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(57)【要約】
　本発明は、対象とする抗原結合タンパク質をコードす
るポリヌクレオチドのプールの移送を容易にするために
使用され得る、ポリペプチドディスプレイの間に使用さ
れるポリヌクレオチドベクター系を提供する。また、本
発明は、制限酵素消化およびライゲーション戦略を用い
て、抗原結合タンパク質をコードするポリヌクレオチド
のプールの一体となった変換を可能にする方法も提供す
る。
　　【図８－１】
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　５’から３’に向かって、プロモーター配列、ステムループ構造を形成することができ
るヌクレオチド配列、第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位および第２のＳｆｉ　Ｉ制限部位、停止
コドンを欠くアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、ならびに複製起点を含む、ポ
リヌクレオチド。
【請求項２】
　前記第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位および第２のＳｆｉ　Ｉ制限部位が互いに適合性ではな
い、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　前記第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位が配列番号５またはその相補体を含む、前記請求項のい
ずれかに記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　前記第２のＳｆｉ　Ｉ制限部位が配列番号６またはその相補体を含む、前記請求項のい
ずれかに記載のポリヌクレオチド。
【請求項５】
　前記第１のＳｆｉ　Ｉ制限配列の３’側にタグ配列をコードするヌクレオチド配列をさ
らに含む、前記請求項のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項６】
　前記タグ配列が、ｆｌａｇタグ、ｃ－ｍｙｃタグ、ヒスチジンタグ、ＧＳＴタグ、緑色
蛍光タンパク質タグ、ＨＡタグ、およびＥ－タグ、Ｓｔｒｅｐタグ、ＳｔｒｅｐタグＩＩ
、およびＹｏｌ　１／３４タグからなる群から選択される、請求項５に記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項７】
　前記タグ配列がｆｌａｇタグである、請求項６に記載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
　前記停止コドンを欠くアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列が、免疫グロブリン
κ鎖の定常領域（Ｃｋ）、繊維状ファージＭ１３の遺伝子ＩＩＩ、およびヒトＩｇＭのＣ
Ｈ３ドメインからなる群から選択される、前記請求項のいずれか一項に記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項９】
　前記停止コドンを欠くアミノ酸配列が、繊維状ファージＭ１３の遺伝子ＩＩＩに由来す
る、請求項８に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　前記停止コドンを欠くアミノ酸配列が６９アミノ酸長（配列番号５１）をコードする、
請求項９に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　前記プロモーターがＴ７、ＳＰ６、またはＴ３から選択される、前記請求項のいずれか
一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　前記プロモーターがＴ７プロモーターである、請求項１１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　前記複製起点が原核生物の複製起点を含む、前記請求項のいずれか一項に記載のポリヌ
クレオチド。
【請求項１４】
　前記ステムループ構造が５’ステムループ構造および３’ステムループ構造である、前
記請求項のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１５】
　前記プロモーター配列の３’側にリボソーム結合部位をコードするポリヌクレオチド配
列をさらに含む、前記請求項のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
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【請求項１６】
　配列番号３（ｐＷＲＩＬ－３）を含む、前記請求項のいずれか一項に記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項１７】
　前記複製起点が真核生物の複製起点を含む、請求項１から１２のいずれか一項に記載の
ポリヌクレオチド。
【請求項１８】
　前記ステムループ構造が３’ステムループ構造である、請求項１７に記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項１９】
　前記プロモーター配列の３’側に翻訳エンハンサーをコードする配列をさらに含む、請
求項１７または１８のいずれかに記載のポリヌクレオチド。
【請求項２０】
　前記翻訳エンハンサーが、アフリカツメガエル（Ｘ．ｌａｅｖｉｓ）β－グロビン遺伝
子翻訳エンハンサー、タバコモザイクウイルスに由来する非翻訳リーダー配列、アルファ
ルファモザイクウイルスＲＮＡ４、ゴキブリウイルス（ノダウイルス（Ｎｏｄａｖｉｒｕ
ｓ））ＲＮＡ２、カブモザイクウイルスコートタンパク質ｍＲＮＡ、およびブロムモザイ
クウイルスコートタンパク質ｍＲＮＡに由来する５’非翻訳領域からなる群から選択され
る、請求項１７から１９のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項２１】
　前記翻訳エンハンサーがアフリカツメガエル（Ｘ．ｌａｅｖｉｓ）β－グロビン遺伝子
翻訳エンハンサーである、請求項１７から２０のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド
。
【請求項２２】
　配列番号４（ｐＷＲＩＬ－４）を含む、請求項１７から２１のいずれか一項に記載のポ
リヌクレオチド。
【請求項２３】
　挿入配列をさらに含む、前記請求項のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項２４】
　請求項１から２３のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドを含む細胞。
【請求項２５】
　リボソームディスプレイライブラリーを作製する方法であって、
ａ．請求項１から２２のいずれかに記載のポリヌクレオチドを複製して、該ポリヌクレオ
チドの複数の複製産物を作り出すステップと、
ｂ．前記ステップ（ａ）の複製産物をＳｆｉ　Ｉ制限酵素で消化するステップと、
ｃ．前記ステップ（ｂ）のＳｆｉＩで消化したポリヌクレオチドの集団を、５’から３’
方向に第１のＳｆｉ部位、抗原結合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、および
第２のＳｆｉ部位をそれぞれが含む複数のポリヌクレオチドとライゲーションするステッ
プであって、該第１のＳｆｉ　Ｉ部位が前記ステップ（ｂ）の第１のＳｆｉ　Ｉと適合性
があり、該第２のＳｆｉ　Ｉ部位が前記ステップ（ｂ）の第２のＳｆｉ　Ｉ部位と適合性
がある、ステップと、
ｄ．ステップ（ｃ）のライゲーション産物を回収するステップと
を含む方法。
【請求項２６】
　前記抗原結合ポリペプチドが、ペプチド、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗
体、四量体抗体、四価抗体、多重特異性抗体、ドメイン特異的抗体、ドメイン欠失抗体、
融合タンパク質、ＳｃＦｃ融合タンパク質、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２
断片、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、Ｆｄ断片、単一ドメイン抗体、ｄＡｂ断片
、小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）、サメＩｇＮＡＲ可変ドメイン、ＣＤＲ３ペプチド
、拘束性ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４ペプチド、ナノボディ、二価ナノボディ、およびミニ
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ボディからなる群から選択される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記抗原結合ポリペプチドが単鎖Ｆｖ（ＳｃＦｖ）抗体である、請求項２６に記載の方
法。
【請求項２８】
　請求項２５から２７のいずれか一項に記載の方法を用いて構築したリボソームディスプ
レイライブラリー。
【請求項２９】
　請求項２５から２７のいずれかに記載の方法によって作製したポリヌクレオチドを含む
細胞。
【請求項３０】
　抗原結合ポリペプチドをそれぞれがコードするファージディスプレイポリヌクレオチド
の集団に由来するポリヌクレオチドを含むリボソームディスプレイライブラリーを作製す
る方法であって、
ａ．各ポリヌクレオチドが５’から３’の順に、第１のＳｆｉ　Ｉ配列、抗原結合ポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチド、および第２のＳｆｉ　Ｉ配列を含む、結合パート
ナーに特異的に結合する抗原結合ポリペプチドをコードするファージディスプレイポリヌ
クレオチドの集団を作製するステップと、
ｂ．前記ステップ（ａ）に由来するポリヌクレオチドを単離するステップと、
ｃ．前記ステップ（ｂ）に由来するポリヌクレオチドをＳｆｉ　Ｉ制限酵素で消化するこ
とによって複数のポリヌクレオチドを作製するステップと、
ｄ．請求項１～２２のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドを複製して、該ポリヌクレ
オチドの複数の複製産物を作り出すステップと、
ｅ．前記ステップ（ｄ）の複数の複製産物をＳｆｉ　Ｉ制限酵素で消化するステップと、
ｆ．前記ステップ（ｂ）のＳｆｉ　Ｉで消化したポリヌクレオチドの集団を前記ステップ
（ｅ）の複数のポリヌクレオチドとライゲーションするステップであって、前記第１のＳ
ｆｉ　Ｉ部位が前記ステップ（ｅ）の第１のＳｆｉ　Ｉ部位と適合性があり、前記第２の
Ｓｆｉ　Ｉ部位が前記ステップ（ｅ）の第２のＳｆｉ　Ｉ部位と適合性がある、ステップ
と、
ｇ．前記ステップｃのライゲーション産物を回収するステップと
を含む方法。
【請求項３１】
　前記作製ステップ（ｂ）が、エラープローンＰＣＲを受ける単離されたポリペプチドを
含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記作製ステップ（ｂ）が、標的変異誘発を受ける単離されたポリペプチドを含む、請
求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　前記ファージディスプレイポリヌクレオチドが配列番号１（ｐＷＲＩＬ－１）または配
列番号２（ｐＷＲＩＬ－２）を含む、請求項３０から３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記抗原結合ポリペプチドが、ペプチド、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗
体、四量体抗体、四価抗体、多重特異性抗体、ドメイン特異的抗体、ドメイン欠失抗体、
融合タンパク質、ＳｃＦｃ融合タンパク質、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２
断片、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、Ｆｄ断片、単一ドメイン抗体、ｄＡｂ断片
、小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）、サメＩｇＮＡＲ可変ドメイン、ＣＤＲ３ペプチド
、拘束性ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４ペプチド、ナノボディ、二価ナノボディ、およびミニ
ボディからなる群から選択される、請求項３０から３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記ポリペプチドが単鎖Ｆｖ（ＳｃＦｖ）抗体である、請求項３４に記載の方法。
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【請求項３６】
　請求項３０から３５のいずれか一項に記載の方法を用いて構築したリボソームディスプ
レイライブラリー。
【請求項３７】
　請求項３０から３５のいずれかに記載の方法によって作製したポリヌクレオチドを含む
細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は全体として、ポリペプチドの発現および提示のために使用されるポリヌクレオ
チドベクターを含む組成物、ならびにそのような組成物を使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質治療物質は、創薬の重要な部分である。抗原結合ポリペプチドまたはその断
片を含み得る、タンパク質変種をコードするポリヌクレオチドの大型ライブラリーのハイ
スループットなスクリーニングにより、結合親和性、結合活性、安定性、および特異性な
どの望ましい特性に関してタンパク質治療物質を効率的に発見または最適化することが可
能になる。ハイスループットなスクリーニングのために使用される典型的な手法としては
、ファージディスプレイ技術およびリボソームディスプレイ技術が挙げられる。
【０００３】
　治療的抗原結合ポリペプチドまたは断片は、抗原に対する親和性および特異性が高く、
かつインビトロおよびインビボでの安定性が比較的高いため、特に魅力的である。抗体は
、２つの重鎖および２つの軽鎖からできており、これらはＮ末端に可変領域を含有し、ジ
スルフィド架橋によって連結されている。特に、単鎖抗体は、重鎖可変領域および軽鎖可
変領域の断片（ＳｃＦｖ）を連結して単一のポリペプチドにすることによって人工的に作
り出される。
【０００４】
　ＳｃＦｖを作るための典型的な手順は、一般に、抗体の可変領域をコードする遺伝子領
域の増幅、ＳｃＦｖ遺伝子配列の組立て、および宿主細胞におけるＳｃＦｖポリペプチド
配列の発現を伴う。対象とする標的ポリペプチドを用いて宿主細胞がスクリーニングされ
て、この標的ポリペプチドに結合するＳｃＦｖポリペプチドを発現する細胞が同定される
。続いて、これらの宿主細胞は、発現されたＳｃＦｖをコードするポリヌクレオチドコー
ド配列に関して解析され得る。
【０００５】
　特異的ポリペプチドに結合する単鎖抗体を同定するために最もよく使用される技術は、
ファージディスプレイおよびその変形法によるものである（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら、１
９９８を参照されたい）。一般に、ファージディスプレイ法は、ランダムな異種ポリヌク
レオチドをファージゲノム中に挿入することを伴い、その結果、ファージコートタンパク
質（例えば、繊維状ファージｐＩＩＩ、ｐＶＩ、またはｐＶＩＩＩ）に融合されたペプチ
ドライブラリーを細菌宿主が発現するようにそれらが指示する。最高１０１０個の個別メ
ンバーからなるライブラリーが、このようにしてごく普通に調製およびスクリーニングさ
れ得る。成熟ファージコート配列中にＳｃＦｖ配列を組み入れることにより、異種ポリヌ
クレオチド配列にコードされたＳｃＦｖ抗体が生じ、ファージの外表面に提示される。対
象とする関連する（１つまたは複数の）ポリペプチド標的を表面に固定化することにより
、他のものは洗浄によって除去されるのに対し、表面上のそれらの標的の内の１つに結合
するＳｃＦｖを発現および提示するファージは結合されたままであると考えられる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、リボソームディスプレイの間に使用され、かつ、本発明のリボソームディス
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プレイポリヌクレオチドとファージディスプレイポリヌクレオチドの間で、対象とする抗
原結合タンパク質をコードするポリヌクレオチドのプールを移送するのを容易にするため
に使用され得る、ポリヌクレオチドベクター系を提供する。特に、本発明は、制限酵素消
化およびライゲーション戦略を用いて、抗原結合タンパク質をコードするポリヌクレオチ
ドのプールの一体となった変換を可能にする、適合性の発現系およびディスプレイ系を提
供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　１つの態様において、本発明は、５’から３’に向かって、プロモーター配列、ステム
ループ構造を形成することができる配列、第１のＳｆｉ　Ｉ部位および第２のＳｆｉ　Ｉ
部位、停止コドンを欠くアミノ酸配列をコードする配列、ならびに複製起点を含む、ヌク
レオチド配列を含むポリヌクレオチドを提供する。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、リボソームディスプレイ技術は、親和性、安定性、およ
び特異性などの特性に関して、治療的抗体を含むタンパク質治療物質を効率的に最適化す
ることを可能にする。リボソームディスプレイは、細菌の形質転換効率によってライブラ
リーサイズが制限されない、すなわち巨大なライブラリー（例えば、１０１２個超のメン
バーを有する）を作製することができるインビトロのディスプレイ技術である。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、ポリヌクレオチドは、互いに適合性ではない第１のＳｆ
ｉ　Ｉ制限部位および第２のＳｆｉ　Ｉ制限部位を含む。いくつかの実施形態において、
第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位は、配列番号５またはその相補体（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔ）を
含む。いくつかの実施形態において、第２のＳｆｉ　Ｉ制限部位は、配列番号６またはそ
の相補体を含む。
【００１０】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、第１のＳｆｉ　Ｉ
配列の３’側にタグ配列をコードする核酸配列をさらに含む。いくつかの実施形態におい
て、このタグ配列は、ｆｌａｇタグ、ｃ－ｍｙｃタグ、ヒスチジンタグ、ＧＳＴタグ、緑
色蛍光タンパク質タグ、ＨＡタグ、ならびにＥ－タグ、Ｓｔｒｅｐタグ、Ｓｔｒｅｐタグ
ＩＩ、およびＹｏｌ　１／３４タグからなる群から選択される。いくつかの実施形態にお
いて、このタグ配列は、ｆｌａｇタグである。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、停止コドンを欠き少なく
とも２０アミノ酸をコードするアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を提供する。
いくつかの実施形態において、停止コドンを欠くアミノ酸配列は、６９アミノ酸をコード
する。いくつかの実施形態において、停止コドンを欠くアミノ酸配列は、免疫グロブリン
κ鎖の定常領域（Ｃｋ）、繊維状ファージＭ１３の遺伝子ＩＩＩ、およびヒトＩｇＭのＣ
Ｈ３ドメインからなる群から選択される。いくつかの実施形態において、停止コドンを欠
くアミノ酸配列は、繊維状ファージＭ１３の遺伝子ＩＩＩに由来する。いくつかの実施形
態において、停止コドンを欠くアミノ酸配列は、６９アミノ酸長をコードする。
【００１２】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、Ｔ７、ＳＰ６、ま
たはＴ３から選択されるプロモーターを含む。いくつかの実施形態において、プロモータ
ーはＴ７プロモーターである。
【００１３】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、原核生物の複製起
点を含む。
【００１４】
　１つまたは複数の実施形態において、ステムループ構造を形成する本発明のポリヌクレ
オチドは、５’ステムループ構造および３’ステムループ構造である。
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【００１５】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、プロモーター配列
の３’側にリボソーム結合部位をコードするポリヌクレオチド配列をさらに含む。
【００１６】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、配列番号３（ｐＷ
ＲＩＬ－３配列）を含む。
【００１７】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、真核生物の複製起
点をさらに含む。
【００１８】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、ステムループ構造
が３’ステムループ構造であることを提供する。
【００１９】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、プロモーター配列
の３’側に翻訳エンハンサーをコードする配列をさらに含む。いくつかの実施形態におい
て、翻訳エンハンサーは、アフリカツメガエル（Ｘ．ｌａｅｖｉｓ）β－グロビン遺伝子
翻訳エンハンサー、タバコモザイクウイルスに由来する非翻訳リーダー配列、アルファル
ファモザイクウイルスＲＮＡ　４、ゴキブリウイルス（ノダウイルス（Ｎｏｄａｖｉｒｕ
ｓ）ＲＮＡ　２、カブモザイクウイルスコートタンパク質ｍＲＮＡ、およびブロムモザイ
クウイルスコートタンパク質ｍＲＮＡに由来する５’非翻訳領域からなる群から選択され
る。いくつかの実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、翻訳エンハンサーがア
フリカツメガエル（Ｘ．ｌａｅｖｉｓ）β－グロビン遺伝子翻訳エンハンサーであること
を提供する。
【００２０】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、配列番号４（ｐＷ
ＲＩＬ－４配列）を含む。
【００２１】
　本発明はまた、特に、上記の様々な実施形態において説明したような本発明の１つまた
は複数のポリヌクレオチドを含有する細胞も提供する。
【００２２】
　別の態様において、本発明は、リボソームディスプレイライブラリーを作製する方法を
提供し、この方法は、（ａ）上記の様々な実施形態において説明したポリヌクレオチドの
いずれかのポリヌクレオチドを複製して、そのポリヌクレオチドの複数の複製産物を作り
出すステップと、（ｂ）ステップ（ａ）の複製産物をＳｆｉ　Ｉ制限酵素で消化するステ
ップと、（ｃ）ステップ（ｂ）のＳｆｉ　Ｉで消化したポリヌクレオチドの集団を、５’
から３’への方向に第１のＳｆｉ　Ｉ部位、抗原結合ポリペプチドをコードするポリヌク
レオチド、および第２のＳｆｉ　Ｉ部位をそれぞれが含む複数のポリヌクレオチドとライ
ゲーションするステップであって、第１のＳｆｉ　Ｉ部位がステップ（ｂ）の第１のＳｆ
ｉ　Ｉと適合性があり、第２のＳｆｉ　Ｉ部位がステップ（ｂ）の第２のＳｆｉ　Ｉ部位
と適合性がある、ステップと、（ｄ）ステップ（ｃ）のライゲーション産物を回収するス
テップとを含む。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位および第２
のＳｆｉ　Ｉ制限部位が互いに適合性ではないことを提供する。いくつかの実施形態にお
いて、本発明の方法は、第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位が配列番号５またはその相補体を含む
ことを提供する。いくつかの実施形態において、本発明の方法は、第２のＳｆｉ　Ｉ制限
部位が配列番号６またはその相補体を含むことを提供する。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、（ａ）のポリヌクレオチドがリボソー
ムディスプレイポリヌクレオチドであり、配列番号３（ｐＷＲＩＬ－３配列）を含むこと
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を提供する。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、（ａ）のポリヌクレオチドがリボソー
ムディスプレイポリヌクレオチドであり、配列番号４（ｐＷＲＩＬ－４配列）を含むこと
を提供する。
【００２６】
　１つまたは複数の実施形態において、本発明の方法は、抗原結合ポリペプチドが、ペプ
チド、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗体、四量体抗体、四価抗体、多重特異
性抗体、ドメイン特異的抗体、ドメイン欠失抗体、融合タンパク質、ＳｃＦｃ融合タンパ
ク質、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ
）断片、Ｆｄ断片、単一ドメイン抗体、ｄＡｂ断片、小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）
、サメＩｇＮＡＲ可変ドメイン、ＣＤＲ３ペプチド、拘束性（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ）
ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４ペプチド、ナノボディ、二価ナノボディ、およびミニボディか
らなる群から選択されることを提供する。いくつかの実施形態において、本発明の方法は
、抗原結合ポリペプチドが単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体であることを提供する。
【００２７】
　本発明はまた、特に、上記の様々な実施形態において説明したような本発明の１つまた
は複数のポリヌクレオチドを含有するリボソームディスプレイライブラリーも提供する。
【００２８】
　本発明はまた、特に、上記の様々な実施形態において説明したような本発明の方法によ
って作製される１つまたは複数のポリヌクレオチドを含有する細胞も提供する。
【００２９】
　別の態様において、本発明は、抗原結合ポリペプチドをそれぞれコードするファージデ
ィスプレイポリヌクレオチドの集団に由来するポリヌクレオチドを含むリボソームディス
プレイライブラリーを作製する方法を提供し、この方法は、（ａ）各ポリヌクレオチドが
５’から３’の順に、第１のＳｆｉ　Ｉ配列、抗原結合ポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド、および第２のＳｆｉ　Ｉ配列を含む、結合パートナーに特異的に結合する抗
原結合ポリペプチドをコードするファージディスプレイポリヌクレオチドの集団を作製す
るステップと、（ｂ）ステップ（ａ）に由来するポリヌクレオチドを単離するステップと
、（ｃ）ステップ（ｂ）に由来するポリヌクレオチドをＳｆｉ　Ｉ制限酵素で消化するこ
とによって複数のポリヌクレオチドを作製するステップと、（ｄ）上記の様々な実施形態
において説明したポリヌクレオチドのいずれかのポリヌクレオチドを複製して、そのポリ
ヌクレオチドの複数の複製産物を作り出すステップと、（ｅ）ステップ（ｄ）の複数の複
製産物をＳｆｉＩ制限酵素で消化するステップと、（ｆ）ステップ（ｂ）のＳｆｉ　Ｉで
消化したポリヌクレオチドの集団をステップ（ｅ）の複数のポリヌクレオチドとライゲー
ションするステップであって、ステップ（ｃ）の第１のＳｆｉ　Ｉ部位がステップ（ｅ）
の第１のＳｆｉ　Ｉ部位と適合性があり、ステップ（ｃ）の第２のＳｆｉ　Ｉ部位がステ
ップ（ｅ）の第２のＳｆｉ　Ｉ部位と適合性がある、ステップと、（ｇ）ステップ（ｃ）
のライゲーション産物を回収するステップとを含む。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、作製のステップ（ｂ）が、エラープロ
ーンＰＣＲを受ける単離されたポリペプチドを含むことを提供する。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、作製のステップ（ｂ）が、標的変異誘
発を受ける単離されたポリペプチドを含むことを提供する。
【００３２】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位および第２
のＳｆｉ　Ｉ制限部位が互いに適合性ではないことを提供する。いくつかの実施形態にお
いて、本発明の方法は、第１のＳｆｉ　Ｉ制限部位が配列番号５またはその相補体を含む
ことを提供する。いくつかの実施形態において、本発明の方法は、第２のＳｆｉ　Ｉ制限



(9) JP 2012-503982 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

部位が配列番号６またはその相補体を含むことを提供する。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、（ｄ）のポリヌクレオチドがリボソー
ムディスプレイポリヌクレオチドであり、配列番号３（ｐＷＲＩＬ－３配列）を含むこと
を提供する。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、（ｄ）のポリヌクレオチドがリボソー
ムディスプレイポリヌクレオチドであり、配列番号４（ｐＷＲＩＬ－４配列）を含むこと
を提供する。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、ファージディスプレイポリヌクレオチ
ドが配列番号１（ｐＷＲＩＬ－１）を含むことを提供する。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、ファージディスプレイポリヌクレオチ
ドが配列番号２（ｐＷＲＩＬ－２）を含むことを提供する。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、抗原結合ポリペプチドが、ペプチド、
キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗体、四量体抗体、四価抗体、多重特異性抗体
、ドメイン特異的抗体、ドメイン欠失抗体、融合タンパク質、ＳｃＦｃ融合タンパク質、
Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片
、Ｆｄ断片、単一ドメイン抗体、ｄＡｂ断片、小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）、サメ
ＩｇＮＡＲ可変ドメイン、ＣＤＲ３ペプチド、拘束性（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ）ＦＲ３
－ＣＤＲ３－ＦＲ４ペプチド、ナノボディ、二価ナノボディ、およびミニボディからなる
群から選択されることを提供する。いくつかの実施形態において、本発明の方法は、抗原
結合ポリペプチドが単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体であることを提供する。
【００３８】
　本発明はまた、特に、上記の様々な実施形態において説明したような本発明のこの態様
のポリヌクレオチドを含有する、構築されたリボソームディスプレイライブラリーも提供
する。
【００３９】
　本発明はまた、特に、上記の様々な実施形態において説明したような本発明の方法によ
って作製されるポリヌクレオチドを含有する細胞も提供する。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】例示的なプラスミドｐＷＲＩＬ－１の設計地図である。
【図２】例示的なプラスミドｐＷＲＩＬ－２の設計地図である。
【図３】例示的なプラスミドｐＷＲＩＬ－３の設計地図である。
【図４】例示的なプラスミドｐＷＲＩＬ－４の設計地図である。
【図５】組み合わせられたリード発見および親和性成熟を示すフローチャートである。
【図６】ｓｃＦＶリボソームディスプレイクローンのＲＡＧＥ結合の増大について初期ス
クリーニングした結果を示す図である。
【図７】ｓｃＦｖファージディスプレイクローンのＲＡＧＥ結合の増大について初期スク
リーニングした結果を示す図である。
【図８Ａ】マウスＲＡＧＥおよびヒトＲＡＧＥへの組換えｓｃＦｖ－Ｆｃ融合物の結合を
ＨＴＲＦ解析した結果を示す図である。
【図８Ｂ】マウスＲＡＧＥおよびヒトＲＡＧＥへの組換えｓｃＦｖ－Ｆｃ融合物の結合を
ＨＴＲＦ解析した結果を示す図である。
【図９】ヒト可溶性ＲＡＧＥへの組換えｓｃＦｖ－Ｆｃ融合物の結合をＨＴＲＦ解析した
結果を示す図である。
【００４１】



(10) JP 2012-503982 A 2012.2.16

10

20

30

40

50

　配列の簡単な説明
【００４２】
【表１】

 
【発明を実施するための形態】
【００４３】
　本発明は、発現および提示のための２つのベクター系間での、ポリペプチドのプールを
コードするポリヌクレオチドライブラリーの迅速な移送を可能にする制限部位を含有する
、ポリヌクレオチドベクター系を提供する。特に、本発明は、多様性が高いタンパク質ラ
イブラリーの迅速な組立て、および親和性成熟または発現のためにライブラリー間におけ
るポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の移送を可能にする、２つのベクター
系間で適合性制限部位を含有するファージディスプレイポリヌクレオチドベクターおよび
リボソームディスプレイポリヌクレオチドベクターを提供する。本発明はまた、本発明の
ポリヌクレオチドベクター系をベースとして構築されたディスプレイライブラリー（例え
ば、ファージディスプレイライブラリーおよびリボソームディスプレイライブラリー）な
らびにこれを作る方法および使用する方法も提供する。
【００４４】
　本発明の様々な態様を、以下のセクションにおいて詳細に説明する。セクションの使用
は、本発明を限定することを意図していない。各セクションは、本発明の任意の態様に当
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てはまり得る。
【００４５】
　定義
　便宜上、本明細書、実施例、および添付の特許請求の範囲において使用するいくつかの
用語を本明細書に集める。他に規定されない限り、本明細書で使用される技術用語および
科学用語はすべて、本発明が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ
意味を有する。
【００４６】
　冠詞「１つの（ａ）」および「１つの（ａｎ）」は、本明細書において、冠詞の１つま
たは複数（すなわち、少なくとも１つ）の文法上の対象物を指すために使用される。例え
ば、「１つの要素（ａｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ）」とは、１つの要素または複数の要素を意味
する。
【００４７】
　本明細書において使用される場合、「約」という用語は、２０％以内、より好ましくは
１０％以内、最も好ましくは５％以内を意味する。
【００４８】
　「抗原結合断片」または「抗原結合ポリペプチド」という用語は、免疫グロブリン、抗
体もしくは抗体様分子、またはその断片、または抗原に結合するか、もしくは抗原結合（
すなわち、特異的結合）を得るために、同じ抗原性部位に結合する抗体と競合する他のポ
リペプチド分子のポリペプチド断片を意味するために同義的に使用され得る。「抗原結合
ポリペプチド」という用語は、完全な分子、ならびにその断片、例えば、エピトープに結
合することができるＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖを含む。これらの抗体断片は、
その抗原または受容体と選択的に結合するための能力をいくらか保持しており、次のよう
に定義される：（１）Ｆａｂ、すなわち、抗体分子の一価の抗原結合断片を含有する断片
は、全長抗体を酵素パパインで消化して、完全な軽鎖および１つの重鎖の一部分をもたら
すことによって、作製することができ、（２）Ｆａｂ’、すなわち、抗体分子の断片は、
全長抗体をペプシンで処理し、続いて還元して、完全な軽鎖および重鎖の一部分をもたら
すことによって、得ることができ、抗体分子１つにつき２つのＦａｂ’断片が得られ、（
３）（Ｆａｂ’）２は、全長抗体を酵素ペプシンで処理し、その後の還元は実施しないこ
とによって得ることができる抗体断片であり、Ｆ（ａｂ’）２は、２つのジスルフィド結
合によってまとめられた２つのＦａｂ’断片からなる二量体であり、（４）Ｆｖは、２つ
の鎖として発現される、軽鎖可変領域および重鎖可変領域を含有する遺伝学的に操作され
た断片と定義され、（５）単鎖抗体（「ＳＣＡ」）は、遺伝学的に融合された単鎖分子と
しての、適切なポリペプチドリンカーによって連結され軽鎖可変領域および重鎖可変領域
を含有する遺伝学的に操作された分子と定義される。これらの断片を作る方法は、当技術
分野において公知である。（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）を参照されたい。）
【００４９】
　本明細書において使用される場合、制限部位は、適切な制限酵素によって切断された後
に、ＤＮＡリガーゼによってライゲーションできる場合は、「適合性である」。いくつか
の実施形態において、適合性制限部位としては、適切な制限酵素によって切断された後に
、ＤＮＡリガーゼによって結合できる相補的オーバーハング配列を有する「粘着末端」を
生じるような二本鎖配列が挙げられる。
【００５０】
　本明細書において使用される場合、「異種ヌクレオチド配列」とは、自然界では天然に
形成されない核酸を形成させるために組換え法によって本発明のヌクレオチド配列に付加
されるヌクレオチド配列を意味する。このような核酸は、キメラタンパク質／ポリペプチ
ドおよび／または融合タンパク質／ポリペプチドをコードし得る。したがって、異種ヌク
レオチド配列は、調節特性および／または構造特性を有するペプチド／タンパク質をコー
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ドし得る。
【００５１】
　「宿主細胞」は、ベクターのための、または外因性の核酸分子、ポリヌクレオチド、お
よび／もしくはタンパク質の組込みのための受容者であり得るか、または受容者であった
任意の個別の細胞または細胞培養物を含むと意図される。また、これは、単一細胞の子孫
も含むと意図される。子孫は、天然、偶発的、または意図的な変異が原因で、（形態また
はゲノム相補物もしくは全ＤＮＡ相補物が）元の親細胞と必ずしも完全に同一ではない場
合がある。これらの細胞は原核性でも真核性でもよく、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、
動物細胞、および哺乳動物細胞、例えば、マウス細胞、ラット細胞、サル細胞、またはヒ
ト細胞が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。
【００５２】
　本明細書において使用される「挿入配列」とは、ベクター中の適合部位にライゲーショ
ンされる異種核酸配列である。挿入配列は、１つまたは複数のポリペプチドまたはポリペ
プチドをコードする１つまたは複数の核酸配列を含んでよい。挿入配列は、調節領域また
は他の核酸エレメントを含んでよい。
【００５３】
　「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはポリヌクレオチド、例えば、
「単離されたポリペプチド」または「単離されたポリヌクレオチド」は、それが自然界で
存在する状態より優れた状態に精製されている。例えば、「単離された」または「精製さ
れた」ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、そのタンパク質もしくはポリヌクレオチ
ドの由来元である細胞供給源もしくは組織供給源に由来する細胞材料も他の混入タンパク
質も実質的に含まなくてよく、または、化学的に合成された場合には、化学前駆物質も他
の化学物質も実質的に含まなくてよい。約５０％未満の非抗原結合タンパク質（本明細書
において「混入タンパク質」とも呼ばれる）または化学前駆物質を有する抗原結合タンパ
ク質の調製物は、「実質的に含まない」とみなされる。４０％、３０％、２０％、１０％
、より好ましくは５％（乾燥重量に基づく）の非抗原結合タンパク質または化学前駆物質
は、実質的に含まないとみなされる。
【００５４】
　本明細書において使用される場合、「ライブラリー」という用語は、複数の異種ポリペ
プチド、または対象とするポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを意味する。ライ
ブラリーメンバー間の配列の相違は、ライブラリーに存在する多様性の原因である。
【００５５】
　「または」という用語は、文脈において特に指示がない限り、「および／または」とい
う用語を意味するために本明細書において使用され、かつこれと同義的に使用される。
【００５６】
　本明細書において使用される場合、「複製起点」という用語は、ＤＮＡ合成が開始され
る特殊なヌクレオチド配列を意味する。
【００５７】
　本明細書において使用される場合、「ポリヌクレオチド」という用語は、デオキシリボ
ヌクレオチドもしくはリボヌクレオチド、またはその類似体いずれかの、任意の長さのヌ
クレオチドのポリマー形態を含む。ポリヌクレオチドは、任意の三次元構造を有してよく
、公知または未知の任意の機能を果たしてよい。以下は、ポリヌクレオチドの非限定的な
例である：遺伝子または遺伝子断片、エキソン、イントロン、伝令ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、
転移ＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、リボザイム、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡ、組換えポリヌクレオ
チド、分枝ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離ＤＮＡ、任意の
配列の単離ＲＮＡ、核酸プローブ、およびプライマー。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌ
クレオチドおよびヌクレオチド類似体などの改変ヌクレオチドを含んでよい。存在する場
合、ヌクレオチド構造に対する改変は、ポリマーの組立ての前または後に加えられてよい
。ヌクレオチドの配列は、非ヌクレオチド構成要素によって分断されてもよい。ポリヌク
レオチドは、標識成分との結合などによって、重合後にさらに改変されてもよい。この用
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語は、二本鎖分子と一本鎖分子の双方を含む。別段の指定または要求がない限り、ポリヌ
クレオチドである本発明の任意の実施形態は、二本鎖形態も、二本鎖形態を構成すること
が公知または予測される２つの相補的な一本鎖形態のそれぞれも、包含する。ポリヌクレ
オチドは、次の４種のヌクレオチド塩基の特定の配列から構成される：アデニン（Ａ）、
シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）、およびポリヌクレオチドがＲＮＡであ
る場合は、チミンの代わりにウラシル（Ｕ）。したがって、「ポリヌクレオチド配列」と
いう用語は、ポリヌクレオチド分子のアルファベット表示である。
【００５８】
　「プロモーター配列」は、細胞中でＲＮＡポリメラーゼに結合し、下流の（３’方向）
コード配列の転写を開始することができるＤＮＡ調節領域である。本発明を明確にするた
めに、プロモーター配列は、その３’末端に転写開始部位が結合しており、かつ、上流（
５’方向）に伸びて、バックグラウンドを上回る検出可能なレベルで転写を開始するのに
必要な最低数の塩基またはエレメントを含む。プロモーター配列内部には、転写開始部位
（例えば、ヌクレアーゼＳ１を用いたマッピングによって簡便に定義される）、ならびに
ＲＮＡポリメラーゼの結合を担うタンパク質結合ドメイン（コンセンサス配列）が存在す
ると考えられる。
【００５９】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、本明細書にお
いて同義的に使用される。
【００６０】
　「レアカット部位」という用語は、特定の制限酵素がそのＤＮＡを切断する、ＤＮＡの
特異的ヌクレオチド配列を意味する。いくつかの部位はＤＮＡ中に頻繁に存在する（例え
ば、数百塩基対毎）が、他の部位は、ずっと低い頻度で存在する（レアカッター、例えば
、１０，０００塩基対毎）。本明細書において説明するように、Ｓｆｉ　Ｉは、Ｓｆｉ　
Ｉの認識部位が原因でまれにしかＤＮＡを切断しない、レアカット酵素である。
【００６１】
　「組換え核酸」という用語は、自然界では一緒に存在しない少なくとも２つの配列を含
む任意の核酸を含む。組換え核酸は、例えば、分子生物学の方法を用いることによってイ
ンビトロで作製されてもよく、または、例えば、相同組換えもしくは非相同組換えにより
新規な染色体位置に核酸を挿入することによってインビボで作製されてもよい。
【００６２】
　「単鎖免疫グロブリン」または「単鎖抗体」（本明細書において同義的に使用される）
という用語は、抗原に特異的に結合する能力を有し、重鎖および軽鎖からなる２ポリペプ
チド鎖構造を有し、前記鎖が、例えば鎖間のペプチドリンカーによって安定化されている
タンパク質を意味する。
【００６３】
　抗原結合タンパク質の「特異的結合」とは、そのタンパク質が、特定の抗原またはエピ
トープに対してかなりの親和性を示し、かつ、一般に、有意な交差反応性を示さないこと
を意味する。「かなりの」結合としては、少なくとも１０６、１０７、１０８、１０９Ｍ
－１、または１０１０Ｍ－１の親和性での結合が挙げられる。１０７Ｍ－１または１０８

Ｍ－１を超える親和性を有する抗原結合タンパク質は、典型的には、相応してより高い特
異性で結合する。本明細書において説明するものの中間の値もまた、本発明の範囲内であ
ると意図され、本発明の抗体は、例えば、１０６～１０１０Ｍ－１、または１０７～１０
１０Ｍ－１、または１０８～１０１０Ｍ－１の親和性範囲で、ＲＡＧＥ（終末糖化産物受
容体）に結合する。「有意な交差反応性を示さない」抗原結合タンパク質とは、その標的
以外の実体（例えば、異なるエピトープまたは異なる分子）に感知できるほどには結合し
ないものである。例えば、特定のエピトープに対して特異的な抗原特異的タンパク質は、
同じタンパク質またはペプチド上の遠く離れたエピトープとは有意に交差反応しないと考
えられる。あるいは、特異的結合を、そのような結合を測定するための当技術分野におい
て認識されている任意の手段に従って測定することもできる。好ましくは、特異的結合は
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、スキャッチャード解析および／または競合的結合アッセイによって測定される。
【００６４】
　本明細書において使用される場合、「ステムループ」構造という用語は、ステムループ
構造を形成することができるパリンドローム配列を有する、ＤＮＡ上の５’領域および／
または３’領域を意味する。ステムループ構造は、転写を妨害すると考えられおり、した
がって、パリンドローム配列は、翻訳期間中のリボソームの移動を減速させ、リボソーム
がｍＲＮＡから「脱落する」のを防ぎ、それによって、インビトロの翻訳ステップにおい
て、合成されたｍＲＮＡを保護し、ポリソームの数を増加させる。いくつかの実施形態に
おいて、本発明のリボソームディスプレイベクターは、３’ステムループ構造を形成する
ことができる。いくつかの実施形態において、本発明のリボソームディスプレイは、５’
ステムループ構造および３’ステムループ構造を形成することができる。さらに、３’領
域は、インビトロ翻訳に由来するｍＲＮＡを後で精製するために、ポリＡまたは他のポリ
ヌクレオチドストレッチを含有してもよい。インビトロで合成されたｍＲＮＡへのホモポ
リマー配列のハイブリダイゼーションは、当業者によって典型的に使用される標準的方法
である。
【００６５】
　「ベクター」という用語は、連結されている別の核酸を輸送することができる核酸分子
を意味する。１つのタイプのベクターは、エピソーム、すなわち、染色体外複製をするこ
とができる核酸である。別のタイプのベクターは、宿主細胞の遺伝物質と再結合するよう
に設計された組込みベクターである。ベクターは、自律複製でも組込みでもよく、ベクタ
ーの特性は、細胞の状況に応じて異なり得る（すなわち、ベクターは、１つの宿主細胞型
では自律複製し、別の宿主細胞型では単に組込みであり得る）。ベクターが作動的に連結
されている発現可能な核酸の発現を指示することができるベクターは、本明細書において
「発現ベクター」と呼ばれる。
【００６６】
　ベクター
　本明細書において使用される場合、「ベクター」という用語は、連結されている別のポ
リヌクレオチド断片または配列をある場所（例えば、宿主、系）から別の場所に運搬およ
び移送することができるポリヌクレオチド分子を意味する。この用語は、インビボまたは
インビトロの発現系用のベクターを含む。例えば、本発明のベクターは、「プラスミド」
の形態でよく、これは、典型的にはエピソームによって維持されているが、宿主ゲノム中
にも組み込まれ得る、環状二本鎖ＤＮＡループを意味する。本発明のベクターは、直線状
形態でもよい。さらに、本発明は、等価な機能を果たし、かつ本明細書の後に当技術分野
において公知になる他の形態のベクターも含むと意図される。
【００６７】
　本発明のベクターは、ポリペプチドの発現のために使用され得る。一般に、本発明のベ
クターは、発現しようとするポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに作動可能に連
結されたシス作用性調節領域を含む。調節領域は、構成的でも誘導性でもよい。適切なト
ランス作用性因子は、インビトロの翻訳系により宿主によって、補完的（ｃｏｍｐｌｅｍ
ｅｎｔｉｎｇ）ベクターによって、または宿主中に導入される際にベクターそれ自体によ
って、供給される。
【００６８】
　本発明のベクターは、限定されるわけではないが、細菌プラスミド、バクテリオファー
ジ、酵母エピソーム、酵母染色体エレメント、哺乳動物ウイルス、哺乳動物染色体、およ
びそれらの組合せに由来してよく、例えば、限定されるわけではないがコスミドおよびフ
ァージミドを含めて、プラスミドおよびバクテリオファージの遺伝子エレメントに由来す
るものでよい。
【００６９】
　本発明のベクターは、発現ベクターまたはディスプレイベクターに典型的に含まれる任
意のエレメントを含んでよく、これらとしては、限定されるわけではないが、複製起点配
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列、１つまたは複数のプロモーター、抗生物質耐性遺伝子、リーダー配列またはシグナル
ペプチド配列、様々なタグ配列、スタッファー配列、制限部位、リボソーム結合部位およ
び翻訳エンハンサー、転写後のｍＲＮＡ安定性のためにステムループ構造を形成すること
ができる配列を、停止コドンを欠くアミノ酸をコードする配列、ならびに細菌コートタン
パク質をコードする配列が挙げられる。
【００７０】
　したがって、本発明は、配列リストに含有される配列との配列同一性を有するヌクレオ
チド配列も提供する。個々の配列に応じて、配列同一性の程度は、好ましくは、６０％超
（例えば、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９７％、９９％、９９．９％以上
）である。これらの相同配列としては、変異体および変種が挙げられる。
【００７１】
　本発明のベクターを構築するための一般的方法は、当技術分野において周知である。例
えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
、第２版、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓを参照されたい。例えば、核酸構築物の調製、変異誘発
、配列決定、細胞中へのＤＮＡの導入、および遺伝子発現における核酸の操作ならびにタ
ンパク質の解析のための多くの公知の技術およびプロトコールは、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第２版、Ａｕｓｕｂｅｌ
ら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２に詳細に記載されている。Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋらおよびＡｕｓｕｂｅｌらの開示内容は、参照により本明細書に組み入れられる。
【００７２】
　本発明はまた、本発明のベクターに導入されるか、またはそれらを含有する、宿主細胞
または他の生物も提供する。例えば、本発明は、本発明のベクターを含有する細菌、哺乳
動物細胞、酵母、および他の細胞系を提供する。適切な哺乳動物細胞としては、チャイニ
ーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）、ＨｅＬａ細胞、ＨＥＫ細胞、ＣＯＳ細胞、ＮＳＯマ
ウス黒色腫細胞、ならびに公共供給元および商業的供元を通じて入手可能なものが挙げら
れるが、それらに限定されるわけではない。例示的な一般的細菌宿主は、大腸菌（Ｅ．ｃ
ｏｌｉ）である。
【００７３】
　適合性制限部位
　本発明のベクターは、当業者に周知の酵素消化法およびライゲーション法を用いて、ポ
リヌクレオチドベクター系ライブラリー間で、関心対照のポリペプチド（例えば、発現ま
たはディスプレイされるポリペプチド）をコードするポリヌクレオチド配列を移送するの
を容易にする、ポリヌクレオチドベクター系間の１つまたは複数の適合性制限部位を含む
。本明細書において使用される場合、「適合性制限部位」という用語は、異なるタイプの
ベクター（例えば、リボソームディスプレイベクター）上の少なくとも１つの制限部位と
適合性がある、１つのタイプのベクター（例えば、ファージディスプレイベクター）上の
制限部位を意味する。本明細書において使用される場合、制限部位は、適切な制限酵素に
よって切断された後に、ＤＮＡリガーゼによってライゲーションできる場合は、「適合性
がある」。いくつかの実施形態において、適合性制限部位としては、適切な制限酵素によ
って切断された後に、ＤＮＡリガーゼによって結合できる相補的オーバーハング配列を有
する「粘着末端」を生じるような二本鎖配列が挙げられる。粘着末端断片は、特定の制限
酵素によって元来切断された元の断片だけでなく、適合性粘着末端を有する他の任意の断
片にもライゲーションされ得る。粘着末端は、付着末端または相補的末端とも呼ばれる。
本明細書において使用される場合、適合性制限部位としては、適切な制限酵素によって切
断された後に、ＤＮＡリガーゼによって結合できる「平滑末端」を生じるような二本鎖配
列も挙げられる。ＤＮＡの二本鎖配列上の平滑末端は、５’オーバーハングも３’オーバ
ーハングも有さず、酵素が「平滑切断」酵素である限り、制限酵素に関わらず、他の任意
の平滑末端ＤＮＡ断片にライゲーションされ得る。本出願において使用される場合、適合
性制限部位は、一般的制限部位または普遍的制限部位とも呼ばれる。
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【００７４】
　一般に、１型、２型、または３型の任意の制限酵素によって切断可能な任意の制限部位
が、本発明のために使用され得る。Ｉ型制限エンドヌクレアーゼは、それらの認識部位と
は異なり、いくらか（少なくとも１０００ｂｐ）離れている部位で切断する。認識部位は
、非対称的であり、約６～８ヌクレオチドのスペーサーで隔てられた２つの部分（１つは
３～４個のヌクレオチドを含有し、もう１つは４～５個のヌクレオチドを含有する）から
構成されている。Ｓ－アデノシルメチオニン（ＡｄｏＭｅｔ）、加水分解されたアデノシ
ン三リン酸（ＡＴＰ）、およびマグネシウム（Ｍｇ２＋）イオンを含めて、いくつかの酵
素補助因子がそれらの活性のために必要とされる。典型的なＩＩ型制限酵素は、いくつか
の点でＩ型制限酵素とは異なる。これらは、ただ１つのサブユニットから構成され、その
認識部位は通常は分かれておらず、パリンドロームであり、４～８ヌクレオチド長であり
、同じ部位でＤＮＡを認識および切断し、活性のためにＡＴＰもＡｄｏＭｅｔも使用しな
い。これらは通常、補助因子としてＭｇ２＋のみを必要とする。制限酵素およびそれらの
認識配列は、当技術分野において周知である。例示的な制限認識部位を表１に列挙する。
適切な制限部位の配列は、標準的な組換え技術を用いてベクター配列中に組み入れること
ができる。
【００７５】
　本発明のベクターは、ポリペプチドコード配列全体を含有する核酸断片を制限酵素消化
によって作製できるように、対象とするポリペプチド（例えば、ディスプレイまたは発現
されるポリペプチド）をコードするポリヌクレオチド配列に隣接する１つまたは複数の適
合性制限部位を含む。いくつかの実施形態において、本発明のベクターは、ディスプレイ
または発現されるポリペプチドのコード配列に隣接する５’領域の第１の適合性制限部位
およびポリペプチドコード配列の３’隣接領域の第２の制限部位を含有する。いくつかの
実施形態において、第１の適合性制限部位および第２の適合性制限部位は、同じ制限酵素
によって切断可能である。いくつかの実施形態において、第１の適合性制限部位および第
２の適合性制限部位は、互いに非適合性である。いくつかの実施形態において、第１のベ
クター上の５’適合性部位は、第２のベクター上の対応する５’適合性部位とのみ適合性
であり、第１のベクター上の３’適合性部位は、第２のベクター上の対応する３’適合性
部位とのみ適合性であり、その結果、ポリペプチドをコードする核酸断片が正確な向きで
移送され得る。いくつかの実施形態において、本発明に適した適合性制限部位としては、
ディスプレイまたは発現されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を切断しない
か、または頻繁には切断しない制限酵素によって切断することが可能である制限部位が挙
げられる。例えば、適切な適合性制限部位は、平均で、ディスプレイまたは発現されるポ
リペプチドをコードする遺伝子集団の３０％、２５％、２０％、１５％、１０％、５％、
４％、３％、２％、１％、０．０８％、０．０６％、０．０４％、０．０２％、０．０１
％、または０．００５％未満を切断する制限酵素によって切断可能な任意の部位でよい。
制限酵素の切断頻度は、コード領域のヌクレオチド組成またはＤＮＡ供給源に依存する。
いくつかの実施形態において、本発明のベクターは、限定されるわけではないが、Ａｐａ
　ＬＩ、Ａｓｃ　Ｉ、Ａｖａ　Ｉ、Ｍｆｅ　Ｉ、Ｂｓｔ　ＥＩＩ、Ｈｉｎｄ　ＩＩＩ、Ｎ
ｏｔ　Ｉ、Ｘｂａ　Ｉ、Ｘｈｏ　Ｉ、Ｘｍａ　Ｉ、Ｎｃｏ　Ｉ、Ｐｃｉ　Ｉ、Ｐｓｔ　Ｉ
、Ｎｈｅ　Ｉ、Ｓａｃ　Ｉ、Ｓｆｉ　Ｉ、およびＢｓｓ　Ｈ２を含めて、抗体Ｖ遺伝子を
切断しないか、または頻繁には切断しない制限酵素によって切断可能な１つまたは複数の
制限部位を含む。いくつかの実施形態において、本発明のベクターは、上記の酵素のいず
れか一つによって切断可能な制限部位を含有してよい。いくつかの実施形態において、本
発明のベクターは、限定されるわけではないが、Ａｓｃ　ＩおよびＭｆｅ　Ｉ、Ａｓｃ　
ＩおよびＳｆｉ　Ｉ、Ａｐａ　ＬＩおよびＮｏｔ　Ｉ、Ａｐａ　ＬＩおよびＮｈｅ　Ｉ、
またはＡｐａ　Ｌ１およびＢｓｔ　ＥＩＩなど、上記の酵素のいずれかによって切断可能
な制限部位の組合せを含有してよい。いくつかの実施形態において、本発明のベクターは
、Ｓｆｉ　Ｉによって切断可能な１つまたは複数の制限部位を含有してよい。いくつかの
実施形態において、本発明のベクターは、Ｓｆｉ　Ｉによって切断可能な第１の制限部位
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およびＳｆｉ　Ｉによって切断可能な第２の制限部位を含有してよく、この第１の制限部
位および第２の制限部位は互いに非適合性である。いくつかの実施形態において、第１の
Ｓｆｉ　Ｉ制限配列の配列は、配列番号５を含む。いくつかの実施形態において、第２の
Ｓｆｉ　Ｉ制限配列の配列は、配列番号６を含む。いくつかの実施形態において、第１の
Ｓｆｉ　Ｉ制限配列および第２のＳｆｉ　Ｉ制限配列は、互いに適合性ではない。いくつ
かの実施形態において、第１のＳｆｉ　Ｉ制限配列および第２のＳｆｉ　Ｉ制限配列は、
交換することができる。
【００７６】
　したがって、本発明は、例えば、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列をめ
ったに切断しない一回の制限酵素消化を用いて、ベクター間での、コード性ポリヌクレオ
チドの配列依存性の移送を可能にする。本発明は、ベクター間での遺伝子配列の移送にお
いてしばしば必要とされ、コード配列の変異を招き得るＰＣＲステップの必要を有意に減
少させるか、または排除する。
【００７７】
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【表２－１】
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【００７８】
【表２－２】
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【表２－３】
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【００８０】
　ファージディスプレイベクター
　本発明のファージディスプレイベクターは、例えば、ファージタンパク質（例えばファ
ージ表面タンパク質）との融合タンパク質として、異種ポリペプチドを発現または条件付
きで発現することができるファージ由来ポリヌクレオチド配列を含有するベクターである
。いくつかの実施形態において、本発明のファージディスプレイベクターは、繊維状ファ
ージ（例えば、ファージｆ１、ｆｄ、およびＭ１３）またはバクテリオファージ（例えば
、Ｔ７バクテリオファージおよびλ型ファージ）に由来するベクターである。繊維状ファ
ージおよびバクテリオファージは、例えば、Ｓａｎｔｉｎｉ（１９９８）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．２８２：１２５～１３５、Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇら（１９９６）Ｉｎｎｏｖａｔｉ
ｏｎｓ　６：１～６、Ｈｏｕｓｈｍａｎｄら（１９９９）Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２
６８：３６３～３７０）に記載されている。
【００８１】
　一般に、本発明のファージディスプレイベクターは、次のエレメントを含んでよい：（
１）構成的発現または誘導性発現に適したプロモーター（例えば、ｌａｃプロモーター）
、（２）ディスプレイされるペプチドをコードする配列の前のリボソーム結合部位および
シグナル配列、ならびに（３）１つまたは複数の適合性制限部位、特に、後述するような
本発明のリボソームディスプレイベクターに適合性がある制限部位、（４）任意選択によ
り、ヒスチジン５～６個のストレッチまたは抗体によって認識されるエピトープなどのタ
グ配列、（５）第２のタグ配列、（６）抑制可能なコドン（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｂｌｅ）
（例えば、終止コドン）、ならびに（７）ディスプレイしようとするペプチドとの融合物
を形成するようにインフレームに位置する、ファージ表面タンパク質をコードする配列。
【００８２】
　一般に、本発明のファージディスプレイベクターは、対象とする異種ポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド配列およびファージ表面タンパク質をコードする配列に作動可
能に連結されたプロモーターおよび／または調節領域を含有する。「作動可能に連結され
る」という用語は、連結されたプロモーターおよび／または調節領域がコード配列の発現
を機能的に制御するような、核酸配列間の機能的連結を意味する。また、これは、同じプ
ロモーターおよび／または調節領域にコード配列が制御され得るような、コード配列間の
連結も意味する。コード配列間のこのような連結は、それらのコード配列にコードされる
アミノ酸を含む融合タンパク質が発現され得るように、インフレームで、または同じコー
ディングフレーム中で連結されていると呼ぶこともできる。
【００８３】
　本発明の他の実施形態において、ファージディスプレイベクターが融合タンパク質を発
現する能力は、調節的プロモーターまたは他の調節領域（例えば、誘導がない場合、それ
らによって制御される発現が低いか、または検出不可能である、誘導性プロモーター）の
使用によってある程度調節される。誘導性プロモーターの非限定的な例としては、ｌａｃ
プロモーター、ｌａｃ　ＵＶ５プロモーター、アラビノースプロモーター、およびｔｅｔ
プロモーターが挙げられる。いくつかの実施形態において、リプレッサー（例えば、ｌａ
ｃＩ）またはターミネーター（例えば、ｔＨＰターミネーター）を組み入れることによっ
て、誘導性プロモーターをさらに拘束することができる。例えば、リプレッサーｌａｃＩ
は、Ｌａｃプロモーターと共に使用される。いくつかの実施形態において、ｌａｃＩ遺伝
子とＬａｃプロモーターの間に強力なｔＨＰターミネーターをさらに挿入することができ
る。
【００８４】
　本明細書において使用される場合、「ファージ表面タンパク質」という用語は、繊維状
ファージ（例えば、ファージｆ１、ｆｄ、およびＭ１３）またはバクテリオファージ（例
えば、λ、Ｔ４、およびＴ７）の表面に通常存在し、異種ポリペプチドとの融合タンパク
質として発現されるように適合され、それでもなお、集合してファージ粒子を構築するこ
とができ、その結果、そのポリペプチドがファージ表面にディスプレイされる、任意のタ
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ンパク質を意味する。繊維状ファージに由来する適切な表面タンパク質としては、遺伝子
ＩＩＩタンパク質および遺伝子ＶＩＩＩタンパク質など繊維状ファージに由来するマイナ
ーコートタンパク質、遺伝子ＶＩタンパク質、遺伝子ＶＩＩタンパク質、遺伝子ＩＸタン
パク質、Ｔ７由来の遺伝子１０タンパク質、およびバクテリオファージλのカプシドＤタ
ンパク質（ｇｐＤ）など繊維状ファージに由来する主要コートタンパク質が挙げられるが
、それらに限定されるわけではない。いくつかの実施形態において、適切なファージ表面
タンパク質は、天然に存在する表面タンパク質のドメイン、切断型変種、断片、または機
能的変種である。例えば、適切なファージ表面タンパク質は、遺伝子ＩＩＩタンパク質の
ドメイン、例えば、アンカードメインまたは「断端（ｓｔｕｍｐ）」でよい。その他の例
示的なファージ表面タンパク質は、その開示内容が参照により本明細書に組み入れられる
ＷＯ００／７１６９４に記載されている。当業者は認識するように、ファージ表面タンパ
ク質は、ファージディスプレイベクターおよびその増殖のために使用する細胞の考慮と組
み合わせて、選択するべきである。
【００８５】
　ディスプレイされるポリペプチドは、典型的には、ファージ表面タンパク質に共有結合
されている。この連結は、表面タンパク質に融合されるポリペプチド構成要素をコードす
る核酸の翻訳の結果、生じる。この連結は、柔軟なペプチドリンカー、プロテアーゼ部位
、または停止コドンの抑制の結果として組み入れられるアミノ酸を含んでよい。
【００８６】
　抑制可能なコドンは、当技術分野において公知である。例えば、抑制可能なコドンは、
ＵＡＧ（アンバーコドンと呼ばれる）、ＵＡＡ（オーカーコドンと呼ばれる）、およびＵ
ＧＡを含めて、終始コドンでよい。ＵＡＧ、ＵＡＡ、およびＵＧＡは、ｍＲＮＡコドンを
示す。また、終止コドンの選択は、コドンの周囲に特定の配列を導入することによって強
化することもできる。
【００８７】
　コード配列の翻訳をさらに調節するために、特殊な開始シグナルを組み入れてもよい。
これらのシグナルとしては、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接配列が挙げられる。ＡＴＧ開始
コドンを含めて、外因性翻訳制御シグナルが提供される必要がある場合がある。当業者は
、これを判定し、必要なシグナルを提供することが容易にできるはずである。開始コドン
は、挿入配列全体の翻訳を確実にするために、所望のコード配列のリーディングフレーム
と「インフレーム」でなければならないことは周知である。これらの外因性翻訳制御シグ
ナルおよび開始コドンは、天然でも合成でもよい。誘導なしでのタンパク質産生をさらに
減少させるために、低効率のリボソーム結合配列または翻訳開始シグナルが使用され得る
。
【００８８】
　発現されたタンパク質またはポリペプチドの分泌を推進または指示することができる任
意のペプチド配列が、ファージディスプレイベクター用のリーダー配列として使用され得
る。例示的なリーダー配列としては、ＰｅｌＢリーダー配列およびＯｍｐ　Ａリーダー配
列が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。
【００８９】
　さらに、任意選択により、融合ポリペプチドは、精製、検出、および／またはスクリー
ニングにおいて有用であり得るタグを含んでもよい。適切なタグとしては、ＦＬＡＧタグ
、ポリヒスチジンタグ、ｇＤタグ、ｃ－ｍｙｃタグ、緑色蛍光タンパク質タグ、ＧＳＴタ
グ、またはβ－ガラクトシダーゼタグが挙げられるが、それらに限定されるわけではない
。
【００９０】
　制限部位は、ディスプレイされる対象とするペプチドのコード配列に隣接する５’非翻
訳領域および３’非翻訳領域に組み入れることができる。例えば、第１の適合性制限部位
をリーダー配列のＣ末端に組み入れることができ、第２の適合性部位をタグ配列の上流ま
たはその内部に組み入れることができる。スタッファー配列は、第１の適合性制限部位と
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第２の適合性制限部位の間に含めることができる。スタッファー配列は、切断し、適合性
制限部位を利用して、ディスプレイされるポリペプチドのコード配列で置き換えることが
できる。典型的には、スタッファー配列は、アガロースゲル精製の間に、２カ所切断プラ
スミドを１カ所切断プラスミドから容易に区別可能にするように設計される。いくつかの
実施形態において、スタッファー配列は、クローニングされるポリペプチドコード配列を
まだ含有していないプラスミドによって形質転換した後に抗生物質による細菌の二重選択
を可能にする抗生物質耐性遺伝子を含んでよい。いくつかの実施形態において、２つの非
適合性制限部位間のスタッファー配列は、対象とする抗原結合ポリペプチドのコード配列
の発現を推進するものとは別のプロモーターのもとで抗生物質耐性遺伝子をコードするヌ
クレオチド配列を含む。
【００９１】
　ファージディスプレイベクター、ファージディスプレイライブラリーを構築するための
一般的方法、および使用方法は、例えば、Ｌａｄｎｅｒら、米国特許第５，２２３，４０
９号、Ｓｍｉｔｈ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５～１３１７、ＷＯ９２
／１８６１９、ＷＯ９１／１７２７１、ＷＯ９２／２０７９１；ＷＯ９２／１５６７９、
ＷＯ９３／０１２８８、ＷＯ９２／０１０４７、ＷＯ９２／０９６９０、ＷＯ９０／０２
８０９、ｄｅ　Ｈａａｒｄら（１９９９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：１８２１８
～３０、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら（１９９８）Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　４：
１－２０、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら（２０００）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ２：３７１
～８、Ｆｕｃｈｓら（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７０～１３７
２、Ｈａｙら（１９９２）Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　３：８１～
８５、Ｈｕｓｅら（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５～１２８１、Ｇｒｉｆ
ｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ　１２：７２５～７３４、Ｈａｗｋｉｎｓら（１
９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２６：８８９～８９６、Ｃｌａｃｋｓｏｎら（１９９
１）Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４～６２８、Ｇｒａｍら（１９９２）ＰＮＡＳ　８９：
３５７６～３５８０、Ｇａｒｒａｒｄら（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９
：１３７３～１３７７、Ｒｅｂａｒら（１９９６）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２
６７：１２９～４９、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら（１９９１）Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．
１９：４１３３～４１３７、およびＢａｒｂａｓら（１９９１）ＰＮＡＳ　８８：７９７
８～７９８２において説明されている。
【００９２】
　例示的な本発明のファージディスプレイベクターは、実施例のセクションにおいて説明
する。
【００９３】
　リボソームディスプレイベクター
　本発明のリボソームディスプレイベクターとしては、原核生物ディスプレイ系または真
核生物ディスプレイ系に適したベクターが挙げられる。原核生物リボソームディスプレイ
系は、ポリソームディスプレイ系とも呼ばれる。
【００９４】
　本発明のリボソームディスプレイベクターは、典型的には、プロモーターまたはＲＮＡ
ポリメラーゼ結合配列、リボソーム結合部位、翻訳開始配列、対象とする発現されディス
プレイされるペプチドを翻訳後にリボソームから分離させてペプチドの正確なフォールデ
ィングを補助するアミノ酸スペーサー配列をコードする核酸を含む。任意選択により、リ
ボソームディスプレイベクターは、検出タグをコードする１つもしくは複数の配列、合成
されたｍＲＮＡを保護するための３’ステムループ構造および／もしくは５’ステムルー
プ構造、翻訳エンハンサー、または「アクチベーター」配列（複数可）も含んでよい。典
型的には、本発明のリボソームディスプレイベクターは、ディスプレイされるポリペプチ
ドのインフレームの停止コドンを欠いている。
【００９５】
　本発明に適したプロモーターまたはＲＮＡポリメラーゼ結合配列としては、インビトロ
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での翻訳に適した任意のプロモーターを挙げることができる。例示的なプロモーターとし
ては、Ｔ７プロモーター、Ｔ３プロモーター、もしくはＳＰ６プロモーター、またはＲＮ
ＡポリメラーゼＴ７、Ｔ３、もしくはＳＰ６によって認識される任意の配列が挙げられる
が、それらに限定されるわけではない。いくつかの実施形態において、本発明のリボソー
ムディスプレイベクターは、Ｔ７プロモーターとＳＰ６プロモーターの双方など、２つの
プロモーターを含んでよい。リボソーム結合部位は、プロモーター領域の上流、下流、ま
たは内部に位置してよい。このリボソーム結合部位は、原核生物翻訳手順が使用される場
合には、原核生物リボソーム複合体、例えばシャイン・ダルガノ配列に特異的でよい。適
切な原核生物翻訳系としては、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）Ｓ３０系が挙げられるが、それに
限定されるわけではない。また、リボソーム結合部位は、真核生物翻訳手順が使用される
場合、真核生物翻訳系、例えばコザックコンセンサス配列に特異的でよい。適切な真核生
物翻訳系としては、ウサギ網状赤血球系（Ｋｒａｗｅｔｚら、Ｃａｎ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．６１：２７４～２８６、１９８３、Ｍｅｒｒｉｃｋ、Ｍｅｔｈ
．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１０１：３８、１９８３）が挙げられるが、それに限定されるわけで
はない。１つの例示的なコザックコンセンサス配列は、ＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧ（配
列番号１５）である。
【００９６】
　また、その他の翻訳エンハンサー配列も含まれてよい。例えば、アフリカツメガエル（
Ｘ．ｌｅａｖｉｓ）βグロビン遺伝子の翻訳エンハンサーを、プロモーターと翻訳開始部
位の間に挿入してよい。他の例示的な翻訳エンハンサーまたはアクチベーター配列として
は、タバコモザイクウイルスに由来する非翻訳「リーダー配列」（Ｊｏｂｌｉｎｇら　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１６：４４８３～４４９８、１９８８）、アルファ
ルファモザイクウイルスＲＮＡ４（ＪｏｂｌｉｎｇおよびＧｅｈｒｋｅ、Ｎａｔｕｒｅ　
３２５：６２２～６２５、１９８７）、ゴキブリウイルス（ノダウイルス（Ｎｏｄａｖｉ
ｒｕｓ））ＲＮＡ２（ＦｒｉｅｓｅｎおよびＲｕｅｃｋｅｒｔ、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．３７：
８７６～８８６、１９８１）、ならびにカブモザイクウイルスおよびブロムモザイクウイ
ルスのコートタンパク質ｍＲＮＡ（Ｚａｇｏｒｓｋｉら、Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ　６５：１
２７～１３３、１９８３）に由来する５’非翻訳領域が挙げられるが、それらに限定され
るわけではない。
【００９７】
　ディスプレイされるペプチドのＣ末端に融合または連結される核酸中にアミノ酸スペー
サー配列を人工的に作り出して、翻訳された際に、ディスプレイされるペプチドをリボソ
ームから離すことができる。スペーサー配列は、ディスプレイされるポリペプチドがリボ
ソーム「トンネル」から完全に出て行き、正確にフォールディングするのを可能にするが
、リボソーム上にペプチドを本質的に固着させる（ｆｒｅｅｚｅ）停止コドンの欠如が原
因で、リボソーム上の翻訳されたポリペプチドを、やはり依然として、そのポリペプチド
が翻訳される元のＲＮＡに付着している状態のままにすることが企図される。典型的には
、適切なスペーサー配列は、少なくとも２０アミノ酸長をコードする。特に、スペーサー
の適切な長さとしては、少なくとも３０アミノ酸、４０アミノ酸、５０アミノ酸、６０ア
ミノ酸、７０アミノ酸、８０アミノ酸、９０アミノ酸、１００アミノ酸を挙げることがで
きる。いくつかの実施形態において、スペーサーは、２３個のアミノ酸を含む。いくつか
の実施形態において、スペーサーは、６９個のアミノ酸を含む。いくつかの実施形態にお
いて、スペーサーは、１１６個のアミノ酸を含む。適切なスペーサー配列は、任意の公知
のタンパク質に由来してよく、例えば、限定されるわけではないが、免疫グロブリンκ鎖
の定常領域（Ｃ１ｃ）、繊維状ファージＭ１３の遺伝子ＩＩＩ、およびヒトＩｇＭのＣＨ
３ドメインに由来してよい。本発明のリボソームディスプレイベクター中にタグ配列を組
み入れてもよい。典型的には、タグ配列は、ディスプレイされるポリペプチドのＮ末端ま
たはＣ末端に組み入れられる。いくつかの実施形態において、タグ配列は、翻訳されたポ
リペプチドのＮ末端に存在する。適切なタグとしては、ヒスチジンのストレッチ（例えば
、５～６個のヒスチジン）、抗体によって認識されるエピトープ、例えば、サブスタンス
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Ｐ、ｆｌａｇタグ、またはｃ－ｍｙｃタグが挙げられるが、それらに限定されるわけでは
ない。
【００９８】
　また、リボソームディスプレイベクターは、ステムループ構造を形成することができる
パリンドローム配列を有する５’領域および／または３’領域も含んでよい。ステムルー
プ構造は、転写を妨害すると考えられおり、したがって、パリンドローム配列は、翻訳期
間中のリボソームの移動を減速させ、リボソームがｍＲＮＡから「脱落する」のを防ぎ、
それによって、インビトロの翻訳ステップにおいて、合成されたｍＲＮＡを保護し、ポリ
ソームの数を増加させる。いくつかの実施形態において、本発明のリボソームディスプレ
イベクターは、３’ステムループ構造を形成することができる。いくつかの実施形態にお
いて、本発明のリボソームディスプレイは、５’ステムループ構造および３’ステムルー
プ構造を形成することができる。さらに、３’領域は、インビトロ翻訳に由来するｍＲＮ
Ａを後で精製するために、ポリＡまたは他のポリヌクレオチドストレッチを含有してもよ
い。インビトロで合成されたｍＲＮＡへのホモポリマー配列のハイブリダイゼーションは
、当業者によって典型的に使用される標準的方法である。
【００９９】
　対象とするポリペプチドをコードする核酸断片全体の移送を容易にするために、前述し
たような本発明のリボソームディスプレイベクターは、典型的には、前述したような本発
明のファージディスプレイと適合性があり、ポリペプチドコード配列に隣接している制限
部位を含む。いくつかの実施形態において、リボソームディスプレイベクターは、対象と
するポリペプチドのコード領域の５’側の非翻訳領域中に第１の制限部位を含み、ポリペ
プチドコード配列の下流の３’側に第２の制限部位を含む。いくつかの実施形態において
、リボソームディスプレイベクターの第１の制限部位および第２の制限部位は、互いに適
合性ではない。いくつかの実施形態において、本発明のファージディスプレイベクターは
、対象とするポリペプチドのコード領域の５’側の非翻訳領域中に位置する第１の制限部
位を含み、ポリペプチドコード配列の下流の３’側に位置する第２の制限部位を含むが、
ファージディスプレイベクターの第１の制限部位および第２の制限部位は、互いに適合性
ではない。いくつかの実施形態において、リボソームディスプレイベクターの第１の制限
部位およびファージディスプレイベクターの第１の制限部位は適合性であり、一つにライ
ゲーションすることができ、リボソームディスプレイベクターの第２の制限部位およびフ
ァージディスプレイベクターの第２の制限部位は適合性であり、一つにライゲーションす
ることができる。本発明の各ベクター内の適合性制限部位が適合性であることにより、対
象とするポリペプチド（複数可）をコードするポリヌクレオチドの集団全体を一方のベク
ターから他方のベクターに移送することが容易になる。
【０１００】
　リボソームディスプレイベクターは、当業者に周知のプロトコールによって化学合成す
ることができる。あるいは、上記の各エレメントは、１つまたは複数のプラスミド中に組
み入れ、微生物中で増幅させ、標準手順によって精製し、制限酵素で切断して適切な断片
にした後で、ベクターに組み立ててもよい。リボソームディスプレイベクター、リボソー
ムディスプレイライブラリーを構築するための一般的方法、および使用方法は、米国特許
第５，６４３，７６８号、第５，６５８，７５４号、および第７，０７４，５５７号、な
らびにＭａｔｔｈｅａｋｉｓら、（１９９４）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９１、９０２２　９０
２６、Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓら、（１９９６）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２６７
、１９５　２０７、Ｇｅｒｓｕｋら、（１９９７）Ｂｉｏｔｅｃｈ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍ．２３２、５７８　５８２、ＨａｎｅｓおよびＰｌｕｃｋｔｈｕｎ
（１９９７）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９４、４９３７　４９４２、Ｈａｎｅｓら、（１９９８
）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９５、１４１３０　５０、ＨｅおよびＴａｕｓｓｉｇ（１９９７）
ＮＡＲ　５１３２　５２３４において説明されており、これらすべての文献の教示は、参
照により本明細書に組み入れられる。
【０１０１】
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　例示的な本発明のリボソームディスプレイベクターは、実施例のセクションにおいて説
明する。
【０１０２】
　ディスプレイされるペプチド
　本明細書において使用される場合、「ディスプレイされるポリペプチド」、「ディスプ
レイされるペプチド」、「ディスプレイされるタンパク質」という用語、またはそれらの
文法的同義語は、ベクター配列の一部分ではない核酸配列（すなわち、ベクター配列中に
ライゲーションされている、ポリペプチドをコードする異種核酸配列）にコードされる異
種ポリペプチドを意味する。本明細書において使用される場合、「抗原結合ポリペプチド
」という用語は、前述したような「ディスプレイされるポリペプチド」などの用語と同義
的に使用され得る。典型的には、ディスプレイされるポリペプチドは、真核細胞または原
核細胞に由来する核酸配列、特に、限定されるわけではないが、ヒト、植物、植物細胞、
細菌、ショウジョウバエ、酵母、ゼブラフィッシュ、ならびに、限定されるわけではない
が、マウス、ラット、ウサギ、非ヒト霊長類、ウシ、ヒツジ、ウマ、イヌ、およびネコを
含む非ヒト哺乳動物に由来するものにコードされるものである。いくつかの実施形態にお
いて、ディスプレイされる抗原結合ポリペプチドとしては、個々の適応症に対する薬物を
同定するための潜在的標的を含めて、臨床的に関連する遺伝子産物が挙げられる。特に、
ディスプレイされるポリペプチドとしては、抗原結合ファミリーに由来するポリペプチド
が挙げられる。抗原結合ファミリーとは、対象とする抗原に特異的に結合する分子の特徴
を保持しているポリペプチド集団を意味する。このポリペプチドファミリーのメンバーは
、免疫系における広範囲に及ぶ役割を含めて、インビボでの細胞性相互作用および非細胞
性相互作用の多くの局面に関与することができる（例えば、抗体およびその断片、ならび
に抗体ではない抗原結合ポリペプチド、およびＴ細胞受容体分子などを挙げることができ
る抗原結合ポリペプチド、細胞接着に関与する分子、ならびに細胞内シグナル伝達に関与
する分子）。本発明は、次のものを挙げることができるあらゆる抗原結合ポリペプチド分
子に適用可能である：ペプチド、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗体、四量体
抗体、四価抗体、多重特異性抗体、ドメイン特異的抗体、ドメイン欠失抗体、融合タンパ
ク質、ＳｃＦｃ融合タンパク質、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ
断片、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、Ｆｄ断片、単一ドメイン抗体、ｄＡｂ断片、小モジュ
ール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）、ＷＯ０３／０１４１６１に記載されているサメＩｇＮＡＲ可
変ドメイン、ＣＤＲ３ペプチド、拘束性（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ）ＦＲ３－ＣＤＲ３－
ＦＲ４ペプチド、ＵＳ２００８０１０７６０１に記載されているナノボディ、二価ナノボ
ディ、およびミニボディ。
【０１０３】
　コレクション
　本明細書において使用される場合、「コレクション」という用語は、多様な変種、例え
ば、ヌクレオチド配列が異なる核酸変種またはアミノ酸配列が異なるポリペプチド変種の
集団である。
【０１０４】
　ライブラリー
　本明細書において使用される場合、「ライブラリー」という用語は、複数の異種ポリペ
プチド、または対象とするポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを意味する。ライ
ブラリーメンバー間の配列の相違は、ライブラリーに存在する多様性の原因である。ライ
ブラリーは、ポリペプチドもしくはポリヌクレオチドの混合物の形態をとってもよく、ま
たは、核酸ライブラリーを用いて形質転換された生物もしくは細胞、例えば、細菌、ウイ
ルス、および動物細胞もしくは植物細胞などの形態であってもよい。本明細書において使
用される場合、「生物」という用語は、原核生物および真核生物など細胞性のあらゆる生
き物、ならびにバクテリオファージおよびウイルスなど非細胞性の核酸含有実体を意味す
る。
【０１０５】
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　特に、抗体ライブラリーは、限定されるわけではないが、合成核酸、未処置の核酸、対
象（例えば、免疫化されたヒト対象または病気にかかったヒト対象）、および動物（例え
ば、免疫化された動物）に由来する核酸を含めて、様々な供給源からの多様性を組み入れ
ることができる。
【０１０６】
　いくつかの実施形態において、免疫細胞は、ペプチド、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト
抗体、単鎖抗体、四量体抗体、四価抗体、多重特異性抗体、ドメイン特異的抗体、ドメイ
ン欠失抗体、融合タンパク質、ＳｃＦｃ融合タンパク質、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ
（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖ（ＳｃＦｖ）断片、Ｆｄ断片、単一ドメイン抗体
、ｄＡｂ断片、小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）、サメＩｇＮＡＲ可変ドメイン、ＣＤ
Ｒ３ペプチド、拘束性（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ）ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４ペプチド、
ナノボディ、二価ナノボディ、およびミニボディ、ならびにＭＨＣ複合体およびＴ細胞受
容体に由来するポリペプチドからなる群に由来する抗原結合ポリペプチドを包含する。抗
原結合ポリペプチドは、免疫細胞に由来してよく、また、限定されるわけではないが、ヒ
ト、霊長類、マウス、ウサギ、ラクダ、またはげっ歯動物から得ることができる。これら
の細胞は、特定の特性に関して選択することができる。例えば、ＣＤ４＋およびＣＤ８－
であるＴ細胞を選択することができる。様々な成熟度段階のＢ細胞を選択することができ
る。免疫細胞は、その後でｃＤＮＡに変換し、本発明のポリヌクレオチド中にクローニン
グすることができる異なる種類の遺伝子の発現に関して、多様性の天然供給源として使用
することができる。
【０１０７】
　天然に多様な配列は、本明細書において説明するように、対象から得られた細胞および
試料より単離された全ＲＮＡから作製されたｃＤＮＡとして得ることができる。列挙した
前記供給源から単離されたＲＮＡは、当業者に周知の手順により、適切な任意のプライマ
ーを用いた任意の様式で逆転写される。プライマー結合領域は、例えば、対象とするポリ
ペプチドの異なるアイソタイプを逆転写するために、異なる抗原結合タンパク質において
不変であってよい。また、プライマー結合領域は、同様にポリペプチドの特定のアイソタ
イプに対して特異的でもよい。ｃＤＮＡを増幅し、改変し、断片化し、またはポリペプチ
ドにライゲーションして、抗原結合ポリペプチドをコードするライブラリーを形成させる
ことができる。例えば、前記のｄｅ　Ｈａａｒｄら（１９９９）を参照されたい。
【０１０８】
　いくつかの実施形態において、本発明のライブラリーは、ＳｃＦｖライブラリーを含み
、当技術分野において公知の方法に従って構築することができる。例えば、Ｇｒｉｆｆｉ
ｔｈｓら、１９９４、Ｖａｕｇｈａｎら、１９９６、Ｓｈｅｅｔｓら、１９９８、Ｐｉｎ
ｉら、１９９８、ｄｅ　Ｈａａｒｄら、１９９９、Ｋｎａｐｐｉｋら、２０００、Ｓｂｌ
ａｔｔｅｒｏおよびＢｒａｄｂｕｒｙ、２０００を参照されたい。当技術分野において周
知の方法を用いた適切なプライマー設計によって、前述したようにして合成したｃＤＮＡ
中に１つまたは複数の制限部位を組み入れることができる。
【０１０９】
　例えば、ファージディスプレイライブラリーを構築する方法は、（１）本発明の複数の
ファージディスプレイベクターを、１つまたは複数の制限部位を切断する１つまたは複数
の制限酵素で消化するステップと、（２）１つまたは複数の制限部位を利用して、ディス
プレイしようとするペプチドをコードする核酸配列をそれぞれ含有する断片の集団を、ス
テップ（１）の複数のファージディスプレイベクター中にライゲーションするステップと
を含んでよい。いくつかの実施形態において、制限酵素はＳｆｉＩであり、適合性制限部
位としては、１つまたは複数のＳｆｉＩ部位、特に、非適合性ＳｆｉＩ部位が挙げられる
。
【０１１０】
　別の例として、リボソームディスプレイライブラリーを構築するための方法は、（１）
本発明の複数のリボソームディスプレイベクターを、１つまたは複数の適合性制限部位を
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切断する１つまたは複数の制限酵素で消化するステップと、（２）１つまたは複数の適合
性制限部位を利用して、ディスプレイしようとするペプチドをコードする核酸配列をそれ
ぞれ含有する断片の集団を、ステップ（１）の複数のリボソームディスプレイベクター中
にクローニングするステップとを含んでよい。いくつかの実施形態において、制限酵素は
Ｓｆｉ　Ｉであり、適合性制限部位としては、１つまたは複数のＳｆｉ　Ｉ部位、特に、
非適合性Ｓｆｉ　Ｉ部位が挙げられる。
【０１１１】
　ライブラリー間での変換
　本発明のライブラリー設計戦略により、ポリペプチドコード配列を制限酵素に基づいた
戦略によって配列非依存的にベクター間で移送することが可能になる。特に、選択された
全タンパク質ライブラリーにおいて定まった位置に存在する適合性制限部位の使用により
、一段階のクローニング手順を用いてタンパク質変種の大きなプールを移動させるのが容
易になる。いくつかの実施形態において、この一段階のクローニング手順は、一回の制限
酵素（例えば、Ｓｆｉ　Ｉ）消化を伴う。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、抗原結合ポリペプチドをコードするファージディスプレ
イライブラリーからリボソームディスプレイライブラリーを作製する方法は、次のステッ
プを含む：ａ）ファージディスプレイアッセイにおいて、対象とする抗原に結合すること
が示されているポリペプチドをコードするポリヌクレオチド（複数可）を同定するステッ
プと、ｂ）そのポリヌクレオチドを単離するステップと、ｃ）前記ポリペプチドをコード
する複数のポリヌクレオチドを、制限酵素でそれらのポリヌクレオチドを消化することに
よって生じさせるステップ。いくつかの実施形態において、制限酵素はＳｆｉ　Ｉであり
、ｄ）本発明のリボソームディスプレイベクターは、制限酵素で消化することによって調
製される。いくつかの実施形態において、制限酵素はＳｆｉ　Ｉである。ｂ）のポリヌク
レオチドは、ｄ）のポリヌクレオチドにライゲーションされる。
【０１１３】
　いくつかの実施形態において、ディスプレイされるペプチドをコードする核酸断片をリ
ボソームディスプレイベクターからファージディスプレイベクターに移送するための方法
は、（１）ディスプレイされるペプチドをコードする断片を含有するリボソームディスプ
レイベクターを提供するステップと、（２）１つまたは複数の制限酵素を用いてリボソー
ムディスプレイベクターを消化することによって、ディスプレイされるペプチドをコード
する断片を回収するステップと、（３）ステップ（２）で使用される１つまたは複数の制
限酵素の認識部位と適合性がある１つまたは複数の制限部位を含有するファージディスプ
レイベクターを提供するステップと、（４）１つまたは複数の適合性制限部位を利用して
、ステップ（２）に由来する断片をファージディスプレイベクター中にクローニングする
ステップとを含む。
【０１１４】
　他の実施形態において、ディスプレイされるペプチドをコードする核酸断片の集団をリ
ボソームディスプレイライブラリーからファージディスプレイライブラリーに移送するた
めの方法は、（１）核酸断片の集団を含む複数のベクターを含むリボソームディスプレイ
ライブラリーを提供するステップであって、これら核酸断片の集団のそれぞれが、ディス
プレイされるペプチドをコードするステップと、（２）１つまたは複数の制限酵素を用い
てリボソームディスプレイライブラリーを消化することによって、これら核酸断片の集団
を回収するステップと、（３）ステップ（２）で使用される１つまたは複数の制限酵素の
認識部位と適合性がある１つまたは複数の制限部位をそれぞれが含有する複数のファージ
ディスプレイベクターを提供するステップと、（４）１つまたは複数の適合性制限部位を
利用して、核酸断片の集団を複数のファージディスプレイベクター中にクローニングする
ステップとを含む。
【０１１５】
　抗原結合タンパク質を同定する方法
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　抗原結合タンパク質を測定および同定するためのいくつかの例示的な選択プロセスは、
以下のとおりである。
【０１１６】
　パンニング法。標的分子が、マイクロタイターウェル、基材、粒子、またはビーズの表
面などの固体支持体に固定される。ディスプレイライブラリーが、この支持体に接触させ
られる。標的に対する親和性を有するライブラリーメンバーは、結合することが可能であ
る。非特異的にまたは弱く結合したメンバーは、支持体から洗い流される。次いで、結合
されたライブラリーメンバーが、（例えば溶出によって）支持体から回収される。回収さ
れたライブラリーメンバーは、さらなる解析（例えば、スクリーニング）のために集めら
れるか、またはさらにもう１回選択するためにプールされる。
【０１１７】
　磁性粒子プロセッサ。自動選択の１つの例では、磁性粒子および磁性粒子プロセッサを
使用する。この場合、標的は磁性粒子上に固定される。ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ（商標）シ
ステム、すなわち、Ｔｈｅｒｍｏ　ＬａｂＳｙｓｔｅｍｓ（ヘルシンキ、フィンランド）
社製の磁性粒子プロセッサが、標的に対してディスプレイライブラリーメンバーを選択す
るために使用される。ディスプレイライブラリーは、試験管中で磁性粒子と接触させられ
る。ビーズおよびライブラリーは混合される。次いで、使い捨ての鞘に覆われた磁性ピン
が磁性粒子を回収し、洗浄液を含む別の試験管にそれらを移送する。粒子は、洗浄液と混
合される。この様式により、磁性粒子プロセッサを用いて、磁性粒子を複数の試験管に順
次移送して、非特異的にまたは弱く結合したライブラリーメンバーを粒子から洗い流すこ
とができる。洗浄後、溶離緩衝液を含む試験管にこれらの粒子を移送して、特異的にかつ
／または強く結合したライブラリーメンバーを粒子から除去する。次いで、溶離されたこ
れらのライブラリーメンバーは、解析のために個別に単離されるか、またはさらにもう１
回選択するためにプールされる。詳細な磁性粒子プロセッサ選択プロセスは、米国特許出
願公開第２００３０２２４４０８号に記載されている。
【０１１８】
　細胞ベースの選択。この選択は、ディスプレイライブラリーを標的細胞に結合させ、次
いで、それらの細胞が結合したライブラリーメンバーを選択することによって、実施する
ことができる。細胞ベースの選択により、例えば、翻訳後修飾を含む天然環境においてデ
ィスプレイされる標的分子、関連するタンパク質および因子、ならびに競合因子を認識す
るリガンドを同定することが可能になる。さらに、細胞ベースの選択は、特定の唯一の標
的分子を対象としないため、標的に関する前もっての情報は必要とされない。もっと正確
に言えば、細胞それ自体が決定因子である。その後のステップ、すなわち特定の機能アッ
セイを用いて、同定されたリガンドが、エフェクター機能を細胞に向ける際に活性である
かを確認することができる。詳細な細胞ベースの選択プロセスは、米国特許出願公開第２
００３０２２４４０８号に記載されている。
【０１１９】
　インビボでの選択。例えば、Ｋｏｌｏｎｉｎら（２００１）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎ
ｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　５：３０８～３１３、Ｐａｓｑｕａ
ｌｉｎｉおよびＲｕｏｓｌａｈｔｉ（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　３８０：３６４～３６６
、ならびにＰａｑｕａｌｉｎｉら（２０００）「Ｉｎ　ｖｉｖｏ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　
ｏｆ　Ｐｈａｇｅ－Ｄｉｓｐｌａｙ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ」、Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａ
ｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｂａｒｂａｓら編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ　２２．１～２２．２４において説明されているように
、この選択をインビボで実施して、標的組織または標的器官に結合するライブラリーメン
バーを同定することができる。例えば、ファージディスプレイライブラリーは、対象（例
えば、ヒトまたは他の哺乳動物）中に注入される。適切な間隔をあけた後、対象から標的
組織または標的器官が摘出され、標的部位に結合するディスプレイライブラリーメンバー
が回収され、特徴付けられる。
【０１２０】
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　親和性成熟／抗原結合タンパク質の最適化
　いくつかの実施形態において、第１のライブラリーを用いた最初の選択の後、ライブラ
リーメンバーの選択された集団を変異誘発して、選択されたメンバーの結合親和性または
他の任意の特性を改善することができる。例えば、第１のディスプレイライブラリーは、
標的に対する１つまたは複数のリガンドを同定するために使用される（リード同定として
も公知である）。次いで、これらの同定されたリガンドを変異させて、第２のディスプレ
イライブラリーを形成させる。さらなる多様性が、変異誘発によって導入される。次いで
、例えば、厳密性がより高いまたはより競合的な結合条件および洗浄条件を用いることに
よって、親和性が高いリガンドが第２のライブラリーから選択される。このプロセスは、
親和性成熟または最適化として公知である。
【０１２１】
　いくつかの実施形態において、本発明のファージディスプレイライブラリーは、標的に
結合するポリペプチドの最初の同定のために使用される。標的に結合するポリペプチドを
コードする核酸断片の選択されたプールは、１つまたは複数の適合性制限部位を切断する
制限酵素を用いた消化によって、回収され得る。次いで、回収された断片は、１つまたは
複数の適合性制限部位を利用して、本発明のリボソームディスプレイベクター中に「まと
めて」クローニングされ得る。ファージディスプレイライブラリーから移送された選択さ
れた核酸を含有するリボソームディスプレイベクターをさらに変異誘発して、第２のライ
ブラリー、例えば、リボソームディスプレイライブラリーを形成させることができる。リ
ボソームディスプレイライブラリーの多様性は、最高で１０１２を超えることができる。
【０１２２】
　同定された最初のリガンドを変異させてさらなる多様性を導入するために、多数の技術
が使用され得る。これらの技術としては、エラープローンＰＣＲ（Ｌｅｕｎｇら（１９８
９）Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　１：１１～１５）、組換え、ランダム切断を用いたＤＮＡシャ
ッフリング（Ｓｔｅｍｍｅｒ（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３８９～３９１）、ＲＡＣＨＩ
ＴＴ（商標）（Ｃｏｃｏら（２００１）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１９：３５４）
、部位特異的変異誘発（Ｚｏｌｌｅｒら（１９８７）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．
１９８７、１５４：３２９～５０、Ｚｏｌｌｅｒら（１９８２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．１０：６４８７～６５０４）、カセット変異誘発（Ｒｅｉｄｈａａｒ－Ｏｌｓｏ
ｎ（１９９１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２０８：５６４～５８６）、および縮
重オリゴヌクレオチドの組入れ（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９４）ＥＭＢＯ　Ｊ　１３
：３２４５）が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。
【０１２３】
　抗原結合タンパク質の場合、変異誘発は、重鎖または軽鎖のＣＤＲ領域を対象としてよ
い。いくつかの実施形態において、変異誘発は、ＣＤＲの近くまたはＣＤＲに隣接したフ
レームワーク領域を対象としてよい。
【０１２４】
　望ましい結合親和性または他の特性を有するリボソームディスプレイライブラリーのメ
ンバーを同定するための方法、および選択されたポリペプチドをコードする核酸配列を回
収するための方法は、当技術分野において周知である。例えば、例示的な方法は、米国特
許第５，６４３，７６８号、第５，６５８，７５４号、および第７，０７４，５５７号に
記載されている。
【０１２５】
　再編成（ｒｅｆｏｒｍａｔｔｉｎｇ）
　望ましい特性を有するディスプレイされるポリペプチドをコードする核酸配列を含有す
るライブラリーメンバーを選択および同定した後、核酸をディスプレイベクターから回収
し、産生またはさらなる解析のために発現ベクターに移送することができる。このプロセ
スは、典型的には、再編成として公知である。したがって、再編成プロセスは、例えば、
核酸をディスプレイベクターから細菌細胞または哺乳動物細胞における産生に適したベク
ターに移送するために使用される。１つの実施形態において、選択された各ライブラリー
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メンバーは、個別に再編成される。別の実施形態において、ライブラリーメンバーは集め
られ、まとめて再編成される。
【０１２６】
　再編成プロセスは、ディスプレイのために最初に使用される発現系および第２の発現系
に合わせて仕立てることができる。典型的なリボソームベクターは細菌発現系または哺乳
動物発現系に適合性ではないのに対し、同じファージディスプレイベクターは、細菌発現
系において、選択されたディスプレイされるポリペプチドを発現させるために使用され得
るため、例えば、再編成プロセスは、リボソームディスプレイ産物の解析のために特に重
要である。
【０１２７】
　したがって、いくつかの実施形態において、選択されたディスプレイされるポリペプチ
ドをコードする核酸配列は、適合性制限部位を利用して、リボソームディスプレイ構築物
から本発明のファージディスプレイベクターに移送され得る。いくつかの実施形態におい
て、選択されたディスプレイされるポリペプチドをコードする複数の核酸配列は、適合性
制限部位を利用して、リボソームディスプレイ構築物から本発明のファージディスプレイ
ベクターにまとめて移送され得る。
【０１２８】
　いくつかの実施形態において、選択されたディスプレイされるポリペプチドをコードす
る核酸配列は、本発明のベクター間の適合性制限部位を利用して、リボソームディスプレ
イ構築物またはファージディスプレイ構築物から、例えば哺乳動物発現ベクターに移送さ
れ得る。
【０１２９】
　いくつかの実施形態において、選択されたＳｃＦｖポリペプチドは、限定されるわけで
はないが、ＩｇＧ、ＳｃＦｖ－Ｆｃ融合物、Ｆ（ａｂ）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、ダイアボ
ディ、トリアボディ、テトラボディ、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗体、四
量体抗体、四価抗体、多重特異性抗体、ドメイン特異的抗体、ドメイン欠失抗体、融合タ
ンパク質、ＳｃＦｃ融合タンパク質、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、Ｆｄ断片、単一ド
メイン抗体、ｄＡｂ断片、ナノボディ、サメＩｇＮＡＲ可変ドメイン、ＣＤＲ３ペプチド
、および拘束性（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ）ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４ペプチドを含めて
、他の免疫グロブリン形態に再編成され得る。まとめて再編成する１つの例において、Ｓ
ｃＦｖの再編成は、二段階のプロセスを伴う。第１のサイクルは、例えば、適合性制限部
位を用いてディスプレイベクターを消化して、軽鎖可変コード領域および重鎖可変コード
領域を最小限含む核酸断片を放出させるステップを含む。これらの断片は、哺乳動物にお
いて発現させるためのベクター中にクローニングされる。このステップの間、ＶＨ遺伝子
およびＶＬ遺伝子の双方をコードする核酸断片の移送により、ディスプレイベクター中に
存在する重鎖および軽鎖の組合せが発現ベクターにおいて維持されることが確実になる。
さらに、移送プロセスを用いて、コード鎖の５’末端において原核生物プロモーターを哺
乳動物プロモーターに切り替え、また、コード鎖の３’末端においてバクテリオファージ
コートタンパク質（またはその断片）をコードする配列をＦｃドメインをコードする配列
に切り替えることができる。クローニングのための一般的方法は、標準的な実験室マニュ
アル、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（２００１）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第３版）、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓにおいて説明されている。
【０１３０】
　第２のステップにおいて、軽鎖コード領域と重鎖コード領域の間に介在する領域が、置
換される。例えば、ＶＨ遺伝子とＶＬ遺伝子の間のリンカー領域は、原核生物リボソーム
結合部位（ＲＢＳ）を含む配列、または配列内リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）を有する
配列もしくは真核生物プロモーターを含む配列で置換され得る。また、このプロセスにお
いて、分泌のためのシグナル（例えば、原核生物または真核生物の分泌シグナル）および
免疫グロブリン分子の定常領域に由来する配列（例えば、Ｃｋ、ＣＨ１）も挿入され得る
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。いくつかの実施において、介在領域は、細胞において組換えによって置換される。さら
に他の実施において、介在領域は置換されず、もっと正確に言えば、例えば、部位特異的
組換えによって、任意選択により、原核生物発現のために設計された配列を切除すること
なく、配列が挿入される。
【０１３１】
　原核細胞および真核細胞の双方において機能的であるハイブリッドシグナル配列は、シ
グナル配列の一部（例えば、シグナル配列の少なくとも３’領域、例えば、－３、－２、
および－１位置）またはすべての再編成を回避するために使用され得る。一部の場合にお
いて、シグナル配列は、複数の発現系（例えば、原核生物系および真核生物系の双方）に
おいて機能的である。例えば、いくつかの細菌β－ラクタマーゼのシグナル配列は、真核
細胞および原核細胞において機能的である。例えば、Ｋｒｏｎｅｎｂｅｒｇら、１９８３
、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．９６、１１１７～９、Ａｌ－Ｑａｈｔａｎｉら、１９９８、
Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３３１、５２１～５２９を参照されたい。また、複数の宿主におい
て機能するシグナル配列は、各発現宿主におけるそのようなシグナル配列の要件（共通規
則）に基づいて選択することができ、または経験に基づいて選択することができる。
【０１３２】
　いくつかの実施形態において、本発明の選択されたＳｃＦｖポリペプチドは、同様のク
ローニング戦略を用いて、小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ（商標））の薬形態（Ｔｒｕ
ｂｉｏｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、シアトル、ワシントン州）に再編成するこ
とができる。ＳＭＩＰは、抗原または対抗受容体などの同族構造体に対する結合ドメイン
、１つのシステイン残基を有するかまたは１つもシステイン残基を有さないヒンジ領域ポ
リペプチド、ならびに免疫グロブリンのＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメインから構成さ
れる単鎖ポリペプチドである（ｗｗｗ．ｔｒｕｂｉｏｎ．ｃｏｍも参照されたい）。ＳＭ
ＩＰ薬物設計は、例えば、米国特許出願公開第２００３／０１１８５９２号、第２００３
／０１３３９３９号、第２００４／００５８４４５号、第２００５／０１３６０４９号、
第２００５／０１７５６１４号、第２００５／０１８０９７０号、第２００５／０１８６
２１６号、第２００５／０２０２０１２号、第２００５／０２０２０２３号、第２００５
／０２０２０２８号、第２００５／０２０２５３４号、および第２００５／０２３８６４
６号、ならびにその関連する特許ファミリーメンバーにおいて開示されており、これらの
文献はすべて、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１３３】
　コード核酸は、再編成されたものであれ再編成されてないものであれ、組換え発現のた
めの当技術分野において利用可能な任意の技術を用いてコードされたポリペプチドまたは
ペプチドを産生させる際に使用され得る。
【０１３４】
　様々な異なる宿主細胞においてポリペプチドをクローニングおよび発現させるための系
は周知である。適切な宿主細胞としては、細菌、哺乳動物細胞、酵母系、およびバキュロ
ウイルス系が挙げられる。異種ポリペプチドを発現させるために当技術分野において利用
可能な哺乳動物細胞株としては、チャイニーズハムスター卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、仔ハ
ムスター腎臓細胞、ＮＳＯマウス黒色腫細胞、および他多数が挙げられる。一般的な好ま
しい細菌宿主は大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）である。
【０１３５】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のような原核細胞における抗原結合タンパク質、抗体、および
その抗体断片の発現は、当技術分野において十分に確立されている。概説については、例
えば、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ａ．Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：５４５　５５１（
１９９１）を参照されたい。また、培養状態の真核細胞における発現も、特異的結合メン
バーを産生させるための選択肢として当業者は利用可能である。最近の概説については、
例えば、Ｒｅｆ，Ｍ．Ｅ．（１９９３）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．４
：５７３　５７６、Ｔｒｉｌｌ　Ｊ．Ｊ．ら（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈ．６：５５３　５６０を参照されたい。
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【０１３６】
　したがって、本発明の方法を用いて選択された特異的ポリペプチド、またはそのような
特異的ポリペプチドの構成要素（例えば、ＶＨドメインおよび／もしくはＶＬドメイン）
をコードする核酸が、産生用の発現系において提供され得る。これは、そのような核酸を
宿主細胞中に導入するステップを含んでもよい。この導入には、任意の利用可能な技術を
使用してよい。真核細胞の場合、適切な技術としては、リン酸カルシウムトランスフェク
ション、ＤＥＡＥ－デキストラン、エレクトロポレーション、リポソームを介したトラン
スフェクション、およびレトロウイルスまたは他のウイルス、例えば、ワクシニア、また
は昆虫細胞の場合、バキュロウイルスを使用する形質導入を挙げることができる。細菌細
胞の場合、適切な技術としては、塩化カルシウム形質転換、エレクトロポレーション、お
よびバクテリオファージを用いたトランスフェクションを挙げることができる。
【０１３７】
　導入に続いて、例えば、コードされる産生物を産生させるための条件下で宿主細胞を培
養することによって、核酸からの発現を引き起こすか、または可能にさせることができる
。本発明はまた、前述の特異的結合メンバーまたはポリペプチドを発現させるために、発
現系において前述の構築物を使用するステップを含む方法も提供する。
【０１３８】
　発現による産生に続いて、産生物を単離および／または精製してよく、また、少なくと
も１つの付加的な成分を含む組成物に調製してよい。このような組成物は、薬学的に許容
できる賦形剤、ビヒクル、または担体を含んでよい。本発明の別の態様および実施形態は
、本発明の開示に照らして、当業者に明らかになると考えられる。本明細書において任意
の箇所で言及される文書はすべて、参照により組み入れられることにさらに留意すべきで
ある。
【０１３９】
　あるグループの１つまたは複数のメンバーの間に「または（ｏｒ）」を含む請求項また
は記載は、反対の記載がなく、またはそうでなければ文脈から明らかではない場合、１つ
、複数、またはすべてのグループメンバーが所与の産生物またはプロセス中に存在するか
、それらにおいて使用されるか、またはそうでなければそれらに関連している場合に満た
されるとみなされる。本発明は、グループのまさに１つのメンバーが所与の産生物または
プロセス中に存在するか、それらにおいて使用されるか、またはそうでなければそれらに
関連している実施形態を含む。また、本発明は、複数またはすべてのグループメンバーが
所与の産生物またはプロセス中に存在するか、それらにおいて使用されるか、またはそう
でなければそれらに関連している実施形態を含む。さらに、本発明は、１つもしくは複数
の請求項または明細書の関連部分に由来する１つまたは複数の制限、要素、節、記述的用
語などが別の請求項に導入される、変形、組合せ、および並べ換えすべてを包含すること
を理解すべきである。例えば、別の請求項に従属する任意の請求項は、同じ基本請求項に
従属する他の任意の請求項に存在する１つまたは複数の制限を含むように修正され得る。
さらに、請求項が組成物を説明する場合、別段の定めがない限り、または、矛盾もしくは
不一致が生じるであろうことが当業者に明らかではない限り、本明細書において開示する
目的のいずれかのためにその組成物を使用する方法が含まれ、また、本明細書において開
示する製造方法のいずれかに従ってその組成物を製造する方法または当技術分野において
公知の他の方法が含まれることを理解すべきである。さらに、本発明は、本明細書におい
て開示する組成物を調製するための方法のいずれかに従って製造された組成物も包含する
。
【０１４０】
　例えば、マーカッシュ群の形式で要素がリストとして提示される場合、それらの要素の
各下位集団も開示され、任意の要素（複数可）をその群から取り除けることを理解すべき
である。また、「含む」という用語は、オープンであると意図され、付加的な要素または
ステップの包含を許容することにも留意されたい。一般に、本発明または本発明の態様が
、特定の要素、特徴、ステップなどを含むと称される場合、本発明の特定の実施形態また
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は本発明の態様は、そのような要素、特徴、ステップなどからなるか、または本質的にそ
れらからなることを理解すべきである。平易にするために、これらの実施形態は、本明細
書においてこれらの言葉で具体的に説明されない。したがって、１つまたは複数の要素、
特徴、ステップなどを含む本発明の各実施形態に対して、本発明は、それらの要素、特徴
、ステップなどからなるか、または本質的にそれらからなる実施形態も提供する。
【０１４１】
　範囲が与えられる場合、端点が含まれる。さらに、別段の定めがない限り、またはそう
でなければ文脈および／もしくは当業者の理解から明らかでない限り、範囲として表され
る値は、文脈において特に規定がない限り、その範囲の下限値の単位の１０分の１までの
、本発明の様々な実施形態における記載範囲内の任意の特定の値をとることができること
を理解すべきである。また、別段の定めがない限り、またはそうでなければ文脈および／
もしくは当業者の理解から明らかでない限り、範囲として表される値は、所与の範囲内の
任意の部分範囲をとることができ、その際、その部分範囲の端点は、その範囲の下限値の
単位の１０分の１と同程度の正確性で表されることも理解すべきである。
【０１４２】
　さらに、本発明の任意の特定の実施形態が、任意の１つまたは複数の請求項から明示的
に除外され得ることも理解すべきである。本発明の組成物および／または方法の任意の実
施形態、要素、特徴、応用、または態様が、任意の１つまたは複数の請求項から除外され
得る。簡潔にするために、１つまたは複数の要素、特徴、目的、または態様が除外される
実施形態のすべてを本明細書において明示的に説明することはしない。
【実施例】
【０１４３】
（実施例１）
　リボソームディスプレイシステムと適合性があるファージディスプレイベクターの設計
　リボソームタンパク質ディスプレイのために設計された適合性ベクター（例えば、実施
例２において説明するｐＷＲＩＬ－３およびｐＷＲＩＬ－４）中への選択されたタンパク
質コード配列の「ひとまとまり（ｂａｔｃｈ）」の移送を容易にする適合性制限部位を有
するファージディスプレイのために最適な機能的特徴を組み合わせるように、新しいプラ
スミドベクター（ｐＷＲＩＬ－１およびｐＷＲＩＬ－２）を設計した。
【０１４４】
　これらの新しいファージディスプレイベクターｐＷＲＩＬ－１およびｐＷＲＩＬ－２、
それぞれ配列番号１および２は、ディスプレイまたは発現しようとするポリペプチドをコ
ードする配列をクローニングするために２つのＳｆｉＩ制限部位を含有するように設計し
た。これら２つのＳｆｉＩ制限部位は、ライゲーション反応の間に互いに非適合性である
ように設計し、発現カセットの機能的領域中に組み入れた。
【０１４５】
　ｐＷＲＩＬ－１は、上流にｌａｃＩリプレッサー配列を有する制限的なＬａｃプロモー
ター／オペレーター系を含有する。ｐＷＲＩＬ－２は、プロモーター領域がｐＷＲＩＬ－
１とは異なる。ｐＷＲＩＬ－２は、ｌａｃＩ遺伝子とＬａｃプロモーター／オペレーター
領域の間に挿入された強力なｔＨＰターミネーターをさらに含有し、その結果、非常に厳
重に調節されたプロモーター／オペレーター系をもたらす。さらに、誘導前のｇ３融合タ
ンパク質産生をさらに低減させるために、低効率リボソーム結合配列をｐＷＲＩＬ－２に
おいて使用する。ｐＷＲＩＬ－１およびｐＷＲＩＬ－２のプロモーター領域の設計が異な
ることは、重要である。例えば、ｐＷＲＩＬ－２は、高度に制限されたそのプロモーター
系が理由で、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）に対して毒性であるタンパク質をディスプレイする
のに特に有用であると考えられるのに対し、ｐＷＲＩＬ－１は、より有効な発現ベクター
である。さらに、ｐＷＲＩＬ－１とｐＷＲＩＬ－２の双方とも、発現されたタンパク質の
ペリプラズム中への分泌を推進するＯｍｐ　Ａリーダーペプチドを含有する。
【０１４６】
　大型（１．２ｋｂ）の「スタッファー」配列は、ｐＷＲＩＬ－１とｐＷＲＩＬ－２の双
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方において、２つのＳｆｉ　１制限部位間の空間を占める。このスタッファー配列は、デ
ィスプレイされるタンパク質をコードするクローニング配列をまだ含有していないプラス
ミドによって形質転換された後に抗生物質による細菌の二重選択を可能にする、クロラム
フェニコール耐性遺伝子を含む。また、スタッファー配列は、アガロースゲル精製の間に
、２カ所切断プラスミドを１カ所切断プラスミドから容易に区別可能にするという実用的
利点のためにも使用する。いくつかの実施形態において、２つの非適合性制限部位間のス
タッファー配列は、対象とする抗原結合ポリペプチドのコード配列の発現を推進するもの
とは別のプロモーターのもとで抗生物質耐性遺伝子をコードするヌクレオチド配列を含む
。
【０１４７】
　６ヒスチジン「タグ」は、クローニングされるポリペプチドのＣ末端に連続するように
設計されて、発現されたタンパク質のアフィニティー精製と検出の双方を容易にする。Ｃ
－Ｍｙｃエピトープペプチドタグは、クローニングされるタンパク質のＣ末端に連続する
ようにポリヒスチジンタグの後に設計されて、発現されたタンパク質の高感度検出を促進
する。
【０１４８】
　トリプシン切断部位を含有する短いアミノ酸配列を、６ヒスチジンタグとＣ－Ｍｙｃタ
グの間に挿入する。このトリプシン切断部位により、選択後のファージの酵素的溶離が可
能になり、これは、タンパク質相互作用の親和性にも安定性にも溶離が影響を受けないた
め、有益である。
【０１４９】
　ｐＷＲＩＬ－１とｐＷＲＩＬ－２の双方とも、ｇ３アミノ酸２５０～４０６（配列番号
５１）を含むＭ１３バクテリオファージコートタンパク質３のＣ末端部分をコードする、
切断型ｇ３配列「断端（ｓｔｕｍｐ）」を含有する。このｇ３配列「断端」は、より一般
に使用されるアミノ酸１９８～４０６構築物よりも短い。この短い配列は、潜在的に不安
定なＧＳに富むリンカー領域および発現進行中に異常なＣｙｓ－Ｃｙｓ結合を引き起こす
可能性がある不対システイン残基Ｃ２０１を除去する。
【０１５０】
　「アンバー」ＤＮＡコドン（ヌクレオチド配列ＴＡＧ）は、Ｃ－Ｍｙｃタグとｇ３断端
の間に挿入する。このコドンは一般に、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）によって停止コドンとし
て読み取られるが、雄性変異「サプレッサー」株（例えば、ｓｕｐＥ遺伝子型またはｓｕ
ｐｆ遺伝子型）では、このコドンはしばしばアミノ酸として読み取られて、タンパク質－
タグ－ｇ３断端融合産物の読み過ごしおよび発現をもたらし、それによって、融合産物の
ファージ上でのディスプレイが可能になる。アンバーコドンの抑制はある程度だけ有効で
あるにすぎず、これは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）にとって毒性であることが多いｇ３産物
の産生を最小限にするため、ファージディスプレイにおいて有利である。「非サプレッサ
ー」株では、停止コドンは完全に機能的であり、ｇ３断端との融合がないタグ付き遊離タ
ンパク質が生じる。
【０１５１】
　ｐＷＲＩＬ－１とｐＷＲＩＬ－２の双方とも、Ｆ１起点、すなわちＭ１３バクテリオフ
ァージ複製起点を含有し、これは、ファージ粒子中へのプラスミドのパッケージングをも
たらして、ファージディスプレイに必要とされ重大な意味を持つ表現型と遺伝子型の対応
づけを作り出す。
【０１５２】
　また、ベクターは、プラスミドによって形質転換された大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）を抗生
物質によって選択するためのアンピシリン耐性遺伝子および大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）にお
いてプラスミドを増殖させるためのｐＵＣ複製起点を含有する。
【０１５３】
　ｐＷＲＩＬ－１ベクター系およびｐＷＲＩＬ－２ベクター系は、ＳｆｉＩなど単一の制
限酵素を用いたタンパク質ライブラリーまたは単一クローンのクローニングを容易にする
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ように、ならびにバクテリオファージＭ１３の表面における効率的なタンパク質ディスプ
レイおよび選択のために使用される同じベクターからの選択されたタンパク質コード配列
の効率的な発現を可能にするように、設計する。
【０１５４】
　さらに、ｐＷＲＩＬ－１ベクター系およびｐＷＲＩＬ－２ベクター系は、遺伝子配列を
改変せずに適合性ベクターに迅速に再編成することも可能にする。特に、ｐＷＲＩＬ－１
／２クローニング領域は、ｐＷＲＩＬ－３およびｐＷＲＩＬ－４など（実施例２を参照さ
れたい）本発明のリボソームディスプレイベクターへの、およびそれらからのコード配列
の迅速な移送を可能にするように設計されている。リボソームディスプレイ用のベクター
は、典型的には、さらに解析するためのタンパク質の細菌発現とは適合性ではないため、
これは、リボソームディスプレイ産物の解析のために重要である。
【０１５５】
（実施例２）
　ファージディスプレイシステムと適合性があるリボソームディスプレイベクターの設計
　２つのベクターｐＷＲＩＬ－３およびｐＷＲＩＬ－４を、ファージディスプレイベクタ
ーと適合性になるように設計し、それによって、ファージディスプレイ系とリボソームデ
ィスプレイ系の間の「まとめての」移送を容易にする。
【０１５６】
　前述のとおり、リボソームディスプレイベクターの重要な特徴は、折り畳みタンパク質
を合成する間にリボソームの停止を引き起こすタンパク質コード配列中の停止コドンがな
いことであり、したがって、リボソームとｍＲＮＡとコードされるタンパク質とが安定に
連係される。ｐＷＲＩＬ－３とｐＷＲＩＬ－４の双方とも、ディスプレイされるポリペプ
チドのインフレームの停止コドンを欠く。
【０１５７】
　ｐＷＲＩＬ－３およびｐＷＲＩＬ－４は、本発明のファージディスプレイベクター、例
えば、ｐＷＲＩＬ－１およびｐＷＲＩＬ－２（実施例１を参照されたい）と適合性がある
制限部位を含有する。具体的には、ｐＷＲＩＬ－３もｐＷＲＩＬ－４も、ｐＷＲＩＬ－１
およびｐＷＲＩＬ－２などのファージディスプレイベクター中に存在する２つの非適合性
ＳｆｉＩ部位を含有する。この特徴により、抗体および他のタンパク質のライブラリーを
ファージディスプレイ系とリボソームディスプレイ系の間で「まとめて」移送することが
可能になる。
【０１５８】
　さらに、ｐＷＲＩＬ－３もｐＷＲＩＬ－４も、ディスプレイされるポリペプチドをリボ
ソームから離してそのポリペプチドの正確なフォールディングを促進する、６９アミノ酸
のスペーサーポリペプチド配列（すなわち、遺伝子ＩＩＩの残基２４９～３１８）を含有
する。
【０１５９】
　ｐＷＲＩＬ－３は、原核生物（大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａ　ｃｏｌｉ））溶菌液に
おいてインビトロの転写および翻訳をするための、合成されたｍＲＮＡを保護するための
５’ステムループ構造および３’ステムループ構造、Ｔ７プロモーター、ならびにリボソ
ーム結合部位を含有する。したがって、ｐＷＲＩＬ－３は、原核生物ディスプレイのため
に最も適している。ｐＷＲＩＬ－４は、真核生物（ウサギ網状赤血球）溶解物においてイ
ンビトロの転写および翻訳をするための、合成されたｍＲＮＡを保護するための３’ステ
ムループ構造およびＴ７プロモーター、ならびにアフリカツメガエル（Ｘ．ｌｅａｖｉｓ
）βグロビン遺伝子の翻訳エンハンサーを含有する。したがって、ｐＷＲＩＬ－４は、真
核生物ディスプレイのために最も適している。
【０１６０】
（実施例３）
　ＳｃＦｖ抗体としてのヒト化親ＸＴ－Ｍ４の再編成および変異誘発
　抗ＲＡＧＥ抗体であるＸＴ－Ｍ４は、キメラ型およびヒト化型を含めて、米国特許出願
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公開第２００７／０２８６８５８Ａ１号において以前に説明されている。また、ＸＴ－Ｍ
４の具体的なｓｃＦｖヒト化変種（すなわち、ＶＨ２．０、ＶＬ２．１１）も、ＵＳ２０
０７／０２８６８５８Ａ１　ＳｃＦｖ抗体としてのヒト化親ＸＴ－Ｍ４の再編成および変
異誘発（Ｒｅｆｏｒｍａｔｔｉｎｇ　ａｎｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｐａｒｅ
ｎｔａｌ　Ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　ＸＴ－Ｍ４　ａｓ　ａｎ　ＳｃＦｖ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
）において説明されている。
【０１６１】
　変異誘発および改善された力価の試験に先立って、親抗体ＸＴ－Ｍ４を、柔軟なリンカ
ー配列［ＤＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＳ；配列番号１６］を組み入れたＶＬ－ＶＨ形
態およびＶＨ－ＶＬ形態の双方のｓｃＦｖとして再編成した。どちらの形態も機能的であ
ったが、ＶＬ－ＶＨ形態を最適化のために選択した。また、当業者には周知の一般的組換
えＤＮＡ技術を利用して、ＸＴ－Ｍ４　ｓｃＦｖのいずれかの端部に制限部位を組み入れ
て、ｓｃＦｖ－Ｆｃ融合タンパク質の簡便な再編成を容易にした。重複するオリゴヌクレ
オチドから、組み立てられたｓｃＦｖ抗体断片を合成し、Ｓｆｉ１制限酵素で消化し、フ
ァージディスプレイベクターｐＷＲＩＬ－１中にクローニングした。
【０１６２】
　ｓｃＦｖ形態の親抗体を変異誘発し、改善された力価についてスクリーニングした。変
異誘発は、オリゴヌクレオチド部位特異的変異誘発およびエラープローンＰＣＲ変異誘発
を含めて、標準的技術を用いて実施した。ファージディスプレイ技術またはリボソームデ
ィスプレイ技術のいずれかを利用して、抗原結合の増大に関して、変異クローンのライブ
ラリーを選択した。エラープローンＰＣＲによって、変種のリボソームディスプレイライ
ブラリーを作り出した。これにより、分子の全長に渡って多様性を導入することが可能に
なり、ＶＨ－ＣＤＲ３、フレームワーク残基、およびベニア領域以外のＣＤＲにおける潜
在的に有益な変異の単離が可能になった。このアプローチは、体細胞超変異の天然のプロ
セスと類似している。このアプローチに加えられる特徴は、機能的抗体パラトープの潜在
的なマッピング、変異「ホットスポット」の明確化、およびＶＨ／ＶＬドメイン相互作用
を増強する変異の潜在的単離である。エラープローンＰＣＲによって生じさせることがで
きる非常に大規模な分子多様性が原因で、このアプローチは、リボソームディスプレイと
共に使用されるのみであった。
【０１６３】
　エラープローンＰＣＲによるＸＴ－Ｍ４産生物をリボソームディスプレイベクターｐＷ
ＲＩＬ－３中にクローニングした。これは、推定されるサイズが５×１０１２であった。
ＶＨ－ＣＤＲ３ループまたはＶＬ－ＣＤＲ３ループのいずれかに多様性を導いて、２つの
ファージディスプレイライブラリーを構築した。１０コドンの長さのＶＨ－ＣＤＲ３を網
羅するために２つのコドンが重複した６コドンのストレッチ２つをひとかたまり（ｂｌｏ
ｃｋ）としてＶＨ－ＣＤＲ３の長さにまたがる、連続したＮＮＳ変異誘発コドンを用いた
全体的ランダム化によって、ＶＨ－ＣＤＲ３を積極的に変異させた。より少ない突然変異
荷重にＶＬ－ＣＤＲ３を供し、コドンに基づく戦略を取った。このアプローチは、公的デ
ータベース中の天然Ｖ遺伝子の照合された配列アライメントを用いて、このループ内の各
位置における天然のアミノ酸多様性を模倣することを狙いとした。ＶＨ－ＣＤＲ３ランダ
ム化ライブラリーのサイズは１．２×１０９であり、ＶＬ－ＣＤＲ３に基づいたライブラ
リーは５×１０８であった。双方のＣＤＲ３ライブラリー中の変異の頻度および分布（配
列決定によって決定される）は、オリゴヌクレオチド設計によって導入される理論上の多
様性と一致していた。
【０１６４】
（実施例４）
　ヒトＲＡＧＥおよびマウスＲＡＧＥに対する親和性が改善されたｓｃＦｖクローンの選
択
　ＲＡＧＥ抗原への結合の増大を、親ＸＴ－Ｍ４抗体を用いた競合アッセイ法の助けを借
りて検出した。ビオチン標識ｈＲＡＧＥ－Ｆｃと共にインキュベートし、結合したクロー
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ンをストレプトアビジン磁性ビーズを用いて回収し、結合していない変種を洗い流すこと
によって、ファージディスプレイライブラリーとリボソームディスプレイライブラリーの
双方から、親和性が改善された変種を選択した。親和性のより高い変種の優先的回収を推
進するために抗原濃度を低下させて、連続して複数回の選択を実施した。続いて、選択後
に回収されたクローンを、ｈＲＡＧＥ－Ｆｃへの結合の改善についてＨＴＲＦを用いてス
クリーニングした。これは、競合する試験ｓｃＦｖ抗体の存在下で、ユーロピウムクリプ
タートで標識された親ＸＴ－Ｍ４がＲＡＧＥに結合した際の蛍光の減少を測定するアッセ
イである。これらのアッセイにおいて、ｓｃＦｖのペリプラズム調製物を細菌培養物から
調製し、親抗体と抗原の組合せ物に濃度を漸増させながら添加した。ｓｃＦＶがビオチン
標識ＲＡＧＥ－Ｆｃに結合するために親ＸＴ－Ｍ４抗体と競合する能力を測定した。アビ
ジン－ＸＬ６６５複合体の存在下で、ビオチン標識ＲＡＧＥ－ＦＣに結合された標識付き
ＸＴ－Ｍ４を蛍光によって検出した。ビオチン標識ＲＡＧＥ－Ｆｃへの結合を得るために
ＸＴ－Ｍ４と競合するｓｃＦｖの量の増加を、蛍光の減少として検出した。連続的なスク
リーニングプロセスを用いて、ＨＴＲＦアッセイにおいて最も競合の程度が大きなより少
数のクローンに焦点を合わせていった。
【０１６５】
　ファージディスプレイクローンに対するヒトＲＡＧＥに関する個々の回の選択のハイス
ループットなＨＴＲＦ解析を図６に示す。白い三角は親ＸＴ－Ｍ４　ｓｃＦｖを表す。黒
い三角は、陰性対照の抗ＣＤ２０　ｓｃＦｖを表す。丸は、ＶＬ－ＣＤＲ３ライブラリー
に由来するクローンを表し、四角はＶＨ－ＣＤＲ３ライブラリーに由来するクローンを表
す。解析はすべて、ｓｃＦｖタンパク質の未精製ペリプラズム調製物を用いたシングルポ
イントアッセイとして実施した。図面の上方のクローンは、陰性の非結合クローンであり
、選択が左から右へ進むにつれて、非結合クローンの数は減少する。
【０１６６】
　リボソームディスプレイクローンに対するヒトＲＡＧＥに関する個々の回の選択のハイ
スループットなＨＴＲＦ解析を図７に示す。陰性対照（ＣＤ２０　ＳｃＦｖ）、親野生型
（ＸＴＭ４　ｓｃＦｖ）、および陽性対照（Ｈ８　ＳｃＦｖ）の範囲を、競合ＨＴＲＦに
おける蛍光の変化を測定するｙ軸上に示している。結合が改善されたクローンを四角で囲
んでいる。
【０１６７】
　各回の選択の後に、回収された著しく競合するクローンの数の増加を親ＸＴ－Ｍ４　ｓ
ｃＦｖと比べて観察した。
【０１６８】
　選択されたＶＬ－ＣＤＲ３変種は、ＶＨ－ＣＤＲ３変種よりも力が弱いことが判明した
ことから、抗原結合を測定する際にＶＨ－ＣＤＲ３の方が重要であることが示唆された。
また、ＶＨ－ＣＤＲ３配列の５’末端のＧＧＤＩモチーフが、変異を許容しない（ｔｏｌ
ｅｒａｎｔ）ことも観察された（この観察結果は、リボソームディスプレイ戦略を用いて
さらに確認された）。重鎖ＣＤＲ３における具体的な変異であるＦ１０６ＬがＶＨ－ＣＤ
Ｒ３において同定され、これは、選択された変種の圧倒的多数に存在した。また、いくつ
かのクローンにおいてＦ１０６Ｉも観察されたが、この変異は、Ｆ１０６Ｌに関して観察
されたのと同じ親和性増加とは関連していなかった。改善された変種の配列解析により、
いくつかの異なるクローンファミリーがあることが示された。
【０１６９】
　改善された近縁のクローンの大きなファミリーは、主にＫ／Ｒ－Ｖ－Ｇ／Ｓ配列からな
る、ループの中心の「荷電－疎水性－小型（ｃｈａｒｇｅ－ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｅ－ｓｍ
ａｌｌ）」モチーフ（１０３位、１０４位、１０５位）を有することが判明した。改善さ
れたクローンの第２のファミリーは、１０３～１０５位に異なるモチーフを有しており、
「疎水性－荷電－小型」（Ｌ／Ｖ－Ｄ－Ｓ／Ｇ）配列または「疎水性－疎水性－小型」（
Ｌ－Ｖ－Ｇ／Ｓ）配列からなった。配列決定されたほぼすべてのクローンにおいて、１０
５位では小型アミノ酸（Ｓ、Ｇ、たまにＭ）が好まれた。これは、この位置において野生
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型アミノ酸の化学的性質が維持されることを表す。Ｔ１０３Ｋ／Ｒ／Ｌ変異およびＴ１０
４Ｖ／Ｄ変異は、これらの位置における化学的性質の顕著な変化を表す。改善されたクロ
ーンの圧倒的多数は、Ｆ１０６Ｌのｃ末端側（１０７位）に荷電残基（Ｄ、Ｒ、Ｈ）を好
むことを示し、この位置では天然アミノ酸（Ｄ）が主に好ましい。しかし、全体的に最も
親和性が高い同定されたクローン（クローン３Ｇ５）は、この位置にプロリンを有する。
ＣＤＲ３中の最後の位置（Ｙ１０８）は、一般に、集団全体において多様であったが、天
然抗体のこの位置に最も頻繁に見出される大型芳香族残基（Ｙ、Ｆ）の内の１つとして主
に維持された。親和性の増大の成功の程度は、ＶＨよりもＶＬにおいて、いくらか低かっ
た。下記の表３および表４は、ＲＡＧＥ結合に対する親和性の増大に関して選択されたフ
ァージディスプレイクローン（表３）およびリボソームディスプレイクローン（表４）を
表す。表３中の「＊」で目立たせたクローンおよび表４中のＳ２Ｒ４Ａ４＿６Ｇ２以外の
全クローンは、ｓｃＦｖ－Ｆｃ融合物として再編成した。
【０１７０】
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【表３－１】
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【０１７１】
【表３－２】

 
【０１７２】
【表４】

 
【０１７３】
　ＥＬＩＳＡにおいてコーティングされたｈＲＡＧＥ－Ｆｃに機能的に結合する、連続的
な複数回の選択によって得られた２６１個のリボソームディスプレイクローンの配列解析
により、ＣＤＲ領域とフレームワーク領域の双方にまたがって分布されるＶＨドメインお
よびＶＬドメインの双方における変異の多様な拡散が示された。さらに、変異を許容しな
い残基を明確にした。また、継続的な複数回の選択を通して保有された優性変異のいくら
かの証拠も特定され、ある種のクローンに対する選択圧が示唆された。
【０１７４】
（実施例５）
　ｓｃＦＶクローンのｓｃＦｖ－Ｆｃ融合タンパク質クローンへの再編成　ファージディ
スプレイ選択およびリボソームディスプレイ選択によって同定されたクローンを、ｓｃＦ
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ｖ－Ｆｃ再編成のために選択した。前述したｐＷＲＩＬ－３におけるリボソームディスプ
レイクローンの場合、上位１０位を選択するために、他の二次的な判断基準も考慮した（
すなわち、クローンは、１２３個の配列の集団において４回を超えるアミノ酸頻度の変異
を有さなければならなかった。頻繁に存在する変異を保有するクローン、およびＶＬ／Ｖ

Ｈ境界に潜在的に位置する変異を保有するとみなされるクローン）。
【０１７５】
　親ＸＴ－Ｍ４　ｓｃＦｖ構築物の初期設計では、ｐＷＲＩＬ－３のｓｃＦｖ配列の５’
末端および３’末端にＢｓｓＨＩＩ制限部位およびＢｃｌ１制限部位を組み入れて、選択
されたアクセプターベクターを用いてＦｃ融合物に直接再編成するのを容易にした。
【０１７６】
　このアクセプターベクターは、細菌および真核生物において移送および発現させるため
の真核生物プロモーターならびに真核生物複製起点および細菌複製起点と共に、野生型（
ｗｔ）ＩｇＧ定常領域（Ｆｃ）を含有した。また、これは、１つまたは複数の可変領域結
合ドメインを組み込むためのマルチクローニング部位を含有し、ＦＶ－Ｆｃ融合タンパク
質の一部分として可変領域（複数可）を発現することを可能にする。選択されたｓｃＦｖ
をコードする核酸を、タンパク質レベルでＦｃ定常領域に作動可能に連結され融合される
プレベクターｐＳＭＥＤ中にクローニングした。組換えプラスミドは、ヒトＩｇＧのｓｃ
Ｆｖコード領域アミノから、ヒンジ領域とそれに続くＣＨ１領域およびＣＨ２領域のタン
パク質コード配列を含有するＦｃ領域を含むオープンリーディングフレームを含有した。
【０１７７】
　前述の組換えプラスミドをＣＯＳ細胞中にトランスフェクトし、ｓｃＦｖ－Ｆｃ融合物
構築物を発現させた。ＣＯＳ細胞中での発現後、ｓｃＦｖは２つのヒンジ領域を利用して
、二価のｓｃＦｖ－Ｆｃ融合構築物を形成する。ファージディスプレイ（ｎ＝１０）およ
びリボソームディスプレイ（ｎ＝１０）に由来する選択されたクローンのパネルを、親Ｘ
Ｔ－Ｍ４に関して前述したようにしてＦｃ融合物に変換した［注意：リボソームディスプ
レイクローンの内の１つは、ランダム変異誘発による内部Ｂｃｌ１　部位の生成が原因で
失われた］。
【０１７８】
　これらをＣＯＳ細胞において一過性に発現させ、プロテインＡアフィニティークロマト
グラフィー、続いてＰＢＳへのバッファー交換によって精製した。精製されたタンパク質
のＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析により、純度レベルは高く、明らかな凝集産物も分解産物も検出
されないことが示された。また、各クローンのＳＥＣ（サイズ排除クロマトグラフィー）
解析も実施して、高分子量凝集物（ＨＭＷ）の形成を検出した。全体的に、ファージディ
スプレイクローンの場合もリボソームディスプレイクローンの場合も、ＨＭＷ形成のレベ
ルは低かった。特に本明細書において発見されたリボソームディスプレイクローンは、凝
集レベルが低い非常に有利なＳＥＣプロファイルを有する。特定の理論に拘泥するもので
はないが、低レベルの凝集は、これらのｓｃＦｖ分子が配列の全長にまたがるランダムな
エラープローンＰＣＲに供され、この意味では、単一単位として発達したことに起因する
可能性がある。クローン１０Ｈ６、１０Ｄ８、および２Ｅ６は、柔軟なリンカー中にＡｓ
ｎ残基への変異を保有していた。これもまた、生化学的特徴の改善と相関関係があり得る
。ｓｃＦｖ－Ｆｃ融合タンパク質のＳＥＣ解析の場合、５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ７．５）において濃度６０μｇ／ｍｌで、全試料を試験した。
【０１７９】
　また、精製したｓｃＦｖ－Ｆｃタンパク質を前述したようにＨＴＲＦ力価測定にも供し
、これにより、二価形態における親和性改善が確認された。たいていの場合、ｓｃＦｖか
ら二価融合物に移行する際、さらなる改善が認められた。改善された力価を示すファージ
ディスプレイクローンとリボソームディスプレイクローンの双方を、ｓｃＦｖ－Ｆｃ融合
物に再編成した。図８Ａおよび８Ｂならびに図９に示すように、ヒトＲＡＧＥとマウスＲ
ＡＧＥの双方に対して、ＨＴＲＦ力価測定解析を実施した。
【０１８０】



(44) JP 2012-503982 A 2012.2.16

10

20

（実施例６）
　ＳＣＦＶ－ＦＣ融合タンパク質の特徴付け
　ＢＩＡｃｏｒｅ解析および速度定数計算では、ＣＭ５　ＢＩＡＣＯＲＥ表面に直接固定
したＲＡＧＥ－ＳＡを使用し、ｓｃＦｖ－Ｆｃタンパク質を表面に３分間注入し、解離期
間を５分間とした。要約すれば、変異クローンは有意に改善され、ファージディスプレイ
クローンの場合は７～６９倍の範囲で、また、リボソームディスプレイクローンの場合は
４～６７倍の範囲でｋｄ値が改善した。
【０１８１】
（実施例７）
　ＣＨＯ－ＲＡＧＥ細胞へのＳＣＦｖ－Ｆｃタンパク質の結合
　ＣＨＯ－ＲＡＧＥ細胞へのｓｃＦｖ－Ｆｃタンパク質の結合を実施して、選択されたク
ローンが、細胞表面で発現された本物のＲＡＧＥ標的に対しても改善された結合を示すこ
とを確認した。折り畳んだ親ＸＴ－Ｍ４　ｓｃＦｖ－Ｆｃ融合物の５～１４倍の、改善さ
れたＥＣ５０値が観察された。安定にトランスフェクトされたチャイニーズハムスター卵
巣（ＣＨＯ）細胞を人工的に作り出して、マウスおよびヒトのＲＡＧＥ全長タンパク質を
発現させた。マウスおよびヒトのＲＡＧＥ　ｃＤＮＡを哺乳動物発現ベクターｐＳＭＥＤ
中にクローニングし、直線化し、リポフェクチン法によってＣＨＯ細胞中にトランスフェ
クトした（Ｋａｕｆｍａｎ，Ｒ．Ｊ．、１９９０、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏ
ｌｏｇｙ　１８５：５３７～６６、Ｋａｕｆｍａｎ，Ｒ．Ｊ．、１９９０、Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５：４８７～５１１、Ｐｉｔｔｍａｎ，Ｄ．Ｄ．
ら、１９９３、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２２２：２３６）。２０
ｎＭメトトレキサート中で細胞をさらに選択し、個々のクローンから細胞抽出物を収集し
、ＳＤＳドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
）およびウェスタンブロット法によって解析して発現を確認した。これらの結果を下記の
表５に示す。４５０ｎｍでの吸光度値は、ＲＡＧＥを発現しない対照ＣＨＯ細胞に結合す
る同じクローンに対して補正した。ＧｒａｐｈＰａｄプリズムを用いたカーブフィッティ
ングの後にＥＣ５０値を算出した。これは、μｇ／ｍｌの単位で表す。ＥＣ５０は、最大
値の５０％を与えるｓｃＦｖ－Ｆｃタンパク質の有効濃度（単位ｕｇ／ｍｌ）である。
【０１８２】
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【図８－２】 【図９】
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