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(54)【発明の名称】 化合物のランダムライブラリーを設計およびスクリーニングする方法

(57)【要約】
変化する長さの分子を含んでなる新規な、有用な多次元
ライブラリー（MDL）を製造する方法が提供され、こ
こで分子はターゲット分子と潜在的に相互作用する機能
的単位と、構造単位とを含んでなる。また、新規なオリ
ゴヌクレオチド、ベクター、形質転換およびトランスフ
ェクトされた単細胞宿主、ならびにターゲット分子との
相互作用について多次元ライブラリーの分子をスクリー
ニングするキットが提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  (XYn)mの一般式：

〔式中、

  (XYn)は前記少なくとも1つの分子の反復単位であり、ここで

  Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、

  Yは構造単位であり、

  nは前記反復単位中の前記構造単位の数であり、そして

  mは前記少なくとも1つの分子中の反復単位の数である〕

を有する少なくとも1つの分子を含んでなる、ターゲット分子と潜在的に相互作

用する分子をスクリーニングするための多次元ライブラリー。

    【請求項２】  前記少なくとも1つの分子が検出可能に標識化されている、

請求項1に記載の多次元ライブラリー。

    【請求項３】  前記検出可能な標識が放射性元素、蛍光性化学物質、または

酵素を含んでなる、請求項2に記載の多次元ライブラリー。

    【請求項４】  前記少なくとも1つの分子が単離されたオリゴヌクレオチド

、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、炭水化物、ポリアミン、複素環式分子

、またはそれらの組み合わせを含んでなる、請求項1に記載の多次元ライブラリ

ー。

    【請求項５】  前記少なくとも1つの分子がタンパク質、ポリペプチドまた

はペプチドを含んでなる、請求項1に記載の多次元ライブラリー。

    【請求項６】  式中、

  Xが少なくとも1つの分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能的ペプ

チド単位であり、

  Yが構造ペプチド単位であり、

  nが0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mが2≦m≦20であるような整数である、

請求項5に記載の多次元ライブラリー。

    【請求項７】  前記少なくとも1つの分子が単離されたオリゴヌクレオチド

を含んでなる、請求項1に記載の多次元ライブラリー。
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    【請求項８】  前記機能的単位がヌクレオチド調節配列を含んでなり、そし

て前記構造単位が6～少なくとも60の隣接ヌクレオチドを含んでなるヌクレオチ

ド配列を含んでなる、請求項7に記載の多次元ライブラリー。

    【請求項９】  前記ヌクレオチド調節配列がプロモーター、エンハンサー、

シス作用性遺伝子座、トランス作用性遺伝子座、アテニュエーター、上流アクチ

ベーター、または調節非翻訳可能領域配列を含んでなる、請求項8に記載の多次

元ライブラリー。

    【請求項１０】  前記プロモーターがSV40初期プロモーター、RSウイルスの

3’の長い末端反復の中に含有されるプロモーター、ヘルペスチミジンキナーゼ

プロモーター、メタロチオネイン遺伝子の調節配列、β－ラクタマーゼプロモー

ター、tacプロモーター、アルコールデヒドロゲナーゼプロモーター、ホスホグ

リセロールキナーゼプロモーター、アルカリ性ホスファターゼプロモーター、膵

腺房細胞中で活性であるエラスターゼI遺伝子制御領域、膵β細胞中で活性であ

るインスリン遺伝子制御領域、リンパ系細胞中で活性である免疫グロブリン遺伝

子制御領域、睾丸、乳房、リンパ系およびマスト細胞中で活性であるマウス乳腫

瘍ウイルス制御領域、肝臓中で活性であるアルブミン遺伝子制御領域、肝臓中で

活性であるαフェトプロテイン遺伝子制御領域、肝臓中で活性であるα1抗トリ

プシン遺伝子制御領域、骨髄性細胞中で活性であるβグロビン遺伝子制御領域、

脳中のオリゴデンドロサイト細胞中で活性であるミエリン塩基性タンパク質遺伝

子制御領域、骨格筋中で活性であるミオシン軽鎖－2遺伝子制御、視床下部ジヒ

ドロ葉酸還元酵素(DHFR)プロモーター中で活性である性腺刺激ホルモン放出ホル

モン遺伝子制御領域、構成的RSV－LTRプロモーター、メタロチオネインIIa遺伝

子プロモーター、RSV－LTRプロモーター、hCMVの前初期プロモーター、SV40の初

期プロモーター、アデノウイルスの初期プロモーター、ワクシニアの初期プロモ

ーター、ポリオーマの初期プロモーター、SV40の後期プロモーター、アデノウイ

ルスの後期プロモーター、ワクシニアの後期プロモーター、ポリオーマの後期プ

ロモーター、lac系、trp系、TAC系、TRC系、ファージλの主要なオペレーターお

よびプロモーター領域、fdコートタンパク質の制御領域、3－ホスホグリセリン

酸キナーゼプロモーター、酸性ホスファターゼプロモーター、または酵母α接合
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因子のプロモーターを含んでなる、請求項9に記載の多次元ライブラリー。

    【請求項１１】  ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくと

も1つの多次元ペプチドを含んでなる多次元ライブラリー(MDL)であって、前記少

なくとも1つの多次元ペプチドは一般式(XYn)mを有し、式中、

  Xは少なくとも1つの多次元分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能

的ペプチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である、

多次元ライブラリー(MDL)。

    【請求項１２】  (XYn)mの一般式：

〔式中、

  Xは少なくとも1つの多次元分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能

的ペプチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

  前記単離されたオリゴヌクレオチドは[(NNB)Fn]mの一般式を有し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である〕

を有する少なくとも1つの多次元ペプチドをコードする単離されたオリゴヌクレ

オチド。

    【請求項１３】  複製起点と請求項12に記載の単離されたオリゴヌクレオチ

ドとを含んでなるクローニングベクター。

    【請求項１４】  前記クローニングベクターが大腸菌(E. coli)、バクテリ

オファージ、プラスミド、およびpUCプラスミド誘導体から選択される、請求項1
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3に記載のクローニングベクター。

    【請求項１５】  前記バクテリオファージがλ誘導体をさらに含んでなり、

前記プラスミドがpBR322誘導体さらに含んでなり、そして前記pUCプラスミド誘

導体がpGEX、pmal－cベクター、またはp－FLAGベクターをさらに含んでなる、請

求項14に記載のクローニングベクター。

    【請求項１６】  プロモーターと操作的にアソシエートした請求項12に記載

の単離されたオリゴヌクレオチドを含んでなる発現ベクター。

    【請求項１７】  前記プロモーターがhCMVの前初期プロモーター、SV40の初

期プロモーター、アデノウイルスの初期プロモーター、ワクシニアの初期プロモ

ーター、ポリオーマの初期プロモーター、SV40の後期プロモーター、アデノウイ

ルスの後期プロモーター、ワクシニアの後期プロモーター、ポリオーマの後期プ

ロモーター、lac系、trp系、TAC系、TRC系、ファージλの主要なオペレーターお

よびプロモーター領域、fdコートタンパク質の制御領域、3－ホスホグリセリン

酸キナーゼプロモーター、酸性ホスファターゼプロモーター、または酵母α接合

因子のプロモーターを含んでなる、請求項16に記載の発現ベクター。

    【請求項１８】  請求項16に記載の発現ベクターで形質転換またはトランス

フェクトされた単細胞宿主。

    【請求項１９】  前記単細胞宿主が大腸菌(E. coli)、シュードモナス(Pseu

domonas)、バシラス(Bacillus)、ストレプトマイセス(Streptomyces)、酵母、CH

O、R1.1、B－W、L－M、COS1、COS7、BSC1、BSC40、BMT10およびSf9細胞から成る

群から選択される、請求項18に記載の単細胞宿主。

    【請求項２０】  ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくと

も1つの多次元ペプチドを含んでなる多次元ライブラリー(MDL)を発生させる方法

であって、前記少なくとも1つの多次元ペプチドは一般式(XYn)mを有し、式中、

  Xは少なくとも1つの多次元ペプチドとターゲットとの間の相互作用に参加する

機能的ペプチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、
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  前記方法は、工程：

  (a)  [(NNB)Fn]mの一般式を有する少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを準備

し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

  (b)  前記少なくとも1つのオリゴヌクレオチドがプロモーターと作用可能に関

連付けるように、前記少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現ベクターの中

に挿入し、

  (c)  前記発現ベクターで単細胞宿主を形質転換し、そして

  (d)  前記少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させる条件下に前記単細

胞宿主を培養して、前記ターゲット分子に対するアフィニティーを有する前記少

なくとも1つのオリゴヌクレオチドを産生させる、

を含んでなる方法。

    【請求項２１】  少なくとも1つの多次元ペプチドが単細胞宿主の表面上で

産生される、請求項20に記載の方法。

    【請求項２２】  工程：

  (a)  (XYn)mの一般式：

〔式中、

  (XYn)は前記少なくとも1つの分子の反復単位であり、ここで

  Xは前記少なくとも1つの分子の機能的単位であり、

  Yは前記少なくとも1つの分子の構造単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような、前記反復単位中の前記構造単位の数であり、そし

て

  mは2≦m≦20であるような、前記少なくとも1つの分子中の反復単位の数である

〕

を有する少なくとも1つの分子を含んでなる多次元ライブラリー(MDL)を発生させ
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、

  (b)  多次元ライブラリーを前記ターゲット分子と接触させ、そして

  (c)  前記ターゲット分子と前記少なくとも1つの分子との結合を検出する、

ことを含んでなる、ターゲット分子と相互作用する分子を同定する方法。

    【請求項２３】  前記少なくとも1つの分子が検出可能に標識化されている

、請求項22に記載の方法。

    【請求項２４】  前記検出可能な標識が放射性元素、蛍光性化学物質、また

は酵素を含んでなる、請求項23に記載の方法。

    【請求項２５】  前記少なくとも1つの分子がタンパク質、ポリペプチドま

たはペプチドを含んでなる、請求項22に記載の方法。

    【請求項２６】  多次元ライブラリーを発生させる工程が下記の工程：

  (a)   [(NNB)Fn]mの一般式を有する少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレ

オチドを準備し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

  (b)  前記少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオチドがプロモーターと作

用可能に関連付けるように、前記少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオチ

ドを発現ベクターの中に挿入し、

  (c)  前記発現ベクターで単細胞宿主を形質転換し、そして

  (d)  前記少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させる条件下に前記単細

胞宿主を培養して、前記ターゲット分子に対するアフィニティーを有する前記少

なくとも1つの多次元ペプチドを産生させる、

を含んでなる、請求項25に記載の方法。

    【請求項２７】  前記プロモーターがhCMVの前初期プロモーター、SV40の初

期プロモーター、アデノウイルスの初期プロモーター、ワクシニアの初期プロモ

ーター、ポリオーマの初期プロモーター、SV40の後期プロモーター、アデノウイ
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ルスの後期プロモーター、ワクシニアの後期プロモーター、ポリオーマの後期プ

ロモーター、lac系、trp系、TAC系、TRC系、ファージλの主要なオペレーターお

よびプロモーター領域、fdコートタンパク質の制御領域、3－ホスホグリセリン

酸キナーゼプロモーター、酸性ホスファターゼプロモーター、または酵母α接合

因子のプロモーターを含んでなる、請求項26に記載の方法。

    【請求項２８】  前記単細胞宿主が大腸菌(E. coli)、シュードモナス(Pseu

domonas)、バシラス(Bacillus)、ストレプトマイセス(Streptomyces)、酵母、CH

O、R1.1、B－W、L－M、COS1、COS7、BSC1、BSC40、BMT10およびSf9細胞から成る

群から選択される、請求項26に記載の方法。

    【請求項２９】  前記少なくとも1つの多次元ペプチドが前記単細胞宿主の

表面上で産生される、請求項26に記載の方法。

    【請求項３０】  下記の構成成分：

  (a)  前もって決定した量の多次元ライブラリー(MDL)、前記多次元ライブラリ

ーはターゲット分子に対するアフィニティーを潜在的に有する少なくとも1つの

分子を含んでなり、ここで少なくとも1つの分子は(XYn)mの一般式を有し、式中

、

  Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、

  Yは構造単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

  mは2≦m≦20であるような整数である、

  (b)  他の試薬、および

  (c)  キットの使用説明書；

を含んでなる、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニングす

るキット。

    【請求項３１】  前記少なくとも1つの分子が検出可能な標識である、請求

項30に記載のキット。

    【請求項３２】  前記少なくとも1つの分子が単離されたオリゴヌクレオチ

ド、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、炭水化物、ポリアミン、複素環式分

子、またはそれらの組み合わせを含んでなる、請求項30に記載のキット。
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    【請求項３３】  前記少なくとも1つの分子がタンパク質、ポリペプチドま

たはペプチドを含んでなる、請求項30に記載のキット。

    【請求項３４】  式中、

  Xが少なくとも1つの多次元分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能

的ペプチド単位であり、

  Yが構造ペプチド単位であり、

  nが0≦ｎ≦10であるような整数であり、

  mが2≦m≦20であるような整数である、

請求項30に記載のキット。

    【請求項３５】  前記少なくとも1つの分子が単離されたオリゴヌクレオチ

ドを含んでなる、請求項30に記載のキット。

    【請求項３６】  前記機能的単位がヌクレオチド調節配列を含んでなり、そ

して前記構造単位が6～少なくとも60の隣接ヌクレオチドを含んでなるヌクレオ

チド配列を含んでなる、請求項30に記載のキット。

    【請求項３７】  前記ヌクレオチド調節配列がプロモーター、エンハンサー

、シス作用性遺伝子座、トランス作用性遺伝子座、アテニュエーター、上流アク

チベーター、または調節非翻訳可能領域配列を含んでなる、請求項30に記載のキ

ット。

    【請求項３８】  下記の構成成分：

  (a)  プロモーターと作用可能に関連付けた少なくとも1つのオリゴヌクレオチ

ドで形質転換またはトランスフェクトされた単細胞宿主、ここで少なくとも1つ

のオリゴヌクレオチドは[(NNB)Fn]mの一般式を有し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である、

  (b)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させるための試薬、

  (c)  他の試薬、および
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  (d)  キットの使用説明書；

を含んでなる、ターゲット分子と潜在的に相互作用する多次元ライブラリーの分

子をスクリーニングするキット。



(11) 特表２００３－５３２４３１

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明は、一般に、タンパク質、ポリペプチド、および/またはMDLのメンバー

である多次元ペプチド(MDP)と表示するペプチドを発生させ、ターゲット分子に

対する結合特異性および所望のアフィニティーについてスクリーニングする方法

に関する。

      【０００２】

発明の背景

  多数の分野、例えば、医療および農業において、広い範囲の生物学的プロセス

を効果的にモジューレートする新しい分子を発見する必要性が増加しつつある。

伝統的方法において、「不合理的薬物設計」、すなわち、大きいアンサンブルま

たはレパートリーから適切な分子を選択するプロセスを利用する。一般に、この

ような方法は、簡単な結合反応から手の込んだ生理学的調製物まで複雑さが劇的

に変化するアッセイを使用して、自然材料収集物、例えば、植物抽出物の発酵ブ

ロス、または合成分子のライブラリーをスクリーニングすることを包含する。

      【０００３】

  しばしば、これらのアッセイは主要な化合物のみを提供し、有効な化合物を同

定する前に、経験的方法または化学的設計により大きい改良および洗練を必要と

する。このプロセスは時間および費用のかかるが、合理的方法がターゲット分子

の化学的構造の詳細な知識に基づくときでさえ、合理的方法により完全に置換さ

れないようである。その上、不合理的薬物設計法はレパートリーの発生およびそ

れらの選択法の両方において連続的改良を必要とする。Kay他、Gene 128：59－6

5(1993)。

      【０００４】

  最近、主要な発見のために化合物のライブラリーを提供するために、ペプチド

またはヌクレオチドを使用して、いくつかの開発がなされされてきている。一般

に、ランダムペプチドライブラリーを構築する2つの異なる方法が存在する。1つ

のアプローチにおいて、ペプチドはいくつかのフォーマットでin vitroで化学的
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に合成される。例えば、合成ペプチドの段階的検索の標準的系統的プロセスは現

在種々の高度に複雑な方法を包含し、これらの方法において大きいアレイのペプ

チドを平行に合成し、蛍光またはまたはリポーター基で標識化されたアクセプタ

ー分子でスクリーニングする。有効なペプチドの配列をアレイ中のそのアドレス

からデコードすることができる。(Geysen他、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81：

3998－4002(1984)；Maeji他、J. Immunological Methods 146：83－90(1992)；

およびFodor他、Science 251：767－775(1991)。

      【０００５】

  他のアプローチにおいて、ペプチドの組み合わせライブラリーを樹脂ビーズ上

で合成する。次いでビーズを標識化されたアクセプター分子でスクリーニングす

る。結合したアクセプターを有するものを視的に検査し、次いで物理的に除去す

る。ペプチドを直接的配列分析により同定する。Lam他、Nature 354：82－84(19

91)。この方法は、原理的には、他の化学的実在物とともに使用できるが、配列

決定のために感度の高い方法を必要とし、こうして他の化学的実在物とともにそ

れを使用することを非常に困難とする。

      【０００６】

  組み合わせのペプチドライブラリーを使用して同定する問題を解決する種々の

方法は、ヘキサペプチドの使用を包含する。Houghten他、Nature 354：84－86(1

991)。特に、２０天然アミノ酸のヘキサペプチドを使用すると、４００

の配列ライブラリーが合成され、それらの各々は最初の２つのアミノ酸残基を固

定して有し、ヘキサペプチドの残りの４つの位置はすべての可能な組み合わせに

より占有されている。次いで結合または他の活性に対する競合に基づくアッセイ

を使用して、活性ペプチドを有するライブラリーを見出す。

      【０００７】

  いったん活性ペプチドを有するライブラリーが捜し出されると、20の新しいラ

イブラリーを合成し、アッセイして第3位置において有効なアミノ酸残基を決定

する。次いでペプチド中のすべての6つの位置が同定されるまで、このプロセス

を反復する。しかしながら、この方法は本来時間がかかり、非効率的である。そ

の上、アッセイできるペプチドのサイズは6アミノ酸残基に限定される。こうし



(13) 特表２００３－５３２４３１

て、タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドの二次または三次構造のターゲッ

ト分子との結合に対する効果をアッセイするその能力は極端に制限される。

      【０００８】

  最近、ヘキサペプチドを使用するアプローチが示唆された。特に、20アミノ酸

を使用して出発すると、合計120(20×6)のペプチド混合物が合成される。20の混

合物において、位置6はユニークアミノ酸を含有し、そして位置1～5はすべての

天然アミノ酸の混合物を含有する。他の20の混合物において、位置5はユニーク

アミノ酸を含有し、そしてすべての他の位置はすべての20のアミノ酸の混合物す

る、およびその他。いったん合成されると、120のペプチド混合物を同時に試験

し、各位置を表す20の混合物の各々のうちで最も活性であるものを同定する。Ho

ughten、Abstract、European Peptide Society 1992 symposium、Interlaken、S

witzerland。この方法は活性ペプチドを見出す速度を増加させるが、それはまた

ヘキサペプチドの同定において固有の制限を有する。こうして、上で説明した方

法と同様に、活性を有する化合物の三次構造は適切に探査することができない。

      【０００９】

  組換えDNA技術を使用する第2アプローチは、可溶性融合タンパク質またはウイ

ルスキャプシド融合タンパク質としてin vivoにおいてペプチドを発現させるこ

とを包含する。特に、多数のペプチドライブラリーはM13ファージを使用する。M

13はフィラメント状バクテリオファージであり、過去20年間に分子生物学研究所

において広範に使用されてきている。このウイルス粒子は6つの異なるキャプシ

ドタンパク質と、一本鎖環状DNA分子として、ウイルスゲノムの1つのコピーとを

含んでなる。

      【００１０】

  いったんM13 DNAが大腸菌(E. coli)のような宿主細胞の中に浸透すると、それ

は二本鎖の環状DNAに変換される。ウイルスDNAは第2複製起点を保持し、この複

製起点はウイルス粒子の中に見出される一本鎖DNAを発生させるために使用され

る。ウイルス形態形成の間に、一本鎖DNAおよびウイルスタンパク質の順序づけ

られたアセンブリーが存在し、そして ウイルス粒子は分泌に非常に類似するプ

ロセスにおいて細胞から排除される。M13ウイルスは他のバクテリオファージ(す
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なわち、バクテリオファージλ)のように溶原性または溶解性ではない。いった

ん感染すると、細胞は慢性的にウイルスを放出する。この特徴はより高い力価の

ウイルス感染培養物、すなわち、1012 pfu／mlに導く。

      【００１１】

  M13ファージのゲノムは約8000ヌクレオチド長さであり、そして完全に配列決

定されている。ウイルスキャプシドタンパク質、タンパク質III(pIII)は細菌の

感染に関係する。大腸菌(E. coli)において、F因子はピリンタンパク質をコード

し、このタンパク質はpIIIと相互作用し、ファージ吸収に関係する。それゆえ、

M13ウイルスのための大腸菌(E. coli)宿主はF因子を有するので、雄であると考

えられる。突然変異の分析を使用して、研究者らは406アミノ酸の長いpIIIキャ

プシドタンパク質が2つのドメインを有することを決定した。C末端はタンパク質

をウイルスコートに定着させるが、pIIIのN末端は大腸菌(E. coli)ピリンタンパ

ク質との相互作用について必須である、CrissmanおよびSmith、Virology 132：4

45－455(1984)。

      【００１２】

  pIIIタンパク質のN末端アンカーはウイルス感染に必要であることが示された

が、成熟タンパク質の極端のN末端は変更を許容しない。1985年において、Smith

はウイルスコート表面上で異種タンパク質を発現する実験的系としてバクテリオ

ファージM13のpIIIタンパク質を使用することを報告する実験を発表した、Scien

ce 228：1315－1317(1985)。後に、独立に2つのグループにより、M13ファージpI

II遺伝子展示系は抗体エピトープをマッピングするために有用な道具であること

ができることが認識された。また、de La Cruz他、J. Biol. Chem. 263：4318－

4322(1998)は、熱帯熱マラリア原虫(Plasmodium falciparum)表面コートタンパ

ク質をコードするcDNAのセグメントを遺伝子IIIの中にクローニングし、発現さ

せ、そして組換えファージをポリクローナル抗体との免疫反応性について試験し

た。

      【００１３】

  ParmleyおよびSmith、Gene 73：305－318(1988)は、大腸菌(E. coli)β－ガラ

クトシダーゼ遺伝子のセグメントを遺伝子IIIの中にクローニングし、発現させ
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、そして抗β－ガラクトシダーゼモノクローナル抗体のエピトープを保持する組

換え体を同定した。また、これらの著者らは「バイオパニング(biopanning)」と

呼ぶプロセスを記載した。このプロセスにおいて、組換えファージの混合物をビ

オチニル化モノクローナル抗体とインキュベートし、そしてファージ－抗体複合

体をストレプトアビジン被覆プラスチックプレートで特別に回収した。

      【００１４】

  1989年において、ParmleyおよびSmith(Adv. Exp. Med. Biol. 251：215－218(

1989))は、pIII遺伝子中にクローニングした短い、合成DNAセグメントがエピト

ープのライブラリーを発現できることを示唆した。線状エピトープはしばしば約

6アミノ酸長さであるので、ランダム組換えDNAライブラリーを使用してすべての

可能なヘキサペプチドを発現させて、抗体に結合できるエピトープを単離するこ

とは可能であろうと、これらの著者らは推論した。

      【００１５】

  ScottおよびSmith(Science 249：286－390(1990))は、M13ファージの表面上で

ヘキサペプチドの「エピトープライブラリー」を構築し、発現させることを記載

している。33塩基対のBg1 I消化オリゴヌクレオチド配列をSfiI消化ファージfd

－tet、すなわち、fUSE 5 RFの中に挿入することによって、ライブラリーは作ら

れた。33塩基対のフラグメントはランダムまたは「縮重」コード配列(NNK)6を含

有し、ここでNはG、A、TおよびCを表し、そしてKはGおよびTを表す。ライブラリ

ーは4×107の異なるヘキサペプチドを発現する2×108の組換え体から成ることを

著者らは述べている。理論的に、このライブラリーは6.4×107の可能なペプチド

の69％を発現した(206)。また、Cwirla他、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87

：6378－6382(1990)は、M13 fdファージの遺伝子pIII融合物として発現されたヘ

キサペプチドの多少類似するライブラリーを記載した。WO 91／19818、1991年12

月26日発行(DowerおよびCwirla)には、ペンタマー～オクタマーのランダムアミ

ノ酸配列が記載されている。

      【００１６】

  さらに、Devlin他、Science 249：404－401(1990)は、オリゴヌクレオチド合

成の(NNS)コーディングスキーム(ここでSはGまたはCである)を使用して発生させ
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た約15残基のペプチドライブラリーを記載した。

      【００１７】

  同様に、Christian他(J. Mol. Biol. 227：771－718(1992))は、デカペプチド

を発現するファージ展示ライブラリーを記載した。自己相補的3’末端を有する

縮重コドン(NN(G/T))10を含んでなるオリゴヌクレオチドにより、出発DNAを発生

させた。ヘアピンを形成するとき、この配列は自己プライミング複製部位をつく

り、これはT4ポリメラーゼにより使用して相補的DNA鎖を発生させることができ

る。次いで二本鎖DNAを5’末端およびヘアピンにおけるSfiI部位で切断して、Sc

ottおよびSmith、Science 249：286－390(1990)に記載されているFuse 5ベクタ

ーの中にクローニングした。

      【００１８】

  これらのライブラリーは、種々の高分子、例えば、レセプター、ポリペプチド

、酵素、炭水化物および抗体に対する潜在的ターゲットを表す、異なるペプチド

の非常に大きいレパートリーを包含する。したがって、ファージ展示技術はター

ゲット分子に結合するペプチド配列を選択する非常に強力な道具であるように思

われる。これらのペプチドは、例えば、ワクチン組成物中の抗原として、酵素イ

ンヒビターとして、レセプターに対するアンタゴニストまたはアゴニストとして

、多数の用途を見出すことができる。しかしながら、前述のライブラリー中のペ

プチドの長さは制限されるために、ペプチドは天然タンパク質を模倣し、それら

のコンフォメーションを採用することができない。例えば、Sato他、Infect. Im

mun. 46：422－428(1984)はモノクローナル抗体1B7を最初に記載し、初めてに百

日咳菌(B. pertussis)トキシン(PTX)に対して発生させた。

      【００１９】

  この抗体はこのトキシンをin vitroで中和することができ、そしてビルレント

百日咳菌(B. pertussis)を使用する頭蓋内チャレンジからマウスを保護すること

ができる。1B7により認識されるエピトープは不連続であり、コンフォメーショ

ンに主として依存することが示された。このような不連続なエピトープを模倣す

るペプチド配列を得ることを希望して、Felici他、Gene 128：21－27(1993)は、

主要なコートタンパク質(pIII)の中に挿入された9つのランダムアミノ酸から成
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る2つのファージ展示ライブラリーを構築し、それらのナノペプチドは線状であ

るか、あるいは2つのシステイン残基によりフランクされている(環状)。

      【００２０】

  2つのライブラリーを抗体1B7でスクリーニングした。陽性のクローンを配列決

定し、線状ペプチドについてのみコンセンサス配列が得られた。しかしながら、

PTXの三次元構造非存在下に、抗体1B7により認識される不連続なエピトープの構

築において重要であるもとのタンパク質のアミノ酸残基にコンセンサスペプチド

配列が対応する方法を決定することは非常に困難であった。この情報が欠如する

にもかかわらず、選択したナノペプチドはもとのタンパク質の結合部位を十分に

模倣して、PTXに対するワクチンの製造において抗原として働くことを著者らは

期待した。

      【００２１】

  しかしながら、彼らの期待と反対に、ペプチド1B7の結合部位についてPTXと競

合させることができたが、PTXの不連続なエピトープを十分に模倣してもとの抗

原PTXに対して特異的な抗体の産生を誘発することができなかった。その上、フ

ァージ組換え体ペプチドは取り囲むファージ配列により支配されるコンフォメー

ションに適合することが決定された。そのコンフォメーションは抗体1B7により

認識される。こうして、取り囲むファージ配列が存在しないペプチド単独を合成

したとき、ペプチドは抗体1B7に結合する能力を損失する。

      【００２２】

  同一グループLuzzago他、Gene 128：51－57(1993)は、同一ライブラリーを使

用して抗体H107に結合するオリゴペプチドを選択した。抗体H107は組換えヒトフ

ェリチンH－サブユニット(H－Fer)の自然コンフォメーションを認識する。しか

しながら、このとき、H－Ferの三次元構造は知られていた。線状の選択されたペ

プチドについてのみ得られたコンセンサスペプチド配列を使用して、もとのタン

パク質の中に特異的に位置するアミノ酸に、H－Ferエピトープのコンフォメーシ

ョンにおいて推定される役割を割り当てた。もとのタンパク質ならびに取り囲む

ファージ配列を使用して合成されたタンパク質の中に位置する、取り囲む配列の

存在下にペプチドを合成したとき、H107抗体でスクリーニングしたペプチドはも
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とのタンパク質アセンブリーを模倣することができ、そして抗体H107に効果的に

結合した。

      【００２３】

  これらの結果は前述のライブラリーの予測不可能性を示す。特に、2つの異な

る抗体を使用して選択されたペプチドを使用して、異なる結果が得られた。こう

して、これらのライブラリーはすべての現存する抗原エピトープの選択において

有望ではない。

      【００２４】

  なお他のより短いペプチドライブラリーは下記の文献に記載されている：O’N

eil他、Proteins : Structure, Function and Genetics 14：509－515(1992)。

このライブラリーにおいて、ランダム環状ヘキサペプチド配列を構築し、それを

pIIIファージタンパク質の中に挿入した。次いでこのライブラリーを使用して、

レセプター糖タンパク質IIb/IIIa(αIIbβ3)、すなわち、フィブリノゲンおよび

フォン・ウィルブランド因子の結合を通して血小板凝集を仲介する細胞接着分子

のインテグリンファミリーの1メンバー、に対するターゲットを選択した。

      【００２５】

  この研究の目的は、アンタゴニストまたは抗血栓因子として使用できるターゲ

ットを発見することであった。糖タンパク質IIb/IIIaは、RGD配列として普通に

知られている非常に短い配列に結合する。環状ライブラリーを使用して、同一著

者らはコンセンサス配列の同定に成功した。事実、著者らは、問題のファージを

溶離するために使用するターゲットSK106760(ペプチドのアレイの広範な合成後

に開発された環状ペプチド)よりもすぐれたアンタゴニストであるターゲットを

同定した。また、彼らはアルギニンがリシンで置換された変異型RGD配列が驚く

べきことには最良の抗凝集選択ペプチドの1つであることを発見した。

      【００２６】

  また、Kay他、Gene 128：59－65(1993)はTSAR－9ライブラリーを構築した。こ

のライブラリーは成熟pIII分子のN末端において36のランダムアミノ酸を発現す

る。このライブラリーは108の個々の組換え体を含有する。この値は、その潜在

的コーディング多様性(2036)と比較したとき、非常に小さいが、それは生物学的
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に非常に多様である。例えば、わずかに105の40アミノ酸エクソンがヒトゲノム

の中に存在することが推定された：Dorit他、Science 250：1377－1382(1990)。

      【００２７】

  ライブラリーをストレプトアビジン、および常磁性ビーズにカップリングさせ

たポリクロナールヤギ抗マウスIgG Fc抗体調製物でパン(pan)した。ストレプト

アビジンは、ファージ上で展示された15アミノ酸のランダムペプチドライブラリ

ーを使用してDevlin他、Science 249：404－406(1990)により同定されたモチー

フに類似する、アミノ酸モチーフ、HPQ/M、を発現するファージのクラスを選択

した。ポリクロナールヤギ抗マウスIgG Fc抗体調製物は、マウスIgG Fcの領域に

類似する配列を展示するファージを選択した。こうして、マウスIgG上で単一免

疫優性エピトープが同定された。

      【００２８】

  他の研究者らは、ファージ粒子表面上の非ウイルスDNA発現のために、他のウ

イルスキャプシドタンパク質を使用した。タンパク質pVIIIは主要なウイルスキ

ャプシドタンパク質であり、そのC末端においてM13ウイルス粒子の一本鎖DNAと

相互作用する。それは50アミノ酸長さであり、ほぼ2,700コピー/粒子で存在する

(Cesareni G.、FEBS Lett. 307：66－70(1992))。pVIII－融合タンパク質の陰性

作用を最小するために、ファージミド系が使用されてきている。ファージミドを

保持する細菌細胞をヘルパーファージで感染させ、これらの細菌細胞は野生型お

よび融合pVIIIキャプシド分子の両方の混合物を有するウイルス粒子を分泌する

。また、遺伝子VIIIはM13ウイルス粒子表面上でペプチドを発現する部位として

働いた：フィラメント状バクテリオファージfdの熱帯熱マラリア原虫(P. falcip

arum)の主要な表面抗原の異なるセグメントに対応する4および6アミノ酸配列(Gr

eenwood他、J. Mol. Biol. 220：821－827(1991))。

      【００２９】

  Leostra他、J. Immunol. Methods 152：149－157(1992)は、3’末端に8ヌクレ

オチド長さパリンドローム配列を有する約17または23縮重塩基のアニーリングオ

リゴヌクレオチドを含んでなるライブラリーを構築して、細菌発現ベクター中で

β－ガラクトシダーゼタンパク質との融合タンパク質として、ランダムヘキサ－
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またはオクタペプチドを発現させることを記載した。次いでDNAをクレノウDNAポ

リメラーゼで二本鎖形態に変換し、ベクターの中に平滑末端結合し、次いでトラ

ンケートβ－ガラクトシダーゼのC末端の発現ベクター中にクローニングして107

組換え体を発生させた。次いでコロニーを溶解し、ニトロセルロースフィルター

上にブロットし、いくつかの異なるモノクローナル抗体との免疫反応性について

スクリーニングした。多数のクローンを反復したラウンドのスクリーニングによ

り単離した。しかしながら、当業者は容易に認識できるように、このようなライ

ブラリーを構築することは極めて労力を必要とし、こうして費用がかかる。結局

、その応用は制限される。

      【００３０】

  PasquallniおよびRuoslahti、Nature 380：364－366(1996)は、ランダムペプ

チドライブラリーのin vivoスクリーニングに基づく器官選択ターゲッティング

を研究するアプローチを報告した。脳および腎臓の血管へのファージの選択的局

在化を仲介することができるペプチドが同定され、これらのペプチドはこれらの

器官に対して13倍までの選択性を示した。

      【００３１】

  ライブラリーがそれ自体合成的である、ライブラリーを製造する特定の「遺伝

学的」方法が記載された。活性オリゴヌクレオチド分子をアクセプター部位に結

合させ、次いでポリメラーゼ連鎖反応(PCR)により増幅させる。PCRは系統的濃縮

を可能とし、次いで活性分子の構造をPCR生成物から発生したクローンのDNA配列

決定によりデコードする。しかしながら、レパートリーはヌクレオチドおよび自

然ピリミジンおよびプリン塩基、または特異的Watson－Crick対合を保存し、ポ

リメラーゼによりコピーできる変更に限定される(Singer他、Nucleic Acids Res

. 25：781－786(1997))。後に、このアプローチはヌクレオチドの種々の化学的

誘導体を既に同定されたモチーフの中に導入することによってさらに進展された

(Gold他、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94：59－64(1997))。

      【００３２】

  抗体をコードする合成オリゴヌクレオチドまたはDNAフラグメントのライブラ

リーをin vitro翻訳系を介してリボソームにおいて表示させる、「遺伝学的」方
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法が記載された(Hanes他、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94：4937－4942(199

7))；(He他、Nucleic Acids Res. 25：5132－5134))。このアプローチは非常に

大きい(1015～1018までの)ライブラリーの有効な発現を可能とするが、ファージ

展示系は通常1010～1012配列により制限される。

      【００３３】

  これらの遺伝学的方法の主な利点はDNA配列のクローニングおよび増幅の能力

にあり、これは系統的濃縮を可能とし、活性分子の構造をデコードする簡単かつ

容易な方法を提供する。特定の分子からのペプチドを含んでなるライブラリーを

使用するとき、このような結果を得ることができない。なぜなら、上に説明した

ように、暴露されたペプチドの長さおよびコンフォメーションは特定の分子に結

合するペプチドを回収するために十分であり、しかも他の分子上のいっそう複雑

な結合を効果的に模倣するペプチドの回収に適さないので、このようなライブラ

リーから得られた結果は予測不可能であるからである。

      【００３４】

  しかしながら、ライブラリーを産生するこれらの遺伝学的方法の制限は、ペプ

チドライブラリーにより発現されるオリゴヌクレオチド中のTAG(停止)コドンの

頻度を包含する。抑制を保持する宿主を使用して、この問題を改善する努力がな

されてきている。しかしながら、この戦略はランダムペプチドをコードするオリ

ゴヌクレオチド中の停止コドンの発現を回避するために100％効果的ではないこ

とがある。その上、ランダムペプチドをコードするより長いオリゴヌクレオチド

を発現させるとき、この問題は非常に重大となる。

      【００３５】

  したがって、ターゲット分子に対する結合アフィニティーを最大するために機

能的ペプチド単位の位置決定を促進する、ターゲット分子と相互作用する機能的

ペプチド単位、および構造ペプチド単位を含んでなる、ランダムおよび非特定長

さのペプチドのライブラリーを発生させる方法が要求されている。

  また、種々のランダム長さのオリゴヌクレオチドを利用する、ランダムおよび

非特定長さのペプチドのライブラリーを発生させる方法が要求されている。

      【００３６】
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  また、ペプチドがランダム長さであり、かつある種の長さに限定されない、ペ

プチドのライブラリーを発生させる方法が要求されている。結局、潜在的に結合

性のペプチドおよびフランキングする配列においてMDPの機能的単位の1または2

以上の実際の結合性部分の二次および/または三次構造を発生させる機会が得ら

れる。固定された長さのオリゴヌクレオチドを使用するとき、このような複雑な

構造の発生は不可能である。

  さらに、種々のターゲットに対する結合特異性を有する多次元ペプチド(MDP)

を同定するために、好都合にスクリーニングすることができるライブラリーが要

求されている。

      【００３７】

  その上、また、種々の長さのペプチドを発現し、かつライブラリーのオリゴヌ

クレオチド中のランダム停止コドンの陰性衝撃を効果的にかつ効率的に最小とす

ることができる方法が要求されている。

  本明細書における参考文献の引用は、このような参考文献が本発明に対する「

先行技術」として利用可能であることを認めることとして解釈すべきではない。

      【００３８】

発明の要約

  本発明によれば、任意の方法で問題の分子または分子複合体(ターゲット)に結

合するか、あるいはそれらと相互作用する特異的分子を選択する、新規な有効な

多次元ライブラリー(MDL)が提供される。MDLは種々の天然または人工のポリマー

化合物により代表され、下記のものを包含するが、これらに限定されない：単離

されたオリゴヌクレオチド、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、ポリ炭水化

物、ポリアミン、複素環式分子、またはそれらの組み合わせ。

      【００３９】

  概括的に言えば、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をス

クリーニングするための多次元多次元ライブラリーに関し、ここでライブラリー

は(XYn)mの一般式を有する少なくとも1つの分子を含んでなり、式中、

  (XYn)は少なくとも1つの分子の反復単位であり、ここで

  Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、
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  Yは構造単位であり、

  nは反復単位中の構造単位の数であり、

  mは少なくとも1つの分子中の反復単位の数である。

      【００４０】

  さらに、本発明は、少なくとも1つの分子が検出可能に標識化されている、多

次元ライブラリーに関する。多数の検出可能な標識を本発明において使用するこ

とができ、当業者は容易に使用することができる。本発明において使用できる検

出可能な標識の例は下記のものを包含するが、これらに限定されない：放射性元

素、蛍光性化学物質、発色団、酵素、または増幅可能なヌクレオチド配列。本発

明において使用できる検出可能な標識の特定の例は後述される。

      【００４１】

  前述したように、本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つの分子は、多

数の異なるタイプの分子、例えば、オリゴヌクレオチド、タンパク質、ポリペプ

チド、ペプチド、ポリ炭水化物、ポリアミン、複素環式分子、またはそれらの組

み合わせから構成されることができる。少なくとも1つの分子がタンパク質、ポ

リペプチド、またはペプチドを含んでなる、特定の例において、Xは少なくとも1

つの分子とターゲットとの間の相互作用に潜在的に参加する機能的ペプチド単位

であり、Yは構造ペプチド単位であり、nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

そしてmは2≦m≦20であるような整数である。

      【００４２】

  その上、上に説明したように、本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つ

の分子は単離されたオリゴヌクレオチドであることができる。このような態様に

おいて、少なくとも1つの分子の機能的単位はヌクレオチド調節配列を含んでな

り、そして構造単位は6～少なくとも60の隣接ヌクレオチドを含んでなるヌクレ

オチド配列を含んでなる。多数のヌクレオチド調節配列を本発明において使用で

あることができる。特定の例は下記のものを包含するが、これらに限定されない

：プロモーター、エンハンサー、シス作用性遺伝子座、トランス作用性遺伝子座

、アテニュエーター、上流アクチベーター、または調節非翻訳可能領域配列。

      【００４３】
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  同様に、多数のプロモーターは本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つ

の単離されたオリゴヌクレオチドにおいて機能的単位として働くことができる。

このようなプロモーターの特定の例は下記のものを包含するが、これらに限定さ

れない：SV40初期プロモーター、RSウイルスの3’の長い末端反復の中に含有さ

れるプロモーター、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター、メタロチオネイン

遺伝子の調節配列、β－ラクタマーゼプロモーター、tacプロモーター、アルコ

ールデヒドロゲナーゼプロモーター、ホスホグリセロールキナーゼプロモーター

、アルカリ性ホスファターゼプロモーター、

      【００４４】

  膵腺房細胞中で活性であるエラスターゼI遺伝子制御領域、膵β細胞中で活性

であるインスリン遺伝子制御領域、リンパ系細胞中で活性である免疫グロブリン

遺伝子制御領域、睾丸、乳房、リンパ系およびマスト細胞中で活性であるマウス

乳腫瘍ウイルス制御領域、肝臓中で活性であるアルブミン遺伝子制御領域、肝臓

中で活性であるαフェトプロテイン遺伝子制御領域、肝臓中で活性であるα1抗

トリプシン遺伝子制御領域、骨髄性細胞中で活性であるβグロビン遺伝子制御領

域、脳中のオリゴデンドロサイト細胞中で活性であるミエリン塩基性タンパク質

遺伝子制御領域、骨格筋中で活性であるミオシン軽鎖－2遺伝子制御、

      【００４５】

  視床下部ジヒドロ葉酸還元酵素(DHFR)プロモーター中で活性である性腺刺激ホ

ルモン放出ホルモン遺伝子制御領域、構成的RSV－LTRプロモーター、メタロチオ

ネインIIa遺伝子プロモーター、RSV－LTRプロモーター、hCMVの前初期プロモー

ター、SV40の初期プロモーター、アデノウイルスの初期プロモーター、ワクシニ

アの初期プロモーター、ポリオーマの初期プロモーター、SV40の後期プロモータ

ー、アデノウイルスの後期プロモーター、ワクシニアの後期プロモーター、ポリ

オーマの後期プロモーター、lac系、trp系、TAC系、TRC系、ファージλの主要な

オペレーターおよびプロモーター領域、fdコートタンパク質の制御領域、3－ホ

スホグリセリン酸キナーゼプロモーター、酸性ホスファターゼプロモーター、ま

たは酵母α接合因子のプロモーター。

      【００４６】
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  さらに、本発明は、少なくとも1つの多次元ペプチドを含んでなる多次元ライ

ブラリーに関し、少なくとも1つの多次元ペプチドは一般式(XYn)mを含んでなり

、式中、

  Xは少なくとも1つの多次元分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能

的ペプチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

      【００４７】

ここで少なくとも1つの多次元ペプチドは少なくとも1つの単離されたオリゴヌク

レオチドによりコードされ、単離されたオリゴヌクレオチドは[(NNB)Fn]mの一般

式を有し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００４８】

  当然、本発明は、多次元ライブラリーの少なくとも1つの分子をコードする単

離されたオリゴヌクレオチドに関し、ここで単離されたオリゴヌクレオチドは[(

NNB)Fn]mの一般式を有し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００４９】

  必要に応じて、本発明の単離されたオリゴヌクレオチドは、さらに、単離され

たオリゴヌクレオチドにより発現される多次元ペプチドを単細胞宿主の表面上で
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発現させるシグナルを単細胞宿主に与える、後述する、シグナル配列を含んでな

ることができる。このようなシグナル配列は当業者によく知られており、そして

日常的実験室技術により本発明の単離されたオリゴヌクレオチド上に適当な位置

においてスプライスことができる。

      【００５０】

  さらに、本発明は、このような単離されたオリゴヌクレオチドを合成する多数

の方法に関する。1つのこのような方法は、前述したようにオリゴヌクレオチド

を合成する方法を包含し、ここでNはA、C、G、およびTの等モル混合物を表す；B

はG、C、およびTの等モル混合物を表す。こうして、NNBモチーフは任意の可能な

天然アミノ酸をコードし、ただ1つの停止コドン(TAG)を含有する；Fは単一の前

もって合成したコドン、いくつかの単一コドンの組み合わせ、または前もって選

択したアミノ酸の1つまたは組み合わせを生ずる、それらのランダムの前もって

合成した配列を表す；nはアミノ酸の構造ブロックを生ずるコドンの数であり、

ランダム値であり、そして例えば、0～10であることができる；mは機能的コドン

の数であり、例えば、2～20であることができる。

      【００５１】

  本発明に包含されるこのような単離されたオリゴヌクレオチドを合成する他の

方法は、NNBコドンとしてすべての天然アミノ酸に対応する活性化された3ヌクレ

オチド、およびFコドンとして前もって選択されたアミノ酸の構造ブロックをコ

ードする活性化されたポリヌクレオチドを使用することを含む。

      【００５２】

  本発明に包含される前述の一般式を有するこのような単離されたオリゴヌクレ

オチドを合成するなお他の方法は、連続的分割および結合工程、すなわち、「ス

プリット－プル」合成法を含んでなる。「スプリット－プル」合成法を実行する

方法は、下記の工程を含んでなる：

  （a）  樹脂支持体上でNNS構造を有する3ヌクレオチドを合成し、

  （b）  樹脂支持体をn＋1画分に分割し、

  （c）  下記のスキームに従い樹脂支持体の各画分上で合成を続け、

                画分1：      樹脂－NNB
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                画分2：      樹脂－NNB－(N1N2N3)

                画分3：      樹脂－NNB－(N1N2N3)2

                画分4：      樹脂－NNB－(N1N2N3)3

                画分n＋1：   樹脂－NNB－(N1N2N3)n

ここでN1、N2、およびN3は前述のFコドンを生ずるヌクレオチドであり

  (d)  脂支持体を一緒に混合し、工程(a)に記載するように合成を続けて、樹脂

－NNB－(N1N2N3)0－n－NNBを一般構造を有する化合物を生成し、

  (e)  [NNB－(N1N2N3)0－n]mが得られるまで、工程(a)～(d)をm回続け、そして

  (f)  樹脂支持体の画分からオリゴヌクレオチドを分離する。

      【００５３】

  「スプリット－プル」合成法を使用すると、変異型コドンのためのNNS、NNK、

およびNNB式を使用してLBTの中にしばしば見出されるGCヌクレオチドに富んだ合

成されたオリゴヌクレオチドの使用が回避される。このようなオリゴヌクレオチ

ドは適切に組立て、配列決定ことが困難である。

      【００５４】

  当然、本発明は、さらに、本発明の単離されたオリゴヌクレオチドと、複製起

点とを含んでなるクローニングベクターに関する。多数のクローニングベクター

を本発明において使用することができ、例えば、大腸菌(E. coli)、バクテリオ

ファージ、プラスミド、およびpUCプラスミド誘導体を包含する。本発明におい

てクローニングベクターとして使用できるバクテリオファージの特定の例は、λ

誘導体を含んでなる。その上、プラスミドクローニングベクターはpBR322誘導体

さらに含んでなり、そしてpUCプラスミド誘導体はpGEX、pmal－cベクター、また

はp－FLAGベクターをさらに含んでなる。

      【００５５】

  本発明は、本発明の多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコードする単離さ

れたオリゴヌクレオチドを発現する発現ベクターに関する。本発明の発現ベクタ

ーは、プロモーターと作用可能に関連付けた単離されたオリゴヌクレオチドを含

んでなり、ここで単離されたオリゴヌクレオチドは[(NNB)Fn]mの一般式を有し、

式中、
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  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００５６】

  多数の発現ベクターを本発明において使用することができる。特定の例を後述

する。その上、多数のプロモーターを本発明の発現ベクターにおいて使用するこ

とができる。このようなプロモーターは下記のものを包含するが、これらに限定

されない：hCMVの前初期プロモーター、SV40の初期プロモーター、アデノウイル

スの初期プロモーター、ワクシニアの初期プロモーター、ポリオーマの初期プロ

モーター、SV40の後期プロモーター、アデノウイルスの後期プロモーター、ワク

シニアの後期プロモーター、ポリオーマの後期プロモーター、lac系、trp系、TA

C系、TRC系、ファージλの主要なオペレーターおよびプロモーター領域、fdコー

トタンパク質の制御領域、3－ホスホグリセリン酸キナーゼプロモーター、酸性

ホスファターゼプロモーター、または酵母α接合因子のプロモーター。

      【００５７】

  さらに、本発明は、本発明の多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコードす

る単離されたオリゴヌクレオチドを含んでなる発現ベクターで形質転換またはト

ランスフェクトされた単細胞宿主に関し、ここで単離されたオリゴヌクレオチド

は[(NNB)Fn]mの一般式を有し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００５８】

  多数の単細胞宿主、例えば、大腸菌(E. coli)、シュードモナス(Pseudomonas)

、バシラス(Bacillus)、ストレプトマイセス(Streptomyces)、酵母、CHO、R1.1
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、B－W、L－M、COS1、COS7、BSC1、BSC40、BMT10およびSf9細胞を本発明におい

て使用することができる。

      【００５９】

  他の態様において、本発明は、ターゲット分子に対するアフィニティーを有す

る少なくとも1つの多次元ペプチドを含んでなる多次元ライブラリー(MDL)を発生

させる方法に関し、少なくとも1つの多次元ペプチドは一般式(XYn)mを有し、式

中、

  Xは少なくとも1つの多次元ペプチドとターゲットとの間の相互作用に参加する

機能的ペプチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００６０】

  このような方法は、工程：

  (a)  [(NNB)Fn]mの一般式を有する少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを準備

し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

      【００６１】

  (b)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドがプロモーターと作用可能に関連付

けるように、少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現ベクターの中に挿入し

、

  (c)  発現ベクターで単細胞宿主を形質転換またはトランスフェクトし、そし

て

  (d)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させる条件下に単細胞宿主を

培養して、ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくとも1つのオ



(30) 特表２００３－５３２４３１

リゴヌクレオチドを産生させる、

を含んでなる。

      【００６２】

  さらに、本発明は、ターゲット分子と相互作用する分子を同定する方法に関し

、この方法は、工程：

  (a)  (XYn)mの一般式を有する少なくとも1つの分子を含んでなる多次元ライブ

ラリー(MDL)を発生させ、式中、

  (XYn)は少なくとも1つの分子の反復単位であり、ここで

  Xは少なくとも1つの分子の機能的単位であり、

  Yは少なくとも1つの分子の構造単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような、反復単位中の構造単位の数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような、少なくとも1つの分子中の反復単位の数であり、

  (b)  多次元ライブラリーをターゲット分子と接触させ、そして

  (c)  ターゲット分子と少なくとも1つの分子との結合を検出する、

を含んでなる。

      【００６３】

  必要に応じて、少なくとも1つの分子を検出可能に標識化する。本発明におい

て使用できる検出可能な標識は後述される。

  上に説明したように、本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つの分子は

、多数の異なるタイプの分子、例えば、オリゴヌクレオチド、タンパク質、ポリ

ペプチド、ペプチド、ポリ炭水化物、ポリアミン、複素環式分子、またはそれら

の組み合わせから構成されることができる。

      【００６４】

  少なくとも1つの分子がタンパク質、ポリペプチド、またはペプチドを含んで

なる、特定の例において、Xは少なくとも1つの分子とターゲットとの間の相互作

用に潜在的に参加する機能的ペプチド単位であり、Yは構造ペプチド単位であり

、nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そしてmは2≦m≦20であるような整数

である。多次元ライブラリーが少なくとも1つの多次元ペプチドを含んでなる、

ターゲット分子と相互作用する多次元ライブラリーの分子を同定する方法におい
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て、当業者は日常的固相ペプチド合成法を使用してライブラリーを発生させるこ

とができる。選択的に、このような本発明のスクリーニング法を発生させる工程

は、また、下記の工程を含んでなる：

      【００６５】

  (a)  [(NNB)Fn]mの一般式を有する少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオ

チドを準備し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

      【００６６】

  (b)  少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオチドがプロモーターと作用可

能に関連付けるように、少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオチドを発現

ベクターの中に挿入し、

  (c)  発現ベクターで単細胞宿主を形質転換し、そして

  (d)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させる条件下に単細胞宿主を

培養して、ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくとも1つの多

次元ペプチドを産生させる。

      【００６７】

  このような単離されたオリゴヌクレオチドを製造する法は本発明に包含され、

前述され、そして後述される。

  多数のプロモーターを本発明のこのような方法において使用することができる

。特定の例は下記のものを包含するが、これらに限定されない：hCMVの前初期プ

ロモーター、SV40の初期プロモーター、アデノウイルスの初期プロモーター、ワ

クシニアの初期プロモーター、ポリオーマの初期プロモーター、SV40の後期プロ

モーター、アデノウイルスの後期プロモーター、ワクシニアの後期プロモーター

、ポリオーマの後期プロモーター、lac系、trp系、TAC系、TRC系、ファージλの

主要なオペレーターおよびプロモーター領域、fdコートタンパク質の制御領域、
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3－ホスホグリセリン酸キナーゼプロモーター、酸性ホスファターゼプロモータ

ー、または酵母α接合因子のプロモーター。

      【００６８】

  さらに、ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくとも1つの多

次元ペプチドを含んでなる多次元ライブラリー(MDL)を発生させる方法において

、多数の発現ベクターを使用することができる。このような発現ベクターの特定

の例は後述される。

  同様に、本発明の多次元ライブラリー(MDL)を発生させる方法において多数の

単細胞宿主、例えば、大腸菌(E. coli)、シュードモナス(Pseudomonas)、バシラ

ス(Bacillus)、ストレプトマイセス(Streptomyces)、酵母、CHO、R1.1、B－W、L

－M、COS1、COS7、BSC1、BSC40、BMT10およびSf9細胞。

      【００６９】

  他の態様において、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子を

スクリーニングするキットに関する。このようなキットは、下記の構成成分を含

んでなる：

  （a）  前もって決定した量の多次元ライブラリー(MDL)、多次元ライブラリー

はターゲット分子に対するアフィニティーを潜在的に有する少なくとも1つの分

子を含んでなり、ここで少なくとも1つの分子は(XYn)mの一般式を有し、式中、

          Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、

          Yは構造単位であり、

          nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

          mは2≦m≦20であるような整数である、

  （b）  他の試薬、および

  （c）  キットの使用説明書。

  必要に応じて、本発明のキットの少なくとも1つの分子は検出可能な標識であ

る。このような標識の特定の例は後述される。

      【００７０】

  さらに、本発明は、少なくとも1つの分子が単離されたオリゴヌクレオチド、

タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、炭水化物、ポリアミン、複素環式分子、



(33) 特表２００３－５３２４３１

またはそれらの組み合わせを含んでなる、前述の分子をスクリーニングするキッ

トに関する。本発明の特定の態様において、少なくとも1つの分子はタンパク質

、ポリペプチドまたはペプチドを含んでなり、Xは少なくとも1つの多次元分子と

ターゲットとの間の相互作用に参加する機能的ペプチド単位であり、Yは構造ペ

プチド単位であり、nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そしてmは2≦m≦20

であるような整数である。このような試薬の例は下記のものを包含するが、これ

らに限定されない：インヒビター、PMSF、リン酸緩衝生理食塩水、TRISグリシン

緩衝液、TRIS HCl緩衝液、およびその他、ここで試薬は生理学的pHで存在する。

当業者によく知られている他のこのような試薬は、本発明において使用すること

ができる。

      【００７１】

  他の態様において、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する多次元

ライブラリーの分子をスクリーニングするキットに関し、ここでキットは下記の

構成成分を含んでなる：

  （a）  プロモーターと作用可能に関連付けた少なくとも1つのオリゴヌクレオ

チドで形質転換またはトランスフェクトされた単細胞宿主、ここで少なくとも1

つのオリゴヌクレオチドは[(NNB)Fn]mの一般式を有し、式中、

          NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

          BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

          Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

          nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

          mは2≦m≦20であるような整数である、

  （b）  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させるための試薬、

  （c）  他の試薬、および

  （d）  キットの使用説明書。

      【００７２】

  このようなキットを使用して、単細胞宿主の中に挿入された少なくとも1つの

単離されたオリゴヌクレオチドを容易に発現させて、必要に応じて多次元ライブ

ラリーの少なくとも1つの多次元ペプチドを製造することができる。次いで、こ
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のライブラリーを容易に使用してターゲット分子との相互作用についてスクリー

ニングすることができる。必要に応じて、当業者によく知られている日常的生物

学的技術を使用して、シグナル配列を少なくとも1つの多次元ペプチド上に配置

することができる。

      【００７３】

  本発明において使用できる試薬は、タンパク質がその自然コンフォメーション

を維持することを促進するもの、例えば、前述の試薬、ならびに単細胞宿主の中

に挿入された少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させるために使用され

るものを包含する。このような試薬の特定の例は下記のものを包含するが、これ

らに限定されない：PCR試薬、例えば、オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチ

ドプライマー、酵素、ゲル混合物、緩衝液、およびその他。

      【００７４】

  さらに、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニ

ングするキットに関し、ここでキットは下記の構成成分を含んでなる：

  （a）  前もって決定した量の多次元ライブラリー(MDL)、多次元ライブラリー

はターゲット分子に対するアフィニティーを潜在的に有する少なくとも1つの分

子を含んでなり、ここで少なくとも1つの分子は(XYn)mの一般式を有し、式中、

        Xはターゲット分子と潜在的に相互作用するヌクレオチド調節配列を含

んでなる機能的単位であり、

        Yは5～少なくとも50の隣接ヌクレオチドを含んでなるヌクレオチド配列

構造単位であり、

        nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

        mは2≦m≦20であるような整数である、

  （b）  他の試薬、および

  （c）  キットの使用説明書。

      【００７５】

  ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニングするために使用

される多次元ライブラリー中の少なくとも1つの分子中の機能的単位として、多

数のヌクレオチド調節配列を使用することができる。本発明において使用できる
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特定のヌクレオチド調節配列は、プロモーター、エンハンサー、シス作用性遺伝

子座、トランス作用性遺伝子座、アテニュエーター、上流アクチベーター、また

は調節非翻訳可能領域配列を含んでなる。

      【００７６】

  その上、本発明は、ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくと

も1つの多次元ペプチドを含んでなる多次元ライブラリー(MDL)に関し、少なくと

も1つの多次元ペプチドは一般式(XYn)mを有し、式中、

  Xは少なくとも1つの多次元分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能

的ペプチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００７７】

  このようなライブラリーは下記の工程を含んでなるプロセスを使用して作られ

る：

  (a)  [(NNB)Fn]mの一般式を有する少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを準備

し、式中、

      NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

      BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

      Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

      nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

      mは2≦m≦20であるような整数であり、

      【００７８】

  (b)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドがプロモーターと作用可能に関連付

けるように、少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現ベクターの中に挿入し

、

  (c)  発現ベクターで単細胞宿主を形質転換またはトランスフェクトし、そし

て

  (d)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させる条件下に単細胞宿主を
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培養して、ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくとも1つのオ

リゴヌクレオチドを産生させる。

      【００７９】

  したがって、本発明の目的は、構成成分の全体のサイズならびに機能的単位お

よび構造単位の数がライブラリーを展示するために使用するビヒクルによてのみ

制限される、多次元ライブラリーを提供することである。

  本発明の他の目的は、前もって選択されたターゲット分子との相互作用のアフ

ィニティーおよび選択性の選択を可能とする、多次元ライブラリー(MDL)を提供

することである。

  本発明の他の目的は、再現性があり、急速であり、簡単であり、効率的であり

、かつ比較的費用のかからない、問題の除去と相互作用する分子を同定する方法

を提供することである。

      【００８０】

  本発明の他の目的は、最小量の内部停止コドンを有するランダムサイズの単離

されたオリゴヌクレオチドを使用して、多次元ライブラリーを製造する方法を提

供することである。停止コドンの限定は、挿入されたオリゴヌクレオチドのサイ

ズが大きい、例えば、約20コドンより大きいとき、等しく重要となる。例えば、

100コドンの単離されたオリゴヌクレオチドにおいて、ペプチドライブラリーを

製造する従来知られている「遺伝学的」方法を使用して、停止コドンを含まない

可能性、オープンリーディングフレームを有する可能性は(47/48)100すなわち約

12％であろう。しかしながら、本発明の方法を使用すると、リーデイングフレー

ムの中に停止コドンが存在する可能性は(31/32)100すなわちわずかに約4％であ

ろう。

      【００８１】

  本発明の他の目的は、多様なタンパク質、ポリペプチドおよび/またはペプチ

ド分子の大きいライブラリーを発生させ、スクリーニングする方法を提供するこ

とである。

  本発明のなお他の目的は、問題の特定のターゲットに対する新規なおよび/ま

たは改良された特異性、アフィニティーおよび安定性を有するものを同定するた
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めに効率的にスクリーニングすることができる、複数のより長いタンパク質、ポ

リペプチドおよび/またはペプチドを含んでなる、大きい多次元ライブラリーを

製造する急速なかつ容易な方法を提供することである。

      【００８２】

  本発明のしかもなお他の目的は、遺伝子を精製し、または単離する必要性を回

避し、結合性配列の機能的部分、ターゲット結合性配列に関係するアミノ酸、ま

たはMDPを製造するためにターゲットの結合に関係するアミノ酸の詳細な知識を

必要としない、前述の多次元ライブラリーを製造するを提供することである。そ

の上、MDPをin vitroでスクリーニングするので、MDP/ターゲット相互作用に関

係する溶媒の必要条件は水性溶媒に限定されない；こうして、in vivoにおいて

見出される条件と異なる非生理学的相互作用および結合条件を利用ことができる

。

      【００８３】

  本発明のしかもなお他の目的は、前述のスキームを使用して現在可能であるよ

りも大きい変動性を可能とする、変異型オリゴヌクレオチドを製造する方法を提

供することである。

  その上、それぞれの非天然アミノ酸を発現するように修飾されたtRNAを使用し

て供給された適当な発現系を使用する場合、非天然アミノ酸をまた本明細書に記

載するMDLにおいて使用することができる。Satoh他、Nucleic Acids Symp. Ser.

 37：117－118(1997)。

  本発明のこれらおよび他の面は、下記の図面および詳細な説明により十分に理

解されるであろう。

      【００８４】

発明の詳細な説明

  本発明は、驚くべきことには、また、予期せざることには、最大長さに限定さ

れないランダム長さの分子を含んでなるライブラリーを容易にかつ効率よく構築

することができるという発見に基づく。その上、このようなライブラリーは好都

合にスクリーニングして、種々のターゲットに対して結合特異的を有する、本発

明の多次元ライブラリーの分子を同定することができる。こうして、本発明のラ
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イブラリーは、ライブラリーの分子の長さが制限される、例えば、15より小さい

、好ましくは約10～12アミノ酸である、従来知られているライブラリーに関して

新規であり、有用でありかつ明らかでない。

      【００８５】

  概括的に言えば、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をス

クリーニングするための多次元多次元ライブラリーに関し、ここで前記ライブラ

リーは(XYn)mの一般式を有する少なくとも1つの分子を含んでなり、式中、

  (XYn)は少なくとも1つの分子の反復単位であり、ここで

  Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、

  Yは構造単位であり、

  nは反復単位中の構造単位の数であり、そして

  mは少なくとも1つの分子中の反復単位の数である。

      【００８６】

  本発明の多次元ライブラリーの分子中の構造単位および機能的単位の存在は、

ターゲットに対するアフィニティーを潜在的に増加させ、in vivoにおいて見出

される分子および化合物をいっそう正確に模倣する、分子の中に二次および/ま

たは三次構造を発生させる機会を提供する。このような複雑な構造の発生は、制

限された長さのペプチドを利用するライブラリーにおいて不可能である。

      【００８７】

  上に説明したように、本発明のMDLは種々の天然または人工のポリマー化合物

により代表されることができ、これらのポリマー化合物は下記のものを包含する

が、これらに限定されない：単離されたオリゴヌクレオチド、例えば、オリゴヌ

クレオチド、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、ポリ炭水化物、ポリアミン

、複素環式分子、またはそれらの組み合わせ。

      【００８８】

例えば、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニン

グするための多次元多次元ライブラリーに関し、ここでライブラリーは(XYn)mの

一般式を有する少なくとも1つの分子を含んでなり、かつライブラリーの少なく

とも1つの分子がタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドを含んでなり、式中
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、(XYn)は少なくとも1つの分子の反復単位であり、ここで

  Xは少なくとも1つの分子とターゲットとの間の相互作用に参加する機能的ペプ

チド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００８９】

  他の例において、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をス

クリーニングするための多次元ライブラリーに関し、ここで前記ライブラリーは

(XYn)mの一般式を有する少なくとも1つの分子を含んでなり、式中、

  (XYn)は少なくとも1つの分子の反復単位であり、

  Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、

  Yは6～少なくとも60の隣接ヌクレオチドを含んでなる構造単位である。

      【００９０】

  その上、本発明は、ターゲット分子と潜在的に相互作用する少なくとも1つの

多次元ペプチドを含んでなる多次元ライブラリーに関し、ここで少なくとも1つ

の多次元ペプチドは(XYn)mの一般式を有し、式中、

  Xは少なくとも1つの分子とをターゲットとの間の相互作用に参加する機能的ペ

プチド単位であり、

  Yは構造ペプチド単位であり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

ここでこのようなライブラリーは下記の工程を含んでなるプロセスにより作られ

る：

      【００９１】

  (a)  [(NNB)Fn]mの一般式を有する少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを準備

し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、
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  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数であり、

      【００９２】

  (b)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドはプロモーターと作用可能に関連付

けるように、少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現ベクターの中に挿入し

、

  (c)  発現ベクターで単細胞宿主を形質転換し、そして

  (d)  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させる条件下に単細胞宿主を

培養して、ターゲット分子に対するアフィニティーを有する少なくとも1つのオ

リゴヌクレオチドを産生させる。

      【００９３】

  さらに、上に説明したように、本発明は、なかでも、[(NNB)Fn]mの一般式を有

する少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを含んでなるクローニングベクターお

よび発現ベクターに関し、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である。

      【００９４】

  さらに、本発明は、本発明のベクターでトランスフェクトされた単細胞宿主に

関する。

  本明細書および添付された特許請求の範囲を通じて使用される多数の用語およ

び句を下記において定義する：

本明細書において使用するとき、「多次元ライブラリー」または「MDL」は、種

々の天然または人工のポリマー化合物により代表されることができ、これらのポ

リマー化合物は下記のものを包含するが、これらに限定されない：ポリヌクレオ

チド、ポリペプチド、ペプチド、ポリ炭水化物、ポリアミン、複素環式分子、ま
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たはそれらの組み合わせ。

      【００９５】

  本明細書において使用するとき、句「多次元ライブラリー」または「MDL」は(

XYn)mの一般式はポリペプチドまたはペプチドを意味し、式中Xは少なくとも1つ

の分子とをターゲットとの間の相互作用に参加する機能的ペプチド単位であり、

そしてYはターゲット分子との相互作用を最大とするように1または2以上の機能

的ペプチド単位の位置決定に関係する1または2以上の構造ペプチド単位である。

構造単位および機能的ペプチド単位の存在は、潜在的に結合性のタンパク質/ペ

プチドの中に、およびMDPの結合性ドメインの1または2以上の実際の結合性部分

をフランクする配列の中に、二次および/または三次構造を発生させる機会を提

供する。このような複雑な構造の発生は、制限された長さのペプチドを利用する

ライブラリーにおいて不可能である。

      【００９６】

  MDPまたはその一部分対応するMDP組成物は、ターゲットと特異的に相互作用す

るペプチドまたはポリペプチドを使用することができる、任意のin vivoまたはi

n vitroの応用において使用することができる。こうして、MDPまたはMDP組成物

は、細胞表面のレセプター、ウイルスレセプター、酵素、レクチン、インテグリ

ン、接着因子、Ca2+結合性タンパク質、金属結合性タンパク質、DNAまたはRNA結

合性タンパク質、免疫グロブリン、ビタミンコファクター、あるいは任意の生物

有機または無機化合物、およびその他を認識するペプチドの代わりに使用するか

、あるいはそれに結合させることができる。

  触媒活性を有する選択されたMDPは、ターゲットを化学的に修飾する人工的酵

素として使用することができる。

      【００９７】

  ターゲットに対するアフィニティーのために、in vitroおよびin vitroにおい

て使用するMDPまたはMDPまたはその一部分を含んでなる組成物は、化学的または

生物学的に活性な部分、例えば、金属イオン、放射性同位体、ペプチド、トキシ

ンまたはそのフラグメント、または酵素またはそのフラグメント、またはその医

薬処方物を細胞の中のまたは上の特異的ターゲットに送達することができる。MD
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Pは、また、モノクローナル抗体または他の特異的結合性分子と同様に、他の分

子を検出し、定量し、分離するか、あるいは精製するために使用することができ

る。1つの態様において、多数のMDPまたはその結合性ドメインをマルチマー単位

として組立てて、同一特異性を有する多数の結合性ドメイン構築し、生物学的ま

たは化学的活性を有する他の分子に融合させることができる。

      【００９８】

  本発明の方法を使用して製造されるMDPは高分子、例えば、モノクローナルま

たはポリクローナル抗体の機能を置換し、これにより複雑なハイブリドーマ形成

法およびin vivo抗体産生法の必要性を回避することができる。その上、MDPはス

クリーニングプロセスにおいて直接的かつ急速な検出を可能とする、容易に特性

決定されかつ設計された活性を有することにおいて、MDPは他の天然の結合性分

子と異なる。さらに、いくつかのMDP分子は触媒活性を有し、したがって人工的

酵素として使用することができることが期待される。

      【００９９】

  本発明において使用するとき、MDPは構造的および機能的因子を包含する、連

結したタンパク質、ポリペプチドおよび/またはペプチドを包含することを意図

する。MDP分子の機能的因子のターゲットに対するアフィニティーは下記により

特性決定される：1)特定した条件下のその結合強さ；2)特定した条件下のその結

合性または他の相互作用の安定性；および、3)選択したターゲットに対するその

選択的特異性。MDP分子の構造的因子は、機能的因子を分離し、互いに関して最

も適当な配位でそれらを位置させるドメインである。

      【０１００】

  本明細書において使用するとき、用語「ターゲット」または「ターゲット分子

」は互換的に使用することができ、分子またはその一部分を包含する基質、ある

いはそれに対するレセプターが天然に存在するか、あるいは本発明の方法により

製造することができるいくつかの分子の複合体を意味する。特に、ターゲットは

本発明のMDL分子の1または2以上の機能的単位と特異的に相互作用する物質であ

り、下記のものを包含するが、これらに限定されない：化学的基、イオン、金属

、タンパク質、糖タンパク質またはそれらの任意の部分、ペプチドまたはペプチ
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ドの任意の部分、核酸または核酸の任意の部分、糖、炭水化物または炭水化物ポ

リマー、脂質、脂肪酸、きわめて重要な粒子またはその部分、膜小胞またはそれ

らの部分、細胞壁成分、合成有機化合物、生物化合物および無機化合物。

      【０１０１】

  ターゲットに結合することができるMDPはレセプター、すなわち、ターゲット

が適合しかつ結合するロックとして機能することができる；あるいはMDPはター

ゲットがより大きいタンパク質分子であるとき、ターゲットに適合しかつ結合す

るキーとして機能することができる；あるいはMDPはターゲットの化学的または

生化学的クローニングベクターを加速または減速する触媒として機能することが

できる。本発明において、ターゲットはMDPと特異的に相互作用するか、あるい

はそれに結合する物質であり、下記のものを包含するが、これらに限定されない

：有機化学的基、イオン、金属または非金属の無機イオン、糖タンパク質、タン

パク質、ポリペプチド、ペプチド、核酸、炭水化物または炭水化物ポリマー、脂

質、脂肪酸、きわめて重要な粒子、膜小胞、細胞壁成分、合成有機化合物、分子

複合体または前述の任意のものの任意の部分。

      【０１０２】

  本明細書において使用するとき、単数の形態は、特記しない限り、複数の指示

物を包含する。

  その上、本発明によれば、慣用の微生物学、および技術水準内の組換えDNA技

術を使用することができる。このような技術は文献において十分に説明されてい

る。例えば、下記の文献を参照のこと：

      【０１０３】

  Sambrook、Fritsch、およびManiatis、Molecular Cloning ： A Laboratory M

anual、第2版(1989)Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbo

r、New York(本明細書において「Sambrook他、1989」)；DNA Cloning : A Pract

ical Approach、Vol. IおよびII(D.N. Glover編、1985)；Oligonucleotide Synt

hesis(M.J. Gait編、1984)；Nucleic Acid Hybridization、B.D. Hames & S.J. 

Higgins編(1985)； Transcription And Translation、B.D. Hames & S.J. Higgi

ns編(1984)[；Animal Cell Culture、R.I. Freshney編(1986)；Immobilized Cel
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l And Enzymes、IRL Press(1986)；B. Perbal、A Practical Guide To Molecula

r Cloning(1984)；F.M. Ausubel他(編者)、Current Protocols in Molecular Bi

ology、John Wiley ＆ Sons, Inc.(1994)。したがって、本明細書において現れ

る場合、下記の用語は後述される定義を有する。

      【０１０４】

  「ベクター」は、他のDNAセグメントを取り付けて取り付けられたセグメント

の複製を生じさせる、レプリコン、例えば、プラスミド、ファージまたはコスミ

ドである。「レプリコン」は、in vivo DNA複製の自律的単位として機能する、

すなわち、それ自身の制御下に複製することができる、任意の遺伝学的因子(例

えば、プラスミド、染色体、ウイルス)である。

  「カセット」は、特定の制限部位においてベクターの中に挿入することができ

るDNAセグメントを意味する。DNAセグメントは問題のペプチドをコードし、そし

てカセットおよび制限部位は転写および翻訳のために適切なリーデイングフレー

ムでカセットを挿入させるように設計される。

      【０１０５】

  このようなDNAが細胞の内部に導入されたとき、細胞は外因性または異種DNAに

より「トランスフェクト」されている。トレンスフェクトされたDNAが表現型を

変化させたとき、細胞は外因性または異種DNAにより「形質転換」されている。

好ましくは、形質転換性DNAは染色体DNAの中に組込まれて(共有結合して)細胞の

ゲノムを構築すべきである。

  「異種DNA」は、細胞の中にまたは細胞の染色体部位の中に自然に位置しないD

NAを意味する。こうして、多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコードするオ

リゴヌクレオチド、ならびに本発明の多次元ライブラリーを構築するオリゴヌク

レオチドは、細胞を形質転換/トランスフェクトするために使用するベクターの

中に挿入されるとき、異種DNAである。

      【０１０６】

  「核酸分子」は、リボヌクレオチド(アデノシン、グアノシン、ウリジンまた

はシチジン；「RNA分子」)またはデオキシリボヌクレオシド(デオキシアデノシ

ン、デオキシグアノシン、デオキシチミジン、またはデオキシシチジン；「DNA
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分子」)のホスフェートエステルのポリマーの形態、あるいは一本鎖の形態また

は二本鎖の形態の、それらの任意のホスホエステルアナローグ、例えば、ホスホ

ロチオエートおよびチオエステルを意味する。二本鎖DNA－DNA、DNA－RNAおよび

RNA－RNAヘリックスは可能である。

      【０１０７】

  用語オリゴヌクレオチド、特にDNAまたはRNA、または単離された核酸分子は、

分子の一次および二次構造のみを意味し、いかなる特定の三次形態にも限定され

ない。こうして、この用語は、なかでも、線状または環状のDNA分子(例えば、制

限フラグメント)、プラスミド、および染色体の中に見出される、二本鎖DNAを包

含する。特定の二本鎖DNA分子構造の説明において、配列はDNAの非転写鎖(すな

わち、mRNAに対して相同的な配列を有する鎖)に沿って5’→3’方向においての

み配列を与える通常のコンベンションに従い、本明細書において記載することが

できる。「組換えオリゴヌクレオチド」は微生物学的操作を行ったオリゴヌクレ

オチドである。

      【０１０８】

  核酸分子の一本鎖形態を温度および溶液イオン強度の適当な条件下に他の核酸

分子にアニールできるとき、核酸分子を他の核酸分子、例えば、cDNA、ゲノムDN

A、またはRNAに対して「ハイブリダイゼーション」することができる(Sambrook

他、前掲、参照)。温度および溶液イオン強度の条件は、ハイブリダイゼーショ

ンの「ストリンジェンシイ」を決定する。相同的なについて予備的にスクリーニ

ングするために、55 ℃のTmに相当する、低いストリンジェンシイのハイブリダ

イゼーション条件(例えば、5×SSC、0.1％SDS、0.25％ミルク、および無ホルム

アミド；または30％ホルムアミド、5×SSC、0.5％SDS)を使用することができる

。中程度のストリンジェンシイのハイブリダイゼーション条件はより高いTm、例

えば、40％ホルムアミド、および5×または6×SSCに相当する。

      【０１０９】

  高いストリンジェンシイのハイブリダイゼーション条件は最高のTm、例えば、

50％ホルムアミド、および5×または6×SSCに相当する。ハイブリダイゼーショ

ンは2つの核酸が相補的配列を含有することを必要とするが、ハイブリダイゼー
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ションのストリンジェンシイに依存して、塩基間の誤対合が可能である。核酸を

ハイブリダイゼーションさせるために適当なストリンジェンシイは核酸の長さお

よび相補性の程度、この分野においてよく知られている変数に依存する。2つの

ヌクレオチド配列間の類似性および相同性の程度が大きいほど、それらの配列を

有する核酸のハイブリッドについてのTm値は大きくなる。

      【０１１０】

  核酸のハイブリダイゼーションの相対的安定性(より高いTmに相当する)は下記

の順序で減少する：RNA：RNA、DNA：RNA、DNA：DNA。100ヌクレオチド長さより

大きいハイブリッドについて、Tmを計算する方程式が誘導された(Sambrook他、

前掲、9.50－0.51参照)。より短い核酸、すなわち、オリゴヌクレオチドを使用

するハイブリダイゼーションについて、誤対合の位置はいっそう重要となり、そ

してオリゴヌクレオチドの長さはその特異性を決定する(Sambrook他、前掲、11.

7－11.8参照)。好ましくはハイブリダイゼーション可能な核酸について最小長さ

は少なくとも約20ヌクレオチドである；好ましくは少なくとも約30ヌクレオチド

；より好ましくは長さは少なくとも約40ヌクレオチドである；そしてより好まし

くは少なくとも約50ヌクレオチドである。

      【０１１１】

  特定の態様において、用語「標準的ハイブリダイゼーション条件」は55 ℃のT

mを意味し、そして前述の条件を利用する。好ましい態様において、Tmは60 ℃で

ある；より好ましい態様において、Tmは65 ℃である。

  「相同的組換え」は、ベクターの異質DNA配列を染色体の中に挿入することを

意味する。好ましくは、ベクターは相同的組換えのために特異的染色体部位をタ

ーゲットとする。特異的相同的組換えについて、ベクターは染色体の配列に対し

て十分に長い領域を含有して、相補的結合および染色体の中へベクターの組込み

を可能とする。より長い相同的領域、およびより大きい配列類似度は相同的組換

えの効率を増加させることができる。

      【０１１２】

  DNA「コード配列」は、適当な調節配列の制御下に配置されたとき、in vitro

またはin vivoにおいて細胞中でポリペプチドに転写および翻訳されるDNA配列で
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ある。コード配列の境界は、5’(アミノ)末端において開始コドンおよび3’(カ

ルボキシル)末端により決定される。コード配列は下記のものを包含するが、こ

れらに限定されない：原核生物配列、真核生物mRNAからのcDNA、真核生物(例え

ば、哺乳動物)DNAからのゲノムDNA配列、およびさらに合成DNA配列。コード配列

を真核細胞中の発現に意図する場合、ポリアデニル化シグナルおよび転写停止配

列は通常コード配列に対して3’に位置する。

      【０１１３】

  転写および翻訳の制御配列は、宿主細胞中のコード配列の発現を提供する、ヌ

クレオチド調節配列、例えば、プロモーター、エンハンサー、ターミネーター、

およびその他である。真核細胞において、ポリアデニル化シグナルは制御配列で

ある。

      【０１１４】

  「プロモーター」は、細胞中でRNAポリメラーゼを結合し、下流(3’方向)のコ

ード配列の転写を開始することができるヌクレオチド調節領域である。本発明を

定義する目的で、プロモーター配列はその3’末端において転写開始部位により

結合されており、そして上流(5’方向)に伸長して、バックグラウンドより上の

検出可能なレベルにおいて転写を開始するために必要な最小数の塩基または因子

を含む。プロモーター配列内に転写開始部位(例えば、ヌクレアーゼS1を使用す

るマッピングにより、好都合に定義される)、ならびにRNAポリメラーゼに関係す

るタンパク質結合性ドメイン(コンセンサス配列)が存在するであろう。

  RNAポリメラーゼがコード配列をmRNAに転写するとき、コード配列は転写およ

び翻訳の制御配列の「制御下に」にあり、次いでトランス－RNAはスプライスさ

れ、コード配列によりコードされるタンパク質に翻訳される。

      【０１１５】

  「シグナル配列」は、細胞表面上で発現させるべきタンパク質、ポリペプチド

またはペプチドのコード配列に開始点に含めることができる。この配列は、ポリ

ペプチドを翻訳するように指令する、成熟ポリペプチドに対してN末端のシグナ

ルペプチドをコードする。用語「翻訳シグナル配列」は、この種類のシグナル配

列を意味するために本明細書において使用される。翻訳シグナル配列は真核生物
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および原核生物に対して自然である種々のタンパク質と関連付けて見出すことが

でき、そして両方のタイプの生物において機能的である。

  本明細書において使用するとき、句「ヌクレオチド調節配列」は特定遺伝子の

発現の調節に関係するヌクレオチド配列を意味する。

      【０１１６】

  本明細書において使用するとき、用語「プロモーター」は細胞中でRNAポリメ

ラーゼに結合し、下流(3’方向)のコード配列の転写を開始することができるヌ

クレオチド調節配列を意味する。本発明を定義する目的で、プロモーター配列は

その3’末端において転写開始部位により結合されており、そして上流(5’方向)

に伸長して、バックグラウンドより上の検出可能なレベルにおいて転写を開始す

るために必要な最小数の塩基または因子を含む。プロモーター配列内に転写開始

部位が存在するであろう。

      【０１１７】

  本明細書において使用するとき、用語「エンハンサー」は近くの構造遺伝子の

転写活性を増加させるヌクレオチド調節配列を意味する。エンハンサーは数千の

塩基対の距離にわたって作用し、それらが影響を与えることができる遺伝子に対

して5’または3’に位置することができる。

  本明細書において使用するとき、句「シス作用性遺伝子座」はそれ自身のDNA

分子上のDNA配列のみの活性に影響を与えるヌクレオチド調節配列を意味する；

この性質は通常その遺伝子座がタンパク質をコードしないことを意味する。

      【０１１８】

  本明細書において使用するとき、句「トランス作用性遺伝子座」はそれ自身の

DNA分子から5’または3’のDNA活性に影響を与えるヌクレオチド調節配列を意味

する。

  本明細書において使用するとき、用語「アテニュエーター」はRNAポリメラー

ゼの移行を調節し、こうして構造遺伝子の転写を制御することができる、いくつ

かのオペロンのプロモーターと構造遺伝子との間の調節ヌクレオチド配列を意味

する。

  本明細書において使用するとき、句「調節非翻訳可能領域配列」はタンパク質
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またはそのフラグメントをコードしない調節ヌクレオチド配列を意味する。

      【０１１９】

検出可能な標識

  上に説明したように、検出可能な標識は本発明の種々の態様において使用する

ことができる。特に、当業者によく知られている多数の標識を本明細書に記載す

るオリゴヌクレオチド、ならびに本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つ

の分子とともに使用することができる。多次元ライブラリーのターゲット分子を

日常的技術に従い検出可能に標識化することができる。

      【０１２０】

  適当な標識は下記のものを包含する：酵素、発蛍光団(例えば、フルオレセイ

ンイソチオシアネート(FTTC)、フィコエリトリン(PE)、テキサスレッド(TR)、ロ

ーダミン、遊離またはキレート化ランタニド系列の塩、特にEu3+、少数の例を挙

げれば発蛍光団)、発色団、放射性同位体、キレート化剤、色素、コロイド状金

、ラテックス粒子、リガンド(例えば、ビオチン)、化学発光物質、酵素、および

増幅可能なヌクレオチド配列。対照マーカーを使用するとき、同一であるか、あ

るいは異なる標識をレセプターおよび対照マーカーについて使用することができ

る。

      【０１２１】

  放射性標識、例えば、3H、14C、32P、35S、36Cl、51Cr、57Co、58Co、59Fe、9

0Y、125I、131I、および186Reを使用するとき、既知の現在利用可能なカウント

手順を利用することができる。標識が酵素である場合、現在利用されている比色

法、分光光度測定法、アンペア測定法またはガス定量法により検出を達成するこ

とができる。

      【０１２２】

  直接的標識は本発明に従い使用できる標識の1例である。直接的標識は、その

自然状態において、肉眼に、または光学的フィルターおよび/または適用する刺

激、例えば、蛍光を促進するために紫外線を使用して可視容易である、実在物と

して定義されてきている。本発明に従い使用できる、着色された標識の例は次の

通りである：金属ゾル粒子、例えば、Leuvering(米国特許第4,313,734号)が記載
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するのような金ゾル粒子；Gribnau他(米国特許第4,373,932号)およびMay他(WO 8

8／08534)が記載するのような色素ゾル粒子；May、前掲、Snyder(EP－A 0 280 5

59および0 281 327)が記載するのような染色されたラテックス；またはCampbell

他(米国特許第4,703,017号)が記載するのようなリポソーム中に包膜された色素

。

      【０１２３】

  他の直接的標識は、リボヌクレオチド、蛍光部分または発光性部分を包含する

。これらの直接的標識化装置に加えて、酵素を含んでなる間接的標識もまた本発

明に従い使用することができる。種々のタイプの酵素結合イムノアッセイ、例え

ば、アルカリ性ホスファターゼおよびセイヨウワサビペルオキシダーゼ、リゾチ

ーム、グルコース－6－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、ラクテートデヒドロゲ

ナーゼ、ウレアーゼはこの分野においてよく知られており、これらおよび他のア

ッセイは下記の文献に詳細に記載されている：Eva Engvall、Enzyme Immunoassa

y ELISA and EMTT、Methods in Enzymology、70：419－439(1980)および米国特

許第4,857,453号。

      【０１２４】

  本発明において使用する他の標識は、磁気ビーズまたは磁気共鳴影像標識を包

含する。

  その上、本発明の多次元ライブラリーの分子はまた代謝標識化により標識化す

ることができる。例えば、[35S]－メチオニンまたは[32P]－オルトホスフェート

のような代謝標識を補充した培地の存在下に1または2以上の多次元ペプチドを発

現する細胞のin vitro培養の間に、代謝標識化は起こる。同様に、本発明の多次

元ライブラリーの単離されたオリゴヌクレオチドは代謝標識の存在下に複製によ

り代謝的に標識化することができる。

  [35S]－メチオニンを使用する代謝的(または生合成)標識化に加えて、本発明

は、さらに、[14C]－アミノ酸および[4H]－アミノ酸(非不安定性位置においてト

リチウム置換された)を使用する標識化を包含する。

      【０１２５】

  遺伝暗号中のコドンの縮重特質のために、本発明の多次元ライブラリーの1ま
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たは2以上の多次元ペプチドは多数のオリゴヌクレオチドをコードすることがで

きる。「縮重特質」は、遺伝暗号に関係する特定のアミノ酸を特定するために異

なる3文字コドンを使用することを意味する。合計64コドンは特質が知られてお

り、20の天然に存在するアミノ酸残基をコードするために互換的に使用できるこ

とは、この分野においてよく知られている。天然に存在するコドンのリストを後

述する：

      【０１２６】

    【表１】
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      【０１２７】

  本発明の多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコードする単離されたオリゴ

ヌクレオチドを合成する方法において、これらのコドンのうちの48を使用する。

しかしながら、それらの48個のコドンはすべての20種類の天然に存在するアミノ
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酸残基をコードする。以後説明するように、これらの48個のコドンは、ライブラ

リーのためのペプチドを製造する慣用法よりも、本発明のライブラリー天然に存

在する多次元ペプチドに非常に大きい変動性を提供する。上に特定したコドンは

RNA配列のためのものであることを理解すべきである。DNAについての対応するコ

ドンはUの代わりにTを有する。

      【０１２８】

クローニングベクター

  さらに、本発明は、また、本発明の多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコ

ードするオリゴヌクレオチドと複製起点とを含んでなるクローニングベクターに

関し、ここでMDPは(XYn)mの一般式を有し、Xは機能的ペプチド単位であり、Yは

構造ペプチド単位であり、nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そしてmは2≦

m≦20であるような整数である。他の態様において、本発明のクローニングベク

ターは本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレ

オチドと複製起点とを含んでなり、ここで単離されたオリゴヌクレオチドは(XYn

)mの一般式を有し、ここで(XYn)は単離されたオリゴヌクレオチドの反復単位で

あり、Xはヌクレオチド調節配列を含んでなる機能的単位であり、Yは6～少なく

とも60の隣接ヌクレオチドを含んでなる構造単位であり、nは0≦ｎ≦10であるよ

うな反復単位中の構造単位の数である。

      【０１２９】

  この分野において知られている多数のベクター－宿主系を使用することができ

、これらはプラスミドまたは修飾されたウイルスを包含するが、これらに限定さ

れないが、ベクター系は使用する宿主細胞とコンパティブルでなくてはならない

。ベクターの例は下記のものを包含するが、これらに限定されない：大腸菌(E. 

coli)、バクテリオファージ、例えば、λ誘導体、またはプラスミド、例えば、p

BR322誘導体またはpUCプラスミド誘導体、例えば、pGEXベクター、相補的付着末

端を有するクローニングベクター中に単離されたオリゴヌクレオチドを結合する

ことによって達成することができる。

      【０１３０】

  しかしながら、DNAフラグメント化するために使用する相補的制限部位がクロ
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ーニングベクターの中に存在しない場合、DNA分子の末端は酵素的に修飾可能で

ある。選択的に、DNA末端上にヌクレオチド配列(リンカー)を結合することによ

って、任意の所望の部位を生成することができる；これらの結合されたリンカー

は制限エンドヌクレアーゼ認識配列をコードする、特定の化学的に合成されたオ

リゴヌクレオチドを含んでなることができる。

      【０１３１】

  本発明の多次元ライブラリーの少なくとも1つの多次元ペプチドをコードする

単離されたオリゴヌクレオチドをトランスフェクション、エレクトロポレーショ

ン、マイクロインジェクション、トランスダクション、細胞融合、DEAEデキスト

ラン、リン酸カルシウム沈殿法、リポフェクション(リソソーム融合)、遺伝子ガ

ンの使用、またはDNAベクタートランスポーター、およびその他を介して宿主細

胞の中に導入し(例えば、下記文献を参照のこと、Wu他、1992、J. Biol. Chem. 

267：963－967；WuおよびWu、1998、J. Biol. Chem. 263：14621－14624；Hartm

ut他、カナダ国特許出願第2,012,311号、1990年3月15日提出)、こうしてオリゴ

ヌクレオチドの多数のコピーを発生させる。

      【０１３２】

  これは本発明の多次元ライブラリーを形成する単離されたオリゴヌクレオチド

について適用され、ここで単離されたオリゴヌクレオチドは(XYn)mの一般式を有

し、式中、

  (XYn)はオリゴヌクレオチドの反復単位であり、ここで、

  Xはヌクレオチド調節配列を含んでなる機能的単位であり、

  Yは6～少なくとも60のヌクレオチドを含んでなる構造単位であり、

  nは前記反復単位中の前記構造単位の数であり、そして

  mは前記少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオチド中の反復単位の数であ

る。

      【０１３３】

発現ベクター

  上に説明したように、本発明の多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコード

するオリゴヌクレオチドを適当な発現ベクター、すなわち、挿入されたタンパク
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質コード配列の転写および翻訳に必要な因子を含有するベクターの中に挿入する

ことができる。このような因子は本明細書において「プロモーター」と呼ぶ。こ

うして、単離されたオリゴヌクレオチドを本発明の発現ベクター中のプロモータ

ーと操作的にアソシエートさせる。発現ベクターは好ましくは複製起点をまた含

む。

      【０１３４】

  必要な転写および翻訳のシグナルを組換え発現ベクター上に準備するか、ある

いは組換えオリゴヌクレオチドにより供給することができる。

  潜在的宿主－ベクター系は下記のものを包含するが、これらに限定されない：

ウイルス(例えば、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、およびその他)で感染

した哺乳動物細胞系；ウイルス(例えば、バキュロウイルス)で感染した昆虫細胞

系；微生物、例えば、酵母ベクターを含有する酵母；またはバクテリオファージ

、プラスミドDNA、またはコスミドDNAで形質転換した細菌。ベクターの発現因子

はそれらの強度および特異性が変化する。利用する宿主－ベクター系に依存して

、多数の適当な転写および翻訳の因子の任意の1つを使用することができる。

      【０１３５】

  組換えによりコード配列を挿入した後、本発明の多次元ライブラリーの多次元

ペプチドを染色体的に発現させることができる。これに関して、多数の増幅系の

任意のものを使用して、高いレベルの安定なオリゴヌクレオチドの発現を達成す

ることができる(Sambrook他、1989、前掲、参照)。

  細胞による1または2以上のオリゴヌクレオチドを提供する制御下に、1または2

以上の多次元ペプチドを含んでなる1または2以上のオリゴヌクレオチドを含んで

なる1または2以上の組換えベクターを含有する1または2以上の細胞を適当な細胞

培地中で培養する。

      【０１３６】

  クローニングベクターの中にDNAフラグメントを挿入する従来記載された任意

の方法を使用して、適当な転写/翻訳の制御シグナルを含んでなる1または2以上

の多次元ペプチドをコードする1または2以上のオリゴヌクレオチドを含有する発

現ベクターを構築することができる。これらの方法はin vitro組換えDNAおよび
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合成技術およびin vivo組換え(遺伝学的組換え)を包含することができる。

      【０１３７】

  本発明の多次元ライブラリーの1または2以上の多次元ペプチドを産生するため

の1または2以上のオリゴヌクレオチドの発現はこの分野において知られている任

意のプロモーター/エンハンサー因子により制御することができるが、これらの

調節因子は発現のために選択された宿主において機能的でなくてはならない。使

用できるプロモーターは下記のものを包含するが、これらに限定されない：

      【０１３８】

  SV40初期プロモーター領域(BenoistおよびChambon、1981、Nature 290：304－

310)、RSウイルスの3’の長い末端反復の中に含有されるプロモーター(Yamamoto

他、1980、Cell 22：787－797)、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター(Wagne

r他、1981、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78：1441－1445)、メタロチオネイ

ン遺伝子の調節配列(Brinster他、1982、Nature 296：39－42)；原核生物発現ベ

クター、例えば、β－ラクタマーゼプロモーター(Villa－Kamaroff他、1978、Pr

oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75：3727－3731)、またはtacプロモーター(DeBoe

r他、1983、80：21－25)、また、下記の文献を参照のこと：”Useful protein f

rom recombinant bacteria”、Scientific American、1980、242：74－94；

      【０１３９】

  酵母または他の真菌からのプロモーター因子、例えば、Gal 4プロモーター、A

DH(アルコールデヒドロゲナーゼ)プロモーター、PGK(ホスホグリセロールキナー

ゼ)プロモーター、アルカリ性ホスファターゼプロモーター；および組織特異性

を示しかつトランスジェニック動物において利用されてきている、転写制御領域

：膵腺房細胞中で活性であるエラスターゼI遺伝子制御領域(Swift他、1984、Cel

l 38：639－646；Ornitz他、1986、Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50

：399－409；MacDonald、1987、Hepatology 7：425－515)；

      【０１４０】

  膵β細胞中で活性であるインスリン遺伝子制御領域(Hanahan、1985、Nature 3

15：115－122)、リンパ系細胞中で活性である免疫グロブリン遺伝子制御領域(Gr

osschedl他、1984、Cell 38：647－658；Adames他、1985、Nature 318：533－53
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8；Alexander他、1987、Mol. Cell. Biol. 7：1436－1444)、睾丸、乳房、リン

パ系およびマスト細胞中で活性であるマウス乳腫瘍ウイルス制御領域(Leder他、

1986、Cell 45：485－495)、肝臓中で活性であるアルブミン遺伝子制御領域(Pin

kert他、1987、Genes and Develop. 1：268－276)、肝臓中で活性であるαフェ

トプロテイン遺伝子制御領域(Krumlauf他、1985、Mol. Cell. Biol. 5：1639－1

648；Hammer他、1987、Science 235：53－58)、肝臓中で活性であるα1抗トリプ

シン遺伝子制御領域(Kelsey他、1987、Genes and Develop. 1：161－171)、

      【０１４１】

  骨髄性細胞中で活性であるβグロビン遺伝子制御領域(Mogram他、1985、Natur

e 315：338－340；Kollias他、1986、Cell 46：89－94)、脳中のオリゴデンドロ

サイト細胞中で活性であるミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域(Readhead

他、1987、Cell 48：703－712)、骨格筋中で活性であるミオシン軽鎖－2遺伝子

制御(Sani、1985、Nature 314：283－286)、および視床下部で活性である性腺刺

激ホルモン放出ホルモン遺伝子制御領域(Mason他、1986、Science 234：1372－1

378)。

      【０１４２】

  プロモーターと作用可能に関連付けた、[(NNB)Fn]mの一般式、式中、

  NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

  BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

  Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

  nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

  mは2≦m≦20であるような整数である、

を有する少なくとも1つの単離されたオリゴヌクレオチドを含んでなる発現ベク

ターは、4つの一般的アプローチにより同定することができる：(a)所望のプラス

ミドDNAまたは特異的mRNAのPCR増幅、(b)核酸のハイブリダイゼーション、(c)選

択マーカー遺伝子機能の存在または非存在、および(d)挿入された配列の発現。

      【０１４３】

  第1アプローチにおいて、単離されたオリゴヌクレオチドをPCRにより増幅して

増幅された産物を検出することができる。第2アプローチにおいて、挿入された
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マーカー遺伝子に対して相同的である配列を含んでなるプローブを使用する核酸

のハイブリダイゼーションにより、発現ベクター中の異質オリゴヌクレオチドの

存在を検出することができる。第3アプローチにおいて、組換えベクター/宿主系

を同定し、ベクター中の外来遺伝子の挿入により引き起こされる、ある種の「選

択マーカー」遺伝子機能(例えば、β－ガラクトシダーゼ活性、チミンキナーゼ

活性、抗体に対する耐性、形質転換表現型、バキュロウイルス中の吸蔵体の形成

、およびその他)の存在または非存在に基づいて選択することができる。

      【０１４４】

本発明のベクターで形質転換またはトランスフェクトされた単細胞宿主

  本発明の多次元ライブラリーを形成する単離されたオリゴヌクレオチド、また

は本発明の多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコードする単離されたオリゴ

ヌクレオチドを複製および/または発現させるとき、広範な種類の単細胞宿主/発

現ベクターの組み合わせを使用することができる。例えば、有効な発現ベクター

は染色体、非染色体および合成DNA配列のセグメントから成ることができる。適

当なベクターは下記のものを包含する：

      【０１４５】

  SV40および既知の細菌プラスミドの誘導体、例えば、大腸菌(E. coli)プラス

ミドcol E1、pCR1、pBR322、pMal－C2、pET、pGEX(Smith他、1988、Gene 67：31

－41)、pMB9およびそれらの誘導体、プラスミド、例えば、RP4；ファージDNAS、

例えば、ファージλの多数の誘導体、例えば、NM989、および他のファージDNA、

例えば、M13およびフィラメント状一本鎖ファージDNA；酵母プラスミド、例えば

、2μプラスミドまたはそれらの誘導体；真核細胞において有効なベクター、例

えば、昆虫または哺乳動物細胞において有効なベクター；プラスミドおよびファ

ージDNAの組み合わせから誘導されたベクター、例えば、ファージDNAまたは他の

発現制御配列を使用するように修飾されたプラスミド；およびその他。

      【０１４６】

  例えば、バキュロウイルス発現系において、下記の非融合転移ベクターおよび

融合転移ベクターの両方を使用することができる：非融合転移ベクター、例えば

、pVL941(BamHIクローニング部位；Summers)、pVL1393(BamHI、SmaI、XbaI、Eco
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RI、NotI、XmaIII、BglII、およびPstIクローニング部位；Invitrogen)、pVL193

2(BglII、PstI、NotI、XmaIII、EcoRI、XbaI、SmaI、およびBamHIクローニング

部位；SummersおよびInvitrogen)、および

      【０１４７】

  pBlueBacIII(BamHI、BglII、PstI、NcoI、およびHindIIIクローニング部位、

青色/白色の組換え体のスクリーニングが可能である；Invitrogen)、および融合

転移ベクター、例えば、pAc700(BamHIおよびKpnIクローニング部位、ここでBamH

I認識部位は開始コドンで開始する；Summers)、pAc701およびpAc702(pAc700と同

一、異なるリーデイングフレームを有する)、pAc360(ポリヘドリン開始コドンよ

り36塩基対下流のBamHIクローニング部位；Invitrogen(195))、およびpBlueBacH

isA、B、C(3つの異なるリーデイングフレーム、BamHI、BglII、PstI、NcoI、お

よびHindIIIクローニング部位を有する、ProBond精製のためのN末端ペプチド、

およびファージの青色/白色の組換え体のスクリーニング；Invitrogen(220))。

      【０１４８】

  本発明において使用するために意図される哺乳動物発現ベクターは下記のもの

を包含する：誘導可能なプロモーターを有するベクター、例えば、ジヒドロ葉酸

レダクターゼ(DHFR)プロモーター、例えば、DHFR発現ベクターを有する任意の発

現ベクター、またはDHFR/メトトレキセート共増幅ベクター、例えば、pED(PstI

、SalI、SbaI、SmaI、およびEcoRIクローニング部位、ベクターはクローニング

された遺伝子およびDHFRの両方を発現する；下記の文献を参照のこと：Kaufman

、Current Protocols in Molecular Biology 16、12(1991)。

      【０１４９】

  選択的に、グルタミンシンセターゼ/メチオニンスルフォキシイミン共増幅ベ

クター、例えば、pEE14(HindIII、XbaI、SmaI、SbaI、EcoRI、およびBclIクロー

ニング部位、ここでベクターはグルタミンシンターゼおよびクローニングされた

遺伝子を発現する；Celltech)。他の態様において、EBウイルス(EBV)の制御下に

エピソーム発現を指令するベクター、例えば、下記のベクターを使用することが

できる：

      【０１５０】
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  pREP4(BamHI、SfiI、XhoI、NotI、NheI、HindIII、NheI、PvuII、およびKpnI

クローニング部位、構成的RSV－LTRプロモーター、ヒグロマイシン選択可能なマ

ーカー；Invitrogen)、pCEP4(BamHI、SfiI、XhoI、NotI、NheI、HindIII、NheI

、PvuII、およびKpnIクローニング部位、構成的hCMV前初期遺伝子、ヒグロマイ

シン選択可能なマーカー；Invitrogen)、pMEP4(KpnI、PvuI、NheI、HindIII、No

tI、XhoI、SfiI、BamHIクローニング部位、誘導可能なIIa遺伝子プロモーター、

ヒグロマイシン選択可能なマーカー；Invitrogen)、pREP8(BamHI、XhoI、NotI、

HindIII、NheI、およびKpnIクローニング部位、RSV－LTRプロモーター、ヒグロ

マイシン選択可能なマーカー；Invitrogen)、pREP9(KpnI、NheI、HindIII、NotI

、XhoI、SfiI、およびBamHIクローニング部位、RSV－LTRプロモーター、G418選

択可能なマーカー；Invitrogen)、およびpEBVHis(RSV－LTRプロモーター、ヒグ

ロマイシン選択可能なマーカー、ProBondで精製可能であり、エンテロキナーゼ

で切断されたN末端のペプチド；Invitrogen)、pRc/RSV(HindIII、SpeI、BstXI、

NotI、XbaIクローニング部位、G418選択；Invitrogen)、およびその他。

      【０１５１】

  本発明に従い使用するワクシニアウイルス哺乳動物発現ベクター(Kaufman、19

91、前掲、参照)は下記のものを包含するが、これらに限定されない：pSC11(Sma

Iクローニング部位、TK－およびβ－gal選択)、pMJ601(SalI、SmaI、AflI、NarI

、BspMII、BamHI、ApaI、NheI、SacII、KpnI、およびHindIIIクローニング部位

；TK－およびβ－gal選択)、およびpTKgptF1S(EcoRI、PstI、SalI、AccI、HindI

I、SbaI、BamHI、およびHpaクローニング部位、TKおよびXRRT選択)。

      【０１５２】

  また、酵母発現系を本発明の発現ベクターにおいて、ならびに本発明のライブ

ラリーの1または2以上の多次元ペプチドをコードする1または2以上のオリゴヌク

レオチドを発現させるために使用することができる。例えば、非融合pYES2ベク

ター(XbaI、SphI、ShoI、NotI、GstXI、EcoRI、BstXI、BamHI、SacI、KpnI、お

よびHindIIIクローニング部位；Invitrogen)または融合pYESHisA、B、C(XbaI、S

phI、ShoI、NotI、BstXI、EcoRI、BamHI、SacI、KpnI、およびHindIIIクローニ

ング部位、ProBond樹脂で精製され、エンテロキナーゼで切断されたN末端のペプ



(61) 特表２００３－５３２４３１

チド)の両方を使用することができる。

      【０１５３】

  本発明において使用できるベクターの特定の例は次の通りである：バクテリオ

ファージベクター、例えば、θX174、I、M13およびその誘導体、fl、fd、Pfl、

およびその他、ファージミドベクター、プラスミドベクター、昆虫ウイルス、例

えば、バキュロウイルスベクター、哺乳動物細胞ベクター、例えば、パルボウイ

ルスベクター、アデノウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクター、レトロ

ウイルスベクター、酵母ベクター、例えば、Ty1、キラー粒子、およびその他。

  いったん適当な宿主系および成長条件が確立されると、組換え発現ベクターを

増殖させ、大量に調製した。

      【０１５４】

  前に説明したように、使用できる発現ベクターは下記のものを包含するが、こ

れらに限定されない：ヒトまたは動物のウイルス、例えば、ワクシニアウイルス

またはアデノウイルス；昆虫ウイルス、例えば、バキュロウイルス；酵母ウイル

ス；バクテリオファージベクター(例えば、λ)、およびプラスミドおよびコスミ

ドDNA。

      【０１５５】

  さらに、挿入された配列の発現をモジューレートするか、あるいは所望の特定

の方式で遺伝子産物を修飾しかつプロセシングする、単細胞宿主細胞系統を選択

することができる。異なる宿主細胞は、タンパク質の翻訳および翻訳後のプロセ

シングおよび修飾(例えば、グリコシル化、切断[例えば、遺伝子配列の])につい

て特徴的かつ特異的なメカニズムを有する。発現された外来タンパク質の所望の

修飾およびプロセシングを確実するように、適当な細胞系統または宿主系を選択

することができる。こうして、例えば、多次元ペプチドを宿主表面に転位させる

ように単細胞宿主に指令するシグナル配列を有するように、多次元ライブラリー

の多次元ペプチドをコードする1または2以上のオリゴヌクレオチドを容易に修飾

することができる。その上、他の修飾、例えば、グリコシル化を多次元ペプチド

に対して行うことができる。

      【０１５６】
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  上に説明したように、この分野において知られている方法、例えば、トランス

フェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、トランス

ダクション、細胞融合、DEAEデキストラン、リン酸カルシウム沈殿法、リポフェ

クション(リソソーム融合)、遺伝子ガンの使用、またはDNAベクタートランスポ

ーターにより、ベクターを所望の細胞の中に導入することができる(例えば、下

記文献を参照のこと、Wu他、1992、J. Biol. Chem. 267：963－967；WuおよびWu

、1988、J. Biol. Chem. 263：14621－14624；Hartmut他、カナダ国特許出願第2

,012,311号、1990年3月15日提出)。

      【０１５７】

商用キット

  他の態様において、本発明は、本明細書に記載する多次元ライブラリーを製造

し、かつこのような多次元ライブラリーを使用して多次元ライブラリーの分子を

スクリーニングして分子が特定のターゲット分子に対するアフィニティーを有す

るかどうかを決定するとき、使用するために適当な商用試験キットに関する。タ

ーゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニングする本発明の特定の

キットは、下記の構成成分を含んでなる：

      【０１５８】

  （a）  前もって決定した量の多次元ライブラリー(MDL)、前記多次元ライブラ

リーはターゲット分子に対するアフィニティーを潜在的に有する少なくとも1つ

の分子を含んでなり、ここで少なくとも1つの分子は(XYn)mの一般式を有し、式

中、

          Xはターゲット分子と相互作用する機能的単位であり、

          Yは構造単位であり、

          nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

          mは2≦m≦20であるような整数である、

  （b）  他の試薬、および

  （c）  キットの使用説明書。

      【０１５９】

  ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニングするなお他のキ
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ットは、下記の構成成分を含んでなる：

  （a）  前もって決定した量の多次元ライブラリー(MDL)、前記多次元ライブラ

リーはターゲット分子に対するアフィニティーを潜在的に有する少なくとも1つ

の多次元ペプチドを含んでなり、ここで少なくとも1つの多次元ペプチドは(XYn)

mの一般式を有し、式中、

          Xは少なくとも1つの多次元ペプチドとターゲットとの間の相互作用に

参加する機能的ペプチド単位であり、

          Yは構造単位であり、

          nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

          mは2≦m≦20であるような整数である、

  （b）  他の試薬、および

  （c）  キットの使用説明書。

      【０１６０】

  このようなキットにおいて使用できる試薬は、一般に、ペプチドの自然のコン

フォメーションを維持するものである。このような試薬の例は下記のものを包含

するが、これらに限定されない：プロテアーゼインヒビター、例えば、PMSF、リ

ン酸緩衝生理食塩水、TRISグリシン緩衝液、TRIS HCl緩衝液、およびその他、こ

こで試薬は生理学的pHを有する。

      【０１６１】

  このようなキットの他のクラスはオリゴヌクレオチドを使用する。例えば、特

定の態様において、ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニン

グするなお他のキットは、下記の構成成分を含んでなる：

  (a)  前もって決定した量の多次元ライブラリー(MDL)、前記多次元ライブラリ

ーはターゲット分子に対するアフィニティーを潜在的に有する少なくとも1つの

単離されたオリゴヌクレオチドを含んでなり、ここで少なくとも1つの単離され

たオリゴヌクレオチドは(XYn)mの一般式を有し、式中、

      【０１６２】

        Xは少なくとも1つの多次元単離されたオリゴヌクレオチドとターゲット

との間の相互作用に参加する機能的ペプチド単位であり、
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        Yは5～少なくとも50の隣接分子を含んでなるヌクレオチド配列を含んで

なる構造単位であり、

        nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、

        mは2≦m≦20であるような整数である、

  （b）  他の試薬、および

  （c）  キットの使用説明書。

      【０１６３】

  本発明において使用できるヌクレオチド配列の特定の例は前述した。

    ターゲット分子と潜在的に相互作用する分子をスクリーニングするなお他の

キットは、下記の構成成分を含んでなる：

（a）  プロモーターと作用可能に関連付けた少なくとも1つのオリゴヌクレオチ

ドで形質転換またはトランスフェクトされた単細胞宿主、ここで少なくとも1つ

のオリゴヌクレオチドは[(NNB)Fn]mの一般式を有し、式中、

      NはAまたはCまたはGまたはT/Uであり、

      BはCまたはGまたはT/Uであるが、Aではなく、

      Fは前もって決定したアミノ酸残基をコードするコドンであり、

      nは0≦ｎ≦10であるような整数であり、そして

      mは2≦m≦20であるような整数である、

（b）  少なくとも1つのオリゴヌクレオチドを発現させるための試薬、

（c）  他の試薬、および

（d）  キットの使用説明書。

      【０１６４】

  このようなキットにおいて使用できる試薬の例は次の通りである：前述したよ

うにタンパク質の自然のコンフォメーションの維持を促進する試薬、ならびにオ

リゴヌクレオチドを増幅および発現させるために使用する試薬、例えば、PCR試

薬、例えば、オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチドプライマー、酵素、ゲル

マトリックス、緩衝液、およびその他。

  このようなキットを使用すると、本明細書に記載する多次元ライブラリーを製

造し、そして特定のターゲット分子と相互作用するライブラリーのメンバーを同
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定するためにそれを使用することができる。

      【０１６５】

MDPを同定する法およびMDLライブラリーの構築

  ある態様において、MDPと命名する新規な化合物を急速にかつ効率よく同定す

る本発明の方法は2つの工程から成る：(a)複数のタンパク質、ポリヌクレオチド

および/またはペプチドをコードする、挿入された合成オリゴヌクレオチド配列

を発現するベクターのライブラリーを、例えば、ベクターのアクセス可能な表面

構造タンパク質に取り付けられた、融合タンパク質として構築する；および(b)

発現された組換えベクターのライブラリーまたは複数をスクリーニングして、問

題のターゲットに結合するタンパク質、ポリヌクレオチドおよび/またはペプチ

ドのメンバーを単離する。単離されたベクターの挿入された合成オリゴヌクレオ

チドの核酸配列を決定し、そしてコード化されたアミノ酸配列を推定して、問題

のターゲットに結合するMDP結合性ドメインを同定する。

      【０１６６】

  いったんライブラリーが本発明に従い構築されると、多数の選択した異なるタ

ーゲットでライブラリーを任意の回数でスクリーニングして、所定のターゲット

に結合するMDPを同定することが、もちろん、理解される。このようなスクリー

ニング法もまた本発明の範囲内に入る。

      【０１６７】

A．オリゴヌクレオチドの合成およびアセンブリー

  複数の本発明によるタンパク質、ポリヌクレオチドおよび/またはペプチドMDP

を発現するベクターのライブラリーを製造するために、in vitroにおいて下記の

スキームに従いオリゴヌクレオチドの一本鎖の組を合成し、構築する。

      【０１６８】

  機能的単位および構造ペプチド単位をコードするように、合成オリゴヌクレオ

チド配列を設計する。機能的単位は変異型または予測されないオリゴヌクレオチ

ドによりコードされる。構造単位は予測されない長さの非変異型ヌクレオチド配

列でコードされるか、あるいは制限された数の前もって選択されたアミノ酸から

構成された構造ミクロライブラリーを含んでなる変異型または非変異型長さの予
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測されないヌクレオチド配列でコードすることができる。また、構造ペプチド単

位のサイズはランダム化可能であり、こうしてライブラリーの全体の長さの多次

元ペプチドに影響を与えることができる。

      【０１６９】

  一方の個々のメンバーが5’(NNB)n3’により表され、そして他方のメンバーが

3’(NNV)m5’により代表される変異型ヌクレオチドの対を合成し、合成オリゴヌ

クレオチドにアセンブルし、式中NはA、C、GまたはTであり、BはG、TまたはCで

あり、VはG、AまたはCであり、nは10＜n＜100であるのような整数であり、そし

てmは10＜m＜100であるのような整数である。本発明に従いアセンブルするとき

、各挿入された二本鎖オリゴヌクレオチド配列の中にn＋mの変異型コドンが存在

する。

      【０１７０】

  当業者は理解するように、変異型ヌクレオチド位置はすべての20の天然に存在

するアミノ酸をコードする潜在的能力を有し、それらの天然に存在するコドン(

合計64)は前述された通りであり(適当な発現系を使用する場合、非天然アミノ酸

をまた使用することができる)そして、本発明の方法により教示されるようにア

センブルされるとき、ただ1つの停止コドン、すなわち、TAGをコードする。本発

明の変異型ヌクレオチドによりコードされるアミノ酸配列は予測されず、シグナ

ル配列が実質的にランダムである。

      【０１７１】

  本発明のスキームに従う変異型オリゴヌクレオチドはすべての20の天然に存在

するアミノ酸をコードするように選択するが、変異型ヌクレオチドを設計する本

発明のスキームは慣用スキーム、例えば、式NNK(式中KはGまたはTである)(Cwirl

a他、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87：6378－6382、1990)またはNNS(式中S

はGまたはCである)(Devlin他、Science 249：404－401、1990；ScottおよびSmit

h、Science 249：386－390、1990)(ここでわずかに32コドンを使用する)のスキ

ームにおいて入手可能なものよりも大きい変動性を好都合に提供する。

      【０１７２】

  その上、合成されたオリゴヌクレオチドを1または2以上の発現ベクターの中に
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挿入する場合、突然変異体宿主、例えば、大腸菌(E. coli)supEにおいてベクタ

ーのライブラリーを発現させることによって停止コドンTAGを抑制することがで

きる。本発明において使用できる他の宿主は前述され、そしてSambrook、pp. 2.

55、2.57－0.59、4.13－4.15に記載されている。

      【０１７３】

  その上、当業者は理解するように、式NNKまたはNNSの変異型コドンの使用は、

現在使用されているNNB式と同様に、ただ1つのタイプの停止コドン、すなわち、

TAGをコードするであろう。サプレッサー、例えば、SupEの使用が単一の停止コ

ドンを抑制するために100％効率的である場合、本発明のNNBスキームを使用する

とき、慣用法により使用されるスキームを超えた差または利点は存在しないであ

ろう。

      【０１７４】

  本明細書に記載するNNBスキームは、サプレッサーtRNA遺伝子を欠如する宿主

においてMDPを発現させるとき、追加の柔軟性を提供する。すなわち、NNBスキー

ムは、強い分子遺伝的操作に暴露された宿主生物にのみ拘束されず、こうして宿

主選択においてより大きい柔軟性を提供する。

  コドントリップレットを使用することによって停止コドンを完全に回避できる

が、各宿主のために理想的なコドン採択を知ることが必要であろう。

  互いに特定の距離で変異型ヌクレオチドを位置させるように、非変異型ヌクレ

オチドはヌクレオチド配列中の特定の部位に位置決定される。

      【０１７５】

  3’末端の非変異型ヌクレオチド位置は、ヌクレオチドの2つの合成された一本

鎖組を一緒にアニーリングし、二本鎖DNA(本明細書において合成された二本鎖オ

リゴヌクレオチド)に変換することを促進するために、6、9または12のヌクレオ

チドの相補的対である。

  第1B図は、本発明の方法に従う一般的アセンブリープロセスを概略的に示す。

オリゴヌクレオチドは下記の工程を含むプロセスによりアセンブルされる：下記

式を有する3つの一本鎖ヌクレオチドを合成する：

          1）  5’－相補的部位1－[(NNB)Ｆ0-n]m－相補的部位2－3’(ON－69)
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          2）  3’－相補的部位1－5’(ON－11)

          3）  3’－相補的部位2－5’(ON－10)

      【０１７６】

  式中NNBは任意の20天然アミノ酸を生ずるコドンを表す；Fは単一の前もって合

成したコドン、またはいくつかの単一のコドンの組み合わせ、または前もって選

択した1つまたは組み合わせを生ずるランダム前もって合成した配列を表す；nは

ランダム値であり、かつ、例えば0～10であることができる、アミノ酸の構造ブ

ロックを生ずるコドンの数である；mは例えば2～20であることができる機能的コ

ドンの数である。

      【０１７７】

  このようなランダムオリゴヌクレオチドは、NがA、C、G、およびTの等モル混

合物を表し、そしてBがG、C、およびTの等モル混合物を表す、合成により得るこ

とができる。

  ヌクレオチドの一本鎖組を合成する方法は適当であり、自動的ヌクレオチド合

成装置の使用を包含する。合成装置は、等モルまたは非等モル比で変異型位置、

すなわち、NまたはBとしてヌクレオチドを組込むことができるように、プログラ

ムすることができる。

      【０１７８】

  特定の例において、精製された一本鎖ヌクレオチド配列(ON－69と表示する)を

、2つの「半部位」オリゴヌクレオチド、ON－10およびON－11(これらはON－69の

それぞれ3’および5’位置に対して相補的である)に対してアニールした後、fUS

E 5のSfiIの中に結合する。「半部位」オリゴヌクレオチドはオリゴヌクレオチ

ドON－69の5’および3’末端にアニールして適当なSfiI付着末端を形成する。Sf

iIを使用する消化を必要としないで、これは適当なSfiI部位暴露して残し、こう

して可変領域において出現することがあるSfiIの切断を回避する。

      【０１７９】

  本発明のライブラリーを構築するために使用する予測されないオリゴヌクレオ

チドの合成およびアセンブリーのスキームは、m変異型、式(NNB)m(式中BはG、T

またはGであり、そしてmは2≦m≦20であるのような整数である)の予測されない
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ヌクレオチド配列を合成された一本鎖オリゴヌクレオチドの中に組込む。このよ

うなスキームは、慣用ライブラリーでは得ることができない多数の重要な利点を

提供する。アセンブリーされると、本発明の合成されたオリゴヌクレオチドは、

48の異なるアミノ酸をコードするコドンを使用することによって、すべての20の

天然に存在するアミノ酸をコードする。こうして、本発明のスキームは他の慣用

スキームよりも大きい変動性を提供する。

      【０１８０】

  例えば、変異型ヌクレオチドが式NNK(式中KはGまたはTである)またはNNS(式中

SはGまたはCである)を有するわずかに慣用スキームは、わずかに32の異なるコド

ンを使用する。より大きい数のアミノ酸をコードするコドンを使用すると、ライ

ブラリーが発現される宿主のコドン採択に対する本発明のライブラリーの感受性

はより低くなる。本発明のスキームおよび慣用のスキームの両方はただ1つの停

止コドンを保持するが、現在教示するように、NNBを使用すると、慣用NNSまたは

NNKスキームに比較して停止コドンの確率が減少した、合成されたオリゴヌクレ

オチドが好都合には得られる。

      【０１８１】

  さらに、本発明のスキームは、変異型コドンについてNNS式を使用するライブ

ラリーの中にしばしば見出されるのようなGCヌクレオチドに富んだ合成されたオ

リゴヌクレオチドの使用を回避する。この分野においてよく知られているように

、GC残基に富んだヌクレオチド配列は適切にアセンブルし、配列決定することが

困難である。

      【０１８２】

  多分最も意味あることには、オリゴヌクレオチドを合成しかつアセンブルする

本発明のスキームは、いかなる以前の慣用ライブラリーとも異なる、ランダム長

さの予測されないアミノ酸配列をコードするオリゴヌクレオチド配列を提供する

。本発明に従い構築するとき、本発明の合成された一本鎖オリゴヌクレオチドは

相補的部位をコードする少なくとも約27～681ヌクレオチド長さと、約0～10アミ

ノ酸残基長さの約0～20構造ペプチド単位により分離されたMDP結合性ドメイン中

の約2～20予測されないアミノ酸(機能的単位)とを含んでなる。特定の態様によ
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れば、nは0＜n＜10であり、そしてmは2＜m＜20である。こうして、合成された一

本鎖オリゴヌクレオチドは少なくとも27～687ヌクレオチドを含んでなり、そし

てMDP中の機能的単位中の約2～20予測されないアミノ酸残基をコードする。特別

に例示される例において、合成されたオリゴヌクレオチドはMDP結合性ドメイン

中のそれぞれ約4～16アミノ酸残基をコードする。

      【０１８３】

  この分野における従来の教示は、挿入されたオリゴヌクレオチドの長さを小さ

く保持して、好ましくは15より小さい、最も好ましくは約6～8アミノ酸および固

定長さをコードすべきであることである。逆に、本発明者らは、驚くべきことに

はかつ予期せざることには、従来の教示と全く対照的に、変異型長さの産物をコ

ードする多次元ライブラリーを構築することができるばかりでなく、かつまた好

都合にスクリーニングして、種々のターゲットに対する結合特異性を有するMDP

またはタンパク質、ポリヌクレオチドおよび/またはペプチドを同定することが

できることを発見した。

      【０１８４】

  薬物開発のために結合性分子を同定するコンピューターモデリングを使用する

ことに興味を抱く人たちの間で、非ペプチド模倣物を開発するための手掛かりと

して使用するペプチドは最大約6～8アミノ酸までに保持すべきであるということ

が従来の知識であった。より大きいペプチドのコンピューターモデリングは実際

的でないか、あるいは有益でないと思われてきた。それゆえ、短いペプチド配列

のライブラリーのスクリーニングはいっそう生産的であると、従来考えられてき

た。完全に対照的には、本発明は、変異型長さを有するペプチドのライブラリー

を効率よく発生させ、スクリーニングして、また最も適当な柔軟性を有する構造

ペプチド因子で最適な距離で分離された機能的ペプチドを含んでなるＭＤＰを同

定する方法を提供する。これは後にのようなコンピューターモデリング技術を使

用する薬物開発に使用される。さらに、本発明の方法により同定されたMDPは薬

物候補の全体の新しい展望を提供する。

      【０１８５】

  以後の実施例において証明されるように、発現ベクターの中に挿入されたオリ
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ゴヌクレオチド中の可変長さの構造因子の可変長さおよび存在はMDPを同定する

能力を提供し、ここで最適化された構造リンカーで分割されたアミノ酸の短い配

列により、MDPは簡単なまたは複雑な結合部位を有するターゲットに対して最適

な特異性および選択性を有することができる。

  特定の応用、すなわち、大きいターゲット分子に対する結合特異性を有するMD

Pの同定において、本明細書に記載する多次元ライブラリーはわずかの隣接アミ

ノ酸残基を包含するMDPばかりでなく、かつまた不連続なアミノ酸を包含するMDP

を同定するか、あるいはマッピングする機会を提供する。

      【０１８６】

  さらに、本明細書に記載する多次元ライブラリーの挿入された合成オリゴヌク

レオチド中において構造ペプチド単位で機能的ペプチド単位を分離することによ

って、機能的ペプチド単位の位置を最適化する可能性は、潜在的MDPにおいて、

およびペプチド1または2以上の実際の機能的部分をフランクする配列において、

二次および/または三次構造を発生させる機会を提供する。固定された長さのオ

リゴヌクレオチドのみを使用するとき、このような複雑な構造の発生は不可能で

ある。

      【０１８７】

Ｂ．適当な発現ベクターの中への合成オリゴヌクレオチドの挿入

  前述したように製造された適当なサイズの少なくとも1つの単離されたオリゴ

ヌクレオチド、特に複数のこのようなオリゴヌクレオチドを適当な発現ベクター

の中に挿入する。適当な宿主の中に挿入するとき、このベクターはベクターの発

現された成分を有するヘテロ機能的融合タンパク質として、複数のタンパク質、

ポリペプチドおよび/またはタンパク質を発現する。これらはタンパク質、ポリ

ペプチドおよび/またはタンパク質をスクリーニングして、選択したターゲット

に対するアフィニティーを有するMDPを同定する。

      【０１８８】

  本発明の方法に従い種々のベクターを使用することができ、それらの例は前述

された通りである。その上、適当なベクターはMDPの発現および/または検出を促

進するMDPのエフェクタードメインをコードする遺伝子を含んでなる。リンカー
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を含んでなる、このような遺伝子内に少なくとも2つの異なる制限酵素部位は好

ましい。ベクター表面上で発現される融合タンパク質としてMDPを発現させるた

めにベクター(例えば、ファージまたはプラスミド)使用するとき、ベクターのリ

ンカー領域内に「スタッファーフラグメント」を含めることは特に有効である。

      【０１８９】

  本明細書において使用するとき、「スタッファーフラグメント」は、既知のタ

ーゲット、例えば、既知のモノクローナル抗体のエピトープにより認識される結

合部位をコードするDNA配列をクローニングするために有用な、少なくとも2つの

制限酵素部位によりフランクされた、比較的短い(すなわち、約14ヌクレオチド

の)既知のDNA配列を包含することを意図する。スタッファーフラグメントの末端

における制限酵素部位は、スタッファーフラグメントを欠失させる、合成された

二本鎖オリゴヌクレオチドの挿入に有効である(ScottおよびSmith、Science 249

：386－390、1990)。

      【０１９０】

  発現された異種融合タンパク質とスタッファーフラグメントに比較してファー

ジまたはプラスミドベクターとの間の物理的結合のために、およびスタッファー

フラグメントは検出容易でありかつ免疫学的に活性であるタンパク質(すなわち

、免疫学的マーカー)をコードする既知のDNA配列を含んでなるので、DNA配列決

定、PCRまたはハイブリダイゼーションによりヌクレオチドレベルで、またはア

ミノ酸レベルで、すなわち、免疫学的アッセイを使用して、スタッファーフラグ

メントの存在または非存在は容易に検出することができる。このような測定は、

合成された二本鎖オリゴヌクレオチドおよび非組換えベクターの挿入により発生

させた組換えベクター(MDP発現)ベクター間の急速な識別を可能とする。

      【０１９１】

  1つの好都合な面において、スタッファーフラグメントを使用すると、ベクタ

ー中の慣用ポリリンカーを使用するときしばしば直面する問題、すなわち、ポリ

リンカーの制限部位は密接し過ぎるので、隣接する部位を独立に切断できずかつ

同時に使用できないという問題が回避される。

      【０１９２】



(73) 特表２００３－５３２４３１

  特定の態様において、ベクターはフィラメント状バクテリオファージであるか

、あるいはそれから誘導され、下記のものを包含するが、これらに限定されない

：M13、fl、fd、Pfi、およびその他、ファージ構造タンパク質をコードするベク

ター、好ましくはファージコートタンパク質、例えば、pIII、pVIII、およびそ

の他。その上、フィラメント状ファージはfd誘導ファージベクター、例えば、Sc

ottおよびSmith(Science 249：386－390、1990)であり、構造コートタンパク質p

IIIをコードする。本発明において使用できる他のベクターは前述された通りで

ある。

      【０１９３】

  ファージベクターは、複数の挿入された合成オリゴヌクレオチドがバクテリオ

ファージ表面上で融合タンパク質として発現されるように、バクテリオファージ

構造タンパク質をコードする遺伝子の5’領域に位置する複製起点を含有するか

、あるいはを含有するように構築される。これは好都合に複数のアクセス可能な

発現されたタンパク質／ペプチドばかりでなく、かつまたタンパク質／ペプチド

と挿入されたオリゴヌクレオチドとの間の物理的結合を提供して、同定されたMD

Pのスクリーニングおよび配列決定を容易にする。

      【０１９４】

  さらに、特定の態様によれば、構造バクテリオファージタンパク質はpIIIであ

る。Smith他により記載され、第1A図に図解されているfUSE 5ベクターは、N末端

に導入された14bpの「スタッファーフラグメント」を有するpIII遺伝子を含有し

、2つのSfiI制限部位によりフランクされており、節6において例示された実施例

において使用された。複数の合成オリゴヌクレオチドを適当なベクターの成熟コ

ートタンパク質、好ましくはpIIIタンパク質のN末端付近のクローニング部位の

中にクローニングして、オリゴヌクレオチドをコートタンパク質－融合タンパク

質として発現させることによって、このライブラリーを構築する。

      【０１９５】

Ｃ．適当な宿主におけるベクターの発現

  上に説明したように、いったん適当な発現ベクターが調製されると、それらを

適当な宿主の中に挿入するか、あるいは転写および翻訳系においてin vitroにお
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いて使用する。宿主をトランスフェクトおよび形質転換する方法は前述された通

りである。形質転換またはトランスフェクトされた単細胞宿主をコロニーまたは

ファージ産生に適当な培養条件下に培養することによって、オリゴヌクレオチド

を発現させる。好ましくは、宿主細胞はプロテアーゼ欠如であり、サプレッサー

tRNA遺伝子を保持するか、あるいはを保持しないことができる。

      【０１９６】

  例えば、エレクトロポレートした細胞の小さいアリコートをプレートし、コロ

ニーまたはプラークの数をカウントして組換え体の数を決定する。組換えベクタ

ーの単一増幅のために、宿主細胞中の組換えベクターのライブラリーを高い密度

でプレートする。

      【０１９７】

  その上、本発明の特定の態様において、本発明による合成された二本鎖オリゴ

ヌクレオチドを含有するように操作された、組換えfdベクターfUSE 5をエレクト

ロポレーションによりMC1061大腸菌(E. coli)の中にトランスフェクトする。宿

主大腸菌(E. coli)細胞から押出されたウイルスキャプシドの外表面上で発現さ

れたMDPはスクリーニング可能である。親fUSE 5ベクターは14bpのスタッファー

フラグメントを含有する。二本鎖合成オリゴヌクレオチドを2つのSfiI部位間に

挿入するとき、スタッファーフラグメントを除去する。

      【０１９８】

  必要に応じて、大腸菌(E. coli)のいくつかの株をエレクトロポレートして、

同一ライブラリーの異なるバージョンを確立する。もちろん、スクリーニング実

験の全体の組のために、同一大腸菌(E. coli)株を使用することが必要である。

ペプチド－pIII融合タンパク質の配列の特質のために個々のfd組換え体のウイル

スアセンブリー、分泌、および感染率について、陽性および陰性の両方の、in v

ivo生物学的選択が恐らく存在するという考えに、この戦略は基づく。したがっ

て、異なる遺伝子型(すなわち、シャペロンの過剰発現、または増強された分泌)

を有する大腸菌(E. coli)は、微妙な、予測されない方法で異なるライブラリー

を生ずるので、細菌宿主として働くであろう。

      【０１９９】
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Ｄ．MDPを同定する方法：MDLライブラリーのスクリーニング

  いったん本発明の多次元ライブラリーが入手可能であると、それをスクリーニ

ングして、選択したターゲットと相互作用するライブラリーの1または2以上の分

子を同定することができる。前述したように、本発明において、ターゲットは、

タンパク質レセプターが天然に存在するか、あるいは本発明の方法に従い製造す

ることができる物質、例えば、分子複合体、分子またはそれらの部分を包含する

ことを意図する。

      【０２００】

  こうして、本発明において、ターゲットはMDPの機能的因子と特異的に相互作

用する物質であり、下記のものを包含するが、これらに限定されない：化学的基

、イオン、金属、タンパク質、糖タンパク質またはそれらの任意の部分、ペプチ

ドまたはペプチドの任意の部分、核酸または核酸の任意の部分、糖、炭水化物ま

たは炭水化物ポリマー、脂質、脂肪酸、きわめて重要な粒子またはその部分、膜

小胞またはそれらの部分、細胞壁成分、合成有機化合物、生物化合物および無機

化合物。

      【０２０１】

  本発明のMDLライブラリーのスクリーニングは、当業者に知られている種々の

方法により達成することができる。

  MDPを細胞表面分子を有する融合タンパク質として発現させる場合、スクリー

ニングは好都合にはベクターを固定化されたターゲットとインキュベートし、タ

ーゲットに結合するベクターを収集することによって達成される。このような有

効なスクリーニング法は、「パニング」技術と表示し、下記の文献に記載されて

いる：Parmley他、Gene 73：305－318、1988。本発明のライブラリーをスクリー

ニングするために有効なパニング法において、ターゲットをプレート、ビーズ、

例えば、磁気ビーズ、カラムにおいて使用するセファローズビーズ、およびその

他上に固定化することができる。特定の態様において、固定化されたターゲット

をFACSソーティングのために「タグ化」、すなわち、ビオチン、蛍光色素、およ

びその他を使用することができる。

      【０２０２】
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  特定の態様において、MDPを発現するファージのライブラリー、例えば、ファ

ージおよびファージミドのスクリーニングは次のようにして達成した：マイクロ

タイタープレートを使用して、ターゲットをまず希釈し、すなわち、100 mMのNa

HCO3、pH 8.5中で希釈し、ターゲット溶液の小さいアリコートをマイクロタイタ

ープレートのウェル上に吸着させた(4℃において一夜インキュベートすることに

よって)。BSA溶液(1 mg/ml、100 mMのNaHCO3、pH 8.5中)を添加し、プレートを

室温において1時間インキュベートした。

      【０２０３】

  マイクロタイタープレートの内容物をはじき飛ばし、ウェルを注意してPBS－0

.5％ツイーン20で洗浄した。プレートを反復洗浄して非結合ターゲットを除去し

た。ファージ溶液の小さいアリコートを各ウェルの中に導入し、ウェルを室温に

おいて1～2時間インキュベートした。マイクロタイタープレートの内容物をはじ

き飛ばし、反復洗浄した。ファージを各ウェル中で洗浄溶液と室温において10分

間インキュベートして、急速な解離定数を有する結合したファージを解放させる

。次いでウェルをさらに5回洗浄して、すべての非結合ファージを除去した。

      【０２０４】

  ウェルに結合したファージを回収するために、pH変化を使用した。次いで、50

 mMのグリシン－HCl(pH 2.2)、100 mg/mlのBSA溶液のアリコートを洗浄したウェ

ルに添加して、タンパク質を変性し、結合したファージを解放した。10分後、内

容物をきれいな管に移し、1 MのTris－HCl(pH 7.5)または1 MのNa2HPO4(pH 7.0)

の小さいアリコートを添加してファージ試料のpHを中和した。次いでファージを

、例えば、10-3～10-6に希釈し、アリコートを大腸菌(E. coli)K91Kan細胞とプ

レートして試料のプラーク形成単位の数を測定した。また、インプット試料の力

価を比較のために測定した(希釈は一般に10-6～10-3である)。

      【０２０５】

  ライブラリーをスクリーニングする重要な面は溶離である。説明を明瞭するた

めに、下記においてファージによるMDP発現について記載する；しかしながら、

このような記載はMDPが表面融合分子上で発現される系に対して適用可能である

ことが容易に理解される。ファージ上で発現された複数のタンパク質から、ファ
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ージの回収の間にペプチド－ターゲット相互作用を崩壊させる条件は所定のペプ

チド配列に対してさえ特異的であると考えられる。例えば、ある種の相互作用は

酸性pHによる崩壊されるが、塩基性pHにより崩壊されないことがあり、逆もまた

同じである。

      【０２０６】

  こうして、種々の溶離条件(下記のものを包含するが、これらに限定されない

：pH 2～3、pH 12～13、競合において過剰のターゲット、洗浄剤、温和なタンパ

ク質変性剤、尿素、変化する温度、光、金属イオンの存在または非存在、キレー

ト化剤、およびその他)を試験し、条件の各組について回収したファージ上で発

現されたMDPタンパク質の一次構造を比較して、各ターゲット/MDPの組み合わせ

について適当な条件を決定することが重要である。これらの条件のいくつかはフ

ァージ感染と不適合性であることがある。なぜなら、それらが細菌性であり、透

析(すなわち、透析バッグ、Centricon/Amiconマイクロコンセントレーター)によ

り除去することが必要であるからである。

      【０２０７】

  異なる条件下に溶離される異なる多次元ペプチドの能力は、ターゲットに対す

る結合に関係する特異的ペプチド領域の変性のためばかりでなく、かつまたフラ

ンキング領域におけるコンフォメーションの変化のためであることがある。また

、これらのフランキング配列は実際の結合性配列と組み合わせて変性することが

できる；これらのフランキング領域はまた溶離条件(すなわち、pH 2～3、pH 12

～13、競合において過剰のターゲット、洗浄剤、温和なタンパク質変性剤、尿素

、熱、冷たさ、光、金属イオン、キレート化剤、およびその他)に対する暴露に

応答して、それらの二次または三次構造を変化させ、引き続いてターゲットに対

する結合に関係するペプチドのコンフォメーション的変形に導く。

      【０２０８】

E．MDPおよびMDP組成物の応用および使用

  MDP産物は、任意の所定のターゲットに対して特異的なペプチドの結合性部分

を使用する、任意の工業的または薬学上の応用において使用することができる。

また、MDPは、所定のターゲットに対する結合アフィニティー、特異性および結
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合活性を有するように本発明の方法により産生され、選択される、単一機能的結

合性ペプチドの製造における中間体であることができる。こうして、本発明によ

れば、MDPおよびMDP組成物は広範な種類の応用において使用され、このような応

用は下記の分野を包含するが、これらに限定されない：生物医学；生物学的コン

トロールおよび有害生物の調節；農業；化粧品；環境的コントロールおよび廃棄

物管理；化学；触媒；栄養および食品産業；軍事上の使用；気候のコントロール

；薬学上の使用、およびその他。

      【０２０９】

  他のin vivo使用は、活性免疫化手順に有効な、ワクチンの免疫原としてのMDP

およびMDP組成物の投与を包含する。また、所定の細胞またはウイルスの分子タ

ーゲットに対して特異的なMDPの第1系列を発生させ、次いで第1 MDPに結合するM

DPの第2系列を発生させることによって、ワクチンの免疫原を開発するために、M

DPを使用することができる、すなわち、第1 MDPをターゲットとして使用して第2

系列のMDPを同定する。MDPの第2系列は最初の細胞またはウイルスの分子ターゲ

ット部位を模倣するが、関係するペプチド結合性配列のみを含有し、無関係のペ

プチド配列を排除する。第2系列において発生した全MDP、または結合性ドメイン

、またはその部分を活性ワクチンプログラムのための免疫原として使用すること

ができる。

      【０２１０】

  in vitro応用において、MDPまたはMDP組成物は、動物および/またはヒトに、

注射(すなわち、静脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、動脈内、乳房内、尿管内、お

よびその他)、局所的応用を包含する多数の経路により、あるいは上皮または粘

膜皮膚の内層を通す吸収により投与することができる。生物調節および/または

コントロールのために、生物への直接的適用、生息環境における分散、取り囲む

環境または取り囲む水への添加、およびその他により、植物、昆虫および原性生

物に対する送達を達成することができる。

  その上、化学産業において、MDPは分離、精製、調製法、触媒、およびその他

において使用することができる。

      【０２１１】
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  さらに、MDPはリンパ液、血液、糞便、唾液、汗、涙、粘膜、または任意の他

の生理学的液または固体の中に存在するターゲットを検出する診断分野において

使用することもできる。組織学および病理学の領域において、組織切片、器官切

片、スミア中の、または巨視的または微視的に検査する他の標本中のターゲット

を検出するためにMDPを使用することができる。また、MDPは他の診断において抗

体の代替物として、例えば、ホルモン検出キットにおいて、または病原体検出キ

ット、およびその他において使用することができ、ここで病原体は細菌、ウイル

ス、マイコプラズマ、真菌、原生動物、およびその他を包含する、任意の病原体

であることができる。

      【０２１２】

  また、MDPはMDP結合に対するターゲットとしてモノクローナル抗体を使用する

ことによってモノクローナル抗体が結合するエピトープを定めるために使用し、

これによりモノクローナル抗体を発生させるために使用するもとの免疫原のエピ

トープを定める方法を提供することができる。こうして、MDPまたは結合性ドメ

インまたはそれらの部分はエピトープの模倣物および/またはミモトープとして

働くことができる。

      【０２１３】

  他の応用は当業者にとって容易に明らかであり、そして本発明の範囲内に包含

されることを意図する。

  本発明は、本発明の例示として提供された、下記の非限定的実施例を参照する

ことによってよりよく理解できるであろう。下記の実施例により、本発明の好ま

しい態様をいっそう完全に例示する。しかしながら、これらの実施例は本発明の

広い範囲を限定するものと解釈すべきではない。

      【０２１４】

実施例

  MDLを構築する方法の記載は次のように再分割することができる：(1)合成オリ

ゴヌクレオチドの合成およびアセンブリー；(2)適当な発現ベクターの中へ合成

ヌクレオチドの挿入、および(3)ベクター中のMDLライブラリーの発現。

      【０２１５】
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実施例において使用する試薬および株

  SfiIおよびBglI制限エンドヌクレアーゼ、T4 DNAリガーゼ、T4キナーゼ、クレ

ノウポリメラーゼはベーリンガー・マンハイム(Boehringer Mannheim)から入手

した。セクエナーゼT7はファーマシア(Pharmacia)から入手した。オリゴヌクレ

オチドはアプライド・バイオシステムス(Applied Biosystems)PCR－メイト・シ

ンセサイザー(Mate Synthesizer)で合成し、ODCカラム上で精製した(ABI)。fUSE

 5ベクターおよび大腸菌(E. coli)MC1061、K802、K91KanはGeorge Smith教授(Un

iversity of Missouri、ミゾリー州コロンビア)により提供され、そして下記の

文献に記載されている：Smith他、Science 228：1315－1317、1985およびParmle

yおよびSmith、Gene 73：305－318、1988。

      【０２１６】

実施例1．オリゴヌクレオチドの合成およびアセンブリー

  第1B図は、オリゴヌクレオチドの式およびMDLの構築において使用したアセン

ブリースキームを示す。アプライド・バイオシステムスPCR－メイト・シンセサ

イザーを使用して、オリゴヌクレオチドを合成した。5’－および3’－末端は、

シグナルペプチド部位の付近のああ配列を再構築するように選択した、固定配列

を有する。中央部分は可変領域を含有し、これらの可変領域はオリゴヌクレオチ

ドライブラリーメンバーを含んでなり、そしてまた可変配列の一方または両方の

部位上のスペーサーリンガー溶液をコードすることができる。

      【０２１７】

  この配列をON－69と表示し、2つの「半部位」オリゴヌクレオチド、ON－10(5

’－AAGCGCCACC－3’)(配列番号1)およびON－11(5’－ACCGGCCCCGT－3’)(配列

番号2)(これらはON－69のそれぞれ5’－および3’－位置に対して相補的である)

に対するアニールした後、fUSE 5のSfiI部位の中に結合した。「半部位」オリゴ

ヌクレオチドはON－69オリゴヌクレオチドの5’－および3’－末端に対してアニ

ールして、適当なSfiI付着末端を形成する。

      【０２１８】

  これはSfiIを使用する消化を必要しないで適当なSfiI部位を暴露したまま残し

、こうして可変領域の中に出現することがあるSfiI部位の切断を回避した。オリ
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ゴヌクレオチドをT4キナーゼでリン酸化し、20 mMのTris－HCl、pH 7.5、2 mMの

MgCl2、50 mMのNaCl中で4 μgのON－10および4 μgのON－11を2.75 μgのON－69

と混合し、65 ℃に5分間加熱し、温室にゆっくり放冷することによってアニール

した。これはほぼ1：10：10(ON－69：ON－10：ON－11)のモル比を表す。

      【０２１９】

実施例2．「スプリット－プル」合成の戦略

  ランダムオリゴヌクレオチドを製造する他の方法は、第2図に概略的に示す合

成間に、連続的分割および結合工程(「スプリット－プル」合成)を使用すること

である。オリゴヌクレオチドは樹脂支持体上の出発リンカー配列5’－GGGCCGGT

－N1N2N3－(配列番号3)を使用して合成した、ここでN1はA、C、GおよびTである(

公称等モル)；N2はA(31％)、C(19％)、G(19％)、およびT(31％)である；N3はC(3

9％)、G(39％)、およびT(22％)である。次いで樹脂支持体を4つの画分に分割し

、下記のスキームに従い各画分において合成を別々に続けた：

      【０２２０】

  部1(30％)：      樹脂－GGGCCGGT－N1N2N3－(配列番号3)

  部2(17％)：      樹脂－GGGCCGGT－N1N2N3－GGT－(配列番号4)

  部3(23％)：      樹脂－GGGCCGGT－N1N2N3－(GGT)2－(配列番号5)

  部4(30％)：      樹脂－GGGCCGGT－N1N2N3－(GGT)3－(配列番号6)

      【０２２１】

  すべての樹脂粒子を一緒に十分に混合し、ランダム－N1N2N3－配列を添加する

ことによって合成を続けて、樹脂－GGGCCGGT－N1N2N3－(GGT)3－N1N2N3 (配列番

号7)を生じさせた。次いで、このプロトコルを4回反復した；その後閉鎖リンカ

ー配列－GGTGGCGCTTCTG－(配列番号8)を添加した。最終混合物を樹脂から分離し

た。一般式5’－GGGCCGGT{ N1N2N3 (GGT)0-3}N1N2N3GGTGGCGCTTCTG－3’のポリ

ヌクレオチドの確率的収集物が得られた。この配列を、2つの「半部位」オリゴ

ヌクレオチド、ON－10(5’－AAGCGCCACC－3’)(配列番号1)およびON－11(5’－A

CCGGCCCCGT－3’)(配列番号2)(これらは配列のそれぞれ5’－および3’－部分に

対して相補的である)に対するアニールした後、fUSE 5のSfiI部位の中に結合す

ることができる。
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      【０２２２】

実施例3．MDLライブラリーの構築

  ベクターfUSE 5(100 μg)をSfiIで完全に消化し、2 Mの酢酸アンモニウムの存

在下に2回エタノール沈降させた。このDNAは自己結合することができず、SfiI部

位間に位置する14bpの「スタッファー」が完全に除去されていることが示された

(第1A図)。20 μgのfUSE 5ベクターのSfiI消化物を200 ngのアニールしたオリゴ

ヌクレオチドインサート(モル比1：5)と15 ℃において1 mlのリガーゼ緩衝液(20

 mMのTris－HCl、pH 7.5、5 mMのMgCl2、2 mMのDTT、1 mMのATP)および4000単位

のT4DNAリガーゼ中で一夜インキュベートすることによって結合させた。結合し

たDNAを0.3 Mの酢酸ナトリウムの存在下にエタノール沈降させ、40 μlの水の中

に再懸濁させ、エレクトロポレーションにより大腸菌(E. coli)MC1061の中に形

質転換させた。

      【０２２３】

  各々が80 μlの細胞懸濁液(最終濃度5×1010細胞/ml)および2 μgのDNA(500 

μg/ml)を含有する、10の電気形質転換を下記の文献に記載されているように1.2

5 kV/cmにおいて5ミリ秒間パルスすることによって実行した：Dower他、Nucleic

 Acids Res. 16：6127－6145(1988)。エレクトロポレーション後、0.2 mg/mlの

テトラサイクリンを含有する2 mlのSOC培地(2％のバクトトリプトン、0.5％のバ

クト酵母エキス、10 mMのNaCl、2.5 mMのKC、10 mMのMgCl2、10 mMのMgSO4、20 

mMのグルコースから成る；Hanahan他、J. Mol. Biol. 166：557－580(1983))中

で37℃において大腸菌(E. coli)を1時間非選択的にアウトグロースさせた。次い

で各形質転換体からの細胞のアリコート(20 μl) を取出し、40 mg/mlのテトラ

サイクリンを含有するLBプレート(Luria－Bertani培地)上に種々の希釈物をプレ

ートして形質転換効率を評価した。細胞懸濁液の残部を使用して、テトラサイク

リン(20 mg/ml)を含有する1リットルのL－ブロスを接種し、37℃においてほぼ10

倍加を通して増殖させてライブラリーを増幅させた。

      【０２２４】

  上清を遠心(4℃において10分間8000 RPM)により清浄し、ファージ粒子をプロ

ピレングリコール(最終濃度3.3％のプロピレングリコール－8000、0.4 MのNaCl)
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で沈降させ、前述したように遠心することによって、液状培養物からファージを

得た。ファージペレットをTBS(50 mMのTris-HCl、pH 7.5、150 mMのNaCl)の中に

再懸濁させ、4℃において貯蔵した。LBテトラサイクリンプレート(40 mg/ml)上

に低密度でプレートしたK91Kan細胞をライブラリーの一部分で感染させた。

      【０２２５】

実施例4．MDLの特性決定

  プロセシングしたpIIIのN末端上に展示されたペプチドのライブラリーを構築

すると、シグナルペプチダーゼ切断部位の付近のアミノ酸が変更される。主要な

コートタンパク質pVIIIの対応する領域におけるある種の変化はプロセシング効

率を減少させ、ヴィリオンへのpVIIIの組込みを遅延または防止することが示さ

れた(Felici他、J. Mol. Biol. 222：301－310、1991)。すべてのpVIIIが同様に

影響を受ける場合、ライブラリーの中に含有されるペプチドの多様性が減少され

るであろう(ParmleyおよびSmith、Gene 73：305－313、1988)。ランダムに選択

したファージの可変ペプチドの各位置に大部分のアミノ酸が出現するという発見

は、プロセシングの欠陥がライブラリーの多様性に重要な拘束を付与しないこと

を示す。さらに、融合タンパク質の中に挿入された配列がバクテリオファージタ

ンパク質の生物学的性質を悪く変更しないことをそれは示す。

      【０２２６】

  多分オリゴヌクレオチドのin vitro合成間に、または増殖性ファージによる発

現間にin vivoで付与されるバイアスによる、いずれかのコーディングバイアス

がこれらのライブラリーにより発現される変異型非予測ペプチドの中に存在する

かどうかを決定するために、20のランダムに選択された単離物の挿入された合成

オリゴヌクレオチドフラグメントをMDPライブラリーから検査した。感染性ファ

ージを産生する個々のクローンを取り上げ、セクエナーゼT7キットおよびオリゴ

ヌクレオチド配列決定プライマーfUSE 32P(5’－TGAATTTTCTGTATGAGG－3’)(配

列番号9)(これはFuse 5ベクター中で第2 SfiI部位の3’側に対して32ヌクレオチ

ドに位置する配列に対して相補的である)を使用して、それらの可変領域のDNAを

配列決定した。

      【０２２７】
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  第3図において、ランダムに選択した感染性ファージの試料のオリゴヌクレオ

チドインサートによりコードされるペプチドについてアミノ酸フラグメントが推

定される。これまでライブラリーにおいて特性決定された挿入オリゴヌクレオチ

ドの非常にわずか(＜10％)が完全な欠失を示したことが観測される。種々の欠失

の百分率は65％に等しい。これは、オリゴヌクレオチドをアセンブルするとき、

1または2以上の構造ペプチド単位のコーディング部分中の高いG含量を恐らく反

映する。第4図はライブラリー中のアミノ酸分布を示す。マイクロソフトEXCELプ

ログラムを使用して、アミノ酸頻度を評価した。

      【０２２８】

  このような解析が示すように、ヌクレオチドコドンは発現されたタンパク質の

MDPライブラリー中の大部分のアミノ酸をコードし、それゆえそれらのアミノ酸

はライブラリーの中に期待された頻度で存在する。顕著な例外はロイシンおよび

セリンであり、これらは過剰発現された(第4A図)。こうして、5アミノ酸に限定

される構造ブロック組成物を除外して、可変ドメイン中の任意の位置は任意のア

ミノ酸を有することができる。したがって、配列は予測されないか、あるいはラ

ンダムである。構造ペプチド単位において、すべての5つのアミノ酸は20％に等

しい理論的分布の2倍の限界内に分布する(第4B図)。構造ペプチド単位は1～3ア

ミノ酸長さを有し、20％～50％間に分布する(第4C図)。

      【０２２９】

実施例5．ターゲット結合性MDPの同定

  ストレプトアビジンを0.1 MのNaHCO3中で200 μg/mlに希釈し、50 μlの溶液

を各ウェルに添加し、96ウェルのプレート(Nuncマクシソーブ・マイクロタイタ

ープレート)上のバイオパニングの連続的ラウンドによりMDLからクローンを選択

するために使用した。次いでストレプトアビジンを4℃においてプレートに一夜

結合させた。次いでウェルをPBSで洗浄し、0.1 MのNaHCO3中の1％BSAで室温にお

いて1時間ブロックした。ブロッキング後、ウェルを0.1％のツイーン20/TBS(T－

TBS)で6回洗浄した。次いで2×1011ファージ粒子/一次MDLのウェルを100 μlの0

.1％BSA/ T－TBSの中に添加し、プレートを室温において時間インキュベートし

た。
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      【０２３０】

  次いでプレートをT－TBSで12回洗浄して非特異的ファージ(所望の特異性をも

たないペプチドを発現するファージ)を除去し、残部の結合したファージを100 

μlの0.1 MのHCl(グリシンでpH 2.2に調節した)で10分間処理することによって

溶離した。本質的にParmleyおよびSmith、Gene 73：305－318、1988に記載され

ているように、溶出液を中和し、滴定し、寒天培地上で増幅させた。結合および

溶離反応を5回反復した。このプロセスからのファージの回収を第5図に示し、こ

こでファージの反復選択はストレプトアビジンに結合することができるファージ

を濃縮させる。これらの結果が示すように、より高いアフィニティーを有するフ

ァージを各パニング工程において優先的に濃縮された。

      【０２３１】

  5ラウンドのバイオパニングおよびファージ増幅後、パニングの第2、第3、お

よび第4ラウンドから誘導される個々のファージを増殖させ、ペプチドをコード

するそれらの領域を配列決定した。ストレプトアビジンに結合した、29ファージ

のアミノ酸配列を第6図に要約する。

      【０２３２】

結論

  これらの実施例の結果が容易に証明するように、本明細書に記載する本発明の

方法は、サイズが変化し、粒子サイズに限定されない多次元ペプチドを含んでな

る新規かつ有用な多次元ライブラリーを提供する。こうして、本明細書に記載す

るライブラリーは、ターゲット分子と相互作用する、特にそれに結合するタンパ

ク質およびポリペプチドの能力に対するポリペプチドの二次および三次構造の効

果の探査を可能とする。

      【０２３３】

  さらに、本明細書に記載する多次元ペプチドは機能的単位および構造ペプチド

単位の両方を含んでなるので、多次元ペプチドの潜在的アフィニティーは最大と

なり、ターゲットと相互作用するタンパク質の正確なモデルを保証する。さらに

、多次元ライブラリーの多次元ペプチドをコードするオリゴヌクレオチドを産生

する新規かつ有用な方法は、本明細書に記載するように限定された量の停止コド
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ンを有する多次元ペプチドを生じ、ランダムアミノ酸配列を有し、最大長さをも

たない。結局、多次元ペプチドの数、こうしてターゲットと相互作用するために

有効なライブラリーメンバーの数が最大となる。

  本発明の範囲は本明細書に記載する特定の態様に限定されるべきでない。事実

、本明細書に記載するものに加えて本発明の種々の変更は、以上の説明および添

付図面から当業者にとって明らかであろう。このような変更は添付された特許請

求の範囲の範囲内に入ることを意図する。

      【０２３４】

  核酸またはポリペプチドについて与えられた、すべての塩基サイズまたはアミ

ノ酸サイズ、およびすべての分子量または分子質量の値は概算値であり、そして

説明のために提供されたことをさらに理解すべきである。

  種々の出願が本明細書において引用されており、それらの開示はその全体にお

いて引用することによって本明細書の一部とされる。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  第1図は、線状オリゴヌクレオチドのライブラリーの構築の略図である。(A)ベ

クターfUSE 5は14塩基対の「スタッファーフラグメント」により分離された2つ

の非相補的SfiI部位を含有する。SfiIフラグメントの除去は、適当な付着末端を

有するオリゴヌクレオチドの配向された結合を可能とする。(B)はオリゴヌクレ

オチドON－69を2つの半部位フラグメントにアニールして、ベクター中のSfiI部

位1および2に対して相補的である付着末端を形成する。一本鎖領域が可変16マー

のコドン配列を含んでなる、ギャップド構造をベクターに長さし、大腸菌(E. co

li)の中に電気的に形質転換した。

    【図２】

  第2図は「スプリット－プル」合成の略図である。N1－4ヌクレオチドの等モル

混合物；N2－G(19％)、A(31％)、T(31％)およびC(19％)の混合物；N3－G(39％)

、T(22％)およびC(39％)の混合物。

    【図３】

  第3図は、ライブラリーからランダムに選択される感染性ファージのpIIIのN末
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端ペプチドのアミノ酸配列(DNA配列から推定された)を示す。個々の単離物をオ

リゴプライマーfUSE32Pで配列決定した。fUSE32PはfUSE 5の遺伝子IIIクローニ

ング部位から下流の32ヌクレオチドである。構造ブロックに下線が引かれている

。アミノ酸についての一文字コードは次の通りである：A(Ala)、C(Cys)、D(Asp)

、E(Glu)、F(Phe)、G(Gly)、H(His)、I(Ile)、K(Lys)、L(Leu)、M(Met)、N(Asn)

、P(Pro)、Q(Gln)、R(Arg)、S(Ser)、T(Thr)、V(Val)、W(Trp)、Y(Tyr)。

    【図４】

  第4図は、ランダムに選択した単離物中の分析した機能的ドメイン(A)および構

造ブロック(B)におけるアミノ酸頻度を描写する；2Xは機能的ドメイン(A)につい

て5％に等しくかつ構造ブロック(B)について20％に等しい最適頻度からの100％

偏差を表す。第4C図はブロック長さの分布を示す。

    【図５】

  第5図は、ストレプトアビジンに結合するファージの選択を示す。MDLからのフ

ァージをストレプトアビジン被覆マイクロタイターウェルに結合させ、次いでグ

リシン/HCl緩衝液pH 2.2で溶離した。溶離後に回収されたファージの総数(ni、

トランスデューシング単位で測定した)/第1ラウンドの選択後に回収されたトラ

ンスデューシング単位の数(n1)として、濃縮を計算した。データは三重反復実験

における平板培養からの平均値を表す(SEM＜10％)。

    【図６】

  第6図は、ストレプトアビジン被覆マイクロタイターウェル上のパニングの2、

3、または4ラウンド後に回収された29クローンのpIIIのN末端ペプチドのアミノ

酸配列(DNAセグメントから推定された)を示す。



(88) 特表２００３－５３２４３１

【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図２】
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【図３】
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【図４Ａ】

【図４Ｂ】



(93) 特表２００３－５３２４３１

【図４Ｃ】

【図５】
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【図６】
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