
JP 6974909 B2 2021.12.1

10

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の多様性ファミリーのメンバーを発現
し、抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の前記ファミリーの多様性の少なく
とも一部を発現する、全体の複雑さＣ＝１．３×１０10のベクターのライブラリーであっ
て、前記ベクターがＨＣ－ＣＤＲ３領域の前の位置９４及びＨＣ-ＣＤＲ３領域をコード
化する多様なＤＮＡ配列を含み、
　-　長さＬ＝７のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、９
６、９７、９８、９９、１０１及び１０２で、表３Ａに定義されるアミノ酸組成と各アミ
ノ酸の相対頻度を含み、ここで、表３Ａは、長さＬ＝７を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループに
対する最適化されたライブラリーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、存在する異な
るアミノ酸がそれらの相対頻度と共に示されており、
　表３Ａ：



(2) JP 6974909 B2 2021.12.1

10

20

30

40

【表３Ａ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝７を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ（
Ｌ）が０．１％であり、
　-　長さ８のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、９６、
９７、９８、９９、１００、１０１及び１０２で、表３Ｂに定義されるアミノ酸組成と各
アミノ酸の相対頻度を含み、ここで、表３Ｂは、長さＬ＝８を有するＨＣ-ＣＤＲ３ルー
プに対する最適化されたライブラリーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、存在する
異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に示されており、
　表３Ｂ：
【表３Ｂ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝８を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ（
Ｌ）が１．０％であり、
　-　長さＬ＝９のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、９
６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１０１及び１０２で、表３Ｃに定義されるア
ミノ酸組成と各アミノ酸の相対頻度を含み、ここで、表３Ｃは、長さＬ＝９を有するＨＣ
-ＣＤＲ３に対する最適化されたライブラリーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、
存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に示されており、
　表３Ｃ：
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【表３Ｃ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝９を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ（
Ｌ）が２．５％であり、
　-　長さＬ＝１０のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、
９６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１００Ｂ、１０１及び１０２で、表３Ｄに
定義されるアミノ酸組成と各アミノ酸の相対頻度を含み、ここで、表３Ｄは、長さＬ＝１
０を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラリーのアミノ酸組成であ
り、各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に示されており、
　表３Ｄ：
【表３Ｄ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝１０を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ
（Ｌ）が１１．５％であり、
　-　長さＬ＝１１のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、
９６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１００Ｂ、１００Ｃ、１０１及び１０２で
、表３Ｅに定義されるアミノ酸組成と各アミノ酸の相対頻度を含み、ここで、表３Ｅは、
長さＬ＝１１を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラリーのアミノ
酸組成であり、各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に示さ
れており、
　表３Ｅ：
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【表３Ｅ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝１１を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ
（Ｌ）が２８．３％であり、
　-　長さＬ＝１２のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、
９６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１００Ｂ、１００Ｃ、１００Ｄ、１０１及
び１０２で、表３Ｆに定義されるアミノ酸組成と各アミノ酸の相対頻度を含み、ここで、
表３Ｆは、長さＬ＝１２を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラリ
ーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度
と共に示されており、
　表３Ｆ：
【表３Ｆ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝１２を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ
（Ｌ）が１９．８％であり、
　-　長さＬ＝１３のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、
９６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１００Ｂ、１００Ｃ、１００Ｄ、１００Ｅ
、１０１及び１０２で、表３Ｇに定義されるアミノ酸組成と各アミノ酸の相対頻度を含み
、ここで、表３Ｇは、長さＬ＝１３を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループに対する最適化された
ライブラリーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれら
の相対頻度と共に示されており、
　表３Ｇ：
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【表３Ｇ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝１３を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ
（Ｌ）が１７．７％であり、
　-　長さＬ＝１４のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、
９６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１００Ｂ、１００Ｃ、１００Ｄ、１００Ｅ
、１００Ｆ、１０１及び１０２で、表３Ｈに定義されるアミノ酸組成と各アミノ酸の相対
頻度を含み、ここで、表３Ｈは、長さＬ＝１４を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループに対する最
適化されたライブラリーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、存在する異なるアミノ
酸がそれらの相対頻度と共に示されており、
　表３Ｈ：
【表３Ｈ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝１４を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ
（Ｌ）が１３．１％であり、
　-　長さＬ＝１５のＨＣ-ＣＤＲ３ループの場合、前記配列がカバト位置の９４、９５、
９６、９７、９８、９９、１００、１００Ａ、１００Ｂ、１００Ｃ、１００Ｄ、１００Ｅ
、１００Ｆ、１００Ｇ、１０１及び１０２で、表３Ｉに定義されるアミノ酸組成と各アミ
ノ酸の相対頻度を含み、ここで、表３Ｉは、長さＬ＝１５を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループ
に対する最適化されたライブラリーのアミノ酸組成であり、各位置に対して、存在する異
なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に示されており、
　表３Ｉ：
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【表３Ｉ】

　ベクターのライブラリーにおける長さＬ＝１５を有するＨＣ-ＣＤＲ３ループの分率ｐ
（Ｌ）が６．０％である、ベクターのライブラリー。
【請求項２】
　前記抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、１以上の定常領域を含む抗体
、一本鎖抗体、ＦＡＢ断片、重鎖のみの抗体又は可変重鎖のみのドメインから選択される
抗体又はその断片である、請求項１に記載のベクターのライブラリー。
【請求項３】
　前記抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、ヒト抗体生殖細胞系列の可変
セグメントを含む、請求項１又は２に記載のベクターのライブラリー。
【請求項４】
　前記抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、ヒト生殖細胞系列の配列を含
有するヒト抗体ＶＫ１軽鎖可変領域及びヒト生殖細胞系列の配列を含有するヒト抗体ＶＨ
３重鎖可変領域を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載のベクターのライブラリー。
【請求項５】
　ＶＫ１κ軽鎖可変領域が配列番号３及び配列番号４のヒト生殖細胞系列の配列を含有し
、軽鎖ＣＤＲ３領域が配列番号５の配列を含有し、ＶＨ３重鎖可変領域が配列番号１及び
配列番号２のヒト生殖細胞系列の配列を含有する、請求項４に記載のベクターのライブラ
リー。
【請求項６】
　ヒト生殖細胞系列の配列を含むＶＨ３重鎖可変領域が、配列番号６のリンカーと共に、
ヒト生殖細胞系列の配列を含むヒト抗体ＶＫ１κ軽鎖可変領域に連結されることを特徴と
する、請求項４に記載のベクターのライブラリー。
【請求項７】
　前記ライブラリーを産生するのに使用されるベースベクターが配列番号８を有すること
を特徴とする、請求項１～６のいずれか一項に記載のベクターのライブラリー。
【請求項８】
　標的抗原に対する選択のための請求項１～７のいずれか一項に記載のベクターのライブ
ラリー。
【請求項９】
　前記ライブラリーが標的抗原に対する選択のためのファージ上にディスプレイされるこ
とを特徴とする、請求項８に記載のベクターのライブラリー。
【請求項１０】
　前記ライブラリーがＨＣ－ＣＤＲ３領域及びＨＣ－ＣＤＲ３の前の位置に限定された多
様性を有することを特徴とする、請求項１～９のいずれか一項に記載のベクターのライブ
ラリー。
【請求項１１】
　ＨＣ-ＣＤＲ３ループの長さが９～１１であることを特徴とする、請求項１に記載のベ
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クターのライブラリー。
【請求項１２】
　ＨＣ-ＣＤＲ３ループの長さが１１であることを特徴とする、請求項１に記載のベクタ
ーのライブラリー。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、長さを変化したヒトＨＣ－ＣＤＲ３領域を含むベクターのライブラリーを提
供し、このライブラリーでは、前記ライブラリーの多様性がＨＣ－ＣＤＲ３領域のみにフ
ォーカスされており、多様性は、冗長性（redundancy）が短いＨＣ－ＣＤＲ３ループに対
して減少され、より長いループ長に対するＨＣ－ＣＤＲ３領域の変異の対象範囲が増加す
るように最適化されている。本発明のライブラリーは、標的抗原に対する選択用のファー
ジ上でディスプレイされる。
【背景技術】
【０００２】
　全ヒト抗体（Green, 2014（非特許文献１））を提供するｉｎ　ｖｉｖｏでのディスカ
バリープラットホームの最近の進展にもかかわらず、組換え抗体ライブラリーは、特に、
ｉｎ　ｖｉｖｏでの試みが失敗に終わるか、又は抗体の性質に起因して実施するのが不可
能である困難な標的に対して、重要な相補的アプローチの代表であり続けている。組み換
え抗体ライブラリーは、多くのレイアウト及びフォーマットで記述されている（Mondon e
t al., 2008）（非特許文献２）。ライブラリーは、６ループ領域、即ち相補性決定領域
（ＣＤＲｓ）までの範囲内で連続的により複雑な変化を組み合わせて、通常コンビナトリ
アル形式で無作為に構築される。最も大きな変化は、一般に、天然の抗体に存在する最も
可変で重要なＣＤＲセグメントである、重鎖（ＨＣ）可変領域のＣＤＲ３領域（ＨＣ－Ｃ
ＤＲ３）に誘導される（Togegawa, 1983（非特許文献３）；Chothia et al,. 1989（非特
許文献４））。
【０００３】
　ＨＣ－ＣＤＲ領域について、組み換え抗体ライブラリーに移植されたループ長分布（ラ
イブラリーに存在する各ループ長のパーセンテージ）は、通常、天然の抗体で観測される
もの、即ち、１２の長さのＨＣ－ＣＤＲループの周りに最大値を有する、ほぼベル型の分
布を示す分布を反映する（Zemlin et al., 2003（非特許文献５））。いくつかの例外は
あるが（例えば、Fellouse et al., 2007（非特許文献６）；Mahon et al., 2013（非特
許文献７））、組み換え抗体ライブラリーは、このベル型分布に（ほぼ）従って設計され
てきた。これは、複雑さの高いライブラリー（１０9～１０10以上の全複雑さ）がコンビ
ナトリアル形式で生成される場合に、重要な意義を有する。より短いＨＣ－ＣＤＲ３ルー
プからの変異は、長いＨＣ－ＣＤＲ３ループからの変異よりも多く表れる（実際には、全
ての変異が存在するか、数回存在しさえする）。これは、後者について、すべての可能な
変異がほんのわずかしか存在しないからである。ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対して一定の
長さ分布（全てのＨＣ－ＣＤＲ３長がライブラリーで等しい割合で存在する）を使用する
と、より短いＨＣ－ＣＤＲ３ループに対して冗長性がさらに増加し（これらの分率（perc
ent fraction）は天然抗体に対して観測されるベル型分布に比較して高い。）、長いＨＣ
－ＣＤＲ３ループに対する可能な変異の全対象範囲がわずかに増加し、中間の長さのＨＣ
－ＣＤＲ３ループに対する対象範囲が減少する。
【０００４】
　治療剤として既に承認されているか又は臨床開発中の抗体の全数は、着実に増加してい
る。ＣｈＥＭＢＬデータベース（https://www.ebi.ac.uk/chembl/（非特許文献８））の
調査は、天然のヒト抗体で観測された滑らかなベル型の長さ分布と異なるが、マウス抗体
のそれとも異なるＨＣ－ＣＤＲ３長１０で明確な最大値を有する。従って、長さ１０のＨ
Ｃ－ＣＤＲ３ループは、治療抗体の候補を単離しようと意図されたライブラリー内で特に
よく表れる。より短いＨＣ－ＣＤＲ３ループを有する抗体は、よく発現し、製品の開発を
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成功させるのに重要な特性である低い凝集の傾向を示すようである。
【０００５】
　ＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーが種々の状況で生成される（Barbas et al., 1992
（非特許文献９）；Braunagel et al., 1997（非特許文献１０）；Pini et al., 1998（
非特許文献１１）；Hoet et al., 2005（非特許文献１２）；Silacci  et al., 2005（非
特許文献１３）；Mahon et al., 2013（非特許文献７）；ＵＳ２００６／０２５７９３７
Ａ１（特許文献１））が、多くの組み換え抗体ライブラリーは、ＨＣ－ＣＤＲ３領域だけ
でなく、５つの他のＣＤＲ領域の１つ以上にも多様性を導入する（例えば、Knappik et a
l., 2000（非特許文献１４）；Prassler et al., 2013（非特許文献１５））。種々のＣ
ＤＲ領域に存在する多様性は、次に、全体の多様性が最も低いＣＤＲ領域で通常開始され
るライブラリーのクローニングの間に、完全に無作為な形式で組み合わされる。いくらか
の冗長性と重複（duplicates）が存在しうる短いＨＣ－ＣＤＲ３ループを除いて、各ＨＣ
－ＣＤＲ３領域の変異は、ライブラリーで１度だけ存在する特有のものと考える必要があ
る。結果として、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループの変異は、適合性についての任意の構造的又は
機能的選択をされることなく、他のＣＤＲ領域からの完全に無作為な変異の組み合わせと
「対応付けられる」ことになる。他のＣＤＲ領域が生殖細胞系列の配列によって、又は単
一のコンセンサス配列（例えば軽鎖ＣＤＲ３領域に対して）によって表れる状況と比較し
て、他（５種類のうちの１つ）のＣＤＲ領域からの変異の無作為な選択と組み合わされた
特定のＨＣ－ＣＤＲ３の変異を有することには利点がない。従って、ＨＣ－ＣＤＲ３のみ
のライブラリーは、追加の多様性を持ったライブラリーと比較して、良いか又はよりよく
機能すべきである。唯一の例外は、短いＨＣ－ＣＤＲ３ループであり、この場合、冗長性
（ライブラリーに１コピーを超えて変異が存在する）ために、非常に制限された数の、他
のＣＤＲｓにおける変化の組み合わせが探索される。即ち、同じＨＣ－ＣＤＲ３の変異が
複数回存在し、それぞれが、他のＣＤＲ領域において異なる変異の組み合わせを有するも
のが探索される。しかし、ＨＣ－ＣＤＲ３の変異がこれらの組み合わせの１０のみと組み
合わされるためには、ＨＣ－ＣＤＲ３領域の重複（duplication）レベルも１０あたりで
なければならない。短いＨＣ－ＣＤＲ３ループに対してさえ、これは、ほとんどのＨＣ－
ＣＤＲ３ループ長に対して非実用的である１０の因子によって、ライブラリー内のそのル
ープ長の割合を増加することを意味する。ライブラリー、例えばＬＣ－ＣＤＲ３に存在す
る追加の多様性を効果的に探索するためには、例えば、数パーセントの全ライブラリーを
表す特定の長さを有するＨＣ－ＣＤＲ３ループが、かなり高い２桁の分率（percent frac
tion）で存在する必要がある。これは、単一のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対して達成する
ことがすでに困難であることに加え、全てのＨＣ－ＣＤＲ３ループ長からの変異が他のＣ
ＤＲ領域中の制限された数の変異をも効果的に兼ね備えたライブラリーを生成することは
不可能である。１つのケース（Mahon et al., 2013（非特許文献７））では、ＨＣ－ＣＤ
Ｒ３のみのライブラリーの性能が、対応するＨＣ－ＣＤＲ３ライブラリー及びＬＣ－ＣＤ
Ｒ３ライブラリーと比較された。ＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーは優れた特性を示し
たが、著者らは、ＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーに都合のよい「コンビナトリアル効
果（combinatorial effect）」を完全に認めておらず、ＨＣ－ＣＤＲ３ライブラリーのよ
りよい性能を、ＬＣ－ＣＤＲ３及びＨＣ－ＣＤＲ３ライブラリーにおけるＬＣ－ＣＤＲ３
とＨＣ－ＣＤＲ３の多様性の間の可能な構造的不親和性にあるとした。
【０００６】
　ＨＣ－ＣＤＲ３の多様性の設計が天然の抗体で観測される位置ごとのアミノ酸頻度に基
づく組み換え抗体ライブラリーは、所望のアミノ酸分布の適切な表現のみを可能にし、望
まないＣｙｓ及びストップコドンを生じる、標準の変性オリゴヌクレオチドを用いるか（
例えば、Philibert et al., 2007（非特許文献１６）、或いは、多様性がトリマーブロッ
ク（三量体ブロック（trimer block））をコード化するアミノ酸の混合物を通して導入さ
れているオリゴヌクレオチドによって、生成されている（Braunagel et al., 1997（非特
許文献１０）；Knappik et al., 2000（非特許文献１４）；Prassler et al, 2013（非特
許文献１５）；Mahon et al, 2013（非特許文献７）；ＵＳ２００６／０２５７９３７Ａ
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１（特許文献１）、ＥＰ１９７９３７８Ｂ１（特許文献２））。
【０００７】
　しかし、これらの例の何れも、特定のＨＣ－ＣＤＲ３長に対するライブラリー内に実際
に存在する異なる変異の数に関連し、ライブラリーの設計によって定義される理論的に可
能な数の変異に比較された全ライブラリーの一定の割合（フラクション（fraction））を
表すコンビナトリアル効果を正しく認識していない。ベル型をした「天然様」ＨＣ－ＣＤ
Ｒ３ループ長分布の存在下で、コンビナトリアル効果は、短いＨＣ－ＣＤＲ３ループに対
する変異の過剰表現と、長いＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する非常に小さい対象範囲を導く
。ＵＳ２００６／０２５７９３７Ａ１（特許文献１）は、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長（８、
１０、１３、１４、１５、１７、１８、１９）の制限された範囲をカバーするライブラリ
ーの設計、並びに、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ位置でのアミノ酸組成が、１９種の異なるアミ
ノ酸の固定した当モル混合物に対応するか、或いは特定の位置に対して、即ち全てのＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長に対して無差別に、いくつかのアミノ酸の固定した混合物に制限され
ることのみを記載している。ＥＰ１９７９３７８Ｂ１（特許文献２）は、ＨＣ－ＣＤＲ３
ループ長が３つの変化した長さ範囲に分割され、各々の範囲が、定義されたアミノ酸組成
（多様性因子と呼ばれる）を有するものであるライブラリーの設計を記載している。種々
のＨＣ－ＣＤＲ３ループ位置に対する一定の長さ範囲内で全てのＨＣ－ＣＤＲ３ループの
アミノ酸組成を表す多様性因子は、Ｋａｂａｔ位置９５～１０２を含む。ＨＣ－ＣＤＲ３
内の各位置又は位置の範囲に対して、多様性因子はアミノ酸のサブセットに特定の頻度で
割り当てられるが、残りのアミノ酸は全て（Ｃｙｓを除く）、アミノ酸のサブセットのみ
が存在する位置１０１及び１０２の他は、固定した頻度で含まれる。従って、全てのアミ
ノ酸（Ｃｙｓを除く）が、ほぼ全てのＨＣ－ＣＤＲ３ループ位置で、及び全てのＨＣ－Ｃ
ＤＲ３ループ長に対して種々の頻度で存在するので、この設計は、莫大な数の理論的に可
能な変異を生じる。中間の長さのＨＣ－ＣＤＲ３ループ（例えば、長さ９、１０、１１）
に対してさえ、１０10の全複雑さのライブラリーに存在する変異の実際の数は、設計に従
ったすべての可能な変異のほんのわずかである。
【０００８】
　約１０12の全体にわたる総複雑さまで、合成ＣＤＲ３の多様性を取り込んだ組み換えヒ
ト抗体ライブラリーが生成されており（Knappik et al., 2000（非特許文献１４）、Pras
sler et al., 2011（非特許文献１７））、実際の応用において成果（特定の標的に対す
る抗体の選択）が立証されており、これは、とてつもない大きさのためであるかもしれな
い。しかし、このようなサイズのライブラリーの生成は、かなりの努力を必要とし、経済
的コストも高くなる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００６／０２５７９３７Ａ１号明細書
【特許文献２】欧州特許第１９７９３７８Ｂ１号明細書
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Green, 2014
【非特許文献２】Mondon et al., 2008
【非特許文献３】Togegawa, 1983
【非特許文献４】Chothia et al,. 1989
【非特許文献５】Zemlin et al,. 2003
【非特許文献６】Fellouse et al., 2007
【非特許文献７】Mahon et al., 2013
【非特許文献８】https://www.ebi.ac.uk/chembl/
【非特許文献９】Barbas et al., 1992
【非特許文献１０】Braunagel et al., 1997
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【非特許文献１１】Pini et al., 1998
【非特許文献１２】Hoet et al., 2005
【非特許文献１３】Silacci  et al., 2005
【非特許文献１４】Knappik et al., 2000
【非特許文献１５】Prassler et al., 2013
【非特許文献１６】Philibert et al., 2007
【非特許文献１７】Prassler et al., 2011
【非特許文献１８】Kabat, 1983
【非特許文献１９】Chothia & Lesk, 1987
【非特許文献２０】Lppolito et al., 2012
【非特許文献２１】Huang et al. 1996
【非特許文献２２】de Waldt et al., 1999
【非特許文献２３】DeKosky et al.,2013
【非特許文献２４】Glanville et al., 2010
【非特許文献２５】Ewert et al., JMB 2003
【非特許文献２６】McCafferty et al., 1994
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　従って、最適化された特性、即ち治療抗体への更なる発展に向けた良好な候補クローン
を選択するための高い可能性を有し、受け入れ可能な実験的な努力と受け入れ可能な経済
的コストをもたらすヒト抗体ライブラリーを設計することの必要性が存在する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ループ長５～２０に対する重鎖ＣＤＲ３領域のカバト（Kabat）番号付けの図で
ある。ＨＣ－ＣＤＲ３領域が示されており、ＨＣ－ＣＤＲ３領域の部分である残基に灰色
の影をつけている。ＨＣ－ＣＤＲ３領域の前及び後の、カバト位置９２、９３、９４、及
び、１０３、１０４で、それぞれ、最も頻繁に観測されるアミノ酸（ＣＡＲ及びＷＧ）が
報告される。
【図２】天然抗体で観測されるＨＣ－ＣＤＲ３ループ長の分布である。
【図３】ＨＣ－ＣＤＲ３領域を置き換えるスタッファー要素を含む一本鎖骨格（scaffold
）の配列である。Ｐｓｔｌ／Ｓｔｙｌでの消化によりスタッファーを除去し、ＨＣ－ＣＤ
Ｒ３多様性を含有するオリゴヌクレオチドの挿入を可能にする。特有の制限酵素認識部位
（restriction site）は配列中にアンダーラインで示した。可変軽鎖のＣＤＲ１及びＣＤ
Ｒ３領域の位置も示さている。
【図４】ＨＣ－ＣＤＲ３多様性を含有するオリゴヌクレオチドの挿入後の一本鎖骨格の重
鎖を示す概略図である。
【図５】ＨＣ－ＣＤＲ３多様性を含有するオリゴヌクレオチド内の１を超えるアミノ酸を
有する位置で多様性を生じるのに使用される、コドンをコード化するトリマーブロックの
表である。
【図６】ファージミドベクターである、ベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿Ｖ２２の概略
図である。
【図７】ファージミドベクターである、ベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿Ｖ２２であっ
て、特有の制限酵素認識部位を有するものを示す概略図である。
【図８－１】承認された又は臨床用に開発された治療抗体のＨＣ－ＣＤＲ３配列及びＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長である。
【図８－２】承認された又は臨床用に開発された治療抗体のＨＣ－ＣＤＲ３配列及びＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長である。
【図８－３】承認された又は臨床用に開発された治療抗体のＨＣ－ＣＤＲ３配列及びＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長である。
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【図８－４】承認された又は臨床用に開発された治療抗体のＨＣ－ＣＤＲ３配列及びＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長である。
【図８－５】承認された又は臨床用に開発された治療抗体のＨＣ－ＣＤＲ３配列及びＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長である。
【図９】承認された又は臨床用に開発された治療抗体及び天然抗体におけるＨＣ－ＣＤＲ
３ループ長分布の比較である。天然抗体に対するパーセント値は４～１９の長さで再正規
化（トータルで１００％まで）されている。
【図１０】承認された又は臨床用に開発された治療抗体のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長、天然
抗体、及び最適化されたライブラリー設計におけるループ長分布の比較である。天然抗体
に対するパーセント値は５～１９の長さで再正規化（トータルで１００％まで）されてい
る。
【図１１－１】ループ長１５に対するＨＣ－ＣＤＲ３多様性をコード化するオリゴヌクレ
オチドである。１を超えるアミノ酸が存在する位置では、個々のトリマーブロックの相対
頻度を含むトリマーブロックの混合物が示される。Ｐｓｔｌ又はＳｔｙｌ制限酵素認識部
位を含有するオリゴヌクレオチドの部分は灰色で示されている。
【図１１－２】ループ長１５に対するＨＣ－ＣＤＲ３多様性をコード化するオリゴヌクレ
オチドである。１を超えるアミノ酸が存在する位置では、個々のトリマーブロックの相対
頻度を含むトリマーブロックの混合物が示される。Ｐｓｔｌ又はＳｔｙｌ制限酵素認識部
位を含有するオリゴヌクレオチドの部分は灰色で示されている。
【図１２Ａ】ライブラリーからのＢＳＡ特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）３
ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ）
比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩＩ
ラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、ＢＳＡ
及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウ
ンドから単離された単クローンのＢＳＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１３３）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１２
の陽性クローンの特異性を、ＢＳＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡ
によって試験した。
【図１２Ｂ】ライブラリーからのＢＳＡ特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）３
ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ）
比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩＩ
ラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、ＢＳＡ
及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウ
ンドから単離された単クローンのＢＳＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１３３）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１２
の陽性クローンの特異性を、ＢＳＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡ
によって試験した。
【図１２Ｃ】ライブラリーからのＢＳＡ特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）３
ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ）
比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩＩ
ラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、ＢＳＡ
及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウ
ンドから単離された単クローンのＢＳＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１３３）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１２
の陽性クローンの特異性を、ＢＳＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡ
によって試験した。
【図１２Ｄ】ライブラリーからのＢＳＡ特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）３
ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ）
比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩＩ
ラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、ＢＳＡ
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及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウ
ンドから単離された単クローンのＢＳＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１３３）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１２
の陽性クローンの特異性を、ＢＳＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡ
によって試験した。
【図１３Ａ】ライブラリーからのオバルブミン（ＯＶＡ）特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクロー
ンの単離。Ａ）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ
／ＯＵＴＰＵＴ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混
合物（Ｉ～ＩＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の
特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した
。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＯＶＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１６６）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）１０の陽性クローンの特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてフ
ァージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１３Ｂ】ライブラリーからのオバルブミン（ＯＶＡ）特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクロー
ンの単離。Ａ）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ
／ＯＵＴＰＵＴ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混
合物（Ｉ～ＩＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の
特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した
。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＯＶＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１６６）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）１０の陽性クローンの特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてフ
ァージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１３Ｃ】ライブラリーからのオバルブミン（ＯＶＡ）特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクロー
ンの単離。Ａ）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ
／ＯＵＴＰＵＴ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混
合物（Ｉ～ＩＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の
特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した
。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＯＶＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１６６）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）１０の陽性クローンの特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてフ
ァージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１３Ｄ】ライブラリーからのオバルブミン（ＯＶＡ）特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクロー
ンの単離。Ａ）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ
／ＯＵＴＰＵＴ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混
合物（Ｉ～ＩＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の
特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した
。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＯＶＡについてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１６６）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）１０の陽性クローンの特異性を、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてフ
ァージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１４Ａ】ライブラリーからのＤｓｇ１特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）
３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ
）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩ
Ｉラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、商業
的に利用可能なＤｓｇ１を予めコーティングしたウェル及び幾つかの非関連抗原について
ファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンの
Ｄｓｇ１を予めコーティングしたウェルについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１０２）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１０
の陽性クローンの特異性を、Ｄｓｇ１及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳ
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Ａによって試験した。
【図１４Ｂ】ライブラリーからのＤｓｇ１特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）
３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ
）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩ
Ｉラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、商業
的に利用可能なＤｓｇ１を予めコーティングしたウェル及び幾つかの非関連抗原について
ファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンの
Ｄｓｇ１を予めコーティングしたウェルについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１０２）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１０
の陽性クローンの特異性を、Ｄｓｇ１及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳ
Ａによって試験した。
【図１４Ｃ】ライブラリーからのＤｓｇ１特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）
３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ
）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩ
Ｉラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、商業
的に利用可能なＤｓｇ１を予めコーティングしたウェル及び幾つかの非関連抗原について
ファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンの
Ｄｓｇ１を予めコーティングしたウェルについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１０２）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１０
の陽性クローンの特異性を、Ｄｓｇ１及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳ
Ａによって試験した。
【図１４Ｄ】ライブラリーからのＤｓｇ１特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ）
３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵＴ
）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～ＩＩ
Ｉラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、商業
的に利用可能なＤｓｇ１を予めコーティングしたウェル及び幾つかの非関連抗原について
ファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）ＩＩＩラウンドから単離された単クローンの
Ｄｓｇ１を予めコーティングしたウェルについてのＥＬＩＳＡアッセイ。破線は、特異性
（ＯＤ＝０．１０２）を決定するために使用される計算したカットオフを示す。Ｄ）１０
の陽性クローンの特異性を、Ｄｓｇ１及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳ
Ａによって試験した。
【図１５Ａ】ライブラリーからのＦＧＦＲ４特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ
）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵ
Ｔ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～Ｉ
ＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、Ｆ
ＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）
ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＦＧＦＲ－４についてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１３４）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）２０の陽性クローンの特異性を、ＦＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原につ
いてファージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１５Ｂ】ライブラリーからのＦＧＦＲ４特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ
）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵ
Ｔ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～Ｉ
ＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、Ｆ
ＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）
ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＦＧＦＲ－４についてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１３４）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）２０の陽性クローンの特異性を、ＦＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原につ
いてファージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１５Ｃ】ライブラリーからのＦＧＦＲ４特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ
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）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵ
Ｔ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～Ｉ
ＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、Ｆ
ＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）
ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＦＧＦＲ－４についてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１３４）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）２０の陽性クローンの特異性を、ＦＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原につ
いてファージＥＬＩＳＡによって試験した。
【図１５Ｄ】ライブラリーからのＦＧＦＲ４特異的Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンの単離。Ａ
）３ラウンドのパニングを実施し、相対的な冨化を入力／出力（ＩＮＰＵＴ／ＯＵＴＰＵ
Ｔ）比(全ｔ．ｕ．×１０5）として表した。Ｂ）ポリクローナルファージ混合物（Ｉ～Ｉ
ＩＩラウンドの選択から溶離されたファージからなるサブライブラリー）の特異性を、Ｆ
ＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。Ｃ）
ＩＩＩラウンドから単離された単クローンのＦＧＦＲ－４についてのＥＬＩＳＡアッセイ
。破線は、特異性（ＯＤ＝０．１３４）を決定するために使用される計算したカットオフ
を示す。Ｄ）２０の陽性クローンの特異性を、ＦＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原につ
いてファージＥＬＩＳＡによって試験した。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　　定義
　特に定義しない限り、本明細書で使用される、全ての技術用語、表記及び科学用語は、
本開示が関連する当業者によって一般に理解される意味を有すると解釈される。いくつか
の場合、一般的に解釈される意味を有する用語は、明確性のために、及び／又は、素早く
参照するために本明細書で定義される。従って、本明細書にこのような定義を含めること
が当分野で一般に理解されている事項を越えた実質的な違いを表す、と理解されるべきで
はない。
【００１４】
　本明細書において、用語「ライブラリーの複雑さ」は、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長から独
立して、ライブラリーに存在する変異の総数をいう。
【００１５】
　本明細書において、用語「多様性」は、１つ以上の位置での１を超えるアミノ酸の存在
をいう。
【００１６】
　本明細書において、用語「冗長性（redundancy）」は、定義された長さを有するＨＣ－
ＣＤＲ３ループについて変異がライブラリー内に表れる平均回数をいう。
【００１７】
　用語「ＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリー」について、発明者らは、ＨＣ－ＣＤＲ３領
域内及びＨＣ－ＣＤＲ３領域の前のカバト位置９４のみの変異を有するライブラリー、並
びに、他の５つのＣＤＲ領域、即ちＨＣ－ＣＤＲ１、ＨＣ－ＣＤＲ２、ＬＣ－ＣＤＲ１、
ＬＣ－ＣＤＲ２及びＬＣ－ＣＤＲ３の変異を全く有しないライブラリーを意図する。
【００１８】
　本明細書で使用される用語「抗体断片」又は「機能性断片」は、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ‘）
２、Ｆａｂ’、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆｃ部分を含む一本鎖、ナノボディ、及び可変フレーム
ワーク領域以外の骨格（scaffold）を有する他の抗体様構造などの、任意の抗体結合性断
片を含む。用語「機能性断片」は、抗体の任意の部分であって、目的の抗原に結合する能
力を保持しているものを含むが、これに限定されない。
【００１９】
　本明細書において、用語「生殖細胞系列」は。親から子へ受け継がれる抗体又はその機
能性断片をコード化する核酸配列をいう。
【００２０】
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　本明細書において「可変重鎖及び可変軽鎖の組み合わせ」又は「ＶＨ／ＶＬの組み合わ
せ」は、１つの可変重鎖及び１つの可変軽鎖の組み合わせをいう。抗体又は機能性抗体断
片は、可変軽鎖に結合した少なくとも１つの可変重鎖であって、抗原結合領域を形成する
ものを含む。
【００２１】
　本明細書において、用語「可変領域（variable domain）」、軽鎖可変領域（ＶＬ）又
は重鎖可変領域（ＶＨ）は、抗原と接触し、「相補性決定領域」又は「ＣＤＲｓ」といわ
れる３つの超可変領域を含有する免疫グロブリンの領域をいう（Kabat, 1983（非特許文
献１８）; Chothia & Lesk, 1987（非特許文献１９）。
【００２２】
　本明細書において、ＨＣ－ＣＤＲ３及びＬＣ－ＣＤＲ３は、それぞれ、重鎖可変領域及
び軽鎖可変領域の第三の相補性決定領域をいう。
【００２３】
　本明細書において、用語「カバト命名法」は、カバトによって１９８３年に定義された
ＶＬ又はＶＨ領域の残基の番号付けの体系をいい、図１のＶＨ領域のＣＤＲ３領域につい
て系統的に示されている。ＶＨ領域及びＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する残基の番号付けは
、本開示の全体を通して、カバト命名法という。
【００２４】
　本明細書において、用語「変異体（variant）」は、ライブラリー内のすべての他の抗
体又は抗体断片のアミノ酸配列とは異なるアミノ酸配列を有する抗体又は抗体断片をいう
。
【００２５】
　本明細書において，用語「最適化されたコドン」又は「コドンの最適化」は、コード化
されたアミノ酸配列が同じまま残されるように変化されるが、個々のアミノ酸をコード化
するコドンが特定の宿主、例えば細菌細胞中でコード化されたタンパク質の発現を最適化
するように変化されている核酸配列をいう。
【００２６】
　本明細書で使用される用語「ライブラリー」は、ファージディスプレイ、リボソームテ
ィスプレイ、細菌ディスプレイ、酵母ディスプレイ及び哺乳動物ディスプレイのライブラ
リーを含むが，これらに限定されない。本発明の好ましい実施形態では、ファージディス
プレイライブラリーを使用する。
【００２７】
　使用される用語「ディスプレイベクター（display vector）」は、組み換えＤＮＡで形
質転換された、細菌性宿主細胞などの宿主細胞内で、染色体外で（extra chromosomally
）、組み換えＤＮＡ分子の複製及び維持を指令する能力を有するＤＮＡ配列を含む。この
ようなＤＮＡ配列は当分野で周知である。
【００２８】
　本発明によれば、ディスプレイベクターは、例えば、ｆｄ、Ｍ１３、又はｆｌ糸状バク
テリオファージの組から生じるファージベクター又はファージミドベクターでありうる。
このようなベクターは、糸状バクテリオファージの表面でのタンパク質のディスプレイを
促進することができる。
【００２９】
　本明細書において、用語「抗体関連ペプチド」は、抗体に由来する構造ドメインを含有
し、共有結合できるか、ジスルフィド結合できるか又は複合体として会合できる１以上の
抗体ドメインを含むことができるペプチドをいう。
【００３０】
　本明細書で使用される、用語「遺伝子パッケージ（genetic package）」は、複製可能
な遺伝子ディスプレイパッケージであって、粒子がその表面でポリペプチドをディスプレ
イするものをいう。このパッケージは、バクテリオファージであって、その表面で抗原結
合ドメインをディスプレイするものである。抗原結合ドメインが抗体関連ペプチドに対応
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する場合、このタイプのパッケージはファージ抗体と称される。
【００３１】
　本発明の説明
　本発明は、最適化された特性を有する異なるヒト抗体ＨＣ－ＣＤＲ３領域の収集物であ
って、多様性が、所望のライブラリーの複雑さの全体において、ライブラリー内のＨＣ－
ＣＤＲ３ループ長分布の変化、及び、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループの各位置でのアミノ酸の多
様性の変化を可能にする方法を通して設計されるものを提供する。
【００３２】
　特に、本発明は、受け入れ可能な実験的努力及び低費用で得られる、最適化された特性
、即ち、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布の最適化による低下したコンビナトリアル冗長性（
重複変異の存在）を有するヒト抗体ライブラリーを生じる。
【００３３】
　上記の利点は、驚くべきことに、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ及びＨＣ－ＣＤＲ３領域の前の
位置にのみ多様性を限定することによって得られ、これによって、冗長性が全てのＨＣ－
ＣＤＲ３ループ長について受け入れ可能なレベル（２未満）に減少し、９～１１のＨＣ－
ＣＤＲ３ループ長についての変異がライブラリー中で特によく表れるようになる。
【００３４】
　本発明のライブラリーは、従って、承認された治療抗体又は臨床開発中の抗体でしばし
ば観測されるＨＣ－ＣＤＲ３ループ長を特によく表すという利点を有する。
【００３５】
　実施例４に開示されるライブラリーの設計の最適化の方法を適用することで、冗長性（
重複変異の存在）の所望の閾値を、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対して調節することがで
きる。
【００３６】
　同時に、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長の対象範囲（ライブラリー中に実際に存在する特定
のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対するすべての可能な変異の割合）は、ライブラリー全体に
わたる複雑さによって決定される制限の範囲内で、特に注目される１以上のＨＣ－ＣＤＲ
３ループ長について最適化されうる。
【００３７】
　従って、複雑さＣ全体にわたるベクター又は遺伝子パッケージのライブラリーであって
、抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の多様性ファミリーのメンバーをディ
スプレイ及び発現するか、又はこれを含むもの、及び、抗体ファミリーの多様性の少なく
とも一部をディスプレイ及び発現するか、又はこれを含むものを生じることが、本発明の
目的である。ここで、当該ベクター又は遺伝子パッケージは、ＨＣ－ＣＤＲ３領域及びＨ
Ｃ－ＣＤＲ３領域の前の位置をコード化するＤＮＡ配列であって、以下の配列を含む。
　　ＺＸ1ＹnＸ3Ｘ4Ｘ5

　（式中、
　　Ｃ＝１．３×１０10

　　Ｚはカバト位置９４に対応し、
　　Ｘ1はカバト位置９５に対応し、
　　ｎは３～１１の整数であり、
　　Ｙは、ＨＣカバト位置の９６～９８（ｎ＝３）、又はＨＣカバト位置の９６～９９（
ｎ＝４）、又はＨＣカバト位置の９６～１００（ｎ＝５）、又はＨＣカバト位置の９６～
１００ａ（ｎ＝６）、又はＨＣカバト位置の９６～１００ｂ（ｎ＝７）、又はＨＣカバト
位置の９６～１００ｃ（ｎ＝８）、又はＨＣカバト位置の９６～１００ｄ（ｎ＝９）、又
はＨＣカバト位置の９６～１００ｅ（ｎ＝１０）、又はＨＣカバト位置の９６～１００ｆ
（ｎ＝１１）に対応し、
　　Ｘ3は、ＨＣカバト位置の９９（ｎ＝３）、又はＨＣカバト位置の１００（ｎ＝４）
、又はＨＣカバト位置の１００ａ（ｎ＝５）、又はＨＣカバト位置の１００ｂ（ｎ＝６）
、又はＨＣカバト位置の１００ｃ（ｎ＝７）、又はＨＣカバト位置の１００ｄ（ｎ＝８）
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、又はＨＣカバト位置の１００ｅ（ｎ＝９）、又はＨＣカバト位置の１００ｆ（ｎ＝１０
）、又はＨＣカバト位置の１００ｇ（ｎ＝１１）に対応し、
　　Ｘ4はＨＣカバト位置１０１に対応し、
　　Ｘ5はＨＣカバト位置１０２に対応し、
　各ＺＸ1ＹnＸ3Ｘ4Ｘ5領域の分率（percentage fraction）ｐ（Ｌ）（Ｌ＝ｎ＋４）が表
２Ｃに与えられる値に従って、ライブラリーに存在することで特徴づけられ、
　長さＬ＝ｎ＋４の各ＨＣ－ＣＤＲ３領域に対する位置Ｚ、Ｘ1、Ｘ2、Ｘ3、Ｘ4、Ｘ5及
びＹn（ｎ＝３～１１）が、表３Ａ～３Ｉに開示された相対頻度に従って定義されるアミ
ノ酸によって占められることを特徴とする。）
【００３８】
　好ましい実施形態では、前記抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、ヒト
由来である。
【００３９】
　さらなる実施形態では、前記抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は猫又は
犬由来である。
【００４０】
　本発明のベクター又は遺伝子パッケージのライブラリーの更に好ましい実施形態では、
ＨＣ－ＣＤＲ３ループの長さは９～１１の範囲である。本発明の実施形態では、抗体関連
ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、抗体又はその断片であり、１以上の定常領域
を含む抗体、一本鎖抗体、ＦＡＢ断片、重鎖のみの抗体又は可変重鎖のみのドメインから
選択される。
【００４１】
　好ましくは、前記抗体又はその断片は、一本鎖抗体である。
【００４２】
　更なる実施形態では、本発明に従った抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質
は、ヒト抗体の生殖細胞系列可変セグメントを含む。
【００４３】
　本発明の更なる実施形態では、前記ＨＣ－ＣＤＲ３のみの領域は、ヒト重鎖及び軽鎖の
生殖細胞系列可変領域によって特徴づけられる定常一本鎖骨格に導入され、軽鎖ＣＤＲ領
域は長さ９である。
【００４４】
　前記配列は、天然のヒト抗体中の軽鎖ＣＤＲ３の９個の位置の各々で最も頻繁に観測さ
れるそれらのアミノ酸を表す。
【００４５】
　一本鎖骨格内の生殖細胞系列の可変領域の配列を使用することは、これらの配列が体細
胞突然変異を含有せず、従って、免疫原性を小さくしてヒト対象での臨床試験中に、引き
続いて起こるヒトの抗ヒト抗体応答を観測する可能性を減少することが期待される。
【００４６】
　本発明の好ましい実施形態では、抗体関連ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、
ヒト生殖細胞系列の配列を含有するヒト抗体ＶＫ１軽鎖可変領域、及びヒト生殖細胞系列
の配列を含有するヒト抗体ＶＨ３重鎖可変領域を含む。
【００４７】
　好ましくは、前記ＶＫ１κ軽鎖可変領域は配列番号３及び配列番号４のヒト生殖細胞系
列の配列を含有し、軽鎖ＣＤＲ３領域は配列番号５の配列を含有し、ＶＨ３重鎖可変領域
は配列番号１及び配列番号２のヒト生殖細胞系列の配列を含有する。
【００４８】
　本発明に従ったベクター又は遺伝子パッケージのライブラリーの更に好ましい実施形態
では、ヒト生殖細胞系列の配列を含むＶＨ３重鎖可変領域は、配列番号６のリンカーを有
するヒト生殖細胞系列の配列を含むヒトＶＫ１κ軽鎖可変領域に連結される。
【００４９】
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　更なる実施形態によれば、本発明のライブラリーを産生するために使用されるベースベ
クターは、配列番号８を有する。
【００５０】
　更なる実施形態では、本発明に従ったベクター又は遺伝子パッケージのライブラリーは
、標的抗原に対する抗体の選択に使用される。
【００５１】
　好ましくは、前記ライブラリーは、標的抗原に対する選択のためのファージ上にディス
プレイされる。
【００５２】
　本発明によれば、ベクター又は遺伝子パッケージのライブラリーは、ＨＣ－ＣＤＲ３領
域に、及びＨＣ－ＣＤＲ３の前の位置に限定された多様性を有する。
【００５３】
　ＨＣ－ＣＤＲ３の多様性を導入したライブラリー及び本発明の方法は、以下の実施例に
よってより完全に説明される。しかし、このような実施例は例示のために与えれ、制限の
ために与えられるものでないことに注意すべきである。
【実施例】
【００５４】
　実施例１　天然抗体由来の可変領域の配列及び長さの変化の分析
　ＨＣ－ＣＤＲ３ループ領域に対するハイ－スループット次世代配列決定データをＮＣＢ
Ｉ　ＳＲＡアーカイブＳＲＲ４００１５８（Lppolito et al., 2012（非特許文献２０）
）からダウンロードし、カバト命名法（図１）に従ってコード化されたＨＣ－ＣＤＲ３ル
ープの長さ及びアミノ酸組成（図２）について試験した。ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布は
ループ長１２で最大値を有する（図２）。天然抗体由来の７～１５のＨＣ－ＣＤＲ３ルー
プ長に対する各ループ位置におけるアミノ酸組成は表１ａ～１ｉに示されている。
【００５５】
　表１ａ．　天然抗体の長さ７のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ルー
プ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位置
で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５％
未満のアミノ酸は示されていない。
【００５６】
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【００５７】
　表１ｂ．　天然抗体の長さ８のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ルー
プ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位置
で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５％
未満のアミノ酸は示されていない。
【００５８】
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【表１ｂ】

【００５９】
　表１ｃ．　天然抗体の長さ９のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ルー
プ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰s色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００６０】

【表１ｃ】
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【００６１】
　表１ｄ．　天然抗体の長さ１０のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ル
ープ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００６２】
【表１ｄ】

【００６３】
　表１ｅ．　天然抗体の長さ１１のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ル
ープ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００６４】
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【表１ｅ】

【００６５】
　表１ｆ．　天然抗体の長さ１２のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ル
ープ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００６６】
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【表１ｆ】

【００６７】
　表１ｇ．　天然抗体の長さ１３のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ル
ープ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００６８】
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【表１ｇ】

【００６９】
　表１ｈ．　天然抗体の長さ１４のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ル
ープ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００７０】
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【表１ｈ】

【００７１】
　表１ｉ．　天然抗体の長さ１５のＨＣ－ＣＤＲ３ループについてのアミノ酸組成。各ル
ープ位置（最上列のカバト命名法のＨＣ－ＣＤＲ３位置を灰色で示した）の下に、その位
置で各アミノ酸に対して観測される頻度の率が示されている。観測された頻度が０．０５
％未満のアミノ酸は示されていない。
【００７２】
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【表１ｉ】

【００７３】
　実施例２．　生殖細胞系列のＶＨ－リンカー－ＶＨ一本鎖骨格の設計
　一本鎖抗体に基づくファージ－ディスプレイ抗体ライブラリーを、広範なスペクトルの
ライブラリーレイアウトに対してうまく生成しており（Mondon et al., 2008（非特許文
献２））、従って、このフォーマットをＨＣ－ＣＤＲ３多様性を導入する抗体フォーマッ
トとして選択した。ＶＨ３／ＶＫ１可変領域のペアリングは、天然抗体で観測されるＶＨ
／ＶＫの組み合わせの最も一般的なものの１つである（Huang et al. 1996（非特許文献
２１）、de Waldt et al., 1999（非特許文献２２）、DeKosky et al.,2013（非特許文献
２３））。これはまた、天然の可変領域の組み換え一本鎖抗体ライブラリーにおいて高頻
度で観測され（Glanville et al., 2010（非特許文献２４））、良好な熱安定性を有し、
効率よく発現もされる（Ewert et al., JMB 2003（非特許文献２５））。生殖細胞系列の
配列は、治療抗体に存在する場合に免疫原性を引き起こしうる体細胞突然変異の不存在、
及び、多様なＨＣ－ＣＤＲ３領域の存在に対する固有の寛容性などの有利な特性有するの
で、ＶＨ３／ＶＫ１一本鎖骨格の組み立てに対して、ヒト生殖細胞系列抗体の配列を選択
した。重鎖可変領域骨格のアミノ酸配列は、翻訳されたＧｅｎｂａｎｋ生殖細胞系列の配
列Ｍ９９６６０（配列番号１）、及び翻訳されたＧｅｎｂａｎｋ生殖細胞系列の配列Ｊ０
０２５６（Ｊ４断片）（配列番号２）から組み立てた。この骨格において、わずかなフラ
ンキングアミノ酸しか含まないＨＣ－ＣＤＲ３は、ライブラリーのクローニングの間に非
開裂ベクターの除去を可能にする特有のＥｃｏＲＶ部位を含有するスタッファー断片によ
って表される（図３）。スタッファー断片は、その５’末端にＰｓｔｌ部位を、その３’
末端にＳｔｙｌ部位を含有し、ライブラリーの生成の間の断片の除去、及びＨＣ－ＣＤＲ
３の多様性をコード化するオリゴヌクレオチドのクローニングを可能にする、（図４）。
Ｐｓｔｌ（ＣＴＧＣＡＧ）及びＳｔｙｌ（ＣＣＷＷＧＧ）が、コドンをコード化するトリ
マーブロックの組み合わせがほんのわずかである（図５）ので選択され、ＨＣ－ＣＤＲ３
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多様性コード化オリゴヌクレオチドを合成するのに使用され、Ｐｓｔｌ及びＳｔｙｌ認識
部位を生成する。従って、Ｈｉｓ及びＧｌｎトリマーブロック（ＣＡＴ及びＣＡＧ）が、
続いて、ＨＣ－ＣＤＲ３の多様性をコード化するオリゴヌクレオチドの設計から排除され
た。軽鎖可変領域のアミノ酸骨格配列を、翻訳されたＧｅｎｂａｎｋ生殖細胞系列の配列
Ｘ９３６２７（配列番号３）及びＧｅｎｂａｎｋ生殖細胞系列の配列の配列Ｊ００２４２
（ＶＫ－１　Ｊ１断片）（配列番号４）から組み立てた。ＬＣ－ＣＤＲ３ループの長さは
、天然抗体におけるＶＨ３／ＶＫ１重鎖／軽鎖の組み合わせで最も頻繁に観測される長さ
である（DeKosky et al., 2013（非特許文献２３））９アミノ酸となるように選択した。
ＬＣ－ＣＤＲ３ループのアミノ酸配列は、ＶＨ３／ＶＫ１の組み合わせにおいて長さ９の
ＬＣ－ＣＤＲ３ループで最も頻繁に観測されるアミノ酸によって表される（図５）。ＬＣ
－ＣＤＲ３ループのアミノ酸配列において、Ｔｒｐをコード化するＶＫ－１　Ｊ１断片（
ＴＧＧ）由来の開始コドン（initial codon）をＣＴＧ（Ｌｅｕ）によって置換した。こ
こで、ＣＧＴ（Ｌｅｕ）は、ＶＨ３／ＶＫ１の組み合わせを有する長さ９の天然抗体のＬ
Ｃ－ＣＤＲ３ループにおいてこの位置で最も頻繁に観測されるアミノ酸である（DeKosky 
et al., 2013（非特許文献２３））。追加の特有の制限部位を、軽鎖ＬＣ－ＣＤＲ１領域
及びＬＣ－ＣＤＲ３領域の上流及び下流に導入した（図３）。次に、一本鎖骨格が、結合
性ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳリンカー（配列番号６）によってＶＨ／ＶＬ一本鎖ト
ポロジーに組み立てられ（図３）、望まない制限部位が代替コドンを選択することによっ
て除去され、得られた核酸配列は、Ｅ．ｃｏｌｉ（配列番号７）での発現のためにコドン
を最適化された。
【００７４】
　実施例３．　一本鎖ＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーを生成できるディスプレイベク
ターであるベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿ｖ２２（BaseVector_VH3_VK1_v22）の設計
及び生成
　ライブラリー構築のためのファージディスプレイベクターは、ｐＣＡＮＴＡＢ５ベクタ
ー（McCafferty et al., 1994（非特許文献２６））の誘導体である、ｐＣＡＮＴＡＢ６
ベクターに基づく。ｐＣＡＮＴＡＢ６の配列は、McCafferty et al., 1994（非特許文献
２６）に略述されている修飾を導入したＧｅｎｂａｎｋ登録Ｕ１４３２１から開始して再
構築された。ｐＣＡＮＴＡＢ６のｓｃＦｖクローニング部位を、スタッファーセグメント
を含むＶＨ３－リンカー－ＶＫ１一本鎖骨格によって置き換えた（図６）。望まない制限
部位を除去するためのいくつかの一塩基置換の導入と、以下に列記した複製起源の配列の
回復により、ベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿ｖ２２（配列番号８）の配列を得た。
【００７５】
　ディスプレイベクターであるベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿ｖ２２の組成：
　位置１～２３３４：以下の修飾を有するＵ１４３２１由来
　　３２０　Ｃ－＞Ｔ　Ｘｈｏｌ部位を除去する
　　６１７　Ｇ－＞Ｃ　Ｐｖｕｌ部位を除去する
　　１３７９　Ｔ－＞Ｃ　他のファージミドベクターと同一の複製起源の配列を作成する
　　２３２８　Ｃ－＞Ｇ　Ｓｔｙｌ部位を除去する
【００７６】
　位置２３３５～３３６６：ＶＨ３－リンカー－ＶＫ１一本鎖骨格（配列番号７）
【００７７】
　位置３３６７～３４４７：McCafferty et al., 1994（非特許文献２６）に示される、
軽鎖可変領域のＣ－末端をｐＩＩＩタンパク質と連結するセグメント
【００７８】
　位置３４４８～５５４０：以下の修飾を含むＵ１４３２１由来：
　　４０２９　Ｇ－＞Ａ　ＢａｍＨＩ部位を除去する
　　４７８８　Ａ－＞Ｃ　Ｐｖｕｌ部位を除去する
【００７９】
　一本鎖骨格が挿入されたベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿ｖ２２の概略配置図を図６
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に示す。Ｐｓｔｌ及びＳｔｙｌを含むスタッファー領域の除去は、ＨＣ－ＣＤＲ３多様性
をコード化するオリゴヌクレオチドのクローニングを可能にする。追加の特有の制限部位
は、完全な一本鎖抗体、個々の可変軽鎖又は重鎖の除去、又は可変軽鎖領域内の追加の多
様性の導入を可能にする（図７）。次に、ベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿ｖ２２を合
成し、標準的な方法（Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）によって組み立て
た。
【００８０】
　実施例４．　ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布の最適化、及び各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ内の
位置ごとのアミノ酸多様性の最適化
　Ｈｉｓ及びＧｌｎを、Ｈｉｓ及びＧｌｎトリマーブロックによってＨＣ－ＣＤＲ３ルー
プ内のＰｓｔｌ及びＳｔｙｌ部位の生成を排除するためにＨＣ－ＣＤＲ３多様性の設計か
ら除外した。この除外は、天然抗体のＨＣ－ＣＤＲ３配列の組成が、Ｈｉｓ及びＧｌｎが
一般に非常にわずかな頻度で観測される（表１ａ～１ｉ）ことを示しているので、受け入
れ可能である。対形成していないＣｙｓ残基を通した分子間ジスルフィド架橋の形成を防
止するために、ＣｙｓをＨＣ－ＣＤＲ３ループのどの位置においても除外した。酸化の傾
向のあるＭｅｔもいずれの位置においても排除した。位置１０１の前の位置を除いて、Ｍ
ｅｔは一般に、天然のＨＣ－ＣＤＲ３配列には非常に低い頻度で存在する（表１ａ～１ｉ
）。位置１０１はＡｓｐとして、常に固定されたままである。
【００８１】
　ループ長７～１５（ループ長分布及び位置ごとのアミノ酸の可変性)に対するＨＣ－Ｃ
ＤＲ３ループの多様性の設計は、スプレッドシートアプリケーションを使用して最適化さ
れる。このアプリケーションにおいて、ライブラリー内の各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長につ
いての分率（percent fraction）、及び、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長についてのＨＣ－Ｃ
ＤＲ３位置（ＨＣ－ＣＤＲ３ループの前のＰｏｓ９４も含む）の各々における可変性（異
なるアミノ酸の数）を調節することができる。次に、アプリケーションは、各ＨＣ－ＣＤ
Ｒ３ループ長、理論的に可能な変異の数、実際に存在するクローンの数（＝ライブラリー
の全複雑さ×特定のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長の分率（percent fraction））、実際に存在
する理論的に可能な全ての変異の割合についてのポアソン（Poisson）評価、ポアソン評
価に従って存在する異なる変異の実際の数、及び冗長性（各変異が平均して存在する回数
）につて計算する。
【００８２】
　　ポアソン評価：１－ｅ(-1*N/M)

　　　式中、
　　Ｎ＝複雑さＣのライブラリーにおいて、長さＬのＨＣ－ＣＤＲ３ループを有するクロ
ーンの数
　　Ｍ＝各ループ位置でアミノ酸の特定の組成を有する長さＬのＨＣ－ＣＤＲ３ループに
ついての、理論的に可能な変異の数
【００８３】
　最初に、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ一での異なるアミノ酸の数を、位置１０１及び１０２
（それぞれ、５及び８個の異なるアミノ酸）を除いて、１６（Ｃｙｓ、Ｇｌｎ、Ｈｉｓ及
びＭｅｔを除く全てのアミノ酸）までに設定し、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対する初期
分率（percent fraction）を７～１５までのループ長に対して天然の抗体で観測されるＨ
Ｃ－ＣＤＲ３ループ長分布にした。即ち１００％に再正規化した。この構成では、より短
いＨＣ－ＣＤＲ３ループが過剰に表れ、１０～１５のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対しては
、理論的に可能な変異の１％未満がライブラリー内に存在する（表２Ａ）。治療抗体又は
臨床開発の抗体で富化される(図８～９）長さ１０のＨＣ－ＣＤＲ３ループに対しては、
全ての可能な変異の極一部がライブラリー内に実際に存在する。
【００８４】
　表２Ａ．　超可変位置で１６個の異なるアミノ酸を、位置１０１で５個の異なるアミノ
酸を、そして位置１０２で８個の異なるアミノ酸を有する天然アミノ酸と同様のＨＣ－Ｃ
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ＤＲ３ループ長分布を持つ、全複雑さ１．３×１０10のＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリ
ーのための設計スキーム。位置を考慮した超可変領域は、アンダーラインを付した異なる
アミノ酸の数を有する。カバト位置９４は変化しない。
【００８５】
【表２Ａ】

【００８６】
　超可変領域で１６から８個に異なるアミノ酸の数を減少すると、１１までのＨＣ－ＣＤ
Ｒ３ループ長をよく表すライブラリーが生成されるが、同時に、冗長性（変異が存在する
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回数の平均）はかなり増強される（表２Ｂ）。
【００８７】
　表２Ｂ．　超可変位置で８個の異なるアミノ酸を、位置１０１で一定のアミノ酸を、そ
して位置１０２で８個の異なるアミノ酸を有する天然アミノ酸と同様のＨＣ－ＣＤＲ３ル
ープ長分布を持つ、全複雑さ１．３×１０10のＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーのため
の設計スキーム。位置を考慮した超可変領域は、アンダーラインを付した異なるアミノ酸
の数を有する。カバト位置９４は変化しない。
【００８８】
【表２Ｂ】
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【００８９】
　ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布に対するパーセントの値を調節し、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ
長７～１１に対して位置９４で追加の可変性を導入し、より大きなＨＣ－ＣＤＲ３ループ
に対して超可変位置に存在する異なるアミノ酸の数を徐々に減少し、位置１０２及び位置
１０１の前の位置での異なるアミノ酸の数を減少すると、有利な特性を有するライブラリ
ーの設計が得られる（表２Ｃ）。冗長性は、短いＨＣ－ＣＤＲ３ループに対してかなり減
少され、９～１１の長さのループに対する変異の対象範囲は高く、より大きなＨＣ－ＣＤ
Ｒ３ループもかなりよく表れる（表２Ｃ）。最適化されたＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布は
、天然抗体で観測されるＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布及び既に承認された治療抗体又は臨
床開発中の治療抗体に対するものと共に、図１０に示されている。
【００９０】
　表２Ｃ．　最適化されたＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布を有し、及びカバト位置９４及び
各ＨＣ－ＣＤＲ３ループの各位置で最適化された可変性を有する、全複雑さ１．３×１０
10のＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーに対する設計スキーム。位置を考慮した超可変領
域は、アンダーラインを付した異なるアミノ酸の数を有する。
【００９１】
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【表２Ｃ】

【００９２】
　実施例５．　最適化されたライブラリーの設計に従ったオリゴヌクレオチドの設計
　各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対するアミノ酸組成を、表２Ｃに示される最適化されたラ
イブラリーの設計に基づいて集めた。各位置で、及び各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対して
、表２Ｃに示されたアミノ酸の数は、表１ａ～１ｉに従ったそのＨＣ－ＣＤＲ３ループ長
及び位置に対する天然抗体で最も頻繁に観測されるアミノ酸から選択され、パーセントの
値は１００に再正規化された。最適化されたライブラリーの設計に従ってＨＣ－ＣＤＲ３
長７～１５に対するアミノ酸組成と頻度のパーセントを表３Ａ～３Ｉに示す。例えば、Ｈ
Ｃ－ＣＤＲ３ループ長７に対しては、表２Ｃは、３つの異なるアミノ酸が位置９４に存在
する必要があることを示す。長さ７の天然のＨＣ－ＣＤＲ３ループで最も頻繁に観測され
る３つのアミノ酸は、Ａｒｇ６３．４％、Ｓｅｒ８．９％、及びＴｈｒ７．３％（表１ａ
）である。これらのアミノ酸についてパーセントの値を１００％に再正規化すると、Ａｒ
ｇ７９．６％、Ｓｅｒ１１．２％、及びＴｈｒ９．２％となる。
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　-表３Ａ．　長さＬ＝７を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。全体の可変性を増加するために、ＨＣ－ＣＤＲ３ループの前の位置９４
もＨＣ－ＣＤＲ３ループ長７に対して変化されている。
【００９４】
【表３Ａ】

【００９５】
　表３Ｂ．　長さＬ＝８を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラリ
ーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に
示されている。全体の可変性を増加するために、ＨＣ－ＣＤＲ３ループの前の位置９４も
ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長８に対して変化されている。
【００９６】
【表３Ｂ】

【００９７】
　表３Ｃ．　長さＬ＝９を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラリ
ーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共に
示されている。全体の可変性を増加するために、ＨＣ－ＣＤＲ３ループの前の位置９４も
ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長９に対して変化されている。
【００９８】
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【表３Ｃ】

【００９９】
　表３Ｄ．　長さＬ＝１０を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。全体の可変性を増加するために、ＨＣ－ＣＤＲ３ループの前の位置９４
もＨＣ－ＣＤＲ３ループ長１０に対して変化されている。
【０１００】

【表３Ｄ】

【０１０１】
　表３Ｅ．　長さＬ＝１１を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。全体の可変性を増加するために、ＨＣ－ＣＤＲ３ループの前の位置９４
もＨＣ－ＣＤＲ３ループ長１１に対して変化されている。
【０１０２】
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【表３Ｅ】

【０１０３】
　表３Ｆ．　長さＬ＝１２を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。
【０１０４】
【表３Ｆ】

【０１０５】
　表３Ｇ．　長さＬ＝１３を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。
【０１０６】
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【表３Ｇ】

【０１０７】
　表３Ｈ．　長さＬ＝１４を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。
【０１０８】
【表３Ｈ】

【０１０９】
　表３Ｉ．　長さＬ＝１５を有するＨＣ－ＣＤＲ３ループに対する最適化されたライブラ
リーのアミノ酸組成。各位置に対して、存在する異なるアミノ酸がそれらの相対頻度と共
に示されている。
【０１１０】
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【表３Ｉ】

【０１１１】
　次に、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対するオリゴヌクレオチドを、表３Ａ～Ｉの値に基
づいて設計した。１を超えるアミノ酸を有する位置で、図５から対応するトリマーブロッ
クが選択され、混合物として所望の分率（percent fraction）で、設計に含まれる。完全
なコドンをコード化するトリマーブロックを使用することは有利である。これは、それら
が、オリゴヌクレオチドを変性する標準的な場合である望まない停止コドンの生成又は望
まないアミノ酸の取り込みを起こさずに、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループの各々の位置で表３Ａ
～Ｉに示されるアミノ酸組成及び頻度を生じることができるからである。オリゴヌクレオ
チドの定常部分（１つのみのアミノ酸が存在する位置、又はクローニングに必要な部分）
が、代わりに設計され、標準のオリゴヌクレオチド合成によって合成される。１５のＨＣ
－ＣＤＲ３ループ長に対するオリゴヌクレオチドの設計が図１１に示されている。他のＨ
Ｃ－ＣＤＲ３ループ長に対するオリゴヌクレオチドを、表３Ａ～Ｉに与えられた値を用い
て等価な方法で設計した。オリゴヌクレオチドは、これらのトリマーブロック技術を用い
てＥｌｌａＢｉｏｔｅｃｈによって合成された。
【０１１２】
　実施例６．　ベースベクター＿ＶＨ３＿ＶＫ１＿ｖ２２に、ＨＣ－ＣＤＲ３多様性を含
有するオリゴヌクレオチドを挿入することによるライブラリーの多様性の生成
　第１ステップでは、ＨＣ－ＣＤＲ３ループ多様性をコード化する一本鎖オリゴヌクレオ
チドを、プライマーＳｔｙ＿ｒｅｖ＿１（配列番号９）及びＨｅｒｃｕｌａｓｅＩＩ－Ｆ
ｕｓｉｏｎＤＮＡポリメラーゼ（Ａｇｉｌｅｎｔ　ｃａｔ＃６００６７９）と、以下の条
件：９８℃で３５秒間の変性、４７℃で１５秒間のアニーリング、ループ長７～１１及び
１２～１５をコード化するオリゴヌクレオチドに対して、それぞれ４７℃及び６５℃で１
５秒間の伸長を用いて、プライマー伸長（二本鎖オリゴヌクレオチドの生成）にかけた。
得られた二本鎖オリゴヌクレオチドを、次に、プライマーＰｓｔｌ＿ｆｏｒ＿１（配列番
号１０）、及びＳｔｙ＿ｒｅｖ＿２（配列番号１１）を用い、ＨｅｒｃｕｌａｓｅＩＩ－
ＦｕｓｉｏｎＤＮＡポリメラーゼ（Ａｇｉｌｅｎｔ　ｃａｔ＃６００６７９）を用い、以
下の条件：９５℃で１５秒間の変性、５２℃で１５秒間のアニーリング、７２℃で１５秒
間の伸長を１６サイクル繰り返すことによって増幅した。
【０１１３】
　増幅後、オリゴヌクレオチドをＱｉａｑｕｉｃｋヌクレオチドリムーバルキット（nucl
eotide Removal Kit）（Ｑｉａｇｅｎ　Ｃａｔ＃２８３０４）により精製し、Ｐｓｔｌ／
Ｓｔｙｌ制限酵素での消化にかけ、各ＨＣ－ＣＤＲ３ループ長に対して，別々に、挿入物
：ベクター比１：６（５×１０7／１０8クローン／μｇの範囲の形質転換効率）でＰｓｔ
ｌ／Ｓｔｙｌ消化したファージミドベクターに結紮した。得られた結紮物を、次に、ＸＬ
１ブルー－ＭＲＦ’エレクトロコンピテントセル（５０μｌ細胞中５０ｎｇベクター）に
移入し、２３×２３ｃｍの２ＸＴＹアガーバイオアッセイプレート上にプレート化し、３
７℃で一夜（ｏ／ｎ）成長させた。次の日の細胞を２ＸＴＹＡＧ／グリセロール１７％中
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でプレートから採取し、－８０℃で保存した。所望のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布及び１
．３×１０10の全体にわたるライブラリーの複雑さを実現するため、形質転換の効率を、
所望のＨＣ－ＣＤＲ３ループ長分布及び複雑さに到達するまで、クローンの採取サイクル
を定期的に繰り返してチェックした。次に、全ての個々の採取サイクルからクローンを一
緒にプールして最終ライブラリーを生成した。
【０１１４】
　ファージフォーマットでライブラリーを調製するために、６ｍｌのプールした細菌を４
Ｌの２ＸＴＹ／アンピシリン／２％グルコース中でインキュベートした。ここで、８．４
×１０10の細菌の全体に対して、開始のＯＤ６００＝０．１は約６．５倍のライブラリー
の複雑さを示す。ＯＤ６００＝０．５が達成されたら、細胞をＭＯＩ＝１０でＭ１３Ｋ０
７ヘルパーファージにより重複感染させ、媒体を２ＸＴＹ／アンピシリン／カナマイシン
に変更し、細胞を３０℃で一夜振盪しながらインキュベートした。得られた細胞培養物を
遠心分離し、ファージライブラリを含有する上清を、２回のＰＥＧ沈澱ステップ（３／１
０の容積について２０％ＰＥＧ８０００／ＮａＣｌ２．５Ｍを添加）にかけ、次いで、Ｃ
ｓＣｌ勾配での更なる精製ステップのために１ＸＴＥ中でファージを再懸濁した。次に、
ファージ個体群を勾配から集め、２Ｌの１ＸＴＥに対して一夜透析してＣｓＣｌを除去し
、個体群のファージ濃度をＴＵ、ｐｆｕ、及びＰＰ／ｍｌによって決定し、ＴＢＥ１Ｘ、
グリセロール１５％、ＮａＮ3０．０２％中に保存した。
【０１１５】
　実施例７．　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）への選択的結合の同定
　選択の幾つかのステップにおいて、標準のブロッキングバッファーを２％ミルクで作成
し、従ってこれは多量のウシアルブミンを含有するので、本発明者らは、この可溶性ＢＳ
Ａが、選択のためのプラスチック上にコーティングされた標的組み換えＢＳＡタンパク質
と競合できると判断した。結論として、この標的に関するファージの選択に対して、１％
カゼイン（ロッシュ（Roche））を含むブロッキングバッファー試薬を、標準のブロッキ
ングバッファーに代えて使用した。加えて、コーティングに使用されたＢＳＡ溶液中に存
在するＮａＮ3に対する特異的なファージの選択を防止するために、０．０２％ＮａＮ3を
含有するブロッキングバッファー試薬を使用し、これによって、ＮａＮ3に潜在的に特異
的なファージを溶液内に残し、洗浄除去した。
【０１１６】
　この標的に対して、ライブラリーからの２．１×１０12ＴＵ（ファージ）を、３ｍｌの
最終体積で、５０μｇ／ｍｌ（第１ラウンド）の濃度で、イムノチューブ上にコーティン
グされ、それぞれ、３０μｇ／ｍｌ及び１５μｇ／ｍｌにスケールダウンされた精製され
たＢＳＡと共に、以下の２種類の選択のラウンドでインキュベートした。
【０１１７】
　入力／出力比は、特異的クローンの富化の尺度を表し、実際に、これは選択の第１ラウ
ンドでは通常非常に高く、前のラウンドから溶出されたファージの個体群が特定のファー
に対して段階的に富化される場合、引き続きのラウンドで急速に低下する。この標的に対
して、入力／出力比は、パニングの第１ラウンドから第３ラウンドまでの特定のクローン
の可能な富化を示唆した（図１２Ａ）。ポリクローナルファージを、ＢＳＡ及び幾つかの
非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。抗－ＢＳＡＭ１３－ｓｃＦｖ
クローンが、選択の第２及び第３ラウンドで存在した（図１２Ｂ）。ウェルにコーティン
グされた市販品として製造された抗原（ＢＰ１８０及びコラーゲンＶＩＩ）への非特異的
結合は、おそらく、製造者（ＭＢＬ）によって使用されたＢＳＡを含有するブロッキング
試薬による（図１２Ｂ）。選択の第３ラウンドにおける抗－ＢＳＡクローンのパーセンテ
ージは、８９のうち５０（５６％）であった（図１２Ｃ）。分析された１２の陽性クロー
ンはすべて、ＢＳＡに特異的であった（図１２Ｄ）。
【０１１８】
　実施例８．　オバルブミン（ＯＶＡ）への選択的結合の同定
　この標的に対して、総クローンとして９．３×１０12ＴＵからの陽性ファージの選択を
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、５０μｇ／ｍｌの濃度のＯＶＡであって、選択の以下の２種類のラウンドにおいて、そ
れぞれ３０μｇ／ｍｌ及び１０μｇ／ｍｌにスケールダウンされたものでイムノチューブ
をコーティングすることにより実施した。入力／出力比は、パニングの第１ラウンドから
第２及び第３ラウンドまでの特定のクローンの可能な富化を示唆した（図１３Ａ）。ポリ
クローナルファージを、ＯＶＡ及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによ
って試験した。抗－ＯＶＡＭ１３－ｓｃＦｖクローンが、他の抗原へのいずれの非特異的
結合もなく、選択のＩＩ及びＩＩＩラウンドで存在した（図１３Ｂ）。選択の第３ラウン
ドにおける抗－ＯＶＡクローンのパーセンテージは、９４のうち８１（８６％）であった
（図１３Ｃ）。１０の陽性クローンの分析は、それらの全てがＯＶＡに特異的であること
を示した（図１３Ｄ）。
【０１１９】
　実施例９．　デスモグレイン１（Ｄｓｇ１）への選択的結合の同定
　ライブラリーの選択を、１０のＤａｇ１をプレコーティングしたウェル（ＭＢＬ　ＥＬ
ＩＳＡ）及びライブラリーを含有するバッファーの１６００μｌ中９．３×１０12ＴＵ（
１６０μｌ／ウェル）を用いて実施した。コーティングした抗原の濃度は未知である。入
力／出力比は、パニングの第１ラウンドから第３ラウンドまでの特定のクローンの可能な
富化を示唆した（図１４Ａ）。ポリクローナルファージを、Ｄｓｇ１をプレコーティング
したウェル及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。抗－
Ｄｓｇ１Ｍ１３－ｓｃＦｖが、Ｄｅｓ３及びＤｅｓ３由来の構造物（ＥＣ－１２）以外の
他の抗原へのいずれの非特異的結合なく、選択の第２及び第３ラウンドで存在した（図１
４Ｂ）。検出された交差反応性は、Ｄｓｇ１及び３の間の高い配列相同性によると思われ
る。選択の第３ラウンドにおける抗－Ｄｓｇ１クローンのパーセンテージは、９４のうち
８６（９１％）であった（図１４Ｃ）。８つの陽性クローンの分析は、それらの全てがＤ
ｓｇ１に特異的であることを示した（図１４Ｄ）。
【０１２０】
　実施例１０．　線維芽細胞成長因子受容体４（ＦＧＦＲ４）への選択的結合の同定
　ライブラリーの選択を、１０μｇ／ｍｌの濃度でＦＧＦＲ－４をコーティングした１０
のマイクロプレートウェル中、１６００μｌのライブラリー（１６０μｌ／ウェル）を用
いて実施した。選択の３つのラウンドはすべて、同じ濃度のＦＧＦＲ－４をコーティング
したウェルで実施した。ＦＧＦＲ－４組み換えタンパク質は、ヒトＩｇＧ１ＦＣに融合さ
れたキメラタンパク質であるので、選択される抗－ＦＣファージの量を減少させるために
、第１ラウンドはＦＣに融合された異なる組み換えタンパク質（８μｇ／ｍｌのＤｓｇ３
－ＦＣ）を用いて実施した。入力／出力比は、パニングの第１ラウンドから第３ラウンド
までの特定のクローンの可能な富化を示唆した（図１５Ａ）。ポリクローナルファージを
、ＦＧＦＲ－４及び幾つかの非関連抗原についてファージＥＬＩＳＡによって試験した。
抗－ＦＧＦＲ－４Ｍ１３－ｓｃＦｖクローンが、他の抗原へのいずれの非特異的結合なく
、選択の第２及び第３ラウンドで存在した（図１５Ｂ）。注目すべきことに、Ｄｓｇ３－
ＦＣとの競合的選択は全ての抗－ＦＣファージを除去しなかった。実際に、ポリクローナ
ル混合物は、ＦＧＦＲ－４及びＤｓｇ３－ＦＣの両方と反応した（図１５Ｂ）。選択の第
３ラウンドの抗－ＦＧＦＲ－４－ＦＣクローンのパーセンテージは、７７のうち７２（９
４％）であった（図１５Ｃ）。分析された２０の陽性クローンはＦＧＦＲ－４に結合し、
４つがＤｓｇ３－ＦＣにも弱く反応した（図１５Ｄ）。従って、Ｄｓｇ３－ＦＣとの競合
的バイオパニングは抗－ＦＣクローンの量を減少することに成功した。
【０１２１】
　４つの標的についての選択の結果を表４にまとめた。
【０１２２】
　表４－　４つの異なる確認標的についてのライブラリースクリーニングの結果のまとめ
。Ａ）各標的に対して陽性として選択されたファージの数とパーセンテージ、Ｂ）結合性
対特異的標的又は他の非関連組み換えタンパク質に関する特異性、及び、各標的に対して
見出された異なる配列の数（以下参照）
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【０１２３】
【表４Ａ】

【０１２４】
【表４Ｂ】

【０１２５】
　４つの標的抗原の全てについて、選択が成功し、大量のクローンを生じ、そして重要な
こととして、高い特異性で標的抗原を認識するクローンを生じた。
【０１２６】
　実施例１１．　選択されたファージのＨＣ－ＣＤＲ３ＤＮＡ配列の同定
　表４のパネルＢに報告されているように、多くのクローンが各標的に対して配列決定さ
れ、その配列は分析されて、表５に示されているように配列されている（以下を参照）。
【０１２７】
　ＢＳＡの場合、５つのクローンが配列決定され、それらの全てが同じＨＣ－ＣＤＲ３配
列を示した。その代わりに、配列決定された１０のＯＶＡ陽性クローンは全て、特有のク
ローンであり、少なくとも４つの異なるクローンのファミリーに対応した。また、Ｄｓｇ
１の場合には、８つの陽性クローンが配列決定され、これらの全てが特異的であり、８つ
のうちの５つが特有であり、３つの異なるクローンのファミリーであった。
【０１２８】
　最後に、１０のＦＧＦＲ－４特異的クローンが配列決定され、７つが同一の配列を有す
ることが示された。３つの異なるクローンのファミリーが同定された。
【０１２９】
　Ｍ１３－ｓｃＦｖクローン（ｃｌ．３３）の、その標的ＦＧＦＲ－４に対する親和性を
、ファージＥＬＩＳＡによって決定し、ナノモル範囲（８，７×１０-8Ｍ）であることが
見いだされた。この値は、これらのＨＣ－ＣＤＲ３のみのライブラリーで選択されたファ
ージに対する１０５～４７５ｎＭの親和性を見出したＰｆｉｚｅｒ（Mahon et al. J.Mol
:Biol. 405, 1712, 2013（非特許文献７））によって報告された値と互角である。
【０１３０】
　表５　選択を通して単離されたクローンのサブセットの配列分析。各標的に対して、５
～１０のクローンが配列決定された。
【０１３１】
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【表５】

【０１３２】
　結論
　得られた結果から、ライブラリーの設計は、４つの試験した標的抗原の全てに対して成
功した。高い標的親和性が得られた（表４）ことに加えて、ライブラリーはまた、各標的
に対して種々の異なるクローン配列のファミリーを提供する。重要なこととして、得られ
た結果が、１１のＨＣ－ＣＤＲ３長を有するほとんどの配列を持つライブラリーの基本的
設計原理をよく反映している。加えて、少数の（大抵１つのみ）の異なるアミノ酸のみを
有する多くの選択されたクローンの存在により、設計で履行されたように９～１１の、最
も重要なＨＣ－ＣＤＲ３長に対するすべてのＨＣ－ＣＤＲ３ループの変異について大きな
対象範囲を提供することが確認される。
【０１３３】
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