
(57)【要約】

所望の特性を有する個別の単量体ドメインおよび免疫ド

メインを同定するための方法が提供される。2つまたは

それ以上の選択された個別の単量体ドメイン（図5に示

されたようなもの）由来の多量体を生成するための方法

もまた、所望の特性を有する多量体を同定するための方

法と共に、提供される。個別の単量体および/または免

疫ドメイン、選択された単量体および/または免疫ドメ

イン、多量体および/または選択された多量体を提示し

て、それらの選択を可能にする提示系もまた、提供され

る。1つまたはそれ以上のライブラリーメンバーを発現

する組成物、ライブラリーおよび細胞もまた、キットお

よび組み込み系と共に本発明に含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 へ の 親 和 性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 工 程 ；
　 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ；
　 同 定 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で
各 多 量 体 が 少 な く と も 2つ の ド メ イ ン を 含 む ；
　 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工
程 ； な ら び に
　 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 25～ 500ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 100～ 150ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 25～ 50ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 選 択 さ れ た 多 量 体 の 各 単 量 体 ド メ イ ン が 同 じ 標 的 分 子 に 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 選 択 さ れ た 多 量 体 が 少 な く と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 選 択 さ れ た 多 量 体 が 3～ 10個 の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン が 同 じ 標 的 分 子 に 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン 単 独 の 結 合 活 性 と 比 較 し て 、 標 的 に 対 す る 結 合 活 性 が 改 善 さ れ て い る 多
量 体 を 同 定 す る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 多 量 体 の 結 合 活 性 が 単 量 体 ド メ イ ン 単 独 の 結 合 活 性 の 少 な く と も 2倍 で あ る 、 請 求 項 9に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 単 量 体 ド メ イ ン の 同 定 を 同 時 に
行 う 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 多 量 体 の 同 定 を 同 時 に 行 う 、 請 求 項 1に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 単 量 体 ド メ イ ン が 、 EGF様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ ル ド メ イ
ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ
ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 ト レ フ ォ
イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 様 ド
メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、 ス シ ド メ
イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 C
型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ
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ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ
ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 お よ び C2ド メ イ ン か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 変 異 さ せ 、 そ れ に よ っ て 変 異 し た 単 量 体 ド メ イ ン を
含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 を さ ら に 包 含 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 変 異 工 程 が 、 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 組 換 え る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 変 異 工 程 が 方 向 付 け ら れ た 進 化 を 包 含 す る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 変 異 工 程 が 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 包 含 す る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 第 2の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 工 程 ；
　 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 、 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 に つ い て の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 、 第 2の 標
的 分 子 に つ い て の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン と 連 結 し て 、 そ れ に よ
っ て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； な ら び に
　 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、
を さ ら に 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 単 量 体 ド メ イ ン の 第 2の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ；
　 少 な く と も 第 2の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の 第 2の ラ イ ブ ラ リ ー
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ；
　 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 第 2の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 ま た は 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し 、 そ
れ に よ っ て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 ま た は 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； な ら び に
　 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、
を さ ら に 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 標 的 分 子 が 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 細 菌 抗 原 、 真 菌 抗 原 、 酵
素 、 酵 素 基 質 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 レ ポ ー タ ー 分 子 、 お よ び 受 容 体 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ウ イ ル ス 抗 原 が ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 と さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 1の 標 的 分 子 お よ び 少 な く と も 第 2の 標 的 分 子 が 、 同 じ ウ イ ル ス 複 製 系 の 異 な る 成 分 で
あ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 選 択 さ れ た 多 量 体 が 同 じ ウ イ ル ス の 少 な く と も 2つ の 血 清 型 に 結 合 す る 、 請 求 項 18に 記
載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー が フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ 、 ま た は 細 胞
表 面 デ ィ ス プ レ イ と し て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー が マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 提 示 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 単 量 体 ド メ イ ン と 天 然 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 単 量 体 ド メ イ ン と 天 然 に 結 合 し て い る リ ン カ ー の 改 変 体 で あ る
、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 連 結 工 程 が 、 単 量 体 ド メ イ ン を 異 な る 長 さ お よ び 組 成 の 種 々 の リ ン カ ー と 連 結 さ せ る こ
と を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り 二 次 構 造 を 形 成 す る 、 請 求 項 1に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 多 量 体 が 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン に 連 結 さ れ て い る Aド メ イ ン
を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 リ ン カ ー が 1～ 20ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 リ ン カ ー が 5～ 7ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 リ ン カ ー が 6ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 リ ン カ ー が 以 下 の 配 列 A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 を 含 む 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 A 1 が ア ミ ノ 酸 A、 P、 T、 Q、 E、 お よ び Kか ら 選 択 さ れ ；
　 A 2 お よ び A 3 が C、 F、 Y、 W、 ま た は M以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り ；
　 A 4 が ア ミ ノ 酸 S、 G、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ；
　 A 5 が ア ミ ノ 酸 H、 P、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ；
　 A 5 が ア ミ ノ 酸 Tで あ る 、
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 リ ン カ ー が 、 第 1の Aド メ イ ン の C末 端 シ ス テ イ ン と 第 2の Aド メ イ ン の N末 端 シ ス テ イ ン と
の 間 の 天 然 に 存 在 す る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 多 量 体 が 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン に 連 結 さ れ た C2ド メ イ ン を 含
む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 リ ン カ ー が 1～ 20ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 リ ン カ ー が 10～ 12ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 リ ン カ ー が 11ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 多 量 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 多 量 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 に よ っ て 形 成 さ れ た 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 各 多 量 体 が 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ
イ ン を 含 み 、 各 単 量 体 ド メ イ ン が 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 特 異 性 を 示 す 工 程 ； お よ び
　 標 的 分 子 結 合 多 量 体 に つ い て の 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 標 的 分 子 に つ い て の 単 一 の 単 量 体 ド メ イ ン の 結 合 活 性 よ り も 大 き い 、 標 的 分 子 に つ い て
の 結 合 活 性 を 有 す る 標 的 分 子 結 合 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 を さ ら に 包 含 す る 、 請 求 項 44に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 1つ ま た は そ れ 以 上 の 多 量 体 が 、 第 2の 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 単 量 体 ド メ イ ン を 含
む 、 請 求 項 44に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、
　 各 多 量 体 が 、 リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 み ； か
つ
　 各 単 量 体 ド メ イ ン が 、 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 特 異 性 を 示 す 、
ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 多 量 体 の 各 単 量 体 ド メ イ ン が 天 然 に は 存 在 し な い 単 量 体 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 47に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 25～ 500ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 100～ 150ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 25～ 50ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 47に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン が 、 EGF様 ド メ イ ン 、
ク リ ン グ ル ド メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 I
II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /
ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド
メ イ ン 、 ト レ フ ォ イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ
ィ ラ ト キ シ ン 様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド
メ イ ン 、 ス シ ド メ イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 様 ド メ イ ン 、 C型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド
メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、
ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 お よ び C
2ド メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 し て い る 、 請 求 項 47記 載 の ラ イ ブ
ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 リ ン カ ー が 少 な く と も 3ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 53に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
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【 請 求 項 ５ ５ 】
　 リ ン カ ー が 少 な く と も 6ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 53に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 リ ン カ ー が 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 53に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 単 量 体 ド メ イ ン と 天 然 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 53に 記 載 の ラ イ
ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 単 量 体 ド メ イ ン と 天 然 に 結 合 し て い る リ ン カ ー の 改 変 体 で あ る
、 請 求 項 53に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 多 量 体 が 、 異 な る 長 さ お よ び 組 成 の 種 々 の リ ン カ ー と 連 結 し て い る 単 量 体 ド メ イ ン を 含
む 、 請 求 項 47に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り 二 次 構 造 を 形 成 す る 、 請 求 項 47に 記
載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 多 量 体 が 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン に 連 結 さ れ て い る Aド メ イ ン
を 含 有 す る 、 請 求 項 60に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 リ ン カ ー が 以 下 の 配 列 A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 を 含 む 、 請 求 項 61に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、
　 A 1 が ア ミ ノ 酸 A、 P、 T、 Q、 E、 お よ び Kか ら 選 択 さ れ ；
　 A 2 お よ び A 3 が C、 F、 Y、 W、 ま た は M以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り ；
　 A 4 が ア ミ ノ 酸 S、 G、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ；
　 A 5 が ア ミ ノ 酸 H、 P、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ；
　 A 5 が ア ミ ノ 酸 Tで あ る 、
ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 多 量 体 が 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン に 連 結 さ れ て い る C2ド メ イ ン
を 含 有 す る 、 請 求 項 47に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 リ ン カ ー が 11ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 47に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 異 種 リ ン カ ー に よ っ て 分 離 さ れ た 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
で あ っ て 、 各 単 量 体 ド メ イ ン が 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 各 単 量 体 ド メ イ ン が 天 然 に は 存 在 し な い タ ン パ ク 質 単 量 体 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 65に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 第 1の 標 的 分 子 を 結 合 す る 第 1の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 第 2の 標 的 分 子
を 結 合 す る 第 2の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 み 、 各 単 量 体 ド メ イ ン が 第 1の 標 的 分 子 上 の 異
な る 部 位 に つ い て 特 異 的 な 結 合 を 有 す る 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 少 な く と も 70％ 同 一 で あ る 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が 25～ 500ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 少 な く と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
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ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 3～ 10個 の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 少 な く と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン が 同 じ 標 的 分 子 に 結 合 す る 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 標 的 分 子 に 対 す る 結 合 活 性 に つ い て 、 単 量 体 ド メ イ ン 単 独 の 結 合 活 性
と 比 較 し て 改 善 さ れ て い る こ と を 含 む 、 請 求 項 73に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 活 性 が 、 単 量 体 ド メ イ ン 単 独 の 結 合 活 性 の 少 な く と も 2倍 で あ る 、
請 求 項 74に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン が 、 EGF様 ド メ イ ン 、
ク リ ン グ ル ド メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 I
II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /
ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド
メ イ ン 、 ト レ フ ォ イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ
ィ ラ ト キ シ ン 様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド
メ イ ン 、 ス シ ド メ イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 様 ド メ イ ン 、 C型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド
メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、
ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 お よ び C
2ド メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 標 的 分 子 が 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 細 菌 抗 原 、 真 菌
抗 原 、 酵 素 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 レ ポ ー タ ー 分 子 、 お よ び 受 容 体 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 ウ イ ル ス 抗 原 が ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 と さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 77に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 が 、 同 じ ウ イ ル ス 複 製 系 の 異 な る 成 分 で あ る 、 請 求
項 67に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 選 択 さ れ た 多 量 体 が 同 じ ウ イ ル ス の 少 な く と も 2つ の 血 清 型 に 結 合 す る 、 請 求 項 67に 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 65に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 単 量 体 ド メ イ ン と 結 合 し て い る 天 然 に 存 在 す る リ ン カ ー 、 請 求
項 65に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 単 量 体 ド メ イ ン と 結 合 し て い る 天 然 に 存 在 す る リ ン カ ー の 改 変
体 で あ る 、 請 求 項 81に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 ド メ イ ン が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り 二 次 構 造 を 形 成 す る 、 請 求 項 81に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
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　 多 量 体 が 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン に 連 結 さ れ て い る Aド メ イ ン
を 含 む 、 請 求 項 81に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 リ ン カ ー が 1～ 20ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 85に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 リ ン カ ー が 5～ 7ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 85に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 リ ン カ ー が 6ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 85に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 リ ン カ ー が 以 下 の 配 列 A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 を 含 む 、 請 求 項 85に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
　 A 1 が ア ミ ノ 酸 A、 P、 T、 Q、 E、 お よ び Kか ら 選 択 さ れ ；
　 A 2 お よ び A 3 が C、 F、 Y、 W、 ま た は M以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り ；
　 A 4 が ア ミ ノ 酸 S、 G、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ；
　 A 5 が ア ミ ノ 酸 H、 P、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ；
　 A 5 が ア ミ ノ 酸 Tで あ る 、
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 第 1の Aド メ イ ン の C末 端 シ ス テ イ ン が 、 第 2の Aド メ イ ン の N末 端 シ ス テ イ ン に 共 有 結 合 的
に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 85に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 工 程 ；
　 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 1つ ま た は そ れ 以 上 （ 例 え ば 、 2つ ま た は そ れ 以 上
） の 免 疫 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ；
　 同 定 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 各 多
量 体 が 、 少 な く と も 3つ の 免 疫 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 4つ ま た は そ れ 以 上 、 5つ ま た は そ れ 以
上 、 6つ ま た は そ れ 以 上 な ど ） を 含 む ；
　 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工
程 ； お よ び
　 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 標 的 分 子 に 結 合 す る ヘ テ ロ 免 疫 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 工 程 ；
　 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ；
　 第 1の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 工 程 ；
　 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 免 疫 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ；
　 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ；
　 同 定 し た 免 疫 ド メ イ ン と 同 定 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形
成 す る 工 程 、 こ こ で 各 多 量 体 が 、 少 な く と も 2つ の ド メ イ ン を 含 む ；
　 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工
程 ； お よ び
　 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-519579 A 2005.7.7



【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
他 の 出 願 の 相 互 参 照
　 本 願 は 、 以 下 の 特 許 出 願 を 参 照 す る こ と に よ っ て 優 先 権 の 恩 恵 を 主 張 し 、 か つ 以 下 の 特
許 出 願 は 明 白 に 本 願 に 組 み 入 れ ら れ る ： 2002年 4月 18日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/
___,___号 （ 代 理 人 整 理 番 号 18097A-034410US） 、 2001年 4月 26日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許
出 願 第 60/286,823号 、 2001年 11月 19日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/337,209号 、 お よ
び 2001年 11月 26日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/333,359号 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
著 作 権 に つ い て の 通 知
　 米 国 特 許 法 施 行 規 則 第 1.7条 （ e） に 従 っ て 、 本 特 許 書 類 の 一 部 は 、 著 作 権 保 護 の 対 象 と
な る 要 素 を 含 む 。 著 作 権 者 は 、 特 許 商 標 庁 の 特 許 フ ァ イ ル ま た は 記 録 に 見 ら れ る よ う な 特
許 書 類 ま た は 特 許 の 開 示 の 、 何 人 に よ る フ ァ ク シ ミ リ 複 製 に も 反 対 す る も の で は い が 、 他
の 点 で は す べ て の 著 作 権 は 絶 対 に 保 持 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 タ ン パ ク 質 配 列 お よ び 三 次 元 構 造 の 解 析 は 、 多 く の タ ン パ ク 質 が 多 数 の 個 別 の 単 量 体 ド
メ イ ン か ら 構 成 さ れ る こ と を 示 し て き た 。 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン の 大 部 分 は 細 胞 外 タ ン パ
ク 質 で あ る か 、 ま た は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 部 分 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン の 重 要 な 特 性 は 、 独 立 し て 、 ま た は い く ぶ ん 限 定 さ れ た 補 助 を 伴
っ て 折 り 畳 ま れ る そ の 能 力 で あ る 。 限 定 さ れ た 補 助 に は 、 シ ャ ペ ロ ニ ン （ 例 え ば 、 受 容 体
結 合 タ ン パ ク 質 （ RAP） ） の 補 助 が 含 ま れ 得 る 。 金 属 イ オ ン の 存 在 も ま た 、 限 定 さ れ た 補
助 を 提 供 す る 。 独 立 し て 折 り 畳 ま れ る 能 力 は 、 新 規 な タ ン パ ク 質 環 境 に 挿 入 さ れ た 場 合 に
、 そ の ド メ イ ン の 誤 っ た 折 り 畳 み を 妨 害 す る 。 こ の 特 性 は 、 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン が 進 化
的 に 移 動 性 で あ る こ と を 可 能 に し て き た 。 結 果 と し て 、 個 別 の ド メ イ ン は 進 化 の 過 程 で 伝
播 し 、 か つ 現 在 は 関 連 性 の な い 別 の タ ン パ ク 質 に 存 在 し て い る 。 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
ド メ イ ン お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 む い く つ か の ド メ イ ン は 、 多 数 の タ ン パ ク
質 中 に 存 在 す る が 、 他 の ド メ イ ン は 限 ら れ た 数 の タ ン パ ク 質 に お い て の み 見 い 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の プ ロ セ ス （ 例 え ば 、 発 生 お よ び 神 経 伝 達
に 関 与 す る 、 細 胞 輸 送 体 、 コ レ ス テ ロ ー ル の 輸 送 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 機
能 ） に 関 与 し て い る 。 Herz、 Lipoprotein receptors: beacon to neurons?、 (2001) 

 24 (4): 193-195； Goldsteinお よ び Brown、 The Cholesterol Quart
et、 (2001)  292: 1310-1312を 参 照 さ れ た い 。 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン の 機 能 は し
ば し ば 特 異 的 で あ る が 、 そ れ は ま た 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 の 活 性 に 寄 与
す る 。 例 え ば 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン （ ク ラ ス Aモ ジ ュ ー ル 、 相 補 型 反 復 、 ま た は Aド
メ イ ン と も 呼 ば れ る ） は 、 ビ タ ミ ン K依 存 性 血 液 凝 固 タ ン パ ク 質 中 に 見 い 出 さ れ る γ -カ ル
ボ キ シ グ ル マ チ ン 酸 （ Gla） ド メ イ ン が リ ン 脂 質 膜 へ の 高 親 和 性 結 合 に 関 与 す る 一 方 、 リ
ガ ン ド 結 合 に 関 与 す る 。 他 の 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン に は 、 例 え ば 、 肝 細 胞 へ の 結 合 を 媒 介
し 、 そ れ に よ っ て 循 環 か ら の こ の フ ィ ブ リ ン 溶 解 性 酵 素 の 除 去 を 調 節 す る 組 織 型 プ ラ ス ミ
ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 中 の 上 皮 成 長 因 子 （ EGF） 様 ド メ イ ン 、 お よ び 受 容 体 媒 介 エ ン ド サ イ
ト ー シ ス に 関 与 す る LDL受 容 体 の 細 胞 質 側 テ ー ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 個 々 の タ ン パ ク 質 は 1つ ま た は そ れ 以 上 の 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン を 有 し 得 る 。 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 は 、 し ば し ば モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。 例 え ば 、 LDL受 容 体 フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー は 、 4つ の 主 要 な 構 造 的 ド メ イ ン を 含 む ： シ ス テ イ ン リ ッ チ Aド メ イ ン 反 復 、 上
皮 成 長 因 子 前 駆 体 様 反 復 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン 。 LDL受 容 体 フ ァ ミ リ
ー は 、 1） 細 胞 表 面 受 容 体 で あ る メ ン バ ー ； 2） 細 胞 外 リ ガ ン ド を 認 識 す る メ ン バ ー ； お よ
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び 3） リ ソ ソ ー ム に よ る 分 解 の た め に そ れ ら を 内 在 化 す る メ ン バ ー を 含 む 。 Hussainら 、 Th
e Mammalian Low-Density Lipoprotein Receptor Family、 (1999)  19:
141-72を 参 照 さ れ た い 。 例 え ば 、 い く つ か の メ ン バ ー に は 、 超 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 受 容
体 （ VLDL-R） 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 E受 容 体 2、 LDLR関 連 タ ン パ ク 質 （ LRP） 、 お よ び メ ガ
リ ン が 含 ま れ る 。 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 以 下 の 特 徴 を 有 す る ： 1） 細 胞 表 面 で の 発 現 ； 2
） Aド メ イ ン 反 復 か ら な る 細 胞 外 リ ガ ン ド 結 合 ； 3） リ ガ ン ド 結 合 に 対 す る カ ル シ ウ ム の 要
求 性 ； 4） 受 容 体 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 （ apo） Eの 認 識 ； 5） YWTD反 復
を 含 む 上 皮 成 長 因 子 （ EGF） 前 駆 体 相 同 性 ド メ イ ン ； 6） 単 一 の 膜 貫 通 領 域 ； な ら び に 7）
種 々 の リ ガ ン ド の 受 容 体 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 。 Hussain、 前 記 を 参 照 さ れ た い 。 さ ら
に 、 こ れ ら の メ ン バ ー は 、 構 造 的 に 異 な る い く つ か の リ ガ ン ド を 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン の 所 望 の 特 性 を 生 成 お よ び 最 適 化 す る た め の 方 法 を 開 発
す る こ と は 利 点 が あ る 。 し か し 、 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 し ば し ば 、 構 造 的 に 保 存 さ れ
て い る が 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 Aド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 ） を 除 い て は 、 ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 保 存 さ れ て い な い 。 従 っ て 、 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 組 換 え
方 法 は 、 こ れ ら の 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン の 所 望 の 特 性 を 生 成 お よ び 最 適 化 す る こ と を 満 た
し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら お よ び 他 の 問 題 に 取 り 組 む も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ； 標 的 分 子
へ の 親 和 性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； 少 な く と
も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ； 同 定 さ れ た
単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 、 標 的 分 子 に 結 合 す る
能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び 標 的 分 子 に 結 合 す
る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 適 切 な 単 量 体 ド メ イ ン に は 、 25～ 500ア ミ ノ 酸 、 100～ 150ア ミ ノ 酸 、 ま た は 25～ 50ア ミ
ノ 酸 の 長 さ で あ る 単 量 体 ド メ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た 多 量 体 の 各 単 量 体 ド メ イ ン は 、 同 じ 標 的 分 子 に 結
合 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た 多 量 体 は 少 な く と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン
を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た 多 量 体 は 3～ 10の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 少 な く と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 同 じ 標 的 分 子 に 結 合 す る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 単 量 体 ド メ イ ン 単 独 の 結 合 活 性 と 比 較 し て
、 同 じ 標 的 分 子 に つ い て 、 標 的 に 対 す る 結 合 活 性 の 改 善 を 有 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 を
包 含 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 の 結 合 活 性 は 、 単 量 体 ド メ イ ン 単 独 の 結 合 活
性 の 少 な く と も 2倍 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 単 量
体 ド メ イ ン の 同 定 は 同 時 に 行 わ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー の
ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 多 量 体 の 同 定 は 同 時 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン は 、 EGF様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ ル （ Kri
ngle） ド メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 III型
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フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ （ Kuni
tz） /ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル （ Kazal） 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 ト レ フ ォ イ ル （ Trefoil） （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ
ラ ン ド （ von　 Willebrand） 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン
、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、 ス シ （ Sushi） ド メ イ ン 、 リ ン
ク （ Link） ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 C型
レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ ン
Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ ン
、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 お よ び C2ド メ イ ン か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 変 異 さ
せ 、 そ れ に よ っ て 変 異 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 を さ ら
に 包 含 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 変 異 工 程 は 、 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 少
な く と も 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 組 換 え る 工 程 を 包 含
す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 変 異 工 程 は 方 向 付 け ら れ た 進 化 を 含 む 。 い く つ か の
態 様 に お い て 、 こ の 変 異 工 程 は 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 第 2の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 単
量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 、 単
量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ； 第 1の 標 的 分 子 に つ い て の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ の
単 量 体 ド メ イ ン を 、 第 2の 標 的 分 子 に つ い て の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ
イ ン と 連 結 し て 、 そ れ に よ っ て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 ； 第 1の 標 的 分 子 お
よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る
工 程 ； な ら び に 、 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 し 、 そ れ に
よ っ て 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 を 特 異 的 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、 を
さ ら に 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 方 法 は 、 単 量 体 ド メ イ ン の 第 2の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ； 少 な く
と も 第 2の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の 第 2の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 工 程 ； 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 第 2の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ； 第 1
の 標 的 分 子 ま た は 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 同 定 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し 、 そ れ に
よ っ て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 ； 第 1の 標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合
す る 能 力 に つ い て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； な ら び に 、 第 1の
標 的 分 子 お よ び 第 2の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、
を さ ら に 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 標 的 分 子 は 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 細 菌 抗 原 、 真 菌 抗 原 、 酵 素 、 細
胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 レ ポ ー タ ー 分 子 、 お よ び 受 容 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ウ イ ル ス 抗 原 は 、 ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 と さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 1の 標 的 分 子 お よ び 少 な く と も 第 2の 標 的 分 子 は 、
同 じ ウ イ ル ス 複 製 系 の 異 な る 成 分 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た 多 量 体 は
同 じ ウ イ ル ス の 少 な く と も 2つ の 血 清 型 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 、 リ ボ ソ ー
ム デ ィ ス プ レ イ 、 ま た は 細 胞 表 面 デ ィ ス プ レ イ と し て 発 現 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 提 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 単 量 体 ド メ イ ン は ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ る
。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー は 単 量 体 ド メ イ ン と 天 然 に 結 合 し て い
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る リ ン カ ー で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 単 量 体 ド メ イ ン
と 天 然 に 結 合 し て い る リ ン カ ー の 改 変 体 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 連 結 工 程 は 、
単 量 体 ド メ イ ン を 異 な る 長 さ お よ び 組 成 の 種 々 の リ ン カ ー と 連 結 さ せ る こ と を 含 む
【 ０ ０ ２ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の ド メ イ ン は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り 二 次 構 造
を 形 成 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体
ド メ イ ン に 連 結 さ れ て い る Aド メ イ ン を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 1～ 20
ア ミ ノ 酸 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 5～ 7ア ミ ノ 酸 で 作 製 さ れ る 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 6ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ
ン カ ー は 、 以 下 の 配 列 A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 を 含 み 、 こ こ で 、 A 1 は ア ミ ノ 酸 A、 P、 T、 Q、 E、 お よ
び Kか ら 選 択 さ れ ； A 2 お よ び A 3 は C、 F、 Y、 W、 ま た は M以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； A 4 は
ア ミ ノ 酸 S、 G、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ； A 5 は ア ミ ノ 酸 H、 P、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ； A 5 は ア
ミ ノ 酸 Tで あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 、 第 1の Aド メ イ ン の C末 端 シ ス テ イ
ン と 第 2の Aド メ イ ン の N末 端 シ ス テ イ ン と の 間 の 天 然 に 存 在 す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン に
連 結 さ れ た C2ド メ イ ン を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 各 C2単 量 体 ド メ イ ン は 、 少 な く
と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 、 ル ー プ 領 域 を 構 成 す る 部 分 が 、 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 き 換 わ
っ て い る と い う 点 ； 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 、 ル ー プ 領 域 を 構 成 す る 部 分 が 欠 失
し て い る と い う 点 、 お よ び /ま た は 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 少 な く と も 1つ の ル
ー プ 領 域 に 挿 入 さ れ て い る と い う 点 で 、 対 応 す る 野 生 型 C2単 量 体 ド メ イ ン と 異 な る 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 C2ド メ イ ン は 、 ル ー プ 領 域 1、 ル ー プ 領 域 2、 お よ び ル ー プ 領 域 3を
含 み 、 ル ー プ 領 域 1、 ル ー プ 領 域 2、 お よ び ル ー プ 領 域 3の 外 側 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド 多 量 体 に 存 在 す る す べ て の C2単 量 体 ド メ イ ン に つ い て 同 一 で あ る 。 こ れ ら の い く つ
か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 1～ 20ア ミ ノ 酸 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ
ー は 10～ 12ア ミ ノ 酸 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 11ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 の よ う に 選 択 さ れ た 多 量 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 の よ う に 選 択 さ れ た 多 量 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 の よ う に 形 成 さ れ た 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提
供 し 、 こ の 方 法 は 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 各 多 量 体 は 少 な く と も
2つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 み 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 特 異 性 を 示 す
； お よ び 、 標 的 分 子 結 合 多 量 体 に つ い て の 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工
程 を 包 含 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 標 的 分 子 に つ い て の 単 一 の 単 量 体
ド メ イ ン の 結 合 活 性 よ り も 大 き い 、 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 活 性 を 有 す る 標 的 分 子 結 合 多
量 体 を 同 定 す る 工 程 を さ ら に 包 含 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の
多 量 体 は 、 第 2の 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 各 多 量 体
は 、 リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 み ； 各 単 量 体 ド メ
イ ン は 、 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 特 異 性 を 示 し ； か つ 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 天 然 に は 存 在
し な い 単 量 体 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー は 少 な く と も 3ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 リ ン カ ー は 少 な く と も 6ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ
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ン カ ー は 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 異 種 リ ン カ ー 配 列 に よ っ て 分 離 さ れ た 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 標 的 分 子
に 特 異 的 に 結 合 し ； か つ 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 、 天 然 に は 存 在 し な い タ ン パ ク 質 の 単 量 体
ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 1の 標 的 分 子 を 結 合 す る 第 1の 単 量 体 ド メ
イ ン お よ び 第 2の 標 的 分 子 を 結 合 す る 第 2の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 2つ の 単 量 体 分 子 を 含 み 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 同 じ 標 的 分 子 上 の
異 な る 部 位 に つ い て 特 異 的 な 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 第 2の 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 特 異 性 を 有 す る 単 量 体 ド メ イ ン を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 、 多 量 体 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 単 量 体 ド メ イ
ン は 少 な く と も 70％ 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 標 的 分 子 に つ い て の 結 合 特 異 性 を 有 す る 免 疫 ド メ イ ン の 多 量 体 、 な ら び
に 、 所 望 の 標 的 分 子 に 結 合 す る た め の こ の よ う な 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 お よ び ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を
同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程
； 第 1の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 工 程 ； 少 な く と も 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 1つ ま た は そ れ 以 上 （ 例 え ば 、 2つ ま た は
そ れ 以 上 ） の 免 疫 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ； 同 定 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し て 多 量 体 の
ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 各 多 量 体 は 、 少 な く と も 3つ の 免 疫 ド メ イ ン （ 例 え
ば 、 4つ ま た は そ れ 以 上 、 5つ ま た は そ れ 以 上 、 6つ ま た は そ れ 以 上 な ど ） を 含 む ； 第 1の 標
的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び
第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を 同 定 す る 工 程 、 を 包 含 す る 。 ミ ニ ボ デ ィ ー 、 単 ド メ イ
ン 抗 体 、 Fab、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 少 な く と も 2つ の 免 疫 ド メ イ ン の 多 量 体
の ラ イ ブ ラ リ ー は ま た 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 方 法 と 共 に 、 所 望 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 に つ い て
容 易 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 標 的 分 子 に 結 合 す る ヘ テ ロ 免 疫 多 量 体 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程
； 第 1の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 に つ い て 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 工 程 ； 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ； 第 1の 標 的 分 子 に 対 す る 親 和
性 に つ い て 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； 少 な く と も 1つ の
標 的 分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 免 疫 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ； 少 な く と も 1つ の 標 的
分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る 工 程 ； 同 定 し た 免 疫 ド メ イ ン
と 同 定 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し て 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 各 多
量 体 は 、 少 な く と も 2つ の ド メ イ ン を 含 む ； 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 多 量 体
の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び 、 第 1の 標 的 分 子 に 結 合 す る 多 量 体 を
同 定 す る 工 程 、 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
定 義
　 他 に 明 示 し な い 限 り は 、 以 下 の 定 義 が 当 技 術 分 野 に お け る そ れ に 代 わ っ て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 「 単 量 体 ド メ イ ン 」 ま た は 「 単 量 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 交 換 可 能 に 用 い ら れ
、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 中 に 見 い 出 さ れ る 個 別 の 領 域 を い う 。 単 量 体 ド メ イ ン は
、 隣 接 す る ネ イ テ ィ ブ な ア ミ ノ 酸 配 列 の 非 存 在 下 で 、 溶 液 中 で ネ イ テ ィ ブ な 三 次 元 構 造 を
形 成 す る 。 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 例 え ば 、 標 的 分 子
に 結 合 す る 三 次 元 構 造 を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 ド メ イ ン で あ る 。 本 明 細 書 中 で 使
用 さ れ る 場 合 、 「 単 量 体 ド メ イ ン 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 の 相 補 性 決 定 部 位 （ CDR） を 含 ま
な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 単 量 体 ド メ イ ン 改 変 体 」 と い う 用 語 と は 、 単 量 体 ド メ イ ン 配 列 の 人 為 的 操 作 か ら 得 ら
れ た ド メ イ ン を い う 。 人 為 的 操 作 し た 変 化 の 例 に は 、 例 え ば 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 、 部 位 特
異 的 変 異 誘 発 、 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 方 向 付 け ら れ た 進 化 な ど が 挙 げ ら れ る 。 「 単 量 体 ド メ イ
ン 改 変 体 」 と い う 用 語 は 、 突 然 変 異 し た 抗 体 の 相 補 性 決 定 部 位 （ CDR） を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 多 量 体 」 と い う 用 語 と は 、 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド
メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン 、 少 な く と
も 2つ の 免 疫 ド メ イ ン 、 ま た は 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 少 な く と も 1つ の 免
疫 ド メ イ ン ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 表 す 。 多 量 体 中 の 分 離 し た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま
た は 免 疫 ド メ イ ン は リ ン カ ー に よ っ て 一 緒 に 結 合 さ れ 得 る 。 多 量 体 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル
モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 ま た は リ コ ン ビ ナ ン ト モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 と し て も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 リ ガ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 「 標 的 分 子 」 と も い い 、 単 純 な 分 子 か ら 複
雑 な 標 的 ま で の 範 囲 に わ た る 広 範 な 種 々 の 物 質 お よ び 分 子 を 含 む 。 標 的 分 子 は 、 タ ン パ ク
質 、 核 酸 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に よ る 認 識 が 可 能 な 任 意 の 他 の
分 子 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 は 、 化 学 的 化 合 物 （ す な わ ち 、 非 生 物 学 的 化 合 物 （ 例
え ば 、 有 機 分 子 、 無 機 分 子 、 ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を 除 く 、 有 機 原
子 と 無 機 原 子 の 両 方 を 有 す る 分 子 ） ） 、 化 学 的 化 合 物 の 混 合 物 、 空 間 的 に 局 在 化 し た 化 合
物 の ア レ イ 、 生 物 学 的 高 分 子 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 、
ポ リ ソ ー ム ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 、 生 物 学 的 材 料 （ 例 え ば 、 細 菌 、 植 物 、 真
菌 、 ま た は 動 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 ） の 細 胞 ま た は 組 織 ） か ら 作 製 さ れ た 抽 出 物 、 タ ン パ
ク 質 、 毒 素 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 細 胞 、 ウ イ ル ス な ど を 含 み 得 る 。 他 の 標 的 分 子 に は 、 例
え ば 、 細 胞 全 体 、 組 織 全 体 、 関 連 し た タ ン パ ク 質 ま た は 関 連 し て い な い タ ン パ ク 質 の 混 合
物 、 ウ イ ル ス 株 ま た は 細 菌 株 の 混 合 物 な ど が 含 ま れ る 。 標 的 分 子 は ま た 、 本 明 細 書 中 に 記
載 さ れ る ア レ イ の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 含 ま れ る こ と 、 ま た は 特 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作
用 を 増 強 ま た は 阻 害 す る こ と （ す な わ ち 、 2つ の あ ら か じ め 定 め ら れ た ポ リ ペ プ チ ド 間 の
結 合 相 互 作 用 を 選 択 的 に 阻 害 す る 因 子 ） に よ っ て 定 義 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 免 疫 ド メ イ ン 」 と い う 用 語 と は 、 少 な く と も 1つ の 、
抗 体 の 相 補 性 決 定 部 位 （ CDR） を 含 む タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン を い う 。 免 疫 ド メ イ ン は 、
天 然 に 存 在 す る （ す な わ ち 、 自 然 状 態 か ら 単 離 さ れ た ） 免 疫 学 的 ド メ イ ン で あ り 得 る か 、
ま た は 人 為 的 な 操 作 （ 例 え ば 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 な ど の よ う な 変 異
誘 発 方 法 を 介 し て 、 な ら び に 方 向 付 け ら れ た 進 化 の 方 法 （ 例 え ば 、 再 帰 的 な エ ラ ー の 生 じ
や す い PCR、 再 帰 的 な 組 換 え な ど ） に よ っ て 変 更 さ れ た 、 天 然 に は 存 在 し な い 免 疫 学 的 ド
メ イ ン で あ り 得 る 。 本 発 明 の 実 施 に お け る 使 用 の た め に 適 切 な 異 な る 型 の 免 疫 ド メ イ ン に
は 、 ミ ニ ボ デ ィ ー 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 、 単 鎖 可 変 断 片 （ ScFv） 、 お よ び Fab断 片 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 、 「 ミ ニ ボ デ ィ ー 」 と い う 用 語 と は 、 天 然 に 存 在 す る か ま た は 天 然 に は 存
在 し な い （ 例 え ば 、 変 異 誘 発 を 受 け た ） 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 ま
た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 、 2つ の み の 相 補 性 決 定 部 位 （ CDR） を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド
を い う 。 ミ ニ ボ デ ィ ー の 例 は 、 Pessiら 、 A designed metal-binding protein with a nov
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el fold、 (1993)  362: 367-369に 記 載 さ れ て い る 。 ミ ニ ボ デ ィ ー の 多 量 体 は 、 図 1
1Aに 図 示 さ れ て い る 。 円 は ミ ニ ボ デ ィ ー を 示 し 、 実 線 は 免 疫 ド メ イ ン を 互 い に 連 結 さ せ る
リ ン カ ー 部 分 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 単 ド メ イ ン 抗 体 」 と い う 用 語 と は 、 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド
メ イ ン （ 「 V H 」 ） 、 す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 有 し な い 重 鎖 可 変 ド メ イ ン を い う 。 本
発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る 例 示 的 な 単 ド メ イ ン 抗 体 に は 、 例 え ば 、 Hamers-Casterman
, Cら 、 Naturally occurring antibodies devoid of light chains (1993)  363: 
446-448、 お よ び 、 Dumoulinら 、 Single-domain antibody fragments with high conforma
tional stability (2002)  11: 500-515に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 カ メ
リ ド （ camelid） 重 鎖 可 変 ド メ イ ン （ 約 118～ 136ア ミ ノ 酸 残 基 ） が 挙 げ ら れ る 。 単 ド メ イ
ン 抗 体 の 多 量 体 は 、 図 11Bに 示 さ れ て い る 。 楕 円 は 単 ド メ イ ン 抗 体 を 示 し 、 実 線 は 単 ド メ
イ ン 抗 体 を 互 い に 連 結 さ せ る リ ン カ ー 部 分 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 単 鎖 可 変 断 片 」 ま た は 「 ScFv」 と い う 用 語 は 本 明 細 書 中 で 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 少 な
く と も 12ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽
鎖 の 可 変 ド メ イ ン を い う 。 本 発 明 の 実 施 に お け る 使 用 の た め に 意 図 さ れ る 単 鎖 可 変 断 片 に
は 、 Birdら 、 Single-chain antigen-binding proteins (1988)  242 (4877): 423
-426お よ び Hustonら 、 Protein engineering of antibody binding site: recovery of sp
ecific activity in an anti-digoxin single-chain Fv analogue produced in Escheric
hia coli (1988)  85 (16): 5879-83に お い て 記 載 さ れ る も の が
含 ま れ る 。 単 鎖 可 変 断 片 の 多 量 体 は 、 図 11Cに 図 示 さ れ て い る 。 点 線 は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖
の 可 変 ド メ イ ン を 互 い に 連 結 し て い る ペ プ チ ド リ ン カ ー を 表 す 。 実 線 は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン
を 互 い に 連 結 し て い る リ ン カ ー 部 分 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 Fab断 片 」 と い う 用 語 と は 、 2つ の タ ン パ ク 質 鎖 を 有 す
る 免 疫 ド メ イ ン を い い 、 こ こ で そ の 1つ は 、 2つ の 軽 鎖 ド メ イ ン （ V L 可 変 ド メ イ ン お よ び C L
定 常 ド メ イ ン ） か ら な る 軽 鎖 で あ り 、 2つ の 重 鎖 ド メ イ ン （ す な わ ち 、 V H 可 変 ド メ イ ン お
よ び C H 定 常 ド メ イ ン ） か ら な る 重 鎖 で あ る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る Fab断 片 に
は 、 各 重 鎖 お よ び 軽 鎖 成 分 の C末 端 に 鎖 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る も の 、 な ら び に そ
の よ う な C末 端 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し な い も の が 含 ま れ る 。 各 断 片 は 約 47kDで あ る 。 Fab
断 片 は 、 Pluckthunお よ び Skerra、 Expression of functional antibody Fv and Fab frag
ments in Escherichia col (1989)  178: 497-515に よ っ て 記 載 さ れ て い
る 。 Fab断 片 の 多 量 体 は 、 図 11Dに 示 さ れ て い る 。 白 い 楕 円 は Fab断 片 の 重 鎖 成 分 を 表 し 、
塗 り つ ぶ し た 楕 円 は Fabの 軽 鎖 成 分 を 表 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 リ ン カ ー 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 個 別 の 分 離
し た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 ま た は 接 続 す る 部 分 ま た は 部 分 の 群 を 示 す 。 リ ン カ ー は 、 多 量
体 に 一 緒 に 連 結 さ れ た 場 合 に 、 個 別 の 分 離 し た 単 量 体 ド メ イ ン が 分 離 し た ま ま に な る こ と
を 可 能 に す る 。 リ ン カ ー 部 分 は 、 典 型 的 に は 、 実 質 的 に 線 状 部 分 で あ る 。 適 切 な リ ン カ ー
に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ 核 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 な ど が 含 ま れ る 。 適 切 な リ ン カ ー は ま た 、
炭 素 骨 格 中 に 組 み 込 ま れ た 1つ ま た は そ れ 以 上 の 酸 素 原 子 を 有 す る 、 選 択 的 に 置 換 さ れ た
ア ル キ レ ン 部 分 を 含 む 。 代 表 的 に は 、 リ ン カ ー の 分 子 量 は 、 約 2000ダ ル ト ン 未 満 で あ る 。
よ り 代 表 的 に は 、 リ ン カ ー の 分 子 量 は 約 1500ダ ル ト ン 未 満 で あ り 、 通 常 約 1000ダ ル ト ン 未
満 で あ る 。 リ ン カ ー は 、 個 別 の 分 離 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 協 働 さ せ る こ と （ 例 え ば 、 多 量
体 中 の 個 別 の 分 離 し た 単 量 体 ド メ イ ン の 各 々 が 分 離 し た 結 合 部 位 を 介 し て 同 じ 標 的 分 子 に
結 合 す る 場 合 ） を 可 能 に す る に 十 分 に 小 さ く あ り 得 る 。 例 示 的 な リ ン カ ー に は 、 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 他 の 天 然 に
は 存 在 し な い 部 分 が 含 ま れ る 。 リ ン カ ー は 、 ネ イ テ ィ ブ な 配 列 、 そ の 改 変 体 、 ま た は 合 成
配 列 の 一 部 で あ り 得 る 。 リ ン カ ー は 、 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 、 天 然 に は 存 在 し
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な い ア ミ ノ 酸 、 ま た は 両 方 の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 分 離 し た 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ 、 他 の 部 分 （ 例 え ば 、 他 の 単 量 体 ド
メ イ ン を 含 む ） と 複 合 体 化 し た 場 合 で さ え 、 独 立 し か つ 独 立 し た 状 態 で 残 っ て い る 部 分 の
特 性 を い う 。 単 量 体 ド メ イ ン は 、 タ ン パ ク 質 中 で 分 離 し た ド メ イ ン で あ る 。 な ぜ な ら 、 単
量 体 ド メ イ ン は 、 認 識 さ れ 得 、 か つ タ ン パ ク 質 か ら 分 離 さ れ 得 る 独 立 し た 特 性 を 有 す る か
ら で あ る 。 例 え ば 、 LDLR中 の Aド メ イ ン の リ ガ ン ド 結 合 能 力 は 、 独 立 し た 特 性 で あ る 。 他
の 分 離 の 例 に は 、 リ ン カ ー に よ っ て 多 量 体 中 に 複 合 体 化 ま た は 一 緒 に 結 合 さ れ た 場 合 で さ
え 、 分 離 し た 独 立 し た ド メ イ ン を 残 し て い る 、 多 量 体 中 の 分 離 し た 単 量 体 ド メ イ ン が 含 ま
れ る 。 分 離 し た 特 性 の 別 の 例 は 、 多 量 体 中 の リ ガ ン ド に 対 す る 分 離 し た 結 合 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 方 向 付 け ら れ た 進 化 」 と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 改 変 体
が 、 そ れ に よ っ て 、 再 帰 性 の プ ロ セ ス 中 で 活 性 （ 例 え ば 、 結 合 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
） に つ い て 生 成 、 発 現 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 プ ロ セ ス を い う 。 ス ク リ ー ニ ン グ
中 で の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 候 補 が 選 択 さ れ 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 候 補 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て こ の プ ロ セ ス が 反 復 さ れ て 、 新 規 な 改 変 体 が 生 成 す る 。 方 向 付 け
ら れ た 進 化 は 、 変 種 生 成 の 少 な く と も 2ラ ウ ン ド を 含 み 、 3、 4、 5、 10、 20、 ま た は そ れ 以
上 の 変 種 生 成 お よ び 選 択 の ラ ウ ン ド を 含 み 得 る 。 変 種 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ
っ て 生 成 さ れ 得 、 こ れ に は 例 え ば 、 エ ラ ー の 生 じ や す い PCR、 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ 、 化
学 的 変 位 誘 発 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 シ ャ ッ フ リ ン グ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ 、 同 一 で な い 配 列 間 の 組 換 え
を 示 す 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 相 同 組 換 え を 介 す る か ま た は 非 相
同 組 換 え を 介 す る （ 例 え ば 、 cre/lox系 お よ び /ま た は flp/frt系 を 介 す る ） 組 換 え を 含 み
得 る 。 シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 種 々 の 異 な っ た 形 式 （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ シ ャ
ッ フ リ ン グ 形 式 、 イ ン シ リ コ シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 鋳 型 の い ず れ か を
使 用 す る シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 プ ラ イ マ ー に 基 づ く シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 核 酸 断 片 化 に 基
づ く シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 、 な ら び に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 シ ャ ッ フ リ ン グ 形 式 （ こ れ ら
の す べ て は 同 一 で な い 配 列 間 の 組 換 え 現 象 に 基 づ き 、 か つ 本 明 細 書 中 以 下 で よ り 詳 細 に 記
載 さ れ る か ま た は 引 用 さ れ る ） 、 な ら び に 他 の 同 様 な 組 換 え に 基 づ く 形 式 ） を 使 用 す る こ
と に よ っ て 実 行 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 ラ ン ダ ム 」 と い う 用 語 と は 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の ア
ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ 、 か つ 確 率 的 な ま た は ラ ン ダ ム な プ ロ セ ス に よ っ て 構 築 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を い う 。 ラ ン ダ ム な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ
ノ 酸 配 列 に は 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 を 含 み 得 る 、 枠 組 み ま た は 骨 格 モ チ ー フ が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 擬 似 ラ ン ダ ム 」 と い う 用 語 と は 、 限 ら れ た 可 変 性 を 有
し 、 そ の 結 果 、 任 意 の 位 置 に お け る 残 基 の 可 変 性 の 程 度 が 限 定 さ れ て い る が 、 任 意 の 擬 似
ラ ン ダ ム 部 位 は 少 な く と も あ る 程 度 の 残 基 の 可 変 性 を 許 容 し て い る 、 一 組 の 配 列 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 2つ ま た は そ れ 以
上 の ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 を い う た め に 交 換 可 能 に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と は 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る 残 基 の 交 換 可 能 性 を い う 。 例 え ば 、
脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は 、 グ リ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン
で あ り ； 脂 肪 族 水 酸 基 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン で あ り ； ア
ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン で あ り ； 芳 香 族 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン で あ り

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-519579 A 2005.7.7



； 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン で あ り ；
か つ 硫 黄 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は 、 シ ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ ン で あ る 。 好 ま し
い 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 群 は 、 バ リ ン -ロ イ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン -チ ロ シ
ン 、 リ ジ ン -ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン -バ リ ン 、 お よ び ア ス パ ラ ギ ン -グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 核 酸 配 列 」 と い う 句 は 、 5'末 端 か ら 3'末 端 に 読 ま れ る 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の 、 デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の ポ リ マ ー を い う 。 こ れ は 、 一 次
的 な 構 造 的 役 割 を 果 た す 、 染 色 体 DNA、 自 己 複 製 プ ラ ス ミ ド 、 お よ び DNAま た は RNAを 含 む
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 コ ー ド す る 」 と い う 用 語 と は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を い う 。 こ の 用 語 は 開 始 コ ド ン ま た は 終 止 コ ド ン を 必 要 と し な い 。 ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 提 供 さ れ る 6つ の 異 な る 読 み 枠 の い ず れ か 1つ で コ
ー ド さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 と は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 転 写 を 開 始 す る 他 の タ ン パ
ク 質 の 認 識 お よ び 結 合 に 関 与 す る 、 転 写 の 開 始 か ら 上 流 お よ び /ま た は 下 流 に 位 置 す る 領
域 ま た は 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 宿 主 の 染 色 体 と は 独 立 し て い る 場 合 に 、 宿 主 生 物 中 で 複 製 が 可 能 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を い う 。 ベ ク タ ー の 例 に は 、 プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ る 。 ベ ク タ ー は 、 代 表
的 に は 、 複 製 起 点 を 有 す る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 転 写 お よ び 翻 訳 の タ ー ミ ネ ー タ ー 、 転
写 お よ び 翻 訳 の 開 始 配 列 、 お よ び 特 定 の 核 酸 の 発 現 の 調 節 に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 組 換 え 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 細 胞 、 ま た は 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ベ ク タ ー に
関 連 し て 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ベ ク タ ー が 、 異 種 核 酸 も
し く は タ ン パ ク 質 の 導 入 、 ま た は ネ イ テ ィ ブ な 核 酸 も し く は タ ン パ ク 質 の 改 変 に よ っ て 修
飾 さ れ た こ と を 示 す か 、 ま た は 細 胞 が そ の よ う に 修 飾 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る こ と を 示 す 。
従 っ て 、 例 え ば 、 組 換 え 細 胞 は 、 ネ イ テ ィ ブ な （ 組 換 え で な い ） 細 胞 の 形 態 に お い て 見 い
出 さ れ な い 遺 伝 子 を 発 現 す る か 、 ま た は さ も な け れ ば 異 常 に 発 現 し た か 、 発 現 が 減 少 し て
い る 、 ま た は 全 く 発 現 し て い な い 、 ネ イ テ ィ ブ な 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 「 特 異 的 に （ ま た は 選 択 的 に ） 結 合 す る 」 と い う 句 は 、 単 量 体 ま た は 多
量 体 に 対 し て い う 場 合 、 不 均 一 な タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 物 製 剤 の 集 合 中 に 、 ポ リ ペ プ チ
ド が 存 在 す る こ と の 決 定 要 因 で あ り 得 る 、 結 合 反 応 を い う 。 従 っ て 、 抗 体 結 合 ア ッ セ イ 法
に お い て 使 用 さ れ る 標 準 条 件 お よ び ア ッ セ イ 法 の 下 で 、 特 定 の 単 量 体 ま た は 多 量 体 は 、 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 多 く の （ 例 え ば 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 2倍 、 5倍 、 10倍 ま た は そ
れ 以 上 ） の 特 定 の 標 的 因 子 に 結 合 し 、 か つ 試 料 中 に 存 在 す る 他 の 分 子 に 、 有 意 な 量 で は 結
合 し な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 2つ ま た は そ の 以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 と い う 文 脈 に お い て 、 「 同 一 な 」
ま た は 「 同 一 性 」 パ ー セ ン ト と い う 用 語 は 、 同 一 で あ る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 ま た は
サ ブ 配 列 を い う 。 「 実 質 的 に 同 一 」 と は 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ に 対 し て 、 ま た は 、 以 下 の 配 列
比 較 ア ル ゴ ニ ズ ム の 1つ を 使 用 し て 、 も し く は 手 作 業 で の ア ラ イ メ ン ト お よ び 目 視 の 検 査
に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な 指 定 さ れ た 領 域 比 較 さ れ か つ 最 大 の 一 致 の た め に 整 列 さ れ た 場
合 に 、 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の パ ー セ ン ト （ す な わ ち 、
特 定 の 領 域 に わ た っ て 、 ま た は 特 定 さ れ て い な い 場 合 に は 、 全 体 の 配 列 に わ た っ て 、 60％
同 一 、 選 択 的 に 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 ま た は 95％ 同 一 ） を 有 す る 同 一
で あ る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 選 択 的 に 、 同 一 性 ま た は 実
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質 的 な 同 一 性 は 、 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 領 域 に わ た っ て 、 ま た は よ り 好 ま し
く は 、 100～ 500個 、 ま た は 1000個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 長 さ で
あ る 領 域 に わ た っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 多 量 体 に 関 連 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 異 種 リ ン カ ー 」 と い う 用 語 と は 、 自 然 状 態 で は 互
い に 同 じ 関 連 性 が 見 い だ さ れ な い リ ン カ ー お よ び 単 量 体 を 含 む 多 量 体 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン の 特 性 を 選 択 お よ び 最 適
化 し て 多 量 体 を 作 製 す る た め の 強 化 し た ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。 特 に 、 本 開 示 は 、 所 望 の
リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 結 合 す る 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド
メ イ ン を 同 定 す る 、 お よ び リ ン カ ー を 介 し て 連 結 す る 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 単 量 体 ド メ
イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 含 む 多 量 体 （ コ ン ビ ナ ト リ ア ル モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 ま
た は リ コ ン ビ ナ ン ト モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 と し て も 知 ら れ る ） を 作 製 す る た め の 、 方 法 、 組
成 物 、 お よ び キ ッ ト を 記 載 す る 。 多 量 体 は 、 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン と 比 較 し て 、 リ ガ ン ド
ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に つ い て 、 改 善 さ れ た 結 合 活 性 も し く は 親 和 性 ま た は 変 化 し た 特
異 性 の よ う な 、 改 善 さ れ た 表 現 型 を 有 す る 多 量 体 を 同 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
1． 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン
　 単 量 体 ド メ イ ン は 、 任 意 の サ イ ズ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 で あ り 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 単 量 体 ド メ イ ン は 、 約 25～ 約 500、 約 39～ 約 200、 約 30～ 約 100、 約 90～ 約 200、 約 30～
約 250、 約 30～ 約 60、 約 90～ 約 150、 約 100～ 約 150、 約 25～ 約 50、 ま た は 約 30～ 約 150の ア
ミ ノ 酸 を 有 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 約 30～ 約 200ア ミ ノ 酸 ；
約 25～ 約 180ア ミ ノ 酸 ； 約 40～ 約 150ア ミ ノ 酸 ； 約 50～ 約 130ア ミ ノ 酸 ； ま た は 約 75～ 約 125
ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 免 疫 ド メ イ ン は 、 代 表 的 に は 、 溶 液 中 で 安 定
な 高 次 構 造 を 維 持 し 得 る 。 時 折 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 免 疫 ド メ イ ン は 、 独 立 し て 安 定 な
高 次 構 造 に 折 り 畳 ま れ 得 る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 安 定 な 高 次 構 造 は 、 金 属 イ オ ン に よ っ
て 安 定 化 さ れ る 。 安 定 な 高 次 構 造 は 、 選 択 的 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 （ 例 え ば 、 少 な く と も 1
個 、 2個 、 ま た は 3個 ま た は そ れ 以 上 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ） を 含 み 得 る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
は 、 選 択 的 に 、 2つ の シ ス テ イ ン 残 基 間 で 形 成 さ れ 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 単 量
体 ド メ イ ン ま た は 単 量 体 ド メ イ ン の 改 変 体 は 、 例 示 さ れ た 配 列 （ 例 え ば 、 A、 C2） ま た は
本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ た 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン お よ び モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 を 記 載 す る 刊 行 物 な ら び に そ の 中 に 引 用 さ れ
る 参 照 文 献 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： Hegri,Hお よ び Bork,P、 On the classification
 and evolution of protein modules、 (1997) 、 16(5):545-551; Baron
ら 、 Protein modules (1991) 、 16(1):13-7; Pontingら 、 Evolutio
n of domain families、 (2000)、 、 54:185-244; Doolittle、 The mul
tiplicity of domains in proteins、 (1995)  64:287-314; Doolittl
eお よ び Bork、 Evolutionarity mobile modules in proteins (1993) 
、 269 (4):50-6; お よ び Bork、 Shuffled domains in extracellular proteins (1991)、

 286(1-2);47-54。 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン は ま た 、 Pfamデ ー タ ベ ー ス お よ
び SMARTデ ー タ ベ ー ス に お い て 見 い 出 さ れ る ド メ イ ン を 含 む 。 Shultzら 、 SMART： a web-ba
sed tool for the study of genetically mobile domains、 (2000)  2
8(1):231-34を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お け る 使 用 に 特 に 適 切 な 単 量 体 ド メ イ ン は 、 （ 1） β サ ン ド イ ッ チ ド メ
イ ン ； （ 2） β バ レ ル ド メ イ ン ； ま た は （ 3） ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む シ ス テ イ ン リ ッ チ ド
メ イ ン で あ る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン は 、 代 表 的 に
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は 、 α ヘ リ ッ ク ス 、 β シ ー ト 、 ま た は β バ レ ル 構 造 を 形 成 し な い 。 代 表 的 に は 、 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 は 、 ド メ イ ン が 三 次 元 構 造 に 折 り 畳 ま れ る こ と を 促 進 す る 。 通 常 、 シ ス テ イ ン リ
ッ チ ド メ イ ン は 、 少 な く と も 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 よ り 代 表 的 に は 、 少 な く と も 3つ の
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ド メ イ ン は 、 多 く の 特 徴 を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ド メ イ ン は 、
動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） に お い て 、 低 い 免 疫 原 性 を 有 す る か 、 ま た は 免 疫 原 性 を 有 し な い 。
ド メ イ ン は 小 さ な サ イ ズ を 有 し 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ド メ イ ン は 、 皮 膚 ま た は
他 の 組 織 に 浸 透 す る の に 十 分 に 小 さ い 。 ド メ イ ン は 、 一 定 の 範 囲 の イ ン ビ ボ で の 半 減 期 ま
た は 安 定 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お け る 使 用 の た め に 適 切 な 例 示 的 な 単 量 体 ド メ イ ン に は 、 例 え ば 、 EGF
様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ ル ド メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ
ン ド メ イ ン 、 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ
ン 、 ク ニ ッ ツ /ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 ト レ フ ォ イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド
メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL
受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、 ス シ ド メ イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ
ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 C型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル
ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型
F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド
メ イ ン 、 C2ド メ イ ン 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 他 の こ の よ う な ド メ イ ン 、 な ら び に こ れ ら の
誘 導 体 お よ び /ま た は 改 変 体 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 図 1は 、 LDL受 容 体 フ ァ ミ リ ー 中 の 分
子 に お い て 見 い 出 さ れ る 様 々 な 種 類 の 単 量 体 ド メ イ ン を 概 略 的 に 図 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 適 切 な 単 量 体 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 独 立 し て ま た は あ る 程 度 の
限 ら れ た 補 助 で 折 り 畳 ま れ る 能 力 を 有 す る ド メ イ ン ） が 、 Simple Modular Architecture 
Research Tool (SMART)（ Shultzら 、 SMART: a web-based tool for the study of geneti
cally mobile domains、 (2000)  28(1):231-234を 参 照 さ れ た い ） ま た
は CATH（ Pearlら 、 Assigning genomic sequences to CATH、 (2000) 
 28(1):277-282を 参 照 さ れ た い ） の よ う な コ ン ピ ュ ー タ 配 列 解 析 ツ ー ル に よ っ て 規 定

さ れ る よ う な β サ ン ド イ ッ チ ま た は β バ レ ル 三 次 元 構 造 を 含 む タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の フ ァ
ミ リ ー か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 ア
ン チ カ リ ン ド メ イ ン 、 お よ び CTLA-4由 来 の Ig様 ド メ イ ン 以 外 の ド メ イ ン を 含 む 。 こ れ ら の
ド メ イ ン の い く つ か の 局 面 は 、 2001年 9月 7日 に 刊 行 さ れ た 、 Lipovsekら に よ る 「 Protein 
scaffolds for antibody mimics and other binding proteins」 と い う 標 題 の 国 際 公 開 公
報 第 01/64942号 、 1999年 4月 8日 に 刊 行 さ れ た 、 Besteら に よ る 「 Anticlins」 と い う 標 題 の
国 際 公 開 公 報 第 99/16873号 お よ び 2000年 10月 12日 に 公 開 さ れ た 、 Desmetら に よ る 「 A poly
peptide structure for use as a scaffold」 と い う 標 題 の 国 際 公 開 公 報 第 00/60070号 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 に 記 載 の よ う に 、 単 量 体 ド メ イ ン は 選 択 的 に シ ス テ イ ン リ ッ チ で あ る 。 適 切 な シ ス
テ イ ン リ ッ チ 単 量 体 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン （ Aド メ イ ン ） ま た
は EGF様 ド メ イ ン を 含 む 。 単 量 体 ド メ イ ン は ま た 、 負 に 荷 電 し た 残 基 の ク ラ ス タ ー を 有 し
得 る 。 選 択 的 に 、 単 量 体 ド メ イ ン は 、 反 復 配 列 （ 例 え ば 、 β プ ロ ペ ラ ド メ イ ン に お い て 見
い 出 さ れ る よ う な YWTD） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン の 他 の 特 徴 に は 、 リ ガ ン ド を 結 合 す る 能 力 （ 例 え ば 、 LDL受 容 体 ク ラ ス A
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ド メ イ ン 、 ま た は CUBド メ イ ン （ 補 体 C1r/C1s、 Uegf、 お よ び 骨 形 成 タ ン パ ク 質 -1ド メ イ ン
） に お け る 場 合 ） 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス ま た は 内 部 移 行 に 関 与 す る 能 力 （ 例 え ば 、 LDL受
容 体 の 細 胞 質 側 テ ー ル ま た は Megalinの 細 胞 質 側 テ ー ル に お け る 場 合 ） 、 イ オ ン を 結 合 す
る 能 力 （ 例 え ば 、 LDL受 容 体 Aド メ イ ン に よ る Ca 2 ＋ 結 合 ） 、 お よ び /ま た は 細 胞 接 着 に 関 与
す る 能 力 （ 例 え ば 、 EGF様 ド メ イ ン に お け る 場 合 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン の 特 徴 に は 、 独 立 し て 折 り 畳 ま れ る 能 力 お よ び 安 定 な 構 造 を 形 成 す る 能
力 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 単 量 体 ド メ イ ン の 構 造 は 、 し ば し ば 保 存 さ れ て い る が 、 単 量 体 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 保 存 さ れ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 Aド メ イ ン 構 造 は 、 A
ド メ イ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い る が 、 Aド メ イ ン の 核 酸 配 列 は 保 存 さ れ
て い な い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 単 量 体 ド メ イ ン は 、 そ の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び そ の カ ル シ ウ
ム に 対 す る 親 和 性 に よ っ て Aド メ イ ン と し て 分 類 さ れ る が 、 そ の 核 酸 配 列 に よ っ て は 必 ず
し も 分 類 さ れ な い 。 図 2を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 詳 細 に は 、 Aド メ イ ン （ 時 折 、 「 相 補 型 反 復 」 と 呼 ば れ る ） は 、 約 30～ 50ア ミ ノ 酸 を 含
む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の ド メ イ ン は 約 35～ 45ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 い く つ か の 場 合
に は 約 40ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 30～ 50ア ミ ノ 酸 中 に は 、 約 6つ の シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 す る 。
こ れ ら 6つ の シ ス テ イ ン で は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 代 表 的 に は 、 以 下 の シ ス テ イ ン 間 で
見 い 出 さ れ る ： C1お よ び C3、 C2お よ び C5、 な ら び に 、 C4お よ び C6。 Aド メ イ ン は 、 リ ガ ン
ド 結 合 部 分 を 構 成 す る 。 こ の ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連
結 さ れ 、 コ ン パ ク ト で 、 安 定 な 、 機 能 的 に 独 立 し た 部 分 を 形 成 す る 。 図 3を 参 照 さ れ た い
。 こ れ ら の 反 復 の ク ラ ス タ ー は 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 形 成 し 、 差 次 的 な ク ラ ス タ ー 形
成 は 、 リ ガ ン ド 形 成 に 関 連 す る 特 異 性 に 影 響 を 与 え 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 例 示 的 な Aド メ イ ン 配 列 お よ び 共 通 配 列 は 、 図 2、 3、 お よ び 8に 示 さ れ る 。 図 9は 、 引 き
続 く シ ス テ イ ン 間 の 間 隔 を 有 す る Aド メ イ ン に お け る 残 基 の 位 置 お よ び 存 在 を 示 す 。 さ ら
に 、 図 10は 、 多 数 の Aド メ イ ン を 示 し 、 保 存 性 ア ミ ノ 酸 の リ ス ト を 提 供 す る 。 Aド メ イ ン を
同 定 す る た め に 有 用 な 1つ の 代 表 的 な 共 通 配 列 は 以 下 で あ る ：
　
　
こ こ で 角 括 弧 ［ ］ 内 の 残 基 は 、 1つ の 位 置 で 可 能 な 残 基 を 示 す 。 「 X（ ＃ ） 」 は 残 基 の 数 を
示 す 。 こ れ ら の 残 基 は 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 得 る 。 2つ の 数 字 を 含 む 丸 括 弧 （ ） は
、 そ の 位 置 を 占 め 得 る ア ミ ノ 酸 の 範 囲 を い う （ 例 え ば 、 「 ［ DE］ -X（ 1 ， 5 ） ― C」 は 、 ア
ミ ノ 酸 DEの 後 に 1個 、 2個 、 3個 、 4個 、 ま た は 5個 の 残 基 が 続 き 、 そ の 後 に Cが 続 く こ と を 意
味 す る ） 。 こ の 共 通 配 列 は 、 第 3の シ ス テ イ ン で 開 始 す る Aド メ イ ン の 部 分 の み を 表 す 。 第
2の 一 致 は 以 下 で あ る ：
　
　
第 2の 一 致 は 、 6つ す べ て の シ ス テ イ ン 残 基 に わ た る ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 Aド メ イ ン 改 変 体 は 、 上 記 の 配 列 の い ず れ か と 実 質 的 に 同 一 な 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 今 日 ま で 、 少 な く と も 190個 の ヒ ト Aド メ イ ン が 、 cDNA配 列 に 基 づ い て 同 定 さ れ て い る 。
例 え ば 、 図 10を 参 照 さ れ た い 。 Aド メ イ ン を 含 む 例 示 的 な タ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば 、 補 体
成 分 （ 例 え ば 、 C6、 C7、 C8、 C9、 お よ び I因 子 ） 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば 、 エ ン テ
ロ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 マ ト リ プ タ ー ゼ 、 お よ び コ リ ン ） 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ST7、 L
RP3、 LRP5、 お よ び LRP6） 、 お よ び エ ン ド サ イ ト ー シ ス 受 容 体 （ 例 え ば 、 サ ル チ リ ン （ Sor
tilin） 関 連 受 容 体 、 LDL受 容 体 、 VLDLR、 LRP1、 LRP2、 お よ び ApoER2） が 含 ま れ る 。 Aド メ
イ ン お よ び Aド メ イ ン 改 変 体 は 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び そ の 改 変 体 と し て 、 本 発 明 の 実 施
に お い て 容 易 に 使 用 さ れ 得 る 。 Aド メ イ ン の さ ら な る 記 載 は 、 以 下 の 刊 行 物 お よ び そ こ で
引 用 さ れ る 参 照 文 献 に お い て 見 出 さ れ 得 る ： Howellお よ び Hertz、 The LDL receptor gene
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 family: signaling functions during development、 (2001) 
 11: 74-81；  Hertz (2001)、 前 記 ； Krieger、 The "best" of cholesterols、 the

 "worst" of cholesterols: A tale of two receptors、 (1998)  95: 4077-4080； Go
ldsteinお よ び Brown、 The Cholesterol Quartet、 (2001) 、 292: 1310-1312； な
ら び に 、 Moestrupお よ び Verroust、 Megalin-and Cubiin-Mediated Endocytosis of Prote
in-Bound Vitamins, Lipids, and Hormones in Polarized Epithelia、 (2001) 

 21: 407-28。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お け る 使 用 の た め に 適 切 な 別 の 例 示 的 な 単 量 体 ド メ イ ン は C2ド メ イ ン で
あ る 。 C2単 量 体 ド メ イ ン は 、 2つ 、 4つ の 鎖 の β シ ー ト か ら な る コ ン パ ク ト な β サ ン ド イ ッ
チ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ こ で 、 こ の ド メ イ ン の 「 ト ッ プ 」 の ル ー プ お よ び こ の ド
メ イ ン の 「 ボ ト ム 」 の ル ー プ は 、 8つ の β 鎖 を 連 結 し て い る 。 C2単 量 体 ド メ イ ン は 2つ の サ
ブ ク ラ ス 、 す な わ ち 、 ト ポ ロ ジ ー I（ シ ナ プ ト タ グ ミ ン 様 ト ポ ロ ジ ー ） 、 お よ び ト ポ ロ ジ
ー II（ サ イ ト ゾ ル ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2様 ト ポ ロ ジ ー ） を 、 そ れ ぞ れ 有 す る C2単 量 体 ド メ イ ン
に 分 け ら れ 得 る 。 ト ポ ロ ジ ー Iを 有 す る C2単 量 体 ド メ イ ン は 、 分 子 の 「 ト ッ プ 」 に 3つ の ル
ー プ （ そ れ ら の す べ て が Ca 2 ＋ 結 合 ル ー プ で あ る ） を 含 む が 、 ト ポ ロ ジ ー IIを 有 す る C2単
量 体 ド メ イ ン は 、 分 子 の 「 ト ッ プ 」 に 4つ の ル ー プ （ そ れ ら の 内 で 3つ の み が Ca 2 ＋ 結 合 ル
ー プ で あ る ） を 含 む 。 C2単 量 体 ド メ イ ン の 構 造 は 、 Rizoお よ び Sudhof、 J.Biol.Chem.273;
 15879-15882 (1998)な ら び に Cho、 J.Biol.Chem.276; 32407-32410 (2001)に よ っ て 概 説
さ れ て い る 。 「 ル ー プ 領 域 1」 、 「 ル ー プ 領 域 2」 、 お よ び 「 ル ー プ 領 域 3」 と い う 用 語 と
は 、 分 子 の 「 ト ッ プ 」 に 位 置 す る Ca 2 ＋ 結 合 ル ー プ 領 域 を い う 。 こ の 命 名 法 （ こ れ は 、 分
子 の 「 ト ッ プ 」 に 位 置 す る 3つ の Ca 2 ＋ 結 合 ル ー プ を Ca 2 ＋ 結 合 ル ー プ で な い ル ー プ （ 主 と
し て 分 子 の 「 ボ ト ム 」 に 位 置 す る ） と 区 別 す る た め に 使 用 さ れ る ） は 、 広 範 に 使 用 さ れ 、
文 献 中 で 認 知 さ れ て い る 。 Rizoお よ び Sudhof、 J.Biol.Chem. 273; 15879-15882 (1998) 
を 参 照 さ れ た い 。 ル ー プ 領 域 1、 2、 お よ び 3は 標 的 結 合 領 域 を 示 し 、 従 っ て 、 結 合 特 異 性
お よ び 親 和 性 を 調 節 す る た め に 変 化 さ せ 得 る 。 C2ド メ イ ン の 残 り の 部 分 は 、 所 望 の 場 合 、
変 更 す る こ と な し に 維 持 さ れ 得 る 。 い く つ か の 例 示 的 な C2ド メ イ ン は 以 下 の 配 列 と 実 質 的
に 同 一 で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
残 基 1～ 16、 29～ 48、 54～ 77、 お よ び 86～ 123は ル ー プ 領 域 1、 2、 お よ び 3の 外 側 に 局 在 す
る 位 置 を 、 残 基 17～ 28、 49～ 53、 お よ び 78～ 85は ル ー プ 領 域 1、 2、 お よ び 3を 、 そ れ ぞ れ
構 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン の 他 の 例 は 、 EGF型 反 復 お よ び CUBド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 キ ャ ビ リ ン
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（ Cubilin） に お い て 見 出 さ れ 得 る 。 CUBド メ イ ン は リ ガ ン ド 結 合 に 関 与 す る （ 例 え ば 、 い
く つ か の リ ガ ン ド に は 、 内 因 子 （ IF） -ビ タ ミ ン B12、 受 容 体 結 合 タ ン パ ク 質 （ RAP） 、 Apo
　 A-I、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 Ig軽 鎖 、 お よ び カ ル シ ウ ム が 含 ま れ る ） 。 Moest
rupお よ び Verroust、 前 記 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 メ ガ リ ン も ま た 、 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 。 詳 細 に は 、 メ ガ リ ン は 、 LDL受 容 体 型 A
ド メ イ ン 、 EGF型 反 復 、 膜 貫 通 セ グ メ ン ト 、 お よ び 細 胞 質 テ ー ル を 有 す る 。 メ ガ リ ン は 、
多 様 な リ ガ ン ド の セ ッ ト （ 例 え ば 、 ApoB、 ApoE、 ApoJ、 ク ラ ス タ リ ン 、 ApopH/β 2-グ リ コ
プ ロ テ イ ン I、 PTH、 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 イ ン ス リ ン 、 ア ミ ノ グ リ コ
シ ド 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ト リ コ サ ン チ ン 、 PAI-1、 PAI-1-ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 PA
I-1-tPA、 プ ロ -ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 R
AP、 Ig軽 鎖 、 カ ル シ ウ ム 、 C1q、 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 EGF、 プ ロ ラ ク
チ ン 、 リ ゾ チ ー ム 、 シ ト ク ロ ム c、 PAP-1、 臭 気 物 質 結 合 タ ン パ ク 質 、 精 嚢 分 泌 タ ン パ ク 質
II） を 結 合 す る 。 Moestrupお よ び Verroust、 前 記 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 い く つ か の 例 示 的 な 単 量 体 ド メ イ ン の 記 載 は 以 下 の 刊 行 物 お よ び そ こ に 引 用 さ れ る 参 照
文 献 中 に 見 出 さ れ 得 る ：
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【 ０ ０ ７ ９ 】
　 VLDLRタ ン パ ク 質 、 ApoER2タ ン パ ク 質 、 お よ び LRP1タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら の 単 量 体
ド メ イ ン を 記 載 す る 他 の 刊 行 物 に は 、 以 下 の 刊 行 物 お よ び そ こ に 引 用 さ れ る 参 照 文 献 中 が
含 ま れ る ：
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン に 関 連 す る 他 の 参 照 文 献 に は 、 以 下 の 刊 行 物 お よ び そ こ に 引 用 さ れ る 参
照 文 献 も 含 ま れ る ：
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 核 酸 と も い う ） は 、 代 表 的 に は 、 発 現
を 通 し て 単 量 体 ド メ イ ン を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸
は 、 種 々 の 異 な る 供 給 源 に 由 来 し 得 る 。 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 天 然 に 存 在 す
る 単 量 体 ド メ イ ン 、 変 化 さ せ た 単 量 体 ド メ イ ン （ す な わ ち 、 単 量 体 ド メ イ ン 改 変 体 ） 、 ま
た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を コ ー ド す る 複 数 の 異 な る 核 酸 を 発 現 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 、 選 択 さ れ た リ ガ ン ド も し く は 所 望 の リ ガ ン ド 、 ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 結
合 す る 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 単 量
体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン は 、 所 望 の 特 性 （ 例 え ば 、 結 合 親 和 性 ） に つ い て
同 定 ま た は 選 択 さ れ 、 次 い で 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン は 、 多 量 体 を
形 成 す る 。 例 え ば 、 図 5を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 態 様 の た め に 、 所 望 の 特 性 （ 例 え ば 、
特 定 の 結 合 特 性 ） を 有 す る ド メ イ ン の 選 択 を 生 じ る 任 意 の 方 法 が 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
本 発 明 の 方 法 は 、 異 な る 複 数 の 核 酸 を 提 供 す る 工 程 （ こ こ で 各 核 酸 は 、 単 量 体 ド メ イ ン を
コ ー ド す る ） ； こ の 異 な る 複 数 の 核 酸 を 翻 訳 し 、 そ れ に よ っ て 異 な る 複 数 の 単 量 体 ド メ イ
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ン を 提 供 す る 工 程 ； 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 の 結 合 に つ い て 、 異 な る 複 数
の 単 量 体 ド メ イ ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； お よ び 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の
混 合 物 を 結 合 す る 異 な る 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン の メ ン バ ー を 同 定 す る 工 程 、 を 包 含 し 得 る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 に 述 べ た よ う に 、 単 量 体 ド メ イ ン は 、 天 然 に 存 在 す る も の で あ る か 、 ま た は 変 化 さ
せ た も の （ 非 天 然 の 改 変 体 ） で あ り 得 る 。 「 天 然 に 存 在 す る 」 と い う 用 語 は 、 対 象 の も の
が 天 然 に 見 出 さ れ 得 る こ と を 示 す た め に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 天 然 の 単 量 体
ド メ イ ン は 、 ヒ ト 単 量 体 ド メ イ ン 、 ま た は 選 択 的 に 、 異 な る 種 ま た は 供 給 源 （ 例 え ば 、 哺
乳 類 、 霊 長 類 、 齧 歯 類 、 魚 類 、 鳥 類 、 爬 虫 類 、 植 物 な ど ） 由 来 の ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 天
然 に 存 在 す る 単 量 体 ド メ イ ン は 、 多 く の 方 法 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNAま た は cDNAの PCR増 幅 に
よ る 方 法 ） に よ っ て 入 手 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 天 然 に 存 在 す る ド メ イ ン ま た は 天 然 に は 存 在 し な い 改 変 体
で あ り 得 る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 天 然 に
存 在 す る 単 量 体 ド メ イ ン 、 天 然 に は 存 在 し な い 単 量 体 ド メ イ ン 改 変 体 、 ま た は そ れ ら の 組
み 合 わ せ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン 改 変 体 は 、 先 祖 ド メ イ ン 、 キ メ ラ ド メ イ ン 、 ラ ン ダ ム ド メ イ ン 、 変 異 ド
メ イ ン な ど を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 先 祖 ド メ イ ン は 、 系 統 発 生 的 解 析 に 基 づ き 得 る 。 キ メ ラ
ド メ イ ン は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 領 域 が 、 同 じ フ ァ ミ リ ー の 他 の ド メ イ ン 由 来 の 対 応 す
る 領 域 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 。 ラ ン ダ ム ド メ イ ン は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 領 域 が ラ ン
ダ ム 化 さ れ て い る ド メ イ ン で あ る 。 ラ ン ダ ム 化 は 、 全 体 的 な ラ ン ダ ム 化 に 基 づ き 得 る か 、
ま た は 選 択 的 に 、 自 然 分 布 に 基 づ く 部 分 的 な ラ ン ダ ム 化 に 基 づ き 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 天 然 に は 存 在 し な い 単 量 体 ド メ イ ン ま た は 変 化 さ せ た 単 量 体 ド メ イ ン は 、 多 く の 方 法 に
よ っ て 作 製 さ れ 得 る 。 変 異 誘 発 の 任 意 の 方 法 （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 お よ び ラ ン ダ
ム 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 化 学 的 変 異 誘 発 ） ） が 、 改 変 体 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 エ ラ ー の 生 じ や す い PCRが 、 改 変 体 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 。 さ ら な る 方 法 に は 、 天 然 に 存 在 す る 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン 中 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸 を 整 列
さ せ る こ と に よ っ て 天 然 に 存 在 す る 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン を 整 列 さ せ る 工 程 ； な ら び に 、
保 存 性 ア ミ ノ 酸 を 維 持 す る こ と 、 お よ び 保 存 性 ア ミ ノ 酸 周 辺 に ア ミ ノ 酸 を 挿 入 、 欠 失 、 ま
た は 変 更 さ せ る こ と に よ っ て 、 天 然 に は 存 在 し な い 単 量 体 ド メ イ ン を 設 計 し て 、 天 然 に は
存 在 し な い 単 量 体 ド メ イ ン を 生 成 す る 工 程 が 含 ま れ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 保 存 性 ア ミ
ノ 酸 残 基 に は シ ス テ イ ン が 含 ま れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 挿 入 工 程 は ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 を
使 用 す る か 、 ま た は 選 択 的 に 、 挿 入 工 程 は 、 天 然 に 存 在 す る 単 量 体 ド メ イ ン の 部 分 を 使 用
す る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 合 成 的 に 挿 入 さ れ 得 る か 、 ま た は 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 天 然 に 存 在 す る 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は
ま た 、 混 合 お よ び /ま た は 組 み 換 え さ れ 得 （ 例 え ば 、 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 産 生 さ れ た 断
片 を 使 用 す る こ と に よ っ て ） 、 全 長 の 、 修 飾 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン
を 生 成 す る 。 こ の 断 片 お よ び 単 量 体 ド メ イ ン は ま た 、 そ の ド メ イ ン ま た は 断 片 を コ ー ド す
る 核 酸 を 操 作 す る こ と に よ っ て 組 み 換 え ら れ 得 る 。 例 え ば 、 単 量 体 ド メ イ ン の 断 片 を コ ー
ド す る 核 酸 構 築 物 を 連 結 す る 工 程 は 、 変 化 さ せ た 単 量 体 ド メ イ ン を 生 成 す る た め に 使 用 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 変 化 さ せ た 単 量 体 ド メ イ ン は ま た 、 ペ プ チ ド 配 列 の 、 保 存 性 配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 擬 似
ラ ン ダ ム 配 列 、 ま た は 定 義 さ れ た 配 列 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ レ ク シ ョ
ン （ 例 え ば 、 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 提 供 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。 こ れ
ら の 配 列 は 、 次 い で 、 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 所 定 の 位 置 へ の
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連 結 に よ っ て 挿 入 さ れ る 。 同 様 に 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 単 量 体 ド メ イ ン の 配 列 の 多 様 性
は 、 部 位 特 異 的 変 位 誘 発 、 ラ ン ダ ム 変 異 、 擬 似 ラ ン ダ ム 変 異 、 定 め ら れ た カ ー ネ ル （ kern
al） 変 異 、 コ ド ン に 基 づ く 変 異 な ど で 単 量 体 ド メ イ ン を 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 拡 張 さ れ
得 る 。 得 ら れ る 核 酸 分 子 は 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 増 幅 の た め に 、 宿 主 中 で 増 殖 さ れ 得 る 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 核 酸 は シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 を 組 み 換 え る 、 お よ び 所 望 の リ
ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 な ど を 結 合 す る 単 量 体 ド メ イ ン に つ い て 得 ら れ た ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン 核 酸 は ま た
、 ニ ュ ー ト ラ ル な 配 列 （ す な わ ち 、 結 合 に 対 し て 実 質 的 な 機 能 的 効 果 を 有 し な い 配 列 ） を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と シ ャ ッ フ リ ン グ す る こ と に よ っ て 戻 し 交 配 さ れ （ 例 え
ば 、 選 択 さ れ た 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の 野 生 型 ま た は 天 然 に 存 在 す る 配 列 と 戻 し 交 配 す る こ
と に よ っ て ） 、 ネ イ テ ィ ブ 様 の 機 能 的 単 量 体 ド メ イ ン を 作 製 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に
、 戻 し 交 配 の 間 に 、 引 き 続 く 選 択 が 、 特 性 （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 ） を 保 持 す る
た め に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 単 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 調 製 さ れ る
。 こ の よ う な 場 合 、 単 量 体 ド メ イ ン は 、 単 離 お よ び シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ て 、 単 量 体 ド メ イ
ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を コ ン ビ ナ ト リ ア ル 的 に 組 み 換 え る （ 組 換 え は 、 単 量 体 ド メ イ ン
間 も し く は 単 量 体 ド メ イ ン 内 、 ま た は そ の 両 方 で 起 こ り 得 る ） 。 第 1の 工 程 は 、 所 望 の 特
性 （ 例 え ば 、 特 定 の リ ガ ン ド に つ い て の 親 和 性 ） を 有 す る 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る こ と
を 含 む 。 組 換 え の 間 に 保 存 性 ア ミ ノ 酸 を 維 持 す る 一 方 、 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸
配 列 は 、 組 み 換 え ら れ 得 る か 、 ま た は 組 み 換 え ら れ か つ 多 量 体 に 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン の 選 択 は 、
種 々 の 手 順 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 所 望 の 特 性 を 有 す る 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /
ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 同 定 す る た め の 1つ の 方 法 は 、 複 数 の 核 酸 を 翻 訳 す る 工 程 （ こ こ で
は 、 各 核 酸 は 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を コ ー ド す る ） 、 複 数 の 核 酸 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 、 な ら び に 、 例 え ば 、 所 望 の
リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 結 合 す る 、 こ れ ら の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免
疫 ド メ イ ン を 同 定 し 、 そ れ に よ っ て 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ
ン を 作 製 す る 工 程 を 包 含 す る 。 各 々 の 核 酸 に よ っ て 発 現 さ れ る 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま
た は 免 疫 ド メ イ ン は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 （ す な わ ち 、 パ ニ ン グ 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 FACS解 析 ） に よ っ て 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に つ い
て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 上 記 に 述 べ た よ う に 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン の 選 択 は 、 標 的 タ ン
パ ク 質 ま た は 他 の 標 的 分 子 （ 例 え ば 、 脂 質 、 糖 質 、 核 酸 な ど ） の よ う な リ ガ ン ド へ の 結 合
に 基 づ き 得 る 。 他 の 分 子 は 、 選 択 的 に 、 標 的 と 共 に 方 法 中 に 含 ま れ 得 る （ 例 え ば 、 Ca 2 ＋

の よ う な イ オ ン ） 。 リ ガ ン ド は 、 公 知 の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン の 1つ
に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る リ ガ ン ド ） で あ り 得 る か 、 ま た は 例 え ば 、 所 望 の リ ガ ン ド
は 、 未 知 の 単 量 体 ド メ イ ン リ ガ ン ド で あ り 得 る 。 例 え ば 、 Aド メ イ ン に 結 合 す る い く つ か
の リ ガ ン ド を 例 証 し て い る 図 4を 参 照 さ れ た い 。 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ
ン の 他 の 選 択 は 、 例 え ば 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 機 能 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 増 強 に 基
づ き 得 る 。 標 的 タ ン パ ク 質 の 活 性 に は 、 例 え ば 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス も し く は 内 部 移 行 、
第 2メ ッ セ ン ジ ャ ー 系 の 誘 導 、 遺 伝 子 の 上 方 制 御 も し く は 下 方 制 御 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
へ の 結 合 、 分 子 の 放 出 、 ま た は 高 次 構 造 の 変 化 が 含 ま れ 得 る 。 こ の 場 合 、 リ ガ ン ド は 公 知
で あ る 必 要 は な い 。 選 択 は ま た 、 高 処 理 能 力 ア ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン が リ ガ ン ド に 結 合 す る そ の 能 力 に 基 づ い て
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選 択 さ れ る 場 合 、 そ の 選 択 の 根 拠 に は 、 通 常 、 高 い 親 和 性 が 予 測 さ れ る 、 遅 い 解 離 速 度 に
基 づ く 選 択 が 含 ま れ 得 る 。 リ ガ ン ド の 結 合 価 は ま た 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /
ま た は 免 疫 ド メ イ ン の 平 均 結 合 親 和 性 を 制 御 す る た め に 変 動 さ れ 得 る 。 リ ガ ン ド は 、 例 え
ば 、 競 合 物 質 化 合 物 を 含 め る こ と に よ っ て 、 希 釈 に よ っ て 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 方
法 に よ っ て 、 変 動 さ せ た 濃 度 で 表 面 ま た は 基 質 に 結 合 さ れ 得 る 。 高 濃 度 （ 結 合 価 ） の 所 定
の リ ガ ン ド は 、 比 較 的 低 い 親 和 性 を 有 す る 単 量 体 ド メ イ ン を 富 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 、
一 方 低 濃 度 （ 結 合 価 ） は 、 よ り 高 い 親 和 性 の 単 量 体 ド メ イ ン を 優 先 的 に 富 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 種 々 の レ ポ ー テ ィ ン グ デ ィ ス プ レ イ の ベ ク タ ー ま た は 系 は 、 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン 、
免 疫 ド メ イ ン 、 お よ び /ま た は 多 量 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る た め 、 お よ び 所 望 の 活
性 に つ い て 試 験 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 系 は 、 単 量 体 ド
メ イ ン が フ ァ ー ジ 表 面 に 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 系 で あ る （ Pharmacia、 Milwauk
ee Wis.） 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を コ ー
ド す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 上 で の 提 示 を （ 代 表 的 に は
、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 外 殻 タ ン パ ク 質 と の 融 合 物 と し て ） 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 一 般 的 に 、 こ れ ら の 方 法 に お い て 、 各 々 の フ ァ ー ジ 粒 子 ま た は 細 胞 は 、 天 然 の フ ァ ー ジ
ま た は 細 胞 の タ ン パ ク 質 配 列 に 加 え て 、 デ ィ ス プ レ イ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 単 一 の 種 を デ
ィ ス プ レ イ す る 個 々 の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー と し て 機 能 す る 。 複 数 の 核 酸 が 、 融 合 タ ン パ
ク 質 の 転 写 を 生 じ る 部 位 で フ ァ ー ジ DNAに ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 が 複
数 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 核 酸 分 子 を 含 む フ ァ ー ジ は 、 細 胞 中 で 複 製 お よ び 転 写 を
受 け る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の リ ー ダ ー 配 列 は 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 先 端 へ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 輸
送 を 方 向 付 け る 。 従 っ て 、 こ の 核 酸 に よ っ て 部 分 的 に コ ー ド さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 上
記 ま た は 下 記 に 記 載 し た 方 法 に よ る 検 出 お よ び 選 択 の た め に 、 フ ァ ー ジ 粒 子 上 で デ ィ ス プ
レ イ さ れ る 。 例 え ば 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 定 の （ 所 望 の ） リ ガ ン ド と イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ 得 、 そ の 結 果 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る 融 合 タ ン パ ク 質 配 列 を 提 供 す る フ ァ ー ジ 粒 子
は 、 所 定 の リ ガ ン ド に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 提 供 し な い フ ァ ー ジ 粒 子 か ら 、 差 次 的
に 分 配 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の 分 離 は 、 所 定 の リ ガ ン ド を 固 定 化 す る こ と に よ っ て 提 供 さ れ
得 る 。 次 い で 、 固 定 化 さ れ た リ ガ ン ド に 結 合 す る フ ァ ー ジ 粒 子 （ す な わ ち 、 ラ イ ブ ラ リ ー
メ ン バ ー ） は 回 収 さ れ 、 親 和 性 富 化 お よ び フ ァ ー ジ 複 製 の 引 き 続 く ラ ウ ン ド の た め に 、 選
択 さ れ た フ ァ ー ジ の 亜 集 団 を 増 幅 す る た め に 複 製 さ れ る 。 親 和 性 富 化 お よ び フ ァ ー ジ 複 製
の 数 回 の ラ ウ ン ド の 後 で 、 こ の よ う に 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 単 離 さ
れ 、 デ ィ ス プ レ イ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 決 定 さ れ 、 そ
れ に よ っ て 、 所 定 の リ ガ ン ド に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 同 定 す る 。 こ の よ う な 方 法
は 、 PCT公 開 広 報 第 91/17271号 、 第 91/18980号 、 第 91/19818号 、 お よ び 第 93/08278号 に さ
ら に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 他 の デ ィ ス プ レ イ 系 の 例 に は 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ 、 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 デ ィ ス プ レ
イ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,281,344号 ； 同 第 6,194,550号 ； 同 第 6,207,446号 ； 同 第 6,214,5
53号 ； お よ び 同 第 6,258,558号 を 参 照 さ れ た い ） 、 細 胞 表 面 デ ィ ス プ レ イ な ど が 挙 げ ら れ
る 。 細 胞 表 面 デ ィ ス プ レ イ に は 、 種 々 の 細 胞 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 お よ び /
ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 ） が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 が デ ィ ス プ レ イ と し て 使 用 さ れ た 場 合 、 核 酸 （
例 え ば 、 PCR増 幅 、 続 い て 消 化 に よ っ て 得 ら れ た も の ） は 、 細 胞 に 導 入 さ れ 翻 訳 さ れ る 。
選 択 的 に 、 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン ま た は 多 量 体 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド が 導 入 さ れ 得
る （ 例 え ば 、 細 胞 へ の 注 入 に よ っ て ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ る 組 成 物 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 本
発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む （ 1つ お よ び /ま た は 複 数 の ） ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 選 択 ま た は 同 定 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 免 疫 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー な ら び に 単 量 体 ド メ イ ン
お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 こ の ラ イ ブ ラ
リ ー に は 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を コ ー ド す る 、 例 え ば 、 約 100、 25
0、 500ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 が 含 ま れ 得 る か 、 ま た は こ の ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 単 量 体 ド メ
イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を コ ー ド す る 、 例 え ば 、 約 100、 250、 500ま た は そ れ 以 上
の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ 得 る 。 ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 同 じ シ ス テ イ ン フ レ ー ム （ 例 え ば 、 A
ド メ イ ン ま た は EGF様 ド メ イ ン ） を 含 む 単 量 体 ド メ イ ン が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 改 変 体 は 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン （ 例
え ば 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン ） の 同 じ フ ァ ミ リ ー 由 来 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る
配 列 を 組 換 え る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 ま た は 、 異 な る フ ァ ミ リ ー 由 来 の 2つ ま た は そ
れ 以 上 の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン が 組 み 合 わ さ れ て 多 量 体 を 形
成 し 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 以 下 の フ ァ ミ リ ー ク ラ ス の 少 な く と も 1
つ の 単 量 体 ま た は 単 量 体 改 変 体 か ら 形 成 さ れ る ： EGF様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ ル ド メ イ ン 、 I
型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン イ
ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 ト レ フ ォ イ ル
（ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 様 ド メ イ
ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、 ス シ ド メ イ ン
、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 C型 レ
ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ ン B
ド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ ン
、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 C2ド メ イ ン 、 お よ び こ れ ら の
誘 導 体 。 別 の 態 様 に お い て 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン に は 、 Pfamデ ー
タ ベ ー ス お よ び /ま た は SMARTデ ー タ ベ ー ス に お い て 見 い 出 さ れ る 1つ ま た は そ れ 以 上 の ド
メ イ ン が 含 ま れ 得 る 。 上 記 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー の
1つ ま た は そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 、 お よ び そ の ラ イ ブ ラ リ ー
の 1つ ま た は そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の デ ィ ス プ レ イ も ま た 、 本 発 明
に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 選 択 的 に 、 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 文 字 列 の デ ー タ セ ッ ト は 、 例 え ば 、 単 量 体
ド メ イ ン を コ ー ド す る 第 1の 文 字 列 を 、 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 1つ ま た は そ れ
以 上 の 文 字 列 と 混 合 し 、 そ れ に よ っ て 単 量 体 ド メ イ ン （ 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る ド メ
イ ン を 含 む ） を コ ー ド す る 核 酸 文 字 列 の デ ー タ セ ッ ト を 作 製 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ 得
る 。 別 の 態 様 に お い て 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン に は 、 Pfamデ ー タ ベ
ー ス お よ び /ま た は SMARTデ ー タ ベ ー ス に お い て 見 い 出 さ れ る 1つ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ
ン が 含 ま れ 得 る 。 本 方 法 は 、 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 第 1の 文 字 列 お よ び 異 な る 単 量
体 ド メ イ ン コ ー ド す る 1つ ま た は そ れ 以 上 の 第 2の 文 字 列 を コ ン ピ ュ ー タ に 挿 入 す る 工 程 、
な ら び に 、 多 量 体 文 字 列 ま た は そ の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 コ ン ピ ュ ー タ で 生 成 す る 工 程 を さ ら
に 包 含 し 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 望 の 特 性 （ 例 え ば 、 所 望 の リ ガ ン ド も し く は リ ガ ン ド の 混 合 物 の 結
合 ） に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 例 え ば 、 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ
ー は 、 公 知 で あ る か ま た は 知 ら れ て い な い 、 リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 へ の 結 合 に
つ い て デ ィ ス プ レ イ さ れ か つ あ ら か じ め ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 次 い で 、 単 量 体 ド メ イ
ン 配 列 は 、 変 異 誘 発 さ れ 得 る か （ 例 え ば 、 組 み 換 え ら れ 、 化 学 的 に 変 化 さ れ る な ど ） 、 さ
も な く ば 変 化 さ れ 、 新 規 な 単 量 体 ド メ イ ン が 、 改 善 さ れ た 親 和 性 を 有 す る リ ガ ン ド ま た は
リ ガ ン ド の 混 合 物 へ の 結 合 に つ い て 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ
イ ン は 、 合 わ さ れ る か ま た は 連 結 さ れ て 多 量 体 を 形 成 し 得 、 次 い で 、 こ の 多 量 体 は 、 リ ガ
ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 対 す る 改 善 さ れ た 親 和 性 も し く は 結 合 活 性 、 ま た は 変 化 さ
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れ た 特 異 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 変 化 さ れ た 特 異 性 は 、 特 異 性 が 広 げ ら れ る
こ と （ 例 え ば 、 複 数 の 関 連 す る ウ イ ル ス の 結 合 ） を 意 味 し 得 る か 、 ま た は 選 択 的 に 、 変 化
し た 特 異 性 は 、 特 異 性 が 狭 め ら れ る こ と （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド の 特 定 の 領 域 内 で の 結 合 ） を
意 味 し 得 る 。 当 業 者 は 、 結 合 活 性 を 計 算 す る た め に 利 用 可 能 で あ る 、 多 く の 方 法 が 存 在 す
る こ と を 認 識 し て い る 。 例 え ば 、 Mammenら 、 Angew Chem Int. Ed. 37:2754-2794 (1998)
； Mullerら 、 Anal. Biochem. 261: 149-158 (1998)を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ １ ０ ２ 】
　 当 業 者 は 、 結 果 を 最 適 化 す る た め に 、 変 種 を 生 成 す る 工 程 、 お よ び 所 望 の 特 性 に つ い て
ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 が 反 復 さ れ 得 る （ す な わ ち 、 再 帰 的 に 実 行 さ れ る ） こ と を 認 識 す
る 。 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 他 の 同 様 の 形 式 に お い て 、 ラ イ ブ
ラ リ ー の 第 1の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 比 較 的 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 実 行 さ れ 得 、 そ れ に
よ っ て 標 的 分 子 と 結 合 す る 可 能 な 限 り 多 く の 粒 子 が 選 択 さ れ る 。 次 い で 、 選 択 さ れ た 粒 子
は 単 離 さ れ 得 、 単 量 体 ま た は 多 量 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 粒 子 か ら 単 離 さ れ 得
る 。 次 い で 、 さ ら な る 変 種 が こ れ ら の 配 列 か ら 生 成 さ れ 得 、 引 き 続 い て よ り 高 い 親 和 性 で
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 図 7は 、 選 択 の 一 般 的 サ イ ク ル お よ び 変 種 の 生 成 を 例 証 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 組 成 物 は 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 複 数 の 異 な
る 核 酸 を 提 供 し 、 こ こ で 各 々 の 核 酸 は 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン ま た は 免 疫 ド メ イ
ン を コ ー ド す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 以 下 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ： EGF様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ ル ド メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド
メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン
、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /ウ シ 膵 臓 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ
ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 ト レ フ ォ イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ
ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ
イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、 ス シ ド メ イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型
ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 C型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド
メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ソ マ ト メ ジ ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル
フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ シ ン ド メ イ ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ
イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 C2ド メ イ ン 、 お よ び こ れ ら の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 改 変
体 。 適 切 な 単 量 体 ド メ イ ン に は ま た 、 Pfamデ ー タ ベ ー ス お よ び /ま た は SMARTデ ー タ ベ ー ス
に お い て 列 挙 さ れ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 含 む 1つ ま た は そ れ
以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 天 然 に
存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 順 番 ま た は 配 列 が 変 化 し て い る 。 例 え ば 、 天 然 に 存 在
す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る ： EGF様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ ル ド
メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 III型 フ ィ ブ ロ
ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /ウ シ 膵 臓 ト リ
プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 ト レ
フ ォ イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン
様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、 ス シ
ド メ イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ
ン 、 C型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ソ マ
ト メ ジ ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ シ ン
ド メ イ ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 C2ド メ イ ン 、 お よ び
こ れ ら の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 改 変 体 。 別 の 態 様 に お い て 、 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド
は 、 Pfamデ ー タ ベ ー ス お よ び /ま た は SMARTデ ー タ ベ ー ス に お い て 見 い 出 さ れ る 単 量 体 ド メ
イ ン を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 組 成 物 （ 例 え ば 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫
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ド メ イ ン 、 な ら び に 多 量 体 お よ び そ の ラ イ ブ ラ リ ー ） を 含 む 本 発 明 の す べ て の 組 成 物 は 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー 材 料 の マ ト リ ッ ク ス に 選 択 的 に 結 合 さ せ 得 る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 材 料 の 例 に
は 、 ビ ー ズ 、 カ ラ ム 、 固 体 支 持 体 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 試 薬 支 持 体 の 他 の プ ー ル な ど が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
2． 多 量 体 （ 組 換 え モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ビ ナ ト リ ア ル モ ザ イ ク タ ン パ ク 質 と も
呼 ば れ る ）
　 多 量 体 を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。 多 量 体 は 、 少 な く と も 2つ の 単
量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の 多 量 体 は 、 2～ 約 10個
の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン 、 2～ 約 8個 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は
免 疫 ド メ イ ン 、 約 3～ 約 10個 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン 、 約 7個 の 単 量
体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン 、 約 6個 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ
イ ン 、 約 5個 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン 、 ま た は 約 4個 の 単 量 体 ド メ イ
ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 少 な く
と も 3つ の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 含 む 。 代 表 的 に は 、 単 量 体 ド メ イ
ン は 、 関 心 対 象 の 標 的 分 子 へ の 結 合 に つ い て あ ら か じ め 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 、 1つ の 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 。
こ れ ら の 態 様 の い く つ か に お い て 、 各 単 量 体 は 、 標 的 分 子 上 の 異 な る 位 置 （ エ ピ ト ー プ に
類 似 ） に 結 合 す る 。 同 じ 標 的 分 子 に 結 合 す る 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド
メ イ ン は 、 各 々 の 個 々 の 単 量 体 と 比 較 し て 、 標 的 分 子 に 対 す る 、 多 量 体 の 改 善 さ れ た 結 合
活 性 を 生 じ る 結 合 活 性 効 果 を 生 じ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 単 量 体 ド メ イ
ン 単 独 の 結 合 活 性 の 少 な く と も 約 1.5倍 、 2倍 、 3倍 、 4倍 、 5倍 、 10倍 、 20倍 、 50倍 、 ま た
は 100倍 の 結 合 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 異 な る 標 的 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 単 量 体 ド メ イ ン
を 含 む 。 例 え ば 、 こ の よ う な 多 様 な 単 量 体 ド メ イ ン の 多 量 体 は 、 ウ イ ル ス 複 製 系 の 異 な る
成 分 ま た は ウ イ ル ス の 異 な る 血 清 型 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 少
な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン は 、 毒 素 に 結 合 し 、 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン は 細 胞
表 面 分 子 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 毒 素 を 標 的 化 す る 機 構 と し て 作 用 す る 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 多 量 体 の 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン は 、 標
的 の 細 胞 ま た は 組 織 中 の 異 な る 標 的 分 子 に 結 合 す る 。 同 様 に 、 治 療 用 の 分 子 は 、 治 療 剤 を
、 細 胞 ま た は 組 織 結 合 の 特 異 性 を 有 す る 他 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン
も ま た 含 む 、 多 量 体 の 単 量 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 ま た は 組 織 に 標 的 化 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 多 量 体 は 、 種 々 の 単 量 体 ド メ イ ン の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 単 一 の 多 量 体 に お
い て 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン は 、 同 じ か ま た は 同 一 で あ り 得 、 選 択 的 に 、 異 な る か ま
た は 非 同 一 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン は 、 同 じ 単 量 体 ド メ イ ン フ ァ
ミ リ ー 由 来 の 種 々 の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン 、 ま た は 異 な る ド メ イ ン フ ァ ミ リ ー 由 来 の 種 々
の 単 量 体 ド メ イ ン 、 ま た は 、 選 択 的 に 、 両 方 の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 生 成 さ れ る 多 量 体 は 、 以 下 の い ず れ か で あ り 得 る ：
（ 1） ホ モ 多 量 体 （ 同 じ ド メ イ ン の 多 量 体 、 す な わ ち 、 A1-A1-A1-A1） ；
（ 2） 同 じ ド メ イ ン ク ラ ス の 異 な る ド メ イ ン の ヘ テ ロ 多 量 体 、 例 え ば 、 A1-A2-A3-A4。 例 え
ば 、 ヘ テ ロ 多 量 体 に は 、 A1、 A2、 A3、 お よ び A4が 異 な る 、 特 に LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン
の 天 然 に は 存 在 し な い 改 変 体 で あ る 多 量 体 、 ま た は 、 A1、 A2、 A3、 お よ び A4の い く つ か が
、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン の 天 然 に 存 在 す る 改 変 体 で あ る 多 量 体 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、
図 10を 参 照 さ れ た い ） 。
（ 3） 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン ク ラ ス （ 例 え ば 、 A1-B2-A2-B1） 由 来 の ド メ イ ン の ヘ テ ロ 多 量
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体 。 例 え ば 、 A1お よ び A2は 、 LDL受 容 体 ク ラ ス A由 来 の 2つ の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン （ 天 然
に 存 在 す る か ま た は 天 然 に は 存 在 し な い か の い ず れ か ） で あ り 、 B1お よ び B2は 、 EGF様 ド
メ イ ン ク ラ ス 由 来 の 2つ の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン （ 天 然 に 存 在 す る か ま た は 天 然 に は 存 在
し な い か の い ず れ か ） で あ る 場 合 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る 多 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 ホ モ 多 量 体 、 同 じ 単 量 体 ク
ラ ス の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン （ 天 然 ま た は 非 天 然 ） の ヘ テ ロ 多 量 体 、 ま た は 異 な る 単 量 体
ク ラ ス 由 来 の 単 量 体 ド メ イ ン （ 天 然 ま た は 非 天 然 ） の ヘ テ ロ 多 量 体 、 ま た は そ れ ら の 組 み
合 わ せ が 含 ま れ 得 る 。 免 疫 ド メ イ ン を ふ く む 例 示 的 な ヘ テ ロ 多 量 体 に は 、 例 え ば 、 ミ ニ ボ
デ ィ ー 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 お よ び Fabの 二 量 体 （ こ こ で そ の 二 量 体 は 共 有 結 合 的 リ ン カ ー
に よ っ て 連 結 さ れ て い る ） が 含 ま れ る 。 他 の 例 示 的 な 多 量 体 に は 、 ミ ニ ボ デ ィ ー 、 単 一 ド
メ イ ン 抗 体 お よ び Fabの 、 例 え ば 、 三 量 体 お よ び よ り 高 次 の 多 量 体 （ 例 え ば 、 四 量 体 ） が
含 ま れ る 。 な お よ り 例 示 的 な 多 量 体 に は 、 例 え ば 、 単 鎖 抗 体 断 片 の 二 量 体 、 三 量 体 、 お よ
び よ り 高 レ ベ ル の 多 量 体 （ こ こ で 、 単 鎖 抗 体 は 共 有 結 合 で 連 結 さ れ て は い な い ） が 含 ま れ
る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 図 13な ら び に 図 14Bお よ び Cに 示 さ れ て い る よ う に 、 Fvsの 多 量 体 を 形 成 す る
た め に 結 合 し た V H お よ び V L ド メ イ ン の 多 量 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、
「 Fv」 と い う 用 語 と は 、 非 共 有 結 合 的 に 結 合 し た V H V L 二 量 体 を い う 。 こ の よ う な 二 量 体 は
、 例 え ば 、 図 13Aに 示 さ れ て お り 、 こ こ で 重 な り 合 っ た 影 付 き お よ び 白 色 の 楕 円 の 各 々 の
対 は 、 単 一 の Fvを 表 す 。 本 発 明 の Fv多 量 体 は 、 同 じ Fv由 来 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン に 直 接 的 に
共 有 結 合 し た 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 ま な い 。 し か し 、 本 発 明 の Fv多 量 体 は 、 少 な く と も 1
つ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン に よ っ て 分 離 さ れ て い る 、 同 じ Fvの 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び
重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 共 有 結 合 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 多 量 体 の 例 示 的 な 高 次 構 造 は 、 V H 1 -V H
2 -V L 1 -V L 2 、 ま た は V H 1 -V L 2 -V L 1 -V H 2 （ こ こ で 、 V L ＃ お よ び V H ＃ は 、 そ れ ぞ れ 、 重 鎖 お よ び
軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 表 す ） で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ れ ら ま た は 他 の 態 様 に お い て 、 重 鎖 ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン は 、 対 応 す る 重 鎖 ま た は
軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン が 結 合 し て 対 応 す る Fv（ す な わ ち 、 Fv1＝ V H 1 V L 1 、 Fv2＝ V H 2 V L 2 な ど ）
を 形 成 す る よ う に 整 列 さ れ る 。 図 14Bお よ び Cは 、 こ の よ う な Fv多 量 体 を 図 示 す る 。 当 業 者
は 、 こ の よ う な Fv多 量 体 が 、 例 え ば 、 6、 8、 ま た は そ れ 以 上 の 免 疫 ド メ イ ン の 比 較 的 大 き
な 多 量 体 を 形 成 す る た め に Fvの さ ら な る 重 鎖 ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 み 得 る こ と を 容
易 に 理 解 す る 。 例 え ば 、 図 13を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の Fv多 量 体 中 の Fvは scFvで は な い （
す な わ ち 、 V L 1 は V H 1 に 共 有 結 合 的 に 結 合 し て い る の で は な い ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 し て い る よ う な 単 量 体 ド メ イ ン は ま た 、 免 疫 ド メ イ ン 含 有 ヘ テ ロ 多 量
体 （ す な わ ち 、 少 な く と も 1つ の 免 疫 ド メ イ ン 改 変 体 お よ び 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン 改 変 体 を
有 す る 多 量 体 ） 中 で 容 易 に 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 多 量 体 は 、 少 な く と も 1つ の 免
疫 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 ミ ニ ボ デ ィ ー 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 、 単 鎖 可 変 断 片 （ ScFv） 、 ま た は
Fab断 片 ） ； お よ び 少 な く と も 1つ の 単 量 体 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 EGF様 ド メ イ ン 、 ク リ ン グ
ル ド メ イ ン 、 I型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 II型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 III型 フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン 、 PANド メ イ ン 、 Glaド メ イ ン 、 SRCRド メ イ ン 、 ク ニ ッ ツ /ウ シ 膵 臓
ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、 カ ザ ル 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ド メ イ ン 、
ト レ フ ォ イ ル （ P型 ） ド メ イ ン 、 C型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ
シ ン 様 ド メ イ ン 、 CUBド メ イ ン 、 I型 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 反 復 、 LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン 、
ス シ ド メ イ ン 、 リ ン ク ド メ イ ン 、 I型 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド
メ イ ン 、 C型 レ ク チ ン ド メ イ ン 、 MAMド メ イ ン 、 A型 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ド メ イ ン 、
ソ マ ト メ ジ ン Bド メ イ ン 、 WAP型 4ジ ス ル フ ィ ド コ ア ド メ イ ン 、 C型 F5/8ド メ イ ン 、 ヘ モ ペ キ
シ ン ド メ イ ン 、 SH2ド メ イ ン 、 SH3ド メ イ ン 、 ラ ミ ニ ン 型 EGF様 ド メ イ ン 、 C2ド メ イ ン 、 ま
た は こ れ ら の の 改 変 体 ） を 有 し 得 る 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 ド メ イ ン が 連 結 さ れ 多 量 体 を 形 成 す る 前 に ド メ イ ン が 選 択 さ れ る 必 要 は な い 。 一 方 、 多
量 体 に 連 結 さ れ る 前 に 、 ド メ イ ン は 、 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 選 択 さ れ 得 る 。 従
っ て 、 例 え ば 、 多 量 体 は 、 1つ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 2つ の ド メ イ ン お よ び 第 2の 標 的 分 子
に 結 合 す る 第 3の ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン は リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て 多 量 体 を 形 成 す る 。 例 え ば 、
リ ン カ ー は 、 多 量 体 中 の 各 々 の 分 離 し た 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン の 間 に 位 置 す る 。 代 表 的 に
は 、 免 疫 ド メ イ ン も ま た 、 リ ン カ ー 部 分 を 介 し て 互 い に 、 ま た は 単 量 体 ド メ イ ン に 連 結 さ
れ る 。 免 疫 ド メ イ ン 改 変 体 を 一 緒 に 連 結 す る た め に 容 易 に 使 用 さ れ 得 る リ ン カ ー 部 分 は 、
単 量 体 ド メ イ ン 改 変 体 の 多 量 体 に つ い て 記 載 さ れ た も の と 同 じ で あ る 。 免 疫 ド メ イ ン 改 変
体 を 他 の ド メ イ ン に 連 結 し て 多 量 体 に す る た め に 適 切 な 例 示 的 な リ ン カ ー 部 分 は 本 明 細 書
中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を リ ン カ ー を 介 し て 連 結 す る こ と は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 の 種 々 の 技 術 を 使 用 し て 達 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア セ ン ブ リ ー は 、 DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 ま た は 選
択 的 に 、 PCRに 基 づ く 、 自 己 プ ラ イ ミ ン グ 重 複 反 応 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 リ ン カ ー は 、
単 量 体 が 標 的 の 多 量 体 に 結 合 す る そ の 能 力 に つ い て 同 定 さ れ る 前 に 、 ま た は 単 量 体 が 標 的
の 多 量 体 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 選 択 さ れ た 後 で 、 単 量 体 に 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 リ ン カ ー は 、 天 然 に 存 在 す る も の で あ る か 、 合 成 で あ る か 、 ま た は 両 方 の 組 み 合 わ せ で
あ り 得 る 。 例 え ば 、 合 成 リ ン カ ー は 、 ラ ン ダ ム リ ン カ ー （ 例 え ば 、 配 列 お よ び サ イ ズ の 両
方 に お い て ） で あ り 得 る 。 1つ の 局 面 に お い て 、 ラ ン ダ ム リ ン カ ー は 、 十 分 に ラ ン ダ ム 化
さ れ た 配 列 を 含 み 得 る か 、 ま た は 選 択 的 に 、 ラ ン ダ ム リ ン カ ー は 、 天 然 の リ ン カ ー 配 列 に
基 づ き 得 る 。 リ ン カ ー は 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド で な い 部 分 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ
プ チ ド な ど を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 リ ン カ ー は 、 強 固 で あ る か 、 ま た は 代 替 的 に は 、 柔 軟 性 が あ る か 、 ま た は そ の 両 方 の 組
み 合 わ せ で あ り 得 る 。 リ ン カ ー の 柔 軟 性 は 、 リ ン カ ー と 、 リ ン カ ー が 相 互 作 用 す る 単 量 体
の 両 方 の 組 成 物 の 関 数 で あ り 得 る 。 リ ン カ ー は 、 2つ の 選 択 し た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 し
、 単 量 体 ド メ イ ン を 分 離 し た 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン と し て 維 持 す る 。 リ ン カ ー は 、 分 離 し
た 個 別 の 単 量 体 ド メ イ ン が 協 同 し 、 な お 分 離 し た 特 性 （ 例 え ば 、 同 じ リ ガ ン ド に つ い て の
多 量 体 中 の 複 数 の 結 合 部 位 、 ま た は 、 例 え ば 、 異 な る リ ガ ン ド に つ い て の 多 量 体 中 の 複 数
の 分 離 し た 結 合 部 位 ） を 維 持 す る こ と を 可 能 に し 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の 単 量 体 ド メ イ ン （ す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 ） が 連 結 さ れ る 、 特
定 の 場 合 に つ い て の 適 切 な リ ン カ ー を 選 択 す る こ と は 、 種 々 の パ ラ メ ー タ ー （ 例 え ば 、 単
量 体 ド メ イ ン の 性 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 が 結 合 す べ き 標 的 の 構 造 お よ び 性 質 な ら び に /
ま た は タ ン パ ク 質 分 解 お よ び 酸 化 に 対 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー の 安 定 性 を 含 む ） に 依 存 し 得
る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 旦 所 望 の 単 量 体 ド メ イ ン /改 変 体 が 同 定 さ れ る と 、 リ ン カ ー の 選 択 を 最 適
化 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一 般 的 に 、 単 量 体 ド メ イ ン 組 成 に 関 し て 固 定 さ れ て い る が
、 リ ン カ ー の 組 成 お よ び 長 さ が 変 動 し 得 る 組 成 を 有 す る 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 上 記 の
よ う に 、 容 易 に 調 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 代 表 的 に は 、 リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 Gly、 Ser、 Ala、 お よ び Thrか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 優 勢 的 に 含 み 得 る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 少 な く と も 75％
（ ペ プ チ ド リ ン カ ー 中 に 存 在 す る 残 基 の 総 数 に 基 づ い て 計 算 さ れ る ） 、 例 え ば 少 な く と も
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80％ 、 例 え ば 少 な く と も 85％ 、 ま た は 少 な く と も 90％ の 、 Gly、 Ser、 Ala、 お よ び Thrか ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 得 る 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー は ま た 、 Gly、 Ser、 Al
a、 お よ び Thr残 基 の み か ら な り 得 る 。 リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン が
、 互 い に 関 し て 正 確 な 高 次 構 造 を 呈 し 、 そ の 結 果 そ れ ら が 所 望 の 活 性 （ 例 え ば 、 所 定 の 受
容 体 の 拮 抗 物 質 と し て ） を 保 持 す る よ う な 様 式 で 、 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 す る に 十
分 な 長 さ を 有 す る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ の 目 的 の た め の 適 切 な 長 さ は 、 少 な く と も 1ア ミ ノ 酸 残 基 、 お よ び 代 表 的 に は 約 50ア
ミ ノ 酸 残 基 よ り も 少 な い 長 さ （ 例 え ば 、 2～ 25ア ミ ノ 酸 残 基 、 5～ 20ア ミ ノ 酸 残 基 、 5～ 15
ア ミ ノ 酸 残 基 、 8～ 12ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 11ア ミ ノ 酸 残 基 ） の 長 さ で あ る 。 同 様 に 、 リ
ン カ ー を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 サ イ ズ に お い て 、 例 え ば 、 約 2～ 約 15ア ミ ノ 酸 、 約 3
～ 15ア ミ ノ 酸 、 約 4～ 12ア ミ ノ 酸 、 約 10ア ミ ノ 酸 、 約 8ア ミ ノ 酸 、 ま た は 約 6ア ミ ノ 酸 の 範
囲 で あ り 得 る 。 核 酸 （ 例 え ば 、 DNA、 RNA、 ま た は 両 方 の 組 み 合 わ せ ） を 含 有 す る 方 法 お よ
び 組 成 物 に お い て 、 リ ン カ ー 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 約 6ヌ ク レ オ チ ド
～ 約 45ヌ ク レ オ チ ド の 間 、 約 9ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 45ヌ ク レ オ チ ド の 間 、 約 12ヌ ク レ オ チ ド
～ 約 36ヌ ク レ オ チ ド の 間 、 約 30ヌ ク レ オ チ ド 、 約 24ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 約 18ヌ ク レ オ チ
ド で あ り 得 る 。 同 様 に 、 リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 含 め る た め に 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は
、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 の 活 性 ま た は 機 能 を 有 意 に 妨 害 し な い 特 性 を 示 す べ き で あ る 。 従 っ
て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 全 体 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 の 活 性 ま た は 機 能 と 矛 盾 す る か
、 ま た は 内 在 性 の 折 り 畳 み を 妨 害 す る か 、 ま た は 、 問 題 の 標 的 に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 多 量
体 の 結 合 を 深 刻 に 妨 害 す る 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の 単 量 体 ド メ イ ン 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 と
結 合 ま た は 他 の 相 互 作 用 を 形 成 す る 、 電 荷 を 示 さ な い の が 当 然 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ 、 こ こ で は
、 ペ プ チ ド リ ン カ ー 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 中 の 単 量 体 ド メ イ ン
の 特 定 の セ ッ ト の た め に ラ ン ダ ム 化 さ れ る 。 柔 軟 性 の あ る リ ン カ ー は 、 単 量 体 ド メ イ ン の
適 切 な 組 み 合 わ せ を 見 い 出 す た め に 使 用 さ れ 得 、 次 い で 、 こ の 組 み 合 わ せ は 、 最 適 な 長 さ
お よ び 形 状 を 有 す る リ ン カ ー を 得 る た め に 可 変 性 の リ ン カ ー の こ の ラ ン ダ ム ラ イ ブ ラ リ ー
を 使 用 し て 最 適 化 さ れ る 。 最 適 な リ ン カ ー は 、 標 的 へ の 結 合 に 関 与 し 、 か つ 、 標 的 に 結 合
し な い 場 合 の ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 中 で の 互 い に 対 す る 単 量 体 ド メ イ ン の 動 き を 制 限 す る 、
最 小 の 数 の 正 し い 型 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 天 然 に 存 在 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー な ら び に 人 工 の ペ プ チ ド リ ン カ ー を ポ リ ペ プ チ ド に 連
結 し て 新 規 な 連 結 し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に す る た め の 使 用 は 文 献 中 で 周 知 で あ る （ Hallew
ellら  (1989)、 J.Biol.Chem、 264、 5260-5268； Alfthanら  (1995) Protein Eng. 8、 725-
731； Robinsonお よ び Sauer (1996)、 Biochemistry 35、 109-116； Khandekarら  (1997)、 J
.Biol.Chem、 272、 32190-32197； Faresら  (1998)、 Endocrinology 139、 2459-2464； Smal
lshawら  (1999)、 Protein Eng. 12、 623-630； 米 国 特 許 第 5,856,456号 ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー の 使 用 が 広 範 囲 に 及 ん で い る 1つ の 例 は 、 単 鎖 抗 体 （ 軽 鎖 （ V L ） お よ
び 重 鎖 （ V H ） の 可 変 領 域 が 人 工 の リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ て い る ） の 産 生 に つ い て で あ
り 、 こ の 特 定 の 分 野 に お い て 膨 大 な 刊 行 物 が 存 在 す る 。 広 範 に 使 用 さ れ る ペ プ チ ド リ ン カ
ー は 、 Gly-Gly-Gly-Gly-Serア ミ ノ 酸 配 列 の 3反 復 （ （ Gly 4 Ser） 3 ） か ら な る 15merで あ る
。 他 の リ ン カ ー は 使 用 さ れ て き て お り 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 な ら び に 選 択 的 感 染 性
フ ァ ー ジ 技 術 が 適 切 な リ ン カ ー 配 列 を 多 様 化 お よ び 選 択 す る た め に 使 用 さ れ て き た （ Tang
ら 、 (1996) J.Biol.Chem、 271、 15682-15686； Henneckeら 、 (1998)、 Protein Eng. 11、 4
05-410） 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ヘ テ ロ 二 量 体 タ ン パ ク 質 お よ び ホ モ 二 量 体 タ ン パ ク 質 （
例 え ば 、 T細 胞 受 容 体 、 λ Croリ プ レ ッ サ ー 、 P22フ ァ ー ジ Arcリ プ レ ッ サ ー 、 IL-12、 TSH、
FSH、 IL-5、 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ ） 中 の 個 々 の 鎖 を 接 続 す る た め に 使 用 さ れ て き た
。 ペ プ チ ド リ ン カ ー は ま た 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ て き た 。 種 々 の
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リ ン カ ー が 使 用 さ れ て き て お り 、 Arcリ プ レ ッ サ ー フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 場 合 に は 、 単
鎖 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 の 増 加 の た め に 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ が リ ン カ ー の 長 さ お よ び 組
成 を 最 適 化 す る た め に 使 用 さ れ て き た （ Robinsonお よ び Sauer (1998)、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 95、 5929-5934） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 別 の タ イ プ の リ ン カ ー は イ ン テ イ ン （ す な わ ち 、 単 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と と も に 発 現 さ れ る
が 、 タ ン パ ク 質 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 翻 訳 後 に 除 去 さ れ る ペ プ チ ド ス ト レ ッ チ ） で あ る
。 イ ン テ イ ン の 使 用 は 、 F.S.Gimble、 Chemistry and Biology、 1998、 第 5巻 、 第 10号 、 25
1～ 256頁 に よ っ て 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 適 切 な リ ン カ ー を 得 る た め の さ ら に 別 の 方 法 は 、 単 純 な リ ン カ ー （ 例 え ば 、 （ Gly 4 Ser
） n ） を 、 ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 を 通 し て 最 適 化 す る こ と に よ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 上 記 に 言 及 し た よ う に 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 少 な く と も あ る 程 度 の 柔 軟 性 を 有 す る こ
と が 一 般 的 に 好 ま し い 。 従 っ て 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 1～ 25
の グ リ シ ン 残 基 、 5～ 20の グ リ シ ン 残 基 、 5～ 15の グ リ シ ン 残 基 、 ま た は 8～ 12の グ リ シ ン
残 基 を 含 む 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 代 表 的 に は 、 少 な く と も 50％ の グ リ シ ン 残 基 （ 例 え ば
、 少 な く と も 75％ の グ リ シ ン 残 基 ） を 含 む 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド
リ ン カ ー は 、 グ リ シ ン 残 基 の み を 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 グ リ シ ン 残 基 に 加 え て 、 他 の 残 基 、 特 に 、 Ser、 Ala、 お よ び Thr
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 残 基 、 特 に Serを 含 む 。 従 っ て 、 特 定 の ペ プ チ ド リ ン カ ー の 1つ
の 例 に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly x -Xaa-Gly y -Xaa-Gly z を 有 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー が 含 ま れ 、 こ
こ で 各 Xaaは 、 独 立 し て 、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Met、 Phe、 Trp、 Pro、 Gly、 Ser、 Thr、 Cy
s、 Tyr、 Asn、 Gln、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 お よ び Gluか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 か つ x、 y
、 zは 、 各 々 、 1～ 5の 範 囲 の 整 数 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 各 Xaaは 、 独 立 し て 、
Ser、 Ala、 お よ び Thrか ら な る 群 、 特 に Serよ り 選 択 さ れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 ペ プ チ ド リ ン
カ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly-Gly-Gly-Xaa-Gly-Gly-Gly-Xaa-Gly-Gly-Glyを 有 し 、 こ こ で Xaa
は 、 独 立 し て 、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Met、 Phe、 Trp、 Pro、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Tyr、 A
sn、 Gln、 Lys、 Arg、 His、 Asp、 お よ び Gluか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 各 Xaaは 、 独 立 し て 、 Ser、 Ala、 お よ び Thrか ら な る 群 、 特 に Serよ り 選 択 さ れ る
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 い く つ か の 場 合 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー に あ る 程 度 の 強 固 さ を 提 供 す る こ と が 望 ま し い か ま
た は 必 要 で あ り 得 る 。 こ の こ と は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 に プ ロ リ ン 残 基 を 含
ま せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ
ー は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 少 な く と も 1つ の プ ロ リ ン 残 基 を 含 む 。 例 え
ば 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 25％ 、 例 え ば 少 な く と も 50％ 、 例 え
ば 少 な く と も 75％ が プ ロ リ ン 残 基 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 本 発 明 の 1つ の 特 定 の
態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 プ ロ リ ン 残 基 の み を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 の た め の
結 合 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る よ う な 様 式 で 修 飾 さ れ る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 残
基 の 例 は 、 シ ス テ イ ン 残 基 （ 次 い で 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 が 引 き 続 い て 結 合 す る ） で あ り
得 る か 、 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 イ ン ビ ボ で の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 （ そ れ に よ っ て 糖 部 分
を （ イ ン ビ ボ で ） ペ プ チ ド リ ン カ ー に 結 合 す る ） を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 少 な く と も 1つ の シ ス テ イ ン
残 基 （ 例 え ば 、 1つ の シ ス テ イ ン 残 基 ） を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い
て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 Gly、 Ser、 Ala、 Thr、 お よ び Cysか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア
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ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の よ う な ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 1つ の シ
ス テ イ ン 残 基 の み を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 グ リ シ ン 残 基 お よ び シ ス テ イ ン 残 基 （ 例
え ば 、 グ リ シ ン 残 基 お よ び シ ス テ イ ン 残 基 の み ） を 含 む 。 代 表 的 に は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー
あ た り 1つ の み の シ ス テ イ ン 残 基 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 特 定 の ペ プ
チ ド リ ン カ ー の 1つ の 例 に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly n -Cys-Gly m を 有 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー が 含
ま れ 、 こ こ で nお よ び mは 、 そ れ ぞ れ 、 1～ 12の 整 数 （ 例 え ば 、 3～ 9、 4～ 8、 ま た は 4～ 7の
整 数 ） で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 GGGGG-C-GGGGGを 有 し
得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ の ア プ ロ ー チ （ す な わ ち 、 非 ペ プ チ ド 部 分 の た め の 結 合 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 の 導 入
） は ま た 、 よ り 強 固 な プ ロ リ ン 含 有 リ ン カ ー の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 ペ プ チ ド リ
ン カ ー は 、 プ ロ リ ン お よ び シ ス テ イ ン 残 基 （ 例 え ば 、 プ ロ リ ン 残 基 お よ び シ ス テ イ ン 残 基
の み ） を 含 み 得 る 。 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 特 定 の プ ロ リ ン 含 有 ペ プ チ ド リ ン カ ー の 1つ の
例 に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Pro n -Cys-Pro m を 有 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー が 含 ま れ 、 こ こ で nお よ び
mは 、 そ れ ぞ れ 、 1～ 12の 整 数 、 好 ま し く は 、 3～ 9（ 例 え ば 、 4～ 8、 ま た は 4～ 7） の 整 数 で
あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 PPPPP-C-PPPPPを 有 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 の た め の 結 合 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例
え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 ） の 導 入 の 目 的 は 、 そ の 残 基 に 、 引 き 続 い て 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を
結 合 さ せ る こ と で あ る 。 例 え ば 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 の 血 清 中 半
減 期 を 改 善 し 得 る 。 従 っ て 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 に 共 有 結 合 的 に 結 合
さ れ 得 る 。 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 の 好 ま し い 例 に は 、 ポ リ マ ー 分 子 （ 例 え ば 、 PEGま た は mPE
G、 特 に mPEG） 、 な ら び に 非 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 当 業 者 は 、 シ ス テ イ ン 以 外 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を ペ プ チ ド リ ン カ ー
に 結 合 さ せ る た め に 使 用 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る 。 こ の よ う な 他 の 残 基 の 1つ の 特 定 の 例
に は 、 非 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を リ ジ ン 残 基 に 結 合 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー 中 の 非 ペ プ チ ド 部 分 に 部 位 特 異 的 結 合 基 を 導 入 す る こ と の 別 の 可 能 性
は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー 中 に 、 イ ン ビ ボ の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 （ 例 え ば 、 1つ の イ ン ビ ボ の N
-グ リ コ シ ル 化 部 位 ） を 導 入 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 1つ の イ ン ビ ボ の N-グ リ コ シ ル 化 部
位 は 、 Gly、 Ser、 Ala、 お よ び Thrか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド
リ ン カ ー に 導 入 さ れ 得 る 。 糖 部 分 が 実 際 に そ の イ ン ビ ボ の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 に 結 合 さ せ
る こ と を 保 証 す る た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 グ リ コ
シ ル 化 を 行 う 、 真 核 生 物 発 現 宿 主 に 挿 入 さ れ な け れ ば な ら な い こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 イ ン ビ ボ の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む ペ プ チ ド リ ン カ ー の 特 定 の 例 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gl
y n -Asn-Xaa-Ser/Thr-Glym 、 好 ま し く は Gly n -Asn-Xaa-Thr-Gly m を 有 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー
で あ り 、 こ こ で Xaaは プ ロ リ ン 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 か つ nお よ び mは 、 そ れ
ぞ れ 、 1～ 8の 範 囲 、 好 ま し く は 2～ 5の 範 囲 の 整 数 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 し ば し ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 中 に 存 在 す る す べ て の ペ プ チ ド リ ン カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列
は 同 一 で あ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 特 定 の 態 様 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 中 に 存
在 す る す べ て の ペ プ チ ド リ ン カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 は 異 な り 得 る 。 後 者 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 多
量 体 が ポ リ ペ プ チ ド の 三 量 体 ま た 四 量 体 で あ る 場 合 、 特 に 、 非 ペ プ チ ド 部 分 の た め の 結 合
基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 が ペ プ チ ド リ ン カ ー に 含 ま れ る 場 合 に 、 特 に 関 連 性 が あ る と 考 え ら
れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】

10

20

30

40

50

(37) JP 2005-519579 A 2005.7.7



　 か な り 頻 繁 に 、 所 望 の 効 果 （ 例 え ば 、 血 清 中 半 減 期 の 延 長 ） を 達 成 す る た め に 、 ポ リ ペ
プ チ ド 多 量 体 に 、 ほ ん の わ ず か の 、 代 表 的 に は 1つ の み の 、 非 ペ プ チ ド 部 分 （ 例 え ば 、 mPE
G、 糖 部 分 、 ま た は 非 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 剤 ） を 結 合 さ せ る こ と が 所 望 さ れ る か ま た は 必 要
で あ る 。 明 白 な こ と に 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 三 量 体 の 場 合 に
は 、 1つ の み の ペ プ チ ド リ ン カ ー が 、 代 表 的 に は 、 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 導 入 に よ っ
て 修 飾 さ れ る 必 要 が あ る が 、 一 方 、 他 の ペ プ チ ド リ ン カ ー の 修 飾 は 、 代 表 的 に は 必 要 で な
い 。 こ の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 （ 三 量 体 ） の す べ て の （ 両 方 の ） ペ プ チ ド リ ン カ ー は
異 な る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 中 に 存 在 す る す べ て の ペ
プ チ ド リ ン カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 1つ 、 2つ 、 ま た は 3つ の ペ プ チ ド リ ン カ ー を 除 い て （
例 え ば 、 1つ ま た は 2つ の ペ プ チ ド リ ン カ ー を 除 い て 、 特 に 1つ の ペ プ チ ド リ ン カ ー を 除 い
て ） 同 一 で あ る 。 こ の ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 非 ペ プ チ ド 部 分 の た め の 結 合 基 を 含 む ア ミ ノ
酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 好 ま し い 例 に は 、 イ ン ビ
ボ の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 の シ ス テ イ ン 残 基 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 リ ン カ ー は ネ イ テ ィ ブ ま た は 合 成 の リ ン カ ー 配 列 で あ り 得 る 。 例 示 的 な ネ イ テ ィ ブ な リ
ン カ ー に は 、 例 え ば 、 第 1の LDL受 容 体 Aド メ イ ン の 最 後 の シ ス テ イ ン と 第 2の LDL受 容 体 Aド
メ イ ン の 最 初 の シ ス テ イ ン と の 間 の 配 列 が 含 ま れ 、 こ の 配 列 は リ ン カ ー 配 列 と し て 使 用 さ
れ 得 る 。 種 々 の Aド メ イ ン 連 結 の 解 析 は 、 ネ イ テ ィ ブ な リ ン カ ー が 、 少 な く と も 3ア ミ ノ 酸
～ 20ア ミ ノ 酸 よ り 少 な い 範 囲 （ 例 え ば 、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16
、 17、 ま た は 18ア ミ ノ 酸 長 ） に わ た る こ と を 示 す 。 し か し 、 当 業 者 は 、 よ り 長 い か ま た は
よ り 短 い リ ン カ ー 配 列 が 使 用 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る 。 例 示 的 な Aド メ イ ン リ ン カ ー 配 列
は 図 8に 示 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 リ ン カ ー は 、 以 下 の 配 列 A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6
の 6merで あ り 、 こ こ で 、 A 1 は ア ミ ノ 酸 A、 P、 T、 Q、 E、 お よ び Kか ら 選 択 さ れ ； A 2 お よ び A 3
は 、 C、 F、 Y、 W、 ま た は M以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； A 4 は ア ミ ノ 酸 S、 G、 お よ び Rか ら
選 択 さ れ ； A 5 は ア ミ ノ 酸 H、 P、 お よ び Rか ら 選 択 さ れ ； か つ A 5 は ア ミ ノ 酸 Tで あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン か ら 多 量 体 を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 選 択
さ れ た ド メ イ ン を 少 な く と も 1つ の リ ン カ ー と 連 結 し て 、 少 な く と も 1つ の 多 量 体 を 生 成 す
る 工 程 を 包 含 し 得 る 。 例 え ば 、 多 量 体 は 少 な く と も 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免
疫 ド メ イ ン な ら び に リ ン カ ー を 含 み 得 る 。 次 い で 、 多 量 体 は 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン
と 比 較 し て 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 対 す る 、 改 善 さ れ た 結 合 活 性 も し
く は 親 和 性 ま た は 変 化 し た 特 異 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の 方 法 に よ っ て 作 製
さ れ た 多 量 体 の 組 成 は 、 本 発 明 に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 他 の 方 法 に お い て 、 選 択 さ れ た 多 量 体 ド メ イ ン は 、 少 な く と も 1つ の リ ン カ ー と 連 結 さ
れ 、 少 な く と も 2つ の 多 量 体 を 生 成 す る 。 こ こ で 、 2つ の 多 量 体 は 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の
選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び リ ン カ ー を 含 む 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 多 量 体 は 、 選 択
さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン と 比 較 し て 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 対 す る 、 改
善 さ れ た 結 合 活 性 も し く は 親 和 性 ま た は 変 化 し た 特 異 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
上 記 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 2つ ま た は そ れ 以 上 の 多 量 体 の 組 成 も ま た 、 本 発 明 の 特 徴
で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 代 表 的 に は 、 本 発 明 の 多 量 体 は 、 単 一 の 個 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 部 分 的 リ ン カ ー ド
メ イ ン -部 分 的 リ ン カ ー 部 分 の 多 量 体 は 、 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 物 で あ り 、 各 々 が 部
分 的 リ ン カ ー ド メ イ ン -部 分 的 リ ン カ ー 部 分 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た 多 量 体 は 、 2つ よ り 多 い ド メ イ ン を 含 む 。 こ の よ
う な 多 量 体 は 、 段 階 的 な 様 式 で 生 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 こ こ で は 、 各 々 の 新 規 な ド メ イ ン
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の 付 加 が 個 々 に 試 験 さ れ 、 ド メ イ ン の 効 果 は 連 続 的 な 様 式 で 試 験 さ れ る 。 例 え ば 、 図 6を
参 照 さ れ た い 。 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 ド メ イ ン は 、 2つ よ り 多 い ド メ イ ン を 含 む 多 量 体
を 形 成 す る た め に 連 結 さ れ 、 ど の 程 度 小 さ い 多 量 体 が 結 合 す る か 、 ま た は 代 替 的 に は 、 ど
の よ う に 各 々 の ド メ イ ン が 結 合 す る か に つ い て の 事 前 の 知 見 な し に 、 結 合 に つ い て 選 択 さ
れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 多 量 体 を 進 化 さ せ る 方 法 を 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 以 下
の 工 程 の い ず れ か ま た は す べ て を 含 み 得 る ： 複 数 の 異 な る 核 酸 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 各
核 酸 は 単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る ； 複 数 の 異 な る 核 酸 を 翻 訳 す る 工 程 、 こ れ は 複 数
の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン を 提 供 す る ； 複 数 の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン を 、 所 望 の リ ガ ン ド ま
た は リ ガ ン ド の 混 合 物 の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ
ガ ン ド の 混 合 物 を 結 合 す る 複 数 の 異 な る 単 量 体 ド メ イ ン の メ ン バ ー を 同 定 す る 工 程 、 こ れ
は 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 提 供 す る ； 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 少 な く と も 1つ
の リ ン カ ー と 連 結 し 、 少 な く と も 1つ の 多 量 体 を 生 成 す る 工 程 、 こ こ で 少 な く と も 1つ の 多
量 体 は 、 少 な く と も 2つ の 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 少 な く と も 1つ の リ ン カ ー を 含
む ； な ら び に 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン と 比 較 し て 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の
混 合 物 に 対 す る 、 改 善 さ れ た 結 合 活 性 も し く は 親 和 性 ま た は 変 化 し た 特 異 性 に つ い て 少 な
く と も 1つ の 多 量 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら な る 変 種 は 、 ド メ イ ン 間 に 異 な る 長 さ お よ び 組 成 の リ ン カ ー を 挿 入 す る こ と に よ っ
て 導 入 さ れ 得 る 。 こ の こ と は 、 ド メ イ ン 間 の 、 最 適 な リ ン カ ー の 選 択 を 可 能 に す る 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 リ ン カ ー の 最 適 な 長 さ お よ び 組 成 は 、 最 適 な ド メ イ ン の 結 合 を 可 能
に す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 特 定 の 結 合 親 和 性 を 有 す る ド メ イ ン は 、 異 な る リ ン カ
ー を 介 し て 連 結 さ れ 、 最 適 な リ ン カ ー が 結 合 ア ッ セ イ 法 に お い て 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 ド
メ イ ン は 、 所 望 の 結 合 特 性 に つ い て 選 択 さ れ 、 そ れ ら は 、 種 々 の リ ン カ ー を 含 む ラ イ ブ ラ
リ ー に 形 成 さ れ る 。 次 い で 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 最 適 な リ ン カ ー を 同 定 す る た め に ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 ま た は 、 多 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ド メ イ ン ま た は リ ン カ ー の 、 標 的
分 子 結 合 に 対 す る 効 果 が 未 知 の 場 合 に 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 1つ ま た は そ れ
以 上 の 選 択 さ れ た 多 量 体 を 生 成 す る 工 程 を 包 含 す る 。 複 数 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た
は 免 疫 ド メ イ ン は 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ る 。 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 を 結 合 す る 複 数 の ド メ イ ン の メ ン バ ー
が 同 定 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 所 望 の 親 和 性 を 有 す る ド メ イ ン を 提 供 す る 。 同 定 さ れ た ド メ
イ ン は 、 多 量 体 を 生 成 す る た め に 少 な く と も 1つ の リ ン カ ー と 連 結 さ れ （ こ こ で 、 各 多 量
体 は 、 少 な く と も 2つ の 選 択 さ れ た ド メ イ ン お よ び 少 な く と も 1つ の リ ン カ ー を 含 む ） ； か
つ 、 そ の 多 量 体 は 、 選 択 さ れ た ド メ イ ン と 比 較 し て 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混
合 物 に 対 す る 、 改 善 さ れ た 親 和 性 も し く は 結 合 活 性 ま た は 変 化 し た 特 異 性 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ さ れ 、 そ れ に よ っ て 1つ ま た は そ れ 以 上 の 選 択 さ れ た 多 量 体 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 多 量 体 の 選 択 は 、 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る た め の 上 記 に 述 べ た 方 法 を 含 む 種 々 の 技 術
を 使 用 し て 達 成 さ れ 得 る 。 他 の 選 択 方 法 に は 、 例 え ば 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン と 比 較
し た 、 リ ガ ン ド に 対 す る 改 善 さ れ た 親 和 性 も し く は 結 合 活 性 ま た は 変 化 し た 特 異 性 に 基 づ
く 選 択 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 選 択 は 、 特 定 の 細 胞 型 、 ま た は 関 連 す る 細 胞 ま た は タ ン パ
ク 質 の 型 の セ ッ ト （ 例 え ば 、 異 な る ウ イ ル ス 血 清 型 ） へ の 選 択 的 結 合 に 基 づ き 得 る 。 本 発
明 に お い て 言 及 さ れ る よ う に 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド の 結 合 活 性 に つ い て 選 択 さ れ た 特 性 の 最
適 化 は 、 次 い で 、 ド メ イ ン を 組 み 換 え る こ と 、 な ら び に 、 個 々 の 単 量 体 ド メ イ ン も し く は
リ ン カ ー ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の よ う な ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 操 作 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

10

20

30

40

50

(39) JP 2005-519579 A 2005.7.7



　 多 量 体 を 同 定 す る た め の 1つ の 方 法 は 、 多 量 体 を デ ィ ス プ レ イ す る こ と に よ っ て 達 成 さ
れ 得 る 。 単 量 体 ド メ イ ン に つ い て と 同 様 に 、 多 量 体 は 、 選 択 的 に 、 上 記 の よ う な 種 々 の デ
ィ ス プ レ イ 系 （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ 、 ヌ ク レ オ チ ド
結 合 デ ィ ス プ レ イ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,281,344号 ； 同 第 6,194,550号 ； 同 第 6,207,446
号 ； 同 第 6,214,553号 ； お よ び 同 第 6,258,558号 を 参 照 さ れ た い ） お よ び /ま た は 細 胞 表 面
デ ィ ス プ レ イ ） 上 で 発 現 ま た は デ ィ ス プ レ イ さ れ る 。 細 胞 表 面 デ ィ ス プ レ イ は 、 大 腸 菌 細
胞 、 酵 母 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 み 得 る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 複 数 の
結 合 部 位 を 有 す る 多 量 体 の デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 リ ガ ン ド ま た は 複 数 の リ ガ ン ド
に つ い て の 結 合 活 性 ま た は 親 和 性 ま た は 変 化 し た 特 異 性 に つ い て パ ン （ pan） さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 他 の 変 種 に は 、 複 数 の 結 合 化 合 物 の 使 用 が 含 ま れ 、 そ の 結 果 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 多 量 体
、 ま た は こ れ ら の 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 異 な る 結 合 特 異 性 を 有 す る 多 様 な リ ガ ン ド ま た
は 化 合 物 に つ い て 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 複 数 の あ ら か じ め 予 定 さ れ た リ ガ ン ド
ま た は 化 合 物 は 、 単 一 の ラ イ ブ ラ リ ー 中 で 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る か 、 ま た は 多 数
の 単 量 体 ド メ イ ン ま た は 多 量 体 に 対 し て 連 続 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 1つ の 変 種 に
お い て 、 各 々 が 分 離 し た ビ ー ズ （ ま た は ビ ー ズ の サ ブ セ ッ ト ） 上 に コ ー ド さ れ て い る 複 数
の リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 は 、 適 切 な 結 合 条 件 下 で 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 多 量 体 、 ま た は こ れ
ら の 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 混 合 お よ び イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 得 る 。 次 い で 、 複 数 の リ ガ ン ド
ま た は 化 合 物 を 含 む ビ ー ズ の コ レ ク シ ョ ン は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 選 択 に よ っ て 、 選 択 さ れ た
単 量 体 ド メ イ ン 、 選 択 さ れ た 多 量 体 ま た は ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 単 離 す る た め に 使 用 さ
れ 得 る 。 一 般 的 に 、 引 き 続 く ア フ ィ ニ テ ィ ー ス ク リ ー ニ ン グ の ラ ウ ン ド は 、 ビ ー ズ 、 そ の
サ ブ セ ッ ト 、 ま た は 1つ も し く は 2つ の み の 個 々 の リ ガ ン ド も し く は 化 合 物 を 含 む ビ ー ズ の
同 じ 混 合 物 を 含 み 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 効 率 的 な ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 し 、 か つ 実 験 室
レ ベ ル の 自 動 化 、 バ ッ チ プ ロ セ ス 、 お よ び 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 適 合 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 複 数 の リ ガ ン ド を 結 合 す る 能 力 に つ い て 同 時 に ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ 得 る 。 こ こ で 、 各 々 の リ ガ ン ド は 、 異 な る 標 識 を 含 む 。 例 え ば 、 各 々 の リ ガ ン
ド は 、 異 な る 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ 得 、 多 量 体 ま た は 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー と 同 時 に 接 触 さ
れ 得 る 。 次 い で 、 所 望 の 親 和 性 を 有 す る 多 量 体 が 、 所 望 の 標 識 に 連 結 さ れ た 標 識 の 存 在 に
基 づ い て 同 定 さ れ る （ 例 え ば 、 FACSソ ー テ ィ ン グ に よ っ て ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 上 記 の 方 法 の 選 択 さ れ た 多 量 体 は 、 例 え ば 、 選 択 さ れ た 多 量 体 を 組 換 え ま た は シ ャ ッ フ
リ ン グ す る こ と （ 組 換 え は 、 多 量 体 間 ま た は 多 量 体 内 ま た は そ の 両 方 で 起 こ り 得 る ） 、 選
択 さ れ た 多 量 体 を 変 異 さ せ る こ と 、 な ど に よ っ て 、 さ ら に 操 作 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 変 化 し
た 多 量 体 を 生 じ 、 次 い で 、 そ の 多 量 体 は 、 選 択 さ れ た 多 量 体 と 比 較 し て 増 強 さ れ た 特 性 を
有 す る メ ン バ ー に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 選 択 さ れ 得 、 そ れ に よ っ て 選 択 さ れ た 、 変
化 し た 多 量 体 を 作 製 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 上 記 お よ び 下 記 に 示 し た 方 法 に よ っ て 作 製 し た リ ン カ ー 、 多 量 体 、 ま た は 選 択 さ れ た 多
量 体 は 、 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。 多 量 体 を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に
よ っ て 作 製 さ れ た か 、 ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 約 100、 250、 500、 ま た は
そ れ 以 上 の メ ン バ ー を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー ） が 提 供 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ラ イ
ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 も ま た 、 含 ま れ る 。 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 約 100、 250、 500、 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー ） も ま た 、 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 材 料 （ 例 え ば 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ） の マ ト リ ッ ク
ス に 結 合 し 得 る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 材 料 の 例 に は 、 例 え ば 、 ビ ー ズ 、 カ ラ ム 、 固 体 支 持 体 な
ど が 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る 適 切 な リ ン カ ー に は 、 部 分 的 リ ン カ ー 部 分 の 絶 対 （ ob
ligate） ヘ テ ロ 二 量 体 を 含 む 。 「 絶 対 ヘ テ ロ 二 量 体 」 と い う 用 語 と は 、 本 明 細 書 中 で は 、
組 成 に お い て 互 い に 異 な り 、 か つ 非 共 有 結 合 的 な 、 特 異 的 な 様 式 で 互 い に 結 合 し 、 2つ の
ド メ イ ン を 一 緒 に 連 結 す る 2つ の 部 分 的 リ ン カ ー 部 分 の 二 量 体 を い う 。 特 異 的 結 合 と は 、
他 の 部 分 的 リ ン カ ー と の 結 合 と 比 較 し て 、 2つ の 部 分 的 リ ン カ ー が 実 質 的 に 互 い に 結 合 す
る よ う な も の で あ る 。 従 っ て 、 単 一 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ る 本 発 明 の 多 量 体 と は 対
照 的 に 、 ヘ テ ロ 二 量 体 を 介 し て 一 緒 に 連 結 さ れ る ド メ イ ン の 多 量 体 は 、 個 別 の 、 部 分 的 リ
ン カ ー -単 量 体 -部 分 的 リ ン カ ー 単 位 か ら 構 築 さ れ る 。 ヘ テ ロ 二 量 体 の ア セ ン ブ リ ー は 、 例
え ば 、 混 合 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 部 分 的 リ ン カ ー が ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト で
あ る 場 合 、 各 部 分 的 リ ン カ ー -単 量 体 -部 分 的 リ ン カ ー 単 位 は 、 多 量 体 ア セ ン ブ リ ー の 前 に
個 別 の ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ 得 る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 正 確 な 非 共 有 結 合 的 な 対 形 成
の 後 に ペ プ チ ド を 一 緒 に 共 有 結 合 的 に ロ ッ ク す る た め に 加 え ら れ 得 る 。 こ の よ う な 絶 対 ヘ
テ ロ 二 量 体 を 含 む 多 量 体 は 、 図 12に 示 さ れ る 。 絶 対 ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る た め に 適 切 な
部 分 的 リ ン カ ー 部 分 に は 、 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド な ど が 含 ま れ る 。 例
え ば 、 部 分 的 リ ン カ ー が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 結 合 ド メ イ ン は 、 独 立 し て 、 そ れ ら の
独 特 な 連 結 ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 部 分 的 リ ン カ ー ） と 共 に 作 製 さ れ 、 後 に 合 わ さ っ て 多 量
体 を 形 成 す る 。 従 っ て 、 多 量 体 中 の 結 合 ド メ イ ン の 空 間 的 順 序 は 、 各 部 分 的 リ ン カ ー の ヘ
テ ロ 二 量 体 性 の 結 合 特 異 性 に 委 ね ら れ て い る 。 部 分 的 リ ン カ ー は 、 所 定 の 異 種 ア ミ ノ 酸 配
列 に 特 異 的 に 結 合 す る 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 の 例 は 、
Bodenmullerら 、 The neuropeptide head activator loses its biological activity by 
dimerization、 (1986) EMBO J 5(8): 1825-1829に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 Hydraニ ュ ー ロ
ペ プ チ ド ヘ ッ ド ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,491,074号 お よ び 国 際 公 開
公 報 第 94/28173号 を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 部 分 的 リ ン カ ー は 、 多 量 体 が 最 初 に 単 量 体 -
部 分 的 リ ン カ ー 単 位 ま た は 部 分 的 リ ン カ ー -単 量 体 -部 分 的 リ ン カ ー 単 位 と し て 作 製 さ れ る
こ と を 可 能 に す る 。 次 い で 、 こ れ ら は 、 一 緒 に 混 合 さ れ 、 各 部 分 的 リ ン カ ー の 結 合 特 異 性
に 基 づ い て 理 想 的 な 順 番 に 構 築 す る こ と を 可 能 に さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 部 分 的 リ ン カ ー が DNA結 合 モ チ ー フ を 含 む 場 合 、 各 単 量 体 ド メ イ ン は 、 独 占 的 な 独 特 な D
NA結 合 特 異 性 を 有 す る DNA結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 上 流 お よ び 下 流 の 部 分 的 リ ン カ ー を 有
す る （ す な わ ち 、 Lp-ド メ イ ン -Lp、 こ こ で 「 Lp」 は 部 分 的 リ ン カ ー の 表 示 で あ る ） 。 こ れ
ら の ド メ イ ン は 、 個 々 に 作 製 さ れ 得 、 次 い で 、 所 望 の 順 番 で ド メ イ ン を 連 結 す る た め に 、
こ れ ら の ド メ イ ン を 、 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ す な わ ち 、 2つ の 所 望 の ド メ イ ン の 部 分
的 リ ン カ ー の DNA結 合 タ ン パ ク 質 に つ い て の 特 異 的 認 識 部 位 ） を 含 む DNA断 片 と 混 合 す る こ
と に よ っ て 特 定 の 多 量 体 に 構 築 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 同 じ ド メ イ ン は 、 DNA結 合 タ ン パ ク 質
認 識 部 位 の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 含 む DNA配 列 を 加 え る こ と に よ っ て 多 く の 異 な る 多 量 体 に
構 築 さ れ 得 る 。 DNA断 片 に お け る DNA結 合 タ ン パ ク 質 認 識 部 位 の 組 み 合 わ せ の さ ら な る ラ ン
ダ ム 化 は 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー の ア セ ン ブ リ ー を 可 能 に し 得 る 。 こ の DNAは 、 イ ン ビ ボ
で の 分 解 を 妨 害 す る た め に 基 本 骨 格 の ア ナ ロ グ と と も に 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 顕 著 な 利 点 は 、 公 知 の リ ガ ン ド ま た は 未 知 の リ ガ ン ド が 単 量 体 ド メ イ ン お よ び
/ま た は 多 量 体 を 選 択 す る た め に 使 用 さ れ 得 る こ と で あ る 。 リ ガ ン ド の 構 造 に 関 す る 事 前
の 情 報 は 、 関 心 対 象 の 単 量 体 ド メ イ ン ま た は 関 心 対 象 の 多 量 体 を 単 離 す る た め に 必 要 と さ
れ な い 。 同 定 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン 、 免 疫 ド メ イ ン 、 お よ び /ま た は 多 量 体 は 生 物 学 的 活
性 を 有 し 得 、 こ れ は 、 選 択 さ れ た リ ガ ン ド ま た は 所 望 の リ ガ ン ド に つ い て の 少 な く と も 特
異 的 な 結 合 親 和 性 を 含 む こ と を 意 味 し 、 か つ い く つ か の 例 に お い て 、 他 の 化 合 物 の 結 合 を
ブ ロ ッ ク す る 能 力 、 代 謝 経 路 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る 能 力 、 シ グ ナ ル ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー
と し て 機 能 す る 能 力 、 細 胞 活 性 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る 能 力 な ど を さ ら に 含 む こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ １ ６ １ 】
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　 シ グ ナ ル リ ガ ン ド が 使 用 さ れ 得 、 ま た は 選 択 的 に 、 種 々 の リ ガ ン ド が 単 量 体 ド メ イ ン 、
免 疫 ド メ イ ン 、 お よ び /ま た は 多 量 体 を 選 択 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 単 量 体 ド
メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン は 、 単 一 の リ ガ ン ド ま た は 種 々 の リ ガ ン ド を 結 合 し 得
る 。 本 発 明 の 多 量 体 は 、 単 一 の リ ガ ン ド に つ い て の 複 数 の 個 別 の 結 合 部 位 を 有 し 得 る か 、
ま た は 選 択 的 に 、 種 々 の リ ガ ン ド に つ い て の 複 数 の 結 合 部 位 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 多 量 体 の 潜 在 的 な 適 用 は 多 岐 に わ た る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 拮 抗 物 質 を 作 製 す
る た め の 適 用 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 こ こ で は 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン ま た は 多 量 体
は 、 2つ の タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る 。 選 択 的 に 、 本 発 明 は 作 用 物 質 を 生 成
し 得 る 。 例 え ば 、 2つ の 異 な る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 酵 素 お よ び 基 質 ） を 結 合 す る 多 量 体
は 、 例 え ば 、 酵 素 活 性 お よ び /ま た は 基 質 の 転 換 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 増 強 し 得 る
。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 他 の 適 用 に は 細 胞 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を
認 識 す る 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン か ら な る 多 量 体 は 、 特 定 の 細 胞 型 に
選 択 的 に 結 合 し 得 る 。 抗 ウ イ ル ス 剤 と し て 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を
含 む 適 用 も ま た 、 含 ま れ る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス 粒 子 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 多 量
体 は 、 多 価 ゆ え に 抗 ウ イ ル ス 剤 と し て 有 用 で あ り 得 る 。 他 の 適 用 に は 、 タ ン パ ク 質 精 製 、
タ ン パ ク 質 検 出 、 バ イ オ セ ン サ ー 、 リ ガ ン ド -ア フ ィ ニ テ ィ ー 捕 捉 実 験 な ど が 含 ま れ 得 る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 ド メ イ ン ま た は 多 量 体 は 、 任 意 の 適 切 な 使 用 （ 例 え ば
、 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と し て の 使 用 ） の た め に 慣 用 的 な 手 段 に よ っ て バ ル ク で 合 成 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 多 量 体 は 、 異 な る タ ン パ ク 質 に つ い て の 特 異 性 を 有 す る 単 量
体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン を 含 む 。 異 な る タ ン パ ク 質 は 、 関 連 性 が あ る か ま
た は 関 連 性 が な い も の で あ り 得 る 。 関 連 性 が あ る タ ン パ ク 質 の 例 に は 、 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ
リ ー ま た は ウ イ ル ス の 異 な る 血 清 型 の メ ン バ ー が 含 ま れ る 。 ま た は 、 多 量 体 の 単 量 体 ド メ
イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン は 、 生 理 学 的 経 路 中 の 異 な る 分 子 （ 例 え ば 、 異 な る 血 液
凝 固 タ ン パ ク 質 ） を 標 的 化 し 得 る 。 な お 他 の 態 様 に お い て 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た
は 免 疫 ド メ イ ン は 、 関 連 性 の な い 経 路 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る （ 例 え ば 、 2つ の ド メ イ ン
が 血 液 因 子 に 結 合 し 、 2つ の 他 の ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン が 炎 症 関 連 の タ ン パ
ク 質 に 結 合 し 、 第 5の ド メ イ ン が 血 清 ア ル ブ ミ ン に 結 合 す る ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 免 疫 ド メ イ ン を 含 む 多 量 体 の 最 終 的 な 高 次 構 造 は 、 増 強 し た 安 定 性 お よ び 他 の 所 望 の 特
徴 を 提 供 す る 環 構 造 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 環 状 多 量 体 は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と し て 発
現 さ れ 得 る か 、 ま た は 複 数 の 個 別 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら 構 築 さ れ 得 る 。 個 別 の ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 か ら 構 築 さ れ た 環 状 多 量 体 は 、 代 表 的 に は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア セ ン ブ リ ー で
あ る 。 図 13Bは 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 環 状 多 量 体 を 示 す 。 環 状 多 量 体 構 造 の 形 成 は 、 空
間 的 な 配 置 （ す な わ ち 、 距 離 お よ び 順 序 ） な ら び に 個 々 の ド メ イ ン の 二 量 体 化 の 特 異 性 に
よ っ て 非 常 に 影 響 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 リ ン カ ー の 長 さ 、 リ ン カ ー の 組 成 、 お よ び 免 疫 ド メ
イ ン の 順 序 と い っ た パ ラ メ ー タ ー は 、 多 様 な 構 造 を 有 す る 環 状 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生
成 す る た め に 変 化 さ れ 得 る 。 環 状 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 望 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 環
状 多 量 体 を 同 定 す る た め に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 容 易 に ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ 得 る 。 多 量 体 が 生 成 さ れ た 後 、 選 択 的 に 、 環 状 化 工 程 が 、 所 望 の 結 合 活 性 に つ い
て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 環 状 化 さ れ た 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 実
行 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ れ ら の 環 状 環 構 造 は 、 例 え ば 、 ScFv免 疫 ド メ イ ン の 多 量 体 か ら 構 成 さ れ 得 る 。 こ こ で
、 免 疫 ド メ イ ン は 分 割 さ れ て 、 そ の 結 果 、 ポ リ ペ プ チ ド 多 量 体 鎖 の コ イ ル 形 成 が 、 免 疫 ド
メ イ ン に と っ て 、 そ れ ら の 適 切 な 二 量 体 構 造 、 例 え ば 、
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ま た は
　
　
な ど を 形 成 す る た め に 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 環 状 構 造 の 例 は 、 図 13Aに 示 さ れ て い る 。
こ の 環 は ま た 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 混 合 に よ っ て 形 成 さ れ 得 る 。 こ こ で 、 各 鎖 は 免 疫
ド メ イ ン の 半 分 を 含 む 。 例 え ば 、 1つ の 鎖 が V L ド メ イ ン を 含 み 、 か つ 他 方 の 鎖 が V H ド メ イ
ン を 含 み 、 そ の 結 果 、 V L /V H ド メ イ ン の 正 確 な 対 は 、 2つ の 鎖 が 結 合 す る 際 に 一 緒 に 伴 わ れ
る 。 鎖 の 環 状 化 は 、 図 13Bに 示 さ れ る よ う に 、 ド メ イ ン の フ レ ー ム の 順 番 を 変 化 さ せ る こ
と に 委 ね ら れ 得 る （ す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 1：
　
　
お よ び ポ リ ペ プ チ ド 2
　
　
） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 四 量 体 環 構 造 を 形 成 す る 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 、 非 常 に 安 定 で あ り 得 、 か つ 強 い 結 合
特 性 を 有 す る 。 こ の よ う な 環 の 例 は 図 13Cに 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 環 状 多 量 体 は ま た 、 多 量 体 タ ン パ ク 質 の N末 端 の ま た は N末 端 近 傍 の 少 な く と も 1つ の 二
量 体 化 ド メ イ ン を 、 コ ー ド す る か 、 ま た は 結 合 す る か 、 ま た は 連 結 す る こ と 、 お よ び 、 多
量 体 タ ン パ ク 質 の C末 端 の ま た は C末 端 近 傍 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 二 量 体 化 ド メ イ ン を 、
コ ー ド す る か 、 ま た は 結 合 す る か 、 ま た は 連 結 す る こ と 、 に よ っ て 形 成 さ れ 得 る 。 こ こ で
、 第 1お よ び 第 2の 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 互 い に 強 力 な 親 和 性 を 有 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用
さ れ る 場 合 、 「 二 量 体 化 ド メ イ ン 」 と い う 用 語 と は 、 卓 越 し た 強 さ お よ び 特 異 性 で 別 の タ
ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン に 結 合 し 、 例 え ば 、 二 量 体 を 形 成 す る す る 能 力 を 有 す る （ 免 疫 学 的
起 源 か ま た は 免 疫 学 的 起 源 で な い か の い ず れ か の ） タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン を い う 。 多 量
体 の 環 状 化 は 、 第 1の 二 量 体 化 ド メ イ ン お よ び 第 2の 二 量 体 化 ド メ イ ン の 互 い に 対 す る 結 合
の 際 に 起 こ る 。 詳 細 に は 、 2つ の ド メ イ ン 間 の 二 量 体 化 は 、 多 量 体 に 環 状 構 造 を 採 用 さ せ
る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 ド メ イ ン が そ れ 自 体 と 同 一 で あ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る と い う
点 で ホ モ 二 量 体 を 形 成 し 得 る 。 二 量 体 化 ド メ イ ン は 、 ド メ イ ン が そ れ 自 体 と 異 な る タ ン パ
ク 質 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る と い う 点 で ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 し 得 る 。 こ の よ う な 二 量 体 化
ド メ イ ン に つ い て の い く つ か の 使 用 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,491,074号 お よ び 国 際 公 開
公 報 第 94/28173号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 多 量 体 は 、 同 じ か ま た は 他 の 多 量 体 に 結 合 し て 、 凝
集 体 を 形 成 す る 。 凝 集 は 、 例 え ば 、 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン 上 の
疎 水 性 ド メ イ ン の 存 在 に よ っ て 媒 介 さ れ 得 、 2つ の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ
イ ン 間 の 非 共 有 結 合 的 相 互 作 用 の 形 成 を 生 じ る 。 ま た は 、 凝 集 は 、 別 の 多 量 体 中 の 単 量 体
ド メ イ ン に つ い て の 結 合 特 異 性 を 有 す る 多 量 体 中 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 単 量 体 ド メ イ ン
に よ っ て 促 進 さ れ 得 る 。 凝 集 体 は 、 単 一 の 多 量 体 よ り も よ り 標 的 結 合 ド メ イ ン を 含 み 得 る
。
【 ０ １ ７ ０ 】
3． 治 療 的 お よ び 予 防 的 な 処 置 の 方 法
　 本 発 明 は ま た 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 上 記 の 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ ま た
は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 お よ び 1つ ま た は そ れ 以 上 の こ の よ う な 核 酸 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 組 成 物 ） を イ ン ビ ボ ま た は エ キ ソ ビ ボ で 、 被 験 体 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 （ ヒ ト
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、 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ マ
、 ヒ ツ ジ を 含 む ） ま た は 哺 乳 動 物 で な い 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 鳥 類 （ 例 え ば 、 ニ ワ ト リ ま た
は ア ヒ ル ） 、 魚 類 、 ま た は 無 脊 椎 動 物 を 含 む ） に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 ま た は 障 害
を 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 処 置 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 第 1の 局 面 に お い て 、 エ キ ソ ビ ボ の 方 法 に お い て 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 ま
た は 被 験 体 の 関 心 対 象 の 細 胞 の 集 団 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍 組 織 試 料 、 器 官 細 胞 、 血 液
細 胞 、 皮 膚 細 胞 、 肺 、 心 臓 、 筋 肉 、 脳 、 粘 膜 、 肝 臓 、 腸 、 脾 臓 、 胃 、 リ ン パ 系 、 頚 部 、 膣
、 前 立 腺 、 口 、 舌 な ど ） が 被 験 体 か ら 入 手 さ れ る か 取 り 出 さ れ 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 他 の
状 態 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 処 置 す る の に 有 効 な 、 本 発 明 の 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お
よ び /ま た は 多 量 体 の 一 定 の 量 と 接 触 さ れ る 。 次 い で 、 接 触 さ れ た 細 胞 は 、 処 置 さ れ る 被
験 体 中 の 関 心 対 象 の 、 そ れ が 得 ら れ た 部 位 ま た は 別 の 部 位 （ 例 え ば 、 上 記 に 規 定 し た も の
を 含 む ） で 被 験 体 に 戻 さ れ る か ま た は 送 達 さ れ る 。 所 望 の 場 合 、 接 触 さ れ た 細 胞 は 、 標 準
的 移 植 技 術 お よ び 周 知 の 移 植 技 術 を 使 用 し て 、 被 験 体 中 の 関 心 対 象 の 組 織 、 器 官 、 ま た は
系 の 部 位 （ 上 記 の す べ て の も の を 含 む ） に 移 植 さ れ 得 る か 、 ま た は 、 例 え ば 、 標 準 的 な 送
達 技 術 ま た は 輸 血 技 術 を 使 用 し て 、 血 液 ま た は リ ン パ 系 に 送 達 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 ま た は 被 験 体 の 関 心 対 象 の 細 胞 の 集 団 が 、 疾
患 、 障 害 、 ま た は 他 の 状 態 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 処 置 す る の に 有 効 な 、 本 発 明 の 選 択 さ
れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 の 一 定 の 量 と 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 接 触 さ れ
る 、 イ ン ビ ボ の 方 法 を 提 供 す る 。 直 接 的 な 接 触 /投 与 様 式 に お い て は 、 選 択 さ れ た 単 量 体
ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 は 、 代 表 的 に は 、 処 置 さ れ る 細 胞 ま た は 関 心 対 象 の 組 織 の
部 位 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍 組 織 試 料 、 器 官 細 胞 、 血 液 細 胞 、 皮 膚 細 胞 、 肺 、 心 臓 、 筋
肉 、 脳 、 粘 膜 、 肝 臓 、 腸 、 脾 臓 、 胃 、 リ ン パ 系 、 頚 部 、 膣 、 前 立 腺 、 口 、 舌 な ど ） に 、 種
々 の 様 式 （ 局 所 的 投 与 、 注 射 （ 例 え ば 、 針 ま た は シ リ ン ジ を 使 用 す る こ と に よ っ て ） 、 ま
た は ワ ク チ ン 送 達 、 ま た は 遺 伝 子 銃 送 達 （ 組 織 、 器 官 ま た は 皮 膚 の 部 位 に 押 し つ け る ） ）
の い ず れ か に よ っ て 、 直 接 的 に 投 与 ま た は 輸 送 さ れ る 。 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び
/ま た は 多 量 体 は 、 例 え ば 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 真 皮 下 （ subdermally） 、 皮 下 （ subcutaneous
ly） 、 経 口 、 腹 腔 内 、 鞘 内 、 静 脈 内 、 に 送 達 さ れ 得 る か 、 ま た は 身 体 の 腔 内 に 配 置 さ れ る
か （ 例 え ば 、 外 科 手 術 の 間 を 含 む ） 、 ま た は 吸 入 ま た は 膣 投 与 も し く は 直 腸 投 与 に よ り 送
達 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 イ ン ビ ボ で の 間 接 的 な 接 触 /投 与 様 式 に お い て 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た
は 多 量 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ こ か ら 処 置 が 容 易 に さ れ 得 る 1つ ま た は そ れ 以
上 の 細 胞 ま た は 細 胞 の 集 団 に 直 接 的 に 接 触 ま た は 投 与 す る こ と に よ っ て 、 代 表 的 に は 、 上
記 の も の （ 例 え ば 、 皮 膚 細 胞 、 器 官 系 、 リ ン パ 系 、 ま た は 血 液 細 胞 系 な ど ） を 含 む 、 処 置
さ れ る 細 胞 ま た は 関 心 対 象 の 組 織 の 部 位 に 間 接 的 に 投 与 ま た は 輸 送 さ れ る 。 例 え ば 、 被 験
体 の 身 体 中 の 腫 瘍 細 胞 は 、 血 液 も し く は リ ン パ 系 の 細 胞 、 皮 膚 、 ま た は 器 官 を 、 十 分 な 量
の 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 と 接 触 さ れ る こ と に よ っ て 処 置 さ れ 得
、 そ の 結 果 、 関 心 対 象 の 部 位 （ 例 え ば 、 身 体 中 の 、 関 心 対 象 の 組 織 、 器 官 、 も し く は 細 胞
、 ま た は 血 液 も し く は リ ン パ 系 ） へ の 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 の
送 達 が 起 こ り 、 効 果 的 な 予 防 的 ま た は 治 療 的 な 処 置 が 生 じ る 。 こ の よ う な 接 触 、 投 与 、 ま
た は 輸 送 は 、 代 表 的 に は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 上 記 に 記 載 し た 投 与 の 経 路 ま た は 様 式
を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は エ キ ソ ビ ボ の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で は 、 1つ ま た は そ れ 以
上 の 関 心 対 象 の 細 胞 ま た は 被 験 体 の 関 心 対 象 の 細 胞 の 集 団 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍 組 織
試 料 、 器 官 細 胞 、 血 液 細 胞 、 皮 膚 細 胞 、 肺 、 心 臓 、 筋 肉 、 脳 、 粘 膜 、 肝 臓 、 腸 、 脾 臓 、 胃
、 リ ン パ 系 、 頚 部 、 膣 、 前 立 腺 、 口 、 舌 な ど ） が 被 験 体 か ら 入 手 さ れ る か 取 り 出 さ れ 、 こ
の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 ま た は 細 胞 の 集 団 を 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 他 の 状 態 を 予 防 的
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ま た は 治 療 的 に 処 置 す る の に 有 効 な 、 関 心 対 象 の 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば
、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 ） を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含
む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 形 質 転 換 す る 。 こ の 1つ ま た は そ れ
以 上 の 細 胞 ま た は 細 胞 の 集 団 は 、 十 分 な 量 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 お よ び こ の 核 酸 配 列
の 発 現 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー と 接 触 さ れ 、 そ の 結 果 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 （ お よ び
プ ロ モ ー タ ー ） の 細 胞 へ の 取 り 込 み が 起 こ り 、 本 発 明 の 標 的 の 核 酸 配 列 の 十 分 な 発 現 を 生
じ て 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 状 態 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 処 置 す る の に 有 効 な 、 選 択 さ れ た
単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 を コ ー ド す る 、 生 物 学 的 に 活 性 な 一 定 量 の ポ リ ペ プ
チ ド を 産 生 す る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 発 現 を 制 御 す る プ
ロ モ ー タ ー 配 列 （ 例 え ば 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 配 列 ） お よ び /ま た は 、 所 望 さ れ る 場 合 、 少 な
く と も 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 サ イ ト カ イ ン 、 ア ジ ュ バ ン ト
、 ま た は 同 時 刺 激 性 分 子 、 ま た は 関 心 対 象 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 1つ ま た は
そ れ 以 上 の さ ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 形 質 移 入 の 後 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 被 験 体 の 、 そ れ ら が そ こ か ら 得 ら れ た 組 織 の 部
位 も し く は 系 ま た は 被 験 体 に お い て 処 置 さ れ る 別 の 部 位 で （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍 組 織
試 料 、 器 官 細 胞 、 血 液 細 胞 、 皮 膚 細 胞 、 肺 、 心 臓 、 筋 肉 、 脳 、 粘 膜 、 肝 臓 、 腸 、 脾 臓 、 胃
、 リ ン パ 系 、 頚 部 、 膣 、 前 立 腺 、 口 、 舌 な ど ） 、 被 験 体 に 、 戻 さ れ る か 、 送 達 さ れ る か 、
ま た は 輸 送 さ れ る 。 所 望 さ れ る 場 合 、 こ の 細 胞 は 、 標 準 的 か つ 周 知 の 移 植 技 術 を 用 い て 被
験 体 中 の 関 心 対 象 の 組 織 、 皮 膚 、 器 官 、 ま た は 身 体 系 に 移 植 さ れ 得 る か 、 ま た は 標 準 的 な
送 達 ま た は 輸 血 技 術 を 用 い て 血 液 ま た は リ ン パ 系 に 送 達 さ れ 得 る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の
、 こ の よ う な 送 達 、 投 与 、 ま た は 輸 送 は 、 代 表 的 に は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 上 記 の 投
与 の 経 路 ま た は 様 式 を 用 い て 行 わ れ る 。 標 的 の 核 酸 の 発 現 は 、 天 然 に 存 在 す る か ま た は 誘
導 さ れ 得 （ 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る ） 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 一 定 の 量 が 、 そ
の 部 位 ま た は 組 織 系 で の 疾 患 ま た は 状 態 を 処 置 す る に 十 分 か つ 効 率 的 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の 関 心 対 象 の 細 胞 ま た は 被 験 体 の
細 胞 の 集 団 （ 例 え ば 、 上 記 の 細 胞 お よ び 細 胞 系 な ら び に 被 験 体 を 含 む ） は 、 細 胞 ま た は 細
胞 の 集 団 を 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 他 の 状 態 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 処 置 す る の に 有 効 な 、
生 物 学 的 に 活 性 な 関 心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /
ま た は 多 量 体 ） を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 接 触 さ せ
る こ と に よ っ て （ ま た は 、 上 記 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 投 与 の 経 路 ま た は 様 式 を 用 い て 、
細 胞 ま た は 細 胞 の 集 団 に 投 与 ま た は 輸 送 す る こ と に よ っ て ） 、 被 験 体 の 身 体 中 で 形 質 転 換
さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 は 、 疾 患 ま た は 障 害 に 苦 し む 細 胞 に 、 直 接 的 に 投 与 ま た は 輸 送
さ れ 得 る （ 例 え ば 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 の 投 与 の 経 路 ま た は 様 式 を 用 い る 直 接 的 な
接 触 に よ っ て ） 。 ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 は 、 疾 患 ま た は 障 害 に 苦 し む 細 胞 に 間
接 的 に 投 与 ま た は 輸 送 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 疾 患 を 有 し な い 細 胞 ま た は 他 の 疾 患 を 有 す る 細
胞 を 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 の 投 与 の 経 路 ま た は 様 式 を 用 い て 、 生 物 学 的 に 活 性 な ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 お よ び そ の 核 酸 配 列 の 発 現 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー を 含
む 、 十 分 な 量 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 と 最 初 に 直 接 的 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ
る 。 そ の 結 果 、 細 胞 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 （ お よ び プ ロ モ ー タ ー ） の 取 り 込 み が 起
こ り 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 十 分 な 発 現 が 生 じ て 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 処
置 す る の に 有 効 な 量 の 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 し 、 そ れ に よ っ て ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 構 築 物 ま た は 得 ら れ た 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 に ま た は 自 動 的 に 、 被 験 体 の
身 体 の 、 最 初 の 送 達 部 位 、 系 、 組 織 、 ま た は 器 官 か ら 、 被 験 体 の 身 体 の 、 疾 患 の 部 位 、 組
織 、 器 官 、 ま た は 系 に 輸 送 さ れ る （ 例 え ば 、 血 液 ま た は リ ン パ 系 を 介 し て ） 。 標 的 核 酸 の
発 現 は 天 然 に 生 じ る か 、 ま た は 誘 導 さ れ 得 （ 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に ） 、 そ の
結 果 、 一 定 量 の 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 部 位 ま た は 組 織 系 で の 疾 患 ま た は 状 態 を
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処 置 す る に 十 分 か つ 効 果 的 で あ る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の
発 現 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 例 え ば 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 配 列 ） お よ び /ま た は 、 所 望
さ れ る 場 合 、 少 な く と も 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 サ イ ト カ イ
ン 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 同 時 刺 激 性 分 子 、 ま た は 関 心 対 象 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の さ ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 上 記 の よ う な イ ン ビ ボ ま た は エ キ ソ ビ ボ の 処 理 方 法 の 各 々 に お い て 、 賦 形 剤 お よ び 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 を 含 む 組 成 物 が 投 与 ま た は 送 達 さ れ 得 る 。 1つ の 局 面 に お い
て 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 を 含 む 組 成 物 は 、
疾 患 ま た は 障 害 を 処 置 す る に 有 効 な 量 で 、 上 記 の よ う に 被 験 体 に 投 与 ま た は 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 上 記 の よ う な イ ン ビ ボ お よ び エ キ ソ ビ ボ の 処 理 方 法 の 各 々 に お い て
、 細 胞 ま た は 被 験 体 に 投 与 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 被 験 体
の 細 胞 へ の そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 取 り 込 み が 起 こ り 、 そ の 核 酸 配 列 の 十 分 な 発 現 が 生
じ て 被 験 体 中 で 免 疫 応 答 （ 免 疫 原 （ 例 え ば 、 抗 原 ） に よ っ て 誘 導 さ れ る 免 疫 応 答 を 含 む ）
を 増 強 す る の に 有 効 な 量 の 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る よ う な 量 で あ り 得 る
。 別 の 局 面 に お い て 、 こ の よ う な 方 法 の 各 々 に お い て 、 細 胞 ま た は 被 験 体 に 投 与 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド の 量 は 、 被 験 体 中 で 免 疫 応 答 （ 免 疫 原 （ 例 え ば 、 抗 原 ） に よ っ て 誘 導 さ れ る も
の を 含 む ） を 増 強 す る の に 十 分 な 量 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 な お 別 の 局 面 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含
む 組 成 物 ） が 生 理 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を 被 験 体 に 送 達 す る た め に 使 用 さ れ る 、 イ ン
ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ の 処 理 方 法 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 の 発 現 は 、 誘 導 性 の オ
ン お よ び オ フ 遺 伝 子 発 現 系 を 用 い て 誘 導 さ れ 得 る 。 こ の よ う な オ ン お よ び オ フ 遺 伝 子 発 現
系 の 例 に は 、 Tet-オ ン （ Tet-On） (商 標 ) 遺 伝 子 発 現 シ ス テ ム （ Gene Expression System
） お よ び Tet-オ フ （ Tet-Off） (商 標 ) 遺 伝 子 発 現 シ ス テ ム が そ れ ぞ れ 挙 げ ら れ る （ 例 え ば
、 こ の よ う な 系 の 各 々 の 詳 細 な 記 載 に つ い て は 、 Clontechカ タ ロ グ 2000、 110-111頁 を 参
照 さ れ た い ） 。 他 の 制 御 可 能 な ま た は 誘 導 性 の オ ン お よ び オ フ 遺 伝 子 発 現 系 は 、 当 業 者 に
公 知 で あ る 。 こ の よ う な 系 を 用 い る と 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 の 標 的 の 核 酸 の 発 現 が 、
正 確 、 可 逆 的 、 か つ 定 量 的 な 様 式 で 調 節 さ れ 得 る 。 標 的 核 酸 の 遺 伝 子 発 現 は 、 例 え ば 、 標
的 核 酸 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 含 む 安 定 な 形 質 移 入 し た 細 胞 が 、 関 心 対 象 の 組 織
部 位 、 器 官 、 ま た は 系 に 送 達 ま た は 輸 送 さ れ る か 、 ま た は 関 心 対 象 の 組 織 部 位 、 器 官 、 ま
た は 系 に 接 触 さ れ る よ う に 作 製 さ れ た 後 で 、 誘 導 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 系 は 、 標 的 核 酸 の
発 現 を 遅 ら せ る か 、 ま た は 正 確 に 制 御 す る こ と が 有 利 で あ る よ う な 処 置 の 方 法 お よ び 様 式
に お い て 特 に 利 点 が あ る 。 （ 例 え ば 、 手 術 の 完 了 の た め の 時 間 お よ び /ま た は 手 術 後 の 治
癒 を 可 能 に す る た め ； 標 的 核 酸 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 が 、 処 置 さ れ る 部 位 、 細 胞
、 系 、 ま た は 組 織 に 到 達 す る た め の 時 間 を 可 能 に す る た め ； 構 築 物 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞
を 含 む 移 植 物 が 、 そ の 移 植 物 が 接 合 ま た は 接 着 な ど さ れ た 組 織 ま た は 器 官 の 上 ま た は 中 に
取 り 込 ま れ る た め の 時 間 を 可 能 に す る た め ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
4． 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の さ ら な る 操 作
　 上 記 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 改 変 さ れ 得 る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 修 飾 ま た は 改 変 さ れ た 核 酸 配 列 を 生 成 す る た め の 種 々 の 多 様 な 生 成 手 段 の 記 載
は 、 上 記 な ら び に 以 下 の 刊 行 物 お よ び そ こ に 引 用 さ れ る 参 照 文 献 中 に 記 載 さ れ る ：
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【 ０ １ ８ ２ 】
　 多 様 性 を 生 成 す る た め の 突 然 変 異 の 方 法 に は 、 例 え ば 、 以 下 が 挙 げ ら れ る ： 部 位 特 異 的
変 異 誘 発
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； ウ ラ シ ル 含 有 鋳 型 を 用 い る 変 異 誘 発
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【 ０ １ ８ ３ 】
　 さ ら な る 適 切 な 方 法 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 点 ミ ス マ ッ チ 修 復 （ Kramerら 、 Point Mismat
ch Repair, (1984)  38: 879-887） 、 修 復 欠 損 宿 主 株 を 用 い る 変 異 誘 発 （ Carterら 、
Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors, (1985) 

 13: 4431-4443； お よ び Carterら 、 Improved oligonucleotide-directed m
utagenesis using M13 vectors, (1987) Methods in Enzymol. 154, 382-403） 、 欠 失 変
異 誘 発
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上 記 の 方 法 の 多 く に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、  第 154巻 に 見 い 出 さ
れ 得 、 こ れ は ま た 、 種 々 の 変 異 誘 発 方 法 に 伴 う 問 題 解 決 の た め の 有 用 な 標 準 を ま た 記 載 す
る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 種 々 の 多 様 性 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 以 下 の 米 国 特 許 、 PCT公 開 公 報
お よ び 出 願 、 な ら び に 欧 州 公 開 公 報 に お い て 見 出 さ れ 得 る ： Stemmerに 与 え ら れ た （ 1997
年 2月 25日 ） 米 国 特 許 第 5,605,793号 「 Methods for in Vitro Reconbination」 ； Stemmer
ら に 与 え ら れ た （ 1998年 9月 22日 ） 米 国 特 許 第 5,811,238号 「 Methods for Generating Pol
ynucleotides having Desired Characteristics by Iterative Selection and Recombina
tion」 ； Stemmerら に 与 え ら れ た （ 1998年 11月 3日 ） 米 国 特 許 第 5,830,721号 「 DNA Mutagen
esis by Random Fragmentation and Reassembly」 ； Stemmerら に 与 え ら れ た （ 1998年 11月
10日 ） 米 国 特 許 第 5,834,252号 「 End-Complementary Polymerase Reaction」 ； Minshullら
に 与 え ら れ た （ 1998年 11月 17日 ） 米 国 特 許 第 5,837,458号 「 Methods and Compositions fo
r Cellular and Metabolic Engeneering」 ； Stemmerお よ び Crameriに よ る 国 際 公 開 公 報 第
95/22625号 「 Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly」 ； Stemmerお よ び L
ipschulzに よ る 国 際 公 開 公 報 第 96/33207号 「 End Complementary Polymerase Chain React
ion」 ； Stemmerお よ び Crameriに よ る 国 際 公 開 公 報 第 97/20078号 「 Methods for Generatin
g Polynucleotides having Desired Characteristics by Iterative Selection and Reco
mbination」 ； Minshullお よ び Stemmerに よ る 国 際 公 開 公 報 第 97/35966号 「 Methods and Co
mpositions for Cellular and Metabolic Engineering」 ； Punnonenら に よ る 国 際 公 開 公
報 第 99/41402号 「 Targeting of Genetic Vaccine Vectors」 ； Punnonenら に よ る 国 際 公 開
公 報 第 99/41383号 「 Antigen Library Immunization」 ； Punnonenら に よ る 国 際 公 開 公 報 第
99/41369号 「 Genetic Vaccine Vector Engineering」 ； Punnonenら に よ る 国 際 公 開 公 報 第
99/41368号 「 Optimization of Immunomodulatory Properties of Genetic Vaccines」 ； S
temmerお よ び Crameriに よ る 欧 州 特 許 第 752008号 「 DNA Mutagenesis by Random Fragmenta
tion and Reassembly」 ； Stemmerに よ る 欧 州 特 許 第 0932670号 「 Evolving Cellular DNA U
ptake by Recursive Sequence Recombination」 ； Stemmerら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 99/231
07号 「 Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome Shuffling」 ；
Aptら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 99/21979号 「 Human Papillomavirus Vectors」 ； del Cardayr
eら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 98/31837号 「 Evolution of Whole Cells and Organisms by Rec
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ursive Sequence Recombination」 ； Pattenお よ び Stemmerら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 98/272
30号 「 Methods and Composition for Polypeptide Engineering」 ； Stemmerら に よ る 国 際
公 開 公 報 第 98/27230号 「 Methods for Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequ
ence Shuffling and Selection」 、 国 際 公 開 公 報 第 00/00632号 「 Methods for Generating
 Highly Diverse Libraries」 、 国 際 公 開 公 報 第 00/09679号 「 Methods for Obtaining in 
Vitro Recombinied Polynucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences」 、 Arnol
dら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 98/42832号 「 Recombination of Polunucleotide Sequences Usi
ng Random or Defined Primers」 、 Arnoldら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 99/29902号 「 Methods 
for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequences」 、 Vindに よ る 国 際 公 開 公 報
第 98/41653号 「 An in Vitro Method for Construction of a DNA Library」 、 Borchertら
に よ る 国 際 公 開 公 報 第 98/41622号 「 Method for Constructing a Library Using DNA Shuf
fling」 、 な ら び に 、 Patiお よ び Zarlingら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 98/42727号 「 Sequence A
lterations using Homologous Recombination」 、 Pattemら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 00/1890
6号 「 Shuffling of Codon-Altered Genes」 ； del Cardayreら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 00/04
190号 「 Evolution of Whole Cells and Organisms by Recursive Recombination」 ; Cram
eriら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 00/042561号 「 Oligonucleotide Mediated Nucleic Acid Reco
mbination」 ； Selifonovお よ び Stemmerに よ る 国 際 公 開 公 報 第 00/42559号 「 Methods of Po
pulating Data Structures for Use in Evolutionary Simulations」 ； Selifonovら に よ
る 国 際 公 開 公 報 第 00/42560号 「 Methods for Making Character Strings, Polynucleotide
s & Polypeptides Having Desired Characteristics」 ； Welchら に よ る 国 際 公 開 公 報 第 01
/23401号 「 Use of Codon-Varied Oligonucleotide Synthesis for Synthetic Shuffling
」 ； な ら び に 、 Affholterに よ る 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US01/06775号 「 Single-Stranded N
ucleic Acid Template-Mediated Recombination and Nucleic Acid Fragment Isolation
」 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 核 酸 を コ ー ド す る 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン
、 多 量 体 、 お よ び /ま た は 選 択 さ れ た 多 量 体 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 を 含 む 。 従 っ て 、
多 量 体 ド メ イ ン は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 発 現 系 を 用 い て 単 一 の タ ン パ ク 質 と し て 合 成 さ れ
得 る 。 上 記 に 示 し た 数 多 く の テ キ ス ト に 加 え て 、 例 え ば 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 選 択 さ れ た 単
量 体 ド メ イ ン 、 多 量 体 、 お よ び /ま た は 選 択 さ れ た 多 量 体 の よ う な 核 酸 を 発 現 す る の に 関
連 性 の あ る 、 ベ ク タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 多 く の 他 の ト ピ ッ ク ス の 使 用 を 含 む 、 本 明
細 書 中 で 有 用 な 分 子 生 物 学 の 技 術 を 記 載 す る 一 般 的 な テ キ ス ト に は 、 以 下 が 含 ま れ る ： Be
rgerお よ び Kimmel、  
第 152巻 、 Academic Press, Inc.、 San Diego、 CA (Berger)； Sambrookら 、

（ 第 2版 ） 第 1-3巻 、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold S
pring Harbor、 New York、 1989 (「 Sambrook」 )お よ び

、 F.M. Ausubelら 編 、 Current Protocols（ Greene Publishing Associates, Inc.
と John Wiley & Sons, Inc.の 合 弁 事 業 ） （ 1999年 か ら 補 遺 ） （ 「 Ausubel」 ） 。 核 酸 を コ
ー ド す る 単 量 体 ド メ イ ン お よ び 多 量 体 を 同 定 、 単 離 、 お よ び ク ロ ー ニ ン グ す る 際 に 有 用 な
イ ン ビ ト ロ 増 幅 方 法 （ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） 、 Q∃ -レ
プ リ カ ー ゼ 増 幅 、 お よ び 他 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 技 術 （ 例 え ば 、 NASBA） を 含 む ） に よ っ
て 当 業 者 に 指 示 す る に 十 分 な 技 術 の 例 は 、 以 下 に お い て 見 出 さ れ 得 る ： Berger、 Sambrook
お よ び Ausubel、 な ら び に Mullisら 、 (1987) 米 国 特 許 第 4,683,202号 ； PCR Protpcols A G
uide to Methods and Applications (Innisら 編 ) Academic Press Inc. San Diego, CA (
1990) (Innis)； Arnheimお よ び Levinson（ 1990年 10月 1日 ） C&EN 36-47； The Journal Of 
NIH Research (1991) 3, 81-94； Kwohら 、 (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173
； Guatelliら 、 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1874； Lomellら  (1989) J.Clin
. Chem 35, 1826； Landegrenら 、 （ 1988） Science 241, 1077-1080； Van Brunt (1990) B
iotechnology 8, 291-294； Wuお よ び Wallace、 (1989) Gene 4, 560； Barringerら （ 1990
） Gene 89, 117； な ら び に 、 Sooknenenお よ び Malek（ 1995） Biotechnology 13: 563-564
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。 イ ン ビ ト ロ 増 幅 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ す る 改 善 方 法 は 、 Wallaceら 、 米 国 特 許 第 5,426,039
号 に 記 載 さ れ て い る 。 PCRに よ っ て 大 き な 核 酸 を 増 幅 す る 改 善 方 法 は 、 Chengら （ 1994） Na
ture 369: 684-685お よ び そ こ に 引 用 さ れ て い る 参 照 文 献 に 要 約 さ れ て い る （ そ こ で は 40k
bま で の PCRア ン プ リ コ ン が 生 成 さ れ て い る ） 。 当 業 者 は 、 本 質 的 に 、 い か な る RNAも 、 逆
転 写 酵 素 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 、 制 限 消 化 、 PCR伸 長 、 お よ び 配 列 決 定 に 適 切 な
二 本 鎖 DNAに 転 換 し 得 る こ と を 理 解 す る 。 Ausubel、 Sambrook、 お よ び Berger（ す べ て 前 記
） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 組 換 え 技 術 に よ る 、 宿 主 細 胞 へ の 本 発 明 の ベ ク タ ー の 導 入 、 な ら び に 本
発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン 、 免 疫 ド メ イ ン 、 多 量 体 、 お よ び /ま
た は 選 択 さ れ た 多 量 体 の 産 生 に 関 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー で 遺 伝 的 に 操 作 さ
れ る （ す な わ ち 、 遺 伝 子 導 入 、 形 質 転 換 、 ま た は 形 質 移 入 ） 。 こ の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ま た は 発 現 ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス
ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 フ ァ ー ジ な ど の 形 態 で あ り 得 る 。 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 プ
ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る か 、 形 質 転 換 体 を 選 択 す る か 、 ま た は 関 心 対 象 の 単 量 体 ド メ イ ン
、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン 、 多 量 体 、 お よ び /ま た は 選 択 さ れ た 多 量 体 の 遺 伝 子 を 増 幅
す る た め に 適 切 で あ る よ う に 改 変 さ れ た 通 常 の 栄 養 培 地 中 で 培 養 さ れ 得 る 。 温 度 、 pHな ど
の よ う な 培 養 条 件 は 、 発 現 の た め に 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 と と も に 以 前 に 使 用 さ れ た も の で
あ り 、 当 業 者 に は 、 当 技 術 分 野 お よ び 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 参 照 文 献 中 で 明 白 で あ る （
例 え ば 、 Freshney（ 1994） Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique、 第
3版 、 Wiley-Liss、 New Yorkお よ び そ こ に 引 用 さ れ る 参 照 文 献 を 含 む ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 上 記 に 言 及 し た よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 動 物 で な い 細 胞 （ 例 え ば 、 植 物
、 酵 母 、 真 菌 、 細 菌 な ど ） 中 で 産 生 さ れ 得 る 。 確 か に 、 全 体 に わ た っ て 述 べ た よ う に 、 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め に 特 に 関 連 す る 技 術 で あ る
。 Sambrook、 Berger、 お よ び Ausubelに 加 え て 、 細 胞 培 養 に 関 す る 詳 細 は 、 以 下 に お い て
見 い 出 さ れ 得 る ： Payneら （ 1992） Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems、
John Wiley & Sons, Inc. New York、 NY； Gamborgお よ び Phillips（ 編 ） （ 1995） Plant C
ell、 Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual、 Springer
-Verlag (Berlin Heidelberg New York) な ら び に Atlasお よ び Parks（ 編 ） The Handbook 
of Microbiological Media (1993) CRC Press、 Boca Raton、 FL。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 薬 学 的 な 特 性 を 改 善 す る た め 、 免 疫 原 性 を 減 少 す る た め 、 ま た は 多 量 体
お よ び /ま た は 単 量 体 ド メ イ ン の 細 胞 ま た は 組 織 へ の 輸 送 （ 例 え ば 、 血 液 脳 関 門 を 通 し て
、 ま た は 皮 膚 を 通 し て ） を 容 易 に す る た め の 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 免 疫 ド メ イ ン 、 お よ び /
ま た は 多 量 体 の 改 変 を 含 む 。 こ れ ら の 型 の 改 変 に は 、 種 々 の 修 飾 （ 例 え ば 、 糖 基 の 付 加 ま
た は グ リ コ シ ル 化 ） 、 PEGの 付 加 、 特 定 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 HASま た は 他 の 血 清 タ ン パ
ク 質 ） を 結 合 す る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 付 加 、 細 胞 へ 、 細 胞 の 外 に 、 ま た は 細 胞 を 通 し て
シ グ ナ ル を 移 動 ま た は 輸 送 す る タ ン パ ク 質 の 断 片 ま た は 配 列 の 付 加 が 含 ま れ る 。 さ ら な る
成 分 も ま た 、 多 量 体 お よ び /ま た は 単 量 体 ド メ イ ン に 付 加 さ れ て 、 多 量 体 お よ び /ま た は 単
量 体 ド メ イ ン の 特 性 を 操 作 し 得 る 。 種 々 の 成 分 が ま た 付 加 さ れ 得 、 こ れ ら に は 、 例 え ば 、
公 知 の 受 容 体 を 結 合 す る ド メ イ ン （ 例 え ば 、 Fc受 容 体 を 結 合 す る Fc-領 域 タ ン パ ク 質 ド メ
イ ン ） 、 毒 素 ま た は 毒 素 の 一 部 、 多 量 体 ま た は 単 量 体 ド メ イ ン を 活 性 化 す る た め に 選 択 的
に 切 断 さ れ 得 る プ ロ ド メ イ ン 、 レ ポ ー タ ー 分 子 （ 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） 、 レ ポ ー
タ ー 分 子 を 結 合 す る 成 分 （ 例 え ば 、 放 射 線 治 療 の た め の 放 射 性 核 種 、 ビ オ チ ン 、 ま た は ア
ビ ジ ン ） 、 ま た は 修 飾 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
5． キ ッ ト
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 必 要 と さ れ る 成 分 （ 代 表 的 に は 、 混 合 し て い な い 形 態 で ） お よ び
キ ッ ト の 成 分 （ パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 、 成 分 お よ び /ま た は 方 法 を 使 用 す る た め の 指 示 書 、
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成 分 を 保 持 す る た め の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 （ 反 応 チ ュ ー ブ 、 カ ラ ム な ど ） ） を 含 む
キ ッ ト は 、 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 多 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は 単 一 の
型 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 み 得 る 。 キ ッ ト は ま た 、 標 的 分 子 の 結 合 を 促 進 す る た め に 適 切 な 試
薬 （ 例 え ば 、 検 出 可 能 に 標 識 し た 分 子 を 含 む 、 検 出 を 容 易 に す る 緩 衝 剤 ま た は 試 薬 ） を 含
み 得 る 。 単 量 体 ド メ イ ン な ど へ の リ ガ ン ド の 結 合 を 較 正 す る た め の 標 準 も ま た 、 本 発 明 の
キ ッ ト に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 市 販 さ れ る 結 合 ア ッ セ イ 法 お よ び ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト を
提 供 す る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の い く つ か に お い て 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の リ ガ ン ド が 、
単 量 体 ド メ イ ン 、 免 疫 ド メ イ ン 、 お よ び /ま た は 多 量 体 の 結 合 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ
る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体 へ の リ ガ ン ド の 結 合
を 検 出 す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 （ 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光
顕 微 鏡 法 、 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 な ど ） に 基 づ く 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ア ッ セ イ 法 に 基 づ く キ ッ ト も ま た 提 供 さ れ る 。 こ の キ ッ ト は 、 代 表 的 に は 、 容 器 お よ び
1つ ま た は そ れ 以 上 の リ ガ ン ド を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 選 択 的 に 、 ア ッ セ イ 法 を 実 行 す る
た め の 指 示 書 、 さ ら な る 検 出 試 薬 、 緩 衝 剤 、 ま た は こ れ ら の 成 分 の い ず れ か の 使 用 の た め
の 指 示 書 な ど を 含 む 。 ま た は 、 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 多 量 体
の 発 現 の た め の 、 細 胞 、 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー
、 分 泌 ベ ク タ ー ） を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 の い か な る 組 成 物 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 免
疫 ド メ イ ン 、 多 量 体 、 細 胞 、 細 胞 培 養 物 、 装 置 、 装 置 の 成 分 、 ま た は キ ッ ト の 使 用 、 本 明
細 書 中 の い か な る 方 法 ま た は ア ッ セ イ 法 の 実 施 、 お よ び /ま た は 、 治 療 用 製 剤 と し て の 本
明 細 書 中 の 細 胞 、 細 胞 培 養 物 、 組 成 物 、 ま た は 他 の 特 徴 の 使 用 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で
記 載 さ れ て い る 処 置 の た め の 治 療 用 製 剤 と し て の 本 明 細 書 中 の す べ て の 成 分 の 製 造 も ま た
、 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
6． 集 積 シ ス テ ム
　 本 発 明 は 、 単 量 体 ド メ イ ン 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン 、 多 量 体 、 お よ び /ま た は 選 択
さ れ た 多 量 体 、 な ら び に こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 対 応 す る 文 字 列 を 含
む 、 コ ン ピ ュ ー タ 、 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 、 お よ び 集 積 シ ス テ ム を 提 供 す る 。
こ れ ら の 配 列 は 、 イ ン シ リ コ シ ャ ッ フ リ ン グ 方 法 に よ っ て 、 ま た は 標 準 的 な 配 列 の ア ラ イ
メ ン ト も し く は ワ ー ド プ ロ セ ッ シ ン グ ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 操 作 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 例 え ば 、 異 な る 型 の 類 似 性 お よ び 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 考 慮 お よ び 文 字 列 長 は 、
本 明 細 書 中 の 集 積 シ ス テ ム に お い て 検 出 お よ び 認 識 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 多 く も 相 同 性 決 定
方 法 が 、 生 体 高 分 子 の 配 列 の 比 較 解 析 の た め に 、 ワ ー ド プ ロ セ ッ シ ン グ の た め の ス ペ ル チ
ェ ッ ク の た め に 、 お よ び 種 々 の デ ー タ ベ ー ス か ら の デ ー タ 検 索 の た め に 設 計 さ れ て き た 。
天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 4つ の 基 本 的 な 核 酸 塩 基 の 間 の 二 重 ら せ ん の 対 の 相 補 性 相 互
作 用 の 理 解 に 際 し て は 、 相 補 的 な 相 同 性 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 文 字 列 の ア ニ ー リ ン グ を 促 す
モ デ ル も ま た 、 本 明 細 書 中 の 配 列 に 対 応 す る 文 字 列 上 で 代 表 的 に は 実 行 さ れ る 配 列 ア ラ イ
メ ン ト ま た は 他 の 操 作 の 根 拠 と し て 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 ワ ー ド プ ロ セ ッ シ ン グ 操 作 、
配 列 ま た は サ ブ 配 列 の 文 字 列 を 含 む 図 の 構 成 、 ア ウ ト プ ッ ト の 表 な ど ） 。 配 列 類 似 性 を 計
算 す る た め の GOを 伴 う ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 例 は BLASTで あ り 、 こ れ は 、 本 明 細 書 中
の 配 列 に 対 応 す る 文 字 列 を 入 力 す る こ と に よ っ て 本 発 明 に 適 応 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 BLASTは Altschulら  (1990)  215: 403-410に 記 載 さ れ て い る 。 BLAST解 析
を 実 行 す る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 National Center for Biotechnology Information（ World W
ide Webの ncbi.nlm.nih.govで 利 用 可 能 ） を 通 し て 公 的 に 利 用 可 能 で あ る 。 こ の ア ル ゴ ニ

10

20

30

40

50

(53) JP 2005-519579 A 2005.7.7

J. Mol. Biol.



ズ ム は 、 照 会 配 列 中 の 長 さ Wの 短 い ワ ー ド を 同 定 す る こ と に よ っ て 高 ス コ ア 配 列 対 を 最 初
に 同 定 す る こ と を 包 含 す る 。 こ れ は 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長 さ の ワ ー ド と 整 列 さ れ
た 場 合 に 、 一 致 す る か 、 ま た は い く つ か の 正 の 値 の 閾 値 ス コ ア Tを 満 足 す る か の い ず れ か
で あ る 。 Tは 、 隣 接 ワ ー ド ス コ ア 閾 値 と い わ れ る （ Altshulら 、 前 記 ） 。 こ れ ら の 最 初 の 隣
接 ワ ー ド の ヒ ッ ト は 、 そ れ ら を 含 む よ り 長 い HSPを 見 つ け る た め の 探 索 を 開 始 す る た め の
種 と し て 機 能 す る 。 次 い で 、 こ の ワ ー ド ヒ ッ ト は 、 累 積 の ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が 増 加 さ れ
得 る 限 り 、 各 々 の 配 列 に 沿 っ て 両 方 の 方 向 で 伸 長 さ れ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 場 合 は 、 パ ラ メ ー タ ー M（ 一 致 す る 残 基 の 対 に つ い て の 報 酬 （ reward） ス コ ア ； 常 に
＞ 0） お よ び パ ラ メ ー タ ー N（ ミ ス マ ッ チ し た 残 基 に つ い て の ペ ナ ル テ ィ ー ス コ ア ； 常 に ＜
0） を 用 い て 計 算 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 に は 、 ス コ ア 付 け マ ト リ ッ ク ス が 使 用 さ れ
て 累 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 各 方 向 で の ワ ー ド ヒ ッ ト の 伸 長 は 以 下 の 場 合 に 停 止 さ れ る ： 累
積 ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が そ れ が 達 し た 最 大 値 か ら 数 量 X落 ち た 場 合 ； 1つ ま た は そ れ 以 上 の
負 に ス コ ア 付 け さ れ る 残 基 の ア ラ イ メ ン ト の 蓄 積 に よ っ て 累 積 ス コ ア が 0ま た は そ れ 以 下
に な っ た 場 合 ； ま た は 、 配 列 の い ず れ か の 末 端 に 達 し た 場 合 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム の パ ラ
メ ー タ ー W、 T、 お よ び Xは 、 ア ラ イ メ ン ト の 感 度 と 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTNプ ロ グ ラ ム （
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の た め の ） は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 ワ ー ド 長 （ W） ＝ 11、 予 測 性 （ E） ＝
10、 カ ッ ト オ フ ＝ 100、 M＝ 5、 N＝ 4、 お よ び 両 方 の 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の
場 合 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 ワ ー ド 長 （ W） ＝ 3、 予 測 性 （ E） ＝ 10、
お よ び BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ Henikoffお よ び Henikoff (1994) 

 89: 10915を 参 照 さ れ た い ） を 使 用 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 有 用 な 配 列 ア ラ イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム の さ ら な る 例 は 、 PILEUPで あ る 。 PILEUPは 、 漸 進
的 な 、 ペ ア 形 成 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 関 連 す る 配 列 の 群 よ り 複 数 の 配 列 ア ラ イ メ ン ト
を 作 製 す る 。 こ れ は ま た 、 ア ラ イ メ ン ト を 作 製 す る た め に 、 使 用 し た ク ラ ス タ ー 形 成 の 関
連 性 を 示 す 樹 形 図 を プ ロ ッ ト し 得 る 。 PILEUPは 、 Fengお よ び Doolittle、 (1987) 

 35: 351-360の 漸 進 的 な ア ラ イ メ ン ト 方 法 を 単 純 化 し た も の を 使 用 す る 。 使 用 さ れ
る 方 法 は 、 Higginsお よ び Sharp、 (1989)  5: 151-153に よ っ て 記 載 さ れ る 方 法 と 同
様 で あ る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 例 え ば 、 最 大 長 5000文 字 の 300配 列 ま で を 整 列 さ せ 得 る 。
こ の 複 数 の ア ラ イ メ ン ト 手 順 は 、 2つ の 最 も 類 似 し て い る 配 列 の ペ ア 形 成 ア ラ イ メ ン ト で
開 始 し 、 2つ の 整 列 さ れ た 配 列 の ク ラ ス タ ー を 生 成 す る 。 次 い で 、 こ の ク ラ ス タ ー は 、 次
に 最 も 関 連 す る 配 列 ま た は 整 列 さ れ た 配 列 の ク ラ ス タ ー に 整 列 さ れ 得 る 。 2つ の 配 列 の ク
ラ ス タ ー は 、 2つ の 個 々 の 配 列 の ペ ア 形 成 ア ラ イ メ ン ト の 単 純 な 伸 長 に よ っ て 整 列 さ れ 得
る 。 最 終 的 な ア ラ イ メ ン ト は 、 一 連 の 漸 進 的 な 、 ペ ア 形 成 ア ラ イ メ ン ト に よ っ て 達 成 さ れ
る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は ま た 、 ク ラ ス タ ー 形 成 の 関 連 性 の 系 統 樹 ま た は 樹 形 図 の 表 示 を プ ロ
ッ ト す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 配 列 比 較 の 領 域 に つ い て の 特 定 の 配 列
お よ び ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 座 標 を 指 定 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ る 。 例 え ば 、
単 量 体 ド メ イ ン フ ァ ミ リ ー 中 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸 を 決 定 す る た め に 、 ま た は 、 フ ァ ミ リ ー 中
の 単 量 体 ド メ イ ン の 配 列 を 比 較 す る た め に 、 本 発 明 の 配 列 ま た は コ ー ド す る 核 酸 が 整 列 さ
れ て 、 構 造 -機 能 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 1つ の 局 面 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 「 イ ン シ リ コ 」 の 配 列 組 換 え ま た は 単
量 体 ド メ イ ン に 対 応 す る 文 字 列 の シ ャ ッ フ リ ン グ を 実 行 す る た め に 使 用 さ れ る 。 種 々 の こ
の よ う な 方 法 が 、 1999年 2月 5日 に 出 願 さ れ た （ 米 国 特 許 出 願 第 60/118854号 ） 、 Selifonov
お よ び Stemmerの 「 Methods For Making Character Strings、 Polynucleotides & Polypep
tides Having Desired Characteristics」 な ら び に 、 1999年 10月 12日 に 出 願 さ れ た （ 米 国
特 許 出 願 第 09/416,375号 ） 、 Selifonovお よ び Stemmerの 「 Methods For Making Character
 Strings, Polynucleotides & Polypeptides Having Desired Characteristics」 に 示 さ
れ て い る 。 手 短 に 言 え ば 、 遺 伝 子 オ ペ レ ー タ ー が 、 遺 伝 的 ア ル ゴ リ ズ ム に お い て 、 所 定 の
配 列 を 変 化 さ せ る た め に 使 用 さ れ る （ 例 え ば 、 変 異 、 組 換 え 、 死 な ど の よ う な 遺 伝 的 現 象
を 模 倣 す る こ と に よ っ て ） 。 配 列 を 最 適 化 す る た め の 多 次 元 解 析 は ま た 、 例 え ば 、 '375出
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願 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に お い て 実 行 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 デ ジ タ ル シ ス テ ム は ま た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 に 指 示 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 合 成 し 得 る か （ 例 え ば 、 遺 伝 子 再 構 築 ま た は 組 換 え の た め に 使 用 さ れ る ） 、 ま た は 、 市
販 さ れ て い る 供 給 源 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 注 文 し 得 る （ 例 え ば 、 適 切 な 注 文 フ ォ ー
ム を 印 刷 す る こ と に よ っ て 、 ま た は イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 注 文 フ ォ ー ム に リ ン ク す る こ と に
よ っ て ） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 こ の デ ジ タ ル シ ス テ ム は ま た 、 核 酸 合 成 を 制 御 す る た め の ア ウ ト プ ッ ト 要 素 を 含 み 得 る
（ 例 え ば 、 配 列 ま た は 組 換 え の ア ラ イ メ ン ト （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う な 、
シ ャ ッ フ ル さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン ） に 基 づ い て ） 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 集 積 シ ス テ ム は 、
選 択 的 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 制 御 装 置 を 含 む 。 こ
の シ ス テ ム は 、 ア ラ イ メ ン ト の 下 流 で 発 生 す る 他 の 操 作 ま た は 本 明 細 書 中 の 配 列 に 対 応 す
る 文 字 列 を 使 用 し て 実 行 さ れ る 他 の 操 作 （ 例 え ば 、 ア ッ セ イ 法 に 関 し て 上 記 に 示 し た よ う
な 操 作 ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 の た め に 提 供 さ れ 、 特 許 請 求 の 範 囲 を 制 限 す る た め で は な い 。
【 ０ ２ ０ １ 】

　 本 実 施 例 は 、 単 量 体 ド メ イ ン の 選 択 お よ び 多 量 体 の 作 製 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る た め お よ び 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン か ら 多 量 体 を 作 製 す る
た め の 出 発 物 質 、 な ら び に 手 順 は 、 種 々 の ヒ ト 配 列 お よ び /ま た は 非 ヒ ト 配 列 の い ず れ か
か ら 導 き 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に つ い て の 特 異 的
な 結 合 を 有 す る 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 産 生 す る た め に 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 単 量
体 ド メ イ ン 遺 伝 子 が 、 特 定 の リ ガ ン ド に 結 合 す る 単 量 体 ド メ イ ン の フ ァ ミ リ ー か ら 選 択 さ
れ る 。 1つ ま た は そ れ 以 上 の 単 量 体 ド メ イ ン 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 ゲ ノ ム DNAま
た は cDNAの PCR増 幅 に よ っ て 得 ら れ 得 る か 、 ま た は 選 択 的 に 、 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 使 用 し て 合 成 的 に 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 最 も 一 般 的 に は 、 次 い で 、 こ れ ら の 配 列 は 、 発 現 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 細 胞
表 面 デ ィ ス プ レ イ の 様 式 （ す な わ ち 、 細 菌 、 酵 母 、 ま た は 哺 乳 動 物 （ COS） の 細 胞 表 面 デ
ィ ス プ レ イ ； フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ） に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 組 換 え 配 列 は 、 適 切 な 宿 主
細 胞 （ こ こ で 組 換 え 配 列 が 発 現 お よ び 細 胞 表 面 に デ ィ ス プ レ イ さ れ る ） に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト （ 形 質 導 入 ま た は 形 質 転 換 ） さ れ る 。 例 え ば 、 細 胞 は 、 標 識 さ れ た （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識
さ れ た ） 所 望 の リ ガ ン ド で 染 色 さ れ 得 る 。 染 色 さ れ た 細 胞 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ
て 分 別 さ れ 、 遺 伝 子 を コ ー ド す る 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン が 、 陽 性 細 胞 か ら 回 収 さ れ る
（ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 単 離 、 PCR、 ま た は 伸 長 お よ び ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て ） 。 染 色 お よ
び 分 別 の プ ロ セ ス は 、 反 復 す る 複 数 の 回 数 で あ り 得 る （ 例 え ば 、 所 望 の レ ベ ル の 富 化 が 得
ら れ る ま で 、 所 望 の リ ガ ン ド の 漸 進 的 な 減 少 濃 度 を 使 用 す る ） 。 ま た は 、 所 望 の リ ガ ン ド
ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 を 結 合 す る 細 胞 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 、 当 技 術 分 野 で 公
知 の ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 検 出 の 任 意 の 方 法 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 細 胞 を 結 合 す る 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 か ら 回 収 さ れ た 遺 伝 子 を コ ー ド
す る 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン は 、 本 明 細 書 ま た は 引 用 さ れ た 参 照 文 献 中 に 記 載 さ れ る 方
法 の い ず れ か に 従 っ て 選 択 的 に 組 み 換 え ら れ 得 る 。 次 い で 、 多 様 化 の こ の ラ ウ ン ド に お い
て 産 生 さ れ た 組 換 え 配 列 は 、 所 望 の ま た は 標 的 の リ ガ ン ド に つ い て 改 善 さ れ た 親 和 性 を 有
す る 組 換 え 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 同 じ 方 法 ま た は 異 な る 方 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ
さ れ る 。 多 様 化 お よ び 選 択 の プ ロ セ ス は 、 所 望 の 親 和 性 が 得 ら れ る ま で 、 選 択 的 に 反 復 さ
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れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン 核 酸 は 、 リ ン カ ー 配 列 を 介 し て
一 緒 に 連 結 さ れ 得 、 多 量 体 を 作 製 す る （ 例 え ば 、 DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ る 、 選 択 さ れ た
単 量 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア セ ン ブ リ ー に よ っ て 、 ま た は
、 選 択 的 に 、 PCRに 基 づ く 、 自 己 プ ラ イ ミ ン グ 重 複 反 応 に よ っ て ） 。 次 い で 、 多 量 体 を コ
ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 発 現 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 細 胞 表 面 デ ィ ス プ レ イ 様 式 （
す な わ ち 、 細 菌 、 酵 母 、 ま た は 哺 乳 動 物 （ COS） の 細 胞 表 面 デ ィ ス プ レ イ ； フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ） に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 組 換 え 配 列 は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 （ こ こ で 組 換 え 配 列 が
発 現 お よ び 細 胞 表 面 に デ ィ ス プ レ イ さ れ る ） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト （ 形 質 導 入 ま た は 形 質 転
換 ） さ れ る 。 例 え ば 、 細 胞 は 、 標 識 さ れ た （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 さ れ た ） 所 望 の リ ガ ン ド ま
た は リ ガ ン ド の 混 合 物 で 染 色 さ れ 得 る 。 染 色 さ れ た 細 胞 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て
分 別 さ れ 、 遺 伝 子 を コ ー ド す る 選 択 さ れ た 多 量 体 が 、 陽 性 細 胞 か ら 回 収 さ れ る （ 例 え ば 、
PCR、 ま た は 伸 長 お よ び ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て ） 。 陽 性 細 胞 は 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ
ン と 比 較 し て 、 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 に 対 す る 、 改 善 さ れ た 結 合 活 性 も
し く は 親 和 性 、 ま た は 変 化 し た 特 異 性 を 有 す る 多 量 体 を 含 む 。 染 色 お よ び 分 別 の プ ロ セ ス
は 、 反 復 す る 複 数 の 回 数 で あ り 得 る （ 例 え ば 、 所 望 の レ ベ ル の 富 化 が 得 ら れ る ま で 、 所 望
の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 の 漸 進 的 な 減 少 濃 度 を 使 用 す る ） 。 ま た は 、 所 望 の リ
ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 を 結 合 す る 細 胞 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 、 当 技 術 分
野 で 公 知 の ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 検 出 の 任 意 の 方 法 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 細 胞 を 結 合 す る 所 望 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 混 合 物 か ら 回 収 さ れ た 遺 伝 子 を コ ー ド
す る 選 択 さ れ た 多 量 体 は 、 本 明 細 書 ま た は 引 用 さ れ た 参 照 文 献 中 に 記 載 さ れ る 方 法 の い ず
れ か に 従 っ て 選 択 的 に 組 み 換 え ら れ 得 る 。 次 い で 、 多 様 化 の こ の ラ ウ ン ド に お い て 産 生 さ
れ た 組 換 え 配 列 は 、 所 望 の ま た は 標 的 の リ ガ ン ド に つ い て 改 善 さ れ た 結 合 活 性 も し く は 親
和 性 、 ま た は 変 化 し た 特 異 性 を 有 す る 組 換 え 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 同 じ 方 法 ま た は 異
な る 方 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 多 様 化 お よ び 選 択 の プ ロ セ ス は 、 所 望 の 結 合 活
性 も し く は 親 和 性 、 ま た は 変 化 し た 特 異 性 が 得 ら れ る ま で 、 選 択 的 に 反 復 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 C2ド メ イ ン か ら な る 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー の 開 発 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 単 量 体 性 C2ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Stemmerら 、 Gene 164、 49
-53 (1995)に 記 載 さ れ る よ う に 、 ア セ ン ブ リ ー PCRに よ っ て 作 製 さ れ る 。 こ の PCR反 応 に お
い て 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 PCR断 片 を BamHIお よ び XhoIで 消 化 す る 。 消 化 産 物 を 、 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 C2
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ド メ イ ン 断 片 を ゲ ル か ら 精 製 す る 。 こ の DNA断 片 を 、 酵 母 表 面 デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー pYD1 
(Invitrogen) の 対 応 す る 制 限 部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 酵 母 株 EBV100の 形 質 転 換 の た め に 使 用 す る 。 形 質 転 換 体 は 、
グ ル コ ー ス 含 有 選 択 培 地 （ -Trp） 中 で 、 30℃ で 細 胞 を 増 殖 す る こ と に よ っ て 選 択 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 C2ド メ イ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 表 面 デ ィ ス プ レ イ は 、 ガ ラ ク ト ー ス 含 有 選 択 培 地 中 で 、 20℃
で 細 胞 を 増 殖 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 細 胞 を PBSで す す ぎ 、 次 い で 、 蛍 光 標 識 し た
標 的 タ ン パ ク 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 度 PBS中 で す す ぐ 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 次 い で 、 細 胞 を 、 FACSに よ っ て 分 別 し 、 陽 性 細 胞 を グ ル コ ー ス 含 有 選 択 培 地 中 で 再 度 増
殖 さ れ る 。 こ の 細 胞 培 養 物 を 、 分 別 の 2回 め の ラ ウ ン ド の た め に 使 用 し 得 る か 、 ま た は プ
ラ ス ミ ド DNAの 単 離 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 精 製 し た プ ラ ス ミ ド DNAを 、 DNA配 列 を コ ー ド
す る C2ド メ イ ン を PCR増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 こ の PCR反 応 に お い て 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
　
　
　
　
で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 次 い で 、 PCR断 片 を 、 AlwNIで 消 化 し 、 消 化 産 物 を 、 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 C2ド
メ イ ン 断 片 を ゲ ル か ら 精 製 す る 。 続 い て 、 PCR断 片 を 、 ス ト ッ プ 断 片 の 存 在 下 で DNAラ イ ゲ
ー シ ョ ン に よ っ て 多 量 体 化 す る 。 ス ト ッ プ 断 片 を 以 下 に 列 挙 す る ：
ス ト ッ プ 1：
　
　
　
　
　
ス ト ッ プ 2：
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 次 い で 、 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 EcoRIお よ び HindIIIで 消 化 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 多 量 体 を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 ス ト ッ プ 1-C2-C2-ス ト ッ プ 2に 対 応 す る DNA
断 片 を ゲ ル か ら 精 製 す る 。 ス ト ッ プ 1-C2-C2-ス ト ッ プ 2断 片 は 、 プ ラ イ マ ー 5'aattcaacgct
actaccat3'お よ び 5'agcttcattacccaaatcaac3'を 使 用 し て PCR増 幅 し 、 引 き 続 い て BamHIと X
hoIで 消 化 す る 。 選 択 的 に 、 多 量 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ス
ク リ ー ニ ン グ の さ ら な る ラ ウ ン ド を 行 い 得 る （ 例 え ば 、 上 記 の FACS解 析 ） 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 続 い て 、 高 親 和 性 結 合 体 を 単 離 お よ び 配 列 決 定 す る 。 高 結 合 体 を コ ー ド す る DNAを 、 発
現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 適 切 な 宿 主 中 で 複 製 す る 。 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 精 製 お
よ び 特 徴 付 け す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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　 本 実 施 例 は 、 LDL受 容 体 Aド メ イ ン か ら な る 三 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー の 開 発 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 単 量 体 性 Aド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Stemmerら 、 Gene 164、 49-
53 (1995)に 記 載 さ れ る よ う に 、 ア セ ン ブ リ ー PCRに よ っ て 作 製 さ れ る 。 こ の PCR反 応 に お
い て 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ る 。
こ こ で 、 R＝ A/G、 Y＝ C/T、 M＝ A/C、 K＝ G/T、 S＝ C/G、 W＝ A/T、 B＝ C/G/T、 D＝ A/G/T、 H＝ A
/C/T、 V＝ A/C/G、 お よ び N＝ A/C/G/Tで あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 PCR断 片 を XmaIお よ び SfiIで 消 化 す る 。 消 化 産 物 を 、 3％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 A
ド メ イ ン 断 片 を ゲ ル か ら 精 製 す る 。 次 い で 、 こ の DNA断 片 を 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク
タ ー フ ュ ー ズ （ fuse） 5-HA（ フ ュ ー ズ 5の 誘 導 体 ） の 対 応 す る 制 限 部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン
す る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 受 容 性 の 大 腸 菌 細 胞 （ F-株 、 例
え ば 、 Top10ま た は MC1061） に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る 。 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 細 胞 を
、 20μ g/mlの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 む 2× YT培 地 中 で 一 晩 増 殖 さ せ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ビ リ オ ン を PEG沈 殿 に よ っ て こ の 培 養 物 か ら 精 製 す る 。 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 0.1M NaHCO 3
中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 直 接 的 に 、 ま た は ビ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結
合 を 介 し て 間 接 的 に 、 固 体 表 面 （ 例 え は 、 ペ ト リ 皿 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） 上
に 固 定 化 さ れ る 。 精 製 し た ビ リ オ ン を 、 典 型 的 な 数 と し て 約 1～ 3× 10 1 1 TUで 添 加 す る 。 ペ
ト リ 皿 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 緩 衝 液 （ TBS/T
ween） で 数 回 洗 浄 し 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を グ リ シ ン HCl緩 衝 液 を 添 加 す る こ と に よ っ て 溶
出 す る 。 こ の 溶 出 液 を 、 1M Tris-HCl（ pH 9.1） を 添 加 す る こ と に よ っ て 中 和 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 こ の フ ァ ー ジ を 増 幅 し 、 引 き 続 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 選 択 の 2回 目 の ラ ウ ン ド へ の イ ン プ
ッ ト と し て 使 用 す る 。 ssDNAを 、 QIAprep M13キ ッ ト を 用 い て 最 終 的 な 溶 出 液 か ら 抽 出 す る
。 ssDNAを 、 DNA配 列 を コ ー ド す る Aド メ イ ン を PCR増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 こ の PCR反 応 に お い て 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ：
　
　
　
で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 PCR断 片 を 、 AlwNIお よ び BglIで 消 化 す る 。 消 化 産 物 を 3％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 A
ド メ イ ン 断 片 を ゲ ル か ら 精 製 す る 。 PCR断 片 を 、 以 下 の ス ト ッ プ 断 片 の 存 在 下 で DNAラ イ ゲ
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ー シ ョ ン に よ っ て 多 量 体 化 す る 。
ス ト ッ プ 1：
　
　
　
　
　
ス ト ッ プ 2：
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 EcoRIお よ び HindIIIで 消 化 す る
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 多 量 体 を 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 ス ト ッ プ 1-A-A-A-ス ト ッ プ 2に 対 応 す る DNA
断 片 を ゲ ル か ら 精 製 す る 。 ス ト ッ プ 1-A-A-A-ス ト ッ プ 2断 片 は 、 引 き 続 い て 、 プ ラ イ マ ー 5
'agcttcattacccaaatcaac3'お よ び 5'aattcaacgctactaccat3'を 使 用 し て PCR増 幅 し 、 引 き 続
い て 、 Xmalお よ び SfiIで 消 化 す る 。 次 い で 、 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を フ ァ ー ジ 発 現 系
に ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 的 タ ン パ ク 質 に つ い て の 親 和 性 に つ い て 試 験 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 続 い て 、 高 親 和 性 結 合 体 を 単 離 お よ び 配 列 決 定 す る 。 高 結 合 体 を コ ー ド す る DNAを 、 発
現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 引 き 続 い て 適 切 な 宿 主 中 で 発 現 さ せ る 。 次 い で 、 発 現 し
た タ ン パ ク 質 を 精 製 お よ び 性 格 付 け す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 前 述 の 発 明 は 、 い く ぶ ん 詳 細 に 明 確 化 お よ び 理 解 の 目 的 の た め に 記 載 し て き た が 、 こ の
開 示 を 読 む こ と に よ り 、 形 態 お よ び 詳 細 の 種 々 の 変 更 が 本 発 明 の 真 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ
と な く な さ れ 得 る こ と が 当 業 者 に は 明 確 で あ る 。 例 え ば 、 上 記 に 記 載 し た す べ て の 技 術 、
方 法 、 組 成 物 、 装 置 、 お よ び 系 は 種 々 の 組 み 合 わ せ で 使 用 さ れ 得 る 。 本 願 に お い て 引 用 さ
れ る す べ て の 刊 行 物 、 特 許 、 特 許 出 願 、 ま た は 他 の 文 書 は 、 あ た か も 各 々 の 個 々 の 刊 行 物
、 特 許 、 特 許 出 願 、 ま た は 他 の 文 書 が 、 す べ て の 目 的 の た め に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る
こ と が 個 々 に 示 さ れ る こ と と 同 程 度 に 、 そ の 全 体 が す べ て の 目 的 の た め に 参 照 と し て 組 み
入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ９ 】
【 図 １ 】 LDL受 容 体 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に お い て 見 い 出 さ れ る 単 量 体 ド メ イ ン の 型 、 数
、 お よ び 順 番 を 図 示 す る 。 こ れ ら の 単 量 体 ド メ イ ン に は 、 β プ ロ ペ ラ ド メ イ ン 、 EGF様 ド
メ イ ン 、 お よ び LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン が 含 ま れ る 。 示 さ れ た メ ン バ ー は 、 低 密 度 リ ポ
タ ン パ ク 質 受 容 体 （ LDLR） 、 ApoE受 容 体 2（ ApoER2） 、 極 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 （ V
LDLR） 、 LDLR関 連 タ ン パ ク 質 2（ LRP2） 、 お よ び LDLR関 連 タ ン パ ク 質 1（ LRP1） が 含 ま れ る
。
【 図 ２ 】 2つ の ヒ ト LRP1配 列 、 2つ の ヒ ト LRP2配 列 、 2つ の ヒ ト LDLR配 列 、 2つ の ヒ ト LDVR配
列 、 1つ の ヒ ト LRP3配 列 、 1つ の ヒ ト MAT配 列 、 ヒ ト CO6配 列 、 お よ び ヒ ト SORL配 列 を 含 む 、
種 々 の LDL受 容 体 ク ラ ス Aド メ イ ン か ら の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 、 保 存 性 シ ス
テ イ ン を 例 証 す る た め に 図 示 す る 。
【 図 ３ 】 図 3パ ネ ル Aは 、 Aド メ イ ン の 例 を 図 解 的 に 示 す 。 パ ネ ル Aは 、 約 40ア ミ ノ 酸 長 の A
ド メ イ ン 中 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸 を 図 示 す る 。 保 存 性 シ ス テ イ ン 残 基 を Cに よ っ て 示 し 、 負 に
荷 電 し た ア ミ ノ 酸 を 、 マ イ ナ ス （ 「 -」 ） と 記 し た 円 の 記 号 で 示 す 。 「 H」 と 記 し た 円 は 、
疎 水 性 残 基 を 示 す 。 パ ネ ル Bは 、 リ ン カ ー を 介 し て 連 結 し た 2つ の 折 り 畳 ま れ た Aド メ イ ン
を 図 示 す る 。 パ ネ ル Bは ま た 、 2つ の カ ル シ ウ ム 結 合 部 位 （ Ca 2 ＋ と 記 し た 黒 い 円 ） お よ び
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、 全 部 で 6つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に つ い て 、 各 々 折 り 畳 ま れ た Aド メ イ ン 中 の 3つ の ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 示 す 。
【 図 ４ 】 LDL受 容 体 フ ァ ミ リ ー に よ っ て 認 識 さ れ た リ ガ ン ド の い く つ か （ 阻 害 剤 、 プ ロ テ
ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 複 合 体 、 ビ タ ミ ン 担 体 複 合 体 、 リ ポ タ ン パ ク 質 代 謝 に 関 与 す る タ ン
パ ク 質 、 非 ヒ ト リ ガ ン ド 、 抗 生 物 質 、 ウ イ ル ス 、 お よ び そ の 他 ） を 示 す 。
【 図 ５ 】 リ ガ ン ド に 結 合 す る 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る こ と 、 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン
を 単 離 す る こ と 、 種 々 の 組 み 合 わ せ の 選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン を 連 結 す る こ と に よ っ て
選 択 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン の 多 量 体 を 作 製 す る こ と 、 お よ び そ の 多 量 体 を ス ク リ ー ニ ン グ
し て 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る 1つ よ り 多 い 単 量 体 含 む 多 量 体 を 同 定 す る こ と に つ い て の 一 般
的 な ス キ ー ム を 図 解 的 に 示 す 。
【 図 ６ 】 別 の 選 択 ス ト ラ テ ジ ー の 図 解 的 な 表 示 で あ る （ 導 か れ た 選 択 ） 。 適 切 な 結 合 特 性
を 有 す る 単 量 体 ド メ イ ン は 、 単 量 体 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 さ れ る 。 次 い で 、 同
定 さ れ た 単 量 体 ド メ イ ン は 、 単 量 体 ド メ イ ン の 別 の ラ イ ブ リ ー 由 来 の 単 量 体 ド メ イ ン に 連
結 さ れ 、 多 量 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 。 多 量 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 的 に 同 時 に 結 合 す
る 一 対 の 単 量 体 ド メ イ ン を 同 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 次 い で 、 こ の プ ロ セ ス
は 、 最 適 な 結 合 プ ロ セ ス が 多 量 体 中 で 得 ら れ る ま で 反 復 さ れ 得 る 。
【 図 ７ 】 単 量 体 ド メ イ ン の 多 量 体 化 プ ロ セ ス を 示 す 。 標 的 -結 合 単 量 体 の ヒ ッ ト は 、 ベ ク
タ ー か ら 増 幅 さ れ る 。 次 い で 、 標 的 -結 合 単 量 体 ド メ イ ン お よ び /ま た は 免 疫 ド メ イ ン の こ
の 混 合 物 は 、 切 断 さ れ 、 リ ン カ ー の 最 適 な 組 み 合 わ せ お よ び ス ト ッ パ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 混 合 さ れ る 。 次 い で 、 生 成 し た 多 量 体 は 、 標 的 -結 合 多 量 体 の 同 定 の た め の 第 2の 選 択
工 程 の た め の 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 図 ８ 】 Aド メ イ ン の 各 部 位 に お け る 共 通 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 の 位 置 の 上 の パ ー
セ ン テ ー ジ は 、 示 さ れ た シ ス テ イ ン 間 の 間 隔 を 有 す る 天 然 に 存 在 す る Aド メ イ ン の パ ー セ
ン テ ー ジ を い う 。 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 の 下 に 太 字 で 示 し た 潜 在 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ の 位
置 に お け る 共 通 の 残 基 を 示 す 。 明 る い 色 の 円 で 示 し た 、 最 終 的 な 6つ の ア ミ ノ 酸 は 、 リ ン
カ ー 配 列 を 表 す 。 リ ン カ ー の 2位 お よ び 3位 の イ タ リ ッ ク で 示 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の 2つ の カ
ラ ム は 、 そ の 位 置 に は 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 す 。 他 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 A
、 D、 E、 G、 H、 I、 K、 L、 N、 P、 Q、 R、 S、 T、 お よ び V） は こ れ ら の 位 置 に 含 ま れ 得 る 。
【 図 ９ 】 以 下 の シ ス テ イ ン 間 の 間 隔 ： CX 6 CX 4 CX 6 CX 5 CX 8 Cを 有 す る Aド メ イ ン に つ い て 、 天
然 に 存 在 す る Aド メ イ ン に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 の 出 現 の 頻 度 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 Aド メ イ ン の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。 図 の 一 番 上 お よ び 一 番 下 で 、 小 文 字 （ a-q）
は 保 存 性 残 基 を 示 す 。 こ れ ら の 位 置 に お け る 優 勢 な ア ミ ノ 酸 お よ び ネ イ テ ィ ブ な Aド メ イ
ン 中 に 観 察 さ れ た 回 数 の パ ー セ ン ト は 、 図 の 一 番 下 に 示 さ れ る 。
【 図 １ １ 】 免 疫 ド メ イ ン か ら な る 可 能 な 多 量 体 の 高 次 構 造 を 示 す 。 図 11Aは 、 ミ ニ ボ デ ィ
ー の 多 量 体 を 図 示 す る 。 図 11Bは 、 単 鎖 ド メ イ ン 抗 体 の 多 量 体 を 図 示 す る 。 図 11Cは 、 scfv
の 免 疫 ド メ イ ン 多 量 体 を 図 示 す る 。 図 11Dは 、 Fab断 片 の 多 量 体 を 図 示 す る 。
【 図 １ ２ 】 部 分 的 リ ン カ ー を 介 し た ド メ イ ン の 連 結 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 例 示 的 な 多 量 体 環 形 成 を 図 示 す る 。
【 図 １ ４ 】 Fvsの 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 種 々 の 多 量 体 の 高 次 構 造 を 図 示 す る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ － １ 】

【 図 １ ０ － ２ 】 【 図 １ ０ － ３ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】
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【 図 １ １ Ｃ 】

【 図 １ １ Ｄ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ｃ 】

【 図 １ ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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