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本发明提供了编码多个抗体或抗体片段的

高多样性核酸文库的组合物、方法和用途。所述

高多样性核酸文库包含或衍生自(1)VH‑CDR1/2

子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文

库，其中的每个包含多个成员。优选地，所述子文

库的每个成员包含至少一个具有多个简并碱基

位置的随机盒。在一个特别优选的实施例中，将

所述VH‑CDR1/2子文库、所述多个VH‑CDR3子文库

和所述VL子文库的至少两个成员的至少部分进

行重组以形成表达文库中的表达文库成员，其中

所述表达文库的每个成员编码不同的抗体或抗

体片段。
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1.一种产生编码多个抗体或抗体片段的高多样性核酸文库的方法，其中所述高多样性

核酸文库的成员各自独立地包含多个随机盒，所述多个随机盒衍生自(1)VH‑CDR1/2子文

库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文库，其中所述随机盒的每一个独立地具有多个简并

碱基位置，所述方法包括：

产生或提供(1)所述VH‑CDR1/2子文库，(2)所述多个VH‑CDR3子文库，和(3)所述VL子文

库，其中所述子文库(1)‑(3)中的每一个包含多个成员；

其中所述子文库的每个成员包含至少一个具有多个简并碱基位置的随机盒；并且

重组所述VH‑CDR1/2子文库、所述多个VH‑CDR3子文库和所述VL子文库的至少两个成员

的至少部分，以形成表达文库中的表达文库成员，其中所述表达文库包含多个表达文库成

员，每个表达文库成员编码不同的抗体或抗体片段；

其中VH‑CDR1子文库包含选自SEQ  ID  NO:1‑SEQ  ID  NO:5的随机盒，

其中所述VH‑CDR2子文库包含两个随机盒：针对CDR2的5’末端侧的选自SEQ  ID  NO:6‑

SEQ  ID  NO:12的VH‑CDR2‑n，和针对CDR2的3’末端侧的选自SEQ  ID  NO:13‑SEQ  ID  NO:16的

VH‑CDR2‑c，

其中所述VH‑CDR3子文库包含序列为SEQ  ID  NO:17的随机盒，并且

其中VL‑CDR3子文库包含选自SEQ  ID  NO:18‑SEQ  ID  NO:25的随机盒。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH  CDR1

的一部分和VH  CDR2的一部分中的至少一个的随机盒。

3.如权利要求1所述的方法，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH  CDR1

的至少一部分和VH  CDR2的部分的多个随机盒。

4.如权利要求3所述的方法，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH  CDR2

的至少一部分的多个随机盒。

5.如权利要求1所述的方法，其中所述VH‑CDR3子文库的多个成员包含对应于VH  CDR3的

至少一部分的随机盒。

6.如权利要求1所述的方法，其中所述VH‑CDR3子文库的成员的至少两个随机盒编码不

同长度的肽。

7.如权利要求6所述的方法，其中所述肽的长度在10‑20个氨基酸的范围内。

8.如权利要求1所述的方法，其中所述VL子文库的多个成员包含在VLCDR3的一部分处的

随机盒。

9.如权利要求1所述的方法，其中所述子文库的多个成员具有共有序列。

10.如权利要求1所述的方法，其中所述表达文库成员中的每个包含多个所述随机盒。

11.如权利要求1所述的方法，其中所述重组包括分离所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员

的至少多个部分和所述多个VH‑CDR3子文库中的一个并融合在一起以形成VH结构域文库中

的VH结构域文库成员，其中所述VH结构域文库包含多个VH结构域文库成员。

12.如权利要求11所述的方法，所述方法进一步包括分离所述VL子文库的所述成员的至

少一部分，并将所述VL子库的所述成员的所述部分与所述VH结构域库成员之一融合以形成

所述表达文库成员。

13.如权利要求12所述的方法，其中所述VL子文库的所述成员的所述部分通过编码接头

的序列偶联。
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14.如权利要求13所述的方法，其中所述接头是富含甘氨酸的肽。

15.如权利要求1所述的方法，其中所述重组包括分离所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员

的至少多个部分和所述多个VH‑CDR3子文库中的一个并融合在一起以形成第一组表达文库

成员。

16.如权利要求15所述的方法，所述方法进一步包括第二组表达文库成员，其中所述第

二组包含所述VL子文库的多个成员的至少多个部分。

17.如权利要求1所述的方法，其中所述不同的抗体或抗体片段包含scFv。

18.如权利要求17所述的方法，所述方法进一步包括亚克隆所述表达文库成员以构建

具有所述scFv的IgG1。

19.如权利要求16所述的方法，所述方法进一步包括亚克隆来自所述第一和第二组中

的每一组的各一个成员，以形成具有重组VH和VL结构域的IgG1。

20.如权利要求1所述的方法，所述方法进一步包括基于以下中的至少一个选择所述表

达文库成员的子集：对配体的亲和力、pH敏感性和物种交叉反应性。

21.如权利要求20所述的方法，所述方法进一步包括选择所述表达文库成员的子集，所

述子集编码以小于50nM的Kd结合到所述配体的scFv。

22.如权利要求1所述的方法，所述方法进一步包括：

将所述表达文库成员转录成mRNA片段；并且

在所述mRNA片段的3'末端偶联嘌呤霉素分子。

23.一种具有多个核酸文库的组合物，所述组合物包含：

(1)VH‑CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文库；

其中所述子文库(1)‑(3)中的每一个包含多个成员；并且

其中所述子文库的每个成员包含至少一个具有多个简并碱基位置的随机盒，并且

其中所述核酸文库的每个成员独立地包含多个随机盒，所述多个随机盒衍生自(1)VH‑

CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文库，其中所述随机盒的每一个独立地具

有多个简并碱基位置；

其中VH‑CDR1子文库包含选自SEQ  ID  NO:1‑SEQ  ID  NO:5的随机盒，

其中所述VH‑CDR2子文库包含两个随机盒：针对CDR2的5’末端侧的选自SEQ  ID  NO:6‑

SEQ  ID  NO:12的VH‑CDR2‑n，和针对CDR2的3’末端侧的选自SEQ  ID  NO:13‑SEQ  ID  NO:16的

VH‑CDR2‑c，

其中所述VH‑CDR3子文库包含序列为SEQ  ID  NO:17的随机盒，并且

其中VL‑CDR3子文库包含选自SEQ  ID  NO:18‑SEQ  ID  NO:25的随机盒。

24.如权利要求23所述的组合物，所述组合物进一步包含编码柔性肽接头的核酸序列。

25.如权利要求23所述的组合物，其中所述子文库(1)‑(3)中的至少一个包含编码柔性

肽接头的核酸序列。

26.如权利要求23所述的组合物，其中所述多个VH‑CDR3子库中的第一具有与所述多个

VH‑CDR3子库中的第二不同的长度。

27.如权利要求23所述的组合物，其中所述多个简并碱基位置是至少两个简并碱基位

置。

28.如权利要求23所述的组合物，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 
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CDR1的一部分和VH  CDR2的一部分中的至少一个的随机盒。

29.如权利要求23所述的组合物，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR1的至少一部分和VH  CDR2的部分的多个随机盒。

30.如权利要求23所述的组合物，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR2的至少一部分的多个随机盒。

31.如权利要求23所述的组合物，其中所述VH‑CDR3子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR3的至少一部分的随机盒。

32.如权利要求23所述的组合物，其中所述VL子文库的多个成员包含在VL  CDR3的一部

分处的随机盒。

33.如权利要求23所述的组合物，其中所述VH‑CDR3子文库的成员的至少两个随机盒编

码不同长度的肽。

34.如权利要求33所述的组合物，其中所述肽的长度在10‑20个氨基酸的范围内。

35.如权利要求23所述的组合物，其中所述子文库的多个成员包含共有序列。

36.如权利要求23所述的组合物，所述组合物进一步包含具有多个VH结构域文库成员的

VH结构域文库，其中所述VH结构域文库成员中的每个包含所述VH‑CDR1/2子文库的成员的至

少一部分和所述VH‑CDR3子文库之一的成员的至少一部分。

37.如权利要求23‑36中任一项所述的组合物用于产生高多样性核酸文库的用途。

38.一种具有多个文库成员的高多样性核酸文库组合物，其中每个文库成员包含：

重组核酸，所述重组核酸包含多个随机盒，每个随机盒具有多个简并碱基位置；

其中所述多个随机盒从来自以下中的两个库中的任何一个库中的至少两个成员衍生：

(1)VH‑CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文库；并且

其中所述子文库中的每一个包含多个成员；

其中VH‑CDR1子文库包含选自SEQ  ID  NO:1‑SEQ  ID  NO:5的随机盒，

其中所述VH‑CDR2子文库包含两个随机盒：针对CDR2的5’末端侧的选自SEQ  ID  NO:6‑

SEQ  ID  NO:12的VH‑CDR2‑n，和针对CDR2的3’末端侧的选自SEQ  ID  NO:13‑SEQ  ID  NO:16的

VH‑CDR2‑c，

其中所述VH‑CDR3子文库包含序列为SEQ  ID  NO:17的随机盒，并且

其中VL‑CDR3子文库包含选自SEQ  ID  NO:18‑SEQ  ID  NO:25的随机盒。

39.如权利要求38所述的组合物，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR1的一部分和VH  CDR2的一部分中的至少一个的随机盒。

40.如权利要求38所述的组合物，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR2的至少一部分的多个随机盒。

41.如权利要求38所述的组合物，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR2的至少一部分的多个随机盒。

42.如权利要求38所述的组合物，其中所述VH‑CDR3子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR3的至少一部分的随机盒。

43.如权利要求38所述的组合物，其中所述VL子文库的多个成员包含在VL  CDR3的一部

分处的随机盒。

44.如权利要求38所述的组合物，其中所述VH‑CDR3子文库的成员的至少两个随机盒编
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码不同长度的肽。

45.如权利要求44所述的组合物，其中所述肽的长度在10‑20个氨基酸的范围内。

46.如权利要求38所述的组合物，其中所述子文库的多个成员包含共有序列。

47.如权利要求38所述的组合物，其中所述多个文库成员包含在所述多个随机盒中的

两个之间的接头。

48.如权利要求38所述的组合物，其中每个文库成员编码不同的抗体或抗体片段。

49.如权利要求38所述的组合物，其中所述多个文库成员基于以下中的至少一个来分

级：对配体的亲和力、pH敏感性和物种交叉反应性。

50.如权利要求49所述的组合物，其中所述文库成员的子集编码以小于50nM的Kd结合

到所述配体的scFv。

51.如权利要求38所述的组合物，其中所述文库成员是mRNA片段，每个片段在3’末端与

嘌呤霉素偶联。

52.如权利要求38‑50中任一项所述的组合物在产生针对癌症新表位的治疗性重组抗

体中的用途。

53.一种产生重组抗体的方法，所述方法包括：

产生或提供高多样性核酸文库，其中所述高多样性核酸文库的成员各自独立地包含多

个随机盒，所述多个随机盒衍生自(1)VH‑CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子

文库，其中所述随机盒的每一个独立地具有多个简并碱基位置；

其中所述子文库的每个成员包含至少一个具有多个简并碱基位置的随机盒；

重组所述VH‑CDR1/2子文库、所述多个VH‑CDR3子文库和所述VL子文库的至少两个成员

的至少部分，以形成表达文库中的表达文库成员，其中所述表达文库包含多个表达文库成

员，每个表达文库成员编码不同的抗体或抗体片段；并且

使用所述表达文库成员产生所述重组抗体或其片段；

其中VH‑CDR1子文库包含选自SEQ  ID  NO:1‑SEQ  ID  NO:5的随机盒，

其中所述VH‑CDR2子文库包含两个随机盒：针对CDR2的5’末端侧的选自SEQ  ID  NO:6‑

SEQ  ID  NO:12的VH‑CDR2‑n，和针对CDR2的3’末端侧的选自SEQ  ID  NO:13‑SEQ  ID  NO:16的

VH‑CDR2‑c，

其中所述VH‑CDR3子文库包含序列为SEQ  ID  NO:17的随机盒，并且

其中VL‑CDR3子文库包含选自SEQ  ID  NO:18‑SEQ  ID  NO:25的随机盒。

54.如权利要求53所述的方法，其中通过将所述表达文库成员亚克隆到抗体载体中产

生所述重组抗体或其片段。

55.如权利要求53所述的方法，其中所述抗体或其片段选自由以下组成的组：

(a)完整免疫球蛋白分子；

(b)scFv；

(c)单克隆抗体；

(d)人抗体；

(e)人源化的抗体；

(f)嵌合抗体；

(g)Fab片段；
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(h)Fab'片段；

(i)F(ab')2；

(j)Fv；以及

(k)二硫键连接的Fv。

56.如权利要求54所述的方法，其中所述抗体载体包含选自下组的重链免疫球蛋白恒

定结构域，该组由以下组成：

(b)人IgG  1恒定结构域；

(c)人IgG2恒定结构域；

(d)人IgG3恒定结构域；

(e)人IgG4恒定结构域；以及

(f)人IgA恒定结构域。

57.如权利要求53所述的方法，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR1的一部分和VH  CDR2的一部分中的至少一个的随机盒。

58.如权利要求53所述的方法，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR1的至少一部分和VH  CDR2的部分的多个随机盒。

59.如权利要求53所述的方法，其中所述VH‑CDR1/2子文库的多个成员包含对应于VH 

CDR2的至少一部分的多个随机盒。

60.如权利要求53所述的方法，其中所述VH‑CDR3子文库的多个成员包含对应于VH  CDR3

的至少一部分的随机盒。

61.如权利要求53所述的方法，其中所述VL子文库的多个成员包含在VL  CDR3的一部分

处的随机盒。

62.如权利要求53所述的方法，其中所述VH‑CDR3子文库的成员的至少两个随机盒编码

不同长度的肽。

63.如权利要求62所述的方法，其中所述肽的长度在10‑20个氨基酸的范围内。

64.如权利要求53所述的方法，其中所述子文库的多个成员包含共有序列。

65.如权利要求53所述的方法，其中所述表达文库成员中的每个包含多个所述随机盒。

66.如权利要求53所述的方法，其中所述重组包括分离所述VH‑CDR1/2子文库的多个成

员的至少多个部分和所述多个VH‑CDR3子文库中的一个并融合在一起以形成VH结构域文库

中的VH结构域文库成员，其中所述VH结构域文库包含多个VH结构域文库成员。

67.如权利要求53所述的方法，所述方法进一步包括分离所述VL子文库的所述成员的至

少一部分，并将所述VL子库的所述成员的所述部分与所述VH结构域库成员之一融合以形成

所述表达文库成员。

68.如权利要求67所述的方法，其中所述VL子文库的所述成员的所述部分用接头偶联。

69.如权利要求68所述的方法，其中所述接头是富含甘氨酸的肽。

70.如权利要求53所述的方法，其中所述重组包括分离所述VH‑CDR1/2子文库的多个成

员的至少多个部分和所述多个VH‑CDR3子文库中的一个并融合在一起以形成第一组表达文

库成员。

71.如权利要求70所述的方法，所述方法进一步包括第二组表达文库成员，其中所述第

二组包含所述VL子文库的多个成员的至少多个部分。
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72.如权利要求71所述的方法，所述方法进一步包括亚克隆来自所述第一和第二组中

的每一组的各一个成员，以形成具有重组VH和VL结构域的IgG1。

73.如权利要求53所述的方法，所述方法进一步包括基于以下中的至少一个选择所述

表达文库成员的子集：对配体的亲和力、pH敏感性和物种交叉反应性。

74.如权利要求73所述的方法，所述方法进一步包括选择所述表达文库成员的子集，所

述子集编码以小于50nM的Kd结合到所述配体的scFv。

75.一种分离对抗原具有等于或小于100nM亲和力的高亲和力结合物的方法，所述方法

包括：

使所述抗原与通过如权利要求1‑22中任一项或权利要求53‑74中任一项所述的方法构

建的组合物接触。
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mRNA展示抗体文库和方法

[0001] 本申请要求2017年11月20日提交的序列号为62/588,914的我们共同未决的美国

临时专利申请的优先权。

技术领域

[0002] 本发明的领域是用于超高多样性抗体文库的组合物和方法，特别是因为它涉及

mRNA展示文库以及涉及mRNA展示文库用于产生重组高亲和力结合物的用途。

背景技术

[0003] 背景描述包括可用于理解本发明的信息。并不承认本文提供的任何信息是现有技

术或与当前要求保护的发明相关，也不承认具体地或隐含地提到的任何出版物是现有技

术。

[0004] 本文中的所有出版物和专利申请都通过引用并入，其程度如同每个单独的出版物

或专利申请被具体地且单独地指明通过引用并入一样。在并入的参考文献中的术语的定义

或用法与本文提供的该术语的定义不一致或相反时，适用本文提供的该术语的定义，而不

适用该术语在该参考文献中的定义。

[0005] 以高亲和力、特异性抗体或结合分子靶向肿瘤抗原或新表位已被证明是治疗癌症

患者的有效方法。随着越来越多的患者特异性和/或癌症特异性肿瘤抗原和/或新表位通过

组学数据分析通过体内、体外或计算机模拟被鉴定，创建抗体文库或展示文库的需求已经

增长，所述抗体文库或展示文库提供高概率地选择稳定、可溶性、功能性和适应性的抗体或

结合物。虽然高亲和力、特异性抗体或结合分子可以在天然抗体池中鉴定或衍生自天然抗

体池，但这种鉴定或衍生的天然抗体或结合物可能不是有效或特异性的，因为取决于暴露

于这些抗原或新表位的频率或强度，这些天然抗体的多样性可能受到限制。

[0006] 在解决此类问题的一种方法中，可以使用重组噬菌体展示文库。虽然这样的方法

允许生成具有合理高多样性的文库，但是经常需要对结合物进行多轮的富集，这是劳动密

集的和耗时的。此外，尽管有相对较大的多样性，结合物往往具有不太理想的亲和力和稳定

性。此外，多样性通常受到诸如文库体积、转染效率等实际考虑因素的限制。例如，如WO 

2006/072773中所述，使用多个人工选择压力可以进一步优化这样的方法和其他方法。尽管

此类方法可以改善稳定性特征，但需要大量的文库操作和时间。

[0007] 在另一种方法中，可以进行mRNA展示。这里，编码候选结合分子(典型的scFv)的

mRNA序列在其3′末端与嘌呤霉素分子偶联，并且通过体外翻译产生由所述mRNA序列编码的

肽，以产生将所述mRNA直接偶联到由所述mRNA编码的蛋白质的融合产物。然而，尽管当前的

mRNA展示技术有利地避免了与转染限制相关的问题，并且至少在概念上允许更高的多样

性，但仍然存在结构完整性或稳定性、相对低的亲和力和/或交叉反应性的问题。为了进一

步改善来自mRNA展示的scFv的至少选定的结合特征，执行VH‑CDR3谱型分析(见Protein 

Engineering，Design  &  Selection[蛋白质工程、设计与选择]，2015，第28卷  第10期，第

427‑435页)。然而，这样的过程需要迭代分析，并且并不是能对所有抗原都有效。
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[0008] 因此，即使使用mRNA展示和其他方法创建和鉴定候选结合物的方法是已知的，具

有高结构完整性/稳定性、低亲和力和/或低交叉反应性的结合物的高多样性文库仍然难以

得到。因此，仍然需要改进用于mRNA展示文库的组合物、方法和用途，以快速产生稳定的重

组高亲和力结合物。

发明内容

[0009] 本发明的主题涉及编码多个抗体或抗体片段的高多样性核酸文库的各种组合物、

方法和用途，以允许可靠且有效地鉴定针对多种生物分子特别是癌症抗原或新表位的稳定

的、可溶性的和功能性的抗体或结合物。因此，本主题的一个方面包括产生编码多个抗体或

抗体片段的高多样性核酸文库的方法。在此方法中，生成或提供三个子文库：(1)VH‑CDR1/2

子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，以及(3)VL子文库，每个子文库都具有多个成员。三个子文

库中的每个成员都包含至少一个随机盒，所述随机盒具有多个简并的碱基位置。三个文库

的至少两个成员的至少部分被重组以形成表达文库中的表达文库成员，所述表达文库具有

多个表达文库成员。每个表达文库成员编码不同的抗体或抗体片段。在优选实施例中，将表

达文库成员转录成mRNA片段，所述mRNA片段然后在3′末端与嘌呤霉素分子偶联。

[0010] 在本发明主题的另一方面，发明人设想了具有多个核酸文库的组合物。所述多个

核酸文库包含(1)VH‑CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文库。子文库(1)‑

(3)中的每个包含多个成员，并且子文库的每个成员包含具有多个简并碱基位置的至少一

个随机盒。

[0011] 在本发明主题的另一方面，发明人设想了上述组合物在产生高多样性核酸文库中

的用途。

[0012] 在本发明主题的又一方面，发明人设想了具有多个文库成员的高多样性核酸文库

组合物。所述高多样性核酸文库成员包含重组核酸，所述重组核酸包含多个随机盒，每个盒

具有多个简并碱基位置。所述多个随机盒从来自以下中的两个库中的任何一个库中的至少

两个成员衍生：(1)VH‑CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，和(3)VL子文库。

[0013] 在本发明主题的又一方面，发明人设想了高多样性核酸文库用于产生针对癌症新

表位的治疗性重组抗体的用途。

[0014] 在本发明主题的又一方面，发明人设想了产生重组抗体的方法。在此方法中，生成

或提供三个子文库：(1)VH‑CDR1/2子文库，(2)多个VH‑CDR3子文库，以及(3)VL子文库，每个

子文库都具有多个成员。三个子文库中的每个成员都包含至少一个随机盒，所述随机盒具

有多个简并的碱基位置。三个文库的至少两个成员的至少部分被重组以形成表达文库中的

表达文库成员，所述表达文库具有多个表达文库成员。每个表达文库成员编码不同的抗体

或抗体片段。然后，所述方法继续使用表达文库成员产生重组抗体或其片段。

[0015] 在本发明主题的另一个方面，发明人设想了一种通过使抗原与通过上述方法构建

的组合物接触来分离与抗原具有等于或小于100nM亲和力的高亲和力结合物的方法。

[0016] 在本发明主题的又一方面，发明人设想了使用选自下面提供的表1或表2的寡核苷

酸生成的重组核酸片段。

[0017] 在本发明主题的又一方面，发明人设想了具有选自下面提供的表1或表2的核酸序

列的合成核酸混合物。
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[0018] 本发明主题的多个对象、特征、方面和优点将根据以下关于优选实施例的详细描

述以及附图而变得更清楚。

附图说明

[0019] 图1示出了使用VH3/Vk1对的一个示例性随机化策略。

[0020] 图2示出了重链CDR1和CDR2中序列随机化的示例性位置。

[0021] 图3示出了重链CDR3中的示例性序列随机化。

[0022] 图4示出了轻链CDR3中的示例性序列随机化，其中核酸序列位于左侧，氨基酸选择

位于右侧。

[0023] 图5示出了通过分离和组合多个重组核酸片段的随机盒来产生杂合核酸元件的示

例性方法。

[0024] 图6显示了尺寸排阻色谱结果，所述结果显示表明αB7‑H4801的稳定蛋白表达的单

个峰。

[0025] 图7显示了毛细管电泳十二烷基硫酸钠(CE‑SDS)数据，表明与商业抗体相比，αB7‑
H4801的分子行为相似。

[0026] 图8显示了表明体外选择的αB7‑H4抗体与B7‑H4结合的图。

[0027] 图9显示了体外选择的αB7‑H4结合物和αPD‑L1结合物的功能分析的图。

[0028] 图10显示了表明αB7‑H4  scFv和αB7‑H4  IgG1的结合亲和力的图。

[0029] 图11显示了通过测量中性粒细胞大小变化的IL‑8活性测定及其结果。

[0030] 图12显示了柱状图，表明αIL‑8抗体对增加中性粒细胞大小的IL‑8活性的中和作

用。

[0031] 图13在柱状图中显示了IL‑8活性测定及其结果，表明αIL‑8抗体通过抑制中性粒

细胞迁移而对IL‑8活性的中和作用。

[0032] 图14显示了使用本文所述的mRNA展示文库组合物相对于所选抗原靶标的示例性

结果。

[0033] 图15显示了描述配置为scFv的选定结合物相比于IgG的亲和力的示例性图，其中

结合物使用本文所述的mRNA展示文库组合物鉴定。

具体实施方式

[0034] 发明人现在发现，通过使用由高多样性核酸文库成员编码的抗体或其片段的选定

结构域的靶向多样化构建高多样性核酸文库，可以产生或鉴定特异性和有效的重组抗体或

其片段。为了实现这样的目标，发明人现在已经发现，可以预选抗体/结合物的一个或多个

结构域或亚结构域，并且可以使用预选的结构域或亚结构域中的随机盒来产生多个核酸亚

文库。发明人进一步发现，子文库的成员可以重组以构建高多样性核酸文库，所述高多样性

核酸文库允许文库成员之间的高多样性，但提供鉴定抗体/结合物的更高概率，所述抗体/

结合物当用于体内对抗癌症抗原或新表位(优选癌症特异性、患者特异性新表位或新抗原)

时是稳定的、可溶性的、功能性的和适应性的。

[0035] 实际上，如下文更详细地所示，本文所述文库允许分离至少一种与任何任意抗原

的结合物，典型地以单次或两次富集，其中所述结合物具有等于或小于100nM，更典型地等
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于或小于10nM的Kd。此外，所设想的系统和方法允许scFv文库具有至少109、至少1010、至少

1011、至少1012、至少1013、至少1014、至少1015或至少1016个不同文库成员的多样性，所有这些

都在与常规文库构建相比显著减少的时间范围内。因此，应当理解，抗体发现的速度大大提

高了。

[0036] 如本文所用，术语“肿瘤”是指以下项并且可与以下项互换使用：一种或多种癌细

胞、癌组织、恶性肿瘤细胞或恶性肿瘤组织，它们可以位于或者发现于人体的一个或多个解

剖位置中。

[0037] 如本文所用，术语“结合”是指术语“识别”和/或“检测”，并且可以与该术语互换使

用，即具有高亲和力的两个分子之间的相互作用，KD等于或小于10‑6M或等于或小于10‑7M。

[0038] 如本文所用，术语“提供(provide)”或“提供(providing)”是指并且包括制造、产

生、放置、使得能使用或准备使用的任何行为。

[0039] 核酸子文库的构建

[0040] 通常抗体的结构组分(重链、轻链、恒定结构域、可变结构域)与其功能密切相关。

例如，重链(VH)和轻链(VL)中的可变结构域共同构成表位结合结构域，其提供针对抗体的特

异性。VH和VL中的每一个包含三个互补决定区(CDR，CDR1‑3)，其具有基于其对抗原的特异性

的独特氨基酸序列。因此，先前已设想通过随机化编码VH和VL的CDR的序列来创建用于产生

或鉴定抗体的重组核酸文库。然而，发明人发现，尽管VH和VL的所有CDR的完全随机化可为文

库提供很大的多样性，但它也在产生随机序列的所有组合和筛选所有随机化的组合方面造

成低效，因为当重组以形成抗体(例如IgG1等)时，并非所有随机化的VH和VL都可溶解或稳定

表达。而且，由于可能的库成员数量极其庞大，覆盖整个多样性空间并不现实。

[0041] 因此，发明人设想，VH和VL的子结构域可分为两类：在不同抗体(或编码所述抗体的

基因)的VH或VL中通常共同的框架区以及靶向多样化区，所述靶向多样化区可至少部分或完

全随机化而不显著影响最终肽产物(例如scFv，IgG1等)的稳定性和/或溶解度。优选地，VH
的靶向多样化区包含CDR1的至少一部分、CDR2‑n(CDR2的N‑末端侧)、CDR2‑c(CDR2的C‑末端

侧)和CDR3。在进一步优选的方面中，VL的靶向多样化区包含CDR3的至少一部分。

[0042] 因此，在本发明主题的一个示例性和特别优选的方面中，可以通过产生重组核酸

来创建核酸文库，所述重组核酸包括在VH和/或VL的一个或多个靶向多样化区中的一个或多

个随机序列盒。在一个优选实施例中，发明人设想三个不同的子文库，其在不同的靶向多样

化区中具有不同的随机序列盒组，使得每个子文库在随机化的靶向多样化区中保留多样

性，同时避免单个子文库中有太多的随机化的重组序列(这可能使得单个子文库的体积对

于快速或及时筛选来说是操作不切实际或低效的)。此外，靶向多样化区之间的保守区域被

选择或设计为最大的稳定性和溶解性。

[0043] 在一个实施例中，子文库包括VH‑CDR1/2子文库。所述VH‑CDR1/2子文库包含多个重

组核酸(例如，重组DNA)，所述重组核酸具有对应于VH  CDR1的至少一部分和/或VH  CDR2的至

少一部分处的一个或多个随机序列盒。如本文所使用的，对应于VH  CDR1的一部分的随机盒

是指所述随机盒位于重组核酸的区域中，其中应该存在编码CDR1部分的序列，以便编码VH
结构域的一部分，该部分至少在结构上或功能上类似于天然抗体的VH结构域。例如，VH‑

CDR1/2子文库中的重组核酸可能具有如下结构(随机化的区域加下划线，并且固定的测序

的区域加括号)：
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[0044] 5’‑(启动子‑5’UTR‑FW1)+CDR1+(FW2)+CDR2+(FW3‑CDR3‑FW4)

[0045] 如本文所使用的，UTR指的是未翻译区，FW指的是框架区(例如，FW1是可以不同于

第二框架区(FW2)的第一框架区)。在这种结构中，可以将随机序列盒插入CDR1或CDR2的区

域，或者优选地插入CDR1和CDR2的区域。在一些实施例中，可以在CDR2的区域中插入多于一

个随机序列盒，优选两个随机序列盒：CDR2‑n(对于CDR2的5′端侧)和CDR‑c(对于CDR2的3′

端侧)。

[0046] 子文库还可以包括多个VH‑CDR3子文库。每个VH‑CDR3子文库包含多个重组核酸(例

如重组DNA)，所述重组核酸具有对应于VH  CDR3的至少一部分的一个或多个随机序列盒。与

VH‑CDR1/2子文库相似，VH‑CDR1/2子文库中的重组核酸可能具有如下结构(随机化的区域加

下划线，并且固定的测序的区域加括号)：

[0047] 5’‑(启动子‑5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3)‑CDR3‑(FW4)

[0048] 优选地，选择VH‑CDR1/2子文库和/或VH‑CDR3子文库的重组核酸的固定序列(例如，

启动子‑5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3，FW4)以使用天然抗体(例如抗各种抗原的IgG1)中

最常见和/或保守的序列，使得所述固定的序列是最可表达的并且可适应多种形式，包括表

达为单链可变片段(scFv)的肽、scFv的修饰形式、全长免疫球蛋白或免疫球蛋白的一部分。

因此，在优选实施例中，VH‑CDR1/2子文库的重组核酸和VH‑CDR3子文库的重组核酸的固定的

序列彼此至少70％、优选至少80％、更优选至少90％相同(共享)。

[0049] 子文库还可以包括VL子文库。VL子文库包含多个重组核酸(例如重组DNA)，所述重

组核酸具有对应于VLCDR3的至少一部分的一个或多个随机序列盒。与VH‑CDR1/2子文库相

似，VH‑CDR1/2子文库中的重组核酸可能具有如下结构(随机化的区域加下划线，并且固定

的测序的区域加括号)：

[0050] 5’‑(启动子‑5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3)‑CDR3‑(FW4)

[0051] 优选地，VL子文库的重组核酸的固定的序列与VH‑CDR1/2子文库或VH‑CDR3子文库

的重组核酸的固定的序列至少70％、优选至少80％、更优选至少90％相同(共享)。

[0052] 虽然任何随机化的序列都可以被认为产生随机序列盒，但发明人设想，针对VH的

CDR1、CDR2、CDR3和VL结构域的CDR3的策略化随机序列盒将在表达为结合肽(例如scFv等)

时提供高复杂性和大的潜在结合表面。例如，VH‑CDR1/2子文库的CDR1、CDR2的策略化随机

序列盒可以是每个盒具有3个或更少、优选2个或更少、或更优选一个随机序列(每个盒编码

3个或更少、2个或更少、或一个随机氨基酸)的半随机序列盒。随机序列在随机盒中的位置

可根据盒中的随机氨基酸而变化。在另一个实例中，VH‑CDR3子文库的CDR3的策略化随机序

列盒可包括更多的随机化的序列，使得每个盒存在4个或更多、优选5个或更多、或更优选6

个或更多随机序列(每个盒编码4个或更多、优选5个或更多、或更优选6个或更多随机氨基

酸)。在又一个实例中，VL子文库的CDR3的策略化随机序列盒可包括更多的随机化的序列，

使得每个盒存在4个或更多、优选5个或更多、或更优选6个或更多随机序列(每个盒编码4个

或更多、优选5个或更多、或更优选6个或更多随机氨基酸)。

[0053] 在本发明主题的一个特别优选的方面，发明人设想，用于子文库的优选随机序列

盒可以使用表1(对于VH‑CDR1/2子文库和VH‑CDR3子文库)和表2(对于VL子文库)中所示的寡

核苷酸产生。如表1和2所示，每个寡核苷酸包括具有简并密码的随机序列(突出显示)，所述

简并密码显示为IUPAC模糊密码。例如，CDR1随机序列盒的一个寡核苷酸包括随机序列
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“RVT”，RVT代表“A/G，A/C/G，T”，其组合可编码苏氨酸(T)、丙氨酸(a)、天冬酰胺(N)、天冬氨

酸(D)、丝氨酸(S)或甘氨酸(G)中的一个。由简并密码子编码的氨基酸的选择被描绘在右边

并且用X表示。

[0054] 另外且优选地，用于VH‑CDR3子文库的随机序列盒可以包括不同长度的核酸序列。

例如，VH‑CDR3子文库的随机序列盒可以是10‑30个氨基酸之间、优选10‑25个氨基酸之间、

更优选10‑20个氨基酸之间的任意长度。因此，如表1所示，用于产生VH‑CDR3子文库的随机

序列盒的寡核苷酸可以包括在编码D/G‑R/L和A/G的序列之间的“NNK”(其代表G/A/T/C，G/

A/T/C，G/T)的各种重复(例如，4‑10个重复)(也参见图3)。轻链序列的产生和多样性示例性

地示于图4中。
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[0055]
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[0056]

[0057] 表1

[0058]

[0059] 表2

[0060] 最典型的是，表1和表2中所示的寡核苷酸以单链DNA形式提供，所述单链DNA可以

使用DNA聚合酶I(克列诺(Klenow)片段)转换成双链DNA片段以插入到包含固定的测序的区

域(例如，对于VL子文库的重组核酸，5’‑(启动子‑5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3)‑(FW4)

等)的主链中。然而，也可以设想表1和2中所示的寡核苷酸也与互补寡核苷酸一起存在以形

成双链核酸，而不使用聚合酶。
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[0061] 在一些实施例中，子文库的重组核酸还包括编码蛋白质标签的核酸序列，使得重

组核酸编码的肽可以使用针对所述蛋白质标签的结合剂来分离。例如，优选蛋白质标签包

括FLAG标签(具有序列基序DYKDDDDK)，Myc标签(具有序列基序EQKLISEEDL)和HA‑标签。在

一些实施例中，可以重复蛋白质标签以加强信号或增加检测(例如，FLAG标签的三次重复

(3X  FLAG)等)

[0062] 可以设想的是，插入到子文库的重组核酸中的一些随机序列盒可引入框架移位、

无义突变和使重组核酸编码的肽结构不稳定的一个或多个序列。因此，在一些实施例中，发

明人设想对子文库的重组核酸进行体外测试，从而可以从文库中去除编码不稳定的或错误

折叠的肽的任何重组核酸。例如，VH‑CDR3子文库或VL子文库的重组核酸可被测试其与金黄

色葡萄球菌蛋白A或大型非戈尔迪亚氏菌蛋白L的结合亲和力，其分别独立地结合至免疫球

蛋白的VH3结构域或VL(Vκ)结构域的结构化表位的CDR序列。

[0063] 可以设想通过重组核酸与蛋白A或蛋白L的结合亲和力来筛选重组核酸的任何合

适的方法。在一个示例性实施例中，通过体外转录将子文库的重组核酸转录成mRNA，并且将

所述mRNA的3′末端偶联(共价连接)到嘌呤霉素。嘌呤霉素偶联的mRNA被体外翻译，使得从

嘌呤霉素偶联的mRNA转录的肽通过嘌呤霉素与mRNA偶联。接下来，将所述肽与蛋白A或蛋白

L接触以鉴定有效结合蛋白A或蛋白L的肽。优选地，选择和分离与蛋白A或蛋白L结合的肽，

其亲和力具有等于或小于10‑6M、优选等于或小于10‑7M的KD。一旦分离出与蛋白A或蛋白L具

有高亲和力的肽，则可通过与嘌呤霉素和肽偶联的mRNA在体外逆转录生成分离的肽的

cDNA。然后，所产生的分离的肽的cDNA可以作为随机序列盒插入以产生VH‑CDR3子文库或VL
子文库的选定重组核酸。可替代地，还可以设想子文库的重组核酸可以以mRNA的形式存在，

其任选地与嘌呤霉素分子预偶联，使得重组核酸的体外转录步骤(以DNA形式)可能不需要。

[0064] 从子文库构建scFv文库

[0065] 本发明人还设想可以重组子文库的至少两个重组核酸(成员)以形成重组scFv核

酸。在优选实施例中，所述至少两个重组核酸(成员)中的每一个选自不同的子文库。例如，

一个重组核酸可选自VH‑CDR1/2子文库、多个VH‑CDR3子文库和VL子文库中的每一个。再例

如，一个重组核酸可选自VH‑CDR1/2子文库、多个VH‑CDR3子文库和VL子文库中的两个中的每

一个。优选地，通过如上所述的亲和力结合筛选预选选自子文库的一个或多个重组核酸中

的至少一个，更优选全部。

[0066] 最典型的是，重组scFv核酸可以通过重组来自子文库的重组核酸的一部分来构

建。在这一实施例中，重组核酸的部分包括插入到重组核酸中的随机序列盒。因此，例如，作

为第一步，VH‑CDR1/2子文库的重组核酸的部分可以是5’‑[CDR1+(FW2)+CDR2]‑3’(随机序

列盒加下划线)，优选5’‑(FW1的部分)‑[CDR1+(FW2)+CDR2]‑(FW3的的部分)‑3’，更优选5’‑

(启动子‑5’UTR‑FW1)+CDR1+(FW2)+CDR2+(FW3的部分)‑3’或5’‑(启动子‑5’UTR‑FW1)+CDR1

+(FW2)+CDR2+(小接头)‑3’。类似地，例如，VH‑CDR3子文库的重组核酸的部分可以是5’‑

[CDR3]‑3’(随机序列盒加下划线)，优选5’‑(FW3的部分)‑CDR3‑(FW4的部分)‑3’，更优选

5’‑(FW3的部分)‑CDR3‑(FW4)‑3’或5’‑(小接头)‑CDR3‑(FW4)‑3’。然后(例如，通过PCR)分

离来自VH‑CDR1/2子文库和VH‑CDR3子文库的重组核酸的部分，并且可以重组(例如，通过限

制性连接方法融合，通过重组‑PCR产生，等等)以形成VH结构域重组核酸。因此，典型地，VH结

构域重组核酸将会以5’‑启动子‑5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3‑CDR3‑FW4‑3’(随机序列
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盒加下划线)的结构。任选地，VH结构域重组核酸还可以包括如上所述编码在其3′末端的蛋

白质标签(例如，FLAG标签、Myc标签、HA标签等)的核酸序列。此外，这样生成的VH结构域重

组核酸可以作为VH结构域文库成员放置在VH结构域文库中。

[0067] 这样形成的VH结构域重组核酸可与VL子文库的重组核酸进一步重组，形成重组

scFv核酸。图5示出了重组来自子文库的序列的一种示例性方法。如图所示，并且也是典型

地，VH结构域重组核酸的一部分和VL子文库的重组核酸的一部分融合为一个重组scFv核酸。

例如，VH结构域重组核酸的部分可以包括5’‑启动子‑[5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3‑

CDR3‑FW4‑3’(优选没有编码在其3′末端的蛋白质标签的任何核酸)，且VL子文库的重组核

酸的部分可包括FW1’+CDR1+FW2’+CDR2+FW3’‑CDR3‑FW4’(无启动子和5′‑UTR)，使得VL子文

库的重组核酸可融合到VH结构域重组核酸的部分的3′末端。因此，典型的重组scFv核酸将

会以5’‑启动子‑[5’UTR‑FW1+CDR1+FW2+CDR2+FW3‑CDR3‑FW4]VH‑[FW1’+CDR1+FW2’+CDR2+

FW3’‑CDR3‑FW4’]VL‑3’的结构。高度优选将VH结构域重组核酸的部分和VL子文库的重组核

酸的部分置于相同的阅读框中，使得它们编码单个多肽。

[0068] 优选地，VH结构域重组核酸的部分和VL子文库的重组核酸的部分通过编码两部分

之间的接头(短肽间隔片子段)的核酸融合。可以使用接头或间隔子的肽序列的任何合适的

长度和顺序。但是，优选地，接头肽的长度在3‑30个氨基酸之间，优选在5‑20个氨基酸之间，

更优选在5‑15个氨基酸之间。例如，发明人设想使用富含甘氨酸的序列(例如gly‑gly‑ser‑

gly‑gly等)来提供scFv在VH和VL结构域之间的灵活性。

[0069] 任选地，重组scFv核酸还可以包括如上所述编码在其3′末端的蛋白质标签(例如

FLAG标签、Myc标签、HA标签等)的核酸序列。此外，这样产生的重组scFv核酸可以作为表达

文库成员放置在表达文库中。

[0070] 在一些实施例中，基于所述重组scFv核酸与一种或多种目的配体(例如，癌症抗

原，新表位等)的结合亲和力、稳定性，pH敏感性和/或物种交叉反应性，进一步筛选和/或分

级所述这样形成的重组scFv核酸。例如，重组scFv核酸编码的scFv肽的稳定性可以通过尺

寸排阻色谱法测量肽随时间的大小来分析。例如，可以通过在不同的缓冲液条件(pH，温度

等)下使scFv肽与一种或多种配体接触来分析由重组scFv核酸编码的scFv肽的pH敏感性和

结合亲和力。

[0071] 对于这些分析和从表达文库中进一步分离所需的重组scFv核酸，发明人设想重组

scFv核酸可以以mRNAs的形式存在，其任选地在mRNA的3’末端与嘌呤霉素分子预偶联。然后

可以在体外翻译嘌呤霉素偶联的mRNA，使得从嘌呤霉素偶联的mRNA转录的肽通过嘌呤霉素

与mRNA偶联。然后，任选地在不同的缓冲液条件(pH，温度等)下，将肽与一种或多种配体接

触。优选地，选择和分离在pH  5.0‑8.0之间、优选在pH  6.0‑8.0之间、更优选在pH  6.5‑8.0

之间与配体具有等于或小于10‑6M、优选等于或小于10‑7M的KD的结合亲和力的肽。一旦分离

出与一种或多种配体具有高亲和力的肽，就可以通过与嘌呤霉素和肽偶联的mRNA在体外逆

转录生成分离出的肽的cDNA。

[0072] 此外，由重组scFv核酸编码的分离的肽的如此产生的cDNA可以接枝到免疫球蛋白

的部分上并替代所述部分以形成重组免疫球蛋白或其片段。例如，如此产生的cDNA可与免

疫球蛋白重链恒定区的主链融合，从而免疫球蛋白的重链和轻链可变区可被由分离的肽形

成的scFv所替代。可替代地，发明人还设想，重组scFv核酸的VH部分(或衍生自VH结构域重组
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核酸)和VL部分(或衍生自重组scFv核酸)可以接枝到免疫球蛋白的部分上并替代所述部

分，以形成重组免疫球蛋白或其片段。例如，重组scFv核酸的VH部分(或衍生自VH结构域重组

核酸)和VL部分(或衍生自重组scFv核酸)分别与免疫球蛋白重链恒定区或轻链恒定区的主

链融合，以形成具有对所需配体特异性的可变区的免疫球蛋白。

[0073] 在这些实例中，设想免疫球蛋白可以包括任何类型(例如IgG、IgE、IgM、IgD、IgA和

IgY)和任何类别(例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2)的重链或恒定结构域，以构成不

同类型的免疫球蛋白。此外，“抗体”可包括但不限于人抗体、人源化抗体、嵌合抗体、单克隆

抗体、多克隆抗体。在此上下文中，应当注意，设想的系统和方法允许通过将分离的VH和VL结

构域接枝到所需物种(例如，人)的抗体的剩余部分上来产生物种特异性抗体。在另一个实

例中，如此产生的cDNA可与编码免疫球蛋白的其他部分的核酸融合以形成免疫球蛋白的片

段。在本实例中，设想免疫球蛋白的片段可以是Fab片段、Fab’片段，F(ab’)2、二硫键连接的

Fv(sdFv)和Fv。发明人还设想，如此产生的cDNA的一部分可与编码免疫球蛋白的其他部分

的核酸融合，以形成包含VH区段和/或VL区段的任何片段。

[0074] 此外，发明人设想scFv部分也可用作各种蛋白质和非蛋白质分子的靶向实体。例

如，scFv部分可偶联(典型地作为嵌合蛋白)到ALT‑803型分子以形成具有特异性靶向能力

的TxM实体(见例如，J  Biol  Chem .[生物化学杂志]2016年11月11日；291(46)：23869‑

23881)。在另一个实例中，scFv部分可以偶联到运载体蛋白(例如，白蛋白)以允许将一种或

多种药物靶向特异性递送到药物偶联至运载体的肿瘤微环境中的特定位置。

[0075] 发明人进一步设想，通过随机序列的靶向多样化构建子文库，和/或预选子文库的

成员，表达文库可以通过去除不稳定的、非结合的或错误折叠的序列，以最小的多样性牺牲

实现约1012的复杂性。因此，上述产生表达文库的方法提供了有意义的序列复杂性大小，但

以小体积筛选结合物/抗体是实用的。另外，上述产生表达文库的方法简化了结合物/抗体

的筛选程序。传统上，任何编码结合域(或基序)的核酸序列(如随机化的序列)的体外验证

都需要将核酸序列转化为Fab结构域，然后通过与目的配体的拉下测定来测试结合亲和力。

本文提出的方法允许通过亲和力(例如，Kd值)、pH敏感性和物种交叉反应性(例如，通过表

面等离子体共振测定等)分级来体外验证编码结合结构域(或基序)的核酸序列，而无需将

核酸序列转换为Fab结构域。此外，基于稳定性和敏感性从每个文库中预选成员减少了文库

中的待测试的池，从而可以更快速和有效地鉴定所需的结合物/scFv/抗体结构域。因此，发

明人还设想了使用mRNA展示技术(其中针对固相结合的抗原筛选体外翻译后的文库成员)

从高多样性池中分离高亲和力结合物(例如，具有纳摩尔和皮摩尔Kd)的方法。一旦鉴定了

结合物，就可以通过表面等离子体共振光谱关于亲和力和Kon/Koff特征进一步表征它们，如

下文进一步描述。从不同的角度来看，所设想的系统和方法允许在完全独立于体内免疫系

统的过程中快速检测结合物和产生scFv或抗体。

[0076] 实例

[0077] 虽然可以设想任何适当的多样化方案来鉴定一个或多个靶向多样化区域，以便在

保持效率的同时使多样性最大化，发明人发现，VH3/Vk1可以是免疫球蛋白的各种结构域中

用于随机化的良好候选区域之一，VH3被认为是迄今为止最稳定和可溶的VH结构域，并且轻

链的Vk1是稳定和可溶的。因此，设想VH3/Vk1随机化的对将更有效地转化为全尺寸免疫球

蛋白。因此，发明人使用VH3和Vk1框架开发了预选策略。图1显示了使用VH3/Vk1对的一个示
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例性随机化策略。对特异于一个抗原的至少14个免疫球蛋白分子的蛋白质序列进行比较和

分析。14个免疫球蛋白分子中最稳定并且最保守的序列被用为框架，并且分析可变序列的

位点以作为随机化的序列和随机化程度(如完全随机，部分随机等)。

[0078] 基于随机化策略，发明人还产生了针对VH结构域的CDR1、CDR2‑n、CDR2‑c(见图2)

和针对VH结构域的CDR3(见图3)的靶向多样化序列(随机化的序列，随机寡聚物)。使用VH结

构域的CDR1、CDR2‑n、CDR2‑c、CDR3和VL结构域的CDR3的随机寡聚物产生重组scFv核酸的过

程如上文所述，并也在图4中的示意图中示出。构建了一个高多样性文库，如图5中示例性地

显示，并在上面进行了更详细的讨论。

[0079] 使用如图1‑5所述的靶向多样化方案和产生重组scFv核酸的方法，发明人产生了

高多样性文库，并由此分离出重组α‑B7‑H4801(α‑B7‑H4，克隆号801)结合物。通过分析尺寸

排阻色谱经15分钟确定重组α‑B7‑H4801的稳定性以评估抗体的任何降解或变形。如图6中所

示，α‑B7‑H4801的洗脱液显示单峰，没有任何显著的小峰，这表明通过上述方法产生的α‑B7‑
H4801结合物可以产生具有高稳定性的scFv或抗体。

[0080] 发明人发现重组α ‑ B7 ‑ H 4 8 0 1包含基本上类似于其他市售α ‑ B7 ‑ H 4抗体

的抗体组分。通过十二烷基硫酸钠毛细管电泳(CE‑SDS)分析重

组α‑B7‑H4801和两种市售α‑B7‑H4抗体 的片段。如图7中所示，CE‑SDS

分离重组α‑B7‑H4801抗体和两种市售α‑B7‑H4抗体 片段显示两个

极大峰，每个峰对应于轻链(中峰)和糖基化重链(右峰)。左峰表示用于CE‑SDS分析的10Kd

标准标志物的位置。

[0081] 发明人进一步发现，各种重组α‑B7‑H4抗体可显示与靶配体的不同结合特征(例如

亲和力，特异性等)。图8显示了两种重组α‑B7‑H4抗体，α‑B7‑H4801和α‑B7‑H4817，通过平均荧

光强度(MFI)测量来测试它们与表达B7‑H4的293T细胞的结合。结果表明，与α‑B7‑H4817抗体

相比，α‑B7‑H4801抗体对表达B7‑H4的293T细胞具有更高的结合亲和力，这表明不同地随机

化的CDR结构域可提供对配体的不同结合亲和力。最右边的图显示了用非特异性人IgG1

(hIgG1)进行的对照实验。

[0082] 用流式细胞术检测重组α‑B7‑H4抗体以确定与抗原呈递细胞(APC)上表达的配体

(B7‑H4)的特异性和有效结合。如图9中所示，重组α‑B7‑H4抗体能与B7‑H4配体特异性结合

(从非特异性同种型结合中分离出峰)，这表明重组α‑B7‑H4抗体具有完全的功能。

[0083] 发明人还发现，抗B7‑H4的scFv肽(scFv  B7‑H4801)和由同一scFv肽与scFv  B7‑

H4801产生的重组α‑B7‑H4抗体(IgGα‑B7‑H4801)使用表面等离子体共振测定在功能上相容。

在这一测定中，通过与表面连接的中性亲和素偶联的α‑Flag生物素化抗体将带有Flag标签

的scFv  B7‑H4801固定在表面上。然后将表面固定的scFv  B7‑H4801肽与包括B7‑H4的分析物

接触。用α‑B7‑H4抗体进行类似的测定。如图10和表3中所示，scFv  B7‑H4801和IgGα‑B7‑H4801
具有与B7‑H4的基本相似的亲和力和结合特征，这表明它们在功能上是相容的。此外，由于

体外翻译的肽(scFv)的结合亲和力可以直接测量，而不需要将肽接枝进入抗体主链，因此

可以高效地筛选表达文库中更多的重组scFv核酸。

[0084]   Ka Kd KD Res  sd

IgG 1.2e6 2.0e‑4 175pm 0.391

scFv 1.2e6 1.7e‑4 141pm 0.353
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[0085] 表3

[0086] 在针对B7‑H4的在VH的CDR1‑3和VL的CDR3中具有各种随机序列盒的多个scFv肽中，

发明人检查了特定结构域(特定随机序列盒)中的相似性是否可使scFv肽具有与配体的相

似的结合特征。检测了五种scFv肽(801、802、905、906和817)与B7‑H4的结合亲和力。其中，

如表4中所示，四种scFv肽(克隆801、802、905、906)具有相似的CDR3序列。在25℃和37℃下，

这四种在VH的CDR3中具有相似随机序列盒的scFv肽显示与B7‑H4的相似结合亲和力(如表5

中所示)，这表明至少在针对B7‑H4的scFv肽中，VH的CDR3中的序列可能是与配体结合的关

键。

[0087]

[0088] 表4

[0089]

[0090] 表5

[0091] 发明人还使用所述子文库和表达文库生成多个与白细胞介素‑8(IL‑8)结合的

scFv肽(scFv  IL‑8)，并在不同条件(温度和pH)下检查与IL‑8的亲和力。在各种条件下测得

的示例性scFv  IL‑8肽及其结合亲和力显示在表6中。在表6所示的克隆中，克隆49‑7、49‑1

和49‑12含有相似的VH  CDR3序列，克隆49‑19、49‑37和49‑25含有相似的VH  CDR3序列。此外，

克隆49‑3和43‑2含有相似的VH  CDR3序列。与抗B7‑H4的scFv肽相比，发明人发现scFv  IL‑8

肽的结合亲和力可能不严重依赖于VH的CDR3中随机序列的相似性。例如，虽然克隆49‑18、

49‑37和49‑25包含相似的VH  CDR3序列，但这些序列的结合亲和力(单位以KDX10
‑9M测量)在

0.894X10‑9M和25X10‑9M之间变化。
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[0092] 克隆 计数 25℃ pH  6 25℃ pH  6 37℃

49‑31 1/36 0.012 0.0025      

49‑22 3/36 0.113 0.328      

49‑7 1/36 0.166 0.462      

49‑32 1/36 0.239 0.714      

49‑34 1/36 0.618 0.342      

49‑18 1/36 0.894 2.23      

49‑3 4/36 1.26 6.68 2.14 3.14 9.19

43‑2 5/16 1.41 1.3 0.79 0.96 0.89

49‑37 1/36 1.46 4.01      

43‑12 3/16 1.5 11.04      

49‑10 6/36 1.65 8.58 2.21 8.7 3.45

49‑1 1/36 2.66 6.13      

49‑6 1/36 4.8 17.6      

49‑12 3/36 10.1 11.9      

49‑25 2/36 25 7.26      

[0093] 表6

[0094] 发明人通过测量中性粒细胞大小进一步测试scFv  IL‑8是否能有效捕获IL‑8从而

中和IL‑8的作用。通常，中性粒细胞在受到IL‑8刺激后变大(例如，具有更大的直径等)(如

图11所示)。发明人发现，在添加重组α‑IL‑8抗体(mAb  αIL‑8201，如图12中左上角图所示)或

几种scFv  IL‑8肽(αIL‑8#2、αIL‑849‑3、αIL‑849‑10，如图12中靠下图所示)后，这种IL‑8对中性

粒细胞增大的作用可被大量消除，这表明scFv  IL‑8肽可通过与培养基中的游离IL‑8结合

而有效地中和IL‑8的作用。

[0095] IL‑8是一种中性粒细胞趋化因子，可导致中性粒细胞向IL‑8释放部位(如感染部

位)迁移。为了评价scFv  IL‑8肽的功能作用，将中性粒细胞放置在具有多孔膜的插入物底

部，并放置在包含各种浓度IL‑8的培养基中，使得被IL‑8吸引的中性粒细胞能够通过多孔

膜向培养基从插入物迁移出来。如图13中所示，随着培养基中IL‑8浓度的增加，迁移的中性

粒细胞的数量增加。有趣的是，当添加scFv  IL‑8肽(αIL‑843‑2)或衍生自scFv  IL‑8肽的重

组IL‑8抗体(mAb  αIL‑8201)时，这种IL‑8作用几乎完全消除。

[0096] 图14描绘了使用本文所述的mRNA展示文库分离的多种scFv的进一步实验数据。更

具体地，每个数据点表示针对底部指示的靶标的scFv，并且确定每个scFv的亲和力值。可以

很容易地看到，(相同的)文库产生了多种针对不同靶标的高亲和力结合物，所有结合物都

在亚mM的亲和力范围内，并且许多在亚nM的亲和力范围内。此外，发明人还研究了在CDR接

枝到人IgG上后是否可以保持scFv的亲和力。图15描述了用于接枝到人IgG1支架中的所选

scFv的29个CDR接枝实验的示例性结果。从图15中的结果可以看出，人源化的IgG1抗体保持

高的特异性和亲和力(典型地在一个数量级内)。

[0097] 对于本领域技术人员应当清楚的是，在不脱离本文的发明构思的情况下，除了已

经描述的那些之外，更多修改是可能的。因此，本发明主题仅受限于所附权利要求的范围。

此外，在解释说明书和权利要求时，所有术语应当以与上下文一致的尽可能广泛的方式解
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释。特别地，术语“包含”(“comprises”和“comprising”)应当被解释为以非排他性方式提及

要素、组分或步骤，从而指示所提及的要素、组分或步骤可以与未明确提及的其他要素、组

分或步骤一起存在、或使用、或组合。如本文的说明书和随后的整个权利要求中所使用，“一

个/一种(a)”、“一个/一种(an)”以及“该(the)”的含义包括复数参照物，除非上下文清楚地

另外指明。而且，如本文的说明书中所使用，“在......中(in)”的含义包括“在......中

(in)”和“在......上(on)”，除非上下文另有明确说明。在说明书权利要求书提及选自由A、

B、C...和N组成的组的某物的至少一种的情况下，该文字应当被解释为只需要该组中的一

个要素，而不是A加N、或B加N等。
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