
(57)【要約】
本明細書において、高親和性ドメイン交換結合分子のランダムまたは合理的設計のための
方法およびその使用法を提供する。同様に、そのような複数のドメイン交換結合分子を含
むライブラリーも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 有 す る 重 鎖 、 な ら び に 二 つ の 通 常 抗 原 結 合 部 位 お よ び 隣 接 し
て 配 置 さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 の 間 の 界 面 に よ っ て 形 成 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 非 通 常 結 合 部
位 を 含 む 多 価 結 合 表 面 を 含 む 、 単 離 さ れ た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 で あ っ て 、 2G12抗 体 で は
な い 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 糖 質 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 HIVに 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 CD20に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 有 す る 重 鎖 、 な ら び に 二 つ の 通 常 抗 原 結 合 部 位 お よ び 隣 接 し
て 配 置 さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 の 間 の 界 面 に よ っ て 形 成 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 非 通 常 結 合 部
位 を 含 む 多 価 結 合 表 面 を 含 む 、 天 然 に 存 在 し な い ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 抗 体 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 天 然 に 存 在 し な い ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 糖 質 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 6記 載 の 天 然 に 存 在 し な い ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子
。
【 請 求 項 ９ 】
　 HIVに 結 合 す る 、 請 求 項 6記 載 の 天 然 に 存 在 し な い ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 CD20に 結 合 す る 、 請 求 項 6記 載 の 天 然 に 存 在 し な い ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の 各 メ ン バ ー が 、 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 有 す る 重 鎖 、 な ら び に 二 つ の
通 常 抗 原 結 合 部 位 お よ び 隣 接 し て 配 置 さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 の 間 の 界 面 に よ っ て 形 成 さ れ た
少 な く と も 一 つ の 非 通 常 結 合 部 位 を 含 む 多 価 結 合 表 面 を 含 む 、 複 数 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分
子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Fab領 域 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 6記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 感 染 症 ま た は 疾 患 を 検 出 す る 方 法 ：
（ a） 感 染 症 ま た は 疾 患 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 被 験 者 か ら の 試 料 を 、 試 料 中 の 分 子 を ド
メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に 結 合 さ せ る た め に 適 当 な 条 件 で 十 分 な 時 間 、 請 求 項 1ま た は 6記 載 の
ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 分 子 に 結 合 す れ ば 、 被 験 者 に 感 染 症 ま た は 疾 患 が 存 在 す る
こ と が 示 さ れ る 、 分 子 が 結 合 し た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 感 染 症 ま た は 疾 患 が HIV誘 導 疾 患 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 分 子 が HIV分 子 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 感 染 症 ま た は 疾 患 が 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 感 染 症 ま た は 疾 患 が 転 移 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 担 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 接 触 す る 段 階 が 遮 断 剤 の 存 在 下 で 行 わ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 接 触 す る 段 階 が 、 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た
抗 体 の 存 在 下 で 行 わ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が ハ プ テ ン に カ ッ プ リ ン グ さ れ て い る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 化 合 物 、 コ ロ イ ド 金 属 、 化 学 発
光 化 合 物 、 燐 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ の い ず れ か 一 つ に よ っ て
標 識 さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 1ま た は 6記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 糖 質 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が HIVに 結 合 す る 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が CD20に 結 合 す る 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 1ま た は 6記 載 の 少 な く と も 一 つ の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 含 む 、 試 料 中 の 抗 原 の
有 無 を 決 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 他 に 、 個 別 包 装 さ れ た 試 薬 と し て 抗 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 29
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 1ま た は 6記 載 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 治 療 的 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 し て 、 そ れ
に よ っ て 被 験 者 に 対 し て 受 動 免 疫 を 提 供 す る 、 感 染 症 ま た は 疾 患 を 有 す る ま た は そ れ ら の
リ ス ク を 有 す る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 感 染 症 ま た は 疾 患 が そ の 表 面 上 に 反 復 単 位 を 有 す る 病 原 体 ま た は 物 質 に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 糖 質 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が HIVに 結 合 す る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が CD20に 結 合 す る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
助 成 金 情 報
　 本 発 明 は 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 か ら 、 助 成 金 番 号 GM46192号 お よ び AI33292号 に よ り 助 成
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を 受 け て 行 っ た 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 保 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 免 疫 学 の 分 野 、 特 に 特 有 の 結 合 特 性 を 有 す る ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 糖 質 は 、 莢 膜 多 糖 類 と し て 、 ま た は 脂 質 と 結 合 し た 場 合 に は リ ポ 多 糖 類 の い ず れ か と し
て 細 菌 細 胞 エ ン ベ ロ ー プ の 表 面 に 存 在 す る 。 こ れ ら の 表 面 多 糖 類 は 、 細 菌 ビ ル レ ン ス 因 子
と し て 作 用 す る 様 々 な 細 菌 科 の 中 で も 血 清 群 お よ び 血 清 型 分 類 の 基 礎 と な り 得 、 感 染 時 に
宿 主 免 疫 の 主 要 な 標 的 と な る 。 微 生 物 病 原 体 に 対 す る 保 護 免 疫 応 答 は 、 そ の 細 胞 表 面 に 存
在 す る 多 糖 類 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 糖 質 抗 体 に し ば し ば 基 づ い て い る 。 多 く の 細 菌 多 糖 類
が 免 疫 原 性 で あ る こ と か ら 、 抗 菌 ワ ク チ ン 接 種 に 多 糖 類 を 利 用 す る 可 能 性 は 、 ま す ま す 科
学 者 の 関 心 が 高 ま り つ つ あ る 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 に 関 連 し た 宿 主 細 胞 に お け る グ リ コ シ ル 化 の 変 化 が 報 告 さ れ て い る （ Ray
ら （ 1978） 、 Virology 88： 118； Kumarasamyら （ 1985） 、 Arch. Biochem. Biphys. 236：
593） 。 腫 瘍 形 成 の 場 合 と 同 様 に 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ま た は HIVに よ っ て 誘 導 さ れ る 異
常 な グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 、 当 初 の 宿 主 細 胞 に は 存 在 し な い 新 規 の 抗 原 が 形 成 さ れ る （ An
drewsら （ 1989） 、 J. Exp. Med. 169： 1347； Adachiら （ 1988） 、 J. Exp. Med. 167： 323
） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 同 様 に 、 免 疫 に 基 づ く 戦 略 を 用 い て 、 癌 細 胞 表 面 に 示 さ れ た 特 異 的 糖 質 抗 原 に 対 し て 免
疫 系 を 動 員 で き る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 増 え つ つ あ る 。 細 胞 表 面 糖 質 抗 原 の 発 現 レ ベ ル は
し ば し ば 、 腫 瘍 形 成 性 の 形 質 転 換 の 際 に 有 意 に 増 加 し 、 場 合 に よ っ て は 特 定 の 抗 原 の 発 現
は 形 質 転 換 状 態 に 主 に 関 連 す る よ う に 思 わ れ る 。 こ の よ う に 、 糖 質 特 異 的 抗 体 は 、 特 定 の
型 の 癌 の 治 療 に 対 す る 標 的 化 免 疫 治 療 ア プ ロ ー チ の み な ら ず 、 免 疫 に お い て 用 い ら れ る 糖
質 含 有 抗 原 を 同 定 す る 可 能 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う に 、 反 復 単 位 を 含 む 複 雑 な 抗 原 、 例 え ば 糖 質 に 結 合 す る 免 疫 治 療 物 質 を 同 定 す
る 戦 略 が 望 ま し い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 表 面 上 に 整 列 し た 抗 原 、 お よ び 典 型 的 に 糖 質 の よ う な 反 復 単 位 を 有 す る 抗 原
に 関 し て 親 和 性 の 増 加 お よ び 結 合 力 の 増 大 を 有 す る 特 有 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 構 造 を
精 液 中 に 発 見 し た こ と に 基 づ く 。 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 特 有 の 構 造 お よ び 結
合 特 徴 を 有 し 、 こ れ ま で 得 ら れ て い な い 親 和 性 で 異 な る タ イ プ の 抗 原 に 対 し て 結 合 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 可 変 領 域 お よ び 選 択 的 に 定 常 領 域 を 有 す る 重 鎖 、 な ら び に 二 つ の 通 常 抗 原 結
合 部 位 お よ び 隣 接 し て 配 置 さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 の 間 の 界 面 に よ っ て 形 成 さ れ る 少 な く と も
一 つ の 非 通 常 結 合 部 位 を 含 む 多 価 結 合 表 面 を 含 む ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 提 供 す る ； 但 し
、 分 子 は 通 常 の 2G12抗 体 で は な い 。 特 定 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 構 造 的 コ ン フ ォ メ ー シ
ョ ン に 応 じ て 、 通 常 部 位 、 非 通 常 部 位 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 、 特 定 の 抗 原 に 結 合
す る た め に 利 用 し て も よ い 。 本 発 明 の 分 子 に は ま た 、 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 有 す る 重
鎖 、 な ら び に 二 つ の 通 常 抗 原 結 合 部 位 お よ び 隣 接 し て 配 置 さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 の 間 の 界 面
に よ っ て 形 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 非 通 常 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 多 価 結 合 表 面 を 含 む 、 天
然 に 存 在 し な い （ 例 え ば 、 合 成 ） ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 糖 質 の よ う な 反 復 単 位 ま た は エ ピ ト ー プ に 対 し て 親 和
性 を 有 す る ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 に よ っ て 、 無 作 為 に
生 成 さ れ る 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る そ
の よ う な 分 子 が 産 生 さ れ る 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 、 抗 体 結 合 部 位 を 、 例 え ば
、 本 明 細 書 に 記 述 の 2G12抗 体 と 類 似 の 少 な く と も V L -V H -V H -V L の 枠 組 み を 維 持 し な が ら 、
異 な る 抗 原 特 異 性 を 有 す る 複 数 の 結 合 分 子 を 提 供 す る よ う に 無 作 為 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 産 生 は 、 例 え ば 、 抗 HIVま
た は 抗 CD20抗 体 の よ う な 、 既 存 の 通 常 の 抗 体 構 造 の 合 理 的 設 計 に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 外 皮 ま た は エ ン ベ ロ ー プ 、 細 菌 膜 等 の よ う に
、 そ の 表 面 上 に 反 復 単 位 を 含 む 病 原 体 ま た は 物 質 に よ る 感 染 症 ま た は 疾 患 を 有 す る 、 ま た
は そ の リ ス ク を 有 す る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 病
原 体 ま た は 物 質 に 結 合 す る 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 治 療 的 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与
し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に 受 動 免 疫 を 提 供 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 そ の よ
う な 方 法 は 、 被 験 者 が 病 原 体 も し く は 物 質 に 感 染 す る よ う に な り う る 可 能 性 を 減 少 さ せ る
予 防 薬 と し て 、 ま た は 病 原 体 も し く は 物 質 に 感 染 し た 被 験 者 の 治 療 と し て 有 用 と な り う る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 通 常 抗 体 よ り む し ろ 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分
子 を 利 用 す る 診 断 ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 通 常 光 対 が 典 型 的 に
利 用 さ れ る 任 意 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 と な り う る が 、 本 発 明 の 結 合 分 子 は 、 通 常 抗 体 と 比 較
し て 特 定 の 抗 原 に 対 す る 感 受 性 の 増 加 を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 の 結 合 分 子 は 、 イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 の 場 合 と 同 様 に 通 常 抗 体 と 併 用 し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 表 1は 結 晶 学 デ ー タ の 概 要 を 提 供 す る 。 非 リ ガ ン ド 結 合 Fabお よ び 二 糖 Manα 1-2Manに 結
合 し た Fabは 軽 度 の 異 方 性 回 折 を 示 す が 、 オ リ ゴ 糖 Man 9 GlcNAc 2 に 結 合 し た Fab 2G12の 結 晶
は 、 強 い 異 方 法 性 回 折 を 示 す 。 こ の 特 性 は 、 各 結 晶 の 全 体 的 な 異 方 性 B-値 に 反 映 さ れ る 。
し か し 、 電 子 密 度 マ ッ プ は 明 ら か に 解 釈 可 能 で あ る 。 定 常 ド メ イ ン は 一 般 的 に 、 可 変 ド メ
イ ン と 比 較 し て よ り 高 い B値 を 有 す る 。 a 括 弧 内 の 数 値 は 、 最 高 の 分 解 能 シ ェ ル に 関 す る
。 b 全 て の Wilson B値 は 4.0Å か ら そ の デ ー タ セ ッ ト の 最 高 の 分 解 能 ま で 計 算 す る 。 c PRO
CHECK（ 73） を 用 い て 計 算 し た 。 d γ タ ー ン に 存 在 す る が PROCHECKに よ っ て ア ウ ト ラ イ ア
ー と し て 示 さ れ る 非 対 称 単 位 の 双 方 の Fab分 子 の 残 基 L51を 含 め る 。 PROCHECKに よ っ て 却 下
さ れ た と 指 定 さ れ た 他 の 残 基 は 、 対 応 す る 電 子 密 度 に 良 好 に 適 合 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 表 2は Fab 2G12変 異 体 の 相 対 的 な 見 か け の 結 合 親 和 性 を 示 す 。 結 果 を 野 生 型 Fab 2G12結
合 （ 100％ ） と 比 較 し て 示 す 。 V H /V H '界 面 、 一 次 結 合 部 位 、 ま た は 二 次 （ V H /V H '界 面 ） 結
合 部 位 で 起 こ る 変 異 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の 非 通 常 結 合 部 位 を 提 供 す る た め に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 重
鎖 可 変 領 域 と 咬 み 合 う ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 精 液 中 で 発 見 し た こ と に 基 づ い て い る 。 重
鎖 V H は 、 第 一 の V H 領 域 が 反 対 の V L 、 な ら び に 選 択 的 に C H 1 お よ び C L と 相 互 作 用 す る よ う に
、 第 二 の V H 領 域 と 交 換 （ ド メ イ ン 交 換 (ス ワ ッ プ (swap))ま た は 交 換 (exchange)） す る 。 こ
の 配 置 は 、 二 つ の 絡 み 合 っ た 平 行 に 並 ん だ 領 域 か ら 形 成 さ れ 、 二 つ の 通 常 の 抗 原 結 合 部 位
、 お よ び 第 三 ま た は 第 四 の 結 合 領 域 と し て 作 用 し う る V H -V H 界 面 か ら 形 成 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の 非 通 常 部 位 か ら な る 多 価 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 V H -V H 界 面 が 一 つ ま た は 二 つ の 抗
原 結 合 部 位 を 提 供 し て 、 通 常 の 結 合 部 位 は 抗 原 に 結 合 し な い と い う こ と が 起 こ り う る 。 本
発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 一 つ の 説 明 的 な 例 に は 、 完 全 な Fab領 域 を 含 む V L -V H -V H -V L
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が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の そ の よ う な ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 反 復 単 位 を 有 す る 抗 原 、 例 え ば 糖 質 を 含
む 、 最 大 の 一 価 結 合 が 他 の 抗 原 と 同 様 に し ば し ば マ イ ク ロ モ ル 範 囲 に 過 ぎ な い 、 弱 い ま た
は 不 良 な 抗 原 に 関 連 す る 親 和 性 を 増 強 し た 。 結 合 部 位 の そ の よ う な 群 分 け に よ っ て 、 ウ イ
ル ス 外 皮 、 細 菌 膜 、 腫 瘍 細 胞 、 ま た は 何 ら か の 人 工 的 な ア レ イ の よ う な 表 面 上 に 配 列 さ れ
た 抗 原 に 関 し て よ り 大 き い 結 合 力 が 得 ら れ る で あ ろ う 。 次 に 、 複 合 結 合 表 面 は 、 抗 原 の 結
合 に 関 し て 新 規 特 性 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 本 明 細 書 に 記 述 の 2G12抗 HIV-1抗 体 は 、 ド メ
イ ン 交 換 結 合 分 子 の 例 と し て 単 に 示 さ れ る 。 2G12の 結 晶 構 造 は 、 こ の 分 子 が 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の V H お よ び エ ル ボ ー 領 域 に お け る 約 4個 の 残 基 を 置 換 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た こ と を
示 し た 。 し か し 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に は 、 本 明 細 書 に 記 述 の V L -V H -V H -V L 分
子 が 得 ら れ る 構 造 的 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 提 供 す る た め に 、 1個 と い う 少 な い ア ミ ノ 酸 残
基 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 以 下 に は い く つ か の 関 連 す る 定 義 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 ： そ の ペ プ チ ド 結 合 で の ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 消 化 （ 加 水 分 解 ） に よ っ て
形 成 さ れ る ア ミ ノ 酸 。 本 明 細 書 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 好 ま し く は 「 L」 異 性 体 で あ る
。 し か し 、 望 ま し い 機 能 的 特 性 が ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 保 持 さ れ る 限 り 、 「 D」 異 性 体 の
残 基 を 任 意 の L-ア ミ ノ 酸 残 基 の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。 NH2は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 末 端 に 存 在 す る 遊 離 の ア ミ ノ 基 を 指 す 。 COOHは 、 ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 に 存
在 す る 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 指 す 。 標 準 的 な ポ リ ペ プ チ ド の 命 名 法 （ J. Biol. Chem. 2
43： 3552～ 59（ 1969） に 記 述 さ れ 、 米 国 特 許 法 施 行 規 則 1.822条 (b)(2)項 で 採 択 さ れ た ）
に 従 っ て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 略 語 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
対 応 表 ：
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 お い て 式 に よ っ て 示 さ れ る 全 て の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 は 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ
キ シ 末 端 へ の 通 常 の 方 向 で 左 か ら 右 の 方 向 を 有 す る 。 さ ら に 、 「 ア ミ ノ 酸 残 基 」 と い う 句
は 、 対 応 表 に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 、 な ら び に 米 国 特 許 法 施 行 規 則 1.822条 (b)(4)項 に 記 載
の お よ び 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ア ミ ノ 酸 の よ う な 改 変 お よ び 非 通 常 ア ミ ノ
酸 が 含 ま れ る よ う に 広 く 定 義 さ れ る 。 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 の 開 始 ま た は 末 端 で の 破
線 は 、 一 つ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の さ ら な る 配 列 に 対 す る ペ プ チ ド 結 合 、 ま た は NH

2 も し く は ア セ チ ル の よ う な ア ミ ノ 末 端 基 、 ま た は COOHの よ う な カ ル ボ キ シ 末 端 基 に 対 す
る 共 有 結 合 を 示 し て い る こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 組 換 え 型 DNA（ rDNA） 分 子 ： 二 つ の DNAセ グ メ ン ト を 機 能 的 に 連 結 す る こ と に よ っ て 産 生
さ れ た DNA分 子 。 こ の よ う に 、 組 換 え 型 DNA分 子 は 、 共 に 天 然 に お い て 通 常 認 め ら れ な い 少
な く と も 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド DNA分 子 で あ る 。 共 通 の 生 物 学 的 起
源 を 有 し な い 、 す な わ ち 進 化 的 に 異 な る rDNAは 「 異 種 」 で あ る と 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ベ ク タ ー ： 細 胞 に お い て 自 己 複 製 す る こ と が で き 、 そ れ に 対 し て DNAセ グ メ ン ト 、 例 え
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ば 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 結 合 し た セ グ メ ン ト の 複 製 を 生 じ る よ う に 機 能 的 に
連 結 す る こ と が で き る rDNA分 子 。 一 つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発
現 を 誘 導 す る こ と が で き る ベ ク タ ー は 、 本 明 細 書 に お い て 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と 呼 ば れ る 。
特 に 重 要 な ベ ク タ ー は 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 産 生 さ れ た mRNAか ら cDNA（ 相 補 的 DNA） の ク
ロ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） は 一 般 的 に 、
プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む ま た は コ ー ド す る が 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 ポ リ A認 識 配 列 、 お よ び リ ボ ソ ー ム 認 識 部 位 、 ま た は 内 部 リ ボ ソ ー ム 認 識 配 列
、 ま た は 組 織 特 異 的 と な り う る エ ン ハ ン サ ー の よ う な 他 の 調 節 エ レ メ ン ト の 、 構 成 的 、 ま
た は 望 ま し け れ ば 誘 導 型 、 組 織 特 異 的 、 も し く は 発 達 段 階 特 異 的 発 現 を 提 供 す る こ と が で
き る 。 ベ ク タ ー は ま た 、 望 ま し け れ ば 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 宿 主 系 に お け る 複 製 に と っ
て 必 要 な エ レ メ ン ト を 含 ん で も よ い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス 、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 こ れ ら は 周 知 で あ り 、 購 入 す る こ と が 可 能 で あ り
（ Promega、 マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ； Stratagene、 ラ ホ ヤ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ； G
IBCO/BRL、 ガ イ サ ー ス バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） ま た は 当 業 者 が 構 築 す る こ と が で き る （
例 え ば 、 そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Meth. Enzymol. 185、 Goeddel
編 （ Academic Press, Inc.、 1990） ； Jolly、 Canc. Gene Ther. 1： 51～ 64、 1994； Flott
e、 J. Bioenerg. Biomemb. 25： 37 42、 1993； Kirshenbaumら 、 J. Clin. Invest. 92： 38
1～ 387、 1993を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 単 離 さ れ た ： 単 離 さ れ た と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 天 然 の 状 態 か ら 「 人 の 手 に よ
っ て 」 変 化 し た こ と を 指 す た め に 用 い ら れ る 。 「 単 離 さ れ た 」 組 成 物 ま た は 物 質 が 天 然 に
存 在 す る 場 合 、 こ れ は そ の 当 初 の 環 境 か ら 変 化 ま た は 除 去 さ れ て い る 、 ま た は そ の 双 方 で
あ る 。 例 え ば 、 生 き て い る 動 物 に 本 来 存 在 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、
「 単 離 さ れ て い な い 」 が 、 そ の 天 然 の 状 態 で 共 存 す る 材 料 か ら 分 離 さ れ た 同 じ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 単 離 さ れ て い る 」
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 抗 体 ： 抗 体 と い う 用 語 は そ の 様 々 な 文 法 的 変 化 系 に お い て 、 本 明 細 書 に お い て 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 活 性 部 分 、 す な わ ち 抗 体 結 合 部 位 ま た は
パ ラ ト ー プ を 含 む 分 子 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。 例 と し て の 抗 体 分 子 は 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 、 実 質 的 に 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 な ら び に 当 技 術 分 野 に お い て Fab、 Fab
'、 F(ab')2お よ び F(v)と し て 知 ら れ て い る そ の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 一 部 で あ
る 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 天 然 に 存 在 す る 抗 体 、 な ら び に 例 え ば 一 本 鎖 抗 体 、 キ メ ラ
、 二 元 機 能 お よ び ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 天 然 に 存 在 し な い 抗 体 、 な ら び に そ れ ら の 抗 原 結 合 断
片 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 天 然 に 存 在 し な い 抗 体 は 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 用 い て 構 築 す る
こ と が で き る 、 組 換 え に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 、 ま た は 例 え ば 可 変 重 鎖 お よ び 可 変
軽 鎖 か ら な る 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き
る （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Huseら 、 Science 246： 1275～ 1281（ 1989）
を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば キ メ ラ 、 ヒ ト 化 、 CDR移 植 、 一 本 鎖 、 お よ び 二 元 機 能 抗 体 を 作
製 す る こ れ ら お よ び 他 の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る （ Winter and Harris、 Immunol. To
day 14： 243～ 246、 1993； Wardら 、 Nature 341： 544～ 546、 1989； Harlow and Lane、 「 A
ntibodies： A Laboratory Manual」 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 1988； Hil
yardら 、 「 Protein Engineering： A Practical Approach」 （ IRL Press 1992） ； Borrabe
ck、 「 Antibody Engineering」 、 第 二 版 （ Oxford University Press 1995） ； そ の そ れ ぞ
れ が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に は 、 一 本 鎖 分 子 と 共 に 、 定 常 領 域 を 含 ま な い 分 子 、 例
え ば 二 量 体 ド メ イ ン を 含 む ま た は 含 ま な い V L -V H -V H -V L 分 子 が 含 ま れ る 。 こ の よ う に 、 本
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発 明 の 最 小 の 構 造 は 、 定 常 領 域 を 含 ま な い V L -V H -V H -V L 構 造 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 抗 体 結 合 部 位 ： 通 常 の 抗 体 に お け る 抗 体 結 合 部 位 は 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る （ 免 疫 反
応 す る ） 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 お よ び 高 度 可 変 領 域 を 含 む 抗 体 分 子 の そ の 構 造 的 部 分 で あ る
。 そ の 様 々 な 変 化 形 で の 免 疫 反 応 す る と い う 用 語 は 、 抗 原 性 決 定 領 域 を 含 む 分 子 と 、 抗 体
分 子 全 体 ま た は そ の 一 部 の よ う な 抗 体 結 合 部 位 を 含 む 分 子 と の 特 異 的 結 合 を 意 味 す る 。 後
に 考 察 す る よ う に 、 抗 体 結 合 部 位 は ま た 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に お け る V H -V H
界 面 に よ っ て 形 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 HIV誘 導 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 HIVに よ っ て 直 接 ま た は 間 接 的 に 引 き 起 こ さ れ る 任 意 の
疾 患 を 意 味 す る 。 HIV誘 導 疾 患 の 例 は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） お よ び HIV感 染 症 に
よ っ て 引 き 起 こ さ れ る AIDSに 一 般 的 に 関 連 し た 多 数 の 任 意 の 病 態 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 通 常 の 結 合 部 位 」 ま た は 「 領 域 」 と い う 用 語 は 、 エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 に 対 す る 結 合
の 特 異 性 を 提 供 す る た め に 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 「 可 変 」 領 域 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 上
の 従 来 の Fab領 域 を 指 す 。 標 準 的 な 「 Y」 型 の 抗 体 分 子 は 、 二 つ の 抗 体 結 合 部 位 を 有 す る 二
つ の 領 域 を 含 み 、 本 明 細 書 に お い て 「 通 常 の 」 結 合 部 位 と 呼 ば れ る 。 本 発 明 の 最 小 結 合 分
子 は 、 構 造 に 少 な く と も V L -V H -V H -V L が 含 ま れ る 限 り 、 無 傷 の Fabを 必 要 と し な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 非 通 常 結 合 部 位 」 も し く は 「 領 域 」 、 ま た は 「 非 通 常 結 合 部 位 」 も し く は 「 領 域 」 は
、 新 規 結 合 部 位 ま た は 領 域 を 形 成 す る 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の Fabの 可 変 ド メ イ ン の
交 換 ま た は 交 換 さ れ た 重 鎖 領 域 を 指 す 。 こ の 領 域 は ま た 、 本 明 細 書 に お い て V H -V H 界 面 と
も 呼 ば れ る 。 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 通 常 お よ び 非 通 常 結 合 部 位 ま た は 領 域 、
お よ び V L -V H -V H -V L の 最 小 構 造 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 保 存 的 変 化 」 と い う 用 語 は 、 一 つ の ア ミ ノ 酸 残
基 が も う 一 つ の 生 物 学 的 に 類 似 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る こ と を 指 す 。 保 存 的 変 化 の 例 に
は 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 も し く は メ チ オ ニ ン の よ う な 一 つ の 疎 水 性 残 基 を
も う 一 つ の 疎 水 性 残 基 に 置 換 す る こ と 、 ま た は ア ル ギ ニ ン を リ ジ ン に 、 グ ル タ ミ ン 酸 を ア
ス パ ラ ギ ン 酸 に 、 も し く は グ ル タ ミ ン を ア ス パ ラ ギ ン に 置 換 す る よ う な 、 一 つ の 極 性 残 基
を も う 一 つ の 極 性 残 基 に 置 換 す る こ と 等 が 含 ま れ る 。 「 保 存 的 変 化 」 と い う 用 語 に は ま た
、 置 換 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 抗 体 が HIVを 中 和 す る 限 り 、 非 置 換 親 ア ミ ノ 酸 の 代 わ
り に 置 換 ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が 含 ま れ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 は
、 上 記 の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び こ
れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る 。 相 補 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の 治 療 法 を 実 践 す る た め に 有 用 な 治 療 組 成 物 を 企 図 す る 。 本
発 明 の 治 療 組 成 物 は 、 活 性 成 分 と し て そ の 中 に 溶 解 ま た は 分 散 さ れ た 本 明 細 書 に 記 述 の ド
メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 少 な く と も 一 つ の 種 と 共 に 生 理 的 に 認 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 組 成 物 、 担 体 、 希 釈 剤 お よ び 試 薬 を 指 す 場 合 の 「
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 」 、 「 生 理 的 に 認 容 さ れ る 」 と い う 用 語 お よ び そ の 文 法 的 変 化 形 は 互
換 的 に 用 い ら れ 、 そ の 材 料 が 、 悪 心 、 め ま い 、 急 性 の 胃 蠕 動 等 の よ う な 望 ま し く な い 生 理
的 作 用 を 生 じ る こ と な く ヒ ト の よ う な 被 験 者 に 投 与 す る こ と が で き る こ と を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 活 性 成 分 を 溶 解 ま た は 分 散 さ せ て 含 む 薬 学 的 組 成 物 の 調 製 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
典 型 的 に 、 そ の よ う な 組 成 物 は 、 液 体 溶 液 、 懸 濁 液 、 水 溶 液 ま た は 非 水 溶 液 の い ず れ か と
し て 滅 菌 注 射 剤 と し て 調 製 さ れ る が 、 使 用 前 に 液 体 と す る た め に 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て
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適 し た 固 体 も 同 様 に 調 製 す る こ と が で き る 。 調 製 物 は ま た 乳 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 活 性 成 分 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 、 活 性 成 分 と 適 合 性 で あ っ て 、 本 明 細 書 に 記 述 の 治 療 法
に お い て 用 い る た め に 適 し た 量 で あ る 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と が で き る 。 適 し た 賦 形 剤 は 例
え ば 、 水 、 生 理 食 塩 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 等 お よ び そ の 混 合 物
で あ る 。 さ ら に 、 望 ま し け れ ば 、 組 成 物 は 、 活 性 成 分 の 有 効 性 を 増 強 す る 湿 潤 剤 ま た は 乳
化 剤 、 pH緩 衝 剤 等 の よ う な 少 量 の 補 助 物 質 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 治 療 組 成 物 に は 、 そ の 成 分 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 が 含 ま れ う る 。 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 塩 に は 、 例 え ば 塩 酸 も し く は 燐 酸 の よ う な 無 機 酸 、 ま た は 酢 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ
ル 酸 等 の よ う な 有 機 酸 に よ っ て 形 成 さ れ る 酸 付 加 塩 （ ポ リ ペ プ チ ド の 遊 離 の ア ミ ノ 基 に よ
っ て 形 成 さ れ る ） が 含 ま れ る 。 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 に よ っ て 形 成 さ れ る 塩 も 同 様 に 、 例
え ば ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ま た は 水 酸 化 第 二 鉄 の よ う な 無
機 塩 基 、 お よ び イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ
ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン 等 の よ う な 有 機 塩 基 に 由 来 し う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 液 体 担 体 の 例 は 、 活 性 成 分 お よ び
水 の 他 に 材 料 を 含 ま な い 、 ま た は 生 理 的 pHで 燐 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 緩 衝 液 、 生 理 食 塩 液
、 ま た は 燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 の よ う な 両 者 を 含 む 滅 菌 水 溶 液 で あ る 。 な お さ ら に 、 水 性 担
体 は 、 一 つ よ り 多 い 緩 衝 塩 の み な ら ず 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び カ リ ウ ム 、 デ キ ス ト ロ ー ス
、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 他 の 溶 質 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 液 体 組 成 物 は ま た 、 水 の 他 、 水 を 除 く 液 相 を 含 み う る 。 そ の よ う な さ ら な る 液 相 の 例 は
、 グ リ セ リ ン 、 綿 実 油 の よ う な 植 物 油 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル の よ う な 有 機 エ ス テ ル 、 お よ び
油 中 水 型 乳 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 受 動 免 疫 治 療 法 を 実 践 す る た め の 代 表 的 な 被 験 者 は 、 AIDS、 ま た は HIV感 染 症 に よ っ て
引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ る 関 連 疾 患 を 含 む HIV誘 導 疾 患 の 症 状 を 示 す 任 意 の ヒ ト 、 お よ
び HIV感 染 の リ ス ク を 有 す る ヒ ト で あ る 。 HIV感 染 の リ ス ク を 有 す る 人 に は 、 HIV感 染 し た
妊 娠 し た 母 親 の 赤 ん 坊 、 HIVを 含 む こ と が わ か っ て い る 輸 血 の レ シ ピ エ ン ト 、 HIV汚 染 針 の
使 用 者 、 既 知 の HIV感 染 者 と の 高 リ ス ク 性 的 活 動 お よ び 同 様 の リ ス ク 状 況 に 関 与 し た 人 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ヒ ト の よ う な 霊 長 類 の 他 に 、 多 様 な 他 の 哺 乳 類 を 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 治 療 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト 、 ま た は
他 の ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 齧 歯 類 も し く は マ ウ ス 種 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ な い 哺 乳 類 を 治 療 す る こ と が で き る 。 方 法 は ま た 、 鳥 類 （ 例 え ば 、 ニ ワ ト リ ） の よ
う な 他 の 種 に お い て 実 践 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 用 量 は 、 ど の よ う に 複 雑 な 場 合 で も 個 々 の 医 師 に よ っ て 調 節 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 治 療 的 有 効 量 は 、 典 型 的 に 、 生 理 的 に
認 容 さ れ る 組 成 物 に お い て 投 与 し た 場 合 に 、 血 漿 濃 度 約 0.1μ g/ml～ 約 100 μ g/ml、 好 ま
し く は 約 1μ g/ml～ 約 5μ g/ml、 お よ び 通 常 約 5μ g/mlが 得 ら れ る た め に 十 分 な 量 の ド メ イ
ン 交 換 結 合 分 子 で あ る 。 言 い 換 え れ ば 、 用 量 は 、 毎 日 、 1日 ま た は 数 日 間 の 1回 ま た は 複 数
回 の 投 与 に お い て 約 0.1 mg/kg～ 約 300 mg/kg、 好 ま し く は 約 0.2 mg/kg～ 約 200 mg/kg、 最
も 好 ま し く は 約 0.5 mg/kg～ 約 20 mg/kgま で 変 化 し う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 注 射 に よ っ て ま た は 時 間 を か け て 徐 々 に 注 入 す る こ
と に よ っ て 非 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は
、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 腔 内 、 経 皮 投 与 す る こ と が で き 、 例 え ば 蠕 動 的 手 段 に
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よ っ て 輸 送 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 治 療 組 成 物 は 通 常 、 静 脈 内 投 与 す る 、 ま た は 例 え ば 単 位 用 量 の 注 射 に よ っ て 投
与 す る 。 本 発 明 の 治 療 組 成 物 に 関 し て 用 い る 場 合 の 「 単 位 用 量 」 と い う 用 語 は 、 各 単 位 が
必 要 な 希 釈 剤 、 す な わ ち 担 体 ま た は 溶 媒 に 関 連 し て 所 望 の 治 療 効 果 を 生 じ る よ う に 計 算 さ
れ た 活 性 材 料 の 規 定 量 を 含 む 、 被 験 者 の 単 位 用 量 と し て 適 し た 物 理 的 に 個 別 の 単 位 を 指 す
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 治 療 組 成 物 は 、 非 毒 性 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 媒 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 投 与 単 位 剤 形 に お
い て 、 任 意 の 適 し た 手 段 、 例 え ば 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 ま た は 粉 剤 の 形 で 経 口 投 与
に よ っ て ； 舌 下 ； 口 腔 内 ； 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 髄 腔 内 、 ま た は 槽 内 注 射 ま た は 注 入 技
術 の よ う な 非 経 口 投 与 （ 例 え ば 滅 菌 注 射 用 水 溶 液 ま た は 非 水 溶 液 も し く は 懸 濁 液 と し て ）
； 吸 入 ス プ レ ー に よ る よ う な 鼻 腔 内 ； ク リ ー ム も し く は 軟 膏 の 形 の よ う な 局 所 ； ま た は 坐
剤 の 形 の よ う な 直 腸 内 投 与 に よ っ て 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 例 え ば 即 時 放 出
ま た は 徐 々 の 放 出 に 適 し た 剤 形 で 投 与 し て も よ い 。 即 時 放 出 ま た は 徐 々 の 放 出 は 、 本 発 明
の 化 合 物 を 含 む 適 し た 薬 学 的 組 成 物 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ま た は 特 に 徐 放 性 製 剤 の 場 合
、 皮 下 イ ン プ ラ ン ト も し く は 浸 透 圧 ポ ン プ の よ う な 装 置 を 用 い て 行 っ て も よ い 。 本 発 明 の
化 合 物 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム に よ っ て 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 組 成 物 は 、 投 与 製 剤 に 適 合 す る 方 法 で 、 治 療 的 有 効 量 で 投 与 さ れ る 。 投 与 さ れ る 量 は 治
療 さ れ る 被 験 者 、 被 験 者 の 系 が 活 性 成 分 を 利 用 す る 能 力 、 お よ び 望 ま し い 治 療 効 果 の 程 度
に 依 存 す る 。 投 与 に 必 要 な 活 性 成 分 の 正 確 な 量 は 、 医 師 の 判 断 に 委 ね ら れ 、 個 々 の 患 者 に
対 し て 特 異 的 で あ る 。 し か し 、 全 身 投 与 の 場 合 の 適 し た 用 量 範 囲 は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ 、
投 与 経 路 に 依 存 す る 。 適 し た 投 与 レ ジ メ も 同 様 に 変 更 可 能 で あ り 、 典 型 的 に 初 回 投 与 の 後
に 1時 間 ま た は そ れ よ り 多 い 間 隔 で そ の 後 の 注 射 ま た は 他 の 投 与 を 反 復 投 与 す る 。 ま た は
、 イ ン ビ ボ 治 療 に 関 し て 明 記 さ れ る 範 囲 に お い て 血 液 中 の 濃 度 を 維 持 す る た め に 十 分 な 持
続 的 静 脈 内 注 入 が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 含 む 医 薬 品 ま た は 薬 学 的 組 成 物 を 調 製
す る 方 法 に 関 す る 。 医 薬 品 は 、 抗 原 、 特 に 糖 質 の よ う な 反 復 単 位 を 有 す る 抗 原 に 対 し て 高
い 親 和 性 と 高 い 結 合 力 を 有 す る 結 合 分 子 を 有 す る こ と が 望 ま し い 、 感 染 症 ま た は 疾 患 、 例
え ば 腫 瘍 を 治 療 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 例 え ば 、 液 相 に お い て 利 用
で き る 、 ま た は 固 相 に 結 合 さ せ る こ と が で き る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お い て 用 い る た め に 適
し て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お け る ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 様 々 な
方 法 で 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 利 用 す る こ と
が で き る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の タ イ プ の 例 は 、 直 接 ま た は 間 接 法 の い ず れ か の 競 合 的 お よ び
非 競 合 的 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 で あ る 。 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 例 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ 法 （ RIA） お よ び サ ン ド イ ッ チ （ 免 疫 測 定 ） ア ッ セ イ 法 で あ る 。 本 発 明 の ド メ イ ン
交 換 結 合 分 子 を 用 い る 抗 原 の 検 出 は 、 生 理 的 試 料 に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 ア ッ セ イ 法 を 含 む
、 前 進 、 逆 、 ま た は 同 時 モ ー ド の い ず れ か で 行 わ れ る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 利 用 し て 行 う こ
と が で き る 。 当 業 者 は 、 過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 承
知 し て い る で あ ろ う 、 ま た は 容 易 に 気 付 く こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 免 疫 測 定 ア ッ セ イ 法 」 ま た は 「 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 」 と い う 用 語 に は 、 同
時 サ ン ド イ ッ チ 、 フ ォ ワ ー ド サ ン ド イ ッ チ 、 お よ び リ バ ー ス サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ
法 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 当 業 者 に よ っ て 十 分 に 理 解 さ れ る 。 当 業 者 は ま た 、 本 発 明
に 従 う ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 、 現 在 既 知 で あ る 、 ま た は 将 来 開 発 さ れ る 可 能 性 が あ る ア
ッ セ イ 法 の 他 の 変 化 形 お よ び 形 に お い て 有 用 で あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 こ れ ら は 、
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本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は 、 特 定 の 局 面 を ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 に
適 合 さ せ る こ と が で き る と い う 長 所 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 組 み 合
わ せ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 そ の 表 面 で 典 型 的 に 反 復 単 位 を 含 む 特 定 の 病 原 体 、 物 質 ま た は 分 子
に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ま た は 、 本 発 明 の 方
法 を ハ イ ス ル ー プ ッ ト フ ォ ー マ ッ ト に 適 合 さ せ る た め に 、 生 体 試 料 （ 例 え ば 、 試 験 細 胞 、
ま た は 試 験 細 胞 の 抽 出 物 ） を 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 ま た は ビ ー ズ の よ う な
固 相 支 持 体 上 で 、 位 置 特 定 可 能 な ア レ イ と な り う る ア レ イ に 整 列 さ せ る こ と が で き 、 細 胞
（ ま た は 抽 出 物 ） を 本 明 細 書 に 開 示 の 一 つ ま た は 複 数 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に 連 続 的 ま
た は 同 時 に 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 ア レ イ ま た は そ の 他 の 再 現 可 能 な パ タ ー ン で 整 列 さ
せ た 試 料 に ア ド レ ス （ す な わ ち 、 ア レ イ 上 の 位 置 ） を 割 付 す る こ と が で き 、 こ の よ う に 、
試 料 の 起 源 の 同 定 が 容 易 と な る 。 ア レ イ 、 特 に 位 置 特 定 可 能 な ア レ イ に 試 料 を 整 列 さ せ る
さ ら な る 長 所 は 、 様 々 な 時 間 で 一 つ ま た は 複 数 の 試 料 に 試 薬 を 付 加 ま た は 試 料 か ら 除 去 す
る た め に 、 ま た は 特 定 の 試 料 に 異 な る 試 薬 を 付 加 す る た め に 自 動 シ ス テ ム を 用 い る こ と が
で き る 点 で あ る 。 同 時 に 多 数 の 試 料 を 調 べ る 簡 便 性 の 他 に 、 そ の よ う な ハ イ ス ル ー プ ッ ト
ア ッ セ イ 法 は 、 単 一 の 試 料 を 1試 料 あ た り 2回 、 3回 、 ま た は そ れ 以 上 調 べ る 手 段 を 提 供 し
、 そ れ に よ っ て 得 ら れ た 結 果 の 信 頼 性 が 増 加 し て 、 お よ び 試 験 試 料 と 同 じ 条 件 で 対 照 試 料
を 試 験 す る 手 段 を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 異 な る ア ッ セ イ 法 か ら の 結 果 を 比 較 す る た め の 内
部 標 準 を 提 供 す る 。 都 合 の よ い こ と に 、 ア レ イ 上 の 位 置 で の 細 胞 ま た は 抽 出 物 を 、 二 つ ま
た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 （ 例 え ば 、 さ ら な る 抗 体 ） に 接 触 さ せ る こ と が で き
、 こ の 場 合 、 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 異 な る よ う に 標 識 す る か 、 ま た は 区 別 可 能 な 産 物 を
生 じ る 反 応 を 含 み 、 こ の よ う に 、 多 重 ア ッ セ イ 法 を 行 う 手 段 を 提 供 す る 。 そ の よ う な ア ッ
セ イ 法 に よ っ て 、 感 染 症 も し く は 疾 患 を 有 す る ま た は そ の リ ス ク を 有 す る 被 験 者 を 同 定 す
る た め に 、 そ の 表 面 に 反 復 単 位 を 含 む 一 つ ま た は 複 数 、 特 に 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 10個 、
15個 、 20個 ま た は そ れ 以 上 の 病 原 体 、 物 質 、 ま た は 分 子 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 当 業 者 に 既 知 の 多 く の 異 な る 標 識 お よ び 標 識 法 が 存 在 す る 。 本 発 明 に お い て 用 い る こ と
が で き る 標 識 の タ イ プ の 例 に は 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 化 合 物 、 コ ロ イ ド 金 属 、 化
学 発 光 化 合 物 、 燐 光 化 合 物 、 お よ び 生 体 発 光 化 合 物 が 含 ま れ る 。 当 業 者 は 、 ド メ イ ン 交 換
結 合 分 子 を 結 合 さ せ る た め に 他 の 適 し た 標 識 を 承 知 し て い る で あ ろ う 、 ま た は 普 通 の 実 験
を 用 い て そ の よ う な 標 識 を 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 同 様 に よ り 大 き い 感 度 が 得 ら
れ る 可 能 性 が あ る 別 の 技 術 は 、 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 低 分 子 量 ハ プ テ ン に 結 合 さ せ る こ
と か ら な る 。 こ れ ら の ハ プ テ ン は 第 二 の 反 応 に よ っ て 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 ア ビ ジ ン と 反 応 す る ビ オ チ ン 、 ま た は 特 異 的 抗 ハ プ テ ン 抗 体 と 反 応 し う る ジ ニ ト ロ
フ ェ ニ ル 、 プ リ ド キ サ ル 、 お よ び フ ル オ レ セ イ ン の よ う な ハ プ テ ン を 用 い る こ と は 一 般 的
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 異 な る 多 く の 担 体 に 結 合 す る こ と が で き 、 生 体 試 料 に お い て
抗 原 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 。 周 知 の 担 体 の 例 に は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、
ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 天 然 お よ び 改 変
セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス お よ び マ グ ネ タ イ ト が 含 ま れ る 。 担 体 の 性
質 は 本 発 明 の 目 的 に と っ て 可 溶 性 ま た は 不 溶 性 の い ず れ か と な り う る 。 当 業 者 は 、 ド メ イ
ン 交 換 結 合 分 子 を 結 合 さ せ る た め に 他 の 適 し た 担 体 を 承 知 し て い る で あ ろ う 、 ま た は 普 通
の 実 験 を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 生 体 試 料 は 、 任 意 の 体 液 、 例 え ば 血 液 、 尿 、 唾 液 、 粘 液 、 胃 液 、 培 養 細 胞 、 生 検 、 ま た
は 他 の 組 織 調 製 物 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 ） か ら 得 て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ア ッ セ イ 法 を 行 う 場 合 、 特 定 の 「 遮 断 剤 」 ま た は 「 遮 断 物 質 」 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 培
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地 に 含 め る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る （ 通 常 、 標 識 さ れ た 可 溶 性 抗 体 と 共 に 加 え る ） 。 「
遮 断 剤 」 ま た は 「 遮 断 物 質 」 は 、 実 験 試 料 中 に 存 在 す る 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 、 プ ロ テ ア ー
ゼ 、 ま た は 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る 抗 異 好 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 、 固 相 支 持 体 上 の 抗 体 ま
た は 放 射 性 標 識 指 標 抗 体 に ク ロ ス リ ン ク ま た は こ れ を 破 壊 し て 、 擬 陽 性 ま た は 擬 陰 性 結 果
を 生 じ る こ と が な い よ う に 添 加 さ れ る 。 し た が っ て 、 「 遮 断 剤 」 ま た は 「 遮 断 物 質 」 の 選
択 は 、 本 発 明 に 記 述 さ れ る ア ッ セ イ 法 の 特 異 性 を 実 質 的 に 増 大 さ せ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ア ッ セ イ 法 に お い て 用 い ら れ る 抗 体 と 同 じ ク ラ ス ま た は サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） の
多 く の 無 関 係 な （ す な わ ち 、 非 特 異 的 ） 抗 体 （ 例 え ば 、 IgG1、 IgG2a、 IgM等 ） を 、 「 遮 断
剤 」 ま た は 「 遮 断 物 質 」 と し て 用 い る こ と が で き る こ と が 判 明 し て い る 。 「 遮 断 剤 」 の 濃
度 （ 通 常 、 1～ 100μ g/ml） は 、 適 度 の 感 度 を 維 持 し な が ら 、 標 本 に お け る 相 互 に 存 在 す る
交 叉 反 応 性 タ ン パ ク 質 に よ っ て 如 何 な る 望 ま し く な い 干 渉 も 阻 害 す る た め に 重 要 で あ る か
も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 抗 原 を イ ン ビ ボ で 検 出 す る た め に ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 用 い る 場 合 、 検 出 可 能 に 標 識
し た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 診 断 的 に 有 効 な 用 量 で 投 与 す る 。 「 診 断 的 に 有 効 な 」 と い う
用 語 は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 量 が 、 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 特
異 的 で あ る 抗 原 を 有 す る 部 位 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 十 分 な 量 で 投 与 さ れ る こ と を 意 味
す る 。 投 与 さ れ る 検 出 可 能 に 標 識 し た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 濃 度 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
と 比 較 し て 抗 原 を 有 す る そ れ ら の 細 胞 に 対 す る 結 合 が 検 出 可 能 で あ る よ う に 十 分 で な け れ
ば な ら な い 。 さ ら に 、 検 出 可 能 に 標 識 し た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 最 善 の 標 的 対 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 比 を 生 じ る た め に 、 循 環 系 か ら 迅 速 に 消 失 さ れ な け れ ば な ら な い こ と
が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 原 則 的 に 、 イ ン ビ ボ 診 断 の た め に 検 出 可 能 に 標 識 し た ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 用 量 は 、
個 体 の 年 齢 、 性 別 、 お よ び 疾 患 の 程 度 の よ う な 要 因 に 応 じ て 変 化 す る で あ ろ う 。 ド メ イ ン
交 換 結 合 分 子 の 用 量 は 、 約 0.001 mg/m 2 ～ 約 500 mg/m 2 、 好 ま し く は 0.1 mg/m 2 ～ 約 200 mg/
m 2 、 最 も 好 ま し く は 約 0.1 mg/m 2 ～ 約 10 mg/m 2 ま で 変 化 し う る 。 そ の よ う な 用 量 は 、 例 え
ば 複 数 回 注 射 を 行 う か 否 か 、 腫 瘍 の 負 荷 、 お よ び 当 業 者 に 既 知 の 他 の 要 因 に 応 じ て 変 更 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 イ ン ビ ボ 診 断 造 影 に 関 し て 、 利 用 で き る 検 出 機 器 の タ イ プ は 、 所 定 の 放 射 性 同 位 元 素 を
選 択 す る 際 に 主 要 な 要 因 で あ る 。 選 択 し た 放 射 性 同 位 元 素 は 、 所 定 の タ イ プ の 機 器 に 関 し
て 検 出 可 能 で あ る タ イ プ の 崩 壊 を 有 し な け れ ば な ら な い 。 イ ン ビ ボ 診 断 の た め に 放 射 性 同
位 元 素 を 選 択 す る 場 合 の さ ら に も う 一 つ の 重 要 な 要 因 は 、 放 射 性 同 位 元 素 が 標 的 に よ る 最
大 の 取 り 込 み 時 間 で な お 検 出 可 能 で あ る よ う に 半 減 期 が 十 分 に 長 く な け れ ば な ら な い が 、
宿 主 に 関 し て 有 害 な 放 射 線 が 最 小 限 と な る よ う に 十 分 に 短 く な け れ ば な ら な い 点 で あ る 。
理 想 的 に は 、 イ ン ビ ボ 造 影 の た め に 用 い ら れ る 放 射 性 同 位 元 素 は 粒 子 の 放 出 を 欠 損 す る が
、 140～ 250 keV範 囲 で 多 数 の 光 子 を 産 生 し 、 こ れ を 通 常 の γ カ メ ラ に よ っ て 容 易 に 検 出 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 イ ン ビ ボ 診 断 の 場 合 、 放 射 性 同 位 元 素 を 、 中 間 官 能 基 を 用 い て 直 接 ま た は 間 接 的 に 免 疫
グ ロ ブ リ ン に 結 合 さ せ て も よ い 。 金 属 イ オ ン と し て 存 在 す る 放 射 性 同 位 元 素 を 免 疫 グ ロ ブ
リ ン に 結 合 す る た め に し ば し ば 用 い ら れ る 中 間 官 能 基 は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （
DTPA） お よ び エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） お よ び 類 似 の 分 子 の よ う な 二 元 機 能 キ レ ー
ト 剤 で あ る 。 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 金 属 イ オ ン の 典 型 的
な 例 は 、 1 1 1 In、 9 7 Ru、 6 7 Ga、 6 8 Ga、 7 2 As、 8 9 Zr、 お よ び 2 0 1 Tlで あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は ま た 、 イ ン ビ ボ 診 断 、 磁 気 共 鳴 画
像 （ MRI） ま た は 電 子 ス ピ ン 共 鳴 （ ESR） の 目 的 の た め に 常 磁 性 同 位 元 素 に よ っ て 標 識 す る
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こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 診 断 画 像 を 可 視 化 す る た め の 如 何 な る 通 常 の 方 法 も 利 用 す る こ
と が で き る 。 通 常 、 γ お よ び ポ ジ ト ロ ン 放 出 放 射 性 同 位 元 素 が 、 MRIの カ メ ラ 撮 像 お よ び
常 磁 性 同 位 元 素 の た め に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な 技 術 に お い て 特 に 有 用 な 元 素 に は 、 1 5 7 G
d、 5 5 Mn、 1 6 2 Dy、 5 2 Cr、 お よ び 5 6 Feが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 述 の 診 断 法 に 従 っ て 試 料 中 の 抗 原 、 例 え ば 病 原 体 、 細 菌 、
ウ イ ル ス 、 腫 瘍 の 有 無 を ア ッ セ イ す る た め の 診 断 系 、 好 ま し く は キ ッ ト の 形 の 診 断 シ ス テ
ム に つ い て 記 述 す る 。 診 断 シ ス テ ム に は 、 少 な く と も 一 つ の ア ッ セ イ を 行 う た め に 十 分 な
量 の 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 が 単 独 ま た は 従 来 の 抗 体 と 共 に 、 異
な る 包 装 試 薬 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 使 用 説 明 書 」 に は 典 型 的 に 、 混 合 さ れ る 試 薬 と 試 料 の 相 対 的 な 量 、 試 薬 ／ 試 料 混 合 の
た め の 期 間 の 維 持 、 温 度 、 緩 衝 剤 条 件 等 の よ う な 試 薬 濃 度 ま た は 少 な く と も 一 つ の ア ッ セ
イ 法 パ ラ メ ー タ を 記 述 す る 有 形 の 表 現 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 疾 患 が 確 立 さ れ て 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル が 開 始 さ れ る と 、 患 者 に お け る 発 現 レ ベ ル が 正 常
な 患 者 に お い て 認 め ら れ る 値 に 近 似 し 始 め る か 否 か を 評 価 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ア ッ セ イ 法 を 定 期 的 に 繰 り 返 し て も よ い 。 連 続 ア ッ セ イ 法 か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い
て 、 数 日 か ら 数 ヶ 月 間 に わ た っ て 治 療 効 果 を 示 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 癌 の 場 合 、 個 体 か ら の 生 検 組 織 に お い て 抗 原 ま た は 類 似 の 分 子 が 比 較 的 大 量 に 存 在 す れ
ば 、 疾 患 の 発 症 の 素 因 を 示 す 可 能 性 が あ り 、 ま た は 実 際 の 臨 床 症 状 の 出 現 前 に 疾 患 を 検 出
す る 手 段 を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の タ イ プ の よ り 明 確 な 診 断 に よ っ て 、 医 療 従 事 者 は
よ り 早 期 に 予 防 手 段 ま た は 積 極 的 な 治 療 を 用 い る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 症 ま た
は さ ら な る 進 行 を 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 産 生 す る 方 法 に つ い て 記 述 す る 。 方 法 は 一 般 的
に 、 多 様 な 起 源 か ら 産 生 さ れ う る 抗 体 分 子 の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と に 基 づ
き 、 こ れ に は 天 然 の ラ イ ブ ラ リ ー 、 改 変 ラ イ ブ ラ リ ー 、 お よ び 特 異 的 免 疫 応 答 を 示 す ヒ ト
ド ナ ー か ら 直 接 産 生 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー が 含 ま れ る 。 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー の 他 に 、 抗
体 を 産 生 す る 標 準 的 な 方 法 を 利 用 し て 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 の 鋳 型 を 提 供 す る こ
と が で き る 。 産 生 さ れ る と 、 当 業 者 に 既 知 の 変 異 誘 発 技 術 を 利 用 し て 、 例 え ば 対 象 抗 原 と
の 結 合 試 験 と 共 に 結 晶 構 造 決 定 ま た は 配 列 決 定 に よ っ て 、 抗 原 に 対 す る 高 親 和 性 結 合 を 提
供 す る 変 異 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 特 に 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 三 つ の 重 要 な 特 徴 を 有 す る こ と が 望 ま し い 。
第 一 に 、 V H -V H 界 面 を 安 定 化 さ せ て 、 こ れ に 好 都 合 と な る た め に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が
存 在 す る こ と が 重 要 で あ る 。 例 と し て 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る 2G12抗 体 に お い て 、 重
鎖 の 残 基 113位 の プ ロ リ ン は 、 V H -V H ド メ イ ン 交 換 を 促 進 す る た め に 重 要 で あ る よ う に 思 わ
れ る が 、 重 鎖 の 84位 の バ リ ン は 、 得 ら れ た V H -V H 界 面 を 安 定 化 す る た め に 重 要 で あ る よ う
に 思 わ れ る 。 さ ら に 、 2G12に お い て 、 重 鎖 の 19位 で の イ ソ ロ イ シ ン 、 重 鎖 の 57位 で の ア ル
ギ ニ ン 、 お よ び 重 鎖 の 77位 で の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン も 同 様 に 、 V H -V H 界 面 の 安 定 化 に 関 与 し
て い る よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 第 二 に 、 標 準 的 な ボ ー ル ＆ ソ ケ ッ ト 結 合 部 か ら 隣 接 す る Fabに 伸 展 す る 重 鎖 可 変 領 域 （ V

H ） と 重 鎖 定 常 領 域 （ C H ） の 間 の リ ン カ ー 領 域 は 、 例 え ば ド メ イ ン 交 換 を 提 供 し 、 V H -V H 界
面 の 下 の 分 子 を 「 ね じ れ 」 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 第 三 に 、 V H お よ び V L ド メ イ ン の 間 の 界 面 は 典 型 的 に 、 安 定 化 を 促 進 す る た め に 通 常 の 抗
体 に お い て 保 存 さ れ て い る 。 特 に 、 Gln L 3 8 お よ び Gln H 3 9 は 典 型 的 に 保 存 さ れ る （ そ れ ぞ れ
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、 94％ お よ び 97％ ） 。 こ れ ら の 残 基 が 変 化 ま た は 存 在 し な い 場 合 、 そ れ ら は V H お よ び V L 界
面 を 弱 め る が 、 こ れ は 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 に と っ て 望 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 の 教 示 お よ び 2G12に よ っ て 提 供 さ れ る 説 明 的 な 実 施 例 を 考 慮 す る と 、 当 業 者 は
、 本 発 明 に お い て 記 述 の 他 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 、 特 に 上 記 の 三 つ の 特 徴 を 有 し 、 図 12
に 示 さ れ る 分 子 を 産 生 で き る と 考 え ら れ る 。 三 つ 全 て の 特 徴 が 望 ま し い が 、 三 つ よ り 少 な
く て も 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 産 生 す る た め に 十 分 で あ る 可 能 性 が あ る と 理 解
す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び 操 作 法 は 、 文 献 に 広 く 記 述 さ れ て お り 、 本 発 明 の
特 有 の 態 様 を 作 製 お よ び 使 用 す る た め に 必 要 な 特 徴 を 除 き 、 本 明 細 書 に お い て 詳 細 に 論 評
し な い 。 し か し 、 方 法 は 一 般 的 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 抗 体 種 を ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 す る
た め に 、 糸 状 フ ァ ー ジ （ フ ァ ー ジ ミ ド ） 表 面 発 現 ベ ク タ ー 系 を 用 い る こ と を 含 む 。 組 み 合
わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 産 生 す る た め に 様 々 な フ ァ ー ジ ミ ド ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム が 他 の 研 究
者 に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 そ の 参 考 文 献 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
る 、 以 下 に 記 述 さ れ る フ ァ ー ジ ミ ド 上 で の 組 み 合 わ せ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 を 参 照 さ れ
た い ： Kangら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88： 4363～ 4366（ 1991） ； Barbasら 、 Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 88： 7978～ 7982（ 1991） ； Zebedeeら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 89： 3175～ 3179（ 1992） ； Kangら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88： 11120～ 11123
（ 1991） ； Barbasら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89： 4457～ 4461（ 1992） ； お よ び Gra
mら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89： 3576～ 3580（ 1992） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 通 常 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 は 一 般 的 に 、 （ 1） ラ イ ブ ラ リ ー 源 と し
て ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に お い て 異 な る H鎖 お よ び L鎖
コ ー ド 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る こ と ； （ 2） ヘ テ ロ 二 量 体 抗 体 分 子 を 発 現 お よ び 構
築 す る こ と が で き る 単 一 の 二 シ ス ト ロ ン 発 現 ベ ク タ ー に H鎖 お よ び L鎖 コ ー ド 遺 伝 子 ラ イ ブ
ラ リ ー を 結 合 さ せ る 段 階 ； （ 3） 糸 状 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 で 構 築 さ れ た ヘ テ ロ 二 量 体 抗
体 分 子 を 発 現 さ せ る 段 階 、 （ 4） 予 め 選 択 し た 抗 原 に 対 す る フ ァ ー ジ 粒 子 の 選 別 の よ う な
免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ 技 術 を 用 い て 表 面 発 現 フ ァ ー ジ 粒 子 を 単 離 し て 、 そ れ に よ っ て 特 定 の H
鎖 お よ び L鎖 コ ー ド 遺 伝 子 お よ び 予 め 選 択 し た 抗 原 と 免 疫 反 応 す る 抗 体 分 子 を 含 む フ ァ ー
ジ ミ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 種 を 単 離 す る 段 階 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 例 え ば 、 重 鎖 （ H） お よ び 軽 鎖 （ L） 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 コ ー ド 遺 伝 子 は 、 構 築 さ れ た 免
疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 に お い て 新 し い HL対 を 作 製 す る た め に 無 作 為 に 混 合 （ シ ャ ッ フ ル ） す る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 H鎖 お よ び L鎖 コ ー ド 遺 伝 子 の い ず れ か ま た は 双 方 を 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 可 変 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） に お い て 変 異 誘 発 し て 、 そ の 後 望
ま し い 免 疫 反 応 お よ び 中 和 能 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 は 、 V H -V H 界 面 が 分 子 の 枠 組 み を 提 供 し て 、 抗
体 結 合 部 位 （ 例 え ば 、 HCDR3） が 様 々 な 抗 原 特 異 性 お よ び 親 和 性 を 有 す る 複 数 の ド メ イ ン
交 換 結 合 分 子 を 産 生 す る よ う に 無 作 為 化 さ れ る 、 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー 技 術 に よ っ て 産
生 す る こ と が で き る 。 CDRの 一 つ ま た は 複 数 の ル ー プ が ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 無 作 為 化 さ
れ る か 否 か は 選 択 的 で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 典 型 的 に フ ァ ー ジ に お い て 発 現 さ れ る が 、 酵
母 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 他 の シ ス テ ム も 同 様 に 、 本 発 明 の 方
法 に お い て 有 用 で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 対 象 抗 原 、 ガ ン グ リ オ シ ド ア レ イ 、 ま た
は 他 の 反 復 単 位 も し く は 腫 瘍 細 胞 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 選 別 し た
後 に 、 対 象 抗 原 と の 結 合 に 関 し て 新 規 ド メ イ ン 交 換 結 合 分 子 を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 結 合 分 子 の さ ら な る 特 徴 付 け と し て 、 分 子 の H鎖 ま た は L鎖 コ ー ド 遺 伝 子 の ヌ ク
レ オ チ ド お よ び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 、 核 酸 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 決 定 す る 。
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一 次 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 情 報 は 、 結 合 分 子 の エ ピ ト ー プ 反 応 性 に 関 す る 本 質 的 な 情 報 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 そ れ に 対 し て 機 能 的
に 結 合 し て い る も う 一 つ の 核 酸 を 異 な る 遺 伝 子 環 境 の 間 に 輸 送 す る こ と が で き る 核 酸 分 子
を 指 す 。 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 そ れ に 対 し て 機 能 的 に 結 合 す る DNAセ グ メ ン ト に 存 在 す る
構 造 的 遺 伝 子 産 物 の 自 律 的 複 製 お よ び 発 現 を 行 う こ と が で き る ベ ク タ ー で あ る 。 し た が っ
て 、 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は レ プ リ コ ン お よ び 先 に 記 述 し た 選 択 マ ー カ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て DNA配 列 ま た は セ グ メ ン ト に 関 し て 用 い ら れ る よ う に 、 「 機 能 的 に 結
合 す る 」 と い う 句 は 、 配 列 ま た は セ グ メ ン ト が 、 好 ま し く は 通 常 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合
に よ っ て 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る DNAの 一 つ の 鎖 に 共 有 結 合 し て い る こ と を 意 味 す る 。
転 写 単 位 ま た は 本 発 明 の カ セ ッ ト を 機 能 的 に 結 合 さ せ る ベ ク タ ー の 選 択 は 、 当 技 術 分 野 に
お い て 周 知 で あ る よ う に 、 望 ま し い 機 能 的 特 性 、 例 え ば ベ ク タ ー の 複 製 お よ び タ ン パ ク 質
発 現 、 な ら び に 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 に 直 接 依 存 し 、 こ れ ら は 組 換 え 型 DNA分 子 を 構 築
す る た め に 当 技 術 分 野 に お い て 固 有 の 制 限 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 細 胞 表 面 糖 質 抗 原 の 発 現 レ ベ ル は し ば し ば 、 発 癌 形 質 転 換 時 に 有 意 に 増 加 し 、 場 合 に よ
っ て は 特 定 の 抗 原 の 発 現 は 、 形 質 転 換 状 態 に 主 に 関 連 す る よ う に 思 わ れ る 。 こ の よ う に 、
糖 質 に 基 づ く 抗 原 は 、 特 定 の 型 の 癌 お よ び 転 移 の 治 療 に 対 す る 標 的 化 免 疫 治 療 ア プ ロ ー チ
の 可 能 性 を 提 供 す る 。 糖 質 抗 原 に 基 づ く 有 効 な 癌 ワ ク チ ン の 開 発 は 、 極 め て 難 題 の 仕 事 で
あ り る が 、 そ の よ う な 努 力 の 成 功 に 向 け て の 障 害 が 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 そ れ ら の 第 一
は 、 天 然 の 糖 質 抗 原 が 示 す 可 能 性 が あ る 固 有 の 低 い 免 疫 原 性 に 関 連 す る 。 有 効 な 活 性 免 疫
応 答 を 開 始 す る た め に 、 「 自 己 抗 原 」 に 対 す る こ の 免 疫 寛 容 を 、 克 服 し な け れ ば な ら な い
。 糖 質 に 基 づ く 癌 ワ ク チ ン の 開 発 に と っ て 途 中 で 取 り 組 ま な け れ ば な ら な い も う 一 つ の 要
因 は 、 天 然 起 源 か ら の そ の 単 離 が 極 め て 難 し い 作 業 で あ っ て 、 典 型 的 に ご く 少 量 の 材 料 が
得 ら れ る に 過 ぎ な い 点 で あ る 。 糖 質 に 基 づ く ワ ク チ ン 構 築 物 を 用 い た 癌 制 御 に 対 す る 免 疫
学 的 ア プ ロ ー チ を 実 現 す る こ と は 、 明 ら か に 重 要 な 仕 事 で あ り 、 糖 質 抗 原 に 対 す る 天 然 に
獲 得 さ れ た 、 能 動 的 に 誘 導 さ れ た 、 ま た は 受 動 的 に 投 与 さ れ た 抗 体 は 、 循 環 中 の 腫 瘍 細 胞
お よ び 微 小 転 移 を 軽 減 す る こ と が で き る と い う 考 え 方 を 支 持 す る か な り の 証 拠 が あ る こ と
か ら 、 こ の 種 の 努 力 は 十 分 に 正 当 化 さ れ る よ う に 思 わ れ る 。 こ の よ う に 、 も う 一 つ の 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 設 計 さ れ る 抗 体 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含
む 、 被 験 者 に お け る 癌 お よ び 転 移 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば
糖 質 抗 原 お よ び 反 復 モ チ ー フ に 対 し て よ り 高 い 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め の も の で あ っ て 、 制 限 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 1： 材 料 お よ び 方 法
　 Man 9 GlcNAc 2 オ リ ゴ 糖 の 調 製 は 、 ヒ ド ラ ジ ン 分 解 に よ っ て 行 っ た 。 大 豆 ア グ ル チ ニ ン を S
igma（ L-1395、 Glycine Maxか ら の レ ク チ ン ） か ら 購 入 し た 。 糖 タ ン パ ク 質 100 mgを 0.1％
ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に 溶 解 し て 、 こ れ に 対 し て 透 析 し 、 凍 結 乾 燥 し て 48時 間 低 温 乾 燥 し た 。
試 料 を ア ル ゴ ン 下 で 無 水 ヒ ド ラ ジ ン 5 mlに 溶 解 し て 、 10℃ /時 間 の 速 度 で 加 熱 し 85℃ で 12
時 間 維 持 し た 。 過 剰 量 の ヒ ド ラ ジ ン を 真 空 下 で の 蒸 発 に よ っ て 除 去 し た 後 、 ト ル エ ン 5 ml
の 付 加 お よ び 蒸 発 を 5回 繰 り 返 し た 。 放 出 さ れ た グ リ カ ン を 氷 中 で 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 飽 和
溶 液 9 mlに よ っ て 溶 解 し た 後 、 無 水 酢 酸 1.1 mlを 軽 く 攪 拌 し な が ら 添 加 す る こ と に よ っ て
再 N-ア セ チ ル 化 を 行 い 、 無 水 酢 酸 1.1 mlを さ ら に 10分 後 に 加 え て 、 混 合 物 を 室 温 で 50分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア セ チ ル 化 試 料 を 54番 濾 紙 （ Whatman） に よ っ て 濾 過 し て 、 濾 液 中
の ナ ト リ ウ ム 塩 を Dowex AG50W-X12（ H + ） カ ラ ム （ 2 cm× 15 cm、 200～ 400メ ッ シ ュ 、 Bio-
Rad） に よ っ て 除 去 し 、 グ リ カ ン を 水 300 mlに よ っ て 5回 溶 出 し た 。 溶 出 液 を 全 て 凍 結 乾 燥
し て 水 15 ml、 エ タ ノ ー ル 15 ml、 お よ び n-ブ タ ノ ー ル 60 mlに 連 続 的 に 溶 解 し た 。 ペ プ チ
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ド を 、 ブ タ ノ ー ル ： エ タ ノ ー ル ： 水 （ 4： 1： 1、 v/v/v） に よ っ て 平 衡 化 し た セ ル ロ ー ス カ
ラ ム （ 1.5× 25 cm） に よ っ て 除 去 し て 、 カ ラ ム 容 積 の 6倍 量 の 溶 液 に よ っ て 洗 浄 し 、 無 水
エ タ ノ ー ル の 1カ ラ ム 容 積 に よ っ て 洗 浄 し た 。 グ リ カ ン を 水 に よ っ て 3 mlの 分 画 20個 に 溶
出 し た 。 糖 質 陽 性 分 画 は 、 フ ェ ノ ー ル -硫 酸 法 （ 74） に よ っ て 同 定 し た 。 Lis and Sharon
（ 23） に よ っ て 報 告 さ れ た よ う に 、 グ リ カ ン 構 造 は 、 2-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ド （ 24、 25） に
よ る 蛍 光 標 識 お よ び MALDI-TOF質 量 分 析 に よ っ て 、 Man 9 で あ る と 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
実 施 例 2： 結 晶 構 造 の 決 定
　 結 晶 構 造 の 決 定 は 下 記 の よ う に 実 施 し た 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2G12（ IgG1、 κ ） を
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 に お け る 組 換 え 型 発 現 に よ っ て 産 生 し た 。 Fab断 片 を 免
疫 グ ロ ブ リ ン の パ パ イ ン に よ る 消 化 に よ っ て 産 生 し た 後 、 プ ロ テ イ ン Aお よ び プ ロ テ イ ン G
カ ラ ム 上 で の 精 製 を 行 い 、 濃 度 ～ 30 mg/mlに 濃 縮 し た 。 1.05 M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 18％ PE
G 6000、 お よ び 0.1 Mリ ン ゴ 酸 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 6.0の ウ ェ ル 溶 液 （ 1 ml） に よ る シ ッ テ
ィ ン グ ド ロ ッ プ （ sitting drop） 拡 散 蒸 着 法 に よ っ て 、 非 リ ガ ン ド 結 合 Fab 2G12結 晶 を 成
長 さ せ た 。 Fab 2G12を Manα 1-2Manと 5： 1（ 糖 質 ： Fab） の モ ル 比 で 混 合 し た 。 Fab 2G12＋
Manα 1-2Man結 晶 を 2 M 燐 酸 Na/K、 pH 7.0か ら 成 長 さ せ た 。 Man 9 GlcNAc 2 も 同 様 に Fab 2G12
と 5： 1（ 糖 質 ： Fab） の モ ル 比 で 混 合 し て 、 25％ PEG 400、 0.2 Mリ ン ゴ 酸 イ ミ ダ ゾ ー ル pH 
7.0の ウ ェ ル 溶 液 か ら 結 晶 を 成 長 さ せ た 。 全 て の 場 合 に お い て 、 タ ン パ ク 質 1 μ lを 等 量 の
リ ザ ー バ ー 溶 液 と 混 合 し た 。 全 て の 結 晶 に 関 し て 、 デ ー タ を Stanford Synchotron Radiat
ion Laboratory（ SSRL） ビ ー ム ラ イ ン 11-1で 100 Kで 回 収 し た 。 非 リ ガ ン ド Fab 2G12結 晶
は 、 20％ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む リ ザ ー バ ー 溶 液 に 急 に 沈 め る こ と に よ っ て 凍 結 保 護 し
、 Fab2G12＋ Manα 1-2Manは 、 25％ グ リ セ ロ ー ル に よ っ て 同 様 に 凍 結 保 護 し た 。 Fab2G12＋ M
an 9 GlcNAc 2 結 晶 は 抗 凍 結 剤 を 必 要 と し な か っ た 。 非 リ ガ ン ド 結 合 Fab 2G12デ ー タ お よ び Ma
nα 1-2Man複 合 体 は 、 斜 方 晶 系 空 間 群 P2 1 2 1 2 1 に お い て 減 少 し 、 単 位 格 子 の 大 き さ は そ れ ぞ
れ a＝ 76.8Å 、 b＝ 94.2Å 、 c＝ 171.1Å 、 お よ び a＝ 81.7Å 、 b＝ 94.0Å 、 c＝ 169.2Å で あ っ
た 。 Fab2G12＋ Man 9 GlcNAc 2 デ ー タ は 、 斜 方 晶 系 空 間 群 I222に お い て 減 少 し 、 単 位 格 子 の 大
き さ は そ れ ぞ れ a＝ 135.8Å 、 b＝ 145.7Å 、 c＝ 148.6Å で あ っ た 。 デ ー タ は 全 て 、 指 標 を つ
け て （ indexing） ま と め て （ integrating） 、 全 て の 知 見 に 関 し て ＞ -3.0σ を 用 い て HKL20
00（ 26） に よ っ て 評 価 （ scaling） し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 非 リ ガ ン ド 結 合 Fab 2G12に 関 す る マ シ ュ ー ズ 計 数 （ Vm） （ 27） を 3.16Å 3 /ダ ル ト ン と し
て 、 非 対 称 単 位 あ た り Fab分 子 2個 と し て 推 定 し た 。 非 リ ガ ン ド 結 合 Fab 2G12の 場 合 、 回 転
機 能 は 、 個 々 の 可 変 ド メ イ ン お よ び 定 常 ド メ イ ン に 分 離 さ れ る 本 発 明 者 ら の 無 傷 の Fab分
子 125個 の ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て AMoRe（ 28） に よ っ て 行 っ た 。 最 も 強 い 回 転 （ rotation）
お よ び す べ り （ translation） の 解 は 、 Fab 1fvdの 可 変 お よ び 定 常 ド メ イ ン か ら 認 め ら れ
た （ 29） 。 個 々 の 四 つ の ド メ イ ン （ 非 対 称 単 位 に お け る Fab分 子 の そ れ ぞ れ か ら の 可 変 お
よ び 定 常 領 域 ） の 位 置 の 精 密 化 に よ っ て 、 全 相 関 係 数 57.2％ お よ び R値 40.8％ が 得 ら れ た
。 Fab 1fvdモ デ ル を 正 確 な 配 列 に 「 変 異 」 さ せ て 、 TOM/FRODO（ 30） を 用 い て 再 構 築 し て
、 TLS精 密 化 （ 28） を 用 い て CNSバ ー ジ ョ ン 1.1（ 31） お よ び REFMACに よ っ て 精 密 化 し た 。
精 密 化 お よ び モ デ ル 構 築 は 、 全 て の 測 定 デ ー タ を 用 い て 行 っ た （ F＞ 0.0σ ） 。 非 結 晶 学 的
対 称 性 に 関 す る 強 い 拘 束 を 最 初 に モ デ ル 構 築 に 適 用 し て 、 徐 々 に 弱 め た 。 モ デ ル 構 築 の た
め の 電 子 密 度 マ ッ プ に は 2Fo-Fc、 Fo-Fcが 含 ま れ 、 ア ニ ー ル し た 複 合 体 に は 2Fo-Fcマ ッ プ
が 含 ま れ な い 。 5％ の 反 射 か ら な る R f r e e 試 験 セ ッ ト を 、 精 密 化 の 際 に 維 持 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 非 リ ガ ン ド 結 合 Fab 2G12の 最 終 的 な 精 密 化 構 造 を 、 Fab 2G12＋ Manα 1-2Manの 分 子 置 換
の 解 と し て 用 い た 。 AMoReと の 分 子 置 換 に よ っ て 、 相 関 係 数 64.2％ お よ び R値 35.8％ が 得 ら
れ た 。 次 に 、 構 造 を 構 築 し て 、 非 リ ガ ン ド Fab 2G12の 場 合 と 同 様 に 精 密 化 し た 。 1.75Å ～
1.6Å か ら の デ ー タ は 許 容 さ れ る I/σ （ ～ 2.0） を 有 す る が 、 そ れ ら は か な り 不 完 全 （ ～ 40
％ ） で あ り 、 モ デ ル 構 築 の 際 に は 含 め た が 最 終 的 な 統 計 学 か ら 除 外 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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　 Fab 2G12Manα 1-2Manの 1.75Å 構 造 を 、 AMoReに お い て Fab 2G12＋ Man 9 GlcNAc 2 の 分 子 置
換 プ ロ ー ブ と し て 用 い た （ 相 関 係 数 61.8％ お よ び R値 42.2％ ） 。 最 初 に 、 理 想 的 な ね じ れ
角 お よ び 頻 繁 に 認 め ら れ る 回 転 異 性 体 （ 32） を 有 す る Man 9 GlcNAc 2 の モ デ ル を 用 い て Man 9 G
lcNAc 2 を 構 築 し て 、 次 に こ れ を 電 子 密 度 に 適 合 す る よ う に 調 節 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Sc係 数 （ 33） お よ び 埋 も れ た 分 子 表 面 計 算 を 、 プ ロ グ ラ ム SC（ 34） お よ び MS（ 35） を 用
い て 、 1.7Å プ ロ ー ブ 半 径 お よ び 標 準 的 な フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 半 径 を 用 い て 行 っ た （ 36）
。 Sc係 数 は 、 オ リ ゴ マ ー タ ン パ ク 質 構 造 に お い て 認 め ら れ る 構 造 に 典 型 的 な 密 に パ ッ キ ン
グ さ れ た 界 面 を 表 す （ 0.70～ 0.76（ 33） の 範 囲 で あ る Sc係 数 を 有 す る ） 。 こ の V H /V H '界 面
は 三 つ 全 て の 独 立 し た 結 晶 構 造 に お い て 認 め ら れ る こ と か ら 、 本 明 細 書 に 記 述 の 全 て の 測
定 お よ び 分 析 は 、 Manα 1-2Manと 複 合 体 を 形 成 し た Fab 2G12の 最 高 の 分 解 構 造 （ 1.75Å ）
を 利 用 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Fab 2G12お よ び 対 照 Fab（ Fan NC-1） の 流 体 力 学 分 子 量 を 、 An-60 Tiロ ー タ ー お よ び 光
電 子 ス キ ャ ナ （ Beckman Instrument Inc.、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 備 え た 温
度 制 御 Beckman XL-I分 析 的 超 遠 心 機 を 用 い て 沈 降 平 衡 測 定 に よ っ て 決 定 し た 。 タ ン パ ク 質
試 料 を 12 mm Eponセ ン タ ー ピ ー ス お よ び サ フ ァ イ ア 光 学 ウ イ ン ド ウ を 備 え た 二 セ ク タ ー セ
ル に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 参 照 区 画 に 、 マ ッ チ さ せ た 燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 （ PBS） 溶 液 （ 100
 μ l） を ロ ー デ ィ ン グ し た 。 ロ ー タ ー 速 度 3000～ 20000 rpmを 用 い て 25℃ で 試 料 （ PBS緩 衝
液 80 μ l中 に タ ン パ ク 質 100 μ g） を モ ニ タ ー し 、 Originソ フ ト ウ ェ ア （ Microcal Softwa
re Inc.、 ノ ー ザ ン プ ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 用 い て 非 線 形 二 乗 ア プ ロ ー チ に よ っ
て 適 当 な モ デ ル （ す な わ ち 、 一 種 モ デ ル お よ び 二 種 モ デ ル （ 37、 38） ） を 用 い て 分 析 し た
。 Fab 2G12お よ び Fab NC-1の 沈 降 平 衡 プ ロ フ ィ ー ル は 、 実 質 的 に 異 な り 、 Fab NC-1は 、 Fa
b単 量 体 に 対 応 す る 見 か け の 分 子 量 を 有 す る 予 想 一 種 モ デ ル に 適 合 す る が 、 Fab 2G12デ ー
タ は 、 単 量 体 お よ び 二 量 体 の 混 合 物 に 対 応 す る 分 子 量 を 有 す る 二 種 モ デ ル に 適 合 し た 。 吸
光 度 に 基 づ い て 、 単 量 体 と 二 量 体 の モ ル 比 は 、 1： 2で あ り 、 溶 液 中 に 二 量 体 の 一 部 と し て
存 在 す る Fab 2G12分 子 の 80％ に 対 応 す る （ 図 10） 。 Fab 2G12の ゲ ル 濾 過 の 場 合 、 Fab 2G12
 100 μ gを PBS（ 200 μ l） に お い て Superdex 200 HR 10/30カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア ） に ロ
ー デ ィ ン グ し た 。 カ ラ ム を PBS（ カ ラ ム 容 積 の 2倍 量 ） に お い て 平 衡 化 し て 、 タ ン パ ク 質 を
PBS中 で 溶 出 し た （ 流 速 0.5 ml/分 ） 。 タ ン パ ク 質 を UV吸 収 に よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 2G12 IgGの 沈 降 速 度 を 用 い て 、 2G12 IgG1の 沈 降 係 数 を 決 定 し て 、 こ れ を 他 の IgG1（ 2F5
、 b6、 お よ び b12） の 係 数 と 相 関 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 （ 各 50 μ g） を PBS緩 衝 液 に お い て 透
析 し た 。 デ ー タ を 温 度 制 御 Beckman XL-1分 析 的 超 遠 心 機 （ An60Tiロ ー タ ー お よ び 光 電 子 ス
キ ャ ナ を 備 え た ） に お い て 収 集 し た 。 12 mm Eponセ ン タ ー ピ ー ス お よ び サ フ ァ イ ア ウ イ ン
ド ウ を 備 え た 二 セ ク タ ー セ ル に 、 試 料 400～ 420 μ lを シ リ ン ジ に よ っ て ロ ー デ ィ ン グ し た
。 デ ー タ を ロ ー タ ー 速 度 3000～ 5000 rpmで 連 続 モ ー ド で 25℃ で 、 平 均 1ス キ ャ ン /ポ イ ン ト
を 用 い る 0.005 cmの 段 階 的 大 き さ で 回 収 し て 、 プ ロ グ ラ ム Sedfit（ 39） を 用 い て 分 析 し た
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 競 合 的 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ 法 （ ELISA） を 行 っ て 、 2G12上 の 異 な る 糖 質
の 相 対 的 阻 害 定 数 を 決 定 し た 。 Gp120 J R - F L を 最 初 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル
（ 平 底 、 Costerタ イ プ 3690； Corning Inc.） に 捕 獲 し た 。 そ の 後 、 Man 9 GlcNAc 2 、 Manα 1-
2Man、 マ ン ノ ー ス 、 お よ び 他 の 単 糖 お よ び 二 糖 の 連 続 希 釈 液 を 、 2G 12（ 1 μ g/ml） の 存
在 下 で ウ ェ ル に 加 え た 。 そ の 後 の 遮 断 、 洗 浄 、 お よ び 検 出 段 階 は （ 13） に 記 述 し た 通 り に
実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Fab 2G12変 異 誘 発 お よ び 結 合 ア ッ セ イ 法 ： Quickchange変 異 誘 発 キ ッ ト （ 商 標 ） （ Strat
agene） を 用 い て 点 突 然 変 異 を 作 製 し た 。 生 成 し た 変 異 は 全 て 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ
っ て 確 認 し た 。 単 一 の コ ロ ニ ー を 選 択 し て 、 SB培 地 お よ び カ ル ベ ニ シ リ ン 上 に 播 種 し た 。
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37℃ で 6時 間 後 、 培 養 物 を 30℃ に 入 れ て 、 1 mM IPTGを 用 い て 発 現 を 一 晩 誘 導 し た 。 細 胞 を
遠 心 （ 5000× g、 5分 ） し て 、 凍 結 融 解 破 断 サ イ ク ル に よ っ て 沈 降 物 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出
し た 。 粗 Fab上 清 に つ い て ELISAを 行 い 、 gp120 J R - F L に 対 す る 野 生 型 お よ び 変 異 体 Fab 2G12
の 相 対 的 結 合 親 和 性 を 決 定 し た 。 Fab 2G12を 捕 獲 す る た め に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル プ
レ ー ト 1組 を gp120 J R - F L に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 、 洗 浄 、 お よ び 検 出 段
階 は （ 13） に 記 述 さ れ た と お り に 行 っ た 。 Fabの 発 現 を 正 常 に す る た め に 、 非 結 合 ヤ ギ 抗
ヒ ト F(ab') 2 -抗 体 （ PBSに お い て 1 μ g/ml、 Pierce） を 用 い て 、 上 清 か ら 変 異 体 Fab 2G12
を 捕 獲 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ お よ び 洗 浄 の 後 、 プ レ ー ト を ヤ ギ 抗 ヒ ト -F(ab') 2 -AP（ 0.6 μ g
/ml、 Pierce） に よ っ て プ ロ ー ビ ン グ し た 。 見 か け の 親 和 性 は 50％ 最 大 結 合 で の 抗 体 濃 度
と し て 計 算 し た ： 親 和 性 の 変 化 は 、 {(野 生 型 Fab 2G12の 見 か け の 親 和 性 )／ (変 異 体 Fab 2G
12の 見 か け の 親 和 性 )}× 100％ と し て 表 記 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Fab 2G12の 結 晶 構 造 ： 結 晶 構 造 は 、 非 リ ガ ン ド 結 合 Fab 2G12に 関 し て 分 解 能 2.2Å で 、
オ リ ゴ 糖 Man 9 GlcNAc 2 に 結 合 し た Fabに 関 し て 3.0Å で 、 お よ び 二 糖 Manα 1-2Manに 結 合 し た
Fabに 関 し て 1.75Å で 決 定 し た （ 表 1） 。 各 結 晶 に お け る 非 対 称 単 位 は 二 つ の Fab分 子 を 含
み 、 こ れ は そ の 通 常 で な い オ リ ゴ マ ー 配 列 の た め に 、 こ の 場 合 非 常 に 重 要 で あ る こ と が 判
明 す る 。 二 つ の 独 立 し た Fab分 子 は 、 そ の V H ド メ イ ン の 三 次 元 交 換 （ 40） に よ っ て か ら み
あ い （ 図 1A、 B） 、 タ ン パ ク 質 デ ー タ バ ン ク に こ れ ま で 寄 託 さ れ た 250個 を 超 え る Fab構 造
に お い て 認 め ら れ な か っ た 構 造 を 形 成 す る 。 V H ド メ イ ン の こ の よ う な 交 換 に よ っ て 、 二 つ
の Fabの 密 に パ ッ キ ン グ さ れ た 二 量 体 構 築 が 作 製 さ れ る 。 可 変 （ V H 、 V L ） お よ び 定 常 領 域
（ C H 1、 C L ） は そ れ ぞ れ 、 他 の Fab分 子 に お け る 対 応 す る ド メ イ ン と 構 造 的 に 類 似 で あ る が
、 2G12に お け る 可 変 領 域 は 、 V H ド メ イ ン 交 換 に 適 合 さ せ る た め に 、 典 型 的 な Fabに お け る
そ の 通 常 の 構 造 か ら 定 常 領 域 に 関 し て ね じ れ て い る （ 図 8） 。 こ の V H ド メ イ ン 交 換 二 量 体
は 、 定 常 ド メ イ ン に 対 す る 可 変 ド メ イ ン の 柔 軟 性 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ
て い る V H と C H 1の 間 の 高 度 に 保 存 さ れ た ボ ー ル ＆ ソ ケ ッ ト 接 合 部 （ 41） を 欠 損 す る が 、 保
存 さ れ た ボ ー ル ＆ ソ ケ ッ ト 残 基 は な お も 存 在 す る （ 図 9） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 二 量 体 内 の V H ド メ イ ン は 、 二 つ の Fabが 、 そ の そ れ ぞ れ の 結 合 部 位 が 同 じ 方 向 に 面 し て
、 約 35Å 離 れ る よ う に 並 ん で 配 置 さ れ る よ う に 、 178.5° の 非 結 晶 二 倍 対 称 軸 に よ っ て 関
連 す る 。 Fab 2G12構 造 の 分 析 か ら 、 主 に 体 細 胞 変 異 の 結 果 と し て 、 ド メ イ ン 交 換 を 促 進 す
る よ う に 思 わ れ る 三 つ の 要 因 が 判 明 し た ： V H /V L 界 面 （ 閉 鎖 界 面 ） の 虚 弱 化 、 V H と C H 1ド メ
イ ン と を 接 続 す る エ ル ボ ー 領 域 （ ヒ ン ジ ル ー プ ） の 通 常 で な い 配 列 お よ び 構 造 、 お よ び 都
合 の よ い V H /V H '界 面 の 作 製 （ 開 口 界 面 ） 。 「 閉 鎖 界 面 」 は 、 単 量 体 と ド メ イ ン 交 換 オ リ ゴ
マ ー の 双 方 に 存 在 す る 交 換 ド メ イ ン と 主 要 な ド メ イ ン の 間 の 界 面 を 指 す 。 「 ヒ ン ジ ル ー プ
」 は 、 交 換 ド メ イ ン と 主 要 な ド メ イ ン と を 結 び つ け る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の セ グ メ ン ト で あ り
、 単 量 体 お よ び ド メ イ ン 交 換 オ リ ゴ マ ー に お い て 異 な る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る 。 「 開
口 界 面 」 は 、 ド メ イ ン 交 換 オ リ ゴ マ ー に 限 っ て 存 在 し 、 単 量 体 に は 存 在 し な い 。 こ れ ら の
三 つ の 要 因 の 相 互 作 用 （ 閉 鎖 界 面 の 脱 安 定 化 、 ヒ ン ジ ル ー プ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン シ フ ト
、 お よ び エ ネ ル ギ ー 的 に 都 合 の よ い 開 口 表 面 ） が 、 ド メ イ ン 交 換 を 促 進 し う る （ 40） 。 こ
の よ う に 、 こ れ ま で に ド メ イ ン 交 換 を 促 進 し て 、 二 量 体 構 築 の 安 定 化 に と っ て 単 量 体 よ り
都 合 が よ い と 示 さ れ て い る 重 要 な 要 因 は 全 て 、 本 明 細 書 に お い て 認 め ら れ て い る （ 40） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 2G12に お け る V H /V L 界 面 は 、 α β TCRに お い て も 同 様 に 保 存 さ れ て い る V H と V L ド メ イ ン の
間 の 非 常 に 保 存 さ れ た 相 互 作 用 が 存 在 し な い た め に 乱 れ て い る （ 42） 。 Gln L 3 8 お よ び Gln H
3 9 （ 94％ お よ び 97％ 保 存 ） は 通 常 、 複 合 部 位 の 基 底 部 で 互 い に 水 素 結 合 す る が 、 2G12で は
H39位 は ま れ に 認 め ら れ る ア ル ギ ニ ン 残 基 （ 0.7％ ） で あ り 、 相 互 作 用 す る に は Gln L 3 8 か ら
離 れ す ぎ て い る （ ほ ぼ 4Å ） 。 残 基 発 生 の 測 定 は 全 て 、 Kabat配 列 デ ー タ ベ ー ス （ 43） を 用
い て 行 う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Fab 2G12を 他 の Fab構 造 と 比 較 す る と 、 V H お よ び C H 1の 間 の 結 合 が 通 常 で は な く 、 V H ド メ
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イ ン が 残 基 Pro H 1 1 3 周 辺 の 軸 と な っ て ド メ イ ン の 交 換 を 促 進 す る よ う に な っ て い る こ と が
示 さ れ る （ 図 1D） 。 H113で の エ ル ボ ー 領 域 （ ま た は ヒ ン ジ ル ー プ ） に お け る プ ロ リ ン 残 基
は 比 較 的 ま れ で あ り 、 既 知 の 配 列 の 1.8％ に 起 こ る に 過 ぎ ず 、 セ リ ン が 断 然 頻 度 の 高 い 残
基 で あ る （ 95.2％ ） 。 こ の Fab構 造 は 、 こ の 位 置 で の プ ロ リ ン に 関 し て 先 に 記 述 さ れ た 構
造 を 表 す 。 プ ロ リ ン 残 基 は 、 多 く の 他 の ド メ イ ン 交 換 ま た は オ リ ゴ マ ー 形 成 タ ン パ ク 質 に
お い て ヒ ン ジ ル ー プ を 結 合 す る た め に し ば し ば 認 め ら れ て お り （ （ 40、 44） に お い て 論 評
） 、 プ ロ リ ン 残 基 が ペ プ チ ド 骨 格 に 対 し て 与 え る 特 有 の Φ 拘 束 は 、 ド メ イ ン 交 換 を 促 進 す
る よ う に 思 わ れ る 。 ヒ ン ジ ル ー プ の 新 し い コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 、 同 様 に こ の 位 置 で は 一
般 的 に 認 め ら れ な い Pro H 1 1 3 と Val H 8 4 の 間 の 疎 水 性 相 互 作 用 に よ っ て ド メ イ ン 交 換 構 造 に
お い て 安 定 化 さ れ る よ う に 思 わ れ る （ ア ラ ニ ン は こ の 位 置 で 最 も 一 般 的 な 残 基 で あ る （ 58
％ ） ） 。 Val H 8 4 は 、 既 知 の 抗 体 配 列 の 5％ に 起 こ る に 過 ぎ ず 、 時 に 他 の 抗 体 に お い て Pro H 1
1 3 と 同 時 に 認 め ら れ る （ 31） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 新 し く 形 成 さ れ た V H /V H '界 面 は 、 水 素 結 合 が 全 体 で 10個 の 広 範 な 水 素 結 合 お よ び 塩 架 橋
ネ ッ ト ワ ー ク （ 図 1C） （ 33） と 共 に 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 136個 （ 46） か ら 示 さ
れ る よ う に 、 極 め て 相 補 的 で あ る （ Sc係 数 0.73） 。 親 水 性 界 面 残 基 の 中 で 、 Arg H 5 7 の み が
一 般 的 で は な い （ 1.4％ ） 。 さ ら に 、 π ス タ ッ キ ン グ 相 互 作 用 は 、 残 基 Tyr H 7 9 お よ び Tyr H 7
9 ' の 間 で 起 こ る 。 ’ で 示 し た 残 基 は 、 そ れ ら が ド メ イ ン 交 換 Fab二 量 体 の 第 二 の Fab分 子 に
対 応 す る こ と を 示 す 。 こ の 界 面 の 底 部 に お い て 、 広 範 な 疎 水 性 小 片 が Ile H 1 9 、 Ile H 1 9 ' 、 P
he H 7 7 、 Phe H 7 7 ' 、 Tyr H 7 9 ' 、 お よ び Tyr H 7 9 の 合 流 点 か ら 形 成 さ れ る 。 Ile H 1 9 お よ び Phe H 7 7

は 、 V H 配 列 に お け る こ れ ら の 位 置 で は ま れ な 存 在 で あ り （ そ れ ぞ れ 、 0.11％ お よ び 0.19％
） 、 体 細 胞 変 異 か ら 生 じ る 。 分 子 表 面 の 全 体 で 1,245Å 2 が こ の V H /V H '界 面 で 埋 も れ て お り
、 こ の こ と は 、 本 明 細 書 に お い て 分 子 表 面 の 1,690Å 2 が 埋 も れ て い る 抗 体 に お け る 標 準 的
な V H /V L 界 面 と 比 較 し て 有 意 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 3： 溶 液 中 で の 2G12の オ リ ゴ マ ー 状 態
　 こ れ ら の 結 晶 学 知 見 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 2G12 Fab二 量 体 が 溶 液 中 に 存 在 す る の か 、
ま た は 単 な る 結 晶 の ア ー チ フ ァ ク ト で あ る か 否 か を 調 べ よ う と し た 。 本 発 明 者 ら は 、 沈 降
平 衡 分 析 的 超 遠 心 お よ び ゲ ル 濾 過 に よ っ て Fabオ リ ゴ マ ー 状 態 を 調 べ た （ 図 2A） （ 上 記 を
参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ゲ ル 濾 過 実 験 に お い て （ 図 2A～ Bを 参 照 さ れ た い ） 。 Fab 2G12は 、 分 子 量 ～ 100 kDで カ
ラ ム か ら 溶 出 す る が 、 対 照 Fab（ b12） は ～ 50 kDaで 溶 出 す る 。 分 子 量 か ら 、 Fab 2G12が 溶
液 中 で は ほ ぼ 完 全 に 二 量 体 と し て 存 在 す る が 、 Fab b12は 予 想 さ れ た 単 量 体 と し て 存 在 す
る こ と が 示 唆 さ れ る 。 パ パ イ ン 消 化 物 の 完 全 性 お よ び Fab単 量 体 の 分 子 量 は 、 SDS-PAGEに
よ っ て 確 認 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 さ ら に 、 2G12 IgG1の s 2 0 , w 値 （ 7.39） は 、 s 2
0 , w の 値 が 6.50～ 6.89で あ る 他 の IgG1分 子 よ り 有 意 に 高 か っ た 。 IgG1分 子 に 関 し て こ れ ま
で に 公 表 さ れ た s 2 0 , w は 、 約 6.6（ 70、 71） で あ る 。 こ の よ う に 、 2G12は そ の Fabの ド メ イ
ン 交 換 二 量 体 か ら 生 じ る で あ ろ う IgG1の 伸 長 し た 構 造 と 一 致 し て ア ウ ト ラ イ ア ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 双 方 の 実 験 に お い て 、 Fab 2G12は 、 溶 液 中 で ほ と ん ど （ 80～ 100％ ） が 二 量 体 と し て 存
在 す る 。 本 発 明 者 ら は 次 に 、 Fabが IgGの Fc断 片 か ら 離 れ た 場 合 に 限 っ て ド メ イ ン 交 換 す る
こ と が で き る 可 能 性 を 除 外 す る た め に 、 無 傷 の IgG1 2G12の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 調 べ た
。 こ れ ま で の 試 験 か ら 、 い く つ か の タ ン パ ク 質 の 切 断 に よ っ て 、 天 然 の 無 傷 の タ ン パ ク 質
に は 起 こ ら な い 、 ま た は 起 こ り え な い 人 工 的 な ド メ イ ン 交 換 、 例 え ば TrkA、 TrkBお よ び Tr
kCの ド メ イ ン 5が 起 こ り う る こ と が 示 さ れ た （ 47） 。 同 様 に 、 操 作 さ れ た Fv断 片 に お け る
ド メ イ ン 交 換 は 、 例 え ば リ ン カ ー 結 合 が 短 い た め に 天 然 の V H /V L 対 形 成 が 乱 れ て い る 二 抗
体 （ 48） お よ び 三 抗 体 （ 49） の 場 合 の よ う に 、 V H と V L の 間 の リ ン カ ー 領 域 の 長 さ の 変 動 を
通 し て 同 定 さ れ て い る 。 2G12の 沈 降 係 数 （ s 2 0 , w ） は 通 常 、 他 の IgG1お よ び こ れ ま で に 公
表 さ れ た 値 と 比 較 し て 異 常 な ほ ど 高 く （ 図 2B） 、 典 型 的 な 抗 体 分 子 の Y形 状 ま た は T形 状 と
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は 反 対 に よ り 圧 縮 さ れ た 直 線 形 状 と 一 致 す る 。 さ ら に 、 SOS gp140に 結 合 し た 2G12（ 共 有
結 合 に よ っ て 拘 束 さ れ た gp120/gp41分 子 ） に 関 す る 最 近 の 陰 性 染 色 電 子 顕 微 鏡 研 究 か ら 、
他 の 抗 HIV-1抗 体 に 関 し て 認 め ら れ る 正 常 な Y型 ま た は T型 の 形 状 と 比 較 し て 、 通 常 で な い
伸 長 し た 直 線 形 状 （ 50） の 抗 体 の 明 確 な 像 が 得 ら れ た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、
Fab断 片 と し て 無 傷 の IgG1、 ま た は IgG1が gp120と 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 に 2G12に お け る Fa
bの ド メ イ ン 交 換 と 全 て 一 致 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 4： 2G12の 糖 質 特 異 性 お よ び 結 合 部 位
　 こ れ ま で の デ ー タ は 、 2G12が 、 gp120（ 13、 14） に 共 有 結 合 し た Man 9 GlcNAc 2 部 分 （ 図 3A
） を 認 識 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 結 合 の 特 異 性 を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 Fab 2G
12を Man 9 GlcNAc 2 と 共 結 晶 化 し た 。 共 結 晶 は 、 非 常 に 異 方 性 で あ り 、 中 等 度 の 分 解 能 （ 3Å
） で 回 折 す る に 過 ぎ な い が 、 Man 9 GlcNAc 2 の 電 子 密 度 は 通 常 、 タ ン パ ク 質 表 面 か ら 遠 く に
離 れ て い る と （ 予 想 さ れ る ） B値 の 増 加 に も か か わ ら ず 、 糖 質 リ ガ ン ド に 関 し て 著 し く 十
分 に 定 義 さ れ て い る （ 図 3B） 。 Man 9 GlcNAc 2 の 二 つ の 分 岐 点 （ 糖 3お よ び 4'； 図 3A） は 明 ら
か に 見 え て 、 そ れ に よ っ て 電 子 密 度 が 曖 昧 に 解 釈 さ れ る 。 本 発 明 者 ら の こ れ ま で の 研 究 に
よ り 、 二 糖 Manα 1-2Manも 同 様 に 2G12に 結 合 で き る こ と が 示 さ れ た （ 13） 。 し た が っ て 、
本 発 明 者 ら は 、 2G12を こ の 二 糖 と 共 結 晶 さ せ た 。 複 合 体 の こ の 高 分 解 能 構 造 （ 1.75Å ） に
お い て 、 Manα 1-2Manの 密 度 は 極 め て 十 分 に 定 義 さ れ 、 そ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 、 こ の
特 定 の 二 糖 の 好 ま し い 範 囲 内 で あ る （ 図 4A） （ 51） 。 こ れ ら の Man 9 GlcNAc 2 お よ び Manα 1-
2Manと の 二 つ の 独 立 し た 2G12結 晶 構 造 か ら 得 ら れ た 意 外 な 結 論 は 、 2G12ド メ イ ン 交 換 二 量
体 が 糖 質 の た め に 多 数 の 異 な る 結 合 部 位 を 含 む こ と で あ る ： 2個 は 通 常 の 抗 体 結 合 部 位 に
対 応 し 、 2個 ～ 新 規 部 位 は 、 ド メ イ ン 交 換 に お い て 産 生 さ れ た V H /V H '界 面 内 に 存 在 す る （
図 3C） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 一 次 結 合 部 位 ： Man 9 GlcNAc 2 複 合 体 に お い て 、 2G12は 、 D1ア ー ム に お い て 四 つ の 糖 （ 3、
4、 C、 お よ び D1） と 接 触 し 、 接 触 の 大 部 分 （ 85％ ） は 、 末 端 の Manα 1-2Man二 糖 に お い て
起 こ る （ 図 3A、 図 3B、 図 3C） 。 二 糖 複 合 体 に お い て 、 Manα 1-2Manは 、 約 35Å 離 れ て い る
二 つ の 通 常 の 結 合 部 位 ポ ケ ッ ト の み を 占 有 し 、 こ れ が こ の 特 定 の マ ン ノ ー ス 結 合 に 関 す る
高 親 和 性 部 位 を 表 す こ と を 示 唆 し て い る 。 抗 原 結 合 ポ ケ ッ ト に お け る 二 糖 と の 2G12接 触 残
基 （ 図 4B） は 、 L93-94（ CDR L3） 、 H31-33（ CDR H1） 、 H52a（ CDR H2） お よ び H95-H100D
（ CDR H3） で あ る 。 Fab 2G12か ら の 分 子 表 面 の 全 体 で 226Å 2 お よ び Manα 1-2Manの 分 子 表
面 の 220Å 2 が 、 複 合 体 形 成 の 際 に 埋 も れ て 、 全 体 で 水 素 結 合 12個 お よ び フ ァ ン デ ル ワ ー ル
ス 相 互 作 用 48個 が 各 抗 原 結 合 部 位 に お い て 存 在 す る （ 図 4C） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 競 合 試 験 か ら 、 Manα 1-2Manの 相 互 作 用 の み で は 、 2G12が Man 9 GlcNAc 2 に 結 合 す る 場 合 に
認 め ら れ る 親 和 性 の 大 き い 増 加 を 説 明 で き な い こ と が 確 認 さ れ て い る （ 図 5） 。 図 5に 示 す
よ う に 、 Man 9 GlcNAc 2 は 、 マ ン ノ ー ス と 比 較 し て Mab 2G12の gp120 J R - F L に 対 す る 結 合 を 200
倍 よ り 大 き く 阻 害 し 、 二 糖 で あ る Manα 1-2Manと 比 較 し て 50倍 よ り 大 き く 阻 害 す る 。 フ ル
ク ト ー ス は 、 マ ン ノ ー ス よ り 良 好 な 阻 害 剤 で あ る 。 一 次 結 合 部 位 に 結 合 し た フ ル ク ト ー ス
の 構 造 は 、 マ ン ノ ー ス の 酸 素 原 子 4個 の 位 置 を 模 倣 す る こ と が で き 、 同 様 に マ ン ノ ー ス と
比 較 し て お そ ら く さ ら な る 水 素 結 合 相 互 作 用 を 行 う こ と が で き る 。 他 の 単 純 な 糖 ま た は マ
ン ノ ー ス 二 糖 と 他 の 結 合 は 、 gp120に 対 す る 2G12の 結 合 を 阻 害 し な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら な る 抗 体 が 一 次 結 合 部 位 に お い て 糖 3お よ び 4と 接 触 し て 、 Manα 1-2Manと 比 較 し て
お そ ら く Man 9 GlcNAc 2 と の さ ら に 好 ま し い 相 互 作 用 を 提 供 す る 。 Man 9 GlcNAc 2 お よ び Manα 1
-2Man複 合 体 に お い て 異 な る 方 向 を 向 く Asp H 1 0 0 B は 、 Man 9 GlcNAc 2 の 分 岐 糖 3と 水 素 結 合 す
る が 、 Tyr L 9 4 は マ ン ノ ー ス 4に 水 素 結 合 す る 。 2G12-Man 9 GlcNAc 2 複 合 体 で は 埋 も れ た 表 面
積 は よ り 大 き く 、 Fabに 関 す る 分 子 表 面 の 350～ 450Å 2 か ら 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 に お け る
Man 9 GlcNAc 2 の 330～ 450Å

2 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 Man 9 GlcNAc 2 の D1ア ー ム の 先 端 で の Manα 1-2Manに 関 す る 2G12の 一 次 結 合 部 位 の 特 異 性 は
、 い く つ か の 構 造 的 要 因 の 組 み 合 わ せ に 起 因 す る 。 第 一 に 、 一 次 結 合 部 位 は 、 末 端 の 糖 残
基 を 適 合 さ せ る こ と が で き る の み で あ る 深 部 ポ ケ ッ ト を 形 成 す る 。 第 二 に 2G12は 、 2G12と
糖 残 基 と の 水 素 結 合 の 非 常 に 相 補 的 な 幾 何 学 の た め に 、 一 次 結 合 部 位 に お い て Manα 1-2Ma
nに 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 最 後 に 、 特 異 性 は 、 マ ン ノ ー ス 3お よ び マ ン ノ ー ス 4
糖 と の さ ら な る 特 異 的 相 互 作 用 の た め に 、 Man 9 GlcNAc 2 の D1ア ー ム の 先 端 で Manα 1-2Man部
分 と の 相 互 作 用 の た め に 微 調 整 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 二 次 結 合 部 位 ： Fab 2G12の V H /V H '三 次 元 ド メ イ ン 交 換 は 、 こ れ ま で に 他 の 如 何 な る 抗 体
構 造 に お い て も 認 め ら れ て い な い 完 全 に 新 規 の 結 合 表 面 を 作 製 し た 。 結 晶 に お け る 対 称 性
に 関 連 す る Man 9 GlcNAc 2 残 基 の D2ア ー ム は 、 V H /V H '界 面 の こ の 複 合 表 面 と 相 互 作 用 し て 、
さ ら に 二 つ の 結 合 部 位 を 提 供 す る （ 図 3C） 。 V H /V H '界 面 の 相 互 作 用 は 主 に 、 D2ア ー ム の 中
心 の マ ン ノ ー ス Aと の 間 で 起 こ る が 、 D2お よ び 4'糖 と も 接 触 が 起 こ る 。 さ ら に 、 糖 質 鎖 は
、 浅 い 結 合 部 位 の 表 面 に 平 行 し て 存 在 し 、 一 次 結 合 部 位 の 場 合 の よ う に 深 部 ポ ケ ッ ト に お
い て 突 き 合 わ せ て 結 合 し て い な い 。 し た が っ て 、 二 次 結 合 部 位 が 、 一 次 結 合 部 位 に お い て
高 度 に 特 異 的 な D1ア ー ム 相 互 作 用 と 比 較 し て 、 D2に 関 し て 特 異 的 で あ る か 否 か は 不 明 で あ
る 。 こ の 構 造 に お い て 、 同 じ Man 9 GlcNAc 2 の 対 応 す る D1ア ー ム は 、 結 晶 学 的 に 関 連 す る Fab
 2G12分 子 の 高 親 和 性 一 次 結 合 部 位 に お い て 認 め ら れ る 。 こ の よ う に 、 二 次 結 合 部 位 は ま
た 、 D1ま た は D3ア ー ム と 相 互 作 用 し う る が 、 こ れ ら の 相 互 作 用 は 結 晶 の パ ッ キ ン グ の た め
に 本 明 細 書 に お い て 認 め ら れ な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 非 対 称 単 位 に お け る 二 つ の 独 立 し た Man 9 GlcNAc 2 部 分 は 、 V H /V H '界 面 と の 相 互 作 用 が わ
ず か に 異 な る が 、 Fab 2G12か ら の 分 子 表 面 は 全 体 で 280～ 310Å 2 お よ び Man 9 GlcNAc 2 の 分 子
表 面 の 250～ 290Å 2 が 複 合 体 形 成 の 際 に 埋 も れ る 。 水 素 結 合 8～ 9個 、 お よ び フ ァ ン デ ル ワ
ー ル ス 接 触 22～ 26個 が 、 各 V H /V H '界 面 結 合 部 位 に お い て 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の 二 次 結 合 部
位 相 互 作 用 は 、 結 晶 格 子 に お け る 四 つ の Fab糖 質 複 合 体 の 近 傍 か ら 形 成 さ れ る が 、 こ れ ら
の さ ら な る 結 合 部 位 は 、 ド メ イ ン 交 換 Fabの 特 有 の 集 合 体 か ら 生 じ 、 お そ ら く 、 gp120の 表
面 上 の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 糖 の 密 な ア レ イ と 抗 体 と の 高 親 和 性 相 互 作 用 に 匹 敵 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 5： 2G12の 変 異 誘 発
　 gp120に 対 す る 2G12の 結 合 に お け る ド メ イ ン 交 換 お よ び 多 価 相 互 作 用 の 役 割 を 調 べ る た
め に 、 Fab2G12の 変 異 誘 発 を 行 っ た 。 2G12に お い て ド メ イ ン 交 換 と 共 に リ ガ ン ド 結 合 に お
い て 役 割 を 果 た す こ と が 疑 わ れ る 残 基 を ア ラ ニ ン 残 基 に よ っ て 置 換 し て 、 gp120 J R - F L と の
結 合 に 関 し て ア ッ セ イ し た （ 図 6； 表 2） 。 生 殖 系 列 の 残 基 ま た は 体 細 胞 変 異 の 関 与 が ま れ
で あ る 状 況 に お い て 、 最 も 近 い 生 殖 系 列 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 残 基 へ の 逆 変 異 を 導
入 し た 。 一 次 結 合 部 位 を 構 成 す る 残 基 の 多 く を ア ラ ニ ン 置 換 す る と 、 gp120 J R - F L に 対 す る
2G12の 結 合 は 消 失 し た 。 し か し 、 V H /V H '界 面 に 存 在 す る 残 基 に 及 ぼ す ア ラ ニ ン 置 換 の 効 果
は よ り 顕 著 で あ っ た 。 こ れ ら の 置 換 は ほ ぼ 全 て が gp120 J R - F L に 対 す る 結 合 を 減 少 さ せ た 。
重 要 な こ と に 、 Pro H 1 1 3 の ア ラ ニ ン ま た は セ リ ン 置 換 に よ っ て gp120 J R - F L に 対 す る 2G12の
結 合 は 完 全 に 消 失 し た 。 Pro H 1 1 3 と 相 互 作 用 す る Val H 8 4 を ア ラ ニ ン 置 換 し て も 同 様 に 、 結
合 の 実 質 的 な 減 少 を 認 め た 。 さ ら に 、 二 次 結 合 部 位 に お い て Man 9 GlcNAc 2 の D2ア ー ム の 結
合 に 関 与 す る 残 基 の 多 く を ア ラ ニ ン 置 換 す る と 、 gp120結 合 は 減 少 し 、 特 有 の V H /V H '界 面
が gp120に 対 す る 2G12の 多 価 結 合 に お い て 役 割 を 有 す る 証 明 を さ ら に 提 供 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 6： 2G12ド メ イ ン 交 換 二 量 体 の 生 物 学 的 重 要 性
　 本 発 明 者 ら は 、 抗 体 2G12の V H ド メ イ ン が 、 二 つ の 通 常 の 結 合 部 位 と 新 規 ホ モ 二 量 体 V H /V

H '界 面 か ら な る 広 範 な 多 価 結 合 表 面 を 形 成 す る よ う に 、 そ の 二 つ の 隣 接 す る Fab断 片 の 間
で 交 換 す る こ と を 説 明 す る た め に 、 決 定 的 な 生 化 学 的 、 生 物 物 理 学 的 お よ び 結 晶 学 的 証 拠
を 示 し た 。 2G12 V H /V H '界 面 は 、 多 く の 保 存 さ れ た 生 殖 系 列 コ ー ド 残 基 か ら 構 成 さ れ る が
、 三 つ の 一 般 的 で な い 変 異 （ Ile H 1 9 、 Arg H 5 7 、 お よ び Phe H 7 7 ） が こ の 新 規 相 互 作 用 の 安 定
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化 を 促 進 す る よ う に 思 わ れ る 。 H113位 の プ ロ リ ン は ま た 、 こ の V H /V H 'ド メ イ ン 交 換 を 促 進
す る よ う に 思 わ れ 、 エ ル ボ ー 領 域 に お け る ヒ ン ジ ペ プ チ ド の 通 常 で な い 伸 長 し た コ ン フ ォ
メ ー シ ョ ン は 、 Pro H 1 1 3 と Val H 8 4 の 間 の 疎 水 性 相 互 作 用 に よ っ て 安 定 化 さ れ る よ う に 思 わ
れ る 。 Kabat抗 体 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 分 析 で は 、 お そ ら く そ れ ら が 独 立 し た 体 細 胞 変 異 事
象 か ら 発 生 す る た め に 、 Ile H 1 9 、 Arg H 5 7 、 Phe H 7 7 、 お よ び Pro H 1 1 3 を 正 確 に 組 み 合 わ せ た
他 の 重 鎖 配 列 は 得 ら れ な か っ た （ 45） 。 し か し 、 変 異 の 他 の 組 み 合 わ せ は 、 ド メ イ ン 交 換
お よ び 都 合 の よ い V H /V H '相 互 作 用 を 促 進 で き る と い う こ と を 確 か に 想 像 す る こ と が で き る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 抗 体 に よ る HIV-1上 の 糖 質 の 認 識 は 、 一 連 の 問 題 を 提 起 す る 。 2G12の 新 規 構 造 は 、 洗 練
さ れ た 分 子 的 解 決 策 を 示 す 。 と り わ け 、 HIV-1上 の 糖 質 に 対 す る 抗 体 反 応 は 、 寛 容 メ カ ニ
ズ ム に よ っ て 除 外 さ れ る よ う に 思 わ れ る で あ ろ う 。 し か し 、 gp120の 「 サ イ レ ン ト 」 表 面
上 に 認 め ら れ る オ リ ゴ マ ン ノ ー ス の 密 な 集 団 は 、 他 の 如 何 な る 哺 乳 類 糖 タ ン パ ク 質 に 関 し
て も 記 述 さ れ て お ら ず （ 52） 、 し た が っ て 、 個 々 の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 部 分 の 近 位 性 お よ び
空 間 に 依 存 す る 抗 体 反 応 を 誘 発 す る こ と が で き る よ う に 思 わ れ る 。 第 二 に 、 糖 質 の 密 な 集
団 を 認 識 す る こ と は 、 通 常 の Y型 ま た は T型 の IgG分 子 に と っ て 問 題 が 多 い 。 幾 何 学 的 拘 束
か ら 、 単 一 の 抗 体 結 合 部 位 が 、 一 つ の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 鎖 か ら の 糖 質 残 基 に 限 っ て 結 合 で
き る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 二 つ の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 鎖 の 認 識 は ま た 、 二 価 抗 体 結 合 に 限
っ て 得 る こ と が で き る 。 IgG分 子 は 、 下 記 の gp120に 関 し て 示 唆 さ れ た よ う に （ 図 7） 、 そ
の 先 端 か ら 35Å 離 れ た 二 つ の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 鎖 を 二 価 で 認 識 す る こ と が 考 え ら れ う る が
、 こ れ に は 二 つ の Fabア ー ム が ほ ぼ 平 行 な 方 向 を 向 く 必 要 が あ り 、 こ れ は エ ネ ル ギ ー 的 に
好 ま し く な い で あ ろ う 。 対 照 的 に 、 2G12ド メ イ ン 交 換 構 造 は 、 約 35Å 離 れ た 二 つ の オ リ ゴ
マ ン ノ ー ス 鎖 を 認 識 す る た め に 十 分 に 適 し て い る 。 こ の 絡 み 合 っ た 配 置 に お い て 、 通 常 の
抗 体 の よ う に 、 Fabア ー ム に 対 す る 二 価 結 合 の た め に 支 払 わ れ る エ ン ト ロ ピ ー の 代 価 は な
く 、 実 際 に こ れ ま で の 研 究 か ら 、 2G12が gp120に 対 し て 低 い エ ン ト ロ ピ ー で 結 合 す る こ と
が 示 さ れ て い る （ 53） 。 さ ら に 、 V H /V H '界 面 は 、 そ れ に 対 し て さ ら な る オ リ ゴ マ ン ノ ー ス
鎖 が 相 互 作 用 で き 、 糖 質 の 密 な 集 団 に 対 し て 2G12の 生 産 的 結 合 を 促 進 し う る さ ら な る 抗 原
結 合 領 域 と し て 作 用 し う る 完 全 に 新 規 表 面 を 提 供 す る 。 最 後 に 、 先 に 述 べ た よ う に 、 タ ン
パ ク 質 -糖 質 相 互 作 用 は 弱 い こ と で 有 名 で あ り 、 抗 糖 質 抗 体 は 典 型 的 に 、 マ イ ク ロ モ ル 範
囲 よ り 低 い 比 較 的 低 い 親 和 性 を 有 す る （ 21） 。 2G12の オ リ ゴ マ ー 構 造 に よ っ て 、 gp120上
の 糖 質 ア レ イ の 幾 何 学 的 空 間 に マ ッ チ す る 相 互 作 用 部 位 と の 多 価 認 識 の た め に 実 質 的 に 連
続 的 な 表 面 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 よ り 高 い 親 和 性 （ nM） が 得 ら れ う る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 他 の レ ク チ ン と の 比 較 ： 2G12の 結 合 に 関 し て 提 案 さ れ る 様 式 は 、 レ ク チ ン オ リ ゴ マ ー に
お け る 結 合 部 位 の 適 当 な 幾 何 学 的 配 列 を 、 病 原 体 上 の 糖 質 エ ピ ト ー プ の 空 間 に 適 合 さ せ る
こ と に よ っ て 、 結 合 力 を 最 適 に す る こ と が で き る 、 血 清 マ ン ノ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP
） の よ う な 動 物 レ ク チ ン に よ る 多 価 認 識 に 関 し て 提 案 さ れ た メ カ ニ ズ ム の 一 つ を 暗 示 す る
。 さ ら に 、 2G12に 関 し て 、 マ ン ノ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 の 特 異 性 は 、 単 一 の 高 親 和 性 部 位 を
通 し て の 認 識 と は 反 対 に 多 価 相 互 作 用 を 通 し て 得 ら れ る （ （ 20、 54） に お い て 論 評 ） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 DC-SIGN（ 樹 状 細 胞 特 異 的 細 胞 内 接 着 分 子 -3を つ か む 非 イ ン テ グ リ ン ） 、 C-型 レ ク チ ン
も 同 様 に 、 HIVの エ ン ベ ロ ー プ 上 の 糖 質 に 結 合 し 、 CD4 +  T細 胞 の ウ イ ル ス 感 染 を 促 進 す る
（ 55） 。 DC-SIGNは 、 末 端 の マ ン ノ ー ス と は 対 称 的 に 高 マ ン ノ ー ス オ リ ゴ 糖 の 内 部 コ ア 特
徴 に 結 合 す る と い う 点 に お い て 、 2G12と は 異 な る （ 56） 。 興 味 深 い こ と に 、 HIV-1は 、 相
互 作 用 を 通 し て 増 加 し た 結 合 力 に よ っ て DC-SIGNに 対 す る 結 合 を 増 強 す る た め に 部 分 的 に
オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 集 団 を 進 化 さ せ た 可 能 性 が あ り （ 57） 、 2G12は 自 身 の 特 有 の 多 価 認 識 に
こ れ を 利 用 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 2G12は ま た 、 gp120の 表 面 上 の 糖 質 に 結 合 す る こ と に よ っ て HIV-1を 中 和 す る シ ア ノ バ ク
テ リ ア レ ク チ ン で あ る シ ア ノ ビ リ ン と 比 較 す る こ と が で き る （ 58～ 60） 。 シ ア ノ ビ リ ン の
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結 晶 構 造 は 、 Man 9 GlcNAc 2 の D1ア ー ム の 末 端 で Manα 1-2Manと 結 合 す る こ と が で き る こ と を
示 し て い る （ 61） 。 同 時 に 、 シ ア ノ ビ リ ン は ま た 、 gp120と 相 互 作 用 し う る 四 つ の 結 合 部
位 を 有 す る ド メ イ ン 交 換 二 量 体 （ 62） と し て 存 在 し う る （ 63） 。 し か し 、 シ ア ノ ビ リ ン に
対 す る こ れ ま で の 研 究 か ら 、 高 親 和 性 結 合 が 2G12の 場 合 と 同 様 に オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 部 分 の
配 置 よ り む し ろ 唯 一 の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス と の 相 互 作 用 に よ っ て 得 ら れ る こ と が 提 唱 さ れ て
い る （ 13、 64） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 HIV-1の 2G12認 識 ： Man 9 GlcNAc 2 と の 複 合 体 お よ び gp120コ ア 構 造 に お け る 2G12の 結 晶 構
造 か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 2G12が gp120に ど の よ う に 結 合 す る か を 近 似 す る こ と が で き る 。 g
p120同 等 物 は 、 CD4お よ び Fab 17bと 複 合 体 を 形 成 し た HIV-1の HxB2株 か ら コ ア gp120の 2.2
Å 結 晶 構 造 を 表 す （ 65） 。 モ デ ル と な る V3ル ー プ は （ 18） に 記 述 さ れ る と お り で あ る 。 V4
ル ー プ は Mark Wormaldに よ っ て モ デ ル が 形 成 さ れ た （ 未 公 表 デ ー タ ） 。 タ ン パ ク 質 表 面 に
共 有 結 合 し た 場 合 の Man 9 GlcNAc 2 の 全 体 的 な 三 次 元 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 通 常 、 高 度 に 保
存 さ れ て い る （ 51） 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 2G12複 合 体 に お け る Man 9 GlcNAc 2 残 基
を 、 gp120の コ ア 上 の そ の 対 応 す る 位 置 に 重 ね 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ れ ま で の 変 異 誘
発 試 験 か ら 、 gp120に お け る 295位 、 332位 、 392位 で の N-結 合 グ リ カ ン が 2G12の 結 合 に と っ
て 最 も 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 13） 。 グ リ コ シ ル 化 モ デ ル に お い て 、 Fab 2G12二 量 体
は 、 332位 お よ び 392位 の N-結 合 グ リ カ ン で gp120に 結 合 す る 可 能 性 が 最 も 高 い （ 図 7） 。 Fa
b 2G12二 量 体 の 一 次 結 合 部 位 に お け る Man 9 GlcNAc 2 部 分 の 末 端 の N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン
残 基 は ～ 16Å 離 れ て い る が 、 gp120上 の 332位 お よ び 392位 の ア ス パ ラ ギ ン 残 基 も 同 様 に ～ 1
5Å 離 れ て い る （ し か し 、 そ の 回 転 異 性 体 に 応 じ て 14～ 20Å ま で 変 化 し う る ） 。 295位 の グ
リ カ ン も 同 様 に 、 そ れ が 332位 の グ リ カ ン の 近 位 に 存 在 す る こ と か ら 、 こ の モ デ ル か ら 重
要 で あ る よ う に 思 わ れ 、 こ の よ う に こ れ が 存 在 し な け れ ば 、 グ リ カ ン 332位 の 柔 軟 性 が 増
加 し て コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 乱 さ れ る で あ ろ う 。 興 味 深 い こ と に 、 こ の モ デ ル は ま た 、 2G
12 Fab二 量 体 の V H /V H '界 面 に 対 し て 近 位 の 339位 に N-結 合 グ リ カ ン を 配 置 す る 。 こ の グ リ
カ ン は 、 2G12の 結 合 に と っ て 295位 、 332位 、 ま た は 392位 で の グ リ カ ン ほ ど 重 要 で は な い
が 、 こ れ は V H /V H '界 面 で お そ ら く よ り 低 い 親 和 性 の 二 次 結 合 部 位 と 相 互 作 用 で き る で あ ろ
う 。 し か し 、 2G12結 合 に 関 与 す る オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 鎖 に お い て 何 ら か の 混 乱 が 存 在 し う る
。 2G12は そ れ ら が 適 当 な 幾 何 学 的 空 間 を と る 限 り 、 gp120の 表 面 上 の オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 鎖
の い く つ か の 組 み 合 わ せ に 結 合 し う る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Man 9 GlcNAc 2 お よ び Manα 1-2Manと 複 合 体 を 形 成 し た Fab 2G12の 構 造 は ま た 、 革 新 的 HIV-
1ワ ク チ ン 設 計 に と っ て の 刺 激 的 な 鋳 型 で あ る 。 例 え ば 、 多 価 糖 質 に 基 づ く 免 疫 原 の ワ ク
チ ン と し て の 設 計 は 、 癌 細 胞 の タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 提 唱 さ れ て い る （ 66） 。 抗 体 2G12
に 対 す る オ リ ゴ マ ン ノ ー ス 糖 の 結 合 の 特 有 の 集 団 を 模 倣 す る よ う に 設 計 さ れ た 免 疫 原 は 現
在 、 2G12様 の 免 疫 応 答 の 誘 発 能 に 関 し て 試 験 す る こ と が で き る 。 V H ド メ イ ン 交 換 Fab二 量
体 は 、 抗 体 に と っ て 完 全 に 予 想 外 の 四 価 集 合 体 を 表 し 、 免 疫 系 が 微 生 物 に よ る 浸 潤 に 反 応
し う る 方 法 の さ ら に も う 一 つ の 典 型 を 表 す 。 2G12構 造 は さ ら に 、 病 原 体 お よ び 腫 瘍 細 胞 上
で 認 め ら れ る 可 能 性 が あ る 糖 質 の み な ら ず 、 天 然 に 存 在 す る ま た は 合 成 と な り う る 他 の 集
団 の よ う な 、 分 子 集 団 に 対 す る 高 親 和 性 抗 体 を 操 作 す る た め の 足 場 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 実 施 例 を 参 照 し て 記 述 し て き た が 、 改 変 お よ び 変 更 が 本 発 明 の 趣 旨 お
よ び 範 囲 に 含 ま れ る と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 特 許 請 求 の 範 囲 に 限 っ
て 制 限 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ４ 】
【 図 １ 】 抗 体 2G12の 新 規 構 造 お よ び Fab V H /V H 'ド メ イ ン 交 換 を 促 進 す る 構 造 的 要 因 を 示 す
。 図 面 は 、 プ ロ グ ラ ム Bobscript（ 67） 、 Molscript（ 68） 、 お よ び Raster3D（ 69） を 用 い
て 作 製 し た 。 図 １ Ａ は 、 V H が V L と の そ の 正 常 な 相 互 作 用 か ら 明 ら か に 分 離 し て い る こ と を
示 す 、 結 晶 中 の Fab 2G12の 単 量 体 を 示 す 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を 青 色 お よ び 赤 色 で そ れ ぞ れ 示
す 。 単 量 体 は 結 晶 に は 存 在 し な い が 、 ド メ イ ン 交 換 二 量 体 の 場 合 に 限 っ て 存 在 す る 。 図 １
Ｂ は 、 そ れ ら が 結 晶 に お い て 集 合 す る 場 合 の よ う な 、 二 つ の ド メ イ ン 交 換 Fab分 子 の 構 造
を 示 す 。 軽 鎖 は い ず れ も 青 色 で 示 し 、 Fab1お よ び Fab2か ら の 重 鎖 を そ れ ぞ れ 、 赤 色 お よ び
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紫 色 で 示 す 。 二 つ の 通 常 結 合 部 位 の 間 の 距 離 を 示 す 。 図 １ Ｃ は 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 間 の 新
規 V H /V H '界 面 の ボ ー ル ＆ ス テ ィ ッ ク 表 示 の 拡 大 図 を 示 す 。 起 こ り う る 水 素 結 合 を 黒 の 破 線
で 示 す 。 図 １ Ｄ は 、 定 常 領 域 重 鎖 と 可 変 領 域 重 鎖 ド メ イ ン と の 間 の エ ル ボ ー 領 域 を 示 し 、
ド メ イ ン 交 換 を 図 示 す る 。 V H 'と C H 1と の 間 の リ ン カ ー 領 域 を ボ ー ル ＆ ス テ ィ ッ ク で 示 し 、
対 応 す る 2Fo-Fc電 子 密 度 の 輪 郭 を 1.5σ で 示 す 。
【 図 ２ 】 溶 液 中 で の 2G12の ド メ イ ン 交 換 二 量 体 の 生 物 物 理 学 的 証 拠 を 示 す 。 図 ２ Ａ は 、 パ
パ イ ン 消 化 物 か ら の Fab 2G12お よ び b12の ゲ ル 濾 過 を 示 す 。 保 持 時 間 を x軸 に 示 し 、 y軸 に U
V吸 収 に よ っ て 測 定 し た タ ン パ ク 質 濃 度 を 示 す 。 図 ２ Ｂ は 、 他 の IgG1分 子 （ b6、 b12、 お よ
び 2F5、 全 て 抗 HIV-1抗 体 ） と 比 較 し た IgG1 2G12の 沈 降 計 数 を 示 す 。 x軸 は s 2 0 , w 値 の 範 囲
を 示 し 、 y軸 は そ の 点 で の タ ン パ ク 質 の 相 対 濃 度 （ UV吸 収 に よ っ て 測 定 ） で あ る 。
【 図 ３ 】 Fab 2G12二 量 体 と Man 9 GlcNAc 2 と の 相 互 作 用 を 示 す 。 図 面 は 、 プ ロ グ ラ ム Bobscri
pt、 Molscript、 お よ び Raster3Dを 用 い て 作 製 し た 。 図 ３ Ａ は 、 Man 9 GlcNAc 2 の 化 学 構 造 を
示 す 。 赤 色 の 糖 は 、 一 次 結 合 部 位 （ 通 常 の 結 合 ポ ケ ッ ト ） で Fab 2G12と 接 触 す る が 、 青 色
の 糖 は 二 次 結 合 部 位 （ 通 常 で な い V H /V H '界 面 ） で Fab 2G12と 接 触 す る 。 図 ３ Ｂ は 、 Fab 2G
12の 一 次 結 合 部 位 に 結 合 し た Man 9 GlcNAc 2 の ボ ー ル ＆ ス テ ィ ッ ク 表 示 で あ り 、 対 応 す る 2Fo
-Fc電 子 密 度 の 輪 郭 を 1.6σ で 示 す 。 図 ３ Ｃ は 、 二 つ の 直 交 座 標 に お い て Man 9 GlcNAc 2 に 結
合 し た Fab 2G12二 量 体 の 全 体 構 造 を 図 示 す る 。 全 体 で 四 つ の Man 9 GlcNAc 2 部 分 が 各 Fab二 量
体 に 結 合 す る 。 Man 9 GlcNAc 2 部 分 （ 図 3Aに 対 応 す る ） の 赤 色 の 糖 は 、 一 次 結 合 部 位 に お い
て 結 合 す る が 、 Man 9 GlcNAc 2 部 分 の 青 色 の 糖 は 、 二 次 V H /V H '界 面 で 結 合 す る 。
【 図 ４ 】 二 糖 Manα 1-2Manと の 抗 体 結 合 部 位 相 互 作 用 を 示 す 。 図 面 は プ ロ グ ラ ム Bobscript
、 Molscript、 Raster3D、 お よ び GRASP（ 72） を 用 い て 作 製 し た 。 図 ４ Ａ は 、 Manα 1-2Man
の 2Fo-Fc電 子 密 度 を 示 し 、 1.7σ で 輪 郭 を 示 し て 、 CDRル ー プ を 標 識 す る 。 図 ４ Ｂ は 、 Man
α 1-2Manの 一 次 結 合 部 位 で の Fab 2G12の 分 子 表 面 を 示 す 。 CDRの L3、 H1、 H2、 お よ び H3か
ら の 分 子 表 面 を そ れ ぞ れ 、 藍 色 、 緑 色 、 青 色 、 お よ び 紫 色 で 示 す 。 図 ４ Ｃ は 、 Manα 1-2Ma
nの 水 素 結 合 距 離 内 の Fab原 子 を 示 す 結 合 部 位 の ボ ー ル ＆ ス テ ィ ッ ク 表 示 で あ る （ 破 線 ） 。
Fab重 鎖 お よ び 軽 鎖 を そ れ ぞ れ 、 紫 色 お よ び 藍 色 で 示 す 。
【 図 ５ 】 HIV-1 gp120に 対 す る 2G12結 合 の 阻 害 結 果 を 示 し 、 マ ン ノ ー ス の IC 5 0 値 と 比 較 し
た 異 な る 糖 質 の IC 5 0 値 を 示 す 。
【 図 ６ 】 Fab 2G12の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 誘 発 を 示 し 、 Fab 2G12変 異 体 の 相 対 的 な 見 か け
の 結 合 親 和 性 を 構 造 に 示 す 。 結 果 を gp120 J R - F L の 野 生 型 Fab 2G12結 合 （ 100％ ） と 比 較 し
て 示 す 。 黒 色 の 残 基 は 、 そ の 位 置 で の ア ラ ニ ン 置 換 が 、 p120 J R - F L に 関 す る 2G12の 見 か け
の 結 合 親 和 性 に 対 し て 有 意 な 作 用 （ 野 生 型 と 比 較 し て 50％ ～ 200％ ） を 示 さ な か っ た こ と
を 示 し て い る が 、 赤 色 （ 標 識 ） の 残 基 は 、 そ の 位 置 で の ア ラ ニ ン 置 換 に よ っ て gp120 J R - F L
に 関 す る 2G12の 見 か け の 結 合 親 和 性 が 有 意 に 減 少 し た （ ＞ 2倍 ） こ と を 示 し て い る 。 図 面
は 、 プ ロ グ ラ ム Molscriptお よ び Raster3Dを 用 い て 作 製 し た 。
【 図 ７ 】 gp120と 相 互 作 用 す る 2G12の ド メ イ ン 交 換 Fab二 量 体 の モ デ ル を 示 す 。 既 に 2G12結
合 に 関 与 し て い る gp120上 の グ リ コ シ ル 化 部 位 5個 の 集 団 （ 13） を 、 赤 色 で 示 し て 標 識 す る
（ 295位 、 332位 、 339位 、 386位 お よ び 392位 の ア ス パ ラ ギ ン ） 。 青 色 （ 一 次 結 合 部 位 2個 と
V H /V H '界 面 上 で 1個 ） で 示 さ れ る 異 な る 三 つ の Man 9 GlcNAc 2 部 分 は 、 Asn残 基 ま た は 2G12の
結 合 糖 質 の い ず れ か の 如 何 な る 主 要 な 再 配 列 も な く 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の
モ デ ル に お い て 、 一 次 結 合 部 位 で の 糖 質 は gp120に お け る Asn 332お よ び Asn392に 由 来 す る
が 、 V H /V H '界 面 に 存 在 す る 糖 質 は Asn 339か ら 生 じ る と 考 え ら れ る 。 一 次 結 合 部 位 と 相 互
作 用 す る Man 9 GlcNAc 2 部 分 は 、 2G12-Man 9 GlcNAc 2 結 晶 構 造 に お け る 部 分 と は 変 化 し て お ら
ず 、 gp120上 の Asn 332お よ び Asn 392に 容 易 に 結 合 す る こ と が で き る 。 V H /V H '界 面 の 糖 質
に 関 し て 、 二 つ の 遠 位 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 環 の み が こ の 相 互 作 用 を モ デ ル と す る よ う
に 調 節 さ れ る 。 一 次 お よ び 二 次 結 合 部 位 を 占 め る こ れ ら の 密 に パ ッ キ ン グ さ れ た 糖 質 の 他
の 組 み 合 わ せ ま た は 順 列 も 可 能 で あ る 。 図 面 は 、 プ ロ グ ラ ム Molscriptお よ び Raster3Dを
用 い て 作 製 し た 。
【 図 ８ 】 Fab 2G12の 可 変 ド メ イ ン お よ び 定 常 ド メ イ ン の 間 の ね じ れ の 立 体 的 な 図 を 示 す 。
Fab 2G12を 青 色 で 示 し 、 「 典 型 的 な 」 Fab（ Fab 1dba、 PDBコ ー ド DB3） を 灰 色 で 示 す 。 軽
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鎖 を 左 に 示 し 、 重 鎖 を 右 に 示 す 。 Fab 2G12の 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の 残 基 114～ 200個 を Fab分
子 172個 の ラ イ ブ ラ リ ー と 共 に 整 列 さ せ た 。 可 変 ド メ イ ン と 定 常 ド メ イ ン と の 関 係 を 示 す
た め に 、 Fab 2G12に お け る 残 基 L107と Fabの ラ イ ブ ラ リ ー の 位 置 を 示 す （ 黄 色 の 点 ） 。 重
鎖 に お け る 対 応 す る 位 置 、 残 基 H113を 全 て の 分 子 （ 藍 色 の 点 ） の ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 2G12
（ 赤 色 の 点 ） に 関 し て プ ロ ッ ト し た 。 Fab分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー は 全 て 、 そ の 可 変 お よ び 定
常 ド メ イ ン の 類 似 の 配 列 を 有 す る が （ 「 固 定 の 」 黄 色 の 点 と 比 較 し て 藍 色 の 点 が 密 に 集 合
し て い る こ と に よ っ て 示 さ れ る よ う に ） 、 Fab 2G12可 変 ド メ イ ン は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン と
比 較 し て 非 常 に ね じ れ て い る （ 赤 色 の 点 ） 。 図 面 は 、 プ ロ グ ラ ム Molscriptを 用 い て 作 製
し 、 Raster3Dに よ っ て 描 写 し た 。
【 図 ９ 】 V H お よ び C H 1ド メ イ ン 間 の 失 わ れ た ボ ー ル ＆ ス テ ィ ッ ク 相 互 作 用 を 示 す 。 軽 鎖 を
藍 色 で 示 し 、 Fab二 量 体 に お け る 二 つ の 重 鎖 を 赤 色 お よ び 紫 色 で 示 す 。 Phe H 1 4 6 は 通 常 、 「
ボ ー ル 」 と な り 、 残 基 Leu H 1 1 、 Thr H 1 1 0 お よ び Ser H 1 1 2 に よ っ て 形 成 さ れ る 「 ソ ケ ッ ト 」 に
適 合 す る 。 図 面 は 、 プ ロ グ ラ ム Molscriptを 用 い て 作 製 し 、 Raster3Dに よ っ て 描 写 し た 。
【 図 １ ０ 】 Fab 2G12お よ び NC-1の 沈 降 平 衡 の 結 果 を 示 す 。 図 10Ａ は 、 対 照 Fab NC-1を 示 し
、 こ れ は 一 つ の 種 の 単 量 体 と し て 作 用 す る 。 図 10Ｂ は Fab 2G12を 示 し 、 二 つ の 種 が 適 合 す
る 。 こ れ ら の 種 は 、 Fab単 量 体 お よ び 二 量 体 の 分 子 量 に 対 応 す る （ そ れ ぞ れ 、 45.7 kDお よ
び 95.7 kDで あ る ） 。
【 図 １ １ 】 Man 9 GlcNAc 2 残 基 に 結 合 し た Fab 2G12二 量 体 の 相 互 作 用 の 立 体 図 で あ る 。 赤 色
の 糖 は 、 一 次 結 合 部 位 （ 通 常 の 結 合 ポ ケ ッ ト ） で 2G12と 接 触 す る が 、 青 色 の 糖 は 、 二 次 結
合 部 位 （ 通 常 で な い V H /V H '界 面 ） で Fab 2G12と 相 互 作 用 す る 。 図 面 は 、 プ ロ グ ラ ム Molscr
iptを 用 い て 作 製 し 、 Raster3Dに よ っ て 描 写 し た 。
【 図 １ ２ 】 同 様 に 本 発 明 の 結 合 分 子 を 含 む 他 の V L -V H -V H -V L に 適 用 可 能 で あ る ド メ イ ン 交
換 に お け る 2G12 Fabの 構 造 的 特 徴 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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