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(57)【要約】
　本発明は、血清タンパク質と結合可能なアミノ酸配列；かかるアミノ酸配列を含むか、
又はこれから本質的に成る化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は構築
物；かかるアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は構築
物をコードする核酸；かかるアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タ
ンパク質又は構築物を含む組成物、特に医薬組成物；及びかかるアミノ酸配列、化合物、
タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は構築物の使用に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血清タンパク質と結合することができ、且つＣＤＲ配列から本質的に成る、アミノ酸配
列。
【請求項２】
　血清タンパク質と結合することができ、且つＣＤＲ配列（特に単一ＣＤＲ配列）を含む
アミノ酸配列であって、前記アミノ酸配列が免疫グロブリンフォールドを含まず、及び／
又は免疫グロブリンフォールド形成不可能である、アミノ酸配列。
【請求項３】
　前記ＣＤＲ配列が血清タンパク質と結合することができる、請求項１又は２に記載のア
ミノ酸配列。
【請求項４】
　前記ＣＤＲ配列が、血清タンパク質と結合することができる免疫グロブリン可変ドメイ
ンに由来し、及び／又は前記アミノ酸配列が、ＣＤＲ配列を含む免疫グロブリン可変ドメ
インの断片から本質的に成る、請求項１～３のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項５】
　前記ＣＤＲ配列が、免疫グロブリン可変ドメインのＶＨドメイン、ＶＬドメイン、ＶＨ

Ｈドメイン又は抗原結合断片から成る群から選択される免疫グロブリン可変ドメインに由
来し；及び／又はＣＤＲ配列を含む免疫グロブリン可変ドメインのＶＨドメイン、ＶＬド
メイン、ＶＨＨドメイン又は抗原結合断片の断片である、請求項１～４のいずれか一項に
記載のアミノ酸配列。
【請求項６】
　前記ＣＤＲ配列が、ヒト可変ドメイン、（単一）ドメイン抗体、ｄＡｂ又はナノボディ
（登録商標）から成る群から選択される免疫グロブリン可変ドメインに由来し；及び／又
はヒト可変ドメイン、（単一）ドメイン抗体、ｄＡｂ又はナノボディ（登録商標）の断片
である、請求項１～５のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項７】
　前記ＣＤＲ配列がＣＤＲ２配列である、請求項１～６のいずれか一項に記載のアミノ酸
配列。
【請求項８】
　前記ＣＤＲ配列がＣＤＲ３配列である、請求項１～６のいずれか一項に記載のアミノ酸
配列。
【請求項９】
　前記ＣＤＲ配列の長さが、３アミノ酸残基～４０アミノ酸残基、好ましくは５アミノ酸
残基～３０アミノ酸残基である、請求項１～８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１０】
　前記アミノ酸配列が、血清タンパク質分子の半減期が（有意に）低減しないように、該
血清タンパク質と結合する、請求項１～９のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１１】
　前記アミノ酸配列が、血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結
合タンパク質、トランスフェリン、フィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清タンパ
ク質；又は上記のいずれかの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメイン
と結合する、請求項１～１０のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２】
　前記アミノ酸配列が、血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトー
プ若しくはドメインと結合する、請求項１～１１のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３】
　前記アミノ酸配列が、ヒト血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピ
トープ若しくはドメインと結合する、請求項１～１２のいずれか一項に記載のアミノ酸配
列。
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【請求項１４】
　（ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない血清アルブミンのアミノ酸残
基と結合可能である、請求項１２又は１３に記載のアミノ酸配列。
【請求項１５】
　（ヒト）血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分を形成しない血清アルブミンのアミノ
酸残基と結合可能である、請求項１２～１４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１６】
　該ＣＤＲ配列のいずれかの側に２つの隣接アミノ酸配列が隣接する、請求項１～１５の
いずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１７】
　前記２つの隣接アミノ酸配列の長さがそれぞれ、１アミノ酸残基～３０アミノ酸残基、
好ましくは約５アミノ酸残基、１０アミノ酸残基又は１５アミノ酸残基等の２アミノ酸残
基～２０アミノ酸残基である、請求項１６に記載のアミノ酸配列。
【請求項１８】
　前記２つの隣接アミノ酸配列が、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来し；及び／
又は免疫グロブリンフレームワーク配列の断片である、請求項１６又は１７に記載のアミ
ノ酸配列。
【請求項１９】
　前記ＣＤＲ配列が、免疫グロブリン可変ドメイン由来のＣＤＲ配列に由来し、且つ前記
２つの隣接アミノ酸配列が、前記ＣＤＲ配列の由来となる該免疫グロブリン可変ドメイン
中で前記ＣＤＲ配列に隣接する該フレームワーク配列に由来している免疫グロブリンフレ
ームワーク配列；及び／又は前記ＣＤＲ配列の由来となる該免疫グロブリン可変ドメイン
中で前記ＣＤＲ配列に隣接する前記フレームワーク配列の断片である、請求項１８に記載
のアミノ酸配列。
【請求項２０】
　前記ＣＤＲ配列がＣＤＲ２配列であり、且つ前記隣接配列が、それぞれフレームワーク
２配列及びフレームワーク３配列に由来している免疫グロブリンフレームワーク配列；並
びに／又はそれぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配列の断片である、請求
項１９に記載のアミノ酸配列。
【請求項２１】
　前記ＣＤＲ配列がＣＤＲ３配列であり、且つ前記隣接配列が、それぞれフレームワーク
３配列及びフレームワーク４配列に由来している免疫グロブリンフレームワーク配列；並
びに／又はそれぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク３配列の断片である、請求
項１９に記載のアミノ酸配列。
【請求項２２】
　ジスルフィド架橋形成可能な少なくとも２つのシステイン残基を含有する、請求項１～
２１のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項２３】
　ＣＤＲ配列のいずれかの側に２つの隣接アミノ酸配列が隣接し、且つ各隣接アミノ酸配
列が、ジスルフィド架橋形成可能な少なくとも１つのシステイン残基を含有する、請求項
２２に記載のアミノ酸配列。
【請求項２４】
　前記２つの隣接アミノ酸配列が、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来し、且つ前
記ジスルフィド架橋形成可能な少なくとも２つのシステイン残基が、該免疫グロブリンフ
レームワーク配列中に元々存在するシステイン残基及び／又は前記免疫グロブリンフレー
ムワーク配列中に導入されたシステイン残基のいずれかである、請求項２２又は２３に記
載のアミノ酸配列。
【請求項２５】
　少なくとも１つのジスルフィド架橋を含む、請求項１～２４のいずれか一項に記載のア
ミノ酸配列。
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【請求項２６】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少なくとも
１つの治療部とを含む、化合物又は構築物。
【請求項２７】
　請求項２２～２４のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少なくと
も１つの治療部とを含む、化合物又は構築物。
【請求項２８】
　請求項２５に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを含
む、化合物又は構築物。
【請求項２９】
　請求項１～２４又は２５のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列がそれ
ぞれ、少なくとも１つの治療部と直接連結するか、又は少なくとも１つの治療部と１つ又
は複数の好適なリンカー又はスペーサーを介して連結する、請求項２７又は２８に記載の
化合物又は構築物。
【請求項３０】
　少なくとも１つの治療部が、アミノ酸配列を含むか、又はアミノ酸配列から本質的に成
る、請求項２６～２９のいずれか一項に記載の化合物又は構築物。
【請求項３１】
　少なくとも１つの治療部が、免疫グロブリン可変ドメイン若しくはその抗原結合断片等
の免疫グロブリン配列若しくはその抗原結合断片；又はこれらを含むタンパク質若しくは
ポリペプチドを含むか、又はこれらから本質的に成る、請求項２６～３０のいずれか一項
に記載の化合物又は構築物。
【請求項３２】
　前記治療部が、（単一）ドメイン抗体、「ｄＡｂ」又はナノボディ（登録商標）を含む
か、又はこれらから本質的に成る、請求項３１に記載の化合物又は構築物。
【請求項３３】
　請求項１～２４又は２５のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列がそれ
ぞれ、少なくとも１つの治療部と直接連結するか、又は少なくとも１つの治療部と１つ又
は複数の好適なリンカー又はスペーサーを介して連結し、前記少なくともリンカー又はス
ペーサーが、アミノ酸配列を含むか、又はアミノ酸配列から本質的に成る、請求項２９～
３２のいずれか一項に記載の化合物又は構築物。
【請求項３４】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、前記少なく
とも１つの治療部とを含む、（融合）タンパク質又は（融合）ポリペプチドを含むか、又
はこれらから本質的に成る、請求項２９～３３のいずれか一項に記載の化合物又は構築物
。
【請求項３５】
　請求項２２～２４のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少なくと
も１つの治療部とを含む、（融合）タンパク質若しくは（融合）ポリペプチドを含むか、
又はこれらから本質的に成る、請求項３５に記載の化合物又は構築物。
【請求項３６】
　請求項２５に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを含
む、（融合）タンパク質若しくは（融合）ポリペプチドを含むか、又はこれらから本質的
に成る、請求項２９～３３のいずれか一項に記載の化合物又は構築物。
【請求項３７】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項３４若しくは３５に記
載の化合物若しくは構築物をコードする、ヌクレオチド配列又は核酸。
【請求項３８】
　請求項２２～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項３５に記載の化合物
若しくは構築物をコードする、ヌクレオチド配列又は核酸。
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【請求項３９】
　請求項３７又は３８に記載のヌクレオチド配列又は核酸を含有し、及び／又は請求項１
～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項３４若しくは３５に記載の化合物
若しくは構築物を発現する（又は発現可能である）、宿主又は宿主細胞。
【請求項４０】
　請求項３８に記載のヌクレオチド配列又は核酸を含有し、及び／又は請求項２２～２４
のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項３５に記載の化合物若しくは構築物を発
現する（又は発現可能である）、宿主又は宿主細胞。
【請求項４１】
　請求項２５に記載のアミノ酸配列を製造する方法であって、請求項２２～２４のいずれ
か一項に記載のアミノ酸配列中にジスルフィド架橋を形成する工程を少なくとも含む、方
法。
【請求項４２】
　請求項２８に記載の化合物又は構築物を製造する方法であって、請求項２７に記載の化
合物又は構築物において、請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸配列に
対応する化合物又は構築物の部分に、ジスルフィド架橋を形成する工程を少なくともを含
む、方法。
【請求項４３】
　請求項３６に記載の化合物又は構築物を製造する方法であって、請求項３５に記載の化
合物又は構築物において、請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸配列に
対応する化合物又は構築物の部分に、ジスルフィド架橋を形成する工程を少なくともを含
む、方法。
【請求項４４】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項３４若しくは３５に記
載の化合物若しくは構築物を製造する方法であって、
　ａ）請求項３７又は３８に記載のヌクレオチド配列又は核酸を発現させる工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）そのようにして発現させた、請求項１～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸
配列又は請求項３４若しくは３５に記載の前記化合物若しくは前記構築物をそれぞれ単離
する工程
をさらに含む、方法。
【請求項４５】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項３４若しくは３５に記
載の化合物若しくは構築物を製造する方法であって、
　ａ）請求項３９又は４０に記載の宿主又は宿主細胞が、請求項１～２４のいずれか一項
に記載のアミノ酸配列又は請求項２７に記載の化合物若しくは構築物を生産する条件下で
、宿主又は宿主細胞を培養又は維持する工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）工程ａ）で得られた、請求項１～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸配列又
は請求項３４若しくは３５に記載の前記化合物若しくは前記構築物をそれぞれ単離する工
程
をさらに含む、方法。
【請求項４６】
　請求項２５に記載のアミノ酸配列又は請求項３６に記載の化合物若しくは構築物を製造
する方法であって、
　ａ）請求項３８に記載のヌクレオチド配列を発現させる工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）そのようにして発現させた、請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ
酸配列又は請求項３５に記載の前記化合物若しくは前記構築物をそれぞれ単離する工程と
、
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　ｃ）請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸配列又は請求項３５に記載
の前記化合物若しくは前記構築物において、請求項２２～２４のいずれか一項に記載の該
アミノ酸配列に対応する該化合物又は該構築物の部分に、ジスルフィド架橋を形成する工
程と、
をさらに含む、方法。
【請求項４７】
　請求項２５に記載のアミノ酸配列又は請求項３６に記載の化合物若しくは構築物を製造
する方法であって、
　ａ）請求項４０に記載の宿主又は宿主細胞が、請求項２２～２４のいずれか一項に記載
のアミノ酸配列又は請求項３５に記載の化合物若しくは構築物をそれぞれ生産する条件下
で、該宿主又は該宿主細胞を培養又は維持する工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）そのようにして生産した、請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸
配列又は請求項３５に記載の前記化合物若しくは前記構築物をそれぞれ単離する工程と、
　ｃ）請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前記アミノ酸配列又は請求項３５に記載
の前記化合物若しくは前記構築物において、請求項２２～２４のいずれか一項に記載の前
記アミノ酸配列に対応する前記化合物若しくは前記構築物の部分に、ジスルフィド架橋を
形成する工程
をさらに含む、方法。
【請求項４８】
　請求項４１～４７のいずれか一項に記載の方法によって得られる、アミノ酸配列、化合
物又は構築物。
【請求項４９】
　請求項１～２５若しくは４８のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列、
請求項２６～３６若しくは４８のいずれか一項に記載の少なくとも１つの化合物若しくは
構築物、及び／又は請求項３７若しくは３８に記載のヌクレオチド配列、並びに任意で少
なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤を含む、医薬組成物。
【請求項５０】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列を生成する方法であって、
　ａ）（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グ
ロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォ
ールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある、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準備する工程と、
　ｂ）前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリから、血清タンパク質又
はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ
、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をスクリーニングする工程と、
　ｃ）前記血清タンパク質若しくは前記その少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若
しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ
酸配列（複数可）を単離する工程と、
を少なくとも含む、方法。
【請求項５１】
　工程ｂ）において、前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリから、血
清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トランスフ
ェリン若しくはフィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清タンパク質と結合すること
ができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列；及び／又は血清アルブ
ミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トランスフェリン若
しくはフィブリノーゲンの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと
結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をスクリー
ニングする、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
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　工程ｂ）において、前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリから、血
清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合
することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をスクリーニン
グする、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　工程ｂ）において、前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリから、ヒ
ト血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと
結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をスクリー
ニングする、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　工程ｂ）において、前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリから、（
ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンの一部、
断片、エピトープ又はドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性
を有する１つ又は複数のアミノ酸配列をスクリーニングする、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
　工程ｂ）において、前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリから、（
ヒト）血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミンの少
なくとも１つの部分、断片、エピトープ又はドメインと結合することができ、及び／又は
これらに対して親和性を有するアミノ酸配列をスクリーニングする、請求項５３又は５４
に記載の方法。
【請求項５６】
　工程ｂ）の間、アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、ファージ、フ
ァージミド、リボソーム又は好適な微生物上にディスプレーされる、請求項５０～５５の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項５７】
　工程ａ）で使用する前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、免疫
グロブリンフレームワーク配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣＤＲ
配列；及び／又は両側にフレームワーク配列若しくはフレームワーク配列の断片が隣接す
るＣＤＲ配列を含む免疫グロブリン配列の断片から本質的に成るアミノ酸配列のセット、
コレクション又はライブラリを含む、請求項５０～５６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５８】
　工程ａ）で使用する前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、ＣＤ
Ｒ配列の由来となる免疫グロブリン可変ドメインにおいて、前記ＣＤＲ配列に隣接するフ
レームワーク配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣＤＲ配列を含むか
、又はこれから本質的に成るアミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリを含む
、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
　工程ａ）で使用する前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、それ
ぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配列に由来している２つの隣接アミノ酸
配列が隣接するＣＤＲ２配列を含むか、又はこれらから本質的に成るアミノ酸配列のセッ
ト、コレクション又はライブラリを含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　工程ａ）で使用する前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、それ
ぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配列に由来している２つの隣接アミノ酸
配列が隣接するＣＤＲ３配列を含むか、又はこれらから本質的に成るアミノ酸配列のセッ
ト、コレクション又はライブラリを含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６１】
　任意で１つ又は２つのシステイン残基を導入すること（すなわち、付加、挿入又は置換
による）をさらに含み、得られるアミノ酸配列中の各フレームワーク配列が少なくとも１
つのシステイン残基を含有する、請求項５７～６０のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項６２】
　工程ａ）で使用する前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、
　ａ）免疫グロブリン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
イブラリを準備する工程と、
　ｂ）前記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて増幅する工程で
あって、（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫
グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフ
ォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセ
ット、ライブラリ又はコレクションをコードする断片を増幅する工程と、
　ｃ）（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グ
ロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォ
ールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセッ
ト、ライブラリ又はコレクションを提供するために、工程ｂ）で得られた増幅断片を発現
させる工程と、
を少なくとも含む方法によって得られたものである、請求項５０～６１のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項６３】
　工程ａ）で使用する前記免疫グロブリン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が、免疫性のセット、コレクション又はライブラリである、
請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　工程ａ）で使用する前記免疫グロブリン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が、血清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、前記
血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）哺乳動物から得られた免疫性の
セット、コレクション又はライブラリである、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　工程ａ）で使用する前記免疫グロブリン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が、血清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、前記
血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）ラクダ科動物から得られた重鎖
抗体又はＶＨＨ配列をコードするヌクレオチド配列の免疫性のセット、コレクション又は
ライブラリである、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記部位特異的プライマーが、前記ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列をコード
するヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれと（増幅に使用する条件下
で）ハイブリダイズ可能である、請求項６２～６５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６７】
　工程ｂ）において、前記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて
増幅し、（ｉ）ＣＤＲ２配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ２配列を含む
免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ２配列を含むが、免疫グロブ
リンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある、アミノ酸
配列のセット、ライブラリ又はコレクションをコードする断片を増幅する、請求項６２～
６６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６８】
　前記部位特異的プライマーが、それぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配
列をコードするヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使
用する条件下で）ハイブリダイズ可能である、請求項６６又は６７に記載の方法。
【請求項６９】
　工程ｂ）において、前記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて
増幅し、（ｉ）ＣＤＲ３配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ３配列を含む
免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ３配列を含むが、免疫グロブ
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リンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある、アミノ酸
配列のセット、ライブラリ又はコレクションをコードする断片を増幅する、請求項６２～
６８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７０】
　前記部位特異的プライマーが、それぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配
列をコードするヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使
用する条件下で）ハイブリダイズ可能である、請求項６８又は６９に記載の方法。
【請求項７１】
　工程ａ）で使用する前記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリが、親和
性成熟工程を少なくとも含む方法によって得られたものである、請求項５０～６１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項７２】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列を生成する方法であって、
　ａ）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準備する工程と、
　ｂ）前記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から、血清タンパ
ク質若しくはその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合する
ことができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列をスクリーニ
ングする工程と、
　ｃ）工程ｂ）の間に同定される、血清タンパク質若しくはその少なくとも１つの部分、
断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親
和性を有する少なくとも１つの免疫グロブリン配列の該ヌクレオチド配列及び／又は該ア
ミノ酸配列を決定し；及び／又はそれらのＣＤＲ配列及び／又はＣＤＲ配列を含むそれら
の断片の該ヌクレオチド配列及び／又は該アミノ酸配列を決定する工程と、
　ｄ）自体公知の任意の好適な技法を用いて、（ｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配列を
有するＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配
列を有する免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）工程ｃ）で決定したアミ
ノ酸配列を有するＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グ
ロブリンフォールド形成不可能でもある、請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ
酸配列を製造する工程と、
を少なくとも含む、方法。
【請求項７３】
　工程ｂ）において、前記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か
ら、血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トラ
ンスフェリン若しくはフィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清タンパク質と結合す
ることができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列；及び／又
は血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トラン
スフェリン若しくはフィブリノーゲンの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しく
はドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブ
リン配列をスクリーニングする、請求項６２に記載の方法。
【請求項７４】
　工程ｂ）において、前記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か
ら、血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメイン
と結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列を
スクリーニングする、請求項６３に記載の方法。
【請求項７５】
　工程ｂ）において、前記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か
ら、ヒト血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメ
インと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配
列をスクリーニングする、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
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　工程ｂ）において、前記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か
ら、（ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンの
部分、断片、エピトープ又はドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して
親和性を有する、１つ又は複数の免疫グロブリン配列をスクリーニングする、請求項７５
に記載の方法。
【請求項７７】
　工程ｂ）において、前記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か
ら、（ヒト）血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミ
ンの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ又はドメインと結合することができ、及び
／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列をスクリーニングする、請求項
７５又は７６に記載の方法。
【請求項７８】
　工程ｂ）の間、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が、ファー
ジ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生物上にディスプレーされる、請求項７２～
７７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７９】
　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が、未感作（ｎａｉｖｅ）
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である、請求項７２～７８
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８０】
　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が、合成又は半合成の免疫
グロブリン配列のセット、コレクション又はライブラリである、請求項７２～７８のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項８１】
　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が、親和性成熟させた免疫
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る、請求項７２～７８のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項８２】
　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が、免疫性の免疫グロブリ
ン配列のセット、コレクション又はライブラリである、請求項７２～７８のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項８３】
　工程ａ）で使用する免疫グロブリン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が、血清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、該血清タ
ンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）哺乳動物から得られた免疫性のセット
、コレクション又はライブラリである、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
　工程ａ）で使用す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が、血
清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、該血清タンパク質に対する免疫応答を惹
起するようにした）ラクダ科動物から得られた重鎖抗体又はＶＨＨ配列の免疫性のセット
、コレクション又はライブラリである、請求項８３に記載の方法。
【請求項８５】
　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が、重鎖可変ドメイン又は
軽鎖可変ドメインに由来するＣＤＲ配列のセット、コレクション又はライブラリである、
請求項７２～８３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８６】
　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が、ドメイン抗体又は単一
ドメイン抗体として作用可能なドメイン抗体、単一ドメイン抗体又は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る、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
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　前記ＣＤＲ配列がＣＤＲ２配列である、請求項７２又は８６に記載の方法。
【請求項８８】
　前記ＣＤＲ配列がＣＤＲ３配列である、請求項７２又は８６に記載の方法。
【請求項８９】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列を生成する方法であって、
　ａ）免疫グロブリン配列を発現するラクダ科動物に由来する細胞のセット、コレクショ
ン又はライブラリを準備する工程と、
　ｂ）前記細胞のセット、コレクション又はライブラリから、（ｉ）血清タンパク質若し
くはその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することがで
き、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列を発現する細胞；及び
（ｉｉ）重鎖抗体を発現する細胞をスクリーニングする工程であって；サブ工程（ｉ）及
びサブ工程（ｉｉ）を、本質的に、単一のスクリーニング工程として、又は任意の好適な
順序で２つの別個のスクリーニング工程として実施することができ、血清タンパク質の少
なくとも１つのドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対し
て親和性を有する重鎖抗体を発現する少なくとも１つの細胞を提供する、スクリーニング
する工程と、
　ｃ）血清タンパク質若しくはその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはド
メインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する工程ｂ）で提供
された細胞によって発現された少なくとも１つの重鎖抗体のヌクレオチド配列及び／又は
アミノ酸配列を決定し；及び／又はそれらのＣＤＲ配列及び／又はＣＤＲ配列を含むそれ
らの断片のヌクレオチド配列及び／又はアミノ酸配列を決定する工程と、
　ｄ）自体公知の任意の好適な技法を用いて、（ｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配列を
有するＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配
列を有する免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）工程ｃ）で決定したアミ
ノ酸配列を有するＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グ
ロブリンフォールド形成不可能でもある請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸
配列を製造する工程と、
を少なくとも含む、方法。
【請求項９０】
　細胞のコレクション又はサンプルが、Ｂ細胞のコレクション又はサンプルである、請求
項８９に記載の方法。
【請求項９１】
　細胞のコレクション又はサンプルを、所望のドメイン又はエピトープ（複数可）に対す
る免疫応答を惹起する、血清タンパク質の所望のドメイン又はエピトープ（複数可）を含
む抗原で好適に免疫感作したラクダ科動物より得る、請求項８９又は９０に記載の方法。
【請求項９２】
　工程ｂ）のスクリーニングをＦＡＣＳ等のフローサイトメトリー技術を用いて実施する
、請求項８９～９１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９３】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を
生成する方法であって、
　ａ）（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グ
ロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォ
ールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある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準備する工程と、
　ｂ）該セット、コレクション又はライブラリから、血清タンパク質若しくはその少なく
とも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又は
これらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列をスクリーニ
ングする工程と、
　ｃ）血清タンパク質若しくはその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはド
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メインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列（
複数可）をコードするヌクレオチド配列（複数可）を単離する工程と、
を少なくとも含む、方法。
【請求項９４】
　工程ｂ）において、前記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から
、血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トラン
スフェリン若しくはフィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清タンパク質と結合する
ことができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列；及び／又は血清ア
ルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トランスフェリ
ン若しくはフィブリノーゲンの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメイ
ンと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列をスクリーニングする、請求項９３に記載の方法。
【請求項９５】
　工程ｂ）において、前記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から
、血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと
結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードす
るヌクレオチド配列をスクリーニングする、請求項９４に記載の方法。
【請求項９６】
　工程ｂ）において、前記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から
、ヒト血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメイ
ンと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列をスクリーニングする、請求項９５に記載の方法。
【請求項９７】
　工程ｂ）において、前記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から
、（ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンの部
分、断片、エピトープ又はドメインと結合することができ、及び／又はこれと親和性を有
するアミノ酸配列コードする１つ又は複数のヌクレオチド配列をスクリーニングする、請
求項９６に記載の方法。
【請求項９８】
　工程ｂ）において、前記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から
、（ヒト）血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミン
の少なくとも１つの部分、断片、エピトープ又はドメインと結合することができ、及び／
又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列をスクリ
ーニングする、請求項９６又は９７に記載の方法。
【請求項９９】
　工程ｂ）の間、前記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、ファ
ージ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生物上にアミノ酸配列としてディスプレー
される、請求項９３～９８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１００】
　工程ａ）で使用する前記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が、
免疫グロブリンフレームワーク配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣ
ＤＲ配列；及び／又は両側にフレームワーク配列又はフレームワーク配列の断片が隣接す
るＣＤＲ配列を含む免疫グロブリン配列の断片から本質的に成る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含む、請求項９３～９９の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１０１】
　工程ａ）で使用する前記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が、
ＣＤＲ配列の由来となる免疫グロブリン可変ドメインにおいて、前記ＣＤＲ配列に隣接す
る前記フレームワーク配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣＤＲ配列
を含むか、又はこれから本質的に成るアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列のセッ
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ト、コレクション又はライブラリを含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０２】
　工程ａ）で使用する前記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が、
それぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配列に由来している２つの隣接アミ
ノ酸配列が隣接するＣＤＲ２配列を含むか、又はこれらから本質的に成るアミノ酸配列を
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含む、請求項１０
１に記載の方法。
【請求項１０３】
　工程ａ）で使用する前記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が、
それぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配列に由来している２つの隣接アミ
ノ酸配列が隣接するＣＤＲ３配列を含むか、又はこれらから本質的に成るアミノ酸配列を
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含む、請求項１０
２に記載の方法。
【請求項１０４】
　任意で、１つ又は２つのシステイン残基をコードするコドンを導入すること（すなわち
、１つ又は複数のヌクレオチドの付加、挿入又は置換による）をさらに含み、このように
して得られたヌクレオチド配列がコードする前記アミノ酸配列中の各フレームワーク配列
が、少なくとも１つのシステイン残基を含有する、請求項１００～１０３のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１０５】
　工程ａ）で使用する前記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が、
　ａ）免疫グロブリン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
イブラリを準備する工程と、
　ｂ）前記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて増幅する工程で
あって、（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫
グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフ
ォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセ
ット、ライブラリ又はコレクションをコードする断片を増幅する工程と、
を少なくとも含む方法によって得られたものである、請求項９３～１０４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１０６】
　工程ａ）で使用する前記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が、
免疫性のセット、コレクション又はライブラリである、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０７】
　工程ａ）で使用する前記免疫グロブリン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が、血清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、該血
清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）哺乳動物から得られた免疫性のセ
ット、コレクション又はライブラリである、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０８】
　工程ａ）で使用する前記免疫グロブリン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が、血清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、該血
清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）ラクダ科動物から得られた重鎖抗
体又はＶＨＨ配列をコードするヌクレオチド配列の免疫性のセット、コレクション又はラ
イブラリである、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記部位特異的プライマーが、前記ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列をコード
するヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれと（増幅に使用する条件下
で）ハイブリダイズ可能である、請求項１０５～１０８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１０】
　工程ｂ）において、前記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて
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増幅し、（ｉ）ＣＤＲ２配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ２配列を含む
免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ２配列を含むが、免疫グロブ
リンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある、アミノ酸
配列のセット、ライブラリ又はコレクションをコードする断片を増幅する、請求項１０５
～１０８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１１】
　前記部位特異的プライマーが、それぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配
列をコードするヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使
用する条件下で）ハイブリダイズ可能である、請求項１０９又は１１０に記載の方法。
【請求項１１２】
　工程ｂ）において、前記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて
増幅し、（ｉ）ＣＤＲ３配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ３配列を含む
免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ３配列を含むが、免疫グロブ
リンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある、アミノ酸
配列のセット、ライブラリ又はコレクションをコードする断片を増幅する、請求項１０５
～１０８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１３】
　前記部位特異的プライマーが、それぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配
列をコードするヌクレオチド配列に対して特異性があり、及び／又はこれらと（増幅に使
用する条件下で）ハイブリダイズ可能である、請求項１１１又は１１２に記載の方法。
【請求項１１４】
　工程ａ）で使用する前記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が、
親和性成熟工程を少なくとも含む方法によって得られたアミノ酸配列をコードする、請求
項５０～６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１５】
　このようにして得られたヌクレオチド配列を発現させる工程をさらに含む、請求項９３
～１１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１６】
　このようにして得られたヌクレオチド配列の１つ又は複数を、相互に連結する工程、及
び／又はアミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成る治療部をコードする１つ又は
複数のヌクレオチド配列と、任意で１つ又は複数のリンカーをコードする１つ又は複数の
ヌクレオチド配列を介して連結する工程であって、請求項３８又は３９に記載のヌクレオ
チド配列を提供する、連結する工程（複数可）をさらに含む、請求項９３～１１４のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１１７】
　血清タンパク質と結合することができ、且つ少なくとも１つのジスルフィド架橋を含む
、アミノ酸配列。
【請求項１１８】
　アミノ酸配列の長さが、９０アミノ酸残基未満、好ましくは約４０アミノ酸残基、３０
アミノ酸残基又は２０アミノ酸残基等の５０アミノ酸残基未満である、請求項１１７に記
載のアミノ酸配列。
【請求項１１９】
　アミノ酸配列が、２つの隣接アミノ酸配列が隣接する、血清タンパク質と結合すること
ができるペプチド配列を含むか、又はこれから本質的に成り、各隣接アミノ酸配列が、ジ
スルフィド架橋の部分を形成するシステイン残基を含有する、請求項１１７又は１１８に
記載のアミノ酸配列。
【請求項１２０】
　前記ペプチド配列の長さが、３アミノ酸残基～３０アミノ酸残基、好ましくは５アミノ
酸残基～２５アミノ酸残基である、請求項１１９に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２１】
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　前記２つの隣接アミノ酸配列の長さがそれぞれ、１アミノ酸残基～３０アミノ酸残基、
好ましくは約５アミノ酸残基、１０アミノ酸残基又は１５アミノ酸残基等の２アミノ酸残
基～２０アミノ酸残基である、請求項１１９又は１２０に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２２】
　前記２つの隣接アミノ酸配列が、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来し、及び／
又は免疫グロブリンフレームワーク配列の断片である、請求項１１９～１２１のいずれか
一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２３】
　前記２つの隣接アミノ酸配列が、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来し、且つ前
記ジスルフィド架橋の部分を形成する各隣接アミノ酸配列中のシステイン残基が、前記免
疫グロブリンフレームワーク配列中（又は前記その断片中）に元々存在するシステイン残
基、及び／又は前記免疫グロブリンフレームワーク配列中（又はその断片中）に導入され
たシステイン残基のいずれかである、請求項１２２に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２４】
　前記ペプチド配列が合成ペプチド配列である、請求項１１９～１２３のいずれか一項に
記載のアミノ酸配列。
【請求項１２５】
　前記ペプチド配列が、親和性成熟技法を用いて生成した配列である、請求項１１９～１
２４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２６】
　前記ペプチド配列が、ＣＤＲ配列から本質的に成る、請求項１１９～１２３のいずれか
一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２７】
　前記ペプチド配列が、血清タンパク質と結合することができるＶＨ配列、ＶＬ配列又は
ＶＨＨ配列に由来しているＣＤＲ配列から本質的に成る、請求項１２６に記載のアミノ酸
配列。
【請求項１２８】
　前記ペプチド配列が、（単一）ドメイン抗体、ｄＡｂ若しくはナノボディ（登録商標）
又はそれらの断片に由来しているＣＤＲ配列から本質的に成る、請求項１２６又は１２７
に記載のアミノ酸配列。
【請求項１２９】
　前記ペプチド配列がＣＤＲ２配列から本質的に成る、請求項１２６～１２８のいずれか
一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３０】
　前記２つの隣接アミノ酸配列のうち一方が、フレームワーク２配列及び／又はフレーム
ワーク２配列の断片に由来し、且つ他の隣接アミノ酸配列が、フレームワーク３配列に由
来し、及び／又はフレームワーク３配列の断片である、請求項１２９に記載のアミノ酸配
列。
【請求項１３１】
　前記ペプチド配列が、ＣＤＲ３配列から本質的に成る、請求項１２６～１２８のいずれ
か一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３２】
　前記２つの隣接アミノ酸配列のうち一方が、フレームワーク３配列及び／又はフレーム
ワーク３配列の断片に由来し、且つ他の隣接アミノ酸配列が、フレームワーク４配列に由
来し、及び／又はフレームワーク４配列の断片である、請求項１３０に記載のアミノ酸配
列。
【請求項１３３】
　血清タンパク質分子の半減期を（有意に）低減させずに、該血清タンパク質と結合する
ことができる、請求項１１７～１３２のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３４】
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　血清アルブミン、血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トランスフェリン
、フィブリノーゲン又はそれらの断片から成る群から選ばれる血清タンパク質と結合する
ことができる、請求項１１７～１３３のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３５】
　血清アルブミン又はその断片と結合することができる、請求項１１７～１３４のいずれ
か一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３６】
　ヒト血清アルブミン又はその断片と結合することができる、請求項１３５に記載のアミ
ノ酸配列。
【請求項１３７】
　血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンのアミノ酸残
基と結合可能である、請求項１３６に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３８】
　血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミンのアミノ
酸残基と結合可能である、請求項１３４～１３７のいずれか一項に記載のアミノ酸配列。
【請求項１３９】
　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少な
くとも１つの治療部とを含む、化合物又は構築物。
【請求項１４０】
　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列が、少な
くとも１つの治療部と直接連結するか、又は少なくとも１つの治療部と１つ又は複数の好
適なリンカー又はスペーサーを介して連結する、請求項１３９に記載の化合物又は構築物
。
【請求項１４１】
　少なくとも１つの治療部が、アミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成る、請求
項１３９又は１４０に記載の化合物又は構築物。
【請求項１４２】
　少なくとも１つの治療部が、免疫グロブリン可変ドメイン若しくはその抗原結合断片等
の免疫グロブリン配列若しくはその抗原結合断片；又はこれらを含むタンパク質若しくは
ポリペプチドを含むか、又はこれらから本質的に成る、請求項１３９～１４１のいずれか
一項に記載の化合物又は構築物。
【請求項１４３】
　前記治療部が、（単一）ドメイン抗体、「ｄＡｂ」又はナノボディ（登録商標）を含む
か、又はこれらから本質的に成る、請求項１４２に記載の化合物又は構築物。
【請求項１４４】
　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載の前記少なくとも１つのアミノ酸配列が、
少なくとも１つの治療部と直接連結するか、又は該少なくとも１つの治療部と１つ又は複
数の好適なリンカー又はスペーサーを介して連結し、前記少なくともリンカー又はスペー
サーが、アミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成る、請求項１４１～１４３のい
ずれか一項に記載の化合物又は構築物。
【請求項１４５】
　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載の前記少なくとも１つのアミノ酸配列と、
前記少なくとも１つの治療部とを含む、（融合）タンパク質若しくは（融合）ポリペプチ
ドを含むか、又はこれらから本質的に成る、請求項１３９～１４５のいずれか一項に記載
の化合物又は構築物。
【請求項１４６】
　請求項１１９～１３８のいずれか一項に記載の前記少なくとも１つのアミノ酸配列と、
前記少なくとも１つの治療部とを含む、（融合）タンパク質若しくは（融合）ポリペプチ
ドを含むか、又はこれらから本質的に成る、請求項１４５に記載の化合物又は構築物。
【請求項１４７】



(17) JP 2010-511397 A 2010.4.15

10

20

30

40

50

　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載の前記アミノ酸配列と同一の一次アミノ酸
配列を有するアミノ酸配列をコードするか、又は請求項１４５若しくは１４６に記載の化
合物又は構築物と同一の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列をコードする、ヌクレオ
チド配列又は核酸。
【請求項１４８】
　請求項１４７に記載のヌクレオチド配列又は核酸を含有し、及び／又は請求項１１７～
１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列と同一の一次アミノ酸配列、又は請求項１４
５若しくは１４６に記載の化合物若しくは構築物と同一の一次アミノ酸配列を有するアミ
ノ酸配列を発現する（又は発現可能である）、宿主又は宿主細胞。
【請求項１４９】
　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項１４５若しくは
１４６に記載の化合物若しくは構築物を製造する方法であって、
　ａ）請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列と同一の一次アミノ酸
配列を有するアミノ酸配列、又は請求項１４５若しくは１４６に記載の化合物若しくは構
築物をそれぞれ準備する工程と、
　ｂ）請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列、又は請求項１４５若
しくは１４６に記載の化合物若しくは構築物をそれぞれ提供するための、前記アミノ酸配
列中にジスルフィド架橋を形成する工程と、
を少なくとも含む、方法。
【請求項１５０】
　請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項１４５若しくは
１４６に記載の化合物若しくは構築物を製造する方法であって、
　ａ）請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列と同一の一次アミノ酸
配列を有するアミノ酸配列、又は請求項１４５若しくは１４６に記載のアミノ酸配列と同
一の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列をそれぞれ提供するための、請求項１４７に
記載のヌクレオチド配列又は核酸を発現させる工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）工程ｂ）で得られたアミノ酸配列を単離する工程と、
　ｃ）工程ａ）で得られたアミノ酸配列中にジスルフィド架橋を形成する工程、又は、工
程ｂ）を実施する場合、工程ｂ）で得られた前記アミノ酸配列において、請求項１１７～
１３８のいずれか一項に記載のアミノ酸配列又は請求項１４５若しくは１４６に記載の化
合物若しくは構築物をそれぞれ提供する工程と、
をさらに含む、方法。
【請求項１５１】
　請求項４１～４７のいずれか一項に記載の方法によって得られる、アミノ酸配列、化合
物又は構築物。
【請求項１５２】
　請求項１１７～１３８若しくは１５１のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ
酸配列、請求項１３９～１４６若しくは１５１のいずれか一項に記載の少なくとも１つの
化合物若しくは構築物、及び／又は請求項１４７に記載のヌクレオチド配列、並びに任意
で少なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤若しくは賦形剤を含む、医薬組成物
。
【請求項１５３】
　請求項２６～３６のいずれか一項に記載の化合物又は構築物を製造する方法であって、
請求項１～２５又は４８のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、少な
くとも１つの治療部とを、任意で１つ又は複数の好適なリンカー又はスペーサーを介して
連結する工程を少なくとも含む、方法。
【請求項１５４】
　請求項２６～３６のいずれか一項に記載の化合物又は構築物を製造する方法であって、
請求項２５に記載のアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを、任意で１つ又は複数
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の好適なリンカー又はスペーサーを介して連結する工程を少なくとも含む、方法。
【請求項１５５】
　請求項１３９～１４６又は１５１のいずれか一項に記載の化合物又は構築物を製造する
方法であって、請求項１１７～１３８のいずれか一項に記載の少なくとも１つのアミノ酸
配列と、少なくとも１つの治療部とを、任意で１つ又は複数の好適なリンカー又はスペー
サーを介して連結する工程を少なくとも含む、方法。
【請求項１５６】
　請求項１５３～１５５のいずれか一項に記載の方法によって得られる、化合物又は構築
物。
【請求項１５７】
　請求項１５６に記載の少なくとも１つのアミノ酸配列と、任意で少なくとも１つの薬学
的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤とを含む、医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血清タンパク質と結合可能なアミノ酸配列；かかるアミノ酸配列を含むか、
又はこれから本質的に成る、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は構
築物；かかるアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は構
築物をコードする核酸；かかるアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合
タンパク質又は構築物を含む組成物、特に医薬組成物；及びかかるアミノ酸配列、化合物
、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は構築物の使用に関する。
【０００２】
　　［関連出願］
　本出願は、２００６年１２月５日に出願された米国特許仮出願第６０／８７２，９２３
号明細書（その開示全体が参照により本明細書中に援用される）の米国特許法第１１９条
（ｅ）項に基づく利益を主張するものである。
【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
かとなる。
【背景技術】
【０００４】
　血清タンパク質と結合可能なアミノ酸配列、並びに治療に関連するタンパク質、ポリペ
プチド及び他の化合物の半減期を増大させるための、化合物、タンパク質、ポリペプチド
、融合タンパク質又は構築物におけるその使用が、当該技術分野において既知である。
【０００５】
　例えば、特許文献１、特許文献２及び特許文献３には、その半減期を増大させるために
、治療タンパク質及び他の治療化合物及び治療実体（entities）とを融合することができ
る血清アルブミンと結合するペプチド部が記載されている。しかしながら、これらのペプ
チド部は細菌起源又は合成起源であり、治療での使用にはあまり好ましくない。
【０００６】
　「ブランベル（Brambell）受容体」とも呼ばれる新生児Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）は、循
環におけるアルブミンの寿命の延長に関与する（非特許文献１参照）。ＦｃＲｎ受容体は
、３つの細胞外ドメイン、膜貫通領域、及び約５０アミノ酸の細胞質尾部を有する４３ｋ
Ｄのα鎖と非共有結合したβ２－ミクログロブリンから成る可溶性軽鎖から成る内在性膜
糖タンパク質である。細胞質尾部は、受容体の内在化に関係するジヌクレオチドモチーフ
に基づくエンドサイトーシスシグナルを含有する。α鎖は、タンパク質の非古典的ＭＨＣ
　Ｉファミリーの成員である。α鎖とのβ２ｍの会合は、ＦｃＲｎの正確なフォールディ
ング、並びに小胞体から出てエンドソーム及び細胞表面へ移行するために重要である。
【０００７】
　ＦｃＲｎの全体構造は、クラスＩ分子の全体構造と同様である。α－１領域及びα－２
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領域は、ＭＨＣ Ｉ分子中のペプチドクレフト（cleft）と酷似する２つの逆平行α－ヘリ
ックスによって覆われた（topped）単一β－シートを形成する８本の逆平行β鎖から構成
されるプラットフォームに類似している。Ｐｒｏ１６２の存在により導入されたヘリック
スの破壊によるα－１ヘリックスの全体的な再配置及びα－２ヘリックスのＣ末端位置の
屈曲に起因して、ＦｃＲｎヘリックスは互いにかなり接近し、ペプチド結合が妨げられる
（occluding）。また、ＦｃＲｎのＡｒｇ１６４の側鎖は、ペプチドＮ末端とＭＨＣポケ
ットとの潜在的な相互作用を妨げる。さらに、α－１ヘリックスとα－２ヘリックスとの
間の塩橋及び疎水性相互作用も溝の閉鎖をもたらす可能性がある。 
【０００８】
　したがって、ＦｃＲｎは抗原提示に関与せず、ペプチドクレフトは空いている。
【０００９】
　ＦｃＲｎは、ＩｇＧと結合し、且つこれを母体循環から胎児循環へと胎盤合胞体栄養細
胞を通じて輸送し、成体での分解からＩｇＧを保護する。恒常性の他に、ＦｃＲｎは、組
織中におけるＩｇＧのトランスサイトーシスを制御する。ＦｃＲｎは、上皮細胞、内皮細
胞及び肝細胞に局在する。
【００１０】
　Chaudhury他（上掲）によれば、アルブミンはＦｃＲｎと結合して、ＩｇＧと共に三分
子複合体を形成する。アルブミン及びＩｇＧは共に、非協同的にＦｃＲｎ上の固有の部位
と結合する。ヒトＦｃＲｎとセファロース－ＨＳＡ及びセファロース－ｈＩｇＧとの結合
はｐＨ依存性であり、ｐＨ５．０で最大となり、ｐＨ７．０～ｐＨ８で０となる。ＦｃＲ
ｎが、ＩｇＧと結合する場合と同様、ｐＨ依存的にアルブミンと結合するという知見から
、アルブミンがＦｃＲｎと相互作用し、その結果、分解から保護される機構は、ＩｇＧの
場合と同一であり、同様にｐＨ感受性のＦｃＲｎとの相互作用を介して媒介されることが
示唆される。ＳＰＲを用いて、個々のＨＳＡドメインが固定化した可溶性ｈＦｃＲｎと結
合する能力を測定することにより、Chaudhuryは、ＦｃＲｎ及びアルブミンが、ＩｇＧ結
合部位とは異なる部位で、アルブミンのＤ－ＩＩＩドメインを介してｐＨ依存的に相互作
用することを示した（Chaudhury PhD論文（非特許文献２）http://www.andersonlab.com/
biosketchCC.htm参照；非特許文献３（ウェブ公開日：２００６年３月２２日））。
【００１１】
　Ablynx N.V.による特許文献４には、上記タンパク質の半減期を増大させるための、他
のタンパク質（例えば、所望の標的と結合可能な１つ又は複数の他のナノボディ（登録商
標））と連結することができる血清アルブミンと（特に、ヒト血清アルブミンに対して）
結合可能なナノボディ（登録商標）が記載されている。これらのナノボディ（登録商標）
は、通常の４本鎖の血清アルブミン結合抗体よりも強力且つ安定であることが知られてお
り、（１）副作用の低減をもたらす低用量剤形、投与回数の低減；（２）静脈内経路の他
、経口経路又は皮下経路を含む、投与経路の広範な選択をもたらす安定性の改善；（３）
製品コストの低下による治療コストの低下がもたらされる。
【００１２】
　上記にもかかわらず、治療に関連するタンパク質、ポリペプチド及び（他の）化合物の
半減期の増大に使用することができる代替的な技法及び部分が必要とされている。例えば
、当該技術分野で記載されるペプチド部の幾つかは、合成起源又は半合成起源であるため
、ヒト免疫系によって認識される可能性のある望ましくないエピトープを含有する可能性
があり、これは、免疫原性をもたらす場合がある。また、（融合又は連結する化合物より
も分子量が大きい場合もある）当該技術分野において記載される血清タンパク質結合ドメ
イン抗体及びナノボディ（登録商標）よりも小さい血清タンパク質結合ペプチドは、取扱
い、治療タンパク質、治療ポリペプチド若しくは治療化合物との融合若しくは連結、及び
／又は組換え（融合）ポリペプチド（の部分）としての発現を容易にする可能性があり；
優れた生物物理的性質（例えば、溶解度、安定性）を有する可能性があり；治療タンパク
質、治療ポリペプチド又は治療化合物と連結する融合物又は構築物において、立体障害又
は他の融合パートナーとの望ましくない相互作用が低減するか、又はその所望の薬理学的
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性質が生じ得る。
【００１３】
　特許文献５（Ablynx N.V.及びAlgonomics N.V.）には、ペプチド、特に、所定の標的又
は目的とする標的と結合する免疫グロブリン重鎖可変ドメインＣＤＲ配列を同定及び選抜
する方法が記載されている。とりわけ、ＣＤＲ３が抗原結合において重要な役割を果たす
ことが示されており（Kabat及びWu、1991）、ＣＤＲ３ペプチドが親抗体を模擬する抗原
結合を示す多くの事例が報告されている（例えば、Taub他、1991を参照されたい）。ナノ
ボディに関しては、抗原結合相互作用におけるＣＤＲ３の主要な役割がさらにより明らか
である（De Genst他、2006）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】国際公開第９１／０１７４３号パンフレット
【特許文献２】国際公開第０１／４５７４６号パンフレット
【特許文献３】国際公開第０２／０７６４８９号パンフレット
【特許文献４】国際公開第０４／０４１８６５号パンフレット
【特許文献５】国際公開第０３／０５０５３１号パンフレット
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Chaudhury et al., The Journal of Experimental Medicine, vol. 3, 
no. 197, 315-322 (2003)
【非特許文献２】インターネット＜ＵＲＬ：http://www.andersonlab.com/biosketchCC.h
tm＞
【非特許文献３】Chaudhury et al., Biochemistry, ASAP Article 10.1021/bi052628y S
0006-2960(05)02628-0
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明の目的は、上記で引用した従来技術において記載された血清タンパク質結合アミ
ノ酸配列の代替物、特に改善された代替物である、アミノ酸配列を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　概して、本発明は、それらの半減期を増大させるための、血清タンパクと結合すること
ができ、且つ治療化合物（例えば、タンパク質又はポリペプチド）と連結又は融合する小
ペプチド又はペプチド部として使用することができる、アミノ酸配列を提供することによ
って本目的を達成する。これらのアミノ酸配列（本明細書中において「本発明のアミノ酸
配列」とも称する）は、本明細書中でさらに規定するようなものである。
【００１８】
　したがって、第１の態様によれば、本発明は、血清タンパク質と結合することができ、
且つＣＤＲ配列（特に単一ＣＤＲ配列）から本質的に成るアミノ酸配列に関する。
【００１９】
　上記アミノ酸配列は、長さが、好ましくは９０アミノ酸残基未満であり、好ましくは５
０アミノ酸残基未満（例えば、約４０アミノ酸残基、３０アミノ酸残基又は２０アミノ酸
残基）であり；及び／又は好ましくは免疫グロブリンフォールド（Immunoglobulin fold
）を含有せず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるようなものである。
【００２０】
　本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、ＣＤＲ配列（特に、単一ＣＤＲ配列）、特に、
血清タンパク質と結合することができるようなＣＤＲ配列であって、アミノ酸配列と血清
タンパク質との結合を可能にする、ＣＤＲ配列を含有する。
【００２１】
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　ＣＤＲ配列は、特に、血清タンパク質と結合することができる免疫グロブリン可変ドメ
インに由来しているＣＤＲ配列であり得る。また、ＣＤＲ配列は、ＣＤＲ配列を含む免疫
グロブリン可変ドメインの断片から本質的に成る可能性がある。
【００２２】
　より詳細には、ＣＤＲ配列は、免疫グロブリン可変ドメインのＶＨドメイン、ＶＬドメ
イン、ＶＨＨドメイン又は抗原結合断片から成る群から選択される免疫グロブリン可変ド
メインに由来してもよく；及び／又はＣＤＲ配列を含む免疫グロブリン可変ドメインのＶ

Ｈドメイン、ＶＬドメイン、ＶＨＨドメイン又は抗原結合断片の断片であってもよい。
【００２３】
　好ましくは、ＣＤＲ配列は、ヒト可変ドメイン、（単一）ドメイン抗体、ｄＡｂ又はナ
ノボディ（登録商標）から成る群から選択され；及び／又はヒト可変ドメイン、（単一）
ドメイン抗体、ｄＡｂ又はナノボディ（登録商標）の断片である、免疫グロブリン可変ド
メインに由来する。ナノボディに由来するＣＤＲ配列が特に好ましい。
【００２４】
　ＣＤＲ配列の長さは、好ましくは３アミノ酸残基～４０アミノ酸残基、好ましくは５ア
ミノ酸残基～３０アミノ酸残基である。特に、ＣＤＲ配列は、ＣＤＲ２配列又はＣＤＲ３
配列であり得る。
【００２５】
　本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、血清タンパク質分子の半減期が（有意に）低減
しないように血清タンパク質と結合するようなものである。
【００２６】
　本発明のアミノ酸配列が結合する血清タンパク質は、特に、血清アルブミン、ＩｇＧ等
の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トランスフェリン、フィブリノーゲ
ンから成る群から選ばれる血清タンパク質であり得る。本発明のアミノ酸配列は、上記の
うちいずれかの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ又はドメインとも結合し得る。
【００２７】
　好ましくは、本発明のアミノ酸配列は、血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分
、断片、エピトープ若しくはドメイン；特に、ヒト血清アルブミン又はその少なくとも１
つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合する。本発明のアミノ酸配列が（ヒ
ト）血清アルブミンと結合する場合、（ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与
しない血清アルブミンのアミノ酸残基；及び／又は（ヒト）血清アルブミンのドメインＩ
ＩＩの部分を形成しない血清アルブミンのアミノ酸残基と結合可能であることが好ましい
。国際公開第０６／０１２２７８７号パンフレットを参照されたい。
【００２８】
　本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、２つの隣接アミノ酸配列がＣＤＲ配列のいずれ
かの側に隣接するＣＤＲ配列を含む。当該２つの隣接アミノ酸配列の長さはそれぞれ、好
ましくは１アミノ酸残基～３０アミノ酸残基、好ましくは２アミノ酸残基～２０アミノ酸
残基（例えば、約５アミノ酸残基、１０アミノ酸残基又は１５アミノ酸残基）であり；且
つ特に、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来してもよく、及び／又は免疫グロブリ
ンフレームワーク配列の断片であってもよい。より詳細には、当該２つの隣接アミノ酸配
列は、上記ＣＤＲ配列の由来となる免疫グロブリン可変ドメインにおいて、当該ＣＤＲ配
列に隣接するフレームワーク配列に由来している免疫グロブリンフレームワーク配列；及
び／又は上記ＣＤＲ配列の由来となる免疫グロブリン可変ドメインにおいて、当該ＣＤＲ
配列に隣接するフレームワーク配列の断片であり得る。
【００２９】
　例えば、ＣＤＲ配列がＣＤＲ２配列である場合、隣接配列は、好ましくは、それぞれフ
レームワーク２配列及びフレームワーク３配列に由来している免疫グロブリンフレームワ
ーク配列；並びに／又はそれぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配列の断片
である。ＣＤＲ配列がＣＤＲ３配列である場合、隣接配列は、好ましくは、それぞれフレ
ームワーク３配列及びフレームワーク４配列に由来している免疫グロブリンフレームワー
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ク配列；並びに／又はそれぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配列の断片で
ある。
【００３０】
　特に好ましい一実施の形態において、本発明のアミノ酸配列は、ジスルフィド架橋形成
可能であり、及び／又は分子内ジスルフィド架橋の部分を形成する、少なくとも２つのシ
ステイン残基を含有する。好ましくは、当該システイン残基は、隣接アミノ酸配列中に位
置する。例えば、隣接アミノ酸配列が、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来し、及
び／又は断片又は免疫グロブリンフレームワーク配列である場合、当該システイン残基は
、当該免疫グロブリンフレームワーク配列中に元々存在するシステイン残基及び／又は当
該免疫グロブリンフレームワーク配列中に導入されたシステイン残基であり得る。
【００３１】
　本発明の具体的であるが非限定的な一態様において、本発明のアミノ酸配列は、「拘束
（constrained）」型（format）（すなわち、隣接配列を連結する少なくとも１つのジス
ルフィド架橋を含む）であるか、又は拘束型である場合にヒト血清アルブミンと（本明細
書中で記載するように）結合可能なアミノ酸配列である。特に、かかるアミノ酸配列は、
アミノ酸配列が拘束型である場合にヒト血清アルブミンと（本明細書中で記載するように
）結合可能であるようなＣＤＲ配列を含む。
【００３２】
　本発明の具体的であるが非限定的な別の態様において、本発明のアミノ酸配列は、「非
拘束」型（すなわち、隣接配列を連結するジスルフィド架橋を全く含まない）であるか、
又は非拘束型である場合にヒト血清アルブミンと（本明細書中で記載するように）結合可
能なアミノ酸配列である。特に、かかるアミノ酸配列は、アミノ酸配列が非拘束型である
場合にヒト血清アルブミンと（本明細書中で記載するように）結合可能であるようなＣＤ
Ｒ配列を含む。
【００３３】
　本発明の具体的であるが非限定的なさらに別の態様において、本発明のアミノ酸配列は
、拘束型及び非拘束型のいずれであっても、ヒト血清アルブミンと（本明細書中で記載す
るように）結合可能なアミノ酸配列である。かかるアミノ酸配列は、拘束型及び非拘束型
のどちらであってもよい。特に、かかるアミノ酸配列は、アミノ酸配列が拘束型又は非拘
束型のいずれかである場合にヒト血清アルブミンと（本明細書中で記載するように）結合
可能であるようなＣＤＲ配列を含む。
【００３４】
　本発明のアミノ酸配列の非限定的な例を配列番号１に示すと共に、対応するヌクレオチ
ド配列を配列番号２に示す。このアミノ酸配列ＤＴＡＶＹＹＣＮＡＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦ
ＧＧＧＴＤＦＧＰＷＧＱＧＴＱＶ（配列番号１）は、それぞれフレームワーク３及びフレ
ームワーク４に由来する、２つのフレームワーク配列（下線で示す）が隣接するＣＤＲ配
列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）を含む。このＣＤＲ配列は、配
列番号１のペプチドの形態である場合にアミノ酸配列の形態で血清アルブミンと結合する
ことができるだけでなく、それ自体（すなわち、隣接ＦＲ配列を有しない）で結合するこ
ともできる。このＣＤＲ配列が、拘束型（すなわち、ジスルフィド架橋を含有する、例え
ば、ペプチド１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃ、配列番号２７参照）及び非拘束型（すなわち、
ジスルフィド架橋を有しない、例えば、ペプチド１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－ＮＣ、配列番号
２６参照）の両方でヒト血清アルブミンと結合することができることを示す、下記実施例
４を参照されたい。
【００３５】
　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は、アミノ
酸配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）を少なくとも含むか、又は
アミノ酸配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）と、最大９アミノ酸
の差（本明細書中で規定する）、好ましくは最大６アミノ酸の差、例えば、５アミノ酸の
差、４アミノ酸の差、３アミノ酸の差、２アミノ酸の差若しくは１アミノ酸の差だけ異な
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るアミノ酸配列を含む、アミノ酸配列である。かかるアミノ酸配列は、さらに本明細書中
で記載するようなものであってもよい。
【００３６】
　例えば、かかる本発明のアミノ酸配列は、アミノ酸配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴ
ＤＦＧＰ（配列番号３）（又はこの配列と、最大９アミノ酸の差、好ましくは最大６アミ
ノ酸の差、例えば、５アミノ酸の差、４アミノ酸の差、３アミノ酸の差、２アミノ酸の差
若しくは１アミノ酸の差だけ異なるアミノ酸配列）を含んでもよく、且つ１つ又は２つの
隣接アミノ酸配列（すなわち、それぞれ配列の片端又は両端）をさらに含み得る。また、
かかる本発明のアミノ酸配列は、拘束型又は非拘束型であり得る。
【００３７】
　好ましくは、本発明のかかるアミノ酸配列（又は本明細書中でさらに記載する、少なく
とも１つのかかるアミノ酸配列を含む本発明の化合物）は、血清アルブミン、特にヒト血
清アルブミンと、
　解離定数（ＫＤ）：１０－５ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、好ましくは１０
－７ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、より好ましくは１０－８ｍｏｌ／ｌ～１０
－１２ｍｏｌ／ｌ（すなわち、会合（association：結合）定数（ＫＡ）：１０５ｌ／ｍ
ｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上、好ましくは１０７ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上
、より好ましくは１０８ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ）、
　会合速度定数ｋｏｎ（kon-rate）：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、例えば１０５Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１、
及び／又は
　解離速度定数ｋｏｆｆ（koff-rate）：１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９秒）～１０－６

ｓ－１（複数日のｔ１／２がほぼ不可逆な複合体を与える）、好ましくは１０－２ｓ－１

～１０－６ｓ－１、より好ましくは１０－３ｓ－１～１０－４ｓ－１、例えば１０－４ｓ
－１～１０－６ｓ－１

で結合することができるようなものであり、かかるアミノ酸配列（及びこれをコードする
ヌクレオチド配列、並びにこれを含む本発明の化合物）は、本発明のさらなる態様を形成
する。
【００３８】
　好ましくは、かかる本発明のアミノ酸配列（又は本明細書中でさらに記載する、１つの
かかるアミノ酸配列を含む本発明の化合物）は、血清タンパク質と、５００ｎＭ未満、好
ましくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満、例えば５００ｐＭ未満の親和性
で結合するようなものである。
【００３９】
　かかるアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番
号３）と最大９アミノ酸の差（好ましくは最大６アミノ酸の差、例えば５アミノ酸の差、
４アミノ酸の差、３アミノ酸の差、２アミノ酸の差又は１アミノ酸の差だけ）異なるアミ
ノ酸配列である場合、好ましくは、かかるアミノ酸配列（又は本明細書中でさらに記載す
る、少なくとも１つのかかるアミノ酸配列を含む本発明の化合物）は、血清アルブミン、
特にヒト血清アルブミンと、先の段落で述べたようなＫＤ、ＫＡ、Ｋｏｎ及び／又はＫｏ

ｆｆで結合することができるようなものである。かかるアミノ酸配列（及び本明細書中で
さらに記載する、これをコードするヌクレオチド配列、並びにこれらを含む本発明の化合
物）は、本発明のさらなる態様を形成する。例えば、かかるアミノ酸配列は、アミノ酸配
列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）から開始する親和性成熟によっ
て得られたアミノ酸配列であり得る。
【００４０】
　かかるアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番
号３）と最大９アミノ酸の差（好ましくは最大６アミノ酸の差、例えば５アミノ酸の差、
４アミノ酸の差、３アミノ酸の差、２アミノ酸の差又は１アミノ酸の差だけ）異なるアミ
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ノ酸配列である場合、９アミノ酸残基～２７アミノ酸残基、例えば１２アミノ酸残基～２
４アミノ酸残基、例えば１５アミノ酸残基～２１アミノ酸残基、例えば１６アミノ酸残基
、１７アミノ酸残基、１８アミノ酸残基、１９アミノ酸残基又は２０アミノ酸残基）のす
べてを含み得る。また、かかるアミノ酸配列は、好ましくは血清アルブミン、特にヒト血
清アルブミンと、先の段落で述べたようなＫＤ、ＫＡ、Ｋｏｎ及び／又はＫｏｆｆで結合
することができるようなものであり；且つかかるアミノ酸配列（及び本明細書中でさらに
記載する、これをコードするヌクレオチド配列、並びにこれらを含む本発明の化合物）は
、本発明のさらなる態様を形成する。例えば、かかるアミノ酸配列は、アミノ酸配列ＡＡ
ＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）から開始する親和性成熟によって得ら
れたアミノ酸配列であり得る。
【００４１】
　また、好ましくは、かかるアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧ
ＴＤＦＧＰ（配列番号３）と最大９アミノ酸の差（好ましくは最大６アミノ酸の差、例え
ば、５アミノ酸の差、４アミノ酸の差、３アミノ酸の差、２アミノ酸の差又は１アミノ酸
の差だけ）異なるアミノ酸配列である場合、好ましくは、配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧ
ＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）由来の少なくとも３つの（例えば、少なくとも４つ、５つ、
６つ、７つ、８つ、９つ以上の）連続したアミノ酸残基を含む１つ又は複数の（例えば、
１つ、２つ、３つ、４つ又は５つの）一連のアミノ酸残基を含むようなものであり、（さ
らに、アミノ酸残基の合計数は、９アミノ酸残基～２７アミノ酸残基、例えば１２アミノ
酸残基～２４アミノ酸残基、例えば１５アミノ酸残基～２１アミノ酸残基（例えば１６ア
ミノ酸残基、１７アミノ酸残基、１８アミノ酸残基、１９アミノ酸残基又は２０アミノ酸
残基）となる）。また、かかるアミノ酸配列は、好ましくは、血清アルブミン、特にヒト
血清アルブミンと、先の段落で述べたようなＫＤ、ＫＡ、Ｋｏｎ及び／又はＫｏｆｆで結
合することができるようなものであり；且つかかるアミノ酸配列（及び本明細書中でさら
に記載する、これをコードするヌクレオチド配列、並びにこれらを含む本発明の化合物）
は、本発明のさらなる態様を形成する。例えば、かかるアミノ酸配列は、アミノ酸配列Ａ
ＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）から開始する親和性成熟によって得
られたアミノ酸配列であり得る。
【００４２】
　具体的であるが非限定的な一態様において、かかるアミノ酸配列は、（ｉ）アミノ酸配
列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）と、最大９アミノ酸の差（好ま
しくは最大６アミノ酸の差、例えば５アミノ酸の差、４アミノ酸の差、３アミノ酸の差、
２アミノ酸の差又は１アミノ酸の差だけ）異なり；（ｉｉ）アミノ酸配列ＡＡＳＹＳＤＹ
ＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）から開始する親和性成熟によって得られており；
（ｉｉｉ）合計９アミノ酸残基～２７アミノ酸残基、例えば１２アミノ酸残基～２４アミ
ノ酸残基、例えば１５アミノ酸残基～２１アミノ酸残基（例えば１６アミノ酸残基、１７
アミノ酸残基、１８アミノ酸残基、１９アミノ酸残基又は２０アミノ酸残基）を含み、且
つ好ましくは、配列ＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ（配列番号３）由来の少なく
とも３つの（例えば、少なくとも４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ以上の）連続した
アミノ酸残基を含む１つ又は複数の（例えば、１つ、２つ、３つ、４つ又は５つの）一連
のアミノ酸残基を含むようなものであり；且つ（ｉｖ）血清アルブミン、特にヒト血清ア
ルブミンと、先の段落で述べたようなＫＤ、ＫＡ、Ｋｏｎ及び／又はＫｏｆｆで結合する
ことができる、アミノ酸配列である。
【００４３】
　また、すべての上記アミノ酸配列は、本明細書中でさらに記載するようなものであって
もよく、例えば、１つ又は２つの隣接アミノ酸配列（すなわち、それぞれ配列の片端又は
両端）を含んでもよく、拘束型又は非拘束型であってもよい。例えば、かかるアミノ酸配
列はさらに（本明細書中で記載するように）血清アルブミン、特にヒト血清アルブミンと
、拘束型、非拘束型で、好ましくは拘束型及び非拘束型の両方で結合可能であるようなも
のであり得る。
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【００４４】
　また、上記アミノ酸配列の１つ又は複数を含む本発明の化合物は、本発明のさらに具体
的な態様を形成し、かかる本発明の化合物は、本明細書中でさらに記載するようなもので
あってもよい（好ましくは、本発明の化合物に関して本明細書中で記載する好ましい態様
によるものである）。
【００４５】
　本発明は、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを含
む、化合物又は構築物（本明細書において「本発明の化合物」とも称する）にも関する。
また、かかる化合物又は構築物中に存在する本発明のアミノ酸配列（複数可）は、好まし
くは、（例えば、特に、ＣＤＲ配列に隣接する２つの隣接配列中に）ジスルフィド架橋形
成可能な少なくとも２つのシステイン残基を含有し、及び／又は分子内ジスルフィド架橋
の部分を形成する。
【００４６】
　例えば、限定するものではないが、本発明の化合物は、１つ、２つ、３つ、４つ以上の
本発明のアミノ酸配列と連結する少なくとも１つの治療部を含み得る。例えば、治療部が
タンパク質又はポリペプチドである場合、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列は、タン
パク質又はポリペプチドのＣ末端と（直接又は好適なスペーサー若しくはリンカーを介し
て）；タンパク質又はポリペプチドのＮ末端と（これも直接又は好適なスペーサー若しく
はリンカーを介して）；又はＣ末端及びＮ末端の両方と連結され得る。本発明の化合物が
２つ以上の本発明のアミノ酸配列を含む場合、これらは同一であってもよく、又は異なっ
ていてもよい。
【００４７】
　治療部はまた、互いに直接又は好適なリンカー若しくはスペーサーを介して連結し得る
、少なくとも２つの（例えば、２つ、３つ又は４つの）本発明のアミノ酸配列（同一であ
ってもよく、又は異なっていてもよい）を含むコンカテマーと（そのＣ末端、そのＮ末端
の一方又は両方のいずれかで、これも直接又は好適なスペーサー若しくはリンカーを介し
て）連結し得る。かかる（二価、三価又は多価の）コンカテマー（及びこれをコードする
ヌクレオチド配列、並びにこれらを含む本発明の化合物）は、本発明のさらなる態様を形
成し、単量体の本発明のアミノ酸配列よりも高い結合活性（avidity：結合力）で血清ア
ルブミンと結合し得る。
【００４８】
　また、本発明の化合物が２つ以上の治療部を含む場合、これらの治療部のそれぞれ（又
は両方）は、本明細書中でさらに記載するように、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列
と連結し得る。また、２つ以上の治療部は、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列（及び
任意でさらなる連結するアミノ酸配列）を含むか、又はこれから本質的に成るリンカーを
介して互いに連結することができ、かかるリンカー（及びこれを含む本発明の化合物）は
、本発明のさらなる態様を形成する。
【００４９】
　少なくとも１つの治療部は、好ましくは、アミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的
に成り、特に、免疫グロブリン配列若しくはその抗原結合断片（例えば、抗体若しくはそ
の抗原結合断片）、例えば、免疫グロブリン可変ドメイン若しくはその抗原結合断片（例
えば、ＶＨドメイン、ＶＬドメイン、ＶＨＨドメイン若しくはそれらの抗原結合断片）；
又はこれらを含むタンパク質又はポリペプチド（例えば、ｓｃＦｖ構築物）を含むか、又
はこれらから本質的に成る可能性がある。かかる構築物に関しては、例えば、Holliger及
びHudsonによる総説、Nat Biotechnol. 2005 Sep;23(9):1126-36及びその中で引用される
さらなる従来技術を参照されたい。
【００５０】
　具体的であるが非限定的な一態様によれば、治療部は、（単一）ドメイン抗体、「ｄＡ
ｂ」又はナノボディ（登録商標）を含むか、又はこれらから本質的に成る。
【００５１】
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　本発明の化合物において、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列は、少なくとも１つの
治療部と直接連結してもよく、又は少なくとも１つの治療部と１つ又は複数の好適なリン
カー又はスペーサーを介して連結してもよい。好適なリンカーは、例えば、本明細書中の
さらなる開示に基づいて当業者には明らかである。１つ又は複数の治療部がアミノ酸配列
である場合、リンカー又はスペーサーは、好ましくは、アミノ酸配列を含むか、又はこれ
から本質的に成り、その結果、得られる化合物又は構築物は、（融合）タンパク質又は（
融合）ポリペプチド（本明細書中において「本発明のポリペプチド」とも称する）から本
質的に成る。また、かかる本発明のポリペプチド中に存在する本発明のアミノ酸配列（複
数可）は、好ましくは、（例えば、特に、ＣＤＲ配列に隣接する２つの隣接配列中に）ジ
スルフィド架橋を形成可能であり、及び／又は分子内ジスルフィド架橋の部分を形成する
少なくとも２つのシステイン残基を含有する。
【００５２】
　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をコードするヌクレオチド
配列又は核酸（本明細書において「本発明のヌクレオチド配列」又は「本発明の核酸」と
も称する）にも関する。さらに、かかる本発明の核酸は、好ましくは、（例えば、特に、
ＣＤＲ配列に隣接する２つの隣接配列中に）ジスルフィド架橋形成可能な少なくとも２つ
のシステイン残基を含有する本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドをコードす
る。
【００５３】
　本発明は、本発明のヌクレオチド配列又は核酸を含有し、及び／又は本発明のアミノ酸
配列又は本発明のポリペプチド、特に、（例えば、特に、ＣＤＲ配列に隣接する２つの隣
接配列中に）ジスルフィド架橋形成可能な少なくとも２つのシステイン残基を含有する本
発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドを発現する（又は発現可能である）、宿主
又は宿主細胞にも関する。
【００５４】
　本明細書中の開示に基づいて当業者には明らかなように、本発明の好ましいが非限定的
な一態様は、特に、ＣＤＲ配列に隣接する２つの隣接配列（のそれぞれに存在するシステ
イン残基）の間にジスルフィド架橋を含有する、本発明のアミノ酸配列に関する。したが
って、本発明は、かかる本発明のアミノ酸配列を製造する方法であって、概して、ジスル
フィド架橋を形成可能な少なくとも２つのシステイン残基を含む本発明のアミノ酸配列中
にジスルフィド架橋を形成する工程を少なくとも含み、特に、ＣＤＲ配列に隣接する２つ
の隣接配列（のそれぞれに存在するシステイン残基）の間にジスルフィド架橋を形成する
工程を少なくとも含む、方法にも関する。
【００５５】
　本発明は、特に、本発明のアミノ酸配列から構成されるポリペプチドの部分にジスルフ
ィド架橋を含有する本発明のポリペプチドにも関する。したがって、本発明は、かかる本
発明のポリペプチドを製造する方法であって、概して、本発明のポリペプチドにおいて、
特に、本発明のアミノ酸配列によって形成される部分に、ジスルフィド架橋を形成する工
程を少なくとも含む、方法にも関する。さらに、この目的のために、ポリペプチド中に存
在する本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、特に、ＣＤＲ配列に隣接する２つの隣接配
列のそれぞれに、ジスルフィド架橋形成可能な少なくとも２つのシステイン残基を含む。
【００５６】
　本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドを製造する別の方法は、概して、
　ａ）本発明のヌクレオチド配列又は核酸を発現させる工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）そのようにして発現させた、本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドをそ
れぞれ単離する工程
をさらに含む。
【００５７】
　そのようにして得られた本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドは、ジスルフ
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ィド架橋形成可能な少なくとも２つのシステイン残基を（例えば、特に、ＣＤＲ配列に隣
接する２つの隣接配列中に）含有する場合、上記方法は、本明細書中でさらに記載するよ
うに、かかるジスルフィド架橋を形成するさらなる工程も含み得る。
【００５８】
　本発明のアミノ酸配列又はポリペプチドを製造するさらに別の方法は、概して、
　ａ）本明細書中で記載する宿主又は宿主細胞を、当該宿主又は当該宿主細胞が本発明の
アミノ酸配列又はポリペプチドを生産する条件下で培養又は維持する工程
を少なくとも含み、且つ任意で
　ｂ）このようにして得られた本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドをそれぞ
れ単離する工程
をさらに含む。
【００５９】
　また、そのようにして得られた本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドが、ジ
スルフィド架橋形成可能な少なくとも２つのシステイン残基を（例えば、特に、ＣＤＲ配
列に隣接する２つの隣接配列中に）含有する場合、上記方法は、本明細書中でさらに記載
するように、かかるジスルフィド架橋を形成するさらなる工程も含み得る。
【００６０】
　本発明は、上記方法によって得られるアミノ酸配列、化合物、構築物又はポリペプチド
にも関する。
【００６１】
　本発明はさらに、本明細書中で記載する少なくとも１つのアミノ酸配列、化合物、構築
物又はポリペプチドと、任意で少なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦
形剤とを含む、医薬組成物に関する。
【００６２】
　本発明はまた、血清タンパク質と結合することができ、且つ（本発明のアミノ酸配列と
して、又は本発明のアミノ酸配列を提供する出発点として）本発明で使用することができ
るアミノ酸配列（例えばＣＤＲ配列）を提供する幾つかの具体的な方法に関する。かかる
具体的な一方法は、
　ａ）（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グ
ロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォ
ールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある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）上記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリを、血清タンパク質又は
その少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、
及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列に関してスクリーニングする工程
と、
　ｃ）上記血清タンパク質又は上記その少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しく
はドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配
列（複数可）を単離する工程と、
を少なくとも含む。
【００６３】
　かかる方法の工程ｂ）では、上記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリ
を、好ましくは、血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タン
パク質、トランスフェリン若しくはフィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清タンパ
ク質と結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列；及
び／又は血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、
トランスフェリン若しくはフィブリノーゲンの少なくとも１つの部分、断片、エピトープ
若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミ
ノ酸配列に関してスクリーニングする。
【００６４】
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　特に、かかる方法の工程ｂ）では、上記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライ
ブラリは、血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはド
メインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列；
より詳細には、ヒト血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若
しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ
酸配列に関してスクリーニングされ得る。具体的であるが非限定的な一態様によれば、か
かる方法の工程ｂ）において、上記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリ
は、（ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンの
部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対
して親和性を有する１つ又は複数のアミノ酸配列；及び／又は（ヒト）血清アルブミンの
ドメインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミンの少なくとも１つの部分、断
片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和
性を有するアミノ酸配列に関してスクリーニングされ得る。
【００６５】
　上記スクリーニングは、自体公知のタンパク質スクリーニングに関する任意の様式で実
施され得る。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、当業者に
既知の技法を用いて、ファージ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生物にディスプ
レーされ得る。例えば、Hoogenboom他による総説、Nat Biotechnol 23: 1105, 2005及び
その中で引用されるさらなる従来技術を参照されたい。
【００６６】
　上記方法で使用するアミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、好ましく
は、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接す
るＣＤＲ配列から本質的に成るアミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリ；及
び／又は両側にフレームワーク配列又はフレームワーク配列の断片が隣接するＣＤＲ配列
を含む免疫グロブリン配列の断片のセット、コレクション又はライブラリを含む。特に、
アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、上記ＣＤＲ配列の由来となる免
疫グロブリン可変ドメインにおいて、上記ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列に由
来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣＤＲ配列を含むか、又はこれから本質的
に成るアミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリを含み得る。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、それぞれフレームワーク２配列及びフ
レームワーク３配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣＤＲ２配列；又
はそれぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配列に由来している２つの隣接ア
ミノ酸配列が隣接するＣＤＲ３配列を含むか、又はこれらから本質的に成る可能性がある
。
【００６７】
　（本明細書中でさらに記載するように）ジスルフィド架橋を形成する２つのシステイン
残基を含有するアミノ酸配列を提供するために、上記方法は、得られるアミノ酸配列中の
各フレームワーク配列が少なくとも１つのシステイン残基を含有するように、１つ又は２
つのシステイン残基を導入すること（すなわち、付加、挿入又は置換による）をさらに含
み得る。
【００６８】
　代替的には、このようにして得られたアミノ酸配列が、既に隣接アミノ酸配列を含むも
のでない場合、（好ましくは、さらにシステイン残基を有する）かかる隣接配列を付加し
てもよい。
【００６９】
　上記方法の工程ａ）で使用し、（且つ引き続いて工程ｂ）でスクリーニングする）アミ
ノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り
；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉ
ｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォ
ールド形成不可能でもあるアミノ酸配列の任意の好適なセット、コレクション又はライブ
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ラリであり得る。例えば、１つ又は複数の自体公知の親和性成熟技法の使用を含む方法に
よって得られた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。
【００７０】
　しかしながら、好ましい一態様によれば、かかるセット、コレクション又はライブラリ
は、
　ａ）免疫グロブリン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
イブラリを準備する工程と、
　ｂ）上記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて増幅する工程で
あって、増幅断片が、（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配
列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫
グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある、ア
ミノ酸配列のセット、ライブラリ又はコレクションをコードする、増幅する工程と、
　ｃ）工程ｂ）で得られた増幅断片を発現させる工程であって、（ｉ）ＣＤＲ配列から本
質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び／
又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グロ
ブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセット、ライブラリ又はコレクショ
ンを提供する、発現させる工程と、
を少なくとも含む方法によって得ることができる。
【００７１】
　上記方法の工程ａ）で使用する免疫グロブリン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は、免疫グロブリン配列をコードするヌクレオチド配
列の任意の好適なセット、コレクション又はライブラリ（概して当業者によって理解され
るように、例えば、抗体、抗体の可変ドメイン、又は可変ドメインを含む抗体の断片）で
あり得るが、特に、免疫性のセット、コレクション又はライブラリ、より詳細には、血清
タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、当該血清タンパク質に対する免疫応答を惹
起するようにした）哺乳動物から得られた免疫性のセット、コレクション又はライブラリ
であり得る。このセット、コレクション又はライブラリは、自体公知の任意の様式、例え
ば、レパートリークローニング（例えば、国際公開第９０／０５１４４号パンフレット又
は本明細書中に引用するHoogenboomによる総説を参照されたい）によって生成してもよい
。
【００７２】
　具体的であるが非限定的な一態様において、上記免疫グロブリン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は、血清タンパク質で好適に免疫感
作した（すなわち、当該血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）ラクダ
科動物から得られた重鎖抗体又はＶＨＨ配列をコードするヌクレオチド配列の免疫性のセ
ット、コレクション又はライブラリであり得る。これに関しては、例えば、本明細書中に
引用する従来技術を参照されたい。
【００７３】
　増幅工程ｂ）は、好ましくは、上記ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列をコード
するヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれと（増幅に使用する条件下
で）ハイブリダイズ可能な部位特異的プライマー（の組合せ）を用いて実施される。例え
ば、当該部位特異的プライマー（の組合せ）は、増幅断片が、（ｉ）ＣＤＲ２配列から本
質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ２配列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び
／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ２配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫
グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセット、ライブラリ又はコレク
ションをコードするようなものである可能性があり；この場合、当該部位特異的プライマ
ーは、それぞれフレームワーク２配列及びフレームワーク３配列をコードするヌクレオチ
ド配列に対して特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使用する条件下で）ハイブリ
ダイズ可能であり得る。
【００７４】
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　代替的には、上記部位特異的プライマー（の組合せ）は、増幅断片が、（ｉ）ＣＤＲ３
配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ３配列を含む免疫グロブリンの断片を
含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ３配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず
、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセット、ライブラリ
又はコレクションをコードするようなものである可能性があり；この場合、当該部位特異
的プライマーは、それぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配列をコードする
ヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使用する条件下で
）ハイブリダイズ可能であり得る。
【００７５】
　血清タンパク質と結合することができ、且つ（本発明のアミノ酸配列として、又は本発
明のアミノ酸配列を提供する出発点として）本発明で使用することができるアミノ酸配列
（例えばＣＤＲ配列）を提供する別の具体的な方法は、
　ａ）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準備する工程と、
　ｂ）上記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、血清タンパク
質又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することが
でき、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列に関してスクリーニ
ングする工程と、
　ｃ）工程ｂ）の間に同定される、血清タンパク質又はその少なくとも１つの部分、断片
、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性
を有する少なくとも１つの免疫グロブリン配列の上記ヌクレオチド配列及び／又は上記ア
ミノ酸配列を決定し；及び／又はそれらのＣＤＲ配列及び／又はＣＤＲ配列を含むそれら
の断片の上記ヌクレオチド配列及び／又は上記アミノ酸配列を決定する工程と、
　ｄ）自体公知の任意の好適な技法を用いて、（ｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配列を
有するＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配
列を有する免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）工程ｃ）で決定したアミ
ノ酸配列を有するＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グ
ロブリンフォールド形成不可能でもある本発明によるアミノ酸配列を製造する工程と、
を含み得る。
【００７６】
　また、この方法の工程ｂ）において、上記免疫グロブリン配列のセット、コレクション
又はライブラリは、血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タ
ンパク質、トランスフェリン若しくはフィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清タン
パク質と結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン
配列；及び／又は血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結合タン
パク質、トランスフェリン若しくはフィブリノーゲンの少なくとも１つの部分、断片、エ
ピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有
する免疫グロブリン配列に関してスクリーニングされ得る。
【００７７】
　特に、上記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は、血清アルブ
ミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメイン；より詳細には
、ヒト血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメイ
ンと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列
に関してスクリーニングされ得る。具体的であるが非限定的な一態様によれば、かかる方
法の工程ｂ）において、上記アミノ酸配列のセット、コレクション又はライブラリは、（
ヒト）血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンの部分、
断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親
和性を有する１つ若しくは複数のアミノ酸配列；及び／又は（ヒト）血清アルブミンのド
メインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミンの少なくとも１つの部分、断片
、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性
を有するアミノ酸配列に関してスクリーニングされ得る。
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【００７８】
　また、上記スクリーニングは、自体公知のタンパク質スクリーニングに関して任意の様
式で実施され得る。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、当
業者に既知の技法を用いて、ファージ、ファージミド、リボソーム又は好適な微生物にデ
ィスプレーされ得る。例えば、Hoogenboom他による総説、Nat Biotechnol 23: 1105, 200
5及びその中で引用されるさらなる従来技術を参照されたい。
【００７９】
　上記方法の工程ａ）で使用す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
ラリは、任意の好適な免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライブラリで
あればよく、例えば、未処置の免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライ
ブラリ、合成又は半合成の免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライブラ
リ、又は親和性成熟させた免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライブラ
リであってもよい。具体的であるが非限定的な一態様によれば、上記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は、免疫性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、特に、血清タンパク質で好適に免疫感作した（すなわち、当該
血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）哺乳動物から得られた免疫性の
セット、コレクション又はライブラリであり得る。例えば、工程ａ）で使用する免疫グロ
ブリン配列のセット、コレクション又はライブラリは、血清タンパク質で好適に免疫感作
した（すなわち、当該血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）ラクダ科
動物から得られた重鎖抗体又はＶＨＨ配列の免疫性のセット、コレクション又はライブラ
リであり得る。かかるセット、コレクション又はライブラリを提供する方法に関しては、
同様に本明細書中に引用する従来技術を参照されたい。
【００８０】
　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は、好ましくは、重鎖可変
ドメイン又は軽鎖可変ドメインに由来するＣＤＲ配列のセット、コレクション又はライブ
ラリであってもよく、特に、ドメイン抗体又は単一ドメイン抗体として作用可能であるド
メイン抗体、単一ドメイン抗体又は免疫グロブリン配列のセット、コレクション又はライ
ブラリであってもよい。
【００８１】
　また、工程ｃ）では、好ましくはＣＤＲ２配列又はＣＤＲ３配列の配列を決定する。
【００８２】
　血清タンパク質と結合することができ、且つ（本発明のアミノ酸配列として、又は本発
明のアミノ酸配列を提供する出発点として）本発明で使用することができるアミノ酸配列
（例えばＣＤＲ配列）を提供する別の具体的な方法は、
　ａ）免疫グロブリン配列を発現するラクダ科動物に由来する細胞のセット、コレクショ
ン又はライブラリを準備する工程と、
　ｂ）上記細胞のセット、コレクション又はライブラリを、（ｉ）血清タンパク質又はそ
の少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及
び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列を発現する細胞；及び（ｉｉ
）重鎖抗体を発現する細胞に関してスクリーニングする工程であって；サブ工程（ｉ）及
びサブ工程（ｉｉ）を、本質的に、単一のスクリーニング工程として、又は任意の好適な
順序で２つの別個のスクリーニング工程として実施することができ、血清タンパク質の少
なくとも１つのドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対し
て親和性を有する重鎖抗体を発現する少なくとも１つの細胞を提供する、スクリーニング
する工程と、
　ｃ）工程ｂ）で提供された細胞によって発現された、血清タンパク質又はその少なくと
も１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこ
れらに対して親和性を有する少なくとも１つの重鎖抗体の上記ヌクレオチド配列及び／又
は上記アミノ酸配列を決定し；及び／又はそれらのＣＤＲ配列及び／又はＣＤＲ配列を含
むそれらの断片の上記ヌクレオチド配列及び／又は上記アミノ酸配列を決定する工程と、
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　ｄ）自体公知の任意の好適な技法を用いて、（ｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配列を
有するＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）工程ｃ）で決定したアミノ酸配
列を有する免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）工程ｃ）で決定したアミ
ノ酸配列を有するＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グ
ロブリンフォールド形成不可能でもある本発明によるアミノ酸配列を製造する工程と、
を含み得る。
【００８３】
　この方法において、細胞のコレクション又はサンプルは、好ましくはＢ細胞のコレクシ
ョン又はサンプルであり、特に、（Ｂ）細胞のコレクション又はサンプルは、所望のドメ
イン又はエピトープ（複数可）に対する免疫応答が惹起されるように、所望の血清タンパ
ク質のドメイン又はエピトープ（複数可）を含む抗原で好適に免疫感作したラクダ科動物
から得られる。
【００８４】
　スクリーニング工程ｂ）は、例えば、ＦＡＣＳ等のフローサイトメトリー技術を用いて
実施され得る。
【００８５】
　別の具体的な方法では、血清タンパク質と結合することができ、且つ（本発明のアミノ
酸配列として、又は本発明のアミノ酸配列を提供する出発点として）本発明で使用するこ
とができるアミノ酸配列（例えばＣＤＲ配列）をコードするヌクレオチド配列を提供する
。かかる方法は、
　ａ）（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グ
ロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォ
ールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもある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供する工程と、
　ｂ）上記セット、コレクション又はライブラリを、血清タンパク質又はその少なくとも
１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれ
らに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列に関して、スクリ
ーニングする工程と、
　ｃ）上記血清タンパク質又は上記その少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若しく
はドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配
列（複数可）をコードする上記ヌクレオチド配列（複数可）を単離する工程と、
を含み得る。
【００８６】
　かかる方法の工程ｂ）において、上記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、好ましくは血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブリン、チロキシン結
合タンパク質、トランスフェリン若しくはフィブリノーゲンから成る群から選ばれる血清
タンパク質と結合することができ、及び／又はこれに対して親和性を有するアミノ酸配列
をコードするヌクレオチド配列；及び／又は血清アルブミン、ＩｇＧ等の血清免疫グロブ
リン、チロキシン結合タンパク質、トランスフェリン若しくはフィブリノーゲンの少なく
とも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又は
これらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列に関してスク
リーニングする。
【００８７】
　特に、かかる方法の工程ｂ）において、上記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、血清アルブミン又はその少なくとも１つの部分、断片、エピトープ若
しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有するアミノ
酸配列をコードするヌクレオチド配列；より詳細には、ヒト血清アルブミン又はその少な
くとも１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又
はこれらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列に関してス
クリーニングされ得る。具体的であるが非限定的な一態様によれば、かかる方法の工程ｂ
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）において、上記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、（ヒト）
血清アルブミンとＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒト）血清アルブミンの部分、断片、
エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を
有するアミノ酸配列をコードする１つ又は複数のヌクレオチド配列；及び／又は（ヒト）
血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分を形成しない（ヒト）血清アルブミンの少なくと
も１つの部分、断片、エピトープ若しくはドメインと結合することができ、及び／又はこ
れらに対して親和性を有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列に関してスクリ
ーニングされ得る。
【００８８】
　上記スクリーニングは、自体公知のタンパク質スクリーニングに関する任意の様式で実
施され得る。例えば、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がコード
するアミノ酸配列は、当業者に既知の技法を用いて、ファージ、ファージミド、リボソー
ム又は好適な微生物にディスプレーされ得る。例えば、Hoogenboom他による総説、Nat Bi
otechnol 23:1105, 2005、さらにはその中で引用される従来技術を参照されたい。
【００８９】
　上記方法で使用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は、好ま
しくは、免疫グロブリンフレームワーク配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣
接するＣＤＲ配列から本質的に成る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；及び／又は両側にフレームワーク配列又はフレームワー
ク配列の断片が隣接するＣＤＲ配列を含む免疫グロブリン配列の断片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含む。特に、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、ＣＤＲ配列の由来となる免疫グロブリン可変ドメ
インにおいて、当該ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列に由来している２つの隣接
アミノ酸配列が隣接する上記ＣＤＲ配列を含むか、又はこれから本質的に成るアミノ酸配
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含み得る。例
えば、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、それぞれフレームワ
ーク２配列及びフレームワーク３配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接する
ＣＤＲ２配列をコードするヌクレオチド配列；又はそれぞれフレームワーク３配列及びフ
レームワーク４配列に由来している２つの隣接アミノ酸配列が隣接するＣＤＲ３配列をコ
ードするヌクレオチド配列を含むか、又はこれらから本質的に成る可能性がある。
【００９０】
　（本明細書中でさらに記載する）ジスルフィド架橋を形成する２つのシステイン残基を
含有するアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を提供するために、上記方法は、１
つ又は２つのシステイン残基をコードするコドンを導入すること（すなわち、１つ又は複
数のヌクレオチドの付加、挿入又は置換による）をさらに含むことができ、このようにし
て得られたヌクレオチド配列がコードするアミノ酸配列中の各フレームワーク配列は、少
なくとも１つのシステイン残基を含有する。
【００９１】
　代替的には、ヌクレオチド配列がコードするアミノ酸配列が、隣接アミノ酸配列を既に
含むものでない場合、当該ヌクレオチド配列は、（好ましくは、さらにシステイン残基を
有する）かかる隣接配列をコードするヌクレオチド配列と好適に連結してもよく、これを
付加してもよい。
【００９２】
　また、このようにして得られたヌクレオチド配列の１つ又は複数は、（任意で１つ又は
複数のリンカーをコードする１つ又は複数のヌクレオチド配列を介して）相互に連結して
もよく、及び／又はアミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成る治療部をコードす
る１つ又は複数の（及び少なくとも１つの）ヌクレオチド配列と連結してもよい。
【００９３】
　上記方法は、このようにして得られたヌクレオチド配列を好適に発現させる工程であっ
て、本発明のアミノ酸配列又は本発明のポリペプチドを提供する、好適に発現させる工程
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も含み得る。
【００９４】
　上記方法の工程ａ）で使用し（且つ引き続いて工程ｂ）でスクリーニングする）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は、（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成
り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉ
ｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフ
ォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列をコードする任意の好適な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であり得る。例えば、１つ又は複数の自体公知の親
和性成熟技法の使用を含む方法によって得られた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であり得る。
【００９５】
　しかしながら、好ましい一態様によれば、かかるセット、コレクション又はライブラリ
は、
　ａ）免疫グロブリン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
イブラリを準備する工程と、
　ｂ）上記ヌクレオチド配列を、部位特異的プライマーの組合せを用いて増幅する工程で
あって、増幅断片が、（ｉ）ＣＤＲ配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ配
列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ配列を含むが、免疫
グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミ
ノ酸配列のセット、ライブラリ又はコレクションをコードする、増幅する工程と、
を少なくとも含む方法によって得ることができる。
【００９６】
　上記方法の工程ａ）で使用する免疫グロブリン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は、免疫グロブリン配列をコードする任意の好適なヌ
クレオチド配列のセット、コレクション又はライブラリであり得るが、特に、免疫性のセ
ット、コレクション又はライブラリ、より詳細には、血清タンパク質で好適に免疫感作し
た（すなわち、当該血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）哺乳動物か
ら得られた免疫性のセット、コレクション又はライブラリであり得る。このセット、コレ
クション又はライブラリは、自体公知の任意の様式で、例えば、レパートリークローニン
グによって生成され得る（例えば、本明細書中に引用される国際公開第９０／０５１４４
号パンフレット又はHoogenboomによる総説を参照されたい）。
【００９７】
　具体的であるが非限定的な一態様において、免疫グロブリン配列をコードする上記ヌク
レオチド配列のセット、コレクション又はライブラリは、血清タンパク質で好適に免疫感
作した（すなわち、当該血清タンパク質に対する免疫応答を惹起するようにした）ラクダ
科動物から得られた重鎖抗体又はＶＨＨ配列をコードするヌクレオチド配列の免疫性のセ
ット、コレクション又はライブラリであり得る。これに関しては、例えば、本明細書中に
引用する従来技術を参照されたい。
【００９８】
　増幅工程ｂ）は、好ましくは、上記ＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列をコード
するヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれと（増幅に使用する条件下
で）ハイブリダイズ可能な部位特異的プライマー（の組合せ）を用いて実施される。例え
ば、当該部位特異的プライマー（の組合せ）は、増幅断片が、（ｉ）ＣＤＲ２配列から本
質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ２配列を含む免疫グロブリンの断片を含み；及び
／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ２配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず、且つ免疫
グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセット、ライブラリ又はコレク
ションをコードするようなものであり；この場合、当該部位特異的プライマーは、それぞ
れフレームワーク２配列及びフレームワーク３配列をコードするヌクレオチド配列に対し
て特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使用する条件下で）ハイブリダイズ可能で
あり得る。
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【００９９】
　代替的には、上記部位特異的プライマー（の組合せ）は、増幅断片が、（ｉ）ＣＤＲ３
配列から本質的に成り；及び／又は（ｉｉ）ＣＤＲ３配列を含む免疫グロブリンの断片を
含み；及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤＲ３配列を含むが、免疫グロブリンフォールドを含まず
、且つ免疫グロブリンフォールド形成不可能でもあるアミノ酸配列のセット、ライブラリ
又はコレクションをコードするようなものである可能性があり；この場合、当該部位特異
的プライマーは、それぞれフレームワーク３配列及びフレームワーク４配列をコードする
ヌクレオチド配列に対して特異的であり、及び／又はこれらと（増幅に使用する条件下で
）ハイブリダイズ可能であり得る。
【０１００】
　本明細書中で記載する方法で使用することができる幾つかの好ましいが非限定的なプラ
イマーを、図１及び配列番号７～配列番号２５に示す。これらのプライマー（並びに配列
番号７～配列番号２５のプライマーの少なくとも１つと、少なくとも８０％、例えば、少
なくとも９０％、例えば少なくとも９５％の配列同一性を有する同様のプライマー）は、
本発明のさらなる態様を形成する。
【０１０１】
　本発明の別の態様は、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列を生成する際に（すなわ
ち、増幅、及び任意で親和性成熟等の本明細書中で述べたさらなる工程の１つ又は複数を
通じて）、配列番号７～配列番号２５のプライマー（又は配列番号７～配列番号２５のプ
ライマーの少なくとも１つと、少なくとも８０％、例えば少なくとも９０％、例えば少な
くとも９５％の配列同一性を有するプライマー）から選ばれる少なくとも２つのプライマ
ー（すなわち、少なくとも１つのフォワードプライマー及び少なくとも１つのリバースプ
ライマー）の好適な組合せの使用を含む。
【０１０２】
　かかるプライマーを用いて（すなわち、増幅、及び任意でこれに続く親和性成熟等の本
明細書中で述べるさらなる工程の１つ又は複数を通じて）生成し得る本発明のアミノ酸配
列は、本発明のさらなる態様を形成する。配列番号７～配列番号２５のプライマー（及び
それらの変異体）は、ＣＤＲ３配列の増幅に好適であるため、かかるアミノ酸配列は、好
ましくはＣＤＲ３配列である。また、配列番号７～配列番号２５のプライマー（又はそれ
らの変異体）を使用する場合、増幅後に得られるアミノ酸配列は通常、ＣＤＲ３配列の両
端に隣接配列を含有する（下記実施例参照）。しかしながら、本発明のこの態様は、かか
る隣接配列を有しない配列番号７～配列番号２５のプライマー（又はそれらの変異体）を
用いて、又は（本明細書中でさらに記載するように）１つ若しくは複数の他の隣接配列を
用いて得られるＣＤＲ３配列も含む。
【０１０３】
　かかるアミノ酸配列（すなわち、隣接配列を有する又は有しないＣＤＲ３を含む）はさ
らに、本明細書中で記載するものであってもよく、好ましくは本明細書中で記載する好ま
しい態様によるものである。例えば、かかるアミノ酸配列は、拘束型又は非拘束型である
可能性があり；及び／又は血清アルブミン、特にヒト血清アルブミンと、拘束型、非拘束
型、好ましくは拘束型及び非拘束型の両方で（本明細書中で記載するように）結合可能で
ある可能性がある。
【０１０４】
　特に、かかるアミノ酸配列（又は本明細書中でさらに記載する少なくとも１つのかかる
アミノ酸配列を含む本発明の化合物）は、好ましくは血清アルブミン、特にヒト血清アル
ブミンと、
　解離定数（ＫＤ）：１０－５ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、好ましくは１０
－７ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、より好ましくは１０－８ｍｏｌ／ｌ～１０
－１２ｍｏｌ／ｌ（すなわち、会合定数（ＫＡ）：１０５ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏ
ｌ以上、好ましくは１０７ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上、より好ましくは１０８

ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ）；
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　会合速度定数ｋｏｎ：１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３

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

ｓ－１、例えば１０５Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１；
及び／又は
　解離速度定数ｋｏｆｆ：１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９秒）及び１０－６ｓ－１（ｔ１

／２が複数日のほぼ不可逆な複合体を与える）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ
－１、より好ましくは１０－３ｓ－１～１０－４ｓ－１、例えば、１０－４ｓ－１～１０
－６ｓ－１

で結合することができるようなものである。
【０１０５】
　上記アミノ酸配列の１つ又は複数を含む本発明の化合物は、本発明のさらに具体的な態
様を形成し、かかる本発明の化合物は、さらに本明細書中で記載するようなものであって
もよい（好ましくは、本発明の化合物に関して本明細書中で記載する好ましい態様による
ものである）。
【０１０６】
　本発明の他の態様は、本発明の方法（さらに本明細書中で記載するようなものであり得
る）であって、配列番号７～配列番号２５のプライマーから（又は配列番号７～配列番号
２５のプライマーの少なくとも１つと少なくとも８０％、例えば、少なくとも９０％、例
えば少なくとも９５％の配列同一性を有するプライマーから）選ばれる少なくとも２つの
プライマー（すなわち、少なくとも１つのフォワードプライマー及び少なくとも１つのリ
バースプライマー）の好適な組合せを使用する、方法を含む。
【０１０７】
　さらに別の態様において、本発明は、本明細書中で記載する方法の１つ（特に、本明細
書中で記載する好ましい方法の１つ）（の工程）と、その後の親和性成熟（すなわち、血
清タンパク質、特に血清アルブミン、より詳細にはヒト血清アルブミンに対する親和性を
向上させる）（の少なくとも１つの工程）とを含む、方法によって得ることができる（又
は得られた）アミノ酸配列に関する。かかる親和性成熟は、タンパク質又はポリペプチド
の親和性成熟に関する自体公知の任意の様式で実施してもよく、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は明らかである。好ましくは、かかる親和性成熟し
た本発明のアミノ酸配列の関連血清タンパク質（例えば血清アルブミン、より詳細にはヒ
ト血清アルブミン）に対する親和性が、親和性成熟工程（複数可）の開始配列として使用
した配列（すなわち、本明細書中で記載する方法の１つによって得られる）に対する親和
性よりも少なくとも１０倍以上、例えば１００倍以上、又はさらには１０００倍若しくは
１００００倍以上優れる。
【０１０８】
　かかる親和性成熟した本発明のアミノ酸配列はさらに、本明細書中で記載するようなも
のであってもよく、好ましくは本明細書中で記載する好ましい態様によるものである。例
えば、かかるアミノ酸配列は、拘束型又は非拘束型である可能性があり；及び／又は血清
アルブミン、特にヒト血清アルブミンと、拘束型、非拘束型、好ましくは拘束型及び非拘
束型の両方で（本明細書中で記載するように）結合可能であるようなものである可能性が
ある。
【０１０９】
　特に、かかるアミノ酸配列（又は本明細書中でさらに記載する少なくとも１つのかかる
アミノ酸配列を含む本発明の化合物）は、好ましくは血清アルブミン、特にヒト血清アル
ブミンと、
　解離定数（ＫＤ）：１０－５ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、好ましくは１０
－７ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、より好ましくは１０－８ｍｏｌ／ｌ～１０
－１２ｍｏｌ／ｌ（すなわち、会合定数（ＫＡ）：１０５ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏ
ｌ以上、好ましくは１０７ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上、より好ましくは１０８

ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ）；
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　会合速度定数ｋｏｎ：１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３

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

ｓ－１、例えば１０５Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１；
及び／又は
　解離速度定数ｋｏｆｆ：１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９秒）～１０－６ｓ－１（ｔ１／

２が複数日のほぼ不可逆な複合体を与える）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－

１、より好ましくは１０－３ｓ－１～１０－４ｓ－１、例えば１０－４ｓ－１～１０－６

ｓ－１

で結合することができるようなものである。
【０１１０】
　上記アミノ酸配列の１つ又は複数を含む本発明の化合物は、本発明のさらに具体的な態
様を形成し、かかる本発明の化合物は、本明細書中でさらに記載するようなものである可
能性がある（好ましくは、本発明の化合物に関して本明細書中で記載する好ましい態様に
よるものである）。
【０１１１】
　別の態様では、本発明は、血清タンパク質と結合することができ、且つ少なくとも１つ
の（好ましくは唯一の）ジスルフィド架橋を含む、アミノ酸配列に関する。
【０１１２】
　かかるアミノ酸配列の長さは、好ましくは９０アミノ酸残基未満、好ましくは５０アミ
ノ酸残基未満（例えば、約４０アミノ酸残基、３０アミノ酸残基又は２０アミノ酸残基）
である。
【０１１３】
　例えば、好ましいが非限定的な態様によれば、かかるアミノ酸配列は、２つの隣接アミ
ノ酸配列が隣接する血清タンパク質と結合することができるペプチド配列を含むか、又は
これから本質的に成り、ここで、各隣接アミノ酸配列は、上記ジスルフィド架橋の部分を
形成するシステイン残基を含有する。かかるアミノ酸配列において、ペプチド配列の長さ
は、３アミノ酸残基～３０アミノ酸残基、好ましくは５アミノ酸残基～２５アミノ酸残基
である可能性があり、２つの隣接アミノ酸配列の長さはそれぞれ、１アミノ酸残基～３０
アミノ酸残基、好ましくは２アミノ酸残基～２０アミノ酸残基（約５アミノ酸残基、１０
アミノ酸残基又は１５アミノ酸残基等）である可能性がある。
【０１１４】
　また、かかるアミノ酸配列において、２つの隣接アミノ酸配列は、好ましくは免疫グロ
ブリンフレームワーク配列に由来し、及び／又は好ましくは免疫グロブリンフレームワー
ク配列の断片であり、ここで、上記ジスルフィド架橋の部分を形成する各隣接アミノ酸配
列中のシステイン残基は、当該免疫グロブリンフレームワーク配列中（又は当該その断片
中）に元々存在するシステイン残基、及び／又は当該免疫グロブリンフレームワーク配列
中（又は当該その断片中）に導入されたシステイン残基のいずれかである。
【０１１５】
　これらのアミノ酸配列中に存在するペプチド配列は、合成ペプチド配列、親和性成熟技
法を使用して生成したペプチド配列であってもよく、又は（本明細書中でさらに記載する
）ＣＤＲ配列から本質的に成ってもよい。また、かかるＣＤＲ配列は、血清タンパク質と
結合することができるＶＨ配列、ＶＬ配列又はＶＨＨ配列、特に、（単一）ドメイン抗体
、ｄＡｂ、又はナノボディ（登録商標）又はそれらの断片に由来している可能性がある。
【０１１６】
　また、ＣＤＲ２配列（この場合、２つの隣接アミノ酸配列のうち１つは、好ましくはフ
レームワーク２配列及び／又はフレームワーク２配列の断片に由来し、他の隣接アミノ酸
配列は、好ましくはフレームワーク３配列に由来し、及び／又はフレームワーク３配列の
断片である）及びＣＤＲ３配列（この場合、２つの隣接アミノ酸配列のうち１つは、好ま
しくはフレームワーク３配列に由来し、及び／又はフレームワーク３配列の断片であり、
他の隣接アミノ酸配列は、好ましくはフレームワーク４配列に由来し、及び／又はフレー
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ムワーク４配列の断片である）が、特に好ましい。
【０１１７】
　また、かかるアミノ酸配列は、血清タンパク質分子の半減期が（有意に）低減しないよ
うに、好ましくは血清タンパク質と結合することができる。また、さらに、かかるアミノ
酸配列は、好ましくは、血清アルブミン、血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク
質、トランスフェリン、フィブリノーゲン又はそれらの断片から成る群から選ばれる血清
タンパク質；特に、血清アルブミン又はその断片；より詳細には、ヒト血清アルブミン又
はその断片と結合することができる。アミノ酸配列は、（ヒト）血清アルブミンと結合す
ることができる場合、好ましくは、血清アルブミンのＦｃＲｎとの結合に関与しない（ヒ
ト）血清アルブミンのアミノ酸残基；及び／又は血清アルブミンのドメインＩＩＩの部分
を形成しない（ヒト）血清アルブミンのアミノ酸残基と結合可能である。
【０１１８】
　また、少なくとも１つの治療部は、好ましくは、アミノ酸配列、特に、免疫グロブリン
配列若しくはその抗原結合断片（例えば、抗体若しくはその抗原結合断片）、例えば、免
疫グロブリン可変ドメイン若しくはその抗原結合断片（例えば、ＶＨドメイン、ＶＬドメ
イン、ＶＨＨドメイン若しくはそれらの抗原結合断片）；又はこれらを含むタンパク質若
しくはポリペプチド（例えば、ｓｃＦｖ構築物）；より詳細には、（単一）ドメイン抗体
、「ｄＡｂ」又はナノボディ（登録商標）を含むか、又はこれらから本質的に成る。
【０１１９】
　本発明は、少なくとも１つのかかるアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを含む
、化合物又は構築物にも関する。また、少なくとも１つのアミノ酸配列は、少なくとも１
つの治療部と直接連結してもよく、又は少なくとも１つの治療部と１つ又は複数の好適な
リンカー又はスペーサーを介して連結してもよい。少なくとも１つの治療部が好ましくは
アミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成る場合、リンカー又はスペーサーも、好
ましくはアミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成り、得られた化合物又は構築物
は（融合）タンパク質又は（融合）ポリペプチドを含むか、又はこれらから本質的に成る
（すなわち、各本発明のアミノ酸配列中にジスルフィド架橋を１つ有する）。
【０１２０】
　本発明は、本発明のアミノ酸配列と同一の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列（す
なわち、ジスルフィド架橋形成可能な２つのシステイン残基を有するが、当該ジスルフィ
ド架橋自体は有しない）をコードするか、又は本発明のポリペプチドと同一の一次アミノ
酸配列を有するアミノ酸配列（すなわち、ジスルフィド架橋形成可能な２つのシステイン
残基を有するが、当該ジスルフィド架橋自体は有しない）をコードする、ヌクレオチド配
列又は核酸にも関する。
【０１２１】
　本発明は、かかるヌクレオチド配列又は核酸を含有し、及び／又は本発明のアミノ酸配
列と同一の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列（すなわち、ジスルフィド架橋形成可
能な２つのシステイン残基を有するが、当該ジスルフィド架橋自体は有しない）又は本発
明のポリペプチドと同一の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列（すなわち、ジスルフ
ィド架橋形成可能な２つのシステイン残基を有するが、当該ジスルフィド架橋自体は有し
ない）を発現する（又は発現可能である）、宿主又は宿主細胞にも関する。
【０１２２】
　本発明は、本発明の所望のアミノ酸配列化合物又は構築物を製造する方法（すなわち、
本明細書中で記載するように少なくとも１つのジスルフィド架橋を含む）であって、
　ａ）所望の本発明のアミノ酸配列と同一の一次アミノ酸配列（すなわち、ジスルフィド
架橋形成可能な２つのシステイン残基を有するが、当該ジスルフィド架橋自体は有しない
）又は所望の本発明のポリペプチドと同一の一次アミノ酸配列（すなわち、ジスルフィド
架橋形成可能な２つのシステイン残基を有するが、当該ジスルフィド架橋自体は有しない
）を有するアミノ酸配列を準備する工程と、
　ｂ）上記アミノ酸配列中にジスルフィド架橋を形成する工程であって、所望の本発明の
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アミノ酸配列又は所望の本発明の化合物若しくは構築物をそれぞれ提供する、形成する工
程と、
を少なくとも含む、方法にも関する。
【０１２３】
　特に、所望の化合物又は構築物が本発明のポリペプチドである場合、かかる方法は、
　ａ）所望の本発明のアミノ酸配列と同一の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列（す
なわち、ジスルフィド架橋形成可能な２つのシステイン残基を有するが、当該ジスルフィ
ド架橋自体は有しない）をコードするか、又は所望の本発明のポリペプチドと同一の一次
アミノ酸配列を有するアミノ酸配列（すなわち、ジスルフィド架橋形成可能な２つのシス
テイン残基を有するが、当該ジスルフィド架橋自体は有しない）をコードするヌクレオチ
ド配列又は核酸を発現させる工程であって、所望の本発明のアミノ酸配列～１３８と同一
の一次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列、又は所望の本発明のポリペプチドと同一の一
次アミノ酸配列を有するアミノ酸配列をそれぞれ提供する、発現させる工程
を少なくとも含むことができ、且つ任意で
　ｂ）工程ｂ）で得られたアミノ酸配列を単離する工程と、
　ｃ）工程ａ）で得られたアミノ酸配列中に、又は工程ｂ）を実施する場合には、工程ｂ
）で得られたアミノ酸配列中にそれぞれ、ジスルフィド架橋を形成する工程であって、所
望の本発明のアミノ酸配列又は所望の本発明の化合物若しくは構築物をそれぞれ提供する
、形成する工程と、
をさらに含む。
【０１２４】
　本発明は、上記方法のいずれかを介して得られるアミノ酸配列、化合物又は構築物にも
関する。
【０１２５】
　本発明はさらに、本明細書中で記載するような、少なくとも１つのアミノ酸配列、少な
くとも１つの化合物又は構築物、又は少なくとも１つのヌクレオチド配列；及び任意で少
なくとも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤を含む、医薬組成物に関する
。
【０１２６】
　本発明は、本明細書中で記載する構築物及び化合物を製造する幾つかの他の方法であっ
て、概して、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを、
任意で１つ又は複数の好適なリンカー又はスペーサーを介して連結する工程を含む、方法
も包含する。これは、自体公知の任意の好適な様式で、例えば、（仮に存在すれば）使用
するリンカー（複数可）に応じて実施することができ、例えば、当該技術分野において自
体公知の化学的に連結する技法（例えば、１つ又は複数の共有結合の形成による）を含み
得る。１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列及び１つ又は複数の治療部は、本明細書中で
さらに記載するようなものであり得る。ここでもまた、１つ又は複数の本発明のアミノ酸
配列は、好ましくは本明細書中で記載するジスルフィド架橋を含む。
【０１２７】
　本発明はまた、上記方法のいずれかを介して得られる化合物又は構築物に関し；少なく
とも１つのかかる化合物又は構築物と、任意で少なくとも１つの薬学的に許容可能な担体
、希釈剤又は賦形剤とを含む、医薬組成物にも関する。
【図面の簡単な説明】
【０１２８】
【図１】拘束型及び非拘束型のＣＤＲ３ライブラリを構築するオリゴヌクレオチドの配列
を示す図である。ＩＵＰＡＣコードを使用する。示したオリゴヌクレオチドプライマーは
、Ｆｏｒ１Ｓｆｉ（配列番号７）；Ｆｏｒ２Ｓｆｉ（配列番号８）；Ｆｏｒ３Ｓｆｉ（配
列番号９）；Ｆｏｒ４Ｓｆｉ（配列番号１０）；Ｆｏｒ５Ｓｆｉ（配列番号１１）；Ｆｏ
ｒ６Ｓｆｉ（配列番号１２）；Ｆｏｒ７Ｓｆｉ（配列番号１３）；Ｂａｃｋ１Ｎｏｔ（配
列番号１４）；Ｂａｃｋ２Ｎｏｔ（配列番号１５）；Ｂａｃｋ３Ｎｏｔ（配列番号１６）
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；Ｂａｃｋ４Ｎｏｔ（配列番号１７）；Ｂａｃｋ５Ｎｏｔ（配列番号１８）；Ｂａｃｋ１
ｃｙｓＲＮｏｔ（配列番号１９）；Ｂａｃｋ１ｃｙｓＷＮｏｔ（配列番号２０）；Ｂａｃ
ｋ２ｃｙｓＷＮｏｔ（配列番号２１）；Ｂａｃｋ３ｃｙｓＷＮｏｔ（配列番号２２）；Ｂ
ａｃｋ３ｃｙｓＲＮｏｔ（配列番号２３）；Ｂａｃｋ４ｃｙｓＷＮｏｔ（配列番号２４）
；Ｂａｃｋ５ｃｙｓＷＮｏｔ（配列番号２５）である。
【図２－１】ａ）ヒト血清アルブミンに対するラマ１１７及びラマ１１８の免疫応答を示
す図である。ｂ）マウス血清アルブミンに対するラマ１１７及びラマ１１８の免疫応答を
示す図である。
【図２－２】ｃ）カニクイザル血清アルブミン対するラマ１１７及びラマ１１８の免疫応
答を示す図である。ｄ）ヒヒ血清アルブミンに対するラマ１１７及びラマ１１８の免疫応
答を示す図である。
【図３】ＨＳＡに対する２回の選抜ラウンド後のモノクローナルファージのスクリーニン
グのＯｄｙｓｓｅｙ読み取りを示す図である。奇数列及び偶数列はそれぞれ、ＨＳＡ及び
オボアルブミンでコーティングしている。２つの囲み部分は、ＨＳＡと結合するが、オボ
アルブミンとは結合しない２つの異なるモノクローナルファージを示すが、シグナル／バ
ックグラウンド比は非常に小さい。シークエンシングから、両ＣＤＲ３ループが同一であ
ることが明らかとなった：ｄｔａｖｙｙｃｎａａａｓｙｓｄｙｄｖｆｇｇｇｔｄｆｇｐｗ
ｇｑｇｔｑｖ（配列番号１；下線は隣接ＦＲ配列）。本ペプチドを１７Ｄ１２と称する。
【図４】Ｍ１３ファージのｐＩＩＩで発現した隣接ＦＲを有する又は有しない１７Ｄ１２
のＣＤＲ３ループのアミノ酸配列を示す図である。ＨＳＡに対する２回の選抜ラウンド後
の一次スクリーニングから選抜される、１７Ｄ１２のＣＤＲ３（配列番号１）に隣接する
ＦＲ残基を斜体で示す。非拘束型（ＮＣ；配列番号２６）及び拘束型（Ｃ；配列番号２７
）の切断ペプチドを構築するために１７Ｄ１２のＣＤＲ３に付加した残基を太字で示す。
【図５】Ｍ１３ファージのｐＩＩＩで発現した隣接ＦＲを有する又は有しない１７Ｄ１２
のＣＤＲ３ループとＨＳＡとの結合を示す図である。全長の１７Ｄ１２（■）並びに非拘
束型及び拘束型の隣接ＦＲ残基を有しないＣＤＲ３ループ、すなわち、１７Ｄ１２－ＣＤ
Ｒ３－ＮＣ（▲）又は１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃ（●）はそれぞれ、ＨＳＡ（実線）と用
量依存的に結合するが、陰性対照のペプチドであるオボアルブミン（点線）とは結合しな
い。
【図６】Ｍ１３ファージのｐＩＩＩで発現した隣接ＦＲを有する又は有しない１７Ｄ１２
のＣＤＲ３ループの交差反応性及び特異性を示す図である。全長の１７Ｄ１２並びに非拘
束型及び拘束型の隣接ＦＲ残基を有しないＣＤＲ３ループ、すなわち、１７Ｄ１２－ＣＤ
Ｒ３－ＮＣ又は１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃはそれぞれ、ＨＳＡ及びＣＳＡと用量依存的に
結合する。１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃと、無関連タンパク質であるオボアルブミン及びＴ
ＮＦとの非特異的結合も幾らか存在する。－：コーティングなし。
【図７】Ａ：ヒト血清アルブミンと、合成ペプチドであるＰＥＯ－１００との結合の表面
プラズモン共鳴分析を示すパネル図である。パネルａ：ＰＥＯ－１０５（Ａｌａ－１７Ｄ
１２－ＣＤＲ３）。Ｂ：ヒト血清アルブミンと、合成ペプチドであるＰＥＯ－１０１．５
との結合の表面プラズモン共鳴分析を示すパネル図である。パネルｂ：ＰＥＯ－１０１．
５（Ｃｙｓ－Ａｌａ－１７Ｄ１２－ＣＤＲ３）。
【図８】Ｍ１３ファージのｐＩＩＩで発現したＶＨＨ－１７Ｄ１２融合タンパク質のアミ
ノ酸配列を示す図である。１７Ｄ１２のＦＲ残基を斜体で示す。ＦＲ３中のＣｙｓ残基を
Ｓｅｒで置き換えた。ＶＨＨ－１７Ｄ１２（Ｓ）、配列番号３１；ＶＨＨ－ＧｌｙＳｅｒ
－１７Ｄ１２（Ｓ）、配列番号３２。
【図９】Ｍ１３ファージのｐＩＩＩで発現したＶＨＨ－１７Ｄ１２融合タンパク質と、Ｈ
ＳＡとの結合を示す図である。全長の１７Ｄ１２（■）並びにＧｌｙ４Ｓｅｒ－Ｇｌｙ３
Ｓｅｒリンカーを有する又は有しないＨＥＲ２と特異的にＶＨＨ　２Ｄ３のＣ末端で融合
した１７Ｄ１２ペプチド、すなわち、２Ｄ３－ＧｌｙＳｅｒ－１７Ｄ１２（Ｓ）（●）及
び２Ｄ３－１７Ｄ１２（Ｓ）（▲）はそれぞれ、ＨＳＡ（実線）と用量依存的に結合する
が、陰性対照のペプチドであるオボアルブミン（点線）とは結合しない。
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【図１０】ナノボディ（登録商標）（２Ｄ３）及びナノボディ（登録商標）融合ペプチド
（２Ｄ３－１７Ｄ１２）とヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）との結合の表面プラズモン共鳴
分析を示す図である。チップ（ＣＭ５）のコーティングを、活性化にはＮＨＳ／ＥＤＣ、
不活性化にはエタノールアミンを用いて、アミンカップリングによって実施した（Biacor
eのアミンカップリングキット）。チップは、７０００ＲＵのヒト血清アルブミン（Sigma
、純度９９％）及び２５００ＲＵの無関連タンパク質抗原でコーティングした。２Ｄ３及
び２Ｄ３－１７Ｄ１２を、濃度を増加させてチップ全体に連続的に注入した（１．２５μ
Ｍ、２．５μＭ及び５μＭ）。ＨＢＳ－ＥＰを１０μｌ／分の速度でフロー緩衝剤として
使用し、サンプル２０μlを２０秒間注入した。
【図１１】２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパク質とＨＥＲ２抗原及びヒト血清アルブミン（
ＨＳＡ）との同時結合の表面プラズモン共鳴分析を示す図である。２Ｄ３－１７Ｄ１２融
合タンパク質を１μＭ及び５μＭのＨＳＡでプレインキュベートするか、又はプレインキ
ュベートせず、その後固定化した２Ｄ３標的抗原、ｒｈＥｒｂＢ２－Ｆｃ上を流した。点
線は、２５μＭ　ＨＳＡの存在下での２Ｄ３の結合特性を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１２９】
　　［発明の詳細な説明］
　本明細書において、実施例及び特許請求の範囲では：
【０１３０】
ａ）他で別段指示又は規定しない限り、使用する用語はすべて、当該技術分野における通
常の意味を有し、このことは当業者に明らかである。例えば、標準的なハンドブック、例
えば、Sambrook他著「分子クローニング：実験マニュアル（Molecular Cloning: A Labor
atory Manual）」（第２版）、第１巻～第３巻、Cold Spring Harbor Laboratory Press
（1989）；F．Ausubel他編、「分子生物学における現行のプロトコル（Current Protocol
s in molecular biology）」、Green Publishing and Wiley Interscience, New York（1
987）；Lewin著「遺伝子ＩＩ（Genes II）」、John Wiley & Sons, New York, N.Y.（198
5）；Old他著「遺伝子操作の原理：遺伝子工学序説（Principles of Gene Manipulation
：An Introduction to Genetic Engineering）」、第２版、University of California P
ress、Berkeley、CA（1981）；Roitt他著「免疫学（Immunology）」（第６版）、Mosby/E
lsevier、Edinburgh（2001）；Roitt他著「ロアット免疫学要説（Roitt's Essential Imm
unology）」、第１０版、Blackwell Publishing、英国（2001）；及びJaneway他著「免疫
生物学（Immunobiology）」（第６版）、Garland Science Publishing/Churchill Living
stone、New York（2005）、並びに本明細書中に引用する一般的な背景技術を参照された
い。
【０１３１】
ｂ）他で別段指示しない限り、「免疫グロブリン配列」という用語は、重鎖抗体又は通常
の４鎖抗体を指すのに本明細書中では使用されても、両方の完全長抗体、それらの個々の
鎖、及びそれらのすべての部分、ドメイン又は断片（限定するものではないが、抗原結合
ドメイン又は断片、例えば、ＶＨＨドメイン又はＶＨ／ＶＬドメインをそれぞれ含む）を
含む包括的な用語として使用される。さらに、「配列」という用語は、（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）本明細書中で使用する場合、概して、より限定的解釈を必要とす
る情況でない限り、関連アミノ酸配列と、これをコードする核酸配列又はヌクレオチド配
列との両方を含むものと理解されるべきである。
【０１３２】
ｃ）他で別段指示しない限り、当業者には明らかなように、具体的には詳細に記載してい
ないすべての方法、工程、技法及び操作を実施することができ、自体公知の様式で実施し
た。例えば、ここでもまた、標準的なハンドブック及び本明細書中で述べた一般的な背景
技術及びその中で引用されるさらなる参考文献；並びに、例えば、以下の総説、Presta, 
Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58 (5-6): 640-56；Levin and Weiss, Mol. Biosyst. 200
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6, 2(1): 49-57；Irving et al., J. Immunol. Methods, 2001, 248(1-2), 31-45；Schmi
tz et al., Placenta, 2000, 21 Suppl. A, S106-12；Gonzales et al., Tumour Biol., 
2005, 26(1), 31-43を参照されたく、これらには、タンパク質工学の技法、例えば、親和
性成熟、及びタンパク質、例えば免疫グロブリンの特異性及び他の所望の性質を向上させ
る他の技法が記載されている。
【０１３３】
ｄ）アミノ酸残基は、表Ａ－２に示すように、標準的な３文字又は１文字のアミノ酸コー
ドで示す。
【０１３４】
【表１Ａ】

【０１３５】
ｅ）２つ以上のヌクレオチド配列を比較する目的で、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「配列同一性」の割合は、［第２のヌクレオチド配列中の対応する
位置のヌクレオチドと同一である第１のヌクレオチド配列中のヌクレオチドの数］を［第
１のヌクレオチド配列中のヌクレオチドの合計数］で除算し、［１００％］を乗算するこ
とによって算出することができ、ここで、第１のヌクレオチド配列と比較した、第２のヌ
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クレオチド配列中のヌクレオチドの欠失、挿入、置換又は付加はそれぞれ、単一ヌクレオ
チド（位置）での差と考えられる。
【０１３６】
　代替的には、２つ以上のヌクレオチド配列間の配列同一性の程度は、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、例えば、NCBIのＢｌａｓｔ　ｖ２．０を用いて
、標準的な設定を用いて算出することができる。
【０１３７】
　配列同一性の程度を求める幾つかの他の技法、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号パンフレット、欧州特許第０９６７２８４号明
細書、欧州特許第１０８５０８９号明細書、国際公開第００／５５３１８号パンフレット
、国際公開第００／７８９７２号パンフレット、国際公開第９８／４９１８５号パンフレ
ット及び英国特許出願公開第２３５７７６８号明細書に記載されている。
【０１３８】
　通常、本明細書中の上記で概略を示した算出方法により２つのヌクレオチド配列間の「
配列同一性」の割合を求める目的で、最大数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、その他のヌクレオチド配列を「第２の」ヌクレオチド
配列とする。
【０１３９】
ｆ）２つ以上のアミノ酸配列を比較する目的で、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」（本明細書において「アミノ酸同一性」とも称する）の割合を
、［第２のアミノ酸配列中の対応する位置のアミノ酸残基と同一である第１のアミノ酸配
列中のアミノ酸残基の数］を［第１のアミノ酸配列中のアミノ酸残基の合計数］で除算し
、［１００％］を乗算することによって算出することができ、ここで、第１のアミノ酸配
列と比較した、第２のアミノ酸配列中のアミノ酸残基の欠失、挿入、置換又は付加はそれ
ぞれ、単一アミノ酸残基（位置）の差、すなわち、本明細書中で規定する「アミノ酸の差
」とみなされる。
【０１４０】
　代替的には、２つのアミノ酸配列間の配列同一性の程度は、既知のコンピュータアルゴ
リズム例えば、ヌクレオチド配列の配列同一性の程度を求める上述のものを用いて、ここ
でもまた標準的な設定を用いて算出される。
【０１４１】
　通常、本明細書中の上記で概略を示した算出方法により２つのアミノ酸配列間の「配列
同一性」の割合を求める目的で、最大数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、その他のアミノ酸配列を「第２の」アミノ酸配列とする。
【０１４２】
　また、２つのアミノ酸配列間の配列同一性を求める際、当業者は、アミノ酸残基が同様
の化学的構造を有する別のアミノ酸残基に置き換えられ、且つポリペプチドの機能、活性
又は他の生物学的特性にほとんど又は本質的に全く影響のないアミノ酸置換として概して
説明することができる、いわゆる「保存的」アミノ酸置換を参酌し得る。かかる保存的ア
ミノ酸置換は、例えば、国際公開第０４／０３７９９９号パンフレット、英国特許出願公
開第３３５７７６８号明細書、国際公開第９８／４９１８５号パンフレット、国際公開第
００／４６３８３号パンフレット及び国際公開第０１／０９３００号パンフレットから当
該技術分野において既知であり；かかる置換の（好ましい）型及び／又は組合せは、国際
公開第０４／０３７９９９号パンフレット及び国際公開第９８／４９１８５号パンフレッ
ト並びに本明細書中に引用するさらなる参考文献からの関係する教示に基づいて選択する
ことができる。
【０１４３】
　かかる保存的置換は、好ましくは、以下の群（ａ）～群（ｅ）のうちの１つのアミノ酸
が、同一群内の別のアミノ酸残基で置換される置換である：（ａ）小脂肪族、非極性又は
わずかに極性の残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ及びＧｌｙ；（ｂ）極性、負に荷
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電した残基及びその（非荷電）アミド：Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ及びＧｌｎ；（ｃ）極性
、正に荷電した残基：Ｈｉｓ、Ａｒｇ及びＬｙｓ；（ｄ）大脂肪族、非極性残基：Ｍｅｔ
、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ及びＣｙｓ；及び（ｅ）芳香族残基：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ及びＴｒ
ｐ。
【０１４４】
　特に好ましい保存的置換は以下の通りである：ＡｌａからＧｌｙへ若しくはＳｅｒへ；
ＡｒｇからＬｙｓへ；ＡｓｎからＧｌｎへ若しくはＨｉｓへ；ＡｓｐからＧｌｕへ；Ｃｙ
ｓからＳｅｒへ；ＧｌｎからＡｓｎへ；ＧｌｕからＡｓｐへ；ＧｌｙからＡｌａへ若しく
はＰｒｏへ；ＨｉｓからＡｓｎへ若しくはＧｌｎへ；ＩｌｅからＬｅｕへ若しくはＶａｌ
へ；ＬｅｕからＩｌｅへ若しくはＶａｌへ；ＬｙｓからＡｒｇへ、Ｇｌｎへ若しくはＧｌ
ｕへ；ＭｅｔからＬｅｕへ、Ｔｙｒへ若しくはＩｌｅへ；ＰｈｅからＭｅｔへ、Ｌｅｕへ
若しくはＴｙｒへ；ＳｅｒからＴｈｒへ；ＴｈｒからＳｅｒへ；ＴｒｐからＴｙｒへ；Ｔ
ｙｒからＴｒｐへ；及び／又はＰｈｅからＶａｌへ、Ｉｌｅへ若しくはＬｅｕへ。
【０１４５】
　本明細書中で記載する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他
（「タンパク質構造の原理（Principles of Protein Structure）」Springer-Verlag, 19
78）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及
びFasman（Biochemistry 13: 211, 1974及びAdv. Enzymol., 47: 45-149, 1978）によっ
て開発された構造形成能の解析、及びEisenberg他（Proc. Natl. Acad Sci. USA 81: 140
-144, 1984）；Kyte & Doolittle（J Molec. Biol. 157: 105-132, 1981）及びGoldman他
（Ann. Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353, 1986）によって開発されたタンパク質中の疎
水性パターンの解析に基づき得る（これらすべての全体が参照により本明細書中に援用さ
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
載及び上記で引用した一般的な背景技術で示される。また、この目的で、ラマ由来のＶＨ

Ｈ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 Structural Biology (1996); 3, 752-75
7；及びDecanniere et al., Structure, Vol. 7, 4, 361 (1999)によって示される。通常
のＶＨドメイン形態において、ＶＨ／ＶＬ界面を形成するアミノ酸残基及びこれらの位置
での可能なラクダ化（camelizing）置換の幾つかに関するさらなる情報は、上記で引用し
た従来技術中に見出すことができる。
【０１４６】
ｇ）アミノ酸配列及び核酸配列が、その全長に対して１００％の（本明細書中で規定する
）配列同一性を有する場合、「全く同一」であるという。
【０１４７】
ｈ）２つのアミノ酸配列を比較する場合、「アミノ酸の差」という用語は、第２の配列と
比較した、第１の配列の位置の単一アミノ酸残基の挿入、欠失又は置換を指し；２つのア
ミノ酸配列は、１つ又は２つ以上のかかるアミノ酸の差を含有し得ると理解される。
【０１４８】
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」か、又は別のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列から「本質的に成る」と
いう場合、これは、後者のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列が、最初に述べたヌクレオ
チド配列又はアミノ酸配列にそれぞれ組み込まれたことを意味し得るが、より通常には、
これは、概して、最初に述べたヌクレオチド配列又はアミノ酸配列が、その配列内部に、
最初に述べた配列が実際にどのように生成したか、又は得られたか（例えば、本明細書中
で記載する任意の好適な方法による可能性がある）に関わらず、後者の配列として、それ
ぞれ同一のヌクレオチド配列又はアミノ酸配列を有する、一連のヌクレオチド又はアミノ
酸残基をそれぞれ含むことを意味し得る。非限定的な例として、本発明のナノボディがＣ
ＤＲ配列を含むという場合、これは当該ＣＤＲ配列が本発明のナノボディに組み込まれた
ことを意味する可能性があるが、より通常には、これは、概して、本発明のナノボディが
、その配列内部に、当該本発明のナノボディがどのように生成したか、又は得られたかに
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関わらず、当該ＣＤＲ配列と同一のアミノ酸配列を有する一連のアミノ酸残基を含有する
ことを意味し得る。後者のアミノ酸配列が、特定の生物学的機能又は構造的機能を有する
場合、好ましくは、最初に述べたアミノ酸配列において、本質的に同一の、同様の又は等
価な生物学的機能又は構造的機能を有する（すなわち、最初に述べたアミノ酸配列は、好
ましくは、後者の配列が、本質的に同一の、同様の又は等価な生物学的機能又は構造的機
能を実現可能であるようなものである）ことにも留意されたい。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場合、ＣＤＲ配列及び
フレームワークは、好ましくは、当該ナノボディにおいて、それぞれＣＤＲ配列又はフレ
ームワーク配列として作用可能である。また、ヌクレオチド配列が、別のヌクレオチド配
列を含むという場合、最初に述べたヌクレオチド配列は、好ましくは、発現産物（例えば
、ポリペプチド）に発現する場合に、後者のヌクレオチド配列がコードするアミノ酸配列
が当該発現産物の部分を形成する（すなわち、後者のヌクレオチド配列が、最初に述べた
、より大きなヌクレオチド配列と同一の読み取り枠内にある）ようなものである。
【０１４９】
ｊ）核酸配列又はアミノ酸配列は、例えば、その天然の生物学的供給源及び／又はそれが
得られた反応培地又は培養培地と比較して、通常、当該供給源又は当該培地において関連
する少なくとも１つの他の構成成分、例えば、別の核酸、別のタンパク質／ポリペプチド
、別の生体構成成分又は巨大分子又は少なくとも１つの夾雑物、不純物又は微量構成成分
と分離した場合、「本質的に単離した（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、特に、少なくとも１０倍、より詳細には、少な
くとも１００倍、最大１０００倍以上に精製した場合、「本質的に単離した」と考えられ
る。「本質的に単離した形態で」ある核酸配列又はアミノ酸配列は、好ましくは、本質的
に均質であり、好適な技法、例えば、好適なクロマトグラフ技法、例えば、ポリアクリル
アミドゲル電気泳動を用いて決定される。
【０１５０】
ｋ）「ドメイン」という用語は、本明細書中で使用する場合、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）又はかかる球状領域から本質的に成
るポリペプチドを指す。通常、かかるドメインは、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、（本明細書中で規定する）抗原決定因子に対して
作製されるドメインを指す。
【０１５１】
ｌ）「抗原決定因子」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）、より詳細には、当該分子の抗原結合部位によって認識される抗原上のエピ
トープを指す。「抗原決定因子」という用語及び「エピトープ」という用語はまた、本明
細書中で区別なく使用され得る。
【０１５２】
ｍ）特定の抗原決定因子、エピトープ、抗原又はタンパク質（又はそれらの少なくとも１
つの部分、断片又はエピトープ）と結合することができ、これらに対して親和性を有し、
及び／又は特異的であるアミノ酸配列（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若しくはそれらの断片）は、
当該抗原決定因子、当該エピトープ、当該抗原又は当該タンパク質に「対する」又は「対
して作製された」といわれる。
【０１５３】
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異なる型の抗原又は抗
原決定因子の数を指す。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
づいて求めることができる。抗原と抗原結合タンパク質との解離の平衡定数（ＫＤ）で表
される親和性は、抗原結合タンパク質上の抗原決定因子と抗原結合部位との間の結合強度
に関する尺度であり、ＫＤの値が小さいほど、抗原決定因子と抗原結合分子との間の結合
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強度が強くなる（代替的には、親和性は、１／ＫＤである親和定数（ＫＡ）として表すこ
ともできる）。（例えば、本明細書中のさらなる開示に基づいて）当業者には明らかなよ
うに、親和性は、目的とする特定の抗原に応じて自体公知の様式で求めることができる。
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）との関係す
る抗原との結合の強度の尺度である。結合活性は、抗原決定因子と抗原結合分子上のその
抗原結合部位との親和性、及び抗原結合分子上に存在する関係する結合部位の数の両方に
関連する。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、それらの抗原と、解離定数（ＫＤ）：１０－５ｍｏｌ／
ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、好ましくは１０－７ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ
以下、より好ましくは１０－８ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌで（すなわち、会合定
数（ＫＡ）：１０５ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上、好ましくは１０７ｌ／ｍｏｌ
～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上、より好ましくは１０８ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌで）
結合する。１０４ｍｏｌ／ｌより高い任意のＫＤ値（又は１０４Ｍ－１ｌ／ｍｏｌより低
い任意のＫＡ値）は、概して非特異的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、所望の血清タンパク質と、５００ｎＭ未満、好ましくは２０
０ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満、例えば５００ｐＭ未満の親和性で結合する。
抗原結合タンパク質と抗原又は抗原決定因子との特異的結合は、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）、エン
ザイムイムノアッセイ（ＥＩＡ）及びサンドイッチ競合アッセイ並びに当該技術分野にお
いて自体公知のそれらの異なる変形；並びに本明細書中で述べた他の技法を含む、自体公
知の任意の好適な様式で求めることができる。
【０１５４】
　当業者には明らかなように、解離定数は実際の又は見かけの解離定数であり得る。解離
定数を求める方法は当業者に明らかであり、例えば、本明細書中で述べた技法が含まれる
。この点で、１０－４ｍｏｌ／ｌ又は１０－３ｍｏｌ／ｌより大きい（例えば、１０－２

ｍｏｌ／ｌの）解離定数を測定することが不可能である場合があることも明らかである。
任意で、これも当業者には明らかなように、（実際の又は見かけの）解離定数は、［ＫＤ

＝１／ＫＡ］という関係を用いて、（実際の又は見かけの）会合定数（ＫＡ）に基づいて
算出することができる。
【０１５５】
　親和性とは、分子の相互作用の強度又は安定性を指す。親和性は一般的に、ＫＤ、すな
わち解離定数で示され、単位はｍｏｌ／ｌ（又はＭ）である。親和性は、１／ＫＤに等し
く、単位は（ｍｏｌ／ｌ）－１（又はＭ－１）である、会合定数、ＫＡとして表すことも
できる。本明細書において、２つの分子（例えば、本発明のアミノ酸配列、ナノボディ又
はポリペプチド及びその所期の標的）の間の相互作用の安定性は、主にそれらの相互作用
のＫＤ値で表すが、ＫＡ＝１／ＫＤという関係式を考慮して、分子の相互作用の強度をそ
のＫＤ値によって特定することは、対応するＫＡ値の算出にも使用することができること
は当業者には明らかである。ＫＤ値は、既知の関係式ＤＧ＝ＲＴ・ｌｎ（ＫＤ）（等価に
はＤＧ＝－ＲＴ・ｌｎ（ＫＡ））（式中、Ｒ＝気体定数、Ｔ＝絶対温度であり、ｌｎは自
然対数を示す）によって結合の自由エネルギー（ＤＧ）と関連するため、熱力学的意味に
おいても分子の相互作用の強度を特徴付ける。
【０１５６】
　有意義（例えば、特異的）であると考えられる生体相互作用に対するＫＤは、典型的に
は、１０－１０Ｍ（０．１ｎＭ）～１０－５Ｍ（１００００ｎＭ）の範囲である。相互作
用が強くなるほど、そのＫＤは低くなる。
【０１５７】
　ＫＤは、複合体の解離速度定数（ｋｏｆｆとして示される）と、その会合速度定数（ｋ

ｏｎで示される）との比としても表すことができる（ゆえにＫＤ＝ｋｏｆｆ／ｋｏｎ及び
ＫＡ＝ｋｏｎ／ｋｏｆｆとなる）。解離速度定数（off-rate）ｋｏｆｆの単位は、s－１

（ここで、ｓは秒のＳＩ単位表記である）である。会合速度定数（on-rate）ｋｏｎの単
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位は、Ｍ－１ｓ－１である。会合速度定数は、１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－

１の範囲で変動する可能性があり、二分子相互作用の拡散律速会合速度定数に近づく。解
離速度定数は、ｔ１／２＝ｌｎ（２）／ｋｏｆｆという関係式によって所定の分子の相互
作用の半減期と関連付けられる。解離速度定数は、１０－６ｓ－１（ｔ１／２が複数日の
ほぼ不可逆な複合体）～１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９秒）の間で変動し得る。
【０１５８】
　２つの分子間の分子の相互作用の親和性は、自体公知の異なる技法、例えば、１つの分
子をバイオセンサチップ上に固定し、他の分子を、ｋｏｎ、ｋｏｆｆ測定値、それゆえＫ

Ｄ（又はＫＡ）値を生じるフロー条件下、固定した分子上に流す、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. Immunology, 13, 155
1-1559, 2001参照）によって測定することができる。これは、例えば既知のBIACOREの機
器を用いて実施することができる。
【０１５９】
　また、測定工程が、例えば、或る分子のバイオセンサへのコーティングに関連する人工
産物による包含分子の固有の結合親和性に幾らか影響を及ぼす場合、測定したＫＤが見か
けのＫＤに対応する可能性があることは当業者に明らかである。また、見かけのＫＤは、
１つの分子が、他の分子に対する認識部位を２つ以上含有する場合に測定され得る。かか
る状況では、測定した親和性は、２つの分子の相互作用による結合活性によって影響を受
ける可能性がある。
【０１６０】
　親和性の評価に使用し得る別のアプローチは、Friguet他の２段階ＥＬＩＳＡ（酵素結
合免疫吸着測定法）手順（J． Immunol． Methods, 77, 305-19, 1985）である。この方
法は、溶液相結合平衡測定を確立し、プラスチック等の支持体への分子の１つの吸着に関
連する考えられる人為的産物を回避する。
【０１６１】
　しかしながら、ＫＤの正確な測定は、かなり重労働となる場合があり、結果として、２
つの分子の結合強度の評価には見かけのＫＤ値を求めることが多い。なお、（例えば、ア
ッセイ条件を変えないまま）すべての測定が一貫して行われる限り、見かけのＫＤ測定は
真のＫＤの近似として使用することができるため、本明細書において、ＫＤ及び見かけの
ＫＤは、同等の重要性又は関連性で取り扱うものとする。
【０１６２】
　最後に、多くの状況において、熟練した科学者は、幾つかの参照分子に相対する結合親
和性を求めることが便利であると判断し得ることに留意されたい。例えば、分子Ａと分子
Ｂとの間の結合強度を評価するために、例えば、Ｂと結合することが既知であり、且つＥ
ＬＩＳＡ又はＦＡＣＳ（蛍光活性化細胞選別）又は他の型での検出を容易にするために、
フルオロフォア若しくは発色基又は他の化学的部分、例えば、ビオチンで好適に標識され
る（蛍光検出にはフルオロフォア、光吸収検出には発色団、ストレプトアビジン介在性Ｅ
ＬＩＳＡ検出にはビオチン）参照分子Ｃを使用してもよい。典型的には、参照分子Ｃは固
定の濃度に保たれ、Ａの濃度は、所定の濃度又はＢの量に対して変動する。結果として、
Ａの非存在下でＣに関して測定したシグナルが半減するＡの濃度に対応するＩＣ５０値が
得られる。ＫＤ　ｒｅｆ（参照分子のＫＤ）及び参照分子の総濃度ｃｒｅｆが既知である
場合、相互作用Ａ－Ｂに対する見かけのＫＤは、以下の式：ＫＤ＝ＩＣ５０／（１＋ｃｒ

ｅｆ／ＫＤ　ｒｅｆ）から得ることができる。但し、ｃｒｅｆ≪ＫＤ　ｒｅｆ、ＫＤ≒Ｉ
Ｃ５０という条件である。比較する結合剤に関して（例えば、ｃｒｅｆを固定したままで
）ＩＣ５０の測定を一貫して実施する場合、分子の相互作用の強度又は安定性は、ＩＣ５

０によって評価することができ、この測定は、本文全体を通してＫＤ又は見かけのＫＤと
等価であると判断される。
【０１６３】
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、アミノ酸配列
、化合物又はポリペプチドの血清濃度が、ｉｎ　ｖｉｖｏで、例えば、天然の機構による



(48) JP 2010-511397 A 2010.4.15

10

20

30

40

50

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又は隔離によ
り５０％低減するのにかかる時間と規定することができる。本発明のアミノ酸配列、化合
物又はポリペプチドのｉｎ　ｖｉｖｏでの半減期は、自体公知の任意の様式、例えば、薬
物動態解析によって求めることができる。好適な技法は当業者には明らかであり、例えば
、概して、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、マカカ（Macaca：マカク）属のサル（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（マカカ・ムラタ（Macaca mulatta））等）及びヒヒ（パピオ・ウルジヌス（Papio 
ursinus））に対し、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好
適に投与する工程と；当該動物由来の血液サンプル又は他のサンプルを回収する工程と；
当該血液サンプル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薬時の初期レベルと比較して５０％
低減するまでの時間を算出する工程を包含し得る。例えば、下記実験部並びにDennis et 
al., J. Biol. Chem 277: 35035-42 (2002)、標準的なハンドブック、例えば、Kenneth, 
A他著「医薬品の化学的安定性：薬剤師向けハンドブック（Chemical Stability of Pharm
aceuticals: A Handbook for Pharmacists）」及びPeters他著「薬物動態解析：実践的ア
プローチ（Pharmacokinete analysis: A Practical Approach）」（1996）を参照された
い。M Gibaldi & D Perron著「薬物動態学（Pharmacokinetics）」Marcel Dekker刊、第
２改訂版（1982）も参照されたい。
【０１６４】
　（例えば、国際公開第０４／００３０１９号パンフレットの第６頁及び第７頁を参照、
及びその中で引用されるさらなる参考文献で）当業者にも明らかであるように、半減期は
、パラメータ、例えば、ｔ１／２－α、ｔ１／２－β及び曲線下面積（ＡＵＣ）を用いて
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、又はこれらのパラメータの本質
的にすべての３つの増大を指す。「半減期の増大」又は「増大した半減期」は、本明細書
中で使用する場合、特に、ｔ１／２－α及び／又はＡＵＣ又は両方の増大を伴うか、又は
伴わない、ｔ１／２－βの増大を指す。
【０１６５】
ｐ）任意の図、配列表及び実験部／実施例は、さらに本発明を説明するために示したに過
ぎず、本明細書において別段明示しない限り、決して本発明及び／又は添付の特許請求の
範囲の範囲を限定するものとして理解（interpreted）又は解釈（construed）されないも
のとする。
【０１６６】
　重鎖抗体及びその可変ドメインの概要に関しては、とりわけ本明細書中に引用する従来
技術、Reviews in Molecular Biotechnology 74 (2001), 277-302におけるMuyldermansに
よる総説；並びに一般的な背景技術として述べる以下の特許出願を参照されたい：ブリュ
ッセル自由大学（Vrije Universiteit Brussel）の国際公開第９４／０４６７８号パンフ
レット、国際公開第９５／０４０７９号パンフレット及び国際公開第９６／３４１０３号
パンフレット；ユニリーバ（Unilever）の国際公開第９４／２５５９１号パンフレット、
国際公開第９９／３７６８１号パンフレット、国際公開第００／４０９６８号パンフレッ
ト、国際公開第００／４３５０７号パンフレット、国際公開第００／６５０５７号パンフ
レット、国際公開第０１／４０３１０号パンフレット、国際公開第０１／４４３０１号パ
ンフレット、欧州特許第１１３４２３１号明細書及び国際公開第０２／４８１９３号パン
フレット；フランダースバイオテクノロジー研究機関（Vlaams Instituut voor Biotechn
ologie）（ＶＩＢ）の国際公開第９７／４９８０５号パンフレット、国際公開第０１／２
１８１７号パンフレット、国際公開第０３／０３５６９４号パンフレット、国際公開第０
３／０５４０１６号パンフレット及び国際公開第０３／０５５５２７号パンフレット；Al
gonomics N.V.及びAblynx N.V.の特許文献５；カナダ国家研究委員会（National Researc
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h Council of Canada）の国際公開第０１／９０１９０号パンフレット；抗体研究所（Ins
titute of Antibodies）による国際公開第０３／０２５０２０号パンフレット（＝欧州特
許第１４３３７９３号明細書）；並びにAblynx N.V.による国際公開第０４／０４１８６
７号パンフレット、国際公開第０４／０４１８６２号パンフレット、特許文献４、国際公
開第０４／０４１８６３号パンフレット、国際公開第０４／０６２５５１号パンフレット
、国際公開第０５／０４４８５８号パンフレット、国際公開第０６／４０１５３号パンフ
レット、国際公開第０６／０７９３７２号パンフレット、国際公開第０６／１２２７８６
号パンフレット、国際公開第０６／１２２７８７号パンフレット及び国際公開第０６／１
２２８２５号パンフレット、及びAblynx N.V.によるさらなる公開特許出願。これらの出
願で述べるさらなる従来技術、特に、国際出願である国際公開第０６／０４０１５３号パ
ンフレットの参考文献一覧（この一覧及び参考文献一覧は参照により本明細書中に援用さ
れる）の第４１頁～第４３頁も参照されたい。
【０１６７】
　当該技術分野において使用される専門用語によれば（上記参考文献参照）、天然重鎖抗
体中に存在する可変ドメインは、通常の４鎖抗体（本明細書中下記で「ＶＨドメイン」と
称する）中に存在する重鎖可変ドメイン及び通常の４鎖抗体中に存在する軽鎖可変ドメイ
ン（本明細書中下記で「ＶＬドメイン」と称する）と区別するために、「ＶＨＨドメイン
」とも称される。上記で言及した従来技術で述べるように、ＶＨＨドメインは、多くの特
有の構造特性及び機能特性を有しており、単離ＶＨＨドメイン（並びにそれに基づくナノ
ボディ、これらの構造特性及び機能特性を天然ＶＨＨドメインと共有する）及び機能的な
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これを含有するタンパク質
が作られる。
【０１６８】
　本発明のアミノ酸配列は、好ましくは哺乳動物起源であるか、又は（本明細書中で規定
するように）哺乳動物起源のアミノ酸配列に由来する。例えば、アミノ酸配列は、重鎖抗
体を生産する或る種の哺乳動物に由来する可能性があり、例えば、かかる重鎖抗体部位（
locus）を保有するラクダ科動物又はトランスジェニック動物（例えば、国際公開第０２
／０８５９４５号パンフレット、国際公開第０４／０４９７９４号パンフレット、国際公
開第０６／００８５４８号パンフレット及びJanssens et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 2006 Oct 10; 103(41): 15130-5参照）を使用することができる。代替的には、本発
明のアミノ酸配列は、或る特定種のサメに存在する場合のある単一可変ドメインに由来し
てもよい（例えば、いわゆる「ＩｇＮＡＲドメイン」、例えば、国際公開第０５／１８６
２９号パンフレット参照）。
【０１６９】
　本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、ＣＤＲ（「相補性決定領域」）配列（本明細書
において「ＣＤＲ配列」とも称される）を含むか、又はこれから本質的に成り；かかるＣ
ＤＲ配列は、好ましくは、血清タンパク質と結合することができ、且つ血清タンパク質、
特に、血清アルブミンに対して、より詳細には、ヒト血清アルブミンに対して（又はその
部分、ドメイン又は断片に対して）惹起及び／又は作製された免疫グロブリン可変ドメイ
ン配列に由来し得る。好ましいが非限定的な態様によれば、ＣＤＲ配列は、免疫グロブリ
ン可変ドメイン由来のＣＤＲ２配列又はＣＤＲ３配列に由来し得る。かかる免疫グロブリ
ン可変ドメインは、例えば、ヒト可変ドメイン、（単一ドメイン抗体）、「ｄＡｂ」、ナ
ノボディ（登録商標）又はそれらの機能的な断片であり得る。
【０１７０】
　本発明は、かかるペプチドを同定及び生成する方法、並びに少なくとも１つのかかるペ
プチドを含む化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質及び構築物を製造する
方法も提供する。
【０１７１】
　好ましいが非限定的な態様によれば、本発明のアミノ酸配列は、免疫グロブリン重鎖可
変ドメインに由来する。かかる重鎖可変ドメインの好ましい例は、ラクダ科動物由来のＶ
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ＨＨドメインである。
【０１７２】
　具体的であるが非限定的な別の態様によれば、本発明のアミノ酸配列は、長さが３アミ
ノ酸～４０アミノ酸の範囲、好ましくは５アミノ酸～３０アミノ酸の範囲、より好ましく
は６アミノ酸～２５アミノ酸の範囲であるＣＤＲ配列を含むか、又はこれから本質的に成
り；本発明のアミノ酸配列の長さは、（限定するものではないが）例えば、８アミノ酸、
１０アミノ酸、１２アミノ酸、１４アミノ酸、１６アミノ酸、１８アミノ酸、２０アミノ
酸、２２アミノ酸又は２４アミノ酸であり得る。
【０１７３】
　本発明のアミノ酸配列（及び本明細書中で規定するこれを含む化合物）は、好ましくは
、アミノ酸配列（又は化合物）が人間において、ヒト血清アルブミンと結合するか、又は
そうでなければ会合する場合、その血清半減期がヒトにおけるヒト血清アルブミンの天然
の半減期の少なくとも約５０％（例えば、約５０％～７０％）、好ましくは少なくとも６
０％（例えば、約６０％～８０％）、又は好ましくは少なくとも７０％（例えば、約７０
％～９０％）、より好ましくは少なくとも８０％（例えば、約８０％～９０％）、又は好
ましくは少なくとも約９０％となるように、ヒト血清アルブミンと結合するか、又はそう
でなければ会合するようなものである。
【０１７４】
　非限定的な一態様において、本発明のアミノ酸配列は、好ましくは少なくとも１つの他
の種の哺乳動物、例えば、マウス、ウサギ、ラット、又は霊長類由来の血清アルブミンと
の交差反応性がある。特に、本発明のアミノ酸配列は、マカク属のサル（例えば、特に、
カニクイザル（マカカ・ファシクラリス）及び／又はアカゲザル（マカカ・ムラタ）及び
ヒヒ（パピオ・ウルジヌス）から成る群からから選ばれる霊長類由来の血清アルブミンと
交差反応性がある可能性がある。また、本発明のアミノ酸配列が、かかる霊長類の種由来
の血清アルブミンとの交差反応性がある場合、好ましくは、当該霊長類の血清アルブミン
分子と結合又は会合する場合、その血清半減期は、当該霊長類の当該血清アルブミンの天
然の半減期の少なくとも約５０％（例えば、約５０％～７０％）、好ましくは少なくとも
約６０％（例えば、約６０％～８０％）、又は好ましくは少なくとも約７０％（例えば、
約７０％～９０％）、より好ましくは少なくとも約８０％（例えば、約８０％～９０％）
、又は好ましくは少なくとも約９０％であるようなものである。
【０１７５】
　概して、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列と、少なくとも１つの治療部とを含む
、本発明の化合物又はポリペプチドの半減期は、治療部自体の半減期の、好ましくは少な
くとも１．５倍、好ましくは少なくとも２倍、例えば少なくとも５倍、例えば少なくとも
１０倍又は２０倍超である。例えば、本発明の化合物又はポリペプチドの半減期は、治療
部自体と比較して、１時間、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、又はさらには２４時間超、４８時間超若しくは７２時間超、増大する場合がある
。
【０１７６】
　本発明の好ましいが非限定的な一態様において、かかる本発明の化合物又はポリペプチ
ドは、血清半減期が、治療部自体と比較して、１時間超、好ましくは２時間超、より好ま
しくは６時間超、例えば１２時間超、又はさらには２４時間超、４８時間超若しくは７２
時間超、増大する。
【０１７７】
　好ましいが非限定的な別の態様において、本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、アミ
ノ酸配列が、ヒト血清アルブミンと結合するか、又はそうでなければ会合する場合に、ア
ミノ酸配列が示すヒトでの血清半減期が、少なくとも約９日（例えば約９日～１４日）、
好ましくは少なくとも約１０日（例えば約１０日～１５日）又は少なくとも約１１日（例
えば約１１日～１６日）、より好ましくは少なくとも約１２日（例えば約１２日～１８日
以上）又は１４日超（例えば約１４日～１９日）となるように、ヒト血清アルブミンと結
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合するか、又はそうでなければ会合するようなものである。
【０１７８】
　本発明のアミノ酸配列はまた、好ましくは、本明細書中で規定する解離定数（ＫＤ）及
び／又は結合親和性（ＫＡ）でヒト血清アルブミンと結合する。
【０１７９】
　本発明は、化合物、すなわち、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列と、少なくとも
１つの治療部、例えば、ヒトでの半減期が、本発明のアミノ酸配列のヒトでの半減期の少
なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％、例えば、９５％以上であるか、これ
と本質的に同一である小分子、ポリヌクレオチド、ポリペプチド又はペプチドから成る群
から選ばれる少なくとも１つの部分とを含む、化合物、タンパク質、ポリペプチド又は他
の構築物にも関する。
【０１８０】
　本明細書において、「配列」という用語は特に、文脈が要求するものに応じて、アミノ
酸配列及び／又はヌクレオチド／核酸配列を指す。配列が核酸配列の形態である場合、対
応するアミノ酸配列は、当該核酸配列がコードするアミノ酸配列を好適に発現させること
によって製造することができる。
【０１８１】
　本明細書において、「～を含むか、又はこれ（ら）から本質的に成る」とは、特に、本
発明のアミノ酸配列が、ＣＤＲ配列の片端又は両端に、長さが、例えば、限定するもので
はないが、１アミノ酸残基～１０アミノ酸残基、例えば、１アミノ酸残基、２アミノ酸残
基、３アミノ酸残基、４アミノ酸残基、５アミノ酸残基、６アミノ酸残基、７アミノ酸残
基、８アミノ酸残基、９アミノ酸残基又は１０アミノ酸残基である（ＣＤＲ配列に由来し
ない）１つ又は複数のさらなるアミノ酸配列を含有することができることを意味する。こ
れらのさらなるアミノ酸配列は、フレームワーク配列、例えば、完全長の免疫グロブリン
配列中のＣＤＲ配列に隣接するフレームワーク配列に由来する可能性があり；例えば、本
発明のアミノ酸配列が、ＣＤＲ３配列に由来するＣＤＲ配列を含むか、又はこれから本質
的に成る場合、さらなるアミノ酸配列は、フレームワーク３領域及び／又はフレームワー
ク４領域に由来する可能性がある。非限定的な好ましい一実施の形態によれば、さらなる
アミノ酸配列は、（血清タンパク質結合配列の片側に）少なくとも２つのシステイン残基
を含む可能性があり、これは、ジスルフィド架橋を介して連結していてもよく、又は連結
していなくてもよい。例えば、さらなるアミノ酸配列がフレームワーク配列に由来する場
合、システイン残基は合成で導入してもよく；代替的には、かかる（天然）システイン残
基を含有する他のさらなるアミノ酸残基を選んでもよい。
【０１８２】
　本明細書において、配列（アミノ酸又は核酸）が特に、別の配列（アミノ酸又は核酸）
「に由来する」という場合、所望の配列（アミノ酸又は核酸）は、関連配列を生成及び／
又は単離し、且つ引き続いてその関連部分（複数可）を単離するか、又は当該別の配列の
関連部分（複数可）を直接生成及び／又は単離することによって（共に自体公知の様式で
）得ることができる。
【０１８３】
　代替的には、上記他の配列の配列（アミノ酸又は核酸）を決定することができ、その後
所望の配列を自体公知の様式で、決定した配列を出発点として使用して製造することがで
きる。例えば、所望のアミノ酸配列を、ペプチド合成又は当該アミノ酸配列をコードする
核酸を好適に発現させることによって製造することができる。所望のヌクレオチド配列は
、自体公知の核酸合成技法によって製造してもよい。
【０１８４】
　所望の配列（アミノ酸又は核酸）の部分、断片、変異体、類似体等は、自体公知の技法
、例えば、制限酵素による消化、好適に連結する１つ又は複数の配列、部位特異的突然変
異誘発、所望の突然変異（複数可）を導入する１つ又は複数のプライマーを用いたＰＣＲ
、ｄｅ　ｎｏｖｏ合成（アミノ酸又は核酸）、及び／又は任意の好適なかかる技法の組合
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せによって；又は自体公知の任意の他の好適な様式で製造してもよい。
【０１８５】
　本明細書において、配列（アミノ酸又は核酸）が哺乳動物（の種）「に由来する」とい
う場合、当該配列は、（本明細書中で規定するように）当該哺乳動物中に元々存在する配
列（アミノ酸又は核酸）「に由来する」。
【０１８６】
　したがって、例えば、本明細書において、「免疫グロブリン可変ドメイン配列に由来す
るＣＤＲ配列」である配列（アミノ酸又は核酸）を参照する場合）、当該配列（アミノ酸
又は核酸）は特に、免疫グロブリン可変ドメインＣＤＲ配列又はその好適な部分、断片、
類似体、変異体の上記他の配列（アミノ酸又は核酸）を単離することによって得ることが
できる。
【０１８７】
　代替的には、その配列（アミノ酸又は核酸）は、免疫グロブリン可変ドメインＣＤＲ配
列又はその好適な部分、断片、類似体、変異体の配列（アミノ酸又は核酸）を決定し、引
き続いて、例えば、天然ＣＤＲ配列の部分、断片、類似体、変異体等であり得るこの配列
を本発明の合成又は半合成のアミノ酸配列を設計する出発点として使用することによって
得ることができる。ＣＤＲ配列は、アミノ酸配列である場合、当業者に既知の任意の好適
なペプチド合成技法によって得ることができ；代替的に、ＣＤＲ配列は、核酸配列である
場合、当業者に既知の任意の好適な核酸合成技法によって製造し、引き続いて発現させる
ことができる。
【０１８８】
　本明細書において「血清タンパク質に対して惹起された免疫グロブリン配列」又は「血
清タンパク質に対して作製された免疫グロブリン配列」という場合、これらの免疫グロブ
リン配列は、（好ましくは非相同の）血清タンパク質をヒト又は動物の血液循環に好適に
導入して（すなわち、例えば、血清タンパク質による好適な感作によって、血清タンパク
質に対する免疫応答を惹起するようにして）免疫系を活性化させることを通じて、ヒト又
は動物の身体が天然に生産したものである。
【０１８９】
　本明細書において「結合」という場合、かかる結合は、好ましくは、当業者によって通
常理解される特異的結合である。特に、本明細書中で記載するアミノ酸配列が「血清タン
パク質と結合する」場合、好ましくは、当該血清タンパク質と、
　解離定数（ＫＤ）：１０－５ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、好ましくは１０
－７ｍｏｌ／ｌ～１０－１２ｍｏｌ／ｌ以下、より好ましくは１０－８ｍｏｌ／ｌ～１０
－１２ｍｏｌ／ｌ（すなわち、会合定数（ＫＡ）：１０５ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏ
ｌ以上、好ましくは１０７ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ以上、より好ましくは１０８

ｌ／ｍｏｌ～１０１２ｌ／ｍｏｌ）；
　会合速度定数ｋｏｎ：１０２Ｍ－１ｓ－１～約１０７Ｍ－１ｓ－１、好ましくは１０３

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

ｓ－１、例えば１０５Ｍ－１ｓ－１～１０７Ｍ－１ｓ－１；
及び／又は
　結合解離定数ｋｏｆｆ：１ｓ－１（ｔ１／２＝０．６９秒）～１０－６ｓ－１（ｔ１／

２が複数日のほぼ不可逆な複合体を与える）、好ましくは１０－２ｓ－１～１０－６ｓ－

１、より好ましくは１０－３ｓ－１～１０－４ｓ－１、例えば１０－４ｓ－１～１０－６

ｓ－１

で結合するようなものである。
【０１９０】
　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）は、好ましくは、血清タンパク質と、親和性が５００ｎＭ未満、好ま
しくは２００ｎＭ未満、より好ましくは１０ｎＭ未満、例えば５００ｐＭ未満で結合する
ようなものである。
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【０１９１】
　別の態様において、本発明は、それらの半減期を増大させるために治療的化合物と連結
又は融合する小ペプチド又はペプチド部として使用することができるアミノ酸配列、並び
に本発明のアミノ酸配列、構築物又は融合タンパク質が血清タンパク質分子と結合する場
合、血清タンパク質分子の半減期が（アミノ酸配列、構築物又は融合タンパク質がそれと
結合しない場合の血清タンパク質分子の半減期と比較して）（有意に）低減しないように
血清タンパク質と結合することができるかかるペプチド又はペプチド部を含む構築物及び
融合タンパク質を提供する。本発明のこの態様において、「有意に低減しない」とは、（
自体公知の好適な技法を用いて測定される）血清タンパク質分子の半減期が５０％超低減
しない、好ましくは３０％超低減しない、さらにより好ましくは１０％超低減しない、例
えば５％超低減しない、又は本質的に全く低減しないことを意味する。
【０１９２】
　本発明のアミノ酸配列は、好ましくは、血清タンパク質、特に、血清アルブミンに対し
て、より詳細には、ヒト血清アルブミンに対して（又はその部分、ドメイン若しくは断片
に対して）惹起及び／又は作製された免疫グロブリン可変ドメインに由来するＣＤＲ配列
を含むか、又はこれから本質的に成る。
【０１９３】
　上記アミノ酸配列は、例えば、免疫グロブリン可変ドメインに由来するＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２又はＣＤＲ３等のＣＤＲ配列を含むか、又はこれから本質的に成る可能性がある。
【０１９４】
　好ましくは、本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲ３配列を含むか、又はこれから本質的に
成る。具体的であるが非限定的な別の態様によれば、本発明のアミノ酸配列は本質的に、
上記で言及し、参照により本明細書中に援用される、特許文献５に記載されているもので
あり得る。
【０１９５】
　アミノ酸配列の由来となり得る免疫グロブリン可変ドメインは、例えば（限定するもの
ではないが）免疫グロブリン重鎖可変ドメイン若しくは軽鎖可変ドメイン、（単一）ドメ
イン抗体、「ｄＡｂ」又はナノボディであり得る。
【０１９６】
　特に好ましい実施の形態によれば、本発明のアミノ酸配列は、血清タンパク質に対して
、特に、血清アルブミンに対して、より詳細には、ヒト血清アルブミンに対して（又はそ
の部分、ドメイン若しくは断片に対して）惹起及び／又は作製されたナノボディ（登録商
標）のＣＤＲ配列を含むか、又はこれから本質的に成り；より好ましくは、本発明のアミ
ノ酸配列は、血清タンパク質に対して、特に、血清アルブミンに対して、より詳細には、
ヒト血清アルブミンに対して（又はその部分、ドメイン若しくは断片に対して）惹起及び
／又は作製されたナノボディ（登録商標）のＣＤＲ３配列を含むか、又はこれから本質的
に成る。また、本発明のこの具体的な態様によれば、本発明のアミノ酸配列は本質的に、
特許文献５に記載されているようなものであり得る。ナノボディ（登録商標）並びに本明
細書中で使用するさらなる用語の幾つかに関するさらなる記載及び定義に関しては、本明
細書中で述べるAblynx N.V.による出願、及びその中で引用されるさらなる従来技術も参
照されたい。
【０１９７】
　他の態様において、本発明は、本発明のアミノ酸配列（又はこれを含む化合物）を生成
又は生産する方法にも関する。
【０１９８】
　例えば、本発明のアミノ酸配列は、ＣＤＲアミノ酸配列（又はその好適な部分、類似体
、断片、変異体）であり、上記方法は、
　ａ）ＣＤＲ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）ＣＤＲ配列のセット、コレクション又はライブラリを、血清タンパク質の少なくと
も１つのドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和
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性を有する配列に関してスクリーニングする工程と、
　ｃ）血清タンパク質の少なくとも１つのドメイン又はエピトープと結合することができ
、及び／又はこれらに対して親和性を有するＣＤＲ配列（複数可）を単離する工程と、
を含み得る。
【０１９９】
　この方法は、当業者に既知であり、及び／又はさらに本明細書中で記載する技法を用い
て、自体公知の任意の様式で実施され得る。例えば、ＣＤＲ配列のライブラリを準備する
方法、かかるライブラリを所望の標的に対する親和性を有する配列に関してスクリーニン
グする方法、及び所望の抗原と結合するＣＤＲ配列を単離する方法は、特許文献５（Ably
nx N.V.及びAlgonomics N.V.）に記載されている。
【０２００】
　上記方法において、ＣＤＲ配列のセット、コレクション又はライブラリは、例えば、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）にディスプレーし
て、例えば、スクリーニングを容易にしてもよい。ＣＤＲ配列（のセット、コレクション
又はライブラリ）をディスプレー及びスクリーニングする好適な方法、技法及び宿主生物
は、例えば、さらなる開示及び本明細書中に引用する従来技術に基づいて当業者には明ら
かである。
【０２０１】
　ｃ）で得られた配列に基づいて、上記配列の部分、類似体、断片、変異体は、自体公知
の様式で、例えば、（ミスマッチプライマーを用いた）部位特異的突然変異誘発、ｄｅ　
ｎｏｖｏ核酸合成又はｄｅ　ｎｏｖｏペプチド合成によって製造することができる。
【０２０２】
　代替的には、血清タンパク質と結合するＣＤＲアミノ酸配列又はそれらの好適な部分、
類似体、断片、変異体は、
　ａ）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準備する工程と、
　ｂ）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、血清タンパク質の
少なくとも１つのドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対
して親和性を有する配列に関してスクリーニングする工程と、
　ｃ）任意で血清タンパク質の少なくとも１つのドメイン又はエピトープと結合すること
ができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免疫グロブリン配列（複数可）を単離
する工程と、
　ｄ）当業者に既知である技法を用いてｃ）で得られた免疫グロブリン配列に由来するＣ
ＤＲ配列を製造する工程と、
を少なくとも含む、本発明が提供する方法によって生成することができる。
【０２０３】
　この方法はさらに、当業者において既知であり、及び／又は本明細書中でさらに記載す
る技法を用いて、自体公知の任意の様式で実施され得る。工程ｄ）は、例えば、好適な部
位特異的プライマー、例えば（限定するものではないが）ＦＷ３（「フレームワーク３」
）特異的なプライマー及びＦＷ４（「フレームワーク４」）特異的プライマーから成るプ
ライマーの組合せを使用し、引き続いて、得られた（増幅した）核酸配列を発現させるこ
とによって実施され得る。
【０２０４】
　ｃ）又はｄ）で得られた配列に基づいて、部分、類似体、断片、変異体は、自体公知の
様式で、例えば（ミスマッチプライマーを用いた）部位特異的突然変異誘発、ｄｅ　ｎｏ
ｖｏ核酸合成、又はｄｅ　ｎｏｖｏペプチド合成によって製造することができる。
【０２０５】
　この方法において、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は、未
処置の免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライブラリ；合成若しくは半
合成の免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライブラリ；及び／又は親和
性成熟させた免疫グロブリン配列のセット、コレクション若しくはライブラリであり得る



(55) JP 2010-511397 A 2010.4.15

10

20

30

40

50

。
【０２０６】
　また、かかる方法において、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
リは、重鎖可変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、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って
もよく、又はドメイン抗体若しくは単一ドメイン抗体として作用可能な免疫グロブリン配
列のセット、コレクション若しくはライブラリである。
【０２０７】
　この方法の好ましい態様において、免疫グロブリン配列のセット、コレクション又はラ
イブラリは、所望の細胞外部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複
数可）に対する免疫応答を惹起するように、例えば、所望の細胞外部分、領域、ドメイン
、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）を含む抗原で好適に免疫感作した哺乳動物
に由来する免疫性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であり得
る。具体的であるが非限定的な一態様において、免疫性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は、ラクダ科動物に由来し得る。
【０２０８】
　免疫性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は、例えば、重鎖
可変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。
具体的な一態様において、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は
、ＶＨＨ配列のセット、コレクション又はライブラリである。
【０２０９】
　上記方法において、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、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）にディスプレーし
て、例えば、スクリーニングを容易にしてもよい。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）をディスプレー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は明らかである
。Nature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116 (2005)のHoogenboomによる総説及びその中
で引用されるさらなる従来技術も参照されたい。
【０２１０】
　別の態様において、血清タンパク質と結合するＣＤＲアミノ酸配列又はその好適な部分
、類似体、断片、変異体を生成する方法は、
　ａ）免疫グロブリン配列を発現する細胞のコレクション又はサンプルを準備する工程と
、
　ｂ）上記細胞のコレクション又はサンプルを、血清タンパク質の少なくとも１つのドメ
イン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する免
疫グロブリン配列を発現する細胞に関してスクリーニングする工程と、
　ｃ）（ｉ）上記細胞から所望のＣＤＲ配列を単離する工程（任意で最初に当該細胞から
上記免疫グロブリン配列を単離した後）；又は（ｉｉ）上記細胞から上記免疫グロブリン
配列由来の所望のＣＤＲ配列をコードする核酸配列を単離する工程であって；その後、当
該免疫グロブリン配列由来の所望のＣＤＲ配列を発現させる、単離する工程と、
を少なくとも含む。
【０２１１】
　この態様による方法において、細胞のコレクション又はサンプルは、例えば、Ｂ細胞の
コレクション又はサンプルであり得る。また、この方法において、細胞のサンプルは、所
望の細胞外部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）に対する
免疫応答を惹起するように、所望の細胞外部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外
エピトープ（複数可）を含む抗原で好適に免疫感作した哺乳動物に由来し得る。例えば、
細胞のコレクション又はサンプルは、好適に免疫感作したラクダ科動物に由来し得る。
【０２１２】
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　上記方法は、当業者には明らかなように、任意の好適な様式で実施され得る。例えば、
欧州特許第０５４２８１０号明細書、国際公開第０５／１９８２４号パンフレット、国際
公開第０４／０５１２６８号パンフレット及び国際公開第０４／１０６３７７号パンフレ
ットを参照されたい。工程ｂ）のスクリーニングは、好ましくは、ＦＡＣＳ等のフローサ
イトメトリー技術を用いて実施される。これに関しては、例えば、Lieby et al., Blood,
 Vol. 97, No. 12, 3820を参照されたい。
【０２１３】
　上述したように、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は、好
ましくは重鎖抗体に由来し、より好ましくは重鎖抗体（又はその部分、断片、類似体若し
くは変異体）に由来するＣＤＲ配列（例えばＣＤＲ３配列）を含むか、又はこれから本質
的に成る。この態様において、重鎖抗体からＣＤＲ配列を単離する好ましい方法は、
　ａ）免疫グロブリン配列を発現する細胞のコレクション又はサンプルを準備する工程と
、
　ｂ）上記細胞のコレクション又はサンプルを、（ｉ）血清タンパク質の少なくとも１つ
のドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有
する免疫グロブリン配列を発現する細胞；及び（ｉｉ）重鎖抗体を発現する細胞に関して
スクリーニングする工程であって、サブ工程（ｉ）及びサブ工程（ｉｉ）は、本質的に、
単一のスクリーニング工程として、又は任意の好適な順序で２つの別個のスクリーニング
工程として実施することができ、血清タンパク質の少なくとも１つのドメイン又はエピト
ープと結合することができ、及び／又はこれらに対して親和性を有する重鎖抗体を発現す
る少なくとも１つの細胞を提供する、スクリーニングする工程と、
　ｃ）（ｉ）上記細胞から所望のＣＤＲ配列を単離する工程（任意で最初に当該細胞から
上記免疫グロブリン配列を単離した後）；又は（ｉｉ）上記細胞から所望のＣＤＲ配列を
コードする核酸配列を単離する工程であって；その後、当該ＣＤＲ配列を発現させる、単
離する工程と、
を少なくとも含む。
【０２１４】
　この方法もまた、当業者に既知であり、及び／又は本明細書中でさらに記載する技法を
用いて、自体公知の任意の様式で実施され得る。例えば、Ｂ細胞又は免疫グロブリン配列
の選抜、スクリーニング及び単離は、いわゆる「ナノクローン（商標）」技法を用いて実
施してもよく、これに関しては、Ablynx N.V.による国際出願である国際公開第０６／０
７９３７２号パンフレットを参照されたい。
【０２１５】
　別の態様において、血清タンパク質と結合するＣＤＲ核酸配列を生成する方法は、
　ａ）ＣＤＲ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）上記核酸配列のセット、コレクション又はライブラリを、血清タンパク質の少なく
とも１つのドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれらに対して親
和性を有するＣＤＲ配列をコードする核酸配列に関してスクリーニングする工程と、
　ｃ）上記核酸配列を単離する工程と、
を少なくとも含む。
【０２１６】
　この方法もまた、自体公知の様式で実施してもよく、これに関しては、例えば、特許文
献５（Ablynx N.V.及びAlgonomics N.V.）を参照されたい。
【０２１７】
　ｃ）で得られた配列に基づいて、部分、類似体、断片、変異体を、自体公知の様式で、
例えば（ミスマッチプライマーを用いた）部位特異的突然変異誘発、ｄｅ　ｎｏｖｏ核酸
合成、又はｄｅ　ｎｏｖｏペプチド合成によって製造することができる。
【０２１８】
　代替的には、本発明のアミノ酸配列をコードする核酸配列（特に、ＣＤＲ又はその好適
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な部分、類似体、断片、変異体）は、
　ａ）免疫グロブリン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）上記核酸配列のセット、コレクション又はライブラリを、それぞれ、血清タンパク
質の少なくとも１つのドメイン又はエピトープと結合することができ、及び／又はこれら
に対して親和性を有する免疫グロブリン配列をコードする核酸配列に関して、スクリーニ
ングする工程と、
　ｃ）上記核酸配列を単離する工程と、
を少なくとも含む、本発明により提供される方法によって生成することができる。
【０２１９】
　この方法もまた、自体公知の様式で実施してもよく、これに関しては、例えば、本明細
書中で述べた技法、及び特許文献５を参照されたい。
【０２２０】
　工程ｃ）で得られたヌクレオチド配列はさらに、本発明のアミノ酸配列を提供するため
に発現させてもよく、又は（例えば、本明細書中に引用する技法の１つを用いて）変換す
ることにより、本発明のアミノ酸配列の部分、断片、類似体又は変異体をコードする核酸
配列を提供してもよい（その後再び、上記アミノ酸配列としての部分、断片、変異体又は
類似体を提供するために発現させてもよい）。
【０２２１】
　代替的には、上記核酸配列又は変換した核酸配列を（好適なスペーサー又はリンカーを
介して）任意の所望の核酸と連結し、引き続いて発現させてもよく（すなわち、タンパク
質融合として）；得られた核酸配列は、例えば（これに限定するものではないが）本明細
書中で記載する治療部をコードする核酸と連結し、引き続いてポリペプチド又はタンパク
質構築物又は融合タンパク質として発現させてもよい。
【０２２２】
　上記方法において、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は、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）にディスプレーして、例
えば、スクリーニングを容易にしてもよい。免疫グロブリン配列又はＣＤＲ配列（のセッ
ト、コレクション又はライブラリ）をディスプレー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は明ら
かである。
【０２２３】
　かかる方法において、免疫グロブリン配列又はＣＤＲ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、天然の免疫グロブリン配列若しくはＣＤＲ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する核酸配列のセット、コレクション若
しくはライブラリ；合成若しくは半合成の免疫グロブリン配列若しくはＣＤＲ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する核酸配列のセット、コレクション若し
くはライブラリ；及び／又は親和性成熟させた免疫グロブリン配列若しくはＣＤＲ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する核酸配列のセット、コレクション
若しくはライブラリであり得る。
【０２２４】
　また、かかる方法において、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（に由来するＣＤＲ配列）又は軽鎖可変ドメイン（に由来するＣＤＲ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。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、ドメイン抗体又は単一ドメイン抗体（に由来するＣＤＲ配
列）のセット、コレクション又はライブラリ或いはドメイン抗体又は単一ドメイン抗体と
して作用可能な免疫グロブリン配列（に由来するＣＤＲ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。
【０２２５】
　この方法の好ましい一態様において、核酸配列のセット、コレクション又はライブラリ
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は、所望の細胞外部分、領域、ドメイン、ループ又は他の細胞外エピトープ（複数可）に
対する免疫応答を惹起するように、例えば、所望の細胞外部分、領域、ドメイン、ループ
又は他の細胞外エピトープ（複数可）を含む抗原で好適に免疫感作した哺乳動物に由来す
る免疫グロブリン配列（に由来するＣＤＲ配列）の免疫性のセット、コレクション又はラ
イブラリをコードし得る。具体的であるが非限定的な一態様において、かかるヌクレオチ
ド配列のセット、コレクション又はライブラリは、ラクダ科動物に由来し得る。
【０２２６】
　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（に由
来するＣＤＲ配列）又は軽鎖可変ドメイン（に由来するＣＤＲ配列）の免疫性のセット、
コレクション又はライブラリをコードし得る。具体的な一態様において、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、ＶＨＨ配列（に由来するＣＤＲ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。
【０２２７】
　上記方法において、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を、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）にディスプレーして
、例えば、スクリーニングを容易にしてもよい。免疫グロブリン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）をディスプレー及びスクリーニン
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よっ
て当業者には明らかである。Nature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116 (2005)のHoogenb
oomによる総説を参照されたい。
【０２２８】
　本発明は、上記方法によって得られる本発明のアミノ酸配列又は核酸配列にも関する。
【０２２９】
　本明細書中で開示したアミノ酸配列は、治療部、例えば、タンパク質、化合物（限定す
るものではないが、小分子を含む）又は他の治療的実体の半減期を増大させるための融合
パートナーとして有利に使用することができる。
【０２３０】
　したがって、別の態様において、本発明は、本明細書中に開示したアミノ酸配列を含む
か、又はこれから本質的に成るポリペプチド又はタンパク質構築物を提供する。特に、本
発明は、任意で１つ又は複数の好適なリンカー又はスペーサーを介して少なくとも１つの
治療部と連結する少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的
に成るポリペプチド又はタンパク質構築物を提供する。かかるポリペプチド又はタンパク
質構築物は、例えば（限定するものではないが）本明細書中でさらに記載する融合タンパ
ク質であり得る。
【０２３１】
　本発明はさらに、ポリペプチド又はタンパク質構築物又は融合タンパク質の治療的使用
、及びかかるポリペプチド又はタンパク質構築物又は融合タンパク質を含む、医薬組成物
に関する。
【０２３２】
　幾つかの実施の形態において、少なくとも１つの治療部は、治療的タンパク質、ポリペ
プチド、化合物、因子又は他の実体を含むか、又はこれらから本質的に成る。好ましい実
施の形態において、治療部は、所望の抗原又は標的に対して作製され、所望の抗原と結合
可能（特に、所望の抗原と特異的に結合可能）であり、及び／又は所望の標的と相互作用
可能である。別の実施の形態において、少なくとも１つの治療部は、治療的タンパク質又
はポリペプチドを含むか、又はこれらから本質的に成る。さらなる実施の形態において、
少なくとも１つの治療部は、免疫グロブリン又は免疫グロブリン配列（限定するものでは
ないが、免疫グロブリンの断片を含む）、例えば、抗体又は抗体断片（限定するものでは
ないが、ＳｃＦｖ断片を含む）を含むか、又はこれらから本質的に成る。さらに別の実施
の形態において、少なくとも１つの治療部は、重鎖可変ドメイン又は軽鎖可変ドメイン等
の抗体可変ドメインを含むか、又はこれから本質的に成る。
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【０２３３】
　好ましい実施の形態において、少なくとも１つの治療部は、少なくとも１つのドメイン
抗体又は単一ドメイン抗体、「ｄＡｂ」又はナノボディ（登録商標）を含むか、又はこれ
らから本質的に成る。この実施の形態の好ましい態様によれば、本発明のアミノ酸配列は
、好ましくは、ドメイン抗体又は単一ドメイン抗体、「ｄＡｂ」又はナノボディ（登録商
標）に由来する（ＣＤＲ３ループ等の）ＣＤＲを含むか、又はこれから本質的に成り、得
られたポリペプチド又はタンパク質構築物又は融合タンパク質は、血清タンパク質と結合
する、ドメイン抗体、単一ドメイン抗体、「ｄＡｂ」又はナノボディ（登録商標）に由来
する少なくとも１つのＣＤＲ（例えばＣＤＲ３ループ）と（任意で１つ又は複数の好適な
リンカーを介して）連結した、少なくとも１つのドメイン抗体、単一ドメイン抗体、「ｄ
Ａｂ」若しくはナノボディ（登録商標）（又はこれらの組み合わせ）を含むか、又はこれ
らから本質的に成る多価の構築物、好ましくは多重特異性の構築物である。
【０２３４】
　本明細書において、「多価の」化合物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物とは、特
に、共に同一の生体分子と結合することができる少なくとも２つの結合単位を含む、化合
物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物（すなわち、同一であるか又は異なるエピトー
プとの結合）を意味する。本明細書において、「二価の」化合物、タンパク質、ポリペプ
チド又は構築物とは、同一の生体分子と結合することができる２つの結合単位を含む、化
合物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物を意味する。「一価の」化合物、タンパク質
又はポリペプチドとは、本明細書において、生体分子と結合することができる１つの結合
単位から本質的に成る化合物、タンパク質又はポリペプチドを意味する。
【０２３５】
　「結合単位」とは、特に、本明細書において、本明細書中で記載するような生体分子、
例えば、本発明のアミノ酸配列又は治療部（共に本明細書中で記載する）と結合可能な任
意のアミノ酸配列、ペプチド、タンパク質、ポリペプチド、構築物、融合タンパク質、化
合物、因子又は他の実体を意味する。化合物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物が、
２つ以上の結合単位を含む場合、当該結合単位は、任意で１つ又は複数の好適なリンカー
を介して相互に連結し得る。
【０２３６】
　「多重特異性の」化合物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物とは、特に、本明細書
において、少なくとも第１の結合単位が、第１の生物学的機能分子と結合することができ
、且つ少なくとも第２の結合単位が第２の生物学的機能分子と結合することができる少な
くとも２つの結合単位を含む化合物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物を意味する。
「二重特異性の」化合物、タンパク質、ポリペプチド又は構築物とは、本明細書において
、第１の結合単位が第１の生物学的機能分子と結合することができ、且つ第２の結合単位
が第２の生物学的機能分子と結合することができる２つの結合単位を含む化合物、タンパ
ク質、ポリペプチド又は構築物を意味する。
【０２３７】
　具体的な実施の形態において、少なくとも１つの治療部は、少なくとも１つの一価のナ
ノボディ（登録商標）又は二価、多価、二重特異性又は多重特異性のナノボディ（登録商
標）構築物を含むか、又はこれらから本質的に成る。この実施の形態によれば、上記治療
部と連結した本発明のアミノ酸配列は、好ましくはドメイン抗体、単一ドメイン抗体又は
「ｄＡｂ」に由来する少なくとも１つのＣＤＲ（例えばＣＤＲ３ループ）を含むか、又は
これから本質的に成り、より好ましくはナノボディ（登録商標）に由来するＣＤＲ（例え
ばＣＤＲ３ループ）を含むか、又はこれから本質的に成り、得られる構築物又は融合タン
パク質は、少なくとも１つのナノボディ（登録商標）と、血清タンパク質と結合する、ド
メイン抗体、単一ドメイン抗体又は「ｄＡｂ」に由来する少なくとも１つのＣＤＲ、より
好ましくはナノボディ（登録商標）に由来する少なくとも１つのＣＤＲとを含む、（本明
細書中で規定する）多価の構築物又は融合タンパク質、好ましくは（本明細書中で規定す
る）多重特異性の構築物又は融合タンパク質である。
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【０２３８】
　本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価
若しくは多重特異性の構築物は、医薬用途又は診断用途を意図する場合、ヒト血清タンパ
ク質と結合することが好ましい。好ましいが非限定的な一実施の形態によれば、本発明の
アミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多
重特異性の構築物は、マウス血清タンパク質に対する親和性よりも、ヒト血清タンパク質
に対する親和性の方が高い。
【０２３９】
　本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価
若しくは多重特異性の構築物が結合することができる血清タンパク質の非限定的な例は、
血清アルブミン、血清免疫グロブリン、チロキシン結合タンパク質、トランスフェリン又
はフィブリノーゲン；好ましくは、血清アルブミンと、より好ましくは、ヒト血清アルブ
ミンと結合する本発明のアミノ酸配列、ペプチド、タンパク質、ポリペプチド、構築物、
融合タンパク質である。
【０２４０】
　概して、本発明のタンパク質又はポリペプチドの構築物又は融合タンパク質は、（任意
で１つ又は複数の好適なリンカー又はスペーサーを介して）少なくとも１つの治療部と連
結する少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列を含むか、又はこれから本質的に成る。好
ましくは半減期が、対応する治療部自体の半減期の、少なくとも１．５倍、好ましくは少
なくとも２倍、例えば少なくとも５倍、例えば少なくとも１０倍又は２０倍超である。
【０２４１】
　また、好ましくは、任意のかかるタンパク質若しくはポリペプチドの構築物又は融合タ
ンパク質の半減期は、対応する治療部自体の半減期と比較して、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、増大する。
【０２４２】
　また、好ましくは、任意のかかるタンパク質若しくはポリペプチドの構築物又は融合タ
ンパク質の半減期は、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、例えば約１日、２日、１週間、２週間又は３週間、好ましくは最大２ヶ月で
あるが、最後はあまり重要ではないであろう。
【０２４３】
　また、上述したように、本発明のアミノ酸配列が、ドメイン抗体、単一ドメイン抗体、
「ｄＡｂ」に由来するか、又は好ましくはナノボディ（登録商標）に由来するＣＤＲ３配
列を含むか、又はこれから本質的に成る場合、本発明のアミノ酸配列を、他の免疫グロブ
リン配列、例えば、ドメイン抗体、単一ドメイン抗体、「ｄＡｂ」又は好ましくはナノボ
ディ（登録商標）の半減期を増大させるために使用することができる。
【０２４４】
　したがって、本発明の一実施の形態は、少なくとも１つの本発明のアミノ酸配列と、少
なくとも１つの免疫グロブリン配列、例えば、ドメイン抗体、単一ドメイン抗体、「ｄＡ
ｂ」又はナノボディ（登録商標）とを含むか、又はこれらから本質的に成るタンパク質若
しくはポリペプチドの構築物又は融合タンパク質に関する。免疫グロブリン配列は、好ま
しくは（好ましくは治療的標的である）所望の標的、並びに／又は治療、予防及び／若し
くは診断の目的に有用若しくは好適な別の免疫グロブリン配列に対して作製される。
【０２４５】
　したがって、別の態様において、本発明は、少なくとも１つのＣＤＲ配列（例えばＣＤ
Ｒ３配列）と、少なくとも１つのナノボディ（登録商標）とを含むか、又はこれらから本
質的に成る多重特異性の（特に二重特異性の）構築物であって、当該少なくとも１つのナ
ノボディ（登録商標）が、好ましくは所望の標的（好ましくは、治療標的）並びに／又は
治療、予防及び／若しくは診断の目的に有用若しくは好適な別のナノボディ（登録商標）
に対して作製される、構築物に関する。
【０２４６】
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　本発明は、本明細書中で記載するアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、
融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物をコードするヌクレオチド配列又は
核酸にも関する。本発明はさらに、上記ヌクレオチド配列又は上記核酸を含む遺伝的構築
物、及び自体公知の遺伝的構築物の１つ又は複数の要素を含む。遺伝的構築物は、プラス
ミド又はベクターの形態であり得る。かかる遺伝的構築物及び他の遺伝的構築物は当業者
に既知である。
【０２４７】
　本発明は、かかるヌクレオチド配列又は核酸を含有し、及び／又は本明細書中で記載す
るアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは
多重特異性の構築物を発現する（又は発現可能である）宿主又は宿主細胞にも関する。ま
た、かかる宿主又は宿主細胞は当業者に既知である。
【０２４８】
　本発明は、概して、本明細書中で記載するアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペ
プチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物を製造する方法であって、
本明細書中で記載する宿主細胞を、当該宿主細胞が本明細書中で記載するアミノ酸配列、
化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築
物を生産又は発現する条件下で、培養又は維持することを含み、且つ任意でそのようにし
て生産されたアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多
価若しくは多重特異性の構築物を単離することをさらに含む、方法にも関する。さらに、
かかる方法は、本明細書中で記載するAblynx N.V.による同時係属中の特許出願、例えば
、国際公開第０４／０４１８６２号パンフレット又は国際公開第０６／１２２８２５号パ
ンフレット中に概して記載されているように実施することができる。
【０２４９】
　本発明は、本発明のアミノ酸配列、化合物又は多価及び多重特異性の化合物を包含する
医療的使用及び治療方法であって、上記薬剤が、ヒト血清アルブミンの天然の半減期の少
なくとも約５０％の間隔での投与に好適であることを特徴とする、医療的使用及び治療方
法も包含する。
【０２５０】
　本発明は、治療剤（すなわち、治療部、化合物、タンパク質又は他の治療的実体）の血
清半減期を延長又は増大させる方法にも関する。本方法は、治療剤が本発明のアミノ酸配
列、化合物、融合タンパク質又は構築物と結合するか、又はそうでなければ会合するよう
に、治療剤と上記アミノ酸配列のいずれかとを接触させることを含む。幾つかの実施の形
態において、治療剤は、生物学的治療剤、好ましくはペプチド又はポリペプチドであり、
この場合、治療剤を接触させる工程は、ペプチド又はポリペプチドと本発明のアミノ酸配
列、化合物、融合タンパク質又は構築物とを連結することによって融合タンパク質を製造
することを含み得る。
【０２５１】
　これらの方法は、治療剤を本発明のアミノ酸配列、化合物、融合タンパク質又は構築物
と結合又は会合させた後に、被験体に治療剤を投与することをさらに含む。かかる方法に
おいて、治療剤の血清半減期は、治療剤自体の半減期の少なくとも１．５倍であるか、又
は治療剤自体の半減期と比較して、少なくとも１時間増大する。幾つかの好ましい実施の
形態において、治療剤の血清半減期は、対応する治療部自体の半減期の、少なくとも２倍
、少なくとも５倍、少なくとも１０倍又は２０倍超である。他の好ましい実施の形態にお
いて、治療剤の血清半減期は、対応する治療部自体の半減期と比較して、２時間超、６時
間超又は１２時間超、増大する。
【０２５２】
　別の態様において、本発明は、治療剤を修飾する方法であって、当該治療剤の好適な投
与時に所望の治療レベルを達成するように、当該治療剤の当該所望の治療レベルを長時間
維持する、方法に関する。
【０２５３】
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　本方法は、治療剤が、本発明のアミノ酸配列、化合物、融合タンパク質又は構築物と結
合するか、又はそうでなければ会合するように、治療剤と上記アミノ酸配列のいずれかと
を接触させることを含む。幾つかの実施の形態において、治療剤は、生物学的治療剤、好
ましくは、ペプチド又はポリペプチドであり、この場合、治療剤を接触させる工程は、ペ
プチド又はポリペプチドと、本発明のアミノ酸配列、化合物、融合タンパク質又は構築物
とを連結することによって融合タンパク質を製造することを含み得る。
【０２５４】
　これらの方法は、治療剤を本発明のアミノ酸配列、化合物、融合タンパク質又は構築物
と結合させるか、又はそうでなければ会合させた後に、被験体に治療剤を投与することで
あって、かかる投与時に所望の治療レベルを達成する、投与することをさらに含む。かか
る方法において、かかる投与時に当該治療剤の所望の治療レベルが維持される時間は、治
療剤自体の半減期の少なくとも１．５倍であるか、又は治療剤自体の半減期と比較して、
少なくとも１時間増大する。幾つかの好ましい実施の形態において、かかる投与時に当該
治療剤の所望の治療レベルが維持される時間は、対応する治療部自体の半減期の少なくと
も２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍又は２０倍超である。他の好ましい実施の形
態において、かかる投与時に当該治療剤の所望の治療レベルが維持される時間は、対応す
る治療部自体の半減期と比較して、２時間超、６時間超又は１２時間超、増大する。
【０２５５】
　好ましくは、かかる投与時に当該治療剤の所望の治療レベルが維持される時間は、本発
明の化合物に関して本明細書中で規定する頻度で治療剤を投与することができるように増
大させる。
【０２５６】
　別の態様において、本発明は、患者の血清中の上記化合物又は上記構築物における治療
剤のレベルを増大及び／又は延長させる薬剤を生産する（本明細書中で規定する）本発明
の化合物の使用であって、当該化合物又は当該構築物における当該治療剤が、治療剤単独
と比較してより低い用量で（すなわち、本質的に同一の投与頻度で）投与可能である、使
用に関する。
【０２５７】
　本発明は、本明細書中で記載する少なくとも１つのアミノ酸配列、化合物、タンパク質
、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物と、任意で少なく
とも１つの薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤とを含む、医薬組成物にも関する
。かかる調製品、担体、賦形剤及び希釈剤は、概して、本明細書中で記載するAblynx N.V
.による同時係属中の特許出願、例えば、国際公開第０４／０４１８６２号パンフレット
又は国際公開第０６／１２２８２５号パンフレットに記載されているようなものであり得
る。
【０２５８】
　しかしながら、本明細書中で記載するアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチ
ド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物は半減期が増大しているため、
好ましくは循環に投与される。したがって、本明細書中で記載するアミノ酸配列、化合物
、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物が、
静脈内等の循環に入ることができる任意の好適な様式、注射若しくは点滴、又は任意の他
の好適な様式（経口投与、経皮投与、鼻腔内投与、経肺投与等を含む）で投与することが
できる。好適な投与方法及び投与経路は、ここでもまた、例えば、国際公開第０４／０４
１８６２号パンフレット又は国際公開第０６／１２２８２５号パンフレットの教示からも
当業者には明らかである。
【０２５９】
　したがって、別の態様において、本発明は、本明細書中で記載するアミノ酸配列、化合
物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物の
使用によって予防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、それらを必要とする被験体に対して、薬学的に活性な量の本
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発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若し
くは多重特異性の構築物、及び／又はこれらを含む医薬組成物を投与することを含む、方
法に関する。当業者には明らかなように、本明細書中で記載するアミノ酸配列、化合物、
タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物を使用
することによって予防又は治療することができる疾患及び障害は、概して本発明のアミノ
酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異
性の構築物中に存在する治療部を使用することによって予防又は治療することができる疾
患及び障害と同一である。
【０２６０】
　本発明の文脈において、「予防及び／又は治療」という用語は、疾患を予防する及び／
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
遅延又は逆行させること、疾患に伴う１つ又は複数の症状の発症を予防又は遅延させるこ
と、疾患に伴う１つ又は複数の症状を低減及び／又は緩和すること、疾患及び／又は疾患
に伴う任意の症状の重症度及び／又は継続期間を低減させること、及び／又は疾患及び／
又は疾患に伴う任意の症状の重症度のさらなる増大を予防すること、疾患が引き起こす任
意の生理的ダメージを予防、低減又は逆行させること、並びに概して治療すべき患者に有
益な任意の薬理学的作用を含む。
【０２６１】
　治療すべき被験体は、任意の温血動物であり得るが、特に哺乳動物、より詳細にはヒト
である。当業者には明らかなように、治療すべき被験体は、特に、本明細書中の上記で述
べた疾患及び障害を患っているか、又はそのリスクが高い人である。
【０２６２】
　より具体的には、本発明は、本発明のアミノ酸配列、化合物、融合タンパク質又は構築
物を投与する頻度が、上記哺乳動物の血清アルブミンの（すなわち、人間の場合、ヒト血
清アルブミンの）天然の半減期の少なくとも５０％、好ましくは少なくとも６０％、好ま
しくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも８０％、最も好ましくは少なくとも
９０％である、治療方法に関する。
【０２６３】
　本発明の範囲内である哺乳動物への具体的な投与頻度は、上記のように、上記哺乳動物
における血清アルブミンの天然の半減期の少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％又は少なくとも１００％である。
【０２６４】
　すなわち、本発明の範囲内である具体的な投与頻度は、４日毎、５日毎、６日毎、７日
毎、８日毎、９日毎、１０日毎、１１日毎、１２日毎、１３日毎、１４日毎、１５日毎、
１６日毎、１７日毎、１８日毎又は１９日毎である。
【０２６５】
　限定するものではないが、上記で言及した投与頻度は、任意で上記所望の血清レベルの
達成を意図する１つ又は複数の（初回）用量を投与した後、アミノ酸配列、化合物、融合
タンパク質又は構築物で処理した被験体の血清中のアミノ酸配列、化合物、融合タンパク
質又は構築物の所望のレベルを維持するのに特に好適である。当業者には明らかなように
、所望の血清レベルは、使用したアミノ酸配列、化合物、融合タンパク質若しくは構築物
及び／又は治療対象の疾患にとりわけ依存し得る。臨床家又は医師は、本発明のアミノ酸
配列、化合物、融合タンパク質又は構築物を本明細書中の上記で述べた頻度で投与する場
合、上記被験体において所望の血清レベルを達成及び／又は維持するために、所望の血清
レベルを選択し、治療すべき被験体に対して投与すべき用量（複数可）及び／又は量（複
数可）を選択することが可能である。
【０２６６】
　別の実施の形態において、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、本明細書中で述べた疾患及び障害を患っているか、そのリスクがある被験体に対し
て、薬学的に活性な量の本発明の融合タンパク質若しくは構築物、及び／又はこれらを含
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む医薬組成物を投与することを含む、方法に関する。
【０２６７】
　アミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質若しくは多価若し
くは多重特異性の構築物及び／又はこれらを含む組成物は、予防又は治療対象の疾患又は
障害の予防及び／又は治療に好適な治療のレジメンに従って投与される。臨床家は、概し
て、予防又は治療対象の疾患又は障害、治療対象の疾患の重症度及び／又はそれらの症状
の重症度、使用する本発明の特定のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、
融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物、使用する特定の投与経路及び医薬
製剤又は組成物、患者の年齢、性別、体重、食事、一般的条件等の因子、並びに同様の臨
床家に既知の因子に応じて好適な治療レジメンを決定することができる。
【０２６８】
　概して、治療レジメンは、１つ又は複数の本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質
、ポリペプチド、融合タンパク質若しくは多価若しくは多重特異性の構築物、又はこれら
を含む１つ若しくは複数の組成物を、１つ又は複数の薬学的に有効な量又は用量で投与す
ることを含む。投与する具体的な量（複数可）又は用量は、ここでもまた、上記で引用し
た因子に基づいて臨床家が決定することができる。
【０２６９】
　概して、所期の疾患及び障害（すなわち、治療的実体自体の使用を通じて通常治療又は
予防するような疾患及び障害）を予防及び／又は治療するために、治療すべき具体的な疾
患又は障害、使用する具体的なアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合
タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物の効力及び／又は半減期、使用する具体
的な投与経路及び具体的な医薬製剤又は組成物に応じて、本発明のアミノ酸配列、化合物
、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物は、
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、１０００μｇ／ｋｇ体重／日、又は２０００μｇ／
ｋｇ体重／日の量で、連続的に（例えば、点滴によって）、単回用量として、又は一日中
複数の分割用量で投与され得る。臨床家は概して、本明細書中で述べた因子に応じて好適
な毎日用量を決定することが可能である。具体的な症例においては、臨床家が例えば、上
記で引用した因子及び専門的判断に基づいてこれらの量からの逸脱を選択する可能性があ
ることも明らかであろう。概して、投与すべき量についての何らかの指針は、本質的に同
一の経路を介して投与した同一の標的に対する同程度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得ることができるが、親和性／結合活性、効力、体内分布、半減期
及び当業者に既知の同様の因子の差異が参酌される。
【０２７０】
　通常、上記方法において、単一の本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペ
プチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物を使用する。しかしながら
、２つ以上の本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク
質又は多価若しくは多重特異性の構築物を併用することは、本発明の範囲内である。
【０２７１】
　本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又は多価
若しくは多重特異性の構築物はまた、相乗効果をもたらす場合もあれば、もたらさない場
合もある、１つ又は複数のさらなる薬学的に活性な化合物又は成分と組み合わせて、すな
わち、混合治療レジメンとして使用してもよい。ここでもまた、臨床家が、上記で引用し
た因子及び専門的判断に基づいて、かかるさらなる化合物又は成分、及び好適な混合治療
レジメンを選択することが可能である。
【０２７２】
　特に、本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質又
は多価若しくは多重特異性の構築物は、本発明のアミノ酸配列、化合物、タンパク質、ポ
リペプチド、融合タンパク質又は多価若しくは多重特異性の構築物で治療することができ
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る疾患及び障害の予防及び／又は治療に使用されるか、又は使用することができる他の薬
学的に活性な化合物又は成分と併用してもよく、また結果として、相乗効果が得られても
よく、又は得られなくてもよい。
【０２７３】
　本発明により使用する治療レジメンの有効性は、臨床家には明らかなように、包含され
る疾患又は障害に対して自体公知の任意の様式で決定及び／又はフォローされ得る。臨床
家は、適宜及び／又はケースバイケースで、特定の治療レジメンを変更又は調節すること
により、所望の治療効果を達成し、望まれない副作用を回避、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バランスを達成することが可能である。
【０２７４】
　概して、治療レジメンは、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
が維持される限り継続される。ここでもまた、これは、臨床家によって決定することがで
きる。
【０２７５】
　治療すべき被験体は、任意の温血動物であり得るが、特に哺乳動物、より具体的にはヒ
トである。当業者には明らかなように、治療すべき被験体は、特に、本明細書中で言及し
た疾患及び障害を患っているか、又はそのリスクがある人間である。
【０２７６】
　非限定的な実験の部及び図面によって、本発明をさらに説明する。
【０２７７】
実験の部
【実施例】
【０２７８】
実施例１－免疫感作
１．１　免疫感作
　獣医学部倫理委員会（Ethical Committee of the Faculty of Veterinary Medicine）
（ヘント大学、ベルギー）の承認後、以下の抗原混合物（cocktail）を１週間間隔で６回
筋肉内注射する標準的なプロトコルに従ってラマを免疫感作した：
　ラマ００６：マウスＴＮＦ及びＩＦＮ－γと混合したヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）
　ラマ０２１：ＰＤＫ－１、抗ＣＤ４、ｈＴＮＦ－α、コラーゲンタイプＩＩＩと混合し
たマウス血清アルブミン（ＭＳＡ）＋カニクイザルサルアルブミン、ヒト血清アルブミン
によるブースター免疫
　ラマ０２２：ＰＤＫ－１、ｈＩＦＮ－γ、ｈＴＮＦ－α、コラーゲンタイプＩＩＩと混
合したＭＳＡ
　ラマ０３９：ＨＳＡ、ＭＳＡ、ＭＳＡ、サルＳＡ、サルＳＡ、ＨＳＡ
　ラマ１１７：ＨＳＡでの及びヒヒＳＡ、カニクイザルＳＡ＆ＭＳＡの混合物での交互感
作
　ラマ１１８：ＨＳＡでの及びヒヒＳＡ、カニクイザルＳＡ＆ＭＳＡの混合物での交互感
作
【０２７９】
１．２．ラマにおける誘導応答の評価
　０日、２８日及びＰＢＬ回収時に、ラマ１１７及びラマ１１８から血清を回収し、アル
ブミンに対する動物における免疫応答の誘導をＥＬＩＳＡによって評価した。要するに、
２μｇ／ｍｌのＨＳＡ、ＭＳＡ、カニクイザルＳＡ又はヒヒＳＡを９６ウェルＭａｘｉｓ
ｏｒｐプレート（Nunc）内で４℃で一晩固定した。ウェルをカゼイン溶液（ＰＢＳ中１％
）でブロッキングした。血清希釈剤を添加した後、特異的に結合した免疫グロブリンを、
ヤギ抗ラマホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体（Bethyl Lab. Inc.）を用いて検
出し、両方の動物とも、ヒト（図２Ａ）、マウス（図２Ｂ）、カニクイザル（図２Ｃ）及
びヒヒ（図２Ｄ）のアルブミンに対して有意な抗体依存性の免疫応答を誘導することが示
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された。ラマ１１８由来の免疫前血清は、それぞれのアルブミンと最大１：１００００希
釈まで結合を示したが、アルブミンによる免疫感作３日後に採取した血清によって明確に
凌駕された。ラマ１１７の免疫前血清の異なる種起源のアルブミンとの結合は検出されな
かった。
【０２８０】
実施例２－ライブラリ構築
　元のＶＨＨ鋳型のコンテクストからアルブミンと結合することができるＣＤＲ３配列を
同定するために、２つのアプローチを続けた。第１のアプローチにおいて、ＣＤＲ３ルー
プの集団は、ループの塩基を制限する微小足場（microscaffold）上にアンカーされる。
ＶＨＨ及びＶＨにおいて、ＣＤＲ３ループは、ＦＲ３及びＦＲ４上にアンカーされる。こ
れらの領域は、逆平行βシート構造に関係する拡張構造であるため、足場にＦＲ３及びＦ
Ｒ４の末端の最後の部分が含まれることは、ともかく当業者には明白である。ＣＤＲ３ル
ープの塩基をさらに制限するために、ＦＲ３の９３位（カバットナンバリング（Kabat nu
mbering））の保存されたＣｙｓ残基と、１０４位（カバットナンバリング）の保存され
たＧｌｙ残基との間に非天然のジスルフィド架橋を作出した。
【０２８１】
　免疫感作したラマのリンパ節（ＬＮ）又は末梢血リンパ球（ＰＢＬ）から単離したＶＨ
Ｈの相補性決定領域３（ＣＤＲ３）を、隣接フレームワーク（ＦＲ）残基を有するｇｅｎ
ｅＩＩＩタンパク質とのＮ末端融合として、Ｍ１３バクテリオファージの表面上に発現さ
せた。より具体的には、ライブラリ構築物は、ｐＩＩＩ分泌シグナルペプチド、Ｈｉｓ６
タグ及びｃ－ｍｙｃタグがそれぞれ続く９つのＦＲ３残基及び７つのＦＲ４残基が隣接す
るＣＤＲ３ライブラリ、短いＧｌｙ－Ａｌａ－Ａｌａリンカー、並びにＭ１３　ｐＩＩＩ
遺伝子を含有する。この非拘束型のライブラリの隣に、ＦＲ３ではＣｙｓが保存されてい
るため、ＦＲ４中の第１の残基（Ｔｒｐ又はＡｒｇ）をＣｙｓで置き換えることによって
拘束型のライブラリ構築物を設計した。
【０２８２】
　２つの記載したＣＤＲ３ライブラリは、以下のように構築した。免疫感作したラマのリ
ンパ節及び／又は末梢血リンパ球からＲＮＡを単離した後、製造業者の指示書（Invitrog
en）に従ってランダム六量体及びＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩＩを用いてｃＤＮＡを合
成した。第１のＰＣＲにおいて、ＶＨＨ及びＶＨをフォワードプライマーミックス［ＡＢ
Ｌ０５１（５'－ｇｇｃｔｇａｇｃｔｇｇｇｔｇｇｔｃｃｔｇｇ－３'、配列番号４）及び
ＡＢＬ０５２（５'－ｇｇｃｔｇａｇｔｔｔｇｇｔｇｇｔｃｃｔｇｇ－３'、配列番号５）
それぞれの４：１の比］並びにリバースプライマーＡＢＬ００３（５'－ｇｇｔａｃｇｔ
ｇｃｔｇｔｔｇａａｃｔｇｔｔｃｃ－３'、配列番号６）を用いて増幅した。ＶＨＨ断片
を単離した後、２回の別個のネステッドＰＣＲを実施することにより、非拘束型又は拘束
型の隣接ＦＲ配列でＣＤＲ３を増幅した。両方のネステッドＰＣＲでは、非拘束型及び拘
束型それぞれに対する５つ（配列番号：１４～１８）又は７つ（配列番号：１９～２５）
のリバースプライマーのミックス（すなわち、ＦＲ４とのアニーリング）と組み合わせて
、７つの変性フォワードプライマーのミックス（すなわち、ＦＲ３とのアニーリング）を
使用した（それぞれ、配列番号：７～１３）（図１参照、ＩＵＰＡＣコードを使用する）
。自家構築した、ｐＵＣ１９由来のｐＡＸ５０ベクターでＳｆｉＩ制限部位及びＮｏｔＩ
制限部位を介してｐＩＩＩ遺伝子の上流で、ネステッドＰＣＲ断片をクローニングした。
各免疫感作動物から、約５×１０７個の２つのライブラリを得た。
【０２８３】
実施例３－選抜及びスクリーニング
　選抜は、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ：Ａ５７６３、Sigma）で実施した。Ｍａｘｉｓ
ｏｒｐマイクロタイタープレート（Nunc）のウェルを１０μｇ／ｍｌ　ＨＳＡでコーティ
ングし、ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ　Ｔ２０　ＰＢＳブロッキングバッファー（Pierce）でブ
ロッキングすることにより、非特異的結合を予防した。コーティングしたウェルにファー
ジを添加する前に、１：１（ｖ：ｖ）Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋ　Ｔ２０　ＰＢＳブロッキン
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グバッファー：ＰＢＳ＋０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０中でプレインキュベートした。ファ
ージを１００ｍＭトリエチルアミンで溶出し、１Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）で中和した
。
【０２８４】
　２回の選抜ラウンド後、モノクローナルファージを、陰性対照の抗原であるオボアルブ
ミン（Ａ５３７８、Sigma）と比較した、ＨＳＡに対する結合に関してスクリーニングし
た。Ｍａｘｉｓｏｒｐマイクロタイタープレート（Nunc）のウェルを、１０μｇ／ｍｌ　
ＨＳＡ又はオボアルブミンを用いてコーティングし、ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ　Ｔ２０　Ｐ
ＢＳブロッキングバッファー（Pierce）でブロッキングすることにより、非特異的結合を
予防した。９６ウェルプレートで生産したファージを、１：１（ｖ：ｖ）Ｓｕｐｅｒｂｌ
ｏｃｋ　Ｔ２０　ＰＢＳブロッキングバッファー：ＰＢＳ＋０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０
で１／１０に希釈し、ＨＳＡ及びオボアルブミンの両方とインキュベートした。結合した
ファージを抗Ｍ１３（GE Healthcare）及びヤギ抗マウスＩＲＤｙｅ７００（Rockland）
で検出し、シグナルをＯｄｙｓｓｅｙ（LI-COR Biosciences）で読み出した。図３は、２
つのＨＳＡ結合ＣＤＲ３ループを同定したスクリーニング読み出しの例を示す。両方の「
ヒット」は、同一のライブラリ（すなわち、非拘束型のラマ１１７を起源とする）から選
抜した。シークエンシングにより、両方の同定したＣＤＲ３ループが同一であることが明
らかとなった：ｄｔａｖｙｙｃｎａａａｓｙｓｄｙｄｖｆｇｇｇｔｄｆｇｐｗｇｑｇｔｑ
ｖ（下線は隣接ＦＲ配列）。このペプチドを１７Ｄ１２と称する。その全アミノ酸配列を
配列番号１に示し、それをコードするヌクレオチド配列を配列番号２に示す。ＣＤＲ３ル
ープのアミノ酸配列を配列番号３で示す。
【０２８５】
実施例４－Ｍ１３ファージのｐＩＩＩ上で発現させた隣接ＦＲを有する又は有しない１７
Ｄ１２のＣＤＲ３ループとＨＳＡとの結合
　一次スクリーニングから選抜されるように、１７Ｄ１２と、ＨＳＡ及び陰性対照のペプ
チドであるオボアルブミンとの結合を異なるファージ濃度を用いて評価した。さらに、１
７Ｄ１２の２つの切断形の結合を解析した。両方の切断ペプチド、すなわち、１７Ｄ１２
－ＣＤＲ３－ＮＣ（配列番号２６）及び１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃ（配列番号２７）には
、隣接ＦＲ残基がなく、前者は非拘束型ループである一方、後者は拘束型である（図４）
。
【０２８６】
　ファージ結合アッセイを本質的に実施例３に記載の通り実施した。１０ｍＬの培養量で
生産したファージを、７．５×１０１１ファージ／ｍｌから開始する１／２希釈系列で、
ＨＳＡ及びオボアルブミンの両方でインキュベートした。図４は、ＦＲ残基を持たない、
全長１７Ｄ１２ペプチド及び切断ペプチドが共に、ＨＳＡと用量依存的に結合することを
示す。オボアルブミンとの非特異的結合は、拘束型の切断ペプチドよりもわずかに多い。
【０２８７】
実施例５－Ｍ１３ファージのｐＩＩＩ上で発現した隣接ＦＲを有する又は有しない１７Ｄ
１２のＣＤＲ３ループの交差反応性及び特異性
　ＨＳＡでの２回の選抜ラウンド後の一次スクリーニングから選抜される１７Ｄ１２と、
異なる種の血清アルブミン［マウス血清アルブミン（ＭＳＡ、Ａ３５５９、Sigma）、カ
ニクイザル血清アルブミン（ＣＳＡ、自家生産）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、Ａ６０
０３、Sigma）及びＨＳＡ］並びに陰性対照の抗原［オボアルブミン、ヒト腫瘍壊死因子
α（ＴＮＦ、自家生産）］との結合を異なるファージ濃度を用いて評価した。さらに、同
様の結合検討を１７Ｄ１２の２つの切断変異体に関して実施した。両方のペプチド、すな
わち、１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－ＮＣ（配列番号２６）及び１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃ（配
列番号；２７）は、１７Ｄ１２の隣接ＦＲ残基を持たず、前者が非拘束型ループである一
方、後者は拘束型である（図４）。
【０２８８】
　ファージ結合アッセイは、本質的に実施例４に記載の通り実施した。全長１７Ｄ１２ペ
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プチド並びに切断ペプチド、１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－ＮＣ及び１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－Ｃ
は、用量依存的にＨＳＡ及びＣＳＡと結合するが、ＭＳＡ及びＢＳＡとの反応性は実施し
たアッセイでは明らかでなかった（図６）。１７Ｄ１２及び１７Ｄ１２－ＣＤＲ３－ＮＣ
と、試験した無関連タンパク質（オボアルブミン及びＴＮＦ）との有意な非特異的結合は
無い。対照的に、拘束切断ペプチドとのわずかな程度の非特異的結合がある。
【０２８９】
実施例６－合成ペプチドのＨＳＡとの結合
　以下のように、表１に示すペプチドを合成し、Pepscan Presto（Lelystad、オランダ）
によって精製した。ペプチドは、多重ペプチド合成機を用いるレジン系Ｆｍｏｃ（９－フ
ルオレニルメトキシカルボニル）化学反応（chemistry）によって合成した。ビオチンＮ
ｏｖａＴａｇレジン（Novabiochem）を使用し、ペプチド配列を固相ペプチド合成（ＳＰ
ＰＳ）のコンセプトに従ってアセンブリした。ペプチドをエレクトロスプレー質量分析駆
動型分取ＲＰ－ＨＰＬＣによって精製し、純度及び質量を、分析用ＲＰ－ＵＰＬＣ及びエ
レクトロスプレー質量分析によって確認し、９４．０７％（アセチル－ＡＡＡＳＹＳＤＹ
ＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ－ｃ２リンカー－ビオチン、配列番号２８）、及び８２．５９％
（アセチル－ＣＡＡＡＳＹＳＤＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰ－ｃ２リンカー－ビオチン、配
列番号２９）と求められた。
【０２９０】
【表１Ｂ】

【０２９１】
　２つの合成ペプチドであるＡｌａ－１７Ｄ１２－ＣＤＲ３及びＣｙｓ－Ａｌａ－１７Ｄ
１２－ＣＤＲ３とＨＳＡとの結合を、表面プラズモン共鳴によって評価した。ビオチン化
ペプチドをそれぞれストレプトアビジンでコーティングしたセンサーチップＳＡ　Ｔ０７
１１２２上に捕捉する。ＨＳＡ結合を各種濃度で評価する。サンプルを活性化表面及び参
照表面に対して流速１０μｌ／分で４分間注入して、チップ結合抗原との結合を可能にし
た。次に、ＨＳＡを含まない結合緩衝液を、同一の流速でチップ全体に送液することによ
り、結合したＨＳＡの解離が可能となる。１０分後、残存する結合した検体を再生溶液（
５０ｍＭ　ＮａＯＨ）注入して除去する。
【０２９２】
　図７Ａ及び図７Ｂに示すように、両方のペプチドに対する結合動態は同程度であった。
解離曲線は異種であるが、２Ｅ－２ｌ／ｓ～２Ｅ－３ｌ／ｓの解離速度を算出することが
できた。１５μＭよりも高いＨＳＡ濃度に対して結合応答の増大が見られるが、結合応答
は、４８μＭ　ＨＳＡで飽和レベルに達することを示す。１：１結合モデルを適用すると
、会合速度定数は濃度依存性であり、１Ｅ２～Ｅ４の範囲であった。これらのデータから
、本明細書中で記載する合成ペプチドに対する結合親和性が少なくとも１μＭより大きい
ことが示された。
【０２９３】
実施例７－ナノボディ－１７Ｄ１２融合タンパク質の構築、及びＭ１３ファージのｐＩＩ
Ｉ上に発現させた場合のＨＳＡとの結合の解析
　ＨＳＡ結合ペプチド１７Ｄ１２は、ＶＨＨのＣ末端（２Ｄ３と呼ぶ）で遺伝的に融合さ
せた。これは、ＨＥＲ２と特異的に結合し、「癌及び／又は腫瘍を治療するＨＥＲ２に対
して作製されたアミノ酸配列並びにこれを含むポリペプチド（Amino acid sequences dir
ected against HER2 and polypeptides comprising the same for the treatment of can
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cers and/or tumors）」と題するAblynx N.V.の米国仮特許出願（出願日２００７年１１
月２７日）、配列番号２０６０参照）に記載されており、Ｇｌｙ４Ｓｅｒ－Ｇｌｙ３Ｓｅ
ｒリンカーを有するか、又は有さず、Ｍ１３ファージのｐＩＩＩ上に発現される（図８）
。ＦＲ３のＣｙｓ残基をＳｅｒに置き換えた。
【０２９４】
　ＨＳＡ及びオボアルブミンに対するファージ結合アッセイを、本質的に実施例４に記載
の通り実施した。１０ｍＬの培養量で生産したファージを、１０１２ファージ／ｍＬから
開始する１／２希釈系列のＨＳＡ及びオボアルブミンの両方でインキュベートした。ＨＳ
Ａとの用量依存性の結合は、ＧｌｙＳｅｒリンカーの存在下又は非存在下、無処置の非ア
ルブミン結合ＶＨＨのＣ末端でのペプチド１７Ｄ１２の融合時に保持された（図９）。
【０２９５】
実施例８－２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパク質とＨＳＡとの結合
　２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパク質である、ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＳＬＶＱＰＧＧＳＬＲ
ＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＤＤＹＡＭＳＷＶＲＱＶＰＧＫＧＬＥＷＶＳＳＩＮＷＳＧＴＨＴＤ
ＹＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＮＮＡＮＮＴＬＹＬＱＭＮＳＬＫＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＫＮ
ＷＲＤＡＧＴＴＷＦＥＫＳＧＳＡＧＱＧＴＱＶＴＶＳＳＤＴＡＶＹＹＣＮＡＡＡＳＹＳＤ
ＹＤＶＦＧＧＧＴＤＦＧＰＷＧＱＧＴＱＶＧＧＧＳ（配列番号３０）を、大腸菌のＴＧ１
細胞で発現させた。融合タンパク質を、ＩＭＡＣ／ＳＥＣによって精製し、ＨＳＡとの結
合をＢＩＡｃｏｒｅ（商標）３０００で評価した。それゆえ、２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タ
ンパク質及び２Ｄ３ナノボディの希釈系列は、高密度ＨＳＡ（７０００ＲＵ）でコーティ
ングしたＣＭ５チップに注入した。図１０は、２Ｄ３－１７Ｄ１２とＨＳＡとの用量依存
性の結合を示すが、予想されるように、２Ｄ３は、試験した同一の濃度では結合しない。
ＨＳＡに対する２Ｄ３－１７Ｄ１２の算出された親和性は約１０μＭである。対照として
、２．５μＭ　２Ｄ３－１７Ｄ１２を、高密度の無関連タンパク質（２４００ＲＵ）でコ
ーティングしたＣＭ５チップに注入したが、特異的な結合は検出されなかった。
【０２９６】
実施例９－２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパク質のＨＥＲ２及びＨＳＡとの同時結合
　２Ｄ３ナノボディ及び１７Ｄ１２ＣＤＲ３がそれぞれの標的抗原（２Ｄ３ナノボディに
対してはＨｅｒ－２抗原、１７Ｄ１２ＣＤＲ３に対してはアルブミン）と同時に結合する
ことができるか否かを調べるために、以下の実験を実施した。２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タ
ンパク質をＨＳＡの濃度を増加させてプレインキュベートするか、又はプレインキュベー
トせず、その後、約３０００ＲＵの密度でｒｈＥｒｂＢ２－Ｆｃ抗原（R&D Systems）を
コーティングしたＣＭ５チップに注入した。図１１に示すように、事前にＨＳＡと混合し
た２Ｄ３－１７Ｄ１２の注入は、２Ｄ３－１７Ｄ１２単独と比較して同様の会合速度を示
すと共に、対照の注入と比較してわずかに高いが同程度の解離速度を示す。２Ｄ３へのＨ
ＳＡの添加は、２Ｄ３－１７Ｄ１２単独と比較して有意に異なる動態を示すが、解離速度
は同様の範囲である。
【０２９７】
実施例１０－アルブミンに対する結合特異性を有するＣＤＲ３ループと遺伝的に融合した
ナノボディの薬物動態解析
　非限定的な例として、本発明の化合物（配列番号３０の２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパ
ク質等）の半減期を薬物動態学的研究によって求め、げっ歯類又は非ヒト霊長類のモデル
で以下のように実施した。動物（ｎ＝２～１０）の群に、１ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋ
ｇの２Ｄ３－１７Ｄ１２融合タンパク質を静脈内ボーラス注射する。血漿サンプルは、投
薬後の異なる時点（例えば、投薬後１時間後、２時間後、４時間後、６時間後、８時間後
、１２時間後、２４時間後、４８時間後、１４４時間後、１９２時間後、２４０時間後、
２８８時間後及び３３６時間後）に静脈より入手しＥＬＩＳＡによって２Ｄ３－１７Ｄ１
２融合タンパク質の存在を解析する。血漿濃度対時間は２コンパートメント排泄モデルに
合わせる。クリアランス、Ｖ１、定常状態分布容積（steady state volume）（Ｖｓｓ）
、Ｔ１／２、ＡＵＣ、及び投与した実際の用量に対して補正したＡＵＣ（ＡＵＣ／用量）
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という薬物動態パラメータは、各治療群に対して平均化する。群間差は分散分析によって
求める。本明細書中で引用する参考文献、及びDennis et al., J. Biol. Chem 277: 3503
5-42 (2002)も参照されたい。
【０２９８】
　実施例で言及した配列について下記表２に列記する：
【０２９９】
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【０３００】
　当業者は、本明細書中で記載する本発明の具体的な実施形態に対する多くの均等物を認
識するか、又はごく日常的な実験法を用いて確認することが可能である。かかる均等物は
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、以下の特許請求の範囲に包含されるものとする。
【０３０１】
　本明細書中で開示したすべての参考文献は、その全体が参照により本明細書中に援用さ
れる。
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【図１０】

【図１１】
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