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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　FW1-CDR1-FW2-HV2-FW3a-HV4-FW3b-CDR3-FW4の構造を有する二重特異性サメ抗体可変ド
メイン(vNARドメイン)の製造方法であって、
　　a）超可変領域2(HV2)をコードする少なくとも1つのポリヌクレオチド配列をランダム
化する工程、
　　b）HV2が、対照試料と比較して改変された親和性で目的の抗原に結合し、第2の目的
の抗原が、CDR3およびCDR1によって形成されるパラトープによって特異的に結合されるvN
ARドメインを検出する工程、
　　c）b)のvNARドメインを選択する工程、
を含む前記方法。
【請求項２】
　vNARドメインが、vNARタイプI、vNARタイプIIまたはvNARタイプIVの1つである、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　vNARをコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドに含まれるHV2領域をコードするポ
リヌクレオチドのランダム化が、コドンベースのランダム化、NNBランダム化、NNKランダ
ム化、NNSランダム化または偏りのあるランダム化を含む、請求項１または２に記載の方
法。
【請求項４】
　HV2ドメインをコードするポリヌクレオチド配列がヌクレオチド配列NNN1(NNN)7NNN9(配
列番号1)を含み、前記ヌクレオチド配列において
-　位置1のコドンの50%がアミノ酸リジンをコードし、残りの50%がシステイン以外の任意
のアミノ酸をコードし、
-　コドン2～8が任意のアミノ酸をコードすることができ、
-　位置9のコドンの50%が、アミノ酸トレオニンをコードし、残りの50%がシステイン以外
の任意のアミノ酸をコードする、
請求項１～３のいずれか１つに記載の方法。
【請求項５】
　第1抗原に対して対照試料に比較して改変された親和性を示すvNARが、酵母表面ディス
プレイ、ファージディスプレイ、哺乳動物ディスプレイまたはタンパク質アレイの1つに
よって検出および／または選択される、請求項１～４のいずれか１つに記載の方法。
【請求項６】
　NARが、検出可能なタグをさらに含む、請求項１～５のいずれか１つに記載の方法。
【請求項７】
　検出可能なタグが、vNARのアミノ末端および／またはカルボキシ末端に位置する、請求
項１～６のいずれか１つに記載の方法。
【請求項８】
　vNARの検出および／または選択が、フローサイトメトリー、FACS、ELISAまたはマイク
ロフルイディクスによって行われる、請求項１～７のいずれか１つに記載の方法。
【請求項９】
　第1および第2の目的の抗原が細胞表面抗原であるか、または癌細胞表面抗原である、請
求項１～８のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１つに記載の方法によって製造されるvNAR。
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【請求項１１】
　請求項１０に記載のvNARをコードするポリヌクレオチド配列を含むベクター。
【請求項１２】
　請求項１１に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１３】
　請求項１～９のいずれか１つに記載のvNARタンパク質の製造方法であって、
-vNARのタンパク質発現に十分な条件下で請求項１２に記載の少なくとも1つの宿主細胞を
培養する工程、
-前記vNARタンパク質を分離精製する工程、
を含む前記方法。
【請求項１４】
　配列番号１のHV2ドメインをコードする複数のポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチ
ドライブラリーであって、
-　位置1のコドンの50%がアミノ酸リジンをコードし、残りの50%がシステイン以外の任意
のアミノ酸をコードし、
-　コドン2～8が任意のアミノ酸をコードすることができ、
-　位置9のコドンの50%が、アミノ酸トレオニンをコードし、残りの50%がシステイン以外
の任意のアミノ酸をコードする、
前記ライブラリー。
【請求項１５】
　全体構造がFW1-CDR1-FW2-HV2-FW3a-HV4-FW3b-CDR3-FW4であるタイプI、IIまたはタイプ
IV vNARドメインをコードする複数のポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチドライブラ
リーであって、前記HV2ドメインが、配列番号１のランダム化ポリヌクレオチド配列によ
ってコードされ、
-　位置1のコドンの50%がアミノ酸リジンをコードし、残りの50%がシステイン以外の任意
のアミノ酸をコードし、
-　コドン2～8が任意のアミノ酸をコードすることができ、
-　位置9のコドンの50%が、アミノ酸トレオニンをコードし、残りの50%がシステイン以外
の任意のアミノ酸をコードする、
前記ライブラリー。
【請求項１６】
　配列番号2、配列番号4、配列番号5のアミノ酸配列を含む二重特異性vNAR。
【請求項１７】
　FW1-CDR1-FW2-HV2-FW3a-HV4-FW3b-CDR3-FW4の構造のvNARドメインを含むFc融合タンパ
ク質であって、前記HV2ドメインが請求項１～９のいずれかによってランダム化されてい
る、前記Fc融合タンパク質。
【請求項１８】
　１以上のvNARドメインを含む請求項１０記載の融合タンパク質であって、血清アルブミ
ンに融合しており、前記１以上のvNARドメインが血清アルブミンのアミノ末端、カルボキ
シ末端、またはアミノ末端およびカルボキシ末端に融合している、前記融合タンパク質。
【請求項１９】
　請求項１０に記載の二重特異性vNARンパク質と前記vNARを検出する手段とを含むキット
。
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