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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔｉｅ２タンパク質に指向性を有する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むドメイ
ン抗体であって、単一可変ドメインが、配列番号１７９のＣＤＲ１、配列番号２７３のＣ
ＤＲ２及び配列番号３６７のＣＤＲ３を含む、ドメイン抗体。
【請求項２】
　本質的に単離形態である、請求項１に記載のドメイン抗体。
【請求項３】
　単一可変ドメインが、ヒトＴｉｅ２に対してアンタゴニスト効果を有する、請求項１又
は２に記載のドメイン抗体。
【請求項４】
　単一可変ドメインが、ヒトＴｉｅ２に対してアンタゴニスト効果を有しており、ヒトＡ
ｎｇ２とヒトＴｉｅ２との間の相互作用を遮断しない、請求項１～３のいずれか一項に記
載のドメイン抗体。
【請求項５】
　単一可変ドメインが、配列番号４６１を含む、請求項１～４のいずれか一項に記載のド
メイン抗体。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか一項に記載のドメイン抗体と、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む薬学的組成物。
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【請求項７】
　請求項１～５のいずれか一項に記載のドメイン抗体を有効成分として含む、過剰な血管
新生に関連する少なくとも１つの疾患又は障害の予防及び／又は治療のための薬剤。
【請求項８】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のドメイン抗体を製造する方法であって、
ｉ．好適な宿主又は宿主細胞が少なくとも１つの請求項１～４のいずれか一項に記載のド
メイン抗体を発現及び／又は産生するような条件下で、前記宿主又は宿主細胞を培養及び
／又は維持する工程と；続いて
ｉｉ．請求項１～４のいずれか一項に記載のドメイン抗体を単離及び／又は精製する工程
と、
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、Ａｎｇｐ
ｔｌ６等のアンジオポイエチン／Ｔｉｅファミリー群からのタンパク質に指向性を有する
アミノ酸配列に加えて、１つ又は複数のかかるアミノ酸配列を含むか又はこれらから本質
的になる、化合物又は構築物、特にタンパク質及びポリペプチドに関する。
【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）に；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に；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に；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、特に薬学的組成物に；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】
　アンジオポイエチン１～４（Ａｎｇ１～Ａｎｇ４）は、Ｔｉｅ２（主として内皮細胞に
おいて発現される受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ））のリガンドとして機能する増殖因
子のファミリーを構成する。Ａｎｇ／Ｔｉｅ２シグナル伝達は、既存の血管の不安定化及
び内皮細胞遊走等の血管新生の複数の工程に関与する（非特許文献１）。Ａｎｇ１及びＡ
ｎｇ４は血管構造の全体性を増進する必須（obligatory）アゴニストとして作用すること
が示され、一方Ａｎｇ２及びＡｎｇ３は状況依存性（context-dependent）アンタゴニス
ト又は状況依存性アゴニストとして機能する。Ｔｉｅ２との構造相同性にもかかわらず、
既知のＡｎｇのいずれもＴｉｅ１と命名された別のＲＴＫに結合しないが、幾つかの研究
は血管発生においてＴｉｅ１が重要な役割を有することを示す（非特許文献２）。Ａｎｇ
の構造の類似性に基づいて、６個のアンジオポイエチン様タンパク質（Ａｎｇｐｔｌ）が
同定されている。興味深いことには、Ａｎｇｐｔｌは、内皮細胞の生存及び遊走の調節を
介して血管新生にも機能するが、これらのタンパク質はアンジオポイエチン受容体Ｔｉｅ
２と結合しない（非特許文献３、非特許文献４）。血管新生の脱調節は、多数の悪性障害
、虚血性障害、炎症性障害、感染性障害及び免疫障害をもたらし（非特許文献５）、それ
ゆえ、Ｔｉｅ受容体、Ａｎｇ及びＡｎｇｐｔｌの調節には多くの興味深い治療法に応用で
きる可能性がある。
【０００５】



(3) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

　Ｔｉｅ受容体は高度の相同性を共有する内皮特異的ＲＴＫである。受容体Ｔｉｅ１及び
Ｔｉｅ２の両方の細胞外領域は、３３％の類似性を持ち、免疫グロブリン様ループ、３個
のＥＧＦ様ドメイン、第２のＩｇ様ループ及び３個のフィブロネクチンタイプＩＩＩリピ
ートを含有する。７６％の類似性を示す両方の受容体の細胞質領域は、多数のリン酸化部
位及びタンパク質相互作用部位を含むチロシンキナーゼドメインを含有している（非特許
文献６、非特許文献７）。アゴニストＡｎｇの結合の際のＴｉｅ２の二量体化及び自己リ
ン酸化を介するシグナル伝達が研究され、その結果から、主要なシグナル伝達経路はホス
ファチジルイノシトール３’キナーゼの活性化を含むことが示唆される（非特許文献２）
。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、本明細書におけるさ
らなる開示から明らかなように、及びそれらが指向性を有するＴｉｅ及びそれらの所望さ
れる（治療）効果に依存して、生物学的な機能、経路、機構、効果、シグナル伝達及び／
又はそれと関連する応答の、（完全又は部分）アゴニストとして、（完全又は部分、及び
競合的又は非競合的）アンタゴニストとして、又はＴｉｅ（例えばＴｉｅ２）の逆アゴニ
ストとして作用することができる。それらは不可逆的に作用することができるが、可逆的
な様式が好ましい。
【０００６】
　Ａｎｇは、アミノ末端のアンジオポイエチン特異的ドメイン、続いてコイルドコイルド
メイン、リンカーペプチド及びカルボキシ末端のフィブリノーゲン相同ドメインを含有す
る。フィブリノーゲン相同ドメインは受容体結合に関与し、コイルドコイルドメインはア
ンジオポイエチンモノマーの二量体化に必要とされ、短いアミノ末端領域は、Ｔｉｅ２活
性化のために必要な可変的なサイズの多量体へと二量体をクラスター化するリング様構造
を形成する（非特許文献２）。ヒトＡｎｇ１はマウスＡｎｇ－１と約９７％のアミノ酸配
列同一性を共有するが、ヒト及びマウスのＡｎｇ２は８５％のみのアミノ酸配列同一性を
共有する。マウス及びヒトＡｎｇ２はそれらのＡｎｇ１ホモログに対して６０％同一であ
る。ヒトＡｎｇ４のケースでは、ヒトＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ２及びマウスＡｎｇ３とそれ
ぞれ４５％、４７％及び５４％のアミノ酸配列同一性を共有する。
【０００７】
　Ａｎｇに構造的に非常に類似しているので、Ａｎｇｐｔｌは、Ａｎｇにおいて見出され
るものに類似するコイルドコイルドメイン及びフィブリノーゲン様ドメインを含有する。
【０００８】
　Ｔｉｅ、Ａｎｇ及びＡｎｇｐｔｌのリスト：（非特許文献１、非特許文献２、非特許文
献３）
Ｔｉｅ－ファミリー
Ｔｉｅ１
Ｔｉｅ２
 
Ａｎｇｓ－ファミリー
Ａｎｇ１
Ａｎｇ２
Ａｎｇ３
Ａｎｇ４
 
Ａｎｇｐｔｌｓ－ファミリー
Ａｎｇｐｔｌ１
Ａｎｇｐｔｌ２
Ａｎｇｐｔｌ３
Ａｎｇｐｔｌ４
Ａｎｇｐｔｌ５
Ａｎｇｐｔｌ６
【０００９】
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　血管新生促進性アンジオポイエチン及び抗血管新生性アンジオポイエチン並びにＴｉｅ
受容体が広範囲で発現されるところで、血管新生は、腫瘍血管侵入、糖尿病性網膜症、乾
癬及び関節リウマチのような複数の病理学のプロセスにおいて主要な役割を果たす（非特
許文献８、非特許文献９、非特許文献５）。Ｔｉｅ及びアンジオポイエチンを標的とする
多くの抗血管新生因子が開発中である。これらの血管新生関連タンパク質の発現の調節及
び阻害が、腫瘍血管新生の阻害による腫瘍の増殖及び転移の減少を引き起こすことが報告
されている（非特許文献８、非特許文献１０、非特許文献４）。Ａｎｇ２は状況依存性で
あるので、その役割はあまり明らかではない。非病的状態ではＡｎｇ２の機能はアンタゴ
ニストとして作動し、Ａｎｇ１：Ａｎｇ２の比は１：１であるが、腫瘍血管新生をともな
う悪性腫瘍ではＡｎｇ２の発現は増加するように思われる。
【００１０】
　さらに、血管新生促進療法は虚血性疾患の治療において有利になり得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Bouis et al 2006
【非特許文献２】Eklund L., Olsen B.R. Tie receptors and their angiopoietin ligan
dsare context-dependent regulators of vascular remodeling. Experimental CellRese
arch (2006) 312: 630-641
【非特許文献３】Oike Y., Akao M., Kubota Y., Suda T. Angiopoietin-like proteins:
potential new targets for metabolic syndrome therapy. TRENDS in MolecularMedicin
e (2005). 11: 473-479
【非特許文献４】Bouis D, Kusumanto Y, Meijer C, Mulder NH, Hospers GAP. A review
 onpro- and anti-angiogenic factors as targets of clinical intervention.Pharmalo
gical Research 53 (2006) 89-103. Review
【非特許文献５】Carmeliet P. Angiogenesis in health and disease. Nature Medicine
 9(2003) 653-660
【非特許文献６】Thurston G. Role of Angiopoietins and Tie receptor tyrosine kina
sesin angiogenesis and lymphangiogenesis. Cell Tissue Res (2003) 314:61-68
【非特許文献７】Fiedler U., Augustin H. G. Angiopoietins: a link betweenangiogen
esis and inflammation. TRENDS in Immunology. (2006) 27:552-558
【非特許文献８】Bach F., Uddin F.J., Burke D. Angiopoietins in malignancy. EJSO(
2007). 33:7-15
【非特許文献９】Pandya N.M., Dhalla N.S., Santani D.D. Angiogenesis- a new targe
tfor future therapy. Vascular Pharmacology (2006) 44: 265-274
【非特許文献１０】Onliner J. et al. Suppression of angiogenesis and tumor growth
 byselective inhibition of angiopoietin-2. Cancer Cell (2004), 6: 507-516
【発明の概要】
【００１２】
　本発明のポリペプチド及び／又は組成物は概して、アンジオポイエチン－Ｔｉｅ相互作
用並びに特にアンジオポイエチンリガンド（Ａｎｇ１～Ａｎｇ４）と受容体Ｔｉｅ１及び
／又はＴｉｅ２との結合を調節並びに特に阻害及び／若しくは阻止するのに、並びにした
がって上記相互作用によって媒介されるシグナル伝達を調節及び特に阻害若しくは阻止す
るのに、リガンド及び／若しくは標的が関与する生物学的経路を調節するのに、並びに／
又はかかるシグナル伝達若しくはこれらの経路に関連する、生物学的機構、応答及び効果
を調節するのに、使用することができる。同様に、アンジオポイエチン様リガンド（Ａｎ
ｇｐｔｌ１～Ａｎｇｐｔｌ６）の相互作用は、本発明のポリペプチド及び／又は組成物に
よって妨害することができる。
【００１３】
　このため、本発明のポリペプチド及び組成物を、血管新生に関連する疾患及び障害の予
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防及び治療に使用することができる。一般的に、「血管新生に関連する上記の疾患及び障
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／又はアンジオポイエチン／Ｔｉｅシステム、又は上記システムが関与する生物
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（すなわ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り、例えばこのような疾患及び障害としては以下の例が挙げられ
る。
【００１４】
癌及びアンジオポイエチン：
　非特許文献８
癌及びＴｉｅ受容体：
　Blume-JensenP and Hunter T. Oncogenic kinase signaling. Nature (2001). 44; 355
-365.
糖尿病性網膜症及びアンジオポイエチン：
　PalelJ.I., Hykin P.G., Gregor Z.J., Boulton M. and Cree I.A. Angiopoietinconce
ntrations in diabetic retinopathy. Br. J. Ophthalmol (2005). 89: 480-483.
関節リウマチ、並びにＴｉｅ２及びアンジオポイエチン：
　DeBuskL.M., Chen Y., Nishishita T., Chen J., Thomas J.W., Lin P.C. Tie2 recept
ortyrosine kinase, a major mediator of tumor necrosis factor a-inducedangiogenes
is in rheumatoid arthritis. ARTHRITIS& RHEUMATISM (2003). 48:2461-2471.
　ShahraraS., Volin M. V., Connors M.A., Haines G.K., Koch A.E. Differential exp
ressionof the angiogenic Tie receptor family in arthritic and normal synovial ti
ssue.Arthritis Res (2002) 4: 201-208.
乾癬、並びにＴｉｅ２及びアンジオポイエチン：
　KurodaK., Sapadin A., Shoji T., Fleischmajer R., Lebwohl M. Altered expression
 ofangiopoietins and Tie2 endothelium receptor in psoriasis. The journal ofinves
tigate dermatology, (2001). 116: 713-720.
虚血、腎癌及びＡｎｇｐｔｌ４：
　LeJanS., Amy C., Cazes A., Monnot C., Lamande N., Favier J., Philippe J., Sibo
ny M.,Gasc J-M., Corvol P., Germain S.
【００１５】
　アンジオポイエチン様４は、虚血性及び従来の腎細胞癌で産生される血管新生促進因子
である（American Journal of Pathology (2003) 162: 1521-1528）。
【００１６】
　特に、本発明のポリペプチド及び組成物は、血管の過剰な及び／若しくは望まれない生
成、又は血管の生成の欠如によって特徴づけられる、血管新生に関連する疾患及び障害の
予防及び／又は治療のために使用することができる。かかる障害の例は、心血管障害、癌
、糖尿病性網膜症、創傷治癒、関節リウマチ、肥満、肺胞形成及び乾癬である。
【００１７】
　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
ば現在血管新生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等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開発される疾患及び
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
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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。
【００１８】
　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】
【００１９】
　概して、本発明の目的は、癌、糖尿病性網膜症、創傷治癒、関節リウマチ、肥満症、肺
胞増殖及び乾癬、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。
【００２０】
　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。
【００２１】
　より具体的には本発明の目的は、癌、糖尿病性網膜症、創傷治癒、関節リウマチ、肥満
症、肺胞増殖及び乾癬、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
とができる治療用タンパク質を提供すること、並びにこのような治療用タンパク質及び組
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。
【００２２】
　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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐ
ｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に、具体的には温血動物
由来のＴｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ４又は、Ａｎｇｐｔｌ４に、より具体的に
は哺乳動物由来のＴｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ４又は、Ａｎｇｐｔｌ４に、特
にヒトＴｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ４又は、Ａｎｇｐｔｌ４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なるタンパク質及びポリペプチドを提供することである。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６に関連する、及び／又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、
Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００２５】
　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Ｔｉ
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ｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐ
ｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に関連
する及び／又はこれらで媒介される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。
【００２６】
　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】
【００２７】
　概して本発明は、（本明細書に規定のように）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に指向性を有する、及び／又は（本明細書
に規定のように）これら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。
【００２８】
　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
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
Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎ
ｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００２９】
　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（すなわち１０５Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及び好ましくは１０
７Ｌ／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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎ
ｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６と結
合するようなものであるのが好ましい。
【００３０】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ
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４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６と結合するようなものであるのが好ましい。
【００３１】
　本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドとＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ
４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００３２】
　Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
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つ若しくは複
数のアミノ酸残基又は１つ若しくは複数のアミノ酸残基のストレッチ（すなわちそれぞれ
の「ストレッチ」が、（すなわ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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎ
ｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ
４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ
５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００３３】
　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の一
部（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なってもよく、
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）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（すなわ
ちＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
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。
【００３４】
　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
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なるのが好ましい。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」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 Hudson, Nat Biotechnol. 200
5 Sep; 23（9）:1126-36によるレビューを参照する。
【００３５】
　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
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るのが好ましい。
【００３６】
　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Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、又はＡｎｇ４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Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４に指向性を有す
るか、又は治療する種由来のＴｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４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
。
【００３７】
　さらに、本発明のアミノ酸配列は、任意でかつＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００３８】
関与する特定の疾患又は障害に応じて、それ自体が既知の任意の好適な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、固相受容体結合及び遮断アッセイ、受容体活性化／不活性化ア
ッセイ、ｉｎ　ｖｉｖｏ血管新生アッセイ、ｉｎ　ｖｉｖｏの直接的な抗血管新生効果、
リポタンパク質リパーゼ（ＬＰＬ）アッセイ、ｉｎ　ｖｉｖｏ　ＣＡＭ（トリ絨毛尿膜ア
ッセイ、ｉｎ　ｖｉｖｏの動物モデル研究、並びに以下の実験部で、及び本明細書におけ
て引用された従来技術で使用されるアッセイ及び動物モデルを含む。
【００３９】
　また本発明によれば、第１の種の温血動物由来のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇ
ｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａ
ｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎ
ｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４
、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５
、又はＡｎｇｐｔｌ６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 fascicularis））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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６、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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡ
ｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、
Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２
、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１
、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ
２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に対するア
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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。
【００４０】
　より一般的には、複数種の哺乳動物由来のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ
４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００４１】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
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。しかしながら、概
して本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは、好ましくはＴｉｅ２上のＡｎｇ１結合部
位、又はＡｎｇ２上のＴｉｅ２結合部位に指向性を有することが想定され、そうであるこ
とが好ましい（実験部を参照されたい）。したがって、好ましいが非限定的な一態様にお
いて、本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは、Ｔｉｅ２のＡｎｇ１結合部位又はＡｎ
ｇ２のＴｉｅ２結合部位に指向性を有し、本明細書においてさらに規定されるようなもの
である。
【００４２】
　また適用可能な場合、本発明のアミノ酸配列が、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇ
ｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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
、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又は
Ａｎｇｐｔｌ６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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇ
ｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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（すなわち、同



(11) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ
３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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
。
【００４３】
　また本発明のアミノ酸配列及びポリペプチドは概して、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
はＡｎｇｐｔｌ６（例えば野生型のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３
、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６）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、Ｔｉｅ
１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔ
ｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎ
ｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６と結合する親和性及び特異性と同じか、又は異なる（すなわち
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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ
１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐ
ｔｌ６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。
【００４４】
　Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａ
ｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６のみと結合するか、多量体形態のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ
３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６のみと結合するか、又は単量
体及び多量体形態の両方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と結
合する親和性及び特異性と同じか、又は異なる（すなわちこれより高いか、又は低い）親
和性及び／又は特異性で単量体形態と結合し得る。
【００４５】
　また、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ
１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐ
ｔｌ６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
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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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａ
ｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６と結合するか、会合した状態でＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ
１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３
、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６と結合するか、又はその両方と
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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
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（すなわちこれより高いか
、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。
【００４６】
　また、当業者にとって明らかなように、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａ
ｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４
、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ
１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐ
ｔｌ６と結合し得る。例えば、これらに限定されないが、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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）、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔ
ｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、
Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２
、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６の多量体と結
合することができる（通常結合する）。
【００４７】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６（単量体、多量体及び会合してい
る形態を含む）と少なくとも結合する。
【００４８】
　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な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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、
Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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）
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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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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（すなわち連結
又は遺伝子融合によって）提供され得る。
【００４９】
　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。
【００５０】
　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（
すなわ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
よるレビューを参照する。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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ
１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３
、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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、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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４
、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５
、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００５１】
　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
）とから本質的になるアミノ酸配列、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。
【００５２】
　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、通常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
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。
【００５３】
　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
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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組合せ（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。
【００５４】
　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。
【００５５】
　本発明のアミノ酸配列は、特に「単一可変ドメイン（single variable domain）」又は
「単一可変ドメイン（複数）（singlevariable domains）」（以後「単一可変ドメイン（
複数）」）であり得る。本発明の単一可変ドメインは、単一の抗原結合単位を形成する任
意の可変ドメインである。概して、かかる単一の可変ドメインは、４個のフレームワーク
領域（それぞれＦＲ１～ＦＲ４）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣＤＲ１～ＣＤＲ
３）；又はかかるアミノ酸配列の任意の好適な断片（本明細書においてさらに記載される
ように、通常、ＣＤＲのうちの少なくとも１つを形成するアミノ酸残基を少なくとも幾つ
か含有する）から本質的になるアミノ酸配列である。かかる単一可変ドメイン及び単一可
変断片は、免疫グロブリンフォールドを含むか、又は好適な条件の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ことが、最も好ましい。それゆえ、単一可変ドメイ
ンは、単一抗原結合単位を形成可能である限り、例えば軽鎖可変ドメイン配列（例えばＶ

Ｌ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配列又はＶ

ＨＨ配列）若しくはその好適な断片を含むことができる（すなわち、例えば別の可変ドメ
インと相互作用して、例えばＶＨ／ＶＬ相互作用を介して、機能的抗原結合ドメインを形
成するのに必要な、例えば通常の抗体及びＳｃＦｖ断片に存在する可変ドメインのケース
のように、機能的抗原結合単位を形成するために単一抗原結合ドメインが別の可変ドメイ
ンと相互作用する必要のないような単一可変ドメインから本質的になる機能的抗原結合単
位）。
【００５６】
　単一可変ドメインは、例えば、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
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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０４／０６８８２０号、国際公開第０６／０３０２２
０号、国際公開第０６／００３３８８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、本発明との関連で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、或る特定種のサメに由来す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０５／１
８６２９号を参照されたい）。
【００５７】
　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。ＶＨＨ及びナノボディのさらなる概説
に関しては、Reviews in Molecular Biotechnology 74（2001）, 277-302におけるMuylde
rmans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 Unive
rsiteit Brussel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９９／３７６８１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０１／４
４３０１号、欧州特許第１１３４２３１号及び国際公開第０２／４８１９３号；Vlaams I
nstituut voor Biotechnologie（VIB）の国際公開第９７／４９８０５号、国際公開第０
１／２１８１７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
０３／０５０５３１号；カナダ国立研究評議会による国際公開第０１／９０１９０号；In
stitute of Antibodiesによる国際公開第０３／０２５０２０号（＝欧州特許第１４３３
７９３号）；並びにAblynx N.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）。これらの参考文献に記載されるナノボディ（特にＶＨＨ配列及び部分ヒト化ナノボ
ディ）は特に、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（
Hallmark：ホールマーク）残基」の存在を特徴とし得る。
【００５８】
　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、
本発明との関連で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
、或る特定種のサメに由来す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）。
【００５９】
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　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（登録商標）及びナノクローン（登録商標）は、Ablynx N. V.
の商標である）であり得る。Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎ
ｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００６０】
　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
」のナノボディ（すなわち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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又は
Ａｎｇｐｔｌ６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１
４日付けでAblynx N. V.により出願された"DP-78-likeNanobodies"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（すなわち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。
【００６１】
　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「特徴的な残基」の存在を特徴とし得る。
【００６２】
　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。
【００６３】
　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。
【００６４】
　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。
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【００６５】
　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。
【００６６】
　したがって、本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ
４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ
５、又はＡｎｇｐｔｌ６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
はこれら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なるポリペ
プチドにも関する。
【００６７】
　配列番号４５５～配列番号５０１はＴｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、及びＡｎｇ４に対
して産生されている多くのＶＨＨ配列のアミノ酸配列を与える。
【００６８】
　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、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４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／又はこれらに指向性を有し、
　ｉ）配列番号４５５～配列番号５０１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４５５～配列番号５０１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１７２）、フレームワーク２配列（配列番号２２０～配列番号２６６）、フレームワ
ーク３配列（配列番号３１４～配列番号３６０）及びフレームワーク４配列（配列番号４
０８～配列番号４５４）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
　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。
【００６９】
　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。
【００７０】
　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（すなわ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）、ＣＤ
Ｒ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組合せ、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。
【００７１】
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　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、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。
【００７２】
　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４５５～配列番号５０１の
ナノボディのヒト化変異体である。これらのうちの幾つかの好ましいアミノ酸配列は、配
列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、配列番号４６４～配
列番号４６９である。
【００７３】
　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、Ａｎｇ１／Ｔｉｅ２又はＡｎ
ｇ２／Ｔｉｅ２の相互作用と（本明細書でさらに規定されるように）遮断することができ
、
　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
、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。
【００７４】
　本発明の別の特定の態様によれば、本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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（すなわち小ペプチド）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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、
Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に対して産生する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「ＣＤ
Ｒ配列」（すなわちそれぞれ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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
はＡｎｇｐｔｌ６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、Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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、Ｔｉｅ１、Ｔｉ
ｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａ
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ｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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ＣＤＲ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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａ
ｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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０３／０５０５３１号に記載される、いわゆる「促進断片（Expedite fra
gments）」を参照する。
【００７５】
　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）からな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（上記抗原
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）からな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。
【００７６】
　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（上記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
ＣＤＲ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（すなわ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、（すなわ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 23:1
257）、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 Scr
een 2006 9（8）: 619-32）が含まれる。
【００７７】
　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、Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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）Ｋ

Ｄ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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２
、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇ
ｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【００７８】
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　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配列からな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。
【００７９】
　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配列からな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。
【００８０】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐ
ｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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な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１７３～配列番号２１９；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９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１７３～配列番号２１９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２６７～配列番号３１３；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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３６１～配列番号４５４；
　ｈ）配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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。
【００８１】
　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
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　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。
【００８２】
　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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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。
【００８５】
　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な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１７３～配列番号２１９；
　ｉｉ）配列番号２６７～配列番号３１３；及び
　ｉｉｉ）配列番号３６１～配列番号４５４；又は
それらの任意の好適な組合せ。
【００８６】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又は
Ａｎｇｐｔｌ６との結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【００８７】
　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
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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、以下のものからなる群
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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に指向性を有するアミノ酸配列に
関する：
　ａ）配列番号１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９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１７３～配列番号２１９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２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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３６１～配列番号４５４のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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。
【００８８】
　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１７３～配列番号２１９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２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列若しくは配列番号３
６１～配列番号４５４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２６７～配列番号３１３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１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列若しくは
配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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１７３～配列番号２１９のアミ
ノ酸配列若しくは配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列の１つに対応するよう
に、以下のものからな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１７３～配列番号２１９；
　ｉｉ）配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；及び
　ｉｉｉ）配列番号３６１～配列番号４５４のアミノ酸配列。
【００８９】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
はＡｎｇｐｔｌ６との結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【００９０】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４
、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５
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、又はＡｎｇｐｔｌ６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１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９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１７３～配列番号２１９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２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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なる群から選択され；
アミノ酸残基の第３のストレッチが、
　ｇ）配列番号３６１～配列番号４５４のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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なる群から選択される、アミノ
酸配列に関する。
【００９１】
　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１７
３～配列番号２１９のアミノ酸配列からなる群から選択され；アミノ酸残基の第２のスト
レッチが配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列からなる群から選択され；アミ
ノ酸残基の第３のストレッチが配列番号３６１～配列番号４５４のアミノ酸配列からなる
群から選択される。
【００９２】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡ
ｎｇｐｔｌ６との結合に関する抗原結合部位の一部分を形成する。
【００９３】
　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。
【００９４】
　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４５５～配列番
号５０１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４５５～配列番号５０１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。
【００９５】
　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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔ
ｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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
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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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又は
Ａｎｇｐｔｌ６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。
【００９６】
　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）とから本質的になる場合、本
発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９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１７３～配列番号２１９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なる群から選択され、及び／又
は
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号２６７～配列番号３１３アミノ酸配列；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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なる群から選択され、及び／又
は
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号３６１～配列番号４５４のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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なる群から選択されるようなも
のであるのが好ましい。
【００９７】
　特にこのような本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が配列番号１７３～配列番号２１９
のアミノ酸配列からなる群から選択され、及び／又はＣＤＲ２が配列番号２６７～配列番
号３１３のアミノ酸配列からなる群から選択され、及び／又はＣＤＲ３が配列番号３６１
～配列番号４５４のアミノ酸配列からなる群から選択されるようなものであり得る。
【００９８】
　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）とから本質的になる場合
、本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が、
　ａ）配列番号１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９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１７３～配列番号２１９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なる群から選択され、
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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なる群から選択され、
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；
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　ｈ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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な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。
【００９９】
　特にこのような本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ１が配列番号１７３～配列番号２１９
のアミノ酸配列からなる群から選択され、ＣＤＲ２が配列番号２６７～配列番号３１３の
アミノ酸配列からなる群から選択され、ＣＤＲ３が配列番号３６１～配列番号４５４のア
ミノ酸配列からなる群から選択されるようなものであり得る。
【０１００】
　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
。
【０１０１】
　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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔ
ｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又は
Ａｎｇｐｔｌ６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。
【０１０２】
　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
本質的にな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４５５
～配列番号５０１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４５５～配列番号５０１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。
【０１０３】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（上記されるようなＦＲ１～ＦＲ４、例えば
表Ａ－１において示されるような任意のＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３若しくはＦＲ４のヒト化
フレームワーク領域ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３若しくはＦＲ４（又は好ましくは配列番号４
５５～配列番号４５７、配列番号４５９又は配列番号４６０を有するＴｉｅ２結合剤につ
いての任意の対応するＦＲ）、又は表Ａ－１において示されるような任意のＦＲ１、ＦＲ
２、ＦＲ３又はＦＲ４（又は好ましくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５
９又は配列番号４６０を有するＴｉｅ２結合剤についての任意の対応するＦＲ））、及び
３個の相補性決定領域（それぞれＣＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に
関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配列は、配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４
５９又は配列番号４６０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
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らに本質的に１００％のアミノ酸同一性を有する。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４５５～配列番号４５７、配列番号４５９又は配列番号
４６０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
）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書においてさらに
記載することができる。
【０１０４】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（上記されるようなＦＲ１～ＦＲ４、例えば
表Ａ－１において示されるような任意のＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３若しくはＦＲ４のヒト化
フレームワーク領域ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３若しくはＦＲ４（又は好ましくは配列番号４
６４～配列番号４６９を有するＡｎｇ２結合剤についての任意の対応するＦＲ）、又は表
Ａ－１において示されるような任意のＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３又はＦＲ４（又は好ましく
は配列番号４６４～配列番号４６９を有するＡｎｇ２結合剤についての任意の対応するＦ
Ｒ））、及び３個の相補性決定領域（それぞれＣＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるア
ミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配列は、配列番号４６４～配列番号４６９
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。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４６４～配列番号４６９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）決定することによって、決定することができる（そこではフ
レームワーク領域を形成するアミノ酸残基は無視する）。本発明のかかるアミノ酸配列は
、本明細書においてさらに記載することができる。
【０１０５】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４５５において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４５５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。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４５５の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１０６】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４５６において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４５６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。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４５６の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
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【０１０７】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４５７において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４５７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％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。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４５７の配列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）決定することによって、決定することができる（そこではフレーム
ワーク領域を形成するアミノ酸残基は無視する）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明
細書においてさらに記載することができる。
【０１０８】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４５９において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４５９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。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４５９の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１０９】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６０において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６０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。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４６０の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１０】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６４において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６４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。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４６４の配列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）決定することによって、決定することができる（そこではフレームワーク
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領域を形成するアミノ酸残基は無視する）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１１】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６５において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６５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。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４６５の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１２】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６６において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６６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。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４６６の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１３】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６７において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６７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。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４６７の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１４】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６８において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６８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。このアミノ酸同一性の程度は、例えば、
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上記アミノ酸配列と配列番号４６８の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１５】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域（配列番号４６９において記載されるような
ＦＲ１～ＦＲ４又はそのヒト化フレームワーク）及び３個の相補性決定領域（それぞれＣ
ＤＲ１～ＣＤＲ３）から本質的になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列のＣＤＲ配
列は、配列番号４６９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。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４６９の配列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）決定することによって、決定することができる（そ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）。本発明のかかるアミノ酸配列は、本明細書に
おいてさらに記載することができる。
【０１１６】
　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。
【０１１７】
　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（上記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）ラクダ化した通常のＶＨ配列である
いずれかのフレームワーク配列である。
【０１１８】
　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
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。
【０１１９】
　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。
【０１２０】
　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順番（order）で）含有する
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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。
【０１２１】
　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 ofbinding to serum proteins"と題するAblynx
 N. V.の米国仮特許出願（発明者：Revets, Hilde Adi Pierrette、Kolkman, JoostAlexa
nder、及びHoogenboom, Hendricus Renerus JacobusMattheus）を参照する。
【０１２２】
　好ましいが非限定的な一態様において、本発明は、Ｔｉｅ２に結合し、Ａｎｇ１との相
互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域及び３個の相補性決定領域から本質的になる
アミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列は、配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号
４５９、又は配列番号４６０のアミノ酸配列のうちの少なくとも１つの配列との、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）、又はあま
り本質的ではないが９９％若しくは１００％のアミノ酸同一性を有する。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４５５～配列番号４５７、配列番号
４５９、又は配列番号４６０の配列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）決定することによって、決定することができる。本発明のかかるアミノ酸配列は
、本明細書においてさらに記載することができる、例えばヒト化する、及び／又は多価及
び／又は多重特異性の実施形態にフォーマットすることができる。
【０１２３】
　好ましいが非限定的なさらなる態様において、本発明は、Ａｎｇ２に結合し、Ｔｉｅ２
との相互作用を遮断し、４個のフレームワーク領域及び３個の相補性決定領域から本質的
になるアミノ酸配列に関し、上記アミノ酸配列は、配列番号４６４～配列番号４６９のア
ミノ酸配列のうちの少なくとも１つの配列との、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）、又はあまり本質的ではないが９９％若しく
は１００％のアミノ酸同一性を有する。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４６４～配列番号４６９の配列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）決定することによって、決定することができる。本発明のかかる
アミノ酸配列は、本明細書においてさらに記載することができる、例えばヒト化する、及
び／又は多価及び／又は多重特異性の実施形態にフォーマットすることができる。
【０１２４】
　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
にこれからなり、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
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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。
【０１２５】
　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
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
なる群から選択される。
【０１２６】
　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。
【０１２７】
　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なり、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。
【０１２８】
　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。
【０１２９】
　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。
【０１３０】
　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。
【０１３１】
　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
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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
（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）と好適に連結するポリペプチドが含
まれる。
【０１３２】
　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。
【０１３３】
　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。
【０１３４】
　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。
【０１３５】
　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。
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【０１３６】
　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。
【０１３７】
　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（すなわ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。
【０１３８】
　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、例えば悪性障害、虚血性障害、炎症性障害、感染性障害及び免疫障害の危険性があ
るヒト）のいずれかでのＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４
、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５
、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【０１３９】
　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、例えば悪性障害、虚血性障害、炎症性障害、感染性障害及び免疫障害の危険性があ
るか、又はこれを患うヒト）のいずれかでＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａ
ｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４
、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６を調節するのに適した方法及び量
で、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、
Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ
６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。
【０１４０】
　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、例えば悪性障害、虚血性障害、炎症性障害、感染性障害及び免疫障害の危険性があ
るか、又はこれを患うヒト）のいずれかでＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａ
ｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４
、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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
。
【０１４１】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３
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、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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
Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎ
ｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａ
ｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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％以上低減若しくは阻害
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。
【０１４２】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ
１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３
、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６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。
【０１４３】
　「調節」は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡ
ｎｇｐｔｌ６が関与する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（すなわちそれぞれ、アゴニスト又はアンタゴ
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　ｖｉｔｒｏ
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６０％、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。
【０１４４】
　調節は、例えば、Ｔｉｅ１又はＴｉｅ２と基質又はリガンド（例えば、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、
Ａｎｇｐｔｌ５又はＡｎｇｐｔｌ６等）のうちの１つとのその結合を減少又は阻害するこ
と、及び／又は天然のリガンド、基質と結合を競合することを含むことができる。調節は
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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５若しくはＡｎｇｐｔｌ
６の活性化、又はそれが関与する機構若しくは経路の活性化も含むことができる。調節は
可逆的又は不可逆的であり得るが、通常薬学的目的及び薬理学的目的のためには可逆的で
あるだろう。
【０１４５】
　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。
【０１４６】
　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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６と結合することができる、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、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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６と結合することができる、及び／又はこれ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。
【０１４７】
　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。
【０１４８】
　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
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
。
【０１４９】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ
１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐ
ｔｌ６、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）であり得る。
【０１５０】
　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
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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によるレビューも参照する。
【０１５１】
　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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６と結合することができる、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。
【０１５２】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６、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、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）であり得る。
【０１５３】
　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。
【０１５４】
　別の態様において、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、
Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、
又はＡｎｇｐｔｌ６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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６と結合することができる、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。
【０１５５】
　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。
【０１５６】
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　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。
【０１５７】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ
１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐ
ｔｌ６、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、ループ又は他の細胞
外エピトープ（複数可）であり得る。
【０１５８】
　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。
【０１５９】
　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によるレ
ビューも参照する。
【０１６０】
　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。
【０１６１】
　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。
【０１６２】
　本発明はさらに、本明細書中に記載のアミノ酸配列、化合物、構築物、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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ
１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３
、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６に関連する疾患及び障害を予防
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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。
【０１６３】
　本発明は、治療に使用する、本明細書中に記載のアミノ酸配列、化合物、構築物、ポリ
ペプチド、核酸、宿主細胞、産物及び組成物にも関する。
【０１６４】
　詳細には、本発明は、それを必要とする被験者に、（薬学的に有効な量の）本明細書中
に記載のアミノ酸配列、化合物、構築物又はポリペプチドを投与することによって予防又
は治療することができる疾患又は障害の治療に使用する、本明細書中に記載のアミノ酸配
列、化合物、構築物、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、産物及び組成物にも関する。
【０１６５】
　より詳細には、本発明は、血管新生に関連する疾患及び障害の治療に使用する、アミノ
酸配列、化合物、構築物、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、産物及び組成物に関する。
【０１６６】
　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
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。
【０１６７】
　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。
【０１６８】
　これより本発明は、以下の非限定的な図面によりさらに説明される。
【図面の簡単な説明】
【０１６９】
【図１】クローンの選択のためのＴｉｅ２結合アッセイを示した図である。陰性対照は、
ウイルス抗原に対して選択された無関係のファージの追加したもの、及びファージを追加
しないものである。
【図２】選択されたＰ．Ｅ．のＴｉｅ２－Ａｎｇ１遮断アッセイを示した図である。陰性
対照は、ウイルス抗原に対して選択された無関係のＰ．Ｅ．を追加したもの、及びＰ．Ｅ
．を追加しないものである。５個のクローン（ファミリーＩ、ＩＩ、ＩＩＩ及びＩＶ）が
、Ａｎｇ－１結合の有意な遮断を示す。
【図３】希釈系列における精製ナノボディのＴｉｅ２－Ａｎｇ１遮断アッセイを示した図
である。陰性対照は、ウイルス抗原に対して選択された無関係のナノボディを追加したも
の、及びナノボディを追加しないものである。
【図４】希釈系列における精製ナノボディのＴｉｅ２－Ａｎｇ２遮断アッセイを示した図
である。陰性対照は、ウイルス抗原に対して選択された無関係のナノボディを追加したも
の、及びナノボディを追加しないものである。Ｔｉｅ２－Ａｎｇ１を遮断するナノボディ
のどれも、Ａｎｇ２とＴｉｅ２との結合を遮断することができない。
【図５】クローンの選択のためのＡｎｇ２結合アッセイを示した図である。陰性対照は、
ウイルス抗原に対して選択された無関係のファージを追加したもの、及びファージを追加
しないものである。
【図６】クローンの選択のためのＡｎｇ２－Ｔｉｅ２遮断アッセイを示した図である。陰
性対照は、ウイルス抗原に対して選択された無関係のＰ．Ｅ．を追加したもの、及びＰ．
Ｅ．を追加しないものである。６つのクローン（ファミリーＩ）が、Ｔｉｅ２とのＡｎｇ
－２結合の有意な遮断を示す。
【図７】希釈系列における精製ナノボディのＡｎｇ２－Ｔｉｅ２遮断アッセイを示した図
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である。陰性対照は、ウイルス抗原に対して選択された無関係のナノボディを追加したも
の、及びナノボディを追加しないものである。
【図８】クローンの選択のためのＡｎｇ１結合アッセイを示した図である。陰性対照は、
ウイルス抗原に対して選択された無関係のファージを追加したもの、及びファージを追加
しないものである。
【図９】クローンの選択のためのＡｎｇ４結合アッセイを示した図である。陰性対照は、
ウイルス抗原に対して選択された無関係のファージを追加したもの、及びファージを追加
しないものである。
【図１０】クローンの選択のためのＡｎｇｐｔｌ４結合アッセイを示した図である。陰性
対照は、ウイルス抗原に対して選択された無関係のファージを追加したもの、及びファー
ジを追加しないものである。
【図１１】Ａｋｔに対するリン酸化Ａｋｔの比を報告した図である。φはＡｎｇ－１刺激
を行っていない試料を示す。試験された抗Ｔｉｅ２ナノボディの中で、ナノボディ１６３
Ｅ９のみが、７．５μｇ／ｍｌ（約５００ｎＭ）及び１μｇ／ｍｌ（約６７ｎＭ）の両方
でＡｎｇ１により誘導されたＡｋｔリン酸化を遮断することができた。他のＴｉｅ－２ナ
ノボディのどれも、ＡＫｔのリン酸化を阻害しなかった。
【図１２】ＥＲＫに対するリン酸化ＥＲＫの比を報告した図である。φはＡｎｇ１刺激を
行っていない試料を示す。試験された抗Ｔｉｅ２ナノボディの中で、ナノボディ１６３Ｅ
９のみが、７．５μｇ／ｍｌ（約５００ｎＭ）及び１μｇ／ｍｌ（約６７ｎＭ）の両方で
Ａｎｇ１により誘導されたＥｒｋリン酸化を遮断することができた。他のＴｉｅ－２ナノ
ボディのどれも、Ｅｒｋのリン酸化を阻害しなかった。
【図１３】Ａｋｔに対するリン酸化Ａｋｔの比を報告した図である。ナノボディ１６３Ｅ
９は、Ａｎｇ－１により誘導されたＡｋｔのリン酸化を用量依存的に阻害した。
【図１４】ＥＲＫに対するリン酸化ＥＲＫの比を報告した図である。ナノボディ１６３Ｅ
９は、Ａｎｇ－１により誘導されたＥｒｋのリン酸化を用量依存的に阻害した。
【図１５】Ｔｉｅ－２ナノボディ１６３Ｅ９がＡｎｇ－１の抗アポトーシス効果を回復さ
せることを示した図である。
【図１６】ナノボディ１６３Ｅ９がＴｉｅ－２のＡｎｇ－１により誘導されたリン酸化を
用量依存的に阻害することを示した図である。
【図１７】ナノボディ１６３Ｅ９が内皮細胞のＡｎｇ－１により誘導された出芽を用量依
存的に阻害することを示した図である。
【発明を実施するための形態】
【０１７０】
［発明の詳細な説明］
　本明細書、実施例及び特許請求の範囲において：
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該技術分野における通
常の意味を有し、当業者にとって明らかである。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 SpringHarbor Laboratory 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", 2ndedi
tion, 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一般的な背景技術を参照する。
【０１７１】
ｂ）特に他に指示がなければ、用語「免疫グロブリン配列」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通常の四本鎖抗体に言及するのに使用されるかに関係なく
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、全長抗体、その個々の鎖、及びその一部、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。さらに（例えば「免疫グロブリン配列」
、「抗体配列」、「可変ドメイン配列」、「ＶＨＨ配列」又は「タンパク質配列」等の用
語で）本明細書で使用される用語「配列」は一般的に、文脈上さらなる限定的な解釈が要
求される場合を除き、関連のアミノ酸配列と、これをコードする核酸配列又はヌクレオチ
ド配列との両方を含むと理解されるべきである。また、本明細書で使用される「ヌクレオ
チド配列」は、該ヌクレオチド配列を有する核酸分子も包含し、そのため「ヌクレオチド
配列」及び「核酸」は同等であると考えられ、本明細書中で区別なく使用されるものとす
る。
【０１７２】
ｃ）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。また例えば、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一般的な背景技
術、並びに本明細書で言及されるさらなる参考文献並びに以下の総説、Presta, Adv. Dru
g Deliv. Rev. 2006, 58 (5-6): 640-56; Levin andWeiss, Mol. Biosyst. 2006, 2(1): 
49-57; Irving et al., J.Immunol. Methods,2001, 248(1-2), 31-45; Schmitz et al., 
Placenta, 2000, 21 Suppl. A, S106-12,Gonzales et 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。
【０１７３】
ｄ）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。
【０１７４】
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１】

【０１７５】
ｅ）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。
【０１７６】
　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。
【０１７７】
　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。
【０１７８】
　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。
【０１７９】
ｆ）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、すなわち本明細書に規定の「アミノ酸差異
」と考えられる。
【０１８０】
　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。
【０１８１】
　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。
【０１８２】
　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。
【０１８３】
　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。
【０１８４】
　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。
【０１８５】
　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。
通常の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。
【０１８６】
ｇ）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。
【０１８７】
ｈ）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。
【０１８８】
ｉ）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「から本質的になる」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。
【０１８９】
ｊ）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。
【０１９０】
ｋ）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なるポリ
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。
【０１９１】
ｌ）「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。
【０１９２】
ｍ）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。
【０１９３】
ｎ）「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（すなわち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）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（すなわち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
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、より好ましくは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。
【０１９４】
　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。
【０１９５】
　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すなわち解離
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（Ｋ

Ａ））（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。
【０１９６】
　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。
【０１９７】
　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。
【０１９８】
　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。
【０１９９】
　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。
【０２００】
　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。
【０２０１】
　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。
【０２０２】
　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。
【０２０３】
ｏ）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（すなわち、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、Dennis
 et al., J. Biol. Chem 277:35035-42（2002）及び標準的なハンドブック（例えばKenne
th, A et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbookfor Pharmacists及
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びPeters et al, Pharmacokinete analysis:A Practical Approach（1996））を参照する
。"Pharmacokinetics", M Gibaldi & D Perron, Marcel Dekker発行, 2nd Rev. edition
（1982）も参照する。
【０２０４】
　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。
【０２０５】
　例えば、本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドの半減期は、以下のように、齧歯類モ
デル又は非ヒト霊長類モデルにおいて実行される薬物動態研究を用いて決定することがで
きる。動物群（ｎ＝２～１０）に、１ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの２Ｄ３－１７Ｄ１
２融合タンパク質の静脈内ボーラス注射を与える。投薬後に異なる時点（例えば、投薬後
１時間、２時間、４時間、６時間、８時間、１２時間、２４時間、４８時間、１４４時間
、１９２時間、２４０時間、２８８時間及び３３６時間）で、血漿試料を静脈で採取し、
ＥＬＩＳＡによって２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパク質の存在について解析した。時間に
対する血漿濃度を、２コンパートメント消失モデルに適合させる。クリアランス、Ｖ１、
定常状態容積（Ｖｓｓ）、Ｔ１／２、ＡＵＣ、及び投与された実際の用量について補正し
たＡＵＣ（ＡＵＣ／用量）の薬物動態パラメーターを、各々の処理群について平均化する
。群間の差は分散解析によって決定する。
【０２０６】
ｐ）本発明との関連では、「調節」は一般的に、好適なｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ、細胞
アッセイ又はｉｎ　ｖｉｖｏアッセイを使用して測定するような標的又は抗原の活性の低
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（通常関与す
る標的又は抗原によって変わる）を用いて測定するように、同じであるが、本発明の構築
物が存在しない条件下での同じアッセイにおける標的又は抗原の活性に比べて、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％以上標的又は抗原の活性を低減又は阻害すること、代替的に（関連又は対象の
）生物学的活性を増大することを意味し得る。
【０２０７】
　当業者にとって明らかなように、「調節」は、同じであるが、本発明の構築物が存在し
ない条件下に比べて、１つ又は複数のそのリガンド、結合パートナー、ホモマルチマー形
態若しくはヘテロマルチマー形態で結び付くパートナー又は基質の親和性、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
／又は標的又は抗原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）に対する標的又は抗原の感度を変化させること（増大又は減少の
いずれであってもよい）を伴い得る。当業者にとって明らかなように、関与する標的又は
抗原に応じて、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
を用いてさらにこれを求めてもよい。
【０２０８】
　「調節」は、標的又は抗原が関与する（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（すなわち標的又は抗原及び
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所望の生物学的作用若しく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、又は逆アゴニストとしての活性を与える）ことも意味し得る。ここでも同様に、当
業者にとって明らかなように、関与する標的又は抗原に応じて、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　ｖｉｔｒｏ及び通常は細胞又はアッセイ
内）アッセイを使用して、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てのこのような作用は、対象の生物
学的活性又は生理学的活性をそれぞれ、同じであるが、本発明の構築物が存在しない条件
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６０％、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。
【０２０９】
　調節は例えば、標的又は抗原のアロステリック調節、及び／又は標的又は抗原とその基
質又はリガンドの１つとの結合の低減又は阻害及び／又は標的又は抗原との結合に対する
基質である天然リガンドとの競合も伴い得る。調節は、標的若しくは抗原、又はそれが関
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、標的若しくは抗原のフォ
ールディング若しくは立体構造に関して、又は標的若しくは抗原がフォールディングする
能力、（例えばリガンドの結合の際に）その立体構造を変更する能力、他の（サブ）ユニ
ットと結び付く能力、又は解離する能力に関して変化させることも伴い得る。調節は例え
ば、標的若しくは抗原が、他の化合物を移動させる能力、又は他の化合物（イオン等）に
対するチャネルとして働く能力を変化させることも伴い得る。
【０２１０】
　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。
【０２１１】
ｏ）本発明は、本願において記載されるアミノ酸配列のうちの１つの結合を交差遮断する
アミノ酸配列、及び／又は本願において記載されるアミノ酸配列のうちの１つによるＡｎ
ｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅの結合を交差遮断するアミノ酸配列もまた提供する。用語「
交差遮断（"cross-block", "cross-blocked" and"cross-blocking"）」は、本明細書中で
区別なく使用し、アミノ酸配列又は他の結合因子が、他の本発明のアミノ酸配列又は結合
因子とＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅとの結合を妨げる能力を意味する。本発明のアミ
ノ酸配列又は他の結合因子が別のアミノ酸配列又は他の結合因子とＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ
又はＴｉｅとの結合を妨げることができる範囲、ひいては本発明に従っての交差遮断する
ということができるか否かを、競合結合アッセイを使用して求めることができる。１つの
特に好ましい定量的な交差遮断アッセイは、表面プラズモン共鳴技術を用いて相互作用の
範囲を測定することができるビアコア機器を使用する。別の好適な定量的な交差遮断アッ
セイは、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅとのこれらの結合に関して、アミノ酸配列又は
他の結合因子間の競合を測定するＥＬＩＳＡに基づくアプローチを使用する。本発明の他
の好ましいアミノ酸配列は、配列番号４５５～配列番号５０１を有する少なくとも１つの
アミノ酸配列と交差遮断する、又は配列番号４５５～配列番号５０１を有する少なくとも
１つのアミノ酸配列により交差遮断される、単一可変ドメインを少なくとも１つ含むアミ
ノ酸配列である。概して以下に、アミノ酸配列又は他の結合因子が、本発明に従って交差
遮断するか、又は交差遮断することができるか否かを説明している。このアッセイは、本
明細書中に記載のＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ結合因子のいずれかと共に使用するこ
とができることが理解されよう。ビアコア機器（例えばビアコア３０００）は、製造元の
推奨に沿って操作する。このように、１つの交差遮断アッセイでは、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔ
ｌ又はＴｉｅでコーティングする表面を作製するのに、標準的なアミンカップリングケミ
ストリを用いて、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅタンパク質をＣＭ５ビアコアチップと
連結させる。典型的に２００個～８００個のＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅの共鳴単位
をチップに連結させる（容易に測定可能なレベルの結合を与えるが、使用する試験試薬の
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濃度によって容易に飽和することができる量）。互いに交差遮断する能力を評価する、２
つの試験アミノ酸配列（Ａ＊及びＢ＊と呼ばれる）を、好適なバッファー中で、１：１の
結合部位のモル比で混合し、試験混合物を作製する。結合部位ベースの濃度を算出する場
合、アミノ酸配列の分子量は、アミノ酸配列の全分子量を、このアミノ酸配列上のＡｎｇ
、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ結合部位の数で除算したものであると見なす。試験混合物中の
各アミノ酸配列の濃度は、ビアコアチップ上に捕捉されたＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉ
ｅ分子上のこのアミノ酸配列に対する結合部位を容易に飽和するのに十分高いものとする
。混合物中のアミノ酸配列は、典型的に（結合部位ベースで）１．００マイクロモル～１
．５マイクロモルである（結合部位ベースの）モル濃度と同じである。Ａ＊及びＢ＊を単
独で含有する分離溶液も調製する。これらの溶液中のＡ＊及びＢ＊は、試験混合物と同じ
バッファー中で、かつ同じ濃度であるとする。試験混合物をＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴ
ｉｅコーティングビアコアチップに通し、結合総量を記録する。それから、チップ結合Ａ
ｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを損なうことなく、結合したアミノ酸配列を取り除くよう
にチップを処理する。典型的に、チップを３０ｍＭのＨＣｌで６０秒処理することによっ
てこれを行う。その後、Ａ＊単独の溶液をＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅコーティング
表面に通し、結合量を記録する。さらに、チップを処理し、チップ結合Ａｎｇ、Ａｎｇｐ
ｔｌ又はＴｉｅを損なうことなく、結合したアミノ酸配列を全て取り除く。それから、Ｂ
＊単独の溶液をＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅコーティング表面に通し、結合量を記録
する。次に、Ａ＊とＢ＊との混合物の理論最大結合を算出し、これは単独でＡｎｇ、Ａｎ
ｇｐｔｌ又はＴｉｅ表面を通した際の各アミノ酸配列の結合の合計である。実際に記録さ
れた混合物の結合がこの理論最大よりも小さい場合、２つのアミノ酸配列は互いに交差遮
断している。このように概して、交差遮断する本発明のアミノ酸配列又は他の結合因子は
、アッセイ中、及び本発明の第２のアミノ酸配列又は他の結合因子の存在下で、記録され
た結合が、組合せた２つのアミノ酸配列又は結合因子の最大理論結合（直前に規定）の８
０％～０．１％（例えば８０％～４％）、具体的に最大理論結合の７５％～０．１％（例
えば７５％～４％）、及びより具体的に最大理論結合の７０％～０．１％（例えば７０％
～４％）であるように、上記のビアコア交差遮断アッセイで標的と結合するものである。
上記のビアコアアッセイは、アミノ酸配列又は他の結合因子が本発明に従って互いに交差
遮断するかどうかを求めるのに使用する主なアッセイである。稀に、特定のアミノ酸配列
又は他の結合因子が、ＣＭ５ビアコアチップとアミンケミストリを介して連結したＡｎｇ
、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅと結合しないことがある（通常、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴ
ｉｅ上の関連の結合部位がチップとの連結によって塞がれるか、又は破壊される場合にこ
れが起こる）。このような場合、タグ付け型、例えばＮ末端Ｈｉｓ標識Ａｎｇ、Ａｎｇｐ
ｔｌ又はＴｉｅ（R & D Systems, Minneapolis, MN, USA;2005 カタログ番号１４０６－
ＳＴ－０２５）を用いて交差遮断を求めることができる。この特定のフォーマットで、抗
Ｈｉｓアミノ酸配列をビアコアチップに連結させた後、Ｈｉｓ標識したＡｎｇ、Ａｎｇｐ
ｔｌ又はＴｉｅをチップの表面上に通し、抗Ｈｉｓアミノ酸配列で捕捉する。各チップ再
生サイクル後に、抗Ｈｉｓアミノ酸配列コーティング表面上に、新たなＨｉｓ標識したＡ
ｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを充填し戻すことを除いて、本質的に上記のように、交差
遮断解析を行う。Ｎ末端Ｈｉｓ標識したＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを使用するとし
て与えられた例の他に、代替的にＣ末端Ｈｉｓ標識したＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ
を使用することができる。
【０２１２】
　さらに、当該技術分野で既知の様々な他のタグ及びタグ結合タンパク質の組合せをこの
ような交差遮断解析に使用することができる（例えば、抗ＨＡ抗体によるＨＡタグ；抗Ｆ
ＬＡＧ抗体によるＦＬＡＧタグ；ストレプトアビジンによるビオチンタグ）。概して以下
に、抗Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅアミノ酸配列又は他のＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又は
Ｔｉｅ結合因子が、本明細書中に規定のように、交差遮断するか、又は交差遮断すること
ができるか否か求めるＥＬＩＳＡアッセイを説明している。このアッセイは、本明細書中
に記載のＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ結合因子のいずれかと共に使用することができ
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ることが理解されよう。このアッセイの一般原理は、ＥＬＩＳＡプレートのウェル上にコ
ーティングした抗Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅアミノ鎖配列又は結合因子を有するこ
とである。過剰量の第２の、潜在的に交差遮断する抗Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅア
ミノ酸配列を溶液中に添加する（すなわちＥＬＩＳＡプレートと結合しない）。それから
、限定量のＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅをウェルに添加する。コーティングしたアミ
ノ酸配列と溶液中のアミノ酸配列とは、限定数のＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ分子の
結合に対して競合する。プレートを洗浄し、コーティングしたアミノ酸配列と結合してい
ない過剰なＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを取り除き、また第２の溶液相のアミノ酸配
列及び第２の溶液相のアミノ酸配列とＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅとの間に形成され
る任意の複合体を取り除く。その後、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを検出するのに適
切なＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ検出試薬を使用して、結合標的の量を測定する。コ
ーティングしたアミノ酸配列を交差遮断することができる溶液中のアミノ鎖配列によって
、第２の溶液相のアミノ酸配列の非存在下でコーティングしたアミノ酸配列と結合するＡ
ｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ分子の数に比べて、コーティングしたアミノ酸配列と結合
するＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ分子の数を低減させることができる。アミノ酸配列
を固定化させるように、第１のアミノ酸配列、例えばナノボディ－Ｘを選択する場合、第
１のアミノ酸配列をＥＬＩＳＡプレートのウェル上にコーティングし、その後、プレート
を好適な遮断溶液で遮断し、その後添加する試薬の非特異的な結合を最小にする。ナノボ
ディ－ＹＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ結合部位の１つのウェル当たりのモルが、ＥＬ
ＩＳＡプレートのコーティング中に使用したナノボディ－ＸＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴ
ｉｅ結合部位の１つのウェル当たりのモルの少なくとも１０倍になるように、過剰量の第
２のアミノ酸配列、すなわちナノボディ－ＹをＥＬＩＳＡプレートに添加する。それから
、添加したＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅの１つのウェル当たりのモルが、各ウェルを
コーティングするのに使用したナノボディ－ＸＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ結合部位
のモルの少なくとも２５分の１になるように、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを添加す
る。好適なインキュベート期間の後、ＥＬＩＳＡプレートを洗浄し、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔ
ｌ又はＴｉｅ検出試薬を添加し、コーティングした抗Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅア
ミノ酸配列（この場合、ナノボディ－Ｘ）と特異的に結合したＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又は
Ｔｉｅの量を測定する。アッセイに関するバックグラウンドシグナルは、コーティングし
たアミノ酸配列（この場合、ナノボディ－Ｘ）、第２の溶液相のアミノ酸配列（この場合
、ナノボディ－Ｙ）、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅバッファーのみ（すなわちＡｎｇ
、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅを添加しない）及びＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ検出試薬
を用いてウェル中で得られたシグナルと定義する。アッセイに関する陽性対照シグナルは
、コーティングしたアミノ酸配列（この場合、ナノボディ－Ｘ）、第２の溶液相のアミノ
酸配列バッファーのみ（すなわち第２の溶液相のアミノ酸配列を添加しない）、Ａｎｇ、
Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ及びＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅ検出試薬を用いてウェル中
で得られたシグナルと定義する。陽性対照シグナルがバックグラウンドシグナルの少なく
とも６倍になるように、ＥＬＩＳＡアッセイを行い得る。どのアミノ酸配列をコーティン
グアミノ酸配列として使用し、どのアミノ酸配列を第２の（競合）アミノ酸配列として使
用するかという選択に起因する任意のアーチファクト（artefects）（例えば有意に異な
る、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅに対するナノボディ－Ｘとナノボディ－Ｙとの親和
性）を避けるために、架橋遮断アッセイを２つのフォーマットで行い得る：１）フォーマ
ット１は、ナノボディ－Ｘが、ＥＬＩＳＡプレート上にコーティングするアミノ酸配列で
あり、かつナノボディ－Ｙが、溶液中にある競合アミノ酸配列である場合であり、また２
）フォーマット２は、ナノボディ－Ｙが、ＥＬＩＳＡプレート上にコーティングするアミ
ノ酸配列であり、かつナノボディ－Ｘが、溶液中にある競合アミノ酸配列である場合であ
る。ナノボディ－Ｘ及びナノボディ－Ｙは、フォーマット１又はフォーマット２のいずれ
かで、溶液相の抗Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅアミノ酸配列が、溶液相の抗Ａｎｇ、
Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉｅアミノ酸配列の非存在下で得られたＡｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴ
ｉｅ検出シグナル（すなわち陽性対照ウェル）に比べて、Ａｎｇ、Ａｎｇｐｔｌ又はＴｉ
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ｅ検出シグナル（すなわちコーティングしたアミノ酸配列で結合したＡｎｇ、Ａｎｇｐｔ
ｌ又はＴｉｅの量）の６０％～１００％、具体的に７０％～１００％、及びより具体的に
８０％～１００％の低減を引き起こすことができる場合、交差遮断すると定義する。この
ようなＥＬＩＳＡ系交差遮断アッセイは、実施例「ｘｘｘ」（「ＥＬＩＳＡベースの交差
遮断アッセイ（Elisa-based cross-blocking assay）」）に見ることができる。
【０２１３】
ｐ）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、ナノボディの一部、断片、類似体又は誘導体（本明細書中に記載）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。
【０２１４】
ｑ）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（例えば本明細書の図２を参照されたい）にお
いてラクダ由来のＶＨＨドメインに適用されるように、Kabat et al. （"Sequence of pr
oteins ofimmunological interest", US Public Health Services, NIH Bethesda, MD,Pu
blication 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５
０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（すなわ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が
可能な数より多くのアミノ酸残基を含んでいてもよい）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）］。
【０２１５】
　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、特許請求の範囲及び図面では、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。
【０２１６】
ｒ）標的又は抗原に関して、標的又は抗原上の「相互作用部位」という用語は、リガンド
、受容体若しくは他の結合パートナーとの結合に関する部位、触媒部位、開裂部位、アロ
ステリック相互作用に関する部位、標的又は抗原の多量体化（ホモマー化又はマルチマー
化等）に関与する部位である、標的又は抗原上のアミノ酸残基の部位、エピトープ、抗原
決定部位、部分、ドメイン又はストレッチ、或いは標的又は抗原の生物学的作用又は機構
に関与する標的又は抗原上のアミノ酸残基の他の部位、エピトープ、抗原決定基、部分、
ドメイン又はストレッチのいずれかを意味する。より一般的には、「相互作用部位」は、
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本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドが、（本明細書中に規定のように）標的又は抗原
（及び／又は標的又は抗原が関与する任意の経路、相互作用、シグナル伝達、生物学的機
構又は生物学的作用）を調節するように結合することができる、標的又は抗原上のアミノ
酸残基の部位、エピトープ、抗原決定基、部分、ドメイン又はストレッチのいずれかであ
り得る。
【０２１７】
ｓ）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。
【０２１８】
　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
るレビュー、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 Universite
it Brussel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
／３７６８１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０１／４４３０
１号、欧州特許第１１３４２３１号及び国際公開第０２／４８１９３号；Vlaams Institu
ut voor Biotechnologie（VIB）の国際公開第９７／４９８０５号、国際公開第０１／２
１８１７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／
０５０５３１号；カナダの国立研究評議会による国際公開第０１／９０１９０号；Instit
ute of Antibodiesによる国際公開第０３／０２５０２０号（＝欧州特許第１４３３７９
３号）；並びにAblynx N.V.による国際公開第０４／０４１８６７号、国際公開第０４／
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０６／
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）
。
【０２１９】
　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通常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、及び通常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。
【０２２０】
　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ドメインを通常の四
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断片等の通常の抗体断片、ＶＬドメインと共
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有結合するＶＨドメインからなるＳｃＦｖ断片等で）組合せる必要がある）と区別する。
【０２２１】
　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（
すなわ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、通常のＶＨドメイン及びＶＬドメイン、ｓｃＦｖ又は通常の抗体
断片（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（すなわち特別に設計されたリンカー（ｓｃＦ
ｖ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（例えば通常の抗体断片）を使用する
必要がない。
　ＶＨＨドメイン及びナノボディは、通常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、すなわち通常のＩｇＧの１０分の１）ため、このような通常
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、（特に通常の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、したがって通常の四本鎖
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）。
【０２２２】
　特定の好ましい一態様において、本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２
、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔ
ｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に対するナ
ノボディ、及び詳細には温血動物由来のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、
Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、
Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に対するナノボデ
ィ、及びより詳細には哺乳動物由来のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ
３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａ
ｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に対するナノボディ
、及び具体的にヒトＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
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はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎ
ｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０２２３】
　特に、本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎ
ｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２、に対する通常の抗体又はその断片に
比べて、このような通常の抗体又は抗体断片（Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｓｃ
Ｆｖ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、及びまた通常の抗体の可変ドメインに由来し得るいわゆる「ｄＡ
ｂ」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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡ
ｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐ
ｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より
好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に対する親和性及び／又は結合活性の増大、
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より
好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２のいずれかに対する特異性の増大、
　異なる種由来のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又は
Ａｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇ
ｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２のいずれか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
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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。
【０２２４】
　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なっていてもよく、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（すなわちＴｉｅ１、Ｔｉ
ｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａ
ｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくは
Ｔｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ
２又はＡｎｇ２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）（すなわちＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２
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なり得
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。
【０２２５】
　本発明のナノボディにおいて、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、
Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、よ
り好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ま
しくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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 H
uston, Biophysical Journal, 71, October 1996, 2002-2011、欧州特許第０６４０１３
０号、国際公開第０６／０７２６０号、及びAblynx N.V.による２００６年１１月２７日
付けで出願された"Immunoglobulindomains with multiple binding sites"と題する米国
仮特許出願を参照する。
【０２２６】
　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（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Ｔｉ
ｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐ
ｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より
好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好まし
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くはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ
４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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（すなわち、ヒトＴｉｅ１、
Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２
、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好まし
くはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴ
ｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉ
ｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐ
ｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より
好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好まし
くはＴｉｅ２又はＡｎｇ２のような２種以上の哺乳動物由来のＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ
３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎ
ｇ２に対する指向性）を有していても又は有しなくてもよい。
【０２２７】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ
４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ
５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又
はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ２
上のＡｎｇ１の結合部位、又はＡｎｇ２上のＴｉｅ２の結合部位に指向性を有することが
推測され、また好ましい。
【０２２８】
　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すなわち「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」すなわち「ＦＲ１」、「フレームワーク領域２」すなわち
「ＦＲ２」、「フレームワーク領域３」すなわち「ＦＲ３」及び「フレームワーク領域４
」すなわち「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
域すなわち「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
」すなわち「ＣＤＲ１」、「相補性決定領域２」すなわち「ＣＤＲ２」及び「相補性決定
領域３」すなわち「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。
【０２２９】
　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（すなわち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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ
４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ



(57) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔ
ｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡ
ｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎ
ｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合し得るようなものである。
【０２３０】
　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
Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎ
ｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、
より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好
ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合するようなものであることが好ましい。
【０２３１】
　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
、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、
Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎ
ｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、
より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好
ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０２３２】
　本発明のナノボディ（及びこれを含むポリペプチド）とＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２
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。
【０２３３】
　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
なる、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列の少なくとも１つとの少なくとも
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８０％のアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号１７３～配列番号２１９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なる群から選択され、及び／又
は
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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なる群から選択され、及び／又
は
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号３６１～配列番号４５４のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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な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。
【０２３４】
　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
）とからなる、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡ
ｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐ
ｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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１７３～配列番号２１９のアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１７３～配列番号２１９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１７３～配列番号２１９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なる群から選択され、
ＣＤＲ２が、
　ｄ）配列番号２６７～配列番号３１３のアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号２６７～配列番号３１３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２６７～配列番号３１３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なる群から選択され、
ＣＤＲ３が、
　ｇ）配列番号３６１～配列番号４５４７のアミノ酸配列；
　ｈ）配列番号３６１～配列番号４５４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３６１～配列番号４５４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な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。
【０２３５】
　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
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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
。
【０２３６】
　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
。
【０２３７】
　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
成熟技法を用いる親和性成熟によってｇ）によるＣＤＲから誘導されるＣＤＲであり得る
。
【０２３８】
　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。
【０２３９】
　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。
【０２４０】
　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（すなわち表Ａ－１の同じ行で言及されるＣＤＲ１配列、ＣＤ
Ｒ２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（すなわち表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ＣＤＲ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）。
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【０２４１】
　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な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。
【０２４２】
　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。
【０２４３】
表Ａ－１：ＣＤＲ配列の好ましい組合せ、フレームワーク配列の好ましい組合せ、及びフ
レームワーク配列とＣＤＲ配列との好ましい組合せ
（「ＩＤ」は添付の配列表中の配列番号を示す）
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【０２４４】
　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配列からなる群から；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配列それぞれからなる群から；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



(66) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

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配列それぞれからなる群から好適に選択される。
【０２４５】
　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（すなわち本明細書で規定のように）選択され、ＣＤＲ２配列が好適
なＣＤＲ２配列から（すなわち本明細書で規定のように）選択され、ＣＤＲ３配列が好適
なＣＤＲ３配列から（すなわ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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａ
ｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４
、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ
３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎ
ｇ２と結合するように選択されるのが好ましい。
【０２４６】
　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配列からなる群から；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
列からなる群から；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配列からなる群から好適
に選択される。
【０２４７】
　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配列からなる群から；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
らなる群から；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配列それぞれからなる群から好適に選
択される。
【０２４８】
　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配列からなる群から；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配列からな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配列からなる
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配列それぞれからなる群から；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
差異を有するＣＤＲ１配列及びＣＤＲ２配列それぞれからなる群から好適に選択される。
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【０２４９】
　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配列からなる群から；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
なる群から；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配列それぞれからなる群から好適に選択され
る。
【０２５０】
　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配列からな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配列からなる群から好適に選択される。
【０２５１】
　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からな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配列それぞれからなる群から；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
列それぞれからなる群から好適に選択される。
【０２５２】
　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配列からな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
からなる群から；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配列からなる群から好適に選
択される。
【０２５３】
　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配列からな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配列からなる群から好適
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配列からなる群から；及び／又は表Ａ－１で挙げられ
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
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配列からなる群から好適に選択される。
【０２５４】
　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配列からなる群から好適に選択される。
【０２５５】
　また概して、表Ａ－１で挙げられるＣＤＲの組合せ（すなわち表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配列からなる群から；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配列からな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（すなわち表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ＣＤ
Ｒ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ＣＤ
Ｒ配列からなる群から；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配列からな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。
【０２５６】
　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。
【０２５７】
　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
。
【０２５８】
　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）。
【０２５９】
　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
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
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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。
【０２６０】
　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。
【０２６１】
　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。
【０２６２】
　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。
【０２６３】
　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４５５～配列番号５０１、より好ましくは列番号４５５～配列番号４５７、配列番
号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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。
【０２６４】
　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（すなわ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。
【０２６５】
　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）とからな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。
【０２６６】
　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４５５～
配列番号５０１、より好ましくは配列番号列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５
９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９のうちの少なくとも１つのＣ
ＤＲ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％のアミノ酸同一性を有するナノ
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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４５
５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号列番号４５５～配列番号４５７、配列番号
４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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。
【０２６７】
　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４５５～配列番号５０１
、より好ましくは配列番号列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４
６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９からなる群から、又は配列番号配列番号４５
５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号列番号４５５～配列番号４５７、配列番号
４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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な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。
【０２６８】
　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４５５～
配列番号５０１、より好ましくは配列番号列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５
９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９のナノボディのヒト化変異体
に関する。
【０２６９】
　「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
本質的にな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なるポリペプチドがより好ましく、他も同様で
ある。
【０２７０】
　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
的にな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な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。
【０２７１】
　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か
ら本質的になる。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なるタンパク質又はポリペプチドに比べて
、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より
好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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る。
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【０２７２】
　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（すなわち別のエピトープ
、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
これからなり、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る。
【０２７３】
　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なる。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。
【０２７４】
　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。
【０２７５】
　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。
【０２７６】
　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
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
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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）。
【０２７７】
　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（すなわちＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇ
ｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に指向
性を有しない）ナノボディ）を含有し得る。
【０２７８】
　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
。
【０２７９】
　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。
【０２８０】
　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。
【０２８１】
　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
定数（ＫＤ）で（すなわち１０５Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、及び好ましくは１０
７Ｌ／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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎ
ｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔ
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ｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、
又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、よ
り好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ま
しくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合するようなものであるのが好ましい。
【０２８２】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、
Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ
６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、よ
り好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ
３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎ
ｇ２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。
【０２８３】
　本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドとＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ
４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ
１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０２８４】
　本発明の好ましいこの態様による他のポリペプチドは例えば、配列番号４５５～配列番
号５０１、より好ましくは列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４
６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９のアミノ酸配列の１つ又は複数と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なる群から選択され得る。該アミノ酸配列内に
含まれるナノボディは、本明細書中にさらに規定されるようなものが好ましい。
【０２８５】
　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。
【０２８６】
　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
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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。
【０２８７】
　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（すなわち組成物
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。
【０２８８】
　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。
【０２８９】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、
Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、
Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０２９０】
　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。
【０２９１】
　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
」すなわち「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。
【０２９２】
　１つの好ましい群のナノボディは、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ
３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａ
ｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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
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なＶＨＨ配列は概して、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４
、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５
、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又は
Ａｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２をラクダ科動物種に好適に（すな
わち免疫応答及び／又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４
、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５
、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又は
Ａｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に指向性を有する重鎖抗体を産生
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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａ
ｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４
、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に指向性を有す
るＶＨＨ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。
【０２９３】
　代替的に、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎ
ｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴ
ｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２
又はＡｎｇ２、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０３／０
２５０２０号及び国際公開第０３／０３５６９４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。
【０２９４】
　このように、別の態様において、本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２
、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔ
ｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合することができる、及び／又はこれに対する
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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
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より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合することができる、及び／又はこれに対する
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。
【０２９５】
　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
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。
【０２９６】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２、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。
【０２９７】
　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によるレビューも参照する。
【０２９８】
　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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎ
ｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合することができる、及び／又はこれに
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、Ｔｉ
ｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐ
ｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より
好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好まし
くはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合することができる、及び／又はこれ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。
【０２９９】
　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。また、この方法では、細胞の試料は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐ
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ｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ
２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又は
Ａｎｇ２、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。
【０３００】
　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。
【０３０１】
　別の態様において、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、
Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、
又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡ
ｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合することができる、及び／又はこれに対する
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。
【０３０２】
　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。
【０３０３】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、
Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ
６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、よ
り好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２、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。
【０３０４】
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　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によるレビューも参照する。
【０３０５】
　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。
【０３０６】
　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。
【０３０７】
　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。
【０３０８】
　Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より
好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、（すなわち免疫応答及び／又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、
Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２
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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
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はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎ
ｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に指向性を有するＶＨＨ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. A
cad. 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。
【０３０９】
　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。
【０３１０】
　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、すなわち上記天然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
来の通常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（すなわち上記の（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。
【０３１１】
　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、すなわち通常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
／０４６７８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（すなわち上記の（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。
【０３１２】
　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
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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。
【０３１３】
　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み合わせ得る。
【０３１４】
　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
。
【０３１５】
　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からなる群から選択され、特にＲ及びＳからな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。
【０３１６】
　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
（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
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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からなる群か
ら選択され、特にＲ及びＳからなる群から選択され、
　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。
【０３１７】
　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からなる群から選択され、特にＲ及びＳからな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。
【０３１８】
　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からなる群か
ら選択され、特にＲ及びＳからなる群から選択され、
　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。
【０３１９】
　特に本発明によるＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａ
ｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又
はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎ
ｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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からなる群か
ら選択され、特にＲ及びＳからなる群から選択され、
　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。
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【０３２０】
　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からなる群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ若しくはＱからなる群から選
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
なる群から選択され、好ましくはＬ若しくはＲからなる群から選択され、
　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
らなる群から選択され、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からなる群か
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からな
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からなる群か
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からなる群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ及びＱからなる群から選択され
、
　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からなる
群から選択され、好ましくはＬ及びＲからなる群から選択され、
　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からな
る群から選択され、特にＲ及びＳからなる群から選択され、
　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からなる群か
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。
【０３２１】
　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からなる群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ若しくはＱからなる群から選
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
なる群から選択され、好ましくはＬ若しくはＲからなる群から選択され、
　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
らなる群から選択され、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。
【０３２２】
　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：
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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からなる群か
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からな
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からなる群か
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。
【０３２３】
　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からなる群から選択され、好ましくはＧ、Ｅ及びＱからなる群から選択され
、
　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からなる
群から選択され、好ましくはＬ及びＲからなる群から選択され、
　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からな
る群から選択され、特にＲ及びＳからなる群から選択され、
　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からなる群か
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。
【０３２４】
　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。
【０３２５】
　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
　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
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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。
【０３２６】
　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。
【０３２７】
　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からなる群から選択され、Ｖであるのが最も好ましい。
【０３２８】
　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。より一般的に
は、これに限定されないが、ＧＬＥＷ群に属するナノボディは、４４位にＧ、及び／又は
４７位にＷを有し、４６位は通常Ｅであり、好ましくは４５位が荷電アミノ酸残基でもシ
ステインでもないナノボディと定義することができる。
　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。より一般的には、これに限定
されないが、ＫＥＲＥ群に属するナノボディは、４４位にＫ、Ｑ又はＲ（通常Ｋ）を有し
、４５位が荷電アミノ酸残基又はシステインであり、４７位が本明細書でさらに規定され
るようなものであるナノボディと定義することができる。
　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。
【０３２９】
　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（すなわちこれら
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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Ｇ
ＬＥＷ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。
【０３３０】
　より一般的には、上記に言及される定義が、天然（すなわち非ヒト化）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（すなわ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１０３Ｐ、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、１０
８Ｌ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ＶＨＨ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。
【０３３１】
　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。
【０３３２】
　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。
【０３３３】
　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。
【０３３４】
　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、通常の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。
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【０３３５】
　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からなる群から選択され、Ｌであるのが好ましい。
【０３３６】
　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からなる群から選択され、（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からなる群から選択され、（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。
【０３３７】
　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
らなる群から選択され、Ｇであるのが最も好ましい。
【０３３８】
　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。
【０３３９】
　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。
【０３４０】
表Ａ－３：ナノボディにおける特徴的な残基
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【表３】

【０３４１】
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
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【表４】

【０３４２】
　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。
【０３４３】
　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）。
【０３４４】
　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。
【０３４５】
　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（すなわち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（すなわちほとんど
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、ＣＤ
Ｒ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
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関しては、Oliveira et al., PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 52:544-55
2（2003）を参照されたい。
【０３４６】
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）
【表５】

【０３４７】
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６】

【０３４８】
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７】

【０３４９】
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８】
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【０３５０】
　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。
【０３５１】
　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。
【０３５２】
　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。
【０３５３】
　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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【０３５４】
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、
【０３５６】
表Ａ－１０：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ１配列
【表１０】

【０３５７】
　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、
【０３５８】
表Ａ－１１：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ２配列

【表１１】

【０３５９】
　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、
【０３６０】
表Ａ－１２：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ３配列



(97) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

【表１２】

【０３６１】
　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、
【０３６２】
表Ａ－１３：ＫＥＲＥ群のナノボディの代表的なＦＷ４配列

【表１３】

【０３６３】
　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。
【０３６４】
　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。
【０３６５】
　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。
【０３６６】
　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、初めの４つのアミノ酸配列（すなわ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、初めの４つのアミノ酸残基を無視するのが好ましい
。
【０３６７】
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　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
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。
【０３６８】
　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、
【０３６９】
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１４】

【０３７０】
　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。
【０３７１】
　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。
【０３７２】
　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、
【０３７３】
表Ａ－１５：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ１配列
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【表１５】

【０３７４】
　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、
【０３７５】
表Ａ－１６：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ２配列

【表１６】

【０３７６】
　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、
【０３７７】
表Ａ－１７：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ３配列

【表１７】

【０３７８】
　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、
【０３７９】
表Ａ－１８：ＧＬＥＷ群のナノボディの代表的なＦＷ４配列
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【表１８】

【０３８０】
　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。
【０３８１】
　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。
【０３８２】
　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。
【０３８３】
　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、
【０３８４】
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１９】

【０３８５】
　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。
【０３８６】
　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。
【０３８７】
　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、
【０３８８】
表Ａ－２０：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ１配列
【表２０】

【０３８９】
　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、
【０３９０】
表Ａ－２１：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ２配列

【表２１】

【０３９１】
　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、
【０３９２】
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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２２】

【０３９３】
　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、
【０３９４】
表Ａ－２３：Ｐ、Ｒ、Ｓ　１０３群のナノボディの代表的なＦＷ４配列
【表２３】

【０３９５】
　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。
【０３９６】
　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。
【０３９７】
　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。
【０３９８】
　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、
【０３９９】
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２４】

【０４００】
　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。
【０４０１】
　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。
【０４０２】
　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。
【０４０３】
　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４５５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号４５５～配列
番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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４５５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号４５５～配列番
号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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。
【０４０４】
　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４５５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列
番号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９からなる群から、又
は配列番号４５５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号４５５～配列番号４５７、
配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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なる群から選択
されるアミノ酸配列を有するナノボディに関する。
【０４０５】
　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
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細書で規定されるように）対応する配列番号４５５～配列番号５０１、より好ましくは配
列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４
～配列番号４６９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
　ｉｉ）そのアミノ酸配列は、対応する配列番号４５５～配列番号５０１、より好ましく
は配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４
６４～配列番号４６９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４５５～配列番号５
０１、より好ましくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６
０、及び配列番号４６４～配列番号４６９のアミノ酸配列のＣＤＲから誘導されるＣＤＲ
であり得る。
【０４０６】
　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（すなわち、１０５Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モル以上、好ましくは１０７Ｌ／モル
～１０１２Ｌ／モル以上、より好ましくは１０８Ｌ／モル～１０１２Ｌ／モルの結合定数
（ＫＡ）で）Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎ
ｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐ
ｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔｉ
ｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐ
ｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より
好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好まし
くはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に結合するようなものである。
【０４０７】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａ
ｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４
、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合するようなものであ
る。
【０４０８】
　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
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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。
【０４０９】
　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
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。
【０４１０】
　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４５５～配列番号５
０１、より好ましくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６
０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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。
【０４１１】
　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。
【０４１２】
　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（すなわち、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
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を含み得る限られたルーチン実験の後、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。
【０４１３】
　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。
【０４１４】
　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。
【０４１５】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎ
ｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ
３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎ
ｇ２と結合することができるようなものである。
【０４１６】
　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。
【０４１７】
　また、好適な一態様によれば、類似体は、配列番号４５５～配列番号５０１、より好ま
しくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番
号４６４～配列番号４６９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１
０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。
【０４１８】
　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。
【０４１９】
　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（すなわち、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ＶＨ

３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。
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【０４２０】
　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
得る限られたルーチン実験の後、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。
【０４２１】
　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ルーチン実験の後、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。
【０４２２】
　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（
すなわち、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、ＧＬＥ
Ｗ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
１０８位に有する。
【０４２３】
　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。
【０４２４】
　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、すなわち１つ又は複数のラク
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ダ化置換を導入する（すなわち、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（すなわち、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。
【０４２５】
　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（すなわち、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ルーチン実験の後、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４
４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。
【０４２６】
　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４５５～配列番号５０１、より好ましくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列番
号４５９、配列番号４６０、及び配列番号４６４～配列番号４６９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
。
【０４２７】
　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。
【０４２８】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴ
ｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２
又はＡｎｇ２と結合することができるようなものである。
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【０４２９】
　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。
【０４３０】
　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（すなわち、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。
【０４３１】
　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
（すなわち、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）。
【０４３２】
　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（すなわち、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、すなわち、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。
【０４３３】
　好適な一態様によれば、部分又は断片は、配列番号４５５～配列番号５０１、より好ま
しくは配列番号４５５～配列番号４５７、配列番号４５９、配列番号４６０、及び配列番
号４６４～配列番号４６９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。
【０４３４】
　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。
【０４３５】
　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。
【０４３６】
　このような修飾の例、並びにこのような形（すなわち、タンパク質骨格、又は好ましく
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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。
【０４３７】
　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
。
【０４３８】
　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's Pharmaceutical 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。
【０４３９】
　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）
すなわち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
ＳｃＦｖ）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. Bi
otechnol., 54, 531-545 （2002）、Veronese and Harris, Adv. Drug Deliv. Rev. 54, 
453-456 （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Nektar Therapeutics, USAより市販されている。
【０４４０】
　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）。
【０４４１】
　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。
【０４４２】
　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
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じてＮ結合型又はＯ結合型のグリコシル化を含む。
【０４４３】
　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。
【０４４４】
　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
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。
【０４４５】
　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。
【０４４６】
　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
（すなわち、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
オチンとコンジュゲートし、アビジン又はストレプトアビジンとコンジュゲートした別の
タンパク質、ポリペプチド、化合物又は担体に連結し得る。例えば、このようなコンジュ
ゲートナノボディは、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
ジンにコンジュゲート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 Targetti
ng, 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
。
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【０４４７】
　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）。
【０４４８】
　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
。
【０４４９】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎ
ｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、
又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２と結合するような誘導体であ
る。
【０４５０】
　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なる
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。「から本質的になる」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。
【０４５１】
　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 Opin.
 Biol. Ther., 1, 773 （2001）、Temsamani and Vidal, Drug Discov.Today, 9, 1012 
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（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Zhao et al., Apopt
osis, 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。
「タグ」、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、タグは任意で、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。
【０４５２】
　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、すなわ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。
【０４５３】
　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。
【０４５４】
　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。
【０４５５】
　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、通常の抗体及び
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）によるレビューを参照する。
【０４５６】
　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
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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。
【０４５７】
　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、“Albumin derived amino acid sequence,
 use thereof for increasing thehalf-life of therapeutic proteins and of other th
erapeutic proteins andentities, and constructs comprising the same”と題された、
AblynxN.V.の米国仮特許出願第６０／７８８，２５６号を参照されたい。
【０４５８】
　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 binding to 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。
【０４５９】
　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
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 albumin binding 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／又は条件付き結合因子（
conditional binder）であるアミノ酸配列（例えば、"Aminoacid sequences that bind t
o 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。
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【０４６０】
　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、通常の四本鎖抗体（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、通常の（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。
【０４６１】
　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、例えば通常のＦａｂ断片又はＦ（ａｂ
’）２断片に類似するが、通常の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。
【０４６２】
　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通常
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（すなわち、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ＣＨ３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つの重鎖からなる免疫グロブリ
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
／０１７１４８号、並びにHolliger and Hudson（同上）のレビューを参照する。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（すなわち、ＣＨ２
及び／又はＣＨ３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、すなわち腎臓吸収
のカットオフ値を有する。
【０４６３】
　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。
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【０４６４】
　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に
；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。
【０４６５】
　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。
【０４６６】
　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
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。
【０４６７】
　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。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、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に指向性を有する（す
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なわち、上記第１の抗原と異なる）第２のナノボディを含み得る。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。
【０４６８】
　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（すなわち、Ｔｉｅ１、Ｔ
ｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、
Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましく
はＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉ
ｅ２又はＡｎｇ２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（すなわ
ち、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、
Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ
６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、よ
り好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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（すなわちＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇ
ｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２）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（すなわち、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐ
ｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ
２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又は
Ａｎｇ２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（すなわち、Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、よ
り好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ま
しくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２）に指向性を有する少なくとも１つのナノボディ、第２の（
すなわち、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ
４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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（すなわち、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇ
ｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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
含むポリペプチドである。
【０４６９】
　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、Ｔｉ
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ｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐ
ｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より
好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好まし
くはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔ
ｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇ
ｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ
４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０４７０】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ
１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐ
ｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４
、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に対する少なくとも１つのナノボディと、Ｔｉｅ
１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔ
ｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好
ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましく
はＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０４７１】
　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、
最終的な本発明のポリペプチドの性質（Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎ
ｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、
Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、
Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、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
れたルーチン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。
【０４７２】
　最後に、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。
【０４７３】
　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 al., J. Biol. Chem., Vol. 276, 10. 7346-7350, 200
1、Muyldermans, Reviews in Molecular Biotechnology 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。
【０４７４】
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　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。
【０４７５】
　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
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／又は条件付き結合因子であるナノボディ（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。
【０４７６】
　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。
【０４７７】
　本発明のポリペプチドの幾つかの好ましいが非限定的な例は、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。
【０４７８】
　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。
【０４７９】
　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
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を超える半減期を有する。例えば、半減期を増大させたこのような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。
【０４８０】
　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。
【０４８１】
　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。
【０４８２】
　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。
【０４８３】
　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、
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。
【０４８４】
　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。
【０４８５】
　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。
【０４８６】
　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
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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）。
【０４８７】
　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。
【０４８８】
　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。
【０４８９】
　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。
【０４９０】
　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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２
、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇ
ｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉ
ｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又
はＡｎｇ２、又は１つ若しくは複数の他の抗原に対する親和性、特異性又は結合活性を含
むがこれらに限定されない、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、限定されたルーチン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。
【０４９１】
　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、限定されたルーチン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。
【０４９２】
　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
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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、小エピトープ又はタグ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、限定されたルーチン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。
【０４９３】
　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、限定されたルーチン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。
【０４９４】
　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。
【０４９５】
　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、すなわ
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。
【０４９６】
　また、本発明には、本発明のポリペプチドから「本質的になる」タンパク質又はポリペ
プチドが含まれる（「から本質的になる」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）。
【０４９７】
　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。
【０４９８】
　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
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。
【０４９９】
　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。
【０５００】
　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
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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。
【０５０１】
　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。
【０５０２】
　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。
【０５０３】
　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。
【０５０４】
　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。
【０５０５】
　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）の組合せ（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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３
、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎ
ｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎ
ｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２の配列を鋳型として使
用する１つ又は複数の「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。
【０５０６】
　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、任意で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。
【０５０７】
　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
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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、すなわち、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。
【０５０８】
　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）と作動可能に連結した少なくとも１つの本発明の核酸と、
　ｉｉ）プロモーター、及び任意で好適なターミネーター等の、１つ又は複数の調節要素
と、任意でさらに
　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「作動可能に連結した
」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。
【０５０９】
　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、及び任意で上記１つ又は複数のさらなる要素は、互いに「作動可能に連
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「作動可能に連
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動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。
【０５１０】
　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。
【０５１１】
　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「作動可能」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）作動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。
【０５１２】
　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。
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【０５１３】
　選択マーカーは、（すなわち、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。
【０５１４】
　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動可能な任意のプ
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。
【０５１５】
　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。
【０５１６】
　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
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。
【０５１７】
　本発明の遺伝子構築物は、通常、例えば、上記のSambrook et 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。
【０５１８】
　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。
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【０５１９】
　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、
すなわ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（Proteus mirabilis）等のプロテウス属の菌株、蛍
光菌（Pseudomonasfluorescens）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（Streptomyceslividans）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（Staphylococcuscarnosus）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（Neurosporacrassa）等のニューロスポラ属の種、ソルダリア・マクロスポラ（Sordar
ia macrospora）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（Aspergillussojae）等のアスペルギルス属の種、又は別の糸状
菌（filamentous fungi）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、
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。
【０５２０】
　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
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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、及び送達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　ｓｉｔｕ
発現は当該技術分野で説明されている。
【０５２１】
　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。
【０５２２】
　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。
【０５２３】
　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。
【０５２４】
　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。
【０５２５】
　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
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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。
【０５２６】
　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（すなわち、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
、Biovitrum社（Uppsala，Sweden）等の企業から入手可能である。
【０５２７】
　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。
【０５２８】
　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
（すなわち、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（すなわち、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。
【０５２９】
　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。
【０５３０】
　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
の株の細胞等の細菌細胞中で産生する。
【０５３１】
　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。
【０５３２】
　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。
【０５３３】
　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
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）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。
【０５３４】
　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。
【０５３５】
　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
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
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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。
【０５３６】
　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。
【０５３７】
　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。
【０５３８】
　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。
同様に、上記ハンドブック及び特許出願を参照する。
【０５３９】
　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。
【０５４０】
　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。
【０５４１】
　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
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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。
【０５４２】
　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。
【０５４３】
　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。
【０５４４】
　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。
【０５４５】
　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（すなわち、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。
【０５４６】
　概して、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、任意で１つ又は複数のさらなる薬理活性ポリペプチド及び／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。
【０５４７】
　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（すなわち、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。
【０５４８】
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　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。
【０５４９】
　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、通常の抗体及び抗体
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（すなわち、経皮若しく
は皮内）投与に好適な調製剤が挙げられる。
【０５５０】
　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。
【０５５１】
　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。
【０５５２】
　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
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。
【０５５３】
　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
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。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。
【０５５４】
　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。
【０５５５】
　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。
【０５５６】
　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、任意で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。
【０５５７】
　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。
【０５５８】
　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。
【０５５９】
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　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、任意で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。
【０５６０】
　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。
【０５６１】
　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。
【０５６２】
　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。
【０５６３】
　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。
【０５６４】
　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。
【０５６５】
　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
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。
【０５６６】
　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ルーチン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。
【０５６７】
　別の態様では、本発明は、ｉ）癌、糖尿病性失明、加齢黄斑変性、関節リウマチ、乾癬
及び７０を超える他の状態等の過剰な血管新生に関連する疾患、ｉｉ）冠動脈疾患、卒中
及び創傷治癒の遅延等の不十分な血管新生に関連する疾患からなる疾患群からの少なくと
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も１つの疾患を予防及び／又は治療する方法であって、そ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、方法に関する。
【０５６８】
　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。
【０５６９】
　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。
【０５７０】
　本発明は、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎ
ｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２に、その生物活性若しくは薬理活性に、及び
／又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、
Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２、その生物活性若しくは
薬理活性、及び／又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、
Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、
又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡ
ｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐ
ｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎ
ｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔ
ｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２、その生物活性若しくは薬理活性、及び／又
はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａ
ｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６
、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より
好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、
Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ
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４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ
１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２、その生物学
的活性又は薬理活性、及び／又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、
Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ
４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０５７１】
　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。
【０５７２】
　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なる群から選択
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。
【０５７３】
　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。
【０５７４】
　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。
【０５７５】
　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。
【０５７６】
　概して、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。
【０５７７】
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　概して、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／
ｋｇ（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通常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。
【０５７８】
　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。
【０５７９】
　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、すなわち、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。
【０５８０】
　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
。
【０５８１】
　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。
【０５８２】
　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。
【０５８３】
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　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。
【０５８４】
　概して、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。
【０５８５】
　別の態様において、本発明は、少なくとも１つのｉ）癌、糖尿病性失明、加齢黄斑変性
、関節リウマチ、乾癬及び他等の過剰な血管新生、ｉｉ）冠動脈疾患、卒中及び創傷治癒
の遅延等の不十分な血管新生の予防及び／又は治療のための、及び／又は本明細書におい
て言及される１つ又は複数の治療方法における使用のための、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。
【０５８６】
　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。
【０５８７】
　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。
【０５８８】
　より具体的には、本発明は、ｉ）癌、糖尿病性失明、加齢黄斑変性、関節リウマチ、乾
癬及び他等の過剰な血管新生、並びにｉｉ）冠動脈疾患、卒中及び創傷治癒の遅延等の不
十分な血管新生の予防及び／又は治療のための、並びに特に本明細書において挙げられた
１つ又は複数の疾患及び障害の予防及び治療のための、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。
【０５８９】
　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。
【０５９０】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、
Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、
又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡ
ｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０５９１】
　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「グラフト化する（graft）」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



(139) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

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。
【０５９２】
　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、通常の抗体由来の（特にヒト抗体由来の）ＶＨドメイン、重鎖抗
体、通常の四本鎖抗体（例えば、通常のヒト四本鎖抗体）、又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔ
ｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡ
ｎｇ２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。Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔ
ｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、
より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、すなわち、Ｔｉｅ
１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔ
ｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好
ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましく
はＴｉｅ２又はＡｎｇ２による免疫付与によって、又はＴｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、
Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａ
ｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ
２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎ
ｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴ
ｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２
又はＡｎｇ２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、すなわ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
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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Ｃ
ＤＲ（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。
【０５９３】
　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Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａ
ｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔ
ｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、より好ましくはＴｉｅ２
、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ましくはＴｉｅ２又はＡ
ｎｇ２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
Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎ
ｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、
より好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好
ましくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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Ｔ
ｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇ
ｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、又はＡｎｇｐｔｌ６、よ
り好ましくはＴｉｅ２、Ａｎｇ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ４、又はＡｎｇｐｔｌ４、より好ま
しくはＴｉｅ２又はＡｎｇ２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。
【０５９４】
　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】
【０５９５】
実験部
実施例１：動物免疫付与
　２頭のラマ（１６１及び１６６）に、組換えヒトＴｉｅ２／Ｆｃキメラ（R&D Systems
社、カタログ番号３１３－ＴＩ、ロット番号ＢＫＣ０６）を含有するカクテル１２１を６
回追加免疫して、標準的な手順に従って免疫付与する。６回目の追加免疫の５日後及び８
日後に、これらの動物から血液を回収する。加えて、約１ｇのリンパ節を６回目の追加免
疫の５日後に各々の動物から回収する。
【０５９６】
実施例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組織から抽出し、Ｒ
Ｔ－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（以下を参照されたい
）。ファージ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）。
【０５９７】
　ＬａｃＺプロモーター、大腸菌ファージｐＩＩＩタンパク質コード配列、アンピシリン
又はカルベニシリンに対する耐性遺伝子、マルチクローニング部位、及びｇｅｎ３リーダ
ー配列を含有するｐＵＣ１１９に由来する発現ベクターｐＡＸ５０を使用する。ベクター
は、ナノボディ（登録商標）コード配列とインフレームで、Ｃ末端ｃ－ｍｙｃタグ及び（
Ｈｉｓ）６タグをコードする。
【０５９８】
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実施例３：Ｔｉｅ２結合ナノボディのファージディスプレイ選択
　ファージライブラリー１６１及び１６６を、組換えヒトＴｉｅ２／Ｆｃキメラ（R&D Sy
stems社、カタログ番号３１３－ＴＩ、ロット番号ＢＫＣ０６）に対する選択に使用する
。Ｔｉｅ２／Ｆｃを、５μｇ／ｍｌ、０．５μｇ／ｍｌ及び０μｇ／ｍｌ（対照）で、Ｍ
ａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルマイクロタイタープレート（Nunc社）上に直接固定化する。
Ｔｉｅ２／ＦｃのＦｃ部分とのファージ結合の数を最小限にするために、ファージを２５
０μｇ／ｍｌのヒトＩｇＧとプレインキュベーションする。ファージライブラリーとのイ
ンキュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファージをトリプシンにより溶出した。
溶出したファージを増幅し、２μｇ／ｍｌ、０．２μｇ／ｍｌ、０．０２μｇ／ｍｌ、及
び０μｇ／ｍｌ（対照）の固定化したＴｉｅ２／Ｆｃ上での選択の２回目の選択に適用し
た。Ｔｉｅ２／ＦｃのＦｃ部分とのファージ結合の数を最小限にするために、ファージを
、１００μｇ／ｍｌのヒトＩｇＧ＋１００μｇ／ｍｌのｒｈ　Ｂ７．２／Ｆｃ（R&D Syst
ems社、カタログ番号１４１－Ｂ２、ロット番号ＢＯＴ　０７５０３１）とプレインキュ
ベーションする。溶出したファージプールから得られた個別のコロニーを増殖し、ｉ）新
規ファージ産生のための誘導、及びｉｉ）標準的な方法（例えば、従来技術、及び本明細
書において引用された出願人によって出願された出願を参照）に従って、ナノボディの発
現及び抽出（ペリプラズム抽出物）のためのＩＰＴＧによる誘導を行った。
【０５９９】
実施例４：Ｔｉｅ２結合ナノボディのスクリーニング
　Ｔｉｅ２に対する結合特異性を決定するために、モノクローナルファージプールを使用
して、ＥＬＩＳＡ結合アッセイ設定において、クローンを試験する。Ｔｉｅ２／Ｆｃキメ
ラ（R&D Systems社、カタログ番号３１３－ＴＩ、ロット番号ＢＫＣ０６）とのファージ
結合を試験する。簡潔には、０．２μｇ／ｍｌの受容体をＭａｘｉｓｏｒｐ　ＥＬＩＳＡ
プレート（Nunc社）上に固定化し、空いている結合部位を４％Ｍａｒｖｅｌスキムミルク
（ＰＢＳ中で）を使用してブロックする。次に、異なるクローンのモノクローナルファー
ジを誘導したものからの１０μｌの上清（１００μｌの２％Ｍａｒｖｅｌ　ＰＢＳ中の）
を、固定化した抗原に結合させる。インキュベーション及び洗浄の工程後に、ＨＲＰコン
ジュゲートモノクローナル抗Ｍ１３抗体（Gentaur社、カタログ番号２７９４２１０１）
を使用して、ファージ結合を示す。結合特異性は、対照（ファージを与えない）に対して
、及び対照（類似のＥＬＩＳＡ結合アッセイにおいて、同じモノクローナルファージを、
０．２μｇ／ｍｌの固定化したヒトＩｇＧ及び０．２μｇ／ｍｌのｒｈ　Ｂ７．２／Ｆｃ
との結合ことについて試験する）に対して比較して、ＯＤ値に基づいて決定する。
【０６００】
　図１及び表Ｂ－１は、Ｔｉｅ２に結合するクローンの選択を示す（クローンの定義につ
いては表Ｂ－１を参照されたい）。
【０６０１】
表Ｂ－１：Ｔｉｅ２に対するナノボディ。
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【表２５】

【０６０２】
実施例５：Ｔｉｅ２－Ａｎｇ１相互作用を遮断するナノボディのスクリーニング
　Ｔｉｅ２結合アッセイにおいて陽性であることが試験されたクローンを、Ｔｉｅ２／Ｆ
ｃとのＡｎｇ１結合を遮断する能力についてスクリーニングする。このために、ＥＬＩＳ
Ａに基づくリガンド競合設定において、ナノボディ含有ペリプラズム抽出物（Ｐ．Ｅ．）
を使用する。簡潔には、０．７５μｇ／ｍｌのヒトＡｎｇ１（R&D Systems社、カタログ
番号９２３－ＡＮ／ＣＦ、ロット番号ＦＨＷ０７３０９１）を、９６ウェルＭａｘｉｓｏ
ｒｐマイクロタイタープレート（Nunc社）中にコーティングし、４％Ｍａｒｖｅｌスキム
ミルク（ＰＢＳ中の）でブロックする。平行して、０．２μｇ／ｍｌのＴｉｅ２／Ｆｃを
、異なるクローンのナノボディを含有する１０μｌのペリプラズム抽出物（Ｐ．Ｅ．）（
１００μｌの２％Ｍａｒｖｅｌ／ＰＢＳ中の）とインキュベーションする。１時間後に、
受容体－ナノボディ前混合物（pre-mixes）を、コーティングしたリガンドと１時間イン
キュベーションする。結合したＴｉｅ２／Ｆｃは、ＨＲＰコンジュゲートヤギ抗ヒトＩｇ
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Ｇ（Jackson Immunoresearch社、カタログ番号１０９－０３５－０９８）を使用して検出
する。遮断活性は、Ｐ．Ｅ．なしのウェル又は無関係のＰ．Ｅ．を加えたウェルと比較し
たＯＤシグナルの減少として決定される。
【０６０３】
　図２は、Ｔｉｅ２に結合するクローンの選択を使用する、この遮断アッセイの結果を示
す。
【０６０４】
　１６２－Ｅ１、１６２－Ｅ９、１６２－Ｆ１１、１６２－Ｈ１０、１６３－Ｅ７（以下
の表Ｂ－２を参照されたい）は、Ｔｉｅ２とのＡｎｇ１結合の有意な遮断を示す。
【０６０５】
表Ｂ－２：Ｔｉｅ２に対するものであり、Ｔｉｅ２とのＡｎｇ１結合を遮断することがで
きるナノボディ
【表２６】

【０６０６】
　上述のナノボディがＴｉｅ２とのＡｎｇ１結合を遮断することができるので、したがっ
てこれらのナノボディはＴｉｅ２のアンタゴニストと判断される。この機能を確認する機
能的アッセイは、この実験部において追って見出すことができる。
【０６０７】
実施例６：精製ナノボディの滴定によるＴｉｅ２－Ａｎｇ１相互作用遮断効率の決定
　Ａｎｇ１競合について陽性であることが試験されたクローンの受容体遮断効率を決定す
るために、ＥＬＩＳＡに基づくリガンド競合設定において、精製ナノボディの希釈系列を
試験する。簡潔には、０．７５μｇ／ｍｌのヒトＡｎｇ１（R&D Systems社、カタログ番
号９２３－ＡＮ／ＣＦ、ロット番号ＦＨＷ０７３０９１）を、９６ウェルＭａｘｉｓｏｒ
ｐマイクロタイタープレート（Nunc社）中にコーティングし、４％Ｍａｒｖｅｌスキムミ
ルク（ＰＢＳ中の）でブロックする。平行して、０．２μｇ／ｍｌのＴｉｅ２／Ｆｃを、
精製されたナノボディの希釈系列とインキュベーションする。１時間後に、受容体－ナノ
ボディ前混合物を、コーティングしたリガンドと１時間インキュベーションする。結合し
たＴｉｅ２／Ｆｃは、ＨＲＰコンジュゲートヤギ抗ヒトＩｇＧ（Jackson Immunoresearch
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社、カタログ番号１０９－０３５－０９８）を使用して検出する。遮断活性は、Ｐ．Ｅ．
なしのウェル又は無関係のＰ．Ｅ．を加えたウェルと比較したＯＤシグナルの減少として
決定される。図３はこのアッセイの結果を示す。
【０６０８】
実施例７：精製Ｔｉｅ２－Ａｎｇ１遮断ナノボディの中でのＴｉｅ２－Ａｎｇ２遮断のス
クリーニング
　Ａｎｇ１競合について陽性であることが試験されたクローンが、Ａｎｇ２と受容体との
結合も遮断することができるかどうかを調べるために、新規のＥＬＩＳＡに基づくリガン
ド競合設定において、先の精製ナノボディを試験する。簡潔には、０．７５μｇ／ｍｌの
ヒトＡｎｇ２（R&D Systems社、カタログ番号９２３－ＡＮ／ＣＦ）を、９６ウェルＭａ
ｘｉｓｏｒｐマイクロタイタープレート（Nunc社）中にコーティングし、４％Ｍａｒｖｅ
ｌスキムミルク（ＰＢＳ中の）でブロックする。平行して、０．２μｇ／ｍｌのＴｉｅ２
／Ｆｃを、１５０ｎＭの精製ナノボディとインキュベーションする。１時間後に、受容体
－ナノボディ前混合物を、コーティングしたリガンドと１時間インキュベーションする。
結合したＴｉｅ２／Ｆｃは、ＨＲＰコンジュゲートヤギ抗ヒトＩｇＧ（Jackson Immunore
search社、カタログ番号１０９－０３５－０９８）を使用して検出した。遮断活性は、Ｐ
．Ｅ．なしのウェル又は無関係のＰ．Ｅ．を加えたウェルと比較したＯＤシグナルの減少
として決定される。図４は本実施例の結果を示す。Ｔｉｅ２－Ａｎｇ１遮断ナノボディの
どれも、Ａｎｇ２とＴｉｅ２との結合を遮断することができない。
【０６０９】
Ｔｉｅ２結合ナノボディの配列アライメント（ＦＲは小文字、ＣＤＲは大文字）

【表２７】

【０６１０】
成員：
結合剤のファミリー（ナノボディの１つのファミリーは同じＣＤＲ３を有する）。
　　　　　　　成員：
－Ｉ　　　　　１６２－Ｅ１
－ＩＩ　　　　１６２－Ｅ９、１６２－Ｈ１０



(145) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

－ＩＩＩ　　　１６３－Ｅ７
－ＩＶ　　　　１６２－Ｆ１１
－Ｖ　　　　　１６２－Ｆ３
－ＶＩ　　　　１６３－Ｅ９、１６３－Ｇ８、１６３－Ｈ８
【０６１１】
実施例８：動物の免疫付与
　２頭のラマ（１７１及び１７２）に、以下のものを含有するカクテル１２１を６回追加
免疫して、標準的な手順に従って免疫付与する。
組換えヒトアンジオポイエチン－１（R&D Systems社、カタログ番号９２３－ＡＮ／ＣＦ
）、
組換えヒトアンジオポイエチン－２（R&D Systems社、カタログ番号６２３－ＡＮ／ＣＦ
）、
組換えヒトアンジオポイエチン－４（R&D Systems社、カタログ番号９６４－ＡＮ／ＣＦ
）、
組換えヒトアンジオポイエチン様－４（R&D Systems社、カタログ番号３４８５－ＡＮ）
。
【０６１２】
　６回目の追加免疫の８日後にこれらの動物から血液を回収する。
【０６１３】
実施例９：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）。実施例によりファージライブラリ１７１（Ｌｌａｍａ　１７１より）及びフ
ァージライブラリ１７２（Ｌｌａｍａ　１７２より）が得られる。
【０６１４】
実施例１０：Ａｎｇ２結合ナノボディのファージディスプレイ選択
　ファージライブラリー１７１及び１７２を、組換えヒトＡｎｇ２（R&D Systems社、カ
タログ番号６２３－ＡＮ／ＣＦ）に対する選択に使用する。Ａｎｇ２を、５μｇ／ｍｌ、
０．５μｇ／ｍｌ及び０μｇ／ｍｌ（対照）で、Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルマイクロ
タイタープレート（Nunc社）上に直接固定化する。ファージライブラリーとのインキュベ
ーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファージをトリプシンにより溶出した。溶出した
ファージを増幅し、２μｇ／ｍｌ、０．２μｇ／ｍｌ、０．０２μｇ／ｍｌ、及び０μｇ
／ｍｌ（対照）の固定化したＡｎｇ２上での２回目の選択に適用した。溶出したファージ
プールから得られた個別のコロニーを増殖し、ｉ）新規ファージ産生のための誘導、及び
ｉｉ）標準的な方法（例えば、従来技術、及び本明細書において引用された出願人によっ
て出願された出願を参照されたい）に従って、ナノボディの発現及び抽出（ペリプラズム
抽出物）のためのＩＰＴＧによる誘導を行った。
【０６１５】
実施例１１：Ａｎｇ２結合ナノボディのスクリーニング
　Ａｎｇ２に対する結合特異性を決定するために、モノクローナルファージプールを使用
して、ＥＬＩＳＡ結合アッセイの設定において、クローンを試験する。Ａｎｇ２（R&D Sy
stems社、カタログ番号６２３－ＡＮ／ＣＦ）とのファージ結合を試験する。簡潔には、
０．２μｇ／ｍｌのＡｎｇ２をＭａｘｉｓｏｒｐ　ＥＬＩＳＡプレート（Nunc社）上に固
定化し、空いている結合部位を４％Ｍａｒｖｅｌスキムミルク（ＰＢＳ中で）を使用して
ブロックする。次に、異なるクローンのモノクローナルファージを誘導したものからの１
０μｌの上清（１００μｌの２％Ｍａｒｖｅｌ　ＰＢＳ中の）を、固定化した抗原に結合
させる。インキュベーション及び洗浄の工程後に、ＨＲＰコンジュゲートモノクローナル
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抗Ｍ１３抗体（Gentaur社、カタログ番号２７９４２１０１）を使用して、ファージ結合
を示す。結合特異性は、無関係のファージを加えた又はファージなしの対照に対して比較
して、ＯＤ値に基づいて決定する。
【０６１６】
　図５及び表Ｂ－３は、Ａｎｇ２に結合するクローンの選択を示す。
【０６１７】
表Ｂ－３：Ａｎｇ２に対するナノボディ。
【表２８】

【０６１８】
実施例１２：Ａｎｇ２－Ｔｉｅ２相互作用を遮断するナノボディのスクリーニング
　Ａｎｇ２結合アッセイにおいて陽性であることが試験されたクローンを、Ｔｉｅ２／Ｆ
ｃとのＡｎｇ２結合を遮断する能力についてスクリーニングする。このために、ＥＬＩＳ
Ａに基づくリガンド競合設定において、ナノボディ含有ペリプラズム抽出物（Ｐ．Ｅ．）
を使用する。簡潔には、４μｇ／ｍｌのヒトＴｉｅ２／Ｆｃキメラ（R&D Systems社、カ
タログ番号３１３－ＴＩ、ロット番号ＢＫＣ０６）を、９６ウェルＭａｘｉｓｏｒｐマイ
クロタイタープレート（Nunc社）中にコーティングし、４％Ｍａｒｖｅｌスキムミルク（
ＰＢＳ中の）でブロックする。平行して、０．０５μｇ／ｍｌのビオチン化ｒｈ　Ａｎｇ
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２（R&D Systems社、カタログ番号ＢＴ６２３、ロット番号ＢＮＲ１７４０９１）を、異
なるクローンのナノボディを含有する１０μｌのペリプラズム抽出物（１００μｌの２％
Ｍａｒｖｅｌ／ＰＢＳ中の）とインキュベーションする。１時間後に、ビオチン化Ａｎｇ
２－ナノボディ前混合物を、コーティングしたリガンドと１時間インキュベーションする
。結合したビオチン化Ａｎｇ２は、ＨＲＰコンジュゲートエキストラビジン（SIGMA社、
Ｅ２８８６－１ＭＬ、１２６Ｋ４８０１）を使用して検出する。遮断活性は、Ｐ．Ｅ．な
しのウェル又は無関係のＰ．Ｅ．を加えたウェルと比較したＯＤシグナルの減少として決
定される。図６は、Ａｎｇ２に結合するクローンの選択を使用する、この遮断アッセイの
結果を示す。
【０６１９】
　１６６－Ｄ７、１６６－Ｇ４、１６６－Ｈ４、１６６－Ｃ１０、１６６－Ｃ１、１６６
－Ｆ８（以下の表Ｂ－４を参照されたい）は、Ｔｉｅ２とのＡｎｇ２結合の有意な遮断を
示す。
【０６２０】
表Ｂ－４：Ａｎｇ２に対するものであり、Ｔｉｅ２とのＡｎｇ２結合を遮断することがで
きるナノボディ
【表２９】

【０６２１】
実施例１３：精製ナノボディの滴定によるＡｎｇ２－Ｔｉｅ２相互作用遮断効率の決定
　Ａｎｇ２遮断について陽性であることが試験されたクローンの受容体遮断効率を決定す
るために、ＥＬＩＳＡに基づくリガンド競合設定において、精製ナノボディの希釈系列を
試験する。簡潔には、４μｇ／ｍｌのヒトＴｉｅ／Ｆｃキメラ（R&D Systems社、カタロ
グ番号３１３－ＴＩ、ロット番号ＢＫＣ０６）を、９６ウェルＭａｘｉｓｏｒｐマイクロ
タイタープレート（Nunc社）中にコーティングし、４％Ｍａｒｖｅｌスキムミルク（ＰＢ
Ｓ中の）でブロックする。平行して、０．０５μｇ／ｍｌのビオチン化ｒｈ　Ａｎｇ２（
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R&D Systems社、カタログ番号ＢＴ６２３、ロット番号ＢＮＲ１７４０９１）を、精製さ
れたナノボディの希釈系列とインキュベーションする。１時間後に、ビオチン化Ａｎｇ２
－ナノボディ前混合物を、コーティングした受容体と１時間インキュベーションする。結
合したビオチン化Ａｎｇ２は、ＨＲＰコンジュゲートエキストラビジン（SIGMA社、Ｅ２
８８６－１ＭＬ、１２６Ｋ４８０１）を使用して検出する。遮断活性は、Ｐ．Ｅ．なしの
ウェル又は無関係のＰ．Ｅ．を加えたウェルと比較したＯＤシグナルの減少として決定さ
れる。図７はこのアッセイの結果を示す。
【０６２２】
Ａｎｇ２結合ナノボディの配列アライメント（ＦＲは小文字、ＣＤＲは大文字）
【表３０】

【０６２３】
成員：
結合剤のファミリー（ナノボディの１つのファミリーは同じＣＤＲ３を有する）。
　　　成員：
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－Ｉ　１６６－Ｄ７、１６６－Ｇ４、１６６－Ｈ４、１６６－Ｅ１２、１６６－Ｃ１０、
１６６－Ｃ１、１６６－Ｆ８
－ＩＩ　１６６－Ｄ４
【０６２４】
実施例１４：Ａｎｇ２結合ナノボディのファージディスプレイ選択
　ファージライブラリー１７１及び１７２（実施例９）を、組換えヒトＡｎｇ１（R&D Sy
stems社、カタログ番号９２３－ＡＮ／ＣＦ、ロット番号ＦＨＷ０７３０９１）に対する
選択に使用する。Ａｎｇ１を、５μｇ／ｍｌ、０．５μｇ／ｍｌ及び０μｇ／ｍｌ（対照
）で、Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルマイクロタイタープレート（Nunc社）上に直接固定
化する。ファージライブラリーとのインキュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合フ
ァージをトリプシンにより溶出した。溶出したファージを増幅し、２μｇ／ｍｌ、０．２
μｇ／ｍｌ、０．０２μｇ／ｍｌ、及び０μｇ／ｍｌ（対照）の固定化したＡｎｇ１上で
の２回目の選択に適用した。この２回目の選択において、ファージライブラリーとのイン
キュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファージをトリプシン及び１００倍過剰（
コーティングＡｎｇ１と比較してｎＭ）組換えヒトＴｉｅ２／Ｆｃキメラ（R&D Systems
社、カタログ番号３１３－ＴＩ、ロット番号ＢＫＣ０６）により溶出した。溶出したファ
ージプールから得られた個別のコロニーを増殖し、ｉ）新規ファージ産生のための誘導、
及びｉｉ）標準的な方法（例えば、従来技術、及び本明細書において引用された出願人に
よって出願された出願を参照されたい）に従って、ナノボディの発現及び抽出（ペリプラ
ズム抽出物）のためのＩＰＴＧによる誘導を行った。
【０６２５】
実施例１５：Ａｎｇ１を結合するナノボディのスクリーニング
　Ａｎｇ１に対する結合特異性を決定するために、モノクローナルファージプールを使用
して、ＥＬＩＳＡ結合アッセイの設定において、クローンを試験する。Ａｎｇ１（R&D Sy
stems社、カタログ番号９２３－ＡＮ／ＣＦ、ロット番号ＦＨＷ０７３０９１）に対する
ファージ結合を試験する。簡潔には、０．２μｇ／ｍｌのＡｎｇ１をＭａｘｉｓｏｒｐ　
ＥＬＩＳＡプレート（Nunc社）上に固定化し、空いている結合部位を４％Ｍａｒｖｅｌス
キムミルク（ＰＢＳ中で）を使用してブロックする。次に、異なるクローンのモノクロー
ナルファージを誘導したものからの１０μｌの上清（１００μｌの２％Ｍａｒｖｅｌ　Ｐ
ＢＳ中の）を、固定化した抗原に結合させる。インキュベーション及び洗浄の工程後に、
ＨＲＰコンジュゲートモノクローナル抗Ｍ１３抗体（Gentaur社、カタログ番号２７９４
２１０１）を使用して、ファージ結合を示す。結合特異性は、無関係のファージを加えた
又はファージなしの対照に対して比較して、ＯＤ値に基づいて決定する。
【０６２６】
　図８及び表Ｂ－５は、Ａｎｇ１に結合するクローンの選択を示す。
【０６２７】
表Ｂ－５：Ａｎｇ１に対するナノボディ
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【表３１】

【０６２８】
Ａｎｇ１結合ナノボディの配列アライメント（ＦＲは小文字、ＣＤＲは大文字）
【表３２】

【０６２９】
成員：
結合剤のファミリー（ナノボディの１つのファミリーは同じＣＤＲ３を有する）。
　　　　　　　成員：
－Ｉ　　　　　１７３－Ｈ９
－ＩＩ　　　　１８４－Ｂ６
－ＩＩＩ　　　１８５－Ｈ５
【０６３０】
実施例１６：Ａｎｇ４結合ナノボディのファージディスプレイ選択
　ファージライブラリー１７１及び１７２（実施例９を参照されたい）を、組換えヒトア
ンジオポイエチン－４（R&D Systems社、カタログ番号９６４－ＡＮ／ＣＦ）に対する選
択に使用する。Ａｎｇ４を、５μｇ／ｍｌ、０．５μｇ／ｍｌ及び０μｇ／ｍｌ（対照）
で、Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルマイクロタイタープレート（Nunc社）上に直接固定化
する。ファージライブラリーとのインキュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファ
ージをトリプシンにより溶出した。溶出したファージを増幅し、２μｇ／ｍｌ、０．２μ
ｇ／ｍｌ、０．０２μｇ／ｍｌ、及び０μｇ／ｍｌ（対照）の固定化したＡｎｇ４上での
２回目の選択に適用した。この２回目の選択において、ファージライブラリーとのインキ
ュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファージをトリプシンにより溶出した。溶出
したファージプールから得られた個別のコロニーを増殖し、ｉ）新規ファージ産生のため
の誘導、及びｉｉ）標準的な方法（例えば、従来技術、及び本明細書において引用された
出願人によって出願された出願を参照をされたい）に従って、ナノボディの発現及び抽出
（ペリプラズム抽出物）のためのＩＰＴＧによる誘導を行った。
【０６３１】
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実施例１７：Ａｎｇ４結合ナノボディのスクリーニング
　Ａｎｇ４に対する結合特異性を決定するために、モノクローナルファージプールを使用
して、ＥＬＩＳＡ結合アッセイの設定において、クローンを試験する。アンジオポイエチ
ン－４（R&D Systems社、カタログ番号９６４－ＡＮ／ＣＦ）に対するファージ結合を試
験する。簡潔には、０．２μｇ／ｍｌのＡｎｇ１をＭａｘｉｓｏｒｐ　ＥＬＩＳＡプレー
ト（Nunc社）上に固定化し、空いている結合部位を４％Ｍａｒｖｅｌスキムミルク（ＰＢ
Ｓ中で）を使用してブロックする。次に、異なるクローンのモノクローナルファージを誘
導したものからの１０μｌの上清（１００μｌの２％Ｍａｒｖｅｌ　ＰＢＳ中の）を、固
定化した抗原に結合させる。インキュベーション及び洗浄の工程後に、ＨＲＰコンジュゲ
ートモノクローナル抗Ｍ１３抗体（Gentaur社、カタログ番号２７９４２１０１）を使用
して、ファージ結合を示す。結合特異性は、無関係のファージを加えた又はファージなし
の対照に対して比較して、ＯＤ値に基づいて決定する。
【０６３２】
　図９及び表Ｂ－６は、Ａｎｇ４に結合するクローンの選択を示す。
【０６３３】
表Ｂ－６：Ａｎｇ４に対するナノボディ
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【表３３】

【０６３４】
Ａｎｇ４結合ナノボディの配列アライメント（ＦＲは小文字、ＣＤＲは大文字）
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【表３４】

【０６３５】
成員：
結合剤のファミリー（ナノボディの１つのファミリーは同じＣＤＲ３を有する）。
　　　　　　　成員：
－Ｉ　　　　　１６９－Ｆ１１、１６９－Ｃ８、１６９－Ａ１０
－ＩＩ　　　　１６８－Ａ３、１６８－Ｅ５
－ＩＩＩ　　　１６８－Ｇ３
－ＩＶ　　　　１６９－Ｂ１２、１６９－Ｅ１２
－Ｖ　　　　　１６９－Ａ１２、１６９－Ｃ１２
【０６３６】
実施例１８：Ａｎｇｐｔｌ４結合ナノボディのファージディスプレイ選択
　ファージライブラリー１７１及び１７２（実施例９を参照されたい）を、組換えヒトア
ンジオポイエチン様－４（R&D Systems社、カタログ番号３４８５－ＡＮ）に対する選択
に使用する。
【０６３７】
　Ａｎｇｐｔｌ４を、５μｇ／ｍｌ、０．５μｇ／ｍｌ及び０μｇ／ｍｌ（対照）で、Ｍ
ａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルマイクロタイタープレート（Nunc社）上に直接固定化する。
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ファージライブラリーとのインキュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファージを
トリプシンにより溶出した。溶出したファージを増幅し、２μｇ／ｍｌ、０．２μｇ／ｍ
ｌ、０．０２μｇ／ｍｌ、及び０μｇ／ｍｌ（対照）の固定化したＡｎｇｐｔｌ４上での
２回目の選択に適用した。この２回目の選択において、ファージライブラリーとのインキ
ュベーション及び広範な洗浄に続いて、結合ファージをトリプシンにより溶出した。溶出
したファージプールから得られた個別のコロニーを増殖し、ｉ）新規ファージ産生のため
の誘導、及びｉｉ）標準的な方法（例えば、従来技術、及び本明細書において引用された
出願人によって出願された出願を参照）に従って、ナノボディの発現及び抽出（ペリプラ
ズム抽出物）のためのＩＰＴＧによる誘導を行った。
【０６３８】
実施例１９：Ａｎｇｐｔｌ４結合ナノボディのスクリーニング
　Ａｎｇｐｔｌ４に対する結合特異性を決定するために、モノクローナルファージプール
を使用して、ＥＬＩＳＡ結合アッセイの設定において、クローンを試験する。組換えヒト
アンジオポイエチン様－４（R&D Systems社、カタログ番号３４８５－ＡＮ）に対するフ
ァージ結合を試験する。簡潔には、０．２μｇ／ｍｌのＡｎｇ１をＭａｘｉｓｏｒｐ　Ｅ
ＬＩＳＡプレート（Nunc社）上に固定化し、空いている結合部位を４％Ｍａｒｖｅｌスキ
ムミルク（ＰＢＳ中で）を使用してブロックする。次に、異なるクローンのモノクローナ
ルファージを誘導したものからの１０μｌの上清（１００μｌの２％Ｍａｒｖｅｌ　ＰＢ
Ｓ中の）を、固定化した抗原に結合させる。インキュベーション及び洗浄の工程後に、Ｈ
ＲＰコンジュゲートモノクローナル抗Ｍ１３抗体（Gentaur社、カタログ番号２７９４２
１０１）を使用して、ファージ結合を示す。結合特異性は、無関係のファージを加えた又
はファージなしの対照に対して比較して、ＯＤ値に基づいて決定する。
【０６３９】
　図１０及び表Ｂ－７は、Ａｎｇｐｔｌ４に結合するクローンの選択を示す。
【０６４０】
表Ｂ－７：Ａｎｇｐｔｌ４に対するナノボディ。
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【０６４１】
Ａｎｇｐｔｌ４結合ナノボディの配列アライメント（ＦＲは小文字、ＣＤＲは大文字）



(157) JP 5823871 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

【表３６】

【０６４２】
成員：
結合剤のファミリー（ナノボディの１つのファミリーは同じＣＤＲ３を有する）。
　　　　　　　成員：
－Ｉ　　　　　１７１－Ａ３、１７１－Ａ２
－ＩＩ　　　　１７０－Ｅ２、１７０－Ｈ１
－ＩＩＩ　　　１７１－Ｈ２
－ＩＶ　　　　１７１－Ｅ２、１７１－Ｇ４
－Ｖ　　　　　１７１－Ｅ４、１７１－Ｃ４
－ＶＩ　　　　１７０－Ｇ３
－ＶＩＩ　　　１７０－Ｂ１
－ＶＩＩＩ　　１７０－Ｆ２
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－ＩＸ　　　　１７１－Ｆ３
－Ｘ　　　　　１７１－Ｄ２
－ＸＩ　　　　１７０－Ｃ２
－ＸＩＩ　　　１７１－Ｇ２
【０６４３】
実施例２０：ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ、細胞ベースのアッセイ又はｉｎ　ｖｉｖｏアッ
セイの包括的リスト：
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ結合アッセイ：ＥＬＩＳＡ、ビアコア
ｉｎ　ｖｉｖｏ結合アッセイ：フローサイトメトリー
固相受容体結合及び遮断アッセイ（非特許文献１０）：固定化されたリガンド又は受容体
のいずれかによるＥＬＩＳＡベースのアッセイ（受容体／リガンドの結合の阻害が決定さ
れる）。例えば、Ｔｉｅ２ナノボディ、Ａｎｇ１ナノボディ、又は／及びＡｎｇ２ナノボ
ディに好適な、細胞ベースのアッセイ。
受容体活性化／不活性化アッセイ（Fiedler et al., 2003.、Harfouche and Hussain,200
6：両者とも前出）：リン酸化受容体（活性化された）又は下流のシグナル伝達経路のコ
ンポーネントのリン酸化のウエスタンブロット検出。例えば、Ｔｉｅ２ナノボディ、Ａｎ
ｇ１ナノボディ、又は／及びＡｎｇ２ナノボディに好適な、細胞ベースのアッセイ。
細胞増殖アッセイ（非特許文献１０）：腫瘍内皮細胞（例えば特異的腫瘍細胞株）又はヒ
ト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）等の「一般的な」内皮細胞の増殖の阻害は、中和ナノ
ボディの追加あり又は追加なしで刺激された腫瘍細胞でアッセイされる。細胞増殖はＦＡ
ＣＳ解析によって生細胞数をカウントすることによって決定される。
ｉｎ　ｖｉｖｏ血管新生アッセイ（非特許文献１０）：異種移植研究において中和ナノボ
ディの追加によって腫瘍増殖に対する効果を決定するアッセイ。例えば、Ｔｉｅ２ナノボ
ディ、Ａｎｇ１ナノボディ、又は／及びＡｎｇ２ナノボディに好適なｉｎ　ｖｉｖｏアッ
セイ。
ｉｎ　ｖｉｖｏの直接的な抗血管新生効果（非特許文献１０）：ラット角膜血管新生モデ
ルによってｉｎ　ｖｉｖｏの直接的な抗血管新生効果を決定するアッセイ。例えば、Ｔｉ
ｅ２ナノボディ、Ａｎｇ１ナノボディ、又は／及びＡｎｇ２ナノボディに好適なｉｎ　ｖ
ｉｖｏアッセイ。
リポタンパク質リパーゼ（ＬＰＬ）アッセイ：基質として３Ｈ－オレイン酸を使用するＬ
ＰＬ活性の測定（Yoshida et al., 2002、前出）。例えば、Ａｎｇｐｔｌ４に好適なｉｎ
　ｖｉｔｒｏアッセイ。
ｉｎ　ｖｉｖｏ　ＣＡＭ（トリ絨毛尿膜）アッセイ：ＣＨＯ－Ａｎｇｐｔｌ４発現細胞株
を使用して、Ａｎｇｐｔｌ４結合ナノボディの追加によって血管侵入を阻害するか又はし
ないかを決定するアッセイ（Le Jan et al., 2003、前出）。例えば、Ａｎｇｐｔｌ４に
好適なｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ。
ｉｎ　ｖｉｖｏ動物モデル研究：ｈ　Ａｎｇｐｔｌ４を過剰発現するトランスジェニック
マウスの脂質代謝に対するＡｎｇｐｔｌ４ナノボディの注入効果を決定するアッセイ（Ko
ster et al., 2005、前出）。例えば、Ａｎｇｐｔｌ４に好適なｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ
。
【０６４４】
実施例２１：本発明のアミノ酸配列の特に好ましい態様のリスト
　２つの異なるエピトープに指向性を有しているか、又は同じエピトープに指向性を有し
ているかのいずれかの、例えば同じ標的（例えばＴｉｅ２）に対するアンタゴニスト効果
を有する２つのナノボディを含むアミノ酸配列。
Ｔｉｅ２受容体に対するナノボディ及びアンジオポイエチン１に対するナノボディを含む
アミノ酸配列。
Ｔｉｅ２受容体に対するナノボディ及びアンジオポイエチン２に対するナノボディを含む
アミノ酸配列。
細胞毒性化合物（例えばペプチド毒素、例えば免疫毒素）、及びＴｉｅ／Ａｎｇ又はＴｉ
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ｅ／Ａｎｇｐｔｌの相互作用（例えばＡｎｇ１／Ｔｉｅ２又はＡｎｇ２／Ｔｉｅ２相互作
用）の少なくとも１つを妨害することができるナノボディを含むアミノ酸配列。提示され
たような本発明のアミノ酸配列（例えば、配列番号４５５～配列番号５０１中の）は、特
定のタイプの癌の標的化のために使用することができる。
【０６４５】
実施例２２：本発明の標的タンパク質のリスト（核酸配列及びアミノ酸配列へのリンク）
。
【０６４６】
【表３７】

【０６４７】
実施例２３：Ｔｉｅ－２ナノボディ１６３Ｅ９のさらなる解析
使用される試薬
　組換えヒトアンジオポイエチン－１（R&D SYSTEM社、カタログ番号：９２３－ＡＮ）、
組換えヒトアンジオポイエチン－２（R&D SYSTEM社、カタログ番号：６２３－ＡＮ）、抗
全Ｅｒｋ　ｐ４４／４２　ＭＡＰＫ（Cell Signaling Technology社、カタログ番号＃９
１０２）、抗リン酸化Ｅｒｋ　ｐ４４／４２　ＭＡＰＫ（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）
（Ｅ１０）（Cell Signaling Technology社、カタログ番号＃９１０６Ｓ）、抗全Ａｋｔ
（Ｃ６７Ｅ７）（Cell Signaling Technology社、カタログ番号＃４６９１）、抗リン酸
化Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）（Ｄ９Ｅ）（Cell Signaling Technology社、カタログ番号＃
４０６０）、抗Ｔｉｅ－２／ＴＥＫ、クローンＡｂ３３（UPSTATE社、カタログ番号＃０
５－５８４）、抗ホスホチロシン、４Ｇ１０（Ｐｌａｔｉｎｕｍ、Millipore社）
【０６４８】
実施例２３ａ：Ｔｉｅ－２ナノボディ１６３Ｅ９は、バイオ－プレックス解析によって決
定される、Ａｋｔ及びＥｒｋのＡｎｇ－１により誘導されたリン酸化を阻害する
　Ａｎｇ－１により誘導されたＴｉｅ－２シグナル伝達経路の活性化を阻害するＴｉｅ－
２ナノボディを同定するために、バイオ－プレックスのリンタンパク質アッセイ及び全標
的アッセイを使用した。このアッセイにより、細胞培養物又は組織試料に由来する溶解物
中のタンパク質のリン酸化及び発現がそれぞれ決定される。バイオ－プレックス全標的ア
ッセイは、１ウェル中の標的タンパク質の存在量を示し、一方バイオ－プレックスリンタ
ンパク質アッセイは、個別のウェル中の同じタンパク質のリン酸化レベルを示す。
【０６４９】
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方法：
　バイオ－プレックスアッセイは、異なるスペクトルアドレスを有するビーズの選択を使
用し、各々のビーズは、異なる標的（全標的アッセイにおいて、Ａｋｔ及びＥＲＫ　１／
２；リンタンパク質アッセイにおいて、Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）及びＥＲＫ　１／２（Ｔ
ｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４、Ｔｈｒ１８５／Ｔｙｒ１８７））に対する抗体へカップリン
グした。カップリングしたビーズを９６ウェルプレートのウェルへ加えた。細胞溶解物（
適切に処理されたＨＵＶＥＣに由来する２００μｇ／ｍｌ～９００μｇ／ｍｌのタンパク
質濃度範囲で）を、カップリングしたビーズを含有するウェルへ加えた。インキュベーシ
ョンを１５時間～１８時間放置した。各々の標的上の二次エピトープに特異的なビオチン
標識検出抗体をウェルへ加える。インキュベーションを３０分間放置した。蛍光標識スト
レプトアビジンレポーター（ビオチン標識検出抗体に結合できる）を、ウェルへ加えた。
インキュベーションを１０分間放置した。リンス後に、複合体をアッセイバッファー中で
再懸濁した。バイオ－プレックスアレイリーダーにおいて、赤色識別レーザー及び緑色レ
ポーターレーザーは個別のビーズを照射し、各々のビーズのスペクトルアドレス及び関連
するレポーターシグナルを同定した。色素ビーズは内部の蛍光シグネチャーによって同定
され、ビーズに結合された標的のレベルはレポーターシグナルの強度によって示された。
マルチプレックスデータは同時に報告された。
【０６５０】
　ＨＵＶＥＣ（ヒト臍帯静脈内皮細胞）をヒト臍帯静脈のコラゲナーゼ処理によって得て
、２０％ＦＣＳを含有するＭ１９９（２％ペニシリン－ストレプトマイシン、脳抽出物及
び２５μｇヘパリンナトリウム硫酸塩）中で培養した。０．５％ＢＳＡを含有するＭ１９
９中での３～４時間の飢餓後に、細胞をＴｉｅ－２ナノボディの指示濃度で１０分間処理
し、次いで１００ｎｇ／ｍｌのｈ－Ａｎｇ－１で１０分間刺激した。細胞を氷冷細胞洗浄
バッファー中でリンスし、プロテアーゼ阻害剤及びホスファターゼ阻害剤を含むバッファ
ー中で溶解した。タンパク質濃度をＢＣＡ（ビシンコニン酸）アッセイによって測定し、
各々の試料について等量のタンパク質（２００μｇ／ｍｌ～９００μｇ／ｍｌの範囲で）
をバイオ－プレックス解析に使用した。Ａｋｔに対するリン酸化Ａｋｔの比及びＥＲＫに
対するリン酸化ＥＲＫの比はそれぞれ図１１及び１２において報告され、φはＡｎｇ－１
刺激を行っていない試料を示す。試験された抗Ｔｉｅ２ナノボディの中で、ナノボディ１
６３Ｅ９のみが、７．５μｇ／ｍｌ（約５００ｎＭ）及び１μｇ／ｍｌ（約６７ｎＭ）の
両方で、Ａｎｇ１により誘導されたＡｋｔ及びＥｒｋのリン酸化を遮断することができた
。他のＴｉｅ－２ナノボディのどれも、ＡＫｔ及びＥｒｋのリン酸化を阻害しなかった。
【０６５１】
実施例２３ｂ：ナノボディ１６３Ｅ９は、ウエスタンブロッティングによって決定される
ように、Ａｎｇ－１により誘導されたＡｋｔ及びＥｒｋのリン酸化を用量依存的に阻害す
る
　ＨＵＶＥＣ（ヒト臍帯静脈内皮細胞）をヒト臍帯静脈のコラゲナーゼ処理によって得て
、２０％ＦＣＳを含有するＭ１９９（２％ペニシリン－ストレプトマイシン、脳抽出物及
び２５μｇヘパリンナトリウム硫酸塩）中で培養した。
【０６５２】
　ＨＵＶＥＣを６ウェルプレート中にプレーティングし、サブコンフルエント状態（１．
５±２×１０５／９．６ｍｍディッシュ）で使用した。０．５％ＢＳＡを含有するＭ１９
９中での３～４時間の飢餓後に、細胞を指示濃度のナノボディで１０分間処理し、次いで
１００ｎｇ／ｍｌのｈ－Ａｎｇ－１で１０分間刺激した。細胞を氷冷ＰＢＳ中でリンスし
、煮沸バッファー（５００ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ６．８）；１０％ＳＤＳ、グリセロー
ル）中で溶解した。溶解物を遠心分離によって清澄化し、タンパク質濃度をＢＣＡ（ビシ
ンコニン酸）アッセイによって測定した。１０μｇのタンパク質を１０％ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅによって分離し、ニトロセルロース膜に転写し、抗全Ｅｒｋ　１／２、抗リン酸化Ｅｒ
ｋ　１／２、抗全Ａｋｔ及び抗リン酸化Ａｋｔによりウエスタンブロット解析を行った。
対応する化学発光シグナルをＣＣＤカメラによって捕捉及び定量する。Ａｋｔに対するリ
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ン酸化Ａｋｔの比（図１３）及びＥＲＫに対するリン酸化ＥＲＫの比（図１４）が示され
る。ナノボディ１６３Ｅ９はＡｎｇ－１により誘導されたＡｋｔ及びＥｒｋのリン酸化を
用量依存的に阻害した。
【０６５３】
実施例２３ｃ：Ｔｉｅ－２ナノボディ１６３Ｅ９は、Ａｎｇ－１の抗アポトーシス効果を
回復させる
　ＨＵＶＥＣの血清飢餓はアポトーシス細胞死（Ａｎｇ－１による阻害することができる
プロセス）をもたらすことが知られている。Ｔｉｅ－２ナノボディ１６３Ｅ９が、Ｔｉｅ
－２を介してＡｎｇ－１により誘導された活性を妨げることをさらに実証するために、ナ
ノボディ１６３Ｅ９がＡｎｇ－１の抗アポトーシス活性を回復させることができるかどう
かを調べた。
【０６５４】
　アポトーシス実験は、ヌクレオソーム関連のＤＮＡ断片のレベルを評価するＣｅｌｌ　
Ｄｅａｔｈ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡＰＬＵＳキット（Roche社）を使用して実
行した。ＨＵＶＥＣ細胞は、２４ウェル（２×１０４細胞／ウェル）又は６ウェル（９．
８×１０４細胞／ウェル）中に播種し、示された異なる増殖因子で一晩で処理した。手順
において使用されるバッファー及び試薬はキットと共に供給される。細胞を２００μｌ又
は９８０μｌの溶解バッファーで室温で３０分間溶解し、溶解物を２００ｇで１０分間遠
心分離した。ＥＬＩＳＡアッセイは２０μｌの試料上清及び８０μｌの免疫試薬により実
行した。免疫試薬は、１／２０容積の抗ＤＮＡ－ＨＲＰ及び１／２０容積の抗ヒストン－
ビオチンを１８／２０容積のインキュベーションバッファーと混合することによって調製
した。イムノアッセイ結合反応を２時間進行させ、その後、過剰量の試薬をインキュベー
ションバッファーによる２回の洗浄（各２００μｌ）で除去した。ヌクレオソームの量の
定量は、免疫複合体によって保持されるＨＲＰ（ホースラディッシュペルオキシダーゼ）
（それは基質としてのＡＢＴＳを用いて測光により測定する）の評価によって評価した。
最終的に発色反応は１０～１５分後にＡＢＳＴ停止液で遮断した。
【０６５５】
　Ｔｉｅ－２に対するナノボディは、ＨＵＶＥＣ細胞（Ａｎｇ－１（３００ｎｇ／ｍｌ）
で一晩で刺激するか、又は対照として増殖因子飢餓（ＳＦ）を行った）において試験した
。図１５において示されるように、Ａｎｇ－１は血清飢餓に続いて起こるアポトーシスを
強く阻害した。重要なことには、ナノボディ１６３Ｅ９は、Ａｎｇ－１の抗アポトーシス
活性を用量依存的に阻害した。実際ナノボディ濃度を低下させると、細胞アポトーシスの
減少がもたらされた。
【０６５６】
実施例２３ｄ：ナノボディ１６３Ｅ９は、Ａｎｇ－１により誘導されたＴｉｅ－２のリン
酸化を用量依存的に阻害する
　Ａｎｇ－１とＴｉｅ－２との結合に続いて、Ｔｉｅ－２の細胞質尾部はリン酸化状態に
なる。Ｔｉｅ－２ナノボディ１６３Ｅ９が、Ｔｉｅ－２を介してＡｎｇ－１により誘導さ
れた活性を妨げることをさらに実証するために、ナノボディ１６３Ｅ９がＴｉｅ－２のリ
ン酸化を阻害することができるかどうかを調べた。
【０６５７】
　ＨＵＶＥＣ（ヒト臍帯静脈内皮細胞）をヒト臍帯静脈のコラゲナーゼ処理によって得て
、２０％ＦＣＳを含有するＭ１９９（２％ペニシリン－ストレプトマイシン、脳抽出物及
び２５μｇヘパリンナトリウム硫酸塩）中で培養した。
【０６５８】
　０．５％ＢＳＡを含有するＭ１９９中での３～４時間の飢餓後に、細胞を指示濃度（ｎ
ｇ／ｍｌ）のナノボディで１０分間処理し、次いでｈ－Ａｎｇ－１で１０分間刺激した。
細胞を氷冷ＰＢＳ中で１回リンスし、プロテアーゼ阻害剤及びホスファターゼ阻害剤（５
０μｇ／ｍｌペプスタチン、５０μｇ／ｍｌロイペプチン、１０μｇ／ｍｌアプロチニン
、１ｍＭフッ化フェニルメチルスルホニル、１００μＭ　ＺｎＣｌ２、１ｍＭ　Ｎａ３Ｖ
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Ｏ４）を含むＥＢバッファー（１０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１５０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％トリトンＸ１００、１０％グリセロール）中で４℃で溶解
した。溶解物（４５０～８００μｇ）を４℃で２時間プロテインＧセファロース及び抗Ｔ
ｉｅ－２抗体（１μｇ）とインキュベーションした。洗浄後に、免疫沈降物を６％ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ中で分離し、Ｐ－Ｔｙｒ及びＴｉｅ－２について免疫ブロットした。図１６に
おいて示されるように、使用されるナノボディ１６３Ｅ９の最も高い濃度で、Ｔｉｅ－２
のリン酸化は確かに減少した。
【０６５９】
実施例２３ｅ：ナノボディ１６３Ｅ９は、Ａｎｇ－１により誘導された内皮細胞の出芽を
用量依存的に阻害する
　ＨＵＶＥＣをトリプシン処理し、カウントし、２０％メトセル（Sigma社）を含有する
培養培地（８０ｍｌのＭ－１９９（２０％ＦＣＳ、０．１ｍｇ／ｍｌヘパリン及び０．１
ｍｇ／ｍｌの脳抽出物）と２０ｍｌメトセルストック）中で１μｌ当たり４個の細胞の密
度で懸濁した。８００個の細胞を非接着性丸底９６ウェルプレートの中へ播種し、３７℃
で一晩培養した。翌日、形成されたスフェロイドを採取し、室温で１５分間３００ｇで遠
心分離し、コラーゲンゲルの中へ埋め込んだ。希釈したＩ型コラーゲン（ラット尾部から
、Sigma社）溶液は、７容積のコラーゲン（滅菌した０．２％の酢酸（ｐＨ３）中で３ｍ
ｇ／ｍｌに４℃で平衡化した）、１容積の１０×Ｍ１９９、１容積の０．１Ｎ　ＮａＯＨ
、及び１容積の０．２Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３）の混合によって、使用前に調製した
。ＥＣスフェロイドを、１００ｎｇ／ｍｌのＡｎｇ１及び指示濃度でのナノボディ１６３
Ｅ９あり又はなしの４０％ＦＣＳ含有Ｍ－１９９培地２００μｌ中で懸濁し、等容積の希
釈したコラーゲン溶液と混合した。スフェロイドを９６ウェルプレート（４００μｌ／ウ
ェル）の中へ迅速に移し、重合させた。
【０６６０】
　毛細血管様の出芽を倒立位相差顕微鏡（Leica Microsystem社、Heerbrugg、Switzerlan
d）で検査し、撮影した。毛細血管様の構造の長さ及び突出した領域を、画像化ソフトウ
ェアｗｉｎＲＨＩＺＯ　Ｐｒｏ（Regent Instruments社）で定量した。
【０６６１】
　図１７において示されるように、ナノボディ１６３Ｅ９はＡｎｇ－１によって誘導され
たＨＵＶＥＣ細胞の出芽を用量依存的に阻害した。
【０６６２】
　当業者は、単なるルーチン実験を使用して、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、添付の特許請求の範囲により包含されることが意図される。
【０６６３】
　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。
【０６６４】
好ましい実施形態：
１．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、
Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔｌ
６からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に結
合する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むアミノ酸配列。
２．Ｔｉｅ１及びＴｉｅ２からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有する、及び
／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むアミノ酸配列。
３．Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３及びＡｎｇ４からなる群から選択されるタンパク質に
指向性を有する、及び／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ドメイン
を含むアミノ酸配列。
４．Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ
５、及びＡｎｇｐｔｌ６からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有する、及び／
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又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むアミノ酸配列。
５．本質的に単離形態である、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ
酸配列。
６．ヒトＴｉｅ１、ヒトＴｉｅ２、ヒトＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ２、ヒトＡｎｇ３、ヒトＡ
ｎｇ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ１、ヒトＡｎｇｐｔｌ２、ヒトＡｎｇｐｔｌ３、ヒトＡｎｇｐ
ｔｌ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ５、及びヒトＡｎｇｐｔｌ６からなる群から選択されるタンパ
ク質に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ド
メインを含むアミノ酸配列。
７．ヒトＴｉｅ１及びヒトＴｉｅ２からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有す
る、及び／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むアミノ
酸配列。
８．ヒトＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ２、ヒトＡｎｇ３及びヒトＡｎｇ４からなる群から選択さ
れるタンパク質に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの
単一可変ドメインを含むアミノ酸配列。
９．ヒトＡｎｇｐｔｌ１、ヒトＡｎｇｐｔｌ２、ヒトＡｎｇｐｔｌ３、ヒトＡｎｇｐｔｌ
４、ヒトＡｎｇｐｔｌ５、及びヒトＡｎｇｐｔｌ６からなる群から選択されるタンパク質
に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ドメイ
ンを含むアミノ酸配列。
１０．ヒトＴｉｅ２、ヒトＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ２、ヒトＡｎｇ４及びヒトＡｎｇｐｔｌ
４からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に結
合する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むアミノ酸配列。
１１．ヒトＴｉｅ２及びヒトＡｎｇ２からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有
する、及び／又はこれと特異的に結合する少なくとも１つの単一可変ドメインを含むアミ
ノ酸配列。
１２．可変ドメインが、ｉ）ヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に
結合し、ｉｉ）ヒトＴｉｅ２と少なくとも１つのＡｎｇ（例えばヒトＡｎｇ）との間の相
互作用を遮断する、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１３．可変ドメインが、ｉ）ヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に
結合し、ｉｉ）ヒトＴｉｅ２と１つだけのＡｎｇ（例えばヒトＡｎｇ）との間の相互作用
を遮断する、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１４．可変ドメインが、ｉ）ヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に
結合し、ｉｉ）ヒトＴｉｅ２とヒトＡｎｇ１との間の相互作用を遮断する、これまでの又
は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１５．可変ドメインが、ｉ）ヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に
結合し、ｉｉ）ヒトＡｎｇ１とヒトＴｉｅ２との間の相互作用を遮断し、ヒトＡｎｇ２と
ヒトＴｉｅ２との間の相互作用を遮断しない、これまでの又は以下の実施形態のいずれか
に記載のアミノ酸配列。
１６．可変ドメインが、ｉ）ヒトＡｎｇ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異的に
結合し、ｉｉ）ヒトＴｉｅ２とヒトＡｎｇ２との間の相互作用を遮断する、これまでの又
は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
１７．可変ドメインが、Ｔｉｅ１及びＴｉｅ２からなるタンパク質の群の少なくとも１つ
の成員に対してアンタゴニスト効果を有する、これまでの又は以下の実施形態のいずれか
に記載のアミノ酸配列。
１８．可変ドメインが、Ｔｉｅ１及びＴｉｅ２からなるタンパク質の群の少なくとも１つ
の成員に対してアゴニスト効果を有する、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記
載のアミノ酸配列。
１９．可変ドメインが、ヒトＴｉｅ２に対してアンタゴニスト効果を有する、これまでの
又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２０．可変ドメインが、ヒトＴｉｅ２に対してアゴニスト効果を有する、これまでの又は
以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
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２１．可変ドメインがヒトＴｉｅ２ホモ二量体の集合を阻害することができる、これまで
の又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２２．可変ドメインがヒトＴｉｅ２ホモ二量体の集合を増進することができる、これまで
の又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２３．可変ドメインが、例えば、本明細書において開示されたｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞ベ
ースのモデル又は動物モデルのいずれかにおいて測定されるような血管新生を阻害するこ
とができる、これまでの又は以下のいずれかの実施形態に記載のアミノ酸配列。
２４．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔ
ｌ６からなるタンパク質の群のうちの少なくとも１つの成員と、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、特異的に
結合することができる、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列
。
２５．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔ
ｌ６からなるタンパク質の群のうちの少なくとも１つの成員と、１０２Ｍ－１ｓ－１～約
１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１、より好まし
くは１０４Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１（１０５Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－

１等）の結合速度（ｋｏｎ速度）で、特異的に結合することができる、これまでの又は以
下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２６．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔ
ｌ６からなるタンパク質の群のうちの少なくとも１つの成員と、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、特異
的に結合することができる、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸
配列。
２７．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔ
ｌ６からなるタンパク質の群のうちの少なくとも１つの成員と、５００ｎＭ未満、好まし
くは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満（５００ｐＭ等）の親和性で、特異的
に結合することができる、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配
列。
２８．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、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
２９．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、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ
酸配列。
３０．４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）とから本質的になる、これまでの又は以下の実施形
態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
３１．免疫グロブリン配列である、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のア
ミノ酸配列。
３２．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、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
３３．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、これまでの又は以下の実施形態のいずれ
かに記載のアミノ酸配列。
３４．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
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配列）から本質的になる、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配
列。
３５．通常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なるか、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なる、これまでの又は以下の実施形態のいずれ
かに記載のアミノ酸配列。
３６．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）から本質的になる、これまでの又は以下の実施形態のいず
れかに記載のアミノ酸配列。
３７．ナノボディ（商標）から本質的になる、これまでの又は以下の実施形態のいずれか
に記載のアミノ酸配列。
３８．
ｉ）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
一性を有し（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）、
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つ又は複数は
、表Ａ－３で言及する特徴的な残基から選択される、
ナノボディ（商標）から本質的になる、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載
のアミノ酸配列。
３９．
ｉ）配列番号４５５～配列番号５０１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（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）、
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つ又は複数は
、表Ａ－３で言及する特徴的な残基から選択される、これまでの又は以下の実施形態のい
ずれかに記載のアミノ酸配列。
４０ａ．配列番号４５５～配列番号５０１を有するアミノ酸配列のうちの少なくとも１つ
と、Ｔｉｅ、Ａｎｇ及び／又はＡｎｇｐｔｌとの結合を交差遮断する少なくとも１つの可
変ドメインを含む、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列。
４０ｂ．配列番号４５５～配列番号５０１を有するアミノ酸配列のうちの少なくとも１つ
によってＴｉｅ、Ａｎｇ及び／又はＡｎｇｐｔｌに対して交差遮断される少なくとも１つ
の可変ドメインを含む、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載のアミノ酸配列
。
４０ｃ．上記アミノ酸配列が交差遮断する能力又は上記アミノ酸配列が交差遮断される能
力は、ビアコアアッセイにおいて検出される、実施形態４０ａ又は４０ｂに記載のアミノ
酸配列。
４０ｄ．上記アミノ酸配列が交差遮断する能力又は上記アミノ酸配列が交差遮断される能
力は、ＥＬＩＳＡアッセイにおいて検出される、実施形態４０ａ又は４０ｂに記載のアミ
ノ酸配列。
４０．ヒト化ナノボディ（商標）から本質的になる、これまでの又は以下の実施形態のい
ずれかに記載のアミノ酸配列。
４１．実施形態１～４０のいずれかに記載の１つ又は複数のアミノ酸配列を含むか又はこ
れらから本質的になり、任意で１つ又は複数のリンカーを介して連結した、任意で１つ又
は複数の他の基、残基又は部分又は結合単位をさらに含む、以下の実施形態のいずれかに
記載の構築物。
４２．実施形態１～４０のいずれかに記載の１つ又は複数のアミノ酸配列の含むか又はこ
れらから本質的になり、例えば、本明細書において開示されたｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞ベ
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ースのモデル又は動物モデルのいずれかにおいて測定されるような血管新生を阻害するこ
とができる、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載の構築物。
４３．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、これ
までの又は以下の実施形態のいずれかに記載の構築物。
４４．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、これまでの又は以下の実施形態のいずれかに記載の構築物。
４５．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
、実施形態４２～４４に記載の構築物。
４６．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、「ｄＡｂ」、ｄＡｂとしての使用に好適なアミノ酸配列、又
はナノボディからなる群から選択される、実施形態４２～４５に記載の構築物。
４７．本発明の上記１つ又は複数のアミノ酸配列が免疫グロブリン配列である、実施形態
４２～４６に記載の構築物。
４８．本発明の上記１つ又は複数のアミノ酸配列が、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
ィからなる群から選択される、実施形態４２～４７に記載の構築物。
４９．実施形態４２～４８のいずれかに記載の１つ又は複数のナノボディを含むか又はこ
れらから本質的になり、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、構築物。
５０．多価構築物である、実施形態４１以下のいずれかに記載の構築物。
５１．多重特異性構築物である、実施形態４１以下のいずれかに記載の構築物。
５２．実施形態１～４０のいずれかに記載の対応するアミノ酸配列自体と比較して半減期
が増大している、実施形態２９～３８のいずれかに記載の構築物。
５３．上記１つ又は複数の他の基、残基、部分又は結合単位が、実施形態１～４０のいず
れかに記載の対応するアミノ酸配列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、実施形態３９に記載の構築物。
５４．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なる群から選択される、実施形態５３に記載の構築物。
５５．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なる群から選択される
、実施形態５４に記載の構築物。
５６．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なる群から選択される
、実施形態５５に記載の構築物。
５７．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、実施形態５６に記載の構築物。
５８．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ナノボディである、実施形態５７に
記載の構築物。
５９．実施形態１～２１のいずれかに記載の対応するアミノ酸配列より少なくとも１．５
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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２
０倍超大きい血清半減期を有する、実施形態５３～５８のいずれかに記載の構築物。
６０．血清半減期が、実施形態１～２１のいずれかに記載の対応するアミノ酸配列と比較
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、実施形態５３～５９のいず
れかに記載の構築物。
６１．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、実施形態５３～６０のいず
れかに記載の構築物。
６２．実施形態１～２８のいずれかに記載の２つのアミノ酸配列を含むか又はこれらから
本質的になる、実施形態５３～６１のいずれかに記載の構築物。
６３．上記２つのアミノ酸配列が、Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３
、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔ４、Ａｎｇ
ｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔｌ６からなる群から選択される同じ標的タンパク質に指向性を
有する、及び／又はこれと特異的に結合し、上記結合が２つの異なるエピトープに又は同
じエピトープに指向性を有する、実施形態６２に記載の構築物。
６４．上記標的タンパク質が、ヒトＴｉｅ１、ヒトＴｉｅ２、ヒトＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ
２、ヒトＡｎｇ３、ヒトＡｎｇ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ１、ヒトＡｎｇｐｔｌ２、ヒトＡｎ
ｇｐｔｌ３、ヒトＡｎｇｐｔｌ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ５、及びヒトＡｎｇｐｔｌ６からな
る群から選択される、実施形態６３に記載の構築物。
６５．上記第１のアミノ酸配列がヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異
的に結合し、上記第２のアミノ酸配列がヒトＡｎｇ１に指向性を有する、及び／又はこれ
と特異的に結合する、実施形態６４に記載の構築物。
６６．上記第１のアミノ酸配列がヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異
的に結合し、上記第２のアミノ酸配列がヒトＡｎｇ２に指向性を有する、及び／又はこれ
と特異的に結合する、実施形態６４に記載の構築物。
６７．上記第１のアミノ酸配列がヒトＴｉｅ２に指向性を有する、及び／又はこれと特異
的に結合し、上記第２のアミノ酸配列がヒトＡｎｇ４に指向性を有する、及び／又はこれ
と特異的に結合する、実施形態６４に記載の構築物。
６８．実施形態１～４０のいずれかに記載の１つ又は複数のアミノ酸配列を含むか又はこ
れらから本質的になり、任意で１つ又は複数のリンカーを介して連結した、任意で１つ又
は複数の毒性基、毒性残基、毒性部分又は毒性結合単位をさらに含む、実施形態５３～６
７に記載の構築物。
６９．毒性基が免疫毒素の群から選択される、実施形態６８に記載の構築物。
７０．少なくとも３つの可変ドメイン（例えばナノボディ）を含む、これまでの及び以下
の実施形態のいずれかに記載の構築物。
７１．少なくとも３つの可変ドメイン（例えばナノボディ）を含み、過剰な血管新生及び
／又は腫瘍形成を阻害することができ、上記生物学的効果を本明細書において記載された
ような好適な細胞ベースのモデル及び／又は動物モデルにおいて試験することができる、
これまでの及び以下の実施形態のいずれかに記載の構築物。
７２．少なくとも３つの可変ドメイン（例えばナノボディ）を含み、Ｔｉｅ２のクラスタ
ー形成を阻害することができるか、又は生物学的効果若しくは正常化されたレベルまで過
剰な血管新生及び／若しくは腫瘍形成を阻害するような効果を全く誘導しないか若しくは
部分的にのみ誘導してＴｉｅ２をクラスター化させることができ、上記生物学的効果を本
明細書において記載されたような好適な細胞ベースのモデル及び／又は動物モデルにおい
て試験することができる、これまでの及び以下の実施形態のいずれかに記載の構築物。
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７３．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列を１つ含むか又はこれから本質
的になる一価構築物。
７４．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なる群か
ら選択される、実施形態５７に記載の一価構築物。
７５．実施形態１～４０のいずれかに記載のナノボディを１つ含むか又はこれから本質的
になる一価構築物。
７６．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５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。
７７．遺伝子構築物の形態である、実施形態７６に記載の核酸又はヌクレオチド配列。
７８．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５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／又は実施形態７６
又は７７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。
７９．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５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、実施形態７６に
記載の核酸若しくはヌクレオチド配列又は実施形態７７に記載の遺伝子構築物を発現する
工程と、任意でその後、
　ｂ）実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５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。
８０．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５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）実施形態７８に記載の宿主又は宿主細胞が少なくとも１つの実施形態１～４０のい
ずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構
築物、又は実施形態７３～７５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、任意でその後
、
　ｂ）実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５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。
８１．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５のいずれかに記載の一価構築
物、又は実施形態７６若しくは７７に記載の核酸若しくはヌクレオチド配列を少なくとも
１つ含む組成物。
８２．薬学的組成物である、実施形態８１に記載の組成物。
８３．薬学的組成物であり、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、実施形態８２に記載の組成物。
８４．過剰な血管新生又は不十分な血管新生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、それを必要とする被験体に、薬学的に活性のある
量の少なくとも１つの実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１
～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５のいずれかに
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記載の一価構築物、又は実施形態８１～８３のいずれかに記載の組成物を投与することを
含む、方法。
８５．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１
、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔ
ｌ６からなる群から選択されるタンパク質に関連する少なくとも１つの疾患又は障害を、
その生物学的若しくは薬理学的活性で、及び／又は上記タンパク質が関与する生物学的経
路若しくはシグナル伝達で、予防及び／又は治療する方法であって、それを必要とする被
験体に、薬学的に活性のある量の少なくとも１つの実施形態１～４０のいずれかに記載ア
ミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形
態７３～７５のいずれかに記載の一価構築物、又は実施形態８１～８３のいずれかに記載
の組成物を投与することを含む、方法。
８６．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５のいずれかに記載の一価構築
物、又は実施形態８１～８３のいずれかに記載の組成物をそれを必要とする被験体に投与
することによって予防及び／又は治療することができる癌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、それを必要とする被験体に、薬学的
に活性のある量の少なくとも１つの実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、
実施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５
のいずれかに記載の一価構築物、又は実施形態８１～８３のいずれかに記載の組成物を投
与することを含む、方法。
８７．過剰な血管新生又は不十分な血管新生に関連する少なくとも１つの疾患又は障害を
予防及び／又は治療する薬学的組成物の調製における、実施形態１～４０のいずれかに記
載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は
実施形態７３～７５のいずれかに記載の一価構築物の使用。
８８．過剰な血管新生又は不十分な血管新生に関連する少なくとも１つの疾患又は障害を
予防及び／又は治療するための、実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実
施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５の
いずれかに記載の一価構築物の使用。
８９．過剰な血管新生が根本原因である疾患の治療のための、実施形態１～４０のいずれ
かに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物
、又は実施形態７３～７５のいずれかに記載の一価構築物の使用であって、患者の血清中
の機能的Ａｎｇ２に対する機能的Ａｎｇ１の比が、０．５～２、好ましくは０．６～１．
６７、より好ましくは０．７～１．４、より好ましくは０．８～１．２５、より好ましく
は０．９～１．１であるように使用される投薬レジメンが制御される、使用。
９０．機能的Ａｎｇ２の濃度が、Ａｎｇ２の血清中の全濃度からＡｎｇ２に指向性を有す
るアミノ酸配列の血清中の全濃度を引いたものであると判断される、実施形態８９に記載
の使用。
９１．実施形態１～４０のいずれかに記載のアミノ酸配列、実施形態４１～７２にいずれ
かに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５のいずれかに記載の一価構築
物、又は実施形態８１～８３のいずれかに記載の組成物をそれを必要とする被験体に投与
することによって予防及び／又は治療することができる癌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、それを必要とする被験体に、薬学的
に活性のある量の少なくとも１つの実施形態１～４０にいずれかに記載のアミノ酸配列、
実施形態４１～７２のいずれかに記載の化合物若しくは構築物、又は実施形態７３～７５
のいずれかに記載の一価構築物、又は実施形態８１～８３のいずれかに記載の組成物を投
与することを含み、患者の血清中の機能的Ａｎｇ２に対する機能的Ａｎｇ１の比が、０．
５～２、好ましくは０．６～１．６７、より好ましくは０．７～１．４、より好ましくは
０．８～１．２５、より好ましくは０．９～１．１であるように、使用される投薬レジメ
ンが制御される、方法。
９２．機能的Ａｎｇ２の濃度が、Ａｎｇ２の血清中の全濃度からＡｎｇ２に指向性を有す
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るアミノ酸配列の血清中の全濃度を引いたものであると判断される、実施形態９１に記載
の方法。
【０６６５】
さらに好ましい態様：
１．Ｔｉｅ１、Ｔｉｅ２、Ａｎｇ１、Ａｎｇ２、Ａｎｇ３、Ａｎｇ４、Ａｎｇｐｔｌ１、
Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ４、Ａｎｇｐｔｌ５、及びＡｎｇｐｔｌ
６からなる群から選択されるタンパク質に指向性を有する少なくとも１つの単一可変ドメ
インを含むアミノ酸配列。
２．本質的に単離形態である、これまでの態様のいずれかに記載のアミノ酸配列。
３．可変ドメインが、ヒトＴｉｅ１、ヒトＴｉｅ２、ヒトＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ２、ヒト
Ａｎｇ３、ヒトＡｎｇ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ１、ヒトＡｎｇｐｔｌ２、ヒトＡｎｇｐｔｌ
３、ヒトＡｎｇｐｔｌ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ５、及びヒトＡｎｇｐｔｌ６、好ましくはヒ
トＡｎｇ１、ヒトＡｎｇ２、ヒトＡｎｇ４、ヒトＡｎｇｐｔｌ４、及びヒトＴｉｅ２から
なる群から選択されるタンパク質に指向性を有する、これまでの態様のいずれかに記載の
アミノ酸配列。
４．単一可変ドメインが、Ｔｉｅ１及びＴｉｅ２からなるタンパク質の群の少なくとも１
つの成員に対してアンタゴニスト効果を有する、これまでの態様のいずれかに記載のアミ
ノ酸配列。
５．単一可変ドメインが、ヒトＴｉｅ２に対してアンタゴニスト効果を有する、これまで
の態様のいずれかに記載のアミノ酸配列。
６．単一可変ドメインが、ヒトＴｉｅ２に対してアンタゴニスト効果を有しており、ヒト
Ａｎｇ２とヒトＴｉｅ２との間の相互作用を遮断しない、これまでの態様のいずれかに記
載のアミノ酸配列。
７．単一可変ドメインが、配列番号４６１のＣＤＲを有する、これまでの態様のいずれか
に記載のアミノ酸配列。
８．単一可変ドメインが、配列番号４６１との８０％、好ましくは９０％、より好ましく
は９５％の配列同一性を有する、これまでの態様のいずれかに記載のアミノ酸配列。
９．少なくとも２つの同一であるか又は異なる態様１～８のいずれかに記載のアミノ酸配
列を含むポリペプチド。
１０．態様１～８のいずれか１つにおける単一可変ドメインのいずれかの（例えば配列番
号４６１の）ＣＤＲ組合せを有する単一可変ドメイン。
１１．態様１～８のいずれか１つにおける単一可変ドメインのいずれか（例えば配列番号
４６１）との、８０％、好ましくは９０％、より好ましくは９５％の配列同一性を有する
単一可変ドメイン。
１２．これまでの態様のいずれかに記載のアミノ酸配列、ポリペプチド又は単一可変ドメ
インと、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
バントとを含む薬学的組成物。
１３．過剰な血管新生又は不十分な血管新生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、それを必要とする被験体に、薬学的に活性のある
量の少なくとも１つの態様１～１１のいずれかに記載のアミノ酸配列、ポリペプチド又は
単一可変ドメインを投与することを含む、方法。
１４．過剰な血管新生又は不十分な血管新生に関連する少なくとも１つの疾患又は障害の
予防及び／又は治療のための、態様１～１１のいずれかに記載のアミノ酸配列、ポリペプ
チド、又は単一可変ドメインの使用。
１５．態様１～１１のいずれかに記載のアミノ酸配列、ポリペプチド、又は単一可変ドメ
インを製造する方法であって、
ｉ．好適な宿主又は宿主細胞が少なくとも１つの態様１～１１のいずれかに記載のアミノ
酸配列、ポリペプチド、又は単一可変ドメインを発現及び／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；任意で、続いて
ｉｉ．態様１～１１のいずれかに記載のアミノ酸配列、ポリペプチド、又は単一可変ドメ
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