ー 試 薬 又 は 薬 剤 上 の 求 核 置 換 基 を 用 い て 反 応 さ せ る こ と が で き る ） こ と に よ っ て
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生 成 し て も よ い 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 抗 体 の 糖 質 を 、 例 え ば 過 ヨ ウ 素 酸 塩 酸 化 剤 を 用 い て
酸 化 し て 、 リ ン カ ー 試 薬 又 は 薬 剤 部 分 の ア ミ ン 基 と 反 応 す る ア ル デ ヒ ド 又 は ケ ト ン 基 を 形
成 さ せ て も よ い 。 生 じ た イ ミ ン シ ッ フ 塩 基 群 が 安 定 結 合 を 形 成 す る か 、 又 は 例 え ば 安 定 ア
ミ ン 結 合 を 形 成 さ せ る ホ ウ 化 水 素 試 薬 に よ っ て 、 還 元 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 で は 、 ガ ラ
ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 又 は ナ ト リ ウ ム メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 塩 の 何 れ か に よ る グ リ コ シ ル 化 抗 体
の 炭 水 化 物 部 分 の 反 応 に よ り 、 薬 剤 (Hermanson, Bioconjugate Techniques)上 の 適 当 な 基
と 反 応 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 の カ ル ボ ニ ル （ ア ル デ ヒ ド お よ び ケ ト ン ） 基 が 生 じ う
る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｎ 末 端 セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 ん で い る タ ン パ ク 質 は ナ ト
リ ウ ム メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 塩 と 反 応 し て 、 第 一 の ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に ア ル デ ヒ ド を 生 成 す る (G
eoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146； US 5362852)。 こ の よ う な ア
ル デ ヒ ド は 、 薬 剤 部 分 又 は リ ン カ ー 求 核 基 と 反 応 す る こ と が で き る 。
　 同 様 に 、 薬 剤 部 分 上 の 求 核 基 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の を 含 む ： 反 応
し て 、 リ ン カ ー 部 分 お よ び リ ン カ ー 試 薬 上 の 求 電 子 性 の 基 と 共 有 結 合 す る こ と が で き る ア
ミ ン 、 チ オ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 オ キ シ ム 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 チ オ セ ミ カ ル バ ゾ
ン 、 ヒ ド ラ ジ ン カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル お よ び ア リ ー ル ヒ ド ラ ジ ド 基 ： (ｉ )活 性 エ ス テ ル （ 例
え ば Ｎ Ｈ Ｓ エ ス テ ル 、 Ｈ Ｏ Ｂ ｔ エ ス テ ル 、 ハ ロ ギ 酸 お よ び 酸 ハ ロ ゲ ン 化 物 ） ； (ｉ ｉ )ア ル
キ ル お よ び ベ ン ジ ル ハ ラ イ ド 、 例 え ば ハ ロ ア セ ト ア ミ ド ； (ｉ ｉ ｉ )ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、
カ ル ボ キ シ ル お よ び マ レ イ ミ ド 基 、 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 別 法 と し て 、 抗 体 及 び 細 胞 障 害 剤 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 組 換 え 技 術 又 は
ペ プ チ ド 合 成 に よ り 作 製 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 所 望 す る 特 性 を 破 壊
し な い リ ン カ ー ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 に よ り 離 間 し て い る か 、 又 は 互 い に 隣 接 し て い
る コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ２ つ の 部 分 を コ ー ド す る 領 域 を そ れ ぞ れ 含 有 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 腫 瘍 の 事 前 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 利 用 す る た め に 、 「 レ セ プ タ ー 」
(例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )に 抗 体 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 こ こ で 抗 体 -レ セ プ タ ー コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 患 者 に 投 与 し 、 続 い て 清 澄 剤 を 使 用 し 、 循 環 か ら 非 結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 除 去
し 、 細 胞 障 害 剤 (例 え ば 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド )に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 「 リ ガ ン ド 」 (例 え ば
ア ビ ジ ン )を 投 与 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
抗 体 誘 導 体
　 本 発 明 の 抗 体 は 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ 直 ぐ に 利 用 で き る 更 な る 非 タ ン パ ク 質 性 部 分 を
含 む よ う に 更 に 修 飾 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 抗 体 の 誘 導 体 化 に 適 し た 部 分 は 水 溶
性 ポ リ マ ー で あ る 。 水 溶 性 ポ リ マ ー の 非 限 定 的 な 例 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル の コ ポ リ
マ ー 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル
ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ -１ ,３ -ジ オ キ ソ ラ ン 、 ポ リ -１ ,３ ,６ -ト リ オ キ サ ン 、 エ チ レ ン ／ 無 水
マ レ イ ン 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 （ ホ モ ポ リ マ ー か ラ ン ダ ム コ ポ リ マ ー ） 、 及 び デ キ
ス ト ラ ン 又 は ポ リ (ｎ -ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン )ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル ホ モ ポ リ マ ー 、 プ ロ リ プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド ／ エ チ レ ン オ キ シ ド コ ポ リ マ ー 、 ポ リ オ キ シ
エ チ レ ン 化 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル ） 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 及 び そ れ ら の 混
合 物 が 含 ま れ る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド は 水 中 に お け る そ の 安 定
性 の た め に 製 造 の 際 に 有 利 で あ ろ う 。 ポ リ マ ー は 任 意 の 分 子 量 で あ っ て よ く 、 分 枝 状 で も
非 分 枝 状 で も よ い 。 抗 体 に 結 合 す る ポ リ マ ー の 数 は 変 化 し て も よ く 、 一 を 超 え る ポ リ マ ー
が 結 合 す る 場 合 、 そ れ ら は 同 じ で も 異 な っ た 分 子 で も よ い 。 一 般 に 、 誘 導 体 化 に 使 用 さ れ
る ポ リ マ ー の 数 及 び ／ 又 は タ イ プ は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 そ の 抗 体 誘 導 体 が 定 ま
っ た 条 件 下 で の 治 療 に 使 用 さ れ る か ど う か 、 改 善 さ れ る 抗 体 の 特 定 の 性 質 又 は 機 能 を 含 む
考 慮 事 項 に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
医 薬 製 剤
　 本 発 明 の 抗 体 を 含 ん で な る 治 療 用 製 剤 は 、 所 望 の 純 度 を 持 つ 抗 体 と 、 場 合 に よ っ て は 生
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理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 を 混 合 す る こ と に よ り （ Remington's Phar
maceutical Sciences １ ６ 版 , Osol, A. 編  (1980)） 、 水 溶 液 、 凍 結 乾 燥 又 は 他 の 乾 燥 製
剤 の 形 態 に 調 製 さ れ て 保 存 さ れ る 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 は 、 用 い ら れ る
用 量 と 濃 度 で レ シ ピ エ ン ト に 非 毒 性 で あ り 、 ホ ス フ ェ ー ト 、 シ ト レ ー ト 、 ヒ ス チ ジ ン 及 び
他 の 有 機 酸 等 の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び メ チ オ ニ ン を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 保 存 料 （
例 え ば オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ リ ド
； ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ク ロ リ ド 、 ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム ク ロ リ ド ； フ ェ ノ ー ル 、 ブ チ ル 又 は ベ ン
ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ゾ
ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ ン タ ノ ー ル ； 及 び ｍ -ク レ ゾ ー ル ） ； 低 分 子 量 （
約 １ ０ 残 基 未 満 ） の ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の
タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ
ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又
は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 化 剤 ；
ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形
成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Ｚ ｎ -タ ン パ ク 質 複 合 体 ） ； 及 び ／ 又 は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ Ｔ Ｍ

、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ Ｔ Ｍ 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活
性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ こ で の 製 剤 は 、 治 療 さ れ る 特 定 の 徴 候 の た め に 必 要 な ら ば 一 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま
し く は 互 い に 悪 影 響 を 与 え な い 相 補 的 活 性 を 持 つ も の も 含 ん で よ い 。 そ の よ う な 分 子 は 、
好 適 に は 、 意 図 す る 目 的 の た め に 有 効 な 量 で 組 み 合 わ さ れ て 存 在 す る 。
　 ま た 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 あ る い は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ た マ
イ ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば そ れ ぞ れ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン マ イ ク ロ カ プ
セ ル 及 び ポ リ -(メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル )マ イ ク ロ カ プ セ ル に 、 コ ロ イ ド 状 ド ラ ッ グ デ リ バ リ
ー 系 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン ミ ク ロ ス フ ィ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ -
粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ ル ） に 、 あ る い は マ ク ロ エ マ ル シ ョ ン に 捕 捉 さ せ て も よ い 。 こ の よ う
な 技 術 は 、 Remington's Pharmaceutical Sciences １ ６ 版 , Osol, A.編  (1980)に 開 示 さ
れ て い る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
て 濾 過 す る こ と に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 徐 放 性 調 合 物 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 調 合 物 の 好 ま し い 例 は 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン を 含 む 疎 水 性 固 体 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 そ の マ ト リ ク ス は 成 形 物 、 例 え
ば フ ィ ル ム 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 態 で あ る 。 徐 放 性 マ ト リ ク ス の 例 に は 、 ポ リ エ ス テ
ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )、 又 は ポ リ (ビ ニ ル
ア ル コ ー ル )） 、 ポ リ ラ ク チ ド (米 国 特 許 第 ３ ７ ７ ３ ９ １ ９ 号 )、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 と γ エ チ
ル -Ｌ -グ ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー
ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 例 え ば Ｌ Ｕ Ｐ Ｒ Ｏ Ｎ  Ｄ Ｅ Ｐ Ｏ Ｔ Ｔ Ｍ （ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 及
び 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら な る 注 射 可 能 な ミ ク ロ ス フ ィ ア ） 、 及 び ポ リ -Ｄ -(-)-３ -ヒ ド ロ
キ シ ブ チ ル 酸 が 含 ま れ る 。 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 及 び 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 等 の ポ リ マ ー は 、
分 子 を １ ０ ０ 日 以 上 か け て 放 出 す る こ と を 可 能 に す る が 、 あ る 種 の ヒ ド ロ ゲ ル は タ ン パ ク
質 を よ り 短 い 時 間 で 放 出 す る 。 カ プ セ ル 化 さ れ た 抗 体 が 体 内 に 長 時 間 残 る と 、 ３ ７ ℃ の 水
分 に 暴 露 さ れ た 結 果 と し て 変 性 又 は 凝 集 し 、 生 物 活 性 を 喪 失 さ せ 免 疫 原 性 を 変 化 さ せ る お
そ れ が あ る 。 合 理 的 な 戦 略 を 、 関 与 す る メ カ ニ ズ ム に 応 じ て 安 定 化 の た め に 案 出 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ -ジ ス ル フ ィ ド 交 換 に よ る 分 子 間 Ｓ -Ｓ 結 合 の 形 成 で あ
る こ と が 見 い だ さ れ た 場 合 、 安 定 化 は ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 修 飾 し 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾
燥 さ せ 、 水 分 含 有 量 を 制 御 し 、 適 当 な 添 加 剤 を 使 用 し 、 ま た 特 定 の ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組
成 物 を 開 発 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
使 用
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　 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ ク ス ビ ボ 及 び イ ン ビ ボ の 治 療 法 で 用 い て も よ
い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ ク ス ビ ボ 及 び ／ 又 は イ ン ビ ボ で 特 異 的 抗 原 活 性 を 部
分 的 に 又 は 完 全 に ブ ロ ッ ク （ 遮 断 ） す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 本 発 明 の 少 な く と も い く つ か の 抗 体 は 、 他 の 種 か ら 抗 原 活 性 を 中 和 す る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 抗 原 を 含 ん で い る 細 胞 培 養 物 中 、 患 者 、 又 は 、
本 発 明 の 抗 体 が 交 差 反 応 す る 抗 原 を 有 す る 他 の 哺 乳 類 対 象 動 物 （ 例 え ば チ ン パ ン ジ 、 ヒ ヒ
、 マ ー モ セ ッ ト 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び 赤 毛 猿 、 ブ タ 又 は マ ウ ス ） の 特 異 的 抗 原 活 性 を 阻 害
す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 抗 原 活 性 が 阻 害
さ れ る よ う に 抗 原 と 抗 体 と を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 抗 原 活 性 を 阻 害 す る た め に 用 い る こ
と が で き る 。 抗 原 は ヒ ト タ ン パ ク 質 分 子 で あ る こ と が 好 ま し い 。
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 を 抗 原 活 性 が 有 害 で あ る 疾 患 に 罹 患 し て い る 対 象 体
の 抗 原 を 阻 害 す る 方 法 に 用 い る こ と が で き 、 そ の 方 法 は 対 象 体 の 抗 原 活 性 が 阻 害 さ れ る よ
う に 本 発 明 の 抗 体 を 対 象 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 抗 原 は ヒ ト タ ン パ ク 質 分
子 で あ り 、 対 象 体 は 患 者 で あ る 。 あ る い は 、 対 象 体 は 、 本 発 明 の 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 発
現 す る 哺 乳 動 物 で あ り う る 。 ま た 更 に 、 対 象 体 は 、 抗 原 が 導 入 さ れ た 哺 乳 動 物 で あ り え る
（ 例 え ば 、 抗 原 の 投 与 や 、 抗 原 導 入 遺 伝 子 の 発 現 に よ る ） 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 治 療 的 目 的
の た め に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 獣 医
学 の 分 野 で 、 又 は ヒ ト 疾 患 の 動 物 モ デ ル と し て 交 差 反 応 す る 抗 原 を 発 現 す る 人 間 以 外 の 哺
乳 動 物 （ 例 え ば 霊 長 類 、 ブ タ 又 は マ ウ ス ） に 投 与 す る こ と が で き る 。 後 者 に 関 し て 、 こ の
よ う な 動 物 モ デ ル は 、 本 発 明 の 抗 体 の 治 療 有 効 性 （ 例 え ば 用 量 の テ ス ト お よ び 投 与 の 時 間
経 過 ） を 評 価 す る た め に 有 効 で あ る か も し れ な い 。 治 療 的 に 有 効 で あ る 本 発 明 の 遮 断 抗 体
に は 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な く 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 抗 Ｉ ｇ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ １ １
、 抗 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 抗 イ ン タ ー フ ェ ロ ン レ セ プ タ 、 抗 肝 細 胞 成 長 因 子 （ Ｈ Ｇ Ｆ ） 、 抗
ｃ -ｍ ｅ ｔ お よ び 抗 組 織 因 子 抗 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 一 以 上 の 抗 原 分 子 の 異 常 発
現 及 び ／ 又 は 活 性 が 関 与 す る 疾 患 、 疾 病 又 は 症 状 、 の 治 療 、 阻 害 、 経 過 を 遅 延 、 再 発 を 予
防 ／ 遅 延 、 寛 解 、 又 は 予 防 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 疾 患 、 疾 病 又 は 症 状 に は 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 悪 性 及 び 良 性 の 腫 瘍 ； 非 白 血 病 及 び リ ン パ 系 の 悪 性 腫 瘍 ； 神 経 系 、 神
経 膠 、 星 状 膠 、 視 床 下 部 、 他 の 腺 性 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 性 、 上 皮 性 、 間 質 性 、 胞 胚 腔 性 の 疾
患 ； 及 び 炎 症 性 、 血 管 形 成 性 、 免 疫 系 の 疾 患 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 遮 断 抗 体 は リ ガ ン ド 抗 原 に 特 異 的 で 、 リ ガ ン ド 抗 原 を 伴 う リ ガ ン
ド -レ セ プ タ 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る か ま た は 妨 げ る こ と に よ っ て 、 対 応 す る シ グ ナ ル 経
路 お よ び 他 の 分 子 又 は 細 胞 性 の 現 象 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 抗 原 活 性 を 阻 害 す る 。 ま た 、
本 発 明 は 必 ず し も リ ガ ン ド 結 合 を 阻 害 す る と い う わ け で は な く て 、 レ セ プ タ ー 活 性 化 を 妨
ぐ レ セ プ タ ー 特 異 的 な 抗 体 を 特 徴 と し 、 そ れ に よ っ て 通 常 リ ガ ン ド 結 合 に よ っ て 開 始 す る
任 意 の 応 答 を 阻 害 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 又 は 排 他 的 に リ ガ ン ド -レ セ プ タ ー
複 合 体 と 結 合 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 特 定 の 抗 原 レ セ プ タ ー の ア ゴ
ニ ス ト と し て 作 用 し 、 そ れ に よ っ て 、 リ ガ ン ド 媒 介 性 の レ セ プ タ ー 活 性 の 活 性 化 を 完 全 に
又 は 部 分 的 に 潜 在 化 、 亢 進 又 は 活 性 化 す る 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 細 胞 障 害 性 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 を 含 ん で な る 免 疫 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 患 者 に 投 与 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ／ 又 は そ れ が 結 合
す る 抗 原 が 細 胞 に 内 在 化 さ れ て い る と 、 結 合 す る 標 的 細 胞 を 殺 す 際 の 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
の 治 療 効 果 が 増 す 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 障 害 性 剤 は 標 的 細 胞 内 の 核 酸 を 標 的 と す る
か 又 は 妨 げ る 。 こ の よ う な 細 胞 障 害 性 剤 の 例 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 何 れ か の 化 学 療 法 剤
（ 例 え ば メ イ タ ン シ ノ イ ド 又 は カ リ ケ ア マ イ シ ン ） 、 放 射 性 同 位 元 素 、 又 は Ｒ Ｎ Ａ 分 解 酵
素 な い し Ｄ Ｎ Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 単 独 で 、 ま た は 、 他 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 治 療 に 用 い る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 他 の 抗 体 、 化 学 療 法 剤 （ 一 又 は 複 数 ） （ 化 学 療 法 剤 の 混 合
を 含 む ） 、 他 の 細 胞 障 害 性 剤 （ 一 又 は 複 数 ） 、 抗 血 管 形 成 剤 （ 一 又 は 複 数 ） 、 サ イ ト カ イ
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ン お よ び ／ ま た は 増 殖 阻 害 性 剤 （ 一 又 は 複 数 ） と 同 時 に 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 が
腫 瘍 成 長 を 阻 害 す る 場 合 、 腫 瘍 成 長 を 阻 害 す る 一 つ 以 上 の 他 の 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ る こ と
が 特 に 望 ま し い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 処 置 、 例 え ば 結 腸 直 腸 癌 、 転 移 性 乳 癌 お よ び
腎 臓 癌 を 含 む 本 明 細 書 中 に 記 載 の 何 れ か の 疾 患 の 治 療 に 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 （ 例 え ば ア バ ス
チ ン ） 及 び ／ 又 は 抗 Ｅ ｒ ｂ Ｂ 抗 体 （ 例 え ば ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 抗 Ｈ Ｅ Ｒ 2抗 体 ） を
組 み 合 わ せ て も よ い 。 あ る い は 又 は 加 え て 、 放 射 線 療 法 （ 例 え ば 、 外 部 光 線 照 射 、 又 は 放
射 性 標 識 し た 抗 体 な ど の 作 用 剤 を 用 い た 治 療 ） を 患 者 に 併 用 し て も よ い 。 上 記 の 併 用 治 療
に は 、 併 用 投 与 （ ２ 以 上 の 作 用 剤 が 同 じ か 又 は 別 の 製 剤 に 包 含 さ れ る ） 及 び 別 々 の 投 与 、
別 々 の 場 合 に は 、 本 発 明 の 抗 体 は 補 助 治 療 （ 一 又 は 複 数 ） の 前 及 び ／ 又 は そ の 後 に 投 与 す
る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 抗 体 （ 及 び 補 助 治 療 薬 ） は 、 非 経 口 的 、 皮 下 、 腹 膜 内 、 肺 内 、 鼻 腔 内 、 そ し て
、 必 要 に 応 じ て 局 所 の 治 療 の た め に 、 病 巣 内 投 与 を 含 む 任 意 の 好 適 な 手 段 に よ っ て 投 与 す
る 。 非 経 口 注 入 に は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腹 膜 内 、 又 は 皮 下 的 な 投 与 を 含 む 。 加 え
て 、 抗 体 を 、 特 に 抗 体 の 用 量 を 減 少 し て 、 パ ル ス 注 入 に よ っ て 好 適 に 投 与 す る 。 投 与 が 短
期 の も の で あ る か 長 期 の も の で あ る か に あ る 程 度 依 存 し て 、 例 え ば 、 静 脈 内 又 は 皮 下 注 射
な ど の 注 射 に よ っ て 、 好 適 な 任 意 の 方 法 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 は 、 医 学 的 実 用 性 に 合 わ せ た 様 式 で 調 製 し 、 １ 回 分 に 分 け て 、 投 与
す る 。 こ こ で 考 慮 す る 要 因 は 、 治 療 す る 特 定 の 疾 患 、 治 療 す る 特 定 の 哺 乳 動 物 、 個 々 の 患
者 の 臨 床 状 態 、 疾 患 の 原 因 、 薬 剤 の 運 搬 部 位 、 投 与 の 方 法 、 投 与 の 日 程 計 画 、 お よ び 医 師
が 知 る 他 の 因 子 を 含 む 。 必 要 で は な い が 場 合 に よ っ て は 、 問 題 の 疾 患 を 予 防 す る か ま た は
治 療 す る た め に 一 般 に 用 い ら れ る 一 つ 以 上 の 作 用 剤 と 抗 体 と を 調 製 す る 。 そ の よ う な 他 の
作 用 剤 の 有 効 量 は 、 製 剤 中 の 本 発 明 の 抗 体 の 量 、 疾 患 の 型 又 は 治 療 、 及 び 上 記 の 他 の 因 子
に 依 存 す る 。 一 般 的 に 、 以 前 用 い た の と 同 じ 用 量 及 び 投 与 経 路 で 、 又 は 前 回 用 い た 用 量 の
１ ～ ９ ９ ％ で 用 い る 。
　 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 の た め に 、 本 発 明 の 抗 体 の 好 適 な 用 量 は （ 単 独 で 用 い る 場 合 、 又 は
化 学 療 法 剤 な ど の 他 の 作 用 剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い る 場 合 ） 、 治 療 す る 疾 患 の タ イ プ 、 抗 体
の タ イ プ 、 疾 患 の 重 症 度 及 び 経 過 、 抗 体 を 予 防 目 的 で 投 与 す る か 治 療 目 的 で 投 与 す る か 、
以 前 の 治 療 法 、 患 者 の 病 歴 及 び 抗 体 へ の 応 答 性 、 及 び 担 当 医 師 の 判 断 に 依 存 す る で あ ろ う
。 抗 体 は 一 時 的 又 は 一 連 の 治 療 に わ た っ て 好 適 に 患 者 に 投 与 さ れ る 。 疾 患 の タ イ プ 及 び 重
症 度 に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 例 え ば ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ ） の 抗 体 が 、 例 え ば 一 以 上 の 分 割 投 与 又 は 連 続 注 入 に よ る 患 者 投 与 の 初 期 候 補 用 量 で
あ る 。 あ る 典 型 的 な １ 日 量 は 、 上 記 の 要 因 に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
以 上 の 範 囲 で あ ろ う 。 症 状 に 応 じ て 、 数 日 間 以 上 に わ た る 繰 り 返 し 投 与 は 、 所 望 の 疾 患 症
状 の 抑 制 が 得 ら れ る ま で 持 続 す る 。 抗 体 の 用 量 の 例 は 、 約 ０ ． ０ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 １ ０ ｍ
ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ ろ う 。 ゆ え に 、 約 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ２ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ４ ． ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ 又 は １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 一 以 上 の 用 量 を （ 又 は そ れ ら を 組 み 合 わ せ て ） 患 者 に 投 与 し
て も よ い 。 こ の よ う な 用 量 は 、 間 欠 的 に 、 例 え ば 週 ご と 又 は ３ 週 ご と に 投 与 し て も よ い （
例 え ば 患 者 に 約 ２ ～ 約 ２ ０ 、 例 え ば 約 ６ 用 量 の 抗 体 が 投 与 さ れ る ） 。 初 期 の よ り 高 い 負 荷
投 与 量 の 後 、 一 以 上 の よ り 低 い 用 量 を 投 与 し て も よ い 。 例 示 的 用 量 療 法 は 、 約 ４ ｍ ｇ ／ ｋ
ｇ の 初 期 負 荷 投 与 量 の 後 、 約 ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 毎 週 の 維 持 用 量 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
し か し な が ら 、 他 の 投 与 計 画 が 有 効 か も し れ な い 。 こ の 治 療 の 進 行 は 、 従 来 技 術 及 び ア ッ
セ イ に よ り 容 易 に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
製 造 品
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 上 記 の 疾 患 の 治 療 、 予 防 及 び ／ 又 は 診 断 に 有 用 な 物 質 を 含 む 製
造 品 が 提 供 さ れ る 。 該 製 造 品 は 容 器 と 該 容 器 の 又 は 該 容 器 に 付 随 す る ラ ベ ル 又 は パ ッ ケ ー
ジ 挿 入 物 を 具 備 す る 。 好 適 な 容 器 に は 、 例 え ば 、 ビ ン 、 バ イ ア ル 、 シ リ ン ジ 等 々 が 含 ま れ
る 。 容 器 は 、 様 々 な 材 料 、 例 え ば ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク か ら 形 成 さ れ う る 。 容 器 は 、 そ
れ の み に よ っ て 又 は 他 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 症 状 を 治 療 、 予 防 及 び ／ 又 は 診 断 す る の に
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有 効 な 組 成 物 を 収 容 し 、 滅 菌 ア ク セ ス ポ ー ト を 有 し う る （ 例 え ば 、 容 器 は 皮 下 注 射 針 が 貫
通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る バ イ ア ル 又 は 静 脈 内 投 与 溶 液 バ ッ グ で あ り う る ） 。 組 成 物 中
の 少 な く と も 一 つ の 活 性 剤 は 本 発 明 の 抗 体 で あ る 。 ラ ベ ル 又 は パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 は 、 組 成
物 が 癌 の よ う な 選 択 し た 症 状 の 治 療 に 使 用 さ れ る こ と を 示 す 。 更 に 、 製 造 品 は 、 （ ａ ） 組
成 物 を 中 に 収 容 し 、 そ の 組 成 物 が 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 第 一 の 容 器 と ； （ ｂ ） 組 成 物 を 中 に
収 容 し 、 そ の 組 成 物 が 更 な る 細 胞 毒 性 剤 を 含 む 第 二 の 容 器 と を 含 み う る 。 本 発 明 の こ の 実
施 態 様 に お け る 製 造 品 は 、 第 一 及 び 第 二 抗 体 組 成 物 を 特 定 の 症 状 、 例 え ば 癌 の 治 療 に 使 用
す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 を 更 に 含 む 。 あ る い は 、 も し く は 付
加 的 に 、 製 造 品 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 注 射 用 の 静 菌 水 （ Ｂ Ｗ Ｆ Ｉ ）
、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 リ ン ガ ー 液 及 び デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 を 含 む 第 二 の （ 又 は 第 三 の
） 容 器 を 更 に 具 備 し て も よ い 。 更 に 、 他 の バ ッ フ ァ ー 、 希 釈 剤 、 フ ィ ル タ ー 、 針 、 シ リ ン
ジ を 含 む 、 商 業 上 及 び 使 用 者 の 見 地 か ら 望 ま し い 他 の 材 料 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 一 般 的 に 本 発 明 を 記 載 し た も の で あ っ て 、 同 様 に 、 限 定 を 意 図 す る の で は な く 例 と し て
あ げ る 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 容 易 に 理 解 し う る で あ ろ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ８ ８ 】
実 施 例 １ 　 Ｔ ｙ ｒ 又 は Ｓ ｅ ｒ の み で ラ ン ダ ム 化 し た Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ Ｆ ａ ｂ ラ イ ブ ラ リ の 構 築
　 Ｆ ａ ｂ 重 鎖 及 び 遺 伝 子 ３ 微 量 コ ー ト タ ン パ ク 質 （ Ｐ ３ Ｃ ） の Ｃ 末 端 ド メ イ ン 間 に 挿 入 し
た ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン に よ っ て 二 量 体 化 し た 二 価 の Ｆ ａ ｂ 分 子 を 表 出 す る フ ァ ジ ミ
ド ベ ク タ ー を 用 い て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ ｂ ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し た 。 こ の ベ ク タ ー
は 図 １ ８ に 示 す 配 列 （ 配 列 番 号 １ ４ ） を 含 む 。 前 記 ベ ク タ ー （ 図 １ ９ に 概 略 的 に 示 す ） は
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 性 Ｐ ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 制 御 下 に ヒ ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 。 ヒ
ト 化 抗 体 ４ Ｄ ５ は 、 主 に 重 鎖 及 び 軽 鎖 中 の ヒ ト コ ン セ ン サ ス 配 列 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と 、
Ｈ ｅ ｒ -２ に 特 異 的 な マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 抗 Ｈ
ｅ ｒ -２ 抗 体 の 作 製 方 法 及 び 可 変 ド メ イ ン 配 列 の 同 定 は 、 米 国 特 許 第 ５ ８ ２ １ ３ ３ ７ 号 及
び 同 第 ６ ０ ５ ４ ２ ９ ７ 号 に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ２ つ の ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し た 。 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ａ は ３ つ す べ て の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ に ラ ン ダ
ム 化 し た 残 基 を 有 す る よ う に 、 一 方 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ｂ は ３ つ す べ て の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ と 軽 鎖
Ｃ Ｄ Ｒ ３ に ラ ン ダ ム 化 し た 残 基 を 有 す る よ う に 構 築 し た 。 ラ ン ダ ム 化 し た 特 定 の 残 基 を 図
１ に 示 す 。
　 ラ ン ダ ム 化 し た 各 々 の 位 置 の 野 生 型 コ ド ン を 、 等 モ ル 比 の Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｓ ｅ ｒ を コ ー ド す
る 縮 重 Ｔ Ｍ Ｔ コ ド ン （ 等 モ ル 比 の Ｍ ＝ Ａ ／ Ｃ ） に 置 換 し た 。 加 え て 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ の 長 さ を
位 置 １ ０ １ ～ １ ０ ７ の ７ 野 生 型 コ ド ン を 異 な る 数 の Ｔ Ｍ Ｔ コ ド ン （ ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ａ は
７ ～ ２ ０ 、 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ｂ は ７ ～ １ ５ ） で 置 換 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 長 さ
を 変 え た 。 加 え て 、 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ｂ の Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ を ラ ン ダ ム 化 し て 、 ５ ０ ％ の ラ イ ブ
ラ リ メ ン バ ー が 位 置 ９ １ を 欠 損 し 、 残 り の ５ ０ ％ は 位 置 ９ １ に 野 生 型 の Ｇ ｌ ｎ 残 基 を 含 む
よ う に し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 既 に 記 載 の 方 法 (Sidhu, S. S., Lowman, H. B., Cunningham, B. C. & Wells, J. A., 
Methods Enzymol. (2000), 328, 333-363)と Kunkel法 (Kunkel, T. A., Roberts, J. D. &
 Zakour, R. A., Methods Enzymol.　 (1987), 154, 367-382)を 用 い て ラ イ ブ ラ リ を 構 築
し た 。 Ｆ ａ ｂ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー の 特 定 の 型 で あ る 「 停 止 鋳 型 」 を 用 い て 、 ラ イ ブ ラ リ
Ｙ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ｓ -Ｂ の 両 方 を 作 製 し た 。 重 鎖 の 位 置 ３ ０ 、 ３ ３ 、 ５ ２ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 、 ５ ７
、 ６ ０ 、 １ ０ ２ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ４ 、 １ ０ ７ 、 １ ０ ８ に Ｔ Ａ Ａ 停 止 コ ド ン を 挿 入 し た ｐ Ｖ ０
３ ５ ０ -４ と 称 す る フ ァ ジ ミ ド 鋳 型 （ 図 ２ ４ に 記 載 の 配 列 、 配 列 番 号 ５ を 含 む フ ァ ジ ミ ド
ベ ク タ ー ） を 用 い た 。 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ に は 停 止 コ ド ン を 導 入 し な か っ た 。 多 様 化 さ せ る 位 置
を 縮 重 Ｔ Ｍ Ｔ コ ド ン で 突 然 変 異 さ せ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 Ｃ Ｄ Ｒ 多 様 化 の 導 入
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と 停 止 コ ド ン の 修 復 を 同 時 に 行 っ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ２ に 示 す 。 両 方 の ラ イ
ブ ラ リ と も 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｈ １ 及 び Ｈ ２ そ れ ぞ れ を 用 い て Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ １ と Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ
２ に 多 様 化 を 導 入 し た 。 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ａ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｈ ３ － ７ 、 Ｈ ３ － ８
、 Ｈ ３ － ９ 、 Ｈ ３ － １ ０ 、 Ｈ ３ － １ １ 、 Ｈ ３ － １ ２ 、 Ｈ ３ － １ ３ 、 Ｈ ３ － １ ４ 、 Ｈ ３ － １
５ 、 Ｈ ３ － １ ６ 、 Ｈ ３ － １ ７ 、 Ｈ ３ － １ ８ 、 Ｈ ３ － １ ９ 及 び Ｈ ３ － ２ ０ の 等 モ ル 混 合 物 を
用 い て Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ を 多 様 化 し た 。 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ － Ｂ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｈ ３ － ７
、 Ｈ ３ － ８ 、 Ｈ ３ － ９ 、 Ｈ ３ － １ ０ 、 Ｈ ３ － １ １ 、 Ｈ ３ － １ ２ 、 Ｈ ３ － １ ３ 、 Ｈ ３ － １ ４
及 び Ｈ ３ － １ ５ の 等 モ ル 混 合 物 を 用 い て Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ３ を 多 様 化 し た 。 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ｂ は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｌ ３ ａ 及 び Ｌ ３ ｂ の 等 モ ル 混 合 物 を 用 い て Ｃ Ｄ Ｒ -Ｌ ３ を 多 様 化 し
た 。 ラ ン ダ ム 化 す る す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ の 突 然 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 一 の 突 然 変 異 誘 発
反 応 に 同 時 に 入 れ て 、 す べ て の 突 然 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 同 時 移 入 に よ り 各 々 の 位 置
を 所 望 の よ う に 多 様 化 す る と 同 時 に す べ て の Ｔ Ａ Ａ 停 止 コ ド ン を 修 復 さ せ 、 ホ モ 二 量 体 化
し た ロ イ シ ン ジ ッ パ ー と Ｐ ３ Ｃ に 融 合 し た Ｆ ａ ｂ ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー を コ ー ド す る オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 生 成 し た 。
　 突 然 変 異 誘 発 反 応 物 を 大 腸 菌 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 内 に 電 気 穿 孔 法 に て 導 入 し (Sidhu ら ., 上 掲 )
、 形 質 転 換 細 胞 を Ｍ １ ３ -Ｋ Ｏ ７ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ (New England Biolabs, Beverly, MA)
の 存 在 下 に て 一 晩 培 養 し て 、 前 記 フ ァ ジ ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 包 含 し 、 そ の 細 胞 表 面 上 に Ｆ ａ ｂ フ
ラ グ メ ン ト を 表 出 し た フ ァ ー ジ 粒 子 を 生 成 し た 。 各 ラ イ ブ ラ リ は ５ × １ ０ ９ の 一 致 し な い
メ ン バ ー を 含 有 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
実 施 例 ２ 　 ナ イ ー ブ ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ｓ -Ｂ か ら の 特 異 的 抗 体 の 選 別
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ -Ａ 又 は Ｙ Ｓ -Ｂ （ 実 施 例 １ ） の フ ァ ー ジ に つ い て 結 合 選 別 操 作 を 繰 り 返
し て 、 対 象 と す る 標 的 に 結 合 す る ク ロ ー ン を 濃 縮 し た 。 各 ラ イ ブ ラ リ の ８ つ の 標 的 タ ン パ
ク 質 ： ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 マ ウ ス の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 （
Ａ Ｐ ） 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 エ ル ビ ン -Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 及 び イ ン ス リ ン に つ い て 別 々
に 解 析 し た 。 こ の 結 合 選 別 は 既 に 記 載 の 方 法 （ Sidhuら 、 上 記 ） に 従 い 行 っ た 。
　 捕 獲 標 的 （ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に て Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ ９ ６ ウ ェ ル Maxisorpイ ム ノ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一
晩 コ ー ト し 、 Superblock Ｔ Ｂ Ｓ （ ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） (Pierce)で ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し
た 。 既 に 記 載 し た よ う に （ Sidhuら 、 上 記 ） 、 フ ァ ー ジ を 一 晩 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 後 、 Ｐ Ｅ
Ｇ ／ Ｎ ａ Ｃ ｌ で 沈 殿 さ せ て 濃 縮 し 、 Superblock Ｔ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ (Sigm
a)に 再 懸 濁 し た 。 上 記 コ ー ト し た イ ム ノ プ レ ー ト に フ ァ ー ジ 溶 液 （ １ ０ １ ２ フ ァ ー ジ ／ ｍ
Ｌ ） を 加 え た 。 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て フ ァ ー ジ を 結 合 さ せ た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％
Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ で プ レ ー ト を １ ０ 回 洗 浄 し た 。 ０ ． １ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ に て 結 合 し た フ ァ ー ジ を
１ ０ 分 間 溶 出 し 、 １ ． ０ Ｍ 　 ト リ ス 塩 基 で 溶 出 物 を 中 和 し た 。 溶 出 し た フ ァ ー ジ を 大 腸 菌
Ｘ Ｌ １ ブ ル ー で 増 幅 し 、 さ ら な る 選 別 操 作 の た め に 使 用 し た 。
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 各 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て ５ 回 選 別 操 作 を 行 い 、 各 回 、 Superblock Ｔ
Ｂ Ｓ に て コ ー ト し た 標 的 タ ン パ ク 質 又 は 空 の ウ ェ ル の 何 れ か に 結 合 す る フ ァ ー ジ の 力 価 を
測 定 し た 。 空 の ウ ェ ル に 結 合 し た フ ァ ー ジ の 力 価 で 割 っ た 標 的 コ ー ト ウ ェ ル に 結 合 し た フ
ァ ー ジ の 力 価 を 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ プ ー ル を 定 量 化 す る た め に
用 い た 濃 縮 率 と し て 定 義 し た ； 大 き な 濃 縮 率 は 特 異 性 が 高 い 結 合 で あ る こ と を 表 す 。 第 ３
、 ４ 又 は ５ 回 目 の 選 別 で 得 ら れ た 濃 縮 率 を 図 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 各 回 の 選 別 か ら 得 た 個 々 の ク ロ ー ン を カ ル ベ ニ シ リ ン 及 び Ｍ １ ３ － Ｖ Ｃ Ｓ を 添 加 し た ５
０ ０ μ Ｌ の ２ Ｙ Ｔ 培 養 液 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に て 培 養 し 、 培 養 液 上 清 を フ ァ ー
ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ (Sidhuら ., 上 掲 )に 直 接 用 い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 で コ ー ト し た プ レ ー ト に は
結 合 す る が Ｂ Ｓ Ａ で コ ー ト し た プ レ ー ト に は 結 合 し な い フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ ｂ を 検
出 し た 。 Ｂ Ｓ Ａ コ ー ト プ レ ー ト と 比 較 し て 標 的 コ ー ト プ レ ー ト 上 で 少 な く と も １ ５ 倍 よ り
大 き な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル を 呈 す る フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 特 異 的 結 合 体 と し て 定 義 し た 。 個
々 の ク ロ ー ン を 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る 結 合 に つ い て ２ 回 選 別 し た 後 、 又 は 、 他 の 標 的 タ
ン パ ク 質 へ の 結 合 に つ い て ５ 回 選 別 し た 後 に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら の デ ー タ を 用 い
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て 特 異 的 な 結 合 体 の 割 合 を 算 出 し た 。 各 々 の 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 各 々 の ラ イ ブ ラ リ の
結 果 を 図 ４ に 示 す ； Ｍ Ｂ Ｐ ２ に 関 す る Ｙ Ｓ -Ａ ラ イ ブ ラ リ を 除 い て 、 各 々 の ラ イ ブ ラ リ が
各 々 の 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て 結 合 体 を 生 産 し た こ と が 分 か る 。
　 特 異 的 な 結 合 体 を 表 し て い る 個 々 の ク ロ ー ン に つ い て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 行 い 、 い く つ か の
標 的 に つ い て ラ ン ダ ム 化 し た Ｃ Ｄ Ｒ 位 置 の 配 列 を 図 ５ に 示 す 。 各 々 の 標 的 タ ン パ ク 質 に つ
い て 、 ラ ン ダ ム 化 し た 位 置 に Ｔ ｙ ｒ 又 は Ｓ ｅ ｒ だ け を 含 ん だ 特 異 的 な 結 合 体 を 選 択 す る こ
と が 可 能 で あ っ た こ と が わ か る （ し か し な が ら 、 お そ ら く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 不 純 物
の た め に ラ イ ブ ラ リ 構 築 中 に 生 じ た と 思 わ れ る 設 定 し て い な い 突 然 変 異 が い く つ か み ら れ
た ） 。 さ ら に 、 特 異 的 な 結 合 体 の 配 列 は 、 選 択 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 有 の も の で あ っ
た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ２ つ の 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 結 合 体 は 、 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ お よ び ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 対 し て の 親 和 性 に つ い て 試
験 し た 。 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ デ ー タ を 、 Chenら ., J Mol Biol. (1999), 293(4): 865-81に 従
っ て 得 た 。 簡 潔 に い う と 、 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ お よ び ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 結 合 体 の 結 合
親 和 性 は 、 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ Ｔ Ｍ -２ ０ ０ ０ 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 系 (BIAcore, Inc., Piscata
way, NJ)を 用 い て 測 定 し た 結 合 定 数 及 び 解 離 速 度 定 数 か ら 算 出 し た 。 バ イ オ セ ン サ チ ッ プ
は 、 供 給 元 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)の 指 示 に 従 っ て 、 Ｎ -エ チ ル -Ｎ ´ -（ ３ -ジ
メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） -カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ Ｅ Ｄ Ｃ ） お よ び Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ
ミ ド （ Ｎ Ｈ Ｓ ） を 用 い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 共 有 結 合 的 結 合 を 活 性 化 し た 。 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 又 は ｍ Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ は 、 １ ０ ｍ Ｍ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム ｐ Ｈ ４ ． ８ に バ ッ フ ァ ー 交 換 し て 、 お よ そ ３ ０ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ ま で 希 釈 し た 。 等 量 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 の お よ そ ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ の 応
答 単 位 （ Ｒ Ｕ ） に 達 成 す る よ う に 、 ２ μ Ｌ ／ 分 の 流 速 で 、 注 入 し た 。 遮 断 剤 と し て 、 １ Ｍ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン の 溶 液 を 注 入 し た 。 動 態 学 的 な 測 定 の た め に 、 ２ 倍 の 階 段 希 釈 を し た Ｆ
ａ ｂ を ２ ５ ℃ で １ ０ μ Ｌ ／ 分 の 流 速 で Ｐ Ｂ Ｓ ／ ツ イ ー ン 緩 衝 液 に 注 入 し た （ ０ ． ０ ５ ％ の
Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ） 。 平 衡 解 離 定 数 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 測 定 値 か
ら の Ｋ ｄ 値 を ｋ ｏ ｆ ｆ ／ ｋ ｏ ｎ と し て 算 出 し た 。 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ Ｔ Ｍ デ ー タ は 図 ２ ３ に 要
約 し た 。
　 上 述 の よ う に (Sidhuら ., 上 掲 )、 選 択 し た 抗 Ａ Ｐ ク ロ ー ン の Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 測 定 し た 。 そ の 値 を 図 １ １ に 示 す 。
【 ０ １ ９ ４ 】
実 施 例 ３ 　 ４ の ア ミ ノ 酸 コ ー ド 化 の ４ 単 位 (tetranomial)コ ド ン で ラ ン ダ ム 化 し た Ｃ Ｄ Ｒ
残 基 を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ ｂ ラ イ ブ ラ リ （ Ｆ ０ ５ ０ ５ ） の 構 築
　 Ｆ ａ ｂ 重 鎖 及 び 遺 伝 子 ３ 微 量 コ ー ト タ ン パ ク 質 （ Ｐ ３ Ｃ ） の Ｃ 末 端 ド メ イ ン 間 に 挿 入 し
た ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン に よ っ て 二 量 体 化 し た 二 価 の Ｆ ａ ｂ 分 子 を 表 出 す る よ う に 設
定 し た 前 述 の フ ァ ジ ミ ド を 用 い て 、 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ
ラ リ を 構 築 し た （ 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に ） 。 ラ ン ダ ム 化 し た 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ 位 置 を 図 １ に
示 す 。 ４ つ の ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド す る ４ 単 位 の コ ド ン で Ｃ Ｄ Ｒ 位 置 を ラ ン ダ ム 化 す る よ
う に 設 定 し た そ れ ぞ れ の 突 然 変 異 誘 発 反 応 に よ っ て 、 １ １ の 別 々 の 突 然 変 異 誘 発 反 応 を 行
っ た 。 各 突 然 変 異 誘 発 反 応 で は 、 複 数 の Ｃ Ｄ Ｒ 位 置 を た だ 一 つ の タ イ プ の ４ 単 位 コ ド ン で
同 時 に 置 き 換 え た 。 １ １ の 突 然 変 異 反 応 に 用 い た １ １ 個 の ４ 単 位 コ ド ン と そ れ ら が コ ー ド
す る ア ミ ノ 酸 を 図 ６ に 示 す 。 そ れ ぞ れ の 突 然 変 異 誘 発 の た め に 、 ３ つ の う ち の １ つ の 重 鎖
Ｃ Ｄ Ｒ を 多 様 化 さ せ る よ う に そ れ ぞ れ 設 定 し て ３ つ の 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 以 下 に 示 す ：
【 ０ １ ９ ５ 】
Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ １ ： Ｇ Ｃ Ａ 　 Ｇ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｔ Ｔ Ｃ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ａ Ｔ Ｔ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ
Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ａ Ｔ Ａ 　 Ｃ Ａ Ｃ 　 Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｔ （ 配 列 番 号 ８ ）
Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ２ ： Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ａ Ａ 　 Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｇ Ｃ Ａ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ａ Ｔ Ｔ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｃ
Ｃ Ａ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ａ Ｃ Ｔ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｔ Ａ Ｔ 　 Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ａ Ｔ 　 Ａ
Ｇ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｃ （ 配 列 番 号 ９ ）
Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ３ ： Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ｔ Ａ Ｔ 　 Ｔ Ａ Ｔ 　 Ｔ Ｇ Ｔ 　 Ａ Ｇ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ｃ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ
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Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ｘ Ｘ Ｘ 　 Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ａ Ｃ 　 Ｔ Ａ Ｃ 　 Ｔ Ｇ Ｇ （ 配 列 番 号 １
０ ）
各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 「 Ｘ Ｘ Ｘ 」 は 野 生 型 の コ ド ン が 図 ６ に 示 す ４ 単 位 コ ド ン の 一 つ に
置 き 換 わ っ た 縮 重 コ ド ン を 示 す 。
　 １ １ の 突 然 変 異 誘 発 反 応 物 を プ ー ル し て 、 大 腸 菌 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 内 に 電 気 穿 孔 法 に て 導 入 し
(Sidhu ら ., 上 掲 )、 形 質 転 換 細 胞 を Ｍ １ ３ -Ｋ Ｏ ７ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ (New England Biola
bs, Beverly, MA)の 存 在 下 に て 一 晩 培 養 し て 、 前 記 フ ァ ジ ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 包 含 し 、 そ の 細 胞
表 面 上 に Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 表 出 し た フ ァ ー ジ 粒 子 を 生 成 し た 。 各 ラ イ ブ ラ リ は ２ ． ６
× １ ０ １ ０ の 一 致 し な い メ ン バ ー を 含 有 す る 。 こ れ を ラ イ ブ ラ リ Ｆ ０ ５ ０ ５ と し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
実 施 例 ４ 　 ４ 単 位 ナ イ ー ブ ラ イ ブ ラ リ Ｆ ０ ５ ０ ５ か ら の 特 異 的 抗 体 の 選 別
　 ラ イ ブ ラ リ Ｆ ０ ５ ０ ５ （ 実 施 例 ３ ） の フ ァ ー ジ に つ い て 結 合 選 別 操 作 を 繰 り 返 し て 、 異
な る ４ つ の 標 的 ； Ｉ Ｇ Ｆ 、 ｈ -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 抗 ｈ Ｇ Ｈ 、 ｈ Ｇ Ｈ 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ク
ロ ー ン を 濃 縮 し た 。 こ の 結 合 選 別 は 既 に 記 載 の 方 法 （ Sidhuら 、 上 記 ） に 従 っ て 行 っ た 。
　 捕 獲 標 的 （ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に て Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ ９ ６ ウ ェ ル Maxisorpイ ム ノ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一
晩 コ ー ト し 、 Ｂ Ｓ Ａ (Sigma)で ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 既 に 記 載 し た よ う に （ Sidhuら 、 上 記
） 、 フ ァ ー ジ を 一 晩 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 後 、 Ｐ Ｅ Ｇ ／ Ｎ ａ Ｃ ｌ で 沈 殿 さ せ て 濃 縮 し 、 ０ ． ５
％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ (Sigma)に 再 懸 濁 し た 。 上 記 の コ ー ト し た イ ム ノ プ
レ ー ト に フ ァ ー ジ 溶 液 （ ～ １ ０ １ ２ フ ァ ー ジ ／ ｍ Ｌ ） を 加 え た 。 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
て フ ァ ー ジ を 結 合 さ せ た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ で プ レ ー ト を １ ０ 回 洗 浄
し た 。 ０ ． １ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ に て 結 合 し た フ ァ ー ジ を １ ０ 分 間 溶 出 し 、 １ ． ０ Ｍ 　 ト リ ス 塩 基
で 溶 出 物 を 中 和 し た 。 溶 出 し た フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 Ｘ Ｌ １ ブ ル ー で 増 幅 し 、 さ ら な る 選 別 操
作 の た め に 使 用 し た 。
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 各 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て ４ 回 選 別 操 作 を 行 っ た 。 第 ２ 及 び 第 ３ 回 目 の
選 別 か ら 得 た 個 々 の ク ロ ー ン を カ ル ベ ニ シ リ ン 及 び Ｍ １ ３ － Ｖ Ｃ Ｓ を 添 加 し た ５ ０ ０ μ Ｌ
の ２ Ｙ Ｔ 培 養 液 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に て 培 養 し 、 培 養 液 上 清 を フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ (Sidhuら ., 上 掲 )に 直 接 用 い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 で コ ー ト し た プ レ ー ト に は 結 合 す る
が Ｂ Ｓ Ａ で コ ー ト し た プ レ ー ト に は 結 合 し な い フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ ｂ を 検 出 し た 。
Ｂ Ｓ Ａ コ ー ト プ レ ー ト 上 の シ グ ナ ル と 比 較 し て 標 的 コ ー ト プ レ ー ト 上 で 少 な く と も １ ０ 倍
よ り 大 き な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル を 呈 す る 場 合 に ク ロ ー ン を 特 異 的 結 合 体 と し た 。 各 々 の 選
別 と 個 々 の 標 的 に つ い て の 特 異 的 な 結 合 体 の 数 を 図 ７ に 表 で 示 す 。
　 特 異 的 な ク ロ ー ン に つ い て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 異 な る 配 列 の ラ イ ブ ラ
リ 起 源 を 決 定 し て 、 図 ８ に 示 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
実 施 例 ５ 　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ ｂ ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ の 構 築
Ｆ ａ ｂ 重 鎖 及 び 遺 伝 子 ３ 微 量 コ ー ト タ ン パ ク 質 （ Ｐ ３ Ｃ ） の Ｃ 末 端 ド メ イ ン 間 に 挿 入 し た
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン に よ っ て 二 量 体 化 し た 二 価 の Ｆ ａ ｂ 分 子 を 表 出 す る よ う に 設 定
し た 前 述 の フ ァ ジ ミ ド を 用 い て 、 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に ２ つ の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ
イ ブ ラ リ （ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ ） を 構 築 し た （ 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に ） 。 ラ ン
ダ ム 化 し た 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ 位 置 を 図 １ に 示 す 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ９ に 示 す 。
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ に つ い て 、 ２ つ の 別 々 の 突 然 変 異 誘 発 反 応 を 行 っ た 。 は じ め の
反 応 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 1、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 2及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-７ を 用 い
て そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ３ を 多 様 化 し た 。 こ れ に よ っ て 、 ４
つ の ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び セ リ ン を コ ー ド す る 縮 重 コ ド ン を
導 入 し た 。 第 二 の 反 応 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｙ Ｔ Ｎ Ｓ -Ｈ 1、 Ｙ Ｔ Ｎ Ｓ -Ｈ 2及 び Ｙ Ｔ Ｎ
Ｓ -Ｈ 3-７ を 用 い て そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ３ を 多 様 化 し た 。 こ
れ に よ っ て 、 ４ つ の ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 及 び セ リ ン を コ ー ド す
る 縮 重 コ ド ン を 導 入 し た 。 ２ つ の 反 応 を プ ー ル し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ に つ い て 、 １ ３ の 別 々 の 突 然 変 異 誘 発 反 応 を 行 っ た 。 そ の 反 応
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に よ っ て ４ つ の ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び セ リ ン を コ ー ド す る 縮
重 コ ド ン を 導 入 し た 。 そ れ ぞ れ の 反 応 で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 1及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ
-Ｈ 2を 用 い て Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ １ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ２ を 多 様 化 し た 。 各 反 応 に つ い て 、 以 下 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ を 用 い て 、 Ｃ Ｄ Ｒ -Ｈ ３ を 多 様 化 し た ： Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-３ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -
Ｈ 3-４ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-５ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-６ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-７ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-８ 、 Ｙ Ａ
Ｄ Ｓ -Ｈ 3-９ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-１ ０ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-１ １ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-１ ２ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -
Ｈ 3-１ ３ 、 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-１ ４ 又 は Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｈ 3-１ ５ 。 １ ３ の 反 応 を プ ー ル し た 。
　 ２ つ の ラ イ ブ ラ リ に つ い て 、 蓄 積 し た 突 然 変 異 誘 発 反 応 物 を 、 大 腸 菌 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 内 に 電
気 穿 孔 法 に て 導 入 し た (Sidhu ら ., 上 掲 )。 形 質 転 換 細 胞 を Ｍ １ ３ -Ｋ Ｏ ７ ヘ ル パ ー フ ァ ー
ジ (New England Biolabs, Beverly, MA)の 存 在 下 に て 一 晩 培 養 し て 、 前 記 の フ ァ ジ ミ ド Ｄ
Ｎ Ａ を 包 含 し 、 そ の 細 胞 表 面 上 に Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 表 出 し た フ ァ ー ジ 粒 子 を 生 成 し た
。 各 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ の サ イ ズ は と も に ７ × １ ０ ９ で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
実 施 例 ６ 　 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ ナ イ ー ブ ラ イ ブ ラ リ か ら の 抗 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 特 異 的 抗
体 の 選 別
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ （ 実 施 例 ５ ） の フ ァ ー ジ に つ い て 結 合 選 別 操 作
を 繰 り 返 し て 、 ｈ -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 結 合 す る ク ロ ー ン を 濃 縮 し た 。 こ の 結 合 選 別 は 既 に 記 載 の
方 法 （ Sidhuら 、 上 記 ） に 従 っ て 行 っ た 。
　 捕 獲 標 的 （ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に て Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ ９ ６ ウ ェ ル Maxisorpイ ム ノ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一
晩 コ ー ト し 、 Ｂ Ｓ Ａ (Sigma)で ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 既 に 記 載 し た よ う に （ Sidhuら 、 上 記
） 、 フ ァ ー ジ を 一 晩 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 後 、 Ｐ Ｅ Ｇ ／ Ｎ ａ Ｃ ｌ で 沈 殿 さ せ て 濃 縮 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ
、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ (Sigma)に 再 懸 濁 し た 。 上 記 の コ ー ト し た
イ ム ノ プ レ ー ト に フ ァ ー ジ 溶 液 （ ～ １ ０ １ ２ フ ァ ー ジ ／ ｍ Ｌ ） を 加 え た 。 ２ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し て フ ァ ー ジ を 結 合 さ せ た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ で プ レ ー ト を １
０ 回 洗 浄 し た 。 ０ ． １ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ に て 結 合 し た フ ァ ー ジ を １ ０ 分 間 溶 出 し 、 １ ． ０ Ｍ 　 ト
リ ス 塩 基 で 溶 出 物 を 中 和 し た 。 溶 出 し た フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 Ｘ Ｌ １ ブ ル ー で 増 幅 し 、 さ ら な
る 選 別 操 作 の た め に 使 用 し た 。
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 各 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て ４ 回 選 別 操 作 を 行 っ た 。 個 々 の 選 別 か ら 得 た
個 々 の ク ロ ー ン を カ ル ベ ニ シ リ ン 及 び Ｍ １ ３ － Ｖ Ｃ Ｓ を 添 加 し た ５ ０ ０ μ Ｌ の ２ Ｙ Ｔ 培 養
液 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に て 培 養 し 、 培 養 物 上 清 を フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ (Sidhuら
., 上 掲 )に 直 接 用 い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 で コ ー ト し た プ レ ー ト に は 結 合 す る が Ｂ Ｓ Ａ で コ
ー ト し た プ レ ー ト に は 結 合 し な い フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ ｂ を 検 出 し た 。 Ｂ Ｓ Ａ コ ー ト
プ レ ー ト 上 の シ グ ナ ル と 比 較 し て 標 的 コ ー ト プ レ ー ト 上 で 少 な く と も ２ ０ 倍 よ り 大 き な Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル を 呈 す る 場 合 に ク ロ ー ン を 特 異 的 結 合 体 と し た 。 結 果 を 図 １ ０ の 表 に 示
す 。 特 異 的 な 結 合 体 の 複 数 の 異 な る 配 列 を 得 た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 ７ 　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ か ら 単 離 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 結 合 ク ロ ー ン の
親 和 性 成 熟 に つ い て の ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｉ Ｉ の 構 築
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｂ （ 実 施 例 ５ 及 び ６ ） か ら 選 択 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 結 合
ク ロ ー ン の 配 列 決 定 に よ り 、 ラ ン ダ ム 化 し た 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 位 置 に チ ロ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス
パ ラ ギ ン 酸 又 は セ リ ン の み を 含 む ２ ４ の 異 な る ク ロ ー ン が 明 ら か と な っ た 。 我 々 は 、 チ ロ
シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は セ リ ン の み を コ ー ド す る 縮 重 コ ド ン を 用 い て 軽 鎖 Ｃ
Ｄ Ｒ を 多 様 化 す る こ と に よ っ て １ ６ の ク ロ ー ン の 親 和 性 を 向 上 さ せ る こ と を 試 み た 。
　 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の Ｋ ｕ ｎ ｋ ｅ ｌ 法 (Kunkelら , 上 掲 )を 用 い て 、 こ の 実 施 例 で 用
い る １ ６ の 「 停 止 鋳 型 」 の フ ァ ジ ミ ド を 構 築 し た 。 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ の コ ド ン （ 位 置 ２ ９ 、 ３ ２
、 ５ １ 、 ５ ４ 、 ５ ５ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 及 び ９ ７ ） を Ｔ Ａ Ａ 停 止 コ ド ン に 置 換 し た 。 停 止 コ ド ン
の 修 復 と 同 時 に チ ロ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は セ リ ン を コ ー ド す る 縮 重 コ ド ン
を 導 入 す る よ う に 設 定 し た ３ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 １ ６ の 別 々 の 突 然 変 異 誘
発 反 応 （ 各 鋳 型 に つ き １ つ ） を 行 っ た 。 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｌ １ 、 Ｙ
Ａ Ｄ Ｓ -Ｌ ２ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｌ ３ を 用 い て そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ Ｒ -Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ -Ｌ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ -
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Ｌ ３ を 多 様 化 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ ３ に 示 し 、 ラ ン ダ ム 化 し た 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ
部 位 を 図 １ ２ に 示 し た 。
　 １ ６ の 突 然 変 異 誘 発 反 応 を 蓄 積 し て 、 大 腸 菌 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 内 に 電 気 穿 孔 法 に て 導 入 し た (S
idhu ら ., 上 掲 )。 形 質 転 換 細 胞 を Ｍ １ ３ -Ｋ Ｏ ７ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ (New England Biolabs
, Beverly, MA)の 存 在 下 に て 一 晩 培 養 し て 、 前 記 の フ ァ ジ ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 包 含 し 、 そ の 細 胞
表 面 上 に Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 表 出 し た フ ァ ー ジ 粒 子 を 生 成 し た 。 ラ イ ブ ラ リ は ６ ． ５ ×
１ ０ ９ の 異 な る メ ン バ ー を 含 有 し 、 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｉ Ｉ と し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 施 例 ８ 　 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｉ Ｉ ラ イ ブ ラ リ か ら の 抗 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 特 異 的 抗 体 の 選 別
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｉ Ｉ （ 実 施 例 ７ ） の フ ァ ー ジ に つ い て 結 合 選 別 操 作 を 繰 り 返 し て
、 ｈ -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 結 合 す る ク ロ ー ン を 濃 縮 し た 。 こ の 結 合 選 別 は 以 下 の よ う に 行 っ た 。
　 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ -Ｉ Ｉ は 固 体 支 持 体 上 で 選 別 し た 後 、 溶 液 中 で ２ 回 選 別 し た 。 第 一
の 選 別 で は 、 捕 獲 ｈ -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に て Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ ９ ６ ウ ェ ル Maxisorpイ ム ノ
プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 コ ー ト し 、 Ｂ Ｓ Ａ (Sigma)で ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 既 に 記 載 し た よ
う に （ Sidhuら 、 上 記 ） 、 フ ァ ー ジ を 一 晩 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 後 、 Ｐ Ｅ Ｇ ／ Ｎ ａ Ｃ ｌ で 沈 殿
さ せ て 濃 縮 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ (Sigma)に 再 懸 濁 し
た 。 上 記 の コ ー ト し た イ ム ノ プ レ ー ト に フ ァ ー ジ 溶 液 （ ～ １ ０ １ ２ フ ァ ー ジ ／ ｍ Ｌ ） を 加
え た 。 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て フ ァ ー ジ を 結 合 さ せ た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ
ｎ ２ ０ で プ レ ー ト を １ ０ 回 洗 浄 し た 。 ０ ． １ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ に て 結 合 し た フ ァ ー ジ を １ ０ 分 間
溶 出 し 、 １ ． ０ Ｍ 　 ト リ ス 塩 基 で 溶 出 物 を 中 和 し た 。 溶 出 し た フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 Ｘ Ｌ １ ブ
ル ー で 増 幅 し 、 さ ら な る 選 別 操 作 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 以 下 の ２ 回 の 選 別 は 溶 液 中 で 行 っ た 。 既 に 記 載 し た よ う に 、 フ ァ ー ジ を 一 晩 ３ ７ ℃ で 培
養 し た 後 、 Ｐ Ｅ Ｇ ／ Ｎ ａ Ｃ ｌ で 沈 殿 さ せ て 濃 縮 し 、 Superblock １ ％ Ｔ Ｂ Ｓ (Pierce)、 ０
． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ (Sigma)に 再 懸 濁 し た 。 ２ ５ ｎ Ｍ の 濃 度 の ビ オ チ ン 化 ｈ -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
と と も に フ ァ ー ジ 溶 液 （ １ ０ １ ２ フ ァ ー ジ ／ ｍ Ｌ に 近 い 濃 度 、 ２ ０ ０ μ Ｌ ） を イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 優 し く 撹 拌 し な が ら 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ８ ０ ０ μ Ｌ の Superb
lock＋ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 加 え た 。 ８ ０ ０ μ Ｌ の こ の 希 釈 液 を ５ ｎ ｇ ／ μ Ｌ の ニ
ュ ー ト ラ ビ ジ ン (Pierce)で コ ー ト し た ８ つ の ウ ェ ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 Superblock溶
液 に て 飽 和 さ せ た 。 優 し く 撹 拌 し な が ら 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０
． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ で プ レ ー ト を １ ０ 回 洗 浄 し た 。 １ ウ ェ ル 当 た り １ ０ ０ μ Ｌ の １ ０
０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ に て フ ァ ー ジ を 溶 出 し 、 １ Ｍ 　 ト リ ス 塩 基 で 溶 出 物 を 中 和 し た 。 溶 出 し た
フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 Ｘ Ｌ １ ブ ル ー で 増 幅 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 各 回 の 選 別 か ら 得 た ２ ０ ０ 個 の の ク ロ ー ン を カ ル ベ ニ シ リ ン 及 び Ｍ １ ３ － Ｖ Ｃ Ｓ を 添 加
し た ５ ０ ０ μ Ｌ の ２ Ｙ Ｔ 培 養 液 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に て 培 養 し 、 培 養 液 上 清 を
フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ (Sidhuら ., 上 掲 )に 直 接 用 い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 で コ ー ト し た プ レ ー
ト に は 結 合 す る が Ｂ Ｓ Ａ で コ ー ト し た プ レ ー ト に は 結 合 し な い フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｆ ａ
ｂ を 検 出 し た 。 Ｂ Ｓ Ａ コ ー ト プ レ ー ト 上 の シ グ ナ ル と 比 較 し て 標 的 コ ー ト プ レ ー ト 上 で 少
な く と も ２ ０ 倍 よ り 大 き な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル を 呈 す る ク ロ ー ン を 特 異 的 結 合 体 と し た 。
結 果 を 図 １ ４ の 表 に 示 す 。
　 １ ０ ０ ｎ Ｍ の ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ る 結 合 阻 害 の 量 に 基 づ い て 、 さ ら に ３ つ の 結 合 体 を 分 析 し
た 。 他 の タ ン パ ク 質 （ 図 １ ６ ） 上 の 結 合 を こ れ ら ３ つ の 結 合 体 に つ い て 測 定 し た 。 こ れ ら
結 合 体 は 、 大 腸 菌 の Ｆ ａ ｂ タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て お り 、 そ の ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び ｍ Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ へ の 結 合 親 和 性 を 実 施 例 ２ に 記 載 の よ う に 測 定 し た 。 デ ー タ を 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 挙 げ た す べ て の 文 献 （ 特 許 及 び 特 許 出 願 を 含 む ） は 出 典 明 記 に よ り そ の 全
体 が 個 々 に 組 み 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ５ 】
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【 図 １ 】 Ｙ 及 び Ｓ の み を コ ー ド す る ２ 単 位 (binomial)コ ド ン セ ッ ト に 基 づ く ラ イ ブ ラ リ 内
で 多 様 化 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ の 位 置 を 示 す 。 示 し た Ｃ Ｄ Ｒ の 位 置 は カ バ ッ ト 命 名 法 に 従 っ て 番 号
を 付 け た 。
【 図 ２ 】 Ｙ 及 び Ｓ の み を コ ー ド す る ２ 単 位 コ ド ン セ ッ ト に 基 づ く ２ つ の 例 示 的 ラ イ ブ ラ リ
の 構 築 に 用 い た 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 示 す 。 こ の ラ イ ブ ラ リ を Ｙ Ｓ － Ａ 及 び Ｙ Ｓ
－ Ｂ と す る 。 等 モ ル の Ｄ Ｎ Ａ 縮 重 を コ ド ン セ ッ ト に 示 す （ Ｍ ＝ Ａ ／ Ｃ ） 。 コ ド ン セ ッ ト は
Ｉ Ｕ Ｂ コ ー ド で 表 す 。
【 図 ３ 】 様 々 な 標 的 抗 原 に 対 し て ５ 回 の 選 別 を 行 っ た 後 の ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ａ 及 び Ｙ
Ａ Ｄ Ｓ － Ｂ の 濃 縮 率 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｙ Ｓ － Ａ 及 び Ｙ Ｓ － Ｂ ラ イ ブ ラ リ の 分 類 の 結 果 を 示 す 。 得 ら れ た 特 異 的 結 合 の 数
を 示 す 。 数 は Ｘ ／ Ｙ と し て 示 し 、 Ｘ は 特 異 的 ク ロ ー ン の 数 を 表 し （ す な わ ち 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） の 結 合 よ り も 少 な く と も １ ０ 倍 高 く 標 的 抗 原 に 結 合 す る も の （ ４ ５ ０
ｎ ｍ で の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 信 号 に 基 づ く ） ） 、 Ｙ は 与 え ら れ た ラ イ ブ ラ リ 、 選 別 回 数 （ ラ ウ ン ド
） 及 び 標 的 抗 原 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た ク ロ ー ン の 数 を 表 す 。
【 図 ５ 】 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ｓ － Ａ 及 び Ｙ Ｓ － Ｂ の 選 別 よ り 得 ら れ た 結 合 体 の 配 列 を 示 す 。 注 記
： ＊ は 通 常 鋳 型 配 列 の 対 応 す る 位 置 に み ら れ る ア ミ ノ 酸 の 欠 如 を 表 す 。
【 図 ６ 】 制 限 さ れ た コ ド ン セ ッ ト の 例 示 的 セ ッ ト を 示 す 。 示 し た コ ド ン セ ッ ト は ４ 単 位 (t
etranomial)、 各 は す な わ ち ４ ア ミ ノ 酸 し か コ ー ド し て い な い 。
【 図 ７ 】 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 評 価 し た 特 異 的 な 結 合 体 の 数 を 示 す 。 数 は Ｘ ／ Ｙ と
し て 示 し 、 Ｘ は 特 異 的 な 結 合 体 の 数 、 Ｙ は ス ク リ ー ニ ン グ し た ク ロ ー ン の 数 で あ る 。
【 図 ８ 】 各 標 的 抗 原 に つ い て 異 な る 制 限 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ よ り 得 た れ た 特 定 の ク ロ ー ン の
数 を 示 す 。
【 図 ９ 】 ４ ア ミ ノ 酸 の み を コ ー ド す る ４ 単 位 (tetranomial)コ ド ン セ ッ ト に 基 づ い た ラ イ
ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ｂ の 構 築 に 用 い た 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 示 す
。 等 モ ル Ｄ Ｎ Ａ 縮 重 を コ ド ン セ ッ ト で 表 す （ Ｗ ＝ Ｔ ／ Ｇ 、 Ｋ ＝ Ｔ ／ Ａ 、 Ｍ ＝ Ａ ／ Ｃ ） 。 Ｗ
Ｍ Ｔ は Ｓ 、 Ｙ 、 Ｔ 及 び Ｎ を コ ー ド す る 。 Ｋ Ｍ Ｔ は Ｙ 、 Ａ 、 Ｄ 及 び Ｓ を コ ー ド す る 。 コ ド ン
セ ッ ト は Ｉ Ｕ Ｂ コ ー ド で 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ａ 及 び Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ｂ の フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 評 価
し た 特 異 的 な 結 合 体 の 数 を 示 す 。 数 は Ｘ ／ Ｙ と し て 示 し 、 Ｘ は 特 異 的 な 結 合 体 の 数 、 Ｙ は
ス ク リ ー ニ ン グ し た ク ロ ー ン の 数 で あ る 。
【 図 １ １ 】 対 応 す る ヒ ト 標 的 抗 原 及 び カ ニ ク イ ザ ル 標 的 抗 原 に つ い て 競 合 的 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 測 定 し た ク ロ ー ン Ｙ Ｓ １ － Ａ Ｐ 、 Ｙ Ｓ ２ － Ａ Ｐ 及 び Ｙ Ｓ ３ － Ａ Ｐ の Ｉ Ｃ ５
０ 値 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 ４ の コ ド ン セ ッ ト （ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ ） に 基 づ い た ラ イ ブ ラ リ に お い て 多 様 化 さ れ た 軽
鎖 Ｃ Ｄ Ｒ の 位 置 を 示 す 。 ラ イ ブ ラ リ は Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ｉ Ｉ ラ イ ブ ラ リ を 指 す 。 Ｃ Ｄ Ｒ の 位 置 は
カ バ ッ ト 命 名 法 に 従 っ て 番 号 を 付 け た 。
【 図 １ ３ 】 ラ イ ブ ラ リ Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ｉ Ｉ の 構 築 に 用 い た 変 異 原 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 示 す
。 等 モ ル Ｄ Ｎ Ａ 縮 重 を コ ド ン セ ッ ト で 表 す （ Ｗ ＝ Ｔ ／ Ｇ 、 Ｍ ＝ Ａ ／ Ｃ ） 。 Ｋ Ｍ Ｔ は Ｙ 、 Ａ
、 Ｄ 及 び Ｓ を コ ー ド す る 。 コ ド ン セ ッ ト は Ｉ Ｕ Ｂ コ ー ド で 示 す 。
【 図 １ ４ 】 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ － Ｉ Ｉ 　 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 選 択 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 を 示 す 。 図 は 、 ク
ロ ー ン の 数 、 Ｂ Ｓ Ａ 結 合 体 （ フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 測 定 － ０ ． ２ ０ ０ 以 下 の 数 は バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド 以 下 と 判 断 し 太 字 で 示 す ） 、 及 び １ ０ ０ ｎ Ｍ の ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 阻 害 さ れ
る 結 合 の 割 合 （ ７ ５ ％ 以 上 の 阻 害 を 示 す 数 を 太 字 で 示 す ） 。
【 図 １ ５ 】 ４ Ｄ ５ 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 配 列 を 示 す （ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ 及 び ２
） 。
【 図 １ ６ 】 異 な る 標 的 抗 原 で コ ー ト し た プ レ ー ト に て Ｙ Ａ Ｄ Ｓ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 た ３ 結 合
体 （ フ ァ ー ジ 量 の 増 加 を 示 す ） の フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 を グ ラ フ に 示 す 。
【 図 １ ７ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の ３ 結 合 体 の 結 合 値 （ Ｋ ａ ） 、 解 離 率 （ ｋ ｄ
） 及 び 親 和 性 値 （ Ｋ ｄ ） を 示 す 。
【 図 １ ８ Ａ 】 Ｆ ａ ｂ － ｚ ｉ ｐ （ 配 列 番 号 ４ ） の 表 出 に 用 い た Ｐ ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 作 動 性 カ
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セ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 ２ つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 示 す 。 第 一 の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は ｍ ａ ｌ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 ヒ ト 化 ４ Ｄ ５ 軽 鎖 可 変 及 び 定 常 ド メ イ
ン を コ ー ド す る 。 第 二 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は ｓ ｔ Ｉ Ｉ 分 泌 シ グ ナ ル 、 ヒ ト 化
４ Ｄ ５ 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 ヒ ト 化 ４ Ｄ ５ 重 鎖 第 一 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） 、 ジ ッ パ ー 配 列
及 び ｐ ３ の Ｃ 末 端 （ ｃ Ｐ ３ ） を コ ー ド す る 。
【 図 １ ８ Ｂ 】 Ｆ ａ ｂ － ｚ ｉ ｐ （ 配 列 番 号 ４ ） の 表 出 に 用 い た Ｐ ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 作 動 性 カ
セ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 ２ つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 示 す 。 第 一 の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は ｍ ａ ｌ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 ヒ ト 化 ４ Ｄ ５ 軽 鎖 可 変 及 び 定 常 ド メ イ
ン を コ ー ド す る 。 第 二 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は ｓ ｔ Ｉ Ｉ 分 泌 シ グ ナ ル 、 ヒ ト 化
４ Ｄ ５ 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 ヒ ト 化 ４ Ｄ ５ 重 鎖 第 一 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） 、 ジ ッ パ ー 配 列
及 び ｐ ３ の Ｃ 末 端 （ ｃ Ｐ ３ ） を コ ー ド す る 。
【 図 １ ９ 】 Ｆ (ａ ｂ )２ の 表 出 の た め に 離 れ た 転 写 部 位 の 発 現 を 促 す バ イ シ ス ト ロ ン 性 の ベ
ク タ ー を 図 示 す る 。 好 適 な プ ロ モ ー タ は 第 一 及 び 第 二 の シ ス ト ロ ン の 発 現 を 作 動 さ せ る 。
第 一 シ ス ト ロ ン は 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 （ ｍ ａ ｌ Ｅ 又 は ｓ ｔ Ｉ Ｉ ） 、 軽 鎖 可 変 及 び 定 常 ド メ イ
ン と 、 ｇ Ｄ タ グ を コ ー ド す る 。 第 二 シ ス ト ロ ン は 分 泌 シ グ ナ ル 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 及 び 定
常 ド メ イ ン １ （ Ｃ Ｈ １ ） を コ ー ド す る 配 列 と 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 の 二 量 体 化 ド メ
イ ン 及 び 少 な く と も そ の 一 部 を コ ー ド す る 。
【 図 ２ ０ 】 隣 接 す る パ ッ チ を 形 成 す る Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 を 示 す ヒ ト 化 ４ Ｄ ５ の ３ -Ｄ モ デ ル 構 造
を 示 す 。 隣 接 す る パ ッ チ は Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 及 び ３ ２ ；
Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ５ ０ 及 び ５ ３ ； Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、
９ ４ 及 び ９ ６ ； Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ の ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ ； 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ の ５ ０ 、 ５
２ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 及 び ５ ８ に よ っ て 形 成 さ れ る 。
【 図 ２ １ 】 カ バ ッ ト デ ー タ ベ ー ス か ら の ヒ ト 抗 体 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 （ 一 文
字 コ ー ド で 表 示 ） の 頻 度 を 示 す 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 位 置 に あ る 各 ア ミ ノ 酸 の 頻 度 を 、 左 に も
っ と も 頻 度 が 高 い ア ミ ノ 酸 を 置 き 、 右 に も っ と も 頻 度 が 低 い ア ミ ノ 酸 を 続 け て 示 す 。 ア ミ
ノ 酸 の 下 の 数 字 は そ の 位 置 に そ の ア ミ ノ 酸 を 有 す る カ バ ッ ト デ ー タ ベ ー ス 中 の 天 然 に 生 じ
る ア ミ ノ 酸 の 数 を 表 す 。
【 図 ２ ２ 】 カ バ ッ ト デ ー タ ベ ー ス か ら の ヒ ト 抗 体 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 （ 一 文
字 コ ー ド で 表 示 ） の 頻 度 を 示 す 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 位 置 に あ る 各 ア ミ ノ 酸 の 頻 度 を 、 左 に も
っ と も 頻 度 が 高 い ア ミ ノ 酸 を 置 き 、 右 に も っ と も 頻 度 が 低 い ア ミ ノ 酸 を 続 け て 示 す 。 ア ミ
ノ 酸 の 下 の 数 字 は そ の 位 置 に そ の ア ミ ノ 酸 を 有 す る カ バ ッ ト デ ー タ ベ ー ス 中 の 天 然 に 生 じ
る ア ミ ノ 酸 の 数 を 表 す 。 ま た 、 フ レ ー ム ワ ー ク ア ミ ノ 酸 位 置 ７ １ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の Ｙ Ｓ ラ イ ブ ラ リ （ 実 施 例 ２ に 示 す ） か ら 得
た ２ つ の 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 結 合 体 の 結 合 値 （ Ｋ ａ ） 、 解 離 率 （ ｋ ｄ ） 及 び 親 和 性 値 （ Ｋ ｄ ） を 示
す 。
【 図 ２ ４ Ａ 】 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン と ｐ ３ 配 列 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む ベ ク タ
ー ｐ Ｖ － ０ ３ ５ ０ － ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ７ ） を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ｂ 】 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン と ｐ ３ 配 列 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む ベ ク タ
ー ｐ Ｖ － ０ ３ ５ ０ － ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ７ ） を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ｃ 】 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン と ｐ ３ 配 列 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む ベ ク タ
ー ｐ Ｖ － ０ ３ ５ ０ － ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ７ ） を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ｄ 】 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン と ｐ ３ 配 列 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む ベ ク タ
ー ｐ Ｖ － ０ ３ ５ ０ － ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ７ ） を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ｅ 】 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン と ｐ ３ 配 列 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む ベ ク タ
ー ｐ Ｖ － ０ ３ ５ ０ － ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ７ ） を 示 す 。
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【 図 ２ ４ Ｆ 】 重 鎖 定 常 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン と ｐ ３ 配 列 と の 間 に 二 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む ベ ク タ
ー ｐ Ｖ － ０ ３ ５ ０ － ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ７ ） を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ Ａ 】
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【 図 １ ８ Ｂ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ Ａ 】 【 図 ２ ４ Ｂ 】
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【 図 ２ ４ Ｃ 】 【 図 ２ ４ Ｄ 】

【 図 ２ ４ Ｅ 】 【 図 ２ ４ Ｆ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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