
(57)【要約】

【課題】　極めて多種類のリガンド親和性タンパク質の

中から特定された１種又は２種以上のタンパク質を迅速

・大量・高純度に取得する技術の提供。

【解決手段】　１）ヒト又は非ヒト動物たる検体から、

多種類の複合タンパク質Ｘｐの各専用の生産手段Ｘｍを

備えた抗体産生細胞を単細胞分離によって厳密に分離し

、２）生産手段Ｘｍを逆転写ＰＣＲ法により複製手段Ｘ

ｃへ一旦転換させて、３）この複製手段ＸｃをＰＣＲ法

で大量複製し、４）転写用配列を付加したもとで、５）

in vitro転写／翻訳共役系へ投入して複合タンパク質Ｘ

ｐを１種類ごとに大量生産し、必要に応じて６）複合タ

ンパク質Ｘｐのキャラクタリゼーションを行う、リガン

ド親和性複合タンパク質の取得方法。

【選択図】　　　　　図７
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
任 意 に 特 定 さ れ た リ ガ ン ド Ｘ に 対 し て 選 択 的 な 親 和 性 を 示 す 極 め て 多 種 類 の 複 合 タ ン パ ク
質 Ｘ ｐ の 中 か ら 、 無 作 為 に あ る い は 特 性 評 価 を 通 じ て 選 ば れ る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 複 合 タ
ン パ ク 質 を 取 得 す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も 下 記 の １ ） 生 産 手 段 分 離 工 程 、 ２ ） 生 産 手
段 転 換 工 程 、 ３ ） 大 量 生 産 準 備 工 程 、 ４ ） 転 写 用 配 列 付 加 工 程 及 び ５ ） 単 一 種 大 量 生 産 工
程 を 含 み 、 必 要 に 応 じ て 更 に 下 記 の ６ ） キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
　 １ ） 極 め て 多 種 類 に わ た る 前 記 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の そ れ ぞ れ 専 用 の 生 産 手 段 （ ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ） で あ っ て 、 容 易 に 大 量 複 製 で き る 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） へ の 転 換 が 可 能 な 生 産 手
段 Ｘ ｍ を 備 え た 抗 体 産 生 細 胞 の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 た る 検 体
の 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 個 別 に 分 離 す る こ と に よ り 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 種 類 ご
と に 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 厳 密 に 分 離 し て 、 以 下 の 各 工 程 に お け る 生 産 手 段 Ｘ ｍ 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ
及 び 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 異 種 間 混 在 を 予 め 防 止 す る 生 産 手 段 分 離 工 程 。
　 ２ ） 互 い に 分 離 さ れ た １ 種 又 は 複 数 種 の 前 記 生 産 手 段 Ｘ ｍ に つ い て 、 そ れ ぞ れ の 生 産 手
段 Ｘ ｍ を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 部 又 は 一 部 を 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ
せ る 生 産 手 段 転 換 工 程 。
　 ３ ） 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ を Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 大 量 複 製 し て タ ン パ
ク 質 の 大 量 生 産 能 力 を 準 備 す る 大 量 生 産 準 備 工 程 。
　 ４ ） 大 量 複 製 さ れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） に 対 し て 、 そ の 無 細 胞 系 で の 生 産 手
段 Ｘ ｍ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） へ の 再 転 換 に 必 要 な 転 写 用 配 列 を 付 加 す る 転 写 用 配 列 付 加 工 程 。
　 ５ ） 転 写 用 配 列 を 付 加 さ れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 、 少 な く と も 複 製 手 段 Ｘ ｃ の 生 産 手 段
Ｘ ｍ へ の 再 転 換 を 行 う 要 素 と 、 生 産 手 段 Ｘ ｍ に 基 づ き タ ン パ ク 質 の 生 産 を 行 う 要 素 と を 備
え た 無 細 胞 系 へ 投 入 す る こ と に よ り 、 前 記 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 、 又 は 前 記 生 産 手 段 転 換
工 程 で 規 定 し た 一 部 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 、 １ 種 類 ご と に 大 量 生 産
す る 単 一 種 大 量 生 産 工 程 。
　 ６ ） 以 上 の 各 工 程 に よ り 生 産 さ れ た 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ に つ い て 、 特 性 評 価 を 行 い 、 優
れ た 特 性 を 持 つ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 あ る い は こ れ ら の 複 合 タ ン パ ク
質 Ｘ ｐ の 配 列 決 定 を 行 う キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 検 体 が ヒ ト で あ る 場 合 に お い て 、 抗 原 た る リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 を 既 に 体 内 に 生 成
し て い る 生 理 状 態 に あ る と 推 定 さ れ る 被 検 者 を 選 択 し た も と で 、 当 該 被 検 者 に お け る 適 宜
な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 を 社 会 通 念 上 許 容 さ れ る 非 侵 襲 的 手 段 に よ っ て 採 取 し 、 こ の 組 織
又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 前 記 １ ） の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分 離 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 被 検 者 か ら 、 前 記 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 と し て 末 梢 血 を 採 取 し 、 こ の 末 梢 血 か ら 抗 体
産 生 細 胞 た る Ｂ 細 胞 及 び ／ 又 は 形 質 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に
記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 検 体 が 非 ヒ ト 動 物 で あ る 場 合 に お い て 、 こ の 動 物 を リ ガ ン ド Ｘ で 免 疫 し た も と で 、 当
該 動 物 の 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 前 記 １ ） の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分 離 す る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ が 各 １ 対 の Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 か ら な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） 、 そ の
Ｆ ａ ｂ （ 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト ） 、 又 は こ れ ら に 準 ず る タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ４ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質
の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 、 前 記 検 体 の 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 を 液 体 中 に 投 入 し て 抗
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体 産 生 細 胞 を 分 散 ・ 懸 濁 さ せ 、 一 定 の 分 離 用 抗 体 と 結 合 さ せ た 磁 性 微 粒 子 と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 後 、 分 離 用 抗 体 を 介 し て 抗 体 産 生 細 胞 に 結 合 し た 磁 性 微 粒 子 を マ グ ネ ッ ト で 回
収 す る こ と に よ り 、 前 記 懸 濁 液 か ら 目 的 と す る 抗 体 産 生 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ５ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 生 産 手 段 転 換 工 程 に お い て 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い る プ ラ イ マ ー の 設 計 に よ り 、 特 定 の
分 類 カ テ ゴ リ ー に 属 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ
転 換 さ せ 、 及 び ／ 又 は 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 構 成 す る 特 定 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の み を 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ６ の い ず
れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 大 量 生 産 準 備 工 程 に お い て 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ の Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 大 量 複 製 を 、 次 の ２ 段 階
Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ７ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親
和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
　 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ ： 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 構 成 す る 全 て の 種 類 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 各 種 類 の プ
ラ イ マ ー に お い て 、 そ れ ら の ５ ’ 末 端 側 に 同 一 の 付 加 配 列 を 設 け て お い て 増 幅 を 行 う 。
　 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ ： 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ れ た 全 て の 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 対 し
て 、 前 記 付 加 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 部 分 を 備 え た 単 一 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅
を 行 う 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ で 用 い る 各 種 類 の プ ラ イ マ ー の 付 加 配 列 中 に 、 前 記 ５ ） の 無 細 胞 系 の
由 来 生 物 を 考 慮 し た 適 宜 な 種 類 の 翻 訳 開 始 促 進 配 列 部 分 を 含 め て お く こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ８ に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 転 写 用 配 列 付 加 工 程 に お い て 、 大 量 生 産 準 備 工 程 で 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に
対 し て 、 少 な く と も プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 付 加 す る Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
～ 請 求 項 ９ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に お い て 、 前 記 無 細 胞 系 を 還 元 化 し な い ま ま の 条 件 で 用 い る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 １ ０ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の
取 得 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 が 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る リ ガ ン ド
親 和 性 評 価 と 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ 又 は そ の 遺 伝 子 の 配 列 決 定 と 、 形 質 転 換 体 を 用 い て 生
産 さ せ た 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｋ ｄ 値 の 測 定 と の 内 の 少 な く と も １ 項 目 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 １ １ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ～ 請 求 項 １ ２ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 を 、
ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に お け る リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と を 特
徴 と す る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ に 記 載 の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 実 施 す る た め に 用 い ら れ る キ ッ ト で あ っ て
、 少 な く と も 以 下 の 構 成 要 素 を 含 ん で 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用
キ ッ ト 。
　 １ １ ） 請 求 項 ６ に 規 定 す る 分 散 ・ 懸 濁 用 の 液 体 と 、 磁 性 微 粒 子 と の セ ッ ト 。
　 １ ２ ） 請 求 項 ７ に 規 定 す る 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
　 １ ３ ） 請 求 項 ８ に 規 定 す る ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
　 １ ４ ） 請 求 項 １ の ５ ） に 規 定 す る 無 細 胞 系 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ 及 び 請 求 項 ４ ～ 請 求 項 １ ２ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の
取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 の 予 防 、 診 断 又 は 治 療 を 行 う
こ と を 特 徴 と す る 医 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ～ 請 求 項 ３ 及 び 請 求 項 ５ ～ 請 求 項 １ ２ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ
ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 ヒ ト の 疾 患 の 予 防 、 診 断 又 は 治 療 を
行 う こ と を 特 徴 と す る 医 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ～ 請 求 項 １ ２ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ
っ て 得 ら れ た 抗 体 を 有 効 成 分 と し 、 そ の 由 来 に 応 じ て ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に 適 用 さ れ る も
の で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 医 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ～ 請 求 項 ３ 及 び 請 求 項 ５ ～ 請 求 項 １ ２ の い ず れ か に 記 載 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ
ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 有 効 成 分 と し 、 そ の 由 来 す る ヒ ト 個 体 に 対 し
て 適 用 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 を 、 非 経 口 的 な 投 与 方 法 に よ っ て 、 そ の 由 来 す
る 前 記 ヒ ト 個 体 の 体 内 へ 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 投 薬 方 法 。

　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 抗 体
ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト 、 医 療 方 法 、 抗 体 医 薬 、 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 、 及 び 投 薬 方 法 に
関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 更 に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 特 定 さ れ た リ ガ ン ド に 対 し て 選 択 的 な 親 和 性 を 示 す 極 め て 多
種 類 の 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 中 か ら 選 ば れ る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 複 合 タ ン パ ク 質 を 迅 速 か
つ 大 量 に 取 得 す る こ と を 可 能 と し た 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に 関 す る
。 こ の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 は 、 ヒ ト に 対 し て 適 用 す る こ と が で き 、
更 に 、 少 な く と も 免 疫 反 応 に よ る 抗 体 の 生 成 が 認 め ら れ る 非 ヒ ト 動 物 に 対 し て も 適 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 又 、 本 発 明 は 、 上 記 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に 基 づ い た 、 ハ イ ・ ス
ル ー プ ッ ト （ High-throughput ） な ス ク リ ー ニ ン グ を 迅 速 に 実 行 可 能 と す る 抗 体 ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 と 、 こ の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 行 う た め の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト に
関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 又 、 本 発 明 は 、 上 記 の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 用 い る 、 ヒ ト 又
は 上 記 の 非 ヒ ト 動 物 に 対 す る 医 療 方 法 と 、 当 該 抗 体 を 有 効 成 分 と す る 抗 体 医 薬 と に 関 す る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト を 適 用 対 象 と す る 上 記 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方
法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 有 効 成 分 と す る 医 薬 で あ っ て 、 適 用 対 象 た る 当 該 ヒ ト 個 体 に 投
与 す る こ と を 目 的 と す る 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 と 、 こ の 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 を 用 い る 投
薬 方 法 と に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 な お 、 本 発 明 に お い て 、 「 リ ガ ン ド 」 と は 、 任 意 の 無 機 化 合 物 や 有 機 化 合 物 、 及 び 抗 原
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た り 得 る 各 種 の 無 機 化 合 物 や 有 機 化 合 物 、 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス 、 微 生 物 等 を 制 限 な く 含
む 概 念 で あ る 。 リ ガ ン ド が 抗 原 で あ る 場 合 に お い て 、 本 発 明 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ
ク 質 は 抗 体 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 単 に 「 Ｍ ａ ｂ 」 と も 言 う ） で あ り 得 る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 任 意 の リ ガ ン ド に 対 し て 選 択 的 な 親 和 性 を 示 す タ ン パ ク 質 は 、 一 般 的 な 技 術 分 野 に お い
て は 、 当 該 リ ガ ン ド の 検 出 手 段 、 分 離 手 段 あ る い は 精 製 手 段 と し て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 方 、 医 学 あ る い は 生 理 学 の 分 野 に お い て は 、 こ の よ う な 親 和 性 タ ン パ ク 質 と し て 、 ヒ
ト 又 は 少 な く と も 免 疫 反 応 に よ る 抗 体 の 産 生 が 認 め ら れ る 非 ヒ ト 動 物 に お い て 生 成 さ れ る
極 め て 多 種 類 の 抗 体 を 代 表 的 に 例 示 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 免 疫 学 に お け る 重 要 な 生 体
分 子 で あ り 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 の 予 防 、 診 断 あ る い は 治 療 等 に 広 範 囲 に 応 用 す る
こ と が で き る 。 非 ヒ ト 動 物 を 用 い た 病 理 研 究 等 に も 広 範 囲 に 応 用 す る こ と が で き る 。 抗 体
の 内 で も 、 特 に 、 い わ ゆ る ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に よ っ て 大 量 生 産 が 可 能 と な っ た Ｍ ａ ｂ は
極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 般 的 に 、 リ ガ ン ド 親 和 性 タ ン パ ク 質 を 取 得 す る 場 合 に お い て 、 例 え ば 任 意 の 抗 原 即 ち
リ ガ ン ド で 免 疫 し た 非 ヒ ト 動 物 、 ヒ ト に お け る 各 種 の 感 染 症 患 者 、 あ る い は 、 ガ ン 細 胞 が
リ ガ ン ド と な っ て 抗 体 を 生 成 し て い る ガ ン 患 者 等 に 典 型 的 に 見 ら れ る よ う に 、 リ ガ ン ド に
対 す る 親 和 性 又 は 結 合 力 等 に 差 異 の あ る 極 め て 多 種 類 の 類 似 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る 場 合 が
多 い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 場 合 の よ う に 、 こ の よ う な 類 似 タ ン パ ク 質 群 を 混
ぜ 物 と し て そ の ま ま 利 用 す る こ と も 、 場 合 に よ っ て 可 能 で は あ る 。 し か し 、 リ ガ ン ド の 検
出 手 段 、 分 離 手 段 あ る い は 精 製 手 段 と し て も 、 疾 患 の 予 防 、 診 断 あ る い は 治 療 等 の 手 段 と
し て も 、 多 種 類 の 類 似 タ ン パ ク 質 群 の 内 か ら 特 定 さ れ た １ 種 類 ご と の 優 れ た リ ガ ン ド 親 和
性 タ ン パ ク 質 の み を 選 択 的 に 大 量 取 得 す る こ と が 、 圧 倒 的 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 は 、 １ 種 類 の リ ガ ン ド 親 和 性 タ ン パ ク 質 の み を 、 Ｍ ａ ｂ と し て 選 択
的 に 大 量 取 得 す る 可 能 性 を 切 り 開 い た 点 で 重 要 な 意 味 を 持 つ 。 し か し 、 こ の 技 術 で は 、 動
物 の 免 疫 反 応 を 利 用 し て 抗 原 親 和 性 タ ン パ ク 質 た る 各 種 Ｍ ａ ｂ の 生 産 源 で あ る 多 数 の Ｂ 細
胞 を 調 製 す る 点 は 良 い と し て も 、 そ の 後 、 例 え ば 安 定 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 成 （ タ ン パ
ク 質 の 生 産 手 段 の 調 製 ） に 困 難 が あ っ た り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 と 増 殖 （ タ ン パ ク 質 の
生 産 手 段 の 大 規 模 化 ） に 非 常 に 手 間 が か か る 等 の 問 題 が あ る 。 従 っ て 、 実 用 技 術 と し て は
、 迅 速 な 大 量 生 産 及 び 高 速 多 検 体 ス ク リ ー ニ ン グ と 言 う 要 求 に 十 分 に 応 え る こ と が で き な
い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 近 年 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 の 上 記 問 題 点 に 鑑 み 、 Ｂ 細 胞 の 生 成 と 組 織 培 養 を 不 要 化 す る
た め 、 例 え ば 、 キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Vaquelo et al., 1999） 、 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス
(Green et al., 1994)、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー （ MacCafferty
et al., 1990） 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ ー （ Hanes & Plucthun, 1997） の よ う な 種 々 の 遺
伝 子 工 学 的 技 術 の 開 発 が 図 ら れ て い る 。 し か し こ れ ら の 技 術 は 、 い わ ば 要 素 技 術 に 過 ぎ ず
、 多 様 な リ ガ ン ド 親 和 性 タ ン パ ク 質 を 大 量 生 産 し 高 速 多 検 体 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う と 言 う
要 求 に 全 体 的 に 応 え る こ と は で き な い し 、 よ り 具 体 的 な レ ベ ル の 問 題 と し て 、 抗 体 の Ｈ 鎖
と Ｌ 鎖 と の オ リ ジ ナ ル で 正 確 な ペ ア リ ン グ は 得 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Coronella, J.A., Telleman, P., Truong, T.D., Ylera, F., Junghans
, R.P., 2000.   "Amplification of IgG VH and VL(Fab) fromsingle cell human plasm
a cells and B cells" Nucleic Acids Res. 28,e85　 又 、 Ｂ 細 胞 を 迅 速 ・ 正 確 に 単 離 す る
技 術 、 キ ッ ト 化 さ れ た 実 験 試 薬 、 シ ー ク エ ン シ ン グ と そ の 解 析 の 自 動 化 、 単 細 胞 逆 転 写 Ｐ
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Ｃ Ｒ 技 術 等 が 進 歩 し 、 例 え ば 上 記 の 非 特 許 文 献 １ で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 種 々 の 細 胞 由
来 の 抗 体 遺 伝 子 の 増 幅 が 報 告 さ れ て 来 た 。 即 ち 、 単 細 胞 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ の 利 点 に よ り 、 単 一
の 細 胞 か ら 得 た 抗 体 の Ｌ 鎖 遺 伝 子 と Ｈ 鎖 遺 伝 子 と を そ れ ぞ れ 増 幅 し 、 組 換 え 大 腸 菌 を 用 い
た 発 現 シ ス テ ム を 利 用 す れ ば 、 抗 体 の Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 と の ペ ア リ ン グ は 実 現 で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し か し 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 た る 抗 体 遺 伝 子 を 、 発 現 の た め に ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す
る 必 要 が あ り 、 そ の ク ロ ー ニ ン グ と 微 生 物 で の 発 現 に は 非 常 に 面 倒 な 作 業 と 長 時 間 を 要 す
る 。 又 、 細 胞 毒 性 を 有 す る 抗 体 を 扱 う こ と が 困 難 で あ る と か 、 極 め て 多 数 の ク ロ ー ン （ 極
め て 多 数 の 組 換 え 大 腸 菌 ） を 扱 う こ と が 困 難 で あ る と か の 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 上 の 点 は 、 特 定 さ れ た リ ガ ン ド 親 和 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る 迅 速 な 大 量 生 産 と 高 速 多 検
体 ス ク リ ー ニ ン グ と 言 う 一 般 的 な 技 術 手 段 と し て の 要 求 に 関 す る 問 題 の 指 摘 で あ る が 、 こ
の 問 題 を 医 学 又 は 生 理 学 の 立 場 か ら 見 る と 、 優 れ た 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 医 療 方 法 、
抗 体 医 薬 等 の 提 供 の 問 題 に 直 結 す る も の で あ る 。 更 に 、 ヒ ト を 対 象 と す る 場 合 に は 、 免 疫
反 応 が 関 連 す る 疾 患 等 に お い て 、 拒 絶 反 応 を 伴 わ な い 非 経 口 的 投 与 を 可 能 と す る 非 免 疫 反
応 性 抗 体 医 薬 の 提 供 の 問 題 に も 直 結 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 願 発 明 者 は 、 極 め て 多 種 類 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 中 か ら 特 定 さ れ た １ 種
又 は ２ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 迅 速 ・ 大 量 に 取 得 す る た め の 技 術 と し て 、 感 染 症 患 者 等 か ら
ヒ ト の 抗 体 産 生 細 胞 を 非 侵 襲 的 手 段 に よ っ て 採 取 し 、 又 は 免 疫 反 応 を 利 用 し て 非 ヒ ト 動 物
の 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 し 、 こ れ を ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に 替 わ る も の と し て の 単 細 胞 逆 転 写
Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 と 組 み 合 わ せ 、 更 に 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 か ら の タ ン パ ク 質 製 造 技 術 と し
て 近 年 注 目 さ れ て い る 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 を 組 み 合 わ せ る こ と を 着 想 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し か し 、 こ の よ う な 生 産 技 術 体 系 を 構 想 す る 場 合 、 と り わ け 、 極 め て 多 種 類 の リ ガ ン ド
親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 中 か ら 優 れ た 特 性 を 有 す る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 選 択
的 に 迅 速 ・ 大 量 取 得 し よ う と す る 場 合 、 下 記 イ ） 、 ロ ） 、 ハ ） に 起 因 す る 実 質 的 に 無 限 と
も 言 え る 多 様 性 の 制 約 の 中 で 、 そ の 目 的 を 果 た さ ね ば な ら な い 。
イ ） 抗 体 と し て 得 ら れ る 目 的 タ ン パ ク 質 に は 実 質 的 に 無 限 と も 言 え る 極 め て 多 種 の バ リ エ
ー シ ョ ン が あ る 。
ロ ） タ ン パ ク 質 の 各 分 子 が 複 数 の フ ラ グ メ ン ト か ら な る 複 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 各 フ ラ
グ メ ン ト が 個 別 の 構 造 遺 伝 子 で コ ー ド さ れ て い る 。
ハ ） こ の 複 合 タ ン パ ク 質 に お い て Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 等 の 各 ク ラ ス と 、 Ｌ 鎖 に お け る
κ 鎖 や λ 鎖 等 の 各 ア イ ソ タ イ プ が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 願 発 明 者 の 知 る 限 り に お い て 、 こ の よ う な 多 様 性 の 制 約 の 中 で 特 定 の 複 合 タ ン パ ク 質
を 選 択 的 に 迅 速 ・ 大 量 取 得 し よ う と す る 課 題 に 取 り 組 ん だ リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質
の 取 得 方 法 は 、 未 だ 提 案 さ れ た こ と が な い 。 本 願 発 明 者 は 、 こ の よ う な 前 例 の な い 課 題 の
解 決 に 取 り 組 み 、 本 願 発 明 に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 を 完 成 し た 。
更 に 、 こ の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 を 基 礎 と し て 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト 、 医 療 方 法 、 抗 体 医 薬 、 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 、 及 び
投 薬 方 法 の 各 発 明 を も 完 成 し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ 第 １ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ 発 明 の 構 成 は 、 任 意 に 特 定 さ れ た リ ガ ン ド Ｘ に 対 し
て 選 択 的 な 親 和 性 を 示 す 極 め て 多 種 類 の 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 中 か ら 、 無 作 為 に あ る い は
特 性 評 価 を 通 じ て 選 ば れ る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 複 合 タ ン パ ク 質 を 取 得 す る 方 法 で あ っ て 、
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少 な く と も 下 記 の １ ） 生 産 手 段 分 離 工 程 、 ２ ） 生 産 手 段 転 換 工 程 、 ３ ） 大 量 生 産 準 備 工 程
、 ４ ） 転 写 用 配 列 付 加 工 程 及 び ５ ） 単 一 種 大 量 生 産 工 程 を 含 み 、 必 要 に 応 じ て 更 に 下 記 の
６ ） キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 含 む 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 １ ） 極 め て 多 種 類 に わ た る 前 記 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の そ れ ぞ れ 専 用 の 生 産 手 段 （ ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ） で あ っ て 、 容 易 に 大 量 複 製 で き る 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） へ の 転 換 が 可 能 な 生 産 手
段 Ｘ ｍ を 備 え た 抗 体 産 生 細 胞 の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 た る 検 体
の 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 個 別 に 分 離 す る こ と に よ り 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 種 類 ご
と に 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 厳 密 に 分 離 し て 、 以 下 の 各 工 程 に お け る 生 産 手 段 Ｘ ｍ 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ
及 び 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 異 種 間 混 在 を 予 め 防 止 す る 生 産 手 段 分 離 工 程 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ２ ） 互 い に 分 離 さ れ た １ 種 又 は 複 数 種 の 前 記 生 産 手 段 Ｘ ｍ に つ い て 、 そ れ ぞ れ の 生 産 手
段 Ｘ ｍ を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 部 又 は 一 部 を 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ
せ る 生 産 手 段 転 換 工 程 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ３ ） 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ を Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 大 量 複 製 し て タ ン パ
ク 質 の 大 量 生 産 能 力 を 準 備 す る 大 量 生 産 準 備 工 程 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ４ ） 大 量 複 製 さ れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） に 対 し て 、 そ の 無 細 胞 系 で の 生 産 手
段 Ｘ ｍ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） へ の 再 転 換 に 必 要 な 転 写 用 配 列 を 付 加 す る 転 写 用 配 列 付 加 工 程 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ５ ） 転 写 用 配 列 を 付 加 さ れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 、 少 な く と も 複 製 手 段 Ｘ ｃ の 生 産 手 段
Ｘ ｍ へ の 再 転 換 を 行 う 要 素 と 、 生 産 手 段 Ｘ ｍ に 基 づ き タ ン パ ク 質 の 生 産 を 行 う 要 素 と を 備
え た 無 細 胞 系 へ 投 入 す る こ と に よ り 、 前 記 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 、 又 は 前 記 生 産 手 段 転 換
工 程 で 規 定 し た 一 部 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 、 １ 種 類 ご と に 大 量 生 産
す る 単 一 種 大 量 生 産 工 程 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ６ ） 以 上 の 各 工 程 に よ り 生 産 さ れ た 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ に つ い て 、 特 性 評 価 を 行 い 、 優
れ た 特 性 を 持 つ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 あ る い は こ れ ら の 複 合 タ ン パ ク
質 Ｘ ｐ の 配 列 決 定 を 行 う キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ 第 ２ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ２ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 に 係 る 検 体 が ヒ ト で あ
る 場 合 に お い て 、 抗 原 た る リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 を 既 に 体 内 に 生 成 し て い る 生 理 状 態 に
あ る と 推 定 さ れ る 被 検 者 を 選 択 し た も と で 、 当 該 被 検 者 に お け る 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成
部 分 を 社 会 通 念 上 許 容 さ れ る 非 侵 襲 的 手 段 に よ っ て 採 取 し 、 こ の 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か
ら 前 記 １ ） の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分 離 す る 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得
方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 （ 第 ３ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ３ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 ２ 発 明 に 係 る 被 検 者 か ら 、 前
記 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 と し て 末 梢 血 を 採 取 し 、 こ の 末 梢 血 か ら 抗 体 産 生 細 胞 た る Ｂ 細 胞
及 び ／ 又 は 形 質 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 （ 第 ４ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ４ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 に 係 る 検 体 が 非 ヒ ト 動
物 で あ る 場 合 に お い て 、 こ の 動 物 を リ ガ ン ド Ｘ で 免 疫 し た も と で 、 当 該 動 物 の 適 宜 な 組 織
又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 前 記 １ ） の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分 離 す る 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-158203 A 2006.6.22



合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 （ 第 ５ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ５ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 ４ 発 明 の い ず れ か
に 係 る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ が 各 １ 対 の Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 か ら な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） 、 そ
の Ｆ ａ ｂ （ 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト ） 、 又 は こ れ ら に 準 ず る タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト で あ
る 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 （ 第 ６ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ６ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 ５ 発 明 の い ず れ か
に 係 る 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 、 前 記 検 体 の 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 を 液 体 中 に 投 入 し て
抗 体 産 生 細 胞 を 分 散 ・ 懸 濁 さ せ 、 一 定 の 分 離 用 抗 体 と 結 合 さ せ た 磁 性 微 粒 子 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 後 、 分 離 用 抗 体 を 介 し て 抗 体 産 生 細 胞 に 結 合 し た 磁 性 微 粒 子 を マ グ ネ ッ ト で
回 収 す る こ と に よ り 、 前 記 懸 濁 液 か ら 目 的 と す る 抗 体 産 生 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る 、 リ ガ
ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ 第 ７ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ７ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 ６ 発 明 の い ず れ か
に 係 る 生 産 手 段 転 換 工 程 に お い て 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い る プ ラ イ マ ー の 設 計 に よ り 、 特 定
の 分 類 カ テ ゴ リ ー に 属 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 複 製 手 段 Ｘ ｃ
へ 転 換 さ せ 、 及 び ／ 又 は 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 構 成 す る 特 定 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ せ る 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方
法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 （ 第 ８ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ８ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 ７ 発 明 の い ず れ か
に 係 る 大 量 生 産 準 備 工 程 に お い て 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ の Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 大 量 複 製 を 、 次 の ２ 段
階 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ ： 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 構 成 す る 全 て の 種 類 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 各 種 類 の プ
ラ イ マ ー に お い て 、 そ れ ら の ５ ’ 末 端 側 に 同 一 の 付 加 配 列 を 設 け て お い て 増 幅 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ ： 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ れ た 全 て の 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 対 し
て 、 前 記 付 加 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 部 分 を 備 え た 単 一 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅
を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 （ 第 ９ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ９ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 ８ 発 明 に 係 る 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ
で 用 い る 各 種 類 の プ ラ イ マ ー の 付 加 配 列 中 に 、 前 記 ５ ） の 無 細 胞 系 の 由 来 生 物 を 考 慮 し た
適 宜 な 種 類 の 翻 訳 開 始 促 進 配 列 部 分 を 含 め て お く 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得
方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 （ 第 １ ０ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ０ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 ９ 発 明 の い ず れ
か に 係 る 転 写 用 配 列 付 加 工 程 に お い て 、 大 量 生 産 準 備 工 程 で 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン
ト に 対 し て 、 少 な く と も プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 付 加 す る Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合
タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ 第 １ １ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ １ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 １ ０ 発 明 の い ず

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-158203 A 2006.6.22



れ か に 係 る 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に お い て 、 前 記 無 細 胞 系 を 還 元 化 し な い ま ま の 条 件 で 用 い
る 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 （ 第 １ ２ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ２ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 １ １ 発 明 の い ず
れ か に 係 る キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 が 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る リ
ガ ン ド 親 和 性 評 価 と 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ 又 は そ の 遺 伝 子 の 配 列 決 定 と 、 形 質 転 換 体 を 用
い て 生 産 さ せ た 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｋ ｄ 値 の 測 定 と の 内 の 少 な く と も １ 項 目 を 含 む 、 リ
ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ 第 １ ３ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ３ 発 明 の 構 成 は 、 前 記 第 １ 発 明 ～ 第 １ ２ 発 明 の い ず
れ か に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 を 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に お け る リ
ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ 第 １ ４ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ４ 発 明 の 構 成 は 、 第 １ ３ 発 明 に 係 る 抗 体 ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 を 実 施 す る た め に 用 い ら れ る キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も 以 下 の 構 成 要 素 を 含 ん
で 構 成 さ れ る 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 １ １ ） 第 ６ 発 明 に 係 る 分 散 ・ 懸 濁 用 の 液 体 と 、 磁 性 微 粒 子 と の セ ッ ト 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 １ ２ ） 第 ７ 発 明 に 係 る 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 １ ３ ） 第 ８ 発 明 に 係 る ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 １ ４ ） 第 １ 発 明 の ５ ） に 係 る 無 細 胞 系 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ 第 １ ５ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ５ 発 明 の 構 成 は 、 第 １ 発 明 及 び 第 ４ 発 明 ～ 第 １ ２ 発
明 の い ず れ か に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 用
い て 、 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 の 予 防 、 診 断 又 は 治 療 を 行 う 、 医 療 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ 第 １ ６ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ６ 発 明 の 構 成 は 、 第 １ 発 明 ～ 第 ３ 発 明 及 び 第 ５ 発 明
～ 第 １ ２ 発 明 の い ず れ か に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ
た 抗 体 を 用 い て 、 ヒ ト の 疾 患 の 予 防 、 診 断 又 は 治 療 を 行 う 、 医 療 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ 第 １ ７ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ７ 発 明 の 構 成 は 、 第 １ 発 明 ～ 第 １ ２ 発 明 の い ず れ か
に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 有 効 成 分 と し 、
そ の 由 来 に 応 じ て ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に 適 用 さ れ る も の で あ る 、 抗 体 医 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ 第 １ ８ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ８ 発 明 の 構 成 は 、 第 １ 発 明 ～ 第 ３ 発 明 及 び 第 ５ 発 明
～ 第 １ ２ 発 明 の い ず れ か に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て 得 ら れ
た 抗 体 を 有 効 成 分 と し 、 そ の 由 来 す る ヒ ト 個 体 に 対 し て 適 用 さ れ る も の で あ る 、 非 免 疫 反
応 性 抗 体 医 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 （ 第 １ ９ 発 明 の 構 成 ）
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　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 １ ９ 発 明 の 構 成 は 、 第 １ ８ 発 明 に 係 る 非 免 疫 反 応 性 抗
体 医 薬 を 、 非 経 口 的 な 投 与 方 法 に よ っ て 、 そ の 由 来 す る 前 記 ヒ ト 個 体 の 体 内 へ 投 与 す る 、
投 薬 方 法 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 （ 第 １ 発 明 の 効 果 ）
　 第 １ 発 明 に お い て は 、 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 た る 検 体 を 利 用
し て 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の そ れ ぞ れ 専 用 の 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 備 え た 抗 体 産 生 細 胞 の １ 個 又
は 複 数 個 の 単 細 胞 を 調 製 す る の で 、 極 め て 多 種 類 の 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 生 産 手 段 を 簡 易
か つ 迅 速 に 一 括 し て 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 記 に よ り 一 括 調 製 し た 生 産 手 段 Ｘ ｍ た る 各 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 各 細 胞 単 位 で 個 別 に 生 成 し 分
離 さ れ て い る の で 、 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 種 類 ご と に 厳 密 に 分 離 し て 絞 り
込 む こ と が で き 、 後 工 程 に お け る 生 産 手 段 Ｘ ｍ 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ 及 び 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の
異 種 間 混 在 を 完 全 に 予 防 で き る 。 し か も 、 こ れ ら の 生 産 手 段 Ｘ ｍ は 各 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ
の 専 用 の 生 産 手 段 と し て 機 能 す る の で 、 タ ン パ ク 質 生 産 手 段 ラ イ ブ ラ リ ー と し て 極 め て 好
適 で あ る 。 更 に 、 前 記 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 の よ う な 、 安 定 し た 生 産 手 段 の 調 製 （ ハ イ
ブ リ ド ー マ 作 成 ） 上 の 困 難 が な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 し か し 、 上 記 の タ ン パ ク 質 生 産 手 段 ラ イ ブ ラ リ ー に お い て は 、 各 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 極 め て 微 量
で あ る た め に 生 産 規 模 が 微 少 で あ っ て 、 大 量 生 産 の 要 求 に 応 え る こ と が で き な い 。 そ こ で
次 の 生 産 手 段 転 換 工 程 に お い て 、 直 接 に 生 産 手 段 と し て は 機 能 し な い が 容 易 に 大 量 複 製 す
る こ と が で き る 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） へ 一 旦 転 換 さ せ る の で あ る 。 そ し て 、 逆 転 写 Ｐ
Ｃ Ｒ 法 を 利 用 す る 生 産 手 段 転 換 工 程 で は 、 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 部 を 転 換
さ せ て も 良 い が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を 選 択 的 に 転 換 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 し た 生 産 手 段 分
離 工 程 に お い て 絞 り 込 ま れ た タ ン パ ク 質 の 種 類 ご と の ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ セ ッ ト ） の 内 か
ら 、 更 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 種 別 の 絞 り 込 み を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ う し て 絞 り 込 ま れ た 種 類 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て 得 た 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 大 量 生
産 準 備 工 程 に お い て 大 量 複 製 す る 。 こ の 工 程 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 利 用 す る の で 、 前 記 し た ハ イ ブ
リ ド ー マ 技 術 や 非 特 許 文 献 １ に 記 載 の 技 術 の よ う に 、 大 量 生 産 規 模 を 整 え る （ ハ イ ブ リ ド
ー マ や 形 質 転 換 体 を 培 養 ・ 増 殖 す る ） 上 で 面 倒 な 作 業 と 長 時 間 を 要 す る と 言 う 困 難 が な い
。 し か も 前 記 の 生 産 手 段 転 換 工 程 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 種 別 の 絞 り 込 み を 行 う 場 合 に は 、 使 用 す る
プ ラ イ マ ー の 種 類 を 著 し く 低 減 さ せ る こ と が で き る た め 、 副 産 物 が 非 常 に 少 な く 、 特 異 性
の 高 い Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ う し て 大 量 複 製 さ れ た 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） に 対 し て 、 転 写 用 配 列 付 加 工 程 に お
い て 、 そ の 無 細 胞 系 で の 生 産 手 段 Ｘ ｍ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） へ の 再 転 換 に 必 要 な 転 写 用 配 列 を 付 加
す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 に 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に お い て 、 上 記 の よ う に 転 写 用 配 列 を 付 加 さ れ た 複 製 手 段 Ｘ ｃ
（ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 無 細 胞 系 へ 投 入 す る こ と に よ り 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ
の 種 類 ご と に 、 タ ン パ ク 質 の 大 量 生 産 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 前 記 の よ う に 、 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 生 産 手 段 Ｘ ｍ が 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 種 類 ご
と に 厳 密 に 分 離 さ れ 、 必 要 に 応 じ て 生 産 手 段 転 換 工 程 で は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 種 別 の 絞 り 込 み が 行
わ れ る 。 従 っ て 、 転 写 用 配 列 を 有 効 に 機 能 し 得 る 状 態 で 付 加 す る こ と が で き る と 共 に 、 大
量 生 産 準 備 工 程 で は 特 異 性 の 高 い Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ の た め 、 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に お い て は 、 目 的 と す る 単 一 種 の 複 合 タ ン パ ク 質 に 対 し
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て 分 子 量 、 立 体 構 造 、 リ ガ ン ド 親 和 性 等 の 面 で 類 似 す る 複 合 タ ン パ ク 質 の 副 産 物 は 殆 ど 生
産 さ れ ず 、 一 方 で は 目 的 と す る 単 一 種 の 複 合 タ ン パ ク 質 が 有 効 に 大 量 生 産 さ れ る 。 そ の 結
果 、 工 程 終 了 後 の 無 細 胞 系 か ら の 目 的 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 高 純 度 な 分 離 ・ 回 収 を 容 易 か つ 迅
速 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 従 っ て 、 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 行 う 場 合 に お い て も 、 特 性 評 価 、 ス ク リ ー ニ ン
グ 、 配 列 決 定 を 迅 速 か つ 正 確 に 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 願 第 １ 発 明 に よ れ ば 、 実 質 的 に 無 限 と も 言 え る 多 様 性 の 制 約 の 中 で 、
互 い に 類 似 し た 極 め て 多 種 類 の リ ガ ン ド 親 和 性 タ ン パ ク 質 の 中 か ら 特 定 さ れ た １ 種 又 は ２
種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 迅 速 ・ 大 量 に ク ロ ー ニ ン グ し て 高 純 度 で 取 得 す る こ と が で き る 。 こ
う し て 取 得 し た リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 に お い て は 、 Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 が 正 し く ペ ア リ ン
グ し て い る こ と が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 第 １ 発 明 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 を 極 め て 迅 速 に 行 い 得 る 点 に 関 し
て は 、 例 え ば 次 の よ う な 評 価 が 可 能 で あ る 。 即 ち 、 こ の よ う な 極 め て 多 種 類 の リ ガ ン ド 親
和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 中 か ら 機 能 的 に 特 に 優 れ た １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 複 合 タ ン パ ク 質 を 取
得 す る 場 合 （ 例 え ば Ｍ ａ ｂ を 取 得 す る 場 合 ） 、 通 常 は ３ ケ 月 又 は そ れ 以 上 の 長 期 間 を 要 す
る 、 と 言 わ れ て い る 。 こ れ に 対 し て 第 １ 発 明 で は 、 約 ５ 時 間 の 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ そ の 他 の 工 程
と 、 約 １ 時 間 の 単 一 種 大 量 生 産 工 程 （ 即 ち 、 in vitro転 写 ／ 翻 訳 ） と を 含 め 、 ク ロ ー ニ ン
グ か ら 抗 体 遺 伝 子 の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン ま で を 実 質 的 に １ 日 で 完 了 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 （ 第 ２ 発 明 の 効 果 ）
　 ヒ ト を 検 体 と し て 第 １ 発 明 の 生 産 手 段 分 離 工 程 を 行 う 場 合 、 一 定 の 病 理 症 状 か ら リ ガ ン
ド Ｘ に 対 す る 抗 体 を 生 成 し て い る 患 者 （ 被 検 者 ） に 協 力 を 求 め 、 な る べ く 非 侵 襲 的 な 手 段
で 抗 体 産 生 細 胞 た る 前 記 単 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 得 ら れ る リ ガ ン ド 親
和 性 タ ン パ ク 質 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 し か も 当 該 被 検 者 に と っ て は 自 身 に 由 来 す
る 非 免 疫 反 応 性 抗 体 で あ る か ら 、 そ の 患 者 の 体 内 に 投 与 し て も 免 疫 上 の 拒 絶 反 応 を 起 こ さ
な い 。 従 っ て 、 患 者 に 対 す る 最 適 の オ ー ダ ー メ ー ド 医 療 と し て 抗 体 投 与 治 療 を 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 従 来 の 技 術 に 基 づ い て も 、 こ の よ う な 抗 体 投 与 治 療 が 可 能 で は あ っ た 。 し か し 、 患 者 の
容 体 等 の 問 題 か ら 極 め て 迅 速 な ワ ク チ ン の 提 供 を 要 求 さ れ る 場 合 が 多 く 、 従 来 の 技 術 で は
常 に 迅 速 性 が ネ ッ ク と な っ て 来 た 。 第 ２ 発 明 に よ れ ば 、 こ の よ う な 迅 速 性 の 問 題 を 解 消 で
き る の で 、 医 療 上 の 価 値 は 極 め て 大 き い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 （ 第 ３ 発 明 の 効 果 ）
　 ヒ ト を 検 体 と す る 場 合 、 な る べ く 非 侵 襲 的 で 被 検 者 に 負 担 を 与 え な い 手 段 に よ り 抗 体 産
生 細 胞 を 採 取 す る た め 、 好 ま し い 一 例 と し て 、 被 検 者 の 末 梢 血 を 少 量 採 取 し 、 そ の 末 梢 血
か ら Ｂ 細 胞 及 び ／ 又 は 形 質 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 （ 第 ４ 発 明 の 効 果 ）
　 非 ヒ ト 動 物 を 検 体 と し て 第 １ 発 明 の 生 産 手 段 分 離 工 程 を 行 う 場 合 、 そ の 動 物 を リ ガ ン ド
Ｘ で 免 疫 し た も と で 、 そ の 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 抗 体 産 生 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離
す る と 言 う 方 法 が 一 般 的 で あ り 、 か つ 便 宜 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 （ 第 ５ 発 明 の 効 果 ）
　 前 記 し た 第 １ 発 明 に お け る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 好 適 な 例 と し て 、 各 １ 対 の
Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 か ら な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） 、 そ の Ｆ ａ ｂ （ 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト ）
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、 又 は こ れ ら に 準 ず る 有 効 な リ ガ ン ド 親 和 性 を 示 す タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト を 挙 げ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 （ 第 ６ 発 明 の 効 果 ）
　 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て は 、 第 ６ 発 明 の よ う に 一 定 の 分 離 用 抗 体 と 結 合 さ せ た 磁 性 微
粒 子 を 利 用 し 、 そ の 分 離 用 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 産 生 細 胞 を 細 胞 懸 濁 液 か ら 分 離 す
る こ と に よ り 、 抗 体 産 生 細 胞 を 選 択 的 か つ 効 率 的 に 回 収 で き る と 言 う メ リ ッ ト が あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ 第 ７ 発 明 の 効 果 ）
　 第 １ 発 明 で 述 べ た よ う に 、 生 産 手 段 転 換 工 程 に お い て 、 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 一 部 を 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 即 ち 、 生 産 手 段 転 換 工 程 に お け る 生 産 手 段 Ｘ ｍ は 実 際 に は 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 各 フ ラ
グ メ ン ト を コ ー ド し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ セ ッ ト で あ る 。 そ し て 、 例 え ば 抗 体 に お け る Ｆ ａ
ｂ （ 抗 原 結 合 性 断 片 ） の よ う に 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 本 来 の 構 成 フ ラ グ メ ン
ト の 一 部 を 欠 く が 、 リ ガ ン ド 親 和 性 は 維 持 し て い る よ う な タ ン パ ク 質 が あ り 得 る 。 し か も
、 例 え ば 抗 体 の 場 合 に は 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 各 フ ラ グ メ ン ト に お い て 、 各 ク ラ ス や 各 ア
イ ソ タ イ プ 別 の 相 違 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 そ こ で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ せ る 場 合 の 一 つ の 有 利 な 実 施 形 態 と し
て 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い る プ ラ イ マ ー の 設 計 に よ り 、 特 定 の ク ラ ス や ア イ ソ タ イ プ の 分 類
カ テ ゴ リ ー に 属 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換
さ せ る と 言 う 実 施 形 態 が 例 示 さ れ る 。 あ る い は Ｆ ａ ｂ の よ う に 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 構
成 す る 特 定 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 複 製 手 段 Ｘ ｃ へ 転 換 さ せ る と 言 う
実 施 形 態 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 第 ７ 発 明 に よ っ て 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い る プ ラ イ マ ー の 種 類 を 著 し く 低 減 さ せ る こ と が
で き 、 従 っ て 生 成 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 種 類 も 著 し く 低 減 さ せ る こ と が で き る の で 、 そ の 後 の
Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 大 量 生 産 準 備 工 程 を 、 特 異 性 の 高 い 有 利 な 条 件 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 （ 第 ８ 発 明 の 効 果 ）
　 第 ８ 発 明 も 、 技 術 的 な 意 味 合 い の 大 き な 改 良 点 の 一 つ で あ る 。 即 ち 、 一 般 論 と し て 、 Ｐ
Ｃ Ｒ に お い て は 基 本 的 に プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー や 非 特 異 的 ア ニ ー リ ン グ 等 に よ る 副 産 物 の 生
成 は 避 け ら れ な い た め 、 １ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 複 製 手 段 Ｘ ｃ た る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ
と は 、 実 質 的 に 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 例 え ば 、 一 旦 生 成 し た 副 産 物 た る Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り も 鎖 長 が 短 い 場 合 に は 標
的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り も 増 幅 し 易 い 、 と 言 う 問 題 が あ る 。 し か も 極 め て 微 量 な 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ か ら 出
発 し た 場 合 に は 、 こ の よ う な 負 の 効 果 が 顕 著 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 困 難 に 対 す る 通 常 の 対 処 策 と し て 、 入 れ 子 構 造 に な っ た ２ 組 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ
ッ ト を 用 い る 、 ネ ス テ ィ ッ ド Ｐ Ｃ Ｒ と 呼 ば れ る 公 知 の ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ 法 が あ る 。 し か し 、 こ
の 方 法 で は 、 増 幅 し よ う と す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 種 類 ご と に 各 ２ 組 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト を
用 い る 必 要 が あ る た め 、 抗 体 遺 伝 子 の よ う に 多 様 性 の あ る 場 合 に 応 用 す る の は 容 易 で は な
い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 例 え ば ヒ ト の Ｂ 細 胞 の 抗 体 遺 伝 子 に お け る Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 を 増 幅 さ せ る 場 合 、 １ ０ 本 の
縮 重 が 見 ら れ る プ ラ イ マ ー を １ 段 階 用 い 、 更 に ２ 段 階 目 で も そ れ と 同 数 の プ ラ イ マ ー を 用
い な け れ ば な ら な い 。 即 ち 、 プ ラ イ マ ー の 数 が 多 い だ け で な く 、 多 く の 組 み 合 わ せ に 由 来
す る 副 産 物 の 生 成 が 避 け ら れ な い た め 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ 以 外 に も 多 数 の 増 幅 バ ン ド が 検 出 さ

10

20

30

40

50

(12) JP 2006-158203 A 2006.6.22



れ 、 そ の 後 の タ ン パ ク 質 生 産 工 程 等 に 大 き な 困 難 を も た ら す 。 即 ち 、 例 え ば 無 細 胞 系 に お
け る 目 的 タ ン パ ク 質 の 合 成 量 が 顕 著 に 低 下 す る し 、 あ る い は タ ン パ ク 質 の 配 列 決 定 の た め
の 大 腸 菌 等 へ の ク ロ ー ニ ン グ が 、 著 し く 手 間 と 時 間 の か か る も の と な る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 第 ８ 発 明 に よ れ ば 、 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ で は 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 構 成 す る 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る
各 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い る も の の 、 そ れ ら の プ ラ イ マ ー に 設 け た 共 通 の 付 加 配 列 を 利 用
し て 、 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ で は 単 一 種 類 の プ ラ イ マ ー に よ っ て 全 て の 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 構 成 す る
各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の み を 一 括 し て 増 幅 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ が 抗 体 遺 伝 子 の
よ う に 多 様 性 の あ る 場 合 に も 、 容 易 に 応 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う に 単 一 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い た 場 合 で も 、 一 定 量 の プ ラ イ マ ー
ダ イ マ ー は 生 成 す る 。 し か し 、 こ の 場 合 の プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー は 、 異 種 プ ラ イ マ ー の 会 合
に よ る ダ イ マ ー と は 異 な り 、 熱 で 解 離 さ せ て 冷 却 す る と 、 プ ラ イ マ ー の ５ ’ 末 端 と ３ ’ 末
端 が 会 合 す る 構 造 （ パ ン ハ ン ド ル 構 造 ） を 取 っ て 、 新 た に 会 合 で き な く な る 。 そ の た め 、
増 幅 能 力 が 実 質 的 に 失 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 第 ８ 発 明 に よ れ ば 、 無 細 胞 系 に お け る 目 的 タ ン パ ク 質 の 合 成 量 の 低 下 を 有 効 に
防 止 で き 、 あ る い は タ ン パ ク 質 の 配 列 決 定 の た め の 大 腸 菌 等 へ の ク ロ ー ニ ン グ が 著 し く 簡
易 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 （ 第 ９ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 し た 第 ８ 発 明 の 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 各 プ ラ イ マ ー に 付 加 配 列 を 設 け る 点 を 利 用
し 、 そ の 付 加 配 列 中 に 適 宜 な （ 第 １ 発 明 の 単 一 種 大 量 生 産 工 程 で 用 い る 無 細 胞 系 の 由 来 生
物 を 考 慮 し た ） 翻 訳 開 始 促 進 配 列 部 分 を 含 め て お く こ と が で き る 。 そ の 場 合 、 後 の 無 細 胞
系 で の 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に お い て 目 的 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 効 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 （ 第 １ ０ 発 明 の 効 果 ）
　 転 写 用 配 列 付 加 工 程 に お い て 、 大 量 生 産 準 備 工 程 で 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 対
し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 少 な く と も プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 付 加 し て お く こ と が で き る 。 そ の こ と
に よ り 、 無 細 胞 系 に お け る Ｄ Ｎ Ａ か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 再 転 換 を 準 備 で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 通 常 、 抗 体 遺 伝 子 の よ う に 多 様 性 の あ る 鋳 型 遺 伝 子 に 対 し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ で こ の よ う な 各 種
配 列 を 付 加 し て も 、 そ れ ら の 付 加 配 列 の 効 果 を 十 分 に 発 揮 さ せ る こ と は 困 難 で あ る 。 し か
し 、 前 記 し た 第 １ 発 明 、 第 ７ 発 明 、 第 ８ 発 明 等 に よ り 、 こ の よ う な Ｐ Ｃ Ｒ に 供 す る 鋳 型 遺
伝 子 が 十 分 に 絞 り 込 ま れ て い る た め 、 こ れ ら の 付 加 配 列 の 効 果 が 十 分 に 発 揮 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 （ 第 １ １ 発 明 の 効 果 ）
　 従 来 、 無 細 胞 系 （ in vitro転 写 ／ 翻 訳 共 役 系 ） は 還 元 化 し た 状 態 下 で 利 用 す る 必 要 が あ
る と の 見 解 が あ り 、 そ の た め Ｄ Ｔ Ｔ （ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） 等 の 高 価 な 還 元 化 剤 を 添 加 す
る こ と が 多 か っ た 。 し か し 、 本 願 発 明 者 は 、 酸 化 条 件 下 の  in
vitro 転 写 ／ 翻 訳 共 役 系 に お い て も 遜 色 な く 目 的 タ ン パ ク 質 を 生 産 で き る こ と を 既 に 確 認
し て い る 。 従 っ て 、 無 細 胞 系 を 還 元 化 し な い ま ま の 条 件 で 用 い る こ と に よ り 、 コ ス ト ダ ウ
ン を 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ 第 １ ２ 発 明 の 効 果 ）
　 前 記 し た 第 １ 発 明 に お け る キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 の 内 容 は 必 ず し も 限 定 さ れ な い
。 例 え ば 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る リ ガ ン ド 親 和 性 評 価 、 複 合 タ ン パ ク
質 Ｘ ｐ 又 は そ の 遺 伝 子 の 配 列 決 定 、 あ る い は 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｋ ｄ 値 の 測 定 等 を 好 ま
し く 行 う こ と が で き る 。 Ｋ ｄ 値 を 測 定 す る 場 合 に は 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 遺 伝 子 を 導 入
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し た 形 質 転 換 体 を 用 い て 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 生 産 さ せ 、 こ の 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ に つ い
て 測 定 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 そ し て 、 単 一 種 大 量 生 産 工 程 で は 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ が 非 常 に 副 産 物 の 少 な い 状 態 で
大 量 に 取 得 さ れ て い る た め 、 こ れ ら の 評 価 や 配 列 決 定 、 あ る い は Ｋ ｄ 値 の 測 定 を 迅 速 か つ
正 確 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 （ 第 １ ３ 発 明 の 効 果 ）
　 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 は 各 種 の 実 験 目 的 、 研 究 目 的 、 医 療 目 的 等 に
利 用 す る こ と が で き る が 、 重 要 な 具 体 的 用 途 の 一 つ と し て 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に お け る
リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 （ 第 １ ４ 発 明 の 効 果 ）
　 上 記 の 第 １ ３ 発 明 に 係 る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 行 う に 当 た り 、 第 １ ４ 発 明 に 係 る 抗
体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト を 好 ま し く 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用
キ ッ ト の 各 構 成 要 素 は 、 一 部 の プ ラ イ マ ー の 構 成 を 除 き 、 個 々 に は 特 段 に 目 新 し い も の で
は な い 。 し か し 、 第 １ ４ 発 明 に お け る １ １ ） ～ １ ４ ） の 各 構 成 要 素 を 必 須 の コ ン ポ ー ネ ン
ト と す る キ ッ ト の 全 体 は 、 上 記 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 が 着 想 さ れ な
い 限 り 成 り 立 ち 得 な い 内 容 で あ り 、 今 ま で に 、 提 案 さ れ た こ と も 、 市 場 に 提 供 さ れ た こ と
も な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 （ 第 １ ５ 発 明 及 び 第 １ ６ 発 明 の 効 果 ）
　 ヒ ト の 医 療 あ る い は 非 ヒ ト 動 物 （ 例 え ば 、 ペ ッ ト 動 物 や 家 畜 ） の 医 療 に お い て 、 Ｍ ａ ｂ
を 用 い る 点 で 第 １ ５ 発 明 又 は 第 １ ６ 発 明 の 医 療 方 法 と 同 様 の 医 療 方 法 は 、 例 え ば ハ イ ブ リ
ド ー マ 技 術 等 の 従 来 技 術 に 基 づ い て も 成 立 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 従 来 技 術 に 基 づ く
場 合 は 、 極 め て 多 種 類 の Ｍ ａ ｂ の 内 か ら 最 適 の Ｍ ａ ｂ を 迅 速 ・ 大 量 に ス ク リ ー ニ ン グ 及 び
製 造 す る こ と が 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 第 １ ５ 発 明 及 び 第 １ ６ 発 明 に 係 る 医 療 方 法 に よ れ ば 、 感 染 症 に お け る 抗 原 や 各 種 の ガ ン
に お け る ガ ン 細 胞 等 に 対 し て 最 適 の Ｍ ａ ｂ を 、 迅 速 ・ 大 量 に ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 製 造 す る
こ と が で き る 。 従 っ て 、 医 療 現 場 に お け る 実 用 性 が あ る 。 こ の 点 は 、 特 に ヒ ト の 医 療 現 場
に お け る 一 刻 を 争 う 救 命 医 療 等 に お い て 、 極 め て 重 要 な 意 義 を 持 つ 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 （ 第 １ ７ 発 明 の 効 果 ）
　 第 １ ７ 発 明 に 係 る 抗 体 医 薬 と 機 能 的 に 同 等 な 抗 体 医 薬 は 、 従 来 技 術 に 基 づ い て も 供 給 可
能 で あ る 。 し か し 、 従 来 技 術 に 基 づ い て 供 給 さ れ る 抗 体 医 薬 は 、 迅 速 に 供 給 す る こ と が 困
難 で あ り 、 又 、 製 造 コ ス ト の 面 か ら 安 価 に 供 給 す る こ と も 困 難 で あ る 。 第 １ ７ 発 明 に 係 る
抗 体 医 薬 は 、 迅 速 ・ 大 量 に か つ 安 価 に 供 給 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ 第 １ ８ 発 明 及 び 第 １ ９ 発 明 の 効 果 ）
　 第 １ ８ 発 明 に 係 る 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 は 、 上 記 し た 第 １ ７ 発 明 の 効 果 に 加 え 、 そ の 由
来 す る ヒ ト 個 体 に 非 経 口 的 に 投 与 し て も 、 副 作 用 と し て の 免 疫 上 の 拒 絶 反 応 を 誘 発 し な い
。 従 っ て 、 第 １ ９ 発 明 の よ う な 非 経 口 的 な 投 薬 方 法 を 安 全 に 行 う こ と が 可 能 と な る 。 更 に
そ の 投 薬 の 際 、 免 疫 抑 制 剤 の 併 用 を 不 要 と す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 患 者 の 免 疫 能 力 低
下 に 起 因 す る 治 療 上 の リ ス ク や 患 者 の 負 担 あ る い は 苦 痛 を 軽 減 で き 、 更 に 、 免 疫 抑 制 剤 の
節 約 に よ り 治 療 コ ス ト も 低 減 さ せ る こ と が で き る 。

　
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 次 に 、 本 願 の 第 １ 発 明 ～ 第 １ ９ 発 明 の 実 施 形 態 を 、 そ の 最 良 の 形 態 を 含 め て 説 明 す る 。
以 下 に お い て 単 に 「 本 発 明 」 と 言 う と き は 、 上 記 の 各 発 明 の 全 部 又 は 一 部 を 一 括 し て 指 し
て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 〔 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 〕
　 本 発 明 に 係 る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 は 、 任 意 に 特 定 さ れ た リ ガ ン ド
Ｘ に 対 し て 選 択 的 な 親 和 性 を 示 す 極 め て 多 種 類 の 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 中 か ら 、 無 作 為 に
あ る い は 特 性 評 価 を 通 じ て 選 ば れ る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 複 合 タ ン パ ク 質 を 取 得 す る 方 法 で
あ る 。 こ こ に お い て 、 「 ２ 種 以 上 」 と は 、 数 種 類 で あ り 得 る し 、 数 十 種 類 で あ り 得 る し 、
更 に 数 百 種 類 又 は そ れ 以 上 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 種 類 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 各 １ 対 の Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 か ら な る
免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） で あ り 得 る し 、 そ の 特 定 部 分 の フ ラ グ メ ン ト た る Ｆ ａ ｂ で あ り 得
る し 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン や Ｆ ａ ｂ に 準 ず る リ ガ ン ド 親 和 性 を 示 す 任 意 の タ ン パ ク 質 フ ラ
グ メ ン ト で あ り 得 る 。 一 方 、 リ ガ ン ド Ｘ の 種 類 は 限 定 さ れ ず 、 抗 原 た り 得 る 各 種 の 無 機 化
合 物 や 有 機 化 合 物 、 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス 、 微 生 物 等 を 制 限 な く 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 は 、 少 な く と も 後 述 す る １ ） 生 産 手 段 分 離 工
程 、 ２ ） 生 産 手 段 転 換 工 程 、 ３ ） 大 量 生 産 準 備 工 程 、 ４ ） 転 写 用 配 列 付 加 工 程 及 び ５ ） 単
一 種 大 量 生 産 工 程 を 含 む 。 更 に 必 要 に 応 じ て 、 後 述 す る ６ ） キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程
を 含 む こ と が で き る 。 更 に 、 上 記 １ ） 工 程 に 対 す る 任 意 の 前 工 程 を 含 む こ と が で き 、 上 記
６ ） 工 程 に 対 す る 任 意 の 後 工 程 を 含 む こ と が で き 、 又 は １ ） ～ ６ ） 工 程 中 の 任 意 の 工 程 間
に 任 意 の 中 間 工 程 を 介 在 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 〔 生 産 手 段 分 離 工 程 〕
　 生 産 手 段 分 離 工 程 と は 、 極 め て 多 種 類 に わ た る 前 記 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の そ れ ぞ れ 専 用
の 生 産 手 段 （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） で あ っ て 、 容 易 に 大 量 複 製 で き る 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） へ の
転 換 が 可 能 な 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 備 え た 抗 体 産 生 細 胞 の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 、 ヒ ト 又 は
非 ヒ ト 動 物 た る 検 体 の 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 個 別 に 分 離 す る こ と に よ り 、 目 的
タ ン パ ク 質 の 種 類 ご と に 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 厳 密 に 分 離 し て 、 以 下 の 各 工 程 に お け る 生 産 手 段
Ｘ ｍ 、 複 製 手 段 Ｘ ｃ 及 び 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 異 種 間 混 在 を 予 め 防 止 す る 工 程 で あ る 。 こ
の 工 程 に よ り 生 産 手 段 Ｘ ｍ が 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 種 類 ご と に 厳 密 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ こ に お い て 、 生 産 手 段 Ｘ ｍ と は 、 具 体 的 に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 よ り 具 体 的 に は 、 複 合
タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 構 成 す る 各 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 各 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ セ ッ ト
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 、 検 体 が ヒ ト で あ る 場 合 、 そ の 体 内 に 人 為 的 に リ ガ ン ド
Ｘ に 対 す る 抗 体 を 生 成 さ せ る こ と は 許 さ れ な い 。 従 っ て 一 定 の 疾 患 状 態 に あ る 患 者 、 即 ち
抗 原 た る リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 を 既 に 体 内 に 生 成 し て い る 生 理 状 態 に あ る と 推 定 さ れ る
被 検 者 を 選 択 し 、 そ の 被 検 者 の 承 諾 の も と に 生 産 手 段 分 離 工 程 を 行 う 必 要 が あ る 。 具 体 的
に は 、 当 該 被 検 者 に お け る 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 を 社 会 通 念 上 許 容 さ れ る 非 侵 襲 的
手 段 に よ っ て 採 取 し 、 こ の 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 前 記 の １ 個 又 は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分
離 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 上 記 の よ う な 患 者 の 種 類 は 必 ず し も 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば リ ガ ン ド Ｘ に 感 染 し た 感 染
症 患 者 、 リ ガ ン ド と し て の ガ ン 細 胞 に 対 す る 抗 体 を 生 成 し て い る 各 種 の ガ ン 患 者 等 を 例 示
す る こ と が で き る 。 患 者 か ら は 、 医 療 倫 理 上 及 び 関 連 法 規 上 か ら 採 取 す る こ と を 許 さ れ る
組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 に 限 り 、 し か も 社 会 通 念 上 許 容 さ れ る 非 侵 襲 的 な 手 段 に よ っ て の み
、 抗 体 産 生 細 胞 を 含 む 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 を 採 取 す る こ と が で き る 。 「 組 織 又 は 生 体 構
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成 部 分 」 に は 、 血 液 そ の 他 の 体 液 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の よ う な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 の 採 取 と 、 そ こ か ら の 抗 体 産 生 細 胞 の 分 離 の 具 体 的 な
一 事 例 と し て 、 被 検 者 か ら 末 梢 血 を 採 取 し 、 こ の 末 梢 血 か ら 抗 体 産 生 細 胞 た る Ｂ 細 胞 及 び
／ 又 は 形 質 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る 場 合 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 又 、 他 の 具 体 的 な 一 事 例 と し て 、 別 途 の 治 療 上 の 目 的 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 含 む 組 織 又 は
生 体 構 成 部 分 の 摘 出 手 術 や 分 離 処 置 等 を 受 け た 患 者 に お い て 、 そ の 者 の 了 解 を 得 て 、 当 該
組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 （ 例 え ば 、 脾 臓 、 体 液 、 骨 髄 等 ） を 利 用 す る 場 合 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ の 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 検 体 が 非 ヒ ト 動 物 で あ る 場 合 、 こ の 動 物 を リ ガ ン ド Ｘ で
免 疫 し た も と で 、 当 該 動 物 の 適 宜 な 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 抗 体 産 生 細 胞 で あ る １ 個 又
は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。 な お 、 既 に リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 を 生 成 し
て い る 非 ヒ ト 動 物 に お い て は 、 リ ガ ン ド Ｘ で 人 為 的 に 免 疫 す る 必 要 は な い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 非 ヒ ト 動 物 の 種 類 は 、 少 な く と も 免 疫 反 応 に よ る 抗 体 の 生 成 が 認 め ら れ る 非 ヒ ト 動 物 で
あ る 限 り に お い て 、 限 定 さ れ な い 。 具 体 的 に は 、 入 手 及 び 利 用 が 容 易 な 各 種 の 実 験 動 物 や
、 抗 体 医 療 の 必 要 性 が 考 え ら れ る 家 畜 又 は ペ ッ ト 動 物 等 を 好 ま し く 例 示 す る こ と が で き る
。 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 牛 、 馬 、 豚 、 犬 、 猫 等 の 哺 乳
動 物 が 考 え ら れ る が 、 哺 乳 動 物 以 外 の 非 ヒ ト 動 物 も 対 象 と な り 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 非 ヒ ト 動 物 を 対 象 と す る 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て は 、 動 物 愛 護 関 連 の 法 規 又 は 倫 理 を
遵 守 す る と 言 う 条 件 の も と で 、 抗 体 産 生 細 胞 、 こ れ を 含 む 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 の 種 類 、
及 び そ の 採 取 方 法 は 限 定 さ れ な い 。 抗 体 産 生 細 胞 と 、 こ れ を 含 む 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 と
し て は 、 検 体 が ヒ ト で あ る 場 合 に お い て は 、 抗 体 産 生 細 胞 と し て の Ｂ 細 胞 、 形 質 細 胞 を 含
む 骨 髄 組 織 等 を 好 ま し く 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 生 産 手 段 分 離 工 程 に お い て 、 採 取 し た 組 織 又 は 生 体 構 成 部 分 か ら 抗 体 産 生 細 胞 の １ 個 又
は 複 数 個 の 単 細 胞 を 分 離 し て 取 得 す る 方 法 は 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 組 織 又
は 生 体 構 成 部 分 を 液 体 （ 好 ま し く は 、 適 当 な 組 成 の 液 体 培 地 ） 中 に 投 入 し て 抗 体 産 生 細 胞
を 分 散 ・ 懸 濁 さ せ 、 一 定 の 分 離 用 抗 体 と 結 合 さ せ た 磁 性 微 粒 子 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 分 離 用 抗 体 を 介 し て 抗 体 産 生 細 胞 に 結 合 し た 磁 性 微 粒 子 を マ グ ネ ッ ト で 回 収 す る こ と
に よ り 、 前 記 懸 濁 液 か ら 目 的 と す る 抗 体 産 生 細 胞 の 単 細 胞 を 分 離 す る 、 と 言 う 方 法 が あ る
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 上 記 の 分 離 用 抗 体 と し て は 、 例 え ば マ ウ ス の 場 合 に お け る 抗 マ ウ ス  CD19 抗 体 等 、 任 意
の 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 〔 生 産 手 段 転 換 工 程 〕
　 生 産 手 段 転 換 工 程 と は 、 単 離 し た そ れ ぞ れ の 抗 体 産 生 細 胞 に 含 ま れ る 生 産 手 段 Ｘ ｍ 、 即
ち 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 各 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の セ ッ ト を 細
胞 外 へ 溶 出 さ せ 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 、 こ れ ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 部 又 は 一 部 を 複 製 手 段 Ｘ
ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） へ 転 換 さ せ る 工 程 を 言 う 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ こ に お い て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ 転 換 さ せ る 場 合 の 一 形 態 と し て 、 特 定 の 分
類 カ テ ゴ リ ー に 属 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ 転 換 さ
せ る 形 態 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 抗 体 で あ る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 内 、 特 定 の ク ラ ス や ア イ
ソ タ イ プ に 属 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ 転 換 さ せ る 場 合 が 例
示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ 転 換 さ せ る 場 合 の 他 の 一 形 態 と し て 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ
を 構 成 す る 特 定 の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば Ｆ ａ ｂ ） を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ
転 換 さ せ る 形 態 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の セ ッ ト の 全 部 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ 転 換 さ せ た り 、 上 記 の よ
う な 各 種 の 形 態 で そ の 一 部 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ 転 換 さ せ た り す る 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 使 用 す る プ ラ
イ マ ー の 選 択 に よ り 、 容 易 に 選 択 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 な お 、 抗 体 産 生 細 胞 に 含 ま れ る 生 産 手 段 Ｘ ｍ を 細 胞 外 へ 溶 出 さ せ る 手 段 は 限 定 さ れ な い
が 、 公 知 の 適 当 な 手 段 、 例 え ば Ｂ 細 胞 を 界 面 活 性 剤 や 低 浸 透 圧 の 液 等 で 破 壊 す る 方 法 等 を
任 意 に 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 〔 大 量 生 産 準 備 工 程 〕
　 大 量 生 産 準 備 工 程 と は 、 上 記 し た 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ） を Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 大 量 複 製 し て 、 タ ン パ ク 質 の 大 量 生 産 能 力 を 準 備 す る 工 程 を 言 う 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の 工 程 に お け る Ｐ Ｃ Ｒ 法 の 内 容 、 実 施 条 件 あ る い は 使 用 す る プ ラ イ マ ー の 種 類 は 特 段
に 限 定 さ れ な い が 、 ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う こ と が 好 ま し く 、 特 に 次 の 内 容 の ２ 段 階
Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う こ と が 、 前 記 「 第 ８ 発 明 の 作 用 ・ 効 果 」 欄 で 記 載 し た 理 由 か ら 、 好 ま
し い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 （ 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ ）
　 複 製 手 段 Ｘ ｃ を 構 成 す る 全 て の 種 類 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 各 種 類 の プ ラ イ マ ー に お い て
、 そ れ ら の ５ ’ 末 端 側 に 同 一 の 付 加 配 列 を 設 け て 増 幅 を 行 う 。 更 に 、 こ の 付 加 配 列 中 に は
、 次 の 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に お い て 有 利 に 働 く 任 意 の 塩 基 配 列 、 例 え ば 後 述 す る 無 細 胞 系
の 由 来 生 物 を 考 慮 し た 翻 訳 開 始 促 進 配 列 配 列 を 含 め て お く こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 翻 訳 開 始 促 進 配 列 配 列 と し て は 、 例 え ば ｒ ｂ ｓ （ リ ボ ソ ー ム 結 合 サ イ ト ） や 、 無 細 胞 系
の 由 来 生 物 が 大 腸 菌 で あ る 場 合 の Ｓ Ｄ （ シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ー ノ ） 配 列 、 無 細 胞 系 の 由 来 生
物 が 真 核 生 物 で あ る 場 合 の Ｋ ｏ ｚ ａ ｋ 配 列 、 ウ イ ル ス に 由 来 す る ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ 配 列 等 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ の 実 施 条 件 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 以 下 の プ ロ グ ラ ム で 行 う こ と
が 好 ま し い 。
９ ４ ° Ｃ － ３ 分 ；
９ ４ ° Ｃ － ３ ０ 秒 ／ ５ ０ ° Ｃ － ４ ５ 秒 ／ ７ ２ ° Ｃ － ４ ５ 秒 を ３ ０ サ イ ク ル ；
７ ２ ° Ｃ － ７ 分 ；
　 （ 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ ）
　 上 記 の 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ れ た 全 て の 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 、 前 記 付
加 配 列 に 相 補 的 な 配 列 部 分 を 備 え た 単 一 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 を 行 う 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ の 実 施 条 件 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 以 下 の プ ロ グ ラ ム で 行 う こ と
が 好 ま し い 。
９ ４ ° Ｃ － ３ 分 ；
９ ６ ° Ｃ － ５ 秒 ／ ４ ５ ° Ｃ － １ ０ 秒 ／ ７ ２ ° Ｃ － ４ ５ 秒 を ６ ５ サ イ ク ル ；
７ ２ ° Ｃ － ７ 分
　 〔 転 写 用 配 列 付 加 工 程 〕
　 転 写 用 配 列 付 加 工 程 と は 、 大 量 複 製 さ れ た 前 記 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） に 対 し て 、 そ
の 無 細 胞 系 で の 生 産 手 段 Ｘ ｍ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） へ の 再 転 換 に 必 要 な 転 写 用 配 列 を 付 加 す る 工 程
で あ る 。 転 写 用 配 列 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 少 な く と も プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む こ
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と が 好 ま し い 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 加 え て タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 も 含 む こ と が 、 更 に 好 ま し
い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の 工 程 を 行 う 方 法 は 必 ず し も 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 、 大 量 生 産 準 備 工 程 で 増 幅
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 対 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 例 え ば オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、
前 記 の 転 写 用 配 列 を 付 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 〔 単 一 種 大 量 生 産 工 程 〕
　 単 一 種 大 量 生 産 工 程 と は 、 上 記 の 工 程 に よ り 転 写 用 配 列 を 付 加 さ れ た 複 製 手 段 Ｘ ｃ （ Ｄ
Ｎ Ａ ） を 、 少 な く と も 複 製 手 段 Ｘ ｃ の 生 産 手 段 Ｘ ｍ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） へ の 再 転 換 を 行 う 要 素 と
、 生 産 手 段 Ｘ ｍ に 基 づ き タ ン パ ク 質 の 生 産 を 行 う 要 素 と を 備 え た 無 細 胞 系 へ 投 入 す る こ と
に よ り 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 、 又 は 前 記 生 産 手 段 転 換 工 程 で 規 定 し た 一 部 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に
対 応 す る 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を 、 １ 種 類 ご と に 大 量 生 産 す る 工 程 を 言 う 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ の 無 細 胞 系 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ を ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ 転 換 さ せ る 要 素 と し て は 転 写 酵 素 が 挙 げ ら
れ る 。 転 写 酵 素 と し て は 、 T7Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 T3Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、  SP6Ｒ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ 、 大 腸 菌 等 の 微 生 物 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 等 の 利 用 が 可 能 で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ に 基 づ き タ ン パ ク 質 の 生 産 を 行 う 要 素 と し て は リ ボ ソ ー ム 、 各 種 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 等 が 例 示 さ
れ る 。 こ の よ う な 無 細 胞 系 は  in vitro 転 写 ／ 翻 訳 共 役 系 と し て 公 知 で あ っ て 、 例 え ば 大
腸 菌 由 来 、 小 麦 胚 芽 由 来 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 由 来 等 の キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る の で 、 わ ざ
わ ざ 調 製 し な く て も 、 適 宜 に こ れ ら を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　  in vitro 転 写 ／ 翻 訳 共 役 系 と し て は 、 高 価 な Ｄ Ｔ Ｔ 等 を 添 加 し て 還 元 状 態 と し た も の
を 使 用 す る こ と も で き る が 、 こ れ を 添 加 し な い 酸 化 状 態 の  in vitro 転 写 ／ 翻 訳 共 役 系 も
遜 色 の な い 機 能 を 発 揮 す る の で 、 こ れ を 使 用 す る 方 が 、 安 価 で 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 〔 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 〕
　 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 と は 、 上 記 の 各 工 程 に よ り 生 産 さ れ た 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ
に つ い て 、 特 性 評 価 を 行 っ た り 、 優 れ た 特 性 を 持 つ 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ を ス ク リ ー ニ ン グ
し た り 、 あ る い は 、 こ れ ら の 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の 配 列 決 定 を 行 っ た り す る 工 程 を 言 う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の 工 程 は 、 単 な る リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 と し て の 観 点 か ら 見 れ ば
、 本 来 的 に 不 可 欠 の 工 程 で は な い 。 し か し 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 が
後 述 の 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 抗 体 医 療 、 抗 体 医 薬 等 の 発 明 の 前 提 で あ る と 言 う 観 点 か ら
は 、 不 可 欠 の 工 程 あ る い は 重 要 な 工 程 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 に お い て は 、 好 ま し く は 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 法 に よ る リ ガ ン ド 親 和 性 評 価 と 、 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ 又 は そ の 遺 伝 子 の 配 列 決 定 と 、 形
質 転 換 体 を 用 い て 生 産 さ せ た 複 合 タ ン パ ク 質 Ｘ ｐ の Ｋ ｄ 値 の 測 定 と の 内 の 少 な く と も １ 項
目 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 〔 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 〕
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と は 、 上 記 し た リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の
取 得 方 法 を 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に お け る リ ガ ン ド Ｘ に 対 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用
い る 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 即 ち 、 リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に お け る 前 記 １ ） の 生 産 手 段 分 離 工 程
～ 前 記 ５ ） の 単 一 種 大 量 生 産 工 程 に よ っ て 得 ら れ た ２ 種 以 上 の リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ
ク 質 の 中 か ら 、 前 記 ６ ） の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 通 じ て 、 特 に 優 れ た 抗 リ ガ ン ド
Ｘ 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 従 来 の 各 種 の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 比 較 し て 、 最 適 の 抗 リ ガ ン ド Ｘ 抗 体 を
容 易 、 迅 速 か つ 大 量 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 〔 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト 〕
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト は 、 上 記 の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 実 施 す
る た め に 用 い ら れ る キ ッ ト で あ っ て 、 少 な く と も 以 下 の 構 成 要 素 を 含 ん で 構 成 さ れ る も の
で あ る 。
１ １ ） 前 記 第 ６ 発 明 に 係 る 分 散 ・ 懸 濁 用 の 液 体 と 、 磁 性 微 粒 子 と の セ ッ ト 。
１ ２ ） 前 記 第 ７ 発 明 に 係 る 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
１ ３ ） 前 記 第 ８ 発 明 に 係 る ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
１ ４ ） 前 記 第 １ 発 明 の ５ ） に 規 定 す る 無 細 胞 系 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 上 記 の １ １ ） ～ １ ４ ） の 各 構 成 要 素 は 、 こ の 種 の 商 品 と し て 通 常 に 採 用 さ れ る 剤 型 あ る
い は 包 装 形 態 に お い て 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば １ ２ ） 又 は １ ３ ） の プ ラ イ マ ー セ ッ
ト は 、 保 存 性 や 使 用 上 の 便 宜 等 を 考 慮 し て 、 乾 燥 品 等 の 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 又 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト に お い て は 、 上 記 の １ １ ） ～ １ ４ ） の 各 構 成 要 素 の 他
に 、 例 え ば 転 写 用 配 列 付 加 工 程 に お い て プ ロ モ ー タ ー 配 列 や タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の 付 加 の
た め に 利 用 す る ベ ク タ ー 、 任 意 の 目 的 で 使 用 す る 緩 衝 液 や ｐ Ｈ 調 整 液 等 の 任 意 の 有 益 な 付
加 的 構 成 要 素 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 〔 医 療 方 法 〕
　 本 発 明 に 係 る 医 療 方 法 に は 、 非 ヒ ト 動 物 を 検 体 と し て 得 ら れ た リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン
パ ク 質 （ 抗 体 ） を 用 い て 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 の 予 防 、 診 断 又 は 治 療 を 行 う 医 療 方 法 と 、 ヒ ト
を 検 体 と し て 得 ら れ た リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 （ 抗 体 ） を 用 い て ヒ ト の 疾 患 の 予 防
、 診 断 又 は 治 療 を 行 う 医 療 方 法 と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 医 療 方 法 に お い て 、 非 ヒ ト 動 物 又 は ヒ ト の 疾 患 の 種 類 は 限 定 さ れ な い が 、 リ ガ
ン ド Ｘ に よ る 感 染 症 、 ガ ン 細 胞 が リ ガ ン ド Ｘ と な っ て い る 各 種 の ガ ン 等 を 代 表 的 に 例 示 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 〔 抗 体 医 薬 〕
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 医 薬 は 、 前 記 し た リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 に よ っ て
得 ら れ た 抗 体 を 有 効 成 分 と す る も の で あ っ て 、 そ の 抗 体 の 由 来 （ 検 体 と さ れ た ヒ ト 又 は 非
ヒ ト 動 物 ） に 応 じ て 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に 適 用 さ れ る も の で あ る 。 こ の 抗 体 医 薬 の 投 与
方 法 は 限 定 さ れ な い が 、 非 経 口 的 な 方 法 に よ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 抗 体 医 薬 の 剤 型 は 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 凍 結 乾 燥 剤 、 粉 末 製 剤 、 ｐ Ｈ を 調 整 さ れ た 緩 衝 液
に よ る 溶 液 製 剤 、 注 射 用 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 等 と し て 提 供 で き る 。 こ れ ら の 抗 体 医 薬 は 、
こ の 種 の 抗 体 医 薬 に お い て 含 有 さ れ る こ と が あ る 任 意 の 有 益 な 成 分 （ 例 え ば 、 増 量 剤 、 ｐ
Ｈ 調 整 剤 、 保 存 安 定 剤 等 ） を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 〔 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 及 び 投 薬 方 法 〕
　 本 発 明 に 係 る 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 は 、 ヒ ト を 検 体 と し て 得 ら れ た リ ガ ン ド 親 和 性 複 合
タ ン パ ク 質 （ 抗 体 ） を 有 効 成 分 と し 、 そ の 由 来 す る ヒ ト 個 体 に 対 し て 投 薬 さ れ る も の で あ
る 。 こ の 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 の 剤 型 や 含 有 成 分 に つ い て は 、 上 記 の 抗 体 医 薬 の 場 合 と 同
様 の 構 成 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 の 投 薬 方 法 は 非 経 口 的 な 投 与 方 法 に よ る 。 非 経 口 的 な 投 与 方 法 の
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種 類 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 静 脈 注 射 、 皮 下 注 射 、 筋 肉 注 射 等 を 例 示 で き る 。 他 に も 、
近 年 注 目 さ れ て い る 各 種 の ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー 方 法 、 例 え ば 、 磁 性 微 粒 子 に 抗 体 分 子 を 結
合 さ せ て 磁 力 に よ り 効 果 的 に ガ ン 細 胞 周 辺 に 集 め 、 最 終 的 に 抗 体 に よ り タ ー ゲ ッ ト 細 胞 を
と ら え る と 言 う 方 法 等 の 投 与 方 法 も 採 用 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ５ 】
　 以 下 に 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る 。 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 が こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て 限 定
さ れ な い こ と は 、 も ち 論 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 〔 マ ウ ス を 検 体 と す る 実 施 例 １ 〕
　 （ 実 施 例 １ の 概 要 ）
　 実 施 例 １ の 概 略 を 述 べ る 。 ま ず 、 抗 原 で あ る  CBP40（ 他 の 任 意 の 抗 原 を 用 い て も 良 い ）
で 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 か ら 、 抗 マ ウ ス  CD19 抗 体 と 結 合 し た 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ス を 用 い
て 、 Ｂ 細 胞 を 単 離 し た 。 単 離 し た Ｂ 細 胞 の Ｌ 鎖 （ Lc） 遺 伝 子 と Ｈ 鎖 の Ｆ ｄ 部 （ Ｖ Ｈ ド メ イ
ン と Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン ） 遺 伝 子 と を 、 別 々 に 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 増 幅 し
た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 次 い で 、  in vitro 合 成 に 適 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 得 る た め 、 こ れ ら ２ 種 類 の 遺 伝 子 に 対 し
て 、 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て  T7 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （  rbs）
及 び  T7 タ ー ミ ネ ー タ ー の 各 配 列 を 付 加 し た 。 こ の Ｈ 鎖 遺 伝 子 と Ｌ 鎖 遺 伝 子 の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ
断 片 の 対 を 同 じ 反 応 用 試 験 管 に 投 入 し 、  in vitro で 転 写 及 び 翻 訳 を 行 わ せ て Ｆ ａ ｂ 断 片
を 得 た 後 ， Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 こ の よ う な 一 連 の プ ロ セ ス に よ
り 、 種 々 の 細 胞 と 組 織 か ら 抗 原 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 以 上 の 全 体 的 な 実 験 操 作 （ 工 程 ） の フ ロ ー を 図 １ に 概 念 化 し て 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ － １ ： Ｂ 細 胞 の 単 離 ）
　  BALA/c 系 マ ウ ス を ５ ０ μ ｇ の  CBP40（ Calcium Binding Protein 40） で 免 疫 し た 。 ５
週 間 後 に そ の 脾 臓 を 摘 出 し 、 F-10 HAM栄 養 培 地 （ 英 国  Sigma-Aldrich社 製 ） 中 で 細 胞 単 位
に 分 散 さ せ た 。 次 に 、 ４ ° Ｃ で １ ０ ０ ０  r.p.m. の 遠 心 分 離 を ３ 分 間 行 っ て 脾 細 胞 を 集 め
、  PBS（ phosphate buffered saline ） で 一 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 脾 細 胞 の 懸 濁 液 を 、 抗 マ ウ ス  CD19 抗 体 と 結 合 し た 磁 性 粒 子 で あ る  CD19MACS
マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi Biotec 社 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、  CD19 を 発 現 し て い る
Ｂ 細 胞 を マ イ ク ロ ビ ー ズ に 吸 着 さ せ た 。 次 い で マ グ ネ ッ ト に よ り 細 胞 を 集 め て 上 澄 み を 取
り 除 い た 。 更 に  PBS（ ２ ． ５ ％  BSA） で 洗 浄 し 、 次 い で マ グ ネ ッ ト に よ り 細 胞 を 集 め 、 マ
イ ク ロ ビ ー ズ に 結 合 し た Ｂ 細 胞 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 単 離 し た Ｂ 細 胞 を 顕 微 鏡 （ 日 本 国 オ リ ン パ ス 社 製  LX70 ） 下 で カ ウ ン ト し 、 希 釈 し て Ｐ
Ｃ Ｒ チ ュ ー ブ １ 本 当 た り １ 個 の 細 胞 を 収 容 さ せ 、 直 ち に ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 供 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 （ 実 施 例 １ － ２ ： 単 細 胞 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 ）
　 各 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 に し て 、 逆 転 写 用 キ ッ ト を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 行 っ た 。 こ こ
で は  Invitrogen 社 の 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 用  SUPERSCRIPT First Strand 合 成 シ ス テ ム を 用 い た
が 、 他 の メ ー カ ー の も の で も 構 わ な い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ま ず  PBSバ ッ フ ァ ー で 平 均 ２ 細 胞 ／ μ Ｌ に な る よ う に Ｂ 細 胞 を 調 製 し 、 １ ． ５ μ Ｌ の  D
EPC 処 理 （  RNase失 活 ） 滅 菌 水 を 加 え 、 そ こ に 、 プ ロ コ ー ル に 従 い 全 量 ５ μ Ｌ の 反 応 液 〔
０ ． ２ ５ μ Ｌ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ， ０ ． ５ ０ μ Ｌ   １ ０ × Ｒ Ｔ バ ッ フ ァ ー ： ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス －
塩 酸 （ ｐ Ｈ ８ ． ４ ） ， ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ ， １ ． ０ μ Ｌ 　 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２  ， ０ ．
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５ μ Ｌ 　 ０ ． １ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ， ０ ． ２ ５ μ Ｌ Ｒ ｎ ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ ー , ０ ． ２ ５ μ Ｌ  Rever
se trriptase： SUPERSCRIPT II RT ， ０ ． ２ ５ μ Ｌ 　 ２ μ Ｍ 　 各 プ ラ イ マ ー 〕 に な る よ う
に 液 を 加 え 、 ４ ２ ° Ｃ で ９ ０ 分 処 理 し た 後 、 ７ ０ ° Ｃ で １ ５ 分 処 理 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の 合 成 反 応 は 、 目 的 と す る 全 て の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 即 ち Ｂ 細 胞 の Ｌ 鎖 遺 伝 子 （ κ 鎖 ） と Ｈ 鎖
（ γ 鎖 ） の Ｆ ｄ 部 （ Ｖ Ｈ ド メ イ ン と Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン ） 遺 伝 子 と に 対 応 す る 全 て の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 得 る た め に 必 要 な 下 記 １ ） ～ ５ ） の 各 プ ラ イ マ ー を そ れ ぞ れ ２ μ Ｍ 含 む 混 合 液 を 用 い て
行 っ た 。 又 、 コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン を チ ェ ッ ク す る た め 、 Ｂ 細 胞 が 存 在 し な い 系 で の コ ン ト
ロ ー ル の 合 成 反 応 を 別 途 に 行 っ た 。
１ ） プ ラ イ マ ー  CＫ － J1（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す ）
２ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG1-1（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す ）
３ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG2A-1 （ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 す ）
４ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG2B-1 （ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 す ）
５ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG3-1（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ に 示 す ）
　 な お 、 上 記 １ ） ～ ５ ） の 各 プ ラ イ マ ー 及 び 後 述 の 全 て の プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 、 表 ／
図 と 配 列 表 と に そ れ ぞ れ 示 す が 、 万 が 一 、 表 ／ 図 に 示 す 塩 基 配 列 と 配 列 表 に 示 す 塩 基 配 列
と に 不 一 致 が 存 在 し た 場 合 に は 、 表 ／ 図 に 示 す 塩 基 配 列 が 正 し い 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 （ 実 施 例 １ － ３ ： Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 － 第 １ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ ）
　 上 記 に よ り 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 を 第 １ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の テ ン プ レ ー ト と し て 使
用 し た 。 そ の 際 、 発 現 さ れ る マ ウ ス Ｉ ｇ 遺 伝 子 の ９ ５ ％ は Ｌ 鎖 が κ ア イ ソ タ イ プ で あ る （
Honjo and Alt, 1995 ） た め 、 λ ア イ ソ タ イ プ の Ｌ 鎖 は 無 視 す る こ と に し 、 抗 体 Ｌ 鎖 の κ
ア イ ソ タ イ プ プ ラ イ マ ー の み を 用 い た 。 又 、 高 い 抗 原 結 合 能 を 持 つ 抗 体 を 得 る と 言 う 目 的
か ら 、 Ｈ 鎖 に つ い て は Ｉ ｇ Ｇ （ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｇ ） の み を 標 的 と し た 。 第 １ 段 階 の Ｐ Ｃ
Ｒ で 用 い た 下 記 の 縮 重 プ ラ イ マ ー は  Kabatの デ ー タ ベ ー ス （  http://immuno.bme.nwu.edu
） に 基 づ い て 設 計 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ の よ う な 設 計 に よ り プ ラ イ マ ー 数 を 低 減 さ せ る と 、 好 ま し く な い 増 幅 を 減 少 さ せ る の
に 有 益 で あ ろ う と 言 う こ と を 考 慮 し て い る 。 な お 、 こ れ ら の 縮 重 プ ラ イ マ ー は 鋳 型 と し て
十 分 に 理 想 的 と は 言 え な い の で 、 増 幅 反 応 液 に は 、 下 記 の よ う に 、 3'エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ
活 性 を 欠 き 、 か つ 他 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 比 較 し て 縮 重 プ ラ イ マ ー と 鋳 型 と の ミ ス マ ッ
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チ に 対 し て 大 き な 耐 性 を も つ  TaqＤ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Wang et al., 2000 ） を 用 い て い
る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Ｌ 鎖 遺 伝 子 は 、 い ず れ も 縮 重 プ ラ イ マ ー で あ る ６ ） プ ラ イ マ ー  VＫ －  M2 （ 表 １ 及 び 配
列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 す ） 、 及 び ７ ） プ ラ イ マ ー  CＫ － His6M2（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番
号 ７ に 示 す ） を 用 い て 増 幅 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｈ 鎖 遺 伝 子 は 、 縮 重 プ ラ イ マ ー で あ る ８ ） プ ラ イ マ ー  VＨ － M2（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列
番 号 ８ に 示 す ） と ９ ） プ ラ イ マ ー V'Ｈ － M2（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ に 示 す ） と の 混
合 物 と 、 定 常 領 域 プ ラ イ マ ー で あ る １ ０ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG1-M2
（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ に 示 す ） 、 １ １ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG2A-M2（ 表 １ 及 び
配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ に 示 す ） 、 １ ２ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － IgG2B-M2（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配
列 番 号 １ ２ に 示 す ） 及 び １ ３ ） プ ラ イ マ ー  CＨ － Ig G3-M2（ 表 １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 １
３ に 示 す ） の 混 合 物 と を 用 い て 増 幅 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ れ ら の Ｌ 鎖 遺 伝 子 と Ｈ 鎖 遺 伝 子 と の 増 幅 反 応 は 、 ０ ． ２ ５ 単 位 の  TaqＤ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ （ 日 本 国   宝 酒 造 社 製 ） 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ の 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ０ ５ μ Ｍ の 各 プ ラ イ マ ー 、
０ ． ５ μ Ｌ の 前 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 及 び リ ア ク シ ョ ン バ ッ フ ァ ー か ら な る ５ μ Ｌ の 反 応 液 中
で 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下 の プ ロ グ ラ ム で 行 っ た 。
９ ４ ° Ｃ － ３ 分 ；
９ ４ ° Ｃ － ３ ０ 秒 ／ ５ ０ ° Ｃ － ４ ５ 秒 ／ ７ ２ ° Ｃ － ４ ５ 秒 を ３ ０ サ イ ク ル ；
７ ２ ° Ｃ － ７ 分 ；
　 （ 実 施 例 １ － ４ ： Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 － 第 ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ ）
　 第 １ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の １ ０ 分 の １ 量 を 、 単 一 種 の １ ４ ） プ ラ イ マ ー  SP2（ 表 １ 及 び 配
列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 す ） を 用 い た 第 ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 増 幅 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 こ の 増 幅 反 応 は 、 ０ ． ２ ５ 単 位 の  Pfu Turbo（ 商 標 ） Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene
社 製 ） 、 ０ ． １ ２ ５ ｍ Ｍ の 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ５ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー  SP2及 び リ ア ク シ ョ ン バ
ッ フ ァ ー か ら な る ５ μ Ｌ の 反 応 液 中 で 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下 の プ ロ グ ラ ム で 行 っ た 。
９ ４ ° Ｃ － ３ 分 ；
９ ６ ° Ｃ － ５ 秒 ／ ４ ５ ° Ｃ － １ ０ 秒 ／ ７ ２ ° Ｃ － ４ ５ 秒 を ６ ５ サ イ ク ル ；
７ ２ ° Ｃ － ７ 分
　 図 ２ に 、 Ｈ 鎖 遺 伝 子 （ 「 Hc」 で 示 す ） 及 び κ タ イ プ Ｌ 鎖 遺 伝 子 （ 「  Lc 」 で 示 す ） の 増
幅 結 果 を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ２ μ Ｌ を １ ． ０ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 解 析 し
た も の で あ る 。  EcoT14Iで 消 化 し た λ － Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ ー を 図 の 左 側 に 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 図 ２ に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 反 応 条 件 に よ っ て 単 一 の Ｂ 細 胞 に 由 来 す る Ｆ ａ ｂ 断 片 の Ｌ
鎖 と Ｈ 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 別 々 に 増 幅 さ れ 、 し か も 副 産 物 の 生 成 は 認 め ら れ な い 。 Ｌ
鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 単 一 Ｂ 細 胞 の ７ ２ 検 体 中 、 ３ ９ 検 体 か ら 得 ら れ た （ ３ ９ ／ ７ ２ ＝ ５ ４ ％
） 。 Ｈ 鎖 遺 伝 子 に 関 し て は 、 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 単 一 Ｂ 細 胞 の ７ ２ 検 体 中 、 ２ ８ 検 体
か ら 得 ら れ た （ ２ ８ ／ ７ ２ ＝ ３ ９ ％ ） 。 全 体 と し て 、 Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 が ペ ア リ ン グ し た Ｆ ａ ｂ
は ７ ２ 検 体 中 の ２ ０ 検 体 か ら 得 ら れ 、 回 収 率 は ２ ８ ％ で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 （ 実 施 例 １ － ５ ： Ｐ Ｃ Ｒ の 全 体 的 な 説 明 ）
　 上 記 の 全 て の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は  GeneAmp（ 登 録 商 標 ） Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム （ PE Applied Biosyst
ems 社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の シ ー ク エ ン ス を 確 認 す る た め 、 幾 つ か の Ｌ 鎖 遺
伝 子 と Ｈ 鎖 遺 伝 子 を  EcoRVで 消 化 し た  pBluescriptSKII＋ 　 ベ ク タ ー （ Stratagene社 製 ）
に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 領 域 の シ ー ク エ ン シ ン グ に は Thermo SequenaseII（ 商
標 ） dye terminator cycle sequencing premix kit（ Amersham Pharmacia Biotech社 製 ）
と 、  ABIPRISM （ 商 標 ） 310 Genetic
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Analyzerと を 、 メ ー カ ー 推 奨 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 （ 実 施 例 １ － ６ ： オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ ）
　 実 施 例 ６ に お い て 、 下 記 の よ う に 、  T7 プ ロ モ ー タ ー 、  rbs及 び  T7 タ ー ミ ネ ー タ ー を
含 む ２ つ の 断 片 を オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ に よ り そ れ ぞ れ 増 幅 さ れ た Ｌ 鎖 遺 伝 子 及 び Ｈ
鎖 遺 伝 子 と 結 合 さ せ た 。 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 解 析 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ は
、 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ２ μ Ｌ を １ ． ０ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 解 析 し た 結 果 で あ
り 、 Ｌ 鎖 遺 伝 子 が レ ー ン １ ～ ３ に 、 Ｈ 鎖 遺 伝 子 が レ ー ン ４ ～ ６ に 、 そ れ ぞ れ 示 さ れ て い る
。
【 ０ １ ５ ４ 】
　  T7 プ ロ モ ー タ ー お よ び SD配 列 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 配 列 表 の 配
列 番 号 １ ５ に 示 す １ ５ ） プ ラ イ マ ー In-F（ 5'-CCAATACGCAAACCGCCTCTCC-3'） と 、 配 列 表 の
配 列 番 号 １ ６ に 示 す １ ６ ） プ ラ イ マ ー  T7PR-SD（ 5'-ATAATCTCCTTCTTATCTAATAACAAAATTATT
TCTAGAGGGAAACCG-3'） と を 用 い 、 pRSET-B ベ ク タ ー （ Invitrogen社 製 ） か ら  T7 プ ロ モ ー
タ ー と リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 断 片 を 増 幅 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 又 、  T7 タ ー ミ ネ ー タ ー を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 配 列 表 の 配 列 番 号
１ ７ に 示 す １ ７ ） プ ラ イ マ ー T7T-NFM2（ 5'-TAATCAATAATCTCCTTCTTATCTAATTCCGGCTGCTAACA
AAGCCCG-3 ） と 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ８ に 示 す １ ８ ） プ ラ イ マ ー In-R（  5'-TACAGGGCGCGT
CCCATTCG-3' ） と を 用 い 、 pRSET-B ベ ク タ ー か ら 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 断 片 を 増 幅 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 上 記 ２ 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 間 に 第 ２ ラ ウ ン ド の Ｐ
Ｃ Ｒ に 係 る Ｌ 鎖 あ る い は Ｈ 鎖 を 挿 入 し 、 in vitroタ ン パ ク 質 合 成 に 適 し た 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 生 成 さ せ た 。 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ０ ． ７ ５ 単 位 の  Ex taq Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ の 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 そ れ ぞ れ ０ ． １ ５ μ Ｌ の 各 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 、 及
び 反 応 バ ッ フ ァ ー か ら な る １ ５ μ Ｌ の 反 応 液 中 で 次 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 行 っ た 。
９ ４ ° Ｃ － ５ 分 ；
９ ４ ° Ｃ － ３ ０ 秒 ／ ４ ８ ° Ｃ － ２ ０ 秒 ／ ７ ２ ° Ｃ － ９ ０ 秒 を １ ０ サ イ ク ル ；
　 そ の 後 、 １ ５ μ Ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 溶 液 を 、 メ ー カ ー 推 奨 の 反 応 バ ッ フ ァ ー （  Ex taq
Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ １ ． ５ 単 位 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 各 ０ ． ２ ｍ Ｍ 、 プ ラ イ マ ー  In-F 及 び  In-R 各
０ ． ５ ｍ Ｍ ） を 用 い て ３ ０ μ Ｌ に 調 製 し 、 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ グ ラ ム に よ り 増 幅 し た 。
９ ４ ° Ｃ － ５ 分 ；
９ ４ ° Ｃ － ３ ０ 秒 ／ ５ ５ ° Ｃ － ３ ０ 秒 ／ ７ ２ ° Ｃ － ９ ０ 秒 を ２ ５ サ イ ク ル ；
７ ２ ° Ｃ － ７ 分
　 （ 実 施 例 １ － ７ ： in vitro転 写 ／ 翻 訳 共 役 系 ）
　 上 記 の ３ ０ μ Ｌ の 反 応 液 （ 同 一 の 細 胞 に 由 来 す る Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 遺 伝 子 と の オ ー バ ー ラ ッ ピ
ン グ Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 ） の う ち 、 ３ μ Ｌ を 用 い て  in vitro 転 写 ／ 翻 訳 共 役 反 応 を 行 っ た 。 こ
の 反 応 は  Jiangら の 報 告 （ Jiang et al., 2001） に 従 い 、 次 の 要 素 を 含 む  in vitro 転 写
／ 翻 訳 系 を 用 い た 。
ト リ ス 酢 酸 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 　 　 　 　 　 　 　 ５ ６ ． ４ ｍ Ｍ ；
Ａ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ２ ｍ Ｍ ；
Ｇ Ｔ Ｐ 、 Ｃ Ｔ Ｐ 及 び Ｕ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 各 １ ． ０ ｍ Ｍ ；
ク レ ア チ ン リ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ ０ ｍ Ｍ ；
全 ２ ０ 種 の 非 ラ ベ ル ア ミ ノ 酸 　 　 　 　 　 　 各 ０ ． ３ ２ ｍ Ｍ ；
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ６ ０ ０ ０ 　 　 　 　 ４ ％ （ Ｗ ／ Ｖ ） ；
フ ォ リ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ ４ ． ６ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ；
大 腸 菌 （  E. coli） ｔ Ｒ Ｎ Ａ ｓ 　 　 　 　 　 ０ ． １ ７ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ；
酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ ６ ｍ Ｍ ；
Ｍ ｇ （ Ｏ Ａ ｃ ） ２ 　           　 　 　 　 　 　 ８ ｍ Ｍ ；
Ｋ Ｏ Ａ ｃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ０ ｍ Ｍ ；
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リ フ ァ ン ピ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ；
ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ                     ０ ． １ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ；
 T7 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 　 　 　 　 　 　 　 　 ７ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ；
大 腸 菌  S30抽 出 液 　 　   　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ８ ． ３ ％ （ Ｖ ／ Ｖ ） ；
　 又 、  in vitro 転 写 ／ 翻 訳 共 役 反 応 は 次 の よ う に 行 っ た 。 即 ち 、 上 記 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン
グ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ３ μ Ｌ ず つ を ３ ０ ° Ｃ で ６ ０ 分 間 転 写 ・ 翻 訳 反 応 さ せ 、 続 い て 氷 の 上 で 冷
や し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 同 時 に 、 Ｄ Ｎ Ａ の テ ン プ レ ー ト を 含 ま な い 点 の み が 異 な る 同 様
の 系 で コ ン ト ロ ー ル の 反 応 を 行 っ た 。 反 応 系 に は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の た め 、 １ ４

Ｃ で ラ ベ ル し た ロ イ シ ン を ０ ． ０ １ ６ ｍ Ｍ 添 加 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 （ 実 施 例 １ － ８ ： Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ と オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ）
　 ５ μ Ｌ の サ ン プ ル を 、 非 酸 化 条 件 と す る た め の 同 量 の ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６
． ８ の ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 塩 酸 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー
ル ブ ル ー ） と 煮 沸 し た 。 煮 沸 後 の サ ン プ ル を Ｓ Ｄ Ｓ － １ ２ ． ５ ％ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 上 で 電 気 泳 動 さ せ た 後 、 ゲ ル を ワ ッ ト マ ン ３ Ｍ の ろ 紙 に の せ 、 ゲ ル ド ラ イ ヤ ー で 乾 燥 し
た 。 次 い で 、 イ メ ー ジ ン グ プ レ ー ト （ 富 士 フ ィ ル ム 社 ） に 感 光 さ せ た 後 、 BAS-2000に て 解
析 し た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す が 、 ゲ ル 上 に Ｆ ａ ｂ 断 片 の バ ン ド （ ４ ６ ． ０  kDa） が 観 察
さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 （ 実 施 例 １ － ９ ： Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 ）
　 本 実 施 例 で は 、 上 記  in vitro 系 で 合 成 さ れ た い ず れ の Ｆ ａ ｂ 断 片 が 抗 原 親 和 性 を 持 つ
か に つ い て 、 下 記 の よ う に 抗 原 に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ９ ６ ウ エ ル の プ レ ー ト （ デ ン マ ー ク  Nunc 社 製 ） を 、 ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の  CBP40で ５ ０ μ Ｌ
／ ウ エ ル と な る よ う に コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ ら の ウ エ ル を ４ ° Ｃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 蒸 留 水 に 溶 か し た  1/4× Block Ace （ 大 日 本 製 薬 社 製 ） を 用 い て ３ ７ ° Ｃ 、 ３ ０
分 で ブ ロ ッ ク し 、 次 い で 洗 浄 液 （ 1/10× Block Ace 、 ０ ． ０ ５ ％  Tween20） で ２ 回 洗 浄 し
た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 無 細 胞 反 応 混 合 物 ３ ０ μ Ｌ を  PBS（ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ５ 倍 に 希 釈 し た 。 こ の 希 釈 液 ５ ０ μ
Ｌ を 、 コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト に 加 え 、 ２ ５ ° Ｃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 上 記
と 同 じ 洗 浄 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 同 時 に 、 Ｄ Ｎ Ａ の テ ン プ レ ー ト を 含 ま な い 反 応 液 も コ ン ト
ロ ー ル と し て 同 様 に 処 理 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 １ ５ ０ μ Ｌ の 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ ５ μ ｇ ／ 蒸 留 水 １ ｍ Ｌ ） を 各 ウ エ ル に 加 え 、 ２ ５ ° Ｃ で
１ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ し て ２ 回 洗 浄 し た 後 、 酵 素 免 疫 反 応 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 行 っ
た 。 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 の 基 質 と し て 、 ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と 過 酸 化 水 素 を 含 む 溶
液 を 用 い た 。 発 色 反 応 は ２ Ｍ 硫 酸 を 用 い て 停 止 さ せ た 。 そ し て ４ ９ ２ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定
し た 。 な お 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 発 色 は Vectastain ABCキ ッ ト （  Vector Laboratories社 製 ） を
用 い た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 の 結 果 を 示 す 図 ５ に よ れ ば 、  No.９ の ク ロ ー ン の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル が
他 の ク ロ ー ン よ り 著 し く 強 く 、 合 成 Ｆ ａ ｂ 中 、 こ の ク ロ ー ン が 免 疫 抗 原 を 結 合 で き る こ と
が 強 く 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 （ 実 施 例 １ － １ ０ ： 遺 伝 子 の 配 列 決 定 ）
　 そ こ で 、 上 記 し た  No.９ の ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 及 び Ｈ 鎖 （ Ｆ ｄ 部 ） の 配 列 決 定 を 行 っ た 。 Ｌ
鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 遺 伝 子 塩 基 配 列 を 図 ６ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９ に 、 Ｈ 鎖 （ Ｆ ｄ 部
） の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 遺 伝 子 塩 基 配 列 を 図 ７ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ０ に 、 そ れ ぞ れ 示 す
。
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【 ０ １ ６ ４ 】
　 上 記 で 決 定 し た 配 列 を 、  National Center for Biotechnology Informationの  IgBLAST
デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi,nlm, nih.gov/igblast） に よ っ て 解 析 し た 。 そ の 結 果 、
Ｌ 鎖 の 配 列 は 、  ce9 germline 遺 伝 子 （ GenBank accession Nos. AJ239197 ） と ９ ８ ％ の
同 一 性 を 持 っ て い た 。 Ｈ 鎖 の 配 列 は  V130 germline遺 伝 子 （ GenBank accession Nos. M11
700 ） と ９ １ ％ の 同 一 性 を 持 っ て い た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 新 規 な マ ウ ス Ｌ 鎖 遺 伝 子 及 び
Ｈ 鎖 遺 伝 子 を 得 た こ と を 確 認 し 、 こ れ ら の ２ 種 遺 伝 子 か ら 形 成 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 「  JM9
-Fab」 と 名 付 け た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 （ 実 施 例 １ － １ １ ： 宿 主 で の 発 現 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 精 製 ）
　 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 中 の 陽 性 Ｆ ａ ｂ 断 片 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 を  XbaI-NaeIで 消 化 し
、 pRSET-B ベ ク タ ー （ Invitrogen社 製 ） の  XbaI-NaeIサ イ ト に 挿 入 し た 。 こ う し て 得 た 、
Ｌ 鎖 を 含 む プ ラ ス ミ ド （  pRSETB-Lcと 命 名 ） 及 び Ｈ 鎖 を 含 む プ ラ ス ミ ド （  pRSETB-Hcと 命
名 ） を 、 そ れ ぞ れ Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 発 現 に 用 い た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド  pRSETB-Lcと プ ラ ス ミ ド  pRSETB-Hcと を 別 々 に 、 コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌  BL21(
DE3)plysS 細 胞 （ Stratagene社 製 ） に 導 入 し た 。 Ｆ ａ ｂ 断 片 の 大 腸 菌 で の 発 現 と リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ と は 、 実 質 的 に  Wibbenmeyerら の 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 即 ち 、 各 ペ プ チ ド 断 片 を 封 入 体 と し て 発 現 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 で 回 収 ・ 洗 浄 し て 精 製 し
た 。 そ の 後 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ ６ Ｍ 　 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、 ０ ． ４ Ｍ 　 Ｌ － ア ル ギ ニ ン 、 ｐ Ｈ
８ ． ０ の １ ０ ０ Ｍ 　 ト リ ス 塩 酸 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） に よ り 可 溶 化 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　
Ｄ Ｔ Ｔ （ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） を 添 加 し た 後 、 Ｌ 鎖 と Ｋ 鎖 を 等 モ ル に な る よ う 混 合 し た 。
そ し て Ｄ Ｔ Ｔ を 含 ま な い 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー に て ５ ０ 倍 に 希 釈 し た 後 、 ４ ｍ Ｍ の 酸 化 型 グ ル
タ チ オ ン を 添 加 し 、 透 析 に よ り 徐 々 に 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 を 取 り 除 き 、 リ フ ォ ー
ル ド さ せ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 Ｆ ａ ｂ 断 片 の 精 製 は 次 の プ ロ セ ス で 行 っ た 。 即 ち 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ｉ Ｓ Ｏ ４ 　 溶 液 １ ． ０
ｍ Ｌ を  HiTrap キ レ ー ト カ ラ ム （ １ ｍ Ｌ ） （ Pharmacia Biotech 社 製 ） に 流 し 、 １ ０ ｍ Ｌ
の 純 水 で 洗 浄 し た 後 、 結 合 バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ に ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー
ル を 添 加 し た も の ） で カ ラ ム を 平 衡 化 し た も の に 、 上 記 の Ｆ ａ ｂ 溶 液 を 流 し 、 結 合 さ せ た
。 合 計 ２ ０ ｍ Ｌ の 結 合 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後 、 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ に ０ ． ５ Ｍ Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 イ ミ ダ ゾ ー ル を 添 加 し た も の ） で 溶 出 さ せ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ － １ ２ ： 発 現 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 の  Kd 値 ）
　 JM9-Fab の 親 和 性 評 価 の た め 、 Ｌ 鎖 遺 伝 子 と Ｈ 鎖 遺 伝 子 の シ ー ク エ ン ス を そ れ ぞ れ  pRS
ET-Bベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て 、  pRSETB-JM9Lc と  pRSETB-JM9Hc と を 得 た 。 こ れ ら の
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー  pRSETB-JM9Lc と 、  pRSETB-JM9Hc を 、 別 々 に コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌
 E. coli BL21(DE3)plysS 細 胞 （ Stratagene社 製 ） に 導 入 し た 。 そ し て  JM9-Fabを 発 現 さ
せ 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ 、 精 製 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Stevevs の 方 法 に よ る  JM9-Fabの Ｋ ｄ 値 は １ ． ７ （ ± ０ ． ３ ） × １ ０ － ８ で あ っ た 。 こ
の 結 果 は 、 こ の Ｆ ａ ｂ 断 片 が 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ る 抗 体 と 同 等 の 高 い 抗 原 結 合 活
性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 〔 ヒ ト を 検 体 と す る 実 施 例 ２ 〕
　 こ の 実 施 例 ２ で は 、 健 常 成 人 女 性 を 検 体 と し 、 そ の 人 の 承 諾 を 得 て 、 そ の 末 梢 血 ２ ｍ Ｌ
を 採 血 さ せ て も ら い 、 こ の 末 梢 血 か ら 分 離 し た 抗 体 産 生 細 胞 （ Ｂ 細 胞 ） を 用 い て 、 実 施 例
１ と 同 様 の 手 順 に 従 う 各 工 程 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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　 実 施 例 ２ の 工 程 及 び 内 容 中 、 実 施 例 １ と 異 な る 点 は 、 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） で あ る 。 従
っ て 、 以 下 に お い て 、 ま ず 実 施 例 ２ の 概 要 を 図 ８ に 基 づ い て 説 明 す る と 共 に 、 続 い て （ ａ
） ～ （ ｄ ） に つ い て 順 次 説 明 す る 。 こ れ ら の 点 以 外 は 実 施 例 １ と 同 様 に 行 っ て い る 。
（ ａ ） Ｂ 細 胞 の 単 離 工 程
（ ｂ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 構 成
（ ｃ ） 各 工 程 の Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 し た プ ラ イ マ ー
（ ｄ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 、 配 列 決 定 、 抗 原 に 対 す る 結 合 活 性
　 （ 実 施 例 ２ の 概 要 ）
　 図 ８ に 概 念 化 し て 示 す よ う に 、 ま ず 、 末 梢 血 か ら Ｂ 細 胞 を 単 離 し た 。 単 離 し た Ｂ 細 胞 の
Ｌ 鎖 （ Lc） 遺 伝 子 と Ｈ 鎖 （ Hc） 遺 伝 子 と を 、 別 々 に 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ
て 増 幅 し た 。 次 い で  in vitro 合 成 に 適 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 得 る た め 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に 対
し て オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て  T7 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （  rbs）
及 び  T7 タ ー ミ ネ ー タ ー の 配 列 を 付 加 し た 。 こ の Ｈ 鎖 遺 伝 子 と Ｌ 鎖 遺 伝 子 の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 断
片 の 対 を 同 じ 反 応 用 試 験 管 に 投 入 し 、 in vitroで 転 写 及 び 翻 訳 を 行 わ せ て Ｍ ａ ｂ を 得 た 後
、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 （ Ｂ 細 胞 の 単 離 工 程 ）
　 健 常 成 人 女 性 を 検 体 と し 、 そ の 承 諾 を 得 て 、 そ の 末 梢 血 ２ ｍ Ｌ を 採 血 さ せ て も ら っ た 。
採 血 は 、 血 液 凝 固 を 防 ぐ た め 、 ヘ パ リ ン 存 在 下 で 行 っ た 。 次 に  Ficllo-Plaque Plus （ Am
ersham Pharmacia Biotech Inc. ） を 用 い た 遠 心 密 度 勾 配 （ ４ ０ ０ × ｇ 、 ４ ０ 分 、 １ ８ °
Ｃ ） に よ り 末 梢 血 単 球 を 分 離 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 回 収 し た 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で ２ 度 洗 浄 し 、 ナ イ ロ ン （ 商 標 ） ネ ッ ト （ ４ １ μ ｍ メ ッ シ
ュ ） に よ り 凝 固 体 を 取 り 除 き 、 Ｃ Ｄ １ ９ ＋ 　 細 胞 を Ｍ Ａ Ｃ Ｓ 磁 性 ビ ー ズ （ Miltenyi Biote
ch社 , ド イ ツ ） に よ り 単 離 し た 。 磁 性 ビ ー ズ を 取 り 除 い た 後 、 抗 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ９ 抗 体 Ｐ Ｅ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト （ Santa Cruz Biotechnology, Inc., 米 国 ） に よ り 染 色 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ に よ り
２ 度 洗 浄 し た 後 、 分 取 用 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ EPICA ELITE, Beckman Coulter社 , 日 本
） に よ り 、 蛍 光 標 識 さ れ た 細 胞 だ け を 分 取 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 単 離 し た Ｂ 細 胞 を 顕 微 鏡 （ 日 本 国 オ リ ン パ ス 社 製  LX70 ） 下 で カ ウ ン ト し 、 希 釈 し て Ｐ
Ｃ Ｒ チ ュ ー ブ １ 本 当 た り １ 個 の 細 胞 を 収 容 さ せ 、 直 ち に 次 工 程 た る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 供 し た
。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 構 成 ）
　 実 施 例 １ で は 、 単 離 し た マ ウ ス Ｂ 細 胞 の Ｌ 鎖 （ Lc） 遺 伝 子 と Ｈ 鎖 の Ｆ ｄ 部 遺 伝 子 と を 別
々 に 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し た が 、 実 施 例 ２ に お い て は 、 単 離 し た ヒ ト Ｂ 細 胞 の Ｈ 鎖
遺 伝 子 （ Hc） 、 κ タ イ プ Ｌ 鎖 遺 伝 子 （  Lc(kappa)） 及 び λ タ イ プ Ｌ 鎖 遺 伝 子 （  Lc(lamda)
） を 別 々 に 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し 、 最 終 的 に 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト か ら な る Ｍ ａ
ｂ を 取 得 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 実 施 例 １ の 場 合 と 同 様 に 行 っ た 第 ２ 段 階 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ る こ れ ら の 遺 伝 子 の 増 幅 結 果 を 図
９ に 示 す 。 図 ９ 中 の 「 Hc」 、 「  Lc(kappa)」 、 「  Lc(lamda)」 の 各 図 に お い て 、  EcoT14I
で 消 化 し た λ － Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ ー を 図 の 左 側 に 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 図 ９ に 示 す よ う に 、 単 一 の Ｂ 細 胞 に 由 来 す る Ｆ ａ ｂ 断 片 の Ｈ 鎖 遺 伝 子 、 κ タ イ プ Ｌ 鎖 遺
伝 子 及 び λ タ イ プ Ｌ 鎖 遺 伝 子 が 別 々 に 増 幅 さ れ 、 し か も 副 産 物 の 生 成 は 認 め ら れ な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 （ 各 工 程 の Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 し た プ ラ イ マ ー ）
　 実 施 例 ２ に お い て は 、 各 工 程 の Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 し た プ ラ イ マ ー が 実 施 例 １ の 場 合 と 異 な る
の で 、 そ の 一 覧 を 表 ２ に 示 す と 共 に 、 そ れ ら の 塩 基 配 列 を 順 次 配 列 表 に も 記 載 し た 。 表 ２
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に 示 し た 各 プ ラ イ マ ー に つ い て 、 以 下 に 簡 単 に 述 べ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 （ 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー ）
　 前 記 実 施 例 １ － ２ に お い て 使 用 し た １ ） ～ ５ ） の 各 プ ラ イ マ ー に 相 当 す る も の が 、 次 の
２ １ ） ～ ２ ３ ） の プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ２ １ ） プ ラ イ マ ー  HuCH-1 ： Ｈ 鎖 遺 伝 子 合 成 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号
２ １ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ２ ２ ） プ ラ イ マ ー  HuCκ -1： κ タ イ プ Ｌ 鎖 遺 伝 子 合 成 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の
配 列 番 号 ２ ２ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
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【 ０ １ ８ ３ 】
　 ２ ３ ） プ ラ イ マ ー  HuCλ -2： λ タ イ プ Ｌ 鎖 遺 伝 子 合 成 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の
配 列 番 号 ２ ３ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 （ 第 １ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー ）
　 前 記 実 施 例 １ － ３ で 使 用 し た ６ ） ～ １ ３ ） の 各 プ ラ イ マ ー に 相 当 す る も の が 、 次 の ２ ４
） ～ ３ ７ ） の プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ２ ４ ） プ ラ イ マ ー  HuVH-1 ： Ｈ 鎖 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
４ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ２ ５ ） プ ラ イ マ ー  HuVH-2 ： Ｈ 鎖 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
５ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ２ ６ ） プ ラ イ マ ー  HuVH-3 ： Ｈ 鎖 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
６ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ２ ７ ） プ ラ イ マ ー  HuVH-4 ： Ｈ 鎖 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
７ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ２ ８ ） プ ラ イ マ ー  HuVκ -1： Ｌ 鎖 κ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ２ ８ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ２ ９ ） プ ラ イ マ ー  HuVκ -2： Ｌ 鎖 κ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ２ ９ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ３ ０ ） プ ラ イ マ ー  HuVκ -3： Ｌ 鎖 κ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ０ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ３ １ ） プ ラ イ マ ー  HuVκ -4： Ｌ 鎖 κ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ １ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ３ ２ ） プ ラ イ マ ー  HuVλ -1： Ｌ 鎖 λ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ２ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ３ ３ ） プ ラ イ マ ー  HuVλ -2： Ｌ 鎖 λ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ３ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ３ ４ ） プ ラ イ マ ー  HuVλ -3： Ｌ 鎖 λ 遺 伝 子 可 変 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ４ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ３ ５ ） プ ラ イ マ ー  HuCH-2 ： Ｈ 鎖 定 常 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３
５ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ３ ６ ） プ ラ イ マ ー  HuCκ -2： Ｌ 鎖 κ 遺 伝 子 定 常 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ６ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ３ ７ ） プ ラ イ マ ー  HuCλ -2： Ｌ 鎖 λ 遺 伝 子 定 常 領 域 用 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ７ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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　 （ 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー ）
　 前 記 実 施 例 １ － ４ で 使 用 し た １ ４ ） プ ラ イ マ ー に 相 当 す る も の が 次 の ３ ８ ） の プ ラ イ マ
ー で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ３ ８ ） プ ラ イ マ ー  HuSP1： 第 ２ 段 階 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の 単 一 種 の プ ラ イ マ ー で あ り 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ ８ に 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 、 配 列 決 定 、 抗 原 に 対 す る 結 合 活 性 ）
　 実 施 例 １ と 同 様 に し て 増 幅 さ れ た 抗 体 遺 伝 子 よ り 活 性 体 の 抗 体 分 子 （ Ｆ ａ ｂ ） が 合 成 さ
れ て い る こ と を 証 明 す る た め 、 血 液 型 抗 原 Ｂ 型 に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 反 応 に よ り 検 討 し た 。
検 体 成 人 は Ａ 型 の 血 液 型 で あ る た め 、 Ｂ 型 抗 原 に 対 す る 血 液 型 抗 体 を 当 然 有 す る と 推 測 さ
れ る 。 こ の こ と は 、 あ る 感 染 症 に 感 染 し た 患 者 の 血 液 中 に 、 そ の 感 染 症 を 引 き 起 こ す 病 原
体 に 対 す る 抗 体 が 存 在 す る と 言 う 状 況 と 同 じ で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Ｂ 型 抗 原  BSAを 抗 原 と し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 実 験 方 法 は 実 施 例
１ の 場 合 と ほ ぼ 同 様 に 行 っ た 。 実 施 例 １ の 場 合 と 異 な る 点 は 、 抗 原 と し て CBP40 の 代 わ り
に Blood Group B Trisaccharide-BSA 10-atom spacer（ Destra laboratoriesm Ltd, ） を
用 い た 点 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ の 結 果 得 ら れ た 抗 体 群 は 、 Ｂ 型 抗 原 に 対 し そ れ ぞ れ 異 な る 結 合 活 性 を 有 し て い る こ と
が わ か っ た 。 人 体 は 様 々 な 種 類 の 抗 体 を 産 生 し 、 体 内 に 有 し て い る こ と を 考 え る と 、 十 分
に 予 想 さ れ る 結 果 で あ り 、 本 実 験 が 予 想 通 り 進 行 し た こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 こ れ ら の う ち 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル が 高 か っ た  No.２ 及 び  No.１ ０ の ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 及
び Ｈ 鎖 の 配 列 を 決 定 し た 。  No.２ の ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 遺 伝 子 塩 基 配 列 を
図 １ １ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ９ に 、  No.２ の ク ロ ー ン の Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 遺 伝 子
塩 基 配 列 を 図 １ ２ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ０ に 、  No.１ ０ の ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配
列 及 び 遺 伝 子 塩 基 配 列 を 図 １ ３ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ １ に 、  No.１ ０ の ク ロ ー ン の Ｈ 鎖
の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 遺 伝 子 塩 基 配 列 を 図 １ ４ 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に 、 そ れ ぞ れ 示 す
。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 配 列 に つ い て 、 ヒ ト 抗 体 の デ ー タ ベ ー ス IgBlast に 対 し て ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行
っ た 。 そ の 結 果 、  No.１ ０ の ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 は 、  V1-18germline遺 伝 子 （ GeneBank acces
sion Nos.D187018） と ９ ５ ％ の ホ モ ロ ジ ー が 検 出 さ れ た 。 又 、  No.１ ０ の ク ロ ー ン の Ｈ 鎖
は  VH2-70germiline遺 伝 子  GeneBank accession Nos.AB019437) と ９ １ ％ の ホ モ ロ ジ ー が
検 出 さ れ た 。  No.２ の ク ロ ー ン に つ い て も 同 様 に 検 索 し 、 Ｌ 鎖 は  V1-5germline （ GeneBa
nk accession Nos. D87015） と １ ０ ０ ％ の 相 同 性 が 、 Ｈ 鎖 は  VH4-4（ GeneBank accession
 Nos. AB019441） と ９ ０ ％ の 相 同 性 が 、 そ れ ぞ れ 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 よ り 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 目 的 と す る 抗 原 に 対 し て 結 合 能 を 有
す る ヒ ト Ｍ ａ ｂ と 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と を 取 得 で き る こ と を 証 明 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 特 定 の リ ガ ン ド に 対 し て 親 和 性 を 示 す 極 め て 多 種 類 の リ ガ ン ド 親 和 性
複 合 タ ン パ ク 質 の 中 か ら 、 １ 種 又 は ２ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 迅 速 、 大 量 か つ 高 純 度 に 取 得
す る こ と が 可 能 と な る 。

　
［ 配 列 表 ］
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ Ｅ Ｑ Ｕ Ｅ Ｎ Ｃ Ｅ 　 Ｌ Ｉ Ｓ Ｔ Ｉ Ｎ Ｇ

<110> National University Corporation Nagoya University

<120> リ ガ ン ド 親 和 性 複 合 タ ン パ ク 質 の 取 得 方 法 、 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 抗 体 ス ク リ
ー ニ ン グ 用 キ ッ ト 、 医 療 方 法 、 抗 体 医 薬 、 非 免 疫 反 応 性 抗 体 医 薬 、 投 薬 方 法

<130> POK-04-029

<160> 42

<210> 1
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 1
ttaacactca ttcctgttga a                                             21

<210> 2
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 2
aattttcttg tccaccttgg t                                             21

<210> 3
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 3
aattttcttg tccaccttgg t                                             21

<210> 4
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 4
aagttttttg tccaccgtgg t                                             21

<210> 5
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 5
gattctcttg atcaactcag t                                             21
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<210> 6
<211> 51
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 6
attagataag aaggagatta ttgaatgga(c/t) attgtg(a/c)t(c/g)a             40
c(a/c)ca(a/g)(a/t)ct(a/c)c a                                        51

<210> 7
<211> 66
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 7
attagataag aaggagatta ttgattagtg gtggtggtgg tggtgacact cattcctgtt   60
gaagct                                                              66

<210> 8
<211> 47
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 8
attagataag aaggagatta ttgaatg(c/g)a(a/g) gt(a/c/g/t)(a/c)agctg(c/g) 40
ag(c/g)agtc                                                         47

<210> 9
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 9
attagataag aaggagatta ttgaatg(c/g)a(a/g) gt(a/c/g/t)(a/c)agctg(c/g) 40
ag(c/g)agtc(a/t)gg                                                  50

<210> 10
<211> 54
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 10
attagataag aaggagatta ttgattaaat tttcttgtcc accttggtgc tgct         54

<210> 11
<211> 52
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<400> 11
attagataag aaggagatta ttgattaaat tttcttgtcc accttggtgc tg           52

<210> 12
<211> 52
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 12
attagataag aaggagatta ttgattaaag ttttttgtcc accgtggtgc tg           52

<210> 13
<211> 54
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 13
attagataag aaggagatta ttgattagat tctcttgatc aactcagtct tgct         54

<210> 14
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 14
attagataag aaggagatta ttga                                          24

<210> 15
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 15
ccaatacgca aaccgcctct cc　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 22

<210> 16
<211> 48
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 16
ataatctcct tcttatctaa taacaaaatt atttctagag ggaaaccg                48

<210> 17
<211> 48
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 17
taatcaataa tctccttctt atctaattcc ggctgctaac aaagcccg                48
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<210> 18
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 18
tacagggcgc gtcccattcg                                               20

<210> 19
<211> 219
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 19
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly    16
GAC ATT GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCC TCT CTG GGA    48

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr    32
GAC AGA GTC ACC ATC AGT TGC AGG GCA AGT CAG GAC ATT AGC AAT TAT    96

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile    48
TTA AAC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GAT GGA ACT GTT AAA CTC CTG ATC    144

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly    64
TAC TAC ACA TCA AGA TTA CAC TCA GGA GTC CCA TCA AGG TTC AGT GGC    192

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln    80
AGT GGG TCT GGA ACA GAT TAT TCT CTC ACC ATT AGC AAC CTG GAG CAA    240

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Tyr Thr    96
GAA GAT ATT GCC ACT TAC TTT TGC CAA CAG GGT AAT ACG CTG TAC ACG    288

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro    112
TTC GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG GCT GAT GCT GCA CCA    336

Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly    128
ACT GTA TCC ATC TTC CCA CCA TCC AGT GAG CAG TTA ACA TCT GGA GGT    384

Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn    144
GCC TCA GTC GTG TGC TTC TTG AAC AAC TTC TAC CCC AAA GAC ATC AAT    432

Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn    160
GTC AAG TGG AAG ATT GAT GGC AGT GAA CGA CAA AAT GGC GTC CTG AAC    480

Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser    176
AGT TGG ACT GAT CAG GAC AGC AAA GAC AGC ACC TAC AGC ATG AGC AGC    528

Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr    192
ACC CTC ACG TTG ACC AAG GAC GAG TAT GAA CGA CAT AAC AGC TAT ACC    576
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Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe    208
TGT GAG GCC ACT CAC AAG ACA TCA ACT TCA CCC ATT GTC AAG AGC TTC    624

Asn Arg Asn Glu Cys His His His His His His                        219
AAC AGG AAT GAG TGT CAC CAC CAC CAC CAC CAC                        657

<210> 20
<211> 213
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 20
Glu Val Lys Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Phe Val Arg Pro Gly Ala     16
GAA GTA AAG CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAG TTT GTA AGG CCA GGG GCC     45

Leu Val Lys Leu Ser Cys Lys Thr Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr     32
TTA GTC AAG TTG TCC TGC AAA ACT TCT GGC TTC AAC ATT AAA GAC TAC     90

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile     48
TAT ATG CAC TGG GTG AAG CAG AGG CCT GAA CAG GGC CTG GAG TGG ATT    135

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Asp Asp Thr Ile Tyr Asp Pro Lys Phe     64
GGA TGG ATT GAT CCT GAG AAT GAT GAT ACT ATA TAT GAC CCG AAA TTC    180

Gln Gly Lys Ala Ser Ile Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr     80
CAG GGC AAG GCC AGT ATA ACA GCT GAC ACA TCC TCC AAC ACA GCC TAC    225

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys     96
CTG CAG CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC ACT GCC GTC TAT TTC TGT    270

Ala Gly Asp Gly Tyr Ser Gly Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val    112
GCT GGT GAT GGT TAC TCC GGG AAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC    315

Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala    128
ACC GTC TCC TCA GCC AAA ACG ACA CCC CCA TCT GTC TAT CCA CTG GCC    360

Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met Val Thr Leu Gly Cys Leu    144
CCT GGA TCT GCT GCC CAA ACT AAC TCC ATG GTG ACC CTG GGA TGC CTG    405

Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly    160
GTC AAG GGC TAT TTC CCT GAG CCA GTG ACA GTG ACC TGG AAC TCT GGA    450

Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Asp    176
TCC CTG TCC AGC GGT GTG CAC ACC TTC CCA GCT GTC CTG CAG TCT GAC    495

Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Pro    192
CTC TAC ACT CTG AGC AGC TCA GTG ACT GTC CCC TCC AGC ACC TGG CCC    540

Ser Glu Thr Val Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys    208
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AGC GAG ACC GTC ACC TGC AAC GTT GCC CAC CCG GCC AGC AGC ACC AAG     585

Val Asp Lys Lys Ile                                                213
GTG GAC AAG AAA ATT                                                639

<210> 21
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 21
gctggcctct caccaact                                                 18

<210> 22
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 22
acactctccc ctgttgaa                                                 18

<210> 23
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 23
tgaacattcy gyaggggc                                                 18

<210> 24
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 24
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg caggtgcagc tggtgcagtc              50

<210> 25
<211> 53
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 25
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg caggtcaact taagggagtc tgg          53

<210> 26
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<400> 26
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg gaggtgcagc tgstgsagtc              50

<210> 27
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 27
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg caggtrcagc tgcagsagtc              50

<210> 28
<211> 51
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 28
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg gacatcswga tgacccagtc t            51

<210> 29
<211> 53
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 29
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg gatattgtgm tgactcagtc tcc          53

<210> 30
<211> 53
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 30
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg gaaattgtgt tgacgcagtc tcc          53

<210> 31
<211> 52
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 31
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg gaaacgacac tcacgcagtc tc           52

<210> 32
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 32
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg cagtctgtgc tgactcagcc              50
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<210> 33
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 33
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg cagtctgccc tgactcagcc              50

<210> 34
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 34
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtaatg tcttatgagc tgacwcagcc              50

<210> 35
<211> 73
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 35
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtatta gtggtggtgg tggtggtgaa ctbtcttgtc   60
caccttggtg ttg                                                      73

<210> 36
<211> 52
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 36
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtatta acactctccc ctgttgaagc tc           52

<210> 37
<211> 52
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 37
gaaacaagaa tagaaggaga tattgtatta tgaacattcy gyaggggcma ct           52

<210> 38
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<400> 38
gaaacaagaa tagaaggaga tattgta                                       27
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<210> 39
<211> 213
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 39
Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Pro Lys Val Leu Gly Leu Gln Ala Arg     16
CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT CCC AAA GTG TTG GGA TTA CAG GCG CGA     48

Ala Thr Thr Pro Gly Tyr Leu Phe His Phe Ile Leu Met Thr Thr Leu     32
GCC ACC ACG CCT GGT TAT TTA TTT CAT TTT ATA CTT ATG ACA ACC CTG     96

Gly Ser Pro Ser Val Ile Leu Cys Gln Pro Leu Thr Leu Ser Phe Leu     48
GGA AGT CCC TCT GTC ATT CTA TGC CAG CCG TTG ACA TTG TCA TTC TTG    144

Pro Phe Tyr Thr Gly Arg Asn Lys Leu Arg Glu Lys Val Met Ser Ile     64
CCA TTT TAT ACA GGA CGA AAT AAA CTC AGA GAG AAG GTA ATG AGC ATA    192

Ile Cys Leu Arg Ser Gln Asp Thr Trp Gln Ser Gly Asn Ser Asn Pro     80
ATC TGT CTG AGG TCA CAG GAT ACG TGG CAG AGC GGA AAT TCG AAT CCT    240

Ser Ile Leu Thr Ser Glu Pro Val Ser Trp Thr Leu Trp Leu Leu Ser     96
AGC ATT CTG ACT TCA GAA CCT GTT TCC TGG ACA CTC TGG CTT CTC TCG    288

Met Trp Ser Pro Ala Arg Gln His Lys Thr Leu Val Gln Pro Lys Ala    112
ATG TGG TCC CCG GCC CGG CAG CAT AAG ACA CTA GTC CAG CCC AAG GCT    336

Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala    128
GCC CCC TCG GTC ACT CTG TTC CCG CCC TCC TCT GAG GAG CTT CAA GCC    384

Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala    144
AAC AAG GCC ACA CTG GTG TGT CTC ATA AGT GAC TTC TAC CCG GGA GCC    432

Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly Val    160
GTG ACA GTG GCT TGG AAA GCA GAT AGC AGC CCC GTC AAG GCG GGA GTG    480

Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser    176
GAG ACC ACC ACA CCC TCC AAA CAA AGC AAC AAC AAG TAC GCG GCC AGC    528

Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr    192
AGC TAT CTG AGC CTG ACG CCT GAG CAG TGG AAG TCC CAC AGA AGC TAC    576

Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala    208
AGC TGC CAG GTC ACG CAT GAA GGG AGC ACC GTG GAG AAG ACA GTG GCC    624

Pro Thr Glu Cys Ser                                                213
CCT ACA GAA TGT TCA                                                639

<210> 40
<211> 219
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Tyr Pro Ser His Glu His Pro Ile     16
CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCC GGA TAT CCC TCC CAT GAG CAT CCT ATC     48

Leu Trp Thr Ser Asp Val Leu Tyr Lys Glu Ala Pro Ser Asn Phe Leu     32
CTC TGG ACT TCT GAT GTT CTA TAT AAA GAG GCA CCC TCA AAT TTT CTT     96

Phe Ser Glu Ala Lys Pro Trp Arg Glu Trp Glu Tyr Pro Tyr Glu Glu     48
TTC TCC GAA GCT AAG CCT TGG AGA GAA TGG GAG TAC CCC TAC GAA GAG    144

Phe Leu Leu Ser Val Ser Arg Leu Ser Glu Cys Asn Tyr Gln Ser His     64
TTT CTA CTC TCA GTG TCC AGG TTA TCT GAG TGC AAT TAC CAG TCC CAT    192

Asn Ile Pro Ile Pro Glu Ser Tyr Val Arg Leu Phe Pro Glu Glu His     80
AAC ATA CCA ATT CCA GAA TCA TAT GTG CGT CTC TTT CCA GAA GAA CAT    240

Arg Ser Tyr Leu Lys Gly Cys Cys Asp Thr Asn Ser Tyr Asp Met Leu     96
AGA AGT TAT CTC AAA GGG TGT TGT GAC ACT AAC AGC TAC GAT ATG TTA    288

Arg Tyr Leu Ala Glu Tyr Gln Val Glu Gly Glu Thr Leu Tyr Asn Arg    112
AGG TAT TTG GCA GAA TAT CAG GTA GAA GGT GAA ACA CTT TAT AAC AGG    336

Leu Leu Ser Val Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro    128
CTA TTA TCA GTA TCC ACC AAG GGC CCA TCC GTC TTC CCC CTG GCG CCC    384

Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val    144
TGC TCC AGG AGC ACC TCC GAG AGC ACA GCC GCC CTG GGC TGC CTG GTC    432

Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala    160
AAG GAC TAC TTC CCC GAA CCG GTG ACG GTG TCG TGG AAC TCA GGC GCC    480

Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly    176
CTG ACC AGC GGC GTG CAC ACC TTC CCG GCT GTC CTA CAG TCC TCA GGA    528

Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly    192
CTC TAC TCC CTC AGC AGC GTG GTG ACC GTG CCC TCC AGC AGC TTG GGC    576

Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys    208
ACG AAG ACC TAC ACC TGC AAC GTA GAT CAC AAG CCC AGC AAC ACC AAG    624

Val Asp Lys Arg Val His His His His His His                        219
GTG GAC AAG AGA GTT CAC CAC CAC CAC CAC CAC                        657

<210> 41
<211> 213
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 41
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Tyr Pro Gly Glu Gly Phe Leu Ile Tyr 　   16
CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCT TAT CCA GGT GAA GGC TTT CTG ATA TAT     48

Gln Ser Ala Tyr Leu Ala Pro Phe Cys Leu Ser Tyr Tyr Thr Val Lys     32
CAA TCT GCT TAT TTG GCT CCA TTC TGT CTC TCA TAC TAT ACT GTG AAG     96

Arg Arg Pro Cys Leu Ile His Val Asp Thr Thr His Ser Arg Ile Met     48
CGA AGA CCA TGT CTC ATT CAT GTA GAC ACT ACA CAC AGT AGG ATA ATG    144

His Val Glu Leu Asn Trp Leu Met His Glu Tyr Ala Ser Tyr Gln Arg     64
CAT GTT GAG TTA AAT TGG CTT ATG CAT GAA TAT GCT TCC TAC CAG CGA    192

Gly Val Asn Gly Leu Ser Lys Asp Glu His His Leu Phe Leu Tyr Ile     80
GGA GTC AAT GGT CTA AGT AAG GAT GAA CAT CAT CTG TTT CTG TAC ATT    240

Tyr Phe Gln Thr Val Val Arg Leu Gly Val Pro Arg Ser Lys Asp Tyr     96
TAC TTT CAA ACA GTA GTG AGG CTG GGA GTA CCT AGA AGC AAG GAC TAT    288

Val Leu Thr Gln Val Ser Lys Phe Ile Phe Tyr Ser Phe Pro Lys Ala    112
GTT TTA ACC CAA GTT TCA AAA TTT ATC TTT TAT TCG TTT CCC AAG GCC    336

Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala    128
AAC CCC ACG GTC ACT CTG TTC CCG CCC TCC TCT GAG GAG CTC CAA GCC    384

Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala    144
AAC AAG GCC ACA CTA GTG TGT CTG ATC AGT GAC TTC TAC CCG GGA GCT    432

Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val Lys Ala Gly Val    160
GTG ACA GTG GCT TGG AAG GCA GAT GGC AGC CCC GTC AAG GCG GGA GTG    480

Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser    176
GAG ACG ACC AAA CCC TCC AAA CAG AGC AAC AAC AAG TAC GCG GCC AGC    528

Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr    192
AGC TAC CTG AGC CTG ACG CCC GAG CAG TGG AAG TCC CAC AGA AGC TAC    576

Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala    208
AGC TGC CAG GTC ACG CAT GAA GGG AGC ACC GTG GAG AAG ACA GTG GCC    624

Pro Thr Glu Cys Ser                                                213
CCT ACA GAA TGT TCA                                                639

<210> 42
<211> 219
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 42
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Gln Val Asn Leu Arg Glu Ser Gly Gln Leu Met Pro Ala Ser Ser Pro     16
CAG GTC AAC TTA AGG GAG TCT GGA CAA TTA ATG CCT GCC TCC TCT CCC     48

Tyr Pro Thr Asn Val His Ile Leu Ile Leu Arg Thr Cys Glu Tyr Gly     32
TAC CCC ACA AAT GTT CAC ATC CTA ATT CTT AGA ACC TGT GAA TAT GGT     96

Glu Tyr Val Glu Tyr Val Thr Tyr His Gly Gln Glu Val Leu Tyr Arg     48
GAA TAT GTT GAA TAT GTT ACC TAC CAT GGT CAA GAG GTA CTT TAC AGA    144

Tyr Glu Gln Leu Arg Thr Leu Arg Glu Ala Gln Ser Ser Arg Leu Leu     64
TAT GAG CAA TTA AGG ACC CTG AGA GAG GCA CAA TCA TCT AGA TTA CTC    192

Arg Gln Ala Gln Ser Gly His Gln Gly Pro Cys Lys Arg Lys Val Gly     80
AGG CAA GCC CAA AGT GGC CAC CAG GGT CCC TGT AAG AGG AAG GTA GGG    240

Arg Val Lys Arg Gln Gln Ile Lys Ser Arg Asp Glu Ser Asp Ala Leu     96
AGG GTT AAG AGA CAG CAG ATA AAG AGC AGA GAC GAG AGT GAT GCA CTT    288

Gly Lys Met Lys Glu Gly His Glu Val Lys Glu Cys Trp Trp Pro Leu    112
GGA AAG ATG AAA GAA GGT CAT GAG GTT AAG GAA TGC TGG TGG CCT CTA    336

Glu Ala Arg Lys Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro    128
GAA GCT AGA AAG TCC ACC AAG GGC CCA TCG GTC TTC CCC CTG GCA CCC    384

Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val    144
TCC TCC AAG AGC ACC TCT GGG GGC ACA GCG GCC CTG GGC TGC CTG GTC    432

Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala    160
AAG GAC TAC TTC CCC GAA CCG GTG ACG GTG TCG TGG AAC TCA GGC GCC    480

Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly    176
CTG ACC AGC GGC GTG CAC ACC TTC CCG GCT GTC CTA CAG TCC TCA GGA    528

Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly    192
CTC TAC TCC CTC AGC AGC GTG GTG ACC GTG CCC TCC AGC AGC TTG GGC    576

Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys    208
ACC CAG ACC TAC ATC TGC AAC GTG AAT CAC AAG CCC AGC AAC ACC AAG    624

Val Asp Lys Arg Val His His His His His His                        219
GTG GAC AAG AGA GTT CAC CAC CAC CAC CAC CAC                        657
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ８ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ の 全 体 的 な フ ロ ー を 概 念 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 図 ２ 】 実 施 例 １ に お け る Ｈ 鎖 遺 伝 子 と Ｌ 鎖 遺 伝 子 の 増 幅 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
【 図 ３ 】 実 施 例 １ の オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
【 図 ４ 】 実 施 例 １ に お け る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
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【 ０ ２ １ ２ 】
【 図 ５ 】 実 施 例 １ に お け る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
【 図 ６ 】 実 施 例 １ に お け る Ｌ 鎖 の 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
【 図 ７ 】 実 施 例 １ に お け る Ｈ 鎖 の 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
【 図 ８ 】 実 施 例 ２ の 全 体 的 な フ ロ ー を 概 念 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
【 図 ９ 】 実 施 例 ２ に お け る Ｈ 鎖 遺 伝 子 と Ｌ 鎖 遺 伝 子 の 増 幅 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
【 図 １ ０ 】 実 施 例 ２ に お け る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 解 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
【 図 １ １ 】 実 施 例 ２ に お け る  No.２ ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
【 図 １ ２ 】 実 施 例 ２ に お け る  No.２ ク ロ ー ン の Ｈ 鎖 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
【 図 １ ３ 】 実 施 例 ２ に お け る  No.１ ０ ク ロ ー ン の Ｌ 鎖 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
【 図 １ ４ 】 実 施 例 ２ に お け る  No.１ ０ ク ロ ー ン の Ｈ 鎖 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

(44) JP 2006-158203 A 2006.6.22



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

(45) JP 2006-158203 A 2006.6.22



【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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摘要(译)

解决的问题：提供一种用于快速，大量并高度纯化从多种配体亲和力蛋
白质中指定的一种或多种蛋白质的技术。 解决方案：1）从人或非人类
动物标本中，通过单细胞分离严格分离配备有针对各种复杂蛋白Xp的专
用生产工具Xm的抗体生产细胞，并且2）颠倒生产工具Xm。 一旦通过
复制PCR方法转换为复制工具Xc，3）通过PCR方法对该复制工具Xc进
行大规模复制，4）添加转录序列，并5）输入体外转录/翻译偶联系统。 
然后，产生大量的每种复合蛋白Xp，并且如果需要，进行6）复合蛋白
Xp的表征以获得配体亲和性复合蛋白。 [选择图]图7
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