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(57)【要約】
　本発明は、Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）、特にＣＸＣＲ４及びＣＸＣＲ７に（
本明細書で規定されるように）指向性を有するアミノ酸配列、並びにこのようなアミノ酸
配列を１つ又は複数含むか、又はこれから本質的に成る、化合物又は構築物、特にタンパ
ク質及びポリペプチド（本明細書中でそれぞれ、「本発明のアミノ酸配列」、「本発明の
化合物」及び「本発明のポリペプチド」とも称される）に関する。さらに本発明は、膜貫
通タンパク質、特に天然立体構造が他の「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」系では再現することができ
ない多重膜貫通タンパク質（例えば一般的にＧＰＣＲ）に指向性を有するアミノ酸配列を
作製する新規の方法を提供している。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトＣＸＣＲ４（配列番号２５４）と特異的に結合する１つ又は複数のナノボディ、及
び可能性としては血清タンパク質と特異的に結合する１つ又は複数のナノボディを含むポ
リペプチドであって、
ヒトＣＸＣＲ４と特異的に結合する該ナノボディ（単数又は複数）が、
　ａ）生きた状態でかつ細胞表面で該ヒトＣＸＣＲ４を発現する細胞全体を、ラマに免疫
付与する工程と、
　ｂ）ヒトＣＸＣＲ４との結合に関して選択する工程と、
　ｃ）任意で該選択工程において、洗浄剤を用いずにＰＢＳ等のバッファーで穏やかに洗
浄する工程とを少なくとも含む方法により生成され、並びに
ａ）該ポリペプチドが、競合結合アッセイでヒトＣＸＣＲ４と結合する場合、高濃度（１
００ｎＭ以上）でヒトＣＸＣＬ１２（配列番号２６７）の５０％超、より好ましくは６０
％超、さらにより好ましくは７０％超、さらにより好ましくは８０％超、さらにより好ま
しくは９０％超、最も好ましくは９５％超を置換する、及び／又は
ｂ）該ポリペプチドが、１００ｎＭ以下、より好ましくは１０ｎＭ以下、より好ましくは
１ｎＭ以下、及び最も好ましくは０．１ｎＭ以下の濃度でヒトＣＸＣＲ４に対するヒトＣ
ＸＣＬ１２の化学誘因物質の効果を完全にアンタゴナイズする、
並びに該ポリペプチドがナノボディを２つ以上含む場合、該ポリペプチドが任意でペプチ
ドリンカーをさらに１つ又は複数含む、ポリペプチド。
【請求項２】
　ヒトＣＸＣＲ４と特異的に結合するナノボディを２つ以上含む、請求項１に記載のポリ
ペプチド。
【請求項３】
　ヒトＣＸＣＲ４と特異的に結合する２つのナノボディを含む、請求項１又は２に記載の
ポリペプチド。
【請求項４】
　少なくとも１つのナノボディが４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４
）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成り、Ｃ
ＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択される、請求項１～
３のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項５】
　ヒトＣＸＣＲ４と特異的に結合する該２つのナノボディが４つのフレームワーク領域（
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それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３
）とから本質的に成り、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択される、請求項１～
４のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　ヒトＣＸＣＲ４と特異的に結合するナノボディの１つが４つのフレームワーク領域（そ
れぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）
とから本質的に成り、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ又は１つのアミ
ノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ又は１つのアミ
ノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ又は１つのアミ
ノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、
ヒトＣＸＣＲ４と特異的に結合する別のナノボディが４つのフレームワーク領域（それぞ
れ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とか
ら本質的に成り、ＣＤＲ１が、
　ｊ）配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｋ）配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列；
　ｌ）配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ又は１つのアミ
ノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
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　ｍ）配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｎ）配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列；
　ｏ）配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ又は１つのアミ
ノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｐ）配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｑ）配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列；
　ｒ）配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ又は１つのアミ
ノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択される、請求項１～５のいずれか一項
に記載のポリペプチド。
【請求項７】
　ナノボディが、配列番号２３８、配列番号２３９のアミノ酸配列の少なくとも１つとの
少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するナノボディから成る群から選択される、請求
項１～６のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項８】
　配列番号２６１～配列番号２６４、好ましくは配列番号２６３、配列番号２６４のアミ
ノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するポリペプチド
から成る群から選択される、請求項１～７のいずれか一項に記載のポリペプチド。
【請求項９】
　４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（
それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成るナノボディであって、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ又は１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択される、ナノボディ
。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のポリペプチド又はナノボディをコードする、核酸
又はヌクレオチド配列。
【請求項１１】
　好適な状況下で請求項１～９のいずれか一項に記載のポリペプチド又はナノボディを発
現することが可能である宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のポリペプチド又はナノボディを含む薬学的組成物
。
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【請求項１３】
　少なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤、及び／又はアジュバン
トをさらに含み、任意で１つ又は複数のさらなる薬学的に活性のあるポリペプチド及び／
又は化合物を含む、請求項１２に記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　ａ）アミノ酸配列をコードする核酸配列のセット、コレクション又はライブラリを準備
する工程と、
　ｂ）ヒトＣＸＣＲ４と結合することができ、及び／又はヒトＣＸＣＲ４に対する親和性
を有し、並びに、ヒトＣＸＣＲ４が交差遮断されるか又は請求項１～９のいずれか一項に
記載のポリペプチド若しくはナノボディを交差遮断する、アミノ酸配列をコードする核酸
配列に関して、核酸配列の前記セット、コレクション又はライブラリをスクリーニングす
る工程と、
　ｃ）前記核酸配列を単離し、その後前記アミノ酸配列を発現する工程とを少なくとも含
む、ヒトＣＸＣＲ４（配列番号２５４）に指向性を有するアミノ酸配列をスクリーニング
する方法。
【請求項１５】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の少なくとも１つのポリペプチド又はナノボディを
、治療を必要とする被験体に薬学的に活性のある量投与することを含む、癌又はＡＩＤＳ
を治療するための方法／使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）、特にＣＸＣＲ４及びＣＸＣＲ７に（
本明細書で規定されるように）指向性を有するアミノ酸配列、並びにこのようなアミノ酸
配列を１つ又は複数含むか、又はこれから本質的に成る、化合物又は構築物、特にタンパ
ク質及びポリペプチド（本明細書中でそれぞれ、「本発明のアミノ酸配列」、「本発明の
化合物」及び「本発明のポリペプチド」とも称される）に関する。さらに本発明は、膜貫
通タンパク質、特に天然立体構造が他の「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」系では再現することができ
ない多重貫通膜（multiple spanning transmembrane）タンパク質（例えば一般的にＧＰ
ＣＲ）に指向性を有するアミノ酸配列を作製する新規の方法を提供している。
【０００２】
　本発明は、このようなアミノ酸配列及びポリペプチドをコードする核酸（本明細書中で
「本発明の核酸」又は「本発明のヌクレオチド配列」とも称される）；このようなアミノ
酸配列及びポリペプチドを調製する方法；このようなアミノ酸配列又はポリペプチドを発
現するか、又は発現することが可能な宿主細胞；このようなアミノ酸配列、ポリペプチド
、核酸及び／又は宿主細胞を含む組成物、特に薬学的組成物；並びに特に予防目的、治療
目的又は診断目的の、例えば本明細書中で言及される予防目的、治療目的又は診断目的の
このようなアミノ酸配列又はポリペプチド、核酸、宿主細胞及び／又は組成物の使用にも
関する。
【０００３】
　本発明の他の態様、実施の形態、利点及び用途は、本明細書中のさらなる記載から明ら
かになる。
【背景技術】
【０００４】
　ＧＰＣＲは既知の群の受容体である。例えば以下の概説を参照する：非特許文献１、非
特許文献２及び非特許文献３、並びに例えば非特許文献４、非特許文献５、非特許文献６
、非特許文献７、及び非特許文献８、及びまた例えば非特許文献９及び非特許文献１０、
並びにこれらの文献で引用されたさらなる参考文献。
【０００５】
　Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）は最も大きい群の細胞表面受容体である（１００
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０個を超える遺伝子がヒトゲノムに存在する）。ＧＰＣＲは多様な刺激、例えばホルモン
、ペプチド、アミノ酸、光量子によって活性化することができ、これらの受容体は中枢神
経系及び末梢において大きな役割を果たす。ＧＰＣＲは、強く保存された７回膜貫通ドメ
インを有するタンパク質である。
【０００６】
　全ての既知の薬物の半分がＧタンパク質共役受容体を介して働くので、このタンパク質
ファミリーに対するナノボディを選択することは商業的に非常に魅力的である。２０００
年には、全ての最新薬物の半分、及び最も良く売れている上位２００個の薬物の大体４分
の１がＧＰＣＲ標的に指向性を有するか又はこれらを調節すると推定されていた（全部で
およそ３０個）。しかしながら、ＧＰＣＲ標的の７回膜貫通ヘリックスのアーキテクチャ
（architecture）及び強い凝集傾向のために、ＧＰＣＲ標的は非常に興味深い標的群であ
る。
【０００７】
　ＧＰＣＲは配列相同性に基づき幾つかの異なるファミリーにグループ分けすることがで
きる。全てのＧＰＣＲが７回膜貫通α－ヘリックスの同様のアーキテクチャを有するが、
この受容体群内の異なるファミリーは互いに配列相同性を示さず、このためＧＰＣＲの膜
貫通ドメイン構造の類似性が共通の機能的要件を規定し得ることが示唆されている。細胞
外ドメインのサイズに応じて、３つのファミリーに分けられる。
【０００８】
　ファミリー１（ファミリーＡ又はロドプシン様ファミリーとも呼ばれる）の成員は小さ
い細胞外ループしか有せず、リガンドの相互作用は膜貫通間隙（cleft）内の残基と共に
起こる。このファミリーははるかに大きい群であり（ＧＰＣＲの９０％超）、嗅覚受容体
と、カテコールアミン及びアミン等の小分子と、（神経）ペプチドと、糖タンパク質ホル
モンとを含有する。このファミリーに属するロドプシンは、その構造が解明されている唯
一のＧＰＣＲである。
【０００９】
　ファミリー２又はファミリーＢのＧＰＣＲは、リガンド結合に関与する比較的長いアミ
ノ末端細胞外ドメインを特徴とする。膜貫通ドメインの配向に関してはほとんど知られて
いないが、ロドプシンのものとはかなり異なると思われる。これらのＧＰＣＲに対するリ
ガンドはホルモン、例えばグルカゴン、ゴナドトロピン放出ホルモン及び副甲状腺ホルモ
ンである。
【００１０】
　ファミリー３の成員も大きい細胞外ドメインを有し、内部で結合するアゴニストに応じ
て開閉し得るので、「ハエトリグサ（Venus fly trap）」のように機能する。ファミリー
３の成員は代謝型グルタミン酸受容体、Ｃａ２＋感知受容体及びγ－アミノ酪酸（ＧＡＢ
Ａ）Ｂ受容体である。
【００１１】
　従来、小分子は、製薬会社にはこれらを扱う歴史的な理由があるというだけでなく、よ
り重要なことに膜貫通間隙内にリガンド結合部位を有するファミリー１のＧＰＣＲの構造
的制約のために、ＧＰＣＲに指向性を有する薬物の開発に使用されている（非特許文献１
１）。この理由から、この標的群に対するモノクローナル抗体を生成することは困難又は
不可能であることが分かっている。本発明のアミノ酸配列（特に本発明のナノボディ）は
、（本明細書中でさらに記載のように）伸長したＣＤＲループを介してキャビティ（cavi
ties）に結合するという固有の特性によってこの特有の課題を解決することができる。
【００１２】
　治療的に関連のあるＧＰＣＲの非限定的な例の幾つかは例えば以下の通りであり、これ
らは全て承認されているか又は臨床開発中である既知の薬物の標的である。括弧内の文字
は本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドの所望の（即ちアゴニスト又はア
ンタゴニストとしての）作用を示す：
Ａ群のＧＰＣＲ
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　ムスカリン性Ｍ１受容体 
　アドレナリン受容体
　ヒスタミン受容体
　５－ＨＴ　ＧＰＣＲ
　カンナビノイド受容体
　Ａ群ホルモンタンパク質ＧＰＣＲ
　ケモカイン
　ガラニン
　メラノコルチン
　神経ペプチドＹ受容体
　ニューロテンシン受容体
　オピオイド
　ソマトスタチン
　バソプレシン様受容体
　プロスタノイド受容体
Ｂ群のＧＰＣＲ
　ＡＣＴＨ放出因子受容体（モジュレータ）
Ｃ群のＧＰＣＲ
　ＧＡＢＡ　Ｂ受容体（アゴニスト）
　代謝型グルタミン酸受容体
【００１３】
　治療的に関連のあるＧＰＣＲの他の非限定的な例の幾つかが表Ｃに言及されている。ヒ
トＧＰＣＲのより広範なリストが表Ｄに与えられている。
【００１４】
　フュージンとも呼ばれるＣＸＣケモカイン受容体（ＣＸＣＲ４）は、リンパ球に対する
強力な走化能が与えられた分子である、ストロマ細胞由来因子１（ＳＤＦ－１、ＣＸＣＬ
１２とも呼ばれる）に特異的なα－ケモカイン受容体である。
【００１５】
　この受容体は、ＨＩＶ分離株がＣＤ４＋　Ｔ細胞に感染するのに使用することができる
幾つかのケモカイン受容体の１つである。従来、ＣＸＣＲ４を使用するＨＩＶ分離株はＴ
細胞指向性分離株として知られている。通常、これらのウイルスは感染の後期で見られる
。ＣＸＣＲ４を使用するＨＩＶの発生が免疫不全の結果又は原因のいずれであるかは不明
である。
【００１６】
　ＣＸＣＲ４のリガンドであるＳＤＦ－１は、骨髄への造血幹細胞のホーミング（homing
）及び造血幹細胞休止に重要であることが知られている。
【００１７】
　通常ケモカインに関して、ＳＤＦ－１とＣＸＣＲ４とは比較的「一対一の（monogamous
）」リガンド－受容体対である（他のケモカインは、極めて「無差別に（promiscuous）
」幾つかの異なるケモカイン受容体を利用する傾向にある）。
【００１８】
　ＳＤＦ－１とＣＸＣＲ４との間の相互作用は、骨髄において造血幹細胞を保持するのに
重要な役割を果たすため、ＣＸＣＲ４受容体を遮断する薬物が末梢血幹細胞として造血幹
細胞を血流に「動員する」ことが可能であると考えられる。末梢血幹細胞動員は（外科的
に採取された骨髄の移植の最近の代替法である）造血幹細胞移植に非常に重要であり、現
在Ｇ－ＣＳＦ等の薬物を使用して行われている。Ｇ－ＣＳＦは好中球（白血球の一般的な
型）に対する成長因子であり、骨髄において好中球エラスターゼ等の好中球由来のプロテ
アーゼの活性を増大することにより作用させることができ、それによりＳＤＦ－１のタン
パク質分解が起こる。
【先行技術文献】
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26
【発明の概要】
【００２０】
　概して本発明のポリペプチド及び組成物を、ＧＰＣＲにより媒介されるシグナル伝達を
調節、特に阻害及び／又は予防するのに、及び／又はＧＰＣＲが関与する生物学的経路を
調節するのに、及び／又はこのようなシグナル伝達又はこれらの経路に関連する生物学的
な機構、応答及び効果を調節するのに使用することができる。
【００２１】
　このため、本発明のポリペプチド及び組成物を、（本明細書中で規定のように）ＧＰＣ
Ｒ関連の疾患及び障害の予防及び治療に使用することができる。一般的に、「ＧＰＣＲ関
連の疾患及び障害」は、本発明のポリペプチド又は組成物のいずれかを（特にその薬学的
に活性のある量）、及び／又はＧＰＣＲ、又はＧＰＣＲが関与する生物学的な経路若しく
は機構に対して活性のある既知の活性成分を（特にその薬学的に活性のある量）、それを
必要とする（即ち疾患若しくは障害、又はそれらの症状の少なくとも１つを有する、及び
／又は疾患又は障害を誘発又は発症する危険性がある）被験体に好適に投与することによ
り、それぞれ予防及び／又は治療することができる疾患及び障害として定義することがで
きる。このようなＧＰＣＲ関連の疾患及び障害の例は本明細書中の開示に基づき当業者に
とって明らかである。
【００２２】
　したがってこれらに限定されないが、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドを、例え
ば現在ＧＰＣＲ媒介性シグナル伝達を調節することができる活性成分により予防又は治療
されている疾患及び障害、例えば上記で引用された従来技術で言及されるものを全て予防
及び／又は治療するのに使用することができる。また本発明のポリペプチドを、このよう
な活性成分による治療が現在開発されている、提案されている、又は将来提案若しくは展
開される疾患及び障害を全て予防及び／又は治療するのに使用することができることも予
測される。さらに、本明細書中にさらに記載のそれらの有利な特性のために、本発明のポ
リペプチドを、これらの既知の活性成分が使用されているか、又は提案若しくは開発され
る疾患及び障害以外の他の疾患及び障害の予防及び治療にも使用してもよいこと、及び／
又は本発明のポリペプチドが本明細書に記載の疾患及び障害を治療するのに新規の方法及
びレジメンを提供し得ることが予測される。
【００２３】
　本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドの他の用途及び使用は、本明細書のさらなる開
示から当業者にとって明らかになる。
【発明が解決しようとする課題】
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【００２４】
　概して、本発明の目的は、ＧＰＣＲ関連の疾患及び障害、並びに本明細書で言及される
さらなる疾患及び障害の診断、予防及び／又は治療に使用することができる、薬理学的に
活性な作用物質、及びこれを含む組成物を提供すること、並びにこのような作用物質及び
組成物の投与及び／又は使用を伴う、このような疾患及び障害を診断、予防及び／又は治
療する方法を提供することである。
【００２５】
　具体的には本発明の目的は、現在当該技術分野で使用されている、及び／又は当該技術
分野で既知の作用物質、組成物及び／又は方法に比べて或る特定の利点を有するような薬
理学的に活性な作用物質、組成物及び／又は方法を提供することである。これらの利点は
、以下のさらなる記載から明らかになる。
【００２６】
　より具体的には本発明の目的は、ＧＰＣＲ関連の疾患及び障害、並びに本明細書で言及
されるさらなる疾患及び障害の診断、予防及び／又は治療に、薬理学的に活性な作用物質
、及びこれを含む組成物として使用することができる治療タンパク質を提供すること、並
びにこのような治療タンパク質及び組成物の投与及び／又は使用を伴うこのような疾患及
び障害を診断、予防及び／又は治療する方法を提供することである。
【００２７】
　したがって本発明の特定の目的は、（本明細書に規定のように）ＧＰＣＲ、具体的には
温血動物由来のＧＰＣＲ、より具体的には哺乳動物由来のＧＰＣＲ、特にヒトＧＰＣＲに
指向性を有するアミノ酸配列を提供すること、並びに少なくとも１つのこのようなアミノ
酸配列を含むか、又はこれから本質的に成るタンパク質及びポリペプチドを提供すること
である。
【００２８】
　具体的には本発明の特定の目的は、温血動物、具体的に哺乳動物、より具体的にヒトに
おいて予防的用途、治療的用途及び／又は診断的用途に好適であるこのようなアミノ酸配
列及びこのようなタンパク質及び／又はポリペプチドを提供することである。
【００２９】
　より具体的には本発明の特定の目的は、温血動物、具体的に哺乳動物、より具体的にヒ
トにおいてＧＰＣＲに関連する、及び／又はＧＰＣＲで媒介される１つ又は複数の疾患、
障害又は症状（本明細書中で言及される疾患、障害及び症状等）の予防、治療、緩和及び
／又は診断に使用することができるこのようなアミノ酸配列及びこのようなタンパク質及
び／又はポリペプチドを提供することである。
【００３０】
　本発明の特定の目的は、温血動物、具体的に哺乳動物、より具体的にヒトにおいてＧＰ
ＣＲに関連する、及び／又はＧＰＣＲで媒介される１つ又は複数の疾患、障害又は症状（
本明細書中で言及される疾患、障害及び症状等）の予防及び／又は治療のための薬学的組
成物又は獣医学的組成物の調製に使用することができるこのようなアミノ酸配列及びこの
ようなタンパク質及び／又はポリペプチドを提供することでもある。
【００３１】
　本発明において、概してこれらの目的は、本明細書に記載のアミノ酸配列、タンパク質
、ポリペプチド及び組成物の使用によって達成される。
【課題を解決するための手段】
【００３２】
　概して本発明は、（本明細書に規定のように）ＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又は
（本明細書に規定のように）ＧＰＣＲと特異的に結合することができるアミノ酸配列、並
びにこのようなアミノ酸配列を少なくとも１つ含む化合物及び構築物、特にタンパク質及
びポリペプチドを提供する。
【００３３】
　より具体的には、本発明は本明細書に規定の（さらに本明細書に記載されるような（実
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際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ

速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及び／又は表される）親和性で
ＧＰＣＲと結合することができるアミノ酸配列、並びにこのようなアミノ酸配列を少なく
とも１つ含む化合物及び構築物、特にタンパク質及びポリペプチドを提供する。
【００３４】
　特に、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドが、１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル
／Ｌ以下、及び好ましくは１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、及びより好まし
くは１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌの解離定数（ＫＤ）で（即ち１０５Ｌ／モル
～１０１２Ｌ／モル以上、及び好ましくは１０７Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及び
より好ましくは１０８Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モルの結合定数（ＫＡ）で）ＧＰＣＲと結
合するようなもの、及び／又は
　１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１ｓ－１～１０７

Ｍ－１ｓ－１、より好ましくは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１（１０５Ｍ－１

ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１等）のｋｏｎ速度でＧＰＣＲと結合するようなもの、及び／
又は
　１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９ｓ）～１０－６ｓ－１（ｔ１／２が数日である略不可逆
的な複合体の場合）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－１、より好ましくは１０
－３ｓ－１～１０－６ｓ－１（１０－４ｓ－１～１０－６ｓ－１等）のｋｏｆｆ速度でＧ
ＰＣＲと結合するようなものであるのが好ましい。
【００３５】
　好ましくは、本発明の一価のアミノ酸配列（又は本発明のアミノ酸配列を１つだけ含有
するポリペプチド）が、５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１
０ｎＭ未満（５００ｐＭ未満等）の親和性でＧＰＣＲと結合するようなものであるのが好
ましい。
【００３６】
　本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドとＧＰＣＲとの結合に関する幾つかの好ましい
及びＩＣ５０値は、本明細書のさらなる記載及び実施例から明らかになる。
【００３７】
　ＧＰＣＲとの結合のために、本発明のアミノ酸配列は通常、そのアミノ酸配列内に１つ
又は複数のアミノ酸残基若しくは１つ又は複数のアミノ酸残基のストレッチ（即ちそれぞ
れの「ストレッチ」が、（即ちアミノ酸配列の一次構造又は三次構造で）互いに隣接して
いるか、又は互いに密接している２つ以上のアミノ酸残基を含む）を含有し、これを介し
て本発明のアミノ酸配列はＧＰＣＲと結合することができ、このようにしてアミノ酸残基
又はアミノ酸残基のストレッチは、ＧＰＣＲと結合する「部位」（本明細書で「抗原結合
部位」とも称される）を形成する。
【００３８】
　本発明で与えられるアミノ酸配列は、（本明細書で規定のように）本質的に単離形態で
あるか、又は（本明細書で規定のように）本発明のタンパク質若しくはポリペプチド（１
つ又は複数の本発明のアミノ酸配列を含むか、又は本質的にこれから成ってもよく、任意
でさらに１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列（全て任意で１つ又は複数の好適なリンカ
ーを介して連結される）を含んでもよい）の一部を形成するのが好ましい。例えば、これ
に限定されないが、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列は、全て本明細書に記載される
一価、多価、又は多重特異性の本発明のポリペプチドをそれぞれ提供するように、このよ
うなタンパク質又はポリペプチドにおける結合単位として使用してもよい（任意で（即ち
ＧＰＣＲ以外の１つ又は複数の他の標的に対する）結合単位としての役割を果たし得る１
つ又は複数のさらなるアミノ酸配列を含有してもよい）。このようなタンパク質又はポリ
ペプチドは、（本明細書に規定のように）本質的に単離形態でもあり得る。
【００３９】
　本発明のアミノ酸配列及びポリペプチド自体が、ジスルフィド架橋を介して任意の他の
アミノ酸配列又はアミノ酸鎖と連結しない（が、１つ又は複数の分子内ジスルフィド架橋
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を含有しても又は含有しなくてもよい。例えば本明細書中に記載のナノボディは、ＣＤＲ
３とＣＤＲ１又はＦＲ２との間にジスルフィド架橋を含有し得ることもあることが知られ
ている）単一のアミノ酸鎖から本質的に成るのが好ましい。しかしながら、１つ又は複数
の本発明のアミノ酸配列は、互いに及び／又は他のアミノ酸配列と（例えばジスルフィド
架橋を介して）連結し、本発明に有用でもあり得るペプチド構築物（例えばＦａｂ’断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、ＳｃＦｖ構築物、「ダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｉｅｓ）」及び
他の多重特異性の構築物）を提供し得ることに留意されたい。例えばHolliger and Hudso
n, Nat Biotechnol. 2005 Sep; 23（9）: 1126-36による概説を参照する。
【００４０】
　概して、本発明のアミノ酸配列（又はこれを含む化合物、構築物若しくはポリペプチド
）は、（例えば本明細書に記載の治療目的及び／又は診断目的のための）被験体への投与
を目的とする場合、上記被験体において自然発生しないアミノ酸配列であるか、又は上記
被験体において自然発生する場合は、（本明細書に規定のように）本質的に単離形態であ
るのが好ましい。
【００４１】
　薬学的用途の場合、本発明のアミノ酸配列（並びにこれを含む化合物、構築物及びポリ
ペプチド）はヒトＧＰＣＲに指向性を有するのが好ましく、一方で獣医学目的の場合は、
本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは治療する種由来のＧＰＣＲに指向性を有するか
、又は治療する種由来のＧＰＣＲと少なくとも交差反応性を有するのが好ましいことも、
当業者にとって明らかである。
【００４２】
　さらに、本発明のアミノ酸配列は、任意でかつＧＰＣＲとの結合のための少なくとも１
つの結合部位の他に、他の抗原、タンパク質又は標的との結合のための１つ又は複数のさ
らなる結合部位を含有し得る。関与する特定の疾患又は障害に応じて、任意の好適なｉｎ
　ｖｉｔｒｏアッセイ、細胞ベースのアッセイ、ｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ及び／又はそれ
自体が既知の動物モデル、又はこれらの任意の組合せを使用して、本発明のアミノ酸配列
及びポリペプチド、並びにこれを含む組成物の有効性を試験することができる。好適なア
ッセイ及び動物モデルは当業者に明らかであり、例えばアフリカツメガエル卵母細胞（Xe
nopus oocytes）における受容体の発現を含み、その後多くのＧＰＣＲとイオンチャネル
との共役により、これらのＧＰＣＲの活性化又は阻害を電圧制限技法（voltage clamping
 techniques）により卵母細胞においてモニタリングすることが可能になる。異種ＧＰＣ
Ｒは、外因性のＧＰＣＲをコードするｍＲＮＡを卵母細胞に注入し、それから卵母細胞の
内因性細胞機構に翻訳させると共に、受容体を細胞膜に挿入することにより、卵母細胞で
機能的に発現させることができる（例えばHouamed et al., Science 252:1318-21, 1991
、Dahmenet al., J. Neurochem. 58:1176-79, 1992を参照されたい）。受容体の機能的な
発現に従い、リガンドの膜コンダクタンス変化を誘導する能力を、膜電位の脱分極又は過
分極のいずれかを検出することができる二電極電圧固定システム（Dahmen et al.、同上
）により観察することができる。
【００４３】
　ＧＰＣＲをスクリーニングする他の技法は、例えばハンドブック、概説及び本明細書で
引用される従来技術から当業者にとって明らかである。これらとしては、例えばHovius e
t al.,（1998）J Neurochem 70:824に記載されるように作製することができる膜調製物を
使用する、例えばLundstromet al., J Struct Funct Genomics. 2006 Nov 22 [Epub ahea
d of print]で使用されるような、並びに例えばAndre' et al., Protein Sci 5:1115（20
06）、Hassaine et al.,（2006） Prot Purif Expr 45:343、Nicholson et al. JPharmac
ol Exp Ther. 2006 May;317（2）:771-7. [Epub 2006 Jan 25]、及びVilardaga etal., J
 Biol Chem. 2001 Sep 7;276（36）:33435-43. Epub 2001 May 31に記載されるような放
射性リガンド結合アッセイが挙げられる。ＧＰＣＲをスクリーニングするＨＴＳ技法の幾
つかがJacoby et al.による概説の表４で言及される。
【００４４】
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　また本発明によれば、第１の種の温血動物由来のＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配
列及びポリペプチドは、１つ又は複数の他の種の温血動物由来のＧＰＣＲと交差反応性を
示しても又は示さなくてもよい。例えば、ヒトＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列及
びポリペプチドは、１つ又は複数の他の種の霊長類（例えば、これらに限定されないが、
マカク属のサル（例えば特にカニクイザル（マカク・ファシクラリス（Macaca fascicula
ris））及び／又はアカゲザル（マカク・ムラット（Macacamulatta）））及びヒヒ（パピ
オ・ウルジヌス（Papio ursinus））由来のＧＰＣＲ、及び／又は疾患のための動物モデ
ル（例えばマウス、ラット、ウサギ、ブタ又はイヌ）、特にＧＰＣＲに関連がある疾患及
び障害のための動物モデルで使用されることが多い、１種又は複数種の動物（例えば本明
細書で言及される種及び動物モデル）由来のＧＰＣＲと交差反応性を示しても又は示さな
くてもよい。この観点では、このような疾患モデルでヒトＧＰＣＲに対するアミノ酸配列
及びポリペプチドを試験することが可能であるので、存在する場合、このような交差反応
性は薬剤開発の観点から都合がよいことがあることが当業者にとって明らかである。
【００４５】
　より一般的には、複数種の哺乳動物由来のＧＰＣＲと交差反応性を有する本発明のアミ
ノ酸配列及びポリペプチドは、同じアミノ酸配列又はポリペプチドを複数種にわたって使
用することが可能であるので、通常、獣医学用途に使用するのに有利である。したがって
、或る種の動物由来のＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列及びポリペプチド（例えば
ヒトＧＰＣＲに対するアミノ酸配列及びポリペプチド）は、アミノ酸配列及び／又はポリ
ペプチドの使用によって治療する種において所望の効果が提供されれば、別の種の動物の
治療に使用することができることも本発明の範囲内に包含される。
【００４６】
　本発明は最も広範な意味でも、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドが指向性を有す
るＧＰＣＲの特定の抗原決定基、エピトープ、部分、ドメイン、サブユニット又は立体構
造（適用可能な場合）に特に限定されないか、又はこれらによって規定されない。例えば
、本発明のアミノ酸配列は、哺乳動物（例えばラクダ科動物）に好適な発現系において発
現している又は好適な細胞若しくは細胞画分から単離されているＧＰＣＲを好適に免疫付
与することにより誘起し得る。特に本発明のアミノ酸配列は、（例えばKiefer, Biochim.
 Biophys. Acta, 1610（2003）, 57-62による概説に記載の技法を使用して）リフォール
ディングしているＧＰＣＲ（又はそれらの好適な部分若しくは断片）に対して誘起させる
ことができ、リフォールディングしたＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又はこれに対し
て誘起されているアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドが本発明のさらなる態様を
形成する。
【００４７】
　本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは概して、任意の所望のＧＰＣＲ、特に細胞外
のループ又はドメインを少なくとも１つ有するＧＰＣＲに指向性を有し得る。このような
ＧＰＣＲの例は、本明細書で引用される従来技術に基づき当業者にとって明らかである。
【００４８】
　本発明の特定の態様によれば、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドは、（本明細書
で規定のように）細胞表面上で発現しているＧＰＣＲ及び／又は少なくとも１つのＧＰＣ
Ｒの細胞外の領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープに指向性を有し得る。例
えばこのようなアミノ酸配列は、哺乳動物（例えばラクダ科動物）に、表面上にＧＰＣＲ
を有する細胞又は細胞画分を好適に免疫付与することにより誘起し得る。
【００４９】
　具体的にこの態様によれば、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドは、（本明細書で
規定のように）少なくとも１つのＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣ
Ｒ７の細胞外の領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープに指向性を有し、好ま
しくはさらに本発明の上記アミノ酸配列又はポリペプチドは、（本明細書で規定のように
）上記ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７を調節することが可能
であるようなものである。より具体的にはこの態様によれば、本発明のアミノ酸配列又は
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ポリペプチドは、（本明細書で規定のように）少なくとも１つのＧＰＣＲ、例えばヒトＣ
ＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７の細胞外の領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エ
ピトープに指向性を有し、好ましくはさらに本発明の上記アミノ酸配列又はポリペプチド
は、（本明細書で規定のように）上記ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣ
ＸＣＲ７を（完全に又は一部）遮断することが可能であるようなものである。
【００５０】
　本発明のこの態様によれば、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドは、ＧＰＣＲ、例
えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７の任意の好適な細胞外の部分、領域、ドメ
イン、ループ又は他の細胞外エピトープに指向性を有し得るが、好ましくは膜貫通ドメイ
ンの細胞外部分の１つに、又はより好ましくは膜貫通ドメインと連結する細胞外ループの
１つに指向性を有する。
【００５１】
　このような好適な細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又はエピトープのアミノ酸配
列は、関連（pertinent）ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７の
アミノ酸配列のＫｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ解析、同じ（サブ）ファミリーに属するＧ
ＰＣＲをアラインメントすると共に、様々な膜貫通ドメイン及び細胞外の部分、領域、ド
メイン若しくはループを同定すること、ＴＭＡＰ解析、又はそれらの任意の好適な組合せ
により得ることができる。本発明は、（本明細書でさらに規定されるような）このような
細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又はエピトープに指向性を有する及び／又はこれ
らに対して誘起されている（及び／又はこのような細胞外の部分、領域、ドメイン、ルー
プ又はエピトープの好適な部分又は断片に、及び／又はこのような細胞外の部分、領域、
ドメイン、ループ又はエピトープに由来する若しくはこれらに基づく合成又は半合成のペ
プチドに指向性を有する及び／又はこれらに対して誘起されている）アミノ酸配列にも関
する。
【００５２】
　特に、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドが、１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル
／Ｌ以下、及び好ましくは１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、及びより好まし
くは１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌの解離定数（ＫＤ）で（即ち１０５Ｌ／モル
～１０１２Ｌ／モル以上、及び好ましくは１０７Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及び
より好ましくは１０８Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モルの結合定数（ＫＡ）で）（本明細書で
記載のように）ＧＰＣＲの細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しくは他の細胞外エ
ピトープ、又はこれに由来するペプチドと結合するようなもの、及び／又は
　１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１ｓ－１～１０７

Ｍ－１ｓ－１、より好ましくは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１（１０５Ｍ－１

ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１等）のｋｏｎ速度で（本明細書で記載のように）ＧＰＣＲの
細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ、又はこれに由来
するペプチドと結合するようなもの、及び／又は
　１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９ｓ）～１０－６ｓ－１（ｔ１／２が数日である略不可逆
的な複合体の場合）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－１、より好ましくは１０
－３ｓ－１～１０－６ｓ－１（１０－４ｓ－１～１０－６ｓ－１等）のｋｏｆｆ速度で（
本明細書で記載のように）ＧＰＣＲの細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しくは他
の細胞外エピトープ、又はこれに由来するペプチドと結合するようなものであるのが好ま
しい。
【００５３】
　好ましくは、本発明の一価のアミノ酸配列（又は本発明のアミノ酸配列を１つだけ含有
するポリペプチド）が、５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１
０ｎＭ未満（５００ｐＭ未満等）の親和性で（本明細書で記載のように）ＧＰＣＲの細胞
外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープと結合するようなものであ
るのが好ましい。
【００５４】
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　またこの態様によれば、本発明の任意の（本明細書で規定されるような）多価又は多重
特異性のポリペプチドは好適には、同一の抗原上の２つ以上の異なる細胞外の部分、領域
、ドメイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープに、例えば２つの異なる細胞外ループ
に、膜貫通ドメインの２つの異なる細胞外部分に、又は１つの細胞外ループ（one extrac
ellular loops）と１つの細胞外ループとにも指向性を有し得る。本発明のこのような多
価又は多重特異性のポリペプチドは、所望のＧＰＣＲ、及び／又はこのような多価又は多
重特異性のポリペプチドの使用により得ることができる任意の他の所望の特性又は所望の
特性の組合せに対する増大した結合活性（avidity：親和力）又は改善した選択性を有し
ていてもよい（又はこれらに関して遺伝子操作していても（engineered）及び／又は選択
されていてもよい）。
【００５５】
　概して、ＧＰＣＲの細胞外ループ又はドメイン（又はこれに由来する若しくはこれに基
づく小ペプチド）に指向性を有する、及び／又はＧＰＣＲの細胞外ループ又はドメイン（
又はこれに由来する若しくはこれに基づく小ペプチド）に関してスクリーニングされてい
る、これを使用して選択されている、及び／又はこれに対して誘起されている、本発明の
アミノ酸配列及びポリペプチドが、細胞表面上に存在するＧＰＣＲ（又は少なくとも１つ
のそのサブユニット）の一部を形成するこのような細胞外ループ又はドメイン（又はこれ
に由来するペプチド）と結合する（特に本明細書で規定のように特異的に結合する）こと
も可能であることが予測される。このため、このような細胞外ループ又はドメイン（に由
来するペプチド）に、（本明細書で規定のように）本発明のアミノ酸配列及びポリペプチ
ドを生成する方法での特定の利用法を見出すことができ、このような方法及び使用は、こ
のような細胞外ループ、ドメイン又はこれに由来するペプチドに指向性を有する及び／又
はこれに対して誘起されている、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドと
同様に、本発明のさらなる態様を形成する。
【００５６】
　例えばこのような方法は以下を含み得る：
　ａ）所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可
）に対する免疫応答が誘起されるように、ラクダ科動物に所望の細胞外の部分、領域、ド
メイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数可）を含む好適な抗原、又はこれに
由来する若しくはこれに基づく好適なペプチドを好適に免疫付与する工程。抗原は、所望
の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）に対する
免疫応答を誘起することが可能な任意の好適な抗原；例えば例示的でありこれに限定され
ないが、生きた状態で、かつ天然立体構造における表面上で所望の細胞外の部分、領域、
ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を過剰発現する全細胞；この細胞
壁断片若しくはこのような細胞に由来する任意の他の好適な調製物；その表面上に所望の
細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を有する小
胞；所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数
可）を含む、ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７のサブユニット
若しくはサブユニットの断片；又は所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しく
は他の細胞外エピトープ（複数可）（のアミノ酸配列）を含む及び／又はこれに基づく合
成若しくは半合成のペプチド；より好ましくは生きた状態で、かつ天然立体構造における
表面上で所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数
可）を過剰発現する全細胞（例えばＨＥＫ２９３）であり得る。
　ｂ）上記ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７を過剰発現する異
なる（免疫付与に使用したもの以外の）幾つかの細胞型の細胞膜調製物を使用して、所望
の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）との結合
に関して選択する工程。これは、表面上で重鎖抗体を発現する細胞（例えば好適に免疫付
与したラクダ科動物から得られたＢ細胞）のセット、コレクション若しくはライブラリか
ら選択すると共に、１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１型の細胞、及び例えば２回目の
選択で例えばＣＯＳ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用すること、例えば１
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回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１型の細胞、及び例えば２回目の選択で例えばＣＯＳ－
７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用することによってＶＨＨ配列若しくはナノ
ボディ配列の（ナイーブ（naive）又は免疫）ライブラリから選択すること、又は例えば
１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１型の細胞、及び例えば２回目の選択で例えばＣＯＳ
－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用することによってＶＨＨ配列若しくはナ
ノボディ配列をコードする核酸配列の（ナイーブ又は免疫）ライブラリから選択すること
により実施することができ、これらは全てそれ自体が既知の方法で実施してもよい。
　ｃ）任意で洗浄剤を用いずにＰＢＳ等のバッファーで穏やかに洗浄する工程。この方法
はさらに任意でそれ自体が既知の他の好適な工程、例えば例示的でありこれに限定されな
いが、親和性成熟工程、所望のアミノ酸配列を発現する工程、所望の抗原（この場合、Ｇ
ＰＣＲ）との結合及び／又はこれに対する活性に関してスクリーニングする工程、所望の
アミノ酸配列又はヌクレオチド配列を決定する工程、（例えば本明細書でさらに記載のよ
うに）１つ又は複数のヒト化置換を導入する工程、好適な多価及び／又は多重特異性フォ
ーマットでフォーマットする工程、所望の生物学的及び／又は生理学的特性に関してスク
リーニングする（即ち本明細書で記載されるような好適なアッセイを使用する）工程、及
び／又は１つ又は複数のこのような工程の任意の好適な組合せを１つ又は複数任意の好適
な順番で含んでいてもよい。
【００５７】
　このような方法及びこのような方法で得られたアミノ酸配列、並びにこれらを含むか又
はこれらから本質的に成るタンパク質及びポリペプチドは本発明のさらなる態様を形成す
る。
【００５８】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、受容体シグナル伝達を活性化
若しくは増大するように又は代替的には受容体シグナル伝達を低減若しくは阻害するよう
に、内因性アゴニストと同じ部位で（即ちオルソステリック（orthosteric）部位で）Ｇ
ＰＣＲと結合することもできる。
【００５９】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、ＧＰＣＲの構成的活性を遮断
するようにＧＰＣＲと結合することもできる。
【００６０】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、アロステリック調節を媒介す
るようにＧＰＣＲと結合する（例えばアロステリック部位でＧＰＣＲと結合する）ことも
できる。このように、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、受容体に
おける異なる領域と（例えばアロステリック部位で）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George et al., Nat RevDrug Discov 1:808-820（2002）、K
enakin,Trends Pharmacol Sci 25:186-192（2002）及びRios et al., Pharmacol Ther 92
:71-87（2001））を参照する。
【００６１】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、ＧＰＣＲ機能的ホモ二量体又
はヘテロ二量体のアセンブリを阻害又は増強するようにＧＰＣＲと結合することもできる
。
【００６２】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、ＧＰＣＲ媒介性のシグナル伝
達の期間を延長するようにＧＰＣＲと結合することもできる。
【００６３】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、受容体－リガンド親和性を増
大することにより受容体シグナル伝達を増強することもできる。
【００６４】
　ＧＰＣＲ及びそのリガンドに指向性を有する本発明のポリペプチドは、リガンドとオル
ソステリック部位とを架橋させることによるリガンドとＧＰＣＲとの結合の増強、及び／
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又はリガンドとオルソステリック部位との結合の安定化を提供することもできる。このた
め本発明のさらなる態様は、少なくとも１つのＧＰＣＲプロテイナーゼに対する本発明の
アミノ酸配列（例えばナノボディ）と、少なくとも１つのその天然リガンドに指向性を有
する結合単位とを含む（本明細書で規定のような）本発明の多重特異性ポリペプチドに関
する。このような多重特異性タンパク質はさらに本明細書で記載されるようなものであり
得る。
【００６５】
　また本明細書中のさらなる開示から明らかなように、本発明のアミノ酸配列、ナノボデ
ィ及びポリペプチドが指向性を有するＧＰＣＲ及びそれらの所望の（治療）効果に応じて
、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、ＧＰＣＲ（及び／又はＧＰＣ
Ｒのリガンド）及び／又はそれらに関連する生物学的機能、経路、機構、効果、シグナル
伝達又は応答の（完全又は部分）アゴニスト、（完全又は部分的な、競合又は非競合）ア
ンタゴニスト、又はインバースアゴニストとして作用し得る。これらは不可逆的に作用し
てもよいが、可逆的に作用するのが好ましい。
【００６６】
　好ましい実施の形態において、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドは、本発明のＧ
ＰＣＲの（完全又は部分的な、競合又は非競合）アンタゴニスト、又はインバースアゴニ
ストであり、より好ましくは本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドは、本発明のＧＰＣ
Ｒの（完全又は部分的な、競合又は非競合）アンタゴニスト、又はインバースアゴニスト
であるナノボディである。
【００６７】
　本発明者らの結果は、一価及び／又は多価フォーマットのナノボディ、及び可能性とし
ては本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドも、構成的に活性のあるＧＰＣＲ上でニュー
トラル（neutral）アンタゴニスト又はインバースアゴニストとして作用させることがで
きることを示し、ナノボディプラットフォームの広範な適用性を示す。最も良く売れてい
るＧＰＣＲ薬物のかなりの数がニュートラルアンタゴニストではなくインバースアゴニス
トとして働き（Milligan G.（2003）.Mol. Pharmacol. 64:1271-1276）、インバースアゴ
ニストは癌を含む幾つかの疾患に対して、ニュートラルアンタゴニストと比較して特異的
な治療効果を有し得ることが主張されている（Kenakin T.（2004）.Mol. Pharmacol. 65:
2-11）。さらにインバースアゴニストは、他の機能を阻害することに関してニュートラル
アンタゴニストよりも優れている。
【００６８】
　好ましい実施の形態において、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドは「モノクロー
ナル」アミノ酸配列又はポリペプチドであり、これは上記タンパク質又はポリペプチドに
存在するＧＰＣＲに指向性を有する１つ又は複数のアミノ酸配列の少なくともそれぞれ（
好ましくは上記タンパク質又はポリペプチドに存在する免疫グロブリン配列の全て）が当
業者に一般的に理解されるような「モノクローナル」であることを意味する。しかしなが
らこの点において、本明細書でさらに記載のように、本発明は、同一のＧＰＣＲの異なる
部分、領域、ドメイン、ループ又はエピトープに、特に同一のＧＰＣＲの異なる細胞外の
部分、領域、ドメイン、ループ又はエピトープに指向性を有する免疫グロブリン配列（特
にモノクローナル免疫グロブリン配列）を２つ以上含む、多価又は多重特異性のタンパク
質を明確に包含することに留意すべきである。
【００６９】
　また適用可能な場合、本発明のアミノ酸配列が、ＧＰＣＲの２つ以上の抗原決定基、エ
ピトープ、部分、ドメイン、サブユニット又は立体構造と結合することができることは、
本発明の範囲内である。このような場合、本発明のアミノ酸配列及び／又はポリペプチド
が結合する、ＧＰＣＲの抗原決定基、エピトープ、部分、ドメイン、又はサブユニットは
、本質的に同じであり得るか（例えば、ＧＰＣＲが反復構造モチーフを含有するか、又は
多量体形態で生じる場合）、又は異なり得る（後者の場合、本発明のアミノ酸配列及びポ
リペプチドが、同じであり得るか、若しくは異なり得る親和性及び／又は特異性で、ＧＰ
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ＣＲのこのような異なる抗原決定基、エピトープ、部分、ドメイン、サブユニットと結合
し得る）。また、例えば、ＧＰＣＲが活性な立体構造及び不活性な立体構造で存在する場
合、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは、これらの立体構造のいずれか一方に結合
しても、又はこれらの立体構造の両方に（即ち、同じであり得る又は異なり得る親和性及
び／又は特異性で）結合してもよい。また、例えば、本発明のアミノ酸配列及びポリペプ
チドは、関連リガンドと結合するＧＰＣＲの立体構造と結合しても、関連リガンドと結合
していないＧＰＣＲの立体構造と結合しても、又はこのような立体構造の両方と（また同
じであり得る又は異なり得る親和性及び／又は特異性で）結合してもよい。
【００７０】
　また本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは概して、ＧＰＣＲの天然又は合成の類似
体、変異体、突然変異体、対立遺伝子、部分及び断片全て；又は少なくとも、本発明のア
ミノ酸配列及びポリペプチドがＧＰＣＲ（例えば野生型のＧＰＣＲ）で結合する抗原決定
基（複数可）又はエピトープ（複数可）と本質的に同じである抗原決定基又はエピトープ
を１つ又は複数含有する、ＧＰＣＲのこれらの類似体、変異体、突然変異体、対立遺伝子
、部分及び断片と少なくとも結合することが期待される。また、このような場合、本発明
のアミノ酸配列及びポリペプチドは、本発明のアミノ酸配列が（野生型）ＧＰＣＲと結合
する親和性及び特異性と同じか、又は異なる（即ちこれより高いか、又は低い）親和性及
び／又は特異性で、このような類似体、変異体、突然変異体、対立遺伝子、部分及び断片
と結合し得る。本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは、ＧＰＣＲの類似体、変異体、
突然変異体、対立遺伝子、部分及び断片によっては結合するものもあれば、結合しないも
のもあることも本発明の範囲内に含まれる。
【００７１】
　ＧＰＣＲが単量体形態及び１つ又は複数の多量体形態で存在する場合、本発明のアミノ
酸配列及びポリペプチドは、単量体形態のＧＰＣＲのみと結合するか、多量体形態のＧＰ
ＣＲのみと結合するか、又は単量体及び多量体形態の両方のＧＰＣＲと結合することが本
発明の範囲内である。同様に、このような場合、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチド
は、本発明のアミノ酸配列が多量体形態のＧＰＣＲと結合する親和性及び特異性と同じか
、又は異なる（即ちこれより高いか、又は低い）親和性及び／又は特異性で単量体形態の
ＧＰＣＲと結合し得る。
【００７２】
　また、ＧＰＣＲが、タンパク質複合体を形成するように他のタンパク質又はポリペプチ
ドと（例えば複合サブユニットと）会合することができる場合、本発明のアミノ酸配列及
びポリペプチドが、会合していない状態でＧＰＣＲと結合するか、会合した状態でＧＰＣ
Ｒと結合するか、又はその両方でＧＰＣＲと結合することが本発明の範囲内である。これ
ら全ての場合で、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは、本発明のアミノ酸配列及び
ポリペプチドが単量体で会合していない状態でＧＰＣＲと結合する親和性及び／又は特異
性と同じか、又は異なり得る（即ちこれより高いか、又は低い）親和性及び／又は特異性
でこのような多量体又は会合したタンパク質複合体と結合し得る。
【００７３】
　また、当業者にとって明らかなように、ＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列を２つ
以上含有するタンパク質又はポリペプチドは、対応する単量体アミノ酸配列（複数可）よ
りも高い結合活性でＧＰＣＲと結合し得る。例えば、これらに限定されないが、ＧＰＣＲ
の異なるエピトープに指向性を有するアミノ酸配列を２つ以上含有するタンパク質又はポ
リペプチドは、異なる単量体それぞれよりも高い結合活性で結合することができ（通常結
合し）、ＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列を２つ以上含有するタンパク質又はポリ
ペプチドも、より高い結合活性でＧＰＣＲの多量体と結合することができる（通常結合す
る）。
【００７４】
　概して、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは、当業者にとって明らかなように、
生物学的及び／又は治療的観点から最も関連がある形態のＧＰＣＲ（単量体、多量体及び
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会合している形態を含む）と少なくとも結合する。
【００７５】
　本明細書で想定される使用に好適である限り、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチド
の部分、断片、類似体、突然変異体、変異体、対立遺伝子及び／又は誘導体を使用するこ
と、及び／又はこのような部分、断片、類似体、突然変異体、変異体、対立遺伝子及び／
又は誘導体を１つ又は複数含むか、又はこれから本質的に成るタンパク質又はポリペプチ
ドを使用することも本発明の範囲内である。このような部分、断片、類似体、突然変異体
、変異体、対立遺伝子及び／又は誘導体は通常、ＧＰＣＲとの結合に機能的な抗原結合部
位（の少なくとも一部）を含有し、より好ましくはＧＰＣＲと特異的に結合することがで
き、さらにより好ましくは本明細書に規定のように（さらに本明細書に記載されるような
（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏ

ｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及び／又は表される）親和
性でＧＰＣＲと結合することができる。このような部分、断片、類似体、突然変異体、変
異体、対立遺伝子、誘導体、タンパク質及び／又はポリペプチドの幾つかの非限定的な例
は、本明細書のさらなる記載から明らかになる。また本発明のさらなる断片又はポリペプ
チドは、本明細書に記載の１つ又は複数の（より小さい）部分又は断片を好適に組み合わ
せることによって（即ち連結又は遺伝子融合によって）提供され得る。
【００７６】
　本明細書でさらに記載される、本発明の具体的であるが非限定的な一態様において、こ
のような類似体、突然変異体、変異体、対立遺伝子、誘導体は、これらが由来する元とな
るアミノ酸配列に比べて（本明細書にさらに記載されるように）増大した血清半減期を有
する。例えば、本発明のアミノ酸配列は、本発明のアミノ酸配列の誘導体の半減期が増大
するように、半減期を延長する１つ又は複数の基又は部分（例えばＰＥＧ）と（化学的に
又は別の方法で）連結し得る。
【００７７】
　具体的ではあるが非限定的な一態様では、本発明のアミノ酸配列は、免疫グロブリンフ
ォールドを含むアミノ酸配列であり得るか、又は好適な条件（例えば生理的条件）下で（
即ちフォールディングによって）免疫グロブリンフォールドを形成することができるアミ
ノ酸配列であり得る。特にHalaby et al., J. （1999） Protein Eng. 12, 563-71による
概説を参照する。好ましくは、免疫グロブリンフォールドを形成するように適切にフォー
ルディングする場合、このようなアミノ酸配列は、ＧＰＣＲと（本明細書に規定のように
）特異的に結合することができ、より好ましくは本明細書に規定のように（さらに本明細
書に記載されるような（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏ

ｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及び
／又は表される）親和性でＧＰＣＲと結合することができる。また、このようなアミノ酸
配列の部分、断片、類似体、突然変異体、変異体、対立遺伝子及び／又は誘導体は、免疫
グロブリンフォールドを含むか、又は好適な条件下で免疫グロブリンフォールドを形成す
ることができるようなものであるのが好ましい。
【００７８】
　具体的であるが、非限定的に、本発明のアミノ酸配列は、４つのフレームワーク領域（
それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３
）とから本質的に成るアミノ酸配列、又はこのようなアミノ酸配列の任意の好適な断片（
したがって通常、本明細書でさらに記載されるように、ＣＤＲの少なくとも１つを形成す
るアミノ酸残基の少なくとも幾つかを含有する）であり得る。
【００７９】
　本発明のアミノ酸配列は、具体的に免疫グロブリン配列又はその好適な断片、より具体
的には免疫グロブリン可変ドメイン配列又はその好適な断片（例えば軽鎖可変ドメイン配
列（例えばＶＬ配列）若しくはその好適な断片、又は重鎖可変ドメイン配列（例えばＶＨ

配列）若しくはその好適な断片）であり得る。本発明のアミノ酸配列は、重鎖可変ドメイ
ン配列である場合、従来の四本鎖抗体由来の重鎖可変ドメイン配列（例えば、これに限定
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されないが、ヒト抗体由来のＶＨ配列）又はいわゆる（本明細書に規定の）「重鎖抗体」
由来のいわゆる（本明細書に規定の）ＶＨＨ配列であり得る。
【００８０】
　しかし本発明が、本発明のアミノ酸配列（又はこれを発現するのに使用される本発明の
ヌクレオチド配列）の起源に関しても、また本発明のアミノ酸配列又はヌクレオチド配列
を生成又は入手する（又は生成若しくは入手した）方法に関しても限定されないことに留
意すべきである。したがって本発明のアミノ酸配列は、（任意の好適な種由来の）天然ア
ミノ酸配列、又は合成若しくは半合成のアミノ酸配列であり得る。本発明の具体的ではあ
るが非限定的な態様では、アミノ酸配列は（任意の好適な種由来の）天然免疫グロブリン
配列、又は合成若しくは半合成の免疫グロブリン配列であり、これにはこれらに限定され
ないが、（本明細書に規定の）「ヒト化」免疫グロブリン配列（例えば部分又は完全ヒト
化マウス又はウサギ免疫グロブリン配列、特に部分又は完全ヒト化ＶＨＨ配列又はナノボ
ディ）、（本明細書に規定の）「ラクダ化」免疫グロブリン配列、並びに親和性成熟（例
えば、合成、ランダム又は天然免疫グロブリン配列から開始する）、ＣＤＲグラフト化、
ベニヤリング（veneering）、異なる免疫グロブリン配列由来の断片の結合（combining）
、重複プライマーを使用したＰＣＲアセンブリ、及び当業者に既知の免疫グロブリン配列
を遺伝子操作する同様の技法、又は上記のいずれかの任意の好適な組合せ等の技法によっ
て得られる免疫グロブリン配列が含まれる。例えば標準的なハンドブック、並びに本明細
書に言及されるさらなる記載及び従来技術を参照する。
【００８１】
　同様に、本発明のヌクレオチド配列は、天然ヌクレオチド配列、又は合成若しくは半合
成の配列であってもよく、例えばＰＣＲによって好適な天然鋳型から単離される配列（例
えば細胞から単離されるＤＮＡ又はＲＮＡ）、ライブラリ（特に発現ライブラリ）から単
離されたヌクレオチド配列、（それ自体が既知の任意の好適な技法（例えばミスマッチＰ
ＣＲ）を使用して）天然ヌクレオチド配列に突然変異を導入することによって調製された
ヌクレオチド配列、重複プライマーを使用してＰＣＲによって調製されたヌクレオチド配
列、又はそれ自体が既知のＤＮＡ合成のための技法を使用して調製されたヌクレオチド配
列であり得る。
【００８２】
　本発明のアミノ酸配列は特に、ドメイン抗体（又はドメイン抗体としての使用に好適な
アミノ酸配列）、単一ドメイン抗体（又は単一ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ
酸配列）、「ｄＡｂ」（又はｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配列）、又はナノボデ
ィ（商標）（本明細書に規定のように、ＶＨＨ配列を含むが、これに限定されない）、他
の単一可変ドメイン、又はこれらのいずれか１つの任意の好適な断片であり得る。（単一
）ドメイン抗体の概説に関しては、上記で言及された従来技術、及び欧州特許第０３６８
６８４号も参照する。「ｄＡｂ」という用語に関しては、例えばWard et al.（Nature 19
89 Oct 12; 341 （6242）: 544-6）、Holtet al.（Trends Biotechnol., 2003, 21（11）
:484-490）、及び例えば国際公開第０６／０３０２２０号、国際公開第０６／００３３８
８号、及びDomantis Ltd.の他の公開特許出願を参照する。哺乳動物起源ではないため、
本発明に関してはあまり好ましくはないが、単一ドメイン抗体又は単一可変ドメインは、
或る特定種のサメ由来である可能性があることにも留意すべきである（例えばいわゆる「
ＩｇＮＡＲドメイン」、例えば国際公開第０５／１８６２９号を参照されたい）。
【００８３】
　特に本発明のアミノ酸配列は、（本明細書で規定の）ナノボディ（商標）又はその好適
な断片（備考：ナノボディ（商標）（NanobodyTM, NanobodiesTM）及びナノクローン（商
標）は、Ablynx N. V.の商標である）であり得る。ＧＰＣＲに指向性を有するこのような
ナノボディは、本明細書中で「本発明のナノボディ」とも称される。
【００８４】
　ナノボディの概説に関しては、以下のさらなる記載、及び本明細書で引用される従来技
術を参照する。しかしこれに関して、本明細書及び従来技術は主に、いわゆる「ＶＨ３群
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」のナノボディ（即ちＤＰ－４７、ＤＰ－５１又はＤＰ－２９等のＶＨ３群のヒト生殖細
胞系列の配列との高度な配列相同性を有するナノボディ）を説明し、このナノボディは本
発明の好ましい態様を形成することに留意すべきである。しかし概して、本発明は最も広
範な意味で、ＧＰＣＲに指向性を有する任意種のナノボディを包含し、例えば２００６年
４月１４日付けでAblynxN. V.により出願された「ＤＰ－７８様ナノボディ（DP-78-like 
Nanobodies）」と題する米国仮特許出願第６０／７９２，２７９号に記載されるように、
例えばいわゆる「ＶＨ４群」に属するナノボディ（即ちＤＰ－７８等のＶＨ４群のヒト生
殖細胞系列の配列との高度な配列相同性を有するナノボディ）も包含することに留意すべ
きである。
【００８５】
　概して、ナノボディ（特にＶＨＨ配列及び部分ヒト化ナノボディ）は特に、（また本明
細書にさらに記載される）１つ又は複数のフレームワーク配列における（本明細書に記載
される）１つ又は複数の「特徴的な（Hallmark：ホールマーク）残基」の存在を特徴とし
得る。
【００８６】
　したがって概して、ナノボディは、（一般）構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を表
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を表し、１つ又
は複数の特徴的な残基は本明細書にさらに規定されるようなものである）を有するアミノ
酸配列として定義することができる。
【００８７】
　具体的にナノボディは、（一般）構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を表
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を表し、フレー
ムワーク配列は本明細書にさらに規定されるようなものである）を有するアミノ酸配列で
あり得る。
【００８８】
　より具体的に、ナノボディは、（一般）構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有す
るアミノ酸配列であり得る；ここで
　ｉ）好ましくは、カバットナンバリング（Kabat numbering）による１１位、３７位、
４４位、４５位、４７位、８３位、８４位、１０３位、１０４位及び１０８位のアミノ酸
残基の１つ又は複数は、以下の表Ａ－３で言及する特徴的な残基から選択され、
　ｉｉ）上記アミノ酸配列は、配列番号１～配列番号２２のアミノ酸配列の少なくとも１
つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有し、ここでアミノ酸同一性の程度を決定す
るためにＣＤＲ配列を形成するアミノ酸残基（配列番号１～配列番号２２の配列において
Ｘで示す）は無視する。
【００８９】
　これらのナノボディにおいて、ＣＤＲ配列は概して、本明細書中にさらに規定されるよ
うなものである。
【００９０】
　したがって、本発明は、ＧＰＣＲと（本明細書に規定のように）結合することができる
、及び／又はＧＰＣＲに指向性を有するこのようなナノボディ、その好適な断片、及びこ
のようなナノボディ及び／又は好適な断片を１つ又は複数含むか、又はこれらから本質的
に成るポリペプチドにも関する。
【００９１】
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　配列番号２３８～配列番号２５３はヒトＣＸＣＲ４に対して誘起されている多くのＶＨ

Ｈ配列のアミノ酸配列を与える（表１）。
【００９２】
表１：ヒトＣＸＣＲ４（配列番号２５４）に指向性を有するナノボディ：
【表１】

【００９３】
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【００９４】
　ヒトＣＸＣＲ７に指向性を有する本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチド
（特にアンタゴニスト）、並びにこれを含む組成物に、例えば創傷治癒、ＡＩＤＳ及び癌
の予防及び治療における特定の利用法を見出すことができることが予測される。
【００９５】
　したがって本発明の特に好ましいナノボディの幾つかが、ヒトＣＸＣＲ４と（本明細書
でさらに規定されるように）結合することができ、及び／又はそれらに指向性を有し、
　ｉ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２
３９のアミノ酸配列の少なくとも１つとの８０％のアミノ酸同一性を有し（ここでアミノ
酸同一性の程度を決定するためにＣＤＲ配列を形成するアミノ酸残基は無視する）（また
これに関しては、表Ａ－１を参照し、この図は配列番号２３８～配列番号２５３、より好
ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノボディのフレームワーク１配列（配列
番号１２６～配列番号１４１）、フレームワーク２配列（配列番号１５８～配列番号１７
３）、フレームワーク３配列（配列番号１９０～配列番号２０５）及びフレームワーク４
配列（配列番号２２２～配列番号２３７）を列挙する）（フレームワーク１配列の１位～
４位及び２７位～３０位のアミノ酸残基に関しては、以下で為されるコメントも参照する
。したがって、アミノ酸同一性の程度を決定するためにこれらのアミノ酸残基は無視する
のが好ましい）、また
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　ｉｉ）好ましくはカバットナンバリングによる１１位、３７位、４４位、４５位、４７
位、８３位、８４位、１０３位、１０４位及び１０８位のアミノ酸残基の１つ又は複数が
、以下の表Ａ－３で言及される特徴的な残基から選択される、ナノボディである。
【００９６】
　これらのナノボディにおいて、概してＣＤＲ配列は本明細書にさらに規定されるような
ものである。
【００９７】
　またこのようなナノボディは、任意で好適な方法で任意の好適な供給源で得られてもよ
く、例えば（即ち好適な種のラクダ科動物由来の）天然ＶＨＨ配列、又は合成若しくは半
合成のアミノ酸配列であってもよく、これにはこれらに限定されないが、（本明細書に規
定の）「ヒト化」ナノボディ、（本明細書に規定の）「ラクダ化」免疫グロブリン配列（
特にラクダ化重鎖可変ドメイン配列）、並びに本明細書にさらに記載されるように、親和
性成熟（例えば、合成、ランダム又は天然免疫グロブリン配列から開始する）、ＣＤＲグ
ラフト化、ベニヤリング、異なる免疫グロブリン配列由来の断片の結合、重複プライマー
を使用したＰＣＲアセンブリ、及び当業者に既知の免疫グロブリン配列を遺伝子操作する
同様の技法、又は上記のいずれかの任意の好適な組合せ等の技法によって得られるナノボ
ディが含まれる。また、ナノボディがＶＨＨ配列を含む場合、上記ナノボディは、１つ又
は複数の本発明のさらなる（部分又は完全）ヒト化ナノボディを提供するように、本明細
書でさらに記載されるように好適にヒト化され得る。同様に、ナノボディが合成又は半合
成の配列（例えば部分ヒト化配列）を含む場合、上記ナノボディは、同様に１つ又は複数
の本発明のさらなる（部分又は完全）ヒト化ナノボディを提供するように、同様に本明細
書で記載されるように任意でさらに好適にヒト化され得る。
【００９８】
　特にヒト化ナノボディは、概してこれまでの段落でナノボディに関して規定されたよう
なアミノ酸配列であり得るが、この中に（本明細書に規定の）ヒト化置換である、及び／
又はヒト化置換に対応する少なくとも１つのアミノ酸残基が（特にフレームワーク残基の
少なくとも１つに）存在する。本明細書中の開示に基づいて、当業者にとって、幾つかの
好ましいが非限定的なヒト化置換（及びその好適な組合せ）は明らかになる。付加的に又
は代替的に、天然ＶＨＨ配列のフレームワーク領域の配列を、１つ又は複数の密接に関連
したヒトＶＨ配列の対応するフレームワーク配列と比較することによって、他の潜在的に
有用なヒト化置換を確認することができ、その後このようにして決定した潜在的に有用な
ヒト化置換（又はその組合せ）の１つ又は複数を上記ＶＨＨ配列に（それ自体が既知の任
意の方法で、本明細書にさらに記載のように）導入することができ、得られたヒト化ＶＨ

Ｈ配列を、標的に対する親和性、安定性、発現の容易さ及びレベル、及び／又は他の所望
の特性に関して試験することができる。このように、或る程度の試行錯誤によって、本明
細書中の開示に基づき、当業者は、他の好適なヒト化置換（又はその好適な組合せ）を決
定することができる。また上記に基づいて、ナノボディ（のフレームワーク領域）を部分
ヒト化又は完全ヒト化してもよい。
【００９９】
　幾つかの特に好ましい本発明のヒト化ナノボディは配列番号２３８～配列番号２５３、
より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノボディのヒト化変異体である。
【０１００】
　したがって本発明の他の好ましいナノボディの幾つかが、ヒトＣＸＣＲ４と（本明細書
でさらに規定されるように）結合することができ、
　ｉ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２
３９のアミノ酸配列の１つのヒト化変異体であり、及び／又は
　ｉｉ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号
２３９のアミノ酸配列の少なくとも１つと８０％のアミノ酸同一性を有し（ここでアミノ
酸同一性の程度を決定するためにＣＤＲ配列を形成するアミノ酸残基は無視する）、また
　ｉ）好ましくはカバットナンバリングによる１１位、３７位、４４位、４５位、４７位
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、８３位、８４位、１０３位、１０４位及び１０８位のアミノ酸残基の１つ又は複数が、
以下の表Ａ－３で言及される特徴的な残基から選択される、ナノボディである。
【０１０１】
　本発明の別の特定の態様によれば、本発明は、ＧＰＣＲとの結合に特に適する多くのア
ミノ酸残基のストレッチ（即ち小ペプチド）を提供する。これらのアミノ酸残基のストレ
ッチは、特に本発明のアミノ酸配列の抗原結合部位の（一部）を形成するように、本発明
のアミノ酸配列に存在し得る、及び／又は組み込まれ得る。初めに、これらのアミノ酸残
基のストレッチを重鎖抗体のＣＤＲ配列、又はＧＰＣＲに対して誘起するＶＨＨ配列とし
て生成した（又は本明細書でさらに記載されるように、このようなＣＤＲ配列に基づき得
る、及び／又はこれに由来し得る）ので、これらのアミノ酸残基のストレッチは概して、
本明細書で「ＣＤＲ配列」（即ちそれぞれＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列
）とも称される。しかし、本発明が最も広範な意味で、これらのアミノ酸残基のストレッ
チによる本発明のアミノ酸配列とＧＰＣＲとの結合が可能である限り、これらのアミノ酸
残基のストレッチが本発明のアミノ酸配列において有し得る特定の構造的役割又は機能に
限定されないことに留意すべきである。したがって概して、本発明は最も広範な意味で、
アミノ酸配列全体が、ＧＰＣＲと結合することができる結合ドメイン及び／又は結合単位
を形成するように、ＧＰＣＲと結合することができ、本明細書に記載の１つ又は複数のＣ
ＤＲ配列、特に２つ以上のこのようなＣＤＲ配列の好適な組合せを含む任意のアミノ酸配
列を含み、これらは１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列を介して互いに好適に連結する
。しかし、本発明のアミノ酸配列における１つだけのこのようなＣＤＲ配列の存在は、そ
れ自体で既にＧＰＣＲと結合することができる本発明のアミノ酸配列を提供するのに十分
であり得ることにも留意すべきである。例えばここでもまた、国際公開第０３／０５０５
３１号に記載される、いわゆる「促進断片（Expedite fragments）」を参照する。
【０１０２】
　したがって別の具体的ではあるが非限定的な態様において、本発明のアミノ酸配列は、
本明細書に記載のＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列（又はこれらの任意の好
適な組合せ）から成る群から選択されるアミノ酸配列を少なくとも１つ含むアミノ酸配列
であり得る。特に、本発明のアミノ酸配列は、少なくとも１つの抗原結合部位（該抗原結
合部位は、本明細書に記載のＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列（又はこれら
の任意の好適な組合せ）から成る群から選択されるアミノ酸配列を少なくとも１つ含む）
を含むアミノ酸配列であり得る。
【０１０３】
　概して本発明のこの態様において、本発明のアミノ酸配列は、アミノ酸残基のストレッ
チ（該アミノ酸残基のストレッチは、本明細書に記載のＣＤＲ配列の少なくとも１つの配
列に対応するアミノ酸配列を有する）を少なくとも１つ含む任意のアミノ酸配列であり得
る。このようなアミノ酸配列は、免疫グロブリンフォールドを含んでも、又は含んでいな
くてもよい。例えば、これに限定されないが、このようなアミノ酸配列は、このようなＣ
ＤＲ配列を少なくとも１つ含むが、（完全）免疫グロブリンフォールドを形成するのに十
分な大きさではない免疫グロブリン配列の好適な断片であり得る（例えば同様に、国際公
開第０３／０５０５３１号に記載される、「促進断片」を参照する）。代替的に、このよ
うなアミノ酸配列は、このようなＣＤＲ配列に対応する（即ちその抗原結合部位の一部と
して）アミノ酸残基のストレッチを少なくとも１つ含む、好適な「タンパク質骨格」であ
り得る。アミノ酸配列を提示するのに好適な骨格が当業者にとって明らかであり、例えば
これらに限定されないが、（即ち本明細書に既に記載の免疫グロブリン配列以外の）免疫
グロブリンに基づく若しくはこれに由来する結合骨格、プロテインＡドメイン由来のタン
パク質骨格（例えばアフィボディ（Affibodies）（商標））、テンダミスタット、フィブ
ロネクチン、リポカリン、ＣＴＬＡ－４、Ｔ細胞受容体、設計アンキリン反復、アビマー
（avimers）及びＰＤＺドメイン（Binz et al., Nat. Biotech2005, Vol 23:1257）、並
びにＤＮＡ又はＲＮＡに基づく結合部分（ＤＮＡアプタマー又はＲＮＡアプタマーを含む
が、これに限定されない）（Ulrich et al., Comb Chem High Throughput Screen 2006 9
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（8）: 619-32）が含まれる。
【０１０４】
　同様に、これらのＣＤＲ配列を１つ又は複数含む、任意の本発明のアミノ酸配列は、Ｇ
ＰＣＲと（本明細書に規定のように）特異的に結合することができるようなもの、及びよ
り具体的には本明細書に規定のように（さらに本明細書に記載されるような（実際又は見
掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度、又
は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及び／又は表される）親和性でＧＰＣＲ
と結合することができるようなものであるのが好ましい。
【０１０５】
　より具体的には、本発明のこの態様によるアミノ酸配列は、抗原結合部位を少なくとも
１つ含む任意のアミノ酸配列であって、上記抗原結合部位が、（ｉ）第１のアミノ酸配列
が本明細書に記載のＣＤＲ１配列から選択される場合、第２のアミノ酸配列は本明細書に
記載のＣＤＲ２配列若しくは本明細書に記載のＣＤＲ３配列から選択される；（ｉｉ）第
１のアミノ酸配列が本明細書に記載のＣＤＲ２配列から選択される場合、第２のアミノ酸
配列は本明細書に記載のＣＤＲ１配列若しくは本明細書に記載のＣＤＲ３配列から選択さ
れる；又は（ｉｉｉ）第１のアミノ酸配列が本明細書に記載のＣＤＲ３配列から選択され
る場合、第２のアミノ酸配列は本明細書に記載のＣＤＲ１配列若しくは本明細書に記載の
ＣＤＲ３配列から選択されるように、本明細書に記載のＣＤＲ１配列、本明細書に記載の
ＣＤＲ２配列及び本明細書に記載のＣＤＲ３配列から成る群から選択されるアミノ酸配列
を少なくとも２つ含む、任意のアミノ酸配列であり得る。
【０１０６】
　さらにより具体的には、本発明のアミノ酸配列は、抗原結合部位を少なくとも１つ含む
アミノ酸配列であって、上記抗原結合部位が、第１のアミノ酸配列が本明細書に記載のＣ
ＤＲ１配列から選択され、第２のアミノ酸配列が本明細書に記載のＣＤＲ２配列から選択
され、第３のアミノ酸配列が本明細書に記載のＣＤＲ３配列から選択されるように、本明
細書に記載のＣＤＲ１配列、本明細書に記載のＣＤＲ２配列及び本明細書に記載のＣＤＲ
３配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を少なくとも３つ含む、アミノ酸配列であ
り得る。ＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列の好ましい組合せは本明細書のさ
らなる記載から明らかになる。当業者にとって明らかなように、このようなアミノ酸配列
は（本明細書でさらに記載のように）免疫グロブリン配列であるのが好ましいが、例えば
上記ＣＤＲ配列を提示するのに好適な骨格を含む任意の他のアミノ酸配列でもあり得る。
【０１０７】
　したがって具体的であるが非限定的な一態様において、本発明はＧＰＣＲに指向性を有
するアミノ酸配列に関し、該アミノ酸配列は以下のものから成る群から選択されるアミノ
酸残基のストレッチを１つ又は複数含む：
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列；
　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
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るアミノ酸配列；
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列；又は
それらの任意の好適な組合せ。
【０１０８】
　本発明のアミノ酸配列がｂ）及び／又はｃ）によるアミノ酸配列を１つ又は複数含有す
る場合、
　ｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるこのようなアミノ酸配列において任意のアミノ酸置換は
、（本明細書で規定されるように）対応するａ）によるアミノ酸配列と比較して、保存的
なアミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるアミノ酸配列は、対応するａ）によるアミノ酸配列と
比較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく
；及び／又は
　ｉｉｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるアミノ酸配列は、それ自体が既知の１つ又は複数の
親和性成熟技法を用いる親和性成熟によってａ）によるアミノ酸配列から誘導されるアミ
ノ酸配列であり得る。
【０１０９】
　同様に、本発明のアミノ酸配列がｅ）及び／又はｆ）によるアミノ酸配列を１つ又は複
数含有する場合、
　ｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるこのようなアミノ酸配列において任意のアミノ酸置換は
、（本明細書で規定されるように）対応するｄ）によるアミノ酸配列と比較して、保存的
なアミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるアミノ酸配列は、対応するｄ）によるアミノ酸配列と
比較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく
；及び／又は
　ｉｉｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるアミノ酸配列は、それ自体が既知の１つ又は複数の
親和性成熟技法を用いる親和性成熟によってｄ）によるアミノ酸配列から誘導されるアミ
ノ酸配列であり得る。
【０１１０】
　また同様に、本発明のアミノ酸配列がｈ）及び／又はｉ）によるアミノ酸配列を１つ又
は複数含有する場合、
　ｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるこのようなアミノ酸配列において任意のアミノ酸置換は
、（本明細書で規定されるように）対応するｇ）によるアミノ酸配列と比較して、保存的
なアミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるアミノ酸配列は、対応するｇ）によるアミノ酸配列と
比較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく
；及び／又は
　ｉｉｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるアミノ酸配列は、それ自体が既知の１つ又は複数の
親和性成熟技法を用いる親和性成熟によってｇ）によるアミノ酸配列から誘導されるアミ
ノ酸配列であり得る。
【０１１１】
　直前の（last preceding）段落は概して、それぞれｂ）、ｃ）、ｅ）、ｆ）、ｈ）又は
ｉ）によるアミノ酸配列を１つ又は複数含む、任意の本発明のアミノ酸配列にも適用され
ることを理解されたい。
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【０１１２】
　この特定の態様において、アミノ酸配列は以下のものから成る群から選択されるアミノ
酸残基のストレッチを１つ又は複数含むのが好ましい：
　ｉ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｉｉ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１
７５のアミノ酸配列；及び
　ｉｉｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号
２０７のアミノ酸配列；又は
それらの任意の好適な組合せ。
【０１１３】
　また好ましくは、このようなアミノ酸配列において、少なくとも１つの上記アミノ酸残
基のストレッチがＧＰＣＲとの結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【０１１４】
　より具体的ではあるが、同様に非限定的な態様において、本発明は、（ｉ）アミノ酸残
基の第１のストレッチがａ）、ｂ）若しくはｃ）によるアミノ酸配列の１つに対応する場
合、アミノ酸残基の第２のストレッチはｄ）、ｅ）、ｆ）、ｇ）、ｈ）若しくはｉ）によ
るアミノ酸配列の１つに対応し；（ｉｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチがｄ）、ｅ）
若しくはｆ）によるアミノ酸配列の１つに対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッ
チはａ）、ｂ）、ｃ）、ｇ）、ｈ）若しくはｉ）によるアミノ酸配列の１つに対応し；又
は（ｉｉｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチがｇ）、ｈ）若しくはｉ）によるアミノ酸
配列の１つに対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッチはａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）
、ｅ）若しくはｆ）によるアミノ酸配列の１つに対応するように、以下のものから成る群
から選択されるアミノ酸残基のストレッチを２つ以上含むＧＰＣＲに指向性を有するアミ
ノ酸配列に関する：
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列；
　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列；
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列。
【０１１５】
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　この特定の態様において、アミノ酸配列は、（ｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチが
配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４３のア
ミノ酸配列の１つに対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッチは配列番号１７４～
配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列若しく
は配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０７の
アミノ酸配列の１つに対応し；（ｉｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチが配列番号１７
４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の
１つに対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッチは配列番号１４２～配列番号１５
７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列若しくは配列番号２
０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列
の１つに対応し；又は（ｉｉｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチが配列番号２０６～配
列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の１つに
対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッチは配列番号１４２～配列番号１５７、よ
り好ましくは配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列若しくは配列番号１７４～
配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の１つ
に対応するように、以下のものから成る群から選択されるアミノ酸残基のストレッチを２
つ以上含むのが好ましい：
　ｉ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｉｉ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１
７５のアミノ酸配列；及び
　ｉｉｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号
２０７のアミノ酸配列。
【０１１６】
　また同様に好ましくは、このようなアミノ酸配列において、少なくとも２つのアミノ酸
残基のストレッチがＧＰＣＲとの結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【０１１７】
　さらにより具体的であるが、非限定的な態様において、本発明は、アミノ酸残基のスト
レッチを３つ以上含む、ＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列であって、アミノ酸残基
の第１のストレッチが、
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から選択され；
アミノ酸残基の第２のストレッチが、
　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され；
アミノ酸残基の第３のストレッチが、
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
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　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択される、アミノ酸配列に関する。
【０１１８】
　好ましくはこの特定の態様において、アミノ酸残基の第１のストレッチが配列番号１４
２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列か
ら成る群から選択され；アミノ酸残基の第２のストレッチが配列番号１７４～配列番号１
８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列から成る群から選
択され；アミノ酸残基の第３のストレッチが配列番号２０６～配列番号２２１、より好ま
しくは配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列から成る群から選択される。
【０１１９】
　同様に好ましくは、このようなアミノ酸配列において、少なくとも３つのアミノ酸残基
のストレッチがＧＰＣＲとの結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【０１２０】
　アミノ酸配列のこのようなストレッチの好ましい組合せは本明細書のさらなる開示から
明らかになる。
【０１２１】
　好ましくはこのようなアミノ酸配列において、ＣＤＲ配列が、配列番号２３８～配列番
号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列のうちの少
なくとも１つのＣＤＲ配列との少なくとも７０％のアミノ酸同一性、好ましくは少なくと
も８０％のアミノ酸同一性、より好ましくは少なくとも９０％のアミノ酸同一性（９５％
以上のアミノ酸同一性等）、又はさらに本質的に１００％のアミノ酸同一性を有する。例
えば、（本明細書中に記載の方法で）上記アミノ酸配列と、配列番号２３８～配列番号２
５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９の配列の１つ又は複数とのアミ
ノ酸同一性の程度を求めることによって、このアミノ酸同一性の程度を決定することがで
き、ここではフレームワーク領域を形成するアミノ酸残基は無視する。また、このような
本発明のアミノ酸配列は、本明細書中でさらに記載するようなものであり得る。
【０１２２】
　またこのようなアミノ酸配列は、（本明細書に規定のように）ＧＰＣＲと特異的に結合
することができるようなもの、及びより具体的には本明細書に規定のように（本明細書に
さらに記載されるような（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋ

ｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及
び／又は表される）親和性でＧＰＣＲと結合することができるようなものであるのが好ま
しい。
【０１２３】
　本発明のアミノ酸配列が、４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と
、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成る場合、本
発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又は
ＣＤＲ２が、
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　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又は
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択されるようなものであるのが好ましい。
【０１２４】
　特にこのような本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が配列番号１４２～配列番号１５７
、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列から成る群から選択さ
れ、及び／又はＣＤＲ２が配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１
７４、配列番号１７５のアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又はＣＤＲ３が配
列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０７のアミ
ノ酸配列から成る群から選択されるようなものであり得る。
【０１２５】
　特に本発明のアミノ酸配列が、４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４
）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成る場合
、本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
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ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択されるようなもの、又はこのようなアミノ酸配列の任
意の好適な断片であるのが好ましい。
【０１２６】
　特にこのような本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が配列番号１４２～配列番号１５７
、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列から成る群から選択さ
れ、かつＣＤＲ２が配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、
配列番号１７５のアミノ酸配列から成る群から選択され、かつＣＤＲ３が配列番号２０６
～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列から
成る群から選択されるようなものであり得る。
【０１２７】
　同様に、ＣＤＲ配列の好ましい組合せは、本明細書中のさらなる記載から明らかになる
。
【０１２８】
　またこのようなアミノ酸配列は、（本明細書に規定のように）ＧＰＣＲと特異的に結合
することができるようなもの、及びより具体的には本明細書に規定のように（本明細書に
さらに記載されるような（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋ

ｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及
び／又は表される）親和性でＧＰＣＲと結合することができるようなものであるのが好ま
しい。
【０１２９】
　好ましいが非限定的な一態様において本発明は、４つのフレームワーク領域（それぞれ
、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから
本質的に成るアミノ酸配列であって、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配列が、配列番号２３８
～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列の
うちの少なくとも１つのＣＤＲ配列との少なくとも７０％のアミノ酸同一性、好ましくは
少なくとも８０％のアミノ酸同一性、より好ましくは少なくとも９０％のアミノ酸同一性
（９５％以上のアミノ酸同一性等）、又はさらに本質的に１００％のアミノ酸同一性を有
する、アミノ酸配列に関する。このアミノ酸同一性の程度は例えば、上記アミノ酸配列と
、配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９
のアミノ酸配列の配列の１つ又は複数との間のアミノ酸同一性の程度を（本明細書に記載
の方法で）求めることによって決定することができる（フレームワーク領域を形成するア
ミノ酸残基は無視する）。このような本発明のアミノ酸配列は、本明細書にさらに記載さ
れるようなものであり得る。
【０１３０】
　さらにより具体的であるが、非限定的な態様において、本発明はヒトＣＸＣＲ４のＣＸ
ＣＬ１２／ＳＤＦ１依存性の活性化を遮断することが可能なヒトＣＸＣＲ４に指向性を有
するアミノ酸配列（本明細書にさらに記載されるような本発明のナノボディ等）に関し、
該アミノ酸配列は以下のものから成る群から選択されるアミノ酸残基のストレッチを１つ
又は複数含む：
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列；
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
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　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列；
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列；又は
それらの任意の好適な組合せ。
【０１３１】
　本発明のアミノ酸配列がｂ）及び／又はｃ）によるアミノ酸配列を１つ又は複数含有す
る場合、
　ｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるこのようなアミノ酸配列において任意のアミノ酸置換は
、（本明細書で規定されるように）対応するａ）によるアミノ酸配列と比較して、保存的
なアミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるアミノ酸配列は、対応するａ）によるアミノ酸配列と
比較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく
；及び／又は
　ｉｉｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるアミノ酸配列は、それ自体が既知の１つ又は複数の
親和性成熟技法を用いる親和性成熟によってａ）によるアミノ酸配列から誘導されるアミ
ノ酸配列であり得る。
【０１３２】
　同様に、本発明のアミノ酸配列がｅ）及び／又はｆ）によるアミノ酸配列を１つ又は複
数含有する場合、
　ｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるこのようなアミノ酸配列において任意のアミノ酸置換は
、（本明細書で規定されるように）対応するｄ）によるアミノ酸配列と比較して、保存的
なアミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるアミノ酸配列は、対応するｄ）によるアミノ酸配列と
比較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく
；及び／又は
　ｉｉｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるアミノ酸配列は、それ自体が既知の１つ又は複数の
親和性成熟技法を用いる親和性成熟によってｄ）によるアミノ酸配列から誘導されるアミ
ノ酸配列であり得る。
【０１３３】
　また同様に、本発明のアミノ酸配列がｈ）及び／又はｉ）によるアミノ酸配列を１つ又
は複数含有する場合、
　ｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるこのようなアミノ酸配列において任意のアミノ酸置換は
、（本明細書で規定されるように）対応するｇ）によるアミノ酸配列と比較して、保存的
なアミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるアミノ酸配列は、対応するｇ）によるアミノ酸配列と
比較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく
；及び／又は
　ｉｉｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるアミノ酸配列は、それ自体が既知の１つ又は複数の
親和性成熟技法を用いる親和性成熟によってｇ）によるアミノ酸配列から誘導されるアミ
ノ酸配列であり得る。
【０１３４】
　直前の段落は概して、それぞれｂ）、ｃ）、ｅ）、ｆ）、ｈ）又はｉ）によるアミノ酸
配列を１つ又は複数含む、任意の本発明のアミノ酸配列にも適用されることを理解された
い。
【０１３５】
　この特定の態様において、アミノ酸配列は以下のものから成る群から選択されるアミノ
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酸残基のストレッチを１つ又は複数含むのが好ましい：
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；及び
　ｃ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；又は
それらの任意の好適な組合せ。
【０１３６】
　また好ましくは、このようなアミノ酸配列において、少なくとも１つの上記アミノ酸残
基のストレッチがヒトＣＸＣＲ４との結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【０１３７】
　より具体的ではあるが、同様に非限定的な態様において、本発明は、（ｉ）アミノ酸残
基の第１のストレッチがａ）、ｂ）若しくはｃ）によるアミノ酸配列の１つに対応する場
合、アミノ酸残基の第２のストレッチはｄ）、ｅ）、ｆ）、ｇ）、ｈ）若しくはｉ）によ
るアミノ酸配列の１つに対応し；（ｉｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチがｄ）、ｅ）
若しくはｆ）によるアミノ酸配列の１つに対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッ
チはａ）、ｂ）、ｃ）、ｇ）、ｈ）若しくはｉ）によるアミノ酸配列の１つに対応し；又
は（ｉｉｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチがｇ）、ｈ）若しくはｉ）によるアミノ酸
配列の１つに対応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッチはａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）
、ｅ）若しくはｆ）によるアミノ酸配列の１つに対応するように、以下のものから成る群
から選択されるアミノ酸残基のストレッチを２つ以上含むヒトＣＸＣＲ４に指向性を有す
るアミノ酸配列に関する：
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列；
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列；
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列。
【０１３８】
　この特定の態様において、アミノ酸配列は、（ｉ）アミノ酸残基の第１のストレッチが
配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の１つに対応する場合、アミノ酸残基の
第２のストレッチは配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列若しくは配列番号２
０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の１つに対応し；（ｉｉ）アミノ酸残基の第１のス
トレッチが配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の１つに対応する場合、アミ
ノ酸残基の第２のストレッチは配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列若しくは
配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の１つに対応し；又は（ｉｉｉ）アミノ
酸残基の第１のストレッチが配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の１つに対
応する場合、アミノ酸残基の第２のストレッチは配列番号１４２、配列番号１４３のアミ
ノ酸配列若しくは配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の１つに対応するよう
に、以下のものから成る群から選択されるアミノ酸残基のストレッチを２つ以上含むのが
好ましい：
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；及び



(35) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

　ｃ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列。
【０１３９】
　また同様に好ましくは、このようなアミノ酸配列において、少なくとも２つのアミノ酸
残基のストレッチがヒトＣＸＣＲ４との結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【０１４０】
　さらにより具体的であるが、非限定的な態様において、本発明は、アミノ酸残基のスト
レッチを３つ以上含む、ヒトＣＸＣＲ４に指向性を有するアミノ酸配列であって、アミノ
酸残基の第１のストレッチが、
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され；
アミノ酸残基の第２のストレッチが、
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され；
アミノ酸残基の第３のストレッチが、
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択される、アミノ
酸配列に関する。
【０１４１】
　好ましくはこの特定の態様において、アミノ酸残基の第１のストレッチが配列番号１４
２、配列番号１４３のアミノ酸配列から成る群から選択され；アミノ酸残基の第２のスト
レッチが配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列から成る群から選択され；アミ
ノ酸残基の第３のストレッチが配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列から成る
群から選択される。
【０１４２】
　同様に好ましくは、このようなアミノ酸配列において、少なくとも３つのアミノ酸残基
のストレッチがヒトＣＸＣＲ４との結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【０１４３】
　アミノ酸配列のこのようなストレッチの好ましい組合せは本明細書のさらなる開示から
明らかになる。
【０１４４】
　好ましくはこのようなアミノ酸配列において、ＣＤＲ配列が、配列番号２３８、配列番
号２３９のアミノ酸配列のうちの少なくとも１つのＣＤＲ配列との少なくとも７０％のア
ミノ酸同一性、好ましくは少なくとも８０％のアミノ酸同一性、より好ましくは少なくと
も９０％のアミノ酸同一性（９５％以上のアミノ酸同一性等）、又はさらに本質的に１０
０％のアミノ酸同一性を有する。例えば、（本明細書中に記載の方法で）上記アミノ酸配
列と、配列番号２３８、配列番号２３９の配列の１つ又は複数とのアミノ酸同一性の程度
を求めることによって、このアミノ酸同一性の程度を決定することができ、ここではフレ
ームワーク領域を形成するアミノ酸残基は無視する。また、このような本発明のアミノ酸
配列は、本明細書中でさらに記載するようなものであり得る。
【０１４５】
　またこのようなアミノ酸配列は、（本明細書に規定のように）ヒトＣＸＣＲ４と特異的
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に結合することができるようなもの、及びより具体的には本明細書に規定のように（本明
細書にさらに記載されるような（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ

値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定され
る、及び／又は表される）親和性でヒトＣＸＣＲ４と結合することができるようなもので
あるのが好ましい。
【０１４６】
　本発明のアミノ酸配列が、４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と
、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成る場合、本
発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又
は
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又
は
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるようなも
のであるのが好ましい。
【０１４７】
　特にこのような本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が配列番号１４２、配列番号１４３
のアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又はＣＤＲ２が配列番号１７４、配列番
号１７５のアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又はＣＤＲ３が配列番号２０６
、配列番号２０７のアミノ酸配列から成る群から選択されるようなものであり得る。
【０１４８】
　特に本発明のアミノ酸配列が、４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４
）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成る場合
、本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２、配列番号１４３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４、配列番号１７５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
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　ｇ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６、配列番号２０７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるようなも
の、又はこのようなアミノ酸配列の任意の好適な断片であるのが好ましい。
【０１４９】
　特にこのような本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が配列番号１４２、配列番号１４３
のアミノ酸配列から成る群から選択され、かつＣＤＲ２が配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列から成る群から選択され、かつＣＤＲ３が配列番号２０６、配列番号２
０７のアミノ酸配列から成る群から選択されるようなものであり得る。
【０１５０】
　同様に、ＣＤＲ配列の好ましい組合せは、本明細書中のさらなる記載から明らかになる
。
【０１５１】
　またこのようなアミノ酸配列は、（本明細書に規定のように）ヒトＣＸＣＲ４と特異的
に結合することができるようなもの、及びより具体的には本明細書に規定のように（本明
細書にさらに記載されるような（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ

値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定され
る、及び／又は表される）親和性でヒトＣＸＣＲ４と結合することができるようなもので
あるのが好ましい。
【０１５２】
　好ましいが非限定的な一態様において本発明は、４つのフレームワーク領域（それぞれ
、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから
本質的に成るアミノ酸配列であって、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配列が、配列番号２３８
、配列番号２３９のアミノ酸配列のうちの少なくとも１つのＣＤＲ配列との少なくとも７
０％のアミノ酸同一性、好ましくは少なくとも８０％のアミノ酸同一性、より好ましくは
少なくとも９０％のアミノ酸同一性（９５％以上のアミノ酸同一性等）、又はさらに本質
的に１００％のアミノ酸同一性を有する、アミノ酸配列に関する。このアミノ酸同一性の
程度は例えば、上記アミノ酸配列と、配列番号２３８、配列番号２３９のアミノ酸配列の
配列の１つ又は複数との間のアミノ酸同一性の程度を（本明細書に記載の方法で）求める
ことによって決定することができる（フレームワーク領域を形成するアミノ酸残基は無視
する）。このような本発明のアミノ酸配列は、本明細書にさらに記載されるようなもので
あり得る。
【０１５３】
　本発明のこのようなアミノ酸配列において、フレームワーク配列は任意の好適なフレー
ムワーク配列であり得るが、好適なフレームワーク配列の例は、例えば標準的なハンドブ
ック、並びに本明細書において言及されるさらなる開示及び従来技術に基づき、当業者に
明らかである。
【０１５４】
　フレームワーク配列は、免疫グロブリンフレームワーク配列、又は（例えばヒト化又は
ラクダ化によって）免疫グロブリンフレームワーク配列から誘導されているフレームワー
ク配列（の好適な組合せ）であるのが好ましい。例えば、フレームワーク配列は、軽鎖可
変ドメイン（例えばＶＬ配列）及び／又は重鎖可変ドメイン（例えばＶＨ配列）から誘導
されているフレームワーク配列であり得る。特に好ましい一態様では、フレームワーク配
列は、ＶＨＨ配列（該フレームワーク配列は任意で、部分又は完全ヒト化し得る）から誘
導されているか、又は（本明細書に規定のように）ラクダ化した従来のＶＨ配列であるい
ずれかのフレームワーク配列である。
【０１５５】
　フレームワーク配列は、本発明のアミノ酸配列が、ドメイン抗体（又はドメイン抗体と
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しての使用に好適なアミノ酸配列）、単一ドメイン抗体（又は単一ドメイン抗体としての
使用に好適なアミノ酸配列）、「ｄＡｂ」（又はｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配
列）、又はナノボディ（商標）（ＶＨＨ配列を含むが、これに限定されない）であるよう
なものであるのが好ましい。同様に、好適なフレームワーク配列は、例えば標準的なハン
ドブック、並びに本明細書に言及されるさらなる開示及び従来技術に基づいて当業者にと
って明らかである。
【０１５６】
　特に、本発明のアミノ酸配列に存在するフレームワーク配列は、本発明のアミノ酸配列
がナノボディ（商標）であるように、（本明細書に規定の）特徴的な残基を１つ又は複数
含有し得る。このようなフレームワーク配列（の好適な組合せ）の幾つかの好ましいが非
限定的な例は、本明細書中のさらなる開示から明らかになる。
【０１５７】
　同様に概して、本発明のアミノ酸配列に関して本明細書に記載のように、上記のいずれ
かの好適な断片（又は断片の組合せ）（例えば１つ又は複数のフレームワーク配列に好適
に隣接した、及び／又はこれを介して連結した、１つ又は複数のＣＤＲ配列を（例えば、
これらのＣＤＲ配列及びフレームワーク配列が、断片が誘導された完全長の（full-sized
：フルサイズの）免疫グロブリン配列で発生し得るのと同じ配列（order）で）含有する
断片）を使用することも可能である。またこのような断片は、免疫グロブリンフォールド
を含むか、若しくは形成することができるようなもの、又は代替的に免疫グロブリンフォ
ールドを含まないか、若しくは形成することができないようなものであってもよい。
【０１５８】
　特定の一態様において、このような断片は、本明細書に記載の単一ＣＤＲ配列（特にＣ
ＤＲ３配列）を含み、フレームワーク配列（の一部）（特に断片が誘導される免疫グロブ
リン配列において上記ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列（複数可）の一部）が両
側に隣接する。例えば、ＣＤＲ３配列は、ＦＲ３配列（の一部）の後にあり、ＦＲ４配列
（の一部）の前にあり得る。このような断片はまた、ジスルフィド架橋、特にＣＤＲ配列
のそれぞれ前後にある２つのフレームワーク領域を連結するジスルフィド架橋を含有して
もよい（このようなジスルフィド架橋を形成するために、上記フレームワーク領域で自然
発生するシステイン残基を使用するか、又は代替的にシステイン残基を上記フレームワー
ク領域に合成的に付加若しくは導入してもよい）。これらの「促進断片」のさらなる説明
に関しては、同様に国際公開第０３／０５０５３１号、及び２００６年１２月５日に出願
されたAblynx N. V.の"Peptides capable of binding to serum proteins"と題するAblyn
x N. V.の米国仮特許出願（発明者：Revets, Hilde AdiPierrette、Kolkman, Joost Alex
ander、及びHoogenboom, Hendricus Renerus Jacobus Mattheus）を参照する。
【０１５９】
　別の態様において本発明は、化合物又は構築物、特にタンパク質又はポリペプチド（そ
れぞれ本明細書で「本発明の化合物」又は「本発明のポリペプチド」とも称される）であ
って、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列（又はその好適な断片）を含むか、又は本質
的にこれから成り、任意で１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位をさらに含む
、化合物又は構築物、特にタンパク質又はポリペプチドに関する。本明細書中のさらなる
開示から当業者にとって明らかになるように、このようなさらなる基、残基、部分、結合
単位又はアミノ酸配列は、本発明のアミノ酸配列（及び／又はこれが存在する化合物又は
構築物）に対しさらなる機能性を与えても、又は与えなくてもよく、本発明のアミノ酸配
列の特性を変えても、又は変えなくてもよい。
【０１６０】
　例えば、このようなさらなる基、残基、部分又は結合単位は、化合物又は構築物が（融
合）タンパク質又は（融合）ポリペプチドになるように、１つ又は複数のさらなるアミノ
酸配列であり得る。好ましいが非限定的な態様において、上記１つ又は複数の他の基、残
基、部分又は結合単位は免疫グロブリン配列である。さらにより好ましくは、上記１つ又
は複数の他の基、残基、部分又は結合単位は、ドメイン抗体、ドメイン抗体としての使用
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に好適なアミノ酸配列、単一ドメイン抗体、単一ドメイン抗体としての使用に好適なアミ
ノ酸配列、「ｄＡｂ」、ｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配列、又はナノボディから
成る群から選択される。
【０１６１】
　代替的に、このような基、残基、部分又は結合単位は例えば、化学的な基、残基、部分
（それ自体が生物学的に及び／又は薬理学的に活性であっても、又は活性でなくてもよい
）であり得る。例えば、これに限定されないが、このような基は、本明細書にさらに記載
されるように、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドの「誘導体」を提供するように、
１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列と連結し得る。
【０１６２】
　本発明のポリペプチドは、少なくとも１つの本発明のナノボディを含むか又はこれから
本質的に成る。本発明のポリペプチドの好ましいが非限定的な例の幾つかは配列番号２６
１～配列番号２６４、より好ましくは配列番号２６３、配列番号２６４で与えられる。
【０１６３】
表２：好ましいポリペプチド又は化合物配列（本明細書中で特定の名称又は配列番号Ｘ（
ここでＸは関連のアミノ酸配列を表す数字である）を伴う配列としても称される）
【表２】

【０１６４】
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　本明細書に記載の１つ又は複数の誘導体を含むか、又は本質的にこれから成り、任意で
１つ又は複数のリンカーを介して連結した、１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合
単位をさらに含む、化合物又は構築物も本発明の範囲内である。好ましくは、上記１つ又
は複数の他の基、残基、部分又は結合単位はアミノ酸配列である。
【０１６５】
　上記の化合物又は構築物において、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列、及び１つ又
は複数の基、残基、部分又は結合単位は、互いに直接、及び／又は１つ又は複数の好適な
リンカー又はスペーサーを介して連結してもよい。例えば、１つ又は複数の基、残基、部
分又は結合単位がアミノ酸配列である場合、リンカーは、得られる化合物又は構築物が融
合（タンパク質）又は融合（ポリペプチド）になるようにアミノ酸配列であってもよい。
【０１６６】
　概して本発明の化合物又はポリペプチドは、本発明の化合物又はポリペプチドを提供す
るように、任意で１つ又は複数の好適なリンカーを介して、１つ又は複数の本発明のアミ
ノ酸配列と、１つ又は複数のさらなる基、残基、部分又は結合単位とを好適に連結する工
程を少なくとも１つ含む方法で調製することができる。本発明のポリペプチドは、概して
本発明のポリペプチドをコードする核酸を準備する工程と、好適な方法で上記核酸を発現
する工程と、発現した本発明のポリペプチドを回収する工程とを少なくとも含む方法で調
製することもできる。このような方法は、例えば本明細書にさらに記載の方法及び技法に
基づいて、当業者にとって明らかな、それ自体が既知の方法で行うことができる。
【０１６７】
　本発明のアミノ酸配列から開始して本発明の化合物又はポリペプチドを設計／選択、及
び／又は調製する方法は、本明細書では上記本発明のアミノ酸配列を「フォーマットする
（formatting）」とも称され、本発明の化合物又はポリペプチドの一部を構成する本発明
のアミノ酸は、「フォーマットされた（formatted）」、又は上記本発明の化合物又はポ
リペプチド「のフォーマット形態（inthe format of）」であるといわれる。本発明のア
ミノ酸配列をフォーマットすることができる方法の例及びこのようなフォーマットの例が
、本明細書中の開示に基づいて当業者にとって明らかであり、このようなフォーマットさ
れたアミノ酸配列は、本発明のさらなる態様を形成する。
【０１６８】
　本発明の特定の一態様において、本発明の化合物、又は本発明のポリペプチドは、対応
する本発明のアミノ酸配列に比べて増大した半減期を有し得る。このような化合物及びポ
リペプチドの好ましいが非限定的な例の幾つかは、本明細書中のさらなる開示に基づいて
当業者にとって明らかとなり、例えば半減期が増大するように（例えばペグ化によって）
化学修飾された本発明のアミノ酸配列又はポリペプチド；血清タンパク質（例えば血清ア
ルブミン）と結合するためにさらなる結合部位を少なくとも１つ含む本発明のアミノ酸配
列；又は本発明のアミノ酸配列の半減期を増大させる少なくとも１つの部分（特に少なく
とも１つのアミノ酸配列）と連結する本発明のアミノ酸配列を少なくとも１つ含む本発明
のポリペプチドが含まれる。このような半減期を延長する部分又はアミノ酸配列を含む本
発明のポリペプチドの例は、本明細書中のさらなる開示に基づいて当業者にとって明らか
となり、例えばこれらに限定されないが、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列が、１つ
又は複数の血清タンパク質若しくはその断片（例えば（ヒト）血清アルブミン又はその好
適な断片）、又は血清タンパク質と結合することができる１つ又は複数の結合単位（例え
ばドメイン抗体、ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列、単一ドメイン抗体、
単一ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列、「ｄＡｂ」、ｄＡｂとしての使用
に好適なアミノ酸配列、又は血清アルブミン（例えばヒト血清アルブミン）、血清免疫グ
ロブリン（例えばＩｇＧ）等の血清タンパク質又はトランスフェリンと結合することがで
きるナノボディ、さらなる記載及び本明細書で言及される参考文献を参照する）と好適に
連結するポリペプチド；本発明のアミノ酸配列がＦｃ部分（例えばヒトＦｃ）又はその好
適な部分若しくは断片と連結するポリペプチド；又は１つ又は複数の本発明のアミノ酸配
列が、血清タンパク質と結合することができる１つ又は複数の小タンパク質又はペプチド



(41) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

（例えば、これに限定されないが、国際公開第９１／０１７４３号、国際公開第０１／４
５７４６号、国際公開第０２／０７６４８９号、及び２００６年１２月５日に出願された
Ablynx N. V.の"Peptides capable ofbinding to serum proteins"と題するAblynxN. V.
の米国仮特許出願に記載のタンパク質及びペプチド）と好適に連結するポリペプチドが含
まれる。
【０１６９】
　概して、半減期が増大した、本発明の化合物又はポリペプチドは、対応する本発明のア
ミノ酸配列自体の半減期よりも少なくとも１．５倍、好ましくは少なくとも２倍（少なく
とも５倍等）、例えば少なくとも１０倍、又は２０倍を超えて大きい半減期を有するのが
好ましい。例えば、半減期が増大した、本発明の化合物又はポリペプチドは、対応する本
発明のアミノ酸配列自体に比べて、１時間を超えて、好ましくは２時間を超えて、より好
ましくは６時間を超えて（１２時間等を超えて）、又はさらに２４時間、４８時間若しく
は７２時間を超えて増大した半減期を有し得る。
【０１７０】
　本発明の好ましいが非限定的な態様において、このような本発明の化合物又はポリペプ
チドは、対応する本発明のアミノ酸配列自体に比べて、１時間を超えて、好ましくは２時
間を超えて、より好ましくは６時間を超えて（１２時間等を超えて）、又はさらに２４時
間、４８時間若しくは７２時間を超えて増大した血清半減期を有する。
【０１７１】
　本発明の好ましいが非限定的な別の態様において、このような本発明の化合物又はポリ
ペプチドは、少なくとも約１２時間、好ましくは少なくとも２４時間、より好ましくは少
なくとも４８時間、さらにより好ましくは少なくとも７２時間以上のヒトにおける血清半
減期を示す。例えば本発明の化合物又はポリペプチドは、少なくとも５日（約５日～１０
日等）、好ましくは少なくとも９日（約９日～１４日等）、より好ましくは少なくとも約
１０日（約１０日～１５日等）、若しくは少なくとも約１１日（約１１日～１６日等）、
より好ましくは少なくとも約１２日（約１２日～１８日以上等）、又は１４日超（約１４
日～１９日等）の半減期を有し得る。
【０１７２】
　別の態様において、本発明は、本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチド（又は
その好適な断片）をコードする核酸に関する。このような核酸は、本明細書中で「本発明
の核酸」とも称され、例えば本明細書中でさらに記載されるように遺伝子構築物の形態で
あり得る。
【０１７３】
　別の態様において、本発明は、本発明のアミノ酸配列及び／又は本発明のポリペプチド
を発現する（又は好適な状況下で発現することができる）；及び／又は本発明の核酸を含
有する、宿主又は宿主細胞に関する。このような宿主又は宿主細胞の好ましいが非限定的
な例の幾つかは、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０１７４】
　本発明は、生成物又は組成物であって、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列、少な
くとも１つの本発明のポリペプチド（又はその好適な断片）及び／又は少なくとも１つの
本発明の核酸と、任意で（即ち組成物の使用目的に応じて）それ自体が既知のこのような
組成物の１つ又は複数のさらなる成分とを含有するか又は含む、生成物又は組成物にさら
に関する。このような生成物又は組成物は例えば、（本明細書に記載の）薬学的組成物、
獣医学的組成物又は（同様に本明細書に記載の）診断用途のための生成物若しくは組成物
であり得る。このような生成物又は組成物の好ましいが非限定的な例の幾つかは、本明細
書中のさらなる記載から明らかになる。
【０１７５】
　本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ又は細胞アッセイ）又
はｉｎ　ｖｉｖｏ（例えば単細胞又は多細胞生物、具体的には哺乳動物、より具体的には
ヒト、例えばＧＰＣＲ関連の疾患若しくは障害の危険性があるか、又はこれを患うヒト）
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のいずれかでのＧＰＣＲの調節（のための方法又は組成物）における本発明のアミノ酸配
列、ナノボディ若しくはポリペプチド、又はこれを含む組成物の使用にも関する。
【０１７６】
　本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ又は細胞アッセイ）又
はｉｎ　ｖｉｖｏ（例えば単細胞又は多細胞生物、具体的には哺乳動物、より具体的には
ヒト、例えばＧＰＣＲ関連の疾患若しくは障害の危険性があるか、又はこれを患うヒト）
のいずれかでＧＰＣＲを調節する方法であって、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列
、ナノボディ又はポリペプチドを用いてＧＰＣＲを調節するのに適した方法及び量で、Ｇ
ＰＣＲを、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列、ナノボディ若しくはポリペプチド、
又はこれを含む組成物に接触させる工程を少なくとも含む、方法にも関する。
【０１７７】
　本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ又は細胞アッセイ）又
はｉｎ　ｖｉｖｏ（例えば単細胞又は多細胞生物、具体的には哺乳動物、より具体的には
ヒト、例えばＧＰＣＲ関連の疾患若しくは障害の危険性があるか、又はこれを患うヒト）
のいずれかでＧＰＣＲを調節するための組成物（例えば、これらに限定されないが、本明
細書中でさらに記載されるような薬学的組成物又は薬学的調製物）の調製における１つの
本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドの使用にも関する。
【０１７８】
　本発明では、「調節（"modulating" or "to modulate"）」は一般的に、好適なｉｎ　
ｖｉｔｒｏアッセイ、細胞アッセイ又はｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ（本明細書で言及される
もの等）を使用して測定するようなＧＰＣＲの活性の低減若しくは阻害のいずれか、又は
代替的に活性の増大を意味する。特に「調節」は、好適なｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ、細
胞アッセイ、又はｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ（本明細書で言及されるもの等）を用いて測定
するようなＧＰＣＲの活性を、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドが存
在しない以外は同じ条件下での同じアッセイにおけるＧＰＣＲの活性に比べて、少なくと
も１％、好ましくは少なくとも５％、例えば少なくとも１０％若しくは少なくとも２５％
、例えば少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、
又は９０％以上低減又は阻害すること、又は代替的に活性を増大させることを意味し得る
。
【０１７９】
　当業者にとって明らかなように、「調節」は、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又は
ポリペプチドが存在しない以外は同じ条件下に比べて、その標的、リガンド又は基質の１
つ又は複数に対するＧＰＣＲの親和性、結合活性、特異性及び／又は選択性を変化させる
こと（増大又は減少のいずれであってもよい）；及び／又はＧＰＣＲが存在する媒体又は
環境における１つ又は複数の条件（ｐＨ、イオン強度、補因子の存在等）に対するＧＰＣ
Ｒの感受性を変化させること（増大又は減少のいずれであってもよい）も伴い得る。当業
者にとって明らかなように、任意の好適な方法で及び／又はそれ自体が既知の任意の好適
なアッセイ、例えば本明細書に記載のアッセイ、又は本明細書で言及された従来技術に記
載のアッセイを用いて同様にこれを求めてもよい。
【０１８０】
　「調節」は、ＧＰＣＲが関与する（又はその基質（複数可）、リガンド（複数可）若し
くは経路（複数可）が関与する、シグナル伝達経路若しくは代謝経路及び関連の生物学的
作用若しくは生理学的作用のような）１つ又は複数の生物学的な若しくは生理学的な機構
、作用、反応、機能、経路又は活性に関して変化させる（即ちＧＰＣＲ及び所望の生物学
的作用又は生理学的作用に応じて、それぞれ、アゴニスト、アンタゴニスト、又はインバ
ースアゴニストとしての活性を与える）ことも意味し得る。同様に、当業者にとって明ら
かなように、任意の好適な方法で、及び／又はそれ自体が既知の任意の好適な（ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ及び通常は細胞又はアッセイ内（in assay））アッセイ、例えば本明細書若しく
は本明細書で言及された従来技術に記載のアッセイを用いて、アゴニスト又はアンタゴニ
ストとしてのこのような作用を求めてもよい。特に、アゴニスト又はアンタゴニストとし
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ての作用は、対象の生物学的活性又は生理学的活性をそれぞれ、本発明のアミノ酸配列、
ナノボディ又はポリペプチドが存在しない以外は同じ条件下での同じアッセイにおける生
物学的活性又は生理学的活性に比べて少なくとも１％、好ましくは少なくとも５％、例え
ば少なくとも１０％若しくは少なくとも２５％、例えば少なくとも５０％、少なくとも６
０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、又は９０％以上増大又は低減させるような
ものであり得る。
【０１８１】
　調節は例えば、アロステリック調節（例えばGeorge et al., Nat Rev Drug Discov 1:8
08-820（2002）、Kenakin, Trends Pharmacol Sci25:186-192（2002）及びRios et al.,P
harmacol Ther 92:71-87（2001）を参照されたい）及び／又はＧＰＣＲとその基質又はリ
ガンドの１つとの結合の低減又は阻害及び／又はＧＰＣＲとの結合に対する基質である天
然リガンドとの競合も伴い得る。調節は、ＧＰＣＲ、又はこれが関与する機構若しくは経
路を活性化することも伴い得る。調節は、可逆であっても又は不可逆であってもよいが、
薬学的及び薬理学的目的では通常、可逆的である。
【０１８２】
　本発明はさらに、本明細書中に記載のアミノ酸配列、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、
生成物及び組成物を調製又は生成する方法に関する。このような方法の好ましいが非限定
的な例の幾つかは、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０１８３】
　概してこれらの方法は、
　ａ）アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリを準備する工程と、
　ｂ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有するア
ミノ酸配列に関して、アミノ酸配列の上記のセット、コレクション又はライブラリをスク
リーニングする工程と、
　ｃ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有するア
ミノ酸配列（複数可）を単離する工程とを含み得る。
【０１８４】
　特にこのような方法の工程ｂ）において、セット、コレクション又はライブラリは、好
適な細胞の表面上で発現するＧＰＣＲと結合することが可能である、及び／又はこれに対
する親和性を有するアミノ酸配列に関して；（本明細書で記載のように）ＧＰＣＲの細胞
外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープと結合することが可能であ
る、及び／又はこれに対する親和性を有するアミノ酸配列に関して；及び／又はＧＰＣＲ
の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープのアミノ酸配列に由
来する又はこれに基づくペプチドと結合することが可能である、及び／又はこれに対する
親和性を有するアミノ酸配列に関してスクリーニングすることができる。これは、それ自
体が既知の方法及び技法、例えば本明細書で言及されたものを使用して行うことができる
。
【０１８５】
　このような方法では、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、任意の
好適なアミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリであり得る。例えば、アミノ
酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、（本明細書に記載の）免疫グロブリン
配列のセット、コレクション又はライブラリ（例えば免疫グロブリン配列のナイーブセッ
ト、ナイーブコレクション又はナイーブライブラリ；免疫グロブリン配列の合成又は半合
成のセット、コレクション又はライブラリ；及び／又は親和性成熟を受けている免疫グロ
ブリン配列のセット、コレクション又はライブラリ）であり得る。
【０１８６】
　またこのような方法では、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、重
鎖可変ドメイン（例えばＶＨドメイン又はＶＨＨドメイン）又は軽鎖可変ドメインのセッ
ト、コレクション又はライブラリであり得る。例えば、アミノ酸配列のセット、コレクシ
ョン又はライブラリは、ドメイン抗体若しくは単一ドメイン抗体のセット、コレクション
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若しくはライブラリであり得るか、又はドメイン抗体若しくは単一ドメイン抗体として機
能することができるアミノ酸配列のセット、コレクション若しくはライブラリであり得る
。
【０１８７】
　この方法の好ましい態様では、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは
、例えばＧＰＣＲ、又はこれに基づく若しくはこれに由来する好適な抗原決定基（例えば
その抗原の部分、断片、領域、ドメイン、ループ又は他のエピトープ）を好適に免疫付与
した哺乳動物由来の免疫グロブリン配列の免疫セット、免疫コレクション又は免疫ライブ
ラリであり得る。特定の一態様では、上記抗原決定基は、細胞外の部分、領域、ドメイン
、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数可）、又はそれらに由来する好適なペプチ
ドであり得る。代替的に本明細書で言及されるように、アミノ酸配列のセット、コレクシ
ョン又はライブラリは、例えばリフォールディングしたＧＰＣＲ、又は表面上にＧＰＣＲ
を有する細胞に由来する細胞、若しくは細胞画分若しくは調製物を好適に免疫付与した哺
乳動物に由来する、免疫グロブリン配列の免疫セット、免疫コレクション又は免疫ライブ
ラリであり得る。
【０１８８】
　上記の方法において、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、スクリ
ーニングを容易にするように、ファージ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生物（
例えば酵母）上に提示してもよい。アミノ酸配列（のセット、コレクション又はライブラ
リ）を提示及びスクリーニングするのに好適な方法、技法及び宿主生物は、例えば本明細
書中のさらなる開示に基づいて当業者にとって明らかである。Nature Biotechnology, 23
, 9, 1105-1116（2005）におけるHoogenboomによる概説も参照する。
【０１８９】
　別の態様において、アミノ酸配列を生成する方法は、
　ａ）アミノ酸配列を発現する細胞のコレクション又は試料を準備する工程と、
　ｂ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有するア
ミノ酸配列を発現する細胞に関して上記細胞のコレクション又は試料をスクリーニングす
る工程と、
　ｃ）（ｉ）上記アミノ酸配列を単離する工程、又は（ｉｉ）上記アミノ酸配列をコード
する核酸配列を上記細胞から単離した後、上記アミノ酸配列を発現する工程のいずれかと
を少なくとも含む。
【０１９０】
　特にこのような方法の工程ｂ）において、セット、コレクション又はライブラリは、好
適な細胞表面上で発現するＧＰＣＲと結合することが可能である、及び／又はこれに対す
る親和性を有するアミノ酸配列を発現する細胞に関して；（本明細書で記載のように）Ｇ
ＰＣＲの細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープと結合するこ
とが可能である、及び／又はこれに対する親和性を有するアミノ酸配列を発現する細胞に
関して；及び／又はＧＰＣＲの細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エ
ピトープのアミノ酸配列に由来する又はこれに基づくペプチドと結合することが可能であ
る、及び／又はこれに対する親和性を有するアミノ酸配列を発現する細胞に関してスクリ
ーニングすることができる。これは、それ自体が既知の方法及び技法、例えば本明細書で
言及されたものを使用して行うことができる。
【０１９１】
　例えば、所望のアミノ酸配列が免疫グロブリン配列である場合、細胞のコレクション又
は試料は例えば、Ｂ細胞のコレクション又は試料であり得る。また、この方法では、細胞
の試料は、ＧＰＣＲ、又はこれに基づく若しくはこれに由来する好適な抗原決定基（例え
ばその抗原の部分、断片、領域、ドメイン、ループ又は他のエピトープ）を好適に免疫付
与した哺乳動物に由来し得る。特定の一態様では、上記抗原決定基は、細胞外の部分、領
域、ドメイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数可）、又はそれらに由来する
好適なペプチドであり得る。代替的に本明細書で言及されるように、細胞の試料は、例え
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ばリフォールディングしたＧＰＣＲ、又は表面上にＧＰＣＲを有する細胞に由来する細胞
、若しくは細胞画分若しくは調製物を好適に免疫付与した哺乳動物に由来し得る。
【０１９２】
　上記の方法は、当業者にとって明らかなように、任意の好適な方法で行われ得る。例え
ば欧州特許第０５４２８１０号、国際公開第０５／１９８２４号、国際公開第０４／０５
１２６８号及び国際公開第０４／１０６３７７号を参照する。工程ｂ）のスクリーニング
は、ＦＡＣＳ等のフローサイトメトリ技法を使用して行うのが好ましい。これに関しては
、例えばLieby et al., Blood, Vol. 97, No. 12, 3820 （2001）を参照する。
【０１９３】
　別の態様において、ＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列を生成する方法は、
　ａ）アミノ酸配列をコードする核酸配列のセット、コレクション又はライブラリを準備
する工程と、
　ｂ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有するア
ミノ酸配列をコードする核酸配列に関して、上記の核酸配列のセット、コレクション又は
ライブラリをスクリーニングする工程と、
　ｃ）上記核酸配列を単離した後、上記アミノ酸配列を発現する工程とを少なくとも含み
得る。
【０１９４】
　特にこのような方法の工程ｂ）において、セット、コレクション又はライブラリは、好
適な細胞の表面上で発現するＧＰＣＲと結合することが可能である、及び／又はこれに対
する親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列に関して；（本明細書で
記載のように）ＧＰＣＲの細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピト
ープと結合することが可能である、及び／又はこれに対する親和性を有するアミノ酸配列
をコードするヌクレオチド配列に関して；及び／又はＧＰＣＲの細胞外の部分、領域、ド
メイン、ループ又は他の細胞外エピトープのアミノ酸配列に由来する又はこれに基づくペ
プチドと結合することが可能である、及び／又はこれに対する親和性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列に関してスクリーニングすることができる。これは、そ
れ自体が既知の方法及び技法、例えば本明細書で言及されたものを使用して行うことがで
きる。
【０１９５】
　このような方法では、アミノ酸配列をコードする核酸配列のセット、コレクション又は
ライブラリは例えば、免疫グロブリン配列のナイーブセット、ナイーブコレクション又は
ナイーブライブラリをコードする核酸配列のセット、コレクション又はライブラリ；免疫
グロブリン配列の合成又は半合成のセット、コレクション又はライブラリをコードする核
酸配列のセット、コレクション又はライブラリ；及び／又は親和性成熟を受けている免疫
グロブリン配列のセット、コレクション又はライブラリをコードする核酸配列のセット、
コレクション又はライブラリであり得る。
【０１９６】
　またこのような方法では、核酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、重鎖可
変ドメイン（例えばＶＨドメイン又はＶＨＨドメイン）又は軽鎖可変ドメインのセット、
コレクション又はライブラリをコードし得る。例えば、核酸配列のセット、コレクション
又はライブラリは、ドメイン抗体若しくは単一ドメイン抗体のセット、コレクション若し
くはライブラリ、又はドメイン抗体若しくは単一ドメイン抗体として機能することができ
るアミノ酸配列のセット、コレクション若しくはライブラリをコードし得る。
【０１９７】
　この方法の好ましい態様では、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは
、例えばＧＰＣＲ、又はこれに基づく若しくはこれに由来する好適な抗原決定基（例えば
その抗原の部分、断片、領域、ドメイン、ループ又は他のエピトープ）を好適に免疫付与
した哺乳動物由来の核酸配列の免疫セット、免疫コレクション又は免疫ライブラリであり
得る。特定の一態様では、上記抗原決定基は、細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又
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は他の細胞外エピトープ（複数可）、又はそれらに由来する好適なペプチドであり得る。
代替的に本明細書で言及されるように、核酸配列のセット、コレクション又はライブラリ
は、リフォールディングしたＧＰＣＲ、又は表面上にＧＰＣＲを有する細胞に由来する細
胞、若しくは細胞画分若しくは調製物を好適に免疫付与した哺乳動物に由来した、免疫セ
ット、免疫コレクション又は免疫ライブラリであり得る。
【０１９８】
　核酸配列のセット、コレクション又はライブラリは例えば、重鎖可変ドメイン又は軽鎖
可変ドメインの免疫セット、免疫コレクション又は免疫ライブラリをコードし得る。特定
の一態様では、ヌクレオチド配列のセット、コレクション又はライブラリは、ＶＨＨ配列
のセット、コレクション又はライブラリをコードし得る。
【０１９９】
　上記の方法において、ヌクレオチド配列のセット、コレクション又はライブラリは、ス
クリーニングを容易にするように、ファージ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生
物（例えば酵母）上に提示してもよい。アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（の
セット、コレクション又はライブラリ）を提示及びスクリーニングするのに好適な方法、
技法及び宿主生物は、例えば本明細書中のさらなる開示に基づいて当業者にとって明らか
である。Nature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116（2005）におけるHoogenboomによる概
説も参照する。
【０２００】
　本発明は、上記の方法、又は代替的に上記の方法のうちの１つと、さらに少なくとも上
記免疫グロブリン配列のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列を決定する工程と、それ自体
が既知の方法で、例えば好適な宿主細胞若しくは宿主生物における発現又は化学合成によ
り上記アミノ酸配列を発現又は合成する工程とを含む方法により得られるアミノ酸配列に
も関する。
【０２０１】
　また上記の工程の後に、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列を好適にヒト化（又は代
替的にラクダ化）してもよく、及び／又はこのようにして得られたアミノ酸配列（複数可
）を、本発明のポリペプチドを提供するように（任意で１つ又は複数の好適なリンカーを
介して）互いに又は１つ若しくは複数の他の好適なアミノ酸配列と連結してもよい。また
、本発明のアミノ酸配列をコードする核酸配列を、好適にヒト化（又は代替的にはラクダ
化）し、かつ好適に発現してもよく、及び／又は１つ又は複数の、本発明のアミノ酸配列
をコードする核酸配列を（任意で１つ又は複数の好適なリンカーをコードするヌクレオチ
ド配列を介して）互いに又は１つ若しくは複数の、他の好適なアミノ酸配列をコードする
核酸配列と連結してもよく、その後でこのようにして得られたヌクレオチド配列を本発明
のポリペプチドを提供するように好適に発現してもよい。
【０２０２】
　本発明はさらに、本明細書中に記載のアミノ酸配列、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、
生成物及び組成物の用途及び使用、並びにＧＰＣＲに関連する疾患及び障害を予防及び／
又は治療する方法に関する。好ましいが非限定的な用途及び使用の幾つかは本明細書中の
さらなる記載より明らかになる。例えば本明細書で言及されるように、嗅覚ＧＰＣＲに指
向性を有する本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドには、人工調味料又は
さらには香料としての利用法を見出すことができることが予測される。本発明のアミノ酸
配列、ナノボディ及びポリペプチドには、例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏで（例えばウェスタン
ブロット技法、免疫沈降技法又は免疫蛍光技法を使用して）又はｉｎ　ｖｉｖｏで（例え
ば好適な画像化技法を使用して）これらが指向性を有するＧＰＣＲを発現する細胞を検出
するためのマーカーとしての利用法も見出され得る。本発明のアミノ酸配列、ナノボディ
及びポリペプチドには、これらが指向性を有するＧＰＣＲ（を発現する細胞）に対する親
和性精製技法における利用法も見出され得る。
【０２０３】
　また本発明の他の態様、実施形態、利点及び用途は、本明細書中のさらなる記載から明
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らかになり、その中で本発明は、本発明のナノボディ及びこれを含む本発明のポリペプチ
ド（これらは本発明の好ましい態様の幾つかを形成する）に関してより詳細に説明及び考
察される。
【０２０４】
　本明細書中のさらなる記載から明らかになるように、一般的にナノボディには、「ｄＡ
ｂ」又は同様の（単一）ドメイン抗体又は免疫グロブリン配列に比べて（本明細書で概説
される）或る特定の利点があり、この利点は本発明のナノボディでも与えられる。しかし
、以下の教示のより包括的な態様を、（直接又は同じように）他の本発明のアミノ酸配列
にも適用することができることは、当業者にとって明らかである。
【図面の簡単な説明】
【０２０５】
【図１】選択手順の概略図である。
【図２】ファージＥＬＩＳＡ（実施例１．５に記載される）の結果を表す図である。２３
８Ｃ１、２３８Ｄ２、２３８Ｆ３が、ＣＸＣＲ４を発現していない膜（－）と比較してＣ
ＸＣＲ４を発現する膜に対する特異性が高いことを示している。
【図３－１】ＣＸＣＲ４と結合するナノボディクローンの一次スクリーニング及び二次ス
クリーニングの結果を示す図である。［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２競合結合実験を、ＣＸ
ＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜でペリプラズム画分（１：１
０）を用いて直接行った。一次スクリーニングでヒットしたもの（Ａ）を全て、二次スク
リーニング（Ｂ）で確認した。完全置換（displacement）及び置換なしを示すために、そ
れぞれＡＭＤ３１００（３μＭ）又はビヒクル（－）により対照実験を行った。
【図３－２】ＣＸＣＲ４と結合するナノボディクローンの一次スクリーニング及び二次ス
クリーニングの結果を示す図である。［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２競合結合実験を、ＣＸ
ＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜でペリプラズム画分（１：１
０）を用いて直接行った。一次スクリーニングでヒットしたもの（Ａ）を全て、二次スク
リーニング（Ｂ）で確認した。完全置換（displacement）及び置換なしを示すために、そ
れぞれＡＭＤ３１００（３μＭ）又はビヒクル（－）により対照実験を行った。
【図３－３】ＣＸＣＲ４と結合するナノボディクローンの一次スクリーニング及び二次ス
クリーニングの結果を示す図である。［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２競合結合実験を、ＣＸ
ＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜でペリプラズム画分（１：１
０）を用いて直接行った。一次スクリーニングでヒットしたもの（Ａ）を全て、二次スク
リーニング（Ｂ）で確認した。完全置換（displacement）及び置換なしを示すために、そ
れぞれＡＭＤ３１００（３μＭ）又はビヒクル（－）により対照実験を行った。
【図３－４】ＣＸＣＲ４と結合するナノボディクローンの一次スクリーニング及び二次ス
クリーニングの結果を示す図である。［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２競合結合実験を、ＣＸ
ＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜でペリプラズム画分（１：１
０）を用いて直接行った。一次スクリーニングでヒットしたもの（Ａ）を全て、二次スク
リーニング（Ｂ）で確認した。完全置換（displacement）及び置換なしを示すために、そ
れぞれＡＭＤ３１００（３μＭ）又はビヒクル（－）により対照実験を行った。
【図３－５】ＣＸＣＲ４と結合するナノボディクローンの一次スクリーニング及び二次ス
クリーニングの結果を示す図である。［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２競合結合実験を、ＣＸ
ＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜でペリプラズム画分（１：１
０）を用いて直接行った。一次スクリーニングでヒットしたもの（Ａ）を全て、二次スク
リーニング（Ｂ）で確認した。完全置換（displacement）及び置換なしを示すために、そ
れぞれＡＭＤ３１００（３μＭ）又はビヒクル（－）により対照実験を行った。
【図４】一価ナノボディ及び参照リガンドとＣＸＣＲ４との競合結合の結果を示す図であ
る。図４Ａ～図４Ｃでは、放射性リガンドとして［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２、［１２５

Ｉ］－２３８Ｄ２又は［１２５Ｉ］－２３８Ｄ４を用いる競合結合実験を、ＣＸＣＲ４を
一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜で行った。ＡＭＤ３１００（３μＭ；
ＡＭＤ）、ＣＸＣＬ１２（３０ｎＭ；ＸＬ１２）又はビヒクル（－）により対照置換実験
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を行った。データは平均±標準誤差（ｎ＝２～６）として示す。図４Ｄでは、放射性リガ
ンドとして［１２５Ｉ］－２３８Ｄ２又は［１２５Ｉ］－２３８Ｄ４を用いて、総結合実
験（ビヒクル；－）及び競合結合実験（３μＭのＡＭＤ３１００；ＡＭＤ）を、ＣＸＣＲ
４又はＣＸＣＲ３を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜で行った。データ
は平均±標準誤差（ｎ＝３）として示す。
【図５】一価抗体２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４は強力なＣＸＣＲ４アンタゴニストであるこ
とを示す図である。図５Ａでは、イノシトールリン酸（ＩＰ）蓄積実験をＣＸＣＲ４及び
Ｇαｑｉ５を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞で行った。作動作用（Agonism：アゴ
ニズム）実験（左側のグラフ）は２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４に固有の活性を示さない。拮
抗作用（Antagonism：アンタゴニズム）実験（右側のグラフ）は、２３８Ｄ２又は２３８
Ｄ４との１時間のプレインキュベーションの後にＣＸＣＬ１２（３０ｎＭ）の存在下で行
った。ビヒクル（－）又はＡＭＤ３１００（３μＭ；ＡＭＤ）を用いて対照実験を行った
。データは平均±標準誤差（ｎ＝４）として示す。図５Ｂでは、レポーター遺伝子実験を
、ｐＣＲＥ／β－ガラクトシダーゼ及びＣＸＣＲ４をコードするプラスミドで一時的にト
ランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞で行った。２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４ではアゴニ
スト活性は観察されなかった（左側のグラフ）。データは平均±標準誤差（ｎ＝３）とし
て示す。ＣＸＣＬ１２誘導性のレポーター遺伝子活性化の競合的拮抗作用を示す実験を、
漸増濃度の２３８Ｄ２又は２３８Ｄ４の存在下でＣＸＣＬ１２に対する濃度応答曲線を確
立させることにより行った（右側のグラフ）。シルド回帰分析グラフが組み込まれている
。データは平均±標準誤差（ｎ＝４～６）として示す。図５Ｃでは、ＣｈｅｍｏＴｘ（商
標）プレートを使用する走化性実験を、ＣＸＣＲ４を内因的に発現するジャーカット細胞
で行った。作動作用実験（左側のグラフ）はジャーカット細胞の上部コンパートメントか
ら、走化性プレートの下部コンパートメントにおける２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４ではなく
ＣＸＣＬ１２への移動を示す。ＣＸＣＬ１２（０．３ｎＭ）への移動の阻害を示す実験を
両方のコンパートメントにおいて２３８Ｄ２又は２３８Ｄ４の存在下で行った。ＡＭＤ３
１００（３μＭ；ＡＭＤ）を用いて対照実験を行った。データは平均±標準誤差（ｎ＝４
）として示す。
【図６】モノクローナル抗体をシークエンシングし、それらの類似性に基づきグループ分
けをして、ファミリー（２つを超える配列）を形成したことを示す図である。同じレーン
上のクローンは１００％同一である。Ｕ＝互いに関連しない特有の配列。
【図７】一価ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４がケモカインＣＣＲ５、ＣＣＲ７、Ｃ
ＸＣＲ１、ＣＸＣＲ２、ＣＸＣＲ３、ＣＸＣＲ６、β２アドレナリン受容体及びヒスタミ
ンＨ４受容体に対してアゴニスト又はアンタゴニストとして作用しないことを示す図であ
る。選択性スクリーニングを、ＣＲＥ／β－ガラクトシダーゼレポーター遺伝子アッセイ
を使用して、言及された受容体をコードするｃＤＮＡ（又は内因的に発現するβ２アドレ
ナリン受容体の研究ではモック（mock））で一時的にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３
Ｔ細胞においてＥＣ５０～ＥＣ８０のアゴニストの存在下で、及びホルスコリンの非存在
下（β２アドレナリン受容体の研究では）又は存在下（全ての他の受容体の研究では３μ
Ｍ）で２つの濃度の２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４を用いて行った。データは平均±標準誤差
（ｎ＝２、３）として示す。
【図８】二価ナノボディがそれらの一価対応物と比較して親和性及び阻害能の増大を示す
ことを示す図である。図８Ａでは、［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を用いる競合結合実験を
、ＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞由来の細胞膜で行った。ＡＭＤ３１
００（３μＭ；ＡＭＤ）、ＣＸＣＬ１２（３０ｎＭ；ＸＬ１２）又はビヒクル（－）を用
いて対照置換実験を行った。データは平均±標準誤差（ｎ＝２～６）として示す。図８Ｂ
では、ＣｈｅｍｏＴｘ（商標）プレートを使用する走化性実験を、ＣＸＣＲ４を内因的に
発現するジャーカット細胞で行った。下部コンパートメントにおけるＣＸＣＬ１２（０．
３ｎＭ）への移動の阻害を示す実験を、両方のコンパートメントにおいてナノボディの存
在下で行った。ＡＭＤ３１００（３μＭ；ＡＭＤ）を用いて対照実験を行った。データは
平均±標準誤差（ｎ＝３、４）として示す。
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【図９】二価ナノボディがＣＸＣＲ４媒介性のシグナル伝達を阻害することを示す図であ
る。ＣＸＣＲ４及びキメラＧαｑｉ５タンパク質でトランスフェクトした細胞におけるＣ
ＸＣＬ１２誘導性のイノシトールリン酸蓄積が、一価ナノボディ及び二価ナノボディによ
り阻害される。二価ナノボディはより強力な阻害を示す。
【図１０】２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４は、［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を構成的に活性の
あるＣＸＣＲ４突然変異体Ｎ１１９Ａから置換させる。ＣＸＣＬ１２及びプレリキサフォ
ルを用いて対照実験を行った（ｎ＝３）。
【図１１】ナノボディ２３８Ｄ４、Ｌ３及びＬ８がインバースアンタゴニストであるのに
対して、２３８Ｄ２は構成的に活性のあるＣＸＣＲ４突然変異体Ｎ１１９Ａではニュート
ラルアンタゴニストとして働く。図１１Ａでは、ナノボディ及び参照リガンドによる基礎
イノシトールリン酸蓄積のリガンド媒介性の変化を示す（ｎ＝３～５）。図１１Ｂ～図１
１Ｄでは、ニュートラルアンタゴニストプレリキサフォル（ＡＭＤ３１００）による２３
８Ｄ４、Ｌ３及びＬ８のインバースアンタゴニスト作用の阻害を示す（ｎ＝２）。
【発明を実施するための形態】
【０２０６】
　Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）（７回膜貫通受容体、７ＴＭ受容体、７ヘリック
ス（heptahelical）受容体及びＧタンパク質結合受容体（ＧＰＬＲ）としても知られる）
は、細胞外シグナル（リガンド結合）を細胞内シグナル（Ｇタンパク質活性化）へと変換
させる膜貫通受容体のタンパク質ファミリーである。ＧＰＣＲは、７回膜貫通ドメイン又
は膜貫通ヘリックスを保有する内在性膜タンパク質である。受容体の細胞外部分はグリコ
シル化することができる。またこれらの細胞外ループは強く保存されたシステイン残基を
２つ含有しており、これらが受容体構造を安定化させるジスルフィド結合を構築する。
【０２０７】
　ＧＰＣＲはシグナル変換に関与する膜貫通タンパク質の最も大きく、かつ最も多様な群
を形成している（Howardet al., Trends Pharmacol. Sci. 22:132-40, 2001）。ＧＰＣＲ
は様々な細胞及び生物学的機能、例えば刺激応答経路（細胞間伝達から生理学的な感覚ま
で）（例えば胚発生、神経伝達物質放出、神経感覚（neurosensation）（例えば味覚及び
嗅覚等の１５個の化学感覚機能）を含む）（Mombaerts,Science 286:707-711, 1999）、
神経軸索経路探索（pathfinding）（Mombaerts et al., Cell 87:675, 1996、Mombaertse
t al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 56:135, 1996）、炎症部位に対する白
血球の標的化（Tager et al., J. Exp. Med., 192:439-46, 2000）、並びに細胞の生存、
増殖及び分化に関与している（Ryan et al., J. Biol Chem. 273:13613-24, 1998）。
【０２０８】
　ＧＰＣＲレパートリーの複雑性は免疫グロブリンとＴ細胞受容体遺伝子とを組合せたも
の複雑性を上回り、ＧＰＣＲスーパーファミリーの成員は２０００もの数、又はヒトゲノ
ムの１．５％超であると推測されている。さらに、ＧＰＣＲスーパーファミリーの成員は
ヒトで臨床的に使用される現行の医薬品の５０％超の直接的又は間接的な標的である。　
【０２０９】
　機能の多様性は、光量子（ロドプシン、原型ＧＰＣＲ）から小分子（ヒスタミン受容体
の場合）、タンパク質（例えばケモカイン受容体）までの、ファミリー成員によって認識
される広範なリガンドに適合する。ヒトＧＰＣＲファミリー及びヒトＧＰＣＲのリガンド
の概要に関しては、米国特許出願第２００２／０１０６７３９号の図１を参照する。
【０２１０】
　ＧＰＣＲは構造的相同性及び機能的類似性に基づき４つの群にグループ分けすることが
できる：Ａ群（ロドプシン様）、Ｂ群（セクレチン様）、Ｃ群（代謝調節型／フェロモン
）及びＤ群（真菌性フェロモン）。その中でＡ群受容体、Ｂ群受容体及び事実上存在しな
いカルボキシル末端尾部を有する受容体が主要な群を形成する。したがってＧＰＣＲはＨ
ＥＫ－２９３細胞においてラットの８－アレスチン－２に関する親和性との相互作用に基
づき分類することができ、カルボキシル末端尾部におけるアミノ酸残基及びカルボキシル
末端尾部の長さに基づき予測することができる。Ｂ群受容体は、米国特許第５，８９１，



(50) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

６４６号、Oakley, et al., Journal of Biological Chemistry, Vol 275, No. 22, pp17
201-17210, June 2, 2000、及びOakley et al., Journal ofBiological Chemistry, Vol.
 276, No. 22, pp 19452-19460, 2001に記載のような条件下でＨＥＫ－２９３細胞におい
てエンドソームにラットの８－アレスチン－２を補充するように、カルボキシル末端尾部
に適切に位置する１つ又は複数のリン酸化部位（例えばリン酸化部位のクラスター）を有
するＧＰＣＲである。Ａ群受容体は、Ｂ群受容体に関して上記された条件下でＨＥＫ－２
９３細胞においてエンドソームにラットのｐ－アレスチン－２を補充しないように、カル
ボキシル末端尾部に適切に位置する１つ又は複数のリン酸化部位（例えばリン酸化部位の
クラスター）を有しないＧＰＣＲである。事実上存在しないカルボキシル末端尾部を有す
る受容体としては例えば、嗅覚受容体及び味覚受容体が挙げられる。
【０２１１】
　ＧＰＣＲの生物学的及び生理学的な役割の例の幾つかとしては以下が挙げられる：
　視覚：オプシンは、電磁放射を細胞シグナルに転換するために光異性化反応を使用する
。例えばロドプシンはこの目的のために、１１－シス－レチナールのオール－トランス－
レチナールへの変換を使用する。
　嗅覚：嗅上皮の受容体はオドラント（嗅覚受容体）及びフェロモン（鋤鼻受容体）と結
合する。
　行動及び気分の調節：哺乳動物の脳における受容体はセロトニン、ドーパミン、ＧＡＢ
Ａ及びグルタミン酸を含む幾つかの異なる神経伝達物質と結合する。
　免疫系活性及び炎症の調節：ケモカイン受容体は免疫系の細胞間の細胞間伝達を媒介す
るリガンドと結合し、ヒスタミン受容体等の受容体は炎症性メディエータと結合すると共
に、炎症反応において標的細胞型と係合する（engage）。
　自律神経系の伝播：交感神経系及び副交感神経系の両方がＧＰＣＲ経路によって調節さ
れる。これらの系は血圧、心拍数及び消化過程等の身体の多くの自動機能の制御に関与し
ている。
【０２１２】
　概してＧＰＣＲに関しては、標準的なハンドブック、例えばＧタンパク質共役受容体ハ
ンドブック（the GProtein Coupled Receptors Handbook）（L. Devi（Ed.）, Humana Pr
ess, 2005）、及び利用可能なデータベース、例えばＧＰＣＲＤＢ（例えばhttp://www.gp
cr.org/7tm/htmls/entries.htmlを参照されたい）を参照する。
【０２１３】
　このため概して、本明細書で使用されるように、「Ｇタンパク質共役受容体」（即ち「
ＧＰＣＲ」）という用語は、細胞で発現されると、Ｇタンパク質（例えばｃｃサブユニッ
ト、Ｐサブユニット及びｙサブユニットから構成され、ＧＴＰを加水分解するタンパク質
）と会合する受容体を表す。好ましくはＧＰＣＲは、構造的に７つの疎水性膜貫通領域を
含むタンパク質を表す「７回膜貫通セグメント受容体（seven transmembrane segment re
ceptor）」（即ち「７ＴＭＳ受容体」）である。
【０２１４】
　ＧＰＣＲの非限定的な例の幾つかとしては以下が挙げられるが、これらに限定されない
：
　現在市販されているか又は臨床開発中である医薬品（小分子又は生物製剤）に対する既
知の標的であるＧＰＣＲ（例えば本明細書で言及されるもの）；
　黄体形成ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ）（ゴナドトロピン放出ホルモン、ＧｎＲＨ
としても知られる）受容体、ＭＩムスカリン性受容体及びＤ２－アドレナリン受容体；
　オピオイド受容体、エンドセリン受容体、アンジオテンシン受容体、神経ペプチドＹ受
容体及びセロトニンＫ受容体；
　Ｇｑ／１　Ｉ　Ｇタンパク質と共役する（即ち会合する）ＧＰＣＲ、例えばＬＨＲＨ（
＝ＧｎＲＨ）、アセチルコリン（ｍ１亜型、ｍ３亜型及びｍ５亜型）、ＭＩムスカリン、
アデノシン１、ＣＣ－アドレナリン（ａｌＡ、ａｌＢ及びａｌＣ亜型）、アンジオテンシ
ン（ＡＴ　Ｉ　Ａ亜型）、ボンベシン（ＢＢ　Ｉ亜型及びＢ１３２亜型）、ブラジキニン
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（１３２亜型）、Ｃ５ａ、コレシストキニン（ＣＣＫａ亜型及びＣＣＫｂ亜型）、エンド
セリン（Ｅｔａ亜型及びＥｔｂ亜型）、グルタミン酸（ｍＧｌｕ１亜型、ｍＧｌｕ５亜型
）、５ＨＴ（２Ａ亜型、Ｂ亜型及びＣ亜型）、ヒスタミン（Ｈ　Ｉ亜型）、ニューロテン
シン、ニューロキニン（ＮＫ２亜型、ＮＫ３亜型）、オキシトシン、チロトロピン放出ホ
ルモン（ＴＲＩＪ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、トロンボキサンＡ２及びバソプレ
シン（Ｖ　Ｉ　ａ亜型）の受容体；
　Ｇｓ　Ｇタンパク質と共役するＧＰＣＲ、例えば以下の受容体：Ｐ２－アドレナリン、
心臓のＰ－アドレナリン、ヒスタミン（Ｈ２亜型）、チロトロピン、成長ホルモン放出因
子、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、５ＨＴ４、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、甲状
腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、ＧＬＰ－１、グルカゴン、ドーマミン（domamine）５（Ｄ５
）、ドーパミンＩ（ＤＩ）、カルシトシン、アデノシン２ｐ（Ａ２ｐ）、バソプレシン２
、血管作動性腸管ポリペプチド及び副甲状腺ホルモンの受容体；
　Ｇｉ　Ｇタンパク質と共役するＧＰＣＲ、例えば以下の受容体：５ＨＴ（Ｉ　Ａ亜型、
Ｉ　Ｂ亜型、Ｉ　Ｄ亜型及びＩ　Ｆ亜型）、ｍグルタミンＲ（２亜型、３亜型）、ドーパ
ミン４（Ｄ４）、ドーパミン－２（Ｄ２）カンナビノイド、アデノシン３（Ａ３）、ソマ
トスタチン（４亜型、３亜型）、ｔ－オピオイド、６－オピオイド、Ｋ－オピオイド、神
経ペプチドＹ（１亜型、２亜型）の受容体；
　米国特許出願公開第２００２／０１０６７３９号で言及されるＧＰＣＲ；
　Lundstrom et al., J. Struct. Funct. Genomics, 2006Nov 22（Epub ahead of print
）の表１で列挙されるＧＰＣＲ；
　いわゆる「オーファン」受容体であるＧＰＣＲ、即ち他のＧＰＣＲと構造的に類似して
いるが、天然リガンドが依然として知られていないＧＰＣＲ；
　表Ｃで言及されるＧＰＣＲ；
　表Ｄで言及されるＧＰＣＲ。
【０２１５】
　他のＧＰＣＲは、例えば標準的なハンドブック、例えばＧタンパク質共役受容体ハンド
ブック（L. Devi（Ed.）, Humana Press, 2005）、及び標準的なデータベース、例えばＧ
ＰＣＲＤＢ（例えばhttp://www.gpcr.org/7tm/htmls/entries.htmlを参照されたい）から
当業者にとって明らかであろう。
【０２１６】
　本明細書、実施例及び態様において：
ａ）特に他に指示又は規定がなければ、使用される全ての用語は、当業者にとって明らか
な、当該技術分野における通常の意味を有する。例えば標準的なハンドブック（例えばSa
mbrook et al, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual"（2nd.Ed.）, Vols. 1-3, Co
ld Spring HarborLaboratory Press（1989）、F.Ausubel et al, eds., "Current protoc
ols in molecular biology", GreenPublishing and Wiley Interscience, New York（198
7）、Lewin, "Genes II", John Wiley & Sons, New York, N.Y.,（1985）、Old et al., 
"Principles of GeneManipulation: An Introduction to Genetic Engineering", 2nd ed
ition,University of California Press, Berkeley, CA（1981）、Roitt et al., "Immun
ology"（6th.Ed.）, Mosby/Elsevier, Edinburgh（2001）、Roitt et al., Roitt's Esse
ntialImmunology, 10th Ed. Blackwell Publishing, UK（2001）、及びJaneway et al.,"
Immunobiology"（6th Ed.）, Garland Science Publishing/Churchill Livingstone, New
 York（2005））、並びに本明細書で言及される包括的な背景技術を参照する。
【０２１７】
ｂ）ＧＰＣＲ受容体分子は活性生物物理学状態と不活性生物物理学状態との間にある立体
構造平衡で存在する。リガンドと受容体との結合は活性受容体状態へと平衡を移行させ得
る。４種類のリガンドが存在する：アゴニストは活性状態を支持するように平衡を移行さ
せるリガンドであり、インバースアゴニスト又はアンタゴニストは不活性状態を支持する
ように平衡を移行させるリガンドであり、ニュートラルアンタゴニストは平衡に影響を与
えないリガンドである。本明細書で使用されるように、「アンタゴニスト」はアゴニスト
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内応答を活性化しないリガンドであり、それによりアゴニストの存在下、及びアンタゴニ
ストの非存在下での細胞内応答と比較してアゴニストにより誘導される細胞内応答を少な
くとも１０％、好ましくは１５％～２５％、より好ましくは２５％～５０％及び最も好ま
しくは５０％～１００％阻害する。本明細書で使用されるように、「アゴニスト」はＧＤ
Ｐと結合すると細胞内応答を活性化するリガンドを表す。本発明によるアゴニストは、ア
ゴニストの非存在下での細胞内応答と比較して受容体によって媒介される細胞内応答を少
なくとも２倍、好ましくは５倍、より好ましくは１０倍及び最も好ましくは１００倍又は
それ以上（即ち１５０倍、２００倍、２５０倍、５００倍、１０００倍、１００００倍等
）増大させ得る。本明細書で使用されるように、「インバースアゴニスト」は受容体と結
合すると細胞表面受容体の構成的活性を低減するが、アゴニストと同じ部位で受容体と競
合的に結合しないリガンドを表す。本発明によるインバースアゴニストは、インバースア
ゴニストの非存在下での細胞内応答と比較して受容体によって媒介される構成的な細胞内
応答を少なくとも２倍、好ましくは５倍、より好ましくは１０倍及び最も好ましくは１０
０倍又はそれ以上（即ち１５０倍、２００倍、２５０倍、５００倍、１０００倍、１００
００倍等）低減し得る。本明細書で使用されるように、「インバースアンタゴニスト」は
、受容体と結合すると細胞表面受容体の構成的活性を低減し、かつアゴニストと同じ部位
で受容体と競合的に結合するリガンドを表す。本発明によるインバースアンタゴニストは
、インバースアンタゴニストの非存在下での細胞内応答と比較して受容体によって媒介さ
れる構成的な細胞内応答を少なくとも２倍、好ましくは５倍、より好ましくは１０倍及び
最も好ましくは１００倍又はそれ以上（即ち１５０倍、２００倍、２５０倍、５００倍、
１０００倍、１００００倍等）低減させ得る。特に他に指示がなければ、具体的に詳しく
説明されていない全ての方法、工程、技法及び操作を実施することができ、当業者にとっ
て明らかなそれ自体が既知の方法で実施する。同様に例えば、標準的なハンドブック及び
本明細書で言及される包括的な背景技術、並びに本明細書で引用されるさらなる参考文献
並びに例えば以下の総説、Presta, Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58 （5-6）: 640-56、
Levin and Weiss, Mol. Biosyst.2006, 2（1）: 49-57、Irving et al., J.Immunol. Met
hods, 2001, 248（1-2）, 31-45、Schmitzet al., Placenta, 2000, 21 Suppl. A, S106-
12、Gonzaleset al., Tumour Biol., 2005, 26（1）, 31-43（これらは、親和性成熟等の
タンパク質工学技法及び免疫グロブリン等のタンパク質の特異性及び他の所望の特性を改
善する他の技法を記載している）を参照する。
【０２１８】
ｃ）アミノ酸残基は、表Ａ－２に言及されるように標準的な３文字アミノ酸コード又は１
文字アミノ酸コードに従って示す。
【０２１９】
表Ａ－２：１文字アミノ酸コード及び３文字アミノ酸コード
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【表３】

【０２２０】
ｄ）２つ以上のヌクレオチド配列を比較するために、［第２のヌクレオチド配列における
対応する位置のヌクレオチドと同一な第１のヌクレオチド配列におけるヌクレオチドの数
］を［第１のヌクレオチド配列におけるヌクレオチド総数］で除算し、［１００％］で乗
算することによって、第１のヌクレオチド配列と第２のヌクレオチド配列との間の「配列
同一性」のパーセントを算出することができ、第１のヌクレオチド配列に比べて、第２の
ヌクレオチド配列におけるヌクレオチドの欠失、挿入、置換又は付加のそれぞれは、単一
ヌクレオチド（位置）での差異と考えられる。
【０２２１】
　代替的に、標準的な設定を用いて、ＮＣＢＩ　Ｂｌａｓｔ　ｖ２．０等の配列アライン
メント用の既知のコンピュータアルゴリズムを使用して、２つ以上のヌクレオチド配列間
の配列同一性の程度を算出することができる。
【０２２２】
　配列同一性の程度を決定するための幾つかの他の技法、コンピュータアルゴリズム及び
設定は例えば、国際公開第０４／０３７９９９号、欧州特許第０９６７２８４号、欧州特
許第１０８５０８９号、国際公開第００／５５３１８号、国際公開第００／７８９７２号
、国際公開第９８／４９１８５号及び英国特許出願公開第２３５７７６８号に記載されて
いる。
【０２２３】
　通常、上述で概説された算出方法に従って、２つのヌクレオチド配列間の「配列同一性
」のパーセントを決定するために、最も多くのヌクレオチドを有するヌクレオチド配列を
「第１の」ヌクレオチド配列とし、他のヌクレオチド配列を「第２の」ヌクレオチド配列
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とする。
【０２２４】
ｅ）２つ以上のアミノ酸配列を比較するために、［第２のアミノ酸配列における対応する
位置のアミノ酸残基と同一な第１のアミノ酸配列におけるアミノ酸残基の数］を［第１の
アミノ酸配列におけるアミノ酸残基総数］で除算し、［１００％］で乗算することによっ
て、第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間の「配列同一性」（本明細書で「ア
ミノ酸同一性」とも称される）のパーセントを算出することができ、第１のアミノ酸配列
に比べて、第２のアミノ酸配列におけるアミノ酸残基の欠失、挿入、置換又は付加のそれ
ぞれは、単一アミノ酸残基（位置）での差異、即ち本明細書に規定の「アミノ酸差異」と
考えられる。
【０２２５】
　代替的に、同様に標準的な設定を用いて、既知のコンピュータアルゴリズム（例えばヌ
クレオチド配列に関する配列同一性の程度を決定するのに上記で言及されるもの）を使用
して、２つのアミノ酸配列間の配列同一性の程度を算出することができる。
【０２２６】
　通常、上述で概説された算出方法に従って、２つのアミノ酸配列間の「配列同一性」の
パーセントを決定するために、最も多くのアミノ酸残基を有するアミノ酸配列を「第１の
」アミノ酸配列とし、他のアミノ酸配列を「第２の」アミノ酸配列とする。
【０２２７】
　また、２つのアミノ酸配列間の配列同一性の程度を決定する際、当業者は、いわゆる「
保存的な」アミノ酸置換を考慮してもよく、これは一般的に、アミノ酸残基が同様の化学
構造を有する別のアミノ酸残基に置き換わり、かつポリペプチドの機能、活性又は他の生
物学的特性への影響がほとんど、又は本質的に全くないアミノ酸置換と説明することがで
きる。このような保存的なアミノ酸置換は、例えば国際公開第０４／０３７９９９号、英
国特許出願公開第３３５７７６８号、国際公開第９８／４９１８５号、国際公開第００／
４６３８３号及び国際公開第０１／０９３００号から当該技術分野において既知であり、
このような置換の（好ましい）種類及び／又は組合せは、国際公開第０４／０３７９９９
号及び国際公開第９８／４９１８５号、並びに本明細書で引用されるさらなる参考文献の
関連の教示に基づいて選択することができる。
【０２２８】
　このような保存的な置換は、好ましくは以下の（ａ）群～（ｅ）群内の或るアミノ酸が
、同じ群内の別のアミノ酸残基に置換される置換である：（ａ）小さく脂肪族で非極性又
はわずかに極性の残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ及びＧｌｙ、（ｂ）極性で負に
荷電した残基及びこの（非荷電）アミド：Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ及びＧｌｎ、（ｃ）極
性で正に荷電した残基：Ｈｉｓ、Ａｒｇ及びＬｙｓ、（ｄ）巨大な脂肪族で非極性の残基
：Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ及びＣｙｓ、並びに（ｅ）芳香族残基：Ｐｈｅ、Ｔｙ
ｒ及びＴｒｐ。
【０２２９】
　特に好ましい保存的置換は以下のようなものである：ＡｌａをＧｌｙに又はＳｅｒに、
ＡｒｇをＬｙｓに、ＡｓｎをＧｌｎに又はＨｉｓに、ＡｓｐをＧｌｕに、ＣｙｓをＳｅｒ
に、ＧｌｎをＡｓｎに、ＧｌｕをＡｓｐに、ＧｌｙをＡｌａに又はＰｒｏに、ＨｉｓをＡ
ｓｎ又はＧｌｎに、ＩｌｅをＬｅｕに又はＶａｌに、ＬｅｕをＩｌｅに又はＶａｌに、Ｌ
ｙｓをＡｒｇに、Ｇｌｎに又はＧｌｕに、ＭｅｔをＬｅｕに、Ｔｙｒに又はＩｌｅに、Ｐ
ｈｅをＭｅｔに、Ｌｅｕに又はＴｙｒに、ＳｅｒをＴｈｒに、ＴｈｒをＳｅｒに、Ｔｒｐ
をＴｙｒに、ＴｙｒをＴｒｐに、及び／又はＰｈｅをＶａｌに、Ｉｌｅに又はＬｅｕに。
【０２３０】
　本明細書に記載のポリペプチドに適用される任意のアミノ酸置換はまた、Schulz et al
., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag,1978によって開発された異なる
種の相同タンパク質間のアミノ酸変異頻度の解析、Chou and Fasman,Biochemistry 13: 2
11, 1974及びAdv. Enzymol., 47: 45-149,1978によって開発された構造形成能（structur
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e forming potentials）の解析、並びにEisenberg et al., Proc. Nad. Acad Sci. USA 8
1: 140-144, 1984、Kyte & Doolittle; J Molec. Biol. 157: 105-132, 1981、及びGoldm
an et al., Ann. Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353, 1986によって開発されたタンパク
質における疎水性パターンの解析に基づき得る（全て全体が参照により本明細書に援用さ
れる）。ナノボディの一次構造、二次構造、及び三次構造に関する情報は、本明細書中の
記載及び上記で言及された包括的な背景技術で与えられる。またこのため、ラマ由来のＶ

ＨＨドメインの結晶構造は例えば、Desmyter et al., Nature Structural Biology, Vol.
 3, 9, 803（1996）、Spinelli et al., Natural StructuralBiology（1996）; 3, 752-7
57、及びDecanniere et al., Structure, Vol. 7, 4, 361（1999）によって与えられる。
従来のＶＨドメインにおいてこれらの位置でＶＨ／ＶＬ界面及び潜在的なラクダ化置換を
形成する幾つかのアミノ酸残基に関するさらなる情報は、上記で言及された従来技術で見
出すことができる。
【０２３１】
ｆ）アミノ酸配列及び核酸配列は、その全長にわたって（本明細書に規定のように）１０
０％の配列同一性を有する場合、「全く同じ」であるといえる。
【０２３２】
ｇ）２つのアミノ酸配列を比較するとき、「アミノ酸差異」という用語は、第２の配列に
比べて第１の配列の位置での単一アミノ酸残基の挿入、欠失又は置換を表し、２つのアミ
ノ酸配列は、１つ、２つ又はそれ以上のこのようなアミノ酸差異を含有し得ることが理解
される。
【０２３３】
ｈ）ヌクレオチド配列又はアミノ酸配列が、それぞれ別のヌクレオチド配列又はアミノ酸
配列を「含む」、又は別のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列「から本質的に成る」とい
うとき、これは、後者のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列がそれぞれ、初めに言及され
たヌクレオチド配列又はアミノ酸配列に組み込まれていることを意味し得るが、より一般
的に概してこれは、初めに言及されたヌクレオチド配列又はアミノ酸配列がそれぞれ、（
例えば本明細書に記載の任意の好適な方法によるものであり得る）実際にどのように初め
に言及された配列を生成又は入手するかに関係なく、その配列内にそれぞれ後者の配列と
同じヌクレオチド配列又はアミノ酸配列を有するヌクレオチド又はアミノ酸残基のストレ
ッチを含むことを意味する。非限定的な例によって、本発明のナノボディがＣＤＲ配列を
含むというとき、これは、上記ＣＤＲ配列が、本発明のナノボディに組み込まれているこ
とを意味し得るが、より一般的に概してこれは、本発明のナノボディが、どのように上記
本発明のナノボディを生成又は入手するかに関係なく、その配列内に上記ＣＤＲ配列と同
じアミノ酸配列を有するアミノ酸残基のストレッチを含有することを意味する。後者のア
ミノ酸配列が特異的な生物学的又は構造的な機能を有する場合、初めに言及されたアミノ
酸配列において本質的に同じ、類似の又は同等の生物学的又は構造的な機能を有するのが
好ましい（言い換えれば、初めに言及されたアミノ酸配列は、後者の配列が本質的に同じ
、類似の又は同等の生物学的又は構造的な機能を果たすことができるようなものであるの
が好ましい）ということにも留意すべきである。例えば、本発明のナノボディがそれぞれ
、ＣＤＲ配列又はフレームワーク配列を含むというとき、ＣＤＲ配列及びフレームワーク
はそれぞれ、上記ナノボディでＣＤＲ配列又はフレームワーク配列として機能することが
できるのが好ましい。また、ヌクレオチド配列が別のヌクレオチド配列を含むというとき
、初めに言及されたヌクレオチド配列は、発現産物（例えばポリペプチド）で発現する場
合、後者のヌクレオチド配列でコードされるアミノ酸配列が上記発現産物の一部を形成す
るようなもの（言い換えれば後者のヌクレオチド配列が、初めに言及されたより大きなヌ
クレオチド配列と同じリーディングフレーム内にあるようなもの）であるのが好ましい。
【０２３４】
ｉ）核酸配列又はアミノ酸配列は、通常上記供給源又は媒体に関連がある少なくとも１つ
の他の成分（例えば別の核酸、別のタンパク質／ポリペプチド、別の生物学的成分、又は
巨大分子）、又は少なくとも１つの汚染物質、不純物若しくは微量成分から分離されてい
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る場合、（例えばその天然の生物学的供給源及び／又はこれが得られる反応媒体又は培養
媒体に比べて）「本質的な単離（形態）」であると考えられる。特に、核酸配列又はアミ
ノ酸配列は、少なくとも２倍、具体的に少なくとも１０倍、より具体的に少なくとも１０
０倍、及び最大１０００倍以上精製されている場合に、「本質的に単離された」と考えら
れる。「本質的に単離形態である」核酸配列又はアミノ酸配列は、好適な技法、例えば好
適なクロマトグラフィ技法（例えばポリアクリルアミドゲル電気泳動法）を使用して決定
されたものと、本質的に相同であるのが好ましい。
【０２３５】
ｊ）本明細書で使用される「ドメイン」という用語は概して、アミノ酸配列の球状領域（
例えば抗体鎖、特に重鎖抗体の球状領域）又は本質的にこのような球状領域から成るポリ
ペプチドを表す。通常、このようなドメインは、例えばシートとして、又はジスルフィド
結合によって安定化したペプチドループ（例えば３つ又は４つのペプチドループ）を含む
。「結合ドメイン」という用語は（本明細書で規定されるように）抗原決定基に指向性を
有するようなドメインを表す。
【０２３６】
ｋ）「抗原決定基」という用語は、抗原結合分子（例えば本発明のナノボディ又はポリペ
プチド）によって、及びより具体的には上記分子の抗原結合部位によって認識される抗原
上のエピトープを表す。「抗原決定基」及び「エピトープ」という用語は、本明細書で区
別なく使用することもできる。
【０２３７】
ｌ）特定の抗原決定基、エピトープ、抗原又はタンパク質と（特異的に）結合することが
できる、特定の抗原決定基、エピトープ、抗原又はタンパク質（又はその少なくとも１つ
の部分、断片若しくはエピトープ）に対する親和性を有する、及び／又は特定の抗原決定
基、エピトープ、抗原又はタンパク質（又はその少なくとも１つの部分、断片若しくはエ
ピトープ）に対する特異性を有するアミノ酸配列（例えば本発明のナノボディ、抗体、ポ
リペプチド、又は概して抗原結合タンパク質若しくはポリペプチド、又はその断片）は、
上記抗原決定基、エピトープ、抗原又はタンパク質「に対する」、又は「に指向性を有す
る」（"against" or "directed against"）と言われる。
【０２３８】
ｍ）「特異性」という用語は、特定の抗原結合分子又は抗原結合タンパク質（例えば本発
明のナノボディ又はポリペプチド）分子が結合することができる、様々な種類の抗原又は
抗原決定基の数を表す。抗原結合タンパク質の特異性は、親和性及び／又は結合活性に基
づき決定することができる。親和性（抗原と抗原結合タンパク質との解離に関する平衡定
数（ＫＤ）によって表される）は、抗原結合タンパク質上の抗原決定基と抗原結合部位と
の間の結合力の評価基準であり、ＫＤ値が小さくなれば、抗原決定基と抗原結合分子との
間の結合力が大きくなる（代替的に、親和性は、１／ＫＤである親和定数（ＫＡ）として
も表すことができる）。（例えば本明細書中のさらなる開示に基づき）当業者にとって明
らかなように、対象となる特異的な抗原に応じて、それ自体が既知の方法で親和性を決定
することができる。結合活性は、抗原結合分子（例えば本発明のナノボディ又はポリペプ
チド）と関連抗原との間の結合力の評価基準である。結合活性は、抗原結合分子上での抗
原決定基とその抗原結合部位との間の親和性、及び抗原結合分子上に存在する関連結合部
位の数の両方に関係する。典型的には、抗原結合タンパク質（例えば本発明のアミノ酸配
列、ナノボディ及び／又はポリペプチド）は、１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以
下、及び好ましくは１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、及びより好ましくは１
０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌの解離定数（ＫＤ）で（即ち１０５Ｌ／モル～１０
１２Ｌ／モル以上、及び好ましくは１０７Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及びより好
ましくは１０８Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モルの結合定数（ＫＡ）で）これらの抗原と結合
する。１０－４モル／Ｌより大きい任意のＫＤ値（即ち１０４Ｍ－１（Ｌ／モル）よりも
小さい任意のＫＡ値）は一般的に非特異的な結合を示すと考えられる。好ましくは、本発
明の一価の免疫グロブリン配列は、５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好
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ましくは１０ｎＭ未満（５００ｐＭ未満等）の親和性で所望の抗原と結合する。抗原結合
タンパク質と抗原又は抗原決定基との特異的な結合は、それ自体が既知の任意の好適な方
法（例えばスキャッチャード解析及び／又は競合的結合アッセイ（例えばラジオイムノア
ッセイ（ＲＩＡ）、酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）及びサンドイッチ競合アッセイ）を含
む）及び当該技術分野でそれ自体が既知の様々なその変更方法、並びに本明細書で言及さ
れる他の技法で求めることができる。
【０２３９】
　当業者にとって明らかなように、解離定数は実際又は見掛けの解離定数であってもよい
。解離定数を決定する方法は、当業者にとって明らかであり、例えば本明細書で言及され
る技法が含まれる。これに関して、１０－４モル／Ｌ又は１０－３モル／Ｌより大きい（
例えば１０－２モル／Ｌの）解離定数を測定することが不可能であり得ることも明らかで
ある。任意で、また当業者にとって明らかなように、（実際又は見掛けの）解離定数は、
その関係性（ＫＤ＝１／ＫＡ）から（実際又は見掛けの）結合定数（ＫＡ）に基づき算出
することができる。
【０２４０】
　親和性は、分子相互作用の強さ又は安定性を示す。一般的に親和性はＫＤ即ち解離定数
として与えられ、その単位はモル／Ｌ（又はＭ）である。親和性は、１／ＫＤに等しい結
合定数ＫＡとも表すことができ、その単位は（モル／Ｌ）－１（又はＭ－１）である。本
明細書では、２つの分子（例えば本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドと
、その対象となる標的との）間の相互作用の安定性は主に、これらの相互作用のＫＤ値で
表され、ＫＡ＝１／ＫＤの関係性を考慮して、ＫＤ値で分子相互作用の強さを特定するこ
とを、対応するＫＡ値を算出するのに利用することもできることは、当業者にとって明ら
かである。ＫＤ値は、ＤＧ＝ＲＴ．ｌｎ（ＫＤ）（等しくはＤＧ＝－ＲＴ．ｌｎ（ＫＡ）
）（式中、Ｒは気体定数に等しく、Ｔは絶対温度に等しく、ｌｎは自然対数を示す）の既
知の関係性から、結合の自由エネルギー（ＤＧ）と関連するので、熱力学的意味でも分子
相互作用の強さを特徴付ける。
【０２４１】
　有意（例えば特異的）と見なされる、生物学的相互作用に関するＫＤは典型的に、１０
－１０Ｍ（０．１ｎＭ）～１０－５Ｍ（１００００ｎＭ）の範囲内である。相互作用が強
くなれば、ＫＤは低くなる。
【０２４２】
　ＫＤは、（ＫＤ＝ｋｏｆｆ／ｋｏｎ及びＫＡ＝ｋｏｎ／ｋｏｆｆのように）複合体の解
離速度定数（ｋｏｆｆと称される）と、その結合速度（ｋｏｎと称される）との比として
も表すことができる。解離速度（off-rate）ｋｏｆｆの単位は、ｓ－１（ｓは秒のＳＩ単
位表記である）である。結合速度ｋｏｎの単位は、Ｍ－１ｓ－１である。結合速度は、二
分子相互作用に関する拡散律速結合速度定数に近づきながら１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０
７Ｍ－１ｓ－１の間で変化し得る。解離速度は、ｔ１／２＝ｌｎ（２）／ｋｏｆｆの関係
性から所定の分子相互作用の半減期に関連する。解離速度は、１０－６ｓ－１（ｔ１／２

が数日である略不可逆的な複合体）～１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９ｓ）の間で変化し得
る。
【０２４３】
　２つの分子間の分子相互作用の親和性は、それ自体が既知の様々な技法（例えば既知の
表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）バイオセンサ技法（例えばOber et al., Intern. Immunol
ogy, 13, 1551-1559, 2001を参照されたい）（ここで、１つの分子がバイオセンサーチッ
プ上に固定され、もう１つの分子が、ｋｏｎ、ｋｏｆｆ測定値、及びしたがってＫＤ（又
はＫＡ）値が得られるフロー条件下で固定分子上を通る）で測定することができる。例え
ば、既知のビアコアの機器を使用してこれを実施することができる。
【０２４４】
　測定プロセスが、例えば１つの分子のバイオセンサ上でのコーティングに関するアーチ
ファクト（artefacts：人工産物）によって、示唆した分子の固有の結合親和性に幾らか
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影響を与える場合、測定されたＫＤは見掛けのＫＤに対応し得ることも、当業者にとって
明らかである。また、１つの分子が、もう１つの分子に対して２つ以上の認識部位を含有
する場合、見掛けのＫＤを測定することができる。このような状況下で、測定された親和
性は、２つの分子による相互作用の結合活性により影響され得る。
【０２４５】
　親和性を評価するのに使用することができる別のアプローチは、Friguet et al.（J. I
mmunol. Methods, 77,305-19, 1985）の２段階ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）
法である。この方法によって、溶液相の結合平衡測定が確立され、プラスチック等の支持
体上での分子の１つの吸着に関連すると考えられ得るアーチファクトが避けられる。
【０２４６】
　しかし、ＫＤの正確な測定はかなりの労力を要する可能性があり、結果として２つの分
子の結合力を評価するのに、見掛けのＫＤ値を求めることが多い。全ての測定が一貫して
（例えばアッセイ条件を一定にして）行われていれば、見掛けのＫＤ測定値は真のＫＤの
近似値として使用することができ、したがって本明細書で、ＫＤ及び見掛けのＫＤは、等
しい重要性又は関連性があるとして処理されるべきであることに留意すべきである。
【０２４７】
　最後に、多くの状況下で経験豊かな科学者は、幾つかの参照分子と比較して結合親和性
を決定することが都合がよいと判断することができることに留意すべきである。例えば、
分子Ａと分子Ｂとの間の結合力を評価するために、例えば分子Ｂと結合することが知られ
ており、かつＥＬＩＳＡ又はＦＡＣＳ（蛍光活性化細胞選別）での検出を容易にするため
のフルオロフォア若しくはクロモフォア群、又は他の化学部分（例えばビオチン）、又は
他のフォーマット（蛍光検出用フルオロフォア、吸光検出用クロモフォア、ストレプトア
ビジン媒介性ＥＬＩＳＡ検出用ビオチン）で好適に標識される参照分子Ｃを使用すること
ができる。典型的に、参照分子Ｃは固定濃度に維持し、分子Ａの濃度は、分子Ｂの所定の
濃度又は量に対して変化させる。結果として、分子Ａの非存在下で分子Ｃについて測定さ
れたシグナルが半分になる分子Ａの濃度に対応して、ＩＣ５０値が得られる。参照分子の
ＫＤであるＫＤｒｅｆ及び参照分子の総濃度ｃｒｅｆが既知であれば、以下の式：ＫＤ＝
ＩＣ５０／（１＋ｃｒｅｆ／ＫＤｒｅｆ）からＡ－Ｂ相互作用に対する見掛けのＫＤを得
ることができる。ｃｒｅｆ＜＜ＫＤｒｅｆの場合、ＫＤ≒ＩＣ５０であることに留意され
たい。ＩＣ５０の測定が、比較用の結合因子に関して一貫して（例えばｃｒｅｆを固定し
て）実施されれば、ＩＣ５０によって分子相互作用の強さ又は安定性を評価することがで
き、この測定値は、本明細書を通してＫＤ又は見掛けのＫＤと同等であると判断される。
【０２４８】
ｎ）本発明のアミノ酸配列、化合物又はポリペプチドの半減期は概して、例えば自然機構
による配列若しくは化合物の分解及び／又は配列若しくは化合物のクリアランス（cleara
nce）若しくは捕捉（sequestration）のために、ｉｎ　ｖｉｖｏでアミノ酸配列、化合物
又はポリペプチドの血清濃度が５０％低減するのにかかる時間と定義することができる。
本発明のアミノ酸配列、化合物又はポリペプチドのｉｎ　ｖｉｖｏ半減期は、それ自体が
既知の任意の方法（例えば薬物動態解析）で求めることができる。好適な技法は当業者に
とって明らかであり、例えば概して、好適な用量の本発明のアミノ酸配列、化合物又はポ
リペプチドを温血動物（即ち、ヒト又は別の好適な哺乳動物、例えばマウス、ウサギ、ラ
ット、ブタ、イヌ又は霊長類（例えばマカク属のサル（例えば特にカニクイザル（マカク
・ファシクラリス）及び／又はアカゲザル（マカク・ムラット））及びヒヒ（パピオ・ウ
ルジヌス））に好適に投与する工程と、血液試料又は他の試料を上記動物から採取する工
程と、上記血液試料中の本発明のアミノ酸配列、化合物又はポリペプチドのレベル又は濃
度を求める工程と、このようにして得られたデータ（のプロット）から本発明のアミノ酸
配列、化合物又はポリペプチドのレベル又は濃度が投与時の初期レベルに比べて５０％低
減するまでの時間を算出する工程とを伴い得る。例えば、以下の実験部部分、及び標準的
なハンドブック（例えばKenneth, A et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A
 Handbookfor Pharmacists及びPeters et al, Pharmacokinete analysis:A Practical Ap
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proach（1996））を参照する。"Pharmacokinetics",M Gibaldi & D Perron, Marcel Dekk
er発行, 2nd Rev. edition（1982）も参照する。
【０２４９】
　また当業者にとって明らかなように（例えば国際公開第０４／００３０１９号の６頁及
び７頁とそこに引用されたさらなる参考文献とを参照されたい）、半減期は、ｔ１／２－
α、ｔ１／２－β及び曲線下面積（ＡＵＣ）等のパラメータを利用して表すことができる
。本明細書において、「半減期の増大」は、これらのパラメータのいずれか１つ、例えば
これらのパラメータのいずれか２つ、又は本質的に３つ全てのこれらのパラメータの増大
を表す。本明細書で使用される「半減期の増大」又は「増大した半減期」は特にｔ１／２
－βの増大を表し、ｔ１／２－α及び／又はＡＵＣのいずれか又は両方は増大しても又は
増大しなくてもよい。
【０２５０】
ｏ）本明細書でさらに記載されるように、ナノボディにおけるアミノ酸残基の総数は、１
１０～１２０、好ましくは１１２～１１５の範囲内、及び最も好ましくは１１３であり得
る。しかし、ナノボディの部分、断片、類似体又は誘導体（本明細書中にさらに記載され
たように）は、本明細書に概説されるさらなる要求を満たし、また好ましくは本明細書に
記載の目的に好適であれば、その長さ及び／又はサイズに特に限定されないことに留意す
べきである。
【０２５１】
ｐ）ナノボディのアミノ酸残基は、Riechmann and Muyldermans, J. Immunol. Methods 2
000 Jun 23; 240 （1-2）:185-195の論文においてラクダ科動物由来のＶＨＨドメインに
適用されるように、又は本明細書に言及されるようにKabat et al. （"Sequence of prot
eins ofimmunological interest", US Public Health Services, NIH Bethesda, MD,Publ
ication No. 91）によって与えられたＶＨドメインに関する一般的なナンバリングに従っ
て数字が付けられる。このナンバリングに従うと、ナノボディのＦＲ１は１位～３０位の
アミノ酸残基を含み、ナノボディのＣＤＲ１は３１位～３５位のアミノ酸残基を含み、ナ
ノボディのＦＲ２は３６位～４９位のアミノ酸残基を含み、ナノボディのＣＤＲ２は５０
位～６５位のアミノ酸残基を含み、ナノボディのＦＲ３は６６位～９４位のアミノ酸残基
を含み、ナノボディのＣＤＲ３は９５位～１０２位のアミノ酸残基を含み、ナノボディの
ＦＲ４は１０３位～１１３位のアミノ酸残基を含む。［これに関して、ＶＨドメイン及び
ＶＨＨドメインに関して当該技術分野で既知のように、ＣＤＲそれぞれにおけるアミノ酸
残基の総数は変わる可能性があり、カバットナンバリングで示されるアミノ酸残基の総数
に対応していなくてもよい（即ちカバットナンバリングによる１つ又は複数の位置が実際
の配列で占められていなくてもよく、又は実際の配列が、カバットナンバリングで可能な
数より多くのアミノ酸残基を含有していてもよい）ことに留意すべきである。このことは
、概してカバットによるナンバリングは、実際の配列におけるアミノ酸残基の実際のナン
バリングに対応していても、又は対応していなくてもよいことを意味する。しかし一般的
に、ＣＤＲにおけるアミノ酸残基の数に関係なく、カバットナンバリングに従うと、カバ
ットナンバリングによる１位は、ＦＲ１の出発点に対応し（逆もまた同様）、カバットナ
ンバリングによる３６位は、ＦＲ２の出発点に対応し（逆もまた同様）、カバットナンバ
リングによる６６位は、ＦＲ３の出発点に対応し（逆もまた同様）、カバットナンバリン
グによる１０３位は、ＦＲ４の出発点に対応する（逆もまた同様）ということができる］
。
【０２５２】
　ＶＨドメインのアミノ酸残基の数字を付ける代替方法（この方法は、類似の方法でラク
ダ科動物由来のＶＨＨドメイン及びナノボディに適用することができる）は、Chothia et
 al.（Nature 342, 877-883（1989））によって説明される方法、いわゆる「ＡｂＭ定義
」及びいわゆる「接触定義」である。しかし本明細書、態様及び図面では、特に他に指示
がなければ、Riechmann and MuyldermansによってＶＨＨドメインに適用されるようなカ
バットによるナンバリングに従う。
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【０２５３】
ｑ）図面、配列表及び実験部部分／実施例は、本発明をさらに説明するためだけに与えら
れ、特に他にはっきりと本明細書中に指示がなければ、本発明の範囲及び／又は添付の態
様を限定するものとしては決して解釈すべきではない。
【０２５４】
　重鎖抗体及びその可変ドメインの概説に関しては、特に本明細書で言及される従来技術
、Reviews in Molecular Biotechnology 74（2001）, 277-302におけるMuyldermansによ
る総説、及び包括的な背景技術として言及される以下の特許出願：Vrije Universiteit B
russelの国際公開第９４／０４６７８号、国際公開第９５／０４０７９号、及び国際公開
第９６／３４１０３号；Unileverの国際公開第９４／２５５９１号、国際公開第９９／３
７６８１号、国際公開第００／４０９６８号、国際公開第００／４３５０７号、国際公開
第００／６５０５７号、国際公開第０１／４０３１０号、国際公開第０１／４４３０１号
、欧州特許第１１３４２３１号及び国際公開第０２／４８１９３号；Vlaams Instituut v
oor Biotechnologie（VIB）の国際公開第９７／４９８０５号、国際公開第０１／２１８
１７号、国際公開第０３／０３５６９４号、国際公開第０３／０５４０１６号及び国際公
開第０３／０５５５２７号；Algonomics N.V.及びAblynx N. V.の国際公開第０３／０５
０５３１号；カナダのNational Research Councilによる国際公開第０１／９０１９０号
；Instituteof Antibodiesによる国際公開第０３／０２５０２０号（＝欧州特許第１４３
３７９３号）；並びにAblynxN.V.による国際公開第０４／０４１８６７号、国際公開第０
４／０４１８６２号、国際公開第０４／０４１８６５号、国際公開第０４／０４１８６３
号、国際公開第０４／０６２５５１号、国際公開第０５／０４４８５８号、国際公開第０
６／４０１５３号、国際公開第０６／０７９３７２号、国際公開第０６／１２２７８６号
、国際公開第０６／１２２７８７号及び国際公開第０６／１２２８２５号、並びにAblynx
 N.V.によるさらに公開された特許出願を参照する。これらの出願で言及されるさらなる
従来技術、特に国際出願の国際公開第０６／０４０１５３号の４１頁～４３頁で言及され
る参考文献リストも参照する（このリスト及び参考文献は参照により本明細書に援用され
る）。
【０２５５】
　当該技術分野で使用される専門用語（上記の参考文献を参照されたい）に従って、天然
重鎖抗体に存在する可変ドメインは、この可変ドメインを従来の四本鎖抗体に存在する重
鎖可変ドメイン（以下「ＶＨドメイン」と表す）と、及び従来の四本鎖抗体に存在する軽
鎖可変ドメイン（以下、「ＶＬドメイン」と表す）と区別するために、「ＶＨＨドメイン
」とも表される。
【０２５６】
　上記で表された従来技術で言及されるように、ＶＨＨドメインは、単離ＶＨＨドメイン
（並びにこれに基づくナノボディ、これは天然ＶＨＨドメインと、これらの構造的特徴及
び機能的性質を共有する）及びこれを含有するタンパク質を機能的な抗原結合ドメイン又
はタンパク質としての使用に非常に有利なものとする、多くの特有の構造的特徴及び機能
的性質を有する。特に、以下に限定されないが、（軽鎖可変ドメインの非存在下で、及び
これとの相互作用が全くなく、自然に抗原と機能的に結合するように「設計」された）Ｖ

ＨＨドメイン及びナノボディは、単一で比較的小さい機能的な抗原結合構造単位、ドメイ
ン又はタンパク質として機能することができる。このことは、ＶＨＨドメインを従来の四
本鎖抗体のＶＨドメイン及びＶＬドメイン（概してこれら自体は単一抗原結合タンパク質
又はドメインとしての実際の適用に適しておらず、幾つかの形態又は機能的な抗原結合単
位を与えるような別の形態で（例えばＦａｂ断片等の従来の抗体断片、ＶＬドメインと共
有結合するＶＨドメインから成るＳｃＦｖ断片等で）組合せる必要がある）と区別する。
【０２５７】
　これらの特有の性質のために、単一抗原結合タンパク質又は抗原結合ドメインとして（
即ちより大きなタンパク質又はポリペプチド部分として）のＶＨＨドメイン及びナノボデ
ィの使用によって、従来のＶＨドメイン及びＶＬドメイン、ｓｃＦｖ又は従来の抗体断片
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（例えばＦａｂ断片又はＦ（ａｂ’）２断片）の使用に対する多くの多大な利点が与えら
れる：
　単一ドメインだけが、高い親和性及び高い選択性で抗原と結合することが要求されるの
で、２つの分離ドメインを存在させる必要もなく、これらの２つのドメインが正しい空間
的立体構造及び立体構造で存在することを（即ち特別に設計されたリンカー（ｓｃＦｖ等
）の使用によって）確認する必要もない。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは単一遺伝子から発現することができ、翻訳後フォール
ディング又は修飾の必要はない。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、（本明細書でさらに考察されるように）容易に多価
及び多重特異性のフォーマットに遺伝子操作することができる。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、高溶解性であり、凝集しにくい（Ward et al., Nat
ure, Vol. 341, 1989, p. 544で記載されるマウス由来の「ｄＡｂ」等）。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、熱、ｐＨ、プロテアーゼ及び他の変性剤又は条件に
対する安定性が高い（例えばEwert et al（同上）を参照されたい）。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、製造で要求される規模であっても調製するのが容易
であり、かつ比較的安価である。例えば、ＶＨＨドメイン、ナノボディ、及びこれを含有
するタンパク質／ポリペプチドは、微生物発酵を使用して（例えば以下でさらに記載され
るように）製造することができ、哺乳動物の発現系（例えば従来の抗体断片）を使用する
必要がない。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、従来の四本鎖抗体及びその抗原結合断片に比べて比
較的小さい（約１５ｋＤａ、即ち従来のＩｇＧの１０分の１）ため、このような従来の四
本鎖抗体及びその抗原結合断片よりも高い組織（充実性腫瘍及び他の高密度組織を含むが
、これらに限定されない）への浸透性を示す。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、（特に従来のＶＨドメインに比べてＣＤＲ３ループ
が伸長するため）いわゆるキャビティ結合性を示すことができ、したがって従来の四本鎖
抗体及びその抗原結合断片には接近することができない標的及びエピトープに接近するこ
ともできる。例えば、ＶＨＨドメイン及びナノボディは酵素を阻害することができること
が分かっている（例えば国際公開第９７／４９８０５号、Transue et al., Proteins 199
8 Sep 1; 32（4）: 515-22、Lauwereys et al., EMBO J. 1998 Jul1; 17（13）: 3512-20
を参照されたい）。
【０２５８】
　特定の好ましい一態様において、本発明は、ＧＰＣＲに対するナノボディ、及び詳細に
は温血動物由来のＧＰＣＲに対するナノボディ、及びより詳細には哺乳動物由来のＧＰＣ
Ｒに対するナノボディ、及び具体的にヒトＧＰＣＲに対するナノボディ、並びに少なくと
も１つのこのようなナノボディを含むタンパク質及び／又はポリペプチドを提供する。
【０２５９】
　特に、本発明は、ＧＰＣＲに対する従来の抗体又はその断片に比べて、このような従来
の抗体又は抗体断片（Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ＳｃＦｖ構築物、「ダイアボ
ディ」及び他の多重特異性構築物（例えばHolliger and Hudson, Nat Biotechnol. 2005 
Sep; 23（9）: 1126-36による総説を参照されたい）等）に基づき得る構築物に比べて、
及びまた従来の抗体の可変ドメインに由来し得るいわゆる「ｄＡｂ」又は類似の（単一）
ドメイン抗体に比べて、改善した治療特性及び／又は薬理学的特性、及び／又は他の有益
な特性（例えば調製の簡便性の向上、及び／又は製品のコスト低減等）を有するＧＰＣＲ
に対するナノボディ、及びこれを含むタンパク質及び／又はポリペプチドを提供する。こ
れらの改善した有益な特性は、本明細書中のさらなる記載から明らかになり、例えばこれ
らに限定されないが、
　一価フォーマット、多価フォーマット（例えば二価フォーマット）及び／又は多重特異
性のフォーマット（例えば以下で記載の多重特異性のフォーマットの１つ）のいずれかで
のＧＰＣＲに対する親和性及び／又は結合活性の増大、
　例えばインバースアンタゴニストをアンタゴニストと共役させる、アンタゴニストでフ
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ォーマットさせることによるインバースアンタゴニスト作用を増大させる能力等の特別な
特性に関する潜在性の増大（実験部を参照されたい）、
　多価フォーマット（例えば二価フォーマット）でフォーマットするのにより良好な適合
性、
　多重特異性フォーマット（例えば以下で記載の多重特異性のフォーマットの１つ）でフ
ォーマットするのにより良好な適合性、
　「ヒト化」置換（本明細書中で規定）に対する適合性又は感受性の改善；一価フォーマ
ット、多価フォーマット（例えば二価フォーマット）及び／又は多重特異性のフォーマッ
ト（例えば以下で記載の多重特異性のフォーマットの１つ）のいずれかでの免疫原性の低
下、
　一価フォーマット、多価フォーマット（例えば二価フォーマット）及び／又は多重特異
性のフォーマット（例えば以下で記載の多重特異性のフォーマットの１つ）のいずれかで
の安定性の増大、
　一価フォーマット、多価フォーマット（例えば二価フォーマット）及び／又は多重特異
性のフォーマット（例えば以下で記載の多重特異性のフォーマットの１つ）のいずれかで
のＧＰＣＲに対する特異性の増大、
　異なる種由来のＧＰＣＲとの交差反応性の低減又は所望の場合には増大、及び／又は
　一価フォーマット、多価フォーマット（例えば二価フォーマット）及び／又は多重特異
性のフォーマット（例えば以下で記載の多重特異性のフォーマットの１つ）のいずれかで
の薬学的用途（予防的用途及び／又は治療的用途を含む）及び／又は診断的用途（画像化
目的への使用を含むが、これに限定されない）に望ましい、１つ又は複数の他の特性の改
善の１つ又は複数が含まれる。
【０２６０】
　概して本発明のアミノ酸配列に対して本明細書中に記載するように、本発明のナノボデ
ィは、（本明細書中に規定のように）本質的に単離形態であるか、又は（本明細書中に規
定のように）本発明のタンパク質若しくはポリペプチドの一部（１つ又は複数の本発明の
ナノボディを含むか、又は本質的にこれから成っていてもよく、任意で１つ又は複数のさ
らなるアミノ酸配列（任意で全て１つ又は複数の好適なリンカーを介して連結される）を
さらに含んでいてもよい）を形成するのが好ましい。例えば、限定はしないが、１つ又は
複数の本発明のアミノ酸配列は、このようなタンパク質又はポリペプチドにおける結合単
位として使用してもよく、全て本明細書中に記載の本発明の一価、多価又は多重特異性の
ポリペプチドをそれぞれ提供するように、任意で結合単位として（即ちＧＰＣＲ以外の１
つ又は複数の標的に対して）働き得る１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列を含有し得る
。特に、このようなタンパク質又はポリペプチドは、本明細書中にさらに記載の一価、多
価又は多重特異性のナノボディ構築物をそれぞれ提供するように、任意で全て１つ又は複
数の好適なリンカーを介して連結した、１つ又は複数の本発明のナノボディと、任意で１
つ又は複数の（他の）（即ちＧＰＣＲ以外の標的に指向性を有する）ナノボディとを含み
得るか、又は本質的にこれから成り得る。このようなタンパク質又はポリペプチドは、（
本明細書中に規定のように）本質的に単離形態であってもよい。
【０２６１】
　本発明のナノボディにおいて、ＧＰＣＲとの結合に関する結合部位は、ＣＤＲ配列によ
って形成されるのが好ましい。任意で、本発明のナノボディは、ＧＰＣＲとの結合に関す
る少なくとも１つの結合部位の他に、他の抗原、タンパク質又は標的との結合に関する１
つ又は複数のさらなる結合部位を含有してもよい。このような第２の結合部位を導入する
方法及び位置に関しては、例えばKeck and Huston, Biophysical Journal, 71, October 
1996, 2002-2011、欧州特許第０６４０１３０号、国際公開第０６／０７２６０号、及びA
blynx N.V.による２００６年１１月２７日付けで出願された"Immunoglobulindomains wit
h multiple binding sites"と題する米国仮特許出願を参照する。
【０２６２】
　本発明のアミノ酸配列に関して本明細書中に概して記載するように、本発明のナノボデ
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ィ（又はこれを含む本発明のポリペプチド）が、被験体への投与を目的とする場合（例え
ば本明細書中に記載の治療目的及び／又は診断目的）、本発明のナノボディは、ヒトＧＰ
ＣＲに指向性を有するのが好ましいが、獣医学的目的では、治療する種由来のＧＰＣＲに
指向性を有するのが好ましい。また、本発明のアミノ酸配列と同様に、本発明のナノボデ
ィは交差反応性（即ち、ヒトＧＰＣＲ及び本明細書中で言及した種の少なくとも１種の哺
乳動物由来のＧＰＣＲのような２種以上の哺乳動物由来のＧＰＣＲに対する指向性）を有
していても又は有しなくてもよい。
【０２６３】
　また同様に、本発明のアミノ酸配列に関して本明細書中に概して記載するように、本発
明のナノボディは概して、ＧＰＣＲの抗原決定基、エピトープ、部分、ドメイン、サブユ
ニット又は立体構造（適用可能な場合）のいずれかに指向性を有し得る。しかし概して、
本発明のナノボディ（及びこれを含むポリペプチド）は、ＧＰＣＲの少なくとも１つの細
胞外の領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（又はそれらに由来する好適な
ペプチド）に指向性を有する、及び／又はこれに対して誘起されていることが推測され、
また好ましい。
【０２６４】
　本明細書中で既に記載のように、ナノボディのアミノ酸配列及び構造は、これらに限定
されないが、４つのフレームワーク領域即ち「ＦＲ」（又は「ＦＷ」と呼ばれることもあ
る）から構成されていると考えることができ、当該技術分野及び本明細書中でそれぞれ、
「フレームワーク領域１」即ち「ＦＲ１」、「フレームワーク領域２」即ち「ＦＲ２」、
「フレームワーク領域３」即ち「ＦＲ３」及び「フレームワーク領域４」即ち「ＦＲ４」
と称され、このフレームワーク領域の間には、３つの相補性決定領域即ち「ＣＤＲ」が挿
入され、これは当該技術分野でそれぞれ、「相補性決定領域１」即ち「ＣＤＲ１」、「相
補性決定領域２」即ち「ＣＤＲ２」及び「相補性決定領域３」即ち「ＣＤＲ３」と称され
る。本発明のナノボディに存在する、幾つかの好ましいフレームワーク配列及びＣＤＲ（
及びこれらの組合せ）を本明細書中に記載している。他の好適なＣＤＲ配列は、本明細書
中に記載の方法によって得ることができる。
【０２６５】
　本発明の非限定的であるが、好ましい態様によれば、本発明のナノボディ（に存在する
ＣＤＲ配列）は、
　ナノボディが、１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、及び好ましくは１０－７

モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、及びより好ましくは１０－８モル／Ｌ～１０－１２

モル／Ｌの解離定数（ＫＤ）で（即ち１０５Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及び好ま
しくは１０７Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及びより好ましくは１０８Ｌ／モル～１
０１２Ｌ／モルの結合定数（ＫＡ）で）ＧＰＣＲと結合し得るようなもの、及び／又は
　ナノボディが、１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１

ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１、より好ましくは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１

（１０５Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１等）のｋｏｎ速度でＧＰＣＲと結合し得るよ
うなもの、及び／又は
　ナノボディが、１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９ｓ）～１０－６ｓ－１（ｔ１／２が数日
である略不可逆的な複合体の場合）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－１、より
好ましくは１０－３ｓ－１～１０－６ｓ－１（１０－４ｓ－１～１０－６ｓ－１等）のｋ

ｏｆｆ速度でＧＰＣＲと結合し得るようなものである。
【０２６６】
　好ましくは、本発明のナノボディ（に存在するＣＤＲ配列）は、本発明の一価ナノボデ
ィ（又は本発明のナノボディを１つだけ含有するポリペプチド）が、５００ｎＭ未満、好
ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満（５００ｐＭ未満等）の親和性で
ＧＰＣＲと結合するようなものであることが好ましい。
【０２６７】
　例えば本明細書中で言及した、ＫＤ、ＫＡ、ｋｏｆｆ又はｋｏｎを測定する一般的技法
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、及び本明細書中に記載の特定のアッセイの幾つかを使用するそれ自体が既知の方法で、
ＧＰＣＲに対する本発明のナノボディの親和性を求めることができる。
【０２６８】
　本発明のナノボディ（及びこれを含むポリペプチド）とＧＰＣＲとの結合に関する幾つ
かの好ましいＩＣ５０値は、本明細書中のさらなる記載及び実施例から明らかになる。
【０２６９】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、４つのフレームワーク領域（それぞ
れ、ＦＲ１～ＦＲ４）と３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから
成る、ＧＰＣＲに対する（本明細書中に規定の）ナノボディであって、
ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又は
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、及び／又は
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択されるか、又はこのようなアミノ酸配列の任意の好適
な断片である、ナノボディに関する。
【０２７０】
　特に、好ましいが非限定的なこの態様によれば、本発明は、４つのフレームワーク領域
（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３
）とから成る、ヒトＣＸＣＲ４に対する（本明細書中に規定の）ナノボディであって、
ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｃ）配列番号１４２～配列番号１５７、より好ましくは配列番号１４２、配列番号１４
３のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
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ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｆ）配列番号１７４～配列番号１８９、より好ましくは配列番号１７４、配列番号１７
５のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択され、かつ
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミ
ノ酸配列；
　ｉ）配列番号２０６～配列番号２２１、より好ましくは配列番号２０６、配列番号２０
７のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有す
るアミノ酸配列から成る群から選択されるようなもの、又はこのようなアミノ酸配列の任
意の好適な断片である、ナノボディに関する。
【０２７１】
　本発明のアミノ酸配列に関して本明細書で包括的に言及するように本発明のナノボディ
がｂ）及び／又はｃ）によるＣＤＲ１配列を１つ又は複数含有する場合、
　ｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるこのようなＣＤＲにおいて任意のアミノ酸置換は、（本
明細書で規定されるように）対応するａ）によるＣＤＲと比較して、保存的なアミノ酸置
換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるＣＤＲは、対応するａ）によるＣＤＲと比較して、ア
ミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく；及び／又は
　ｉｉｉ）ｂ）及び／又はｃ）によるＣＤＲは、それ自体が既知の１つ又は複数の親和性
成熟技法を用いる親和性成熟によってａ）によるＣＤＲから誘導されるＣＤＲであり得る
。
【０２７２】
　同様に、本発明のナノボディがｅ）及び／又はｆ）によるＣＤＲ２配列を１つ又は複数
含有する場合、
　ｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるこのようなＣＤＲにおいて任意のアミノ酸置換は、（本
明細書で規定されるように）対応するｄ）によるＣＤＲと比較して、保存的なアミノ酸置
換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるＣＤＲは、対応するｄ）によるＣＤＲと比較して、ア
ミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく；及び／又は
　ｉｉｉ）ｅ）及び／又はｆ）によるＣＤＲは、それ自体が既知の１つ又は複数の親和性
成熟技法を用いる親和性成熟によってｄ）によるＣＤＲから誘導されるＣＤＲであり得る
。
【０２７３】
　また同様に、本発明のナノボディがｈ）及び／又はｉ）によるＣＤＲ３配列を１つ又は
複数含有する場合、
　ｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるこのようなＣＤＲにおいて任意のアミノ酸置換は、（本
明細書で規定されるように）対応するｇ）によるＣＤＲと比較して、保存的なアミノ酸置
換であるのが好ましく；及び／又は
　ｉｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるＣＤＲは、対応するｇ）によるＣＤＲと比較して、ア
ミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく；及び／又は
　ｉｉｉ）ｈ）及び／又はｉ）によるＣＤＲは、それ自体が既知の１つ又は複数の親和性
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。
【０２７４】
　直前の３段落は概して、それぞれｂ）、ｃ）、ｅ）、ｆ）、ｈ）又はｉ）によるＣＤＲ
１配列、ＣＤＲ２配列及び／又はＣＤＲ３配列を１つ又は複数含む、任意の本発明のナノ
ボディに適用されると理解すべきである。
【０２７５】
　本発明のナノボディのうち、具体的には上記で明示的に挙げられるＣＤＲを１つ又は複
数含むナノボディが好ましい。より具体的には上記で明示的に挙げられるＣＤＲを２つ以
上含むナノボディが好ましい。最も具体的には上記で明示的に挙げられるＣＤＲを３つ含
むナノボディが好ましい。
【０２７６】
　幾つかの特に好ましいが非限定的なＣＤＲ配列の組合せ、及びＣＤＲ配列とフレームワ
ーク配列との好ましい組合せが以下の表Ａ－１で言及され、これは多くの好ましい（が非
限定的な）本発明のナノボディに存在するＣＤＲ配列及びフレームワーク配列を挙げてい
る。当業者にとって明らかなように、同じクローンで現れるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列
及びＣＤＲ３配列の組合せ（即ち表Ａ－１の同じ行で言及されるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２
配列及びＣＤＲ３配列）が通常好ましい（が、本発明はその最も広範な意味ではこれに限
定されず、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ配列の他の好適な組合せも含む）。また、同じク
ローンで現れるＣＤＲ配列とフレームワーク配列との組合せ（即ち表Ａ－１の同じ行で言
及されるＣＤＲ配列及びフレームワーク配列）が通常好ましい（が、本発明はその最も広
範な意味ではこれに限定されず、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ配列及びフレームワーク配
列の他の好適な組合せ、並びに例えば本明細書でさらに記載されるようなこのようなＣＤ
Ｒ配列と他の好適なフレームワーク配列との組合せも含む）。
【０２７７】
　また、表Ａ－１で言及されるＣＤＲの組合せを含む本発明のナノボディにおいて、それ
ぞれのＣＤＲを、言及されるＣＤＲとの、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０
％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の配列同
一性（本明細書中で規定）を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるＣＤＲに置き
換えることができ、ここで
　ｉ）このようなＣＤＲにおいて任意のアミノ酸置換は、（本明細書で規定されるように
）対応する表Ａ－１で言及されるＣＤＲ配列と比較して、保存的なアミノ酸置換であるの
が好ましく；及び／又は
　ｉｉ）任意のこのようなＣＤＲ配列は、対応する表Ａ－１で言及されるＣＤＲ配列と比
較して、アミノ酸置換だけを含有し、アミノ酸欠失又は挿入は含有しないのが好ましく；
及び／又は
　ｉｉｉ）任意のこのようなＣＤＲ配列は、特に対応する表Ａ－１で言及されるＣＤＲ配
列から、それ自体が既知の親和性成熟技法によって誘導されるＣＤＲである。
【０２７８】
　しかし、当業者にとって明らかなように、表Ａ－１で言及される、ＣＤＲ配列（の組合
せ）、並びにＣＤＲ配列及びフレームワーク配列（の組合せ）が一般的に好ましい。
【０２７９】
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　このため、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣ
ＤＲ３配列の少なくとも１つが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２
配列及びＣＤＲ３配列から成る群から；又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配列
、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの、少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも
９９％の「配列同一性」（本明細書で規定）を有するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣ
ＤＲ３配列それぞれから成る群から；及び／又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１
配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つの
みの「アミノ酸差異」（本明細書で規定）を有するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤ
Ｒ３配列それぞれから成る群から好適に選択される。
【０２８１】
　これに関して、「好適に選択される」とは、規定通りに、それぞれＣＤＲ１配列が好適
なＣＤＲ１配列から（即ち本明細書で規定のように）選択され、ＣＤＲ２配列が好適なＣ
ＤＲ２配列から（即ち本明細書で規定のように）選択され、ＣＤＲ３配列が好適なＣＤＲ
３配列から（即ち本明細書で規定のように）選択されることを意味する。より具体的には
、ＣＤＲ配列は、本発明のナノボディが本明細書に規定のように（さらに本明細書に記載
されるような（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及
び／又はｋｏｆｆ速度、又は代替的にＩＣ５０値として好適に測定される、及び／又は表
される）親和性でＧＰＣＲと結合するように選択されるのが好ましい。
【０２８２】
　特に、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ３配列が少なくとも、表Ａ－１で
挙げられるＣＤＲ３配列から成る群から；又は表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ３配列の少な
くとも１つとの、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少な
くとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ３配
列から成る群から；及び／又は表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの
、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸差異を有するＣＤＲ３配列から成る群から好適
に選択される。
【０２８３】
　好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及び
ＣＤＲ３配列の少なくとも２つが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ
２配列及びＣＤＲ３配列から成る群から；又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配
列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの、少なくとも８０％、好ましく
は少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくと
も９９％の配列同一性を有するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列それぞれか
ら成る群から；及び／又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及
びＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのみの「アミノ酸差異」
を有するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列それぞれから成る群から好適に選
択される。
【０２８４】
　特に、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ３配列が少なくとも、表Ａ－１で
挙げられるＣＤＲ３配列から成る群から；又はそれぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ３配
列の少なくとも１つとの、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好まし
くは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣ
ＤＲ３配列から成る群から好適に選択され；存在するＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列の少
なくとも１つが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列から成る
群から；又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列の少なくとも
１つとの、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも
９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ１配列及び
ＣＤＲ２配列それぞれから成る群から；及び／又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ
１配列及びＣＤＲ２配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸
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差異を有するＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列それぞれから成る群から好適に選択される。
【０２８５】
　最も好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列
及びＣＤＲ３配列の３つ全てが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２
配列及びＣＤＲ３配列から成る群から；又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配列
、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの、少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも
９９％の配列同一性を有するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列それぞれから
成る群から；及び／又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及び
ＣＤＲ３配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸差異を有す
るＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列それぞれから成る群から好適に選択され
る。
【０２８６】
　さらにより好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ
２配列及びＣＤＲ３配列の少なくとも１つが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配
列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列から成る群から好適に選択される。好ましくはこの態
様では、存在する他の２つのＣＤＲ配列の少なくとも１つ、又は好ましくは両方が、表Ａ
－１でそれぞれ挙げられる対応するＣＤＲ配列の少なくとも１つとの、少なくとも８０％
、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましく
は少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列から；及び／又は表Ａ－１でそれぞ
れ挙げられる対応する配列の少なくとも１つとの、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ
酸差異を有するＣＤＲ配列から成る群から好適に選択される。
【０２８７】
　特に、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ３配列が少なくとも、表Ａ－１で
挙げられるＣＤＲ３から成る群から好適に選択される。好ましくはこの態様では、存在す
るＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列の少なくとも１つ、及び好ましくは両方が、表Ａ－１で
それぞれ挙げられるＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列との、少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも
９９％の配列同一性を有するＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列それぞれから成る群から；及
び／又は表Ａ－１でそれぞれ挙げられるＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列の少なくとも１つ
との、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸差異を有するＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配
列それぞれから成る群から好適に選択される。
【０２８８】
　さらにより好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ
２配列及びＣＤＲ３配列の少なくとも２つが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配
列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列から成る群から好適に選択される。好ましくはこの態
様では、存在する残りのＣＤＲ配列が、表Ａ－１で挙げられる対応するＣＤＲ配列の少な
くとも１つとの、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少な
くとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列
から成る群から；及び／又は表Ａ－１で挙げられる対応する配列の少なくとも１つとの、
３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸差異を有するＣＤＲ配列から成る群から好適に選
択される。
【０２８９】
　特に、本発明のナノボディにおいて、ＣＤＲ３配列が少なくとも、表Ａ－１で挙げられ
るＣＤＲ３配列から成る群から好適に選択され、ＣＤＲ１配列又はＣＤＲ２配列のいずれ
かが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列から成る群から好適
に選択される。好ましくは、この態様において、存在する残りのＣＤＲ配列が、表Ａ－１
で挙げられる対応するＣＤＲ配列の少なくとも１つとの、少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより好ましくは少なくとも
９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列から成る群から；及び／又は表Ａ－１で挙げられ
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る対応するＣＤＲ配列との、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸差異を有するＣＤＲ
配列から成る群から好適に選択される。
【０２９０】
　さらにより好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ
２配列及びＣＤＲ３配列の３つ全てが、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列、Ｃ
ＤＲ２配列及びＣＤＲ３配列から成る群から好適に選択される。
【０２９１】
　また概して、表Ａ－１で挙げられるＣＤＲの組合せ（即ち表Ａ－１の同じ行で言及され
るもの）が好ましい。このため概して、本発明のナノボディにおけるＣＤＲが、表Ａ－１
で言及されるＣＤＲ配列であるか、又は表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ配列との、少なくと
も８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらにより
好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列から成る群から；及び／又
は表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ配列との、３つ、２つ若しくは１つのみのアミノ酸差異を
有するＣＤＲ配列から成る群から好適に選択される場合、他のＣＤＲの少なくとも１つ、
好ましくは両方が、表Ａ－１における同じ組合せ（即ち表Ａ－１の同じ行で言及されるも
の）に属するＣＤＲ配列から好適に選択されるか、又は同じ組合せに属するＣＤＲ配列（
複数可）との、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なく
とも９５％、さらにより好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列か
ら成る群から；及び／又は同じ組合せに属するＣＤＲ配列（複数可）との、３つ、２つ若
しくは１つのみのアミノ酸差異を有するＣＤＲ配列から成る群から好適に選択されること
が好ましい。上記の段落で示される他の好ましい実施形態（preferences）は、表Ａ－１
で言及されるＣＤＲ配列の組合せにも適用される。
【０２９２】
　このため、非限定的な例により、本発明のナノボディは例えば、表Ａ－１で言及される
ＣＤＲ１配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有するＣＤＲ１配列と、表Ａ－１で
言及される（が、異なる組合せに属する）ＣＤＲ２配列の１つとの、３つ、２つ若しくは
１つのアミノ酸差異を有するＣＤＲ２配列と、ＣＤＲ３配列とを含むことができる。
【０２９３】
　幾つかの好ましい本発明のナノボディは例えば、（１）表Ａ－１で言及されるＣＤＲ１
配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有するＣＤＲ１配列、表Ａ－１で言及される
（が、異なる組合せに属する）ＣＤＲ２配列の１つとの、３つ、２つ若しくは１つのアミ
ノ酸差異を有するＣＤＲ２配列、及び表Ａ－１で言及される（が、異なる組合せに属する
）ＣＤＲ３配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有するＣＤＲ３配列；又は（２）
表Ａ－１で言及されるＣＤＲ１配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有するＣＤＲ
１配列、ＣＤＲ２配列、及び表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ３配列の１つ；又は（３）ＣＤ
Ｒ１配列、表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ２配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有
するＣＤＲ２配列、及びＣＤＲ２配列と同じ組合せに属する、表Ａ－１で言及されるＣＤ
Ｒ３配列との、３つ、２つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するＣＤＲ３配列を含み得る
。
【０２９４】
　幾つかの特に好ましい本発明のナノボディは例えば以下のものを含み得る：
（１）表Ａ－１で言及されるＣＤＲ１配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有する
ＣＤＲ１配列；同じ組合せに属する、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ２配列との、３つ、２
つ若しくは１つのアミノ酸差異を有するＣＤＲ２配列；及び同じ組合せに属する、表Ａ－
１で言及されるＣＤＲ３配列との８０％を超える配列同一性を有するＣＤＲ３配列；又は
（２）ＣＤＲ１配列、表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ２、及び表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ
３配列（ここでＣＤＲ２配列とＣＤＲ３配列とは異なる組合せに属し得る）。
【０２９５】
　幾つかのさらにより好ましい本発明のナノボディは例えば以下のものを含み得る：
（１）表Ａ－１で言及されるＣＤＲ１配列の１つとの８０％を超える配列同一性を有する
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ＣＤＲ１配列；同じ組合せに属する、表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ２配列；及び異なる組
合せに属する、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ３配列；又は（２）表Ａ－１で言及されるＣ
ＤＲ１配列；同じ組合せに属する、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ２配列との、３つ、２つ
若しくは１つのアミノ酸差異を有するＣＤＲ２配列；及び同じ若しくは異なる組合せに属
する、表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ３配列との８０％を超える配列同一性を有するＣＤＲ
３配列。
【０２９６】
　特に好ましい本発明のナノボディは例えば、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ１配列と、同
じ組合せに属する、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ２配列との８０％を超える配列同一性を
有するＣＤＲ２配列と、同じ組合せに属する、表Ａ－１で言及されるＣＤＲ３配列とを含
み得る。
【０２９７】
　最も好ましい本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及び
ＣＤＲ３配列が、それぞれ表Ａ－１で挙げられるＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列及びＣＤＲ
３配列の組合せの１つから好適に選択される。
【０２９８】
　別の好ましいが非限定的な本発明の態様によれば、（ａ）ＣＤＲ１は１個～１２個のア
ミノ酸残基、通常２個～９個のアミノ酸残基、例えば５個、６個又は７個のアミノ酸残基
の長さを有し、及び／又は（ｂ）ＣＤＲ２は１３個～２４個のアミノ酸残基、通常１５個
～２１個のアミノ酸残基、例えば１６個又は１７個のアミノ酸残基の長さを有し、及び／
又は（ｃ）ＣＤＲ３は２個～３５個のアミノ酸残基、通常３個～３０個のアミノ酸残基、
例えば６個～２３個のアミノ酸残基の長さを有する。
【０２９９】
　別の好ましいが非限定的な態様では、本発明は、ＣＤＲ配列（本明細書で規定）が、配
列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のア
ミノ酸配列の少なくとも１つのＣＤＲ配列との、８０％超、好ましくは９０％超、より好
ましくは９５％超、例えば９９％以上の配列同一性（本明細書で規定）を有するナノボデ
ィに関する。
【０３００】
　概して、上記のＣＤＲ配列を有するナノボディが、本明細書でさらに記載されるような
ものであり、好ましくは同様に本明細書でさらに記載されるようなものであるフレームワ
ーク配列を有し得る。このため、例えば本明細書で言及されるようにこのようなナノボデ
ィは、（任意の好適な種由来の）天然のナノボディ、天然の（即ち好適なラクダ科動物種
由来の）ＶＨＨ配列、又は合成若しくは半合成のアミノ酸配列若しくはナノボディ（部分
ヒト化ナノボディ又はＶＨＨ配列、完全ヒト化ナノボディ又はＶＨＨ配列、ラクダ化重鎖
可変ドメイン配列が挙げられるが、これらに限定されない）、及び本明細書で言及される
技法により得られたナノボディであり得る。
【０３０１】
　このため、具体的であるが非限定的な一態様において、本発明は、４つのフレームワー
ク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領域（それぞれ、ＣＤＲ１～
ＣＤＲ３）とから成るヒト化ナノボディであって、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３は本明細書で規定
されるようなものであり、上記ヒト化ナノボディは、少なくとも１つのヒト化置換（本明
細書で規定）、具体的にはそのフレームワーク配列（本明細書で規定）の少なくとも１つ
に少なくとも１つのヒト化置換を含む、ヒト化ナノボディに関する。
【０３０２】
　別の好ましいが非限定的な態様において、本発明は、ＣＤＲ配列が、配列番号２３８～
配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列のう
ちの少なくとも１つのＣＤＲ配列との、少なくとも７０％のアミノ酸同一性、好ましくは
少なくとも８０％のアミノ酸同一性、より好ましくは少なくとも９０％のアミノ酸同一性
、例えば９５％若しくはそれ以上のアミノ酸同一性、又はさらに本質的に１００％のアミ
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ノ酸同一性を有するナノボディに関する。このアミノ酸同一性の程度は例えば、上記のナ
ノボディと配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番
号２３９の配列の１つ又は複数との間のアミノ酸同一性の程度を（本明細書で記載のよう
に）求めることにより決定することができ、ここでフレームワーク領域を形成するアミノ
酸残基は無視する。このようなナノボディは本明細書でさらに説明されるようなものであ
り得る。
【０３０３】
　別の好ましいが非限定的な態様において、本発明は、配列番号２３８～配列番号２５３
、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９から成る群から、又は配列番号２３
８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列
の少なくとも１つとの、８０％超、好ましくは９０％超、より好ましくは９５％超、例え
ば９９％以上の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列から成る群から選択
されるアミノ酸配列を有するナノボディに関する。
【０３０４】
　別の好ましいが非限定的な本発明の態様は、対応する天然ＶＨＨ配列と比較して、少な
くとも１つのヒト化置換（本明細書で規定）、具体的にはそのフレームワーク配列（本明
細書で規定）の少なくとも１つに少なくとも１つのヒト化置換を含む、配列番号２３８～
配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノボディのヒト
化変異体に関する。
【０３０５】
　本発明のポリペプチドは少なくとも１つの本発明のナノボディを含むか、又はこれから
本質的に成る。このため別の好ましいが非限定的な態様では、本発明は配列番号２３８～
配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９から成る群から、又
は配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９
のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、８０％超、好ましくは９０％超、より好ましくは
９５％超、例えば９９％以上の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列から
成る群から選択される少なくとも１つのナノボディを含むか、又はこれから本質的に成る
ポリペプチドに関する。このため別の好ましいが非限定的な態様では、本発明は配列番号
２６１～配列番号２６４、より好ましくは配列番号２６３、配列番号２６４のアミノ酸配
列を含むか、又はこれから本質的に成るポリペプチドに関する。
【０３０６】
　「好ましい」（又は「より好ましい」、「さらにより好ましい」等）と本明細書中で言
及されるナノボディが、本明細書中に記載のポリペプチドで使用するのにも好ましい（又
はより好ましい、又はさらにより好ましい等）ことは、当業者にとって明らかである。こ
のように概して、１つ又は複数の「好ましい」本発明のナノボディを含むか、又はこれか
ら本質的に成るポリペプチドが好ましく、概して１つ又は複数の「より好ましい」本発明
のナノボディを含むか、又はこれから本質的に成るポリペプチドがより好ましく、他も同
様である。
【０３０７】
　概して、単一のナノボディ（本発明の単一のナノボディ等）を含むか、又はこれから本
質的に成るタンパク質又はポリペプチドは、本明細書で「一価」タンパク質若しくはポリ
ペプチド、又は「一価構築物」と呼ばれる。２つ以上のナノボディ（少なくとも２つの本
発明のナノボディ、又は少なくとも１つの本発明のナノボディ及び少なくとも１つの他の
ナノボディ等）を含むか、又はこれから本質的に成るタンパク質及びポリペプチドは、本
明細書で「多価」タンパク質若しくはポリペプチド、又は「多価構築物」と呼ばれ、これ
らは、対応する本発明の一価のナノボディに比べて或る特定の利点を与え得る。このよう
な多価構築物の幾つかの非限定的な例は、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０３０８】
　具体的であるが、非限定的な一態様によれば、本発明のポリペプチドは、少なくとも２
つの本発明のナノボディ、例えば２つ又は３つの本発明のナノボディを含むか、又はこれ
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から本質的に成る。本明細書中にさらに記載のように、このような多価構築物は、本発明
の単一ナノボディを含むか、又はこれから本質的に成るタンパク質又はポリペプチドに比
べて、ＧＰＣＲに対する結合活性が大きく改善するというような、或る特定の利点を与え
ることができる。このような多価構築物は、本明細書中の開示に基づき当業者にとって明
らかであり、例えば配列番号２６１、配列番号２６２のアミノ酸配列を含むか、又はこれ
から本質的に成るポリペプチドである。
【０３０９】
　具体的であるが、非限定的な別の態様によれば、本発明のポリペプチドは、少なくとも
１つの本発明のナノボディと、少なくとも１つの他の結合単位（即ち別のエピトープ、抗
原、標的、タンパク質又はポリペプチドに指向性を有する）とを含むか、又は本質的にこ
れから成り、これは好ましくはナノボディでもある。このようなタンパク質又はポリペプ
チドは、本明細書中で「多重特異性」タンパク質若しくはポリペプチド、又は「多重特異
性構築物」とも称され、これらは、（好ましいが非限定的な幾つかの多重特異性構築物の
本明細書中のさらなる考察から明らかになるように）対応する本発明の一価ナノボディに
比べて或る特定の利点を与え得る。このような多重特異性構築物は、本明細書中の開示に
基づき当業者にとって明らかであり、例えば配列番号２６３、配列番号２６４のアミノ酸
配列を含むか、又はこれから本質的に成るポリペプチドである。
【０３１０】
　具体的であるが、非限定的なさらに別の態様によれば、本発明のポリペプチドは、少な
くとも１つの本発明のナノボディと、任意で１つ又は複数のさらなるナノボディと、本発
明のナノボディに及び／又は得られた融合タンパク質に少なくとも１つの所望の特性を与
える少なくとも１つの他のアミノ酸配列（タンパク質又はポリペプチド等）とを含むか、
又はこれから本質的に成る。ここでも同様に、このような融合タンパク質は、対応する本
発明の一価ナノボディに比べて或る特定の利点を与え得る。このようなアミノ酸配列及び
このような融合構築物の幾つかの非限定的な例は、本明細書中のさらなる記載から明らか
になる。
【０３１１】
　例えば２つ以上の上記の態様を組合せて、２つの本発明のナノボディと、１つの他のナ
ノボディと、任意で１つ又は複数の他のアミノ酸配列とを含む三価の二重特異性構築物を
提供することも可能である。このような構築物、及び本発明の関連内で特に好ましい幾つ
かの構築物のさらなる非限定的な例は、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０３１２】
　上記の構築物において、１つ又は複数のナノボディ及び／又は他のアミノ酸配列は、互
いに直接連結しても、及び／又は１つ又は複数のリンカー配列を介して互いに好適に連結
してもよい。このようなリンカーの幾つかの好ましいが非限定的な例は、本明細書中のさ
らなる記載から明らかになる。
【０３１３】
　具体的な本発明の一態様において、本発明のナノボディ、又は本発明のナノボディを少
なくとも１つ含む、本発明の化合物、構築物若しくはポリペプチドの半減期は、対応する
本発明のアミノ酸配列に比べて増大し得る。このようなナノボディ、化合物及びポリペプ
チドの幾つかの好ましいが非限定的な例は、本明細書中のさらなる開示に基づき、当業者
にとって明らかになり、例えば（例えばペグ化によって）半減期が増大するように化学修
飾した本発明のナノボディ配列又はポリペプチド；血清タンパク質（血清アルブミン等、
例えば２００６年１１月２７日付でAblynx N.V.により出願された"Immunoglobulindomain
s with multiple binding sites"と題する米国仮特許出願を参照する）との結合に関する
さらなる結合部位を少なくとも１つ含む本発明のアミノ酸配列；又は本発明のナノボディ
の半減期を増大させる、少なくとも１つの部分（特に少なくとも１つのアミノ酸配列）と
連結する本発明のナノボディを少なくとも１つ含む本発明のポリペプチドを含む。このよ
うな半減期を延ばす部分又はアミノ酸配列を含む本発明のポリペプチドの例は、本明細書
中のさらなる開示に基づき、当業者にとって明らかになり、例えば１つ又は複数の本発明
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のナノボディが、１つ又は複数の血清タンパク質若しくはその断片（血清アルブミン又は
その好適な断片等）と、又は血清タンパク質と結合することができる、１つ又は複数の結
合単位（例えば血清アルブミン等の血清タンパク質、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、又
はトランスフェリンと結合することができるナノボディ又は（単一）ドメイン抗体等）と
好適に連結するポリペプチド；本発明のナノボディがＦｃ部分（ヒトＦｃ等）又はその好
適な部分若しくは断片と連結するポリペプチド；又は１つ若しくは複数の本発明のナノボ
ディが、血清タンパク質と結合することができる、１つ又は複数の小タンパク質又はペプ
チドと好適に連結するポリペプチドが挙げられるが、これらに限定されない（例えば国際
公開第９１／０１７４３号、国際公開第０１／４５７４６号、国際公開第０２／０７６４
８９号、及び２００６年１２月５日付で出願したAblynx N.V.の"Peptides capable ofbin
ding to serum proteins"と題したAblynx N.V.の米国仮特許出願に記載のタンパク質及び
ペプチドであるが、これに限定されない）。
【０３１４】
　さらに、当業者にとって明らかなように、このようなナノボディ、化合物、構築物又は
ポリペプチドは、三重特異性又は多重特異性ナノボディ構築物を提供するように、１つ又
は複数のさらなる基、残基、部位、又は結合単位（例えば１つ又は複数のさらなるアミノ
酸配列及び特に１つ又は複数のさらなる（即ちＧＰＣＲに指向性を有しない）ナノボディ
）を含有し得る。
【０３１５】
　概して、半減期が増大した本発明のナノボディ（又はこれを含む化合物、構築物若しく
はポリペプチド）は、対応する本発明のアミノ酸配列自体の半減期の少なくとも１．５倍
、好ましくは少なくとも２倍（少なくとも５倍等）、例えば少なくとも１０倍又は２０倍
を超える半減期を有するのが好ましい。例えば、半減期が増大した本発明のナノボディ、
化合物、構築物又はポリペプチドは、対応する本発明のアミノ酸配列自体に比べて、半減
期が１時間を超えて、好ましくは２時間を超えて、より好ましくは６時間を超えて（１２
時間等を超えて）、又はさらに２４時間、４８時間若しくは７２時間を超えて増大し得る
。
【０３１６】
　好ましいが非限定的な本発明の一態様において、このような本発明のナノボディ、化合
物、構築物又はポリペプチドは、少なくとも約１２時間、好ましくは少なくとも２４時間
、より好ましくは少なくとも４８時間、さらにより好ましくは少なくとも７２時間以上の
ヒトにおける血清半減期を示す。例えば本発明の化合物又はポリペプチドは、少なくとも
５日（約５日～１０日等）、好ましくは少なくとも９日（約９日～１４日等）、より好ま
しくは少なくとも約１０日（約１０日～１５日等）、若しくは少なくとも約１１日（約１
１日～１６日等）、より好ましくは少なくとも約１２日（約１２日～１８日以上等）、又
は１４日超（約１４日～１９日等）の半減期を有し得る。
【０３１７】
　本発明の別の一態様では、本発明のポリペプチドは、得られた本発明のポリペプチドが
血液脳関門を横断するのを可能にする１つ又は複数（例えば２つ及び好ましくは１つ）の
アミノ酸配列に連結する（任意で１つ又は複数の好適なリンカー配列を介して）、１つ又
は複数（例えば２つ又は好ましくは１つ）の本発明のナノボディを含む。特に、得られた
本発明のポリペプチドが血液脳関門を横断するのを可能にする上記１つ又は複数のアミノ
酸配列は、１つ又は複数の（例えば２つ及び好ましくは１つ）ナノボディ、例えば、国際
公開第０２／０５７４４５号に記載のナノボディ（好ましい例は、ＦＣ４４（国際公開第
０６／０４０１５３号の配列番号１８９）及びＦＣ５（国際公開第０６／０４０１５４号
の配列番号１９０）である）であり得る。
【０３１８】
　特に、本発明のナノボディを１つ又は複数含むポリペプチドは、
　１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、及び好ましくは１０－７モル／Ｌ～１０
－１２モル／Ｌ以下、及びより好ましくは１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌの解離
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定数（ＫＤ）で（即ち１０５Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及び好ましくは１０７Ｌ
／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及びより好ましくは１０８Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル
の結合定数（ＫＡ）で）ＧＰＣＲと結合するようなもの、及び／又は
　１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１ｓ－１～１０７

Ｍ－１ｓ－１、より好ましくは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１（１０５Ｍ－１

ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１等）のｋｏｎ速度でＧＰＣＲと結合するようなもの、及び／
又は
　１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９ｓ）～１０－６ｓ－１（ｔ１／２が数日である略不可逆
的な複合体の場合）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－１、より好ましくは１０
－３ｓ－１～１０－６ｓ－１（１０－４ｓ－１～１０－６ｓ－１等）のｋｏｆｆ速度でＧ
ＰＣＲと結合するようなものであるのが好ましい。
【０３１９】
　好ましくは、本発明のアミノ酸配列を１つだけ含有するポリペプチドが、５００ｎＭ未
満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満（５００ｐＭ未満等）の親
和性でＧＰＣＲと結合するようなものであるのが好ましい。これに対して、本発明のナノ
ボディを２つ以上含有するポリペプチドは、本発明のアミノ酸配列を１つだけ含有するポ
リペプチドに比べて、増大した結合活性でＧＰＣＲと結合することができることが当業者
には明らかである。
【０３２０】
　本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドとＧＰＣＲとの結合に関する幾つかの好ましい
ＩＣ５０値は、本明細書のさらなる記載及び実施例から明らかになる。
【０３２１】
　本発明の別の態様は、本発明のナノボディをコードする核酸、又はこれを含む本発明の
ポリペプチドに関する。さらに、本発明の核酸に関して本明細書中に概して記載するよう
に、このような核酸は、本明細書中に規定のように遺伝子構築物の形態であり得る。
【０３２２】
　別の態様では本発明は、本発明のナノボディ及び／又はこれを含む本発明のポリペプチ
ドを発現するか、又は発現することができる、及び／又は本発明の核酸を含有する宿主又
は宿主細胞に関する。このような宿主又は宿主細胞の幾つかの好ましいが非限定的な例は
、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０３２３】
　本発明の別の態様は、少なくとも１つの本発明のナノボディと、少なくとも１つの本発
明のポリペプチド及び／又は少なくとも１つの本発明の核酸と、任意で（即ち組成物の使
用目的に応じて）それ自体が既知のこのような組成物の１つ又は複数のさらなる構成要素
とを含有するか又は含む生成物又は組成物に関する。このような生成物又は組成物は例え
ば、（本明細書に記載の）薬学的組成物、獣医学的組成物又は（同様に本明細書に記載の
）診断用途のための生成物若しくは組成物であり得る。このような生成物又は組成物の幾
つかの好ましいが非限定的な例は、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０３２４】
　本発明はさらに、本明細書中に記載のナノボディ、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、生
成物及び組成物を調製又は生成する方法に関する。このような方法の幾つかの好ましいが
非限定的な例は、本明細書中のさらなる記載から明らかになる。
【０３２５】
　本発明はさらに、本明細書中に記載のナノボディ、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、生
成物及び組成物の適用及び使用、並びにＧＰＣＲに関連する疾患及び障害を予防及び／又
は治療する方法に関する。幾つかの好ましいが非限定的な適用及び使用は、本明細書中の
さらなる記載から明らかになる。
【０３２６】
　また本発明の他の態様、実施形態、利点及び用途は、本明細書の以下のさらなる記載か
ら明らかになる。
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【０３２７】
　概して、最も広範な意味で本明細書で使用されるナノボディという用語は、特定の生物
学的供給源又は特定の調製方法に限定されないことに留意すべきである。例えば、以下で
より詳細に考察されるように、本発明のナノボディは概して、（１）天然の重鎖抗体のＶ

ＨＨドメインを単離することによって、（２）天然のＶＨＨドメインをコードするヌクレ
オチド配列の発現によって、（３）天然ＶＨＨドメインの（本明細書に記載の）「ヒト化
」によって、又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って、（
４）任意の動物種、特に哺乳動物種（例えばヒト）由来の天然ＶＨドメインの（本明細書
に記載の）「ラクダ化」によって、又はこのようなラクダ化ＶＨドメインをコードする核
酸の発現によって、（５）Ward et al（同上）によって記載されるような「ドメイン抗体
」即ち「Ｄａｂ」の「ラクダ化」によって、又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って、（６）それ自体が既知である、タンパク質、ポリペプチド又
は他のアミノ酸配列を調製するのに合成技法又は半合成技法を使用することによって、（
７）それ自体が既知である核酸合成技法を使用して、ナノボディをコードする核酸を調製
した後、このようにして得られた核酸を発現することによって、及び／又は（８）上記の
１つ又は複数の任意の組合せによって得ることができる。上記を実施するのに好適な方法
及び技法は、本明細書中の開示に基づいて当業者にとって明らかであり、例えば本明細書
でより詳細に記載される方法及び技法を含む。
【０３２８】
　１つの好ましい群のナノボディは、ＧＰＣＲに指向性を有する天然重鎖抗体のＶＨＨド
メインに対応する。本明細書にさらに記載されるように、このようなＶＨＨ配列は概して
、ＧＰＣＲをラクダ科動物種に好適に（即ち免疫応答及び／又はＧＰＣＲに指向性を有す
る重鎖抗体を誘起するように）免疫付与することによって、上記ラクダ科動物由来の好適
な生体試料（例えば血液試料、血清試料又はＢ細胞の試料）を得ることによって、及びそ
れ自体が既知の任意の好適な技法を使用して、上記試料からＧＰＣＲに指向性を有するＶ

ＨＨ配列を生成することによって、生成又は入手することができる。このような技法は、
当業者にとって明らかであり、及び／又は本明細書でさらに記載される。
【０３２９】
　代替的に、ＧＰＣＲに対するこのような天然ＶＨＨドメインは、例えばそれ自体が既知
の１つ又は複数のスクリーニング技法を用いて、ＧＰＣＲ、又は少なくともその一部分、
断片、抗原決定基若しくはエピトープを使用して、このようなライブラリをスクリーニン
グすることによってラクダ科動物のＶＨＨ配列のナイーブライブラリから得ることができ
る。このようなライブラリ及び技法は例えば、国際公開第９９／３７６８１号、国際公開
第０１／９０１９０号、国際公開第０３／０２５０２０号及び国際公開第０３／０３５６
９４号に記載されている。代替的に、ナイーブＶＨＨライブラリ由来の改良型の合成ライ
ブラリ又は半合成ライブラリ（例えばランダム突然変異誘発及び／又はＣＤＲシャッフリ
ング（例えば国際公開第００／４３５０７号に記載されているようなもの）等の技法によ
って、ナイーブＶＨＨライブラリから得られるＶＨＨライブラリ）を使用してもよい。
【０３３０】
　このように、別の態様において、本発明は、ＧＰＣＲに指向性を有するナノボディを生
成する方法に関する。一態様では、上記方法は少なくとも、
　ａ）ナノボディ配列のセット、コレクション又はライブラリを準備する工程と、
　ｂ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有するナ
ノボディ配列に関して、上記のナノボディ配列のセット、コレクション又はライブラリを
スクリーニングする工程と、
　ｃ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有するア
ミノ酸配列（複数可）を単離する工程とを含む。
【０３３１】
　このような方法では、ナノボディ配列のセット、コレクション又はライブラリは、ナノ
ボディ配列のナイーブセット、ナイーブコレクション又はナイーブライブラリ、ナノボデ
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ィ配列の合成又は半合成のセット、コレクション又はライブラリ、及び／又は親和性成熟
を受けているナノボディ配列のセット、コレクション又はライブラリであり得る。
【０３３２】
　この方法の好ましい一態様では、ナノボディ配列のセット、コレクション又はライブラ
リは、ＧＰＣＲ、又はこれに基づく若しくはこれに由来する好適な抗原決定基（例えばそ
の抗原の部分、断片、領域、ドメイン、ループ又は他のエピトープ）を好適に免疫付与し
たラクダ科動物種に由来している、ナノボディ配列の免疫セット、免疫コレクション又は
免疫ライブラリ、特にＶＨＨ配列の免疫セット、免疫コレクション又は免疫ライブラリで
あり得る。特定の一態様では、上記抗原決定基は、細胞外の部分、領域、ドメイン、ルー
プ又は他の細胞外エピトープ（複数可）であり得る。
【０３３３】
　上記の方法において、ナノボディ配列又はＶＨＨ配列のセット、コレクション又はライ
ブラリは、スクリーニングを容易にするように、ファージ、ファージミド、リボソーム又
は好適な微生物（酵母等）上に提示してもよい。ナノボディ配列（のセット、コレクショ
ン又はライブラリ）を提示及びスクリーニングするのに好適な方法、技法及び宿主生物は
、例えば本明細書中のさらなる開示に基づいて当業者にとって明らかである。国際公開第
０３／０５４０１６号及びNature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116（2005）におけるHo
ogenboomによる総説も参照する。
【０３３４】
　別の態様において、ナノボディ配列を生成する方法は、
　ａ）免疫グロブリン配列を発現するラクダ科動物種由来の細胞のコレクション又は試料
を準備する工程と、
　ｂ）（ｉ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有
する免疫グロブリン配列を発現する細胞、（ｉｉ）重鎖抗体を発現する細胞に関して上記
細胞のコレクション又は試料をスクリーニングする工程であって、ＧＰＣＲと結合するこ
とができる、及び／又はＧＰＣＲに対して親和性を有する重鎖抗体を発現する細胞を少な
くとも１つ提供するように、本質的に単一のスクリーニング工程として、又は２つの別々
のスクリーニング工程として任意の好適な順番で下位工程（ｉ）及び（ｉｉ）を実施する
ことができる、スクリーニングする工程と、
　ｃ）（ｉ）上記重鎖抗体に存在するＶＨＨ配列を上記細胞から単離する工程、又は（ｉ
ｉ）上記重鎖抗体に存在するＶＨＨ配列をコードする核酸配列を上記細胞から単離した後
、上記ＶＨＨドメインを発現する工程のいずれかとを少なくとも含む。
【０３３５】
　別の態様において、ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４又はヒトＣＸＣＲ７に指向性を有
するナノボディ配列を生成する方法が以下の工程を少なくとも含む：
　ａ．所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可
）に対する免疫応答が誘起されるように、ラクダ科動物に所望の細胞外の部分、領域、ド
メイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数可）を含む好適な抗原、又はこれに
由来する若しくはこれに基づく好適なペプチドを好適に免疫付与する工程。抗原は、所望
の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）に対する
免疫応答を誘起することが可能な任意の好適な抗原；例えば例示的でありこれに限定され
ないが、生きた状態で、かつその天然立体構造における表面上で所望の細胞外の部分、領
域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を過剰発現する全細胞；この
細胞壁断片若しくはこのような細胞に由来する任意の他の好適な調製物；その表面上に所
望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を有す
る小胞；所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（
複数可）を含む、ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７のサブユニ
ット若しくはサブユニットの断片；又は所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若
しくは他の細胞外エピトープ（複数可）（のアミノ酸配列）を含む及び／又はこれに基づ
く合成若しくは半合成のペプチド；より好ましくは生きた状態で、かつその天然立体構造
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における表面上で所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトー
プ（複数可）を過剰発現する全細胞（例えばＨＥＫ２９３）であり得る。
　ｂ．上記ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７を過剰発現する異
なる（免疫付与に使用したもの以外の）幾つかの細胞型の細胞膜調製物を使用して、所望
の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）との結合
に関して選択する工程。これは例えば、表面上で重鎖抗体を発現する細胞（例えば好適に
免疫付与したラクダ科動物から得られたＢ細胞）のセット、コレクション若しくはライブ
ラリから選択すると共に、例えば１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１の細胞型、及び例
えば２回目の選択で例えばＣＯＳ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用するこ
と、例えば１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１の細胞型、及び例えば２回目の選択で例
えばＣＯＳ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用することによってＶＨＨ配列
若しくはナノボディ配列の（ナイーブ又は免疫）ライブラリから選択すること、又は例え
ば１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１の細胞型、及び例えば２回目の選択で例えばＣＯ
Ｓ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用することによってＶＨＨ配列若しくは
ナノボディ配列をコードする核酸配列の（ナイーブ又は免疫）ライブラリから選択するこ
とにより実施することができ、これらは全てそれ自体が既知の方法で実施してもよい。
　ｃ．任意で洗浄剤を用いずにＰＢＳ等のバッファーで穏やかに洗浄する工程。この方法
はさらに任意でそれ自体が既知の他の好適な工程、例えば例示的でありこれに限定されな
いが、親和性成熟工程、所望のアミノ酸配列を発現する工程、所望の抗原（この場合、Ｇ
ＰＣＲ）との結合及び／又はこれに対する活性に関してスクリーニングする工程、所望の
アミノ酸配列又はヌクレオチド配列を決定する工程、（例えば本明細書でさらに記載のよ
うに）１つ又は複数のヒト化置換を導入する工程、好適な多価及び／又は多重特異性フォ
ーマットでフォーマットする工程、所望の生物学的及び／又は生理学的特性に関してスク
リーニングする（即ち本明細書で記載されるような好適なアッセイを使用する）工程、及
び／又は１つ又は複数のこのような工程の任意の好適な組合せを１つ又は複数任意の好適
な順番で含んでいてもよい。
【０３３６】
　別の態様において、膜貫通タンパク質に指向性を有するナノボディ配列を生成する方法
が以下の工程を少なくとも含む：
　ａ．所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可
）に対する免疫応答が誘起されるように、ラクダ科動物に所望の細胞外の部分、領域、ド
メイン、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数可）を含む好適な抗原、又はこれに
由来する若しくはこれに基づく好適なペプチドを好適に免疫付与する工程。抗原は、所望
の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）に対する
免疫応答を誘起することが可能な任意の好適な抗原；例えば例示的でありこれに限定され
ないが、生きた状態で、かつその天然立体構造における表面上で所望の細胞外の部分、領
域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を過剰発現する全細胞；この
細胞壁断片若しくはこのような細胞に由来する任意の他の好適な調製物；その表面上に所
望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を有す
る小胞；膜貫通タンパク質、特に所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ若しくは
他の細胞外エピトープ（複数可）を含む、（少なくとも本願が出願された時点で）他の「
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」系では天然立体構造を再現することができない多重膜貫通タンパク質
のサブユニット若しくはサブユニットの断片；又は所望の細胞外の部分、領域、ドメイン
、ループ若しくは他の細胞外エピトープ（複数可）（のアミノ酸配列）を含む及び／又は
これに基づく合成若しくは半合成のペプチド；より好ましくは生きた状態で、かつその天
然立体構造における表面上で所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞
外エピトープ（複数可）を過剰発現する全細胞（例えばＨＥＫ２９３）であり得る。
　ｂ．上記膜貫通タンパク質、特に（少なくとも本願が出願された時点で）他の「ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ」系では天然立体構造を再現することができない多重膜貫通タンパク質を過剰
発現する異なる（免疫付与に使用したもの以外の）幾つかの細胞型の細胞膜調製物を使用
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して、所望の細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可
）との結合に関して選択する工程。これは例えば、表面上で重鎖抗体を発現する細胞（例
えば好適に免疫付与したラクダ科動物から得られたＢ細胞）のセット、コレクション若し
くはライブラリから選択すると共に、例えば１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１の細胞
型、及び例えば２回目の選択で例えばＣＯＳ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を
使用すること、例えば１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１の細胞型、及び例えば２回目
の選択で例えばＣＯＳ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用することによって
ＶＨＨ配列若しくはナノボディ配列の（ナイーブ又は免疫）ライブラリから選択すること
、又は例えば１回目の選択で例えばＣＨＯ等の第１の細胞型、及び例えば２回目の選択で
例えばＣＯＳ－７細胞等の第２の細胞型の細胞膜調製物を使用することによってＶＨＨ配
列若しくはナノボディ配列をコードする核酸配列の（ナイーブ又は免疫）ライブラリから
選択することにより実施することができ、これらは全てそれ自体が既知の方法で実施して
もよい。
　ｃ．任意で洗浄剤を用いずにＰＢＳ等のバッファーで穏やかに洗浄する工程。この方法
はさらに任意でそれ自体が既知の他の好適な工程、例えば例示的でありこれに限定されな
いが、親和性成熟工程、所望のアミノ酸配列を発現する工程、所望の抗原（この場合、膜
貫通タンパク質）との結合及び／又はこれに対する活性に関してスクリーニングする工程
、所望のアミノ酸配列又はヌクレオチド配列を決定する工程、（例えば本明細書でさらに
記載のように）１つ又は複数のヒト化置換を導入する工程、好適な多価及び／又は多重特
異性フォーマットでフォーマットする工程、所望の生物学的及び／又は生理学的特性に関
してスクリーニングする（即ち本明細書で記載されるような好適なアッセイを使用する）
工程、及び／又は１つ又は複数のこのような工程の任意の好適な組合せを１つ又は複数任
意の好適な順番で含んでいてもよい。
【０３３７】
　この態様による方法において、細胞のコレクション又は試料は例えば、Ｂ細胞のコレク
ション又は試料であり得る。
【０３３８】
　また、この方法では、細胞の試料は、ＧＰＣＲ、又はこれに基づく若しくはこれに由来
する好適な抗原決定基（例えばその抗原の部分、断片、領域、ドメイン、ループ又は他の
エピトープ）を好適に免疫付与したラクダ科動物に由来し得る。特定の一態様では、上記
抗原決定基は、細胞外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数
可）であり得る。
【０３３９】
　上記の方法は、当業者にとって明らかなように、任意の好適な方法で行われ得る。例え
ば欧州特許第０５４２８１０号、国際公開第０５／１９８２４号、国際公開第０４／０５
１２６８号及び国際公開第０４／１０６３７７号を参照されたい。工程ｂ）のスクリーニ
ングは、ＦＡＣＳ等のフローサイトメトリ法を使用して行うのが好ましい。これに関して
は、例えばLieby et al., Blood, Vol. 97, No. 12, 3820を参照する。特に、Ablynx N.V
.による国際出願である国際公開第０６／０７９３７２号で記載のいわゆる「ナノクロー
ン（商標）」法を参照する。
【０３４０】
　別の態様において、ＧＰＣＲに指向性を有するアミノ酸配列を生成する方法は、
　ａ）重鎖抗体又はナノボディ配列をコードする核酸配列のセット、コレクション又はラ
イブラリを準備する工程と、
　ｂ）ＧＰＣＲと結合することができる、及び／又はＧＰＣＲに対する親和性を有する重
鎖抗体又はナノボディ配列をコードする核酸配列に関して、上記核酸配列のセット、コレ
クション又はライブラリをスクリーニングする工程と、
　ｃ）上記核酸配列を単離し、その後それぞれ上記重鎖抗体に存在するＶＨＨ配列を発現
するか、又は上記ナノボディ配列を発現する、単離する工程とを少なくとも含み得る。
【０３４１】



(81) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

　このような方法では、重鎖抗体又はナノボディ配列をコードする核酸配列のセット、コ
レクション又はライブラリは例えば、重鎖抗体又はＶＨＨ配列のナイーブセット、ナイー
ブコレクション又はナイーブライブラリをコードする核酸配列のセット、コレクション又
はライブラリ；ナノボディ配列の合成又は半合成のセット、コレクション又はライブラリ
をコードする核酸配列のセット、コレクション又はライブラリ；及び／又は親和性成熟を
受けているナノボディ配列のセット、コレクション又はライブラリをコードする核酸配列
のセット、コレクション又はライブラリであり得る。
【０３４２】
　この方法の好ましい一態様では、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリ
は、ＧＰＣＲ、又はこれに基づく若しくはこれに由来する好適な抗原決定基（例えばその
抗原の部分、断片、領域、ドメイン、ループ又は他のエピトープ）を好適に免疫付与した
ラクダ科動物由来の重鎖抗体又はＶＨＨ配列をコードする核酸配列の免疫セット、免疫コ
レクション又は免疫ライブラリであり得る。特定の一態様では、上記抗原決定基は、細胞
外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）であり得る。
【０３４３】
　上記の方法において、ヌクレオチド配列のセット、コレクション又はライブラリは、ス
クリーニングを容易にするように、ファージ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生
物（例えば酵母）上に提示してもよい。アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（の
セット、コレクション又はライブラリ）を提示及びスクリーニングするのに好適な方法、
技法及び宿主生物は、例えば本明細書中のさらなる開示に基づいて当業者にとって明らか
である。国際公開第０３／０５４０１６号及びNature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116
（2005）におけるHoogenboomによる総説も参照する。
【０３４４】
　当業者にとって明らかなように、本明細書中に記載の方法のスクリーニング工程を選択
工程として実施することもできる。したがって、本明細書で使用する「スクリーニング」
という用語は、選択、スクリーニング、又は選択法及び／又はスクリーニング法の任意の
好適な組合せを含むことができる。また、配列のセット、コレクション又はライブラリを
使用する場合、これは、１個、２個、３個又は約５個、１０個、５０個、１００個、５０
０個、１０００個、５０００個、１０４個、１０５個、１０６個、１０７個、１０８個以
上の配列等の任意の好適な数の配列を含有し得る。
【０３４５】
　また、上記のアミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリにおける配列の１つ
又は複数又は全ては、コンピュータモデリング法又は生物静力学法又はデータマイニング
法等の合理的又は半経験的なアプローチで入手又は規定され得る。
【０３４６】
　さらに、このようなセット、コレクション又はライブラリは、自然に多様化した配列（
例えば免疫ライブラリ））の多様なセットに由来する複数の配列を含む、（例えば、指定
の点突然変異又はランダム化した位置を有する）互いの変異体である１つ、２つ以上の配
列、又は任意の他の多様な配列源（例えばHoogenboom et al, Nat Biotechnol 23: 1105,
 2005及びBinz et al, Nat Biotechnol 2005, 23: 1247に記載）を含み得る。配列のこの
ようなセット、コレクション又はライブラリは、ファージ粒子、リボソーム、細菌、酵母
細胞、哺乳動物細胞の表面上に提示し、これらの担体内でアミノ酸配列をコードするヌク
レオチド配列に連結することができる。このことが、このようなセット、コレクション又
はライブラリを、所望の本発明のアミノ酸配列を単離する選択法に従わせる。より一般的
には、配列が好適な宿主又は宿主細胞上に提示される場合、初めに上記宿主又は宿主細胞
から所望の配列をコードするヌクレオチド配列を単離した後、好適な宿主生物で上記ヌク
レオチド配列を好適に発現することによって所望の配列を得ることも可能である（慣習に
なっている）。さらに、当業者にとって明らかなように、それ自体が既知の任意の好適な
方法でこれを実施することができる。
【０３４７】
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　ＧＰＣＲに指向性を有するＶＨＨ配列又はナノボディ配列を得るためのさらに別の技法
は、（即ち免疫応答及び／又はＧＰＣＲに指向性を有する重鎖抗体を生じるように）重鎖
抗体を発現することができるトランスジェニック哺乳動物に好適に免疫付与すること、上
記ＶＨＨ配列又はナノボディ配列（をコードする核酸配列）を含有する上記トランスジェ
ニック哺乳動物由来の好適な生体試料（例えば血液試料、血清試料又はＢ細胞の試料）を
得ること、及びこれからそれ自体が既知の任意の好適な技法（本明細書で記載の方法又は
ハイブリドーマ法のいずれか等）を使用して、上記試料からＧＰＣＲに指向性を有するＶ

ＨＨ配列を生成することを伴う。例えばこのために、国際公開第０２／０８５９４５号、
国際公開第０４／０４９７９４号、国際公開第０６／００８５４８号及びJanssens et al
., Proc. Natl. Acad. Sci .USA. 2006 Oct 10;103（41）:15130-5に記載されている重鎖
抗体発現マウス、並びにさらなる方法及び技法を使用することができる。例えば、このよ
うな重鎖抗体発現マウスは、天然源由来の（単一）可変ドメイン（例えばヒト（単一）可
変ドメイン、ラクダ科動物（単一）可変ドメイン又はサメ（単一）可変ドメイン）及び例
えば合成又は半合成の（単一）可変ドメイン等の任意の好適な（単一）可変ドメインを有
する重鎖抗体を発現することができる。
【０３４８】
　本発明は、上記方法、又は代替的に上記の方法の１つと、さらに上記ＶＨＨ配列又はナ
ノボディ配列のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列を決定する工程と、好適な宿主細胞若
しくは宿主生物における発現又は化学合成のようなそれ自体が既知の方法で上記ＶＨＨ配
列又はナノボディ配列を発現又は合成する工程とを少なくとも含む方法によって得られる
ＶＨＨ配列又はナノボディ配列にも関する。
【０３４９】
　本明細書で言及されるように、特に好ましい群の本発明のナノボディは、天然ＶＨＨド
メインのアミノ酸配列に対応するが、即ち上記天然ＶＨＨ配列（特にフレームワーク配列
）のアミノ酸配列における１つ又は複数のアミノ酸残基を、（例えば上記の）ヒト由来の
従来の四本鎖抗体由来のＶＨドメインの対応する位置（複数可）で発生する１つ又は複数
のアミノ酸残基に置き換えることによって「ヒト化」したアミノ酸配列を有するナノボデ
ィを含む。例えば本明細書中のさらなる記載及び本明細書で言及されたヒト化に関する従
来技術に基づいて、当業者にとって明らかなそれ自体が既知の方法で、これを実施するこ
とができる。また、このような本発明のヒト化ナノボディは、それ自体が既知の任意の好
適な方法で（即ち上記の（１）～（８）で示されたように）得ることができ、このため出
発材料として天然ＶＨＨドメインを含むポリペプチドを使用し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すべきである。
【０３５０】
　別の特に好ましい群の本発明のナノボディは、天然ＶＨドメインのアミノ酸配列に対応
するが、即ち従来の四本鎖抗体由来の天然ＶＨドメインのアミノ酸配列における１つ又は
複数のアミノ酸残基を、重鎖抗体のＶＨＨドメインの対応する位置（複数可）で発生する
１つ又は複数のアミノ酸残基に置き換えることによって「ラクダ化」したアミノ酸配列を
有するナノボディを含む。例えば本明細書中のさらなる記載に基づいて、当業者にとって
明らかなそれ自体が既知の方法で、これを実施することができる。このような「ラクダ化
」置換は、本明細書に規定のように、ＶＨ－ＶＬ界面及び／又はいわゆるラクダ科動物の
特徴的な残基を形成し、及び／又はＶＨ－ＶＬ界面及び／又はいわゆるラクダ科動物の特
徴的な残基に存在するアミノ酸位置に挿入するのが好ましい（例えば国際公開第９４／０
４６７８号及びDavies and Riechmann（1994 and 1996）（同上）を参照されたい）。好
ましくは、ラクダ化ナノボディを生成又は設計するための出発材料又は出発点として使用
されるＶＨ配列は、好ましくは哺乳動物由来のＶＨ配列、より好ましくはヒトのＶＨ配列
（例えばＶＨ３配列）である。しかし、このような本発明のラクダ化ナノボディは、それ
自体が既知の任意の好適な方法で（即ち上記の（１）～（８）で示されたように）得るこ
とができ、このため出発材料として天然ＶＨドメインを含むポリペプチドを使用して得ら
れたポリペプチドに厳密に限定されないことに留意すべきである。
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【０３５１】
　例えば同様に、本明細書にさらに記載されるように、それぞれ天然のＶＨＨドメイン又
はＶＨドメインをコードするヌクレオチド配列を準備した後、それ自体が既知の方法で、
新規のヌクレオチド配列がそれぞれ、本発明の「ヒト化」又は「ラクダ化」ナノボディを
コードするように、上記ヌクレオチド配列における１つ又は複数のコドンを変えることに
よって、「ヒト化」及び「ラクダ化」の両方を行うことができる。次にこの核酸は、所望
の本発明のナノボディを提供するようにそれ自体が既知の方法で発現することができる。
代替的に、それぞれ天然のＶＨＨドメイン又はＶＨドメインのアミノ酸配列に基づき、そ
れぞれ所望の本発明のヒト化又はラクダ化ナノボディのアミノ酸配列を設計した後、それ
自体が既知のペプチド合成技法を使用してｄｅ　ｎｏｖｏで合成することができる。また
、それぞれ天然のＶＨＨドメイン又はＶＨドメインのアミノ酸配列又はヌクレオチド配列
に基づき、それぞれ所望の本発明のヒト化又はラクダ化ナノボディをコードするヌクレオ
チド配列を設計した後、それ自体が既知の核酸合成技法を使用してｄｅ　ｎｏｖｏで合成
することができ、その後所望の本発明のナノボディを提供するように、それ自体が既知の
方法で、このようにして得られた核酸を発現することができる。
【０３５２】
　天然ＶＨ配列又は好ましくはＶＨＨ配列から、本発明のナノボディ及び／又はこれをコ
ードする核酸を得るのに好適な他の方法及び技法は、当業者にとって明らかであり、例え
ば本発明のナノボディ、又はこれをコードするヌクレオチド配列若しくは核酸を提供する
ように好適な方法で、１つ又は複数の天然ＶＨ配列（例えば１つ又は複数のＦＲ配列及び
／又はＣＤＲ配列）の一部分又は複数部分、１つ又は複数の天然ＶＨＨ配列（例えば１つ
又は複数のＦＲ配列又はＣＤＲ配列）の一部分又は複数部分、及び／又は１つ又は複数の
合成又は半合成の配列を組み合わせることを含み得る（したがって適切に発現することが
できる）。ＶＨＨ配列又はナノボディのフレームワーク配列をコードするヌクレオチド配
列は、本明細書中の開示及び／又は本明細書中で言及したさらなる従来技術に基づき、当
業者にとって明らかであり（及び／又は代替的に本明細書中に記載の方法を使用して得ら
れたヌクレオチド配列からＰＣＲによって入手され得る）、本発明のナノボディをコード
する核酸を提供するように、（例えば重複プライマーを使用したＰＣＲアセンブリによっ
て）所望のＣＤＲをコードするヌクレオチド配列と好適に組合せ得る。
【０３５３】
　本明細書中に言及されるように、ナノボディは特に、１つ又は複数のフレームワーク配
列における１つ又は複数の「特徴的な残基」（本明細書中に記載）の存在を特徴とし得る
。
【０３５４】
　したがって、好ましいが、本発明の非限定的な一態様によれば、ナノボディは概して、
最も広範な意味で
　ａ）３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列か
ら構成されるアミノ酸配列（カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱで
ある）、及び／又は
　ｂ）３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列か
ら構成されるアミノ酸配列（カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、（本
明細書に規定の）荷電アミノ酸又はシステイン残基であり、４４位のアミノ酸残基はＥで
あるのが好ましい）、及び／又は
　ｃ）３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列か
ら構成されるアミノ酸配列（カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＰ、
Ｒ及びＳから成る群から選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択される）を含む、ポ
リペプチドと定義することができる。
【０３５５】
　したがって好ましいが非限定的な第１の態様において、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
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（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ａ）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱであり、及び／又は
　ｂ）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、荷電アミノ酸又はシステイ
ンであり、カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基はＥであるのが好ましく、
及び／又は
　ｃ）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＰ、Ｒ及びＳから成る群か
ら選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択され、
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３５６】
　特に、ナノボディは概して、最も広範な意味で
　ａ）３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列か
ら構成されるアミノ酸配列（カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱで
ある）、及び／又は
　ｂ）３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列か
ら構成されるアミノ酸配列（カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基はＥであ
り、カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基はＲである）、及び／又は
　ｃ）３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列か
ら構成されるアミノ酸配列（カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＰ、
Ｒ及びＳから成る群から選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択される）を含む、ポ
リペプチドと定義することができる。
【０３５７】
　したがって好ましいが非限定的な一態様によれば、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ａ）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱであり、及び／又は
　ｂ）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基はＥであり、カバットナンバリ
ングによる４５位のアミノ酸残基はＲであり、及び／又は
　ｃ）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＰ、Ｒ及びＳから成る群か
ら選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択され、
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３５８】
　特に本発明によるＧＰＣＲに対するナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ａ）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱであり、及び／又は
　ｂ）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基はＥであり、カバットナンバリ
ングによる４５位のアミノ酸残基はＲであり、及び／又は
　ｃ）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＰ、Ｒ及びＳから成る群か
ら選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択され、
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
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しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３５９】
　特に、好ましいが、本発明の非限定的な一態様によれば、ナノボディは概して、３つの
相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列から構成される
アミノ酸配列を含むポリペプチドと定義することができ、
　ａ－１）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基は、Ａ、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｇ、
Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｌから成る群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ若しくはＱから成る群から選
択され、
　ａ－２）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、Ｌ、Ｒ若しくはＣから
成る群から選択され、好ましくはＬ若しくはＲから成る群から選択され、
　ａ－３）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｗ、Ｒ若しくはＳか
ら成る群から選択され、好ましくはＷ若しくはＲであり、最も好ましくはＷであり、
　ａ－４）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱであるか、又は
　ｂ－１）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基は、Ｅ及びＱから成る群か
ら選択され、
　ｂ－２）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基はＲであり、
　ｂ－３）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｗ、Ｒ及びＳから成
る群から選択され、好ましくはＷであり、
　ｂ－４）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱ及びＬから成る群か
ら選択され、好ましくはＱであるか、又は
　ｃ－１）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基は、Ａ、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｑ、
Ｒ、Ｓ及びＬから成る群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ及びＱから成る群から選択され
、
　ｃ－２）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、Ｌ、Ｒ及びＣから成る
群から選択され、好ましくはＬ及びＲから成る群から選択され、
　ｃ－３）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｐ、Ｒ及びＳから成
る群から選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択され、
　ｃ－４）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱ及びＬから成る群か
ら選択され、好ましくはＱであり、かつ
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３６０】
　したがって、好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ａ－１）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基は、Ａ、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｇ、
Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｌから成る群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ若しくはＱから成る群から選
択され、
　ａ－２）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、Ｌ、Ｒ若しくはＣから
成る群から選択され、好ましくはＬ若しくはＲから成る群から選択され、
　ａ－３）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｗ、Ｒ若しくはＳか
ら成る群から選択され、好ましくはＷ若しくはＲであり、最も好ましくはＷであり、
　ａ－４）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱであり、かつ
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
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【０３６１】
　好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ｂ－１）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基は、Ｅ及びＱから成る群か
ら選択され、
　ｂ－２）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基はＲであり、
　ｂ－３）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｗ、Ｒ及びＳから成
る群から選択され、好ましくはＷであり、
　ｂ－４）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱ及びＬから成る群か
ら選択され、好ましくはＱであり、かつ
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３６２】
　好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ｃ－１）カバットナンバリングによる４４位のアミノ酸残基は、Ａ、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｑ、
Ｒ、Ｓ及びＬから成る群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ及びＱから成る群から選択され
、
　ｃ－２）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、Ｌ、Ｒ及びＣから成る
群から選択され、好ましくはＬ及びＲから成る群から選択され、
　ｃ－３）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｐ、Ｒ及びＳから成
る群から選択され、特にＲ及びＳから成る群から選択され、
　ｃ－４）カバットナンバリングによる１０８位のアミノ酸残基はＱ及びＬから成る群か
ら選択され、好ましくはＱであり、かつ
　ｄ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ま
しくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ま
しくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３６３】
　２つの特に好ましいが非限定的な本発明のナノボディ群は、上記のａ）、上記の（ａ－
１）～（ａ－４）、上記のｂ）、上記の（ｂ－１）～（ｂ－４）、上記の（ｃ）、及び／
又は上記の（ｃ－１）～（ｃ－４）によるものであり、
　ｉ）カバットナンバリングによる４４位～４７位のアミノ酸残基は、配列ＧＬＥＷ（又
は本明細書に記載のＧＬＥＷ様配列）を形成し、１０８位のアミノ酸残基はＱであるか、
又は
　ｉｉ）カバットナンバリングによる４３位～４６位のアミノ酸残基は、配列ＫＥＲＥ又
は配列ＫＱＲＥ（又は記載されるようなＫＥＲＥ様配列）を形成し、１０８位のアミノ酸
残基はＱ又はＬであり、好ましくはＱである。
【０３６４】
　したがって、好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
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　ｉ）カバットナンバリングによる４４位～４７位のアミノ酸残基は、配列ＧＬＥＷ（又
は本明細書に記載のＧＬＥＷ様配列）を形成し、１０８位のアミノ酸残基はＱであり、か
つ
　ｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好
ましくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好
ましくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３６５】
　好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有し
得る；ここで
　ｉ）カバットナンバリングによる４３位～４６位のアミノ酸残基は、配列ＫＥＲＥ又は
配列ＫＱＲＥ（又はＫＥＲＥ様配列）を形成し、１０８位のアミノ酸残基はＱ又はＬであ
り、好ましくはＱであり、かつ
　ｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好
ましくは本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好
ましくは本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３６６】
　カバットナンバリングによる４３位～４６位のアミノ酸残基が、配列ＫＥＲＥ又は配列
ＫＱＲＥを形成する、本発明のナノボディにおいて、３７位のアミノ酸残基がＦであるの
が最も好ましい。カバットナンバリングによる４４位～４７位のアミノ酸残基が、配列Ｇ
ＬＥＷを形成する、本発明のナノボディにおいて、３７位のアミノ酸残基は、Ｙ、Ｈ、Ｉ
、Ｌ、Ｖ又はＦから成る群から選択され、Ｖであるのが最も好ましい。
【０３６７】
　したがって、決してこれらには限定されないが、上記で言及された位置に存在するアミ
ノ酸残基に基づき、概して本発明のナノボディを以下の３つの群に基づいて分類すること
ができる：
　ｉ）「ＧＬＥＷ群」：カバットナンバリングによる４４位～４７位にアミノ酸配列ＧＬ
ＥＷ、及びカバットナンバリングによる１０８位にＱを有するナノボディ。本明細書でさ
らに記載されるように、この群内のナノボディは通常、３７位にＶを有し、１０３位にＷ
、Ｐ、Ｒ又はＳを有することができ、好ましくは１０３位にＷを有する。ＧＬＥＷ群は、
以下の表Ａ－３で言及されるもののような幾つかのＧＬＥＷ様配列も含む。
　ｉｉ）「ＫＥＲＥ群」：カバットナンバリングによる４３位～４６位にアミノ酸配列Ｋ
ＥＲＥ又はＫＱＲＥ（又は別のＫＥＲＥ様配列）、及びカバットナンバリングによる１０
８位にＱ又はＬを有するナノボディ。本明細書でさらに記載されるように、この群内のナ
ノボディは通常、３７位にＦ、及び４７位にＬ又はＦを有し、１０３位にＷ、Ｐ、Ｒ又は
Ｓを有することができ、好ましくは１０３位にＷを有する。
　ｉｉｉ）「１０３Ｐ、Ｒ、Ｓ群」：１０３位にＰ、Ｒ又はＳを有するナノボディ。これ
らのナノボディは、カバットナンバリングによる４４位～４７位にアミノ酸配列ＧＬＥＷ
、又はカバットナンバリングによる４３位～４６位にアミノ酸配列ＫＥＲＥ又はアミノ酸
配列ＫＱＲＥのいずれかを有することができ（後者は、（ＫＥＲＥ群に関して規定のよう
に）３７位のＦ、及び４７位のＬ又はＦと組合せるのが最も好ましい）、カバットナンバ
リングによる１０８位にＱ又はＬを有することができ、Ｑを有するのが好ましい。
【０３６８】
　また必要に応じて、ナノボディは、２つ以上のこれらの群に属し得る（即ちこれらの特
徴を有し得る）。例えば、１つの特に好ましいナノボディ群は、４４位～４７位にＧＬＥ
Ｗ又はＧＬＥＷ様配列、１０３位にＰ、Ｒ又はＳ（特にＲ）、及び１０８位にＱ（Ｌへと
ヒト化してもよい）を有する。
【０３６９】
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　より一般的には、上記に言及される定義が、天然（即ち非ヒト化）ＶＨＨ配列の形態の
ナノボディを説明し、またこれに当てはまること、及びこれらのナノボディのヒト化変異
体は、上記のもの以外のアミノ酸残基（即ち本明細書中に規定の１つ又は複数のヒト化置
換）を含有し得ることに留意されたい。例えばこれに限定されないが、ＧＬＥＷ群又は１
０３Ｐ、Ｒ、Ｓ群の幾つかのヒト化ナノボディにおいて、１０８位のＱは、１０８Ｌにヒ
ト化し得る。本明細書中に既に言及されたように、他のヒト化置換（及びその好適な組合
せ）は、本明細書中の開示に基づき当業者にとって明らかであろう。付加的に又は代替的
に、天然のＶＨＨ配列のフレームワーク領域の配列を、１つ又は複数の密接に関連するヒ
トＶＨ配列の対応するフレームワーク配列と比較することによって、他の潜在的に有用な
ヒト化置換を確認することができ、その後（本明細書中にさらに記載のように、それ自体
が既知の任意の方法で）このようにして求めた、潜在的に有用なヒト化置換（又はその組
合せ）の１つ又は複数を上記ＶＨＨ配列に導入することができ、標的に対する親和性、安
定性、発現の容易さ及びレベル、及び／又は他の所望の特性に関して、得られたヒト化Ｖ

ＨＨ配列を試験することができる。このようにして、限定的な試行錯誤によって、本明細
書中の開示に基づき当業者によって、他の好適なヒト化置換（又はその好適な組合せ）を
求めることができる。また、上記に基づき、ナノボディ（のフレームワーク領域）を部分
ヒト化又は完全ヒト化してもよい。
【０３７０】
　したがって、好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、（本明
細書に規定のように）ＧＬＥＷ群に属するナノボディであってもよく、その中のＣＤＲ１
、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ましくは本明細書
中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ましくは本明細書
中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３７１】
　好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、（本明細書に規定の
ように）ＫＥＲＥ群に属するナノボディであってもよく、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ
３は本明細書で規定されるようなものであり、好ましくは本明細書中の好ましい態様の１
つに従って規定されるようなものであり、より好ましくは本明細書中のより好ましい態様
の１つに従って規定されるようなものである。
【０３７２】
　したがって、好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、（本明
細書に規定のように）１０３Ｐ、Ｒ、Ｓ群に属するナノボディであってもよく、その中の
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３は本明細書で規定されるようなものであり、好ましくは
本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであり、より好ましくは
本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものである。
【０３７３】
　また、より一般的には、上記で言及された１０８Ｑ、４３Ｅ／４４Ｒ及び１０３Ｐ、Ｒ
、Ｓ残基の他に、本発明のナノボディは、従来のＶＨドメインでＶＨ／ＶＬ界面（の一部
）が形成される１つ又は複数の位置で、対応する天然ＶＨ配列における同じ位置（複数可
）で自然発生するアミノ酸残基よりも強く荷電する、１つ又は複数のアミノ酸残基、特に
（表Ａ－２で言及される）１つ又は複数の荷電アミノ酸残基を含有することができる。こ
のような置換としては、これらに限定されないが、以下の表Ａ－３で言及されるＧＬＥＷ
様配列、及び例えば４４位～４７位のＫＬＥＷと共に１０８位にＱを有するナノボディを
得るために、いわゆる「ミクロボディ」に関して国際出願の国際公開第００／２９００４
号で説明される置換が挙げられる。これらの位置での他の可能性のある置換は、本明細書
中の開示に基づいて当業者にとって明らかである。
【０３７４】
　本発明のナノボディの一態様において、８３位のアミノ酸残基は、Ｌ、Ｍ、Ｓ、Ｖ及び
Ｗから成る群から選択され、Ｌであるのが好ましい。
【０３７５】
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　また、本発明のナノボディの一態様において、８３位のアミノ酸残基は、Ｒ、Ｋ、Ｎ、
Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｔ及びＱから成る群から選択され、（天然ＶＨＨドメインに対応するナノボ
ディに関しては）Ｋ若しくはＥ、又は（本明細書に記載の「ヒト化」ナノボディに関して
は）Ｒのいずれかであるのが最も好ましい。一態様では、８４位のアミノ酸残基は、Ｐ、
Ａ、Ｒ、Ｓ、Ｄ、Ｔ及びＶから成る群から選択され、（天然ＶＨＨドメインに対応するナ
ノボディに関しては）Ｐ、又は（本明細書に記載の「ヒト化」ナノボディに関しては）Ｒ
であるのが最も好ましい。
【０３７６】
　さらに本発明のナノボディの一態様において、１０４位のアミノ酸残基は、Ｇ及びＤか
ら成る群から選択され、Ｇであるのが最も好ましい。
【０３７７】
　まとめると、ナノボディにおいて上記で言及される、１１位、３７位、４４位、４５位
、４７位、８３位、８４位、１０３位、１０４位及び１０８位のアミノ酸残基は、本明細
書で「特徴的な残基」とも称される。特徴的な残基及び最も密接に関連したヒトＶＨドメ
イン（ＶＨ３）の対応する位置のアミノ酸残基を表Ａ－３に要約する。
【０３７８】
　幾つかの特に好ましいが非限定的な天然ＶＨＨドメインで生じるこれらの特徴的な残基
の組合せを表Ａ－４で言及する。比較のために、ＤＰ－４７と呼ばれるヒトＶＨ３の対応
するアミノ酸残基をイタリック体で示している。
【０３７９】
表Ａ－３：ナノボディにおける特徴的な残基
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【表５】

【０３８０】
表Ａ－４：天然ナノボディにおける特徴的な残基の幾つかの好ましいが非限定的な組合せ
これらの組合せのヒト化に関しては、明細書を参照する。

【表６】

【０３８１】
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　ナノボディにおいて、特徴的な残基以外の任意の位置の各アミノ酸残基は、天然ＶＨＨ

ドメインの（カバットナンバリングによる）対応する位置で自然発生する任意のアミノ酸
残基であり得る。
【０３８２】
　このようなアミノ酸残基は当業者にとって明らかである。表Ａ－５～表Ａ－８は、天然
ＶＨＨドメインのＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４の（カバットナンバリングによる）
それぞれの位置に存在し得る幾つかの非限定的な残基を表す。それぞれの位置に関しては
、天然ＶＨＨドメインのそれぞれの位置で最も頻繁に発生する（ナノボディにおける上記
位置に最も好ましいアミノ酸残基である）アミノ酸残基を太字で示し、それぞれの位置で
好ましい他のアミノ酸残基を下線処理する（備考：天然ＶＨＨドメインの２６位～３０位
で見られるアミノ酸残基の数字は、これらの位置の残基が既にＣＤＲ１部分を形成してい
るというChothia（同上）によるナンバリングの基礎をなす仮説を支持する）。
【０３８３】
　表Ａ－５～表Ａ－８では、ヒトＶＨ３ドメインのそれぞれの位置に存在し得る非限定的
な残基の幾つかも表している。また、それぞれの位置に関しては、天然ヒトＶＨ３ドメイ
ンのそれぞれの位置で最も頻繁に発生するアミノ酸残基を太字で示し、他の好ましいアミ
ノ酸残基を下線処理する。
【０３８４】
　参考のみのために、表Ａ－５～表Ａ－８は、１１１８個のＶＨＨ配列の代表的な試料に
おけるそれぞれのアミノ酸位置でＶＨＨエントロピー（「ＶＨＨ　Ｅｎｔ．」）及びＶＨ

Ｈ変動性（「ＶＨＨ　Ｖａｒ．」）に関するデータ（Utrecht UniversityのDavid Lutje 
Hulsing及びProf. Theo Verripsによって無償（kindly）提供されたデータ）も含有する
。ＶＨＨエントロピー及びＶＨＨ変動性の値は、解析する１１１８個のＶＨＨ配列間のア
ミノ酸残基の変動性及び保存度に対する評価基準を与え、低い値（即ち１未満、例えば０
．５未満）は、アミノ酸残基が、ＶＨＨ配列間で強く保存される（即ちほとんど変動性が
ない）ことを示す。例えば、８位のＧ及び９位のＧはそれぞれ、０．１及び０のＶＨＨエ
ントロピー値を有し、これは（解析する１１１８個の配列全てにおいて９位がＧである場
合）これらの残基が強く保存され、ほとんど変動しないことを示す一方で、ＣＤＲ部分を
形成する残基に関しては概して、１．５以上の値が見られる（データ図示せず）。（１）
表Ａ－５～表Ａ－８の２列目に列挙されるアミノ酸残基は、後の２列で言及されるＶＨＨ

エントロピー及びＶＨＨ変動性を決定するのに解析された１１１８個のＶＨＨ配列よりも
大きい試料に基づいており、（２）以下で表すデータは、２７位～３０位のアミノ酸残基
、並びにおそらく９３位及び９４位のアミノ酸残基でさえも既にＣＤＲ部分を形成してい
るという仮説を支持することに留意されたい（しかしながら、本発明は任意の特定の仮説
又は説明に限定されず、上記のように、本明細書ではカバットによるナンバリングを使用
する）。配列エントロピー、配列変動性及びこれを決定する方法の一般的説明に関しては
、Oliveira et al., PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 52:544-552（2003
）を参照されたい。
【０３８５】
表Ａ－５：ＦＲ１におけるアミノ酸残基の非限定的な例（脚注に関しては、表Ａ－３の脚
注を参照する）
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【表７】

【０３８６】
表Ａ－６：ＦＲ２におけるアミノ酸残基の非限定的な例（脚注に関しては、表Ａ－３の脚
注を参照する）
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【表８】

【０３８７】
表Ａ－７：ＦＲ３におけるアミノ酸残基の非限定的な例（脚注に関しては、表Ａ－３の脚
注を参照する）
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【表９】

【０３８８】
表Ａ－８：ＦＲ４におけるアミノ酸残基の非限定的な例（脚注に関しては、表Ａ－３の脚
注を参照する）

【表１０】
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【０３８９】
　このように、好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のナノボディは、（一般
）構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有す
るアミノ酸配列として規定することができ、ここで
　ｉ）カバットナンバリングによる１１位、３７位、４４位、４５位、４７位、８３位、
８４位、１０３位、１０４位及び１０８位のアミノ酸残基の１つ又は複数が、表Ａ－３で
言及される特徴的な残基から選択され、
　ｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであり
、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好ましく
、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより好
ましい。
【０３９０】
　上記ナノボディは例えば、ＶＨＨ配列であっても、又はヒト化ナノボディであってもよ
い。上記ナノボディ配列がＶＨＨ配列である場合、これらは、本明細書中にさらに記載の
ように、好適にヒト化されていてもよい。ナノボディが部分ヒト化ナノボディである場合
、これらは任意で、さらに本明細書中に記載のようにさらに好適にヒト化してもよい。
【０３９１】
　特に、本発明のナノボディは、（一般）構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
（ここで、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれフレームワーク領域１～フレームワーク領域４を指
し、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３はそれぞれ相補性決定領域１～相補性決定領域３を指す）を有す
るアミノ酸配列である可能性があり、ここで
　ｉ）カバットナンバリングによる１１位、３７位、４４位、４５位、４７位、８３位、
８４位、１０３位、１０４位及び１０８位の（好ましくは）アミノ酸残基の１つ又は複数
が、表Ａ－３で言及される特徴的な残基から選択され（ＶＨＨ配列が特徴的な残基を１つ
又は複数含有すること、並びに部分ヒト化ナノボディが通常及び好ましくは［依然として
］特徴的な残基を１つ又は複数含有すること［しかしながら、本発明に応じて好適であれ
ば、１つ又は複数の他のアミノ酸残基ではなく、全ての特徴的な残基がヒト化した部分ヒ
ト化ナノボディを提供することも本発明の範囲内である］、並びに本発明に応じて好適で
あれば、完全ヒト化ナノボディにおいて特徴的な残基の位置の全てのアミノ酸残基がヒト
ＶＨ３配列で発生するアミノ酸残基であることが理解される。本明細書中の開示に基づき
当業者にとって明らかなように、このようなＶＨＨ配列、少なくとも１つの特徴的な残基
を有するこのような部分ヒト化ナノボディ、特徴的な残基を有しないこのような部分ヒト
化ナノボディ及びこのような完全ヒト化ナノボディは全て、本発明の態様を形成する）、
　ｉｉ）上記アミノ酸配列が、配列番号１～配列番号２２のアミノ酸配列の少なくとも１
つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有し（アミノ酸同一性の程度を求めるために
、ＣＤＲ配列を形成するアミノ酸残基（配列番号１～配列番号２２の配列においてＸで示
す）は無視する）、
　ｉｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであ
り、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好まし
く、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより
好ましい。
【０３９２】
　上記ナノボディは例えば、ＶＨＨ配列であっても、又はヒト化ナノボディであってもよ
い。上記ナノボディ配列がＶＨＨ配列である場合、これらは、本明細書中にさらに記載の
ように、好適にヒト化されていてもよい。ナノボディが部分ヒト化ナノボディである場合
、これらは任意で、さらに本明細書中に記載のようにさらに好適にヒト化してもよい。
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【０３９３】
表Ａ－９：ＫＥＲＥ、ＧＬＥＷ及びＰ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なアミノ
酸配列
ＣＤＲはＸＸＸＸで示す
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　特に、ＫＥＲＥ群の本発明のナノボディは、（一般）構造：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
を有するアミノ酸配列である可能性があり、ここで
　ｉ）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、荷電アミノ酸（本明細書中
に規定）又はシステイン残基であり、４４位のアミノ酸残基は好ましくはＥであり、
　ｉｉ）ＦＲ１は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ
酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０３９５】
表Ａ－１０：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ１配列
【表１２】

【０３９６】
　ｉｉｉ）ＦＲ２は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミ
ノ酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０３９７】
表Ａ－１１：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ２配列

【表１３】

【０３９８】
　ｉｖ）ＦＲ３は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ
酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０３９９】
表Ａ－１２：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ３配列
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【表１４】

【０４００】
　ｖ）ＦＲ４は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４０１】
表Ａ－１３：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ４配列

【表１５】

【０４０２】
　ｖｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであり
、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好ましく
、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより好
ましい。
【０４０３】
　上記ナノボディにおいて、１つ又は複数のさらなる特徴的な残基は、（例えばこれらが
ＶＨＨ配列又は部分ヒト化ナノボディである場合）本明細書中に記載のようなものである
のが好ましい。
【０４０４】
　また、上記ナノボディは例えば、ＶＨＨ配列であっても、又はヒト化ナノボディであっ
てもよい。上記ナノボディ配列がＶＨＨ配列である場合、これらは、本明細書中にさらに
記載のように、好適にヒト化されていてもよい。ナノボディが部分ヒト化ナノボディであ
る場合、これらは任意で、さらに本明細書中に記載のようにさらに好適にヒト化してもよ
い。
【０４０５】
　フレームワーク１に関して、上記で概説のアミノ酸配列がヌクレオチド配列の発現によ
って生成する場合、上記核酸を生成するのに使用されているプライマー（複数可）によっ
て、始めの４つのアミノ酸配列（即ちカバットナンバリングによる１位～４位のアミノ酸
残基）を求め得ることが多いことは、当業者にとって明らかである。このように、アミノ
酸同一性の程度を求めるために、始めの４つのアミノ酸残基を無視するのが好ましい。
【０４０６】
　また、フレームワーク１に関して、カバットナンバリングによる２７位～３０位のアミ
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ノ酸位置は（ＣＤＲではなく）フレームワーク領域の一部であると考えられるが、１００
０個を超えるＶＨＨ配列のデータベースの解析によって、２７位～３０位のアミノ酸が、
１位～２６位のアミノ酸に対する変動性よりも非常に大きい変動性（ＶＨＨエントロピー
及びＶＨＨ変動性に関して表される、表Ａ－５～表Ａ－８を参照されたい）を有すること
が見出されている。このため、アミノ酸同一性の程度を求めるために、２７位～３０位の
アミノ酸残基も無視するのが好ましい。
【０４０７】
　これを考慮して、ＫＥＲＥ群のナノボディは、３つの相補性決定領域／配列が間に挿入
された４つのフレームワーク領域／配列から構成されるアミノ酸配列であり得る；
　ｉ）カバットナンバリングによる４５位のアミノ酸残基は、荷電アミノ酸（本明細書中
に規定）又はシステイン残基であり、４４位のアミノ酸残基は好ましくはＥであり、
　ｉｉ）ＦＲ１は、カバットナンバリングによる５位～２６位で、以下のアミノ酸配列の
少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４０８】
表Ａ－１４：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ１配列（５位～２６位のアミノ酸残
基）
【表１６】

【０４０９】
　ｉｉｉ）ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４は、ＫＥＲＥ群のナノボディのＦＲ２、ＦＲ３及び
ＦＲ４に関して本明細書中に言及されるようなものであり、
　ｉｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであり
、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好ましく
、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより好
ましい。
【０４１０】
　上記ナノボディは例えば、ＶＨＨ配列であっても、又はヒト化ナノボディであってもよ
い。上記ナノボディ配列がＶＨＨ配列である場合、これらは、本明細書中にさらに記載の
ように、好適にヒト化されていてもよい。ナノボディが部分ヒト化ナノボディである場合
、これらは任意で、さらに本明細書中に記載のようにさらに好適にヒト化してもよい。
【０４１１】
　ＧＬＥＷ群のナノボディは、３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された４つのフレ
ームワーク領域／配列から構成されるアミノ酸配列であり得る；
　ｉ）好ましくは、ＧＬＥＷ群のナノボディが非ヒト化ナノボディである場合、１０８位
のアミノ酸残基はＱであり、
　ｉｉ）ＦＲ１は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ
酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４１２】
表Ａ－１５：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ１配列
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【表１７】

【０４１３】
　ｉｉｉ）ＦＲ２は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミ
ノ酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４１４】
表Ａ－１６：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ２配列

【表１８】

【０４１５】
　ｉｖ）ＦＲ３は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ
酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４１６】
表Ａ－１７：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ３配列

【表１９】

【０４１７】
　ｖ）ＦＲ４は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４１８】
表Ａ－１８：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ４配列
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【表２０】

【０４１９】
　ｖｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであり
、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好ましく
、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより好
ましい。
【０４２０】
　上記ナノボディにおいて、１つ又は複数のさらなる特徴的な残基は、（例えばこれらが
ＶＨＨ配列又は部分ヒト化ナノボディである場合）本明細書中に記載のようなものである
のが好ましい。
【０４２１】
　さらにフレームワーク１に関して、アミノ酸同一性の程度を求めるために、１位～４位
及び２７位～３０位のアミノ酸残基を無視するのが好ましいことは当業者にとって明らか
である。
【０４２２】
　これを考慮して、ＧＬＥＷ群のナノボディは、３つの相補性決定領域／配列が間に挿入
された４つのフレームワーク領域／配列から構成されるアミノ酸配列であり得る；
　ｉ）好ましくは、ＧＬＥＷ群のナノボディが非ヒト化ナノボディである場合、１０８位
のアミノ酸残基はＱであり、
　ｉｉ）ＦＲ１は、カバットナンバリングによる５位～２６位で、以下のアミノ酸配列の
少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４２３】
表Ａ－１９：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ１配列（５位～２６位のアミノ酸残
基）
【表２１】

【０４２４】
　ｉｉｉ）ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４は、ＧＬＥＷ群のナノボディのＦＲ２、ＦＲ３及び
ＦＲ４に関して本明細書中に言及されるようなものであり、
　ｉｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであり
、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好ましく
、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより好
ましい。
【０４２５】
　上記ナノボディは例えば、ＶＨＨ配列であっても、又はヒト化ナノボディであってもよ
い。上記ナノボディ配列がＶＨＨ配列である場合、これらは、本明細書中にさらに記載の
ように、好適にヒト化されていてもよい。ナノボディが部分ヒト化ナノボディである場合
、これらは任意で、さらに本明細書中に記載のようにさらに好適にヒト化してもよい。上
記ナノボディにおいて、１つ又は複数のさらなる特徴的な残基は、（例えばこれらがＶＨ
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Ｈ配列又は部分ヒト化ナノボディである場合）本明細書中に記載のようなものであるのが
好ましい。
【０４２６】
　Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディは、３つの相補性決定領域／配列が間に挿入された
４つのフレームワーク領域／配列から構成されるアミノ酸配列であり得る；
　ｉ）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＷではなく、
　ｉｉ）好ましくは、カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｐ、Ｒ又
はＳであり、より好ましくはＲであり、
　ｉｉｉ）ＦＲ１は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミ
ノ酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４２７】
表Ａ－２０：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ１配列
【表２２】

【０４２８】
　ｉｖ）ＦＲ２は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ
酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４２９】
表Ａ－２１：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ２配列

【表２３】

【０４３０】
　ｖ）ＦＲ３は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸
同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４３１】
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表Ａ－２２：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ３配列
【表２４】

【０４３２】
　ｖｉ）ＦＲ４は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ
酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４３３】
表Ａ－２３：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ４配列
【表２５】

【０４３４】
　ｖｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであ
り、本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好まし
く、本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより
好ましい。
【０４３５】
　上記ナノボディにおいて、１つ又は複数のさらなる特徴的な残基は、（例えばこれらが
ＶＨＨ配列又は部分ヒト化ナノボディである場合）本明細書中に記載のようなものである
のが好ましい。
【０４３６】
　フレームワーク１に関して、アミノ酸同一性の程度を求めるために、１位～４位及び２
７位～３０位のアミノ酸残基を無視するのが好ましいことはここでもまた当業者にとって
明らかである。
【０４３７】
　これを考慮して、Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディは、３つの相補性決定領域／配列
が間に挿入された４つのフレームワーク領域／配列から構成されるアミノ酸配列であり得
る；
　ｉ）カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基はＷではなく、
　ｉｉ）好ましくは、カバットナンバリングによる１０３位のアミノ酸残基は、Ｐ、Ｒ又
はＳであり、より好ましくはＲであり、
　ｉｉｉ）ＦＲ１は、カバットナンバリングによる５位～２６位で、以下のアミノ酸配列
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の少なくとも１つとの少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列であり、
【０４３８】
表Ａ－２４：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ１配列（５位～２６位の
アミノ酸残基）
【表２６】

【０４３９】
　ｉｖ）ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４は、Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディのＦＲ２、Ｆ
Ｒ３及びＦＲ４に関して本明細書中に言及されるようなものであり、
　ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３が、本明細書中で規定されるようなものであり、
本明細書中の好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるものが好ましく、
本明細書中のより好ましい態様の１つに従って規定されるようなものであるのがより好ま
しい。
【０４４０】
　上記ナノボディは例えば、ＶＨＨ配列であっても、又はヒト化ナノボディであってもよ
い。上記ナノボディ配列がＶＨＨ配列である場合、これらは、本明細書中にさらに記載の
ように、好適にヒト化されていてもよい。ナノボディが部分ヒト化ナノボディである場合
、これらは任意で、さらに本明細書中に記載のようにさらに好適にヒト化してもよい。
【０４４１】
　上記ナノボディにおいて、１つ又は複数のさらなる特徴的な残基は、（例えばこれらが
ＶＨＨ配列又は部分ヒト化ナノボディである場合）本明細書中に記載のようなものである
のが好ましい。
【０４４２】
　別の好ましいが非限定的な態様において本発明は、上記のようなナノボディであって、
ＣＤＲ配列が、配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配
列番号２３９のアミノ酸配列のうちの少なくとも１つのＣＤＲ配列との少なくとも７０％
のアミノ酸同一性、好ましくは少なくとも８０％のアミノ酸同一性、より好ましくは少な
くとも９０％のアミノ酸同一性（９５％以上のアミノ酸同一性等）、又はさらに本質的に
１００％のアミノ酸同一性を有する、ナノボディに関する。このアミノ酸同一性の程度は
例えば、上記ナノボディと、配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号
２３８及び配列番号２３９の配列の１つ又は複数との間のアミノ酸同一性の程度を（本明
細書に記載の方法で）求めることによって決定することができる（フレームワーク領域を
形成するアミノ酸残基は無視する）。このようなナノボディは、本明細書にさらに記載さ
れるようなものであり得る。
【０４４３】
　本明細書で既に言及されているように、別の好ましいが非限定的な本発明の態様は、配
列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９から
成る群から、又は配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び
配列番号２３９のアミノ酸配列の少なくとも１つとの、８０％超、好ましくは９０％超、
より好ましくは９５％超、例えば９９％以上の配列同一性（本明細書で規定）を有するア
ミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を有するナノボディに関する。
【０４４４】
　また上記のナノボディにおいて、
　ｉ）任意のアミノ酸置換（本明細書で規定のようにヒト化置換でない場合）は、（本明
細書で規定されるように）対応する配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配
列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列のアミノ酸配列と比較して、保存的なア
ミノ酸置換であるのが好ましく；及び／又は
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　ｉｉ）そのアミノ酸配列は、対応する配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましく
は配列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸置換だけ、又
はそうでなければ好ましくはわずか５つ、好ましくはわずか３つ、より好ましくは１つ若
しくは２つだけのアミノ酸欠失若しくは挿入を含有するのが好ましく；及び／又は
　ｉｉｉ）ＣＤＲは、親和性成熟によって、例えば対応する配列番号２３８～配列番号２
５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のアミノ酸配列のＣＤＲから誘
導されるＣＤＲであり得る。
【０４４５】
　好ましくは、本発明のナノボディにおけるＣＤＲ配列及びＦＲ配列は、本発明のナノボ
ディ（及びこれを含む本発明のポリペプチド）が、
　１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、好ましくは１０－７モル／Ｌ～１０－１

２モル／Ｌ以下、より好ましくは１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌの解離定数（Ｋ

Ｄ）で（即ち、１０５Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、好ましくは１０７Ｌ／モル～１
０１２Ｌ／モル以上、より好ましくは１０８Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モルの結合定数（Ｋ

Ａ）で）ＧＰＣＲに結合するようなものであり、及び／又は
　１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１ｓ－１～１０７

Ｍ－１ｓ－１、より好ましくは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１（１０５Ｍ－１

ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１等）のｋｏｎ速度でＧＰＣＲに結合するようなものであり、
及び／又は
　１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９ｓ）～１０－６ｓ－１（ｔ１／２が数日のほぼ非可逆的
な複合体の場合）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－１、より好ましくは１０－

３ｓ－１～１０－６ｓ－１（１０－４ｓ－１～１０－６ｓ－１等）のｋｏｆｆ速度でＧＰ
ＣＲに結合するようなものである。
【０４４６】
　好ましくは、本発明のナノボディに存在するＣＤＲ配列及びＦＲ配列は、本発明のナノ
ボディが、５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満（
５００ｐＭ未満等）の親和性でＧＰＣＲと結合するようなものである。
【０４４７】
　本発明の非限定的な一態様によれば、ナノボディは本明細書で規定されるようなもので
あり得るが、天然のヒトＶＨドメインの対応するフレームワーク領域と比較して、特にＤ
Ｐ－４７の対応するフレームワーク領域と比較して、フレームワーク領域の少なくとも１
つに少なくとも「１つのアミノ酸差異」（本明細書で規定される）を有することが条件で
ある。より具体的には、本発明の非限定的な一態様によれば、ナノボディは本明細書で規
定されるようなものであり得るが、天然のヒトＶＨドメインの対応するフレームワーク領
域と比較して、特にＤＰ－４７の対応するフレームワーク領域と比較して、特徴的な残基
（例えば１０８位、１０３位及び／又は４５位のもの）の少なくとも１つに少なくとも「
１つのアミノ酸差異」（本明細書で規定）を有することが条件である。通常、ナノボディ
は、ＦＲ２及び／又はＦＲ４の少なくとも１つにおいて、特にＦＲ２及び／又はＦＲ４の
特徴的な残基の少なくとも１つ（同様に、例えば１０８位、１０３位及び／又は４５位の
もの）において、天然のＶＨドメインとの少なくとも１つのこのようなアミノ酸差異を有
する。
【０４４８】
　また、本発明のヒト化ナノボディは本明細書で規定されるようなものであり得るが、天
然のＶＨＨドメインの対応するフレームワーク領域と比較して、フレームワーク領域の少
なくとも１つに少なくとも「１つのアミノ酸差異」（本明細書で規定）を有することが条
件である。より具体的には、本発明の非限定的な一態様によれば、ヒト化ナノボディは本
明細書で規定されるようなものであり得るが、天然のＶＨＨドメインの対応するフレーム
ワーク領域と比較して、特徴的な残基（例えば１０８位、１０３位及び／又は４５位のも
の）の少なくとも１つに少なくとも「１つのアミノ酸差異」（本明細書で規定）を有する
ことが条件である。通常、ヒト化ナノボディは、ＦＲ２及び／又はＦＲ４の少なくとも１
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つにおいて、特にＦＲ２及び／又はＦＲ４の特徴的な残基の少なくとも１つ（同様に、例
えば１０８位、１０３位及び／又は４５位のもの）において、天然のＶＨＨドメインとの
少なくとも１つのこのようなアミノ酸差異を有する。
【０４４９】
　本明細書における開示より明らかなように、本明細書で規定されるような本発明のナノ
ボディの天然又は合成の類似体、突然変異体、変異体、対立遺伝子、ホモログ及びオーソ
ログ（本明細書中でまとめて「類似体」と称される）、特に配列番号２３８～配列番号２
５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノボディの類似体の使用も
本発明の範囲内である。したがって、本発明の一態様によれば、「本発明のナノボディ」
という用語は最も広範な意味ではこのような類似体も包含する。
【０４５０】
　概して、このような類似体では、本明細書で規定されるような本発明のナノボディと比
較して、１つ又は複数のアミノ酸残基が置換、欠失及び／又は付加されていてもよい。こ
のような置換、挿入又は欠失はフレームワーク領域の１つ又は複数、及び／又はＣＤＲの
１つ又は複数において起こってもよい。このような置換、挿入又は欠失がフレームワーク
領域の１つ又は複数において起こる場合、特徴的な残基の１つ又は複数、及び／又はフレ
ームワーク残基中の他の位置の１つ又は複数において起こってもよいが、特徴的な残基で
の置換、挿入又は欠失は（これらが本明細書中で説明されるような適切なヒト化置換でな
い限り）一般にあまり好適ではない。
【０４５１】
　非限定的な例によると、置換は例えば保存的置換（本明細書中で説明される）であって
もよく、及び／又はアミノ酸残基は、別のＶＨＨドメインの同じ位置に自然発生する別の
アミノ酸残基で置き換えられていてもよいが（このような置換の幾つかの非限定的な例に
ついては表Ａ－５～表Ａ－８を参照されたい）、本発明は概してこれに限定されない。し
たがって、本発明のナノボディの特性を改善するか、又は少なくとも本発明のナノボディ
の所望の特性又は所望の特性のバランス若しくは組合せを過度に（即ち、ナノボディがも
はやその使用目的に適さなくなる程度まで）損なわない任意の１つ又は複数の置換、欠失
若しくは挿入、又はその任意の組合せが本発明の範囲内に含まれる。当業者は一般に、本
明細書における開示に基づいて、また任意に、例えば限られた数の可能な置換を導入する
こと、及びそのようにして得られるナノボディの特性に対するその影響を求めることを含
み得る限られた日常実験の後、適切な置換、欠失若しくは挿入、又はその適切な組合せを
決定及び選択することが可能である。
【０４５２】
　例えば当業者の能力の範囲内で、本発明のナノボディ又はポリペプチドを発現するため
に使用される宿主生物に応じて、このような欠失及び／又は置換を、翻訳後修飾される１
つ又は複数の部位（例えば１つ又は複数のグリコシル化部位）を除去するように設計して
もよい。代替的には、置換又は挿入を官能基（本明細書中で説明される）が結合する１つ
又は複数の部位を導入して、例えば部位特異的ペグ化（同様に本明細書中で説明される）
を可能にするように設計してもよい。
【０４５３】
　上記の表Ａ－５～表Ａ－８に示すＶＨＨエントロピー及びＶＨＨ変動性に関するデータ
から明らかなように、フレームワーク領域内の幾つかのアミノ酸残基は他よりも保存され
ている。一般に、任意の置換、欠失又は挿入は好ましくは保存されにくい位置で起こるが
、本発明は最も広範な意味ではこれに限定されない。また、一般に、アミノ酸置換はアミ
ノ酸欠失又はアミノ酸挿入よりも好適である。
【０４５４】
　類似体は好ましくは、本発明のナノボディに関して本明細書で規定されるようなもので
ある親和性（本明細書中でさらに説明されるように、（実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実
際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度として、又は代替的にはＩ
Ｃ５０値として適切に測定されるか、及び／又は表される）でＧＰＣＲと結合することが
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できるようなものである。
【０４５５】
　類似体は好ましくは、本明細書中で説明されるようなナノボディの有利な特性を保持す
るものでもある。
【０４５６】
　また、好適な一態様によれば、類似体は、配列番号２３８～配列番号２５３、より好ま
しくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノボディの１つとの少なくとも７０％、好
ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％（少なくとも９５％等）又
は９９％以上の程度の配列同一性を有し、及び／又は好ましくは多くとも２０個、好まし
くは多くとも１０個、さらにより好ましくは多くとも５個、例えば４個、３個、２個又は
ただ１個のアミノ酸差異（本明細書で規定される）を有する。
【０４５７】
　また、類似体のフレームワーク配列及びＣＤＲは好ましくは、本明細書で規定される好
適な態様に従うものである。より一般には、本明細書中で説明されるように、類似体は（
ａ）１０８位にＱ、及び／又は（ｂ）４５位に荷電アミノ酸又はシステイン残基、好まし
くは４４位にＥ、より好ましくは４４位にＥ及び４５位にＲ、及び／又は（ｃ）１０３位
にＰ、Ｒ又はＳを有する。
【０４５８】
　本発明のナノボディの１つの好適な群の類似体は、ヒト化された（即ち、本発明の天然
のナノボディの配列と比較して）ナノボディを含む。本明細書中で引用される背景技術で
述べられたように、このようなヒト化は一般に、ヒトＶＨドメイン、例えばヒトＶＨ３ド
メインでの同じ位置に起こるアミノ酸残基での、天然のＶＨＨの配列における１つ又は複
数のアミノ酸残基の置き換えを含む。可能なヒト化置換又はヒト化置換の組合せの例は、
例えば本明細書中の表から、本明細書中で引用される背景技術で述べられた可能なヒト化
置換から、及び／又はナノボディの配列と天然のヒトＶＨドメインの配列との比較から当
業者に明らかである。
【０４５９】
　ヒト化置換は、得られるヒト化ナノボディが、本明細書で規定されるようなナノボディ
の有利な特性を依然として保持するように、より好ましくは類似体に関して前述の段落に
説明されるようなものであるように選択されるべきである。当業者は一般に、本明細書に
おける開示に基づいて、また任意に、例えば限られた数の可能なヒト化置換を導入するこ
と、及びそのようにして得られるナノボディの特性に対するその影響を求めることを含み
得る限られた日常実験の後、適切なヒト化置換又は適切なヒト化置換の組合せを決定及び
選択することが可能である。
【０４６０】
　概して、ヒト化の結果として、本発明のナノボディは、本明細書中で説明されるような
本発明のナノボディの有利な特性を依然として保持しながら、より「ヒト様」となり得る
。結果として、このようなヒト化ナノボディは幾つかの利点、例えば対応する天然のＶＨ

Ｈドメインと比較して低減された免疫原性を有し得る。同様に、当業者は、本明細書にお
ける開示に基づいて、また任意に限られた日常実験の後、一方ではヒト化置換によりもた
らされる有利な特性と、他方では天然のＶＨＨドメインの有利な特性との間の所望の又は
適切なバランスを最適化又は達成するヒト化置換又は適切なヒト化置換の組合せを選択す
ることが可能である。
【０４６１】
　本発明のナノボディは任意のフレームワーク残基（複数可）で、例えば１つ又は複数の
特徴的な残基（本明細書で規定される）で又は１つ又は複数の他のフレームワーク残基（
即ち、非特徴的な残基）で又はこれらの任意の適切な組合せで適切にヒト化され得る。「
Ｐ、Ｒ、Ｓ－１０３群」又は「ＫＥＲＥ群」のナノボディに関する１つの好適なヒト化置
換は、Ｑ１０８からＬ１０８への置換である。「ＧＬＥＷ群」のナノボディもまた、他の
特徴的な残基の少なくとも１つがラクダ化（camelid（camelizing））置換（本明細書で
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規定される）を含有するという条件で、Ｑ１０８からＬ１０８への置換によりヒト化され
得る。例えば、上述したように、１つの特に好適な群のヒト化ナノボディは、ＧＬＥＷ又
はＧＬＥＷ様配列を４４位～４７位に、Ｐ、Ｒ又はＳ（特にＲ）を１０３位に、Ｌを１０
８位に有する。
【０４６２】
　ヒト化及び他の類似体、並びにこれをコードする核酸配列は、それ自体が既知の任意の
方法で準備することができる。例えば、類似体は、天然のＶＨＨドメインをコードする核
酸を準備すること、（例えば部位特異的突然変異誘発、又は適切なミスマッチプライマー
を使用するＰＣＲによって）置換を受ける１つ又は複数のアミノ酸残基に対するコドンを
、対応する所望のアミノ酸残基に対するコドンに変えること、このようにして得られる核
酸／ヌクレオチド配列を適切な宿主又は発現系において発現させること、及び任意に、こ
のようにして得られる類似体を（例えば本明細書中でさらに説明されるように）単離及び
／又は精製して、本質的に単離された形の上記類似体を提供する、単離及び／又は精製す
ることにより得ることができる。これは概して、例えば本明細書中で引用されるハンドブ
ック及び参考文献、本明細書中で引用される背景技術及び／又は本明細書中のさらなる記
載から当業者に明らかな、それ自体が既知の方法及び技法を用いて実行することができる
。代替的には、所望の類似体をコードする核酸は、それ自体が既知の方法で（例えば所定
のアミノ酸配列を有する核酸配列を合成する自動装置を用いて）合成することができ、次
に本明細書中で説明されるように発現させることができる。さらに別の技法は、各々が所
望の類似体の一部をコードする１つ又は複数の天然及び／又は合成の核酸配列を組み合わ
せること、及び次に組み合わせた核酸配列を本明細書中で説明されるように発現させるこ
とを含み得る。また、類似体は、例えば本明細書中で述べたような、それ自体が既知のペ
プチド合成技法を用いた関連アミノ酸配列の化学合成を利用して準備することができる。
【０４６３】
　これに関して、本発明のナノボディの配列を提供するために及び／又はこのようにして
得られる配列にナノボディの有利な特性を付与するために、即ち１つ又は複数のラクダ化
置換を導入する（即ち、上記ヒトＶＨドメインのアミノ酸配列中の１つ又は複数のアミノ
酸残基を、ＶＨＨドメインの対応する位置で生じるアミノ酸残基に変化させる）ことによ
り、本発明のナノボディ（例えばその類似体）を、例えばヒトＶＨ３配列、例えばＤＰ－
４７、ＤＰ－５１又はＤＰ－２９等のヒトＶＨ配列（即ち、アミノ酸配列又は対応するヌ
クレオチド配列）から設計及び／又は準備することが可能であることも、当業者には明ら
かである。同様に、これは一般に、開始点としてヒトＶＨドメインに対するアミノ酸配列
及び／又はヌクレオチド配列を使用し、前の段落で言及される多様な方法及び技法を用い
て実行することができる。
【０４６４】
　幾つかの好ましいが非限定的なラクダ化置換は、表Ａ－５～表Ａ－８から導くことがで
きる。特徴的な残基の１つ又は複数でのラクダ化置換は一般に、所望の特性に他のアミノ
酸位置の１つ又は複数での置換よりも大きな影響を与えるが、その両方及び任意の適切な
組合せが本発明の範囲内に含まれることも明らかである。例えば、既に少なくとも幾つか
の所望の特性を付与している１つ又は複数のラクダ化置換を導入すること、及び次に上記
特性をさらに改善するか、及び／又はさらなる有利な特性を付与するさらなるラクダ化置
換を導入することが可能である。また、当業者は一般に、本明細書における開示に基づい
て、また任意に、例えば限られた数の可能なラクダ化置換を導入すること、及びナノボデ
ィの有利な特性が得られたか又は（即ち、元のＶＨドメインと比較して）改善されたか否
かを求めることを含み得る限られた日常実験の後、適切なラクダ化置換又は適切なラクダ
化置換の組合せを決定及び選択することが可能である。しかしながら、一般にこのような
ラクダ化置換は好ましくは、得られるアミノ酸配列が少なくとも（ａ）１０８位にＱ、及
び／又は（ｂ）４５位に荷電アミノ酸又はシステイン残基及びまた好ましくは４４位にＥ
、より好ましくは４４位にＥ及び４５位にＲ、及び／又は（ｃ）１０３位にＰ、Ｒ又はＳ
、並びに任意に１つ又は複数のさらなるラクダ化置換を含有するようなものである。より
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好ましくは、ラクダ化置換は、本発明のナノボディ及び／又はその類似体（本明細書で規
定される）、例えばヒト化類似体及び／又は好ましくは前述の段落に規定されるようなも
のである類似体をもたらすようなものである。
【０４６５】
　本明細書における開示から同様に明らかなように、本明細書で規定されるような本発明
のナノボディの部分若しくは断片、又は２つ以上の部分若しくは断片の組合せ、特に配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノ
ボディの部分又は断片の使用もまた本発明の範囲内である。したがって、本発明の一態様
によれば、「本発明のナノボディ」という用語は最も広範な意味ではこのような部分又は
断片も包含する。
【０４６６】
　概して、本発明のナノボディ（例えばその類似体）のこのような部分又は断片は、対応
する本発明の全長ナノボディ（又はその類似体）のアミノ酸配列と比較して、Ｎ末端の１
つ又は複数のアミノ酸残基、Ｃ末端の１つ又は複数のアミノ酸残基、１つ又は複数の連続
内部アミノ酸残基、又はその任意の組合せが欠失しているか、及び／又は除去されたアミ
ノ酸配列を有する。
【０４６７】
　部分又は断片は好ましくは、本発明のナノボディに対して、本明細書で規定されるよう
なものである親和性（本明細書中でさらに記載されるように、（実際又は見掛けの）ＫＤ

値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆｆ速度として、又は代替
的にはＩＣ５０値として適切に測定されるか、及び／又は表される）でＧＰＣＲと結合す
ることができるようなものである。
【０４６８】
　任意の部分又は断片は好ましくは、対応する本発明の全長ナノボディのアミノ酸配列の
少なくとも１０個の連続アミノ酸残基、好ましくは少なくとも２０個の連続アミノ酸残基
、より好ましくは少なくとも３０個の連続アミノ酸残基、例えば少なくとも４０個の連続
アミノ酸残基を含むようなものである。
【０４６９】
　また、任意の部分又は断片は好ましくは、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及び／又はＣＤＲ３の少
なくとも１つ又は少なくともその一部（特に少なくともＣＤＲ３又は少なくともその一部
）を含むようなものである。より好ましくは、任意の部分又は断片は、好ましくは適切な
フレームワーク配列（複数可）又は少なくともその一部により連結した、ＣＤＲの少なく
とも１つ（好ましくは少なくともＣＤＲ３又はその一部）及び少なくとも１つの他のＣＤ
Ｒ（即ち、ＣＤＲ１又はＣＤＲ２）又は少なくともその一部を含むようなものである。よ
り好ましくは、任意の部分又は断片は、好ましくは同様に適切なフレームワーク配列（複
数可）又は少なくともその一部により連結した、ＣＤＲの少なくとも１つ（好ましくは少
なくともＣＤＲ３又はその一部）及び残り２つのＣＤＲの少なくとも一部を含むようなも
のである。
【０４７０】
　別の特に好ましいが非限定的な態様によれば、このような部分又は断片は、対応する本
発明の全長ナノボディの少なくともＣＤＲ３、例えばＦＲ３、ＣＤＲ３及びＦＲ４を含む
（即ち、例えば国際出願の国際公開第０３／０５０５３１号（Lasters et al.）に説明さ
れる）。
【０４７１】
　上記で既に述べたように、２つ以上のこのような部分又は断片（即ち、同一の又は異な
る本発明のナノボディに由来する）を組み合わせる、即ち、本発明のナノボディの類似体
（本明細書で規定される）を提供する及び／又はさらなる部分又は断片（本明細書で規定
される）を提供することも可能である。例えば、本発明のナノボディの１つ又は複数の部
分又は断片を、ヒトＶＨドメインの１つ又は複数の部分又は断片と組み合わせることもま
た可能である。
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【０４７２】
　好適な一態様によれば、部分又は断片は、配列番号２３８～配列番号２５３、より好ま
しくは配列番号２３８及び配列番号２３９のナノボディの１つとの少なくとも５０％、好
ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少なくとも７０％、さらにより好ましくは少
なくとも８０％（少なくとも９０％等）、９５％又は９９％以上の程度の配列同一性を有
する。
【０４７３】
　部分及び断片、並びにこれをコードする核酸配列は、任意のそれ自体が既知の方法で準
備して任意に組み合わせることができる。例えば、このような部分又は断片は、完全長の
本発明のナノボディをコードする核酸中に終止コドンを挿入すること、及び次にこのよう
にして得られる核酸をそれ自体が既知の方法（例えば本明細書中で説明される）で発現さ
せることで得ることができる。代替的には、このような部分又は断片をコードする核酸は
、完全長の本発明のナノボディをコードする核酸を適切に制限すること、又はこのような
核酸をそれ自体が既知の方法で合成することにより得ることができる。部分又は断片はま
た、それ自体が既知のペプチド合成技法を用いて準備してもよい。
【０４７４】
　本発明は最も広範な意味では本発明のナノボディの誘導体も含む。このような誘導体は
概して、本発明のナノボディ及び／又は本発明のナノボディを形成するアミノ酸残基の１
つ又は複数の修飾、特に化学的及び／又は生物学的（例えば酵素的）修飾により得ること
ができる。
【０４７５】
　このような修飾の例、並びにこのような形（即ち、タンパク質骨格、又は好ましくは側
鎖のいずれか）で修飾することができるナノボディ配列内のアミノ酸残基の例、このよう
な修飾の導入のために使用することができる方法及び技法、並びにこのような修飾の潜在
的使用及び利点は当業者に明らかである。
【０４７６】
　例えば、このような修飾は、１つ又は複数の官能基、残基又は部分、特に１つ又は複数
の所望の特性又は官能性を本発明のナノボディに付与する１つ又は複数の官能基、残基又
は部分を本発明のナノボディ中に又はナノボディ上に（例えば共有結合によるか、又は他
の適切な形で）導入することを含み得る。このような官能基の例は当業者に明らかである
。
【０４７７】
　例えば、このような修飾は、本発明のナノボディの半減期、溶解性及び／又は吸収性を
増大する、本発明のナノボディの免疫原性及び／又は毒性を低減する、本発明のナノボデ
ィの任意の望ましくない副作用を排除若しくは減衰する、及び／又は本発明のナノボディ
及び／又はポリペプチドに他の有益な特性を付与するか、及び／又は本発明のナノボディ
及び／又はポリペプチドの不要な特性を低減する、又は上記の２つ以上の任意の組合せで
ある１つ又は複数の官能基を（例えば共有結合によるか、又は任意の他の適切な形で）導
入することを含み得る。このような官能基及びこれらを導入する技法の例は当業者に明ら
かであり、一般に、上記で引用される包括的な背景技術で述べた全ての官能基及び技法、
並びに医薬用タンパク質の修飾、特に抗体又は抗体断片（例えばＳｃＦｖ及び単一ドメイ
ン抗体）の修飾に関するそれ自体が既知の官能基及び技法を含み得る。これに関しては例
えばRemington'sPharmaceutical Sciences, 16th ed., Mack Publishing Co., Easton, P
A （1980）を参照する。同様に当業者に明らかなように、このような官能基は、例えば本
発明のナノボディに直接（例えば共有結合的に）、又は任意に適切なリンカー若しくはス
ペーサーを介して結合し得る。
【０４７８】
　半減期を増大するか、及び／又は医薬用タンパク質の免疫原性を低減するために最も広
く使用される技法の１つは、適切な薬理学的に許容可能なポリマー、例えばポリ（エチレ
ングリコール）（ＰＥＧ）又はその誘導体（例えばメトキシポリ（エチレングリコール）
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即ちｍＰＥＧ）の結合を含む。概して、任意の適切な形のペグ化、例えば当該技術分野で
抗体及び抗体断片（例えば、限定されるものではないが、（単一）ドメイン抗体及びＳｃ
Ｆｖ）に対して使用されるペグ化を使用することができる。例えばChapman, Nat. Biotec
hnol.,54, 531-545 （2002）、Veronese andHarris, Adv. Drug Deliv. Rev. 54, 453-45
6 （2003）、Harris and Chess, Nat. Rev. Drug. Discov., 2, （2003）及び国際公開第
０４／０６０９６５号を参照する。タンパク質のペグ化に関する多様な試薬も、例えばNe
ktar Therapeutics, USAより市販されている。
【０４７９】
　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を使用する（例えばYang e
t al., Protein Engineering, 16, 10, 761-770 （2003）を参照されたい）。例えば、そ
のために、本発明のナノボディにおいて自然発生するシステイン残基にＰＥＧを結合して
もよく、本発明のナノボディを、ＰＥＧに結合する１つ又は複数のシステイン残基を適切
に導入するように修飾してもよく、又はＰＥＧに結合する１つ又は複数のシステイン残基
を含むアミノ酸配列を、本発明のナノボディのＮ末端及び／又はＣ末端と融合してもよい
（全て、それ自体が当業者に既知であるタンパク質工学の技法を使用する）。
【０４８０】
　好ましくは、ＰＥＧは、本発明のナノボディ及びタンパク質に対して５０００を超える
（例えば１００００を超える）かつ２０００００未満（例えば１０００００未満）の分子
量、例えば２００００～８００００の範囲の分子量で使用する。
【０４８１】
　さらに、通常あまり好ましくない修飾は、一般的に翻訳時及び／又は翻訳後の修飾の一
部として、本発明のナノボディ又はポリペプチドを発現するのに用いられる宿主細胞に応
じてＮ結合型又はＯ結合型のグリコシル化を含む。
【０４８２】
　さらに別の修飾は、標識したナノボディの用途に応じて、１つ又は複数の検出可能な標
識、又は他のシグナル生成基若しくはシグナル生成部分の導入を含んでいてもよい。これ
らを結合、使用及び検出するのに好適な標識及び技法は当業者にとって明らかであり、例
としては、蛍光標識（例えば、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－フタアルデヒド、及びフルオ
レサミン、並びに１５２Ｅｕ等の蛍光金属、又はランタニド系列からの他の金属）、リン
光標識、化学発光標識又は生物発光標識（例えば、ルミナール、イソルミナール、セロマ
ティックアクリジニウムエステル（theromatic acridinium ester）、イミダゾール、ア
クリジニウム塩、シュウ酸エステル、ジオキセタン又はＧＦＰ、及びその類似体）、放射
性同位体（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３２Ｐ、３５Ｓ、１４Ｃ、５１Ｃｒ、３６Ｃｌ、５

７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、及び７５Ｓｅ）、金属、金属キレート又は金属カチオン（
例えば、９９ｍＴｃ、１２３Ｉ、１１１Ｉｎ、１３１Ｉ、９７Ｒｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ
、及び６８Ｇａ等の金属カチオン、又はｉｎ　ｖｉｖｏ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｓ
ｉｔｕ診断及びイメージングにおける使用に特に適した他の金属若しくは金属カチオン、
例えば（１５７Ｇｄ、５５Ｍｎ、１６２Ｄｙ、５２Ｃｒ、及び５６Ｆｅ）並びに、発色団
及び酵素（例えば、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、スタフィロコッカスヌクレアーゼ、δ－
Ｖ－ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコールデヒドロゲナーゼ、α－グリセロリン酸デ
ヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ビオチンアビジンペルオキシダーゼ、
セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコ
ースオキシダーゼ、β－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－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、及びアセチルコリン
エステラーゼ）が挙げられるが、これらに限定されない。他の好適な標識は当業者にとっ
て明らかであり、例としては、ＮＭＲ分光法又はＥＳＲ分光法を用いて検出することがで
きる部分が挙げられる。
【０４８３】
　本発明のこのような標識したナノボディ及びポリペプチドは、例えば、特異的標識の選
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択に応じて、（ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＩＡ及び他の「サンドイッチアッセイ」等のそれ
自体が既知のイムノアッセイを含む）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｓｉ
ｔｕアッセイに、並びにｉｎ　ｖｉｖｏ診断及びイメージングの目的で使用され得る。
【０４８４】
　当業者にとって明らかであるように、別の修飾は、例えば、上記の金属又は金属カチオ
ンの１つをキレート化するキレート基（chelating group）の導入を含んでいてもよい。
例えば好適なキレート基としては、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）又はエチレ
ンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０４８５】
　さらに別の修飾は、ビオチン－（ストレプト）アビジン結合対等の特異的結合対の一部
である官能基の導入を含んでいてもよい。このような官能基は、本発明のナノボディを別
のタンパク質、ポリペプチド、又は結合対の残り半分と結合する化合物に連結させるのに
（即ち、結合対の形成を介して）使用され得る。例えば、本発明のナノボディは、ビオチ
ンと結合し、アビジン又はストレプトアビジンと結合した別のタンパク質、ポリペプチド
、化合物又は担体に連結し得る。例えば、このような結合ナノボディは、例えば、検出可
能なシグナル生成剤がアビジン又はストレプトアビジンに結合する診断系のレポーターと
して使用され得る。このような結合対は、例えば、本発明のナノボディを、医薬目的に好
適な担体を含む担体に結合させるのにも使用することができる。非限定的な一例は、Cao 
and Suresh, Journal of Drug Targetting, 8, 4, 257 （2000）によって記載のリポソー
ム製剤である。このような結合対はまた、本発明のナノボディと治療に有効な作用物質と
を連結させるのに使用することができる。
【０４８６】
　用途によっては、特に、（例えば、癌の治療において）本発明のナノボディが指向性を
有する標的を発現する細胞を死滅させること、又はこのような細胞の成長及び／又は増殖
を低減するか若しくは遅延させることを意図する用途では、本発明のナノボディは、毒素
又は毒素残基若しくは毒素部分にも連結し得る。本発明のナノボディに連結して、例えば
細胞毒性化合物をもたらし得る毒素部分、化合物又は残基の例は当業者にとって明らかで
あり、例えば、上記の従来技術に及び／又は本明細書中のさらなる説明に見ることができ
る。一例はいわゆるＡＤＥＰＴ（商標）技術である（国際公開第０３／０５５５２７号に
記載）。
【０４８７】
　他の可能な化学修飾及び酵素修飾は当業者にとって明らかであろう。このような修飾を
、（例えば、機能－活性関係を研究するために）調査目的で導入してもよい。例えば、Lu
ndblad and Bradshaw, Biotechnol. Appl. Biochem., 26, 143-151 （1997）を参照する
。
【０４８８】
　好ましくは、この誘導体は、本発明のナノボディに関して本明細書中に規定される（（
実際又は見掛けの）ＫＤ値、（実際又は見掛けの）ＫＡ値、ｋｏｎ速度及び／又はｋｏｆ

ｆ速度として、又は代替的に本明細書中にさらに記載のＩＣ５０値として好適に測定及び
／又は表される）親和性で、ＧＰＣＲと結合するような誘導体である。
【０４８９】
　上述のように、本発明はまた、少なくとも１つの本発明のナノボディから本質的に成る
か又はこれを含む、タンパク質又はポリペプチドに関する。「から本質的に成る」とは、
本発明のポリペプチドのアミノ酸配列が、本発明のナノボディのアミノ酸配列と厳密に同
じであるか、又は、１個～２０個のアミノ酸残基、例えば、１個～１０個のアミノ酸残基
、及び好ましくは１個～６個のアミノ酸残基（例えば、１個、２個、３個、４個、５個又
は６個のアミノ酸残基）等の限定数のアミノ酸残基をナノボディのアミノ酸配列のアミノ
末端、カルボキシ末端、又はアミノ末端及びカルボキシ末端の両方に付加させた本発明の
ナノボディのアミノ酸配列に対応するかどちらかであることを意味する。
【０４９０】
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　上記のアミノ酸残基は、ナノボディの（生物学的）特性を変更するか、改質するか、又
はさもなければこれに影響を与える場合もあり又は与えない場合もあり、ナノボディにさ
らなる官能性を付加する場合もあり又は付加しない場合もある。例えば、このようなアミ
ノ酸残基は、
　例えば、異種宿主細胞又は異種宿主生物において発現した結果得られるＮ末端Ｍｅｔ残
基を含み得る。
　合成の際に宿主細胞からのナノボディの分泌を導く、シグナル配列又はリーダー配列を
形成してもよい。好適な分泌リーダーペプチドは当業者にとって明らかであり、本明細書
中にさらに記載される通りであり得る。通常、本発明は最も広範な意味では、限定される
ものではないが、このようなリーダー配列は、ナノボディのＮ末端に連結されるであろう
。
　ナノボディを、特定の器官、組織、細胞、又は細胞の一部若しくはコンパートメントに
指向性を有し、及び／又はこれらに侵入させるか若しくは入り込ませ、及び／又はナノボ
ディを、細胞膜、上皮細胞の層等の細胞層、固形腫瘍を含む腫瘍、又は血液脳関門のよう
な生物学的障壁に侵入させるか若しくはこれらに対して横断させる、配列又はシグナルを
形成し得る。このようなアミノ酸配列の例は当業者にとって明らかであろう。幾つかの非
限定的な例は、国際公開第０３／０２６７００号、並びにTemsamani et al., Expert Opi
n. Biol. Ther., 1, 773 （2001）、Temsamani and Vidal, Drug Discov.Today, 9, 1012
 （004）及びRousselle, J. Pharmacol. Exp. Ther., 296, 124-131 （2001）に記載され
ている小ペプチドベクター（「Ｐｅｐ－トランスベクター」）、並びにZhaoet al., Apop
tosis, 8, 631-637 （2003）によって記載されている膜輸送体配列である。抗体断片の細
胞内標的化のためのＣ末端アミノ酸配列及びＮ末端アミノ酸配列は、例えば、Cardinale 
et al., Methods, 34, 171 （2004）によって記載されている。細胞内標的化の他の好適
な技法は、以下に記述されるような、本発明のナノボディを含むいわゆる「細胞内抗体（
intrabodies）」の発現及び／又は使用を伴う。
　「標識」、例えば、上記の配列又は残基を対象とする親和性技法等を用いてナノボディ
の精製を可能にするか又は容易にする、アミノ酸配列又は残基を形成し得る。その後、（
例えば、化学的又は酵素学的な切断によって）上記の配列又は残基を除去して、ナノボデ
ィ配列をもたらし得る（この目的のために、標識は任意で、切断可能なリンカー配列を介
してナノボディ配列に連結されてもよく、又は切断可能なモチーフを含有していてもよい
）。このような残基の好ましいが非限定的な幾つかの例は、複数のヒスチジン残基、グル
タチオン残基、及びｍｙｃ標識（例えば国際公開第０６／１２２８２号の配列番号３１を
参照）である。
　官能基の結合のために官能化し及び／又は部位として機能することができる１つ又は複
数のアミノ酸残基であり得る。好適なアミノ酸残基及び官能基は当業者にとって明らかで
あり、本発明のナノボディの誘導体について本明細書中に記述されたアミノ酸残基及び官
能基が挙げられるが、これらに限定されない。
【０４９１】
　別の態様によれば、本発明のポリペプチドは、そのアミノ末端で、そのカルボキシ末端
で、又はそのアミノ末端及びカルボキシ末端の両方で、少なくとも１つのさらなるアミノ
酸配列と融合する、即ち上記本発明のナノボディと１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列
とを含む融合タンパク質がもたらされるように本発明のナノボディを含む。このような融
合は本明細書中で「ナノボディ融合」とも呼ばれる。
【０４９２】
　１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列は、任意の好適及び／又は所望のアミノ酸配列で
あり得る。さらなるアミノ酸配列は、ナノボディの（生物学的）特性を変更するか、改質
するか、又はさもなければこれに影響を与える場合もあり又は与えない場合もあり、本発
明のナノボディ又はポリペプチドにさらなる官能性を付加する場合もあり又は付加しない
場合もある。好ましくは、さらなるアミノ酸配列は、本発明のナノボディ又はポリペプチ
ドに、１つ又は複数の所望の特性又は官能性を付与するようなものである。
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【０４９３】
　例えば、さらなるアミノ酸配列はまた、任意の所望のタンパク質、ポリペプチド、抗原
、抗原決定基又はエピトープ（本発明のナノボディが指向性を有する同様のタンパク質、
ポリペプチド、抗原、抗原決定基若しくはエピトープ、又は異なるタンパク質、ポリペプ
チド、抗原、抗原決定基若しくはエピトープが挙げられるが、これらに限定されない）の
いずれかに指向性を有し得る第２の結合部位をもたらし得る。
【０４９４】
　このようなアミノ酸配列の例は当業者にとって明らかであり、概して、従来の抗体及び
その断片に基づきペプチド融合に用いられる全てのアミノ酸配列を含み得る（ＳｃＦｖ及
び単一ドメイン抗体が挙げられるが、これらに限定されない）。例えば、Holliger and H
udson, Nature Biotechnology, 23, 9, 1126-1136 （2005）による総説を参照する。
【０４９５】
　例えば、このようなアミノ酸配列は、本発明のナノボディ自体に比べて、半減期、溶解
性若しくは吸着を増大させる、免疫原性若しくは毒性を低減させる、望ましくない副作用
を排除若しくは減衰させる、及び／又は他の有益な特性を本発明のポリペプチドに付与す
るか、及び／又は本発明のポリペプチドの望ましくない特性を減らすアミノ酸配列であり
得る。このようなアミノ酸配列の幾つかの非限定的な例は、血清タンパク質、例えば、ヒ
ト血清アルブミン（例えば国際公開第００／２７４３５号を参照）又はハプテン分子（例
えば、抗体を循環させることにより認識されるハプテン（例えば国際公開第９８／２２１
４１号を参照））である。
【０４９６】
　特に、血清アルブミン又はその断片に対する免疫グロブリンの連結断片（例えば、ＶＨ

ドメイン）を使用して半減期を増大させることができることは、当該技術分野において記
載されている。国際公開第００／２７４３５号及び国際公開第０１／０７７１３７号を参
照する）。本発明によれば、本発明のナノボディは好ましくは、血清アルブミン（又はそ
の好適な断片）に直接連結するか、又は好適なリンカーを介して、特に好適なペプチドを
介して連結することにより、本発明のポリペプチドを遺伝子融合（タンパク質）として発
現することができる。具体的な一態様によれば、本発明のナノボディは、少なくとも血清
アルブミンのドメインＩＩＩ又はその一部を含む、血清アルブミンの断片に連結し得る。
例えば、２００６年３月３１日に出願された、“Albuminderived amino acid sequence, 
use thereof for increasing the half-life of therapeuticproteins and of other the
rapeutic proteins and entities, and constructscomprising the same”と題された、A
blynx N.V.の米国仮特許出願第６０／７８８，２５６号を参照されたい。
【０４９７】
　代替的に、さらなるアミノ酸配列は、血清中の半減期を増大させるように、血清タンパ
ク質（例えば、ＩｇＧ等のヒト血清アルブミン又は別の血清タンパク質等）に指向性を有
する、第２の結合部位又は結合単位を付与し得る。このようなアミノ酸配列は例えば、下
記のナノボディ、並びに、国際公開第９１／０１７４３号、国際公開第０１／４５７４６
号及び国際公開第０２／０７６４８９号に記載の小ペプチド及び結合タンパク質、及び国
際公開第０３／００２６０９号及び国際公開第０４／００３０１９号に記載のｄＡｂを含
む。Harmsen et al., Vaccine, 23 （41）； 4926-42, 2005、並びに欧州特許第０３６８
６８４号、並びに、本明細書中に記載のAblynx N.V.による以下の米国仮特許出願第６０
／８４３，３４９号、同第６０／８５０，７７４号、同第６０／８５０，７７５号、"Pep
tides capable of bindingto serum proteins"と題されたAblynx N.V.による米国仮特許
出願（２００６年１２月５日出願）（本明細書中にも記載される）も参照する。
【０４９８】
　このようなアミノ酸配列は特に、血清アルブミン（及びより詳細にはヒト血清アルブミ
ン）及び／又はＩｇＧ（及びより詳細にはヒトＩｇＧ）に指向性を有し得る。例えば、こ
のようなアミノ酸配列は、（ヒト）血清アルブミンに指向性を有するアミノ酸配列、及び
ＦｃＲｎへの血清アルブミンの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミン上のアミノ酸残
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基に結合し得るアミノ酸配列（例えば、国際公開第０６／０１２２７８７号を参照）、及
び／又は血清アルブミンのドメインＩＩＩの一部を形成しない血清アルブミン上のアミノ
酸残基に結合し得るアミノ酸配列（例えば、同様に国際公開第０６／０１２２７８７パン
フレットを参照）；増大した半減期を有するか又は半減期を増大させ得るアミノ酸配列（
例えば、“Serum albuminbinding proteins with long half-lives”と題されたAblynx N
.V.の米国仮特許出願第６０／８４３，３４９号（２００６年９月８日出願）を参照され
たい）；哺乳動物の少なくとも１種に由来の血清アルブミンと、特に霊長類の少なくとも
１種（例えば、限定されるものではないが、マカク属のサル（例えば、特に、カニクイザ
ル（マカク・ファシクラリス）及び／又はアカゲザル（マカク・ムラット））及びヒヒ（
パピオ・ウルジヌス））と交差反応性であるヒト血清アルブミンに対するアミノ酸配列（
同様に米国仮特許出願第６０／８４３，３４９号も参照）；ｐＨ非依存的に血清アルブミ
ンに結合し得るアミノ酸配列（例えば、"Amino acid sequences that bind to serum pro
teins in a mannerthat is essentially independent of the pH, compounds comprising
 the same, anduses thereof"と題されたAblynx N.V.による米国仮特許出願第６０／８５
０，７７４号（２００６年１０月１１日出願）を参照）、及び／又は条件付き結合剤（co
nditional binder）であるアミノ酸配列（例えば、"Aminoacid sequences that bind to 
a desired molecule in a conditional manner"と題されたAblynx N.V.による米国仮特許
出願第６０／８５０，７７５号（２００６年１０月１１日出願）を参照）であり得る。
【０４９９】
　別の態様によれば、１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列は、従来の四本鎖抗体（及び
、特にヒト抗体）及び／又は重鎖抗体の１つ又は複数の部分、断片、又はドメインを含み
得る。例えば、通常はあまり好ましくないが、本発明のナノボディは、従来の（好ましく
はヒト）ＶＨドメイン若しくはＶＬドメインに、又はＶＨドメイン若しくはＶＬドメイン
の天然型類似体若しくは合成類似体に、同様に任意でリンカー配列（Ward et al.によっ
て記載されているｄＡｂ抗体等の他の（単一）ドメイン抗体が挙げられるが、これらに限
定されない）を介して連結され得る。
【０５００】
　また、少なくとも１つのナノボディは、任意でリンカー配列を介して、１つ又は複数の
（好ましくはヒト）ＣＨ１、ＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインと連結してもよい。例えば
、好適なＣＨ１ドメインと連結するナノボディは、例えば従来のＦａｂ断片又はＦ（ａｂ
’）２断片に類似するが、従来のＶＨドメインの１つ、又は（Ｆ（ａｂ’）２断片の場合
）１つ若しくは両方を本発明のナノボディで置換した抗体断片／構造体を生成するように
（好適な軽鎖と共に）使用することができる。また、２つのナノボディは、（任意でリン
カーを介して）ＣＨ３ドメインと連結してｉｎ　ｖｉｖｏで半減期が増大した構築物をも
たらすことができる。
【０５０１】
　本発明のポリペプチドの具体的な一態様によれば、１つ又は複数の本発明のナノボディ
は、１つ又は複数のエフェクタ機能を本発明のポリペプチドに付与し及び／又は１つ又は
複数のＦｃ受容体に結合する能力を付与し得る１つ又は複数の抗体部、断片又はドメイン
と連結し得る。例えば、この目的で、及びこれらに限定されるものではないが、１つ又は
複数のさらなるアミノ酸配列は、重鎖抗体（本明細書中に記載）及びより好ましくは従来
のヒト四本鎖抗体等に由来する抗体の１つ又は複数のＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインを
含んでいてもよく、及び／又は例えばＩｇＧ、ＩｇＥ、又は別のヒトＩｇに由来するＦｃ
領域（の一部）を形成してもよい。例えば、国際公開第９４／０４６７８号は、ラクダ科
動物ＶＨＨドメイン又はそのヒト化誘導体（即ち、ナノボディ）を含む重鎖抗体を記載し
ており、ここでは、ラクダ科動物ＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインが、ヒトＣＨ２及びＣ

Ｈ３ドメインで置換されている。それによりナノボディと（ＣＨ１ドメインは含まないが
）ヒトＣＨ２及びＣＨ３ドメインとをそれぞれ含む２つの重鎖から成る免疫グロブリンが
もたらされるが、その免疫グロブリンは、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインによって付与される
エフェクタ機能を有し、如何なる軽鎖の非存在下でも機能することができる。本発明のナ
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ノボディと好適に連結してエフェクタ機能を付与し得る他のアミノ酸配列は当業者にとっ
て明らかであり、所望のエフェクタ機能（複数可）に基づき選択され得る。例えば、国際
公開第０４／０５８８２０号、国際公開第９９／４２０７７号、及び国際公開第０５／０
１７１４８号、並びにHolliger and Hudson（同上）の概説を参照する。本発明のナノボ
ディとＦｃ部分とのカップリングによっても、対応する本発明のナノボディに比べて半減
期の増大が生じ得る。用途によっては、如何なる生物学的に重要なエフェクタ機能も含ま
ない半減期の増大を与えるＦｃ部分及び／又は定常ドメイン（即ち、ＣＨ２及び／又はＣ

Ｈ３ドメイン）の使用も好適であるか、又は一層好ましい。１つ又は複数のナノボディと
、ｉｎ　ｖｉｖｏで半減期が増大した１つ又は複数の定常ドメインとを含む他の好適な構
築物は当業者にとって明らかであり、例えば、任意でリンカー配列を介してＣＨ３ドメイ
ンに連結する２つのナノボディを含み得る。一般に、半減期が増大した任意の融合タンパ
ク質又は誘導体は好ましくは、５０ｋＤを超える分子量、即ち腎臓吸収のカットオフ値を
有する。
【０５０２】
　また、さらなるアミノ酸配列は、（例えば、本発明のポリペプチドを発現するのに用い
られる宿主細胞に応じて、本発明のポリペプチドのプレフォーム、プロフォーム又はプレ
プロフォームをもたらすように）合成の際に宿主細胞から本発明のナノボディ又はポリペ
プチドの分泌を導くシグナル配列又はリーダー配列を形成し得る。
【０５０３】
　また、さらなるアミノ酸配列は、本発明のナノボディ又はポリペプチドを、特定の器官
、組織、細胞、又は細胞の一部若しくはコンパートメントに誘導し、及び／又はこれらに
侵入させるか若しくは入り込ませ、及び／又は本発明のナノボディ又はポリペプチドを、
細胞膜、上皮細胞の層等の細胞層、固形腫瘍等の腫瘍、又は血液脳関門のような生物学的
障壁に侵入させるか若しくはこれらに対して横断させる配列又はシグナルを形成し得る。
このようなアミノ酸配列の好適な例は当業者にとって明らかであり、例えば、国際公開第
９４／０２６１０号、国際公開第９５／２２６１８号、米国特許第７００４９４０号、国
際公開第０３／０１４９６０号、国際公開第９９／０７４１４号；国際公開第０５／０１
６９０号；欧州特許第１５１２６９６号；及びCattaneo, A. & Biocca, S. （1997） Int
racellular Antibodies: Development and Applications. Landes andSpringer-Verlag; 
and in Kontermann, Methods 34, （2004）, 163-170、並びにそれらに記載のさらなる参
照文献に記載されるような、上記の「Ｐｅｐｔｒａｎｓ」のベクター、Cardinale et al.
によって記載される配列、並びにいわゆる「細胞内抗体」として本発明のナノボディ及び
ポリペプチドを発現又は産生するのに使用することができる、それ自体が既知のアミノ酸
配列及び抗体断片が挙げられるが、これらに限定されない。
【０５０４】
　用途によっては、特に（例えば癌の治療において）本発明のナノボディが指向性を有す
る標的を発現する細胞を死滅させること、又はこのような細胞の成長及び／又は増殖を低
減するか若しくは遅延させることを意図する用途では、本発明のナノボディはまた、（細
胞）毒性タンパク質又はポリペプチドと連結し得る。本発明のナノボディと連結して、例
えば、本発明の細胞毒性ポリペプチドをもたらし得るこのような毒性タンパク質及びポリ
ペプチドの例は当業者にとって明らかであり、例えば、上記従来技術及び／又は本明細書
中のさらなる記載に見出すことができる。一例は、国際公開第０３／０５５５２７号に記
載のいわゆるＡＤＥＰＴ（商標）技術である。
【０５０５】
　好ましいが非限定的な一態様によれば、上記１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列は、
少なくとも１つのさらなるナノボディを含み、これにより、少なくとも２つ、例えば３つ
、４つ、５つ以上のナノボディを含む本発明のポリペプチドをもたらし、上記ナノボディ
は任意で、１つ又は複数のリンカー配列（本明細書中に規定）を介して連結され得る。少
なくとも１つが本発明のナノボディである２つ以上のナノボディを含む本発明のポリペプ
チドは、本明細書中で本発明の「多価」ポリペプチドとも呼ばれ、このようなポリペプチ
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ド中に存在するナノボディは、本明細書中で「多価フォーマット」であるとも称される。
例えば、本発明の「二価」ポリペプチドは、任意でリンカー配列を介して連結される２つ
のナノボディを含み、本発明の「三価」ポリペプチドは、任意で２つのリンカー配列等を
介して連結される３つのナノボディ等を含む。ポリペプチド中に存在するナノボディの少
なくとも１つ、及びポリペプチド中に存在するナノボディの最大で全てが、本発明のナノ
ボディである。
【０５０６】
　本発明の多価ポリペプチドでは、２つ以上のナノボディは、同じであっても異なってい
てもよく、同じ抗原又は抗原決定基（例えば、同じ部分（複数可）若しくはエピトープ（
複数可）、又は異なる部分若しくはエピトープ）に指向性を有するものであってもよく、
又は代替的に異なる抗原若しくは抗原決定基又はこれらの任意の好適な組合せに指向性を
有するものであってもよい。
【０５０７】
　例えば、本発明の二価ポリペプチドは、（ａ）２つの同一のナノボディ、（ｂ）タンパ
ク質若しくは抗原の第１の抗原決定基に指向性を有する第１のナノボディ、及び第１のナ
ノボディと異なる上記タンパク質若しくは抗原の同一抗原決定基に指向性を有する第２の
ナノボディ、（ｃ）タンパク質若しくは抗原の第１の抗原決定基に指向性を有する第１の
ナノボディ、及び上記タンパク質若しくは抗原の別の抗原決定基に指向性を有する第２の
ナノボディ（例えば、インバースアンタゴニストＣＸＣＲ４ナノボディ及びアンタゴニス
トＣＸＣＲ４ナノボディ）、又は（ｄ）第１のタンパク質若しくは抗原に指向性を有する
第１のナノボディ、及び第２のタンパク質若しくは抗原（即ち、上記第１の抗原と異なる
）に指向性を有する第２のナノボディ（例えば、インバースアンタゴニスト性を有するＣ
ＸＣＲ４ナノボディ、及びアンタゴニスト性を有するＣＸＣＲ７ナノボディ、又は逆もま
た同様）を含み得る。同様に、本発明の三価ポリペプチドは例えば、これらに限定される
ものではないが、（ａ）３つの同一のナノボディ、（ｂ）抗原の第１の抗原決定基に対す
る２つの同一のナノボディ、及び同一抗原の異なる抗原決定基に指向性を有する第３のナ
ノボディ、（ｃ）抗原の第１の抗原決定基に対する２つの同一のナノボディ、及び上記第
１の抗原と異なる第２の抗原に指向性を有する第３のナノボディ、（ｄ）第１の抗原の第
１の抗原決定基に指向性を有する第１のナノボディ、上記第１の抗原の第２の抗原決定基
に指向性を有する第２のナノボディ、及び上記第１の抗原と異なる第２の抗原に指向性を
有する第３のナノボディ、又は（ｅ）第１の抗原に指向性を有する第１のナノボディ、上
記第１の抗原と異なる第２の抗原に指向性を有する第２のナノボディ、及び上記第１の抗
原及び上記第２の抗原と異なる第３の抗原に指向性を有する第３のナノボディを含み得る
。
【０５０８】
　少なくとも１つのナノボディが第１の抗原に指向性を有する（即ち、ＧＰＣＲに対する
）ものであり、少なくとも１つのナノボディが第２の（即ち、ＧＰＣＲと異なる）抗原に
指向性を有するものである、少なくとも２つのナノボディを含有する本発明のポリペプチ
ドは、本発明の「多重特異性」ポリペプチドとも呼ばれており、このようなポリペプチド
中に存在するナノボディは、本明細書中で「多重特異性フォーマット」であるとも称され
る。このため例えば、本発明の「二重特異性」ポリペプチドは、第１の抗原（即ちＧＰＣ
Ｒ）に指向性を有する少なくとも１つのナノボディ及び第２の（即ち、ＧＰＣＲと異なる
）抗原に指向性を有する少なくとも１つのさらなるナノボディを含むポリペプチドであり
、本発明の「三重特異性」ポリペプチドは、第１の抗原（即ち、ＧＰＣＲ）に指向性を有
する少なくとも１つのナノボディ、第２の（即ち、ＧＰＣＲと異なる）抗原に指向性を有
する少なくとも１つのさらなるナノボディ、及び第３の（即ち、ＧＰＣＲ及び第２の抗原
の両方と異なる）抗原に指向性を有する少なくとも１つのさらなるナノボディを含むポリ
ペプチド等である。
【０５０９】
　したがって、本発明の二重特異性ポリペプチドは、その最も単純な形態において、ＧＰ
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ＣＲに指向性を有する第１のナノボディと、第２の抗原に指向性を有する第２のナノボデ
ィとを含み、上記第１のナノボディ及び上記第２のナノボディが任意でリンカー配列（本
明細書中に規定）を介して連結され得る本発明の二価ポリペプチド（本明細書中に規定）
であるのに対し、その最も単純な形態の本発明の三重特異性ポリペプチドは、ＧＰＣＲに
指向性を有する第１のナノボディと、第２の抗原に指向性を有する第２のナノボディと、
第３の抗原に指向性を有する第３のナノボディとを含み、上記第１のナノボディ、第２の
ナノボディ及び第３のナノボディが、任意で１つ又は複数、特に１つ及び複数、特に２つ
のリンカー配列を介して連結され得る本発明の三価ポリペプチド（本明細書中に規定）で
ある。
【０５１０】
　しかしながら、上述から明らかであるように、本発明は、本発明の多重特異性ポリペプ
チドが、ＧＰＣＲに対する少なくとも１つのナノボディと、ＧＰＣＲと異なる１つ又は複
数の抗原に指向性を有する任意の数のナノボディとを含み得るという意味において、これ
らに限定されない。
【０５１１】
　さらに、本発明のポリペプチド中における種々のナノボディの特定の順序又は配置が、
最終的に得られる本発明のポリペプチドの性質（ＧＰＣＲに関する、又は１つ若しくは複
数の他の抗原に対する、親和性、特異性、効力、官能性又は結合活性が挙げられるが、こ
れらに限定されない）に何らかの影響を及ぼし得る点は、本発明の範囲内に包含されるが
、通常、上記順序又は配置は重要なものでなく、任意で本明細書中の開示に基づく限定さ
れた日常実験を幾つか実施した後に、当業者であれば好適に選択することができるであろ
う。したがって、特定の本発明の多価又は多重特異性のポリペプチドについて述べられる
場合、明示的に指示がない限り、これは関連するナノボディの任意の順序又は配置を包含
するものであることに留意されたい。
【０５１２】
　さらに、本発明のポリペプチドが、２つ以上のナノボディと、１つ又は複数のさらなる
アミノ酸配列（本明細書中に記述）とを含有することも、本発明の範囲内である。
【０５１３】
　本発明は、二重特異性免疫グロブリン配列、概して二重特異性リガンドにも関し、上記
二重特異性免疫グロブリン配列及び／又はリガンドは、ｉ）結合時にインバースアンタゴ
ニスト作用を引き起こすことが可能なエピトープに対して特異的である、及び／又は親和
性を有し、上記の二重特異性免疫グロブリン配列及び／又はリガンドは、ｉｉ）結合時に
アンタゴニスト作用を引き起こすことが可能なエピトープに対して特異的である、及び／
又は親和性を有する。驚くべきことに、ニュートラルアンタゴニストとインバースアンタ
ゴニストとを連結することによって、インバースアンタゴニスト挙動の改善がもたらされ
る（ベースラインレベルが、インバースアンタゴニスト単独と比較して予想外にさらに低
下した）ことが見出された。
【０５１４】
　ここで、「免疫グロブリン配列」という用語は、本明細書で重鎖抗体に言及するのに使
用されるのか又は従来の四本鎖抗体に言及するのに使用されるかに関係なく、全長抗体、
その個々の鎖、及びその全ての部分、ドメイン又は断片（これらに限定されないが、それ
ぞれＶＨＨドメイン又はＶＨ／ＶＬドメイン等の抗原結合ドメイン又は断片を含む）の両
方を含む一般的な用語として使用される。「抗原結合分子」又は「抗原結合タンパク質」
という用語は、免疫グロブリン配列と区別なく使用され、ナノボディを含む。本発明の一
実施形態では、免疫グロブリン配列は軽鎖可変ドメイン配列（例えばＶＬ配列）、又は重
鎖可変ドメイン配列（例えばＶＨ配列）であり、より具体的には、免疫グロブリン配列は
従来の四本鎖抗体から誘導される重鎖可変ドメイン配列、又は重鎖抗体から誘導される重
鎖可変ドメイン配列であり得る。本発明によれば、免疫グロブリン配列は、ドメイン抗体
（又はドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列）、単一ドメイン抗体（又は単一
ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列）、「ｄＡｂ」（又はｄＡｂとしての使
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用に好適なアミノ酸配列）、又はナノボディ（ＶＨＨ配列を含むが、これに限定されない
）であってもよく、好ましくはナノボディである。
【０５１５】
　ＧＰＣＲに関して４種類のリガンドが存在する：アゴニストは活性状態を支持するよう
に平衡を移行させるリガンドであり、インバースアゴニスト又はアンタゴニストは不活性
状態を支持するように平衡を移行させるリガンドであり、ニュートラルアンタゴニストは
平衡に影響を与えないリガンドである。本明細書中で使用される場合、「リガンド」は、
受容体と会合又は結合することが可能な部分を指す。本発明の方法によれば、リガンド及
び受容体は、受容体に結合するリガンドの検出に適切な分析方法（例えば、受容体に対す
るリガンド結合に応じたセカンドメッセンジャー産生の増加又は減少を検出するセカンド
メッセンジャーアッセイ、タンパク質－リガンド結合を測定する結合アッセイ、又は抗体
－抗原相互作用を測定するイムノアッセイ）による結合の検出を可能にするのに十分に強
い結合定数を有する。本発明によるリガンドは、受容体と結合することが可能な任意のヌ
クレオチド、抗体、抗原、酵素、ペプチド、ポリペプチド、小分子又は核酸を含む。本発
明の方法によれば、リガンド及び受容体は互いに（例えば、共有結合若しくは水素結合を
介して、又は例えばタンパク質とリガンドとの間、抗体と抗原若しくはタンパク質サブユ
ニットとの間の相互作用を介して）特異的に結合する。１つ又は複数のＶＨＨドメインを
含有する多価及び多重特異性のポリペプチド、及びこれらの調製に関して、Conrath et a
l., J. Biol. Chem., Vol. 276, 10. 7346-7350, 2001、Muyldermans, Reviews in Molec
ularBiotechnology 74 （2001）, 277-302、並びに、例えば国際公開第９６／３４１０３
号及び国際公開第９９／２３２２１号も参照する。本発明の幾つかの特定の多重特異性及
び／又は多価のポリペプチドの幾つかの他の例は、本明細書中で参照されるAblynx N.V.
による出願に見ることができる。
【０５１６】
　本発明の多重特異性ポリペプチドの好ましいが非限定的な一例は、少なくとも１つの本
発明のナノボディと、少なくとも１つの半減期の増大をもたらすナノボディとを含む。こ
のようなナノボディは例えば、血清タンパク質、特にヒト血清タンパク質、例えば、ヒト
血清アルブミン、チロキシン結合タンパク質、（ヒト）トランスフェリン、フィブリノゲ
ン、ＩｇＧ、ＩｇＥ若しくはＩｇＭ等の免疫グロブリン、又は国際公開第０４／００３０
１９号に列挙された血清タンパク質の１つに指向性を有するナノボディであり得る。これ
らの内で、血清アルブミン（特にヒト血清アルブミン）又はＩｇＧ（特にヒトＩｇＧ、例
えば上記のMuyldermansによる総説に記載されているナノボディＶＨ－１を参照されたい
）と結合することができるナノボディが特に好ましい（が、例えばマウス又は霊長類での
実験に関しては、それぞれマウス血清アルブミン（ＭＳＡ）又は上記霊長類由来の血清ア
ルブミンに対する、又はこれと交差反応性のナノボディを使用することができる。しかし
ながら、医薬用途に関しては、通常ヒト血清アルブミン又はヒトＩｇＧに対するナノボデ
ィが好ましい）。半減期を増大させ、本発明のポリペプチドで使用することができるナノ
ボディには、上記で言及されたようなもの等の国際公開第０４／０４１８６５号、国際公
開第０６／１２２７８７号及びAblynx N. V.によるさらなる特許出願で記載されている血
清アルブミンに指向性を有するナノボディが含まれる。
【０５１７】
　例えば、本発明で使用する半減期を増大させる、幾つかの好ましいナノボディには、血
清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミン上のアミノ酸残基
と結合することができるナノボディ（例えば国際公開第０６／０１２２７８７号を参照さ
れたい）；血清アルブミンのドメインＩＩＩ部分を形成しない血清アルブミン上のアミノ
酸残基と結合することができるナノボディ（例えば国際公開第０６／０１２２７８７号を
参照されたい）；半減期を増大させたか又は増大させることができるナノボディ（例えば
本明細書中に言及されるAblynx N.Vによる米国仮特許出願第６０／８４３，３４９号を参
照されたい）；少なくとも１種の哺乳動物由来の血清アルブミンと、特に少なくとも１種
の霊長類（例えば、限定されるものではないが、マカク属のサル（例えば、特に、カニク



(122) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

イザル（マカク・ファシクラリス）及び／又はアカゲザル（マカク・ムラット））及びヒ
ヒ（パピオ・ウルジヌス））と交差反応性であるヒト血清アルブミンに対するナノボディ
（例えばAblynx N.Vによる米国仮特許出願第６０／８４３，３４９号を参照されたい）；
ｐＨ非依存的に血清アルブミンと結合することができるナノボディ（例えば本明細書に言
及されるAblynx N.V.による米国仮特許出願第６０／８５０，７７４号を参照されたい）
及び／又は条件付き結合剤であるナノボディ（例えばAblynx N.V.による米国仮特許出願
第６０／８５０，７７５号を参照されたい）が含まれる。
【０５１８】
　半減期を増大させ、本発明のポリペプチドで使用することができる、幾つかの特に好ま
しいナノボディには、国際公開第０６／１２２７８７号（表ＩＩ及び表ＩＩＩを参照され
たい）に開示のナノボディＡＬＢ－１～ＡＬＢ－１０が含まれ、その中でもＡＬＢ－８（
国際公開第０６／１２２７８７号における配列番号６２）が特に好ましい。
【０５１９】
　具体的であるが非限定的な本発明の態様によれば、本発明のポリペプチドは、１つ又は
複数の本発明のナノボディ以外に、少なくとも１つのヒト血清アルブミンに対するナノボ
ディを含有する。
【０５２０】
　概して、１つ又は複数の本発明のナノボディを含有する、半減期が増大した任意の本発
明のポリペプチド、及び本発明のナノボディ又は半減期が増大したこのようなポリペプチ
ドの任意の誘導体は好ましくは、対応する本発明のナノボディ自体の少なくとも１．５倍
、好ましくは少なくとも２倍（少なくとも５倍等）、例えば少なくとも１０倍又は２０倍
を超える半減期を有する。例えば、このような半減期を増大させた誘導体又はポリペプチ
ドは、対応する本発明のナノボディ自体に比べて、半減期が１時間を超えて、好ましくは
２時間を超えて、より好ましくは６時間を超えて（１２時間等を超えて）、又はさらに２
４時間、４８時間若しくは７２時間を超えて増大し得る。
【０５２１】
　好ましいが非限定的な本発明の態様において、このような誘導体又はポリペプチドは、
少なくとも約１２時間、好ましくは少なくとも２４時間、より好ましくは少なくとも４８
時間、さらにより好ましくは少なくとも７２時間以上のヒトにおける血清半減期を示し得
る。例えばこのような誘導体又はポリペプチドは、少なくとも５日（約５日～１０日等）
、好ましくは少なくとも９日（約９日～１４日等）、より好ましくは少なくとも約１０日
（約１０日～１５日等）、若しくは少なくとも約１１日（約１１日～１６日等）、より好
ましくは少なくとも約１２日（約１２日～１８日以上等）、又は１４日超（約１４日～１
９日等）の半減期を有し得る。
【０５２２】
　本発明の一態様によれば、ポリペプチドは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてポリペプチドの半
減期を増大させることができる１つ又は複数の分子と結合することができる。
【０５２３】
　本発明のポリペプチドは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて安定化され、これらの半減期は、分
解耐性及び／又はクリアランス耐性若しくは捕捉耐性のある分子への結合により増大する
。通常、このような分子は、それ自体がｉｎ　ｖｉｖｏにおいて長い半減期を有する天然
タンパク質である。
【０５２４】
　本発明の多重特異性ポリペプチドの好ましいが非限定的な別の例は、少なくとも１つの
本発明のナノボディ、及び本発明のポリペプチドを特定の器官、組織、細胞、又は細胞の
一部若しくはコンパートメントに誘導し、及び／又は本発明のポリペプチドを特定の器官
、組織、細胞、又は細胞の一部若しくはコンパートメントに侵入させるか若しくは入り込
ませ、及び／又はナノボディを細胞膜、上皮細胞層等の細胞層、固形腫瘍を含む腫瘍、又
は血液脳関門のような生物学的障壁に侵入させるか若しくはこれらに対して横断させる、
少なくとも１つのナノボディを含む。このようなナノボディの例としては、所望の器官、
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組織又は細胞（例えば、腫瘍細胞に関連する細胞表面マーカー）の特異的な細胞表面タン
パク質、マーカー又はエピトープ、並びに国際公開第０２／０５７４４５号及び国際公開
第０６／０４０１５３号に記載の単一ドメイン脳標的化抗体断片に指向性を有するナノボ
ディが挙げられ、このうち、ＦＣ４４（国際公開第０６／０４０１５３号の配列番号１８
９）及びＦＣ５（国際公開第０６／０４０１５４号の配列番号１９０）が好ましい例であ
る。
【０５２５】
　本発明のポリペプチドにおいて、１つ又は複数のナノボディ、及び１つ又は複数のポリ
ペプチドは、（例えば、国際公開第９９／２３２２１号に記載のように）互いに直接連結
していてもよく、及び／又は１つ又は複数の好適なスペーサー若しくはリンカー、又はこ
れらの任意の組合せを介して互いに連結していてもよい。
【０５２６】
　多価及び多重特異性のポリペプチドに使用するのに好適なスペーサー又はリンカーは当
業者にとって明らかであり、一般に、アミノ酸配列を連結させるのに当該技術分野で使用
する任意のリンカー又はスペーサーであってよい。好ましくは、上記リンカー又はスペー
サーは、医薬用途で意図されるタンパク質又はポリペプチドを構築する上での使用に好適
である。
【０５２７】
　幾つかの特に好ましいスペーサーとしては、抗体断片又は抗体ドメインを連結させるの
に当該技術分野で使用されるスペーサー及びリンカーが挙げられる。これらは、上記で引
用した包括的な背景技術に記載したリンカーと共に、例えば、ダイアボディ又はＳｃＦｖ
断片を構築するのに当該技術分野で使用するリンカーを含む（しかし、この点で、ダイア
ボディ及びＳｃＦｖ断片では、使用するリンカー配列が、関連するＶＨドメイン及びＶＬ

ドメインが一体となって、完全な抗原結合部位を形成することができるような長さ、柔軟
性の程度、及び他の性質を有している必要があるが、それぞれのナノボディは単独で完全
な抗原結合部位を形成するため、本発明のポリペプチドに使用するリンカーの長さ又は柔
軟性に関しては特に制限が存在しないことに留意されたい）。
【０５２８】
　例えば、リンカーは、好適なアミノ酸配列、具体的には１個～５０個、好ましくは１個
～３０個、例えば１個～１０個のアミノ酸残基のアミノ酸配列であってもよい。このよう
なアミノ酸配列の幾つかの好ましい例としては、（国際公開第９９／４２０７７号に記載
の例えば（ｇｌｙ４ｓｅｒ）３又は（ｇｌｙ３ｓｅｒ２）３）等の（ｇｌｙｘｓｅｒｙ）

ｚ型のｇｌｙ－ｓｅｒリンカー、本明細書で上述したAblynxによる出願に記載のＧＳ３０
リンカー、ＧＳ１５リンカー、ＧＳ９リンカー及びＧＳ７リンカー（例えば国際公開第０
６／０４０１５３号及び国際公開第０６／１２２８２５号を参照）、並びに天然型重鎖抗
体のヒンジ領域等のヒンジ様領域、又は（国際公開第９４／０４６７８号に記載のもの等
の）類似配列が挙げられる。
【０５２９】
　幾つかの他の特に好ましいリンカーは、ポリアラニン（ＡＡＡ等）、並びにＧＳ３０リ
ンカー（国際公開第０６／１２２８２５号の配列番号８５）及びＧＳ９リンカー（国際公
開第０６／１２２８２５号の配列番号８４）である。
【０５３０】
　他の好適なリンカーは一般に、有機化合物又はポリマー、特に医薬用途のタンパク質に
使用するのに好適な有機化合物又はポリマーを含む。例えば、ポリ（エチレングリコール
）部分が、抗体ドメインを連結させるのに使用されており、例えば、国際公開第０４／０
８１０２６号を参照されたい。
【０５３１】
　使用するリンカー（複数可）の長さ、柔軟性の程度及び／又は他の性質（重要ではない
が、ＳｃＦｖ断片に使用されるリンカーにおいて一般的なもの）は、ＧＰＣＲ又は１つ又
は複数の他の抗原に対する親和性、特異性又は結合活性を含むがこれらに限定されない、
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最終的に得られる本発明のポリペプチドの性質に何らかの影響を及ぼし得る点が、本発明
の範囲内に包含される。本明細書中での開示に基づき、任意で、限定された日常実験を幾
つか実施した後に、当業者であれば本発明の特定のポリペプチドに使用するために最適な
リンカー（複数可）を決定することができるであろう。
【０５３２】
　例えば、（多量体受容体又は他のタンパク質等の）多量体抗原に指向性を有するナノボ
ディを含む本発明の多価のポリペプチドにおいて、リンカーは、好ましくは、ポリペプチ
ド中に存在する本発明のそれぞれのナノボディを、多量体のそれぞれのサブユニット上の
抗原決定基に結合させるような長さ及び柔軟性を有している。同様に、同一の抗原上の２
つ以上の異なる抗原決定基（例えば、抗原の異なるエピトープ、及び／又は多量体受容体
、チャネル若しくはタンパク質の異なるサブユニット）に指向性を有するナノボディを含
む本発明の多重特異性ポリペプチドにおいて、リンカーは、好ましくは、それぞれのナノ
ボディを、目的の抗原決定基に結合させるような長さ及び柔軟性を有している。この場合
にも、本明細書中での開示に基づき、任意で、限定された日常実験を幾つか実施した後に
、当業者であれば本発明の特定のポリペプチドに使用するために最適なリンカー（複数可
）を決定することができるであろう。
【０５３３】
　使用するリンカー（複数可）が、本発明のポリペプチドに、１つ又は複数の他の望まし
い性質又は機能を付与し、及び／又は（例えば本発明のナノボディの誘導体について本明
細書中に記載の）誘導体の形成及び／又は官能基の結合のための１つ又は複数の部位をも
たらすことも本発明の範囲内に包含される。例えば、１つ又は複数の荷電アミノ酸残基（
上記の表Ａ－２を参照）を含有するリンカーは、高められた親水性をもたらすことができ
るのに対し、小エピトープ又は標識を形成するか又はこれらを含有するリンカーは、検出
、同定及び／又は精製の目的で使用することができる。同様に、本明細書中での開示に基
づき、任意で、限定された日常実験を幾つか実施した後に、当業者であれば本発明の特定
のポリペプチドに使用するために最適なリンカーを決定することができるであろう。
【０５３４】
　最終的に、本発明のポリペプチドに２つ以上のリンカーを使用する場合、これらのリン
カーは同一であっても異なっていてもよい。この場合でも、本明細書中での開示に基づき
、任意で、限定された日常実験を幾つか実施した後に、当業者であれば本発明の特定のポ
リペプチドに使用するのに最適なリンカーを決定することができるであろう。
【０５３５】
　通常、発現及び産生を容易にするため、本発明のポリペプチドは直鎖ポリペプチドであ
る。しかしながら、本発明は、最も広範な意味ではこれらに限定されない。例えば、本発
明のポリペプチドが３つ以上のナノボディを含む場合、「星型」の構築物を得るために、
各「アーム」がナノボディに結合する３つ以上の「アーム」を有するリンカーを使用する
ことによってこれらを結合させることも可能である。通常あまり好ましくないが、環状の
構築物を使用することも可能である。
【０５３６】
　また、本発明には、本発明のポリペプチドの誘導体が含まれ、これは本発明の、即ち本
明細書中に記載のナノボディの誘導体に本質的に類似するものであり得る。
【０５３７】
　また、本発明には、本発明のポリペプチドから「本質的に成る」タンパク質又はポリペ
プチドが含まれる（「から本質的に成る」という語句は、上記で示したものと本質的に同
じ意味を有する）。
【０５３８】
　本発明の一態様によれば、本発明のポリペプチドは、本明細書中に規定したように、本
質的に単離形態である。
【０５３９】
　本明細書中のさらなる説明により当業者にとって明らかであるように、本発明のアミノ
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酸配列、ナノボディ、ポリペプチド及び核酸は、それ自体が既知の方法で調製することが
できる。例えば、本発明のナノボディ及びポリペプチドは、抗体の調製、特に抗体断片（
（単一）ドメイン抗体及びＳｃＦｖ断片が挙げられるが、これらに限定されない）の調製
のためのそれ自体が既知の任意の方法で調製することができる。アミノ酸配列、ナノボデ
ィ、ポリペプチド及び核酸を調製するための、好ましいが非限定的な幾つかの方法として
は、本明細書中に記載の方法及び技法が挙げられる。
【０５４０】
　当業者にとって明らかであるように、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及び／又はポ
リペプチドの調製に特に有用な一方法は通常、
　ｉ）好適な宿主細胞又は宿主生物（本明細書中では「本発明の宿主」とも呼ぶ）におい
て、又は本発明の上記アミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドをコードする核酸（本
明細書中では「本発明の核酸」とも呼ぶ）の適切な別の発現系において、発現する工程と
、場合によってはその後、
　ｉｉ）このようにして得られる本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを
単離及び／又は精製する工程とを含む。
【０５４１】
　特に、このような方法は、
　ｉ）本発明の上記宿主が少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及び／又
はポリペプチドを発現及び／又は産生するような条件下で、本発明の宿主を培養及び／又
は維持する工程と、場合によってはその後、
　ｉｉ）このようにして得られる本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを
単離及び／又は精製する工程とを含み得る。
【０５４２】
　本発明の核酸は、一本鎖又は二本鎖のＤＮＡ又はＲＮＡの形態を取ることができ、好ま
しくは二本鎖ＤＮＡの形態をとる。例えば、本発明のヌクレオチド配列はゲノムＤＮＡ、
ｃＤＮＡ又は合成ＤＮＡ（目的とする宿主細胞又は宿主生物内の発現に特異的に適合して
いるコドンの使用によるＤＮＡ等）であってもよい。
【０５４３】
　本発明の一態様によれば、本発明の核酸は、本明細書中に記載したように、本質的に単
離形態である。
【０５４４】
　本発明の核酸は、例えば、プラスミド、コスミド又はＹＡＣ等のベクターの形態をとり
、ベクター中に存在し、及び／又はその一部であってもよく、また本質的に単離形態であ
ってもよい。
【０５４５】
　本発明の核酸は、本明細書中に記載の本発明のポリペプチドのアミノ酸配列に関する情
報に基づき、それ自体が既知の方法で調製されるか又は得ることができ、及び／又は好適
な天然資源から単離することができる。類似体を得るためには、天然型ＶＨＨドメインを
コードするヌクレオチド配列に、例えば、部位特異的な突然変異誘発を起こして、上記類
似体をコードする本発明の核酸を得ることができる。また、当業者にとって明らかである
ように、本発明の核酸を調製するために、例えば、ナノボディをコードする少なくとも１
つのヌクレオチド配列、及び例えば、１つ又は複数のリンカーをコードする核酸等の幾つ
かのヌクレオチド配列を好適な方法で連結することができる。
【０５４６】
　本発明の核酸を生成するための技法は当業者にとって明らかであり、例えば、自動ＤＮ
Ａ合成、部位特異的突然変異誘発、２つ以上の天然型配列及び／又は合成型配列（又はこ
れらの２つ以上の部分）の結合（combining）、切断された発現産物を発現させる突然変
異の導入、（例えば、好適な制限酵素を用いて容易に消化及び／又はライゲーションする
ことができるカセット及び／又は領域を生成するための）１つ又は複数の制限部位の導入
、及び／又は例えば、天然形態のＧＰＣＲの配列を鋳型として使用する１つ又は複数の「
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ミスマッチ」プライマーを使用するＰＣＲ反応による突然変異の導入が挙げられ得るが、
これらに限定されない。これらの技法及び他の技法は当業者にとって明らかであり、同様
に上記のSambrook et al.及びAusubel et al.の文献等の標準的なハンドブック、及び以
下の実施例を参照する。
【０５４７】
　本発明の核酸はまた、当業者にとって明らかであるように、遺伝子構築物の形態をとり
、遺伝子構築物中に存在し、及び／又はその一部であってもよい。このような遺伝子構築
物は一般に、例えば、１つ又は複数の好適な調節要素（好適なプロモーター（複数可）、
エンハンサー（複数可）、ターミネーター（複数可）等）、及び本明細書中に述べられて
いる遺伝子構築物のさらなる要素等）といった、１つ又は複数のそれ自体が既知の遺伝子
構築物の要素に、場合によっては連結する少なくとも１つの本発明の核酸を含む。少なく
とも１つの本発明の核酸を含むこのような遺伝子構築物は、本明細書中において「本発明
の遺伝子構築物」とも呼ばれる。
【０５４８】
　本発明の遺伝子構築物は、ＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、好ましくは二本鎖
ＤＮＡである。また、本発明の遺伝子構築物は、目的とする宿主細胞又は宿主生物の形質
転換に好適な形態、目的とする宿主細胞のゲノムＤＮＡへの組込みに好適な形態、又は目
的とする宿主生物における単独での複製、維持及び／又は継代に好適な形態をとり得る。
例えば、本発明の遺伝子構築物は、例えば、プラスミド、コスミド、ＹＡＣ、ウイルスベ
クター又はトランスポゾン等のベクターの形態をとることができる。特に、ベクターは、
発現ベクター、即ち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏ（例えば、好適な宿主
細胞、宿主生物及び／又は発現系）での発現を提供し得るベクターであってもよい。
【０５４９】
　好ましいが非限定的な一態様では、本発明の遺伝子構築物は、
　ｉ）ｉｉ）と作用可能に結合した少なくとも１つの本発明の核酸と、
　ｉｉ）プロモーター、及び場合によっては好適なターミネーター等の、１つ又は複数の
調節要素と、場合によってはさらに
　ｉｉｉ）それ自体が既知の遺伝子構築物の１つ又は複数のさらなる要素とを含み、ここ
で、「調節要素」、「プロモーター」、「ターミネーター」、及び「作用可能に結合した
」という用語は、当該技術分野における（本明細書中に詳述するような）通常の意味を有
しており、遺伝子構築物中に存在する上記「さらなる要素」とは、例えば、３’－又は５
’－ＵＴＲ配列、リーダー配列、選択マーカー、発現マーカー／レポーター遺伝子、及び
／又は形質転換若しくは組込み（の効率）を促進又は増大させ得る要素であってもよい。
このような遺伝子構築物に好適なこれら及び他の要素は当業者にとって明らかであり、例
えば、使用する構築物の種類、目的とする宿主細胞又は宿主生物、対象となる本発明のヌ
クレオチド配列を発現させる方法（例えば、構成的発現、一時的発現、又は誘導性発現等
を介するもの）、及び／又は使用する形質転換法に応じて決定することができる。例えば
、抗体及び抗体断片（（単一）ドメイン抗体及びＳｃＦｖ断片が挙げられるが、これらに
限定されない）の発現及び産生のための、それ自体が既知の制御配列、プロモーター、及
びターミネーターを、ほぼ同様の方法で使用してもよい。
【０５５０】
　好ましくは、本発明の遺伝子構築物において、上記少なくとも１つの本発明の核酸、及
び上記調節要素、及び場合によっては上記１つ又は複数のさらなる要素は、互いに「作用
可能に連結」しており、これにより、これらは通常互いに機能的な関係にあることが意図
されている。例えば、プロモーターが、コーディング配列の転写及び／又は発現を、開始
又は他の方法により制御／調節することができる場合（上記コーディング配列は、上記プ
ロモーター「に制御されている」ものとして理解されたい）、コーディング配列に「作用
可能に連結」していると考えられる。一般に、２つのヌクレオチド配列が作用可能に連結
している場合、これらは同一の配向を有し、通常、同一リーディングフレーム内にもある
。必ずしも必要ではないが、通常、これらは本質的に隣接している。



(127) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

【０５５１】
　好ましくは、本発明の遺伝子構築物の調節要素及びさらなる要素は、目的とする宿主細
胞又は宿主生物において意図される生物学的機能を付与することができるようなものであ
る。
【０５５２】
　例えば、プロモーター、エンハンサー又はターミネーターは、目的とする宿主細胞又は
宿主生物において「作用可能」であるとされ、このため（例えば）、上記プロモーターは
、（本明細書で規定したように）作用可能に連結したヌクレオチド配列（例えばコーディ
ング配列）の転写及び／又は発現を、開始、又は他の方法により制御／調節することがで
きるものであると意図される。
【０５５３】
　特に好ましい幾つかのプロモーターとしては、本明細書中に述べた宿主細胞における発
現のためのそれ自体が既知のプロモーター、特に、本明細書中に述べたもの及び／又は実
施例において使用されるもの等の、細菌細胞における発現のためのプロモーターが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０５５４】
　選択マーカーは、（即ち、適切な選択条件下で）本発明のヌクレオチド配列による形質
転換が（首尾良く）起こった宿主細胞及び／又は宿主生物を、形質転換が（首尾良く）起
こらなかった宿主細胞及び／又は宿主生物と区別できるようなものとする。このようなマ
ーカーの好ましいが非限定的な幾つかの例は、抗生物質（カナマイシン若しくはアンピシ
リン等）に対する耐性を付与する遺伝子、温度耐性を付与する遺伝子、又は形質転換され
ていない細胞若しくは生物が生存する上で不可欠な、培地中の或る特定の因子、化合物及
び／又は（食品）成分がない状態で宿主細胞若しくは宿主生物を維持させる遺伝子である
。
【０５５５】
　リーダー配列は、（目的とする宿主細胞又は宿主生物において）所望の翻訳後修飾を可
能にし、及び／又は転写されたｍＲＮＡを細胞の所望の部分又はオルガネラに配向させる
ようなものとする。また、リーダー配列は、上記細胞から発現産物を分泌させてもよい。
そのようなものとして、リーダー配列は、宿主細胞又は宿主生物中で作用可能な任意のプ
ロ配列、プレ配列、又はプレプロ配列であってもよい。リーダー配列は、細菌細胞中で発
現しなくてもよい。例えば、抗体及び抗体断片（単一ドメイン抗体及びＳｃＦｖ断片が挙
げられるが、これらに限定されない）の発現及び産生のための、それ自体が既知であるリ
ーダー配列を、ほぼ同様の方法で使用することができる。
【０５５６】
　発現マーカー又はレポーター遺伝子は、（宿主細胞又は宿主生物中で）遺伝子構築物（
に存在する遺伝子又はヌクレオチド配列）の発現を検出できるようなものとする。発現マ
ーカーは、場合によっては、発現産物を、例えば、細胞の特定の部分又はオルガネラ、及
び／又は多細胞生物の特定の細胞（複数可）、組織（複数可）、器官（複数可）、又は部
分（複数可）に局在化させてもよい。このようなレポーター遺伝子は、本発明のアミノ酸
配列とのタンパク質融合として発現させてもよい。好ましいが非限定的な幾つかの例とし
ては、ＧＦＰ等の蛍光タンパク質が挙げられる。
【０５５７】
　好適なプロモーター、ターミネーター、及びさらなる要素の好ましいが非限定的な幾つ
かの例としては、本明細書で言及した宿主細胞における発現に使用することができるもの
、及び具体的には本明細書で言及され、及び／又は下記の実施例で用いられているもの等
の細菌細胞における発現に好適であるものが挙げられる。ターミネーター、転写及び／又
は翻訳エンハンサー、及び／又は組込み因子等の、本発明の遺伝子構築物中に存在／使用
し得るプロモーター、選択マーカー、リーダー配列、発現マーカー、及びさらなる要素に
ついての（さらなる）非限定的な幾つかの例については、上記のSambrook et al.、及びA
usubel et al.文献等の概説ハンドブック、並びに国際公開第９５／０７４６３号、国際
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公開第９６／２３８１０号、国際公開第９５／０７４６３号、国際公開第９５／２１１９
１号、国際公開第９７／１１０９４号、国際公開第９７／４２３２０号、国際公開第９８
／０６７３７号、国際公開第９８／２１３５５号、米国特許第７，２０７，４１０号、米
国特許第５，６９３，４９２号、及び欧州特許第１０８５０８９号に示された例を参照す
る。他の例は当業者にとって明らかであろう。上記の包括的な背景技術及び本明細書中に
さらに引用した参考文献も参照する。
【０５５８】
　本発明の遺伝子構築物は、通常、例えば、上記のSambrooket al.及びAusubel et al.文
献等の概説ハンドブックに記載の技法を用いて、本発明のヌクレオチド配列（複数可）を
、１つ又は複数の上記さらなる要素と適切に連結させることにより得ることができる。
【０５５９】
　多くの場合、本発明の遺伝子構築物は、本発明のヌクレオチド配列を、それ自体が既知
の好適な（発現）ベクターに挿入することによって得られる。好適な発現ベクターの好ま
しいが非限定的な幾つかの例は、以下の実施例において使用されるもの、及び本明細書中
に記載したものである。
【０５６０】
　本発明の核酸及び／又は本発明の遺伝子構築物は、宿主細胞又は宿主生物の形質転換、
即ち本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを発現及び／又は産生させるた
めに使用することができる。好適な宿主又は宿主細胞は当業者にとって明らかであり、例
えば、任意の好適な真菌、原核、又は真核細胞若しくは細胞株、又は任意の好適な真菌、
原核、又は真核生物、例えば：
　大腸菌の菌株、ミラビリス変形菌（Proteusmirabilis）等のプロテウス属の菌株、蛍光
菌（Pseudomonas fluorescens）等のシュードモナス属の菌株等のグラム陰性菌株、及び
、枯草菌（Bacillus subtilis）又はブレビス菌（Bacillus brevis）等のバチルス属の菌
株、ストレプトミセス・リビダンス（Streptomyces lividans）等のストレプトミセス属
の菌株、スタフィロコッカス・カルノサス（Staphylococcus carnosus）等のスタフィロ
コッカス属の菌株、及び乳酸連鎖球菌（Lactococcus lactis）等のラクトコッカス属の菌
株等のグラム陽性菌株が挙げられるがこれらに限定されない細菌株、
　トリコデルマ・リーゼイ（Trichoderma reesei）等のトリコデルマ属の種、アカパンカ
ビ（Neurospora crassa）等のニューロスポラ属の種、ソルダリア・マクロスポラ（Sorda
riamacrospora）等のソルダリア属の種、アスペルギルス・ニゲル（Aspergillus niger）
又はショウユコウジカビ（Aspergillus sojae）等のアスペルギルス属の種、又は別の糸
状菌（filamentousfungi）由来の細胞が挙げられるがこれらに限定されない真菌細胞、
　出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）等のサッカロミセス属の種、シゾサッカロミセ
ス・ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）等のシゾサッカロミセス属の種、ピキア・パ
ストリス（Pichia pastoris）又はピキア・メタノリカ（Pichiamethanolica）等のピキア
属の種、ハンセヌラ・ポリモルファ（Hansenula polymorpha）等のハンセヌラ属の種、ク
ルイベロミセス・ラクティス（Kluyveromyces lactis）等のクルイベロミセス属の種、ア
ークスラ・アデニニボランス（Arxula adeninivorans）等のアークスラ属の種、ヤロウィ
ア・リポリチカ（Yarrowialipolytica）等のヤロウィア属の種由来の細胞が挙げられるが
これらに限定されない酵母細胞、
　アフリカツメガエル卵母細胞等の両生類細胞又は細胞株、
　シロイチモンジヨトウＳＦ９及びＳｆ２１細胞を含むがこれらに限定されない鱗翅目に
由来する細胞／細胞株、又はシュナイダー細胞及びＫｃ細胞等のショウジョウバエに由来
する細胞／細胞株等の昆虫に由来する細胞又は細胞株、
　タバコ植物等の植物又は植物細胞、及び／又は
　ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞（ＢＨＫ－２１細胞等）、及びＨｅＬａ細胞、ＣＯＳ細胞（Ｃ
ＯＳ－７細胞等）、及びＰＥＲ．Ｃ６細胞等のヒト細胞又は細胞株が挙げられるがこれら
に限定されない、ヒトに由来する細胞又は細胞株、哺乳動物に由来する細胞又は細胞株等
の哺乳動物細胞又は細胞株、及び、
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抗体及び抗体断片（（単一）ドメイン抗体及びＳｃＦｖ断片が挙げられるがこれらに限定
されない）を発現及び産生するそれ自体が既知の他の全ての宿主又は宿主細胞であっても
よく、これらは当業者に明らかであろう。上記で引用した包括的な背景技術及び、例えば
、国際公開第９４／２９４５７号、国際公開第９６／３４１０３号、国際公開第９９／４
２０７７号、Frenken et al.（1998）（同上）、Riechmann and Muyldermans （1999）（
同上）、van der Linden （2000）（同上）、Thomassen et al.（2002）（同上）、Joost
en et al.（2003）（同上）、Joosten et al.（2005）（同上）及び本明細書中にさらに
引用した文献を参照する。
【０５６１】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドはまた、例えば予防目的及び／又
は治療目的（遺伝子治療等）のために、多細胞生物の１つ又は複数の細胞、組織、又は器
官に導入し、発現させることができる。このために、本発明のヌクレオチド配列を、例え
ば、このように（例えば、リポソームを用いて）、又は好適な（例えば、アデノウイルス
、又はアデノ随伴ウイルス等のパルボウイルス等のレトロウイルスに由来する）遺伝子治
療用ベクターに挿入後、任意の好適な方法で細胞又は組織に導入することができる。当業
者にとって明らかであるように、このような遺伝子治療は、本発明の核酸又は本発明の核
酸をコードする好適な遺伝子治療用ベクターを、患者又は患者の特定の細胞又は特定の組
織若しくは器官に投与することにより患者の体内において、ｉｎ　ｖｉｖｏ及び／又はｉ
ｎ　ｓｉｔｕで行うことができ、又は好適な（多くの場合、外植リンパ球、骨髄吸引物又
は組織生検試料等の、治療対象となる患者の体内から採取された）細胞は、本発明のヌク
レオチド配列を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで治療した後、患者の体内に好適に（再）導入す
ることができる。これは全て、例えばCulver, K. W., "Gene Therapy", 1994, p. xii, M
ary AnnLiebert, Inc., Publishers, New York, N.Y）、Giordano,Nature F Medicine 2 
（1996）,534-539、Schaper, Circ. Res. 79 （1996）, 911-919、Anderson,Science 256
 （1992）, 808-813、Verma, Nature 389 （1994）, 239、Isner, Lancet 348 （1996）,
 370-374、Muhlhauser,Circ. Res. 77 （1995）, 1077-1086、Onodera, Blood 91; （199
8）, 30-36、Verma, Gene Ther. 5 （1998）, 692-699、Nabel,Ann. N.Y. Acad. Sci.： 
811 （1997）, 289-292、Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9 （1998）, 2243-51、Wang,Nat
ure Medicine 2 （1996）, 714-716、国際公開第９４／２９４６９号、国際公開第９７／
００９５７号、米国特許第５，５８０，８５９号、米国特許第５，５８９５４６６号、又
はSchaper, Current Opinion in Biotechnology 7 （1996）, 635-640に記載の当業者に
既知の遺伝子治療用ベクター、技法、及びデリバリーシステムを用いて行うことができる
。例えば、ＳｃＦｖ断片（Afanasieva et al., Gene Ther., 10, 1850-1859 （2003））
及びダイアボディ（Blanco et al., J. Immunol,171, 1070-1077 （2003））のｉｎ　ｓ
ｉｔｕ発現は当該技術分野で説明されている。
【０５６２】
　細胞中でのナノボディの発現のために、これらは、例えば、国際公開第９４／０２６１
０号、国際公開第９５／２２６１８号、及び米国特許第７００４９４０号、国際公開第０
３／０１４９６０号、Cattaneo, A. & Biocca, S. （1997）Intracellular Antibodies：
 Development andApplications. Landes and Springer-Verlag、並びにKontermann,Metho
ds 34, （2004）, 163-170に記載の、いわゆる「細胞内抗体」として発現させることがで
きる。
【０５６３】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを、例えば、ウサギ、ウシ、ヤギ
又はヒツジの母乳中のようなトランスジェニック哺乳動物の母乳中（トランス遺伝子を哺
乳動物に導入する一般的な技法については、例えば、米国特許第６，７４１，９５７号、
米国特許第６，３０４，４８９号、及び米国特許第６，８４９，９９２号を参照）、植物
、又は葉、花、果実、種、根、塊茎を含むがこれらに限定されない植物の一部中（例えば
、タバコ、トウモロコシ、大豆、又はアルファルファ）、又は、例えば、カイコガの蛹中
で産生することもできる。
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【０５６４】
　さらに、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドを、細胞を含まない発現
系で発現及び／又は産生してもよく、このような系の好適な例は当業者にとって明らかで
あろう。好ましいが非限定的な幾つかの例としては、小麦麦芽系、ウサギ網状赤血球溶解
物、又はZubayの方法による大腸菌を用いた系での発現が挙げられる。
【０５６５】
　上記のように、ナノボディを使用する利点の１つは、これに基づくポリペプチドを、好
適な細菌系における発現によって調製することができる点であり、及び好適な細菌発現系
、ベクター、宿主細胞、調節要素等は、例えば上記で引用した参考文献によって当業者に
とって明らかであろう。しかしながら、本発明は、最も広範な意味では細菌系における発
現に限定されないことに留意されたい。
【０５６６】
　好ましくは、本発明では、本発明のポリペプチドを医薬用途に適した形態で提供する細
菌発現系等の（ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ）発現系を使用し、このような発現
系も当業者にとって明らかであろう。さらに当業者にとって明らかであるように、医薬用
途に適した本発明のポリペプチドは、ペプチド合成法を用いて調製することができる。
【０５６７】
　工業的スケールでの製造において、ナノボディ又はナノボディを含有するタンパク質治
療剤の（工業的）製造のために好ましい異種宿主としては、大規模スケールでの発現／産
生／発酵、特に大規模スケールの医薬用途（即ち、ＧＭＰグレード）での発現／産生／発
酵に適した大腸菌、ピキア・パストリス、出芽酵母の菌株が挙げられる。このような菌株
の好適な例は、当業者にとって明らかであろう。このような菌株及び産生／発現系も、Bi
ovitrum社（Uppsala，Sweden）等の企業から入手可能である。
【０５６８】
　代替的には、哺乳動物細胞株、特にチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞を、大
規模スケールでの発現／産生／発酵、特に大規模スケールの医薬用途での発現／産生／発
酵のために用いることができる。このような発現／産生系も、上記の幾つかの企業から入
手可能である。
【０５６９】
　特定の発現系の選択は、或る特定の翻訳後修飾、より具体的にはグリコシル化の必要条
件に一部依存している。グリコシル化が望ましいか又は必要とされるナノボディを含有す
る組換えタンパク質の産生には、発現したタンパク質をグリコシル化する能力を有する哺
乳動物発現用宿主の使用が必要である。これに関連して、得られるグリコシル化パターン
（即ち、結合する残基の種類、数、及び位置）が、発現に用いられる細胞又は細胞株に依
存することは、当業者にとって明らかであろう。好ましくは、ヒト細胞若しくは細胞株が
用いられる（即ち、本質的にヒトのグリコシル化パターンを有するタンパク質を与える）
か、又は、本質的に及び／又は機能的にヒトのグリコシル化と同一であるか、又は少なく
ともヒトのグリコシル化を模倣したグリコシル化パターンを与えることができる別の哺乳
動物の細胞株が用いられる。一般に、大腸菌等の原核宿主はタンパク質をグリコシル化す
る能力を有しておらず、酵母等の下等真核細胞を使用すると、通常、ヒトのグリコシル化
と異なるグリコシル化パターンがもたらされる。それにもかかわらず、上記宿主細胞及び
発現系の全てを、得ようとする所望のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドに応じ
て、本発明に用いることができることを理解されたい。
【０５７０】
　したがって、本発明の非限定的な一態様によれば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ
又はポリペプチドはグリコシル化される。本発明の別の非限定的な態様によれば、本発明
のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドはグリコシル化されない。
【０５７１】
　本発明の好ましいが非限定的な一態様によれば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又
はポリペプチドは、細菌細胞中、具体的には大規模スケールでの医薬品製造に適した上記
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の株の細胞等の細菌細胞中で産生する。
【０５７２】
　本発明の好ましいが非限定的な別の態様によれば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ
又はポリペプチドは、酵母細胞中、具体的には大規模スケールでの医薬品製造に適した上
記の種の細胞等の酵母細胞中で産生する。
【０５７３】
　本発明のさらに好ましいが非限定的な別の態様によれば、本発明のアミノ酸配列、ナノ
ボディ又はポリペプチドは、哺乳動物細胞中、具体的にはヒト細胞又はヒト細胞株の細胞
中で、さらに具体的には大規模スケールでの医薬品製造に適した上記の細胞株等のヒト細
胞又はヒト細胞株の細胞中で産生する。
【０５７４】
　宿主細胞中での発現が、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドの製造に
用いられる場合、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、細胞内（例え
ば、細胞質中、ペリプラズム中、又は封入体中）で産生し、次いで宿主細胞から単離し、
場合によってはさらに精製してもよく、又は細胞外（例えば、宿主細胞を培養する培地中
）で産生し、次いで培地から単離し、場合によってはさらに精製してもよい。真核宿主細
胞を使用する場合、得られるナノボディ及びタンパク質のさらなる単離及び下流工程での
処理が大幅に容易になるため、通常、細胞外で産生されることが好ましい。通常、大腸菌
の菌株等の上記細菌細胞は、毒素及び溶血素等の数種のタンパク質を除き、タンパク質を
細胞外に分泌せず、大腸菌において分泌物を産生することは、内膜を通してペリプラズム
空間へタンパク質を転移させることを意味する。ペリプラズムでの産生は、細胞質での産
生に対して、幾つかの利点がある。例えば、分泌産物のＮ末端のアミノ酸配列は、特異的
シグナルペプチダーゼによる分泌シグナル配列の切断後の天然遺伝子産物と同一であって
もよい。また、ペリプラズム中では、細胞質中よりもプロテアーゼ活性がはるかに低いと
思われる。さらに、ペリプラズム中では、混入するタンパク質が少ないため、タンパク質
の精製がより容易である。別の利点は、ペリプラズムが細胞質よりも酸化的な環境をもた
らすため、正しいジスルフィド結合が形成される可能性があるという点である。大腸菌中
で過剰発現されたタンパク質は、不溶性の凝集物、いわゆる封入体中に見られることが多
い。これらの封入体は、細胞質中又はペリプラズム中に存在させることができ、これらの
封入体からの生物活性タンパク質の回収は、変性／リフォールディングプロセスを必要と
する。治療効果を有するタンパク質を含む多くの組換えタンパク質は、封入体から回収さ
れる。代替的には、当業者に明らかであるように、所望のタンパク質、特に本発明のアミ
ノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを分泌するように遺伝的に修飾された細菌の組換
え菌株を用いることができる。
【０５７５】
　したがって、本発明の非限定的な一態様によれば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ
又はポリペプチドは、細胞内で産生され、宿主細胞から、特に細菌細胞又は細菌細胞中の
封入体から単離したアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドである。本発明の別の非
限定的な態様によれば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドは、細胞外
で産生され、宿主細胞を培養する培地から単離されたアミノ酸配列、ナノボディ又はポリ
ペプチドである。
【０５７６】
　好ましいが非限定的な幾つかの、これらの宿主細胞で用いるためのプロモーターとして
は、
　大腸菌における発現のための：ｌａｃプロモーター（及び、ｌａｃＵＶ５プロモーター
等のこれらの誘導体）；アラビノースプロモーター；λファージの左側（ＰＬ）及び右側
（ＰＲ）プロモーター；ｔｒｐオペロンのプロモーター；ハイブリッドｌａｃ／ｔｒｐプ
ロモーター（ｔａｃ及びｔｒｃ）；Ｔ７－プロモーター（より具体的にはＴ７－ファージ
遺伝子１０のプロモーター）；及び他のＴ－ファージプロモーター；Ｔｎ１０テトラサイ
クリン耐性遺伝子のプロモーター；外来制御オペレーター配列の１つ又は複数のコピーを
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含む上記プロモーターの組換え変異体；
　出芽酵母における発現のための：ＡＤＨ１（アルコールデヒドロゲナーゼ１）、ＥＮＯ
（エノラーゼ）、ＣＹＣ１（チトクロームｃ異性化酵素１）、ＧＡＰＤＨ（グリセルアル
デヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ）、ＰＧＫ１（ホスホグリセリン酸キナーゼ）、Ｐ
ＹＫ１（ピルビン酸キナーゼ）の構成的プロモーター；ＧＡＬ１、ＧＡＬ１０、ＧＡＬ７
（ガラクトース代謝酵素）、ＡＤＨ２（アルコールデヒドロゲナーゼ２）、ＰＨＯ５（酸
ホスファターゼ）、ＣＵＰ１（銅メタロチオネイン）の制御的プロモーター；ＣａＭＶ（
カリフラワーモザイクウイルス３５Ｓプロモーター）の異種プロモーター；
　ピキア・パストリスにおける発現のための：ＡＯＸ１プロモーター（アルコールオキシ
ダーゼＩ）；
　哺乳動物細胞における発現のための：ヒトサイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）前初期エ
ンハンサー／プロモーター；プロモーターがＴｅｔリプレッサーによって制御可能なよう
に２個のテトラサイクリンオペレーター配列を含有するヒトサイトメガロウイルス（ｈＣ
ＭＶ）前初期プロモーター変異体；単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（ＴＫ）プロ
モーター；ラウス肉腫ウイルスの長末端反復配列（ＲＳＶ　ＬＴＲ）エンハンサー／プロ
モーター；ヒト、チンパンジー、マウス、又はラット由来の伸長因子１α（ｈＥＦ－１α
）プロモーター；ＳＶ４０初期プロモーター；ＨＩＶ－１の長末端反復配列プロモーター
；βアクチンプロモーターが挙げられる。
【０５７７】
　好ましいが非限定的な幾つかの、これらの宿主細胞で用いるためのベクターとしては、
　哺乳動物細胞における発現のためのベクター：ｐＭＡＭｎｅｏ（Clontech）、ｐｃＤＮ
Ａ３（Invitrogen）、ｐＭＣ１ｎｅｏ（Stratagene）、ｐＳＧ５（Stratagene）、ＥＢＯ
－ｐＳＶ２－ｎｅｏ（ＡＴＣＣ　３７５９３）、ｐＢＰＶ－１（８－２）（ＡＴＣＣ　３
７１１０）、ｐｄＢＰＶ－ＭＭＴｎｅｏ（３４２－１２）（ＡＴＣＣ　３７２２４）、ｐ
ＲＳＶｇｐｔ（ＡＴＣＣ　３７１９９）、ｐＲＳＶｎｅｏ（ＡＴＣＣ　３７１９８）、ｐ
ＳＶ２－ｄｈｆｒ（ＡＴＣＣ　３７１４６）、ｐＵＣＴａｇ（ＡＴＣＣ　３７４６０）及
びｌＺＤ３５（ＡＴＣＣ　３７５６５）、並びにアデノウイルスに基づくもの等のウイル
スに基づく発現系；
　細菌細胞における発現のためのベクター：ｐＥＴベクター（Novagen）及びｐＱＥベク
ター（Qiagen）；
　酵母又は他の真菌細胞における発現のためのベクター：ｐＹＥＳ２（Invitrogen）及び
ピキア発現ベクター（Invitrogen）；
　昆虫細胞における発現のためのベクター：ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩ（Invitrogen）及び他
のバキュロウイルスベクター；
　植物又は植物細胞における発現のためのベクター：例えば、カリフラワーモザイクウイ
ルス又はタバコモザイクウイルス、アグロバクテリウムの好適な菌株又はＴｉ－プラスミ
ドに基づくベクターが挙げられる。
【０５７８】
　好ましいが非限定的な幾つかの、これらの宿主細胞で使用するための分泌配列としては
、
　大腸菌等の細菌細胞における使用のための：ＰｅｌＢ、Ｂｌａ、ＯｍｐＡ、ＯｍｐＣ、
ＯｍｐＦ、ＯｍｐＴ、ＳｔＩＩ、ＰｈｏＡ、ＰｈｏＥ、ＭａｌＥ、Ｌｐｐ、ＬａｍＢ等；
ＴＡＴシグナルペプチド、ヘモリシンＣ末端分泌シグナル；
　酵母における使用のための：α－接合因子プレプロ配列、ホスファターゼ（ｐｈｏ１）
、インベルターゼ（Ｓｕｃ）等；
　哺乳動物細胞における使用のための：標的タンパク質が真核細胞由来である場合には、
固有シグナル、マウスＩｇ　κ鎖Ｖ－Ｊ２－Ｃシグナルペプチド等が挙げられる。
【０５７９】
　本発明の宿主又は宿主細胞を形質転換するのに好適な技法は、当業者にとって明らかで
あり、目的とする宿主細胞／宿主生物及び使用する遺伝子構築物に依存することもある。
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同様に、上記ハンドブック及び特許出願を参照する。
【０５８０】
　形質転換後、本発明のヌクレオチド配列／遺伝子構築物によって首尾よく形質転換され
た宿主細胞又は宿主生物を検出及び選択する工程を実行することができる。この工程は、
例えば、本発明の遺伝子構築物中にある選択可能なマーカーに基づいて選択する工程、又
は、例えば、特異的抗体を使用する本発明のアミノ酸配列の検出を含む工程であってもよ
い。
【０５８１】
　形質転換された宿主細胞（安定な細胞株の形態を取ることができる）又は宿主生物（安
定な変異体系列又は株の形態を取ることができる）は、本発明のさらなる態様をなす。
【０５８２】
　好ましくは、これらの宿主細胞又は宿主生物は、（宿主生物の場合には、その少なくと
も１つの細胞、部分、組織又は器官において）本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポ
リペプチドを発現し、又は（少なくとも）（例えば、好適な条件下で）発現することがで
きるようなものである。本発明はまた、本発明の宿主細胞又は宿主生物のさらなる世代、
後代及び／又は子孫を含んでおり、これらは、例えば、細胞分裂又は有性若しくは無性生
殖により得られるものであってよい。
【０５８３】
　本発明のアミノ酸配列を生成し／その発現を得るために、形質転換された宿主細胞又は
形質転換された宿主生物は一般に、（所望の）本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポ
リペプチドが発現／産生されるような条件下で保持、維持及び／又は培養され得る。好適
な条件は当業者にとって明らかであり、通常、使用する宿主細胞／宿主生物に、及び（関
連する）本発明のヌクレオチド配列の発現を制御する調節因子に依存する。この場合にも
、本発明の遺伝子構築物に関する上記の段落に記載したハンドブック及び特許出願を参照
する。
【０５８４】
　一般に、好適な条件には、好適な培地の使用、好適な食餌及び／又は好適な栄養源の存
在、好適な温度の使用、及び場合によっては好適な誘導因子又は化合物の存在（例えば、
本発明のヌクレオチド配列が誘導性プロモーターにより制御される場合）が含まれていて
もよく、これらは全て当業者が選択することができる。この場合にも、このような条件下
で、本発明のアミノ酸配列は、構成的に、一時的に、又は適切に誘導された場合にのみ発
現することができる。
【０５８５】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドが、（まず）未成熟型（同上）で
産生され、次いで、使用する宿主細胞／宿主生物に応じて翻訳後修飾されてもよいことも
、当業者にとって明らかであろう。また、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペ
プチドは、この場合にも、使用する宿主細胞／宿主生物に応じてグリコシル化されてもよ
い。
【０５８６】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドは、次いで、宿主細胞／宿主生物
から、及び／又は上記宿主細胞若しくは宿主生物を培養した培地から、（分取）クロマト
グラフィ法、及び／又は電気泳動法、分別沈殿法、アフィニティ法（例えば、本発明のア
ミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドと融合した特定の切断可能なアミノ酸配列を用
いる）、及び／又は分取免疫法（即ち、単離対象のアミノ酸配列に対する抗体を用いる）
等の、それ自体が既知のタンパク質の単離技法及び／又は精製技法を用いて単離すること
ができる。
【０５８７】
　一般に、医薬用途のために、本発明のポリペプチドは、少なくとも１つの本発明のポリ
ペプチドと、少なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤、及び／又は
アジュバントとを含み、場合によっては１つ又は複数のさらなる薬理活性ポリペプチド及
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び／又は化合物を含む薬学的調製剤又は薬学的組成物として製剤化することができる。非
限定的な例により、このような製剤は、経口投与のため、非経口投与（静脈内、筋内若し
くは皮下注射、又は静脈内点滴等による）のため、局所投与のため、吸入、経皮パッチ、
インプラント、坐薬等による投与のために適した形態を取ることができる。このような好
適な投与形態は、投与の方法、及びその調製剤で用いるための方法及び担体に応じて、固
体、半固体又は液体であってよく、当業者にとって明らかであり、本明細書にさらに記載
する。
【０５８８】
　したがって、さらなる一態様において、本発明は、少なくとも１つの本発明のアミノ酸
、少なくとも１つの本発明のナノボディ又は少なくとも１つの本発明のポリペプチド、及
び少なくとも１つの好適な（即ち、医薬用途に好適な）担体、希釈剤又は賦形剤を含み、
場合によっては１つ又は複数のさらなる活性物質を含有する薬学的組成物に関する。
【０５８９】
　概して、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、それ自体が既知の任
意の好適な方法により製剤化及び投与することができ、これらについては、例えば、上記
で引用した包括的な背景技術（特に、国際公開第０４／０４１８６２号、国際公開第０４
／０４１８６３号、国際公開第０４／０４１８６５号、国際公開第０４／０４１８６７号
）、及びRemington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., MackPublishing Company, U
SA （1990）若しくはRemington, the Science and Practice of Pharmacy, 21st Edition
,Lippincott Williams and Wilkins （2005）等の標準的なハンドブックを参照する。
【０５９０】
　例えば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、従来の抗体及び抗体
断片（例えばＳｃＦｖ及びダイアボディ）及び他の薬理活性タンパク質のための、それ自
体が既知の任意の方法で製剤化及び投与することができる。このような製剤及びこれを調
製する方法は当業者にとって明らかであり、例えば、非経口投与（例えば、静脈内、腹腔
内、皮下、筋内、管腔内、動脈内若しくは髄腔内投与）又は局所（即ち、経皮若しくは皮
内）投与に好適な調製剤が挙げられる。
【０５９１】
　非経口投与のための調製剤は、例えば、点滴又は注射に好適な滅菌液、懸濁液、分散液
又は乳化液であってもよい。このような調製剤に好適な担体又は希釈剤としては、例えば
、限定するものではないが、滅菌水及び緩衝水溶液、並びにリン酸緩衝生理食塩水、リン
ゲル液、デキストロース溶液、及びハンクス液等の溶液、水性油、グリセロール、エタノ
ール、プロピレングリコール等のグリコール、又は（or as well as）鉱物油、動物油、
及び植物油、例えば、落花生油、大豆油、並びに好適なこれらの混合物が挙げられる。通
常、水溶液又は懸濁液が好ましい。
【０５９２】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、遺伝子治療の送達方法を使用
して投与することもできる。例えば、その全文が参照により本明細書中に援用される米国
特許第５，３９９，３４６号を参照されたい。遺伝子治療の送達方法を使用して、本発明
のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドをコードする遺伝子によりトランスフェク
トされた初代細胞を、特定の器官、組織、移植片、腫瘍又は細胞を標的とするための組織
特異的プロモーターによりさらにトランスフェクトすることができ、かつ細胞内に局在化
した発現のためのシグナル及び安定化配列によりさらにトランスフェクトすることもでき
る。
【０５９３】
　このように、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、不活性希釈剤又
は吸収可能な食用の担体等の薬学的に許容可能なビヒクルと組み合わせて、例えば、経口
的に全身投与することができる。これらを、ハード又はソフトシェルゼラチンカプセルに
封入してもよく、錠剤として打錠してもよく、又は患者の食事中の食品に直接組み込んで
もよい。経口治療用の投与のために、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチ
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ドを１つ又は複数の賦形剤と組み合わせ、摂取可能な錠剤、口腔錠、トローチ剤、カプセ
ル剤、エリキシル剤、懸濁液、シロップ剤、ウェハー剤等の形態で使用することができる
。このような組成物及び調製剤は、少なくとも０．１％の本発明のアミノ酸配列、ナノボ
ディ又はポリペプチドを含有していなければならない。組成物及び調製剤中のこれらの割
合は、当然ながら変えることができ、便宜的には所定の単位投薬形態の重量の約２％～約
６０％であろう。このような治療上有用な組成物中の本発明のアミノ酸配列、ナノボディ
又はポリペプチドの量は、有効な用量レベルが得られるような量である。
【０５９４】
　また、錠剤、トローチ剤、丸剤、カプセル剤等は、トラガカントガム、アラビアゴム、
コーンスターチ又はゼラチン等の結着剤；リン酸二カルシウム等の賦形剤；コーンスター
チ、ジャガイモデンプン、アルギン酸等の崩壊剤；ステアリン酸マグネシウム等の滑沢剤
；及びスクロース、フルクトース、ラクトース又はアスパルテーム等の甘味料を含有して
いてもよく、又はペパーミント、冬緑油、若しくはチェリー香料等の香料を加えてもよい
。単位投薬形態がカプセル剤である場合、上記のような種類の物質以外に、植物油又はポ
リエチレングリコール等の液体担体を含有していてもよい。種々の他の物質が、コーティ
ングとして、又は固体状の単位投薬形態の物理的形態を他の方法により変化させるために
存在していてもよい。例えば、錠剤、丸剤又はカプセル剤は、ゼラチン、ロウ、シェラッ
ク又は砂糖等でコーティングされていてもよい。シロップ剤又はエリキシル剤は、本発明
のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチド、甘味料としてのスクロース又はフルクト
ース、保存料としてのメチルパラベン又はプロピルパラベン、色素、及びチェリー又はオ
レンジ香料等の香料を含有していてもよい。当然ながら、単位投薬形態の調製に使用され
る全ての物質は、薬学的に許容され、使用する量において実質的に無毒でなければならな
い。さらに、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、徐放剤及び徐放デ
バイス中に組み込まれていてもよい。
【０５９５】
　経口投与のための調製剤及び製剤にはまた、本発明の構築物が胃内環境に耐性を有しか
つ腸内まで通過することを可能にする腸溶コーティングが付与される。より包括的には、
経口投与のための調製剤及び製剤は、消化管のいずれかの所望部分に送達するのに好適に
製剤化され得る。また、消化管に送達するのに好適な坐薬を使用してもよい。
【０５９６】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドはまた、点滴又は注射によって静
脈内投与又は腹腔内投与してもよい。本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチ
ド、又はこれらの塩の溶液は、水中で調製することがき、任意で非毒性の界面活性剤と混
合することができる。分散液は、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、トリアセ
チン、及びこれらの混合物中、並びに油中で調製することができる。通常の保存及び使用
条件下において、これらの調製剤は、微生物の増殖を防ぐための保存料を含有している。
【０５９７】
　注射又は点滴に好適な薬剤投薬形態としては、滅菌注射又は滅菌点滴可能な溶液又は分
散液の即時調製に適合し、場合によってはリポソームに封入された活性成分を含む、滅菌
水溶液又は分散液又は滅菌粉末が挙げられ得る。全ての場合において、最終的な投薬形態
は、滅菌されており、流体であり、製造及び保存条件下で安定でなければならない。液体
の担体又はビヒクルは、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、
プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコール等）、植物油、非毒性グリセリルエ
ステル、及びこれらの好適な混合物を含む溶媒又は液体の分散媒であってもよい。例えば
、リポソームの形成により、分散液の場合には必要な粒子サイズを維持することにより、
又は界面活性剤の使用により、適切な流動性を維持することができる。例えば、パラベン
、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサール等の種々の抗菌剤及び抗真
菌剤により微生物の作用を妨害することができる。多くの場合において、等張剤、例えば
、砂糖、緩衝剤、又は塩化ナトリウムを含んでいることが好ましい。組成物において、吸
収を遅延させる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウム及びゼラチンを使用するこ
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とにより、注射可能な組成物の長時間にわたる吸収をもたらすことができる。
【０５９８】
　滅菌注射可能な溶液は、所要の量の本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチ
ドを、必要に応じて、上記に列挙した種々の他の成分を含む適切な溶媒中に混合させた後
、滅菌濾過することにより調製される。滅菌注射可能な溶液を調製するための滅菌粉末の
場合、好ましい調製方法は、減圧乾燥法及び凍結乾燥法であり、活性成分の粉末、及び先
に滅菌濾過された溶液中に存在する任意のさらなる望ましい成分が得られる。
【０５９９】
　局所投与のためには、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、液体の
場合には、純粋な形態で適用することができる。しかし、概して、これらは、固体であっ
ても液体であってもよい皮膚科学的に許容可能な担体と共に、組成物又は製剤として皮膚
に投与されることが望ましい。
【０６００】
　有用な固体担体としては、タルク、粘土、微結晶セルロース、シリカ、アルミナ等の微
粉砕された固体が挙げられる。有用な液体担体としては、水、ヒドロキシアルキル又はグ
リコール又は水－アルコール／グリコール配合物が挙げられ、本発明のアミノ酸配列、ナ
ノボディ及びポリペプチドは、場合によっては非毒性の界面活性剤の作用により、有効な
レベルで溶解又は分散することができる。所定用途のための性質を最適化するために、芳
香剤及び他の抗菌剤等のアジュバントを加えてもよい。得られる液体組成物は、絆創膏及
び他の包帯に含浸させるのに用いられる吸収パッドによって塗布することができ、又はポ
ンプ型若しくはエアロゾルスプレーを使用して患部の上に噴霧することができる。
【０６０１】
　使用者の皮膚に直接塗布するための塗布用ペースト、ゲル、軟膏及び石鹸等を形成する
ために、合成ポリマー、脂肪酸、脂肪酸塩及びエステル、脂肪アルコール、修飾セルロー
ス又は修飾無機物質等の増粘剤を液体担体と共に使用することができる。
【０６０２】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドを皮膚に送達するために使用する
ことができる有用な皮膚科用組成物の例は当該技術分野で既知であり、例えば、Jacquet 
et al.（米国特許第４，６０８，３９２号）、Geria（米国特許第４，９９２，４７８号
）、Smith et al.（米国特許第４，５５９，１５７号）及びWortzman（米国特許第４，８
２０，５０８号）を参照されたい。
【０６０３】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドの有用な用量は、これらのｉｎ　
ｖｉｔｒｏ活性、及び動物モデルにおけるｉｎ　ｖｉｖｏ活性を比較することにより決定
することができる。マウス及び他の動物における有効用量をヒトに外挿するための方法は
当該技術分野で既知であり、例えば、米国特許第４，９３８，９４９号を参照されたい。
【０６０４】
　概して、ローション等の液体組成物中の本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペ
プチドの濃度は、約０．１重量％～２５重量％、好ましくは、約０．５重量％～１０重量
％である。ゲル又は粉末等の半固形又は固形組成物中の濃度は、約０．１重量％～５重量
％、好ましくは約０．５重量％～２．５重量％である。
【０６０５】
　治療における使用に必要な本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドの量は
、選択される特定のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドだけでなく、投与経路、
治療する症状の性質、並びに患者の年齢及び状態によっても変動し、最終的には担当する
医師又は臨床医の判断に委ねられる。また、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリ
ペプチドの用量は、標的となる細胞、腫瘍、組織、移植片又は器官によっても変動する。
【０６０６】
　望ましい用量は便宜上、単回用量で、又は例えば、１日２回、３回、４回以上の部分用
量として、適切な間隔での分割投与で示され得る。部分用量自体を、例えば、吸入器から
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の複数回の吸入又は複数滴の点眼投与等の、個別で、大まかな間隔の数多くの投与にさら
に分割してもよい。
【０６０７】
　投与計画には、長期間の毎日の処置が含まれ得る。「長期間」とは、少なくとも２週間
、好ましくは数週間、数ヶ月、又は数年の期間を意味する。この用量範囲における必要な
変更は、本明細書中で教示される日常実験のみを使用して当業者によって決定され得る。
Remington's Pharmaceutical Sciences （Martin,E. W., ed. 4）, Mack Publishing Co.
, Easton, PAを参照されたい。用量は、何らかの合併症の場合には、個々の医師が調整す
ることもできる。
【０６０８】
　別の態様において、本発明は、少なくとも１つのＧＰＣＲ関連の疾患及び障害を予防及
び／又は治療する方法であって、これを必要とする被験体に、薬学的に活性のある量の本
発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド、及び／又はこれを含
む薬学的組成物を投与することを含む、予防及び／又は治療する方法に関する。
【０６０９】
　本発明の文脈において、「予防及び／又は治療」という用語とは、疾患を予防及び／又
は治療することを含むだけでなく、概して、疾患の発症を予防すること、疾患の進行を遅
延又は退行させること、疾患に関連する１つ又は複数の症状の発症を予防又は遅延させる
こと、疾患に関連する１つ又は複数の症状を低減及び／又は軽減すること、疾患及び／又
はこれに関連するあらゆる症状の重症度及び／又は期間を低減すること、及び／又は疾患
及び／又はこれに関連するあらゆる症状の重症度のさらなる増大を予防すること、疾患に
よって生じるあらゆる生理学的損傷を予防、低減又は退行させること、及び概して治療す
べき患者に有益なあらゆる薬理作用も含む。
【０６１０】
　治療すべき被験体とは、任意の温血動物であり得るが、具体的には哺乳動物、より具体
的にはヒトである。当業者にとって明らかであるように、治療すべき被験体は、特に本明
細書中に記載の疾患及び障害を患っているか又はこれらの危険性のあるヒトであり得る。
【０６１１】
　本発明は、ＧＰＣＲに、その生物活性若しくは薬理活性に、及び／又はＧＰＣＲが関与
する生物学的経路若しくはシグナル伝達に関連がある少なくとも１つの疾患又は障害を予
防及び／又は治療する方法であって、これを必要とする被験体に薬学的に活性のある量の
本発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド、及び／又はこれら
を含む薬学的組成物を投与することを含む、方法に関する。特に、本発明は、ＧＰＣＲ、
その生物活性若しくは薬理活性、及び／又はＧＰＣＲが関与する生物学的経路若しくはシ
グナル伝達を調節することによって治療することができる少なくとも１つの疾患又は障害
を予防及び／又は治療する方法であって、これを必要とする被験体に薬学的に活性のある
量の本発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド、及び／又はこ
れらを含む薬学的組成物を投与することを含む、方法に関する。特に、上記の薬学的に有
効な量とは、ＧＰＣＲ、その生物活性若しくは薬理活性、及び／又はＧＰＣＲが関与する
生物学的経路又はシグナル伝達を調節するのに十分な量とすることができ、かつ／又は、
ＧＰＣＲ、その生物学的活性又は薬理活性、及び／又はＧＰＣＲが関与する生物学的経路
又はシグナル伝達を調節するのに十分な、循環血液中で本発明のアミノ酸配列、本発明の
ナノボディ、本発明のポリペプチドのレベルを与える量とすることができる。
【０６１２】
　本発明はさらに、本発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、又は本発明のポリペプ
チドを患者に投与することによって予防及び／又は治療することができる少なくとも１つ
の疾患又は障害を予防及び／又は治療する方法であって、これを必要とする被験体に薬学
的に活性のある量の本発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド
、及び／又はこれらを含む薬学的組成物を投与することを含む、方法に関する。
【０６１３】
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　より具体的には、本発明は、本明細書中に列挙される疾患及び障害から成る群から選択
される少なくとも１つの疾患又は障害を予防及び／又は治療する方法であって、これを必
要とする被験体に薬学的に活性のある量の本発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、
本発明のポリペプチド、及び／又はこれらを含む薬学的組成物を投与することを含む、方
法に関する。
【０６１４】
　別の態様では、本発明は、免疫療法、特に受動免疫療法に関する方法であって、本明細
書中に記載の疾患及び障害を患っているか又はこれらの危険性のある被験体に、薬学的に
活性のある量の本発明のアミノ酸配列、本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド、及
び／又はこれらを含む薬学的組成物を投与することを含む、方法に関する。
【０６１５】
　上記の方法において、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及び／又はポリペプチド、及
び／又はこれらを含む組成物は、使用される特定の薬学的製剤又は薬学的組成物に応じて
任意の好適な方法で投与することができる。したがって、本発明のアミノ酸配列、ナノボ
ディ及び／又はポリペプチド、及び／又はこれらを含む組成物は、例えば、この場合にも
使用される特定の薬学的製剤又は薬学的組成物に応じて経口的、腹腔内（例えば、静脈内
、皮下、筋内、又は消化管を回避した投与の任意の他の経路を介して）、鼻腔内、経皮、
局所的に、坐薬を用いて、吸入によって投与することができる。臨床医は、予防又は治療
すべき疾患又は障害、及び臨床医に既知の他の因子に応じて、好適な投与経路、及びこの
ような投与に使用される好適な薬学的製剤又は薬学的組成物を選択することができるであ
ろう。
【０６１６】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及び／又はポリペプチド、及び／又はこれらを含む
組成物は、予防又は治療すべき疾患又は障害の予防及び／又は治療に好適な治療計画に従
って投与される。臨床医は一般的に、予防又は治療すべき疾患又は障害、治療すべき疾患
の重症度及び／又はその症状の重症度、使用される本発明の特定のアミノ酸配列、ナノボ
ディ又はポリペプチド、特定の投与経路、及び使用される薬学的製剤又は薬学的組成物、
患者の年齢、性別、体重、食事、全身状態、並びに臨床医に既知の同様の因子等に応じて
、好適な治療計画を決定することができるであろう。
【０６１７】
　通常、治療計画には、１つ又は複数の薬学的に有効な量又は用量の１つ又は複数の本発
明のアミノ酸配列、ナノボディ及び／又はポリペプチド、又はこれらを含む１つ又は複数
の組成物の投与が含まれるであろう。投与される具体的な量（複数可）又は用量はこの場
合でも上記の因子に基づき臨床医によって決定することができる。
【０６１８】
　通常、本明細書中に記載した疾患及び障害の予防及び／又は治療に関して、また治療す
べき特定の疾患又は障害、使用される本発明の特定のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリ
ペプチドの効力、特定の投与経路、及び使用される特定の薬学的製剤又は薬学的組成物に
応じて、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは概して、１ｇ／ｋｇ（体
重）／日～０．０１μｇ／ｋｇ（体重）／日、好ましくは、０．１ｇ／ｋｇ（体重）／日
～０．１μｇ／ｋｇ（体重）／日、例えば、約１μｇ／ｋｇ（体重）／日、１０μｇ／ｋ
ｇ（体重）／日、１００μｇ／ｋｇ（体重）／日又は１０００μｇ／ｋｇ（体重）／日の
量で、連続して（例えば、点滴によって）、日々の単回用量として、又は１日の中の複数
回の分割用量として投与されるであろう。臨床医は一般的に、本明細書中に記載の因子に
応じて好適な日用量を決定することができるであろう。特定の場合には、例えば、上記の
因子及び臨床医の専門的判断に基づきこれらの量から外れるように臨床医が選択すること
もあることが明らかであろう。一般的に、親和性／結合活性、有効性、体内分布、半減期
及び当業者に既知の同様の因子の差異は考慮するものの、本質的に同様の経路を介して投
与される、同様の標的に対する類似の従来の抗体又は抗体断片に関して通常投与される量
から、投与量に関する指針を幾らか得ることができる。
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【０６１９】
　通常上記の方法では、本発明の単一アミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを使用
するであろう。しかしながら、２つ以上の本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及び／又は
ポリペプチドを組み合わせて使用することも本発明の範囲内である。
【０６２０】
　本発明のナノボディ、アミノ酸配列及びポリペプチドは、１つ又は複数のさらなる薬学
的に活性のある化合物又は成分と組み合わせて、即ち、相乗効果をもたらすことも又はも
たらさないこともある複合治療計画として使用することもできる。この場合でも、臨床医
は、上記の因子及び臨床医の専門的判断に基づき、このようなさらなる化合物又は成分、
並びに好適な複合治療計画を選択することができるであろう。
【０６２１】
　特に、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ及びポリペプチドは、本明細書中に記載の疾
患及び障害の予防及び／又は治療に用いられるか又は用いることができる他の薬学的に活
性のある化合物又は成分と組み合わせて使用してもよく、その結果、相乗効果が得られる
ことも又は得られないこともある。このような化合物及び成分、並びにこれらを投与する
ための経路、方法及び薬学的製剤又は薬学的組成物の例は臨床医にとって明らかであろう
。
【０６２２】
　２つ以上の物質又は成分を複合治療計画の一環として使用する場合、これらは、同じ投
与経路を介して又は異なる投与経路を介して、本質的に同じ時間で又は異なる時間で（例
えば、本質的に同時に、連続して、又は交互に）投与することができる。物質又は成分を
、同じ投与経路を介して同時に投与しようとする場合、当業者にとって明らかであるよう
な、種々の薬学的製剤又は薬学的組成物、又は併せた薬学的製剤又は薬学的組成物の一部
として投与してもよい。
【０６２３】
　また、２つ以上の活性のある物質又は成分を複合治療計画の一環として使用する場合、
化合物又は成分を単独で使用する場合に用いられるものと同様の量で、また同様の計画に
従って、物質又は成分の各々を投与してもよく、このような併用によって、相乗効果がも
たらされることも又はもたらされないこともある。しかしながら、２つ以上の活性のある
物質又は成分の併用によって相乗効果がもたらされる場合には、所望の治療作用を達成し
つつも、投与される物質又は成分の１つ、複数又は全ての量を低減することも可能である
。これは、例えば、所望の薬学的効果又は治療効果を依然として得ると共に、一般的な量
で使用される場合の物質又は成分の１つ又は複数の使用に関連するあらゆる望ましくない
副作用を回避、制限又は低減するのに有用であり得る。
【０６２４】
　本発明に従って使用される治療計画の有効性は、臨床医にとって明らかであるように、
関与する疾患又は障害についてそれ自体が既知の任意の方法で決定及び／又は追跡され得
る。臨床医はまた、必要に応じて及びケースバイケースで、特定の治療計画を変更又は修
正し、それにより、所望の治療効果を達成し、望ましくない副作用を回避、制限又は低減
し、及び／又は一方で所望の治療効果を達成することと、他方で望ましくない副作用を回
避、制限又は低減することとの適切な均衡を達成することができる。
【０６２５】
　通常、所望の治療効果が達成されるまで、及び／又は所望の治療効果が維持されている
限りは、治療計画は続けられる。また、これは臨床医が決定することができるものである
。
【０６２６】
　別の態様において、本発明は、少なくとも１つのＧＰＣＲ関連の疾患及び障害を予防及
び／又は治療するため；及び／又は本明細書中に言及される１つ又は複数の治療方法に使
用するための薬学的組成物の調製における本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペ
プチドの使用に関する。
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【０６２７】
　治療すべき被験体とは、任意の温血動物であり得るが、具体的には哺乳動物、より具体
的にはヒトである。当業者にとって明らかであるように、治療すべき被験体は、特に本明
細書中に記載の疾患及び障害を患っているか又はこれらの危険性のあるヒトである。
【０６２８】
　本発明はまた、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチドを患者に投与する
ことによって予防及び／又は治療することができる少なくとも１つの疾患又は障害を予防
及び／又は治療するための薬学的組成物の調製における本発明のアミノ酸配列、ナノボデ
ィ又はポリペプチドの使用に関する。
【０６２９】
　より具体的には、本発明は、ＧＰＣＲ関連の疾患及び障害を予防及び／又は治療するた
めの、並びに特に本明細書中に列挙した疾患及び障害の１つ又は複数を予防及び治療する
ための薬学的組成物の調製における本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又はポリペプチド
の使用に関する。
【０６３０】
　また、このような薬学的組成物では、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列、ナノボデ
ィ又はポリペプチドを、本明細書中に記載したもの等の１つ又は複数の他の活性のある成
分と好適に組み合わせてもよい。
【０６３１】
　最終的に、本発明のナノボディ（本明細書中に規定）及び本発明のポリペプチドの使用
がはるかに好ましいが、本明細書中の記載に基づき、当業者であれば、同様の方法で、他
のアミノ酸配列、特にＧＰＣＲに対する他の（単一）ドメイン抗体、並びにこのような（
単一）ドメイン抗体を含むポリペプチドを設計及び／又は生成することもできることは明
らかであろう。
【０６３２】
　例えば、本発明のナノボディに関して上記で記載されるＣＤＲの１つ又は複数をヒトの
骨格又は非免疫グロブリン骨格を含むがこれらに限定されないこのような（単一）ドメイ
ン抗体又は他のタンパク質骨格上に「グラフト化（graft）」することが可能であり得る
ことは、当業者にとって明らかであろう。このようなＣＤＲグラフト化の好適な骨格及び
技法は当業者にとって明らかであり、当該技術分野において既知である。例えば、米国特
許第７，１８０，３７０号、国際公開第０１／２７１６０号、欧州特許第０６０５５２２
号、欧州特許第０４６０１６７号、米国特許第７，０５４，２９７号、Nicaise et al., 
Protein Science （2004）, 13： 1882-1891、Ewertet al., Methods, 2004 Oct; 34 （2
）： 184-199、Kettleborough et al., Protein Eng.1991 Oct; 4（7）： 773-783、O'Br
ien and Jones, Methods Mol. Biol. 2003：207： 81-100、Skerra, J. Mol.Recognit. 2
000： 13： 167-187、及びSaerens et al., J. Mol. Biol. 2005 Sep 23; 352（3）： 59
7-607、及び本明細書中に引用したさらなる参考文献を参照されたい。例えば、マウス又
はラットのＣＤＲをヒトのフレームワーク及び骨格上にグラフト化するそれ自体が既知の
技法は、本発明のナノボディのＣＤＲの１つ又は複数と、１つ又は複数のヒトフレームワ
ーク領域又は配列とを含むキメラタンパク質をもたらすために同様に使用することができ
る。
【０６３３】
　本発明のナノボディが、上記の好ましいＣＤＲ配列以外の１つ又は複数の他のＣＤＲ配
列を含有する場合、これらのＣＤＲ配列は、それ自体が既知の任意の方法で、例えば、（
好ましい）ナノボディ、従来の抗体由来の（特にヒト抗体由来の）ＶＨドメイン、重鎖抗
体、従来の四本鎖抗体（例えば、従来のヒト四本鎖抗体）、又はＧＰＣＲに指向性を有す
る他の免疫グロブリン配列から得ることができることにも留意されたい。ＧＰＣＲに指向
性を有するこのような免疫グロブリン配列は、当業者にとって明らかであるようにそれ自
体が既知の任意の方法で、即ち、ＧＰＣＲによる免疫付与によって、又はＧＰＣＲを有す
る免疫グロブリン配列の好適なライブラリをスクリーニングすることによって、又は任意
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の好適なこれらの組合せによって生成することができる。任意で、この後、ランダム又は
部位特異的突然変異誘発のような技法、及び／又はそれ自体が既知の親和性成熟のための
他の技法を続けてもよい。このような免疫グロブリン配列を生成する好適な技法は当業者
にとって明らかであり、例えば、Hoogenboom, Nature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116
（2005）に概説されるスクリーニング法が挙げられる。特定の標的に対する免疫グロブリ
ンを生成する他の技法としては、例えば、ナノクローン技術（例えば、公開米国特許出願
第２００６－０２１１０８８号に記載）、いわゆるＳＬＡＭ技術（例えば、欧州特許出願
第０５４２８１０号に記載）、ヒト免疫グロブリンを発現するトランスジェニックマウス
の使用、又は既知のハイブリドーマ技法（例えば、Larrick et al., Biotechnology, Vol
.7, 1989, p.934を参照）が挙げられる。全てのこれらの技法は、ＧＰＣＲに対する免疫
グロブリンを生成するのに使用することができ、かつこのような免疫グロブリンのＣＤＲ
は、本発明のナノボディにおいて、即ち上記で概説されるように使用することができる。
例えば、このようなＣＤＲの配列は、全て本明細書中に記載されるもの等のそれ自体が既
知の技法を用いて、決定、合成及び／又は単離して、本発明のナノボディの配列（例えば
、対応する天然のＣＤＲに取って代わるように）に挿入することができ、又は、ここでも
同様に、本明細書中に記載の技法を用いて、このようなＣＤＲ（又はこのようなＣＤＲを
コードする核酸）を含有する本発明のナノボディをデノボ合成することができる。
【０６３４】
　本発明のアミノ酸配列、ナノボディ、ポリペプチド、核酸、遺伝子構築物、並びに宿主
及び宿主細胞のさらなる使用は、本明細書中の開示に基づき当業者にとって明らかであろ
う。例えば、限定するものではないが、本発明のアミノ酸配列は、好適な担体又は固体支
持体と連結することができ、組成物及び組成物を含む調製剤からＧＰＣＲを精製するそれ
自体が既知の方法で使用することができる培地をもたらす。好適な検出可能な標識を含む
本発明のアミノ酸配列の誘導体はまた、組成物若しくは調製剤中のＧＰＣＲの存在を（定
性的に又は定量的に）確定するマーカーとして、又は（例えば、好適な細胞選別技法と組
み合わせて）細胞若しくは組織の表面上のＧＰＣＲの存在を選択的に検出するマーカーと
して使用することができる。
【０６３５】
　これより本発明は、以下の非限定的な実験部によりさらに説明される。
【実施例】
【０６３６】
実験部
実施例１：ＣＸＣＲ４ナノボディの生成：
方法：
細胞培養及びトランスフェクション
　ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、３７℃で、加湿雰囲気（５％ＣＯ２、９５％空気）において、
２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、５０ＩＵ／ｍｌのペニシリン、５０μｇ／ｍｌのストレプトマ
イシン及び１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清を含有するダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭ
ＥＭ）中に維持した。ジャーカット細胞を、加湿雰囲気（５％ＣＯ２、９５％空気）にお
いて、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、５０ＩＵ／ｍｌのペニシリン、５０μｇ／ｍｌのストレ
プトマイシン及び１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清を含有するダルベッコ変法イーグル培地
（ＤＭＥＭ）とハムＦ１２培地との１：１混合物中で培養した。
【０６３７】
　ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、以前に記載されているように（Verzijl et al, Noncompetitiv
e Antagonism and Inverse Agonism asMechanism of Action of Nonpeptidergic Antagon
ists at Primate and Rodent CXCR3Chemokine Receptors. Journal of Pharmacology and
 Experimental Therapeutics （2008） 325（2）:544-55）、担体として直鎖２５ｋＤａ
ポリエチレンイミン（Polysciences，Warrington，PA）を用いて、一定量の全ＤＮＡで一
時的にトランスフェクトした。ケモカイン受容体ＣＣＲ５、ＣＣＲ７、ＣＸＣＲ１、ＣＸ
ＣＲ２、ＣＸＣＲ３及びＣＸＣＲ７をコードするｃＤＮＡ（cdna.org（Missouri S&T cDN
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A ResourceCenter，Rolla，MO）から入手）をＰＣＲによって増幅し、発現ベクターにク
ローニングした。
【０６３８】
［１２５Ｉ］－標識化
　１２５Ｉによるナノボディの放射性標識化を、ヨードゲン法（Pierce，Rockford，IL）
を用いて、製造業者のプロトコルに従って行った。１２５Ｉ－標識ナノボディを、Ｓｅｐ
ｈａｄｅｘ　Ｇ－２５ゲル濾過カラム（Amersham Biosciences，Piscataway，NJ）を用い
て遊離ヨウ素から分離した（＞９９％）。ヨウ素取り込み及び特異的活性を、トリクロロ
酢酸によるタンパク質の沈殿によって調整した。ｍｙｏ－［２－３Ｈ］－イノシトール（
１０Ｃｉ／ｍｍｏｌ～２０Ｃｉ／ｍｍｏｌ）及び［１２５Ｉ］－標識ＣＸＣＬ１２（２２
００Ｃｉ／ｍｍｏｌ）は、PerkinElmer Life and Analytical Sciences（Boston，MA）か
ら入手した。
【０６３９】
競合結合アッセイ
　ＣＸＣＲ３又はＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞から膜を、トランス
フェクションの４８時間後に以下のように調製した。１ｍＭ　ＥＤＴＡを含有する氷冷Ｐ
ＢＳを用いて細胞を洗浄し、細胞培養皿から掻き取った。掻き取った細胞を、４℃で１０
分間、１５００×ｇでペレット化した。ペレットを洗浄した後、氷冷膜バッファー（１５
ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．３ｍＭ　ＥＤＴＡ及び２ｍＭ　
ＭｇＣｌ２）中に再懸濁した。細胞懸濁液を、テフロン（登録商標）－ガラスホモジナイ
ザー及びローターを用いて、１２００ｒｐｍで１０ストロークしてホモジナイズし、さら
に液体窒素を用いる３回の凍結融解サイクルに供した。膜を４℃、４００００ｇで２５分
間の遠心分離によって分離した。膜ペレットを洗浄し、氷冷Ｔｒｉｓ－スクロースバッフ
ァー（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．４）及び２５０ｍＭ　スクロース）中に再懸濁し、
液体窒素中で凍結した。総タンパク質量をブラッドフォードアッセイ（Bio-Rad）を用い
て求めた。
【０６４０】
　ペリプラズム（１：１０）又はリガンドを、０．５％ＢＳＡを添加した結合バッファー
（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１
００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．５％ウシ血清アルブミン）中で２２℃で１時間膜と共にプレイ
ンキュベートし、その後［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２（４０ｐＭ）又は［１２５Ｉ］－２
３８Ｄ２（３ｎＭ）又は［１２５Ｉ］－２３８Ｄ４（３ｎＭ）を２２℃でさらに２時間、
添加した。非特異的結合を、ＡＭＤ３１００（３μＭ）の存在下で求めた。次いで、膜を
ポリエチレンイミン（０．５％）処理ワットマンＧＦ／Ｃフィルタープレート上で回収し
、５００ｍＭ　ＮａＣｌを含有する氷冷結合バッファーで３回洗浄した。プレートを液体
シンチレーションによってカウントした。
【０６４１】
イノシトールリン酸蓄積アッセイ
　ｐｃＤＮＡ３．１－ＣＸＣＲ４及びｐｃＤＮＡ１－ＨＡ－ｍＧαｑｉ５（Verzijl et a
l, 2008（同上）を参照されたい）によるトランスフェクションの２４時間後、２５００
００個の細胞を、２４ウェルプレート中に播種し、１μＣｉのｍｙｏ－［２－３Ｈ］－イ
ノシトールを添加した、イノシトールを含まない最小必須培地を用いて一晩標識した。翌
日、細胞を１回洗浄して、取り込まれなかったｍｙｏ－［２－３Ｈ］－イノシトールを除
去した。アンタゴニスト実験においては、細胞をアッセイ培地（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、
１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＭｇＳＯ４、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、１
０ｍＭグルコース及び０．０５％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン、ｐＨ７．４）中で、３
７℃で１時間試験化合物と共にプレインキュベートし、その後３７℃でさらに２時間、Ｌ
ｉＣｌ（１０ｍＭ）及びＣＸＣＬ１２（３０ｎＭ）で刺激した。アゴニスト実験において
は、細胞をアッセイバッファー中、３７℃で２時間、試験化合物及びＬｉＣｌ（１０ｍＭ
）で直接刺激した。刺激培地を吸引し、１０ｍＭ氷冷ギ酸を添加することによって刺激を
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停止した。蓄積したイノシトールリン酸を、陽イオン交換クロマトグラフィによって単離
し、液体シンチレーションによってカウントした。
【０６４２】
ＣＲＥレポーター遺伝子アッセイ
　ＨＥＫ２３９Ｔ細胞を、ｐＣＲＥ／β－ガラクトシダーゼ（Chen W, Shields TS, Stor
k PJS, Cone RD （1995） Anal Biochem 226:349-354）、及び指定の受容体をコードする
プラスミド（ｐｃＤＥＦ３又はｐｃＤＮＡ３．１）でトランスフェクトした。１ウェル当
たり４００００個のトランスフェクト細胞を、９６ウェルプレート中に播種し、１０％ウ
シ胎児血清を添加したＤＭＥＭ中で培養した。培地をトランスフェクションの３２時間後
に、０．５％ウシ血清アルブミン及び指定のリガンドを添加した無血清ＤＭＥＭと交換し
た。リガンドインキュベーションの１６時間後、培地を除去し、細胞を１００μｌのアッ
セイバッファー（１００ｍＭリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ８．０）、４ｍＭ　２－
ニトロフェノール－β－Ｄ－ピラノシド、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、２ｍＭ　
ＭｇＳＯ４、０．１ｍＭ　ＭｎＣｌ２及び４０ｍＭ　β－メルカプトエタノール）中に溶
解し、室温でインキュベートした。フォルスコリン（３μＭ）対照のＯＤ４２０値が０．
４～０．６に達した場合、β－ガラクトシダーゼ活性を、アッセイバッファーとのインキ
ュベーション後、ＰｏｗｅｒｗａｖｅＸ３４０プレートリーダー（Bio-Tek Instruments 
Inc.，Winooski，VT）を用いた４２０ｎｍでの吸光の測定によって求めた。
【０６４３】
走化性アッセイ
　ジャーカット３Ｄ細胞の走化性反応を、ＣｈｅｍｏＴｘ（商標）プレート（Receptor T
echnologies Ltd.，Oxon，UK）（上部細胞含有コンパートメントと下部化学誘引物質含有
コンパートメントとが、ポリビニルピロリドンフリーのポリカーボネートフィルター（孔
径５μｍ）によって隔てられている）を用いて評価した。細胞を回収し、洗浄して、０．
５％ウシ血清アルブミンを含有するＲＰＭＩ中に再懸濁した後、２５μｌ容量の１ウェル
当たり１５００００個の細胞を、走化性チャンバーの上部コンパートメントに投入した。
膜を通って移動する細胞を刺激するために、指定の濃度のＣＸＣＬ１２及び／又は試験化
合物を３１μｌの最終容量で、下部コンパートメントに投入した（アゴニスト実験）。ア
ンタゴニスト性の特性化については、ＡＭＤ３１００又は試験化合物を、下部ＣＸＣＬ１
２（３００ｐＭ）含有コンパートメントに投入し、上部コンパートメントの細胞と共にさ
らにプレインキュベートした。走化性チャンバーを３７℃、１００％湿度、５％ＣＯ２で
４時間インキュベートした。下部コンパートメントの各々に移動する細胞の数を、カルセ
インＡＭとのインキュベーション、及び１ウェル当たり０個～５００００個のジャーカッ
ト３Ｄ細胞による較正に続く、５３５ｎｍでの蛍光測定によって求めた。
【０６４４】
ＨＩＶ－１感染アッセイ
　ＣＸＣＲ４使用（Ｘ４）ＨＩＶ－１分子クローンＮＬ４．３は、National Institutes 
of Health NIAID AIDS Reagent program（Bethesda，MD）から入手し、ＣＣＲ５使用（Ｒ
５）ＨＩＶ－１株ＢａＬは、Medical Research Council AIDS reagent project（Herts，
UK）から入手した。二重指向性（Ｒ５／Ｘ４）ＨＩＶ－１　ＨＥ株は当初、ルーベン大学
病院（University Hospital in Leuven）の患者から単離され、ＭＴ－４細胞中で日常的
に培養されている（Pauwels R, Andries K, Desmyter J, Schols D, Kukla MJ, Breslin 
HJ,Raeymaeckers A, Van Gelder J, Woestenborghs R, Heykants J. Potent and selecti
veinhibition of HIV-1 replication in vitro by a novel series of TIBO derivatives
.Nature 1990; 343:470-474）。ＭＴ－４細胞を９６ウェルプレート上に、Ｕ８７細胞を
２４ウェルプレート上に播種した。試験化合物をＨＩＶ－１と共に種々の濃度で添加し、
プレートを３７℃で１０％ＣＯ２中に維持した。ウイルスによって誘導される細胞変性効
果を、ウイルス感染細胞培養物の毎日の微視的評価によってモニタリングした。感染後４
日～５日目に、陽性対照（即ち、未処理ＨＩＶ感染細胞）において強い細胞変性効果が観
察され、細胞生存率を、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　９６（登録商標）ＡＱｕｅｏｕｓ　Ｏｎｅ
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　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ細胞増殖アッセイ（Promega，Madison，WI）を用いて、テトラゾリウ
ム化合物ＭＴＳのｉｎ　ｓｉｔｕ還元によって評価した。次いで、９６ウェルプレートリ
ーダー（Molecular Devices，Sunnyvale，CA）を用いて、４９０ｎｍで分光光度法によっ
て吸光度を測定し、４つの細胞対照複製物（replicates）（ウイルス及び薬物を含まない
細胞）並びに４つのウイルス対照ウェル（薬物を含まないウイルス感染細胞）と比較した
。５０％阻害濃度（ＩＣ５０、即ち、ＨＩＶ誘導性細胞死を５０％阻害する薬物濃度）を
、各々の化合物について用量応答曲線から算出した。各々の化合物のＣＣ５０又は５０％
細胞毒性濃度を、上記のＭＴＳ法によって測定されるように、薬剤に曝露された非感染細
胞の生存率の低下から求めた。
【０６４５】
　末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、密度勾配遠心分離法（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ；Nycome
d Pharma，AS Diagnostics，Oslo，Norway）によって健常ドナーから単離し、フィトヘム
アグルチニン（ＰＨＡ）（Sigma Chemical Co.，Bornem，Belgium）で３日間刺激した。
活性化細胞（ＰＨＡで刺激した芽球）をＰＢＳで洗浄し、ウイルス感染を以前に記載され
ているように（Schols D, Struyf S, Van Damme J, Este JA, Henson G, De Clercq E.In
hibition of T-tropic HIV strains by selective antagonization of the chemokinerec
eptor CXCR4. J Exp Med 1997; 186:1383-1388）行った。感染開始後８日～１０日目に、
ウイルスｐ２４　Ａｇを、酵素結合免疫吸着アッセイ（Perkin Elmer，Brussels，Belgiu
m）によって培養上清中で検出した。
【０６４６】
データ分析及び提示
　データは、ｎ回の独立実験からの平均±標準誤差として提示する。濃度応答曲線（Ｅ／
［Ａ］曲線）を、逐次最小二乗法（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　４．０；GraphPad S
oftware，San Diego，CA）を用いてヒルの式に当てはめ、最大阻害効果（Ｉｍａｘ）、５
０％効果濃度（ＥＣ５０）又は５０％阻害濃度（ＩＣ５０）を得た。競合結合親和性及び
機能的アンタゴニスト親和性（ｐＫｉ）を、チェン－プルソフ式：ｐＫｉ＝ＩＣ５０／（
１＋［アゴニスト］／ＥＣ５０）（Cheng & Prusoff, 1973）を用いて算出した。任意で
、アンタゴニスト親和性を、式：ｐＫＢ＝－ｌｏｇ［アンタゴニスト］＋ｌｏｇ（ＣＲ－
１）（式中、ＣＲはアンタゴニストの存在下及び非存在下でのアゴニストＥＣ５０の比率
を表す）に基づき、Arunlakshana and Schild（1959）の方法を用いてｐＫＢ値として表
した。
【０６４７】
　結果を、スチューデントのｔ検定又は一元配置分散分析、その後多重比較を行う場合に
は、段階的比較のためのボンフェローニ補正ｔ検定を用いて比較した。０．０５未満のＰ
値を有意であると見なした。
【０６４８】
シークエンス標的（SEQUENCE TARGETS）：
異名：ＣＸＣＲ－４／ストロマ細胞由来因子１受容体（ＳＤＦ－１受容体）／フーシン／
白血球由来７回膜貫通ドメイン受容体（ＬＥＳＴＲ）／ＬＣＲ１／ＦＢ２２／ＮＰＹＲＬ
／ＨＭ８９／ＣＤ１８４抗原
【０６４９】
ヒトＣＸＣＲ４を選択に使用した：
【０６５０】
表Ｂ－１：ヒト配列に対する相同性：
マカク９５％、ブタ９２％、イヌ９３％、ウサギ９１％、マウス８８％、ニワトリ８０％
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【０６５１】
配列：
【０６５２】
表Ｂ－１．１：選択されたナノボディの配列：



(148) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

【表２８】



(149) JP 2011-523550 A 2011.8.18

10

20

30

40

50

【０６５３】
実施例１．１：免疫付与
　免疫付与のために、ヒトＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３細胞（ヒト胎児腎
臓）を「抗原」として使用した。
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【０６５４】
　２頭のラマを、標準的なプロトコルに従って、０日目、７日目、２１日目、３２日目、
４３日目及び５６日目に細胞（１×１０７個の細胞）で６回の追加免疫を行うことによっ
て免疫付与した。６回目の追加免疫後４日目及び８日目に、これらの動物から血液を採取
した。
【０６５５】
実施例１．２：ライブラリ構築
　製造業者の取扱説明書に従ってフィコール・ハイパークを使用して、末梢血単核細胞を
血液試料から調製した。次に、全ＲＮＡをこれらの細胞及びリンパ節弓（bow）細胞から
抽出し、ＲＴ－ＰＣＲの出発材料として使用し、ナノボディをコードする遺伝子断片を増
幅した。これらの断片をファージミドベクターｐＡＸ５０にクローニングした。ファージ
を標準的な方法に従って調製し（例えば本明細書中で言及された従来技術及び出願人によ
って提出された出願を参照されたい）、さらなる使用（ファージライブラリ２１７及び２
１８の作製）のために４℃で保存した。
【０６５６】
実施例１．３：２回のトリプシン溶出を用いた選択
　ＣＸＣＲ４を認識するナノボディを同定するために、ファージライブラリ（２１７、２
１８）をファージディスプレイ選択において使用した。
【０６５７】
　ｈＣＸＣＲ４は内在性膜貫通タンパク質であるため、ｈＣＸＣＲ４の天然立体構造を保
存することが不可欠である。したがって、ファージディスプレイ選択は、ｈＣＸＣＲ４を
過剰発現するＣＨＯ細胞及びＣＯＳ７細胞の細胞膜調製物に対して行った。膜を４℃で一
晩、Ｍａｘｉｓｏｒｐプレート上に塗布した（１００ｕｌのＰＢＳ中１０ｕｇ）。
【０６５８】
　翌日、４％ミルク－ＰＢＳ中で１時間ブロッキングした後、ライブラリからのファージ
を、１％ミルク－ＰＢＳ及び非関連ＧＰＣＲを発現するＣＨＯ膜調製物の存在下（及び並
行して非存在下）で、塗布した膜と共にインキュベートした。２時間のインキュベーショ
ンの後、プレートをＰＢＳで十分に洗浄した。洗浄後、結合したファージをトリプシン（
１ｕｇ／ｍｌ）を用いて室温で１５分間溶出した。
【０６５９】
　ファージを回収し（rescued）、ＴＧ１中で通常通り再増幅して、Ｒ１ポリクローナル
ファージを得た。
【０６６０】
　これらのＲ１ファージを、１回目と同様の（唯一の違いは、１回目でＣＨＯ－ＣＸＣＲ
４膜に対して選択したファージをＣＯＳ７－ＣＸＣＲ４膜にも使用して、入れ替えた（re
verse）ことである）２回目の選択に使用した。この独自の戦略によって、非ＣＸＣＲ４
特異的ファージの除去（depletion）が可能となる。２時間のインキュベーションの後、
プレートをＰＢＳで十分に洗浄し、結合したファージをトリプシン（１ｕｇ／ｍｌ）を用
いて室温で１５分間溶出した。
【０６６１】
　Ｒ２選択の産出物（Output）を、濃縮係数（対照と比較して、溶出液中に存在するファ
ージ）について分析した。これらのパラメータに基づき、最良の選択をさらなる分析のた
めに選択した。ポリクローナル産出物をＴＧ１において回収し、個々のＴＧ１コロニーを
取り出し、９６ディープウェルプレート（１ｍｌ容）中で培養して、モノクローナルファ
ージ（ヘルパーファージの添加）又はモノクローナル（ＩＰＴＧの添加）を産生させ、ペ
リプラズム画分を作製した。ペリプラズム抽出物（容量：約９０ｕｌ）を、標準的な方法
に従って調製した（例えば本明細書中で言及された従来技術及び出願人によって提出され
た出願を参照されたい）。
【０６６２】
　選択の概略図は図１に見ることができる。
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【０６６３】
略称：
　ＣＨＯ－ＣＸＣＲ４はヒトＣＸＣＲ４で一時的にトランスフェクトしたＣＨＯ（チャイ
ニーズハムスター卵巣）細胞の膜であり、ＣＯＳ７－ＣＸＣＲ４はヒトＣＸＣＲ４で一時
的にトランスフェクトしたＣＯＳ７（サル細胞）細胞の膜であり、Ｒ１は１回目の選択で
あり、Ｒ２は２回目の選択であり、対抗選択とは、ＣＨＯ膜（ＣＸＣＲ４を発現しない）
の存在下で選択を行ったことを意味し、リガンドはＣＸＣＬ１２／ＳＤＦ１（１００ｕｌ
のＰＢＳ中３ｕｇ）であり、アンタゴニストはＡＭＤ３１００（５０ｕＭ）であり、抗体
は１２Ｇ５（１００ｕｌのＰＢＳ中５ｕｇ）である。
【０６６４】
実施例１．４：２回の特異的（競合的）溶出を用いた選択
　非特異的トリプシン溶出の代替手段は、化合物の結合部位に結合するファージの溶出（
競合）に、特異的ＣＸＣＲ４結合化合物を使用することである。この場合、２．５ｕｇの
膜調製物を４℃で一晩、１００ｕｌのＰＢＳ中で塗布し、溶出を過剰の：
　ＣＸＣＲ４に対する天然リガンドであるＣＸＣＬ１２／ＳＤＦ１（１００ｕｌのＰＢＳ
中３ｕｇ）、
　既知の化学的アンタゴニストであるＡＭＤ３１００（５０ｕＭ）（Sigma Aldrich製）
、
　既知の中和抗体である１２Ｇ５（１００ｕｌのＰＢＳ中５ｕｇ）（R&D System製）によ
って室温で３０分間行った。
【０６６５】
　溶出したファージを回収し、ＴＧ１中で通常通り再増幅して、Ｒ１ポリクローナルファ
ージを得た。
【０６６６】
　これらのＲ１ファージを、１回目と同様の（唯一の違いは、１回目でＣＨＯ－ＣＸＣＲ
４膜に対して選択したファージをＣＯＳ７－ＣＸＣＲ４膜にも使用して、入れ替えたこと
である）２回目の選択に使用した。この独自の戦略によって、非ＣＸＣＲ４特異的ファー
ジの除去が可能となる（膜特異的）。２時間のインキュベーションの後、プレートをＰＢ
Ｓで十分に洗浄し、結合したファージを１回目と同様に溶出した。このように、２回のＡ
ＭＤ３１００に加えて２回のＣＸＣＬ１２／ＳＤＦ１を行った。
【０６６７】
　Ｒ２選択の産出物を、濃縮係数（対照と比較して、溶出液中に存在するファージ）につ
いて分析した。これらのパラメータに基づき、最良の選択をさらなる分析のために選択し
た。ポリクローナル産出物をＴＧ１において回収し、個々のＴＧ１コロニーを取り出し、
９６ディープウェルプレート（１ｍｌ容）中で培養して、モノクローナルファージ（ヘル
パーファージの添加）又はモノクローナル（ＩＰＴＧの添加）を産生させ、ペリプラズム
画分を作製した。ペリプラズム抽出物（容量：約９０ｕｌ）を、標準的な方法に従って調
製した（例えば本明細書中で言及された従来技術及び出願人によって提出された出願を参
照されたい）。
【０６６８】
実施例１．５：結合のスクリーニング
　ナノボディの結合特異性を求めるために、１５ｕｌの産生したファージをファージＥＬ
ＩＳＡ結合アッセイにおいて試験した。
【０６６９】
　簡潔に述べると、ＣＸＣＲ４を発現する膜（ＣＨＯ－ＣＸＣＲ４）又は非関連ＧＰＣＲ
を発現する膜（ＣＨＯ）のいずれか（１００ｕｌのＰＢＳ中２ｕｇ）を、Ｍａｘｉｓｏｒ
ｐマイクロタイタープレート（Nunc）上に直接、４℃で一晩塗布した。自由結合部位を、
ＰＢＳ中４％Ｍａｒｖｅｌを用いて１時間ブロッキングした。次いで、１５ｕｌのモノク
ローナルファージを、１００ｕｌの１％Ｍａｒｖｅｌ／ＰＢＳで２時間添加した。インキ
ュベーション及び十分なＰＢＳ洗浄工程の後、抗Ｍ１３－ＨＲＰＯ抗体を用いてファージ
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結合を明らかにした。結合特異性（ＣＨＯ－ＣＸＣＲ４への結合）を、対照（ＣＨＯへの
結合）と比較したＯＤ値に基づいて求めた。
【０６７０】
　一例を図２に示す。
【０６７１】
実施例１．６：［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２の置換によるＣＸＣＲ４結合ナノボディのス
クリーニング
　１８０個のクローンを分析し、それらのペリプラズム画分をＣＸＣＲ４競合結合アッセ
イを用いてスクリーニングした。ＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞に由
来する膜を用いた一次スクリーニングにおいては、クローンのおよそ１３％が、ＣＸＣＲ
４への結合について放射性標識化内因性ＣＸＣＲ４リガンド［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２
と競合し、少なくとも３０％の特異的［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２結合の阻害をもたらす
ことが見出された（図３）。合計して（A total amount of）５つのクローン（およそ３
％）が、特異的［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２結合を強く（７０％超）阻害する。ＣＸＣＲ
４とは異なる膜タンパク質に指向性を有するナノボディを発現する対照ファージについて
は阻害は観察されなかった。一次スクリーニングでヒットしたものを全て、二次スクリー
ニングで確認し（図３ｂ）、それによりＣＸＣＬ１２を置換するナノボディを産生するク
ローンのＶＨＨコードＤＮＡをシークエンシングした。シークエンシング分析によって、
［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を強く（２つのプール）又は部分的に（５つのプール）置換
する、同一の又は非常に良く似たクローンの７つのプールが得られる（表Ｂ－２）。これ
らのプールを代表するナノボディ、即ち２３７Ａ６、２３７Ｄ１、２３７Ｄ２、２３７Ｇ
７、２３８Ｃ５、２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４を精製し、さらに薬理学的に分析した。
【０６７２】
ＣＸＣＲ４に結合するナノボディの特性化
　精製の後、２３７Ａ６、２３７Ｄ１、２３７Ｄ２、２３７Ｇ７、２３８Ｃ５、２３８Ｄ
２及び２３８Ｄ４についての受容体結合特性を、一時的にＣＸＣＲ４を発現するＨＥＫ２
９３Ｔ細胞に由来する細胞膜上で調査した。ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４は、特
異的に結合した［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２の全てを完全に置換し、ＣＸＣＲ４に対して
低ナノモル範囲の親和性を示す（表２）。他の全てのナノボディは、０．５μＭという最
も高い試験濃度であっても、［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を置換することはできなかった
（２３７Ａ６、２３７Ｄ１、２３７Ｄ２、２３７Ｇ７及び２３８Ｃ５）（図４Ａ；表Ｂ－
３）。
【０６７３】
　この２つの［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を強く置換するナノボディ（２３８Ｄ２及び２
３８Ｄ４）のＣＸＣＲ４に対する結合特性をさらに調査するため、１２５Ｉ標識ナノボデ
ィを競合結合研究のために作製した。［１２５Ｉ］－２３８Ｄ２及び［１２５Ｉ］－２３
８Ｄ４の両方が、ＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞に由来する膜に、Ｃ
ＸＣＲ３を発現する細胞に由来する膜と比べて選択的に結合する（図４Ｄ）。２３８Ｄ４
による［１２５Ｉ］－２３８Ｄ２の完全な置換、及び２３８Ｄ２による［１２５Ｉ］－２
３８Ｄ４結合の完全な阻害によって示されるように、両方のナノボディがＣＸＣＲ４への
結合について競合する（図４Ｂ、図４Ｃ）。さらに、小分子リガンドＡＭＤ３１００は、
［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２に対して得られる親和性に匹敵する親和性をもって、［１２

５Ｉ］－２３８Ｄ２及び［１２５Ｉ］－２３８Ｄ４を置換し（表Ｂ－３）、ＡＭＤ３１０
０も同じ受容体についてナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４と競合することが示唆され
る。ＣＸＣＲ４の或る特定の亜集団を標識することが以前に報告されている（J. Virol. 
Baribaud et al. 75 （19）: 8957）モノクローナル抗体１２Ｇ５は、特異的に結合した
［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２、［１２５Ｉ］－２３８Ｄ２及び［１２５Ｉ］－２３８Ｄ４
をＣＸＣＲ４から、強くではあるが不完全にしか置換しない。２３７Ａ６、２３７Ｄ１、
２３７Ｄ２及び２３７Ｇ７は、ＣＸＣＲ４への［１２５Ｉ］－２３８Ｄ２又は［１２５Ｉ
］－２３８Ｄ４の結合を阻害することができなかった。２３８Ｃ５は、［１２５Ｉ］－２
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２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を置換せず、このナノボディが低親和性のアロステリックなＣＸ
ＣＲ４リガンドとして受容体に結合することが示唆される（図４Ｂ、図４Ｃ）。
【０６７４】
表Ｂ－２：
［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２を置換するナノボディクローンのスクリーニング及びシーク
エンシング。結合効率は、ＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞に由来する
膜上で、［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２との競合結合によって求めた。
【表２９】

【０６７５】
表Ｂ－３：
一価ナノボディ及びＣＸＣＲ４参照リガンドについての［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２、［
１２５Ｉ］－２３８Ｄ２及び［１２５Ｉ］－２３８Ｄ４の受容体親和性（ｐＫｉ）及び最
大置換度。実験は、ＣＸＣＲ４を一時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞に由来する膜上で
行った。データは平均±標準誤差として示す。実験の回数はｎとして示す。
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【表３０】

【０６７６】
実施例１．７：ＣＸＣＲ４媒介性シグナル変換の阻害
　ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４を機能的に特性化する目的で、ＣＸＣＲ４及びＧ
αｑｉ５をコードするｃＤＮＡで一時的に同時トランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞
において、Ｇタンパク質シグナル伝達を活性化するか、又はＣＸＣＬ１２誘導性Ｇタンパ
ク質シグナル伝達を阻害するそれらの能力を測定した。このアッセイは、５つのＣ末端ア
ミノ酸がＧαｉ由来のものに置き換わったＧαｑ骨格を含有する、キメラＧαｑｉ５タン
パク質の使用に基づく。このキメラＧタンパク質は、ＧαｉサブユニットのようにＣＸＣ
Ｒ４によって活性化されるが、シグナルをＧαｑタンパク質のように変換する（Coward, 
P., et al., Chimeric G Proteins Allow a High-ThroughputSignaling Assay of G1-Cou
pled Receptors, Analytical Biochemistry （1999） 270: 242-248）。このため、Ｇα

ｑｉ５の活性化は、蓄積したイノシトールリン酸の測定によって定量化することができる
。ＣＸＣＬ１２は、イノシトールリン酸蓄積を７．８９±０．２１というｐＥＣ５０（ｎ
＝４）で刺激した。ナノボディ２３８Ｄ２又は２３８Ｄ４については、アゴニスト活性は
１００ｎＭの濃度に至るまで観察されなかった。しかしながら、２３８Ｄ２及び２３８Ｄ
４は、イノシトールリン酸のＣＸＣＬ１２誘導性蓄積を濃度依存的に完全に阻害した（図
５Ａ）。
【０６７７】
　また、ｃＡＭＰ応答要素（ＣＲＥ）の制御下の、ｐｃＤＮＡ３．１－ＣＸＣＲ４及びβ
－ガラクトシダーゼレポーター遺伝子で一時的にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細
胞において、シグナル変換の後半の工程でＣＸＣＬ１２誘導性活性化を阻害するナノボデ
ィ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４の能力を調査した。ＣＸＣＲ４のようなＧｉタンパク質共役
受容体の刺激は、ＣＲＥのフォルスコリン誘導性活性化の阻害をもたらし得る。実際に、
ＣＸＣＬ１２がβ－ガラクトシダーゼのＣＲＥ依存性転写のフォルスコリン（３μＭ）誘
導性活性化を、９．７８±０．０９というｐＥＣ５０（ｎ＝１１）で強く阻害した一方で
、ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４は、ＣＸＣＬ１２の非存在下でいかなるアゴニス
ト活性も示さなかった（図５Ｂ）。しかしながら、その両方のナノボディが、ナノボディ
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濃度を増大させる際にその最大効果に影響を及ぼさずに、ＣＸＣＬ１２の濃度応答曲線の
右方平行移動によってＣＸＣＬ１２応答を阻害した。シルド分析によって、ｌｏｇ（ＣＲ
－１）と－ｌｏｇ［ナノボディ］（Ｍ）との間に直線性が示され、２３８Ｄ２及び２３８
Ｄ４の両方に対する傾きがそれぞれ０．９１±０．２０及び０．７１±０．１７（１（un
ity）と有意に異ならない）であった（図５Ｂ）。これらの結果は、両方のナノボディに
対するシグナル変換のＣＸＣＬ１２誘導性活性化の競合的拮抗作用を示唆する。シルドプ
ロットデータに基づき、２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４に対するｐＫＢ値は、それぞれ７．６
４±０．１６及び７．７０±０．１６であると算出された。
【０６７８】
　ＣＸＣＲ４に対するナノボディの特異性を実証するために、ＣＲＥ／β－ガラクトシダ
ーゼレポーター遺伝子を用いて、他のケモカイン受容体シグナル伝達及び非ケモカイン受
容体シグナル伝達に対する２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４の効果も調査した。３μＭフォルス
コリンの非存在下又は存在下での最大下（Sub-maximally）有効アゴニスト濃度（５０％
～８０％　Ｅｍａｘ）を用いて、細胞を刺激した。ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４
は、最大で２．５μＭの濃度であっても、ＣＸＣＲ１、ＣＸＣＲ２、ＣＸＣＲ３、ＣＸＣ
Ｒ６、ＣＣＲ５、ＣＣＲ７又はヒスタミンＨ４受容体をそれぞれコードするｃＤＮＡで一
時的にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞において、ＣＲＥのフォルスコリン（３
μＭ）誘導性活性化のアゴニスト誘導性阻害を変更しない（図７）。さらに、２３８Ｄ２
及び２３８Ｄ４（２．５μＭ）は、β２アドレナリン受容体アゴニストサルブタモール（
１００ｎＭ）による内因性発現したβ２アドレナリン受容体の活性化を阻害しなかった。
これらの結果によって、ＣＸＣＲ４に対する２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４の選択性が、試験
した全ての他の受容体と比べて１００倍を超えることが実証される。
【０６７９】
　ＣＸＣＬ１２及びナノボディの化学誘引物質効果又は抗化学誘引物質効果を、ＣＸＣＲ
４を内因性発現するジャーカット白血病Ｔ細胞において調査した。ＣＸＣＬ１２は、濃度
応答曲線の第１相について、９．４１±０．２６というｐＥＣ５０（ｎ＝５）で、典型的
な釣り鐘型プロファイルを有するジャーカット細胞の移動を誘導した。２３８Ｄ２及び２
３８Ｄ４は単独では、ジャーカット細胞の任意の有意な移動を誘導することができなかっ
た（図５Ｃ）。対照的に、２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４の両方が３００ｐＭのＣＸＣＬ１２
に対し、ジャーカット細胞の移動を濃度依存的に阻害した（図５Ｃ）。
【０６８０】
表Ｂ－４：ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４の最大阻害（Ｉｍａｘ）及び機能阻害効
力（ｐＫｉ又はｐＩＣ５０）。データは平均±標準誤差として示す。実験の回数はｎとし
て示す。
【表３１】

【０６８１】
実施例２：ヒトＣＸＣＲ７に指向性を有するナノボディの生成
　ヒトＣＸＣＲ４に指向性を有するナノボディに対するものと同じ手法。特に、該方法は
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、少なくとも以下の工程：
　ａ）ヒトＣＸＣＲ７を過剰発現する全生細胞（例えば、ＨＥＫ２９３）による免疫付与
、
　ｂ）異なる細胞型（例えば、免疫付与に対してはＨＥＫ２９３、１回目の選択に対して
はヒトＣＸＣＲ７について富化したＣＨＯ膜、２回目の選択に対してはヒトＣＸＣＲ７に
ついて富化したＣＯＳ７膜）を用いた免疫付与及び選択、
　ｃ）任意で、穏やかな緩衝剤、例えばＰＢＳ（洗浄剤を含まない）を用いた洗浄を使用
する。
【０６８２】
　例えば、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔデータベースに「Ｐ２５１０６」として見ることができる
ＣＸＣＲ７のヒトタンパク質配列も参照する。
【０６８３】
実施例３：ＨＩＶアッセイの例
実施例３．１：単回偽ウイルス中和アッセイ
　James M. Binley,1, TerriWrin,2 Bette Korber,3 Michael B. Zwick,1 MengWang,1 Co
lombe Chappey,2 Gabriela Stiegler,4Renate Kunert,4 Susan Zolla-Pazner,5 Hermann 
Katinger,4Christos J. Petropoulos,2 and Dennis R. Burton ComprehensiveCross-Clad
e Neutralization Analysis of a Panel of Anti-Human ImmunodeficiencyVirus Type 1 
Monoclonal Antibodies Journal of Virology, December 2004, p.13232-13252, Vol. 78
, No. 23を参照する。
【０６８４】
　単回のウイルス感染を含む組換えウイルスアッセイを用いて、中和を測定する。組換え
ルシフェラーゼ偽ウイルスを、ＭＡｂ又は熱不活性化血漿の１０段階４倍希釈物（通常は
５０μｇ／ｍｌ（ＭＡｂ）又は２０倍希釈（血漿）から始める）と共に、３７℃で１時間
インキュベートする。別のプロトコルでは、ウイルスを抗体と共に１８時間インキュベー
トした後、混合物を標的細胞に添加する。ＣＤ４に加えてＣＣＲ５コレセプター及びＣＸ
ＣＲ４コレセプターを発現するＵ８７細胞に、ウイルス－抗体（Ａｂ）希釈物を添加カチ
オンの非存在下で接種する。ウイルスストックをスクリーニングして、それらが機能的で
あり、標的細胞溶解物において高いルシフェラーゼレポーター光シグナルを生じたことを
確認する。各々の実験において使用される投入（Input）ウイルスは標準化していない。
ウイルス感染性を、感染細胞において発現されるルシフェラーゼ活性量を測定することに
よって接種の７２時間後に求める。中和活性は、感染の５０％（ＩＣ５０）又は９０％（
ＩＣ９０）の阻害（阻害率＝｛１－［ルシフェラーゼ＋Ａｂ／ルシフェラーゼ－Ａｂ］｝
×１００）をもたらすのに必要な、各々のＭＡｂ又は血漿の濃度又は希釈率として報告す
る。非特異的中和を排除するために、真の中和の基準は、ＨＩＶ－１に対する力価が、広
宿主性対照ＭｕＬＶに対する力価よりも少なくとも２．５倍高いものでなければならない
。この研究は大規模であるため、個々のウイルス－Ａｂの組合せは各々、通常は１回しか
試験されない。結果が再現可能であることを確実にするために、全てのアッセイで、対照
ウイルスＪＲ－ＣＳＦ（Ｒ５向性）及びＮＬ４－３（Ｘ４向性）について少なくとも６回
実行する。アッセイの同時及び日差（within and between runs）再現性は、これらの対
照を検討することによって評価する。
【０６８５】
実施例３．２：ＧＨＯＳＴアッセイ
　Steyaert et al., 2007. Inhibition of replication of primary HIV-1isolates in h
uPBL-NOD/Scid mice by antibodies from HIV-1 infected patients.Antiviral Res. 200
7 Aug;75（2）:129-38. Epub 2007 Mar 6を参照する。高感度ＧＨＯＳＴ細胞ベースアッ
セイ（Donnerset al., 2003）を用いて、ヒト血漿及び精製免疫グロブリンを中和活性に
ついてスクリーニングする。これらの細胞をヒト骨肉種細胞から誘導し、ＨＩＶコレセプ
ター（ＣＣＲ５又はＣＸＣＲ４）の１つであるヒトＣＤ４をコードする遺伝子、及びＨＩ
Ｖ－２　ＬＴＲプロモーターの制御下の緑色蛍光タンパク質でトランスフェクトする。感
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染細胞数をＦＡＣＳによって測定する。血漿試料は２０倍に希釈し、精製ＩｇＧは５００
ｕｇ／ｍｌの濃度まで希釈する。中和アッセイのフォーマットは２４／２４／４８であり
、ここで２４／ｘ／ｘは抗体及びウイルスをプレインキュベートする期間（時間）であり
、ｘ／２４／ｘは細胞をこれらの混合物に曝露する期間（時間）であり、ｘ／ｘ／４８は
ウイルス接種の開始からＦＡＣＳ分析までの期間（時間）である。中和率は１００－［（
試験した試料の感染細胞数／血清陰性対照の感染細胞数）×１００］として算出する。
【０６８６】
実施例３．３：ＰＢＭＣアッセイ
　Beirnaert et al., 2000を参照する。ウイルス中和アッセイを以前に記載されるように
［Nyambi et al., 1996］（幾らか変更して）行う。簡潔に述べると、ウイルス感染ＰＢ
ＭＣの培養上清（５０　ＴＣＩＤ５０／ウェル）及び熱不活性化血清（５６℃で３０分間
）の２倍段階希釈物（１／１０～１／１２８０）を９６ウェルトレイ中で混合し、５％Ｃ
Ｏ２雰囲気において３７℃で１時間インキュベートする。各実験において、ＨＩＶ（－）
血清を試料血清と同じ条件でアッセイして、陰性対照とする。続いて、７．５×１０４／
ウェルのＰＨＡ刺激した、ＩＬ－２を維持するＰＢＭＣを添加する。２時間のインキュベ
ーションの後、細胞を３回洗浄し、２０Ｕ／ｍｌのＩＬ－２、１５％ＦＣＳ、０．０３％
Ｌ－グルタミン、２ｍｇ／ｍｌのポリブレン、５ｍｇ／ｍｌのヒドロコルチゾン及び抗生
物質を添加したＲＰＭＩ　１６４０培地中でインキュベートする。中和実験毎に、ウイル
スを再度滴定し、種々のドナーＰＢＭＣにおけるウイルスストックの感染性を比較する。
ウイルス力価が投入ウイルス力価と３倍超異なる場合、中和実験は無効であると見なす。
グループＭ及びグループＯに属するＨＩＶ－１の抗原を捕捉する非商業的抗原捕捉ＥＬＩ
ＳＡを用いて、ウイルス複製を７日後に評価する［Beirnaert et al., 1998, Identifica
tion and characterization of serafrom HIV-infected individuals with broad cross-
neutralizing activity againstgroup M （env clade A-H） andgroup O primary HIV-1 
isolates. J Med Virol. 2000 Sep;62（1）: 14-24］。５０％阻害量（ＩＤ５０）は、抗
原捕捉アッセイにおいて、陰性血清対照に比べて吸光度値の５０％の低下をもたらした最
も高い血清希釈率の逆数であると定義される。１／１０未満の血清中和力価を陰性である
と見なす。血清は二連でアッセイし、試験は少なくとも３回行う。
【０６８７】
実施例３．４：ＨＩＶ　ｉｎ　ｖｉｖｏ中和モデル
実施例３．４．１：Ｈｕ－ＰＢＬ（ＮＯＤ／ＳＣＩＤ）
　Gauduin, M. C., Parren, P.W., Weir, R., Barbas, C. F., Burton, D.R., Koup,R.A.
,1997. Passive immunization with a human monoclonal antibody protectshu-PBL-SCID
 mice against challenge by primary isolates of HIV-1. Nat. Med. 3,1389-1393, Ste
yaert et al., 2007を参照する。
【０６８８】
　ウイルス阻害活性をｉｎ　ｖｉｖｏで評価するために、ヒトポリクローナル免疫グロブ
リンを、再構築の６日後及びウイルス抗原投与（challenge：チャレンジ）の１日前にｈ
ｕＰＢＬ－ＮＯＤ／Ｓｃｉｄマウスに投与する。全ての注射は腹腔内（ｉ．ｐ．）に行っ
た。各々の実験群は４匹のマウスから成り得る。全てのマウスを感染させるのに必要な最
小ウイルス接種量（inoculum）は、事前の滴定において求める。移植片対宿主反応を免れ
たキメラマウス（８２％）を抗原投与の１４日後に屠殺し、その血漿中のウイルス負荷を
、ＣＯＢＡＳ　Ａｍｐｌｉｃｏｒ　ＨＩＶ－１　ＭｏｎｉｔｏｒＴ（商標）バージョン１
．５（Roche）を製造業者の取扱説明書に従って使用して測定する。マウス血漿の可用性
は限られるため、これを１００倍に希釈してもよく、それによりこのアッセイの検出下限
が約３．７０ｌｏｇ当量／ｍｌとなる。
【０６８９】
実施例３．４．２：ＳＨＩＶマカクモデル
　抗体点滴、膣内抗原投与並びに血液及び粘膜採取のために、マカクにケタミンＨＣｌで
軽度麻酔をかける。ＳＨＩＶ８９．９ＰＤ抗原投与ストックをアカゲザルＰＢＭＣ中で培
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養し、滴定する。抗体をウイルス抗原投与の２４時間前に静脈内点滴する。ウイルススト
ックの５倍希釈物（６００　ＴＣＩＤ５０）１ｍｌを、１ｍｌ容シリンジを用いてマカク
の膣管にゆっくりと導入することによって膣内ＳＨＩＶ抗原投与を行う。マカクを抗原投
与後少なくとも１５分間腹臥位に保つ。膣内抗原投与の３０日前、マカクに３０ｍｇの酢
酸メドロキシプロゲステロン（デポプロベラ；Upjohn，Kalamazoo，Michigan）を筋内注
射によって与えてもよい。プロゲステロン処理したマカクの最近の滴定実験によって、サ
ルが１０～５０動物感染量のＳＨＩＶ８９．６ＰＤに曝露されていることが実証された。
膣内抗原投与後、サルを臨床的に、日常的な血液学測定、リンパ球サブセット測定及び血
液化学測定によって追跡調査する。ウイルス同時培養及びウイルスＤＮＡのＰＣＲのため
の鼠径リンパ節生検を、ウイルス抗原投与の３週間後に全てのサルに対して行う。
【０６９０】
実施例４：ｈＣＸＣＲ４に指向性を有する機能的ナノボディプロファイルの最適化
実施例４．１：二価ナノボディの生成
　機能的阻害プロファイルを工学（engineering）によって改善するために、２３８Ｄ２
及び２３８Ｄ４に基づく一連の二価ナノボディを作製した（表Ｂ－５）。
【０６９１】
表Ｂ－５：選択された二価ナノボディの配列
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【０６９２】
実施例４．２：二価ナノボディの効力
　異なるサイズの反復ＧＧＧＧＳ配列を有するアミノ酸リンカーを用いた、２３８Ｄ２と
２３８Ｄ２との組換え連結及び２３８Ｄ４と２３８Ｄ４との組換え連結は、ＣＸＣＲ４に
対する親和性をそれぞれ１４倍及び４．４倍増大させる（表Ｂ－６、表Ｂ－６）。見掛け
の親和性の有意な増大が、２３８Ｄ２を２３８Ｄ４に連結した場合にも観察された。得ら
れたヘテロ二価ナノボディ２３８Ｄ２－２０ＧＳ－２３８Ｄ４の場合、ＣＸＣＲ４に対す
る親和性が、それぞれの一価対応物２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４から２７倍及び１７倍増大
した。１５アミノ酸と２０アミノ酸との間でのリンカーサイズの変更は、受容体親和性に
関するいかなる影響も示さない。しかしながら、２３８Ｄ２を不活性ナノボディ２３８Ｂ
１０又は低親和性ナノボディ２３８Ｃ５に連結することによって、受容体親和性は増大し
ないばかりか、低下した。これらの結果は、リンカー自体が受容体親和性を増大させる可
能性を排除するものである。さらに、２３８Ｄ２と２３８Ｄ４との結合における競合（図
４Ｂ、図４Ｃ）、及び２３８Ｄ２と２３８Ｄ４との等モル量の（equi-molar）混合による
［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２置換効力の増大の欠如は、同じ受容体分子に対するアロステ
リック結合による正の共同的効果に相反するものである。
【０６９３】
表Ｂ－６：二価ナノボディによる、それらの一価対応物と比較した受容体親和性（ｐＫｉ
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）、相対効力、及び［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２の最大置換度。実験は、ＣＸＣＲ４を一
時的に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞に由来する膜上で行った。データは平均±標準誤差と
して示す。実験の回数はｎとして示す。
【表３３】

【０６９４】
表Ｂ－７：走化性
化合物２３８Ｄ２－１５ＧＳ－２３８Ｄ４及び化合物２３８Ｄ２－２０ＧＳ－２３８Ｄ４
の最大阻害（Ｉｍａｘ）及び機能的阻害効力（ｐＫｉ又はｐＩＣ５０）。データは平均±
標準誤差として示す。実験の回数はｎとして示す。
【表３４】

【０６９５】
　最も強力な二価ナノボディ２３８Ｄ２－１５ＧＳ－２３８Ｄ４及び２３８Ｄ２－２０Ｇ
Ｓ－２３８Ｄ４を、さらに機能的に特性化した。２３８Ｄ２－１５ＧＳ－２３８Ｄ４及び
２３８Ｄ２－２０ＧＳ－２３８Ｄ４の両方が、ナノモル濃度以下のＣＸＣＬ１２の化学誘
引物質効果と完全に拮抗していた（ｐＫｉ＝それぞれ９．８６±０．０４及び１０．１９
±０．２７；ｎ＝３）。結論として、一本鎖分子へのナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ
４の連結は、ＣＸＣＲ４のブロッキングを介して、実に１桁～２桁の抗走化能の有意な増
大をもたらす（表Ｂ－７と共に表Ｂ－４を参照されたい）。
【０６９６】
実施例４．３：１２Ｇ５対一価２３８Ｄ２、２３８Ｄ４及び二価ナノボディの有効性比較
　膜結合実験では、１２Ｇ５は１２５Ｉ－ＣＸＣＬ１２の５０％しか置換しないようであ
る。このため、本発明者らは１２Ｇ５がＣＸＣＲ４機能を効果的に阻害するかを試験する
ことに興味を持った。
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【０６９７】
イノシトールリン酸測定
　１２Ｇ５を、ｈＣＸＣＲ４／Ｇαｑｉ５に対する完全曲線（full curve）（ｎ＝２）及
び単一点（１０ｎＭ）として試験した。細胞は３０ｎＭ　ＣＸＣＬ１２で刺激した。
【０６９８】
方法：
　１日目に、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を２００００００細胞／皿の密度でプレーティングした
。２日目に、これらの細胞をＰＥＩ方法を用いて、２．５μｇのＣＸＣＲ４　ＤＮＡ及び
２．５μｇのＧαｑｉ５でトランスフェクトした。翌日、細胞をポリ－Ｌ－リシンコーテ
ィング２４ウェルプレートにプレーティングし（５００μｌ／ウェル）、４時間～６時間
後にイノシトールを含まない培地において２μＣｉ／ｍｌの３Ｈ－イノシトールで標識化
した。４日目に、細胞をＲｏｓｅｎｋｉｌｄｅバッファー中、３７℃で２時間、ナノボデ
ィ１２Ｇ５又は１μＭ　ＡＭＤ３１００のいずれかで前刺激した。この前刺激の後、３０
ｎＭ　ＣＸＣＬ１２（又は基礎（basal）シグナル伝達用のバッファー）及び１０ｍＭ　
ＬｉＣｌの両方を各ウェルに添加し（最終濃度）、その後、３７℃で２時間の最後のイン
キュベーションを行った。この最後のインキュベーションの後、刺激培地を吸引し、１０
ｍＭ　ギ酸を添加することによって反応を停止した（図９）。
【０６９９】
実施例５：ナノボディの作用様式
実施例５．１：ＣＸＣＲ４特異的ナノボディは、ＣＸＣＲ４の構成的活性化突然変異体の
ニュートラルアンタゴニスト又はインバースアンタゴニストとして働く
　ＣＸＣＲ４特異的一価ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４、並びにそれらの二価融合
産物Ｌ３及びＬ８を、構成的活性化ＣＸＣＲ４突然変異体Ｎ１１９Ａ（Ａ群ＧＰＣＲのＢ
ａｌｌｅｓｔｅｒｏｓ　Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ（Ballestros-Weinstein）ナンバリングにお
いてＮ３．３５Ａと等価である）に関して調査した。Ｎ１１９の突然変異体は以前、Peip
er及び共同研究者らによって、構成的活性化突然変異体（ＣＡＭ）について、酵母レポー
ター遺伝子アッセイを用いて、ＣＸＣＲ４ランダム突然変異誘発ライブラリから選択され
た唯一の突然変異体であるとして同定されている（Zhang W.B., Navenot J.M., Haribabu
 B., Tamamura H., Hiramatu K.,Omagari A., Pei G., Manfredi J. P., Fujii N., Broa
ch J. R., Peiper S. C. （2002）. A point mutation that confersconstitutive activ
ity to CXCR4 reveals that T140 is an inverse agonist and thatAMD3100 and ALX40-4
C are weak partial agonists. J. Biol. Chem. 277:24515-24521.）。他のＡ群ＧＰＣＲ
に対する多数のＣＡＭ、及びＣＸＣＲ４に対するさらなるＣＡＭを生成するさらなる試み
（Berchiche et al., 2007）にも関わらず、ＣＸＣＲ４のＮ１１９突然変異体は、依然と
してこの受容体に対する唯一の既知のＣＡＭである。調査した一価ナノボディ２３８Ｄ２
及び２３８Ｄ４の両方が、ＣＸＣＲ４（Ｎ１１９Ａ）に結合可能であった。それらの結合
親和性は、野生型受容体に比べて幾らか低かった。低い親和性のために、２μＭという最
も高いナノボディ試験濃度であっても水平状態に達しなかった（図１０）。
【０７００】
方法：
　膜の調製及び［１２５Ｉ］－ＣＸＣＬ１２（４０ｐＭ）を用いた競合結合実験を、野生
型ＣＸＣＲ４に関して上述したように行った（上記参照）。
【０７０１】
　ＣＸＣＲ４（Ｎ１１９Ａ）に対する一価ナノボディ２３８Ｄ２及び２３８Ｄ４並びに二
価構築物Ｌ３及びＬ８の機能的プロファイルを、基礎イノシトールリン酸蓄積のリガンド
誘導性変化を測定することによって調査した。ＣＸＣＲ４（Ｎ１１９Ａ）を一時的に発現
するＨＥＫ２９３Ｔ細胞は、野生型ＣＸＣＲ４又はモック（これらは実質的に同じレベル
である）に比べて３倍～８倍高い基礎イノシトールリン酸蓄積速度を示す。突然変異受容
体をさらに刺激するＣＸＣＬ１２の能力は、野生型に比べて低下する（基礎レベルの０．
４倍）（図１１Ａ）。２３８Ｄ４、Ｌ３及びＬ８は、この突然変異体でパーシャルインバ
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ースアゴニストとして働き、ＣＸＣＲ４（Ｎ１１９Ａ）の構成的に増大した基礎シグナル
伝達を、それぞれ４９％、６４％及び６５％低減する（図１１Ａ）。基礎イノシトールリ
ン酸蓄積のナノボディ誘導性低下は、選択的ＣＸＣＲ４ニュートラルアンタゴニストプレ
リキサフォルによって拮抗され、観察されたインバースアンタゴニスト作用がＣＸＣＲ４
（Ｎ１１９Ａ）を介してもたらされることが確認された（図１１Ｂ～図１１Ｄ）。２３８
Ｄ２及びプレリキサフォルについて、有意なアゴニスト活性もインバースアンタゴニスト
活性も観察されなかったが（図１１Ａ）、これらのリガンドは突然変異受容体に明らかに
結合する（上記参照）。
【０７０２】
　本発明者らの結果は、ナノボディが構成的活性化ＣＸＣＲ４突然変異体に対してニュー
トラルアンタゴニスト又はインバースアンタゴニストとして作用することができることを
示す。最もよく売れているＧＰＣＲ薬物の大多数が、ニュートラルアンタゴニストではな
くインバースアンタゴニストとして働き（Milligan G. （2003）.Constitutive activity
 and inverse agonists of G protein-coupled receptors: acurrent perspective. Mol.
 Pharmacol. 64:1271-1276）、インバースアゴニストが癌を含む幾つかの疾患に対して、
ニュートラルアンタゴニストと比較して特定の治療効果を有し得ることが主張されている
（Kenakin T. （2004）.Efficacy as a vector: the relative prevalence and paucity 
of inverse agonism.Mol. Pharmacol. 65:2-11）。ＣＸＣＲ４特異的ナノボディがインバ
ースアンタゴニストとして働き得るという本発明者らの観察結果の目新しさにも関わらず
、ＣＸＣＲ４インバースアゴニスト作用の生理学的関連性は明らかでない。イノシトール
リン酸蓄積アッセイにおいて、モックと比較したＣＸＣＲ４（野生型）のいかなる有意な
基礎活性も検出することができなかったため、少なくともこのアッセイにおいて任意のイ
ンバースアゴニスト作用を検出することは不可能である。さらに、最も明らかなＣＸＣＲ
４の機能は、骨髄への幹細胞の走化性動員（chemotactic recruitment）である。走化性
は、細胞を化学誘引物質勾配へと移動させる細胞表面受容体の不斉活性化によって媒介さ
れる。このため、走化性は完全に化学誘引物質リガンドに依存する。しかしながら、イン
バースアンタゴニストは、化学運動性又は腫瘍成長促進といったＣＸＣＲ４の他の機能を
阻害する上でニュートラルアンタゴニストよりも優れている場合がある。
【０７０３】
実施例６：ＣＸＣＲ４に指向性を有するナノボディ又はナノボディ構築物の潜在的用途
・免疫不全症
・ＷＨＩＭ症候群：疣贅、低ガンマグロブリン血症、感染症及び先天性好中球減少症（My
elokathexis）症候群
・癌：
　・造血癌：ＣＬＬ、ＡＭＬ、ＡＬＬ、ＭＭ、非ホジキンリンパ腫
　・固形腫瘍：乳癌、肺癌、脳腫瘍等
　・腫瘍の間質性化学療法抵抗性（Stromal chemoresistance）
　・白血病及び他の癌
　・幹細胞動員
　・腫瘍細胞生存及び薬物耐性をもたらす接着性間質相互作用の阻害
　・組織部位からの腫瘍細胞の動員、及び腫瘍細胞を従来の療法に対してより感受性（ac
cessible）にすること
　・腫瘍細胞の移動及び播種（転移）の遮断
　・パラクリン成長及び生存シグナルの遮断
　・ＳＤＦ－１の血管新生促進（pro-angiogenesis）効果の遮断
・炎症性疾患
・ＲＡ、喘息、肺線維症、ＳＬＥ
・損傷組織（心臓、脳）への幹細胞動員
・神経炎症性疾患
・ＭＳ、脳卒中、ＨＩＶ関連認知症
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・感染性疾患
・ＨＩＶ／ＡＩＤＳ、西ナイルウイルス脳炎
【０７０４】
実施例７：表Ｃ：幾つかの治療的に関連するＧＰＣＲ（及び本発明のアミノ酸配列、ナノ
ボディ又はポリペプチドの所望の作用）の非限定的なリスト。
【０７０５】
Ａ群ＧＰＣＲ
　アセチルコリン受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性Ｍ１受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性Ｍ２受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性Ｍ３受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性Ｍ４受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性Ｍ５受容体（アゴニスト）、
　ムスカリン性受容体（パーシャルアゴニスト）、
　アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　αアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α１アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α１Ａアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α１Ｂアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α１Ｄアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α２アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α２Ａアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α２Ｂアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α２Ｃアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　α２アドレナリン受容体（パーシャルアゴニスト）、
　α３アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　βアドレナリン受容体（アゴニスト）、
　β１アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　β２アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　β３アドレナリン受容体（アゴニスト）、
　ドーパミン受容体（アゴニスト）、
　ドーパミンＤ５受容体（アゴニスト）、
　ドーパミンＤ１受容体（アゴニスト）、
　ドーパミンＤ２受容体（アゴニスト）、
　ドーパミンＤ３受容体（アゴニスト）、
　ドーパミンＤ４受容体（アゴニスト）、
　ヒスタミン受容体（アゴニスト）、
　ヒスタミンＨ１受容体（アゴニスト）、
　ヒスタミンＨ２受容体（アゴニスト）、
　ヒスタミンＨ３受容体（アゴニスト）、
　ヒスタミンＨ４受容体（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　ＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　１（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　２（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　４（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　５ａ（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　５ｂ（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　６（アゴニスト）、
　５－ＨＴ　７（アゴニスト）、
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　微量アミン関連受容体（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－１（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－２（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－３（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－４（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－５（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－６（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－７（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－８（アゴニスト）、
　微量アミン関連受容体－９（アゴニスト）、
　アペリン受容体（アゴニスト）、
　カンナビノイド受容体（アゴニスト）、
　カンナビノイドＣＢ１受容体（アゴニスト）、
　カンナビノイドＣＢ２受容体（アゴニスト）、
　リゾスフィンゴ脂質受容体（アゴニスト）、
　スフィンゴシン－１－リン酸受容体－１（アゴニスト）、
　リゾホスファチジン酸－１受容体（アゴニスト）、
　スフィンゴシン－１－リン酸受容体－３（アゴニスト）、
　リゾホスファチジン酸－２受容体（アゴニスト）、
　スフィンゴシン－１－リン酸受容体－２（アゴニスト）、
　スフィンゴシン－１－リン酸受容体－４（アゴニスト）、
　リゾホスファチジン酸－３受容体（アゴニスト）、
　スフィンゴシン－１－リン酸受容体－５（アゴニスト）、
　Ａ群ホルモンタンパク質ＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　ＦＳＨ（アゴニスト）、
　黄体形成ホルモン受容体（アゴニスト）、
　ＴＳＨ（アゴニスト）、
　ロイコトリエン（アゴニスト）、
　ロイコトリエンＢＬＴ受容体（アゴニスト）、
　システイニルロイコトリエン受容体（アゴニスト）、
　メラトニン（アゴニスト）、
　メラトニンＭＴ１（アゴニスト）、
　メラトニンＭＴ２（アゴニスト）、
　メラトニンＭＴ３（アゴニスト）、
　Ａ群ヌクレオチド様ＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　アデノシン受容体（アゴニスト）、
　Ｐ２Ｙ受容体（アゴニスト）、
　Ａ群オーファンＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　グレリン（アゴニスト）、
　Ａ群ペプチドＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　アンジオテンシン受容体（アゴニスト）、
　アンジオテンシンＩ受容体（アゴニスト）、
　アンジオテンシンＩＩ受容体（アゴニスト）、
　ボンベシン受容体（アゴニスト）、
　ボンベシンＢＢ１受容体（アゴニスト）、
　ボンベシンＢＢ２受容体（アゴニスト）、
　ボンベシンｂｂ３受容体（アゴニスト）、
　ガストリン放出ペプチドリガンド、
　ニューロメディンＢリガンド、
　ニューロメディンＣリガンド、
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　ブラジキニン受容体（アゴニスト）、
　ブラジキニンＢ１受容体（アゴニスト）、
　ブラジキニンＢ２受容体（アゴニスト）、
　Ｃ３ａ受容体（アゴニスト）、
　Ｃ５ａ（アゴニスト）、
　ＣＣＫ受容体（アゴニスト）、
　ＣＣＫ　１受容体（アゴニスト）、
　ＣＣＫ　２受容体（アゴニスト）、
　ガストリン（アゴニスト）、
　ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣケモカイン受容体（アゴニスト）、
　ＣＣＲ１ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ２ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ３ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ４ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ５ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ６ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ７ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ８ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ９ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ１０ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＣＲ１１ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＸ３Ｃケモカイン受容体（アゴニスト）、
　ＣＸ３ＣＲ１ケモカイン（アゴニスト）、
　ＸＣＲ１ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＸＣケモカイン受容体（アゴニスト）、
　ＣＸＣＲ１ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＸＣＲ３ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＸＣＲ４ケモカイン（アゴニスト）、
　ＣＸＣＲ５ケモカイン（アゴニスト）、
　アドレノメデュリン受容体（アゴニスト）、
　エンドセリン（アゴニスト）、
　エンドセリンＥＴ－Ａ（アゴニスト）、
　エンドセリンＥＴ－Ｂ（アゴニスト）、
　ガラニン（アゴニスト）、
　ガラニンＧＡＬ１（アゴニスト）、
　ガラニンＧＡＬ２（アゴニスト）、
　ガラニンＧＡＬ３（アゴニスト）、
　ＩＬ－９（アゴニスト）、
　ＫｉＳＳ－１受容体（アゴニスト）、
　メラニン凝集ホルモン（アゴニスト）、
　ＭＣＨ受容体－１（アゴニスト）、
　ＭＣＨ受容体－２（アゴニスト）、
　メラノコルチン（アゴニスト）、
　メラノコルチンＭＣ１（アゴニスト）、
　ＡＣＴＨ受容体（アゴニスト）、
　メラノコルチンＭＣ３（アゴニスト）、
　メラノコルチンＭＣ４（アゴニスト）、
　メラノコルチンＭＣ５（アゴニスト）、
　ＮＫ（アゴニスト）、
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　ＮＫ１（アゴニスト）、
　ＮＫ２（アゴニスト）、
　ＮＫ３（アゴニスト）、薬物：１
　神経ペプチドＹ受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＹ１受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＹ２受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＹ４受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＹ５受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＹ６受容体（アゴニスト）、
　ニューロテンシン受容体（アゴニスト）、
　ニューロテンシンＮＴＳ１（アゴニスト）、
　ニューロテンシンＮＴＳ２（アゴニスト）、
　オレキシン及び神経ペプチドＦＦ受容体（アゴニスト）、
　オレキシン（アゴニスト）、
　オピオイド（アゴニスト）、
　δオピオイド（アゴニスト）、
　κオピオイド（アゴニスト）、
　μオピオイド（アゴニスト）、
　ＯＲＬ１受容体（アゴニスト）、
　オピオイド（パーシャルアゴニスト）、
　σオピオイド（アゴニスト）、
　オレキシン及び神経ペプチドＦＦ受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＦＦ受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＦＦ１受容体（アゴニスト）、
　神経ペプチドＦＦ２受容体（アゴニスト）、
　オレキシン（アゴニスト）、
　オレキシン－１（アゴニスト）、
　オレキシン－２（アゴニスト）、
　プロテアーゼ活性化受容体（アゴニスト）、
　プロテアーゼ活性化受容体－１（アゴニスト）、
　プロテアーゼ活性化受容体－２（アゴニスト）、
　プロテアーゼ活性化受容体－３（アゴニスト）、
　プロテアーゼ活性化受容体－４（アゴニスト）、
　プロキネチシン受容体（アゴニスト）、
　プロキネチシン受容体－１（アゴニスト）、
　プロキネチシン受容体－２（アゴニスト）、
　ソマトスタチン（アゴニスト）、
　ソマトスタチン１（アゴニスト）、
　ソマトスタチン２（アゴニスト）、
　ソマトスタチン３（アゴニスト）、
　ソマトスタチン４（アゴニスト）、
　ソマトスタチン５（アゴニスト）、
　ウロテンシンＩＩ（アゴニスト）、
　バソプレシン様受容体（アゴニスト）、
　オキシトシン（アゴニスト）、
　バソプレシン（アゴニスト）、
　バソプレシンＶ１（アゴニスト）、
　バソプレシンＶ２（アゴニスト）、
　プロスタノイド受容体（アゴニスト）、
　ＤＰプロスタノイド（アゴニスト）、
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　ＰＧＤ２（アゴニスト）、
　ＥＰ１プロスタノイド（アゴニスト）、
　ＰＧＥ２（アゴニスト）、
　ＥＰ２プロスタノイド（アゴニスト）、
　ＰＧＥ２（アゴニスト）、
　ＥＰ３プロスタノイド（アゴニスト）、
　ＰＧＥ２（アゴニスト）、
　ＥＰ４プロスタノイド（アゴニスト）、
　ＰＧＥ２（アゴニスト）、
　ＦＰプロスタノイド（アゴニスト）、
　ＰＧＦ２α（アゴニスト）、
　ＩＰプロスタノイド（アゴニスト）、
　プロスタサイクリン（アゴニスト）、
　プロスタノイド受容体（パーシャルアゴニスト）、
　ＴＰプロスタノイド（アゴニスト）、
　トロンボキサンＡ２（アゴニスト）、
　コハク酸受容体１（アゴニスト）、
　ＴＲＨ（アゴニスト）、
　ＴＲＨ１（アゴニスト）、
　ＴＲＨ２（アゴニスト）、
　１型鋤鼻受容体（アゴニスト）、
　１型鋤鼻受容体－１（アゴニスト）、
　１型鋤鼻受容体－２（アゴニスト）、
　１型鋤鼻受容体－３（アゴニスト）、
　１型鋤鼻受容体－４（アゴニスト）、
　１型鋤鼻受容体－５（アゴニスト）、
　アペリン受容体（モジュレータ）、
　カンナビノイド受容体（モジュレータ）、
　ケモカイン受容体様１（モジュレータ）、
　リゾスフィンゴ脂質受容体（モジュレータ）、
　Ａ群ホルモンタンパク質ＧＰＣＲ（モジュレータ）、
　ロイコトリエン受容体（モジュレータ）、
　メラトニン受容体（モジュレータ）、
　Ａ群ヌクレオチド様ＧＰＣＲ（モジュレータ）、
　Ａ群オーファンＧＰＣＲ（モジュレータ）、
　ＰＡＦ受容体（モジュレータ）、
　Ａ群ペプチドＧＰＣＲ（モジュレータ）、
　プロスタノイド受容体（モジュレータ）、
　コハク酸受容体１（モジュレータ）、
　ＴＲＨ受容体（モジュレータ）、
　１型鋤鼻受容体（モジュレータ）
【０７０６】
Ｂ群ＧＰＣＲ
　Ｇタンパク質共役受容体－３（モジュレータ）、
　Ｇタンパク質共役受容体－３（アゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－３（アンタゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－６（モジュレータ）、
　Ｇタンパク質共役受容体－６（アゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－６（アンタゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－１２（モジュレータ）、
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　Ｇタンパク質共役受容体－１２（アゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－１２（アンタゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－１４（モジュレータ）、
　Ｇタンパク質共役受容体－１４（アゴニスト）、
　Ｇタンパク質共役受容体－１４（アンタゴニスト）、
　Ｂ群ＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　ＣＲＦ－１受容体（アゴニスト）、
　ＣＲＦ－２受容体（アゴニスト）、
　カルシトニン受容体（モジュレータ）、
　カルシトニン（アゴニスト）、
　カルシトニン（アンタゴニスト）、
　ＡＣＴＨ放出因子受容体（モジュレータ）、
　ＣＲＦ－１受容体（モジュレータ）、
　ＣＲＦ－１受容体（アゴニスト）、
　ＣＲＦ－１受容体（アンタゴニスト）、
　ＣＲＦ－２受容体（モジュレータ）、
　ＣＲＦ－２受容体（アゴニスト）、
　ＣＲＦ－２受容体（アンタゴニスト）、
　ＡＣＴＨ放出因子（アゴニスト）、
　ＣＲＦ－１受容体（アゴニスト）、
　ＣＲＦ－２受容体（アゴニスト）、
　ＡＣＴＨ放出因子（アンタゴニスト）、
　ＣＲＦ－１受容体（アンタゴニスト）、
　ＣＲＦ－２受容体（アンタゴニスト）、
　グルカゴン様ペプチド受容体（モジュレータ）、
　グルカゴン様ペプチド１受容体（モジュレータ）、
　グルカゴン様ペプチド２受容体（モジュレータ）、
　グルカゴン様ペプチド（アゴニスト）、
　グルカゴン様ペプチド（アンタゴニスト）、
　グルカゴン受容体（モジュレータ）、
　グルカゴン（アゴニスト）、
　グルカゴン（アンタゴニスト）、
　ＧＨＲＨ受容体（モジュレータ）、
　ＧＨＲＨ（アゴニスト）、
　成長ホルモン放出因子（アンタゴニスト）、
　Ｉ型ＰＡＣＡＰ受容体（モジュレータ）、
　Ｉ型ＰＡＣＡＰ受容体（アゴニスト）、
　Ｉ型ＰＡＣＡＰ受容体（アンタゴニスト）
　ＰＴＨ受容体（モジュレータ）、
　ＰＴＨ－１受容体（モジュレータ）
　ＰＴＨ－２受容体（モジュレータ）
　ＰＴＨ（アゴニスト）、
　ＰＴＨ（アンタゴニスト）、
　セクレチン受容体（モジュレータ）、
　セクレチン（アゴニスト）、
　セクレチン（アンタゴニスト）、
　ＶＩＰ受容体（モジュレータ）、
　ＶＩＰ－１受容体（モジュレータ）、
　ＶＩＰ－２受容体（モジュレータ）、
　ＶＩＰ（アゴニスト）、
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　ＶＩＰ（アンタゴニスト）、
【０７０７】
Ｃ群ＧＰＣＲ
　Ｃ群ＧＰＣＲ（モジュレータ）、
　Ｃ群ＧＰＣＲ（アゴニスト）、
　ＧＡＢＡ　Ｂ受容体（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体１（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体２（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体３（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体４（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体５（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体６（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体７（アゴニスト）、
　代謝型グルタミン酸受容体８（アゴニスト）
【０７０８】
表Ｄ：非限定的なリスト　ヒトＧＰＣＲ
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【０７０９】
　当業者は、単なる日常実験を使用して、本明細書に記載された本発明の特定の実施形態
に対する多数の均等物を認識する、又は確認することができるだろう。このような均等物
は、以下の態様により包含されることが意図される。
【０７１０】
　本明細書で開示された全ての参考文献は、本明細書に示した目的及び情報のために、そ
の全体が参照により援用される。
【０７１１】
好ましい態様
１．ＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又はＧＰＣＲと特異的に結合すると共に、上記Ｇ
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ＰＣＲに対してアンタゴニスト性を有する、好ましくはアンタゴニスト性だけを有する、
即ちアゴニスト性を有しない、アミノ酸配列、例えば単一可変ドメイン。
２．ＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又はＧＰＣＲと特異的に結合すると共に、上記Ｇ
ＰＣＲに対してアンタゴニスト性又はインバースアゴニスト性、好ましくはインバースア
ゴニスト性を有する、アミノ酸配列、例えば単一可変ドメイン。
３．ＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又はＧＰＣＲと特異的に結合すると共に、上記Ｇ
ＰＣＲに対してインバースアゴニスト性を有する、好ましくは例えばＩＰ蓄積によって測
定される活性を、基礎活性の９０％以上、好ましくは基礎活性の８０％以上、より好まし
くは基礎活性の７０％以上、さらにより好ましくは基礎活性の６０％以上、最も好ましく
は基礎活性の５０％以上に低減することができる、アミノ酸配列、例えば単一可変ドメイ
ン。
４．ＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又はａ）ＧＰＣＲと特異的に結合すると共に、ｂ
）上記ＧＰＣＲのリガンド依存性の活性化を完全に阻害するアミノ酸配列、例えば単一可
変ドメインであって、該リガンドが１００ｎＭ以下、より好ましくは３０ｎＭ以下の濃度
で存在する、アミノ酸配列、例えば単一可変ドメイン。
５．ＧＰＣＲに指向性を有する、及び／又はａ）ＧＰＣＲと特異的に結合すると共に、ｂ
）上記ＧＰＣＲのリガンド依存性の活性化を完全に阻害すると共に、ｃ）上記ＧＰＣＲの
活性化を与えないアミノ酸配列、例えば単一可変ドメインであって、該リガンドが１００
ｎＭ以下、より好ましくは３０ｎＭ以下の濃度で存在する、アミノ酸配列、例えば単一可
変ドメイン。
６．ｂ）ｉ．ラクダ科動物に、生きた状態で、かつ天然立体構造における表面上で上記Ｇ
ＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７の所望の細胞外の部分、領域、
ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を過剰発現する全細胞を免疫付与
する工程と、
　ｉｉ．上記ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７を過剰発現する
異なる（免疫付与に使用したもの以外の）細胞型の細胞膜調製物を使用して、所望の細胞
外の部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）との結合に関し
て選択する工程と、
　ｉｉｉ．任意で洗浄剤を用いずにＰＢＳ等のバッファーで穏やかに洗浄する工程とを少
なくとも含む方法によって得ることができる、上記の態様のいずれかに記載のアミノ酸配
列、例えば単一可変ドメイン。
７．ラクダ科動物がラマである、態様６に記載のアミノ酸配列。
８．選択を２回行い、２つの異なる細胞型の細胞膜調製物を使用する、態様６又は７に記
載のアミノ酸配列。
９．本質的に単離形態である、態様１～８のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１０．被験体に投与するためのものであり、上記被験体において自然発生しない、態様１
～９のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１１．１０－５モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下、好ましくは１０－７モル／Ｌ～１０
－１２モル／Ｌ以下、より好ましくは１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌの解離定数
（ＫＤ）でＧＰＣＲと特異的に結合することができる、態様１～１０のいずれかに記載の
アミノ酸配列。
１２．１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１ｓ－１～１
０７Ｍ－１ｓ－１、より好ましくは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１（１０５Ｍ
－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１等）の結合速度（ｋｏｎ速度）でＧＰＣＲと特異的に結
合することができる、態様１～１０のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１３．１ｓ－１～１０－６ｓ－１、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－１、より好
ましくは１０－３ｓ－１～１０－６ｓ－１（１０－４ｓ－１～１０－６ｓ－１等）の解離
速度（ｋｏｆｆ速度）でＧＰＣＲと特異的に結合することができる、態様１～１０のいず
れかに記載のアミノ酸配列。
１４．５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満（５０
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０ｐＭ未満等）の親和性でＧＰＣＲと特異的に結合することができる、態様１～１０のい
ずれかに記載のアミノ酸配列。
１５．天然アミノ酸配列（任意の好適な種由来）又は合成若しくは半合成のアミノ酸配列
である、態様１～１４のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１６．免疫グロブリンフォールドを含むか、又は好適な条件下で免疫グロブリンフォール
ドを形成することが可能である、態様１～１５のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１７．４つのフレームワーク領域（それぞれ、ＦＲ１～ＦＲ４）と、３つの相補性決定領
域（それぞれ、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）とから本質的に成る、態様１～１６のいずれかに記
載のアミノ酸配列。
１８．免疫グロブリン配列である、態様１～１７のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１９．天然免疫グロブリン配列（任意の好適な種由来）又は合成若しくは半合成の免疫グ
ロブリン配列である、態様１～１８のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２０．ヒト化免疫グロブリン配列、ラクダ化免疫グロブリン配列、又は親和性成熟等の技
法によって得られた免疫グロブリン配列である、態様１～１９のいずれかに記載のアミノ
酸配列。
２１．軽鎖可変ドメイン配列（例えばＶＬ配列）又は重鎖可変ドメイン配列（例えばＶＨ

配列）から本質的に成る、態様１～２０のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２２．従来の四本鎖抗体由来の重鎖可変ドメイン配列から本質的に成るか、又は重鎖抗体
由来の重鎖可変ドメイン配列から本質的に成る、態様１～２１のいずれかに記載のアミノ
酸配列。
２３．ドメイン抗体（又はドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列）、単一ドメ
イン抗体（又は単一ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列）、「ｄＡｂ」（又
はｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配列）、又はナノボディ（商標）（ＶＨＨ配列を
含むが、これに限定されない）から本質的に成る、態様１～２２のいずれかに記載のアミ
ノ酸配列。
２４．ナノボディ（商標）から本質的に成る、態様１～２３のいずれかに記載のアミノ酸
配列。
２５．配列番号１～配列番号２２のアミノ酸配列の少なくとも１つとの８０％のアミノ酸
同一性を有するナノボディ（商標）から本質的に成り、ここでアミノ酸同一性の程度を決
定するためにＣＤＲ配列を形成するアミノ酸残基は無視し、好ましくは、カバットナンバ
リングによる１１位、３７位、４４位、４５位、４７位、８３位、８４位、１０３位、１
０４位及び１０８位のアミノ酸残基の１つ又は複数は、表Ａ－３で言及する特徴的な残基
から選択される、態様１～２４のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２６．配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３
９のアミノ酸配列の少なくとも１つとの８０％のアミノ酸同一性を有するナノボディ（商
標）から本質的に成り、ここでアミノ酸同一性の程度を決定するためにＣＤＲ配列を形成
するアミノ酸残基は無視し、好ましくは、カバットナンバリングによる１１位、３７位、
４４位、４５位、４７位、８３位、８４位、１０３位、１０４位及び１０８位のアミノ酸
残基の１つ又は複数は、表Ａ－３で言及する特徴的な残基から選択される、態様１～２４
のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２７．ヒト化ナノボディ（商標）から本質的に成る、態様１～２６のいずれかに記載のア
ミノ酸配列。
２８．ＧＰＣＲとの結合のための少なくとも１つの結合部位の他に、他の抗原、タンパク
質又は標的との結合のためのさらなる結合部位を１つ又は複数含有する、態様１～２７の
いずれかに記載のアミノ酸配列。
２９．ＣＸＣＲ４の成員の少なくとも１つと特異的に結合する単一可変ドメイン。
３０．ＣＸＣＲ４の成員がヒトＣＸＣＲ４である、態様２９に記載の単一可変ドメイン。
３１．ＣＸＣＲ４から成る群の成員の少なくとも１つ、例えばヒトＣＸＣＲ４と、配列番
号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を有
する単一可変ドメインの少なくとも１つとの間の相互作用をさらに遮断する、態様２９に
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記載の単一可変ドメイン。
３２．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）配列番号２３８～配列番号２５３、よ
り好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を有する単一可変ドメインから成る
群から選択される配列の少なくとも１つとの、８０％の配列同一性を有する単一可変ドメ
インから成る群から選択される、態様２９に記載の単一可変ドメイン。
３３．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大１０個のアミノ酸残基が天然アミ
ノ酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配
列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列
を有する単一可変ドメインから成る群から選択される、態様２９に記載の単一可変ドメイ
ン。
３４．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大８個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択される、態様２９に記載の単一可変ドメイン
。
３５．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大５個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択される、態様２９に記載の単一可変ドメイン
。
３６．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大３個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択される、態様２９に記載の単一可変ドメイン
。
３７．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）配列番号２３８～配列番号２５３、よ
り好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９を有する配列から成る群から選択される配
列の少なくとも１つとの、８０％の配列同一性を有する単一可変ドメインから成る群から
選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記単一可変ドメインが、１０－７モル／Ｌ
～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）でＧＰＣＲ受容体の成員の少なくとも１つ
と結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイン。
３８．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大１０個のアミノ酸残基が天然アミ
ノ酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配
列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列
を有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上
記単一可変ドメインが、１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）
でＧＰＣＲ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイ
ン。
３９．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大８個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記
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単一可変ドメインが、１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）で
Ｎｏｔｃｈ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイ
ン。
４０．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大５個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記
単一可変ドメインが、１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）で
Ｎｏｔｃｈ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイ
ン。
４１．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大３個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記
単一可変ドメインが、１０－７モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）で
Ｎｏｔｃｈ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイ
ン。
４２．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）配列番号２３８～配列番号２５３、よ
り好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９を有する配列から成る群から選択される配
列の少なくとも１つとの、８０％の配列同一性を有する単一可変ドメインから成る群から
選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記単一可変ドメインが、１０－８モル／Ｌ
～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）でＮｏｔｃｈシグナル伝達経路の成員と結
合する、態様２９に記載の単一可変ドメイン。
４３．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大１０個のアミノ酸残基が天然アミ
ノ酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配
列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列
を有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上
記単一可変ドメインが、１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）
でＮｏｔｃｈ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメ
イン。
４４．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大８個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記
単一可変ドメインが、１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）で
ＧＰＣＲ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイン
。
４５．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大５個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記
単一可変ドメインが、１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）で
ＧＰＣＲ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイン
。
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４６．ａ）配列番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号
２３９の配列を有する単一可変ドメイン；及びｂ）最大３個のアミノ酸残基が天然アミノ
酸に置き換わり、上記置き換わったアミノ酸がフレームワーク領域内に位置している配列
番号２３８～配列番号２５３、より好ましくは配列番号２３８、配列番号２３９の配列を
有する単一可変ドメインから成る群から選択され；ａ）群及びｂ）群から選択された上記
単一可変ドメインが、１０－８モル／Ｌ～１０－１２モル／Ｌ以下の解離定数（ＫＤ）で
ＧＰＣＲ受容体の成員の少なくとも１つと結合する、態様２９に記載の単一可変ドメイン
。
４７．ＣＸＣＲ７の成員の少なくとも１つと特異的に結合する単一可変ドメイン。
４８．ＣＸＣＲ７の成員がヒトＣＸＣＲ７である、態様２９に記載の単一可変ドメイン。
４９．ａ）態様１～２９のいずれかに記載のアミノ酸配列を１つ又は複数含むか若しくは
これから本質的に成るか、又はｂ）態様３０～４８のいずれかに記載の単一可変ドメイン
を１つ又は複数含むか若しくは本質的にこれから成り、任意で１つ又は複数のリンカーを
介して連結した、１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位をさらに任意で含む、
化合物又は構築物。
５０．上記１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位がアミノ酸配列である、態様
４９に記載の化合物又は構築物。
５１．上記１つ又は複数のリンカーが存在する場合、該リンガーが１つ又は複数のアミノ
酸配列である、態様５０に記載の化合物又は構築物。
５２．上記１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位が免疫グロブリン配列である
、態様４９～５１のいずれかに記載の化合物又は構築物。
５３．上記１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位が単一ドメイン抗体から成る
群から選択される、態様４９～５２のいずれかに記載の化合物又は構築物。
５４．上記１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位がナノボディである、態様４
９～５３のいずれかに記載の化合物又は構築物。
５５．例えば配列番号２６１～配列番号２６６、好ましくは配列番号２６３、２６４のよ
うな多価構築物、及びａ）配列番号２６１～配列番号２６６との８０％の同一性を有し、
ｂ）上記ＧＰＣＲのリガンド依存性の活性化を完全に阻害する、例えば化合物又は構築物
のような機能的同等物であり、該リガンドは、１００ｎＭ以下、より好ましくは３０ｎＭ
以下の濃度で存在するか、又は該ＧＰＣＲが基礎活性を有する場合、完全なアンタゴニス
トであるか若しくは好ましくは活性を、基礎活性の９０％以上、より好ましくは基礎活性
の８０％以上、さらにより好ましくは基礎活性の７０％以上、さらにより好ましくは基礎
活性の６０％以上に低減する、態様４９～５４のいずれかに記載の化合物又は構築物。
５６．多重特異性構築物である、態様４９～５５のいずれかに記載の化合物又は構築物。
５７．態様１～４８のいずれかに記載の対応するアミノ酸配列又は単一可変ドメイン自体
と比較して半減期が増大している、態様４９～５６のいずれかに記載の化合物又は構築物
。
５８．上記１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位が、態様１～４８のいずれか
に記載の対応するアミノ酸配列又は単一可変ドメイン自体と比較して半減期が増大してい
る化合物又は構築物を提供する、態様５７に記載の化合物又は構築物。
５９．半減期が増大している化合物又は構築物を提供する、上記１つ又は複数の他の基、
残基、部分又は結合単位が、血清タンパク質又はその断片、血清タンパク質と結合するこ
とができる結合単位、Ｆｃ部分、及び血清タンパク質と結合することができる小タンパク
質又は小ペプチドから成る群から選択される、態様５８に記載の化合物又は構築物。
６０．半減期が増大している化合物又は構築物を提供する、上記１つ又は複数の他の基、
残基、部分又は結合単位が、ヒト血清アルブミン又はその断片から成る群から選択される
、態様５８又は５９に記載の化合物又は構築物。
６１．半減期が増大している化合物又は構築物を提供する、上記１つ又は複数の他の基、
残基、部分又は結合単位が、血清アルブミン（例えばヒト血清アルブミン）又は血清免疫
グロブリン（例えばＩｇＧ）と結合することができる結合単位から成る群から選択される
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、態様６０に記載の化合物又は構築物。
６２．半減期が増大している化合物又は構築物を提供する、上記１つ又は複数の他の基、
残基、部分又は結合単位が、ドメイン抗体、ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸
配列、単一ドメイン抗体、単一ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列、「ｄＡ
ｂ」、ｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配列、又は血清アルブミン（例えばヒト血清
アルブミン）若しくは血清免疫グロブリン（例えばＩｇＧ）と結合することができるナノ
ボディからなる群から選択される、態様６１に記載の化合物又は構築物。
６３．態様１～４８のいずれかに記載の対応するアミノ酸配列又は単一可変ドメイン自体
より少なくとも１．５倍、好ましくは少なくとも２倍、例えば少なくとも５倍、例えば少
なくとも１０倍又は２０倍超大きい血清半減期を有する、態様５７～６２のいずれかに記
載の化合物又は構築物。
６４．血清半減期が、態様１～４８のいずれかに記載の対応するアミノ酸配列又は単一可
変ドメイン自体と比較して１時間超、好ましくは２時間超、より好ましくは６時間超、例
えば１２時間超、又はさらに２４時間超、４８時間超又は７２時間超増大している、態様
５７～６２のいずれかに記載の化合物又は構築物。
６５．ヒトにおける血清半減期が少なくとも約１２時間、好ましくは少なくとも２４時間
、より好ましくは少なくとも４８時間、さらにより好ましくは少なくとも７２時間以上、
例えば少なくとも５日（約５日～１０日等）、好ましくは少なくとも９日（約９日～１４
日等）、より好ましくは少なくとも約１０日（約１０日～１５日等）、若しくは少なくと
も約１１日（約１１日～１６日等）、より好ましくは少なくとも約１２日（約１２日～１
８日以上等）、又は１４日超（約１４日～１９日等）である、態様５７～６４のいずれか
に記載の化合物又は構築物。
６６．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列又は単一可変ドメインを１つ含むか
又はこれから本質的に成る一価構築物。
６７．上記本発明のアミノ酸配列が、ドメイン抗体、ドメイン抗体としての使用に好適な
アミノ酸配列、単一ドメイン抗体、単一ドメイン抗体としての使用に好適なアミノ酸配列
、「ｄＡｂ」、ｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配列、又はナノボディから成る群か
ら選択される、態様６６に記載の一価構築物。
６８．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物をコードする、核酸又はヌクレオチド配列。
６９．遺伝子構築物の形態である、態様６８に記載の核酸又はヌクレオチド配列。
７０．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を発現する、又は好適な状況下で発現することが可能である、及び／又は
態様６８、６９のいずれかに記載の核酸若しくはヌクレオチド配列を含む、宿主又は宿主
細胞。
７１．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を作製する方法であって、
　ａ）好適な宿主細胞若しくは宿主生物又は別の好適な発現系において、態様６８に記載
の核酸若しくはヌクレオチド配列又は態様６９に記載の遺伝子構築物を発現する工程と、
場合によってはその後、
　ｂ）態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を単離及び／又は精製する工程とを少なくとも含む、方法。
７２．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を作製する方法であって、
　ａ）態様７０に記載の宿主又は宿主細胞が少なくとも１つの態様１～４８のいずれかに
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記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４９～６５のいずれかに記載の化合
物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記載の一価構築物を発現及び／又は
産生するような条件下で、上記宿主又は宿主細胞を培養及び／又は維持する工程と、場合
によってはその後、
　ｂ）態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を単離及び／又は精製する工程とを少なくとも含む、方法。
７３．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を少なくとも１つ含む組成物。
７４．薬学的組成物である、態様７３に記載の組成物。
７５．少なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤、及び／又はアジュ
バントをさらに含み、任意で１つ又は複数のさらなる薬学的に活性のあるポリペプチド及
び／又は化合物を含む、態様７４に記載の組成物。
７６．少なくとも１つのＧＰＣＲ関連の疾患又は障害を予防及び／又は治療する方法であ
って、少なくとも１つの態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変
ドメイン、態様４９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、態様６６、６７の
いずれかに記載の一価構築物、又は態様７４若しくは７５に記載の組成物を、それを必要
とする被験体に薬学的に活性のある量投与することを含む、方法。
７７．ＧＰＣＲ、その生物学的又は薬理学的な活性、及び／又はＧＰＣＲが関与する生物
学的経路又はシグナル伝達に関連する少なくとも１つの疾患又は障害を予防及び／又は治
療する方法であって、少なくとも１つの態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若
しくは単一可変ドメイン、態様４９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、態
様６６、６７のいずれかに記載の一価構築物、又は態様７４若しくは７５に記載の組成物
を、それを必要とする被験体に薬学的に活性のある量投与することを含む、方法。
７８．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７のいずれかに記
載の一価構築物を、それを必要とする被験体に投与することにより予防及び／又は治療す
ることができる少なくとも１つの疾患又は障害を予防及び／又は治療する方法であって、
少なくとも１つの態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイ
ン、態様４９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、態様６６、６７のいずれ
かに記載の一価構築物、又は態様７６若しくは７７に記載の組成物を、それを必要とする
被験体に薬学的に活性のある量投与することを含む、方法。
７９．免疫療法であって、少なくとも１つの態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配
列若しくは単一可変ドメイン、態様４９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物
、態様６６、６７のいずれかに記載の一価構築物、又は態様７２若しくは７３に記載の組
成物を、それを必要とする被験体に薬学的に活性のある量投与することを含む、免疫療法
。
８０．少なくとも１つのＧＰＣＲ関連の疾患又は障害の予防及び／又は治療用の薬学的組
成物の調製における態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメ
イン、態様４９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は態様６６、６７の
いずれかに記載の一価構築物の使用。
８１．態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメイン、態様４
９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物の少なくとも１つの構成要素、又は態
様６６、６７のいずれかに記載の一価構築物の少なくとも１つの構成要素を生成する方法
であって、
　ａ）ラクダ科動物、好ましくはラマに、生きた状態で、かつ天然立体構造における表面
上で上記ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７の所望の細胞外の部
分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を過剰発現する全細胞
を免疫付与する工程と、
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　ｂ）ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７を過剰発現する異なる
（免疫付与に使用したもの以外の）細胞型の細胞膜調製物を使用して、所望の細胞外の部
分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）との結合に関して選択
する工程と、
　ｃ）任意で洗浄剤を用いずにＰＢＳ等のバッファーで穏やかに洗浄する工程とを少なく
とも含む、方法。
８２．ＧＰＣＲ、例えばヒトＣＸＣＲ４及び／又はヒトＣＸＣＲ７に指向性を有するアミ
ノ酸配列、例えば単一可変ドメインを同定するためにスクリーニングする方法であって、
態様１～４８のいずれかに記載のアミノ酸配列若しくは単一可変ドメインのいずれか、態
様４９～６５のいずれかに記載の化合物若しくは構築物のいずれか、又は態様６６、６７
のいずれかに記載の一価構築物のいずれかを上記ＧＰＣＲに接触させる工程を含む、方法
。
８３．ｉ）結合の際、インバースアゴニスト作用又はインバースアンタゴニスト作用を引
き起こすことが可能であるエピトープに指向性を有するか又はこれに対して親和性を有す
る、第１のリガンドと、ｉｉ）結合の際、アンタゴニスト作用を引き起こすことが可能で
あるエピトープに指向性を有するか又はこれに対して親和性を有する、第２のリガンドと
を含む構築物。
８４．リガンドの少なくとも１つが免疫グロブリン配列である、態様８３に記載の構築物
。
８５．リガンドの少なくとも１つがｄＡｂ又はナノボディ、好ましくはナノボディである
、態様８３又は８４に記載の構築物。
８６．両方のリガンドが免疫グロブリン配列である、態様８３～８５のいずれかに記載の
構築物。
８７．両方のリガンドがｄＡｂ又はナノボディ、好ましくはナノボディである、態様８３
～８６のいずれかに記載の構築物。
８８．ポリペプチドである、態様８３～８７のいずれかに記載の構築物。
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摘要(译)

本发明中，G蛋白偶联受体（GPCR），特别是（如本文定义），以针对CXCR4和CXCR7的氨基酸序列和这类的氨基酸序列的包
含一个或多个，特别是蛋白质和多肽（在本文中称为“本发明的氨基酸序列”“本发明化合物”和“本发明多肽”）。本发明进一步涉及产
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生跨膜蛋白的新方法，特别是针对多种跨膜蛋白（例如通常为GPCR）
的氨基酸序列，其中天然构象不能在其他“体外”系统中再现。它提供了一
个方法。 【选择图】无


