
(57)【要約】
【課題】　
　本発明の１つの目的は、化学反応速度を触媒的に上昇させ得る、ファージ上に提示され
る触媒性抗体を産生および単離する方法を提供することである。
【解決手段】　抗体、６Ｈｉｓ残基、 遺伝子の一部、およびファージ遺伝子ＩＩＩ
を含む、組換えクローニングベクター、インビボで分子内の特定の結合の切断または形成
速度を上昇させる方法、プロドラッグのインビボでの活性化の方法、インビボで分子内の
特定の結合の切断または形成速度を上昇させることにより、動物で生物学的機能を活性化
または不活性化する方法が提供される。
【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 体 、 ６ Ｈ ｉ ｓ 残 基 、 遺 伝 子 の 一 部 、 お よ び フ ァ ー ジ 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ を 含 む 、 組 換 え
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ベ ク タ ー が 、 以 下 の エ レ メ ン ト ： 結 合 活 性 を 保 持 す る 抗 体 、 金 属 イ オ ン 結 合 活 性 を 保
持 す る Ｈ ｉ ｓ － ６ 配 列 、 お よ び 抗 原 性 を 保 持 す る 配 列 か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 の 産
生 を 可 能 に す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ベ ク タ ー が 、 以 下 の エ レ メ ン ト ： 結 合 活 性 を 保 持 す る 抗 体 、 Ｈ ｉ ｓ － ６ 配 列 、
配 列 、 お よ び 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 の
産 生 を 可 能 に す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 フ ァ ー
ジ 由 来 の 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
プ ロ ド ラ ッ グ の イ ン ビ ボ で の 活 性 化 の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ： 　 （ ａ ） プ ロ ド ラ ッ グ
を 患 者 に 導 入 す る 工 程 で あ っ て 、 該 プ ロ ド ラ ッ グ が 、 切 断 さ れ て 、 該 薬 物 の 活 性 形 態 を 放
出 す る 化 学 結 合 を 有 す る 、 工 程 ； お よ び 　 （ ｂ ） 該 プ ロ ド ラ ッ グ 中 の 該 結 合 を 切 断 し 得 る
フ ァ ー ジ 由 来 の 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 該 患 者 に 導 入 す る 工 程 、 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動 物 で 生
物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入
す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 、 フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の 工 程 ： 　 （ ａ ） 抗 体 由 来 ド メ イ ン の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
（ ｂ ） フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 該 ド メ イ ン を コ ー ド す る も の を 挿 入 す る 工 程 ；
お よ び 　 （ ｃ ） 該 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 、 を 包 含 す る 、 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動 物 で 生
物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入
す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 　 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性
抗 体 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ： 　 （ ａ ） 鎖 シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を
形 成 す る た め に Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を Ｖ Ｈ 遺 伝 子 と 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
（ ｂ ） シ ャ ッ フ ル さ れ た 鎖 を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
（ ｃ ） フ ァ ー ジ 上 で 該 鎖 シ ャ ッ フ ル さ れ た 抗 体 を 発 現 さ せ る 工 程 ；
（ ｄ ） 抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ； お よ び 　 （ ｅ ） 触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る
工 程 、 を 包 含 す る 、 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動 物 で 生
物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入
す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 　 Ｃ Ｄ Ｒ シ ャ ッ フ リ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触
媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ： 　 （ ａ ） Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 遺 伝 子 を 単 離 す
る 工 程 ；
（ ｂ ） Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー を 単 離 す る 工 程 ；
（ ｃ ） Ｃ Ｄ Ｒ シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 該 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 遺 伝 子 を
該 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 み 合 わ せ る 工 程 ； お よ び 　 （ ｄ ） 該 Ｃ Ｄ Ｒ シ ャ ッ フ
ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
（ ｅ ） フ ァ ー ジ 上 で 該 Ｃ Ｄ Ｒ シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 さ せ る 工 程 ；
（ ｆ ） 抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ； お よ び 　 （ ｇ ） 触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る
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工 程 、 を 包 含 す る 、 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動 物 で 生
物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入
す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 　 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒
性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
（ ａ ） 抗 体 の セ ッ ト を 選 択 す る 工 程 ；
（ ｂ ） 該 抗 体 か ら Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の セ ッ ト お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の セ ッ ト を 単 離 す る 工 程 ；
（ ｃ ） ２ つ の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る た め に 、 該 Ｖ Ｈ の セ ッ ト を Ｖ Ｌ の ラ イ ブ
ラ リ ー と 組 み 合 わ せ 、 そ し て 該 Ｖ Ｌ の セ ッ ト を Ｖ Ｈ の ラ イ ブ ラ リ ー と 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
（ ｄ ） 該 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
（ ｅ ） 該 ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
（ ｆ ） 抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ；
（ ｇ ） Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 単 離 す る 工 程 ；
（ ｈ ） 該 Ｖ Ｈ お よ ひ Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
（ ｉ ） 該 組 み 合 わ さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
（ ｊ ） 該 組 み 合 わ さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
（ ｋ ） 抗 原 に 対 し て 再 選 択 す る 工 程 ； お よ び 　
（ ｌ ） 触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 、 を 包 含 す る 、 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 に つ い て の 参 考
　 本 出 願 は 、 1991年 7月 10日 の 国 際 出 願 日 、 1992年 1月 23日 の 公 開 日 を 有 す る 国 際 出 願 WO 9
2/01047（ PCT/GB91/01134） の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、 そ し て 米 国 が 指 定 国 で あ り 、 こ の 国
際 出 願  WO 92/01047（ PCT/GB91/01134） は 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 さ れ て い る 。
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 の 単 離 お よ び 産 生 に 関 し 、 そ
し て よ り 特 定 に は 、 ヒ ト 触 媒 性 抗 体 の 単 離 お よ び 産 生 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 プ ロ ド ラ
ッ グ の 活 性 化 に 使 用 す る た め の 触 媒 性 抗 体 の 単 離 お よ び 産 生 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、
遷 移 状 態 の ア ナ ロ グ に 結 合 す る 触 媒 性 抗 体 の 産 生 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 慣 例 的 に 、 特 定 の 特 異 性 を 有 す る 生 物 学 的 機 能 性 抗 体 分 子 の １
つ の 形 態 を 分 泌 す る 単 一 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 細 胞 由 来 の 不 死 化 哺 乳 動 物 細 胞 株 を 樹 立 す
る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。 こ の 抗 体 分 泌 哺 乳 動 物 細 胞 株 が 不 死 化 さ れ て い る の で 、 抗 体 の
特 徴 付 け は バ ッ チ か ら バ ッ チ へ 再 生 可 能 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 要 な 特 性 は 、 特
定 の 抗 原 に 対 す る 特 異 性 、 お よ び 製 造 さ れ 得 る 再 生 可 能 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 構 造 的 に は 、 最 も 単 純 な 抗 体 （ IgG） は 、 ４ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 、 す な わ ち ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ た ２ つ の 重 (Ｈ )鎖 お よ び ２ つ の 軽 (Ｌ )鎖 を 含 む 。 軽 鎖 に は 、 Ｋ （ カ
ッ パ ） お よ び λ （ ラ ム ダ ） と 呼 ば れ る ２ つ の 異 な る 形 態 が あ る 。 各 鎖 は 定 常 領 域 (Ｃ )お よ
び 可 変 領 域 (Ｖ )を 有 す る 。 各 鎖 は 一 連 の ド メ イ ン に 組 み 立 て ら れ る 。 軽 鎖 は ２ つ の ド メ イ
ン を 有 し 、 １ つ は Ｃ 領 域 に 対 応 し そ し て 他 は Ｖ 領 域 に 対 応 す る 。 重 鎖 は ４ つ の ド メ イ ン を
有 し 、 １ つ は Ｖ 領 域 に 対 応 し そ し て ３ つ の ド メ イ ン （ １ 、 ２ 、 お よ び ３ ） は Ｃ 領 域 に あ る
。 抗 体 は ２ つ の ア ー ム （ 各 ア ー ム は Fab領 域 で あ る ） を 有 し 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ は 互 い に
関 連 す る VLお よ び VH領 域 を 有 す る 。 こ の Ｖ 領 域 の 対 （ VLお よ び VH） は 、 １ つ の 抗 体 と 別 の
抗 体 と は 異 な り （ ア ミ ノ 酸 配 列 の 改 変 の た め ） 、 そ し て と も に 抗 原 を 認 識 し て 抗 原 結 合 部
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位 （ ABS） を 提 供 す る 原 因 で あ る 。 さ ら に よ り 詳 細 に は 、 各 Ｖ 領 域 は ４ つ の フ レ ー ム ワ ー
ク 領 域 （ FR） に よ り 分 断 さ れ た ３ つ の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） か ら 形 成 さ れ る 。 CDRは 、 可
変 領 域 の う ち の 最 も 可 変 の 部 分 で あ り 、 そ し て 重 要 な 抗 原 結 合 機 能 を 行 う 。 CDR領 域 は 、
組 換 え 、 変 異 、 お よ び 選 択 を 包 含 す る 複 合 プ ロ セ ス を 介 し て 多 く の 潜 在 的 な 生 殖 系 列 配 列
に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 結 合 抗 原 の 機 能 が 抗 体 全 体 の フ ラ グ メ ン ト に よ り 行 わ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 結 合
フ ラ グ メ ン ト の 例 は 、 (i)VL、 VH、 CL、 お よ び CH1ド メ イ ン か ら な る Fabフ ラ グ メ ン ト ； (ii
)VHお よ び CH1ド メ イ ン か ら な る Fdフ ラ グ メ ン ト ； (iii)抗 体 の 一 本 の ア ー ム の VLお よ び VH
ド メ イ ン か ら な る Fvフ ラ グ メ ン ト ； (iv)VHド メ イ ン か ら な る dAbフ ラ グ メ ン ト （ Wardら 、

341 (1989):544-546） ； (v)単 離 し た CDR領 域 ； お よ び (vi)ヒ ン ジ 領 域 で ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 に よ り 連 結 し た ２ つ の Fabフ ラ グ メ ン ト を 含 む 二 価 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 F(ab') 2 フ
ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Fvフ ラ グ メ ン ト の ２ つ の ド メ イ ン が 別 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ て い る が 、 組 換 え 法 に
よ り 、 そ れ ら を 単 一 の タ ン パ ク 質 鎖 （ 単 鎖 Fv(scFv)と し て 公 知 ； Birdら 、 242 (19
88):423-426； Hustonら 、 , USA 85(1988):5879-5883） と し て 作
成 さ せ 得 る 合 成 リ ン カ ー を 作 成 で き る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 こ れ ら の scFvフ ラ グ メ ン ト
は 、 既 に 単 離 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル か ら の 遺 伝 子 か ら 組 み 立 て ら れ た 。 発 明 者 ら の 先
の 出 願 （ WO92/01047） に お い て 、 既 に 単 離 さ れ た 抗 体 の 一 部 で は な い VHお よ び VLド メ イ ン
か ら の scFvフ ラ グ メ ン ト を 組 み 立 て る た め の プ ロ セ ス を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 誘 導 体 は 非 常 に 有 益 で あ る が 、 そ れ に
も か か わ ら ず そ れ ら に 関 連 す る 多 く の 制 限 が あ る 。 第 １ に 、 ヒ ト 不 死 化 細 胞 株 に よ り 産 生
さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治 療 的 適 用 は 、 広 範 な 病 気 の 処 置 に 大 き な 見 込 み が あ る （ Le
nnox、 、 BritishMedical Bulletin 1
984） 。 不 運 に も 、 不 死 化 抗 体 産 生 ヒ ト 細 胞 株 は 樹 立 す る の が 非 常 に 難 し く 、 そ し て そ れ
ら は 抗 体 の 収 率 が 低 い （ 約 １ μ g/ml） 。 対 照 的 に 、 同 量 の 齧 歯 類 細 胞 株 は 、 高 量 の 抗 体 を
得 る （ 約 100μ g/ml） 。 し か し 、 こ れ ら の 外 来 の 齧 歯 類 タ ン パ ク 質 の ヒ ト へ の 繰 り 返 し の
投 与 は 有 害 な 過 敏 反 応 を 生 じ 得 る 。 結 果 と し て 、 こ れ ら の 齧 歯 類 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 治 療 的 使 用 が 制 限 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 第 ２ に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 離 に お け る 重 要 な 局 面 は 、 所 望 の 特 異 性 特 徴 を 有 す る
抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 単 離 す る た め に 、 種 々 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 産 生 細 胞 の ど れ だ け の
異 な る ク ロ ー ン が 、 サ ン プ リ ン グ さ れ る に 理 論 的 に ど れ だ け 必 要 と さ れ る か と 比 較 し て 、
実 際 に 樹 立 さ れ て サ ン プ リ ン グ さ れ 得 る か と い う こ と で あ る （ Milstein、 Royal Soc. Cro
onian Lecture、 239 (1990):1-16） 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 免 疫 系
の リ ン パ 球 に よ り 任 意 の １ つ の 時 点 に お い て 発 現 さ れ る 異 な る 特 異 性 の 数 は 約 10 7 で あ る
と 考 え ら れ 、 そ し て こ れ は 可 能 な 特 異 性 の レ パ ー ト リ ー の ほ ん の 少 な い 割 合 で し か な い 。
し か し 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 代 表 的 な 抗 体 産 生 細 胞 の 単 離 の 間 、 研 究 者 は 10 3 ～ 10 4 の 個
別 の 特 異 性 を サ ン プ リ ン グ し 得 る の み で あ る 。 こ の 問 題 は 、 ヒ ト に お い て い っ そ う 悪 く 、
こ の 場 合 約 10 1 2 リ ン パ 球 特 異 性 を 有 す る が 、 10 3 ま た は 10 4 の サ ン プ リ ン グ で の 制 限 が 残 る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 問 題 は 、 免 疫 療 法 の 使 用 に よ り 実 験 動 物 に お い て あ る 程 度 ま で 軽 減 さ れ て い る 。 し
た が っ て 、 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し よ う と
す る 場 合 、 動 物 を そ の エ ピ ト ー プ を 発 現 す る 免 疫 原 で 免 疫 す る 。 次 い で 、 こ の 動 物 は 、 免
疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 高 め 、 そ し て こ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る リ ン パ 球 が
増 殖 す る 。 所 望 の 特 異 性 を 有 す る リ ン パ 球 の こ の 増 殖 の た め 、 サ ン プ リ ン グ 手 順 に お い て
そ れ ら を 検 出 す る こ と が よ り 容 易 に な る 。 し か し 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 適 切 な 免 疫 原 が 入
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手 可 能 で あ り 得 な い の で 、 す べ て の 場 合 で 成 功 す る わ け で は な い 。 さ ら に 、 ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を （ 例 え ば 、 治 療 投 与 の た め に ） 産 生 し よ う と す る 場 合 、 こ の よ う な ア プ ロ ー
チ は 実 際 に ま た は 倫 理 的 に 実 行 で き そ う に な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 発 明 者 ら の 先 の 出 願 （ WO 92/01047） に お い て 、 発 明 者 ら は 、 大 き な 生 物 学 的 機 能 性 の
結 合 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 酵 素 、 お よ び レ セ プ タ ー ） を 表 面 に 発 現 お よ び 提
示 し 、 そ し て イ ン タ ク ト か つ 感 染 性 の ま ま で あ る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 構 築 す る 方 法 を 記
載 し て い る 。 発 明 者 ら は 、 ウ イ ル ス 粒 子 お よ び こ の ウ イ ル ス 表 面 で 提 示 さ れ る 結 合 分 子 を
含 む 構 造 物 を 、 「 パ ッ ケ ー ジ 」 と 称 し た 。 結 合 分 子 が 抗 体 、 抗 体 の 誘 導 体 も し く は フ ラ グ
メ ン ト 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン と 相 同 で あ る ド メ イ ン で あ る 場 合 、 発 明 者 ら は こ
の パ ッ ケ ー ジ を 「 フ ァ ー ジ 抗 体 」 （ pAb） と 称 し た 。 し か し 、 文 脈 が 他 を 記 載 す る 以 外 は
、 フ ァ ー ジ 抗 体 と い う 用 語 が 一 般 的 に 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ は ま た 、 ウ イ ル ス 粒 子 お よ び
こ の ウ イ ル ス 表 面 で 提 示 さ れ る 生 物 学 的 機 能 性 の 結 合 分 子 を 含 む あ ら ゆ る パ ッ ケ ー ジ を い
う と 解 釈 さ れ た 。 WO92/01047の 最 初 の 出 願 以 来 、 機 能 的 抗 体 お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の
表 面 で 発 現 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 多 く の 例 が 、 文 献 お よ び 別 の 特 許 出 願 の 両 方
に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 不 死 化 さ れ た 細 胞 の 細 菌 細 胞 で の 「 フ ァ ク ト リ ー 」 と し て の こ の 簡 単 な 置 換 は 、 バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 で 発 現 さ れ る 大 量 の 結 合 分 子 を 調 製 す る た め の 手 順 を か な り 簡 単 に す
る 。 さ ら に 、 細 胞 （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び Ｂ 細 胞 ） か ら 抗 体 産 生 配 列 を 単 離 す る
た め の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 増 幅 （ Saikiら 、  239 (1988):487-491） の 使
用 は 、 結 合 特 異 性 が 単 離 さ れ 得 る タ イ ム ス ケ ー ル を 早 め る 大 き な 可 能 性 が あ る 。 フ ァ ー ジ
抗 体 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 増 幅 し た VHお よ び VL遺 伝
子 を 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 容 易 に 生 成 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ を 基 礎 と す る 組 換 え 産 生 シ ス テ ム は 、 注 文 作 成 の 抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト を 産 生 す
る た め の 余 地 が あ る 。 例 え ば 、 結 合 機 能 と エ フ ェ ク タ ー 機 能 と の 新 規 な 組 み 合 わ せ を 有 す
る キ メ ラ 分 子 、 ヒ ト 化 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 定 常 ド メ イ ン と 組 み 合 わ せ た マ ウ ス 可 変 領 域 、
ま た は 、 ヒ ト FR上 に 移 植 し た マ ウ ス 抗 体 CDR） 、 お よ び 新 規 な 抗 原 結 合 分 子 を 産 生 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 こ の フ ァ ー ジ を 基 礎 と す る シ ス テ ム の 重 要 な 利 点 は 、 所 望 の 結 合 特 異 性
に 対 し て 直 接 的 な 組 換 え 抗 体 を 直 接 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る 能 力 が あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 組 換 え VHお よ び VLフ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る に お い て 、 い く つ か の 問 題 に つ い て
述 べ ら れ る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス に お い て 、 約 10 7 の 可 能 な Ｈ 鎖 お よ び 10 7 の 可 能 な
Ｌ 鎖 が あ る 。 し た が っ て 、 Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖 の 10 1 4 の 可 能 な 組 み 合 わ せ が あ り 、 こ の よ う な
数 の 組 み 合 わ せ の い ず れ か を テ ス ト す る た め に は 、 約 10 1 4 ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成
し 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ し な く て は な ら な い 。 こ れ に つ い て 、 こ れ ま で は 実 際 的 な 可 能
性 は な か っ た 。 PCT/GB92/00883お よ び PCT/GB92/01755出 願 （ こ れ ら は 参 考 と し て 本 明 細 書
中 に 援 用 さ れ て い る ） は 、 こ の 問 題 を 改 善 す る 多 く の ア プ ロ ー チ を 開 示 し て い る 。 こ れ ら
の 出 願 は そ れ ぞ れ 、 発 明 者 ら の 国 際 出 願 WO 92/01047の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 抗 体 活 性 部 位 の 加 工 の た め に 既 に 開 発 さ れ て い る 多 く の 分 子 生 物 学 的 技 術 は 、
既 述 の フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー ア プ ロ ー チ と 組 み 合 わ せ て 適 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 技 術
に は 、 CDR内 残 基 の 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 、 す べ て ま た は 一 部 の CDRの ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 配 列
へ の 置 換 、 CDR領 域 が CDR領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー で 本 質 的 に 置 換 さ れ る CDRシ ャ ッ フ リ ン グ が
挙 げ ら れ る 。 pAbの 使 用 も ま た 、 全 合 成 抗 体 の 構 築 を 可 能 に し 得 る 。 さ ら に 、 い く つ か の
合 成 配 列 （ 例 え ば 、 CDR） お よ び い く つ か の 天 然 由 来 の 配 列 を 有 す る 抗 体 が 作 成 さ れ 得 る
（ 例 え ば 、 PCT/BG92/06372を 参 照 の こ と ） 。 例 え ば 、 Ｖ 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー は 、 再 配 列 さ
れ て い な い Ｖ 遺 伝 子 を Ｄ お よ び Ｊ セ グ メ ン ト と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り イ ン ビ ト ロ で 作 成
さ れ 得 た 。 次 い で 、 pAbの ラ イ ブ ラ リ ー は 、 抗 原 へ の 結 合 に よ り 選 択 さ れ 、 抗 原 結 合 ル ー
プ ま た は Ｖ ド メ イ ン フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お い て イ ン ビ ト ロ で 過 剰 変 異 さ れ 、 そ し て 選 択
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お よ び 変 異 誘 発 の さ ら な る ラ ウ ン ド に 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 pAbは 、 抗 原 結 合 活 性 を コ ー ド す る 抗 体 遺 伝 子 の 選 択 に お い て 適 用 の 範 囲 を 有 す る 。 適
用 の １ つ の 特 に 刺 激 的 な 領 域 は 、 触 媒 特 性 を 有 す る 抗 体 （ 触 媒 性 抗 体 ） の 開 発 で あ る 。 触
媒 性 抗 体 は 、 Schochetmanら の 米 国 特 許 第 4,888,281号 ； Kimら の 米 国 特 許 第 4,963,355号 ；
お よ び Schochetmanら の 米 国 特 許 第 5,037,750号 に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は す べ て 本 明 細
書 中 に 参 考 と し て 援 用 さ れ て い る 。 こ れ ら に 開 示 さ れ て い る よ う に 、 触 媒 性 抗 体 は 、 酵 素
の 触 媒 能 力 を 抗 体 の 結 合 能 力 と を 兼 ね 備 え る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 現 在 ま で に 記 載 さ れ た す べ て の 触 媒 性 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 技 術 を 用 い て 生 成 さ
れ て い る 。 そ の プ ロ セ ス の 詳 細 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 代 表 的 な 方 法 と し て は 、 第 １ に 、
適 切 な 抗 原 で マ ウ ス を 免 疫 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 抗 原 は 、 所 望 の 反 応 物 ； ペ プ チ ド ま た
は 他 の キ ャ リ ア 分 子 に 結 合 し た 所 望 の 反 応 物 ； 反 応 中 間 体 ま た は 反 応 物 の ア ナ ロ グ ； あ る
い は 、 産 物 ま た は 反 応 中 間 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ア ナ ロ グ 」 と い う 用 語 は 、 異 性 体 、 ホ モ ロ グ 、 遷 移 状 態 ア ナ ロ
グ 、 ま た は 化 学 構 造 の 点 で 反 応 物 に 十 分 に 類 似 し て い る 他 の 化 合 物 を 包 含 し 得 る 。 こ の よ
う な ア ナ ロ グ に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 は 、 反 応 物 と の 免 疫 学 的 反 応 に 関 連 し 得 る が 、 ア ナ
ロ グ の 反 応 を 必 ず し も 触 媒 し な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 多 く の 異 な る タ イ プ の 抗 体 触 媒 が こ の 技 術 で 開 発 さ れ た が 、 所 望 の 特 異 性 に つ い て の ハ
イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 し そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る に 必 要 な 時 間 が か な り 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 所 望 の 特 異 性 が 十 分 に ま れ で あ る 場 合 、 こ の 所 望 の 特 異 性 を 回 収 す る に 十 分 な ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 株 を サ ン プ リ ン グ す る こ と は 実 際 的 で な い か ま た は 不 可 能 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 、 現 在 は 、 完 全 な ヒ ト 触 媒 性 抗 体 を 作 成 す る た め の 適 切 な ハ イ ブ リ ド ー マ を 基 礎
と す る 技 術 は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 あ る 生 物 学 的 機 能 の 活 性 化 を 生 じ る 切 断 を 引 き 起 こ す た め に 用 い
ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の よ う な 反 応 は ペ プ チ ド 結 合 の 切 断 を 包 含 す る が 、 エ ス テ ル 結 合 ま た は グ リ コ シ ド 結
合 ま た は 他 の タ イ プ の 結 合 も 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 生 物 学 的 機 能 の 活 性 化 を 生 じ る 生 体 分 子 の 切 断 の １ つ の 例 は 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病
の 処 置 で あ る 。 患 者 は 、 注 射 に よ り イ ン ス リ ン を 自 分 で 投 与 す る 。 循 環 中 へ の イ ン ス リ ン
の 放 出 が 天 然 の 膵 臓 の イ ン ス リ ン 放 出 の 薬 物 速 度 論 を 模 倣 す る イ ン ス リ ン 処 方 物 の 開 発 へ
の こ れ ま で の 試 み は 、 成 功 す る こ と が 証 明 さ れ て い な い 。 イ ン ス リ ン は 、 プ ロ 型 の プ ロ イ
ン ス リ ン で 膵 臓 に 存 在 し 、 そ の 活 性 は イ ン ス リ ン 自 体 よ り も 多 く の 桁 数 低 い 強 さ で あ る 。
プ ロ イ ン ス リ ン か ら イ ン ス リ ン へ の 変 換 を 生 じ る ペ プ チ ド 結 合 に 特 異 的 な 抗 体 プ ロ テ ア ー
ゼ は 、 そ の 速 度 論 的 特 徴 が プ ロ イ ン ス リ ン と 抗 体 プ ロ テ ア ー ゼ と の 注 射 後 に イ ン ビ ボ で イ
ン ス リ ン を 放 出 さ せ る よ う に 設 計 さ れ 得 る 。 こ れ は プ ロ ド ラ ッ グ の 活 性 化 の 例 で あ り 、 こ
の 場 合 薬 物 は 天 然 の タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン で あ る 。 プ ロ ド ラ ッ グ は 、 生 物 学 的 機 能 の 活 性 化
ま た は 不 活 性 化 を 生 じ る 多 く の 治 療 的 活 性 分 子 を 包 含 し 得 る 。 プ ロ 型 は 、 薬 物 の 天 然 の 改
変 ま た は そ の 適 切 な 合 成 改 変 の い ず れ か を 利 用 し 得 る 。 低 い 活 性 （ 治 療 的 に 有 用 ま た は 毒
性 で あ る ） を 有 す る 適 切 な 薬 物 誘 導 体 は 、 適 切 な 触 媒 性 抗 体 で 改 変 さ れ 、 活 性 化 形 態 に 変
換 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ス の 特 定 の 例 が 、 1989年 5月 4日 に 出 願 さ れ た PCT/US89/01951に 記 載
さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
発 明 の 要 旨
　 本 発 明 の １ つ の 目 的 は 、 化 学 反 応 速 度 を 触 媒 的 に 上 昇 さ せ 得 る 、 フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ
る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 お よ び 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 以 下 に 概 説 す る い く つ か の 異 な る 方 法 の １ つ に よ っ て ヒ ト 触 媒 性
抗 体 を 産 生 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 お よ び RT3に 結 合 す る 抗
体 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る フ ァ ー ジ を 単 離 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 目 的 は 、 変 異 誘 発 、 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 お よ び CDRシ ャ ッ フ リ ン グ
、 ま た は こ れ ら の 手 順 の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 包 含 す る い く つ か の 異 な る 方 法 の １ つ に よ っ
て 、 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 お よ び RT3を 結 合 す る 抗 体 （ マ ウ ス ま た は ヒ ト 由
来 ） か ら 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ し て 最 後 に 、 本 発 明 の さ ら に 他 の 目 的 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 に 使 用 す る た め の 触 媒
性 抗 体 を 産 生 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
１ ． フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)抗 体 由 来 ド メ イ ン の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
　 (b)フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 該 ド メ イ ン を コ ー ド す る も の を 挿 入 す る 工 程 ； お よ び
　 (c)該 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
２ ． 前 記 触 媒 性 抗 体 が 単 鎖 抗 体 で あ る 、 項 目 １ に 記 載 の 方 法 。
３ ． 工 程 (c)で 単 離 さ れ る 抗 体 が E.coli細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 大 量 に 産 生 さ れ る 、 項
目 １ に 記 載 の 方 法 。
４ ． 項 目 １ に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 触 媒 性 抗 体 。
５ ． 項 目 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 体 由 来 ド メ イ ン の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 以 下 の
群 ：
　 (a)免 疫 さ れ た 動 物 由 来 の リ ン パ 球 か ら 得 ら れ る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト ；
　 (b)免 疫 さ れ て い な い 動 物 由 来 の リ ン パ 球 か ら 得 ら れ る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト ；
　 (c)VHお よ び VL鎖 の シ ャ ッ フ リ ン グ に よ り 得 ら れ る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト ；
　 (d)CDR領 域 の シ ャ ッ フ リ ン グ に よ り 得 ら れ る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト ；
　 (e)CDR領 域 の 変 異 誘 発 に よ り 得 ら れ る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト ；
　 (f)イ ン プ リ ン テ ィ ン グ ； ま た は
　 (g)合 成 抗 体 遺 伝 子 、
の １ つ ま た は そ れ よ り 多 い も の か ら 生 成 さ れ る 、 方 法 。
６ ． フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)抗 原 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b)該 抗 原 で 免 疫 す る 工 程 ；
　 (c)該 免 疫 し た 動 物 か ら VHお よ び VLド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
　 (d)フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 生 成 す る た め に フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 該 VHお よ び V
Lド メ イ ン を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (e)該 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 選 択 す る 工 程 ；
　 (f)基 質 に 対 す る 触 媒 活 性 に つ い て 該 選 択 し た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 工 程 ； お よ び
　 (g)該 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 、
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を 包 含 す る 、 方 法 。
７ ． 前 記 触 媒 性 抗 体 が 単 鎖 抗 体 で あ る 、 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
８ ． 前 記 抗 原 が 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ で あ る 、 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
９ ． 前 記 抗 原 が ホ ス ホ ネ ー ト で あ る 、 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
１ ０ ． 前 記 抗 原 が
【 ０ ０ ２ ８ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ９ 】
で あ る 、
項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
１ １ ． 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 触 媒 性 抗 体 。
１ ２ ． フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 ヒ ト 抗 体 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)抗 原 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b)VHお よ び VLド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
　 (c)フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 生 成 す る た め に フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 該 VHお よ び V
Lド メ イ ン を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (d)該 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 選 択 す る 工 程 ；
　 (e)基 質 に 対 す る 触 媒 活 性 に つ い て 該 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び
　 (f)該 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
１ ３ ． 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー が マ ウ ス 由 来 で あ る 、 項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
１ ４ ． 前 記 抗 原 が 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ で あ る 、 項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
１ ５ ． 前 記 抗 原 が ホ ス ホ ネ ー ト で あ る 、 項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
１ ６ ． 前 記 抗 原 が
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
で あ る 、
項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
１ ７ ． 項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 触 媒 性 抗 体 。
１ ８ ． 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)鎖 シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る た め に VL遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を VH遺
伝 子 と 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
　 (b)シ ャ ッ フ ル さ れ た 鎖 を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (c)フ ァ ー ジ 上 で 該 鎖 シ ャ ッ フ ル さ れ た 抗 体 を 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (d)抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 (e)触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
１ ９ ． CDRシ ャ ッ フ リ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
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　 (a)VLお よ び VH遺 伝 子 を 単 離 す る 工 程 ；
　 (b)CDR領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー を 単 離 す る 工 程 ；
　 (c)CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 該 VLお よ び VH遺 伝 子 を 該 CDR領
域 の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 み 合 わ せ る 工 程 ； お よ び
　 (d)該 CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (e)フ ァ ー ジ 上 で 該 CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (f)抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 (g)触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
２ ０ ． イ ン プ リ ン テ ィ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)抗 体 の セ ッ ト を 選 択 す る 工 程 ；
　 (b)該 抗 体 か ら VH遺 伝 子 の セ ッ ト お よ び VL遺 伝 子 の セ ッ ト を 単 離 す る 工 程 ； 　 　 (c)２ つ
の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る た め に 、 該 VHの セ ッ ト を VLの ラ イ ブ ラ リ ー と 組 み 合
わ せ 、 そ し て 該 VLの セ ッ ト を VHの ラ イ ブ ラ リ ー と 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
　 (d)該 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (e)該 ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (f)抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ；
　 (g)VHお よ び VL遺 伝 子 の 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 単 離 す る 工 程 ；
　 (h)該 VHお よ ひ VL遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
　 (i)該 組 み 合 わ さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (j)該 組 み 合 わ さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (k)抗 原 に 対 し て 再 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 (l)触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
２ １ ． 抗 体 、 6His残 基 、 遺 伝 子 の 一 部 、 お よ び フ ァ ー ジ 遺 伝 子 IIIを 含 む 、 組 換 え ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
２ ２ ． 前 記 ベ ク タ ー が 、 以 下 の エ レ メ ン ト ： 結 合 活 性 を 保 持 す る 抗 体 、 金 属 イ オ ン 結 合 活
性 を 保 持 す る His-6配 列 、 お よ び 抗 原 性 を 保 持 す る 配 列 か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生
を 可 能 に す る 、 項 目 ２ １ に 記 載 の 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
２ ３ ． 前 記 ベ ク タ ー が 、 以 下 の エ レ メ ン ト ： 結 合 活 性 を 保 持 す る 抗 体 、 His-6配 列 、 配
列 、 お よ び 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る 遺 伝 子 IIIタ ン パ ク 質 か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生
を 可 能 に す る 、 項 目 ２ １ に 記 載 の 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
２ ４ ． イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
フ ァ ー ジ 由 来 の 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
２ ５ ． プ ロ ド ラ ッ グ の イ ン ビ ボ で の 活 性 化 の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)プ ロ ド ラ ッ グ を 患 者 に 導 入 す る 工 程 で あ っ て 、 該 プ ロ ド ラ ッ グ が 、 切 断 さ れ て 、 該
薬 物 の 活 性 形 態 を 放 出 す る 化 学 結 合 を 有 す る 、 工 程 ； お よ び
　 (b)該 プ ロ ド ラ ッ グ 中 の 該 結 合 を 切 断 し 得 る フ ァ ー ジ 由 来 の 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 該 患
者 に 導 入 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
２ ６ ． イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動
物 で 生 物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物
に 導 入 す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 項 目 １ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法 。
２ ７ ． イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動
物 で 生 物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物
に 導 入 す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 項 目 １ ８ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法 。
２ ８ ． イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動
物 で 生 物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物
に 導 入 す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 項 目 １ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法 。
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２ ９ ． イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 動
物 で 生 物 学 的 機 能 を 活 性 化 ま た は 不 活 性 化 す る 方 法 で あ っ て 、 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物
に 導 入 す る 工 程 を 包 含 し 、 該 抗 体 が 項 目 ２ ０ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 方 法 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 し 、
以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
　 (a)抗 体 由 来 ド メ イ ン の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
　 (b)フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 上 記 ド メ イ ン を コ ー ド す る も の を 挿 入 す る 工 程 ； お よ び
　 (c)上 記 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の
工 程 を 包 含 す る ：
　 (a)抗 原 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b)上 記 抗 原 で 免 疫 す る 工 程 ；
　 (c)上 記 免 疫 し た 動 物 か ら VHお よ び VLド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
　 (d)フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 生 成 す る た め に フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 上 記 VHお よ
び VLド メ イ ン を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (e)上 記 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 選 択 す る 工 程 ；
　 (f)基 質 に 対 す る 触 媒 活 性 に つ い て 上 記 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び
　 (g)上 記 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 ヒ ト 抗 体 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 し 、 以 下
の 工 程 を 包 含 す る ：
　 (a)抗 原 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b)VHお よ び VLド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 工 程 ；
　 (c)フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 生 成 す る た め に フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に 上 記 VHお よ
び VLド メ イ ン を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (d)上 記 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 選 択 す る 工 程 ；
　 (e)基 質 に 対 す る 触 媒 活 性 に つ い て 上 記 選 択 し た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び
　 (f)上 記 触 媒 性 抗 体 を 単 離 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産 生
す る 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
　 (a)鎖 シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る た め に VL遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を VH遺
伝 子 と 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
　 (b)シ ャ ッ フ ル さ れ た 鎖 を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (c)フ ァ ー ジ 上 で 上 記 触 媒 性 抗 体 を 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (d)抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 (e)触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 CDRシ ャ ッ フ リ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産
生 す る 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
　 (a)VLお よ び VH遺 伝 子 を 単 離 す る 工 程 ；
　 (b)CDR領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー を 単 離 す る 工 程 ；
　 (c)CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 上 記 VLお よ び VH遺 伝 子 を 上 記 CD
R領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 み 合 わ せ る 工 程 ； お よ び
　 (d)上 記 CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (e)フ ァ ー ジ 上 で 上 記 CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 さ せ る 工 程 ；
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　 (f)抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 (g)触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ を 介 し て フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒 性 抗 体 を 産
生 す る 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
　 (a)抗 体 の セ ッ ト を 選 択 す る 工 程 ；
　 (b)上 記 抗 体 か ら VH遺 伝 子 の セ ッ ト お よ び VL遺 伝 子 の セ ッ ト を 単 離 す る 工 程 ；
　 (c)２ つ の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る た め に 、 上 記 VHの セ ッ ト を VLの ラ イ ブ ラ
リ ー と 組 み 合 わ せ 、 そ し て 上 記 VLの セ ッ ト を VHの ラ イ ブ ラ リ ー と 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
　 (d)上 記 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (e)上 記 ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (f)抗 原 に 対 し て 選 択 す る 工 程 ；
　 (g)VHお よ び VL遺 伝 子 の 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 単 離 す る 工 程 ；
　 (h)上 記 VHお よ ひ VL遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 組 み 合 わ せ る 工 程 ；
　 (i)上 記 組 み 合 わ さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 (j)上 記 組 み 合 わ さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ せ る 工 程 ；
　 (k)抗 原 に 対 し て 再 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 (l)触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 イ ン ビ ボ で 分 子 内 の 特 定 の 結 合 の 切 断 ま た は 形 成 速 度 を 上 昇 さ せ る 方
法 を 提 供 し 、 フ ァ ー ジ 由 来 の 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を 動 物 に 導 入 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 プ ロ ド ラ ッ グ の イ ン ビ ボ で の 活 性 化 の 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の 工 程 を 包
含 す る ：
　 (a)プ ロ ド ラ ッ グ を 患 者 に 導 入 す る 工 程 で あ っ て 、 上 記 プ ロ ド ラ ッ グ が 、 切 断 さ れ て 、
こ の 薬 物 の 活 性 形 態 を 放 出 す る 化 学 結 合 を 有 す る 、 工 程 ； お よ び
　 (b)上 記 プ ロ ド ラ ッ グ 中 の 上 記 結 合 を 切 断 し 得 る フ ァ ー ジ 由 来 の 触 媒 性 抗 体 の 有 効 量 を
上 記 患 者 に 導 入 す る 工 程 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 化 学 反 応 速 度 を 触 媒 的 に 上 昇 さ せ 得 る 、 フ ァ ー ジ 上 に 提 示 さ れ る 触 媒
性 抗 体 を 産 生 お よ び 単 離 す る 方 法 を 提 供 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 以 下 に 概 説 す る い く つ か の 異 な る 方 法 の １ つ に よ っ て ヒ ト 触 媒 性 抗 体
を 産 生 す る こ と が 提 供 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 お よ び RT3に 結 合 す る 抗 体 エ ピ ト
ー プ を 提 示 す る フ ァ ー ジ を 単 離 す る こ と が 提 供 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 変 異 誘 発 、 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 お よ び CDRシ ャ ッ フ リ ン グ 、 ま た は こ
れ ら の 手 順 の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 包 含 す る い く つ か の 異 な る 方 法 の １ つ に よ っ て 、 遷 移 状
態 ア ナ ロ グ 、 ホ ス ホ ネ ー ト 、 お よ び RT3を 結 合 す る 抗 体 （ マ ウ ス ま た は ヒ ト 由 来 ） か ら 触
媒 性 抗 体 を 産 生 す る こ と が 提 供 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 に 使 用 す る た め の 触 媒 性 抗 体 を 産 生 す る こ と が 提
供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 願 明 細 書 に 記 載 さ れ る 発 明 を よ り 十 分 に 理 解 し 得 る た め に 、 以 下 に 詳 細 な 説 明 を 記 載
す る 。 こ の 記 載 は 、 本 願 発 明 を 例 示 し て 説 明 す る が 、 特 定 の 発 明 に 限 定 す る と 解 釈 す べ き
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で な く 、 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る 変 法 は 、 本 願 発 明 の 範 囲 に 属 す る と 考 え ら れ る べ き で あ る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明
　 便 宜 の た め お よ び 即 座 に 参 照 で き る た め に 、 本 願 発 明 を 記 載 す る に お い て 以 下 の 定 義 を
用 い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ア ナ ロ グ は 、 異 性 体 、 ホ モ ロ グ 、 遷 移 状 態 、 あ る い は 化 学 構 造 の 点 で 反 応 物 に 十 分 に 類
似 し て い る 他 の 化 合 物 を 包 含 す る 。 こ の よ う な ア ナ ロ グ に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 は 、 反 応
物 と の 免 疫 学 的 反 応 に 関 連 し 得 る が 、 ア ナ ロ グ の 反 応 を 必 ず し も 触 媒 し な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 体 は 、 天 然 か 、 一 部 あ る い は 全 部 が 合 成 的 に 生 成 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を い う 。 こ の
用 語 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 ド メ イ ン と 相 同 な 結 合 ド メ イ ン を 有 す る あ ら ゆ る タ ン パ
ク 質 を 含 む 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 天 然 供 給 源 に 由 来 し 得 る か 、 あ る い は 一 部 あ る い は 全
部 が 合 成 で 生 成 さ れ 得 る 。 例 示 の 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 同 位 体 お よ び Fab、 F(ab1)２ 、 s
cFv、 fV、 dAb、 Fdフ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 抗 体 由 来 ド メ イ ン は 抗 体 分 子 に 由 来 す る 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 抗 原 は 、 動 物 体 を 抗 体 を 産 生 さ せ る よ う に 刺 激 し 得 、 こ れ ら の 産 生 さ れ た 抗 体 と 結 合 し
得 る 物 質 で あ り 、 だ い た い タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ド メ イ ン は 、 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ っ て 、 そ れ 自 身 の 中 に 折 り 畳 ま れ 、 同 じ タ ン パ ク 質
の 他 の 部 分 と は 独 立 し て お り 、 相 補 的 な 結 合 メ ン バ ー と は 独 立 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ホ モ ロ グ は 、 一 次 構 造 、 二 次 構 造 、 ま た は 三 次 構 造 中 の 対 応 す る 位 置 で 同 じ 残 基 あ る い
は 保 存 さ れ た 残 基 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ２ つ あ る い は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も 含 む 。 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド の 例
は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 同 位 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 単 離 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 特 定 の フ ァ ー ジ を 分 離 す る こ と を い う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ク ロ ー ン 中 の
DNA配 列 ） の コ レ ク シ ョ ン を い う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 未 処 置 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 未 だ 免 疫 化 さ れ て い な い 動 物 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列
の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を い い 、 免 疫 化 は 以 下 の も の で 行 わ れ る ： 反 応 物 ；
ペ プ チ ド あ る い は 他 の キ ャ リ ア に 結 合 し た 反 応 物 ； 反 応 中 間 体 ； 反 応 物 の ア ナ ロ グ ； 産 物
の ア ナ ロ グ で あ っ て 、 そ の よ う に し て 生 成 さ れ た 抗 体 が 反 応 物 あ る い は 反 応 中 間 体 に 結 合
し 得 る 、 ア ナ ロ グ ； お よ び 反 応 中 間 体 あ る い は 遷 移 状 態 の ア ナ ロ グ 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 パ ッ ケ ー ジ は 、 複 製 し 得 る 遺 伝 子 デ ィ ス プ レ イ パ ッ ケ ー ジ を い い 、 粒 子 が そ の 表 面 に sb
pの メ ン バ ー を 提 示 し て い る も の を い う 。 こ の パ ッ ケ ー ジ は 、 そ の 表 面 に 抗 原 結 合 ド メ イ
ン を 提 示 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ り 得 る 。 こ の タ イ プ の パ ッ ケ ー ジ は フ ァ ー ジ 抗 体 (p
Ab)と 呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 修 飾 に 由 来 す る ベ ク タ ー で あ り 、 バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ の 複 製 開 始 点 を 有 す る が 、 プ ラ ス ミ ド の 複 製 開 始 点 を 有 し な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド ゲ ノ ム の 修 飾 に 由 来 す る ベ ク タ ー で あ り 、 バ ク テ リ
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オ フ ァ ー ジ の 複 製 開 始 点 お よ び プ ラ ス ミ ド の 複 製 開 始 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ベ ク タ ー は 宿 主 生 物 中 で 複 製 し 得 る DNA分 子 で あ っ て 、 そ の 中 に 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ て 、
組 換 え DNA分 子 が 構 築 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
 
方 法 の 概 観
　 本 願 発 明 は 、 触 媒 特 性 を 有 す る 抗 体 を そ の 表 面 に 発 現 す る フ ァ ー ジ 粒 子 を 作 製 し 単 離 す
る 方 法 を 記 載 す る 。 本 願 発 明 を 実 施 す る 際 に 、 触 媒 機 能 性 を コ ー ド す る 抗 体 ド メ イ ン は 、
以 下 に 定 義 す る よ う に 、 特 異 的 に 免 疫 し た あ る い は 免 疫 し て い な い 動 物 供 給 源 あ る い は ヒ
ト 供 給 源 の い ず れ か か ら 調 製 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 本 願 発 明 は 、 結 合 お よ び /ま た は 触 媒 機
能 を 、 い く つ か の 方 法 （ 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 CDRグ ラ フ ト 化 、 お よ び 変 異 誘 発 を 含 む が こ
れ に 限 定 さ れ な い ） の 一 つ に よ り 生 成 あ る い は 改 良 す る 方 法 を 記 載 す る 。 本 願 発 明 の さ ら
な る 実 施 態 様 に お い て は 、 マ ウ ス 由 来 VHお よ び VLド メ イ ン に よ っ て 全 体 的 に コ ー ド さ れ て
い る 触 媒 性 抗 体 を 、 ヒ ト 由 来 VHお よ び VLド メ イ ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 触 媒 性 抗 体 に
変 換 す る 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 特 異 的 な 触 媒 機 能 を 有 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る 最 初 の 工 程 は 、 化 学 物 質 ハ プ テ ン （ 例 え ば
、 触 媒 さ れ る 反 応 の 基 質 と は 関 連 す る が 異 な っ て い る 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ (TSA)） を 必 要 と
す る が 、 必 ず し も こ の ハ プ テ ン に 限 定 さ れ な い 。 触 媒 機 能 を 有 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る 手 段
と し て の こ の TSAの 構 造 、 合 成 、 お よ び 使 用 は 、 1980年 4月 1日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 4,1
96,265号 に 記 載 さ れ て お り 、 参 考 と し て 本 願 明 細 書 に 援 用 す る 。 先 行 技 術 に 記 載 さ れ て い
る よ う に 、 触 媒 性 抗 体 の 産 生 お よ び 単 離 の 伝 統 的 な 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る ア
プ ロ ー チ （ ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 ） で 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 願 発 明 は 、 ホ ス ホ ネ ー ト 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ を 免 疫 原 と し て あ る い は 固 相 上 に 固 定 化 し
て 用 い て 、 そ の TSAと 結 合 し か つ 触 媒 特 性 を 有 し 得 る 抗 体 の 生 成 お よ び 選 択 を 可 能 に す る
（ 図 １ 参 照 ） 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 触 媒 性 抗 体 が 産 生 さ れ る 以 前 の 発 明 と 異 な っ て
、 本 願 発 明 の ユ ニ ー ク な 実 施 態 様 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 に 抗 体 ド メ イ ン （ 触 媒 機 能
を 有 す る 抗 体 ド メ イ ン を 含 む ） を 発 現 し 得 る こ と に あ る 。 表 面 に 触 媒 性 抗 体 ド メ イ ン を 提
示 す る 能 力 を 有 す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 を 、 以 下 に 記 載 す る 。
１ ． 免 疫 化 供 給 源 か ら の 結 合 お よ び /ま た は 触 媒 性 フ ァ ー ジ 抗 体 の 産 生
　 TSAを キ ャ リ ア 分 子 あ る い は ペ プ チ ド に 結 合 さ せ 、 BALB/Cマ ウ ス を 免 疫 し た 。 適 当 な 期
間 の 経 過 後 、 マ ウ ス か ら 脾 臓 を 取 り 出 し 、 細 胞 か ら mRNAを 単 離 し た 。 RNAを 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 可 変 ド メ イ ン を 増 幅 さ せ る 出 発 供 給 材 料 と し て 用 い 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ
ー へ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 引 き 続 く バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 で の 発 現 を 行 う 。 本
願 発 明 の 実 施 態 様 に お い て 、 可 変 ド メ イ ン は 、 本 願 発 明 の 背 景 に 記 載 さ れ る よ う に 、 典 型
的 に は 短 い ペ プ チ ド に よ り 連 結 さ れ て scFvを 生 成 し て い る 。 別 の フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー が
Fabの よ う な 抗 体 を 発 現 さ せ る の に 用 い ら れ 得 る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 こ の フ ァ ー ジ
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 技 術 は 既 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の プ ロ セ ス の 詳 細 は 当 業 者 に
周 知 で あ る （ 例 え ば 、 WO92/01047; McCaffertyら 、 (1990):552-564; Hoogenboom
ら 、  (1991) 4133-4137; Marksら 、 (1991):581-597 を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 TSAと 特 異 的 に 結 合 し 認 識 す る フ ァ ー ジ 抗 体 は 、 以 下 に 記 載 す る い く つ か の 方 法 の 一 つ
を 用 い て ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ る ：
　 a)パ ン ニ ン グ － TSAを 直 接 、 固 相 表 面 （ す な わ ち 、 チ ュ ー ブ ま た は プ レ ー ト ） 上 に 固 定
化 す る か 、 ま た は 別 途 、 こ の 固 相 表 面 を コ ー ト す る 前 に キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る
。 フ ァ ー ジ 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 懸 濁 液 を コ ー ト さ れ た 表 面 と あ る 時 間 反 応 さ せ 、 そ
の 後 、 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ 抗 体 （ TSAと 結 合 し な い 抗 体 ） を 洗 浄 し て 除 い た 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 b)ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 　 TSAを 適 切 な カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス に （ す な わ ち
、 セ フ ァ ロ ー ス ） に 結 合 さ せ る 。 フ ァ ー ジ 抗 体 懸 濁 液 を カ ラ ム に 通 し 、 結 合 し な い フ ァ ー
ジ を 緩 衝 液 で カ ラ ム か ら 洗 い 流 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 固 相 表 面 に 結 合 し 固 定 化 さ れ る フ ァ ー ジ 抗 体 は 、 以 下 を 含 む い く つ か の 方 法 の う ち の 一
つ で 取 り 出 さ れ 得 る ：
　 　 a)低 い （ 酸 性 ） あ る い は 高 い （ 塩 基 性 ） pHの い ず れ か の バ ッ フ ァ ー を 用 い る 非 特 異 的
溶 出 ；
　 　 b)も と の ホ ス ホ ネ ー ト TSAま た は 反 応 基 質 ま た は 産 物 な ど の 遊 離 の ハ プ テ ン を 用 い る
特 異 的 溶 出 ；
　 　 c)TSAの 部 分 、 ま た は 基 質 ま た は 産 物 を 用 い る 特 異 的 溶 出 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 TSAに 結 合 し た フ ァ ー ジ 抗 体 の 特 異 的 溶 出 に 加 え て 、 最 初 の パ ン ニ ン グ ま た は ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の 間 に 、 フ ァ ー ジ 抗 体 の 結 合 を コ ン ト ロ ー ル す る こ と が 望
ま し い と さ れ 得 る 。 一 つ の 方 法 は 競 合 阻 害 を 用 い る こ と で あ り 、 フ ァ ー ジ 抗 体 を ま ず 、 反
応 物 、 反 応 産 物 ま た は TSAの 部 分 と 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し て お く こ と で あ る （ 実 施 例 ９ を
参 照 ） 。 こ の よ う な 「 予 備 選 択 」 の 目 的 は 、 触 媒 的 で な い と 思 わ れ る 抗 体 を 結 合 抗 体 の 集
団 か ら 除 く こ と に あ る 。 本 願 発 明 の 実 施 例 に お い て は 、 こ れ ら の 除 か れ た も の は TSAの ホ
ス ホ ネ ー ト 部 分 と 実 質 的 に 結 合 し な い フ ァ ー ジ 抗 体 で あ る 。 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の
予 備 選 択 の タ イ プ は 実 験 的 に 決 定 さ れ る 必 要 が あ る が 、 結 局 は 、 TSA結 合 フ ァ ー ジ 抗 体 の
集 団 の 中 で 、 触 媒 性 フ ァ ー ジ の 比 率 を 非 触 媒 性 フ ァ ー ジ に 対 し て 増 加 さ せ る 方 法 と な り 得
る 。 こ の よ う な 手 順 が ELISAウ エ ル で 行 わ れ る 場 合 は 、 よ り 高 い 適 応 性 が 与 え ら れ 得 る 。
こ の よ う に 、 特 定 の 手 順 に 従 っ て 、 溶 出 物 を 集 め 得 、 プ レ ー ト 全 体 に 検 出 手 順 を 適 用 し 得
る 。 結 果 に 基 づ い て 、 特 定 の ウ エ ル か ら の 溶 出 物 を 選 択 し て 、 さ ら に 分 析 /パ ン ニ ン グ に
供 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 上 記 方 法 の い ず れ か あ る い は 全 て に よ る フ ァ ー ジ 抗 体 の 溶 出 に 続 い て 、 フ ァ ー ジ を 集 め
、 そ し て TSA固 相 上 で の 先 の パ ン ニ ン グ と 再 イ ン キ ュ ベ ー ト か ら 溶 出 し た フ ァ ー ジ を 単 に
集 め る こ と に よ っ て 、 追 加 の パ ン ニ ン グ （ 2、 3、 4、 5な ど ） に 供 し 得 る 。 TSAに 特 異 的 に
結 合 し な い フ ァ ー ジ の あ る 割 合 (%)は そ れ ぞ れ の パ ン ニ ン グ 工 程 （ す な わ ち 、 非 特 異 的 結
合 体 ） を 通 し て 行 わ れ る の で 、 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の プ ー ル ま た は 個 々 に 単 離 さ れ た フ ァ ー
ジ ク ロ ー ン は 、 典 型 的 に は 、 固 相 ELISAア ッ セ イ に よ っ て 、 TSAへ の 結 合 に 関 し て 再 度 ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 。 ELISAア ッ セ イ は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 表 面 に 発 現 さ れ る 抗 体 ま た は
可 溶 な 形 態 で 発 現 さ れ る 抗 体 を 用 い て 、 以 下 に 述 べ る よ う に 行 わ れ 得 る 。 ELISAア ッ セ イ
の 別 の 形 式 、 例 え ば 、 遊 離 の ハ プ テ ン 、 こ の ハ プ テ ン の 基 質 ま た は 産 物 ま た は 種 々 の 半 分
あ る い は 部 分 、 基 質 ま た は 産 物 を 用 い る 競 合 阻 害 は 、 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の プ ー ル ま た は 個
々 の 結 合 ク ロ ー ン の 結 合 特 異 性 を さ ら に 特 徴 付 け る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 適 切 な 結 合 特 異 性 を 有 す る 個 々 の フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン ま た は ク ロ ー ン の プ ー ル は 、 次
に 触 媒 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ さ れ る 。 触 媒 に 関 す る ア ッ セ イ は 最 も 便 利 に は 可 溶 性 の 抗 体
を 用 い て 行 わ れ 、 フ ァ ー ジ 抗 体 発 現 E.coliク ロ ー ン か ら 可 溶 性 抗 体 を 産 生 さ せ る 方 法 は す
で に 記 載 さ れ て い る (Marksら 、 (1991):581-597)。 触 媒 活 性 が 抗 体 活 性 部 位
に あ る と す る 基 準 は 、 混 入 タ ン パ ク 質 ま た は 酵 素 か ら の 抗 体 の 厳 し い 精 製 に あ る 。 本 願 発
明 に お い て は 、 可 溶 性 抗 体 の 精 製 は 、 発 現 し た 抗 体 の ３ ’ カ ル ボ キ シ 末 端 に 特 異 的 な ペ プ
チ ド を 導 入 す る こ と に よ り 容 易 と さ れ る 。 現 在 用 い ら れ て い る お よ び 先 行 技 術 に 記 載 さ れ
て い る こ の よ う な ペ プ チ ド の 例 は 、 以 下 を 含 む ：
　 a)ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド － カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ た 金 属 で の 抗 体 の 精 製 を 可 能
に す る （ IMAC、 Hochuliら 、 (1988):1321-1325） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 b) ペ プ チ ド － ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 固 定 化 さ れ て い る カ ラ ム マ ト リ
ッ ク ス で の 精 製 を 可 能 に す る （ Clacksonら 、 (1991):624-628） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 提 示 す る の に 使 用 さ れ る 従 来 の ベ ク タ ー は 、 ペ プ チ ド の み を 含
ん で い た （ 図 ５ 参 照 ） 。 本 願 に 記 載 さ れ 開 示 さ れ て い る ベ ク タ ー は 、 ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド
を ペ プ チ ド に 直 列 し て 導 入 し た 最 初 の 例 を 示 す 。 こ れ は 、 従 来 技 術 の 改 良 を 示 す が 、
そ れ は 、 ２ つ の 独 特 の 異 な る 形 式 と 精 製 条 件 と を 用 い る 、 可 溶 性 抗 体 の 精 製 を 可 能 に す る
か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 抗 体 の さ ら な る 精 製 は 、 目 的 の 抗 体 に 独 特 の 特 異 的 な 特 性 （ 例 え ば 、 疎 水 性 、 電 荷 、 お
よ び サ イ ズ ） を 利 用 し て 行 い 得 る 。 精 製 は 、 す で に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 多 く の 標 準 的
な タ ン パ ク 質 精 製 技 術 の い ず れ か に よ り 影 響 を 与 え ら れ る （ Deutscher、

 182巻 , Guide to ProteinPurification (1990)） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 上 記 の フ ァ ー ジ 抗 体 技 術 に よ り 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 方 法 に よ り 目
的 の 反 応 を 触 媒 し 得 る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 そ の 最 も 単 純 な 形 態 で は 、
ス ク リ ー ニ ン グ は 、 抗 体 と 反 応 物 （ 基 質 ） と を 適 切 な 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 例 え ば
分 光 学 的 方 法 あ る い は 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 多 く の 手 段 の い ず れ か い よ っ て
反 応 産 物 の 形 成 を 測 定 す る こ と に よ り 、 達 成 さ れ る 。
２ ． 非 免 疫 化 供 給 源 か ら の 結 合 お よ び /ま た は 触 媒 性 フ ァ ー ジ 抗 体 の 産 生
　 本 発 明 の こ の 実 施 態 様 に お い て 、 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 さ せ る た め の 供 給 材
料 は 、 非 免 疫 化 動 物 ま た は 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） 由 来 で あ る 。 本 実 施 例 に お け る 非 免 疫
化 は 、 特 異 的 な 反 応 物 （ キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る か ま た は 遊 離 の 反 応 物 と し て
の い ず れ か ） 、 反 応 中 間 体 、 反 応 物 の ア ナ ロ グ ま た は 特 定 の 反 応 の 予 想 さ れ る 産 物 で 特 異
的 に 免 疫 化 さ れ な い こ と を 意 味 す る 。 先 行 技 術 に お い て 示 さ れ る よ う に 、 低 親 和 性 ヒ ト 抗
体 お よ び 中 親 和 性 ヒ ト 抗 体 が 、 非 免 疫 化 供 給 源 か ら 生 成 さ れ た フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー
を 用 い て 、 特 異 的 な 抗 原 に 対 し て 生 成 さ れ て い る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 TSAに 結 合
す る 動 物 ま た は ヒ ト 抗 体 を 、 上 記 の よ う に 単 に 未 処 置 の 動 物 ま た は ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体
ラ イ ブ ラ リ ー を TSA上 に パ ン ニ ン グ す る こ と に よ り 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 次 い で 、 TSA
を 特 異 的 に 結 合 お よ び 認 識 す る フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 、 上 記 の よ う に 所 望 の 触 媒 機 能 に つ い
て ア ッ セ イ し 得 る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 ヒ ト 由 来 触 媒 性 抗 体 を 直 接 的 お よ び 全 体 的
に 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。
３ ． 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ に よ る 結 合 お よ び /ま た は 触 媒 性 フ ァ ー ジ 抗 体 の 産 生
　 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め の 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ ア プ ロ ー チ は 、 VHお よ び
VK対 の 間 の 結 合 の 無 差 別 性 を 利 用 す る 。 本 発 明 の こ の 実 施 態 様 に お い て 、 １ つ 、 い く つ か
、 ま た は 多 数 の 異 な る フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン 由 来 の VHま た は VKド メ イ ン を 、 VKま た は VHド
メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 み 合 わ せ る 。 VHお よ び VKド メ イ ン の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン お よ
び ラ イ ブ ラ リ ー は 、 上 記 の 第 １ 節 に 記 載 の よ う に 免 疫 化 し た 供 給 源 ま た は 上 記 の 第 ２ 節 に
記 載 の よ う に 非 免 疫 化 供 給 源 か ら 得 ら れ 得 る 。 さ ら に 、 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ の た め に 選 択 さ
れ る フ ァ ー ジ ク ロ ー ン は 、 以 前 特 定 の TSAへ の 結 合 に つ い て 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ ク ロ ー ン
で あ り 得 る が 、 必 ず し も そ れ に 限 定 さ れ な い 。 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ 手 順 の 後 、 再 度 組 み 合 わ
せ た 鎖 （ す な わ ち シ ャ ッ フ ル さ れ た 鎖 ） を フ ァ ー ジ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し 直 す
。 発 現 さ れ た フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を TSA上 に 再 度 パ ン ニ ン グ し 、 そ し て 個 々 の 結 合
ク ロ ー ン を 先 に 記 載 の よ う に 触 媒 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
４ ． CDRシ ャ ッ フ リ ン グ に よ る 結 合 お よ び /ま た は 触 媒 性 フ ァ ー ジ 抗 体 の 産 生
　 抗 体 特 異 性 お よ び 抗 原 結 合 親 和 性 は VHお よ び VLド メ イ ン に よ り コ ー ド さ れ る ６ つ の CDR
に よ り 特 定 さ れ る こ と が 周 知 で あ る 。 そ れ で 、 所 定 の 抗 体 由 来 の CDRの い ず れ か ま た は す
べ て を 変 化 さ せ る こ と は そ の 抗 体 の 結 合 特 性 に 劇 的 な 効 果 を 有 す る こ と に な る 。 フ ァ ー ジ
抗 体 に 関 す る 場 合 の CDRシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 VHま た は VLド メ イ ン 内 の CDR（ 単 数 ま た は 複 数
） を コ ー ド す る 領 域 を CDR（ 単 数 ま た は 複 数 ） の ラ イ ブ ラ リ ー で 置 換 す る た め の プ ロ セ ス
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を 描 写 す る 。 上 記 の 第 ３ 節 に 記 載 の 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ ア プ ロ ー チ と 同 様 に 、 CDRシ ャ ッ フ
リ ン グ の た め に 使 用 さ れ る VHま た は VKド メ イ ン は 、 １ つ 、 い く つ か 、 ま た は 多 数 の 異 な る
フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン 由 来 で あ り 得 る 。 シ ャ ッ フ リ ン グ の た め に 使 用 さ れ る CDR領 域 の フ
ァ ー ジ ク ロ ー ン お よ び ラ イ ブ ラ リ ー は 、 免 疫 化 供 給 源 ま た は 非 免 疫 化 供 給 源 の い ず れ か か
ら 得 ら れ 得 る 。 CDRシ ャ ッ フ リ ン グ の 後 、 組 換 え VHお よ び VLド メ イ ン を フ ァ ー ジ 抗 体 発 現
ベ ク タ ー に 再 ク ロ ー ン 化 す る 。 発 現 さ れ る フ ァ ー ジ 抗 体 を TSAに 対 し て 再 度 パ ン ニ ン グ し
、 そ し て 個 々 の 結 合 ク ロ ー ン を 上 記 の よ う に 触 媒 活 性 に つ い て ア ッ セ イ す る 。
５ ． 変 異 誘 発 に よ る 結 合 お よ び /ま た は 触 媒 性 フ ァ ー ジ 抗 体 の 産 生
　 CDRシ ャ ッ フ リ ン グ に つ い て 上 記 し た よ う に 、 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 CDR内 に コ ー ド さ れ
る ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 変 化 し 得 る 。 本 発 明 の 目 的 の た め の CDR変 異 誘 発 は 、
以 下 の よ う に 定 義 さ れ 得 る ：
　 a) 特 定 の CDR内 の １ つ ま た は 少 数 個 の 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 変 異 誘 発 さ せ る 部 位 特 異 的 。
こ の プ ロ セ ス は 通 常 、 変 異 誘 発 さ れ る 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 変 異 誘 発 プ ラ イ マ ー
の 配 列 に 依 存 し て 、 野 生 型 ア ミ ノ 酸 配 列 の い く つ か の 異 な る ア ミ ノ 酸 へ の 変 化 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 b) CDR（ 単 数 ま た は 複 数 ） 内 の い く つ か ま た は す べ て の ア ミ ノ 酸 が ラ ン ダ ム な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で 置 換 さ れ 、 そ の 結 果 野 生 型 配 列 が ア ミ ノ 酸 の す べ て の 可 能 な 組 み 合 わ せ に よ り
置 換 さ れ る ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 お よ び ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 の た め の 多 数 の 異 な る 方 法 が 文 献 に 記 載 さ
れ て お り 、 そ し て 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 そ の 他 の 方 法 と 同 様 に 、 変 異 誘 発 の た め
に 選 択 さ れ る フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン （ 単 数 ま た は 複 数 ） は 、 TSAへ の 結 合 に つ い て 既 に 選
択 さ れ た ク ロ ー ン で あ り 得 る が 、 そ れ に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 選 択 さ れ た 結 合 ク ロ ー ン
は 、 免 疫 化 ま た は 非 免 疫 化 の い ず れ か の 動 物 ま た は ヒ ト 供 給 源 由 来 の フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 単 離 さ れ る ク ロ ー ン で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 原 結 合 部 位 の モ デ リ ン グ に お け る 近 年 の 成 功 は 、 良 好 に 新 た な 設 計 を 予 言 す る 。 こ の
ア プ ロ ー チ は 、 特 に 小 さ い 基 質 に 対 す る 触 媒 性 抗 体 を 作 製 す る た め に 特 に 魅 力 的 で あ る 。
こ こ で 、 側 鎖 ま た は 補 欠 分 子 族 の た め の 結 合 部 位 が 、 基 質 の 遷 移 状 態 に 選 択 的 に 結 合 す る
た め の み な ら ず 、 結 合 の 作 製 お よ び 破 壊 に 直 接 関 係 す る た め に も 導 入 さ れ 得 る 。
６ ． 「 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 」 に よ る ヒ ト 触 媒 性 抗 体 の 誘 導
　 「 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 」 の プ ロ セ ス は 、 所 望 の 結 合 特 徴 を 有 す る 既 存 の 抗 体 を 用 い て 類
似 の 特 徴 を 有 す る 新 た な 抗 体 を 誘 導 す る 工 程 を 包 含 す る 。 こ れ は 、 も と の 抗 体 鎖 ま た は そ
の 部 分 を 相 補 的 な 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー と 組 み 換 え る こ と に よ り 行 わ れ る 。 新 た な 抗 体 エ レ
メ ン ト （ も と の 抗 体 結 合 特 徴 を 相 補 す る ） が 見 出 さ れ る と 、 こ れ ら を も と の 抗 体 結 合 特 徴
を 置 換 す る ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 合 せ 、 こ れ ら を も と の 抗 体 部 分 を 置 換 す る ラ イ ブ ラ リ ー
と 再 度 組 合 せ 、 も と の 抗 体 の 結 合 を 模 倣 す る 完 全 に 新 た な 抗 体 を 得 る （ PCT/GB/92/01755
） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 例 え ば 、 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ ア プ ロ ー チ は 、 上 記 第 １ 節 に 記 載 の フ ァ ー ジ 抗 体 技 術 を 用
い て 単 離 さ れ た マ ウ ス 触 媒 性 抗 体 の ヒ ト 化 に 対 し て 価 値 を 有 す る 。 一 旦 単 離 さ れ れ ば 、 触
媒 性 抗 体 の マ ウ ス が コ ー ド す る VHま た は VLド メ イ ン を 、 相 補 的 な ヒ ト 由 来 VLま た は VHド メ
イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 合 せ 得 る 。 次 い で 、 半 マ ウ ス － 半 ヒ ト フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 触 媒
活 性 を 生 成 す る た め に 、 も と も と 使 用 し た TSAへ の 結 合 に つ い て 再 度 選 択 す る 。 選 択 さ れ
る バ イ ン ダ ー の 残 存 す る マ ウ ス VHま た は VLド メ イ ン が 、 今 や 相 補 的 な ヒ ト 由 来 VLま た は VH
ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー で 置 換 さ れ る 。 今 や ヒ ト 由 来 の 配 列 で 完 全 に コ ー ド さ れ る 生 じ る
フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 TSAに 対 す る 結 合 に つ い て 再 度 選 択 す る 。 次 い で 、 TSAへ の 結 合 に つ い て
選 択 さ れ た 個 々 の ク ロ ー ン を 上 記 の よ う に 触 媒 活 性 に つ い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 今 、 一 般 的 に 本 発 明 を 記 載 し た が 、 以 下 の 実 施 例 は 例 示 の 目 的 の た め に 含 ま れ 、 い か な
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る 限 定 形 態 を も 意 図 し な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ８ 】

RT3ホ ス ホ ネ ー ト 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ ハ プ テ ン の 合 成
　 RT3ホ ス ホ ネ ー ト 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ ハ プ テ ン の 合 成 に つ い て の 反 応 ス キ ー ム を 図 １ に 示
す 。 ア セ ト ン 中 の ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い る ハ ロ ゲ ン 交 換 に よ っ て α 2-ク ロ ロ イ ソ ジ ュ レ
ン (1)か ら α 2-ヨ ー ド イ ソ ジ ュ レ ン (2)を 得 た 。 ト リ メ チ ル ホ ス フ ァ イ ト を 用 い る Michaeli
s-Arbusov反 応 に よ っ て 、 ジ メ ト キ シ ホ ス ホ ネ ー ト 化 合 物 (3)を 得 た 。 五 塩 化 リ ン と と も に
加 熱 し て 活 性 化 し 、 次 い で メ チ ル 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト (4)と 反 応 さ せ て 化 合
物 (5)を 得 た 。 チ オ フ ェ ノ ー ル お よ び ト リ エ チ ル ア ミ ン を 用 い る 脱 メ チ ル 化 に よ り 、 化 合
物 (6)を 得 た 。 こ の 化 合 物 を 水 酸 化 リ チ ウ ム の 強 塩 基 条 件 下 で 完 全 に 脱 保 護 し て 所 望 の 生
成 物 (7)に し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら に 詳 細 に は 、 α 2-ヨ ー ド イ ソ ジ ュ レ ン (化 合 物 ２ )は 、 以 下 の よ う に し て 調 製 さ れ た
：
　 α 2-ク ロ ロ イ ソ ジ ュ レ ン (化 合 物 １ )(2.28g)を ア セ ト ン (45ml)中 に 溶 解 し 、 そ し て NaI(2
.25g)を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 75℃ 、 暗 所 で 、 16時 間 、 激 し く 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃
縮 し 、 酢 酸 エ チ ル (100ml)に 再 溶 解 し 、 水 で 洗 浄 し 、 そ し て 濃 縮 し て 固 体 に し た 。 こ の 固
体 を 酢 酸 エ チ ル (5ml)に 再 溶 解 し 、 そ し て 100gの シ リ カ を 用 い て ヘ キ サ ン で 溶 出 す る フ ラ
ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し 、 α 2-ヨ ー ド イ ソ ジ ュ レ ン (2)(2.717g)を 得 た
。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 化 ５ 】
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
化 合 物 ３ の 調 製
　 新 た に 蒸 留 し た ト リ メ ト キ シ フ ォ ス フ ァ イ ト (５ ml)お よ び α 2-ヨ ー ド イ ソ ジ ュ レ ン (2)(
0.765g)を 共 に 110℃ で 16時 間 加 熱 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃 縮 し て 少 容 量 に し 、 そ し て 50gの
シ リ カ を 用 い て 酢 酸 エ チ ル -ヘ キ サ ン (2:8容 量 比 )で 溶 出 す る フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 精 製 し 、 化 合 物 ３ (0.550g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
メ チ ル 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト (化 合 物 ４ )
　 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 (1.75g)を メ タ ノ ー ル (30ml)に 溶 解 し 、 そ し て 10Mの 塩 酸 水 溶
液 (0.15ml)を 添 加 し 、 そ し て 15時 間 加 熱 還 流 し た 。 室 温 ま で 冷 却 し た 後 、 ト リ エ チ ル ア ミ
ン (1ml)を 添 加 し 、 混 合 物 を 濃 縮 し 、 そ し て シ リ カ ゲ ル (30g)を 用 い て 酢 酸 エ チ ル -ヘ キ サ
ン (2:8容 量 比 )で 溶 出 す る フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し 、 メ チ ル 4-ヒ ド
ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト (4)(1.693g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 化 ７ 】
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
化 合 物 ５ の 調 製
　 化 合 物 ３ (0.243g)を 乾 燥 ク ロ ロ ホ ル ム (3ml)に 溶 解 し 、 そ し て 五 塩 化 リ ン (0.240g)の 乾
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燥 ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 (3ml)を 添 加 し 、 次 い で 60℃ で ３ 時 間 加 熱 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃 縮 し
て オ イ ル に し 、 こ の オ イ ル を 高 減 圧 下 で 16時 間 撹 拌 し な が ら 放 置 し た 。 得 ら れ た ホ ス ホ ロ
ク ロ リ デ ー ト （ phosphorochloridate） を 乾 燥 ジ ク ロ ロ メ タ ン (3ml)に 再 溶 解 し 、 そ し て こ
れ を メ チ ル 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト (4)(0.150g)と 4-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン (0.
146g)と の 乾 燥 ジ ク ロ ロ メ タ ン (3ml)溶 液 に ０ ℃ で 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 16時 間 撹
拌 し た 。 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 (15ml)を 添 加 し 、 そ し て 生 成 物 を ジ ク ロ ロ メ タ ン (4
0ml)中 に 抽 出 し た 。 有 機 層 を 水 (10ml)で 洗 浄 し 、 無 水 MgSO４ で 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 そ し て 濃
縮 し 、 次 い で シ リ カ (30g)を 用 い て 酢 酸 エ チ ル -ヘ キ サ ン (4:6容 量 比 )で 溶 出 す る フ ラ ッ シ
ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し 、 化 合 物 ５ (0.20g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に
よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
化 合 物 ６ の 調 製
　 化 合 物 ５ (0.19g)を ジ オ キ サ ン (1.5ml)に 溶 解 し た 。 チ オ フ ェ ノ ー ル (0.575g)お よ び ト リ
エ チ ル ア ミ ン (0.70ml)を 添 加 し 、 そ し て 反 応 混 合 物 を 16時 間 撹 拌 し た 。 混 合 物 を 濃 縮 し 、
水 (30ml)に 再 溶 解 し 、 そ し て ジ ク ロ ロ メ タ ン (５ × 25ml)で 洗 浄 し た 。 水 層 を HCl水 溶 液 で p
H１ に 調 整 し 、 そ し て 酢 酸 エ チ ル (５ × 30ml)で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 一 緒 に し 、 無 水 MgSO４
で 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 そ し て 濃 縮 し て 化 合 物 ６ (0.176g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り
確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 化 合 物 ７ の 調 製
　 化 合 物 ６ (0.087g)を 、 メ タ ノ ー ル (1.4ml)お よ び 水 (0.30ml)中 の 水 酸 化 リ チ ウ ム １ 水 和
物 (0.025g)の 溶 液 で 50時 間 激 し く 撹 拌 し て 処 理 し た 。 反 応 混 合 物 を そ の 体 積 が ３ 分 の １ に
な る ま で 濃 縮 し 、 水 (10ml)を 添 加 し 、 そ し て 水 層 を ジ ク ロ ロ メ タ ン (３ × 10ml)で 洗 浄 し た
。 水 層 を 濃 HClを 用 い て pH１ に 調 整 し 、 そ し て 酢 酸 エ チ ル (７ × 20mL)で 溶 出 し た 。 有 機 層
を 一 緒 に し 、 無 水 MgSO４ で 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 そ し て 濃 縮 し て 、 化 合 物 ７ (0.063g)を 得 た 。
こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　

【 ０ ０ ９ １ 】

　 RT3ホ ス ホ ネ ー ト 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ (RT3A)の 左 側 部 分 (化 合 物 ８ )の 合 成 （ 図 ２ を 参 照 の
こ と ）
 

10

20

30

40

50

(18) JP 2004-283175 A 2004.10.14

実 施 例 1.2



　 チ オ フ ェ ノ ー ル お よ び ト リ エ チ ル ア ミ ン を 用 い る 化 合 物 ３ の 脱 メ チ ル 化 か ら の 化 合 物 ８
の 調 製
　 化 合 物 ３ (0.122g)を ジ オ キ サ ン (1.5ml)に 溶 解 し 、 そ し て チ オ フ ェ ノ ー ル (0.55g)の ジ オ
キ サ ン (1.5ml)溶 液 を 撹 拌 し な が ら 添 加 し た 。 次 い で 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン (0.70ml)を 添 加
し 、 そ し て 溶 液 を 室 温 で 24時 間 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 分 液 ロ ー ト に 移 し 、 水 (50ml)を 加
え 、 水 層 を HCl水 溶 液 で pH７ に 調 整 し 、 次 い で こ の 溶 液 を ジ ク ロ ロ メ タ ン (５ × 50ml)で 洗
浄 し た 。 水 層 を １ MHCl水 溶 液 で pH１ に 酸 性 化 し 、 そ し て 酢 酸 エ チ ル (２ × 75ml)で 抽 出 し た
。 有 機 層 を 一 緒 に し 、 そ し て 水 (5ml)で 洗 浄 し 、 無 水 MgSO４ を 用 い て 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 濃
縮 し た 。 シ リ カ (10g)を 用 い て メ タ ノ ー ル -ジ ク ロ ロ メ タ ン (8:92容 量 比 ～ 15:85 容 量 比 )で
溶 出 し て 精 製 し 、 化 合 物 ８ (0.055g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
【 化 １ １ 】
　
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 RT3ホ ス ホ ネ ー ト 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ (RT3A)の 右 側 部 分 (化 合 物 12)の 合 成 （ 図 ３ を 参 照 の
こ と ）
ジ ベ ン ジ ル メ チ ル ホ ス ホ レ ー ト (化 合 物 ９ )の 調 製
　 水 素 化 ナ ト リ ウ ム (鉱 油 中 の 60％ 分 散 体 )(0.16g)を 乾 燥 ヘ キ サ ン (２ × 10ml)で 洗 浄 し た
。 デ カ ン ト し て 得 ら れ る 固 体 に 、 乾 燥 THF(5ml)を 添 加 し 、 そ し て 撹 拌 し た 懸 濁 液 を ０ ℃ ま
で 冷 却 し た 。 ジ ベ ン ジ ル ホ ス フ ァ イ ト (1.048g)の 乾 燥 THF(5ml)溶 液 を 添 加 し 、 そ し て 混 合
物 を 室 温 ま で 加 温 し た 。 30分 後 、 ヨ ウ 化 メ チ ル (0.32ml)を 添 加 し 、 そ し て 反 応 混 合 物 を ２
時 間 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃 縮 し 、 酢 酸 エ チ ル (75ml)に 再 溶 解 し 、 飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ
ム 水 溶 液 (50ml)お よ び 水 (10ml)で 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 無 水 MgSO４ で 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 濃 縮
し 、 次 い で シ リ カ (10g)を 用 い て 酢 酸 エ チ ル -ヘ キ サ ン (1:1　 容 量 比 )で 溶 出 す る フ ラ ッ シ
ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し 、 ジ ベ ン ジ ル メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト (9)(0.750g)を 得
た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
【 化 １ ２ 】
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
ベ ン ジ ル メ チ ル リ ン 酸 （ 化 合 物 10） の 調 製
　 ジ ベ ン ジ ル メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト (9)(0.277g)を ジ オ キ サ ン (1ml)お よ び 水 (0.5ml)に 溶 解
し た 。 2M LiOH水 溶 液 (1ml)を 添 加 し 、 そ し て 混 合 物 を 48時 間 激 し く 撹 拌 し た 。 水 (25ml)を
添 加 し 、 水 層 を 酢 酸 エ チ ル (25ml)で 洗 浄 し た 。 水 層 を 濃 HClを 用 い て pH１ に 酸 性 化 し 、 酢
酸 エ チ ル (２ × 35ml)で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 一 緒 に し 、 無 水 MgSO４ で 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 そ し
て 濃 縮 し て 、 ベ ン ジ ル メ チ ル リ ン 酸 (10)(0.183g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認
し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 化 １ ３ 】
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
化 合 物 11の 調 製
　 ベ ン ジ ル メ チ ル リ ン 酸 (10)(0.118g)を 塩 化 チ オ ニ ル (1ml)に 溶 解 し 、 ４ 時 間 撹 拌 し た 。
反 応 混 合 物 を 濃 縮 し て 乾 燥 さ せ 、 高 減 圧 下 に 16時 間 放 置 し た 。 こ れ を 乾 燥 ジ ク ロ ロ メ タ ン
(1ml)お よ び DMF(1.5ml)に 溶 解 し た 。 撹 拌 し な が ら 、 メ チ ル 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ
ー ト (4)(0.083g)お よ び ト リ エ チ ル ア ミ ン (0.170ml)を 添 加 し た 。 16時 間 後 、 飽 和 塩 化 ア ン
モ ニ ウ ム 水 溶 液 (30ml)を 添 加 し 、 そ し て 混 合 物 を 酢 酸 エ チ ル (２ × 50ml)で 抽 出 し た 。 有 機
抽 出 物 を 一 緒 に し 、 無 水 MgSO４ で 乾 燥 し 、 濾 過 し 、 そ し て 濃 縮 し た 。 分 取 tlcプ レ ー ト (1m
m)を 用 い 、 そ し て 酢 酸 エ チ ル -ヘ キ サ ン (4:6容 量 比 )を 溶 媒 と し て 用 い て 精 製 を 行 い 、 化 合

10

20

30

40

50

(19) JP 2004-283175 A 2004.10.14

実 施 例 1.3



物 11(0.068g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
化 合 物 12の 調 製
　 ジ ベ ン ジ ル ホ ス フ ァ イ ト を ヨ ウ 化 メ チ ル を 用 い て メ チ ル 化 し 、 ジ ベ ン ジ ル メ チ ル ホ ス ホ
ネ ー ト (9)を 得 た 。 こ れ を 水 酸 化 リ チ ウ ム で 加 水 分 解 し 、 リ ン 酸 10を 得 た 。 塩 化 チ オ ニ ル
を 用 い て 活 性 化 し 、 次 い で メ チ ル 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト (4)と 反 応 さ せ て 化 合
物 11を 得 た 。 11を 接 触 水 素 化 す る こ と に よ り 、 最 終 生 成 物 (12)を 得 た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 化 合 物 11(0.060g)を 酢 酸 エ チ ル (10ml)に 溶 解 し 、 10％ パ ラ ジ ウ ム -活 性 炭 (0.03g)を 添 加
し た 。 混 合 物 を 水 素 雰 囲 気 下 、 ３ 時 間 撹 拌 し た 。 次 い で 、 こ れ を セ ラ イ ト の ベ ッ ト を 通 し
て 濾 過 し 、 酢 酸 エ チ ル （ ２ × 10ml)を 添 加 し て 、 セ ラ イ ト か ら 生 成 物 を 洗 浄 し た 。 全 洗 浄
物 お よ び 濾 液 を 一 緒 に し 、 そ し て 濃 縮 し て 化 合 物 12(0.038g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法
に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
【 化 １ ５ 】
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】

　 RT3基 質 の 合 成 (図 ４ を 参 照 の こ と )
　 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド （ 化 合 物 13） の 調 製
　 メ チ ル 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ テ ー ト (4)(0.83g)を 飽 和 ア ン モ ニ ア メ タ ノ ー ル 溶 液 (3
0ml)に 溶 解 し 、 そ し て テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ を 有 す る 肉 厚 の チ ュ ー ブ
に 入 れ た 。 こ の 溶 液 を 室 温 で 72時 間 、 こ の 密 封 チ ュ ー ブ 中 で 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃 縮
し 、 そ し て メ タ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム (2:8容 量 比 、 75ml)に 再 溶 解 し た 。 結 晶 化 は 起 こ ら な
か っ た の で 、 溶 液 を そ の 体 積 が 半 分 に な る ま で 濃 縮 し 、 そ し て ヘ キ サ ン を 添 加 し て 加 熱 し
た 。 ０ ℃ ま で 冷 却 し 、 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド (13)(0.524g)の 結 晶 を 得 た 。 こ
れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
【 化 １ ６ 】
　
【 ０ １ ０ ４ 】
化 合 物 15の 調 製
　 メ チ ル エ ス テ ル ４ を ア ン モ ニ ア 分 解 す る こ と に よ り 、 ア ミ ド 13を 調 製 し た 。 メ シ チ ル 酢
酸 を 塩 化 チ オ ニ ル を 用 い て 活 性 化 し 、 次 い で ア ミ ド 13と 反 応 さ せ 、 最 終 生 成 物 15を 得 た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 メ シ チ ル 酢 酸 (0.10g)を 塩 化 チ オ ニ ル (1ml)に 溶 解 し 、 そ し て ４ 時 間 撹 拌 し た 。 反 応 混 合
物 を 濃 縮 し て 乾 燥 し 、 そ し て 高 減 圧 下 に 16時 間 置 い た 。 得 ら れ た メ シ チ ル ア セ チ ル ク ロ リ
ド (14)を 乾 燥 ジ ク ロ ロ メ タ ン (1ml)に 溶 解 し 、 そ し て 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド (
13)(0.076g)お よ び ト リ エ チ ル ア ミ ン (0.077mL)の 乾 燥 DMF(1ml)溶 液 に 添 加 し た 。 反 応 混 合
物 を 90分 間 撹 拌 し 、 次 い で 濃 縮 し 、 酢 酸 エ チ ル (30ml)に 再 溶 解 し 、 そ し て 飽 和 炭 酸 水 素 ナ
ト リ ウ ム 水 溶 液 (25ml)お よ び 水 (5ml)で 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 無 水 MgSO４ で 乾 燥 し 、 濾 過 し
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そ し て 濃 縮 し た 。 酢 酸 エ チ ル を 溶 媒 と し て 用 い る 分 取 シ リ カ tlc(1mm)に よ っ て 精 製 し 、 化
合 物 15(0.055g)を 得 た 。 こ れ を 以 下 の 分 光 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】

　 ハ プ テ ン 結 合 体
　 RT3ハ プ テ ン （ 4-(カ ル ボ キ シ メ チ ル )フ ェ ニ ル -(2,4,6-ト リ メ チ ル フ ェ ニ ル )-メ チ ル ホ
ス ホ ネ ー ト (化 合 物 ７ 、 図 １ )） を 、 ハ プ テ ン 上 の 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 に よ っ て ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン (BSA)お よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)に に 結 合 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 5.4mgの RT3を 37℃ で リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 次 い で ６ mgの EDC（ 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ
ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド -HCl） 、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド (S-
NHS)と 、 そ れ ぞ れ 1:2:2の モ ル 比 で 混 合 し た 。 10mgの BSAを 水 に 溶 解 し 、 そ し て 次 い で ハ プ
テ ン に 添 加 し た 。 ハ プ テ ン の BSAに 対 す る モ ル 比 は 、 BSAの 分 子 量 を 64,000と し て 、 100:1
で あ っ た 。 混 合 物 を 室 温 で ３ 時 間 撹 拌 し 、 次 い で ４ ℃ で ２ 日 間 に わ た り 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生
理 食 塩 水 (PBS)に 対 し て ２ 回 、 透 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 RT3-KLH結 合 体 を 、 KLHを 添 加 す る 前 に ハ プ テ ン 、 EDC、 S-NHS混 合 物 の pHを NaOHを 用 い て
6.0に 調 節 し た こ と を 除 き 、 RT3-BSAと 同 様 の 方 法 で 調 製 し た 。 ハ プ テ ン の タ ン パ ク 質 に 対
す る 比 は 、 BSAの 分 子 量 を 64,000と し て 、 100:1で あ っ た 。 反 応 混 合 物 を ２ 時 間 室 温 で 撹 拌
し 、 次 い で ４ ℃ で ２ 日 間 に わ た り 、 PBSに 対 し て 透 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 透 析 後 、 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 BSAを タ ン パ ク 標 準 と し て 用 い る ミ ク ロ -ビ シ ン コ ニ ン 酸
(micro-bicinchonic acid)ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し た (Pierce、 Rockford、 Illinois)。
【 ０ １ １ １ 】
 

免 疫 化 お よ び mRNA単 離
　 BALB/c雌 性 マ ウ ス （ 14週 齢 ） に 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た 50μ gの RT3
-KLHを 腹 腔 内 注 射 し た 。 マ ウ ス を 、 ４ 週 目 お よ び ７ 週 目 に 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト
中 に 乳 化 し た 10μ gの RT3-KLHで 追 加 免 疫 し た 。 マ ウ ス を 最 後 の 注 射 の ３ 日 後 に 屠 殺 し 、 そ
し て 脾 臓 を 取 り 出 し て mRNAの 供 給 源 と し て 使 用 し た 。 ２ 回 目 の 注 射 後 の 免 疫 応 答 を ELISA
に よ り 測 定 し た 。 RT3-BSAに 対 す る 抗 血 清 の 力 価 は 1:100,000で あ っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 mRNAの 調 製 － mRNAを 、 上 記 の よ う に RT3-KLHで 免 疫 し た マ ウ ス か ら 得 た 105mgの 脾 臓 か ら
単 離 し た 。 mRNAを 、 FastTrack mRNA単 離 キ ッ ト （ Invitrogen Corp, San Diego, CA） を 用
い て 、 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 mRNAの 収 量 は 、 以 下 の 式 を 用 い て 分 光 光 度 的 に
測 定 し た と こ ろ 5.4μ gで あ っ た ：
　 [mRNA]＝ (A 2 6 0 )(0.04μ g/μ l)D　 こ こ で Ｄ は 希 釈 係 数 で あ る

フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の た め の 材 料 お よ び 方 法
　 以 下 の 手 順 に お い て 使 用 さ れ る プ ロ ト コ ル は 、 Sambrookら 、 Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual, Cold Spring HarborLaboratory Press (1989)に 記 載 さ れ た 。
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【 ０ １ １ ３ 】
　 制 限 消 化 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 制 限 酵 素 消 化 産 物 の 分 析 、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム を
用 い る DNAの 精 製 、 ２ × TY培 地 お よ び プ レ ー ト の 調 製 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン お よ び ア ン ピ シ
リ ン ス ト ッ ク 溶 液 の 調 製 、 タ ン パ ク 質 の PAGE、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 の 調 製 、 ア ル カ リ
溶 解 に よ る プ ラ ス ミ ド DNAの 調 製 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 塩 化 セ シ ウ ム 精 製 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 す べ て の 酵 素 は 、 NewEngland Biolabs（ Beverly, MA） に よ り 供 給 さ れ 、 そ し て 記 載 し
な い 限 り 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 連 結 は Amersham（ ArlingtonHeights, IL） 連 結 キ ッ ト を 使 用 し て 行 っ た 。 グ ラ ス ミ ル ク
（ Bio 101, La Jolla, CA） あ る い は マ ジ ッ ク ミ ニ プ レ ッ プ ま た は マ ジ ッ ク PCRプ レ ッ プ （
Promega,Madison, WI） を 使 用 す る DNAの 精 製 は 、 製 造 者 の 条 件 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 コ ン ピ テ ン ト セ ル の 調 製 お よ び 形 質 転 換 は 、 Bio-Rad（ Hercules, CA） エ レ ク ト ロ 形 質
転 換 プ ロ ト コ ル に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 以 下 は 、 McCaffertyら 、 1992、 特 許 第 WO92/01047号 に 記 載 さ れ る ：
フ ァ ー ジ の 調 製 、 フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 、 一 本 鎖 DNA、 可 溶 性 単 鎖 Fv抗 体 の 発 現 、 パ ン ニ ン グ
お よ び ELISAの 手 順 、 PCRお よ び BstN1消 化 に よ る 多 様 性 の 分 析 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 DNAは 、 コ ン ピ テ ン ト な TG1細 胞 （ 遺 伝 子 型 ： K12d(lac-pro),sup E, thi, hsdD5/F'traD
36, pro A+B+, Lac Iq, lac ZdM15） ま た は HB2151細 胞 （ 遺 伝 子 型 ： K12d(lac-pro),thi/F
' pro A+B+, Lac IqZ dM15） 中 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 マ ウ ス PCRプ ラ イ マ ー 、 ベ ク タ ー pCANTAB3お よ び pCANTAB 5、 な ら び に 抗 M13抗 体 は 、 Pha
rmacia（ Piscataway, NJ） か ら 入 手 可 能 で あ る （ そ れ ぞ れ カ タ ロ グ 番 号 27-9400-01、 27-9
401-01、 27-9402-01） 。

「 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 手 順 」 （ IMAC） を 用 い る 可 溶 性 単 鎖 Fv（ sc
Fv） 抗 体 の 迅 速 な /複 数 の 単 離 を 容 易 に す る ベ ク タ ー の 調 製
　 触 媒 性 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー か ら 細 菌 で 発 現 さ れ た 抗
体 を 容 易 に 精 製 /濃 縮 す る 手 段 を 有 す る こ と が 有 利 で あ る 。 以 下 の 変 化 を フ ァ ー ジ ミ ド ベ
ク タ ー pHEN、 pCANTABに 組 み 込 ん だ （ McCaffertyら 、 (1992)特 許 出 願 第 WO92/01047号 、 Hoo
genboom H.R.ら 、  19, (1991):4133-4137、 Pharmacia製 品 文 献 カ タ ロ グ
番 号 27-9401-01） ：
　 i)　 抗 体 の Ｃ 末 端 に ６ つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 を 導 入 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ii) 抗 体 の Ｃ 末 端 に mycタ グ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 、 SCFvの 高 感 度 の 検 出 /別 の 精
製 の た め に 含 ん だ 。 こ れ ら の 変 化 を 組 み 込 む こ と に よ り 、 細 菌 で 発 現 し た 抗 体 を 濃 縮 お よ
び 精 製 す る た め の 非 常 に 簡 便 で 迅 速 な 手 順 を 開 発 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ２ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し て 以 下 に 示 す 二 本 鎖 挿 入 物 を 生 成 し た 。 こ れ ら は 、
NotI部 位 に 適 合 性 の 5'突 出 を 有 し 、 そ れ ゆ え pHEN、 pCANTAB中 の こ の 部 位 に ク ロ ー ン 化 し
て 、 下 記 の よ う に 5'末 端 で NotI部 位 を 再 生 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
　 His-63/4を 、 pHEN1の Pst1/Not1部 位 に ク ロ ー ン 化 し た 、 Clacksonら 、  352 (1991
):624-628に 記 載 の 高 親 和 性 オ キ サ ゾ ロ ン （ oxazalon） 結 合 ク ロ ー ン か ら な る pHEN-OX16に
ク ロ ー ン 化 し た 。 こ の 構 築 物 は 、 9E10抗 体 ９ を 用 い て 検 出 さ れ 得 る [aOX抗 体 -his-6-mycタ
グ -ア ン バ ー コ ド ン -遺 伝 子 ３ ]か ら な る 産 物 を 生 じ る （ 9E10抗 体 ９ を 産 生 す る 細 胞 株 は ATC
C,Rockville, MDか ら 入 手 可 能 で あ る 。 MYC1-9E10.2と 称 す る CRL1729） 。 こ の 新 た な 構 築
物 を pOX16his-11と 呼 び 、 そ し て 図 ５ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の ク ロ ー ン を 用 い て 下 記 の 「 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 手 順 」 （ IM
AC） 精 製 方 式 を 実 施 し た 。 さ ら な る 構 築 物 を His-6 1/2を ク ロ ー ン scFv4に 挿 入 す る こ と に
よ り 作 製 し 、 こ れ は pCANTAB3に ク ロ ー ン 化 し た リ ソ ソ ー ム （ lysozome） 結 合 D1.3scFv抗 体
か ら な る 。 こ の 構 築 物 は 、 抗 D1.3抗 血 清 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る （ D1.3抗 体 -his-6-ア ン バ
ー コ ド ン -遺 伝 子 ３ ） か ら な る 産 物 を 生 じ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 す べ て の ク ロ ー ニ ン グ 操 作 を TG1に お い て 実 施 し 、 そ し て 正 確 な ク ロ ー ン を 単 鎖 Fvと し
て の 発 現 の た め に 非 サ プ レ ッ サ ー 株 HB2151に 導 入 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 す べ て の 容 量 は 開 始 培 養 容 量 の 50 mlで あ り 、 そ し て す べ て の 細 菌 の 増 殖 は 宿 主 HB2151
に お い て 30℃ で あ っ た 。 目 的 の プ ラ ス ミ ド を 有 す る E. coli細 胞 を 、 ２ %グ ル コ ー ス 、 100
μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 補 充 し た ２ × TY培 地 中 で 0.7～ 1.0O.D./mlま で 増 殖 さ せ た 。 培 養
物 を 、 50 ml Falconチ ュ ー ブ 中 で 3500 rpmで 10分 間 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 ２ × TY/100μ g/ml
ア ン ピ シ リ ン /１ mMIPTG中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て ３ 時 間 増 殖 さ せ た 。 培 養 物 を 、 50 ml Falco
nチ ュ ー ブ 中 で 3500 rpmで 15分 間 4℃ の 温 度 で 遠 心 分 離 し 、 そ し て １ mlの 冷 緩 衝 液 Ａ （ PBS/
１ MNaCl/1mM EDTA） 中 に 再 懸 濁 し て 氷 上 に 15分 間 置 く 。 サ ン プ ル を 10分 間 ２ 回 遠 心 分 離 し
、 ペ リ プ ラ ズ ム 含 有 物 を 有 す る 上 清 を 採 集 し 、 そ し て MgCl 2 を １ ～ ２ mMに 添 加 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 400μ lの 、 緩 衝 液 Ａ で 予 め 平 衡 化 し て お い た Ni-NTAア ガ ロ ー ス ： 緩 衝 液 １ の １ ： １ ス ラ
リ ー （ Qiagen,Chatsworth, CA） を ペ リ プ ラ ズ ム 調 製 物 に 添 加 し 、 そ し て 10分 間 反 転 プ ラ
ッ ト フ ォ ー ム （ inverting platform） 上 で 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 混 合 物 を マ イ ク ロ
遠 心 分 離 機 で 10～ 15秒 間 低 速 で 遠 心 分 離 し 、 そ し て ペ レ ッ ト を １ mlの 緩 衝 液 Ａ に 再 懸 濁 し
た 。 こ の プ ロ セ ス を さ ら に ２ 回 繰 り 返 し て か ら 250mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 有 す る 100μ lの PBS
ま た は 緩 衝 液 Ａ の い ず れ か に 再 懸 濁 し た 。 10分 後 、 上 清 を 採 集 し 、 そ し て ペ レ ッ ト を 別 の
100μ lの 同 じ 緩 衝 液 で 再 抽 出 し て プ ー ル し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 結 果 を 図 ６ 中 に 、 大 文 字 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ お よ び Ｆ で 印 を 付 し た レ ー ン に お い て 示 す
。 図 ６ レ ー ン Ａ は 、 ３ 時 間 の 誘 導 後 ペ リ プ ラ ズ ム 中 に scFvが 豊 富 に 蓄 積 す る こ と を 示 す 。
予 想 さ れ た と お り 、 scFvは 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 培 養 上 清 中 に の み 見 出 さ れ た （
デ ー タ は 示 さ ず ） 。 ペ リ プ ラ ズ ム か ら の 抗 体 の 単 離 は 、 そ れ が よ り 短 い 誘 導 の 後 に 、 よ り
良 好 な 質 の 産 物 の 潜 在 性 を 有 し て 調 製 さ れ 得 る の み な ら ず 、 ペ リ プ ラ ズ ム か ら 実 施 す る 場
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合 、 最 初 の 遠 心 分 離 工 程 自 体 が 抗 体 を 効 果 的 に 濃 縮 す る と い う 有 利 性 も 有 す る 。 レ ー ン Ｂ
お よ び Ｃ は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、 上 記 の よ う に Ni-NTAマ ト リ ッ ク ス を ペ リ プ ラ ズ ム 抽 出
物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し （ レ ー ン Ａ を 参 照 の こ と ） 、 そ し て 結 合 し た scFvを 緩 衝 液 Ａ /250mM
イ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し た 後 に 、 効 率 的 に 結 合 お よ び 回 収 さ れ る こ と を 示 す 。 レ ー ン Ｄ お よ
び Ｅ は 、 溶 出 を PBS/250 mMイ ミ ダ ゾ ー ル （ NaClの 添 加 な し ） 中 で 実 施 し 得 る こ と を 示 す 。
こ れ は 抗 体 の そ の 後 の 使 用 の た め に よ り 有 用 な 緩 衝 液 で あ り 得 る 。 レ ー ン Ｆ は 、 ク ロ ー ン
scFv4his-6が 同 じ 方 法 で 回 収 さ れ 得 る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 産 生 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の 手 順 は 抗 体 を 濃 縮 /精 製 す る 非 常 に 簡 便 な 手 段 で あ り 、 触 媒 作 用 に つ い て の ス ク リ
ー ニ ン グ に 必 要 な 複 数 の サ ン プ ル の 同 時 の 調 製 を 容 易 に す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 遺 伝 子 IIIの 中 央 の Not1ク ロ ー ニ ン グ 部 位 か ら BamH1部 位 に わ た る DNAを 単 離 す る た め に
、 上 記 の 構 築 物 の ベ ク タ ー 形 態 を Not1お よ び BamH1で の 切 断 に よ り 調 製 し た 。 こ れ を 用 い
て PCANTAB3お よ び pCANTAB5内 の 等 価 な Not1/BamH1部 位 を 置 換 し て 、 ベ ク タ ー PCANTAB 3 hi
s-6お よ び pCANTAB5 his-6を 得 た 。 こ れ は mycタ グ お よ び his-6タ グ を 新 た な 骨 格 に 移 行 さ
せ る （ 図 ７ ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
 

RT3で 免 疫 し た マ ウ ス 由 来 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製
　 構 築 、 PCRお よ び マ ウ ス 由 来 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 配 列 分 析 に 使 用 し た
す べ て の プ ラ イ マ ー の 配 列 を 以 下 に 示 す ：
【 ０ １ ３ ２ 】
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【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 脾 臓 mRNAは 、 RT3-KLHで 免 疫 し た マ ウ ス （ 実 施 例 ３ を 参 照 の こ と ） 由 来 の も の を 用 い 、
そ し て プ ラ イ マ ー と し て ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー （ Pharmacia,Piscataway, N.J.） を 用 い て 、
cDNAを 調 製 し た 。 PCR反 応 条 件 は 、 本 質 的 に McCaffertyら 、 特 許 出 願 WO92/01047に 記 載 の
通 り で あ り 、 製 造 業 者 の 条 件 に 従 っ て Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 １ 次 重 鎖 産 物 （ VH） を 、 プ ラ イ マ ー VH1FOR-2お よ び VH1BACKを 用 い て 作 製 し た 。 １ 次 軽
鎖 PCR産 物 （ VL） を 、 等 モ ル 量 の ４ つ の MJKFONXプ ラ イ マ ー と ５ つ の VKBACKプ ラ イ マ ー （ VK
ABACK、 VKCBACK、 VKDBACK、 VKEBACK、 VKFBACK） の １ つ と を 用 い て 、 ５ つ の 個 別 の 反 応 で
作 製 し た 。 VLに 関 す る PCR条 件 は 、 94℃ １ 分 間 、 55℃ １ 分 間 、 お よ び 72℃ ２ 分 間 の 25サ イ
ク ル 、 そ れ に 続 く 10分 間 の 72℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ っ た 。 VHに つ い て は 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 と し て 55℃ で は な く 60℃ を 用 い た 。 こ れ は 、 よ り 良 好 な 結 果 が 得 ら
れ る た め で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 リ ン カ ー フ ラ グ メ ン ト を 、 テ ン プ レ ー ト pscFvNQ11（ McCafferty, J.ら 、 WO92/01047）
を プ ラ イ マ ー LINKBACKと と も に 用 い て 、 そ れ ぞ れ プ ラ イ マ ー VKALINKFOR、 VKCLINKFOR、 VK
DLINKFOR、 VKELINKFOR、 VKFLINKFORの 内 の １ つ を 含 有 す る ５ つ の 個 別 の 反 応 で 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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　 １ 次 産 物 を ゲ ル 精 製 し 、 そ し て VHの 3'末 端 お よ び 種 々 の VLの 5'末 端 に 相 補 的 な リ ン カ ー
フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 ５ つ の 個 別 の 連 結 反 応 で 互 い に 連 結 し た 。 連 結 を 、 ３ つ の フ ラ グ
メ ン ト を 用 い て 、 そ し て プ ラ イ マ ー を 添 加 す る こ と な く 「 モ ッ ク (mock)」 PCR反 応 中 で 行
っ た 。 連 結 を 、 約 10ngの そ れ ぞ れ の フ ラ グ メ ン ト が 存 在 す る 25μ l容 量 中 に お い て ２ つ 組
で （ induplicate） 実 施 し た 。 こ の 連 結 は 、 94℃ １ 分 間 、 60℃ ２ 分 間 、 そ し て 72℃ ２ 分 間
の 25の 温 度 サ イ ク ル 、 そ れ に 続 く 10分 間 の 72℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 通 し て 行 っ た 。
25μ lの ア セ ン ブ リ 反 応 物 を ゲ ル に 泳 動 し 、 そ し て 脱 染 の 後 、 ア セ ン ブ ル し た 産 物 を 、 ゲ
ル 上 で 適 切 に 可 視 化 し た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 材 料 を 、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 導 入 す る プ ラ イ マ ー （ VH1BACKAPA10
お よ び JK1NOT10、 JK2NOT10、 JK4NOT10、 JK5NOT10の 混 合 物 ） を 用 い て 、 ２ 次 PCR反 応 に お
い て 調 製 し た 。 連 結 反 応 か ら の 少 量 の 産 物 を テ ン プ レ ー ト （ 50μ lの PCR反 応 中 に １ μ l）
と し て 用 い た 。 PCR条 件 は 、 94℃ １ 分 間 、 55℃ １ 分 間 、 お よ び 72℃ ２ 分 間 の 25サ イ ク ル 、
そ れ に 続 く 10分 間 の 72℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ２ 次 PCR産 物 を 、 酵 素 ApaL1/Not1で 切 断 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 pCANTAB3his-6の ApaL1お よ び N
ot1部 位 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト TG1細 胞 に 形 質 転 換 し た 。 （ 形 質
転 換 効 率 は 、 pUC19に つ い て は 5× 10 8 /μ gで あ り 、 連 結 し た ベ ク タ ー に つ い て は 1× 10 6 ～ 1
0 7 /μ gで あ っ た ） 。 1.2× 10 6 ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 そ し て 18/20の ク ロ ー ン
が 挿 入 物 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。 PCRに よ る 分 析 お よ び BstN1消 化 は 、 こ れ ら が 全 て 異 な
る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
 

　 RT3-BSAに 対 す る マ ウ ス 抗 RT3ラ イ ブ ラ リ ー の パ ン ニ ン グ
　 パ ン ニ ン グ 手 順 は 、 本 質 的 に Marks, J.D.ら 、  10 (1992)： 779-783に 記
載 の 通 り で あ っ た 。 RT3ハ プ テ ン （ 化 合 物 ７ 、 図 １ ） を 、 実 施 例 ２ に 記 載 の よ う に BSAに 結
合 さ せ た 。 Nunc（ Kamstrup,Denmark） 免 疫 吸 着 チ ュ ー ブ を 、 １ mlの 20mg/mlの RT3-BSAで コ
ー ト し た 。 チ ュ ー ブ を 、 ２ 時 間 37℃ に て ４ ml PBS/２ ％ ミ ル ク パ ウ ダ ー で 上 部 ま で ブ ロ ッ
ク し 、 0.8～ 1.0mlの 濃 縮 フ ァ ー ジ （ 10～ 50mlの 培 養 上 清 に 等 価 ） を 結 合 に 用 い た 。 チ ュ ー
ブ を 反 転 さ せ な か っ た 。 フ ァ ー ジ の 結 合 お よ び 洗 浄 を 、 MOPS緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ MBS、 こ
れ は 50mMMOPS pH 7.4、 150mM NaClで あ る ） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 洗 浄 を 、 MBS/0.1％ Tween20で 10回 、 そ し て MBSで 10回 行 っ た 。 結 合 し た フ ァ ー ジ を 、 800
mlの 100mMト リ エ チ ル ア ミ ン を 用 い て 溶 出 し 、 400mlの １ M Tris pH 7.4で 中 和 し 、 そ し て
指 数 的 に 増 殖 す る TG1-tr細 胞 （ Tフ ァ ー ジ 耐 性 TG1細 胞 ） に 感 染 さ せ た 。 溶 出 液 で 感 染 さ せ
た 細 胞 を 、 ２ ％ グ ル コ ー ス ／ 100mg/mlア ン ピ シ リ ン を 補 充 し た 大 き な （ 22× 22cm） TYプ レ
ー ト に プ レ ー ト し た 。 細 菌 の ス ト ッ ク を 次 の 日 に 調 製 し 、 そ れ ら か ら 液 体 培 養 物 に 播 種 し
、 M13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で レ ス キ ュ ー し 、 そ し て パ ン ニ ン グ 手 順 を 、 濃 縮 フ ァ ー ジ を 用 い
て ２ 回 目 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 パ ン ニ ン グ プ ロ セ ス を 繰 り 返 し 、 濃 縮 フ ァ ー ジ を ポ リ ク ロ ー ナ ル ELISAに 用 い た 。 パ ン
ニ ン グ し て い な い ラ イ ブ ラ リ ー か ら は 、 シ グ ナ ル は 得 ら れ な か っ た が 、 連 続 的 な パ ン ニ ン
グ を 通 し て 増 加 し た シ グ ナ ル が 得 ら れ た （ 示 さ ず ） 。 PAN1、 PAN2、 お よ び PAN3後 に 溶 出 し
た フ ァ ー ジ の 数 は 、 予 測 さ れ る よ う に そ れ ぞ れ の 倍 数 で 増 加 し た （ そ れ ぞ れ 、 0.12、 50、
お よ び 2200× 10 6 の 感 染 フ ァ ー ジ ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 PAN1お よ び PAN2か ら の 溶 出 フ ァ ー ジ を 、 HB2151細 胞 （ 可 溶 性 SCFvを 産 生 す る 非 サ プ レ ッ
サ ー 株 ） に 導 入 し た 。 個 々 の コ ロ ニ ー を 、 ２ ％ グ ル コ ー ス を 補 充 し た 100mg/mlア ン ピ シ リ
ン を 有 す る TY培 地 （ TY/G/A） を 含 有 す る 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 取 り 出 し 、 ４ ～ 16時 間 成 育 し

10

20

30

40

50

(26) JP 2004-283175 A 2004.10.14

実 施 例 4.3

Biotechnology



た （ ス ト ッ ク プ レ ー ト ） 。 こ れ ら の 培 養 物 を 用 い て 、 TY/Aお よ び 0.1％ グ ル コ ー ス を 含 有
す る 第 ２ の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 こ の プ レ ー ト を 、 30℃ に て ２ ～ ４ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 後 に 、 IPTGを １ mMま で 添 加 す る こ と に よ り 誘 導 し 、 そ し て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 翌
日 、 培 養 上 清 を 、 予 め ２ mg/mlの RT3-BSAで コ ー ト し 、 そ し て ２ ％ ミ ル ク パ ウ ダ ー で ブ ロ ッ
ク し た ELISAプ レ ー ト に 添 加 し た 。 結 合 を １ × MBS/２ ％ ミ ル ク パ ウ ダ ー 中 で 実 施 し 、 そ し
て 結 合 を 、 マ ウ ス 9E10抗 体 を 用 い 、 そ れ に 続 い て ヤ ギ 抗 マ ウ ス － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Sigm
a,St. Louis, Missouri） を 用 い て 検 出 し た 。 mycタ グ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 用 い た 9E
10抗 体 は 、 ATCC、 Rockville,Maryland（ CRL1729、 与 え ら れ た 名 称 は 、 MYC1-9E10.2で あ る
） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 こ の 手 順 を 通 し て 抗 原 と し て RT3-BSAを 用 い 、 そ し て MBS緩 衝 液 を 用 い る PAN1か ら の 結 合
に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 364の ク ロ ー ン か ら 47の 陽 性 を 同 定 し た 。 同 様 の 方 法 で
、 115/184の 陽 性 を 、 PAN2か ら 同 定 し た 。 ク ロ ー ン の 多 様 性 を 、 実 施 例 4.0に 記 載 の よ う に
そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン か ら PCR増 幅 し た 一 本 鎖 DNA挿 入 物 の BstNI消 化 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 結 果 を 、 以 下 に 示 す よ う に １ グ ル ー プ づ つ 表 １ に 要 約 す る 。 PAN1か ら の 分 析 し た 48の 内
の 17の バ イ ン ダ ー （ 35％ ） は 、 パ タ ー ン Aを 有 し た 。 PAN2か ら の 115の 内 合 計 78の 結 合 ク ロ
ー ン （ 68％ ） が 、 PCRパ タ ー ン Aを 有 し た 。 （ こ れ ら の 内 の 22を 再 ス ト リ ー ク し 、 そ し て さ
ら に 分 析 し た 。 こ れ ら を 図 １ お よ び 表 １ に 示 す ） 。 パ タ ー ン Bは 、 PAN1か ら の 48の 内 の ２
ク ロ ー ン （ 4.1％ ） 、 お よ び PAN2か ら の 115の 内 の 24（ 21％ ） に 見 出 さ れ た 。 PAN1か ら の 48
の 内 の ２ は 、 パ タ ー ン Cを 有 し （ 4.1％ ） 、 一 方 PAN2か ら の 115の 内 の ３ （ 2.6％ ） は 、 こ の
パ タ ー ン を 有 し た 。 パ タ ー ン Dは 、 PAN1か ら の 48ク ロ ー ン の 内 の ３ （ 6.2％ ） 、 お よ び PAN2
か ら の 115の 内 の ３ （ 2.6％ ） に お い て 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の グ ル ー プ か ら の 陽
性 の 比 率 は 、 PAN1か ら PAN2で 変 化 す る よ う で あ る 。 選 択 が 、 単 に RT3へ の 結 合 の 強 度 に 基
づ く 場 合 、 こ れ は 、 い く つ か の ラ ウ ン ド の パ ン ニ ン グ の 後 に 潜 在 的 に 触 媒 作 用 的 な ク ロ ー
ン の 損 失 を 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
　 少 な く と も 15の 他 の パ タ ー ン （ 多 く が １ 度 の み 現 れ る ） が 、 PAN1に お い て 見 出 さ れ た 。
PAN1に 存 在 す る 多 く の 他 の パ タ ー ン は 、 PAN2に お い て 同 定 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 PAN１
に お い て 同 定 さ れ な か っ た い く つ か の パ タ ー ン が 、 PAN2に 現 れ た 。 こ れ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー
中 に 、 本 発 明 者 ら が 同 定 し た PCRパ タ ー ン グ ル ー プ に よ り 示 さ れ る よ り も か な り 多 く の 多
様 性 が 存 在 す る こ と を 主 張 す る 。

マ ウ ス RT3フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の 結 合 分 析
　 PAN2か ら 単 離 し た い く つ か の マ ウ ス RT3フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン （ 表 １ 、 実 施 例 4.3を 参 照
の こ と ） を 、 結 合 特 異 性 に 関 し て さ ら に 特 徴 付 け た 。 競 合 阻 害 様 式 を 用 い て 分 析 を 行 っ た
。 こ の 分 析 に お い て 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 RT3-BSAコ ー ト し た ウ ェ ル に 添 加
す る 前 に 、 抗 体 を 遊 離 ハ プ テ ン ま た は 産 物 あ る い は ハ プ テ ン お よ び 産 物 の 一 部 と 最 初 に 反
応 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 分 析 の た め に 選 択 さ れ た ク ロ ー ン お よ び そ れ ら の 相 当 す る PCRパ タ ー ン （ 表 １ 、 実 施 例 4
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.3を 参 照 の こ と ） は 、 50（ PCR B） 、 64（ PCR A） 、 68（ PCR D） 、 71（ PCR E） 、 80（ PCRC
） 、 84（ PCR A） 、 95（ PCR I） 、 96（ PCR A） 、 お よ び 97（ PCR A） で あ っ た 。 結 合 し た 抗
体 を 50mM EDTA、 0.5M NaClで 溶 出 し た 以 外 は 、 実 施 例 4.1に 記 載 の IMACプ ロ ト コ ル を 用 い
て 、 各 々 の ク ロ ー ン の 50ml培 養 物 か ら 可 溶 性 scFvを 精 製 し た 。 各 々 の ク ロ ー ン に 対 す る sc
Fv濃 度 を 、 適 切 な scFv濃 度 ス タ ン ダ ー ド を 含 有 す る ゲ ル 上 で 溶 出 し た タ ン パ ク 質 の 一 部 を
泳 動 す る こ と に よ り 、 銀 染 色 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 見 積 っ た 。 scFvタ ン パ ク 質
を ４ μ g/mlに ま で 希 釈 し 、 次 い で RT3-BSAコ ー ト し た ELISAプ レ ー ト の 11ウ ェ ル に わ た っ て
1:2に 系 列 希 釈 し た 。 最 大 ELISAシ グ ナ ル の 50％ を 与 え る scFvの 濃 度 を 、 滴 定 か ら 測 定 し た
。 こ の scFvの 濃 度 を 、 以 下 に 記 載 の 引 き 続 く 競 合 阻 害 ア ッ セ イ に 用 い た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 競 合 阻 害 ELISAア ッ セ イ を 、 各 々 100μ Mの 以 下 の 化 合 物 と と も に scFv（ 上 記 の 滴 定 に よ
っ て 決 定 し た 濃 度 で ） を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 実 施 し た ： RT3ハ プ テ ン （ 化 合 物
７ 、 図 １ ） 、 RT3ハ プ テ ン の 左 側 部 分 （ RT3Aと 呼 ば れ る 、 化 合 物 ８ 、 図 ２ ） 、 RT3ハ プ テ ン
の 右 側 部 分 （ RT3Bと 呼 ば れ る 、 化 合 物 12、 図 ３ ） 、 基 質 （ 化 合 物 15、 図 ４ ） の エ ス テ ル 分
解 切 断 （ esteriolyticcleavage） か ら の 予 測 さ れ る 産 物 の 左 側 お よ び 右 側 部 分 （ Product 
A（ メ シ チ ル 酢 酸 (Mesitylacetic acid)、 図 ４ ） お よ び ProductB（ 化 合 物 13、 図 ４ ） と 呼
ば れ る ） 。 scFvを 、 RT3-BSAコ ー ト ELISAウ ェ ル に 添 加 す る 前 に 、 室 温 に て １ 時 間 チ ュ ー ブ
中 で イ ン ヒ ビ タ ー 化 合 物 と と も に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ッ セ イ の 結 果 を 図 ８ に 示 す
。 OD 4 1 5 nmで の 読 み 取 り 値 を 、 １ の 値 （ こ れ は 、 添 加 し た 競 合 イ ン ヒ ビ タ ー の 非 存 在 下 で
相 当 す る scFvに 対 し て 見 ら れ る ELISAシ グ ナ ル を 表 す ） に 規 格 化 し た 。 こ の 結 果 は 、 68お
よ び 71の 例 外 を 除 く 全 て の ク ロ ー ン が 、 RT3-BSAへ の そ れ ら の 結 合 に お い て 遊 離 RT3ハ プ テ
ン に よ り 阻 害 さ れ る こ と を 示 す 。 遊 離 RT3に よ る 阻 害 を 示 さ な か っ た ク ロ ー ン は 、 BSAと の
交 差 反 応 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 ク ロ ー ン 64、 84、 96、 97、 お よ び 50は ま た 、 RT3Aに
よ る 結 合 阻 害 を 示 し 、 そ し て ProductAに よ り も っ と 小 さ な 程 度 の 結 合 阻 害 を 示 す 。 RT3Bま
た は Product Bで 試 験 し た ク ロ ー ン の い ず れ に つ い て も 阻 害 は 見 ら れ な い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
 

マ ウ ス 抗 RT3scFv（ 単 数 ま た は 複 数 ） の 配 列 決 定
　 PAN1お よ び PAN2由 来 の ク ロ ー ン の 大 部 分 は 、 PCRAパ タ ー ン グ ル ー プ に 分 類 さ れ る が 、 こ
の グ ル ー プ の ク ロ ー ン が 、 同 一 で あ る か 、 ま た は 異 な る か は 明 確 で な か っ た 。 そ こ で 、 こ
れ ら の ク ロ ー ン の 多 く を 配 列 決 定 し た 。 さ ら に 、 同 一 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 が 、 他 の 主 要 な パ
タ ー ン グ ル ー プ 内 で 用 い ら れ て い る か を 決 定 す る 試 み に お い て 、 他 の 主 要 な グ ル ー プ か ら
の い く つ か の 代 表 的 な ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 一 本 鎖 DNAを 、 表 １ に 示 さ れ る こ れ ら の ク ロ ー ン か ら 調 製 し 、 配 列 決 定 を 、 Sequenaseキ
ッ ト （ USB,Cleveland OH） を 用 い て 実 施 し た 。 Genbank生 殖 系 列 配 列 に 対 す る 配 列 ア ラ イ
メ ン ト 、 お よ び ク ロ ー ン 間 で の 配 列 ア ラ イ メ ン ト を 、 「 MacVector T M 」 （ IBI,New Haven, 
Connecticut） プ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施 し た 。 5'お よ び 3'末 端 の 配 列 は 、 PCRプ ラ イ マ ー に
よ り コ ー ド お よ び 強 要 さ れ て い る の で 、 こ れ ら を ア ラ イ メ ン ト の た め に 「 除 去 」 し た 。 軽
鎖 配 列 の 提 示 に お い て 、 プ ラ イ マ ー コ ー ド 配 列 は 示 し て い な い が 、 用 い た プ ラ イ マ ー を 右
側 の カ ラ ム に 示 す 。 重 鎖 に つ い て 、 5'プ ラ イ マ ー は 、 単 一 で あ る が 、 縮 重 プ ラ イ マ ー で あ
る の で 、 こ の プ ラ イ マ ー に よ り 導 入 さ れ る 配 列 を 、 各 々 の 場 合 に お い て 示 す 。 比 較 の た め
に 、 実 際 の 重 鎖 プ ラ イ マ ー 配 列 を 、 各 々 の ク ロ ー ン の 5'お よ び 3'末 端 で 示 す 。 １ つ の ク ロ
ー ン の 配 列 を 、 最 上 列 に 示 し 、 そ し て 他 の ク ロ ー ン に つ い て こ の 配 列 と の 差 異 を 示 す 。 全
て の PCRA変 異 が 示 す （ ア ミ ノ 酸 を 生 じ る ） 変 化 を 、 配 列 決 定 ゲ ル に お い て 再 検 討 し た 。 パ
タ ー ン Aの 重 鎖 に つ い て 、 全 て の 独 自 の 変 化 を 、 配 列 決 定 ゲ ル に お い て 再 検 討 し 、 そ し て
多 数 の ク ロ ー ン に お い て 生 じ る 変 化 を 、 こ の 変 化 を 保 有 す る 少 な く と も １ つ の ク ロ ー ン に
お い て 検 討 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
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マ ウ ス RT3バ イ ン ダ ー の 軽 鎖 配 列
　 図 ９ に 示 す よ う に 、 ８ つ の 異 な る 軽 鎖 は 、 パ タ ー ン Aか ら の 15の 異 な る ク ロ ー ン に 用 い
ら れ て い る 。 ク ロ ー ン mR6お よ び mR8に 関 連 す る 鎖 は 、 １ つ の サ イ レ ン ト な ヌ ク レ オ チ ド 変
化 に よ り 、 生 殖 系 列 V遺 伝 子 と 異 な る 。 mR9、 mR18お よ び mR27に 用 い ら れ る 鎖 は 、 別 の １ つ
の サ イ レ ン ト 変 異 に よ り 、 mR6お よ び mR8と 異 な る 。 従 っ て 、 こ れ ら の ５ つ の ク ロ ー ン は 、
生 殖 系 列 と 同 一 の タ ン パ ク 質 配 列 を 共 有 す る 。 ク ロ ー ン mR9お よ び mR27は 、 異 な る プ ラ イ
マ ー を 使 用 し て 同 一 の 配 列 を 派 生 し て い る 。 こ れ は 、 そ れ ら が こ の 同 一 配 列 の 独 立 し た 単
離 物 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ク ロ ー ン mR3お よ び mR25は 、 増 幅 さ れ て い る が 、 ま た 互 い に 異 な る プ ラ イ マ ー を 使 用 し
て い る 配 列 に お い て 同 一 で あ る 。 mR3お よ び mR25が 共 有 す る 配 列 は 、 ２ つ の サ イ レ ン ト な
ヌ ク レ オ チ ド 変 化 お よ び 、 FR3お よ び CDR3に お い て ２ つ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る ２ つ の 変
化 に よ り 、 mR6お よ び mR8と 異 な る 。 ほ と ん ど の 変 化 は 、 ク ロ ー ン 14、 30、 36、 84、 お よ び
96に よ り 共 有 さ れ る 軽 鎖 中 に 生 じ る 。 こ れ ら お よ び こ の グ ル ー プ の す べ て の 他 の 軽 鎖 に お
い て 、 ほ と ん ど の ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 FR3、 CDR3、 お よ び FR4に 集 ま る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 mR6/8ま た は mR9/25で 示 さ れ る 基 礎 的 な 生 殖 系 列 ク ロ ー ン が 予 想 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 C
DR2に お け る Sか ら Nへ の 変 化 、 お よ び 次 い で ３ つ の 異 な る 様 式 に お け る 変 化 に よ り 、 ４ 、 9
7、 お よ び 14（ ＋ 他 の ４ つ ） に よ り 示 さ れ る ク ロ ー ン を 生 じ る 。 同 様 に 、 同 一 の 開 始 点 か
ら CDR3に お け る Yか ら Fへ の 変 化 が 存 在 し 得 、 こ れ に よ り 、 mR3お よ び mR25が 生 じ る 。 変 化
の 第 ３ 系 列 は 、 mR24を 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 パ タ ー ン C（ ク ロ ー ン mR80） に 関 連 す る 軽 鎖 も ま た 、 パ タ ー ン Aク ロ ー ン で 用 い ら れ る 生
殖 系 列 配 列 と と も に 整 列 さ せ て 図 ９ に 示 す 。 パ タ ー ン Cの 軽 鎖 は 、 パ タ ー ン Aに お い て 用 い
ら れ て い る も の と 同 一 の 生 殖 系 列 に 由 来 す る 、 よ り 高 度 に 変 異 し た 形 態 で あ る よ う で あ る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 他 の PCRパ タ ー ン を 示 す ク ロ ー ン は 、 異 な る 生 殖 系 列 由 来 の 配 列 を 使 用 す る よ う で あ る
。 最 も 近 親 な 生 殖 系 列 に 対 す る こ れ ら の 他 の ク ロ ー ン の 関 係 を 図 10に 示 す 。 パ タ ー ン B（ 5
0、 69） に お い て 、 生 殖 系 列 か ら の ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 は 、 １ つ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生
じ る 。 パ タ ー ン D（ 10、 43、 お よ び 68、 お よ び 83） に お い て 、 生 殖 系 列 か ら の ８ つ の ヌ ク
レ オ チ ド 変 化 は 、 ５ つ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 パ タ ー ン I（ 95） に お い て 、 生 殖 系 列 か
ら の ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 は 、 １ つ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 図 11は 、 パ タ ー ン A（ mR6、 mR8に 関 す る ） の 軽 鎖 配 列 に 対 す る 異 な る 軽 鎖 配 列 の 関 係 を
示 す 。 こ れ ら の 間 に は 多 く の 差 異 が 存 在 す る 。 パ タ ー ン Dお よ び Iに 関 し て 、 タ ン パ ク 質 配
列 の み を 示 す 。 な ぜ な ら 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 多 く の 差 異 を 有 す る か ら で あ る 。 後 者 の
２ つ の グ ル ー プ は 、 他 の も の よ り も 長 い CDR2を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
 
マ ウ ス RT3バ イ ン ダ ー の 重 鎖 配 列
　 PCRパ タ ー ン Aに 関 連 す る 重 鎖 配 列 の 分 析 は 、 軽 鎖 に 関 す る の と 同 様 に 、 そ れ ら が 全 て 密
接 に 関 係 し て い る が 、 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 互 い に 異 な る こ と を 示 す （ 図 12） 。 生 殖 系
列 に 対 す る ア ラ イ メ ン ト は 、 こ れ ら の サ ン プ ル に お い て 幾 分 明 確 で は な い 。 単 離 さ れ た ク
ロ ー ン に お い て 、 最 も 近 親 な 生 殖 系 列 は 、 サ ブ グ ル ー プ VH-IIに 属 す る が 、 こ の 生 殖 系 列
と は 多 数 の 差 異 が 存 在 す る 。 さ ら に 、 ク ロ ー ン 間 で よ り 多 く の ア ミ ノ 酸 変 化 が 存 在 す る よ
う で あ る 。 予 測 し た よ う に 、 変 化 は 、 CDR中 に 集 ま っ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 パ タ ー ン Bの 重 鎖 （ 図 13） を 、 異 な る 生 殖 系 列 に 対 し て 整 列 さ せ て 、 そ し て 再 び こ れ か
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ら の 多 数 の 変 化 を 示 す 。 こ の グ ル ー プ に お け る の ４ つ 全 て ク ロ ー ン は 、 同 一 の よ う で あ る
。 従 っ て 、 パ タ ー ン Bか ら 配 列 決 定 さ れ た ク ロ ー ン は 、 同 一 の 抗 体 の 複 数 の 単 離 物 で あ る
よ う で あ る 。 パ タ ー ン Dに よ り 示 さ れ る ク ロ ー ン は 、 全 て 互 い に 同 一 で あ り 、 そ し て CDR3
の 配 列 を 除 い て 、 ４ つ の ア ミ ノ 酸 が 最 も 近 親 な 生 殖 系 列 と 異 な る （ 図 13） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 パ タ ー ン Bの 重 鎖 と 全 て の 異 な る 重 鎖 パ タ ー ン と の ア ラ イ メ ン ト を 図 14に 示 す 。 パ タ ー
ン C（ 80） お よ び パ タ ー ン I（ 95） の 重 鎖 は 、 パ タ ー ン Bの 重 鎖 と 密 接 に 関 係 す る 。 パ タ ー
ン Cは 、 ４ つ の ア ミ ノ 酸 が 異 な る 。 パ タ ー ン Iは 、 １ つ の サ イ レ ン ト な 変 異 お よ び １ つ の ア
ミ ノ 酸 変 化 に よ り 異 な る 。 興 味 深 い こ と に 、 パ タ ー ン B、 C、 お よ び Iに 関 連 す る 重 鎖 は 、
わ ず か ３ ア ミ ノ 酸 の CDRを 有 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 mR95に お け る ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 ア ン バ ー コ ド ン を 導 入 す る よ う で あ る 。 こ れ は 、 サ プ レ
ッ サ ー 株 TG1が 、 フ ァ ー ジ の 調 製 に 用 い ら れ る 場 合 、 こ の 位 置 に ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る が 、
可 溶 性 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 非 サ プ レ ッ サ ー 株 HB2151に お い て は 、 終 止 コ ド
ン と し て 作 用 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
 
パ タ ー ン Aに お け る ク ロ ー ン の 多 様 性
　 表 ２ は 、 PCRパ タ ー ン A中 の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た こ と か ら 得 ら れ た 情 報 を 照 合 す る 。
こ の グ ル ー プ に お け る 各 々 の 異 な る 軽 鎖 配 列 を 、 ラ ベ ル ai～ aviiiで 示 す 。 こ の グ ル ー プ
に お け る 各 々 の 異 な る 重 鎖 配 列 を 、 ラ ベ ル Ai～ Axで 示 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ３ 】
ク ロ ー ン 14、 30、 36（ PAN1） 、 84、 96（ PAN2） は 、 同 一 で あ り 、 そ し て お そ ら く 同 一 の 最
初 の ク ロ ー ン の 複 製 し た 単 離 物 を 表 す 。 ク ロ ー ン ６ お よ び ８ は ま た 、 互 い に 同 一 で あ る 。
他 の 場 合 は 、 全 て の ク ロ ー ン は 異 な る 。 同 一 の 軽 鎖 が 、 ２ つ の 異 な る 重 鎖 と と も に 用 い ら
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れ た ２ つ の 場 合 が 存 在 す る （ mR9/mR27の aiiお よ び mR3お よ び mR25の aiii） 。 上 述 し た よ う
に 、 各 々 の ペ ア リ ン グ に お け る 軽 鎖 は 、 異 な る プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 複 製 し た 単 離 物 は 別
と し て 、 同 一 の 重 鎖 が 異 な る ク ロ ー ン に 用 い ら れ る 場 合 は 、 こ こ で は 存 在 し な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ れ ら の PCRお よ び 配 列 決 定 実 験 は 、 マ ウ ス ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 、 PCR分 析 に よ り 判 断
さ れ る 全 体 規 模 、 お よ び 配 列 決 定 に よ り 判 断 さ れ る よ り 微 小 (subtlelevel)レ ベ ル の 両 方
に お い て 、 か な り の 多 様 性 が 実 際 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
 

触 媒 活 性 に 関 す る scFv分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ
１ ． 第 １ の 選 択
　 初 期 の ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 ハ プ テ ン 親 和 性 に 基 づ い て 選 択 し た 多 数 の
scFvフ ラ グ メ ン ト か ら 潜 在 的 に 触 媒 性 の scFv分 子 の サ ブ セ ッ ト を 迅 速 に 選 択 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 a） 固 定 化 ： ELISAア ッ セ イ に お い て ハ プ テ ン に 結 合 し た scFvフ ラ グ メ ン ト を 、 触 媒 活 性
を 検 出 す る ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て 選 択 し た 。 96ウ ェ ル MillititerGV濾 過 プ レ ー ト （ Mill
ipore） を 、 0.05％ Tween-20を 含 有 す る PBSで 予 め 湿 ら せ 、 そ し て 洗 浄 し た 。 抗 myc抗 体 Pro
tein Aア ガ ロ ー ス に 固 定 化 し た scFvフ ラ グ メ ン ト の 懸 濁 液 （ 前 記 参 照 、 さ ら に 実 施 例 6.1
も 参 照 の こ と ） を 、 96ウ ェ ル フ ィ ル タ ー プ レ ー ト 中 の 個 々 の ウ ェ ル に そ れ ぞ れ 移 し た 。 残
渣 の 上 清 を 、 フ ィ ル タ ー プ レ ー ト を 通 し て の 吸 引 に よ り 除 去 し た 。 固 定 化 scFvフ ラ グ メ ン
ト を 、 PBS/Tween（ 5× 200μ L） 、 PBS（ 3× 200μ L） 、 お よ び 25mMHEPES（ pH 7.0） 、 140mM
 NaCl、 0.01％  NaN 3 （ 3× 200μ L） に よ る ４ ℃ で の 濾 過 に よ り ウ ェ ル 中 で 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 b） scFvお よ び 基 質 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ： 固 定 化 し 洗 浄 し た 抗 体 に 、 25mMHepes(pH 7.
0)、 140mM NaCl、 0.01％  NaN 3 中 の 約 50μ Mの 基 質 （ 1） の 200μ Lを 添 加 し た 。 引 き 続 く 約 2
4時 間 室 温 （ 約 22℃ ） で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 基 質 溶 液 （ ビ ー ズ で は な い ） を 取 り
除 き 、 そ し て 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） に よ り 分 析 す る ま で 凍 結 （ -20℃ ） し
た 。 同 一 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ 依 然 と し て 固 定 化 scFvを 含 有 す る ） を 、 10mMTris, pH9.0
、 140mM NaCl、 0.01％  NaN 3 に て 、 4× 200μ L/ウ ェ ル で 洗 浄 し た 。 再 び 、 200μ Lの （ 今 回
は 上 記 の pH9.0緩 衝 液 中 の ） 35～ 50μ Mの RT3基 質 （ 化 合 物 15、 図 ４ ） を 添 加 し た 。 scFvフ
ラ グ メ ン ト を 、 ３ 時 間 化 合 物 １ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て pH 7.0の 場 合 と 同 様 に
、 基 質 溶 液 を 除 去 し 、 後 の 産 物 形 成 の 分 析 の た め に 凍 結 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 c） 産 物 形 成 に 関 す る 反 応 混 合 物 の 分 析 ： サ ン プ ル 数 を 減 少 さ せ る た め に 、 概 し て ２ ま
た は ３ つ の 反 応 混 合 物 （ 50μ Lの 各 々 の 反 応 混 合 物 ） の プ ー ル を 、 HPLC分 析 に か け た 。 混
合 物 （ 100ま た は 150μ L） を 、 Eppendorf遠 心 分 離 器 に お い て 遠 心 分 離 し 、 HPLCシ ス テ ム へ
の ア ガ ロ ー ス の 持 ち 越 し を 防 止 し た 。 次 い で サ ン プ ル を 、 VydacC-18分 析 用 逆 相 カ ラ ム を
備 え た Waters HPLCシ ス テ ム に 注 入 し た 。 溶 出 液 の 成 分 を 、 30分 に わ た る 、 0.1％ TFA水 溶
液 か ら 0.1％ TFAア セ ト ニ ト リ ル 溶 液 へ の 直 線 勾 配 を 用 い て 分 離 し た 。 産 物 を 、 Watersス ペ
ク ト ル 検 出 シ ス テ ム を 用 い て （ 代 表 的 に は 、 215ま た は 270nmに 設 定 し て ） 、 分 光 光 度 的 に
検 出 お よ び 定 量 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 46個 の ハ プ テ ン 結 合 scFvフ ラ グ メ ン ト の 初 期 の ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 を 、 pH7.0お よ び 9.0
で 実 施 し 、 触 媒 活 性 を 検 出 し た 。 HPLC分 析 を 実 施 し 、 そ し て 産 物 の 予 測 さ れ る 保 持 時 間 に
ピ ー ク を 与 え る サ ン プ ル プ ー ル に つ い て ピ ー ク 面 積 を 測 定 し た 。 結 果 を 、 下 の 表 ３ に 要 約
す る 。 反 応 混 合 物 （ ２ ま た は ３ の プ ー ル と し て ） の HPLC分 析 は 、 pH7.0に お い て 、 ３ つ の
サ ン プ ル か ら な る １ つ の プ ー ル お よ び ２ つ の サ ン プ ル か ら な る １ つ の プ ー ル が 、 実 質 的 な
産 物 形 成 を 有 す る よ う で あ る こ と を 示 し た 。 pH 9.0に お い て 、 多 数 の プ ー ル が 、 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド よ り 上 の 産 物 ピ ー ク 面 積 を 示 し た 。 ３ つ の サ ン プ ル か ら な る ３ つ の プ ー ル が 、 0.

10

20

30

40

50

(32) JP 2004-283175 A 2004.10.14

実 施 例 5.1



6よ り も 大 き な ピ ー ク 面 積 を 有 す る 大 き な 産 物 ピ ー ク を 示 し 、 こ れ ら は 陽 性 と し て 得 点 付
け ら れ た 。 従 っ て 、 初 期 の ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 は 、 潜 在 的 に 触 媒 性 の scFvフ ラ グ メ ン ト の
数 を 、 pH7.0に お い て 46か ら ５ に 、 そ し て pH 9.0に お い て 46か ら ９ に 限 定 し た 。 pH 7.0に
お け る ３ つ の 候 補 は 、 pH 9.0に お け る ３ つ の 候 補 物 と 同 一 の scFvフ ラ グ メ ン ト で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ １ 】
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【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ２ 】
上 記 の 同 定 さ れ た 各 々 の 活 性 プ ー ル 由 来 の 個 々 の ク ロ ー ン を 、 触 媒 活 性 に つ い て 再 ア ッ セ
イ し た 。 scFvは 、 抗 Mycア ガ ロ ー ス に 結 合 し た ま ま で あ る の で 、 プ ー ル ア ッ セ イ に 用 い た
同 一 の 材 料 を 、 個 々 の ク ロ ー ン の ア ッ セ イ に 再 使 用 し た 。 触 媒 性 ア ッ セ イ の 結 果 を 以 下 の
表 ４ に 示 す 。 触 媒 性 ア ッ セ イ は 、 ６ つ の ク ロ ー ン を 同 定 し た ： 11、 12、 18、 19、 30、 お よ
び 83。 こ れ ら は 、 HPLCに お い て 産 物 ピ ー ク を 生 じ た 。 ク ロ ー ン 83は 、 pH7.0に お い て 活 性
で あ っ た が 、 pH 9.0に お い て 活 性 で は な か っ た 。 ク ロ ー ン 18お よ び ク ロ ー ン 19は 、 pH 7.0
お よ び 9.0の 両 方 に お い て 活 性 で あ っ た 。 ク ロ ー ン 11、 12、 お よ び 30は 、 pH9.0に お い て の
み 活 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】

10

20

30

40

(34) JP 2004-283175 A 2004.10.14



【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ４ 】
【 化 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ５ 】

１ ． 触 媒 活 性 の ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
　 scFvフ ラ グ メ ン ト を 触 媒 活 性 に つ い て さ ら に 調 べ る た め に 、 上 記 の 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ
で 同 定 さ れ た 潜 在 的 に 触 媒 性 の タ ン パ ク 質 を 個 々 に 増 殖 さ せ 、 そ し て 精 製 し た 。 scFvの 精
製 は 、 IMACま た は 抗 Myc-プ ロ テ イ ン Ａ ア ガ ロ ー ス で の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
の い ず れ か を 使 用 し て 実 施 例 6.1に 記 載 の よ う に 達 成 さ れ た 。 ア ッ セ イ は 、 初 期 ス ク リ ー
ニ ン グ と 同 じ 緩 衝 液 シ ス テ ム お よ び pH値 で 行 わ れ た が 、 し か し 抗 体 は 個 々 に 試 験 さ れ 、 そ
し て 抗 体 は 固 定 化 さ れ ず 溶 液 中 に 遊 離 し て い た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ れ ら の ２ 次 ア ッ セ イ か ら 、 18お よ び 83と 称 す る ２ つ の scFv分 子 の 触 媒 活 性 が 見 出 さ れ
た 。 ク ロ ー ン 18は 、 pH9.0で 活 性 で あ る が pH7.0で 不 活 性 で あ る よ う で あ り 、 一 方 ク ロ ー ン
83は 、 pH7.0で 活 性 で あ る が pH9.0ま た は 5.0で 不 活 性 で あ る よ う で あ る 。 両 方 の 活 性 は 、 1
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0μ Mの 抗 体 を 40μ Mの 基 質 お よ び 30μ Mの ハ プ テ ン と 共 に ア ッ セ イ し た 場 合 、 ハ プ テ ン (2)
に よ り 有 意 に 阻 害 さ れ た 。 こ れ ら の ２ つ の ク ロ ー ン を 以 下 に 記 載 の よ う に scFvの 大 量 精 製
の た め の 候 補 と し て 選 択 し た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 を 実 施 例 6.4に 示 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
 

触 媒 性 mRT3フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン 18お よ び ク ロ ー ン 83由 来 の scFvの 大 量 精 製
　 ペ リ プ ラ ズ ム 溶 解 物 の 調 製 － 可 溶 性 抗 RT3 scFvを 発 現 す る E.coli HB2151ク ロ ー ン を 、
２ ％ グ ル コ ー ス お よ び 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 む ２ × YTに お い て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 一
晩 培 養 物 を 使 用 し て 0.1の 出 発 OD600で 500mlの ２ × YTに 接 種 し 、 そ し て 培 養 物 を 1.2～ 1.8
の OD600ま で 28℃ に て ３ ～ ５ 時 間 振 盪 し た 。 IPTGを １ mMの 最 終 濃 度 で 添 加 し 、 そ し て 振 盪
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 25℃ に て 2.5時 間 続 け た 。 細 胞 を 4000× Ｇ で 10分 間 ペ レ ッ ト 化 し 、
そ し て ペ レ ッ ト を ６ mlの ペ リ プ ラ ズ ム 溶 解 緩 衝 液 (10mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 １ MNaCl、 １ mM EDT
A、 pH7.5)に 再 懸 濁 し た 。 氷 上 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 溶 解 物 を 6,000× Ｇ
で 遠 心 分 離 し て 細 胞 の 破 片 を 除 去 し た 。 PMSFを 清 澄 な 溶 解 物 に 最 終 濃 度 ５ μ g/mlで 添 加 し
、 そ し て 溶 解 物 を 以 下 に 記 載 の よ う に 精 製 す る ま で 氷 上 で 保 存 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
 
固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (IMAC)
　 MgCl 2 を ペ リ プ ラ ズ ム 溶 解 物 に １ mMの 最 終 濃 度 で 添 加 し 、 そ し て 溶 解 物 を 10mMリ ン 酸 緩
衝 液 、 １ MNaClで 洗 浄 し 、 そ し て 平 衡 化 し た １ mlの ベ ッ ド 容 量 の Ni２ ＋ 荷 電 セ フ ァ ロ ー ス
カ ラ ム (Probond Metal bindingResin, Invitrogen Corp.,San Diego, CA.)に 通 し た 。 カ
ラ ム を 10ベ ッ ド 容 量 の 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 １ M NaCl、 pH7.5で 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 し た scF
vを 50mMEDTA、 0.5M NaClで 溶 出 さ せ た 。 カ ラ ム 溶 出 物 を 濃 縮 し 、 そ し て ７ mMリ ン 酸 緩 衝 液
、 0.15M NaCl、 pH8.0に お い て Centricon 10マ イ ク ロ コ ン セ ン ト レ ー タ ー (Amicon,Beverly
, MA)を 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し て 透 析 し た （  5 (1985) : 3610-36
16を 参 照 の こ と ） 。 scFvの い く つ か の 調 製 物 に つ い て は 、 IMAC溶 出 物 の 濃 縮 は 必 要 で な か
っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 抗 mycペ プ チ ド ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 － scFvの Ｃ 末 端 の 13ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド タ グ を 認 識
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9E10を 、 AffinicaAntibody Orientation Kit(Schleicher and Sc
hull, Keene, NH)を 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し て プ ロ テ イ ン Ａ ア ガ ロ ー ス に 架 橋 結 合
さ せ た 。 １ mlの ベ ッ ド 容 量 の カ ラ ム を 0.23Mグ リ シ ン 、 0.3MNaCl、 pH2.5で 予 め 洗 浄 し 、 そ
し て 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 0.5M NaCl、 pH7.5で 再 び 平 衡 化 し た 。 ペ リ プ ラ ズ ム 溶 解 物 を 等 量
の 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH7.5で 希 釈 し 、 次 い で カ ラ ム を 通 過 さ せ た 。 カ ラ ム を 10ベ ッ ド 容
量 の 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 0.5MNaClで 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 し た scFvを 0.23Mグ リ シ ン 、 pH2.5
、 0.3M NAClで 溶 出 さ せ た 。 い く つ か の 調 製 物 に つ い て は 、 カ ラ ム 溶 出 物 を 透 析 し 、 そ し
て 上 記 の よ う に Centricon10マ イ ク ロ コ ン セ ン ト レ ー タ ー を 使 用 し て 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
 

疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る フ ァ ー ジ 抗 体 触 媒 性 ク ロ ー ン 18お よ び ク ロ ー ン
83由 来 の ScFvフ ラ グ メ ン ト の 精 製
　 E.coliク ロ ー ン 18お よ び 83の 溶 解 物 に 由 来 す る scFvの IMACま た は 抗 mycペ プ チ ド プ ロ テ
イ ン Ａ ア ガ ロ ー ス 精 製 （ 実 施 例 6.1を 参 照 の こ と ） の 後 、 scFvの さ ら な る 精 製 を FPLCシ ス
テ ム (Pharmacia)に 接 続 し た ア ル キ ル superose5/5カ ラ ム で 達 成 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 0.1M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH7.0)中 の (NH 4 ) 2 SO 4 の 直 線 逆 勾 配 を
使 用 し て 行 っ た 。 こ れ は ２ つ の 緩 衝 液 か ら 形 成 さ れ て い る ：
緩 衝 液 Ａ ： 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH7.0)中 の ２ M (NH 4 ) 2 SO 4
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緩 衝 液 Ｂ ： 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH7.0)
 
勾 配 条 件 は 以 下 の よ う で あ っ た ：
０ ～ ３ ml： 10％ 緩 衝 液 Ｂ
３ ～ 39ml： 直 線 勾 配 、 10％ ～ 70％ 緩 衝 液 Ｂ
39～ 42ml： 直 線 勾 配 、 70％ ～ 100％ 緩 衝 液 Ｂ
42～ 44ml： 100％ 緩 衝 液 Ｂ
44～ 46ml： 直 線 勾 配 、 100％ ～ 10％ 緩 衝 液 Ｂ
46～ 49ml： 10％ 緩 衝 液 Ｂ
 
　 サ ン プ ル を 0.783容 量 の 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 の (NH 4 ) 2 SO 4 飽 和 溶 液 (4.1M (NH 4 ) 2 SO 4 )
の 添 加 に よ り 1.8M(NH 4 ) 2 SO 4 の 最 終 濃 度 に 調 整 し 、 そ し て 適 切 な 容 量 の 10％ 緩 衝 液 Ｂ ： 90
％ 緩 衝 液 Ａ で 希 釈 し 、 カ ラ ム に 注 入 す る た め に 適 切 な 値 に 容 量 を 増 大 さ せ た 。 画 分 を 採 集
し 、 そ し て ScFvに 対 応 す る ピ ー ク を SDS-PAGEに よ り 上 記 の よ う に 同 定 し た 。 こ れ ら を プ ー
ル し 、 濃 縮 し 、 そ し て 適 切 に 結 合 活 性 ま た は 触 媒 活 性 の ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 カ ラ ム か ら
の タ ン パ ク 質 の 溶 出 を 、 OD 2 8 0 に よ り モ ニ タ ー し 、 そ し て 自 動 的 に プ ロ ッ ト し た 。 ク ロ ー
ン 18由 来 の IMAC精 製 scFvの 代 表 的 な ク ロ マ ト グ ラ ム は 、 ２ つ の 異 な る ピ ー ク に 溶 出 す る タ
ン パ ク 質 の 大 部 分 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の ピ ー ク に 対 応 す る 画 分 を 示 し た よ う に プ ー ル し た 。
ピ ー ク １ は 、 17.25～ 21.90％ の 緩 衝 液 Ｂ で 溶 出 す る 広 い シ ョ ル ダ ー （ プ ー ル １ ） と そ れ に
続 く 24.2％ 緩 衝 液 Ｂ で の 鋭 い ピ ー ク （ プ ー ル ２ ） か ら な る 。 ピ ー ク ２ は 、 48.10％ 緩 衝 液
Ｂ で 溶 出 す る 鋭 い ピ ー ク （ プ ー ル ３ ） で あ る 。 scFvの 精 製 を 、 銀 染 色 SDS/PAGEに よ り モ ニ
タ ー し て 、 以 下 の 結 果 を 有 す る 。 HICカ ラ ム (IMAC精 製 scFv＋ (NH 4 ) 2 SO 4 )へ の ロ ー ド 物 質 は
、 90％ よ り 多 く の タ ン パ ク 質 が scFvで あ る こ と を 示 し た 。 少 な く と も ４ つ の 別 の バ ン ド も
可 視 で あ っ た 。 HICの 後 に 得 ら れ た プ ー ル １ お よ び プ ー ル ２ の 分 析 に よ り 、 ロ ー ド さ れ た s
cFvの 大 部 分 が こ れ ら の プ ー ル に 同 等 に 分 布 し て お り 、 そ し て scFvの 実 質 的 な 精 製 が 達 成
さ れ な か っ た こ と を 示 し た 。 プ ー ル ３ は 、 少 量 の scFvお よ び さ ら な る 低 分 子 量 の バ ン ド を
含 ん で い た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ク ロ ー ン 83に つ い て の ク ロ マ ト グ ラ ム は 、 scFvタ ン パ ク 質 の 大 部 分 が 54.7％ 緩 衝 液 Ｂ で
の 単 一 の 鋭 い ピ ー ク に お い て 溶 出 す る こ と を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 小 さ な ピ ー ク は 、
100％ 緩 衝 液 Ｂ で の 最 終 洗 浄 の 間 に 溶 出 す る 。 こ れ ら の ピ ー ク に 対 応 す る 画 分 を プ ー ル し
、 そ し て SDS/PAGEと そ の 後 の 銀 染 色 に よ り 分 析 し た 。 HIC(IMAC精 製 物 質 ＋ (NH 4 ) 2 SO 4 )の カ
ラ ム ロ ー ド 物 質 は 、 90％ よ り 多 く の scFvを 含 ん で い た 。 HIC後 、 scFvの 大 部 分 を 、 54.7％
緩 衝 液 Ｂ で 溶 出 す る 単 一 の 主 な ピ ー ク に お い て 回 収 し た 。 ク ロ ー ン 18に つ い て は 、 scFvの
実 質 的 な 精 製 は HICに よ っ て は 達 成 さ れ な か っ た 。 少 量 の scFvが 後 に 溶 出 す る 小 さ な ピ ー
ク に お い て 見 出 さ れ た 。

フ ァ ー ジ 抗 体 触 媒 性 ク ロ ー ン 18お よ び ク ロ ー ン 83に 由 来 す る IMACお よ び HIC精 製 scFvの 結
合 ア ッ セ イ
　 上 記 の 精 製 プ ロ ト コ ル に 由 来 す る 画 分 ま た は 画 分 の プ ー ル を （ 実 施 例 6.1ま た は 6.2） 、
本 質 的 に 実 施 例 4.4に 記 載 の よ う に RT3-BSA固 相 ELISAア ッ セ イ を 使 用 し て 、 RT3結 合 活 性 に
つ い て 分 析 し た 。 画 分 ま た は 画 分 の プ ー ル を ま ず 第 １ に PBS/Tween-20中 で １ ： ５ ま た は １
： 10に 希 釈 し 、 次 い で RT3-BSAで コ ー ト し た ELISAプ レ ー ト の 11個 の ウ ェ ル に わ た っ て PBS/
Tween-20中 で １ ： ２ に 連 続 希 釈 し た 。 50％ 最 大 の ELISAシ グ ナ ル を 与 え る 力 価 を 、 分 析 し
た 各 サ ン プ ル に つ い て 測 定 し た 。 分 析 し た プ ー ル ま た は 画 分 の 容 量 を こ の 力 価 に 掛 け る こ
と に よ り 、 各 サ ン プ ル に お け る 結 合 単 位 の 数 の 推 定 値 を 決 定 し 得 る 。 こ の 分 析 は 、 ク ロ ー
ン 83に つ い て 、 HICカ ラ ム に ロ ー ド し た scFvの 大 部 分 が 回 収 さ れ た が 、 こ れ は カ ラ ム ロ ー
ド と 比 較 し て 10％ 未 満 の 結 合 活 性 を 有 し た こ と を 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 HICが scFvの 精 製
に 不 適 切 で あ り 得 る こ と を 示 唆 す る 。 な ぜ な ら 、 結 合 活 性 お よ び お そ ら く は 触 媒 活 性 の 損
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失 を も た ら す scFvタ ン パ ク 質 の 不 安 定 性 を も た ら し 得 る か ら で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
 

フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン 18お よ び ク ロ ー ン 83に 由 来 す る IMACお よ び HIC精 製 scFvの 触 媒 性 ア
ッ セ イ
　 ク ロ ー ン 18に つ い て は 、 代 表 的 な 触 媒 性 ア ッ セ イ を 以 下 の よ う に 設 定 し た ： 50μ lの scF
vを 、 145μ lの RT3基 質 （ 化 合 物 15、 図 ４ ） お よ び ５ μ lの 水 ま た は い く つ か の ア ッ セ イ で
は ５ μ lの RT3ハ プ テ ン に 添 加 し た 。 50μ lの 水 お よ び 147μ lの RT3基 質 か ら な る ブ ラ ン ク を
、 RT3基 質 の バ ッ ク グ ラ ン ド 加 水 分 解 を モ ニ タ ー す る た め に 設 定 し た 。 反 応 を ６ 時 間 進 行
さ せ 、 そ の 後 サ ン プ ル を － 20℃ で 凍 結 さ せ て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 サ ン プ ル を 実 施 例 5.1に
記 載 の よ う に HPLCに よ り 分 析 し た 。 ア ッ セ イ に 添 加 し た scFvの 量 は 代 表 的 に １ ～ ５ μ gの
範 囲 で あ り 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 10mMHepes、 150mM NaCl、 pH7.3に お い て 緩 衝 化 し た 。 代
表 的 な RT3基 質 濃 度 は 、 25mM Tris-HCl(pH9.0)、 140mM NaCl、 お よ び 0.01％ NaN 3 に お い て
緩 衝 化 し て 50μ Mで あ っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 IMAC精 製 18scFvに つ い て の 代 表 的 な 陽 性 の 触 媒 性 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す HPLCプ ロ フ ィ ー
ル を 図 15Aに 示 す 。 図 15Bは 、 同 じ ア ッ セ イ で あ る が RT3ハ プ テ ン （ 化 合 物 ５ 、 図 １ ） の 存
在 下 で 行 っ た HPLCプ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 最 後 に 、 図 15Cは 、 ブ ラ ン ク （ scFvを 加 え な い ）
の HPLCプ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 同 様 の 様 式 で 、 18scFvの HIC精 製 （ 実 施 例 6.2を 参 照 の こ と ） 後 に 得 ら れ た 画 分 プ ー ル の
ア ッ セ イ も 行 っ た 。 主 要 な scFv含 有 プ ー ル （ 上 記 の 実 施 例 6.2に 記 載 の プ ー ル ２ ） の ア ッ
セ イ の 代 表 的 な 結 果 を 図 16に 示 す 。 同 様 の 結 果 が プ ー ル １ お よ び プ ー ル ３ の ア ッ セ イ か ら
得 ら れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ク ロ ー ン 83に 由 来 す る IMACま た は HIC精 製 scFvの ア ッ セ イ を 以 下 を 除 い て ク ロ ー ン 18に
つ い て 記 載 し た の と 同 様 の 様 式 で 行 っ た 。 基 質 を 25mMHEPES(pH7.0)、 140mM NaClお よ び 0.
01％  NaN 3 に お い て 緩 衝 化 し た 。 中 性 の pHで の RT3基 質 の よ り 低 い バ ッ ク グ ラ ン ド 加 水 分 解
の た め に 、 反 応 は 代 表 的 に 24時 間 行 っ た 。 IMAC精 製 83scFvに つ い て の 陽 性 の 触 媒 性 ア ッ セ
イ の 結 果 の HPLCプ ロ フ ィ ー ル を 図 17Aに 示 す 。 RT3ハ プ テ ン の 存 在 下 で 繰 り 返 し た 同 じ ア ッ
セ イ を 図 17Bに 示 す 。 ブ ラ ン ク も ま た 分 析 し 、 そ し て 図 17Bに お け る プ ロ フ ィ ー ル と 同 様 の
プ ロ フ ィ ー ル が 得 ら れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 HIC後 （ 実 施 例 6.2を 参 照 の こ と ） に 得 ら れ
た 主 な scFvを 含 有 す る プ ー ル の 触 媒 性 ア ッ セ イ を 図 18に 示 す 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 期 待 さ れ た 産 物 ピ ー ク な ら び に 産 物 に 関 連 し な い ピ ー ク の 保 持 時 間 が HPLCの ラ ン の 度 に
変 化 し た こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ の 変 化 の 理 由 は 未 知 で あ る 。 RT3産 物 （ 化 合 物 13、 図 ４
） 単 独 の HPLCで の 試 験 ラ ン お よ び 215nMで の モ ニ タ ー に よ り 、 異 な る ピ ー ク プ ロ フ ィ ー ル
が 生 成 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 こ の 215nMの プ ロ フ ィ ー ル を 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用
し て 、 各 HPLCラ ン の 270nMプ ロ フ ィ ー ル で の 産 物 ピ ー ク の 位 置 を 正 確 に 決 定 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 上 記 の よ う に 行 っ た 触 媒 ア ッ セ イ の 結 果 か ら の 結 論 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 ク ロ ー ン
18お よ び 83の 両 方 に 由 来 す る IMAC精 製 scFvは RT3基 質 を 加 水 分 解 し 得 、 そ し て 適 切 な 保 持
時 間 で HPLCカ ラ ム か ら 溶 出 す る 産 物 ピ ー ク を 生 成 す る 。 RT3ハ プ テ ン の 存 在 下 で は 、 触 媒
作 用 は 、 お そ ら く RT3基 質 と 比 較 し て 抗 体 ポ ケ ッ ト 中 で の RT3の よ り 強 い 結 合 に よ り 、 完 全
に 排 除 さ れ る 。 こ れ は 、 scFvが 触 媒 作 用 を 担 う と い う さ ら な る 証 拠 で あ る 。 な ぜ な ら 、 高
い 親 和 性 で RT3基 質 ま た は ハ プ テ ン を 特 異 的 に 認 識 し 、 そ し て 結 合 し 得 る 天 然 の エ ス テ ラ
ー ゼ が 存 在 し な さ そ う で あ る か ら で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ク ロ ー ン 18ま た は 83の い ず れ か に つ い て の scFvの HIC精 製 後 、 scFv含 有 画 分 に お い て 触
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媒 活 性 が 観 察 さ れ な か っ た 。 活 性 の 損 失 は 、 お そ ら く 折 り 畳 ま れ て い な い こ と ま た は 凝 集
を も た ら す scFvの 不 安 定 性 に よ り 得 る 。 ク ロ ー ン 83に つ い て の scFvの 不 安 定 性 は 、 実 施 例
6.3に 記 載 の HIC精 製 scFvで 行 わ れ た ア ッ セ イ に お け る 結 合 の 損 失 に よ り 明 ら か に 示 さ れ た
。
【 ０ １ ９ ０ 】
 

未 処 置 の ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 遷 移 状 態 ア ナ ロ グ RT3に 対 す る バ イ ン ダ ー の 単 離
　 免 疫 化 ス キ ー ム が 迂 回 さ れ 得 、 そ し て 低 親 和 性 お よ び 中 程 度 親 和 性 の ヒ ト 抗 体 （ Kds86n
Mま で ） が 非 免 疫 化 供 給 源 に 由 来 す る ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 直 接 単 離 さ れ 得 る こ と が
示 さ れ た (Marksら , 222 (1991): 581-597)。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 以 下 の 実 施
例 に 記 載 さ れ た 多 く の ア プ ロ ー チ に よ り 改 良 さ れ 得 る （ 単 数 ま た は 複 数 の ） 出 発 ク ロ ー ン
を 提 供 し 得 る （ 関 連 し た 実 施 例 に つ い て は Marksら ,  10 (1992): 779-783
を 参 照 の こ と )。 従 っ て 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ は 、 特 に 治 療 的 触 媒 性 抗 体 の 領 域 に お い て
極 め て 価 値 が あ る と 証 明 さ れ 得 る 完 全 な ヒ ト 触 媒 性 抗 体 の 単 離 を 導 き 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 Marksら , 222 (1991): 581-597に 記 載 さ れ た 非 免 疫 化 ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー を
、 100～ 200μ g/mlの RT3-BSAの コ ー ト 濃 度 が 使 用 さ れ た こ と を 除 い て 免 疫 化 マ ウ ス ラ イ ブ
ラ リ ー に つ い て 記 載 さ れ た よ う に チ ュ ー ブ に コ ー ト し た RT3-BSAに つ い て パ ン ニ ン グ し た
。 精 製 ス キ ー ム の 進 行 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ を 使 用 し て ELISAに よ り モ ニ タ ー し
た 。 RT3-BSAに 対 す る ２ 回 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ (RT3BSA:2)
は 基 質 と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 可 視 シ グ ナ ル を 生 じ る 。 RT3-BSAに 対 す る
３ 回 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ (RT3BSA:3)は ELISAで 強 い シ グ ナ
ル を 生 じ る （ ５ 分 間 に １ O.D.） 。 BSAに 対 す る 結 合 は 全 く 観 察 さ れ ず 、 そ し て RT3-BSAへ の
結 合 は 10～ 100μ g/mlの 可 溶 性 非 結 合 RT3と 予 め イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 阻 害 さ
れ た 、 こ の こ と は 、 こ れ が RT3に 特 異 的 で あ る こ と を 示 唆 す る （ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ３ 回 お よ び ４ 回 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る 個 々 の ク ロ ー ン を 、 実 施 例 4.3に 記 載 の 方 法 を
使 用 し て 結 合 に つ い て 試 験 し た 。 大 規 模 に ス ク リ ー ニ ン グ を 始 め る 前 に 、 最 少 の ELISAコ
ー ト 濃 度 を 決 定 し た 。 抗 原 濃 度 を 100μ g/mlか ら 1.6μ g/ml(100μ l/ウ ェ ル )に 減 少 さ せ る
と 、 シ グ ナ ル の 減 少 は 30％ し か 招 か な か っ た の で （ デ ー タ は 示 さ ず ） 、 従 っ て ２ μ g/ml濃
度 を 全 て の 以 降 の ELISAス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ３ 回 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る 144ク ロ ー ン を 、 IPTGで 誘 導 し た HB2151ク ロ ー ン に 由 来 す
る 培 養 上 清 100μ lを 使 用 し て RT3-BSAに 対 す る 特 異 的 結 合 に つ い て ELISAア ッ セ イ に よ り 試
験 し た 。 図 19Aに 示 す よ う に 、 40ク ロ ー ン は 強 い ELISAシ グ ナ ル （ 基 質 と の 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 0.7～ 2.5O.D.） を 与 え 、 そ し て 27ク ロ ー ン は 中 程 度 の シ グ ナ ル （ 基 質 と の 一 晩
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 0.2～ 0.5 O.D.） を 与 え た 。 図 19Bは 、 RT3-BSAに 対 す る ４ 回 の パ ン
ニ ン グ に 由 来 す る 48ク ロ ー ン に つ い て の 結 果 を 示 す 。 こ の 39ク ロ ー ン か ら は 強 い ELISAシ
グ ナ ル （ 0.7～ 2.5O.D.） が 示 さ れ 、 １ ク ロ ー ン は 中 程 度 の ELISAシ グ ナ ル （ 0.34 O.D.） を
示 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 PCR分 析 お よ び BstNI消 化 に よ り 、 両 方 の 回 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る 試 験 し た 良 好 な バ イ
ン ダ ー は 全 て 、 共 通 の PCRパ タ ー ン を 共 有 し 、 そ し て １ つ を 除 い て 全 て の よ り 弱 い バ イ ン
ダ ー は 、 よ り 高 い バ イ ン ダ ー の PCRパ タ ー ン と は 異 な る 共 通 の PCRパ タ ー ン を 共 有 し た こ と
が 明 ら か に な っ た 。 １ つ の さ ら に 別 の パ タ ー ン が 弱 い バ イ ン ダ ー の １ つ に 関 し て 見 出 さ れ
た 。 Clacksonら ,  352 (1991): 624-628に よ り 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 中 程 度 の
シ グ ナ ル に つ い て の 濃 縮 と 比 較 し て 高 い ELISAシ グ ナ ル に 関 す る ク ロ ー ン の 連 続 的 な 回 の
パ ン ニ ン グ で の 濃 縮 を 見 る こ と は 興 味 深 い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
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ヒ ト RT3バ イ ン ダ ー の 配 列 分 析
　 以 下 に 示 す 各 PCRパ タ ー ン 群 の 種 々 の メ ン バ ー に つ い て 配 列 決 定 を 行 っ た ：

PCR1=RT3:1、 ４ 、 ５ 、 41、 63、 80
PCR2=RT3:47、 54
PCR3=RT3:61
各 群 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 20に 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
 

ヒ ト RT3バ イ ン ダ ー の 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ
　 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ に 使 用 さ れ る ス キ ー ム を 図 21に 示 す 。 ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー ま た は マ ウ ス
ラ イ ブ ラ リ ー に お け る scFvク ロ ー ン は 全 て 、 重 鎖 上 流 の プ ラ ス ミ ド 配 列 、 重 鎖 と 軽 鎖 と の
間 の リ ン カ ー 配 列 、 お よ び 軽 鎖 下 流 の 遺 伝 子 ３ 配 列 を 含 む 特 定 の 共 通 配 列 を 共 有 す る 。 プ
ラ イ マ ー を こ れ ら の 領 域 か ら 選 択 ／ 合 成 し て ク ロ ー ン 化 さ れ た 重 鎖 ま た は 軽 鎖 の Ｖ 領 域 を
増 幅 す る 一 般 的 手 段 を 提 供 し た 。 従 っ て 、 プ ラ イ マ ー LMB3お よ び PCRHLINKを 使 用 す る PCR
は 重 鎖 産 物 を 生 じ る が 、 し か し プ ラ イ マ ー FDTSEQ1お よ び LINKPCRLは 軽 鎖 産 物 を 生 じ る 。 L
INKPCRLお よ び PCRHLINKは 相 補 的 で あ り 、 そ れ ゆ え 産 物 を 連 結 す る 手 段 を 提 供 す る 。 こ の
方 法 に よ り 、 各 ク ロ ー ン に 由 来 す る 別 々 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 を 、 最 初 の ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来
す る 相 補 鎖 の 集 団 全 体 に 連 結 し 得 る 。 連 結 し た 産 物 は 、 プ ラ イ マ ー LMB3お よ び FDTSEQ1を
使 用 す る 第 ２ 次 の PCRの テ ン プ レ ー ト と し て 作 用 し 、 そ し て 第 ２ 次 の 産 物 を 、 ク ロ ー ニ ン
グ の た め に SfiIお よ び NotIで 消 化 す る 。 プ ラ イ マ ー を 、 各 消 化 工 程 後 に 観 察 さ れ る べ き フ
ラ グ メ ン ト の サ イ ズ の 変 化 を 可 能 に す る よ う に 選 択 し た 。 さ ら に 、 消 化 の 効 率 は 、 比 較 的
大 き な 突 出 し て い る 制 限 部 位 の 上 流 を 有 す る こ と に よ り お そ ら く 改 良 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
 
鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ の 方 法
　 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ：
【 ０ １ ９ ８ 】
【 化 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
１ 次 重 鎖 お よ び 軽 鎖 PCR産 物 を 以 下 の 反 応 に よ り 調 製 す る ：
【 ０ ２ ０ ０ 】
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【 化 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ １ 】
　 PCRの 条 件 は 、 94℃ １ 分 間 、 60℃ １ 分 間 、 72℃ ２ 分 間 を 25サ イ ク ル と 最 後 に 72℃ で 10分
間 で あ る 。 単 離 さ れ た ク ロ ー ン に つ い て は 、 テ ン プ レ ー ト は 細 菌 コ ロ ニ ー 由 来 の 爪 楊 枝 接
種 物 と し て 最 も 簡 便 に 提 供 さ れ 得 る 。 ラ イ ブ ラ リ ー 材 料 に つ い て は 、 DNAを 凍 結 細 菌 ス ト
ッ ク か ら 調 製 し 、 そ し て ２ ～ 10ngを 反 応 液 に 添 加 し た 。 １ 次 PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で
精 製 し 、 そ し て ５ μ lの Geneclean「 グ ラ ス ミ ル ク 」 (Bio101, La Jolla, CA)を 用 い て 精 製
し 、 そ れ ぞ れ 10μ lの 水 中 の ２ つ の 溶 出 物 を 得 た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ア セ ン ブ リ ー は 、 以 下 の よ う に 行 う ：
　 精 製 Ｈ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l(20～ 50ng)
　 精 製 Ｌ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l(20～ 50ng)
　 10× 反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 ２ μ l
　 ５ mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
　 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 　 　 　 　 　 0.2μ l
　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 37μ l
　 PCRの 条 件 は 、 94℃ １ 分 間 、 65℃ ４ 分 間 を 25サ イ ク ル と 最 後 に 72℃ で 10分 間 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ２ 次 PCRに つ い て は 、 １ μ lの 連 結 し た 物 質 を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 反 応 は 、 以
下 の よ う に 設 定 し た ：
　 連 結 し た PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ l
　 LMB3プ ラ イ マ ー (10pmoles/ml)　 　 2.5μ l
　 FDTSEQ1プ ラ イ マ ー (10pmoles/ml)　 2.5μ l
　 10× PCR反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 5.0μ l
　 ５ mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  2.5μ l
　 Taqポ リ メ ラ ー ゼ (５ U/ml)　 　 　 　 0.3μ l
　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　  37μ l
 
　 PCRの 条 件 は 、 94℃ １ 分 間 、 60℃ １ 分 間 、 72℃ ２ 分 間 を 25サ イ ク ル と 最 後 に 72℃ で 10分
間 で あ る （ ５ μ lが ゲ ル で 容 易 に 見 ら れ 得 る ） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ２ 次 産 物 を フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 そ し て エ タ ノ ー ル で 沈 澱 さ せ て Taqポ
リ メ ラ ー ゼ を 除 去 し た 。 PCR産 物 を 、 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 50℃ に て SfiIで 一 晩 消 化 し
た 。 翌 日 、 37℃ に て NotIで ３ 時 間 消 化 す る 前 に 、 １ /10容 量 の １ MNaClを 添 加 し て 最 終 濃 度
を 150mM NaClと し 、 Triton-X100を 添 加 し て 最 終 濃 度 を 0.01％ と し た 。 消 化 物 を フ ェ ノ ー
ル ： ク ロ ロ ホ ル ム で 処 理 し 、 沈 澱 さ せ 、 H 2 Oに 溶 解 し 、 そ し て 1.5％ ア ガ ロ ー ス で 泳 動 す る
こ と に よ り 精 製 し 、 そ し て 「 Geneclean」 (Bio101, La Jolla, CA)で 精 製 し た 。 DNAを 最 終
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容 量 10～ 15μ lで 溶 出 し 、 そ し て pCANTAB5 his-6の SfiI/NotI部 位 に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 pCANTAB5his-6の プ ラ ス ミ ド DNAを ア ル カ リ 溶 解 法 に よ り 調 製 し 、 そ し て 塩 化 セ シ ウ ム 遠
心 分 離 に よ り 精 製 し た 。 精 製 DNAを 、 100μ g/mlの DNA濃 度 で SfiIで 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ
て 消 化 し (SfiIに つ い て は 50℃ に て 一 晩 ） 、 次 い で NotIで ３ 時 間 消 化 し た 。 消 化 産 物 を 直
接 Chromaspin1000カ ラ ム (Clontech, Palo Alto, CA)に ロ ー ド し て ス タ ッ フ ァ ー フ ラ グ メ
ン ト を 除 去 し 、 そ し て 卓 上 型 遠 心 機 に て 2200rpmで ３ 分 間 ス ピ ン し た 。 次 い で DNAを フ ェ ノ
ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 そ し て 使 用 す る た め に 100μ g/mlで 溶 解 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を Amersham(ArlingtonHeights, IL)ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト を 使 用 し て 以
下 の よ う に 行 う ：
 
　 ベ ク タ ー DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ l(100ng)
　 挿 入 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ μ l(10～ 50ng)
　 10mMMgCl、 200mM Tris (pH7.4)　 ３ μ l
　 緩 衝 液 Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  24μ l
　 緩 衝 液 Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ μ l
 
　 16℃ に て 30～ 60分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 の た め に 、 上 に 示 す ５ 倍 の
容 量 を 使 用 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産 物 を 濃 縮 し 、 Genecleanを 使 用 し て 精 製 し 、 そ し て 10
～ 15μ lの 容 量 の 水 に 溶 出 し た 。 こ れ を 、 エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト な Ｔ フ ァ ー ジ 耐 性 TG1細
胞 に Bio-Rad(Hercules,CA)エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー を 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し て 導 入
し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 未 処 置 ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー （ 実 施 例 5.1を 参 照 の こ と ） の ４ 回 の パ ン ニ ン グ 後 に 単 離 さ れ
た ３ つ の ク ロ ー ン hRT3-1、 hRT3-47、 お よ び hRT3-61を 、 上 記 の 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ プ ロ ト コ
ル の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 実 施 例 5.2に 記 載 の よ う に 、 配 列 分 析 に よ り 、 ３ ク ロ
ー ン は そ れ ぞ れ VHお よ び VL遺 伝 子 利 用 に 関 し て 互 い に 独 特 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 ６ つ の
異 な る ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し た 。 そ れ ぞ れ の 場 合 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 名 前 は 、 固 定 さ れ た 鎖
お よ び そ れ が 由 来 す る ク ロ ー ン 番 号 を い う 。 従 っ て 、 H47は 、 ヒ ト 軽 鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー と
結 合 し た RT3:47由 来 の 固 定 さ れ た 重 鎖 を 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 得 ら れ た ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は 以 下 の と お り で あ る ：
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 化 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
　 プ ラ イ マ ー FDTSEQ1お よ び LMB3を 使 用 す る PCRを 各 ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 10の コ ロ ニ ー
に つ い て 行 い 、 挿 入 の 比 率 を 決 定 し た 。 結 果 を 上 の 表 に 示 す 。 さ ら に 、 PCR産 物 を BstNIで
消 化 し て 多 様 性 を 決 定 し た 。 し か し 、 鎖 シ ャ ッ フ ル し た ラ イ ブ ラ リ ー に お け る （ 所 定 の ク
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ロ ー ン の ） 約 2/3の 配 列 が 現 在 固 定 さ れ て お り 、 そ し て 同 じ Ｖ 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 異 な る
メ ン バ ー が 同 じ 「 BstNI特 徴 」 を 与 え 得 る こ と を 思 い 出 す べ き で あ る 。 こ れ に も 関 わ ら す
、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は い ず れ も も と の ク ロ ー ン に 関 連 す る パ タ ー ン を 有 し て い な か っ
た 。 い く つ か の 場 合 で は 、 同 じ ラ イ ブ ラ リ ー 内 に パ タ ー ン が 重 複 し て 見 出 さ れ 、 そ し て １
つ の パ タ ー ン は H1ラ イ ブ ラ リ ー に お い て ３ 回 見 出 さ れ 得 た 。
【 ０ ２ １ １ 】
 

ヒ ト 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー の パ ン ニ ン グ
　 フ ァ ー ジ 粒 子 を 、 Marksら ,  10 (1992): 779-783に 記 載 さ れ た よ う に ラ イ
ブ ラ リ ー か ら レ ス キ ュ ー し た 。 同 じ 出 発 ク ロ ー ン に 由 来 す る ラ イ ブ ラ リ ー 対 か ら の フ ァ ー
ジ を プ ー ル し 、 そ し て RT3-BSAに 対 し て パ ン ニ ン グ し た （ 例 え ば 、 H1お よ び L1） 。 パ ン ニ
ン グ お よ び レ ス キ ュ ー を 、 Nunc(Kamstrup,Denmark)免 疫 吸 着 チ ュ ー ブ を １ mlの RT-BSA(20
μ g/ml)で 一 晩 コ ー ト し た こ と を 除 い て 、 本 質 的 に Marksら , 222 (1991): 581
-597に 記 載 の よ う に 行 っ た 。 コ ー テ ィ ン グ お よ び ブ ロ ッ キ ン グ を 以 前 の よ う に リ ン 酸 緩 衝
化 生 理 食 塩 水 (PBS)中 で 行 っ た 。 等 量 の 20mlの フ ァ ー ジ を 、 最 終 容 量 800μ lの ２ ％ 脱 脂 粉
乳 を 有 す る MOPS緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (MBS)中 で 使 用 し た 。 洗 浄 、 溶 出 、 感 染 、 お よ び M13ヘ ル
パ ー フ ァ ー ジ で の レ ス キ ュ ー は 上 記 の と お り で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 非 パ ン ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー (PAN0)、 １ 回 目 の パ ン ニ ン グ (PAN1)、 ま た は パ ン ニ ン グ ２ 回
(PAN2)の い ず れ か に 由 来 す る 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル な 」 フ ァ ー ジ を ELISAに 使 用 し て 各 ラ イ ブ
ラ リ ー 対 の パ ン ニ ン グ プ ロ セ ス の 進 行 を 決 定 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 図 18に 示 す よ う に 、 PAN0サ ン プ ル か ら シ グ ナ ル は 観 察 さ れ な か っ た 。 低 レ ベ ル の シ グ ナ
ル が RT3:1お よ び RT3:47に 由 来 す る PAN1サ ン プ ル に お い て 観 察 さ れ 、 そ し て PAN2サ ン プ ル
に お い て 著 し い 改 善 が 見 ら れ る 。 RT3:61に 由 来 す る ラ イ ブ ラ リ ー に お い て は 、 ELISAシ グ
ナ ル は ２ 回 の パ ン ニ ン グ 後 で さ え 比 較 的 低 い 。 ELISAの 結 果 は 、 表 ４ に 示 す よ う に 各 回 の
パ ン ニ ン グ 由 来 の 溶 出 液 を 定 量 す る 場 合 に 反 映 さ れ る 。 増 加 す る 数 の フ ァ ー ジ が ２ 回 目 の
パ ン ニ ン グ か ら 溶 出 さ れ る 。 H61/L61ラ イ ブ ラ リ ー で の PAN1お よ び PAN2で 得 ら れ る フ ァ ー
ジ 数 は 、 H1/L1お よ び H47/L47ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 対 応 す る 収 量 よ り も 少 な い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
【 化 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 表 ５ は 、 再 シ ャ ッ フ ル し た ヒ ト バ イ ン ダ ー の パ ン ニ ン グ 由 来 の 陽 性 物 の 比 率 を 示 す 。 再
シ ャ ッ フ ル し た RT3:1お よ び RT3:47に つ い て は 、 パ ン ニ ン グ １ 回 の 後 で す ら 大 部 分 が 陽 性
で あ る と ス コ ア さ れ た 。 再 シ ャ ッ フ ル し た RT3:61由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ は PAN1
の 後 で 陰 性 で あ り 、 そ し て PAN2の 後 で 陽 性 で あ っ た た め 、 個 々 の コ ロ ニ ー は こ の ラ イ ブ ラ
リ ー 由 来 の PAN2か ら し か 分 析 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ６ 】

10

20

30

40

(43) JP 2004-283175 A 2004.10.14

実 施 例 8.2

Biotechnology

J.Mol.Biol.



【 化 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ７ 】
　 陽 性 ク ロ ー ン を 再 ス ト リ ー ク し 、 そ し て RT3お よ び BSA結 合 に つ い て 再 試 験 し た 。 全 て の
再 シ ャ ッ フ ル し た ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー は 、 パ ン ニ ン グ の １ ～ ２ 回 後 に 高 い 比 率 の バ イ ン ダ ー
を 生 じ た 。 こ れ ら は 、 (FTDSEQ1お よ び LMB3を 使 用 す る )PCR/BstNI消 化 に よ り 、 以 下 の 表 ６
に 示 す よ う に 、 RT3:1再 シ ャ ッ フ ル ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て は ９ PCRパ タ ー ン に 、 RT3:47再 シ
ャ ッ フ ル ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て は ４ PCRパ タ ー ン に 、 そ し て RT3:61再 シ ャ ッ フ ル ラ イ ブ ラ
リ ー に つ い て は ８ PCRパ タ ー ン に グ ル ー プ 分 け さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 軽 鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー と シ ャ ッ フ ル さ れ た 重 鎖 が 、 互 い に 関 連 し て お り 、 従 っ て PCRパ タ
ー ン の 多 様 性 の 可 能 性 が 減 少 し た 、 異 な る 軽 鎖 を 引 き 出 す こ と の 強 い 可 能 性 が あ る 。 逆 に
、 所 定 の PCRグ ル ー プ 分 け の 中 で さ え 、 あ る 程 度 の 多 様 性 が 配 列 決 定 に よ り 見 出 さ れ る こ
と が あ り そ う で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
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【 化 ３ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ０ 】
【 化 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ １ 】
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【 化 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ど の 抗 体 鎖 が も と の ヒ ト ク ロ ー ン に 由 来 す る か を 決 定 す る 目 的 で 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の Ｖ
遺 伝 子 の 別 々 の PCRを 個 々 の ク ロ ー ン に つ い て 行 っ た （ 鎖 間 の フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 配 列 中 に 位 置 す る プ ラ イ マ ー （ PCRHLINKお よ び LINKPCRL） と 共 に FDTSEQ
１ ま た は LMB3の い ず れ か を 用 い た ） 。 各 PCRグ ル ー プ 由 来 の ク ロ ー ン 対 を 分 析 し た （ 表 ６
中 の 下 線 ） 。 こ の 結 果 は 、 hu61:16お よ び hu61:33の 例 外 を 有 し て （ パ タ ー ン Ｂ ） 、 全 て の
重 鎖 が も と の 単 離 物 と 同 じ 重 鎖 を 有 し た こ と を 示 す 。 こ れ ら の ２ つ の ク ロ ー ン は 、 今 や RT
3:47と 同 様 な 重 鎖 パ タ ー ン お よ び 親 ク ロ ー ン RT3:61と 同 様 で あ り 得 る 軽 鎖 パ タ ー ン を 有 す
る 。 同 じ PCRパ タ ー ン を 有 す る と 記 載 さ れ た 再 シ ャ ッ フ ル さ れ た ク ロ ー ン は （ ３ %ゲ ル で 泳
動 し た 全 体 の SCFvの PCR/消 化 か ら ） 、 今 や 微 小 な 相 違 を 示 す （ ４ %ゲ ル で 泳 動 し た 個 々 の
軽 鎖 の PCR/消 化 か ら ） 。 従 っ て 、 hu1:11お よ び hu1:22間 （ パ タ ー ン Ｂ ） 、 hu1:17お よ び hu

10

20

30

40

50

(46) JP 2004-283175 A 2004.10.14



1:26間 （ パ タ ー ン Ｄ ） 、 hu1:32お よ び hu1:40間 （ パ タ ー ン Ｅ ） に 相 違 が 見 出 さ れ た 。 RT3:
47に 由 来 す る ク ロ ー ン に つ い て 、 hu47:9お よ び hu47:10（ パ タ ー ン Ｂ ） 、 hu47:37お よ び hu
47:1（ パ タ ー ン Ｃ ） の 軽 鎖 間 の 差 違 が 見 出 さ れ た 。 RT3:61に 由 来 す る ク ロ ー ン に つ い て 、
hu61:13お よ び hu61:24の 軽 鎖 間 （ パ タ ー ン Ａ ） に 相 違 が 見 出 さ れ た 。 そ れ ゆ え 、 こ の 分 析
は こ れ ら の ク ロ ー ン 間 の よ り 大 き な 多 様 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　  RT3:47の シ ャ ッ フ リ ン グ こ と に 由 来 す る ク ロ ー ン に 対 し て 配 列 決 定 を 行 っ た （ 表 ５ で
確 認 ） 。 重 鎖 の 分 析 は 、 hu47:7を 除 い て 配 列 が も と の 重 鎖 と 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 （ 分
析 し た ク ロ ー ン は 、 hu47:1、 2、 3、 5、 6、 8、 9、 10、 12、 20、 お よ び 22で あ っ た ） 。 hu47
:7に お い て 、 CDR2中 の バ リ ン は Ｔ か ら Ｃ へ の 変 化 に よ り ア ラ ニ ン に 変 換 さ れ た 。 軽 鎖 の 配
列 決 定 を 表 ５ に お い て 下 線 で 示 し た ク ロ ー ン に 対 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
 

特 異 的 溶 出 ／ 競 合 結 合 を 使 用 す る 方 向 づ け さ れ た 選 択
　 結 合 に 対 す る 競 合 （ 例 え ば 、 反 応 産 物 を 用 い る ） を 使 用 す る パ ン ニ ン グ ま た は 特 異 的 溶
出 （ 例 え ば 、 よ り 小 さ い ホ ス ホ ネ ー ト を 用 い る ） を 、 パ ン ニ ン グ プ ロ セ ス を 制 御 す る た め
に 使 用 し 得 る 。 こ の よ う な 手 順 を ELISAウ ェ ル に お い て 行 う 場 合 、 よ り 高 度 の 可 変 性 が 発
揮 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 特 定 の 手 順 の 後 溶 出 物 を 採 集 し 得 、 そ し て プ レ ー ト 全 体 を 検 出 手 順
に か け る 。 結 果 に 基 づ い て 、 特 定 の ウ ェ ル 由 来 の 溶 出 物 を 、 さ ら な る 分 析 ／ パ ン ニ ン グ に
つ い て 選 択 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　  100mMト リ エ チ ル ア ミ ン を 使 用 し て 96ウ ェ ル プ レ ー ト か ら の 溶 出 物 を 試 験 す る た め の 実
験 に お い て 、 溶 出 後 の 一 晩 の ELISAシ グ ナ ル が 0.289か ら 0.019に な っ た こ と を 見 出 し た 。
（ シ ャ ッ フ ル さ れ た ヒ ト RT3:47ラ イ ブ ラ リ ー の １ 回 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る （ 47PAN1フ ァ
ー ジ ） 2.5× 10 1 1 個 の ポ リ ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ ／ ウ ェ ル を 使 用 し た ） 。 溶 出 物 の 力 価 測
定 は 、 7.5× 10 7 個 の 感 染 性 フ ァ ー ジ （ す な わ ち 、 イ ン プ ッ ト の 0.03%） が 採 集 さ れ た こ と
を 示 し た 。 こ れ は 、 Nunc免 疫 吸 着 チ ュ ー ブ か ら の 溶 出 物 と 良 好 に 比 較 さ れ る 。 こ の 場 合 、
同 じ サ ン プ ル に つ い て 1.6× 10 9 個 の 感 染 性 フ ァ ー ジ が １ × 10 1 3 個 の イ ン プ ッ ト か ら 生 じ た
（ す な わ ち 0.016%） （ 表 ３ を 参 照 の こ と ） 。 こ の タ イ プ の ア プ ロ ー チ に よ り 、 特 定 の 溶 出
手 順 の 範 囲 を 比 較 し 得 、 そ し て 最 も 適 切 な サ ン プ ル を さ ら な る 研 究 の た め に E.coliに 感 染
さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 RT3分 子 の 左 側 お よ び 右 側 に 等 価 な 最 少 の 遷 移 状 態 の ア ナ ロ グ を RT3a（ 化 合 物 ８ 、 図 ２
） お よ び RT3b（ 化 合 物 12、 図 ３ ） と い う 。 基 質 切 断 の 左 側 の 産 物 お よ び 右 側 の 産 物 を 産 物
Ａ （ メ シ チ ル 酢 酸 、 図 ４ ） お よ び 産 物 Ｂ （ 化 合 物 13、 図 ４ ） と い う 。 も と の マ ウ ス ラ イ ブ
ラ リ ー の パ ン ニ ン グ ／ 溶 出 の た め に 必 要 な 種 々 の 成 分 の 最 適 濃 度 を 決 定 す る た め に 、 希 釈
系 列 を RT3、 RT3a、 RT3bお よ び 両 方 の 反 応 産 物 （ 産 物 Ａ お よ び 産 物 Ｂ ） に つ い て 調 製 し た
。 こ れ ら を 、 マ ウ ス RT3ラ イ ブ ラ リ ー の １ 回 目 の パ ン ニ ン グ に 由 来 す る 100μ lの 10× ポ リ
ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ト リ エ チ ル ア ミ ン 溶 出 を 使 用 し た ） 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 こ の 分 析 の 結 果 を 図 23Aお よ び 図 23Bに 示 す 。 最 も 効 果 的 な 阻 害 は 、 RT3自 体 を 用 い て 生
じ る 。 こ の 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ 集 団 の 結 合 が 、 右 側 の 部 分 （ 図 23Ｂ ） に よ っ て よ り も 左 側
の TSAお よ び 産 物 （ 図 23A） に よ り か な り 大 き な 程 度 ま で 阻 害 さ れ る こ と が 明 ら か で あ る 。
実 際 、 右 側 の TSAお よ び 産 物 を 用 い て 試 験 さ れ る 濃 度 で な ん ら か の 阻 害 が 生 じ る か ど う か
は 全 く 明 ら か で は な い 。 さ ら に 左 側 の 産 物 よ り も 左 側 の TSAに よ る よ り 大 き な 阻 害 が 存 在
す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 も と の 非 パ ン ニ ン グ マ ウ ス ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 特 異 的 溶 出 を 試 み た 。 こ れ は 、 150
μ lの ２ μ g/mlの RT3-BSAで コ ー ト し 、 そ し て 200μ lの ２ %Marvelで ブ ロ ッ ク し た ELISAウ ェ
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ル へ の 、 200μ lの 10× フ ァ ー ジ 濃 縮 物 の 結 合 に よ り 行 っ た 。 フ ァ ー ジ を １ 時 間 結 合 さ せ 、
以 下 を 200μ l添 加 す る こ と に よ り 溶 出 し た ：
 
0.05μ M,0.5μ Mま た は 5μ MRT3
5μ M,50μ Mま た は 500μ MRT3a
5μ M,50μ Mま た は 500μ MRT3b
100 mMト リ エ チ ル ア ミ ン
 
　 ２ 回 の 15分 間 の 溶 出 に 由 来 す る フ ァ ー ジ を プ ー ル し 、 そ し て TG1細 胞 ま た は HB2151細 胞
に 再 導 入 し た 。 図 24Aは 、 そ れ ぞ れ の 条 件 の 設 定 下 で 生 じ た フ ァ ー ジ の 収 量 を プ ロ ッ ト す
る 。 ト リ エ チ ル ア ミ ン は 、 ２ mlの 培 養 上 清 に 等 価 な イ ン プ ッ ト か ら 約 10 4 個 の フ ァ ー ジ を
与 え る 。 こ れ は 、 以 前 の 報 告 に お い て 記 載 さ れ る 好 結 果 の パ ン ニ ン グ と 一 致 し 、 こ れ は 以
前 に 記 載 さ れ た マ ウ ス ク ロ ー ン の 全 て を 生 じ て い る 。 こ の 実 験 に お い て 、 約 10 5 個 の フ ァ
ー ジ が 20mlの 培 養 上 清 に 等 価 で あ る イ ン プ ッ ト に 由 来 し た 。 RT3お よ び RT3aで の 溶 出 は 、
ト リ エ チ ル ア ミ ン よ り も 多 数 の フ ァ ー ジ を 生 じ る 。 RT3bは 、 「 緩 衝 液 単 独 」 の コ ン ト ロ ー
ル に お い て 達 成 さ れ る 溶 出 の レ ベ ル に 等 価 な 、 ま た は そ れ よ り も 多 く の 溶 出 レ ベ ル を 与 え
る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 こ の 実 験 を 反 復 し た が 、 高 い コ ー ト 濃 度 （ 100μ g/ml） の RT3-BSAを 使 用 し 、 そ し て 容 量
を イ ン プ ッ ト フ ァ ー ジ の 容 量 を 上 回 る コ ー ト 容 量 お よ び ブ ロ ッ ク 容 量 を 確 実 に す る よ う に
（ ウ ェ ル の 側 面 へ の 非 特 異 的 な フ ァ ー ジ の 接 着 に 関 連 す る あ ら ゆ る バ ッ ク グ ラ ン ド 問 題 を
防 止 す る た め ） 調 整 し た 。 こ の 実 験 （ 図 24B） に お い て 、 全 て の サ ン プ ル に お け る 溶 出 さ
れ た フ ァ ー ジ の 総 収 量 は 、 以 前 よ り も 減 少 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル な フ ァ ー ジ お よ び 可 溶 性 抗 体 を 種 々 の 集 団 か ら 調 製 し 、 そ し て ELISAに
お い て 試 験 し た 。 陽 性 シ グ ナ ル を 可 溶 性 お よ び フ ァ ー ジ ELISAを 用 い て 、 500μ Mの RT3aを
用 い た 溶 出 に よ り 由 来 す る サ ン プ ル か ら 達 成 し た 。 こ の 集 団 由 来 の 個 々 の コ ロ ニ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 22/144の ク ロ ー ン が 陽 性 で あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 も と の 免 疫 吸 着 チ ュ ー ブ （ Nunc） に お い て ま た 、 パ ン ニ ン グ を 行 っ た 。 溶 出 を 100mMト
リ メ チ ル ア ミ ン ま た は 500μ M RT3aの い ず れ か を 用 い て 行 っ た 。 結 合 を 産 物 Ａ の 存 在 下 （ 5
0、 500、 5000μ M） ま た は 非 存 在 下 で 行 っ た 。 結 果 を 以 下 に ま と め る ：
【 ０ ２ ３ ２ 】
【 化 ３ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 こ の 実 験 に お い て 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン お よ び RT3a溶 出 に よ る フ ァ ー ジ の 収 量 （ 42～ 52×
10 6 個 ） は 、 以 前 の 実 験 よ り も 高 い 。 50μ Mの 産 物 Ａ が 結 合 の 間 に 存 在 す る 場 合 、 RT3a溶 出
に 由 来 す る フ ァ ー ジ の 収 量 は 70倍 減 少 す る （ こ の こ と は 、 結 合 が 特 異 的 で あ る こ と を 示 し
て い る ） 。 500μ Mの 産 物 Ａ を 用 い て 同 様 の 減 少 が 存 在 す る が 、 5000μ Mの 産 物 Ａ を 使 用 す
る 場 合 、 収 量 は 47× 10 6 個 に 戻 る 。 （ こ の こ と は 産 物 を 溶 解 す る た め に 使 用 し た DMSの 効 果
で あ り 得 、 DMSは こ の 特 定 の サ ン プ ル 中 に 7.2%で 存 在 し た ） 。 従 っ て 、 最 少 の TSA分 子 で ハ
プ テ ン 溶 出 を 使 用 し て 96ウ ェ ル か ま た は 免 疫 吸 着 チ ュ ー ブ の い ず れ か か ら フ ァ ー ジ を 溶 出
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す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 結 合 プ ロ フ ィ ー ル は 反 応 産 物 と 競 合 す る こ と に よ り 変 化
さ れ 得 、 そ れ に よ っ て 、 所 望 の 要 求 に 従 っ て 溶 出 さ れ た 集 団 の 結 合 プ ロ フ ィ ー ル を 調 製 し
得 る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
 

ヒ ト RT3バ イ ン ダ ー の CDRシ ャ ッ フ リ ン グ
　 CDRフ ラ グ メ ン ト を シ ャ ッ フ ル す る た め に 使 用 す る ス キ ー ム は 、 実 施 例 8.1に 記 載 さ れ る
鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ ス キ ー ム の 改 変 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 プ ラ イ マ ー VHCDR3BACKお よ び REVVHCDR3BACKは 、 互 い に そ し て CDR3の す ぐ 上 流 の ヒ ト VH
遺 伝 子 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お け る 保 存 配 列 に 相 補 的 で あ る 。 Marksら (1991） に よ り 記
載 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 重 鎖 の CDR1お よ び CDR2の 両 方 を 含 む DNAフ ラ グ メ ン ト の 集 団
を 、 REVVHCDR3BACK（ 配 列 に つ い て は 下 記 を 参 照 の こ と ） お よ び LBM3（ 実 施 例 4.2に 記 載 ）
を 用 い て 増 幅 し 得 、 そ し て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン か ら の scFVの 残 り を VHCDR3BACK（ 配 列 に つ
い て は 下 記 を 参 照 の こ と ） お よ び FDTSEQ1（ 実 施 例 4.2に 記 載 ） を 用 い て 増 幅 し 得 る 。 こ の
こ と は 、 ２ つ の フ ラ グ メ ン ト の ア セ ン ブ リ 反 応 に よ り 単 一 ク ロ ー ン の 残 存 部 分 と CDR1お よ
び CDR2の 集 団 と の 結 合 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 同 様 に 、 重 鎖 の CDR3領 域 を 含 む DNAフ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 VHCDR3BACKお よ び
リ ン カ ー に 位 置 す る プ ラ イ マ ー PCRHLINK（ 実 施 例 4.2を 参 照 の こ と ） を 用 い て 増 幅 し 得 る
。 選 択 し た ク ロ ー ン 由 来 の 重 鎖 の 残 存 部 分 を 、 REVVHCDR3BACKお よ び LMB3を 用 い て 増 幅 し
、 そ し て 軽 鎖 を LINKPCRL（ 実 施 例 4.2を 参 照 の こ と ） お よ び FDTSEQ1を 用 い て 増 幅 し た 。 こ
の よ う に 、 CDR3フ ラ グ メ ン ト の 集 団 を ２ つ の 連 続 し た ２ つ の フ ラ グ メ ン ト の ア セ ン ブ リ 反
応 （ 第 一 は 、 CDR3の 集 団 と の ク ロ ー ン に 由 来 す る CDR1お よ び CDR2の ア セ ン ブ リ を 包 含 す る
） に よ り 単 一 の ク ロ ー ン に 導 入 し 得 る 。 こ の 後 に 、 こ の フ ラ グ メ ン ト の フ ラ ン キ ン グ プ ラ
イ マ ー で あ る LMB3お よ び PCRHLINKを 用 い て 二 次 PCR反 応 を 行 う 。 こ の 産 物 を 、 ク ロ ー ン 由
来 の 軽 鎖 と の こ れ の 次 の ア セ ン ブ リ の た め に ゲ ル 精 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 両 方 の CDRシ ャ ッ フ リ ン グ 方 法 の た め に 、 scFVフ ラ ン キ ン グ プ ラ イ マ ー で あ る LMB3お よ
び FDTSEQ1を 用 い る 最 後 の PCR反 応 を 行 う 。 次 い で CDRシ ャ ッ フ ル さ れ た 物 質 を 、 pCANTAB5-
his6に ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 NotIお よ び SfiIで 消 化 す る （ 図 ７ を 参 照 の こ と ） 。
CDRシ ャ ッ フ リ ン グ の た め の 方 法
　 プ ラ イ マ ー FDTSEQ1、 LMB3、 PCRHLINKお よ び LINKPCRLは 、 実 施 例 4.2に 記 載 さ れ て い る 。
さ ら に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ：
 
VHCDR3BACK5'GAC ACG GC(TC) GT(AG) TAT TAC TGT 3'
REV VHCDR3BACK5'ACA GTA ATA (CT)AG (GA)GC CGT GTC 3'
 
（ 括 弧 内 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 普 遍 的 な 増 幅 を 確 実 に す る た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー 中 の
「 変 動 」 を 示 す 。 ）
　 一 次 PCR産 物 を 以 下 の 反 応 に お い て 調 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
 

LBM3プ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
REV VHCDR3BACKプ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
10× PCR
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CD1お よ び 2フ ラ グ メ ン ト



反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 50μ lに す る
 

PCRHLINKプ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
VHCDR3BACKプ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
10× PCR
反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ lに す る
 

FDTSEQ1プ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
VHCDR3BACKプ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
10× PCR
反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ lに す る
 

FDTSEQ1プ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
LINKPCRLプ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
10× PCR
反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ lに す る
 
　 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 、 Marksら （ 1991） に 記 載 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 PCRの テ ン プ レ
ー ト の た め に 調 製 し た 。 ク ロ ー ン か ら 生 成 さ れ た PCRを 細 菌 コ ロ ニ ー か ら 接 種 す る こ と に
よ り 調 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 PCR条 件 は 、 94℃ で １ 分 間 、 55℃ で １ 分 間 、 72℃ で ２ 分 間 を 25サ イ ク ル 、 最 後 に 72℃ で 1
0分 間 で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 一 次 PCR産 物 を 、 そ の よ り 小 さ い サ イ ズ の た め に Mermaid精 製 （ Bio101） を 必 要 と す る CD
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CDR3フ ラ グ メ ン ト

VHCDR3-リ ン カ ー -VLフ ラ グ メ ン ト

リ ン カ ー -VLフ ラ グ メ ン ト



R3フ ラ グ メ ン ト 以 外 は PromegaMagic PCR Prep Systemを 使 用 し て ゲ ル 精 製 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
 
CDR1＋ 2シ ャ ッ フ リ ン グ
 

精 製 ラ イ ブ ラ リ ー CDR1+2DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　  20-50 ng
単 離 さ れ た ク ロ ー ン 由 来 の 精 製 VHCDR3-リ ン カ ー -VLフ ラ グ メ ン ト 　 　  20-50 ng
10× PCR緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ lに す る
 
一 次 PCRに つ い て の PCR条 件
 

ア セ ン ブ リ 産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1.0μ l
FDTSEQ1プ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
LMB3プ ラ イ マ ー
（ 10pmoles/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
10× PCR
反 応 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ lに す る
 
CDR3シ ャ ッ フ リ ン グ
 

精 製 ラ イ ブ ラ リ ー CDR3DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　  20-50 ng
単 離 さ れ た ク ロ ー ン 由 来 の 精 製 CDR1+2　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　  20-50 ng
10× PCR緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5.0μ l
5mM各 dNTP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.5μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ 5U/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3μ l
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ lに す る
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ア セ ン ブ リ 産 物 　 　 　  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
PCRHLINKプ ラ イ マ ー

「 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 」 に よ る ヒ ト 触 媒 性 抗 体 の 誘 導
　 「 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 」 の プ ロ セ ス は 、 所 望 の 結 合 特 徴 を 有 す る 既 存 の 抗 体 を 使 用 し て
同 様 の 特 徴 を 有 す る 新 た な 抗 体 を 誘 導 す る 工 程 を 包 含 す る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 も と の 抗 体
鎖 ま た は そ の 部 分 を 相 補 的 な 部 分 の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 合 せ る こ と に よ り 行 わ れ る 。 新
た な 抗 体 エ レ メ ン ト が 見 出 さ れ る と （ こ れ は も と の 抗 体 結 合 特 徴 を 相 補 す る ） 、 こ れ ら を
も と の 抗 体 結 合 特 徴 を 置 換 す る ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 合 せ 、 こ れ ら を も と の 抗 体 結 合 部 分
を 置 換 す る ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 合 せ 、 も と の 抗 体 の 結 合 を 模 倣 す る 完 全 に 新 た な 抗 体 を
与 え る （ PCT/GB/92/01755） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 既 存 の マ ウ ス 触 媒 性 抗 体 か ら ヒ ト 触 媒
性 抗 体 を 誘 導 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 本 実 施 例 は 「 ２ 段 階 の 変 換 」 を 記 載 す る 。 も ち ろ ん 、 こ れ は 複 数 回 の 工 程 に わ た っ て 、
ま た は 単 一 の 工 程 に お い て 行 わ れ 得 る （ も と の 抗 体 の 部 分 か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 十
分 で あ る 場 合 ） 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ れ は 、 例 え ば 既 存 の マ ウ ス 抗 体 と 同 様 の 結 合 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 を 誘 導 す る た め に
有 用 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 pCANTAbベ ク タ ー 中 の 触 媒 性 フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン 18お よ び 83（ 実 施 例 5.2を 参 照 の こ と
） を （ pCANTABベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ た ） 、 別 々 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の PCR増 幅 の た め
の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 上 記 の よ う に 重 鎖 を LMB3お よ び PCRHLINKを 用 い て 増 幅 し
、 そ し て 軽 鎖 を LINKPCRLお よ び FDTSEQ1を 用 い て 増 幅 し た 。 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ラ イ ブ
ラ リ ー も ま た 同 じ プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 上 記 の Marksら 、 222 (1991)： 581-
597に よ り 記 載 さ れ る ヒ ト scFVラ イ ブ ラ リ ー か ら 調 製 し た DNAを 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た
。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 次 い で 、 各 ク ロ ー ン 由 来 の 個 々 の マ ウ ス の 重 鎖 を 、 上 記 の よ う に PCR結 合 に よ り ヒ ト 軽
鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー と 再 度 組 合 せ た 。 同 様 に 、 個 々 の 軽 鎖 を 同 じ 方 法 で 、 重 鎖 の ラ イ ブ ラ リ
ー と 再 度 組 合 せ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 得 ら れ た 結 合 産 物 を 、 NotIと と も に 、 ApaLI（ マ ウ ス 重 鎖 に つ い て ） ま た は SFiI（ ヒ ト
重 鎖 に つ い て ） で 消 化 し 、 適 切 な pCANTABベ ク タ ー に 連 結 し 、 そ し て E.coliTG1細 胞 に 形 質
転 換 し た 。 全 て の 工 程 は 上 記 の と お り で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 そ れ ぞ れ の 別 々 の ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る TG1細 胞 の 個 々 の 集 団 を 、 30℃ で ２ ～ ３ 時 間 増
殖 さ せ 、 そ し て 37℃ で VCSM13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で の 感 染 に よ り レ ス キ ュ ー し た 。 一 晩 の 増
殖 後 、 フ ァ ー ジ 粒 子 を 採 集 し 、 そ し て 濃 縮 し た 。 各 集 団 を 数 回 RT3-BSAに 対 し て パ ン ニ ン
グ し 、 そ し て 個 々 の 結 合 ク ロ ー ン を ELISAに よ り 同 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 結 合 ク ロ ー ン を 選 択 し 、 そ し て 各 ク ロ ー ン の ヒ ト 鎖 を 前 述 の よ う に PCRに よ り 増 幅 し た
。 こ の 鎖 を 、 相 補 的 な 鎖 の ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー の PCR産 物 と 再 度 組 合 せ た 。 PCR結 合 、 SFi1お
よ び NotIで の 消 化 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 形 質 転 換 、 フ ァ ー ジ レ ス キ ュ ー 、 パ ン ニ ン グ お よ び
ス ク リ ー ニ ン グ は 前 述 の と お り で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 こ の 方 法 に お い て 、 結 合 プ ロ フ ィ ー ル は も と の マ ウ ス ク ロ ー ン に よ り 方 向 づ け ら れ た が
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、 完 全 に ヒ ト で あ っ た RT3バ イ ン ダ ー の 新 た な 集 団 が 誘 導 さ れ た 。 上 記 の 実 施 例 は 、 別 々
の 鎖 の シ ャ ッ フ リ ン グ に よ る イ ン プ リ ン テ ィ ン グ を 包 含 す る が 、 単 一 回 ま た は 複 数 回 に お
け る 鎖 の 部 分 の シ ャ ッ フ リ ン グ に 等 し く 適 用 し 得 る （ 上 記 の よ う に ） 。 ラ イ ブ ラ リ ー 物 質
は 、 Marksら 、 222 (1991) : 581-597ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 し た が 、 ヒ ト 血 液 、
脾 臓 な ど の PCR産 物 に 等 し く 由 来 し 得 、 あ る い は 、 部 分 的 に ま た は 全 体 的 に 合 成 DNAに 由 来
し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 上 記 の 実 施 例 は 、 単 一 の レ プ リ コ ン に お け る 単 鎖 Fv内 の 鎖 の シ ャ ッ フ リ ン グ を 包 含 す る
。 同 様 の 結 果 が 、 フ ァ ー ジ に お い て 提 示 さ れ た 非 結 合 VH/VLま た は VH-CHG/VL-CLフ ラ グ メ
ン ト を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る （ McCaffertyら 、 WO92/01047） 。 こ れ ら は ま た 同
じ レ プ リ コ ン に お い て で あ り 得 、 ま た は 異 な る レ プ リ コ ン に お い て で あ り 得 る 。 例 え ば 、
も と の マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 は 、 pUC19ま た は 他 の プ ラ ス ミ ド に 、 細 菌 の ペ リ プ ラ ズ ム に お い
て 可 溶 性 VHま た は VH-CH1フ ラ グ メ ン ト と し て 発 現 さ せ る こ と を 可 能 に す る 適 切 な プ ロ モ ー
タ ー 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 停 止 コ ド ン （ １ つ ま た は 複 数 ） と イ ン フ レ ー ム に ク ロ ー ン
化 さ れ 得 る （ Betterら 、 1989； Skerraら 、 1989） 。 次 い で 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 有 す る 細 胞
の 増 殖 培 養 物 を 、 例 え ば 、 ヒ ト 軽 鎖 （ VLま た は VL-CLの い ず れ か 、 適 切 な よ う に ） の ラ イ
ブ ラ リ ー に 由 来 す る ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ 、 fd-CAT1ま た は fd-DOG1中 で 遺 伝 子 III
と の 融 合 体 と し て ク ロ ー ン 化 し 得 る （ McCaffertyら 、 上 述 、 1991） 。 こ れ は 、 マ ウ ス ク ロ
ー ン 由 来 の 重 鎖 パ ー ト ナ ー を 有 す る 、 遺 伝 子 IIIに 融 合 さ れ た 個 々 の ヒ ト 軽 鎖 を 発 現 す る
フ ァ ー ジ の 集 団 を 生 じ さ せ る 。 マ ウ ス 鎖 の 結 合 活 性 を 相 補 す る こ れ ら の ヒ ト 鎖 は 、 パ ン ニ
ン グ （ McCaffertyら 、 上 述 、 1991） に よ り 濃 縮 さ れ 、 そ し て こ の 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が
フ ァ ー ジ 粒 子 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 こ の 方 法 に 由 来 す る 軽 鎖 は 、 も と の マ ウ ス 鎖 に つ い て 行 わ れ た よ う に 、 ペ リ プ ラ ズ ム に
お け る 単 鎖 の 可 溶 性 発 現 の た め に ベ ク タ ー に 再 ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 前 述 の よ う に 、 こ れ
ら の 個 々 の ヒ ト 軽 鎖 を 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 培 養 物 を 、 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー に
由 来 す る ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ 、 fd-CAT1ま た は fd-DOG1中 で 遺 伝 子 IIIと の 融 合 体
と し て ク ロ ー ン 化 し 得 る （ McCaffertyら 、 上 述 、 1991） 。 前 述 の よ う に 、 抗 原 に 対 し て パ
ン ニ ン グ し て 適 切 な 結 合 活 性 を 有 す る ク ロ ー ン を 濃 縮 す る 。 こ の 結 果 、 も と の マ ウ ス ク ロ
ー ン の 結 合 を 反 映 す る 一 対 の ヒ ト ク ロ ー ン を 生 じ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 同 様 の プ ロ セ ス を 、 初 め に ヒ ト 重 鎖 、 次 い で 軽 鎖 と シ ャ ッ フ リ ン グ す る こ と に よ り 行 い
得 る 。 あ る い は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の １ 回 の 別 々 の シ ャ ッ フ リ ン グ に 由 来 す る 濃 縮 さ れ た 集
団 ま た は ク ロ ー ン を 、  SCFv（ １ つ ま た は 複 数 ） ま た は 別 々 の 鎖 の い ず れ か に つ い て 上 記
し た と 同 じ 方 法 で 互 い に 再 度 組 合 せ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 義 さ れ る 本 願 発 明 は 、 本 明 細 書 お よ び 図 面 を 参 照 し て よ り 容 易 に 理
解 さ れ 得 る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ か ら 図 ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 化 合 物 ７ （ RT3ハ プ テ ン ） 、 化 合 物 ８ 、 化 合 物 １ ２
お よ び 化 合 物 １ ５ お よ び そ れ ら の 中 間 体 の 合 成 の 反 応 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ２ － １ 】 図 １ か ら 図 ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 化 合 物 ７ （ RT3ハ プ テ ン ） 、 化 合 物 ８ 、 化 合 物
１ ２ お よ び 化 合 物 １ ５ お よ び そ れ ら の 中 間 体 の 合 成 の 反 応 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ２ － ２ 】 図 １ か ら 図 ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 化 合 物 ７ （ RT3ハ プ テ ン ） 、 化 合 物 ８ 、 化 合 物
１ ２ お よ び 化 合 物 １ ５ お よ び そ れ ら の 中 間 体 の 合 成 の 反 応 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 １ か ら 図 ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 化 合 物 ７ （ RT3ハ プ テ ン ） 、 化 合 物 ８ 、 化 合 物 １ ２
お よ び 化 合 物 １ ５ お よ び そ れ ら の 中 間 体 の 合 成 の 反 応 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 １ か ら 図 ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 化 合 物 ７ （ RT3ハ プ テ ン ） 、 化 合 物 ８ 、 化 合 物 １ ２
お よ び 化 合 物 １ ５ お よ び そ れ ら の 中 間 体 の 合 成 の 反 応 ス キ ー ム を 示 す 。
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【 図 ５ － １ 】 図 ５ は 、 His-6 オ リ ゴ を pHEN-OX16に 挿 入 し て pHEN-OX16his11を 作 製 す る 、
プ ラ ス ミ ド 構 築 物 を 示 す 。
【 図 ５ － ２ 】 図 ５ は 、 His-6 オ リ ゴ を pHEN-OX16に 挿 入 し て pHEN-OX16his11を 作 製 す る 、
プ ラ ス ミ ド 構 築 物 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は ク マ ー シ ー で 染 色 し た SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 示 す ： (a)1mlの 細 胞
か ら の 全 ペ リ プ ラ ズ ム タ ン パ ク 質 。 (b)結 合 マ ト リ ッ ク ス 添 加 後 の 、 1mlの 細 胞 の 非 結 合 画
分 。 (c)1mlの 細 胞 に 相 当 す る 、 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し 溶 出 し た 画 分 。 (d-f)は 5mlの 細 胞 に
相 当 す る 精 製 し た 画 分 で あ る 。 (d)PBS+1MNaCl、  250mMイ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し た pOX16-his
-11抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。 (e)PBS、 250mMイ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し た pOX16-his-11抗 体 フ ラ グ メ
ン ト 。 (f)PBS+1MNaCl、  250mMイ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 し た pSCFv4his-6抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 図 ７ － １ 】 図 ７ は 、 C末 端 his-6ペ プ チ ド を コ ー ド す る pCANTABベ ク タ ー を 示 す 。
【 図 ７ － ２ 】 図 ７ は 、 C末 端 his-6ペ プ チ ド を コ ー ド す る pCANTABベ ク タ ー を 示 す 。
【 図 ７ － ３ 】 図 ７ は 、 C末 端 his-6ペ プ チ ド を コ ー ド す る pCANTABベ ク タ ー を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 選 択 さ れ た マ ウ ス RT3フ ァ ー ジ 抗 体 と ハ プ テ ン (RT3)、 ハ プ テ ン 部 分 （ RT
3Aお よ び RT3B） 、 あ る い は 産 物 の 部 分 （ Prod Aお よ び Prod B） と の 競 合 ア ッ セ イ 結 果 を 示
す 。
【 図 ９ － １ 】 図 ９ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ａ お よ び 軽 鎖 パ
タ ー ン Ｃ の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ － ２ 】 図 ９ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ａ お よ び 軽 鎖 パ
タ ー ン Ｃ の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ － １ 】 図 １ ０ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ｂ 、 Ｄ 、 お
よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 と マ ウ ス 生 殖 系 列 と の 整 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ － ２ 】 図 １ ０ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ｂ 、 Ｄ 、 お
よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 と マ ウ ス 生 殖 系 列 と の 整 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ － ３ 】 図 １ ０ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ｂ 、 Ｄ 、 お
よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 と マ ウ ス 生 殖 系 列 と の 整 列 を 示 す 。
【 図 １ １ － １ 】 図 １ １ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ
、 Ｄ 、 お よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ １ － ２ 】 図 １ １ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 軽 鎖 パ タ ー ン Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ
、 Ｄ 、 お よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ２ － １ 】 図 １ ２ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ａ の 遺 伝 子
配 列 を 示 す 。
【 図 １ ２ － ２ 】 図 １ ２ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ａ の 遺 伝 子
配 列 を 示 す 。
【 図 １ ２ － ３ 】 図 １ ２ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ａ の 遺 伝 子
配 列 を 示 す 。
【 図 １ ２ － ４ 】 図 １ ２ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ａ の 遺 伝 子
配 列 を 示 す 。
【 図 １ ３ － １ 】 図 １ ３ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ｂ 、 お よ び
Ｄ の 遺 伝 子 配 列 と マ ウ ス 生 殖 系 列 と の 整 列 を 示 す 。
【 図 １ ３ － ２ 】 図 １ ３ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ｂ 、 お よ び
Ｄ の 遺 伝 子 配 列 と マ ウ ス 生 殖 系 列 と の 整 列 を 示 す 。
【 図 １ ４ － １ 】 図 １ ４ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ
、 Ｄ 、 お よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ４ － ２ 】 図 １ ４ は 、 マ ウ ス 由 来 RT3フ ァ ー ジ 抗 体 か ら の 、 重 鎖 パ タ ー ン Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ
、 Ｄ 、 お よ び Ｉ の 遺 伝 子 配 列 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ 】 図 １ ５ Ａ は 、 ク ロ ー ン 18か ら の IMACで 純 粋 な scFvの 触 媒 性 ア ッ セ イ の HPLCク
ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 図 １ ５ Ｂ は 、 ク ロ ー ン 18か ら の IMACで 純 粋 な scFvの 触 媒 性 ア ッ セ イ （ ＋ RT3
ハ プ テ ン ） の HPLCク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
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【 図 １ ５ Ｃ 】 図 １ ５ Ｃ は 、 pH 9.0で の 触 媒 性 RT3ア ッ セ イ の ブ ラ ン ク の HPLCク ロ マ ト グ ラ
ム を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 ク ロ ー ン 18か ら の HICで 純 粋 な scFvの 触 媒 性 ア ッ セ イ の HPLCク ロ マ
ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ７ Ａ 】 図 １ ７ Ａ は 、 ク ロ ー ン 83か ら の IMACで 純 粋 な scFvの 触 媒 性 ア ッ セ イ の HPLCク
ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 図 １ ７ Ｂ は 、 ク ロ ー ン 83か ら の IMACで 純 粋 な scFvの 触 媒 性 ア ッ セ イ （ ＋ RT3
ハ プ テ ン ） の HPLCク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 ク ロ ー ン 83か ら の HICで 純 粋 な scFVの 触 媒 性 ア ッ セ イ の HPLCク ロ マ
ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ９ Ａ 】 図 １ ９ Ａ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の ３ ラ ウ ン ド の パ
ン ニ ン グ の 後 に 得 ら れ た RT3に 対 す る ク ロ ー ン の 結 合 パ タ ー ン を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｂ 】 図 １ ９ Ｂ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の ４ ラ ウ ン ド の パ
ン ニ ン グ の 後 の RT3に 対 す る ク ロ ー ン の 結 合 パ タ ー ン を 示 す 。
【 図 ２ ０ － １ 】 図 ２ ０ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た RT
3特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ０ － ２ 】 図 ２ ０ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た RT
3特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ０ － ３ 】 図 ２ ０ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た RT
3特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ０ － ４ 】 図 ２ ０ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た RT
3特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ０ － ５ 】 図 ２ ０ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た RT
3特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ０ － ６ 】 図 ２ ０ は 、 未 処 置 の ヒ ト 由 来 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た RT
3特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 VH鎖 お よ び VL鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ の 一 般 的 な ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 PAN0、 PAN1、 お よ び PAN2後 の ヒ ト の シ ャ ッ フ ル さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー
に 由 来 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル フ ァ ー ジ を 用 い る RT3-BSAELISAア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ａ 】 図 ２ ３ Ａ は 、 RT3ハ プ テ ン の 左 側 部 （ RT3A） あ る い は 基 質 （ Product A） に よ
る フ ァ ー ジ 抗 体 の RT3-BSAへ の 結 合 の 阻 害 を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｂ 】 図 ２ ３ Ｂ は 、 RT3ハ プ テ ン の 右 側 部 （ RT3B） あ る い は 基 質 （ Product B） に よ
る フ ァ ー ジ 抗 体 の RT3-BSAへ の 結 合 の 阻 害 を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ａ 】 図 ２ ４ Ａ は 、 0.3μ gの RT3-BSAで コ ー ト し た ELISAウ エ ル か ら RT3、 RT3A、 RT3
B、 TEA、 お よ び PBSで 溶 出 し た フ ァ ー ジ の 収 率 を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ｂ 】 図 ２ ４ Ｂ は 、 15μ gの RT3-BSAで コ ー ト し た ELISAウ エ ル か ら RT3、 RT3A、 RT3B
、 お よ び TEAで 溶 出 し た フ ァ ー ジ の 収 率 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ － １ 】

【 図 ２ － ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ － １ 】 【 図 ５ － ２ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ － １ 】 【 図 ７ － ２ 】
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【 図 ７ － ３ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ － １ 】 【 図 ９ － ２ 】
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【 図 １ ０ － １ 】 【 図 １ ０ － ２ 】

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

【 図 １ ２ － ２ 】 【 図 １ ２ － ３ 】
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【 図 １ ２ － ４ 】 【 図 １ ３ － １ 】

【 図 １ ３ － ２ 】 【 図 １ ４ － １ 】
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【 図 １ ４ － ２ 】 【 図 １ ５ Ａ 】

【 図 １ ５ Ｂ 】 【 図 １ ５ Ｃ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ Ａ 】 【 図 １ ９ Ｂ 】

【 図 ２ ０ － １ 】 【 図 ２ ０ － ２ 】
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【 図 ２ ０ － ３ 】 【 図 ２ ０ － ４ 】

【 図 ２ ０ － ５ 】 【 図 ２ ０ － ６ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ Ａ 】 【 図 ２ ３ Ｂ 】
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【 図 ２ ４ Ａ 】 【 図 ２ ４ Ｂ 】
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