
(57)【要約】
　本発明は、その抗原結合性ポケットが放出体と相互作用するとき放出体のスペクトル発
光特性を変化させる放出体結合性ペプチドに関する。本発明の放出体結合性ペプチドは、
特に抗体および抗体フラグメントの成分である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド の 抗 原 結 合 性 ポ ケ ッ ト が 放 出 体 と 相 互 作 用 す る と き 放 出 体 の ス ペ
ク ト ル 発 光 特 性 を 変 化 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 当 該 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 放 出 体 が 、 700～ 1000 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 に 少 な く と も 吸 収 最 大 お よ び /ま た は
蛍 光 最 大 を 有 し 、 好 ま し く は 750～ 900 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 に 少 な く と も 吸 収 最 大 お よ
び 蛍 光 最 大 を 有 す る 色 素 を 含 ん で な る 、 請 求 項 1に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 scFvフ ラ グ メ ン ト 、 scTCR鎖
、 一 本 鎖 抗 体 お よ び そ れ ら の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 放 出 体 結 合
性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 下 記 の 配 列 対 の 1つ の 中 に 含 有 さ れ る VH/VL対 の 1つ を 含 ん で な る 、 請 求 項 3に 記 載 の 放 出
体 結 合 性 ペ プ チ ド : 配 列 番 号 1+2; 配 列 番 号 5+6; 配 列 番 号 9+10; 配 列 番 号 13+14; 配 列 番
号 5+17; 配 列 番 号 5+19; 配 列 番 号 5+37; 配 列 番 号 9+21; 配 列 番 号 9+23; 配 列 番 号 9+25; 配
列 番 号 9+27; 配 列 番 号 9+29; 配 列 番 号 9+31; 配 列 番 号 9+33; 配 列 番 号 9+39; お よ び 配 列 番
号 13+35。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 放 出 体 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー が 50 nmよ り 小 さ く 、 好 ま し く は 10 nmよ り 小 さ
い 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 放 出 体 の 放 出 特 性 の 変 化 が 、 偏 極 面 、 蛍 光 強 度 、 燐 光 、 特 に 燐 光 強 度 、 蛍 光 有 効 寿
命 、 お よ び 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 深 色 シ フ ト の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1
～ 5の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 放 出 体 検 出 因 子 と の 相 互 作 用 後 に お け る 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の よ り 高 い 波
長 へ の シ フ ト が 15 nmよ り 大 き い 値 、 好 ま し く は 25 nmよ り 大 き い 値 、 最 も 好 ま し く は ほ ぼ
30 nmだ け 起 こ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 色 素 が ポ リ メ チ ン 色 素 、 例 え ば 、 ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 イ ン ド
ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 メ ロ シ ア ニ ン 、 ス チ リ ル 、 ス ク ア リ リ ウ ム お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素
お よ び ロ ー ダ ミ ン 色 素 、 フ ェ ノ キ サ ジ ン ま た は フ ェ ノ チ ア ジ ン 色 素 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 2～ 7の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 色 素 が 一 般 式  (I) の シ ア ニ ン 色 素 、 な ら び に こ れ ら の 化 合 物 の 塩 お よ び 溶 媒 和 物
を 含 ん で な る 、 請 求 項 2～ 8の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド :
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 Dは 基  (II) ま た は  (III) で あ り 、

10

20

30

40

(2) JP 2007-526750 A 2007.9.20



【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ こ で 星 印 で 標 識 し た 位 置 は 基 Bと の 結 合 点 を 意 味 し 、 そ し て 基  (IV)、 (V)、 (VI)、 (VII)
 ま た は  (VIII) で あ る こ と が で き 、
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
　 R 1 お よ び R 2 は 、 互 い に 独 立 し て 、 C 1 -C 4 ス ル ホ ア ル キ ル 鎖 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 の 、 分 枝
鎖 状 ま た は 直 鎖 状 の C 1 -C 5 0 ア ル キ ル 鎖 で あ り 、 前 記 ア ル キ ル 鎖 は 0～ 15個 の 酸 素 原 子 お よ
び /ま た は 0～ 3個 の カ ル ボ ニ ル 基 で 中 断 さ れ て い て も よ く 、 そ し て /ま た は 0～ 5個 の ヒ ド ロ
キ シ 基 で 置 換 さ れ て い て も よ く 、
　 R 3 お よ び R 4 は 、 互 い に 独 立 し て 、 基 -COOE 1 、 -CONE 1 E 2 、 -NHCOE 1 、 -NHCONHE 1 、 -NE 1 E 2 、
-OE 1 、 -OSO 3 E

1 、 -SO 3 E
1 、 -SO 2 NHE

1 ま た は -E 1 で あ り 、 こ こ で E 1 お よ び E 2 は 、 互 い に 独 立 し
て 、 水 素 原 子 、 C 1 -C 4 ス ル ホ ア ル キ ル 鎖 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 の 、 分 枝 鎖 状 ま た は 直 鎖 状 の C

1 -C 5 0 ア ル キ ル 鎖 で あ り 、 前 記 ア ル キ ル 鎖 は 0～ 15個 の 酸 素 原 子 お よ び /ま た は 0～ 3個 の カ
ル ボ ニ ル 基 で 中 断 さ れ て い て も よ く 、 そ し て /ま た は 0～ 5個 の ヒ ド ロ キ シ 基 で 置 換 さ れ て
い て も よ く 、
　 R 5 は 水 素 原 子 、 フ ッ 素 、 塩 素 、 臭 素 ま た は ヨ ウ 素 原 子 、 メ チ ル 、 エ チ ル ま た は プ ロ ピ ル
基 で あ り 、
　 bは 2ま た は 3の 数 で あ り 、 そ し て
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　 Xお よ び Yは 、 互 い に 独 立 し て 、 O、 S、 =C(CH 3 ) 2 ま た は -(CH=CH)-で あ る 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で な る 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に DNA、 RNAま た は PNAま た は そ れ ら の 機 能 的 変 異 型 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 10に 記 載 の 少 な く と も 1種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し か つ 細 胞
中 で 発 現 さ れ る 、 DNA-ま た は RNA-ベ ク タ ー 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 10に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 11に 記 載 の ベ ク タ ー 分 子 を 含 有 す る 宿
主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 少 な く と も 1種 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド を 含 ん で な る 、
抗 体 、 特 に ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 合 成 ま た
は 組 換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 適 当 な 生 物 を 放 出 体 で 免 疫 化 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 前 記 放 出 体 が ポ リ メ チ ン 色
素 、 例 え ば 、 ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 メ ロ
シ ア ニ ン 、 ス チ リ ル 、 ス ク ア リ リ ウ ム お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素 お よ び ロ ー ダ ミ ン 色 素 、 フ
ェ ノ キ サ ジ ン ま た は フ ェ ノ チ ア ジ ン 色 素 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ
か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ペ プ チ ド の 組 換 え ま た は 合 成 的 製 造 を 含 ん で な る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 放 出
体 結 合 性 ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 in vivo 診 断 の た め の 診 断 剤 と し て の 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ
チ ド 、 請 求 項 10ま た は 11に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 12に 記 載 の 宿 主 細 胞 ま た は 請 求 項 13に 記 載
の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 、 請 求 項 10ま た は 11に 記 載 の 核 酸
、 請 求 項 12に 記 載 の 宿 主 細 胞 ま た は 請 求 項 13に 記 載 の 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種
の 因 子 を 、 必 要 に 応 じ て 他 の ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は 使 用 説 明 書 と 一 緒 に 、 共 通 ま た
は 別 々 の 容 器 の 中 に 含 ん で な る 、 in vitro 診 断 の た め の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る 、 試 料 中 に 含 有 さ れ る 物 質 の 定 量 的 in vitro 決 定 法 :
　 a)　  請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド を 放 出 体 と 接 触 さ せ 、 こ こ
で 複 合 体 の 放 出 体 と 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 放 出 体 の ス ペ ク ト ル 発 光 性 質 を
変 化 さ せ 、 そ し て
　 b)　  放 出 体 の ス ペ ク ト ル 発 光 特 性 の 変 化 を 測 定 す る 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 下 記 の 工 程 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 18に 記 載 の 試 料 中 に 含 有 さ れ る 物 質 ま た は 試 料
中 に 含 有 さ れ る 抗 原 検 出 因 子 の 定 量 的 in vitro 決 定 法 :
　 d)　 放 出 体 の 放 出 特 性 の 測 定 さ れ た 変 化 に よ り 、 試 料 中 に 存 在 す る 物 質 を 定 量 す る 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 放 出 体 の 部 分 の 放 出 特 性 の 変 化 が 偏 極 面 、 蛍 光 強 度 、 燐 光 、 特 に 燐 光 強 度 、 蛍 光 有
効 寿 命 、 お よ び 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 深 色 シ フ ト の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド と し て 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 scFvフ
ラ グ メ ン ト 、 scTCR鎖 、 一 本 鎖 抗 体 お よ び そ れ ら の 混 合 物 を 試 料 と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 18
～ 20の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド が 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 配 列 を 含 ん で な る 、 請 求 項
18～ 21の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド が 50 nmよ り 小 さ く 、 好 ま し く は 10 nmよ り 小 さ い 放 出 体 に 対
す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 、 請 求 項 19～ 22の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 抗 原 結 合 性 ポ ケ ッ ト が 放 出 体 （ emitter） と 相 互 作 用 す る と き 放 出 体 の
ス ペ ク ト ル 発 光 特 性 を 変 化 さ せ る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド （ emitter-binding peptide） に
関 す る 。 本 発 明 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド は 、 特 に 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 成 分 で あ
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 物 質 を 診 断 的 に 検 出 し か つ そ れ ら の 濃 度 を 決 定 す る た め に 、 多 く の 場 合 に お い て 、 決 定
す べ き 物 質 に 対 し て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 、 生 物 学 的 分 子 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ
ン パ ク 質 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く in vitro 診 断 測 定 法 が 現 在 使 用 さ れ て い る
。 こ の 目 的 の た め に 、 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が 好 ま し く 、 抗 体 お よ び
抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 あ る 種 の in vitro 診 断 方 法 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ル ミ ネ ッ セ ン ス は 決 定 す べ き 物 質 に
対 す る 種 々 の 抗 体 の 組 み 合 わ せ に 基 づ き 、 こ こ で 一 方 の 抗 体 は 決 定 す べ き 物 質 を 研 究 試 料
か ら 分 離 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ し て 他 方 の 抗 体 は 診 断 的 に 検 出 さ れ る シ グ ナ ル 分 子 を 担
持 す る 。 エ レ ク ト ロ ル ミ ネ ッ セ ン ス の 診 断 法 の 場 合 に お い て 、 標 識 化 さ れ た 抗 体 を 光 学 的
に 検 出 す る [Grayeski M. L.、 Anal. Chem. 1987、 59、 1243] 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 エ レ ク ト ロ ル ミ ネ ッ セ ン ス に 加 え て 、 光 誘 導 燐 光 お よ び 蛍 光 を 診 断 的 測 定 法 に 使 用 さ れ
る 分 子 の 光 学 的 性 質 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 エ レ ク ト ロ ル ミ ネ ッ セ ン ス お よ び 燐 光
に 比 較 し て 、 特 に 蛍 光 は 、 分 子 の 光 学 的 性 質 と し て 、 高 い 検 出 感 度 お よ び 大 き い 力 学 的 範
囲 に わ た る 測 定 シ グ ナ ル の 高 い 線 形 性 と い う 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 蛍 光 団 の 蛍 光 を 検 出 す る た め に 、 蛍 光 プ ロ セ ス 内 の 種 々 の 原 理 を 使 用 す る 種 々 の 測 定
法 が 開 発 さ れ た 。 確 立 さ れ た 測 定 法 に お い て 、 例 え ば 、 偏 光 の 弱 化  (蛍 光 偏 極  = FP) 、
フ ォ ト ン 有 効 寿 命 の 測 定  (蛍 光 有 効 寿 命 の 測 定  - FLM) 、 漂 白 性 質  (蛍 光 光 漂 白 回 収 率  -
 FPR) お よ び 種 々 の 発 蛍 光 団 間 の エ ネ ル ギ ー 移 動  (蛍 光 -共 鳴 -エ ネ ル ギ ー 移 動  - FRET) 
が 使 用 さ れ る  [Williams A. T. 他 、 Methods Immunol. Anal. 1993、 1、 466; Youn H. J.
 他 、 Anal. Biochem. 1995、 Oswald B. 他 、 Anal. Biochem. 2000、 280、 272; Szollosi 
J. 他 、 Cytometry 1998、 34、 159] 。
　 他 の 検 出 方 法 は 、 偏 極 面 の 変 化 お よ び 燐 光 の 検 出 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 述 の 方 法 に お い て 、 使 用 す る 抗 物 質 抗 体 は 種 々 の 目 的 を 満 足 す る 。 一 方 に お い て 、 抗
物 質 抗 体 は 試 料 か ら 決 定 す べ き 物 質 の 分 離 に 使 用 す る が 、 他 方 に お い て 、 そ れ ら は ま た 検
査 す べ き 物 質 上 で 使 用 す る 種 々 の シ グ ナ ル 伝 達 物 質 を 突 き 止 め ま た は 位 置 決 定 す る 目 的 を
満 足 す る 。 試 料 中 の 、 例 え ば 、 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 主 要 な 光 学 的 お よ び 放 射 能 測 定 法
が 確 立 さ れ て き て い る が 、 ま た 音 響 的 測 定 法  (例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Cooper
 M. A. 他 、 Direct and Sensitive Detection of a Human Virus by Rupture Event Scan
ning. Nat. Biotechnol. 2001 Sep; 19(9): 833-7) お よ び 磁 気 的 測 定 法 が 知 ら れ て い る
。 光 学 的 測 定 法 は 最 大 の 分 布 を 獲 得 し た  [Nakamura R. M.、 Dito W. R.、 Tucker E. S. (
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編 者 ) 、 Immunoassays: Clinical Laboratory Techniques for the 1980s、 A. R. Liss、
New York。 Edwards R. (編 者 ) 、 Immunoassays: Essential Data、 1996、 Wiley Europe] 
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 大 部 分 の 既 に 利 用 可 能 な 測 定 法 に お い て 、 抗 物 質 抗 体 は 発 蛍 光 団 で 標 識 化 さ れ る 。 こ の
標 識 化 は 特 異 的 お よ び 非 特 異 的 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ に よ り 実 施 さ れ る 。 標 識 化 さ れ た 抗 体
は 研 究 試 料 に 過 剰 に 添 加 さ れ る 。 こ れ は 検 査 す べ き す べ て の 物 質 分 子 を 結 合 す る た め に 必
要 で あ る 。 さ ら に 、 こ の 方 法 に お い て 、 一 般 に 、 基 準 と し て 、 検 査 す べ き 物 質 の 分 離 に 1
つ の 抗 物 質 抗 体 を 使 用 し 、 そ し て 研 究 物 質 を 他 の 結 合 部 位 に お い て 検 出 す る 第 2抗 物 質 抗
体 を シ グ ナ リ ン グ 分 子 で 標 識 化 す る 。 こ の よ う に し て 、 非 結 合 で あ る が 、 シ グ ナ ル を 発 生
す る 抗 体 に よ る 測 定 結 果 の 歪 み を 回 避 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ の 手 法 は 、 分
離 工 程 に よ り 生 ず る 組 織 的 か つ 技 術 的 費 用 の 増 加 お よ び よ り 高 い 原 価 を 伴 う 。 し か し な が
ら 、 こ の よ う な 高 い 技 術 的 費 用 は 、 こ の 高 速 診 断 法 の 確 立 を 妨 げ 、 特 に 不 都 合 で あ る こ と
が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 低 分 子 量 分 子 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 お よ び ペ プ チ ド は 既 に 知 ら れ て い る 。 ま た 、 こ れ
ら は 色 素 分 子 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 お よ び ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 Simeonov A. 他 、 Sequ
ence 200、 290、 307-313に は 、 ス チ ル ベ ン に 対 す る 抗 体  (「 青 色 蛍 光 抗 体 」 ) が 記 載 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 抗 体 は 特 定 の 光 化 学 的 異 性 化 プ ロ セ ス を 触 媒 し 、 吸 収 を 赤 色 に シ フ ト さ
せ 、 UV-VIS範 囲 に お い て 蛍 光 最 大 を 生 ず る  (吸 収 シ フ ト の 最 大 12 nm、 蛍 光 シ フ ト 22 nm) 
。 し か し な が ら 、 Simeonov A. 他 は 、 シ ア ニ ン 色 素 の 場 合 に お い て 蛍 光 量 子 効 率 を 600～ 1
200 nmの 波 長 範 囲 に お い て 保 存 す る 間 の 赤 色 シ フ ト に 対 し て 何 も 言 及 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Watt R. M. 他  (Immunochemistry 1977、 14、 533-541) は 、 既 知 の 抗 蛍 光 抗 体 構 築 物 の
ス ペ ク ト ル 性 質 を 記 載 し て い る 。 フ ル オ レ セ イ ン を 結 合 し た 後 、 抗 体 は 可 視 ス ペ ク ト ル 範
囲 に お い て 吸 収 最 大 お よ び 蛍 光 最 大 を わ ず か に 12 nmま た は 5 nmだ け シ フ ト さ せ る 。 さ ら
に 、 蛍 光 量 子 効 率 の 強 い 減 少  (約 90%だ け ) が 起 こ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Rozinov M. N. 他  (Chem. Biol. 1998、 5、 713-728) は 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ
ン ・ レ ッ ド 、 オ レ ン ジ ・ グ リ ー ン 514お よ び フ ル オ レ セ イ ン に 結 合 す る 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 12マ ー の ペ プ チ ド を 選 択 す る こ と を 記 載 し て い る 。 テ キ サ ス ・ レ ッ ド に つ い て
、 吸 収 お よ び 蛍 光 の 赤 色 シ フ ト が 観 測 さ れ た が 、 シ フ ト は わ ず か に 2.8 nmま た は 1.4 nmだ
け で あ っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 種 々 の 色 素 、 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス ・
レ ッ ド 、 ア レ キ サ ・ フ ル オ リ ン 488、 BODIPY FL、 ル シ フ ァ ー ・ イ エ ロ ウ お よ び カ ス ケ ー ド
・ ブ ル ー 、 オ レ ゴ ン ・ グ リ ー ン に 対 す る 抗 体 は 既 に 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る  (Molecular 
Probe Company, Inc. USA) 。 し か し な が ら 、 こ れ ら は 生 物 分 析 的 目 的 の た め の IgGポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 あ る 程 度 制 御 不 可 能 な 交 差 反 応 性 を 有 し 、 そ し て 厳 格 な 選 択 方 法 か
ら 産 生 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 改 良 さ れ た 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 、 特 に 前 述 の 測 定 法 に い っ そ う 適 す る 特 異 的 抗 体 が さ
ら に 必 要 と さ れ て い る 。 こ の 場 合 に お い て 、 特 に 蛍 光 量 子 効 率 を 保 存 す る と 同 時 に 赤 色 シ
フ ト を 生 成 す る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 600～ 1200 nmの 波 長 範 囲 に お け る シ ア ニ
ン 色 素 は 好 都 合 で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の 目 的 は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 そ の 抗 体 結 合 性 ポ ケ ッ ト が 放 出 体 と 相 互 作 用 す る と き 放
出 体 の ス ペ ク ト ル 発 光 性 質 を 変 化 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド 、 適 当 な
生 物 を 放 出 体 で 免 疫 化 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 前 記 放 出 体 が ポ リ メ チ ン 色 素 、 例 え
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ば 、 ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 メ ロ シ ア ニ ン
、 ス チ リ ル 、 ス ク ア リ リ ウ ム お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素 お よ び ロ ー ダ ミ ン 色 素 、 フ ェ ノ キ サ
ジ ン ま た は フ ェ ノ チ ア ジ ン 色 素 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 本 発 明 に よ る 放 出 体 結 合 性 ペ
プ チ ド を 製 造 す る 方 法 、 お よ び in vivo 診 断 の た め の 診 断 剤 と し て の 本 発 明 に よ る 放 出 体
結 合 性 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 宿 主 細 胞 ま た は 抗 体 ま た は 複 合 体 の 対 応 す る 使 用 に よ り 達 成 さ れ
る 。 適 当 な 態 様 は 従 属 請 求 項 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 第 1面 は 、 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド の 抗 原 結 合 性 ポ ケ ッ ト が 放 出 体 と 相 互 作 用 す
る と き 放 出 体 の ス ペ ク ト ル 発 光 特 性 を 変 化 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ
ド に 関 す る 。
　 700～ 1000 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 に 少 な く と も 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 、 好 ま
し く は 750～ 900 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 に 少 な く と も 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 を 有
す る 色 素 を 含 ん で な る 、 本 発 明 に よ る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド は 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 放 出 体 の 部 分 の 放 出 特 性 の 変 化 が 偏 極 面 、 蛍 光 強 度 、 燐 光 強 度 、 蛍 光 有 効 寿 命 、 お よ び
吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 深 色 シ フ ト の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 本 発 明 に よ る 放 射
体 結 合 性 ペ プ チ ド は さ ら に 好 ま し い 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 特 別 の 現 象 に 限 定 さ れ な い が 、
本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る 用 語  「 放 出 特 性 の 変 化 」  は す べ て の 物 理 的 現 象 ま た は 効 果 を 含 み
、 こ こ で 放 出 体 に お い て 発 生 す る 高 エ ネ ル ギ ー 放 射 線 は そ の 性 質 を 変 更 し 、 こ の 場 合 に お
い て 、 こ の 変 化 は 放 出 体 -結 合 性 相 手 お よ び 物 質 と の 物 質 -放 出 体 複 合 体 ま た は 物 質 -検 出
因 子 -放 出 体 -複 合 体 の 結 合 /非 結 合 に 定 量 的 に 依 存 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 物 質 は 、 例
え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 特 に 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も い わ ゆ る  「 相 補
性 決 定 領 域 」  (“ CDR” ) を 含 有 す る 抗 原 -結 合 性 領 域 を 含 ん で な る フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
こ の 場 合 に お い て 、 抗 原 -結 合 性 領 域 は 完 全 な 可 変 性 鎖 VHお よ び VLを 含 ん で な る こ と が 最
も 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド の 特 に 好 ま し い 面 に お い て 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、
特 に モ ノ マ ー の Fabフ ラ グ メ ン ト 、 scFvフ ラ グ メ ン ト 、 合 成 お よ び 組 換 え 抗 体 、 scTCR鎖 お
よ び そ れ ら の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 合 成 お よ び 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 場 合 に お い て 、 HuCALラ イ ブ ラ リ ー か
ら の も の  (WO 97/08320; Knappik (2000) J. Mol. Biol. 296、 57-86; Krebs 他 、 J. Imm
unol. Methods 2001 Aug 1; 254(1-2): 67-84) は 特 に 好 ま し い 。 こ れ ら は 天 然 に 存 在 す
る フ ォ ー マ ッ ト の 1つ に お い て 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 抗 体  (IgA、 IgD、 IgE、 IgG、 I
gM) と し て ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し て 存 在 す る こ と が で き 、 こ こ で 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
は 少 な く と も VLに つ い て ア ミ ノ 酸 位 置 4～ 103お よ び VHに つ い て ア ミ ノ 酸 位 置 5～ 109、 好 ま
し く は VLに つ い て ア ミ ノ 酸 位 置 3～ 107お よ び VHに つ い て ア ミ ノ 酸 位 置 4～ 111、 特 に 好 ま し
く は 完 全 な 可 変 鎖 VLお よ び VH (VLに つ い て ア ミ ノ 酸 位 置 1～ 109お よ び VHに つ い て ア ミ ノ 酸
位 置 1～ 113) を 含 ん で な る  (ナ ン バ リ ン グ は WO 97/08320に 従 う ) 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 こ の 場 合 に お い て 、 下 記 の 配
列 中 に 含 有 さ れ る CDR領 域 の 少 な く と も 1つ を 含 ん で な る : 配 列 番 号 1、 2、 5、 6、 9、 10、 1
3、 14、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29、 31、 33、 35、 37お よ び 39 (VL: CDR1位 置 24～ 34、 C
DR2位 置 50～ 56、 CDR3位 置 89～ 96; VH: CDR1位 置 26～ 35、 CDR2位 置 50～ 65、 CDR3位 置 95～ 1
02) 、 特 に VL CDR3ま た は VH CDR3。 こ の 場 合 に お い て 、 下 記 の 可 変 鎖 VLの 1つ を 含 ん で な
る 抗 体  (ま た は こ の よ う な 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト ) は 特 に 好 ま し い : 配 列 番 号 2、 6、 10、 14
、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29、 31、 33、 35、 37お よ び 39の 配 列 中 に 含 有 さ れ る 可 変 鎖 VL
ま た は 配 列 番 号 1、 5、 9お よ び 13配 列 中 に 含 有 さ れ る 可 変 鎖 VL。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 下 記 の 配 列 対 の 1つ の 中 に 含 有 さ れ る VH/VL対 の 1つ を 含 ん で な る 抗 体 　 (ま た は こ の よ う
な 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト ) は 最 も 好 ま し い : 配 列 番 号 1+2; 配 列 番 号 5+6; 配 列 番 号 9+10; 配
列 番 号 13+14; 配 列 番 号 5+17; 配 列 番 号 5+19; 配 列 番 号 5+37; 配 列 番 号 9+21; 配 列 番 号 9+2
3; 配 列 番 号 9+25; 配 列 番 号 9+27; 配 列 番 号 9+29; 配 列 番 号 9+31; 配 列 番 号 9+33; 配 列 番
号 9+39; お よ び 配 列 番 号 13+35。 こ の 場 合 に お い て 、 下 記 の Fabフ ラ グ メ ン ト は 特 に 好 ま し
い : MOR02628、 MOR02965、 MOR02977、 MOR02969、 MOR03263、 MOR03325、 MOR03285、 MOR032
01、 MOR03267、 MOR03268、 MOR03292、 MOR03294、 MOR03295、 MOR03309、 MOR03293お よ び MO
R03291。 こ う し て 記 載 さ れ た 本 発 明 に よ る 抗 体 か ら 出 発 し て 、 本 発 明 に よ る 性 質 を ま た 示
す 新 規 な 修 飾 さ れ た 抗 体 は 当 業 者 に 明 ら か な 方 法 に お い て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 の CDR領 域 が ア フ ィ ニ テ ィ ー な ら び に 選 択 性 お よ び 特 異 性 の
原 因 と な る こ と は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 こ の 場 合 に お い て 、 特 に VHの CDR3お よ び VLの CD
R3、 次 い で VHの CDR2お よ び VLの CDR1は あ る 役 割 を 演 ず る が 、 VHの CDR1お よ び VLの CDR2は ほ
と ん ど の 場 合 に お い て 従 属 の 役 割 を 演 ず る 。 し た が っ て 、 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー な ら び に
選 択 性 お よ び 特 異 性 を 最 適 化 す る た め に 、 特 に CDR領 域 が 示 唆 さ れ る  (ま た 、 例 え ば 、 下
記 の 文 献 を 参 照 の こ と : Schier 他 、 J. Mol. Biol. (1996) 263、 551) 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の 場 合 に お い て 、 例 え ば 、 CDR領 域 の 1ま た は 2以 上 は 、 例 え ば 、 特 別 に 本 発 明 に よ る
性 質 を 既 に 示 す 他 の 抗 体 の CDR領 域 と 交 換 す る か 、 あ る い は ま た 対 応 す る CDR配 列 の ラ イ ブ
ラ リ ー と 交 換 す る こ と が で き  (こ の 目 的 に 対 し て 実 施 例 1に 記 載 す る 最 適 化 を 参 照 ) 、 こ
れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 完 全 に ラ ン ダ ム の 変 形 を 生 成 す る か 、 あ る い は 特 異 的 ア ミ ノ 酸 ま た
は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 方 向 に お い て 多 少 強 い 好 み  (傾 向 ) を 含 有 す る 。 そ の 上 、 当 業 者
は 同 一 方 法 に お い て 完 全 な 可 変 鎖 を 他 の 規 定 さ れ た 抗 体 の 対 応 す る 鎖 ま た は こ の よ う な 鎖
の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー と 交 換 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 特 別 に 突 然 変 異 誘 発 に よ り CDR中 の 1ま た は 2以 上 の ア ミ ノ 酸 基 と 交 換 す る 方 法
は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 交 換 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 定 は 、 こ こ に お い て 、 例
え ば 、 種 々 の 抗 体 の 配 列 の 比 較 お よ び 対 応 す る 位 置 に 保 存 さ れ た ま た は 少 な く と も 高 度 に
相 同 性 の 基 の 同 定 に 基 づ い て 実 施 さ れ る 。 CDRに 対 す る 交 換 に お い て 、 こ の 場 合 に お い て
当 業 者 は ま た い わ ゆ る  「 カ ノ ニ カ ル 構 造 」  (Al-Lazikani 他 、 J. Mol. Biol. (2000) 29
5、 979; Knappik 他 、 J. Mol. Biol. (2000) 296、 57) の 知 識 を 有 し 、 こ の 構 造 は CDR領
域 の 三 次 元 配 置 に 対 す る 影 響 を 有 し 、 そ し て 設 計 に 対 応 す る 最 適 化 法 を 考 慮 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 そ の 上 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 骨 格 領 域 を ま た 変 化 さ せ て い っ そ う 安 定 な ま た
は い っ そ う 発 現 可 能 な 分 子 を 得 る 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る  (WO 92/01787; Nieba
 他  (1997) Protein Eng. 10、 435; Ewert 他  (2003) Biochemistry 42、 1517) 。
　 こ れ ら の 既 に 記 載 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 修 飾 方 法 に 加 え て 、 当 業 者 は 、
本 発 明 に よ る 抗 体 の 知 識 お よ び こ の 出 願 に 記 載 さ れ て い る 測 定 法 を 使 用 し て 、 記 載 さ れ た
抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 組 成 を さ ら に 変 化 さ せ る こ と も で き 、 そ し て 、 記 載 さ れ た ア ッ
セ イ お よ び 測 定 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 に よ る 抗 体 を 区 別 す る 性 質 と 合 致 す る
性 質 を 有 す る 、 修 飾 さ れ た 抗 体 が 産 生 さ れ た か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 面 は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 1つ を コ ー ド す る 核 酸
分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 場 合 に お い て 、 こ れ ら は 下 記 の 可 変 鎖 の 1つ
を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ る : 配 列 番 号 2、 6、 10、 14、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29、 31
、 33、 35、 37お よ び 39の 配 列 中 に 含 有 さ れ る 可 変 鎖 VLま た は 配 列 番 号 1、 5、 9お よ び 13の
配 列 中 に 含 有 さ れ る 可 変 鎖 VH。 こ の 場 合 に お い て 、 配 列 番 号 3、 4、 7、 8、 11、 12、 15、 16
、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、 36、 38お よ び 40に 従 う 配 列 は 特 に 好 ま し い 。
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　 本 発 明 の 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド は 、 最 適 に は 、 50 nmよ り 小 さ い 、 好 ま し く は 10 nmよ り
小 さ い 放 出 体 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 他 の 面 は 、 放 出 体 が 700～ 1000 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 の 少 な く と も 1つ の 吸 収 最 大 お よ
び /ま た は 蛍 光 最 大 、 好 ま し く は 少 な く と も 750～ 900 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 の 少 な く と も
1つ の 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 を 示 す 色 素 を 含 ん で な る 、 本 発 明 の 放 出 体 結 合 性 ペ
プ チ ド で あ る 。 こ の 色 素 の 深 色 シ フ ト は 、 放 出 体 検 出 因 子 と の 相 互 作 用 後 に お け る 吸 収 最
大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の よ り 高 い 波 長 へ の シ フ ト が 、 15 nmよ り 大 き い 値 、 好 ま し く は
25 nmよ り 大 き い 値 、 最 も 好 ま し く は ほ ぼ 30 nmだ け 起 こ る よ う に 選 択 さ れ る 。 こ の 場 合 に
お い て 、 シ フ ト は 必 ず し も 色 素 の 1性 質 で あ る と し て 考 慮 す る こ と は 必 要 で は な い 。 通 常
、 シ フ ト は 色 素 に 合 致 す る 放 出 値 の 1つ の 変 化 、 す な わ ち 、 あ る 単 一 の 波 長 に お け る 変 化
と し て 測 定 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 目 的 の た め に 、 こ れ ら は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る
適 当 な 光 学 的 測 定 因 子 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 こ れ は 偏 極 面 、 蛍 光 強 度 、 燐 光 強 度 、 蛍 光 有
効 寿 命 、 お よ び 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 深 色 シ フ ト に お け る 変 化 の 測 定 に 適 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド の た め に 、 使 用 す る 放 出 体 は 、 ポ リ メ チ ン 色 素 、 例
え ば 、 ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 メ ロ シ ア ニ
ン 、 ス チ リ ル 、 ス ク ア リ リ ウ ム お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素 お よ び ロ ー ダ ミ ン 色 素 、 フ ェ ノ キ
サ ジ ン ま た は フ ェ ノ チ ア ジ ン 色 素 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 一 般 に 、 本
発 明 に よ る 物 質 -放 出 体 -複 合 体 の 放 出 体 は 、 一 般 式  (I) の シ ア ニ ン 色 素 、 お よ び こ れ ら
の 化 合 物 の 塩 お よ び 溶 媒 和 物 を 含 ん で な る こ と が で き る :
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 式 中 Dは 基  (II) ま た は  (III) ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、 こ こ で 星 印 で 標 識 し た 位 置 は 基 Bと の 結 合 点 を 意 味 し 、 そ し て 基  (IV)、 (V)、 (VI
)、 (VII) ま た は  (VIII) ：  
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ る こ と が で き 、
　 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 、 互 い に 独 立 し て 、 C 1 -C 4 ス ル ホ ア ル キ ル 鎖 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 、
分 枝 鎖 状 ま た は 直 鎖 状 C 1 -C 5 0 ア ル キ ル 鎖 で あ り 、 前 記 ア ル キ ル 鎖 は 0～ 15個 の 酸 素 原 子 お
よ び /ま た は 0～ 3個 の カ ル ボ ニ ル 基 で 中 断 さ れ て い て も よ く 、 お よ び /ま た は 0～ 5個 の ヒ ド
ロ キ シ 基 で 置 換 さ れ る こ と が で き ; R 3 お よ び R 4 は 、 互 い に 独 立 し て 、 基 -COOE 1 、 -CONE 1 E 2

、 -NHCOE 1 、 -NHCONHE 1 、 -NE 1 E 2 、 -OE 1 、 -OSO 3 E
1 、 -SO 3 E

1 、 -SO 2 NHE
1 ま た は -E 1 で あ り 、 こ

こ で E 1 お よ び E 2 は 、 互 い に 独 立 し て 、 水 素 原 子 、 C 1 -C 4 ス ル ホ ア ル キ ル 鎖 、 飽 和 ま た は 不
飽 和 、 分 枝 鎖 状 ま た は 直 鎖 状 C 1 -C 5 0 ア ル キ ル 鎖 で あ り 、 前 記 ア ル キ ル 鎖 は 0～ 15個 の 酸 素
原 子 お よ び /ま た は 0～ 3個 の カ ル ボ ニ ル 基 で 中 断 さ れ て い て も よ く 、 お よ び /ま た は 0～ 5個
の ヒ ド ロ キ シ 基 で 置 換 さ れ て い て も よ く ; R 5 は 水 素 原 子 、 メ チ ル 、 メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル
基 、 ま た は フ ッ 素 、 塩 素 、 臭 素 ま た は ヨ ウ 素 原 子 で あ り 、 bは 2ま た は 3の 数 で あ り 、 そ し
て Xお よ び Yは 、 互 い に 独 立 し て 、 O、 S、 =C(CH 3 ) 2 ま た は -(CH=CH)-で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 近 赤 外 ス ペ ク ト ル 範 囲  (>750 nm) に お け る 吸 収 お よ び 蛍 光 を 有 す る シ ア ニ ン 色 素 に 対
す る 抗 体 の 高 度 に ア フ ィ ニ テ ィ ー の 結 合 後 、 約 30 mm～ よ り 高 い 波 長 に よ る 吸 収 最 大 お よ
び 蛍 光 最 大 の シ フ ト  (深 色 シ フ ト ) が 発 生 す る こ と を 、 十 分 に 驚 く べ き こ と に は 、 発 見 す
る こ と が で き た 。 こ の 原 理 を 使 用 し て 、 例 え ば 、 大 き い 濃 度 範 囲 を 介 し て 、 全 血 試 料 か ら
の シ グ ナ ル を 直 接 か つ ス ペ ク ト ル 的 に 別 々 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ こ で こ の シ グ
ナ ル は 決 定 す べ き 物 質 の 濃 度 に 関 し て 線 形 的 に 挙 動 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 放 出 体 は 物 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 範 囲 内 で 、 物 質 -放 出 体 複 合
体 と し て 下 記 一 般 式 の も の を 使 用 す る :
　 S-E
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 式 中 Sは 検 査 す べ き 物 質 で あ り 、 そ し て Eは 放 出 体 検 出 因 子 と の 相 互 作 用 に お い て 放 出 特
性 の 変 化 と 反 応 す る 部 分 を 含 ん で な る 放 出 体 で あ る 。 本 発 明 に よ る 複 合 体 の 構 造 成 分 と し
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て 、 な か で も 、 少 な く と も 600～ 1200 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 に お い て 吸 収 最 大 お よ び 蛍 光
最 大 を 有 す る 色 素 は 適 当 で あ る 。 こ の 場 合 に お い て 、 少 な く と も 700～ 1000 nmの ス ペ ク ト
ル 範 囲 内 に お い て 吸 収 最 大 お よ び 蛍 光 最 大 を 有 す る 色 素 は 好 ま し い 。 こ れ ら の 基 準 を 満 足
す る 色 素 は 、 例 え ば 、 下 記 の ク ラ ス の 色 素 で あ る : ポ リ メ チ ン 色 素 、 例 え ば 、 ジ カ ル ボ シ
ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 メ ロ シ ア ニ ン お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素 、 ロ ー ダ ミ ン 色 素 、
フ ェ ノ キ サ ジ ン ま た は フ ェ ノ チ ア ジ ン 色 素 、 テ ト ラ ピ ロ ー ル 色 素 、 特 に ベ ン ゾ ポ ル フ ィ リ
ン 、 ク ロ リ ン 、 バ ク テ リ オ ク ロ リ ン 、 フ ェ オ ホ ル バ イ ド 、 バ ク テ リ オ フ ェ オ ホ ル バ イ ド 、
プ ル プ リ ン お よ び フ タ ロ シ ア ニ ン 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い 色 素 は 、 750～ 900 nm間 に お い て 吸 収 最 大 を 有 す る シ ア ニ ン 色 素 で あ り 、 そ し
て イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン は 特 に 好 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 に よ る 複 合 体 の 構 造 成 分 は 、
本 発 明 に よ る 方 法 に よ り 濃 度 の 決 定 を 実 施 す る 物 質 で あ る 。
　 こ れ ら は 、 例 え ば 、 抗 原 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 血 液 成 分 、 血 清 成 分 、 脂 質 、 薬 剤 お よ び 低 分 子 量 化 合 物 、 特 に 糖 、 色 素 ま た は 500 ダ ル
ト ン 以 下 の 分 子 量 を も つ 他 の 化 合 物 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 ま し い 色 素 は 、 750～ 900 nm間 に お い て 吸 収 最 大 を 有 す る シ ア ニ ン 色 素 で あ り 、 そ し
て イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン は 特 に 好 ま し い 。
　 色 素 は 構 造 要 素 を 含 有 し 、 そ れ ら の 構 造 要 素 を 介 し て 物 質 の 構 造 に 対 す る 共 有 結 合 が 形
成 さ れ る 。 構 造 要 素 は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 お よ び ヒ ド ロ キ シ 基 を も つ リ
ン カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 光 学 的 測 定 の 場 合 に お い て 、 こ の 測 定 は 種 々 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き 、 そ し て 主 と
し て 放 出 体  (例 え ば 、 発 蛍 光 団 ) の ス ペ ク ト ル 性 質 の 特 徴 的 変 化 の タ イ プ に 従 い 指 示 さ れ
る 。 一 般 に 、 吸 収 波 長 お よ び 発 光 波 長 の シ フ ト の 検 出 、 お よ び 大 部 分 に つ い て 抗 体 に 結 合
す る 放 出 体 の 部 分 を 検 出 す る 波 長 に お け る 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 測 定 は 好 ま
し い 。 抗 体 結 合 発 蛍 光 団 の ス ペ ク ト ル 性 質 に お け る 変 化 に 依 存 し て 、 他 の 性 質 、 例 え ば 、
フ ォ ト ン 有 効 寿 命 、 偏 極 、 お よ び 漂 白 挙 動 を 光 学 的 測 定 に 使 用 す る こ と も で き る 。
　 近 赤 外 線 ス ペ ク ト ル 範 囲 に お け る 発 蛍 光 団 の 特 別 の 利 点 は 、 血 液 成 分 に よ る シ ャ ド ウ ィ
ン グ 速 度 が 低 い こ と に あ る 。 こ れ に 関 し て 、 検 出 す べ き シ グ ナ ル を 主 要 な 程 度 に 変 化 さ せ
な い で 、 深 い 透 過 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 そ の 上 、 発 蛍 光 団 を 結 合 し た 後 UV範 囲 に お い て ス ペ ク ト ル 性 質 を 変 化 さ せ る こ と が で き
る 発 蛍 光 団 に 対 す る 抗 体 は 、 既 に 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 抗 体 の 抗 原 結 合 性 ポ ケ ッ ト に 発
蛍 光 団 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 主 と し て 蛍 光 強 度 、 吸 収 最 大 、 発 光 最 大 、 お よ び フ ォ
ト ン 有 効 寿 命 を 変 化 さ せ る こ と が で き る [Simeonov A. 他 、 Sequence (2000) 307-313] 。
こ れ ら の 既 知 の 抗 体 は 放 出 体  (発 蛍 光 団 ) に 対 し て 向 け ら れ て い る が 、 光 の 可 視 お よ び UV
範 囲 に お い て 吸 収 お よ び 蛍 光 発 光 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 面 は 、 in vitro 診 断 の た め の 本 発 明 に よ る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド の 使 用
に 関 す る 。
　 こ の 目 的 の た め に 、 本 発 明 に よ る 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド は 、 診 断 キ ッ ト 中 に 、 必 要 に 応
じ て 他 の ア ジ ュ バ ン ト と 一 緒 に 存 在 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ る こ れ ら の キ
ッ ト の す べ て は 特 別 の 使 用 説 明 書 お よ び 文 書  (例 え ば 、 検 量 線 、 定 量 の 指 示 、 お よ び そ の
他 ) を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 次 に 添 付 図 面 を 参 照 し て 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を い っ そ う 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明
は こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

．
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実 施 例 １ 放 出 体 -結 合 性 抗 体 の 選 択 、 産 生 お よ び 特 性 決 定 : シ ア ニ ン 色 素 Fuji 6-4 (ZK2



:
　 HuCAL GOLD抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー : HuCAL GOLDは 、 Fab抗 体 フ ラ グ メ ン ト の フ ォ ー マ ッ ト に
お け る 完 全 に 合 成 の 、 モ ジ ュ ラ ー ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 HuCAL GOLDは 、 HuCAL-sc
Fv1ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 記 載 さ れ た HuCAL-コ ン セ ン サ ス -抗 体 遺 伝 子 に 基 づ く  (WO 97/08
320; Knappik (2000) J. Mol. Biol. 296、 57-86; Krebs 他 、 J. Immunol. Methods 2001
 Aug 1; 254(1-2): 67-84) 。 HuCAL GOLDに お い て 、 す べ て の 6つ の CDR区 域 は 、 ヒ ト 抗 体
に お け る こ れ ら の 区 域 の 組 成 に 対 応 し て 、 い わ ゆ る ト リ ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 誘 発  (Virn
ekas 他  (1994) Nucl. Acids Res. 1994 Dec 25; 22(25): 5600-7) を 使 用 す る こ と に よ
っ て 多 様 化 さ れ る が 、 以 前 の HuCALラ イ ブ ラ リ ー  (HuCAL-scFv1お よ び HuCAL-Fab1) に お い
て 、 VHお よ び VL中 の CDR3-区 域 の み が 天 然 組 成 に 対 応 し て 多 様 化 さ れ る で あ ろ う  (参 照 : K
nappik 他 、 2000) 。 そ の 上 、 補 正 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ セ ス 、 い わ ゆ る Cys展 示  (WO
 01/05950) も ま た HuCAL GOLDに お い て 見 出 さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ セ ス に 使 用 さ れ
る ベ ク タ ー pMORPH23は 第 1図 に 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Vλ 位 置 1お よ び 2
　 も と の HuCALマ ス タ ー 遺 伝 子 の 真 性 N-末 端 を 使 用 し て 、 そ れ ら の 遺 伝 子 を 構 築 し た : VL
λ 1: QS (CAGAGC) 、 VLλ 2: QS (CAGAGC) お よ び VLλ 3: SY (AGCTAT) 。 こ れ ら の 配 列 は W
O 97/08320に 記 載 さ れ て い る 。 HuCAL-scFv1ラ イ ブ ラ リ ー の 産 生 に お い て 、 こ れ ら の 2つ の
ア ミ ノ 酸 基 を  「 DI」  に お い て 変 化 さ せ て ク ロ ー ニ ン グ  (EcoRI部 位 ) を 促 進 し た 。 こ れ
ら の 基 は HuCAL-Fab1お よ び HuCAL GOLDの 産 生 に お い て 保 存 さ れ る 。 し た が っ て 、 す べ て の
HuCALラ イ ブ ラ リ ー は 、 5’ -末 端 に EcoRVイ ン タ ー フ ェ ー ス GATATC (DI) を も つ VLλ 遺 伝 子
を 含 有 す る 。 す べ て の HuCALカ ッ パ 遺 伝 子  (マ ス タ ー 遺 伝 子 お よ び ラ イ ブ ラ リ ー 中 の す べ
て の 遺 伝 子 ) は い ず れ の 場 合 に お い て も 5’ -末 端 に DIを 含 有 す る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は 真
性 N-末 端 を 表 す か ら で あ る  (WO 97/08320) 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 VH位 置 1
　 も と の HuCALマ ス タ ー 遺 伝 子 の 真 性 N-末 端 を 使 用 し て 、 そ れ ら の 遺 伝 子 を 産 生 し た : VH1
A、 VH1B、 VH2、 VH4、 お よ び 第 1ア ミ ノ 酸 基 と し て Q (= CAG) を も つ VH6お よ び VH3な ら び に
E (= GAA) を も つ VH5。 対 応 す る 配 列 は WO 97/08320に 見 出 さ れ る 。 HuCAL-Fab1な ら び に Hu
CAL GOLDラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ニ ン グ に お い て 、 ア ミ ノ 酸 Q (= CAG) は す べ て の VH遺 伝 子
中 の こ の 位 置 1に 組 込 ま れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 HuCAL GOLD抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ま た は 成 熟 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 大 腸 菌  (E. coli) TOP
10F’ 細 胞 を ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 、 大 量 の フ ァ ー ジ ミ ド を 産 生 し
、 濃 縮 し た 。 こ の 目 的 に 対 し て 、 34 μ g/mlの ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル /10 μ g/mlの テ ト ラ
サ イ ク リ ン /1%の グ ル コ ー ス を 含 む 2× YT培 地 中 で 37℃ に お い て HuCAL GOLDま た は 成 熟 ラ イ
ブ ラ リ ー  (TOP10F’ 細 胞 中 の ) を OD 6 0 0  = 0.5ま で に 培 養 し た 。 次 い で 、 37℃ に お い て VCS
M13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 使 用 し て 感 染 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 感 染 し た 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し 、 2× YT /34 μ g/mlの ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル /10μ g/mlの
テ ト ラ サ イ ク リ ン /50 μ g mlの カ ナ マ イ シ ン /0.25 mmolの IPTG中 に 再 懸 濁 さ せ 、 22℃ に お
い て 一 夜 培 養 し た 。 フ ァ ー ジ を 上 清 か ら PEGで 2× 沈 降 さ せ 、 遠 心 に よ り 収 集 し た  (Ausube
l (1998) Current Protocols in Molecular Biology、 John Wiley ＆  Sons, Inc.、 New Y
ork、 USA) 。 フ ァ ー ジ を PBS/20%グ リ セ ロ ー ル 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 -80℃ に お い て 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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03468) [3,3-ジ メ チ ル -2-｛ 4-メ チ ル -7-[3,3-ジ メ チ ル -5-ス ル ホ ナ ト -1-(2-ス ル ホ ナ ト エ
チ ル )-3H-イ ン ド リ ウ ム -2-イ ル ]ヘ プ タ -2,4,6-ト リ エ ン -1-イ リ デ ン ｝ -1-(2-ス ル ホ ナ ト
エ チ ル )-2,3-ジ ヒ ド ロ -1H-イ ン ド ー ル -5-ス ル ホ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム 、 内 部 塩 ] に 対 す る HuC
AL GOLD抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 選 択
HuCAL GOLD抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー

フ ァ ー ジ ミ ド の 産 生



　 個 々 の 選 択 ラ ウ ン ド 間 の フ ァ ー ジ ミ ド の 増 幅 を 次 の よ う に し て 実 施 し た : 対 数 期 の 大 腸
菌  (E. coli) TG1細 胞 を 選 択 し た フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ 、 1%の グ ル コ ー ス /34 μ g/mlの ク ロ
ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 む LB寒 天 プ レ ー ト 上 で 平 坦 化 し た 。 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細
菌 コ ロ ニ ー を 擦 り 取 り 、 新 し く 培 養 し 、 VCSM13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 HuCAL GOLD抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 精 製 し 、 濃 縮 し た フ ァ ー ジ ミ ド を 標 準 的 選 択 プ ロ セ ス に
お い て 使 用 し た 。 抗 原 と し て 、 BSA-ま た は ト ラ ン ス フ ェ リ ン -カ ッ プ ル ド ZK203468を 選 択
的 に 使 用 し た 。 抗 原 を PBS中 に 取 り 、 マ ク シ ソ ー プ  (Maxisorp T M ) マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト F96 (Nunc) 上 に 50 μ g/mlの 濃 度 で 適 用 し た 。 マ ク シ ソ ー プ プ レ ー ト を 4℃ に お い て
一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た  ( 「 コ ー テ ィ ン グ 」  ) 。 マ ク シ ソ ー プ プ レ ー ト を PBS中 の 5%の
ミ ル ク で ブ ロ ッ ク し た 後 、 抗 原 負 荷 し 、 ブ ロ ッ ク し た ウ ェ ル に 約 2E+13 の HuCAL GOLDフ ァ
ー ジ を 添 加 し 、 そ こ で 一 夜 ま た は 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 数 回 の 洗 浄 工
程  (こ れ ら は 進 行 す る 選 択 ラ ウ ン ド で い っ そ う ス ト リ ン ジ ェ ン ト と な っ た ) 後 、 結 合 し た
フ ァ ー ジ を 20 mmolの DTTま た は 100μ molの 非 複 合 化 ZK203468で 溶 離 し た 。 全 体 的 に 見 て 、
3回 の 連 続 的 選 択 ラ ウ ン ド を 実 施 し 、 こ こ で フ ァ ー ジ 増 幅 を 、 前 述 し た よ う に 、 選 択 ラ ウ
ン ド 間 で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
発 現 の た め に 選 択 し た Fabフ ラ グ メ ン ト の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 3ラ ウ ン ド を 含 ん で な る 抗 体 の 選 択 後 、 単 離 し た HuCALク ロ ー ン の Fabコ ー デ ィ ン グ イ ン
サ ー ト を 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9_MS (第 2図 参 照 ) 中 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 Fabフ ラ グ
メ ン ト の 引 き 続 く 発 現 を 促 進 し た 。 こ の 目 的 で 、 選 択 し た HuCAL Fabク ロ ー ン の 精 製 し た
プ ラ ス ミ ド -DNAを 制 限 酵 素 XbaIお よ び EcoRIで 消 化 し た 。 Fabコ ー デ ィ ン グ イ ン サ ー ト を 精
製 し 、 相 応 し て 消 化 し た ベ ク タ ー pMORPHX9_MS中 に 結 合 し た 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ 工 程 に よ
り 、 Fab発 現 性 ベ ク タ ー pMORPHX9_Fab_MSが 生 じ た 。 こ の ベ ク タ ー に よ り 発 現 さ れ る Fabフ
ラ グ メ ン ト は 、 精 製 お よ び 検 出 の た め の 2つ の C-末 端 タ グ  (Mycタ グ お よ び Strepタ グ II) 
を 担 持 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ZK203468結 合 性 Fabフ ラ グ メ ン ト の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 特 性 決 定
　 選 択 お よ び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後 に 数 千 の ク ロ ー ン が 単 離 さ れ 、 こ れ ら を サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ し 、 そ し て パ ン ニ ン グ に お い て 使 用 す る 抗 原 ZK203468-BSAお よ び -ト ラ ン ス フ ェ リ ン の
特 異 的 検 出 の た め の 384ウ ェ ル の フ ォ ー マ ッ ト で ELISAに よ り 試 験 し た 。 こ れ に 関 し て 同 定
さ れ た ク ロ ー ン を 阻 害 -ELISAに お い て 非 複 合 化 色 素 の 効 率 よ い 結 合 に つ い て 研 究 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ れ に よ り 、 下 記 の 配 列 が 生 じ た : 親 Fabフ ラ グ メ ン ト MOR02628 (タ ン パ ク 質 配 列 、 配
列 番 号 1 (VH-CH) お よ び 配 列 番 号 2 (VL-CL); DNA配 列 、 配 列 番 号 3 (VH-CH) お よ び 配 列 番
号 4 (VL-CL)) 、 MOR02965 (タ ン パ ク 質 配 列 、 配 列 番 号 5 (VH-CH) お よ び 配 列 番 号 6 (VL-C
L); DNA配 列 、 配 列 番 号 7 (VH-CH) お よ び 配 列 番 号 8 (VL-CL)) お よ び MOR02977 (タ ン パ ク
質 配 列 、 配 列 番 号 9 (VH-CH) お よ び 配 列 番 号 10 (VL-CL); DNA配 列 、 配 列 番 号 11 (VH-CH) 
お よ び 配 列 番 号 12 (VL-CL)) 、 お よ び MOR02969 (タ ン パ ク 質 配 列 、 配 列 番 号 13 (VH-CH) 
お よ び 配 列 番 号 14 (VL-CL); DNA配 列 、 配 列 番 号 15 (VH-CH) お よ び 配 列 番 号 16 (VL-CL)) 
、 こ れ ら は 複 合 化 し な か っ た 色 素 ZK203468に 効 率 よ く 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

．
LCDR3ラ イ ブ ラ リ ー の ク リ ー ニ ン グ
　 4つ の 親 ク ロ ー ン MOR02628、 MOR02965、 MOR02969お よ び MOR02977の プ ラ ス ミ ド -DNAを 制
限 酵 素 EcoRIお よ び XbaIで 消 化 し 、 そ し て 産 生 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9_MSか ら の 完 全
な Fab-イ ン サ ー ト を 相 応 し て 切 断 し た 展 示 ベ ク タ ー pMORPH23中 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。
こ の 工 程 は 遺 伝 子 IIIの 調 製 に 必 要 で あ る 。 こ の 遺 伝 子 IIIは フ ァ ー ジ 表 面 上 で Fabフ ラ グ
メ ン ト を 提 示 す る と き 使 用 さ れ る 。 他 の 工 程 に お い て 、 4つ の 抗 体 親 ク ロ ー ン  (こ こ で pMO

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-526750 A 2007.9.20

色 素 Fuji 6-4 (ZK203468) に 対 す る 抗 体 の 一 次 的 選 択

実 施 例 ２ LCDR3領 域 の 交 換 に よ る 親 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 最 適 化



RPH23中 ) を BpiIお よ び SphIで 消 化 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 関 係 に お い て 、 LCDR3領 域 お よ び 定 常 ク ラ ム ダ  (Clambda) 領 域 を ベ ク タ ー 主 鎖 か ら
除 去 し た 。 対 応 す る ベ ク タ ー -DNAフ ラ グ メ ン ト を 単 離 し 、 精 製 し た 。 こ れ と 平 行 に 、 相 補
的 BpiI/SphIフ ラ グ メ ン ト を HuCAL-Fab2ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 こ の HuCAL-Fab2ラ イ
ブ ラ リ ー は 、 多 様 化 さ れ た LCDR3領 域  (約 3E+3変 動 性 を も つ ) + 定 常 ク ラ ム ダ 領 域  (= イ
ン サ ー ト -DNA) を 含 有 す る 。 数 μ gの ベ ク タ ー -DNAお よ び 適 合 性 イ ン サ ー ト -DNAを 1:2の モ
ル 比 で T4-DNA-リ ガ ー ゼ で 連 結 し 、 精 製 工 程 後 に エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト TOP10F’ 細 胞 中
に 形 質 転 換 さ せ た 。 こ の 場 合 に お い て 、 5E+8～ ほ ぼ 1E+9ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー サ イ ズ /
親 抗 体 が 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ク ロ ー ン MOR02628、 MOR02969お よ び MOR02977を ベ ー ス と す る ラ イ ブ ラ リ ー を 組 み 合 わ せ
た  ( 「 プ ー ル 」  ) 。 MOR02965ラ イ ブ ラ リ ー を 別 に 処 理 し た  ( 「 リ ー ド 」  ) 。 既 に 記 載
し た よ う に 、 こ れ ら の TOP10F’ -成 熟 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り VCSM13で 感 染 さ せ る こ と に よ っ
て フ ァ ー ジ ミ ド を 産 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
マ ク シ ソ ー プ  (Maxisorp T M ) マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 抗 体 の 選 択
　 「 リ ー ド 」 お よ び 「 プ ー ル 」 ラ イ ブ ラ リ ー の 精 製 し 、 濃 縮 し た フ ァ ー ジ ミ ド を 標 準 的 選
択 プ ロ セ ス に お い て ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件  (長 い 洗 浄 期 間 、 精 製 し た 親 Fabタ ン パ ク 質 に
よ る 置 換 ) 下 に 使 用 し た 。 抗 原 と し て 、 BSA-ま た は ト ラ ン ス フ ェ リ ン -カ ッ プ ル ド ZK20346
8を 選 択 的 に 使 用 し た 。 こ れ ら の 抗 原 を PBS中 に 取 り 、 マ ク シ ソ ー プ  (Maxisorp T M ) マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト F96 (Nunc) 上 に 100～ 250 ng/mlの 低 濃 度 で 適 用 し た 。 マ ク シ ソ ー プ
プ レ ー ト を 4℃ に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た  ( 「 コ ー テ ィ ン グ 」  ) 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 マ ク シ ソ ー プ プ レ ー ト を PBS中 の 5%の ミ ル ク で ブ ロ ッ ク し た 後 、 抗 原 負 荷 し 、 ブ ロ ッ ク
し た ウ ェ ル に 約 2E+13の HuCAL GOLDフ ァ ー ジ を 添 加 し 、 そ こ で 一 夜 ま た は 室 温 に お い て 2時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ イ を 増 加 さ せ る た め に 、 追 加 の 100 nmま た は 50
0 nmの 親 ク ロ ー ン の 精 製 し た Fabフ ラ グ メ ン ト を こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 間 に 添 加 し た 。
数 回 の 広 範 な 洗 浄 工 程 後 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を 20 mmolの DTTで 溶 離 し た 。 全 体 的 に 見 て 、
2回 の 連 続 的 選 択 ラ ウ ン ド を 実 施 し 、 こ こ で フ ァ ー ジ 増 幅 を 、 前 述 し た よ う に 、 選 択 ラ ウ
ン ド 間 で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ニ ュ ー ト ア ビ ジ ン  (Neutavidin) ス ト リ ッ プ 上 の 抗 体 の 選 択
　 「 リ ー ド 」 お よ び 「 プ ー ル 」 ラ イ ブ ラ リ ー の 精 製 し 、 濃 縮 し た フ ァ ー ジ ミ ド を 第 2の 成
熟 -選 択 プ ロ セ ス に お い て ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件  (長 い 洗 浄 期 間 、 精 製 し た 親 Fabタ ン パ ク
質 ま た は 遊 離 色 素 に よ る 置 換 ) 下 に 使 用 し た 。 抗 原 と し て 、 BSA-ビ オ チ ン 複 合 化 ZK203468
を  (ア ル キ ル ま た は エ ー テ ル リ ン カ ー と 互 換 的 に ) 使 用 し た 。 こ れ ら の 抗 原 を PBS中 に 取
り 、 60ま た は 12 ng/mlの 低 濃 度 で 2E+11フ ァ ー ジ と 混 合 し た 。 こ れ ら の 抗 原 -フ ァ ー ジ 溶 液
を 一 夜 ま た は 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン シ イ を 増 加 さ せ る た め に 、 追 加 の 0.5 μ g/mlの 親 ク ロ ー ン の 精 製 し た Fa
bフ ラ グ メ ン ト ま た は 40 nm/mlの ZK203468を こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 間 に 添 加 し た 。 次 い
で 抗 原 結 合 フ ァ ー ジ を 含 有 す る 溶 液 を ブ ロ ッ ク し た ニ ュ ー ト ア ビ ジ ン ス ト リ ッ プ に 適 用 し
、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 抗 原 の ビ オ チ ン 基 を 介 す る 固 相 へ の 結 合 を 可 能 と し た 。 数
回 の 洗 浄 工 程 後 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を 20 mmolの DTTで 溶 離 し た 。 全 体 的 に 見 て 、 2回 の 連
続 的 選 択 ラ ウ ン ド を 実 施 し 、 こ こ で フ ァ ー ジ 増 幅 を 、 前 述 し た よ う に 、 選 択 ラ ウ ン ド 間 で
実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
発 現 の た め に 選 択 し た Fabフ ラ グ メ ン ト の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 選 択 後 、 単 離 し た HuCALク ロ ー ン の Fabコ ー デ ィ ン グ イ ン サ ー ト を 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9
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_MS 中 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 引 き 続 く 発 現 を 促 進 し た 。 こ の 目 的 で 、 選 択 し た HuCAL 
Fabク ロ ー ン の 精 製 し た プ ラ ス ミ ド -DNAを 制 限 酵 素 XbaIお よ び EcoRIで 消 化 し た 。 Fabコ ー
デ ィ ン グ イ ン サ ー ト を 精 製 し 、 相 応 し て 消 化 し た ベ ク タ ー pMORPHX9_MS中 に 結 合 し た 。 こ
の ク ロ ー ニ ン グ 工 程 に よ り 、 Fab発 現 性 ベ ク タ ー pMORPHX9_Fab_MSが 生 じ た 。 こ の ベ ク タ ー
に よ り 発 現 さ れ る Fabフ ラ グ メ ン ト は 、 精 製 お よ び 検 出 の た め の 2つ の C-末 端 タ グ  (Mycタ
グ お よ び Strepタ グ II) を 担 持 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
最 適 化 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 同 定
　 Fuji 6-4に 対 す る 改 良 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー を も つ 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 ク ロ ー ン を
選 択 物 か ら 単 離 し 、 384ウ ェ ル の フ ォ ー マ ッ ト で ELISAに お い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 こ の
目 的 に 対 し て 、 ZK203468-BSAを ELISA-マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 適 用 し た 。 検 査 す べ
き Fabフ ラ グ メ ン ト を 非 精 製 細 菌 ラ イ ゼ イ ト と し て 添 加 し た 。 抗 原 複 合 体 に 対 す る 結 合 に
加 え て 、 遊 離 色 素 に 対 す る 結 合 を 研 究 す る た め に 、 細 菌 ラ イ ゼ イ ト お よ び 追 加 の 遊 離 色 素
を 含 む 同 一 の ス ク リ ー ニ ン グ プ レ ー ト を 2つ の 異 な る 濃 度 で 混 合 し た 。 非 複 合 化 色 素 の た
め に 生 じ た 固 相 に 対 す る Fab結 合 の 阻 害 は 、 色 素 複 合 体 を 特 異 的 に 検 出 せ ず 、 む し ろ 遊 離
色 素 の み を 検 出 す る 抗 体 を 示 し た 。 こ の 関 係 に お い て 、 単 離 さ れ た ク ロ ー ン は ELISAフ ォ
ー マ ッ ト お よ び ル ミ ネ ッ ク ス  (Luminex) 装 置 に よ る 溶 液 -阻 害 試 験 に お い て 正 確 に 特 性 決
定 さ れ 、 そ し て Fuji 6-4に 対 す る そ れ ら の ア フ ィ ニ テ ィ ー を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 下 記 の ク ロ ー ン は 、 親 抗 体 に 比 較 し て 改 良 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 し た :
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 要 約 す る と 、 MOR03267に 比 較 し た 親 MOR02977の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 140倍 に 改 良 す る こ と
が で き た 。 他 の 同 定 さ れ た ク ロ ー ン の す べ て は 、 そ れ ぞ れ の 親 Fabに 比 較 し て 2～ 70倍 の 改
良 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

．

　 イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 色 素 3,3-ジ メ チ ル -2-｛ 4-メ チ ル -7-[3,3-ジ メ チ ル -5-ス ル ホ
ナ ト -1-(2-ス ル ホ ナ ト エ チ ル )-3H-イ ン ド リ ウ ム -2-イ ル ]ヘ プ タ -2,4,6-ト リ エ ン -1-イ リ
デ ン ｝ -1-(2-ス ル ホ ナ ト エ チ ル )-2,3-ジ ヒ ド ロ -1H-イ ン ド ー ル -5-ス ル ホ ン 酸 三 ナ ト リ ウ
ム 、 内 部 塩 に 結 合 す る 抗 体 に 基 づ く 色 素 -抗 体 複 合 体 を 検 査 し た  (実 施 例 １ お よ び 2参 照 ) 
。 PBS中 の 濃 度 1μ mol/lの 前 述 の 色 素 お よ び 2.4μ mol/lの そ れ ぞ れ の 抗 体 の 溶 液 を 調 製 し
、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ペ ク ト ル 測 光 計  (Perkin-Elmer、 Lambda 2)
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 を 使 用 し て 吸 収 最 大 を 決 定 し た 。 イ ン ド シ ア ニ ン ・ グ リ ー ン に 関 し て SPEXフ ル オ ロ ロ グ  
(ラ ン プ お よ び 検 出 器 に よ り 目 盛 り 定 め し た 波 長 依 存 性 感 度 ) を 使 用 し て 、 蛍 光 最 大 お よ
び 蛍 光 量 子 効 率 を 決 定 し た  (DMSO中 の Q = 0.13、 J. Chem. Eng. Data 1977、 22、 379、 Bi
oconjugate Chem. 2001、 12、 44) 。 吸 収 最 大 お よ び 蛍 光 最 大 か ら 、 PBS中 に 抗 体 を 含 ま な
い 前 述 の 色 素 溶 液 の 最 大 に 関 し て 、 ス ペ ク ト ル シ フ ト を 計 算 し た  (1μ mol/l) (吸 収 最 大 :
 754 nm; 蛍 光 最 大 : 783 nm; 蛍 光 量 子 効 率 : 10%) 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 結 果 を 下 記 表 に 要 約 す る :
【 ０ ０ ５ ８ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】

．
　 重 鎖 の ク リ ー ニ ン グ : ベ ク タ ー pCDNA3.1+ (Invitrogen) の  「 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 」
 を 除 去 し  (NheI/ApaI) 、 そ し て HuCAL設 計 の 制 限 イ ン タ ー フ ェ ー ス と 適 合 性 で あ る プ レ
イ ス ホ ル ダ ー を リ ー ダ ー 配 列  (NheI/EcoRI) 、 Fabフ ラ グ メ ン ト の VHド メ イ ン  (MunI/) 、
お よ び 定 常 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域  (BlpI/ApaI) の 結 合 に 使 用 す る 。 リ ー ダ ー 配 列  (EMBL 83
133) は 接 触 配 列 を 装 備 す る  (Kozak、 1987) 。 ヒ ト IgG (PIR J00228) 、 IgG4 (EMBL K013
16) 、 お よ び 血 清 IgA1 (EMBL J00220) の 定 常 領 域 を 、 例 え ば 、 70塩 基 長 さ の オ ー バ ー ラ
ッ ピ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 分 割 す る 。  「 サ イ レ ン ト 突 然 変 異 」  を 導 入 し て 、 HuCAL
設 計 と 適 合 性 で な い 反 応 イ ン タ ー フ ェ ー ス を 除 去 す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を  
「 オ ー バ ー ラ ッ プ エ ク ス テ ン シ ョ ン -PCR」  に よ り 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 IgG分 子 中 の Fabフ ラ グ メ ン ト の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 間 に 、 Fabフ ラ グ メ ン ト の 重 鎖 を MaeI/
BlpIを 介 し て 切 断 し 、 ベ ク タ ー 中 に 結 合 し 、 こ れ を EcoRI/BlpIで 開 環 す る 。 EcoRI (g/aat
tc) お よ び MfeI (c/aattg) は 2つ の 適 合 性 の 粘 着 末 端  (aatt) を 有 し 、 そ し て Fabフ ラ グ
メ ン ト 中 の も と の MfeIイ ン タ ー フ ェ ー ス 配 列 は IgG発 現 ベ ク タ ー 中 の 結 合 に 対 し て c/aattg
か ら g/aattgに 変 化 し 、 こ れ に よ り 、 一 方 に お い て 、 MaeIイ ン タ ー フ ェ ー ス お よ び EcoRIイ
ン タ ー フ ェ ー ス の 両 方 は 破 壊 さ れ 、 そ し て 、 他 方 に お い て 、 Q (コ ド ン : caa) か ら E (コ
ド ン : gaa) へ の ア ミ ノ 酸 変 化 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 軽 鎖 の ク ロ ー ニ ン グ 。 ベ ク タ ー pCDNA3.1/Zeo + (Invitrogen) の  「 多 重 ク ロ ー ニ ン グ
部 位 」  を 、 2つ の 異 な る プ レ イ ス ホ ル ダ ー で 置 換 す る 。 k-プ レ イ ス ホ ル ダ ー は k-リ ー ダ ー
配 列  (NheI/EcoRV) 、 HuCAL Fab Vkド メ イ ン  (EcoRV/BsiWI) 、 お よ び k-鎖 の 定 常 領 域  (B
siWI/ApaI) の 組 込 み の た め の 制 限 イ ン タ ー フ ェ ー ス を 含 有 す る 。 l-プ レ イ ス ホ ル ダ ー 中
の 対 応 す る イ ン タ ー フ ェ ー ス は 、 NheI/EcoRV (l-リ ー ダ ー ) 、 EcoRV/HpaI (Vl-ド メ イ ン )
 、 お よ び HpaI/ApaI (定 常 領 域 l-鎖 ) で あ る 。 k-リ ー ダ ー  (EMBL Z00022) な ら び に l-リ
ー ダ ー  (EMBL J00241) の 両 方 は コ ザ ッ ク  (Kozak) 配 列 を 有 す る 。 ヒ ト k-鎖  (EMBL L0024
1) お よ び l-鎖  (EMBL M18645) の 両 方 を 、 前 述 し た よ う に 、 「 オ ー バ ー ラ ッ プ エ ク ス テ ン
シ ョ ン -PCR」  に よ り 構 築 す る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 IgG-発 現 性 CHO細 胞 の 発 生 。 重 お よ び 軽 IgG鎖 の 発 現 ベ ク タ ー の 等 モ ル 混 合 物 で 、 CHO-K1
細 胞 を 共 ト ラ ン ス フ ィ ッ ク ス  (co-transfix) す る 。 600 mg/mlの G418お よ び 300 mg/mlの
ゼ オ シ ン  (Zeocin) (Invitrogen) で 、 二 重 耐 性 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 選 択 し 、 次 い で
限 界 希 釈 す る 。 個 々 の ク ロ ー ン の 上 清 を  「 捕 捉 ELISA」  に よ り IgG発 現 に つ い て チ ェ ッ ク
す る 。 10%の  「 超 低 IgG-FCS」  (Life Technologies) を 含 む RPMI-1640培 地 中 で 、 陽 性 ク
ロ ー ン を 培 養 す る 。 上 清 の pHを 8.0に 設 定 し 、 そ し て 滅 菌 濾 過 し た 後 、 こ の 溶 液 を 標 準 的
プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Poros 20A、 PE Biosystems) に 付 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 図 １ － １ 】 図 1-1は 、 Cys表 示 ス ク リ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pMORPH23の ベ ク タ ー 地 図 を 示 す 。
【 図 １ － ２ 】 図 1-2は 、 Cys表 示 ス ク リ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pMORPH23の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ － ３ 】 図 1-3は 、 Cys表 示 ス ク リ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pMORPH23の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ － ４ 】 図 1-4は 、 Cys表 示 ス ク リ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pMORPH23の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ － ５ 】 図 1-5は 、 Cys表 示 ス ク リ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pMORPH23の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ － ６ 】 図 1-6は 、 Cys表 示 ス ク リ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pMORPH23の 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ － １ 】 図 2-1は 、 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9 MSの ベ ク タ ー 地 図 を 示 す 。
【 図 ２ － ２ 】 図 2-2は 、 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9 MSの 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ － ３ 】 図 2-3は 、 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9 MSの 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ － ４ 】 図 2-4は 、 発 現 ベ ク タ ー pMORPHX9 MSの 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 実 施 例 ２ か ら の 、 PBS中 抗 体 MOR02965の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で の 色 素
の 吸 収 ス ペ ク ト ル （ 左 ） お よ び 蛍 光 ス ペ ク ト ル （ 右 ） を 示 す 。
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 2月 9日 (2005.2.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 抗 原 結 合 性 ポ ケ ッ ト と 放 出 体 と の 相 互 作 用
の 場 合 に 当 該 放 出 体 の ス ペ ク ト ル 放 出 特 性 の 変 化 を 生 じ さ せ る 当 該 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に お い て 、 当 該 放 出 体 は 、 700～ 1000 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内 に 少 な く
と も 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 を 有 し 、 好 ま し く は 750～ 900 nmの ス ペ ク ト ル 範 囲 内
に 少 な く と も 吸 収 最 大 お よ び 蛍 光 最 大 を 有 す る 色 素 を 含 ん で な り 、 そ し て こ の 色 素 が 、 ポ
リ メ チ ン 色 素 、 例 え ば 、 ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア
ニ ン 、 メ ロ シ ア ニ ン 、 ス チ リ ル 、 ス ク ア リ リ ウ ム お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素 か ら 成 る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 こ と を 特 徴 と す る 前 記 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 scFvフ ラ グ メ ン ト 、 scTCR鎖
、 一 本 鎖 抗 体 お よ び そ れ ら の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体
ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 下 記 の 配 列 対 の 1つ の 中 に 含 有 さ れ る VH/VL対 の 1つ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 放
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出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト : 配 列 番 号 1+2; 配 列 番 号 5+6; 配 列 番 号 9+10; 配
列 番 号 13+14; 配 列 番 号 5+17; 配 列 番 号 5+19; 配 列 番 号 5+37; 配 列 番 号 9+21; 配 列 番 号 9+2
3; 配 列 番 号 9+25; 配 列 番 号 9+27; 配 列 番 号 9+29; 配 列 番 号 9+31; 配 列 番 号 9+33; 配 列 番
号 9+39; お よ び 配 列 番 号 13+35。
【 請 求 項 ４ 】
　 放 出 体 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー が 50 nmよ り 小 さ く 、 好 ま し く は 10 nmよ り 小 さ い 、
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 放 出 体 の 放 出 特 性 の 変 化 が 偏 極 面 、 蛍 光 強 度 、 燐 光 、 特 に 燐 光 強 度 、 蛍 光 有 効 寿 命
、 お よ び 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 深 色 シ フ ト の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 放 出 体 検 出 因 子 と の 相 互 作 用 後 に お け る 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の よ り 高 い 波
長 へ の シ フ ト が 15 nmよ り 大 き い 値 、 好 ま し く は 25 nmよ り 大 き い 値 、 最 も 好 ま し く は ほ ぼ
30 nmだ け 起 こ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 色 素 が 一 般 式  (I) の シ ア ニ ン 色 素 、 な ら び に こ れ ら の 化 合 物 の 塩 お よ び 溶 媒 和 物
を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト :
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 式 中 Ｄ は 基  (II) ま た は  (III)：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で あ り 、 こ こ で 星 印 で 標 識 し た 位 置 は 、 基 Ｂ と の 結 合 点 を 意 味 し 、 そ し て 基  (IV)、 (V)
、 (VI)、 (VII) ま た は  (VIII)：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で あ る こ と が で き 、 式 中 、
　 R 1 お よ び R 2 は 、 互 い に 独 立 し て 、 C 1 -C 4 ス ル ホ ア ル キ ル 鎖 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 分 枝 鎖
状 ま た は 直 鎖 状 C 1 -C 5 0 ア ル キ ル 鎖 で あ り 、 前 記 ア ル キ ル 鎖 は 0～ 15個 の 酸 素 原 子 お よ び /ま
た は 0～ 3個 の カ ル ボ ニ ル 基 で 中 断 さ れ て い て も よ く 、 お よ び /ま た は 0～ 5個 の ヒ ド ロ キ シ
基 で 置 換 さ れ る こ と が で き 、
　 R 3 お よ び R 4 は 、 互 い に 独 立 し て 、 基 -COOE 1 、 -CONE 1 E 2 、 -NHCOE 1 、 -NHCONHE 1 、 -NE 1 E 2 、
-OE 1 、 -OSO 3 E

1 、 -SO 3 E
1 、 -SO 2 NHE

1 ま た は -E 1 で あ り 、 こ こ で E 1 お よ び E 2 は 、 互 い に 独 立 し
て 、 水 素 原 子 、 C 1 -C 4 ス ル ホ ア ル キ ル 鎖 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 分 枝 鎖 状 ま た は 直 鎖 状 C 1 -C 5
0 ア ル キ ル 鎖 で あ り 、 前 記 ア ル キ ル 鎖 は 0～ 15個 の 酸 素 原 子 お よ び /ま た は 0～ 3個 の カ ル ボ
ニ ル 基 で 中 断 さ れ て い て も よ く 、 お よ び /ま た は 0～ 5個 の ヒ ド ロ キ シ 基 で 置 換 さ れ て い て
も よ く 、
　 R 5 は 水 素 原 子 、 フ ッ 素 、 塩 素 、 臭 素 ま た は ヨ ウ 素 原 子 、 メ チ ル 、 メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル
基 で あ り 、
　 bは 2ま た は 3の 数 で あ り 、 そ し て
　 Xお よ び Yは 、 互 い に 独 立 し て 、 O、 S、 =C(CH 3 ) 2 ま た は -(CH=CH)-で あ る 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー
ド す る 配 列 を 含 ん で な る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に DNA、 RNAま た は PNAま た は そ れ ら の 機
能 的 変 異 型 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 少 な く と も 1種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し か つ 細 胞
中 で 発 現 さ れ る 、 DNA-ま た は RNA-ベ ク タ ー 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ９ に 記 載 の ベ ク タ ー 分 子 を 含 有 す る 宿
主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も １ 種 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る 、 抗 体 、 特 に ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト ま
た は ヒ ト 化 抗 体 、 合 成 ま た は 組 換 え 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 適 当 な 生 物 を 放 出 体 で 免 疫 化 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 前 記 放 出 体 が ポ リ メ チ ン 色
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素 、 例 え ば 、 ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 イ ン ド ト リ カ ル ボ シ ア ニ ン 、 メ ロ
シ ア ニ ン 、 ス チ リ ル 、 ス ク ア リ リ ウ ム お よ び オ キ ソ ノ ー ル 色 素 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 製 造
方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 組 換 え ま た は 合 成 的 製 造 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ～ ７ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 in vivo 診 断 の た め の 診 断 剤 と し て の 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 放 出 体 結 合
性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 10に 記 載 の 宿 主
細 胞 ま た は 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 請 求
項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 10に 記 載 の 宿 主 細 胞 ま た は 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 因 子 を 、 必 要 に 応 じ て 他 の ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は 使 用
説 明 書 と 一 緒 に 、 共 通 ま た は 別 々 の 容 器 の 中 に 含 ん で な る 、 in vitro 診 断 の た め の 診 断
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る 、 試 料 中 に 含 有 さ れ る 物 質 の 定 量 的 in vitro 決 定 法 :
　 a)　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を
放 出 体 と 接 触 さ せ 、 こ こ で 複 合 体 の 放 出 体 と 放 出 体 結 合 性 ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 放 出 体
の ス ペ ク ト ル 発 光 特 性 を 変 化 さ せ 、 そ し て
　 b)　 放 出 体 の ス ペ ク ト ル 発 光 特 性 の 変 化 を 測 定 す る 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 下 記 の 工 程 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 16に 記 載 の 試 料 中 に 含 有 さ れ る 物 質 ま た は 試 料
中 に 含 有 さ れ る 抗 原 検 出 因 子 の 定 量 的 in vitro 決 定 法 :
　 d)　 放 出 体 の 放 出 特 性 の 測 定 さ れ た 変 化 に よ り 、 試 料 中 に 存 在 す る 物 質 を 定 量 す る 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 放 出 体 の 部 分 の ス ペ ク ト ル 放 出 特 性 の 変 化 が 偏 極 面 、 蛍 光 強 度 、 燐 光 、 特 に 燐 光 強 度 、
蛍 光 有 効 寿 命 、 お よ び 吸 収 最 大 お よ び /ま た は 蛍 光 最 大 の 深 色 シ フ ト の 変 化 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 16ま た は 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し て 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 Fabフ
ラ グ メ ン ト 、 scFvフ ラ グ メ ン ト 、 scTCR鎖 、 一 本 鎖 抗 体 お よ び そ れ ら の 混 合 物 を 試 料 と 接
触 さ せ る 、 請 求 項 16～ 18の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
配 列 を 含 ん で な る 、 請 求 項 16～ 19の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 放 出 体 結 合 性 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 50 nmよ り 小 さ く 、 好 ま し く は 10 nmよ
り 小 さ い 放 出 体 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 、 請 求 項 16～ 20の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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