
(57)【要約】
　本発明は、第 1の FnIII様ドメインおよび第 2の FnIII様ドメインからなるサイトカイン結
合ドメインを含む修飾された結合部分の作製方法であって、サイトカイン結合ドメイン内
の少なくとも 1つのアミノ酸残基が、サイトカイン結合ドメインの結合特徴が変更される
、かつ /または結合部分の溶解性および /もしくは安定性が改善されるように修飾される方
法に関する。本発明はまた、結合部分、ならびに親和性試薬、診断試薬、治療剤およびタ
ンパク質骨格としてのこのような結合部分の使用にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の 特 性 が 変 更 さ れ る よ う に 第 1の FnIII様 ド
メ イ ン お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 修 飾 し て
結 合 部 分 を 生 成 す る こ と を 含 む 、 結 合 部 分 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 1お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が 単 一 の 源 か ら の 前 記 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 1お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が 個 別 の 源 か ら の 前 記 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 第 1お よ び /ま た は 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が IL-2受 容 体 、 IL-3受 容 体 、 IL-4受 容 体 、
IL-5受 容 体 、 IL-6受 容 体 、 IL-7受 容 体 、 IL-9受 容 体 、 IL-11受 容 体 、 IL-12受 容 体 、 IL-13
受 容 体 、 IL-15受 容 体 お よ び IL-21受 容 体 、 G-CSF受 容 体 、 GM-CSF受 容 体 、 LIF受 容 体 、 オ ン
コ ス タ チ ン M受 容 体 、 カ ル ジ オ ト ロ フ ィ ン CT-1受 容 体 、 毛 様 体 神 経 栄 養 因 子 (CNTF)受 容 体
、 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 、 レ プ チ ン 受 容 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 、 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体
、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 様 因 子 1、 ク ラ ス 1サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 胸 腺 間 質 リ ン パ 球 増 殖 タ ン
パ ク 質 受 容 体 ま た は gp130か ら 選 択 さ れ る 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 1か
ら 3の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の ル ー プ が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 1か
ら 4の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ル ー プ が 図 5に 示 す ル ー プ L1か ら L7に よ っ て 定 義 さ れ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ お よ び /ま た は 面 積 が 、 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ
ン 中 の 対 応 す る ル ー プ と 比 較 し て 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 5ま た は 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ を 少 な く と も 2個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加 ま た は 減 少 さ せ る 、
請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ を 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加 さ せ る 、 請 求 項 8に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ を 20個 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加 さ せ る 、 請 求 項 8ま た は 請
求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 2つ の FnIII様 ド メ イ ン 間 の ヒ ン ジ 領 域 が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 10の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の FnIII様 ド メ イ ン 結 合 界 面 が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 1
か ら 11の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 中 の 1つ ま た は 複 数 の ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形
成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 12の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 結 合 部 分 の 溶 解 性 が 改 善 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 13の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 取 り 除
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く か つ /ま た は 置 き 換 え る こ と に よ っ て 前 記 結 合 部 分 の 溶 解 性 を 改 善 す る 、 請 求 項 14に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 異 な る 残 基 に よ っ て 置 き 換 え る 、 請 求 項
13か ら 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を ア ラ ニ ン ま た は セ リ ン に よ っ て 置 き 換 え
る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 安 定 性 が 改 善 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 17の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の 天 然 リ ガ ン ド に 対
す る 、 前 記 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 親 和 性 が 、 低 減 ま た は 消 滅 し て い る 、
請 求 項 1か ら 18の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 結 合 特 異 性 が 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト
カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 結 合 特 異 性 と は 異 な る 、 請 求 項 1か ら 19の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が 第 1の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有
す る 第 1の 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 し 、 前 記 修 飾 が 、 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト
カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ を 第 2の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第
2の 受 容 体 の 対 応 す る ル ー プ で 置 き 換 え て 、 前 記 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が
前 記 第 2の リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 性 を 有 す る よ う に す る こ と を 含 む 、 請 求 項 20に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 第 1の 受 容 体 が IL6受 容 体 で あ り 、 前 記 第 2の 受 容 体 が プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 ま た は LIF
受 容 体 で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 第 1の 受 容 体 が IL6受 容 体 で あ り 、 前 記 第 2の 受 容 体 が オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 で あ る
、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 を 1つ ま た は 複 数 の 分 子 に 連 結 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求
項 1か ら 23の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 が 遺 伝 子 リ ン カ ー ま た は 化 学 的 リ ン カ ー を 介 し て 1つ ま た は 複
数 の 分 子 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 が 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ っ て 1つ ま た は 複 数 の 分 子 に
連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 24ま た は 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 が 診 断 試 薬 ま た は 治 療 剤 に 連 結 さ れ て い る 請 求 項 24か ら 26の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 診 断 試 薬 が 検 出 可 能 な 標 識 で あ る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 治 療 剤 が 細 胞 毒 性 を 有 す る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 治 療 剤 が 免 疫 調 節 性 で あ る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
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　 請 求 項 1か ら 30の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 生 成 し た 、 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 第 1の FnIII様 ド メ イ ン お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン を 含 む 結 合 部 分 で あ っ て 、 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合
ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の 特 性 を 変 更 す る 修 飾 を 有 す る 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 第 1お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が 単 一 の 源 か ら の 前 記 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 32に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 第 1お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が 個 別 の 源 か ら の 前 記 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 33に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 第 1お よ び /ま た は 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が IL-2受 容 体 、 IL-3受 容 体 、 IL-4受 容 体 、
IL-5受 容 体 、 IL-6受 容 体 、 IL-7受 容 体 、 IL-9受 容 体 、 IL-11受 容 体 、 IL-12受 容 体 、 IL-13
受 容 体 、 IL-15受 容 体 お よ び IL-21受 容 体 、 G-CSF受 容 体 、 GM-CSF受 容 体 、 LIF受 容 体 、 オ ン
コ ス タ チ ン M受 容 体 、 カ ル ジ オ ト ロ フ ィ ン CT-1受 容 体 、 毛 様 体 神 経 栄 養 因 子 (CNTF)受 容 体
、 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 、 レ プ チ ン 受 容 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 、 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体
、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 様 因 子 1、 ク ラ ス 1サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 胸 腺 間 質 リ ン パ 球 増 殖 タ ン
パ ク 質 受 容 体 ま た は gp130か ら 選 択 さ れ る 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 32
か ら 34の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の ル ー プ が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 32か ら 35の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 ル ー プ が 図 5に 示 す ル ー プ L1か ら L7に よ っ て 定 義 さ れ る 、 請 求 項 36に 記 載 の 結 合 部
分 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 ル ー プ 大 き さ お よ び /ま た は 面 積 が 、 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ
イ ン 中 の 対 応 す る ル ー プ と 比 較 し て 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 36ま た は 請 求 項 37に 記 載 の 結
合 部 分 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ を 少 な く と も 2個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加 ま た は 減 少 さ せ る 、
請 求 項 38に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ を 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加 さ せ る 、 請 求 項 39に
記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 ル ー プ の 大 き さ を 20個 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加 さ せ る 、 請 求 項 39ま た は 請
求 項 40に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 FnIII様 ド メ イ ン 間 の ヒ ン ジ 領 域 が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 32か ら 41の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 FnIII様 ド メ イ ン の 結 合 界 面 が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 32か ら 42の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 中 の 1つ ま た は 複 数 の ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形
成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 32か ら 43の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部
分 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 の 溶 解 性 が 改 善 さ れ て い る 、 請 求 項 32か ら 44の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 取 り 除
く か つ /ま た は 置 き 換 え る こ と に よ っ て 前 記 結 合 部 分 の 溶 解 性 を 改 善 す る 、 請 求 項 45に 記
載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 異 な る 残 基 に よ っ て 置 き 換 え る 、 請 求 項
44か ら 46の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を ア ラ ニ ン ま た は セ リ ン に よ っ て 置 き 換 え
る 、 請 求 項 47に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 安 定 性 が 改 善 さ れ て い る 、 請 求 項 32か ら 48の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の 天 然 リ ガ ン ド に 対
す る 、 前 記 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 親 和 性 が 、 低 減 ま た は 消 滅 し て い る 、
請 求 項 32か ら 47の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 結 合 特 異 性 が 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト
カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 結 合 特 異 性 と は 異 な る 、 請 求 項 32か ら 50の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結
合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が 第 1の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有
す る 第 1の 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 し 、 前 記 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン の 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ を 第 2の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第 2の 受 容 体 の
対 応 す る ル ー プ で 置 き 換 え て 、 前 記 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が 前 記 第 2の リ
ガ ン ド に 対 し て 特 異 性 を 有 す る よ う に す る 、 請 求 項 51に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 第 1の 受 容 体 が IL-6受 容 体 で あ り 、 前 記 第 2の 受 容 体 が プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 ま た は LI
F受 容 体 で あ る 、 請 求 項 52に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 第 1の 受 容 体 が IL-6受 容 体 で あ り 、 前 記 第 2の 受 容 体 が オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 で あ
る 、 請 求 項 52に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 分 子 に 連 結 さ れ た 、 請 求 項 31か ら 54の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 遺 伝 子 リ ン カ ー ま た は 化 学 的 リ ン カ ー を 介 し て 1つ ま た は 複 数 の 分 子 に 連 結 さ れ て い る
、 請 求 項 55に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ っ て 1つ ま た は 複 数 の 分 子 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 55
ま た は 請 求 項 56に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 診 断 試 薬 ま た は 治 療 剤 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 55か ら 57の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合
部 分 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 診 断 試 薬 が 検 出 可 能 な 標 識 で あ る 、 請 求 項 58に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
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　 前 記 治 療 剤 が 細 胞 毒 性 を 有 す る 、 請 求 項 58に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 治 療 剤 が 免 疫 調 節 性 で あ る 、 請 求 項 58に 記 載 の 結 合 部 分 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 請 求 項 31か ら 61の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 2つ 以 上 の 結 合 部 分 を 含 む 多 価 試 薬 ま た は 多 特
異 性 試 薬 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 固 体 担 体 上 に 固 定 し た 、 も し く は バ イ オ セ ン サ ー 表 面 上 に カ ッ プ リ ン グ し た 、 請 求 項 31
か ら 61の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 請 求 項 31か ら 62の 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬 を コ ー ド し て い
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 請 求 項 64に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 請 求 項 65に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 請 求 項 31か ら 62の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬 お よ び
製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 対 象 に 請 求 項 31か ら 62の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬
を 投 与 す る こ と を 含 む 、 対 象 に お け る 病 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 (i)サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 中 の 1つ ま た は 複 数 の 修
飾 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る ス テ ッ プ と ;
　 (ii)前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 前 記 結 合 部 分 を 発 現 さ せ る ス テ ッ
プ と ;
　 (iii)前 記 標 的 分 子 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 1つ ま た は 複 数 の 結 合 部 分 を 選 択 す る ス テ ッ
プ と
　 を 含 む 、 標 的 分 子 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 結 合 部 分 の 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 修 飾 が 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の ル ー プ 内 に あ る 、 請 求 項 69に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 突 然 変 異 誘 発 に 供 す る 、 請 求 項 69ま た は 請 求 項 70に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 突 然 変 異 誘 発 が 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 で あ る 、 請 求 項 71に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 突 然 変 異 誘 発 が ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 で あ る 、 請 求 項 72に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 標 的 分 子 が サ イ ト カ イ ン 受 容 体 リ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 69か ら 72の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ で あ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 サ イ ト カ イ ン を 持 つ
ド メ イ ン 中 の 1つ ま た は 複 数 の 修 飾 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 a)サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 第 1の 骨 格 配 列 と ;
　 b)ペ プ チ ド を コ ー ド し て お り 、 前 記 第 1の 骨 格 配 列 の 領 域 中 に 位 置 す る 部 位 に 挿 入 さ れ
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た 第 2の 配 列 で あ っ て 、 前 記 ペ プ チ ド は ル ー プ と し て 表 示 さ れ る 第 2の 配 列 と
　 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 第 2の 配 列 が 前 記 ル ー プ を コ ー ド し て い る 前 記 第 1の 骨 格 配 列 の 領 域 を 実 質 的 に 置 き
換 え る 、 請 求 項 76に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン が IL-2受 容 体 、 IL-3受 容 体 、 IL-4受 容 体 、 IL-5受 容 体 、
IL-6受 容 体 、 IL-7受 容 体 、 IL-9受 容 体 、 IL-11受 容 体 、 IL-12受 容 体 、 IL-13受 容 体 、 1L-15
受 容 体 お よ び IL-21受 容 体 、 G-CSF受 容 体 、 GM-CSF受 容 体 、 LIF受 容 体 、 オ ン コ ス タ チ ン M受
容 体 、 カ ル ジ オ ト ロ フ ィ ン CT-1受 容 体 、 毛 様 体 神 経 栄 養 因 子 (CNTF)受 容 体 、 プ ロ ラ ク チ ン
受 容 体 、 レ プ チ ン 受 容 体 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 、 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体 、 サ イ ト カ イ ン
受 容 体 様 因 子 1、 ク ラ ス 1サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 胸 腺 間 質 リ ン パ 球 増 殖 タ ン パ ク 質 受 容 体 ま
た は gp130か ら 選 択 さ れ る 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 76ま た は 請 求 項 77
に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 複 数 の 部 位 に 挿 入 さ れ た 複 数 の 第 2の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 76か ら 78の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 ペ プ チ ド の う ち の 1つ ま た は 複 数 が 前 記 骨 格 配 列 の も の と は 異 な る サ イ ト カ イ ン 結
合 領 域 に 由 来 す る 、 請 求 項 76か ら 79の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 請 求 項 76か ら 80の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 請 求 項 81に 記 載 の 複 数 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン デ ィ ス プ レ イ ラ
イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 a)サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 第 1の 核 酸 配 列 ;
　 b)前 記 第 1の 核 酸 配 列 の 末 端 間 の 領 域 の 挿 入 部 位 で あ っ て 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に
よ っ て 切 断 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 か つ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 第 2
の 核 酸 配 列 が 前 記 第 1の 核 酸 内 に 挿 入 さ れ る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン を コ ー ド す る こ と が 可 能 と な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 挿 入 部 位 と ;
　 c)前 記 第 1の 核 酸 配 列 の 発 現 を 指 揮 す る 、 前 記 第 1の 核 酸 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調
節 性 の 制 御 配 列 と
　 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 a)前 記 第 1の 核 酸 配 列 の 末 端 間 の 領 域 に 欠 失 を 含 む 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を コ ー
ド し て い る 第 1の 核 酸 配 列 と ;
　 b) 前 記 欠 失 し た 配 列 の 代 わ り の 挿 入 部 位 で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 第 2
の 核 酸 配 列 が 前 記 第 1の 核 酸 内 に 挿 入 さ れ る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン を コ ー ド す る こ と が 可 能 と な る 挿 入 部 位 と 、
　 c)前 記 第 1の 核 酸 配 列 の 発 現 を 指 揮 す る 、 前 記 第 1の 核 酸 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調
節 性 の 制 御 配 列 と
　 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 挿 入 部 位 ま た は 欠 失 が 存 在 す る 領 域 が ル ー プ を コ ー ド し て い る 、 請 求 項 83ま た は 請
求 項 84に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 請 求 項 76か ら 80の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
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　 請 求 項 86に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と も 2つ 含 む タ ン パ ク 質 多 量 体 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 (i)請 求 項 82に 記 載 の サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 提 供 す る ス
テ ッ プ と ;
　 (ii)前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る ス テ ッ
プ と ;
　 (iii)前 記 標 的 分 子 に 結 合 す る 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 、 目 的 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 同 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン (CBD)由 来 の 結 合 部 分 、 な ら び に 親 和 性 試 薬 、 診
断 試 薬 、 治 療 剤 お よ び タ ン パ ク 質 骨 格 と し て の そ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 抗 体 は 特 異 的 な 高 親 和 性 の 結 合 試 薬 の パ ラ ダ イ ム で あ り 、 可 変 重 鎖 (V H )お よ び 可 変 軽 鎖
(V L )免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン の 相 互 作 用 に よ っ て 抗 原 結 合 部 位 を 提 供 す る 。 結 合 界 面 は 相
補 性 決 定 領 域 (CDR)と 呼 ば れ る 6つ の 表 面 ポ リ ペ プ チ ド ル ー プ に よ っ て 形 成 さ れ 、 各 可 変 ド
メ イ ン 3つ ず つ か ら な り 、 こ れ は 可 変 性 が 高 く 、 一 緒 に な っ て 抗 原 と の 相 互 作 用 に 十 分 大
き な 表 面 積 を も た ら す 。 特 異 的 結 合 試 薬 は 、 V H お よ び V L ド メ イ ン の み を Fvモ ジ ュ ー ル へ と
会 合 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る 。 細 菌 性 発 現 は 、 V-ド メ イ ン を リ ン カ ー ポ
リ ペ プ チ ド と 共 に 単 鎖 scFv分 子 内 に 接 合 さ せ る こ と に よ っ て 亢 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 国 際 公 開 公 報 WO00/34784号 お よ び 国 際 公 開 公 報 WO01/64942号 (Phylos Inc.)は 、 フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン 、 ま た は 少 な く と も 1つ の ラ ン ダ ム 化 さ れ た ル ー プ を 有 す る III型 フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン ド メ イ ン が 存 在 す る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 様 タ ン パ ク 質 骨 格 を 含 む 、 抗 体 模 倣 体 を 開 示 し
て い る 。 国 際 公 開 公 報 WO02/32925号 (Phylos Inc.)は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 の 折 畳 み を 有 す
る ド メ イ ン を 含 む 非 抗 体 誘 導 体 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 突 然 変 異 し て い な い タ ン パ ク 質 よ り
も 高 い 親 和 性 で 化 合 物 と 結 合 す る よ う に 突 然 変 異 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に
関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Koide他 (国 際 公 開 公 報 WO98/56915号 お よ び J.Mol.Biol.、 (1998)、 284、 1141-1151頁 )は
、 III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン の 骨 格 の 設 計 お よ び 構 築 、 な ら び に 2つ の ル ー プ に 突 然
変 異 を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 生 成 し て 高 親 和 性 の リ ガ ン ド 結 合 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 骨 格 の 使 用 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 国 際 公 開 公 報 WO01/90192号 (Imclone Systems Inc)は 、 二 重 特 異 性 の 二 重 鎖 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 構 築 体 、 す な わ ち 抗 原 に 対 す る そ の 結 合 力 に つ い て 最 適 化 さ れ て い る に も か か わ ら ず
天 然 の 抗 体 と し て も 作 用 す る 2つ の ド メ イ ン の タ ン パ ク 質 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 国 際 公 開 公 報 WO02/48189号 (Borean Pharma AS)は 、 新 し い ラ イ ブ ラ リ ク ラ ス を 提 供 す る
た め に 突 然 変 異 さ せ る こ と が で き る ル ー プ 領 域 を 有 す る 炭 水 化 物 認 識 ド メ イ ン を 有 す る 、
C型 レ ク チ ン 様 ド メ イ ン の フ ァ ミ リ ー に 基 づ く 骨 格 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 国 際 公 開 公 報 WO00/47620号 (Medvet Science Pty Ltd他 )は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の β 鎖
ま た は 類 似 し た 構 造 体 か ら な る サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 国 際 公 開 公 報 WO02/44197号 (Fish)は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 へ の 結 合 に 適 し た 結 合 ド メ イ
ン の 立 体 配 置 を 骨 格 が 維 持 す る よ う に サ イ ト カ イ ン 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 骨 格 内 に 組 み 込
ん だ 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 結 合 ペ プ チ ド 構 築 体 を 記 載 し て い る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 図 1Aに 模 式 図 を 示 し た 2つ の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る CBD様 の 骨 格 構 造 を 採
る 結 合 部 分 に 関 す る 。 2つ の FnIII様 ド メ イ ン 上 の 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ は 直 鎖 状 に 会 合 し
て お り 、 両 ド メ イ ン か ら の ル ー プ と の 会 合 に よ っ て 標 的 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 結 合
領 域 を 特 徴 づ け る 。 本 発 明 は ま た 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン (CBD)の 使 用 に 基 づ い て 新
規 骨 格 構 造 を 生 成 す る 方 法 、 お よ び そ れ に よ っ て 生 成 し た 新 規 骨 格 構 造 に も 関 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の 特 性 が 変 更 さ れ
る よ う に 第 1の FnIII様 ド メ イ ン お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン
結 合 ド メ イ ン を 修 飾 し て 結 合 部 分 を 生 成 す る こ と を 含 む 、 結 合 部 分 の 生 成 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 上 記 方 法 に 従 っ て 生 成 し た 、 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 骨 格 構 造 に 基 づ い た 新 規 結 合 部 分 も 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 第 1の FnIII様 ド メ イ ン お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な
る 細 胞 外 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む 結 合 部 分 で あ っ て 、 CBDが CBDの 特 性 を 変 更 す る
修 飾 を 含 む 結 合 部 分 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 CBDは 、 2つ の 連 結 さ れ た III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (FnIII)ド メ イ ン (そ れ ぞ れ が Ig様 の 折
畳 み で あ る )か ら な る (Leahy DJ他 、 1992、 Science、 258:987-991頁 )。 こ れ ら の CBDは 、 主
に 2つ の FnIII様 ド メ イ ン の 接 合 部 (サ イ ト カ イ ン ヒ ン ジ 領 域 )で そ の 標 的 分 子 と 結 合 し 、 CB
Dの 2つ の ド メ イ ン の 外 側 L字 部 (elbow)上 の ル ー プ に よ っ て そ の 標 的 分 子 と か み 合 う す る こ
と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の ル ー プ は 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 抗 原 -結 合 表 面 上 に 見 つ か る CDR
(相 補 性 決 定 領 域 )ル ー プ に 類 似 し て い る 。 し か し 、 CBD中 の 2つ の ド メ イ ン の ル ー プ 間 の 会
合 は 、 抗 体 と CDRル ー プ と の 会 合 と は 異 な る 重 要 な 差 異 を 示 す 。 抗 体 可 変 ド メ イ ン で は 、
重 鎖 の ル ー プ は 軽 鎖 の ル ー プ に 平 行 に 会 合 す る 。 対 照 的 に 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 の サ イ
ト カ イ ン 結 合 ル ー プ は 直 鎖 状 の 会 合 を 形 成 す る (図 1参 照 )。 い く つ か の 知 ら れ て い る 三 次
構 造 の CBDと の 比 較 に よ り 、 こ れ ら の ド メ イ ン が 新 規 結 合 部 分 の 設 計 お よ び 作 製 に 理 想 的
な フ レ ー ム ワ ー ク を 形 成 す る こ と を 示 す 、 共 通 の 構 造 的 特 徴 が 明 ら か と な っ て い る 。 こ の
よ う な 結 合 部 分 は 、 診 断 剤 お よ び 治 療 剤 /試 薬 と し て 、 な ら び に 特 定 の 分 子 標 的 、 特 に 臨
床 的 疾 患 に 関 連 す る 標 的 に 向 け る た め を 含 め た 、 様 々 な 使 用 お よ び 用 途 を 有 す る で あ ろ う
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 従 来 技 術 は 、 典 型 的 に は 、 単 一 結 合 ド メ イ ン に 基 づ い た 骨 格 構 造 に つ い て 記 載 し て い る
。 具 体 的 に は 、 FnIII様 ド メ イ ン を 利 用 し た 骨 格 に つ い て の 以 前 の 研 究 は 単 一 FnIII様 ド メ
イ ン フ レ ー ム ワ ー ク の 使 用 に 焦 点 を 合 わ せ て い る 。 対 照 的 に 、 本 発 明 の 骨 格 は 2つ の FnIII
様 ド メ イ ン を 有 す る CBDの 使 用 に 基 づ い て お り 、 こ れ は 、 両 ド メ イ ン と の 会 合 に よ っ て 、
よ り 詳 細 に は CBDの サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 を 形 成 す る ル ー プ と の 相 互 作 用 に よ っ て 、 標 的
分 子 と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 骨 格 は 、 従 来 技 術 の 骨 格 を 超 え る 顕 著 な 利 点 を も た ら す 。 2つ の ド メ イ ン か ら
な る 結 合 部 分 を 用 い た 結 果 、 標 的 分 子 と 結 合 す る た め の よ り 大 き な 表 面 結 合 領 域 、 す な わ
ち 「 フ ッ ト プ リ ン ト 」 が も た ら さ れ る 。 こ れ に よ り 、 よ り 高 い 親 和 性 で 、 か つ /ま た は よ
り 多 様 な 標 的 の 形 状 お よ び 大 き さ の も の と 結 合 す る 潜 在 性 が 生 じ る 。 具 体 的 に は 、 2つ の
ド メ イ ン か ら な る 、 直 鎖 状 に 会 合 し た フ レ ー ム ワ ー ク を 用 い る こ と に よ り 、 こ れ ら の 部 分
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が 従 来 の 抗 体 に 不 応 性 で あ る 分 子 と 結 合 す る 潜 在 性 が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 例 え ば 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 手 段 に よ っ て 、 他 の 分 子 と 連 結 さ れ
て い て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 分 子 と 連 結 さ れ て い る 、 本
発 明 に 係 る 結 合 部 分 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 係 る 2つ 以 上 の 結 合 部 分 を 含 む 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試
薬 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 係 る 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬 を コ ー ド し て い る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 係 る ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 係 る 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬 な ら び に 製 薬
上 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は 免 疫 賦 活 剤 を 含 む 薬 剤 組 成 物 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 に 本 発 明 に 係 る 結 合 部 分 、 多 価 試 薬 ま た は 多 特 異 性 試 薬 を 投 与 す る
こ と を 含 む 、 対 象 に お け る 病 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、
　 (i)CBDを 含 む 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 CBD中 の 1つ
ま た は 複 数 の 修 飾 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る ス テ ッ プ と ;
　 (ii)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 結 合 部 分 を 発 現 さ せ る ス テ ッ プ と ;
　 (iii)標 的 分 子 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 1つ ま た は 複 数 の 結 合 部 分 を 選 択 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 、 標 的 分 子 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 結 合 部 分 の 選 択 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る 複 数 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ で あ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が サ イ ト カ
イ ン を 持 つ ド メ イ ン 中 の 1つ ま た は 複 数 の 修 飾 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ も 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 係 る 結 合 部 分 の 作 製 に 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー も 提 供 す る 。 し た が
っ て 、 本 発 明 は 、
　 a)CBDを コ ー ド し て い る 第 1の 核 酸 配 列 と ;
　 b)前 記 第 1の 核 酸 配 列 の 末 端 間 の 領 域 の 挿 入 部 位 で あ っ て 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に
よ っ て 切 断 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 か つ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 第 2
の 核 酸 配 列 が 前 記 第 1の 核 酸 内 に 挿 入 さ れ る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た CBDを コ ー ド す る こ と
が 可 能 と な る 前 記 発 現 ベ ク タ ー に 特 有 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 挿 入 部 位 と ;
　 c)第 1の 核 酸 配 列 の 発 現 を 指 揮 す る 、 前 記 第 1の 核 酸 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 性
の 制 御 配 列 と
　 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 領 域 は 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 、 好 ま し く は ル ー プ を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、
　 a)第 1の 核 酸 配 列 の 末 端 間 の 領 域 に 欠 失 を 含 む 、 CBDを コ ー ド し て い る 第 1の 核 酸 配 列 と ;
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　 b)前 記 欠 失 し た 配 列 の 代 わ り の 挿 入 部 位 で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 第 2
の 核 酸 配 列 が 前 記 第 1の 核 酸 内 に 挿 入 さ れ る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド
メ イ ン を コ ー ド す る こ と が 可 能 と な る 挿 入 部 位 。
　 c)第 1の 核 酸 配 列 の 発 現 を 指 揮 す る 、 前 記 第 1の 核 酸 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 性
の 制 御 配 列 と
　 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 領 域 は 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 、 好 ま し く は ル ー プ を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、
　 a)CBDを コ ー ド し て い る 第 1の 核 酸 配 列 と ;
　 b)前 記 第 1の 核 酸 配 列 の 末 端 間 の 領 域 の い く つ か の 挿 入 部 位 で あ っ て 、 そ の そ れ ぞ れ の
挿 入 部 位 が 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る 前 記 発 現 ベ ク タ ー に 特 有 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 か つ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 が 前 記 第 1の 核 酸
内 に 挿 入 さ れ る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た CBDを コ ー ド す る こ と が 可 能 と な る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 挿 入 部 位 と
　 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 ま し く は 、 1つ ま た は 複 数 の 領 域 、 好 ま し く は そ れ ぞ れ の 領 域 が 、 溶 媒 に 曝 さ れ た 領
域 、 好 ま し く は ル ー プ を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、
　 a)CBDを コ ー ド し て い る 第 1の 骨 格 配 列 と ;
　 b)ペ プ チ ド を コ ー ド し て お り 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ を コ ー ド し て い る 前 記 第 1の 骨
格 配 列 の 領 域 中 に 位 置 す る 部 位 に 挿 入 さ れ た 第 2の 配 列 と
　 を 含 む ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ 骨 格 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 直 前 に 記 載 し た 本 発 明 に 係 る 核 酸 配 列 、 お よ び 複 数 の 前 記 発 現 ベ ク タ ー
を 含 む CBDデ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 述 の 本 発 明 に 係 る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド 、
お よ び 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 少 な く と も 2つ を 含 む タ ン パ ク 質 多 量 体 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 目 的 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 修 飾 さ れ た CBDの 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 (i)本 発 明 の CBDデ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 提 供 す る ス テ ッ プ と ;
　 (ii)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る ス テ ッ プ と
;
　 (iii)標 的 分 子 に 結 合 す る 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 の 個 々 の セ ク シ ョ ン で 言 及 し た 本 発 明 の 様 々 な 特 徴 お よ び 実 施 形 態 は 、 必 要 に 応 じ
て 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 他 の セ ク シ ョ ン に も 適 用 さ れ る 。 し た が っ て 、 1つ の セ ク シ ョ ン
で 明 記 し た 特 徴 は 、 必 要 に 応 じ て 他 の セ ク シ ョ ン で 明 記 し た 特 徴 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 段 に 定 義 し な い 限 り は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る す べ て の 専 門 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 当
業 者 (例 え ば 分 子 生 物 学 お よ び 生 化 学 の 技 術 者 )に 共 通 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す
る 。 標 準 の 技 術 は 分 子 学 的 方 法 お よ び 生 化 学 的 方 法 (一 般 に 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組
み 込 ま れ て い る Sambrook他 、 Molecular Cloning:A Laboratory Manual、 第 3版 (2001)Cold
 Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Y.な ら び に Ausubel他 、 Shor
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t Protocols in Molecular Biology(1999)第 4版 、 John Wiley & Sons,Inc.お よ び Current
 Protocols in Molecurar Biologyと 題 さ れ る そ の 完 全 版 を 参 照 )な ら び に 科 学 的 方 法 で 用
い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 明 細 書 全 体 を 通 し て 、 単 語 「 含 む (comprise)」 、 ま た は 「 含 む (comprises)」 も し く は
「 含 ん で い る  (comprising)」 な ど の 変 形 は 、 記 述 し た 要 素 、 整 数 も し く は ス テ ッ プ 、 ま
た は 要 素 、 整 数 も し く は ス テ ッ プ の 群 の 包 含 を 暗 示 す る が 、 任 意 の 他 の 要 素 、 整 数 も し く
は ス テ ッ プ 、 ま た は 要 素 、 整 数 も し く は ス テ ッ プ の 群 の 排 除 を 暗 示 し な い こ と を 理 解 さ れ
よ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 疎 水 性 残 基 」 ま た は 「 無 極 性 残 基 」 と は 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、
イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 「 極 性 残 基 」 と は 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、
ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び リ シ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 と は 、 大 部 分 が 細 胞 外 に 存 在 す る タ ン パ ク 質
の セ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で は 、 こ の セ グ メ ン ト は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン を
介 し て 細 胞 に つ な が れ て い る か 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 の 消 化 に よ っ て 細 胞 か ら 放 出 さ れ る こ
と が で き る 。 あ る い は 、 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た 際 に 完 全 な タ ン パ ク 質 ま
た は そ の ア ミ ノ 酸 セ グ メ ン ト を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン (CBD)
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン は 、 本 明 細 書 中 で は 第 1お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド と し て 定 義 さ れ る 。 FnIII様 ド メ イ ン は 、 β シ ー ト の FnIII様 に 会 合 し た 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 折 畳 み を 有 す る そ れ ぞ れ 独 立 し た ド メ イ ン で あ る 。 2つ の ド メ イ ン は 類 似
し た 平 面 上 に 位 置 し 、 典 型 的 に は 互 い に 約 90° で 結 合 し て い る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も
1つ の ド メ イ ン が ト リ プ ト フ ァ ン -ア ル ギ ニ ン の ラ ダ ー 領 域 を 含 み 、 こ れ は 好 ま し く は 、 左
巻 き の 3 1 0 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 す る Trp-Ser-X-Trp-Ser(「 WSXWS」 )モ チ ー フ ま た は そ の 変 異
体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ れ ぞ れ の FnIII様 ド メ イ ン は い く つ か の ル ー プ 、 典 型 的 に は 表 面 お よ び 溶 媒 に 曝 さ れ
た ル ー プ を 含 む 。 CBDを 構 成 す る 2つ の ド メ イ ン 内 の ル ー プ は 実 質 的 に 直 鎖 状 の 様 式 で 2つ
の ド メ イ ン に わ た っ て 配 置 さ れ て 、 結 合 領 域 を 形 成 し 、 か つ そ れ を 実 質 的 に 定 義 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 に 示 し た CBDの 構 造 的 定 義 は 、 図 1～ 6を 参 照 す る こ と に よ っ て さ ら に 例 示 か つ 支 持
さ れ る 。 具 体 的 に は 、 こ れ は 図 1～ 6に 示 し 、 そ の 内 容 が 全 体 で 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組
み 込 ま れ て い る Varghese JN他 、 2002、 PNAS、 99(25):15959-15964頁 お よ び PCT/AU02/0125
5号 に 詳 述 さ れ る 、 IL-6Rの 三 次 元 構 造 を 含 め た 一 次 、 二 次 お よ び 三 次 構 造 を 参 照 す る こ と
に よ っ て さ ら に 例 示 か つ 支 持 さ れ る 。 こ れ ら の 参 考 文 献 は 、 IL-6Rの 細 胞 外 ド メ イ ン の 原
子 座 標 も 提 供 す る 。 図 1～ 6お よ び 前 述 の 参 考 文 献 は 、 β シ ー ト の 配 置 、 2つ の ド メ イ ン の
互 い に 対 す る そ れ ぞ れ の 配 向 、 お よ び CBD中 に 通 常 存 在 す る 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ の 位 置
を 含 め た 構 造 的 特 徴 の 詳 細 を 様 々 に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 IL-6Rの ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 3に 示 し 、 こ れ は 一 次 配 列 中 の 様 々 な 二 次 構 造 の 位 置 も 強 調 し
て い る 。 IL-6Rの CBDは D2お よ び D3ド メ イ ン (ア ミ ノ 酸 92～ 297)に よ っ て 特 徴 づ け ら れ て い
る 。 2つ の ド メ イ ン は 類 似 し た 表 面 上 に 位 置 し て 長 い 平 ら な 構 造 を 形 成 し 、 D2お よ び D3ド
メ イ ン は 互 い に 約 90° で 結 合 し て い る 。 D2ド メ イ ン は 4つ の 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ を 含 み (
L1:Lys105か ら Asn110;L2:Lys133か ら Glu140;L3:Ala160か ら Phe168;お よ び L4:Gln190か ら G
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ly193)、 D3ド メ イ ン は 3つ の 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ を 含 み (L5:Asn226か ら Arg233;L6:Met25
0か ら His256;お よ び L7:Gln276か ら Gln281)、 こ れ ら は 一 緒 に な っ て 、 CBDの 強 固 な D2お よ
び D3フ レ ー ム ワ ー ク に よ っ て 適 所 に 維 持 さ れ る 長 細 い 結 合 領 域 を 形 成 す る 。 折 り 畳 ま れ た
IL-6Rの 三 次 元 構 造 中 に お け る こ れ ら の ル ー プ の 位 置 を 図 4に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Arg239、 Phe246、 Arg237、 Trp287、 Arg274、 Trp284お よ び Gln276は 、 一 緒 に な っ て 、 WS
XWSモ チ ー フ を 含 む ト リ プ ト フ ァ ン -ア ル ギ ニ ン の ラ ダ ー 領 域 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 70個 を 超 え る 遺 伝 子 産 物 中 に 存 在 す る CBDの ア ラ イ ン メ ン ト を 図 5に 示 す 。 図 5Aは 、 図 5
で 番 号 づ け し た よ う に 位 置 R1か ら 約 R180に わ た っ て 定 義 さ れ る 、 第 1の FnIII様 ド メ イ ン の
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す (IL-6R CBDの D2に 対 応 )。 図 5Bは 、 図 5で 番 号 づ け し た よ う に 位
置 約 R185～ R299に わ た っ て 定 義 さ れ る 、 第 2の FnIII様 ド メ イ ン の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示
す (IL-6R CBDの D3に 対 応 )。 第 1お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン を 結 合 し て い る ヒ ン ジ は 、 図
5で 番 号 づ け し た よ う に 約 R180～ R185の 位 置 、 例 え ば R181～ R184に わ た っ て 定 義 さ れ る 。
ヒ ン ジ 領 域 は 、 典 型 的 に は ル ー プ L4の 横 に 隣 接 す る 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 5Aお よ び 5B中 の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 明 ら か に 高 度 の 保 存 を 実 証 し て い る 。 例 え ば 、 シ
ス テ イ ン 残 基 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 、 プ ロ リ ン /グ
リ シ ン 残 基 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 は す べ て 様 々 に 保 存 さ れ て い る
。 図 5の ア ラ イ ン メ ン ト 中 に 見 つ か る 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 の 例 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 表 1は 、 図 5に 示 し た CBD配 列 に わ た る 保 存 の 度 合 い の 包 括 的 な 分 析 で あ る こ と を 意 図 し
な い 。 こ れ は 単 に 保 存 が 起 こ っ て い る 位 置 の 一 部 を 示 し 、 保 存 の 程 度 を 実 証 す る 役 割 を 果
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た し て い る に 過 ぎ な い 。 当 業 者 は 、 図 5中 の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 配 列 中 に は 他 の 位 置
お よ び 保 存 の 複 雑 さ が 存 在 す る こ と を 理 解 し 、 ま た 、 日 常 的 に 利 用 可 能 な 知 識 お よ び 分 析
を 用 い て そ れ を 解 明 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 5は ま た 、 WSXWSモ チ ー フ な ど の 特 定 の モ チ ー フ が 圧 倒 的 大 多 数 の CBD中 に 存 在 す る こ
と も 実 証 し て い る (例 え ば 位 置 R321～ R325を 参 照 )。 特 に 顕 著 な こ と に 、 す べ て の 配 列 が 、
上 記 IL-6Rに 関 し て 同 定 お よ び 上 述 し た ル ー プ L1か ら L7に 対 応 す る 7つ の ル ー プ を 有 す る 。
表 2は 、 図 5中 に 見 つ か る こ れ ら の ル ー プ の お お よ そ の 位 置 を 詳 述 し て い る 。 ル ー プ は ま た
、 表 2中 に 定 義 す る よ う に 、 図 5中 の 位 置 に 隣 接 す る 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 も 含 み 得 る
こ と を 理 解 さ れ よ う 。 適 切 に は 、 ル ー プ は 10個 ま で 、 好 ま し く は 5個 ま で 、 よ り 好 ま し く
は 4個 ま で の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 FnIII様 ド メ イ ン は 、 本 明 細 書 中 に 明 確 に 開 示 し て い な い タ ン パ ク 質 由 来 で あ り 得 る こ
と を 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 他 の タ ン パ ク 質 の CBD内 で こ の よ う な 他 の 適 切 な F
nIII様 ド メ イ ン を 容 易 に 同 定 で き る で あ ろ う 。 適 切 な 構 造 お よ び 機 能 の タ ン パ ク 質 配 列 の
同 定 に つ い て い く つ か の 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 そ れ だ け に は 限 定
さ れ な い が 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 、 構 造 ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 、 配 列 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
方 法 お よ び エ ネ ル ギ ー 計 算 方 法 が 含 ま れ る 。 図 5に 提 示 し た ア ラ イ ン メ ン ト な ら び に 構 造
的 情 報 お よ び 公 開 さ れ た 結 晶 学 的 デ ー タ (例 え ば Aritorni M.他 、 Nature、 1999、 401(6754
):713-7頁 ;Bravo J.他 、 EMBO J.、 1998、 17(6):1665-74頁 ;Elkins P.A.他 、 Cell、 1999、
97(2):271-81頁 ;Josephson K.他 、 Immunity、 2001、 15(1):35-46頁 ;Man D.他 、 J.Biol.Ch
em.、 2003、 278(26):23285-94頁 ;Schreuder H.他 、 Nature、 1997、 386(6621):194-200)か
ら 、 IL-6Rに よ っ て 例 証 さ れ る CBD構 造 が 他 の CBD中 で 保 存 さ れ て い る こ と は 明 ら か で あ る
。 し た が っ て 、 CBDは 、 IL-6Rの ド メ イ ン D2お よ び D3三 次 元 構 造 を 参 照 し て 、 具 体 的 に は Va
rghese JN他 、 2002、 PNAS、 99(25):15959-15964頁 お よ び PCT/AU02/01255号 か ら 提 供 さ れ
る IL-6Rの 主 鎖 炭 素 原 子 の 構 造 的 座 標 を 参 照 し て 定 義 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 新
し い 結 晶 構 造 が 解 か れ る に つ れ て 、 あ る タ ン パ ク 質 が FnIII様 ド メ イ ン を 含 む CBDを 含 む か
ど う か は 、 配 列 な ら び に 構 造 的 (二 次 お よ び 三 次 )デ ー タ を 、 例 え ば IL-6Rお よ び 図 5に 挙 げ
る 他 の タ ン パ ク 質 の そ れ と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 即 時 に 明 ら か と な る 。 し か し 、 他 の CB
Dの 三 次 元 構 造 は IL-6Rの 三 次 元 構 造 と は 正 確 に 対 応 し な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 図 6は 、 I
L-6Rに 関 し て 、 既 知 の 天 然 に 存 在 す る CBD中 で 最 も 高 度 に 保 存 さ れ て い る CBD構 造 の 領 域 を
例 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 あ る い は か つ /ま た は そ れ に 加 え て 、 図 5中 の 配 列 と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 解 析 に よ っ て
適 切 な CBDを 同 定 し 得 る 。 適 切 な ア ラ イ ン メ ン ト 解 析 を 実 施 す る 際 、 当 業 者 に は 、 タ ン パ
ク 質 が 2つ の FnIII様 ド メ イ ン を 有 す る CBDを 含 む か ど う か は 容 易 に 明 ら か で あ ろ う 。 潜 在
的 な CBDの ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 5中 の 配 列 と 、 具 体 的 に は 上 述 の よ う に 既 知 の CBDに お い て 高
度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 残 基 と 直 接 比 較 す る こ と が で き る 。 保 存 残 基 の ア
ラ イ ン メ ン ト を 行 い 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 維 持 す る た め に 必 要 な 挿 入 お よ び 欠 失 を 行 わ せ た
後 (す な わ ち 勝 手 な 欠 失 お よ び 挿 入 に よ る 保 存 残 基 の 排 除 を 回 避 す る こ と )、 図 5の 配 列 中
の 特 定 の 保 存 ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る す べ て の 残 基 が 定 義 さ れ る は ず で あ る 。 さ ら に 、 す べ て
の 配 列 モ チ ー フ も 同 定 さ れ る は ず で あ り 、 同 様 に ル ー プ 構 造 が 起 こ る 可 能 性 が 高 い 領 域 も
同 定 さ れ る は ず で あ る (す な わ ち 、 予 測 さ れ た 二 次 構 造 が わ ず か し か 存 在 し な い ま た は 存
在 せ ず 、 比 較 的 極 性 の 性 質 で あ る 領 域 )。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 所 望 の 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 配 列 を 同 定 す る た め に こ の よ う な 解
析 を 実 施 す る 適 切 な 計 算 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば Modellerが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 図 5中 の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 、 CBDの 第
1の FnIII様 ド メ イ ン は 図 5Aに 示 す 位 置 L1か ら L4に 位 置 す る 4つ の ル ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 図 5中 の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 、 本 発 明
の CBDの 第 2の FnIII様 ド メ イ ン は 図 5Bに 示 す 位 置 L5か ら L7に 位 置 す る 3つ の ル ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し く は 、 第 2の FnIII様 ド メ イ ン は ト リ プ ト フ ァ ン -ア ル ギ ニ ン の ラ ダ ー 領 域 、 こ れ
は 好 ま し く は WSXWSモ チ ー フ ま た は そ の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 図 5中 の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 、 第 1の Fn
III様 ド メ イ ン は 図 5Aに 示 す 位 置 L1か ら L4に 位 置 す る 4つ の ル ー プ を 含 み 、 第 2の FnIII様 ド
メ イ ン は 図 5Bに 示 す 位 置 L5か ら L7に 位 置 す る 3つ の ル ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ル ー プ L1か ら L4お よ び L5か ら L7の 存 在 、 な ら び に 存 在 す る 場 合 は ト リ プ ト フ ァ ン -ア ル
ギ ニ ン の ラ ダ ー の 存 在 は 、 適 切 に 行 っ た 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 解 析 に よ り 明 ら か と な
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 5の 代 わ り と し て 、 図 5に 関 し て 上 述 し た 方 法 と 同 じ 方 法 で 、 図 3と の 一 次 配 列 の 相 同
性 に よ っ て 適 切 な CBDを 同 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 結 晶 構 造 デ ー タ が 利 用 可 能 で な い 場 合 、 潜 在 的 に 有 用 な CBD候 補 の モ デ リ ン グ を 可 能 に
し 、 そ の 予 測 さ れ た 構 造 を 例 え ば IL-6Rの CBDと 直 接 比 較 す る こ と を 可 能 に す る コ ン ピ ュ ー
タ モ デ リ ン グ ツ ー ル が 現 在 日 常 的 に 利 用 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 あ る タ ン パ ク 質 が 図 5
で 同 定 し た ル ー プ を 一 次 配 列 に 沿 っ た 類 似 し た 位 置 で 提 示 す る 2つ の FnIII様 ド メ イ ン を 含
み 、 好 ま し く は 、 好 ま し く は WSXWSモ チ ー フ ま た は そ の 変 異 体 を 含 む ト リ プ ト フ ァ ン -ア ル
ギ ニ ン の ラ ダ ー 領 域 な ど の 他 の モ チ ー フ を 有 す る か ど う か を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る こ
と に 加 え て 、 タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 、 ま た は 少 な く と も タ ン パ ク 質 の 関 連 す る ド メ イ ン の
コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ を 行 い 、 そ の 3-Dモ デ ル を IL-6R CBDな ど の CBDの 既 知 の 結 晶 構 造
と 比 較 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う に し て 、 目 的 タ ン パ ク 質 中 の ル ー プ の 空 間 的 な 相
関 関 係 を 既 知 の CBDの そ れ と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 1、 2、 3、 5お よ び 6で は 7つ の ル ー プ に 言 及 し て い る が 、 L4と し て 示 し た ル ー プ (IL-6R
の A190か ら G193に 対 応 し 、 図 5中 の R154～ R160に 位 置 す る )は 小 さ く 、 一 部 の 文 献 で は 必 ず
し も そ れ 自 体 で ル ー プ と し て 呼 ば な い 場 合 が あ る こ と を 理 解 さ れ よ う 。 本 明 細 書 中 に は 完
全 性 の た め に 含 め た 。 し か し こ れ は 、 本 発 明 が 6つ の ル ー プ を 含 む と し て 文 献 中 に 記 載 さ
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れ て い る CBDを 排 除 す る こ と を 意 味 し な い 。 そ の 反 対 で 、 こ の よ う な CBDは 明 ら か に 本 発 明
の 範 囲 内 に あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 結 合 部 分 の CBDの FnIII様 ド メ イ ン は 、 任 意 の 適 切 な 天 然 に 存 在 す る CBD由 来 で あ り 得 る
。 適 切 な 天 然 に 存 在 す る CBDの 例 は 図 5に 挙 げ ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 CBDは 成 長 因 子 お
よ び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン 由 来 、 具 体 的 に は サ イ ト カ
イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー お よ び 例 え ば gp130な ど の 関 連 タ ン パ ク 質 由 来 で あ る 。 好
ま し い サ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は ク ラ ス I(ヘ マ ト ポ イ エ チ ン 受 容 体 )ま た
は ク ラ ス IIの も の 、 好 ま し く は ク ラ ス Iの も の で あ る 。 CBDが 由 来 し 得 る 適 切 な タ ン パ ク 質
の 例 に は 、 IL-R(イ ン タ ー ロ イ キ ン 受 容 体 )、 G-CSFR(顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 受 容 体 )、 GM
-CSFR(顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 受 容 体 )、 PRLR(プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 )、 LIF
R(白 血 病 阻 害 因 子 受 容 体 )、 OSMR(オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 )、 カ ル ジ オ ト ロ フ ィ ン CT-1受 容
体 、 CNTFR(毛 様 体 神 経 栄 養 因 子 受 容 体 )、 レ プ チ ン 受 容 体 、 EPOR(エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体
)、 gp130、 GHR(成 長 ホ ル モ ン 受 容 体 )お よ び 間 質 リ ン パ 球 増 殖 タ ン パ ク 質 受 容 体 が 含 ま れ
る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 多 く に お い て CBDを 構 成 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 づ け を 、 図 5に
提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 適 切 な IL(イ ン タ ー ロ イ キ ン )受 容 体 の 例 に は 、 IL-2R、 IL-3R、 IL-4R、 IL-5R、 IL-6R、 I
L-7R、 IL-9R、 IL-11R、 IL-12R、 IL-13R、 IL-15Rお よ び IL-21Rが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 疑 念 を 避 け る た め に 、 α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る サ イ ト カ イ ン 受 容 体 に 関 し て 、
適 切 な CBDが 由 来 し 得 る 本 明 細 書 中 で 言 及 す る 任 意 の 細 胞 外 ド メ イ ン は α サ ブ ユ ニ ッ ト 細
胞 外 ド メ イ ン で あ り 、 β サ ブ ユ ニ ッ ト ド メ イ ン で は な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の CBDの FnIII様 ド メ イ ン は 同 一 源 ま た は 異 な る 源 に 由 来 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 第 1の FnIII様 ド メ イ ン が 1つ の タ ン パ ク 質 由 来 で あ り 、 第 2の FnIII様 ド メ イ ン が 異 な
る タ ン パ ク 質 由 来 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 IL-11Rの 第 1の ド メ イ ン を IL-12Rの 第 2の ド メ イ ン
と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 IL-5Rお よ び IL-4Rな ら び に プ ロ ラ ク チ ン お よ び GMCSFRで も
同 様 の 組 合 せ を 行 う こ と が で き る 。 2つ の FnIII様 ド メ イ ン が 異 な る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る
場 合 、 当 業 者 は 、 そ れ ら が そ の そ れ ぞ れ に 関 し て 適 切 な 配 向 で な け れ ば な ら な い こ と を 理
解 さ れ よ う 。 第 1の FnIII様 ド メ イ ン と 第 2の FnIII様 ド メ イ ン と は 、 ド メ イ ン が 類 似 し た 表
面 中 に 位 置 し 、 ド メ イ ン は 、 そ れ が 由 来 す る そ の そ れ ぞ れ の ネ イ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 中 の 他
の FnIII様 ド メ イ ン 内 で あ る 配 向 と 同 様 に 互 い に 対 し て 配 向 さ れ て い る よ う に 、 適 切 に ヒ
ン ジ 結 合 さ れ て い る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 連 結 に 用 い ら れ る リ ン カ ー は 、 特 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ
ミ リ ー 中 の タ ン パ ク 質 に 関 し て 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る か つ よ く 理 解 さ れ て い る 。 し た
が っ て 、 当 業 者 は 、 任 意 の 適 切 な ヒ ン ジ を 用 い て 2つ の FnIII様 ド メ イ ン を 結 合 し 得 る こ と
を 理 解 さ れ よ う 。 2つ の FnIII様 ド メ イ ン は 遺 伝 子 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 連 結 さ せ る
こ と が で き る 。 適 切 な 化 学 結 合 の 例 に は 、 ジ マ レ イ ミ ド な ど の 適 切 な 架 橋 結 合 剤 を 用 い て
2つ の ド メ イ ン を 連 結 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 そ れ ぞ れ の C末 端 お よ び N末 端 に
シ ス テ イ ン 残 基 を 提 供 し て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 2つ の ド メ イ ン を
連 結 さ せ 得 る 。 さ ら に 、 GlyGlyGlyGlySerな ど の 単 鎖 GlySerリ ン カ ー を 用 い て こ れ ら を 連
結 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 ド メ イ ン を 遺 伝 子 的 に 連 結 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 制 限 酵 素 (RE)部 位 が 野 生 型 CBD中
の ル ー プ 4と 5と の 間 に 自 然 に 起 こ っ て い る 場 合 は 、 こ の 部 位 を 用 い て 2つ の ド メ イ ン を 連
結 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 適 切 な RE部 位 を ル ー プ 4と 5と の 間 に 挿 入 し 得 る 。 好 ま
し く は 、 す べ て の RE部 位 が 、 ル ー プ 4の 直 後 の β シ ー ト の 終 わ り と ル ー プ 5の 直 前 の 任 意 の
β シ ー ト の 始 ま り と の 間 に あ る FnIII様 ド メ イ ン の 領 域 を コ ー ド し て い る 配 列 部 分 の 間 に
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位 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 5は 、 CBD中 の 天 然 に 存 在 す る ヒ ン ジ の 多 数 の 例 を 提 示 し て い る 。 好 ま し く は 、 ヒ ン ジ
は 、 約 3～ 15個 の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 約 4～ 10個 の ア ミ ノ 酸 の 、 2つ の FnIII様 ド メ イ ン 間
に 位 置 す る ス ト レ ッ チ で あ る 。 ヒ ン ジ は 、 2つ の ド メ イ ン の そ れ ぞ れ N末 端 お よ び C末 端 を
介 し て ル ー プ 4を ル ー プ 5に 結 合 さ せ る 。 好 ま し く は 、 ヒ ン ジ は 、 FnIII様 ド メ イ ン の う ち
の 1つ が 由 来 す る 源 の う ち の 1つ に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ こ お よ び 上 記 で 説 明 し た CBDの 構 造 的 束 縛 に 基 づ い て 本 発 明 の 結 合 部 分 を 新 規 に 作 製
す る こ と が で き る こ と は 、 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 CBDの 2つ の FnIII様 ド メ イ ン は 同 源 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 結 合 部 分
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 CBDの 少 な く と も 1つ の 特 性 を 変 更 す る 修 飾 を 含 む 、 第 1の FnIII様
ド メ イ ン お よ び 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る 細 胞 外 CBDを 含 む 。 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、
適 切 な FnIII様 ド メ イ ン が 由 来 し 得 る 完 全 長 の 野 生 型 タ ン パ ク 質 を 包 含 せ ず 、 そ れ に 関 連
し な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 む し ろ 、 こ れ ら は 、 そ の 天 然 の 環 境 か ら 取 り 出 さ れ た ま た は
単 離 さ れ た CBDを 含 有 す る 受 容 体 の 部 分 、 好 ま し く は 細 胞 外 部 分 を 包 含 し 、 そ れ に 関 連 す
る 。 結 合 部 分 が CBDを 含 有 す る 受 容 体 の 細 胞 外 部 分 に 由 来 す る 場 合 は 、 結 合 部 分 は ア ミ ノ
酸 残 基 数 お よ び /ま た は 分 子 量 に 関 し て 、 FnIII様 ド メ イ ン (も し く は 複 数 の FnIII様 ド メ イ
ン )が 由 来 す る ネ イ テ ィ ブ 細 胞 外 ド メ イ ン を 超 え な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 結 合 部 分 の CBDは 、 結 合 部 分 中 の 全 分 子 量 お よ び /ま た は ア ミ ノ
酸 残 基 数 の 少 な く と も 50%、 好 ま し く は 少 な く と も 60%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 70%、
さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80%、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も 95%を 占 め る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 結 合 部 分 は 本 質 的 に CBDか ら な
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 結 合 部 分 中 に 存 在 す る 結 合 ド メ イ ン は 2つ FnIII様 ド メ イ ン の み で
あ る 。 2つ の FnIII様 結 合 ド メ イ ン は 単 一 の 結 合 領 域 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 結
合 部 分 は 単 量 体 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 変 更 さ れ た 特 性
　 CBDは 、 CBDの 特 性 が 変 更 さ れ る よ う に 修 飾 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 特 性 は 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 任 意 の 特 徴 ま た は 属
性 が 、 修 飾 さ れ て い な い サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 対 応 す る 特 性 と 異 な る 場 合 に は 、 変
更 さ れ て い る 。 こ の よ う な 特 性 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 基 質 特 異 性 、 基 質 親
和 性 、 結 合 親 和 性 、 結 合 選 択 性 、 触 媒 活 性 、 熱 安 定 性 、 ア ル カ リ 安 定 性 、 pH活 性 プ ロ フ ィ
ー ル 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 耐 性 、 動 的 会 合 、 動 的 解 離 、 免 疫 原 性 、 分 泌 さ れ る 能 力 、
受 容 体 活 性 化 能 力 、 疾 患 治 療 能 力 、 溶 解 性 、 細 胞 毒 性 活 性 お よ び 酸 化 安 定 性 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 別 段 に 指 定 し な い 限 り は 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 特 性 は 、 修 飾 さ れ て い な い サ イ
ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 対 応 す る 特 性 に 対 し て 、 特 性 の 少 な く と も 5%、 好 ま し く は 少 な く と
も 10%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 20%、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50%、 最 も 好 ま
し く は 少 な く と も 2倍 の 増 加 ま た は 減 少 が 示 さ れ た 場 合 に 変 更 さ れ た と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 修 飾 さ れ た CBD、 お よ び そ れ に 付 随 し て 結 合 部 分 の 溶 解 性 が 、
対 応 す る 修 飾 さ れ て い な い CBD(す な わ ち 修 飾 さ れ て い な い 結 合 部 分 )に 対 し て 変 更 さ れ る
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、 好 ま し く は 改 善 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 CBDの 安 定 性 が 、 対 応 す る 修 飾 さ れ て い な い CBDに 対 し て 変
更 さ れ る 、 好 ま し く は 改 善 さ れ る 。 安 定 性 の 変 更 の 例 に は 、 以 下 の 特 性 、 す な わ ち 熱 安 定
性 、 ア ル カ リ 安 定 性 、 pH活 性 プ ロ フ ィ ー ル お よ び タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 耐 性 の う ち の 1
つ の 変 更 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 CBDの 結 合 特 徴 が 変 更 さ れ る 。 結 合 特 徴 の 変 更 の 例 に は 、
以 下 の 特 性 、 す な わ ち 基 質 特 異 性 、 基 質 親 和 性 、 触 媒 活 性 、 動 的 会 合 、 動 的 解 離 、 結 合 親
和 性 お よ び 結 合 選 択 性 の う ち の 1つ の 変 更 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 修 飾
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン を 修 飾 す る と は 、 野 生 型 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 配 列 由 来
の 野 生 型 FnIIIド メ イ ン に 少 な く と も 1つ の 修 飾 を 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 野 生 型 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 」 と は 、 自 然 に 見 つ か る サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン
を 意 味 し 、 対 立 遺 伝 子 多 型 、 す な わ ち 意 図 的 に は 修 飾 さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 配 列 が 含 ま れ
る 。 野 生 型 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 配 列 は 任 意 の 種 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 種 由 来 で あ り
得 る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 野 生 型 サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン は 図 5に 示 す 配 列 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 適 切 な 修 飾 に は 、 少 な く と も 1つ の 明 記 し た 領 域 内 の 置 換 、 挿 入 お よ び 欠 失 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 好 ま し く は 、 CBDの 大 き さ お よ び /ま た は 面 積 は 、 修 飾 さ れ て い な い CBDと 比 較 し て 変 更
さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 CBDの 少 な く と も 1個 、 好 ま し く は 少 な く と も 2個 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 3、 4ま た は 5個 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 が 改 変
さ れ て い る 。 修 飾 は い く つ か の 領 域 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 が 修 飾 さ れ 、 好 ま し く は 、 い く つ か の こ の
よ う な 領 域 が 修 飾 さ れ る 。 好 ま し い 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 は 、 CBDの ル ー プ で あ る 。 適 切 に
は 、 ル ー プ の 大 き さ お よ び /ま た は 面 積 を 変 更 す る た め 、 好 ま し く は ル ー プ の 大 き さ お よ
び /ま た は 面 積 を 増 加 す る た め に 修 飾 を 行 う 。 大 き さ は 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4ま た は 5個
の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 10も し く は 20個 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 適 切 に 増 加 し 得 る
。 ル ー プ の 大 き さ は 、 40個 ま で 、 ま た は さ ら に は 50個 ま で も の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 増 加
し 得 る 。 修 飾 は 、 IL-6Rお よ び /ま た は 図 5に よ っ て 定 義 さ れ た L1、 L2、 L3、 L4、 L5、 L6お
よ び L7ル ー プ の う ち の 任 意 の も の に 行 う こ と が で き る 。 適 切 に は 、 修 飾 は 、 少 な く と も 2
つ ま た は 3つ の 異 な る 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 、 例 え ば L1、 L2、 L3、 L4、 L5、 L6お よ び L7ル ー
プ の う ち の 任 意 の 少 な く と も 2つ ま た は 3つ に 行 う 。 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 は 、 挿 入 、 置 換 ま
た は 本 明 細 書 中 に 記 載 の 他 の 適 切 な 修 飾 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 例 え ば 、 IL-6R中 の ル ー プ L1は CBDの 中 心 に 位 置 す る (図 1、 2、 4お よ び 6)。 IL-6Rの CBDの
ル ー プ L1は 天 然 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む の で 、 こ れ に よ り 可 動 性 が 束 縛 さ れ 、 し た が っ
て L1ル ー プ 内 に 追 加 の ア ミ ノ 酸 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 よ り 大 き な 突 出 し た 「 フ ィ ン ガ
ー 様 」 ル ー プ を 表 示 す る た め に 理 想 的 な 部 分 的 に 強 固 な 骨 格 が 形 成 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
こ れ ら の 突 出 し た 「 フ ィ ン ガ ー 様 」 ル ー プ は 、 CBDが 結 合 す る こ と が で き る 標 的 抗 原 (タ ン
パ ク 質 )内 の 空 洞 に 対 す る 相 補 的 結 合 表 面 を 提 供 す る 可 能 性 が 高 く 、 こ れ は 天 然 の ラ ク ダ
科 VhHお よ び サ メ NARド メ イ ン で 観 察 さ れ る 突 出 し た ル ー プ に 類 似 し て い る (Muyldermans S
他 、 2001、 Trends Biochem Sci.、 26(4):230-5頁 )お よ び (Nuttall SD他 、 2002、 Curr Pha
rm Biotechnol.、 1(3):253-63頁 )。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 配 列 に わ た る 保 存 的 置 換 と 本 質 的 に 等 し い が CBDの 特 性 を 変 更 す る 修 飾 も 包 含 さ
れ る 。 こ の よ う な 保 存 的 置 換 を 表 3に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 さ ら に 、 所 望 す る 場 合 は 、 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 ま た は 化 学 的 ア ミ ノ 酸 類 似 体 を 、
置 換 体 ま た は 付 加 体 と し て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
ア ミ ノ 酸 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 一 般 の ア ミ ノ 酸 の D-異 性 体 、 2,4-ジ ア ミ ノ
酪 酸 、 α -ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、 4-ア ミ ノ 酪 酸 、 2-ア ミ ノ 酪 酸 、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 2-ア ミ
ノ イ ソ 酪 酸 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ
シ プ ロ リ ン 、 サ ル コ シ ン 、 シ ト ル リ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 シ ス テ イ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ
ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル グ リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン 、 β -ア ラ ニ ン 、 フ
ル オ ロ -ア ミ ノ 酸 、 β -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Cα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 な ど の
設 計 ア ミ ノ 酸 (designer amino acid)、 お よ び 一 般 に ア ミ ノ 酸 類 似 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性 お よ び 循 環 時 間 を 増 加 さ せ る こ と 、 ま た は 免 疫 原
性 を 低 下 さ せ る こ と な ど の 利 点 を も た ら し 得 る 、 CBDの 化 学 修 飾 し た 誘 導 体 も 提 供 す る (米
国 特 許 第 4,179,337号 参 照 )。 誘 導 体 化 用 の 化 学 部 分 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ
ン グ リ コ ー ル /プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル コ ポ リ マ ー 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス
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ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル な ど の 水 溶 性 ポ リ マ ー か ら 選 択 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ま た 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 、 ベ ン ジ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ
ド 化 、 既 知 の 保 護 基 /遮 断 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 な ど に よ っ て 、 合 成
中 ま た は そ の あ と に 示 差 的 に 修 飾 さ れ る 結 合 部 分 も 含 ま れ る 。 CBDは 分 子 内 の 無 作 為 な 位
置 で 、 ま た は 分 子 内 の 所 定 の 位 置 で 修 飾 さ れ 得 、 1つ 、 2つ 、 3つ ま た は そ れ 以 上 の 付 着 し
た 化 学 部 分 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 結 合 部 分 の 安 定 性 お よ び /
ま た は 生 物 活 性 を 増 加 さ せ る た め に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 CBDは 、 カ ル ボ キ シ 末 端 の 切 断 を 有 す る こ と に よ っ て 修 飾 さ れ 得 る 。 し か し 、 こ
の よ う な 修 飾 の 範 囲 は 限 定 さ れ て お り 、 FnIII様 ド メ イ ン 中 の 最 後 の β 鎖 の 8個 を 超 え な い
残 基 、 よ り 好 ま し く は 6個 を 超 え な い 残 基 だ け が 取 り 除 か れ る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く
は 、 第 1の FnIII様 ド メ イ ン は 切 断 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 結 合 特 徴 の 変 更
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 修 飾 に よ っ て CBDの 結 合 特 徴 が 変 更 さ れ る 。 通 常 は CBDの た め に
天 然 リ ガ ン ド と 接 触 す る サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 は 、 典 型 的 に は CBDの 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域
で あ り 、 一 般 に 表 面 が 曝 さ れ た ル ー プ か ら な る 。 例 え ば 、 上 述 の よ う に 、 IL-6Rの ド メ イ
ン D2お よ び D3は 一 緒 に な っ て 7つ の サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ (L1か ら L7)を 含 む 。 他 の CBD中
で の こ れ ら の ル ー プ の 位 置 を 図 5に 示 す 。 し た が っ て 、 結 合 特 徴 を 変 更 す る た め に 、 こ れ
ら の ル ー プ 領 域 の う ち の 1つ も し く は 複 数 、 ま た は 他 の CBD中 の 相 当 す る 領 域 に 修 飾 を 行 う
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 例 え ば 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド の う ち の 少 な く と も 1つ に 対 す る CBDの 結 合 親 和 性 を 、 低 減 ま
た は 消 滅 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 少 な く と も 1つ の 天 然 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 親
和 性 が 少 な く と も 2倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 5倍 ま た は 10倍 低 減 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 修 飾 さ れ た CBDの 結 合 特 異 性 は 修 飾 さ れ て い な い CBDの そ れ と は 異 な る
。 好 ま し く は 、 修 飾 さ れ て い な い CBDが 第 1の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第 1の 受 容
体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 し 、 修 飾 さ れ て い な い CBDの ル ー プ の う ち の 1つ ま た は 複 数 が 第
2の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第 2の 受 容 体 か ら の 対 応 す る 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ
で 置 き 換 え ら れ 、 そ の 結 果 、 修 飾 さ れ た CBDが 第 2の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 。 例
え ば 、 CBDの 結 合 特 異 性 を 異 な る サ イ ト カ イ ン へ と 変 更 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、
第 1の サ イ ト カ イ ン に 対 す る 特 異 性 を 有 す る CBDの サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 中 の ル ー プ を 、 第
2の サ イ ト カ イ ン に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第 2の CBDの サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 か ら の ル ー プ
で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 成 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 IL-6Rの CBDの ル ー プ L1か ら L7を 、
IL-11Rの CBDの ル ー プ L1か ら L7に よ っ て 置 き 換 え て 、 IL-6の 代 わ り に IL-11に 対 す る 特 異 性
を 有 す る 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 を も た ら す こ と が で き る 。 同 様 に 、 IL-6Rの CBDの ル ー プ L1か
ら L7を プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 、 LIF受 容 体 ま た は オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 の CBDの ル ー プ L1か
ら L7に よ っ て 置 き 換 え て 、 IL-6の 代 わ り に そ れ ぞ れ プ ロ ラ ク チ ン お よ び /も し く は 成 長 ホ
ル モ ン 、 LIFま た は オ ン コ ス タ チ ン Mに 対 す る 特 異 性 を 有 す る 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 を も た ら
す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 1の 受 容 体 は IL-6Rで あ り 、 第 2の 受 容 体 は プ ロ ラ ク チ ン 受 容
体 、 LIF受 容 体 ま た は オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 の い ず れ か で あ り 、 し た が っ て 、 CBDの リ ガ
ン ド 特 異 性 が IL-6か ら そ れ ぞ れ プ ロ ラ ク チ ン お よ び /も し く は 成 長 ホ ル モ ン ま た は LIFま た
は オ ン コ ス タ チ ン Mの い ず れ か に 変 更 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 ま し い 代 替 実 施 形 態 で は 、 第 1の CBDは 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 の ル ー プ が 、 第 1の CBD
の 特 異 性 を 変 更 す る 第 2の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 領 域 の ル ー プ で 置 き 換 え ら れ て い る よ う に
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修 飾 さ れ た 、 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 、 ま た は IL-11R、 ま た は CNTF受 容 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 修 飾 は 、 溶 媒 に 曝 さ れ て い な い か つ /ま た は サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ (す な わ ち L1か ら L7
)の 一 部 を 形 成 し な い CBDの 領 域 に 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 結 合 部 分 は CBDの ヒ ン ジ 領
域 お よ び /ま た は CBDの FnIII様 ド メ イ ン の 結 合 界 面 に 対 す る 1つ も し く は 複 数 の 修 飾 を 含 み
得 る 。 2つ の FnIII様 ド メ イ ン 間 の 結 合 界 面 に 対 す る 修 飾 は 、 2つ の ド メ イ ン 間 の 空 間 関 係
の 幾 何 学 に 変 更 を も た ら し 得 る 。 こ れ は 立 ち 代 っ て 、 結 合 表 面 全 体 の 特 徴 /ト ポ ロ ジ ー を
改 変 す る 、 溶 媒 に 曝 さ れ た 結 合 領 域 、 例 え ば ル ー プ の 配 向 お よ び /ま た は 会 合 の 変 更 に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 2つ の FnIII様 ド メ イ ン 間 の 結 合 界 面 に 対 す る 修 飾 は 、 例 え ば 、 埋 ま っ て お り 、 2つ の ド
メ イ ン 間 の 会 合 を 安 定 化 す る よ う に 作 用 す る 一 般 に 高 度 に 保 存 さ れ て い る 疎 水 性 残 基 を 、
直 接 ま た は 間 接 的 に (例 え ば 立 体 的 に )修 飾 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 1つ も し く は 複 数 の
残 基 、 す な わ ち IL-6Rの D2の Pro107、 Leu195お よ び Pro197な ら び に IL-6Rの D3の Trp225、 Le
u232、 Ala275、 Pro200お よ び Pro222、 ま た は 他 の CBD中 の 対 応 す る 残 基 の 修 飾 を 含 み 得 る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 物 理 化 学 的 特 性 の 変 更
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 修 飾 に よ り 、 結 合 部 分 の 生 物 物 理 学 的 お よ び /ま た は 物 理 化 学
的 特 性 が 変 更 さ れ る 、 好 ま し く は 改 善 さ れ る 。 好 ま し く は 、 修 飾 に よ り 、 結 合 部 分 の 安 定
性 お よ び /ま た は 溶 解 性 の 特 性 が 変 更 さ れ る 、 好 ま し く は 改 善 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 例 え ば 、 表 面 相 補 性 を 改 善 す る た め に 界 面 突 然 変 異 を 含 め た ド メ イ ン 界 面 で の 修 飾 を 行
う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド の 安 定 化 を も た ら す た め に シ ス テ イ ン 残 基 の 挿 入
を 行 い 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 修 飾 は ま た 、 骨 格 構 造 の 安 定 性 を 変 更 す る 、 好 ま し く は 改 善 す る た め に も 行 い 得 る 。 例
え ば 、 球 状 構 造 内 部 の 穴 を 埋 め る た め に 、 ア ミ ノ 酸 を よ り 大 き な 側 鎖 を 有 す る 他 の ア ミ ノ
酸 で 置 換 し 得 る 。 こ の よ う な 置 換 に は 、 例 え ば 、 グ リ シ ン か ら ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン か
ら グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら グ ル タ ミ ン 酸 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン ま た は
ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン か ら ト リ プ ト フ ァ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら
ヒ ス チ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン か ら チ ロ シ ン 、 お よ び リ シ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 が 含 ま れ 得
る 。 タ ン パ ク 質 主 鎖 の 可 動 性 を 低 下 さ せ る た め に グ リ シ ン 残 基 も 置 換 し 得 る 。 対 照 的 に 、
例 え ば タ ン パ ク 質 主 鎖 の 二 面 角 お よ び 二 次 構 造 に お い て 制 限 が 存 在 す る 場 合 、 骨 格 の 可 動
性 を 改 善 す る た め に プ ロ リ ン 残 基 を 挿 入 ま た は 置 換 し 得 る 。 安 定 性 を 変 更 す る 、 具 体 的 に
は 改 善 す る た め の 他 の 適 切 な 修 飾 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 結 合 部 分 は 、 修 飾 さ れ て い な い 結 合 部 分 と 比 較 し て そ の 溶 解 性
が 変 更 さ れ る 、 好 ま し く は 改 善 さ れ る よ う に 修 飾 さ れ て い る 。 溶 解 性 を 改 善 す る 、 具 体 的
に は 細 胞 性 宿 主 中 で 可 溶 性 に 発 現 可 能 な (す な わ ち 非 凝 集 性 で あ る )結 合 部 分 を 設 計 す る た
め に 様 々 な 戦 略 を 用 い 得 る 。 例 え ば 、 (i)溶 媒 に 曝 さ れ た 疎 水 性 残 基 を 適 切 な 極 性 残 基 で
置 き 換 え る こ と に よ っ て 疎 水 性 を 低 下 さ せ る 修 飾 ;(ii)中 性 の 極 性 残 基 を 帯 電 し た 極 性 残
基 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 極 性 の 特 徴 を 高 め る 修 飾 ;(iii)ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し て い な い
シ ス テ イ ン 残 基 (非 対 合 シ ス テ イ ン )を 適 切 な 非 シ ス テ イ ン 残 基 で 置 き 換 え る 修 飾 、 お よ び
(4)そ の 素 性 が 別 の 種 由 来 の 対 応 す る CBDと は 異 な る 残 基 を 置 き 換 え る (例 え ば ネ ズ ミ IL-6R
残 基 を ヒ ト IL-6R内 へ と 置 換 す る )修 飾 を 行 う こ と が で き る 。 他 の 代 替 戦 略 も 当 業 者 に は 明
ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 高 め る 修 飾 は 、 部 分 的 に 折 り 畳 ま れ た 状 態
ま た は 折 畳 み が 誤 っ た 状 態 の 集 団 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 溶 解 性 を 改 善 す る 場 合 が あ る
。 別 の 例 と し て 、 タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 は 、 典 型 的 に は 、 タ ン パ ク 質 の 等 電 点 が 周 辺 溶 液 の
pHに 等 し い 場 合 に 最 小 と な る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 等 電 点 を 血 清 な ど の 関 連 す る 環 境
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の pHか ら 遠 ざ か る よ う に 乱 す 修 飾 は 、 溶 解 性 を 改 善 す る た め に 役 割 を 果 た す こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 、 好 ま し く は ル ー プ 中 の 、 1つ ま た は 複 数
の 、 好 ま し く は 疎 水 性 の 残 基 を 、 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 適 合 性 の あ る 極 性 残 基 で 置 き 換 え
る 。 ア ラ ニ ン お よ び グ リ シ ン も 適 切 な 置 換 体 と し て 役 割 を 果 た し 得 、 疎 水 性 の 低 下 を も た
ら す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 代 替 実 施 形 態 で は 、 好 ま し い 極 性 残 基 に は 、 他 の CBD中 に お い て 相 同 す る 位 置 で 見 ら れ
る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 遊 離 シ ス テ イ ン 残 基 (す な わ ち ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 参 加 し
て い な い シ ス テ イ ン 残 基 )を 、 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 適 合 性 の あ る 非 シ ス テ イ ン 残 基 へ と
突 然 変 異 さ せ る 。 非 対 合 の シ ス テ イ ン は 、 構 造 の 視 覚 解 析 に よ っ て 、 ま た は 関 連 タ ン パ ク
質 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 パ タ ー ン の 解 析 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ジ ス ル フ ィ ド を 形 成 し な い シ ス テ イ ン の 位 置 が CBDフ レ ー ム ワ
ー ク 内 に 実 質 的 に 埋 も れ て い る 場 合 、 シ ス テ イ ン を 取 り 除 く か 、 ま た は 、 例 え ば ア ラ ニ ン
も し く は セ リ ン な ど の 適 切 な 非 シ ス テ イ ン 残 基 で 置 き 換 え 得 る 。 シ ス テ イ ン の 位 置 が 溶 媒
に 実 質 的 に 曝 さ れ て い る 場 合 は 、 適 切 な 非 シ ス テ イ ン 残 基 に は ア ラ ニ ン お よ び 極 性 残 基 が
含 ま れ る 。 さ ら に 、 溶 解 性 を 改 善 す る た め に 、 CBDフ レ ー ム ワ ー ク 内 で ジ ス ル フ ィ ド 結 合
の 形 成 に 関 与 し て い な い シ ス テ イ ン 残 基 も 、 取 り 除 く か 、 ま た は 、 例 え ば ア ラ ニ ン も し く
は セ リ ン で 置 き 換 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 IL-6Rの CBDの D2お よ び D3に 関 し て 、 溶 解 性
を 改 善 す る た め に 、 Cys174、 Cys192お よ び Cys258の う ち の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 を 取 り 除
く 、 好 ま し く は セ リ ン で 置 き 換 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 溶 解 性 を 改 善 す る た め に 1つ ま た は 複 数 の 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー
プ を 修 飾 す る 。 溶 解 性 は 、 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン を 取 り 除 く こ
と 、 か つ /ま た は 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ 内 か ら の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン
を ア ラ ニ ン も し く は セ リ ン な ど の ア ミ ノ 酸 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 改 善 し 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 溶 解 性 を 改 善 す る た め の 修 飾 は 、 細 胞 内 の 状 況 で 機 能 す る よ う に 結 合 部 分 を 設 計 す る 場
合 、 お よ び /ま た は そ の 生 成 方 法 が 可 溶 性 の 形 態 で の 発 現 を 好 む 場 合 に 望 ま し い 可 能 性 が
あ る 。 ま た 、 当 業 者 に は 、 結 合 特 徴 の 変 更 な ど の 他 の 修 飾 と 同 時 に 、 ま た は そ れ を 行 う 前
で さ え も 、 結 合 部 分 の 溶 解 性 特 徴 を 改 変 す る こ と が 必 要 で あ り 得 る こ と が 明 ら か で あ ろ う
。
【 ０ １ １ １ 】
　 安 定 性 お よ び 溶 解 性 な ど の 結 合 部 分 の 物 理 化 学 的 特 性 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 広 範 な
方 法 を 用 い て 定 性 的 に か つ /ま た は 定 量 的 に 決 定 し 得 る 。 結 合 部 分 の 生 物 物 理 学 的 /物 理 化
学 的 特 性 を 特 徴 づ け る た め に 本 発 明 に お い て 使 用 し 得 る 方 法 に は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 サ イ ズ
排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
質 量 分 析 、 紫 外 線 吸 収 分 光 分 析 、 蛍 光 分 光 分 析 、 円 二 色 性 分 光 分 析 、 等 温 滴 定 熱 量 測 定 、
示 差 走 査 熱 量 、 分 析 用 超 遠 心 分 離 、 動 的 光 散 乱 法 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 架 橋 結 合 、 濁 度 測 定
、 フ ィ ル タ ー 遅 延 ア ッ セ イ 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 蛍 光 色 素 結 合 ア ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 染 色
ア ッ セ イ 、 顕 微 鏡 観 察 、 お よ び ELISAま た は 他 の 結 合 ア ッ セ イ に よ る 凝 集 体 の 検 出 が 含 ま
れ る 。 X線 結 晶 学 的 技 法 お よ び NMR分 光 分 析 を 用 い た 構 造 解 析 も 用 い 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 (例 え ば 構 造 的 完 全 性 )は 、 折 り 畳 ま れ た 状 態 と 折 り 畳 ま れ
て い な い 状 態 と の 間 の 熱 力 学 的 平 衡 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 し 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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　 一 実 施 形 態 で は 、 安 定 性 お よ び /ま た は 溶 解 性 は 、 あ る 定 義 さ れ た 一 定 期 間 後 の し た 可
溶 性 タ ン パ ク 質 の 量 を 決 定 す る こ と に よ っ て 測 定 し 得 る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 タ ン
パ ク 質 を 何 ら か の 極 限 条 件 、 例 え ば 高 温 、 低 pH、 ま た は 変 性 剤 の 存 在 に 曝 し て も よ く 、 曝
さ な く て も よ い 。 折 り 畳 ま れ て い な い タ ン パ ク 質 お よ び 凝 集 し た タ ン パ ク 質 は そ の 機 能 、
例 え ば 事 前 に 決 定 さ れ た 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し な い こ と が 予 測 さ れ る の で 、 残
っ た 活 性 の 量 が 結 合 部 分 の 安 定 性 お よ び 溶 解 性 の 測 度 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 溶 解 性 お
よ び /ま た は 安 定 性 を 評 価 す る 一 方 法 は 、 結 合 部 分 を 含 む 溶 液 が 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力
に つ い て ア ッ セ イ を 行 い 、 そ の 後 、 溶 液 を 高 温 に 1つ ま た は 複 数 の 定 義 さ れ た 期 間 の 間 曝
し 、 次 い で 、 抗 原 結 合 に つ い て 再 度 ア ッ セ イ を 行 う こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 あ る い は 、 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 は 、 原 核 発 現 系 中 で 発 現 さ せ 、 分 画 遠 心 分 離 、 ポ リ ヒ ス
チ ジ ン な ど の 付 着 し た タ グ を 用 い た 親 和 性 単 離 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー お よ び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 め た 一 連 の 生 化 学 的 精 製 ス テ ッ プ に よ
っ て 細 胞 溶 解 液 か ら タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と が で き る 。 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解
性 の 改 善 の 測 度 は 、 同 様 の 量 の 発 現 さ れ た 未 分 画 の 生 成 物 か ら 開 始 し た 場 合 に 、 精 製 手 順
の 終 わ り に 得 ら れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 修 飾 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド で 得 ら れ る
量 と 比 較 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 培 養 物 中 の 生 成 物 の 発 現 レ ベ ル は 、 SDS洗
剤 で 可 溶 化 し た 等 ア リ コ ー ト の 細 胞 溶 解 液 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 し た あ と の
生 成 物 の バ ン ド 密 度 を 比 較 す る こ と に よ っ て 正 規 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 あ る い は 、 結 合 部 分 は 、 化 学 的 変 性 剤 、 熱 、 ま た は pHを 用 い て 折 畳 み を 解 く こ と が で き
、 こ の 遷 移 は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 円 二 色 性 分 光 分 析 、 蛍 光 分 光 分 析 、 吸 光 分
光 分 析 、 NMR分 光 分 析 、 熱 量 測 定 、 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 を 含 め た 方 法 を 用 い て 監 視 す る
こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら お よ び 他 の 技 術 を 用 い て 折 畳 み と 折 畳 み を 解 く 遷 移 と の
動 的 パ ラ メ ー タ も 監 視 し 得 る こ と を 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 の 溶 解 性 は 、 好 ま し く は 正 し く 折 り 畳 ま れ た 単 量 体 ポ リ ペ プ チ ド の 生
成 と 相 関 す る 。 し た が っ て 、 修 飾 さ れ た 結 合 部 分 の 溶 解 性 は 、 HPLCま た は FPLCに よ っ て 、
可 溶 性 (凝 集 し て い な い )断 片 は 単 一 の ピ ー ク を 生 じ る が 、 凝 集 し た 断 片 は 複 数 の ピ ー ク を
生 じ る こ と を 用 い て も 評 価 し 得 る 。 溶 解 性 の 好 ま し い 測 定 方 法 で は 、 Power BE他 、 2003、
Protein Science、 12、 734-747に 記 載 の よ う に 、 凝 集 レ ベ ル お よ び 高 分 子 量 の 種 の 存 在 を
評 価 す る 従 来 の FPLCま た は HPLC技 術 を 用 い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 加 速 安 定 性 試 験 の 一 例 と し て 、 結 合 部 分 の ア リ コ ー ト を -20℃ 、 4℃ 、 20℃ お よ び 37℃ な
ど の 様 々 な 温 度 で 保 存 し 、 結 合 部 分 の 活 性 の ア ッ セ イ を 様 々 な 時 間 間 隔 で 行 う こ と が で き
る 。 例 え ば 、 37℃ で 12週 間 保 存 す る 間 に 活 性 が う ま く 保 持 さ れ る こ と は 、 大 雑 把 に 12カ 月
4℃ で の 保 存 安 定 性 に 等 し い 。 こ の 試 験 は 、 保 存 用 緩 衝 液 中 の 様 々 な 保 護 添 加 剤 の タ ン パ
ク 質 の 安 定 性 に 対 す る 効 果 を 比 較 す る た め に も 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 添 加 剤 に は
、 グ リ セ ロ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル な ど の 化 合 物 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど の 非 特 異 的 タ ン パ
ク 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 貯 蔵 寿 命 を 増 加 さ せ る た め に 用 い 得 る 他 の 保 護 剤 が 含 ま れ る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 CBD内 、 好 ま し く は ル ー プ の う ち の 1つ も し
く は 複 数 内 か ら 取 り 除 か れ て い る か 、 ま た は 置 き 換 え ら れ て い る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 形
態 で は 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 一 方 の FnIII様 ド メ イ ン の 1つ も し く は 複 数 の ル ー プ か ら 取 り
除 か れ て い る ま た は 置 き 換 え ら れ て い る が 、 他 方 の FnIII様 ド メ イ ン 内 で は 変 更 さ れ て い
な い ま ま で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 結 合 部 分 の 特 定 の 特 性 を 変 更 す る こ と に 関 し て 上 述 し た 修 飾 の 種 類 の う ち の 任 意 の 1つ
も し く は 複 数 は 、 上 記 の 修 飾 に 関 し て 明 確 に 記 載 し た も の に 加 え て 、 ま た は そ の 代 わ り に
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、 他 の 特 性 の 変 更 に 用 い 得 る こ と を 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 実 質 的 に 単 離 し た 形 態 で あ り 得 る 。 タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 の
意 図 さ れ る 目 的 を 妨 げ な い 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 混 合 し て も 、 実 質 的 に 単 離 さ れ て い る と み
な さ れ る こ と を 理 解 さ れ た い 。 本 発 明 の 結 合 部 分 は ま た 、 実 質 的 に 精 製 し た 形 態 で あ り 得
、 こ の 場 合 、 一 般 に 調 製 物 中 の タ ン パ ク 質 の 90%超 、 例 え ば 95%、 98%ま た は 99%が 本 発 明 の
結 合 部 分 で あ る よ う に 、 調 製 物 中 に タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 例 え ば 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 手 段 に よ っ て 、 他 の 分 子 と 連 結 さ れ
て い て も よ い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 結 合 部 分 (CBD)は 、 (限 定 さ れ ず に )酵 素
、 薬 物 、 脂 質 、 糖 、 核 酸 お よ び ウ イ ル ス な ど の 分 子 と 連 結 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 結 合 部 分 は 、 他 の 部 分 の 部 位 特 異 的 な 付 着 の た め の 、 溶 媒 に 曝 さ れ た
シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 典 型 的 に は 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 手 段 に よ っ て 、 他 の 分 子 と 連 結
さ れ て い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 結 合 部 分 を 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 連 結 さ れ て い る
融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 成 し 得 る 。 融 合 パ ー ト ナ ー に は 、 酵 素 、 検 出 可 能 な 標 識 お よ び /
ま た は 数 々 の 診 断 的 用 途 も し く は 精 製 を 補 助 す る た め の 親 和 性 タ グ が 含 ま れ る こ と が で き
る 。 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 限 定 さ れ ず に 、 GFP(緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 )、 GST(グ ル タ チ オ ン S-
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン で あ り 得 る 。 他 の 融 合 パ
ー ト ナ ー に は 、 結 合 部 分 を 特 定 の 細 胞 下 の 位 置 に 向 け る 、 ま た は 結 合 部 分 を 細 胞 外 の 位 置
に 向 け る 標 的 化 配 列 、 例 え ば 分 泌 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の
結 合 部 分 は そ れ が 由 来 す る 受 容 体 /タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 を 含 ま な い 、 す な わ ち 、 い か な
る 融 合 パ ー ト ナ ー も CBDと 非 相 同 的 で あ る 。 異 種 配 列 は 、 生 じ る 融 合 タ ン パ ク 質 が 修 飾 さ
れ た CBDの 活 性 を 保 持 す る こ と を 可 能 に す る 任 意 の 配 列 で あ り 得 る 。 異 種 配 列 に は 、 例 え
ば 、 Fc融 合 な ど の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 、 ま た は 安 定 性 を 高 め 得 る も し く は タ ン パ ク 質 の 精
製 を 補 助 し 得 る 他 の 細 胞 性 リ ガ ン ド と の 融 合 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 に 連 結 す る こ と が で き る 診 断 剤 ま た は 治 療 剤 に は 、 毒 素 も し く は プ ロ
ド ラ ッ グ な ど の 薬 理 活 性 を 有 す る 物 質 、 免 疫 調 節 剤 、 阻 害 性 の 核 酸 も し く は ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る 核 酸 な ど の 核 酸 、 PEGな ど の 結 合 部 分 の in vivoで の 安 定 性 も し く は 親 油
性 の 挙 動 を 亢 進 さ せ る 分 子 、 お よ び 放 射 性 化 合 物 、 色 素 、 発 色 団 、 フ ル オ ロ フ ォ ア も し く
は 他 の イ メ ー ジ ン グ 試 薬 な ど の 検 出 可 能 な 標 識 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 結 合 部 分 は 、 実 質 的 に 平 ら な 表 面 (例 え ば チ ッ プ も し く は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト )ま
た は ビ ー ズ な ど の 固 相 に 固 定 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 に 固 定 す る 技 術 は 当 分 野 で
知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ を 用 い る 場 合 は (例 え ば ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 に お い て )、 固 相 に 固 定 し た 結 合 部 分 の ア レ イ を 生 成 す る こ と が で き る (Lee YSお よ び Mr
ksich,M、 2002、 Trends Biotechnol.、 20(12 Suppl):S14-8頁 な ら び に そ れ に 含 ま れ る 参
考 文 献 )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 結 合 部 分 は タ ン パ ク 質 骨 格 と し て 機 能 し 、 他 の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 骨 格 の 表 面 上 に 表 示 さ れ る た め に 結 合 部 分 の 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 内 に
挿 入 さ れ る 。 こ の よ う な 骨 格 は 、 例 え ば 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン が 束 縛 さ れ た 様 式 で ペ プ チ ド
を 提 示 す る 便 利 な 手 段 と し て 役 立 ち 得 る 。 骨 格 は 、 変 更 さ れ た 結 合 特 異 性 を 有 す る CBDを
生 成 し 、 ま た 、 任 意 の 目 的 の 標 的 分 子 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 結 合 部 分 を 生 成 す る か つ /
ま た は そ れ に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 例 え ば CBDの 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ な ど の 、 1つ ま た は 複 数 の 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 内 に
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異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 挿 入 し 得 る 。 結 合 部 分 の CBDは 挿 入 さ れ た 異 種 配 列 の タ ン パ ク 質
骨 格 と し て 機 能 し 、 結 合 部 分 の 表 面 上 に 異 種 配 列 を 表 示 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 異 種 配 列 は 、 そ れ を 内 部 に 挿 入 す る CBDの ル ー プ の す べ て も し く は 一 部 を 置 き 換 え て も
よ く 、 ま た は 単 純 に 付 加 配 列 を 形 成 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 複 数 の 異 種 配 列 を 複 数 の ル
ー プ 内 に 挿 入 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 異 種 配 列 は 、 例 え ば 別 の CBDの ル ー プ な ど の 、 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 に 由 来 し て も よ い 。
こ れ ら は ま た 、 他 の 非 CBD分 子 に 由 来 す る か 、 ま た は 完 全 な ラ ン ダ ム 化 の 部 分 的 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 他 の 修 飾 も 、 CBDに 関 す る 以 前 の セ ク シ ョ ン で 記 載 し た よ う に 本 発 明 の 骨 格 タ ン パ ク 質
に 行 う こ と が で き 、 ま た 、 他 の 分 子 に 連 結 さ れ て い る か 、 か つ /ま た は 下 に 記 載 す る よ う
に 多 量 体 と し て 生 成 し 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 2つ 以 上 の CBDは 、 共 有 結 合 も し く は 非 共 有 結 合 の ど ち ら か に よ っ て 、 ま た は 化 学 的 リ ン
カ ー も し く は 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た リ ン カ ー の 使 用 を 含 め た 結 合 の 組 合 せ に よ っ て 、 一 緒
に 結 合 さ れ て 多 量 体 を 形 成 し 得 る 。 CBDの 多 量 体 は 、 好 都 合 の 薬 物 動 態 学 お よ び 体 内 分 布
の 特 性 を も た ら し 得 る よ り 高 い 結 合 力 お よ び よ り 遅 延 さ れ た 血 液 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を も た
ら す 潜 在 性 を 有 す る の で 、 治 療 的 試 薬 の 1つ の 好 ま し い 設 計 案 で あ る 。 用 い る 結 合 は 、 例
え ば 化 学 物 質 に よ っ て 結 合 さ れ た 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 に 関 し て 当 業 者 に 周 知 で あ り (Casey
 JL他 、 2002、 Br J Cancer.、 86(9):1401-10頁 )、 結 合 は 、 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た リ ン カ
ー ポ リ ペ プ チ ド (BITEの scFv-scFv)、 ま た は 接 着 性 融 合 ド メ イ ン (Pluckthun,A.、 お よ び Pa
ck,P、 1997、 Immunotechnology、 3、 83-105頁 )に よ る も の で あ る 。 実 際 、 リ ン カ ー ポ リ ペ
プ チ ド を 用 い て 異 な る CBDか ら の 2つ の FnIII様 ド メ イ ン を 交 差 対 合 さ せ て 、 二 重 特 異 性 抗
体 (抗 体 Fv二 量 体 )ま た は 三 重 特 異 性 抗 体 (抗 体 Fv三 量 体 )ま た は 四 重 特 異 性 抗 体 (抗 体 Fv四
量 体 )の 様 式 で 密 に 会 合 し た CBD多 量 体 を 形 成 し 得 る (Power BE他 、 2001、 Cancer Immunol 
Immunother.、 50(5):241-50頁 )。 上 述 し た こ れ ら の リ ン カ ー 戦 略 の う ち 任 意 の も の か ら 生
じ た CBD多 量 体 は 同 じ ま た は 異 な る 標 的 特 異 性 を 有 し 得 、 し た が っ て 多 価 試 薬 ま た は 多 特
異 性 試 薬 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 共 有 結 合 も し く は 非 共 有 結 合 の ど ち ら か
、 ま た は 結 合 の 組 合 せ に よ っ て 2つ の CBDを 結 合 さ せ て 二 量 体 を 形 成 さ せ 得 、 こ れ に よ り 2
つ の 標 的 結 合 親 和 性 が 提 供 さ れ る 。 多 量 体 中 の 2つ 以 上 の CBDが 同 じ 標 的 特 異 性 を 有 す る 場
合 は 、 CBD多 量 体 は 多 価 と な り 、 2つ 以 上 の 標 的 分 子 に 結 合 す る こ と に 関 し て よ り 高 い 結 合
力 (機 能 的 親 和 性 )を 有 す る こ と と な る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 CBD多 量 体 は 、 化 学 的 ま た は 遺 伝 子 的 な 変 更 の ど ち ら か に よ り 、 界 面 接 触 領 域 に 対 す る
修 飾 に よ っ て よ り 高 い 安 定 性 を 有 す る よ う に 設 計 し 得 る 。 例 え ば 、 多 量 体 界 面 で の CBDフ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 詳 細 な 検 査 は 、 界 面 を 安 定 化 さ せ 、 し た が っ て CBD多 量 体 の 優 先 的 な
形 成 を 指 揮 す る 残 基 の 突 然 変 異 ま た は 化 学 修 飾 の 導 入 を 指 揮 し 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 F1
34(D2)、 F168(D2)お よ び H261(D3)以 外 の 界 面 残 基 に 突 然 変 異 を 導 入 す る 。 別 の 実 施 形 態 で
は 、 C174(D2)、 C192(D2)ま た は C258(D3)の 残 基 に 突 然 変 異 を 導 入 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 結 合 部 分 の 生 成
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 化 学 的 手 段 ま た は 組 換 え 手 段 に よ っ て 作 製 し 得 る 。 ペ プ チ ド を 化 学
合 成 す る 技 術 は Borgiaお よ び Fields、 2000、 TibTech、 18:243-251に 総 説 さ れ て お り 、 そ
れ に 含 ま れ る 参 考 文 献 中 に 詳 述 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 結 合 部 分 は 組 換 え 手 段
に よ っ て 作 製 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 に 対 す る 修 飾 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 な ど の 当 業 者 に 知 ら れ て い
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る 標 準 の ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 天 然 の 修 飾 さ れ て い な い ル ー プ も
し く は 複 数 の ル ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 変 異 は 、 特 異 的 な 点 突 然 変 異 を 生 じ さ せ る た め に
コ ー ド 遺 伝 子 を 設 計 す る こ と に よ っ て 、 ま た は ラ イ ブ ラ リ の レ パ ー ト リ ー を 構 築 す る 間 に
ル ー プ 配 列 (も し く は 複 数 の ル ー プ 配 列 )の 全 体 を ラ ン ダ ム 化 す る た め の ラ ン ダ ム 「 ウ ィ ン
ド ウ 」 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 成 す こ と が で き る 。 ル ー プ 長 の 変 異 は 、 CBDル ー プ 中 の ア ミ
ノ 酸 の 一 部 を 取 り 除 く こ と に よ っ て よ り 短 い ル ー プ を 作 製 す る か 、 ま た は 逆 に ア ミ ノ 酸 の
数 を 増 や す こ と に よ っ て ル ー プ を 伸 長 す る よ う に コ ー ド 遺 伝 子 を 設 計 す る こ と に よ っ て 成
し 得 る 。 こ の よ う な 設 計 は L1、 L2、 L3、 L4、 L5、 L6お よ び L7ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 2つ 以
上 の ル ー プ に 適 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用
い て CBDフ レ ー ム ワ ー ク お よ び ラ ン ダ ム 化 さ れ た ル ー プ を 含 む 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー 全 体
を 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 目 的 の 標 的 分 子 に 対 し て 結 合 親 和 性 を 有 す る 結 合 部 分 を 得 る 一 手 法 は 、 CBD中 、 好 ま し
く は 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ 中 に 修 飾 を 含 む 本 発 明 の 様 々 な 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ を 生 成 し 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ま た は リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ
イ な ど の 標 準 の 技 術 を 用 い て 、 標 的 分 子 へ の 結 合 に つ い て ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と で あ る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 手 法 は 以 下 に よ り 詳 細 に 記 述 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は DNAま た は RNAを 含 み 得 る 。 こ れ ら は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で
あ っ て よ い 。 こ れ ら は ま た 、 そ れ 内 に 合 成 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る い く つ か の 異 な る 種
類 の 修 飾 が 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。 そ れ ら に は 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト お よ び ホ ス ホ ロ チ オ
エ ー ト の 主 鎖 、 分 子 の 3'お よ び /も し く は 5'末 端 へ の ア ク リ ジ ン ま た は ポ リ リ シ ン 鎖 の 付
加 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 当 分 野
で 利 用 可 能 な 任 意 の 方 法 で 修 飾 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の in vivo活 性 ま た は 寿 命 を 亢 進 す る た め に 実 施 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 換 え の 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 内 に 組 み 込 む こ と が で き る
。 ベ ク タ ー を 用 い て 、 核 酸 を 適 合 性 の あ る 宿 主 細 胞 内 で 複 製 し 得 る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に は
、 大 腸 菌 な ど の 細 菌 、 酵 母 、 哺 乳 動 物 細 胞 系 お よ び 他 の 真 核 細 胞 系 、 例 え ば 昆 虫 Sf9細 胞
が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 宿 主 細 胞 に よ っ て 、 ま た は in vitro転 写 /
翻 訳 系 を 用 い て コ ー ド 配 列 の 発 現 を も た ら す こ と が で き る 制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ
た ベ ク タ ー で あ る 、 す な わ ち 、 ベ ク タ ー は 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 用 語 「 作 動 可 能 に 連 結 さ
れ た 」 と は 、 記 載 し た 構 成 要 素 が 、 そ れ ら が 意 図 さ れ た 様 式 で 機 能 す る こ と を 可 能 に す る
関 係 に あ る こ と を 意 味 す る 。 コ ー ド 配 列 に 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 」 制 御 配 列 は 、 そ の 制
御 配 列 に 適 合 性 の あ る 条 件 下 で コ ー ド 配 列 の 発 現 が 成 さ れ る よ う に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ て
い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 制 御 配 列 は 、 制 御 配 列 に よ っ て 指 揮 さ れ る 転 写 レ ベ ル を 、 転 写 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー に よ
り 応 答 性 が あ る よ う に す る た め に 、 例 え ば さ ら な る 転 写 性 の 制 御 要 素 の 付 加 に よ っ て 修 飾
さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 の 発 現 を も た ら す た め に 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 形
質 転 換 ま た は 形 質 移 入 し 得 る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 宿 主 細 胞
を 、 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る コ ー ド 配 列 の ベ ク タ ー に よ る 発 現 が も た ら さ れ る 条 件 下 で
培 養 す る こ と 、 お よ び 任 意 選 択 で 発 現 さ れ た 結 合 部 分 を 回 収 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
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　 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 任 意 選 択 で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 用 の プ ロ モ ー タ ー お よ
び 任 意 選 択 で プ ロ モ ー タ ー の レ ギ ュ レ ー タ ー を 備 え た 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド
ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 ベ ク タ ー は 1つ も し く は 複 数 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子
、 例 え ば 細 菌 プ ラ ス ミ ド の 場 合 は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ま た は 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー の 場
合 は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 み 得 る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 宿 主 細 胞 に 形 質 移 入 ま た は
形 質 転 換 さ せ る た め に 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 制 御 配 列 に は 、 プ ロ
モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー お よ び 他 の 発 現 制 御 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 制 御 配 列 は 、
発 現 ベ ク タ ー を 用 い る こ と が 設 計 さ れ て い る 宿 主 細 胞 に 適 合 性 が あ る よ う に 選 択 し 得 る 。
用 語 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 最 小 プ ロ モ ー タ ー か ら 上 流 要 素 お よ び エ
ン ハ ン サ ー を 含 め た プ ロ モ ー タ ー ま で の 大 き さ な ら び に 複 雑 さ に わ た る 核 酸 領 域 が 包 含 さ
れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 典 型 的 に は 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 に お い て 機 能 的 で あ る プ ロ モ ー タ
ー か ら 選 択 さ れ る 。 真 核 プ ロ モ ー タ ー に 関 し て は 、 こ れ ら は 遍 在 的 に 機 能 す る 、 あ る い は
組 織 特 異 的 に 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー で あ り 得 る 。 ま た 、 こ れ ら は 特 定 の 刺 激 に 応 答 す る プ
ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ い 。 ま た 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病
ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 (MMLV LTR)プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス (RSV)LTRプ ロ モ ー タ
ー ま た は ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)IEプ ロ モ ー タ ー を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ま た 、 細 胞 の 寿 命 の 間 結 合 部 分 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る こ と が で き る よ う に 、 プ ロ モ ー
タ ー が 誘 導 可 能 で あ る こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 誘 導 可 能 と は 、 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 得 ら
れ る 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 結 合 部 分 を 骨 格 配 列 と し て 用 い る 場 合 に 、 異
種 配 列 を 本 発 明 の 結 合 部 分 内 に 挿 入 す る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 一 般 に 、 本 発 明 の 結 合 部 分
コ ー ド し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 操 作 す る こ と に よ っ て 行 う 。 こ れ は 、 CBDを
コ ー ド し て い る 配 列 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ っ て 、 異 種 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 が CBDの 適 切 な 領 域 内 に 容 易 に 挿 入 さ れ る こ と を 可 能 に す る た め に 、 配 列
が 前 記 サ イ ト カ イ ン ド メ イ ン の 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 を コ ー ド し て い る 1つ ま た は 複 数 の 領
域 中 に 1つ ま た は 複 数 の 固 有 の 挿 入 部 位 を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る こ と に よ っ て 便 利 に 達
成 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の 「 固 有 の 」 挿 入 部 位 は 、 典 型 的 に は II型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 認
識 お よ び 切 断 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー が 「 固 有 の 」 挿 入 部 位 で の み 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る よ う に 、
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の 他 の 箇 所 に 存 在 し な い 。 こ れ に よ り 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 の 技
術 を 用 い て 、 切 断 し た ベ ク タ ー を 用 い た ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ る 、 適 切 な 末 端 を 有 す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 容 易 な 挿 入 が 可 能 と な る 。 好 ま し く は 、 挿 入 部 位 は 遺 伝 子 操 作 さ れ て い る
、 す な わ ち 、 CBDが 天 然 に 存 在 す る 配 列 に 由 来 す る 場 合 は 、 挿 入 部 位 は 天 然 の 配 列 中 に 自
然 に 存 在 し な い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー /ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 複 製 す る
目 的 、 お よ び /ま た は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 本 発 明 の 結 合
部 分 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 目 的 の た め に 宿 主 細 胞 内 に 導 入 し 得 る 。 宿 主 細 胞 に は 、 細 菌
細 胞 な ど の 原 核 細 胞 お よ び 酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 め た 真 核 細 胞 が
含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー /ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 形 質 移 入 、 形 質 転 換 お よ び 電 気 穿 孔 な ど の 当
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分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な 技 術 を 用 い て 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 導 入 し 得 る 。 本 発 明 の ベ ク タ
ー /ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 動 物 に 投 与 す る 場 合 は 、 い く つ か の 技 術 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス
、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス な ど の 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い た 感
染 、 核 酸 の 直 接 注 射 な ら び に 微 粒 子 銃 に よ る 形 質 転 換 が 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 を 用 い て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 得 る
。 本 発 明 の 結 合 部 分 の 発 現 を 可 能 に す る 適 切 な 条 件 下 で 、 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 。 結 合 部 分
の 発 現 は 、 連 続 的 に 産 生 さ れ る か 、 ま た は 誘 導 可 能 で 発 現 を 開 始 さ せ る た め に 刺 激 を 要 す
る よ う に 構 成 さ れ て い て よ い 。 誘 導 可 能 発 現 な 発 現 の 場 合 、 タ ン パ ク 質 の 産 生 は 、 例 え ば
デ キ サ メ タ ゾ ン ま た は IPTGな ど の 誘 発 物 質 を 培 地 に 添 加 す る こ と に よ っ て 必 要 と な っ た 際
に 開 始 さ れ る こ と が で き 、 ま た は 、 熱 誘 導 に よ っ て リ プ レ ッ サ ー を 変 性 さ せ て タ ン パ ク 質
合 成 を 開 始 さ せ る こ と に よ っ て 誘 導 可 能 な 発 現 を 成 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 酵 素 的 、 化 学 的 お よ び /ま た は 浸 透 圧 溶 解 な ら び に 物 理 的 破 壊 を
含 め た 当 分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な 技 法 に よ っ て 宿 主 細 胞 か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ
　 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 CBD中 に 異 な る 配 列 を 有 す る 複 数 の 結 合 部 分 を 含 む ラ イ ブ ラ リ と
し て 提 供 し 得 る 。 好 ま し く は 、 変 異 は 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ 中 に 存 在 す る 。 こ れ ら の ラ
イ ブ ラ リ は 、 典 型 的 に は 、 特 定 の 目 的 標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 な ど の 、 目 的 の 活 性 を 有 す
る 結 合 試 薬 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ は 、 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ と
し て 都 合 よ く 提 供 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に 、 少 な く と も 1つ の ル ー プ 内 の 1
つ も し く は 複 数 の 位 置 で 異 な る 多 数 の 様 々 な 配 列 を 生 じ さ せ る た め に 、 突 然 変 異 誘 発 ま た
は ラ ン ダ ム 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 突 然 変 異 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 な ど の 当 分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な 技 術 を 用 い て
導 入 す る こ と が で き る 。 M13な ど の 一 本 鎖 フ ァ ー ジ を 用 い る 方 法 か ら PCRに 基 づ い た 技 術 ま
で 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の た め の い く つ か の 方 法 が 当 分 野 で 知 ら れ て い る (「 PCR Pro
tocols:A guide to methods and applications」 、 M.A.Innis、 D.H.Gelfand、 J.J.Sninsk
y、 T.J.White(編 )、 Academic Press、 New York、 1990参 照 )。 別 の 技 法 は 、 市 販 さ れ て い
る 「 Altered Sites II in vitro Mutagenesis System」 (Promega、 米 国 特 許 第 5,955,363
号 )を 用 い る こ と で あ る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 技 法 は 上 述 し た 。 大 腸 菌 mutD5な ど の
細 菌 の 「 突 然 変 異 誘 発 株 」 を 用 い る こ と (Low他 、 1996、 J Mol Biol、 60:9-68頁 );お よ び B
リ ン パ 球 の 抗 体 過 剰 突 然 変 異 系 を 用 い る こ と (Yelamos他 、 1995、 Nature 376:225-9頁 )を
含 め た 様 々 な in vivo技 術 に よ っ て 突 然 変 異 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列
プ ー ル 内 に 「 ラ ン ダ ム に 」 導 入 す る こ と に よ っ て 、 複 数 の ラ ン ダ ム に 突 然 変 異 し た 配 列 を
作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ラ ン ダ ム な 突 然 変 異 は 、 化 学 的 突 然 変 異 原 、 お よ び イ オ ン
化 も し く は UV照 射 に よ っ て (Friedberg他 、 1995、 DNA repair and mutagenesis、 SM Press
、 Washington D.C.)、 ま た は 突 然 変 異 原 性 の 塩 基 類 似 体 を 取 り 込 む こ と に よ っ て (Zaccolo
他 、 1996、 J Mol Biol、 255:589-603頁 )、 in vivoな ら び に in vitroの ど ち ら で も 導 入 す
る こ と が で き る 。 「 ラ ン ダ ム 」 な 突 然 変 異 は ま た 、 重 合 中 に 、 例 え ば 誤 り が ち な ポ リ メ ラ
ー ゼ を 用 い る こ と に よ っ て (Leung他 、 1989、 Technique、 1:11-15頁 )、 in vitroで 遺 伝 子
に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 CBDの サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 (例 え ば ル ー プ 配 列 )中 に 存 在 す る 配 列 を 変 更 す る 突 然 変 異
誘 発 技 術 を 用 い る こ と が 一 般 に 好 ま し い が 、 望 ま し い ま た は 望 ま し く な い 可 能 性 が あ る フ
レ ー ム ワ ー ク の 変 化 も 起 こ っ て も よ い 。 サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 を 標 的 と す る 一 方 法 は 、 部
分 的 に ま た は 完 全 に 突 然 変 異 誘 発 /ラ ン ダ ム 化 さ れ た 複 数 の 比 較 的 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列
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を 提 供 し 、 骨 格 配 列 に 関 し て 上 述 し た よ う に こ れ ら の 配 列 を 結 合 部 分 中 の 特 異 的 な 挿 入 部
位 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 手 法 は 、 複 数 の ラ ン ダ ム 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 そ の 後 、 結 合 部 分 を コ
ー ド し て い る 配 列 内 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る か つ /ま た は 結 合 部 分 を コ ー ド し て
い る 配 列 を ラ ン ダ ム 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 置 き 換 え る こ と で あ る 。 適 切 な 方 法 は 国 際
公 開 公 報 WO97/27213号 に 記 載 さ れ て お り 、 各 ス テ ッ プ に お い て 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体
を 反 応 に 加 え る こ と に よ っ て 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 生 成 さ れ る 。 こ の 方 法 の 利 点 は 、
そ れ ぞ れ の ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 が 一 定 に 保 た れ た ま ま か 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ る か の 程 度 を 完
全 に 制 御 で き る こ と で あ る 。 さ ら に 、 3つ の ス ト ッ プ コ ド ン の う ち の 2つ が こ の 位 置 で Aを
有 す る の で (TAAお よ び TGA)、 C、 Gま た は Tの み を 各 コ ド ン の 第 3塩 基 と し て 許 容 す れ ば 、 中
途 で の ス ト ッ プ コ ド ン が 生 じ る 可 能 性 が 顕 著 に 低 減 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 別 の 手 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 方 法 で あ る SOE-PCR(ス プ ラ イ シ ン グ 重 複 伸 張 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 )を 用 い て 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 作 製 す る こ と で あ る 。 利 用 可 能 な 完 全
長 の 遺 伝 子 鋳 型 が 存 在 せ ず 、 合 成 に よ っ て 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 組 み 立 て る 場 合 に 、 こ
の 方 法 を 用 い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 は 、 当 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 行 う (Eckstein、 Oligonucleo
tides and Analogues:A Practical Approach、 IRL Press at Oxford University Press、
1991参 照 )。 ま た 、 ラ イ ブ ラ リ を 特 定 し 、 購 入 す る こ と も で き る 。 合 成 プ ロ セ ス は 、 核 酸
の 長 さ に わ た っ て 可 能 な 組 合 せ の す べ て ま た は ほ と ん ど の 作 成 を 可 能 に し 、 し た が っ て ラ
ン ダ ム 化 さ れ た 核 酸 ラ イ ブ ラ リ の 作 製 を 可 能 に す る た め に 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の ラ
ン ダ ム 化 さ れ た 配 列 は 、 任 意 の 融 合 パ ー ト ナ ー を 有 す る ラ ン ダ ム 化 さ れ た ペ プ チ ド の イ ン
フ レ ー ム 発 現 が 可 能 と な る よ う に 合 成 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ラ イ ブ ラ リ は 完 全 に ラ ン ダ ム 化 さ れ て お り 、 ど の 位 置 で も 配 列 優 先 性
ま た は 一 定 性 が 存 在 し な い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ラ イ ブ ラ リ は 偏 っ て い る 、 す な わ ち 、 部
分 的 に ラ ン ダ ム 化 さ れ て お り 、 配 列 内 の 一 部 の 位 置 が 一 定 に 保 た れ て い る か 、 ま た は 限 定
数 の 可 能 な 変 異 か ら 選 択 さ れ る 。 し た が っ て 一 部 の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 特 定 の
構 造 的 ま た は 化 学 的 特 徴 を 維 持 す る こ と を 視 野 に 入 れ て 一 定 に 保 た れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 そ の 後 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 部 位 内 に 挿 入 す る か つ /ま た は
結 合 部 分 を コ ー ド し て い る 適 切 な 配 列 を そ れ で 置 き 換 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 一 般 に 、 配 列 の ラ イ ブ ラ リ は 、 ラ ン ダ ム 配 列 の 構 造 的 に 多 様 な 集 団 が 提 示 さ れ る ほ ど に
十 分 大 き い 。 こ れ に よ り 、 3次 元 の 形 状 お よ び 構 造 の 大 き な サ ブ セ ッ ト 表 れ る こ と が 保 証
さ れ 、 機 能 的 相 互 作 用 の 確 率 が 最 大 と な る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ラ イ ブ ラ リ が 少 な く と も 1000種 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
10 4 、 10 5 ま た は 10 6 種 の 異 な る 配 列 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 ラ イ ブ ラ リ は 10 4

～ 10 1 0 種 の 異 な る 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る
ペ プ チ ド の 少 な く と も 5、 10、 15ま た は 20個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ラ ン ダ ム 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 典 型 的 に は 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 挿 入 さ れ た
ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 5、 8、 10ま た は 20個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は さ
ら に 、 50、 30ま た は 25個 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 し か 含 ま な い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ は 、 目 的 の 活 性 を 有 す る 結 合
部 分 を 同 定 す る た め の 任 意 の 適 切 な 技 術 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え
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ば 、 目 的 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 結 合 部 分 を 同 定 す る た め に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ
リ を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 結 合 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に
す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 標 的 分 子 に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 評 価 す る 。
典 型 的 に は 、 結 合 は in vitroで 、 ま た は 全 細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 目 的 の 活 性 を 有 す る 結 合 部 分 に つ い て ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 適 切 な 技
術 に は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ お よ び リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー な ど の ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 結 合 部 分 の 配 列 は 、 標 準 の DNA配 列 決 定 技 術 を 用 い て 便 利
に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 結 合 部 分 の 診 断 的 /治 療 的 使 用
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 同 定 さ れ た も の を 含 め た 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 目 的 の 標
的 分 子 に 対 す る そ の 特 異 的 結 合 に 基 づ い て 、 診 断 /治 療 方 法 に お い て 用 い 得 る 。 こ の よ う
な 使 用 は 、 抗 体 お よ び そ の 断 片 に 関 し て 既 に 知 ら れ て い る 大 量 の 診 断 的 /治 療 的 用 途 に 類
似 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 結 合 部 分 を 用 い て 生 体 試 料 中 に 目 的 の 分 子 が 存 在 す る か 存 在 し
な い か を 検 出 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 診 断 目 的 の た め に は 、 結 合 試 薬 を デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た
は チ ッ プ な ど の 固 相 に 固 定 す る こ と が 好 都 合 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 の 結 合 部 分 を 診 断 的 に 用 い る 場 合 、 こ れ は 典 型 的 に は 、 in vitro
ま た は in vivoに お け る 結 合 事 象 の 容 易 な 検 出 を 可 能 に す る 検 出 可 能 な 標 識 な ど の 診 断 試
薬 に 連 結 さ れ て い る 。 適 切 な 標 識 に は 、 放 射 性 同 位 体 、 色 素 マ ー カ ー ま た は 標 的 分 子 の in
 vivo検 出 お よ び /も し く は 位 置 決 定 の た め の 他 の イ メ ー ジ ン グ 試 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 結 合 部 分 を 治 療 的 に も 用 い 得 る 。 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 な ど の 細 胞 外 受 容 体 に 結
合 す る リ ガ ン ド を 標 的 と し 、 そ の 結 果 こ の よ う な リ ガ ン ド の 効 果 を 拮 抗 す る た め に 結 合 部
分 を 用 い て も よ い 。 サ イ ト カ イ ン お よ び そ の 受 容 体 は 広 範 な 疾 患 プ ロ セ ス に 関 与 し て お り
、 そ の 結 果 、 CBDに 基 づ い て 特 異 的 に 設 計 し た 結 合 部 分 を 用 い て そ の 活 性 を 変 調 す る こ と
に は 明 ら か な 臨 床 的 な 意 味 が あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 結 合 部 分 は 、 抗 体 と 同 様 の 様 式 で 、 結 合 部 分 が 特 異 的 に 結 合 す る 腫 瘍
細 胞 上 に 特 異 的 に 存 在 す る 細 胞 表 面 分 子 に 結 合 す る こ と に 基 づ い て 、 腫 瘍 細 胞 な ど の 目 的
細 胞 を 薬 理 活 性 を 有 す る 物 質 の 標 的 と す る た め に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 投 与
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 結 合 部 分 を 含 め た 本 発 明 の 結 合 部 分 は
、 様 々 な 構 成 要 素 と 組 み 合 わ せ て 本 発 明 の 組 成 物 を 生 成 す る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。
好 ま し く は 、 組 成 物 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ て
薬 剤 組 成 物 (ヒ ト ま た は 動 物 で 使 用 し 得 る )を 生 成 す る 。 適 切 な 担 体 お よ び 希 釈 剤 に は 、 等
張 生 理 食 塩 水 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 直 接 注 射 に よ
っ て 投 与 し 得 る 。 組 成 物 は 、 非 経 口 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 眼 内 投 与
、 経 口 投 与 ま た は 経 皮 投 与 用 に 配 合 し 得 る 。 典 型 的 に は 、 各 タ ン パ ク 質 を 体 重 1kgあ た り 0
.01～ 30mg、 好 ま し く は 体 重 1kgあ た り 0.1～ 10mg、 よ り 好 ま し く は 体 重 1kgあ た り 0.1～ 1mg
の 用 量 で 投 与 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 結 合 部 分 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド /ベ ク タ ー は 、 裸 の 核 酸 構 築 体 と し て 直 接
投 与 し 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド /ベ ク タ ー を 裸 の 核 酸 と し て 投 与 す る 場 合 は 、 投 与 す る 核
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酸 の 量 は 、 典 型 的 に は 1μ g～ 10mg、 好 ま し く は 100μ g～ 1mgの 範 囲 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に よ る 裸 の 核 酸 構 築 体 の 取 り 込 み は 、 い く つ か の 知 ら れ て い る 形 質 移 入 技
術 、 例 え ば 形 質 移 入 剤 の 使 用 を 含 め た も の に よ っ て 亢 進 さ れ る 。 こ の よ う な 薬 剤 の 例 に は
、 カ チ オ ン 剤 (例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム お よ び DEAE-デ キ ス ト ラ ン )な ら び に リ ポ フ ェ ク シ
ョ ン 剤 (例 え ば lipofectam(商 標 )お よ び transfectam(商 標 ))が 含 ま れ る 。 典 型 的 に は 、 核
酸 構 築 体 を 形 質 移 入 剤 と 混 合 し て 組 成 物 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は
希 釈 剤 と 合 わ せ て 薬 剤 組 成 物 を 生 成 す る 。 適 切 な 担 体 お よ び 希 釈 剤 に は 、 等 張 生 理 食 塩 水
、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 が 含 ま れ る 。 組 成 物 は 、 非 経 口 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 静 脈 内
投 与 、 皮 下 投 与 、 経 口 投 与 、 眼 内 投 与 ま た は 経 皮 投 与 用 に 配 合 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 当 業 者 は 特 定 の 患 者 お よ び 条 件 に お け る 最 適 な 投 与 経 路 お よ び 用 量 を 容 易 に 決 定 で き る
の で 、 記 載 し た 投 与 経 路 お よ び 用 量 は 手 引 と し て の み 意 図 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 上 記 の 個 々 の セ ク シ ョ ン で 言 及 し た 本 発 明 の 様 々 な 特 徴 お よ び 実 施 形 態 は 、 必 要 に 応 じ
て 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 他 の セ ク シ ョ ン に も 適 用 さ れ る 。 し た が っ て 、 1つ の セ ク シ ョ ン
で 明 記 し た 特 徴 は 、 必 要 に 応 じ て 他 の セ ク シ ョ ン で 明 記 し た 特 徴 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
(実 施 例 )
(実 施 例 1)
　 変 更 さ れ た 結 合 特 異 性 を 有 す る 修 飾 さ れ た IL-6Rの CBDの 設 計
　 ブ ル ッ ク ヘ ブ ン (Brookhaven)タ ン パ ク 質 デ ー タ バ ン ク の PSI_BLAST検 索 に よ り 、 ヒ ト IL-
6受 容 体 の サ イ ト カ イ ン 結 合 モ ジ ュ ー ル に 密 に 関 連 し て い る い く つ か の 構 造 が 明 ら か と な
っ た 。 こ れ ら の う ち 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン に 結 合 し て い る ヒ ト プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 (PRLR)が
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6に 対 し て 重 複 す る 特 異 性 を 有 さ な い 最 も 密 に 関 連 し た 構 造 で あ っ た
。 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 に よ る ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の 結 合 は 、 IL-6の 結 合 に 用 い ら れ る IL-6R
の サ イ ト カ イ ン 結 合 モ ジ ュ ー ル と 同 じ ル ー プ フ レ ー ム ワ ー ク に よ っ て 媒 介 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
　 IL-6Rお よ び PRLRの 配 列 は 、 MODELLER6v2の MALIGN3D機 能 を 用 い て 、 そ の 三 次 元 構 造 に 従
っ て ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ル ー プ の 定 義
　 VMDを 用 い て ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン と 接 触 し て い る プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 の 残 基 を 選 択 し た 。 V
MDと は 、 大 分 子 を 見 る こ と お よ び 操 作 す る こ と を 可 能 に す る 、 イ リ ノ イ 大 学 で 開 発 さ れ た
可 視 化 パ ッ ケ ー ジ で あ る (Schwieters(2001)、 Journal of Magnetic Resonance、 149:239-
244)。 こ れ ら の 残 基 お よ び 接 触 残 基 の 正 し い 側 鎖 配 向 を 支 持 す る 残 基 を 含 む よ う に ル ー プ
領 域 を 選 択 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 相 同 性 モ デ リ ン グ
　 IL-6Rの フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 お よ び プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 か ら の ル ー プ 残 基 を 含 む 、 CBD結
合 部 分 タ ン パ ク 質 の 配 列 を 作 製 し た 。 MODELLER6v2を 使 用 し 、 IL-6Rフ レ ー ム ワ ー ク 残 基 お
よ び プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 ル ー プ 残 基 を 鋳 型 と し て 用 い て 、 最 初 の 一 連 の CBD結 合 部 分 相 同
性 モ デ ル を 作 製 し た (図 7参 照 )。 モ デ ル の 品 質 は PROCHECKを 用 い て 評 価 し た 。 そ の 後 、 MOD
ELLER6v2を 用 い て ル ー プ 領 域 を 最 初 か ら 洗 練 し た 。 そ の 後 、 最 終 モ デ ル の エ ネ ル ギ ー を 最
小 化 し 、 CNSを 用 い て 安 定 性 に つ い て 評 価 し た (Brunger AT他 、 1998、 Acta Crystallog、 D
54:905-921頁 )。
【 ０ １ ８ １ 】

10

20

30

40

50

(32) JP 2007-537716 A 2007.12.27



(実 施 例 2)
　 IL-6Rの CBD(結 合 部 分 )の 生 成
　 PCRに よ っ て ヒ ト IL-6Rの CBDド メ イ ン (D2お よ び D3ド メ イ ン )が 増 幅 さ れ る よ う に オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 こ の 反 応 の 鋳 型 と し て IL-6Rの DNAを 用 い た 。 正 し い 大
き さ の こ れ ら の PCR断 片 お よ び DNA配 列 を pPOW5細 菌 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 8
種 の 異 な る 細 菌 細 胞 株 を 用 い て タ ン パ ク 質 の 発 現 を 行 っ た 。 1つ の 特 定 の 株 を 選 択 し 、 さ
ら に 安 定 性 お よ び 特 徴 づ け の 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
(実 施 例 3)
　 プ ロ ラ ク チ ン 結 合 特 異 性 を 導 入 す る た め の IL-6Rの CBDの 修 飾
　 別 の 遺 伝 子 構 築 体 で は 、 プ ロ ラ ク チ ン 結 合 特 異 性 を 有 す る 試 薬 を 生 成 す る た め に 、 プ ロ
ラ ク チ ン 受 容 体 の 表 面 ル ー プ を IL-6Rフ レ ー ム ワ ー ク 上 に 移 植 し た 。 移 植 プ ロ セ ス は 、 IL-
6Rの 7つ の 溶 媒 に 曝 さ れ た 表 面 ル ー プ L1か ら L7を プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 か ら の 相 当 す る ル ー
プ 残 基 で 置 き 換 え る こ と で 、 修 飾 さ れ た CBDの 結 合 特 異 性 を IL-6か ら プ ロ ラ ク チ ン へ と 有
効 に 変 更 す る こ と を 含 ん で い た 。 ル ー プ の 移 植 を も た ら す こ と が で き る 方 法 は い く つ か 存
在 し 本 実 施 例 で は 、 移 植 プ ロ セ ス は 、 コ ー ド さ れ た 表 面 ル ー プ L1か ら L7が プ ロ ラ ク チ ン 受
容 体 の も の で あ る よ う に 、 修 飾 さ れ た IL-6Rの CBDを コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 再 設 計 す る こ
と を 含 ん で い た 。 そ の 後 、 修 飾 さ れ た CBDの 遺 伝 子 全 体 を コ ー ド し て い る 二 本 鎖 DNAの セ ク
シ ョ ン 内 に 、 重 複 す る 「 レ ン ガ 積 み 」 様 式 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ
ン に よ っ て 組 み 立 て た 典 型 的 に 80塩 基 の 長 さ の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 遺 伝 子
組 立 て プ ロ セ ス を 使 用 し て 、 修 飾 さ れ た CBDの 遺 伝 子 を 構 築 し た 。 完 全 に 組 み 立 て ら れ た
遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 最 終 ス テ ッ プ と し て PCRお よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を
用 い た 。 PCR産 物 の DNA配 列 を 確 認 し 、 そ の 後 、 修 飾 さ れ た CBDの 遺 伝 子 を サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ し て 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
(実 施 例 4)
　 修 飾 さ れ た ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 新 規 結 合 部 分 の 生 成
　 本 発 明 者 ら は 、 修 飾 さ れ た ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 結 合 部 分 を 生 成 し た 。
本 発 明 者 ら は 、 CBDフ レ ー ム ワ ー ク 上 に Cys174か ら Serへ の 突 然 変 異 を 導 入 す る た め に PCR
を 用 い た 。 D2中 の こ の Cys174は 通 常 、 IL-6Rの 第 1の ド メ イ ン (一 般 に IL-6Rの D1ド メ イ ン と
呼 ば れ る 非 FnIIIド メ イ ン )中 の 別 の シ ス テ イ ン と ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し 、 D2お よ び D3
の CBDの 会 合 に 関 与 し な い 。 次 い で 、 Cys174→ Serの 突 然 変 異 体 を 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
(実 施 例 5)
　 D3ド メ イ ン 中 に シ ス テ イ ン 残 基 を 有 さ な い 新 規 結 合 部 分 の 生 成 。
　 本 発 明 者 ら は 、 別 の CBDフ レ ー ム ワ ー ク の 突 然 変 異 、 Cys258か ら セ リ ン を ド メ イ ン D3に
導 入 し た 。 こ れ は 埋 も れ た シ ス テ イ ン 残 基 で あ り 、 CBDフ レ ー ム ワ ー ク の 発 現 お よ び 安 定
性 を 高 め る 試 み と し て 、 な ら び に D3ド メ イ ン が こ の シ ス テ イ ン 残 基 を 必 要 と せ ず に 折 り 畳
ま れ る こ と が で き る か ど う か を 確 認 す る た め に 、 突 然 変 異 さ せ た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ の D3
突 然 変 異 を 含 む CBDを 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 D3ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た ク ロ ー ン も こ の Cys258→ Serの フ レ ー ム ワ ー ク 突 然 変 異 を 含
ん で い た (実 施 例 7お よ び 8参 照 )。
【 ０ １ ８ ６ 】
(実 施 例 6)
　 溶 媒 に 曝 さ れ た 領 域 中 の シ ス テ イ ン 残 基 が 除 去 さ れ た (置 き 換 え ら れ た )新 規 結 合 部 分 の
生 成 。
　 本 発 明 者 ら は 、 IL-6Rフ レ ー ム ワ ー ク 上 へ の PRLRル ー プ 移 植 片 を 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 場
合 、 タ ン パ ク 質 の 凝 集 が よ り 少 な か っ た こ と に 注 目 し た 。 IL-6Rフ レ ー ム ワ ー ク /ル ー プ の
接 合 部 中 に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に 関 与 し て い な い 溶 媒 に 曝 さ れ た Cys192が 存 在 し
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、 こ れ は PRLRル ー プ 中 の 相 当 す る 位 置 で は シ ス テ イ ン 残 基 で は な い 。 こ の フ レ ー ム ワ ー ク
/ル ー プ 接 合 部 に 位 置 す る 別 の 突 然 変 異 、 Cys192→ Serを IL-6Rの D2ド メ イ ン 内 に 設 計 し た
。 こ れ は IL-6Rフ レ ー ム ワ ー ク 中 の 溶 媒 に 曝 さ れ た シ ス テ イ ン で あ り 、 こ の 突 然 変 異 に よ
り IL-6Rフ レ ー ム ワ ー ク CBDの 溶 解 性 が 改 善 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
(実 施 例 7)
　 CBD骨 格 に 基 づ い た 新 規 結 合 部 分 の ラ イ ブ ラ リ の レ パ ー ト リ ー の 生 成
　 溶 媒 に 曝 さ れ た 表 面 ル ー プ 中 に 突 然 変 異 を 有 す る よ う に 、 IL-6Rの CBDを 含 む 遺 伝 子 ラ イ
ブ ラ リ を 構 築 し た 。 実 施 例 3に 記 載 の 重 複 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 遺 伝 子 組 立 て 技
術 を 用 い て 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 構 築 す る こ と に よ っ て 、 CBDの D3ド メ イ ン 中 で ル ー プ L
5、 L6お よ び L7を 突 然 変 異 さ せ た 。 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 IL-6Rの 隣 接 す る フ レ ー ム
ワ ー ク 残 基 、 次 い で ル ー プ 残 基 中 の 遺 伝 的 多 様 性 、 次 い で さ ら な る フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を
含 ん で い た 。 ル ー プ 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド し て い る 遺 伝 的 多 様 性 は 、 ス ト ッ プ コ ド ン
の 可 能 性 を 低 減 す る た め 、 お よ び 各 ル ー プ の そ れ ぞ れ の 位 置 に お い て 20種 の ア ミ ノ 酸 す べ
て を コ ー ド し て い る よ う に 偏 ら せ た 。 こ の 多 様 性 は 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 中 に 、
一 度 に 1つ の 位 置 に 1つ の ヌ ク レ オ チ ド を 付 加 さ せ る 代 わ り に 、 4つ の ヌ ク レ オ チ ド (G、 A、
Tお よ び C)す べ て を 1つ の 位 置 に 付 加 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 ス ト ッ プ コ ド ン の ト リ
プ レ ッ ト は 、 通 常 Aで 終 わ り 、 例 は TAAで あ る 。 ト リ プ レ ッ ト の 3つ め の 位 置 に G、 Tお よ び C
の み を 許 容 す る こ と に よ っ て 、 こ れ が 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 で 起 こ る 可 能 性 が 低 減 し
た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 遺 伝 子 的 に 多 様 な ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め に 、 2つ の 異 な る 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 用 い た 。 ル ー プ 領 域 に わ た る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 約 80塩 基 で あ っ た (上 の 鎖 )
。 「 レ ン ガ を 固 め る 」 逆 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 短 く 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の み に わ た り 、
長 さ が 約 55塩 基 で あ っ た 。 下 の 鎖 上 の ギ ャ ッ プ を 埋 め る た め に PCRを 用 い た 。 フ ァ ー ジ ミ
ド ベ ク タ ー 中 の ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 細 菌 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 中 に 形 質
転 換 さ せ た 。 間 隔 が 十 分 に 空 け ら れ た 単 離 さ れ た コ ロ ニ ー を い く つ か 拾 い 、 液 体 培 地 中 で
増 殖 さ せ 、 こ れ か ら DNAを 抽 出 し て 配 列 決 定 を 行 っ た 。 こ れ ら の 単 離 し た ク ロ ー ン の う ち
の 1つ の DNA配 列 が 、 ル ー プ 領 域 お よ び CBDフ レ ー ム ワ ー ク 中 の ど ち ら に お い て も 突 然 変 異
を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 IL-6Rの CBDの ラ イ ブ ラ リ フ レ ー ム ワ ー ク は 、 シ ス テ イ ン 残 基 (Cys174、 Cysr192お よ び Cy
s258)が セ リ ン 残 基 で 置 き 換 え ら れ た 3つ の 突 然 変 異 を 含 ん で い た 。 所 望 の フ レ ー ム ワ ー ク
変 化 に 加 え て 、 DNA配 列 で は ル ー プ 6中 に 変 化 が 示 さ れ 、 そ の ル ー プ 中 の 残 基 が 他 の 残 基 で
置 き 換 え ら れ て い た 。 次 い で こ の ク ロ ー ン を 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 IL-6Rの D3の 部 分 DNA配 列 を 以 下 に 配 列 (a)と し て 示 す (ル ー プ 6お よ び 7を 太 字 か つ 四 角 で
囲 み 、 Cys258を 太 字 で 示 し た )。 ル ー プ 6の 変 更 お よ び Cys258で の 変 更 (Serに 突 然 変 異 )を
示 す D3ラ イ ブ ラ リ ク ロ ー ン の 対 応 す る 部 分 DNA配 列 を 配 列 (b)と し て 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ２ 】
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(実 施 例 8)
　 複 数 ル ー プ の 突 然 変 異 を 有 す る 新 規 結 合 部 分 の 生 成
　 実 施 例 7に 記 載 し た D3ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た 別 の ク ロ ー ン は 、 D3ド メ イ ン の ル ー プ 6お
よ び ル ー プ 7の ど ち ら の 残 基 に お い て も 変 更 を 示 し た 。 や は り Cys258で Serへ の CBDフ レ ー
ム ワ ー ク 突 然 変 異 を 含 む こ の ク ロ ー ン も 、 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 IL-6Rの D3の 部 分 DNA配 列 を 以 下 に 配 列 (c)と し て 示 す (ル ー プ 6お よ び 7を 太 字 か つ 四 角 で
囲 み 、 Cys258を 太 字 で 示 し た )。 ル ー プ 6お よ び 7の 変 更 な ら び に Cys258で の 変 更 (Serに 突
然 変 異 )を 示 す D3ラ イ ブ ラ リ ク ロ ー ン の 対 応 す る 部 分 DNA配 列 を 配 列 (d)と し て 示 す 。
【 ０ １ ９ ４ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ５ 】
　 実 施 例 1か ら 8は 、 発 現 お よ び 折 畳 み を 改 善 す る た め に 特 異 的 な 点 修 飾 を 行 う こ と に よ っ
て 、 IL-6Rか ら 機 能 的 CBDの 骨 格 を 作 製 す る こ と が で き る こ と を 実 証 し て い る 。 こ れ は 、 第
2の ド メ イ ン 中 の Cys258の 突 然 変 異 を 伴 っ て ま た は 伴 わ な い 、 第 1の ド メ イ ン 中 の Cys174→
Serお よ び Cys192→ Serの 突 然 変 異 に よ っ て 成 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 IL-6Rの ル ー プ を 含 む 生 成 さ れ た 第 1の 骨 格 で は 、 発 現 さ れ た 骨 格 は ク エ ン 酸 緩 衝 液 を 用
い た 低 pH抽 出 に よ っ て 単 離 し た 。 上 清 を HPLCに よ っ て 精 製 し 、 単 量 体 お よ び 二 量 体 の ピ ー
ク を 個 別 に 採 取 し た 。 単 量 体 お よ び 二 量 体 の 保 持 時 間 は 、 こ れ ら 分 子 の 大 き さ か ら 予 測 さ
れ た 保 持 時 間 と 矛 盾 が な か っ た 。 そ れ ぞ れ の ピ ー ク を 精 製 す る と 、 リ ガ ン ド を 用 い て ELIS
Aア ッ セ イ お よ び BIAcoreマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 測 定 さ れ た 機 能 的 活 性 を 有 し て い る こ
と が 判 明 し た 。 そ れ ぞ れ バ イ オ チ ッ プ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に IL-6が 結 合 し て い た
。 会 合 定 数 お よ び 解 離 定 数 の 結 果 は 、 受 容 体 お よ び そ の リ ガ ン ド の 公 開 さ れ た 速 度 を 示 し
て い た 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の ピ ー ク は プ ロ ラ ク チ ン の リ ガ ン ド と 結 合 せ ず 、 受 容 体 の 骨
格 が そ の リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 性 と 保 持 し た こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ま た 、 実 施 例 1か ら 7は 、 IL-6Rに 基 づ い て 骨 格 ラ イ ブ ラ リ を 生 成 す る 方 法 も 実 証 し て い
る 。 こ れ は 、 PCRお よ び 縮 重 コ ド ン の 使 用 に よ っ て 、 ル ー プ 領 域 中 に ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 を
導 入 す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 レ パ ー ト リ ー は 、 pHFAsacIIベ ク タ ー を 用 い た フ ァ ー ジ
デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の 構 築 に よ っ て デ ィ ス プ レ イ を 行 っ た 。 個 々 の ラ ン ダ ム ク ロ ー ン
を 単 離 し た 。 標 準 の ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 化 学 を 用 い て ヒ ト 標 的 抗 原 を 磁 気 ビ ー ズ の 表 面 上
に 固 定 し た 。 3回 の フ ァ ー ジ パ ン ニ ン グ (panning)を 行 い 、 各 回 か ら の 結 合 剤 を 単 離 し た の
ち 、 ELISAお よ び BIAcore技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ の プ ー ル を 機 能 的 活 性 に つ い て ア ッ セ イ を
行 っ た 。 ま た 、 DNA配 列 を 決 定 す る た め に 各 単 離 体 の 配 列 決 定 も 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 単 純 な 骨 格 を 生 成 し た の で 、 ル ー プ の 移 植 を 行 い 、 IL-6Rの ル ー プ を プ ロ ラ ク チ ン 受 容
体 の ル ー プ で 置 き 換 え た 。 ル ー プ の 移 植 が 成 功 し た か ど う か は HPLCに よ っ て 確 認 し 、 こ こ
で は 単 量 体 お よ び 二 量 体 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク も 示 さ れ 、 こ れ ら を 精 製 す る と 、 機 能 的 活 性
を 含 む こ と が 見 出 さ れ た 。 活 性 は ELISAア ッ セ イ お よ び BIAcoreマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 測
定 し 、 IL-6の リ ガ ン ド が バ イ オ チ ッ プ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 結 合 し て い た 。 タ ン
パ ク 質 ピ ー ク は 、 予 測 の と お り プ ロ ラ ク チ ン お よ び ラ ク ト ゲ ン に 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ
た 。 さ ら に 、 こ れ ら は IL-6と も 結 合 し た 。 し か し 、 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 は ヒ ト 成 長 ホ ル
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モ ン に は 結 合 し な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 ル ー プ の 移 植 に よ っ て 結 合 プ ロ フ ィ ー ル の 変 更 を
成 す こ と が で き る こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
(実 施 例 9)
　 プ ロ ラ ク チ ン フ レ ー ム ワ ー ク の 設 計
　 ヒ ト プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 の CBDは 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る :
【 ０ ２ ０ ０ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ １ 】
　 第 1の FnIII様 ド メ イ ン は ア ミ ノ 酸 Glu24か ら Val125に よ っ て 定 義 さ れ て お り 、 第 2の FnII
I様 ド メ イ ン は Gln126か ら Asp229に よ っ て 定 義 さ れ て い る 。 ル ー プ L1か ら L7は 、 上 記 配 列
上 の 四 角 で 囲 ん だ 残 基 と し て 示 す 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 修 飾
　 一 部 の 修 飾 を 除 い て 、 上 記 ア ミ ノ 酸 の 記 載 に 基 づ い て 合 成 遺 伝 子 を 設 計 し た 。 分 泌 を 改
善 す る た め に 、 遺 伝 子 構 築 体 に い く つ か の 変 更 を 行 っ た 。 Lys30を Gluに 変 更 し た 。 N末 端
の 最 初 の 10個 の ア ミ ノ 酸 内 の リ シ ン ま た は ア ル ギ ニ ン の 帯 電 残 基 は 、 選 ば れ た 発 現 系 に お
い て pelB分 泌 シ グ ナ ル が 作 動 す る こ と を 妨 げ る 。 タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 部 位 が も た ら さ れ
る 可 能 性 を 取 り 除 き 、 制 限 酵 素 部 位 お よ び 柔 軟 な 置 換 を も た ら す た め に 、 Arg143Lys144を
GlySerに 変 更 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 突 然 変 異 誘 発 用 に 好 都 合 な 制 限 部 位 お よ び 高 レ ベ ル の 発 現 用 の 細 菌 に 好 ま し い コ ド ン 使
用 を 含 む よ う に 遺 伝 子 を 操 作 し た 。 具 体 的 に は 、 ロ イ シ ン お よ び プ ロ リ ン 残 基 を 変 更 し た
。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 骨 格 ラ イ ブ ラ リ を 提 供 す る た め に 、 任 意 の ル ー プ 内 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 、 実 施 例 7に 記
載 の よ う に 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 多 様 な 組 の 新 規 結 合 部 分 を 作 製 す る こ と に よ
っ て 修 飾 し 得 る 。 こ の 場 合 、 ラ イ ブ ラ リ は 、 広 範 な 様 々 の ア ミ ノ 酸 ル ー プ の 組 成 を 有 す る
プ ロ ラ ク チ ン 骨 格 か ら な る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 こ の ラ イ ブ ラ リ か ら ク ロ ー ン 1つ ず つ 単 離 し 、 そ の DNAの 配 列 決 定 を 行 っ て 、 ラ イ ブ ラ リ
の 多 様 性 を 確 認 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
(実 施 例 10)
　 IL-11R骨 格 の 設 計 。
　 IL-11Rの CBDは 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る :
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【 ０ ２ ０ ７ 】
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 第 1の FnIII様 ド メ イ ン は ア ミ ノ 酸 112～ 214に よ っ て 定 義 さ れ て お り 、 第 2の FnIII様 ド メ
イ ン は ア ミ ノ 酸 218～ 318に よ っ て 定 義 さ れ て い る 。 ル ー プ L1か ら L7は 、 上 記 配 列 上 の 四 角
で 囲 ん だ 残 基 と し て 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 修 飾 。
　 IL-11Rの フ レ ー ム ワ ー ク で は 、 分 泌 シ グ ナ ル 、 例 え ば PelBを 用 い た 細 菌 発 現 系 中 で の 発
現 を 改 善 す る た め に 、 帯 電 し た Arg115を Gluで 置 き 換 え て も よ い 。
【 ０ ２ １ ０ 】
(実 施 例 11)
　 複 数 ド メ イ ン 骨 格 。
　 プ ロ ラ ク チ ン に 由 来 す る 第 1の FnIII様 ド メ イ ン お よ び ヒ ト 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 受 容
体 (G-CSFR)に 由 来 す る 第 2の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る 骨 格 を 構 築 し 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 の CBDに 由 来 す る 第 1の FnIII様 ド メ イ ン は 、 実 施 例 9に 記 載 の よ う に
残 基 24～ 125[こ れ は 正 し い の か -実 施 例 9の 質 問 を 参 照 ]に よ っ て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 GSCFRの CBDは 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る :
【 ０ ２ １ ３ 】
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【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】
　 GCSFRの CBDの ル ー プ L1か ら L7は 、 上 記 配 列 上 の 四 角 で 囲 ん だ 残 基 と し て 示 す 。 GCSFRの C
BDの 第 2の 領 域 は ,残 基 237～ 330に よ っ て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 修 飾 。
　 G-CSFRの フ レ ー ム ワ ー ク に は 、 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る 4つ の 保 存 残 基 に 加 え
て 、 い く つ か の さ ら な る シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 す る 。 し た が っ て 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 発
現 を も た ら す た め に Cys186、 Cys218、 Cys248、 Cys252お よ び Cys295の う ち の 1つ ま た は 複
数 を 置 き 換 え る こ と が 必 要 な 可 能 性 が あ る 。 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 の 第 1の ド メ イ ン で は 、
上 記 実 施 例 9中 で 記 載 し た よ う に Lys30を Gluに 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 の 第 1の ド メ イ ン お よ び GCSFRの 第 2の ド メ イ ン の 合 成 遺 伝 子 は 、 以
前 の 実 施 例 と 同 様 に 、 好 都 合 な 制 限 部 位 お よ び 好 ま し い コ ド ン を 用 い て 設 計 す る こ と が で
き る 。 そ の 後 、 遺 伝 子 を pHFAsacIIフ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー ま た は リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ
ベ ク タ ー へ と 組 み 立 て る こ と が で き る 。 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 用 い て フ ァ ー ジ ミ ド で 形 質 転
換 さ せ た 細 菌 細 胞 フ ァ ー ジ を 生 成 し て 精 製 す る こ と が で き る 。 骨 格 の デ ィ ス プ レ イ が 成 功
し た か ど う か は 、 特 異 的 な 標 的 を 用 い た ELISAに よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 骨 格 構 造 に 他 の 修 飾 も 行 う こ と が で き
る 。 例 え ば 、 余 分 な ア ミ ノ 酸 を 挿 入 す る こ と に よ っ て GCSFRの ル ー プ L3を 伸 長 さ せ て (す な
わ ち 長 く し て )、 「 突 出 し た フ ィ ン ガ ー ル ー プ 」 を 形 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 事 前
に 決 定 さ れ た 配 列 と し て (例 え ば AYPPY)、 ま た は 15量 体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ ン ダ ム 混
合 物 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ラ ン ダ ム な 複 数 の 配 列 の ど ち ら か と し て 、 5個 の 追 加 の 残
基 を 挿 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 潜 在 的 に 小 さ い ヒ ン ジ 面 積 を も た ら す た め に ル ー プ 3
を 短 く す る か 、 そ れ 自 体 を 欠 失 さ せ る こ と が で き 、 こ れ に よ り 、 よ り 拘 束 さ れ た 、 表 面 が
曝 さ れ た 骨 格 が も た ら さ れ る 。 同 様 に 、 上 述 の ル ー プ 4に 類 似 し た 設 計 を 用 い て 、 CBD骨 格
中 の 任 意 の 他 の ル ー プ を 個 別 ま た は 集 団 的 に 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 他 の 潜 在 的 な 修 飾 に は 、 ヒ ン ジ 領 域 ま た は ド メ イ ン 界 面 な ど の 、 ル ー プ 領 域 に 特 に 関 連
し な い 領 域 に ア ミ ノ 酸 を 挿 入 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
(実 施 例 12)
　 多 価 骨 格 お よ び 多 特 異 性 骨 格 。
　 本 発 明 の 2つ 修 飾 さ れ た サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 遺 伝 子 結 合 ま た は 化 学 結 合 の ど ち
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ら か に よ っ て 、 多 価 骨 格 お よ び 多 特 異 性 骨 格 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ど ち ら の 結 合
様 式 も 、 共 有 結 合 も し く は 非 共 有 結 合 の ど ち ら か ま た は 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 結 合 の 組 合
せ を も た ら し 、 2つ 以 上 の サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン の 会 合 を 生 じ る こ と が で き る 。 当 業
者 に は 、 単 一 の サ イ ト カ イ ン 結 合 ド メ イ ン 、 ま た は 多 価 も し く は 多 特 異 性 の 様 式 が 、 遺 伝
子 的 あ る い は 化 学 的 に 、 複 数 の 分 子 ま た は 様 々 な 表 面 に 連 結 さ れ て い る こ と が で き る こ と
が 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 上 述 の 明 細 書 中 で 言 及 し た す べ て の 出 版 物 は 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い
る 。 本 発 明 の 記 載 し た 方 法 お よ び 系 の 様 々 な 改 変 な ら び に 変 形 が 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱
せ ず に 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 本 発 明 を 具 体 的 な 好 ま し い 実 施 形 態 と 関 連 さ せ て 記 載 し
た が 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 し た 本 発 明 は 、 こ の よ う な 具 体 的 な 実 施 形 態 に 過 度 に 限 定 さ
れ な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 実 際 、 分 子 生 物 学 ま た は 関 連 分 野 の 技 術 者 に 容 易 に 明 ら か な
、 本 発 明 を 実 施 す る 形 態 の 様 々 な 改 変 が 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と を 意 図 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ １ 】
【 図 １ 】 (a)CBDの 主 鎖 の コ イ ル を 示 す 図 で あ り 、 IL-6受 容 体 (IL-6R)の CBDに よ っ て 例 示 し
た (D2は N末 端 ド メ イ ン を 表 し 、 D3は C末 端 ド メ イ ン を 表 す )。 L1か ら L4お よ び L5か ら L7と 印
し た ル ー プ は 、 標 的 巨 大 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る CBDの そ れ ぞ れ N末 端 お よ び C末 端 ド
メ イ ン の ル ー プ を 表 す :(b)分 子 を 90° 回 転 し て 7つ の ル ー プ を 上 向 き に し た 図 で あ る :(c)
免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fvド メ イ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 主 鎖 の コ イ ル を 示 す 図 で
あ り 、 Fvド メ イ ン の そ れ ぞ れ の 抗 原 結 合 CDRを ル ー プ L1、 L2、 L3、 H1、 H2と し て 示 し た NC1
0抗 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の Fvド メ イ ン に よ っ て 例 示 し た :(d)分 子 を 90° 回 転 し て ル ー プ を 上
向 き に し た 図 で あ る 。 　 ど ち ら の 分 子 も 正 し い 縮 尺 で 描 か れ て お り 、 Fvの 抗 原 結 合 部 位 の
分 布 は ほ ぼ 等 方 性 で あ る が 、 CBDの ル ー プ は 長 細 く 、 抗 体 分 子 の 潜 在 的 な 結 合 部 位 と 比 較
し た 場 合 に 異 な る 種 類 の 表 面 ト ポ ロ ジ ー を も た ら す こ と が 見 ら れ る 。
【 図 １ Ａ 】 本 発 明 に 係 る 結 合 部 分 を 示 す 模 式 図 で あ る 。 CBD様 の 骨 格 構 造 は 第 1お よ び 第 2
の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る (FnIII 1 お よ び FnIII 2 と 示 し た )。 そ れ ぞ れ の FnIII様 ド メ イ ン
上 に 存 在 す る 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ は 、 標 的 分 子 と 会 合 す る こ と が で き る 結 合 領 域 を 特 徴
づ け る 。 結 合 領 域 は 、 両 ド メ イ ン に よ っ て 提 供 さ れ る 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ に よ っ て 本 質
的 に 特 徴 づ け ら れ る 。
【 図 ２ 】 (a)IL-6Rの CBDの リ ボ ン を 示 す 図 で あ り 、 2つ の FnIIIド メ イ ン の β シ ー ト 配 置 、
お よ び サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ L1か ら L7を 示 す 。 (b)(a)と 同 じ で あ る が 、 90° 回 転 し て ル
ー プ を 上 向 き に し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 (a)IL-6R細 胞 外 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ り 、 ド メ イ ン D2(残 基 92～ 1
95)お よ び ド メ イ ン D3(残 基 196～ 297)を 含 む CBDを 示 す 。 β シ ー ト 構 造 の 位 置 は #で 示 し た
。 サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 中 の ル ー プ の 位 置 は *で 示 し 、 L1か ら L7と 印 し た 。 Pro94、 Pro95
、 Cys102、 Cys103、 Trp115、 Cys146、 Cys157、 Pro199、 Pro200、 Trp219、 Arg274、 Trp284
、 Ser285、 Trp287お よ び  Ser288残 基 は す べ て 、 既 知 の CBD中 で 保 存 さ れ て い る 。 Leu100、
Leu108、 Val111、 Ala127、 Leu129、 Val131、 Leu159、 Tyr169、 Val171、 Met173、 Val175、
Phe189、 Gly191、 Ile194、 Leu195、 Pro197、 Ile203、 Val205、 Leu215、 Val217、 Leu232、
Phe234、 Leu236、 Tyr238、 Phe246、 Trp249、 Ile260、 Ala263、 Val271、 Leu273、 お よ び Gl
u286残 基 は 、 既 知 の CBD中 で 主 に 保 存 さ れ て い る 疎 水 性 残 基 で あ る 。 Pro98、 Pro117、 Trp2
25、 Cys258、 His269、 Ala291お よ び Gly293は 、 大 多 数 の 場 合 、 す べ て の 既 知 の CBD中 で 保
存 さ れ て い る 残 基 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 図 3(b)は 、 IL-6R、 IL-11R、 PRLRお よ び GCSR由 来 の CBDの 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 。 ル ー プ L1か ら L7を ボ ッ ク ス で 囲 ん だ 。
【 図 ４ 】 ド メ イ ン D3(下 の 部 分 -シ ェ ー ド 1)お よ び ド メ イ ン D2(上 の 部 分 -シ ェ ー ド 2)を 有 す
る IL-6Rの CBDを 示 す 図 で あ り 、 D3(シ ェ ー ド 3)お よ び D2(シ ェ ー ド 4)の ル ー プ 残 基 を 示 す 。
シ ェ ー ド 1～ 4は 濃 さ が 増 し て い く 。 (a)お よ び (c)は サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 の ル ー プ L1か ら
L7の CPKお よ び ル ー プ を 示 す 。 (b)お よ び (d)は (a)お よ び (c)と 同 じ で あ る が 、 90° 回 転 し
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て ル ー プ を 上 向 き に し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 77個 の 既 知 の 遺 伝 子 の CBDの 配 列 を 比 較 し た 図 で あ る 。 図 5Aで は ル ー プ 1～ 4を 含
む 「 第 1の 」 FnIIIド メ イ ン 中 の 配 列 を 比 較 し 、 図 5Bで は ル ー プ 5～ 7を 含 む 「 第 2の 」 FnIII
ド メ イ ン 中 の 配 列 を 比 較 す る 。 IL-6受 容 体 に つ い て 実 施 例 3中 に 記 載 し た 保 存 残 基 は 、 そ
の 配 列 相 同 性 に 応 じ て ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 。 例 え ば 、 疎 水 性 残 基 、 シ ス テ イ ン 残 基 (C
)、 お よ び 場 合 に よ っ て は 隣 り 合 っ た 2つ の プ ロ リ ン (PP)の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 う 。 7つ の
結 合 ル ー プ の 位 置 は 双 方 向 矢 印 に よ っ て 示 し た 。
【 図 ６ 】 IL-6Rの CBDの 主 鎖 を 示 す 図 で あ り 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ L1か ら L7の 色 を 濃 く
し た 。 (a)お よ び (b)は 、 知 ら れ て い る す べ て の CBDで 保 存 さ れ て い る 残 基 の CPKを 示 す 。 (c
)お よ び (d)は 、 ほ ぼ 確 実 に 保 存 さ れ て お り 、 主 に 疎 水 性 で あ る す べ て の 残 基 の CPKを 含 む
。
【 図 ７ 】 骨 格 の 画 像 を 示 す 図 で あ り 、 第 1に IL-6R、 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 お よ び 新 規 骨 格 の
構 造 的 類 似 性 を 実 証 し て お り 、 第 2に 中 央 の 画 像 に 示 す よ う に そ れ ら 3つ す べ て の 密 接 な 構
造 ア ラ イ ン メ ン ト を 表 し て い る 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ （ ａ ） 】
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【 図 １ （ ｂ ） 】 【 図 １ （ ｃ ） 】

【 図 １ （ ｄ ） 】 【 図 ２ （ ａ ） 】
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【 図 ２ （ ｂ ） 】 【 図 ３ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ （ ａ ） 】 【 図 ６ （ ｂ ） 】
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【 図 ６ （ ｃ ） 】 【 図 ６ （ ｄ ） 】

【 図 ７ 】
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(実 施 例 9)
　 プ ロ ラ ク チ ン フ レ ー ム ワ ー ク の 設 計
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ０ ６ 】
(実 施 例 10)
　 IL-11R骨 格 の 設 計 。
　 IL-11Rの CBDは 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る :
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【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ １ 】
　 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 の CBDに 由 来 す る 第 1の FnIII様 ド メ イ ン は 、 実 施 例 9に 記 載 の よ う に
残 基 24～ 12 よ っ て 定 義 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ ２ 】
　 GSCFRの CBDは 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る :
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ２ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ２ １ 】
【 図 １ 】 (a)CBDの 主 鎖 の コ イ ル を 示 す 図 で あ り 、 IL-6受 容 体 (IL-6R)の CBDに よ っ て 例 示 し
た (D2は N末 端 ド メ イ ン を 表 し 、 D3は C末 端 ド メ イ ン を 表 す )。 L1か ら L4お よ び L5か ら L7と 印
し た ル ー プ は 、 標 的 巨 大 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る CBDの そ れ ぞ れ N末 端 お よ び C末 端 ド
メ イ ン の ル ー プ を 表 す :(b)分 子 を 90° 回 転 し て 7つ の ル ー プ を 上 向 き に し た 図 で あ る :(c)
免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fvド メ イ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 主 鎖 の コ イ ル を 示 す 図 で
あ り 、 Fvド メ イ ン の そ れ ぞ れ の 抗 原 結 合 CDRを ル ー プ L1、 L2、 L3、 H1、 H2と し て 示 し た NC1
0抗 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の Fvド メ イ ン に よ っ て 例 示 し た :(d)分 子 を 90° 回 転 し て ル ー プ を 上
向 き に し た 図 で あ る 。 　 ど ち ら の 分 子 も 正 し い 縮 尺 で 描 か れ て お り 、 Fvの 抗 原 結 合 部 位 の
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分 布 は ほ ぼ 等 方 性 で あ る が 、 CBDの ル ー プ は 長 細 く 、 抗 体 分 子 の 潜 在 的 な 結 合 部 位 と 比 較
し た 場 合 に 異 な る 種 類 の 表 面 ト ポ ロ ジ ー を も た ら す こ と が 見 ら れ る 。
【 図 １ Ａ 】 本 発 明 に 係 る 結 合 部 分 を 示 す 模 式 図 で あ る 。 CBD様 の 骨 格 構 造 は 第 1お よ び 第 2
の FnIII様 ド メ イ ン か ら な る (FnIII 1 お よ び FnIII 2 と 示 し た )。 そ れ ぞ れ の FnIII様 ド メ イ ン
上 に 存 在 す る 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ は 、 標 的 分 子 と 会 合 す る こ と が で き る 結 合 領 域 を 特 徴
づ け る 。 結 合 領 域 は 、 両 ド メ イ ン に よ っ て 提 供 さ れ る 溶 媒 に 曝 さ れ た ル ー プ に よ っ て 本 質
的 に 特 徴 づ け ら れ る 。
【 図 ２ 】 (a)IL-6Rの CBDの リ ボ ン を 示 す 図 で あ り 、 2つ の FnIIIド メ イ ン の β シ ー ト 配 置 、
お よ び サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ L1か ら L7を 示 す 。 (b)(a)と 同 じ で あ る が 、 90° 回 転 し て ル
ー プ を 上 向 き に し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 L-6R細 胞 外 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ り 、 ド メ イ
ン D2(残 基 92～ 195)お よ び ド メ イ ン D3(残 基 196～ 297)を 含 む CBDを 示 す 。 β シ ー ト 構 造 の 位
置 は #で 示 し た 。 サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 中 の ル ー プ の 位 置 は *で 示 し 、 L1か ら L7と 印 し た 。
Pro94、 Pro95、 Cys102、 Cys103、 Trp115、 Cys146、 Cys157、 Pro199、 Pro200、 Trp219、 Ar
g274、 Trp284、 Ser285、 Trp287お よ び  Ser288残 基 は す べ て 、 既 知 の CBD中 で 保 存 さ れ て い
る 。 Leu100、 Leu108、 Val111、 Ala127、 Leu129、 Val131、 Leu159、 Tyr169、 Val171、 Met1
73、 Val175、 Phe189、 Gly191、 Ile194、 Leu195、 Pro197、 Ile203、 Val205、 Leu215、 Val2
17、 Leu232、 Phe234、 Leu236、 Tyr238、 Phe246、 Trp249、 Ile260、 Ala263、 Val271、 Leu2
73、 お よ び Glu286残 基 は 、 既 知 の CBD中 で 主 に 保 存 さ れ て い る 疎 水 性 残 基 で あ る 。 Pro98、
Pro117、 Trp225、 Cys258、 His269、 Ala291お よ び Gly293は 、 大 多 数 の 場 合 、 す べ て の 既 知
の CBD中 で 保 存 さ れ て い る 残 基 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 L-6R、 IL-11R、 PRLRお よ び GCSR由 来 の CBDの 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 ル ー
プ L1か ら L7を ボ ッ ク ス で 囲 ん だ 。
【 図 ４ 】 ド メ イ ン D3(下 の 部 分 -シ ェ ー ド 1)お よ び ド メ イ ン D2(上 の 部 分 -シ ェ ー ド 2)を 有 す
る IL-6Rの CBDを 示 す 図 で あ り 、 D3(シ ェ ー ド 3)お よ び D2(シ ェ ー ド 4)の ル ー プ 残 基 を 示 す 。
シ ェ ー ド 1～ 4は 濃 さ が 増 し て い く 。 (a)お よ び (c)は サ イ ト カ イ ン 結 合 領 域 の ル ー プ L1か ら
L7の CPKお よ び ル ー プ を 示 す 。 (b)お よ び (d)は (a)お よ び (c)と 同 じ で あ る が 、 90° 回 転 し
て ル ー プ を 上 向 き に し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 知 の 遺 伝 子 の CBDの 配 列 を 比 較 し た 図 で あ る 。 図 5Aで は
ル ー プ 1～ 4を 含 む 「 第 1の 」 FnIIIド メ イ ン 中 の 配 列 を 比 較 し 、 図 5Bで は ル ー プ 5～ 7を 含 む
「 第 2の 」 FnIIIド メ イ ン 中 の 配 列 を 比 較 す る 。 IL-6受 容 体 に つ い て 実 施 例 3中 に 記 載 し た
保 存 残 基 は 、 そ の 配 列 相 同 性 に 応 じ て ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 。 例 え ば 、 疎 水 性 残 基 、 シ
ス テ イ ン 残 基 (C)、 お よ び 場 合 に よ っ て は 隣 り 合 っ た 2つ の プ ロ リ ン (PP)の ア ラ イ ン メ ン ト
を 行 う 。 7つ の 結 合 ル ー プ の 位 置 は 双 方 向 矢 印 に よ っ て 示 し た 。
【 図 ６ 】 IL-6Rの CBDの 主 鎖 を 示 す 図 で あ り 、 サ イ ト カ イ ン 結 合 ル ー プ L1か ら L7の 色 を 濃 く
し た 。 (a)お よ び (b)は 、 知 ら れ て い る す べ て の CBDで 保 存 さ れ て い る 残 基 の CPKを 示 す 。 (c
)お よ び (d)は 、 ほ ぼ 確 実 に 保 存 さ れ て お り 、 主 に 疎 水 性 で あ る す べ て の 残 基 の CPKを 含 む
。
【 図 ７ 】 骨 格 の 画 像 を 示 す 図 で あ り 、 第 1に IL-6R、 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 お よ び 新 規 骨 格 の
構 造 的 類 似 性 を 実 証 し て お り 、 第 2に 中 央 の 画 像 に 示 す よ う に そ れ ら 3つ す べ て の 密 接 な 構
造 ア ラ イ ン メ ン ト を 表 し て い る 。
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