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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｇ蛋白質共役受容体（ＧＰＣＲ）の個々の配座異性体の高分解能構造解析のため
の新しい直接的なツールの提供。
【解決手段】ナノボディを前記ＧＰＣＲ、及び前記ＧＰＣＲのアゴニストと接触させるこ
と、及び前記アゴニストが非存在下における前記ＧＰＣＲと比較した、前記アゴニストが
存在下における前記ＧＰＣＲへの前記ナノボディの結合の改善を検出すること、又は前記
ナノボディが非存在下における前記ＧＰＣＲと比較した、前記ナノボディ存在下における
前記アゴニストへの前記ＧＰＣＲのアフィニティーの増強を検出すること、を含む、活性
立体構造状態にある前記ＧＰＣＲに特異的に結合し安定化し得るナノボディのスクリーニ
ング方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲと特異的に結合することができるタンパク質結合ドメイ
ン。
【請求項２】
　結合によりＧＰＣＲの機能的立体構造状態を安定化することができる、請求項１に記載
のタンパク質結合ドメイン。
【請求項３】
　結合によりＧＰＣＲにおける機能的立体構造状態を誘導することができる、請求項１か
ら２のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項４】
　ＧＰＣＲの機能的立体構造状態が、基礎立体構造状態または活性立体構造状態または不
活性立体構造状態からなる群から選択される、請求項１から３のいずれかに記載のタンパ
ク質結合ドメイン。
【請求項５】
　ＧＰＣＲの機能的立体構造状態が、活性立体構造状態である、請求項１から４のいずれ
かに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項６】
　アゴニスト結合ＧＰＣＲと特異的に結合できるおよび／またはアゴニストに対するＧＰ
ＣＲの親和性を増強する、請求項１から５のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項７】
　結合によりＧＰＣＲの機能的立体構造状態の熱安定性を増大させることができる、請求
項１から６のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項８】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲの立体構造エピトープと特異的に結合することができる
、請求項１から７のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項９】
　立体構造エピトープが、細胞内エピトープである、請求項８に記載のタンパク質結合ド
メイン。
【請求項１０】
　立体構造エピトープが、下流のシグナル伝達タンパク質の結合部位に含まれる、請求項
８から９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項１１】
　立体構造エピトープが、Ｇタンパク質結合部位に含まれる、請求項８から１０のいずれ
かに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項１２】
　４個のフレームワーク領域および３個の相補性決定領域を含むアミノ酸配列またはその
任意の適切な断片を含む、請求項１から１１のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン
。
【請求項１３】
　ラクダ科動物抗体に由来する、請求項１から１２のいずれかに記載のタンパク質結合ド
メイン。
【請求項１４】
　ナノボディ配列またはその任意の適切な断片を含む、請求項１から１３のいずれかに記
載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項１５】
　ナノボディが、配列番号１－２９からなる群から選択される配列またはそれらの任意の
適切な断片を含む、請求項１４に記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項１６】
　ＧＰＣＲが、哺乳動物タンパク質または植物タンパク質または微生物タンパク質または
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ウイルスタンパク質または昆虫タンパク質である、請求項１から１５のいずれかに記載の
タンパク質結合ドメイン。
【請求項１７】
　哺乳動物タンパク質が、ヒトタンパク質である、請求項１６に記載のタンパク質結合ド
メイン。
【請求項１８】
　ＧＰＣＲが、ＧＰＣＲグルタミン酸ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲロドプシンファミ
リーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ接着ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ／Ｔ
ａｓｔｅ２ファミリーのＧＰＣＲおよびＧＰＣＲセクレチンファミリーのＧＰＣＲを含む
群から選ばれる、請求項１から１７のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項１９】
　ＧＰＣＲが、αアドレナリン受容体もしくはβ－アドレナリン受容体等のアドレナリン
受容体である、またはＧＰＣＲが、Ｍ１ムスカリン受容体もしくはＭ２ムスカリン受容体
もしくはＭ３ムスカリン受容体もしくはＭ４ムスカリン受容体もしくはＭ５ムスカリン受
容体等のムスカリン受容体である、またはＧＰＣＲが、１型アンジオテンシンＩＩ受容体
もしくは２型アンジオテンシンＩＩ受容体等のアンジオテンシン受容体である、請求項１
から１８のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン。
【請求項２０】
　（ｉ）タンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的立体構造状態のＧＰＣＲおよび（ｉｉ
ｉ）場合によって受容体リガンドを含む複合体。
【請求項２１】
　（ｉ）請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的
立体構造状態のＧＰＣＲおよび（ｉｉｉ）場合によって受容体リガンドを含む、請求項２
０に記載の複合体。
【請求項２２】
　受容体リガンドが、小分子、タンパク質、ペプチド、タンパク質スキャフォールド、核
酸、イオン、炭水化物もしくは抗体またはそれらの任意の適切な断片を含む群から選ばれ
る、請求項２０から２１のいずれかに記載の複合体。
【請求項２３】
　可溶化形態であるまたは固体支持体に固定化されている、請求項２０から２２のいずれ
かに記載の複合体。
【請求項２４】
　結晶である、請求項２０から２３のいずれかに記載の複合体。
【請求項２５】
　（ｉ）タンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的立体構造状態のＧＰＣＲおよび（ｉｉ
ｉ）場合によって受容体リガンドを含む複合体の結晶形であって、結晶形は請求項１から
１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインの使用により得られる、結晶形。
【請求項２６】
　請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインおよび／または請求項２
０から２４のいずれかに記載の複合体を含む細胞組成物。
【請求項２７】
　タンパク質結合ドメインが、タンパク質結合ドメインの結合によりＧＰＣＲの機能的立
体構造状態を安定化および／または誘導することができる、請求項２６に記載の細胞組成
物。
【請求項２８】
　ＧＰＣＲの機能的立体構造状態を安定化および／または誘導するための、請求項１から
１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインまたは請求項２０から２４のいずれかに
記載の複合体または請求項２６から２７のいずれかに記載の細胞組成物の使用。
【請求項２９】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲを結晶化および／または機能的立体構造状態のＧＰＣＲ
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の構造を解明するための、請求項２８に記載の使用。
【請求項３０】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉するための、請求項１から１９のいずれかに記載
のタンパク質結合ドメインまたは請求項２０から２４のいずれかに記載の複合体または請
求項２６から２７のいずれかに記載の細胞組成物の使用。
【請求項３１】
　受容体リガンドとまたは１つもしくは複数の下流の相互作用タンパク質と複合した機能
的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉するための、請求項３０に記載の使用。
【請求項３２】
　癌、自己免疫疾患、感染症、神経疾患、心血管疾患等のＧＰＣＲ関連疾患の診断または
予後診断のための、請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインまたは
請求項２０から２４のいずれかに記載の複合体の使用。
【請求項３３】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲの結晶構造を決定する方法であって、
　（ｉ）請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメイン、標的ＧＰＣＲお
よび場合によって受容体リガンドを用意するステップ、
　（ｉｉ）タンパク質結合ドメイン、ＧＰＣＲおよび場合によって受容体リガンドの複合
体を形成するステップ、ならびに
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）の複合体を結晶化して、結晶を形成するステップ
を含み、結晶構造が機能的立体構造状態のＧＰＣＲにおいて決定される方法。
【請求項３４】
　結晶から原子座標を得るステップをさらに含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する方法であって、
　ａ．請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインおよび標的ＧＰＣＲ
を用意するステップ、ならびに
　ｂ．タンパク質結合ドメインおよびＧＰＣＲの複合体を形成するステップ
を含み、ＧＰＣＲは機能的立体構造状態で捕捉される方法。
【請求項３６】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する方法であって、
　ａ．複数の立体構造状態のＧＰＣＲを含有する溶液を、請求項１から１９のいずれかに
記載のタンパク質結合ドメインを固定化した固体支持体に適用するステップ、
　ｂ．タンパク質結合ドメインおよびＧＰＣＲの複合体を形成するステップ、ならびに
　ｃ．弱く結合した分子または結合していない分子を除去するステップ
を含み、ＧＰＣＲは機能的立体構造状態で捕捉される方法。
【請求項３７】
　複合体を精製するステップをさらに含む、請求項３５から３６のいずれかに記載の方法
。
【請求項３８】
　治療上有効量の請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインおよび薬
学的に許容される担体、アジュバントまたは希釈液のうち少なくとも１つを含む医薬組成
物。
【請求項３９】
　ＧＰＣＲシグナル伝達活性を調節するための、請求項１から１９のいずれかに記載のタ
ンパク質結合ドメインまたは請求項３８に記載の医薬組成物の使用。
【請求項４０】
　Ｇタンパク質媒介性シグナル伝達を遮断するための、請求項３９に記載の使用。
【請求項４１】
　癌、自己免疫疾患、感染症、神経疾患、心血管疾患等のＧＰＣＲ関連疾患の治療におけ
る使用のための、請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインまたは請
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求項３８に記載の医薬組成物。
【請求項４２】
　請求項１から１９のいずれかに記載のタンパク質結合ドメインまたは請求項２０から２
４のいずれかに記載の複合体または請求項のいずれかに記載の細胞組成物を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＧＰＣＲ構造生物学およびシグナル伝達の分野に関する。特に、本発明は、
機能的立体構造状態のＧタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）に対して作製されたまたはそ
れと特異的に結合することができるタンパク質結合ドメインに関する。より具体的には、
本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲの安定性を増大させる、特に、その活性立体構
造状態にあるＧＰＣＲの安定性を増大させることができるタンパク質結合ドメインを提供
する。本発明のタンパク質結合ドメインは、様々な天然および合成リガンドと結合してい
るＧタンパク質共役受容体の構造的および機能的特徴付けならびにＧＰＣＲを標的とした
スクリーニングおよび創薬努力のためのツールとして用いられ得る。さらに、本発明は、
ＧＰＣＲ関連疾患に対するこれらのタンパク質結合ドメインの診断、予後診断および治療
上の有用性も網羅する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）は、ヒトゲノムにおける最大のファミリーの膜タ
ンパク質である。これは、生体アミン、アミノ酸、ペプチド、タンパク質、プロスタノイ
ド、リン脂質、脂肪酸、ヌクレオシド、ヌクレオチド、Ｃａ２＋イオン、匂い分子、苦味
および甘味物質、フェロモンならびにプロトン等のリガンドの多様なセットに対する生理
応答において重要な役割を果たす（Ｈｅｉｌｋｅｒら、２００９）。ＧＰＣＲは、広範な
疾患の治療標的である。ＧＰＣＲは、細胞外アミノ末端および細胞内カルボキシル末端を
有する７個の膜貫通ドメインによって特徴付けられ、７回膜貫通または７ヘリックス（ｈ
ｅｐｔａｈｅｌｉｃａｌ）受容体とも称される（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００９）。効
率的な光検出に高度に特化したＧＰＣＲであるロドプシンは、その生化学的安定性および
ウシ網膜における豊富な天然の存在量のため、ＧＰＣＲシグナル伝達および構造生物学の
パラダイムである（Ｈｏｆｍａｎｎら、２００９）。対照的に、多くのＧＰＣＲは、複数
のＧタンパク質アイソフォームの活性を調節することおよびＧタンパク質非依存的シグナ
ル伝達経路（例えば、β－アレスチン）により、複雑な機能的挙動を呈示する。一部の事
例において、ＧＰＣＲは、リガンド不在下であっても、特異的シグナル伝達経路に対して
基礎活性を呈示し得る。ＧＰＣＲに作用するオルソステリックリガンドは、下流のシグナ
ル伝達経路における多種多様な効果を有し得る。完全アゴニストは、受容体を最大限に活
性化する。部分アゴニストは、飽和濃度であっても最大下の刺激を誘発する。インバース
アゴニストは基礎活性を阻害し、一方、ニュートラルアンタゴニストは基礎活性に効果が
ないが、他のリガンドの結合を競合的に遮断する。
【０００３】
　ホルモンおよび神経伝達物質に対するＧＰＣＲの複雑な挙動は、その構造的柔軟性に起
因し得る（Ｋｏｂｉｌｋａ　ａｎｄ　Ｄｅｕｐｉ、２００７）。機能的および生物物理学
的研究から得られた証拠は、ＧＰＣＲが、複数の機能的に異なる立体構造状態で存在し得
ることを示す（Ｋｏｂｉｌｋａ　ａｎｄ　Ｄｅｕｐｉ、２００７）。この構造的柔軟性お
よび動的挙動は、正常機能に必須であるが、その生化学的不安定性をもたらし、高分解能
結晶構造を得るのが困難となる。現在のところ、ヒトβ２ＡＲ（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら、
２００７；Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７；Ｃｈｅｒｅｚｏｖら、２００７；Ｈａｎｓ
ｏｎら、２００８）、トリβ１ＡＲ（Ｗａｒｎｅら、２００８）およびヒトＡ２アデノシ
ン受容体（Ｊａａｋｏｌａら、２００８）の結晶構造が報告されている。ロドプシンは、
天然の組織から単離された無修飾のタンパク質から結晶化され得るが、これら他のＧＰＣ
Ｒは、組換え系における発現、インバースアゴニストによる不活性状態の安定化および受
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容体タンパク質を安定化するための生化学的修飾を必要とした。β２ＡＲの最初の結晶構
造は、選択的Ｆａｂにより安定化された（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら、２００７）。その次の
β２ＡＲおよびＡ２アデノシン受容体の構造は、タンパク質工学を活用して得られ、元来
β２ＡＲに関して記載された通り、Ｔ４リゾチームを第３の細胞内ループへと挿入した（
Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７）。最後に、トリβ１ＡＲの結晶は、アミノ末端および
カルボキシル末端の切断、第３の細胞内ループの欠失ならびに精製タンパク質の熱安定性
を増強する６アミノ酸置換により操作されたタンパク質から成長した（Ｗａｒｎｅら、２
００８）。
【０００４】
　ＧＰＣＲの活性状態は相対的に不安定であるため、この状態の構造を得るのはより困難
である。蛍光寿命研究は、β２ＡＲが、飽和濃度の完全アゴニストの存在下で構造的に不
均一であることを示す（Ｇｈａｎｏｕｎｉら、２００１）。この構造的不均一性は、結晶
の形成と適合しない。β２ＡＲの活性状態の安定化は、アデニリルシクラーゼの刺激タン
パク質であるその同種Ｇタンパク質Ｇｓの存在を必要とする（Ｙａｏら、２００９）。現
在のところ、ＧＰＣＲの唯一の活性状態構造は、ロドプシンのリガンドなし型（ｌｉｇａ
ｎｄ　ｆｒｅｅ　ｆｏｒｍ）であるオプシンのものである（Ｐａｒｋら、２００８）。こ
の結晶は酸性ｐＨ（５．５）で成長し、このｐＨにおいて、オプシンは、生理的ｐＨにお
ける光活性化されたロドプシン（メタロドプシンＩＩ）と構造的に類似していることがＦ
ＴＩＲ分光測定により示された。β２ＡＲも低いｐＨでより高い基礎活性を呈示するが、
生化学的に不安定である（Ｇｈａｎｏｕｎｉら、２０００）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｈｅｉｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ　２００９．　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅ
ｒｙ　Ｔｏｄａｙ　１４：２３１－２４０
【非特許文献２】Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ　Ｄ．　Ｍ．，　Ｓ．　Ｇ．　Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ
，　ａｎｄ　Ｂ．　Ｋ．　Ｋｏｂｉｌｋａ，　Ｎａｔｕｒｅ　４５９　（７２４５），　
３５６　（２００９）
【非特許文献３】Ｈｏｆｍａｎｎ　Ｋ．　Ｐ．，　Ｐ．　Ｓｃｈｅｅｒｅｒ，　Ｐ．　Ｗ
．　Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｃｉ　
３４　（１１），　５４０　（２００９）
【非特許文献４】Ｋｏｂｉｌｋａ　Ｂ．　Ｋ．　ａｎｄ　Ｘ．　Ｄｅｕｐｉ，　Ｔｒｅｎ
ｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　２８　（８），　３
９７　（２００７）
【非特許文献５】Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ　Ｓ．Ｇ．，　Ｃｈｏｉ　Ｈ．Ｊ．，　Ｒｏｓｅｎ
ｂａｕｍ　Ｄ．Ｍ．，　Ｋｏｂｉｌｋａ　Ｔ．Ｓ．，　Ｔｈｉａｎ　Ｆ．Ｓ．，　Ｅｄｗ
ａｒｄｓ　Ｐ．Ｃ．，　Ｂｕｒｇｈａｍｍｅｒ　Ｍ．，　Ｒａｔｎａｌａ　Ｖ．Ｒ．，　
Ｓａｎｉｓｈｖｉｌｉ　Ｒ．　ａｎｄ　Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ　Ｒ．Ｆ．　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｂｅｔａ２　ａｄ
ｒｅｎｅｒｇｉｃ　Ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，　Ｎａｔ
ｕｒｅ　４５０　（２００７），　ｐｐ．　３８３－３８７
【非特許文献６】Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ　Ｄ．　Ｍ．，　Ｖ．　Ｃｈｅｒｅｚｏｖ，　Ｍ．
　Ａ．　Ｈａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１８　（５８５４），　１
２６６　（２００７）
【非特許文献７】Ｃｈｅｒｅｚｏｖ，　Ｖ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｈｉｇｈーｒｅｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ａｎ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｈ
ｕｍａｎ　ｂｅｔａ２－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ　
ｒｅｃｅｐｔｏｒ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１８，　１２５８－１２６５，　ｄｏｉ：１１
５０５７７　［ｐｉｉ］　１０．１１２６/ｓｃｉｅｎｃｅ．１１５０５７７　（２００
７）
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【非特許文献８】Ｈａｎｓｏｎ，　Ｍ．　Ａ．　ｅｔ　ａｌ．　Ａ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ｉｓ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ　
ｂｙ　ｔｈｅ　２．８　ａｎｇｓｔｒｏｍ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍ
ａｎ　ｂｅｔａ（２）－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒ
ｅ　１６，　８９７－９０５　（２００８）
【非特許文献９】Ｗａｒｎｅ，　Ｔ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ａ　
ｂｅｔａ１－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　Ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ．　Ｎａｔｕｒｅ　４５４，　４８６－４９１，　ｄｏｉ：ｎａｔｕｒｅ０７１０
１　［ｐｉｉ］　１０．１０３８/ｎａｔｕｒｅ０７１０１　（２００８）
【非特許文献１０】Ｊａａｋｏｌａ，　Ｖ．　Ｐ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｔｈｅ　２．６　Ａ
ｎｇｓｔｒｏｍ　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ａ　Ｈｕｍａｎ　Ａ２Ａ
　Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｂｏｕｎｄ　ｔｏ　ａｎ　Ａｎｔａｇｏｎｉ
ｓｔ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　（２００８）
【非特許文献１１】Ｇｈａｎｏｕｎｉ，　Ｐ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌ
ｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｇｏｎｉｓｔｓ　ｉｎｄｕｃｅ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｃｏｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｄｏｍ
ａｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｅｔａ　２　ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ．　Ｊ
　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７６，　２４４３３－２４４３６．　（２００１）
【非特許文献１２】Ｙａｏ，　Ｘ．　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ
　ｌｉｇａｎｄ　ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｔ
ａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ａ　ＧＰＣＲ－Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ．　Ｐｒｏ
ｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　１０６，　９５０１－９５０６，　ｄｏ
ｉ：０８１１４３７１０６　［ｐｉｉ］　１０．１０７３/ｐｎａｓ．０８１１４３７１
０６　（２００９）
【非特許文献１３】Ｐａｒｋ，　Ｊ．　Ｈ．，　Ｓｃｈｅｅｒｅｒ，　Ｐ．，　Ｈｏｆｍ
ａｎｎ，　Ｋ．　Ｐ．，　Ｃｈｏｅ，　Ｈ．　Ｗ．　＆　Ｅｒｎｓｔ，　Ｏ．　Ｐ．　Ｃ
ｒｙｓｔａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｇａｎｄ－ｆｒｅｅ　Ｇ－ｐｒ
ｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｏｐｓｉｎ．　Ｎａｔｕｒｅ　４５４
，　１８３－Ｕ１３３　（２００８）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　様々な天然および合成リガンドならびにタンパク質と複合体を形成したＧＰＣＲの様々
な機能的立体構造状態の構造の解明は、ＧＰＣＲシグナル伝達の機序の理解および構造に
基づく創薬努力の両方に有用である。したがって、ＧＰＣＲの個々の配座異性体の高分解
能構造解析のための新しい直接的なツールの開発が必要とされる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
（発明の要旨）
　本発明の第１の態様は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲと特異的に結合することができ
るタンパク質結合ドメインに関する。
【０００８】
　好ましい一実施形態によると、タンパク質結合ドメインは、結合によりＧＰＣＲの機能
的立体構造状態を安定化することができる。好ましくは、タンパク質結合ドメインは、結
合によりＧＰＣＲにおける機能的立体構造状態を誘導することができる。
【０００９】
　別の好ましい一実施形態によると、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態は、基礎立体構造状
態または活性立体構造状態または不活性立体構造状態からなる群から選択される。好まし
くは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態は、活性立体構造状態である。
【００１０】
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　別の好ましい一実施形態によると、タンパク質結合ドメインは、アゴニスト結合ＧＰＣ
Ｒと特異的に結合することができるおよび／またはアゴニストに対するＧＰＣＲの親和性
を増強する。
【００１１】
　別の好ましい一実施形態によると、タンパク質結合ドメインは、結合により機能的立体
構造状態のＧＰＣＲの熱安定性を増大させることができる。
【００１２】
　特定の一実施形態において、タンパク質結合ドメインは、機能的立体構造状態のＧＰＣ
Ｒの立体構造エピトープと特異的に結合することができる。好ましくは、立体構造エピト
ープは、細胞内エピトープである。より好ましくは、立体構造エピトープは、下流のシグ
ナル伝達タンパク質の結合部位に含まれる。最も好ましくは、立体構造エピトープは、Ｇ
タンパク質結合部位に含まれる。
【００１３】
　好ましくは、本発明のタンパク質結合ドメインは、４個のフレームワーク領域および３
個の相補性決定領域を含むアミノ酸配列またはその任意の適切な断片を含む。より好まし
くは、タンパク質結合ドメインは、ラクダ科動物抗体に由来する。最も好ましくは、タン
パク質結合ドメインは、ナノボディ配列またはその任意の適切な断片を含む。例えば、ナ
ノボディは、配列番号１－２９からなる群から選択される配列またはそれらの任意の適切
な断片を含む。
【００１４】
　別の好ましい一実施形態によると、ＧＰＣＲは、哺乳動物タンパク質または植物タンパ
ク質または微生物タンパク質またはウイルスタンパク質または昆虫タンパク質である。哺
乳動物タンパク質は、ヒトタンパク質であり得る。特に、ＧＰＣＲは、ＧＰＣＲグルタミ
ン酸ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲロドプシンファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ接着フ
ァミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ／Ｔａｓｔｅ２ファミリーのＧＰＣＲ
およびＧＰＣＲセクレチンファミリーのＧＰＣＲを含む群から選ばれる。より具体的には
、ＧＰＣＲは、αアドレナリン受容体もしくはβ－アドレナリン受容体等のアドレナリン
受容体である、またはＧＰＣＲは、Ｍ１ムスカリン受容体もしくはＭ２ムスカリン受容体
もしくはＭ３ムスカリン受容体もしくはＭ４ムスカリン受容体もしくはＭ５ムスカリン受
容体等のムスカリン受容体である、またはＧＰＣＲは、１型アンジオテンシンＩＩ受容体
もしくは２型アンジオテンシンＩＩ受容体等のアンジオテンシン受容体である。
【００１５】
　本発明の第２の態様は、（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的
立体構造状態のＧＰＣＲおよび（ｉｉｉ）場合によって受容体リガンドを含む複合体に関
する。受容体リガンドは、小分子、タンパク質、ペプチド、タンパク質スキャフォールド
、核酸、イオン、炭水化物もしくは抗体またはそれらの任意の適切な断片を含む群から選
ばれ得る。複合体は、可溶化形態であり得または固体支持体に固定化され得る。特に、複
合体は、結晶である。本発明は、本発明によるタンパク質結合ドメインの使用により得ら
れる、（ｉ）タンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的立体構造状態のＧＰＣＲおよび（
ｉｉｉ）場合によって受容体リガンドを含む複合体の結晶形をさらに網羅する。
【００１６】
　本発明の第３の態様は、本発明によるタンパク質結合ドメインおよび／または本発明に
よる複合体を含む細胞組成物に関する。好ましくは、細胞組成物に含まれるタンパク質結
合ドメインは、タンパク質結合ドメインの結合によりＧＰＣＲの機能的立体構造状態を安
定化および／または誘導することができる。
【００１７】
　本発明の第４の態様は、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態を安定化および／または誘導す
るための、本発明によるタンパク質結合ドメインまたは本発明による複合体または本発明
による細胞組成物の使用に関する。
【００１８】
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　好ましい一実施形態によると、タンパク質結合ドメインまたは複合体または細胞組成物
は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲの構造を結晶化および／または機能的立体構造状態の
ＧＰＣＲの構造を解明するために用いられ得る。
【００１９】
　本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲの結晶構造を決定する方法であって、
　（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメイン、標的ＧＰＣＲおよび場合によって受容体
リガンドを用意するステップ、
　（ｉｉ）タンパク質結合ドメイン、ＧＰＣＲおよび場合によって受容体リガンドの複合
体を形成するステップならびに
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）の複合体を結晶化して、結晶を形成するステップ
を含み、結晶構造が機能的立体構造状態のＧＰＣＲにおいて決定される方法も網羅する。
【００２０】
　ＧＰＣＲの結晶構造を決定する上記方法は、結晶から原子座標を得るステップをさらに
含むことができる。
【００２１】
　別の好ましい一実施形態によると、タンパク質結合ドメインまたは複合体または細胞組
成物は、場合によって受容体リガンドまたは１つもしくは複数の下流のシグナル伝達タン
パク質と共に、機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉するために用いられ得る。
【００２２】
　よって、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する方法であって、
　（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメインおよび標的ＧＰＣＲを用意するステップな
らびに
　（ｉｉ）タンパク質結合ドメインおよびＧＰＣＲの複合体を形成するステップ
を含み、ＧＰＣＲは機能的立体構造状態で捕捉される方法も網羅する。
【００２３】
　さらに、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する方法であって、
　（ｉ）複数の立体構造状態のＧＰＣＲを含有する溶液を、本発明によるタンパク質結合
ドメインを固定化した固体支持体に適用するステップ、
　（ｉｉ）タンパク質結合ドメインおよびＧＰＣＲの複合体を形成するステップならびに
　（ｉｉｉ）弱く結合した分子または結合していない分子を除去するステップ
を含み、ＧＰＣＲは機能的立体構造状態で捕捉される方法も網羅する。
【００２４】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する上記方法は、複合体を精製するステップを含
むことができる。
【００２５】
　別の好ましい一実施形態によると、本発明は、また、ＧＰＣＲの立体構造特異的（薬）
化合物またはリガンドのスクリーニングおよび／または同定プログラムにおける、本発明
によるタンパク質結合ドメインまたは複合体または細胞組成物の使用に関する。
【００２６】
　よって、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲと結合することができる化合物を同
定する方法であって、
　（ｉ）ＧＰＣＲおよび本発明によるタンパク質結合ドメインを用意するステップ、
　（ｉｉ）試験化合物を用意するステップ、
　（ｉｉｉ）試験化合物が、機能的立体構造状態のＧＰＣＲと結合するか評価するステッ
プならびに
　（ｉｖ）機能的立体構造状態のＧＰＣＲと結合する化合物を選択するステップ
を含む方法も網羅する。
【００２７】
　好ましくは、化合物を同定するための上述の方法は、本発明によるタンパク質結合ドメ
インおよび機能的立体構造状態のＧＰＣＲを含む複合体を形成するステップをさらに含む
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。複合体は、小分子、タンパク質、ペプチド、タンパク質スキャフォールド、核酸、イオ
ン、炭水化物もしくは抗体またはそれらの任意の適切な断片を含む群から選ばれ得る受容
体リガンドをさらに含むことができる。好ましくは、受容体リガンドは、完全アゴニスト
または部分アゴニストまたはインバースアゴニストまたはアンタゴニストである。好まし
くは、タンパク質結合ドメインおよび／または複合体は、基本的に精製された形態で提供
される。あるいは、タンパク質結合ドメインおよび／または複合体は、可溶化形態で提供
される。あるいは、タンパク質結合ドメインおよび／または複合体は、固体支持体に固定
化されている。あるいは、タンパク質結合ドメインおよび／または複合体は、細胞組成物
中に提供される。
【００２８】
　別の好ましい一実施形態によると、化合物を同定するための上述の方法において用いら
れる試験化合物は、ポリペプチド、ペプチド、小分子、天然物、ペプチド模倣物、核酸、
脂質、リポペプチド、炭水化物、抗体またはそれに由来する任意の断片（Ｆａｂ、Ｆａｂ
’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆ
ｖ（ｄｓＦｖ）およびＶＬまたはＶＨドメインのいずれかを含む断片等、重鎖抗体（ｈｃ
Ａｂ）、単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ）、ミニボディ（ｍｉｎｉｂｏｄｙ）、ラクダ科動
物重鎖抗体に由来する可変ドメイン（ＶＨＨまたはナノボディ）、サメ抗体に由来する新
規抗原受容体（ｎｅｗ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）の可変ドメイン（ＶＮＡＲ
）、アルファボディ（ａｌｐｈａｂｏｄｙ）を包含するタンパク質スキャフォールド、プ
ロテインＡ、プロテインＧ、設計アンキリンリピートドメイン（ＤＡＲＰｉｎ）、フィブ
ロネクチンＩＩＩ型リピート、アンチカリン（ａｎｔｉｃａｌｉｎ）、ノッチン、操作さ
れたＣＨ２ドメイン（ナノ抗体（ｎａｎｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ））を含む群から選択さ
れる。
【００２９】
　好ましくは、試験化合物は標識されている。さらに、試験化合物のライブラリーが用い
られてもよい。さらに、化合物を同定するための上述の方法は、ハイスループットスクリ
ーニング方法でよい。
【００３０】
　別の特定の一実施形態によると、すべて本発明によるタンパク質結合ドメインまたは複
合体または細胞組成物は、癌、自己免疫疾患、感染症、神経疾患、心血管疾患等のＧＰＣ
Ｒ関連疾患の診断または予後診断のために用いられ得る。
【００３１】
　本発明の第５の態様は、治療上有効量の本発明によるタンパク質結合ドメインおよび薬
学的に許容される担体、アジュバントまたは希釈液のうち少なくとも１つを含む医薬組成
物に関する。
【００３２】
　本発明の第６の態様は、ＧＰＣＲシグナル伝達活性を調節するため、より具体的には、
Ｇタンパク質媒介性シグナル伝達を遮断するための、本発明によるタンパク質結合ドメイ
ンまたは本発明による医薬組成物の使用に関する。
【００３３】
　本発明によるタンパク質結合ドメインまたは医薬組成物は、癌、自己免疫疾患、感染症
、神経疾患、心血管疾患等のＧＰＣＲ関連疾患の治療においても用いられ得る。
【００３４】
　本発明の第７の態様は、本発明によるタンパク質結合ドメインまたは本発明による複合
体または本発明による細胞組成物を含むキットに関する。
【００３５】
　本発明のアミノ酸配列およびポリペプチドの他の適用および用途は、当業者であれば、
本明細書におけるさらなる開示から明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
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【図１】図１ａはβ２ＡＲ特異的ナノボディが、活性状態の受容体と結合および安定化す
ることを示す図である。Ｎｂ８０の分子ふるいクロマトグラフィー（ＳＥＣ）の代表的な
トレースを示す図である。アゴニストと結合している精製β２ＡＲ（２０μＭ）（β２Ａ
Ｒ－アゴニスト）を、ＦＰＬＣによる解析の前に４０μＭ　Ｎｂ８０ありおよびなし（そ
れぞれ黒および青）で２時間室温にてインキュベートした。Ｎｂ８０の存在下において、
β２ＡＲ－アゴニスト溶出ピークは、ＵＶ吸光度（２８０ｎｍ）が増加し、β２ＡＲ－ア
ゴニスト単独よりも早い時点の容量で溶出し、これと同時にＮｂ８０溶出ピーク（緑）が
減少した。この結果は、β２ＡＲ－アゴニスト－Ｎｂ８０複合体の形成を示唆する。イン
バースアゴニストと結合しているβ２ＡＲ（２０μＭ）とＮｂ８０とのインキュベーショ
ン（赤）は、β２ＡＲ－アゴニスト－Ｎｂ８０複合体と比較して、ＵＶ吸光度のシフトが
より小さく、増加がより小さかった。図１ｂはβ２ＡＲ特異的ナノボディが、活性状態の
受容体と結合および安定化することを示す図である。β２ＡＲを発現するＳｆ９昆虫細胞
膜における用量反応競合結合実験を示す図である。ＳＥＣによるβ２ＡＲを結合した７種
のナノボディをそれぞれ、β２ＡＲを発現する膜と共に９０分間室温にてインキュベート
した。７種のナノボディはすべて、（－）－イソプロテレノールに対するβ２ＡＲの親和
性を増加した（表３）。リードナノボディとしてＮｂ８０（青）を選択した。データは、
３回複製して行われた独立した２実験の平均±ｓ．ｅ．を表す。図１ｃはβ２ＡＲ特異的
ナノボディが、活性状態の受容体と結合および安定化することを示す図である。モノブロ
モビマン（ｍＢＢｒ）標識された精製受容体を用いた蛍光に基づく機能アッセイは、１μ
Ｍ　Ｎｂ８０（青）が、Ｎｂ８０不在下の受容体（黒）と比較して、β２ＡＲ（完全アゴ
ニスト（－）－イソプロテレノールと結合している）のより高い活性状態を安定化するこ
とを示す。活性状態は、ｍＢＢｒ蛍光の消光およびｍＢＢｒ蛍光における赤色移動によっ
て特徴付けられる（Ｙａｏら、２００９）。
【図２】図２ａはβ２ＡＲの三次構造に対するナノボディの特異性を示す代表的なドット
ブロットの図である。アゴニストと結合している等量の未変性もしくはＳＤＳ変性した精
製β２ＡＲ（それぞれ上および中）またはインバースアゴニストと結合している未変性β

２ＡＲ（下）を、ニトロセルロース膜片上に３回複製してスポット状に滴下した。膜片を
０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０含有ＰＢＳ（ｐＨ７．４）に溶解した５％脱脂粉乳でブロッ
キングし、次にブロッキングバッファーに希釈した１ｍｇ／ｍｌの表示のナノボディと共
にインキュベートした。抗ヒスチジン（ａ－６Ｈｉｓ）一次マウス抗体により、続いてヤ
ギ抗マウスＩＲ－８００標識二次抗体とのインキュベーションによりナノボディの結合を
検出した。直鎖状ＦＬＡＧエピトープを認識するＭ１抗体をＡｌｅｘａ－６８８で標識し
、β２ＡＲを直接的に検出した。Ｏｄｙｓｓｅｙ　Ｉｎｆｒａｒｅｄ　Ｉｍａｇｉｎｇ　
Ｓｙｓｔｅｍ（Ｌｉ－ｃｏｒ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いてドットブロットをスキ
ャンし、画像処理した。２種の異なるチャネル（それぞれ８００ｎｍ対７００ｎｍ）が画
像処理に用いられるため、ナノボディを検出するブロットは、Ｍ１によりβ２ＡＲを検出
するブロットと別々に処理した。したがって、ブロットは、直接的に比較および定量化で
きない（即ち、ナノボディの結合対Ｍ１結合の比較は、本来的に定性的でしかない）。図
２ｂはβ２ＡＲの三次構造に対するナノボディの特異性を示す代表的なドットブロットの
図である。天然に折り畳まれたβ２ＡＲに対する結合が低下したナノボディを示す代表的
なドットブロットの図である。
【図３－１】活性状態の受容体に対するナノボディの選択的結合を示す図である。アゴニ
ストと結合している精製β２ＡＲ（２０μＭ）を、分子ふるいクロマトグラフィーによる
解析の前に４０μＭナノボディありおよびなし（それぞれ黒および青）で２時間室温にて
インキュベートした。ナノボディの存在下でインバースアゴニストと結合しているβ２Ａ
Ｒ（２０μＭ）の試料（赤）も解析した。数種のナノボディ（Ｎｂ７２、Ｎｂ６５、Ｎｂ
７１、Ｎｂ６９、Ｎｂ６７およびＮｂ８４）の存在下で、β２ＡＲ－アゴニスト溶出ピー
クは、ＵＶ吸光度（２８０ｎｍ）が増加し、β２ＡＲ－アゴニスト単独（青）よりも早い
時点の容量（黒線）で溶出し、これと同時にＮｂ８０溶出ピーク（緑）が減少した。この
結果は、β２ＡＲ－アゴニスト－Ｎｂ８０複合体の形成を示唆する。β２ＡＲ－インバー
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スアゴニスト－Ｎｂ８０複合体の形成は観察されない（赤線）。
【図３－２】活性状態の受容体に対するナノボディの選択的結合を示す図である。アゴニ
ストと結合している精製β２ＡＲ（２０μＭ）を、分子ふるいクロマトグラフィーによる
解析の前に４０μＭナノボディありおよびなし（それぞれ黒および青）で２時間室温にて
インキュベートした。ナノボディの存在下でインバースアゴニストと結合しているβ２Ａ
Ｒ（２０μＭ）の試料（赤）も解析した。数種のナノボディ（Ｎｂ７２、Ｎｂ６５、Ｎｂ
７１、Ｎｂ６９、Ｎｂ６７およびＮｂ８４）の存在下で、β２ＡＲ－アゴニスト溶出ピー
クは、ＵＶ吸光度（２８０ｎｍ）が増加し、β２ＡＲ－アゴニスト単独（青）よりも早い
時点の容量（黒線）で溶出し、これと同時にＮｂ８０溶出ピーク（緑）が減少した。この
結果は、β２ＡＲ－アゴニスト－Ｎｂ８０複合体の形成を示唆する。β２ＡＲ－インバー
スアゴニスト－Ｎｂ８０複合体の形成は観察されない（赤線）。
【図４】活性状態の受容体に対するナノボディの選択的結合を示す図である。アゴニスト
と結合している精製β２ＡＲ（２０μＭ）を、分子ふるいクロマトグラフィーによる解析
の前に４０μＭナノボディありおよびなし（それぞれ黒および青）で２時間室温にてイン
キュベートした。
【図５－１】ナノボディがモノブロモビマン標識β２ＡＲの立体構造変化を誘導したこと
を示す蛍光放射スペクトルの図である。β２ＡＲに対するアゴニスト結合親和性を増加す
るナノボディは、受容体の活性状態を安定化する。モノブロモビマン（ｍＢＢｒ）標識し
た精製受容体を用いた蛍光に基づく機能アッセイは、１μＭのナノボディ６５、６７、６
９、７１、７２および８４（赤）が、ナノボディ不在下の受容体（黒）と比較して、β２

ＡＲ（完全アゴニストイソプロテレノールと結合している）のより高い活性状態を安定化
することを示す。この活性状態は、ｍＢＢｒ蛍光の消光およびｍＢＢｒ蛍光における赤色
移動によって特徴付けられる（Ｙａｏら、２００９）。
【図５－２】ナノボディがモノブロモビマン標識β２ＡＲの立体構造変化を誘導したこと
を示す蛍光放射スペクトルの図である。β２ＡＲに対するアゴニスト結合親和性を増加す
るナノボディは、受容体の活性状態を安定化する。モノブロモビマン（ｍＢＢｒ）標識し
た精製受容体を用いた蛍光に基づく機能アッセイは、１μＭのナノボディ６５、６７、６
９、７１、７２および８４（赤）が、ナノボディ不在下の受容体（黒）と比較して、β２

ＡＲ（完全アゴニストイソプロテレノールと結合している）のより高い活性状態を安定化
することを示す。この活性状態は、ｍＢＢｒ蛍光の消光およびｍＢＢｒ蛍光における赤色
移動によって特徴付けられる（Ｙａｏら、２００９）。
【図５－３】ナノボディがモノブロモビマン標識β２ＡＲの立体構造変化を誘導したこと
を示す蛍光放射スペクトルの図である。β２ＡＲに対するアゴニスト結合親和性を増加す
るナノボディは、受容体の活性状態を安定化する。モノブロモビマン（ｍＢＢｒ）標識し
た精製受容体を用いた蛍光に基づく機能アッセイは、１μＭのナノボディ６５、６７、６
９、７１、７２および８４（赤）が、ナノボディ不在下の受容体（黒）と比較して、β２

ＡＲ（完全アゴニストイソプロテレノールと結合している）のより高い活性状態を安定化
することを示す。この活性状態は、ｍＢＢｒ蛍光の消光およびｍＢＢｒ蛍光における赤色
移動によって特徴付けられる（Ｙａｏら、２００９）。
【図６】図６ａはβ２ＡＲ構造および機能におけるＮｂ８０の効果を示す図である。イラ
ストは、図６ｂ－ｃにおいて観察される蛍光の減少を生じる受容体活性化における、ＴＭ
６の細胞質末端におけるＣｙｓ２６５６．２７に付着した環境感受性ビマンプローブの、
より埋没した疎水性環境からより極性の溶媒に曝露した位置への移動を説明する。図６ｂ
はβ２ＡＲ構造および機能におけるＮｂ８０の効果を示す図である。添加物不在下（黒の
実線）における、または完全アゴニストイソプロテレノール（ＩＳＯ、緑の幅広の破線）
、インバースアゴニストＩＣＩ－１１８，５５１（ＩＣＩ、黒の破線）、Ｇｓヘテロ三量
体（赤の実線）、ナノボディ－８０（Ｎｂ８０、青の実線）ならびにＧｓとＩＳＯ（赤の
幅広の破線）、Ｎｂ８０とＩＳＯ（青の幅広の破線）およびＮｂ８０とＩＣＩ（青の破線
）の組み合わせの存在下における、高密度リポタンパク質粒子へと再構成されたモノブロ
モビマン標識β２ＡＲ（ｍＢＢ－β２ＡＲ／ＨＤＬ）のリガンドにより誘導された立体構
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造変化を示す蛍光放射スペクトルの図である。図６ｃはβ２ＡＲ構造および機能における
Ｎｂ８０の効果を示す図である。添加物不在下（黒の実線）における、または完全アゴニ
ストイソプロテレノール（ＩＳＯ、緑の幅広の破線）、インバースアゴニストＩＣＩ－１
１８，５５１（ＩＣＩ、黒の破線）、Ｇｓヘテロ三量体（赤の実線）、ナノボディ－８０
（Ｎｂ８０、青の実線）ならびにＧｓとＩＳＯ（赤の幅広の破線）、Ｎｂ８０とＩＳＯ（
青の幅広の破線）およびＮｂ８０とＩＣＩ（青の破線）の組み合わせの存在下における、
高密度リポタンパク質粒子へと再構成されたモノブロモビマン標識β２ＡＲ（ｍＢＢ－β

２ＡＲ／ＨＤＬ）のリガンドにより誘導された立体構造変化を示す蛍光放射スペクトルの
図である。図６ｄはβ２ＡＲ構造および機能におけるＮｂ８０の効果を示す図である。Ｇ
ＴＰγＳの不在下または存在下でＧｓヘテロ三量体により再構成されたβ２ＡＲ／ＨＤＬ
に対する、［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）と競合するＩＳＯ
のリガンド結合曲線を示す図である。エラーバーは標準誤差を表す。図６ｅはβ２ＡＲ構
造および機能におけるＮｂ８０の効果を示す図である。Ｎｂ８０の不在下および存在下の
β２ＡＲ／ＨＤＬに対する、［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）
と競合するＩＳＯのリガンド結合曲線を示す図である。エラーバーは標準誤差を表す。図
６ｆはβ２ＡＲ構造および機能におけるＮｂ８０の効果を示す図である。Ｎｂ８０の不在
下および存在下のβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ／ＨＤＬに対する、［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロ
ール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）と競合するＩＳＯのリガンド結合曲線を示す図である。エラー
バーは標準誤差を表す。
【図７】脂質立方相に形成された結晶におけるアゴニスト－β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０
複合体のパッキングを示す図である。３つの異なる観点の構造のβ２ＡＲをオレンジ色、
Ｎｂ８０を青色、アゴニストを緑色で表示する。Ｔ４リゾチーム（Ｔ４Ｌ）は、電子密度
が低いためモデル化できなかった。その位置候補は、ＴＭ５およびＴＭ６の細胞内末端に
連結された水色黒破線の丸で表示されており、これは、β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ構築物において
それが融合されている位置である。全図の作成にＰｙＭＯＬ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐ
ｙｍｏｌ．ｏｒｇ）を用いた。
【図８】図８ａはインバースアゴニストおよびアゴニスト－Ｎｂ８０により安定化された
β２ＡＲ結晶構造の比較の図である。インバースアゴニストカラゾロールが結合したβ２

ＡＲ－Ｔ４Ｌ（β２ＡＲ－Ｃｚ）の構造は青色、カラゾロールは黄色で示す。アゴニスト
が結合し、Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ（β２ＡＲ－Ｎｂ８０）の構造
はオレンジ色で、アゴニストは緑で示す。Ｐｙｍｏｌ整列機能を用いてこれら２種の構造
を整列した。受容体の細胞内およびＧタンパク質に面する部分における有意な構造的変化
を示す重ね合わせた構造の側面図である。図８ｂはインバースアゴニストおよびアゴニス
ト－Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲ結晶構造の比較の図である。インバースアゴニ
ストカラゾロールが結合したβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ（β２ＡＲ－Ｃｚ）の構造は青色、カラゾ
ロールは黄色で示す。アゴニストが結合し、Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲ－Ｔ４
Ｌ（β２ＡＲ－Ｎｂ８０）の構造はオレンジ色で、アゴニストは緑で示す。Ｐｙｍｏｌ整
列機能を用いてこれら２種の構造を整列した。垂直軸で９０度回転した後の側面図である
。図８ｃはインバースアゴニストおよびアゴニスト－Ｎｂ８０により安定化されたβ２Ａ
Ｒ結晶構造の比較の図である。インバースアゴニストカラゾロールが結合したβ２ＡＲ－
Ｔ４Ｌ（β２ＡＲ－Ｃｚ）の構造は青色、カラゾロールは黄色で示す。アゴニストが結合
し、Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ（β２ＡＲ－Ｎｂ８０）の構造はオレ
ンジ色で、アゴニストは緑で示す。Ｐｙｍｏｌ整列機能を用いてこれら２種の構造を整列
した。僅かな構造的変化を示す細胞外リガンド結合ドメインの比較を示す図である。
【図９】図９ａは不活性β２ＡＲおよびオプシン構造と比較した、Ｎｂ８０により安定化
された細胞内ドメインを示す図である。受容体と相互作用するＮｂ８０のＣＤＲを水色（
ＣＤＲ１）および青色（ＣＤＲ３）で表したβ２ＡＲ（オレンジ色）の側面図である。図
９ｂは不活性β２ＡＲおよびオプシン構造と比較した、Ｎｂ８０により安定化された細胞
内ドメインを示す図である。β２ＡＲに進入するＣＤＲ１および３に着目した拡大図であ
る。ＣＤＲの４Å以内にあるＴＭ３、５、６および７における側鎖を示す。より大型のＣ



(14) JP 2018-27936 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

ＤＲ３は、受容体に１３Å貫入する。図９ｃは不活性β２ＡＲおよびオプシン構造と比較
した、Ｎｂ８０により安定化された細胞内ドメインを示す図である。細胞の内側から見た
ＣＤＲ１およびＣＤＲ３の相互作用を示す図である。図９ｄは不活性β２ＡＲおよびオプ
シン構造と比較した、Ｎｂ８０により安定化された細胞内ドメインを示す図である。アゴ
ニストが結合し、Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ（β２ＡＲ－Ｎｂ８０）
を、カラゾロールが結合したβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌの不活性構造（β２ＡＲ－Ｃｚ）と重ね合
わせた図である。ＴＭ３におけるＤＲＹモチーフのＡｓｐ３．４９およびＡｒｇ３．５０
の間のイオンロック（ｉｏｎｉｃ　ｌｏｃｋ）相互作用は、β２ＡＲ－Ｎｂ８０構造にお
いて損なわれている。ＴＭ６の細胞内末端は、外向きに移動し、受容体コアから離れる。
矢印は、β２ＡＲ－Ｃｚおよびβ２ＡＲ－Ｎｂ８０の構造におけるＧｌｕ６．３０のα炭
素間の距離１１．４Åの変化を表示する。ＴＭ３およびＴＭ７の細胞内末端は、コアに向
かってそれぞれ４および２．５Å移動し、一方、ＴＭ５は外向きに６Å移動する。図９ｅ
は不活性β２ＡＲおよびオプシン構造と比較した、Ｎｂ８０により安定化された細胞内ド
メインを示す図である。Ｇｔ（トランスデューシン）のＣ末端ペプチドにより結晶化した
オプシンの構造と重ね合わせたβ２ＡＲ－Ｎｂ８０構造を示す図である。
【図１０】図１０ａはオプシン構造と比較した、Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲの
細胞内ドメインを示す図である。β２ＡＲおよびＮｂ８０の間の相互作用を示す図である
。図１０ｂはオプシン構造と比較した、Ｎｂ８０により安定化されたβ２ＡＲの細胞内ド
メインを示す図である。オプシンおよびトランスデューシンのカルボキシル末端ペプチド
の間の相互作用を示す図である。
【図１１】図１１ａはアゴニスト結合による膜貫通セグメントパッキング相互作用の再編
成を示す図である。ＴＭ５におけるＰｒｏ２１１、ＴＭ３におけるＩｌｅ１２１、ＴＭ６
におけるＰｈｅ２８２およびＴＭ５におけるＡｓｎ３１６の間で、不活性状態を安定化す
るパッキング相互作用が観察される。図１１ｂはアゴニスト結合による膜貫通セグメント
パッキング相互作用の再編成を示す図である。アゴニスト結合によるＴＭ５の内向きの移
動は、Ｉｌｅ１２１およびＰｒｏ２１１のパッキングを破壊し、Ｉｌｅ１２１およびＰｈ
ｅ２８２間の相互作用の再編成をもたらす。これらの変化は、ＴＭ６の回転および外向き
の移動ならびにＴＭ７の内向きの移動に寄与する。
【図１２】β２ＡＲに対して産生された様々なナノボディのアミノ酸配列を示す図である
。配列は、標準ソフトウェアツールを用いて整列され、ＣＤＲは、ＩＭＧＴナンバリング
に従って定義されている（Ｌｅｆｒａｎｃら、２００３）。
【図１３】β２ＡＲ受容体の熱安定性におけるＮｂ８０の効果を示す図である。Ｎｂ８０
の存在下および不在下における、界面活性剤で可溶化した（ＤＤＭ）アゴニスト結合（イ
ソプロテレノール）β２ＡＲの融解曲線の比較を示す図である。Ｎｂ８０なしのβ２ＡＲ
の見かけ上の融解温度は、１２．０℃である。Ｎｂ８０ありのβ２ＡＲの見かけ上の融解
温度は、２４℃である。
【図１４－１】図１４Ａは温度によって誘導されたβ２ＡＲ受容体の凝集におけるＮｂ８
０の効果を示す図である。界面活性剤で可溶化した（ＤＤＭ）β２ＡＲを、Ｎｂ８０また
はイソプロテレノールの存在下で１０分間５０℃にて加熱し、ＳＥＣにより受容体の凝集
を解析した。
【図１４－２】図１４Ｂは温度によって誘導されたβ２ＡＲ受容体の凝集におけるＮｂ８
０の効果を示す図である。Ｎｂ８０の不在下におけるイソプロテレノール結合受容体の温
度依存性を示す図である。
【図１５】図１５ａはＮｂ８０が、インバースアゴニストＩＣＩ－１１８，５５１と結合
するβ２ＡＲにおける効果がほとんどないことを示す図である。β２ＡＲまたはβ２ＡＲ
－Ｔ４ＬをＨＤＬ粒子へと再構成し、Ｎｂ８０の不在下または存在下でアゴニスト競合結
合実験を行った。Ｎｂ８０の不在下および存在下におけるβ２ＡＲ／ＨＤＬに対する、［
３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）と競合するインバースアゴニス
トＩＣＩ－１１８５５１のリガンド結合曲線を示す図である。図１５ｂはＮｂ８０が、イ
ンバースアゴニストＩＣＩ－１１８，５５１と結合するβ２ＡＲにおける効果がほとんど
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ないことを示す図である。β２ＡＲまたはβ２ＡＲ－Ｔ４ＬをＨＤＬ粒子へと再構成し、
Ｎｂ８０の不在下または存在下でアゴニスト競合結合実験を行った。Ｎｂ８０の不在下お
よび存在下におけるβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ／ＨＤＬに対する、［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノ
ロール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）と競合するインバースアゴニストＩＣＩ－１１８５５１のリ
ガンド結合曲線を示す図である。
【図１６－１】Ｎｂ８０が、アゴニストに対するβ２ＡＲ親和性を増加させるが、アンタ
ゴニストに対しては増加させないことを示す図である。全長β２ＡＲを含有する市販の昆
虫細胞に由来する膜において、Ｎｂ８０の不在下または存在下で競合的リガンド結合実験
を行った。Ｎｂ８０および無関連ナノボディ（Ｉｒｒ　Ｎｂ）の存在下における、代表的
なアゴニスト２種（イソプロテレノール、プロカテロール）および代表的なアンタゴニス
ト２種（ＩＣＩ－１１８，５５１およびカルベジロール）の用量依存的比率－リガンド置
換曲線を示す図である。
【図１６－２】Ｎｂ８０が、アゴニストに対するβ２ＡＲ親和性を増加させるが、アンタ
ゴニストに対しては増加させないことを示す図である。全長β２ＡＲを含有する市販の昆
虫細胞に由来する膜において、Ｎｂ８０の不在下または存在下で競合的リガンド結合実験
を行った。Ｎｂ８０および無関連ナノボディ（Ｉｒｒ　Ｎｂ）の存在下における、代表的
なアゴニスト２種（イソプロテレノール、プロカテロール）および代表的なアンタゴニス
ト２種（ＩＣＩ－１１８，５５１およびカルベジロール）の用量依存的比率－リガンド置
換曲線を示す図である。
【図１６－３】Ｎｂ８０が、アゴニストに対するβ２ＡＲ親和性を増加させるが、アンタ
ゴニストに対しては増加させないことを示す図である。全長β２ＡＲを含有する市販の昆
虫細胞に由来する膜において、Ｎｂ８０の不在下または存在下で競合的リガンド結合実験
を行った。Ｎｂ８０および無関連ナノボディ（Ｉｒｒ　Ｎｂ）の存在下における、代表的
なアゴニスト２種（イソプロテレノール、プロカテロール）および代表的なアンタゴニス
ト２種（ＩＣＩ－１１８，５５１およびカルベジロール）の用量依存的比率－リガンド置
換曲線を示す図である。
【図１７】ヒトβ１ＡＲおよびヒトβ２ＡＲの配列アライメントを示す図である。　β２

ＡＲ－Ｎｂ８０接合部においてＮｂ８０と相互作用するβ２－アドレナリン受容体のアミ
ノ酸に下線を引く。
【図１８－１】図１８ＡはＮｂ８０が、ヒトβ１ＡＲ受容体の活性立体構造と選択的に結
合することを示す図である。［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）
と競合するアゴニストおよびインバースアゴニストのリガンド結合曲線を示す図である。
Ｎｂ８０の存在下および不在下でβ２ＡＲと結合するアゴニストイソプロテレノール（Ｉ
ＳＯ）を示す図である。図１８ＢはＮｂ８０が、ヒトβ１ＡＲ受容体の活性立体構造と選
択的に結合することを示す図である。［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－
ＤＨＡ）と競合するアゴニストおよびインバースアゴニストのリガンド結合曲線を示す図
である。Ｎｂ８０の存在下および不在下でβ２ＡＲと結合するインバースアゴニストＩＣ
Ｉ－１１８，５５１（ＩＣＩ）を示す図である。
【図１８－２】図１８ＣはＮｂ８０が、ヒトβ１ＡＲ受容体の活性立体構造と選択的に結
合することを示す図である。［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－ＤＨＡ）
と競合するアゴニストおよびインバースアゴニストのリガンド結合曲線を示す図である。
Ｎｂ８０の存在下および不在下でβ１ＡＲと結合するアゴニストイソプロテレノール（Ｉ
ＳＯ）を示す図である。図１８ＤはＮｂ８０が、ヒトβ１ＡＲ受容体の活性立体構造と選
択的に結合することを示す図である。［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（［３Ｈ］－
ＤＨＡ）と競合するアゴニストおよびインバースアゴニストのリガンド結合曲線を示す図
である。Ｎｂ８０の存在下および不在下でβ１ＡＲと結合するインバースアゴニストＣＧ
Ｐ２０７１２Ａ（ＣＰＧ）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
定義
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　特定の実施形態に関して、特定の図面を参照しつつ本発明を説明するが、本発明は、こ
れらに限定されず、特許請求の範囲によってのみ限定されるものである。特許請求の範囲
におけるいかなる引用符号も、範囲を限定するものとして解釈するべきではない。記載さ
れている図面は模式的なものでしかなく、非限定的である。図面において、ある要素のサ
イズは誇張されている可能性があり、例証目的のスケールで描かれてはいない。本明細書
および特許請求の範囲において、用語「含む」が用いられている場合、この用語は、他の
要素またはステップを除外しない。単数名詞について言及する際に不定冠詞または定冠詞
（例えば、「ａ」または「ａｎ」、「ｔｈｅ」）が用いられている場合、特に他の事柄の
記載がない限り、これは該名詞の複数を包含する。その上、本明細書および特許請求の範
囲における、第１、第２、第３等の用語は、類似の要素間を区別するために用いられてお
り、必ずしも連続的または経時的な順を説明するために用いられていない。このように用
いられる用語は、適切な状況下において互換的であり、本明細書に記載されている本発明
の実施形態は、本明細書において記載または説明されている以外の順序で実施できること
を理解されたい。
【００３８】
　本明細書において他に定義がなされていなければ、本発明に関連して用いられている科
学および技術用語および語句は、当業者によって一般に理解されている意味を持つ。一般
に、本明細書に記載されている、分子および細胞生物学、遺伝学、タンパク質、核酸化学
およびハイブリダイゼーションに関連して用いられている命名法ならびにその技法は、本
技術分野において周知のものであり、一般に用いられている。本発明の方法および技法は
、一般に、他に断りがなければ、本技術分野において周知の、本明細書を通じて引用、記
述されている様々な一般的な参考文献およびより具体的な参考文献に記載されている従来
の方法に従って実施される。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク州コールドスプリン
グハーバー（１９８９）；Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｓ（１９９２、および２００２の別冊号）を参照されたい。
【００３９】
　用語「タンパク質結合ドメイン」は、特異的分子間相互作用を用いてタンパク質または
ペプチドと結合することができる、任意の非天然起源の分子またはその部分を一般に意味
する。タンパク質性分子（タンパク質、ペプチド、タンパク質様またはタンパク質含有）
、核酸分子（核酸、核酸様、核酸含有）および炭水化物分子（炭水化物、炭水化物様、炭
水化物含有）等が挙げられるが、これらに限定されない様々な分子が、タンパク質結合ド
メインとして機能し得る。本明細書においてより詳細な説明をさらに見出すことができる
。
【００４０】
　本明細書において、用語「ポリペプチド」、「タンパク質」、「ペプチド」は、本明細
書において互換的に用いられており、コードされたおよびコードされていないアミノ酸、
化学的または生化学的に修飾または誘導体化されたアミノ酸および修飾ペプチド骨格を有
するポリペプチドを包含し得る、任意の長さのアミノ酸のポリマー型を意味する。
【００４１】
　本明細書において、用語「多タンパク質複合体」または「タンパク質複合体」または単
に「複合体」は、２以上の会合したポリペプチド鎖の群を意味する。タンパク質複合体に
おけるタンパク質は、非共有結合性タンパク質－タンパク質相互作用により連結されてい
る。「四次構造」は、タンパク質複合体における会合し折り畳まれたタンパク質の構造的
配置である。「マルチマー型複合体」は、非タンパク質性分子をさらに含み得る、本明細
書において定義されているタンパク質複合体を意味する。
【００４２】
　本明細書において、用語「核酸分子」、「ポリヌクレオチド」、「ポリ核酸」、「核酸
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」は、互換的に用いられ、デオキシリボヌクレオチドもしくはリボヌクレオチドのいずれ
かまたはそれらのアナログである、任意の長さのヌクレオチドのポリマー型を意味する。
ポリヌクレオチドは、いかなる三次元構造であってもよく、公知または未知のいかなる機
能を果たし得る。ポリヌクレオチドの非限定的な例として、遺伝子、遺伝子断片、エクソ
ン、イントロン、伝令ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、転移ＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、リボザイム
、ｃＤＮＡ、組換えポリヌクレオチド、分岐ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、
任意の配列の単離ＤＮＡ、調節領域、任意の配列の単離ＲＮＡ、核酸プローブおよびプラ
イマーが挙げられる。核酸分子は、直鎖状であっても環状であってもよい。
【００４３】
　本明細書において、用語「リガンド」または「受容体リガンド」は、細胞内または細胞
外のいずれかにおいてＧＰＣＲと特異的に結合する分子を指す。リガンドは、タンパク質
、（ポリ）ペプチド、脂質、小分子、タンパク質スキャフォールド、核酸、イオン、炭水
化物、抗体またはナノボディ等の抗体断片（すべて本明細書において定義されている）で
よいが、これらに制限する目的はない。リガンドは、合成であっても天然起源であっても
よい。リガンドは、自然のＧＰＣＲに対する内在性の天然リガンドである、「自然のリガ
ンド」も包含する。「修飾因子」は、細胞において発現されたＧＰＣＲと接触、例えば、
結合したときに、ＧＰＣＲのシグナル伝達活性を増加または減少させる（即ち、細胞内応
答により）リガンドである。この用語は、アゴニスト、完全アゴニスト、部分アゴニスト
、インバースアゴニストおよびアンタゴニストを包含するが、これらは、本明細書におい
てより詳細な説明をさらに見出すことができる。
【００４４】
　タンパク質の用語「立体構造」または「立体構造状態」は、タンパク質が、任意の瞬間
において形をとり得る構造の範囲を一般に意味する。当業者であれば、立体構造または立
体構造状態の決定因子が、タンパク質のアミノ酸配列（修飾アミノ酸を包含する）に反映
されるタンパク質の一次構造およびタンパク質を取り巻く環境を包含することを認識する
。タンパク質の立体構造または立体構造状態は、タンパク質二次構造（例えば、とりわけ
α－ヘリックス、β－シート）、三次構造（例えば、ポリペプチド鎖の三次元フォールデ
ィング）および四次構造（例えば、ポリペプチド鎖と他のタンパク質サブユニットとの相
互作用）等の構造的特色にも関する。とりわけリガンド結合、リン酸化、硫酸化、糖鎖付
加または疎水性基の付着等、ポリペプチド鎖に対する翻訳後および他の修飾は、タンパク
質の立体構造に影響し得る。その上、とりわけ周囲の溶液のｐＨ、塩濃度、イオン強度お
よび浸透圧ならびに他のタンパク質および補助因子との相互作用等の環境要因が、タンパ
ク質立体構造に影響を及ぼし得る。タンパク質の立体構造状態は、活性もしくは別の分子
との結合の機能アッセイまたは他の方法の中でもＸ線結晶構造解析、ＮＭＲもしくはスピ
ン標識等の物理的方法のいずれかによって決定され得る。タンパク質立体構造および立体
構造状態の総合的な考察のため、Ｃａｎｔｏｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｉｍｍｅｌ、Ｂｉｏｐｈ
ｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第Ｉ部：Ｔｈｅ　Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ．Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａ
ｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９８０およびＣｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅ
ｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９３を参照されたい。「特異的立体構造状態」
は、タンパク質が形をとり得る立体構造または立体構造状態の範囲の任意のサブセットで
ある。
【００４５】
　本明細書における「機能的立体構造」または「機能的立体構造状態」は、タンパク質が
、ダイナミックレンジ、特に活性なしから最大活性にわたる活性を有する様々な立体構造
状態を保有するとの事実を意味する。「機能的立体構造状態」は、活性なしを含めた任意
の活性を有するＧＰＣＲの任意の立体構造状態を網羅することを企図しており、タンパク
質の変性状態を網羅することは企図していないことは明らかであるはずである。
【００４６】
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　本明細書において、抗体の文脈における用語「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」は、
Ｈ（重）またはＬ（軽）鎖（それぞれＶＨおよびＶＬとも略される）いずれかの可変領域
を意味し、抗原標的と特異的に結合することができるアミノ酸配列を含有する。これらの
ＣＤＲ領域は、抗体の特定の抗原決定基構造に対する基礎特異性の原因となる。このよう
な領域は、「高頻度可変領域」とも称される。ＣＤＲは、可変領域内のアミノ酸の非近接
なストレッチを表すが、生物種にかかわらず、可変重および軽鎖領域内のこれらの重大な
意味を持つアミノ酸配列の位置的配置は、可変鎖のアミノ酸配列内において同様の配置を
有することが判明した。あらゆる標準的抗体の可変重および軽鎖はそれぞれ、個々の軽（
Ｌ）および重（Ｈ）鎖毎に、それぞれ互いに非近接である３個のＣＤＲ領域（Ｌ１、Ｌ２
、Ｌ３、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３と称する）を有する。特に、ナノボディは、４個の「フレーム
ワーク配列または領域」即ちＦＲおよび３個の「相補性決定領域」即ちＣＤＲを含むと考
えられる単一のアミノ酸鎖を一般に含む。ナノボディは、それぞれ互いに非近接である３
個のＣＤＲ領域（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３と称する）を有する。ＦＲおよびＣＤＲ
配列の描写は、Ｖ－ドメインおよびＶ様ドメインのＩＭＧＴ独自の番号方式に基づく（Ｌ
ｅｆｒａｎｃら、２００３）。
【００４７】
　本明細書における「エピトープ」は、ポリペプチドの抗原決定基を意味する。エピトー
プは、該エピトープ独特の空間的立体構造における３個のアミノ酸を含み得る。一般に、
エピトープは、少なくとも４、５、６、７個のこのようなアミノ酸からなり、さらに通常
は、少なくとも８、９、１０個のこのようなアミノ酸からなる。アミノ酸の空間的立体構
造を決定する方法は、本技術分野において公知のものであり、例えば、Ｘ線結晶構造解析
および二次元核磁気共鳴を包含する。
【００４８】
　本明細書における「立体構造エピトープ」は、ポリペプチドの折り畳まれた三次元立体
構造に独特である、空間的な立体構造におけるアミノ酸を含むエピトープを意味する。一
般に、立体構造エピトープは、タンパク質の折り畳まれた構造において一体となる、直鎖
状配列において非連続的なアミノ酸からなる。しかし、立体構造エピトープはまた、ポリ
ペプチドの折り畳まれた三次元立体構造に独特の立体構造の形をとる（変性状態には存在
しない）アミノ酸の直鎖状配列からなる。多タンパク質複合体において、立体構造エピト
ープは、異なる折り畳まれたポリペプチドのフォールディングおよび独自の四次構造にお
けるそれらの会合により一体となる、１つまたは複数のポリペプチドの直鎖状配列におけ
る非連続的なアミノ酸からなる。ここで同様に、立体構造エピトープはまた、一体となっ
て四次構造に独特の立体構造の形をとる、１つまたは複数のポリペプチドのアミノ酸の直
鎖状配列からなる可能性がある。
【００４９】
　本明細書における用語「特異性」は、タンパク質結合ドメイン、特に免疫グロブリンま
たはナノボディ等の免疫グロブリン断片の、他の抗原と比べてある抗原と優先的に結合す
る能力を意味し、必ずしも高親和性を暗示しない。
【００５０】
　本明細書における用語「親和性」は、抗原およびタンパク質結合ドメインの平衡状態を
その結合によって形成される複合体の存在に向かってシフトさせるような、タンパク質結
合ドメイン、特に抗体等の免疫グロブリンまたはナノボディ等の免疫グロブリン断片が抗
原と結合する程度を意味する。よって、例えば、相対的に等濃度の抗原および抗体（断片
）が組み合わされる場合、高親和性の抗体（断片）は、利用できる抗原と結合して、その
結果生じる高濃度の複合体に向けて平衡状態をシフトさせる。解離定数は、タンパク質結
合ドメインおよび抗原標的の間の親和性を説明するよう一般に用いられる。通例、解離定
数は、１０－５Ｍよりも低い。好ましくは、解離定数は、１０－６Ｍよりも低く、より好
ましくは、１０－７Ｍよりも低い。最も好ましくは、解離定数は、１０－８Ｍよりも低い
。
【００５１】
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　本明細書における用語「特異的に結合」および「特異的結合」は、タンパク質結合ドメ
イン、特に、抗体等の免疫グロブリンまたはナノボディ等の免疫グロブリン断片の、異な
る抗原の均一な混合物に存在する特定の抗原と優先的に結合する能力を一般に意味する。
ある特定の実施形態において、特異的結合相互作用は、試料における望ましいおよび望ま
しくない抗原の間を識別し、一部の実施形態において、約１０倍超から１００倍以上（例
えば、約１０００または１０，０００倍超）で識別する。ＧＰＣＲの多種多様な立体構造
状態の文脈において、この用語は、特に、タンパク質結合ドメイン（本明細書において定
義されている）の、別の立体構造状態と比較してＧＰＣＲの特定の立体構造状態を優先的
に認識および／または結合する能力を意味する。例えば、活性状態選択的タンパク質結合
ドメインは、活性立体構造状態のＧＰＣＲと優先的に結合し、不活性立体構造状態のＧＰ
ＣＲと結合しないまたはより弱い程度で結合し、よって、活性立体構造状態に対してより
高い親和性を有する。用語「特異的に結合」、「選択的に結合」、「優先的に結合」およ
びそれらの文法的な均等語は、本明細書において互換的に用いられる。用語「立体構造特
異的」または「立体構造選択的」も、本明細書において互換的に用いられる。
【００５２】
　本明細書における「抗原」は、動物における免疫応答を誘発できる分子を指す。ＧＰＣ
Ｒの多種多様な立体構造状態の文脈において、分子は、ＧＰＣＲの別の立体構造状態にお
いて形成されないまたはより接近しにくい特定の立体構造状態のＧＰＣＲの立体構造エピ
トープを含む。
【００５３】
　「欠失」は、それぞれ１つまたは複数のアミノ酸またはヌクレオチド残基が、親ポリペ
プチドまたは核酸のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列と比較して存在しない、アミノ
酸またはヌクレオチド配列のいずれかにおける変化として本明細書において定義されてい
る。タンパク質の文脈において、欠失は、約２、約５、約１０、最大約２０、最大約３０
または最大約５０以上のアミノ酸の欠失に関与し得る。タンパク質またはその断片は、２
以上の欠失を含有し得る。ＧＰＣＲの文脈において、欠失は、ループ欠失であっても、Ｎ
および／またはＣ末端欠失であってもよい。
【００５４】
　「挿入」または「付加」は、親タンパク質のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列と比
較した、それぞれ１つまたは複数のアミノ酸またはヌクレオチド残基の付加をもたらした
、アミノ酸またはヌクレオチド配列における変化である。「挿入」は、ポリペプチドのア
ミノ酸配列内部への１つまたは複数のアミノ酸残基への付加を一般に意味するが、一方、
「付加」は、挿入となることができる、またはＮもしくはＣ末端または両末端に付加され
たアミノ酸残基を意味し得る。タンパク質またはその断片の文脈において、挿入または付
加は、通常、約１、約３、約５、約１０、最大約２０、最大約３０または最大約５０以上
のアミノ酸の挿入または付加である。タンパク質またはその断片は、２以上の挿入を含有
し得る。
【００５５】
　本明細書における「置換」は、親タンパク質またはその断片のアミノ酸配列またはヌク
レオチド配列と比較した、それぞれ異なるアミノ酸またはヌクレオチドによる１つまたは
複数のアミノ酸またはヌクレオチドの置き換えに起因する。タンパク質またはその断片が
、タンパク質の活性における効果が実質的にない保存的アミノ酸置換を有し得ることが理
解される。保存的置換は、ｇｌｙ、ａｌａ；ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ；ａｓｐ、
ｇｌｕ；ａｓｎ、ｇｌｎ；ｓｅｒ、ｔｈｒ；ｌｙｓ、ａｒｇ；ｃｙｓ、ｍｅｔ；およびｐ
ｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ等、所望の組み合わせによるものである。
【００５６】
　本明細書における「結晶」または「結晶構造」は、その構成原子、分子またはイオンが
３つの空間的次元すべてに広がって整然と反復したパターンに配置された固体材料を意味
する。液体または液体に溶解された材料から結晶構造を形成するプロセスは、多くの場合
、「結晶化」または「結晶生成」と称される。タンパク質結晶は、殆どの場合、溶液にお
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いて成長する。最も一般的なアプローチは、その構成分子の溶解性を徐々に低くすること
である。溶液における結晶成長は、２ステップによって特徴付けられる。即ち、顕微鏡レ
ベルの結晶子（恐らく１００分子しかない）の核形成と、続く、該結晶子の理想的には回
折品質の結晶への成長。
【００５７】
　本明細書における「Ｘ線結晶構造解析」は、Ｘ線ビームを結晶に当て、多くの特異的な
方向に回折させる、結晶内の原子の配置を決定する方法である。この回折したビームの角
度および強度から、結晶学者は、結晶内電子の密度の三次元像を作成することができる。
この電子密度から、結晶における原子の平均的な位置ならびにその化学結合、その無秩序
（ｄｉｓｏｒｄｅｒ）および様々な他の情報が決定され得る。
【００５８】
　本明細書における用語「原子座標」は、分子構造内の原子の三次元座標のセットを意味
する。一実施形態において、原子座標は、生物物理学分野の当業者にとって周知の方法に
従ったＸ線結晶構造解析を用いて得られる。簡単に説明すると、Ｘ線回折パターンは、結
晶からのＸ線を回折することによって得ることができる。回折データは、結晶を含む単位
格子の電子密度マップの計算に用いられる。マップは、単位格子内の原子の位置（即ち、
原子座標）の確立に用いられる。当業者であれば、Ｘ線結晶構造解析によって決定された
構造座標のセットが、標準誤差を含有することを理解する。他の実施形態において、原子
座標は、電子回折（電子結晶構造解析としても知られる）および核磁気共鳴（ＮＭＲ）方
法を包含し得る他の実験生物物理学的構造決定方法を用いて得ることができる。さらに他
の実施形態において、原子座標は、アブイニシオなタンパク質フォールディングアルゴリ
ズム、エネルギー最小化および相同性に基づくモデリングのうち１つまたは複数に基づき
得られる分子モデリングツールを用いて得ることができる。これらの技法は、生物物理学
および生物情報学分野における当業者にとって周知のものである。
【００５９】
　本明細書における「構造を解明すること」は、タンパク質の原子の配置または原子座標
の決定を意味し、多くの場合、Ｘ線結晶構造解析等の生物物理学的方法によってなされる
。
【００６０】
　本明細書における用語「化合物」または「試験化合物」または「候補化合物」または「
薬物候補化合物」は、スクリーニングアッセイまたは創薬アッセイ等、アッセイにおいて
検査される天然起源または合成いずれかの任意の分子を説明する。そのようなものとして
、これらの化合物は、有機または無機化合物を含む。化合物は、低分子量によって特徴付
けられたポリヌクレオチド、脂質またはホルモンアナログを包含する。他のバイオポリマ
ー有機試験化合物は、抗体、抗体断片または抗体コンジュゲート等、約２から約４０アミ
ノ酸を含む小分子ペプチドまたはペプチド様分子（ペプチド模倣物）および約４０から約
５００アミノ酸を含むより高分子のポリペプチドを包含する。試験化合物は、タンパク質
スキャフォールドでもよい。ハイスループットな目的のため、十分な範囲の多様性をもた
らすコンビナトリアルまたはランダム化ライブラリー等の試験化合物ライブラリーを用い
ることができる。例として、天然化合物ライブラリー、アロステリック化合物ライブラリ
ー、ペプチドライブラリー、抗体断片ライブラリー、合成化合物ライブラリー、断片ベー
スのライブラリー、ファージディスプレイライブラリー等が挙げられるが、これらに限定
されない。本明細書においてより詳細な説明をさらに見出すことができる。
【００６１】
　本明細書において、用語「決定する」、「測定する」、「評価する」、「モニターする
」および「アッセイする」は、互換的に用いられ、定量的および定性的決定の両方を包含
する。
【００６２】
　ＧＰＣＲに関して用語「生物活性のある」は、天然起源のＧＰＣＲの生化学的機能（例
えば、結合機能、シグナル伝達機能またはリガンド結合の結果立体構造を変化させる能力
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）を有するＧＰＣＲを意味する。
【００６３】
　本明細書における用語「治療上有効量」、「治療上有効用量」および「有効量」は、所
望の結果（単数または複数）の達成に必要とされる量を指す。
【００６４】
　本明細書における用語「薬学的に許容される」は、生物学その他の観点から望ましくな
いことのない材料を指し、即ち、材料が、望ましくない生物学的効果を決して生じないま
たはそれを含有する医薬組成物の他の成分のいずれとも有害な様式で相互作用しない化合
物と共に個体に投与され得ることを指す。
【００６５】
詳細な説明
　ＧＰＣＲに関する構造情報は、受容体から細胞内相互作用タンパク質（Ｇタンパク質、
β－アレスチン等）へのシグナルの伝達に関与する構造的、機能的および生化学的変化に
関する見識をもたらし、これらの薬理学的に関連性のある相互作用に干渉する仕方を描写
する。したがって、ＧＰＣＲを得て結晶化する試みは、非常に重要である。しかし、これ
は、ＧＰＣＲを扱う際の生化学的課題および界面活性剤溶液におけるこれらの複合体の固
有の不安定性のために、特に困難な努力である。また、成長する回折品質の結晶は、安定
的で立体構造的に均質なタンパク質を必要とするため、ＧＰＣＲ固有の立体構造の柔軟性
は、ＧＰＣＲ単独の高分解能構造解析を複雑化する（Ｋｏｂｉｌｋａら、２００７）。本
発明は、高分解能構造解析およびそれから派生する多くの応用等、ＧＰＣＲの構造的およ
び機能的解析を可能にする、対象のＧＰＣＲの機能的立体構造状態、特に、その活性立体
構造状態を捕捉または「凍結」するための新規の実験的および分析的ツールを提供する。
【００６６】
　本発明の第１の態様は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲと特異的に結合することができ
るタンパク質結合ドメインに関する。
【００６７】
　本発明のタンパク質結合ドメインは、機能的立体構造状態の標的ＧＰＣＲと特異的に結
合することができる任意の非天然起源の分子またはその部分（上文に定義されている）で
あり得る。好ましい一実施形態において、本明細書に記載されているタンパク質結合ドメ
インは、タンパク質スキャフォールドである。用語「タンパク質スキャフォールド」は、
別の分子、例えばタンパク質との結合のためのフレームワークを含む構造、特にタンパク
質またはペプチド構造を形成するフォールディング単位を一般に意味する（概説として、
例えば、Ｓｋｅｒｒａ、Ｊ．２０００を参照されたい）。タンパク質結合ドメインは、天
然起源の分子、例えば、自然または獲得免疫系の成分に由来し得るまたは全く人工的に設
計され得る。タンパク質結合ドメインは、免疫グロブリンに基づいてもよくまたは微生物
タンパク質、プロテアーゼ阻害剤、毒素、フィブロネクチン、リポカリン、単鎖アンチパ
ラレルコイルド大腸菌タンパク質（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｈａｉｎ　ａｎｔｉｐａｒａｌｌｅ
ｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）もしくは反復モチーフタンパク質等が
挙げられるが、これらに限定されないタンパク質に存在するドメインに基づいてもよい。
本技術分野における公知のタンパク質結合ドメインの例として、抗体、重鎖抗体（ｈｃＡ
ｂ）、単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ）、ミニボディ、ラクダ科動物重鎖抗体に由来する可
変領域（ＶＨＨまたはナノボディ）、サメ抗体に由来する新規抗原受容体の可変領域（Ｖ
ＮＡＲ）、アルファボディ、プロテインＡ、プロテインＧ、設計アンキリンリピートドメ
イン（ＤＡＲＰｉｎｓ）、フィブロネクチンＩＩＩ型リピート、アンチカリン、ノッチン
、操作されたＣＨ２ドメイン（ナノ抗体）、ペプチドおよびタンパク質、リポペプチド（
例えば、ペプデューシン（ｐｅｐｄｕｃｉｎ））、ＤＮＡならびにＲＮＡ（例えば、Ｇｅ
ｂａｕｅｒ＆Ｓｋｅｒｒａ、２００９；Ｓｋｅｒｒａ、２０００；Ｓｔａｒｏｖａｓｎｉ
ｋら、１９９７；Ｂｉｎｚら、２００４；Ｋｏｉｄｅら、１９９８；Ｄｉｍｉｔｒｏｖ、
２００９；Ｎｙｇｒｅｎら、２００８；ＷＯ２０１００６６７４０を参照されたい）が挙
げられるが、これらに限定されるものではない。多くの場合、選択方法を用いて特定の種
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類のタンパク質結合ドメインを作製する際、ランダム化された相互作用残基候補を含有す
るコンセンサスまたはフレームワーク配列を含むコンビナトリアルライブラリーが、タン
パク質等の対象の分子への結合に関するスクリーニングに用いられる。
【００６８】
　本明細書における「Ｇタンパク質共役受容体」または「ＧＰＣＲ」は、それぞれ膜を貫
通する７個のアルファヘリックスを形成する、２２から２４個の間の疎水性アミノ酸の７
領域を備える共通構造的モチーフを共有するポリペプチドである。各貫通領域は、番号に
より同定され、即ち、膜貫通－１（ＴＭ１）、膜貫通－２（ＴＭ２）等とする。膜貫通ヘ
リックスは、それぞれ「細胞外」領域１、２および３（ＥＣ１、ＥＣ２およびＥＣ３）と
称される、細胞膜の外部または「細胞外」側における膜貫通－２と膜貫通－３との間、膜
貫通－４と膜貫通－５との間および膜貫通－６と膜貫通－７との間のアミノ酸の領域によ
って連結されている。膜貫通ヘリックスは、それぞれ「細胞内」領域１、２および３（Ｉ
Ｃ１、ＩＣ２およびＩＣ３）と称される、細胞膜の内部または「細胞内」側における膜貫
通－１と膜貫通－２との間、膜貫通－３と膜貫通－４との間および膜貫通－５と膜貫通－
６との間のアミノ酸の領域によっても連結されている。受容体の「カルボキシ」（「Ｃ」
）末端は、細胞の内側にある細胞内空間に位置し、受容体の「アミノ」（「Ｎ」）末端は
、細胞の外側にある細胞外空間に位置する。これらの領域のいずれも、ＧＰＣＲの一次ア
ミノ酸配列の解析により容易に同定可能である。
【００６９】
　ＧＰＣＲ構造および分類は、一般に本技術分野において周知のものであり、ＧＰＣＲに
関するさらなる考察は、Ｐｒｏｂｓｔら、１９９２；Ｍａｒｃｈｅｓｅら、１９９４；Ｌ
ａｇｅｒｓｔｒｏｍ＆Ｓｃｈｉｏｔｈ、２００８；Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００９なら
びに次の書籍、Ｊｕｒｇｅｎ　Ｗｅｓｓ（編）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　
Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ、
Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ発行（第１版；１９９９年１０月１５日）；Ｋｅｖｉｎ　Ｒ．Ｌｙ
ｎｃｈ（編）Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｇ
　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏ
ｎｓ発行（１９９８年３月）；Ｔａｔｓｕｙａ　Ｈａｇａ（編）、Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－
Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ発行（１９９９年９月２４日
）およびＳｔｅｖｅ　Ｗａｔｓｏｎ（編）Ｇ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ　Ｆａｃｔｓｂｏｏｋ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ発行（第１版；１９９４
年）に見出すことができる。
【００７０】
　ＧＰＣＲは、配列相同性に基づいて、数種の別々のファミリーにグループ分けすること
ができる。あらゆるＧＰＣＲは、７個の膜貫通α－ヘリックスの類似の構造を有するが、
この受容体クラス内の異なるファミリーは、互いに配列相同性を示さず、よって、これら
の膜貫通ドメイン構造の類似性が、共通の機能的要件を定義し得ることを示唆する。ヒト
ゲノムの最初のドラフト配列が利用できるようになったとき、ＧＰＣＲレパートリーの包
括的見解が可能となった。Ｆｒｅｄｒｉｋｓｓｏｎおよび同僚らは、系統発生学的判断基
準に基づいて８０２種のヒトＧＰＣＲをファミリー分けした。その結果は、ヒトＧＰＣＲ
の多くが、グルタミン酸、ロドプシン、接着、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ／Ｔａｓｔｅ２およびセ
クレチンと称される５種の主要ファミリーに存在することを示した（Ｆｒｅｄｒｉｋｓｓ
ｏｎら、２００３）。
【００７１】
　本発明の好ましい一実施形態において、タンパク質結合ドメインは、ＧＰＣＲの機能的
立体構造状態に対して作製されまたはそれと特異的に結合することができ、ＧＰＣＲは、
ＧＰＣＲグルタミン酸ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲロドプシンファミリーのＧＰＣＲ
、ＧＰＣＲ接着ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ／Ｔａｓｔｅ２ファ
ミリーのＧＰＣＲおよびＧＰＣＲセクレチンファミリーのＧＰＣＲを含む群から選ばれる
。好ましくは、ＧＰＣＲは、哺乳動物タンパク質または植物タンパク質または微生物タン



(23) JP 2018-27936 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

パク質またはウイルスタンパク質または昆虫タンパク質である。さらにより好ましくは、
ＧＰＣＲは、ヒトタンパク質である。
【００７２】
　ロドプシンファミリー（クラスＡ（Ｋｏｌａｋｏｗｓｋｉ、１９９４）またはクラス１
（Ｆｏｏｒｄら、（２００５）、古い分類システムにおける）に相当）のメンバーは、小
型の細胞外ループしか持たず、リガンドの相互作用は、膜貫通間隙内の残基との間で行わ
れる。これは、圧倒的最大の群（ＧＰＣＲの＞９０％）であり、匂い分子、カテコールア
ミンおよびアミン等の小分子、（神経）ペプチドおよび糖タンパク質ホルモンの受容体を
含有する。このファミリーの代表であるロドプシンは、構造が解明された最初のＧＰＣＲ
である（Ｐａｌｃｚｅｗｓｋｉら、２０００）。構造が解明された拡散性リガンドと相互
作用する最初の受容体であるβ２ＡＲ（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７）も、このファ
ミリーに属す。系統発生解析に基づき、クラスＢ　ＧＰＣＲまたはクラス２（Ｆｏｏｒｄ
ら、２００５）受容体は、近年、接着およびセクレチン（Ｆｒｅｄｒｉｋｓｓｏｎら、２
００３）の２ファミリーに細分化された。接着およびセクレチン受容体は、リガンド結合
に関与する相対的に長いアミノ末端細胞外ドメインによって特徴付けられる。膜貫通ドメ
インの配向性に関して殆ど分かっていないが、恐らく、ロドプシンの配向性とは全く異な
る。これらのＧＰＣＲのリガンドは、グルカゴン、セクレチン、性腺刺激ホルモン放出ホ
ルモンおよび副甲状腺ホルモン等のホルモンである。グルタミン酸ファミリー受容体（ク
ラスＣまたはクラス３受容体）も大型の細胞外ドメインを有し、このドメインは、内側に
結合したアゴニストにより開閉できることから「ハエジゴク（Ｖｅｎｕｓ　ｆｌｙ　ｔｒ
ａｐ）」の様に機能する。ファミリーメンバーは、代謝型グルタミン酸、Ｃａ２＋感知お
よびγ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）－Ｂ受容体である。
【００７３】
　ＧＰＣＲは、セロトニン嗅覚受容体、糖タンパク質ホルモン受容体、ケモカイン受容体
、アデノシン受容体、生体アミン受容体、メラノコルチン受容体、神経ペプチド受容体、
走化性受容体、ソマトスタチン受容体、オピオイド受容体、メラトニン受容体、カルシト
ニン受容体、ＰＴＨ／ＰＴＨｒＰ受容体、グルカゴン受容体、セクレチン受容体、ラトロ
トキシン受容体、代謝型グルタミン酸受容体、カルシウム受容体、ＧＡＢＡ－Ｂ受容体、
フェロモン受容体、プロテアーゼ活性化型受容体、ロドプシンおよび他のＧタンパク質共
役型７回膜貫通セグメント受容体を限定することなく包含する。ＧＰＣＲは、ホモマーも
しくはヘテロマーのダイマーまたはより高次のオリゴマーとして互いに会合したＧＰＣＲ
受容体も包含する。ＧＰＣＲのアミノ酸配列（およびこれをコードするｃＤＮＡのヌクレ
オチド配列）は、例えば、ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ）を参照することにより容易に入手できる。
【００７４】
　好ましい一実施形態によると、ＧＰＣＲは、すべて本技術分野において周知のものであ
る、アドレナリン受容体、好ましくは、α１アドレナリン受容体およびα２アドレナリン
受容体等のαアドレナリン受容体ならびにβ１アドレナリン受容体、β２アドレナリン受
容体およびβ３アドレナリン受容体等のβアドレナリン受容体を含む群；またはムスカリ
ン受容体、好ましくは、Ｍ１ムスカリン受容体、Ｍ２ムスカリン受容体、Ｍ３ムスカリン
受容体、Ｍ４ムスカリン受容体およびＭ５ムスカリン受容体を含む群；またはアンジオテ
ンシン受容体、好ましくは、１型アンジオテンシンＩＩ受容体、２型アンジオテンシンＩ
Ｉ受容体および他の異型アンジオテンシンＩＩ受容体の群から選ばれる。
【００７５】
　本明細書におけるＧＰＣＲは、いかなる天然起源または非天然起源の（即ち、人為的に
変化された）ポリペプチドであってもよい。ＧＰＣＲに関する用語「天然起源」は、天然
に生成された（例えば、限定的でないが、とりわけ哺乳動物、より具体的には、ヒトによ
りまたはウイルスによりまたは植物によりまたは昆虫により生成された）ＧＰＣＲを指す
。このようなＧＰＣＲは、天然に存在する。ＧＰＣＲに関する用語「非天然起源」は、天
然起源でないＧＰＣＲを指す。変異導入により構成的に活性化された野生型ＧＰＣＲおよ



(24) JP 2018-27936 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

び天然起源のＧＰＣＲの変種は、非天然起源のＧＰＣＲの例である。非天然起源のＧＰＣ
Ｒは、天然起源のＧＰＣＲに対して少なくとも８０％同一、少なくとも９０％同一、少な
くとも９５％同一または少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を有し得る。β２－アドレ
ナリン受容体を本発明の範囲内におけるＧＰＣＲの特定の非限定的な例とすると、上の記
述から、ヒトβ２アドレナリン受容体（例えば、Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号ＮＰ＿００００
１５に記載の配列）に加えて、マウスβ２アドレナリン受容体（例えば、Ｇｅｎｂａｎｋ
受託番号ＮＭ００７４２０に記載）または他の哺乳動物β２アドレナリン受容体を用いて
よいことは明らかである。さらに、この用語は、特定の生物種のβ２アドレナリン受容体
の野生型多型変種および特定の他の活性変種を網羅することを目的とする。例えば、「ヒ
トβ２アドレナリン受容体」は、Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号ＮＰ＿００００１５の天然起源
の「ヒトβ２アドレナリン受容体」に対して少なくとも９５％同一（例えば、少なくとも
９５％または少なくとも９８％同一）のアミノ酸配列を有する。さらに、本発明が、ルー
プ欠失またはＮおよび／またはＣ末端欠失またはそのアミノ酸もしくはヌクレオチド配列
に関連した置換もしくは挿入もしくは付加またはそれらの任意の組み合わせを有するＧＰ
ＣＲも想定することが認識される（上文に定義されている、また、実施例の節も参照され
たい）。本発明によるタンパク質結合ドメインが、一般に、ＧＰＣＲのあらゆる天然起源
または合成のアナログ、変種、変異体、対立遺伝子と結合することができるとさらに期待
される。
【００７６】
　例えば、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、表面プラズモン共鳴法、ファージデ
ィスプレイ等を含めた様々な方法が、タンパク質結合ドメインおよび標的ＧＰＣＲの間の
特異的結合の決定に用いることができ、これらの方法は、本技術分野において慣行的であ
り、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（２００１）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク州コールドスプリングハーバー
に記されている。この目的のため、多くの場合、本明細書にさらに記載されているペプチ
ド標識、核酸標識、化学標識、蛍光標識または高周波タグ等の独特の標識またはタグが用
いられることが認識される。
【００７７】
　ＧＰＣＲが、天然および合成リガンドに応じて幅広い機能的挙動を示す立体構造的に複
雑な体膜タンパク質であることは明らかである。アゴニスト結合からタンパク質活性化へ
の経路を定義するには、活性化経路に沿ったスナップショットを提供するであろう様々な
天然または合成リガンドと複合した、研究中の受容体の様々な立体構造状態の結晶構造（
活性アゴニスト結合状態およびＧＰＣＲ－Ｇタンパク質複合体の構造を含む）の組み合わ
せを必要とする。
【００７８】
　よって、好ましい一実施形態において、タンパク質結合ドメインは、安定化することが
できる、あるいはＧＰＣＲの特定の機能的立体構造状態の安定性を増大させることができ
る。好ましくは、タンパク質結合ドメインは、ＧＰＣＲ結合によりＧＰＣＲにおける機能
的立体構造状態の形成を誘導することができる。ＧＰＣＲの機能的立体構造状態は、基礎
立体構造状態または活性立体構造状態または不活性立体構造状態であり得る。好ましくは
、タンパク質結合ドメインは、結合によりＧＰＣＲをその活性立体構造状態に安定化する
ことができるおよび／またはＧＰＣＲにその活性立体構造状態の形を取らせることができ
る。
【００７９】
　ＧＰＣＲの機能的立体構造状態（本明細書において定義されている）に関する表現「誘
導する」または「（強制的に）させる」または「ロックする」または「トラップする」ま
たは「固定する」または「凍結する」は、本明細書において、ＧＰＣＲと本発明によるタ
ンパク質結合ドメインとの相互作用の効果のため、他に仮定され得る可能な立体構造のサ
ブセットにおけるＧＰＣＲの保持または維持を意味する。したがって、「立体構造的にト
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ラップされた」または「立体構造的に固定された」または「立体構造的にロックされた」
または「立体構造的に凍結された」タンパク質は、本明細書において、ＧＰＣＲと本発明
によるタンパク質結合ドメインとの相互作用の効果のため、他に仮定され得る可能な立体
構造のサブセットにおいて維持されたタンパク質である。この文脈において、タンパク質
の特異的立体構造または立体構造状態と特異的または選択的に結合するタンパク質結合ド
メインは、タンパク質に仮定し得る他の立体構造または立体構造状態よりも高い親和性で
、立体構造または立体構造状態のサブセットにおけるタンパク質と結合するタンパク質結
合ドメインを意味する。当業者であれば、タンパク質の特異的立体構造または立体構造状
態と特異的または選択的に結合するタンパク質結合ドメインが、この特異的立体構造また
は立体構造状態を安定化することを認識する。
【００８０】
　本明細書における用語「機能的立体構造状態」は、タンパク質、特にＧＰＣＲ等の膜タ
ンパク質が、ダイナミックレンジの活性、特に活性なしから最大活性にわたる活性を有す
る多くの異なる立体構造状態を保有するとの事実を意味する（Ｋｏｂｉｌｋａ　ａｎｄ　
Ｄｅｕｐｉ、２００７において概説）。「機能的立体構造状態」が、タンパク質の変性状
態を網羅することを目的としないことは明らかであるはずである。ＧＰＣＲの機能的多用
途性は、このような多種多様な立体構造を生じるこれらのタンパク質の柔軟性と本質的に
結びつく。立体構造エネルギー景観は、結合したリガンド（エフェクター分子、アゴニス
ト、アンタゴニスト、インバースアゴニスト…）の存在、脂質環境または相互作用タンパ
ク質の結合等の要因と内因的に結びつく。例えば、「基礎立体構造状態」は、リガンド（
上文に定義されている、例えば、エフェクター分子、アゴニスト、アンタゴニスト、イン
バースアゴニスト）不在下の受容体の低エネルギー状態として定義され得る。タンパク質
が別の立体構造状態へと移行を行う確率は、２状態間のエネルギー差および２状態間のエ
ネルギー障壁の高さの関数である。ＧＰＣＲ等の受容体タンパク質の場合、リガンド結合
のエネルギーは、２状態間のエネルギー障壁の変化もしくは２状態間の相対エネルギーレ
ベルの変化のいずれかまたはその両方に用いられ得る。エネルギー障壁の変化は、２状態
間の移行速度における効果を有し、一方、エネルギーレベルの変化は、２状態における受
容体の平衡分布における効果を有する。アゴニストまたは部分アゴニストの結合は、エネ
ルギー障壁を低めるおよび／または不活性立体構造状態に対してより活性の高い立体構造
状態のエネルギーを低下させる。インバースアゴニストは、エネルギー障壁を高めるおよ
び／または「活性立体構造」に対して「不活性状態立体構造」のエネルギーを低下させる
。受容体とそのＧタンパク質とのカップリングは、エネルギー景観をさらに変化させ得る
。ＧＰＣＲ等の膜内在性タンパク質の活性は、膜においてそれを取り巻く脂質分子の構造
によっても影響される。膜タンパク質は、強固な実体ではなく、周囲の脂質二重層との優
れた疎水性調和を確実にするために変形する。重要なパラメータの一つは、脂質脂肪酸ア
シル鎖の長さによって画定される脂質二重層の疎水部の厚さである。また、脂質頭部領域
の構造は、脂質頭部領域に位置する膜タンパク質のこの部分の構造の画定に重要である可
能性がある。他の脂質の中で、パルミトイル化およびコレステロールとＧＰＣＲの結合は
、モノマー受容体内側における構造的役割も果たし、受容体オリゴマーの形成／安定化に
寄与し得る（Ｌｅｅ　２００４；Ｃｈｉｎｉ　ａｎｄ　Ｐａｒｅｎｔｉ　２００９）。
【００８１】
　上文に定義されている「受容体リガンド」または単に「リガンド」は、受容体の活性部
位と結合し、その有効性または即ち、特異的経路を通した受容体シグナル伝達におけるそ
の効果に従ってさらに分類されることを指す「オルソステリック」リガンド（天然および
合成の両方）でよい。本明細書において、「アゴニスト」は、受容体と結合することによ
り、受容体のシグナル伝達活性を増加させるリガンドを意味する。完全アゴニストは、最
大受容体刺激ができる。部分アゴニストは、飽和濃度であっても完全活性を誘発できない
。部分アゴニストは、より強いアゴニストの結合を抑制することにより、「遮断薬」とし
ても機能し得る。「アンタゴニスト」は、いかなる活性も刺激することなく受容体と結合
するリガンドを意味する。「アンタゴニスト」は、他のリガンドの結合を抑制するその能
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力、したがって遮断アゴニスト誘導活性のため、「遮断薬」としても知られる。さらに、
「インバースアゴニスト」は、アゴニスト効果の遮断に加えて、受容体の基礎または構成
的活性をリガンド非結合の受容体の活性よりも低下させるアンタゴニストを意味する。
【００８２】
　ＧＰＣＲが細胞生理を調節する仕方についての標準的見解は、リガンド（ホルモン、神
経伝達物質または感覚刺激等）の結合が、受容体の活性立体構造状態を安定化し、これに
よりヘテロ三量体Ｇタンパク質との相互作用を可能にすることである。Ｇタンパク質との
相互作用に加えて、アゴニスト結合ＧＰＣＲは、ＧＰＣＲキナーゼ（ＧＲＫ）と会合し、
受容体リン酸化を生じる。ＧＲＫによるＧＰＣＲリン酸化の一般的な結果は、Ｇタンパク
質とのＧＰＣＲ相互作用の減少およびアレスチンとのＧＰＣＲ相互作用の増加であり、ア
レスチンは、さらなるＧタンパク質シグナル伝達を立体的に阻害して、受容体脱感作をも
たらす。β－アレスチンは、Ｇタンパク質シグナルを打ち消すため、ＭＡＰＫ経路等、第
２の平行セットのシグナルカスケードを同時に惹起することができる。ＧＰＣＲは、一般
的なＧＰＣＲ相互作用タンパク質（Ｇタンパク質、ＧＲＫ、アレスチンおよび他の受容体
）ファミリー外の様々なタンパク質とも会合する。これらのＧＰＣＲ選択的パートナーは
、ＧＰＣＲシグナル伝達を媒介し、Ｇタンパク質によるＧＰＣＲシグナル伝達を組織化し
、ＧＰＣＲ輸送を導き、ＧＰＣＲを特に細胞内区画に繋留しおよび／またはＧＰＣＲ薬理
学に影響を与えることができる（Ｒｉｔｔｅｒ　ａｎｄ　Ｈａｌｌ、２００９）。この点
において、本明細書におけるリガンドは、受容体のシグナル伝達活性のサブセットを選択
的に刺激、例えば、Ｇタンパク質またはβ－アレスチン機能を選択的に活性化する能力を
有する「バイアスをかけたリガンド（ｂｉａｓｅｄ　ｌｉｇａｎｄ）」でもよい。このよ
うなリガンドは、「バイアスをかけたリガンド」、「バイアスをかけたアゴニスト」また
は「機能的に選択的なアゴニスト」として公知のものである。より具体的には、リガンド
バイアスは、異なるシグナルに対して異なる相対有効性を有する複数の受容体活性のリガ
ンド刺激によって特徴付けられる不完全なバイアスであり得（非絶対的選択性）または別
の公知の受容体活性の刺激なしで１種の受容体活性のリガンド刺激によって特徴付けられ
る完全バイアスであり得る。
【００８３】
　ＧＰＣＲのシグナル伝達活性（したがって、その立体構造挙動）は、アロステリック調
節因子として公知の別種のリガンドの結合によっても影響され得る。「アロステリック調
節因子」あるいは「アロステリック修飾因子」、「アロステリックリガンド」または「エ
フェクター分子」は、ＧＰＣＲのアロステリック部位（即ち、物理的にタンパク質の活性
部位と異なる調節性部位）において結合する。オルソステリックリガンドと対照的に、ア
ロステリック修飾因子は、内在性リガンドも結合しているとしても、異なる部位で受容体
と結合して受容体機能を修飾するため、非競合的である。このため、アロステリック修飾
因子は、多くの薬物がそうであるように、単に受容体をオンにしたりオフにしたりするこ
とに限定されない。その代わりに、これは、むしろ減光スイッチのように作用し、本体に
受容体活性化の惹起に関するその天然の制御を保持させつつ、活性化または非活性化の強
度に関する制御をもたらす。タンパク質の活性を増強するアロステリック調節因子は、本
明細書において、「アロステリック活性化因子」または「正のアロステリック修飾因子」
と称され、一方、タンパク質の活性を減少させるアロステリック調節因子は、本明細書に
おいて、「アロステリック阻害剤」あるいは「負のアロステリック修飾因子」と称される
。
【００８４】
　好ましくは、本発明のタンパク質結合ドメインは、アゴニスト結合ＧＰＣＲと特異的に
結合することができるおよび／またはアゴニストに対するＧＰＣＲの親和性を増強する。
ＥＣ５０、ＩＣ５０、Ｋｄまたは当業者にとって公知である任意の他の親和性もしくは効
力測定値の減少によって測定された通り、タンパク質結合ドメインが、受容体との結合に
よりアゴニストに対する親和性を少なくとも２倍、少なくとも５倍、より好ましくは少な
くとも１０倍増加できることが好ましい。
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【００８５】
　ＧＰＣＲの構造および／または特定の生物活性に関する安定性の増大も、熱、界面活性
剤、カオトロピック剤および極端なｐＨを含めた他の変性剤または変性条件の安定性の指
針となり得ることが認識される。したがって、さらに別の一実施形態において、本発明に
よるタンパク質結合ドメインは、希釈、濃縮、バッファー組成物、加熱、冷却、凍結、界
面活性剤、カオトロピック剤、ｐＨにより誘導された非生理的条件下におけるＧＰＣＲの
機能的立体構造状態の安定性を増大させることができる。水溶性タンパク質と対照的に、
膜タンパク質フォールディングおよび安定性の熱力学的研究は極めて難しく、可逆的フォ
ールディングのための条件を見出すことが困難であるため複雑化されていることが判明し
た。熱および化学的アプローチ等、多くの方法によって誘導されたヘリックス膜タンパク
質のアンフォールディングは、Ｓｔａｎｌｅｙ　ａｎｄ　Ｆｌｅｍｉｎｇ（２００８）に
よって概説された通り、不可逆的である。したがって、本明細書における用語「熱安定化
」、「熱安定化する」、「の熱安定性を増大させる」は、ＧＰＣＲの熱力学的特性よりも
むしろ機能的特性を意味し、加熱、冷却、凍結、化学的変性剤、ｐＨ、界面活性剤、塩、
添加剤、プロテアーゼもしくは温度等が挙げられるが、これらに限定されない熱および／
または化学的アプローチによって誘導された不可逆的変性に対するタンパク質の抵抗性を
意味する。不可逆的変性は、タンパク質の機能的立体構造の不可逆的アンフォールディン
グ、生物活性の損失および変性タンパク質の凝集をもたらす。本明細書における用語「（
熱）安定化」、「（熱）安定化する」、「の（熱）安定性を増大させる」は、脂質粒子ま
たは脂質層（例えば、脂質単層、脂質二重層等）に包埋されたＧＰＣＲおよび界面活性剤
に可溶化されたＧＰＣＲに適用する。
【００８６】
　好ましくは、本発明によるタンパク質結合ドメインは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態
、好ましくは、ＧＰＣＲの活性立体構造状態の熱安定性を増大させることができる。熱に
対する安定性の増大との関連で、これは、リガンド結合を測定することまたは上昇温度に
おけるアンフォールディングに対して感受性である蛍光、ＣＤもしくは光散乱等、分光測
定方法を用いることによって容易に決定され得る（実施例の節も参照）。タンパク質結合
ドメインが、少なくとも２℃、少なくとも５℃、少なくとも８℃、より好ましくは少なく
とも１０℃または１５℃または２０℃による機能的立体構造状態のＧＰＣＲの熱安定性の
増大によって測定された安定性を増大できることが好ましい。別の好ましい一実施形態に
よると、タンパク質結合ドメインは、アゴニスト、インバースアゴニスト、アンタゴニス
トおよび／またはＧＰＣＲもしくはＧＰＣＲ依存性シグナル伝達経路の修飾因子もしくは
阻害剤等が挙げられるが、これらに制限されないリガンドと複合したＧＰＣＲの機能的立
体構造の熱安定性を増大させることができる。別の好ましい一実施形態によると、本発明
によるタンパク質結合ドメインは、界面活性剤またはカオトロープの存在下で、ＧＰＣＲ
の機能的立体構造状態の安定性を増大させることができる。好ましくは、タンパク質結合
ドメインは、熱または化学的アプローチによって誘導された変性に対して、ＧＰＣＲの活
性立体構造状態の安定性を増大させることができる。熱、界面活性剤またはカオトロープ
に対する安定性増大との関連で、通例、ＧＰＣＲは、検査界面活性剤または検査カオトロ
ピック剤の存在下で規定の時間インキュベートされ、例えば、リガンド結合または分光測
定方法を用いて、場合によって、上に記す通り上昇温度における安定性が決定される。さ
らに別の好ましい一実施形態によると、本発明によるタンパク質結合ドメインは、極端な
ｐＨに対してＧＰＣＲの機能的立体構造状態の安定性を増大させることができる。好まし
くは、タンパク質結合ドメインは、極端なｐＨに対してＧＰＣＲの活性立体構造状態の安
定性を増大させることができる。極端なｐＨ値のとの関連において、通常の検査ｐＨは、
例えば、６から８の範囲、５．５から８．５の範囲、５から９の範囲、４．５から９．５
の範囲において、より具体的には、４．５から５．５（低ｐＨ）の範囲または８．５から
９．５（高ｐＨ）の範囲において選ばれる。
【００８７】
　本発明によるタンパク質結合ドメインは、一般に、任意の所望のＧＰＣＲに対して作製
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され、特に、任意のＧＰＣＲの任意の立体構造エピトープ、好ましくは、任意のＧＰＣＲ
の機能的立体構造状態、より好ましくは、ＧＰＣＲの活性立体構造状態（すべて上文に定
義されている）に対して作製され得る。より具体的には、立体構造エピトープは、任意の
所望のＧＰＣＲの細胞内もしくは細胞外領域または膜内領域またはドメインもしくはルー
プ構造の一部であり得る。特定の実施形態によると、タンパク質結合ドメインは、ＧＰＣ
Ｒの任意の適切な細胞外領域、ドメイン、ループまたは他の細胞外立体構造エピトープに
対して作製され得るが、好ましくは、膜貫通ドメインの細胞外部分の一つに対してまたは
より好ましくは、膜貫通ドメインを連結する細胞外ループの一つに対して作製される。あ
るいは、タンパク質結合ドメインは、ＧＰＣＲの任意の適切な細胞内領域、ドメイン、ル
ープまたは他の細胞内立体構造エピトープに対して作製され得るが、好ましくは、膜貫通
ドメインの細胞内部分の一つに対してまたはより好ましくは膜貫通ドメインを連結する細
胞内ループの一つに対して作製される。「三次元」エピトープまたは「立体構造」エピト
ープと特異的に結合するタンパク質結合ドメインは、折り畳まれたタンパク質の三次（即
ち、三次元）構造と特異的に結合し、より低い（即ち、少なくとも２、５、１０、５０ま
たは１００倍低い）親和性で直鎖状（即ち、折り畳まれていない、変性した）形態のタン
パク質と結合する。本発明のタンパク質結合ドメインが、一般に、ＧＰＣＲのあらゆる天
然起源または合成アナログ、変種、変異体、対立遺伝子と結合することがさらに期待され
る。
【００８８】
　特定の一実施形態において、本発明によるタンパク質結合ドメインは、ＧＰＣＲの細胞
内立体構造エピトープと特異的に結合することができる。好ましくは、タンパク質結合ド
メインは、ＧＰＣＲのＧタンパク質結合部位に含まれる、そこに位置するまたはそれと重
複する立体構造エピトープと特異的に結合することができる。より好ましくは、タンパク
質結合ドメインは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態、より好ましくは、ＧＰＣＲの活性立
体構造状態のＧタンパク質結合部位を占拠することができる。最も好ましくは、タンパク
質結合ドメインは、Ｇタンパク質様の挙動を示す。本明細書における用語「Ｇタンパク質
様挙動」は、例えばインバースアゴニスト結合受容体に対し、アゴニスト結合受容体と優
先的に結合するタンパク質結合ドメインの特性を意味する。Ｇタンパク質様挙動を示すタ
ンパク質結合ドメインは、アゴニスト占拠受容体およびＧタンパク質間の協同的相互作用
に起因するアゴニストに対する受容体の親和性も増強する（実施例の節も参照）。
【００８９】
　好ましい一実施形態において、タンパク質結合ドメインは、自然または獲得免疫系に由
来する。好ましくは、タンパク質結合ドメインは、免疫グロブリンに由来する。好ましく
は、本発明によるタンパク質結合ドメインは、抗体またはその誘導体である。用語「抗体
」（Ａｂ）は、抗原を特異的に結合および認識する、免疫グロブリン遺伝子によってコー
ドされたポリペプチドまたはその機能的断片を一般に意味し、当業者にとって公知のもの
である。従来の免疫グロブリン（抗体）構造的単位は、テトラマーを含む。各テトラマー
は、各対が１本の「軽」（約２５ｋＤａ）および１本の「重」鎖（約５０－７０ｋＤａ）
を有する同一の２対のポリペプチド鎖によって構成されている。各鎖のＮ末端は、主とし
て抗原認識に関与する約１００から１１０以上のアミノ酸の可変領域を画定する。用語、
可変軽鎖（ＶＬ）および可変重鎖（ＶＨ）はそれぞれ、これらの軽および重鎖を意味する
。用語「抗体」は、単鎖全抗体および抗原結合断片を含めた全抗体を包含するよう企図さ
れている。一部の実施形態において、抗原結合断片は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ
’）２、Ｆｄ、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｄｓＦｖ）お
よびＶＬまたはＶＨドメインのいずれかを含むまたはそれからなる断片ならびに標的抗原
と結合することができる免疫グロブリンペプチドのこれらまたは任意の他の機能的部分の
任意の組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない抗原結合抗体断片でよい。用語
「抗体」は、本明細書においてさらに定義されている単一ドメイン抗体、より具体的には
ナノボディ等、重鎖抗体またはその機能的断片も包含するよう企図されている。
【００９０】
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　好ましくは、タンパク質結合ドメインは、４個のフレームワーク領域および３個の相補
性決定領域、好ましくは配列ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－
ＦＲ４またはその任意の適切な断片（よって通常、相補性決定領域のうち少なくとも１個
を形成するアミノ酸残基の少なくとも一部を含有する）を含むアミノ酸配列を含む。４個
のＦＲおよび３個のＣＤＲを含むタンパク質結合ドメインは、当業者にとって公知のもの
であり、非限定的な例として、Ｗｅｓｏｌｏｗｓｋｉら（２００９）に記載されている。
【００９１】
　好ましくは、本発明によるタンパク質結合ドメインは、ラクダ科動物抗体に由来する。
より好ましくは、本発明によるタンパク質結合ドメインは、ナノボディまたはその任意の
適切な断片のアミノ酸配列を含む。より具体的には、タンパク質結合ドメインは、ナノボ
ディまたはその任意の適切な断片である。本明細書における「ナノボディ」（Ｎｂ）は、
天然起源の重鎖抗体に由来する最小の抗原結合断片または単一可変ドメイン（「ＶＨＨ」
）を意味し、当業者にとって公知のものである。これは、ラクダ科動物に見られる重鎖の
みの抗体に由来する（Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍａｎら、１９９３；Ｄｅｓｍｙｔｅ
ｒら、１９９６）。「ラクダ科動物」のファミリーにおいて、軽ポリペプチド鎖を欠く免
疫グロブリンが見いだされる。「ラクダ科動物」は、旧世界ラクダ科動物（カメルス・バ
クトリアヌス（Ｃａｍｅｌｕｓ　ｂａｃｔｒｉａｎｕｓ）およびカメルス・ドロメダリウ
ス（Ｃａｍｅｌｕｓ　ｄｒｏｍｅｄａｒｉｕｓ））ならびに新世界ラクダ科動物（例えば
、ラマ・パコス（Ｌａｍａ　ｐａｃｃｏｓ）、ラマ・グラマ（Ｌａｍａ　ｇｌａｍａ）、
ラマ・グアニコエ（Ｌａｍａ　ｇｕａｎｉｃｏｅ）およびラマ・ビクニャ（Ｌａｍａ　ｖ
ｉｃｕｇｎａ））を含む。単一可変ドメイン重鎖抗体は、本明細書において、ナノボディ
またはＶＨＨ抗体と命名される。Ｎａｎｏｂｏｄｙ（ナノボディ）（商標）、Ｎａｎｏｂ
ｏｄｉｅｓ（商標）およびＮａｎｏｃｌｏｎｅ（商標）は、Ａｂｌｙｎｘ　ＮＶ（ベルギ
ー）の商標である。Ｎｂの小サイズおよび独特の生物物理学的特性は、稀少なまたは隠れ
たエピトープの認識およびタンパク質標的の空洞または活性部位への結合に関して従来の
抗体断片よりも優れている。さらに、Ｎｂは、二重特異性および二価抗体として設計され
得るまたはレポーター分子と付着され得る（Ｃｏｎｒａｔｈら、２００１）。Ｎｂは、容
易に製造されて胃腸管系に残存し得る安定的で強固な単一ドメインタンパク質である。し
たがって、Ｎｂは、創薬および治療等、多くの用途において用いられ得る（Ｓａｅｒｅｎ
ｓら、２００８）が、タンパク質の精製、機能研究および結晶化のための多用途および有
用なツールとしても用いられ得る（Ｃｏｎｒａｔｈら、２００９）。
【００９２】
　本発明によるナノボディは、４個の「フレームワーク配列」即ちＦＲおよび３個の「相
補性決定領域」即ちＣＤＲ（上文に定義されている）を含むと考慮され得る単一のアミノ
酸鎖を一般に含む。本発明のナノボディの非限定的な例は、本明細書においてより詳細に
さらに説明されている。ナノボディのフレームワーク領域も、その抗原の結合に寄与し得
ることは明らかである（Ｄｅｓｍｙｔｅｒら、２００２；Ｋｏｒｏｔｋｏｖら、２００９
）。
【００９３】
　本発明によるナノボディの非限定的な例として、配列番号１－２９（図１２、表１を参
照）によって定義されているナノボディが挙げられるが、これらに限定されない。ＣＤＲ
配列の描写は、Ｖ－ドメインおよびＶ様ドメインに関するＩＭＧＴ独自の番号方式に基づ
く（Ｌｅｆｒａｎｃら、２００３）。特定の一実施形態において、上記のナノボディは、
配列番号３０－７０（図１２、表２を参照）から選択されたアミノ酸配列を有する相補性
決定領域（ＣＤＲ）のうち少なくとも１個を含むことができる。より具体的には、上記の
ナノボディは、配列番号１－２９またはその機能的断片を含む群から選択され得る。本明
細書における「機能的断片」または「適切な断片」は、例えば、ＣＤＲループのうち１個
を含むことができる。好ましくは、機能的断片は、ＣＤＲ３を含む。より具体的には、ナ
ノボディは、配列番号１－２９のうちいずれかからなり、ナノボディの機能的断片は、配
列番号３０－７０のうちいずれかからなる。さらに別の一実施形態において、上記のナノ
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ボディまたは機能的断片のうちいずれかをコードする核酸配列もまた、本発明の一部であ
る。さらに、本発明は、上記のナノボディまたはその機能的断片のうちいずれかをコード
する核酸配列を含む発現ベクターおよびこのような発現ベクターを発現する宿主細胞も想
定する。適切な発現系は、細菌もしくは酵母における構成的および誘導性発現系、バキュ
ロウイルス、セムリキ森林ウイルスおよびレンチウイルス等のウイルス発現系または昆虫
もしくは哺乳動物細胞における一過性トランスフェクションを包含する。適切な宿主細胞
は、Ｅ．コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）、ラクトコッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
　ｌａｃｔｉｓ）、サッカロマイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）、シゾサッカロマイセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍ
ｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）、ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）等を
包含する。適切な動物宿主細胞は、ＨＥＫ２９３、ＣＯＳ、Ｓ２、ＣＨＯ、ＮＳＯ、ＤＴ
４０等を包含する。ナノボディのクローニング、発現および／または精製は、当業者にと
って公知の技法に従って行われ得る。
【００９４】
　本明細書におけるナノボディという用語は、その最も広い意義において、特定の生物学
的ソースまたは特定の調製方法に限定されないことに留意されたい。例えば、本発明のナ
ノボディは、一般に、（１）天然起源の重鎖抗体のＶＨＨドメインを単離することにより
、（２）天然起源のＶＨＨドメインをコードするヌクレオチド配列の発現により、（３）
天然起源のＶＨＨドメインの「ヒト化」によりまたはこのようなヒト化ＶＨＨドメインを
コードする核酸の発現により、（４）任意の動物種、特にヒト等の哺乳動物種から得られ
た天然起源のＶＨドメインの「ラクダ化（ｃａｍｅｌｉｚａｔｉｏｎ）」によりまたはこ
のようなラクダ化ＶＨドメインをコードする核酸の発現により、（５）本技術分野におい
て説明されている「ドメイン抗体」または「Ｄａｂ」の「ラクダ化」によりまたはこのよ
うなラクダ化ＶＨドメインをコードする核酸の発現により、（６）それ自体は公知のタン
パク質、ポリペプチドまたは他のアミノ酸配列を調製するための合成または半合成技法を
用いることにより、（７）それ自体は公知の核酸合成技法を用いてナノボディをコードす
る核酸を調製し、次に、このようにして得られた核酸を発現することにより、および／ま
たは（８）前述の１つまたは複数の任意の組み合わせにより得ることができる。
【００９５】
　ナノボディの好ましい１クラスは、機能的立体構造状態のＧＰＣＲに対して作製された
天然起源の重鎖抗体のＶＨＨドメインに相当する。ナノボディのナイーブまたは合成ライ
ブラリー（このようなライブラリーの例は、ＷＯ９９３７６８１、ＷＯ００４３５０７、
ＷＯ０１９０１９０、ＷＯ０３０２５０２０およびＷＯ０３０３５６９４を参照されたい
）は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲに対する立体構造結合剤を含有し得るが、本発明の
好ましい一実施形態は、場合によって受容体リガンドと結合している機能的立体構造状態
のＧＰＣＲによりラクダ科を免疫化して、ＧＰＣＲ（例えば、その活性立体構造状態のＧ
ＰＣＲに対して作製された抗体を産生できるよう、アゴニスト結合ＧＰＣＲ）独特の立体
構造エピトープに、この動物の免疫系を曝露することを包含する。よって、さらに本明細
書に記載されている通り、このようなＶＨＨ配列は、好ましくはＧＰＣＲ、好ましくは機
能的立体構造状態のＧＰＣＲ、より好ましくは活性立体構造状態によりラクダ科動物種を
適切に免疫化し（即ち、ＧＰＣＲに対して作製された免疫応答および／または重鎖抗体を
産生できるよう）、ラクダ科動物から適切な生物試料（血液試料または任意のＢ細胞試料
等）を得て、試料から出発してＧＰＣＲに対するＶＨＨ配列を産生することにより、産生
または得ることができる。このような技法は、当業者であれば明らかである。所望のＶＨ
Ｈ配列を得るためのさらに別の技法は、重鎖抗体を発現することのできるトランスジェニ
ック哺乳動物を適切に免疫化し（即ち、機能的立体構造状態のＧＰＣＲに対して作製され
た免疫応答および／または重鎖抗体を産生できるよう）、トランスジェニック哺乳動物か
ら適切な生物試料（血液試料または任意のＢ細胞試料等）を得て、次に、それ自体は公知
の任意の適切な技法を用いて試料から出発してＧＰＣＲに対して作製されたＶＨＨ配列を
産生することに関与する。例えば、この目的のため、ＷＯ０２０８５９４５およびＷＯ０
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４０４９７９４に記載されている重鎖抗体発現マウスならびにさらなる方法および技法を
用いることができる。
【００９６】
　したがって、本発明は、本発明によるタンパク質結合ドメインを産生する方法を網羅す
る。非限定的な例として、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態の立体構造エピトープと特異的
に結合するナノボディを産生する方法であって、
　（ｉ）ＧＰＣＲにより動物を免疫化するステップおよび
　（ｉｉ）ＧＰＣＲの機能的立体構造状態の立体構造エピトープと特異的に結合するナノ
ボディをスクリーニングするステップ
　を含む方法が提供される。
【００９７】
　好ましくは、動物の免疫化は、受容体リガンド存在下のＧＰＣＲによりなされ、リガン
ドは、ＧＰＣＲの特定の機能的立体構造状態を誘導する。例えば、ＧＰＣＲの活性立体構
造状態の形成を誘導するアゴニスト存在下のＧＰＣＲにより動物を免疫化することにより
、ＧＰＣＲの活性立体構造状態の立体構造エピトープと特異的に結合するナノボディが産
生され得る（実施例の節も参照）。
【００９８】
　ＧＰＣＲによる動物の免疫化のため、ＧＰＣＲは、宿主細胞における組換え型ＧＰＣＲ
の発現ならびにアフィニティークロマトグラフィーおよび／または抗体に基づく方法を用
いたＧＰＣＲの精製を利用できる従来の方法を用いて産生および精製され得る。特定の実
施形態において、他の発現系（例えば、細菌、酵母または哺乳動物細胞系）を用いてもよ
いが、バキュロウイルス／Ｓｆ－９系が発現に利用され得る。ＧＣＰＲを発現および精製
するための例示的な方法は、その他多数の中でも、例えば、Ｋｏｂｉｌｋａ（１９９５）
、Ｅｒｏｇｌｕら（２００２）、Ｃｈｅｌｉｋａｎｉら（２００６）および書籍「Ｉｄｅ
ｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－
Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ」（Ｋｅｖｉｎ　Ｒ．Ｌｙｎｃｈ（編）、１９９８
）に記載されている。ＧＰＣＲは、リン脂質小胞において再構成されてもよい。同様に、
リン脂質小胞において活性ＧＰＣＲを再構成するための方法は公知のものであり、とりわ
けＬｕｃａら（２００３）、Ｍａｎｓｏｏｒら（２００６）、Ｎｉｕら（２００５）、Ｓ
ｈｉｍａｄａら（２００２）およびＥｒｏｇｌｕら（２００３）に記載されている。特定
の事例において、ＧＰＣＲおよびリン脂質は、高密度（例えば、リン脂質１ｍｇ当たり１
ｍｇの受容体）で再構成され得る。特定の実施形態において、リン脂質小胞は、ＧＰＣＲ
が活性を有することを確認するために検査され得る。多くの場合、ＧＰＣＲは、リン脂質
小胞において両方の配向性で（正常な配向性および細胞内ループが小胞の外側にある「上
下逆の」配向性で）存在し得る。ＧＰＣＲを用いた他の免疫化方法として、とりわけＧＰ
ＣＲを発現する完全細胞の使用、ＧＰＣＲをコードする核酸配列によるワクチン接種（例
えば、ＤＮＡワクチン接種）、ＧＰＣＲを発現するウイルスまたはウイルス様粒子による
免疫化が挙げられるが、これらに限定されない。
【００９９】
　任意の適切な動物、例えば、温血動物、特に、ウサギ、マウス、ラット、ラクダ、ヒツ
ジ、ウシ、サメもしくはブタ等の哺乳動物またはニワトリもしくはシチメンチョウ等のト
リが、免疫応答の産生に適した本技術分野において周知の技法のいずれかを用いて免疫化
され得る。
【０１００】
　非限定的な例として、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態の立体構造エピトープと特異的に
結合するナノボディのスクリーニングは、例えば、その表面上に重鎖抗体を発現する細胞
（例えば、適切に免疫化されたラクダ科動物から得られたＢ細胞）またはその表面にｇｅ
ｎＩＩＩおよびナノボディの融合体を提示するバクテリオファージのセット、コレクショ
ンもしくはライブラリーをスクリーニングすることにより、ＶＨＨ配列もしくはナノボデ
ィ配列の（ナイーブもしくは免疫）ライブラリーをスクリーニングすることによりまたは
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ＶＨＨ配列もしくはナノボディ配列をコードする核酸配列の（ナイーブもしくは免疫）ラ
イブラリーをスクリーニングすることにより行われてよく、これらはすべてそれ自体は公
知の様式で行われてよく、これらの方法は、場合によって、例えば、これらに限定するこ
となく、親和性成熟のステップ、所望のアミノ酸配列を発現するステップ、所望の抗原（
この場合、ＧＰＣＲ）に対する結合および／または活性に関しスクリーニングするステッ
プ、所望のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列を決定するステップ、１つまたは複数の
ヒト化置換を導入するステップ、適切な多価および／または多選択性フォーマットをフォ
ーマットするステップ、所望の生物学的および／または生理学的特性に関しスクリーニン
グするステップ（即ち、本技術分野において公知の適切なアッセイを用いて）および／ま
たはこのようなステップの１つまたは複数の適切な順序での任意の組み合わせ等の１つま
たは複数の他の適切なステップをさらに含み得る。
【０１０１】
　本発明のタンパク質結合ドメインの特に好ましいクラスは、天然起源のＶＨＨドメイン
のアミノ酸配列に相当するが、「ヒト化」された、即ち、天然起源のＶＨＨ配列のアミノ
酸配列（特に、フレームワーク配列）における１つまたは複数のアミノ酸残基を、ヒト由
来の従来の４鎖抗体から得られたＶＨドメインにおける対応する位置（複数可）に存在す
るアミノ酸残基の１つまたは複数に置き換えることにより「ヒト化」されたアミノ酸配列
を有するナノボディを含む。これは、当業者であれば本明細書におけるさらなる説明およ
びヒト化に関する先行技術に基づき明らかとなる、それ自体は公知の様式で行われ得る。
一方、本発明のこのようなヒト化ナノボディが、それ自体は公知の任意の適切な様式で（
即ち、上記のポイント（１）－（８）に表示）得られ、よって、出発材料として天然起源
のＶＨＨドメインを含むポリペプチドを用いて得られたポリペプチドに厳密に限定されな
いことに留意されたい。ヒト化ナノボディは、対応する天然起源のＶＨＨドメインと比較
した免疫原性の低下等、いくつかの利点を有し得る。このようなヒト化では、一般に、天
然起源のＶＨＨの配列における１つまたは複数のアミノ酸残基を、ヒトＶＨ３ドメイン等
のヒトＶＨドメインにおける同一位置に存在するアミノ酸残基に置き換える。ヒト化置換
は、得られたヒト化ナノボディが、本明細書において定義されているナノボディの有利な
特性を保持し続けるように選ばれるべきである。当業者であれば、一方ではヒト化置換に
よってもたらされる有利な特性と、他方では天然起源のＶＨＨドメインの有利な特性との
間の所望のまたは適切なバランスを最適化または達成するヒト化置換またはヒト化置換の
適切な組み合わせを選択することができる。
【０１０２】
　本発明のタンパク質結合ドメインの別の特に好ましいクラスは、天然起源のＶＨドメイ
ンのアミノ酸配列に相当するが、「ラクダ化」された、即ち、従来の４鎖抗体から得られ
た天然起源のＶＨドメインのアミノ酸配列における１つまたは複数のアミノ酸残基を、重
鎖抗体のＶＨＨドメインにおける対応する位置（複数可）に存在するアミノ酸残基の１つ
または複数に置き換えることにより「ラクダ化」されたアミノ酸配列を有するナノボディ
を含む。本明細書において定義されている通り、このような「ラクダ化」置換は、好まし
くは、ＶＨ－ＶＬの連結部を形成するおよび／またはそこに存在するアミノ酸位置におよ
び／またはいわゆるラクダ科に特徴的な残基に挿入される（例えば、ＷＯ９４０４６７８
を参照）。好ましくは、ラクダ化ナノボディを産生または設計するための出発材料または
出発点として用いられるＶＨ配列は、好ましくは、哺乳動物由来のＶＨ配列、より好まし
くは、ＶＨ３配列等のヒトのＶＨ配列である。しかし、本発明のこのようなラクダ化ナノ
ボディが、それ自体は公知の任意の適切な様式（即ち、上記のポイント（１）－（８）に
表示）で得られ、よって、出発材料として天然起源のＶＨドメインを含むポリペプチドを
用いて得られたポリペプチドに厳密に限定されないことに留意されたい。
【０１０３】
　例えば、「ヒト化」および「ラクダ化」は両者ともに、それぞれ天然起源のＶＨＨドメ
インまたはＶＨドメインをコードするヌクレオチド配列を用意し、次に、新たなヌクレオ
チド配列が、それぞれ本発明の「ヒト化」または「ラクダ化」ナノボディをコードするよ
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うな仕方で、ヌクレオチド配列における１つまたは複数のコドンをそれ自体は公知の様式
で変化させることによって行われ得る。次に、この核酸は、本発明の所望のナノボディを
生じるようそれ自体は公知の様式で発現され得る。あるいは、それぞれ天然起源のＶＨＨ
ドメインまたはＶＨドメインのアミノ酸配列に基づき、それぞれ本発明の所望のヒト化ま
たはラクダ化ナノボディのアミノ酸配列が設計され、続いてそれ自体は公知のペプチド合
成のための技法を用いて新規合成され得る。また、それぞれ天然起源のＶＨＨドメインま
たはＶＨドメインのアミノ酸配列またはヌクレオチド配列に基づき、それぞれ本発明の所
望のヒト化またはラクダ化ナノボディをコードするヌクレオチド配列が設計され、続いて
それ自体は公知の核酸合成のための技法を用いて新規合成され、その後、このようにして
得られた核酸が、本発明の所望のナノボディを生じるようそれ自体は公知の様式で発現さ
れ得る。天然起源のＶＨ配列または好ましくはＶＨＨ配列から出発して、本発明のナノボ
ディおよび／またはこれをコードする核酸を得るための他の適切な方法および技法は、当
業者にとって明らかであり、例えば、１つまたは複数の天然起源のＶＨ配列のうち１つま
たは複数の部分（１つまたは複数のＦＲ配列および／またはＣＤＲ配列等）、１つまたは
複数の天然起源のＶＨＨ配列のうち１つまたは複数の部分（１つまたは複数のＦＲ配列ま
たはＣＤＲ配列等）および／または１つまたは複数の合成または半合成配列を、本発明の
ナノボディまたはこれをコードするヌクレオチド配列もしくは核酸を生じるよう適切な様
式で組み合わせるステップを含むことができる。
【０１０４】
　本発明によるタンパク質結合ドメイン、好ましくはナノボディの天然または合成のアナ
ログ、変異体、変種、対立遺伝子、ホモログおよびオルソログ（本明細書においてまとめ
て「アナログ」と称される）、特に、配列番号１－２９（表１、図１２を参照）のナノボ
ディのアナログを使用することは、本発明の範囲内に収まるものである。よって、本発明
の一実施形態によると、その最も広い意義における用語「本発明のナノボディ」もこのよ
うなアナログを網羅する。一般に、このようなアナログにおいて、１つまたは複数のアミ
ノ酸残基は、本明細書において定義されている本発明のナノボディと比較して置換、欠失
および／または付加されていてよい。このような置換、挿入、欠失または付加は、フレー
ムワーク領域のうち１つもしくは複数および／またはＣＤＲの１つもしくは複数において
、特に、配列番号１－２９のナノボディのＣＤＲ（配列番号３０－７０（表２、図１２を
参照）に相当する）のアナログにおいてなされ得る。本明細書におけるアナログは、各フ
レームワーク領域またはいずれかのフレームワーク領域および各相補性決定領域またはい
ずれかの相補性決定領域が、ＢＬＡＳＴｐアライメントにおける測定により、参照配列に
おける対応する領域（即ち、ＦＲ１＿アナログ対ＦＲ１＿参照、ＣＤＲ１＿アナログ対Ｃ
ＤＲ１＿参照、ＦＲ２＿アナログ対ＦＲ２＿参照、ＣＤＲ２＿アナログ対ＣＤＲ２＿参照
、ＦＲ３＿アナログ対ＦＲ３＿参照、ＣＤＲ３＿アナログ対ＣＤＲ３＿参照、ＦＲ４＿ア
ナログ対ＦＲ４＿参照）と少なくとも８０％同一性、好ましくは少なくとも８５％同一性
、より好ましくは９０％同一性、さらにより好ましくは９５％同一性を示す配列である（
Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９８７；ＦＲおよびＣＤＲの定義は、Ｖ－ドメインおよびＶ様ド
メインのＩＭＧＴ独自の番号方式による（Ｌｅｆｒａｎｃら、２００３））。
【０１０５】
　非限定的な例によると、置換は、例えば、保存的置換（本明細書に記載されている）で
あり得るおよび／またはアミノ酸残基は、別のＶＨＨドメインにおける同一位置における
天然起源の別のアミノ酸残基に置き換えることができる。よって、本発明のナノボディの
特性を改善するまたは本発明のナノボディの所望の特性もしくはバランスもしくは所望の
特性の組み合わせを少なくとも過度に損なう（即ち、ナノボディがもはや目的の用途に適
さなくなる程度まで）ことのない任意の１つまたは複数の置換、欠失もしくは挿入または
それらの任意の組み合わせは、本発明の範囲内に包含されている。当業者は、一般に、本
明細書における開示に基づき、場合によって、例えば限られた数の可能な置換を導入し、
このようにして得られたナノボディの特性におけるその影響の決定に関与し得る限られた
程度のルーチン実験後に、適切な置換、欠失、挿入、付加またはそれらの適切な組み合わ
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せを決定および選択することができる。
【０１０６】
　例えば、また、本発明のタンパク質結合ドメイン、好ましくはナノボディの発現に用い
た宿主生物に応じて、このような欠失および／または置換は、当業者の能力の範囲内にあ
る、１つまたは複数の翻訳後修飾のための部位（１つまたは複数の糖鎖付加部位等）が除
去されるような仕方で設計され得る。あるいは、置換または挿入は、官能基（本明細書に
記載されている）付着のための１つまたは複数の部位を導入するよう、例えば、部位特異
的ペグ化を可能にするよう設計され得る。
【０１０７】
　修飾と、修飾され得る（即ち、タンパク質骨格か、好ましくは側鎖のいずれかにおける
）タンパク質結合ドメイン配列、好ましくはナノボディ配列内におけるアミノ酸残基、こ
のような修飾の導入に用いられ得る方法および技法ならびにこのような修飾の潜在的な用
途および利点の例は、当業者にとって明らかである。例えば、このような修飾は、本発明
のナノボディへの１つまたは複数の官能基、残基または部分、特に、本発明のナノボディ
に１つまたは複数の所望の特性または官能性を付与する１つまたは複数の官能基、残基ま
たは部分の導入（例えば、共有結合または別の適切な様式による）に関与し得る。このよ
うな官能基およびこれを導入するための技法の例は、当業者にとって明らかであり、上文
に引用する一般的な背景技術において言及されているあらゆる官能基および技法ならびに
医薬品タンパク質の修飾のため、特に抗体または抗体断片（ＳｃＦｖおよび単一ドメイン
抗体等）の修飾のためのそれ自体は公知の官能基および技法を一般に含むことができ、こ
れに関し、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ、第１６版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、ペンシルベニア州イー
ストン（１９８０）について記す。同様に当業者にとって明らかな通り、このような官能
基は、例えば、本発明のナノボディに直接的に（例えば共有結合により）連結されても、
場合によって、適切なリンカーまたはスペーサーを介して連結されてもよい。半減期を増
加および／または医薬品タンパク質の免疫原性を低下させるために最も広く用いられてい
る技法の一法は、ポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）またはその誘導体（メトキシポ
リ（エチレングリコール）もしくはｍＰＥＧ等）等、適切な薬理学的に許容されるポリマ
ーの付着を含む。一般に、本技術分野において抗体および抗体断片（（単一）ドメイン抗
体およびＳｃＦｖ等が挙げられるが、これらに限定されない）に用いられるペグ化等、任
意の適切な形態のペグ化が用いられ得る。例えば、Ｃｈａｐｍａｎ、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．、５４、５３１－５４５（２００２）；Ｖｅｒｏｎｅｓｅ　ａｎｄ　Ｈａｒ
ｒｉｓ著、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．５４、４５３－４５６（２００３）
、Ｈａｒｒｉｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｓｓ著、Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｄｒｕｇ．Ｄｉｓｃｏｖ．、
２、（２００３）およびＷＯ０４０６０９６５について記す。タンパク質のペグ化のため
の様々な試薬は、例えば、Ｎｅｋｔａｒ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、米国から市販もさ
れている。好ましくは、特にシステイン残基を介した部位特異的ペグ化が用いられる（例
えば、Ｙａｎｇら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、１６、１０、７６１－７
７０（２００３）を参照）。例えば、この目的のため、ＰＥＧが、本発明のナノボディに
おける天然起源のシステイン残基に付着されていても、本発明のナノボディが、ＰＥＧの
付着のための１つもしくは複数のシステイン残基を適切に導入するよう修飾されていても
またはＰＥＧの付着のための１つもしくは複数のシステイン残基を含むアミノ酸配列が、
本発明のナノボディのＮおよび／またはＣ末端と融合されていてもよく、これらはすべて
当業者にとってそれ自体は公知のタンパク質工学の技法を用いる。好ましくは、本発明の
ナノボディおよびタンパク質のため、分子量が１０，０００を超える等、５０００を超え
、１００，０００未満等、２００，０００未満である、例えば、２０，０００－８０，０
００範囲のＰＥＧが用いられる。また、通常、より好ましくない修飾として、通常、同時
翻訳および／または翻訳後修飾の一部としての、本発明のナノボディまたはポリペプチド
の発現に用いた宿主細胞に応じたＮ結合型またはＯ結合型糖鎖付加が挙げられる。ナノボ
ディの半減期を増加させるための別の技法は、二官能性ナノボディ（例えば、一方のナノ
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ボディは標的ＧＰＣＲに対し、もう一方はアルブミン等の血清タンパク質に対する）また
はペプチド（例えば、アルブミン等の血清タンパク質に対するペプチド）とナノボディの
融合体への操作を含み得る。
【０１０８】
　さらに別の修飾は、標識タンパク質結合ドメイン、特にナノボディの目的の用途に応じ
て、１つもしくは複数の検出可能な標識または他のシグナル発生基もしくは部分の導入を
含み得る。適切な標識ならびにこれを付着、使用および検出するための技法は、当業者に
とって明らかであり、例えば、インビボ、インビトロまたはインサイチュ診断および画像
処理における使用に特に適した蛍光標識（フルオレセイン、イソチオシアネート、ローダ
ミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒド
およびフルオレサミンならびにＥｕまたはランタニド系列由来の他の金属等の蛍光金属等
）、リン光標識、化学発光標識または生物発光標識（ルミノール、イソルミノール、セロ
マティックアクリジニウムエステル（ｔｈｅｒｏｍａｔｉｃ　ａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ　ｅ
ｓｔｅｒ）、イミダゾール、アクリジニウム塩、シュウ酸エステル、ジオキセタンまたは
ＧＦＰおよびそのアナログ等）、放射性同位元素、金属、金属キレートもしくは金属陽イ
オンまたは他の金属もしくは金属陽イオンならびに発色団および酵素（リンゴ酸脱水素酵
素、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デルタ－Ｖ－ステロイド異性化酵素、酵母アルコール脱水
素酵素、アルファ－グリセロリン酸脱水素酵素、トリオースリン酸異性化酵素、ビオチン
アビジンペルオキシダーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ア
スパラギナーゼ、グルコース酸化酵素、ベータ－ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、
ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－ＶＩ－リン酸脱水素酵素、グルコアミラーゼおよ
びアセチルコリンエステラーゼ等）が挙げられるが、これらに限定されない。他の適切な
標識は、当業者にとって明らかであり、例えば、ＮＭＲまたはＥＳＲ分光測定を用いて検
出され得る部分を包含する。このような本発明の標識ナノボディおよびポリペプチドは、
例えば、特異的標識の選択に応じて、インビトロ、インビボまたはインサイチュアッセイ
（ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＩＡおよび他の「サンドイッチアッセイ」等、それ自体は公知
のイムノアッセイ等）ならびにインビボ診断および画像処理目的に用いられ得る。当業者
にとって明らかな通り、例えば、上に記す金属または金属陽イオンの１つをキレート化す
るための別の修飾が、キレート化基の導入に関与し得る。適切なキレート化基として、例
えば、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴ
Ａ）が限定されることなく挙げられる。さらに別の修飾は、ビオチン－（ストレプト）ア
ビジン結合ペア等、特異的結合ペアの一部分である官能基の導入を含み得る。このような
官能基は、結合ペアのもう半分と結合している別のタンパク質、ポリペプチドまたは化学
物質と本発明のナノボディとの、即ち結合ペアの形成による連結に用いられ得る。例えば
、本発明のナノボディは、ビオチンとコンジュゲートされて、アビジンまたはストレプト
アビジンとコンジュゲートした別のタンパク質、ポリペプチド、化合物または担体と連結
され得る。例えば、このようなコンジュゲートされたナノボディは、例えば、検出可能シ
グナル発生薬剤が、アビジンまたはストレプトアビジンとコンジュゲートされた診断シス
テムにおけるレポーターとして用いられ得る。このような結合ペアは、例えば、本発明の
ナノボディと製薬目的に適した担体等の担体との結合にも用いられ得る。非限定的な一例
は、Ｃａｏ　ａｎｄ　Ｓｕｒｅｓｈ、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔｔ
ｉｎｇ、８、４、２５７（２０００）によって記載されたリポソーム製剤である。このよ
うな結合ペアは、治療上有効な薬剤と本発明のナノボディとの連結に用いることもできる
。
【０１０９】
　特定の一実施形態において、本発明のナノボディは、二価であり、２個の重鎖一価単一
ドメインを一緒にする化学結合または組換えＤＮＡ技法により形成される。別の特定の一
実施形態において、本発明のナノボディは、二重特異性であり、それぞれ異なる特異性を
有する２個の重鎖可変ドメインを一緒に結合することにより形成される。同様に、多価ま
たは多選択性ナノボディを含むポリペプチドは、本明細書における非限定的な例として挙
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げられる。好ましくは、本発明の一価ナノボディは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態、よ
り好ましくは、ＧＰＣＲの活性立体構造状態の細胞外部分、領域、ドメイン、ループまた
は他の細胞外エピトープと、５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましく
は５００ｐＭ未満等、１０ｎＭ未満の親和性で結合するものである。あるいは、本発明の
一価ナノボディは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態、より好ましくは、ＧＰＣＲの活性立
体構造状態の細胞内部分、領域、ドメイン、ループまたは他の細胞内エピトープと、５０
０ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは５００ｐＭ未満等、１０ｎＭ未
満の親和性で結合するものである。また、この態様によると、本発明の任意の多価または
多選択性（本明細書において定義されている）ナノボディは、同一抗原における２以上の
異なる細胞外もしくは細胞内部分、領域、ドメイン、ループまたは他の細胞外もしくは細
胞内エピトープに対して、例えば、２種の異なる細胞外もしくは細胞内ループに対してま
たは膜貫通ドメインの２種の異なる細胞外もしくは細胞内部分に対して適切に作製されて
もよい。本発明のこのような多価または多選択性ナノボディは、このような多価または多
選択性ナノボディの使用により得られる所望のＧＰＣＲおよび／または任意の他の所望の
特性または所望の特性の組み合わせに対する結合力増加および／または選択性改善も有し
（または操作および／または選択され）得る。特定の一実施形態において、本発明のこの
ような多価または多選択性ナノボディは、ＧＰＣＲのシグナル伝達活性の調節における有
効性改善も有し（または操作されおよび／または選択され）得る（さらに本明細書も参照
）。本発明による多価または多選択性ナノボディが、ＧＰＣＲまたは１つもしくは複数の
下流のシグナル伝達タンパク質とのリガンド相互作用等が挙げられるが、これらに限定さ
れない異なる抗原に対して追加的に適切に作製され得ることが認識される。
【０１１０】
　本発明の第２の態様は、（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的
立体構造状態のＧＰＣＲおよび場合によって（ｉｉｉ）受容体リガンドを含む複合体に関
する。本明細書において定義されている「受容体リガンド」または「リガンド」は、小分
子化合物、タンパク質、ペプチド、タンパク質スキャフォールド、核酸、イオン、炭水化
物もしくは抗体またはそれらに由来する任意の適切な断片等でよい。優先的に、リガンド
は、アゴニストクラスに由来し、受容体は、活性立体構造状態である。リガンドは、イン
バースアゴニスト、アンタゴニストまたはバイアスをかけたリガンドでもよい。リガンド
は、オルソステリックまたはアロステリックでよい。リガンドは、アロステリック修飾因
子、増強物質、賦活薬、負のアロステリック修飾因子および阻害剤も包含する。これは、
それ自体が生物活性も有し得るまたはこれは、別のリガンドの存在下でのみ活性を調節し
得る。Ｎｅｕｂｉｇら（２００３）は、リガンドのクラスの多くについて記載する。
【０１１１】
　好ましくは、本発明は、タンパク質結合ドメインがＧＰＣＲと結合している、より好ま
しくは、タンパク質結合ドメインがＧＰＣＲと結合しており、ＧＰＣＲが受容体リガンド
と結合している複合体を提供する。これをさらに説明するためであって、これらに制限す
る目的はないが、ナノボディ、ＧＰＣＲおよびアゴニストを含有する安定的な三元複合体
は、アフィニティークロマトグラフィーまたはゲル濾過により、（１）該ＧＰＣＲの活性
立体構造に特異的なナノボディ、（２）界面活性剤で可溶化した受容体および（３）アゴ
ニストを含有する混合物から精製され得る。
【０１１２】
　別の好ましい一実施形態において、複合体は結晶である。よって、より詳細に後述する
が、複合体の結晶と共に、結晶を作製する方法も提供される。好ましくは、（ｉ）本発明
によるタンパク質結合ドメイン、（ｉｉ）機能的立体構造状態、より好ましくは活性立体
構造状態のＧＰＣＲ、および場合によって（ｉｉｉ）受容体リガンドを含む複合体の結晶
形が想定され、結晶形は、本発明によるタンパク質結合ドメインの使用により得られる。
【０１１３】
　さらに別の好ましい一実施形態において、本発明による複合体は、例えば、界面活性剤
で水可溶化した後に可溶化形態となる。代替的な好ましい一実施形態において、本発明に
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よる複合体は、固体支持体に固定化される。固体支持体ならびに固定化のための方法およ
び技法の非限定的な例は、詳細な説明においてさらに記載されている。さらに別の一実施
形態において、本発明による複合体は、生物、組織、細胞、細胞株および生物、組織、細
胞または細胞株に由来する膜組成物等の「細胞組成物」に存在する。膜組成物は、天然も
しくは合成脂質またはそれらの組み合わせを含み得る任意のリポソーム組成物を包含する
ことも企図されている。膜またはリポソーム組成物の例として、細胞小器官、膜標本、ウ
イルス様脂質粒子、脂質層（二重層および単層）、脂質小胞、高密度脂質粒子（例えばナ
ノディスク（ｎａｎｏｄｉｓｋ））等が挙げられるが、これらに限定されない。細胞組成
物または膜様もしくはリポソーム組成物が、天然または合成脂質を含み得ることが認識さ
れる。
【０１１４】
　したがって、本発明の第３の態様は、本発明によるタンパク質結合ドメインおよび／ま
たは複合体を含む、膜またはそれに由来するリポソーム組成物（すべて上文に定義されて
いる）を包含する細胞組成物に関する。好ましくは、タンパク質結合ドメインを提供およ
び／または発現する細胞組成物は、タンパク質結合ドメインの結合によりＧＰＣＲの機能
的立体構造状態を安定化および／または誘導することができる。個々のタンパク質の十分
な機能性を保持することが重要であることが理解され、そのための方法および技法が利用
でき、当業者にとって公知のものである。細胞組成物が、標的ＧＰＣＲを内因的または外
因的に提供および／または発現できることが認識される。
【０１１５】
　膜断片または膜－界面活性剤抽出物から生成されたＧＰＣＲの調製は、参照により本明
細書に組み込むＣｏｏｐｅｒ（２００４）において詳細に総説されている。可溶化受容体
調製の非限定的な例は、実施例の節にさらに提供されている。
【０１１６】
　標的細胞（例えば、哺乳動物細胞）のトランスフェクションは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａ
ｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ、第３版、３巻、第１６章、第１６．１－１６．５４節）によって概要を
述べられた原理に従って行われ得る。さらに、ウイルス形質導入は、アデノウイルスベク
ター等の試薬を用いても行われ得る。適切なウイルスベクター系、調節領域および宿主細
胞の選択は、当業者の技能範囲レベル内の周知の知識である。得られたトランスフェクト
細胞は、一般慣例に従って培養において維持されるまたは後に用いるために凍結される。
好ましくは、細胞は、対象のＧＰＣＲを発現する真核細胞、例えば酵母細胞または培養細
胞株、例えば哺乳動物細胞株、好ましくはヒト細胞株である。タンパク質結合ドメインお
よび／またはＧＰＣＲを機能的に発現する好ましい細胞株は、昆虫細胞（例えば、ＳＦ－
９）、ヒト細胞株（例えば、ＨＥＫ２９３）、齧歯類細胞株（例えば、ＣＨＯ－Ｋ１）、
ラクダ科動物細胞株（Ｄｕｂｃａ）を包含する。
【０１１７】
　上文に記載されているタンパク質結合ドメインまたは複合体または細胞組成物は、下で
さらに詳細に説明されることになる種々の文脈および適用において使用することができる
。
【０１１８】
　ＧＰＣＲの結晶化およびこの構造の解明
　ＧＰＣＲを含む膜タンパク質の結晶化は依然として手強い課題である。ミリグラム量の
生成を可能にする発現および精製法が現れてきているが、これらの分子の安定性を達成す
るのはおそらく克服するのが最も困難な障害物である。精製には、タンパク質の疎水性表
面が界面活性剤モノマーで被膜されてタンパク質－界面活性剤複合体（ＰＤＣ）を形成す
るプロセスである界面活性剤可溶化による脂質二重層からのＧＰＣＲの放出が必要である
。しかし、周囲の脂質によりタンパク質にかかる側圧の多くが失われるために、タンパク
質の周りに形成された界面活性剤ベルトは脂質二重層の代替物としては不十分である。し
たがって、膜タンパク質の可溶化は、不安定化、アンフォールディングおよびそれに続く
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凝集をもたらすことが多い。ロドプシン以外のＧＰＣＲは典型的には界面活性剤中で安定
性に乏しく、凝集およびタンパク質分解を起こしやすい。ＧＰＣＲを結晶化する努力は膜
内在性タンパク質の他の固有の特徴によりくじかれてきた。ＧＰＣＲの７つの疎水性膜貫
通へリックスは結晶接触に対して不十分な表面しか作らず、細胞外および細胞内ドメイン
は相対的に短いおよび／または構造化が不十分であることが多い。ロドプシン（天然存在
比および安定性に関して非定型のＧＰＣＲ）を除いて、ＧＰＣＲの最初の結晶は、ＴＭ５
および６を連結する第３の細胞内ループのアミノおよびカルボキシル末端から構成される
エピトープを認識するＦａｂ断片に結合しているβ２ＡＲから得られた（Ｒａｓｍｕｓｓ
ｅｎ、２００７）。第２のアプローチにおいて、第３の細胞内ループがＴ４リゾチームに
より置き換えられた（β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ、Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ、２００７）。最終的に、
シグナル伝達分子としてのＧＰＣＲの並外れた多用途性はこの柔軟で動的な三次元構造に
起因すると考えることができる。不運にも、そのような動的挙動は高分解能構造解析には
特に困難である。回折特質の結晶を成長させるには、安定していて立体構造的に均質なタ
ンパク質が必要である。したがって、天然で非結合ＧＰＣＲの回折特質の結晶を得るのは
困難であり、この目標が達成された時でも、結晶構造はその多くの天然の立体構造のうち
の１つを表しているだけである。これらの問題の多くは、高分解能構造解析のために特定
の立体構造状態のＧＰＣＲを安定化し精製し結晶化するためのツールとしてタンパク質結
合ドメイン、特にナノボディを使用することにより本発明において解決することが可能で
ある。
【０１１９】
　したがって、タンパク質結合ドメインを、ＧＰＣＲタンパク質を安定化させるためのツ
ールとして使用し、これらのタンパク質結合ドメインをＧＰＣＲのための共結晶化補助と
してさらに使用する、または言い換えると、好ましくは機能的立体構造状態でのＧＰＣＲ
の結晶生成を促進することが本発明の目的の１つである。
【０１２０】
　したがって、本発明の第４の態様は、ＧＰＣＲを機能的立体構造状態で、特に活性立体
構造状態で安定化するためのおよび／または特定の機能的（好ましくは、活性のある）立
体構造状態の形成をＧＰＣＲ内に誘導するための、本発明によるタンパク質結合ドメイン
または特定の実施形態において、タンパク質結合ドメインを含む複合体もしくはタンパク
質結合ドメインを提供する細胞組成物の使用に関する。そのようなタンパク質結合ドメイ
ンは、ＧＰＣＲを機能的立体構造状態で、特にこの活性立体構造状態で精製する、結晶化
するおよび／またはこの構造を解明するための非常に有用なツールであることが認識され
る。上文で明瞭に概要を述べたように、ＧＰＣＲを精製する、安定化する、結晶化するお
よび／またはこの構造を解明するために使用されることになる本発明によるタンパク質結
合ドメインは、任意の所望のＧＰＣＲに対して作製でき、任意の所望のＧＰＣＲの機能的
立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態の立体構造エピトープと特異的に結合できま
たはこれを認識できることは明らかであるはずである。特に、立体構造エピトープは、い
かなる所望のＧＰＣＲの細胞内もしくは細胞外領域または膜内領域またはドメインもしく
はループ構造の一部であることが可能である。
【０１２１】
　第一に、本発明によるタンパク質結合ドメインは、特定の立体構造状態で安定化してい
る界面活性剤で可溶化した受容体の熱安定性を増大させ、この受容体をタンパク質分解お
よび／または凝集から保護し、正しく折り畳まれた受容体の均一な試料の精製および濃縮
を促進することができる。当業者であれば、そのような試料は回折結晶の生成のための好
まれる出発点であることを認識する。
【０１２２】
　精製された受容体の結晶化は、Ｘ線結晶学による巨大分子構造決定のプロセスにおける
もう１つの大きな障害である。結晶化の成功には、核の形成およびこれに続く適切な大き
さの結晶へのその成長が必要である。結晶成長は一般に、同種の核形成の結果として過飽
和溶液中で自然に起こる。タンパク質は典型的な低密度マトリックススクリーニング実験
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において結晶化することができ、この実験において沈殿剤、添加剤およびタンパク質濃度
が広範にサンプリングされ、核形成と結晶成長に適した過飽和条件を特定のタンパク質に
ついて同定することが可能である。例えば、タンパク質に結合するリガンドを添加するこ
とによりまたは優先的に標的タンパク質の表面残基において異なる変異体を作製すること
によりまたは標的タンパク質の異なる種のオルソログの結晶化を試みることにより、タン
パク質それ自体において構造変異を生み出すことは低密度マトリックススクリーニングア
プローチに関係している（Ｃｈａｎｇ　１９９８）。本発明の１つの思いがけない発見は
、ＧＰＣＲに特異的に結合して、ＧＰＣＲの全体的フォールドは保存しつつ結合にある程
度の構造変異を導入する、ナノボディ等のタンパク質結合ドメインの有用性である。ナノ
ボディが異なれば生じる四次構造も異なり、結晶格子形成のために新しい異なる界面を提
供し、ＧＰＣＲの全体的フォールドは保存しつつ複数の結晶形態が生じる。
【０１２３】
　結晶化は、結晶格子に組み立てられる分子における立体構造エントロピーの好ましくな
い喪失を伴うために、まだ溶液のまま標的の立体構造エントロピーを減少させる方法は、
格子形成の正味のエントロピーペナルティを低下させることにより結晶化の尤度を増強す
るはずである。「表面エントロピー減少」アプローチは極めて効果的であることが判明し
ている（Ｄｅｒｅｗｅｎｄａ　２００４）。同様に、イオン、小分子リガンドおよびペプ
チド等の結合パートナーは、タンパク質の立体構造状態のサブセットに結合して安定化さ
せることにより立体構造不均一性を減少させることができる。そのような結合パートナー
は効果的ではあるが、すべてのタンパク質が既知の結合パートナーを有しているわけでは
なく、結合パートナーが既知の場合でも、その親和性、溶解性および化学的安定性は結晶
化の試みと両立しないこともある。したがって、驚くべきことに、本発明のタンパク質結
合ドメイン、特にナノボディは、受容体の特定の立体構造に結合することにより標的ＧＰ
ＣＲにおける立体構造不均一性を最小限に抑えることによって秩序だった結晶を得る可能
性を増加させるツールとして使用することが可能であることが見出された。
【０１２４】
　高分解能構造研究のためのＧＰＣＲの結晶化は、これらの膜タンパク質の両親媒性表面
のせいで特に困難である。膜二重層に埋め込まれているので、リン脂質のアシル鎖とのタ
ンパク質の接触部位は疎水性であり、極曲面は脂質の極性頭部および水相に曝露されてい
る。秩序だった三次元結晶、つまり高分解能でのＸ線構造解析の必要条件を得るために、
ＧＰＣＲは界面活性剤の助けを借りて可溶化され、タンパク質－界面活性剤複合体として
精製される。界面活性剤ミセルは膜タンパク質の疎水性表面を帯状の様式で覆う（Ｈｕｎ
ｔｅ　ａｎｄ　Ｍｉｃｈｅｌ　２００２；Ｏｓｔｅｒｍｅｉｅｒら、１９９５）。ＧＰＣ
Ｒ－界面活性剤複合体は、隣接するタンパク質分子間の接触が界面活性剤ミセルから突出
しているタンパク質の極曲面により作られる三次元結晶を形成する（Ｄａｙら、２００７
）。明らかに、界面活性剤ミセルには結晶格子における空間が必要である。ミセル間の引
力相互作用は結晶パッキングを安定化する可能性はあるが（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら、２０
０７；Ｄｕｎｎら、１９９７）、これらの相互作用は強固な結晶接触をもたらさない。Ｇ
ＰＣＲを含む多くの膜タンパク質が比較的小さなまたは高度に柔軟な親水性ドメインを含
有しているので、秩序だった結晶を得る可能性を増加させるための戦略は、タンパク質の
極曲面を拡大するおよび／またはその柔軟性を減少させることである。したがって、本発
明のナノボディを使用すれば、タンパク質の極曲面を拡大し、結晶格子中の分子間の一次
接触を促進することができるタンパク質表面の量を補うことが可能である。本発明のナノ
ボディは、その細胞外領域の柔軟性を減少させて秩序だった結晶を成長させることも可能
である。ナノボディは、単一の強固な球状ドメインで構成されており、従来の抗体または
Ｆａｂ’等の断片由来とは違って柔軟なリンカー領域を欠くために、この目的には特に適
している。
【０１２５】
　本発明の追加の実施形態において、本発明によるタンパク質結合ドメインと機能的立体
構造状態、好ましくは活性立体構造状態の標的ＧＰＣＲを含む複合体は、膜タンパク質の
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ための種々の特殊化した結晶化法のいずれを使用して結晶化してもよく、方法の多くはＣ
ａｆｆｒｅｙ（２００３）に概説されている。一般的には、方法は結晶化に先立って脂質
をＧＰＣＲ－ナノボディ複合体に添加することを含む脂質ベースの方法である。そのよう
な方法は、他の膜タンパク質を結晶化するために既に使用されてきた。脂質立方相結晶化
法およびバイセル（ｂｉｃｅｌｌｅ）結晶化法を含む、これらの方法の多くが脂質と界面
活性剤の自然な自己組織化特性を小胞（小胞融合法）、円盤状ミセル（バイセル法）およ
び液体結晶または中間相（中間または立方相法）として利用する。脂質立方相結晶化法は
、例えば、Ｌａｎｄａｕら、１９９６；Ｇｏｕａｕｘ　１９９８；Ｒｕｍｍｅｌら、１９
９８；Ｎｏｌｌｅｒｔら、２００４に記載されており、これら出版物はそれらの方法の開
示について参照により組み込まれる。バイセル結晶化法は、例えば、Ｆａｈａｍら、２０
０５；Ｆａｈａｍら、２００２に記載されており、これら出版物はそれらの方法の開示に
ついて参照により組み込まれる。
【０１２６】
　別の実施形態によると、本発明は、ＧＰＣＲの構造を解明するために上文に記載されて
いるタンパク質結合ドメインの使用をさらに網羅する。タンパク質、特にＧＰＣＲの構造
は、タンパク質の一次、二次、三次および適用可能であれば四次構造を含む。本明細書で
使用される「構造を解明する」とは、タンパク質の原子の配置または原子座標を決定する
ことであり、Ｘ線結晶学等の生物物理学的方法により行われることが多い。
【０１２７】
　Ｘ線結晶学において、正しく組み立てられた場合の回折データは、単位胞における分子
の電子密度の３Ｄフーリエ変換の振幅を与える。位相が分かっている場合、電子密度はフ
ーリエ合成により簡単に得ることができる。タンパク質複合体において、構造が既知のタ
ンパク質（探索モデル）の割合が低い（アミノ酸含有量の５０％未満）場合および／また
は結晶が限定された回折特質を示す場合には、分子置換（ＭＲ）のみから位相情報を導き
出すことが成功するかは疑わしい。多重同形置換（ＭＩＲ）とＭＲ位相合わせを組み合わ
せるとタンパク質複合体では首尾よくいくことが判明しているが（例えば、Ｏｓｔｅｒｍ
ｅｉｅｒら、１９９５；Ｌｉら、１９９７；Ｈｕｎｔｅら、２０００）、良好な重原子誘
導体を作製する必要があることがほとんどの場合に問題となる。この１０年にわたり、古
典的ＭＩＲアプローチは一般には、主にセレノメチオニン（ＳｅＭｅｔ）取り込みを使用
する異常分散データの使用（ＭＡＤまたはＳＡＤ）に取って代わられた（Ｈｅｎｄｒｉｃ
ｋｓｏｎ　１９９１）。実際、Ｓｅエッジエネルギーを使用する異常実験データは一般に
、ＭＩＲまたはモデルベースのＭＲ位相合わせデータと比べて優れたバイアスの少ない位
相情報を提供する。本発明の一実施形態は、ＭＲまたはＭＡＤによるＧＰＣＲ－ナノボデ
ィ複合体の位相合わせのためのナノボディの使用に関する。ナノボディは一般に、強固に
発現し、ＳｅＭｅｔ取り込みに適している。すべてのＳｅＭｅｔ部位をナノボディのみに
導入することによるＧＰＣＲ－ナノボディ複合体の位相合わせにより、ＧＰＣＲにＳｅＭ
ｅｔ部位を取り込む必要性が回避される。
【０１２８】
　多くの場合に、回折特質結晶を得ることは、この原子分解能構造を解明することに対す
る主要な障害となっている。したがって、特定の実施形態に従って、上文に記載されてい
るタンパク質結合ドメイン、特にナノボディを使用すれば、ＧＰＣＲタンパク質結晶構造
を解明することができるように結晶の回折特質を改善することが可能である。
【０１２９】
　ＧＰＣＲ創薬を先導するのに役立つ構造情報には大きな関心がある。構造が今や解明さ
れているＧＰＣＲにおいて、これらのモデル化努力は、インシリコ薬デザイナーにより要
求されるレベルでは不正確であることが明らかにされている。β２ＡＲ、β１ＡＲおよび
Ａ２Ａ受容体の不活性状態の構造において、薬剤師は今やいくつかの活性のある治療標的
のためのリガンドの開発を導く実験データを有している。しかし、インシリコスクリーニ
ングのためのこれらの高分解能構造の価値は限られていることがある。鋳型としてβ２Ａ
Ｒ結晶構造を使用する最近の分子ドッキング研究は、９ｎＭから４μＭの範囲にわたる親
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和性で結合した６個の新しいβ２ＡＲリガンドを同定したが、すべての化合物がインバー
スアゴニスト活性を示した。より多くのＧＰＣＲの結晶化以外に、アゴニスト、アンタゴ
ニスト、アロステリック調節因子および／またはＧタンパク質を含む異なる種類のリガン
ドに結合している受容体の構造を得るための方法を開発しなければならない。例えば、ア
ゴニスト結合受容体結晶はＧＰＣＲの活性状態の三次元画像を提供し得る。これらの構造
は、リガンド結合とＧタンパク質相互作用部位を連結する立体構造変化を明らかにし、よ
り正確な機構的仮説および最終的には新しい治療学をもたらすのに役立つ。リガンド活性
化されたＧＰＣＲに固有の立体構造的柔軟性およびアゴニスト結合受容体により示される
より大きな不均一性を考慮すると、そのような状態を安定化させるのは容易ではない。そ
のような努力は、受容体の活性立体構造状態に特異的なタンパク質結合ドメインの添加に
よりアゴニスト結合受容体立体構造が安定化されると利益を得ることができる。本発明に
おいて提供されるように、アゴニスト結合に関してＧタンパク質様の挙動を示し協調的特
性を示すナノボディが特に適している（実施例の節を参照）。
【０１３０】
　したがって、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲの結晶構造を決定する方法であ
って、
（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメイン、標的ＧＰＣＲおよび場合によって受容体リ
ガンドを用意するステップならびに
（ｉｉ）タンパク質結合ドメイン、ＧＰＣＲおよび場合によって受容体リガンドの複合体
を形成するステップならびに
（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）の複合体を結晶化して、結晶を形成するステップ
を含み、結晶構造が機能的立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態のＧＰＣＲにおい
て決定される方法も提供する。
【０１３１】
　結晶構造の決定はＸ線結晶学等の生物物理学的方法により行うことができる。方法は、
結晶の原子座標（上文に定義されている）を得るステップをさらに含むことができる。
【０１３２】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲの捕捉および／または精製
　さらに別の実施形態において、本発明は、上記のタンパク質結合ドメインまたはそのよ
うなタンパク質結合ドメインを含む複合体もしくは細胞組成物のいずれでも使用すること
により、機能的立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉するおよび
／または精製するための方法を提供する。本発明に従って、機能的な立体構造状態、好ま
しくは活性立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉するおよび／または精製すれば、とりわけ、そ
れに続く結晶化、リガンド特徴付けおよび化合物スクリーニング、免疫化が可能になる。
実際には、そのような方法および技法には、制限なく、とりわけ、親和性クロマトグラフ
ィー、親和性精製等の親和性ベースの方法、免疫沈降、タンパク質検出、免疫化学、表面
ディスプレイが含まれ、すべてが当業者には周知である。
【０１３３】
　したがって、特定の実施形態において、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕
捉するため、好ましくはその活性立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉するための、上文に記載
される本発明によるタンパク質結合ドメインまたはこれを含む複合体もしくは細胞組成物
の使用に関する。場合によって、必ずではないが、上記のその機能的立体構造状態のＧＰ
ＣＲを捕捉することは、受容体リガンドまたは１つもしくは複数の下流相互作用タンパク
質と複合した機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉することを含むことができる。
【０１３４】
　したがって、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する方法であって、
（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメインおよび標的ＧＰＣＲを用意するステップなら
びに
（ｉｉ）タンパク質結合ドメインおよびＧＰＣＲの複合体を形成するステップ
を含み、ＧＰＣＲは機能的立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態で捕捉される方法
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も提供する。
【０１３５】
　さらに具体的には、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲを捕捉する方法であって
、
（ｉ）複数の立体構造状態のＧＰＣＲを含有する溶液を、本発明によるタンパク質結合ド
メインを固定化した固体支持体に適用するステップならびに
（ｉｉ）タンパク質結合ドメインおよびＧＰＣＲの複合体を形成するステップならびに
（ｉｉｉ）弱く結合した分子または結合していない分子を除去するステップ
を含み、ＧＰＣＲは機能的立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態で捕捉される方法
も想定する。
【０１３６】
　上記の方法のいずれでもタンパク質結合ドメインとその機能的立体構造状態のＧＰＣＲ
の複合体を精製するステップをさらに含むことができることが認識される。
【０１３７】
　治療および診断適用
　製薬会社はこれらを手掛ける歴史的理由があるという理由だけではなく、さらに重要な
ことであるが、膜貫通間隙内にリガンド結合部位を有するファミリー１ＧＰＣＲの構造的
制約のせいで、伝統的に、ＧＰＣＲに対する薬物の開発のためには小分子が使用される（
Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．（２００４）Ｔｈｅ　ｓｔａｔｅ　ｏｆ　Ｇ
ＰＣＲ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｉｎ　２００４年．Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＧＰＣＲ　Ｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ　Ｐａｒｔｉｃｉｐａ
ｎｔｓ　３（７）：５７５、５７７－６２６頁）。この理由のために、この標的クラスに
対するモノクローナル抗体を作製するのは困難であるまたは不可能であることが判明した
。本発明のタンパク質結合ドメイン、特にナノボディは、空洞に延長されたＣＤＲループ
を介して結合するこの内因性特性によりこの特定の問題を解決することが可能である。
【０１３８】
　したがって、本発明の第５の態様は、治療上有効量の本発明によるタンパク質結合ドメ
インおよび少なくとも１つの薬学的に許容される担体、アジュバントまたは希釈液を含む
医薬組成物に関する。
【０１３９】
　「担体」または「アジュバント」、特に「薬学的に許容される担体」または「薬学的に
許容されるアジュバント」は、それだけでは組成物を受ける個人に有害な抗体の産生を誘
導しないし抗体が保護を誘発することもない任意の適切な賦形剤、希釈液、担体および／
またはアジュバントである。したがって、薬学的に許容される担体は本質的に非毒性で非
治療的であり、当業者には公知である。適切な担体またはアジュバントは典型的には、以
下の非網羅的なリスト：タンパク質、多糖類、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、重合アミノ
酸、アミノ酸コポリマーおよび不活性ウイルス粒子等の大きなゆっくり代謝される巨大分
子に含まれる１つまたは複数の化合物を含む。担体またはアジュバントは、非限定的例と
して、リンゲル液、ブドウ糖溶液またはハンクス液でもよい。不揮発性油およびオレイン
酸エチル等の非水溶液を使用してもよい。好ましい賦形剤は生理食塩水中５％ブドウ糖で
ある。賦形剤は、バッファーおよび保存剤等の、等張性および化学的安定性を増強する物
質等の少量の添加剤を含有していてもよい。
【０１４０】
　本発明によるタンパク質結合ドメインまたはこの医薬組成物の投与は、経口、吸入また
は非経口投与によるものであり得る。特定の実施形態において、タンパク質結合ドメイン
はくも膜下腔内または脳室内投与により送達される。活性化合物は単独で投与されてもま
たは好ましくは医薬組成物として処方されてもよい。タンパク質結合ドメインにより認識
される抗原を発現するある種の疾患または障害を治療するのに有効な量は、治療されてい
る障害の性質および重症度ならびに哺乳動物の体重等の通常の要因に依存する。しかし、
単位用量は通常は、タンパク質結合ドメインまたはこの医薬組成物の０．１ｍｇから１ｇ
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、例えば、０．１から５００ｍｇ、例えば、０．１から５０ｍｇまたは０．１から２ｍｇ
の範囲である。単位用量は通常は、１月に１度、１週に１度、隔週で、１日に１度または
１度よりも多く、例えば、１日に２、３または４回、さらに通常は１日に１から３回投与
される。タンパク質結合ドメインまたはこの医薬組成物は、単位用量経口、非経口または
吸入組成物等の単位用量組成物の形態で投与されるのが非常に好ましい。そのような組成
物は混合により調製され、経口、吸入または非経口投与のために適切に適合され、したが
って錠剤、カプセル、経口液体調製物、粉末、顆粒、トローチ、再構成可能粉末、注射可
能なおよび注入可能な溶液または懸濁液または坐薬またはエアロゾルの形態でもよい。経
口投与のための錠剤およびカプセルは通常、単位用量で提示され、結合剤、充填剤、希釈
剤、成形剤、潤滑剤、崩壊剤、着色剤、香味料および湿潤剤等の従来の賦形剤を含有する
。錠剤は、当技術分野で周知の方法に従って被膜されてもよい。使用に適した充填剤には
、セルロース、マンニトール、ラクトースおよび他の類似の薬剤が含まれる。適切な崩壊
剤には、デンプン、ポリビニルピロリドンおよびデンプングリコール酸ナトリウム等のデ
ンプン誘導体が含まれる。適切な潤滑剤には、例えば、ステアリン酸マグネシウムが含ま
れる。適切な薬学的に許容される湿潤剤にはラウリル硫酸ナトリウムが含まれる。これら
の固形経口組成物は、調合、充填、成形等の従来の方法により調製することができる。繰
り返される調合操作を使用して、活性薬剤を大量の充填剤を用いてそれらの組成物全体に
分配してもよい。当然のことながら、そのような操作は当技術分野では慣習的である。経
口液体調製物は、例えば、水性もしくは油性懸濁液、溶液、乳濁液、シロップまたはエリ
キシルの形態でもよく、または使用前に水もしくは他の適切な溶媒で再構成するために乾
燥製品として提示してもよい。そのような液体調製物は、懸濁剤、例えば、ソルビトール
、シロップ、メチルセルロース、ゼラチン、ヒドロキシエチルセルロース、カルボキシメ
チルセルロース、ステアリン酸アルミニウムゲルまたは水素化された食用脂、乳化剤、例
えば、レシチン、ソルビタンモノオレイン酸またはアカシア；非水性媒体（食用油を含む
こともある）、例えば、アーモンドオイル、ヤシ油、グリセリン、プロピレングリコール
またはエチルアルコールのエステル等の油性エステル；保存剤、例えば、メチルもしくは
プロピルｐ－ヒドロキシベンゾアートまたはソルビン酸および必要ならば従来の香味剤ま
たは着色剤等の従来の添加剤を含有してもよい。経口製剤には、腸溶コーティングを有す
る錠剤または顆粒等の従来の徐放製剤も含まれる。好ましくは、吸入のための組成物は、
ネブライザーのためのスナッフもしくはエアロゾルもしくは溶液としてまたは吹送のため
の超微粒粉末として、単独でまたはラクトース等の不活性担体と組み合わせて気道に投与
するために提示される。そのような場合、活性化合物の粒子は、５０ミクロン未満、好ま
しくは１０ミクロン未満、例えば、２から５ミクロンまで等の１から５ミクロンまでの径
を適切に有する。好まれる吸入用量は、０．０５から２ｍｇ、例えば、０．０５から０．
５ｍｇ、０．１から１ｍｇまたは０．５から２ｍｇの範囲である。非経口投与では、本発
明の化合物および無菌溶媒を含有する液体単位用量剤形が調製される。活性化合物は、溶
媒と濃度に応じて、懸濁されることも溶解されることも可能である。非経口溶液は通常、
化合物を溶媒に溶解し、適切なバイアルまたはアンプルに充填して密封する前にフィルタ
ー殺菌することにより調製される。有利には、局部麻酔薬、保存剤および緩衝剤等のアジ
ュバントも溶媒に溶解される。安定性を増強するために、組成物はバイアルに充填した後
に凍結され、真空下で水を取り除くことができる。非経口懸濁液は、化合物が溶解される
代わりに溶媒に懸濁され、無菌溶媒に懸濁する前にエチレンオキサイドに曝露することに
より殺菌されることを除いて実質的に同じ様式で調製される。有利には、界面活性剤また
は湿潤剤が組成物に含まれて、活性化合物の均一な分配を促進する。適切な場合には、少
量の気管支拡張剤、例えばイソプレナリン、イソエタリン、サルブタモール、フェニレフ
リンおよびエフェドリン等の交感神経刺激アミン；テオフィリンおよびアミノフィリン等
のキサンチン誘導体およびプレドニゾロン等の副腎皮質ステロイド、ＡＣＴＨ等の副腎刺
激剤を含んでいてもよい。慣行であるように、組成物には通常、関係する医学的処置にお
いて使用するための文書のまたは印刷された説明書が添付される。
【０１４１】
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　タンパク質結合ドメイン、特にナノボディの細胞への送達は、ペプチド、ポリペプチド
およびタンパク質では記載される通りに実施することができる。抗原が細胞外または細胞
外ドメインである場合、タンパク質結合ドメインは、細胞内送達の必要なしにこのドメイ
ンに結合することによりその機能を発揮することができる。本明細書に記載される本発明
のタンパク質結合ドメインは、対象のＧＰＣＲの細胞内立体構造エピトープを標的にする
ことができる。細胞内でこれらのタンパク質結合ドメインを効果的で安全な治療薬として
使用するためには、細胞内送達は当技術分野で公知のタンパク質形質導入または送達シス
テムにより増強することができる。タンパク質形質導入ドメイン（ＰＴＤ）は、生体膜を
横切って転位することができるその能力のために薬物送達分野においてかなりの関心を集
めてきた。ＰＴＤは、それがコンジュゲートされる、複合体化されるまたは融合されるタ
ンパク質および他の巨大分子カーゴにこの明らかな転位活性を与える比較的短い（１－３
５アミノ酸）配列である（Ｓａｗａｎｔ　ａｎｄ　Ｔｏｒｃｈｉｌｉｎ　２０１０）。例
えば、ＨＩＶ誘導ＴＡＴペプチド（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ）は、小分子からタンパク質
、ペプチド、医薬ナノ担体および造影剤の領域までの範囲にわたる様々な薬剤の細胞内送
達のために広く使用されてきた。代わりに、受容体媒介性エンドサイトーシス機構も細胞
内薬剤送達のために使用することが可能である。例えば、トランスフェリン受容体媒介性
内部移行経路は、薬剤およびタンパク質の部位特異的送達のために利用されてきた効率的
な細胞内取り込み経路である（Ｑｉａｎら、２００２）。これは、トランスフェリンと治
療薬剤もしくはタンパク質のコンジュゲーションにより化学的にまたは治療ペプチドもし
くはタンパク質のトランスフェリンの構造内への注入により遺伝的に達成される。天然に
存在するタンパク質（例えば、鉄結合タンパク質トランスフェリン）は、これらのタンパ
ク質が生分解性、非毒性および非免疫原性であるために、薬剤ターゲティングのこの領域
では非常に有用である。さらに、タンパク質は、大量のその受容体が細胞表面上に存在し
ているせいで部位特異的ターゲティングを達成することができる。さらに他の送達システ
ムには、限定するためではなく、ポリマーおよびリポソームベースの送達システムが含ま
れる。
【０１４２】
　本発明のタンパク質結合ドメインおよびこれを含む組成物の有効性は、関与する特定の
疾患または障害に応じて、任意の適切なインビトロアッセイ、細胞ベースのアッセイ、イ
ンビボアッセイおよび／もしくはそれ自体が公知の動物モデルまたはこれらの任意の組み
合わせを使用して試験することが可能である。
【０１４３】
　本発明の第６の態様は、ＧＰＣＲシグナル伝達活性を調節するための、上文に記載され
るタンパク質結合ドメインまたは医薬組成物の使用に関する。
【０１４４】
　本明細書に記載される本発明のタンパク質結合ドメインは、受容体シグナル伝達を活性
化するもしくは増加させるように、または代わりに受容体シグナル伝達を減少するもしく
は阻害するようにＧＰＣＲに結合することができる。本発明のタンパク質結合ドメインは
、ドメインがＧＰＣＲの構成的活性を遮断するようにＧＰＣＲに結合することもできる。
本発明のタンパク質結合ドメインは、ドメインがアロステリック調節を媒介するようにＧ
ＰＣＲに結合する（例えば、ＧＰＣＲにアロステリック部位で結合する）こともできる。
このように、本発明のタンパク質結合ドメインは、受容体の異なる領域に（例えば、アロ
ステリック部位に）結合することにより受容体機能を調節することができる。例えば、Ｇ
ｅｏｒｇｅら、（２００２）、Ｋｅｎａｋｉｎ（２００２）およびＲｉｏｓら、（２００
１）を参照されたい。本発明のタンパク質結合ドメインは、ドメインがＧＰＣＲ媒介性シ
グナル伝達の持続時間を延長するまたはドメインが受容体－リガンド親和性を増加させる
ことにより受容体シグナル伝達を増強するようにＧＰＣＲに結合することもできる。さら
に、本発明のタンパク質結合ドメインは、ドメインがＧＰＣＲ機能的ホモマーまたはヘテ
ロマーの組立てを阻害するまたは増強するようにＧＰＣＲに結合することもできる。
【０１４５】
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　特定の一実施形態において、上文に記載されるタンパク質結合ドメインまたは医薬組成
物はＧタンパク質媒介性シグナル伝達を遮断する。
【０１４６】
　別の実施形態において、本発明は、癌、自己免疫疾患、感染症、神経系疾患、心血管疾
患等のＧＰＣＲ関連疾患の治療における使用のための上文に記載されるタンパク質結合ド
メインまたは医薬組成物も想定している。
【０１４７】
　ある種の上記タンパク質結合ドメインは治療的有用性を有し得、病状について対象を治
療するために病状を有する対象に投与することができる。タンパク質結合ドメインの治療
的有用性は、そのＧＰＣＲを介するシグナル伝達が病状に関連しているという点で、タン
パク質結合ドメインが結合するＧＰＣＲにより決定し得る。ある種の場合には、ＧＰＣＲ
はリガンドに結合することにより病状において活性化され得る。他の実施形態において、
ＧＰＣＲを、例えば、構成的に活性にするよう変異させることができる。対象のタンパク
質結合ドメインは、統合失調症、片頭痛、逆流、喘息、気管支痙攣、前立腺肥大、潰瘍、
癲癇、アンギナ、アレルギー、鼻炎、癌、例えば、前立腺癌、緑内障および脳卒中等のＧ
ＰＣＲ媒介病状の治療のために用いることができる。Ｏｎ－ｌｉｎｅ　Ｍｅｎｄｅｌｉａ
ｎ　Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ　ｉｎ　Ｍａｎデータベースにおける追加の例となるＧＰＣ
Ｒ関連病状はＮＣＢＩのワールドワイドウェブサイトに見出される。したがって、本発明
の特定の実施形態は、ＧＰＣＲ関連疾患または障害の治療のためのタンパク質結合ドメイ
ンのまたは医薬組成物の使用も想定している。
【０１４８】
　さらに具体的な実施形態において、タンパク質結合ドメインはβ２－アドレナリン受容
体に結合することができ、その場合、子宮または血管系の平滑筋の弛緩を必要とする病状
の治療においてドメインを用い得る。したがって、そのようなタンパク質結合ドメインは
、その病状がβ２－アドレナリン受容体に関連していた、妊娠における早期分娩痛の予防
または軽減のためにまたは慢性もしくは急性喘息、蕁麻疹、乾癬、鼻炎、アレルギー性結
膜炎、アクチニティス、枯草熱もしくは肥満細胞症の治療において使用することができる
。これらの実施形態において、タンパク質結合ドメインは、特に上文で述べられた疾患等
の閉塞性または炎症性気道疾患の治療において、抗炎症性、気管支拡張性または抗ヒスタ
ミン原薬等の他の原薬と組み合わせて使用するための共治療薬として、例えば、そのよう
な薬剤の治療活性の増強剤としてまたは必要な投薬もしくはそのような薬剤の潜在的副作
用を減少させる手段として用いてもよい。対象のタンパク質結合ドメインは、一定の医薬
組成物においてその他の原薬と混合してもよいしまたはドメインはその他の原薬とは別々
に、この前に、これと同時にもしくはこの後で投与してもよい。一般的には、これらのプ
ロトコールは、ＧＰＣＲ関連疾患または障害に罹っている個人に、ＧＰＣＲを調節する有
効量の結合タンパク質ドメインを投与して、宿主におけるＧＰＣＲを調節し障害について
個人を治療することを含む。
【０１４９】
　いくつかの実施形態において、ある種のＧＰＣＲの活性の減少が望まれる場合は、ＧＰ
ＣＲの活性を減少させる１つまたは複数の化合物を投与してもよく、ある種のＧＰＣＲの
活性の増加が望まれる場合は、ＧＰＣＲの活性を増加させる１つまたは複数の化合物を投
与してもよい。
【０１５０】
　種々の個体を対象の方法に従って治療可能である。一般的に、そのような個体は哺乳動
物または哺乳類であり、これらの用語は、肉食動物目（例えば、イヌおよびネコ）、齧歯
目（例えば、マウス、モルモットおよびラット）、および霊長目（例えば、ヒト、チンパ
ンジーおよびサル）を含む哺乳動物綱内にいる生物を記載するために広く使用されている
。多くの実施形態において、個体はヒトである。対象の治療法は典型的には、そのような
障害を持つ個人にまたはそのような障害を回避したい気持ちを持つ個人に実施される。
【０１５１】
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　さらに別の実施形態によると、本発明によるタンパク質結合ドメインまたは複合体は、
癌、自己免疫疾患、感染症、神経系疾患、心血管疾患等のＧＰＣＲ関連疾患の診断または
予後診断にも有用になり得る。
【０１５２】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲを選択的に標的にする化合物の同定
　化合物スクリーニング、リード最適化および創薬の過程において、様々な化合物特徴お
よび様々な細胞経路に対するそれらの効果（すなわち、有効性、特異性、毒性および薬剤
代謝）に関する同時情報を提供するより迅速でより効果的で経費が少なく特に情報が豊富
なスクリーニングアッセイの必要性が存在する。したがって、潜在的な新しい薬剤候補で
あり得る対象のＧＰＣＲの新しい特異的リガンド、好ましくは立体構造特異的リガンドを
同定するために多数の化合物を迅速に安価にスクーニングする必要性が存在する。本発明
は、その後種々の状況においてスクリーニングするための免疫原または選択試薬として使
用することができる、機能的立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態のＧＰＣＲを安
定化するおよび／または固定するタンパク質結合ドメインを提供することにより、この問
題を解決する。本発明によるタンパク質結合ドメインの大きな利点は、ＧＰＣＲを安定化
された機能的立体構造、好ましくは活性状態の立体構造に保つことができる点である。例
えば、受容体のこの活性立体構造に選択的に結合するライブラリー化合物は、ＧＰＣＲの
活性立体構造のオルソステリックまたはアロステリック安定化が生物学的応答を誘発する
ために、アゴニストとして振る舞うより高い傾向を有する。別の利点は、タンパク質結合
ドメインがＧＰＣＲの活性立体構造の熱安定性を増大させ、したがって、安定性が増大す
る変異ＧＰＣＲに頼る必要なしで、化合物スクリーニングおよび創薬に使用される非自然
条件により誘導される不可逆的または熱変性に対してＧＰＣＲを保護する点である。本発
明による立体構造選択性タンパク質結合ドメインの別の大きな利点は、ドメインが受容体
アゴニスト、インバースアゴニスト、アンタゴニストおよび／またはモジュレーターなら
びにＧＰＣＲおよびＧＰＣＲ依存性経路の阻害剤について迅速に確実にスクリーニングし
区別することを可能にし、したがって望ましい薬理特性のあるリガンドを同定する尤度を
増加する点である。
【０１５３】
　このことをさらに説明すると、大半のＧＰＣＲがＧタンパク質と複合体化されると、さ
らに高いアゴニスト結合親和性を示すことは確立した概念である。これは、アゴニスト占
有受容体とＧタンパク質間の協調的相互作用に起因すると考えられる（Ｄｅｌｅａｎら、
１９８０）。本発明のタンパク質結合ドメイン、特にナノボディは、活性立体構造状態の
ＧＰＣＲを安定化して（したがって、Ｇタンパク質様の挙動を示す）、不活性立体構造状
態を不安定化し、したがって、アゴニストに対するＧＰＣＲの親和性を増加させインバー
スアゴニストまたはアンタゴニストに対する親和性を減少させることができる。したがっ
て、活性のある機能的立体構造のＧＰＣＲを認識する本発明によるナノボディ等のタンパ
ク質結合ドメインは、ドメインがインバースアゴニストまたはアンタゴニストと比べてア
ゴニストに対する受容体の親和性を増加させるために、アゴニストについてスクリーニン
グするハイスループットスクリーニングアッセイにおいて効率的に使用することができる
ということになる。相互的に、不活性状態立体構造のＧＰＣＲを安定化するタンパク質結
合ドメイン、特にナノボディは、インバースアゴニストまたはアンタゴニストに対する親
和性を増加させアゴニストに対する親和性を減少させる。そのようなタンパク質結合ドメ
インは、例えば、インバースアゴニストについてスクリーニングするのに使用し得る。し
たがって、特定の機能的立体構造状態を認識し、したがってアゴニストおよびインバース
アゴニストに対する親和性を相互的な形態で調節するタンパク質結合ドメイン、特にナノ
ボディも本発明の一部を形成する。
【０１５４】
　したがって、好ましい実施形態によると、本発明は、最終的に潜在的な新しい薬剤候補
をもたらす可能性のある、ＧＰＣＲの立体構造特異的結合パートナーについてのスクリー
ニングおよび／または同定計画において、すべてが上文に記載されているタンパク質結合
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ドメインまたは複合体または細胞組成物の使用を網羅する。
【０１５５】
　一実施形態に従って、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲと選択的に結合するこ
とができる化合物を同定する方法であって、
（ｉ）ＧＰＣＲおよび本発明による機能的立体構造状態のＧＰＣＲと特異的に結合するこ
とができるタンパク質結合ドメインを用意するステップ、
（ｉｉ）試験化合物を用意するステップ、
（ｉｉｉ）試験化合物が機能的立体構造状態のＧＰＣＲと結合するかどうかを評価するス
テップならびに
（ｉｖ）機能的立体構造状態のＧＰＣＲと選択的に結合する化合物を選択するステップ
を含む方法を想定している。
【０１５６】
　好ましくは、上記方法は、タンパク質結合ドメインおよび機能的立体構造状態の、さら
に好ましくは活性立体構造状態のＧＰＣＲを含む複合体を形成するステップをさらに含む
。
【０１５７】
　したがって、本発明は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲに選択的に結合することができ
る化合物を同定する方法であって、
（ｉ）本発明によるタンパク質結合ドメインおよび機能的立体構造状態のＧＰＣＲを含む
複合体を用意するステップ、
（ｉｉ）試験化合物を用意するステップおよび
（ｉｉｉ）試験化合物が機能的立体構造状態のＧＰＣＲと結合するかどうかを評価するス
テップならびに
（ｉｖ）機能的立体構造状態のＧＰＣＲに結合する化合物を選択するステップ
を含む方法も想定している。
【０１５８】
　好ましくは、上記方法のいずれにおいても使用されるタンパク質結合ドメインは、結合
するとＧＰＣＲの機能的立体構造状態を安定化および／または誘導することができる。好
ましくは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態は、基礎立体構造状態または活性立体構造状態
または不活性立体構造状態（上文に定義されている）からなる群から選択される。最も好
ましくは、ＧＰＣＲの機能的立体構造状態は活性立体構造状態である。
【０１５９】
　他の好ましい一実施形態において、上記スクリーニング法のいずれにおいても使用され
るタンパク質結合ドメインは、４個のフレームワーク領域および３個の相補性決定領域ま
たはこれらの任意の適切な断片を含むアミノ酸配列を含む。好ましくは、タンパク質結合
ドメインはラクダ科抗体由来である。さらに好ましくは、タンパク質結合ドメインはナノ
ボディ配列またはこの任意の適切な断片を含む。特にナノボディは配列番号１－２９また
はこれらの任意の適切な断片からなる群から選択される配列を含む。
【０１６０】
　タンパク質結合ドメインおよび／または複合体に対する他の優先度は、本発明の第１お
よび第２の態様に関して上に定義されている通りである。
【０１６１】
　好ましい実施形態において、上記スクリーニング法のいずれにおいても使用される、タ
ンパク質結合ドメイン、ＧＰＣＲまたはタンパク質結合ドメインとＧＰＣＲを含む複合体
は、それぞれのタンパク質の十分な機能性が保持されるように、ホールセルまたは膜抽出
物もしくはこれらの画分等の細胞（オルガネラ）抽出物として提供され、または脂質層も
しくは脂質小胞（天然および／または合成脂質を含む）、高密度リポ粒子、またはナノデ
ィスク等の任意のナノ粒子に取り込まれてもよく、またはＶＬＰとして提供される。膜断
片または膜－界面活性剤抽出物から形成されるＧＰＣＲの調製物はＣｏｏｐｅｒ（２００
４）に詳細に概説されており、この文献は参照により本明細書に組み込まれる。代わりに
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、ＧＰＣＲおよび／または複合体は界面活性剤に可溶化されてもよい。可溶化された受容
体調製物の非限定的例は実施例の節においてさらに提供される。
【０１６２】
　立体構造特異的結合パートナーについてのＧＰＣＲ標的のハイスループットスクリーニ
ングが好まれる場合が多い。これは、本発明によるタンパク質結合ドメイン、機能的立体
構造状態のＧＰＣＲまたはこれらを含む複合体を、整列させるまたは他の方法で多重化す
ることができる適切な固体表面または支持体上に固定化することにより促進される。適切
な固体支持体の非限定的例には、ビーズ、カラム、スライド、チップまたはプレートが含
まれる。
【０１６３】
　さらに具体的には、固体支持体は粒状（例えば、一般に抽出カラムにおいて使用される
ビーズまたは顆粒）でも、平坦、ひだ状または中空繊維もしくはチューブでも可能である
シート形態（例えば、膜またはフィルター、ガラスまたはプラスチックスライド、マイク
ロタイターアッセイプレート、ディップスティック、キャピラリーフィルデバイス等）で
もよい。以下のマトリックスは例として与えられ、これらに限定されるものではなく、そ
のような例はシリカ（多孔質アモルファスシリカ）すなわち、Ｂｉｏｔａｇｅ（Ｄｙａｘ
　Ｃｏｒｐ．の一部門）により供給される６０Ａ不定形シリカ（３２－６３μｍまたは３
５－７０μｍ）を含有するＦＬＡＳＨシリーズのカートリッジ、アガロースまたはポリア
クリルアミド支持体、例えば、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈに
より供給されるＳｅｐｈａｒｏｓｅレンジの製品もしくはＢｉｏ－Ｒａｄにより供給され
るＡｆｆｉ－Ｇｅｌ支持体を含むことが可能である。さらに、Ｂｉｏ－Ｒａｄより供給さ
れる圧力安定性Ａｆｆｉ－Ｐｒｅｐ支持体等のマクロ多孔質ポリマーがある。利用するこ
とが可能な他の支持体には、デキストラン、コラーゲン、ポリスチレン、メタクリラート
、アルギン酸カルシウム、コントロールドポアガラス、アルミニウム、チタニウムおよび
多孔質セラミックスが含まれる。代わりに、固体表面は質量依存センサーの一部、例えば
、表面プラズモン共鳴検出器を含み得る。市販されている支持体の追加の例は、例えば、
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ、Ｒ．Ｆ．Ｔａｙｌｏｒ編、Ｍａｒｃｅ
ｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９１）において考察されている。
【０１６４】
　固定化は非共有結合的でも共有結合的でもよい。特に、本発明によるタンパク質結合ド
メイン、ＧＰＣＲまたはタンパク質結合ドメインとＧＰＣＲを含む複合体の固体表面上へ
の非共有結合的固定化または吸着は、当業者には公知の標準技法に従ってタンパク質結合
ドメインまたはＧＰＣＲに付着された分子タグ（例えば、ビオチンタグ、ヒスチジンタグ
等）を認識する抗体またはストレプトアビジンもしくはアビジンまたは金属イオンのいず
れかを用いた表面被膜を介して起こり得る。
【０１６５】
　特に、本発明によるタンパク質結合ドメイン、ＧＰＣＲまたはタンパク質結合ドメイン
とＧＰＣＲを含む複合体は、従来のカップリング化学を使用して共有架橋結合により固体
表面に結合させ得る。固体表面は共有結合に適している架橋結合可能な残基を天然に含ん
でいてもよいし、または固体表面は当技術分野で周知の方法に従って被膜するもしくは誘
導体化して適切な架橋結合可能な基を導入してもよい。特定の一実施形態において、化学
的スペーサーアームを含有しない反応性部分を介した所望のマトリックスへの直接共有結
合カップリングに続いて、固定化されたタンパク質の十分な機能性は保持される。固体支
持体上への抗体（断片）の固定化法に関する追加の例およびさらに詳細な情報は、Ｊｕｎ
ｇら、（２００８）において考察されており、同様に、膜受容体固定化法はＣｏｏｐｅｒ
（２００４）において概説されている。これらの両文献は参照により本明細書に組み込ま
れる。
【０１６６】
　特に部位特異的変異誘発を通じた、分子生物学の進歩のおかげで、タンパク質配列中の
特定のアミノ酸残基の変異が可能である。特定のアミノ酸（構造が既知のまたは推測され
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るタンパク質の）をリシンまたはシステイン（または他の所望のアミノ酸）に変異すれば
、例えば、共有結合カップリングに特異的部位を提供することができる。特定のタンパク
質を再設計して化学カップリングに関与する表面で利用可能なアミノ酸の分布を変更し（
Ｋａｌｌｗａｓｓら、１９９３）、事実上結合されたタンパク質の配向を制御することも
可能である。類似のアプローチは、本発明によるタンパク質結合ドメインにならびに、複
合体中に含まれても含まれなくても、立体構造的に安定化されたＧＰＣＲに適用し、した
がって、天然のまたは非天然のアミノ酸を含有する他のペプチドテールまたはドメインを
付加することなく志向性固定化の手段を提供することができる。ナノボディ等の抗体また
は抗体断片の場合には、フレームワーク領域への変異の導入が好まれ、抗体（断片）の抗
原結合活性の破壊を最小限に抑える。
【０１６７】
　都合のいいことには、固定化されたタンパク質は、本発明による固定化されたタンパク
質を本技術分野では慣習的な標準法に従って試験試料に接触させることによる、免疫アッ
セイ、例えば、ＥＬＩＳＡ等の免疫吸着過程または免疫親和性精製過程において使用する
ことができる。代わりに、および特にハイスループット目的で、固定化されたタンパク質
は整列させるまたは他の方法で多重化することが可能である。好ましくは、本発明による
固定化されたタンパク質は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲ、特に活性立体構造状態のＧ
ＰＣＲに特異的に結合する化合物をスクリーニングし選別するために使用される。
【０１６８】
　タンパク質結合ドメインまたは機能的立体構造状態のＧＰＣＲまたはタンパク質結合ド
メインとＧＰＣＲを含む複合体のいずれかは、行われる必要がある適用の種類またはスク
リーニングの種類に応じて固定化し得ることが認識される。その上、ＧＰＣＲ安定化する
タンパク質結合ドメイン（ＧＰＣＲの特定の立体構造エピトープを標的にする）の選択は
ＧＰＣＲの配向、したがって、化合物同定の所望の結果、例えば、立体構造的に安定化さ
れたＧＰＣＲの細胞外部分、膜内部分または細胞内部分に特異的に結合する化合物を決定
する。別の実施形態において、試験化合物（または試験化合物のライブラリー）は、チッ
プ表面等の固体表面に固定化してもよいが、タンパク質結合ドメイン、ＧＰＣＲまたはそ
の複合体が、例えば、界面活性剤溶液にまたは膜様調製物に提供される。
【０１６９】
　最も好ましくは、タンパク質結合ドメインもＧＰＣＲも試験化合物も、例えば、溶液中
でのファージディスプレイ選択プロトコールまたは放射性リガンド結合アッセイでは固定
化されない。
【０１７０】
　例えば、当技術分野、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（２００１）、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．Ｔｈｉｒｄ　Ｅｄｉｔ
ｉｏｎ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹでは一般的である、酵素結合免疫吸着アッ
セイ（ＥＬＩＳＡ）、表面プラズモン共鳴アッセイ、チップベースのアッセイ、免疫細胞
蛍光法、酵母ツーハイブリッド技術およびファージディスプレイを含む様々な方法を使用
して、安定化されたＧＰＣＲと試験化合物間の結合を決定してもよい。試験化合物とＧＰ
ＣＲ間の結合を検出する他の方法には、イオンスプレー質量分析／ＨＰＬＣ法を用いる限
外濾過または他の（生物）物理学的および分析的方法が含まれる。例えば、当業者には周
知である蛍光エネルギー共鳴転移（ＦＲＥＴ）法も使用し得る。結合している試験化合物
は、本明細書においてさらに記載されているように、ペプチド標識、核酸標識、化学的標
識、蛍光標識または高周波タグ等の、化合物に会合している独自の標識またはタグを使用
して検出することが可能であることが認識される。
【０１７１】
　機能的立体構造状態のＧＰＣＲに結合することを立証することに加えて、ＧＰＣＲに対
する化合物の機能的な効果を決定することも望ましい。特に、本明細書に記載されるタン
パク質結合ドメインまたは複合体または細胞組成物を使用して、ＧＰＣＲの生物活性を調
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節する（増加するまたは減少する）化合物についてスクリーニングすることが可能である
。生物活性の所望の調節は、一般的に好まれるＧＰＣＲに依存している。試験される化合
物は、どんな小さな化学化合物でも、タンパク質、糖、核酸または脂質等のマクロ分子で
も可能である。典型的には、試験化合物は小さな化学化合物、ペプチド、抗体またはこれ
らの断片である。いくつかの例において、試験化合物のハイスループットスクリーニング
が好まれ、上記の方法は当業者には周知である用語「ライブラリースクリーニング」法と
して使用し得ることが認識される。したがって、試験化合物は試験化合物のライブラリー
でもよい。特に、アゴニスト、アンタゴニストもしくはインバースアゴニストおよび／ま
たはモジュレーター等の治療化合物についてのハイスループットスクリーニングアッセイ
は本発明の一部を形成する。ハイスループット目的で、アロステリック化合物ライブラリ
ー、ペプチドライブラリー、抗体ライブラリー、断片ベースのライブラリー、合成化合物
ライブラリー、天然化合物ライブラリー、ファージディスプレイライブラリー等の化合物
ライブラリーを使用し得る。そのようなライブラリーを調製しスクリーニングするための
方法論は当技術分野において公知である。
【０１７２】
　好ましい一実施形態において、ハイスループットスクリーニング法は、多数の潜在的治
療リガンドを含有するコンビナトリアル化学的またはペプチドライブラリーを提供するこ
とを含む。次に、そのような「コンビナトリアルライブラリー」または「化合物ライブラ
リー」は、本明細書に記載されるように１つまたは複数のアッセイにおいてスクリーニン
グされて、所望の特徴的活性を示すライブラリーメンバー（特定の化学種またはサブクラ
ス）を同定する。「化合物ライブラリー」は、通常は最終的にハイスループットスクリー
ニングにおいて使用される保存された化学物質のコレクションである。「コンビナトリア
ルライブラリー」は、試薬等のいくつかの化学的「構成要素」を組み合わせることによっ
て、化学的合成または生物学的合成により生み出される多様な化学化合物のコレクション
である。コンビナトリアルライブラリーの調製およびスクリーニングは当業者には周知で
ある。このようにして同定された化合物は従来の「リード化合物」としての役割を果たす
ことができる、またはそれ自体が潜在的なもしくは実際の治療薬として使用することがで
きる。したがって、一追加の実施形態において、本明細書に上で記載されるスクリーニン
グ法は、機能的立体構造状態、好ましくは活性立体構造状態のＧＰＣＲに結合することが
明らかにされている試験化合物を改変し、改変された試験化合物が特定の立体構造に属す
るときにＧＰＣＲに結合するかどうかを決定することをさらに含む。
【０１７３】
　特定の実施形態において、試験化合物は生体試料として提供される。特に、試料は個人
から採取された任意の適切な試料でも可能である。例えば、試料は、血液、血清、血漿、
髄液等の体液試料でもよい。代わりに、試料は組織または細胞抽出物である。
【０１７４】
　化合物は標的ＧＰＣＲに結合し、ＧＰＣＲの生物学的機能、特に下流受容体シグナル伝
達を調節（活性化または阻害）し得る。ＧＰＣＲシグナル伝達のこの調節はオルソステリ
ックにまたはアロステリックに起こすことができる。化合物は、受容体シグナル伝達を活
性化するもしくは増加するように、または代わりに受容体シグナル伝達を減少させるもし
くは阻害するように標的ＧＰＣＲに結合し得る。化合物はＧＰＣＲの構成的活性を遮断す
るようにも標的ＧＰＣＲに結合し得る。化合物はアロステリック調節（例えば、アロステ
リック部位でＧＰＣＲに結合する）を媒介するように標的複合体にも結合し得る。このよ
うに、化合物は、ＧＰＣＲにおける異なる領域（例えば、アロステリック部位）に結合す
ることにより受容体機能を調節し得る。例えば、Ｇｅｏｒｇｅら、（２００２）、Ｋｅｎ
ａｋｉｎ（２００２）およびＲｉｏｓら（２００１）を参照されたい。本発明の化合物は
、ＧＰＣＲ媒介性シグナル伝達の期間を延長するまたは受容体－リガンド親和性を増加す
ることにより受容体シグナル伝達を増強するようにも標的ＧＰＣＲに結合し得る。さらに
、化合物は、ＧＰＣＲ機能的ホモマーまたはヘテロマーの組立てを阻害するまたは増強す
るように標的複合体にも結合し得る。
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【０１７５】
　一実施形態において、化合物が受容体リガンド（上で定義される）へのＧＰＣＲの結合
を変化させるかどうかが決定される。ＧＰＣＲのこのリガンドへの結合は、本明細書に記
載される当技術分野で公知の標準リガンド結合法を使用してアッセイすることが可能であ
る。例えば、リガンドは放射標識されても蛍光的に標識されてもよい。アッセイは、ホー
ルセルでまたは細胞もしくは界面活性剤を用いて水性の可溶化された受容体から得られた
膜で実施し得る。化合物は、標識されたリガンドの結合を変化させるその能力により特徴
付けられる（実施例の節も参照）。化合物は、例えば、少なくとも２倍、３倍、４倍、５
倍、１０倍、２０倍、３０倍、５０倍、１００倍の倍数で、ＧＰＣＲとそのリガンド間の
結合を減少させ得るし、またはＧＰＣＲとそのリガンド間の結合を増加させ得る。
【０１７６】
　したがって、さらに具体的な実施形態によると、上記スクリーニング法のいずれでも使
用される複合体は、受容体リガンドをさらに含む。好ましくは、受容体リガンドは、小分
子、ポリペプチド、抗体またはこれらに由来する任意の断片、天然物等を含む群から選択
される。さらに好ましくは、受容体リガンドは、上文に記載されるように、完全アゴニス
トまたは部分アゴニストまたはインバースアゴニストまたはアンタゴニストである。
【０１７７】
　特定の実施形態によると、本発明のタンパク質結合ドメイン、特にナノボディは、リー
ド同定およびペプチド模倣物の設計にも有用であることが可能である。リード同定のため
の出発点として生物学的に関連するペプチドまたはタンパク質構造を使用することは、現
代の創薬において最も強力なアプローチの１つを表す。ペプチド模倣物は、その不可欠の
要素（ファルマコフォア）が３Ｄ空間で天然のペプチドまたはタンパク質を模倣し、生物
学的標的と相互作用して同じ生物学的効果を生み出す能力を保持している化合物である。
ペプチド模倣物は、天然のペプチドに伴う問題のいくつか、例えば、タンパク質分解（活
性の持続時間）に対する安定性および乏しいバイオアベイラビリティのいくつかを回避す
るように設計されている。受容体選択性または効力等のある種の他の特性は、実質的に改
良できることが多い。非限定的例によると、本発明のナノボディは、長いＣＤＲループで
受容体のコア中深く結合して生物学的効果を発揮し得る。ナノボディ－ＧＰＣＲ複合体に
おけるこれらのペプチドおよびこれらに付随する構造はリード同定およびペプチド模倣物
の設計のための出発点としての役割を果たすことが可能である。
【０１７８】
　したがって、本発明のタンパク質結合ドメイン、特にナノボディはスクリーニングアッ
セイにおいて有用であることが可能である。創薬のためのスクリーニングアッセイは、固
相または液相アッセイ、例えば、放射性リガンド結合アッセイ等の、結合アッセイである
ことが可能である。ハイスループットアッセイにおいて、１日に９６－、３８４－または
１５３６ウェルフォーマットで最大数千の異なるモジュレーターまたはリガンドをスクリ
ーニングすることが可能である。例えば、マイクロタイタープレートの各ウェルを使用し
て選択された潜在的モジュレーターに対して個別のアッセイを実行することができる、ま
たは濃度もしくはインキュベーション時間効果を観察するためには、５－１０ウェルごと
に１つのモジュレーターを試験することができる。したがって、１つの標準マイクロタイ
タープレートは約９６個のモジュレーターをアッセイすることが可能である。１日当たり
多くのプレートをアッセイすることが可能であり、現在では最大約６０００、２００００
、５００００またはそれよも多い異なる化合物についてのアッセイスクリーニングが可能
である。
【０１７９】
　さらに、本発明のナノボディ等のタンパク質結合ドメインは、細胞ベースのアッセイに
おいても有用であることが可能である。細胞ベースのアッセイは、新しい生物学的標的の
作用機構および化学化合物の生物学的活性を評価するためにも極めて重要である。ＧＰＣ
Ｒのための現在の細胞ベースのアッセイには、経路活性化の基準（Ｃａ２＋放出、ｃＡＭ
Ｐ生成または転写活性）；ＧＰＣＲおよび下流エレメントにＧＦＰのタグを付けることに
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よるタンパク質輸送の測定；ならびにフォルスター共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）、生
物発光共鳴エネルギー転移（ＢＲＥＴ）または酵母ツーハイブリッドアプローチを使用す
るタンパク質間の相互作用の直接基準が含まれる。当技術分野で周知であり一般的に使用
されている任意の手段により、本発明のタンパク質結合ドメイン、特にナノボディを細胞
内部の関連する細胞の区画に（細胞内にまたは細胞外に）導入すれば、新しいまたは改良
された細胞ベースのアッセイがもたらされ得る。
【０１８０】
　特に、天然の活性化リガンドが同定されていないＧＰＣＲを「脱オーファン化する」必
要性が存在する。本発明によるタンパク質結合ドメインを使用して機能的立体構造状態の
ＧＰＣＲを安定化すれば、天然のリガンドが未知である「オーファン」ＧＰＣＲのリガン
ドを同定するのに使用し得るスクリーニングアプローチが可能になる。オーファンＧＰＣ
Ｒのリガンドは、血液もしくは組織抽出物等の生体試料からまたはリガンドのライブラリ
ーから同定し得る。例えば、既知のリガンドのファミリーに対するアレイスクリーニング
を含む、「脱オーファン化」への種々のアプローチが採用されてきた。
【０１８１】
　化合物および／またはこれを含む組成物の有効性は、関与する特定の疾患または障害に
応じて、任意の適切なインビトロアッセイ、細胞ベースのアッセイ、インビボアッセイお
よび／もしくはそれ自体が公知の動物モデルまたはこれらの任意の組み合わせを使用して
試験することが可能である。
【０１８２】
　したがって、特定の一実施形態において、本発明によるタンパク質結合ドメインならび
に／または本発明によるタンパク質結合ドメインおよび機能的立体構造状態のＧＰＣＲを
含む複合体を固定化する固体支持体が上記スクリーニング法のいずれかで使用するために
提供される。
【０１８３】
　一実施形態において、上記スクリーニング法のいずれかで使用される試験化合物は、上
文で定義される、ポリペプチド、ペプチド、小分子、天然物、ペプチド模倣物、核酸、脂
質、リポペプチド、炭水化物、抗体またはそれに由来する任意の断片（Ｆａｂ、Ｆａｂ’
およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ
（ｄｓＦｖ）およびＶＬまたはＶＨドメインのいずれかを含む断片等、重鎖抗体（ｈｃＡ
ｂ）、単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ）、ミニボディ、ラクダ科動物重鎖抗体に由来する可
変ドメイン（ＶＨＨまたはナノボディ）、サメ抗体に由来する新規抗原受容体の可変ドメ
イン（ＶＮＡＲ）、アルファボディを包含するタンパク質スキャフォールド、プロテイン
Ａ、プロテインＧ、設計アンキリンリピートドメイン（ＤＡＲＰｉｎ）、フィブロネクチ
ンＩＩＩ型リピート、アンチカリン、ノッチン、操作されたＣＨ２ドメイン（ナノ抗体）
を含む群から選択される。
【０１８４】
　試験化合物は、場合によって、検出可能な標識に共有結合的にまたは非共有結合的に連
結してもよい。適切な検出可能標識およびこれを付着させる、使用する、検出するための
技法は当業者には明白であり、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光
学的または化学的手段により検出可能ないかなる組成物も含むが、これらに限定されない
。有用な標識には、磁気ビーズ（例えば、ダイナビーズ）、蛍光色素（例えば、すべての
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ色素、フルオレセインイソチオシアネート、テキサスレッド、ロ
ーダミン、緑色蛍光タンパク質等）、放射性標識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１

４Ｃまたは３２Ｐ）、酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリフォスファ
ターゼ）、およびコロイド金または色ガラスまたはプラスティック（例えば、ポリスチレ
ン、ポリプロピレン、ラテックス等）ビーズ等の比色標識が含まれる。そのような標識を
検出する手段は当業者には周知である。したがって、例えば、放射性標識は写真フィルム
またはシンチレーション計数器を使用して検出することができ、蛍光マーカーは放射され
たイルミネーションを検出する光検知器を使用して検出し得る。酵素標識は典型的には、
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酵素に基質を与え酵素の基質に対する作用により生じる反応生成物を検出することにより
検出され、比色標識は着色標識を視覚化するだけで検出される。他の適切な検出可能標識
は、タンパク質結合ドメインに関する本発明の第１の態様の文脈内で前に記載された。
【０１８５】
　好ましい実施形態において、試験化合物は、抗体またはナノボディを含む上記のそれに
由来する任意の断片である。例えば、限定する目的ではなく、試験化合物は、本発明によ
るタンパク質結合ドメインおよび機能的立体構造状態の、好ましくは活性立体構造状態の
ＧＰＣＲ（上文に記載されているバリアントを含む）を含む複合体に対して産生された抗
体（本明細書ではその最も広い意味で定義されている）でもよい。抗体をインビボで産生
するための方法は当技術分野において公知である。好ましくは、動物の免疫化は、機能的
立体構造状態安定化タンパク質結合ドメイン、さらに好ましくは活性状態安定化タンパク
質結合ドメインの存在下でＧＰＣＲを用いて本明細書において前に記載される（受容体リ
ガンドの存在下でＧＰＣＲを用いた免疫化；実施例の節も参照）類似する方法で行われる
。本発明は、細菌、酵母、繊維状ファージ、リボソームもしくはリボソームサブユニット
またはＧＰＣＲとＧＰＣＲの機能的立体構造状態を安定化するタンパク質結合ドメインを
含有する複合体上の他のディスプレイシステムで発現される、発現ライブラリーコード免
疫グロブリン遺伝子またはこの部分のスクリーニングを含む、機能的立体構造状態、好ま
しくは活性立体構造状態のＧＰＣＲに特異的な抗体を選択するための方法にも関する。
【０１８６】
　本発明の第７の態様は、本発明によるタンパク質結合ドメインまたは本発明による複合
体または本発明による細胞組成物を含むキットに関する。キットは、バッファー、分子タ
グ、ベクター構築物、基準試料物質等の試薬の組み合わせならびに適切な固体支持体等を
さらに含み得る。そのようなキットは、本明細書に記載される本発明の適用のいずれにお
いても有用であり得る。例えば、キットは、化合物スクリーニング適用に有用な試験化合
物（のライブラリー）を含んでいてもよい。
【０１８７】
　最後に、本発明の最後の態様は、機能的立体構造状態のＧＰＣＲ、特に活性立体構造状
態のＧＰＣＲの立体構造エピトープへの特異的結合に関与するアミノ酸配列を単離し、ア
ミノ酸配列に基づいて人為的なタンパク質結合ドメインを構築するための本発明による任
意のタンパク質結合ドメインの使用である。本発明によるタンパク質結合ドメインにおい
て、フレームワーク領域および相補性決定領域は公知であり、機能的立体構造状態のＧＰ
ＣＲ、特に活性立体構造状態のＧＰＣＲの同じ立体構造エピトープに結合する、タンパク
質結合ドメインの誘導体の研究により、立体構造エピトープへの結合に関与する不可欠な
アミノ酸を推定することが可能であることが認識される。この知識を使用して最小タンパ
ク質結合ドメインを構築し、この誘導体を作製することができ、これは当業者に公知の技
法により日常的に行うことが可能である。
【０１８８】
　以下の実施例は本発明のさらなる理解を促進することが意図されている。本発明は説明
される実施形態を参照して本明細書に記載されているが、本発明は本文書に限定されない
ことは理解されるべきである。当業者および本明細書の教示を利用することができる者は
、その範囲内で追加の修正および実施形態を認識する。したがって、本発明は本明細書に
添付される特許請求の範囲のみに限定される。
【実施例】
【０１８９】
　機能的立体構造状態のヒトβ２ＡＲを安定化するタンパク質結合ドメイン
［実施例１］
　免疫化、ライブラリー構築および最初のスクリーニング
　β２ＡＲに対するインビボ成熟ナノボディを得るために、ラマ（ラマ・グラマ（Ｌｌａ
ｍａ　ｇｌａｍａ））はカルボキシル末端への免疫応答を排除するためにＧｌｙ３６５（
β２ＡＲ－３６５）で切断された組換えβ２ＡＲで免疫された。β２ＡＲ－３６５は昆虫
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細胞において発現され、抗原は以載された通りに再構成された（Ｄａｙら、２００７）。
再構成された切断型アゴニスト結合受容体の６週間投与後、リンパ球は免疫されたラマの
血液から単離され、ファージライブラリーは実施例の材料および方法に記載される通りに
調製されスクリーニングされた（さらに参照）。２つのスクリーニングにより、天然のβ

２ＡＲを認識するが変性された受容体は認識しない立体構造ナノボディが同定された。
【０１９０】
［実施例２］
　ＥＬＩＳＡによる立体構造特異的ナノボディの選択
　最初のスクリーニングにおいて、ＥＬＩＳＡにおける天然と熱変性されたβ２ＡＲ抗原
上へのナノボディの結合を比較した。ナノボディごとに、１つのウェルがアゴニスト結合
β２ＡＲ－３６５を含有するリン脂質小胞で被膜された（０．１μｇタンパク質／ウェル
）。次に、このプレートは８０℃で２時間インキュベートされた。次に、同じプレートの
別のウェルが、加熱せずにアゴニスト結合β２ＡＲ－３６５を含有するリン脂質小胞で被
膜された（０．１μｇタンパク質／ウェル）。ナノボディはすべて天然の受容体に選択的
に結合することができたが、熱不活化された受容体には結合せず、１６個のバインダーが
立体構造エピトープを認識することを示していた。
【０１９１】
［実施例３］
　ドットブロットによる立体構造特異的ナノボディの選択
　次のスクリーニングにおいて、ドットブロット解析により、天然のアゴニスト結合β２

ＡＲ受容体対天然のインバースアゴニスト結合受容体対ＳＤＳ変性された受容体に対する
ナノボディの特異性を比較した。スクリーニングにより、天然のアゴニスト結合β２ＡＲ
－３６５を認識するがインバースアゴニストも熱変性された受容体も認識しない１６個の
異なる立体構造ナノボディが同定された（図２（ドットブロット））。
【０１９２】
［実施例４］
　Ｇタンパク質様挙動をするナノボディの選択
　最初のスクリーニングでは、天然のアゴニスト結合β２ＡＲを認識するが熱変性された
受容体は認識しない１６個のクローンが同定された。我々の次の目標は、Ｇタンパク質様
挙動を有するナノボディを同定することであった。β２ＡＲはＧｓに優先的に共役し、ア
ゴニスト結合はＧタンパク質相互作用を増強する。さらに、Ｇｓの存在下において、β２

ＡＲはさらに高い親和性でアゴニストに結合する。したがって、（１）サイズ排除クロマ
トグラフィーを使用してβ２ＡＲへのナノボディ結合に対するアゴニストの効果、（２）
膜におけるβ２ＡＲアゴニスト結合親和性に対するナノボディの効果および（３）環境的
に感受性のモノブロモビマン（ｍＢＢｒ）フルオロフォアによりモニターされるβ２ＡＲ
立体構造変化に対するナノボディの効果を調べた。
【０１９３】
［実施例５］
　Ｇタンパク質様挙動するナノボディは精製されたアゴニスト結合受容体に特異的に結合
する
　精製されたナノボディは、不活性立体構造を安定化するアゴニストまたはインバースア
ゴニストの存在下で、精製された、界面活性剤で可溶化したβ２ＡＲ受容体と一緒にイン
キュベートされた。次に、混合物はサイズに基づいてタンパク質を分離するサイズ排除ク
ロマトグラフィー（ＳＥＣ）により解析された。７個のナノボディが精製されたβ２ＡＲ
に結合し、アゴニストの存在下でのみＳＥＣで複合体として移動し、インバースアゴニス
トでは移動しなかった（例は図１Ａ、図３および図４において示されている）。残りのナ
ノボディは、ＳＥＣでのβ２ＡＲの移動性を変化させるのに十分な高親和性では結合しな
かった。
【０１９４】
［実施例６］
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　Ｇタンパク質様挙動するナノボディはアゴニストに対するβ２ＡＲの親和性を増強する
　多くのＧＰＣＲが、Ｇタンパク質と複合体を形成するとより高いアゴニスト結合親和性
を示す。これは、アゴニスト占有受容体とＧタンパク質間の協調的相互作用に起因すると
考えられる。我々のＳＥＣ実験により、７個のナノボディがアゴニスト占有β２ＡＲに優
先的に結合し、したがって、Ｇタンパク質Ｇｓに類似する様式で活性状態を安定化し得る
という証拠が与えられる。アゴニスト競合結合実験は、これら７個のナノボディの存在下
および非存在下で実施された。アゴニスト（イソプロテレノール）に対するβ２ＡＲの親
和性は、ナノボディ６５、６７、６９、７１、７２、８０および８４の存在下で２－３０
倍増強された（図１Ｂおよび表１）。これとは対照的に、Ｎｂ８０は、インバースアゴニ
ストＩＣＩ－１１８，５５１（ＩＣＩ）に対するβ２ＡＲまたはβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌの親和
性を増加させない（図１５）。
【０１９５】
［実施例７］
　Ｎｂ８０およびＧタンパク質はＴＭ６の細胞質ドメインで類似する立体構造変化を誘導
する
　オプシンの最近の結晶構造ならびにロドプシン（Ｐａｒｋら、２００８）およびβ２Ａ
Ｒ（Ｙａｏら、２００９）に関する生物物理学的研究によると、膜貫通セグメント６（Ｔ
Ｍ６）の細胞質末端はアゴニストが結合するとＧタンパク質共役に必要な立体構造変化を
受けることが明らかにされている。ＴＭ６の細胞質ドメインの運動に対するナノボディの
効果を調べるために、精製されたβ２ＡＲをＣ２６５でモノブロモビマンを用いて標識し
た（ｍＢＢ－β２ＡＲ）。アゴニスト結合もＧタンパク質共役もｍＢＢ－β２ＡＲの蛍光
の変化を誘導し、オプシン結晶構造において観察される（Ｐａｒｋら、２００８）ＴＭ６
の外側への動きと適合している（Ｙａｏら、２００８）ことを我々は以前明らかにした。
ｍＢＢ－β２ＡＲにおいて、Ｇタンパク質と一緒にアゴニストを添加すると、アゴニスト
またはＧタンパク質単独よりも大きな蛍光変化を生じる。これは、アゴニスト競合結合ア
ッセイにおいて観察された協調的相互作用（Ｙａｏら、２００９）と適合する。同様に、
アゴニストであるイソプロテレノール単独またはＮｂ８０単独の添加によりｍＢＢ－β２

ＡＲにおいて蛍光の相対的に小さな変化が観察されたが、アゴニストとナノボディの両方
を一緒に添加するとより大きな変化が観察された（図１Ｃ）。匹敵する結果はナノボディ
６５、６７、６９、７１、７２および８４で観察された（図５）。
【０１９６】
［実施例８］
　ナノボディ安定化されたβ２ＡＲ活性状態の特徴付け
　次に、β２ＡＲ構造とアゴニスト結合親和性に対するＮｂ８０とＧｓの効果を比較した
。β２ＡＲはＴＭ６の細胞質末端のＣ２６５でモノブロモビマンを用いて標識され、ＨＤ
Ｌ粒子に再構成された。ＴＭ６はアゴニスト活性化によりＴＭ３およびＴＭ５に比べて移
動し（図６Ａ）、Ｃ２６５に共有結合されたビマン周囲の環境はアゴニスト結合でもＧタ
ンパク質共役でも変化し、ビマン強度が減少してλｍａｘが赤色移動する（Ｙａｏら、２
００９）ことを以前我々は明らかにした。ビマン蛍光の変化は、ＤＥＥＲ分光法によるロ
ドプシンにおいておよび低ｐＨオプシンの構造において観察された動きに類似するＴＭ６
の動きに適合する。図６Ｂに示されるように、カテコラミンアゴニストであるイソプロテ
レノールとＧｓの両方が活性様立体構造を安定化するが、Ｇｓの効果はイソプロテレノー
ルの存在下のほうが大きく、β２ＡＲ構造上のアゴニストとＧｓの協調的相互作用と一致
している。Ｎｂ８０単独でビマン蛍光およびリガンド非結合β２ＡＲのλｍａｘに対する
効果を有し、これはＧｓの効果に類似している（図６Ｃ）。この効果はインバースアゴニ
ストＩＣＩ－１１８，５５１に結合しているβ２ＡＲでは観察されなかった。Ｎｂ８０の
効果は１０μＭのイソプロテレノールの存在下において増加した。これらの結果により、
Ｎｂ８０は不活性立体構造のβ２ＡＲを認識しないが、アゴニスト占有β２ＡＲには効率
的に結合し、Ｇｓおよびイソプロテレノールの存在下で観察される変化と識別不能なビマ
ン蛍光の変化を生じることが示されている。
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【０１９７】
　図６Ｄおよび６Ｅは、β２ＡＲに対するアゴニスト親和性へのＧｓおよびＮｂ８０の効
果を示している。β２ＡＲはＨＤＬ粒子に再構成され、アゴニスト競合結合実験はＮｂ８
０とＧｓの非存在または存在下で実施された。どちらのタンパク質も非存在下において、
イソプロテレノールは１０７ｎＭの阻害定数（Ｋｉ）を有している。Ｇｓの存在下におい
て、β２ＡＲのすべてがＧｓと共役しているわけではないために２つの親和性状態が観察
される。Ｇｓ共役状態において、イソプロテレノールの親和性は１００倍増加する（Ｋｉ
＝１．０７ｎＭ）（図６Ｄおよび表４）。同様に、Ｎｂ８０の存在下において、イソプロ
テレノールの親和性は９５倍増加する（Ｋｉ＝１．１３ｎＭ）（図６Ｅおよび表４）。こ
れらの結合データにより、Ｎｂ８０はＧｓにより安定化される立体構造に非常に類似して
いるＷＴ　β２ＡＲにおける立体構造を安定化させ、したがってアゴニストとＧｓ結合の
エネルギーカップリングはＮｂ８０により忠実に模倣されることが示唆される。
【０１９８】
　β２ＡＲの不活性状態の高分解能構造は、β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ融合タンパク質を用いて得
られた。β２ＡＲ－Ｔ４Ｌはイソプロテレノールに対してＷＴ　β２ＡＲよりも高い親和
性を有することを以前明らかにした（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７）。にもかかわら
ず、Ｎｂ８０の存在下において、親和性は６０倍増加し、Ｎｂ８０に結合しているＷＴ　
β２ＡＲの親和性に匹敵する親和性（Ｋｉ＝０．５６ｎＭ）が得られた（図６Ｆおよび表
４）。Ｔ４Ｌによる立体障害のせいでβ２ＡＲ－Ｔ４ＬにおけるＧタンパク質共役を研究
することはできないが、その結果はＴ４ＬがＮｂ８０の結合を妨げないことを示しており
、Ｎｂ８０の存在下での野生型β２ＡＲおよびβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌへのアゴニスト結合につ
いてのほぼ同一のＫｉ値は、Ｎｂ８０がこれら２つのタンパク質における類似する立体構
造を安定化していることを示唆している。
【０１９９】
［実施例９］
　ナノボディはアゴニスト結合β２ＡＲの結晶化を促進する
　β２ＡＲは、２つの異なるアプローチを使用して最初はインバースアゴニストであるカ
ラゾロールに結合した状態で結晶化された。第１の結晶は、ＴＭ５と６を連結する第３の
細胞内ループのアミノおよびカルボキシル末端から構成されたエピトープを認識するＦａ
ｂ断片に結合しているβ２ＡＲから得られた（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら、２００７）。第２
のアプローチにおいて、第３の細胞内ループはＴ４リゾチームで置き換えられた（β２Ａ
Ｒ－Ｔ４Ｌ）（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７）。異なるアゴニストに結合しているβ

２ＡＲ－Ｆａｂ複合体およびβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌを結晶化する努力は、構造決定のために十
分な品質の結晶を生成できなかった。
【０２００】
　したがって、Ｎｂ８０と複合したアゴニスト結合β２ＡＲおよびβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌを結
晶化することを試みた。両複合体の結晶が脂質バイセルおよび脂質立法相（ＬＣＰ）で得
られたが、高分解能回折はＬＣＰで成長したβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０の結晶から得ら
れた。これらの結晶は、３９－４４％ＰＥＧ４００、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ、４％ＤＭＳ
Ｏおよび１％１，２，３－ヘプタントリオール中ｐＨ８．０で成長した。
【０２０１】
［実施例１０］
　Ｎｂ８０はβ２ＡＲの結晶格子へのパッキングに寄与する
　高分解能回折はＬＣＰで成長したβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０の結晶から得られた。こ
れらの結晶は、３９－４４％ＰＥＧ４００、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ、４％ＤＭＳＯおよび
１％１，２，３－ヘプタントリオール中ｐＨ８．０で成長した。
【０２０２】
　３．５Åに設定された混合データは２３個の結晶から得られた（表５）。構造は、カラ
ゾロール結合β２ＡＲの構造および探索モデルとしてナノボディを使用する分子置換によ
り解明された。図７は、β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０複合体の結晶格子へのパッキングを
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示している。Ｎｂ８０は、第３の相補性決定領域（ＣＤＲ）ループが受容体の核中に突き
出ているβ２ＡＲの細胞質末端に結合する。β２ＡＲ－ナノボディ複合体は、脂質二重層
が結晶のｂｃ平面にほぼ平行になって配置されている。二回転対称関連ナノボディ分子は
ａ軸に沿って相互作用して、この方向に緊密に詰め込まれた格子を生成する。二重層内に
おいて、受容体分子が、逆平行の配置で、隣接する分子のＴＭ４および５に対して詰まっ
ている１つのβ２ＡＲ分子のＴＭ１、２、３および４と相互作用する。へリックス８と平
行な格子隣接物のＴＭ５間でｂ軸に沿って、およびＴＭ１の細胞外部分と第３の逆平行隣
接物のＴＭ６の細胞質末端間でも接触が起こる。パッキングはｃ軸に沿って最も弱く、こ
れは一部にはＴ４Ｌと隣接する受容体および／またはナノボディ分子との非特異的相互作
用のせいであり得る。Ｔ４Ｌでは解釈可能な電子密度は存在しないが、ＴＭ５およびＴＭ
６の目に見える末端があるとすれば、Ｔ４Ｌの位置は高度に制約されている。おそらく、
Ｔ４Ｌは受容体と比べていくつかの配向および多分そのヒンジ運動に起因して（Ｚｈａｎ
ｇら、１９９５）、平均してその密度になる一定範囲の内部立体構造をとる。にもかかわ
らず、これらの条件下において天然のβ２ＡＲ－ナノボディ複合体の結晶を生成すること
ができなかったために、Ｔ４Ｌはおそらく結晶の構造に寄与しているが、天然の受容体に
おいてＴＭ５とＴＭ６を連結している柔軟なループが格子形成を妨げている可能性がある
。
【０２０３】
［実施例１１］
　β２ＡＲのナノボディ安定化された活性状態の構造
　図８は、不活性β２ＡＲ構造（カラゾロール結合β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ構造由来）とβ２Ａ
Ｒの活性状態を比較している。最大の差異は受容体の細胞質面で見出され、不活性構造と
比べてβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０複合体においてはＴＭ５およびＴＭ６が外側に変位し
、ＴＭ７およびＴＭ３が内側に移動していた（図８Ａ、Ｂ）。細胞外表面には相対的に小
さな変化が存在する（図８Ｃ）。ＴＭ３とＴＭ４間の第２の細胞内ループ（ＩＣＬ２）は
シチメンチョウβ１ＡＲ構造において観察されるヘリックスに類似する２回転アルファへ
リックスをとる（Ｗａｒｎｅら、２００８）。不活性β２ＡＲ構造にこのヘリックスがな
いことはＩＣＬ２を含む結晶格子接触を反映している可能性がある。
【０２０４】
　図９Ａ－Ｃは、Ｎｂ８０とβ２ＡＲの細胞質側との相互作用をさらに詳細に示している
。８アミノ酸配列のＣＤＲ３が、ＴＭセグメント３、５、６および７由来のアミノ酸によ
り形成される疎水性ポケットに入り込んでいる。４アミノ酸配列のＣＤＲ１は、ＴＭセグ
メント５および６の細胞質末端とのさらに安定化に寄与する相互作用を提供している。図
９Ｄは、β２ＡＲの活性および不活性立体構造の細胞質表面を比較している。ＣＤＲ３が
オプシンにおけるトランスデューシンのカルボキシル末端ペプチドに類似する位置を占有
している（Ｓｃｈｅｅｒｅｒら、２００８）（図１０）。Ｎｂ８０とβ２ＡＲ間の相互作
用の大部分は疎水性接触により媒介されている。
【０２０５】
　活性構造と不活性構造を比較すると、最大の変化はＴＭ６において観察され、Ｇｌｕ２
６８６．３０（イオンロックの一部）でヘリックスが１１．４Å移動している（この形式
の上付き数字は、保存されたＧＰＣＲ残基についてのバレステロス－ワンスタイン番号付
を示している）（Ｂａｌｌｅｓｔｅｒｏｓ　ａｎｄ　Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ　１９９５）（
図９Ｄ）。この大きな変化は、ヘリックスを外側に振っている、プロリンでの妨げられた
骨格水素結合およびＰｈｅ２８２６．４４のリパッキングにより可能になっている（下参
照）保存されたＰｒｏ２８８６．５０に先行する転換点におけるＴＭ６のわずかの時計回
りの回転によりもたらされる。
【０２０６】
　不活性カラゾロール結合β２ＡＲ－Ｔ４Ｌと比べた活性β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０の
変化は、ロドプシンとオプシン間で観察される変化に著しく類似している（Ｓｃｈｅｅｒ
ｅら、２００８；Ｐａｒｋら、２００８）（図９Ｅ、図１０）。高度に保存されたＡｒｇ
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１３１３．５０とＡｓｐ／Ｇｌｕ１３０３．４９間のイオンロックにおける塩架橋は切れ
ている。オプシンでは、ＴＭ５およびトランスデューシンペプチドの骨格カルボニルにお
いてＡｒｇ１３５３．５０はＴｙｒ２２３５．５８と相互作用している。β２ＡＲのＡｒ
ｇ１３１３．５０は同様にＮｂ８０のＣＤＲ３の骨格カルボニルと相互作用している。し
かし、Ｎｂ８０は、チロシンがオプシンおよびβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０の活性立体構
造において類似する位置を占有しているけれども、Ａｒｇ１３１３．５０とＴｙｒ２１９
５．５８間の相互作用を妨げている。オプシンの場合のように、高度に保存されたＮＰｘ
ｘＹ配列のＴｙｒ３２６７．５３は、不活性状態においてＴＭ６に占有されている空間に
移動する。不活性カラゾロール結合β２ＡＲ－Ｔ４Ｌでは、ＴＭ１、２、６および７にお
いて高度に保存されたアミノ酸を含む水素結合相互作用のネットワークならびにいくつか
の水分子を観察した（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７）。β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０
の分解能は水を検出するには不十分であるが、我々が観察する構造変化がこのネットワー
クを実質的に変化させていることは明らかである。
【０２０７】
　β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０の細胞質ドメインにおいて観察される相対的に大きな変化
とは対照的に、アゴニスト結合ポケットにおける変化はかなり微妙である。Ｔｒｐ６．４

８はファミリーＡ　ＧＰＣＲにおいて高度に保存されており、その回転異性体状態はＧＰ
ＣＲ活性化に関与している（回転異性体トグルスイッチ）ことが提唱されてきた（Ｓｈｉ
ら、２００２）。リガンド結合ポケットの基底近くにあるＴＭ６においてＴｒｐ２８６６

．４８の側鎖回転異性体には変化は観察されていないが、その位置は近くの残基Ｉｌｅ１
２１３．４０とＰｈｅ２８２６．４４の再配置のせいでわずかに移動している。ロドプシ
ンの活性化によるＴｒｐ６．４８の環境の変化に対する分光学的証拠が存在する（Ａｈｕ
ｊａら、２００９）が、回転異性体変化はロドプシンおよび低ｐＨオプシンの結晶構造で
は観察されていない。さらに、ヒスタミン受容体での最近の変異誘発実験において、Ｔｒ
ｐ６．４８はセロトニンによる５ＨＴ４受容体の活性化に必要ではないことが実証されて
いる（Ｐｅｌｌｉｓｓｉｅｒら、２００９）。
【０２０８】
　アゴニスト結合ポケット周辺の小変化がＮｂ８０とＧｓの結合を促進するＴＭ５、６お
よび７の細胞質領域のはるかに大きな構造変化とどのように共役しているのかを推測する
のは興味深い。潜在的立体構造連結は図１１に示されている。アゴニスト相互作用は、不
活性構造と比べて２０７５．４６位でのＴＭ５の２．１Å内側移動および保存されたＰｒ
ｏ２１１５．５０の１．４Å内側移動を含む活性な受容体立体構造を安定化し得る。不活
性状態において、ＴＭ５、ＴＭ３、ＴＭ６およびＴＭ７の相対位置は、Ｐｒｏ２１１５．

５０、Ｉｌｅ１２１３．４０、Ｐｈｅ２８２６．４４およびＡｓｎ３１８７．４５間の相
互作用により安定化されている。活性状態で観察されるＰｒｏ２１１５．５０の位置は相
互作用のこのネットワークと適合せず、Ｉｌｅ１２１３．４０とＰｈｅ２８２６．４４は
再配置されており、Ｐｈｅ２８２６．４４周囲のＴＭ６の回転がＴＭ６の細胞質末端の外
側への移動をもたらしている。
【０２０９】
　β２ＡＲ－Ｔ４Ｌ－Ｎｂ８０複合体の細胞質ドメインにおいて観察される構造変化の一
部はＮｂ８０との特異的相互作用から生じているが、蛍光分光法によりおよびアゴニスト
結合親和性により決定される場合、Ｎｂ８０とＧｓがβ２ＡＲにおける類似の構造変化を
誘導するまたは安定化するという事実は、Ｎｂ８０とＧｓが類似するアゴニスト安定化さ
れた立体構造を認識することを示唆している。ロドプシンおよびβ２ＡＲの細胞質ドメイ
ンが活性化により類似する構造変化を受けるという所見は、アゴニスト結合β２ＡＲ－Ｔ
４Ｌ－Ｎｂ８０が活性立体構造を表し、Ｇタンパク質活性化の保存された機構と一致する
という追加の支持を提供する。
【０２１０】
　しかし、アゴニストがこれらの立体構造変化を誘導するまたは安定化する機構は、おそ
らく、リガンドが異なればおよびＧＰＣＲが異なれば異なる。ロドプシンはＧタンパク質



(59) JP 2018-27936 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

が非存在では完全な活性立体構造をとることができるが、β２ＡＲはそれができないとい
う事実により示されるように、ロドプシンとβ２ＡＲの立体構造平衡は異なる。したがっ
て、活性化のエネルギー論および立体構造サンプリングは異なるＧＰＣＲによって異なる
可能性があり、このためにおそらくこれらの受容体により示されるリガンド有効性の多様
性が生じる。構成的受容体活性はＧＰＣＲの異なる領域由来のアミノ酸の単一変異から生
じることがあるので、アゴニストは不活性状態を安定化するのに必要な１つの重要な分子
内相互作用を乱すだけでよい（Ｐａｒｎｏｔら、２００２）。したがって、アゴニストま
たは変異のどちらかによりこれらの安定化に寄与する相互作用を乱してやれば、不活性と
活性状態を分けているエネルギー障壁を下げて受容体がＧタンパク質と相互作用すること
ができる可能性が増加する。
【０２１１】
　結論として、これらの上記の結果により、ＧＰＣＲのアゴニスト結合状態を認識し安定
化させるナノボディを生成する能力が実証されている。β２ＡＲの場合には、このナノボ
ディ安定化された状態は、Ｇタンパク質Ｇｓにより安定化されている状態に機能的に類似
している。最後に、ナノボディは回折特質の結晶の形成を促進した。このアプローチは現
在では他のＧＰＣＲおよび他の膜タンパク質に適用されている。
【０２１２】
［実施例１２］
　Ｎｂ８０はアドレナリン受容体ファミリーのメンバーの活性化状態立体構造を安定化す
る
　関連する受容体に交差反応性である活性化状態安定化ナノボディは、それらの関連する
受容体の立体構造状態を安定化するツールとして使用することが可能である。この方針を
実証するために、Ｎｂ８０がヒトβ１ＡＲ受容体の活性立体構造に選択的に結合するかど
うかを解析した。β１ＡＲおよびβ２ＡＲは密接に関連するアドレナリン受容体である。
ＰＩＳＡサーバーを使用し（Ｋｒｉｓｓｉｎｅｌ＆Ｈｅｎｒｉｃｋ、２００７）Ｎｂ８０
－β２ＡＲ複合体の結晶構造に基づいて、３０のβ２ＡＲ　ＡＡ残基は、β２ＡＲ－Ｎｂ
８０界面においてＮｂ８０と相互作用することが確認された。アミノ酸配列アラインメン
ト（図１７）により、Ｎｂ８０相互作用に関与するこれら３０の残基のうち２８がβ１Ａ
Ｒとβ２ＡＲ間で保存されていることが示される。残りの界面残基はβ２ＡＲにおけるリ
シンであり保存された置換に対応してβ１ＡＲにおいてはアルギニンで置換されている（
図１７における灰色ボックスに示されている）。したがって、両受容体がＮｂ８０に対す
る非常に類似する結合部位を共有していると思われる。この解析に基づいて、アゴニスト
であるイソプロテレノールおよびインバースアゴニストであるＣＧＰ２０７１２Ａに対す
るβ１ＡＲの親和性へのＮｂ８０の効果も測定した（図１８）。β２ＡＲに関しては、Ｎ
ｂ８０はβ１ＡＲに対するイソプロテレノールの親和性の増加も誘導した（図１８、パネ
ルＡおよびＣ）。Ｎｂ８０はアンタゴニストであるＣＧＰ２０７１２Ａに対する親和性を
変化させることはなく（図１８、パネルＤ）、Ｎｂ８０によるβ１ＡＲの活性状態立体構
造の選択的安定化を実証している。ドーパミンＤ１受容体のような無関係な受容体に対す
るＮｂ８０のそのような効果は観察されなかった（データは示されず）。
【０２１３】
［実施例１３］
　β２ＡＲ活性状態安定化ナノボディはアゴニストスクリーニングの改良のための優れた
ツールである
　多くのＧＰＣＲが、Ｇタンパク質と複合体を形成するとより高いアゴニスト結合親和性
を示す。これは、アゴニスト占有された受容体とＧタンパク質間の協調的相互作用に起因
すると考えられる。Ｇタンパク質様挙動をするナノボディはおそらく、アゴニストに対す
るβ２ＡＲの親和性を増強する（実施例６参照）。この挙動は、新しいアゴニストの発見
において重要な意味を有し得る。例えば、Ｇタンパク質様挙動をするＮｂは、アンタゴニ
ストと比べて、アゴニストに対するＧＰＣＲの見かけ上の親和性を増加させ得る。そのよ
うなＧＰＣＲ－Ｎｂ複合体に対して化合物ライブラリーがスクリーニングされる場合、こ



(60) JP 2018-27936 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

れがヒット間にアゴニストへのバイアスを引き起こし得る。このアプローチの適用性を評
価するために、競合放射性リガンド結合実験においていくつかの周知のβ２ＡＲリガンド
とβ２ＡＲの相互作用に対するβ２ＡＲ活性状態安定化ナノボディＮｂ８０の効果を解析
した（材料および方法参照）。１０個のアゴニストおよび５個のアンタゴニスト；すなわ
ち（－）イソプロテレノールＨＣｌ（アゴニスト）、（－）－アルプレノロール（アンタ
ゴニスト）、サルブタモール（部分アゴニスト）、ＩＣＩ１１８５５１（インバースアゴ
ニスト）、カルベジロール（アンタゴニスト）、ＣＧＰ１２１７７Ａ（アンタゴニスト）
、サルメテロールキシナホ酸塩（完全アゴニスト）、テルブタリンヘミ硫酸塩（部分アゴ
ニスト）、ドブタミン塩酸塩（部分アゴニスト）、メタプロテレノールヘミ硫酸塩（アゴ
ニスト）、プロカテロール塩酸塩（アゴニスト）、リトドリン塩酸塩（アゴニスト）、フ
ェノテロール臭化水素酸塩（完全アゴニスト）、ホルモテロールフマル酸塩二水和物（ア
ゴニスト）およびチモロールマレイン酸塩（アンタゴニスト）が試験され、すべてＳｉｇ
ｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ経由で購入された。
【０２１４】
　リガンド競合結合実験は、完全長ヒトβ２ＡＲを含有する市販の膜上で５００ｎＭのＮ
ｂ８０の存在および非存在下で実施された。３Ｈ－ジヒドロアルプレノロール（ＤＨＡ）
が競合する放射性リガンドとして使用された。リガンド競合結合実験の代表例は図１６に
示されている。すべての化合物において、過剰なＮｂ８０の存在下でＩＣ５０値が得られ
、無関係なナノボディ（負の対照）の存在下で得られたＩＣ５０と比較された（表６）。
実施例６、８および１２と一致して、β２ＡＲがＮｂ８０の複合している場合は、すべて
のアゴニストの効力の増加が観察される。そのような効果はアンタゴニストにもインバー
スアゴニストにも観察されない。
【０２１５】
［実施例１４］
　β２ＡＲ活性状態安定化ナノボディを使用する化合物ライブラリースクリーニング
　ＧＰＣＲを特定の立体構造に固定するのは、その特定の立体構造、いわゆる「新薬開発
につながる」標的立体構造に対する化合物を同定する目的を持つスクリーニングアッセイ
においては、立体構造的に安定化していない標的（立体構造のレパートリーを表す）を使
用するよりも利点がある。立体構造選択性Ｎｂ８０は、野生型受容体の使用を可能にし、
したがって、部位特異的変異誘発の結果としての人為的立体構造変化という潜在的リスク
を最小限に抑える。
【０２１６】
　Ｎｂ８０がその活性立体構造のβ２ＡＲに選択的に結合するリガンドの同定を促進する
かどうかを実証するために、競合放射性リガンド結合アッセイを使用して、約１５００個
の異なる低分子量化合物（＜３００Ｄａ）からなる断片ライブラリーがアゴニストについ
てスクリーニングされる。このアッセイにおいて、完全長β２ＡＲを含有する膜がＮｂ８
０または無関係なＮｂ（負の対照）と一緒にプレインキュベートされ、ライブラリー化合
物および２ｎＭの３Ｈ－ジヒドロアルプレノロール（ＤＨＡ）放射性リガンドを含有する
９６ウェルプレートに添加される（材料および方法参照）。無関係なナノボディを含有す
る試料と比べて、Ｎｂ８０と複合しているβ２ＡＲを含有する試料において放射性リガン
ドに著しく取って代わるライブラリー化合物は、受容体の活性立体構造に優先的に結合す
る化合物である。受容体の活性立体構造に選択的に結合するライブラリー化合物は、ＧＰ
ＣＲの活性立体構造のオルソステリックまたはアロステリック安定化が生物学的応答を誘
発するために、アゴニストとして振る舞う高い傾向を有する。選択されたライブラリー化
合物は、例えばＧタンパク質共役により下流シグナル伝達事象または生理学的アウトプッ
トを測定することにより、アゴニズムについてさらにスクリーニングを受けなければなら
ない。
【０２１７】
［実施例１５］
　ナノボディを用いたβ２ＡＲ受容体の熱安定化
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　膜内在性タンパク質に関する構造的および機能的研究は、界面活性剤中でのその不安定
性により長い間妨げられてきた。ミリグラム量の生成を可能にする発現および精製方法が
出現しているが、これらの分子での安定性を達成するのはおそらく克服するのが最も困難
なハードルである。精製には、タンパク質の疎水性表面が界面活性剤モノマーで被膜され
てタンパク質－界面活性剤複合体を形成する過程である界面活性剤可溶化による脂質二重
層からの膜タンパク質の放出が必要である。しかし、タンパク質の周りに形成された界面
活性剤ベルトは脂質二重層の代替物としては不十分である。したがって、膜タンパク質の
可溶化は、不安定化、アンフォールディングおよびそれに続く凝集をもたらすことが多い
。膜タンパク質の熱安定化は部位特異的変異誘発を通じて達成することが可能である（Ｚ
ｈｏｕ＆Ｂｏｗｉｅ、２０００；Ｍａｇｎｉｎｉら、２００８）。立体構造選択性ナノボ
ディの結合が、界面活性剤で可溶化したＧＰＣＲの熱安定化のための画期的代替法を表す
ことをここで我々は明らかにする。
【０２１８】
　β２ＡＲ受容体の熱安定性およびその後の凝集に対する立体構造選択性ナノボディの効
果は、蛍光熱安定性アッセイ（図１３）およびサイズ排除クロマトグラフィー（図１４）
を使用して解析された。これらの実験において、組換えβ２ＡＲはＳｆ９昆虫細胞におい
て発現され、１％ドデシルマルトシド、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭヘペス　ｐＨ７
．５およびプロテアーゼ阻害剤に可溶化され、Ｍ１　ＦＬＡＧ親和性クロマトグラフィー
により精製された（実施例の材料および方法参照）。
【０２１９】
　蛍光熱安定性アッセイは、チオール特異的蛍光色素のＮ－［４－（７－ジエチルアミノ
－４－メチル－３－クマリニル）フェニル］マレイミド（ＣＰＭ）を使用して、膜タンパ
ク質のフォルダー状態の全体的完全性を表すセンサーとしてタンパク質内部に包埋されて
いる天然のシステインの化学反応性を測定する（Ａｌｅｘａｎｄｒｏｖら、２００８）。
蛍光熱安定性アッセイにおいて、界面活性剤で可溶化した受容体（０．１％ドデシルマル
トシド、１００ｍＭ　ＮａＣｌおよび２０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５中）は、室温で１時間
、２対１のモル過剰なＮｂ８０の存在または非存在下でイソプロテレノール（１０μＭ）
と一緒にプレインキュベートされた。次に、試料はＣＰＭ蛍光色素と混合され、１０℃か
ら９４℃の範囲にわたる温度で２分間インキュベートされ、蛍光放射が収集された。実験
は３通りに実施され、ＧＰＣＲ　ＡＰＪについて得られる安定性プロファイルに似た融解
曲線が得られた（Ａｌｅｘａｎｄｒｏｖら、２００８）。アンフォールディング移行は、
天然（折り畳まれた）および変性状態を含み、融解曲線の下プラトーおよび上プラトーを
表す簡単な二状態モデルにより記載することができた。アゴニスト結合受容体の融解曲線
とＮｂ８０と複合したアゴニスト結合受容体の融解曲線の比較により、ナノボディが、ア
ゴニスト結合受容体の融解温度（Ｔｍ）を１２℃増加させることによりβ２ＡＲの活性立
体構造を安定化することが示される。
【０２２０】
　アゴニスト結合受容体の熱アンフォールディングおよび凝集に対するＮｂ８０の効果も
サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）により解析した。この実験において、ドデシル
マルトシド可溶化された受容体は、室温で４５分間、２対１のモル過剰なＮｂ８０の存在
または非存在下でイソプロテレノール（１０μＭ）と一緒にプレインキュベートされた。
次に、試料は増加する温度で１０分間インキュベートされ、続いてＳＥＣにより解析され
た（図１４）。異なるクロマトグラムの比較により、Ｎｂ８０は温度に誘導される凝集に
対してアゴニスト結合受容体を保護することが示されている。
【０２２１】
　ラット１ａ型アンジオテンシンＩＩ受容体（ＡＴ１ａＲ）の機能的立体構造状態を安定
化するタンパク質結合ドメイン
【０２２２】
［実施例１６］
　免疫化、ライブラリー構築および最初のスクリーニング
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　ラットＡＴ１ａＲに対するインビボ成熟ナノボディを得るために、２頭のラマ（ラマ・
グラマ）はカルボキシル末端への免疫応答を排除するためにＬｙｓ３１８後で切断された
組換えＡＴ１ａＲ－Ｔ４リゾチーム（Ｔ４Ｌ）融合物で免疫された。ＡＴ１ａＲは昆虫細
胞において発現され（Ｓｈｌｕｋａら、２００６）、抗原は以載された通りに脂質小胞に
再構成された（Ｄａｙら、２００７）。１頭のラマは、アンジオテンシン（バイアスをか
けていないアゴニスト）結合受容体で免疫され、１頭のラマは、受容体に結合された、β
－アレスチンでバイアスをかけたリガンドＴＲＶ０２３（Ｖｉｏｌｉｎら、２０１０）で
免疫された。再構成された切断型アゴニスト結合受容体の６週間投与後、リンパ球は免疫
されたラマの血液から単離され、ファージライブラリーは実施例の材料および方法に記載
される通りに調製されスクリーニングされた。固相ＥＬＩＳＡにより、ＡＴ１ａ受容体を
認識するナノボディが同定された。
【０２２３】
［実施例１７］
　ＥＬＩＳＡによる立体構造特異的ナノボディの選択
　最初のスクリーニングにおいて、ＥＬＩＳＡにおいて天然および熱変性されたラットＡ
Ｔ１ａＲ抗原上への精製されたナノボディの結合を比較する。ナノボディごとに、１ウェ
ルが受容体で被膜される。次に、このプレートは８０℃で２時間インキュベートされる。
次に、同じプレートの別の空のウェルは加熱しない受容体で被膜される。天然の受容体に
は選択的に結合することができるが熱不活化された受容体には結合しないナノボディは立
体構造エピトープを認識する。
【０２２４】
［実施例１８］
　ドットブロットによる立体構造状態特異的ナノボディの選択
　次のスクリーニングにおいて、立体構造エピトープに結合するナノボディのアゴニスト
結合ＡＴ１ａＲ受容体対アンタゴニスト結合受容体への結合をドットブロット解析により
比較する。このスクリーニングにより、アゴニスト結合（活性状態）対アンタゴニスト結
合（不活性状態）受容体の立体構造を選択的に認識するナノボディが同定される。
【０２２５】
［実施例１９］
　受容体の活性立体構造を選択的に安定化するＡＴ１ａＲナノボディについてのスクリー
ニング
　ＡＴ１ａＲ特異性についての結合アッセイ（ＥＬＩＳＡ）に加えて、精製されたナノボ
ディは、実施例６、１２および１３に記載される放射性リガンドアッセイに類似する放射
性リガンド競合実験において評価される。アゴニストに対するＡＴ１ａＲの親和性を増加
させるナノボディは受容体の活性立体構造を安定化させると見なされる。
【０２２６】
　ラットＭ３ムスカリン受容体の機能的立体構造状態を安定化するタンパク質結合ドメイ
ン
【０２２７】
［実施例２０］
　免疫化、ライブラリー構築および最初のスクリーニング
　ラットＭ３Ｒに対するインビボ成熟ナノボディを得るために、ラマ（ラマ・グラマ）は
末端への免疫応答を排除するためにＮとＣ末端部位の両方で切断された組換えＭ３Ｒ－Ｔ
４リゾチーム（Ｍ３Ｒ－Ｔ４Ｌ）融合物で免疫された。Ｍ３Ｒ－Ｔ４Ｌにおいて、３番目
の細胞内ループがＴ４リゾチームで置き換えられた。Ｍ３Ｒ－Ｔ４Ｌは昆虫細胞において
発現され、抗原は以載された通りに再構成された（Ｄａｙら、２００７）。再構成された
アンタゴニスト（チオトロピウム）結合受容体の６週間投与後、リンパ球は免疫されたラ
マの血液から単離され、ファージライブラリーは実施例の材料および方法に記載される通
りに調製されスクリーニングされた。
【０２２８】
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［実施例２１］
　ＥＬＩＳＡによる立体構造特異的ナノボディの選択
　最初のスクリーニングにおいて、ＥＬＩＳＡにおいて天然および熱変性されたラットＭ
３Ｒ抗原上への精製されたナノボディの結合を比較する。ナノボディごとに、１ウェルが
受容体で被膜される。次に、このプレートは８０℃で２時間インキュベートされる。次に
、同じプレートの別の空のウェルは加熱しない受容体で被膜される。天然の受容体には選
択的に結合することができるが熱不活化された受容体には結合しないナノボディは立体構
造エピトープを認識する。
【０２２９】
［実施例２２］
　ドットブロットによる立体構造状態特異的ナノボディの選択
　次のスクリーニングにおいて、立体構造エピトープに結合するナノボディのアゴニスト
結合Ｍ３受容体対アンタゴニスト結合受容体への結合をドットブロット解析により比較す
る。このスクリーニングにより、アゴニスト結合（活性状態）対アンタゴニスト結合（不
活性状態）受容体の立体構造を選択的に認識するナノボディが同定される。
【０２３０】
［実施例２３］
　受容体の活性立体構造を選択的に安定化するＭ３Ｒナノボディについてのスクリーニン
グ
　Ｍ３Ｒ特異性についての結合アッセイ（ＥＬＩＳＡ）に加えて、精製されたナノボディ
は、実施例６、１２および１３に記載される放射性リガンドアッセイに類似する放射性リ
ガンド競合実験において評価される。アゴニストに対するＭ３Ｒの親和性を増加させるナ
ノボディは受容体の活性立体構造を安定化させると見なされる。
【０２３１】
　実施例の材料および方法
　β２ＡＲ調製
　アミノ酸３６５後で切断されアミノ末端Ｆｌａｇエピトープタグを有するβ２ＡＲ（β

２ＡＲ－３６５）は、以載された通りにＳｆ９昆虫細胞において発現され連続Ｍ１抗体お
よびアルプレノロール親和性クロマトグラフィーにより精製された（Ｋｏｂｉｌｋａ　１
９９５）。精製されたβ２ＡＲ－３６５はＦｌａｇカラム（Ｓｉｇｍａ）上に固定化され
、１％（ｗ／ｖ）オクチルグルコシド（Ａｎａｔｒａｃｅ）中５ｍｇ／ｍｌ　ＤＯＰＣ（
Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）および０．５ｍｇ／ｍｌ　Ｌｉｐｉｄ　Ａ（
Ｓｉｇｍａ）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５、２ｍＭ　ＣａＣｌ

２ならびに１μＭアゴニスト（例えば、イソプロテレノール）の混合物の１０カラム容量
を用いて平衡化された。次に、β２ＡＲはＥＤＴＡを含有する同一バッファー中に溶出さ
れた。溶出されたβ２ＡＲの濃度は５ｍｇ／ｍｌに調整された。これは通常、タンパク質
を同一バッファーで希釈することを含むが、タンパク質をＡｍｉｃｏｎ限外濾過細胞（１
００ｋＤａポア）を用いて２倍まで濃縮する必要がある場合もあった。次に、タンパク質
は４℃で１μＭアゴニストを含有するリン酸緩衝食塩水に対して透析され界面活性剤を取
り除いた。再構成されたタンパク質は免疫化のための使用に先立って－８０℃で保存され
た。
【０２３２】
　ＡＴ１ａＲ調製
　第３ループにおけるＴ４リゾチームとのＡＴ１ａＲ融合物は、アミノ酸３１８後で切断
された（ＡＴ１ａＲ－３１８）。この構築物は、アミノ末端Ｆｌａｇエピトープタグおよ
び１０ヒスチジンのＣ末端タグを有する。ＡＴ１ａＲ－３１８はＴｎｉ昆虫細胞において
発現され、２０ｍＭヘペス、ｐＨ７．４、１Ｍ　ＮａＣｌおよび０．５％ＭＮＧにおいて
室温で２時間可溶化された。受容体は連続Ｎｉ－ＮＴＡおよびＦＬＡＧ－Ｍ１抗体親和性
クロマトグラフィーにより精製された。精製されたＡＴ１ａＲは１％（ｗ／ｖ）オクチル
グルコシド（Ａｎａｔｒａｃｅ）中５ｍｇ／ｍｌ　ＤＯＰＣ（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ
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　Ｌｉｐｉｄｓ）および０．５ｍｇ／ｍｌ　Ｌｉｐｉｄ　Ａ（Ｓｉｇｍａ）、１００ｍＭ
　ＮａＣｌ、２０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５および１００μＭアゴニスト（例えば、アンジ
オテンシンＩＩ）の混合物中で再構成された。溶出されたＡＴ１ａＲの濃度は１－２ｍｇ
／ｍｌに調整された。次に、タンパク質は４℃で１００μＭアゴニストを含有するリン酸
緩衝食塩水に対して透析され界面活性剤を取り除いた。再構成されたタンパク質は免疫化
のための使用に先立って－８０℃で保存された。
【０２３３】
　Ｍ３受容体調製
　アミノ末端ＦＬＡＧエピトープタグおよびカルボキシ末端ヘキサヒスチジンタグを有す
るＭ３ムスカリン受容体は、１μＭアトロピンの存在下でＳｆ９昆虫細胞において発現さ
れた（Ｖａｓｕｄｅｖａｎら、１９９５）。受容体は、細胞内ループ３が欠失している（
Ｍ３ＲΔｉ３）またはＴ４リゾチームで置換されていた（Ｍ３Ｒ－Ｔ４Ｌ）。細胞は遠心
分離され、次に浸透圧ショックにより溶解され、タンパク質は１％ドデシルマルトシド、
０．１％コレステロールヘミスクシナート、７５０ｍＭ塩化ナトリウム、２０ｍＭヘペス
　ｐＨ７．５中に可溶化された。次に、可溶化された受容体はニッケル親和性クロマトグ
ラフィー、続いてＦＬＡＧ親和性クロマトグラフィーにより精製された。次に、精製され
たタンパク質はサイズ排除クロマトグラフィーにより分離されてモノマー受容体を選択し
、この受容体は記載される通りに再構成された（Ｄａｙら、２００７）。
【０２３４】
　β２ＡＲに対するナノボディ選択
　１頭のラマは再構成された切断型β２ＡＲの６週間投与を受けた。リンパ球は免疫され
たラマの血液から単離され、全ＲＮＡはこれらの細胞から調製された。ナノボディレパー
トリーのコード配列はＲＴ－ＰＣＲにより増幅されファージディスプレイベクターｐＭＥ
Ｓ４（ジェンバンク　ＧＱ９０７２４８）にクローニングされた（Ｃｏｎｒａｔｈら、２
００１）。β２ＡＲ特異的ファージは、再構成されたβ２ＡＲ－３６５受容体で被膜され
たＭａｘｉｓｏｒｐ（Ｎｕｎｃ）９６ウェルプレート上でインビトロ選択により濃縮され
た。抗原結合ファージは、トリエチルアミン　ｐＨ１１を用いて抗原被膜されたウェルか
ら回収されＴｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７で中和される、または新たに増殖されたＴＧ１Ｅ．
コリ細胞の添加により回収された。２ラウンドのバイオパニングの後、９６の個々のコロ
ニーは無作為に選択され、ナノボディはＴＧ１細胞の周辺質において可溶性ＨＩＳタグ付
きタンパク質として産生された。固相ＥＬＩＳＡにより、天然のアゴニスト結合β２ＡＲ
－３６５を認識するが、熱変性受容体は認識しない１６個の異なる立体構造ナノボディが
同定された。
【０２３５】
　ＡＴ１ａＲに対するナノボディ選択
　１頭のラマは、そのアゴニストであるアンジオテンシンに結合された再構成されたＡＴ
１ａＲ－３１８の６週間投与を受けた。別の１頭のラマは、バイアスをかけたアゴニスト
ＴＲＶ０２３に結合されたＡＴ１ａＲ－３１８の６週間投与を受けた。免疫化後、それぞ
れのラマ由来のリンパ球は血液から別々に単離された。全ＲＮＡはこれらの細胞から調製
された。それぞれの試料から、ナノボディレパートリーのコード配列はＲＴ－ＰＣＲによ
り増幅されファージディスプレイベクターｐＭＥＳｙ４－ベクターに別々にクローニング
され（Ｃｏｎｒａｔｈら、２００１）て、２つの個々のライブラリーを作製した。ｐＭＥ
Ｓｙ４は、Ｃ末端Ｈｉｓ６ｔａｇに続いてアミノ酸ＥＰＥＡを担持する、ｐＭＥＳ４（ジ
ェンバンク　ＧＱ９０７２４８）の誘導体である（Ｄｅ　Ｇｅｎｓｔら、２０１０年　Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４０２：３２６－３４３頁）。
【０２３６】
　ＡＴ１ａＲ特異的ファージは、それぞれアンジオテンシンにまたはＴＲＶ０２３に結合
された再構成された切断型ＡＴ１ａＲ受容体（Ｔ４Ｌ挿入のない組換え受容体のバリアン
ト）で被膜されたＭａｘｉｓｏｒｐ（Ｎｕｎｃ）９６ウェルプレート上でインビトロ選択
により濃縮された。抗原結合ファージは、トリプシン消化により抗原被膜ウェルから回収
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された。２ラウンドのバイオパニングの後、９６の個々のコロニーは（４６個がＡＴ１ａ
Ｒ－アンジオテンシン上で４６個がＡＴ１ａＲ－ＴＲＶ０２３上で）無作為に選択され、
ナノボディはＴＧ１細胞の周辺質において可溶性ＨｉｓＩＳ－ＥＰＥＡ－タグ付きタンパ
ク質として産生された。
【０２３７】
　Ｍ３Ｒに対するナノボディ選択
　１頭のラマは、そのアゴニストチオトロピウムに結合された再構成された切断型Ｍ３Ｒ
－Ｔ４Ｌの６週間投与を受けた。免疫化後、このラマ由来のリンパ球は血液から単離され
、全ＲＮＡはこれらの細胞から調製された。ナノボディレパートリーのコード配列はＲＴ
－ＰＣＲにより増幅されファージディスプレイベクターｐＭＥＳｙ４－ベクターにクロー
ニングされた（Ｃｏｎｒａｔｈら、２００１）。
【０２３８】
　Ｍ３Ｒ特異的ファージを濃縮するため、アゴニストであるカルバコールまたはアンタゴ
ニストであるキヌクリジニルベンジラート（ＱＮＢ）の存在下で抗原の異なるフォーマッ
トを使用して異なるインビトロ選択戦略に従った。抗原フォーマットには、ラットＭ３Ｒ
Δｉ３受容体（すなわち、第３細胞内ループにおいて欠失のあるＭ３受容体）を担持する
ウイルス様粒子（ＶＬＰ）、Ｍ３Ｒを含有するヒトＣＨＯ細胞の膜（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌ
ｍｅｒ）、組換え再構成されたＭ３Ｔ－Ｔ４Ｌまたは組換え再構成されたＭ３ＲΔｉ３が
含まれる。場合によって、ラットＭ３ＲΔｉ３受容体またはヒトＭ３Ｒ膜を担持するＶＬ
Ｐは、Ｍａｘｉｓｏｒｐ（Ｎｕｎｃ）９６ウェルプレート上に被膜された小麦胚芽凝集素
により捕捉された。抗原結合ファージは、トリプシン消化により抗原被膜ウェルから回収
された。代わりに、アゴニスト結合抗原上で選択されたファージは過剰なアンタゴニスト
を使用して溶出されるまたは逆も同じである。
【０２３９】
　２ラウンドのバイオパニングの後、１８０個のコロニーは無作為に選択され、ナノボデ
ィはＴＧ１細胞の周辺質において可溶性Ｈｉｓ－ＥＰＥＡ－タグ付きタンパク質として産
生された。Ｍ３Ｒ－Ｔ４Ｌ受容体対ＡＴ１ａＲ－Ｔ４Ｌ受容体上での比較固相ＥＬＩＳＡ
により、６６個のＭ３Ｒ特異的ナノボディが得られた。
【０２４０】
　生化学的特徴付けのためのナノボディ精製
　ＨＩＳ－タグ付きまたはＨＩＳ－ＥＰＥＡ－タグ付きナノボディはＷＫ６Ｅ．コリ細胞
において発現された。周辺質抽出物は、硫酸ニッケル（ＩＩ）ファーストフローセファロ
ース上で固定化された金属親和性クロマトグラフィー（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に
供された。ＩＭＡＣタンパク質画分は、１００ｍＭ　ＭＥＳ　ｐＨ６．５、１００ｍＭ　
ＮａＣｌバッファー中で一晩透析された。透析されたナノボディは陽イオン交換クロマト
グラフィー（Ｍｏｎｏ　Ｓ　１０／１００ＧＬカラム付きのＡＫＴＡ　ＦＰＬＣ）により
さらに精製された。
【０２４１】
　サイズ排除クロマトグラフィー
　アゴニスト選択性ナノボディは、４０μＭのナノボディの非存在または存在下、室温で
１時間の２０μＭのアゴニストまたはインバースアゴニスト（カラゾロール）結合β２Ａ
Ｒ－３６５Ｎのインキュベーションに続いて、サイズ排除クロマトグラフィーにより同定
された。クロマトグラフィーは、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　１０／３００ＧＬカラム付
きのＡＫＴＡ　ＦＰＬＣを使用して、１μＭのそれぞれのリガンドの存在下、０．１％Ｄ
ＤＭ、２０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５、１００ｍＭ　ＮａＣｌ中で実施された。
【０２４２】
　昆虫細胞由来の膜調製物における切断型β２ＡＲ受容体上でのリガンド結合
　競合結合実験は、０．５ｎＭ［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロールおよび（－）－イソ
プロテレノールを１０－１１Ｍから１０－４Ｍの範囲にわたる濃度で含有する結合バッフ
ァー（７５ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
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、０．０５％ＢＳＡおよび１０μＭ　ＧＴＰγＳ）中、室温で９０分間、１μＭナノボデ
ィの非存在または存在下、Ｓｆ９昆虫細胞膜において発現されたβ２ＡＲ－３６５で実施
された。結合した放射性リガンドは、Ｂｒａｎｄｅｌハーベスターを使用してＷｈａｔｍ
ａｎ　ＧＦ／Ｂフィルター上で非結合から分離された。データは、３通りに実施された２
つの個別の実験の平均±Ｓ．Ｅ．である。
【０２４３】
　ビマン蛍光
　精製されたβ２ＡＲは、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５、０．１
％ドデシルマルトシド中で１対１当量のモノブロモビマン（ｍＢＢｒ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）と反応させ、暗所において氷上で一晩インキュベートされた。フルオロフォア標識
受容体は、同一バッファーで平衡化された脱塩カラム上ゲル濾過により使用直前に精製さ
れた。蛍光分光実験は、４ｎｍの励起および放射バンドパスを使用することにより、光子
計測モードでＳｐｅｘ　ＦｌｕｏｒｏＭａｘ－３分光蛍光光度計（Ｊｏｂｉｎ　Ｙｖｏｎ
　Ｉｎｃ．ＮＪ）上で実施された。すべての実験が２５℃で実施された。放射スキャンで
は、励起は３７０ｎｍに設定され、放射は１ｓ／ｎｍの積分時間で４３０－５３０ｎｍで
測定された。ナノボディおよびリガンドの効果を決定するために、３つの個別の標識タン
パク質試料は、１μＭナノボディまたは１０μＭのイソプロテレノールまたは両方と一緒
にインキュベートされた。試料の放射スペクトルは１時間のインキュベーション後に採取
された。蛍光強度はすべての実験においてバッファーおよびリガンドからのバックグラウ
ンド蛍光について補正された。データは、３通りに実施された２つの個別の実験の平均±
Ｓ．Ｅ．である。
【０２４４】
　結晶構造解析のためのβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌおよびナノボディ－８０の調製
　β２ＡＲ－Ｔ４Ｌは、β２ＡＲ－Ｔ４ＬバキュロウイルスでインフェクトされたＳｆ９
昆虫細胞培養物において発現され、以載された方法に従って可溶化された（Ｋｏｂｉｌｋ
ａ　１９９５）。機能的タンパク質は、アルプレノロール－セファロースクロマトグラフ
ィーに先立っておよびこれに続いてＭ１　ＦＬＡＧ親和性クロマトグラフィー（Ｓｉｇｍ
ａ）により得られた（Ｋｏｂｉｌｋａ　１９９５）。第２のＭ１クロマトグラフィーステ
ップにおいて、増加した受容体安定性のために、受容体結合アルプレノロールは高親和性
アゴニストと交換され、ドデシルマルトシドはＭＮＧ－３両親媒性物質と交換された（Ｃ
ｈａｅ　ａｎｄ　Ｇｅｌｌｍａｎ、未公表）。アゴニスト結合および界面活性剤交換され
たβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌは１０ｎＭヘペス　ｐＨ７．５、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０２％
ＭＮＧ－３および１０μＭアゴニスト中に溶出され、続いてＰＮＧａｓｅＦ（ＮＥＢ）で
の処置によりＮ連結グリコシル化を除去した。タンパク質は、１００ｋＤａ分子量切断Ｖ
ｉｖａｓｐｉｎ濃縮器（Ｖｉｖａｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて約５０ｍｇ／ｍｌまで濃縮さ
れた。
【０２４５】
　Ｃ末端Ｈｉｓ６タグを帯びるナノボディ－８０（Ｎｂ８０）は、ＩＰＧＴを用いた誘導
に続いてＥ．コリ株ＷＫ６の周辺質において発現された。０．６Ｌの培養物は、０．１％
グルコース、２ｍＭ　ＭｇＣｌ２および５０μｇ／ｍｌアンピシリンを含有するＴＢ培養
液中３７℃でＯＤ６００＝０．７まで増殖された。誘導された培養物は２８℃で一晩増殖
された。細胞は遠心分離により収穫され、氷冷バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８
．０、１２．５ｍＭ　ＥＤＴＡおよび０．１２５Ｍショ糖）中で溶解されて、次に遠心分
離されて細胞片を取り除いた。Ｎｂ８０はニッケル親和性クロマトグラフィーにより精製
され、バッファー（１０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５、１００ｍＭ　ＮａＣｌ）に対して透析
され、約１２０ｍｇ／ｍｌまでスピン濃縮された。
【０２４６】
　結晶化
　アゴニスト結合β２ＡＲ－Ｔ４Ｌおよびナノボディ（例えば、Ｎｂ８０）は１対１．２
のモル比で混合され、室温で２時間インキュベートされ、その後Ｍａｒｔｉｎ　Ｃａｆｆ
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ｒｅｙ（Ｃａｆｆｒｅｙ　ａｎｄ　Ｃｈｅｒｅｚｏｖ　２００９）により開発されたツイ
ンシリンジ混合法を使用して１対１．５のタンパク質対脂質比（ｗ／ｗ）で１０％コレス
テロール（Ｃ８６６７、Ｓｉｇｍａ）を含有する液化性モノオレイン（Ｍ７７６５、Ｓｉ
ｇｍａ）と混合した。最初の結晶化リードはインハウススクリーンを使用して同定され、
手動で送達される５０ｎＬタンパク質対脂質液滴を使用して２４ウェルガラスサンドイッ
チプレートにおいて最適化され、それぞれのウェルにおいて０．８μｌの沈殿溶液で覆わ
れ、ガラスカバースリップで密封された。データ収集のための結晶は、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水
に２から４倍希釈された０．８μｌの貯蔵溶液（３６から４４％ＰＥＧ４００、１００ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、４％ＤＭＳＯ、１％１，２，３－ヘプタントリオール）を使
用するハンギングドロップ蒸気拡散により２０℃で成長させた。結晶は７から１０日以内
に最大サイズまで成長した。結晶は瞬間凍結され、凍結保護物質として貯蔵溶液と一緒に
液体窒素中で保存された。
【０２４７】
　マイクロ結晶学データ収集および処理
　回折データは、１０μｍ径ビームを使用して、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｈｏｔｏｎ　Ｓｏ
ｕｒｃｅのビームライン２３－ＩＤで測定された。低線量１．０゜回転像を使用してデー
タ収集のために結晶を位置付け中心に置いた。データは、５×減衰ビームを用いた典型的
には５－１０秒の照射時間で１．０゜フレームにおいて測定された。著しい放射線損傷が
起きる前に５－１０゜のデータのみを測定することができた。データはＨＫＬ２０００パ
ッケージを用いて積分されスケール変更された（Ｏｔｗｉｎｏｗｓｋｉ　１９９７）。
【０２４８】
　構造解明および精密化
　分子置換位相はプログラムＰｈａｓｅｒ（ＭｃＣｏｙ　２００７）を用いて得られた。
探索モデルは、高分解能カラゾロール結合β２ＡＲ構造（ＰＤＢ　ｉｄ　２ＲＨ１、ただ
しＴ４Ｌならびにすべての水、リガンドおよび脂質分子は除かれている）および探索モデ
ルとしてのナノボディ（ＰＤＢ　ｉｄ　３ＤＷＴ、水分子は取り除かれている）であった
。回転および並進関数Ｚスコアーは、β２ＡＲモデルを置いた後は８．７および９．０で
あり、それに続いて置かれたナノボディは３．５および１１．５の回転および並進関数Ｚ
スコアーを有していた。モデルは、１つのＢが主鎖用で１つのＢが側鎖原子用のグループ
Ｂ因子モデルを使用して、Ｐｈｅｎｉｘ（Ａｆｏｎｉｎｅ　２００５）およびＢｕｓｔｅ
ｒ（Ｂｌａｎｃ　２００４）において精密化された。精密化統計は表５に与えられている
。強い異方性にもかかわらず（表５）、電子密度は側鎖の配置では明確であった。
【０２４９】
　ＨＤＬ粒子に再構成された切断型β２ＡＲ受容体上へのリガンド結合
　アゴニストに対する受容体親和性へのＮｂ８０およびＧｓの効果が、競合結合実験にお
いて比較された。以載された通りに（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２００７；Ｒａｓｍｕｓｓ
ｅｎら、２００７）精製されたβ２ＡＲおよびβ２ＡＲ－Ｔ４Ｌ（両方とも３６５位で切
断されている）は、高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）粒子に再構成され、続いて以前公表
された方法（Ｗｈｏｒｔｏｎら、２００７）に従ってβ２ＡＲを含有するＨＤＬ粒子にＧ
ｓは再構成された。０．６ｎＭの［３Ｈ］－ジヒドロアルプレノロール（３Ｈ－ＤＨＡ）
は放射性リガンドとして使用され、１０－１２から１０－４Ｍの範囲にわたる濃度の（－
）－イソプロテレノール（ＩＳＯ）は競合物として使用された。Ｎｂ８０は１μＭで使用
された。ＧＴＰγＳは１０μＭで使用された。０．１％ＢＳＡを含有するＴＢＳ（５０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．４、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）は結合バッファーとして使用された
。結合した３Ｈ－ＤＨＡは、Ｗｈａｔｍａｎ　ＧＦ／Ｂフィルター（０．３％ポリエチレ
ンイミンを有するＴＢＳ中で予浸される）を通すことによりＢｒａｎｄｅｌハーベスター
上で非結合から分離され、冷ＴＢＳ中で洗浄された。放射性リガンド結合は、Ｂｅｃｋｍ
ａｎ　ＬＳ６０００シンチレーションカウンターにおいて測定された。ＤＨＡのリガンド
結合親和性（Ｋｄ）は、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェアを使用する飽和結合
曲線から決定された。ＩＳＯの結合親和性（Ｋｉ値、表４に表示されている）は、式Ｋｉ
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＝ＩＣ５０／（１＋［Ｌ］／Ｋｄ）を使用してＩＣ５０値から決定された。
【０２５０】
　改善されたアゴニスト同定のための昆虫細胞由来膜抽出物における完全長β２ＡＲ受容
体上でのリガンド結合
　膜抽出物での競合放射性リガンド結合実験は、基本的にＳｅｉｆｅｒｔと共同研究者ら
により記載された通りに実施された（Ｓｅｉｆｅｒｔら、１９９８年、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．２５５：３６９－３８２頁）。ヒトβ２ＡＲ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、
カタログ番号６１１０１０６４００ＵＡ）を含有する昆虫細胞由来の１０μｇのホモジナ
イズされた膜抽出物は、２４ウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｓｔａｒ）において
インキュベーションバッファー（７５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ

２、１ｍＭ　ＥＤＴＡおよび０．２％ｗ／ｖ　ＢＳＡ）中３７℃で１時間、Ｎｂ８０また
は無関係ナノボディ（負の対照；Ｉｒｒ　Ｎｂ）と一緒にインキュベートされた。ナノボ
ディは、３０００倍の過剰なナノボディ対アドレナリン受容体に対応して最終濃度５００
ｎＭで適用された。引き続いて、調査中のリガンドの適切な希釈系列が、２ｎＭの３Ｈ－
ＤＨＡ放射性リガンド（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、カタログ番号ＮＥＴ７２０００１Ｍ
Ｃ；比放射能１０４．４　Ｃｉ／ｍｍｏｌ）と一緒に、ナノボディ結合膜抽出物に添加さ
れた。ウェルあたりの全容量はインキュベーションバッファーを用いて５００μｌに調整
され、反応混合物は水浴中３７℃でもう１時間さらにインキュベートされた。細胞ハーベ
スター（Ｉｎｏｔｅｃｈ）を用いて膜抽出物をガラス繊維フィルター（Ｗｈａｔｍａｎｎ
　ＧＦ／Ｂ濾紙）上に収穫した後、フィルターは氷冷洗浄バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．４）で洗浄され、風乾フィルター部分は、３．５ｍｌのＯｐｔｉｐ
ｈａｓｅ　‘Ｈｉｓａｆｅ　２’シンチレーション液（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）を含
有するシンチレーションチューブに移された。放射能は、室温での１時間インキュベーシ
ョン後ＬＫＢ　Ｗａｌｌａｃｅシンチレーションカウンターおいて測定された。
【０２５１】
　化合物ライブラリースクリーニング
　化合物ライブラリーは、競合放射性リガンド結合アッセイを使用してアゴニストについ
てスクリーニングされた。この目的のために、ヒトβ２ＡＲを発現しているＨＥＫ２９３
Ｔ細胞（約１０ｐｍｏｌ／ｍｇ膜タンパク質の発現レベル）由来の１０μｇのインハウス
調製された膜抽出物は、インキュベーションバッファー（５０ｍＭヘペス　ｐＨ７．４、
１ｍＭ　ＣａＣｌ２、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１００ｍＭ　ＮａＣｌおよび０．５％ｗ／ｖ
　ＢＳＡ）中３０℃で１時間、Ｎｂ８０または無関係ナノボディ（負の対照）と一緒にプ
レインキュベートされる。ナノボディは、３０００倍の過剰なナノボディ対β２ＡＲにお
よそ対応して最終濃度５００ｎＭで適用される。引き続いて、ナノボディ負荷された膜が
、ライブラリー化合物と２ｎＭの３Ｈ－ジヒドロアルプレノロール（ＤＨＡ）放射性リガ
ンドを含有する９６ウェルプレートに添加される。ウェルあたりの全容量はインキュベー
ションバッファーを用いて１００μｌに調整され、反応混合物は３０℃でもう１時間さら
にインキュベートされる。引き続いて、膜結合放射性リガンドは、０．３％のポリエチレ
ンイミン中で予浸されたＧＦ／Ｂガラス繊維９６ウェルフィルタープレート（Ｐｅｒｋｉ
ｎ　Ｅｌｍｅｒ）を使用して収穫される。フィルタープレートは氷冷洗浄バッファー（５
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．４）で洗浄され、５０℃で３０分間乾燥される。２
５μｌのシンチレーション液（ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ（商標）－Ｏ、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌ
ｍｅｒ）を添加した後、放射能（ｃｐｍ）はＷａｌｌａｃ　ＭｉｃｒｏＢｅｔａ　Ｔｒｉ
Ｌｕｘシンチレーションカウンターおいて測定される。
【０２５２】
　ＨＤＬ粒子に再構成されたβ２ＡＲ上でのビマン蛍光分光測定
　ＧｓおよびＮｂ８０結合の受容体立体構造に対する効果を比較するために、精製された
β２ＡＲは、ＴＭ６の細胞質末端に位置するシステイン２６５において環境的感受性の蛍
光プローブモノブロモビマン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で標識され、ＨＤＬ粒子に再構成
された（ｍＢＢ－β２ＡＲ／ＨＤＬ）。蛍光放射スペクトルを得ることに先立って、１０
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ｎＭのｍＢＢ－β２ＡＲ／ＨＤＬは、１０μＭ　ＩＳＯ、１μＭのインバースアゴニスト
ＩＣＩ－１１８，５５１（ＩＣＩ）、３００ｎＭのＧｓヘテロトリマーもしくは３００ｎ
ＭのＮＢ８０の非存在もしくは存在下で、またはＩＳＯとＧｓ、ＩＳＯとＮｂ８０および
ＩＣＩとＮｂ８０の組み合わせにおいて、バッファー（２０ｍＭヘペス　ｐＨ７．５、１
００ｍＭ　ＮａＣｌ）中室温で３０分間インキュベートされた。蛍光分光測定は、５ｎｍ
の励起および放射バンドパスを使用して、光子計測モードでＳｐｅｘ　ＦｌｕｏｒｏＭａ
ｘ－３分光蛍光光度計（Ｊｏｂｉｎ　Ｙｖｏｎ　Ｉｎｃ．）上で実施された。励起は３７
０ｎｍに設定され、放射は０．３ｓ／ｎｍの積分時間を用いて、１ｎｍインクレメントで
４１５から５３５ｎｍまで収集された。蛍光強度はバッファーおよびリガンドからのバッ
クグラウンド蛍光について補正された。
【０２５３】
【表１】

【０２５４】
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【０２５５】
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【表３】

【０２５６】
【表４】

【０２５７】
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【０２５８】
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【表６】

【０２５９】
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【表７】
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【図１５】

【図１６－１】
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【配列表】
2018027936000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成29年9月5日(2017.9.5)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　活性立体構造状態にあるＧＰＣＲに特異的に結合し安定化し得るナノボディのスクリー
ニング方法であって、
　ナノボディをＧＰＣＲおよびＧＰＣＲのアゴニストと接触させること、および
　アゴニスト非存在下におけるＧＰＣＲと比較した、アゴニスト存在下におけるＧＰＣＲ
へのナノボディの結合の改善を検出すること、またはナノボディ非存在下におけるＧＰＣ
Ｒと比較した、ナノボディ存在下におけるアゴニストへのＧＰＣＲのアフィニティーの増
強を検出すること、
を含む、方法。　
【請求項２】
　ＧＰＣＲのアゴニストに結合したＧＰＣＲの立体構造エピトープへのナノボディの結合
を検出することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記改善された結合の検出が、サイズ排除クロマトグラフィーによって実施される、請
求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記増強されたアフィニティーの検出が、放射性リガンド結合アッセイによって実施さ
れる、請求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　活性立体構造状態にあるＧＰＣＲに特異的に結合し安定化し得るナノボディを産生する
方法であって、
　アゴニストに結合したＧＰＣＲを用いてラクダ科動物を免疫化して複数のナノボディを
産生させること；
　請求項１から４のいずれか一項に記載の方法により、活性立体構造状態にあるＧＰＣＲ
に特異的に結合し安定化させるナノボディについて複数のナノボディをスクリーニングす
ること；および
　活性立体構造状態にあるＧＰＣＲに特異的に結合し安定化し得るナノボディを単離する
こと、
を含む、方法。
【請求項６】
　スクリーニングにおいて使用されるアゴニストが、免疫化において使用されるアゴニス
トとは異なる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記複数のナノボディの産生が、
　ラクダ科動物からＢ細胞サンプルを単離すること；および
　前記サンプルからナノボディのライブラリーを産生すること、
を含む、請求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　ＧＰＣＲが、哺乳動物タンパク質、植物タンパク質、微生物タンパク質、ウイルスタン
パク質、または昆虫タンパク質である、請求項１から７のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項９】
　ＧＰＣＲがヒトタンパク質である、請求項１から８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ＧＰＣＲが、ＧＰＣＲグルタミン酸ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲロドプシンファミ
リーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ接着ファミリーのＧＰＣＲ、ＧＰＣＲ　Ｆｒｉｚｚｌｅｄ／Ｔ
ａｓｔｅ２ファミリーのＧＰＣＲおよびＧＰＣＲセクレチンファミリーのＧＰＣＲからな
る群から選ばれる、請求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ＧＰＣＲが、アドレナリン受容体、ムスカリン受容体またはアンジオテンシン受容体で
ある、請求項１から１０のいずれか一項に記載の方法。
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