
(57)【要約】
免疫グロブリン Fc領域ポリペプチドを検出または単離するための結合分子、およびその使
用方法が記載される。好ましい Fc領域結合ポリペプチド、 Fc領域結合ポリペプチドを発現
する組換えバクテリオファージ、および該ポリペプチドを示す分離媒体が特に開示される
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
式 I、 II、 IIIま た は IV：
I.　 Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も ６ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
X 1 は 、 G、 H、 N、 R、 ま た は Sで あ る ；
X 2 は 、 A、 D、 E、 F、 I、 M、 ま た は Sで あ る ；
X 3 は 、 A、 I、 L、 M、 ま た は Vで あ る ；
X 4 は 、 I、 M、 T、 ま た は Vで あ る ；
Z 2 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ； お よ び
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 不 変 な シ ス テ イ ン 残 基 と の ジ ス ル フ ィ ド
結 合 の 形 成 に よ り 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る ；
II.　 Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ；
Xは 、 Fま た は Yで あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 シ ス
テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ７ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る
；
III.　 Z 1 -W-Z 2 -W-W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ６ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み
、 か か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ８ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ
ド が 形 成 さ れ る が 、 た だ し 、 Z 1 は シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 Z 2 は シ ス テ イ ン を 含 ま ず 、 Z 2 が
シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 こ れ は ト リ ペ プ チ ド の 中 央 の 残 基 で あ り 、 Z 3 も ま た シ ス テ イ ン を
含 む ；
IV.　 Z 1 -P-X 1 -W-X 2 -C-X 3 -X 4 -X 5 （ 配 列 番 号 ： ７ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ：
X 1 は 、 A、 E、 R、 S、 ま た は Tで あ る ；
X 2 は 、 F、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 3 は 、 D、 E、 L、 M、 ま た は Qで あ る ；
X 4 は 、 H、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 5 は 、 Fま た は Yで あ る ； お よ び
こ こ で 、 Z 1 の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び X 2 と X 3 と の 間 の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 10～ 12ア ミ ノ 酸 の
環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る ；
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 に 結 合 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
（ a） 該 ポ リ ペ プ チ ド が 式 ：
I.　 Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
X 1 は 、 Gで あ る ；
X 2 は 、 Aま た は Eで あ る ；
X 3 は 、 Ｌ で あ る ；
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X 4 は 、 Iま た は Vで あ る ；
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 ま た は
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド が 式 ：
II.　 Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Xは 、 Fま た は Yで あ る ； お よ び
こ こ で 、 Z 2 は 式 ： X 1 -X 2 -X 3 の ペ プ チ ド で あ り 、 式 中 、
X 1 は 、 Cま た は Yで あ る ；
X 2 は 、 C、 K、 N、 ま た は Tで あ り 、 た だ し 、 X 1 が Cで あ る 場 合 、 X 2 は Cで は な い 、 お よ び
X 3 は 、 F、 I、 K、 Q、 ま た は Vで あ る
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
以 下 ：
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か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
以 下 ：
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式 中 、 Ac-は N-末 端 ア セ チ ル 化 を 表 す ； -NH 2 は C末 端 ア ミ ド 化 を 表 す ； [Nle]は ノ ル ロ イ シ
ン を 表 す ； -X-NH 2 は C末 端 基 -NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 す ； -X-Su-X-NH 2 は C末 端 基 -N
H-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH-C:O-CH 2 CH 2 -C:O-NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 す ； お よ び -X-Z
-X-NH 2 は C末 端 基 -NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH-C:O-CH 2 -O-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 -C:O-NH-(CH 2 CH 2 O
) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 す
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 に 結 合 す る 、 以 下 ：
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か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む と 思
わ れ る 溶 液 中 の 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
標 的 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 該 溶 液 と 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 と の 間 で 結 合 が 生 じ る か ど う か 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む 溶 液
中 の 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 単 離
す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 支 持 体 に 固 定 化 す る こ と
に よ り 、 ま た は 該 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 請
求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 工 程 ；
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む 溶 液 と 工 程 （ a） の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工
程 ； お よ び
（ c） 該 溶 液 の 非 結 合 成 分 と 工 程 （ b） の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と を 分 離 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む 溶 液
か ら 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 除 去
す る す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 支 持 体 に 固 定 化 す る こ と
に よ り ま た は 該 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ に 結 合 す る こ と に よ り 請 求 項 １
ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 工 程 ；
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 有 す る 溶 液 と 工 程 （ a） に よ り 調 製 さ れ た 結 合 ポ リ ペ プ チ ド
と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ c） 該 溶 液 の 非 結 合 成 分 と 工 程 （ b） 記 載 の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と を 分 離 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
（ a） Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む と 思 わ れ る 溶 液 と 標 的 ポ リ ペ プ
チ ド 標 的 の た め の 結 合 分 子 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ で 結 合 分 子 は 固 相 支 持 体 に 固 定 化 さ
れ る 、
（ b） 固 相 支 持 体 に 結 合 し た 標 的 と 溶 液 の 未 結 合 成 分 と を 分 離 す る 工 程 、
（ c） 固 相 支 持 体 と 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の Fc結 合 性 ポ リ
ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
（ d） 固 相 支 持 体 上 の 標 識 Fc結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 標 的 の 固 相 検 出 ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 溶 液 が 、 全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 鳥 類 の 卵 、 お
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よ び 馴 化 培 地 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ ま た は ９ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
溶 液 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ま た は 雌 ウ シ か ら 得
ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
溶 液 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ 、 ウ ズ ラ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ダ チ ョ ウ 、 ま た は ガ チ ョ
ウ か ら 得 ら れ る 卵 で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 が Fc領 域 の 全 て も し く は 一 部 を 含 む 抗 体 ま た は 抗 フ ラ グ メ ン ト で あ
り う る 請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 が 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 抗 体 が 、 ヒ ト IgG1、 IgG2、 IgG3、 お よ び IgG4か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン
で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 固 相 支 持 体 が 、 セ ル ロ ー ス 、 規 則 的 細 孔 ガ ラ ス 、 シ リ カ 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン ジ
ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 お よ び 架 橋 ア ガ ロ ー ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ７ 、
８ ま た は ９ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 に 結 合 し う る 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ で あ っ て 、 該 外 来 ポ リ ペ プ チ ド が 式 I、 II、 IIIま た は IV：
I.　 Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も ６ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
X 1 は 、 G、 H、 N、 R、 ま た は Sで あ る ；
X 2 は 、 A、 D、 E、 F、 I、 M、 ま た は Sで あ る ；
X 3 は 、 A、 I、 L、 M、 ま た は Vで あ る ；
X 4 は 、 I、 M、 T、 ま た は Vで あ る ；
Z 2 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ； お よ び
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 不 変 な シ ス テ イ ン 残 基 と の ジ ス ル フ ィ ド
結 合 の 形 成 に よ り 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る ；
II.　 Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ；
Xは 、 Fま た は Yで あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み
、 か か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 は 、 ７ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド
を 形 成 す る ；
III.　 Z 1 -W-Z 2 -W-W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ６ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ；
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み
、 か か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ８ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ
ド が 形 成 さ れ る が 、 た だ し 、 Z 1 が シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 Z 2 は シ ス テ イ ン を 含 ま ず 、 Z 2 が
シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 こ れ は ト リ ペ プ チ ド の 中 央 の 残 基 で あ り 、 Z 3 は ま た シ ス テ イ ン を
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含 む ；
IV.　 Z 1 -P-X 1 -W-X 2 -C-X 3 -X 4 -X 5 （ 配 列 番 号 ： ７ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ：
X 1 は 、 A、 E、 R、 S、 ま た は Tで あ る ；
X 2 は 、 F、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 3 は 、 D、 E、 L、 M、 ま た は Qで あ る ；
X 4 は 、 H、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 5 は 、 Fま た は Yで あ る ； お よ び
こ こ で 、 Z 1 の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び X 2 と X 3 と の 間 の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 10～ 12ア ミ ノ 酸 の
環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る ；
の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
該 外 来 ポ リ ペ プ チ ド が 式 ：
Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
X 1 は 、 Gで あ る ；
X 2 は 、 Aま た は Eで あ る ；
X 3 は 、 Ｌ で あ る ；
X 4 は 、 Iま た は Vで あ る ；
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ； ま た は
該 外 来 ペ プ チ ド が 式 ：
Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Xは 、 Fま た は Yで あ る ； こ こ で 、 Z 2 は 式 ： X 1 -X 2 -X 3 の ペ プ チ ド で あ る 、 式 中 、
X 1 は 、 Cま た は Yで あ る ；
X 2 は 、 C、 K、 N、 ま た は Tで あ る が 、 た だ し 、 X 2 が Cで な い 場 合 、 X 1 は Cで あ る 、 お よ び
X 3 は 、 F、 I、 K、 Q、 ま た は Vで あ る
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ ７ 記 載 の 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 外 来 ポ リ ペ プ チ ド が 、
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か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ ７ 記 載 の 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 に 結 合 可 能 な 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ で あ っ て 、 該 外 来 ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 ；
　
　
　
　
　
　
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
溶 液 中 の 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 の
検 出 方 法 で あ っ て 、
（ a） 該 溶 液 と 請 求 項 １ ７ ま た は 請 求 項 ２ ０ 記 載 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と を 接 触 さ せ る 工
程 ； お よ び
（ b） 結 合 が 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 と 該 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と の 間 で 生 じ た か ど う か を 決 定
す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
該 溶 液 が 、 全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 鳥 類 の 卵 、 お よ
び 馴 化 培 地 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 が Fc領 域 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る
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請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 が 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
該 抗 体 が 、 ヒ ト IgG1、 IgG2、 IgG3、 お よ び IgG4か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ が フ ァ ー ジ ミ ド で あ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ ま た は ５ い ず れ か 記 載 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 、 お
よ び そ こ に 固 定 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な る 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
該 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 が 、 セ ル ロ ー ス 、 シ リ カ ゲ ル 型 樹 脂 ま た は 膜 、 架
橋 多 糖 、 お よ び ア ガ ロ ー ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
該 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 が ア ミ ン 反 応 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス
物 質 で あ る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
該 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 が ア ル デ ヒ ド 機 能 性 メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 で あ る 請
求 項 ２ ８ 記 載 の 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
該 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 が ホ ル ミ ル メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 で あ る 請 求 項 ２ ８
記 載 の 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 が NHS-活 性 化 ア ガ ロ ー ス 樹 脂 で あ る 請 求 項 ２ ８ 記 載
の 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
（ a） ア ミ ン -反 応 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 物 質 ； お よ び
（ b） 以 下 ：
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式 中 、 Ac-は N-末 端 ア セ チ ル 化 を 表 す ； -NH 2 は C末 端 ア ミ ド 化 を 表 す ； [Nle]は ノ ル ロ イ シ
ン を 表 す ； -X-NH 2 は C末 端 基 -NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 す ； -X-Su-X-NH 2 は C末 端 基 -N
H-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH-C:O-CH 2 CH 2 -C:O-NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 す ； お よ び -X-Z
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-X-NH 2 は C末 端 基 -NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH-C:O-CH 2 -O-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 -C:O-NH-(CH 2 CH 2 O
) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 す 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド
の 反 応 産 物 を 含 有 し て な る 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
該 マ ト リ ッ ク ス 物 質 が ア ル デ ヒ ド -機 能 性 メ タ ク リ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 で あ る
請 求 項 ３ ３ 記 載 の 分 離 媒 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
該 マ ト リ ッ ク ス 物 質 が ホ ル ミ ル 置 換 エ チ レ ン グ リ コ ー ル -メ タ ク リ レ ー ト コ ポ リ マ ー 支 持
体 で あ る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
該 マ ト リ ッ ク ス 物 質 が NHS活 性 化 ア ガ ロ ー ス 支 持 体 で あ る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む 溶 液
か ら 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 分 離
す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 結 合 条 件 下 で 該 溶 液 と 請 求 項 ３ ３ に 規 定 さ れ る 分 離 媒 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ b） 未 結 合 物 質 を 除 去 す る 工 程 ； お よ び
（ c） 該 分 離 媒 体 か ら 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 溶 出 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 が Fc領 域 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ り
う る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 が 抗 体 で あ る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
該 抗 体 が 、 ヒ ト IgG1、 IgG2、 IgG3、 お よ び IgG4か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む 溶 液
か ら 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 除 去
す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 結 合 条 件 下 で 、 該 溶 液 と 請 求 項 ３ ３ に 規 定 さ れ る よ う な 分 離 媒 体 と を 接 触 さ せ る 工
程 ； お よ び
（ b） 未 結 合 物 質 を 除 去 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 溶 液 が 全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 鳥 類 の 卵 、 お よ
び 馴 化 媒 体 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び 精 製 の 分 野 に 関 す る 。 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 分 子 の 同 定 、 単 離 、 お よ び 合 成 に 関 す る 。 か か
る 結 合 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の ド メ イ ン と し て 存 在 す る Fc領 域 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ま た は 融 合 タ ン パ ク 等 の 単 離 さ れ た Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 、
除 去 、 ま た は 精 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景
抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） は 、 外 来 抗 原 の 存 在 に 応 答 し て Ｂ リ ン パ 球 に よ り 産 生 さ れ る 糖 タ
ン パ ク 質 の 群 で あ り 、 全 て の 哺 乳 動 物 の 血 清 お よ び 組 織 液 に 存 在 す る 。 各 抗 体 分 子 は 、 本
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質 的 に 二 機 能 性 で あ る ： 分 子 の 一 方 の 領 域 、 Fabは 抗 原 結 合 部 位 を 含 み 、 第 二 の 領 域 、 Fc
（ 「 結 晶 化 可 能 フ ラ グ メ ン ト 」 ） は 、 例 え ば 、 免 疫 系 の 種 々 の 細 胞 の 表 面 （ マ ク ロ フ ァ ー
ジ お よ び 好 中 球 等 ） に 位 置 す る Fcレ セ プ タ ー へ の 抗 体 分 子 の 結 合 を 容 易 に す る エ フ ェ ク タ
ー 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
種 々 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 特 に IgGの Fc領 域 は 、 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Ａ （ Eyら 、 Immunoche
mistry, 15:429-436 (1978)） に 対 す る 親 和 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ の 相 互 作
用 を 利 用 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 精 製 す る た め の い く つ か
の 方 法 が 開 発 さ れ た 。 例 え ば 、 Ngoら 、 米 国 特 許 第 4,801,687号 は 、 液 体 と ア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム に 固 定 さ れ た プ ロ テ イ ン Ａ を 接 触 さ せ る こ と に よ る 液 体 （ 例 え ば 、 血 清 ） か ら の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 方 法 を 記 載 し て い る 。 Ngoら は 、 一 価 カ チ オ ン お よ び 多 塩 基 ア ニ
オ ン の 組 み 合 わ せ を 含 む 緩 衝 液 に お い て 、 IgGが 高 pH（ 7.5～ 10） の 条 件 下 で プ ロ テ イ ン Ａ
と の 結 合 複 合 体 を 形 成 し 、 低 pH、 す な わ ち 、 pH３ ～ ６ の 溶 液 と 接 触 さ れ る と 解 離 す る こ と
を 示 し た 。 Shadleら 、 米 国 特 許 第 5,429,746号 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ 親 和 性 工 程 、 続 い て イ オ
ン 交 換 工 程 、 続 い て HIC工 程 を 利 用 す る 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HIC） プ ロ ト
コ ル ま た は 多 段 階 手 順 を 用 い て IgGを 精 製 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
し か し 、 プ ロ テ イ ン Ａ は 、 異 な る 種 由 来 の IgG間 を 区 別 し な い 。 従 っ て 、 ヒ ト 特 異 的 免 疫
グ ロ ブ リ ン リ ガ ン ド の 産 生 の た め の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク モ デ ル を 開 発 す る た め に 、 ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 宿 主 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の い ず れ で も
な い リ ガ ン ド を 開 発 す る こ と は 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
し か し 、 プ ロ テ イ ン Ａ の 使 用 を 必 要 と し な い 他 の 抗 体 精 製 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば
、 Craneら 、 米 国 特 許 第 4,606,825号 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 結 合 し 、 続 い て pH5.5～ 8.3を 有
す る 緩 衝 液 で の 溶 出 の た め に シ リ カ ゲ ル を 利 用 す る 液 体 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 手 順 に
よ る 生 物 学 的 液 体 由 来 の IgGの 精 製 を 記 載 し て い る 。 Sullivanら 、 米 国 特 許 第 4,849,352号
は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る Fabお よ び F
(ab) 2 断 片 の 精 製 を 記 載 し て い る ； お よ び Raisonら 、 米 国 特 許 第 5,077,391号 は 、 固 定 さ れ
た C1q、 補 体 経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 化 に よ る IgMの 精 製 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
２ つ の 逐 次 的 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 ま た は 単 一 イ オ ン 交 換 工 程 、 続 い て 疎 水
性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HIC） を 使 用 す る プ ロ ト コ ル を 利 用 す る 別 の 抗 体 精 製 法
が 、 Hakalahtiら 、 J.Immunol.Meth., 117:131-136 (1989)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
し か し 、 こ れ ら の 抗 体 精 製 法 の 不 利 な 点 は 、 多 結 合 性 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 親 和 性 リ ガ ン ド
、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 お よ び ／ ま た は 多 精 製 カ ラ ム を 必 要 と す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 Ibrahi
m, Scand.J.Immunol., 38:368-374 (1993)は 、 プ ロ テ イ ン Ａ が 総 数 ５ つ の 相 同 性 ド メ イ ン
（ A～ E） を 有 し 、 こ れ ら の ド メ イ ン の ４ つ ま で が IgGの Fc領 域 に 結 合 す る こ と を 報 告 し た
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
Dybwadら 、 Clin.Exp.Immunol., 102: 438 (1995)は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー
を 用 い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の リ ガ ン ド を 単 離 す る 可 能 性 を 調 査 し た 。 ラ イ ブ ラ リ
ー を 、 合 成 17マ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 惹 起 し た ウ サ ギ 抗 血 清 に 接 触 さ せ た 。 Dybwadら は
、 17マ ー ペ プ チ ド に 高 い 配 列 相 同 性 を 示 し た 陽 性 の フ ァ ー ジ の 多 く の 配 列 を 報 告 し た 。 Fa
ssinaら 、 J.Mol.Recognit., 9:564 (1996)は 、 合 成 多 量 体 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ し 、 プ ロ テ イ ン Ａ と ビ オ チ ン 標 識 免 疫 グ ロ ブ リ ン と の 間 の 相 互 作 用 と 競 合 す る 能
力 を 有 す る プ ロ テ イ ン Ａ 模 倣 ペ プ チ ド を 同 定 し た 。 Ehrlishら 、 J.Mol.Recognit., 11:121
-125 (1998)は 、 ヒ ト 化 IgG1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ペ プ シ ン で 処 理 し 、 残 り の 抗 体 か ら pFc
'フ ラ グ メ ン ト を 分 離 し た 。 pFc'フ ラ グ メ ン ト は 、 pF'cフ ラ グ メ ン ト に 親 和 性 を 有 す る ペ
プ チ ド を 同 定 す る た め に 可 変 長 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 標 的 と し て 使 用 さ れ
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た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
Krookら 、 J.Immunol.Meth., 221:151-157 (1998)は 、 プ ロ テ イ ン Ａ に 対 す る 可 能 な ア ナ ロ
グ と し て 直 鎖 10マ ー ペ プ チ ド 配 列 を 同 定 す る た め の 標 的 と し て 、 ま た は プ ロ テ イ ン Ａ 結 合
に 関 与 し な い Fc分 子 の 一 部 に 対 す る 親 和 性 リ ガ ン ド の た め に IgG Fcを 使 用 し て デ カ ペ プ チ
ド フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 DeLanoら 、 Science, 287: 
1279 (2000)は 、 標 的 配 列 と し て IgG Fcを 用 い て 可 変 サ イ ズ の 環 状 ペ プ チ ド を デ ィ ス プ レ
イ す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 DeLanoら は 、 い く つ か の ラ ウ ン ド の
ス ク リ ー ニ ン グ 後 、 回 収 し た Fc領 域 結 合 ペ プ チ ド に お い て ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 ETQR
CTWHMGELVWCEREHN（ 配 列 番 号 ： １ ） お よ び KEASCSYWLGELVWCVAGVE（ 配 列 番 号 ： ２ ） が 優 勢
で あ っ た こ と を 報 告 し た 。 従 っ て 、 Delanoら は 、 共 通 の GELVWC（ 配 列 番 号 ： ３ ） モ チ ー フ
を 有 す る ２ つ の 環 状 11マ ー を 記 載 し た 。 し か し 、 Delanoら は 、 精 製 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 捕 捉 お よ び 回 収 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 改 善 さ れ た リ ガ ン ド お よ び 改 善 さ れ た 精 製 方 法 を 提 供 す る さ
ら な る ペ プ チ ド リ ガ ン ド が な お も 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 要 旨
本 発 明 の Fc領 域 結 合 分 子 は 、 （ シ ス テ イ ン 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 の 際 に ） ６ 、 ７ 、
８ 、 ９ 、 10ま た は 12ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 環 状 ペ プ チ ド を 提 供 す る た め の 離 れ て 位 置 す る
２ つ の 不 変 な シ ス テ イ ン を 含 む 12～ 18ア ミ ノ 酸 の 変 化 に 富 ん だ ペ プ チ ド を 含 む フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 し て 単 離 さ れ た 。 新 規 に 発 見 さ れ た Fc領 域 結 合 分 子 は 、 抗
体 Fc領 域 に 高 い 特 異 性 を 有 す る 。 分 離 適 用 の た め に 、 リ ガ ン ド が 標 的 に 対 し て 10μ M～ 0.0
1μ Mの 範 囲 の 親 和 性 を 有 す る こ と 、 お よ び 非 標 的 物 質 に 対 し て 親 和 性 が 十 分 に 低 い こ と が
好 ま し い 。 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る 「 高 親 和 性 」 は 、 標 的 物 質 に 関 し て 約 10μ M～ 約 0.01
μ Mの 範 囲 の K D を 有 し 、 非 標 的 物 質 に 対 し て 大 い に 低 い 親 和 性 を 有 す る 結 合 部 分 に 適 用 す
る 。 標 的 物 質 の 回 収 が 所 望 さ れ る 場 合 、 標 的 を 変 性 し な い 条 件 の 設 定 下 で 固 定 化 リ ガ ン ド
が 標 的 に 対 し て 無 視 で き る 親 和 性 を 有 す る こ と が ま た 重 要 で あ り ； そ う で な い と 、 固 定 化
リ ガ ン ド か ら 標 的 を 回 収 す る こ と は で き な い 。 高 純 度 収 量 で の 迅 速 か つ 効 率 的 な 単 離 の 利
点 に 加 え て 、 本 発 明 は ま た 、 Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 発 現
さ れ る 目 的 の タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 精 製 の た め の こ れ ら の 新 規 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 開 示 す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 新 規 結 合 分 子 を 提 供 す る こ と
で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 結 合 分 子 は 、 標 的 Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 結 合 に 関 す る 個 々 の
特 徴 だ け で は な く 、 標 的 Fc領 域 結 合 分 子 の 放 出 （ 溶 出 ） に 関 す る 特 異 的 特 徴 を も 示 す 。 本
発 明 の 特 に 好 ま し い 結 合 分 子 は 、 短 い ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ り 、 安 定 な ル ー プ 構 造 （ す な
わ ち 、 環 状 ペ プ チ ド ） に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 を 使 用 す る こ と に よ る 本 発 明 の 結 合 分 子 の 単 離 の た め の 好 ま し
い 方 法 が 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 。 本 発 明 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 結
合 分 子 の フ ァ ミ リ ー を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の 技 術 を 用 い て 、 ヒ ト Fc領 域 ア ミ ノ 酸
配 列 に 親 和 性 を 示 す 多 数 の 結 合 ペ プ チ ド が 同 定 さ れ 、 単 離 さ れ て い る 。 か か る 結 合 ペ プ チ
ド は 、 溶 液 （ 例 え ば 、 全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 鳥 類
（ ニ ワ ト リ 、 ウ ズ ラ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ダ チ ョ ウ 、 ま た は ガ チ ョ ウ 等 ） の 卵 、 馴 化 培 地 （
conditioned medium） な ど ） 中 に 存 在 す る ヒ ト Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド と し て 同 定 し 、 単 離 し 、 精 製 す る た め に 、 抗 体 を 単 離 し 、 精 製 す る た め に 、 お よ び Fc
領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 精 製 す る た め
に 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 お よ び 雌 ウ シ か ら 得 ら れ う る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 最 も 好 ま し い 結 合 分 子 と し て は 、 ２ つ の 間 の あ い た 、 不 変
な シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 従 っ て シ ス テ イ ン 側 鎖 間 に 形 成 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り
非 還 元 条 件 下 で 環 状 構 造 を 形 成 し う る 。 本 発 明 の 特 異 的 Fc領 域 結 合 分 子 は 、 以 下 の ４ つ の
一 般 式 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ：
【 ０ ０ １ ５ 】
I. Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
Z 1 は 少 な く と も ６ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
X 1 は G、 H、 N、 R、 ま た は Sで あ る ；
X 2 は A、 D、 E、 F、 I、 M、 ま た は Sで あ る ；
X 3 は 、 A、 I、 L、 M、 ま た は Vで あ る ；
X 4 は 、 I、 M、 T、 ま た は Vで あ る ；
Z 2 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ； お よ び
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 不 変 な シ ス テ イ ン と の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
の 形 成 に よ り 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
II. Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ；
Xは 、 Fま た は Yで あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
式 中 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 か
か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ７ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド を
形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
前 述 の 式 IIポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 Z 2 は 式 （ IIA） を 有 す る こ と が 好 ま し い ：
X 1 -X 2 -X 3 （ IIA） 、
式 中 、
X 1 は 、 A、 C、 F、 K、 P、 R、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 2 は 、 C、 D、 E、 G、 H、 K、 M、 N、 Q、 R、 S、 T、 V、 ま た は Yで あ る ； お よ び
X 3 は 、 A、 E、 F、 H、 I、 K、 L、 Q、 R、 S、 T、 V、 ま た は Yで あ る ；
た だ し 、 X 1 、 X 2 、 お よ び X 3 の せ い ぜ い １ つ は Cで あ り う る 。 好 ま し く は 、 X 2 が Cで あ る 場 合
、 X 1 は Yで あ る 。
最 も 好 ま し く は 、 X 1 は Cで あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
III. Z 1 -W-Z 2 -W-W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ６ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
式 中 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 そ
の 結 果 、 か か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ８ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状
ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る が 、 た だ し 、 Z 1 が シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 Z 2 は シ ス テ イ ン を 含 ま ず
、 Z 2 が シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 こ れ は ト リ ペ プ チ ド の 中 央 の 残 基 で あ り 、 Z 3 も ま た シ ス テ
イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
好 ま し く は 、 式 IIIの ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 Z 1 お よ び Z 3 の 各 々 が シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む
場 合 、 Z 1 の シ ス テ イ ン は 、 不 変 の ト リ プ ト フ ァ ン （ W） に 隣 接 し 、 Z 2 の 最 初 の ア ミ ノ 酸 は
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リ ジ ン で あ り 、 Z 3 の ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
IV.　 Z 1 -P-X 1 -W-X 2 -C-X 3 -X 4 -X 5 （ 配 列 番 号 ： ７ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ；
X 1 は 、 A、 E、 R、 S、 ま た は Tで あ る ；
X 2 は 、 F、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 3 は 、 D、 E、 L、 M、 ま た は Qで あ る ；
X 4 は 、 H、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 5 は 、 Fま た は Yで あ る ； お よ び
こ こ で 、 Z 1 の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び X 2 と X 3 と の 間 の シ ス テ イ ン 残 基 は 10～ 12ア ミ ノ 酸 の 環
状 ペ プ チ ド を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の Fc領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 ：
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か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
環 状 ポ リ ペ プ チ ド の 下 流 の か か る Fc領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド の N-末 端 お よ び /ま た は C末 端
切 断 （ 抗 体 Fc領 域 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 保 持 す る ） も ま た 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
さ ら に 、 本 発 明 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 が Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 な 結 合 分 子 の さ
ら な る フ ァ ミ リ ー を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ う る こ と が 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
上 記 式 の 好 ま し い Fc領 域 結 合 分 子 は 、 以 下 ：
式 Iの ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で X 1 は Gで あ る ； X 2 は Aま た は Eで あ る ； X 3 は Lで あ る ； お よ び X 4
は Iま た は Vで あ る ；
式 IIの ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で Xは Fま た は Yで あ る ； 式 IIAの ト リ ペ プ チ ド に お い て 、 X 1 は C
ま た は Yで あ る ； X 2 は C、 K、 Nま た は Tで あ る ； お よ び X 3 は F、 I、 K、 Qま た は Vで あ る
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
溶 液 中 の 、 Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 の 単 離 ま た は 検 出 の た め の 最 も 好 ま し い 結 合 分 子 、 な ら び
に こ れ ら の 配 列 を 含 む よ り 大 き な 分 子 は 、 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ：
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を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
標 識 ま た は 固 定 化 を 容 易 に す る ア ミ ノ 末 端 お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 修 飾 を 有 す る 特 に 好 ま し
い ポ リ ペ プ チ ド は ：
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を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
前 述 の ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 Ac-は N-末 端 ア セ チ ル 化 を 表 し 、 -NH 2 は C末 端 ア ミ ド 化 を 表
し 、 -X-NH 2 は C末 端 基  -NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 し 、 -X-Su-X-NH 2 は C末 端 基 -NH-(CH

2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH-C:O-CH 2 CH 2 -C:O-NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH 2 を 表 し 、 -X-Z-X-NH 2 は C末
端 基 -NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -NH-C:O-CH 2 -O-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 -C:O-NH-(CH 2 CH 2 O) 2 -CH 2 CH 2 -N
H 2 を 表 し 、 お よ び [Nle]は ノ ル ロ イ シ ン を 表 す 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 結 合 研 究 の た め
に 、 所 定 の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 さ れ 、 フ ル オ ロ フ ォ ア （ fluoro
phore） が カ ル ボ キ シ 末 端 リ ジ ン の ε -ア ミ ノ 基 に 付 着 さ れ る 。 フ ル オ レ セ イ ン 形 態 に お い
て 、 ポ リ ペ プ チ ド DX249（ す な わ ち 、 Ac-GDDHMCVYTTWGELIWCDNHEPGPEGGGK-NH 2 、 配 列 番 号
： 144） を DX276と 呼 ぶ ； フ ル オ レ セ イ ン 形 態 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド DX250（ す な わ ち 、 A
c-AGKYWCSFWGLQCKTGTPGPEGGGK-NH 2 、 配 列 番 号 ： 146） を DX300と 呼 ぶ ； フ ル オ レ セ イ ン 形
態 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド DX253（ す な わ ち 、 Ac-GDRRACSRDWSGALVWCAGHEPGPEGGGK-NH 2 、
配 列 番 号 ： 145） を DX301と 呼 ぶ 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド へ の 特 異 的 結 合 を 示 す 。 本 明 細 書 中 に 開 示
さ れ る 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト Fcポ リ ペ プ チ ド ま た は 特 定 の IgGイ ソ 型 （ 例 え ば 、 I
gG1、 IgG2、 IgG3お よ び ／ ま た は IgG4） に 対 し て 高 親 和 性 （ 例 え ば 、 10μ M～ 0.01μ Mの 範
囲 、 よ り 好 ま し く は 1.0μ M～ 0.01μ Mの 範 囲 の K D ） を 示 す 。 い く つ か の ポ リ ペ プ チ ド は ま
た 、 種 特 異 性 （ 例 え ば 、 他 の 哺 乳 動 物 IgGで は な く ヒ ト に 結 合 す る ） を 示 す 。 例 え ば ：
DX249は 、 ヒ ト IgG1に 対 し て pH5.7で 0.1μ M未 満 お よ び pH7.4で 0.5μ M未 満 の 解 離 定 数 （ K D
） を 示 す （ 表 １ 、 下 記 参 照 ） ；
DX252は 、 ヒ ト IgG3に 対 し て pH5.7で 0.1μ M未 満 な ら び に IgG1、 IgG2、 IgG3、 お よ び IgG4に
対 し て pH7.4で 約 2.1μ M～ 約 3.4μ M
の 範 囲 の 解 離 定 数 （ K D ） を 示 す （ 表 １ 、 下 記 参 照 ） ；
DX253は 、 緩 衝 液 お よ び タ バ コ 抽 出 物 か ら の Fcタ ン パ ク 質 の 定 量 的 結 合 （ 全 負 荷 の ＞ 90％
の 捕 捉 効 率 ） を 示 す （ 実 施 例 ７ お よ び ８ 下 記 参 照 ） ；
DX254は 、 ヒ ト IgG1に 対 し て pH5.7で 0.1μ M未 満 、 pH7.4で 2.0μ M未 満 、 お よ び pH9.3で 1.0
μ M未 満 の 解 離 定 数 （ K D ） を 示 す （ 表 １ 下 記 参 照 ） ；
DX301は 、 ヒ ト Fc、 IgG1、 IgG2お よ び IgG4に 対 し て 約 10μ M未 満 の 解 離 定 数 を 示 す （ 表 ８ 、
下 記 参 照 ） ； お よ び
DX300は 、 ヒ ト IgG3に 対 し て 4.1± 4.6の 解 離 定 数 を 示 す （ 表 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
標 的 を 含 む と 思 わ れ る 溶 液 中 の 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 検 出 す る 方 法 を 開 示 し 、 こ の 方 法 は
（ a） 該 溶 液 と 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ b） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 と の 間 で 結 合 が 生 じ た か ど う か を 決 定 す
る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 む 溶 液 中 の 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 単 離 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は ：
（ a） 固 相 支 持 体 上 に Fc結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 化 さ せ る か 、 ま た は 結 合 性 ポ リ ペ プ チ
ド と ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 本 発 明 の Fc結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 調 製
す る か 、 工 程 ；
（ b） 前 記 ペ プ チ ド 標 的 と 工 程 （ a） の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ c） 該 溶 液 の 非 結 合 成 分 と 工 程 （ b） の 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と を 分 離 す る 工 程 、
を 含 む 。
本 発 明 は ま た 、 固 相 支 持 体 か ら 結 合 Fc含 有 ペ プ チ ド を 溶 出 さ せ る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 は ま た 、
（ a） Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る と 思 わ れ る 溶 液 と 標 的
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 分 子 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ で 結 合 分 子 は 固 相 支 持 体 に 固 定
化 さ れ る 、
（ b） 固 相 支 持 体 に 結 合 し た 標 的 と 溶 液 の 未 結 合 成 分 と を 分 離 す る 工 程 、
（ c） 固 相 支 持 体 と 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 本 発 明 の Fc結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ
る 工 程 、 お よ び
（ d） 固 相 支 持 体 へ の 標 識 Fc結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 Fc領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 固 相 検 出 ア ッ セ イ を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
前 述 の 方 法 に お い て 、 Fc領 域 標 的 が 単 離 さ れ る か 、 ま た は 検 出 さ れ る 溶 液 は 、 全 血 、 血 漿
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ミ ル ク 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 鳥 類 の 卵 、 お よ び 馴 化 培 地 か ら な る 群
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よ り 選 ば れ う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
ま た 、 前 述 方 法 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 は 、 Fc領 域 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 抗 体 ま た
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ り う る 。 好 ま し く は 、 前 述 の 方 法 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 標
的 は 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
標 的 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 で あ る 場 合 、 こ れ は 、 ヒ ト IgGで あ り 得 、 任 意 の 特 定 の イ ソ 型 （
例 え ば 、 ヒ ト IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ ） で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
前 述 の 方 法 に お い て 、 固 相 支 持 体 は 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス 、 規 則 的 細 孔 ガ ラ ス 、 シ リ カ 、
ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 お よ び 架 橋 ア ガ ロ ー ス で あ り う
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 に 結 合 可 能 な 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 換 え バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ま た は 「 フ ァ ー ジ 」 （ 「 フ ァ ー ジ ミ ド 」 を 含 む ） に 関 し 、 該 外 来 ポ リ
ペ プ チ ド は 式 I、 II、 IIIま た は IV：
I.　 Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も ６ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
X 1 は 、 G、 H、 N、 R、 ま た は Sで あ る ；
X 2 は 、 A、 D、 E、 F、 I、 M、 ま た は Sで あ る ；
X 3 は 、 A、 I、 L、 M、 ま た は Vで あ る ；
X 4 は 、 I、 M、 T、 ま た は Vで あ る ；
Z 2 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ； お よ び
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 不 変 な シ ス テ イ ン 残 基 と の ジ ス ル フ ィ ド
結 合 の 形 成 に よ り 、 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る ；
II. Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 存 在 し な い ；
Xは 、 Fま た は Yで あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ が シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、
か か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ７ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド
が 形 成 さ れ る ；
III. Z 1 -W-Z 2 -W-W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ６ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
Z 2 は 、 ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Z 3 は 、 少 な く と も １ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Z 1 、 Z 2 、 お よ び Z 3 の 内 の 少 な く と も ２ つ は シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、
か か る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り 、 ８ ～ 12ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ
ド が 形 成 さ れ る が 、 た だ し 、 Z 1 が シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 Z 2 は シ ス テ イ ン を 含 ま ず 、 Z 2 が
シ ス テ イ ン を 含 む 場 合 、 こ れ は ト リ ペ プ チ ド の 中 央 の 残 基 で あ り 、 Z 3 は ま た シ ス テ イ ン を
含 む ；
IV. Z 1 -P-X 1 -W-X 2 -C-X 3 -X 4 -X 5 （ 配 列 番 号 ： ７ ）
式 中 、
Z 1 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ；
X 1 は 、 A、 E、 R、 S、 ま た は Tで あ る ；
X 2 は 、 F、 W、 ま た は Yで あ る ；
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X 3 は 、 D、 E、 L、 M、 ま た は Qで あ る ；
X 4 は 、 H、 W、 ま た は Yで あ る ；
X 5 は 、 Fま た は Yで あ る ； お よ び
こ こ で 、 Z 1 の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び X 2 と X 3 と の 間 の シ ス テ イ ン 残 基 は 10～ 12ア ミ ノ 酸 の 環
状 ペ プ チ ド を 形 成 す る 、
の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の 前 述 の 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に お い て 、 前 記 外 来 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 式 ：
Z 1 -X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -W-C-Z 2 （ 配 列 番 号 ： ４ ）
式 中 、
X 1 は 、 Gで あ る ；
X 2 は 、 Aま た は Eで あ る ；
X 3 は 、 Lで あ る ；
X 4 は 、 Iま た は Vで あ る ；
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 ま た は
前 記 外 来 ポ リ ペ プ チ ド は 、 式 ：
Z 1 -X-W-Z 2 -W-Z 3 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Xは 、 Fま た は Yで あ る ； お よ び
こ こ で Z 2 は 式 ： X 1 -X 2 -X 3 の ペ プ チ ド で あ る 、 式 中 、
X 1 は 、 Cま た は Yで あ る ；
X 2 は 、 C、 K、 N、 ま た は Tで あ り 、 た だ し X 2 は Cで な い 場 合 、 X 1 が Cで あ る 、 お よ び
X 3 は 、 F、 I、 K、 Q、 ま た は Vで あ る
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ は 、 以 下 ：
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か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を デ ィ ス プ レ イ す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 溶 液 中 の 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 有 し て な る ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 溶 液 を 本 発 明 に よ る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 と 該 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と の 間 に 結 合 が 生 じ た か 否 か を 調 べ る
工 程
を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
前 述 の 方 法 に お い て 、 該 溶 液 は 、 全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 鳥 の 卵 お よ び 馴 化 培 地 か ら な る 群 よ り 選 ば れ 得 る 。 ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 は 、 Ｆ ｃ
領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド 標 的 は 抗 体 で あ る 。 標 的 が 抗 体 で あ る 場 合 、 そ れ は 好 ま し く は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ で あ り 、 ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 ば れ 得
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 に よ る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 使 用 す る 前 述 の 方 法 に お い て 、 該 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
は 好 ま し く は フ ァ ー ジ ま た は フ ァ ー ジ ミ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 、 お よ び 、 こ の 上 に 固 定 さ れ た ；
（ ｂ ） 本 発 明 に よ る Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ４ ～ ２ ０ ０
を 含 有 し て な る 分 離 媒 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 、 セ ル ロ ー ス 、 シ リ カ
ゲ ル 系 の 樹 脂 ま た は 膜 、 架 橋 多 糖 類 お よ び ア ガ ロ ー ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 該 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 、 ア ミ ン 反 応 性 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 で あ り 、 好 ま し く は ア ル デ ヒ ド 官 能 性 メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 、 ホ ル ミ
ル メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 で あ り 、 あ る い は 、 最 も 好 ま し く は Ｎ Ｈ Ｓ － 活 性 化 ア ガ ロ ー ス 樹 脂
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 分 離 媒 体 は 、
（ ａ ） ア ミ ン 反 応 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 ； お よ び
（ ｂ ） 以 下 ：
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か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド の 反 応 生 成 物 を 含 有 す る 。
前 述 の リ ス ト に お い て 、 Ａ ｃ － は Ｎ － 末 端 ア セ チ ル 化 を 表 し 、 － Ｎ Ｈ ２ は Ｃ － 末 端 ア ミ ド
化 を 表 し 、 ［ Ｎ ｌ ｅ ］ は ノ ル ロ イ シ ン で あ り 、 － Ｘ － Ｎ Ｈ ２ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ
） ２ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ － Ｎ Ｈ ２ で あ り 、 － Ｘ － Ｓ ｕ － Ｘ － Ｎ Ｈ ２ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２

Ｏ ） ２ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ － Ｎ Ｈ － Ｃ ： Ｏ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ － Ｃ ： Ｏ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ
） ２ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ － Ｎ Ｈ ２ で あ り 、 － Ｘ － Ｚ － Ｘ － Ｎ Ｈ ２ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ
） ２ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ － Ｎ Ｈ － Ｃ ： Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ ） ２ － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ ：
Ｏ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ ） ２ － Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ － Ｎ Ｈ ２ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
前 述 の 分 離 媒 体 に お い て 、 該 マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 、 好 ま し く は 、 ア ル デ ヒ ド 官 能 性 メ タ ク
リ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 、 ホ ル ミ ル 置 換 エ チ レ ン グ リ コ ー ル － メ タ ク リ レ ー ト 共
重 合 体 担 体 ま た は Ｎ Ｈ Ｓ － 活 性 化 ア ガ ロ ー ス 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 有 し て な る ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 、 こ れ を 含 む 溶 液 か ら 分 離 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 溶 液 を 、 先 に 定 義 し た 分 離 媒 体 と 結 合 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ ｂ ） 非 結 合 材 料 を 除 去 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 該 分 離 媒 体 か ら 溶 出 す る 工 程
を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
前 述 の 方 法 に お い て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 は 、 Ｆ ｃ 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 抗 体 ま た
は 抗 体 断 片 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 は 抗 体 で あ る 。 標 的 が 抗 体 で あ
る 場 合 、 そ れ は 好 ま し く は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ で あ り 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ
Ｇ ４ お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 ば れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ま た 、 前 述 の 方 法 に お い て 、 該 溶 液 は 、 全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 鳥 の 卵 お よ び 馴 化 培 地 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 前 述 の Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ４ ～ １ ４ ３ お よ び １
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８ ６ ～ ２ ０ ０ ） の い ず れ か を デ ィ ス プ レ ー す る 複 製 可 能 な 遺 伝 子 パ ッ ケ ー ジ を 意 図 す る 。
か か る 複 製 可 能 な 遺 伝 子 パ ッ ケ ー ジ は 、 フ ァ ー ジ （ フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む ） 、 細 菌 、 酵 母 ま
た は 他 の 適 切 な 宿 主 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド が 単 離 ま た は 精 製 さ れ る 溶 液 と し て は 、 血 液 、 血 漿 な ど の 血 液 画 分
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ の 卵 、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含
有 す る 馴 化 培 地 、 す な わ ち 、 天 然 、 組 換 え ま た は 合 成 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 そ の Ｆ ｃ 領 域 含
有 断 片 、 Ｆ ｃ 領 域 含 有 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 任
意 の 溶 液 ま た は 供 給 流 (feed stream)が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む と 思 わ れ る 溶 液 中 に お い て Ｆ
ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 溶 液 を 本 発 明 に よ る 結 合 性 分 子 と
接 触 さ せ る 工 程 お よ び 結 合 性 複 合 体 が 形 成 さ れ た か 否 か を 調 べ る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 に 従 っ て 検 出 、 単 離 ま た は 精 製 さ れ た Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
単 離 さ れ た Ｆ ｃ 領 域 、 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Ｆ ｃ 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 抗 体 断 片 、 Ｆ
ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 本 発 明 に よ る 結 合 性 分 子 と 結 合 し た Ｆ
ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は 他 の 分 子 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 目 的 の 治 療 用 ま た は 診 断 用 化 合 物 の 血 清 半 減 期 を 増
大 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 治 療 用 ま た は 診 断 用 化 合 物 を 本 発 明 に よ る Ｆ ｃ 結 合 性 ポ
リ ペ プ チ ド に 連 結 す る 工 程 、 お よ び 該 化 合 物 ／ Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 個 体 に 投 与 す る
工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 化 合 物 ／ 結 合 部 分 は 血 液 中 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 循 環 し て い
る 抗 体 分 子 と 会 合 し 、 化 合 物 が Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド の 非 存 在 下 に 投 与 さ れ た 場 合 よ り
も 長 期 間 血 清 中 に 留 ま る 。 Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 循 環 中 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 挙 動 を
、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 用 い ら れ る 特 定 の 治 療 上 ま た は 診 断 上 の 必 要 性 に 合 う (tailor)よ う に
、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ タ イ プ に 対 す る 特 定 の 親 和 性 に 関 し て
選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 個 体 の 投 与 対 象 の 化 合 物 の 血 清 半 減 期 を 増 大 さ せ
る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 化 合 物 と 本 発 明 に よ る Ｆ ｃ 結 合 体 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す
る 工 程 、 こ こ で 、 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 循 環 し て い る 個 体 の 抗 体 と 会 合 す る 能 力 を 有 す る 、
お よ び
（ ｂ ） 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 個 体 の 循 環 系 に 導 入 す る 工 程
を 含 む 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 化 合 物 は 、 診 断 用 化 合 物 で あ り 、 放 射 性 標 識 ま た は 磁 気 共 鳴 画
像 形 成 剤 が 挙 げ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 化 合 物 は 、 治 療 用 化 合 物 で あ る 。 例 え ば 、 該 化 合 物
は 、 ト ロ ン ビ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、 血 栓 溶 解 剤 、 レ ニ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、
セ レ ク チ ン リ ガ ン ド 、 凝 血 カ ス ケ ー ド の イ ン ヒ ビ タ ー 、 補 体 調 節 (complement regulatory
)分 子 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び Ｃ Ｒ Ｆ ア ン タ
ゴ ニ ス ト か ら 選 ば れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の こ れ ら お よ び そ の 他 の 態 様 を 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
定 義
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本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 組 換 え 」 は 、 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 操 作 お よ び 宿 主 細 胞 の 形 質
転 換 に よ り 、 非 天 然 の 改 変 も し く は 操 作 さ れ た 核 酸 、 外 来 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
宿 主 細 胞 、 ま た は 非 天 然 で 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 使 用 さ れ る 。 組 換 え
は 、 具 体 的 に は 、 遺 伝 子 工 学 技 術 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 構 築 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 包 含 す る
用 語 で あ り 、 分 子 、 構 築 物 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 記
述 す る た め の 形 容 詞 と し て の 「 組 換 え 」 と い う 用 語 の 使 用 は 、 具 体 的 に は 、 天 然 の か か る
分 子 、 構 築 物 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 除 外 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
用 語 「 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ コ ア と 、 い く つ か の 異 な る タ ン パ ク 質 分 子 の 凝 集
に よ り 構 成 さ れ た 保 護 殻 と を 含 む 細 菌 性 ウ イ ル ス と 定 義 す る 。 用 語 「 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
」 お よ び 「 フ ァ ー ジ 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。 特 に 記 載 の な い 限 り 、
用 語 「 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 」 お よ び 「 フ ァ ー ジ 」 は ま た 、 「 フ ァ ー ジ ミ ド 」 、 す な わ ち そ
の ゲ ノ ム が 、 宿 主 の ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ と の 同 時 感 染 に よ り 切 除 さ れ 得 る プ ラ ス ミ ド を 含 む
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 包 含 す る 。 用 語 「 Ｆ ｆ フ ァ ー ジ 」 は 、 Ｍ １ ３ 、 ｆ ｄ 、 ｆ ｌ お よ び そ
の 数 多 く の 誘 導 体 を 含 む 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 一 群 で あ る と 定 義 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の Ｆ ｃ （ フ
ラ グ メ ン ト 結 晶 性 ） ド メ イ ン を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を い い 、 本 発 明 で 開 示 さ れ る 新 規 な 結 合
性 分 子 に 対 し て 親 和 性 を 示 す 該 ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 本 開 示 全 体 を 通 し て
使 用 さ れ る 等 価 な 用 語 に は 、 「 Ｆ ｃ 領 域 標 的 」 、 「 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 単 に 「
Ｆ ｃ 」 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 結 合 性 分 子 」 は 、 別 の 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 物
ま た は 形 質 転 換 細 胞 （ 「 形 質 転 換 体 」 ） と 結 合 性 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 任 意 の 分
子 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 物 ま た は 形 質 転 換 体 を い う 。 「 Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 分 子 」 は
、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 形 成 す る 結 合 性 分 子 で あ る 。 Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 分 子 の
具 体 例 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ４ ～ ７ お よ び １ ４ ～
１ ４ ３ お よ び １ ８ ６ ～ ２ ０ ０ ） な ら び に か か る ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を デ ィ ス プ レ ー す
る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ る 。 ま た 、 上 記 式 Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ ま た は Ｉ Ｖ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る か 、 ま た は こ れ を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 特 定 の
結 果 の た め 、 例 え ば 固 定 化 ま た は 標 識 の た め に 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も Ｆ ｃ 領 域 結 合 性
分 子 の 定 義 に 含 ま れ る 。 意 図 さ れ る 修 飾 の 具 体 例 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 支 持 体 ま た は 他
の 基 材 に 結 合 性 分 子 を 連 結 す る 目 的 の た め の Ｃ － 末 端 ま た は Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド 鎖 伸 長 で あ る 。 別 の 例 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 位 間 に お い て 、 通 常 の ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 よ り も 安 定 な 結 合 を 形 成 す る 目 的 の た め に 、 例 え ば 反 応 性 側 鎖 を 有 す る 非 天 然 ア ミ
ノ 酸 残 基 と 通 常 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 の ペ ア の 置 換 が 含 ま れ る 。 か
か る 修 飾 さ れ た 結 合 性 分 子 も ま た す べ て 、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 能 力 を 保 持 し
て い る 限 り 本 発 明 に よ る 結 合 性 分 子 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る 場
合 、 合 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 自 然 環 境 か ら 取 り 出 さ れ た 、 例 え ば 、 天 然 で 会 合 し
て い る 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 好 ま し い
形 態 で は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に 天 然 起 源 の 他 の ポ リ ペ プ
チ ド を 実 質 的 に 含 ま ず 、 例 え ば 、 高 度 に 純 粋 な 形 態 で 、 す な わ ち 、 ９ ５ ％ よ り 高 い 純 度 、
よ り 好 ま し く は ９ ９ ％ よ り 高 い 純 度 で 提 供 さ れ る 。 本 文 脈 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 単 離
さ れ た 」 は 、 ダ イ マ ー ま た は 別 の グ リ コ シ ル 化 ま た は 誘 導 体 化 さ れ た 形 態 な ど の 、 別 の 物
理 的 形 態 の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 除 外 し な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 固 体 支 持 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 固 定 化 に 好 適 な 任 意 の 基 材
を 包 含 す る 。 か か る 基 材 と し て は 、 セ ル ロ ー ス 、 多 孔 性 制 御 (controlled-pore)ガ ラ ス 、
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シ リ カ 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 、 ア ガ ロ ー ス お よ び 架 橋 ア ガ ロ ー ス が
挙 げ ら れ る 。 固 体 支 持 体 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 プ レ ー ト 、 フ ィ ル タ ー 、 ビ ー ズ 、
樹 脂 な ど を 含 む 種 々 の あ ら ゆ る 形 態 を 取 り 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 固 体 支 持 体
」 は 、 生 物 学 的 材 料 の 分 離 ま た は 分 画 に 有 用 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 商 業 的 に 入 手 可 能
な 多 種 多 様 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 材 料 を 示 す 「 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 」 と
し て も 知 ら れ る 材 料 を 包 含 す る 。 有 用 な マ ト リ ッ ク ス 材 料 と し て は 、 セ ル ロ ー ス ま た は シ
リ カ ゲ ル 系 の 樹 脂 も し く は 膜 、 ア ガ ロ ー ス な ど の 架 橋 多 糖 類 な ど の 高 分 子 物 質 が 挙 げ ら れ
る 。 ま た 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 は 、 例 え ば ヘ パ リ ン 、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン 、 合 成 ペ プ チ ド リ ガ ン ド 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 生 物 学 的 分 子 の
分 離 に 有 用 な マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た 種 々 の 官 能 基 も し く は 活 性 基 ま た は 機 能 性 も し く は
官 能 性 の 分 子 を さ ら に 含 み 得 る 。 有 用 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 材 料 の 具 体 例 と
し て は 、 ア ル デ ヒ ド 官 能 性 メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 、 特 に ホ ル ミ ル メ タ ク リ レ ー ト 樹 脂 、 お よ
び Ｎ Ｈ Ｓ － 活 性 化 ア ガ ロ ー ス が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 多 種 多 様 な 固 体 支
持 体 が 、 Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ （ Ｐ ｉ ｓ ｃ ａ ｔ ａ ｗ ａ
ｙ ， Ｎ Ｊ ） な ど の 供 給 先 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ 」 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の リ ガ ン ド
に 対 す る 親 和 性 を 有 す る ビ オ チ ン な ど の 、 別 の 分 子 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 リ ガ ン ド へ の 結
合 に よ っ て 捕 捉 可 能 と な り 得 る 任 意 の 分 子 を 示 す 。 し た が っ て 、 ビ オ チ ン 化 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 ビ オ チ ン 結 合 性 パ ー ト ナ ー （ リ ガ ン ド ） で あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の 接 触 に よ る 単
離 に 適 す る よ う な ビ オ チ ン 「 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ 」 を 有 す る 。 一 般 的 な ア フ ィ ニ テ ィ タ グ の
他 の 例 は 、 金 属 キ レ ー ト （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） 樹 脂 上 へ の 親 和 性 捕 捉 を 提 供 す る ポ リ ヒ ス チ ジ ン （
例 え ば 、 ｈ ｅ ｘ ａ Ｈ ｉ ｓ ） 、 ま た は 、 固 定 化 抗 － ｍ ｙ ｃ タ グ 抗 体 （ Ｂ ｅ ｒ ｋ ｅ ｌ ｙ 　 Ａ ｎ
ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ 　 Ｃ ｏ ． ， Ｒ ｉ ｃ ｈ ｍ ｏ ｎ ｄ ， Ｃ Ａ か ら 入 手 可 能 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ９ Ｅ
１ ０ な ど ） に よ る 親 和 性 捕 捉 を 提 供 す る 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ で あ る ｍ ｙ
ｃ タ グ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 新 規 な 結 合 性 分 子 を 提 供 す る 。
か か る 分 子 は 、 効 率 的 な Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 分 子 の 検 出 、 単 離 お よ び 精 製 を 可 能
に す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 を 含 有 す る 溶 液 か ら の 該 抗 体 の 検
出 、 単 離 、 除 去 お よ び ／ ま た は 精 製 に 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら に ま た 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド
は 、 溶 液 中 に 存 在 す る 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 ド メ イ ン と
し て 単 離 す る に 有 用 で あ り 得 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し 、 好
ま し く は 、 例 え ば エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 配 列 な ど の 切 断 配 列 も 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
ま た 、 本 出 願 に お い て 開 示 さ れ る Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 応 答 に 関 与 す る 種
々 の 細 胞 の 表 面 に 位 置 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 の 結 合 を 制 御 す る こ と
に よ り 抗 体 応 答 を 調 節 ま た は 阻 止 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に も 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 技 術 の 使 用
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 技 術 は 、 本 発 明 に よ る 新 規 な Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す
る た め に 好 都 合 に 使 用 し た 。 か か る 使 用 の た め の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 調
製 す る た め 、 候 補 結 合 性 ド メ イ ン を 選 択 し て 所 望 の 結 合 能 力 お よ び 放 出 能 力 を 発 揮 す る 操
作 さ れ た 結 合 性 分 子 の 構 造 鋳 型 と し た 。 結 合 性 ド メ イ ン は 、 天 然 ま た は 合 成 タ ン パ ク 質 、
ま た は タ ン パ ク 質 の 領 域 も し く は ド メ イ ン で あ り 得 る 。 候 補 結 合 性 ド メ イ ン は 、 候 補 結 合
性 ド メ イ ン と Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 公 知 の 相 互 作 用 の 知 識 に 基 づ い て 選 択 さ れ 得 る が
、 こ れ は 重 要 で は な い 。 実 際 、 候 補 結 合 性 ド メ イ ン が Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 に 親 和 性 を 有
す る こ と は 全 く 決 定 的 な こ と で は な い 。 そ の 目 的 は 、 多 重 ア ナ ロ グ （ 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 ）
が 生 じ 得 る 構 造 を 提 供 す る こ と で あ り 、 多 重 ア ナ ロ グ は 、 所 望 の 結 合 性 お よ び 放 出 性 （ な
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ら び に 選 択 対 象 と な る 任 意 の そ の 他 の 特 性 ） を 発 揮 す る １ つ 以 上 の ア ナ ロ グ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
候 補 結 合 性 ド メ イ ン の 選 択 に お い て 、 そ の 目 的 は 、 類 似 し た 構 造 の ア ナ ロ グ ド メ イ ン の ラ
イ ブ ラ リ ー が 生 じ 得 る 鋳 型 ま た は 親 構 造 を 提 供 す る こ と で あ る 。 ア ナ ロ グ ラ イ ブ ラ リ ー は
、 好 ま し く は バ イ ア ス (biased)ラ イ ブ ラ リ ー （ ラ ン ダ ム に 生 成 す る ラ イ ブ ラ リ ー の 逆 ） で
あ り 、 そ れ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 基 本 ド メ イ ン の 多 様 化 は 結 合 性 分 子 の 所 望
さ れ る 性 質 に 合 う よ う に 行 な わ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
候 補 結 合 性 ド メ イ ン の 性 質 は 、 Ｆ ｃ 領 域 標 的 に 対 し て 試 験 さ れ る 誘 導 化 ペ プ チ ド （ ア ナ ロ
グ ） の 性 質 に 大 き く 影 響 す る 。 候 補 結 合 性 ド メ イ ン の 選 択 に お い て 、 最 も 重 要 な 考 慮 す べ
き 事 項 は 、 ア ナ ロ グ ド メ イ ン が ど の よ う に Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 に 提 示 さ れ る か 、 す な わ
ち 、 ど の よ う な コ ン ホ メ ー シ ョ ン で Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 と ア ナ ロ グ が 接 す る の か 、 と い
う こ と で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 ア ナ ロ グ は 、 複 製 可 能 な 遺 伝 子 パ ッ ケ ー
ジ 内 へ の ア ナ ロ グ を コ ー ド す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ の 挿 入 に よ り 生 成 し 、 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ な ど の 微
生 物 の 表 面 上 へ の ド メ イ ン の デ ィ ス プ レ ー を も た ら さ れ る 。 多 種 多 様 な 種 々 の ポ リ ペ プ チ
ド を デ ィ ス プ レ ー す る 、 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ な ど の フ ァ ー ジ の か か る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば
、 Ｋ ａ ｙ ら 、 Ｐ ｈ ａ ｇ ｅ 　 Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ
ｅ ｉ ｎ ｓ ： Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ （ Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ，
　 Ｉ ｎ ｃ ． ， Ｓ ａ ｎ 　 Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ 　 １ ９ ９ ６ ） お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 明
細 書 （ Ｌ ａ ｄ ｎ ｅ ｒ ら ） （ 両 者 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ の ま ま 取 り 込 ま れ る ） に 記 載 さ
れ て い る よ う な 技 術 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 形 成 に は 、 非 構 造 ペ プ チ ド と は 反 対 に 、 構 造 ポ リ ペ
プ チ ド を 候 補 結 合 性 ド メ イ ン と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 タ ン パ ク 質 に お け る 表 面 残
基 の 変 異 は 、 通 常 、 そ の タ ン パ ク 質 の 全 体 構 造 ま た は 一 般 的 性 質 （ サ イ ズ 、 安 定 性 、 お よ
び 変 性 の 温 度 な ど ） に ほ と ん ど 影 響 し な い が 、 同 時 に 、 残 基 の 表 面 の 変 異 は 、 タ ン パ ク 質
の 結 合 性 に 深 く 影 響 す る 。 ペ プ チ ド セ グ メ ン ト が よ り 密 に 折 り 畳 ま れ る （ 例 え ば 、 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 に よ り ） ほ ど 、 任 意 の 特 定 の 標 的 に 結 合 し に く く な る 。 し か し な が ら 、 も し 、
結 合 す る 場 合 、 結 合 は 、 よ り 強 固 に か つ よ り 特 異 的 な よ う で あ る 。 し た が っ て 、 候 補 結 合
性 ド メ イ ン を 選 択 す る こ と で 、 あ る 程 度 の 剛 性 を 有 す る フ レ ー ム ワ ー ク 内 に 折 り 畳 ま れ る
、 ポ リ ペ プ チ ド ア ナ ロ グ の 構 造 を 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
候 補 結 合 性 ド メ イ ン の サ イ ズ も ま た 重 要 な 考 慮 す べ き 事 項 で あ る 。 小 さ い タ ン パ ク 質 ま た
は ポ リ ペ プ チ ド は 大 き な タ ン パ ク 質 に 比 べ て い く つ か の 利 点 を も つ 。 第 １ に 、 結 合 部 位 あ
た り の 質 量 が 小 さ い と い う こ と で あ る 。 低 分 子 量 を 有 す る 高 度 に 安 定 な タ ン パ ク 質 ド メ イ
ン 、 例 え ば 、 Ｋ ｕ ｎ ｉ ｔ ｚ ド メ イ ン （ 約 ７ ｋ Ｄ ａ ） 、 Ｋ ａ ｚ ａ ｌ ド メ イ ン （ 約 ７ ｋ Ｄ ａ ）
、 Ｃ ｕ ｃ ｕ ｒ ｂ ｉ ｄ ａ 　 ｍ ａ ｘ ｉ ｍ ａ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ Ｃ Ｍ Ｔ Ｉ ） ド メ イ ン （ 約
３ ． ５ ｋ Ｄ ａ ） お よ び エ ン ド セ リ ン （ 約 ２ ｋ Ｄ ａ ） は 、 抗 体 （ １ ５ ０ ｋ Ｄ ａ ） ま た は 単 鎖
抗 体 （ ３ ０ ｋ Ｄ ａ ） よ り も １ グ ラ ム あ た り ず っ と 高 い 結 合 性 を 示 し 得 る 。 第 ２ に 、 利 用 可
能 な 表 面 が 少 な い た め 、 非 特 異 的 結 合 の 可 能 性 は 低 減 さ れ る こ と で あ る 。 第 ３ に 、 小 さ い
タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 有 の テ ー タ リ ン グ (tethering)部 位 を 有 す る よ う に
、 大 き な タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 で は 実 施 不 可 能 な 方 法 で 操 作 可 能 で あ る こ と で あ る 。 例 え
ば 、 小 さ い タ ン パ ク 質 は 、 リ ジ ン 残 基 を 有 す る よ う に （ 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト
リ ッ ク ス へ の ） テ ー タ リ ン グ に 適 す る 部 位 の み を 操 作 す る こ と が で き る が 、 こ れ は 他 の 抗
体 で は 実 現 可 能 で は な い 。 第 ４ に 、 構 造 ド メ イ ン が イ ン タ ク ト な ま ま １ つ の フ レ ー ム ワ ー
ク を 別 の も の に 移 動 さ せ た 場 合 、 折 り 畳 ま れ た ポ リ ペ プ チ ド 構 造 は 、 折 り 畳 ま れ て い な い
構 造 よ り も 、 自 身 の 機 能 性 を 保 持 し や す い 。 例 え ば 、 結 合 ド メ イ ン 構 造 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー
内 で の 提 示 （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 上 に デ ィ ス プ レ ー さ れ る ） に 使 用 さ れ る フ レ ー ム ワ ー ク か
ら 、 提 示 フ レ ー ム か ら 取 り 出 さ れ た 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 基 材
上 に 固 定 さ れ た 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 に 移 動 し や す い 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ の 卵 な ど 、 ま た は Ｆ ｃ
領 域 ペ プ チ ド を 含 む 条 件 培 養 培 地 な ど の 溶 液 、 例 え ば 、 天 然 ま た は 合 成 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま
た は そ の Ｆ ｃ 含 有 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 任 意 の 溶 液 ま た は 供 給 流 用 の 効 率 的 な Ｆ ｃ 領 域 ポ リ
ペ プ チ ド 分 離 媒 体 を 形 成 す る た め に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 例 え ば ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー マ ト リ ッ ク ス 上 へ の 固 定 化 が 意 図 さ れ る 。 適 切 な 結 合 ド メ イ ン 鋳 型 を 選 択 す る こ と に
よ り 、 単 一 の 遊 離 シ ス テ イ ン （ す な わ ち 、 通 常 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る 、 別 の シ ス テ
イ ン と 対 に な っ て い な い シ ス テ イ ン ） を 有 す る 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し 得 る 。 か か る
チ オ ー ル 機 能 性 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 ヨ ー ド 酢 酸 、 ま た は 類 似 の α ヨ ー
ド カ ル ボ ン 酸 基 と の チ オ エ ー テ ル の 形 成 に よ り 基 材 へ の 固 定 化 に 使 用 し 得 る 。 同 様 に 、 ア
ル デ ヒ ド 官 能 性 基 質 と の 反 応 の た め に 、 ペ プ チ ド ド メ イ ン の Ｃ － 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 を ヒ
ド ラ ジ ド （ － Ｎ Ｈ － Ｎ Ｈ ２ ） に 変 換 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー の 候 補 結 合 性 ド メ イ ン は 、 非 変 異 シ ス テ イ ン 残 基 の 外 側 の
２ ～ ３ 個 の 多 様 化 ア ミ ノ 酸 に 隣 接 す る ６ ～ １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 短 い 環 状 ペ プ チ ド で あ る 。
こ れ ら の ド メ イ ン に 基 づ く ラ イ ブ ラ リ ー は 、 細 菌 、 酵 母 、 好 ま し く は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
ま た は 「 フ ァ ー ジ 」 （ 「 フ ァ ー ジ ミ ド 」 を 含 む ） な ど の 複 製 可 能 な 遺 伝 子 パ ッ ケ ー ジ 上 に
デ ィ ス プ レ ー さ れ 得 、 容 易 に 構 築 さ れ 、 か つ 本 発 明 に よ る 結 合 性 分 子 の 選 択 に 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
候 補 結 合 性 ド メ イ ン ア ナ ロ グ の ラ イ ブ ラ リ ー の 提 供
い っ た ん 候 補 結 合 性 ド メ イ ン を 選 択 し た ら 、 標 的 、 こ の 場 合 は Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 潜 在 的 結 合 性 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 各 ア ナ ロ グ が
、 ド メ イ ン の 配 列 内 に １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 以 外 は 候 補 結 合 性 ド メ イ ン に 対 応
す る 一 連 の ア ナ ロ グ を 作 製 す る こ と に よ り ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ア ナ ロ グ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 目 的 は 、 Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 分 子 と の 反 応 の た め の 非
常 に 大 き な 数 の 潜 在 的 結 合 性 分 子 を 提 供 す る こ と で あ り 、 通 常 、 ラ イ ブ ラ リ ー 内 の ア ナ ロ
グ の 数 が 大 き い ほ ど 、 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー が Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 し 、 か つ 放
出 に 所 望 さ れ る 設 定 条 件 下 で 離 れ る 可 能 性 が 高 く な る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
先 に 示 し た よ う に 、 Ｋ ａ ｙ ら 、 Ｐ ｈ ａ ｇ ｅ 　 Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ 　
ａ ｎ ｄ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ： 　 Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ （ Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ
ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｉ ｎ ｃ ． ， Ｓ ａ ｎ 　 Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ 　 １ ９ ９ ６ ） ま た は 米 国 特 許 第 ５ ， ２
２ ３ ， ４ ０ ９ 号 明 細 書 に お い て 考 察 さ れ た 技 術 は 、 選 択 さ れ た 候 補 結 合 性 ド メ イ ン に 対 応
す る ア ナ ロ グ の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 際 に 特 に 有 用 で あ り 、 該 ア ナ ロ グ は 、 標 的 Ｆ ｃ 領
域 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 多 数 の ア ナ ロ グ を 大 規 模 ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 好 適 な 形 態 で 提
示 さ れ る 。 複 製 可 能 な 遺 伝 子 パ ッ ケ ー ジ 、 最 も 好 ま し く は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ま た は 「 フ
ァ ー ジ 」 （ 「 フ ァ ー ジ ミ ド 」 を 含 む ） の 使 用 は 、 非 天 然 Ｄ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド が フ ァ ー ジ の 表 面 に 出 現 す る よ う に 新 規 な 外 来 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
の ゲ ノ ム （ ま た は 他 の 増 幅 可 能 な 遺 伝 子 パ ッ ケ ー ジ ） 内 に 導 入 す る こ と を 含 む 、 新 規 ポ リ
ペ プ チ ド 結 合 性 実 体 (entity)を 作 製 す る 強 力 な 方 法 で あ る 。 挿 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 配 列 多 様
性 を 含 む な ら ば 、 各 受 容 フ ァ ー ジ は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ る 鋳 型 （ ま た は 「 親 」 ） ア ミ
ノ 酸 配 列 の １ つ の バ リ ア ン ト を デ ィ ス プ レ ー し 、 フ ァ ー ジ 集 団 （ ラ イ ブ ラ リ ー ） は 、 莫 大
な 数 の 、 異 な る が 関 連 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を デ ィ ス プ レ ー す る 。 ま た 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
の 使 用 に お い て 、 例 え ば 、 Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ ， Ｇ ｅ ｎ ｅ ， １ ２ ８ ： １ （ １ ９ ９ ３ ） （ 参 照 に よ り
本 明 細 書 に そ の ま ま 取 り 込 ま れ る ） で 考 察 さ れ て い る よ う な フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー を 好 都
合 に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 に よ る Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 得 る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 に お い て 、 フ
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ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 通 常 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ た 標 的 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 お
よ び 結 合 さ せ る 。 非 結 合 体 を 結 合 体 と 分 離 す る 。 種 々 の 方 法 に お い て 、 結 合 し た フ ァ ー ジ
を 、 Ｆ ｃ 領 域 ペ プ チ ド か ら 遊 離 さ せ 、 回 収 し 、 増 幅 さ せ る 。 フ ァ ー ジ は 細 菌 細 胞 の 感 染 に
よ り 増 幅 さ れ 得 る た め 、 少 量 の 結 合 性 フ ァ ー ジ で あ っ て も 、 結 合 性 実 体 を コ ー ド す る 遺 伝
子 配 列 を 明 ら か に す る の に 十 分 で あ る 。 第 １ の 組 の 結 合 性 ペ プ チ ド を 同 定 し た 後 、 配 列 情
報 を 用 い て 、 さ ら な る 所 望 の 特 性 、 例 え ば 特 定 の 供 給 流 内 に お け る Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド
と 特 定 の 断 片 ま た は 密 接 に 関 連 し た 不 純 物 と の 差 別 化 を 有 す る メ ン バ ー に つ い て バ イ ア ス
さ れ た 他 の ラ イ ブ ラ リ ー を 設 計 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
か か る 技 術 は 、 大 多 数 の 潜 在 的 Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に す
る だ け で な く 、 結 合 ／ 溶 出 サ イ ク ル を 繰 り 返 す こ と 、 お よ び 初 期 基 準 を 満 た す ア ナ ロ グ －
デ ィ ス プ レ ー パ ッ ケ ー ジ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 二 次 的 な バ イ ア ス ラ イ ブ ラ リ ー を 構
築 す る こ と を 実 施 可 能 と す る 。 こ れ ら の 技 術 を 用 い 、 ア ナ ロ グ バ イ ア ス ラ イ ブ ラ リ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ し 、 （ ａ ） 結 合 条 件 下 で 強 固 に （ す な わ ち 高 い 親 和 性 で ） 結 合 し 、 （ ｂ ） 設
定 放 出 条 件 下 で き れ い に 離 れ る （ す な わ ち Ｆ ｃ 領 域 ペ プ チ ド 標 的 か ら 容 易 に 解 離 す る ） メ
ン バ ー を 明 ら か に し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 に よ る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 際 に 、 ６ 個 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ６ 個 の ラ イ ブ ラ リ ー は そ れ ぞ れ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ ま た
は １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 短 い 多 様 な 外 来 ペ プ チ ド ル ー プ を 、 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ の 表 面 上 の タ ン
パ ク 質 Ｉ Ｉ Ｉ の ア ミ ノ 末 端 に デ ィ ス プ レ ー し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Ｔ Ｎ ６ ／ ６ （ 潜 在 的 な
３ ． ３ × １ ０ １ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 多 様 性 を 有 す る ） ； Ｔ Ｎ ７ ／ ４ （ 潜 在 的 な １ ． ２ × １ ０ １

４ ア ミ ノ 酸 配 列 多 様 性 を 有 す る ） ； Ｔ Ｎ ８ ／ ９ （ 潜 在 的 な ２ ． ２ × １ ０ １ ５ ア ミ ノ 酸 配 列
多 様 性 を 有 す る ） ； Ｔ Ｎ ９ ／ ４ （ 潜 在 的 な ４ ． ２ × １ ０ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 多 様 性 を 有 す る
） ； Ｔ Ｎ １ ０ ／ ９ （ 潜 在 的 な ３ ． ０ × １ ０ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 多 様 性 を 有 す る ） ； お よ び Ｔ
Ｎ １ ２ ／ １ （ ４ ． ６ × １ ０ １ ９ の 配 列 多 様 性 を 有 す る ） と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
Ｔ Ｎ ６ ／ ６ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ２ － ア ミ ノ 酸 鋳 型 に 含 有 さ れ る 単 一 微 小 タ ン パ ク 質 （ ｍ ｉ
ｃ ｒ ｏ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ） 結 合 ル ー プ を デ ィ ス プ レ ー す る よ う に 構 築 し た 。 Ｔ Ｎ ６ ／ ６ ラ イ
ブ ラ リ ー は 、 Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ
ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ （ 配 列 番 号 ： ８ ） の 鋳 型 配 列 を 利 用 し た 。 鋳 型 の ２ ， ３ ， ５
， ６ ， ７ ， ８ ， １ ０ お よ び １ １ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン （ Ｃ ｙ ｓ ） を 除 く 任 意 の ア ミ
ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変 し た 。 鋳 型 の １ お よ び １ ２ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン （ Ｃ
ｙ ｓ ） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ Ｇ ｌ ｕ ） 、 イ ソ ロ イ シ ン （ Ｉ ｌ ｅ ） 、 リ ジ ン （ Ｌ ｙ ｓ ） 、 メ チ オ
ニ ン （ Ｍ ｅ ｔ ） 、 お よ び ト レ オ ニ ン （ Ｔ ｈ ｒ ） を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に
改 変 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
Ｔ Ｎ ７ ／ ４ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ３ － ア ミ ノ 酸 鋳 型 に 含 有 さ れ る 単 一 微 小 タ ン パ ク 質 結 合 ル
ー プ を デ ィ ス プ レ ー す る よ う に 構 築 し た 。 Ｔ Ｎ ７ ／ ４ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ －
Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ －
Ｘ ａ ａ （ 配 列 番 号 ： ９ ） の 鋳 型 配 列 を 利 用 し た 。 鋳 型 の １ ， ２ ， ３ ， ５ ， ６ ， ７ ， ８ ， ９
， １ １ ， １ ２ お よ び １ ３ ア ミ ノ 酸 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン （ Ｃ ｙ ｓ ） を 除 く 任 意 の ア
ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｔ Ｎ ８ ／ ９ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ４ － ア ミ ノ 酸 鋳 型 に 含 有 さ れ る 単 一 微 小 タ ン パ ク 質 結 合 ル
ー プ を デ ィ ス プ レ ー す る よ う に 構 築 し た 。 Ｔ Ｎ ８ ／ ９ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ －
Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ －
Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 鋳 型 配 列 を 利 用 し た 。 鋳 型 の １ ， ２ ， ３ ， ５ ， ６ ，
７ ， ８ ， ９ ， １ ０ ， １ ２ ， １ ３ お よ び １ ４ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン （ Ｃ ｙ ｓ ） を 除 く
任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変 し た 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
Ｔ Ｎ ９ ／ ４ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ５ － ア ミ ノ 酸 鋳 型 に 含 有 さ れ る 単 一 微 小 タ ン パ ク 質 結 合 ル
ー プ を デ ィ ス プ レ ー す る よ う に 構 築 し た 。 Ｔ Ｎ ９ ／ １ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 鋳 型 配 列 Ｘ ａ ａ －
Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ －
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ （ 配 列 番 号 ： １ １ ） を 利 用 し た 。 鋳 型 の １ ， ２ ， ３ ， ５
， ６ ， ７ ， ８ ， ９ ， １ ０ ， １ １ ， １ ３ ， １ ４ お よ び １ ５ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン （ Ｃ
ｙ ｓ ） を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ｔ Ｎ １ ０ ／ ９ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ６ － ア ミ ノ 酸 鋳 型 に 含 有 さ れ る 単 一 微 小 タ ン パ ク 質 結 合
ル ー プ を デ ィ ス プ レ ー す る よ う 構 築 し た 。 Ｔ Ｎ １ ０ ／ ９ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 鋳 型 配 列 Ｘ ａ ａ
－ Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ
－ Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） を 利 用 し た 。 鋳 型 の １ ，
２ ， １ ５ お よ び １ ６ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 ： Ｄ ， Ｆ ， Ｈ ， Ｌ ， Ｎ ， Ｐ ， Ｒ ，
Ｓ ， Ｗ ， ま た は Ｙ ） の 群 よ り 選 ば れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変 し た 。 鋳 型
の ３ お よ び １ ４ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 １ ４ 個 の ア ミ ノ 酸 ： Ａ ， Ｄ ， Ｆ ， Ｇ ， Ｈ ， Ｌ ， Ｎ ， Ｐ ，
Ｑ ， Ｒ ， Ｓ ， Ｖ ， Ｗ ， ま た は Ｙ ） の 群 よ り 選 ば れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改
変 し た 。 鋳 型 の ５ ， ６ ， ７ ， ８ ， ９ ， １ ０ ， １ １ お よ び １ ２ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン
（ Ｃ ｙ ｓ ） を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
Ｔ Ｎ １ ２ ／ １ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ８ － ア ミ ノ 酸 鋳 型 に 含 有 さ れ る 単 一 微 小 タ ン パ ク 質 結 合
ル ー プ を デ ィ ス プ レ ー す る よ う 構 築 し た 。 Ｔ Ｎ １ ２ ／ １ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 鋳 型 配 列 Ｘ ａ ａ
－ Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ
－ Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ － Ｘ ａ ａ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） を 利 用
し た 。 鋳 型 の １ ， ２ ， １ ７ お よ び １ ８ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 ： Ａ ， Ｄ ， Ｆ ，
Ｇ ， Ｈ ， Ｌ ， Ｎ ， Ｐ ， Ｒ ， Ｓ ， Ｗ ， ま た は Ｙ ） の 群 よ り 選 ば れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と
な る よ う に 改 変 し た 。 ３ ， ５ ， ６ ， ７ ， ８ ， ９ ， １ ０ ， １ １ ， １ ２ ， １ ３ ， １ ４ お よ び １
６ 位 の ア ミ ノ 酸 を 、 シ ス テ イ ン （ Ｃ ｙ ｓ ） を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 可 能 と な る よ う に 改 変
し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
６ ～ １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 環 状 ペ プ チ ド を デ ィ ス プ レ ー す る 前 述 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
ー ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て Ｆ ｃ 領 域 ペ プ チ ド 標 的 に 結 合 す る メ ン バ ー を 明 ら か
に し た 。 い く つ か の Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ
し た ラ イ ブ ラ リ ー の う ち の ５ つ か ら Ｆ ｃ 領 域 結 合 体 を 単 離 し た ：
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 ０ ０ ８ ８ 】
Ｆ ｃ 結 合 体 内 の 反 復 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の さ ら な る 解 析 に よ り 、 共 通 の コ ア 構 造 を 示 す 一 連
の ポ リ ペ プ チ ド 「 フ ァ ミ リ ー 」 が 明 ら か に な っ た ：
【 ０ ０ ８ ９ 】
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【 ０ ０ ９ ０ 】
前 述 の ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー に お い て 、 太 字 で 示 し た ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 位 置 が 非 変 異 で あ る
か 、 ま た は 非 変 異 残 基 に 関 す る 位 置 に お い て 好 ま し い （ す な わ ち 、 多 く の 配 列 に お い て 反
復 す る ） か の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド の 上 記 フ ァ ミ リ ー の 構 造 の 解 析 に よ り 、 Ｆ ｃ 領 域 結 合 体 に つ
い て 以 下 の 一 般 式 が 明 ら か に な っ た ：
【 ０ ０ ９ ３ 】
Ｉ ． 　 Ｚ １ － Ｘ １ － Ｘ ２ － Ｘ ３ － Ｘ ４ － Ｗ － Ｃ － Ｚ ２ 　 （ 配 列 番 号 ： ４ ） ；
式 中 、
Ｚ １ は 少 な く と も ６ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
Ｘ １ は Ｇ 、 Ｈ 、 Ｎ 、 Ｒ ま た は Ｓ で あ る ；
Ｘ ２ は Ａ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｉ 、 Ｍ ま た は Ｓ で あ る ；
Ｘ ３ は Ａ 、 Ｉ 、 Ｌ 、 Ｍ ま た は Ｖ で あ る ；
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Ｘ ４ は Ｉ 、 Ｍ 、 Ｔ ま た は Ｖ で あ る ；
Ｚ ２ は 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 存 在 し な い ； お よ び
Ｚ １ は 、 非 変 異 シ ス テ イ ン 残 基 と の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 環
状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る よ う な 少 な く と も １ 個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
Ｉ Ｉ ． 　 　 　 Ｚ １ － Ｘ － Ｗ － Ｚ ２ － Ｗ － Ｚ ３ 　 （ 配 列 番 号 ： ５ ）
式 中 、
Ｚ １ は 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 存 在 し な い ；
Ｘ は Ｆ ま た は Ｙ で あ る ；
Ｚ ２ は ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Ｚ ３ は 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ； な ら び に
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Ｚ １ 、 Ｚ ２ お よ び Ｚ ３ の う ち 少 な く と も ２ つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 間
の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ７ ～ １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る よ う
に シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。
前 述 の 式 Ｉ Ｉ ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 Ｚ ２ は 式 （ Ｉ Ｉ Ａ ） ：
Ｘ １ － Ｘ ２ － Ｘ ３ 　 （ Ｉ Ｉ Ａ ） ，
式 中 、
Ｘ １ は Ａ 、 Ｃ 、 Ｆ 、 Ｋ 、 Ｐ 、 Ｒ 、 Ｗ ま た は Ｙ で あ る ；
Ｘ ２ は Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｇ 、 Ｈ 、 Ｋ 、 Ｍ 、 Ｎ 、 Ｑ 、 Ｒ 、 Ｓ 、 Ｔ 、 Ｖ 、 ま た は Ｙ で あ る ； お よ び
Ｘ ３ は Ａ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｈ 、 Ｉ 、 Ｋ 、 Ｌ 、 Ｑ 、 Ｒ 、 Ｓ 、 Ｔ 、 Ｖ 、 ま た は Ｙ で あ る ；
た だ し 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ お よ び Ｘ ３ の う ち 多 く て １ つ だ け が Ｃ で あ り 得 る も の と す る 、
を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 Ｘ ２ が Ｃ な ら ば Ｘ １ は Ｙ で あ る 。 最 も 好 ま し く は
、 Ｘ １ は Ｃ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． 　 　 Ｚ １ － Ｗ － Ｚ ２ － Ｗ － Ｗ － Ｚ ３ 　 （ 配 列 番 号 ： ６ ） ；
式 中 、
Ｚ １ は 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
Ｚ ２ は ト リ ペ プ チ ド で あ る ； お よ び
Ｚ ３ は 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ；
こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド Ｚ １ 、 Ｚ ２ お よ び Ｚ ３ の う ち 少 な く と も ２ つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 間
の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に よ り ８ ～ １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る よ う
に シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 た だ し 、 Ｚ １ が シ ス テ イ ン を 含 む な ら ば Ｚ ２ は シ ス テ イ ン を 含
ま ず 、 Ｚ ２ が シ ス テ イ ン を 含 む な ら ば 、 そ れ は ト リ ペ プ チ ド の 真 ん 中 の 残 基 で あ り 、 か つ
Ｚ ３ も シ ス テ イ ン を 含 む も の と す る 。
式 Ｉ Ｉ Ｉ の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 好 ま し く は 、 Ｚ １ お よ び Ｚ ３ が そ れ ぞ れ シ ス テ イ ン 残 基
を 含 有 す る 場 合 、 Ｚ １ の シ ス テ イ ン は 非 変 異 ト リ プ ト フ ァ ン （ Ｗ ） に 隣 接 し 、 Ｚ ２ の 第 １
ア ミ ノ 酸 は リ ジ ン で あ り 、 Ｚ ３ の 第 ２ ア ミ ノ 酸 は ア ス パ ラ ギ ン (apartic)酸 （ Ｄ ） で あ る
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
Ｉ Ｖ ． 　 　 　 Ｚ １ － Ｐ － Ｘ １ － Ｗ － Ｘ ２ － Ｃ － Ｘ ３ － Ｘ ４ － Ｘ ５ 　 （ 配 列 番 号 ： ７ ） ； 式
中 、 Ｚ １ は 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ；
Ｘ １ は Ａ 、 Ｅ 、 Ｒ 、 Ｓ 、 ま た は Ｔ で あ る ；
Ｘ ２ は Ｆ 、 Ｗ ま た は Ｙ で あ る ；
Ｘ ３ は Ｄ 、 Ｅ 、 Ｌ 、 Ｍ ま た は Ｑ で あ る ；
Ｘ ４ は Ｈ 、 Ｗ ま た は Ｙ で あ る ；
Ｘ ５ は Ｆ ま た は Ｙ で あ る ； お よ び
こ こ で 、 Ｚ １ 内 の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び Ｘ ２ と Ｘ ３ の 間 の シ ス テ イ ン 残 基 が １ ０ ～ １ ２ 個
の ア ミ ノ 酸 の 環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
Ｆ ｃ 結 合 性 ペ プ チ ド の 合 成
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い っ た ん 単 離 さ れ る と 、 す べ て の 個 々 の 結 合 性 ペ プ チ ド の 配 列 ま た は す べ て の 結 合 性 分 子
の 構 造 を 解 析 す る こ と が で き 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 任 意 の 所 望 の 量 で 結 合 体 を 作 製 し 得 る
。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の ペ プ チ ド 結 合 性 分 子 は 、 そ の 配 列 が 開 示 さ れ て い る た め 、 こ
れ は 、 化 学 合 成 し た 後 、 元 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 、 す な わ ち 正 し い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 得 る
の に 適 切 な 酸 化 条 件 下 で 処 理 す る こ と に よ り 、 好 都 合 に 作 製 さ れ 得 る 。 合 成 は 、 当 業 者 に
周 知 の 方 法 論 に よ り 行 な わ れ 得 る （ Ｋ ｅ ｌ ｌ ｅ ｙ ら 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｅ ｎ ｇ ｉ ｎ ｅ ｅ ｒ
ｉ ｎ ｇ 　 Ｐ ｒ ｉ ｎ ｃ ｉ ｐ ｌ ｅ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ ， （ Ｓ ｅ ｔ ｌ ｏ ｗ ， Ｊ ． Ｋ ． 編
） ， Ｐ ｌ ｅ ｎ ｕ ｍ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｎ Ｙ ． ， （ １ ９ ９ ０ ） ， 第 １ ２ 巻 ， １ － １ ９ 頁 ； Ｓ ｔ ｅ
ｗ ａ ｒ ｔ ら ， Ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － Ｐ ｈ ａ ｓ ｅ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ 　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓ （ １ ９ ８ ９
） ， Ｗ ． Ｈ ． Ｆ ｒ ｅ ｅ ｍ ａ ｎ 　 Ｃ ｏ ． ， サ ン フ ラ ン シ ス コ ， 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の 結 合
性 分 子 は 、 化 学 的 合 成 ま た は 半 合 成 の い ず れ か に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 化 学 的 合 成 法 ま た は
半 合 成 法 に よ り 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 の 組 み 込 み が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 結 合 性 分 子 は 、 好 ま し く は 固 相 ペ プ チ ド 合 成 （ Ｍ ｅ ｒ ｒ ｉ ｆ ｉ ｅ ｌ
ｄ ， Ｊ ． Ａ ｍ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｓ ｏ ｃ ． ， ８ ５ ： ２ １ ４ ９ （ １ ９ ６ ３ ） ； Ｈ ｏ ｕ ｇ ｈ ｔ ｅ ｎ ，
Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ８ ２ ： ５ １ ３ ２ （ １ ９ ８ ５ ） ） を 用 い
て 調 製 さ れ る 。 固 相 合 成 は 、 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 適 当 な 樹 脂 （ 該 樹 脂 は 、 Ｃ 末 端 ア ミ ノ
酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 と 反 応 し 、 後 に 容 易 に 切 断 さ れ る 結 合 を 形 成 す る も の で あ り 、 ハ ロ メ
チ ル 樹 脂 、 例 え ば 、 ク ロ ロ メ チ ル 樹 脂 、 ブ ロ モ メ チ ル 樹 脂 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 樹 脂 、 ア ミ
ノ メ チ ル 樹 脂 、 ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹 脂 、 ま た は ｔ － ア ル キ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル － ヒ ド
ラ ジ ド 樹 脂 な ど で あ る ） に 結 合 さ せ る こ と に よ り 推 定 ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 か ら 始 ま
る 。 例 え ば 、 塩 化 メ チ レ ン 中 で ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） に よ り α － ア ミ ノ 保 護 基 を 除
去 し 、 例 え ば 、 Ｔ Ｅ Ａ 中 で 中 和 し た 後 は 、 合 成 の 次 の サ イ ク ル に す ぐ に 進 行 す る 。 残 留 す
る α － ア ミ ノ 酸 お よ び 、 必 要 な ら ば 側 鎖 保 護 ア ミ ノ 酸 を 、 次 い で 、 縮 合 に よ り 逐 次 所 望 の
順 番 で 連 結 し 、 樹 脂 に 結 合 し た 中 間 体 化 合 物 を 得 る 。 あ る い は ま た 、 い く つ か の ア ミ ノ 酸
を 互 い に 連 結 さ せ て オ リ ゴ ペ プ チ ド を 形 成 し た 後 、 該 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 付 加 し て 固 相 ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 に す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
２ つ の ア ミ ノ 酸 間 、 ま た は ア ミ ノ 酸 と ペ プ チ ド 間 、 ま た は ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 間 の 縮 合 は
、 ア ジ ド 法 、 混 合 酸 無 水 物 法 、 Ｄ Ｃ Ｃ （ ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ） 法 、 活 性 エ ス
テ ル 法 （ ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル エ ス テ ル 法 ） 、 Ｂ Ｏ Ｐ ［ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル － １ － イ ル － オ
キ シ － ト リ ス （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） ホ ス ホ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト ］ 法 、 Ｎ － ヒ
ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド エ ス テ ル 法 ） お よ び Ｗ ｏ ｏ ｄ ｗ ａ ｒ ｄ 試 薬 Ｋ 法 な ど の 標 準 的 な 縮
合 法 に 従 っ て 行 な い 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
種 々 の ア ミ ノ 酸 部 分 の 反 応 性 側 鎖 基 を 、 鎖 が 完 全 に 合 成 さ れ た 後 に そ の 基 を 最 終 的 に 除 去
す る ま で そ の 部 位 で 適 当 な 保 護 基 に よ っ て 保 護 す る こ と は 、 ペ プ チ ド の 化 学 合 成 に 一 般 的
で あ る 。 ア ミ ノ 酸 ま た は 断 片 の α － ア ミ ノ 基 の 保 護 も ま た 一 般 的 で あ る が 、 そ の 実 体 が カ
ル ボ キ シ ル 基 で 反 応 し た 後 、 α － ア ミ ノ 保 護 基 を 選 択 的 除 去 す る と 、 そ の 位 置 で 次 の 反 応
が 起 こ る 。 し た が っ て 、 合 成 の 一 工 程 と し て 、 側 鎖 保 護 基 を 有 す る 種 々 の こ れ ら の 残 基 を
有 す る ペ プ チ ド 鎖 の 所 望 の 配 列 内 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 各 々 を 含 む 中 間 体 化 合 物 を 作
製 す る こ と は 一 般 的 で あ る 。 こ れ ら の 保 護 基 は 、 次 い で 、 一 般 に 、 精 製 後 に 所 望 の 生 成 産
物 を 作 製 す る た め に 実 質 的 に 同 時 に 除 去 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
α － お よ び ε － ア ミ ノ 側 鎖 基 を 保 護 す る た め の 典 型 的 な 保 護 基 は 、 ベ ン キ シ ル オ キ シ カ ル
ボ ニ ル （ Ｚ ） 、 イ ソ ニ コ チ ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル （ ｉ Ｎ Ｏ Ｃ ） 、 Ｏ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル オ キ
シ カ ル ボ ニ ル ［ Ｚ （ Ｎ Ｏ ２ ） ］ 、 ｐ － メ ト キ シ ベ ン ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ［ Ｚ （ Ｏ Ｍ ｅ
） ］ 、 ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｂ ｏ ｃ ） 、 ｔ － ア ミ イ オ キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ａ ｏ ｃ ） 、 イ
ソ ボ ル ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア ダ マ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ２ － （ ４ － ビ フ ェ ニ ル ） －
２ － プ ロ ピ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｂ ｐ ｏ ｃ ） 、 ９ － フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｆ
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ｍ ｏ ｃ ） 、 メ チ ル ス ル ホ ニ イ エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｍ ｓ ｃ ） 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 、 フ
タ リ ル 、 ホ ル ミ ル 、 ２ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ル フ ェ ニ ル （ Ｎ Ｐ Ｓ ） 、 ジ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ノ
チ オ イ ル （ Ｐ ｐ ｔ ） 、 ジ メ チ ル ホ ス フ ィ ノ チ オ イ ル （ Ｍ ｐ ｔ ） な ど が 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
カ ル ボ キ シ ル 基 の 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 ベ ン ジ ル エ ス テ ル （ Ｏ Ｂ ｚ ｌ ） 、 シ ク ロ ヘ キ
シ ル エ ス テ ル （ Ｃ ｈ ｘ ） 、 ４ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル エ ス テ ル （ Ｏ Ｎ ｂ ） 、 ｔ － ブ チ ル エ ス テ ル
（ Ｏ ｂ ｕ ｔ ） 、 ４ － ピ リ ジ ル メ チ ル エ ス テ ル （ Ｏ Ｐ ｉ ｃ ） な ど が 例 示 さ れ 得 る 。 ア ミ ノ 基
お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 以 外 の 官 能 基 を 有 す る ア ル ギ ニ ン 、 シ ス テ イ ン お よ び セ リ ン な ど の
特 定 の ア ミ ノ 酸 は 、 必 要 に 応 じ て 適 当 な 保 護 基 で 保 護 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 ア
ル ギ ニ ン の グ ア ニ ジ ド 基 は 、 ニ ト ロ 、 ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ
ル 、 ア ダ マ ン チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ｐ － メ ト キ シ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル 、 ４ － メ ト キ シ －
２ ， ６ － ジ メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル （ Ｍ ｄ ｓ ） 、 １ ， ３ ， ５ － ト リ メ チ ル フ ェ ニ ル ス ル
ホ ニ ル （ Ｍ ｔ ｓ ） な ど で 保 護 さ れ 得 る 。 シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基 は 、 ｐ － メ ト キ シ ベ ン ジ
ル 、 ト リ フ ェ ニ ル メ チ ル 、 ア セ チ ル ア ミ ノ メ チ ル エ チ ル カ ル バ モ イ ル 、 ４ － メ チ ル ベ ン ジ
ル 、 ２ ， ４ ， ６ － ト リ メ チ ル － ベ ン ジ ル （ Ｔ ｍ ｂ ） な ど に よ り 保 護 さ れ 得 、 セ リ ン の ヒ ド
ロ キ シ ル 基 は 、 ベ ン ジ ル 、 ｔ － ブ チ ル 、 ア セ チ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル な ど に よ り 保 護
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
所 望 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 完 成 し た 後 、 液 体 Ｈ Ｆ お よ び １ つ 以 上 の チ オ を 含 有 す る ス カ ベ ン ジ
ャ ー な ど の 、 ペ プ チ ド を 樹 脂 か ら 切 断 す る だ け で な く 、 残 留 す る す べ て の 側 鎖 保 護 基 も 切
断 す る 試 薬 で の 処 理 に よ り 中 間 体 ペ プ チ ド を 樹 脂 支 持 体 か ら 除 去 す る 。 Ｈ Ｆ で の 切 断 後 、
タ ン パ ク 質 配 列 を エ ー テ ル で 洗 浄 し 、 大 容 量 の 希 酢 酸 に 移 し 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム で 約 ８
． ０ に 調 整 さ れ た ｐ Ｈ で 攪 拌 す る 。 ｐ Ｈ を 調 整 す る と 、 ポ リ ペ プ チ ド は 所 望 の コ ン ホ メ ー
シ ョ ン 構 成 を と る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 事 業 と し て ペ プ チ ド 合 成 を 提 供 す る 企 業 （ 例 え ば 、 Ｂ
Ａ Ｃ Ｈ Ｅ Ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， Ｉ ｎ ｃ ． ， Ｋ ｉ ｎ ｇ 　 ｏ ｆ 　 Ｐ ｒ ｕ ｓ ｓ ｉ ａ ， Ｐ Ａ
； Ｑ ｕ ａ ｌ ｉ ｔ ｙ 　 Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ ｌ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ｓ ， Ｉ ｎ ｃ ． ， Ｈ ｏ
ｐ ｋ ｉ ｎ ｔ ｏ ｎ ， Ｍ Ａ ） に よ り 商 業 的 に 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
検 出 お よ び 精 製 に お け る 結 合 性 分 子 の 使 用
全 血 、 血 漿 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ の 卵 お よ び 馴 化 培 地 、
ま た は か か る Ｆ ｃ 領 域 標 的 を 含 む 溶 液 も し く は 供 給 流 れ な ど の 溶 液 中 に お い て 、 単 独 ま た
は 大 分 子 （ 例 え ば 、 天 然 も し く は 合 成 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の Ｆ ｃ 領 域 含 有 フ ラ グ メ
ン ト ） の ド メ イ ン と し て 存 在 す る Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の た め 、 本 発 明 に よ る 結 合
性 分 子 を 検 出 可 能 に 標 識 、 例 え ば 、 放 射 性 標 識 ま た は 酵 素 的 に 標 識 す る こ と が で き 、 次 い
で 、 溶 液 と 接 触 さ せ 、 そ の 後 、 結 合 性 分 子 と Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 と の 複 合 体 の 形 成
を 検 出 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 本 発 明 に よ る フ ァ ー ジ 結 合 性 分 子 、 す な わ ち Ｆ
ｃ 領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 上 に デ ィ ス プ レ ー す る 組 換 え フ ァ ー ジ は 、 反 応 チ ュ
ー ブ 内 の 沈 殿 と し て 検 出 可 能 な Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 形 成 し 、 こ れ は 、 沈 降
ま た は 遠 心 分 離 後 に 可 視 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
あ る い は ま た 、 サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ を 使 用 し て も よ く 、 こ こ で は 、 Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 分
子 を プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ も し く は ウ ェ ル な ど の 固 体 支 持 体 ま た は セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ な
ど の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 し 、 次 い で 、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を
含 む と 思 わ れ る 溶 液 を 固 定 し た 結 合 性 分 子 と 接 触 さ せ 、 非 結 合 性 物 質 を 洗 浄 し て 除 去 し 、
複 合 体 を 形 成 し た Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ｆ ｃ 領 域 標 的 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
な ど の 適 当 な 検 出 試 薬 （ 該 試 薬 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の い く つ か の 慣 用 手 段 に よ り 検 出
可 能 で あ り 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た も の 、 例 え ば 放 射 性 標 識 さ れ た も の 、 ま た は 西 洋 ワ サ
ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の よ う な 酵 素 的 に 標 識 さ れ た も の を 含 む ） を 用 い て 検 出 す る 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 に よ る 結 合 性 分 子 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ り Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ
チ ド を 単 離 す る の に 極 め て 有 用 で あ る 。 任 意 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 慣 用 法 を 使 用 し 得 る 。
好 ま し く は 、 本 発 明 の 結 合 性 分 子 は 、 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 充 填 す る の に
適 し た 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ て い る 。 固 定 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ リ ガ ン ド を 、 次 い で 、 結
合 性 分 子 ／ Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 形 成 に 好 都 合 な 条 件 下 で 負 荷 す る か 、 ま た は 供
給 流 と 接 触 さ せ 得 る 。 非 結 合 性 物 質 を 洗 浄 し て 除 去 し 、 次 い で 、 結 合 性 複 合 体 の 解 離 に 好
都 合 な 条 件 に 溶 液 を 導 入 す る こ と に よ り Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 溶 出 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
あ る い は ま た 、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 含 有 す る 溶 液 と 結 合 性 分 子 を 混 合 し 、 次 い で
、 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 と 結 合 性 分 子 の 複 合 体 を 単 離 す る こ と に よ り バ ッ チ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を 行 な い 得 る 。 こ の タ イ プ の 分 離 と し て は 、 多 く の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 例 え
ば 、 結 合 性 分 子 を 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 し 、 次 い で 供 給 流 か ら Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 標 的
と と も に 濾 過 に よ り 分 離 す る 。 あ る い は 、 結 合 性 分 子 を 、 ポ リ Ｈ ｉ ｓ テ イ ル （ 例 え ば 、 ヘ
キ サ ヒ ス チ ジ ン ） な ど の 自 身 の ア フ ィ ニ テ ィ タ グ 、 ビ オ チ ン 、 ｍ ｙ ｃ タ グ な ど に よ り 修 飾
し 、 こ れ を 、 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ の 結 合 性 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 、 ポ リ Ｈ ｉ ｓ タ グ 分 子 、 ビ オ
チ ン 化 分 子 用 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど を 捕 捉 す る た め の 固 定 さ れ た 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 用 い て 複 合 体 が 形 成 さ れ た 後 に 結 合 性 分 子 を 捕 捉 す る た め に 使 用
し 得 る 。 い っ た ん 分 離 し た ら 、 溶 出 条 件 下 で Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 を 結 合 性 分 子 か ら
分 離 し 、 純 粋 な 形 態 で 回 収 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
正 確 な 結 合 お よ び 放 出 条 件 は 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 結 合 性 ポ リ ペ プ チ
ド を 得 る 際 に 選 択 さ れ た が 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に お い て 後 に 使 用 す る こ と に よ っ て 、 同 じ
単 離 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ リ ガ ン ド が 機 能 す る 、 よ り 最 適 な 結 合 お よ び 放 出 条 件 が 明 ら か と
な り 得 る こ と に 注 目 さ れ た い 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 単 離 後 、 結 合 性 分 子 を 常 に ラ イ
ブ ラ リ ー か ら の 分 離 を も た ら す 結 合 お よ び 放 出 条 件 下 で の み 使 用 す る こ と は 決 定 的 な こ と
で な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 に よ る Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 分 子 の 単 離 を 以 下 に さ ら に 説 明 す る 。 以 下 の 実 施 例 に 含 ま れ
る 特 定 の パ ラ メ ー タ は 、 本 発 明 の 実 施 を 説 明 す る こ と を 意 図 す る も の で あ り 、 本 発 明 の 範
囲 を な ん ら 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ の 誘 導 体 に お い て 構
築 さ れ る 。 デ ィ ス プ レ ー さ れ た ペ プ チ ド は 、 第 Ｘ ａ 因 子 の 認 識 部 位 を 含 む リ ン カ ー ペ プ チ
ド を 介 し て タ ン パ ク 質 Ｉ Ｉ Ｉ の ア ミ ノ 末 端 に 融 合 さ れ る 。 第 Ｘ ａ 因 子 は 、 フ ァ ー ジ を 損 傷
し た り フ ァ ー ジ の 感 染 力 を 低 減 さ せ る こ と な く 、 デ ィ ス プ レ ー さ れ た ペ プ チ ド を フ ァ ー ジ
か ら 切 除 し 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
化 合 物 の 血 清 半 減 期 を 延 長 す る た め の 結 合 性 分 子 の 使 用
本 発 明 の Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド の 別 の 使 用 は 、 個 体 の 循 環 系 に 投 与 さ れ る か 、 ま た は 進
入 す る 治 療 用 ま た は 診 断 用 化 合 物 の 半 減 期 お よ び 全 体 的 な 安 定 性 を 増 大 さ せ る こ と で あ る
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， １ １ ６ ， ９ ４ ４ 号 明 細 書 ； 欧 州 特 許 Ｅ Ｐ － Ａ ２ － ３ ９ ５ ９ １ ８
号 明 細 書 ； 国 際 公 開 第 ９ １ ／ ０ １ ７ ４ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト （ 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書
に 取 り 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。 か か る 方 法 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 治 療 用 ま た は 診 断 用 化 合 物 を 受 け る 個 体 の 血 液 中 に 存 在 す る 抗 体 に 該 治 療 用 ま た
は 診 断 用 化 合 物 を 結 合 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｆ ｃ 結 合 性
ポ リ ペ プ チ ド は 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ り 、 選 択 さ れ た 治 療 用 ま た は 診 断 用 化 合
物 を 、 Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 結 合 性 部 位 を イ ン タ ク ト に 維 持 し 、 し た が っ て 抗 体 分
子 に な お 結 合 し 得 る 部 位 に て 、 所 望 の 診 断 活 性 ま た は 治 療 活 性 を 損 な う こ と な く 結 合 す る
。 こ の よ う に し て 、 Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 血 液 中 を 循 環 す る 抗 体 に 目 的 の 診 断 用 ／

10

20

30

40

50

(57) JP 2005-503344 A 2005.2.3



治 療 用 化 合 物 を 結 合 さ せ る た め の リ ン カ ー 分 子 と し て 機 能 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 の Ｆ ｃ 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 循 環 し て い る 抗 体 に 診 断 用 ま た は 治 療 用 化 合 物
を 結 合 さ せ る こ と は 、 通 常 、 所 望 さ れ な い 高 速 分 解 速 度 ま た は 循 環 か ら の ク リ ア ラ ン ス に
供 さ れ る 化 合 物 の 循 環 半 減 期 お よ び ／ ま た は 全 体 的 な 安 定 性 の 増 大 に 特 に 有 用 で あ る こ と
が 期 待 さ れ る 。 循 環 系 内 の 化 合 物 の 半 減 期 ま た は 全 体 的 な 安 定 性 を 増 大 す る こ と は 、 所 望
の 効 果 を 得 る た め に 個 体 に 投 与 さ れ る べ き 投 薬 の 回 数 お よ び ／ ま た は 量 の 減 少 に 適 す る 。
任 意 の 適 当 な 診 断 用 化 合 物 は 、 こ の よ う に し て 抗 体 分 子 に 連 結 さ れ 得 、 染 料 （ フ ル オ レ セ
イ ン な ど ） ； １ ３ １ Ｉ ま た は テ ク ネ チ ウ ム （ Ｔ ｃ ９ ９ ） 含 有 化 合 物 な ど の 放 射 性 標 識 ； 酵
素 （ 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど ） ； ま た は 検 出 可 能 な 金 属 （ 常 磁 性 鉄 な ど ） で あ り
得 る 特 に 検 出 可 能 な 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 任 意 の 適 当 な 治 療 用 化 合 物 は 、 こ の よ う に し て 抗
体 分 子 に 連 結 さ れ 得 、 薬 物 、 生 体 医 薬 品 、 お よ び 目 的 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る
。 抗 体 に 結 合 さ せ る た め に 好 適 な か か る 治 療 薬 の 例 と し て は 、 レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト ま た
は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 特 異 的 結 合 性 化 合 物 、 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー 、 金 属 キ レ ー ト 化 剤 、 ビ タ ミ
ン Ａ な ど の 分 子 ス カ ベ ン ジ ャ ー な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な
使 用 に 特 に 重 要 な の は 、 ト ロ ン ビ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、 血 栓 溶 解 剤 （ ｔ Ｐ Ａ お よ び ウ ロ キ ナ ー
ゼ な ど ） 、 レ ニ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、 セ レ ク チ ン リ ガ ン ド 、 凝 血 カ ス ケ
ー ド の イ ン ヒ ビ タ ー 、 補 体 調 節 分 子 （ Ｄ Ａ Ｆ 、 Ｃ Ｒ １ 、 Ｃ Ｒ ２ 、 Ｃ ４ ｂ ｐ 、 第 Ｈ 因 子 な ど
） 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び Ｃ Ｒ Ｆ ア ン タ ゴ ニ
ス ト な ど で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 １ ： Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド の 結 合 性 分 子 の 単 離
上 述 の 技 術 を 用 い 、 Ｆ ｃ 領 域 ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド の リ ガ ン ド の 結 合 性 分 子 を 単 離 し た 。 血 漿
か ら 単 離 し た ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｆ ｃ フ ラ グ メ ン ト （ Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ， ｃ ａ ｔ ． ＃ ４ ０ １
１ ０ ４ ） を 、 ビ オ チ ン ： Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 の モ ル が ２ ： １ の 比 率 で 軽 く ビ オ チ ン 化 し た 。 ビ
オ チ ン － Ｆ ｃ を 非 多 孔 性 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ （ Ｄ ｙ ｎ ｅ ｌ ） に 結 合 し た 。 ス ク リ ー
ニ ン グ の 前 に 、 ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ に 曝 露 す る こ と に よ り 、 ラ イ ブ ラ リ
ー Ｔ Ｎ ６ ／ ６ 、 Ｔ Ｎ ７ ／ ４ 、 Ｔ Ｎ ８ ／ ９ 、 Ｔ Ｎ ９ ／ ４ 、 Ｔ Ｎ １ ０ ／ ９ お よ び Ｔ Ｎ １ ２ ／ １
か ら ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン お よ び ビ ー ズ 結 合 フ ァ ー ジ を 枯 渇 さ せ た 。 次 に 、 個 々
の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 ビ ー ズ 上 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 定 ビ オ チ ン － Ｆ ｃ 領 域 標 的 に 対 し て
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 約 １ ０ 倍 モ ル 過 剰 の プ ロ テ イ ン Ａ で 競 合 溶 出 さ せ た 。 次 い で 、 Ｔ Ｎ １
２ と Ｔ Ｎ １ ０ ラ イ ブ ラ リ ー が プ ー ル さ れ 、 Ｔ Ｎ ９ と Ｔ Ｎ ８ ラ イ ブ ラ リ ー が プ ー ル さ れ 、 Ｔ
Ｎ ７ と Ｔ Ｎ ６ ラ イ ブ ラ リ ー が プ ー ル さ れ る よ う に 、 プ ロ テ イ ン Ａ 溶 出 液 の プ ー ル を 作 製 し
た 。 各 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の プ ロ テ イ ン Ａ 溶 出 ビ ー ズ を 同 様 に し て プ ー ル し 、 大 腸 菌 増 殖 培
地 上 に 直 接 プ レ ー テ ィ ン グ し て 、 プ ロ テ イ ン Ａ で 溶 出 さ れ な い 強 固 に 結 合 し た あ ら ゆ る フ
ァ ー ジ を 捕 捉 し た 。 プ ロ テ イ ン Ａ 溶 出 液 ラ イ ブ ラ リ ー ペ ア お よ び ビ ー ズ プ レ ー ト ラ イ ブ ラ
リ ー ペ ア を 、 次 い で 増 幅 し 、 ビ ー ズ 上 の ビ オ チ ン － Ｆ ｃ で の ス ク リ ー ニ ン グ を も う ２ 回 行
な う こ と に よ り 別 個 に 担 持 さ せ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
回 収 し た 単 離 物 の 配 列 決 定 に よ り 、 こ れ ま で １ ２ ８ 個 の 異 な る Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ
ド が 明 ら か と な っ た （ 配 列 番 号 ： １ ４ ～ １ ４ ３ ） 。 各 ラ イ ブ ラ リ ー プ ー ル か ら の 第 ３ 回 目
の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 無 作 為 に 選 ん だ フ ァ ー ジ 単 離 物 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン
化 Ｆ ｃ 、 Ｂ Ｓ Ａ 、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ｂ Ｓ
Ａ を 示 す プ レ ー ト に お い て 、 お よ び ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト の み に お い て フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ に よ り 評 価 し た 。 ビ オ チ ン 化 Ｆ ｃ は す べ て の Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｆ ｃ ア イ ソ タ イ プ を 捕 捉 し た 。 無
作 為 に 選 ん だ 単 離 物 の う ち 、 配 列 が 本 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る 各 群 の 約 ９ ５ ％ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 実 験 で 陽 性 の 結 合 性 を 示 し た 。 ま た 、 種 々 の 濃 度 で の 可 溶 性 Ｆ ｃ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド と
の 競 合 下 で の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル に よ り 単 離 物 を 試 験 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ２ ： 結 合 性 試 験
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い く つ か の 基 準 、 す な わ ち 、 固 定 化 Ｆ ｃ の 種 々 の 負 荷 に 対 す る 高 吸 光 度 、 可 溶 性 Ｆ ｃ 競 合
に 対 す る 有 効 応 答 、 お よ び 競 合 的 配 列 解 析 に 基 づ く 代 表 的 な 結 合 性 モ チ ー フ ま た は 特 有 の
結 合 性 モ チ ー フ の い ず れ か に 基 づ き 、 蛍 光 異 方 性 に よ り Ｆ ｃ 結 合 性 定 数 を 測 定 す る た め 、
お よ び 結 合 に 影 響 す る 種 々 の パ ラ メ ー タ を 調 べ て Ｆ ｃ の ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に 有 用 な 至 適 条
件 を 決 定 す る た め の さ ら な る 解 析 の た め に ４ つ の フ ァ ー ジ 単 離 物 を 選 択 し た ：
Ｆ ｃ ： 　 Ａ ｃ － Ｇ Ｄ Ｄ Ｈ Ｍ Ｃ Ｖ Ｙ Ｔ Ｔ Ｗ Ｇ Ｅ Ｌ Ｉ Ｗ Ｃ Ｄ Ｎ Ｈ Ｅ Ｐ Ｇ Ｐ Ｅ Ｇ Ｇ Ｇ Ｋ － Ｎ Ｈ ２

（ 配 列 番 号 ： １ ４ ４ ， Ｄ Ｘ ２ ４ ９ と 呼 ぶ ） ； Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｐ Ｖ Ｄ Ｃ Ｋ Ｈ Ｈ Ｆ Ｗ Ｗ Ｃ Ｙ Ｗ Ｎ Ｇ
Ｔ Ｐ Ｇ Ｐ Ｅ Ｇ Ｇ Ｇ Ｋ － Ｎ Ｈ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， Ｄ Ｘ ２ ５ １ と 呼 ぶ ） ； Ａ ｃ － Ｇ Ｄ Ｄ Ｄ
Ｈ Ｃ Ｙ Ｗ Ｆ Ｒ Ｅ Ｗ Ｆ Ｎ Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ Ｈ Ｇ Ｅ Ｐ Ｇ Ｐ Ｅ Ｇ Ｇ Ｇ Ｋ － Ｎ Ｈ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ４ ， Ｄ
Ｘ ２ ５ ２ と 呼 ぶ ） ； Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｙ Ｙ Ｗ Ｃ Ｎ Ｙ Ｗ Ｇ Ｌ Ｃ Ｐ Ｄ Ｑ Ｇ Ｔ Ｐ Ｇ Ｐ Ｅ Ｇ Ｇ Ｇ Ｋ － Ｎ Ｈ

２ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， Ｄ Ｘ ２ ５ ４ と 呼 ぶ ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
Ｂ Ａ Ｃ Ｈ Ｅ Ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， Ｉ ｎ ｃ ． ， （ Ｋ ｉ ｎ ｇ 　 ｏ ｆ 　 Ｐ ｒ ｕ ｓ ｓ ｉ ａ ，
Ｐ Ａ ） に よ り ペ プ チ ド を 合 成 し 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製 し た 。 ヒ ト
血 漿 Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ フ ォ ー ム （ Ｆ ｃ 標 的 ） の 混 合 物 ま た は 個 々 の ヒ ト 血 漿 Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ フ ォ
ー ム ： Ｉ ｇ Ｇ ｌ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ も し く は Ｉ ｇ Ｇ ４ を 用 い て 結 合 性 試 験 を 行 な っ た 。
す べ て の Ｆ ｃ 標 的 タ ン パ ク 質 を Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ か ら 得 た 。
【 ０ １ １ ８ 】
す べ て の 測 定 を 、 Ｔ ｅ ｃ ａ ｎ 　 Ｐ ｏ ｌ ａ ｒ ｉ ｏ ｎ 蛍 光 極 性 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い 、 １ ０
～ ２ ０ μ ｌ の 容 量 で 、 ２ ０ ｎ Ｍ フ ル オ レ セ イ ン － 標 識 ペ プ チ ド お よ び 種 々 の 濃 度 の Ｉ ｇ Ｇ
ア イ ソ フ ォ ー ム を 用 い て ３ ８ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 中 で 行 な っ た 。 す べ て の 結 合 用 バ ッ
フ ァ ー は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト へ の ペ プ チ ド 吸 収 を 防 ぐ た め に ０ ． ０ １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｔ ｗ ｅ
ｅ ｎ ２ ０ を 含 ん だ 。 測 定 を 行 な う 前 に ３ ０ ℃ の マ イ ク ロ プ レ ー ト 内 で １ ０ 分 間 結 合 性 混 合
物 を 平 衡 化 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
ペ プ チ ド 間 の 交 差 競 合 試 験 を 、 ２ ０ ｎ Ｍ フ ル オ レ セ イ ン － 標 識 ペ プ チ ド お よ び １ ～ ２ μ Ｍ
の Ｉ ｇ Ｇ ｌ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ４ を 用 い 、 最 大 １ ０ ０ μ Ｍ の 非 標 識 ペ プ チ
ド ま た は ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ プ ロ テ イ ン Ａ の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 行 な っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
Ｆ ｃ 領 域 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド Ｄ Ｘ ２ ４ ９ 、 Ｄ Ｘ ２ ５ ２ お よ び Ｄ Ｘ ２ ５ ４ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ ア
イ ソ フ ォ ー ム の 結 合 性 を 示 す 解 離 定 数 を 表 １ に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
表 １ に 示 す デ ー タ は 、 ペ プ チ ド が 、 ｐ Ｈ 依 存 的 に Ｉ ｇ Ｇ に 結 合 す る こ と を 示 す 。 例 え ば 、
バ ッ フ ァ ー の ｐ Ｈ を ５ ． ７ か ら ７ ． ４ ～ ９ ． ３ に 上 げ る と 、 Ｄ Ｘ ２ ４ ９ ま た は Ｄ Ｘ ２ ５ ２
と Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ フ ォ ー ム と の 間 の 相 互 作 用 の Ｋ Ｄ が 増 大 す る 。 対 照 的 に 、 Ｄ Ｘ ２ ５ ４ は ｐ
Ｈ 依 存 的 に は Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ２ に 結 合 し な い よ う で あ る 。 さ ら に 、 表 １ の デ ー タ は
、 Ｉ ｇ Ｇ サ ブ タ イ プ 特 異 性 を 示 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｘ ２ ４ ９ は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ お よ び Ｉ
ｇ Ｇ ４ に は 結 合 す る が Ｉ ｇ Ｇ ３ に は 結 合 し な い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 表 １ 】
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【 ０ １ ２ ３ 】
表 ２ に 示 す デ ー タ は 、 バ ッ フ ァ ー 中 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を ０ か ら １ ０ ０ ｍ Ｍ に 上 げ る と
、 ｐ Ｈ ５ ． ７ で の Ｄ Ｘ ２ ４ ９ と Ｉ ｇ Ｇ １ と の Ｋ Ｄ が 約 １ ０ 倍 増 大 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
表 ３ に 示 す デ ー タ は 、 ３ 種 の ペ プ チ す べ て が 、 ほ ぼ 同 じ ２ ～ ５ μ Ｍ の Ｆ ｃ 　 Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ
フ ォ ー ム 混 合 物 に 結 合 す る よ う で あ り 、 Ｉ ｇ Ｇ １ に 対 す る ペ プ チ ド の 結 合 性 の ｐ Ｈ 依 存 性
は Ｄ Ｘ ２ ４ ９ お よ び Ｄ Ｘ ２ ５ ２ に つ い て １ ５ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 存 在 下 で 維 持 さ
れ る こ と を 示 す 。 Ｉ ｇ Ｇ １ へ の Ｄ Ｘ ２ ４ ９ の 結 合 性 に 対 す る １ ５ ％ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 添
加 の 効 果 は 観 察 さ れ な か っ た （ 表 ３ ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ２ ７ 】
表 ４ は 、 Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ フ ォ ー ム を 用 い た 、 ペ プ チ ド Ｄ Ｘ ２ ４ ９ 、 Ｄ Ｘ ２ ５ １ 、 Ｄ Ｘ ２ ５ ２
お よ び Ｄ Ｘ ２ ５ ４ 間 の 交 差 競 合 試 験 を 示 す 。 結 果 は 、 Ｄ Ｘ ２ ５ ４ は 例 外 で あ る 可 能 性 が あ
る が 、 ペ プ チ ド の す べ て が Ｆ ｃ 混 合 物 中 の 同 じ ア イ ソ フ ォ ー ム の 同 じ 部 位 に 結 合 す る よ う
で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
表 ５ は 、 Ｄ Ｘ ２ ４ ９ 、 Ｄ Ｘ ２ ５ ２ ま た は Ｄ Ｘ ２ ５ ４ と プ ロ テ イ ン Ａ 間 の Ｆ ｃ 結 合 に 関 す る
競 合 試 験 を 示 す 。 デ ー タ は 、 試 験 し た ペ プ チ ド す べ て が 、 プ ロ テ イ ン Ａ と 競 合 的 に Ｉ ｇ Ｇ
１ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ４ に 結 合 す る こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 プ ロ テ イ ン Ａ は 、 Ｉ ｇ Ｇ
３ へ の 結 合 に つ い て 、 Ｄ Ｘ ２ ５ ２ と 競 合 し な い よ う で あ り 、 お そ ら く Ｄ Ｘ ２ ５ ４ と も 競 合
し な い よ う で あ る 。 こ れ は 、 プ ロ テ イ ン Ａ が ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ３ と は 結 合 し な い と こ が 知 ら れ て
い る と い う 事 実 と 一 致 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

10

20

30

40

50

(61) JP 2005-503344 A 2005.2.3



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
上 記 の デ ー タ は 、 Ｆ ｃ が 低 い ｐ Ｈ で ペ プ チ ド カ ラ ム に 結 合 し 、 高 塩 濃 度 で 洗 浄 さ れ 、 低 い
塩 濃 度 で 高 ｐ Ｈ バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 さ れ る こ と が 可 能 な ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 手 順 を 示 す
。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 ３ ： さ ら な る 結 合 研 究
ペ プ チ ド DX249、 DX250お よ び DX253を ア セ チ ル 化 N-末 端 ペ プ チ ド お よ び C-末 端 ア ミ ン 官 能
基 リ ン カ ー を 用 い て 修 飾 し 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 樹 脂 (Pharmacia)上 へ の 固 定 化 を 容 易 に し た 。 さ ら な る 結 合 研 究 を 以 下 の ペ プ チ ド を 用
い て 行 な っ た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
上 記 の よ う に 、 ペ プ チ ド を 合 成 し 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 し 、 か つ HPLC精 製 し た 。 ヒ ト 血 漿
IgGア イ ソ フ ォ ー ム (Fcタ ン パ ク 質 )の 混 合 物 ま た は 個 々 の ヒ ト 血 漿 IgGア イ ソ フ ォ ー ム ： Ig
G1、 IgG2、 IgG3も し く は IgG4の い ず れ か を 用 い て 、 結 合 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
Tecan Polarion蛍 光 偏 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 、 10μ lの 容 量 で 2nMフ ル オ レ セ イ ン
標 識 ペ プ チ ド お よ び 種 々 の 濃 度 の IgGア イ ソ フ ォ ー ム 標 的 を 用 い て 384ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ
ー ト 中 で 測 定 を 行 な っ た 。 Fc結 合 バ ッ フ ァ ー は 、 50mM Tris-HCl、 200mM NaCl、 pH8.0、 0.
01％  Tween20で あ っ た 。 IgG結 合 バ ッ フ ァ ー は 、 0.01％  Tween20を 有 す る PBSで あ っ た 。 測
定 を 行 な う 前 に マ イ ク ロ プ レ ー ト 中 30℃ で 10分 間 結 合 混 合 物 を 平 衡 化 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
最 大 の 100μ M非 標 識 ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 20nMの フ ル オ レ セ イ ン 標 識 ペ プ チ
ド と 6μ M Fc(DX276を 有 す る )、 11.5μ M IgG3(DX301を 有 す る )ま た は 2μ M IgG3(DX300を 有
す る )と を 用 い て 、 ペ プ チ ド 間 の 交 差 競 合 (Cross-competition)研 究 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
表 ６ の デ ー タ は 、 ペ プ チ ド DX300お よ び ペ プ チ ド DX301が 両 方 、 IgGア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 性
を 示 す こ と を 説 明 す る 。 DX300は IgG3の み 結 合 し 、 一 方 DX301は IgG1、 IgG2お よ び IgG4を 結
合 す る が 、 IgG3を 結 合 し な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
【 表 ６ 】
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【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 ４ ： さ ら な る 交 差 競 合 研 究
以 下 の 可 溶 性 Fc-領 域 結 合 ペ プ チ ド に 対 す る ペ プ チ ド DX276、 DX300お よ び DX301の 標 識 Fc結
合 を 試 験 す る 交 差 競 合 研 究 を 行 っ た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
表 ７ は 、 上 記 標 識 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 標 的 な ら び に 可 溶 性 競 合 剤 DX249、 DX250、 DX
251、 DX252、 DX253、 お よ び DX254を 用 い る 交 差 競 合 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
表 ７ の デ ー タ か ら わ か る よ う に 、 ペ プ チ ド DX249は DX300と 競 合 せ ず 、 し た が っ て IgG3に 結
合 し な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
ペ プ チ ド DX250は 、 そ の 標 識 ペ プ チ ド 対 応 物 、 す な わ ち DX300と 競 合 す る が 、 DX276お よ び D
X301と も 競 合 し 、 こ の こ と は IgG1お よ び ／ ま た は IgG2ま た は IgG4に 弱 く 結 合 し う る こ と を
示 唆 す る 。 ペ プ チ ド DX251お よ び DX252は 、 DX276と 競 合 す る の み で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ペ プ チ ド DX253は 、 DX300と 競 合 せ ず 、 し た が っ て IgG3に 結 合 し な い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
最 後 に 、 ペ プ チ ド DX254は 、 調 査 し た 全 て の フ ル オ レ セ イ ン 標 識 ペ プ チ ド と 競 合 す る よ う
で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 ５ ： 解 離 定 数
そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： 57、 58、 108、 115、 124お よ び 143の Fc-領 域 結 合 ペ プ チ ド を 用 い て
調 製 し た 以 下 の ペ プ チ ド に 対 す る 解 離 定 数 を 決 定 し た ：
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【 ０ １ ４ ６ 】
ペ プ チ ド を BACHEMに よ り 合 成 し 、 次 に オ レ ゴ ン グ リ ー ン (Oregon Green)標 識 し 、 HPLC精 製
し た 。 Calbiochemか ら 得 ら れ る ヒ ト 血 漿 IgGア イ ソ フ ォ ー ム ： IgG1、 IgG2、 IgG3、 お よ び I
gG4を 用 い て 、 結 合 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
pH4.0、 7.5ま た は 9.5の い ず れ か で 、 以 下 の バ ッ フ ァ ー 中 の 塩 有 り ま た は 無 し で 、 結 合 研
究 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
1） 10mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.01％ Tween20、 pH4.0；
2） 10mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 500mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01％ Tween20、 pH4.0；
3） 10mM Tris-HCl、 0.01％ Tween20、 pH7.5；
4） 10mM Tris-HCl、 500mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01％ Tween20、 pH7.5；
5） 10mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 0.01％ Tween20、 pH9.5；
6） 10mM 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 500mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01％ Tween20、 pH9.5； ま た は
7） TBS、 0.01％ Tween20、 pH7.5
【 ０ １ ４ ９ 】
結 合 研 究 の 結 果 を 表 ８ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
【 表 ８ 】
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【 ０ １ ５ １ 】
表 ８ に 示 さ れ る 結 果 は 、 DX389が 、 pH4.0で 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 の い ず れ に お い て も 中
程 度 の 親 和 性 (K D は ほ ぼ 2μ M)で IgG3に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 塩
の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て pH7.5ま た は 9.5の い ず れ で も 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
ペ プ チ ド DX392は 、 pH4.0で 塩 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 の 両 方 に お い て 高 い 親 和 性 (K D は ほ ぼ 0
.3～ 0.6μ M)で 、 IgG3に 特 異 的 に 結 合 し た 。 こ の 相 互 作 用 は 、 塩 の 存 在 下 に お い て pH7.5お
よ び pH9.5で 低 く 、 塩 の 不 在 下 に お い て は い ず れ の pHで も 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
ペ プ チ ド DX395は 、 pH4.0で 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 の い ず れ に お い て も 中 程 度 親 和 性 (K D
は ほ ぼ 1～ 2μ M)で IgG3に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ の 親 和 性 は 、 塩 の 存 在 下 に お い て ほ ぼ 同 じ
(K D は ほ ぼ 1.9μ M)で あ っ た 。 こ の 相 互 作 用 は 、 塩 の 存 在 下 に お い て pH9.5で 減 少 し 、 塩 の
不 在 下 に お い て pH7.5ま た は 9.5で 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
ペ プ チ ド DX398は 、 pH4.0で 塩 の 不 在 下 に お い て 全 て の ４ つ の IgGア イ ソ フ ォ ー ム に 結 合 し
、 IgG1、 IgG2お よ び IgG4に 対 し て 中 程 度 の 親 和 性 (K D は ほ ぼ 2μ M)、 お よ び IgG3に 対 し て 高
親 和 性 (K D は ほ ぼ 0.02μ M)で あ っ た 。 塩 の 存 在 下 に お い て pH4.0で ペ プ チ ド DX398は 、 IgG3
に 対 し て 高 親 和 性 を 維 持 し た が 、 IgG、 IgG2ま た は IgG4と は 相 互 作 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
pH7.5で 、 DX398は 、 塩 の 不 在 下 に お い て IgG1お よ び IgG4の み に 結 合 し 、 塩 の 存 在 下 に お い
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て IgG3の み に 結 合 し た 。 pH9.5で 、 こ の ペ プ チ ド は IgG3の み 結 合 し 、 相 互 作 用 は イ オ ン 強
度 の 増 加 に よ り 促 進 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ペ プ チ ド DX404は 、 pH4.0で 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て 中 程 度 の 親 和 性 (K D は ほ ぼ 2μ
M)で IgG1お よ び IgG2に 結 合 し 、 IgG3に 対 し て 高 親 和 性 (K D は ほ ぼ  .01μ M)を 有 し た 。 塩 の
存 在 下 に お い て 、 IgG3に 対 す る 親 和 性 は 、 0.2μ Mに 増 加 し た 。 IgG1お よ び IgG2に 対 す る 親
和 性 は 、 塩 の 不 在 下 に お い て pH7.5で 減 少 し 、 塩 の 存 在 下 に お い て ま た は pH9.5で は 観 察 さ
れ な か っ た pH7.5お よ び 9.5で の IgG3結 合 は 、 塩 の 存 在 で 促 進 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
ペ プ チ ド DX413は 、 pH4.0で 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て 中 程 度 の 親 和 性 (K D は ほ ぼ 1.0
μ M)で IgG3に の み 結 合 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
表 ８ 中 の デ ー タ は 、 ペ プ チ ド が 、 pHお よ び 塩 依 存 様 式 で 変 化 す る ア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 性 を
伴 っ て IgGに 結 合 す る こ と を 示 す 。 一 般 に 、 表 ８ 中 の ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の 特 異 性 お よ び
相 互 作 用 の 形 態 に 基 づ い て ２ つ の 「 ク ラ ス 」 に 分 類 さ れ う る ：
ク ラ ス １ は 、 DX389、 DX392、 DX395お よ び DX413を 含 む 。 特 に こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 全 て Ig
G3に 主 な 特 異 性 を 示 す よ う に 見 え る 。 さ ら に 、 相 互 作 用 は 、 低 pHお よ び 高 イ オ ン 強 度 に よ
り 促 進 さ れ る よ う で あ る 。 結 合 は 、 高 い pHお よ び 低 い 塩 で 最 も 弱 い 。
ク ラ ス ２ は 、 DX398を 含 む 。 こ の ペ プ チ ド は 、 イ オ ン 強 度 に よ り 変 更 可 能 な ア イ ソ フ ォ ー
ム 特 異 性 を 示 す 。 塩 の 不 在 下 に お い て 低 い pHで こ の ペ プ チ ド は 全 て の IgGア イ ソ フ ォ ー ム
に 結 合 す る が 、 pH4.0、 7.5お よ び 9.5で 塩 の 存 在 下 に お い て 非 常 に 高 い 親 和 性 (K D は ほ ぼ  .
04～ 0.3μ M)で IgG3を 結 合 す る の み で あ る （ 表 ８ 参 照 ） 。 DX404は DX398に 類 似 す る が 、 こ
の ペ プ チ ド は DX398と は 異 な り pH4.0で 塩 依 存 性 IgG3特 異 性 を 示 さ な い が 、 pH7.5お よ び 9.5
で 塩 依 存 性 IgG3特 異 性 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
さ ら に 、 こ の 研 究 は 、 異 方 性 測 定 に お け る 蛍 光 プ ロ ー ブ と し て の オ レ ゴ ン グ リ ー ン の 使 用
の た め の 最 初 の 詳 細 な 説 明 を 与 え る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 フ ル オ レ セ イ ン に 類 似 す る 光 物 理
学 的 パ ラ メ ー タ ー を 示 し 、 広 い pH領 域 に わ た り そ れ が 蛍 光 で あ る と い う 利 点 を 提 供 す る 。
pH範 囲 に お け る こ の 増 加 は 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン と フ ル オ レ セ イ ン の 両 方 に お い て 見 出 さ れ
る カ ル ボ ン 酸 基 の 低 い pKa(pKa＝ オ レ ゴ ン グ リ ー ン に 関 し て 4.7対 フ ル オ レ セ イ ン に 関 し て
6.4)に よ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
上 記 蛍 光 異 方 性 デ ー タ は 、 混 合 し た ヒ ト Fcお よ び 種 々 の IgG Fcア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る 開
示 さ れ た Fc-領 域 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の い く つ か の 結 合 特 性 を 示 す 。 pHお よ び NaCl依 存 研 究
は 、 結 合 お よ び 溶 出 条 件 に 対 す る 潜 在 的 な 機 構 を 示 す 。 こ の デ ー タ は 、 考 え ら れ る ア フ ィ
ニ テ ィ ー 精 製 ス キ ー ム が 、 低 pHバ ッ フ ァ ー に お い て ペ プ チ ド の Fcへ の 結 合 、 続 く 高 い 塩 の
洗 浄 お よ び 低 い 塩 、 高 い pHバ ッ フ ァ ー を 用 い る 溶 出 を 伴 う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 ６ ： バ ッ チ 結 合 評 価
選 択 さ れ た 固 定 化 DXペ プ チ ド （ 親 和 性 媒 体 ） の 10μ lの ア リ コ ー ト (充 填 総 容 積 )を 、 以 下
の 各 標 的 ： ヒ ト IgG1、 IgG2、 IgG3お よ び IgG4（ 全 て の ヒ ト サ ブ タ イ プ は 、 黒 色 腫 患 者 に 由
来 し た 。 そ れ ぞ れ Calbiochem、 カ タ ロ グ 番 号 400120, 400122, 400124お よ び 400126） の 0.
5mg/mlの 100μ lの 溶 液 (10μ l樹 脂 当 た り 50μ gま た は 5.0mg/ml)を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す
る こ と に よ り 、 バ ッ チ 結 合 研 究 を 行 っ た 。 さ ら に 、 以 下 の 標 的 、 全 て の 非 分 画 IgGも ま た
、 選 択 し た 固 定 化 ペ プ チ ド を 用 い て 類 似 の フ ォ ー マ ッ ト で 種 特 異 的 特 性 に つ い て 評 価 し た
： ヒ ト IgG、 ヤ ギ IgGお よ び ウ シ IgGお よ び マ ウ ス IgG(そ れ ぞ れ Sigma、 製 造 番 号 I4506、 I52
56、 I5506お よ び I5381)。 さ ら に 、 加 水 分 解 NHS-活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4 Fast Flow(Amersha
m Pharmacia Biotech、 製 造 番 号 17-0906-01)お よ び 固 定 化 組 換 え プ ロ テ イ ン A(RepliGen C
orp.、 製 造 番 号 IPA-400)の 10μ lの ア リ コ ー ト も ま た 、 陰 性 ま た は 陽 性 対 照 と し て 分 析 し
た 。 150mM NaClと 0.01％ Tween20と を 含 有 す る 10mMリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH7.2(PBST)ま た は
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150mM NaClと 0.01％ Tween-20と を 含 有 す る 50mM Trisバ ッ フ ァ ー 、 pH7.5(TBST)中 に 、 IgG
標 的 を 希 釈 し た 。 バ ッ チ （ 静 的 ） 結 合 お よ び 溶 出 研 究 を 、 96-ウ ェ ル ア ッ セ イ フ ィ ル タ ー
プ レ ー ト (0.45μ mの Durapore膜 を 有 す る Millipore MultiScreen-HV、 製 造 番 号 MAHVN4510)
中 で 行 っ た 。 室 温 で 撹 拌 し な が ら 1～ 1.5時 間 、 標 的 を 樹 脂 と の イ ン キ ュ ベ ー ト に 供 し た 。
非 結 合 標 的 を 、 試 料 の 遠 心 分 離 に よ り ア ッ セ イ プ レ ー ト か ら 低 -UV吸 収 96-ウ ェ ル 回 収 プ レ
ー ト (Costar, 製 造 番 号 3635ま た は Greiner, 製 造 番 号 655801)に 直 接 回 収 し た 。 次 に 、 バ
ッ フ ァ ー ブ ラ ン ク に 対 し て マ イ ク ロ プ レ ー ト 分 光 光 度 計 (Molecular Devices Corp., SPEC
TRAmax PLUS)上 で 回 収 プ レ ー ト の 280nmの 吸 光 度 (1cm道 長 、 1.4mg/ml A280吸 光 係 数 に 対 し
て 正 規 化 す る )を 読 む こ と に よ り 非 結 合 標 的 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
対 応 す る 条 件 の 対 照 値 (回 収 プ レ ー ト に 直 接 添 加 さ れ た 濾 過 さ れ て い な い 対 照 お よ び ／ ま
た は 陰 性 対 照 )か ら 非 結 合 と 決 定 さ れ た 質 量 を 引 く こ と に よ り 、 結 合 標 的 の 百 分 率 を 決 定
し た 。 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 200μ lの 結 合 バ ッ フ ァ ー で 減 圧 濾 過 に よ り 洗 浄 し (3× )、 続 い
て 100μ lの 種 々 の 溶 出 条 件 (例 え ば 、 0.1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH8.5お よ び ／
ま た は 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH4.0)の 添 加 を 行 っ た 。 室 温 で 撹 拌 し な が ら
30～ 60分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 溶 出 し た 標 的 を ア ッ セ イ プ レ ー ト の 遠 心 分 離 に よ り 別
の 回 収 プ レ ー ト に 回 収 し 、 類 似 の 様 式 で 定 量 し た 。 次 に 、 全 負 荷 の 百 分 率 溶 出 を 決 定 し 、
種 々 の 条 件 下 で 溶 出 回 収 効 率 を 特 徴 づ け た 。 次 に 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 200μ lの 結 合 バ ッ
フ ァ ー で 減 圧 濾 過 に よ り 洗 浄 し (3× )、 続 い て 樹 脂 清 浄 条 件 (例 え ば 、 0.1M CAPSバ ッ フ ァ
ー (3-[シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ノ ]-1-プ ロ パ ン -ス ル ホ ン 酸 )pH11.5の 添 加 を 行 な い 、 再 使 用 の
た め に 樹 脂 を 再 生 さ せ た 。 百 分 率 質 量 バ ラ ン ス (mass balance)決 定 を 計 算 し 、 平 均 で 90～
100％ で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ５ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ６ 】
表 ９ に お け る 結 果 は 、 親 和 性 媒 体 DX249お よ び DX253が プ ロ テ イ ン Aへ の 類 似 の バ ッ チ 結 合
特 性 を 示 し 、 そ れ ら が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fc領 域 と 類 似 の 様 式 で 相 互 作 用 し う る こ と を
示 す こ と を 説 明 す る 。 他 の 親 和 性 媒 体 は 、 有 意 に 異 な る 結 合 特 性 を 示 し 、 プ ロ テ イ ン Aは
結 合 し な い ヒ ト IgG3イ ソ タ イ プ へ の 有 意 な 結 合 親 和 性 を 伴 っ た 。 hIgG標 的 溶 出 を ま た 、 プ
ロ テ イ ン Aと 関 連 し て 選 択 し た 固 定 化 DXペ プ チ ド （ 親 和 性 媒 体 ） に 対 し て 説 明 し た 。 全 hIg
G負 荷 の 百 分 率 溶 出 （ 表 10） は 、 酸 性 pH範 囲 (pH4.0)で 溶 出 す る プ ロ テ イ ン Aと 比 べ て 親 和
性 媒 体 DX249お よ び DX253が pH4.0と 8.5で 溶 出 す る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 試 験 し た 親 和 性
媒 体 は 、 プ ロ テ イ ン Aと 比 較 し て ヤ ギ 、 ウ シ お よ び マ ウ ス IgGへ の 有 意 な 結 合 を 示 さ な か っ
た （ 表 11を 参 照 の こ と ） 。 プ ロ テ イ ン Aは 、 試 験 し た ヤ ギ 、 ウ シ お よ び マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ
リ ン へ の 中 程 度 に 高 い 結 合 親 和 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 ７ ： Fc-結 合 親 和 性 媒 体 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 性 能
選 択 し た 固 定 化 DXペ プ チ ド （ 親 和 性 媒 体 ） で 充 填 さ れ た ミ ニ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 上
の 動 的 条 件 下 で の 結 合 研 究 は 、 上 記 バ ッ チ 結 合 研 究 で 見 出 さ れ る も の に 類 似 の 結 合 プ ロ フ
ィ ー ル を 示 し た 。 し た が っ て 、 PBST、 pH7.2ま た は TBST、 pH7.3中 0.250mg/mlで 250μ gの 標
的 (hIgG1、 hIgG2、 hIgG3、 hIgG4、 ヤ ギ IgGお よ び ウ シ IgG)を 、 350μ l(3× 50mm)の カ ラ ム
に 充 填 し 、 0.200ml/分 、 流 速 (170cm/hr)で 流 し た 。 流 動 、 溶 出 お よ び 清 浄 画 分 を 回 収 し 、
サ イ ズ 排 除 HPLCに よ り 全 タ ン パ ク 質 回 収 に つ い て 分 析 し た 。 質 量 バ ラ ン ス の 百 分 率 を ま た
平 均 90～ 100％ で あ る と 決 定 し た 。 結 合 効 率 パ ー セ ン ト は 、 バ ッ チ 測 定 で 見 ら れ る も の よ
り も 通 常 高 く 、 そ の た め 親 和 性 媒 体 DX249お よ び DX253は 、 hIgG1、 hIgG2お よ び hIgG4に 対
す る プ ロ テ イ ン Aと 類 似 の 結 合 効 率 （ 全 て ＞ 90％ ） を 示 し た 。 親 和 性 媒 体 DX404は ま た 、 hI
gG3に 対 し て 特 異 的 に 高 い 結 合 効 率 を 示 し た 。 さ ら に 、 試 験 し た 親 和 性 媒 体 は 、 ヤ ギ ま た
は ウ シ IgGに 対 し て 有 意 な 親 和 性 を 示 さ な か っ た 。 プ ロ テ イ ン Aは 、 ヤ ギ お よ び ウ シ IgGの
両 方 に 対 し て そ れ ぞ れ 中 ～ 高 い 結 合 効 率 を 再 び 示 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
バ ッ チ 結 合 研 究 に 基 づ く 別 の 研 究 に お い て 、 ３ つ の 親 和 性 媒 体 、 DX249、 DX253お よ び DX25
2を 、 類 似 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 系 に お け る さ ら な る 評 価 の た め に 選 択 し た 。 こ れ ら の 実
験 の た め に 、 350μ lの カ ラ ム (3× 50mm)を 各 媒 体 で 充 填 し た 。 ヒ ト Fc断 片 ま た は ヒ ト IgG1(
そ れ ぞ れ Calbiochem、 401104お よ び 400120)を 0.5g/lの 濃 度 で PBST、 pH7.2に 加 え て カ ラ ム
を 試 験 し た 。 65μ gの Fcを 各 々 の カ ラ ム に 負 荷 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を PBST、 pH7.2で 洗 浄
し 、 30mM H 3 PO 4 、 150mM NaCl、 pH2.0で 溶 出 し 、 0.1M CAPS、 pH11.5バ ッ フ ァ ー (3-[シ ク ロ
ヘ キ シ ル ア ミ ノ ]-1-プ ロ パ ン -ス ル ホ ン 酸 )で 清 浄 し た 。 回 収 し た 画 分 を 2.0M Tris pH8.0
を 用 い て pH約 7.2に 直 ち に 中 和 し た 。 全 て の カ ラ ム 操 作 を 200μ l／ 分 で 行 っ た (170cm/hr)
。
【 ０ １ ６ ９ 】
結 果 は 、 親 和 性 媒 体 DX249お よ び DX253が 、 Fcお よ び IgG1両 方 の 定 量 的 結 合 を 示 す こ と を 説
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明 す る （ 捕 捉 効 率 92％ 以 上 ） 。 親 和 性 媒 体 DX252は 、 バ ッ チ 結 合 研 究 で 行 わ れ る よ り も 有
意 に 良 好 で あ る よ り 低 い 捕 捉 効 率 (そ れ ぞ れ 70お よ び 80％ )を 示 し た 。 こ の こ と は 、 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 系 が 、 バ ッ チ 結 合 系 よ り も 多 数 の 理 論 的 平 衡 段 階 を 有 し 、 よ り 高 い 捕 捉 効 率
を も た ら す は ず で あ る の で 予 測 さ れ な い 。 し た が っ て 、 親 和 性 媒 体 DX253お よ び DX252は 、
結 合 の 85％ 以 上 の 溶 出 回 収 お よ び サ イ ズ 排 除 HPLC(SEC-HPLC)に よ る モ ノ マ ー タ ン パ ク 質 の
89％ 以 上 の 純 度 を 示 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 ８ ： タ バ コ 抽 出 物 か ら の ヒ ト Fcの 捕 捉
タ バ コ 抽 出 物 か ら ヒ ト Fcお よ び ヒ ト IgG1を 捕 捉 す る DX253に 基 づ く 親 和 性 媒 体 の 能 力 を 、
異 な る 実 験 に お い て 評 価 し た 。 使 用 し た タ バ コ 抽 出 物 は 、 典 型 的 な 濃 縮 ブ ラ ン ク ロ ッ ト で
あ っ た (CropTech, lot NV100-036)。 ヒ ト Fcま た は IgG1を 50μ g/mlで タ バ コ 抽 出 物 に 加 え
た 。 100μ g(2ml)を 、 DX253媒 体 を 充 填 し た 350μ lカ ラ ム 上 に 200μ l/分 (170cm/時 間 )で 負
荷 し た 。 負 荷 す る 前 に 、 150mM NaClお よ び 0.01％ Tween20を 含 有 す る 50mM Trisバ ッ フ ァ ー
、 pH7.3(TBST、 pH7.3)を 用 い て カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。 負 荷 後 、 1M NaClを 含 有 す る 50mM Tr
isバ ッ フ ァ ー 、 pH7.3を 用 い て カ ラ ム を 洗 浄 し 、 続 い て 30mM H 3 PO 4 、 150mM NaCl、 pH2.0を
用 い て 溶 出 し た 。 次 に 、 0.1M CAPS、 pH11.5お よ び 別 に 水 中 30％ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 5％ 酢
酸 、 約 pH2.7を 用 い て カ ラ ム を 清 浄 し た 。 回 収 し た 画 分 を 、 サ イ ズ 排 除 HPLCに よ る 解 析 の
前 に 、 2M Tris、 pH8を 用 い て 直 ち に 中 和 し た 。 結 果 は 、 タ バ コ 抽 出 物 か ら Fcお よ び IgG1の
両 方 に 対 し て そ れ ぞ れ 全 負 荷 の 91お よ び 76％ の 回 収 ％ 、 な ら び に 79％ お よ び 89％ の モ ノ マ
ー タ ン パ ク 質 の 純 度 を 示 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 施 例 ９ ： 細 胞 培 養 上 清 か ら の ヒ ト IgG1の 捕 捉
5％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む 馴 化 CHO（ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 ） 細 胞 培 養 上 清 か ら ヒ ト Ig
G1を 捕 捉 す る 親 和 性 媒 体 DX249の 能 力 を 評 価 し た 。 ヒ ト IgG1(93％ モ ノ マ ー )を 馴 化 CHO培 地
に 50μ g/mlま で 加 え 、 5ml(250μ g全 量 )を 上 記 の よ う に 350μ lミ ニ カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。
カ ラ ム を PBST、 pH7.2を 用 い て ベ ー ス ラ イ ン ま で 洗 浄 し 、 流 動 画 分 を 回 収 し た 。 結 合 IgGを
0.1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH9.0を 用 い て 溶 出 し 、 0.1M CAPS、 pH11.5を 用 い て
カ ラ ム を 清 浄 し た 。 溶 出 お よ び 清 浄 画 分 を 、 約 pH7.2に 迅 速 に 中 和 し 、 SEC-HPLCに よ る 質
量 回 収 に 対 し て 分 析 し た 。 そ し て 、 溶 出 画 分 に お い て 80％ 回 収 （ 98％ モ ノ マ ー ） を 得 た 。
カ ラ ム 負 荷 、 流 動 、 溶 出 お よ び 清 浄 画 分 を 、 ヒ ト お よ び ウ シ IgGの 存 在 に 対 し て 電 気 泳 動 (
SDS-PAGE)、 ク ー マ シ ー 染 料 お よ び ウ ェ ス タ ン 解 析 に よ り さ ら に 解 析 し た 。 こ の 解 析 は 、
親 和 性 媒 体 DX249が 5％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む 馴 化 CHO培 地 か ら hIgG1を 特 異 的 に 捕 捉 す る こ と
を 示 し た 。 こ の 負 荷 は 、 ヒ ト IgGお よ び ウ シ IgGの 両 方 の 存 在 を 示 し た 。 流 動 画 分 は 、 ウ シ
IgGの 存 在 を 示 し 、 ヒ ト IgGは 検 出 で き な か っ た 。 溶 出 画 分 は 、 ヒ ト IgG血 清 の 存 在 を 示 し
、 明 白 な ウ シ IgG混 入 は 無 か っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の DX249お よ び 同 様 の 特 異 性 を 有 す る ペ プ チ ド が 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン お よ び 他 の 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 両 方 を 含 む 培 養 培 地 ま た は 他 の 溶 液 か ら ヒ ト
Fc-領 域 ポ リ ペ プ チ ド を 定 量 的 に 単 離 す る た め に 使 用 さ れ う る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 10： バ ッ フ ァ ー 中 の ヤ ギ IgGか ら の ヒ ト IgG4の 捕 捉
バ ッ フ ァ ー 中 の ヤ ギ IgG（ ５ 倍 過 剰 ） か ら ヒ ト IgG4を 捕 捉 す る 親 和 性 媒 体 DX249の 能 力 を ま
た 評 価 し た 。 0.250mgの hIgG4（ 99.5％ モ ノ マ ー ） を 、 全 容 量 1.0mlの PBST、 pH7.2中 1.0mg
の ヤ ギ IgGに 添 加 し た 。 そ し て 、 1.0mlを 、 上 記 の よ う に 350μ lミ ニ カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。
PBST、 pH7.2を 用 い て カ ラ ム を ベ ー ス ラ イ ン ま で 洗 浄 し 、 流 動 画 分 を 回 収 し た 。 結 合 IgGを
0.1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH9.0を 用 い て 溶 出 し 、 0.1M CAPS、 pH11.5を 用 い て
カ ラ ム を 清 浄 し た 。 溶 出 お よ び 清 浄 画 分 を 、 pH約 7.2に 迅 速 に 中 和 し 、 SEC-HPLCに よ り 質
量 回 収 に 対 し て 分 析 し た 。 そ し て 、 溶 出 画 分 に お い て 87％ 理 論 的 負 荷 (ヒ ト IgG4で あ る と
仮 定 )回 収 （ 99.5％ モ ノ マ ー ） を 得 た 。 同 様 に 、 流 動 画 分 に お い て 102％ 理 論 的 負 荷 (ヤ ギ I
gGで あ る と 仮 定 )回 収 を 得 た 。 カ ラ ム 負 荷 、 流 動 、 溶 出 お よ び 清 浄 画 分 を 、 電 気 泳 動 (SDS-
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PAGE)、 ク ー マ シ ー 染 料 に よ り さ ら に 解 析 し た 。 こ の 解 析 は 、 親 和 性 媒 体 DX249が バ ッ フ ァ
ー 中 5倍 過 剰 の ヤ ギ IgGか ら hIgG45を 特 異 的 に 捕 捉 す る こ と を 示 し た 。 こ の 負 荷 は 、 ヒ ト Ig
Gお よ び ヤ ギ IgGの 両 方 の 存 在 を 示 し た 。 流 動 画 分 は 、 ヤ ギ IgGの 存 在 を 示 し 、 ヒ ト IgG4は
無 か っ た 。 溶 出 画 分 は 、 ヒ ト IgG4の 存 在 を 示 し 、 明 白 な ヤ ギ IgG混 入 は 無 か っ た 。 清 浄 画
分 は 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 11： ヒ ト IgGサ ブ タ イ プ の バ ッ チ 結 合 お よ び 溶 出
DX596（ 配 列 番 号 ： 157） 、 DX597（ 配 列 番 号 ： 158） お よ び DX1070（ 配 列 番 号 ： 159） を 固
定 化 し 、 プ ロ テ イ ン Aお よ び DX249お よ び DX253（ 配 列 番 号 ： 144お よ び 145） に 関 連 し た 種
特 異 性 な ら び に ヒ ト IgGサ ブ タ イ プ 結 合 お よ び 溶 出 の 両 方 に つ い て フ ィ ル タ ー プ レ ー ト フ
ォ ー マ ッ ト （ 前 記 ） に お い て 試 験 し た 。 こ れ ら の 試 験 の た め に 合 成 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、
以 下 の 表 12に 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
DX596は 、 選 択 配 列 内 に ２ つ の リ ジ ン 残 基 を 含 み 、 選 択 配 列 （ お そ ら く 結 合 部 位 で あ る ）
内 の カ ッ プ リ ン グ を 防 ぐ た め に 直 交 す る 保 護 基 、 ivDdeを 用 い て 合 成 し た 。 一 度 C-末 端 リ
ジ ン を 樹 脂 に 結 合 さ せ る と 、 ivDde保 護 基 を DMF中 2％ ヒ ド ラ ジ ン を 用 い て 除 去 し た 。 ivDde
保 護 基 を 用 い た 合 成 の 必 要 性 の 除 去 お よ び 脱 保 護 工 程 の 除 去 が 可 能 で あ る か ど う か を 決 定
す る た め に 、 こ れ ら の ２ つ の 内 部 リ ジ ン を ア ル ギ ニ ン お よ び ア ラ ニ ン で 置 換 し た 誘 導 体 ポ
リ ペ プ チ ド (DX1071と 示 す )を 合 成 し た 。 さ ら に 、 こ の ア ル ギ ニ ン -ア ラ ニ ン 置 換 お よ び さ
ら に 隣 接 す る セ リ ン 残 基 の ヒ ス チ ジ ン で の 置 換 を 有 す る 第 ２ 誘 導 体 (DX1072と 呼 ぶ )を 合 成
し た 。 DX596の こ れ ら の ２ つ の 残 基 置 換 誘 導 体 (DX1071お よ び DX1072)を ま た 固 定 化 し 、 類
似 の 様 式 で フ ィ ル タ ー プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト に お い て 試 験 し た 。 全 DX-ペ プ チ ド を 、 定 量
ア ミ ノ 酸 解 析 に よ っ て 決 定 し た よ う に 1.8μ M/mlの 平 均 リ ガ ン ド 密 度 で 固 定 化 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ７ 】
前 記 表 に お い て 、 Ac-は N-末 端 ア セ チ ル 化 を 示 し 、 -NH 2 は C-末 端 ア ミ ド 化 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
以 下 の 表 13に 示 さ れ た 結 果 は 、 ポ リ ペ プ チ ド DX596、 DX597お よ び DX1070を 用 い る 親 和 性 媒
体 が 、 前 記 の よ う に プ ロ テ イ ン A、 DX249お よ び DX253と 類 似 の バ ッ チ 結 合 特 性 を 示 し た こ
と を 説 明 す る 。 IgGは 、 高 pHで プ ロ テ イ ン Aか ら 溶 出 さ れ ず 、 一 方 、 DX249、 DX253、 DX596
お よ び DX597は 、 低 pH(pH2.5～ 4.5)お よ び 高 pH(pH9.0お よ び 9.5)の 両 方 で 効 率 の よ い 溶 出
を 示 し た 。 リ ガ ン ド (プ ロ テ イ ン Aを 含 む )無 し は 、 pH5.5で 良 好 な 溶 出 を 示 し た 。 DX1070は
、 pH3.0で ヒ ト IgGの 部 分 的 な 溶 出 の み を 示 し た 。 DX1070に 関 し て pH3.0以 外 で 溶 出 さ れ た
ヒ ト IgGの 有 意 な 量 を 、 3M-グ ア ニ ジ ン -HCl、 pH7.2を 用 い て 清 浄 工 程 で 回 収 し た 。 DX596の
置 換 誘 導 体 で あ る DX1071は 、 ヒ ト IgGの 有 意 な 結 合 を 示 さ な か っ た 。 DX1072は 、 プ ロ テ イ
ン A、 DX249、 DX253、 DX596、 DX597お よ び DX1070と 類 似 の 結 合 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し た が (ヒ
ト IgGサ ブ タ イ プ お よ び 種 特 異 性 の 両 方 )、 結 合 効 率 は 、 非 常 に 低 か っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
種 特 異 性 の 結 果 （ 表 14） は 、 ヤ ギ 、 ウ シ 、 お よ び マ ウ ス IgGの DX249、 DX253、 DX597お よ び
DX1070へ の 有 意 な 結 合 を 示 さ な か っ た 。 DX596は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り 5～ 8％ 高 い こ れ
ら の IgG標 的 へ の わ ず か に 増 加 し た レ ベ ル の 結 合 を 示 し た 。 対 照 的 に 、 プ ロ テ イ ン Aは 、 ヤ
ギ 、 ウ シ お よ び マ ウ ス IgGへ の 結 合 を 示 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ２ 】
実 施 例 １ ２ ： DX249お よ び DX253の 静 的 お よ び 動 的 能 力 対 リ ガ ン ド 密 度
ポ リ ペ プ チ ド DX249お よ び DX253を 、 NHS-活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4 Fast Flow媒 体 上 に 0.2、 1.
0、 2.0お よ び 4.0μ moleリ ガ ン ド /ml媒 体 の 名 目 上 の (nominal)リ ガ ン ド 密 度 で （ 前 記 の よ
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う に ） 固 定 化 し た 。 こ れ ら の 媒 体 を 、 対 照 と し て 、 単 一 密 度 の 市 販 の 固 定 化 組 換 え プ ロ テ
イ ン A(Repligen, IPA400)と の 静 的 (フ ィ ル タ ー プ レ ー ト )お よ び 動 的 (ミ ニ カ ラ ム )様 式 の
両 方 で の ヒ ト IgG結 合 能 力 に お け る リ ガ ン ド 密 度 の 効 果 を 決 定 す る た め に 使 用 し た 。 実 際
の リ ガ ン ド 密 度 を 、 定 量 ア ミ ノ 酸 解 析 に よ っ て 確 認 し た よ う に 0.17～ 3.2μ mole/ml媒 体 の
範 囲 で 得 た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
静 止 （ フ ィ ル タ ー プ レ ー ト ） 様 式
96-ウ ェ ル ア ッ セ イ フ ィ ル タ ー プ レ ー ト (Millipore MultiScreen-HV、 0.45μ m Durepore膜
、 製 造 番 号 MAHVN4510)、 試 験 対 象 の 各 媒 体 の 10μ l(充 填 総 体 積 )、 DX249（ ４ 密 度 ） 、 DX25
3（ ４ 密 度 ） 、 加 水 分 解 NHS-セ フ ァ ロ ー ス 4FF、 お よ び rプ ロ テ イ ン A(RepliGen Corp. 製 造
番 号 IPA-400)を 種 々 の 量 の ヒ ト IgG(0.0、 1.25、 2.5お よ び ／ ま た は 20.0mg/mlま で )を 含 む
100μ lの PBST(10mMリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 150mM NaCl、 0.05％ Tween-20、 pH7.5)中 に 懸 濁 し
た 。 撹 拌 し な が ら 室 温 で １ 時 間 の 試 料 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 非 結 合 IgGを 含 む 各 ウ ェ
ル 由 来 の 上 清 液 体 を 、 回 収 プ レ ー ト の 同 系 ウ ェ ル に 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し た 。 ア ッ セ イ プ
レ ー ト を ３ 回 PBST(200μ l/洗 浄 )で 洗 浄 し 、 100μ l溶 出 バ ッ フ ァ ー (100mM CAPS、 pH11.5)
中 室 温 で 30～ 60分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 媒 体 試 料 か ら 結 合 IgGを 溶 出 し た 。 解 析 の
た め に 遠 心 分 離 に よ り 溶 出 液 を 回 収 し た 。 A 2 8 0 測 定 か ら 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し 、 樹 脂
１ ml当 た り に 結 合 し た ヒ ト IgGの mg対 樹 脂 １ ml当 た り に 適 用 し た ヒ ト IgGの mgの 関 数 と し て
プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
種 々 の 媒 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ た IgGの 量 （ 溶 出 工 程 に お い て 回 収 さ れ た IgGか ら 見 積 も る ）
は 、 IgG濃 度 と リ ガ ン ド 密 度 の 両 方 に 依 存 す る 。 一 般 に 、 DX249お よ び DX253の 両 方 を 用 い
た 見 掛 け の (apparent)相 対 静 的 能 力 は 、 リ ガ ン ド 密 度 お よ び 標 的 濃 度 と 共 に 増 加 し た 。 リ
ガ ン ド お よ び 標 的 濃 度 の 両 方 が K D 値 に 近 い こ れ ら の 静 的 条 件 下 で 、 平 衡 結 合 が 確 立 さ れ 、
全 体 の 能 力 は 、 正 確 に 決 定 さ れ 得 な い 。 し か し な が ら 、 樹 脂 1ml当 た り に 適 用 さ れ た 0～ 25
mg IgGの IgG範 囲 に わ た り (0～ 2.5mg/ml標 的 を 10μ lの 樹 脂 に 添 加 し た )、 IgGの 捕 捉 は リ ニ
ア で あ る 。 こ の 点 を 超 え て 樹 脂 1ml当 た り に 適 用 し た 200mg IgGの レ ベ ル ま で 、 飽 和 は よ り
明 白 に な る 。 表 15は 、 DX249お よ び DX253媒 体 の 両 方 の 見 掛 け の 相 対 静 的 結 合 性 能 を 示 す 。
リ ガ ン ド 密 度 約 1μ mole/mlで DX249お よ び DX253媒 体 は 、 樹 脂 1ml当 た り に 適 用 し た 25mg Ig
Gの 標 的 濃 度 (2.5mg/mlの 標 的 を 樹 脂 10μ lに 添 加 し た )の プ ロ テ イ ン A媒 体 に 匹 敵 す る 。 よ
り 高 い リ ガ ン ド 密 度 （ 特 に 高 い 標 的 濃 度 を 有 す る ） で 、 DXペ プ チ ド 媒 体 の 見 掛 け の 相 対 静
的 能 力 は 、 プ ロ テ イ ン A媒 体 を 有 意 に 超 え る （ 2～ 3倍 ） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
動 的 （ ミ ニ カ ラ ム ） 様 式
動 的 性 能 試 験 の た め に 、 ミ ニ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム (Omnifit, 6319)3mm× 25mm(内 部
直 径 × 長 さ )、 0.17mlカ ラ ム 体 積 に 、 種 々 の DX249、 種 々 の DX253、 お よ び プ ロ テ イ ン A媒 体
を 充 填 し た 。 ヒ ト IgG(ICN, 55908)を 、 PBS pH7.2中 2.5mg/mlに 調 製 し た 。 IgG溶 液 を 0.2ml
/分 (170cm/時 間 )の 流 速 で カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 カ ラ ム 溶 出 物 の 吸 光 度 を 214お よ び 280nm
の 両 方 で モ ニ タ ー し 、 全 ラ ン に わ た っ て 画 分 を 回 収 し た 。 負 荷 期 間 の 終 わ り に 、 カ ラ ム 溶
出 物 の 280nmで の 吸 光 度 が ベ ー ス ラ イ ン に 戻 る ま で 、 カ ラ ム を PBSで 洗 浄 し た 。 カ ラ ム に 結
合 し た IgGを 30mM H 3 PO 4 、 150mM NaCl、 pH2.0を 用 い て 溶 出 し 、 次 に 、 PBSで ベ ー ス ラ イ ン
ま で 洗 浄 し 、 次 に 、 0.1M CAPS、 pH11.5を 用 い て 清 浄 し た 。 溶 出 し た 全 IgGを 280nmの 全 タ
ン パ ク 質 吸 光 度 に よ り 決 定 し た の で 、 溶 出 画 分 の pHの 中 性 化 は 必 要 な か っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
全 媒 体 能 力 を 見 積 も る た め に 、 カ ラ ム 負 荷 お よ び 流 動 流 の 吸 光 度 が 同 一 に な る ま で （ 全 能
力 ま で 負 荷 ） IgGを カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を ベ ー ス ラ イ ン ま で 洗 浄 後 、 結 合 IgGを 溶
出 し 、 こ の 溶 出 画 分 か ら 捕 捉 し た 全 量 を 決 定 し た 。 捕 捉 し た 全 IgGを カ ラ ム 体 積 容 量 で 割
っ た も の と し て 媒 体 の 全 能 力 (mg IgG/ml媒 体 )を 計 算 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
さ ら に 、 10％ 漏 出 で の カ ラ ム 能 力 を 、 カ ラ ム 流 動 流 の オ ン ラ イ ン A 2 8 0 測 定 か ら 計 算 し た 。
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目 的 の カ ラ ム お よ び 加 水 分 解 セ フ ァ ロ ー ス FF4媒 体 を 含 有 す る 同 等 の 「 ブ ラ ン ク 」 カ ラ ム
に 対 し て 得 ら れ た A 2 8 0 曲 線 を 、 整 列 さ せ た 。 注 射 の 時 間 か ら 、 目 的 の カ ラ ム に 関 す る A 2 8 0
値 が 100％ IgG捕 捉 飽 和 の 負 荷 溶 液 に 対 し て 得 ら れ た 最 大 A 2 8 0 吸 光 度 (100％ )の 10％ に 増 加
し た 時 間 ま で の こ れ ら の 曲 線 間 の 領 域 に お け る 差 異 （ 保 持 お よ び 非 保 持 標 的 に 対 す る ） を
グ ラ フ に よ り 統 合 し た 。 標 準 曲 線 を 使 用 し て 、 統 合 領 域 を mg IgG結 合 お よ び カ ラ ム 体 積 容
量 で 割 っ た 全 IgG結 合 と し て 計 算 し た 能 力 に 関 連 づ け た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
表 15は 、 試 験 し た ９ 個 の 種 々 の 親 和 性 媒 体 に 対 す る こ れ ら の 研 究 の 結 果 を 要 約 す る ： DX24
9お よ び DX253、 そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 解 析 に よ り 測 定 し た よ う に ４ つ の 種 々 の リ ガ ン ド 密 度 、
な ら び に 不 確 定 な 密 度 の 組 換 え プ ロ テ イ ン A(Repligen、 ＃ IPA400)。 DX249媒 体 お よ び DX25
3媒 体 の 両 方 に 対 し て 、 動 的 お よ び 静 的 能 力 値 の 両 方 が 、 リ ガ ン ド 密 度 の 増 加 と 共 に 増 加
す る 。 rプ ロ テ イ ン A媒 体 と 同 様 の 動 的 能 力 が 、 約 2～ 3μ mole/mlの リ ガ ン ド 密 度 で 達 成 さ
れ る 。 試 験 し た 各 リ ガ ン ド 密 度 に 対 し て 、 静 的 お よ び 全 動 的 能 力 は 、 溶 出 に よ り 測 定 さ れ
る よ う に 同 様 で あ る 。 全 リ ガ ン ド 密 度 で の ２ つ の DX媒 体 に 対 し て 、 10％ 漏 出 で の 能 力 は 全
動 的 能 力 の 約 50％ （ ± 20％ ） で あ り ； 対 照 的 に rプ ロ テ イ ン Aに 関 し て 約 75％ で あ る 。 こ の
小 さ な 差 異 は 、 媒 体 間 の 速 度 論 ま た は リ ガ ン ド 利 用 性 の 差 異 か ら 生 じ う る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ０ 】
実 施 例 13： DX253カ ラ ム サ イ ク リ ン グ （ 再 利 用 ）
DX253ペ プ チ ド を 、 定 量 的 ア ミ ノ 酸 解 析 に よ り 決 定 し た よ う に 2.9μ mole/mlの リ ガ ン ド 密
度 で NHS-活 性 化 4 Fast Flow上 に 固 定 化 し た 。 こ の 親 和 性 樹 脂 を 4.6mm× 6cm（ 内 部 直 径 ×
長 さ 、 1.0体 積 容 量 ） PEEKカ ラ ム (Isolation Technologies, Inc., 5050IP-08046-006-20)
に 充 填 し た 。 全 能 力 お よ び サ イ ク リ ン グ 研 究 を 行 う 前 に 、 カ ラ ム ／ 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を
100mg BSA負 荷 、 0.1Mク エ ン 酸 、 pH3.0、 3Mグ ア ニ ジ ン -HCl、 20mMリ ン 酸 、 pH7.2を 用 い て
予 め 条 件 付 け し 、 PBS、 pH7.2に 再 度 平 衡 化 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
全 能 力 ：
全 動 的 結 合 能 力 を 確 立 す る た め に 、 0.05％ NaN3を 含 む PBS、 pH7.2中 に 2.5mg/mlで ポ リ ク ロ
ー ナ ル ヒ ト IgG(ICN, 55908)を 調 製 し た 。 全 75mg(30ml)を 0.21ml／ 分 (75cm/hr)で 能 力 ま で
（ 負 荷 の 280nmの 吸 光 度 が 、 カ ラ ム 流 動 と 同 等 に な る ま で ） 負 荷 し た 。 画 分 を 全 ラ ン に わ
た り 回 収 し た 。 非 結 合 IgGを 、 0.42ml/分 (150cm/時 間 )で PBS、 pH7.2を 用 い て ベ ー ス ラ イ ン
ま で 洗 浄 し た 。 結 合 IgGを 0.1Mク エ ン 酸 、 pH3.0バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 し 、 1M HEPES、 pH
9.0バ ッ フ ァ ー の 最 小 添 加 を 用 い て 約 pH7.0に 直 ち に 中 和 し た 。 PBS、 pH7.2で の さ ら な る 洗
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浄 に 続 き 、 カ ラ ム ／ 親 和 性 媒 体 を 3Mグ ア ニ ジ ン -HCl、 20mMリ ン 酸 、 pH7.2を 用 い て 清 浄 し
、 PBS、 pH7.2に 再 度 平 衡 化 し て 戻 し た 。 全 て の 負 荷 後 洗 浄 、 溶 出 お よ び 清 浄 工 程 を 流 速 0.
42ml/分 (150cm/時 間 )で 行 っ た 。 1.4の 吸 光 係 数 を 用 い て 計 算 し た 溶 出 画 分 の 280nmで の 吸
光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 全 mg IgG結 合 を 決 定 し た 。 開 始 （ T＝ 0、 カ ラ ム サ イ ク リ ン グ
の 開 始 前 ） 全 動 的 能 力 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 1ml当 た り 19.8mgヒ ト IgGと 測 定 し た 。 繰 り
返 し の 使 用 お よ び 再 利 用 後 の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 相 対 性 能 を 評 価 す る た め に 、 こ の 決
定 を 95サ イ ク ル の 過 程 の 間 さ ら に ４ 回 繰 り 返 し た 。 こ れ ら 5つ の 全 能 力 決 定 の 質 量 バ ラ ン
ス 回 収 は 、 平 均 し て 98％ で あ っ た 。 表 16は 、 19.8mg/mlの T＝ 0、 ま た は 100％ の 全 能 力 に 基
づ い て 計 算 し た 相 対 カ ラ ム 性 能 ％ を 示 す 。 カ ラ ム は 、 95サ イ ク ル 後 、 全 動 的 能 力 に 関 し て
約 90％ の 相 対 性 能 を 保 持 し た 。 表 16に 示 す よ う に 、 サ イ ク ル 0、 26、 66、 86、 お よ び 96に
対 し て こ の 手 順 を 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
カ ラ ム サ イ ク リ ン グ
10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ 超 低 ） を 含 む 新 鮮 な 細 胞 培 養 培 地 (DMEM)に ヒ ト IgGを 0.5mg/mlま で 加
え た 。 PBS、 pH7.2で 予 め 平 衡 化 し た カ ラ ム 上 に 2ml(1.0mg IgG)を 負 荷 し た 。 0.21ml/分 (75
cm/時 間 )で 負 荷 を 行 い 、 全 て の 続 く ス テ ッ プ （ 洗 浄 、 溶 出 お よ び 清 浄 ） を 0.42ml/分 (150c
m/時 間 )で 行 な っ た 。 非 結 合 試 料 を 、 PBS、 pH7.2で ベ ー ス ラ イ ン ま で 洗 浄 し 、 続 い て 0.1M
ク エ ン 酸 、 pH3.0で 溶 出 し 、 PBS、 pH7.2で 洗 浄 し 、 3Mグ ア ニ ジ ン -HCl、 20mMリ ン 酸 、 pH7.2
で 清 浄 し 、 PBS、 pH7.2で 再 度 平 衡 化 し て 戻 し た 。 そ れ ぞ れ 5サ イ ク ル の 全 19系 列 （ 全 95サ
イ ク ル ） を ラ ン さ せ た 。 表 16は 、 開 始 サ イ ク ル （ サ イ ク ル １ ピ ー ク 領 域 ＝ 100％ ） と 比 較
し た 溶 出 ピ ー ク 領 域 回 収 に 関 し て 10サ イ ク ル ご と の 相 対 性 能 ％ を 示 す 。 サ イ ク ル 1～ 25、 2
7～ 65、 67～ 85、 お よ び 87～ 95に つ い て こ の 手 順 を 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
約 5％ の 全 動 的 能 力 負 荷 (1.0mg IgG)で 、 カ ラ ム 性 能 は 、 全 能 力 性 能 に お い て 約 10％ の 減 少
に か か わ ら ず 変 化 し な い ま ま で あ っ た 。 サ イ ク ル 1、 26、 41、 66、 80お よ び 95を 回 収 し 、
溶 出 し た IgG画 分 を 1M Hepes、 pH9.0バ ッ フ ァ ー の 最 少 の 添 加 に よ り pH約 7に 直 ち に 中 和 し
た 。 SDS-PAGE解 析 (4～ 12％ Tris-グ リ シ ン ゲ ル 、 変 性 ／ 非 還 元 、 ク ー マ シ ー 染 色 )は 、 細 胞
培 養 培 地 か ら ヒ ト IgGの 完 全 で 効 率 的 な 捕 捉 を 示 し た 。 溶 出 画 分 は 、 精 製 さ れ た 標 準 と 純
度 が 同 等 で あ り 、 研 究 の 過 程 に わ た り 一 致 し た ま ま で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ５ 】
実 施 例 14： DX249 C-末 端 切 断 型 ／ PEO-リ ン カ ー 置 換 ：
DX249（ 配 列 番 号 ： 144） の ６ 個 の 誘 導 体 の 系 列 を 構 築 し 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 性 能 を 維 持
し た ま ま 、 C-末 端 ス ペ ー サ ー ／ リ ン カ ー (-PEGGGK、 配 列 番 号 ： 168)を 含 み 、 よ り 親 水 性 の
非 ペ プ チ ド ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 様 リ ン カ ー で 置 換 し た ９ 個 の C-末 端 残 基 の 切 断 の 可 能
性 を 決 定 し た 。 か か る 誘 導 体 は 、 よ り 迅 速 に 、 あ ま り 高 価 で な く 合 成 さ れ う る 。
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【 ０ １ ９ ６ 】
表 17は 、 種 々 の DX249誘 導 体 構 築 物 を 示 す 。 末 端 構 造 が 以 下 に 規 定 さ れ る 。 31-原 子 ポ リ エ
チ レ ン -グ リ コ ー ル 様 ス ペ ー サ ー ／ リ ン カ ー を 用 い て DX905を 設 計 し た が 、 DX905の ペ プ チ
ド 合 成 は 失 敗 し た （ 主 に 、 樹 脂 上 の 反 応 官 能 基 の 架 橋 の 結 果 と し て の 置 換 の 還 元 の た め ）
。
【 ０ １ ９ ７ 】
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ８ 】
DX249、 DX877、 DX878、 DX907、 DX909お よ び DX911を 合 成 し 、 定 量 的 ア ミ ノ 酸 解 析 に よ り 決
定 し た 1.9μ mole/mlの 平 均 リ ガ ン ド 密 度 で NHS-活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4 fast flow上 に 固 定
化 し た 。 続 い て 、 こ れ ら を 相 対 静 的 能 力 、 ヒ ト IgGサ ブ タ イ プ お よ び 種 特 異 性 に つ い て バ
ッ チ フ ィ ル タ ー フ ォ ー マ ッ ト に お い 前 記 の よ う に 試 験 し た 。 さ ら に 、 全 動 的 能 力 を 比 較 の
た め に 決 定 し た 。 表 18は 、 デ ー タ の 要 約 で あ る 。 静 的 能 力 （ 樹 脂 １ ml当 た り mg IgG結 合 ）
を 2.5mg/ml標 的 濃 度 （ 樹 脂 １ ml当 た り 25mgヒ ト IgG適 用 ） で 測 定 し た 。 配 列 DX907、 DX909
お よ び DX911は 、 DX249、 DX877お よ び DX878と 比 較 し て 見 掛 け の 相 対 静 的 能 力 に お い て 約 2
倍 の 減 少 を 示 す 。 こ れ ら の 配 列 は 、 第 ２ シ ス テ イ ン の 後 の 最 後 の 種 々 の ア ミ ノ 酸 に 切 断 さ
れ 、 切 断 型 は 減 少 し た 親 和 性 を 生 じ う る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト IgGお よ び ヒ ト IgGサ ブ タ イ
プ の 百 分 率 捕 捉 は 、 同 様 の 傾 向 を 示 す 。 一 般 に 、 配 列 DX877お よ び DX878は 、 DX249と 類 似
の 結 合 特 性 を 示 す 。 種 特 異 性 試 験 は 、 こ の 系 列 の 誘 導 体 へ の ウ シ 、 ヤ ギ お よ び マ ウ ス IgG
の 有 意 な 結 合 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
【 表 １ ８ 】
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【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 15： DX249 N-末 端 切 断 型 ／ 残 基 置 換
一 般 に 、 配 列 Ac-GDDHMCVYTTWGELIWCDNHEPGPEGGGK-NH 2 （ 配 列 番 号 ： 144） を 有 す る DX249の
標 準 Fmoc法 を 使 用 す る 合 成 は 、 困 難 で あ る 。 こ の 合 成 お よ び フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 主 に N-
末 端 の Asp-Asp-His位 で の β 転 位 に よ り 、 問 題 が あ る 。 し た が っ て 、 DX249の N-末 端 切 断 型
誘 導 体 の 系 列 を 、 設 計 し 、 合 成 す る 。 表 19は 、 種 々 の DX249構 築 物 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ２ 】
こ れ ら の DX249配 列 バ リ ア ン ト （ 未 修 飾 DX249を 含 む ） を 合 成 し 、 定 量 的 ア ミ ノ 酸 解 析 に よ
り 決 定 し た 1.9μ mole/mlの 平 均 リ ガ ン ド 密 度 で NHS-活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4 fast flow媒 体
上 に 固 定 化 し た （ DX1065お よ び DX1066を 除 く ） 。 前 記 し た よ う に 、 ヒ ト IgGサ ブ タ イ プ に
対 す る 相 対 結 合 効 率 お よ び 種 特 異 性 に 関 し て バ ッ チ フ ィ ル タ ー プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト に お
い て こ れ ら を 試 験 し た 。 表 20は 、 デ ー タ の 要 約 で あ る 。 一 般 に 、 全 DX249バ リ ア ン ト は 、 D
X249と 類 似 の 結 合 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 結 合 効 率 は 、 最 初 、 よ り 広 範 囲 な 切 断 型 で 減 少 す
る よ う に 見 え る 傾 向 が あ る 。 し か し な が ら 、 第 １ シ ス テ イ ン 切 断 の 前 に 全 て の 残 基 を 有 す
る 配 列 DX1069は 、 DX249と ほ ぼ 同 一 の 結 合 特 性 を 示 す 。 種 特 異 性 試 験 は 、 誘 導 体 の 系 列 へ
の ウ シ 、 ヤ ギ お よ び マ ウ ス IgGの 特 異 的 な 結 合 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ れ ら
の デ ー タ お よ び C-末 端 切 断 型 ／ リ ン カ ー 置 換 試 験 か ら の デ ー タ （ 実 施 例 14） は 、 12～ 18の
全 残 基 の み 有 す る 適 切 な 合 成 Fc-結 合 リ ガ ン ド が 、 こ れ ら の 実 施 例 に し た が っ て 作 製 さ れ
う る こ と を 示 す 。 か か る リ ガ ン ド は 、 標 準 法 を 用 い て よ り 容 易 に か つ 効 率 よ く 合 成 さ れ う
る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
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【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ４ 】
実 施 例 16： DX253 N-末 端 切 断 型 ／ 残 基 置 換
配 列 Ac-GDRRACSRDWSGALVWCAGHEPGPEGGGK-NH 2 （ 配 列 番 号 ： 145） を 有 す る DX253の 合 成 も 、
主 に 欠 失 配 列 の 可 能 性 を 与 え る N-末 端 の Arg-Arg位 に よ り 、 困 難 で あ る 。 し た が っ て 、 切
断 お よ び ／ ま た は 配 列 の ５ 個 の ア ミ ノ 末 端 残 基 の 位 置 に お け る 種 々 の 残 基 置 換 の 可 能 性 を
決 定 す る た め に 、 DX253の ９ 個 の 誘 導 体 の 系 列 を 構 築 し た （ 上 記 DX249に 対 す る バ リ ア ン ト
と 同 様 ） 。 C-末 端 ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー ／ リ ン カ ー を 含 む 残 り の 配 列 を 、 保 持 し た 。 表 21は
、 種 々 の DX253構 築 物 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ６ 】
こ れ ら の DX253配 列 バ リ ア ン ト （ 未 修 飾 DX253を 含 む ） を 合 成 し 、 2.0μ mole/mlの 標 的 リ ガ
ン ド 密 度 で NHS-活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4 fast flow媒 体 上 に 固 定 化 し た 。 前 記 し た よ う に 、
ヒ ト IgGサ ブ タ イ プ に 対 す る 相 対 結 合 効 率 お よ び 種 特 異 性 に 関 し て バ ッ チ フ ィ ル タ ー プ レ
ー ト フ ォ ー マ ッ ト に お い て こ れ ら を 試 験 し た 。 表 22は 、 デ ー タ の 要 約 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
一 般 に 、 全 DX253バ リ ア ン ト は 、 DX253と 類 似 の 結 合 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 結 合 効 率 は 、 最
初 、 配 列 DX1139～ DX1141で 減 少 す る 傾 向 が あ る 。 し か し な が ら 、 配 列 DX1142～ DX1147は 、
DX253と 類 似 の 結 合 効 率 を 示 す 。 特 に 興 味 深 い の は 、 第 １ シ ス テ イ ン 切 断 の 前 に 全 て の 残
基 を 有 す る DX1147で あ り 、 DX253と ほ ぼ 同 一 の 結 合 特 性 を 示 す 。 こ の DX253誘 導 ペ プ チ ド は
、 DX253よ り も 容 易 に 、 か つ 効 率 的 に 合 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
結 合 の 種 々 の 程 度 は 、 部 分 的 に は 、 水 性 カ ッ プ リ ン グ 条 件 に お け る 溶 解 性 の 種 々 の 程 度 の
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結 果 と し て の 低 い カ ッ プ リ ン グ 効 率 の た め で あ り う る 。 特 に 、 配 列 DX1139、 DX1140、 DX11
46お よ び DX1147は 、 水 性 カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー に 完 全 に は 溶 解 し な か っ た 。 し か し な が
ら 、 rp-HPLCに よ り モ ニ タ ー さ れ た 全 ９ 個 の DX253バ リ ア ン ト の カ ッ プ リ ン グ 効 率 は 高 く 、
平 均 ＞ 85％ で あ っ た 。 実 際 の リ ガ ン ド 密 度 は 、 決 定 し な か っ た 。 種 特 異 性 試 験 は 、 誘 導 体
の こ の 系 列 へ の ウ シ 、 ヤ ギ お よ び マ ウ ス IgGの 有 意 な 結 合 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず
） 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
前 記 説 明 に 続 い て 、 任 意 の 溶 液 中 か ら の Fc-領 域 ポ リ ペ プ チ ド ま た は Fc-領 域 ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 分 子 の 検 出 ま た は 分 離 を 可 能 に す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 分 子 に 重 要 な 特 徴 が 、 認 識
さ れ う る 。 本 発 明 の さ ら な る 結 合 分 子 の 態 様 お よ び 特 定 の 溶 液 ま た は 供 給 流 に 適 合 さ せ た
代 替 的 な 方 法 は 、 上 記 説 明 を 調 査 す る こ と に よ り 明 ら か に な る で あ ろ う 。 全 て の か か る 態
様 お よ び 明 ら か な 代 替 物 は 、 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 よ り 規 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る
と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
上 記 に 関 連 し た 各 刊 行 物 は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
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优选公开了优选的Fc区结合多肽，表达Fc区结合多肽的重组噬菌体和展
示该多肽的分离培养基。
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