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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　a'）固相担体と、前記固相担体に結合しているリポソームと、前記リポソームに埋め
込まれている膜蛋白質と、を備えたリポソーム/膜蛋白質複合体に対する、被検抗体の結
合性を検査し、前記リポソーム/膜蛋白質複合体に結合性を有する抗体を選抜する工程を
含み、
　前記膜蛋白質のループ部分の少なくとも一部が前記リポソームの外側表面に露出してい
る、
　膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の、スクリーニング方法。
【請求項２】
　前記膜蛋白質が7回以上膜を貫通する膜蛋白質である、
　請求項1に記載のスクリーニング方法。
【請求項３】
　　b'）前記膜蛋白質またはその複製物を変性させ、変性型膜蛋白質を調整する工程、お
よび
　　c'）前記変性型膜蛋白質に対する、前記被検抗体または前記リポソーム/膜蛋白質複
合体に結合性を有する抗体の結合性を評価する工程、
　をさらに含む、請求項1または2に記載のスクリーニング方法。
【請求項４】
　前記膜蛋白質が、受容体蛋白質または輸送体蛋白質である、
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　請求項1～3いずれかに記載のスクリーニング方法。
【請求項５】
　前記膜蛋白質が、G蛋白質共役受容体である、
　請求項1～4いずれかに記載のスクリーニング方法。
【請求項６】
　前記膜蛋白質が、アデノシン受容体A2aまたはヒト糖核酸トランスポーターである、
　請求項1～5いずれかに記載のスクリーニング方法。
【請求項７】
　前記膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体が、前記膜蛋白質のループ部分を認識す
る抗体である、
　請求項1～6いずれかに記載のスクリーニング方法。
【請求項８】
　前記工程b'）および前記工程c'）を含む工程が、
　ドットブロッティング法、ウエスタンブロッティング法、免疫ブロッティング法、また
はELISA法を用いた工程を含む、
　請求項3に記載のスクリーニング方法。
【請求項９】
　固相担体と、前記固相担体に結合しているリポソームと、前記リポソームに埋め込まれ
ている膜蛋白質と、を備え、
　前記膜蛋白質のループ部分の少なくとも一部が前記リポソームの外側表面に露出してい
る、
　膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の、スクリーニング用材料。
【請求項１０】
　前記抗体が、前記膜蛋白質のループ部分を認識する抗体である、
　請求項9に記載のスクリーニング用材料。
【請求項１１】
　前記膜蛋白質が、7回以上膜を貫通する膜蛋白質である、
　請求項9または10に記載のスクリーニング用材料。
【請求項１２】
　　d'）請求項1に記載のスクリーニング方法によって得られる抗体の、複製物を作製す
る工程、
　を含む、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の生産方法。
【請求項１３】
　リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、脂質と、リンカーと、固相担体と、
　からなる、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の、スクリーニング用キット
【請求項１４】
　リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、脂質と、リンカーと、固相担体と、蛋白質
変性剤と、
　ドットブロッティング法、ウエスタンブロッティング法、免疫ブロッティング法、また
はELISA法のいずれかの方法に使用する試薬と、
　からなる、スクリーニング用キット。
【請求項１５】
　　e'）脂質溶液とリンカーと膜蛋白質と界面活性剤とを含有する水溶液を混合し、混合
液を作製する工程、
　　f'）前記混合液に界面活性剤除去剤を加え、前記混合液中の前記界面活性剤を前記界
面活性剤除去剤に吸着させ、前記リンカーおよび前記膜蛋白質が埋め込まれているリポソ
ームを生成する工程、
　　g'）前記リポソームを前記リンカーを介して固相担体に結合させる工程、
　を含む、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をスクリーニングするためのリポソ
ーム/膜蛋白質複合体の生産方法。
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【請求項１６】
　固相担体と、前記固相担体に結合しているリポソームと、前記リポソームに埋め込まれ
ている膜蛋白質と、を備え、
　前記膜蛋白質のループ部分の少なくとも一部が前記リポソームの外側表面に露出してい
る、
　膜蛋白質とともに共結晶化するための化合物の、スクリーニング用材料。
【請求項１７】
　　p'）固相担体と、前記固相担体に結合しているリポソームと、前記リポソームに埋め
込まれている膜蛋白質と、を備えたリポソーム/膜蛋白質複合体に対する、被検化合物の
結合性を検査し、前記リポソーム/膜蛋白質複合体に結合性を有する化合物を選抜する工
程を含み、
　前記膜蛋白質のループ部分の少なくとも一部が前記リポソームの外側表面に露出してい
る、
　膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合する、膜蛋白質とともに共結晶化するため
の化合物のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使用するリポ
ソーム／膜蛋白質複合体、そのリポソーム／膜蛋白質複合体の生産方法、その抗体のスク
リーニング方法、その抗体のスクリーニング用キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
膜蛋白質は、細胞膜における情報の伝達、物質の輸送、エネルギーの生産、細胞骨格の結
成など、生命活動を支える蛋白質として重要な役割を果たしている。特にヒトゲノムが解
読されて以来、得られたＤＮＡ情報をもとに世界中で膜蛋白質の研究が加速している。ま
た、現在市販されている医薬品の５０％以上が膜蛋白質をターゲットにしていることから
も、膜蛋白質研究の重要性は高い。
【０００３】
膜蛋白質の形態としては、１回膜貫通型タンパク質、複数回膜貫通型蛋白質、表在性膜蛋
白質、膜貫通チャネルを形成する蛋白質などが存在している。脂質修飾を受けていたり、
糖鎖修飾を受けていたりもする。また、各種のゲノムプロジェクトの結果により、高等生
物のゲノムにコードされている蛋白質の内、３０％近くが膜貫通ヘリックスを有する内在
性膜蛋白であることがわかっている。
【０００４】
膜蛋白質の中でも、一般的に受容体と総称されるグループは、細胞膜や細胞質や核内に分
布し、細胞外からの各種生理活性物質の情報を細胞内やＤＮＡに伝達している。たとえば
、サイトカインや神経伝達物質、ホルモン、薬などの生理活性物質と結合することで情報
を伝達し、生命活動を支えている。また、受容体蛋白質に直接的に作用する医薬品として
、一般名：クロピドグレル、サルメテロール／フルチカゾン、リツキシマブ、エポエチン
α、バルサルタンなどが、ブロックバスターとして世界中で高い売上げを誇っている。
【０００５】
特に、哺乳類の受容体の中でもっとも種類の多いものが、Ｇ蛋白質共役受容体（ＧＰＣＲ
）に分類される受容体であり、これまでにＧＰＣＲをターゲットとして多くの医薬品が創
製されている。例えば、上記クロピドグレルは、ＧＰＣＲの１つであるアデノシン二リン
酸受容体（ＡＤＰ受容体）をターゲットとした医薬品である。一般的にＧＰＣＲは、シグ
ナル情報を細胞内に伝える際に、Ｇ蛋白質と呼ばれる三量体蛋白質を介してシグナル伝達
を行う受容体の総称であり、細胞がインスリンを取り込む反応、光を感じる反応、喘息な
どのアレルギー反応、ＨＩＶが細胞に感染する反応などにも関与している。ＧＰＣＲは、
現在の基礎研究、創薬研究において最も注目されている蛋白質群であるといえる。
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【０００６】
このように、膜蛋白質は非常に重要なターゲットであるため、世界中で多くの研究者達が
、膜蛋白質の機能解析、構造解析、生産、精製、製品化研究に日夜取り組んでいる。しか
し、その必要性とは裏腹に、膜蛋白質は疎水性領域に富んだ蛋白質であるために、可溶化
（水溶液に溶けている状態で、かつ実験に使用できる状態にすること）が必要になる場合
が多く、また、可溶化後においても正常な構造を維持することは難しく、その研究は多く
の困難を乗り越える必要がある。
【０００７】
本願発明者らは、膜蛋白質の立体構造解析において最も重要なステップである、結晶化の
方法について研究している。構造解析の標準的な方法であるＸ線結晶構造解析法では、一
連の単位格子の反復によって形成される格子に蛋白質分子を整列させて、その結果生じる
結晶にＸ線を透過し、得られた回折パターンからその立体構造を解析する。しかしながら
、蛋白質の格子は比較的弱い相互作用によって結合しているため、その結晶は、一般に脆
弱で環境条件に極めて敏感である。したがって、安定した結晶化のためにはこうした環境
条件を最適レベルに調整する必要がある。また、データ収集に適した結晶を成長させるに
は、早くても数時間、通常は数日、長いものでは数か月を要する。このため、蛋白質の立
体構造解析において、結晶化のステップの高精度化、効率化が求められている。
【０００８】
特に、膜蛋白質の結晶化においては、一般的な可溶性蛋白質にない困難な要素を含んでお
り、成功例は少ない。可溶化に用いる界面活性剤との相性や、可溶化状態の膜蛋白質が一
般的な可溶性蛋白質とは異なる挙動を示すことが、膜蛋白質の結晶化工程を複雑にし、困
難にしている。また、得られた結晶は、可溶性蛋白質の結晶に見られない特徴を備えてい
る。第一に結晶中の蛋白質間の隙間が、溶媒だけでなく界面活性剤のミセルによっても占
められている点である。ミセル自身は原子分解能での構造をとっておらず、結晶中では溶
媒の一部分と考えられる。ただしミセルのサイズは重要で、蛋白間の隙間をちょうど埋め
るようなミセルサイズの界面活性剤が結晶を安定化する。第二の特徴は良好な結晶を得る
のに必須な蛋白質間の相互作用が、ミセルに覆われていない極性表面のみでおこっている
ことである（ミセル同士の相互作用は非特異的で結晶の原子分解能での並びに大きくは寄
与しない）。このことからも明らかな様に、膜の中に全て埋まっている疎水的な蛋白質か
らは良好な結晶が得にくく、膜の外に多くのサブユニットを持つような膜蛋白質からは比
較的良好な結晶が得やすい。また界面活性剤のミセルのサイズが小さい方が、一般的に良
好な結晶が得られる傾向がある。
【０００９】
そして、膜蛋白質の結晶化を効率化させる目的で、本願発明者らは、報告されている膜蛋
白質の結晶化条件からデータベースを作り、それに基づき膜蛋白質（膜貫通ヘリックス型
）の結晶化に適したスクリーニングキットを作製している（非特許文献１）。
【００１０】
一方で、本願発明者らは１９９５年に世界で初めて、膜蛋白質の親水性表面の立体構造を
特異的に認識して結合するモノクローナル抗体を、膜蛋白質に結合させた状態で結晶化さ
せる手法（共結晶化）を用いて、膜蛋白質である、細菌シトクロム酸化酵素の結晶化と、
立体構造解析に成功している（非特許文献２）。一般に、膜蛋白質を結晶化する際には、
界面活性剤で膜から可溶化し、そのミセルの中に取り込んでから結晶化する。この状態で
は膜蛋白質の疎水的な表面は特定の構造を持たないミセルで覆われているため、結晶格子
が形成されにくい。非特許文献２では、膜蛋白質に抗体を結合させることによって、膜蛋
白質のある特定のコンフォメーションを安定化させるとともに、膜蛋白質／抗体複合体の
全体としての親水性表面が拡大して結晶性を向上させている。これは、抗体を用いること
によって、結晶化の非常に困難な膜蛋白質を効率よく結晶化させることに成功した、革新
的な研究結果である。
【００１１】
また、後にMackinnonらによって カリウムチャンネル及び塩素イオンのチャンネルの立体
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構造解析も、同様の方法を用いて行われた（非特許文献３、４）。これらの膜蛋白質は抗
体なしでも３．５Å程度の構造が得られていたが、抗体を用いることにより分解能を２．
５Å以上に向上させることに成功している。さらに、結晶化に使う抗体の産生に非常に時
間がかかるのがこの手法の欠点だが、抗体を使う代わりにファージディスプレイや類似の
技術を用い、人工的な結合蛋白質を作る研究も行われている（非特許文献５）。
【００１２】
なお、共結晶化を行うには、事前に膜蛋白質に結合する抗体を取得する必要がある。膜蛋
白質に結合する抗体の一次スクリーニングをハイスループットに行う方法としては、Enzy
me Linked ImmunoSorbent Assay法（ＥＬＩＳＡ法）が多用されている。この方法では疎
水的な相互作用を利用して抗原をプラスチックプレートへ固相化し、固定化された抗原に
対し特異的に結合する抗体を検出する。
【００１３】
ＥＬＩＳＡ法とは別の手法で膜蛋白質に結合する抗体をスクリーニングした事例が、非特
許文献６に記載されている。非特許文献６では、膜を３回貫通しているチャネル蛋白質を
用いている。アビジンコートしたチューブにビオチン化リポソーム／ＧｌｕＲＤ蛋白質複
合体を固定化させ、さらにＧｌｕＲＤ蛋白質を含む混合溶液で免疫したマウス由来のファ
ージ抗体ライブラリーをパンニングして、特異的抗体ファージをスクリーニングしている
。得られた抗体は、ＧｌｕＲＤ蛋白質の中でも膜貫通領域から離れた領域にある、蛋白質
Ｎ末端近くのＸドメインを特異的に認識して結合していることが記載されている。
【００１４】
なお、膜蛋白質に結合する抗体の研究は、上記のような共結晶化や、結合部位の特定とい
った基礎研究の現場にとどまらず、創薬研究においても重要である。特に近年、製薬企業
において抗体医薬品の売上げが顕著に伸びており、抗体医薬品関連の自社開発投資やライ
センス契約、Ｍ＆Ａ等によって、研究技術や開発パイプラインを強化させる動きが目立っ
てきている。すでに販売されている膜蛋白質に結合する抗体医薬品としては、たとえば、
一般名：リツキシマブ、トラスツズマブ、セツキシマブ、エゼチミブ、パニツムマブなど
が存在する。
【００１５】
また、受容体を固相担体に固定し、該受容体に特異的に結合するリガンドの結合様態を調
べる方法が、特許文献１に記載されている。特許文献１では、上皮成長因子受容体（ＥＧ
ＦＲ）を発現している膜の断片を固相担体に固定化させ、該膜の断片に、該ＥＧＦＲのリ
ガンドであるＥＧＦが結合することを確認している。一方で、蛋白質を固相担体に固定し
、該蛋白質に特異的に結合する抗体の結合様態を調べる方法が、特許文献２に記載されて
いる。特許文献２では、リポソーム／リボヌクレオプロテイン複合体を固相担体に固定し
、該複合体に抗リボヌクレオプロテイン抗体が結合することを確認している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１６】
【特許文献１】特表２００５－５１７９０５号公報
【特許文献２】特表２０００－５０９４９４号公報
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Iwata, S., Ostermeier, C., Ludwig, B. and Michel, H.: Nature 376
, 660-669 (1995).
【非特許文献２】" Methods and Results in Membrane Protein Crystallization" (2003
). Edited by Iwata S., International University Line, La Jolla, California.
【非特許文献３】Dutzler, R., Campbell, E.B., MacKinnon, R: Science. 300, 108-112
 (2003).
【非特許文献４】Zhou, Y., Morais-Cabral, J.H., Kaufman, A., MacKinnon, R.: Natur
e., 414, 43-48 (2001).
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【非特許文献５】Binz, H.K., Amstutz, P., Kohl, A., Stumpp, M.T., Briand, C., et 
al.: Nat. Biotechnol., 5, 575-582 (2004).
【非特許文献６】Lene K. Jespersen, Arja Kuusinen, Adelina Orellana, Kari Keinaan
en and Jan Engberg1: Eur. J. Biochem. 267, 1382-1389 (2000).
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　しかしながら、上記文献記載の従来技術は、以下の点で改善の余地を有していた。
　上記文献記載の従来技術では、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の、スクリー
ニングに使用する物質、スクリーニングに使用する物質の生産方法、スクリーニング方法
、スクリーニングに使用する物質を含むキットが明らかになっていない。そのため、膜蛋
白質を共結晶化するためには、実際に数多くの抗体を膜蛋白質に結合させ、共結晶化が可
能かどうかを試行錯誤する必要があり、効率が悪かった。
【００１９】
たとえば、ＥＬＩＳＡ法を用いて抗体をスクリーニングする場合は、精製した膜蛋白質を
抗原として使用するときに、界面活性剤存在下での操作となるため、効率的に固相化する
ことができない。あるいは、固相化できたとしても界面活性剤を含むバッファーによる繰
り返し洗浄等の操作によって膜蛋白質が変性してしまい、その結果、生きた細胞の表面に
提示されている天然構造を保ったままの膜蛋白質を認識する抗体、特に立体構造を認識し
高親和性かつ非常に高い特異性を有する抗体を取得することは困難である。
【００２０】
また、非特許文献６においては、エピトープを探索する目的で、ビオチン化リポソーム／
ＧｌｕＲＤ蛋白質複合体を作製して、膜蛋白質に結合する抗体をスクリーニングしている
。しかしながら、スクリーニングされた抗体の結合部位が、膜貫通領域から離れた領域で
かつ蛋白質Ｎ末端近傍の親水性領域に限定されているため、一般的な膜蛋白質への汎用性
が低い。例えば、膜蛋白質の蛋白質Ｎ末端が膜貫通領域からそれほど離れていない場合や
、膜蛋白質のループ部分に結合する抗体のスクリーニング方法が明らかになっていない。
さらには、蛋白質Ｎ末端（やＣ末端）のポリペプチドは特定の立体構造を有しない比較的
フレキシブルな領域である。また膜蛋白質の蛋白質Ｎ末端（やＣ末端）に存在する親水性
領域は、一般的に溶媒中において膜貫通領域に対する相対位置や方位に揺らぎが大きいこ
とが多い。このような領域に抗体が結合したとしても、結晶中で規則的に並んだ定まった
結晶格子を形成し得えず、したがって、蛋白質Ｎ末端（やＣ末端）近くに結合する抗体は
結晶化に適さないということがいえる。
【００２１】
また、非特許文献６においては、膜を３回貫通している膜蛋白質が用いられているが、一
般的に貫通回数が多いほど各種実験工程における取り扱いが難しくなるので、４回以上膜
を貫通している場合には、非特許文献６に記載の方法は適用できない。
【００２２】
　本発明は上記事情に鑑みてなされたものであり、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体を
スクリーニングする際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体を、提供することを目的と
する。また、本発明の別の目的は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニング
する際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体を、生産する方法を提供することである。
さらに、本発明の他の目的は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング方法
を提供することである。そして、もう１つの本発明の別の目的は、膜蛋白質とともに共結
晶化する抗体をスクリーニングする際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体を含む、ス
クリーニング用キットを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　本発明によれば、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使用す
るリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合しているリポ
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ソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、上記膜蛋白質の少な
くとも一部がリポソームの外側表面に露出している、リポソーム／膜蛋白質複合体が提供
される。
【００２４】
　この構成は、後述する実施例で、標的膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識する
抗体、標的膜蛋白質への結合特異性が高い抗体、標的膜蛋白質への親和性が高い抗体、膜
蛋白質と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、膜蛋白質と抗体を合わせた
全体の熱安定性を上昇させる抗体、または膜蛋白質のループ部分の立体構造を特異的に認
識する抗体をスクリーニングする際に使用できることが実証されている、リポソーム／膜
蛋白質複合体を含む。そのため、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をスクリーニ
ングすることが可能となる。
【００２５】
　また、本発明によれば、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に
使用するリポソーム複合体を生産する方法であって、ａ）脂質溶液とリンカーと上記膜蛋
白質と界面活性剤とを含有する水溶液を混合し、混合液を作製する工程と、ｂ）上記混合
液に界面活性剤除去剤を加え、上記混合液中の上記界面活性剤を上記界面活性剤除去剤に
吸着させ、上記リンカーおよび上記膜蛋白質が埋め込まれているリポソームを生成する工
程と、さらに、ｃ）上記リポソームを上記リンカーを介して上記固相担体に結合させ、上
記リポソーム複合体を生成する工程と、を含む、リポソーム複合体の生産方法が提供され
る。
【００２６】
　この生産方法は、後述する実施例で、標的膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識
する抗体、標的膜蛋白質への結合特異性が高い抗体、標的膜蛋白質への親和性が高い抗体
、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、膜蛋白質と抗体を合わ
せた全体の熱安定性を上昇させる抗体、または膜蛋白質のループ部分の立体構造を特異的
に認識する抗体をスクリーニングする際に使用できることが実証されている、リポソーム
／膜蛋白質複合体を生産できることが実証されている。そのため、膜蛋白質とともに共結
晶化するための抗体をスクリーニングすることが可能となる。
【００２７】
　また、本発明によれば、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング方法であ
って、ｄ）膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使用するリポソ
ーム複合体に、被検抗体を接触させる工程と、ｅ）工程ｄ）で結合した抗体を検出する工
程と、ｆ）上記膜蛋白質を変性させる工程と、ｇ）工程ｆ）で変性した変性型の膜蛋白質
に、被検抗体を接触させる工程と、ｈ）工程ｇ）で結合した抗体を検出する工程と、を含
む、スクリーニング方法が提供される。
【００２８】
　このスクリーニング方法によれば、後述する実施例で、標的膜蛋白質の天然型の立体構
造を特異的に認識する抗体、標的膜蛋白質への結合特異性が高い抗体、標的膜蛋白質への
親和性が高い抗体、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、膜蛋
白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を上昇させる抗体、または膜蛋白質のループ部分の
立体構造を特異的に認識する抗体をスクリーニングできることが実証されている。そのた
め、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をスクリーニングすることが可能となる。
【００２９】
　また、本発明によれば、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング方法であ
って、ｉ）請求項１乃至８いずれかに記載のリポソーム複合体に、抗体ライブラリーを接
触させる工程と、ｊ）工程ｉ）で結合した抗体を選抜する工程と、ｋ）上記膜蛋白質を変
性させる工程と、ｌ）工程ｋ）で変性した変性型の膜蛋白質に、工程ｊ）で選抜した抗体
を接触させる工程と、ｍ）工程ｌ）で結合した抗体を除外する工程と、を含む、スクリー
ニング方法が提供される。
【００３０】
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　このスクリーニング方法によれば、後述する実施例で、標的膜蛋白質の天然型の立体構
造を特異的に認識する抗体、または標的膜蛋白質への親和性が高い抗体をスクリーニング
できることが実証されている。そのため、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をス
クリーニングすることが可能となる。
【００３１】
　また、本発明によれば、抗体の生産方法であって、上記スクリーニング方法によって、
膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をスクリーニングする工程と、スクリーニング
された上記膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の、複製物を作製する工程と、を含
む、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の生産方法が提供される。
【００３２】
　この生産方法は、後述する実施例で、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体を効率
的に生産するために使用できることが実証されている。そのため、この生産方法を用いれ
ば、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体を効率的に得ることができる。
【００３３】
　また、本発明によれば、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング用キット
であって、膜蛋白質と脂質とリンカーと固相担体と、を含む、スクリーニング用キットが
提供される。
【００３４】
　この構成は、後述する実施例で、標的膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識する
抗体、標的膜蛋白質への結合特異性が高い抗体、標的膜蛋白質への親和性が高い抗体、膜
蛋白質と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、膜蛋白質と抗体を合わせた
全体の熱安定性を上昇させる抗体、または膜蛋白質のループ部分の立体構造を特異的に認
識する抗体をスクリーニングできることが実証されている、リポソーム／膜蛋白質複合体
の構成要素を含む。そのため、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をスクリーニン
グすることが可能となる。
【００３５】
　また、本発明によれば、リポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相
担体に結合しているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備
え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出しており、膜蛋白質
のループ部分を認識する抗体をスクリーニングする際に用いられる、リポソーム／膜蛋白
質複合体が提供される。
【００３６】
　このリポソーム／膜蛋白質複合体は、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分を認識
する抗体をスクリーニングするために使用できることが実証されている。そのため、この
リポソーム／膜蛋白質複合体を用いれば、膜蛋白質のループ部分を認識する抗体を効率的
に得ることができる。
【００３７】
　また、本発明によれば、抗体のスクリーニング方法であって、抗体産生細胞から、被検
抗体を作製する工程と、上記リポソーム／膜蛋白質複合体に対する、上記被検抗体の結合
性を検査し、上記リポソーム／膜蛋白質複合体に結合性を有するリポソーム／膜蛋白質複
合体結合性抗体を選抜する工程、を含む、膜蛋白質のループ部分を認識する抗体のスクリ
ーニング方法が提供される。
【００３８】
　このスクリーニング方法は、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分を認識する抗体
をスクリーニングするために使用できることが実証されている。そのため、このリポソー
ム／膜蛋白質複合体を用いれば、膜蛋白質のループ部分を認識する抗体を効率的に得るこ
とができる。
【００３９】
　また、本発明によれば、抗体の生産方法であって、上記スクリーニング方法によって、
膜蛋白質のループ部分を認識する抗体をスクリーニングする工程と、スクリーニングされ
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た上記膜蛋白質のループ部分を認識する抗体の、複製物を作製する工程と、を含む、膜蛋
白質のループ部分を認識する抗体の生産方法が提供される。
【００４０】
　この生産方法は、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分を認識する抗体を効率的に
生産するために使用できることが実証されている。そのため、この生産方法を用いれば、
膜蛋白質のループ部分を認識する抗体を効率的に得ることができる。
【００４１】
　また、本発明によれば、リポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相
担体に結合しているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備
え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出しており、膜蛋白質
の野生型に対して結合性を有し、膜蛋白質のループ部分変異型に対して結合性を有しない
抗体、膜蛋白質に対する解離定数が１．０×１０－８Ｍ以下の抗体、および膜蛋白質と抗
体を合わせた全体の熱安定性を高める抗体、からなる群から選ばれる１種以上の抗体をス
クリーニングする際に用いられる、リポソーム／膜蛋白質複合体が提供される。
【００４２】
　このリポソーム／膜蛋白質複合体は、後述する実施例で、膜蛋白質の野生型に対して結
合性を有し、膜蛋白質のループ部分変異型に対して結合性を有しない抗体、膜蛋白質に対
する解離定数が１．０×１０－８Ｍ以下の抗体、および膜蛋白質と抗体を合わせた全体の
熱安定性を高める抗体、からなる群から選ばれる１種以上の抗体をスクリーニングするた
めに使用できることが実証されている。そのため、このリポソーム／膜蛋白質複合体を用
いれば、上記抗体を効率的に得ることができる。
【００４３】
　また、本発明によれば、抗体のスクリーニング方法であって、抗体産生細胞から、被検
抗体を作製する工程と、上記リポソーム／膜蛋白質複合体に対する、上記被検抗体の結合
性を検査し、上記リポソーム／膜蛋白質複合体に結合性を有するリポソーム／膜蛋白質複
合体結合性抗体を選抜する工程、を含む、膜蛋白質の野生型に対して結合性を有し、膜蛋
白質のループ部分変異型に対して結合性を有しない抗体、膜蛋白質に対する解離定数が１
．０×１０－８Ｍ以下の抗体、および膜蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を高める
抗体、からなる群から選ばれる１種以上の抗体のスクリーニング方法が提供される。
【００４４】
　このスクリーニング方法は、後述する実施例で、膜蛋白質の野生型に対して結合性を有
し、膜蛋白質のループ部分変異型に対して結合性を有しない抗体、膜蛋白質に対する解離
定数が１．０×１０－８Ｍ以下の抗体、および膜蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性
を高める抗体、からなる群から選ばれる１種以上の抗体をスクリーニングするために使用
できることが実証されている。そのため、このリポソーム／膜蛋白質複合体を用いれば、
上記抗体を効率的に得ることができる。
【００４５】
　また、本発明によれば、抗体の生産方法であって、上記スクリーニング方法によって、
膜蛋白質の野生型に対して結合性を有し、膜蛋白質のループ部分変異型に対して結合性を
有しない抗体、膜蛋白質に対する解離定数が１．０×１０－８Ｍ以下の抗体、および膜蛋
白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を高める抗体、からなる群から選ばれる１種以上の
抗体をスクリーニングする工程と、スクリーニングされた上記抗体の、複製物を作製する
工程と、を含む、膜蛋白質の野生型に対して結合性を有し、膜蛋白質のループ部分変異型
に対して結合性を有しない抗体、膜蛋白質に対する解離定数が１．０×１０－８Ｍ以下の
抗体、および膜蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を高める抗体、からなる群から選
ばれる１種以上の抗体の生産方法が提供される。
【００４６】
　この生産方法は、後述する実施例で、膜蛋白質の野生型に対して結合性を有し、膜蛋白
質のループ部分変異型に対して結合性を有しない抗体、膜蛋白質に対する解離定数が１．
０×１０－８Ｍ以下の抗体、および膜蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を高める抗
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体、からなる群から選ばれる１種以上の抗体を効率的に生産するために使用できることが
実証されている。そのため、この生産方法を用いれば、上記抗体を効率的に得ることがで
きる。
【００４７】
　また、本発明によれば、リポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相
担体に結合しているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備
え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出しており、膜蛋白質
のループ部分に対して特異的に結合する化合物をスクリーニングする際に用いられる、リ
ポソーム／膜蛋白質複合体が提供される。
【００４８】
　このリポソーム／膜蛋白質複合体は、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分に対し
て特異的に結合する化合物をスクリーニングするために使用できることが実証されている
。そのため、このリポソーム／膜蛋白質複合体を用いれば、膜蛋白質のループ部分に対し
て特異的に結合する化合物を効率的に得ることができる。
【００４９】
　また、本発明によれば、抗体のスクリーニング方法であって、抗体産生細胞から、被検
抗体を作製する工程と、上記リポソーム／膜蛋白質複合体に対する、上記被検抗体の結合
性を検査し、上記リポソーム／膜蛋白質複合体に結合性を有するリポソーム／膜蛋白質複
合体結合性抗体を選抜する工程、を含む、膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合す
る化合物のスクリーニング方法が提供される。
【００５０】
　このスクリーニング方法は、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分に対して特異的
に結合する化合物をスクリーニングするために使用できることが実証されている。そのた
め、このリポソーム／膜蛋白質複合体を用いれば、膜蛋白質のループ部分に対して特異的
に結合する化合物を効率的に得ることができる。
【００５１】
　また、本発明によれば、抗体の生産方法であって、上記スクリーニング方法によって、
膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合する化合物をスクリーニングする工程と、ス
クリーニングされた上記膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合する化合物の、複製
物を作製する工程と、を含む、膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合する化合物の
生産方法が提供される。
【００５２】
　この生産方法は、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合する
化合物を効率的に生産するために使用できることが実証されている。そのため、この生産
方法を用いれば、膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合する化合物を効率的に得る
ことができる。
【００５３】
　また、本発明によれば、アデノシン受容体A2a（以下「A2a受容体」と称することもある
）の立体構造を認識する、アデノシン受容体A2a結合性抗体（以下「A2a受容体結合性抗体
」と称することもある）が提供される。このA2a受容体結合性抗体は、後述する実施例で
、A2a受容体との共結晶化に使用できることが実証されている。そのため、このA2a受容体
結合性抗体を用いれば、A2a受容体を結晶化させるために好適に使用できる。
【００５４】
　また、本発明によれば、糖トランスポーターの立体構造を認識する、糖トランスポータ
ー結合性抗体が提供される。この糖トランスポーター結合性抗体は、後述する実施例で、
糖トランスポーターとの共結晶化に使用できることが実証されている。そのため、この糖
トランスポーター結合性抗体を用いれば、糖トランスポーターを結晶化させるために好適
に使用できる。
【発明の効果】
【００５５】
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　本発明によれば、標的膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識する抗体、標的膜蛋
白質への結合特異性が高い抗体、標的膜蛋白質への親和性が高い抗体、膜蛋白質と抗体を
合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性
を上昇させる抗体、膜蛋白質のループ部分を認識する抗体、または、膜蛋白質のループ部
分の立体構造を特異的に認識する抗体をスクリーニングする際に使用できることが実証さ
れている、リポソーム／膜蛋白質複合体を提供する。そのため、膜蛋白質とともに共結晶
化するために好適に使用できる抗体が、公知技術に比べて、極めて効率的に得られる。同
様の理由で、膜蛋白質とともに共結晶化するために好適に使用できる抗体の、スクリーニ
ング方法を組み立てることができる。または、種々の目的に応じてリポソーム／膜蛋白質
複合体を利用したスクリーニング系、生産方法、またはその生産方法によって得られる化
合物が得られる。
【図面の簡単な説明】
【００５６】
【図１】図１は、リポソーム-ELISA法の概念図である。
【図２】図２は、リポソーム-ELISA法によって、A2a受容体再構成リポソームへのmouse由
来anti FLAG-M2抗体(Sigma社)の結合様態を測定した結果のグラフである。
【図３】図３は、A2a受容体とハイブリドーマ上清を用いた、リポソーム-ELISA法と変性
ドットブロッティング法の抗原?抗体反応の比較図である。
【図４】図４は、A2a受容体とマウス由来Fabフラグメントのゲル濾過溶出プロファイルで
ある。
【図５】図５は、マウス由来FabフラグメントによるA2a受容体の熱安定性上昇効果の測定
結果の図である。
【図６】図６は、キメラA2a受容体の模式図である。
【図７】図７は、上部は、キメラA2a受容体とその変異体の一群の発現結果を蛍光検出で
確認した結果の図である。下部は、キメラA2a受容体とその変異体の一群に対する抗原－
抗体反応をウエスタンブロットにより検出した結果の図である。
【図８】図８は、ヒト糖核酸トランスポーターとレコンビナントFabフラグメント複合体
の蛍光ゲル濾過分析のグラフである。
【図９】図９は、A2a受容体とFabの複合体結晶の写真である。
【図１０】図１０は、A2a受容体とFabの結晶構造を示した図である。
【図１１】図１１は、ラット糖トランスポーターとFvの複合体結晶の写真である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５７】
＜発明の経緯＞
　本願発明者らは、膜蛋白質の立体構造解析を行うために、そのボトルネックとなってい
る膜蛋白質の結晶化のステップの改善策を研究している。特に、非特許文献１において、
膜蛋白質を抗体とともに共結晶化すると結晶化の効率が上がることをすでに明らかにして
いる。しかしながら、共結晶化に使用するための抗体は、膜蛋白質に結合すればどのよう
な特性のものでも良いわけではなく、共結晶化ができる抗体とできない抗体が存在してい
た。
【００５８】
　そのため、本願発明者らは、膜蛋白質と共結晶化するための抗体をスクリーニングする
方法を研究した。そして、膜蛋白質との共結晶化に適している抗体として、以下のような
条件を想定した。
【００５９】
　膜蛋白質と抗体を共結晶化する際には、使用する膜蛋白質と抗体の複合体は、高純度で
あることが好ましい。そのため、使用する抗体は結合特異性の高い抗体が適している。
【００６０】
　膜蛋白質と抗体を共結晶化する際には、生成する結晶に含まれる膜蛋白質は、天然型の
立体構造を有していることが好ましい。そのため、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体
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は、膜蛋白質の天然型の立体構造に対して結合特異性の高い抗体が適している。
【００６１】
　また、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、精製や結晶化等の工程の間、膜蛋白質
との結合を持続する必要がある。そのため、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、膜
蛋白質に対して高い親和性を有する抗体が適している。
【００６２】
　また、蛋白質の結晶化には親水的な表面が必須であるが、膜蛋白質はその大半が界面活
性剤で覆われているため、水溶性蛋白質に比べて極端に結晶化が困難である。そのため、
使用する抗体は、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の、親水性領域を拡大させる抗体が適し
ている。
【００６３】
　また、一般的に膜蛋白質は不安定であり、生体膜からの精製、結晶化の段階で変性して
しまうものも多々ある。特に、医学的にも重要なほ乳類由来の膜受容体や輸送体はその傾
向が著しい。そのため、使用する抗体は、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の、熱安定性を
上昇させる抗体が適している。
【００６４】
　そして、それらを充足するためには、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、膜蛋白
質の天然型の立体構造を認識して結合する抗体が適していると想定した。
【００６５】
　さらには、膜蛋白質のループ部分の立体構造を認識して結合する抗体が適していると考
えた。なぜなら、蛋白質Ｎ末端やＣ末端領域は、一般的に、溶媒中において膜貫通領域に
対する相対位置や方位に揺らぎが大きい、比較的フレキシブルな領域である。このような
領域に抗体が結合したとしても、結晶中で規則的に並んだ定まった結晶格子を形成し得ず
、したがって、蛋白質Ｎ末端やＣ末端近くに結合する抗体は結晶化に適さない傾向がある
と考えられるからである。
【００６６】
　このような条件を鑑み、共結晶化に使用する抗体を得るための、抗体のスクリーニング
方法を検討した。そして、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に
使用するリポソーム／膜蛋白質複合体、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニ
ングする際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体の生産方法、膜蛋白質とともに共結晶
化する抗体のスクリーニング方法、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング
用キットを明らかにし、本発明を完成した。
【００６７】
＜用語の説明＞
　本明細書および特許請求の範囲において、各種用語の説明を以下の通り定義する。
【００６８】
　（１）Ｇ蛋白質共役型受容体（ＧＰＣＲ）
　「ＧＰＣＲ」は、細胞におけるシグナル伝達を担う蛋白質の主要なクラスを構成する。
ＧＰＣＲは、以下の３つの構造ドメインを有する：アミノ末端細胞外ドメイン、７回膜貫
通セグメント、３つの細胞外ループおよび３つの細胞内ループを含む膜貫通ドメイン、な
らびにカルボキシ末端細胞内ドメイン。ＧＰＣＲの細胞外部分に対してリガンドが結合す
るときに、細胞の生物学的特性または生理学的特性における変化を生じるシグナルが細胞
内で変換される。ＧＰＣＲは、Ｇ蛋白質およびエフェクター（Ｇ蛋白質によって調節され
る、細胞内酵素およびチャネル）とともに、細胞外インプットに細胞内第２メッセンジャ
ーの状態を接続するモジュラーシグナル系の構成要素である。
【００６９】
　（２）輸送体蛋白質（トランスポーター蛋白質）
　「輸送体蛋白質」は、生体膜を貫通し、膜を通して物質の輸送をするタンパク質の総称
である。親油性の低分子化合物は、生体膜を通して高濃度側から低濃度側へ自発的に（濃
度勾配に従って）移動する。しかし親油性の低い物質はそのように自発的には移動しない
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。また低濃度側から高濃度側への（濃度勾配に逆らう）移動は自発的には進行せず自由エ
ネルギーの供給が必要である。これらの非自発的な輸送を司るのが膜輸送体である。膜輸
送体による輸送は上のように2つに分けられ、このうち親油性の低い物質の移動を促進拡
散（受動輸送の一種）という。またエネルギーを要する低濃度側から高濃度側への移動を
能動輸送という。
【００７０】
　以下、本発明の実施の形態について、詳細に説明する。なお、同様な内容については、
繰り返しの煩雑を避けるために、適宜説明を省略する。
【００７１】
　本明細書において、リポソーム-ELISA法は、一般的なELISA法（Enzyme-Linked ImmunoS
orbent Assay）の原理を応用し、リポソーム／膜蛋白質複合体を固相担体に固定し、該膜
蛋白質に反応する被検化合物をスクリーニングする方法である。概念図を図１に示す。
【００７２】
　＜実施形態１：リポソーム／膜蛋白質複合体＞
　本実施形態に係るリポソーム／膜蛋白質複合体は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体
をスクリーニングする際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、
上記固相担体に結合しているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質
と、を備え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出している。
そして、該リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、膜蛋
白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体をスクリーニングできる
効果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考
えられるため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノクローナル抗体の多くが、膜蛋
白質の天然型の立体構造を認識していると考えられるためである。また、さらに変性ドッ
トブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う検出操作を行うことにより、膜蛋白質
の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、より高い精度でスクリー
ニングできる効果がある。
【００７３】
　本明細書において、膜蛋白質は、膜と相互作用している蛋白質であれば限定せず、たと
えば、受容体蛋白質、チャネル蛋白質、輸送体蛋白質、接着分子、または膜結合性酵素を
含む。後述する実施例より、受容体蛋白質、または輸送体蛋白質を使用した際に、ともに
共結晶化するために使用できる抗体が得られていることから、受容体蛋白質、または輸送
体蛋白質が好ましい。特に、受容体蛋白質は、受容体蛋白質をターゲットにした医薬品が
数多く開発されており、医学的、創薬学的に重要なターゲットであることからより好まし
い。さらに、受容体蛋白質の中でも最も種類が多く、医学的、創薬学的に重要なターゲッ
トであるGPCRであることが好ましい。
【００７４】
　本明細書において、膜蛋白質は、膜を貫通している回数に制限はなく、１～２０回膜貫
通の膜蛋白質を含む。後述する実施例より、７回または１０回膜を貫通している膜蛋白質
を使用した際に、膜蛋白質とともに共結晶化するために使用できる抗体が得られているこ
とから、膜を貫通している回数は、１０回以下が好ましく、７回および１０回がより好ま
しい。
【００７５】
　本明細書において、リポソームの構成物質は、脂質二重層の形成を阻害しない限り特に
限定されるものではなく、例えば、リン脂質、蛋白質、核酸、糖鎖、ビオチン化脂質、レ
クチン、膜安定化剤、抗酸化剤、荷電物質等が挙げられる。またリン脂質としては、一般
的に用いられている各種のリン脂質であれば、いずれも利用可能である。その具体例とし
ては、フォスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジルエタノー
ルアミン、Ｎ－スクシニルホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルエチレング
リコール、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸、カ
ルジオリピン等のリン脂質、またはこれらの水素添加物、セファリン、セレブロシド、セ
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ラミド、スフィンゴミエリン、ガングリオシド等の糖脂質が挙げられ、これらのうち１種
または２種以上を使用することができる。リン脂質は、卵黄、大豆その他の動植物に由来
する天然脂質（例えば、卵黄レシチン、大豆レシチン等）、合成脂質又は半合成脂質のい
ずれであってもよい。
【００７６】
　また、本明細書において、リポソームの構成物質は、固相担体と結合するリンカーを備
えていても良い。リンカーとしては、たとえば、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジ
ン、酵素、基質、補酵素、補欠分子族、抗体、抗原、核酸、アプタマー、多糖類、レクチ
ン、金属イオン、金属キレート剤、受容体、それらに結合能を有する化合物からなる群か
ら選ばれる化合物、または化合物断片を含む。結合能力が優れていることから、ビオチン
またはアビジンであることが好ましい。
【００７７】
　本明細書において、固相担体は、本発明の方法により固定化されるリポソーム／膜蛋白
質複合体を担持するための、反応媒体に不溶な固体の支持体である。形状としては、プレ
－ト、ビ－ズ、チュ－ブ、またはファイバー等の任意の形状をとることができる。固相担
体の素材としては、ガラス、プラスチック、金属その他を用いることができる。後述する
実施例より、膜蛋白質とともに共結晶化するために使用できる抗体が得られていることか
ら、プラスチックの場合が、本発明の効果が最も発揮される。プラスチックとしては、バ
ックグランドを抑えるために蛍光発生量の少ない熱可塑性樹脂が好ましい。たとえばポリ
エチレン、ポリプロピレン等の直鎖状ポリオレフィン、環状ポリオレフィン、含フッ素樹
脂等を用いることが好ましく、耐熱性、耐薬品性、低蛍光性、成形性に特に優れる飽和環
状ポリオレフィンを用いることがより好ましい。ここで飽和環状ポリオレフィンとは、環
状オレフィン構造を有する重合体単独または環状オレフィンとα－オレフィンとの共重合
体を水素添加した飽和重合体をさす。
【００７８】
　また、該固相担体は、上記リンカーと結合する、リンカー結合化合物を備えていても良
い。たとえば、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、酵素、基質、補酵素、補欠分
子族、抗体、抗原、核酸、アプタマー、多糖類、レクチン、金属イオン、金属キレート剤
、受容体、それらに結合能を有する化合物からなる群から選ばれる化合物、または化合物
断片を含む。結合能力が優れていることから、ビオチンまたはアビジンであることが好ま
しい。
【００７９】
　本明細書において、抗体は、抗原上の特定のエピトープに特異的に結合することができ
る分子を指し、モノクローナル抗体を含む。また、抗体は様々な形態で存在することがで
き、例えば、Fv、Fab、F(ab’)2、一本鎖抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、二
重特異性抗体などが挙げられる。
【００８０】
　本明細書において、「膜蛋白質の天然型の立体構造」とは、膜蛋白質が生体内において
正常に機能している状態の立体構造と同じ立体構造、またはそれと実質的に同じ立体構造
を含む。
【００８１】
　本明細書において、「結合する」とは、物質間の連結を意味する。連結は共有結合また
は非共有結合のいずれであってもよく、たとえば、イオン結合、水素結合、疎水性相互作
用、または親水性相互作用が挙げられる。
【００８２】
　本明細書において、「埋め込まれている」とは、ある物質の中に、別の物質の一部また
はすべてが挿入されている状態を含む。
【００８３】
　本明細書において、「結晶化」とは、蛋白質を結晶として析出させることである。結晶
化によって得られる結晶は、Ｘ線結晶構造解析を行うことで、Ｘ線を当て散乱したＸ線の
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回折像から該蛋白質の３次元構造を解析できる。蛋白質の３次元構造の解析に用いる結晶
は、一般的に純度が高いことが好ましい[Ferre-D'Amare AR, Burley SK, Structure, 357
-359 (1994)]。蛋白質の３次元構造を解析した結果は、たとえば、蛋白質立体構造に基づ
く薬剤設計（SBDD；Structure Based Drug Design）に使用できる。そして、一般的に、S
BDDの多くは蛋白質の天然型の構造から薬剤設計を行うので、結晶に含まれる蛋白質は、
天然型の構造であることが好ましい。なお、蛋白質の結晶化法には、静止バッチ法、自由
界面拡散法、微量透析法、蒸気拡散法などを含む。
【００８４】
　蒸気拡散法は、一般的には、沈澱剤を含む蛋白質溶液を、より高濃度の沈澱剤を含む緩
衝液の入った容器中に置き、密閉空間における飽和蒸気圧の差により結晶化を促す方法で
ある。溶液の配置によりハンギングドロップ法、シッティングドロップ法、サンドイッチ
ドロップ法に分類できる。また、市販の沈殿剤または結晶化用キットを使用することもで
きる。
【００８５】
　本明細書において、「共結晶化」とは、蛋白質に化合物を結合させた状態で、または蛋
白質が含まれる水溶液中に化合物を混在させた状態で、蛋白質と該化合物をともに結晶化
させることを含む。たとえば、膜蛋白質に該膜蛋白質に対する抗体を結合させた状態で、
ともに結晶化させることを含む。
【００８６】
　＜実施形態２：リポソーム／膜蛋白質複合体の生産方法＞
　本実施形態に係るリポソーム／膜蛋白質複合体の生産方法は、膜蛋白質とともに共結晶
化する抗体をスクリーニングする際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体の生産方法で
あって、ａ）脂質溶液とリンカーと上記膜蛋白質と界面活性剤とを含有する水溶液を混合
し、混合液を作製する工程と、ｂ）上記混合液に界面活性剤除去剤を加え、上記混合液中
の上記界面活性剤を上記界面活性剤除去剤に吸着させ、上記リンカーおよび上記膜蛋白質
が埋め込まれているリポソームを生成する工程と、さらに、ｃ）上記リポソームを上記リ
ンカーを介して上記固相担体に結合させ、上記リポソーム複合体を生成する工程と、を含
む。この方法で生産したリポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行う
ことで、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識する抗体をスクリーニングできる効
果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考え
られるため、リポソーム-ELISA法によって得られた化合物の多くが、膜蛋白質の天然型の
立体構造を認識していると考えられるためである。また、さらに変性ドットブロッティン
グ法のような膜蛋白質の変性を伴う検出操作を行うことにより、膜蛋白質の天然型の立体
構造を特異的に認識する抗体を、高い精度でスクリーニングできる効果がある。
【００８７】
　本明細書において、界面活性剤は、水溶液中で膜蛋白質と接触することによって膜蛋白
質を可溶化させることができる。また、リポソームを形成することができる。界面活性剤
は実験目的によって適宜選択して使用されることが望ましく、従来公知のものがいずれも
使用可能である。通常用いられる界面活性剤には、その電気的性質により、非イオン性、
陰イオン性、及び両性イオン性に大別される。非イオン性界面活性剤としては、ジギトニ
ン、ポリオキシエチレンアルキルエーテル（Ｂｒｉｊ系）、ポリオキシエチレンソルビタ
ン（Ｔｗｅｅｎ系）、β－ドデシルマルトシド、β－オクチルグルコシド、β－ノニルグ
ルコシド、β－ヘプチルチオグルコシド、β－オクチルチオグルコシド、スクロースモノ
デカノエート、スクロースモノドデカノエート、オクチルテトラオキシエチレン、オクチ
ルペンタオキシエチレン、及びドデシルオクタオキシエチレン等が挙げられる。陰イオン
性界面活性剤としては、タウロデオキシコール酸等が挙げられる。両性イオン性界面活性
剤としてはＮ，Ｎ－ジメチルデシルアミンＮ－オキシド、Ｎ，Ｎ－ジメチルドデシルアミ
ンＮ－オキシド、Ｎ，Ｎ－ジメチルドデシルアンモニオプロパンスルホネート、及び（３
－［（３－コルアミドプロピル）－ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホネート（
ＣＨＡＰＳ）等が挙げられる。



(16) JP 5526448 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

【００８８】
　本明細書において、「界面活性剤除去剤」とは、試料溶液中の界面活性剤を吸着する性
質を持った物質を含む。試料溶液中に経時的に添加することにより、界面活性剤を徐々に
吸着除去する方法等が知られている。
【００８９】
　＜実施形態３：リポソーム-ELISA法による膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリ
ーニング方法等＞
　本実施形態に係るリポソーム／膜蛋白質複合体を用いたスクリーニング方法は、膜蛋白
質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング方法であって、ｄ）膜蛋白質とともに共結
晶化する抗体をスクリーニングする際に使用するリポソーム複合体に、被検抗体を接触さ
せる工程と、ｅ）工程ｄ）で結合した抗体を検出する工程と、ｆ）上記膜蛋白質を変性さ
せる工程と、ｇ）工程ｆ）で変性した変性型の膜蛋白質に、被検抗体を接触させる工程と
、ｈ）工程ｇ）で結合した抗体を検出する工程と、を含む。そして、このスクリーニング
方法を行うことにより、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル
抗体を、高い精度でスクリーニングできる効果がある。
【００９０】
　本明細書において、ｆ）上記膜蛋白質を変性させる工程と、ｇ）工程ｆ）で変性した変
性型の膜蛋白質に、被検抗体を接触させる工程と、ｈ）工程ｇ）で結合した抗体を検出す
る工程は、ドットブロッティング法、ウエスタンブロッティング法、免疫ブロッティング
法、またはＥＬＩＳＡ法のような検出系を含む。特に、後述する実施例より、膜蛋白質と
ともに共結晶化するために使用できる抗体が得られていることから、ドットブロッティン
グ法、またはウエスタンブロッティング法であることが好ましい。特に、ハイスループッ
トに調査する場合には、操作が簡便なドットブロッティング法がより好ましい。
【００９１】
　本明細書において、被検抗体は、ハイブリドーマの培養上精を含む。また、被検抗体は
、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体であってもよい。さらに、被検抗体は様々な
形態で存在することができ、例えば、Fv、Fab、F(ab’)2、一本鎖抗体、キメラ抗体、ヒ
ト化抗体、ヒト抗体、二重特異性抗体などが挙げられる。さらに、被検抗体は、上記の被
検抗体群から選ばれる１種もしくは２種以上の化合物の混合物でもよい。なお、抗体の単
離、精製などの複雑な工程を省き、効率を上げるためには、ハイブリドーマの培養上精で
あることが好ましい。
【００９２】
　ハイブリドーマの培養上精は、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２
５６：４９５（１９７５）に記載されているような方法を使用することで調製することが
できる。この方法では、マウス、ハムスター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫化
剤により免疫化することで、免疫化剤に特異的に結合する抗体を生成するかあるいは生成
可能なリンパ球を誘発する。また、リンパ球をインビトロで免疫化することもできる。免
疫化剤は、典型的には膜蛋白質ポリペプチド又はその融合タンパク質を含む。一般にヒト
由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球（「ＰＢＬｓ」）が使用され、あるいは非
ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。次いで
、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と融合さ
せ、ハイブリドーマ細胞を形成する［Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒ
ｅｓｓ，（１９８６）ｐｐ．５９－１０３］。不死化株化細胞は、通常は、形質転換した
哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通常、ラット又
はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは、未融合の
不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切な培養培地で培養
される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェ
ラーゼ（ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ）を欠いていると、ハイブリドーマの培養培地は、典型
的には、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み（「ＨＡＴ培地」）、この物
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質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【００９３】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した
高レベルの抗体発現をサポートし、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より
好ましい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンデ
ィエゴのＳａｌｋ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｃｅｌｌ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅ
ｒやバージニア州マナッサスのアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手
可能である。ヒトモノクローナル抗体を生成するためのヒト骨髄腫及びマウス－ヒト異種
骨髄腫株化細胞も記載されている［Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ． Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３
００１ （１９８４）；Ｂｒｏｄｅｕｒ等，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｐ
ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒ
ｃｅｌ Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，（１９８７）ｐｐ．５１－６３］。
【００９４】
　次にハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、膜蛋白質に対するモノクローナル抗
体の存在についてアッセイできる。ハイブリドーマ細胞によって生成されたモノクローナ
ル抗体の結合特異性は、好ましくは、免疫沈降又はラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）や酵
素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）等のインビトロ結合アッセイによって測定される。この
ような技術及びアッセイは、当該分野において既知である。モノクローナル抗体の結合親
和性は、例えばＭｕｎｓｏｎ及びＰｏｌｌａｒｄ，Ａｎａｌ． Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０
７：２２０（１９８０）によるスキャッチャード分析法によって測定することができる。
【００９５】
　さらに、所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを限界希釈法によりサブ
クローニングし、標準的な方法で成長させることができる［Ｇｏｄｉｎｇ，上掲］。この
目的のための適当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ－１
６４０倍地が含まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹
水として成長させることもできる。
【００９６】
　そして、本明細書において被検抗体は、これらの工程の間において得ることのできる、
ハイブルドーマの培養上精を用いることができる。
【００９７】
　また、サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－
セファロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析
法又はアフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培
養培地又は腹水液から単離または精製できる。
【００９８】
　そして、モノクローナル抗体を、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第４，８１６，５６
７号に記載された方法により作製することができる。本実施形態のモノクローナル抗体を
コードするＤＮＡは、常套的な方法を用いて（例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコー
ドする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して）、容易に単
離し配列決定することができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ま
しい供給源となる。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に組込むことができ
、これが宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞
、あるいは免疫グロブリンタンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換
え宿主細胞内でモノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば
相同マウス配列に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することによ
り［米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ等，上掲］、又は免疫グロブリ
ンコード配列に非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合す
ることにより修飾することができる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発
明の抗体の定常ドメインに置換でき、あるいは本発明の抗体の一つの抗原結合部位の可変
ドメインに置換でき、キメラ性二価抗体を生成する。
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【００９９】
　抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られて
いる。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は
一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、関
連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。一価
抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の断片、特にＦａｂ断片を生成する
ための抗体の消化は、当該分野において知られている定法的技術を使用して達成できる。
【０１００】
　さらにヒト化抗体又はヒト抗体であってもよい。非ヒト（例えばマウス）抗体のヒト化
形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいはその断片（例えばＦｖ、Ｆａ
ｂ、Ｆ（ａｂ’）２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列）であって、非ヒト免疫グロブ
リンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体はレシピエントの相補性決定領域
（ＣＤＲ）の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親和性及び能力
を有する非ヒト種（ドナー抗体）のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン
（レシピエント抗体）を含む。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク
残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体は、レシピエン
ト抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない残基を含ん
でいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全てのＣＤＲ領域が非ヒト
免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブ
リンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの
実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、典型的
にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる［Ｊｏｎｅｓ等，Ｎ
ａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ等，Ｎａｔｕｒ
ｅ，３３２：３２３－３２９（１９８８）；及びＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒ
ｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９９２）］。
【０１０１】
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、
しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト
化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換すること
によりＷｉｎｔｅｒ及び共同研究者［Ｊｏｎｅｓ等，Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５
２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ等，Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１
９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ等，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１９
８８）］の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト
可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗
体（米国特許第４，８１６，５６７号）である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つ
かのＣＤＲ残基及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの
残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１０２】
　また、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリ［Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ及びＷｉ
ｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓ等，Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１（１９９１）］を含むこの分野で知られた種々の方
法を用いて作成することもできる。また、Ｃｏｌｅ等及びＢｏｅｒｎｅｒ等の技術も、ヒ
トモノクローナル抗体の調製に利用することができる（Ｃｏｌｅ等，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａ
ｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ Ｒ．Ｌｉｓ
ｓ．ｐ．７７（１９８５）；Ｂｏｅｒｎｅｒ等，Ｊ． Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７（１）
：８６－９５（１９９１））。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン座位をトランスジ
ェニック動物、例えば内在性免疫グロブリン遺伝子は部分的又は完全に不活性化してマウ
スに導入することにより産生することができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び
抗体レパートリーを含むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似している
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ヒト抗体の生産が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第５，５４５，８０７
号；同第５，５４５，８０６号；同第５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１２６号
；同第５，６３３，４２５号；同第５，６６１，０１６号、及び次の科学文献：Ｍａｒｋ
ｓ等，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １０，７７９－７８３（１９９２）；Ｌｏｎｂｅ
ｒｇ等，Ｎａｔｕｒｅ ３６８ ８５６－８５９（１９９４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｎａｔ
ｕｒｅ ３６８，８１２－１３ （１９９４）；Ｆｉｓｈｗｉｌｄ等，Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １４，８４５－５１（１９９６）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ，Ｎａ
ｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １４，８２６（１９９６）；Ｌｏｎｂｅｒｇ及び
Ｈｕｓｚａｒ，Ｉｎｔｅｒｎ． Ｒｅｖ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． １３ ６５－９３（１９９５
）に記載されている。
【０１０３】
　また、抗体は上述した既知の選択及び／又は突然変異誘発法を使用し、親和成熟させて
もよい。好ましい親和成熟抗体は、成熟抗体が調製された（一般的にマウス、ヒト化又は
ヒトの）出発抗体のものよりも、５倍、より好ましくは１０倍、さらに好ましくは２０又
は３０倍の親和性を有する。
【０１０４】
　また、二重特異性抗体であってもよい。二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗
原に対して結合特異性を有するモノクローナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体
である。この場合、結合特異性の一方は膜蛋白質に対してであり、他方は任意の他の抗原
、好ましくは細胞表面タンパク質又はレセプター又はレセプターサブユニットに対してで
ある。
【０１０５】
　二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重
特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖
／軽鎖対の共発現に基づく［Ｍｉｌｓｔｅｉｎ及びＣｕｅｌｌｏ，Ｎａｔｕｒｅ，３０５
：５３７－５３９（１９８３）］。免疫グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り?えるた
め、これらハイブリドーマ（クアドローマ）は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を
生成し、その内一種のみが正しい二重特異性構造を有する。正しい分子の精製は、アフィ
ニティークロマトグラフィー工程によって通常達成される。同様の手順が１９９３年５月
１３日公開のＷＯ９３／０８８２９、及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒ等，ＥＭＢＯ Ｊ．，１
０：３６５５－３６５９（１９９１）に開示されている。
【０１０６】
　所望の結合特異性（抗体－抗原結合部位）を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン
定常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣ
Ｈ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインと行われる。少なくとも一つの融
合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域（ＣＨ１）が有することが好まし
い。免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽
鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性抗
体を作成するための更なる詳細については、例えばＳｕｒｅｓｈ等，Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉ
ｎ Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２１０（１９８６）を参照されたい。
【０１０７】
　ＷＯ９６／２７０１１に記載された他のアプローチによれば、一対の抗体分子間の界面
を操作して組換え細胞培養から回収される異種二量体の割合を最大にすることができる。
好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３領域の少なくとも一部を含む。この方法では、第
１抗体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖（例えばチロ
シン又はトリプトファン）と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補
的「キャビティ」は、大きなアミノ酸側鎖が小さいもの（例えばアラニン又はスレオニン
）と置き換えられた第２の抗体分子の界面に作り出される。これにより、ホモダイマーの
ような不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供
される。
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【０１０８】
　二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体）
として調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されて
いる。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Ｂｒｅｎｎ
ａｎ等，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）は無傷の抗体をタンパク分解性に切
断してＦ（ａｂ’）２断片を産生する手順を記述している。これらの断片は、ジチオール
錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジ
スルフィド形成を防止する。産生されたＦａｂ断片はついでチオニトロベンゾアート（Ｔ
ＮＢ）誘導体に転換される。Ｆａｂ－ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミ
ンでの還元によりＦａｂ－チオールに再転換し、他のＦａｂ－ＴＮＢ誘導体の等モル量と
混合して二重特異性抗体を形成する。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の
薬剤として使用することができる。
【０１０９】
　大腸菌からＦａｂ断片を直接回収でき、これは化学的に結合して二重特異性抗体を形成
することができる。Ｓｈａｌａｂｙ等，Ｊ． Ｅｘｐ． Ｍｅｄ．，１７５：２１７－２２
５ （１９９２）は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の製造を記述
している。各Ｆａｂ断片は大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受
けて二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体は、ＥｒｂＢ
２レセプターを過剰発現する細胞及び正常なヒトＴ細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的
に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解活性の誘因となる。
【０１１０】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し単離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産されている。
Ｋｏｓｔｅｌｎｙら， Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ． １４８（５）：１５４７－１５５３（１９
９２）。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合によ
り二つの異なった抗体のＦａｂ部分に結合させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元
してモノマーを形成し、ついで再酸化して抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はま
た抗体ホモダイマーの生産に対して使用することができる。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）に
より記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを
提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリ
ンカーにより軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を結合してなる。従
って、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強
制的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの
使用により二重特異性抗体断片を製造する他の方策もまた報告されている。Ｇｒｕｂｅｒ
ら， Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ． １５２：５３６８（１９９４）を参照されたい。二価より多
い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。ＴｕｔｔらＪ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ． １４７：６０（１９９１）。
【０１１１】
　例示的な二重特異性抗体は、ここに与えられた膜蛋白質ポリペプチドの２つの異なるエ
ピトープに結合することができる。あるいは、抗膜蛋白質ポリペプチドアームは、特定の
膜蛋白質ポリペプチド発現細胞に細胞防御メカニズムを集中させるように、Ｔ細胞レセプ
ター分子（例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７）等の白血球上のトリガー分子又
はＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）及びＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）
等のＩｇＧ（ＦｃγＲ）に対するＦｃレセプターに結合するアームと結合することができ
る。また、二重特異性抗体は特定の膜蛋白質ポリペプチドを発現する細胞に細胞障害薬を
局在化させるためにも使用することができる。これらの抗体は膜蛋白質－結合アーム及び
細胞障害薬又は放射性キレート化剤、例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、又はＴ
ＥＴＡと結合するアームを有する。対象の他の二重特異性抗体は膜蛋白質ポリペプチドに
結合し、そしてさらに組織因子（ＴＦ）に結合できる。
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【０１１２】
　また、本明細書において被検抗体は、抗体ライブラリーを使用するこの分野で知られた
種々の方法を用いて、事前に標的膜蛋白質に対して最適化していてもよい。この分野で知
られた種々の方法としては、たとえば、ファージディスプレイ法が使用できる。最適化し
た被検抗体を用いると、より効率的に、結合特異性や親和性の高い被検抗体が得られる利
点がある。
【０１１３】
　ここで、「ファージディスプレイ法」とは、変異体ポリペプチドを、コートタンパク質
への融合タンパク質として、ファージ、例えば繊維状ファージの粒子表面に表示する技術
を含む。ファージディスプレイの有用性の１つは、ランダム化されたタンパク質変異体の
大きなライブラリーを、標的分子に高い親和性で結合するそれらの配列を迅速かつ効率的
に選別することができることである。ペプチドおよびタンパク質ライブラリーのファージ
上のディスプレイは、数百万のポリペプチドを特異的な結合特性を有するものについてス
クリーニングするのに使用されている。多価ファージディスプレイ法は、小さなランダム
ペプチドおよび小さなタンパク質を、一般に繊維状ファージのＰＩＩＩまたはＰＶＩＩＩ
に融合させることによって表示するのに使用されている。ＷｅｌｌｓおよびＬｏｗｍａｎ
、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．、第３巻、３５５～３６２頁（１９９
２年）、ならびにそこに引用された参照文献。一価ファージディスプレイでは、タンパク
質またはペプチドライブラリーを、ファージコートタンパク質またはその一部に融合し、
野生型タンパク質の存在下で低レベルで発現させる。結合活性効果は、多価ファージに対
して低減され、それにより、選別は固有のリガンド親和性に基づいており、ＤＮＡ操作を
単純化するファージミドベクターが使用される。ＬｏｗｍａｎおよびＷｅｌｌｓ、Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ：Ａ ｃｏｍｐａｎｉｏｎ ｔｏ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、
第３巻、２０５～０２１６頁（１９９１年）。また、ファージディスプレイには、抗体様
分子を生成する技術が含まれる（Ｃ．Ｊａｎｅｗａｙ、Ｐ．Ｔｒａｖｅｒｓ、Ｍ．Ｗａｌ
ｐｏｒｔ、Ｓｈｌｏｍｃｈｉｋ、（２００１年）Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ、第５版、
Ｇａｒｌａｎｄ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、ニューヨーク州、６２７～６２８頁）。
【０１１４】
　ここで、「ファージミド」とは、細菌の複製起点、例えばＣｏｌＥ１、およびバクテリ
オファージの遺伝子間領域のコピーを有するプラスミドベクターを含む。ファージミドは
、糸状バクテリオファージおよびλ系バクテリオファージを含めた任意の既知のバクテリ
オファージに使用され得る。プラスミドはまた、一般に、抗生物質耐性に関する選択可能
なマーカーも含むことになる。これらのベクターにクローニングされたＤＮＡのセグメン
トは、プラスミドとして増殖させることができる。これらのベクターを内包する細胞に、
ファージ粒子の産生に必要なすべての遺伝子が付与されたとき、このプラスミドの複製様
式は、ローリングサークル複製に変化して、プラスミドＤＮＡの一本鎖のコピーを生成し
、ファージ粒子をパッケージングする。ファージミドは、感染性または非感染性ファージ
粒子を形成し得る。この用語には、異種ポリペプチドがファージ粒子の表面に現れるよう
に遺伝子融合として異種ポリペプチド遺伝子に結合するファージコートタンパク質遺伝子
またはそのフラグメントが含まれる
【０１１５】
　本明細書において、リポソーム／膜蛋白質複合体中に含まれる膜蛋白質は、N末端領域
が短くなるように切断されていてもよい。後述する実施例において、膜蛋白質のループ部
分に結合する抗体が、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できることが示唆されている。
そして、膜またはリポソームから突出しているN末端領域が短い場合は、抗体がN末端領域
に結合する可能性が低くなり、膜蛋白質のループ部分に結合する可能性が高くなると考え
られるためである。
【０１１６】
　本明細書において、「膜蛋白質を変性させる工程」とは、膜蛋白質を変性させることが
できればその方法は特に限定しない。たとえば、界面活性剤や尿素のような蛋白質を変性



(22) JP 5526448 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

させる効果を持った化合物を接触させてもよく、熱や圧力を与えることによって変性させ
る工程を含んでいても良い。変性後に、ドットブロッティング法などの検出を行う際には
、ドットブロッティング法などで汎用されている、SDS（sodium lauryl sulfate）を接触
させることが好ましい。
【０１１７】
　また本発明の他の実施形態は、抗体の生産方法であって、上記のスクリーニング方法に
よって膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体をスクリーニングする工程と、スクリー
ニングされた膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の、複製物を作製する工程と、を
含む、膜蛋白質とともに共結晶化するための抗体の生産方法である。この生産方法を利用
すれば、後述する実施例で実証されているように、膜蛋白質とともに共結晶化するための
抗体を効率よく生産することができる。
【０１１８】
　＜実施形態４：リポソーム-ELISA法による膜蛋白質のループ部分を認識する抗体のスク
リーニング方法等＞
　本発明の他の実施形態は、膜蛋白質のループ部分またはその立体構造を認識する抗体（
以下「ループ部分認識抗体」と称することもある）をスクリーニングする際に使用するリ
ポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合しているリポソー
ムと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、上記膜蛋白質の少なくと
も一部が、リポソームの外側表面に露出しているリポソーム／膜蛋白質複合体である。該
リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、膜蛋白質のルー
プ部分またはその立体構造を特異的に認識する抗体をスクリーニングできる効果がある。
なぜならば、後述する実施例で、膜蛋白質のループ部分またはその立体構造に特異的に結
合することが実証されているためである。また、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体
構造を保っていると考えられるため、リポソーム-ELISA法によって得られた抗体の多くが
、膜蛋白質のループ部分の立体構造を特異的に認識していると考えられるためである。さ
らに、変性ドットブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う検出操作を行うことに
より、膜蛋白質のループ部分の立体構造を特異的に認識する抗体を、高い精度でスクリー
ニングできる効果がある。なお、抗体が膜蛋白質のループ部分を認識する場合には、一次
構造よりも立体構造を認識する方が好ましい。膜蛋白質の立体構造を認識する抗体は、親
和性等の機能がより優れていることが期待できるためである。
【０１１９】
　また本発明の他の実施形態は、抗体産生細胞から被検抗体を作製する工程と、上記のリ
ポソーム／膜蛋白質複合体に対する上記被検抗体の結合性を検査し、上記のリポソーム／
膜蛋白質複合体に結合性を有するリポソーム／膜蛋白質複合体結合性抗体を選抜する工程
、を含む、ループ部分認識抗体のスクリーニング方法である。このスクリーニング方法を
利用すれば、後述する実施例で実証されているように、ループ部分認識抗体を効率よくス
クリーニングすることができる。なお、上記抗体産生細胞は、上記リポソーム／膜蛋白質
複合体を構成している膜蛋白質に対する抗体を産生可能な細胞を含む。
【０１２０】
　またこのループ部分認識抗体のスクリーニング方法は、上記膜蛋白質またはその複製物
を変性させ、変性型膜蛋白質を調整する工程と、上記変性型膜蛋白質に対する、上記被検
抗体または上記リポソーム／膜蛋白質複合体結合性抗体の結合性を検査し、上記リポソー
ム／膜蛋白質複合体に結合性を有し、上記変性型膜蛋白質に結合性を有しない抗体を選抜
する工程と、をさらに含んでいてもよい。このスクリーニング方法を利用すれば、後述す
る実施例で実証されているように、膜蛋白質のループ部分の立体構造を認識する抗体を、
高い精度でスクリーニングできる。
【０１２１】
　また本発明の他の実施形態は、抗体の生産方法であって、上記のスクリーニング方法に
よってループ部分認識抗体をスクリーニングする工程と、スクリーニングされたループ部
分認識抗体の、複製物を作製する工程と、を含む、ループ部分認識抗体の生産方法である
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。この生産方法を利用すれば、後述する実施例で実証されているように、ループ部分認識
抗体を効率よく生産することができる。例えば、後述する実施例の（３－３－１）におい
ては、スクリーニングによって選抜されたループ部分認識抗体の複製物を、マウスで腹水
化することによって作製している。この複製物は、スクリーニングによって選抜された抗
体と同一、または実質的に同一の特性を有しているため、この生産方法によってループ部
分認識抗体を効率よく生産できることになる。
【０１２２】
　また、上記複製物は、上記のループ部分認識抗体のスクリーニング方法において使用し
た抗体産生細胞を用いて、作製される複製物であっても良い。この場合、選抜されたルー
プ部分認識抗体の複製物を、すでに研究者が所有している細胞から生産することができる
ため、効率的な生産方法であるといえる。例えば、後述する実施例の（３－３－１）にお
いて、腹水化に使用した細胞は、その前工程である（２－１）で使用したハイブリドーマ
のひとつである。
【０１２３】
　また、上記複製物は、上記のループ部分認識抗体のスクリーニング方法において使用し
た抗体産生細胞が含有する、ループ部分認識抗体のアミノ酸配列をコードするポリヌクレ
オチド（以下「機能的ポリヌクレオチド」と称することもある）、またはその機能的変異
体、を導入した細胞を使用して作製される複製物であっても良い。この生産方法は効率的
な生産方法である。またこの生産方法を用いれば、抗体を産生する細胞に、抗体産生効率
の良い細胞など、所望の細胞を使用することが可能である。なお、機能的ポリヌクレオチ
ド、またはループ部分認識抗体のアミノ酸配列は、上記のループ部分認識抗体のスクリー
ニング方法において使用した抗体産生細胞から、ＰＣＲ等の従来技術を利用することで取
得可能である。本明細書において「機能的変異体」は、複製物のうちアミノ酸またはヌク
レオチドから構成される化合物を意味する。
【０１２４】
　また、上記のようなループ部分認識抗体は、膜蛋白質と共結晶化するための抗体として
好適に使用できる。例えば、蛋白質Ｎ末端やＣ末端領域は、一般的に、溶媒中において膜
貫通領域に対する相対位置や方位に揺らぎが大きい、比較的フレキシブルな領域である。
このような領域に抗体が結合したとしても、結晶中で規則的に並んだ定まった結晶格子を
形成し得ず、蛋白質Ｎ末端やＣ末端近くに結合する抗体は結晶化に適さない傾向があると
考えられる。また、膜貫通領域に結合した場合、周辺の膜が存在するため、膜蛋白質が天
然構造を維持することが難しいと考えられる。従って、ループ部分認識抗体は、抗体と共
結晶化するための抗体として好適に使用できる。
【０１２５】
　また、実際には種々の要因が錯交するために一概には言えないが、上記のようなループ
部分認識抗体は、ループ部分またはその立体構造に結合することで膜蛋白質の機能に影響
を与える可能性がある。ループ部分結合化合物が膜蛋白質の機能に影響を与える場合、そ
の効果を利用した医薬品またはその候補品として、上記のループ部分認識抗体を活用でき
ると考えられる。
【０１２６】
　本明細書において「膜蛋白質のループ部分」とは、膜蛋白質内に存在する2つの膜貫通
領域間をつなぐ領域のことで、かつ、膜に埋もれていない領域のことを表す。
【０１２７】
　本明細書において「抗体産生細胞」は、抗体産生能を有していれば特に限定されない。
例えば、ヒトや他の哺乳動物（例えば、ラット、マウス、ウサギ、ウシ、サル、ブタ、ウ
マ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、モルモット、ハムスターなど）であってもよい。哺乳動
物細胞としては、例えば、サル細胞COS-7、Vero、チャイニーズハムスター細胞CHO（CHO
細胞）、dhfr遺伝子欠損チャイニーズハムスター細胞CHO（CHO（dhfr）細胞）、マウスＬ
細胞，マウスAtT-20、マウスミエローマ細胞、ラットGH3、ヒトFL細胞、ヒトHEK293細胞
などが挙げられる。または、上記抗体産生細胞は微生物（Escherichia属菌、Bacillus属
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菌、酵母など）、鳥類細胞、または昆虫細胞であってもよい。
【０１２８】
　なお、抗体をコードするポリヌクレオチドの、細胞への導入と抗体の生産は、当該技術
分野で公知の方法に従って行うことができる。ポリヌクレオチドの細胞への導入方法とし
て例えば、リン酸カルシウム法、リポフェクション法、エレクトロポレーション法、アデ
ノウイルスによる方法、レトロウイルスによる方法、またはマイクロインジェクションな
どを使用できる[改訂第４版 新 遺伝子工学ハンドブック, 羊土社(2003):152-179.]。抗
体の細胞を用いた生産方法としては、例えば、[タンパク質実験ハンドブック,羊土社(200
3):128-142.]、[Shimamoto et al., Biologicals. 2005 Sep;33(3):169-174.]に記載の方
法を使用できる。なおポリヌクレオチドは、一般にベクターまたはプラスミドと総称され
る形態で使用することができる。ポリヌクレオチドをプラスミドに連結させて使用する際
には、例えば、大腸菌由来のプラスミド（例、pBR322、pBR325、pUC12、pUC13）、枯草菌
由来のプラスミド（例、pUB110、pTP5、pC194）、酵母由来プラスミド（例、pSH19、pSH1
5）、λファージなどのバクテリオファージ、レトロウイルス、ワクシニアウイルス、バ
キュロウイルスなどの動物ウイルスなどの他、pA1-11、pXT1、pRc/CMV、pRc/RSV、pcDNAI
/Neoなどを用いることができる。
【０１２９】
　また細胞を用いて産生された抗体は、当該技術分野において公知の方法を用いて精製す
ることができる。抗体の精製方法は、例えば、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、
プロテインA、プロテインG、ゲルろ過クロマトグラフィー、陰イオンまたは陽イオン交換
クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグ
ラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフ
ィー、およびレクチンクロマトグラフィーなどを用いて達成され得る(タンパク質実験ハ
ンドブック, 羊土社(2003):27-52.)。
【０１３０】
　なお、本明細書において「複製物」とは、複製物を作製するきっかけとなる化合物（以
下「親化合物」と称することもある）が存在し、且つその親化合物に対して特定の性質を
比べたときに、同一または実質的に同一の性質を示す化合物のことを意味する。また、親
化合物が抗体、蛋白質、核酸、糖鎖、または低分子化合物の場合、対応する複製物はそれ
ぞれ抗体、蛋白質、核酸、糖鎖、または低分子化合物の形態をしている。例えば、親抗体
が膜蛋白質のループ部分を認識する抗体であれば、複製物も膜蛋白質のループ部分を認識
する抗体である。上記複製物の構造は、上述の定義の範囲内であれば特に限定しない。な
お、化合物とは2種類以上の元素からできている物質のことである。
【０１３１】
　例えば、親化合物が抗体（以下「親抗体」と称することもある）で複製物が抗体の場合
には、親抗体と複製物の特定の性質を比べたときに、その性質が同一または実質的に同一
であれば、複製物のアミノ酸配列は限定されない。なおこのとき、親抗体の重鎖ＣＤＲに
対して、複製物の重鎖ＣＤＲは８０％以上の相同性を有していることが好ましい。または
、複製物の重鎖ＣＤＲは、親抗体の重鎖ＣＤＲのアミノ酸配列において１若しくは数個の
塩基が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を有していても良い。または、複製物
の重鎖ＣＤＲは、親抗体の重鎖ＣＤＲをコードする塩基配列に相補的な塩基配列からなる
核酸に対して、ストリンジェントな条件でハイブリダイズする核酸の塩基配列にコードさ
れるアミノ酸配列を有していても良い。なぜならば、重鎖ＣＤＲは抗体の抗原に対する特
異性を決める上で最も重要な部位であり、加えて、上記の条件のように一定以上の類似構
造を有する抗体同士は、機能的な差異が生じにくいことが知られているためである。なお
、抗体の軽鎖ＣＤＲ、重鎖ＦＲ、または軽鎖ＦＲ等のアミノ酸配列においても、上記の重
鎖ＣＤＲ程ではないが抗体の特性に関与しうる領域であるため、複製物と親抗体の該当領
域が一定以上の類似構造を有していることが好ましい。また、ここでは抗体の構造をアミ
ノ酸配列で表したが、塩基配列で表した場合であっても基本的には同様である。抗体や蛋
白質をコードする塩基配列は、縮重のために、アミノ酸配列よりも広範な配列を取り得る
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ことが知られている。
【０１３２】
　ここで上記「８０％以上」は好ましくは８５％以上であり、より好ましくは９０％以上
であり、さらに好ましくは９５％以上であり、最も好ましくは９８％以上である。なぜな
らば、相同性が高いほど、親化合物と複製物が近似した特性を有していることになるから
である。また上記「１若しくは数個」は好ましくは５０個以下であり、より好ましくは３
０個以下であり、より好ましくは１５個以下であり、より好ましくは１０個以下であり、
より好ましくは５個以下であり、より好ましくは４個以下であり、より好ましくは３個以
下であり、より好ましくは２個以下であり、さらに好ましくは１個である。なぜならば、
欠失、置換若しくは付加が少ないほど、親化合物と複製物が近似した特性を有しているこ
とになるからである。なお、ここでは複製物として抗体を例にしたが、核酸、ペプチド、
ポリペプチド、糖鎖、または低分子化合物であっても、複製物と親化合物が一定以上の類
似構造を有していることが好ましい。
【０１３３】
　また、上記「１若しくは数個」のアミノ酸が別のアミノ酸に置換している場合には、ア
ミノ酸側鎖の性質が保存されている別のアミノ酸に置換していることが好ましい。例えば
アミノ酸側鎖の性質としては、疎水性アミノ酸（A、I、L、M、F、P、W、Y、V）、親水性
アミノ酸（R、D、N、C、E、Q、G、H、K、S、T）、脂肪族側鎖を有するアミノ酸（G、A、V
、L、I、P）、水酸基含有側鎖を有するアミノ酸（S、T、Y）、硫黄原子含有側鎖を有する
アミノ酸（C、M）、カルボン酸及びアミド含有側鎖を有するアミノ酸（D、N、E、Q）、塩
基含有側鎖を有するアミノ酸（R、K、H）、および、芳香族含有側鎖を有するアミノ酸（H
、F、Y、W）を挙げることができる（括弧内はいずれもアミノ酸の一文字標記を表す）。
これらの各グループ内のアミノ酸同士の置換は保存的置換と総称される。あるアミノ酸配
列に対する１または複数個のアミノ酸残基の欠失、付加、または他のアミノ酸による置換
により修飾されたアミノ酸配列を有するポリペプチドがその生物学的活性を維持すること
はすでに知られている(Mark et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1984 Sep;81(18):5662
-5666.、Zoller et al., Nucleic Acids Res. 1982 Oct 25;10(20):6487-6500.、Wang et
 al., Science. 1984 Jun 29;224(4656):1431-1433.)。
【０１３４】
　また上記複製物は、上述の定義の範囲内であれば、親化合物の誘導体（derivative）を
含む。本明細書において「誘導体」は、ある有機化合物を母体として考えたとき、官能基
の導入、酸化、還元、または原子の置き換えもしくは原子の付加などによって、母体の構
造や性質を大幅に変えない程度の改変がなされた化合物のことを意味する。なおその改変
は実際の化学反応として行えることもあるが、机上のものでも構わない。また上記誘導体
は、親化合物の塩、溶媒和物、異性体、またはプロドラッグ等（例えばエステル）の形態
を含む。さらに上記誘導体は、被験体に投与すると、親化合物またはその活性代謝物もし
くはその残基を（直接的または間接的に）提供される任意の他の化合物を含む。そしてこ
のような誘導体は、当業者であれば過度の実験を行なうことなく得ることができる。例え
ば、［Burger's Medicinal Chemistry And Drug Discovery, 5th Edition, Vol 1: Princ
iples and Practice］を参照できる。なお上記誘導体の形態としては、好ましくは親化合
物の塩または溶媒和物である。また上記誘導体は、好ましくは薬理的に許容される誘導体
である。
【０１３５】
　本明細書において「塩」は、特に限定されないが、例えば任意の酸性（例えばカルボキ
シル）基で形成されるアニオン塩、または任意の塩基性（例えばアミノ）基で形成される
カチオン塩である。塩類には無機塩および有機塩を含み、［Berge,BighleyおよびMonkhou
se、 J.Pharm.Sci., 1977, 66, 1-19］に記載されている塩が含まれる。本明細書におい
て「溶媒和物」は、溶質および溶媒によって形成される化合物である。溶媒和物について
は例えば、［J.Honig et al., The Van Nostrand Chemist’s Dictionary P650 (1953)］
を参照できる。溶媒が水であれば形成される溶媒和物は水和物である。この溶媒は、溶質
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の生物活性を妨げないものが好ましい。そのような好ましい溶媒の例として、限定するも
のではないが、水、エタノール、および酢酸が挙げられる。最も好ましい溶媒は、水であ
る。本明細書において「異性体」は、分子式は同一だが構造が異なる分子を含む。鏡像異
性体（エナンチオマー）、幾何（シス／トランス）異性体、または相互に鏡像ではない不
斉中心を１個以上有する異性体（ジアステレオマー）を含む。本明細書において「プロド
ラッグ」は、前駆体である化合物であって、その化合物を被験体へ投与した際に、代謝過
程または種々化学反応によって化学的変化を起こし、親化合物またはその塩もしくはその
溶媒和物をもたらす化合物を含む。プロドラッグについては、例えば［T. Higuchi and V
. Stella, “Pro-Drugs as Novel Delivery Systems”, A.C.S. Symposium Series, Volu
me 14］を参照できる。
【０１３６】
　また上記誘導体は、親化合物に対して、PubChemのCompound Structure Searchの類似度
（tanimoto係数）を適用したときに８０％以上の構造を有していても良い。なお、誘導体
に含める上記類似度の下限値は特に限定されないが、好ましくは８５％以上であり、より
好ましくは９０％以上であり、さらに好ましくは９５％以上であり、最も好ましくは９８
％以上である。なぜならば、類似度が大きいほど、親化合物と複製物が近似した特性を有
していることになるからである。なお、tanimoto係数の計算式は、ケモインフォマティク
スの分野では最も頻繁に使われる権威ある化合物同士の類似係数である。tanimoto係数の
計算式に関してはPubChemのWEBサイト（http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）から参照可
能である。
【０１３７】
　本明細書において「相同性」とは、２つもしくは複数間のアミノ酸配列の同一のアミノ
酸数の割合を、当該技術分野で公知の方法に従って算定したものである。割合を算定する
前には、比較するアミノ酸配列群のアミノ酸配列を整列させ、同一の割合を最大にするた
めに必要である場合はアミノ酸配列の一部に間隙を導入する。また、いかなる保存的置換
も同一と考えない。また、最適に整列した状態において、オーバーラップするアミノ酸を
含めた全アミノ酸残基に対する、同一のアミノ酸数の割合を意味する。整列のための方法
、割合の算定方法、およびそれらに関連するコンピュータプログラムは、当該技術分野で
従来からよく知られており、一般的な配列分析プログラム（例えば、GENETYX、GeneChip 
Sequence Analysisなど）を使用して測定することができる。また「相同性」は、２つも
しくは複数間のDNA鎖、または２つもしくは複数間のRNA鎖において、同一の塩基の割合を
、上記と同様に当該技術分野で公知の方法に従って算定したものである。
【０１３８】
　本明細書において「ストリンジェントな条件」とは、例えば（１）洗浄のための低イオ
ン強度と高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．００１５
Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウムを用いる、（２）ハイブリ
ダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤、例えば、４２℃において５０％（vol/vol
）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコール／０．１％ポリビニ
ルピロリドン／５０ｍＭリン酸ナトリウムバッファー(ｐＨ６．５)、および７５０ｍＭの
塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用いる、または（３）４２℃において５
０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリ
ウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム
、５×デンハート液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、
および１０％のデキストラン硫酸と、４２℃において０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／
クエン酸ナトリウム）中での洗浄および５５℃のホルムアミド、次いで５５℃におけるＥ
ＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣにてストリンジェントな洗浄を含む条件であっても良い。ま
た中程度にストリンジェントな条件の例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０ｍＭ
リン酸ナトリウム(ｐＨ７．６)、５×デンハート液、１０％デキストラン硫酸、および２
０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中において、３７℃で一晩インキュベ
ーション、次いで１×ＳＳＣ中３７～５０℃でのフィルターの洗浄のような条件である。
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なお、ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーは、当業者によって容易に決定
でき、一般的にプローブ長、洗浄温度、および塩濃度に依存する。一般に、長いプローブ
は適当なアニーリングのために高温を必要とし、短いプローブは低温を必要とする。また
一般に、ストリンジェンシーは塩濃度に逆比例する。
【０１３９】
　本明細書においてポリヌクレオチドに適用される場合の「ハイブリダイズ」とは、ヌク
レオチドの塩基間の水素結合等によってヌクレオチド間の対ができる性質のことを表す。
塩基対はワトソン・クリック型塩基対、フーグスティーン型塩基対、または任意の他の配
列特異的な形で生じうる。
【０１４０】
　本明細書において抗原抗体反応における「認識する」とは、抗体工学分野で通常用いら
れる意味で使用できる。例えば、抗体が結合するために接触する行為を含む。
【０１４１】
　本明細書において「結合性を有しない」とは、生命工学分野で通常用いられる意味で使
用できる。また、結合性が顕著に低いこと、またはin vitro実験において無視できる程度
に結合量が低いことを意味している。例えば、被検物質が対象物質への結合性を有しない
場合とは、被検物質が対象物質に結合する分子数が、対象物質に結合性を有するコントロ
ール化合物の場合に比べて、顕著に少ない場合を含む。この「顕著に」の程度は分子数の
調査手法にもよるが、例えば０．５倍以下に設定してもよく、０．３倍以下に設定しても
よく、０．１倍以下に設定してもよく、０．０５倍以下に設定してもよく、０．０１倍以
下に設定してもよい。分子数の調査手法としては、例えばウエスタンブロッティング、質
量分析法、または分子間相互作用解析等を挙げることができる。または、被検物質が対象
物質への結合性を有しない場合とは、被検物質が対象物質に結合する分子数が、コントロ
ール化合物の場合に比べて、有意差が認められる程に少ないかどうかで判定しても良い。
有意差があるかどうかの判定としては、例えば母集団が正規分布に従うと仮定できる場合
にはパラメトリック検定であるスチューデントのｔ検定（Student’s t-test）において
有意差があれば好ましい。即ち、スチューデントのｔ検定において片側検定でｐ＜０．０
５となればよく、より好ましくは片側検定でｐ＜０．０３となればよく、最も好ましくは
片側検定でｐ＜０．０１となればよい。なお、スチューデントのｔ検定は特に片側検定に
限定するわけではなく、両側検定で行っても良い。さらに、母集団が正規分布に従うと仮
定できない場合には、ノンパラメトリック検定として、マン・ホイットニーのＵ検定など
を行って有意差の有無を検定してもよい。
【０１４２】
　＜実施形態５：リポソーム-ELISA法による機能性抗体のスクリーニング方法等＞
　本発明の他の実施形態は、リポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固
相担体に結合しているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を
備え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出しており、機能性
抗体をスクリーニングする際に用いられる、リポソーム／膜蛋白質複合体である。ここで
、上記の機能性抗体とは、膜蛋白質の野生型に対して結合性を有し、膜蛋白質のループ部
分変異型に対して結合性を有しない抗体、膜蛋白質に対する解離定数が１．０×１０－８

Ｍ以下の抗体、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、および膜
蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を高める抗体、からなる群から選ばれる１種以上
の抗体のことを表す。このリポソーム／膜蛋白質複合体は、後述する実施例で実証されて
いるように、機能性抗体をスクリーニングする際に好適に使用できる。
【０１４３】
　また本発明の他の実施形態は、抗体産生細胞から被検抗体を作製する工程と、上記のリ
ポソーム／膜蛋白質複合体に対する上記被検抗体の結合性を検査し、上記のリポソーム／
膜蛋白質複合体に結合性を有するリポソーム／膜蛋白質複合体結合性抗体を選抜する工程
、を含む、機能性抗体のスクリーニング方法である。このスクリーニング方法を利用すれ
ば、後述する実施例で実証されているように、機能性抗体を効率よくスクリーニングする
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ことができる。
【０１４４】
　またこの機能性抗体のスクリーニング方法は、上記膜蛋白質またはその複製物を変性さ
せ、変性型膜蛋白質を調整する工程と、上記変性型膜蛋白質に対する、上記被検抗体また
は上記リポソーム／膜蛋白質複合体結合性抗体の結合性を検査し、上記リポソーム／膜蛋
白質複合体に結合性を有し、上記変性型膜蛋白質に結合性を有しない抗体を選抜する工程
と、をさらに含んでいてもよい。このスクリーニング方法を利用すれば、後述する実施例
で実証されているように、機能性抗体を精度よくスクリーニングすることができる。加え
て、抗原の立体構造を認識する特徴を有する機能性抗体を、高い精度でスクリーニングで
きる。
【０１４５】
　また本発明の他の実施形態は、抗体の生産方法であって、上記のスクリーニング方法に
よって機能性抗体をスクリーニングする工程と、スクリーニングされた機能性抗体の、複
製物を作製する工程と、を含む、機能性抗体の生産方法である。この生産方法を利用すれ
ば、後述する実施例で実証されているように、機能性抗体を効率よく生産することができ
る。例えば、後述する実施例の（３－３－１）においては、スクリーニングによって選抜
された機能性抗体の複製物を、マウスで腹水化することによって作製している。この複製
物は、スクリーニングによって選抜された抗体と同一、または実質的に同一の特性を有し
ているため、この生産方法によって機能性抗体を効率よく生産できることになる。
【０１４６】
　また、上記複製物は、上記の機能性抗体のスクリーニング方法において、被検抗体を作
製するために使用した抗体産生細胞を用いて作製される複製物であっても良い。この場合
、選抜された機能性抗体の複製物を、すでに研究者が所有している細胞から生産すること
ができるため、効率的な生産方法であるといえる。例えば、後述する実施例の（３－３－
１）において、腹水化に使用した細胞は、その前工程である（２－１）で使用したハイブ
リドーマのひとつである。
【０１４７】
　また、上記複製物は、上記の機能性抗体のスクリーニング方法において、被検抗体を作
製するために使用した抗体産生細胞が含有する、機能性抗体のアミノ酸配列をコードする
ポリヌクレオチド、またはその機能的変異体、を導入した細胞を使用して作製される複製
物であっても良い。この生産方法は効率的な生産方法である。またこの生産方法を用いれ
ば、抗体を産生する細胞に、抗体産生効率の良い細胞など、所望の細胞を使用することが
可能である。
【０１４８】
　ここで、得られる機能性抗体が膜蛋白質の野生型に対して結合性を有し、膜蛋白質のル
ープ部分変異型に対して結合性を有しない特性を有している場合には、ループ部分を認識
している抗体であると考えられる。そのためこの場合、得られる機能性抗体は上述したよ
うなループ部分を認識している抗体に特有の効果を持った抗体であると考えられる。
【０１４９】
　また、得られる機能性抗体が、膜蛋白質に対する膜蛋白質に対する解離定数が１．０×
１０－８Ｍ以下の特性を有している場合には、抗原との親和性が従来の方法で得られる抗
体に比べて高い抗体であるといえる。この場合、得られる機能性抗体は親和性が高いため
、診断薬や医薬品として使用したときに、優れた効果を発揮することができると考えられ
る。また、膜蛋白質と共結晶化するための抗体として好適に使用できると考えられる。
【０１５０】
　また、得られる機能性抗体が、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させ
る特性を有している場合には、膜蛋白質と共結晶化するための抗体として好適に使用でき
ると考えられる。なぜならば、膜蛋白質は結晶化のために必要な親水的な表面が、界面活
性剤で覆われている場合が多いため、親水性領域を拡大させることが膜蛋白質の結晶化に
おいて重要であると考えられるためである。
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【０１５１】
　また、得られる機能性抗体が、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の熱安定性を高める特性
を有している場合には、抗体と共結晶化するための抗体として好適に使用できると考えら
れる。なぜならば、膜蛋白質は、結晶化の作業工程において熱によって変性し、良質な結
晶ができない場合があるため、熱安定性を高めることが膜蛋白質の結晶化において重要で
あると考えられるためである。
【０１５２】
　本明細書において「ループ部分変異型」は、ループ部分のアミノ酸配列が野生型に比べ
て１アミノ酸以上異なり、且つ野生型とは異なる立体構造を有していることを意味する。
【０１５３】
　＜実施形態６：リポソーム-ELISA法による化合物のスクリーニング＞
　本発明の他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する化合物をスクリーニングする
際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合し
ているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、上記膜蛋
白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出しているリポソーム／膜蛋白質複
合体である。該リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、
膜蛋白質の天然型の立体構造に対して特異的に結合する化合物をスクリーニングできる効
果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考え
られるため、リポソーム-ELISA法によって得られた化合物の多くが、膜蛋白質の天然型の
立体構造を認識していると考えられるためである。また、さらに変性ドットブロッティン
グ法のような膜蛋白質の変性を伴う検出操作を行うことにより、膜蛋白質の天然型の立体
構造を特異的に認識する化合物を、高い精度でスクリーニングできる効果がある。
【０１５４】
　本明細書において、膜蛋白質とともに共結晶化する化合物は、膜蛋白質との共結晶化に
使用できるのであれば、たとえば、核酸、ペプチド、糖であっても良い。後述する実施例
より、膜蛋白質とともに共結晶化するために使用できる抗体が得られていることから、抗
体であることが好ましい。
【０１５５】
　＜実施形態７：リポソーム-ELISA法による膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合
する化合物のスクリーニング方法等＞
　本発明の他の実施形態は、リポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固
相担体に結合しているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を
備え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出しており、膜蛋白
質のループ部分またはその立体構造に対して特異的に結合する化合物（以下「ループ部分
結合化合物」）をスクリーニングする際に用いられる、リポソーム／膜蛋白質複合体であ
る。このリポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、ループ
部分結合化合物をスクリーニングできると考えられる。例えば、後述する実施例では化合
物の種類として抗体を使用し、リポソーム-ELISA法を行うことで、膜蛋白質のループ部分
またはその立体構造に特異的に結合する抗体が実際に得られている。さらに、変性ドット
ブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う検出操作を行うことにより、ループ部分
の立体構造に特異的に結合する化合物を、高い精度でスクリーニングできる効果がある。
なお、化合物が膜蛋白質のループ部分に特異的に結合する場合には、一次構造よりも立体
構造に対して特異的に結合する方が好ましい。膜蛋白質の立体構造に対して特異的に結合
する化合物は、膜蛋白質に対する結合特異性等の特性が、より優れていることが期待でき
るためである。
【０１５６】
　また本発明の他の実施形態は、上記のリポソーム／膜蛋白質複合体に対する被検化合物
の結合性を検査し、上記のリポソーム／膜蛋白質複合体に結合性を有するリポソーム／膜
蛋白質複合体結合性化合物を選抜する工程、を含む、ループ部分結合化合物のスクリーニ
ング方法である。このスクリーニング方法を利用すれば、ループ部分結合化合物を、効率
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よくスクリーニングすることができると考えられる。例えば、後述する実施例では化合物
の種類として抗体を使用し、このスクリーニング方法によって膜蛋白質のループ部分また
はその立体構造に特異的に結合する抗体が実際に得られている。なお、この被検化合物は
、膜蛋白質のループ部分に対して特異的に結合可能であれば限定されず、例えば、核酸、
ペプチド、ポリペプチド、糖、低分子化合物、またはそれらの化合物ライブラリーであっ
ても良い。
【０１５７】
　またこのループ部分結合化合物のスクリーニング方法は、上記膜蛋白質またはその複製
物を変性させ、変性型膜蛋白質を調整する工程と、上記変性型膜蛋白質に対する、上記被
検化合物または上記リポソーム／膜蛋白質複合体結合性化合物の結合性を検査し、上記リ
ポソーム／膜蛋白質複合体に結合性を有し、上記変性型膜蛋白質に結合性を有しない化合
物を選抜する工程と、をさらに含んでいてもよい。このスクリーニング方法を利用すれば
、膜蛋白質のループ部分の立体構造に対して特異的に結合する化合物を、高い精度でスク
リーニングできると考えられる。例えば、後述する実施例では化合物の種類として抗体を
使用し、このスクリーニング方法によって膜蛋白質のループ部分の立体構造に特異的に結
合する抗体が実際に得られている。
【０１５８】
　また本発明の他の実施形態は、化合物の生産方法であって、上記のスクリーニング方法
によってループ部分結合化合物をスクリーニングする工程と、スクリーニングされたルー
プ部分結合化合物の、複製物を作製する工程と、を含む、ループ部分結合化合物の生産方
法である。この生産方法を利用すれば、後述する実施例で実証されているように、ループ
部分結合化合物を効率よく生産することができる。例えば、後述する実施例の（３－３－
１）においては、化合物の種類として抗体を使用し、スクリーニングによって選抜された
膜蛋白質のループ部分を認識する抗体の複製物を、マウスで腹水化することによって作製
している。得られたループ部分結合化合物が低分子化合物の場合は、ＮＭＲやＭＳ等の従
来技術でその低分子化合物の特性を解析し、その解析情報をもとに複製物を作成可能であ
る。または、その解析情報をもとに、化合物群の中から抽出可能である。
【０１５９】
　また、実際には種々の要因が錯交するために一概には言えないが、上記のようなループ
部分結合化合物は、ループ部分またはその立体構造に結合することで膜蛋白質の機能に影
響を与える可能性がある。ループ部分結合化合物が膜蛋白質の機能に影響を与える場合、
その効果を利用した医薬品またはその候補品として、上記のループ部分結合化合物を活用
できると考えられる。
【０１６０】
　＜実施形態８：A2a受容体結合性抗体＞
　本発明の他の実施形態は、A2a受容体の立体構造を認識する、A2a受容体結合性抗体であ
る。このA2a受容体結合性抗体は、立体構造を認識しているため、A2a受容体と共結晶化す
るための抗体として好適に使用できると考えられる。またこのA2a受容体結合性抗体は、
立体構造を認識しているため、高親和性等の優れた性質を有したA2a受容体結合性抗体で
あると考えられる。そのため、診断薬、または治療薬等の用途で使用したときに、優れた
効果を奏すると考えられる。またこのA2a受容体結合性抗体は、A2a受容体の野生型に結合
性を有し、変性型のA2a受容体に結合性を有しない、A2a受容体結合性抗体であっても良い
。ここで変性型のA2a受容体とは、立体構造が野生型とは異なるA2a受容体であり、例えば
、ＳＤＳのような変性剤によって調整できる。
【０１６１】
　本発明の他の実施形態は、A2a受容体のループ部分を認識する、A2a受容体結合性抗体で
ある。このA2a受容体結合性抗体は、ループ部分を認識しているため、A2a受容体と共結晶
化するための抗体として好適に使用できると考えられる。またこのA2a受容体結合性抗体
は、共結晶化の精度や種々の機能を高めるためには、ループ部分の立体構造を認識してい
る抗体であることが好ましい。
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【０１６２】
　また上記A2a受容体結合性抗体のA2a受容体に対する解離定数は、特に限定しないが１．
０×１０－８Ｍ以下の抗体であっても良い。この解離定数は、好ましくは１．０×１０－

８Ｍ以下であり、より好ましくは９．０×１０－９Ｍ以下であり、より好ましくは８．０
×１０－９Ｍ以下であり、より好ましくは７．０×１０－９Ｍ以下であり、より好ましく
は６．０×１０－９Ｍ以下であり、さらに好ましくは５．０×１０－９Ｍ以下である。な
ぜならば、解離定数が低いほど、上記A2a受容体結合性抗体を共結晶化、診断薬、または
治療薬等の用途で使用したときに、優れた効果を奏することが期待できるためである。
【０１６３】
　本発明の他の実施形態は、A2a受容体の野生型に結合性を有し、A2a受容体のループ部分
変位型に結合性を有しない、A2a受容体結合性抗体である。このA2a受容体結合性抗体は、
ループ部分を認識しているため、A2a受容体と共結晶化するための抗体として好適に使用
できると考えられる。またこのA2a受容体結合性抗体は、共結晶化の精度や種々の機能を
高めるためには、ループ部分の立体構造を認識している抗体であることが好ましい。
【０１６４】
　本発明の他の実施形態は、A2a受容体の野生型に結合性を有し、ループ部分が変性して
いるA2a受容体に結合性を有しない、A2a受容体結合性抗体である。このA2a受容体結合性
抗体は、ループ部分の立体構造を認識しているため、A2a受容体と共結晶化するための抗
体として好適に使用できると考えられる。またこのA2a受容体結合性抗体は、立体構造を
認識しているため、高親和性等の優れた性質を有したA2a受容体結合性抗体であると考え
られる。そのため、診断薬、または治療薬等の用途で使用したときに、優れた効果を奏す
ると考えられる。
【０１６５】
　＜実施形態９：糖トランスポーター結合性抗体＞
　本発明の他の実施形態は、糖トランスポーターの立体構造を認識する、糖トランスポー
ター結合性抗体である。この糖トランスポーター結合性抗体は、立体構造を認識している
ため、糖トランスポーターと共結晶化するための抗体として好適に使用できると考えられ
る。またこの糖トランスポーター結合性抗体は、立体構造を認識しているため、高親和性
等の優れた性質を有した糖トランスポーター結合性抗体であると考えられる。そのため、
診断薬、または治療薬等の用途で使用したときに、優れた効果を奏すると考えられる。ま
たこの糖トランスポーター結合性抗体は、糖トランスポーターの野生型に結合性を有し、
変性型の糖トランスポーターに結合性を有しない、糖トランスポーター結合性抗体であっ
ても良い。ここで変性型の糖トランスポーターとは、立体構造が野生型とは異なる糖トラ
ンスポーターであり、例えば、ＳＤＳのような変性剤によって調整できる。
【０１６６】
　本発明の他の実施形態は、糖トランスポーターのループ部分を認識する、糖トランスポ
ーター結合性抗体である。この糖トランスポーター結合性抗体は、ループ部分を認識して
いるため、糖トランスポーターと共結晶化するための抗体として好適に使用できると考え
られる。またこの糖トランスポーター結合性抗体は、共結晶化の精度や種々の機能を高め
るためには、ループ部分の立体構造を認識している抗体であることが好ましい。
【０１６７】
　また上記糖トランスポーター結合性抗体の糖トランスポーターに対する解離定数は、特
に限定しないが１．０×１０－８Ｍ以下の抗体であっても良い。この解離定数は、好まし
くは１．０×１０－８Ｍ以下であり、より好ましくは９．０×１０－９Ｍ以下であり、よ
り好ましくは８．０×１０－９Ｍ以下であり、より好ましくは７．０×１０－９Ｍ以下で
あり、より好ましくは６．０×１０－９Ｍ以下であり、より好ましくは５．０×１０－９

Ｍ以下であり、より好ましくは４．０×１０－９Ｍ以下であり、さらに好ましくは３．０
×１０－９Ｍ以下である。なぜならば、解離定数が低いほど、上記糖トランスポーター結
合性抗体を共結晶化、診断薬、または治療薬等の用途で使用したときに、優れた効果を奏
することが期待できるためである。
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【０１６８】
　本発明の他の実施形態は、糖トランスポーターの野生型に結合性を有し、糖トランスポ
ーターのループ部分変位型に結合性を有しない、糖トランスポーター結合性抗体である。
この糖トランスポーター結合性抗体は、ループ部分を認識しているため、糖トランスポー
ターと共結晶化するための抗体として好適に使用できると考えられる。またこの糖トラン
スポーター結合性抗体は、共結晶化の精度や種々の機能を高めるためには、ループ部分の
立体構造を認識している抗体であることが好ましい。
【０１６９】
　本発明の他の実施形態は、糖トランスポーターの野生型に結合性を有し、ループ部分が
変性している糖トランスポーターに結合性を有しない、糖トランスポーター結合性抗体で
ある。この糖トランスポーター結合性抗体は、ループ部分の立体構造を認識しているため
、糖トランスポーターと共結晶化するための抗体として好適に使用できると考えられる。
またこの糖トランスポーター結合性抗体は、立体構造を認識しているため、高親和性等の
優れた性質を有した糖トランスポーター結合性抗体であると考えられる。そのため、診断
薬、または治療薬等の用途で使用したときに、優れた効果を奏すると考えられる。
【０１７０】
　以下、上記の実施形態に係る作用効果の一部を説明する。
【０１７１】
　本発明の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使
用するリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合している
リポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、上記膜蛋白質の
少なくとも一部が、リポソームの外側表面に露出している、リポソーム／膜蛋白質複合体
である。該リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、膜蛋
白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体をスクリーニングできる
効果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考
えられるため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノクローナル抗体の多くが、膜蛋
白質の天然型の立体構造を認識していると考えられるためである。また、さらに変性ドッ
トブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う操作を行うことにより、膜蛋白質の天
然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、高い精度でスクリーニングで
きる効果がある。
【０１７２】
　他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使用す
るリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合しているリポ
ソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、上記リポソームに埋め込まれ
ているリンカーと、を備え、上記膜蛋白質の少なくとも一部が、リポソームの外側表面に
露出していて、上記リポソームが上記リンカーを介して上記固相担体に結合している、リ
ポソーム／膜蛋白質複合体である。該リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-E
LISA法を行うことで、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗
体をスクリーニングできる効果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の
立体構造を保っていると考えられるため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノクロ
ーナル抗体の多くが、膜蛋白質の天然型の立体構造を認識していると考えられるためであ
る。また、さらに変性ドットブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う操作を行う
ことにより、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、高
い精度でスクリーニングできる効果がある。
【０１７３】
　他の実施形態は、上記膜蛋白質が、受容体蛋白質、チャネル蛋白質、輸送体蛋白質、接
着分子、膜結合性酵素からなる群から選ばれる膜蛋白質、またはその塩である、リポソー
ム／膜蛋白質複合体である。これらの膜蛋白質は、医学的、創薬学的に重要なターゲット
であるので、これらをターゲットにして共結晶化を行えば、治療薬や診断薬等の開発を進
展させる効果がある。
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【０１７４】
　他の実施形態は、上記膜蛋白質が、複数回膜貫通型の膜蛋白質である、リポソーム／膜
蛋白質複合体である。複数回膜貫通型の膜蛋白質は、医学的、創薬学的に重要なターゲッ
トであるので、これらをターゲットにして共結晶化を行えば、治療薬や診断薬等の開発を
進展させる効果がある。
【０１７５】
　他の実施形態は、上記膜蛋白質が、７回以上膜を貫通している膜蛋白質である、リポソ
ーム／膜蛋白質複合体である。７回以上膜を貫通している膜蛋白質には、GPCRや輸送体蛋
白質など、医学的、創薬学的に重要なターゲットが多く、これらをターゲットにして共結
晶化を行えば、治療薬や診断薬等の開発を進展させる効果がある。
【０１７６】
　他の実施形態は、上記膜蛋白質がＧ蛋白質共役受容体である、リポソーム／膜蛋白質複
合体である。Ｇ蛋白質共役受容体は、医学的、創薬学的に重要なターゲットであるので、
これらをターゲットにして共結晶化を行えば、治療薬や診断薬等の開発を進展させる効果
がある。
【０１７７】
他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する化合物をスクリーニングする際に使用す
るリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合しているリポ
ソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、上記膜蛋白質の少な
くとも一部が、リポソームの外側表面に露出している、リポソーム／膜蛋白質複合体であ
る。該リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、膜蛋白質
の天然型の立体構造を特異的に認識する化合物をスクリーニングできる効果がある。なぜ
ならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考えられるため、リ
ポソーム-ELISA法によって得られた化合物の多くが、膜蛋白質の天然型の立体構造を認識
していると考えられるためである。また、さらに変性ドットブロッティング法のような膜
蛋白質の変性を伴う操作を行うことにより、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識
する化合物を、高い精度でスクリーニングできる効果がある。
【０１７８】
他の実施形態は、膜蛋白質のループ部分に特異的に結合する抗体を、スクリーニングする
際に使用するリポソーム／膜蛋白質複合体であって、固相担体と、上記固相担体に結合し
ているリポソームと、上記リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、上記膜蛋
白質の少なくとも１つのループ部分が、リポソームの外側表面に露出している、リポソー
ム／膜蛋白質複合体である。該リポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法
を行うことで、膜蛋白質のループ部分に特異的に結合する抗体をスクリーニングできる効
果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考え
られるため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノクローナル抗体の多くが、膜蛋白
質の天然型の立体構造を認識していると考えられるためである。また、後述する実施例で
、膜蛋白質のループ部分に特異的に結合することが実証されているためである。さらに、
変性ドットブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う操作を行うことにより、膜蛋
白質のループ部分の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、高い精度でスク
リーニングできる効果がある。
【０１７９】
他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する化合物をスクリーニングする際に使用す
るリポソーム／膜蛋白質複合体の生産方法であって、脂質溶液とリンカーと上記膜蛋白質
と界面活性剤とを含有する水溶液を混合し、混合液を作製する工程と、上記混合液に界面
活性剤除去剤を加え、上記混合液中の上記界面活性剤を上記界面活性剤除去剤に吸着させ
、上記リンカーおよび上記膜蛋白質が埋め込まれているリポソームを生成する工程と、さ
らに、上記リポソームを上記リンカーを介して上記固相担体に結合させ、上記リポソーム
複合体を生成する工程と、を含む、リポソーム複合体の生産方法である。この方法で生産
したリポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うことで、膜蛋白質の
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天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体をスクリーニングできる効果が
ある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考えられ
るため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノクローナル抗体の多くが、膜蛋白質の
天然型の立体構造を認識していると考えられるためである。また、さらに変性ドットブロ
ッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う操作を行うことにより、膜蛋白質の天然型の
立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、高い精度でスクリーニングできる効
果がある。
【０１８０】
他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング方法であって、膜
蛋白質とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使用するリポソーム／膜蛋白
質複合体に、被検抗体を接触させる工程と、前工程で結合した抗体を検出する工程と、上
記膜蛋白質を変性させる工程と、前工程で変性した変性型の膜蛋白質に、被検抗体を接触
させる工程と、前工程で結合した抗体を検出する工程と、を含む、スクリーニング方法で
ある。このスクリーニング方法を行うことにより、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的
に認識するモノクローナル抗体を、高い精度でスクリーニングできる効果がある。
【０１８１】
　他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング用キットであっ
て、膜蛋白質と脂質とリンカーと固相担体と、を含む、スクリーニング用キットである。
このスクリーニング用キットで生産したリポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム
-ELISA法を行うことで、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル
抗体をスクリーニングできる効果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型
の立体構造を保っていると考えられるため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノク
ローナル抗体の多くが、膜蛋白質の天然型の立体構造を認識していると考えられるためで
ある。また、さらに変性ドットブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う操作を行
うことにより、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、
高い精度でスクリーニングできる効果がある。
【０１８２】
　他の実施形態は、膜蛋白質とともに共結晶化する抗体のスクリーニング用キットであっ
て、膜蛋白質と脂質とリンカーと固相担体と、蛋白質変性剤と、ドットブロッティング法
、ウエスタンブロッティング法、免疫ブロッティング法、またはＥＬＩＳＡ法のいずれか
の方法に使用する試薬と、を含む、スクリーニング用キットである。このスクリーニング
用キットで生産したリポソーム／膜蛋白質複合体を用いてリポソーム-ELISA法を行うこと
で、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体をスクリーニン
グできる効果がある。なぜならば、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保って
いると考えられるため、リポソーム-ELISA法によって得られたモノクローナル抗体の多く
が、膜蛋白質の天然型の立体構造を認識していると考えられるためである。また、さらに
変性ドットブロッティング法のような膜蛋白質の変性を伴う操作を行うことにより、膜蛋
白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体を、高い精度でスクリー
ニングできる効果がある。
【実施例】
【０１８３】
　以下、本発明を実施例によりさらに説明するが、本発明はこれらに限定されるものでは
ない。
【０１８４】
　＜実施例１：リポソームを用いた天然型の膜蛋白質の提示と、リポソーム-ELISA法の評
価＞
　（１－１）A2a受容体のビオチン化脂質含有リポソームへの再構成
　N末端FLAG-tag及びC末端His10-tagを有するヒト由来アデノシン受容体A2a （A2a受容体
）を、Pichia pastrisを宿主とする発現系よりTALON resinを用いたaffinityカラムを用
いて精製した。リポソーム再構成の際に用いる脂質の種類と再構成方法を検討した結果、
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鶏卵由来フォスファチジルコリンを脂質として用い、Bio-Beadsによる界面活性剤除去法
が最適であることがわかった。精製したA2a受容体を、1%オクチルグルコシドを含むPBSに
より可溶化した5μg/mlの16:0 biotinyl CAP-PEを含む1mg/mlの鶏卵由来フォスファチジ
ルコリン溶液に最終濃度0.1mg/mlとなるように加え30分氷上で静置した。次いで1mlに対
し30mgのBio-Beadsを加え、4℃で1時間撹拌する作業を２度行った。さらに1mlに対し100m
gのBio-Beadsを加え1晩撹拌し、Bio-Beadsを取り除くことでビオチン化脂質含有A2a受容
体再構成リポソームを作成した。再構成されたA2a受容体が天然構造を保っていることは
、3HラベルされたLigandの結合活性を測定することにより確認した。
【０１８５】
　（１－２）再構成リポソームを用いたリポソーム-ELISA法
　上記のように作成したA2a受容体再構成リポソームをPBSで10倍希釈し、Immobilizer st
reptavidin coat plateへ100μL添加し、1時間室温で静置した。200μLのPBSで3回洗浄後
、1%BSAを含むPBSを加え、1時間室温で静置することでブロッキングを行った。200μLのP
BSで3回洗浄後、mouse由来anti FLAG-M2抗体(Sigma社)の1%BSA-PBSによる希釈系列（50, 
10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01μg/ml）を加え1時間室温で静置した。200μLのPBSで3
回洗浄後、二次抗体として2000倍希釈anti-mouse IgG-HRP conjugateを加え1時間室温で
静置した。PBSによる洗浄後、HRPの発色基質であるABTS溶液（Roche社）を100μL加え15
分反応させ、100μlの1% SDSを加えることで反応を停止させた。次いでSpectraMax2e mic
ro plate reader(Molecular device社)により405nmの吸光度を測定した。結果を図２に示
す。
【０１８６】
　（１－２）結果の考察
　図２に示すように、リポソーム-ELISA法によって、0.01μg/mlの抗体濃度においても有
意なシグナルが得られており、非常にシグナル／ノイズ比の高い優れた結果が得られた。
さらに、本方法により、天然構造を保持したままの膜蛋白質を高安定かつ強固にプラスチ
ックプレート上に提示できた。このような膜蛋白質提示法を用いることで、ELISAでの用
途に限らず、様々なハイスループットバイオアッセイが可能となる。
【０１８７】
　また、リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考えられるため、リ
ポソーム-ELISA法によって得られたモノクローナル抗体の多くが、膜蛋白質の天然型の立
体構造を認識していると考えられる。本願発明者らは実際にこの方法を用いて、ヒト由来
アデノシン受容体A2aに関して200種類を超えるモノクローナル抗体を得ている。
【０１８８】
　＜実施例２：リポソーム-ELISA法と変性ドットブロッティング法による、膜蛋白質の天
然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体のスクリーニング＞
　（２－１）リポソーム-ELISA法を用いた、膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識
するモノクローナル抗体の一次スクリーニング
　リポソーム-ELISA法は、実施例１と基本的には同じ構成である。ただし、リポソーム溶
液はPBSでさらに2倍希釈し、また、mouse由来anti FLAG-M2抗体(Sigma社)に代えて、モノ
クローナル抗体を含むハイブリドーマ培養上清を1% BSAを含むPBSで50倍に希釈して使用
した。これに伴いABTSの発色時間を1時間とした。
【０１８９】
　（２－２）変性ドットブロッティング法による、天然型の立体構造を特異的に認識する
モノクローナル抗体二次スクリーニング
　ドットブロッティング法には、Bio-Rad社製Bio-Dotとニトロセルロース膜を用いた。抗
原のヒト由来アデノシン受容体A2aは実施例１と同様に調製した。これを最終濃度100ng/m
Lとなるように1% SDSを含むPBSで希釈し、室温1時間静置することで変性させた。Bio-Dot
を使用して、これを100μLニトロセルロース膜で濾過することで膜に変性したA2a受容体
を吸着させた。同様に1% BSAを含むPBST(0.05%のTween20を含むPBS)を200μL濾過するこ
とでブロッキングを行い、200μLのPBSTで3度の洗浄後、50倍希釈したモノクローナル抗
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体を含むハイブリドーマ培養上清を100μL濾過した。再度200μLのPBSTで3度洗浄した後
、PBSTで20,000倍希釈したanti mouse IgG-HRPを100μL濾過した。再度200μLのPBSTで3
度の洗浄後、Immobilon Western HRP substrate(Millipore社)を用いて化学発光させ、LA
S-1000 plus(Fuji Film社)を使用して検出した。以上の結果を図３に示す。リポソーム-E
LISA法による発色を左の列、ドットブロッティング法による発色を右の列に、それぞれ同
一の培養上清が隣に並ぶように表している。
【０１９０】
　（２－３）結果の考察
　青枠で示したものはドットブロッティング法において強い結合を示している。これらの
クローンは変性したA2a受容体にも強く結合することを示しており、N末端やC末端あるい
はループ領域中のフレキシブルな部分を認識して結合していると考えられる。一方赤枠で
示したクローンはリポソーム-ELISA法で抗体の結合が認められるのにも関わらず、変性し
たA2a受容体には結合しないあるいは結合力が低い抗体であることを示している。このよ
うな抗体は、A2a受容体の親水性表面の立体構造を認識して結合していると考えられる。
【０１９１】
　つまり、変性ドットブロッティング法による二次スクリーニングによって、A2a受容体
の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体のみを得ることに成功した。
二次元であるアミノ酸配列のバリエーションよりも、三次元である立体構造の方がバリエ
ーションが豊富に存在する。そのため、天然型の立体構造を認識するということは、アミ
ノ酸配列のみを認識する抗体に比べて、抗体の結合特異性が高いことを意味する。
【０１９２】
　なお、膜蛋白質と抗体を共結晶化する際には、使用する膜蛋白質と抗体の複合体は、高
純度であることが好ましい。また、結晶に含まれる膜蛋白質は、天然型の構造を有してい
ることが好ましい。そのため、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、膜蛋白質の天然
型の立体構造に対して結合特異性の高い抗体が適している。そして、上記結果より、本実
施例で得られたモノクローナル抗体は、膜蛋白質の天然型の立体構造に対して結合特異性
が高いため、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できると考えられる。さらに、このスク
リーニング方法を用いれば、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できるモノクローナル抗
体が、効率的に得られると考えられる。
【０１９３】
　また、今回は評価を行うクローン数が多かったため、よりハイスループットなドットブ
ロッティング法を行ったが、通常のWestern blottingにおいても同様な評価は可能である
ことを確認している。また、本願発明者らは、本技術によりヒト由来アデノシン受容体A2
aの立体構造認識性抗体を14種類得ることに成功している。
【０１９４】
　＜実施例３：膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体の結
合親和性の測定＞
　（３－１）Biacore測定による解離定数測定
　表面プラズモン共鳴原理を基盤としたBiacore T-100を用いて抗体の結合、解離速度を
評価した。HBS-DDM緩衝液（10mmol/L Hepes pH7.4、150mmol/L 塩化ナトリウム、0.05% w
t/volドデシルマルトシド）を用いて抗マウスFc抗体をCM5センサーチップにアミンカップ
リング法を用いて固定化した。このセンサーチップに、実施例２の方法で得られたモノク
ローナル抗体を含むハイブリドーマ培養上清をフローさせることにより、抗受容体抗体固
定化チップを作成した。精製したヒト由来アデノシン受容体A2aを600nmol/L濃度となるよ
うにHBS-DDMで希釈し、センサーチップにフローし、センサーグラムを得た。BiaEvaluati
onソフトウェアにより解析することで解離定数を見積もった。その結果、A2a受容体-mAb1
 IgG間の解離定数は4.4x10-9Mであった。
【０１９５】
　（３－２）結果の考察
　A2a受容体-mAb1 IgG間の解離定数は4.4x10-9Mであり、高い親和性を有する抗体を得る
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ことに成功した。なお、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、精製や結晶化等の工程
の間、膜蛋白質との結合を持続するために、高い親和性を有する必要がある。そして、上
記の結果より、本実施例で用いたモノクローナル抗体（実施例２の方法で得られたモノク
ローナル抗体）は、膜蛋白質との高い親和性を有するモノクローナル抗体であるので、膜
蛋白質との共結晶化に好適に使用できると考えられる。さらに、実施例２のスクリーニン
グ方法を用いれば、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できるモノクローナル抗体が、効
率的に得られると考えられる。
【０１９６】
　（３－３）A2a受容体とモノクローナル抗体Fabフラグメントのゲル濾過による結合の持
続性の評価
　（３－３－１）モノクローナル抗体のFabフラグメントの作成
　実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体をマウス腹水より精製し、リン酸緩衝液
中に2mg/mlとなるように調製した。２倍リン酸緩衝液に20mmol/L システイン?塩酸、10mm
ol/L EDTAとなるように加え、ここに0.04mg/mlとなるようにパパインを可溶化し、37℃で
30分間パパインを活性化した。活性化パパイン溶液と抗体溶液を1対1で加え37℃1晩反応
させることで抗体をフラグメント化した。0.3mol/L ヨードアセトアミドを抗体?パパイン
溶液に対し1/10量加え、パパインを不活性化した。1倍リン酸緩衝液に対し1晩透析を行っ
た後、陽イオン交換カラムのフロースルーを回収することにより精製Fabフラグメントを
得た。
【０１９７】
　（３－３－２）A2a受容体-Fabフラグメントのゲル濾過分析
　精製したA2a受容体を1mgと、Fabフラグメント2mgを混合し氷上で1時間放置することでA
2a受容体-Fab複合体を300μL調製した。HBS-DDM (20mmol/L Hepes pH7.5、150mmol/L NaC
l、0.05% wt/vol DDM、0.01% wt/vol CHS)で平衡化したSuperose6 10/300にA2a受容体の
みあるいはA2a受容体-Fab複合体をinjectし、0.5ml/minの流速で溶出した。溶出液の280n
m光吸収をBioLogic FPLCシステムを用いて検出した。その結果を図４に示す。
【０１９８】
　（３－４）結果の考察
　A2a受容体単独でゲル濾過を行った場合には16mL程度での溶出であったのに対し、A2a受
容体に対して過剰量のFabフラグメントを加えた場合では15mLでの溶出となった。また、A
2a受容体単独状態での溶出位置には全くピークを検出できなかった。このことはゲル濾過
の最中においてもA2a受容体-抗体間の結合が保たれていることを示しており、様々な用途
においてもこの抗体が十分な結合能力を有していることを示唆する。
【０１９９】
　また、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、精製や結晶化等の工程の間、膜蛋白質
との結合を持続する必要がある。そのため、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、膜
蛋白質に対して高い親和性を有する抗体が適している。そして、上記の結果より、本実施
例で用いたモノクローナル抗体（実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体）は、膜
蛋白質との高い結合の持続性を有するモノクローナル抗体であるので、膜蛋白質との共結
晶化に好適に使用できると考えられる。さらに、実施例２のスクリーニング方法を用いれ
ば、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できるモノクローナル抗体が、効率的に得られる
と考えられる。
【０２００】
　＜実施例４：膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体と膜
蛋白質の複合体の熱安定性測定＞
　（４－１）FabフラグメントとA2a受容体の複合体の熱安定性測定
　実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体の受容体への結合に伴う、A2a受容体の
熱安定性の変化について評価を行った。方法は、［A. I. Alexandrov et al. (2008) Str
ucture 16, 351-359］に従った。即ち、システイン残基に共有結合したときのみ蛍光を発
する色素CPM（N-[4-(7-diethylamino-4methyl-3-coumarinyl)phenyl]maleimide）を精製
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した受容体あるいは、受容体と実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体のFabフラ
グメントとの複合体に加え、40℃でインキュベーションした。受容体が変性し高次構造が
崩れるに従い疎水性部位のシステイン残基が溶媒に露出し、それに伴いシステイン残基と
CPMが反応し蛍光強度が増していく過程を蛍光マイクロプレートリーダー上で検出した。
図５に、A2a受容体単独、あるいはA2a受容体とフレキシブルな領域を認識する抗体クロー
ンのFabフラグメントFab1との複合体、実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体ク
ローンのFabフラグメントFab2との複合体での熱負荷変性過程を示す。この評価方法では
、特に最大蛍光値の半分の蛍光値を示すまでの時間「Half Life; t1/2」を熱安定性の評
価基準とする。
【０２０１】
　（４－２）結果の考察
　受容体単独状態でのt1/2は25分と短かったのに対し、フレキシブルな領域を認識するFa
b1ではt1/2が71分に延びていた。一方、膜蛋白質の天然型の立体構造を認識するFab2では
t1/2が750分と前出の２つの状態に比べて格段に熱安定性が増していることが明らかにな
った。このことはフレキシブルな領域に抗体が結合した場合でもA2aの立体構造安定性が
多少上昇はしたが、立体構造を認識する抗体が結合した場合ではよりA2aの立体構造が安
定化したことを意味する。立体構造を認識する抗体では、膜蛋白質のアミノ酸配列という
よりはアミノ酸配置を認識し結合している。従って、抗体の結合した領域は、膜蛋白質に
比べて非常に安定な抗体分子によって固められた状態となり、膜蛋白質全体が安定化した
ものと考えられる。
【０２０２】
　一般的に膜蛋白質は不安定であり、生体膜からの精製、結晶化の段階で変性してしまう
ものも多々ある。特に、医学的にも重要なほ乳類由来の膜受容体や輸送体はその傾向が著
しい。また、蛋白質の結晶化には親水的な表面が必須であるが、膜蛋白質はその大半が界
面活性剤で覆われているため、水溶性蛋白質に比べて極端に結晶化が困難である。
【０２０３】
　そして、上記のような、膜蛋白質の天然型の立体構造を認識する抗体と膜蛋白質の複合
体は、熱安定性が上昇する点と親水性領域が拡大する点で、共結晶化に好適であると考え
られる。このことは、本実施例で用いたモノクローナル抗体（実施例２の方法で得られた
モノクローナル抗体）が、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できることを示唆する。そ
して、実施例２のスクリーニング方法を用いれば、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用で
きるモノクローナル抗体が、効率的に得られると考えられる。
【０２０４】
　＜実施例５：膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体の膜
蛋白質結合部位の決定＞
　実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体の、A2a受容体に対する抗体結合部位を
調査した。多数回膜貫通型蛋白質、特に7回膜貫通型受容体の膜外領域にあたる一次配列
に置換を施したキメラ変異体を調整し、その発現膜画分に対してウエスタンブロット解析
を行う。変異操作に伴うシグナルの消失をもって抗体結合部位を判断する。
【０２０５】
　（５－１）キメラA2a受容体の作製
　（５－１－１）キメラA2a受容体のアミノ酸配列
　本実施例で使用したA2a受容体の野生型のアミノ酸配列は一文字表記で、MPIMGSSVYITVE
LAIAVLAILGNVLVCWAVWLNSNLQNVTNYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITISTGFCAACHGCLFIACFVLVLTQSSIF
SLLAIAIDRYIAIRIPLRYNGLVTGTRAKGIIAICWVLSFAIGLTPMLGWNNCGQPKEGKQHSQGCGEGQVACLFEDVVP
MNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAARRQLKQMESQPLPGERARSTLQKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIIN
CFTFFCPDCSHAPLWLMYLAIVLSHTNSVVNPFIYAYRIREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKA（配列番号１）で
ある。
【０２０６】
　キメラA2a受容体の一群として、3-IMGSSV-8（配列番号２）をMPPSISAFQAA（配列番号３



(39) JP 5526448 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

）に置換したNterキメラ変異体、32-WLNSNLQNVTNY-43（配列番号４）をKVNQALRDSTFC（配
列番号５）に置換したi1キメラ変異体、70-FCAACHG-76（配列番号６）をITIHFYS（配列番
号７）に置換したo1キメラ変異体、104-IAIRIPLRYNGLVTGT-119（配列番号８）をLRVKLTVR
YKRVTTHR（配列番号９）に置換したi2キメラ変異体、146-CGQPKEGKQHSQGCGEGQVACLFEDVVP
-173（配列番号１０）をLSAVERAWAANGSMGEPVIKCEFEKVIS（配列番号１１）に置換したo2キ
メラ変異体、205- RRQLKQMESQPLPGERARSTLQKEVH-230（配列番号１２）をKRQLQKIDKSEGRFH
VQNLSQVEQDGRTGHGLRRSSKFCLKEHK（配列番号１３）に置換したi3キメラ変異体、261-DCSHA
-265（配列番号１４）をSCHK（配列番号１５）に置換したo3キメラ変異体、297-QTFRKIIR
SHVLRQQEPFKA-316（配列番号１６）をVT（配列番号１７）に置換したCterキメラ変異体を
作製した。各キメラ変異体の対応図を図６に示す。
【０２０７】
　（５－１－２）キメラA2a受容体の作製
　まず、制限酵素SmaIにより直鎖化処理された酵母用プラスミドpRS426GAL1-GFPと、PCR
法により増幅されたA2a受容体またはその変異体の遺伝子配列を用いて、酢酸リチウム法
により、出芽酵母株FGY217を形質転換した。形質転換処理された宿主株溶液を2%寒天プレ
ートとして準備した2%グルコース含有ウラシル欠損最少培地に塗布し、３０℃で３日静置
しコロニーを形成させた。シングルコロニーを0.1%グルコース含有ウラシル欠損最少培地
10mLの入った遠沈管2本に分注し、そのうち１本を菌体濃度が飽和するまで３０℃で震盪
培養したのち回収した。回収した菌体はグラスビーズ（商品名：Glass beads, acid-wash
ed、Sigma社製）を用いて剪断し、得られた細胞抽出液からプラスミドミニプレップキッ
ト（Qiagen社）を用いてプラスミド溶液を獲得した。プラスミドをDNA配列解析すること
により変異が適切に施されているのを確認した。
【０２０８】
　（５－２）キメラA2a受容体の生産
　上記0.1%グルコース含有ウラシル欠損最少培地10mLのうち１本を30℃で震盪培養し、OD

600≒0.6 となった時点で終濃度2％のガラクトースを添加した。30℃で２０時間震盪培養
を続けた後、培地を回収し、2000×gで沈殿させた菌体を、50mM Tris-HCl(pH7.6)、5mM E
DTA、10%グリセロール、1×プロテアーゼ阻害剤カクテル(Complete EDTA-free 、Roche社
）からなる緩衝液(YSB) 700μLに懸濁させた。グラスビーズ200μL(Glass beads, acid-w
ashed、Sigma社）を加えて4℃で30分間高速震盪し、菌体を剪断して得られた抽出液を14,
000×g、１分間遠心して菌体死骸を除去した。上清を100,000×g、30分間小型超遠心分離
器に通し、その沈殿(発現膜画分)を回収し、YSB 1mLで懸濁した。懸濁液2μLを50mM Tris
-HCl(pH7.6)、 5%グリセロール、5mM EDTA、0.02% ブロモフェノールブルーからなる溶液
2μL と混ぜて30分静置し、トリスグリシン12％ポリアクリルアミドゲル(Invitrogen社）
を用いて100V、120分電気泳動し、組成物を展開した。展開したゲルを蛍光イメージアナ
ライザ（商品名：LAS-1000、富士フィルム社）で撮影し、GFP融合変異体蛋白質に由来す
る単一バンドを確認した。
【０２０９】
　（５－３）キメラA2a受容体に対する、モノクローナル抗体の結合部位の決定
　変異体懸濁液各1μLについて12％ポリアクリルアミドゲル(Tris-Glycine Gel、Invitro
gen社)を用いて100V、120分電気泳動したのち、ゲル表面に親水化処理を施したPVDF膜に
接触させ、0.3% Tris、1.5%グリシン、0.1%SDSからなる転写溶液を満たしたタンク式転写
装置(Xcell; Invitrogen)内で30V、90分間で転写を行った。次いで2％スキムミルクを含
むTBS-T(10mM Tris-HCl (pH7.6)、150mM NaCl、0.1%(v/v)Tween-20)に1時間膜を浸してブ
ロッキングし、一次抗体として実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体、二次抗体
としてHRP結合抗IgG抗体(商品名：goat anti-mouse IgG HRP conjugate：santa cruz社製
)を作用させて、抗原－抗体反応を行った。化学発光試薬(商品名：Immobilon Western De
tection Reagents、Millipore社製)を用いて二次抗体を検出し、検出されなかったバンド
に相当する変異体において変異を施した箇所がエピトープ領域であると判断した。
【０２１０】
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　図７上部にA2a受容体未変異体とその変異体の一群の発現結果を蛍光検出にて確認した
結果を示す。また、図７下部にA2a受容体未変異体とその変異体の一群に対する抗原－抗
体反応をウエスタンブロットにより検出した結果を示す。
【０２１１】
　（５－４）結果の考察
　図７に示されるように、i3キメラ変異体が展開されたレーンにおいて、i3キメラ変異体
の発現は確認されているが（図７上部）、抗原－抗体反応に基づく発光は観測されなかっ
た（図７下部）。そのため、実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体は、A2a受容
体の細胞内側第三ループに位置する205-RRQLKQMESQPLPGERARSTLQKEVH-230（配列番号１２
）からなる配列を認識するものと判断できる。また、本願出願者らは同様に、実施例２の
方法で得られたモノクローナル抗体の膜蛋白質結合部位を複数調査する中で、A2a受容体
のループ部分が認識されることが多く、特に細胞内側第三ループが認識されることが多い
ことを確認している。
【０２１２】
　一般的に膜蛋白質のN末端領域は、溶媒中において立体構造が不安定な、比較的フレキ
シブルな領域である。そのため、膜蛋白質のN末端領域を認識して結合する抗体は、立体
構造ではなく、アミノ酸配列を認識している可能性が極めて高い。対して、本実施例で用
いた抗体（実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体）は、ループ部分を認識してい
るため、立体構造を認識している可能性が高い。立体構造を認識するということは、アミ
ノ酸配列のみを認識する抗体に比べて、抗体の結合特異性が高いことを意味する。
【０２１３】
　なお、膜蛋白質と抗体を共結晶化する際には、使用する膜蛋白質と抗体の複合体は、高
純度であることが好ましい。また、結晶に含まれる膜蛋白質は、天然型の構造を有してい
ることが好ましい。そのため、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、膜蛋白質の天然
型の立体構造に対して結合特異性の高い抗体が適している。そして、上記結果より、本実
施例で用いた抗体（実施例２の方法で得られたモノクローナル抗体）は、膜蛋白質の天然
型の立体構造に対して結合特異性が高いため、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できる
と考えられる。
【０２１４】
　また、膜蛋白質の蛋白質Ｎ末端（やＣ末端）に存在する親水性領域は、一般的に溶媒中
において膜貫通領域に対する相対位置や方位に揺らぎが大きいことが多い。このような領
域に抗体が結合したとしても、結晶中で規則的に並んだ定まった結晶格子を形成し得えず
、蛋白質Ｎ末端（やＣ末端）近くに結合する抗体は結晶化に適さないということがいえる
。したがって、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、膜蛋白質のループ部分に対して
結合特異性の高い抗体が適している。そして、上記結果より、本実施例で用いた抗体（実
施例２の方法で得られたモノクローナル抗体）は、膜蛋白質のループ部分に対して結合特
異性が高いため、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できると考えられる。さらに、実施
例２のスクリーニング方法を用いれば、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できるモノク
ローナル抗体が、効率的に得られると考えられる。
【０２１５】
　＜実施例６：抗体ファージライブラリーを使用した、膜蛋白質の天然型の立体構造を特
異的に認識するモノクローナル抗体のスクリーニングとその評価＞
【０２１６】
　（６－１）ヒト糖核酸トランスポーターのビオチン化脂質含有リポソームへの再構成
　実施例１の（１－１）と基本的には同じ構成であるが、A2a受容体を、１０回膜貫通型
であるヒト糖核酸トランスポーターに代えて行った。
【０２１７】
　（６－２）抗体ファージライブラリーの作製
　リポソーム再構成したヒト糖核酸トランスポーター抗原（ビオチン化脂質非含有）をBA
LB/cマウスに免疫した。マウス血中抗体価の上昇を確認後、上記の脾細胞に由来する全RN



(41) JP 5526448 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

Aを抽出し、抗体遺伝子の可変領域 (VHおよびVL)をコードするcDNAを可変領域特異的配列
を有する混合プライマーを用いてRT-PCRにより増幅した。Barbasら (2001)の方法に従っ
て、これらのRT-PCR産物をそれぞれヒト由来の定常領域 CH1およびC?のcDNAと連結したキ
メラH鎖、L鎖遺伝子を三段階のオーバーラップ PCRにより作製し、ファージディスプレイ
用ベクターpComb3XSSに組み込むことで、Fab抗体ファージライブラリーを構築した．得ら
れたライブラリーのサイズは概ね 107～108 クローンの規模であった。得られた各ライブ
ラリーから無作為抽出した10クローンについてVHおよびVL領域のシーケンス解析を行った
結果、ライブラリーを構成するクローンにアミノ酸配列上の重複がないことを確認した。
この方法により、マウスBリンパ球由来のVHおよびVL をコードするcDNA集団を、その配列
多様性を維持したままファージライブラリーの形で回収することが可能となった。
【０２１８】
　（６－３）プロテオリポソームを用いた一次スクリーニング
　Fabファージクローンの一次スクリーニングとして、ビオチン化プロテオリポソーム（
ビオチン化リポソーム／ヒト糖核酸トランスポーター複合体）を固定化した磁気ビーズ D
ynabeads MyOne Streptavidin T1 (200 ?L) を用いたバイオパニングを行った。磁気ビー
ズを1% (w/v) BSAを含むTBSバッファーで8-15回洗浄後、プロテオリポソームに結合した
ファージを100 ?Lの100 mM Gycine-HCl (pH2.2)で溶出した。溶出ファージ液はすみやか
に100 ?Lの1 M Tris-HCl (pH 9.9)を加えて中和後、大腸菌XL-1 Blue株に感染させ、100 
?g/mL アンピシリンと10 ?g/mL テトラサイクリンを含むLB寒天培地に塗抹し37℃で一晩
培養した。プレート上に生育したコロニーをLB培地に懸濁して回収し、VCSM13ヘルパーフ
ァージ を感染させることによりファージレスキューを行い、さらに100 ?g/mL アンピシ
リン、 10 ?g/mL テトラサイクリン、および70 ?g/mL カナマイシン を含むSB培地にて30
℃で一晩振盪培養することによって培養上清中にファージサブ集団を増幅・生産した。フ
ァージは大腸菌培養上清に対して4% (w/v) PEG6000および3% (w/v) NaClを加えて沈殿さ
せ、再度TBSバッファーに懸濁させて1013?1014程度のファージを次回のラウンドのバイオ
パニングに供した。以上のようなバイオパニング操作を4ラウンド繰り返すことにより、
陽性候補の抗体ファージを数十?数百クローンにまで絞り込んだ。
【０２１９】
　（６－４）リポソームELISA法を用いた二次スクリーニング
　上記一次スクリーニングで得られた抗体ファージから、Fabフラグメントを生産した。
繊維状ファージのgene III product (gp3) が融合していないFabフラグメントを生産する
ときは 大腸菌TOP10株を宿主として用い、Fab-g3p融合蛋白質を生産するときは 大腸菌XL
-1 Blue株を宿主として用いた。また、いずれの場合でも生産したFabのH鎖のC末端にHAタ
グが付加されている。陽性Fabクローンの大腸菌グリセロールストックを100 ?g/mL アン
ピシリンを含むSB培地 (50 mL) に接種し、37℃で一晩振盪培養した。この前培養液を100
 ?g/mL アンピシリンを含むSB培地 (5 L)に接種後、37℃で振盪にて本培養を開始した。
培養液の600 nmにおける濁度 (OD600nm)を経時的にモニターし、その値が0．5～0．8に達
した時点で終濃度1 mMとなるようにIPTGを添加した。その後、30℃にて振盪培養を16?18
時間行い、遠心操作 (6、000 g、30分間、4℃)にて菌体を回収した。ペリプラズム画分の
抽出液の調製はリゾチーム処理および浸透圧ショックにより行った。菌体ペレットに等量
のペリプラズム抽出用バッファーを加えて懸濁し、氷上で30分間放置した後、遠心操作 (
6000 g、30 分間、4℃) により上清を回収しペリプラズム抽出液とした。Fabの精製は、
硫安塩析、透析、Ni-NTAアフィニティーカラム、Protein Gアフィニティーカラムによっ
て行った。
【０２２０】
　次に、得られたレコンビナントFabフラグメントを含む大腸菌粗抽出液を利用して、リ
ポソームELISA法を行った。リポソームELISA法は、実施例１の（１－１）、（１－２）と
基本的には同じ構成であるが、A2a受容体をヒト糖核酸トランスポーターに代え、さらにm
ouse由来anti FLAG-M2抗体(Sigma社)を、レコンビナントFab抗体フラグメントを含む大腸
菌粗抽出液に代えて行った。そして、ビオチン化リポソーム／ヒト糖核酸トランスポータ
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ー複合体に結合するレコンビナントFab抗体フラグメントを得た。
【０２２１】
　（６－５）結果の考察
　リポソーム中で膜蛋白質は天然型の立体構造を保っていると考えられるため、上記リポ
ソーム-ELISA法によって得られたレコンビナントFab抗体フラグメントの多くが、ヒト糖
核酸トランスポーターの立体構造を認識していると考えられる。また、続けて、実施例２
の（２－２）の方法と同様のスクリーニングを行えば、より精度よく、ヒト糖核酸トラン
スポーターの天然型の立体構造を特異的に認識するモノクローナル抗体のみを得ることが
できると考えられる。
　（６－６）Biacore測定による解離定数測定
　ELISAのようなエンドポイントアッセイでは膜蛋白質／抗体複合体形成のダイナミクス
、とくに結合の安定性に関する情報が得られないため、表面プラズモン共鳴原理を基盤と
したBiacore T-100を用いてFabフラグメントの結合・解離速度の評価技術を確立した。実
施例５の（６－４）で得られたレコンビナントFab抗体フラグメントのH鎖C末端にはHAタ
グが付加されているため、Biacore SAチップ上に固定化したビオチン化抗HAタグIgGにキ
ャプチャーすることが可能である。Biotin-conjugated anti-HA tag IgGをTBS-Dバッファ
ー [10 mM Tris-HCl (pH7．5)、150 mM NaCl、0．05% (w/v) DDM]に溶かして50 μg/mLの
濃度とし、流速10 μL/minで120秒間フローセルに流すことによって、Biacore SA チップ
に固定化した。次に大腸菌で発現させたFabフラグメントに12 mg/mL BSAおよび12 mg/mL 
CM-デキストランを添加後、流速10 μL/minで300秒間フローセルに流すことによって、チ
ップ上にFabを捕捉させた。最後にアナライトとしてTBS-Dバッファーに溶解したヒト糖核
酸トランスポーター精製標品 (0、4、8、16、または32μg/mLの各濃度)を流速30μL/min
で120秒間フローセルに流し、その直後の10分間の解離レスポンスを測定することによっ
て、結合の安定性を評価した。対照フローセルにおいてはチップ上にFabフラグメントを
捕捉させずに同様の実験を行い、両者の相互作用レスポンスの差を取ることによりFabフ
ラグメントと膜蛋白質との結合・解離動態を解析した。チップの再生に際しては10mM NaO
H溶液を流速30μL/minで30秒間フローセルに流すことにより捕捉されたFabフラグメント
を解離させた。以上の方法により、多数のFabフラグメントの膜蛋白質に対する親和性を
繰り返し自動測定することが可能である。
【０２２２】
　（６－７）結果の考察
　ヒト糖核酸トランスポーター－Fabフラグメント間の解離定数は2.7x10-9Ｍであり、高
い親和性を有する抗体を得ることに成功した。なお、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗
体は、精製や結晶化等の工程の間、膜蛋白質との結合を持続するために、高い親和性を有
する必要がある。そして、上記の結果より、本Biacore測定で用いたモノクローナル抗体
（実施例６の（６－４）で得られたレコンビナントFab抗体フラグメント）は、膜蛋白質
との高い親和性を有するモノクローナル抗体であるので、膜蛋白質との共結晶化に好適に
使用できると考えられる。さらに、実施例５のスクリーニング方法を用いれば、膜蛋白質
との共結晶化に好適に使用できるモノクローナル抗体が、効率的に得られると考えられる
。
【０２２３】
　（６－８）ヒト糖核酸トランスポーター／GFP融合蛋白質とFabフラグメントの複合体の
蛍光ゲル濾過分析 (FSEC)
　10μgのヒト糖核酸トランスポーター／GFP融合蛋白質の精製標品に対して、実施例５の
（６－４）で得られたレコンビナントFab抗体フラグメントの過剰量を混合し、氷上で1時
間放置した。このとき試料中のDDM濃度は0.05% (w/v)に保った。得られた複合体試料 (30
0μL)を、TBS-Dバッファー [10 mM Tris-HCl (pH7．5)、 150 mM NaCl、 0．05% (w/v) D
DM]で平衡化したSuperdex200 10/300にアプライし、0.4mL/minの流速で溶出した。一方、
10μgのヒト糖核酸トランスポーター/GFP融合蛋白質の精製標品単独の試料についても同
様のゲル濾過を行った。分画された各フラクション (0.2mL)のGFP蛍光量（Excitation 47
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0nm、Emission 512nm）をSpectraMax2e Microplate Readerを用いて測定した。その結果
を図８に示す。
【０２２４】
（６－９）結果の考察
　ヒト糖核酸トランスポーター／GFP融合蛋白質単独でゲル濾過を行った場合には14.5mL
程度での溶出であったのに対し、ヒト糖核酸トランスポーター／GFP融合蛋白質に対して
過剰量の上記レコンビナントFab抗体フラグメントを加えた場合では13.5mL程度での溶出
となった。このことはゲル濾過の最中においてもヒト糖核酸トランスポーターと抗体間の
結合が保たれていることを示しており、様々な用途においてもこの抗体が十分な結合能力
を有していることを示唆する。
【０２２５】
　また、膜蛋白質との共結晶化に使用する抗体は、精製や結晶化等の工程の間、膜蛋白質
との結合を持続する必要がある。つまり、上記の結果より、この分析で用いたモノクロー
ナル抗体（実施例６の（６－４）で得られたレコンビナントFab抗体フラグメント）は、
膜蛋白質との高い結合の持続性を有するモノクローナル抗体であるので、膜蛋白質との共
結晶化に好適に使用できると考えられる。そして、実施例６のスクリーニング方法を用い
れば、膜蛋白質との共結晶化に好適に使用できる抗体フラグメントが、効率的に得られる
と考えられる。
【０２２６】
　＜実施例７：膜蛋白質の共結晶化＞
　（７－１）A2a受容体の共結晶化
　上記（３－３－２）と同様にゲル濾過を実施し、A2a受容体とFab複合体のフラクション
を得た。このフラクションをアミコンウルトラ-4 分画分子量100ｋ (millipore)等で濃縮
し、１０mg/ml程度の蛋白濃度とした。この蛋白溶液をPEG400 (Sigma)等を沈殿剤として
、常法に従って蒸気拡散法で結晶化を実施した。その結果、図９に示すようなA2a受容体
とFab複合体の結晶を得た。
【０２２７】
　次に、得られた結晶に関して、Ｘ線回折実験を実施し、２．７Å程度の解像度の回折デ
ータを得た。集めた回折データを分子置換法で解析し、図１０に示すような構造であるこ
とを明らかにした。
【０２２８】
　（７－２）ラット糖トランスポーターの共結晶化
　上記（６－１）～（６－８）において、ヒト糖核酸トランスポーターをラット糖トラン
スポーターに代え、同様の操作を行い、ラット糖トランスポーターとＦｖ複合体のフラク
ションを得た。次に、上記（７－１）と同様の工程で、ラット糖トランスポーターの結晶
化を実施した。その結果、図１１に示すようなラット糖トランスポーターとFvフラグメン
トの複合体の結晶を得た。
【０２２９】
　（７－３）結果の考察
　A2a受容体とラット糖トランスポーターを、それぞれ抗体と結合させることで結晶化す
ることに成功した。このことは、リポソーム-ELISA法を行なうことで、共結晶化に好適な
抗体が得られるということを示している。また図１０より、A2a受容体のループ部分に抗
体が結合していることが示唆された。これは、上記（５－１）の結果と一致していた。
【０２３０】
　＜結果の考察＞
　上記の実施例１～７の実験結果から、固相担体と、該固相担体に結合しているリポソー
ムと、該リポソームに埋め込まれている膜蛋白質と、を備え、該膜蛋白質の少なくとも一
部が該リポソームの外側表面に露出している、リポソーム／膜蛋白質複合体を、膜蛋白質
とともに共結晶化する抗体をスクリーニングする際に使用することができることがわかる
。
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【０２３１】
　そして、得られた抗体は、標的膜蛋白質の天然型の立体構造を特異的に認識する抗体、
標的膜蛋白質への結合特異性が高い抗体、標的膜蛋白質への親和性が高い抗体、膜蛋白質
と抗体を合わせた全体の親水性領域を拡大させる抗体、膜蛋白質と抗体を合わせた全体の
熱安定性を上昇させる抗体、または、膜蛋白質のループ部分を特異的に認識する抗体であ
ることが実証されている。さらには、得られた抗体を用いて、膜蛋白質の共結晶化に成功
している。そのため、上記リポソーム／膜蛋白質複合体を使用すれば、膜蛋白質とともに
共結晶化するために好適に使用できる抗体が、公知技術に比べて、極めて効率的に得られ
ると考えられる。同様の理由で、上記のような特性を有している抗体のスクリーニング方
法または生産方法が明らかになった。
【０２３２】
　加えて、７回膜貫通型であるGPCRと、１０回膜貫通型であるヒト糖核酸トランスポータ
ーを用いた実施例に同様の結果が見られたことから、本発明は膜の貫通回数にほとんど影
響を受けずに実施できることが示唆される。
【０２３３】
　以上、本発明を実施例に基づいて説明した。この実施例はあくまで例示であり、種々の
変形例が可能なこと、またそうした変形例も本発明の範囲にあることは当業者に理解され
るところである。

【図１】
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