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(57)【要約】
本開示は炭水化物部分に結合する抗体を発見するための
方法を特徴とする。炭水化物部分に結合する抗体をコー
ディングしているライブラリを提供する。ライブラリは
既存の核酸ライブラリを修飾することにより提供できる
。炭水化物部分に結合する抗体を記載する。１つの特徴
において、本開示は炭水化物部分に結合する抗体を発見
するための方法を特徴とする。方法は、各抗体が重鎖可
変ドメイン配列及び／又は軽鎖可変ドメイン配列を含む
複数の多様な抗体を含むタンパク質ライブラリを準備す
ること；タンパク質ライブラリのメンバーを炭水化物を
含む標的分子に接触させること；及び標的分子と相互作
用する１個以上のメンバーを発見することを包含する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
負荷電炭水化物又はポリペプチド部分に結合する抗体を発見するための方法であって、該
方法は、以下：
　複数の多様な抗体を含むタンパク質ライブラリを準備する工程であって、ここで各抗体
は重鎖可変ドメイン配列及び軽鎖可変ドメイン配列を含み、ここで該重鎖可変ドメイン配
列はＨＣ　ＣＤＲ３において多様性を含み、そして該ＨＣ　ＣＤＲ３が（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－
（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号３）を含み、ここでＸは何れかのアミノ酸で
ある工程；
　該タンパク質ライブラリのメンバーを、負荷電炭水化物又はポリペプチド部分を包含す
る標的分子に接触させる工程；及び、
　該標的分子と相互作用する１つ以上のメンバーを発見する工程；
を含む、方法。
【請求項２】
塩基性アミノ酸の位置の少なくとも２個が、異なるアミノ酸少なくとも１０個内で変動す
ることができるアミノ酸位置少なくとも１個により分離されている、請求項１記載の方法
。
【請求項３】
前記複数の各抗体に対して、Ｘが異なるアミノ酸少なくとも４個内で変動する位置を示す
、請求項１記載の方法。
【請求項４】
Ｘが異なるアミノ酸少なくとも１０個内で変動する位置を示す、請求項３記載の方法。
【請求項５】
Ｘが異なるアミノ酸少なくとも１６個内で変動する位置を示す、請求項４記載の方法。
【請求項６】
Ｘが非システインアミノ酸内で変動する位置を示す、請求項１記載の方法。
【請求項７】
Ｘが全ての可能なアミノ酸内で変動する位置を示す、請求項１記載の方法。
【請求項８】
Ｘが塩基性アミノ酸を除くアミノ酸のセット内で変動する位置を示す、請求項１記載の方
法。
【請求項９】
前記ＨＣ　ＣＤＲ３領域が１０アミノ酸長未満である、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
前記ＨＣ　ＣＤＲ３領域が８アミノ酸長未満である、請求項１記載の方法。
【請求項１１】
前記複数の抗体が多様な軽鎖可変ドメインを含む、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
前記複数の抗体がＤＰＬ１６以外の軽鎖可変ドメインを含む、請求項１記載の方法。
【請求項１３】
前記複数の抗体の重鎖可変ドメイン配列が同じカノニカル構造を有する、請求項１記載の
方法。
【請求項１４】
前記複数の抗体の重鎖可変ドメイン配列が複数の異なるカノニカル構造を有する、請求項
１記載の方法。
【請求項１５】
前記カノニカル構造が３－２３重鎖ＶＨセグメントのものである、請求項１３記載の方法
。
【請求項１６】
前記複数の抗体が多様なＨＣ　ＣＤＲ１領域を含む、請求項１記載の方法。
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【請求項１７】
前記重鎖可変ドメイン配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２が、多様な合成オリゴヌクレオチドか
ら誘導された配列によりコードされる、請求項１記載の方法。
【請求項１８】
前記標的分子と相互作用する１つ以上のメンバーを発見するための工程が、該標的分子に
結合するライブラリメンバーを、結合しないメンバーから物理的に分離することを含む、
請求項１記載の方法。
【請求項１９】
前記タンパク質ライブラリがファージディスプレイライブラリであり、そして、前記標的
分子と相互作用する１つ以上のメンバーを発見するための工程が、該標的分子に結合する
抗体をコードするファージ１つ以上を回収することを含む、請求項１記載の方法。
【請求項２０】
前記タンパク質ライブラリがアレイ上に配置されたタンパク質の収集物である、請求項１
記載の方法。
【請求項２１】
前記標的分子がグリコサミノグリカンである、請求項１記載の方法。
【請求項２２】
前記タンパク質ライブラリが非標的分子と相互作用するメンバーが枯渇している、請求項
１記載の方法。
【請求項２３】
前記標的分子及び前記非標的分子が共にグリコサミノグリカンである、請求項２２記載の
方法。
【請求項２４】
前記標的分子と相互作用する抗体複数を発見する工程、及び、前記非標的分子と比較して
該標的分子と優先的に相互作用する該複数のものから、抗体のサブセットを選択する工程
を更に含む、請求項１記載の方法。
【請求項２５】
前記標的分子と相互作用するものとして発見されたライブラリメンバーに由来するＣＤＲ
を含む抗体を含む医薬組成物を製造する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項２６】
抗体コーディングライブラリを提供するための方法であって、該方法は、以下：
　複数のメンバーを包含する抗体コーディングライブラリを準備する工程であって、ここ
で各メンバーは重鎖可変ドメイン配列をコードする配列を含み、該ＨＣ可変ドメインコー
ディング配列は該複数のメンバー内で多様である工程；
　ＣＤＲ３の少なくとも１アミノ酸位置が塩基性アミノ酸に限定されるようにＨＣ　ＣＤ
ＲＥ３配列の多様な集団をコードする核酸又はそのような核酸の相補体を準備する工程；
及び、
　該ＨＣ　ＣＤＲ３コーディング配列を含むようにＨＣ可変ドメインコーディング配列を
修飾する工程；
を含む、方法。
【請求項２７】
ＨＣ　ＣＤＲ３配列の多様な集団をコードする前記核酸が合成オリゴヌクレオチドを含み
、そして各オリゴヌクレオチドがＣＤＲ３コーディング配列ＲＧＴＮＮＫＡＲＧＮＮＫＡ
ＲＧＮＮＫ（配列番号８）を有する配列又はその相補体を含む、請求項２６記載の方法。
【請求項２８】
前記抗体コーディングライブラリのメンバーを発現することによりタンパク質ライブラリ
を得る工程を更に含む、請求項２６記載の方法。
【請求項２９】
多様な抗体複数を含むタンパク質ライブラリであって、各抗体は重鎖可変ドメイン配列及
び軽鎖可変ドメイン配列を含み、ここで該重鎖可変ドメイン配列はＣＤＲ３において多様
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性を含み、そして少なくとも１つのアミノ酸が塩基性アミノ酸に限定される、タンパク質
ライブラリ。
【請求項３０】
異なる複数のオリゴヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドのプールであって、ここで、
該複数の各オリゴヌクレオチドはアミノ酸配列（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－（Ｋ／
Ｒ）－Ｘ（配列番号３）をコードするＣＤＲ３コーディング配列を有する配列を含み、こ
こでＸは何れかのアミノ酸であり、（Ｋ／Ｒ）はリジン又はアルギニンの何れかであり得
、そして（Ｇ／Ｓ）はグリシン又はリジンのいずれかであり得る、プール。
【請求項３１】
異なる複数のオリゴヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドのプールであって、ここで、
該複数の各オリゴヌクレオチドはＣＤＲコーディング配列ＲＧＴＮＮＫＡＲＧＮＮＫＡＲ
ＧＮＮＫ（配列番号８）を有する配列又はその相補体を含む、プール。
【請求項３２】
ヘパランスルフェート（ＨＳ）及び化学的に脱硫酸化されたＮ－硫酸化ヘパリン（ＣＤＳ
ＮＳ）よりなる群から選択される抗原少なくとも１つに結合する抗体であって、該抗体は
、以下：
　（ａ）１ＨＳ、２ＨＳ及び３ＨＳよりなる群から選択される抗体のＨＣ可変ドメインの
ＣＤＲに少なくとも８５％同一であるＣＤＲ少なくとも１つを含む重鎖（ＨＣ）免疫グロ
ブリン可変ドメイン配列；
　（ｂ）１ＨＳ、２ＨＳ及び３ＨＳよりなる群から選択される抗体のＬＣ可変ドメインの
ＣＤＲに少なくとも８５％同一であるＣＤＲ少なくとも１つを含む軽鎖（ＬＣ）免疫グロ
ブリン可変ドメイン配列；
　（ｃ）１ＨＳ、２ＨＳ及び３ＨＳよりなる群から選択される抗体のＬＣ可変ドメインに
少なくとも８５％同一であるＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；及び、
　（ｄ）１ＨＳ、２ＨＳ及び３ＨＳよりなる群から選択される抗体のＨＣ可変ドメインに
少なくとも８５％同一であるＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；
よりなる群から選択される配列を含む、抗体。
【請求項３３】
前記抗体が１ＨＳ、２ＨＳ及び３ＨＳよりなる群から選択される抗体のＨＣ　ＣＤＲ３ド
メインのＣＤＲ３に少なくとも８５％同一であるＨＣ　ＣＤＲ３配列を含む、請求項３２
記載の抗体。
【請求項３４】
スルホコア６に結合する抗体であって、該抗体は、以下：
　（ａ）１ＳＣ６、２ＳＣ６、３ＳＣ６及び４ＳＣ６よりなる群から選択される抗体のＨ
Ｃ可変ドメインのＣＤＲに少なくとも８５％同一であるＣＤＲ少なくとも１つを含む重鎖
（ＨＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列；
　（ｂ）１ＳＣ６、２ＳＣ６、３ＳＣ６及び４ＳＣ６よりなる群から選択される抗体のＬ
Ｃ可変ドメインのＣＤＲに少なくとも８５％同一であるＣＤＲ少なくとも１つを含む軽鎖
（ＬＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列；
　（ｃ）１ＳＣ６、２ＳＣ６、３ＳＣ６及び４ＳＣ６よりなる群から選択される抗体のＬ
Ｃ可変ドメインに少なくとも８５％同一であるＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；及
び、
（ｄ）１ＳＣ６、２ＳＣ６、３ＳＣ６及び４ＳＣ６よりなる群から選択される抗体のＨＣ
可変ドメインに少なくとも８５％同一であるＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；
よりなる群から選択される配列を含む上記抗体。
【請求項３５】
前記抗体がＳＣ６、２ＳＣ６、３ＳＣ６及び４ＳＣ６よりなる群から選択される抗体のＨ
Ｃ　ＣＤＲ３ドメインのＣＤＲ３に少なくとも８５％同一であるＨＣ　ＣＤＲ３配列を含
む、請求項３４記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本願は、２００５年２月１日に出願された米国特許出願第６０／６４９，０６５号に優
先権を主張し、この内容は本明細書中に参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　（背景）
　本出願は炭水化物部分に結合する抗体を発見することに関する。
【０００３】
　従来の免疫化により多糖類及びヘパランスルフェートのような分子に対する抗体を作成
することは困難であることが報告されている。しかしながら硫酸化炭水化物が観察される
幾つかの疾患状態が存在する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　（要旨）
　１つの特徴において、本開示は炭水化物部分に結合する抗体を発見するための方法を特
徴とする。方法は、各抗体が重鎖可変ドメイン配列及び／又は軽鎖可変ドメイン配列を含
む複数の多様な抗体を含むタンパク質ライブラリを準備すること；タンパク質ライブラリ
のメンバーを炭水化物を包含する標的分子に接触させること；及び標的分子と相互作用す
る１個以上のメンバーを発見することを包含する。方法は負荷電炭水化物部分を含むエピ
トープに対する抗体を発見するために使用することができ、そして、抗体が標的分子及び
／又はエピトープと相互作用する（例えば結合する）ことを確認することを更に包含する
。
【０００５】
　１つの実施形態において、重鎖可変ドメイン配列はＨＣ　ＣＤＲ３における多様性を包
含するが、少なくとも１つ又は２つのアミノ酸位置は塩基性アミノ酸に限定される。限定
された位置は独立して、完全に非変異体であることができ、或いは、塩基性アミノ酸内に
おいて変動することができる。例えば、１つの塩基性アミノ酸の位置は非変異体アルギニ
ンであり、別の塩基性アミノ酸位置はアルギニンとリジンとの間で変動してよい。塩基性
アミノ酸の位置の少なくとも２つは、異なるアミノ酸少なくとも１０個内で変動してよい
アミノ酸位置少なくとも１つで分離されることができる。例えば、複数の各抗体について
、ＨＣ　ＣＤＲ３はＸ－Ｂ－Ｂ－Ｘ－Ｂ－Ｘ（配列番号１）（式中Ｂは変異した又は非変
異体塩基性アミノ酸である）；又はＸ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号２）
又は（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号３）を含む。１つの実
施形態においてＸはアミノ酸である。別の実施形態においては、Ｘは少なくとも２、３、
４、５、６、１０、１２、１３、１５、１６又は１９の異なるアミノ酸型内で変動する位
置を示す。例えばＸは独立して、非システインアミノ酸（例えば全ての１９の非システイ
ンアミノ酸又はそのサブセット）内で変動する位置；全ての可能なアミノ酸内で変動する
位置；塩基性アミノ酸を除くアミノ酸のセット内で変動する位置；又は、Ｋ、Ｒ又はＨを
可能にする位置を示すことができる。
【０００６】
　１つの実施形態において、ＨＣ　ＣＤＲ３領域は１０、８又は７アミノ酸長未満、例え
ば約５、６又は７アミノ酸長である。
【０００７】
　１つの実施形態において、複数の抗体は多様な軽鎖可変ドメインを含む。その少なくと
も一部はＤＰＬ１６以外の軽鎖可変ドメイン及び／又はＤＰＬ１６軽鎖のものとは異なる
カノニカル構造を有する軽鎖可変ドメイン配列であることができる。ライブラリはＤＰＬ
１６軽鎖又はＤＰＬ１６軽鎖のカノニカル構造を有する可変ドメイン配列を更に包含して
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もしなくてもよい。
【０００８】
　例えば、複数の各抗体の軽鎖可変ドメイン配列はヒト造血細胞の転写物から誘導された
核酸によりコードされる。
【０００９】
　１つの実施形態において、複数の抗体の重鎖可変ドメイン配列は同じカノニカル構造を
有する。別の実施形態においては、複数の抗体の重鎖可変ドメイン配列は異なるカノニカ
ル構造の複数を含む。１つの実施形態において、カノニカル構造は３－２３重鎖ＶＨセグ
メントのものである。
【００１０】
　１つの実施形態において、複数の抗体の重鎖可変ドメイン配列はヒト生殖細胞系統配列
由来のフレームワーク１つ以上、例えば、ＤＰ－１、ＤＰ－８、ＤＰ－１２、ＤＰ－２、
ＤＰ－２５、ＤＰ－１５、ＤＰ－７、ＤＰ－４、ＤＰ－３１、ＤＰ－３２、ＤＰ－３３、
ＤＰ－３５、ＤＰ－４０、７－２、ｈｖ３００５、ｈｖ３００５ｆ３、ＤＰ－４６、ＤＰ
－４７、ＤＰ－５８、ＤＰ－４９、ＤＰ－５０、ＤＰ－５１、ＤＰ－５３及びＤＰ－５４
又はヒト生殖細胞系統配列と比較して２つ以下の相違点（例えば置換、欠失又は挿入）、
例えば１つの相違点だけ異なっているフレームワーク配列を含む。
【００１１】
　１つの実施形態において、複数の抗体は多様なＨＣ　ＣＤＲ１及び／又はＣＤＲ２領域
を含む。例えば重鎖可変ドメイン配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２は多様な合成オリゴヌクレ
オチドから誘導された配列によりコードされる。
【００１２】
　標的分子と相互作用するメンバー１つ以上を発見する工程は標的分子に結合するライブ
ラリメンバーを結合しないメンバーから物理的に分離することを含むことができる。標的
分子は接触の前、最中又は後に、不溶性の支持体、例えば固体支持体に固定化できる。１
つの実施形態においては、不溶性支持体はイムノチューブ又はメンブレン（例えばニトロ
セルロース、ナイロンメンブレン、磁気ビーズ、又は非磁気ビーズ）である。
【００１３】
　１つの実施形態においては、タンパク質はファージディスプレイライブラリのメンバー
である。この場合、標的分子と相互作用するメンバー１つ以上、を発見することは、標的
分子に結合する抗体をコードするファージ１つ以上を回収することを包含してよい。
【００１４】
　１つの実施形態においては、タンパク質ライブラリはアレイ上に配置されたタンパク質
の収集物である。この場合、標的分子と相互作用するメンバー１つ以上を発見する工程は
アレイを画像化すること、又は、何らか別の態様で結合相互作用の定性的又は定量的な指
標を得ることを包含してよい。
【００１５】
　ライブラリ内の抗体は種々の携帯、例えばＦａｂ、Ｆａｂ２’、ドメイン抗体（ｄＡｂ
）、１本鎖抗体又は完全長抗体であることができる。タンパク質ライブラリ内の全ての抗
体が完全に機能的である必要はない。更にまた、タンパク質ライブラリは複数のメンバー
以外のメンバーを包含してよい。１つの実施形態においては、複数のメンバーはタンパク
質ライブラリのメンバーの少なくとも１０、２５、５０、７５、８０、９０、９５、９９
又は１００％を構成する。
【００１６】
　１つの実施形態においては、タンパク質ライブラリは非標的分子、例えば硫酸化炭水化
物の非硫酸化型と相互作用するメンバーの枯渇したものである。
【００１７】
　標的分子はグリコサミノグリカン、例えば硫酸化炭水化物、例えばヘパランスルフェー
ト、デルマタンスルフェート、硫酸化シアリルルイスＸ（ｓＬｅｘ）部分（例えばＳ．Ｈ
ｅｍｍｅｒｉｃｈ，Ｓ．Ｒｏｓｅｎ（２０００），ＧｌｙｃｏＢｉｏｌｏｇｙ，１０，８
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４９－８５６参照）又は他の合成硫酸化炭水化物部分であることができる。標的は負荷電
又は電気陰性の基、例えばカルボン酸、スルフェート、ホスフェート、アルソネート、フ
ルオロ又はニトロ基を有する炭水化物であることができる。さらに別の標的分子も本明細
書に記載する。
【００１８】
　方法は更に、（ｉ）標的分子と相互作用するものとして発見されたライブラリメンバー
に由来するＣＤＲを含む抗体１つ以上、及び（ｉｉ）標的分子以外の分子の間の相互作用
を評価することを包含する。この評価は別の分子、例えば別の関連する分子と比較して標
的分子に優先的に結合する抗体を発見するために使用できる。例えば、標的分子及び非標
的分子は炭水化物部分、例えば異なる炭水化物部分、又は異なる区分における（例えば異
なるタンパク質上、スルフェートが除去されている、又は、異なる部位にスルフェートを
有する）同じ炭水化物部分を包含できる。
【００１９】
　方法は更に、標的分子と相互作用する抗体複数を発見すること、及び、非標的分子と比
較して標的分子と優先的に相互作用する複数から抗体のサブセットを選択することを含む
。抗体のサブセットは抗体１つ以上を包含できる。
【００２０】
　方法は更に、標的分子と相互作用するものとして発見されたライブラリメンバーに由来
するＣＤＲを含む抗体１つ以上の標的分子の同族体リガンドと標的分子の間の相互作用を
モジュレートする能力を評価することを包含する。
【００２１】
　方法は更に、標的分子と相互作用するものとして発見されたライブラリメンバーに由来
するＣＤＲを含む抗体を含む医薬組成物を調製することを包含する。例えば、組成物中の
抗体はヒト又は効果的にはヒトのフレームワーク領域及び定常領域を含む。組成物中の抗
体はヒト化又は脱免疫化されていることができる。組成物は実質的に糖化合物非含有であ
ることができる。
【００２２】
　抗体コーディングライブラリは例えば本明細書に記載したライブラリを提供するために
既存の核酸ライブラリ又は核酸成分を修飾することにより提供できる。例えば抗体コーデ
ィングライブラリを提供するための１つの方法は：メンバー複数を含む抗体コーディング
ライブラリを準備すること、ここで各メンバーは重鎖可変ドメイン配列をコードする配列
を含むこと；ＣＤＲ３の少なくとも１アミノ酸位置が塩基性アミノ酸に限定されるＨＣ　
ＣＤＲＥ３配列の多様な集団（例えば本明細書に記載したＨＣ　ＣＤＲ３配列の多様な集
団）をコードする核酸又はそのような核酸の相補体を準備すること；及び、ＨＣ　ＣＤＲ
３コーディング配列を含むようにＨＣ可変ドメインコーディング配列を修飾すること；を
包含する。修飾の前に、ＨＣ可変ドメインコーディング配列は複数のメンバー内で多様で
あることができる。修飾はＰＣＲ、制限消化及びライゲーションの１つ以上を包含する。
【００２３】
　１つの実施形態において、ＨＣ　ＣＤＲ３配列の多様な集団をコードする核酸はオリゴ
ヌクレオチド、例えば合成オリゴヌクレオチドを含む。合成オリゴヌクレオチドは例えば
ホスホロアミダイト化学を用いて例えばオリゴヌクレオチドビルディングブロック（例え
ばモノ又はトリヌクレオチド）を化学的に結合させることにより製造できる。１つの実施
形態において、各オリゴヌクレオチドはＦＲ３：：ＣＤＲ３－コーディング配列：ＡＲＧ
│ＲＧＴ│ＮＮＫ│ＡＲＧ│ＮＮＫ│ＡＲＧ│ＮＮＫ（配列番号４）、ただしここで、Ｎ
で示された位置は４ヌクレオチド（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）の１つを含むことにより変異し、そ
して、Ｒで示された位置は２ヌクレオチド（Ａ／Ｇ）の１つを含むことにより変異し、そ
して、Ｋで示された位置は２ヌクレオチド（Ｔ／Ｇ）の１つを含むことにより変異するも
の、又は、このような変異したオリゴヌクレオチドに相補なオリゴヌクレオチドを含む。
別の実施形態においては、各オリゴヌクレオチドはＸ－Ｂ－Ｂ－Ｘ－Ｂ－Ｘ（配列番号１
）（式中Ｂは変異した又は非変異体塩基性アミノ酸である）；又はＸ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－
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（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号２）；又は（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ
（配列番号３）を含むＣＤＲ３をコードする配列又はそのような変異したオリゴヌクレオ
チドに相補なオリゴヌクレオチドを含む。更に又、核酸はＨＣ　ＣＤＲ３に隣接するフレ
ームワーク残基、例えば残基９４において変異をコードしてよい。例えばオリゴヌクレオ
チドはＹ－Ｙ－Ｃ－Ａ（Ｒ／Ｋ）－Ｇ－Ｘ－Ｒ－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－Ｗ－Ｇ（配列番号
５）（下線アミノ酸はＦＲ３又はＦＲ４の部分である）又はＹ－Ｙ－Ｃ－Ａ－（Ｒ／Ｋ）
－（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－Ｗ－Ｇ（配列番号６）をコードす
る。
【００２４】
　特定の実施においては、オリゴヌクレオチドは他のＣＤＲ、例えばＣＤＲ１又はＣＤＲ
２をコードする配列を排除できる。オリゴヌクレオチドは２００、１５０、１００、８０
又は６０ヌクレオチド長未満であることができる。オリゴヌクレオチドは例えば他の核酸
種が少なくとも１０％、例えば非含有となるように、調製中に単離することができる。
【００２５】
　方法は更にタンパク質のライブラリを得るために抗体コーディングライブラリのメンバ
ーを発現することを包含する。
【００２６】
　別の特長において、本開示は多様な抗体の複数を含むタンパク質ライブラリを特徴とし
、各抗体は重鎖可変ドメイン配列及び軽鎖可変ドメイン配列を含む。１つの実施形態にお
いて、複数の各抗体の重鎖可変ドメイン配列はＨＣ　ＣＤＲ３において多様性を含むが、
少なくとも１つのアミノ酸位置は塩基性アミノ酸に限定される。
【００２７】
　１つの実施形態において、ライブラリは少なくとも１０７、１０９、１０１０又は１０
１１の異なる抗体、及び／又は、１０１８、１０１６、１０１４、１０１２、１０１１又
は１０１０未満の異なる抗体の理論的多様性を有する。１つの実施形態において、理論的
多様性は１０５～１０１２、１０３～１０１５又は１０８～１０１６抗体である。理論的
多様性とは、実際の実施に関わらず、ライブラリがその完全に表示された形態においてコ
ードしている個々のアミノ酸配列の総数を指す。理論的多様性は一般的に各位置における
変異の数の積である。例えば全２０アミノ酸内で僅か２位置を変動させることの理論的多
様性は２０ｘ２０即ち４００となる。実際のライブラリサイズはライブラリ内に存在する
実際の抗体の数、例えば、ディスプレイライブラリの形質転換体の数、又は、タンパク質
アレイ上の個々のアドレスの数により決定される。実際のライブラリの多様性は理論的多
様性より低値、例えば１０５～１０１１又は１０３～１０１５抗体であることができ、そ
して、例えばクローニングの間に導入されるランダム突然変異のためにより高値となる場
合がある。
【００２８】
　タンパク質ライブラリは本明細書に記載した特徴１つ以上を包含できる。
【００２９】
　本開示は又、多様な核酸の複数を含む抗体コーディングライブラリ、例えば本明細書に
記載する抗体コーディングライブラリを特徴とする。各核酸は本明細書に記載するタンパ
ク質ライブラリ中の抗体の少なくとも重鎖可変ドメインをコードする配列を包含できる。
抗体コーディングライブラリは本明細書に記載した特徴１つ以上を包含できる。
【００３０】
　別の特徴において、本開示は本明細書に記載した又は本明細書に開示する過程により発
見される抗体を特徴とする。例えば抗体は（Ｇ／Ｓ）Ｘ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－
Ｘ（配列番号７）を含むＨＣ　ＣＤＲ３を包含し、式中、Ｘは何れかのアミノ酸又は本明
細書に記載した他のモチーフである。１つの実施形態において、抗体は負荷電炭水化物部
分、例えばグリコサミノグリカン、例えばヘパランスルフェート又はデルマタンスルフェ
ート又はコンドロイチンスルフェート又は硫酸化シアリルルイスＸ部分を含む分子に結合
する。例えば抗体は炭水化物のスルフェート基に結合するか、又は結合は硫酸化される化
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合物に依存する。
【００３１】
　１つの実施形態において、抗体は硫酸化シアリルルイスＸ部分に結合する。例えば、抗
体は、硫酸化シアリルルイスＸ部分に対し、他の点では同様であるが非硫酸化となってい
る部分と比較して、より優先的に結合する（Ｒｏｓｅｎ　Ｓ．Ｄ．２００４，Ａｎｎｕ．
Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２２，１２９－１５６；Ｕｃｈｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２
００５，Ｎａｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６：１１０５－１３；Ｋａｗａｓｈｉｍ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｎａｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，６：１０９６－１
１０４；Ｄｕｂｅ　Ｄ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｎａｔｕｒｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓ
ｃｏｖｅｒｙ　ｒｅｖｉｅｗｓ　４：４７７－８８；Ｐｒａｔｔ　ｅｔ　ａｌ．２００４
，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．６（１４）：２３４５－４８）。
【００３２】
　抗体は本明細書に記載した別の特徴も包含できる。
【００３３】
　１つの特徴において、本開示は重鎖可変ドメイン配列及び／又は軽鎖可変ドメイン配列
を含む抗体を特徴とする。抗体は標的分子と相互作用する、例えば１０－７、１０－８、
１０－９又は１０－１０モルのＫｄで結合する抗原結合部位を有する。抗体は例えば負荷
電部分、例えば負荷電の炭水化物部分、例えば本明細書に記載する部分を含むエピトープ
に結合できる。抗体は本明細書に記載した別の特徴を包含できる。
【００３４】
　別の特徴において、本開示はヘパランスルフェート及び／又は化学的に脱硫酸化された
Ｎ－硫酸化ヘパリン（ＣＤＳＮＳ）に結合し、そして、（ａ）本明細書に記載したＨＣ可
変ドメインのＣＤＲに少なくとも８５、８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７、９
８、９９又は１００％同一であるＣＤＲ１つ以上を含むＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン
配列；（ｂ）本明細書に記載したＬＣ可変ドメインのＣＤＲに少なくとも８５、８８、９
０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１００％同一であるＣＤＲ１つ以上
を含むＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；（ｃ）本明細書に記載したＬＣ可変ドメイ
ンに少なくとも８５、８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１０
０％同一であるＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；又は（ｄ）本明細書に記載したＨ
Ｃ可変ドメインに少なくとも８５、８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、
９９又は１００％同一であるＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列、を有する抗体（例え
ば単離された抗体）を特徴とする。一部の実施形態においては、このような抗体は、本明
細書に記載したＨＳ結合抗体のＨＣ可変ドメインのＣＤＲ３に少なくとも８５、８８、９
０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１００％同一であるＨＣ　ＣＤＲ３
ドメインを有する。
【００３５】
　別の特徴において、本開示はスルホコア６に結合し、そして、（ａ）本明細書に記載し
たＨＣ可変ドメインのＣＤＲに少なくとも８５、８８、９０、９２、９４、９５、９６、
９７、９８、９９又は１００％同一であるＣＤＲ１つ以上を含むＨＣ免疫グロブリン可変
ドメイン配列；（ｂ）本明細書に記載したＬＣ可変ドメインのＣＤＲに少なくとも８５、
８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１００％同一であるＣＤＲ
１つ以上を含むＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；（ｃ）本明細書に記載したＬＣ可
変ドメインに少なくとも８５、８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、９９
又は１００％同一であるＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列；又は（ｄ）本明細書に記
載したＨＣ可変ドメインに少なくとも８５、８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７
、９８、９９又は１００％同一であるＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列、を有する抗
体（例えば単離された抗体）を特徴とする。一部の実施形態においては、このような抗体
は、本明細書に記載したＳＣ６結合抗体のＨＣ可変ドメインのＣＤＲ３に少なくとも８５
、８８、９０、９２、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１００％同一であるＨＣ
　ＣＤＲ３ドメインを有する。
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【００３６】
　別の特徴において、本開示は異なるオリゴヌクレオチド複数を含むオリゴヌクレオチド
のプールを特徴とする。複数の各オリゴヌクレオチドはＣＤＲ３コーディング配列を有す
る配列を含む。１つの実施形態において、ＣＤＲ３コーディング配列は（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－
（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号７）をコードし、式中Ｘは何れかのアミノ酸
であり、そして（Ｋ／Ｒ）はリジン又はアルギニンの何れかであることができ、そして、
Ｇ及びＳはセリン又はグリシンの何れかであることができる。別の実施形態において、Ｄ
ＮＡ配列はＲＧＴ│ＮＮＫ│ＡＲＧ│ＮＮＫ│ＡＲＧ│ＮＮＫ（配列番号８）、ただしこ
こで、Ｎで示された位置は４ヌクレオチド（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）の１つを含むことにより変
異し、そして、Ｒで示された位置は２ヌクレオチド（Ａ／Ｇ）の１つを含むことにより変
異し、そして、Ｋで示された位置は２ヌクレオチド（Ｔ／Ｇ）の１つを含むことにより変
異するもの、又は、このような変異したオリゴヌクレオチドに相補なオリゴヌクレオチド
を含む。ＣＤＲ３コーディング配列はＦＲ３の少なくとも一部分をコードする配列及びＦ
Ｒ４の少なくとも一部分をコードする配列の１つ以上によりフランキングされていること
ができる。
【００３７】
　別の特徴において、本開示は、負荷電修飾を有するポリペプチド、例えばホスホリル化
されたポリペプチド又はホスホ炭水化物に結合する抗体を発見するための方法を特徴とす
る。方法は、各抗体が重鎖可変ドメイン配列及び／又は軽鎖可変ドメイン配列を含む多様
な抗体複数を含むタンパク質ライブラリを準備すること、負荷電修飾を含む標的分子にタ
ンパク質ライブラリのメンバーを接触させること；及び標的分子と相互作用するメンバー
１つ以上を発見することを包含する。方法は例えば負荷電修飾を含むエピトープへの結合
により、負荷電修飾を有する標的分子に対する抗体を発見するために使用でき、そして、
抗体が標的分子及び／又はエピトープと相互作用する（例えば結合する）ことを確認する
ことを更に包含してよい。例えば、方法はホスホリル化された細胞内ポリペプチドに対す
る抗体を発見するために使用される。
【００３８】
　１つの実施形態において、重鎖可変ドメイン配列はＨＣ　ＣＤＲ３における多様性を含
むが、少なくとも１つ又は２つのアミノ酸位置は塩基性アミノ酸に限定される。限定され
た位置は独立して、完全に非変異体であることができ、或いは、塩基性アミノ酸内におい
て変動することができる。例えば、１つの塩基性アミノ酸の位置は非変異体アルギニンで
あり、別の塩基性アミノ酸位置はアルギニンとリジンとの間で変動してよい。塩基性アミ
ノ酸の位置の少なくとも２つは、異なるアミノ酸少なくとも１０個内で変動してよいアミ
ノ酸位置少なくとも１つで分離されることができる。例えば、複数の各抗体について、Ｈ
Ｃ　ＣＤＲ３はＸ－Ｂ－Ｂ－Ｘ－Ｂ－Ｘ（配列番号１）（式中Ｂは変異した又は非変異体
塩基性アミノ酸である）；又はＸ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号２）又は
（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号３）を含む。１つの実施形
態においてＸは何れかのアミノ酸である。別の実施形態においては、Ｘは少なくとも４、
６、１０、１２又は１６の異なるアミノ酸型内で変動する位置を示す。例えばＸは独立し
て、非システインアミノ酸（例えば全ての１９の非システインアミノ酸又はそのサブセッ
ト）内で変動する位置；全ての可能なアミノ酸内で変動する位置；塩基性アミノ酸を除く
アミノ酸のセット内で変動する位置を示すことができる。
【００３９】
　１つの実施形態において、ＨＣ　ＣＤＲ３領域は１０、８又は７アミノ酸長未満、例え
ば約６又は７アミノ酸長である。
【００４０】
　方法は本明細書に記載した別の特徴を包含できる。
【００４１】
　別の特徴において、本開示は抗体を評価するための方法を特徴とする。方法は本明細書
に記載したモチーフに合致する、又は、塩基性アミノ酸２つ以上を含む、又は、本明細書
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に記載したその他の特性を有するアミノ酸配列を含むＨＣ　ＣＤＲ３を含む抗体を提供す
ること；及び、抗体を標的分子、例えば炭水化物部分を含むポリペプチド、又は、負荷電
修飾を有するポリペプチド、例えばホスホリル化ポリペプチドに接触させること；及び結
合に関与するパラメーターを評価することを包含する。
【００４２】
　１つの実施形態において、ＨＣ　ＣＤＲ３は少なくとも１つの塩基性アミノ酸位置、例
えばアルギニン又はリジンを含む。例えば、ＨＣ　ＣＤＲ３はＸ－Ｂ－Ｂ－Ｘ－Ｂ－Ｘ（
配列番号１）（式中Ｂは変異した又は非変異体塩基性アミノ酸である）；又はＸ－（Ｒ／
Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号２）又は（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ－（Ｋ／
Ｒ）－Ｘ（配列番号３）を含む。１つの実施形態においてＸは何れかのアミノ酸、例えば
非塩基性アミノ酸である。１つの実施形態において、ＨＣ　ＣＤＲ３領域は１０、８又は
７アミノ酸長未満、例えば約６又は７アミノ酸長である。
【００４３】
　他の特徴及び利点は以下の詳細な説明及び請求項から更に明らかにされる。実施形態は
本明細書に記載した特徴の何れかの組合せを包含する。本出願を通じて引用された全ての
参考文献、係争中の特許出願及び公開された特許の内容は参照により本明細書に組み込ま
れる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４４】
　（詳細な説明）
　本発明者等は特に特定の構造上の特性が炭水化物と相互作用する免疫グロブリンに対し
て有益であることを発見した。炭水化物に特異的な一部の抗体は技術文献において報告さ
れている（例えばＤｅｎｎｉｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．ＪＢＣ（２００２）２７７（１３）
：１０９８２－８６；Ｂｅｒｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．（２００３）５２（１２）：７８０－８３；Ｄｉｎｈ　ｅｔ　ａｌ
．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９９６　１５７（２）：７３２－３８；Ｍａｏ　ｅｔ　ａｌ．
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ（１９９９）９６（１２）：６９５３
－５８；Ｓｔｒｅｅｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０
７（５）：１８５３－６２；Ｒｅａｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ．（
１９９７）６５（１）２６１－６；ｖａｎ　Ｋｕｐｐｅｖｅｌｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９８）２７３：１２９６０－６６；Ｊｅｎｎｉｓｋｅｎｓ　ｅｔ
　ａｌ．Ｊ．ＮｅｕｒｏＳｃｉ．（２０００）２０（１１）：４０９９－１１１；Ｃｈｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（２０００）３７（８）：４５５－６６；ｖ
ａｎ　ｄｅ　Ｗｅｓｔｅｒｌｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｂｌｏｏｄ（２００２）９９（７）：２４
２７－３３；Ｗｉｌｌａｔｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｌａｎｔ　Ｊ．（１９９９）１８（１）：
５７－６５；Ｃｈａｎｇ　＆　Ｓｉｅｇｅｌ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ（２００１）４１
（１）：６－１；Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（２００２）１２
４：１２４３９－４６；Ｋｏｗａｌ　ｅｔ　ａｌ．Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９
９９）２９（６）：１９０１－１１；Ｎｇｕｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔ．Ｓｔｒｕｃｔ
．Ｂｉｏｌ．（２００３）１０（１２）：１０１９－２５；Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｍｏ
ｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９７）３４（８－９）：６０９－１８；Ｈａｉｄａｒｉｓ　
ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２００１　２５７（１－２）：１８５－２
０２；Ｆｏｙ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．（２００２）２６１（１－
２）：７３－８３参照）が、そのような抗体は得ることが困難であると考えられる。本明
細書に開示する特性を有する免疫グロブリンのかなりの数量を含むライブラリは炭水化物
、特に負荷電炭水化物と相互作用する免疫グロブリンの原料として使用できる。
【００４５】
　１つの実施においては、本発明者等はＦａｂフォーマットにおいて抗体をディスプレイ
するファージディスプレイライブラリを作成した。ライブラリは炭水化物部分を含むエピ
トープに結合する抗体を発見するために使用した。
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【００４６】
　リッチ化されたライブラリを提供するための一般的戦略は目的の標的、例えば低減され
た免疫原性を有する標的又は目的のエピトープ、例えば低減された免疫原性を有するエピ
トープと特異的に相互作用するタンパク質を発見すること、タンパク質（例えば一部又は
全てのタンパク質）内に存在するコンセンサス配列を発見すること、及び、メンバーの少
なくとも１０％、５０％、８０％又は全てが発見されたコンセンサスに合致する配列を含
むタンパク質ライブラリを作成すること、を包含する。低減された免疫原性を有する標的
は高度に荷電された特性を有するもの、及び、自己抗原内に優勢な特徴を有するものを包
含する。１つの実施においては、方法は免疫グロブリンタンパク質に対して使用するが、
如何なる型のタンパク質、特に保存されたスカホールドドメインを有するタンパク質にも
適用可能である。ライブラリはファージディスプレイライブラリである必要はないが、他
の方の発現ライブラリ、タンパク質アレイ、ツーハイブリッドライブラリ等であることが
できる。
【００４７】
　多くの特性が炭水化物、特に負荷電炭水化物に結合する抗体において有用である。例示
される抗体は以下の特性：
－小型のＨＣ　ＣＤＲ３配列、例えば１２、１１又は１０アミノ酸未満、例えば約７～８
アミノ酸；
－ＣＤＲ１つ以上中、例えばＨＣ　ＣＤＲ３中、少なくとも１つ又は２つの塩基性残基、
例えば２つのアルギニン；
－ＨＣ　ＣＤＲ３中のあるモチーフ、例えばＸＢＢＸＢＸ（配列番号１）（式中、Ｂ、塩
基性アミノ酸残基；Ｘ、何れかのアミノ酸残基又は何れかの非システインアミノ酸）；及
び、
－ＨＣ　ＣＤＲ３中のあるモチーフ、例えば（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｒ／Ｋ
）－Ｘ（配列番号９）（式中、Ｘ、何れかのアミノ酸残基又は何れかの非システインアミ
ノ酸）；
－ＲとＫの間の最後の残基におけるＦＲ３の変異；
の１つ以上を有してよい。
【００４８】
　抗体ライブラリはこれらの特性の１つ以上を有するタンパク質の複数を包含できる。
【００４９】
　本明細書においては、「抗体」という用語は少なくとも１つの免疫グロブリン可変ドメ
イン又は免疫グロブリン可変ドメイン配列を含むタンパク質を指す。例えば抗体は重（Ｈ
）鎖可変領域（本明細書においてはＶＨと略記する）及び軽（Ｌ）鎖可変領域（本明細書
においてはＶＬと略記する）を包含できる。別の例においては、抗体は２つの重（Ｈ）鎖
可変領域及び２つの軽（Ｌ）鎖可変領域を含む。「抗体」という用語は抗体の抗原結合フ
ラグメント（例えば一本鎖抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄフラグメン
ト、Ｆｖフラグメント及びｄＡｂフラグメント）並びに完全な抗体を含む。単一の可変ド
メインのみ、例えば可溶性ＶＨドメイン又はラクダ科動物Ｖドメインを有する抗体も報告
されている。例えばＤａｖｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　２：１６９－１７９はＶＬドメイン非存在下に抗原に結合する合成ＶＨドメイ
ンを記載している。
【００５０】
　ＶＨ及びＶＬ領域は更に、より保存された「フレームワーク領域」（ＦＲ）と称される
領域の点在する「相補性決定領域」（ＣＤＲ）と称される超可変の領域に細分できる。フ
レームワーク領域及びＣＤＲの範囲は厳密に明確化されている（Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，
ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅ
ｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩ
Ｈ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２及びＣｈｏｔｈｉａ，Ｃ．ｅｔ　ａ
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ｌ．（１９８７）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７参照）。本明細書にお
いてはＫａｂａｔの定義を使用する。各ＶＨ及びＶＬは典型的には以下の順序：ＦＲ１、
ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４でアミノ末端からカルボキシ末
端に配置した３つのＣＤＲ及び４つのＦＲよりなる。
【００５１】
　免疫グロブリン可変の超可変ループのカノニカル構造は構造的特性である。典型的には
、特定のループのカノニカル構造はＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．２２７：７９９－８１７；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２
）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７：７７６－７９８）；及びＴｏｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９５）ＥＭＢＯ　Ｊ．１４（１８）：４６２８－３８に記載される通りその
配列から推量できる。更に又、特定の生殖細胞系統の抗体のＣＤＲ配列は特定のカノニカ
ル構造をもたらす超可変ループのためのアミノ酸残基を提供する。
【００５２】
　「免疫グロブリンドメイン」とは免疫グロブリン分子の可変又は定常ドメイン由来のド
メインを指す。免疫グロブリンドメインは典型的にはβ鎖約７つ及び保存されたジスルフ
ィド結合から形成された２つのβシートを含有する（例えばＡ．Ｆ．Ｗｉｌｌｉａｍｓ　
ａｎｄ　Ａ．Ｎ．Ｂａｒｃｌａｙ　１９８８　Ａｎｎ．Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：３
８１－４０５参照）。高度に保存されているが、ジスルフィドは絶対的に必要ではない。
「免疫グロブリン可変ドメイン配列」とはＣＤＲ領域及び／又は超可変ループが抗原結合
構造を形成できるようにする構造を形成することができるアミノ酸配列を指す。配列は少
なくとも２つ又は３つ全てのＣＤＲ及びＣＤＲを位置付けるための十分なフレームワーク
アミノ酸を包含してよい。配列は天然に存在する可変ドメインのアミノ酸配列の全て又は
一部を包含してよい。例えば、配列は１つ、２つ又はそれより多くのＮ又はＣ末端アミノ
酸、内部アミノ酸を有さなくてもよく、１つ以上の挿入又は付加された末端アミノ酸を包
含してもよく、又は、他の改変を包含してもよい。１つの実施形態において免疫グロブリ
ン可変ドメイン配列を含むポリペプチドは別の免疫グロブリン可変ドメイン配列と会合す
ることにより標的結合構造（又は「抗原結合部位」）を形成することができる。
【００５３】
　配列の比較及び２つの配列の間のパーセント同一性の測定はＢＬＡＳＴ（Ａｌｔｓｃｈ
ｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０）、特
にＴａｔｕｓｏｖａ　ａｎｄ　Ｍａｄｄｅｎ（１９９９，ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
．Ｌｅｔｔ．１７４：２４７－２５０）により記載され、そしてＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅ
ｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ウエブサイ
トｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／ｂｌ２ｓｅｑ／ｗｂｌａｓｔ２．ｃ
ｇｉより入手可能）により実施されるＢＬＡＳＴ２配列を用いて実施できる。２つのヌク
レオチド配列の比較（例えばＢＬＡＳＴＮ）のためのパラメーターは、マッチのリワード
：１；ミスマッチのペナルティー：－２；オープンギャップペナルティー：５；エクステ
ンションペナルティーギャップ：２；ギャップｘ＿ドロップオフ：５０；エクスペクト：
１０．０；ワードサイズ：１１とする。２つのアミノ酸配列の比較（例えばＢＬＡＳＴＰ
）のためのパラメーターは、マトリックス：ＢＬＯＳＵＭ６２；オープンギャップペナル
ティー：１１；エクステンションギャップペナルティー：１；ギャップｘ＿ドロップオフ
：５０；エクスペクト：１０．０；ワードサイズ：３とする。
【００５４】
　（炭水化物標的）
　標的分子として機能できる例示される炭水化物分子は、グリコサミノグリカン、負荷電
糖タンパク質及び一般的には少なくとも１つの負荷電糖部分を含む何れかの分子を包含す
る。糖類はカルボン酸、スルフェート、ホスフェート、アルソネート、ニトレート、フロ
リド又はクロリド基のような基（これらに限定されない）の存在により負荷電又は高度に
負の部分的荷電を有することができる。
【００５５】
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　炭水化物部分の一部の例はヘパリン及びヘパランスルフェートを包含する。ヘパランス
ルフェート（ＨＳ）とはグリコサミノグリカンの１つの不均質なクラスを指す。ヘパラン
スルフェートの例示される形態はデルマタンスルフェート、コンドロイチン４－及び６－
スルフェート、ケラタンスルフェートを包含する。合成ヘパランスルフェートオリゴ糖部
分の例は、ＧｌｃＮａｃ６Ｓ－ＧｌｃＵＡαＭｅ、ＩｄｏＵＡ－ＧｌｃＮＡｃ－ＧｌｃＵ
ＡＭｅ；ＧｌｃＮＳ６Ｓ－ＧｌｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ６ＳＭｅ；ＧｌｃＮ－ＧｌｃＵＡ－Ｇ
ｌｃＮＭｅ；ＩｄｏＵＡ２Ｓ－ＧｌｃＮＳ６Ｓ－ＩｄｏＵＡ２Ｓ－ＧｌｃＮＳ６ＳＭｅ；
ＧｌｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ－ＧｌｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ－ＩｄｏＵＡ２ＳＭｅ；ＩｄｏＵＡ－
ＧｌｃＮＳ－ＧｌｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ－ＩｄｏＵＡ２ＳＭｅ；ＧｌｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ－
ＩｄｏＵＡ－ＧｌｃＮＳ－ＩｄｏＵＡ２ＳＭｅ；ＧｌｃＮＳ６Ｓ－ＧｌｃＵＡ－ＧｌｃＮ
Ｓ３６ｄｉＳ－ＩｄｏＵＡ２Ｓ－ＧｌｃＮＳ３６ｄｉＳＭｅ；ＧｌｃＮＳ６Ｓ－ＧｌｃＵ
Ａ－ＧｌｃＮＳ３６ｄｉＳ－ＩｄｏＵＡ２Ｓ－ＧｌｃＮＳ６ＳＭｅ；ＧｌｃＮＳ６Ｓ－Ｇ
ｌｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ３６ｄｉＳ－ＩｄｏＵＡ－ＧｌｃＮＳＭｅ；及びＧｌｃＮＳ６Ｓ－
ＧＩｃＵＡ－ＧｌｃＮＳ３６ｄｉＳ－ＩｄｏＵＡ－ＧｌｃＮＳ６ＳＭｅを含む。
【００５６】
　他の例示される炭水化物標的はデキストランスルフェート、ヒアルロネート及びＥ．ｃ
ｏｌｉ由来Ｋ５多糖類を含む。一部の実施形態においては、標的分子は例えばタンパク質
と炭水化物分子、例えば抗トロンビンＩＩＩの結合したヘパリン、又はヘパランスルフェ
ート及び塩基性線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）の複合体である。
【００５７】
　ヘパランスルフェートはインビトロで合成するか、又は、組織原料、例えば動物、例え
ばヒトの原料の、又は他の哺乳類の、例えば腎臓、大動脈、肺又は腸から得ることができ
る。
【００５８】
　スルフェート基に依存する構造を抗体が認識するかどうかを評価するためには、標的分
子を例えば化学的に就職することができる。標的分子からそのＯ－及びＮ－スルフェート
基を取り去ることが可能である。例えば、ｐＨ１．５におけるＨＮＯ２を用いてＮ－硫酸
化グルコサミン残基（ＧｌｃＮｓ）において、そして、希少なＮ－未置換グルコサミン残
基において切断することができる。例えばｖａｎ　Ｋｕｐｐｅｖｅｌｔ（１９９８）Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：１２９６０－１２９６６を参照できる。
【００５９】
　更に又、酵素、例えばヘパリナーゼ（例えばヘパリナーゼＩＩＩ）、コンドロイチナー
ゼ（例えばコンドロイチナーゼＡＢＣ）を用いて標的分子を修飾することができる。修飾
前に標的分子と相互作用するのみである抗体は修飾により影響される構造を特に認識する
可能性が高い。
【００６０】
　適切な結合及び／又は機能的試験を更に用いることにより、生物学的相互作用、例えば
炭水化物分子と炭水化物分子上の部分を認識する同属体タンパク質リガンドとの間の相互
作用をモジュレートする抗体を得ることが可能になる。例えば、ヘパリンと抗トロンビン
ＩＩＩとの間、又は、ヘパランスルフェートとｂＦＧＦとの間の結合相互作用をモジュレ
ート（例えば増大又は低減）する抗体を発見できる。ＨＳはノイレグリン（例えばＦｉｓ
ｃｈｂａｃｈ　ａｎｄ　Ｒｏｓｅｎ，Ａｎｎ　Ｒｅｖ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　２０（４２９
－４５８）参照）、ミドカイン（例えばＺｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７）Ｎｅｕｒ
ｏｓｃｉ　１０：５６－７０参照）、及びヘパリン結合表皮因子様成長因子（例えばＣｈ
ｅｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９５，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７０：１８２８５－９４参
照）のような成長因子の結合に関与している。
【００６１】
　ＨＳはまた白血球接着に関与する分子に包含されており、そして腫瘍細胞の侵襲及び血
管形成に関わる機能を有するとされている（例えばＶｌｏｄａｖｓｋｙ　Ｉ．ｅｔ　ａｌ
．（１９９０）Ｃａｎｃｅｒ　Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ　Ｒｅｖ．９　２０３，Ｉｏｚｚｏ
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　Ｒ．Ｖ．ｅｔ　ａｌ．（２００１），Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１０８：３４９－
３５５）。ＨＳの種々の機能的特徴はスルフェート基の量及び位置に関連すると考えられ
る（例えばＳａｌｍｉｖｉｒｔａ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９６），ＦＡＳＥＢ　Ｊ．１
０：１２７０）。従って本明細書に記載した抗体は新生物性の障害、特に血管形成又は腫
瘍細胞侵襲に関連するものを治療又は予防するために使用できる。
【００６２】
　生物学的に関連する相互作用の他の例は例えばＧｌｙＣＡＭ－１、ＣＤ３４、Ｓｇｐ２
００、ポドカリキシン上に存在するＬ－セレクチンに対する内皮リガンド（硫酸化炭水化
物部分）により媒介されるものを含む。例えばＲｏｓｅｎ，１９９９，Ａｍ　Ｊ．Ｐａｔ
ｈｏｌｏｇｙ，１５５：１０１３－２０；Ｒｏｓｅｎ，２００４，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．２２：１２９－５６；Ｄｕｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｎａｔｕｒｅ
　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｒｅｖｉｅｗｓ，４：４７７－４８８；Ｐｒａｔｔ　
ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｏｒｇ　Ｌｅｔｔ．６（１４）：２３４５－４８を参照できる
。
【００６３】
　結合相互作用を低減する抗体は例えば同属体タンパク質リガンドにより認識される炭水
化物分子上の結合部位をブロックできる。結合相互作用を増大させる抗体は例えば炭水化
物分子と同属体タンパク質リガンドとの間の相互作用を安定化できる。
【００６４】
　他の有用な標的は、標的が病原体、例えば細菌病原体、例えば本明細書に記載するもの
と関連するか、これにより生産されるか、又はこれにより提示されるものを含む。
【００６５】
　更に別のクラスの標的は腫瘍細胞又は腫瘍関連構造の上に存在する標的を含む。例えば
、標的は、正常細胞よりも少なくとも２、５又は１０倍大量に腫瘍細胞上に存在する抗原
、糖脂質クラスの抗原、例えば酸性糖脂質の、例えばガングリオシドＧＤ２、ＧＤ３及び
ＧＭ３（黒色腫）及び中性糖脂質、例えばルイスｙ（Ｌｅｙ）（乳癌、前立腺癌、卵巣癌
）及びグロボＨ（乳癌、前立腺癌、卵巣癌）の抗原及び／又はそれらのシアリル化誘導体
；Ｏ－グリコシルペプチド（又はアミノ酸）クラス、例えばＴｎ抗原（αＧａｌＮＡｃ－
Ｓｅｒ又はαＧａｌ　ＮＡｃ－Ｔｈｒ）、Ｔ＊抗原（βＧａｌ－（１－３）－α－Ｇａｌ
Ｎａｃ－Ｓｅｒ又はβＧａｌ（１－３）αＣａｌ－ＮＡｃ－Ｔｈｒ）（例えばＳｐｒｉｎ
ｇｅｒ　Ｇ．Ｆ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２４、１１９８－１２０６（１９８４）参照）（卵
巣癌、乳癌、肺癌）、又はジトリ（αＧａｌＮＡｃ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）２、トリ－Ｔｎ（
αＧａｌＮａｃ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）３又はヘキサ－Ｔｎ（αＧａｌＮＡｃ－Ｓｅｒ／Ｔｈ
ｒ）６である。
【００６６】
　（ホスホポリペプチド標的）
　別のクラスの標的は例えばホスホリル化の結果としてホスフェート基を有するタンパク
質を含む。例示されるタンパク質は１つ又は複数の負荷電ホスフェート基、例えばホスホ
チロシン又はホスホセリンを含有する。ホスホリル化タンパク質の例はキナーゼ、転写因
子、チロシンキナーゼ受容体及びアダプタータンパク質を含む。このようなタンパク質に
対する抗体は種々の目的のため、例えばこのようなタンパク質のホスホリル化された形態
の存在を検出するために使用できる。
【００６７】
　（抗体ライブラリ）
　抗体ライブラリは少なくとも１つ免疫グロブリン可変ドメイン配列を有するタンパク質
を含むタンパク質の収集物である。例えば、ラクダ化可変ドメイン（例えばＶＨドメイン
）は１つのみの免疫グロブリン可変ドメイン配列を含むタンパク質のライブラリのための
スカホールドとして使用できる。別の例においては、タンパク質は対になることができる
２つの可変ドメイン配列、例えばＶＨ及びＶＬドメインを含む。別のライブラリは抗体コ
ーディング配列を含む核酸ライブラリ（抗体コーディングライブラリ）のから作成できる
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。
【００６８】
　ディスプレイライブラリを使用する場合は、抗体コーディングライブラリの各メンバー
をそれがコードする抗体と会合させることができる。ファージディスプレイの場合は抗体
タンパク質をファージ被覆タンパク質と物理的（直接又は間接的）に会合させる。典型的
な抗体ディスプレイライブラリはＶＨドメインおよびＶＬドメインを含むポリペプチドを
ディスプレイする。ディスプレイライブラリはＦａｂフラグメント（例えば２つのポリペ
プチド鎖を用いる）又は一本鎖Ｆｖ（例えば単一のポリペプチド鎖を用いる）として抗体
をディスプレイする。他のフォーマットも使用できる。
【００６９】
　Ｆａｂ及び他のフォーマットの場合と同様、ディスプレイされた抗体は軽鎖及び／又は
重鎖の部分として定常領域１つ以上を包含できる。１つの実施形態において、各鎖はＦａ
ｂの場合のように１つの定常領域を含む。別の実施形態においては、追加的な定常領域が
包含される。分子が有用な抗原結合部位を有するものとして発見された後にそれに
１つ以上の定常領域を付加することも可能である。例えばＵＳ２００３－０２２４４０８
を参照できる。
【００７０】
　抗体ライブラリは多くの過程により構築できる（例えばｄｅ　Ｈａａｒｄ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ　２７４：１８２１８－３０；Ｈｏｏｇｅｎｂｏ
ｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　４：１－２０，Ｈ
ｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　２１：３
７１－８及びＨｏｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３
（３）：３４４－８参照）。更に又何れかの適切な既知の過程の要素を他の過程のものと
組み合わせることができる。変異を単一の免疫グロブリンドメイン（例えばＶＨ又はＶＬ
）内に、又は、複数の免疫グロブリンドメイン（例えばＶＨ又はＶＬ）内に導入できる。
変異は免疫グロブリン可変ドメイン内に、例えば１つ以上のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ
３、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４の領域内に導入でき、これらは重鎖及び軽鎖の可
変ドメインの何れか又は両方のこのような領域を指すものとする。１つの実施形態におい
て、変異はＨＣ　ＣＤＲ３に導入する。１つの実施形態において、変異はある可変ドメイ
ンの全３ＣＤＲ内に導入する。別の好ましい実施形態においては、変異は例えば重鎖可変
ドメインのＣＤＲ１及びＣＤＲ２内に導入する。何れかの組合せが可能である。
【００７１】
　抗体コーディングライブラリは種々の方法により構築できる。１つの例示される過程に
おいては、抗体コーディングライブラリは抗体コーディング核酸の相当する領域内にＣＤ
Ｒをコードする多様なオリゴヌクレオチドを挿入することにより構築される。多様なオリ
ゴヌクレオチドの集団は種々の単量体核酸のプール又は種々のトリヌクレオチドのプール
を用いて合成できる。所定のエレメント（例えば所定のヌクレオチド）の取り込みは分布
に関してはランダムであり、そして、プール内のサブユニットの比にのみ依存する。合成
による多様性の縮重の材料の１つの例はＮＮＮを含むオリゴヌクレオチドであり、ここで
Ｎは等しい比率又は何らかの他の所望の比率における４ヌクレオチドの何れかである。
【００７２】
　合成多様性はまた例えばＮＮＮより小さい分布に所定トリヌクレオチドにおける核酸配
列内のコドン数を限定するために、より制約することもできる。例えば、このような分布
はコドンのある位置において４未満のヌクレオチドを用いて構築できる。モノヌクレオチ
ドの混合物を用いて例えばアミノ酸型２、３、４、８、又は他の数量の間でコドンを変動
させることができる。
【００７３】
　更に又、トリヌクレオチド付加の手法を用いてより特殊化された分布を得ることができ
る。いわゆる「トリヌクレオチド付加法」は例えばＷｅｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５
）Ｇｅｎｅ　３４：３１５－３２３，Ｋｎａｐｐｉｋ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｊ．Ｍ



(17) JP 2008-530986 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

ｏｌ．Ｂｉｏｌ．２９６：５７－８６；米国特許４，７６０，０２５及び５，８６９，６
４４に記載されている。オリゴヌクレオチドは固相支持体上において、１回１コドン（即
ちトリヌクレオチド）で合成する。支持体は平行して多くのオリゴヌクレオチドが合成さ
れるように合成のための多くの官能基を含む。支持体を先ず第１の位置に対するコドンの
セットの混合物を含有する溶液に曝露する。追加的な単位が付加されないように単位は保
護する。第１の混合物を含有する溶液を洗浄除去し、固体支持体を脱保護することにより
第２の位置に対するコドンを含有する第２の混合物が結合第１単位に付加できるようにす
る。過程を反復することにより複数のコドンを順次組み立てる。トリヌクレオチド付加法
は所定の位置が多くのアミノ酸をコードできる核酸合成を可能にする。これらのアミノ酸
の頻度は混合物中のコドンの比率により調節できる。更に又、所定の位置におけるアミノ
酸の選択は一本鎖ヌクレオチドの混合物を合成の間に付加する場合のようにコドン表のブ
ロックに限定されない。
【００７４】
　これらの方法及び他の方法は、塩基性アミノ酸（例えばアルギニン又はリジン）、潜在
的に正荷電されているアミノ酸（例えばヒスチジン、アルギニン又はリジン）に限定され
たコドン１つ以上を含むオリゴヌクレオチドを製造するため、又は、このようなコドン組
合せ内に置いて変異するために使用できる。オリゴヌクレオチドはより変異した、例えば
全ての可能なアミノ酸、非システインアミノ酸、脂肪族アミノ酸、親水性アミノ酸等内で
変異した他の位置を包含できる。オリゴヌクレオチドは本明細書に記載した変異のパター
ンを包含できる。
【００７５】
　多様なオリゴヌクレオチドの集団におけるオリゴヌクレオチドはまた全てのオリゴヌク
レオチドが同じヌクレオチドを有する位置を包含できる。例えば、末端は典型的には非変
異体である少なくとも５、１０、１５、１８又は２０ヌクレオチドを含む。
【００７６】
　抗体コーディングライブラリの成分はナイーブの生殖細胞系統の免疫グロブリン遺伝子
から増幅された核酸から、又は、抗体産生細胞により発現されたｍＲＮＡから得ることが
できる。増幅された核酸はＶＨ及び／又はＶＬドメイン又はそのある領域、例えばフレー
ムワーク又は定常領域をコードする核酸を含む。免疫グロブリンコード核酸の原料は以下
に後述する。増幅は例えば１つ以上の保存された領域にアニーリングするプライマー１つ
以上を用いたＰＣＲ、又は、他の増幅方法を包含できる。免疫グロブリンドメインをコー
ドする核酸は例えばヒト、霊長類、マウス、ウサギ、ラクダ又はげっ歯類の免疫細胞から
得ることができる。１つの例においては、細胞は特定の特性が得られるように選択する。
成熟の種々の段階にあるＢ細胞を選択できる。別の例においては、Ｂ細胞はナイーブであ
る。
【００７７】
　１つの実施形態において、蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）を用いて表面結合ＩｇＭ、
ＩｇＤ又はＩｇＧ分子を発現するＢ細胞を分類する。更に又、ＩｇＧの異なるアイソタイ
プを発現するＢ細胞を単離できる。別の好ましい実施形態においては、Ｂ又はＴ細胞をイ
ンビトロで培養する。細胞は例えばフィーダー細胞と共に培養するか、又は、有糸分裂促
進物質又は他の調節試薬、例えばＣＤ４０、ＣＤ４０リガンド又はＣＤ２０に対する抗体
、ホルボールミリステートアセテート、細菌リポ多糖類、コンカナバリンＡ、フィトヘマ
グルチニン又はアメリカヤマゴボウ有糸分裂促進物質を添加することにより、インビトロ
で刺激することができる。
【００７８】
　更に別の実施形態においては、細胞は免疫障害、例えば全身エリテマトーデス（ＳＬＥ
）、慢性関節リューマチ、血管炎、シェーグレン症候群、全身性硬化症、又は抗リン脂質
症候群を有する対象から単離する。対象はヒト、又は動物、例えばヒト疾患に関する動物
モデル、又は、類似の障害を有する動物であることができる。更に別の実施形態において
は、細胞はヒト免疫グロブリン遺伝子座を含むトランスジェニック非ヒト動物から単離す
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る。
【００７９】
　１つの好ましい実施形態においては、細胞は体性超突然変異のプログラムを活性化して
いる。細胞は例えば抗免疫グロブリン、抗ＣＤ４０及び抗ＣＤ３８抗体の投与により、免
疫グロブリン遺伝子の体性突然変異誘発を起こすように刺激することができる（例えばＢ
ｅｒｇｔｈｏｒｓｄｏｔｔｉｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６６
：２２２８参照）。他の実施形態においては、細胞はナイーブである。
【００８０】
　免疫グロブリン可変ドメインをコードする核酸は以下の例示される方法により天然ノレ
パートリーから単離できる。先ずＲＮＡを免疫細胞から単離する。完全長（例えばキャッ
ピングされた）ｍＲＮＡを分離する（例えばウシ腸ホスファターゼによる未キャッピング
のＲＮＡの分解による）。次にキャップをタバコ酸ピロホスファターゼで除去し、そして
逆転写を用いてｃＤＮＡを作成する。第１（アンチセンス）の鎖の逆転写は何れかの適当
なプライマーを用いた何れかの方法で行うことができる。例えばｄｅ　Ｈａａｒｄ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ２７４：１８２１８－３０を参照できる。
プライマー結合領域は、例えば免疫グロブリンの異なるアイソタイプを逆転写できるよう
に、異なる免疫グロブリン内で一定であることができる。プライマー結合領域は又、免疫
グロブリンの特定のアイソタイプに対して特異的であることができる。典型的にはプライ
マーは少なくとも１つＣＤＲをコードする配列に対して３’である領域に特異的である。
別の実施形態においては、ポリ－ｄＴプライマーを用いてよい（そして重鎖遺伝子に対し
て好ましい）。合成配列を逆転写された鎖の３’末端にライゲーションできる。逆転写後
のＰＣＲ増幅の間のフォワードプライマーの結合のためのプライマー結合部位として合成
配列を使用できる。合成配列の使用は使用可能な多様性を完全に捕獲するために種々のフ
ォワードプライマーのプールを使用する必要をなくす。次に可変ドメインコード遺伝子を
例えば１つ以上のラウンドを用いて増幅する。複数のラウンドを使用する場合は、ネステ
ッドプライマーを使用することにより正確度を向上させることができる。次に増幅された
核酸をディスプレイライブラリベクター内にクローニングする。
【００８１】
　抗体ライブラリは例えばヒト抗原を認識するヒト又は「ヒト化」抗体を発見するために
特に有用である。このような抗体はヒトの障害を治療するための治療薬として使用できる
。抗体ライブラリから発見された抗原結合部位を修飾、例えばヒト定常領域又は修飾ヒト
定常領域と融合することができる。抗体の定常及びフレームワーク領域はヒト型であるた
め、これらの治療薬抗体は自身が抗原として認識されターゲティングされることを免れる
。定常領域はまたヒト免疫系のエフェクター機能をリクルートメントするために最適化し
てよい。インビトロディスプレイ選択プロセスは正常なヒト免疫系が自己抗原に対する抗
体を生成する能力がないことを克服する。抗体発現ライブラリの他の型、例えば抗体のタ
ンパク質アレイ（例えばＤｅ　Ｗｉｌｄｔ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．１８：９８９－９９４参照）、ラムダｇｔ１１ライブラリ等も使用できる
。
【００８２】
　１つの例示される抗体ライブラリはＵＳ２００２１０２６１３に記載されている。既に
存在する抗体コーディングライブラリは、例えば炭水化物結合の為に偏向されたＣＤＲ３
配列をコードするように設計されたオリゴヌクレオチドでＣＤＲ３コーディング配列を置
き換えるために、修飾することができる。例えば、オリゴヌクレオチドは特定の長さ、例
えば１０、９又は８アミノ酸長未満、例えば約７又は６アミノ酸長のＣＤＲ３配列をコー
ドできる。オリゴヌクレオチドは優先的に塩基性である（例えば塩基性である可能性が少
なくとも２０％）、又は、非変異体（例えば常時アルギニン、常時リジン、又はアルギニ
ンとリジンとの間で変異してよい）であるもの又は位置を包含できる。
【００８３】
　本開示のライブラリから単離される抗体を分析することによりＬＣの型及び最も近親の
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生殖細胞系統の遺伝子を調べる。好ましい実施形態においては、非生殖細胞系統のフレー
ムワーク残基は、結合親和性及び特異性が許容できない範囲まで悪影響を受けない限り、
生殖細胞系統のアミノ酸に復帰変更される。置換はグループとして、又は単独で行ってよ
い。
【００８４】
　（ディスプレイライブラリ）
　１つの実施形態において、ディスプレイライブラリは特定の特性、例えば炭水化物、特
に負荷電炭水化物に結合する能力に偏向されたタンパク質を含むタンパク質の収集物をス
クリーニングするために使用できる。
【００８５】
　ディスプレイライブラリは実体の収集物であり；各実体はタンパク質成分をコードする
か識別する接触可能なタンパク質成分及び回収可能な成分を含む。タンパク質成分は例え
ば１アミノ酸～４００超のアミノ酸の何れかの長さであることができる。選択においては
、タンパク質成分を標的分子でプロービングし、そしてタンパク質成分が標的分子に結合
する場合は、ディスプレイライブラリメンバーが典型的には支持体上の保持により識別さ
れる。
【００８６】
　保持されたディスプレイライブラリメンバーを支持体から回収して分析する。分析は増
幅及び同様の、又は同様ではない条件下におけるその後の選択を包含できる。例えば正及
び負の選択を交互させることができる。分析は又タンパク質成分のアミノ酸配列の決定及
び詳細な特性化のためのタンパク質成分の精製を包含できる。種々のフォーマットをディ
スプレイライブラリの為に使用できる。例は以下の通りである。
【００８７】
　ファージディスプレイ。ディスプレイの１つのフォーマットはウィルス、特にバクテリ
オファージを利用する。このフォーマットは「ファージディスプレイ」と称される。タン
パク質成分は典型的にはバクテリオファージ被覆タンパク質に共有結合的に連結している
。連結はファージの被覆タンパク質の機能的部分をコードする遺伝子フラグメントに融合
したタンパク質成分をコードする核酸の翻訳により生じる。連結は可撓性ペプチドリンカ
ー、プロテアーゼ部位、又は停止コドンの抑制の結果として取り込まれたアミノ酸を包含
できる。ファージディスプレイは例えばＬａｄｎｅｒ等の米国特許５，２２３，４０９；
Ｓｍｉｔｈ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５－１３１７；ＷＯ９２／１８
６１９；ＷＯ９１／１７２７１；ＷＯ９２／２０７９１；ＷＯ９２／１５６７９；ＷＯ９
３／０１２８８；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／０９６９０；ＷＯ９０／０２８０９
；ｄｅ　Ｈａａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ　２７４：１８
２１８－３０；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　４：１－２０；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　２：３７１－８；Ｆｕｃｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｂｉｏ
／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７０－１３７２；Ｈａｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）
Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　３：８１－８５；Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５－１２８１；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５－７３４；Ｈａｗｋｉｎｓ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９２）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２２６：８８９－８９６；Ｃｌａｃｋｓｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８；Ｇｒａｍ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９２）ＰＮＡＳ　８９：３５７６－３５８０；Ｇａｒｒａｒｄ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７３－１３７７；Ｒｅｂａｒ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２６７：１２９－４９；
Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎｕｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ　１９：４
１３３－４１３７；Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）ＰＮＡＳ　８８：７９７８
－７９８２；Ｈｏｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３
（３）：３４４－８に記載されている。
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【００８８】
　フィラメント状のファージディスプレイ系は典型的には少被覆タンパク質、例えば遺伝
子ＩＩＩタンパク質又は遺伝子ＩＩＩタンパク質のドメイン、例えばアンカードメイン又
は「スタンプ」への融合を用いる（遺伝子ＩＩＩタンパク質アンカードメインの説明は例
えば米国特許５，６５８，７２７参照）。非ペプチド連結、例えば非共有結合又は非ペプ
チド共有結合を用いて被覆にディスプレイされているタンパク質を物理的に会合させるこ
とも可能である。例えば、物理的会合のためにはジスルフィド結合及び／又はヘテロ２量
化ドメインを用いることができる（例えばＣｒａｍｅｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｇ
ｅｎｅ　１３７：６９及びＷＯ０１／０５９５０参照）。ファージディスプレイは完全な
ファージゲノムを有するウィルスのみならずヘルパーファージを用いて作成されるファー
ジミドもしようできる。
【００８９】
　他の型のタンパク質ディスプレイは細胞系のディスプレイ（例えばＷＯ０３／０２９，
４５６参照）；リボソームディスプレイ（例えばＭａｔｔｈｅａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：９０２２　ａｎｄ　
Ｈａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：１２８７
－９２参照）；タンパク質－核酸融合（例えば米国特許６，２０７，４４６参照）；及び
非生物学的タグへの固定化（例えば米国特許５，８７４，２１４参照）を含む。
【００９０】
　反復選択。１つの好ましい実施形態においては、ディスプレイライブラリ手法は反復様
式において使用する。第１のディスプレイライブラリは標的に対するリガンド１つ以上を
発見するために使用する。これらの発見されたリガンドを次に突然変異誘発法を用いて変
異させることにより第２のディスプレイライブラリを形成する。次に、例えばより高いス
トリンジェンシー又はより競合的な結合及び洗浄の条件を使用することにより、より高い
親和性のリガンドを第２のライブラリから選択する。
【００９１】
　一部の実施においては、突然変異誘発は結合界面にあることがわかっているか推定され
ている領域にターゲティングされる。例えば発見されたリガンドが抗体である場合は、突
然変異誘発は本明細書に記載するとおり重鎖又は軽鎖のＣＤＲ領域に指向させることがで
きる。更に又突然変異誘発はＣＤＲの近傍又は隣接するフレームワーク領域に指向させる
ことができる。抗体の場合は突然変異誘発は又例えば厳密な段階的向上を行うために１つ
又は数個のＣＤＲに限定することもできる。同様に発見されたリガンドが酵素である場合
は、突然変異誘発は活性部位又は近傍に指向させることができる。
【００９２】
　一部の例示される突然変異誘発手法は、エラープローンＰＣＲ（Ｌｅｕｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９８９）Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　１：１１－１５）、組み換え、ランダム切断を用
いたＤＮＡシャフリング（Ｓｔｅｍｍｅｒ（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３８９－３９１；
「核酸シャフリング」と称する）ＲＡＣＨＩＴＴＴＭ（Ｃｏｃｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００
１）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１９：３５４）、部位指向性突然変異誘発（Ｚｏｌ
ｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｎｕｃｌ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１０：６４８７－６
５０４）、カセット突然変異誘発（Ｒｅｉｄｈａａｒ－Ｏｌｓｏｎ（１９９１）Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２０８：５６４－５８６）及び縮重オリゴヌクレオチドの導入
（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）ＥＭＢＯ　Ｊ．１３：３２４５）を含
む。
【００９３】
　反復選択の１つの例においては、本明細書に記載した方法を用いて先ず標的に対する少
なくとも最小限の結合特異性又は最小限の活性で、例えば結合の平衡解離定数１００ｎＭ
、５０ｎＭ、１０ｎＭ、５ｎＭ、又は１ｎＭ、未満で、標的分子に結合するディスプレイ
ライブラリ由来の抗体を発見する。初めに発見された抗体をコードする核酸配列を変異導
入のための鋳型核酸として使用することにより、例えば、初めの抗体と比較して増強され
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た特性（例えば結合親和性、動態又は安定性）を有する第２の抗体を発見する。
【００９４】
　１つの好ましい実施形態は、所望の特異性であるが不十分な親和性又は未完の特異性の
何れかを有する本開示ライブラリから選択された抗体の多様化を含む。１つの好ましい実
施形態は、ＨＣが定常に保持されておりＬＣの多様性、例えばＦＡＢ－３１０の多様性が
与えられる二次ライブラリの作成を含む。１つの好ましい実施形態は、ＨＣ　ＣＤＲ３及
びＬＣが定常に保持されておりＨＣ　ＣＤＲ１＆ＣＤＲ２の多様性、例えばＦＡＢ－３１
０のＣＤＲ１＆２の多様性が与えられる二次ライブラリの作成を含む。１つの好ましい実
施形態は、ＨＣ　ＣＤＲ１＆ＣＤＲ２及びＬＣが定常に保持されておりＨＣ　ＣＤＲ３の
多様性、例えば選択されたＣＤＲ３に基づく多様性が与えられる二次ライブラリの作成を
含む。
【００９５】
　オフレート選択。緩徐な解離速度は、特にポリペプチドとその標的との間の相互作用に
関しては、高い親和性を予測させるものであるため、本明細書に記載した方法は標的への
結合相互作用に関する所望の動的解離速度（即ち低減された）を有するリガンドを単離す
るために使用できる。
【００９６】
　ディスプレイライブラリから緩徐に解離する抗体を選択するためには、ライブラリを固
定化された標的に接触させる。次に固定化された標的を先ず非特異的に、又は弱く結合し
た抗体を除去する第１の溶液で洗浄する。次に結合した抗体を、遊離の標的の飽和量を含
む、即ち粒子に結合していない標的の複製となる第２の溶液で溶離させる。遊離の標的は
標的から解離した抗体に結合する。溶離した抗体の再結合は固定化された標的の遥かによ
り低い濃度と比較して遊離の標的の飽和量により効果的に防止される。
【００９７】
　第２の溶液は実質的に生理学的であるか、又は、ストリンジェント（例えば低ｐＨ、高
ｐＨ又は高塩濃度）である溶液条件を有することができる。典型的には、第２の溶液の溶
液条件は第１の溶液の溶液条件と同一である。一時的に後期の区分から早期のものを区別
するために第２の溶液の一区分を採取する。後期の画分は早期の画分中の生体分子よりも
緩徐な速度で標的から解離する抗体を含む。更に又、長時間のインキュベーションの後で
あっても標的に結合した状態で残存する抗体を回収することも可能である。これらはカオ
トロピックな条件を用いて解離させるか、又は、標的に結合させたまま増幅することがで
きる。例えば標的に結合しているファージを菌体に接触させることができる。
【００９８】
　特異性の選択又はスクリーニング。本明細書に記載したディスプレイライブラリスクリ
ーニング法は非標的分子に結合する抗体を廃棄する選択又はスクリーニングの過程を包含
できる。非標的分子の例は、例えば標的分子と構造的に異なる炭水化物分子、例えば標的
分子とは異なる生物学的特性を有する炭水化物分子を含む。硫酸化炭水化物の場合は、非
標的はスルフェートを有さないか、又は異なる位置にスルフェートを有する同じ炭水化物
であってよい。ホスホペプチドの場合は、非標的はホスフェートを有さない同じペプチド
又は異なるホスホペプチドであってよい。
【００９９】
　１つの実施形態において、いわゆる「負の選択」の工程を用いて標的及び関連非標的分
子及び関連するが異なる非標的分子の間の判別を行う。ディスプレイライブラリ又はその
プールを非標的分子と接触させる。非標的に結合しないメンバーを収集し、後の選択にお
いて、標的への結合のため、又は、後の負の選択のためにも使用する。負の選択工程は標
的分子に結合するライブラリメンバーを選択する前又は後に行うことができる。
【０１００】
　別の実施においては、スクリーニング工程を使用する。ディスプレイライブラリメンバ
ーを標的分子への結合の為に単離した後、各々の単離されたライブラリメンバーは、非標
的分子（例えば上記した非標的）に結合するその能力について試験する。例えば高スルー
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プットＥＬＩＳＡスクリーンを使用してこのデータを得ることができる。ＥＬＩＳＡスク
リーンはまた標的への各ライブラリメンバーの結合に関する定量的データを得るためにも
使用できる。非標的及び標的結合データを比較（例えばコンピューター及びソフトウエア
を使用）することにより、標的に特異的に結合するライブラリメンバーを発見する。
【０１０１】
　（他の発現ライブラリ）
　抗体の収集物の他の型（例えば発現ライブラリ）を用いて特定の特性を有する抗体を発
見できる。このような他の例は例えば抗体のタンパク質アレイ（例えばＤｅ　Ｗｉｌｄｔ
　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：９８９－９９４参照
）、ラムダｇｔ１１ライブラリ、ツーハイブリッドライブラリ等を含む。
【０１０２】
　（試験）
　炭水化物結合に関して抗体を評価するための方法はＥＬＩＳＡ、免疫組織化学、イムノ
ブロッティング及び蛍光活性化細胞ソーティングを含む。
【０１０３】
　これらの方法を用いて閾値より良好な、例えば０．１μＭ、５０ｎＭ、１０ｎＭ、５ｎ
Ｍ、１ｎＭ又は０．５ｎＭ、より良好なＫＤを有する抗体を発見することができる。
【０１０４】
　ＥＬＩＳＡ。ディスプレイライブラリによりコードされるタンパク質はまたＥＬＩＳＡ
試験を用いて結合特性に関してスクリーニングできる。例えば書くタンパク質を底面が標
的、例えば限定量の標的でコーティングされているマイクロプレートと接触させる。プレ
ートを緩衝液で洗浄し、非特異的に結合したポリペプチドを除去する。次に、ポリペプチ
ド、例えばポリペプチドのタグ又は一定部分を認識できる抗体を用いてプレートをプロー
ビングすることによりプレートに結合したタンパク質の量を求める。適切な基質が提供さ
れれば比色測定産物を生成するアルカリホスファターゼのような酵素に抗体を連結する。
タンパク質は細胞から精製するか、又は、例えばフィラメント状のバクテリオファージ被
覆への融合物としてのディスプレイライブラリフォーマットにおいて試験できる。或いは
、標的分子、例えば炭水化物部分を含有する標的を発現する細胞（例えば生細胞又は固定
化細胞）をマイクロプレートにプレーティングし、そしてディスプレイライブラリ中に存
在する、又はディスプレイライブラリからの選択により得られるペプチド／抗体の親和性
を試験するために用いることができる。
【０１０５】
　ＥＬＩＳＡ試験の他の形態においては、多様性鎖ライブラリの各ポリペプチドを用いて
マイクロプレートの異なるウェルをコーティングする。次に各ウェルを調べるために一定
の標的分子を用いてＥＬＩＳＡを進める。
【０１０６】
　細胞結合試験。抗体は１つ以上の細胞型、例えば造血細胞と相互作用するその能力につ
いて評価できる。蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）はタンパク質と細胞の間の相
互作用を試験するための１つの例示される方法である。抗体は細胞への結合の前又は後に
蛍光団で直接又は間接的に標識し、そして次に細胞をＦＡＣＳソーター内で計数する。
【０１０７】
　他の細胞型は当該分野で知られた方法によりＦＡＣＳ用に調製できる。
【０１０８】
　同種結合試験。標的との候補ポリペプチドの結合相互作用は同種試験を用いて分析する
ことができ、即ち、試験の全成分を添加した後、追加的な流体の操作は必要ない。例えば
、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）を同種試験として使用できる（例えばＬａｋｏｗ
ｉｃｚ等の米国特許５，６３１，１６９；Ｓｔａｖｒｉａｎｏｐｏｕｌｏｓ等の米国特許
４，８６８，１０３参照）。第１の分子（例えば画分中に発見される分子）上の蛍光団は
、第１の分子の近接部に第２の分子（例えば標的）があれば、その発射蛍光エネルギーが
第２の分子上の蛍光標識により吸収されることができるように選択する。第２の分子上の
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蛍光標識は、それが転移したエネルギーを吸収すれば蛍光を発する。標識間のエネルギー
転移の効率は分子を隔てる距離に関係するため、分子間の空間的関係が評価できる。分子
間に結合が生じる状況においては、試験における「アクセプター」分子標識の蛍光発射は
最大となるはずである。ＦＲＥＴによりモニタリングするために設定された結合現象は好
都合には当該分野で良く知られた標準的な蛍光測定検出手段（例えば蛍光計を使用）を介
して測定できる。第１及び第２の結合分子の量を滴定することにより、平衡結合定数を推
定するための結合曲線を作成できる。
【０１０９】
　同種試験の別の例は、アルファスクリーン（Ｐａｃｋａｒｄ，Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，
Ｍｅｒｉｄｅｎ　ＣＴ）である。アルファスクリーンは２つの標識されたビーズを使用す
る。１つのビーズはレーザーにより励起されると一重項酸素を発生する。もう一方のビー
ズは第１のビーズから一重項酸素が拡散してこれと衝突すると光シグナルを発生する。２
つのビーズが近接している場合にシグナルは発生するのみである。１つのビーズはディス
プレイライブラリメンバーに、もう一方は標的に結合することができる。シグナルを測定
することにより結合の程度が調べられる。
【０１１０】
　同種試験はディスプレイライブラリベヒクル、例えばバクテリオファージに候補ポリペ
プチドを結合させた状態で実施できる。
【０１１１】
　表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）。ディスプレイライブラリから単離された分子及び標的
の結合相互作用はＳＰＲを用いて分析できる。ＳＰＲ又は生物分子相互作用分析（ＢＩＡ
）は相互作用対の何れも標識することなくリアルタイムで生物特異的相互作用を検出する
。ＢＩＡチップの結合表面における質量の変化（結合現象の指標となる）は表面近傍の光
の屈折率の改変をもたらす（表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の光学的現象）。屈折の変化
は検出可能なシグナルを発生し、これは生物学的分子の間のリアルタイム反応の指標とし
て測定される。ＳＰＲのための方法は例えば米国特許５，６４１，６４０；Ｒａｅｔｈｅ
ｒ（１９８８）Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｐｌａｓｍｏｎｓ　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ；
Ｓｊｏｌａｎｄｅｒ　ａｎｄ　Ｕｒｂａｎｉｃｚｋｙ（１９９１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．
６３：２３３８－２３４５；Ｓｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ
．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．５：６９９－７０５及びＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔ
ｉｏｎａｌ　ＡＢ（Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）の提供するオンライン資料に記載さ
れている。
【０１１２】
　ＳＰＲからの情報を用いて平衡解離定数（Ｋｄ）及び速度論的パラメーター、例えば標
的への生物分子の結合に関するＫｏｎ及びＫｏｆｆの正確で定量的な測定が行える。この
ようなデータを用いて種々の生物分子を比較できる。例えば、多様性鎖のライブラリから
選択された核酸によりコードされるタンパク質を比較することにより標的に対して高親和
性を有するか、緩徐なＫｏｆｆを有する個体を発見できる。この情報は又、構造－活性の
関連性（ＳＡＲ）を調べるために使用できる。例えば、親タンパク質の成熟型の速度論的
及び平衡の結合パラメーターを親タンパク質のパラメーターと比較できる。特定の結合パ
ラメーター、例えば高親和性及び緩徐Ｋｏｆｆと相関する所定位置における変異アミノ酸
が発見できる。この情報を構造的モデリングと組み合わせることができる（例えば相同性
モデリング、エネルギー最小化又は結晶学的分析又はＮＭＲにより測定された構造を用い
る）。その結果、タンパク質とその標的との間の物理的相互作用の理解が明確化でき、そ
して他の設計過程の指針として使用できる。
【０１１３】
　タンパク質アレイ。ディスプレイライブラリから発見されたタンパク質は固体支持体上
、例えばビーズ又はアレイ上に固定化できる。タンパク質アレイの場合は、ポリペプチド
の各々を支持体上の特有のアドレスに固定化する。典型的には、アドレスは二次元アドレ
スである。ポリペプチドアレイを作成する方法は例えばＤｅ　Ｗｉｌｄｔ　ｅｔ　ａｌ．
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（２０００）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：９８９－９９４；Ｌｕｅｋｉｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７０：１０３－１１１；Ｇｅ（
２０００）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８，ｅ３，Ｉ－ＶＩＩ；　ＭａｃＢ
ｅａｔｈ　ａｎｄ　Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ（２０００）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８９：１７６０
－１７６３；ＷＯ０１／４０８０３　ａｎｄ　ＷＯ９９／５１７７３Ａ１に記載されてい
る。アレイ用のポリペプチドは高速で、例えば市販のロボット装置、例えばＧｅｎｅｔｉ
ｃ　ＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍｓ又はＢｉｏＲｏｂｏｔｉｃｓ製のものを使用しながらスポ
ットできる。アレイの基盤は例えばニトロセルロース、プラスチック、ガラス、例えば表
面変性ガラスであることができる。アレイは又多孔性のマトリックス、例えばアクリルア
ミド、アガロース又は他の重合体も含む。
【０１１４】
　（医薬組成物）
　本明細書に記載した方法により発見された抗体は、例えば製薬上許容しうる担体と共に
、組成物、例えば製薬上許容しうる組成物に製剤できる。担体は対象、例えばヒト対象へ
の静脈内、筋肉内、皮下、非経腸、脊髄又は表皮への投与（例えば注射又は注入による）
に適するものであることができる。組成物は状態、例えば本明細書に記載した状態を緩解
するために十分な量及び時間に渡り投与できる。
【０１１５】
　本明細書に記載したタンパク質を含む組成物は種々の形態であってよい。これらには例
えば液体、半固体及び固体の剤型、例えば液体の溶液（例えば注射用及び注入用の溶液）
、分散液又は懸濁液、錠剤、丸薬、粉末、リポソーム及び坐剤が包含される。好ましい形
態は意図される投与様式及び治療用途に応じたものである。典型的な好ましい組成物は、
抗体と共にヒトの投与の為に使用されるものと同様の組成物のような注射用又は注入用の
溶液の形態である。投与の好ましい様式は非経腸（例えば静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内
）である。
【０１１６】
　組成物は溶液、ミクロエマルジョン、分散液、リポソーム又は高い薬剤濃度に適する他
の秩序のある構造として製剤できる。滅菌された注射用溶液は必要に応じて上記した成分
の１つ又は組合せと共に適切な溶媒中に所要量の活性化合物（即ちリガンド）を配合する
こと、次いで濾過滅菌することにより製造できる。一般的に、分散液は基剤となる分散媒
体及び上記したもののうちの必要な他の成分を含有する滅菌ベヒクル内に活性化合物を配
合することにより製造される。滅菌注射用溶液の調整のための滅菌粉末の場合は、製造の
好ましい方法は真空管層及び凍結乾燥であり、これは活性成分と何れかの追加的な所望の
成分の粉末を以前に滅菌濾過されたそれらの溶液から与える方法である。溶液の適切な流
動性は、例えばレシチンのようなコーティングの使用により、分散液の場合は必要な粒径
の維持により、そして界面活性剤の使用により維持することができる。注射用組成物の長
時間持続する吸収は吸収を遅延させる薬剤、例えばモノステアリン酸塩及びゼラチンを組
成物に含有させることにより達成できる。
【０１１７】
　抗体は当該分野で知られた種々の方法で投与できる。多くの用途のためには、投与経路
は静脈内注射又は注入である。投与の経路及び／又は様式は所望の結果に応じて変動でき
る。特定の実施形態においては、活性化合物は急速な放出に対抗して化合物を保護する担
体と共に製造してよく、例えば制御放出製剤、例えばインプラント及びマイクロカプセル
送達系が挙げられる。生体分解性、生体適合性の重合体、例えばエチレン酢酸ビニル、ポ
リ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル及びポリ乳酸を使用でき
る。例えばＳｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒ
ｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｄ．，Ｍａｒ
ｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８を参照できる。
【０１１８】
　医薬組成物は当該分野で知られた医療機器、例えばインプラント可能なポンプ、ニード
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ルレスの皮下注射装置、又はステントと共に投与できる。
【０１１９】
　用量用法は最適な所望の応答（例えば治療応答）が得られるように調節する。例えば単
回瞬時投与するか、数回の分割用量を経時的に投与するか、又は、用量は治療状況の緊急
性により示される通り比例的に低減又は増大してよい。投与を容易にし、投薬量を均一に
するためには、単位剤型において非経腸組成物を製剤することが特に好都合である。本明
細書においては、単位剤型とは治療すべき対象に対する単一的な用量として適する物理的
に別個の単位を指し；各単位は必要な薬学的担体と共に所望の治療効果をもたらすために
計算された活性化合物の所定量を含有する。本開示の単位剤型の仕様は（ａ）活性化合物
の独特の特性及び達成すべき特定の治療効果、及び（ｂ）個体における感受性の治療のた
めの活性化合物を生成する技術に固有の制約により指定され、これに直接依存している。
【０１２０】
　例示すれば、抗体の治療的又は予防的に有効な量の非限定的な範囲は０．１～２０ｍｇ
／ｋｇ、より好ましくは１～１０ｍｇ／ｋｇである。抗体は約１～１００ｍｇ／ｍ２～又
は約５～３０ｍｇ／ｍ２の用量に達するためには３０、２０、１０、５又は１ｍｇ／分未
満の速度で静脈内注入により投与できる。用量の値は緩解すべき状態の型及び重症度と共
に変動してよいものとする。更に又、何れかの特定の対象に対して、特定の用量用法は個
体の必要性及び組成物の投与を管理又は監督する担当者の専門的判断に応じて経時的に調
節することができ、そして、本明細書に記載した用量範囲は例示に過ぎず、そして請求項
記載の組成物の範囲又は実施を限定する意図は無いものとする。
【０１２１】
　本開示の医薬組成物は抗体の「治療有効量」又は「予防有効量」を包含してよい。「治
療有効量」とは必要な用量及び期間において所望の治療結果を達成するために有効な量を
指す。組成物の治療有効量は個体の疾患の状態、年齢、性別及び体重、及び、個体におい
て所望の応答を誘発するタンパク質リガンドの能力のような要因に従って変動してよい。
治療有効量はまた、組成物の何れかの毒性又は有害な作用よりも治療上有益な作用のほう
が勝るものである。「治療有効用量」は好ましくは測地可能なパラメーター、例えば腫瘍
生育速度を、未投与の対象と比較して少なくとも約２０％、より好ましくは少なくとも約
４０％、さらにより好ましくは少なくとも約６０％、更になお好ましくは少なくとも約８
０％抑制する。更により好ましくは、「治療有効用量」は腫瘍の生育停止又は退行をもた
らす。化合物が測定可能なパラメーター、例えば癌を抑制する能力は、ヒト腫瘍における
薬効を予測させる動物モデル系において評価できる。或いは、組成物のこの特性は専門家
のよく知る試験法によりインビトロのこのような抑制を抑制する化合物の能力を調べるこ
とにより評価できる。
【０１２２】
　「予防的有効量」とは必要な用量及び期間において所望の予防結果を達成するために有
効な量を指す。典型的には、予防用量は疾患の前、又は早期の段階において対象において
使用されることから、予防有効量は治療有効量より低値となる。
【０１２３】
　本明細書に記載した抗体は細胞、組織又は生物学的構造、例えば炭水化物部分含有マト
リックスをターゲティングする方法において使用できる。例えば、方法は炭水化物部分を
ディスプレイしている細胞、組織又は生物学的構造への細胞又はタンパク質の結合を防止
するために使用できる。例えば抗体は白血球遊走障害、例えば炎症性障害、又は内皮細胞
系障害、例えば過剰な血管形成に関連する障害、例えば癌（例えば転移癌）又は心臓血管
障害、例えばアテローム性動脈硬化症を治療するために使用できる。癌性の障害に関連す
る１つの実施形態において、抗体は腫瘍（癌）グリコシド抗原、例えば、正常細胞よりも
少なくとも２、５又は１０倍大量に腫瘍細胞上に存在する抗原、糖脂質クラスの抗原、例
えば酸性糖脂質の、例えばガングリオシドＧＤ２、ＧＤ３及びＧＭ３（黒色腫）及び中性
糖脂質、例えばルイスｙ（Ｌｅｙ）（乳癌、前立腺癌、卵巣癌）及びグロボＨ（乳癌、前
立腺癌、卵巣癌）の抗原及び／又はそれらのシアリル化誘導体；Ｏ－グリコシルペプチド



(26) JP 2008-530986 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

（又はアミノ酸）クラス、例えばＴｎ抗原（αＧａｌＮＡｃ－Ｓｅｒ又はαＧａｌ　ＮＡ
ｃ－Ｔｈｒ）、Ｔ＊抗原（βＧａｌ－（１－３）－α－ＧａｌＮａｃ－Ｓｅｒ又はβＧａ
ｌ（１－３）αＣａｌ－ＮＡｃ－Ｔｈｒ）－（例えばＳｐｒｉｎｇｅｒ　Ｇ．Ｆ．Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２２４、１１９８－１２０６（１９８４）参照）（卵巣癌、乳癌、肺癌）、又
はジトリ（αＧａｌＮＡｃ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）２、トリ－Ｔｎ（αＧａｌＮａｃ－Ｓｅｒ
／Ｔｈｒ）３又はヘキサ－Ｔｎ（αＧａｌＮＡｃ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）６のエピトープに結
合する。抗体は腫瘍細胞を殺傷、除去又は他の態様で抑制するために毒素、例えば細胞毒
素又は放射性核種にコンジュゲートできる。抗体は、そのような治療を必要とする対象、
例えばヒト対象に対し、例えばそのような障害を軽減するため、例えば腫瘍のサイズ及び
／又は移行を低減するために有効な量及び／又は有効な期間に渡り投与できる。
【０１２４】
　細菌細胞により提示される炭水化物部分に対する抗体は例えば細菌感染に関連する障害
を治療又は予防するために使用できる。例えば、抗体により認識されるエピトープは病原
性細菌、例えば去るモン寺のエピトープであることができる。１つのサルモネラ抗原は血
清グループＢのＯ鎖多糖類である。他の例示されるエピトープはナイセリア・メニンギテ
ィス、ヘモフィルス・インフルエンザ、ストレプトコッカス・ニューモニア及び他のスト
レプトコッカス種よりなる群から選択される莢膜細菌多糖類上のものを包含する。従って
、抗体は細菌性病原体、例えばこのような種の細菌に関連する感染症又は他の障害を治療
するために使用できる。
【０１２５】
　（診断用途）
　本明細書に記載する方法により発見される抗体（例えば炭水化物に結合する抗体）は診
断方法において使用できる。例えばこのような抗体は、標的分子をインビトロ（例えば生
物学的試料、例えば組織、生検試料、例えば癌性組織）又はインビボ（例えば対象におけ
るインビボ画像化）で検出するために使用できる。例えば特定の炭水化物又は他の部分が
存在する対象内の領域を位置特定するために有用であってよい。
【０１２６】
　例示される方法は（ｉ）抗体に試料を接触させること；及び（ｉｉ）抗体と試料との間
の複合体形成を検出することを包含する。方法は又、抗体に比較対照試料（例えば対照試
料）を接触させること、及びタンパク質と試料との間の複合体形成の程度を比較対照試料
に関する同じものと相対比較しながら測定することを包含できる。対照の試料又は対象と
相対比較した場合の試料又は対象における複合体形成の変化、例えば統計学的に有意な変
化は試料中の標的分子の存在の指標となる。
【０１２７】
　他の方法は（ｉ）対象に抗体を投与すること；及び（ｉｉｉ）例えばインビボ画像化又
は他のモニタリングを用いながら対象中のタンパク質を検出することを包含する。検出は
対象中のタンパク質の局在化を測定することを包含できる。
【０１２８】
　抗体は検出を容易にするための検出可能な物質で直接又は間接的に標識することができ
る。例示される検出可能な物質は種々の酵素、補欠分子団、蛍光物質、ルミネセント物質
、ＭＲＩ造影剤（例えば常磁性物質に結合できるキレート）及び放射性物質を含む。
【０１２９】
　更に限定する意図はない以下の実施例は別の実施形態を説明するものである。本出願を
通じて引用する全ての参考文献、係争中の特許出願及び公開された特許は参照により意図
的に本明細書に組み込まれる。
【実施例】
【０１３０】
　（実施例１：ライブラリの構築）
　荷電した炭水化物との相互作用の為に偏向された特性を有する抗体を含む抗体ライブラ
リを以下の通り構築する。ライブラリはより一般的な抗体ライブラリである「ＦＡＢ－３
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１０ライブラリ」（Ｈｏｅｔ　ｅｔ　ａｌ．２００５）から抗体コーディング核酸を修飾
することにより構築する。ＦＡＢ－３１０のＦａｂディスプレイカセットを図３に示す。
図３は有用な制限部位：ＡｐａＬＩ、ＡｓｃＩ、ＳｆｉＩ、ＸｂａＩ、ＢｓｔＥＩＩ及び
ＮｏｔＩを有する代表的Ｆａｂを説明している。ＦＡＢ－１０抗体ライブラリはＶＨ３－
２３フレームワーク内のＨＣ　ＣＤＲ１及びＨＣ　ＣＤＲ２において合成の多様性を含む
（ＨＣ位置３１、３３、３５、５６及び５８においてはシステインを除く何れかのアミノ
酸型が可能であり；ＨＣ位置５０及び５２においてはＹ、Ｒ、Ｗ、Ｇ、Ｖ及びＳが可能で
あり；そしてＨＣ５２ａにおいてはＰ及びＳが可能である）。ＨＣ　ＣＤＲ３において、
そしてＬＣ領域を通じて、天然の多様性を包含している（自己免疫状態１つ以上を有して
いた３５ドナー由来のカッパ及びラムダ軽鎖（ＬＣ）を使用した）。ＦＡＢ－３１０抗体
ライブラリ由来の抗体コーディング核酸はＨＣＦＲ３：：ＣＤＲ３をコードするセグメン
トを以下の設計を有する合成オリゴヌクレオチドと置き換えることにより修飾する。
【０１３１】
　（Ｒ／Ｋ）－（Ｇ／Ｓ）－Ｘ－（Ｒ／Ｋ）－Ｘ－（Ｋ／Ｒ）－Ｘ（配列番号１０）モチ
ーフについては、以下のコドンを使用した。
【０１３２】
【化１】

式中Ｋ＝Ｔ＆Ｇ、Ｎ＝Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ、そしてＲ＝Ａ＆Ｇである。
【０１３３】
　ＨＣ　ＣＤＲ３が存在する領域は以下の通り模式化される。
【０１３４】

【化２】

　以下のプライマーを使用する。
プライマー１（第１のＰＣＲ産物を増幅するため、ＨＣのＦＲ４においてアニーリングす
る）。
【０１３５】

【化３】

プライマー２（ＨＣのＦＲ４においてアニーリングし、ＨＣ－ＣＤＲ３の多様性をもたら
す）。
【０１３６】

【化４】

　ライブラリはＰＣＲ２ラウンドを用いて組み立てる。第１の反応においては、合成のＣ
ＤＲ１－ＣＤＲ２をコードする核酸セグメントを１５サイクルに渡りｐＵＣリバース（



(28) JP 2008-530986 A 2008.8.14

10

20

30

40

【０１３７】
【化５】

、ｐＭＩＤ２１中のＢｓｔＥＩＩ超過部）及びプライマー＃１を用いながらプラスミドＤ
ＮＡから増幅した。第２の反応においては、第１の反応の生成物を１５サイクルに渡りＣ

ｋａｐｐａフォワードプライマー（
【０１３８】

【化６】

、表５０に記載）及びプライマー＃２で増幅した。第２の反応の産物を制限酵素ＳｆｉＩ
－ＢｓｔＥＩＩで消化し、そして抗体コーディングライブラリＦＡＢ－３１０カッパ及び
ラムダプラスミドＤＮＡの相当する部位内にライゲーションした。
【０１３９】
　これらの操作のこの結果は親ＦＡＢ－３１０ライブラリとはＨ－ＣＤＲ３配列において
異なる特殊化ＦＡＢ－３１０ライブラリである（図１参照）。
【０１４０】
　（実施例２：ライブラリの構築）
　炭水化物との相互作用の為に偏向された特性を有する抗体を含む抗体ライブラリを構築
した。本発明者等は実施例１に記載したより一般的な抗体ライブラリである「ＦＡＢ－３
１０ライブラリ」からの抗体コーディング核酸を修飾した。ＦＡＢ－３１０抗体ライブラ
リ由来の抗体コーディング核酸はＨＣ　ＣＤＲ３をコードするセグメントを以下の設計を
有する合成オリゴヌクレオチドと置き換えることにより修飾した。
【０１４１】
　ＧＸＲＸＫ／ＲＸ（配列番号１３）モチーフについては、以下のコドンを使用した。
【０１４２】
【化７】

式中Ｍ＝Ａ＆Ｃ、Ｎ＝Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ、そしてＲ＝Ａ＆Ｇである。
【０１４３】
　ＨＣ　ＣＤＲ３が存在する領域は以下の通り模式化される。
【０１４４】
【化８】

　ＭＮＮコドンはアミノ酸型：Ｌ、Ｐ、Ｑ、Ｈ、Ｒ、Ｉ、Ｍ、Ｔ、Ｎ及びＳを可能とする
。以下のプライマーを使用した。
プライマー１
【０１４５】



(29) JP 2008-530986 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

【化９】

プライマー２
【０１４６】
【化１０】

　図２に示すライブラリはＰＣＲ２ラウンドを用いて組み立てた。第１の反応においては
、合成のＣＤＲ１－ＣＤＲ２をコードする核酸セグメントを１５サイクルに渡りｐＵＣリ
バース及びプライマー＃１を用いながらプラスミドＤＮＡから増幅した。第２の反応にお
いては、第１の反応の生成物を１５サイクルに渡りＣｋａｐｐａフォワードプライマー及
びプライマー＃２で増幅した。第２の反応の産物を制限酵素ＳｆｉＩ－ＢｓｔＥＩＩで消
化し、そして抗体コーディングライブラリＦＡＢ－３１０カッパ及びラムダプラスミドＤ
ＮＡの相当する部位内にライゲーションした。
【０１４７】
　これらの操作のこの結果は親ＦＡＢ－３１０ライブラリとはＨ－ＣＤＲ３配列において
のみ異なる特殊化ＦＡＢ－３１０ライブラリであった。抗体コーディングライブラリに対
して得られた形質転換体の数は約２ｘ１０９であった。
【０１４８】
　（実施例３：設計された抗体ライブラリからの抗体の選択）
　ライブラリは種々の炭水化物部分（特に負荷電炭水化物）、ホスホペプチド又は何れか
の標的に結合する抗体を選択するために使用できる。
【０１４９】
　ライブラリは例えば、標的が負荷電炭水化物部分を含む化合物である選択１、２又は３
ラウンドを用いて選択できる。選択３ラウンドはライブラリ形質転換体の数よりも１００
倍多いファージを用いて実施できる。
【０１５０】
　標的はファージと共にインキュベートする前にビーズ上に固定化できる。少なくとも２
つの選択手法が使用できる。１つの例示される選択については、標的はｐＨ５．５におい
て９０％飽和の（ＮＨ４）２ＳＯ４中のイムノチューブに直接コーティングする。他の選
択については、ＢＳＡ又は他の適切なブロッカーでブロッキングしたニトロセルロース膜
上に標的をスポットし、このニトロセルロース膜上で選択を行う。
【０１５１】
　非特異的結合は場合により観察される。これらは、ファージが場合により標的物質とは
無関係に標的膜又はウェルに結合することから、多くの抗原に結合し、そして検出される
。しかしながら、ストレプトアビジン上でライブラリメンバーを枯渇させる工程の組み込
み及び高スループットスクリーニングを用いることは特異的抗体の発見に寄与する。
【０１５２】
　本発明者等は負荷電炭水化物に結合する抗体は炭水化物結合に好都合な特性を有するＣ
ＤＲ３配列を含む抗体ライブラリから良好に単離できると結論する。本発明者等は特定の
標的化合物に特異的に結合し、そして非標的化合物又は対照抗原とは検出可能に相互作用
しない抗体を発見した。ヘパランスルフェートを使用した場合、リッチ化のファクターは
、イムノチューブを用いてヘパランスルフェート化合物を固定化すれば、１６００倍とな
った。
【０１５３】
　（実施例４：ライブラリの構築）
　ヒト半合成抗体ファージディスプレイライブラリＦＡＢ－３１０を用いながら炭水化物



(30) JP 2008-530986 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

との相互作用の為に偏向された特性を有する抗体を含む抗体ライブラリを構築した（Ｈｏ
ｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。ＦＡＢ－３１０ライブラリはそれぞれ５及び１５アミ
ノ酸残基長である天然のＨＣ－ＣＤＲ３多様性及び合成のＨＣ－ＣＤＲ１－ＣＤＲ２多様
性を有するスカホールドタンパク質としてＶ遺伝子（Ｖ３－２３）を使用する。重鎖をカ
ッパ及びラムダヒト軽鎖の天然のレパートリーと組み合わせる。ライブラリは３．５ｘ１
０１０のサイズを有する。
【０１５４】
　炭水化物偏向ライブラリはＨＣ－ＣＤＲ３内に配列Ｒ／Ｋ－Ｇ／Ｓ－Ｘ－Ｒ／Ｋ－Ｘ－
Ｒ／Ｋ－Ｘ（配列番号１７）を取り込むように構築した。ＦＡＢ－３１０カッパ－ＨＣラ
イブラリ１０ｎｇをカッパ定常フォワードプライマーを用いるＰＣＲ反応のための鋳型と
して使用した。
【０１５５】
　ＨＣ－ＣＤＲ３は以下のアミノ酸配列Ｇ／ＳＸＲ／ＫＸＲ／ＫＸ（配列番号９）を有す
るように設計した。この配列を支持するオリゴヌクレオチド（ＨＣ－ＣＤＲ３プライマー
）は以下のヌクレオチド配列を有する。ＦＡＢ３１０カッパ－ＨＣレパートリーの１０ｎ
ｇのＤＮＡを、５’側末端プライマーとしてのカッパ定常フォワードプライマー
【０１５６】
【化１１】

及び３’側末端プライマーとしてのＨＣ－ＣＤＲ３プライマー
【０１５７】

【化１２】

を用いるＰＣＲ反応のための鋳型として使用することにより完全なＨＣレパートリーを増
幅した。ＰＣＲはＡｄｖａｎｔａｇｅ２ＤＮＡポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用い
ながら２５μｌフォーマット中３５サイクル実施した（９５℃１分、５０℃１分そして６
８℃２分）。６５０ｂｐの生成したフラグメント１０μｇを４Ｕ／μｇのＢｓｔＥＩＩ制
限エンドヌクレアーゼ（ＮＥＢ）で消化し、その後１０Ｕ／μｇのＸｂａＩで切断した。
ＨＣ－ＣＤＲ３レパートリーを含有する１４０ｂｐフラグメントをゲル精製した。得られ
たＤＮＡフラグメント１．５マイクログラムを、１：４ベクター：インサートの比におい
てＴ４ＤＮＡリガーゼ（ＮＥＢ）を用いながら、同様に切断したファージミドベクターｐ
ＭＩＤ２１（カッパ及びラムダ軽鎖レパートリーの両方を含有）６μｇ内にライゲーショ
ンした。脱塩λＨＣ－ライゲーション混合物２．５μｇ及びκＨＣ混合物２．５μｇを個
別に、エレクトロポレーション試行当たりライゲーション混合物１００ｎｇを持ちながら
、Ｅ．ｃｏｌｉ菌株ＴＧ１内にエレクトロポレーションした。Ｆａｂライブラリは１ｘ１
０９リプレゼンタントのサイズを有していた。
【０１５８】
　ライブラリの品質はＳｈｏｏｎｂｒｏｏｄｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００５，Ｎｕｃｌ．Ａ
ｃｉｄ．Ｒｅｓ．３３（９）：ｅ８１）に記載されたとおりＦａｂ抗体をＰＣＲ増幅し、
そして増幅産物を配列決定することにより確認した。
【０１５９】
　（実施例５：炭水化物抗原に対して特異的な抗体の選択、スクリーニング及び配列決定
）
　炭水化物抗原に特異的な抗体を実施例２に記載したライブラリから選択した。このライ
ブラリは実施例１及び３に記載したライブラリと比較して低減した多様性を有していたが
、しかしなお、ライブラリは炭水化物との相互作用に対して偏向している。
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【０１６０】
　（選択）
　ファージミド粒子は３リットルの規模においてＭａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１　
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２（３）：５８１－９７）に従ってヘルパーファージＭ１３
－ＫＯ７を用いてレスキューした。これらのライブラリ選択は（１）スルホコア６（ＳＣ
６）、（２）スルホコア１（ＳＣ１）及び（３）ヘパランスルフェート（ＨＳ）と化学的
に脱硫酸化されたＮスルフェート化ヘパリン（ＣＤＳＮＳ）の組合せで実施した。ＳＣ１
及びＳＣ６及びその非硫酸化対応物の化学構造を図４に示す。
【０１６１】
　６－スルホシアリルルイスＸグリカンはＬセレクチンリガンド「スルホアドヘシン」に
相当する。ＳＣ６選択は室温（ＲＴ）において２％Ｍａｒｖｅｌ　ＰＢＳ中１時間インキ
ュベートしておいた１０１３ファージを用いて実施した。炭素６へのセリン残基の付加及
びビオチン分子へのカップリングにより修飾しておいた５００ｎＭのＳＣ６抗原を磁性ス
トレプトアビジンＤｙｎａｂｅａｄｓ（Ｄｙｎａｌ）上に捕獲し、２％Ｍａｒｖｅｌ　Ｐ
ＢＳでブロッキングし、次にブロックしたファージに添加した。数回の洗浄工程の後、フ
ァージを１００ｍＭ　ＴＥＡで溶離し、１ＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）で中和した
。溶離したファージを用いてＥ．ｃｏｌｉＴＧ１細胞を感染させた。同じ条件下で２回の
追加選択ラウンドを実施し、合計３ラウンドとした。
【０１６２】
　ＳＣ１選択はＳＣ６選択と本質的に同様に実施した。
【０１６３】
　ＨＳ及びＣＤＳＮＳは９０％飽和（ＮＨ４）２ＳＯ４緩衝液中のＨＳ及びＣＤＳＮＳの
１００μｇ／ｍＬ混合物と共にインキュベートすることによりイムノチューブ（ＭＡＸＩ
ＳＯＲＰＴＭ、Ｎｕｎｃ）上に固定化した。イムノチューブ及び１０１３ファージはＰＢ
Ｓ中１％ＢＳＡ、０．０５％ツイーン－２０で３０分間個別にブロッキングした。ブロッ
キングされたファージ調製物を次に回転器上で３０分間チューブ内で標的と共にインキュ
ベートし、その後ＲＴから出発して９０分間インキュベートした。チューブをＰＢＳ中０
．０５％ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０で１０回、その後ＰＢＳで１０回洗浄した。ファー
ジを１００ｍＭＴＥＡで溶離し、その直後に１Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．４で中和した。溶
離したファージを用いてＥ．ｃｏｌｉＴＧ１細胞を感染させた。選択は洗浄工程を２０回
反復した以外は同じ条件下で更に２ラウンド反復した（合計３回）。
【０１６４】
　（スクリーニング）
　選択の第３ラウンドから溶離したファージディスプレイＦａｂを回収し、増殖させ、そ
して個々のクローンとして単離した。ファージディスプレイＦａｂを含有する培養上澄み
をＥＬＩＳＡで試験した。ＳＣ６選択で得られたＦａｂは固定化されたＢＳＡストレプト
アビジン（ＭＡＸＩＳＯＲＰ，Ｎｕｎｃ）を介して間接的に捕獲されたビオチニル化ＳＣ
６に対して試験した。プレートをＰＢＳ中ウェル当たり５０ｎｇＣ６（ビオチニル化）で
コーティングした。ウェル当たり５０ｎｇの（非硫酸化コア６）又は５００ｎｇのストレ
プトアビジンを陰性対照として使用した。ＳＣ１選択で得られたＦａｂは本質的にはＳＣ
６に関して、ただし抗原としてはＳＣ１を用いながらスクリーニングした。ＨＳ結合Ｆａ
ｂはウェル当たり５００ｎｇのＨＳ／ＣＤＳＮＳ混合物（９０％（ＮＨ４）２ＳＯ４中）
又は１００ｎｇのＢＳＡ（陰性対照として）デコーティングしたプレートを用いて試験し
た。プレートは４℃で一夜コーティングした。プレートをＰＢＳ－ＴＷＥＥＮ（登録商標
）２００．０５％（ＰＢＳＴ）で３回洗浄し、ＰＢＳ中２％Ｍａｒｖｅｌ（ＭＰＢＳ）で
ブロッキングし、次にＰＢＳＴで３回洗浄した後に使用に付した。ファージをＲＴで１時
間抗原と共にインキュベートし、次に除去し、そしてプレートをＰＢＳＴで６回洗浄した
。ＰＢＳ中５０００倍希釈した抗Ｍ１３　ＨＲＰ抗体（ＡＰＢ）を１時間添加し、その後
ＰＢＳＴで６回洗浄した。ＴＭＢ基質で発色させた後に４５０ｎｍにおける光学密度（Ｏ
Ｄ４５０）を測定した。ＳＣ６又はＨＳに結合した多数のクローンはスクリーニングにお
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いて発見されたが、ＳＣ１に結合したＦａｂは発見されなかった。実施例１及び４に記載
したライブラリの選択では、これらのライブラリが実施例２に記載したライブラリと比較
して多様性が大きいことを鑑みれば、ＳＣ１特異的Ｆａｂが発見されることが予測された
。
【０１６５】
　（配列決定）
　ＥＬＩＳＡにおいて陽性シグナル（バックグラウンドの二倍超）を示したクローン由来
のＦａｂを５’及び３’骨格プライマーを用いて増幅し、そしてＰＣＲ産物を軽鎖及び重
鎖の両方につき配列決定した。ＳＣ６に対する抗体はＣ６、ＳＣ１及びＣ１（関連構造）
とはＥＬＩＳＡでは反応せず、ＳＣ６に対するこれらの抗体の特異性を明確に示していた
。
【０１６６】
　本発明者等はヘパランスルフェートに特異的に結合し、そして他の硫酸化炭水化物又は
対照抗原と検出可能に相互作用しない抗体を発見した。３つの異なる抗体が発見され、１
ＨＳ、２ＨＳ及び３ＨＳと標記された。重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）の可変領域のアミ
ノ酸配列を表１に、ＣＤＲアミノ酸配列を表２に示す。
【０１６７】
【化１３】

　少なくとも１６クローンがＳＣ６への特異的結合を示した（ＢＳＡ、ストレプトアビジ
ン及び未関連の硫酸化炭水化物への結合と比較して）。配列決定の後、４種の異なる抗体
が発見され、１ＳＣ６、２ＳＣ６、３ＳＣ６及び４ＳＣ６と標記された。重鎖及び軽鎖の
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４に示す。
【０１６８】
【化１４】

【０１６９】
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【化１５】

　他の実施形態は添付の特許請求の範囲内に包含される。
【図面の簡単な説明】
【０１７０】
【図１】図１は実施例１のライブラリの模式図である。捕獲されたカッパ及びラムダＬＣ
及びＨＣ　ＣＤＲ１及びＣＤＲ２の合成多様性を有するＦａｂディスプレイカセット（Ｎ
ａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，２３（３）：３４４－８）。ＨＣ
　ＣＤＲ３は実施例１に記載する通りである。
【図２】図２は実施例２のライブラリの模式図である。Ｈｏｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，２３（３）：３４４－８）に記載され
る通り、捕獲されたカッパ及びラムダＬＣ及びＨＣＣＤＲ１及びＣＤＲ２の合成多様性を
有するＦａｂディスプレイカセット。ＨＣ　ＣＤＲ３は実施例２に記載する通りである。
【図３Ａ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
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）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図３Ｂ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図３Ｃ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図３Ｄ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図３Ｅ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
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部分である。
【図３Ｆ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図３Ｇ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図３Ｈ】図３Ａ～３ＨはＦＡＢ－３１０ライブラリに取り込まれたアノテーションされ
たＦａｂディスプレイカセットを示す。配列番号２５は軽鎖可変領域（ＶＬ）のヌクレオ
チド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２６は軽鎖可変領域（ＶＬ）の
アミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２７は軽鎖定常領域（ＣＬ
）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２８は軽鎖定常領
域（ＣＬ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号２９は重鎖可
変領域（ＶＨ）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分である。配列番号３０
は重鎖可変領域（ＶＨ）のアミノ酸配列をコードするカセットの一部分である。配列番号
３１は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のヌクレオチド配列をコードするカセットの一部分であ
る。配列番号３２は重鎖１定常領域（ＣＨ１）のアミノ酸配列をコードするカセットの一
部分である。
【図４Ａ】図４Ａはスルホコア１及びスルホコア６炭水化物部分及びそれらの非硫酸化対
応物のコア１及びコア６の構造である。それらのそれぞれの分子量は炭水化物構造の下に
示す。
【図４Ｂ】図４Ｂはスルホコア１及びスルホコア６炭水化物部分及びそれらの非硫酸化対
応物のコア１及びコア６の構造である。それらのそれぞれの分子量は炭水化物構造の下に
示す。
【図４Ｃ】図４Ｃはスルホコア１及びスルホコア６炭水化物部分及びそれらの非硫酸化対
応物のコア１及びコア６の構造である。それらのそれぞれの分子量は炭水化物構造の下に
示す。
【図４Ｄ】図４Ｄはスルホコア１及びスルホコア６炭水化物部分及びそれらの非硫酸化対
応物のコア１及びコア６の構造である。それらのそれぞれの分子量は炭水化物構造の下に
示す。
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