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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫グロブリンのエンジニアリング方法であって、
　前記免疫グロブリンが、抗原のエピトープに結合する非ＣＤＲの結合部位を与えるよう
に修飾された構造ループ領域を有し、未修飾の構造ループ領域が前記エピトープと結合せ
ず、
　前記方法が、
－本来の抗原結合特性を有する特異的なＣＤＲループ形態を有する可変ドメインならびに
構造ループ領域を含む親免疫グロブリンをコードする核酸を準備するステップと、
－前記構造ループ領域の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾して修飾された核酸を
調製するステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾された核酸にコードされた、修飾された免疫グロブリンを発現させるステップ
と、
－エピトープと発現された修飾された前記免疫グロブリンとを接触させるステップと、
－修飾された前記免疫グロブリンが前記エピトープと結合するか否かを測定するステップ
と、
を有してなり、
　少なくとも２つの構造ループ領域はトリプトファン、チロシン、フェニルアラニン、ヒ
スチジン、イソロイシン、セリン、メチオニン、アラニン及びアスパラギンからなる群の
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うちの、修飾部位において異質な少なくとも１つのアミノ酸を導入することで修飾され、
　前記修飾は構造ループ領域内に最大３０のアミノ酸の変化を生じさせ、
　前記親免疫グロブリンの前記特異的なＣＤＲループ形態及び本来の抗原結合特性は維持
されている方法。
【請求項２】
　前記免疫グロブリンが、少なくとも２つのエピトープに特異的に結合する、請求項１記
載の方法。
【請求項３】
　前記免疫グロブリンが、ヒト、ラクダ科の動物又はマウス由来である、請求項１から２
のいずれか１項記載の方法。
【請求項４】
　前記可変ドメインがＶＨ、Ｖκ、Ｖλ、ＶＨＨ及びそれらの組み合わせからなる群から
選択される、請求項１から３のいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
　ＶＨ、Ｖκ、Ｖλ又はＶＨＨの修飾された構造ループ領域が、アミノ酸７～２１、アミ
ノ酸４１～８１、又はアミノ酸８９～１０３の範囲内で少なくとも１つの修飾を有し、ド
メインのアミノ酸位の付番がＩＭＧＴに従う、請求項１から４のいずれか１項記載の方法
。
【請求項６】
　ヒト由来のＶＨ又はＶκ又はＶλの修飾された構造ループ領域が、アミノ酸８～２０、
アミノ酸４４～５０、アミノ酸６７～７６及びアミノ酸８９～１０１の範囲内で少なくと
も１つの修飾を有し、ドメインのアミノ酸位の付番がＩＭＧＴに従う、請求項１から４の
いずれか１項記載の方法。
【請求項７】
　マウス由来のＶＨの修飾された構造ループ領域が、アミノ酸６～２０、アミノ酸４４～
５２、アミノ酸６７～７６及びアミノ酸９２～１０１の範囲内で少なくとも１つの修飾を
有し、ドメインのアミノ酸位の付番がＩＭＧＴに従う、請求項１から４のいずれか１項記
載の方法。
【請求項８】
　ラクダ科の動物由来のＶＨＨの修飾された構造ループ領域が、アミノ酸７～１８、アミ
ノ酸４３～５５、アミノ酸６８～７５及びアミノ酸９１～１０１の範囲内で少なくとも１
つの修飾を有し、ドメインのアミノ酸位の付番がＩＭＧＴに従う、請求項１から４のいず
れか１項記載の方法。
【請求項９】
　修飾された前記免疫グロブリンが、１つ以上の修飾免疫グロブリン又は未修飾の免疫グ
ロブリン又はその部分と更に組み合わせ、組合せ免疫グロブリンを得る、請求項１から８
のいずれか１項記載の方法。
【請求項１０】
　前記少なくとも２つの構造ループ領域中の少なくとも１つのアミノ酸が、部位特異的ラ
ンダム変異導入により修飾される、請求項１から９のいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　ランダムに修飾された核酸分子が、配列５’－ＮＮＳ－３’、５’－ＮＮＮ－３’又は
５’－ＮＮＫ－３’を有する少なくとも１つのヌクレオチドの反復単位を有してなる、請
求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　免疫グロブリンのライブラリの調製への、請求項１から１１のいずれか１項記載の方法
により得られる免疫グロブリンの使用。
【請求項１３】
　請求項１から１１のいずれか１項記載の方法により得られる、少なくとも１０個の免疫
グロブリンを有してなるライブラリ。
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【請求項１４】
　少なくとも２つの構造ループ領域に少なくとも４つのアミノ酸変異を有する免疫グロブ
リンを有してなる、請求項１３記載のライブラリ。
【請求項１５】
　構造ループ領域中に修飾を有する可変ドメインを有する少なくとも１０個の免疫グロブ
リンを有してなる、請求項１３又は１４記載のライブラリ。
【請求項１６】
　各ドメインの構造ループ領域に少なくとも１つの修飾を有する少なくとも２つの修飾さ
れた可変ドメインを有する免疫グロブリンを有してなる、請求項１３から１５のいずれか
１項記載のライブラリ。
【請求項１７】
　少なくとも２つの構造ループ領域に少なくとも４つの修飾を有する免疫グロブリンを有
してなる、請求項１３から１６のいずれか１項記載のライブラリ。
【請求項１８】
　前記構造ループ領域に少なくとも２つの修飾を有する少なくとも１０個の免疫グロブリ
ンであって、単鎖免疫グロブリン、ＶＨ、Ｖκ、Ｖλ及びＶＨＨドメイン、抗体及びＦａ
ｂからなる群から選択される免疫グロブリンを有してなる、請求項１３から１７のいずれ
か１項記載のライブラリ。
【請求項１９】
　請求項１から１１のいずれか１項記載の方法により得られる、修飾免疫グロブリン。
【請求項２０】
　ヒト血清アルブミンのエピトープに結合する、請求項１９記載の修飾免疫グロブリン。
【請求項２１】
　Ｆｃ受容体のエピトープに結合する、請求項１９記載の修飾免疫グロブリン。
【請求項２２】
　分子を特異的に結合させる及び／又は検出する方法であって、
（ａ）請求項１３から１８のいずれか１項記載の修飾免疫グロブリンのライブラリか、又
は請求項１から１１のいずれか１項記載の方法により得られる修飾免疫グロブリンと、前
記分子を含有する試験サンプルと、を接触させるステップと、
（ｂ）任意に免疫グロブリンと分子との特異的な複合体の潜在的形成を検出するステップ
と、
を有してなる方法。
【請求項２３】
　分子に結合する修飾免疫グロブリンを特異的に分離する方法であって、
（ａ）請求項１３から１８のいずれか１項記載のライブラリか、又は請求項１から１１の
いずれか１項記載の方法により得られる修飾免疫グロブリンと、前記分子を含有するサン
プルと、を接触させるステップと、
（ｂ）形成された免疫グロブリンと分子との特異的な修飾複合体を分離するステップと、
（ｃ）任意に修飾免疫グロブリンを前記複合体から分離するステップと、
を有してなる方法。
【請求項２４】
　結合パートナーのキットであって、
（ａ）請求項１３から１８のいずれか１項記載のライブラリ、又は、請求項１から１１の
いずれか１項記載の方法によって得た修飾免疫グロブリンと、
（ｂ）抗原のエピトープを含有する結合分子と、
を有してなるキット。
【請求項２５】
　非ＣＤＲの結合部位において少なくとも２つの修飾された構造ループ領域を有し、各構
造ループ領域が、トリプトファン、チロシン、フェニルアラニン、ヒスチジン、イソロイ
シン、セリン、メチオニン、アラニン及びアスパラギンからなる群から選択される少なく
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とも１つのアミノ酸を含んでなる、変異型の可変ドメインポリペプチドを有する修飾免疫
グロブリン。
【請求項２６】
　少なくとも１つの修飾された構造ループ領域が、選択された前記アミノ酸のうちの少な
くとも２つを有する、請求項２５記載の変異型の可変ドメインポリペプチドを有する修飾
免疫グロブリン。
【請求項２７】
　ヒト由来の変異型の可変ドメインポリペプチド又はヒト化された変異型の可変ドメイン
ポリペプチドを有する修飾免疫グロブリンであって、
位置１２～１７、４５～５０、６９～７５及び９３～９８のいずれか１つにおける少なく
とも１つのチロシン、
及び／又は、位置１２～１７、位置４５～５０、６９、７１～７５、９３～９４及び９６
～９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのトリプトファン、
及び／又は、１２～１７、４６、４７、４９、５０、６９～７４、及び９３～９８のいず
れか１つにおける少なくとも１つのヒスチジン、
及び／又は、位置１２～１７、４５～４７、４９、５０、７０～７３、７５、９４～９６
及び９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのアスパラギン、
及び／又は、位置１２～１７、４６～５０、６９～７１、７３～７５、９３、９５、９６
及び９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのメチオニン、
及び／又は、位置１３、７１、７５、９４、９５及び９８のいずれか１つにおける少なく
とも１つのセリン、
及び／又は、位置１２、１４～１７、４５～５０、６９、７０、７２～７５、９３及び９
６～９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのイソロイシン、
及び／又は、位置１５、４６、４８、７０～７３、７５、９３、９５及び９８のいずれか
１つにおける少なくとも１つのフェニルアラニンを有し、ドメインのアミノ酸位の付番が
ＩＭＧＴに従う、変異型の可変ドメインポリペプチドを有する修飾免疫グロブリン。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は修飾免疫グロブリン可変ドメインポリペプチドからなる分子のエンジニアリン
グ及び調製方法に関する。
【０００２】
　本発明は広義には、特異的な結合特性をタンパク質に付与することを目的とする、エン
ジニアリングに関する。より詳細には、上記でエンジニアリングされたタンパク質は、免
疫グロブリン（抗体）であって、より詳細には、可変ドメイン、又は免疫グロブリンの１
つの可変ドメインのペア若しくはそれらの組合せ、又は他の免疫グロブリンドメインとの
組合せから選択される。免疫グロブリンの特異的な結合特性は重要な特徴である。なぜな
ら、それらは抗原などの他の分子との相互作用を制御し、かかる免疫グロブリンは診断及
び治療のアプリケーションにとり有用となるからである。
【背景技術】
【０００３】
抗体の構造　
　抗体の基本構成は、様々な抗体の種類において、様々な種において類似しているため、
本発明では例として、完全長ＩｇＧ１免疫グロブリンを使用して説明する。
【０００４】
　同一の２つの重鎖（Ｈ）及び同一の２つの軽鎖（Ｌ）が結合し、Ｙ字形の抗体分子を形
成する。重鎖は各々４つのドメインを有する。アミノ末端可変ドメイン（ＶＨ）はＹ字の
先端部に存在する。これに続く形で、Ｙ字のステム側に、３つの定常ドメインが存在する
（ＣＨ１、ＣＨ２、及びカルボキシ末端側のＣＨ３）。短いストレッチ（スイッチ）が、
重鎖可変領域と定常領域を連結する。ヒンジ部が、ＣＨ２及びＣＨ３（Ｆｃ断片）を、抗
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体の残りの部分（Ｆａｂ断片）と連結する。完全抗体分子のヒンジ部のタンパク質を分解
させることにより、１つのＦｃ及び２つの同一のＦａｂ断片を生じさせることができる。
軽鎖は２つのドメインから構成され（可変部（ＶＬ）及び定常部（ＣＬ））、スイッチに
より分離されている。
【０００５】
　ヒンジ領域のジスルフィド結合により、２つの重鎖が連結される。更なるジスルフィド
結合によって、軽鎖が重鎖に連結される。
【０００６】
　Ｙの「先端」部に、重鎖及び軽鎖の可変領域（ＶＨ及びＶＬ）が存在し、それらが抗原
と反応するために配置されている。この分子の先端は、アミノ酸配列のＮ末端が位置する
側である。
【０００７】
　Ｙのステム部分は幾つか突出しており、能率的にエフェクター機能を媒介する（例えば
補体の活性化、及びＦｃ受容体、又はＡＤＣＣ及びＡＤＣＰとの相互作用）。そのＣＨ２
及びＣＨ３ドメインは、エフェクタータンパク質との相互作用を促進するために膨張する
。アミノ酸配列におけるＣ末端は先端とは反対側に位置し、Ｙの「ボトム部」と称される
。
【０００８】
免疫グロブリン可変ドメイン（Ｖドメイン）　
　抗体分子中の各ドメインは、コーンプレス型の逆平行βバレル構造中に、各々強固にパ
ックされた、２つのβシートからなる同様の構造を有する。この保存された構造は、免疫
グロブリンフォールディング構造と称される。参考のため、非特許文献１：Ｂｏｒｋら、
（１９９４）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４２：３０９－３２０、非特許文献２：Ｈａｌａ
ｂｙら、（１９９９）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　１２：５６３－５７１
、非特許文献３：Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ．５ｔｈ　ｅｄ．Ｊａｎｅｗａｙ，Ｃｈａ
ｒｌｅｓ　Ａ．、Ｔｒａｖｅｒｓ，Ｐａｕｌ、Ｗａｌｐｏｒｔ，Ｍａｒｋ、Ｓｈｌｏｍｃ
ｈｉｋ，Ｍａｒｋ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　ａｎｄ　Ｌｏｎｄｏｎ：Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ、２００１を参照。
【０００９】
　可変ドメイン中のフォールディング構造は、４鎖及び５鎖の２つのシート中に整列され
た、９つのβ鎖を有する。５鎖シートは、構造的に定常ドメインの３鎖シートに対応する
が、余分のＣ鎖及びＣ’鎖を有する。残りの鎖（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ）は、定常
ドメインの免疫グロブリンフォールディング構造中のそれらの対応する鎖と同じトポロジ
ー及び類似の構造を有する。定常ドメインの場合と同様、ジスルフィド結合は逆向きシー
ト中のＢ鎖とＦ鎖を連結する。免疫グロブリン中の軽鎖及び重鎖の可変ドメインは、３つ
の超可変ループ又は相補性決定領域（ＣＤＲｓ）を有する。Ｖドメイン中の３つのＣＤＲ
ｓ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３）は、βバレルの一端でクラスターを形成する。ＣＤ
Ｒｓは、免疫グロブリンフォールディング構造中のβ鎖Ｂ－Ｃ、Ｃ－Ｃ’１及びＦ－Ｇを
連結するループである。ＣＤＲｓ中の残基は各免疫グロブリン分子間で様々に異なり、抗
原特異性を各抗体に与える。
【００１０】
　抗体分子の先端のＶＬ及びＶＨドメインは密接にパックされ、６つのＣＤＲｓ（各ドメ
イン３つずつ）が集まり、その結果、抗原との特異的な結合を可能にする表面（又は空腔
）を形成する。天然における抗体の抗原結合部位はすなわち、軽鎖可変ドメインのＢ－Ｃ
、Ｃ－Ｃ’’及びＦ－Ｇ鎖を連結するループ、並びに重鎖可変ドメインのＢ－Ｃ、Ｃ－Ｃ
’’及びＦ－Ｇ鎖を連結するループから構成される。
【００１１】
タンパク質エンジニアリングのための足場：　
　タンパク質の３Ｄ構造を、デザインのための援助として使用し、多くのタンパク質の表
面に存在するアミノ酸残基を、足場としてタンパク質のコア構造体を使用してランダム化
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する。例として、以下の先行技術文献（本願明細書に援用する）に、このストラテジーが
記載又は概説されている：非特許文献４：Ｎｙｇｒｅｎ　ＰＡ，Ｕｈｌｅｎ　Ｍ．，Ｃｕ
ｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔ　Ｂｉｏｌ．（１９９７）７：４６３－９、非特許文献５
：Ｂｉｎｚ　ＨＫ，Ａｍｓｔｕｔｚ　Ｐ，Ｋｏｈｌ　Ａ，Ｓｔｕｍｐｐ　ＭＴ，Ｂｒｉａ
ｎｄ　Ｃ，Ｆｏｒｒｅｒ　Ｐ，Ｇｒｕｔｔｅｒ　ＭＧ，Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　Ａ．Ｎａｔ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００４）２２：５７５－８２、非特許文献６：Ｖｏｇｔ　
Ｍ，Ｓｋｅｒｒａ　Ａ．Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍ．（２００４）５：１９１－９、特許文
献１：米国特許第６５６２６１７号、非特許文献７：Ｈｕｆｔｏｎら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔ
ｔｅｒｓ．（２０００）４７５：２２５、非特許文献８：Ｂｉｎｚら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．（２００５）２３：１２５７－６８、非特許文献９：Ｈｏｓｓｅら、Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．（２００６）１５：１４－２７。
【００１２】
　この技術の基本的な原則は、多くのタンパク質が安定な核を有し、それらが二次的構造
エレメント（例えばβシート又はαヘリックス（それらはループ、ターン若しくはランダ
ムコイル構造などにより相互に連結している））の特異的なアレンジにより形成されてい
るという観察に基づく。典型的には、これらの３つの構造要素は、タンパク質の全体構造
にとりあまり重要でなく、これらの構造エレメント中のアミノ酸残基は、タンパク質の通
常のフォールディング構造を破壊せずに置換することができる。この設計原理のための、
天然に存在する例としては、抗体中に存在する免疫グロブリン様ドメインのＣＤＲ、Ｔ細
胞受容体、及び免疫グロブリンスーパーファミリーの他の分子が挙げられる。人工物の例
としては、リポカリン、アンキリン、クニッツドメイン阻害剤、ノッティング（ｋｎｏｔ
ｔｉｎ）及び他のタンパク質足場などが挙げられる。
【００１３】
免疫グロブリン可変ドメインのＣＤＲループの操作：
　従来技術の多くは、免疫グロブリンなどの足場が既存の抗原結合部位又はリガンド結合
部位を操作するために使用され、それによって新規な結合特性が導入されることを記載し
ている。より正確には、主にＣＤＲドメインは、その結合親和性又は特異性を変化させる
ために修飾され、換言すれば、免疫グロブリンフォールディング構造の場合、天然の抗原
結合部位は、抗原との結合に関してエンジニアリングされる。膨大な量の文献が存在し、
それらはかかる操作された免疫グロブリンに関する様々なフォーマットを記載しており、
通常全長抗体、融合生成物及び／又は断片（例えば単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）、二特異性
抗体、ミニ本体、シングルドメイン又はＦａｂ断片など）の形で、ファージ粒子又は他の
ウイルス及び細胞の表面にディスプレイするか、又は様々な原核若しくは真核生物発現シ
ステムにおいて可溶性発現させる方法が存在する。当該技術は、例えば非特許文献１０：
Ｈｏｌｌｉｇｅｒ＆Ｈｕｄｓｏｎ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００５）２３：
１１２６－３６、及び非特許文献１１：Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．（２００５）２３：１１０５－１６．において概説される。
【００１４】
免疫グロブリン可変ドメインのフレームワーク、又は非ＣＤＲドメイン：
　免疫グロブリン可変ドメインのＣＤＲループは、抗原特異性を定める。当該分子の残り
の部分は、フレームワーク（ＦＲ）と称される。これらのフレームワークドメインはしか
しながらβ鎖及びループ構造からなる。
【００１５】
　天然の免疫グロブリンのＣＤＲループでないループ、又はＣＤＲループによって定まる
抗原結合ポケットの一部でないループは、抗原結合又はエピトープ結合特異性を有しない
。しかしながら、免疫グロブリン分子全体の正しいフォールディング、及び／又はそのエ
フェクター機能若しくはその他の機能に貢献し、それゆえ、本発明においては構造ループ
と称される。
【００１６】
　抗体可変ドメインは通常、多くの理由から操作される：例えば様々な抗体フォーマット
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の構築、ＣＤＲグラフティング（他のフレームワークへの特異的な抗体の特異性のグラフ
ティング、例えば非特許文献１２：Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ（１９８６）３２１：５
２２－５２５、非特許文献１３：Ｋａｓｈｍｉｒｉら、Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００５）３６
：２５－３４）、可変ドメインの表層を変化させ、それにより可溶性及び安定性を向上さ
せること（例えば非特許文献１４：Ｅｗｅｒｔら、Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００４）３４：１
８４－９９、非特許文献１５：Ｃｏｎｒａｔｈら、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．（２００５）
３５０：１１２－１２５）、単量体化（例えば非特許文献１６：Ｄｏｔｔｏｒｉｎｉら、
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　（２００４）４３：６２２－６２８）、又は、可変ドメイン
間の相互作用の研究（例えば非特許文献１７：Ｍａｓｕｄａら、ＦＥＢＳ　Ｊ．（２００
６）２７３：２１８４－９４）。それらの操作の多くは、分子のフレームワークドメイン
の変化を伴うものであり、例えば可変ドメインの構造ループ内の若干のアミノ酸変異を実
施するものである。
【００１７】
　ＣＤＲループのポジショニングに対する、遠隔したフレームワークドメインの影響は、
ＣＤＲグラフティングの結果から明白であり、それは、１つのフレームワークから他方へ
のＣＤＲｓのグラフティングの後、フレームワークアミノ酸の変異が通常、抗原結合を回
復するのに必要であることを示す（例えば非特許文献１８：Ｆｏｏｔｅ＆Ｗｉｎｔｅｒ（
１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２４：４８７－４９９、非特許文献１９：Ｋｅｔｔ
ｌｅｂｏｒｏｕｇｈら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．（１９９１）４：７７３－７８３、非
特許文献２０：Ｗｕら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９９）２９４：１５１－１６２）
。
【００１８】
　非特許文献２１：Ｓｉｍｏｎ及びＲａｊｗｅｓｋｙ（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．（１９
９２）５：２２９－２３４）は、抗ＮＰ抗体Ｂ１－８からの重鎖可変ドメイン中のＦＲ３
ループへの、４つの残基挿入の効果を研究している。挿入変異体は、生合成における顕著
な支障なく分泌された抗体として得られており、それは、抗体可変ドメインが、相補性決
定ドメイン（ＣＤＲｓ）のみならず、フレームワークドメイン（ＦＲ）ループにおいても
、鎖長変化に適応できることを示している。この場合、ＣＤＲループにより形成される元
の抗原結合部位は、隣接した構造ループの修飾に影響を受けない。
【００１９】
構造ループ領域へのＣＤＲループのグラフティング：　
　特許文献２：欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１号は、複数の生物学的結合部位（
単一のＶドメイン又はＦｖｓ）を有するキメラ免疫グロブリンスーパーファミリータンパ
ク質のアナログ（χタンパク質）を記載している。これらのタンパク質上の結合部位は分
子の免疫グロブリンスーパーファミリーに関連する分子に由来する超可変ドメインからな
り、例えば免疫グロブリン、細胞表面抗原（例えばＴ細胞抗原）及び細胞受容体（例えば
Ｆｃ受容体）などが挙げられる。超可変ドメインとは「ＣＤＲ様ドメイン」と呼ばれ、リ
ガンド結合部位を定める。更に、χタンパク質は少なくとも更に１つのリガンド結合部位
部分、及びＣＤＲ様ドメインを有し、β－バレルドメインのＦＲ様領域にスプライスされ
る。
【００２０】
　χタンパク質の各リガンド結合部位はゆえに、免疫グロブリンスーパーファミリーの分
子に由来するＣＤＲ様ドメインからなる。例えば、リガンド結合部位はリガンドが抗原で
ある免疫グロブリン分子に由来するＣＤＲｓからなる。
【００２１】
　特許文献２：欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１はすなわち、可変ドメインの構造
ループに、免疫グロブリンスーパーファミリー分子に由来する所定の特異性を有するＣＤ
Ｒ様ドメインをスプライシングする方法を教示する。χタンパク質の発明者は、機能的な
二重特異的な抗体がこの技術により調製できることを示唆している。しかしながら、この
技術の要件として、可変ドメインのためのＣＤＲ様ループの相対的な方向（ＣＤＲループ
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の左右対称性）が、構造ループの相対的な方向と近似するように再生されていることが挙
げられる。特許文献２：欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１は、ＣＤＲ様ループ左右
対称のかかる近似が、構造ループにとり必要であることを記載している。しかしながら、
ＣＤＲループ及び構造ループの相対的な方向が、充分な詳細及び解像度において同様であ
ることは疑わしい。ゆえに、この技術によって二重特異的な分子を開発することが可能で
あることは、実は現在まで開示されていなかった。
【００２２】
　特許文献２：欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１は、Ｒ１９．９（ｐ－アゾベンゼ
ンアルソネートに特異的なマウスモノクローナル抗体）、及び２６－１０（ウアバインに
特異的なマウスモノクローナル抗体）が、それぞれ主要なＣＤＲループを提供するフレー
ムワークとして使用できることを例示している。マウス抗リゾチーム抗体Ｄ１．３のＣＤ
Ｒループは、構造ループ領域とグラフトしている。しかしながら、グラフト後の機能的な
特異性は記載されていない。
【００２３】
　他の実施例では、ウアバインに特異的な単鎖抗体２６－１０は、ウアバインに特異的な
単鎖Ｆｖ抗体断片の構造ループ中にリゾチームに特異的な抗体からの２つのＣＤＲｓをグ
ラフトした後にそのウアバイン特異性が保持されていることを記載している。しかしなが
ら、この方法に従って作られた抗体断片が、リゾチーム特異的な結合特異性を有すること
は記載されていない。
【００２４】
構造ループ領域へのペプチドのグラフティング：　
　特許文献３：国際公開第００２４４２１５Ａ２号は、特異的な標的結合部位及びＦｃエ
フェクターペプチドからなる結合分子を記載している。Ｆｃエフェクターペプチドは、エ
フェクター分子と相互作用する最高１００のアミノ酸のペプチドである。抗原との結合能
力が悪影響を受けない場合には、エフェクターペプチドは例えば抗体のループ領域に挿入
できる。免疫グロブリン断片のＣＨ１－ドメインの非ＣＤＲループへのエフェクターペプ
チドの挿入が例として挙げられる。但し可変ドメインに関しては、同様の挿入をしたとい
う記載は存在しない。この開示に従って調製される非ＣＤＲループとグラフト化したあら
ゆるペプチドは、それが配置された部位における異なる構造的環境のため、不活性となる
可能性が高い。更に、ペプチドが可変ドメインの構造ループにグラフトする場合、親免疫
グロブリンの特異的なＣＤＲループ形態の保持が困難となる可能性もある。したがって、
抗原との結合又はエフェクター分子との結合の損失なしに、エフェクターペプチドをいず
れかの可変ドメインにグラフとさせることに関しては記載されていない。
【００２５】
　特許文献４（国際出願第ＰＣＴ／ＥＰ２００６／０５００５９号）では、構造ループ領
域中を修飾免疫グロブリンの設計方法が記載され、それにより新規な抗原結合部位を形成
させている。この方法は免疫グロブリンに広く適用でき、様々な抗原を標的とする、免疫
グロブリンのシリーズを作製する用途に使用できる。
【００２６】
　特許文献５（米国特許出願公開第２００５／２６６０００Ａ１号）では、変異型の重鎖
可変フレームワークドメイン（ＶＦＲ）を有するポリペプチドを記載する。ＶＦＲは抗原
結合ポケット又は溝の一部であり、抗原と接触できる。ＶＦＲはＣＤＲループ領域の一部
であって、ＣＤＲループの側部の可変ドメインに位置し、ＣＤＲループ領域を介して抗原
結合を支持する機能を有する。ＶＦＲ以外のフレームワークループは、抗原結合部位の設
計上の理由から変異を有していない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２７】
【特許文献１】米国特許第６５６２６１７号
【特許文献２】欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１号
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【特許文献３】国際公開第００２４４２１５Ａ２号
【特許文献４】国際出願第ＰＣＴ／ＥＰ２００６／０５００５９号
【特許文献５】米国特許出願公開第２００５／２６６０００Ａ１号
【非特許文献】
【００２８】
【非特許文献１】Ｂｏｒｋら、（１９９４）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４２：３０９－３
２０
【非特許文献２】Ｈａｌａｂｙら、（１９９９）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ　１２：５６３－５７１
【非特許文献３】Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ．５ｔｈ　ｅｄ．Ｊａｎｅｗａｙ，Ｃｈａ
ｒｌｅｓ　Ａ．、Ｔｒａｖｅｒｓ，Ｐａｕｌ、Ｗａｌｐｏｒｔ，Ｍａｒｋ、Ｓｈｌｏｍｃ
ｈｉｋ，Ｍａｒｋ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　ａｎｄ　Ｌｏｎｄｏｎ：Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ、２００１
【非特許文献４】Ｎｙｇｒｅｎ　ＰＡ，Ｕｈｌｅｎ　Ｍ．，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｓｔｒ
ｕｃｔ　Ｂｉｏｌ．（１９９７）７：４６３－９
【非特許文献５】Ｂｉｎｚ　ＨＫ，Ａｍｓｔｕｔｚ　Ｐ，Ｋｏｈｌ　Ａ，Ｓｔｕｍｐｐ　
ＭＴ，Ｂｒｉａｎｄ　Ｃ，Ｆｏｒｒｅｒ　Ｐ，Ｇｒｕｔｔｅｒ　ＭＧ，Ｐｌｕｃｋｔｈｕ
ｎ　Ａ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００４）２２：５７５－８２
【非特許文献６】Ｖｏｇｔ　Ｍ，Ｓｋｅｒｒａ　Ａ．Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍ．（２００
４）５：１９１－９
【非特許文献７】Ｈｕｆｔｏｎら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ．（２０００）４７５：２
２５
【非特許文献８】Ｂｉｎｚら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００５）２３：１２
５７－６８
【非特許文献９】Ｈｏｓｓｅら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．（２００６）１５：１４－２
７
【非特許文献１０】Ｈｏｌｌｉｇｅｒ＆Ｈｕｄｓｏｎ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．
（２００５）２３：１１２６－３６
【非特許文献１１】Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００５
）２３：１１０５－１６
【非特許文献１２】Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ（１９８６）３２１：５２２－５２５
【非特許文献１３】Ｋａｓｈｍｉｒｉら、Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００５）３６：２５－３４
【非特許文献１４】Ｅｗｅｒｔら、Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００４）３４：１８４－９９
【非特許文献１５】Ｃｏｎｒａｔｈら、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．（２００５）３５０：１
１２－１２５
【非特許文献１６】Ｄｏｔｔｏｒｉｎｉら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　（２００４）４
３：６２２－６２８
【非特許文献１７】Ｍａｓｕｄａら、ＦＥＢＳ　Ｊ．（２００６）２７３：２１８４－９
４
【非特許文献１８】Ｆｏｏｔｅ＆Ｗｉｎｔｅｒ（１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２
４：４８７－４９９
【非特許文献１９】Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．（１９９
１）４：７７３－７８３、
【非特許文献２０】Ｗｕら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９９）２９４：１５１－１６
２
【非特許文献２１】Ｓｉｍｏｎ及びＲａｊｗｅｓｋｙ（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．（１９
９２）５：２２９－２３４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２９】
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　本発明の目的は、改良された抗原結合特性を有する免疫グロブリン及び可変免疫グロブ
リンドメイン、並びに、改良された可変ドメインを有する免疫グロブリンのエンジニアリ
ング及び調製方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　上記の課題は、以下の本発明の内容により解決される。
【００３１】
　本発明は免疫グロブリンのエンジニアリング方法の提供に関し、詳細には、当該免疫グ
ロブリンは、可変ドメインと、前記免疫グロブリンの少なくとも２つの構造ループに少な
くとも１つの修飾と、を有し、抗原のエピトープへの前記免疫グロブリンの結合を決定す
る。未修飾の免疫グロブリンは前記エピトープと顕著に結合しない。上記方法は以下のス
テップを有してなる：
－少なくとも２つの構造ループを有してなる免疫グロブリンをコードする核酸を準備する
ステップと、
－前記構造ループ中の各々の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾するステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾免疫グロブリンを発現させるステップと、
－エピトープと発現された前記修飾免疫グロブリンを接触させるステップと、
－前記修飾免疫グロブリンが前記エピトープと結合するか否かを測定するステップ。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】配列番号１及び配列番号２のアミノ酸配列を示す。
【図２】ラクダの抗－ＴＮＦ－α　ＶＨＨドメインをコードする合成遺伝子を示す核酸配
列、並びに１文字コードで表記した翻訳後のアミノ酸配列を示す。クローニングに使用す
る制限部位を、ヌクレオチド配列中の下線で示す。ライブラリにおけるランダム化された
アミノ酸残基を、アミノ酸配列中の下線で示す（挿入されたアミノ酸はこの配列に示さな
い）。
【図３】ＰＣＲ反応及びライゲーション手順の模式図を示す。水平の矢印は、ＰＣＲプラ
イマの位置及び方向を示す。（左から右の）垂直線は、それぞれＮｃｏＩ、ＢｇｌＩＩ及
びＮｏｔＩ部位を示す。
【図４】実施例６のライブラリの構築の際の、ＰＣＲ反応の模式図を示す。
【図５】ｓｃＦｖ　２Ｆ５　ｗｔの合成遺伝子ライブラリ１（ＶＨ－リンカー－ＶＬ）及
びその翻訳（ランダム化された２つの構造ループを有する）を示す。
【図６】ｓｃＦｖ　２Ｆ５　ｗｔの合成遺伝子ライブラリ２（ＶＨ－リンカー－ＶＬ）及
びその翻訳（ランダム化された２つの構造ループを有する）を示す。
【図７】ｓｃＦｖ　２Ｆ５　ｗｔの合成遺伝子ライブラリ３（ＶＨ－リンカー－ＶＬ）及
びその翻訳（ランダム化された３つの構造ループを有する）を示す。
【図８】ｓｃＦｖ　２Ｆ５　ｗｔの合成遺伝子及びその翻訳（ＶＨ－リンカー－ＶＬ）を
示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明により設計される構造ループは、好ましくは１つ又は２つの構造ループ領域中に
位置し、若干の場合には、修飾が２つ以上の構造ループ領域内に設けられる。
【００３４】
　抗体可変ドメインの構造ループ領域に結合部位を設計する際の、国際公開第００／２４
４２１５Ａ２号及び欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１号にて説明される現在の技術
水準の欠点を克服するために、本発明は、その天然の前後関係（すなわち抗体可変ドメイ
ン）中のポリペプチド（すなわち修飾された構造ループ領域からなる可変ドメインペプチ
ド）における特異的な結合を選抜する方法を提供する。抗原結合に関して選抜できる変異
型の免疫グロブリンドメイン構造の数を増加させるため、少なくとも２つの構造ループ又
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はループ領域を本発明により修飾する。すなわち、それにより全体のドメイン構造の妨害
を最小化しつつ、多くの修飾を選抜することが可能となる。少なくとも２つのループ又は
ループ領域を修飾することによる他の効果は、特異的な結合（パートナー）と相互作用で
きる表面を拡大できるということである。このようにして修飾された免疫グロブリン可変
ドメインは、特定の機能又は結合に基づき選抜される。本発明は、結合パートナーに対し
て、高い親和性で結合し、及び／又は高い特異性で、修飾された構造ループ又はループ領
域を介して結合する、修飾免疫グロブリン可変ドメイン及び修飾免疫グロブリンのエンジ
ニアリングを可能とする。上記の方法は、最小の修飾で、可変免疫グロブリンドメインの
全体構造の破壊を伴わない、特異的な結合分子の選抜を可能にする。
【００３５】
　親免疫グロブリンの特異的なＣＤＲループ形態を保持するという課題を克服するため、
可変ドメインの構造ループを本発明により修飾する。すなわち、親抗体の免疫グロブリン
が有する、抗原との結合又はエフェクター分子との結合能力の顕著な損失を伴うことなく
、抗原との結合特性を付与することに、最初に成功したのが本発明である。本発明では以
外にも、親免疫グロブリンが有する、特異的なＣＤＲループ形態による結合特性（例えば
結合親和性、アビディティ及び特特異性）を顕著に妨げることなく、免疫グロブリンを設
計できることを見出した。
【００３６】
　特異的なＣＤＲループ形態は、ＣＤＲループ又はＣＤＲループ領域による抗原－結合を
提供する。かかるＣＤＲループ形態による抗原結合を行ういかなる免疫グロブリンも、本
発明により修飾されることにより、免疫グロブリンの構造ループ中に更なる結合部位を形
成させることができる。好ましくは、親分子の有する、特異的なＣＤＲコンホメーション
及び元の抗原結合特性が保持されるか又は変化しない。ＣＤＲループ形態の結合特性は、
親分子の結合親和性が著しく減少しない限りにおいて、維持されるのが好ましく、例えば
、解離定数Ｋｄが著しく増加しないことである（Ｋｄの差異が要因であり、１０４未満、
好ましくは１０３未満、好ましくは１０２未満、若しくは１０未満であることを意味する
）。
【００３７】
　本発明においては、本発明の鍵となる特徴の１つは、免疫グロブリン若しくは免疫グロ
ブリン可変ドメインのエンジニアリングが、抗原との結合に通常関係しない領域において
、換言すれば、抗体可変ドメインのＣＤＲｓ以外の領域において行われるということであ
る。免疫グロブリンドメインの特異的なフォールディング構造により、構造的にＣＤＲｓ
に類似しているが、配列中の位置及び構造において異なる領域への、ランダムな変異導入
が可能となることを見出した。本発明により同定される領域は、ＣＤＲｓ様の、免疫グロ
ブリンフォールディング構造のβ鎖を連結しているループ領域である。これらの構造ルー
プ領域は、ＣＤＲループにより媒介される免疫グロブリンの可変ドメインの結合に影響を
及ぼすことなく、本発明にて説明したように変異されうる。前記構造ループ領域を変異さ
せることにより、新規な分子結合面又は結合ポケットが形成され、それはサイズ及び形状
において、抗体の天然の抗原結合部位のＣＤＲループにより形成される結合面又は結合ポ
ケットと類似している。構造ループは、更なるアミノ酸の挿入により延長できるため、新
規に形成された結合部位の構造は、それが結合すべき標的に応じて調整できる。例えば、
特に小分子との結合に適する深い結合ポケットは、長いループ（すなわちそれらの配列中
に更なるアミノ酸を挿入された構造ループ）によって、優先的に形成されうる。平坦な結
合表面（大きい、平坦な分子表面を有する標的と結合することに適する）は、構造ループ
中の残余部分が更なる残余部分の挿入なしで変異する場合に、優先的に形成される。より
詳細には、ヒト又はヒト化重鎖可変ドメインのβ鎖Ａ－Ｂ、Ｃ’－Ｄ及びＥ－Ｆを連結し
ているループ中に、ランダム若しくはセミランダムに突然変異を導入することによって、
ヒト血清アルブミン又はＦｃ受容体（通常ヒト若しくはヒト化免疫グロブリン可変ドメイ
ンにより認識若しくは結合されない。）にも特異的に結合する変異ドメインが選抜されう
ることが、本願明細書に記載されている。導入される突然変異には、野生型配列中の選択
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されたアミノ酸残基鎖が、ランダムに選ばれた残基と置換される突然変異が包含され、ま
た、上記のループへの更なるアミノ酸残基の挿入も包含される。すなわち、本発明では、
上記した方法に従って得られる、若しくは調製されうる、好適に修飾された免疫グロブリ
ンの提供に関する。それは、抗原（特に血清アルブミン、細胞受容体及び補体因子、より
詳しくはヒト血清アルブミン及びＦｃレセプタ）に特異的に結合する部位を有する。
【００３８】
　特に本発明は、抗原のエピトープに特異的に結合するドメインを有する、免疫グロブリ
ン可変ドメイン及び免疫グロブリンのエンジニアリング（ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）方法
に関する。
【００３９】
　特に本発明に係る方法は、以下のステップを有してなる：
－少なくとも１つの第１のエピトープにに特異的に結合し、少なくとも２つの構造ループ
又はループ領域を有してなる免疫グロブリンをコードする核酸を準備するステップと、
－前記核酸によってコードされる前記構造ループ又はループ領域の各々の少なくとも１つ
のヌクレオチド残基を修飾するステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾免疫グロブリンを発現させるステップと、
－前記少なくとも１つの第２のエピトープと、発現された前記修飾免疫グロブリン可変ド
メインを接触させるステップと、
－前記修飾免疫グロブリン可変ドメインが第２のエピトープと特異的に結合するか否かを
測定するステップ。
【００４０】
　この方法は、好ましくは免疫グロブリン可変ドメインペプチドに係る。好ましくは、本
発明の本実施形態にかかる方法は、ＣＤＲ領域、又は特異的なＣＤＲループ立体構造を介
して、前記第１のエピトープと結合する免疫グロブリンに関する。
【００４１】
　本発明に係る方法は更に、前記免疫グロブリン可変ドメインの少なくとも２つの構造ル
ープ又はループ領域における各々の少なくとも１つの修飾であって、少なくとも１つの抗
原に対する前記構造ループ又はループ領域の特異的な結合を決定定する修飾に関し、未修
飾の構造ループ又はループ領域を含有する免疫グロブリン可変ドメインは、かかる抗原と
特異的に結合しない。
【００４２】
　本明細書で用いられる用語「免疫グロブリン」には、免疫グロブリン又はその部分、断
片又は免疫グロブリンの誘導体が包含される。すなわち、本発明により修飾される「免疫
グロブリン可変ドメインペプチド」（本明細書では、用語「免疫グロブリン」と「抗体」
が同義的に用いられる）、並びに、構造ループ（例えばミニドメイン）を有する免疫グロ
ブリン可変ドメイン又はそのドメイン若しくは部分、又はかかるドメインの構造ループが
包含される。上記免疫グロブリンは、単離されたペプチドとして、又は他のペプチドとの
組合せ分子として使用できる。場合によっては、単離された分子として、結合又は組合せ
を目的として、特定の修飾された構造ループ若しくは構造ループ領域、又はその部分を使
用することが好ましい。「免疫グロブリン可変ドメイン」とは、本明細書では、修飾及び
設計により、特異的な結合特性を有しうる免疫グロブリン可変ドメインペプチド又はポリ
ペプチドを包含するものとして、定義される。上記ペプチドは、免疫グロブリン可変ドメ
イン配列に相応し、好ましくは少なくとも５アミノ酸長、好ましくは少なくとも１０、又
は少なくとも５０若しくは１００アミノ酸長であり、少なくとも構造ループ又は構造ルー
プ領域を部分的に構成するか、あるいは当該可変ドメイン中の非ＣＤＲループ領域を構成
する。上記ペプチドは好ましくは、機能を有さないアミノ酸、ハイブリッド若しくはキメ
ラＣＤＲ－領域、又はＣＤＲ様領域、及び／又はＣＤＲ領域の標準的な構造と考えられる
挿入物が除外される。上記結合特性は、特異的なエピトープ結合、親和性及び結合活性（
アビディティ）に関連する特性である。
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【００４３】
　本発明に係る免疫グロブリンの誘導体は、本発明の１つ以上の免疫グロブリン及び／又
は融合タンパク質のあらゆる組合せであり、詳細には、本発明に係る免疫グロブリンのド
メイン又はミニドメインは、他の１つ以上のタンパク質（例えば他の免疫グロブリン、リ
ガンド、足場タンパク質、酵素、毒素など）の任意の部位において融合させてもよい。本
発明の免疫グロブリンの誘導体はまた、組換え技術又は様々な化学的方法（例えば共有結
合、静電的な相互作用、ジスルフィド結合など）によって、他の物質と結合させることに
より調製できる。
【００４４】
　免疫グロブリンに結合する他の物質は、脂質、炭水化物、核酸、有機及び無機分子（例
えばＰＥＧ、プロドラッグ又は薬剤）、又はそれらの任意の組み合わせでもよい。誘導体
とは、同じアミノ酸配列を有するが、全部又は部分的に、非天然の又は化学的に合成した
アミノ酸で修飾された免疫グロブリンである。
【００４５】
　本発明に係る設計された分子は、同様にそれ単独のタンパク質としても有用であるが、
融合タンパク質又は誘導体としても有用であり、典型的には、大きな抗体構造体又は全長
抗体分子の一部として融合してもよく、又は、その一部（例えばＦａｂ断片、Ｆｃ断片、
Ｆｖ断片など）であってもよい。二重特異的、三重特異的な分子、あるいは同時により多
くの特異性を有する分子の作製を目的として、設計されたタンパク質を使用することがで
き、それにより、かかる分子の所望の使用条件に従って、同時に結合の多重性を制御し、
あらかじめ選択することが可能となる。
【００４６】
　本発明の別の態様は、可変ドメインのＣＤＲループ形態の他に、少なくとも１つのルー
プ領域を有する免疫グロブリンに関し、特徴としては、前記少なくとも１つのループ領域
が、少なくとも１つのアミノ酸修飾からなる少なくとも１つの修飾されたループ領域を形
成し、前記少なくとも１つの修飾されたループ領域が、抗原中の少なくとも１つのエピト
ープと特異的に結合する。
【００４７】
　少なくとも１つの修飾された抗体ドメイン（非可変的な配列又は構造ループを介して特
定のパートナーと結合するする）と、少なくとも１つの他の結合分子（抗体、抗体断片、
可溶性の受容体、リガンド若しくは他の修飾された抗体ドメインであってもよい）を結合
させた分子であるのが好ましい。
【００４８】
　本発明に係る免疫グロブリンによって特異的に認識される結合ペアの一部として機能す
る分子は、好ましくはタンパク性分子、核酸分子及び炭水化物からなる群から選択される
。
【００４９】
　修飾免疫グロブリンのループ又はループ領域は、特に抗原、タンパク性分子、タンパク
質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、グリカン、炭水化物、脂質、小さい有機分子、無機
分子、又はその組合せ又は融合物など、あらゆる種類の結合分子又は構造とも特異的に結
合できる。もちろん、上記修飾免疫グロブリンは、少なくとも２つのループ又はループ領
域を有してもよく、それにより、当該ループ又はループ領域の各々が異なる分子又はエピ
トープと特異的に結合することができる。
【００５０】
　本発明では、各種の細胞表面抗原に対する抗原結合ドメイン又は抗原結合部位は、ある
特定の抗体構造中の構造ループに導入されてもよい。
【００５１】
　本発明に係る免疫グロブリンの結合は、一方では好ましくはＣＤＲ－ドメインを介して
、他方では、免疫グロブリンがかかるＣＤＲ－ドメインを含む場合、少なくとも２つの構
造ループを修飾することにより形成される更なる結合部位によって行われる。それらの構
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造ループは、１つ以上の修飾された構造ループを有する、１つ又は少なくとも２つの可変
ドメインにも配置される。すなわち、本発明に係る免疫グロブリンは、少なくとも２つの
可変ドメイン中に少なくとも１つの修飾、又は少なくとも１つの可変ドメイン中に少なく
とも２つの修飾を有することにより、可変ドメインの構造ループ中少なくとも２つの修飾
を有する。好ましくは、修飾免疫グロブリンはすなわち、タンパク質の一次構造を変化さ
せるか、又は三次構造を変化させてコンホメーション特異的な結合部位を得ることにより
、結合部位を提示する。
【００５２】
　類推するに、いかなる種類、及びいかなる種からの免疫グロブリンの免疫グロブリン可
変ドメインも、この種の設計を行うことができる。更に本発明では、目標とされる特異的
なループを操作できるのみならず、免疫グロブリン可変ドメイン中のβ鎖を連結するいか
なるループも同様に操作できる。
【００５３】
　いかなる生物体からの、いかなる種類の免疫グロブリンから設計された免疫グロブリン
若しくは免疫グロブリン可変ドメインも、本発明により、シングルドメインとして、又は
より大きな分子の一部として調製できる。例えば、それらは全長の免疫グロブリンの一部
であってもよく、したがって、６つのＣＤＲｓにより形成されるその「通常の」抗原結合
ドメイン、及び新規に設計された抗原結合ドメインを有する。このように、多重特異性、
例えば二重特異性の免疫グロブリンを調製できる。設計された免疫グロブリンドメインは
、いかなる融合タンパク質の一部であってもよい。
【００５４】
　本発明の免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、全長抗体分子又は抗体の
一部（例えばＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＥなど）でもよい。本発明の免疫グ
ロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、Ｆａｂ、Ｆａｂ２、ｓｃＦｖ、Ｆｖ若しく
はその部分、又は免疫グロブリンの他の誘導体又はそれらの組合せ（例えばミニボディ（
ｍｉｎｉｂｏｄｙ））、可変ドメインの重鎖及び軽鎖のドメイン（例えばＦｄ、ＶＬ（Ｖ
λ及びＶκを含む）、ＶＨ、ＶＨＨ）、並びに少なくとも２つの構造ループにより連結さ
れる免疫グロブリンドメインの２つのβ鎖からなるミニドメイン（Ｌａｆｆｌｙその他、
（２００５）Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．２００５、１４：３３－５５など）（単離
されたドメインとして、又は、天然分子の前後において）、などの機能的な抗体断片を含
有するか、又はそれらからなってもよい。
【００５５】
　本発明に係る修飾免疫グロブリンは、可能であれば、１つ以上の修飾免疫グロブリンに
よって、又は、未修飾の免疫グロブリン又はそのパーツによって更に結合され、それによ
り組合せ免疫グロブリンを得る。当該組合せは好ましくは、コンビナトリアル技術によっ
て得られるが、吸着、静電的な相互作用等、あるいはリンカーの有無における化学結合に
よっても得られる。好適なリンカー配列は、天然のリンカー配列若しくは機能的に適切な
人工配列である。
【００５６】
　用語「免疫グロブリン」、「免疫グロブリン可変ドメインペプチド」、又は「免疫グロ
ブリン可変ドメイン」は、同様に誘導体を含むものと理解される。本発明に係る免疫グロ
ブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの誘導体は、本発明の１つ以上の免疫グロブリン
及び／又は融合タンパク質のあらゆる組合せであり、詳細には、本発明に係る免疫グロブ
リンのドメイン又はミニドメインは、他の１つ以上のペプチド若しくはタンパク質（例え
ば他の免疫グロブリン、免疫グロブリンドメイン、Ｆｃ部分、リガンド、足場タンパク質
、酵素、毒素、血清蛋白質など）の任意の部位において結合若しくは融合させてもよい。
本発明の免疫グロブリンの誘導体はまた、組換え技術又は様々な化学的方法（例えば共有
結合、静電的な相互作用、ジスルフィド結合など）によって、他の未修飾若しくは修飾さ
れた免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインと結合させることにより調製できる
。
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【００５７】
　免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインに結合させる他の物質は、脂質、炭水
化物、核酸、有機及び無機分子（例えばＰＥＧ、プロドラッグ又は薬剤）、又はそれらの
任意の組み合わせでもよい。誘導体とは、同じアミノ酸配列を有するが、全部又は部分的
に、非天然の又は化学的に合成したアミノ酸で修飾された免疫グロブリン又は免疫グロブ
リン可変ドメインでもある。
【００５８】
　本発明に係る設計された分子は融合タンパク質又は誘導体と同様、独立型タンパク質と
しても有用であり、最も典型的には、修飾の前後に、大きな抗体構造又は全長抗体分子の
一部となるような方法で融合させる。本発明に係る免疫グロブリンはすなわち、Ｆａｂ断
片、Ｆｃ断片、Ｆｖ断片、単鎖抗体、特に単鎖Ｆｖ断片、二重又は多重特異性ｓｃＦｖ、
二重特異的抗体（ｄｉａｂｏｄｙ）、マルチボディ、免疫グロブリンドメインの多価体又
は多量体などを有するか、又はそれらからなってもよい。一重特異的、二重特異的、三重
特異的な分子、並びに多くの特性を有する分子を産生するために、設計されたタンパク質
を使用することも可能である。本発明によって、かかる分子を使用する際の条件に従って
、結合の原子価を制御し、同時に予め選択することも可能である。
【００５９】
　本発明によれば、抗原に対する１つ以上の結合部位、又は１つ以上の抗原に対する抗原
結合部位は、所定の抗体可変ドメイン構造の構造ループ又はループ領域に導入ことができ
る。当該抗原は、天然に存在する分子、化学合成した分子又は組換え分子であってもく、
溶液又は懸濁液に存在（固相のような粒子の表面若しくは内部、又は細胞又はウイルスの
表面若しくは内部）に存在してもよい。抗原に対する免疫グロブリンの結合が本発明に従
って達成できることが予想外であり、特に抗原が、その結合を妨げる分子及び構造に付着
又は結合するときであっても、それが達成できることが予想外である。修飾された及び設
計された免疫グロブリンを選抜するために、その選抜されたか若しくは天然の前後関係若
しくは構造において標的抗原を使用することによって、診断若しくは治療用途で最も適切
な、それらの修飾免疫グロブリンを同定し、得ることが可能となる。
【００６０】
　本明細書で用いられる用語「抗原」には、アレルゲン、腫瘍関連抗原、アルブミンなど
の自己抗原、Ｔ細胞受容体、ＦｃＲｎ、細胞表面マーカー、酵素、Ｆｃ受容体、補体系の
タンパク質、血清分子、細菌抗原、菌類の抗原、原生動物の抗原及びウイルス抗原、また
海綿状脳炎（ＴＳＥ）に関連するプリオン（伝染性の有無を問わない）、及びアルツハイ
マー病に関連するマーカー又は分子、からなる群から選択される分子などが包含される。
本発明により設計される免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインによって、抗原
は、少なくとも修飾された構造ループの一部を介して目標とされ、結合されることができ
る。
【００６１】
　好ましい実施形態では、当該免疫グロブリンは修飾された構造ループを介して、少なく
ともかかる２つの（各々同一若しくは異なる、同じ抗原若しくは異なる抗原中の）エピト
ープと特異的に結合する。
【００６２】
　例えば、本発明に係る方法は、少なくとも１つの第１のエピトープに特異的に結合し、
前記免疫グロブリンの少なくとも２つの構造ループ又はループ領域の各々に少なくとも１
つの修飾を有し、少なくとも１つの第２のエピトープに対する、前記ループ又はループ領
域の特異的な結合を決定する、免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの設計に
関し、当該エピトープは上記した抗原のグループから選択され、未修飾の構造ループ又は
ループ領域（非ＣＤＲドメイン）は、前記少なくとも１つの第２のエピトープと特異的に
結合しない。
【００６３】
　本発明の抗原という用語は特に、免疫グロブリン又は抗体構造の結合部位によって、全
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部の標的分子として、又はかかる分子の断片（特に標的のサブ構造、「エピトープ」と一
般に呼ばれる）として認識されうる、全ての抗原及び標的分子のことをさす。
【００６４】
　本発明に係る免疫グロブリンによって目標とされる好適な抗原は、免疫原性がある又は
有しうることが証明され、免疫反応因子と結合でき、又は、免疫学的若しくは治療的に有
効な（特にその臨床有効性がすでに試験されている）抗原又は分子である。
【００６５】
　本発明に係る用語「抗原」とは、免疫グロブリンのＣＤＲループ領域と相互作用するか
又は相互作用できることが公知である、分子又は構造のことを意味する。天然抗体に係る
従来公知の構造ループ領域は、抗原と相互作用せず、むしろ全体的な構造維持、及び／又
はエフェクター分子に対する結合に関与するものである。本発明に係る設計を行うことに
より、初めて、当該構造ループは、ＣＤＲループ又はＣＤＲ領域とは無関係に抗原結合ポ
ケットを形成できる。
【００６６】
　好ましい実施形態では、本発明に係る免疫グロブリンにより結合される抗原は、細胞表
面抗原である。本発明に係る用語「細胞表面抗原」には、細胞表面上に存在する、抗体構
造によって認識されうる全ての抗原、ならびにかかる分子の断片が包含される。好適な「
細胞表面抗原」とは、免疫学的又は治療的に有用である、又は有用でありうると証明され
ている抗原であり、特にかかる有用性が前臨床的若しくは臨床的に試験されている抗原の
ことを指す。それらの細胞表面分子は本発明において特異的な有用性を発揮し、細胞を殺
傷する活性を示す。本発明に係る免疫グロブリンの、それらの細胞の少なくとも２つの表
面分子に対する結合により、免疫系が細胞崩壊又は細胞死を生じさせ、それにより、ヒト
細胞を攻撃するための有力な手段の提供が可能となる。
【００６７】
　好ましくは、上記抗原は細胞表面抗原（受容体を含む）から選抜され、特に、ｅｒｂＢ
受容体チロシンキナーゼ、（限定されないがＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３及びＨＥＲ４
など）、ＴＮＦ－受容体スーパーファミリー分子（例えばＡｐｏ－１受容体、ＴＮＦＲ１
、ＴＮＦＲ２）、神経成長因子受容体ＮＧＦＲ、ＣＤ４０、Ｔ細胞表面分子、Ｔ細胞受容
体、Ｔ細胞抗原ＯＸ４０、ＴＡＣＩ－受容体、ＢＣＭＡ、Ａｐｏ－３、ＤＲ４、ＤＲ５、
ＤＲ６おとり受容体（限定されないがＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＣＡＲ１、ＨＶＥＭ、ＧＩＴ
Ｒ、ＺＴＮＦＲ－５、ＮＴＲ－Ｉ、ＴＮＦＬ１など）、Ｂ細胞表面抗原（例えばＣＤ１０
、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２）、抗原又は固形腫瘍又は血液癌細胞マーカ
ー、リンパ腫又は白血病細胞、血小板などの他の血球などが挙げられる。
【００６８】
　本発明の更に好ましい実施形態では、修飾された構造ループ領域に対する分子結合は、
以下からなる群から選択される：腫瘍関連抗原、特にＥｐＣＡＭ、腫瘍関連のグリコプロ
テイン－７２（ＴＡＧ－７２）腫瘍関連抗原ＣＡ１２５、前立腺特異的な膜抗原（ＰＳＭ
Ａ）、高分子量黒色腫関連抗原（ＨＭＷ－ＭＡＡ）、ルイスＹ関連炭水化物、癌胎児性抗
原（ＣＥＡ）、ＣＥＡＣＡＭ５、ＨＭＦＧ　ＰＥＭ、ムチンＭＵＣ１、ＭＵＣ１８及びサ
イトケラチン腫瘍関連抗原、細菌抗原、ウイルス抗原、アレルゲン、アレルギー関連分子
ＩｇＥ、ｃＫＩＴ及びＦｃ－ε－受容体Ｉを発現する腫瘍関連抗原、ＩＲｐ６０、ＩＬ－
５受容体、ＣＣＲ３、赤血球受容体（ＣＲ１）、ヒト血清アルブミン、マウス血清アルブ
ミン、マウス血清アルブミン、新生児Ｆｃ－γ－受容体ＦｃＲｎ、Ｆｃ－γ－受容体Ｆｃ
－γＲＩ、Ｆｃ－γ－ＲＩＩ、Ｆｃ－γＲＩＩＩ、Ｆｃ－α受容体、Ｆｃ－ε－受容体、
フルオレセイン、リゾチーム、Ｔｏｌｌ様受容体９、エリトロポイエチン、ＣＤ２、ＣＤ
３、ＣＤ３Ｅ、ＣＤ４、ＣＤ１０、ＣＤ１１、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１
８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３
０、ＣＤ３２、ＣＤ３３（ｐ６７タンパク質）、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ
５２、ＣＤ５４、ＣＤ５６、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ１４７、ＧＤ３、ＩＬ－１、ＩＬ
－１Ｒ、ＩＬ－２、ＩＬ－２Ｒ、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－６Ｒ、ＩＬ－８
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、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＬ－２３、インターフェロンα、インターフ
ェロンβ、インターフェロンγ、ＴＮＦ－α、ＴＮＦβ２、ＴＮＦα、ＴＮＦαβ、ＴＮ
Ｆ－Ｒ１、ＴＮＦ－ＲＩＩ、ＦａｓＬ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、４－１ＢＢＬ、ＴＲＡ
ＩＬ、ＲＡＮＫＬ、ＴＷＥＡＫ、ＡＰＲＩＬ、ＢＡＦＦ、ＬＩＧＨＴ、ＶＥＧ１、ＯＸ４
０Ｌ、ＴＲＡＩＬ受容体－１、Ａ１　アデノシン受容体、リンホトキシンΒ受容体、ＴＡ
ＣＩ、ＢＡＦＦ－Ｒ、ＥＰＯ、ＬＦＡ－３、ＩＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－３、インテグリン
β１、インテグリンβ２、インテグリンα４／β７、インテグリンα２、インテグリンα
３、インテグリンα４、インテグリンα５、インテグリンα６、インテグリンαｖ、αＶ
β３インテグリン、ＦＧＦＲ－３、ケラチノサイト成長因子、ＶＬＡ－１、ＶＬＡ－４、
Ｌ－セレクチン、抗Ｉｄ、Ｅセレクチン、ＨＬＡ、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｔ細胞
受容体、Ｂ７－１、Ｂ７－２、ＶＮＲインテグリン、ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、エオタキ
シン１、ＢＬｙＳ（Ｂ－リンパ球刺激因子）、補体Ｃ５、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＧ、因子ＶＩＩ、ＣＢＬ、ＮＣＡ９０、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ－１）、Ｈｅｒ２／
ｎｅｕ（ＥｒｂＢ－２）、Ｈｅｒ３（ＥｒｂＢ－３）、Ｈｅｒ４（ＥｒｂＢ４）、組織因
子、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ、エンドセリン受容体、ＶＬＡ－４、血液型抗原などの炭水化
物及び関連する炭水化物、ガリリ－グリコシル化、ガストリン、ガストリン受容体、腫瘍
関連の炭水化物、ハプテンＮＰ－キャップ又はＮＩＰ－キャップ、Ｔ細胞受容体α／β、
Ｅセレクチン、Ｐ糖タンパク質、ＭＲＰ３、ＭＲＰ５、グルタチオン－Ｓ－転移酵素π（
多剤耐性タンパク質）、α－顆粒膜タンパク質（ＧＭＰ）１４０、ジゴキシン、胎盤アル
カリホスファターゼ（ＰＬＡＰ）、睾丸ＰＬＡＰ様アルカリホスファターゼ、トランスフ
ェリン受容体、ヘパラナーゼＩ、ヒト心臓ミオシン、グリコプロテインＩＩｂ／ＩＩＩａ
（ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ）、ヒトサイトメガロウイルス（ＨＣＭＶ）ｇＨエンベロープグ
リコプロテイン、ＨＩＶ　ｇｐ１２０、ＨＣＭＶ、ＲＳウイルス（ＲＳＶ）　Ｆ、ＲＳＶ
Ｆ　Ｆｇｐ、ＶＮＲインテグリン、ＨｅｐＢ　ｇｐ１２０、ＣＭＶ、ｇｐＩＩｂＩＩＩａ
、ＨＩＶ　ＩＩＩＢ　ｇｐ１２０　Ｖ３ループ、ＲＳウイルス（ＲＳＶ）Ｆｇｐ、ヘルペ
スシンプレックスウイルス（ＨＳＶ）ｇＤグリコプロテイン、ＨＳＶ　ｇＢグリコプロテ
イン、ＨＣＭＶ　ｇＢエンベロープグリコプロテイン、ウェルシュ菌毒素、並びにそれら
の断片。
【００６９】
　好ましくは、上記抗原は、病原抗原、腫瘍関連抗原、酵素、基質、自己抗原、有機分子
又はアレルゲンからなる群から選択される。より好適な抗原は、ウイルス抗原、細菌抗原
又は真核生物若しくはファージの病原体に由来する抗原からなる群から選択される。好適
なウイルス抗原としては、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶＩ、ＨＩＶＩＩ、パルヴォウ
イルス、インフルエンザ、ＨＳＶ、肝炎ウイルス、フラビウイルス、ウェストニルウイル
ス、エボラウイルス、Ｐｏｘウイルス、小ｐｏｘウイルス、麻疹ウイルス、ヘルペスウイ
ルス、アデノウイルス、パピロマウイルス、ポリオーマウイルス、パルヴォウイルス、ラ
イノウイルス、コクサッキーウイルス、ポリオウイルス、エコウイルス、日本脳炎ウイル
ス、デングウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス、コロナウイルス、ＲＳ
ウイルス、パラインフルエンザウイルス、ラクロスウイルス、ラサウイルス、狂犬病ウイ
ルス、ロタウイルス抗原が挙げられる。好適な細菌抗原としては、シュードモナス、マイ
コバクテリウム、スタフィロコッカス、サルモネラ、メニンゴコッカル、ボレリア、リス
テリア、ネイセリア、クロストリジウム、エシェリチア、レジオネラ、バシラス、ラクト
バシラス、ストレプトコッカス、エンテロコッカス、コリネバクテリウム、ノカルジア、
ロードコッカス、モラキセラ、ブルセラ、カンピロバクター、カルジオバクテリウム、フ
ランシセラ、ヘリコバクター、ハエモフィラス、クレブシエラ、シゲラ、イエルシニア、
ビブリオ、クラミジア、レプトスピラ、リケッチア、マイコバクテリウム、トレポネマ、
バルトネラ抗原が挙げられる。病原性真核生物の好適な真核生物抗原としては、ジアルジ
ア、トキソプラズマ、シクロスポラ、クリプトスポリジウム、トリチネラ、酵母、カンデ
ィダ、アスペルギルス、クリプトコッカス、ブラストマイセス、ヒストプラズマ、コッキ
ジオイデスに由来する抗原が挙げられる。



(18) JP 5508002 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

【００７０】
　本発明に係る修飾免疫グロブリンは好ましくは、上記の分子のうちの１つと結合できる
。これらの分子はまた、アレルゲン及びハプテンを含んでなる。
【００７１】
　免疫学的に同等のもの（すなわち天然抗体若しくはモノクローナル抗体で判別可能であ
る）限り、抗原の下部構造を一般に「エピトープ」（例えばＢ細胞エピトープ、Ｔ細胞エ
ピトープ）と呼ぶ場合もある。本発明に係る用語「エピトープ」とは、本発明の結合ドメ
イン又は免疫グロブリンと、特異的な結合パートナー又は特異的な結合パートナーの一部
を完全に形成しうる分子構造を意味する。
【００７２】
　エピトープは、炭水化物、ペプチド、脂肪酸、有機物質、生体物質若しくは無機物質又
はその誘導体、並びにそれらの任意の組み合わせから化学的に調製してもよく、それらに
由来してもよい。エピトープがポリペプチドである場合、通常少なくとも３アミノ酸、好
ましくは８～５０アミノ酸、より好ましくは約１０～２０アミノ酸からなるペプチドであ
る。特にペプチド長に関して上限はなく、ほとんどポリペプチド配列の全長であってもよ
い。エピトープは、直鎖状であってもよく、高次構造を有するエピトープであってもよい
。直鎖状のエピトープは、ポリペプチド鎖の一次配列の単一セグメントからなる。直鎖状
エピトープは隣接若しくは重複していてもよい。高次構造を有するエピトープは、ポリペ
プチドのフォールディングによる三次構造を形成するアミノ酸からなり、当該アミノ酸は
、直鎖状配列中で必ずしも互いに隣接する必要はない。
【００７３】
　具体的には、エピトープは診断にとり有用な分子の少なくとも一部である（すなわち、
サンプル中のエピトープの不在又は存在が、質的又は量的に、疾患若しくは健康状態、製
造プロセス中の状況、又は環境及び食品の状況と対応する）。エピトープは、治療にとり
有用な分子の少なくとも一部でもよい（すなわち、特異的結合ドメインの標的となり、疾
患の過程を変化させる）。
【００７４】
　本発明により設計される免疫グロブリンの抗原結合部位の他に、更なる結合能を、可変
ドメインの構造ループ領域の側部又は内部に導入することができる例えば小分子、薬剤若
しくは酵素、酵素の触媒部位若しくは酵素基質に対する結合能、又は、酵素基質の遷移状
態アナログに対する結合能である。
【００７５】
　好ましくは、構造ループ中の新しい抗原結合部位は、未修飾の免疫グロブリン可変ドメ
インポリペプチドとは適合しない。すなわち、エフェクター分子、血清タンパク質又はＦ
ｃ受容体及び細胞表面分子などの標的は、本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチ
ドの結合パートナーとして好ましい。
【００７６】
　本明細書において、「異質な」の用語は、抗原が免疫グロブリンの特異的なＣＤＲ結合
ドメイン又は他の天然若しくは固有の結合ドメインにより認識されないことを意味する。
異質な結合パートナーはすなわち、免疫グロブリンの天然の結合パートナーでなく、構造
ループの新しく形成された抗原結合部位に結合してもよい。これは、天然の結合パートナ
ー（例えばＦｃ受容体又は免疫系のエフェクター）が未修飾の免疫グロブリンとは異質の
抗原結合部位により結合されるとは考えられないことを意味する。
【００７７】
　本発明で使用する「特異的に結合する」という用語は、異質な分子集団の中から、関心
の同族リガンドのみと結合する反応のことを指す。すなわち、所定の抗体は、所定の条件
（例えば免疫グロブリンの場合、イムノアッセイ条件）下で、その特異的な「標的」と結
合し、一方サンプル中に存在する他の分子とは顕著な量において結合しない。抗体のＣＤ
Ｒｓと同様、修飾された構造ループ領域は、抗原、構造又は分子と結合するタンパク質部
分であり、それ自体抗原ではない。通常、結合定数又は結合動態が少なくとも１０倍異な



(19) JP 5508002 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

る場合、選択的な結合が可能となる。
【００７８】
　「発現システム」という用語は、コード配列と、操作可能に結合した所望の制御配列と
を含む核酸分子のことを指し、これらの配列によって形質転換又はトランスフェクション
された宿主は、コードされたタンパク質を産生できる。形質転換を遂行するため、発現シ
ステムをベクター中に導入してもよいが、同様のＤＮＡを宿主の染色体に導入してもよい
。あるいは、当該発現システムをｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写／翻訳に使用してもよい。
【００７９】
　本発明に係る「構造ループ」又は「非ＣＤＲループ」とは、以下のとおり理解される：
すなわち免疫グロブリンは「いわゆる免疫グロブリンフォールド」と呼ばれるドメインか
ら構成される。本質的には、逆平行βシートがループに結合し、圧縮型の逆平行βバレル
を形成する。可変ドメインにおいて、ドメインのループのいくつかは、基本的に抗体の特
異性（抗原に対する結合）に関与する。これらのループはＣＤＲループと呼ばれる。
【００８０】
　ＣＤＲループは、ＣＤＲループ領域の中で位置し、若干の場合において、ＣＤＲループ
に可変フレームワークドメイン（「ＶＦＲ」と呼ばれる）が隣接する。ＶＦＲが抗体の抗
原結合ポケットに関与することが知られ、それは通常、主にＣＤＲループにより決定され
る。すなわち、それらのＶＦＲはＣＤＲループ領域の一部として考慮されるため、本発明
への使用は適切でない。ＣＤＲループ領域内の、又はＣＤＲループの最も近位側のＶＦＲ
とは反対に、可変ドメイン内の他のＶＦＲの使用は、本発明において特に適切である。そ
れらは、ＣＤＲループ領域の反対側に、又は可変免疫グロブリンドメインのＣ末端側に位
置するＶＦＲの構造ループである。
【００８１】
　ＣＤＲループ領域の外側の抗体可変ドメインの全てのループは、むしろ分子の構造形成
に関与する。これらのループは、構造ループ又は非ＣＤＲループとして本願明細書におい
て定義される。
【００８２】
　免疫グロブリンのアミノ酸配列の全ての番号付けはＩＭＧＴ付番に従う（ＩＭＧＴ，ｔ
ｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩｍＭｕｎｏＧｅｎｅＴｉｃｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔ
ｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ＠ｉｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ、ｈｔｔｐ：／／ｉｍｇｔ．ｃｉｎ
ｅｓ．ｆｒ；Ｌｅｆｒａｎｃら、，１９９９，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２
７：２０９－２１２、Ｒｕｉｚら、，２０００　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
２８：２１９－２２１、Ｌｅｆｒａｎｃら、，２００１，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．２９：２０７－　２０９、Ｌｅｆｒａｎｃら、，２００３，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３１：３０７－３１０、Ｌｅｆｒａｎｃら、，２００５，Ｄｅｖ　Ｃ
ｏｍｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２９：１８５－２０３）。
【００８３】
　本発明の好ましい実施形態では、免疫グロブリン可変ドメインはヒト若しくは動物の由
来であり、好ましくはラクダ科の動物、ウサギ、チキン、マウス、イヌ、ウマ、ヒツジ又
はマウス由来である。
【００８４】
　修飾された免疫グロブリンは様々な目的のために使用されることができるため、特に医
薬組成物では、当該免疫グロブリンはヒト、ラクダ若しくはマウス由来であるのが好まし
い。
【００８５】
　当然ながら、修飾された免疫グロブリンは、ヒト化若しくはキメラＴ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドでもよい。最も多くの本発明の好ましい実施形態では、修飾された可変ド
メインは、ヒト由来であるか、又はヒト化したいかなる種の可変ドメインであってもよい
。
【００８６】
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　ヒト化免疫グロブリン可変ドメインは、天然のヒト免疫グロブリン可変ドメイン配列に
対して、少なくとも５０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも５５％のアミノ
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約６０％のアミノ酸配列同一性、より好ましく
は少なくとも約６５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約７０％のアミ
ノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約７５％のアミノ酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００８７】
　ヒト化免疫グロブリン可変ドメインは更に、全ての表層アクセス可能なアミノ酸を、表
層でアクセス可能な、天然のヒト免疫グロブリン可変ドメイン配列のアミノ酸と比較した
とき、少なくとも約５０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約５５％のアミ
ノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約６０％のアミノ酸配列同一性、より好まし
くは少なくとも約６５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約７０％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約７５％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、より好ま
しくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性を有する。
【００８８】
　好適な相同性又は配列同一性は具体的には、フレームワークドメインのそれらの配列に
関連する。
【００８９】
　本発明に係る好適な免疫グロブリンは、未修飾のドメインと少なくとも５０％の相同性
を有するドメインを有してなる。
【００９０】
　「相同性」という用語は、ポリペプチドがそれらの一次若しくは二次若しくは三次構造
において、対応する位置で同じ若しくは保存された残基を有することを意味する。当該用
語はまた、相応するポリペプチドをコードする２つ以上のヌクレオチド配列にも適用され
る。
【００９１】
　本願明細書に開示されるように、「相同な免疫グロブリンドメイン」とは全長の天然の
配列を有する免疫グロブリンドメイン配列又は全長の免疫グロブリンドメイン配列の他の
いかなる断片に対して、少なくとも約５０％のアミノ酸配列同一性を有する、本発明に係
る免疫グロブリンドメインを意味する。好ましくは、相同な免疫グロブリンドメインとは
、少なくとも約５０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも５５％のアミノ酸配
列同一性、より好ましくは少なくとも６０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも約６５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも７０％のアミノ酸配列
同一性、より好ましくは少なくとも約７５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少な
くとも８０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列
同一性、より好ましくは少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なく
とも約９５％のアミノ酸配列同一性を、天然の免疫グロブリンドメイン配列、あるいは本
願明細書において開示される他の全長免疫グロブリンドメイン配列の断片の配列と共有す
る免疫グロブリンドメインのことを指す。
【００９２】
　本願明細書において同定される免疫グロブリンドメイン配列に関する「アミノ酸配列同
一性パーセント（％）」とは、特異的な免疫グロブリン可変ドメイン配列中のアミノ酸残
基と同一な、候補配列のアミノ酸残基のパーセンテージとして定義される。それは、配列
をアラインして、必要に応じてギャップを導入することにより、最大のパーセント配列同
一性となるようにしたものであり、但し保存的な置換は配列同一性の一部としてはカウン
トしないことに留意すべきである。アミノ酸配列同一性パーセントの決定のためのアライ
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ンメントは、従来技術に公知の様々な方法により実施可能であり、一般公開されているコ
ンピュータソフトウェア（例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ又はＭｅｇａ
ｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウェア）を使用して行われる。当業者はアラインメン
トを測定するために適当なパラメータを決定できる。例えば、比較される配列の全長にわ
たり最大限のアラインメントを可能とする、必要なあらゆるアルゴリズムなどである。
【００９３】
　後述するように、ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２コンピュータプログラム（Ａｌｔｓｃｈｕｌら
、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２６６：４６０－４８０（１９９６）
）を用いてアミノ酸配列同一性パーセント（％）の数値を得ることができる。大部分のＷ
Ｕ－ＢＬＡＳＴ－２サーチパラメータは、デフォルト値に設定される。デフォルト値にセ
ットされないそれら（すなわち可調パラメータ）は、以下の値に設定される：
ｏｖｅｒｌａｐ　ｓｐａｎ＝１、
ｏｖｅｒｌａｐ　ｆｒａｃｔｉｏｎ＝０．１２５、
ｗｏｒｄ　ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（Ｔ）＝１１、
及びｓｃｏｒｉｎｇ　ｍａｔｒｉｘ＝ＢＬＯＳＵＭ６２。
ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２を使用するとき、アミノ酸配列同一性％は、以下の（ａ）／（ｂ）
により算出される：
（ａ）天然の免疫グロブリン可変ドメインに由来する、目的の配列を有する免疫グロブリ
ン可変ドメインのアミノ酸配列と、目的の比較用アミノ酸配列（すなわち、目的の免疫グ
ロブリン可変ドメインと比較するための配列。未修飾の免疫グロブリン可変ドメインであ
ってもよい）との間で一致する同一アミノ酸残基の数（ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２として定義
される）；
（ｂ）目的の免疫グロブリン可変ドメイン中の非ランダム化部分のアミノ酸残基の総数。
例えば「アミノ酸配列Ａを含んでなり、アミノ酸配列Ｂと少なくとも８０％のアミノ酸配
列同一性を有するポリペプチド」というときは、アミノ酸配列Ａが、目的の比較用アミノ
酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが、目的の免疫グロブリン可変ドメインのアミノ酸配列で
ある。
【００９４】
　好ましい実施形態では、本発明に係るポリペプチドは、二重特異的な抗体、又は二重特
異的な単鎖抗体、又は二重特異的なＦａｂ、又は二重特異的なｓｄＡｂである。更に好適
なポリペプチドは、二重特異的なドメイン又はその一部である。具体例としては、ＣＤＲ
ドメインの反対側において、新規な結合部位を介した更なる機能を有するＦａｂ又はｄＡ
ｂ分子が挙げられる。本発明に係る好適な免疫グロブリン（Ｆａｂ分子であるとき）は、
例えばＣＨ１及び／又はＣＬドメインのＣ末端ループ側に、更に１又は２個の結合部位を
有してもよい。本発明に係る好適な免疫グロブリン（ｄＡｂ分子であるとき）は、例えば
Ｖｈ、Ｖｈｈ又はＶｌドメインのＣ末端ループ側で、更なる結合部位を有してもよい。か
かる更なる結合部位によって、更なる機能、長期にわたる半減期（例えばＦｃＲｎ又は血
清タンパク質（例えばアルブミン又はＩｇＧ）に対する結合を介する）など、又はエフェ
クター機能（例えばＴ細胞受容体、Ｃ１ｑ又はＣＤ６４に対する結合を介する）を分子に
付与することが可能となる。かかる例によれば、専用のＦａｂ又はｄＡｂライブラリは、
特異的な結合パートナーに特異的な結合剤の選抜を可能にするために、適当なサイズで調
製される。
【００９５】
　本発明に係る好適な可変ドメインは、ＶＨ、ＶＬ（Ｖκ及びＶλを含む）、ＶＨＨ及び
それらの組み合わせからなる群から選択される。それらの修飾が、ＶＨ、Ｖκ、Ｖλ又は
ＶＨＨのループ又はループ領域に導入され、その修飾されたループ又はループ領域がアミ
ノ酸７～２１、アミノ酸２５～３９、アミノ酸４１～８１、アミノ酸８３～８５、アミノ
酸８９～１０３又はアミノ酸１０６～１１７の範囲内で少なくとも１つの修飾を有すると
きに、特徴的な効果を発揮しうることがわかった。
【００９６】
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　本発明により修飾されるヒト由来若しくはヒト化された免疫グロブリン又は免疫グロブ
リンの構造的ループ又は可変ドメインのループ領域は、アミノ酸８～２０、アミノ酸４４
～５０、アミノ酸６７～７６及びアミノ酸８９～１０１、最も好ましくはアミノ酸位１２
～１７、アミノ酸位４５～５０、アミノ酸位６９～７５及びアミノ酸位９３～９８を有し
てなる構造ループから好ましくは選択される。
【００９７】
　他の好ましい実施形態では、アミノ酸９３～９８を有する構造ループ又はループ領域の
修飾は、アミノ酸８～２０を有する構造ループ又はループ領域の修飾と組み合わせる。
【００９８】
　上記で同定されたそれぞれの免疫グロブリンのアミノ酸ドメインは、本発明に係る修飾
目的に適していることが示されているループ若しくは又はループ領域である。好ましくは
、かかる修飾の組合せ（例えば指定されたループ又はループ領域のうちの少なくとも２つ
）を、本発明に係る免疫グロブリン中に設計する。
【００９９】
　好ましくは、アミノ酸９３～９８を有する構造ループ又はループ領域の修飾を、他の構
造ループの１つ以上の修飾と組み合わせる。
【０１００】
　好ましい実施形態では、アミノ酸９３～９８を有する構造ループ又はループ領域の修飾
を、アミノ酸６９～７５からなる構造ループ領域の修飾と組み合わせる。
【０１０１】
　最も好ましくは、アミノ酸９３～９８、アミノ酸６９～７５及びアミノ酸８～２０を有
する構造ループの各々は、少なくとも１つのアミノ酸修飾を有する。
【０１０２】
　他の好ましい例として、アミノ酸９３～９８、アミノ酸６９～７５、アミノ酸４４～５
０及びアミノ酸８～２０を有する構造ループの各々は、少なくとも１つのアミノ酸修飾を
含む。
【０１０３】
　本発明の好ましい実施形態では、免疫グロブリン又はマウス由来（例えばＶＨ）の免疫
グロブリンの可変ドメインの構造ループ又はループ領域は、アミノ酸６～２０、アミノ酸
４４～５２、アミノ酸６７～７６及びアミノ酸９２～１０１を有する。
【０１０４】
　本発明の他の好適な実施形態では、免疫グロブリン又は免疫グロブリンの可変ドメイン
中の構造ループ又はループ領域は、ラクダ科の動物由来（例えばＶＨＨ）であり、アミノ
酸７～１８、アミノ酸４３～５５、アミノ酸６８～７５及びアミノ酸９１～１０１を有す
る。
【０１０５】
　ラクダ科の動物由来の、又はラクダ科の動物由来のヒト化変異型の可変ドメインは、例
えばラクダ科の動物由来の他のＶＨＨ（修飾されるか又は天然である）などの他の可変ド
メインと容易に結合できるという効果がある。ラクダ科の動物由来のＶＨＨの可能な組合
せは、多価免疫グロブリンの基礎である。すなわち、本発明では、ラクダ科の動物由来の
特異的な修飾された可変ドメインは、多価を有する組合せであり、好ましくは少なくとも
３、好ましくは少なくとも４又は５つの価数又はＶＨＨｓを有する組合せである。
【０１０６】
　好ましくは、構造ループ中の新しい抗原結合部位は、少なくとも１つのヌクレオチドの
置換、欠失及び／又は挿入により選抜される核酸によってコードされる免疫グロブリンに
導入される。
【０１０７】
　他の本発明の好ましい実施形態では、少なくとも２つの構造ループ又はループ領域の各
々における少なくとも１つのヌクレオチドの修飾は、前記核酸によってコードされる免疫
グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインにおける置換、欠失及び／又は挿入を生じさ
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せる。
【０１０８】
　修飾免疫グロブリン又は抗体可変ドメインの少なくとも２つのループ又はループ領域に
おける修飾により、２つ以上のアミノ酸の置換、欠失及び／又は挿入、好ましくは点変異
、全部ループのアミノ酸の変更を生じさせ、より好適には少なくとも２、３、４、５、６
、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４（最高３０）のアミノ酸の変化を生じさせ
る。しかしながら、特殊な例において、免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン
中の構造ループ又はループ領域に挿入できるアミノ酸の最大数は、３０、好ましくは２５
、好ましくは２０アミノ酸の数を上回らない。
【０１０９】
　それにより、かかる修飾された配列は、構造ループ中の保存されたドメイン中に元々含
まれないアミノ酸を有してなり、新規に導入されたアミノ酸は天然に生じるが修飾部位に
おいては外来アミノ酸であるか、又は天然に存在するアミノ酸を置換するものとなる。上
記外来アミノ酸が特定のアミノ酸のグループ（例えば特定の極性又は疎水性を有するアミ
ノ酸）から選択される場合、本発明の方法によって、ランダムな位置で上記の特定のアミ
ノ酸グループでリッチにされたライブラリを得ることができる。かかるライブラリは、「
フォーカスド」ライブラリとも称される。
【０１１０】
　少なくとも２つのループ若しくはループ領域は、好ましくはランダム、セミランダム若
しくは特に部位特異的ランダム変異導入方法により、変異導入若しくは修飾される。
【０１１１】
　修飾を導入する好適な方法は、部位特異的なランダム突然変異導入である。この方法に
より、ループ内の２つ以上の特異的なアミノ酸残基が、かかる構造ループへのランダムに
生成された挿入物により、置換若しくは挿入される。他の好適な方法は、コンビナトリア
ルアプローチの使用である。
【０１１２】
　他の好ましい実施形態では、少なくとも３つの免疫グロブリン可変ドメインの構造ルー
プ若しくはループ領域がランダム、セミランダム、特に部位特異的ランダム変異導入方法
によって変異導入若しくは修飾される。
【０１１３】
　これらの方法は、本発明の免疫グロブリン可変ドメインの所望の位置でアミノ酸修飾を
行うために使用できる。これらの場合、当該位置はランダムに選択されるか、又はアミノ
酸変化が特異的な規則によりもたらされる。例えば、特定の残基をいかなるアミノ酸にも
変異できるが、他の残基は一定限度内のアミノ酸に変異できる。これは、突然変異及び選
抜のサイクルを変化させることによる、段階的な方法により、又は同時に実施することが
可能である。
【０１１４】
　ランダムに修飾された核酸分子は、本願明細書で同定される繰り返し単位を有してもよ
く、それらは全ての周知の天然アミノ酸又はそのサブセットをコードする。修飾された配
列を含むそれらのライブラリ（特異的なアミノ酸のサブセットが修飾のために使われる）
は、「フォーカスド」ライブラリと呼ばれている。かかるライブラリのメンバーは、修飾
された位置における、かかるサブセットのアミノ酸を有する確率が高く、通常少なくとも
２倍、好ましくは少なくとも３倍、又は少なくとも４倍高い。かかるライブラリはまた、
限られたか若しくは少ない数のライブラリメンバーを有する。その結果、実際のライブラ
リメンバーの数は理論的なライブラリメンバーの数に達する。場合によっては、フォーカ
スドライブラリのライブラリメンバーの数は、の１０３倍（理論的な数）未満でなく、好
ましくは１０２倍未満でなく、最も好ましくは１０倍未満でない。
【０１１５】
　本発明に係るライブラリは、特異的な免疫グロブリンフォーマットのライブラリメンバ
ーを含有するか又はそれらからなるライブラリとしてデザインできる。特異的な免疫グロ
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ブリン分子フォーマットからなるそれらのライブラリは、本発明のために専用のライブラ
リとも呼ばれる。専用のライブラリは好ましくは多数の特異的なフォーマットを、少なく
とも５０％、好ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ま
しくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％含むか、又は実質的に特異的
な抗体フォーマットからなる。特異的な抗体フォーマットの使用が好適であり、本発明に
係る好適なライブラリとしては、ＶＨライブラリ、ＶＨＨライブラリ、Ｖκライブラリ、
Ｖλライブラリ、Ｆａｂライブラリ、ＣＨ１／ＣＬライブラリ及びＣＨ３ライブラリから
なる群から選択される。複数の抗体ドメイン、例えばＩｇＧライブラリ又はＦｃライブラ
リを含む複合分子を含んでなることを特徴とするライブラリが特に好ましい。他の好適な
ライブラリは、Ｔ細胞受容体を含有し、Ｔ－細胞受容体ライブラリを形成するそれらであ
る。更に好適なライブラリはエピトープライブラリであり、上記融合タンパク質は変異エ
ピトープを有する分子を含んでなり、また、類似する結合性を有するが機能が異なる競争
分子の選抜を可能にする。典型的にはＴＮＦαライブラリであり、ＴＮＦα融合タンパク
質の三量体が単一の遺伝子パッケージにより発現する。
【０１１６】
　しかしながら、免疫グロブリンのループ領域に挿入されるアミノ酸の最大数は好ましく
は３０以下であり、好ましくは２５、より好ましくは２０アミノ酸以下である。アミノ酸
の置換及び挿入は好ましくは、公知技術及び本特許出願にて開示する方法により、全ての
可能なアミノ酸、又はランダム化にとり好適なアミノ酸を選択して用い、ランダム若しく
はセミランダムに行う。
【０１１７】
　上記修飾部位は、特異的な単一の構造ループ又は構造ループ領域であってもよい。ルー
プ領域は通常、少なくとも２つ、好ましくは少なくとも３つ又は少なくとも４つのループ
から構成され、それらは各々隣接し、抗原結合部位又は抗原結合ポケットを形成すること
により抗原の結合に関与できる。１つ以上の修飾部位は、１０アミノ酸、好ましくは２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０～１００アミノ酸の範囲内で、特に構造領
域内に存在し、表面又はポケットを形成し、その位置において抗原が当該ループ領域に立
体的にアクセスできる。
【０１１８】
　上記少なくとも１つのループ領域は、好ましくはランダム、セミランダム、又は特に部
位特異的なランダム突然変異導入によって変異又は修飾がなされているのが好ましく、そ
れにより得られるライブラリに欠失、置換もしくはランダムな挿入が構造ループ内に付与
される。あるいは好適な方法を適宜組合せてもよい。あらゆる周知の突然変異導入方法を
使用できるが、中でもカセット突然変異導入が好ましい。これらの方法は、本発明の免疫
グロブリンの所望の位置でアミノ酸修飾を行うために使用できる。若干の場合において、
例えば、いずれかの変異可能なアミノ酸、好適なアミノ酸をランダムに適宜選択してルー
プ配列をランダム化してもよく、あるいは、簡便な規則を使用してアミノ酸変異を導入す
る。例えば、全ての残基を特定のアミノ酸（例えばアラニン、アミノ酸若しくはアラニン
スキャンと呼ばれる）に変異させるのが好ましい。かかる方法を、より高いレベルでの配
列多様性をスクリーニングするための選抜方法を採用する、より高度なエンジニアリング
方法と組み合わせてもよい。
【０１１９】
　本発明に係る好適な方法は、免疫グロブリン、免疫グロブリンドメイン又はその一部を
コードする、ランダムに修飾された核酸分子を用いる方法であり、当該分子は、配列５’
－ＮＮＳ－３’、５’－ＮＮＮ－３’、５’－ＮＮＢ－３’又は５’－ＮＮＫ－３’を有
し、構造ループをコードする領域内の、少なくとも１つのヌクレオチド反復ユニットを有
してなる。若干の実施形態では、上記修飾された核酸は、ＴＭＴ、ＷＭＴ、ＢＭＴ、ＲＭ
Ｃ、ＲＭＧ、ＭＲＴ、ＳＲＣ、ＫＭＴ、ＲＳＴ、ＹＭＴ、ＭＫＣ、ＲＳＡ、ＲＲＣ、ＮＮ
Ｋ、ＮＮＮ、ＮＮＳ又はいかなるそれらの組み合わせ（そのコードはＩＵＰＡＣによる）
からなる群から選択されるヌクレオチドコドンを有してなる。
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【０１２０】
　ランダムに修飾された上記核酸分子は、全ての周知の天然アミノ酸またはそのサブセッ
トをコードする上記の繰り返し単位を有してもよい。
【０１２１】
　核酸分子の修飾は、核酸のより大きな部分に合成オリゴヌクレオチドを導入すること、
又は、完全な核酸分子のｄｅ　ｎｏｖｏ合成によって実施できる。核酸の合成はトリヌク
レオチドのビルディングブロックを用いて実施でき、それにより、アミノ酸のサブセット
がコードされる場合、ナンセンス配列が組合わされる数を減少させることができる（例え
ばＹａｎｅｚら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（２００４）３２：ｅｌ５８、
　Ｖｉｒｎｅｋａｓら、ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９４）２２：５６０
０－５６０７）。
【０１２２】
　好ましくは、修飾される位置は表層に露出するアミノ酸である。構造ループのアミノ酸
の表層への露出は、抗体可変ドメインの周知のタンパク質構造から、実験的に決定された
構造が利用できないかかるアミノ酸配列に対する類似性（相同性）により判断できる。
【０１２３】
　本発明の好ましい実施形態では、少なくとも１つの構造ループに導入される修飾は、非
修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの構造ループのそれぞれの部位で天
然に発生しない、少なくとも１、２、３、４、５、又は６個のアミノ酸からなる。
【０１２４】
　アミノ酸の修飾はバイアスを有するのが好ましく、それにより、タンパク質－タンパク
質相互作用に通常関与することが公知であるアミノ酸を構造ループ領域又はループ領域に
導入できる（例えばＬｅａ＆Ｓｔｅｗａｒｔ（１９９５）ＦＡＳＥＢ　Ｊ．９：８７－９
３、Ｆｅｌｌｈｏｕｓｅら、（２００６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３５７：１００－１１
４、Ａｄｉｂ－Ｃｏｎｑｕｕｙら、（１９９８）Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ　１０：３４１－３４６、Ｌｏ　Ｃｏｎｔｅら、（１９９９）Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．２８５：２１７７－２１９８、Ｚｅｍｌｉｎら、（２００３）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．３３４：７３３－７４９）。
【０１２５】
　本発明の一実施形態では、本発明に係る方法により得られる免疫グロブリンが、本発明
に係る免疫グロブリン、特にタンパク質のライブラリ、融合タンパク質、細胞（特に細菌
又は酵母細胞などの微生物細胞）、ファージ、ウイルス、核酸又はリボソームなどをディ
スプレイするか又はコードするライブラリメンバーを有するライブラリの調製のために用
いられる。
【０１２６】
　本発明は、ポリペプチド又はタンパク質変異型のライブラリ以外にも、当然ながら、本
発明に係る免疫グロブリンを発現させるために使用する代替的なライブラリにも関連する
。
【０１２７】
　好ましい実施例では、本発明の免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインからな
るポリペプチドの変異型のライブラリを、選抜のためのプールとして使用できる。当該修
飾は、好ましくはアミノ酸のトリプトファン、チロシン、フェニルアラニン、ヒスチジン
、イソロイシン、セリン、メチオニン、アラニン及びアスパラギンからなる群のうちの少
なくとも１つ（好ましくは修飾された構造ループあたり少なくとも２つのアミノ酸）を含
有するか又は導入する。
【０１２８】
　本発明により、変異型の可変ドメインポリペプチドが、天然のポリペプチドとは異質な
、特異的な突然変異により提供されることができることがわかった。ヒト天然の免疫グロ
ブリンの構造ループに存在しないアミノ酸である、トリプトファン、チロシン、フェニル
アラニン、ヒスチジン、イソロイシン、セリン、メチオニン、アラニン及びアスパラギン
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のいずれも、「異質」であると考えられる。本発明に係る変種ポリペプチドは、少なくと
も１つの構造ループを修飾して結合部位を形成することにより、構造ループ中に前記異質
なアミノ酸のうちの少なくとも２つを含むことができる。
【０１２９】
　修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインがヒト由来又はヒト化免疫グロブ
リン可変ドメインである場合、好適な修飾は、位置１２～１７、４５～５０、６９～７５
及び９３～９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのチロシンの導入、及び／又は、
位置１２～１７、位置４５～５０、６９、７１～７５、９３～９４及び９６～９８のいず
れか１つにおける少なくとも１つのトリプトファンの導入、、及び／又は、１２～１７、
４６、４７、４９、５０、６９～７４、及び９３～９８のいずれか１つにおける少なくと
も１つのヒスチジンの導入、及び／又は、位置１２～１７、４５～４７、４９、５０、７
０～７３、７５、９４～９６及び９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのアスパラ
ギンの導入、及び／又は、位置１２～１７、４６～５０、６９～７１、７３～７５、９３
、９５、９６及び９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのメチオニンの導入、及び
／又は、位置１３、７１、７５、９４、９５及び９８のいずれか１つにおける少なくとも
１つのセリンの導入、及び／又は、位置１２、１４～１７、４５～５０、６９、７０、７
２～７５、９３及び９６～９８のいずれか１つにおける少なくとも１つのイソロイシンの
導入、及び／又は、位置１５、４６、４８、７０～７３、７５、９３、９５及び９８のい
ずれか１つにおける少なくとも１つのフェニルアラニンの導入である。
【０１３０】
　他の本発明の好ましい実施形態では、ヒト若しくはヒト化シングルドメイン抗体の位置
１５～１７、２９～３４、８５．４～８５．３、９２～９４、９７～９８及び／又は１０
８～１１０の少なくとも２つのアミノ酸残基が修飾される。
【０１３１】
　修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン（常に明細書の全体にわたって、
免疫グロブリン及び修飾免疫グロブリン可変ドメインを有する免疫グロブリン断片を包含
する）をコードする核酸分子を宿主細胞にクローニングし、発現させ、それらの結合特異
性をアッセイできる。これらは周知の手順用して実施でき、本発明で使用できる様々な方
法は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，３．ｓｕｐ．ｒｄ　Ｅｄ．（Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００１），ａｎｄ　Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｊｏｈ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）に記載されている。本発明の修飾された免疫グロブリン又は
免疫グロブリン可変ドメインをコードする核酸は、前記免疫グロブリンを発現させるため
に、発現ベクターに組み込まれることができる。発現ベクターは典型的には、調節若しく
は制御配列、選抜可能なマーカー、いかなる融合パートナー、及び／又は更なるエレメン
トと、使用可能な状態で連結されている（すなわち機能的な関係に置かれている）Ｔ細胞
受容体ドメインポリペプチドを有してなる。本発明の修飾された免疫グロブリンは、核酸
、好ましくは発現ベクター（修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドをコードする
核酸を含む）によって形質転換されて宿主細胞を、修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリ
ペプチドの発現を誘導するか又は生じさせる適当な条件下で培養することによって得られ
る。外生の核酸分子を宿主にもたらす方法は公知技術で、使用する宿主によって適宜変更
できる。当然ながら、修飾された免疫グロブリンの発現のために、無細胞発現システムを
使用できる。
【０１３２】
　本発明の好ましい実施形態では、修飾された免疫グロブリンは、発現させた後、精製若
しくは単離されうる。修飾された免疫グロブリンを、当業者に公知の様々な方法で分離又
は精製できる。標準的な精製方法としては、クロマトグラフィ技術が挙げられ、例えば親
和性クロマトグラフィ、イオン交換又は疎水性クロマトグラフィ、電気泳動、免疫学的、
沈殿、透析、濾過、濃縮及びクロマトフォーカス技術が挙げられる。精製は通常、特異的
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な融合パートナーを用いて行われる。例えば、ＧＳＴ融合タンパクの場合、抗体はグルタ
チオン樹脂を使用して精製でき、Ｈｉｓ－タグの場合、Ｎｉ２＋親和性クロマトグラフィ
を使用し、ｆｌａｇ－タグの場合、固定した抗ｆｌａｇ抗体を使用する。適切な精製技術
の一般的なガイダンスは、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，３．ｓｕｐ．ｒｄ　Ｅｄ．，Ｓｃｏｐｅｓ，Ｓｐ
ｒｉｎｇｅｒ－　Ｖｅｒｌａｇ，ＮＹ，１９９４を参照。当然ながら、宿主の表面に本発
明に係る免疫グロブリンを発現させることも可能であり、特に細菌、昆虫又は酵母細胞の
表面、又は、ファージ又はウイルスの表面に発現させてもよい。
【０１３３】
　免疫グロブリンは、限定されないがｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析、ｉｎ　ｖｉｖｏ及び細胞ベ
ースの分析及び選抜技術などの、様々な方法を使用して選抜できる。オートメーション及
びハイスループットスクリーニング技術を、スクリーニング手順に利用してもよい。スク
リーニングでは融合パートナー又はラベルを使用してもよく、例えば酵素、イムノラベル
、アイソトープラベル又は小分子ラベル（例えば蛍光若しくは比色色素若しくは発光分子
）を使用してもよい。
【０１３４】
　好ましい実施形態では、免疫グロブリンの機能的及び／又は生物物理学的特性を、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏアッセイにおいてスクリーニングされる。好ましい実施形態では、抗体は、
機能（例えばその標的に対する結合親和性、交叉反応性又は触媒作用を及ぼす能力）を基
に選抜される。
【０１３５】
　他の好ましい例として、好ましい修飾された免疫グロブリンを、例えば細胞又は生物体
に導入することによって、ｉｎ　ｖｉｖｏで選抜できる。修飾されたドメインの必要な特
性に応じて、特異的に結合する変異型物質を、血液又はリンパ液などの体液から、又は特
定の器官から分離することもできる。
【０１３６】
　アッセイでは、発色、蛍光、発光又はアイソトープラベルを含むがこれに限らない様々
な検出方法を使用できる。
【０１３７】
　従来技術において周知のように、特異的な結合特性及び親和性を有するタンパク質の同
定及び単離に使用できる様々な選抜技術が存在し、例えば様々なディスプレイ技術（例え
ばファージディスプレイ、リボソームディスプレイ、細胞表面ディスプレイなど、後述す
る）が挙げられる。変異型抗体の生産及びスクリーニングのための方法は、従来技術にお
いて周知である。抗体に関する分子生物学、発現、精製及びスクリーニングのための一般
方法は、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ　Ｄｕｅｂｅ
ｌ＆Ｋｏｎｔｅｒｍａｎｎ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，
２００１、及びＨａｙｈｕｒｓｔ＆Ｇｅｏｒｇｉｏｕ，２００１，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　
Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　５：６８３－６８９、及びＭａｙｎａｒｄ＆Ｇｅｏｒｇｉｏｕ，２
０００，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｅｎｇ　２：３３９－７６に記載されている
。
【０１３８】
　周知のように、スクリーニング方法のサブセットは、ライブラリの好ましいメンバーを
選抜するものである。上記方法は本願明細書では「選抜方法」と称し、これらの方法では
本発明の修飾免疫グロブリンのスクリーニングのために使用できる。免疫グロブリン可変
ドメインライブラリが選抜方法を使用してスクリーニングされるとき、ライブラリ中の好
適な（すなわち幾つかの選抜基準を満たす）メンバーのみが選抜され、分離され、及び／
又は観察される。明らかなように、最も適当な変異型だけが観察されるため、かかる方法
は、ライブラリメンバーの合理性を個々に検定する方法によってスクリーニングできるも
のより大きなライブラリのスクリーニングが可能となる。選抜は、いかなる方法、技術又
は融合パートナー（共有結合又は非共有結合的）によっても行うことができる。免疫グロ
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ブリンの発現型はその遺伝子型と連結し、すなわち、抗体の機能は、それをコードする核
酸と連結している。例えば、選抜方法としてのファージディスプレイの使用は、ファージ
コートタンパク質へのライブラリメンバーの融合によって可能となる（繊維状のファージ
遺伝子ＩＩＩタンパク質が最も頻繁に使われるが、タンパク質ＶＩＩＩのような他のコー
トタンパク質、タンパク質ＶＩＩ、タンパク質ＶＩ及びタンパク質ＩＸも同様に使用でき
る）。このようにして、また、若干の基準（例えば免疫グロブリンの標的に対する結合親
和性）を満たす修飾免疫グロブリンの選抜又は単離においては、それをコードする核酸の
選抜又は分離が行われる。一旦分離されると、修飾免疫グロブリンをコードする遺伝子を
更に増幅できる。この単離及び増幅のプロセスはパニングと呼ばれ、繰り返すことができ
、それによりライブラリ中の良好な抗体変異体を増加させることができる。結合する核酸
の塩基配列決定により、最終的な遺伝子同定が可能となる。
【０１３９】
　様々な選抜方法が公知であり、本発明において免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変
ドメインのライブラリのスクリーニング技術において使用できる。かかる技術としては、
限定されないが、ファージディスプレイ（Ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　ｐｅｐｔ
ｉｄｅｓ　ａｎｄ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，
Ｋａｙら、，１９９６，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉ
ｆ．，１９９６；Ｌｏｗ－ｍａｎら、，１９９１，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３０：１
０８３２－１０８３８；Ｓｍｉｔｈ，１９８５，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５－１
３１７）、およびその変形方法（例えば選択的ファージ感染）、（Ｍａｌｍｂｏｒｇら、
１９９７，Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　２７３：５４４－５５１），選択的感染ファージ（Ｋ
ｒｅｂｂｅｒら、，１９９７，Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　２６８：６１９－６３０）、及び
遅延感染性パニング（Ｂｅｎｈａｒら、，２０００，Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　３０１：８
９３－９０４）、細胞表面ディスプレイ（Ｗｉｔｒｒｕｐ，２００１，ＣｕｒｒＯｐｉｎ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１２：３９５－３９９）、例えば細菌ディスプレイ（Ｇｅｏｒ
ｇｉｏｕら、，１９９７，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１５：２９－３４；Ｇｅｏｒ
ｇｉｏｕら、，１９９３，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１１：６－１０；Ｌｅ
ｅら、，２０００，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１８：６４５－６４８；Ｊｕｎら、
，１９９８，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１６：５７６－８０）、酵母（Ｂｏｄｅｒ
＆Ｗｉｔｔｒｕｐ，２０００，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　３２８：４３０－４４
；Ｂｏｄｅｒ＆Ｗｉｔｔｒｕｐ，１９９７，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１５：５５
３－５５７）、及び哺乳動物細胞（Ｗｈｉｔｅｈｏｒｎら、，１９９５，Ｂｉｏ／ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１３：１２１５－１２１９）、並びにｉｎ　ｖｉｔｒｏディスプレイ技
術（Ａｍｓｔｕｔｚら、，２００１，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ’　１
２：４００－４０５）、例えばポリソームディスプレイ（Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓら、，１
９９４，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９１：９０２２－９０２６）
、リボソームディスプレイ（Ｈａｎｅｓら、，１９９７，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ
　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９４：４９３７－４９４２）、ｍＲＮＡディスプレイ（Ｒｏｂｅｒｔ
ｓ＆Ｓｚｏｓｔａｋ，１９９７，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９４
：１２２９７－１２３０２；Ｎｅｍｏｔｏら、，１９９７，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　４１４
：４０５－４０８）、及びリボソーム不活化ディスプレイシステム（Ｚｈｏｕら、，２０
０２，Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　１２４，５３８－５４３）などが挙げられる。
【０１４０】
　本発明で使用できる他の選抜方法には、ディスプレイに依存しない方法も含まれ、例え
ばペリプラズム発現及びサイトメトリによるスクリーニングなどのｉｎ　ｖｉｖｏ方法（
Ｃｈｅｎら、，２００１，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９：５３７－５４２）、抗
体フラグメント相補性アッセイ（Ｊｏｈｎｓｓｏｎ＆Ｖａｒｓｈａｖｓｋｉｙ，１９９４
，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９１：１０３４０－１０３４４；　
Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒら、，１９９８，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　
９５：１２１４１－１２１４６）、酵母ツーハイブリッド法（Ｆｉｅｌｄｓ＆Ｓｏｎｇ，
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１９８９，Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６）選抜モード（Ｖｉｓｉｎｔｉｎその
他、１９９９、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９６：１１７２３－１
１７２８）などが挙げられる。代替的な実施形態では、発現ベクター上の特異的な配列と
結合する融合パートナーによって選抜が可能となり、すなわち、融合パートナー及び付随
するＦｃ変異型のライブラリメンバーを、共有結合又は非共有結合的に、それらをコード
する核酸と結合させることを特徴とする。例えば、国際公開第９３０８２７８号では、本
発明で使用できるかかる融合パートナー及び技術を記載している。代替的な実施形態では
、抗体の発現が細胞の成長、再生又は生存にとり有利である場合、ｉｎ　ｖｉｖｏ選抜を
実施できる。
【０１４１】
　選抜方法として「誘導型進化」という方法が存在する。「誘導型進化」方法と言われる
選抜のサブセット方法は、選抜の間、好ましい配列の交雑又は繁殖が行われ、しばしば新
しい突然変異の取り込みも行われる。当業者に周知のように、誘導型進化方法は、複数の
ポリペプチド中の最も好ましい配列の同定を容易に可能とし、スクリーニングされる配列
の多様性を増加させることができる。様々な誘導型進化方法が公知であり、本発明におい
て変異抗体の生成及びスクリーニング技術として使用でき、限定されないが例えばＤＮＡ
シャッフリング（国際公開第００／４２５６１Ａ３号、国際公開第０１／７０９４７Ａ３
号）、エキソンシャッフリング（米国特許第６３６５３７７号；Ｋｏｌｋｍａｎ＆Ｓｔｅ
ｉｎｍｅｒ，２００１，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９：４２３－４２８）、ファ
ミリーシャッフリング（Ｃｒａｍｅｒｉら、，１９９８，Ｎａｔｕｒｅ３９１：２８８－
２９１；米国特許第６３７６２４６号）、ＲＡＣＨＩＴＴ．ＴＭ．（Ｃｏｃｏら、２００
１，Ｎａｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌ　１９：３５４－３５９；国際公開第０２／０６４
６９号）、ＳＴＥＰ及びｉｎ　ｖｉｔｒｏ組み換えのランダムプライミング（Ｚｈａｏ．
ら、１９９８，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１６：２５８－２６１；Ｓｈａｏら、，
１９９８，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２６：６８１－６８３）、エキソヌク
レアーゼによる遺伝子アセンブリ（米国特許第６３５２８４２号；米国特許第６３６１９
７４号）、遺伝子部位飽和変異導入（商標）（米国特許第６３５８７０９号）、遺伝子リ
アセンブリ（商標）（米国特許第６３５８７０９号）、ＳＣＲＡＴＣＨＹ（Ｌｕｔｚら、
，２００１，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９８：１１２４８－１１
２５３）、ＤＮＡ断片化方法（Ｋｉｋｕｃｈｉら、，Ｇｅｎｅ　２３６：１５９－１６７
）、一本鎖ＤＮＡシャッフリング（Ｋｉｋｕｃｈｉら、，２０００，Ｇｅｎｅ　２４３：
１３３－１３７）、及び進化抗体エンジニアリング技術（応用分子進化）（米国特許第５
８２４５１４号、米国特許第５８１７４８３号、米国特許第５８１４４７６号、米国特許
第５７６３１９２号、米国特許第５７２３３２３号）などが挙げられる。
【０１４２】
　好ましい実施形態では、免疫グロブリン又は抗体可変ドメインを、１つ以上の細胞ベー
ス若しくはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイを使用してスクリーニングする。かかるアッセイでは
典型的には、精製若しくは未精製の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン
を外因的に添加し、細胞を、個々の免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン、又
はライブラリに属する免疫グロブリン可変ドメインのプールに曝露する。しかしこれらの
アッセイは典型的には、常にではないがＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの機能に基づ
く。すなわち、その標的と結合し、若干の生化学応答を媒介する、本発明の方法により修
飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの能力（例えばエフェクター機能、リガンド
／受容体結合阻害、アポトーシスなど）である。かかるアッセイでは、抗体に対する細胞
の応答（例えば細胞生存、細胞死、細胞形態の変化）又は転写活性化（例えば天然遺伝子
又はリポーター遺伝子の細胞発現）をモニターすることが必要な場合もある。例えば、か
かるアッセイでは、ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ又はＣＤＣを引き出す変異抗体の能力を測定でき
る。幾つかのアッセイでは、標的細胞以外にも、例えば血清補体、又はエフェクター細胞
（例えば末梢血単球（ＰＢＭＣｓ）、ＮＫ細胞、大食細胞など）などの細胞若しくは構成
要素を添加する必要がある場合もある。かかる更なる細胞は、いかなる生物体（好ましく
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はヒト、マウス、ネズミ、ウサギ及びサル）から調製してもよい。免疫グロブリンは標的
を発現する特異的な細胞系のアポトーシスを引き起こすことができ、又は、アッセイに加
えられた免疫細胞による標的細胞への攻撃を媒介できる。細胞死又は生存度のモニタリン
グ方法は公知技術で、色素、免疫化学的手段、細胞化学的手段及び放射性物質の使用に基
づくものが挙げられる。例えば、カスパーゼ染色アッセイはアポトーシスの測定を可能と
し、放射性基質若しくはａｌａｍａｒ　ｂｌｕｅのような蛍光色素の取り込み若しくは放
出により、細胞増殖若しくは活性化をモニターすることが可能となる。
【０１４３】
　あるいは、死細胞若しくは傷害性標的細胞を、１つ以上の天然の細胞内構成要素（例え
ば乳酸脱水素酵素）の放出を測定することによってモニターしてもよい。転写活性化は、
細胞ベースのアッセイにおいて、機能をアッセイする方法として有用でありうる。この場
合、上方制御されうる天然遺伝子又は免疫グロブリンをアッセイすることにより、反応を
モニターできる。例えば、特異的なインターロイキンの放出を測定するか、あるいはリポ
ーターシステムを測定してもよい。細胞ベースのアッセイでは、修飾免疫グロブリン可変
ドメインの存在への応答としての、細胞の形態的な変化の測定を行ってもよい。かかるア
ッセイのための細胞タイプは原核生物でも真核生物でもよく、従来技術において周知であ
る様々な細胞系を使用できる。
【０１４４】
　あるいは、細胞ベースのスクリーニングは、変異型の免疫グロブリン可変ドメインをコ
ードする核酸によって形質転換又はトランスフェクションされた細胞を使用して実施でき
る。この場合、本発明の変異型の抗体可変ドメインを外因的に細胞に添加するのではない
（例えばＡｕｆ　ｄｅｒ　Ｍａｕｒ，２００４，Ｍｅｔｈｏｄｓ，３４：２１５－２２４
と同様の方法）。他の代替的な方法では、細胞ベースのスクリーニングにおいて細胞表面
ディスプレイを利用する。細胞表面における修飾免疫グロブリン可変ドメインのディスプ
レイを可能にする融合パートナーを使用してもよい（Ｗｉｔｒｒｕｐ，２００１，Ｃｕｒ
ｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１２：３９５－３９９）。
【０１４５】
　好ましい実施形態では、修飾免疫グロブリンの免疫原性は、１つ以上の細胞ベースのア
ッセイを使用して実験的に測定できる（Ｋｏｒｅｎら、２００２，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３：３４９－３６０；Ｃｈｉ
ｒｉｎｏら、２００４，Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ　９：８２－９０；
Ｔａｎｇｒｉら、２００５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７４：３１８７－３１９６；Ｈｅｒ
ｍｅｌｉｎｇら、２００４，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．２１：８９７－９０３）。好ましい実
施形態では、ｅｘ　ｖｉｖｏでのＴ－細胞活性化アッセイを用いて、実験的に免疫原性を
定量する。この方法では、マッチするドナーからの抗原提示細胞及び天然のＴ細胞は、１
回以上、ペプチド又は目的の全長抗体の曝露を受ける。例えばサイトカインの産生をモニ
タするか又はトリチル化されたチミジンの取り込みを測定するなど、多くの方法を使用し
てＴ細胞活性化を検出できる。他の好ましい実施形態では、サイトカイン放出を測定する
ためにＬＵＭＩＮＥＸ技術（例えばｄｅ　Ｊａｇｅｒら、，Ｃｌｉｎ．Ｄｉａｇｎ．Ｌａ
ｂ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２００３，１０：１３３－１３９）を用いるか、又はＥｌｉｓｐ
ｏｔアッセイ（Ｓｃｈｍｉｔｔｅｌ　ｅｔ．ａｌ．，２０００，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍ
ｅｔｈ．，２４：１７－２４）によりインターフェロンγ産生をモニターする。
【０１４６】
　本発明の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの生物学的若しくは機能
的な特性は、細胞、組織及び全生物体を用いた実験において特徴づけることが可能である
。周知のように、限定されないがマウス、ネズミ、ウサギ、イヌ、ネコ、ブタ及びサルな
どの動物において、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて薬剤を試験し、それにより当該薬の、治療へ
の有効性を疾患又は疾患モデルと比較し、あるいは薬物動態学、薬力学、毒性及び他の特
性を測定することが可能となる。当該動物は疾患モデルと称することもある。当該治療は
、ヌードマウス、ＳＣＩＤマウス、異種移植片マウス及びトランスジェニックマウス（ノ
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ックイン及びノックアウトを含む）などのマウスを用いて通常試験される。かかる実験に
より、当該抗体を治療薬として使用する際における、使用可能性を決定するために有用な
データが提供されうる。いかなる生物体（好ましくは哺乳類）も、試験に使用できる。例
えばサルは、ヒト（霊長類）に対するそれらの遺伝子の類似性のため、適切な治療のモデ
ルであり、ゆえに、本発明の修飾免疫グロブリンの有効性、毒性、薬物動態学又は他の特
性を試験するために使用できる。ヒトにおける臨床試験は、薬剤として承認を受けるため
に最終的に必要とされ、また当然ながら、これらの試験も本発明に包含される。このよう
に本発明の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、それらの治療有効性
、毒性、免疫原性、薬物動態学及び／又は他の臨床特性を決定するため、ヒトにおける試
験にも使用できる。
【０１４７】
　本発明に係る免疫グロブリンは、免疫グロブリンの用途として公知のいかなるものにも
使用可能であるのみならず、本発明によって導入される特異性の組合せに応じて、その他
の応用も可能となる。
【０１４８】
　一実施形態では、本発明の抗体変異体は、治療又は予防に使用でき、例えば能動又は受
動免疫療法、調製若しくは分析用途、診断用途、工業用化合物又は試験用試薬など（好ま
しくは治療用途）への応用が可能である。当該変異抗体の使用により、モノクローナル若
しくはポリクローナル抗体の合成が可能となる。好ましい実施形態では、本発明の修飾免
疫グロブリンを用いて、標的抗原を運ぶ標的細胞（例えば癌細胞）を捕捉するか又は殺傷
する。代替的な実施形態では、本発明の修飾免疫グロブリンを用いて、標的抗原をブロッ
ク、アンタゴナイズ又はアゴナイズし、例えばサイトカイン又はサイトカイン受容体をア
ンタゴナイズする。他の好適な実施形態では、本発明の修飾免疫グロブリンを用いて、標
的抗原をブロック、アンタゴナイズ又はアゴナイズし、それにより標的抗原を運ぶ標的細
胞の殺傷が可能となる。
【０１４９】
　他の好適な実施形態では、本発明の修飾免疫グロブリンを用いて、成長因子又は成長因
子受容体をブロック、アンタゴナイズ又はアゴナイズし、それにより標的抗原を運ぶか又
は必要とする標的細胞の殺傷が可能となる。好適な代替的実施形態では、本発明の修飾免
疫グロブリンを用いて、酵素及び酵素基質をブロック、アンタゴナイズ又はアゴナイズす
る。他の好適な実施形態では、本発明の修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを
用いて、伝染性の物体（例えばウイルス、小ウイルス、プリオン、バクテリア又は菌類）
を中和する。
【０１５０】
　本発明の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、様々な治療に使用で
きる。好ましい実施形態では、修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインから
なるＴ細胞受容体を患者に投与し、特異性障害を治療する。本発明のための「患者」は、
ヒト及び他の動物（好ましくは哺乳類及び最も好ましくはヒト）を指す。本願明細書にお
ける「特異性障害」とは、本発明の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン
を含有する医薬組成物の投与により改善されうる障害のことを意味する。
【０１５１】
　一実施形態では、本発明に係る修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは
、患者に投与される唯一の治療的有効成分である。あるいは、本発明に係る修飾免疫グロ
ブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、１つ以上の他の治療薬と組み合わせて投与し
てもよく、かかるものとしては限定されないが、細胞障害剤、化学療法剤、サイトカイン
、成長抑制剤、抗ホルモン剤、キナーゼ阻害剤、抗血管新生剤、心臓保護剤又は他の治療
薬が挙げられる。上記修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、１つ以上
の他の治療に付随して投与してもよい。例えば、本発明の抗体変異体を、化学療法、放射
線療法、又は化学療法及び放射線療法の両方において、患者に投与できる。一実施形態で
は、本発明の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、１つ以上の抗体と
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の組み合わせで投与してもよく、それは本発明の抗体変異体を含んでも含まなくてもよい
。本発明の他の実施形態では、本発明の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメ
イン及び１つ以上の他の制癌治療を用いて、癌細胞をｅｘ　ｖｉｖｏで治療してもよい。
かかるｅｘ　ｖｉｖｏな治療は、骨髄移植、及び特に自家骨髄移植において有用であると
考えられる。本発明の抗体が更に他の治療技術（例えば手術）と組み合わせて使用できる
ことは当然である。
【０１５２】
　様々な他の治療薬を、本発明の修飾免疫グロブリンと組み合わせて投与することができ
る。一実施形態では、上記修飾免疫グロブリンを、抗血管新生剤（血管の形成をブロック
するか、ある程度阻害する化合物）と共に投与する。抗血管形成因子とは、例えば、成長
因子又は成長因子受容体に結合することにより、脈管形成を促進しうる、小分子又はタン
パク質（例えば抗体、Ｆｃ融合分子又はサイトカイン）である。本願明細書において、好
適な抗血管新生因子とは、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）と結合する抗体である。代
替の実施形態では、上記修飾免疫グロブリンは、適応免疫反応を誘発するか又は強化する
治療薬（例えばＣＴＬＡ－４を標的とする抗体）と共に投与される。代替的な実施形態で
は、修飾免疫グロブリンはチロシンキナーゼ阻害剤（ある程度チロシンキナーゼのチロシ
ンキナーゼ活性を阻害する分子）と共に投与される。代替の実施形態では、本発明の修飾
免疫グロブリンは、サイトカインと共に投与される。本明細書で用いられる「サイトカイ
ン」とは、１つの細胞集団から放出され、細胞間メディエータ（ケモカインなど）として
他の細胞において機能する、タンパク質の総称を意味する。
【０１５３】
　医薬組成物とは、本発明に係る修飾免疫グロブリン及び１つ以上の治療的活性薬剤を処
方したものである。本発明の変異ポリペプチドを含有する安定な製剤は、所望の純度の前
記免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインと、任意の薬理学的に許容できる担体
、賦形剤又は安定化剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ　１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｏｌ，Ａ．Ｅｄ．，１９８０）を混合す
ることによって調製され、保存の際には凍結乾燥又は水溶液の形で調製される。ｉｎ　ｖ
ｉｖｏ投与のために使用される製剤は、好ましくは無菌状態である。これは滅菌フィルタ
ー又は他の方法による濾過によって容易に実施できる。本願明細書に開示される修飾免疫
グロブリンと他の治療的有効成分は、免疫リポソームとして製剤化でき、及び／又はマイ
クロカプセル中に封入できる
【０１５４】
　本発明の修飾された免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインからなる医薬組成
物又は異なる修飾された免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの混合物の投与
は、好ましくは滅菌水溶液の形で、限定されないが以下のような様々な形態で実施できる
：経口的、皮下、静脈注射、鼻腔内、耳内、経真皮、局所投与（例えばゲル、塗剤、ロー
ション剤、クリームなど）、腹膜内、筋肉注射、肺内、経膣、非経口、直腸内又は眼内投
与。
【０１５５】
　本発明の別の態様は、免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを含んでなり、
少なくとも１つの修飾を前記免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの２つの構
造ループ又はループ領域の各々に含み、抗原のエピトープ対する前記分子の結合を決定す
る、分子の調製方法又はそれを含有する医薬品に関する。未修飾の当該分子は前記エピト
ープと顕著に結合しない。上記方法は以下のステップからなる、
－少なくとも２つの構造ループ又はループ領域からなる免疫グロブリン可変ドメインをコ
ードする核酸を準備するステップと、
－前記構造ループ又はループ領域の各々の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾する
ステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾免疫グロブリンを発現させること、
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－エピトープと、発現された修飾免疫グロブリンとを接触させるステップと、
－前記修飾免疫グロブリンが前記エピトープと結合するか否かを測定するステップと、
－前記エピトープに結合する修飾免疫グロブリンを準備し、任意に医薬品として調製する
ステップ。
【０１５６】
　特に本発明は、少なくとも１つの第１の分子又は医薬品に特異的に結合する、多重特異
的分子の調製方法に関し、当該分子は、免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン
の少なくとも２つの構造ループ又はループ領域の各々に、少なくとも１つの修飾を有し、
抗原から選抜される少なくとも１つの第２の分子に対する、前記少なくとも２つのループ
又はループ領域の特異的な結合を決定する。未修飾の構造ループ又はループ領域を含有す
る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、前記少なくとも１つの第２の分子
と特異的に結合しない。
【０１５７】
　具体的には、上記方法は以下のステップを有してなる：
－少なくとも１つの構造ループ又はループ領域を有し、少なくとも１つの第１の分子に特
異的に結合する免疫グロブリンをコードする核酸を準備するステップと、
－前記核酸によってコードされる少なくとも１つの前記ループ又はループ領域の少なくと
も１つのヌクレオチド残基を修飾するステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾免疫グロブリンを発現させるステップと、
－少なくとも１つの第２の分子と、発現された修飾免疫グロブリンとを接触させるステッ
プと、
－前記修飾免疫グロブリンが第２の分子と特異的に結合するか否かを測定するステップと
、
－前記少なくとも１つの第２の分子に特異的に結合する修飾免疫グロブリンを準備し、任
意にそれを医薬品として調製するステップ。
【０１５８】
　特異的な結合ペアのメンバーへの複数の結合部位又は少なくとも２つの特異性のエンジ
ニアリングを行うのが好適である（Ｋｕｆｅｒその他。Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ、第２２巻、ページ２３８－２４４（２００４））。
【０１５９】
　多重特異的な抗体を調製するための多数の試み（例えば二重特異的、モノクローナル抗
体又は抗体断片）が行われてきた。２つの異なるポリペプチド鎖（重鎖及び軽鎖）で構成
されている二重特異的な抗体の産生の１つの課題は、１つの細胞中で４つの異なる鎖（２
つの重鎖及び２つの軽鎖）を発現させる必要であることであり、それは分子の多くの様々
な組合せを生じさせるため、混合物から、所望の二重特異的な分子を分離させる必要があ
る。それらの類似性のため、これらの分子の分離は困難かつ高コストである。かかる不必
要な組合せの発生を最小化するために、多くの方法が使用されてきた（Ｃａｒｔｅｒ（２
００１）Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，ｖｏｌ
　２４８，ｐ７－１５）。
【０１６０】
　１つの解決法は、２つの特性を有する１つのポリペプチド鎖の産生（例えば２つのｓｃ
Ｆｖｓを各々結合させるか、又はいわゆる二重特異性抗体の産生）である。かかる分子は
、天然分子のフォールディング構造からは大きく異なることが示されており（Ｌｅ－Ｇａ
Ｉｌら、（２００４）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｄｅｓｉｇｎ＆Ｓｅｌ
ｅｃｔｉｏｎ　ｖｏｌ　１７　ｐａｇｅｓ　３５７－３６６）、文字どおり調製が困難で
ある。
【０１６１】
　本発明の好ましい実施形態では、上記発現システムはベクターを有してなる。必要に応
じて、公知技術のいかなる発現ベクターを使用してもよい。
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【０１６２】
　修飾された免疫グロブリンを、好ましくは、宿主（より好ましくはバクテリア、イース
ト、植物細胞、昆虫細胞、動物細胞若しくは哺乳動物細胞、又は植物若しくは動物の器官
、又は完全な植物体又は動物体）において発現させる。
【０１６３】
　多種多様な適当な宿主細胞を、修飾免疫グロブリンの発現に使用でき、限定されないが
例えば哺乳動物細胞（動物細胞）又は植物細胞、バクテリア（例えば枯草菌、大腸菌）昆
虫細胞及び酵母（例えばＰｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）などが使用できる。例えば、本発明で使用できる様々な細胞系
は、ＡＴＣＣ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅカタログ（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕ
ｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎから入手可能な）に記載されている。更に、動植物を、本発
明に係る免疫グロブリンの発現のための宿主として使用できる。発現用又はトランスフェ
クション用のベクター若しくはカセットは、使用する宿主に従って選択できる。
【０１６４】
　当然ながら、無細胞タンパク質発現システムを使用してもよい。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写
／翻訳タンパク質発現プラットフォーム（充分な量のタンパク質を産生する）は無細胞タ
ンパク質発現において多くの効果を発揮し、細胞ベースの発現システムにおいて典型的に
存在する面倒な上流及び下流の工程（例えば宿主細胞の形質転換、培養又は溶解）の必要
がない。
【０１６５】
　二重特異的な抗体の設計における他の課題としては、親抗体がそれらのそれぞれの結合
パートナー（例えばＩｇＧ）に対する二価的な結合を示す場合であっても、得られる二重
特異的な抗体が、それぞれの結合パートナーの各々に対しては一価であるという事実が挙
げられる。
【０１６６】
　本発明の好適な多重特異的分子は、これらの課題を解決する。
【０１６７】
　１つのポリペプチド鎖としての二重特異的な分子の発現が可能であり（２つの特異的結
合を示す修飾された修飾免疫グロブリンドメイン、実施例を参照）、それは２つの抗体ポ
リペプチド鎖の発現よりも実施が容易である（Ｃａｂｉｌｌｙら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：３２７３－３２７７（１９８４））。
【０１６８】
　それはまた、抗体様分子（２つのポリペプチド鎖からなるホモ二量体若しくはヘテロ二
量体）として調製することもできる。すなわち、第２の特性が分子の非可変的な部分に位
置するため、２つの異なる重鎖又は異なる軽鎖を準備する必要がない。すなわち、２つの
鎖の間違った組合せの可能性がない。
【０１６９】
　本発明の抗体は重鎖及び軽鎖を有してもよく、それらは共に、特異的な結合パートナー
に結合する可変ＣＤＲループ領域（すなわち特異的なＣＤＲループ形態）を形成し、また
第２の特異性は、免疫グロブリン分子中に含まれる修飾された構造ループ又はループ領域
（例えば重鎖若しくは軽鎖可変ドメインの構造ループ）によって形成され、その際、特異
的なＣＤＲループ形態が維持される。結合部位は、少なくとも１又は２つの可変ドメイン
（例えば構造的に隣接してもよい重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメイン）上の複数の非
ＣＤＲループにより形成されてもよい。
【０１７０】
　修飾された抗体は、全長抗体に少なくとも１つの免疫グロブリン可変ドメイン及び修飾
を有する抗体断片（例えばＦａｂ、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、ミニ本体、ｄＡｂ）、又は構造ルー
プ若しくはループ領域、又はその誘導体であってもよい。
【０１７１】
　デザイン次第で、それは同じ若しくは異なる結合パートナーに、一価的、又は多価的に
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結合してもよく、又は異なる結合パートナーごとに異なる価数で結合してもよい。例えば
、Ｆａｂ断片、又は同等にｓｃＦｖを設計する際は、両方のＶＨ及びＶＬドメインの構造
ループが別に設計され、ＣＤＲｓによって形成される結合部位と同じエピトープと結合す
るような方法で行い、それにより、それぞれ三価Ｆａｂ又はｓｃＦｖが得られる。他の実
施形態では、同じように設計されたＶＨ、ＶＬドメインを含有する完全な免疫グロブリン
は、六価でその標的エピトープと結合する。例えば、ＣＤＲｓにより形成される天然の結
合部位が、設計されたＶｈ及びＶｌドメインとは異なる標的エピトープを認識する場合、
得られるＦａｂ断片又はｓｃＦｖは、一価で第１の標的と結合し、二価で第２の標的に結
合する。その際、それぞれＶｈ及びＶｌドメインの修飾された構造ループにより独立に結
合する。当業者にとり自明であるが、このモジュラー設計の原理は、多数の異なる方法で
応用することが可能である。
【０１７２】
　重鎖及び軽鎖の非ＣＤＲドメイン中に、特異的な結合部位の選抜及び設計が可能な、多
くのループが存在するため、上記の課題のない２つ以上の特性を有する抗体誘導体を設計
することが可能となる。例えば、ＣＤＲｓによって第１の標的を認識するＶＨ及びＶＬド
メインを別に設計し、それにより、修飾された構造ループによって媒介される相互作用に
より、異なる（第２及び第３の）標的と特異的に結合させることが可能となる。すなわち
、三重特異的なＦａｂ断片又はｓｃＦｖを調製し、それにより、その様々な標的の各々に
対して一価結合させてもよい。このＦａｂの修飾された可変ドメインがフルサイズのＩｇ
Ｇの形で設計される場合、三重特異的に設計されたＩｇＧを調製することができ、各々３
重特異的である場合、二価で結合する。
【０１７３】
　１つのポリペプチド鎖内の特異的な結合ドメインを、ペプチドリンカーの有無にかかわ
らず、連結してもよい。
【０１７４】
　一部の抗体クラスは、多重特異的（特に二重特異的な性質）であると考えられる。それ
らは、可変領域により抗原（典型的には、外来異物の構造又は癌に関連する構造）に結合
し、またＦｃ部分（例えば様々な免疫細胞又は補体タンパク質上のＦｃ受容体）によりＦ
ｃエフェクター分子に結合し、それにより、ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ又はＣＤＣなどの効果を
発揮させる。
【０１７５】
　Ｆｃ－エフェクター分子は免疫グロブリン分子（ＩｇＧ１の場合、ドメインＣＨ２及び
ＣＨ３からなる）のＦｃ部分に結合する。糖鎖工学技術（米国特許第６６０２６８４号）
、又は直接Ｆｃへのタンパク質エンジニアリング（米国特許出願公開第２００５／００５
４８３２号）、又はＦｃの外側への間接的なエンジニアリング（米国特許出願公開第２０
０５／０２４４４４０３号）のいずれかによって、抗体分子のＦｃ部分の結合能を改良し
、エフェクター機能を最適化するための多くの方法が開示されている。Ｆｃ受容体に対す
るＦｃドメインの結合、及び／又はＣｑ１などの補体タンパク質に対する結合は、いずれ
もかかる技術によって変化することが示されている。通常、エフェクター機能を改良しよ
うとする場合、Ｆｃエフェクター分子に対する結合親和性を改善しようとする。
【０１７６】
　本発明では、天然のＦｃ結合ドメインの外側における、Ｆｃ－エフェクター分子との抗
体結合をエンジニアリングすることが可能である。「天然の」Ｆｃ－エフェクター分子結
合に関係するループ以外の抗体可変ドメインの修飾されたループは、修飾されたループ構
造のライブラリから選抜されてもよく、又は１つ以上のＦｃ－エフェクター分子と結合す
るように設計されてもよい。かかる更なるＦｃ－エフェクター分子結合部位を有する抗体
は、特異的なＦｃ－エフェクター分子又はＦｃ－エフェクター分子をディスプレイするエ
フェクター細胞に対する強いアビディティを有し、それにより、糖鎖設計された抗体又は
そうでなければ改良型Ｆｃドメインより更に強い効果を発揮しうる。
【０１７７】
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　抗体断片は、全抗体と比較して特徴的な効果を発揮する。断片は通常、良好な生物学的
な分布特性を有し、また調製が容易である。しかしながら、大部分の抗体断片のデザイン
は、エフェクター機能が欠如し、短いｉｎ　ｖｉｖｏ半減期である（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ　
Ｐ、その他、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００５）２３：１１２６－３６。）。
ＣＨ１、Ｃκ又はＣλドメインも、エフェクター機能を媒介することができず、それはＦ
ａｂ分子が通常ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ又はＣＤＣを示さない理由でもある。
【０１７８】
　国際公開第０２／４４２１５号は、抗体の抗原結合部位、及びペプチド結合Ｆｃ－エフ
ェクター分子を有する、結合分子を記載している。当該技術においては、エフェクター機
能を示す抗体断片を調製することが可能である。当該ペプチドは、結合分子中において、
ペプチドの抗原結合能力が破壊されず、Ｆｃ－エフェクター分子との結合能力が破壊され
ない位置に導入される。
【０１７９】
　しかしながら本発明では、Ｆｃ－エフェクター分子に対する結合は、修飾免疫グロブリ
ン又は免疫グロブリン可変ドメインによりなされ、それらは、免疫グロブリン又は免疫グ
ロブリン可変ドメインの固定された足場内の、２、３又は４つのランダム化された構造ル
ープ配列のライブラリから、Ｆｃ－エフェクター分子結合を基に選抜される。したがって
、Ｉｇ－ドメイン足場から分離された場合に、Ｆｃ－エフェクター分子と結合しないと考
えられる特異的なループ配列に基づいて選抜することが可能である。本発明により得られ
るポリペプチドはゆえに、好ましくは１００以上のアミノ酸からなり、１つ以上の免疫グ
ロブリン可変ドメインを有するのが好ましい。
【０１８０】
　本発明に係るかかる可変ドメインの潜在的エフェクター機能を選抜するためには、変異
可変ドメインを含んでなる抗体若しくは抗体断片ライブラリを、Ｆｃ受容体及び／又は補
体因子（例えばＣ１ｑ）に対する結合に基づいて選抜するのが好ましい。選抜に供される
Ｆｃγ受容体は、天然にそれぞれの受容体を発現する細胞の表面に提示させてもよく、又
は受容体の細胞外部分を各々発現及び精製してもよい。ＩＦＮ－ｇ刺激されたＵ９３７細
胞（ＣＲＬ－１５０３、ＡＴＣＣ）を標的細胞として用いて、ファージディスプレイされ
た修飾免疫グロブリン可変ドメインを単離してもよい。具体的には、高親和性ＩｇＧ受容
体（ＦｃγＲＩ）に対して結合する（Ｂｅｒｎｔｚｅｎら、，２００６，Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅｌ．１９（３）：１２１－８と同様）。Ｆｃ受容体に対する結合
は、選抜された修飾された免疫グロブリン可変ドメインで特異的に染色される標的として
、Ｕ９３７細胞を使用したＦＡＣＳによって試験できる。更に、ヒトのＦｃγ受容体の細
胞外ドメインをクローニングし、可溶性タンパク質又は融合タンパク質として発現させる
ことができ、潜在的結合パートナーの特異的な結合アッセイに使用できる（例えばＢｅｒ
ｎｔｚｅｎら、，２００５，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２９８（１－２）：
９３－１０４）。補体因子Ｃ１ｑに対して特異的に結合する修飾免疫グロブリン可変ドメ
インの同定及び評価は、基本的に同様に実施できる（例えばＬａｕｖｒａｋら、１９９７
　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．３７８（１２）：１５０９－１９）。
【０１８１】
　かかる可変ドメインを有する分子のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を長期化させるため、ＦｃＲ
ｎに対する結合を基に、本発明に係る変異可変ドメインのライブラリを用いて選抜しても
よい。それらの修飾された構造ループ（その血清タンパク質又は補体タンパク質への特異
的な結合により、分子の半減期を長期化できる）は、単離された構造ループとして、又は
、免疫グロブリンの前後関係又はその部分において使用し、それにより、ｉｎ　ｖｉｖｏ
での増加した半減期を有する分子としてエンジニアリングされる分子との組合せが可能と
なる。
【０１８２】
　選抜に供されるＦｃＲｎ受容体は、それぞれの受容体を天然に発現する細胞の表面に、
又は、それぞれの受容体の細胞外部分のディスプレイ及び精製により調製できる。本発明
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においては、ＦｃＲｎの第１のスクリーニングにより、変異可変ドメイン（又はかかる変
異可変ドメインを有する分子）を選抜でき、それを更にｉｎ　ｖｉｔｒｏで試験し、Ｆｃ
Ｒｎ受容体を発現する細胞への結合を基に、ＦＡＣＳ実験において更に解析できる。スク
リーニング及び選抜は、ＦｃＲｎへの結合のｐＨ依存を考慮してもよい（国際公開第０２
／０６０９１９号、国際公開第９７／３４６３１号）。それは更に、例えば表面プラスモ
ン共鳴技術などにより、様々な組換えＦｃＲｎ、アイソフォーム及びアロタイプへの結合
親和性のランキングによって特徴づけることが可能である（例えばＤａｌｌ’　Ａｃｑｕ
ａら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００２，１６９：５１７１　５
１８０）。
【０１８３】
　本発明に係る修飾免疫グロブリンは、重鎖及び／又は軽鎖を有してもよく、また少なく
とも１つの可変及び／又は定常ドメインを有してもよい。
【０１８４】
　本発明に係る免疫グロブリンには、免疫グロブリンの好ましくは少なくとも１つの定常
及び／又は少なくとも１つの可変ドメイン、又はその一部を有してなる。
【０１８５】
　可変ドメインとは、免疫グロブリンの可変部分を構成する免疫グロブリンフォールディ
ング構造単位であり、可変ドメイン（例えばＶｈ、Ｖｋ、Ｖｌ、Ｖｄ）と称されることも
ある。
【０１８６】
　本発明に係る他の好適な免疫グロブリンは、重鎖若しくは軽鎖の可変ドメイン又はその
一部、並びに少なくとも２つの構造ループ又はループ領域を有してなり、前記少なくとも
２つの構造ループ又はループ領域が、少なくとも２つの修飾された構造ループ若しくはル
ープ領域を形成する少なくとも２つのアミノ酸修飾を有し、前記少なくとも２つの修飾さ
れた構造ループ又はループ領域が抗原の少なくとも１つのエピトープと特異的に結合する
。本発明に係るかかる好適な免疫グロブリンにおいては、少なくとも２つのアミノ酸修飾
を、１若しくは２つの構造ループ又はループ領域に、又は１若しくは２つの構造ループに
配置し、抗原との結合部位を形成させる。
【０１８７】
　本発明の好ましい実施形態では、分子に対する修飾ポリペプチドの特異的な結合は、以
下からなる群から選択される結合アッセイにより測定される：免疫学的アッセイ、好まし
くは酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、表面プラスモン共鳴アッセイ、飽和転送
差核磁気共鳴分光アッセイ、転送ＮＯＥ（ｔｒＮＯＥ）核磁気共鳴分光アッセイ、競争的
アッセイ、組織結合アッセイ、生細胞結合アッセイ及び細胞抽出アッセイ。
【０１８８】
　当該結合アッセイは、限定されないが、以下のような公知の様々な方法を用いて実施す
ることができる：ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）及びＢＲＥＴ（生物発光共鳴エネ
ルギー移動）－ベースのアッセイ、ΑｌｐｈａＳｃｒｅｅｎ（ＴＭ）（増幅蛍光近接ホモ
ジニアスアッセイ）、シンチレーション近接アッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合イムノソル
ベントアッセイ）、ＳＰＲ（表層プラスモン共鳴、別名「ＢＩＡＣＯＲＥ」（ＴＭ））、
等温滴定熱量測定、示差走査熱量測定、ゲル電気泳動、及びクロマトグラフィなどのゲル
濾過。
【０１８９】
　修飾ポリペプチドは、好ましくは以下からなる群から選択されるラベル又はリポーター
分子とコンジュゲートしている：有機分子、酵素ラベル、放射性ラベル、染色ラベル、蛍
光ラベル、発色ラベル、発光ラベル、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、金属複合体
、金属、コロイド状金及びそれらの混合物。
【０１９０】
　ラベル又はリポーター分子にコンジュゲートした修飾ポリペプチドは、例えば診断で使
用できる。
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【０１９１】
　修飾免疫グロブリンを他の分子にコンジュゲートさせることにより、例えば結合アッセ
イ（例えばＥＬＩＳＡ）や結合試験において前記コンジュゲートを単純に検出することが
できる。
【０１９２】
　本発明の別の態様は、軽鎖又は重鎖の可変ドメイン又はそれらの組み合わせ、並びに少
なくとも２つの構造ループ又はループ領域を有してなるポリペプチドに関し、前記少なく
とも２つの構造ループ又はループ領域が各々少なくとも２つの修飾された構造ループ又は
ループ領域を形成する少なくとも１つのアミノ酸修飾を有し、前記少なくとも２つの修飾
された構造ループ又はループ領域は抗原の少なくとも１つのエピトープと特異的に結合す
る。
【０１９３】
　少なくとも１つの修飾された抗体可変ドメイン（非可変的な配列又は構造ループを介し
て特定のパートナーと結合する）と、少なくとも１つの他の結合分子（抗体、抗体断片、
可溶性の受容体、リガンド若しくは他の修飾された抗体ドメインであってもよい）を結合
させた分子であるのが好ましい。
【０１９４】
　少なくとも１つの本発明に係る抗体可変ドメインと組み合わせる多の結合分子は、好ま
しくはタンパク性分子、核酸分子及び炭水化物からなる群から選択される。
【０１９５】
　修飾免疫グロブリンの構造ループ若しくはループ領域は、特に抗原、タンパク性分子、
タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、グリカン、炭水化物、脂質、小さい有機分
子、無機分子、又はその組合せ又は融合物など、あらゆる種類の結合分子又は構造とも特
異的に結合できる。もちろん、上記修飾免疫グロブリンは、少なくとも２つのループ又は
ループ領域を有してもよく、それにより、当該ループ又はループ領域の各々が異なる分子
又はエピトープと特異的に結合することができる。
【０１９６】
　本発明の別の態様は、本発明に係るか若しくは本発明の方法によって入手できる免疫グ
ロブリン可変ドメインの、能動免疫のためのワクチンの調製のための使用に関する。これ
によって、当該免疫グロブリンを、ワクチンを調製する際の抗原性薬剤として用いるか、
又はワクチンを調製する際の、抗原性構造をフィッシング又は捕捉するための物質として
用いることとなる。
【０１９７】
　本発明の別の態様は、修飾免疫グロブリン可変ドメインを有してなる分子のタンパク質
ライブラリの調製のための、本発明に係る、又は本発明の方法によって入手できるＴ細胞
受容体ドメインポリペプチドの使用に関する。
【０１９８】
　本発明の更に別の態様は、以下のステップからなる、標的分子を特異的に結合させる、
及び／又は検出する方法に関する：
（ａ）本発明に係る修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインか、又は、本発
明に係る方法によって入手できる修飾免疫グロブリン可変ドメインを有する分子を含有す
る、分子と、前記標的分子を含むと考えられる試験サンプルと、を接触させるステップと
、
（ｂ）特異的な免疫グロブリン／分子若しくは免疫グロブリン可変ドメイン／標的分子複
合体の潜在的形成を検出するステップ。
【０１９９】
　本発明に係る好適な方法は、以下のステップからなる、分子を特異的に結合させる、及
び／又は検出する方法に関する：
（ａ）修飾免疫グロブリンのライブラリ又は本発明に係る修飾免疫グロブリンと、前記分
子を含有する試験サンプルとを接触させるステップと、任意に、
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（ｂ）特異的な免疫グロブリン／分子複合体の潜在的な形成を検出するステップ。
【０２００】
　試験試料はヒト若しくは動物性の試料（例えば血液サンプル又は他の体液及び細胞サス
ペンション）でもよく、かかるサンプルは、標的を補足し、及び／又は検出するための免
疫グロブリンに特異的に結合する標的分子を含有する。
【０２０１】
　本発明の別の態様は、以下のステップからなる、標的分子を特異的に分離する方法に関
する：
（ａ）本発明に係る修飾された免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインか、又は
、本発明に係る方法によって入手できる修飾された免疫グロブリン可変ドメインを有する
分子を含有する、分子と、前記標的分子を含むと考えられる試験サンプルと、を接触させ
るステップと、
（ｂ）形成された、特異的な免疫グロブリン可変ドメイン／標的分子複合体を分離するス
テップと、
（ｃ）任意に標的分子を前記複合体から分離するステップ。
【０２０２】
　本発明の好適な態様は、以下のステップからなる、分子を特異的に分離する方法に関す
る：
（ａ）修飾免疫グロブリンのライブラリ又は本発明に係る修飾免疫グロブリンと、前記分
子を含有する試験サンプルとを接触させるステップと、任意に、
（ｂ）形成された、特異的な免疫グロブリン可変ドメイン／標的分子複合体を分離するス
テップと、
（ｃ）任意に分子を前記複合体から分離するステップ。
【０２０３】
　それらのサンプルは通常、調製的に単離される分子の給源であると考えられ、例えば、
天然の複雑な給源（動物、ヒト若しくは植物由来、又は微生物由来の給源、又は細胞懸濁
液若しくは培養液）が挙げられる。
【０２０４】
　本発明に係る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、標的分子をサンプル
から特異的に分離するのに使用できる。多重特異的免疫グロブリン又は免疫グロブリン可
変ドメインが用いられる場合、複数の標的分子をサンプルから分離できる。かかる方法に
おいて修飾された免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを使用することは特に
有利である。なぜなら、例えば、所定の量の結合パートナー（すなわち修飾された免疫グ
ロブリン可変ドメイン）を表面上に固定した、均一な表面を有するマトリックスを調製し
て、標的分子と結合させ、分離することが可能となるからである。それに対して、単一の
特異的結合パートナーを用いる場合、１つの結合パートナーはマトリックスに同じ効率で
結合しないため、均一なマトリックスの調製が困難である。
【０２０５】
　本発明の別の態様は、以下のステップを有してなる、標的への化合物のターゲッティン
グ方法に関する：
（ａ）特異的に結合できる、本発明に係る修飾免疫グロブリン可変ドメインを有する分子
か、又は、本発明による方法により得られる修飾免疫グロブリン可変ドメインを有する分
子を、前記化合物と接触させるステップと、
（ｂ）標的に免疫グロブリン可変ドメイン／化合物複合体からなる分子を輸送するステッ
プ。
【０２０６】
　本発明に係る修飾免疫グロブリン若しくは免疫グロブリン可変ドメインは、ＣＤＲｓ及
び／又は修飾ループ領域と結合した、少なくとも１つの化合物を標的に輸送するために使
用できる。かかる免疫グロブリンを用いることにより、疾患の治療の経過で、好適な標的
部位に、治療用の物質をターゲッティングできる。
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【０２０７】
　本発明の別の態様は、本発明に係る、又は本発明に係る方法によって入手できる免疫グ
ロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを、含有するか、発現するか、又はコードする
分子ライブラリに関する。
【０２０８】
　本発明に係る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインの好適なライブラリには
、少なくとも２つの構造ループ又はループ領域中に修飾を有する、少なくとも１０の免疫
グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン、好ましくは１００、より好ましくは１００
０、より好ましくは１００００、より好ましくは１０００００、最も好ましくは１０００
０００以上の変異型の免疫グロブリン又は可変ドメインを含有する。
【０２０９】
　通常、本発明に係るライブラリは、少なくとも１０の融合タンパク質又は結合物質を、
好ましくは少なくとも１００、より好ましくは少なくとも１０００、より好ましくは少な
くとも１０４、より好ましくは少なくとも１０５、より好ましくは少なくとも１０６、よ
り好ましくは少なくとも１０７、より好ましくは少なくとも１０８、より好ましくは少な
くとも１０９、より好ましくは少なくとも１０１０、より好ましくは少なくとも１０１２

、より好ましくは少なくとも１０１１で含む。リボソームディスプレイではそれより大き
い数である。
【０２１０】
　ライブラリの大部分の好適なメンバーは、少なくとも２つの構造ループ若しくはループ
領域中に、少なくとも４つ、又は少なくとも５つ、又は少なくとも６つのアミノ酸変異を
有することがわかっている。すなわち、本発明に係る特に好適なライブラリは、少なくと
も２つの構造ループ中に、少なくとも２つ、３つ、又は４つのアミノ酸変異を有するメン
バーからなる。
【０２１１】
　本発明に係るライブラリはまた、ＶＨ、Ｖκ、Ｖλ及びＶＨＨからなる群から選択され
る免疫グロブリン可変ドメインのうちの１つ又は混合物を含むか又はそれらのみからなり
、商業的な理由から、結合パートナーを同定する際に適切である。
【０２１２】
　前記ライブラリを構築する好適な方法は、上記、及び実施例に記載されている。本発明
に係るライブラリは、様々な分子に対する免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイ
ンの結合を同定するために使用できる。
【０２１３】
　特に本発明は、本発明に係る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを含有す
るか、又は本発明に係る方法により得られるタンパク質ライブラリの、免疫グロブリン誘
導体の設計のための使用に関する。既存の免疫グロブリンは、それぞれの修飾された野生
型ドメインのタンパク質ライブラリを用いて、抗原結合部位をドメインに導入するために
変化させることができ、ライブラリは少なくとも１０、好ましくは１００、好ましくは１
０００、より好ましくは１００００、より好ましくは１０００００、最も好ましくは１０
０００００の変異型のドメインを有し、各々、少なくとも１つの修飾された構造ループを
有する。好ましくは、変異型の構造ループドメインは少なくとも２の修飾を有する。ライ
ブラリは更に、抗原との特異的な結合に関してスクリーニングされる。所望の特性に関す
る分子評価の後、選抜された免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを、遺伝子
工学的方法によって元の免疫グロブリンにクローニングし、それにより野生型領域の置換
を行う。あるいは、修飾ループ領域のみをコードするか、又は変異アミノ酸のみをコード
するＤＮＡを交換することにより、特異的な抗原との更なる結合部位を有する免疫グロブ
リンを得ることもできる。あるいは、可変ドメインの構造ループの修飾は、例えばｉｎ　
Ｆａｂ、ｓｃＦｖ又は完全な免疫グロブリン分子の形で、その天然の前後関係の可変ドメ
インと共に実施できる。単一ドメインの免疫グロブリンの場合を除き、１つの免疫グロブ
リンドメイン鎖又は単鎖免疫グロブリン（例えばｓｃＦｖ又はユニボディ（一価の免疫グ
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ロブリン断片））が得られ、通常、本発明に係る免疫グロブリンは、好ましくはヘテロ二
量体として提供される。
【０２１４】
　変異した、抗原特異的な構造ループの位置の選択は、元の免疫グロブリンの構造、及び
更なる結合部位の目的に依存する。例えば、元の若しくは親免疫グロブリンがＦａｂ又は
ｓｃＦｖである場合、軽鎖及び／又は重鎖の可変ドメイン中の少なくとも２つの構造ルー
プの修飾が可能である。また、ＣＨ１／ＣＬの少なくとも２つの構造ループの修飾は、本
発明に係る免疫グロブリンの産生にとり好ましい。すなわち、本発明に係るＦａｂ分子は
、ＣＨ１又はＣＬドメインの修飾されたループ領域を介した新しい結合部位を有すること
ができる。。本発明では、特異的なＣＤＲループの構造、及び親免疫グロブリン、ｓｃＦ
ｖ又はＦａｂの本来の結合特性を維持することが最も重要である。
【０２１５】
　ライブラリを構築するために、１つ以上の可変ドメインの１つ以上の構造ループ中に変
異を有する元の変異体分子のライブラリを調製できる。完全な変異型の元の分子を用いた
選抜は、修飾された構造ループと抗原との結合の選抜を行うことにより、立体配置的に有
利な修飾が得られるため、有効であると考えられる。例えば、完全な分子がｓｃＦｖであ
る場合、抗原への結合を基に、変異型の元のｓｃＦｖのライブラリをスクリーニングし、
更にＣＤＲループ（元の特性）により認識される抗原への結合のための特異的な結合物質
をスクリーニングすることは有利であると考えられる。代替的な選抜手順では、元の（第
一の）抗原は、修飾された構造ループと抗原との結合のスクリーニングの間、ＣＤＲルー
プに結合するのが好ましい。この同時スクリーニングは、当該抗原の結合が第一の抗原へ
の結合に影響を受ける場合に、構造ループ中に突然変異を有するクローンの優先的な選抜
を可能とする。
【０２１６】
　本発明の好ましい実施形態は、構造ループのうちの少なくとも２つの各々に、少なくと
も１つの変異型のアミノ酸を有する可変ドメインを有するか又はそれらのみからなる変異
型の免疫グロブリンのライブラリである。当該ライブラリは、重鎖及び軽鎖又はそれらの
混合物及び組み合わせ分子の免疫グロブリンドメインを含んでもよい。
【０２１７】
　他の好ましい実施形態は、ＶＨＨドメイン又は少なくとも２つの構造ループ又はループ
領域の各々に、少なくとも１つの変異型のアミノ酸を有する、上記ラクダ科の動物由来の
ヒト化ドメインを有するか若しくはそれらのみからなるライブラリである。
【０２１８】
　他の本発明の好ましい実施形態は、単鎖抗体（例えば構造ループのうちの少なくとも２
つの各々に、少なくとも１つの変異型のアミノ酸を有するｓｃＦｖライブラリ、又は単鎖
抗体若しくはｓｃＦｖの可変ドメインのいずれかのループ領域）を有するか若しくはそれ
らのみからなるライブラリである。
【０２１９】
　他の本発明の好ましい実施形態は、二重特異性抗体の可変ドメインのいずれかの構造ル
ープ又はループ領域のうちの少なくとも２つの各々に、少なくとも１つの変異型のアミノ
酸を有するか若しくはそれらのみからなる二重特異性抗体のライブラリである。
【０２２０】
　他の本発明の好ましい実施形態は、ミニボディの可変ドメインのいずれかの構造ループ
又はループ領域のうちの少なくとも２つの各々に、少なくとも１つの変異型のアミノ酸を
有するか若しくはそれらのみからなるミニボディのライブラリである。
【０２２１】
　更に別の本発明の好ましい実施形態は、Ｆａｂの可変ドメインのいずれかの構造ループ
又はループ領域のうちの少なくとも２つの各々に、少なくとも１つの変異型のアミノ酸を
有するか若しくはそれらのみからなるＦａｂのライブラリである。
【０２２２】



(42) JP 5508002 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

　更に別の本発明の好ましい実施形態は、抗体又はＩｇＧライブラリ（好ましくはヒト抗
体ライブラリ）であり、詳細には、当該抗体又はＩｇＧドメインの可変ドメインのいずれ
かの構造ループ又はループ領域のうちの少なくとも２つの各々に、少なくとも１つの変異
型のアミノ酸を有するか若しくはそれらのみからなる。
【０２２３】
　免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン、又は変異型可変抗体ドメインの融合
分子を含んでなるタンパク質ライブラリのサイズ条件（すなわち変異型のタンパク質の数
）は、その使用目的に応じて変化する。一般に、抗原結合部位をｄｅ　ｎｏｖｏで生成す
るためのライブラリは、修飾された構造ループ若しくはループ領域により形成される、既
存の設計された抗原結合部位を、（例えば親和性を強化するか又は抗原の良好な特異性を
変化させるために）更に修飾したライブラリより大きい必要がある。
【０２２４】
　本発明はまた、免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン又はミニドメインに含
まれる少なくとも２つの構造ループ若しくはループ領域を有してなる複数のポリペプチド
、又はそれをコードする核酸分子からなる、ポリペプチドライブラリ又は核酸ライブラリ
に関する。上記ライブラリは異なる修飾を有するメンバーを有し、それらの複数は、少な
くとも１つの構造ループ領域中に修飾を有するとして定義される。核酸ライブラリは、好
ましくは少なくとも１０の異なるメンバー（少なくとも２つの潜在的アミノ酸修飾を有す
る）、好ましくは少なくとも１００、より好ましくは１０００又は１００００の異なるメ
ンバー（例えばランダム化ストラテジー又はコンビナトリアル技術でデザイン）を含有す
る。リボソームディスプレイの場合、更に多様化された個々のメンバーの数として、例え
ば少なくとも１００００００又は少なくとも１０００００００が好ましく、より好ましく
は少なくとも１０８、より好ましくは少なくとも１０９、より好ましくは少なくとも１０
１０、　より好ましくは少なくとも１０１１、又は１０１２まで数を増加させることも可
能である。
【０２２５】
　本発明の更なる態様は、本発明によって、少なくとも２つのライブラリから選抜した２
つの異なる免疫グロブリン又は免疫グロブリンの可変ドメインのが組合せにより、多重特
異性免疫グロブリンを調製することである。これらの選抜された特異的な免疫グロブリン
可変ドメインを、各々他の分子と組み合わせ（建築用ブロックと同様）、所望の特性（例
えば特異性及び／又は価数の組合せ）となるようにドメインの最適配列をデザインする。
【０２２６】
　更に、本発明に係る１つ以上の修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを
、タンパク質構造の崩壊を生じさせることなく、タンパク質中の様々な又は全部の部位に
導入することもできる。かかる「ドメインシャッフリング」テクニックによって、所望の
特性に基づき再度選抜されうる新規なライブラリが構築できる。
【０２２７】
　好適なライブラリは、本発明に係る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメイン又
はその誘導体を含む。
【０２２８】
　本発明の好ましい実施形態は、少なくとも１つの免疫グロブリン又は免疫グロブリン可
変ドメイン、及びその少なくとも２つの構造ループ若しくはループ領域（本発明により修
飾され、抗原と結合する）を含んでなる、抗原に対する結合分子（抗原結合分子）である
。前記結合分子は、そのＣＤＲループとは同様の及び／又は特異的な結合活性を有しない
。それは抗体活性のために使用できる他の部分を有してもよい（例えば天然若しくは修飾
されたエフェクタードメイン（配列））が、それは抗体の「天然の」結合領域（それらの
天然の位置における活性のＣＤＲループ）を欠いている。本発明に係るこれらの抗原結合
分子は、本発明の分子に関して上記した効果を有するが、抗体の特異的な結合活性を有さ
ない。しかしながら、当該構造ループ若しくはループ領域中に新しく導入された特異的な
結合活性を有する。
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【０２２９】
　また、本発明にかかる抗原結合分子においては、ランダム化技術によって（すなわちラ
ンダム化技術によって構造ループ中の１つ以上のアミノ酸残基を置換すること）、又はラ
ンダムに生成されたインサートをかかる構造ループ中に導入することによって、構造ルー
プ中に新しい抗原結合部位を導入してもよい。その他の好適な方法としては、コンビナト
リアル技術の使用が挙げられる。
【０２３０】
　他の態様では、本発明は、未修飾の免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインと
は異質の、１つ、２つ若しくは３つ以上の構造ループに導入された特性を示す抗原結合部
位を有する、修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインに関する。「異質の」
という用語は、当該抗原結合部位が、免疫グロブリン可変ドメインの特異的な構造ループ
若しくはループ領域により形成されないことを意味する。
【０２３１】
　更に別の態様では、本発明は、未修飾の免疫グロブリンとは異質であり、少なくとも１
つのドメイン中の、少なくとも１つ、２つ、３つ又はそれ以上の構造ループ中に導入され
た抗原結合部位を有する、修飾された免疫グロブリンに関する。前記修飾された免疫グロ
ブリンは、少なくとも１０３ｍｏｌ－１、少なくとも１０４ｍｏｌ－１、少なくとも１０
５ｍｏｌ－１、少なくとも１０６ｍｏｌ－１、少なくとも１０７ｍｏｌ－１、少なくとも
１０８ｍｏｌ－１又は少なくとも１０９ｍｏｌ－１の親和性で前記抗原と結合する。
【０２３２】
　本発明は、中程度又は高い親和性を有する結合物質の提供に関する。中程度の親和性を
有するそれらは好ましくは１０－５～１０－７の範囲の解離率Ｋｄを有し、高親和性を有
するそれらは１０－８～１０－１０の範囲の証明されたＫｄを有する（高親和性結合物質
として最も好適な態様は、１０－９未満のＫｄを有するものである）。場合によっては、
更により低いＫｄ（例えば１０－１２以下、通常１０－１１以下）を有する結合物質を選
抜してもよい。
【０２３３】
　本発明に係る好適な免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、少なくとも２
つの抗原結合部位、第１のエピトープに結合する第１の部位、及び第２のエピトープに結
合する第２の部位を有してなる。
【０２３４】
　好適な実施形態では、本発明の免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは少な
くとも３つのループ領域（第１のエピトープに結合する第１のループ若しくはループ領域
、第２のエピトープに結合する第２及び第３のループ若しくはループ領域）からなる。少
なくとも第１のループ若しくはループ領域又は少なくとの第２及び第３のループ若しくは
ループ領域のいずれか、又はそれらの両方は、構造ループを有してなるのが好ましい。本
発明に係る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、従来技術において機能的
であることが公知の断片を有し、それは本発明において必須の要素、すなわち本発明によ
り修飾された構造ループ若しくはループ領域を有してなる。
【０２３５】
　好ましくは、本発明に係る免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインは、少なく
とも２つのＴ細胞受容体ドメイン又はその一部（ミニドメインを含む）から構成され、各
ドメインは少なくとも１つの抗原結合部位を含む。免疫グロブリンドメインの好適なペア
のうちの１つは、ＣＬ／ＣＨ１のペアである。それはＣＬ／ＣＨ１ペアのＣ末端に位置す
る構造ループ領域においてエンジニアリングできる。そｓれにより、１又は２個の新しい
結合部位がエンジニアリングされる。特異的なＣＬ／ＣＨ１結合ドメインペアの選抜の後
、それを可変ドメインＶＬ及びＶＨに組み合わせ、ＣＤＲドメイン中に１つの「天然の」
結合部位、及び反対側（ＣＨ１／ＣＬドメインのＣ末端の構造ループ領域）に更に１又は
２個の結合部位を有する、本発明に係るＦａｂ分子を得ることが可能となる。
【０２３６】
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　すなわち、本発明に係る免疫グロブリンは、可変ドメインを含む免疫グロブリン親分子
を修飾することによって得ることができる。あるいは、免疫グロブリン定常ドメインをエ
ンジニアリング（設計）し、構造ループ領域中に結合部位を形成させることができ、その
ドメインは更に、建築用ブロックとして使用でき、免疫グロブリン可変ドメイン及び任意
に他の定常ドメインと組合せて、可変ドメイン、及び構造ループ又は構造ループ領域によ
り形成される新しい結合部位を有してなる、本発明に係る免疫グロブリンが得られる。
【０２３７】
　かかる本発明の好ましい実施形態では、免疫グロブリンの可変領域の少なくとも１つの
ドメインと、免疫グロブリンの定常領域の少なくとも１つのドメイン（例えば可変ドメイ
ン。ＣＨ１ドメインに結合する少なくとも２つの構造ループが修飾されている）と、を有
してなる免疫グロブリンの提供に関する。
【０２３８】
　本発明の別の態様は、以下を含んでなる結合パートナーのキットに関する：
（ａ）抗原結合部位を有して、それが１つ以上の構造ループに導入されている修飾免疫グ
ロブリン可変ドメインと、
（ｂ）前記抗原のエピトープを有する結合分子。
【０２３９】
　本発明の別の態様は、以下を含んでなる結合パートナーのキットに関する：
（ａ）本発明に係る修飾免疫グロブリンのライブラリと、
（ｂ）抗原のエピトープを有する結合分子。
【０２４０】
　本発明に係るこのキットのかかる結合分子は、サンプル又は本発明のライブラリ中の、
天然若しくは修飾された免疫グロブリンを選抜し、識別するために使用できる。それは更
に、本発明に係る修飾免疫グロブリン又は免疫グロブリン可変ドメインを有してなるポリ
ペプチドの結合特性を同定するためにも使用できる。本発明に係るこのキットの結合分子
を用いて、本発明に係る修飾ポリペプチドの力価を測定できる。
【０２４１】
　本発明で定められる力価とは、本発明に係る分子のその抗原に対する結合特性のことを
指す。当該結合は、品質管理目的で用いる場合は、特異性及び／又は親和性及び／又は選
択性に関して、量的に及び／又は質的に、公知の方法を用いて測定できる。
【０２４２】
　更に、構造ループ中に異なる修飾を有する、少なくとも１０、好ましくは少なくとも１
００、より好ましくは少なくとも１０００、より好ましくは少なくとも１００００、特に
好ましくは少なくとも１０００００の免疫グロブリンからなるライブラリから、本発明に
係る修飾免疫グロブリン若しくは免疫グロブリン可変ドメインを有するポリペプチドを選
抜するために、本発明に係るキット中の当該結合分子を用いるのが好ましい。
【実施例】
【０２４３】
　本発明を、以下の実施例で更に例示する。
実施例１：ＶＨＨライブラリのデザイン
　結晶構造の、ラクダのＶＨＨドメインＤ２－Ｌ２４と、鶏卵Ｗｈｉｔｅ　Ｌｙｓｏｚｙ
ｍｅ（Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ　Ｄａｔａｂａｓｅにおいて、エントリー１ＺＶＨ．ｐｄｂ
として公知）との複合体を用いて、変異ＶＨＨドメインのデザインの補助に用いた。構造
ファイル１ＺＶＨ．ｐｄｂの鎖Ａの配列を、配列番号１に示す。
配列番号１
【表１】

【０２４４】
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　ＶＨＨライブラリの構築の基本として用いられる配列は、国際公開第０４／０４１８６
２Ａ２号の抗－ＴＮＦ－αＶＨＨドメインの配列（クローン３Ｅ）であり、配列番号２に
示す。
配列番号２
【表２】

【０２４５】
　１ＺＶＨ．ｐｄｂの構造の詳細アッセイ及びβ鎖を連結するループを形成する残基の解
析の後、配列番号２の残基１３、１５（すなわちβ鎖Ａ及びＢ間のループ）、８９、９０
、９２及び９３（すなわちβ鎖Ｅ及びＦ間のループ）を、ライブラリの生成のためにラン
ダム化することとした。更に、３つのランダム化部位は残基１４及び１５の間に挿入する
こととし、３つのランダム化部位は配列番号２の残基９２及び９３の間に挿入することと
した。
【０２４６】
実施例２：ＶＨＨライブラリの構築
　ＶＨＨ配列のコード遺伝子のデザインは、ＰＣＲアセンブリによる合成遺伝子の形で実
施できる。配列及びその翻訳を図２に示す。ライブラリ構造のためにランダム化されるア
ミノ酸残基を下線で示す。クローニングのための以下の制限部位を、図２に示すようにヌ
クレオチド配列中に下線で示す部分として含有させた：ＮｃｏＩ、ＢｇｌＩＩ及びＮｏｔ
Ｉ。
【０２４７】
　合成遺伝子によってコードされるアミノ酸配列を、配列番号３に示す。
配列番号３
【表３】

【０２４８】
　最初の２つの残基及び最後の２つの残基は、クローニングに使用する制限部位によって
生じたものである。配列番号３をコードするヌクレオチド配列を、配列番号４に示す。
配列番号４：

【表４】

【０２４９】
　最初の２つのコドン及び最後の２つのコドンは、クローニングのために使用する制限部
位によって生じたものである。
【０２５０】
　合成遺伝子のＰＣＲ組立のためのオリゴヌクレオチドは、一般公開されているソフトウ
ェアツールであるＤＮＡＷｏｒｋｓ　３．１（ｈｔｔｐ：／／ｈｅｌｉｘｗｅｂ．ｎｉｈ
．ｇｏｖ／ｄｎａｗｏｒｋｓ／）を用いてデザインし、表１において、及び配列番号５か
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ら配列番号２２に示される１８のオリゴヌクレオチド（（Ｈｏｏｖｅｒ　ＤＭ，Ｌｕｂｋ
ｏｗｓｋｉ　Ｊ．，ＤＮＡＷｏｒｋｓ：ａｎ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏ
ｒ　ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｆｏｒ　ＰＣＲ－ｂａｓ
ｅｄ　ｇｅｎｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２００２
　Ｍａｙ　１５；３０（１０）：ｅ４３）から、標準的な方法を用いてＰＣＲによりアセ
ンブリした。
【０２５１】
【表５】

　表１：デザインされたＶＨＨ遺伝子をコードする合成遺伝子のアセンブリに使用するオ
リゴヌクレオチド。
【０２５２】
　簡潔には、等しい量のオリゴヌクレオチド溶液（～１ｍｇ／ｍｌの濃度の各々）を混合
し、水でオリゴヌクレオチドごとに～１ｎｇ／μｌの最終濃度に希釈した。オリゴヌクレ
オチド混合物は、ＰＣＲ溶液で５倍希釈した。成分の最終濃度は、各オリゴヌクレオチド
　０．２ｎｇ／μｌ、トリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）　２０ｍＭ、ＫＣｌ　１０ｍＭ、（
ＮＨ４）２ＳＯ４　１０ｍＭ、ＭｇＳＯ４　６ｍＭ、トリトンＸ－１００　０．１％（ｖ
／ｖ）、ウシ血清アルブミン　０．１ｍｇ／ｍｌ、各ｄＮＴＰ　０．２ｍＭ、及びＰｆｕ
ポリメラーゼ　２．５Ｕである。遺伝子アセンブリのためのＰＣＲプロトコルは、９５℃
で５分の変性ステップ１回から開始され、その間、起こりうるあらゆるミスプライミング
を回避するためにポリメラーゼを添加した（ホットスタートＰＣＲ）。このステップの後
、３０秒の９５℃の変性温度、３０秒の５５℃のアニーリング温度、及び１．５分間の７
２℃の伸長温度がを２５サイクル継続させた。このプロトコルの最終ステップにおいて、
１０分間の７２℃のインキュベーションサイクルを実施した。遺伝子増幅においては、遺
伝子アセンブリ反応により得られる混合物１μｌをテンプレートとして用い、最も外部の
オリゴヌクレオチド（配列番号５及び配列番号２２）をプライマとして使用した。遺伝子
増幅のためのＰＣＲプロトコルは、遺伝子アセンブリのためのそれと基本的に同様である
。アセンブルされた合成ＶＨＨ遺伝子を、ベクターｐＥＴ２７ｂ（Ｎｏｖａｇｅｎ（ｈｔ
ｔｐ）：／／ｗｗｗ．ｍｅｒｃｋｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏ．ｕｋ／ｐｒｏｄｕｃｔ
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Ｉ制限部位にクローニングし、その配列をＤＮＡ塩基配列決定した。
【０２５３】
　更に、ランダム化されたライブラリを構築するためにＰＣＲを用いた。最初の２つのＰ
ＣＲ反応のテンプレートは、上記でクローニングした合成ＶＨＨ遺伝子である。最初の２
つのＰＣＲ反応に使用するプライマ対は、以下の通りである：
３ｅｓｙｎｍｕ１
（ｇａｃｔｃｃａｔｇｇ　ｃａａｇｔｇｃａａｃ　ｔｇｃａｇｇａａａｇ　ｃｇｇａｇｇ
ｃｇｇｔ　ｃｔｇｇｔｔｎｎｓｃ　ｃａｎｎｓｎｎｓｎｎ　ｓｎｎｓｇｇｃａｇｃ　ｃｔ
ｇｃｇｔｃｔｇａ（配列番号２３））；
３ｅｓｙｎｍｕ２
（ｃａｔｇａｇａｔｃｔ　ａｃｇｇｔｇｔｔｃｔ　ｔｇｇｃｇ（配列番号２４））；
３ｅｓｙｎｍｕ３
（ｃａｔｇａｇａｔｃｔ　ｔａｃｇａｔｇｎｎｓ　ｎｎｓｔｔｇｎｎｓｎ　ｎｓｎｎｓｎ
ｎｓｎｎ　ｓｇａａｇａｔａｃｇ　ｇｃｇｇｔｇｔａｔｔ　ａｔｔｇ（配列番号２５））
；３ｅｓｙｎ２
（ａａｔａｇｃｇｇｃｃ　ｇｃａｇａｇｃｔｃａ　ｃｇｇｔｃａｃｃ（配列番号２６））
。
得られるＰＣＲ産物をＢｇｌＩＩにより切断し、ライゲーションし、ライゲーション生成
物を、プライマ３ｅｓｙｎｌ
（ａｃｇｔｃｃａｔｇｇ　ｃａａｇｔｇｃａａｃ　ｔｇｃａｇ（配列番号２７））
及び３ｅｓｙｎ２
（ａａｔａｇｃｇｇｃｃ　ｇｃａｇａｇｃｔｃａ　ｃｇｇｔｃａｃｃ（配列番号２６））
によるＰＣＲ反応のテンプレートとして用いた。プライマ３ｅｓｙｎｍｕｌ（配列番号２
３）及び３ｅｓｙｎｍｕ３（配列番号２５）のＮＮＳコドンは、配列のランダム化部位を
導入するためのものである。コドンＮＮＳ（ＩＵＰＡＣコード（ＳがＣ又はＧを意味する
））は、全ての２０の天然アミノ酸をコードするが、３つの停止コドン中２つを回避する
ように選択した。図３は、模式的なＰＣＲ反応及びライゲーション手順を示す。水平の矢
印はＰＣＲプライマの位置及び方向を示し、それぞれの垂直のラインはＮｃｏＩ、Ｂｇｌ
ＩＩ及びＮｏｔＩ部位（左から右）を示す。
【０２５４】
　このランダム化されたＰＣＲ産物を更に、ＮｃｏＩ制限部位を用いて、ｐｅｌＢ分泌シ
グナルとインフレームで、ファージミドクローニングベクターｐＨＥＮ１にクローニング
した（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ＨＲ，Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ＡＤ，Ｊｏｈｎｓｏｎ　ＫＳ
，Ｃｈｉｓｗｅｌｌ　ＤＪ，Ｈｕｄｓｏｎ　Ｐ，Ｗｉｎｔｅｒ　Ｇ．Ｍｕｌｔｉ－ｓｕｂ
ｕｎｉｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｆｉｌａｍｅｎｔ
ｏｕｓ　ｐｈａｇｅ：ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ（Ｆａｂ）　ｈｅａｖｙ　ａｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎｓ．Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９１　Ａｕｇ　１１；１９（１５）：４１３３－７）
。遺伝子の３’末端のＮｏｔＩ制限部位に、ベクターｐＨＥＮ１に含まれる繊維状ファー
ジｆｄの小コートタンパク質（プロテインＩＩＩ）をコードする遺伝子とインフレームで
ＶＨＨライブラリを挿入した。ランダム化されたＶＨＨライブラリインサートのデザイン
された配列を、配列番号２８のヌクレオチド配列として示し、またアミノ酸配列を配列番
号２９に示す。配列番号２９の文字Ｘは、ランダム化されたアミノ酸残基を意味する。
【０２５５】
配列番号２８：
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【表６】

【０２５６】
配列番号２９：
【表７】

【０２５７】
　ライゲーション生成物を用いて更に大腸菌ＴＧ１を形質転換し、得られたコロニーの数
を測定し、多くの選抜されたクローンは制限酵素アッセイ及びＤＮＡ塩基配列決定により
解析した。次の表層ディスプレイライブラリファージの調製ステップは、標準的なプロト
コルに従い実施した。簡潔には、ライゲーション混合物をエレクトロポレーションによっ
てＥ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１細胞に導入して形質転換する。その後、ファージ粒子を、ヘルパ
ーファージＭ１３－ＫＯ７をもちいてＥ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１細胞からレスキューした。フ
ァージ粒子は更に、２つのステップで、ＰＥＧ／ＮａＣｌを用いて培養上清から沈殿させ
、水に溶解させ、パニングによる選抜に用いたか、又は－８０℃で保存した。
【０２５８】
実施例３：ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）の、ＶＨＨのパニング－ファージライブラリ
　標準的なプロトコル（例えばペプチド及び抗体のファージディスプレイ、ａ　ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，Ｋａｙら、１９９６，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）に従い、３ラウンドのパニングを実施した。簡潔には
、以下の方法を実施した。Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６穴プレート（ヌンク）をＨＳＡでコー
ティングした。以下の溶液２００μｌを、ウェルに添加した：
以下の濃度のＨＳＡを有する、０．１ＭのＮａ－炭酸塩バッファ（ｐＨ９．６）：
１回目のパニングラウンド：２ｍｇ／ｍｌのＨＳＡ；
２回目のパニングラウンド：１ｍｇ／ｍｌのＨＳＡ；
３回目のパニングラウンド：１ｍｇ／ｍｌのＨＳＡ；
３７℃で１時間インキュベートし、更に室温で１時間、ウェルあたり２００μｌの２％の
スキムミルク（Ｍ－ＰＢＳ）でブロッキングした。表層ディスプレイファージライブラリ
を更に、１００μｌファージ懸濁液及び１００μｌの４％スキムミルク（Ｍ－ＰＢＳ）を
添加することにより、結合したＨＳＡと反応させ、４５分間振とうしてインキュベートし
、更に振とうさせずに９０分間インキュベートした。
【０２５９】
　未結合ファージ粒子を、以下の通りに洗浄除去した：
－１パニングラウンドの後：１０×３００μｌ　Ｔ－ＰＢＳ、５×３００μｌ　Ｔ－ＰＢ
Ｓ；
－１パニングラウンドの後：１５×３００μｌ　Ｔ－ＰＢＳ、１０×３００μｌ　Ｔ－Ｐ
ＢＳ；
－１パニングラウンドの後：２０×３００μｌ　Ｔ－ＰＢＳ、２０×３００μｌ　Ｔ－Ｐ
ＢＳ。
【０２６０】
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　結合した粒子の溶出は、培養ウェルあたり０．１Ｍのグリシン（ｐＨ＝２．２）を２０
０μｌ添加し、室温で３０分間振とうすることにより実施した。その後、ファージ懸濁液
を６０μｌ　２Ｍトリス－ベースの添加によって中和し、更に、０．５ｍｌの抽出したフ
ァージと、１０ｍｌの指数的に成長する培養液とを混合し、３７℃で３０分間培養するこ
とにより、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１細胞をトランスフェクションした。最後に、感染したバ
クテリアを、１％のブドウ糖及び１００μｇ／ｍｌアンピシリンを有するＴＹＥ培地で平
板培養し、３０℃で一晩インキュベートした。
【０２６１】
実施例４：可溶性発現のための、ＨＳＡに対して選抜されるＶＨＨ変異体の選抜されたク
ローンのクローニング
　３パニングラウンドにより選抜されるファージ由来のファージミドＤＮＡを、ミディプ
レップで単離した。変異ＶＨＨドメインドメインをコードするＤＮＡをＰＣＲでバッチ増
幅し、ベクターｐＮＯＴＢＡＤ／Ｍｙｃ－Ｈｉｓ（クローニングを容易にする挿入された
ＮｏｔＩ制限部位を有する、Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターｐＢＡＤ／Ｍｙｃ－Ｈｉｓ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ社製））にＮｃｏＩ－ＮｏｔＩをクローニングした。ライゲーションし
た構築物を、エレクトロポレーションでＥ．ｃｏｌｉ　ＬＭＧ１９４細胞（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ社製）に導入して形質転換し、１％のブドウ糖及びアンピシリンを有するＴＹＥ
培地で３０℃で一晩増殖させた。選抜されたクローンを、アンピシリンを有する２００μ
ｌ　２×ＹＴ培地に植継ぎ、３０℃で一晩増殖させ、Ｌ－アラビノースを０．１％の最終
濃度に添加して誘導した。１６℃で一晩発現させた後、細胞を遠心分離により回収し、ペ
リプラズム抽出液を、１００μｌ　Ｎａ－ホウ酸塩バッファ（ｐＨ８．０）で４℃で一晩
処理した。ペリプラズム抽出物５０μｌをＥＬＩＳＡ（下記参照）で使用した。
【０２６２】
実施例５：ＨＳＡに対して選抜されたＶＨＨ変異体のＥＬＩＳＡ
　ヒト血清アルブミン－結合に関して選抜されたＶＨＨ変異体のペリプラズム抽出液を、
以下のプロトコルでＥＬＩＳＡ試験した。
【０２６３】
　コーティング：マイクロタイタープレート（ＮＵＮＣ、．Ｍａｘｉｓｏｒｐ）、ウェル
あたり１００μｌ、１００μｇ　ＨＳＡ／ｍｌ（ＰＢＳ中）で、４℃で一晩。
洗浄：３×２００μｌのＰＢＳ。ブロッキング：ＰＢＳ（Ｐｉｅｒｃｅ社製）中の１％の
ブロッカーカゼイン、室温で１時間。
洗浄：３×２００μｌのＰＢＳ。
ペリプラズム抽出物の結合：５０μｌペリプラズム抽出物（実施例４）、５０μｌのＰＢ
Ｓ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０、室温で一晩。
洗浄：３×２００μｌのＰＢＳ。
第１抗体：抗Ｈｉｓ４（Ｑｉａｇｅｎ）、ＰＢＳ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０で１：１
０００希釈、室温で９０分、ウェルあたり１００μｌ。
洗浄：３×２００μｌのＰＢＳ。
第２抗体：ヤギ抗マウスＨＲＰ（ＳＩＧＭＡ）、ＰＢＳ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０で
１：１０００希釈、室温で９０分、ウェルあたり１００μｌ。
洗浄：３×２００μｌのＰＢＳ。
検出：Ｎａ－クエン酸塩／リン酸塩バッファ（ｐＨ４．５）中の３ｍｇ／ｍｌのＯＰＤ、
０．４μｌの３０％Ｈ２Ｏ２。バックグラウンドが高くなりすぎる前に、１００ｍｌの３
Ｍ　Ｈ２ＳＯ４で停止。
吸光度測定：４９２／６２０ｎｍ。
【０２６４】
実施例６：１つのループだけがランダム化されたライブラリの例：Ｃ”Ｄループ
　実施例２に記載した、デザインされたＶＨＨ遺伝子をコードする合成遺伝子を、以下の
プライマ対を用いて、２つのＰＣＲ反応のテンプレートとして用いた：
配列番号２６（３ｅｓｙｎ２）と
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配列番号３０
（ａｃｔｇｃｔｃｇａｇ　ａｇａｃａｔｃｇｃｃ　ａａｇａａｃａｃ、　ｅｓｙｎｍｕ４
）、並びに配列番号２７（３ｅｓｙｎｌ）と
配列番号３１
（ｃａｃａｃｔｃｇａｇ　ａｔｃｇｃａａａｓｎ　ｎｓｎｎｓｎｎｃａｃ　ｓｎｎｓｎｎ
ｃｇｃａ　ｔａｇｔａｇｇｔａｔ　ｔｇｃｃ、　３ｅｓｙｎｍｕ５）。
得られるＰＣＲ産物をＸｈｏＩで切断し、ライゲーションし、ライゲーション生成物を、
プライマ３ｅｓｙｎｌ（配列番号２７）及び３ｅｓｙｎ２（配列番号２６）を用いて、Ｐ
ＣＲ反応のテンプレートとして用いた。プライマ３ｅｓｙｎｍｕ４（配列番号３０）及び
３ｅｓｙｎｍｕ５（配列番号３１）のＮＮＳコドンは、実施例２にて説明したのと同様な
ランダム化配列導入部位である。図４は、模式的なＰＣＲ反応及びライゲーション手順を
示す。水平の矢印はＰＣＲプライマの位置及び方向を示し、それぞれの垂直のラインはＮ
ｃｏＩ、ＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位（左から右）を示す。このランダム化されたＰＣＲ産
物を更に、実施例２と同様、ｐｅｌＢ分泌シグナルとインフレームで、ファージミドクロ
ーニングベクターｐＨＥＮ１にクローニングした（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ＨＲ，Ｇｒｉ
ｆｆｉｔｈｓ　ＡＤ，Ｊｏｈｎｓｏｎ　ＫＳ，Ｃｈｉｓｗｅｌｌ　ＤＪ，Ｈｕｄｓｏｎ　
Ｐ，Ｗｉｎｔｅｒ　Ｇ．Ｍｕｌｔｉ－ｓｕｂｕｎｉｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｎ　ｔｈｅ
　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ　ｐｈａｇｅ：ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇ
ｉｅｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｆａｂ）　ｈｅａｖｙ　ａ
ｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎｓ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９１　Ａ
ｕｇ　１１；１９（１５）：４１３３－７）。ランダム化されたＶＨＨライブラリインサ
ートのデザインされた配列を、配列番号３２のヌクレオチド配列として示し、配列番号３
３にアミノ酸配列を示す。配列番号３３の文字Ｘは、ランダム化したアミノ酸残基を意味
する。
【０２６５】
　配列番号３２
【表８】

【０２６６】
　配列番号３３

【表９】

【０２６７】
　ライゲーション生成物を用いて更に大腸菌ＴＧ１を形質転換し、得られたコロニーの数
を測定し、多くの選抜されたクローンは制限酵素アッセイ及びＤＮＡ塩基配列決定により
解析した。次の表層ディスプレイライブラリファージの調製ステップは、標準的なプロト
コルに従い、実施例２と同様に実施した。特異的結合クローンのパニング、選抜及び評価
のステップは、基本的に実施例３、４及び５にて説明したのと同様に実施した。
【０２６８】
実施例７：３つのループがランダム化されたライブラリの例：ＡＢ、ＥＦ及びＣ’Ｄルー
プ
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　実施例２にて説明したようにＡＢループ及びＥＦループがランダム化された残基を有す
るライブラリをＰＣＲのテンプレートとして用い、実施例６と同じプライマ対を用いた：
配列番号２６（３ｅｓｙｎ２）と配列番号３０（ｅｓｙｎｍｕ４）及び配列番号２７（３
ｅｓｙｎｌ）と配列番号３１（３ｅｓｙｎｍｕ５）。次の特異的結合クローンのライブラ
リ構造、クローニング、パニング、選抜及び評価のためのステップを、基本的に実施例２
、３、４及び５にて説明したとおりに実施した。
【０２６９】
実施例８：１つ、２つ及び３つの構造ループのランダム化されたアミノ酸を有する可変ド
メインライブラリの比較
　パニングにおいて、様々な抗原を有するライブラリを用いた。抗原としての鶏卵リゾチ
ーム：３つのパニングラウンドを実施した。ウェルあたり以下の溶液２００μｌを添加し
て、Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６穴プレート（Ｎｕｎｃ）を鶏卵リゾチームでコーティングし
た：
ＰＢＳ（以下の濃度の鶏卵リゾチーム（ＨＥＬ）を含有する）：
１回目のパニングラウンド：２ｍｇ／ｍｌのＨＥＬ；
２回目のパニングラウンド：１ｍｇ／ｍｌのＨＥＬ；
３回目のパニングラウンド：１ｍｇ／ｍｌのＨＥＬ。
【０２７０】
　３７℃で１時間インキュベートし、室温で１時間、ウェルあたり２００μｌの２％のス
キムミルク（Ｍ－ＰＢＳ）でブロッキングした。表層ディスプレイファージライブラリを
更に、１００μｌのファージ懸濁液、及び１００μｌの４％スキムミルク（Ｍ－ＰＢＳ）
を添加して、結合した鶏卵リゾチームと反応させ、振とうしながら室温で４５分間、及び
振とうせずに９０分間インキュベートした。未結合ファージ粒子を、以下の通りに洗浄除
去した：
－１パニングラウンドの後：１０×３００μｌ　Ｔ－ＰＢＳ、５×３００μｌ　Ｔ－ＰＢ
Ｓ；
－１パニングラウンドの後：１５×３００μｌ　Ｔ－ＰＢＳ、１０×３００μｌ　Ｔ－Ｐ
ＢＳ；
－１パニングラウンドの後：２０×３００μｌ　Ｔ－ＰＢＳ、２０×３００μｌ　Ｔ－Ｐ
ＢＳ。
【０２７１】
　結合した粒子の溶出は、培養ウェルあたり０．１Ｍのグリシン（ｐＨ＝２．２）を２０
０μｌ添加し、室温で３０分間振とうすることにより実施した。その後、ファージ懸濁液
を６０μｌ　２Ｍトリス－ベースの添加によって中和し、更に、０．５ｍｌの抽出したフ
ァージと、１０ｍｌの指数的に成長する培養液とを混合し、３７℃で３０分間培養するこ
とにより、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１細胞をトランスフェクションした。最後に、感染したバ
クテリアを、１％のブドウ糖及び１００μｇ／ｍｌアンピシリンを有するＴＹＥ培地で平
板培養し、３０℃で一晩インキュベートした。
【０２７２】
抗原としてのヒト血清アルブミン：
　実施例２、６及び７のライブラリを用い、上記の通りパニングラウンドを実施した。簡
潔には、ファージライブラリは、結合用緩衝液（ＰＢＳ、１％のオバルブミン、０．００
５％のＴｗｅｅｎ　２０）に懸濁し、ｍａｘｉｓｏｒｐプレートに直接固定したヒト血清
アルブミン（ＰＢＳ中の１０μｇ／ｍｌ、４℃一晩）に対してパニングした。プレートを
、ブロッカーカゼイン（Ｐｉｅｒｃｅ社製）によってブロッキングした。２時間後に、未
結合のファージを反復して洗浄（ＰＢＳ、０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）して除去し、結
合したファージを、５００ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＣｌ、ｐＨ２で溶出させた。各Ｈ
ＳＡに特異的なパニングラウンドの後、得られるクローンを選抜するか、又はＴＮＦαに
対する結合を解析した。ＴＮＦ－αに対する特異性に関する選抜及試験は、国際公開第２
００４／０４１８６２の実施例１に記載のように実施した。
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抗原としてのＦｃＲｎ：
　国際公開第０２／０６０９１９号パンフレット（実施例６．２）に説明されるようにパ
ニングを実施した。簡潔には、ファージライブラリを５ｍｌの２０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ６
．０／５％スキムミルク／０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）中に再懸濁し、事前に１マイク
ログラムのマウスＦｃＲｎでコーティングし、５％のスキムミルクでブロックしたＭａｘ
ｉｓｏｒｐ免疫プレート（Ｎｕｎｃ社製）の２０ウェルに添加した（５×１０１２ＰＦＵ
／ｍｌ／ウェルで、１００μＬ）。３７℃で２時間培養した後、ウェルを、２０ｍＭのＭ
ＥＳ（ｐＨ６．０／０．２％のＴｗｅｅｎ２０／０．３ＭのＮａＣｌ）で１０～３０回洗
浄し、１００μＬのＰＢＳ（ｐＨ７．４／ウェル）によって３７℃で３０分間処理し、フ
ァージを溶出させた。実施例３のように、ファージを用いて、指数関数的に増殖する大腸
菌ＴＧ１に再度感染させた。ＦｃＲｎ上の各パニングラウンドの後、得られるクローンを
選抜し、又はＴＮＦαへの結合を解析した。
【０２７４】
抗原としてのＦｃ－γ受容体：
　Ｆｃ－γＲＩ、Ｆｃ－γＲＩＩＡ及びＦｃ－γＲＩＩＡの組換え融合タンパク質に対す
るパニングは、Ｂｅｒｎｔｚｅｎら（２００６）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅ
Ｉ　１９：１２１－１２８に記載のとおり実施した。Ｆｃ受容体上の各パニングラウンド
の後、得られるクローンを選抜するか、又は上記の通りにＴＮＦαに対する結合を解析し
た。
【０２７５】
実施例９：
　この実施例は、新規な機能又は更なる結合特性を抗体断片にもたらす可能性を示すもの
である。修飾の開始材料として使用する分子は、マウス単鎖抗体断片ｓＦｖ２６－１０（
Ｈｕｓｔｏｎら、（１９８８）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．８５：
５８７９－５８８３）である。５つの異なるライブラリを構築し、ランダムアミノ酸配列
によって、それぞれの構造ループ配列を修飾した：
【０２７６】
　ライブラリ２６－１０－１：（配列番号３４）
【表１０】

【０２７７】
　ライブラリ２６－１０－２：（配列番号３５）

【表１１】

【０２７８】
　ライブラリ２６－１０－３：（配列番号３６）
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【表１２】

【０２７９】
　ライブラリ２６－１０－４：（配列番号３７）

【表１３】

【０２８０】
　ライブラリ２６－１０－５：（配列番号３８）
【表１４】

【０２８１】
　ライブラリは配列の逆翻訳によって得られ、ランダム化されたアミノ酸を、３つの連続
するヌクレオチドＮＮＫとしてコードする。
【０２８２】
　ライブラリ２６－１０－１遺伝子：（配列番号３９）
【表１５】

【０２８３】
　ライブラリ２６－１０－２遺伝子：（配列番号４０）
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【表１６】

【０２８４】
　ライブラリ２６－１０－３遺伝子：（配列番号４１）
【表１７】

【０２８５】
　ライブラリ２６－１０－４遺伝子：（配列番号４２）
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【表１８】

【０２８６】
　ライブラリ２６－１０－５遺伝子：（配列番号４３）
【表１９】

【０２８７】
　それぞれの遺伝子を、化学的に合成されたオリゴヌクレオチドでアセンブルし、上記の
通りファージ表面ディスプレイのためのファージディスプレイベクターにクローニングし
た。リーダーペプチド、ｓＦｖ－変異型の及びファージのコートプロテインＩＩＩとのイ
ンフレーム翻訳を可能にすべく、必要な修飾を行った。
【０２８８】
　ファージディスプレイされたライブラリを、実施例８にて説明したように、ヒト血清ア
ルブミン、リゾチーム、ＦｃＲｎ及びＦｃγ受容体への結合により選抜した。あるいは、
遺伝子を、Ｂｉｎｚその他、（２００５）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２：５７５
－５８２に記載の方法でベクターｐＲＤＶアナログとライゲーションし、Ｓｃｈａｆｆｉ
ｔｚｅｌその他、（１９９９）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２３１：１１９－
１３５に記載の方法で、ヒト血清アルブミン、Ｆｃ受容体及びリゾチームに関してパニン
グした。
【０２８９】
実施例１０：
　ＨＩＶ－ペプチドＥＬＤＫＷＡに特異的なヒト抗体（２Ｆ５）を、構造ループのランダ
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ム化のための足場として用い、ｓｃＦｖとして発現させた。発現ベクター及びファージデ
ィスプレイベクターの構築を、実施例９にて説明したように実施した。ファージ選抜も同
様に実施した。
【０２９０】
　野生型ｓｃＦｖ配列及びそれぞれのライブラリを図５から８に示す。
【０２９１】
実施例１１：Ｆａｂライブラリ（定常ドメインの構造ループがランダム化）
　免疫グロブリンドメイン（構造ループに位置する残基がランダム化）のライブラリから
の特異的結合分子の選抜のために、様々なフォーマットを適用できる。シングルドメイン
（例えばＶＬ、ＶＨ、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ＣＨ４又はＣＬドメイン）が使用でき、
ＣＨ２及びＣＨ３ドメインからなるＦｃ断片（ヒンジ部位又はそのパーツを含むか又は含
まない）が使用でき、Ｆｖ又は単鎖Ｆｖ断片を使用でき、全長抗体を使用でき、又は免疫
グロブリンドメインの他の組合せを使用できる。特異的結合分子の選抜のために特に好適
な１つのフォーマットはＦａｂ断片であり、それは２つの鎖（すなわち抗体のＶＬ－ＣＬ
部分と、ＶＨ－ＣＨ１部分）のヘテロ二量体である。Ｆａｂ断片は従来公知で、プロテア
ーゼのパパインによるＩｇＧのタンパク質分解によって調製でき、それらは広範囲にわた
る発現システム（例えば大腸菌、酵母、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、昆虫細胞又は
哺乳動物細胞）においてリコンビナント的に調製することもできる。
【０２９２】
　表層ディスプレイシステム、例えばファージディスプレイ、酵母ディスプレイ、及びリ
ボソームディスプレイなどの他のシステムが、特異的結合分子（例えば大きなライブラリ
からのＦａｂ断片）の濃縮及び選抜に使用できることは公知である（例えばＨｏｏｇｅｎ
ｂｏｏｍ　ＨＲ，Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ＡＤ，Ｊｏｈｎｓｏｎ　ＫＳ，Ｃｈｉｓｗｅｌｌ
　ＤＪ，Ｈｕｄｓｏｎ　Ｐ，Ｗｉｎｔｅｒ　Ｇ．、Ｍｕｌｔｉ－ｓｕｂｕｎｉｔ　ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ　ｐｈａｇ
ｅ：ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ（
Ｆａｂ）　ｈｅａｖｙ　ａｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎｓ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．１９９１　Ａｕｇ　１１；１９（１５）：４１３３－７．；Ｋａｎｇ　ＡＳ
，Ｂａｒｂａｓ　ＣＦ，Ｊａｎｄａ　ＫＤ，Ｂｅｎｋｏｖｉｃ　ＳＪ，Ｌｅｒｎｅｒ　Ｒ
Ａ．Ｌｉｎｋａｇｅ　ｏｆ　ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
　ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ　ｂｙ　ａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｆａｂ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　ａｌｏｎｇ　ｐｈａｇｅ　ｓｕｒｆａｃ
ｅｓ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．１９９１　Ｍａｙ　１５；
　８８　（１０）：４３６３－６．；Ｋａｎｇ　Ｘ，Ｙａｎｇ　ＢＡ，Ｈｕ　Ｙ，Ｚｈａ
ｏ　Ｈ，Ｘｉｏｎｇ　Ｗ，Ｙａｎｇ　Ｙ，Ｓｉ　Ｂ，Ｚｈｕ　Ｑ．Ｈｕｍａｎ　ｎｅｕｔ
ｒａｌｉｚｉｎｇ　Ｆａｂ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｓｅｖｅｒｅ　ａｃ
ｕｔｅ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ　ｇｅｎ
ｅｒａｔｅｄ　ｂｙ　ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ．Ｃｌｉｎ　Ｖａｃｃｉｎｅ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．２００６　Ａｕｇ；　１３　（８）：９５３－７．；Ｗｅａｖｅｒ－Ｆｅｌｄ
ｈａｕｓ　ＪＭ，Ｌｏｕ　Ｊ，Ｃｏｌｅｍａｎ　ＪＲ，Ｓｉｅｇｅｌ　ＲＷ，Ｍａｒｋｓ
　ＪＤ，Ｆｅｌｄｈａｕｓ　ＭＪ．Ｙｅａｓｔ　ｍａｔｉｎｇ　ｆｏｒ　ｃｏｍｂｉｎａ
ｔｏｒｉａｌ　Ｆａｂ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｕｒｆａｃ
ｅ　ｄｉｓｐｌａｙ．　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．２００４　Ａｐｒ　２３；５６４（１－２
）：２４－３４．）．
【０２９３】
　例えば、ファージディスプレイシステムがＦａｂ断片（例えばＦａｂ断片のライブラリ
）のディスプレイのために適用される場合、Ｆａｂ断片の１つの鎖（例えばＶＨ－ＣＨ１
鎖）を、例えばファージＭ１３のプロテインＩＩＩとの融合タンパク質として発現させる
ことができ、それによりファージ表面上にこの鎖がディスプレイされ、一方、他の鎖（Ｖ
Ｌ－ＣＬ）が可溶形態として発現され、表面にアンカーされたＶＨ－ＣＨ１鎖と天然ヘテ
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ロ二量体を形成する。典型的なＦａｂ表面ディスプレイライブラリにおいて、異なるＶＨ
及びＶＬ配列が存在し、それはドナーから得られ、典型的にはマウス又はヒトから得られ
る。しかしながら、その多様性はｉｎ　ｖｉｔｒｏによる方法（例えばサイト誘導された
突然変異生成）により生じる。それにより様々な結合部位が得られ、適切なディスプレイ
又は他の強化又は選抜方法を用いて、かかるライブラリから、ＶＨ及びＶＬにより形成さ
れる結合部位を経てそれらの結合パートナーと結合する特異的結合クローンを単離できる
。
【０２９４】
　Ｆａｂ断片を調製することにより、ＶＨ及びＶＬにより形成されるそれらの天然の結合
部位を経て１つの標的と結合させることができ、またそれらの構造ループにより形成され
る結合部位を経て他の結合（又は同じものに２回目の結合）を形成させることもできる。
かかるデザインされたＦａｂ断片を得るために、構造ループの残基がランダム化された配
列と置換されている、Ｆａｂのライブラリを最初に構築した。更なる残基の挿入を行って
もよい。この方法によりデザインできる構造ループは、ＶＨ若しくはＶＬのＣ末端ループ
（「ボトム」ループ）、又はＣＨ１若しくはＣＬドメインのＮ端末（「トップ」ループ）
又はＣ末端（「最後の」ループ）であってもよい。これらのいずれかの位置でデザインさ
れた構造ループを有するドメインの様々な組合せを行ってもよい。特異的結合ドメインの
選抜に使用できる１つのフォーマットは、シングルドメイン、Ｆｖ又は単鎖Ｆｖ断片、又
は以下に詳細に記載のＦａｂフラグメントである。
【０２９５】
　抗体４Ｄ５のそれぞれＶＨ－ＣＨ１及びＶＬ－ＣＬをコードする遺伝子（ヒトＨｅｒ２
と結合する）を、本実施例に使用する（Ｃｈｏ　ＨＳ，Ｍａｓｏｎ　Ｋ，Ｒａｍｙａｒ　
ＫＸ，Ｓｔａｎｌｅｙ　ＡＭ，Ｇａｂｅｌｌｉ　ＳＢ，Ｄｅｎｎｅｙ　ＤＷ　Ｊｒ，Ｌｅ
ａｈｙ　ＤＪ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｒｅ
ｇｉｏｎ　ｏｆ　ＨＥＲ２　ａｌｏｎｅ　ａｎｄ　ｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｗｉｔｈ　ｔ
ｈｅ　Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ　Ｆａｂ．Ｎａｔｕｒｅ．２００３　Ｆｅｂ　１３；４２１（
６９２４）：７５６－６０）。上記遺伝子の４Ｄ５　ＶＬ－ＣＬ部分をコードする部分、
その５’末端のＮｃｏＩ部位にインフレームで連結させた、ファージミドベクターｐＨＥ
Ｎ１中のｐｅｌＢシグナル配列、並びに停止コドンを有する合成遺伝子を構築した（Ｈｏ
ｏｇｅｎｂｏｏｍ　ＨＲ，Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ＡＤ，Ｊｏｈｎｓｏｎ　ＫＳ，Ｃｈｉｓ
ｗｅｌｌ　ＤＪ，Ｈｕｄｓｏｎ　Ｐ，Ｗｉｎｔｅｒ　Ｇ．Ｍｕｌｔｉ－ｓｕｂｕｎｉｔ　
ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ　ｐ
ｈａｇｅ：ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ　（Ｆａｂ）　ｈｅａｖｙ　ａｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎｓ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９１　Ａｕｇ　１１；１９（１５）：４１３３－７）。ＣＬへ
のＶＬからの配列置換で、特有のＢｓｉＷＩ制限部位が形成され、それを更に用いて、野
生型ＣＬ配列を、ＶＬ－ＣＬをコードする遺伝子の停止コドンの下流に位置する固有のＡ
ｓｃ１制限酵素部位との組合せで、ランダム化された構造ループを有するライブラリイン
サートへの置換を行った。それは、Ｃａｒｔｅｒその他から得られるリボソーム結合部位
（シャイン－ダルガノ配列）を含む配列に続き（Ｃａｒｔｅｒ　Ｐ，Ｋｅｌｌｅｙ　ＲＦ
，Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ　ＭＬ，Ｓｎｅｄｅｃｏｒ　Ｂ，Ｃｏｖａｒｒｕｂｉａｓ　Ｍ，Ｖ
ｅｌｌｉｇａｎ　ＭＤ，Ｗｏｎｇ　ＷＬ，Ｒｏｗｌａｎｄ　ＡＭ，Ｋｏｔｔｓ　ＣＥ，Ｃ
ａｒｖｅｒ　ＭＥ，ｅｔ　ａｌ．　Ｈｉｇｈ　ｌｅｖｅｌ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
ｏｌｉ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｂｉｖａｌ
ｅｎｔ　ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｒａｇｍｅｎｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ（ＮＹ）．１９９２　Ｆｅｂ；１０（２）：１６３－７）、その後に抗体４Ｄ
５のＶＨ－ＣＨ１をコードする部分にインフレームで融合する熱安定エンテロトキシンＩ
Ｉ（ｓｔｌｌ）シグナル配列をコードする遺伝子部分が続き、更にベクターｐＨＥＮ１へ
インフレーム挿入されたＮｏｔＩ部位が続く。このジシストロン構築物は、一方ではＶＬ
－ＣＬを発現させ（そのタンパク質配列を配列番号４４に示す）、一方ではファージＭ１



(58) JP 5508002 B2 2014.5.28

10

20

30

40

３のプロテインＩＩＩに融合したＶＨ－ＣＨ１（ｐＨＥＮ１にコードされる）（そのタン
パク質配列を配列番号４５に示す）を発現させる。４Ｄ５　Ｆａｂディスプレイベクター
の全配列を、配列番号４６のヌクレオチド配列として示す。
【０２９６】
　構造ループの残基がランダム化されたＣＬドメインのライブラリの構築のため、ヒトκ
定常ドメイン（ＣＬ）をコードする合成遺伝子を作製した。特定のコドンが縮重コドンで
置換されている（例えばＮＮＢ（ＩＵＰＡＣコード、ＮはＣ、Ｇ、Ｔ及びＡであり、Ｂは
Ｔ、Ｃ及びＧである）。更なる残基を配列に挿入することも可能である。この例では、３
つ、４つ又は、５つの残基を、残基１２７と１２８の間にそれぞれ挿入し、残基１８２－
１８５及び１８７－１８９をランダム化した（カバット付番）。得られる遺伝子の配列を
、配列番号４７、４８及び４９（それぞれ残基１２７と１２８の間に３つ、４つ又は、５
つの挿入）のヌクレオチド配列として示し、また配列番号５０、５１及び５２（文字Ｘは
２０の自然にコードされたアミノ酸のいずれか）のアミノ酸配列としても示す。上記ヌク
レオチド配列は、クローニングのため、５’末端にＢｓｉＷＩ部位を、また３’末端にＡ
ｓｃＩ部位を導入した（配列番号４６）。
【０２９７】
　ファージディスプレイライブラリを構築するために、Ｆａｂ　４Ｄ５ディスプレイベク
ター（配列番号４６）を、制限酵素ＢｓｉＷＩ及びＡｓｃＩで切断し、大きな断片を、調
製用のアガロースゲル電気泳動により調製した。小さい断片（野生型ＣＬをコードする遺
伝子に対応する）を単離した。上記ライブラリインサートの混合物（配列番号４７から４
９）を同様にＢｓｉＷＩ及びＡｓｃＩで切断し、精製されたベクター断片にライゲーショ
ンした。ライゲーション混合物は例えばエレクトロポレーションによって、ＴＧ１などの
適切なＥ．ｃｏｌｉを形質転換し、多数の独立コロニーを発生させる（例えば１０ｅｘｐ
８、１０ｅｘｐ９又はそれ以上）。形質転換させた細菌をプールし、ファージ粒子のレス
キューのため、ヘルパーファージ（例えばＭ１３Ｋ０７）に感染させた。ファージ粒子を
、標準的方法によって調製し、ライブラリのパニングに用いた。
【０２９８】
　所定の標的に対するライブラリのパニングにより、Ｈｅｒ２に結合するのみならず、（
抗体４Ｄ５のＶＨ及びＶＬによって形成される結合部位により）選抜の対象となる標的に
も結合する、Ｆａｂ断片を得た。
【０２９９】
　この実施例において、Ｆａｂディスプレイライブラリのデザイン、調製及び使用（ＣＬ
ドメインの構造ループが修飾されている）を記載した。同様の方法により、他のドメイン
（例えばＣＨ１、ＶＨ又はＶＬドメイン）の構造ループをランダム化したライブラリを調
製し、使用できることは明白である。
【０３００】
　配列番号４４
【表２０】

【０３０１】
　配列番号４５
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【０３０２】
　配列番号４６

【表２２】
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【表２４】

【０３０３】
　配列番号４７

【表２５】

【０３０４】
　配列番号４８

【表２６】

【０３０５】
　配列番号４９

【表２７】
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【０３０６】
　配列番号５０
【表２８】

【０３０７】
　配列番号５１
【表２９】

【０３０８】
　配列番号５２
【表３０】

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【配列表】
0005508002000001.app
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摘要(译)

甲免疫球蛋白和可变免疫球蛋白结构域具有改善的抗原结合特征，以
及，提供一种工程和制备具有改进的可变结构域免疫球蛋白。 解决方
案：免疫球蛋白的工程方法。特别地，所述免疫球蛋白具有在可变结构
域的至少一个修饰和免疫球蛋白至少两个结构环，可确定的结合所述免
疫球蛋白与抗原的表位。未修饰的免疫球蛋白不显着结合所述表位。制
备编码包含至少两个结构环的免疫球蛋白的核酸，修饰每个结构环的至
少一个核苷酸残基，修饰修饰的核酸，表达修饰的免疫球蛋白，使表位
与表达的修饰的免疫球蛋白接触，并测量修饰的免疫球蛋白是否与表位
结合它已经组成。 【选择图】无
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