
(57)【要約】
本発明は抗体工学技術に関する。更に詳細には、本発明は、アレルゲン性ヘベインに対し
て高い親和性と特異性をもって結合する、ヒトＩｇＥ抗体及びその誘導体に関する。また
、本発明は、上記のヘベイン結合性モノクローナル抗体を作製したり改変したりするため
の方法、並びにこのような抗体やその誘導体を免疫学的診断の分野で使用するための方法
を提供する。本発明によって、生物学的サンプル及び原料サンプル中のアレルゲン性ヘベ
インの定性的及び定量的測定と共に、免疫学的治療も可能となり、その結果、アレルギー
患者におけるアレルゲン性ヘベインの活性阻害が可能となる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 体 又 は そ の 誘 導 体 か ら な る 物 質 で あ っ て 、 該 抗 体 は ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン に 結 合 特 異 性
を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト と 定 義 さ れ る 、 ヘ ベ イ ン 結 合 性
物 質 。
【 請 求 項 ２ 】
該 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト が ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 又 は Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ３ 】
該 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 又 は Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト が 、 Ｉ ｇ Ｅ サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 か ら
誘 導 さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
該 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト が １ Ａ ４ 又 は １ Ｃ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る か 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の
断 片 で あ っ て 、 該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 に 含 ま れ る 抗 体 鎖 の 少 な く と も １ 種 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 で あ る 、 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
該 抗 体 鎖 が 、 Ｖ L 及 び ／ 又 は Ｖ H 領 域 の 相 補 性 決 定 部 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ５ に 記 載 の 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ
分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
該 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 発 現 可 能 な ベ ク タ ー で あ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ５ ～ ８ の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 、 又 は 該 物 質 に 含 ま れ る 抗 体 鎖 の 少
な く と も １ 種 を 発 現 す る こ と が 可 能 な 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
該 抗 体 鎖 が 、 請 求 項 ２ ～ ４ の い ず れ か で 定 義 さ れ た ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
少 な く と も １ 種 の 抗 体 鎖 を 発 現 し う る 請 求 項 ９ の 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て
該 細 胞 の 産 生 し た ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 回 収 す る
こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
以 下 の 工 程 を 更 に 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 製 造 方 法 。
該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 回 収 し た 後 、 該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 抗 体 鎖 を 構 成 す る 複 数 の ド
メ イ ン を 包 含 す る ド メ イ ン 複 合 体 を 調 製 す る 工 程 、
調 製 し た ド メ イ ン 複 合 体 を 二 次 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、 及 び
ド メ イ ン 複 合 体 を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ 】
更 に 、 回 収 し た ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 標 識 す る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 製 造
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物
質 の 少 な く と も 一 部 を 合 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 ２ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 、 表 面 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と
し て 提 示 す る フ ァ ー ジ 又 は 微 生 物 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 提 示 す る 請 求 項 １ ６ の フ ァ ー ジ 又 は 細 胞 か ら な る デ ィ ス プ レ イ ラ イ
ブ ラ リ ー か ら 、 請 求 項 ２ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
サ ン プ ル 中 の ヘ ベ イ ン を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
サ ン プ ル を 提 供 し 、 そ し て
請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 用 い て ヘ ベ イ ン を 検 出 す る
こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
運 搬 及 び 保 管 に 適 し た 容 器 に 入 れ ら れ た 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質
を 包 含 す る 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
免 疫 学 的 診 断 に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物
質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
免 疫 学 的 治 療 に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物
質 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 抗 体 工 学 技 術 に 関 す る 。 更 に 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン に 対 し
て 高 い 親 和 性 と 特 異 性 を も っ て 結 合 す る 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 及 び そ の 誘 導 体 に 関 す る 。 ま た
、 本 発 明 は 、 上 記 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た り 改 変 し た り す る た め
の 方 法 、 並 び に こ の よ う な 抗 体 や そ の 誘 導 体 を 免 疫 学 的 診 断 の 分 野 で 使 用 す る た め の 方 法
を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ っ て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 及 び 原 料 サ ン プ ル 中 の ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ
イ ン の 定 性 的 及 び 定 量 的 測 定 と 共 に 、 免 疫 学 的 治 療 も 可 能 と な り 、 そ の 結 果 、 ア レ ル ギ ー
患 者 に お け る ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン の 活 性 阻 害 が 可 能 と な る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
世 界 の 人 口 の お よ そ ２ ０ ％ が ア レ ル ギ ー に 苦 し ん で い る 。 こ の た め 、 ア レ ル ギ ー は 深 刻 さ
の 増 し て い る 健 康 問 題 で あ る 。 ア レ ル ギ ー と は 、 空 気 、 食 物 又 は 水 に 存 在 す る 通 常 は 害 の
な い 物 質 に 対 す る 過 敏 反 応 で あ る （ Corry and Kheradmand, 1999） 。 新 規 な 外 来 の 異 質 物
が 、 そ れ を 体 内 か ら 排 除 す る こ と を 目 的 と す る 反 応 、 つ ま り ア レ ル ギ ー 反 応 を 引 き 起 こ す
。 即 時 型 又 は Ｉ 型 過 敏 反 応 と も 呼 ば れ る Ｉ ｇ Ｅ 仲 介 ア レ ル ギ ー 反 応 に お い て は 、 生 体 が 外
来 物 質 で あ る ア レ ル ゲ ン に 初 め て 曝 さ れ た 時 に 、 Ｉ ｇ Ｅ 産 生 Ｂ 細 胞 が 可 溶 性 Ｉ ｇ Ｅ 分 子 の
産 生 を 始 め る 。 そ し て 可 溶 性 Ｉ ｇ Ｅ 分 子 は 、 種 々 の 細 胞 、 最 も 重 要 な も の と し て は マ ス ト
細 胞 の 表 面 に 存 在 す る 高 親 和 性 Ｉ ｇ Ｅ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 。 生 体 が 同 じ 外 来 物 質 に 再 び
遭 遇 す る と 、 レ セ プ タ ー 結 合 Ｉ ｇ Ｅ 分 子 と ア レ ル ゲ ン と の 交 差 結 合 が 生 じ 、 そ の 結 果 、 細
胞 が 活 性 化 さ れ て 、 ア レ ル ギ ー 反 応 の 徴 候 及 び 症 状 を 誘 発 す る 毒 性 物 質 で あ る ヒ ス タ ミ ン
な ど が 放 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー は 患 者 数 が 増 加 し て い る 深 刻 な 医 療 問 題 で あ る (Slater, 1994; Tur
janmaa  ., 1996)。 ラ テ ッ ク ス は 複 合 細 胞 内 産 物 で あ り 、 ゴ ム の 木 で あ る  

の 乳 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 乳 液 で あ る 。 ラ テ ッ ク ス は 、 例 え ば 手 袋 、 風 船 及 び
コ ン ド ー ム と い っ た 種 々 の 日 用 品 並 び に 医 療 用 品 の 製 造 に 用 い ら れ て い る 。 ラ テ ッ ク ス ア
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レ ル ギ ー は 特 に 医 療 関 係 従 事 者 、 ゴ ム 工 業 就 労 者 及 び 数 回 の 外 科 的 処 置 を 受 け た 患 者 の 間
で 深 刻 な 問 題 と な っ て い る 。 ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー は 、 花 粉 ア レ ル ギ ー 及 び 食 物 ア レ ル ギ
ー と の 関 連 が 報 告 さ れ て い る (Nel and Gujuluva, 1998)。 ラ テ ッ ク ス ア レ ル ゲ ン と 食 物 ア
レ ル ゲ ン の 交 差 反 応 性 は 、 ラ テ ッ ク ス － 果 物 症 候 群 と し て 確 立 さ れ て お り 、 こ れ は ヘ ベ イ
ン 様 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 又 は 類 似 の エ ピ ト ー プ の 反 応 性 が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る (Brehl
er  ., 1997; Chen  ., 1998; Mikkola  ., 1998)。 多 く の ラ テ ッ ク ス タ ン
パ ク 質 は ア レ ル ゲ ン と し て 同 定 さ れ て い る (Breiteneder and Scheiner, 1998)。 主 要 な ラ
テ ッ ク ス ア レ ル ゲ ン の 一 つ は ヘ ベ イ ン で あ り 、 ヘ ベ イ ン は 、 例 え ば 数 種 の キ チ ン 含 有 真 菌
の 感 染 抑 制 に 関 与 す る 防 御 タ ン パ ク 質 で あ る (Lee  ., 1991; Alenius  ., 1996;
 Chen  ., 1997)。 ヘ ベ イ ン は ４ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 ４ 個 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 有 す る 小 さ な キ チ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ の 三 次 元 構 造 は Ｘ 線 解 析 及 び Ｎ Ｍ Ｒ に
よ っ て 決 定 さ れ て い る (Rodriguez-Romero  ., 1991; Andersen  ., 1993)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 は ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る の で 、 臨 床 又 は 免 疫 学 的 診 断 に
お い て 複 合 材 料 の ア レ ル ゲ ン 濃 度 を 検 出 及 び 決 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 ア レ ル
ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ は 、 通 常 、 タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ と は 異 な る 。 こ の こ と は 、
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 な ど の 従 来 の 方 法 に よ る 、 ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 結 合 を
示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の 妨 げ と な っ て い る 。 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 開 発
が フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ っ て 可 能 な こ と が 最 近 報 告 示 さ れ て い る (Steinberger  
., 1996)。 こ の 方 法 は 、 臨 床 及 び 診 断 に 使 用 す る た め の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 組 み 換 え 抗 体

を 一 定 の 質 を 保 持 し な が ら 産 生 す る た め の 新 た な 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

本 発 明 に お い て は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ や 免 疫 学 的 治 療 の た め の 試 薬 と し て 用 い る こ と の で き
る 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 開 発 及 び 特 徴 づ け を 開 示 す る 。 本 発 明 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗
体 フ ラ グ メ ン ト は 、 生 物 学 的 試 料 中 の ヘ ベ イ ン を 定 性 的 及 び 定 量 的 に 測 定 す る た め に 設 計
し た イ ム ノ ア ッ セ イ 用 の 試 薬 及 び ア レ ル ギ ー 患 者 の 免 疫 学 的 治 療 に 用 い る の に 十 分 な 高 い
親 和 性 及 び 特 異 性 を 有 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 ヘ ベ イ ン に 特 異 的 な ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体
の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ る 選 択 、 及 び . を 用 い て 産 生 し た 、 改 変 さ れ た 抗 体
断 片 の 結 合 特 性 の 特 徴 づ け に つ い て 開 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 及 び ヒ ト の 免 疫 学 的 治 療 に 使 用 す る た め の 新
規 な 試 薬 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 に よ っ て 、 均 一 な 品 質 を 保 持 す る 上 記 の 特 異 的 な 試 薬
を 継 続 的 に 供 給 す る こ と が 保 証 さ れ 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 に 固 有 の バ ッ チ 間 の 品 質 の ば
ら つ き と い う 問 題 を 排 除 し た 。 こ れ ら の 有 用 な 効 果 に よ っ て 、 本 発 明 は 、 均 一 な 品 質 の 、
新 規 で あ り 、 特 異 的 で あ り 且 つ 経 済 的 な 免 疫 学 的 診 断 方 法 の 製 造 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
上 記 か ら 明 か な よ う に 、 本 発 明 の 特 定 の 目 的 の 一 つ は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 又 は そ れ ら の 誘 導 体 （ 以 下 、 屡 々 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の
機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 又 は そ れ ら の 誘 導 体 」 を ま と め て 「 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 」 と 称 す る ）
で あ っ て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ヘ ベ イ ン の 定 性 的 及 び 定 量 的 測 定 に 使 用 す る の に 十 分 な
高 い ヘ ベ イ ン 親 和 性 及 び 特 異 性 を 有 す る も の を 提 供 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 免 疫 学 的 治 療
に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 も 提 供 す る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン に 特 異 的 な 結 合 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 他 の 目 的 の 一 つ は 、 ヘ ベ イ ン 特 異 的 抗 体 鎖 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の み な
ら ず 、 該 ク ロ ー ン を 発 現 さ せ て ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 産 生 す る た め の 構 築 物 や 方 法 を 提 供
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 更 な る 目 的 の 一 つ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 又 は そ れ ら
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の 誘 導 体 を 単 独 又 は 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と で 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ヘ ベ イ ン を 定 性 的
及 び 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の 免
疫 学 的 治 療 に 使 用 す る た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 又 は そ れ ら の
誘 導 体 お よ び そ れ ら を 組 み 合 わ せ て 得 ら れ る ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 諸 目 的 、 諸 特 徴 及 び 諸 利 益 は 、 添 付 の 図 面 及 び 詳 細 な 説 明 の 記 載 か ら 明 ら か に な
る 。 し か し な が ら 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 及 び 実 施 例 は 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 示 す も の の 、
あ く ま で も そ れ を 例 示 し て い る に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 精 神 及 び 発 明 の 範 囲 内 で 行 わ れ る 種 々
の 変 更 及 び 改 良 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 よ り 当 業 者 に は 明 ら か で あ る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ １ ２ 】

本 願 明 細 書 で 使 用 し た 用 語 の 一 部 に つ い て 、 そ の 定 義 を 提 供 す る 。 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 、
「 Ｈ 鎖 」 、 「 Ｌ 鎖 」 及 び 「 Ｆ ａ ｂ 」 は 欧 州 特 許 願 第 ０ １ ２ ５ ０ ２ ３ 号 と 同 様 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 願 明 細 書 に お い て 使 用 し た 種 々 の 活 用 形 の 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 集 合 名 詞 で あ り 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び ／ 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 位 、 即 ち 抗 原 結 合 部
位 又 は パ ラ ト ー プ 、 の 総 称 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
「 抗 原 結 合 性 部 位 」 又 は 「 パ ラ ト ー プ 」 と は 、 抗 体 分 子 に お い て 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す
る 構 造 上 の 部 位 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
抗 体 の 例 と し て は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 一 部 分 で あ っ て パ ラ ト ー プ を 含 む 部 分 、 例 え ば
Ｆ ａ ｂ や Ｆ ｖ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
「 Ｆ ａ ｂ 」 （ 特 異 的 抗 原 結 合 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト ） と は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 実 質 的
に 完 全 な 抗 体 を パ パ イ ン に よ る タ ン パ ク 質 分 解 に 付 す こ と で 得 ら れ る 抗 体 の 一 部 分 で あ る
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ４ ２ ， ５ ６ ６ 号 を 参 照 さ れ た い 。 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト は 遺 伝
子 組 換 え 法 に よ っ て 産 生 す る こ と も で き 、 こ の よ う な 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ９ ， ７ ７ ８ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
「 ド メ イ ン 」 は 、 タ ン パ ク 質 の 独 立 し た 折 り た た み 部 分 を 意 味 す る 。 天 然 の タ ン パ ク 質 に
お け る ド メ イ ン 間 の 境 界 に 関 す る 一 般 的 な 構 造 上 の 定 義 に つ い て は 、 Argos, 1988を 参 照
さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
「 可 変 ド メ イ ン 」 又 は 「 Ｆ ｖ 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 中 に 存 在 し 、 抗 原 又 は ハ プ テ ン
の 結 合 を 担 う 領 域 を で あ る 。 通 常 こ の 領 域 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の Ｌ 鎖 及 び Ｈ 鎖 の そ れ
ぞ れ の Ｎ 末 端 か ら 数 え て 約 １ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
「 一 本 鎖 抗 体 」 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） と は 、 抗 体 の Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の そ れ ぞ れ の 可 変 ド メ イ ン が リ ン
カ ー ペ プ チ ド を 介 し て 結 合 し た 連 続 し た ア ミ ノ 酸 鎖 で あ っ て 、 一 本 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 転 写
物 ） か ら 合 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
「 リ ン カ ー 」 又 は 「 リ ン カ ー ペ プ チ ド 」 と は 、 天 然 又 は 工 学 的 に 作 ら れ た タ ン パ ク 質 中 の
隣 接 す る ２ つ の ド メ イ ン の 間 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
「 ヘ ベ イ ン 結 合 性 抗 体 」 と は 、 抗 体 の 可 変 領 域 が 仲 介 す る 相 互 作 用 に よ っ て ヘ ベ イ ン を 特
異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
上 記 抗 体 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る も の の 例 と し て 、 ｓ ｃ Ｆ
ｖ フ ラ グ メ ン ト で あ る １ Ａ ４ 及 び １ Ｃ ２ を 図 ４ 及 び 図 ５ に 開 示 し た 。 本 発 明 の 一 つ の 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 ヘ ベ イ ン 結 合 性 抗 体 の 誘 導 体 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト や ｓ ｃ Ｆ
ｖ フ ラ グ メ ン ト 、 を 提 供 す る 。 更 に 他 の 誘 導 体 と し て は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 又 は 完 全 な Ｖ L 及 び
Ｖ H 配 列 の 変 異 型 で あ っ て 、 結 合 力 に 実 質 的 に 影 響 を 与 え な い １ つ 以 上 の 同 類 置 換 (conser
vative substitutions)を 有 す る も の を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ヘ ベ イ ン を 定 性 的 又 は 定 量 的 な 検 出 、 に 使
用 す る 本 発 明 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 標 識 し て も よ い 。 こ の 目 的 の た め に は 、 従 来 か ら 抗
体 の 標 識 に 用 い ら れ て い る い か な る 種 類 の 標 識 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
免 疫 学 的 治 療 、 例 え ば ア レ ル ギ ー 患 者 の ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン の 結 合 阻 害 、 に 使 用 す る た
め に も 、 本 発 明 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 標 識 し て も よ い 。 こ の 目 的 の た め に は 、 薬 学 的 に
許 容 さ れ 、 従 来 か ら 抗 体 の 標 識 に 用 い ら れ て い る 標 識 が 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 他 の 一 つ の 態 様 に お い て は 、 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る か 、
該 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 で あ っ て 、 Ｖ L 及 び ／ 又 は Ｖ H 領 域 の 相 補 性 決 定 部 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 で あ る 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は ベ ク タ ー 、 具 体 的 に は
、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 の 誘 導 体 、 少 な く と も １ つ の 抗 体 鎖 又 は 抗 体 鎖 の 一 部 を 発 現 可 能
な ベ ク タ ー 、 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 更 な る 一 つ の 態 様 に お い て は 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物
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細 胞 及 び 哺 乳 類 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 細 胞 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 、
本 発 明 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 発 現 す る こ と が 可 能 な 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、
本 発 明 の 抗 体 誘 導 体 は 、 少 な く と も １ 種 の 抗 体 鎖 を 発 現 し う る 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し
、 そ し て 宿 主 細 胞 の 産 生 し た 目 的 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と で 製 造 す る か 、 必 要 で あ れ ば
、 タ ン パ ク 質 を 回 収 し た 後 に 、 更 に 該 タ ン パ ク 質 の 抗 体 鎖 を 構 成 す る 複 数 の ド メ イ ン を 包
含 す る ド メ イ ン 複 合 体 を 調 製 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
上 記 の ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト は 、 ア レ ル ゲ ン 性 組 換 え ヘ ベ イ ン を 用 い て ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ
Ｆ ｖ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の バ イ オ パ ニ ン グ （ biopanning） に よ っ て 得 た も の で あ る 。 ヒ
ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー 患 者 の リ ン パ 球 か ら
単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 構 築 し た も の で あ る 。 Ｌ 鎖 及 び Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｆ ｄ
 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 用 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 合 成 し 、 ヒ ト Ｌ 鎖 の カ ッ パ （ κ
） 鎖 及 び ラ ム ダ （ λ ） 鎖 は ヒ ト κ 鎖 及 び λ 鎖 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 合 成 し た 。 Ｌ
鎖 及 び Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 は 、 Ｖ κ と Ｖ λ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 用 の ヒ ト κ 鎖 特 異 的 プ ラ イ マ ー と λ 鎖 特
異 的 プ ラ イ マ ー 及 び Ｖ H  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 用 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て そ れ ぞ れ Ｐ Ｃ
Ｒ に よ っ て 増 幅 し た 。 こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に 導 入 し て お い た 制 限 部 位 を 利 用 し て 、
ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー に 可 変 領 域 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト Ｉ
ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
パ ニ ン グ 法 を 利 用 し た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ っ て ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ ラ イ ブ ラ リ ー
を 選 択 し た 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 溶 液 中 の ビ
オ チ ン 化 し た ア レ ル ゲ ン 性 組 換 え ヘ ベ イ ン で 行 い 、 結 合 物 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 上 に 捕 捉
し た 。 フ ァ ー ジ の 溶 出 を １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ２ ． ２ ） で 行 い 、 次 い で ２ Ｍ ト リ ス 溶
液 で 直 ち に 中 和 し た 。 フ ァ ー ジ 溶 出 液 を . 細 胞 で 増 幅 し た 。 バ イ オ パ ニ ン グ を ５ ラ
ウ ン ド 繰 り 返 し た 後 、 単 離 し た フ ァ ー ジ か ら 可 溶 性 の ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト を 調 製 し た 。
選 択 し た ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の 結 合 特 異 性 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 検 出 し た 。 数 種 の ヘ ベ イ ン 特
異 的 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト ク ロ ー ン を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 願 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 は 、 診 断 及 び 治 療 に 適 用 す る た め
の ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 組 換 え 抗 ヘ ベ イ ン 抗 体 を 開 発 す る た め の 有 効 か つ 簡 便 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 得 る た め に 有 効 な 選 択 方 法 の 一 つ を 記 載 し た が 、 本 発 明 の 抗
体 フ ラ グ メ ン ト を 得 る こ と が 可 能 な 多 数 の 応 用 方 法 も 当 業 者 に は 明 ら か と な る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ
フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の 誘 導 体 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 又 は 微 生 物 デ ィ ス プ レ
イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 本 発 明 の ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト を 直 接 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る こ と
は 明 ら か な は ず で あ る 。 本 発 明 の ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 又 は 他 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 表 面
タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 提 示 す る フ ァ ー ジ 又 は 微 生 物 細 胞 は 、 本 発 明 の 更 な
る 態 様 の 一 つ で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
微 生 物 細 胞 に よ る 本 発 明 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 発 現 は 、 免 疫 診 断 ア ッ セ イ 及 び 免 疫 学 的
治 療 に 適 し た 均 一 な 品 質 の 高 特 異 性 試 薬 を 効 率 よ く 且 つ 経 済 的 に 製 造 す る た め の 手 段 を 提
供 す る 一 方 で 、 こ の よ う な 試 薬 又 は そ の 少 な く と も 一 部 が 合 成 可 能 で あ る こ と を 示 し て い
る 。 従 来 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 適 用 す る こ と に よ り 、 初 め に 得 ら れ た 本 発 明 の 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト を そ の 結 合 特 性 を 実 質 的 に 変 え る こ と な く 改 変 す る （ 例 え ば 、 新 た な 配 列 を 連 結 す
る ） こ と が で き る 。 こ の よ う な 手 法 は 、 上 記 で 定 義 し た ヘ ベ イ ン に 対 す る 親 和 性 及 び 特 異
性 の 両 方 を 保 持 す る 新 規 な ヘ ベ イ ン 結 合 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 製 造 に も 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ヒ ト ヘ ベ イ ン 結 合 性 組 換 え 抗 体 の 開 発 及 び 特 徴 づ け 、 並 び に イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る そ の
有 用 性 に つ い て 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 詳 細 に 説 明 す る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 施 例 １

本 実 施 例 に お い て は 、 ヘ ベ イ ン に 対 す る 親 和 性 及 び 特 異 性 を 有 す る ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト
を 単 離 す る た め に 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 ア レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン
に よ る 選 択 を 行 っ た 。 Ｉ ｇ Ｅ  Ｆ ａ ｂ － κ ラ イ ブ ラ リ ー 及 び Ｉ ｇ Ｅ  Ｆ ａ ｂ － λ ラ イ ブ ラ リ
ー を 初 め に 構 築 す る こ と に よ っ て ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 間 接 的 に 構 築 し 、 そ
の 後 、 特 定 の ラ イ ブ ラ リ ー の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Ｉ ． ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
ヘ パ リ ン を 加 え た 血 液 １ ０ ０ ｍ ｌ を ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー 患 者 か ら 得 た 。 リ ン パ 球 を Ig-P
rime Kit Protocol（ Novagen社 製 ） に 従 っ て 次 の 手 順 で 単 離 し た 。 血 液 １ ０ ｍ ｌ あ た り ３
０ ｍ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 （ １ ５ ５ ｍ Ｍ の Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ＝ ７ ． ４ ） を 加 え 、 時 々 振 と う さ せ な が ら 氷 上 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ４ ５ ０ ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 リ ン パ 球 、 即 ち 白 血 球 ペ レ ッ ト 、 を 回 収 し た
。 回 収 し た ペ レ ッ ト を 溶 解 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 最 後 の 遠 心 分 離 の 後 に 得 ら れ た リ ン パ 球
ペ レ ッ ト を Ｄ － 溶 液 （ D-solution） に 再 懸 濁 し た 。 リ ン パ 球 Ｒ Ｎ Ａ を Promega社 の RNAgent
s Total RNA Isolation kitを 用 い て 製 造 者 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 単 離 し た 。 初 め の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 は Promega社 の Reverse Transcription system kitを 用 い て 行 っ た 。 Ｆ ｄ フ ラ グ
メ ン ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｌ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 に は 、 イ プ シ ロ ン （ ε ） 鎖 の 定 常 領 域 の プ ラ イ マ
ー （ Ｃ ε １ 及 び Ｃ ε ２ ） 、 並 び に カ ッ パ 鎖 の プ ラ イ マ ー （ Ｃ κ １ ） と ラ ム ダ 鎖 の プ ラ イ マ
ー （ Ｃ λ １ ） を そ れ ぞ れ 用 い た 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  Ｆ ｄ 領 域 及 び Ｌ 鎖 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 及 び Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 に 用 い た プ ラ イ マ ー を 表 １ 及 び 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は ２ 段 階 、 具 体 的 に は ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト か ら Ｆ ｄ 鎖 及 び Ｌ 鎖 を 増 幅 す る た
め の 一 次 Ｐ Ｃ Ｒ と 、 一 次 Ｐ Ｃ Ｒ で 得 た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の ５ '末 端 に 制 限 部 位 を 加 え る
た め の 二 次 Ｐ Ｃ Ｒ で 行 っ た 。 ま ず 、 Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ Ｖ Ｈ １ ａ － Ｖ
Ｈ ７ ａ ） 及 び Ｃ ε １ Ｎ ｏ ｔ Ｉ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｆ ｄ 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 次 に 、 Ｌ
鎖 で あ る κ 鎖 及 び λ 鎖 を Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ そ れ ぞ れ Ｖ κ １ ａ － Ｖ κ
６ ｂ と Ｖ λ １ ａ － Ｖ λ １ ０ ） 及 び Ｃ ε １ Ｎ ｏ ｔ Ｉ プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た 。 二 次 Ｐ Ｃ
Ｒ で は 、 Ｆ ｄ 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に は Ｃ κ １ 、 Ｖ κ ／ λ １ 及 び Ｃ ε ２ プ ラ イ マ ー を 用 い 、 κ
鎖 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に は Ｖ κ ／ λ １ 及 び Ｃ λ １ プ ラ イ マ ー を 用 い 、 λ 鎖 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に は Ｖ λ
１ Ａ 及 び Ｃ κ ／ λ １ プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 一 次 Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下 の 条 件 で 行 っ た ： ９ ３ ℃ で ３
分 間 の 変 性 を １ サ イ ク ル ； ９ ３ ℃ で １ 分 間 、 ６ ３ ℃ で ３ ０ 秒 及 び ５ ８ ℃ で ５ ０ 秒 の ア ニ ー
リ ン グ 、 次 い で ７ ２ ℃ で １ 分 間 の 伸 長 を ７ サ イ ク ル ； ９ ３ ℃ で １ 分 間 、 ６ ３ ℃ で ３ ０ 秒 及
び ７ ２ ℃ で １ 分 間 を ２ ３ サ イ ク ル ； 最 後 に ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 を １ サ イ ク ル 。 二 次 Ｐ Ｃ Ｒ は
以 下 の 条 件 で 行 っ た ： ９ ５ ℃ で ３ 分 間 の 変 性 を １ サ イ ク ル ； ９ ４ ℃ で １ ． ５ 分 間 、 ６ ５ ℃
で １ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ 、 次 い で ７ ２ ℃ で １ ． ５ 分 間 の 伸 長 を ２ ５ サ イ ク ル ； 及 び ７ ２ ℃
で １ ０ 分 間 を １ サ イ ク ル 。 一 次 Ｐ Ｃ Ｒ と 二 次 Ｐ Ｃ Ｒ の 間 、 及 び 二 次 Ｐ Ｃ Ｒ の 後 に は 、 増 幅
し た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
種 々 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 最 終 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 集 め 、 適 切 な 制 限 酵 素 で 消 化
し た 。 消 化 し た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 Ｉ ｇ Ｅ  Ｆ ｄ 領 域 や κ 鎖 や λ 鎖 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー に 連 結 し 、 そ の フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー で . 

Ｘ Ｌ － １  Ｂ ｌ ｕ ｅ を 形 質 転 換 し て １ ０ 6 個 の 独 立 し た ク ロ ー ン か ら な る Ｆ ａ ｂ － κ ラ
イ ブ ラ リ ー 及 び Ｆ ａ ｂ － λ ラ イ ブ ラ リ ー を 得 た 。 フ ァ ー ジ 粒 子 上 の Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の
発 現 に 関 わ る 問 題 を 防 止 す る た め に 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 形 式 の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 ヒ ト
Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ － κ 及 び ｓ ｃ Ｆ ｖ － λ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 種 々 の ラ イ ブ ラ リ
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ー か ら フ ァ ー ジ ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し て 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  Ｈ 鎖 及 び ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  Ｌ 鎖 の 可 変 領 域
を 増 幅 す る た め の 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を ヒ ト Ｖ H 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｖ Ｈ １ － Ｖ Ｈ ４ 及 び Ｖ Ｈ １ Ａ
） を 用 い て 行 っ た 。 Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の 増 幅 を 以 下 の プ ラ イ マ ー ペ ア を 用 い て 行 っ た ： ヒ ト
κ 鎖 の 増 幅 に は Ｖ κ １ － Ｖ κ ７ ， Ｖ κ ２ － Ｖ κ ８ ， Ｖ κ ３ － Ｖ κ ９ ， Ｖ κ ４ － Ｖ κ １ ０ ，
Ｖ κ ５ － Ｖ κ １ １ 及 び Ｖ κ ６ － Ｖ κ １ １ を 用 い 、 ヒ ト λ 鎖 の 増 幅 に は Ｖ λ １ － Ｖ λ ８ ， Ｖ
λ ２ － Ｖ λ ９ ， Ｖ λ ３ － Ｖ λ ９ ， Ｖ λ ４ － Ｖ λ ９ ， Ｖ λ ５ － Ｖ λ １ ０ ， Ｖ λ ６ － Ｖ λ １ ０
及 び Ｖ λ ７ － Ｖ λ １ ０ を 用 い た （ 表 ３ 及 び 表 ４ 参 照 ） 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ
ク タ ー （ 図 ３ ） に 連 結 す る た め に 、 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 精 製 し 消 化 し た 。 連 結
用 混 合 物 で . Ｘ Ｌ － １  Ｂ ｌ ｕ ｅ を 形 質 転 換 し 、 約 １ ０ 5 個 の 独 立 し た ク ロ ー ン か ら
な る ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ － κ ラ イ ブ ラ リ ー 及 び ｓ ｃ Ｆ ｖ － λ ラ イ ブ ラ リ ー を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
Ｉ Ｉ ． ヒ ト ｓ ｃ Ｆ ｖ ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択
ヒ ト ｓ ｃ Ｆ ｖ － κ ラ イ ブ ラ リ ー 及 び ｓ ｃ Ｆ ｖ － λ ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法
(McCafferty  ., 1990; Barbas  ., 1991)に よ り 選 択 し た 。 ヘ ベ イ ン 結 合 性 抗 体
フ ラ グ メ ン ト を 単 離 す る た め に 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 に 提 示 さ れ た ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ
ｃ Ｆ ｖ － κ ラ イ ブ ラ リ ー 及 び ｓ ｃ Ｆ ｖ － λ ラ イ ブ ラ リ ー を 集 め 、 親 和 性 パ ニ ン グ 法 （ affi
nity panning procedure） （ 図 ２ ） を 用 い て パ ニ ン グ を 行 っ た 。 は じ め に フ ァ ー ジ プ ー ル
を ビ オ チ ン 化 し た 免 疫 反 応 性 の ヘ ベ イ ン 又 は ビ オ チ ン 化 し た コ ン ト ロ ー ル タ ン パ ク 質 （ バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド ） と １ ． ５ 時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 フ ァ ー ジ プ ー ル を ビ オ チ ン 結 合 性 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー ト し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 移 し た 。 ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ウ ェ ル を ３ 回 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 結 合 物 を 酸 性 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ  
Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ２ ． ２ ） で 溶 出 し 、 ２ Ｍ ト リ ス 溶 液 で 直 ち に 中 和 し た 。 続 く パ ニ ン グ ラ ウ ン
ド の た め に 、 溶 出 し た フ ァ ー ジ プ ー ル を . Ｘ Ｌ － １  Ｂ ｌ ｕ ｅ に 感 染 さ せ て 増 幅 し た
。 パ ニ ン グ は ５ ラ ウ ン ド 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 特 徴 づ け
最 後 の パ ニ ン グ サ イ ク ル 終 了 後 、 可 溶 性 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト を 発 現 さ せ る た め に 、 ｓ ｃ
Ｆ ｖ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 単 離 し た Ｄ Ｎ Ａ で . Ｈ Ｂ ２ １ ５ １ (
)の 形 質 転 換 を 行 っ た 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー は 、 そ の ｓ ｃ Ｆ ｖ 配 列 と

フ ァ ー ジ 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ 配 列 と の 間 に 、 遺 伝 子 型 の . 株 で は グ ル タ ミ ン 酸 に 翻 訳
さ れ 、 遺 伝 子 型 の . 株 で は 終 止 コ ド ン に 翻 訳 さ れ る Ｔ Ａ Ｇ ア ン バ ー 終 止 コ ド ン
を 含 む 。 ６ ２ 個 の 独 立 し た ク ロ ー ン の 小 規 模 培 養 を 実 施 し 、 予 備 的 な 特 徴 づ け に 用 い る 可
溶 性 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト を 製 造 し た 。 ク ロ ー ン は 、 ヘ ベ イ ン 特 異 的 結 合 性 物 質 物 を 捕 捉
す る た め の ヘ ベ イ ン で コ ー ト し た ウ ェ ル と 非 特 異 的 な 結 合 を 検 出 す る た め の コ ン ト ロ ー ル
タ ン パ ク 質 で コ ー ト し た ウ ェ ル を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 分 析 し た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 ほ
と ん ど の ク ロ ー ン は 高 い 親 和 性 で ヘ ベ イ ン に 結 合 し た 。 最 も 見 込 み の あ る ク ロ ー ン の う ち
１ ９ 個 の 配 列 を 決 定 し (Sanger  ., 1977)、 そ の う ち の ２ 個 の ク ロ ー ン を 更 な る 特 徴
づ け の た め に 選 択 し た （ 図 ４ 及 び ５ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
実 施 例 ２

本 実 施 例 に お い て は 、 ヘ ベ イ ン 結 合 特 異 性 を 有 す る ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ  ｓ ｃ Ｆ ｖ を Ｉ ｇ Ｇ １ サ ブ
タ イ プ に 属 す る ヒ ト Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト に 変 換 し た 。 多 量 体 の 形 成 が 難 し い こ と が 知 ら れ
て い る こ と か ら 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の １ Ａ ４
 ｓ ｃ Ｆ ｖ 及 び １ Ｃ ２  ｓ ｃ Ｆ ｖ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 細 菌 に Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト と し て 発 現
さ せ た (Holliger  ., 1993; Desplancq  ., 1994)。 得 ら れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
の 更 な る 特 徴 づ け を 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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Ｉ ． ヘ ベ イ ン 結 合 特 異 性 を 有 す る ヒ ト Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ
Ｆ ｄ 領 域 を オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ (overlapping PCR)で 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い た プ
ラ イ マ ー を 表 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
上 記 で 得 ら れ た Ｆ ｄ 領 域 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｌ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を バ ク テ リ ア の 発 現 ベ ク タ ー で あ る ｐ
Ｋ Ｋ ｔ ａ ｃ に ク ロ ー ニ ン グ し 、 . Ｒ Ｖ ３ ０ ８ を 形 質 転 換 し た 。 １ Ａ ４ Ｇ 及 び １ Ｃ ２
Ｇ と 命 名 し た 可 溶 性 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト が 産 生 さ れ 、 こ れ ら の Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト は そ の
Ｃ 末 端 に 導 入 し た ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ニ ル タ グ を 用 い て ニ ッ ケ ル を 固 定 し た セ フ ァ ロ ー ス カ ラ
ム で 実 質 的 に 純 粋 に な る ま で 精 製 し た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Ｉ Ｉ .ヒ ト Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 特 徴 づ け
精 製 し た １ Ａ ４ Ｇ 及 び １ Ｃ ２ Ｇ の 特 徴 づ け を 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ っ て 行 っ た 。 始 め に
、 ラ テ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 の 増 加 す る 系 列 を 用 い て サ ン プ ル （ １ Ａ ４ Ｇ 及 び １ Ｃ ２ Ｇ
） と ラ テ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ラ テ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は ラ テ ッ ク
ス 製 の 実 験 用 手 袋 か ら Aleniusと 共 同 研 究 者 ら (1996)に 従 っ て 単 離 し た も の を 使 用 し た 。
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 反 応 混 合 物 を ア レ ル ゲ ン 性 Ｇ Ｆ Ｐ － ヘ ベ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で コ ー ト
し た マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 使 用 し た ラ テ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド の 調
製 物 は 高 い ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー 活 性 を 有 し て い た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 図 ６ は 競 合 的
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 を 示 す 。 ヘ ベ イ ン に 対 す る １ Ａ ４ Ｇ の 結 合 （ 図 ６ ａ ） 及 び １ Ｃ ２ Ｇ の 結
合 （ 図 ６ ｂ ） は 、 天 然 ヘ ベ イ ン の 添 加 量 が 増 加 す る こ と で 阻 害 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 は ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 １ Ａ ４ Ｇ 抗 体 の 結 合 特 性 を 更
に 詳 細 に 検 討 す る た め に 、 ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ を 包 含 す る ペ プ チ ド と の 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ を 行 っ た （ 図 ７ ） 。 Banerjeeと 共 同 研 究 者 ら (1997)は ヘ ベ イ ン の ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト
ー プ に つ い て 研 究 し 、 重 要 な ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ で あ る と 考 え ら れ る ２ つ の ペ プ チ ド
、 ６ 量 体 と １ ３ 量 体 、 を 見 出 し た 。 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 固 定 し た ヘ ベ イ ン に 対 す
る １ Ａ ４ Ｇ の 結 合 は ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ で あ る ペ プ チ ド に よ っ て 阻 害 さ れ た 。 異 な る
競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 得 ら れ た こ れ ら の 結 果 は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た 抗 体 が 天
然 ヘ ベ イ ン と 同 様 に 組 換 え ヘ ベ イ ン に 特 異 的 に 結 合 し う る こ と を 示 す 。 更 に 、 予 備 実 験 の
結 果 は 、 １ Ａ ４ Ｇ 抗 体 が ヘ ベ イ ン の ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示
す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ 】
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【 表 ３ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 完 全 な ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ サ ブ ク ラ ス 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 及 び １ 本 鎖 抗 体
（ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） の 該 略 図 で あ り 、 抗 原 結 合 部 位 は 三 角 形 で 示 す 。 以 下 、 構 造 を 示 す 図 面 は い
ず れ も 実 寸 で は な い 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 パ ニ ン グ 法 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 使 用 し た ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ベ ク タ ー の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 １ Ａ ４ 抗 体 及 び １ Ｃ ２ 抗 体 の Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る 。 相 補 的 決 定 部 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 下 線 で 示 し た 。 ア ミ ノ 酸 番 号 は Kabat (Kabat  .,
 1991)の も の に 準 じ た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 １ Ａ ４ 抗 体 及 び １ Ｃ ２ 抗 体 の Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る 。 相 補 的 決 定 部 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 下 線 で 示 し た 。 ア ミ ノ 酸 番 号 は Kabat (Kabat  .,
 1991)の も の に 準 じ た 。
【 図 ６ ａ 】 図 ６ ａ は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ サ ブ タ イ プ に 属 す る １ Ａ ４ Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 競 合
的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 得 ら れ た 曲 線 で あ り 、 ラ テ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド に よ る ヘ ベ イ ン 結 合 阻 害 を
示 す 。
【 図 ６ ｂ 】 図 ６ ｂ は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ サ ブ タ イ プ に 属 す る １ Ｃ ２ Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 競 合
的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 得 ら れ た 曲 線 で あ り 、 ラ テ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド に よ る ヘ ベ イ ン 結 合 阻 害 を
示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 で あ っ て 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ サ ブ タ イ プ に 属 す る １
Ａ ４ Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 有 す る ヘ ベ イ ン 結 合 性 は 、 ヘ ベ イ ン の ア レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ
(６ 量 体 と １ ３ 量 体 )に よ り 阻 害 さ れ る こ と を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
配 列 番 号 １ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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配 列 番 号 ９ 　 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ３ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ４ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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配 列 番 号 ５ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ６ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ６ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ７ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ８ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ９ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ０ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ２ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ３ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ４ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ５ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ７ 　 配 列 中 の ３ １ ～ ３ ７ 番 ア ミ ノ 酸 、 ５ ２ ～ ６ ７ 番 ア ミ ノ 酸 及 び １ ０ １ ～ １ １
７ 番 ア ミ ノ 酸 は Ｃ Ｄ Ｒ で あ る 。
配 列 番 号 ８ ８ 　 配 列 中 の ３ １ ～ ３ ７ 番 ア ミ ノ 酸 、 ５ ２ ～ ６ ７ 番 ア ミ ノ 酸 及 び １ ０ １ ～ １ １
９ 番 ア ミ ノ 酸 は Ｃ Ｄ Ｒ で あ る 。
配 列 番 号 ８ ９ 　 配 列 中 の ２ ４ ～ ３ ５ 番 ア ミ ノ 酸 、 ５ １ ～ ５ ７ 番 ア ミ ノ 酸 及 び ９ ０ ～ ９ ８ 番
ア ミ ノ 酸 は Ｃ Ｄ Ｒ で あ る 。
配 列 番 号 ９ ０ 　 配 列 中 の ２ ４ ～ ３ ４ 番 ア ミ ノ 酸 、 ５ ０ ～ ５ ６ 番 ア ミ ノ 酸 及 び ８ ９ ～ ９ ７ 番
ア ミ ノ 酸 は Ｃ Ｄ Ｒ で あ る 。
配 列 番 号 ９ １ 　 人 工 的 な 塩 基 配 列 の 記 載 : オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ ａ 】

【 図 ６ ｂ 】

【 図 ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 6月 19日 (2003.6.19)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 体 又 は そ の 誘 導 体 か ら な る 物 質 で あ っ て 、 該 抗 体 は Ｉ ｇ Ｅ サ ブ ク ラ ス に 属 し 、 且 つ 、 ア
レ ル ゲ ン 性 ヘ ベ イ ン に 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン
ト と 定 義 さ れ る 、 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ２ 】
該 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト が ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 又 は Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ３ 】
該 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト が １ Ａ ４ 又 は １ Ｃ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る か 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の
断 片 で あ っ て 、 該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 に 含 ま れ る 抗 体 鎖 の 少 な く と も １ 種 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 で あ る 、 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
該 抗 体 鎖 が 、 Ｖ L 及 び ／ 又 は Ｖ H 領 域 の 相 補 性 決 定 部 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ
分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
該 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 発 現 可 能 な ベ ク タ ー で あ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ４ ～ ７ の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 、 又 は 該 物 質 に 含 ま れ る 抗 体 鎖 の 少
な く と も １ 種 を 発 現 す る こ と が 可 能 な 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 抗 体 鎖 が 、 請 求 項 ２ 又 は ３ で 定 義 さ れ た ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 ９ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
少 な く と も １ 種 の 抗 体 鎖 を 発 現 し う る 請 求 項 ８ の 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て
該 細 胞 の 産 生 し た ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 回 収 す る
こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
以 下 の 工 程 を 更 に 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 製 造 方 法 。
該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 回 収 し た 後 、 該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 抗 体 鎖 を 構 成 す る 複 数 の ド
メ イ ン を 包 含 す る ド メ イ ン 複 合 体 を 調 製 す る 工 程 、
調 製 し た ド メ イ ン 複 合 体 を 二 次 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、 及 び
ド メ イ ン 複 合 体 を 回 収 す る 工 程 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
更 に 、 回 収 し た ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 標 識 す る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 製 造
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 ヘ ベ イ ン 結 合 性 物
質 の 少 な く と も 一 部 を 合 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ２ 又 は ３ の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 、 表 面 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 提 示
す る フ ァ ー ジ 又 は 微 生 物 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 提 示 す る 請 求 項 １ ５ の フ ァ ー ジ 又 は 細 胞 か ら な る デ ィ ス プ レ イ ラ イ
ブ ラ リ ー か ら 、 請 求 項 ２ 又 は ３ の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
サ ン プ ル 中 の ヘ ベ イ ン を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
サ ン プ ル を 提 供 し 、 そ し て
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質 を 用 い て ヘ ベ イ ン を 検 出 す る
こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
運 搬 及 び 保 管 に 適 し た 容 器 に 入 れ ら れ た 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物 質
を 包 含 す る 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
免 疫 学 的 診 断 に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物
質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
免 疫 学 的 治 療 に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か の ヘ ベ イ ン 結 合 性 物
質 。

(76) JP 2005-500826 A 2005.1.13



【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

抗体工程技术本发明涉及抗体工程技术。更具体地，本发明涉及以过敏
性Hevein高亲和力和特异性结合的人IgE抗体及其衍生物。本发明还提供
了制备或修饰上述Hevein结合单克隆抗体的方法，以及在免疫学诊断领
域中使用这种抗体或其衍生物的方法。本发明中，与生物样品和原料样
品中定性和定量测定过敏Hebein在一起，免疫治疗成为可能，作为结
果，能够抑制过敏Hebein的活性过敏的患者。
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