
JP 2008-505642 A 2008.2.28

10

(57)【要約】
　所定のアミノ酸を、ポリペプチドの事前選択された領域（またはいくつかの異なる領域
）内の選択された一組の位置のそれぞれおよび全ての位置に導入して、ポリペプチド類似
体のライブラリーを生成する、変異誘発の方法を開示する。この方法は、あるアミノ酸が
、タンパク質の構造および機能で極めて重要な役割を演ずるという前提に基づいており、
したがって、ポリペプチド内の非機能的アミノ酸残基（「コールドスポット」）またはそ
の部分から、機能的アミノ酸残基（「ホットスポット」）を特定し区別することが可能で
ある。ライブラリーは、所望のポリペプチド類似体のみ含有しかつスクリーニングに適切
なサイズのものを生成することができる。このライブラリーを使用して、ポリペプチドの
構造および機能における特定のアミノ酸の役割を研究することができ、また抗体や抗体断
片、単鎖抗体、酵素、およびリガンドなどの、新しくまたは改善されたポリペプチドを開
発することができる。



(2) JP 2008-505642 A 2008.2.28

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　あるポリペプチド内で、１つまたは複数の機能的アミノ酸残基を、非機能的アミノ酸残
基と区別する方法であって、
　該ポリペプチドのアミノ酸配列内の１つまたは複数のアミノ酸残基を選択するステップ
と、
　選択された１つまたは複数のアミノ酸残基から置換されるあるアミノ酸残基を決定する
ステップと、
　選択されたアミノ酸残基を含む該ポリペプチドまたはその部分をコードするポリヌクレ
オチドを合成するステップであって、該ポリヌクレオチドは１つにまとまって、下記の基
準、すなわち
　ｉ）各ポリヌクレオチドは、規定の領域内の各コドン位置に、該ポリペプチドのアミノ
酸残基の合成に必要なコドンまたは該所定のアミノ酸残基の１つに対するコドンを含有す
ること、および
　ｉｉ）各ポリヌクレオチドは、該所定のアミノ酸残基に対するただ１つのコドンを含有
すること
　という基準に従う可能な変種アミノ酸置換を示すものであり、それによって、該ポリヌ
クレオチドを含有する発現ライブラリーを生成するステップと、
　発現ライブラリーを発現させて、ポリヌクレオチド類似体を生成するステップと、
　該ポリペプチドまたはその部分内の１つまたは複数のアミノ酸残基が、測定可能な特性
に寄与することが確認され、したがって非機能的アミノ酸残基と区別されるように、測定
可能な特性の変化に関してポリペプチド類似体をスクリーニングするステップと
　を含む方法。
【請求項２】
　測定可能な特性に寄与することが確認されたアミノ酸残基が、変異誘発に適切であると
決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　非機能的残基が、変異誘発には不適当であると決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　１つまたは複数の機能的アミノ酸残基だけが変異誘発される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　変異誘発が、ルックスルー変異誘発（ＬＴＭ）、ウォークスルー変異誘発（ＷＴＭ）、
またはこれらの組合せからなる群から選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　ポリペプチドが、抗体またはその断片である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　測定可能な特性が、結合特異性、結合活性、結合親和性、Ｆｃ受容体結合、グリコシル
化、補体結合、半減期安定性、溶解性、熱安定性、触媒活性、および酵素活性からなる群
から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　測定可能な特性に変化のある、選択されたポリペプチド類似体をコードするポリヌクレ
オチドを特定するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　測定可能な特性の変化が、強化された特性である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　強化された特性が、高親和性抗原結合である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　強化された特性が、改善されたエフェクター機能である、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　抗原が、ヒトの疾患または障害の治療標的である、請求項１０に記載の方法。
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【請求項１３】
　スクリーニングするステップが、ポリペプチドと標的基質とを接触させることを含み、
該ポリペプチドは、該ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに結び付いており、該
ポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、標的基質に結合することが可能な変種ポリペプ
チドが検出されるように、かつそれによってポリヌクレオチドによりコードされることが
確認されるように、検出可能な部分に結び付いている請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　検出可能な部分が、蛍光部分、ＵＶ部分、および可視光吸収部分からなる群から選択さ
れる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　検出可能な部分が、ビオチン部分、ＧＳＴ部分、ｍｙｃ免疫タグ部分、およびＨｉｓタ
グ部分からなる群から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　ポリヌクレオチドが、リボソームディスプレイ、ポリソームディスプレイ、ファージデ
ィスプレイ、原核（細菌）ディスプレイ、酵母ディスプレイ、真核細胞ディスプレイ、お
よびアレイライブラリーディスプレイからなる群から選択された発現ディスプレイを使用
してポリペプチド類似体に結び付いている、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　ポリペプチドが、単鎖抗体（ｓｃＦＶｓ）である、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　規定の領域が、ポリペプチドの機能的ドメインを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　規定の領域が、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３、ＣＤＲ４、ＣＤＲ５、ＣＤＲ６、およ
びこれらの組合せからなる群から選択されたＣＤＲまたはその部分を含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項２０】
　規定の領域が、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＦＲ４、およびこれらの組合せからなる群か
ら選択されたドメインを含む抗体フレームワーク領域である、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　規定の領域が、補体結合部位およびＦｃ受容体結合領域からなる群から選択されたドメ
インを含む抗体エフェクター領域である、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　所定のアミノ酸残基が、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、
Ｇｌｕ、Ａｓｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ａｌａ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、
Ｐｒｏ、Ｔｒｐ、およびＶａｌからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　所定のアミノ酸残基がポリペプチドの規定の領域内の１つまたは複数の機能的アミノ酸
位置に現れる、ポリペプチド類似体のライブラリーを生成する方法であって、
　該ポリペプチドのアミノ酸配列の規定の領域内の、１つまたは複数の機能的アミノ酸位
置を選択するステップと、
　規定の領域内の各機能的アミノ酸位置で置換されるアミノ酸残基を決定するステップと
、
　規定の領域をコードする個々のポリヌクレオチドを合成するステップであって、該ポリ
ヌクレオチドは１つにまとまって、下記の基準、すなわち
　ｉ）各ポリヌクレオチドは、規定の領域内の各機能的アミノ酸コドン位置に、該ポリペ
プチドのアミノ酸残基に必要なコドンまたは該所定のアミノ酸残基に対するコドンを含有
すること、および
　ｉｉ）各ポリヌクレオチドは、所定のアミノ酸残基に対するただ１つのコドンを含有す
ること
　という基準に従う可能な変種ポリヌクレオチドを表すものであり、それによって、所定
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のアミノ酸残基が規定の領域内の各機能的アミノ酸位置に現れる、ポリヌクレオチドのラ
イブラリーを生成するステップと
　を含む方法。
【請求項２４】
　ポリヌクレオチドが一緒にプールされる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　ポリペプチド内の規定の領域内の２つ以上の機能的アミノ酸位置が変異誘発される、請
求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　同じ所定のアミノ酸が、２つ以上の機能的アミノ酸位置のそれぞれにおける置換のため
に選択される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　異なる所定のアミノ酸が、２つ以上の機能的アミノ酸位置のそれぞれにおける置換のた
めにそれぞれ選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　１つまたは複数の規定の領域が、ポリペプチドの機能的ドメインを含む、請求項２７に
記載の方法。
【請求項２９】
　機能的ドメインが、抗体結合部位、抗体フレームワーク領域、抗体エフェクター領域、
受容体結合部位、および触媒部位からなる群から選択される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　抗体結合部位またはその部分が、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３、ＣＤＲ４、ＣＤＲ５
、ＣＤＲ６、およびこれらの組合せからなる群から選択されたＣＤＲドメインを含む、請
求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　抗体フレームワーク領域が、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＦＲ４、およびこれらの組合せ
からなる群から選択されたドメインを含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３２】
　抗体エフェクター領域が、補体結合部位およびＦｃ結合領域からなる群から選択された
ドメインを含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３３】
　所定のアミノ酸残基が、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｈｉｓ、
Ｇｌｕ、Ａｓｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ａｌａ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、
Ｐｒｏ、Ｔｒｐ、およびＶａｌからなる群から選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項３４】
　規定の領域が、少なくとも約３から６０個のアミノ酸を含む、請求項２３に記載の方法
。
【請求項３５】
　ポリヌクレオチドを発現ライブラリーとして合成する、請求項２３に記載の方法。
【請求項３６】
　ポリヌクレオチドを、酵素手段を使用して合成する、請求項２３に記載の方法。
【請求項３７】
　ポリヌクレオチドを、ポリメラーゼ連鎖反応を使用して合成する、請求項２３に記載の
方法。
【請求項３８】
　ライブラリーが、リボソームディスプレイライブラリー、ポリソームディスプレイライ
ブラリー、原核（細菌）ディスプレイライブラリー、酵母ディスプレイライブラリー、真
核細胞ディスプレイライブラリー、およびアレイディスプレイライブラリーからなる群か
ら選択された発現ライブラリーである、請求項２３に記載の方法。
【請求項３９】
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　１つまたは複数の機能的アミノ酸残基だけが変異誘発される、請求項２３に記載の方法
。
【請求項４０】
　請求項２３に記載の方法によって調製されたポリペプチド類似体のライブラリー。
【請求項４１】
　規定の領域内に１つまたは複数の機能的アミノ酸残基を含むポリペプチド類似体をコー
ドするポリヌクレオチドノライブラリーであって、所定のアミノ酸残基が規定の領域内の
各機能的アミノ酸位置で置換され、該ポリヌクレオチドは１つにまとまって、下記の基準
、すなわち
　ｉ）各ポリヌクレオチドは、規定の領域内の各コドン位置に、該ポリペプチドのアミノ
酸残基に必要なコドンまたは所定のアミノ酸残基に対するコドンを含有すること、および
　ｉｉ）各ポリヌクレオチドは、該所定のアミノ酸残基に対するただ１つのコドンを含有
すること
　という基準に従う全ての可能な変種を表すものである、ライブラリー。
【請求項４２】
　１つまたは複数の機能的アミノ酸残基だけが変異誘発される、請求項４１に記載のライ
ブラリー。
【請求項４３】
　ライブラリーが、ファージディスプレイライブラリー、リボソーム／ポリソームディス
プレイライブラリー、酵母ディスプレイライブラリー、原核（細菌）ディスプレイライブ
ラリー、およびアレイライブラリーからなる群から選択された発現ライブラリーである、
請求項４１に記載のライブラリー。
【請求項４４】
　ポリヌクレオチドが、１つまたは複数の転写調節要素をさらに含む、請求項４１に記載
のライブラリー。
【請求項４５】
　ポリヌクレオチドが、生体外で転写され翻訳されるとき、対応するポリヌクレオチドに
よってコードされたポリペプチドに結び付いている、請求項４４に記載のライブラリー。
【請求項４６】
　ポリヌクレオチドが、リボソームディスプレイライブラリー、ポリソームディスプレイ
ライブラリー、原核（細菌）ディスプレイライブラリー、酵母ディスプレイライブラリー
、真核細胞ディスプレイライブラリー、およびアレイディスプレイライブラリーからなる
群から選択されたディスプレイライブラリーを使用してポリペプチドに結び付いている、
請求項４５に記載のライブラリー。
【請求項４７】
　ポリヌクレオチドがＲＮＡを含む、請求項４６に記載のライブラリー。
【請求項４８】
　ポリヌクレオチドが、検出可能な部分をさらに含む、請求項４７に記載のライブラリー
。
【請求項４９】
　検出可能な部分が蛍光部分を含む、請求項４８に記載のライブラリー。
【請求項５０】
　ライブラリーが、少なくとも４５から１０１２の異なるポリヌクレオチドを含む、請求
項４１に記載のライブラリー。
【請求項５１】
　ポリペプチドが、結合ポリペプチドをコードする、請求項４１に記載のライブラリー。
【請求項５２】
　結合ポリペプチドが、重鎖可変領域（ＶＨ）、軽鎖可変領域（ＶＬ）、および単鎖抗体
（ｓｃＦｖ）からなる群から選択される、請求項４１に記載のライブラリー。
【請求項５３】
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　ライブラリーが固体支持体に固定化される、請求項４１に記載のライブラリー。
【請求項５４】
　固体支持体がマイクロチップである、請求項４１に記載のライブラリー。
【請求項５５】
　ライブラリーがアレイライブラリーである、請求項４１に記載のライブラリー。
【請求項５６】
　請求項４１に記載のライブラリーにより固定化されたポリヌクレオチドのアレイを含む
マイクロチップ。
【請求項５７】
　ポリペプチドが、標的分子に結合し、かつ重鎖可変領域（ＶＨ）、軽鎖可変領域（ＶＬ

）、および単鎖抗体（ｓｃＦｖ）からなる群から選択された結合領域を含む、請求項４１
に記載のライブラリーを使用して特定されたポリペプチド類似体。
【請求項５８】
　所望の特性を有するポリペプチド類似体のサブセットを特定する方法であって、
　該ポリペプチドのアミノ酸配列の規定の領域内の、１つまたは複数の機能的アミノ酸を
選択するステップと、
　規定の領域内の各機能的アミノ酸位置で置換されるアミノ酸残基を決定するステップと
、
　規定の領域をコードするポリヌクレオチドを合成するステップであって、該ポリヌクレ
オチドは１つにまとまって、下記の基準、すなわち
　ｉ）各ポリヌクレオチドは、規定の領域内の各コドン位置に、該ポリペプチドのアミノ
酸残基の合成に必要なコドンまたは所定のアミノ酸残基に対するコドンを含有すること、
および
　ｉｉ）各ポリヌクレオチドは、該所定のアミノ酸残基に対するただ１つのコドンを含有
すること
　という基準に従う可能な変種ポリヌクレオチドを表すものであり、それによって、ポリ
ヌクレオチドを含有する発現ライブラリーを生成するステップと、
　発現ライブラリーを、該ライブラリーが発現する条件にさらすステップと、
　該発現ライブラリーをスクリーニングして、所望の特性を有するポリペプチドを特定す
るステップと、
　対照基準と比べてポリペプチドの特性を比較するステップであって、対照基準に相当し
または超えるポリペプチドが応答物として分類され、対照基準に達しないポリペプチドが
非応答物として分類されるステップと、
　応答物および非応答物をデータベース内で分類するステップと、
　該データベースに照会して、合成されるサブセットのポリペプチドの配列を決定するス
テップと
　を含む方法。
【請求項５９】
　上記ステップの１つまたは複数がコンピュータにより支援される、請求項５８に記載の
方法。
【請求項６０】
　特性が、変化した結合特異性、変化した結合オンレート（ｋｏｎ）、変化した結合オフ
レート（ｋｏｆｆ）、およびこれらの組合せからなる群から選択される、請求項５８に記
載の方法。
【請求項６１】
　対照基準が、結合特異性、結合活性、結合親和性、エフェクター機能、Ｆｃ受容体結合
、グリコシル化、補体結合、半減期安定性、溶解性、熱安定性、触媒活性、および酵素活
性からなる群から選択される、請求項５８に記載の方法。
【請求項６２】
　ポリペプチドが、重鎖可変領域（ＶＨ）、軽鎖可変領域（ＶＬ）、および単鎖抗体（ｓ
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ｃＦｖ）からなる群から選択される、請求項５８に記載の方法。
【請求項６３】
　請求項５９に記載の方法の１つまたは複数のステップを実施するための取扱説明書を有
する電子機器で使用するのに適切な培地。
【請求項６４】
　請求項５９に記載の方法の１つまたは複数のステップを実施するための機器。
【請求項６５】
　１つまたは複数の機能的アミノ酸残基で所定のアミノ酸置換をコードするポリヌクレオ
チドを含み、該ポリヌクレオチドは１つにまとまって、変化した結合特異性、変化した結
合活性、変化した結合親和性、変化したＦｃ結合活性、変化した結合オンレート（ｋｏｎ

）、変化した結合オフレート（ｋｏｆｆ）、およびこれらの組合せからなる群から選択さ
れた特性を強化するための変異誘発に適切な全ての可能な変種を表すものである、抗体ま
たはその結合部位をコードするポリヌクレオチドのライブラリー。
【請求項６６】
　請求項６５に記載のライブラリーから得られた抗体またはその結合部分。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連情報
　下記の明細書全体を通して引用されるその他の特許、特許出願、および参考文献の全て
の内容全体も、参照によりその全体を本明細書に援用する。
【背景技術】
【０００２】
　変異誘発は、タンパク質の構造および機能の研究において、強力な手段である。変異誘
発は、興味あるタンパク質をコードするクローンされた遺伝子のヌクレオチド配列中で行
うことができ、修飾された遺伝子を発現、タンパク質の変異体を生成することができる。
野生型タンパク質と、生成した変異体とを特性について比較することにより、結合活性お
よび／または触媒活性などのタンパク質の構造的完全性および／または生化学的機能に本
質的な、個々のアミノ酸またはアミノ酸のドメインを同定することがしばしば可能である
。しかし、単一のタンパク質から生成することができる変異体の数は、その変異を包含す
る選択された変異体が単に推定上重要なタンパク質の領域（例えば、タンパク質の活性部
位を構成する領域）であるとしても、情報価値がありまたは所望の特性を有する変異体の
選択を困難にする。例えば、特定のアミノ酸の置換、欠失、または挿入は、タンパク質に
対して局所的または全体的な効果を及ぼす可能性がある。
【０００３】
　ポリペプチドを変異誘発するための以前の方法は、非常に制限的であり、非常に包括的
であり、あるいは、機能を増大させまたは改善するのではなくてタンパク質の機能をノッ
クアウトすることに限定されていた。例えば、非常に制限的な手法は、特定機能部位の存
在を確認しまたは機能部位内に非常に特異的な変化を生じさせた結果を理解するのに使用
される、選択的または部位特異的変異誘発である。部位特異的変異誘発の一般的な適用例
は、通常はリン酸化されてポリペプチドにその機能を発揮させるアミノ酸残基を変化させ
て、リン酸化と機能的活性との関連を確認するリンタンパク質の研究におけるものである
。この手法は、ポリペプチドおよび研究される残基に非常に特異的である。
【０００４】
　反対に、非常に包括的な手法は、遺伝子またはタンパク質の画定された領域内で可能な
全ての変化を包含する、多数の変異をもたらすように設計された、飽和またはランダム変
異誘発である。これは、関連あるタンパク質ドメインの本質的に全ての可能な変種を発生
させることによって、適正なアミノ酸配列が、ランダムに発生した変異体の１つとして生
成され易くなるという原理に基づいている。しかし実際には、非常に多くの望ましくない
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候補のいわゆる「ノイズ」が存在するので、発生した変異の膨大な数のランダムな組合せ
によって所望の候補を有意に選択する能力が妨げられる可能性がある。
【０００５】
　「ウォークスルー」変異誘発とも呼ばれる別の手法（例えば、米国特許第５８３０６５
０号、第５７９８２０８号参照）は、統計的に所望の組の変異を含む変性オリゴヌクレオ
チドの混合物を合成することによって、ポリペプチドの規定の領域を変異誘発させるのに
使用されている。しかし、変性ポリヌクレオチド合成が用いられるので、ウォークスルー
変異誘発は、所望の組の変異の他にいくつかの望ましくない変化をもたらす。例えば、わ
ずか５つのアミノ酸部位の規定の領域全体にわたって変異を順次導入するには、１００個
を上回るポリヌクレオチドのセットを作製し、（そしてスクリーニングし）なければなら
ない（例えば図６参照）。したがって、例えば２つまたは３つの領域を作製しスクリーニ
ングすることは徐々に複雑になり、すなわちわずか１０から１５の変異の存在のためには
、それぞれ２００から３００を上回るポリヌクレオチドを作製しスクリーニングすること
が必要になる。
【０００６】
　タンパク質の変異誘発に使用されてきたさらに別の手法には、アラニンスキャンニング
変異誘発があり、タンパク質の機能が妨げられる部位を特定するために、タンパク質の一
部を通してアラニン残基を「スキャン」する。しかしこの手法は、機能を増大させまたは
改善するのではなく、所与の部位の中性アラニン残基の置換によるタンパク質機能の損失
しか見ない。したがって、改善された構造および機能を有するタンパク質を生成するのに
有用な手法ではない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、新しいまたは改善された機能を目的としてタンパク質を変異誘発させる系
統立った方法が、依然として求められている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、新規なまたは改善されたタンパク質（またはポリペプチド）を生成するため
の変異誘発の方法と、この方法によって生成されたポリペプチド類似体および特異的ポリ
ペプチドのライブラリーに関する。変異誘発を目標にしたポリペプチドは、断片、類似体
、およびこれらの変異体形態を含めた天然、合成、または設計製作されたポリペプチドに
することができる。
【０００９】
　一実施形態では、この方法は、ポリペプチドのアミノ酸配列の規定の領域（またはいく
つかの異なる領域）内の本質的に全ての位置に、所定のアミノ酸を導入するステップを含
む。個別には１個の所定のアミノ酸しか持たないが、一まとめにした場合は規定の領域内
の全ての位置に所定のアミノ酸を有するポリペプチド類似体を含んだポリペプチドライブ
ラリーを生成する。事実上、単一の所定のアミノ酸（および所定のアミノ酸だけ）は、ポ
リペプチドの１つまたは複数の規定の領域全体を通して位置ごとに置換されるので、単に
この方法を「ルックスルー」変異誘発を呼ぶことができる。
【００１０】
　しかし、好ましい実施形態では、このＬＴＭ法は、ポリペプチド内の所望の特性をスク
リーニングしかつ得るために変化させる残基の数をさらに減少させるため、ポリペプチド
またはその一部の機能的アミノ酸（またはいわゆる「ホットスポット」）を非機能的アミ
ノ酸（またはいわゆる「コールドスポット」）から識別するのに使用することにより改善
される。したがって、改善されたルックスルー変異誘発（ＬＴＭ）の方法（以下、改善さ
れたＬＴＭをＬＴＭ２と呼ぶ）によれば、後にいかなる「ノイズ」もなく効率的にスクリ
ーニングすることができるポリペプチド内の、最も関連ある機能的変化だけを表す候補分
子の一部を、特定し構築することが可能になる。重要なことは、ＬＴＭ２は、この方法が
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ポリペプチドの機能に対して最も効果を発揮すると考えられるポリペプチドのアミノ酸配
列の変化だけを含むように設計されており、したがってスクリーニングによって、強化さ
れた特性を有する変性ポリペプチドが得られるので、伝統的なライブラリーを凌ぐ優れた
利点を有するＬＴＭ２ライブラリーの構成を可能にすることである。したがって、ＬＴＭ
２は、ポリペプチドの規定の領域内の各機能的アミノ酸部位で、所定のアミノ酸を別々に
置換する構造的および機能的結果を「ルックスルー」することを可能とし、それによって
、規定の領域に特異的なタンパク質の化学的特性は、望ましくないポリペプチド類似体（
すなわち、ＬＴＭ２スキームに従うもの以外のアミノ酸置換を含有する類似体）の生成か
らのいかなる干渉や「ノイズ」からも切り離される（例えば、図１参照）。
【００１１】
　したがって本発明は、ポリペプチドの１つまたは複数の規定の領域における特異的アミ
ノ酸変化の役割の、非常に効率的かつ正確な系統的評価が可能とする。これは、必要とさ
れるポリペプチド類似体の数が大幅に増加するように、したがって望ましくない類似体の
存在も増加するように、２つ以上の規定の領域を（変異させることによって）評価する場
合に特に重要になる。本発明は、この問題を、望ましくない類似体を完全になくすことに
よって、したがって観察されるタンパク質構造または機能のあらゆる変化が所定のアミノ
酸の置換以外の結果であるという可能性をなくすことによって、未然に防ぐ。このように
、タンパク質の同等の多数の領域に、特異的なタンパク質の化学的特性を切り離す効果は
、高い精度および効率で研究されることができる。これは、変異誘発がそのような領域の
相互作用にどのように影響するのか研究し、それによってタンパク質の全体的な構造およ
び機能を改善することを含むことが重要である。
【００１２】
　本発明の特定の実施形態では、本発明の方法は、１つまたは複数の機能的アミノ酸残基
または位置にマッピングされる特定の化学モチーフを特定するのに適切である。そのよう
な化学モチーフに寄与するアミノ酸残基は、１つまたは複数のＣＤＲ領域内でかつ／ある
いは１つまたは複数のポリペプチド内で、例えば抗体重鎖および軽鎖内で、近接したまた
は近接していない１つまたは複数の位置で生ずることができる。本発明の方法は、選択さ
れたアミノ酸位置または規定の領域での関連あるアミノ酸の化学的特性の系統的試験（ま
たは化学的プロファイリング）を可能にするので、化学モチーフをさらに探索することを
可能にする。したがって、一実施形態では、本発明は、所望の化学的特性を特定し、次い
で強化された特性を実現するためにまたは有害な特性を除去するために、関連したまたは
関連していない化学的特性を組み込んだ結果を検討するための方法を提供する。本発明の
方法によるプロファイリングに適した典型的なアミノ酸側鎖の化学的特性は、極性である
、正に帯電した、負に帯電した、疎水性であるアミノ酸側鎖の化学的特性である。一実施
形態では、荷電化学物質は、選択されたアミノ酸残基、位置、または規定の領域での定住
物であることが確認され、その他の荷電アミノ酸は、測定可能な特性の変化が実現される
ように、親アミノ酸の代わりに使用する。好ましい実施形態では、測定可能な特性の変化
は、抗体の強化された特性であり、例えば、改善された抗原結合またはエフェクター機能
である。
【００１３】
　したがって、本発明は、改善された特性を持つ抗体の効率的なスクリーニングのために
、例えば関連する化学的特性を有する選択されたアミノ酸位置／規定の領域に導入された
、関連するアミノ酸側基の化学的特性を含んだ抗体ライブラリーも提供する。
【００１４】
　本発明の別の実施形態では、ポリペプチド類似体のライブラリーは、ポリペプチドの１
つまたは複数の規定の領域をコードする個々のポリヌクレオチドを最初に合成することに
よって、生成され、スクリーニングされるが、この場合ポリヌクレオチドは、一まとめに
した場合、本明細書に記述するルックスルー基準に従う全ての可能な変種ポリヌクレオチ
ドを表す。この方法は、機能的アミノ酸残基（位置）を特定し、非機能的アミノ酸残基（
位置）と区別するのに使用する。変種ポリヌクレオチドの一部は、例えば生体外転写およ
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び翻訳を使用して、かつ／あるいはリボソームディスプレイやファージディスプレイ、細
菌ディスプレイ、酵母ディスプレイ、アレイ化ディスプレイ、または当技術分野で知られ
ている任意のその他の適切なディスプレイ系などのディスプレイ技術を使用して発現させ
る。
【００１５】
　次いで発現したポリペプチドを、結合アッセイまたは酵素／触媒アッセイなどの機能的
アッセイを使用して、スクリーニングし選択する。一実施形態では、ポリペプチドは、ポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドに関して発現し、それによって、ポリペプチド
をコードするポリヌクレオチド配列の特定が可能になる。さらに別の実施形態では、ポリ
ペプチドを、タンパク質の化学的特性を使用して直接合成する。
【００１６】
　本発明のさらに別の実施形態では、ＶＬおよびＶＨＣＤＲアミノ酸配列変種のコンビナ
トリアルベネフィシャルライブラリーを構成する。この第２のライブラリーは、各アミノ
酸変種位置に、野生型アミノ酸に対するコドンおよびその位置に前に特定された有益な変
種アミノ酸のそれぞれに対するコドンを有するコード配列を生成することによって構成さ
れる。
【００１７】
　したがって本発明は、一部にはこのライブラリーが、任意の望ましくない類似体ポリペ
プチドまたはいわゆるノイズを含まないので、スクリーニングに実用的なサイズのポリペ
プチド類似体のライブラリーを生成するのに使用することができる、インテリジェント変
異誘発の方法を提供する。この方法は、ポリペプチドの構造および機能における特異的ア
ミノ酸の役割について研究するのに、また、抗体や結合断片またはその類似体、単鎖抗体
、触媒抗体、酵素、およびリガンドなどの、新しいまたは改善されたポリペプチドを開発
するのに使用することができる。さらにこの方法は、ＬＴＭ２を使用して生成され研究さ
れるポリペプチド類似体の初期サブセットを選択することに用いることができる、先験的
情報の利益、例えばコンピュータモデリングとともに実施されることができる。
【００１８】
　本発明のその他の利点および態様は、下記の説明および実施例から容易に明らかにされ
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　明細書および特許請求の範囲を明確に理解するために、以下の定義を次に示す。
【００２０】
　定義
　本明細書で使用する「類似体」という用語は、１つまたは複数のアミノ酸置換を有する
変種または変異体ポリペプチド（またはそのようなポリペプチドをコードする核酸）を指
す。
【００２１】
　「結合分子」という用語は、基質または標的に結合するタンパク質、ポリペプチド、お
よびペプチドを含めた任意の結合分子を指す。一実施形態では、結合分子は、抗体または
その結合断片（例えばＦａｂ断片）、単一ドメイン抗体、単鎖抗体（例えばｓｃＦｖ）、
またはリガンドに結合することが可能なペプチドである。別の実施形態では、結合分子、
特にＣＤＲ領域を含む結合分子は、その他の抗体、免疫グロブリン、または免疫グロブリ
ン様分子（例えばフィブロネクチン）から得られ、あるいは部分的にまたは全体が合成し
て得られたものである、非伝統的な足場またはフレームワーク領域を含むことができる。
【００２２】
　「規定の領域」という用語は、ポリペプチドの選択された領域を指す。典型的な場合、
規定の領域は、機能的部位、例えばリガンドの結合部位、結合分子もしくは受容体の結合
部位、または触媒部位の、全てまたは一部を含む。規定の領域は、機能的部位の複数の部
分を含んでもよい。例えば規定の領域は、相補性決定領域（ＣＤＲ）、例えば単一ドメイ
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ン結合領域、または抗体の完全重鎖および／もしくは軽鎖可変領域（Ｆｖ）の、全て、一
部、または複数の部分を含むことができる。したがって、機能的部位は、分子の機能的活
性に寄与する単一または複数の規定の領域を含むことができる。
【００２３】
　「機能的アミノ酸」および「非機能的アミノ酸」という用語は、それぞれ、ポリペプチ
ドの測定可能な特性または活性に寄与することが決定される（例えば本発明の方法を使用
して）、ポリペプチド（またはその一部）内のアミノ酸残基（または対応するアミノ酸残
基部分）を指す。したがって、ポリペプチドの活性に影響を与えないことから「コールド
スポット」と呼ばれる非機能的残基または部分に比べ、機能的アミノ酸残基（または対応
する部分）は、ポリペプチドの活性に影響を及ぼす残基または残基部分であるので、「ホ
ットスポット」と呼ばれる。機能的アミノ酸残基（または部分）は、変異誘発に適切であ
るとして、非機能的アミノ酸残基（または部分）と区別される。典型的には、本発明の方
法を抗体分子の調査に利用する場合、例えば抗原結合を変化させるアミノ酸残基を機能的
残基／位置（すなわち、ホットスポット）と見なし、一方、そのような結合を変化させな
い残基を非機能的残基／位置（すなわち、コールドスポット）と呼ぶ。
【００２４】
　「測定可能な特性」という用語は、標準的な技法を使用して測定し、決定し、またはア
ッセイを行うことができる、ポリペプチド（またはその部分）の機能的な特性または活性
を指し、結合活性、キナーゼ活性、触媒活性、熱安定性、または酵素活性が含まれる。抗
原結合ポリペプチド、例えば抗体であるポリペプチドの測定可能な特性には、典型的な場
合、結合特異性、結合活性、結合親和性、Ｆｃ受容体結合、グリコシル化、補体結合、半
減期安定性、可溶性、熱安定性、触媒活性、および酵素活性が含まれる。
【００２５】
　「ルックスルー変異誘発」または「ＬＴＭ」という用語は、ポリペプチドのアミノ酸配
列の規定の領域（またはいくつかの異なる領域）内の、本質的に全ての位置に、所定のア
ミノ酸を導入するための方法を指す。個々には所定のアミノ酸を１つしか持たないが、一
まとめにした場合は規定の領域内の全ての位置に所定のアミノ酸を持つポリペプチド類似
体を含んだポリペプチドライブラリーを生成する。
【００２６】
　「改善されたルックスルー変異誘発」または「ＬＴＭ２」という用語は、機能的アミノ
酸残基（ホットスポット）と非機能的アミノ酸残基（コールドスポット）とが識別または
区別されるように行われたＬＴＭを指す。したがってＬＴＭ２法によれば、ポリペプチド
（またはその部分）内の機能的アミノ酸残基に、所定のアミノ酸を選択的に導入すること
が可能になる。対応するＬＴＭ２ライブラリーは、変化しまたは強化された特性を最も与
え易いアミノ酸変化を有するポリペプチド類似体に富んでいる。ＬＴＭ２は、ＬＴＭの後
に、あるいは所与のアミノ酸残基または残基部分の機能性に関する先験的情報に基づいて
、実施することができる。
【００２７】
　「ライブラリー」という用語は、本発明の方法により変異誘発された２個以上の分子を
指す。ライブラリーの分子は、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ポリヌクレオチドおよ
びポリペプチド、無細胞抽出物中のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの形で、または
ファージ、原核細胞、もしくは真核細胞におけるポリヌクレオチドおよび／もしくはポリ
ペプチドとしての形をとることができる。本発明のライブラリーは、２個以上の分子また
はポリペプチド類似体を含むことができ、例えば約２から１０個、約１０から５０個、約
５０から１０２個、約１０３個、約１０４個、約１０５個、約１０６個、約１０７個、約
１０８個、約１０９個、約１０１０個、約１０１１個、約１０１２個、約１０１３個、ま
たはそれ以上、または前述のいずれかの間隔もしくは範囲を含む。
【００２８】
　「変異誘発」という用語は、アミノ酸配列の変化を指す。これは、変化したアミノ酸配
列をコードすることが可能な核酸（ポリヌクレオチド）を変化させまたは生成することに
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よって、あるいはタンパク質の化学的特性を使用した変性ポリペプチドの直接的な合成に
よって、実現することができる。
【００２９】
　「変異誘発」という用語は、他に特に指示しない限り、ポリヌクレオチドまたはポリペ
プチド配列を変化させるための当技術分野で認識される任意の技法を指す。好ましいタイ
プの変異誘発には、ウォークスルー変異誘発（ＷＴＭ）、ベネフィシャルウォークスルー
変異誘発、ルックスルー変異誘発（ＬＴＭ）、改善されたルックスルー変異誘発（ＬＴＭ
２）、またはこれらの組合せが含まれる。
【００３０】
　「コンビナトリアルベネフィシャル変異誘発」という用語は、最初に所定のＬＴＭアミ
ノ酸変異誘発によって測定可能な特性に変化があることが確認された、ＶＬおよび／また
はＶＨＣＤＲアミノ酸配列変種の変性混合物をコードするコード配列の組合せライブラリ
ーを指す。コンビナトリアルベネフィシャル変異の手法では、ＬＴＭによって確認された
これら有益な変異の組合せであるオリゴヌクレオチドコード配列を生成する。これらの組
合せは、単一ＣＤＲ内での種々の有益な変異、単一抗体鎖内の２つ以上のＣＤＲでの変異
、または種々の抗体鎖内のＣＤＲでの変異の組合せでよい。
【００３１】
　「ポリヌクレオチド」という用語は、ＤＮＡ分子やＲＮＡ分子などの核酸、およびその
類似体を指す（例えば、ヌクレオチド類似体を使用して、または核酸の化学的特性を使用
して生成された、ＤＮＡまたはＲＮＡ）。望みに応じて、ポリヌクレオチドは、例えば当
技術分野で理解されている核酸の化学的特性を使用して合成的に、または例えばポリメラ
ーゼを使用して酵素的に、作製することができる。典型的な修飾には、メチル化、ビオチ
ン化、およびその他の当技術分野で知られている修飾が含まれる。さらに、核酸分子を１
本鎖または２本鎖であることができ、望む場合には、検出可能な部分にリンクされまたは
結合されることができる（例えば共有または非共有）。
【００３２】
　「変種ポリヌクレオチド」という用語は、本発明の対応するポリペプチド類似体（また
はその部分）をコードするポリヌクレオチドを指す。したがって、変種ポリヌクレオチド
は、異なるアミノ酸の発現をもたらすように変化している１つまたは複数のコドンを含有
する。
【００３３】
　「ポリペプチド」という用語は、ペプチド結合によって接合された２つ以上のアミノ酸
、例えばペプチド（例えば、２～５０のアミノ酸残基）、ならびにより長いペプチド配列
、例えば、典型的には５０程度の少ないアミノ酸残基から１０００を超えるアミノ酸残基
のアミノ酸配列を含む、タンパク質配列を指す。
【００３４】
　「プーリング」という用語は、ポリペプチド領域全体のルックスルー変異誘発（ＬＴＭ
）または改善されたルックスルー変異誘発（ＬＴＭ２）を表すライブラリーを形成するた
めの、ポリヌクレオチド変種またはポリペプチド類似体の組合せを指す。分子は、ポリヌ
クレオチドおよび／またはポリペプチドの形をとることができ、サブライブラリーの形で
、固体支持体上の分子として、溶液中の分子として、かつ／または１つまたは複数の生物
体（例えばファージ、原核細胞、または真核細胞）中の分子として共存することができる
。
【００３５】
　「所定のアミノ酸」という用語は、変異誘発させるポリペプチドの規定の領域内の各位
置で、置換のために選択されたアミノ酸残基を指す。これは、所定のアミノ酸を既に（例
えば生来）含有する領域、したがって所定のアミノ酸で置換する必要のない領域内の位置
を含まない。したがって、本発明により生成された各ポリペプチド類似体は、所与の規定
の領域内に「所定のアミノ酸」残基を１つしか含有しない。しかし一まとめにすると、生
成されたポリペプチド類似体のライブラリーは、変異誘発される領域内の各位置に所定の
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アミノ酸を含有し、好ましい実施形態では、機能的であることが決定されたアミノ酸位置
（ホットスポット）である。典型的な場合、所定のアミノ酸は、通常ならアミノ酸の側基
に関連する特定のサイズまたは化学的特性に合わせて選択される。適切な所定のアミノ酸
には、例えば、グリシンおよびアラニン（立体的に小さい）；セリン、トレオニン、およ
びシステイン（求核性）；バリン、ロイシン、イソロイシン、メチオニン、およびプロリ
ン（疎水性）；フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン（芳香性）；アスパ
ラギン酸およびグルタミン酸（酸性）；アスパラギン、グルタミン、およびヒスチジン（
アミド）；ならびにリジンおよびアルギニン（塩基性）が含まれる。非伝統的アミノ酸残
基（例えばホモシステイン）の使用も本発明の範囲内であり、当技術分野で理解される任
意の技法を使用して導入することができる。
【００３６】
　詳細な説明
　タンパク質の研究では、その構造および機能において、あるアミノ酸が極めて重要な役
割を演ずることが明らかにされた。例えば、不連続な数のアミノ酸だけが抗体と抗原との
結合に寄与し、または酵素の触媒現象に関与するようである。
【００３７】
　あるアミノ酸は、タンパク質の活性または機能に極めて重要なことが明らかであるが、
どのアミノ酸が関与し、それらがどのように関与しているのか、またどの置換がタンパク
質の構造または機能を改善することができるのか、明らかにすることは難しい。１つには
、これはポリペプチド内のアミノ酸側鎖の空間配置の複雑さと、機能的部位の形成に寄与
するポリペプチドの異なる部分の相互関係とに起因する。例えば、抗体の可変重鎖および
軽鎖領域の６つのＣＤＲ間の相互関係は、抗原またはリガンド結合ポケットに寄与する。
【００３８】
　選択的（部位特異的）変異誘発や飽和変異誘発などの以前の変異誘発法は、複雑なポリ
ペプチド中の膨大な数の可能性ある変種に鑑みて、タンパク質の構造および機能の研究に
その利用が限定されている。これは特に、大量の望ましくない組合せ、いわゆるノイズの
存在が、所望の組合せにしばしば付随することを考えれば、もっともなことである。
【００３９】
　本発明の方法は、ポリペプチドの構造または機能における、特定のアミノ酸の役割と、
ポリペプチドの規定の領域内での特定のアミノ酸の位置とを評価するための、したがって
改善されたポリペプチドを生成するための、系統的、実用的、および非常に正確な手法を
提供する。
【００４０】
　１．規定の領域の選択
　本発明によれば、タンパク質内の１つまたは複数の規定の領域を、変異誘発を目的とし
て選択する。典型的な場合、これらの領域は、タンパク質の構造または機能に重要と考え
られる。これは例えば、構造的および／または機能的態様が知られているものから推論す
ることができ、または、規定の領域とその他のタンパク質の研究からわかっていることを
比較することから推論することができ、情報のモデリングにより助けることができる。例
えば規定の領域は、機能的部位、例えば結合、触媒、または別の機能において、役割を有
するものにすることができる。一実施形態では、規定の領域は、抗原結合分子の超可変領
域または相補性決定領域（ＣＤＲ）である（図１参照）。別の実施形態では、規定の領域
は、相補性決定領域（ＣＤＲ）の一部である。その他の実施形態では、２つ以上の規定の
領域、例えばＣＤＲまたはその一部を、変異誘発を目的に選択する。
【００４１】
　２．所定のアミノ酸残基の選択
　規定の領域内の置換を目的に選択されたアミノ酸残基は、一般に、問題にされる構造ま
たは機能に関与することで知られているものから選択される。２０個の天然のアミノ酸は
、その側鎖が異なっている。それぞれの側鎖は、それぞれのアミノ酸を独特のものにする
化学的特性の一因となる。結合を変化させまたは新たな結合親和性を生成する目的で、こ
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れら２０個の天然のアミノ酸のいずれかまたは全てを選択することができ、非伝統的アミ
ノ酸残基（例えばホモシステイン）も同様である。したがって、置換ごとに膨大な数の類
似体を生成した以前の変異誘発方法は、２０個のアミノ酸それぞれの置換のタンパク質結
合に及ぼす影響を評価するのに非現実的であった。対照的に本発明の方法は、各アミノ酸
置換ごとに現実的な数の類似体を生成し、したがって、タンパク質の１つまたは複数の分
離領域内で、より様々なタンパク質の化学的特性を評価することが可能になる。
【００４２】
　タンパク質結合とは対照的に、ごく一部のアミノ酸残基だけが、典型的には酵素または
触媒現象に寄与する。例えば側鎖の化学的特性から、選択された数の天然アミノ酸だけが
、優先的に触媒現象に寄与する。アミノ酸側鎖の化学的特性の、そのようなグループ分け
は、特定のアミノ酸残基または位置の化学的プロファイリングに使用するのに適切なアミ
ノ酸残基を選択するのに有用である。これらのアミノ酸は、ＳｅｒやＴｈｒ、Ａｓｎ、Ｇ
ｌｎ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓなどの極性および中性アミノ酸のグループ、荷電アミノ酸、Ａｓｐ
およびＧｌｕ、ＬｙｓおよびＡｒｇ、ならびに、特にアミノ酸Ｈｉｓに属する。その他の
極性および中性の側鎖は、Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、およびＴｙｒのも
のである。Ｇｌｙも、このグループの境界線上にある要素と見なされる。ＳｅｒおよびＴ
ｈｒは、水素結合の形成に重要な役割を演ずる。Ｔｈｒは、β炭素に追加の非対称を有し
、したがって立体異性体の１つだけが使用される。酸アミドＧｌｎおよびＡｓｎも水素結
合を形成することができ、アミド基が水素供与体として機能し、カルボニル基が受容体と
して機能する。Ｇｌｎは、Ａｓｎよりも１つ多いＣＨ２基を有し、そのため極性基がより
柔軟になり、主鎖との相互作用を低下させる。Ｔｙｒは、高いｐＨ値で解離することがで
きる、非常に極性の高いヒドロキシル基（フェノールＯＨ）を有する。Ｔｙｒは、いくら
か荷電側鎖のように振る舞い、その水素結合はかなり強力である。
【００４３】
　中立極性酸は、タンパク質分子の内部のみならず表面にも見られる。内部残基として、
これらは通常、互いにまたはポリペプチド主鎖と共に水素結合を形成する。Ｃｙｓは、ジ
スルフィド架橋を形成することができる。
【００４４】
　ヒスチジン（Ｈｉｓ）は、ｐＫ値が６．０の複素環芳香族側鎖を有する。生理学的ｐＨ
範囲では、溶液から水素イオンをとった後に、そのイミダゾール環を帯電させずまたは帯
電させることができる。これら２つの状態は、容易に得ることが可能であるので、Ｈｉｓ
は、化学反応を触媒するのに実に適している。酵素の活性中心には概ね見られ、例えばセ
リンプロテアーゼに見られる。
【００４５】
　ＡｓｐおよびＧｌｕは、生理学的ｐＨで負に帯電している。その短い側鎖により、Ａｓ
ｐのカルボキシル基は、主鎖に対してかなり強固である。これは、多くの触媒部位にある
カルボキシル基が、なぜＧｌｕによってではなくＡｓｐによって提供されるのかの理由に
なり得る。帯電した酸は、一般に、ポリペプチドの表面に見られる。
【００４６】
　さらに、ＬｙｓおよびＡｒｇが表面に見られる。これらは、類似したエネルギーの複数
の回転異性体を提示する、長く柔軟な側鎖を有する。いくつかの例では、ＬｙｓおよびＡ
ｒｇが、内部塩橋の形成に寄与し、または触媒を助ける。これらはポリペプチドの表面に
さらされるので、Ｌｙｓは、側鎖を修飾しまたはＬｙｓ残基のカルボニル末端でペプチド
鎖を切断する酵素によって、より頻繁に認識される残基である。
【００４７】
　アミノ酸側基の化学的特性に応じて、所定のアミノ酸残基を選択することができるが、
所望の側基の化学的特性の欠如は、所定のアミノ酸として使用するためにアミノ酸残基を
除外するための基準にすることができる。例えばアラニンなどの、立体的に小さくかつ化
学的に中性のアミノ酸は、所望の化学的特性をなくすためにルックスルー変異誘発から除
外することができる。
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【００４８】
　３．ポリペプチド類似体ライブラリーの合成
　一実施形態では、ポリペプチド類似体のライブラリーは、ポリペプチドの規定の領域を
コードしかつ所定のアミノ酸に対して１つのコドンしか持たない個々のオリゴヌクレオチ
ドを合成することによって、スクリーニングを目的に生成する。これは、オリゴヌクレオ
チド内の各コドン位置に、野生型ポリペプチドの合成に必要とされるコドンまたは所定の
アミノ酸に対するコドンを組み込むことによって、実現される。これは、各オリゴヌクレ
オチドごとに、複数の変異ではなく１つの変異だけが形成される点が、飽和変異誘発、ラ
ンダム変異誘発、またはウォークスルー変異誘発で生成されたオリゴヌクレオチドとは異
なっている。
【００４９】
　オリゴヌクレオチドを個々に生成し、次いで望みに応じて混合しまたはプールすること
ができる。野生型配列のコドンと所定のアミノ酸に対するコドンとが同じである場合、置
換は行われない。
【００５０】
　したがって、規定の領域内のアミノ酸位置の数は、作製されるオリゴヌクレオチドの最
大数を決定することになる。例えば、５つのコドン位置が所定のアミノ酸と共に変化する
場合、野生型アミノ酸配列を表す５つのポリヌクレオチドと１つのポリヌクレオチドを合
わせたものが合成される。２つ以上の領域を、同時に変化させることができる。一実施形
態では、変異誘発された規定の領域内のアミノ酸残基（位置）は、機能的アミノ酸残基（
位置）である。別の実施形態では、機能的アミノ酸残基（位置）だけが変異誘発される。
【００５１】
　ライブラリーを生成するためのオリゴヌクレオチドの混合物は、ＤＮＡ合成の既知の方
法によって、容易に合成することができる。好ましい方法では、固相βシアノエチルホス
ホラミダイトの化学的特性を使用する。米国特許第４７２５６７７号を参照されたい。便
宜上、ヌクレオチドの指定試薬容器を含んだ自動ＤＮＡ合成のための機器を使用すること
ができる。ポリヌクレオチドは、より大きい遺伝子コンテキストへの、例えば規定の領域
を表すポリヌクレオチドの導入またはアセンブリを促進させる、制限部位またはプライマ
ーハイブリダイゼーション部位を含有するように合成してもよい。
【００５２】
　合成されたポリヌクレオチドは、標準的な遺伝子工学技法を使用することによって、変
異誘発されているポリペプチドのより大きい遺伝子コンテキストに挿入することができる
。例えばポリヌクレオチドは、制限酵素のフランキング認識部位を含有するように作製す
ることができる。Ｃｒｅａ，Ｒ．の米国特許第４８８８２８６号を参照されたい。認識部
位は、天然に存在する認識部位に対応するように設計され、またはその領域をコードする
ＤＮＡに近接する遺伝子に導入される。２本鎖形態に変換させた後、ポリヌクレオチドを
、標準的な技法によって遺伝子にライゲーションする。適切なベクター（例えば、ファー
ジベクター、プラスミドを含む）を用いることにより、遺伝子を、変異体ポリペプチドの
発現に適した無細胞抽出物、ファージ、原核細胞、または真核細胞に導入することができ
る。
【００５３】
　変異誘発されるポリペプチドのアミノ酸配列がわかっている場合、またはＤＮＡ配列が
わかっている場合は、遺伝子合成が、可能性ある手法である。例えば部分的に重なり合っ
ているポリヌクレオチド、典型的にはその長さが約２０～６０のヌクレオチドを設計する
ことができる。次いで内部ポリヌクレオチドを、その相補的パートナーにリン酸化しアニ
ールすることにより、さらなるアニーリングに有用な、１本鎖伸長部を持った２本鎖ＤＮ
Ａ分子が与えられる。次いで、アニールされた対を一緒に混合し、ライゲーションして、
完全長２本鎖分子を形成する（例えば、図８参照）。都合のよい制限部位を、適切なベク
ターにクローニングするために、合成遺伝子の端部付近に設計することができる。完全長
分子は、これらの酵素で切断され、適切なベクターにライゲーションすることができる。
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都合のよい制限部位は、変異誘発性カセットの導入を促進させるために、合成遺伝子の配
列に組み込むこともできる。
【００５４】
　完全長２本鎖遺伝子を表すポリヌクレオチドを合成する代替例として、その３’末端で
部分的に重なり合うポリヌクレオチド（すなわち相補的３’末端を持つ）をギャップ構造
に組み立て、次いで適切なポリメラーゼを充填して、完全長２本鎖遺伝子を作製すること
ができる。典型的な場合、重複ポリヌクレオチドは、ヌクレオチド４０～９０個の長さで
ある。次いで伸長したポリヌクレオチドのライゲーションを行う。都合のよい制限部位を
、クローニングの目的で端部および／または内部に導入することができる。適切な１種ま
たは複数の制限酵素による消化の後、遺伝子断片を適切なベクターにライゲーションする
。あるいは、遺伝子断片を、適切なベクターにブラントエンドライゲーションする。
【００５５】
　これらの手法では、遺伝子アセンブリの後に、都合のよい制限部位が利用可能である場
合（天然のまま、または設計製作して）、カセットを適切なベクターにクローニングする
ことによって、変性ポリヌクレオチドを順次導入することができる。あるいは、変性ポリ
ヌクレオチドを遺伝子アセンブリ段階に組み込むことができる。例えば、遺伝子の両方の
鎖を完全に化学的に合成する場合、重複および相補的変性ポリヌクレオチドを生成するこ
とができる。相補対は、互いにアニールされる。
【００５６】
　部分的に重複するポリヌクレオチドを遺伝子アセンブリに使用する場合、一組の変性ヌ
クレオチドを、ポリヌクレオチドの一方の代わりに直接組み込むこともできる。適切な相
補鎖は、ポリメラーゼによる酵素伸長によって、他方の鎖からの一部相補的なポリヌクレ
オチドから、伸長反応中に合成する。合成段階での変性ポリヌクレオチドの組込みは、遺
伝子の複数のドメインまたは規定の領域が変異誘発される部位におけるクローニングも簡
略化する。
【００５７】
　別の手法では、興味ある遺伝子が、１本鎖プラスミド上に存在する。例えば遺伝子は、
ヘルパーファージの使用とともに１本鎖分子の増殖を可能とするファージベクターまたは
線維状ファージ複製開始点を持つベクターにクローニングすることができる。１本鎖鋳型
を、所望の変異を示す一組の変性ポリヌクレオチドと共にアニールし、伸長し、ライゲー
ションすることができ、したがって、各類似体の鎖が、適切な宿主に導入することができ
る分子集団に組み込まれる（Ｓａｙｅｒｓ，Ｊ．Ｒ．他，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．１６：７９１～８０２（１９８８））。この手法は、複数のドメインが変異誘発
を目的に選択される、複数のクローニングステップを回避することができる。
【００５８】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法も、ポリヌクレオチドを遺伝子に組み込むのに使用
することができる。例えばポリヌクレオチドそのものを、伸長のためのプライマーとして
使用することができる。この手法では、規定の領域（またはその一部）に対応する変異誘
発性カセットをコードするポリヌクレオチドが、少なくとも部分的に互いに相補的であり
、ポリメラーゼを使用して、例えばＰＣＲ増幅を使用して、大きい遺伝子カセットが形成
されるように伸長させることができる（例えば、図２参照）。
【００５９】
　ライブラリーのサイズは、変異誘発される領域の長さおよび数と、変異誘発される領域
内のアミノ酸に応じて様々に異なる。好ましくはライブラリーは、１０１５、１０１４、
１０１３、１０１２、１０１１、１０１０、１０９、１０８、１０７未満、そしてより好
ましくは１０６以下のポリペプチド類似体を含有するように設計される。
【００６０】
　上記の説明は、対応するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを変化させること
による、ポリペプチドおよびポリペプチドのライブラリーの変異誘発を中心とした。しか
し本発明の範囲は、タンパク質の化学的特性を使用して所望のポリペプチド類似体を直接
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合成することによる、ポリペプチドを変異誘発させる方法も包含することが理解される。
この手法を実施する際、得られるポリペプチドは、ポリヌクレオチド中間体の使用をなく
したこと以外、本発明の特徴を依然として包含したままである。
【００６１】
　上述のライブラリーの場合、ポリヌクレオチドおよび／または対応するポリペプチドの
形をとろうととらなかろうと、ライブラリーを、当技術分野で理解されている技法を使用
して、マイクロチップなどの固体支持体に結合してもよく、好ましくは配列できることが
理解される。
【００６２】
　４．発現およびスクリーニング系
　上記の技法またはその他適切な技法のいずれによっても生成されたポリヌクレオチドの
ライブラリーは、所望の構造および／または活性を有するポリペプチド類似体が特定され
るように、発現されスクリーニングされることができる。ポリペプチド類似体の発現は、
無細胞抽出物ディスプレイ系（例えばリボソームディスプレイおよびアレイ（例えばマイ
クロアレイまたはマクロアレイ）ディスプレイ系）、細菌ディスプレイ系、ファージディ
スプレイ系、原核細胞、および／または真核細胞（例えば酵母ディスプレイ系）を含むが
これらに限定することのない、当技術分野で知られている任意の適切な発現ディスプレイ
系を使用して、実施することができる。
【００６３】
　一実施形態では、無細胞抽出物中で発現することができる鋳型として働くように、ポリ
ヌクレオチドを設計製作する。例えば、米国特許第５３２４６３７号、第５４９２８１７
号、第５６６５５６３号に記載されるベクターおよび抽出物を使用することができ、多く
は市販されている。ポリヌクレオチド（すなわち遺伝子型）をポリペプチド（すなわち表
現型）に結合するリボソームディスプレイおよびその他の無細胞技法、例えばＰｒｏｆｕ
ｓｉｏｎ（商標）を使用することができる（例えば、米国特許第６３４８３１５号、第６
２６１８０４号、第６２５８５５８号、および第６２１４５５３号参照）。
【００６４】
　あるいは、本発明のポリヌクレオチドは、ＰｌｕｃｋｔｈｕｎおよびＳｋｅｒｒａによ
り記述されるように（Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ａ．およびＳｋｅｒｒａ，Ａ．Ｍｅｔｈ．Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．１７８：４７６～５１５（１９８９）；Ｓｋｅｒｒａ，Ａ．他，Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：２７３～２７８（１９９１））、細菌性のＥ．ｃｏｌｉ発現系
などの都合のよい原核生物の発現系で発現させることができる。変異体タンパク質は、Ｍ
．ＢｅｔｔｅｒおよびＡ．Ｈｏｒｗｉｔｚ，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１７８：４７６
（１９８９）に記載されるように、培地中および／または細菌の細胞質中での分泌を目的
に、発現させることができる。一実施形態では、ＶＨおよびＶＬをコードする単一ドメイ
ンが、シグナル配列、例えばｏｍｐＡやｐｈｏＡ、またはｐｅｌＢシグナル配列などをコ
ードする配列の３’末端に、それぞれ結合する（Ｌｅｉ，Ｓ．Ｐ．他，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒ
ｉｏｌ．１６９：４３７９（１９８７））。これらの遺伝子融合は、ジシストロニックな
構成に組み立てられ、したがって遺伝子融合は、単一のベクターから発現することができ
、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の細胞膜周辺腔に分泌され、そこでリフォールディングし、活
性な形で回収することができる（Ｓｋｅｒｒａ，Ａ．他，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
９：２７３～２７８（１９９１））。例えば抗体重鎖遺伝子は、抗体軽鎖遺伝子と同時に
発現して、抗体または抗体断片を生成することができる。
【００６５】
　さらに別の実施形態では、ポリヌクレオチドは、例えば米国特許第６４２３５３８号、
第６３３１３９１号、および第６３０００６５号に記載されるように、例えば酵母ディス
プレイを使用して、酵母などの真核細胞内で発現することができる。この手法では、ライ
ブラリーのポリペプチド類似体を、酵母表面に発現し表示されるポリペプチドに融合させ
る。哺乳動物細胞、例えば骨髄腫細胞やハイブリドーマ細胞、またはチャイニーズハムス
ター卵巣（ＣＨＯ）細胞など、本発明のポリペプチドを発現させるその他の真核細胞も、
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使用することができる。典型的な場合、哺乳動物細胞中に発現させるときのポリペプチド
類似体は、培地中に発現するように、またはそのような細胞の表面に発現するように設計
される。抗体または抗体断片は、例えば、抗体分子全体として、または個々のＶＨおよび
ＶＬ断片、Ｆａｂ断片、単一ドメインとして、または単鎖抗体（ｓｃＦＶ）として生成す
ることができる（Ｈｕｓｔｏｎ，Ｊ．Ｓ．他，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　８５：５８７９～５８８３（１９８８）参照）。
【００６６】
　発現したポリペプチド類似体（または直接合成によって生成されたポリペプチド）のス
クリーニングは、任意の適切な手段によって行うことができる。例えば結合活性は、標準
的な免疫アッセイおよび／または親和性クロマトグラフィにより評価することができ、触
媒活性は、基質変換に適したアッセイにより確認することができる。タンパク質分解機能
に関する本発明のポリペプチド類似体のスクリーニングは、例えば米国特許第５７９８２
０８号に記載されている標準的なヘモグロビンプラークアッセイを使用して、実現するこ
とができる。
【００６７】
　５．コンピュータモデリングにより支援される、改善されたルックスルー変異誘発
　本発明のルックスルー変異誘発は、所望の改善された機能を有する類似体が生成される
可能性が増すように、ポリペプチド類似体に関する構造的またはモデリング情報を利用し
て実施してもよい。構造的またはモデリング情報は、規定の領域内に導入されるように所
定のアミノ酸の選択を導くのに使用することもできる。さらに、本発明のポリペプチド類
似体で得られた実際の結果は、繰り返し作製されスクリーニングされる後続のポリペプチ
ドの選択（または排除）を導くことができる。したがって、構造またはモデリング情報は
、本発明で使用されるポリペプチド類似体の初期サブセットを生成するのに使用すること
ができ、それによって、改善されたポリペプチドの生成効率が高まる。
【００６８】
　特定の実施形態では、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏモデリングを使用して、不十分なまたは望ま
しくない構造および／または機能を有することが予測される、任意のポリペプチド類似体
が生成されないようにする。この方法では、生成されるポリペプチド類似体の数を急激に
減少させることができ、それによって、後続のスクリーニングアッセイの信号対雑音比が
高まる。特定の実施形態では、機能的アミノ酸残基（位置）またはホットスポットが、変
異誘発に適切であるとされるのに対し、非機能的アミノ酸残基（位置）またはコールドス
ポットは、排除される。別の特定の実施形態では、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏモデリングが、関
連あるソースから、例えば遺伝子およびタンパク質配列、３次元データベースから、かつ
／または前に試験をした類似体結果からの、追加のモデリング情報によって継続的に更新
され、したがってｉｎ　ｓｉｌｉｃｏデータベースは、その予測能力がより正確になる。
【００６９】
　さらに別の実施形態では、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏデータベースに、前に試験をしたポリペ
プチド類似体のアッセイの結果が提供され、アッセイの１つまたは複数の基準に基づいて
、その類似体を応答物または非応答物に分類し、例えば、十分に結合しもしくはそれほど
十分には結合していないポリペプチド類似体、または酵素的／触媒的でありもしくはそれ
ほど酵素的／触媒的ではないものとして分類する。この方法では、本発明の変異誘発は、
機能的応答の範囲を特定の構造情報と同一視することができ、そのような情報を使用して
、試験がなされる将来のポリペプチド類似体の生成を誘導することができる。したがって
、この方法は、ホットスポットを変異誘発の目標とすることによって、結合親和性（例え
ば特異性）、安定性（例えば半減期）、および／またはエフェクター機能（例えば補体活
性化およびＡＤＣＣ）などの特定の機能に関して抗体または抗体断片をスクリーニングす
るのに特に適している。したがって、ある領域内の非隣接残基の変異誘発は、例えばｉｎ
　ｓｉｌｉｃｏモデリングを通して、その領域のある残基が所望の機能に寄与しないこと
がわかっている場合、望ましいものとすることができる。規定の領域間の等位構造および
空間相互関係、例えばポリペプチドの規定の領域内の機能的アミノ酸残基、例えば導入さ
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れた所定のアミノ酸を考えることができ、モデリングすることができる。そのようなモデ
リング基準には、例えば、アミノ酸残基側基の化学的特性、原子間距離、結晶学的データ
などが含まれる。したがって、生成されるポリペプチド類似体の数を、情報処理により最
小限に抑えることができる。
【００７０】
　好ましい実施形態では、上記ステップの１つまたは複数が、コンピュータにより支援さ
れる。この方法も、部分的にまたは全体的に、デバイス、例えばコンピュータ駆動型デバ
イスにより実施するのに適している。したがって、部分的にまたは全体的に、この方法を
実施するための指示を、この指示を実行する電子デバイスでの使用に適した媒体に付与す
ることができる。つまり本発明の方法は、ソフトウェア（例えばコンピュータで読取り可
能な指示）およびハードウェア（例えばコンピュータ、ロボティクス、およびチップ）を
含む高スループット手法に修正可能である。
【００７１】
　６．複数の規定の領域のコンビナトリアルケミストリーの調査
　本発明は、ポリペプチドのいくつかの異なる領域またはドメインの変異誘発による評価
を同時に可能にする、重要な利点を提供する。これは、各領域内の同じかまたは異なる所
定のアミノ酸を使用して行うことができ、ポリペプチドの折り畳みによって機能部位（例
えば、抗体の結合部位または酵素の触媒部位）が構成されるように関連付けられる領域な
ど、高次構造的に関係ある領域でのアミノ酸置換の評価が可能になる。このため、新たな
または改善された機能的部位を生成する、効率的な方法が提供される。
【００７２】
　例えば、抗原結合部位（Ｆｖ領域）の独自の態様を構成する抗体の６つのＣＤＲを、Ｖ
ＨまたはＶＬ鎖内で、同時にまたは別々に変異誘発させることができ、それによって、こ
の部位で選択されたアミノ酸の３次元相互関係を調査する。一実施形態では、３つ以上の
規定の領域、好ましくは６つの規定の領域、例えば、抗体重鎖および軽鎖可変領域の６つ
のＣＤＲのコンビナトリアルケミストリーを、ルックスルー変異誘発を使用して体系的に
調査する。ＣＤＲ上でルックスルー変異誘発を行うには、典型的には３、４、５、６、７
、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１
、２２、２３、２４、２５、またはそれ以上のアミノ酸位置を変化させる。次いで機能的
アミノ酸残基を非機能的アミノ酸残基と区別し、さらなる変異誘発に適切であることを確
認する。
【００７３】
　したがって本発明は、多くの異なるタイプの新規なおよび改善されたポリペプチドの設
計に関して、新たな可能性を開くものである。この方法は、タンパク質の既存の構造また
は機能を改善するのに使用することができる。例えば、抗体もしくは抗体断片の結合部位
を導入することができ、または、前から存在する抗原との親和性、エフェクター機能、お
よび／もしくは安定性が改善される。あるいは、追加の「触媒的に重要な」アミノ酸を、
酵素の触媒ドメインに導入することができ、その結果、基質に対して修正されまたは強化
された触媒活性が得られる。あるいは、完全に新しい構造、特異性、または活性を、ポリ
ペプチドに導入することができる。酵素活性の新規の合成も、実現することができる。新
しい構造は、本発明の方法により、関係ある領域（例えば機能的アミノ酸残基（位置））
だけを変異させることによって、既存のタンパク質の天然のまたはコンセンサスな「足場
」上に構築されることができる。
【００７４】
　７．新たなまたは改善された抗体を作製するための、改善されたルックスルー変異誘発
（ＬＴＭ２）
　本発明の方法は、抗体分子を修飾するのに特に有用である。本明細書で使用する抗体分
子または抗体は、完全長抗体、Ｆｖ分子、またはその他の抗体断片、個々の鎖またはその
断片（例えば、Ｆｖの単鎖）、単鎖抗体（例えばｓｃＦｖ）、およびキメラ抗体などの、
抗体またはその部分を指す。変性は、抗体の可変領域および／またはフレームワーク（定
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常）領域に導入される。可変領域の修飾は、より良好な抗原結合特性、望む場合には触媒
特性を持つ抗体を生成することができる。フレームワーク領域の修飾は、化学－物理学的
特性、例えば商業生産で特に有用な溶解度または安定性（例えば半減期）、生物学的利用
能、エフェクター機能（例えば補体活性化および／またはＡＤＣＣ）、および抗原に対す
る結合親和性（例えば特異性）などの改善ももたらすことができる。典型的な場合、変異
誘発は、抗体分子のＦｖ領域、すなわち２つの鎖であってその１つが重鎖（ＶＨ）からの
ものであり、１つが軽鎖（ＶＬ）からのものである可変領域で構成された、抗原結合活性
に寄与する構造を標的にする。特に、変異誘発は、抗体の測定可能な特性（例えば抗原結
合、Ｆｃ受容体結合など）に寄与することが決定された機能的アミノ酸残基（位置）を標
的にする。所望の抗原結合特性が確認されたら、可変領域を、ＩｇＧやＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩｇＤ、またはＩｇＥなどの、適切な抗体クラスに設計製作することができる。
【００７５】
　８．触媒／酵素ポリペプチドを作製し／改善するための、改善されたルックスルー変異
誘発（ＬＴＭ２）
　本発明の方法は、触媒タンパク質、特に触媒抗体の設計にも、特に適している。現在、
触媒抗体は、標準的な体細胞融合技法を適用することによって調製することができる。こ
のプロセスでは、遷移状態に結合しかつ反応を触媒する抗体の生成を誘発させる、所望の
基質の遷移状態に似た抗原で、動物が免疫化される。抗体生成細胞は動物から収集され、
不死化細胞に融合され、ハイブリッド細胞を生成する。次いでこれらの細胞を、反応を触
媒する抗体の分泌に関してスクリーニングする。このプロセスは、基質の遷移状態の類似
体の利用可能性に依存する。このプロセスは、ほとんどの場合、そのような類似体を特定
しまたは合成することが困難になり易いので、制約を受ける可能性がある。
【００７６】
　本発明の方法は、遷移状態の類似体の必要性をなくす、異なる手法を提供する。本発明
の方法によれば、抗体は、適切なアミノ酸を免疫グロブリンの結合部位（Ｆｖ領域）に導
入することによって、触媒作用により作製することができる。抗原結合部位（Ｆｖ）領域
は、６つの超可変（ＣＤＲ）ループ、すなわち免疫グロブリン重鎖（Ｈ）から得られた３
つと軽鎖（Ｌ）から得られた３つで構成され、これらは各サブユニット内でβ鎖を接続し
ている。ＣＤＲループのアミノ酸残基は、各特異的モノクローナル抗体の結合特性に、ほ
ぼ完全に寄与している。例えば、セリンプロテアーゼの後にモデル化された触媒の３元要
素（アミノ酸残基セリン、ヒスチジン、およびアスパラギン酸を含む）は、基質分子との
親和性がわかっておりかつ基質のタンパク質分解活性に関してスクリーニングされる抗体
の、Ｆｖ領域の超可変セグメント内で生成することができる。好ましい実施形態では、抗
体の測定可能な特性、例えば触媒活性に寄与することが決定された、機能的アミノ酸残基
（位置）を標的とする。
【００７７】
　特に本発明の方法は、オキシドレダクターゼ、トランスフェラーゼ、ヒドロラーゼ、リ
アーゼ、イソメラーゼ、およびリガーゼを含めた多くの異なる酵素または触媒抗体を生成
するのに使用することができる。これらの種類の中で、特に重要なのは、改善されたプロ
テアーゼ、カルボヒドラーゼ、リパーゼ、ジオキシゲナーゼ、およびペルオキシダーゼで
ある。本発明の方法によって調製することができる、これらおよびその他の酵素は、保健
医療、化粧品、食品、醸造、洗浄剤、環境（例えば廃水処理）、農業、なめし、織物、お
よびその他の化学プロセスにおける、酵素変換という重要な商業的用途がある。これらに
は、診断および治療の用途、脂肪、炭水化物、およびタンパク質の変換、有機汚染物質の
分解、および化学物質の合成が含まれるが、これらに限定されるものではない。例えば、
線維素溶解活性、またはウイルスコートタンパク質などの感染力に必要なウイルス構造に
対する活性を持つプロテアーゼが、設計製作されうる。そのようなプロテアーゼは、有用
な抗血栓剤、または例えばＨＩＶ、ライノウイルス、インフルエンザまたは肝炎などのウ
イルスに対する抗ウイルス剤になり得る。オキシゲナーゼ（例えばジオキシゲナーゼ）、
すなわち芳香環およびその他の二重結合の酸化のための補助因子が必要な種類の酵素の場
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合、バイオパルピングプロセスでの工業的用途、バイオマスから燃料またはその他の化学
物質への変換、廃水汚染物質の変換、石炭のバイオプロセシング、および有害な有機化合
物の無毒化が、新規なタンパク質の可能性ある適用例である。前述の事項に関する改善点
の確認は、これらの改善点が求めている所望の活性または特性に寄与する傾向が強い、機
能的アミノ酸残基（位置）を優先的に標的とすることによって、本発明により迅速になさ
れる。
【００７８】
　９．コンビナトリアル変異誘発法
　コンビナトリアルベネフィシャル変異法では、ＬＴＭによって確認される有益な変異の
組合せを表すコード配列を生成する。これらの組合せは、単一ＣＤＲ内の種々の有益な変
異、単一抗体鎖内の２つ以上のＣＤＲでの変異、または種々の抗体鎖のＣＤＲでの変異の
組合せでよい。
【００７９】
　あるコンビナトリアル法は、ＣＤＲ内で選択されたコドン置換が、ＬＴＭによって確認
された種々の有益なアミノ酸置換であることを除き、ＷＴＭ法に似ている。したがって、
抗体ＣＤＲ内の全ての残基位置が変異を有するとは限らず、いくつかの位置は、その位置
で置換された複数の異なるアミノ酸を有することになる。全体的に、ＣＤＲまたは抗体鎖
内の有益な変異の組み合わせは、全てではないとしてもその多くが、ライブラリー中のコ
ード配列の少なくとも１つによって表されることになる。表１に示すように、このコード
配列ライブラリーは、可変コード領域内の異なる位置のそれぞれに単一のアミノ酸に対す
る複数のコドンを配置する代わりに、導入されるコドンがＬＴＭ法で検出される有益な変
異の全てに対応するものであること以外、ＷＴＭ法を修正することによって作成すること
ができる。このライブラリーのサイズを管理可能に維持するために、変異を、２つの重鎖
または軽鎖の一方のみに限定することができる。
【００８０】
　第２の手法では、単一のＣＤＲ領域を含有し、かつＣＤＲ内の有益な変異の組合せ全て
をコードするコドン変種を有する個々の遺伝子断片が、例えば遺伝子シャッフリング法に
より再構成されて、所与の鎖の全てのＣＤＲ内または両方の鎖の全てのＣＤＲ内に有益な
変異の組合せを有するＶＬおよびＶＨ鎖コード配列を提供する。
【００８１】
　変異のコンビナトリアルライブラリーは、参照によりその全てが本明細書に援用される
、米国特許出願２００３／００５４３９Ａ１および米国特許第６３６８８６１号、および
（Ｓｔｅｍｍｅｒ　ＷＰ（１９９４）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　９１（２
２）：１０７４７－５１）に詳述されているような、既知の遺伝子シャッフリング法によ
って生成してもよい。この方法では、収集され混合された変異クローンの限定されたＤＮ
ａｓｅ　Ｉ消化が行われ、それによって、様々な所定サイズ（例えば５０～２５０塩基対
）の一組のランダム遺伝子断片を生成する。次いでこれらの断片を、最初に変性させ、次
いで様々な個別の断片を、相同的相補領域をベースにして再び結合させる。この手法にお
いて、復元された断片は、種々の混合された変異ＣＤＲを、再結合されたセグメントに組
み込むことができ、次いでこれを上述のＳＯＥ－ＰＣＲにより伸長させ、次いで再結合さ
せたキメラは、最低限でも少なくとも、親ＤＮＡソースドナーのそれぞれから二組の有益
なＣＤＲ混合変異を組み込むことができる。
【００８２】
　本発明を、限定するものと解釈すべきでない下記の実施例において、さらに例示する。
【実施例】
【００８３】
　この実施例全体を通し、他に特に指示しない限り、下記の材料および方法を使用した。
【００８４】
　材料および方法
　一般に、本発明の実施に際しては、他に特に指示しない限り、当業者の範囲内でありか
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つ文献で説明されている従来の化学、分子生物学、組換えＤＮＡ技術、ＰＣＲ技術、免疫
学（特に、例えば抗体技術）、発現系（例えば無細胞発現、ファージディスプレイ、リボ
ソームディスプレイ、およびＰｒｏｆｕｓｉｏｎ（商標））、および任意の必要な細胞培
養の技法を用いる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ
，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９）；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，第１および２巻
（Ｄ．Ｎ．Ｇｌｏｖｅｒ編，１９８５）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編，１９８４）；ＰＣＲ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂｅ
ａｕｃａｇｅ編，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ（１９９９）（編者）；Ｏｘｆｏｒｄ
　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｎｅｉｄ
ｌｅ編，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ　Ｐｒｅｓｓ（１９９９）；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｉｎ
ｎｉｓ他，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９０）；ＰＣＲ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ：Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｂｕｒｋｅ編，Ｊ
ｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎ　Ｌｔｄ（１９９６）；Ｔｈｅ　ＰＣＲ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅ：ＲＴ－ＰＣＲ，Ｓｉｅｂｅｒｔ編，Ｅａｔｏｎ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．（１９９８）；Ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ），５１０，Ｐａｕｌ，Ｓ．，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ
（１９９６）；Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ，１６９）Ｍ
ｃＣａｆｆｅｒｔｙ編，Ｉｒｌ　Ｐｒ（１９９６）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗ他，Ｃ．Ｓ．Ｈ．Ｌ．Ｐｒｅｓｓ，Ｐｕｂ
．（１９９９）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ編．Ａｕｓｕｂｅｌ他，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ（１９９２）；Ｌ
ａｒｇｅ－Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，Ｌｕｂｉｎｉｅｃｋｉ，Ａ．編，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｐｕｂ．，（
１９９０）Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．Ｃ
．Ｂａｒｂａｓ（編），ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ（２００１）；Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｈａ
ｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ，ＰＯ’Ｂｒｉｅｎ（編），Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ（２００１
）；Ｂｏｒｄｅｒ他，Ｙｅａｓｔ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｆｏｒ　ｓｃｒｅ
ｅｎｉｎｇ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ　ｌｉｂｒａｒｉｅ
ｓ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１５（６）：５５３－７（１９９７）
；Ｂｏｒｄｅｒ他，Ｙｅａｓｔ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｆｏｒ　ｄｉｒｅｃ
ｔｅｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｆｆｉ
ｎｉｔｙ，ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．，３２８：
４３０－４４（２０００）；Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ他の米国特許第６３４８３１５号に記載
されているリボソームディスプレイ、およびＳｚｏｓｔａｋ他の米国特許第６２５８５５
８号；第６２６１８０４号；および第６２１４５５３号に記載されているＰｒｏｆｕｓｉ
ｏｎ（商標）を参照されたい。
【００８５】
　試験遺伝子の構成
　オボアルブミン野生型Ｆａｂ配列を、ＰＣＲおよび適切なプライマー（配列番号１１お
よび１２）およびＶＨオリゴヌクレオチド（配列番号１３～１４）を使用してｓｃＦｖを
構成するために、ＶＬおよびＶＨ部分（それぞれ配列番号１および２）の鋳型として使用
した。ＰＣＲ反応は、１０ｕＭオリゴヌクレオチドストックをそれぞれ２μｌ、Ｐｆｘ　
ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／μｌ）０．５μｌ、Ｐｆｘ緩衝液５μｌ、１０ｍＭ　ｄ
ＮＴＰ　１μｌ、５０ｍＭ　ＭｇＳＯ４　１μｌ、ここで３７．５μｌ　のｄＨ２０を用
い９４Ｃで２分、その後、９４Ｃで３０秒、５０Ｃで３０秒、６８Ｃで１分を２４サイク
ル、その後、６８Ｃで５分間インキュベーション、からなった。オリゴヌクレオチドは、
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Ｓｙｎｇｅｎ　Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｃａｒｌｏｓ，ＣＡ）製の３９００オリゴシンセサイ
ザで合成された。
【００８６】
　次いで上記ＶＬおよびＶＨＰＣＲ反応混合物を、個別に抽出し、精製し（Ｑｉａｇｅｎ
　ＰＣＲ精製キット、製造元の取扱説明書に従う）、各反応混合物の一定分量（１μｌ）
を合わせて新しい試験管に入れた。ＶＨ逆方向オリゴヌクレオチド（配列番号１４）の３
’末端およびＶＬ順方向オリゴヌクレオチド（配列番号１１）の５’末端にリンカー配列
を用いて、相補的結合は単一重複伸長ＰＣＲ（ＳＯＥ－ＰＣＲ）アセンブリ反応を可能と
し、それにより、完全長オボアルブミンｓｃＦｖを生成した。オボアルブミンｓｃＦｖ　
ＰＣＲ反応混合物を抽出し、精製して（Ｑｉａｇｅｎ）、引き続きＥｃｏＲ　ＩおよびＮ
ｏｔ　Ｉエンドヌクレアーゼ消化を行った（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、
製造業者の指示に従う）。完全長オボアルブミンｓｃＦｖをｐＹＤ１ベクターにサブクロ
ーニングし、配列決定して、上記ＰＣＲから変異、欠失、または挿入が導入されていない
（配列暗号１８）ことを確認する。配列が確認された後、完全長ＶＨおよびＶＬオボアル
ブミンは、ＬＴＭライブラリーを構築する後続の戦略のため、野生型鋳型としての働きを
する。
【００８７】
　追加のＰＣＲ条件およびプライマーの設計
　Ｔ１およびＴ２　ＰＣＲに関する反応条件は、１０ｕＭオリゴヌクレオチド混合物を５
μｌ、Ｐｆｘ　ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／μｌ）を０．５μｌ、Ｐｆｘ緩衝液（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を５μｌ、１０ｍＭ　ｄＮＴＰを１μｌ、５０ｍＭ　ＭｇＳＯ４を
１μｌ、および３７．５μｌ　のｄＨ２０を９４Ｃで２分、その後、９４Ｃで３０秒、５
０Ｃで３０秒、６８Ｃで１分を２４サイクル実施し、次いで６８Ｃで５分間インキュベー
トする。反応は、プログラム可能なサーモサイクラー（ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）を使用
して行う。Ｔ１およびＴ２　ＰＣＲ反応をゲル精製し（Ｑｉａｇｅｎ）、両方からの等モ
ルの一定分量を合わせて、ＳＯＥ－ＰＣＲにかけた。
【００８８】
　ＳＯＥ－ＰＣＲは、制限部位、制限エンドヌクレアーゼ、またはＤＮＡリガーゼを必要
としない、ＤＮＡ断片を組み合わせるための迅速で簡単な方法である。Ｔ１およびＴ２　
ＰＣＲ産物は、ハイブリダイズし完全長ＬＴＭオボアルブミンｓｃＦｖ遺伝子を生成する
（図２および４）ＰＣＲ伸長を可能にする末端重複相補配列を共有するように設計される
（図４）。ｓｃＦｖ　ＰＣＲ伸長反応は、Ｔ１およびＴ２の一定分量（それぞれ約２ｕｌ
）と共に、Ｐｆｘ　ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／μｌ）を０．５μｌ、Ｐｆｘ緩衝液
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を５μｌ、１０ｍＭ　ｄＮＴＰを１μｌ、５０ｍＭ　ＭｇＳＯ

４を１μｌ、および３７．５μｌ　のｄＨ２０を用い９４Ｃで２分、その後、９４Ｃで３
０秒、５０Ｃで３０秒、６８Ｃで１分を２０サイクル実施し、次いで６８Ｃで５分間イン
キュベートした。
【００８９】
　オボアルブミン末端特異的５’ＥｃｏＲ　Ｉセンス（配列番号１８）とオボアルブミン
３’Ｎｏｔ　Ｉアンチセンスプライマー（配列番号１９）との組を添加して、ＬＴＭオボ
アルブミン増幅と、制限酵素部位のＰＣＲ単位複製配列への取り込みとを促進させる（図
４）。ＰＣＲ伸長反応は、１０ｕＭオリゴヌクレオチドストックを４μｌ、Ｐｆｘ　ＤＮ
Ａポリメラーゼ（２．５Ｕ／μｌ）を０．５μｌ、Ｐｆｘ緩衝液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）を５μｌ、１０ｍＭ　ｄＮＴＰを１μｌ、５０ｍＭ　ＭｇＳＯ４を１μｌ、および３７
．５μｌ　のｄＨ２０を９４Ｃで２分、その後、９４Ｃで３０秒、５０Ｃで３０秒、６８
Ｃで１分を２４サイクル実施し、次いで６８Ｃで５分間インキュベートした。
【００９０】
　酵母細胞発現ベクターｐＹＤ１へのＰＣＲ産物クローニング
　抗オボアルブミンｓｃＦｖ発現用の受容プラスミドｐＹＤ１（図６）を、プラスミド精
製（Ｑｉａｇｅｎ）によりＥ．ｃｏｌｉ宿主から調製し、制限酵素ＥｃｏＲＩおよびＮｏ
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ｔＩで消化し、最後に、子ウシ腸管アルカリホスファターゼで脱リン酸化した。ｐＹＤ１
ベクターと上記ＳＯＥ－ＰＣＲ産物（ＥｃｏＲＩおよびＮｏｔＩにより消化された）との
ライゲーションを、後続のＥ．ｃｏｌｉ（ＤＨ５α）形質転換の前に、標準的な技法を使
用して行った。
【００９１】
　酵母細胞発現系
　ｐＹＤ１（図６）は、サッカロミセスセレビジエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）の細胞外表面に、興味のあるタンパク質を表示するように設計された
発現ベクターである。ｓｃＦｖ遺伝子をｐＹＤ１にサブクローニングすることによって、
ｓｃＦｖは、ＡＧＡ２凝集素受容体との融合タンパク質になり、細胞表面の分泌および表
示が可能になる。
【００９２】
　ｐＹＤ１　ＡＧＡ２－ｓｃＦｖ構成体による酵母宿主細胞の形質転換
　コンピテント酵母宿主細胞（５００μｌ）を、製造業者の取扱説明書に従って（Ｚｙｍ
ｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｒｏｚｅｎ－ＥＺ　Ｙｅａｓｔ　Ｋｉｔ）調製した。手短に言
うと、コンピテント細胞５００μｌを、１０～１５μｇのｐＹＰＤ１　ｓｃＦｖライブラ
リーＤＮＡと混合し、その後、ＥＺ３溶液５ｍｌを添加した。次いで細胞混合物を、時々
（３回）混合しながら、３０℃で４５分間インキュベートした。形質転換した細胞を遠心
分離にかけ、グルコース選択培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中に再懸濁した。
【００９３】
　ＡＧＡ２－ｓｃＦｖの誘導
　細胞を、ＯＤ６００＝７（ＯＤ６００＝１は、１０７細胞／ｍｌを表す）になるまで４
８時間、振盪および脱気の条件下、３０℃のグルコース選択培地中で成長させた後に誘導
した。詳細には、細胞を収集し、２０℃で４８時間経過後にＯＤ６００＝０．９に達する
まで、ガラクトース選択／誘導培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中に再懸濁した。ｐＹＤ１
からのＡｇａ２－ｓｃＦｖ融合タンパク質の発現は、ＧＡＬ１プロモーターによって厳密
に調節され、これは、ＧＡＬ１プロモーター誘導用の培地中で利用可能なガラクトースに
依存された。
【００９４】
　ビオチニル化オボアルブミン調製
　標的抗原オボアルブミンのビオチニル化を、製造業者の取扱説明書（Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　ＦｌｕｏＲｅｐｏｒｔｅｒ　Ｂｉｏｔｉｎ－ＸＸ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ
　Ｋｉｔ（カタログ＃Ｆ－２６１０））に従って実施した。簡単に言うと、１ｍｇ／ｍｌ
ストック（Ｓｉｇｍａ）のオボアルブミン３００μｌを、ｐＨ８．３の１Ｍ重炭酸ナトリ
ウム緩衝液３０μｌおよびビオチン－ＸＸ溶液５．８μｌ（２０ｍｇ／ｍｌ、ＤＭＳＯ中
ビオチン－ＸＸ溶液）に添加した。次いで混合物を、２５℃で１時間インキュベートし、
ミクロンフィルター管に移し、遠心分離にかけ、タンパク質濃度をＯＤ２８０での吸光度
により決定した。
【００９５】
　ＡＧＡ２－ｓｃＦｖ発現およびオボアルブミン結合のＦＡＣＳモニタリング
　ｓｃＦｖ構成体の誘導および発現をモニタするために、培地からの一定分量の酵母細胞
（４０μｌ中、８×１０５細胞）を、２３００ｒｐｍで５分間遠心分離することによって
収集した。上澄み液を吸引し、次いで細胞ペレットを、２００μｌの氷冷ＰＢＳ／ＢＳＡ
緩衝液（ＰＢＳ／ＢＳＡ　０．５％ｗ／ｖ）で洗浄した。細胞を再びペレット化し、上澄
みを除去し、その後、ビオチニル化オボアルブミンを含有する（２００ｎＭ）緩衝液１０
０μｌ中に再懸濁した。細胞を、２０℃の４５分間放置してオボアルブミンを結合させ、
その後、ＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液で２回洗浄し、その後、ストレプトアビジン－ＦＩＴＣ（
２ｍｇ／Ｌ）を添加して、これと共に氷上で３０分間インキュベートした。緩衝液中で洗
浄する別のステップを実施し、その後ＰＢＳ／ＢＳＡ中に４００μｌの体積で最後に再懸
濁させた。次いで細胞を、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェアパッケージを使用してＦＡＣ
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Ｓスキャン（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）で分析した。
【００９６】
（実施例１）
　高親和性抗体の開発のための改善されたルックスルー変異誘発
　この実施例では、例示的なｓｃＦｖ抗体の、改善されたルックスルー変異誘発について
述べる。
【００９７】
　簡単に言うと、改善されたルックスルー変異誘発（ＬＴＭ）を使用して、選択された抗
原との結合親和性を強化する抗体のＶＨおよびＶＬＣＤＲ領域内のＶＨおよびＶＬＣＤＲ
変異を特定し、すなわち結合活性を与える機能的アミノ酸残基（位置）またはホットスポ
ットを特定した。改善されたルックスルー変異誘発（ＬＴＭ２）の目的は、ポリペプチド
のある領域、例えば可変抗体鎖のＣＤＲ領域において、標的位置で選択された置換を導入
することである。最初に、ＶＨおよびＶＬ鎖の両方に関するコーディングライブラリーを
構成した。参照抗オボアルブミン抗体ＶＬおよびＶＨ鎖のアミノ酸配列が特定され（配列
番号３～４参照）、配列番号５、６および７によってそれぞれ特定された抗オボアルブミ
ンＶＨ鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３領域に関する開始配列のライブラリーと
、配列番号８、９、および１０によって特定されたＶＬ鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、および
ＣＤＲ３領域に関する開始配列ライブラリーを選択した。さらに、ＶＨまたはＶＬコード
配列ライブラリーのそれぞれは、選択された鎖において１つ、２つ、または３つ全てのＣ
ＤＲで選択された代表的な機能的アミノ酸に関する変異を含む。
【００９８】
　オボアルブミン野生型ＶＨセクションＳＬＥＷＩＧ－ＤＩＮＰＳＮＧＹＴＩＹＮＱＫＦ
ＫＧ－ＦＫＧＫＡＴＬからの、ＶＨＣＤＲ２セグメントの所定のアミノ酸ＤＩＮＰＳＮＧ
ＹＴＩＹＮＱＫＦＫＧ（位置５６～６９）が、分析用に選択された。ポリペプチド配列Ｓ
ＬＥＷＩＧおよびＫＡＴＬＴＶＤは、それぞれＶＨＣＤＲ２に隣接するＶＨフレームワー
ク２および３の部分である。ＶＨおよびＶＬＣＤＲ　ＬＴＭオリゴヌクレオチドの設計お
よび合成では、隣接するフレームワーク配列の長さが約２１塩基対であることが、相補的
重複およびＳＯＥ－ＰＣＲを可能にする。フランキングＶＨ２およびＶＨ３部分（下記の
小文字）を含んだ上記ＣＤＲ－Ｈ２野生型配列（太字）（配列番号１６）をコードする参
照オリゴヌクレオチドを、以下に示す。
５’－ａｇｃ　ｃｔｔ　ｇａｇ　ｔｇｇ　ａｔｔ　ｇｇａ－ＧＡＴ　ＡＴＴ　ＡＡＴ　Ｃ
ＣＴ　ＡＧＣ　ＡＡＴ　ＧＧＴ　ＴＡＴ　ＡＣＴ　ＡＴＣ　ＴＡＣ　ＡＡＣ　ＣＡＧ　Ａ
ＡＧ　ＴＴＣ　ＡＡＧ　ＧＧＣ－ｔｔｃ　ａａｇ　ｇｇｃ　ａａｇ　ｇｃｃ　ａｃａ　ｔ
ｔｇ－３’
【００９９】
　ＶＨＣＤＲ２のロイシンＬＴＭでは、ＣＤＲ２位置の全てまたは複数において、一度に
１つのロイシンだけを逐次置換する。図３は、抗オボアルブミンｓｃＦｖのＶＨＣＤＲ２
領域内の１４残基（位置５６～６９）のそれぞれに、ロイシンアミノ酸を導入するための
、ＬＴＭの適用例を示す。ロイシンＬＴＭを実施する際、全ての可能なＶＨＣＤＲ２ロイ
シン位置的変種をコードする１４の個別のオリゴヌクレオチド、このそれぞれが、抗オボ
アルブミン野生型配列に隣接した１つのロイシン置換コドン（太字）だけを有するものを
、合成した（配列番号１７～３３）。次いで合計で１４の異なるペプチドを生成し、「望
ましくない」かまたは複数の置換を持つ配列は生成しない。
【０１００】
　「複数の位置」にロイシンを導入することに対する代わりで、上記ＣＤＲ２　ＬＴＭオ
リゴヌクレオチドの１つまたは複数を含まないことを選択することができる。したがって
、例えば位置５９および６０のそれぞれに関するＬＴＭオリゴヌクレオチド（配列番号２
０および２１）を除外することができ、そのため改善されたルックスルー変異誘発（ＬＴ
Ｍ２）は、位置５６～５８および６１～６９でのみ行うことができる。「複数の位置」を
使用する種々の組合せに基づいて、ＬＴＭ２の置換を、必ずしもＣＤＲ内のそれぞれおよ
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び全ての位置に制限することなく、実施することができる。
【０１０１】
　ＬＴＭ　ＣＤＲ２ライブラリーを作成する手法を、図２および４にまとめる。個別のＰ
ＣＲ反応、Ｔ１およびＴ２は、プライマー対、ＦＲ１センス（配列番号３４）およびＦＲ
２アンチセンス（配列番号３５）と、ＦＲ４アンチセンスプライマー（配列番号３６）を
持つ上記プールされたＣＤＲ－２ＬＴＭロイシンオリゴヌクレオチド（配列番号１８～３
３）をそれぞれ使用して実施する。プライマーＦＲ１センスは、オボアルブミン遺伝子の
５’末端からの配列を含有し、ＦＲ２アンチセンスは、オボアルブミンフレームワーク２
の３’末端からのアンチセンス配列を含有し、その結果、オボアルブミンＣＤＲ１、フレ
ームワーク領域１および２は、Ｔ１　ＰＣＲ反応で増幅されるようになった（図２Ａおよ
び２Ｂ）。プライマーＦＲ４　ＡＳは、オボアルブミン遺伝子の３’末端からのアンチセ
ンス配列を含有し、ＣＤＲ２　ＬＴＭオリゴヌクレオチドは、組み込まれたＣＤＲ２　Ｌ
ＴＭコドン変異を持つオボアルブミンＣＤＲ２領域の５’末端からの配列を含有し、それ
により、オボアルブミンの残りの部分（断片ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４、およ
び全ＶＬセグメント）を増幅し、それと同時に変異誘発性コドンを組み込む。
【０１０２】
　２重および３重のＣＤＲ変異（ＣＤＲ１、２、および３の種々の組合せ）を、ＰＣＲ鋳
型として野生型オボアルブミン遺伝子を使用する代わりに上述のように生成し、前もって
生成されたＬＴＭオボアルブミンライブラリーを選択した。例えば、ＣＤＲ１とＣＤＲ２
の両方が野生型ＣＤＲ３およびＶＬセグメントにより変異しているＶＨ鎖を生成するため
に、前もって構成されたＬＴＭ　ＣＤＲ２変異体遺伝子を鋳型として使用し、次いでＳＯ
Ｅ－ＰＣＲを実施してＣＤＲ１オリゴヌクレオチドを取り込み、それによって２重ＬＴＭ
変異を生成した（図２および４にまとめた）。
【０１０３】
　この実施例では、Ｔ３　ＰＣＲ反応で、プライマー対　ＦＲ１センス（配列番号３４）
およびＦＲ５アンチセンス（配列番号３７）を使用して、フレームワーク領域１（ＦＲ１
）を増幅させた。Ｔ４　ＰＣＲ反応では、プールされたＣＤＲ１　ＬＴＭヒスチジンオリ
ゴヌクレオチド（配列番号３８～４１）をＦＲ４アンチセンスプライマー（配列番号３６
）と共に使用して、オボアルブミンの残りのＦＲ２、ＣＤＲ２　ＬＴＭ、ＦＲ３、ＣＤＲ
３、ＦＲ４、およびＶＬ部分を増幅した（図４）。次いでＴ３およびＴ４　ＰＣＲ反応混
合物を精製し、両方からの等モルの一定分量を合わせてＳＯＥ－ＰＣＲにかけ（図４）、
それによって、オボアルブミンｓｃＦｖ　Ｈｉｓ　ＣＤＲ１およびＬｅｕ　ＣＤＲ２　２
重ＬＴＭライブラリーを生成した。次いでオボアルブミン末端特異的５’Ｅｃｏ　ＲＩセ
ンス（配列番号１３）およびオボアルブミン３’Ｎｏｔｌアンチセンスプライマー（配列
番号１２）の組を添加して、ＬＴＭオボアルブミン増幅およびｐＹＰＤ１発現ベクターへ
のクローニングを促進させた。
【０１０４】
　次いでＨｉｓ　ＣＤＲ１およびＬｅｕ　ＣＤＲ２の２重ＬＴＭライブラリーを鋳型とし
て使用して、さらにＬＴＭ　ＣＤＲ３オリゴヌクレオチドを組込み、それによって３重Ｃ
ＤＲ　ＬＴＭライブラリーを作成した。開始単一および２重ＬＴＭライブラリーを漸進的
に利用することにより、ＶＨおよびＶＬＣＤＲの両方におけるＬＴＭライブラリーの組合
せのより複雑な配列を発生させた。例えば、図５の最上段の１１１ライブラリー鋳型とし
て設計されるように、ＶＨ３重ＬＴＭ　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３ライブラリ
ーを構成したら、ＬＴＭ　ＶＬＣＤＲ１をＶＨ１１１鋳型に導入することによって、４つ
のＬＴＭ　ＣＤＲのライブラリーが生成される（図５）。
【０１０５】
　図７に示されるＦＡＣＳプロットは、オボアルブミンｓｃＦｖ結合分子が、前述のライ
ブラリーの構成中に生成されたことを示す。特に、ビオチニル化オボアルブミンとストレ
プトアビジンＦＩＴＣの分子は（「グリーン」の線）、ビオチニル化オボアルブミンおよ
びストレプトアビジンＦＩＴＣを持つ空のベクターｐＹＤ１からのシグナル（濃い斜線部
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分）に比べて一桁大きいピークシグナル応答をもたらした。
【０１０６】
（実施例２）
　強化された特性を持つ抗体の開発に関する、高スループットライブラリースクリーニン
グ
　この実施例では、強化された特性を持つ例示的な単鎖抗体の、高スループットスクリー
ニングについて述べる。
【０１０７】
　図９は、不均一なＬＴＭ２　ｓｃＦｖライブラリーからのオボアルブミン特異的高親和
性結合クローンを豊富にするための、一般化したスキームを示す。ガラクトース培地に導
入した後、酵母細胞ライブラリー（１０７）をＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液（合計で５００μｌ
）中に再懸濁した。ビオチニル化オボアルブミンを、酵母懸濁液に添加して、最終濃度を
５０ｎＭにし、振盪させながら２～３時間、２５℃でインキュベートした。酵母細胞をペ
レット化し、３回洗浄し、３００μｌの氷冷ＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液で再懸濁し、そこに１
×１０８のストレプトアビジンで被覆した磁気ビーズを添加した。ビーズ細胞混合物を、
逆さにすることによって穏かに混合しながら２分間、氷上でインキュベートし、それによ
って、酵母高親和性ｓｃＦｖ発現細胞と、ビオチニル化オボアルブミンと、ストレプトア
ビジンで被覆された磁気ビーズとからなる結合複合体を形成した。次いで結合複合体を入
れたカラム（試験管）を磁気カラムホルダに２分間装着し、その後、吸引によって上澄み
を除去した。カラムを磁気ホルダから取り外し、３００μｌの氷冷ＰＢＳ／ＢＳＡを添加
して、結合体を再懸濁した。低親和性のこれらｓｃＦｖクローンおよびその他の非特異的
結合細胞を除去するために、結合複合体を再び洗浄した。
【０１０８】
　次いでカラムを磁気ホルダから取り外し、その後すぐに、グルコース選択培地１ｍｌを
回収された酵母細胞に添加し、３０℃で４時間インキュベートした。次いで磁気ホルダを
、培養管に再び装着して、残りの磁気ビーズを全て除去した。次いで酵母培養物を、グル
コース選択培地中で、３０℃で４８時間成長させた後、ｓｃＦｖをガラクトース選択培地
に導入した。２回目の選択ステップでは、次いでオボアルブミン濃度を１０ｎＭから０．
５ｎＭに低下させた。オボアルブミン結合、複合体形成、酵母細胞の濃縮および再成長を
、上述のように行った。最終的な３回目の選択ステップでは、オボアルブミン濃度をさら
に０．１ｎＭまで低下させた。
【０１０９】
　上記漸進的な濃縮ステップからのオボアルブミンＥＣ５０結合または「適応度」を、Ｆ
ＡＣＳによって評価した（図８参照）。図８に示される結果は、前もって選択がなされて
いない（閉じた円）、最初に形質転換されたＶＨＬＴＭ　ＣＤＲ２酵母ライブラリー、な
らびに結合剤のパーセントで表された全適応度（ｙ軸）を示している。機能的抗オボアル
ブミンｓｃＦｖを発現するクローンおよびそれらの親和性は、オボアルブミンＥＣ５０（
ｘ軸）により測定されるように、抗オボアルブミン野生型抗体に比べて劣っていた。しか
し、１回目の選択ステップの後（１０ｎＭ）、「適応度」曲線（薄い三角形）は、その結
合剤のパーセントが改善しており、オボアルブミン結合のＥＣ５０は、オボアルブミン野
生型と同じｎＭ範囲内であった。２回目の選択ステップの後（０．１ｎＭ）、濃縮された
集団（濃い三角形）は、その全「適応度」が、オボアルブミン野生型の場合（ベタ塗りの
四角形）に近付いていることを示した（図１０）。次いで個々の結合分析および配列決定
用の単一のクローンを単離するために、第２の濃縮ステップから回収された酵母細胞を、
固体培地上に置いた。
【０１１０】
　代替の方法では、ＬＴＭ２酵母細胞ライブラリーを、ＦＡＣＳによって、高親和性抗オ
ボアルブミンｓｃＦｖクローン用に濃縮した。ライブラリーの構成、形質変換、液体培地
増殖、および誘導は、上述のように実施した。ｓｃＦｖ誘導の後、細胞を、飽和濃度（４
００ｎＭ）のビオチニル化オボアルブミンと共に、２５℃で３時間インキュベートした。
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細胞を洗浄した後、２５℃の非標識のオボアルブミン（１ｕＭ）を使用して、４０時間の
低温追跡を行った。次いで細胞を、ＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液で２回洗浄し、ストレプトアビ
ジンＰＥ（２ｍｇ／ｍｌ）抗－ＨＩＳ－ＦＩＴＣ（２５ｎＭ）で３０分間、氷上で標識し
、洗浄し、ＦＡＣＳ分析に関して既に述べたように再懸濁した。
【０１１１】
　野生型抗オボアルブミンを、最初にＦＡＣＳ分析して、酵母ＬＴＭライブラリーのＦＡ
ＣＳ選別用に参照シグナルパターンを生成した（図８、左パネル）。オボアルブミンＦＡ
ＣＳプロットから、選択ゲート（Ｒ１台形）は、ｓｃＦｖ融合を発現し（抗－ＨＩＳ－Ｆ
ＩＴＣにより検出される）かつそれに付随して野生型抗オボアルブミンよりもオボアルブ
ミンに対して高い親和性を表示する（より強力なＰＥシグナル）クローンだけが得られる
ように描かれた。図８（中央パネル）は、スクリーニングされた全ＬＴＭライブラリーの
約５％が、Ｒ１ゲートによって選択されることを明示する。これらの高抗アルブミンｓｃ
ＦｖクローンをＦＡＣＳにより収集した後、選別後ＦＡＣＳ分析（図８、右パネル）を実
施して、プレスクリーン抗オボアルブミンｓｃＦｖクローンの＞８０％が所定の基準以内
であることを確認した。次いでＦＡＣＳにより選別されたｓｃＦｖクローンを、３０℃の
グルコース選択培地中で４８時間成長させ、固体培地上に蒔いて、個々のクローンを単離
した。次いでクローンを、グルコース選択培地中で成長させ、ガラクトース選択培地中に
再懸濁し、ＥＣ５０および／またはｋｏｆｆ特性に関して分析した。
【０１１２】
（実施例３）
　改善されたＫｏｆｆ率を持つ抗体の開発のための、高スループットライブラリースクリ
ーニング
　この実施例では、強化されたＫｏｆｆ率を持つ、例示的な単鎖抗体の高スループットス
クリーニングについて述べる。
【０１１３】
　簡単に言うと、上記実施例から事前に選別されたクローンを、グルコース選択培地中で
一晩成長させ、次いで固体培地上に置いて、単コロニーを単離した。単コロニーから、４
８時間振盪させながら３０℃のグルコース選択培地中でクローンの液体培養物を成長させ
、その後ペレット化し、ガラクトース選択培地中に適切なＯＤ時間にわたり再懸濁させた
。ＦＡＣＳによる事前選別では濃度が高まるが（約８０％）、全ての望ましくないクロー
ンはなくならないので、単離されたクローンのＥＣ５０は、抗オボアルブミン野生型参照
抗体（上述の）よりも劣る結合値を表示するものをなくすと特徴付けられた。次いで、同
等のまたは優れたＥＣ５０値を持つ単離物だけを、さらなるＫｏｆｆ分析用に選択した。
【０１１４】
　候補分子の動態を分析するためのスキームを、図１１に示す。具体的には、ガラクトー
ス選択培地中に誘導後の酵母細胞（約５×１０６）をペレット化し、ＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝
液（１ｍｌ）中に再懸濁した。次いでビオチニル化したオボアルブミン（４００ｎＭ最終
濃度）を、再懸濁した細胞に添加し、連続して穏かに混合しながら２５℃で２時間インキ
ュベートした。次いでビオチニル化オボアルブミンと酵母細胞との複合体を洗浄し、ＰＢ
Ｓ／ＢＳＡ緩衝液中に再懸濁し、次いで非標識のオボアルブミンを酵母細胞混合物に添加
して（最終濃度１μＭに）、これをさらに２５℃で２４時間インキュベートした。次いで
次の２４時間では、２時間ごとに、定期的にサンプルの一定分量を採取した。次いで細胞
混合物を洗浄し、冷却したＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液中に再懸濁し、抗体α－ＳＡＰＥ（２μ
ｇ／ｍｌ）を染色した。定期的に混合しながら氷上で３０分間インキュベートした後、細
胞混合物を２回洗浄し、上述のようにＦＡＣＳにより分析した。
【０１１５】
　Ｋｏｆｆアッセイからの結果（図１２）は、２種のクローン（すなわち３ｓｓ－３５；
３ｓｓ－３０）が、野生型抗オボアルブミン抗体に比べてより高い相対Ｋｏｆｆを有する
ことを実証した。言い換えると、結合したビオチニル化オボアルブミンを、２４時間のサ
ンプリング期間中に非標識オボアルブミンと交換する場合、３ｓｓ－３５および３ｓｓ－
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３０は、最初の８時間にわたってＭＦＩ（平均蛍光強度）が非常に急激に低下することを
示す抗オボアルブミン野生型（四角、図１２）に比べて、前に結合したビオチニル化オボ
アルブミンを非常に遅い速度で放出した（図１２中、それぞれ円および三角形）。
【０１１６】
（実施例４）
　改善されたＥＣ５０結合を持つ抗体の開発に関する、高スループットライブラリースク
リーニング
　この実施例では、強化されたＥＣ５０結合活性を持つ、例示的な単鎖抗体の高スループ
ットスクリーニングについて述べる。
【０１１７】
　簡単に言うと、所定量の酵母細胞（４０μｌ中、８×１０５細胞）抗オボアルブミンｓ
ｃＦｖ（野生型およびＬＴＭライブラリー）を、１：４の連続希釈のビオチニル化オボア
ルブミン（２００ｎＭ、５０ｎＭ、１２．５ｎＭ、３．１ｎＭ、０．７８ｎＭ、および０
．１９ｎＭ最終濃度、合計体積は８０μｌ）と共に、２０℃で４５分間インキュベートし
た後、氷上に５～１０分間置いた。次いで酵母細胞を洗浄し、５ｍｌのＰＢＳ／ＢＳＡ緩
衝液中に再懸濁し、その後、ストレプトアビジン－ＰＥ（２ｍｇ／ｍｌ）およびαＨＩＳ
－ＦＩＴＣ（２５ｎＭ）を添加して、氷上での３０分間のインキュベーション中に細胞を
標識した。もう１回洗浄を行った後、４００μｌのＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液中に再懸濁し、
ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェアを使用したＦＡＣＳスキャンで分析をした。
【０１１８】
　図１３は、より低いＥＣ５０値を有する、抗オボアルブミンに比べて改善されたクロー
ンの一部を例示する（結合曲線は、野生型よりも左にシフトしている）。抗オボアルブミ
ン野生型と比べたときの、これらの相対ＥＣ５０値と、何倍増加したかが示されている。
例えばクローンＨ３　Ｓ１０１Ｑは、オボアルブミン結合が２．１倍改善されたことを示
した。このクローンＨ３　Ｓ１０１Ｑの名称表示は、ＶＨＣＤＲ３グルタミンＬＴＭ単一
ライブラリーから得たものであることを示している。
【０１１９】
　生成された、結果的に得られる強化された結合親和性抗体は、強化された結合活性に関
連付けられた抗オボアルブミン抗体のＶＨおよびＶＬＣＤＲにおける有益なアミノ酸変異
のマップを提供する。強化型親和性ｓｃＦｖ抗体に関連した推定上の個々のアミノ酸ＶＨ

およびＶＬＣＤＲ変異を、図１３に示す。変異は、ＶＨおよびＶＬＣＤＲ、単一、２重、
および３重ＣＤＲ変異のそれぞれに見出され、試験がなされた９種の異なるアミノ酸のそ
れぞれを含む。図１３は、上記ＥＣ５０および／または動態（Ｋｏｆｆ）スクリーンから
特定された４種の独立のＶＨＣＤＲ－Ｈ３　Ｈ３　Ｇ１０２Ｋクローンを回収できること
を例示する。ＥＣ５０スクリーン（図１４）からの２重ＬＴＭ　ＶＬＬ１Ｌ２　Ｓ１６６
Ｈ　Ｓ１９３Ｈ変異体も、これら２種のＣＤＲ１　Ｓ１６６Ｈ置換とＣＤＲ２　Ｓ１９３
Ｈ置換との間に相乗効果があるときに、強化されたオボアルブミン結合が生ずることを示
している。
【０１２０】
　結果は、ＶＨまたはＶＬ鎖の１つ、２つ、または３つ全てのＣＤＲに単一変異を含有す
るコード配列を使用して上記ＥＣ５０および／またはＫｏｆｆ法に基づき選択された、ｓ
ｃＦｖ抗オボアルブミン抗体の独自の配列を得ることができることも示す（図１４参照）
。アミノ酸置換のいくつかは、あるＣＤＲ内では、より高い優位性で回収されることがわ
かった。例えばＶＨＣＤＲ１の場合、７つの独立した単一Ｌｙｓ置換が、Ｄ３０Ｋ、Ｙ３
１Ｋ、Ｍ３３Ｋ、およびＷ３５Ｋの位置にあった。ＣＤＲ１内でのＬｙｓの高い優位性は
、抗原接触中にＣＤＲ１から与えられる正電荷の純増があるときに、強化されたオボアル
ブミン結合が生ずることを示している。回復されたアミノ酸置換の試験は、ＶＨＣＤＲ２
およびＣＤＲ３に好ましい置換が生ずることも明らかにした。例えば、複数の散乱したＬ
ｙｓ置換はＣＤＲ２に生ずるが、ＣＤＲ３は、濃度が高められたＧ１０２ＫおよびＧ１０
４Ｋ置換を表示することが観察された。結果はさらに、複数のＧｌｎ置換、別の極性アミ
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ノ酸が、位置１０７、１０８、１０９、および１１１でＣＤＲ３に存在したことも明らか
にしている。これらの結果は、これらの置換されたＣＤＲ残基に接触するオボアルブミン
上に、対応する負および／または親水性電荷の独自の「化学モチーフ」があることを示す
。
【０１２１】
　したがって、試験がなされた９種の異なるアミノ酸のそれぞれによる、全てのＣＤＲの
変異誘発後に各ＣＤＲ内で回復された強化型抗原結合変異を配列し、結果を図１４に示す
。各ＣＤＲは、変異が見出されない少なくとも１つの位置、例えばＶＨＣＤＲ２内のＩｌ
ｅ５７、Ａｓｎ５８、およびＧｌｙ６２の位置、ＶＨＣＤＲ３領域の位置Ｔｙｒ１０３、
Ｓｅｒ１０５、Ａｒｇ１０６、およびＡｌａ１２１を表示することも決定した。ＶＬ位置
の場合、ＣＤＲ１のＲ１６４、Ａ１６５、Ｖ１６９、およびＮ１７４、ＣＤＲ２のＮ１９
４、ＣＤＲ３のＥ２０８およびＤ２０９は、大規模なスクリーニングの後に置換されない
ことがわかった。これらの結果は、「ホットスポット」置換位置および上述のように回復
された任意のタイプの好ましいアミノ酸に加え、「コールドスポット」ＣＤＲ位置もある
ことを示している。「コールドスポット」位置は、置換のいずれかが、抗原結合の利点を
与えずまたは劣っている結合特性を与えることを示す。
【０１２２】
（実施例５）
　コンビナトリアルベネフィシャル変異誘発を実施するための方法
　この実施例では、コンビナトリアルベネフィシャル変異誘発を実施するための方法につ
いて述べる。
【０１２３】
　簡単に言うと、この方法は、ＬＴＭを使用して見出された有益な変異を取り込み、これ
らを一緒に組み合わせて単一のライブラリーにする。したがって、複数の変異の相乗効果
をこのプロセスで模索することができる。このコンビナトリアル手法は、ＣＤＲ内で選択
されたコドン置換が、ＬＴＭによって特定された種々の有益なアミノ酸置換であること以
外、ＷＴＭ法に似ている。したがって、抗体ＣＤＲ内の全ての残基位置が変異を含有する
わけではなく、いくつかの位置が、その位置で置換された複数の異なるアミノ酸を有する
ことになる。全体として、ＣＤＲまたは抗体鎖中の、全てではないとしても多くの有益な
変異の組合せは、ライブラリー内のコード配列の少なくとも１つにより表されることにな
る。以下に示すように、このコード配列ライブラリーは、可変コード領域内のそれぞれの
異なる位置で単一アミノ酸に複数のコドンを配置する代わりに、導入されたコドンがＬＴ
Ｍ法で検出された全ての有益な変異に対応するものであること以外、ＷＴＭ法の修正によ
って作成することができる。
【０１２４】
　この実施例では、コンビナトリアルベネフィシャル重鎖ＣＤＲ１ライブラリーを、図１
４に記載される改善された抗オボアルブミン変種を使用して構成する。第１のアミノ酸位
置３０は、Ａｓｐ（野生型）およびＬｙｓを（最低でも）コードし、位置３１はＴｙｒお
よびＬｙｓを、位置３２はＡｓｎおよびＴｙｒを、位置３３はＭｅｔ、Ｈｉｓ、およびＬ
ｙｓを、位置３４はＡｓｐおよびＰｒｏを、位置３５はＴｒｐおよびＬｙｓをコードする
。ＤＮＡ配列は、ＬＴＭ分析により特定されたコンビナトリアルベネフィシャル変異を取
り込む変性ＣＤＲ１オリゴヌクレオチドによって表される（表１）。
【０１２５】
【表１】



(31) JP 2008-505642 A 2008.2.28

10

20

30

40

50

【０１２６】
　同様のプロセスを、全てのＣＤＲループで実施して、６－ＣＤＲベネフィシャルライブ
ラリーを生成することができ、またはサブライブラリーを生成し、これらを組み合わせて
スクリーニングすることができる。例えばライブラリーのサイズが、単一のライブラリー
内でスクリーニングするには大きすぎる場合、より小さいサブライブラリーを生成するこ
とができる。例えば、３－ＣＤＲ重鎖ライブラリーおよび３－ＣＤＲ軽鎖ライブラリーを
、より高い効率のために生成することができる。スクリーニング後、重鎖および軽鎖ライ
ブラリーの有益な変異をさらに組み合わせて、適切なループ内に変異を取り込んだ単一ラ
イブラリーにすることができる。
【０１２７】
　均等物
　当業者なら、本明細書に記述される本発明の特定の実施形態に関する多くの均等物を理
解するであろうし、またはこれら均等物を、日常的な試験しか使用せずに確認することが
できる。そのような均等物は、以下の特許請求の範囲に包含されるものとする。
【図面の簡単な説明】
【０１２８】
【図１】より有益な一部の候補分子が得られかつスクリーニングされるように、機能的ア
ミノ酸が非機能的アミノ酸とは区別される、ＬＴＭにも勝って改善されたＬＴＭ（ＬＴＭ
２）の利点を示す図である。
【図２】より大きい遺伝子のコンテキストに、機能的アミノ酸残基を特定する抗体重鎖お
よび軽鎖の規定の領域を構築するために、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用するた
めの概略的手法を示す図である。
【図３】合成単鎖抗体（ｓｃＦｖ）抗オボアルブミン遺伝子コンテキスト内の、可変軽鎖
（ＶＬ）および可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲの配列を示す図である。ＬＴＭの適用例では、ロ
イシンアミノ酸を、抗体のＶＨＣＤＲ２内の１４の残基５６～６９のそれぞれに導入する
。ＬＴＭ２の適用例に関しては、機能的であることが確認されたものだけを、変異誘発に
よってさらに探索する。
【図４】ＬＴＭ　ＶＨＣＤＲ２ライブラリーの生成、多数のＬＴＭ　ＶＨＣＤＲライブラ
リーの生成、ＶＨおよびＶＬＣＤＲの両方を含むＬＴＭライブラリーの組合せのアレイの
ための、単一オーバーラップ伸長ポリメラーゼ連鎖反応（ＳＯＥ－ＰＣＲ）を示す図であ
る。
【図５】本発明のライブラリーの多様性を示す図であり、この行列のｘ軸およびｙ軸は、
軽鎖および重鎖のそれぞれのＣＤＲを表し、ただし「０」は野生型ＣＤＲを示し、「１」
は変異したＣＤＲを示し、交差点にある数は、得られるサブセットライブラリーの複雑さ
を表す（例えば４は、４つのＣＤＲが同時に変異することを意味する）。
【図６】機能（表現型）および対応するコード配列（遺伝子型）の効率的な特定のため、
酵母表面の対象のタンパク質、例えば本発明のポリペプチド類似体を表示するための、酵
母発現ベクターの概略を示す図である。
【図７】ビオチニル化オボアルブミンおよびストレプトアビジンＦＩＴＣと野生型抗オボ
アルブミンｓｃＦｖとの結合（灰色の線）、ｐＹＤ１ベクター単独（忠実な灰色領域）、
および対照ｓｃＦｖ（黒線）の、蛍光活性化セルソータ（ＦＡＣＳ（商標））によるプロ
ットを示す図である。
【図８】プレスクリーン抗オボアルブミンｓｃＦｖクローンの＞８０％が所定の基準内に
あることを確認するための、抗オボアルブミン野生型抗体（左パネル）、全ＬＴＭライブ
ラリーの結合親和性の分布（中央パネル）、および選別後ＦＡＣＳ分析（右パネル）より
も、オボアルブミンに対してより高い結合親和性を持つｓｃＦｖ融合を発現するこれらＬ
ＴＭクローンのみを特定するための選択ゲート（Ｒ１台形）を示す、蛍光活性化セルソー
タ（ＦＡＣＳ（商標））によるプロットを示す図である。
【図９】平衡結合動態に基づいて改善される結合親和性のために（例えばオボアルブミン
に対して）、本発明に従って形成されるｓｃＦｖ抗体（例えば抗オボアルブミン）をスク
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リーニングするステップを示す図である。
【図１０】選択前（円）、選択の一巡後（薄い三角形）、選択の二巡後（濃い三角形）の
、抗オボアルブミンｓｃＦｖ発現細胞と、抗オボアルブミン野生型参照抗体（黒い四角）
とに関する平衡結合曲線を示す図である。
【図１１】試験抗原オボアルブミンを使用して、特定の結合動態、例えば抗体Ｋｏｆｆ定
数に基づく高い結合親和性に関して本発明により形成された抗体をスクリーニングするた
めの、典型的なステップを示す図である。
【図１２】本発明の方法を使用する、２つのクローンにおいて強化された特性（すなわち
、参照抗体（四角）に比べてより高い相対Ｋｏｆｆ）の確認を示す図である。
【図１３】抗オボアルブミン野生型参照抗体対照（四角）よりも低いＥＣ５０値を有する
、改善されたクローンのサブセットの、強化された特性（野生型よりも良好な倍率参照）
を示す図である。
【図１４】例示的な抗体の機能的（ホットスポット）および非機能的（コールドスポット
）アミノ酸位置を表すマトリックスを示す図である。平衡結合（ＥＣ５０）および／また
は動態結合実験に基づき強化された親和性（参照野生型抗体に比べて）に伴う変異は、Ｖ

ＨおよびＶＬＣＤＲ位置のそれぞれの下に示されている。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４Ａ】

【図４Ｂ】 【図５】
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【図６】 【図７】

【図８】 【図９】



(35) JP 2008-505642 A 2008.2.28

【図１０】 【図１１】

【図１２】 【図１３】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１２８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１２８】
【図１】より有益な一部の候補分子が得られかつスクリーニングされるように、機能的ア
ミノ酸が非機能的アミノ酸とは区別される、ＬＴＭにも勝って改善されたＬＴＭ（ＬＴＭ
２）の利点を示す図である。
【図２】より大きい遺伝子のコンテキストに、機能的アミノ酸残基を特定する抗体重鎖お
よび軽鎖の規定の領域を構築するために、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用するた
めの概略的手法を示す図である。
【図３】合成単鎖抗体（ｓｃＦｖ）抗オボアルブミン遺伝子コンテキスト内の、可変軽鎖
（ＶＬ）および可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲの配列を示す図である。ＬＴＭの適用例では、ロ
イシンアミノ酸を、抗体のＶＨＣＤＲ２内の１４の残基５６～６９のそれぞれに導入する
（配列番号４７～６１、それぞれ順にまたは表示されるとおり）。ＬＴＭ２の適用例に関
しては、機能的であることが確認されたものだけを、変異誘発によってさらに探索する。
【図４】ＬＴＭ　ＶＨＣＤＲ２ライブラリーの生成、多数のＬＴＭ　ＶＨＣＤＲライブラ
リーの生成、ＶＨおよびＶＬＣＤＲの両方を含むＬＴＭライブラリーの組合せのアレイの
ための、単一オーバーラップ伸長ポリメラーゼ連鎖反応（ＳＯＥ－ＰＣＲ）を示す図であ
る。図４Ａは配列番号６２を開示している。
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【図５】本発明のライブラリーの多様性を示す図であり、この行列のｘ軸およびｙ軸は、
軽鎖および重鎖のそれぞれのＣＤＲを表し、ただし「０」は野生型ＣＤＲを示し、「１」
は変異したＣＤＲを示し、交差点にある数は、得られるサブセットライブラリーの複雑さ
を表す（例えば４は、４つのＣＤＲが同時に変異することを意味する）。
【図６】機能（表現型）および対応するコード配列（遺伝子型）の効率的な特定のため、
酵母表面の対象のタンパク質、例えば本発明のポリペプチド類似体を表示するための、酵
母発現ベクターの概略を示す図である。６×Ｈｉｓタグは配列番号６３として開示されて
いる。
【図７】ビオチニル化オボアルブミンおよびストレプトアビジンＦＩＴＣと野生型抗オボ
アルブミンｓｃＦｖとの結合（灰色の線）、ｐＹＤ１ベクター単独（忠実な灰色領域）、
および対照ｓｃＦｖ（黒線）の、蛍光活性化セルソータ（ＦＡＣＳ（商標））によるプロ
ットを示す図である。
【図８】プレスクリーン抗オボアルブミンｓｃＦｖクローンの＞８０％が所定の基準内に
あることを確認するための、抗オボアルブミン野生型抗体（左パネル）、全ＬＴＭライブ
ラリーの結合親和性の分布（中央パネル）、および選別後ＦＡＣＳ分析（右パネル）より
も、オボアルブミンに対してより高い結合親和性を持つｓｃＦｖ融合を発現するこれらＬ
ＴＭクローンのみを特定するための選択ゲート（Ｒ１台形）を示す、蛍光活性化セルソー
タ（ＦＡＣＳ（商標））によるプロットを示す図である。
【図９】平衡結合動態に基づいて改善される結合親和性のために（例えばオボアルブミン
に対して）、本発明に従って形成されるｓｃＦｖ抗体（例えば抗オボアルブミン）をスク
リーニングするステップを示す図である。
【図１０】選択前（円）、選択の一巡後（薄い三角形）、選択の二巡後（濃い三角形）の
、抗オボアルブミンｓｃＦｖ発現細胞と、抗オボアルブミン野生型参照抗体（黒い四角）
とに関する平衡結合曲線を示す図である。
【図１１】試験抗原オボアルブミンを使用して、特定の結合動態、例えば抗体Ｋｏｆｆ定
数に基づく高い結合親和性に関して本発明により形成された抗体をスクリーニングするた
めの、典型的なステップを示す図である。
【図１２】本発明の方法を使用する、２つのクローンにおいて強化された特性（すなわち
、参照抗体（四角）に比べてより高い相対Ｋｏｆｆ）の確認を示す図である。
【図１３】抗オボアルブミン野生型参照抗体対照（四角）よりも低いＥＣ５０値を有する
、改善されたクローンのサブセットの、強化された特性（野生型よりも良好な倍率参照）
を示す図である。
【図１４】例示的な抗体の機能的（ホットスポット）および非機能的（コールドスポット
）アミノ酸位置を表すマトリックスを示す図である。平衡結合（ＥＣ５０）および／また
は動態結合実験に基づき強化された親和性（参照野生型抗体に比べて）に伴う変異は、Ｖ
ＨおよびＶＬＣＤＲ位置のそれぞれよりも下にあることが示されている。図は配列番号６
４～１３３を、それぞれ順にまたは表示されるとおり開示している。 
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９８】
　オボアルブミン野生型ＶＨセクションＳＬＥＷＩＧ－ＤＩＮＰＳＮＧＹＴＩＹＮＱＫＦ
ＫＧ－ＦＫＧＫＡＴＬ（配列番号４２）からの、ＶＨＣＤＲ２セグメントの所定のアミノ
酸ＤＩＮＰＳＮＧＹＴＩＹＮＱＫＦＫＧ（配列番号９）（位置５６～６９）が、分析用に
選択された。ポリペプチド配列ＳＬＥＷＩＧ（配列番号４３）およびＫＡＴＬＴＶＤ（配
列番号４４）は、それぞれＶＨＣＤＲ２に隣接するＶＨフレームワーク２および３の部分
である。ＶＨおよびＶＬＣＤＲ　ＬＴＭオリゴヌクレオチドの設計および合成では、隣接
するフレームワーク配列の長さが約２１塩基対であることが、相補的重複およびＳＯＥ－
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ＰＣＲを可能にする。フランキングＶＨ２およびＶＨ３部分（下記の小文字）を含んだ上
記ＣＤＲ－Ｈ２野生型配列（太字）（配列番号１６）をコードする参照オリゴヌクレオチ
ドを、以下に示す。
５’－ａｇｃ　ｃｔｔ　ｇａｇ　ｔｇｇ　ａｔｔ　ｇｇａ－ＧＡＴ　ＡＴＴ　ＡＡＴ　Ｃ
ＣＴ　ＡＧＣ　ＡＡＴ　ＧＧＴ　ＴＡＴ　ＡＣＴ　ＡＴＣ　ＴＡＣ　ＡＡＣ　ＣＡＧ　Ａ
ＡＧ　ＴＴＣ　ＡＡＧ　ＧＧＣ－ｔｔｃ　ａａｇ　ｇｇｃ　ａａｇ　ｇｃｃ　ａｃａ　ｔ
ｔｇ－３’（配列番号４５）
 
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１２５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１２５】

【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】変更
【補正の内容】
【配列表】
2008505642000001.app
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