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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　四つのフレームワーク領域（それぞれＦＲ１からＦＲ４）及び三つの相補性決定領域（
それぞれＣＤＲ１からＣＤＲ３）からなり、ヒト血清アルブミンに１０ｎＭ未満の平衡定
数（ＫＤ）で特異的に結合するナノボディであって、
（ｉ）ＣＤＲ１が、アミノ酸配列ＳＦＧＭＳ（配列番号３６）を含むか、又は
ＣＤＲ１が、配列番号３６と１つのアミノ酸の相違を有する、及び
（ｉｉ）ＣＤＲ２が、アミノ酸配列ＳＩＳＧＳＧＳＤＴＬＹＡＤＳＶＫＧ（配列番号４０
）を含むか、又は
ＣＤＲ２が、配列番号４０と１つのアミノ酸の相違を有する、及び
（ｉｉｉ）ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＧＧＳＬＳＲ（配列番号４８）を含むか、又は
ＣＤＲ３が、配列番号４８と１つのアミノ酸の相違を有する、
ナノボディ。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍壊死因子－アルファ（ＴＮＦ‐アルファ）に対する改良ナノボディ（商
標）および１つ以上の該ナノボディを含む、または主成分とするポリペプチドに関する。
［注意：ナノボディ（商標）、ナノボディ（商標）、Ｎａｎｏｃｌｏｎｅ（商標）はＡｂ
ｌｙｎｘ　Ｎ．Ｖ．の商標である］
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【０００２】
　発明は、該ナノボディおよびポリペプチドをコードする核酸、該ナノボディおよびポリ
ペプチドの調製方法、該ナノボディまたはポリペプチドを発現するか、または発現可能な
宿主細胞、該ナノボディ、該ポリペプチド、核酸、または宿主細胞を含む組成物、そして
特に下記の予防、治療、診断を目的とした該ナノボディ、ポリペプチド、核酸、宿主細胞
、組成物の使用法にも関する。
【０００３】
　本発明の他の態様、実施態様、長所、適用は、本明細書の以下でのさらなる記述から明
らかになる。
【背景技術】
【０００４】
　出願人による特許文献１は、ＴＮＦ‐アルファに対するナノボディおよび該ナノボディ
の調製、そして特に、炎症、関節リウマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性腸症候群
、多発性硬化症、アジソン病、自己免疫性肝炎、自己免疫耳下腺炎、糖尿病タイプＩ、精
巣上体炎、糸球体腎炎、グレーブス病、ギランバレー症候群、橋本病、溶血性貧血、全身
性エリテマトーデス、男性不妊症、多発性硬化症、重症筋無力症、天痘瘡、乾癬、リウマ
チ熱、関節リウマチ、サルコイドーシス、強皮症、シェーグレン症候群、脊椎関節症、甲
状腺炎、脈管炎などのＴＮＦ‐アルファが関連する、および／または媒介する疾患および
障害の予防および／または治療における使用法に関する。
【０００５】
　特許文献１記載の抗ＴＮＦナノボディはヒト化させることができ、一価または多価であ
りうるが、後者によってＴＮＦに対する親和性が増大する。特許文献１記載の抗ＴＮＦナ
ノボディ（商標）は多特異的であり、特に、ＴＮＦに対する２つ以上のナノボディ、そし
てインビボでの半減期を延長させるヒト血清アルブミンなどの血清タンパク質に対するナ
ノボディをさらに含む多特異的構造物の形を取り得る。
【０００６】
　特許文献１は、静脈内、皮下、経口、舌下、局所、経鼻、腟内、直腸内、または吸入投
与に適した抗ＴＮＦナノボディを含む医薬組成物の他、該抗ＴＮＦナノボディの調製方法
、該抗ＴＮＦナノボディをコードする核酸または構造物にも関する。 特許文献１記載の
抗ＴＮＦナノボディは、任意に「キットの一部」の形で、診断目的でも使用されうる。
【０００７】
　特許文献２では、ＴＮＦの特定エピトープに対するＴＮＦ‐アルファ結合リガンドにつ
いて記載されている。結合リガンドの内、一つのドメイン抗体（「ｄＡｂｓ」）について
言及している。
【０００８】
　非特許文献１では、マウスハイブリドーマから、ＶＨドメイン骨格から始めて作成され
たランダム化ファージディスプレイライブラリーから得たＴＮＦ‐アルファに対する単一
ドメイン抗体について記載している。
【０００９】
　特許文献３では、ＴＮＦ‐アルファに対するマウスの単一ドメイン抗体（「マイクロボ
ディ」）について記載している。
【００１０】
　特許文献４では、ＴＮＦ‐アルファに対する第一結合ドメインと血清アルブミンなどの
血清タンパク質に対する第二結合ドメインを含むリガンドについて特に記載している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】国際公開第04/041862号公報
【特許文献２】欧州特許第0486526号明細書
【特許文献３】国際公開第00/29004号公報
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【特許文献４】国際公開第04/003019号公報
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Reiterら, J. Mol. Biol. (1999), 290, 685-698
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　ＴＮＦ‐アルファ、特にヒトのＴＮＦ‐アルファに対するナノボディを提供することが
、本発明の主な目的である。
【００１４】
　特に、ＴＮＦ‐アルファ、特にヒトのＴＮＦ‐アルファに対するナノボディを提供する
こと、そして治療および／または診断、特に上記のようなＴＮＦ‐アルファと関連する、
および／またはＴＮＦ‐アルファを介した１つ以上の疾患および障害の予防、治療、およ
び／または診断での使用に適した、および／または上記のようなＴＮＦ‐アルファと関連
する、および／または介した１つ以上の疾患および障害の予防、治療、および／または診
断のための医薬組成物の調製に使用可能な、該ナノボディを含むタンパク質またはポリペ
プチドを提供することが、本発明の目的である。
【００１５】
　特に、国際公開第04/041862号記載のＴＮＦ‐アルファに対するナノボディを提供して
、国際公開第04/041862号記載のＴＮＦ‐アルファに対するナノボディおよびポリペプチ
ドの代替物となる、および／または国際公開第04/041862号記載のＴＮＦ‐アルファに対
するナノボディおよびポリペプチドと比較して、１つ以上の特性または特徴が改善された
該ナノボディを含むタンパク質およびポリペプチドを提供することが、本発明の目的であ
る。
【００１６】
　特に、ＴＮＦ‐アルファに対するナノボディを提供すること、そして以下の特性または
特徴の１つ以上について、国際公開第04/041862号記載のＴＮＦ‐アルファに対するナノ
ボディおよびポリペプチドと比較して、１つ以上の特性または特徴が改善された該ナノボ
ディを含むタンパク質およびポリペプチドを提供することが、本発明の目的である：
－　一価型、多価型（例、二価型）および／または多特異型（例、国際公開第04/041862
号記載または後述の多特異型の１つ）のいずれかでのＴＮＦ‐アルファに対する親和性の
増大；
－　多価型（例、二価型）でのフォーマッティングに対する適合性の改良；
－　多特異型（例、国際公開第04/041862号記載または後述の多特異型の１つ）でのフォ
ーマッティングに対する適合性の改良；
－　「ヒト化」置換（本明細書で規定）における適合性または感受性の改善；および／ま
たは
－　一価型、多価型（例、二価型）および／または多特異型（例、国際公開第04/041862
号記載または後述の多特異型の１つ）、一価型のいずれかにおける免疫原性の低下；
－　一価型、多価型（例、二価型）、および／または多特異型（例、国際公開第04/04186
2号記載または後述の多特異型の１つ）、一価型のいずれかにおける安定性の増大；
－　一価型、多価型（例、二価型）、および／または多特異型（例、国際公開第04/04186
2号記載または後述の多特異型の１つ）、一価型のいずれかにおけるＴＮＦ‐アルファに
対する特異性の増大；
－　異なった種由来のＴＮＦ‐アルファとの交差感受性の低下、または必要に応じて、上
昇；
および／または
－　一価型、多価型（例、二価型）、および／または多特異型（例、国際公開第04/04186
2号記載または後述の多特異型の１つ）のいずれかでの医薬用途（予防的使用または治療
的使用を含む）および／または診断的用途（撮像目的での使用を含むが、これに限定され
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ない）に好ましい１つ以上の特性の改善。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　これらの目的は、本明細書に記載のナノボディ、タンパク質、ポリペプチドによって達
成される。これらのナノボディは本明細書において「本発明のナノボディ」とも呼び、こ
れらのタンパク質とポリペプチドは本明細書ではまとめて「本発明のポリペプチド」とも
呼ぶ。
【００１８】
　本明細書に記載のナノボディとポリペプチドは主に治療および／または診断での使用を
目的としているため、それらはヒトのＴＮＦ‐アルファをターゲットとしている（本明細
書で規定）。しかし、本明細書に記載のナノボディとポリペプチドが、１種類以上の他の
種の温血動物由来のＴＮＦ‐アルファ、例えば１種類以上の他の種の霊長類由来のＴＮＦ
‐アルファおよび／または疾患モデル動物において使用されることの多い１種類以上の動
物（例、マウス、ラット、ウサギ、ブタ、イヌ）、特にＴＮＦ‐アルファに関連する疾患
の動物モデル（本明細書に記載の種および動物モデル）由来のＴＮＦ‐アルファとの交差
反応性を示すことは除外されない（要求もされない）。この点について、このような交差
反応性が存在する場合、ヒトのＴＮＦ‐アルファに対するナノボディとポリペプチドが該
疾患モデルにおいて試験可能となるため、薬剤開発の観点から有利になりうることは当業
者には明らかであろう。
【００１９】
　本発明は、広義では、本発明のナノボディとポリペプチドがターゲットにする、ＴＮＦ
‐アルファの特定の抗原決定基、エピトープ、部位、ドメイン、サブユニット、立体構造
（該当する場合）に、広義では、特に限定されないし、または規定されない。
【００２０】
　しかし、好ましい実施態様では、本明細書においてナノボディ、タンパク質、ポリペプ
チドは、ＴＮＦ受容体結合部内に位置する、および／またはその一部を形成する、ＴＮＦ
‐アルファのエピトープをターゲットにしている、および／または結合可能である（例、
ＴＮＦ‐ＲＩ、ＴＨＦ‐ＲＩＩ（別名ｐ５５またはｐ７５）の結合部位）。技術分野にお
いて周知のとおり、ＴＮＦ三量体は、本質的に同等であり、ＴＮＦ三量体内の２つのＴＮ
Ｆ単量体の接触面によって／において形成される３つの受容体結合部位を含む。例えば、
本明細書に記載のナノボディ、タンパク質、ポリペプチドは、好ましくはＴＮＦ‐アルフ
ァの以下のアミノ酸残基を含むＴＮＦ‐アルファのエピトープに対して指向性を有する、
および／または結合可能である：８８番目の位置がＧｌｎ、９０番目の位置がＬｙｓ、お
よび／または１４６番目の位置がＧｌｕ。
【００２１】
　特に、本明細書に記載のナノボディ、タンパク質、ポリペプチドは、ＴＮＦ受容体結合
部位の一部に位置する、および／または形成するＴＮＦ‐アルファ三量体のエピトープを
ターゲットにする、および／またはこれに結合可能である。例えば、本明細書に記載のナ
ノボディ、タンパク質、ポリペプチドは、以下のアミノ酸残基を含むＴＮＦ‐アルファ三
量体のエピトープに対して指向性を有する、および／またはこれに結合可能である：第一
のＴＮＦ単量体（本明細書では「単量体Ａ」と呼ぶ）の８８番目の位置がＧｌｎおよび９
０番目の位置がＬｙｓ、二番目のＴＮＦ単量体（本明細書では「単量体Ｂ」と呼ぶ）の１
４６番目の位置がＧｌｕ（ＴＮＦ三量体において、単量体Ａと単量体Ｂは共にＴＮＦ受容
体結合部位を形成する）。
【００２２】
　特に、本明細書に記載のナノボディ、タンパク質、ポリペプチドは、前述のアミノ酸（
単量体Ａの８８番目の位置のＧｌｎ、単量体Ａの９０番目の位置のＬｙｓ、単量体Ｂの１
４６番目の位置のＧｌｕ）、そしてＴＮＦ‐アルファ単量体Ａの以下のアミノ酸残基の少
なくとも１つ、好ましくは２つ以上、さらに好ましくは５以上、好ましくは全て、または
実質的に全てを含むＴＮＦ‐アルファ三量体のエピトープをターゲットにする、および／
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またはこれに結合可能である：２４番目の位置のＧｌｙ、２５番目の位置のＧｌｎ、７２
番目の位置のＴｈｒ、７３番目の位置のＨｉｓ、７４番目の位置のＶａｌ、７５番目の位
置のＬｅｕ、７７番目の位置のＴｈｒ、７９番目の位置のＴｈｒ、８３番目の位置のＩｌ
ｅ、８９番目の位置のＴｈｒ、９１番目の位置のＶａｌ、９２番目の位置のＡｓｎ、９７
番目の位置のＩｌｅ、１３１番目の位置のＡｒｇ、１３５番目の位置のＧｌｕ、１３６番
目の位置のＩｌｅ、１３７番目の位置のＡｓｎ、１３８番目の位置のＡｒｇ、１３９番目
の位置のＰｒｏ、１４０番目の位置のＡｓｐ、そして単量体Ｂの以下の残基：２０番目の
位置のＰｒｏ、３２番目の位置のＡｒｇ、６５番目の位置のＬｙｓ、１１２番目の位置の
Ｌｙｓ、１１５番目の位置のＴｙｒ、１４５番目の位置のＡｌａ、１４７番目の位置のＳ
ｅｒ。
【００２３】
　または、本明細書に記載のナノボディ、タンパク質、ポリペプチドは、前述のアミノ酸
（単量体Ａの８８番目の位置のＧｌｎ、単量体Ａの９０番目の位置のＬｙｓ、単量体Ｂの
１４６番目の位置のＧｌｕ）、そしてＴＮＦ‐アルファ単量体Ａの以下のアミノ酸残基の
少なくとも１つ、好ましくは２つ以上、さらに好ましくは５以上、好ましくは全て、また
は本質的に全てを含むＴＮＦ‐アルファ三量体のエピトープをターゲットにする、および
／またはこれに結合可能である： ７５番目の位置のＬｅｕ、７７番目の位置のＴｈｒ、
７９番目の位置のＴｈｒ、８０番目の位置のＩｌｅ、８１番目の位置のＳｅｒ、８７番目
の位置のＴｙｒ、８９番目の位置のＴｈｒ、９１番目の位置のＶａｌ、９２番目の位置の
Ａｓｎ、９５番目の位置のＳｅｒ、９７番目の位置のＩｌｅ、１３５番目の位置のＧｌｕ
、１３６番目の位置のＩｌｅ、１３７番目の位置のＡｓｎ、そして単量体Ｂの以下の残基
：３３番目の位置のＡｌａ、１４５番目の位置のＡｌａ、１４７番目の位置のＳｅｒ。
【００２４】
　該エピトープは、ＴＮＦ分子との複合体として結晶化したナノボディの構造分析、また
はｐｅｐｓｃａｎ分析によるエピトープマッピングなどの方法で示すことが可能である。
【００２５】
　比較して、結晶学的データ（図示せず）から、国際公開第04/041862号のナノボディ ３
Ｅが、本発明の好ましいエピトープとは異なるエピトープ（つまり、１４１番目の位置が
Ｔｙｒ、１４０番目の位置がＡｓｐ、６７番目の位置がＧｌｎ、２４番目の位置がＧｌｙ
、２３番目の位置がＧｌｕを含むエピトープ）に結合することが分かる。
【００２６】
　このように、別の態様では、本発明は、ＴＮＦ受容体結合部位に存在する、および／ま
たはこの一部を形成するＴＮＦ‐アルファのエピトープに結合可能な免疫グロブリン可変
領域（またはその適切な断片）、好ましくはＴＮＦ‐アルファの以下のアミノ酸残基の少
なくとも１つ、好ましくは２つ以上、好ましくは全てを含むエピトープに関連する：８８
番目の位置がＧｌｎ、９０番目の位置がＬｙｓ、１４６番目の位置がＧｌｕ。該免疫グロ
ブリン可変領域は、好ましくは重鎖可変領域または軽鎖可変領域、そして特に、任意の哺
乳動物の重鎖可変領域（ヒト重鎖可変領域、マウス重鎖可変領域、Ｃａｍｅｌｉｄ重鎖可
変領域（Ｃａｍｅｌｉｄの４鎖免疫グロブリンからの重鎖可変領域、またはいわゆる重鎖
抗体からの重鎖可変領域（ＶＨＨドメイン）など）を含むが、これらに限定されない）で
ありうる重鎖可変領域である。免疫グロブリン可変領域は、好ましくはドメイン抗体また
は単一のドメイン抗体、または（単一の）ドメイン抗体としての使用に適している。最も
好ましくは、免疫グロブリン可変ドメインはナノボディ（本明細書で規定）であり、そし
て本発明のこの態様での使用に適したナノボディの好ましい例として、ヒト化および他の
変異体の他（本明細書でさらに記述されている）、ＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１、配列番号：
５２）およびＰＭＰ５Ｆ１０（ＴＮＦ３、配列番号：６０）である。
【００２７】
　前述の免疫グロブリン可変領域、ナノボディに関して本明細書に記載のとおり、ヒト化
もされうる（例として挙げられ、限定されない）。本発明は、例えば本明細書で規定する
ように、該免疫グロブリン可変領域を含む、または主成分とするタンパク質およびポリペ
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プチドにも関する。または、このような可変領域は、例えばHoogenboom（Nature Biotech
nology (1997),15:125-126）によって再検討されているように、ＳｃＦＶ構造物、二重特
異性構造物、キメラ抗体または抗体構造、他の免疫グロブリン構造物の一部を形成しうる
。しかし、好ましくは、上記のエピトープに対して指向性を有する免疫グロブリン可変領
域はナノボディであり、この場合には該ナノボディを含むタンパク質およびポリペプチド
は本明細書にさらに記述しているとおりである。
【００２８】
　このように、本発明の好ましいいくつかの態様は、
Ｉ）ナノボディ ＴＮＦ１（配列番号：５２）と同じＴＮＦ‐アルファの三量体上のエピ
トープに対して指向性を有するナノボディ。
ＩＩ）ナノボディ ＴＮＦ３（配列番号：６０）と同じＴＮＦ‐アルファの三量体上のエ
ピトープに対して指向性を有するナノボディ。
ＩＩＩ）少なくとも以下のアミノ酸残基を含むＴＮＦ‐アルファの三量体のエピトープに
対して指向性を有するナノボディ：単量体Ａの８８番目の位置がＧｌｎ、単量体Ａの９０
番目の位置がＬｙｓ、単量体Ｂの１４６番目の位置がＧｌｕ。
ＩＶ）以下のアミノ酸残基を含むＴＮＦ‐アルファの三量体のエピトープに対して指向性
を有するナノボディ：単量体Ａの８８番目の位置がＧｌｎ、単量体Ａの９０番目の位置が
Ｌｙｓ、単量体Ｂの１４６番目の位置がＧｌｕ、ＴＮＦ‐アルファの単量体Ａの以下のア
ミノ酸残基本の少なくとも１つ、好ましくは２つ以上、より好ましくは５つ以上を少なく
ともさらに含む： ２４番目の位置のＧｌｙ、２５番目の位置のＧｌｎ、７２番目の位置
のＴｈｒ、７３番目の位置のＨｉｓ、７４番目の位置のＶａｌ、７５番目の位置のＬｅｕ
、７７番目の位置のＴｈｒ、７９番目の位置のＴｈｒ、８３番目の位置のＩｌｅ、８９番
目の位置のＴｈｒ、９１番目の位置のＶａｌ、９２番目の位置のＡｓｎ、９７番目の位置
のＩｌｅ、１３１番目の位置のＡｒｇ、１３５番目の位置のＧｌｕ、１３６番目の位置の
Ｉｌｅ、１３７番目の位置のＡｓｎ、１３８番目の位置のＡｒｇ、１３９番目の位置のＰ
ｒｏ、１４０番目の位置のＡｓｐ、そして単量体Ｂの以下の残基：２０番目の位置のＰｒ
ｏ、３２番目の位置のＡｒｇ、６５番目の位置のＬｙｓ、１１２番目の位置のＬｙｓ、１
１５番目の位置のＴｙｒ、１４５番目の位置のＡｌａ、１４７番目の位置のＳｅｒ。
Ｖ）以下のアミノ酸残基を含むＴＮＦ‐アルファの三量体のエピトープに対して指向性を
有するナノボディ：単量体Ａの８８番目の位置のＧｌｎ、単量体Ａの９０番目の位置のＬ
ｙｓ、単量体Ｂの１４６番目の位置のＧｌｕ、そしてＴＮＦ‐アルファ単量体Ａの以下の
アミノ酸残基の少なくとも１つ、好ましくは２つ以上、さらに好ましくは５つ以上をさら
に含む：７５番目の位置のＬｅｕ、７７番目の位置のＴｈｒ、７９番目の位置のＴｈｒ、
８０番目の位置のＩｌｅ、８１番目の位置のＳｅｒ、８７番目の位置のＴｙｒ、８９番目
の位置のＴｈｒ、９１番目の位置のＶａｌ、９２番目の位置のＡｓｎ、９５番目の位置の
Ｓｅｒ、９７番目の位置のＩｌｅ、１３５番目の位置のＧｌｕ、１３６番目の位置のＩｌ
ｅ、１３７番目の位置のＡｓｎ、そして単量体Ｂの以下の残基：３３番目の位置のＡｌａ
、１４５番目の位置のＡｌａ、１４７番目の位置のＳｅｒ。
【００２９】
－　ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が ２．１０×１０－３（1/s）、より好ましくは１．１
０×１０－３である、上記のＩ）～Ｖ）のいずれかに記載のナノボディ。
－　国際公開第04/041862号の実施例１、３）に記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベース
分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第04/041862号のナノボディ Ｖ
ＨＨ ３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さくなる上記のＩ）～Ｖ）のいずれか
１つに記載のナノボディ。または該ナノボディのヒト化変異体。
－　国際公開第04/041862号の実施例１、３）に記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベース
分析試験においてＥＣ５０値が１２ｎＭよりも小さい上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに
記載のナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。
－　国際公開第04/041862号の実施例１、３）に記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベース
分析試験においてＥＣ５０値が５ｎＭよりも小さい上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記
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載のナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。
－　国際公開第04/041862号の実施例１、３）に記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベース
分析試験においてＥＣ５０値が３ｎＭよりも小さい上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記
載のナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。ヒト化ナノボディである上記のＩ
）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
そしてこの実施態様のいくつかの好ましい態様は、
－　ＧＬＥＷ‐クラスナノボディである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボ
ディに関する。
－　ヒト化ＧＬＥＷ‐クラスナノボディである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の
ナノボディ。
－　１０３番目の位置にアルギニン残基（Ｒ）を含む上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに
記載のナノボディ。
－　１０３番目の位置にアルギニン残基（Ｒ）を含み、ヒト化されている上記のＩ）～Ｖ
）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＧＬＥＷ‐クラスナノボディであり、１０３番目の位置にアルギニン残基（Ｒ）を含
み、ヒト化されている上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　１０８番目の位置にロイシン残基（Ｌ）を含む上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記
載のナノボディ。
－　配列番号：５２（ＴＮＦ１）、７６（ＴＮＦ１３）、７７（ＴＮＦ１４）、９５（Ｔ
ＮＦ２９）、９６（ＴＮＦ３０）のアミノ酸配列の１つと少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９
％の配列同一性（本明細書で規定）を有する上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナ
ノボディ。
【００３０】
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹ；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配　列ＤＹＷＭＹと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列；
を含み、
　ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列；
　　を含み、
　ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮ；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
　　　　　、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の
　　　　　配列同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列；
　　を含む、
上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
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【００３１】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の
ナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである上記のＩ）～Ｖ
）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載
のナノボディ。
【００３２】
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧ
　　　　　ＦＮを含み；または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴ
　　　　　ＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み；または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含み、
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを
　　含む、上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬ
　　ＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、上記の
　　Ｉ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹ；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列；
　　であり、
　ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列；
　　であり、
　ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列；
　　であり、
【００３３】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の
ナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである上記のＩ）～Ｖ
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）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載
のナノボディ。
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧ
　　　　　ＦＮであり、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴ
　　　　　ＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮであり、
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを
　　含む、上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬ
　　ＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、上記の
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　　　－　任意のアミノ酸置換が保存アミノ酸の置換であり、および／または
　　　－　アミノ酸配列が、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸置換を含むのみで
　　　　　、アミノ酸の欠失または挿入を含まない、
そしてこの実施態様のいくつかの他の好ましい態様は以下に関する：
【００３４】
－　ＫＥＲＥ‐クラスナノボディである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボ
ディ。
－　ヒト化ＫＥＲＥ‐クラスナノボディである上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の
　　ナノボディ。
－　配列番号：５０（ＴＮＦ３）、８３（ＴＮＦ２０）、８５（ＴＮＦ２１）、８５（Ｔ
ＮＦ
　　２２）、９６（ＴＮＦ２３）あるいは９８（ＴＮＦ３３）のアミノ酸配列の１つと少
　　なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、
　　さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有する上記
　　のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
【００３５】
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧである、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　列であり、
　ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列であり、
　ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
　　　　　少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少な
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　　　　　くとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２つ、または１つだけアミノ酸
　　　　　が異なるアミノ酸配列であり、
【００３６】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧである、上記のＩ）～Ｖ)のいずれか１つに記載
　　のナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、上記のＩ）～
　　Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、上記のＩ）～Ｖ）の
　　いずれか１つに記載のナノボディ。
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
　　　　　ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷ
　　　　　ＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧであり、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤ
　　ＤＰＧＷＮＴＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである
　　、上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディにおいて、
　　　－　任意のアミノ酸置換が好ましくは保存アミノ酸の置換であり、および／または
　　　－　該アミノ酸配列が、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸置換を含むのみ
　　　　　で、アミノ酸の欠失または挿入を含まない。
そしてさらに他の特に好ましいいくつかの態様では：
【００３７】
ＶＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載のナノボディを含む、または主成分とする
タンパク質またはポリペプチド。
ＶＩＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含む、または主成
分とするタンパク質またはポリペプチド。
ＶＩＩＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含む、タンパク
質またはポリペプチド。
ＩＸ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、タンパク質ま
たはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体と結合時に、ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ
受容体の架橋および／または該受容体の架橋によって媒介されるシグナル伝達を阻害また
は低下させることができる、タンパク質またはポリペプチド。
Ｘ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ＴＮＦ三量体上
の少なくとも２つのＴＮＦ受容体結合部位への分子内結合が可能である、タンパク質また
はポリペプチド。
ＸＩ）適切なリンカーを介して連結した上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つの
ナノボディを含む、タンパク質またはポリペプチド。
ＸＩＩ）適切なリンカーを介して連結した上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つ
のナノボディを含み、ペグ化された、タンパク質またはポリペプチド。
ＸＩＩＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清
アルブミンに対する少なくとも１つのナノボディをさらに含む、タンパク質またはポリペ
プチド。
ＸＩＶ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清ア
ルブミンに対する少なくとも１つのナノボディをさらに含み、ＴＮＦ三量体との結合時に
該ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋および／または該受容体の架橋に
よって媒介されるシグナル伝達を阻害または低下させることができる、タンパク質または
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ポリペプチド。
ＸＶ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清アル
ブミンに対する少なくとも１つのナノボディをさらに含み、ＴＮＦ三量体上の少なくとも
２つのＴＮＦ受容体結合部位への分子内結合が可能である、タンパク質またはポリペプチ
ド。
ＸＶＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清ア
ルブミンに対する１つのナノボディをさらに含み、上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記
載の２つのナノボディが任意で適切なリンカーを介してヒト血清アルブミンに対して指向
性を有する１つのナノボディと結合する、タンパク質またはポリペプチド。
ＸＶＩＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１項記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清ア
ルブミンに対する少なくとも１つのナノボディをさらに含み、上記のＩ）～Ｖ）のいずれ
か１つに記載の２つのナノボディが任意で適切なリンカーを介してヒト血清アルブミンに
対して指向性を有する１つのナノボディと結合し、ＴＮＦ三量体との結合時に該ＴＮＦ三
量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋および／または該受容体の架橋によって媒介
されるシグナル伝達を阻害または低下させることができる、タンパク質またはポリペプチ
ド。
ＸＶＩＩＩ）上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１項記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清
アルブミンに対する１つのナノボディをさらに含み、上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに
記載の２つの各ナノボディが任意で適切なリンカーを介して、ヒト血清アルブミンに対し
て指向性を有する１つのナノボディと連結されており、ＴＮＦ三量体上の少なくとも２つ
のＴＮＦ受容体結合部位への分子内結合が可能である、タンパク質またはポリペプチド。
【００３８】
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがヒト化ナ
ノボディである、上記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）のいずれか１つに記載のタンパク質または
ポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがナノボデ
ィ ＡＬＢ １ (配列番号：６３)のヒト化変異体である、上記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）の
いずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディが、ＡＬＢ
３（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）、Ａ
ＬＢ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ８（配列番号：１
０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）、ＡＬＢ１０（配列番号：１０４）からなるグル
ープから選択する、上記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）のいずれか１つに記載のタンパク質また
はポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがＡＬＢ８
である、上記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプ
チド。
－　上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つに記載の２つのヒト化ナノボディ、そしてナノボデ
ィ ＡＬＢ １ (配列番号：６３)の１つのヒト化変異体を含む、または主成分とする、上
記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００３９】
　ナノボディが、「上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つ記載」と前述されている場合、それ
は少なくともＩ）～Ｖ）のいずれか１つ記載であり、Ｉ）～Ｖ）のいずれか２つ以上に記
載の可能性もあり、そして「上記のＩ）～Ｖ）のいずれか１つ記載」と示される他の態様
のいずれか１つ以上も含む可能性があることに留意されたい。同様に、タンパク質または
ポリペプチドが、「上記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）のいずれか１つ記載」と言及されている
場合、それは少なくともＶＩ）～ＸＶＩＩＩ）のいずれか１つ記載であり、ＶＩ）～ＸＶ
ＩＩＩ）のいずれか２つ以上に記載の可能性もあり、そして「上記のＶＩ）～ＸＶＩＩＩ
）のいずれか１つ記載」と示される他の態様のいずれか１つ以上も含む可能性がある。
【００４０】
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　必要に応じて、本発明のナノボディまたはポリペプチドが、ＴＮＦ‐アルファの２つ以
上の抗原決定基、エピトープ、部位、ドメイン、サブユニット、立体構造と結合可能であ
ることも本発明の範囲内である。このような場合、本発明のナノボディおよび／またはポ
リペプチドが結合するＴＮＦ‐アルファの抗原決定基、エピトープ、部位、ドメイン、サ
ブユニットは本質的に同じであるか（例えば、ＴＮＦ‐アルファが反復構造モチーフを含
むか、または多量体として存在する）、または異なる可能性がある（後者の場合、本発明
のナノボディおよび／またはポリペプチドは、同じまたは異なる親和性および／または特
異性でＴＮＦ‐アルファのこれらの抗原決定基、エピトープ、部位、ドメイン、サブユニ
ットと結合する可能性がある）。また、例えば、ＴＮＦ‐アルファが活性型の立体構造お
よび不活性型の立体構造で存在する場合、本発明のナノボディおよびポリペプチドはこれ
らの立体構造のいずれかと結合する、またはこれらの立体構造のいずれとも結合する可能
性がある（つまり、親和性および／または特異性は同じか、異なる可能性がある）。また
、例えば、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、関連するリガンドと結合している
ＴＮＦ‐アルファの立体構造に結合する、関連するリガンドと結合していないＴＮＦ‐ア
ルファの立体構造に結合する、またはＴＮＦ‐アルファのこのような立体構造のいずれと
も結合する可能性がある（ここでも、親和性および／または特異性は同じか、異なる可能
性がある）。
【００４１】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドは一般に全てが天然か、または合成のＴＮＦ‐
アルファの類似体、変異体、突然変異体、対立因子、部位、断片、または少なくともＴＮ
Ｆ‐アルファ（例、野生型のＴＮＦ‐アルファ）において本発明のナノボディおよびポリ
ペプチドに結合する抗原決定基またはエピトープと本質的に同じ１つ以上の抗原決定基ま
たはエピトープを含む、ＴＮＦ‐アルファの類似体、変異体、突然変異体、対立因子、部
位、断片に結合することも予測される。ここでも、本発明のナノボディおよびポリペプチ
ドは、本発明のナノボディが（野生型の）ＴＮＦ‐アルファに結合する親和性および特異
性と同じ、または異なる（つまり、より高い、またはより低い）親和性および／または特
異性でこれらの類似体、変異体、突然変異体、対立因子、部位、断片と結合しうる。本発
明のナノボディおよびポリペプチドは、ＴＮＦ‐アルファの一部の類似体、変異体、突然
変異体、対立因子、部位、断片と結合するが、その他とは結合しないことも本発明の範囲
内である。
【００４２】
　一般に、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、当業者には明らかなように、生物
学的および／または治療的な観点から最も関連するこれらの型（単量体、多量体、関連す
る型を含む）に少なくとも結合する。
【００４３】
　また、ＴＮＦ‐アルファが単量体型、多量体型で、特に三量体型に存在するため、本発
明のナノボディおよびポリペプチドが単量体型のＴＮＦ‐アルファにのみ結合する、また
は本発明のナノボディおよびポリペプチドがＴＮＦの三量体型などの多量体型の１つ以上
にも結合する、または多量体（例、三量体）型にのみ結合する可能性があることは本発明
の範囲内である。このように、一般にここで、ナノボディ、タンパク質、ポリペプチドに
ついて述べる場合、三量体型のＴＮＦ‐アルファ（該三量体の受容体結合部位（例、ｐ５
５またはｐ７５とも呼ばれる、ＴＮＦ‐ＲＩ、ＴＨＦ－ＲＩＩの結合部位）に対するナノ
ボディが含まれるが、これらに限定されない）に対して指向性を有するナノボディもこれ
に含まれると理解されたい。本発明のナノボディおよびポリペプチドが単量体状態および
非結合状態でＴＮＦ‐アルファに結合する親和性および／または特異性と同じか、異なる
可能性のある（つまり、より高い、または低い）親和性および／または特異性で、いかな
る場合でも、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、該多量体または関連タンパク質
複合体と結合しうる。
【００４４】
　また、一般に、ＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有する２つ以上のナノボディを含む
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本発明のポリペプチドは、対応する単量体ナノボディまたはナノボディとより高い親和力
で結合しうる。
【００４５】
　例として、限定はされないが、ＴＮＦ‐アルファの異なるエピトープに対して指向性を
有する２つ以上のナノボディを含むＴＮＦ‐アルファ多量体（本明細書で規定）タンパク
質またはポリペプチドの異なるエピトープに対して指向性を有する２つ以上のナノボディ
を含む多価（本明細書で規定）タンパク質またはポリペプチドが対応する単量体とより高
い親和力でＴＮＦ‐アルファに結合しうる。
【００４６】
　より重要なことは、ＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有する２つ以上のナノボディを
含む多量体（本明細書で規定）タンパク質またはポリペプチドは、ＴＮＦ‐アルファの単
量体よりもＴＮＦ‐アルファの多量体により高い親和力で結合する可能性があり（通常、
結合する）、また通常、対応する単量体ナノボディよりも高い親和力で結合しうる。この
ような多量体のタンパク質またはポリペプチドにおいて、２つ以上のナノボディは、例え
ば同じエピトープ、本質的に同等のエピトープ、または異なるエピトープに対して指向性
を有しうる。このような多量体のタンパク質またはポリペプチドに関する１つの実施態様
では、２つ以上のナノボディは同じでありうる（したがって、同じエピトープに対して指
向性を有する）。
【００４７】
　ＴＮＦによるシグナル伝達の主な形態では、３つの受容体結合部位を含む、ＴＮＦ分子
の三量体によるＴＮＦ受容体による架橋が含まれることが知られているため、後者は特に
重要である（参照例：Peppel ら., J. Exp. Med., 174 (1991), 1483-1489; Engelmann 
ら., J. Biol. Chem., 265 (1990), 14/497; Smith and Baglioni， J. Biol. Chem., 26
4 (1989), 14646）。例えば、Peppelらの記述のとおり、ＴＮＦ受容体の改変された単量
体細胞外ドメインは、ＴＮＦ三量体上の受容体結合部位を１つ遮断できるだけだったが、
残りの２つの受容体結合部位によってＴＮＦ受容体の架橋を阻害できなかった。一方、２
つの該細胞外ドメインを含む改変タンパク質は、２つの受容体結合部位を遮断できたので
、単量体の細胞外ドメインと比較して、顕著な有効性を示した。
【００４８】
　本発明では、インビトロのモデルである、細胞モデルおよびエクスビボのモデルのいず
れにおいても単量体のナノボディがＴＮＦ‐アルファに結合して、ＴＮＦ活性を低下でき
ることが見出されている（以下の実験セクションを参照）。本発明は特定の機構、説明、
または仮説に限定されないが、その小さなサイズおよびＴＮＦ‐アルファに対する高い親
和性のため、本発明の２、３の単量体のナノボディはＴＮＦ三量体上の２、３の異なる受
容体結合部位を同時に占めることが可能であり、そのため三量体が受容体の架橋の開始す
るのを妨げ、これによってシグナル伝達が開始される（しかし、他の作用機構は除外され
ない：例、ターゲットとなるエピトープに応じて、本発明のナノボディがＴＮＦの三量体
化への結合も阻害しうる）。
【００４９】
　１つのＴＮＦ三量体上の２つ以上の受容体結合部位への結合に加えて、またはその代わ
りに、ＴＮＦ‐アルファのエピトープに対して指向性を有する２つ以上の免疫グロブリン
可変領域（またはその適切な断片）を含む本発明のタンパク質またはポリペプチドが、２
つの異なるＴＮＦ‐アルファ分子（例、２つの異なる三量体）上のエピトープに結合（例
、分子内での結合）しうることも留意されたい。
【００５０】
　しかし、特に好ましい一つの実施態様では、本発明は、ＴＮＦ三量体との結合時に、該
ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋および／または該受容体の架橋によ
って媒介されるシグナル伝達を阻害または低下させることができるように、ＴＮＦ三量体
の受容体結合部位に位置する、および／または一部を形成する、それぞれＴＮＦ‐アルフ
ァ（特にＴＮＦ‐アルファ三量体）上のエピトープに対する２つ以上の免疫グロブリン可
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変領域（またはその適切な断片）を含む、または主成分とするタンパク質またはポリペプ
チドに関する。
【００５１】
　特に、この好ましい実施態様では、本発明は、ＴＮＦ三量体の受容体結合部位に位置す
る、および／または一部を形成する、それぞれＴＮＦ‐アルファ（特にＴＮＦ‐アルファ
三量体）上のエピトープに対する２つ以上の免疫グロブリン可変領域（またはその適切な
断片）を含む、または主成分とするタンパク質またはポリペプチドに関する。ここで、タ
ンパク質またはポリペプチドが１つのＴＮＦ三量体上の２つ以上の受容体結合部位に同時
に結合可能なように、該免疫グロブリン可変領域は互いが連結する（換言すると、ＴＮＦ
三量体上の少なくとも２つのＴＮＦ受容体結合部位と分子内結合が可能）。この実施態様
では、２つ以上の免疫グロブリン可変領域は好ましくは上記で規定されたとおりであり、
最も好ましくはナノボディである（本明細書においてさらに記述されているとおり、タン
パク質またはポリペプチドが多量体ナノボディ構造物である）。また、この実施態様では
、２つ以上の免疫グロブリン可変領域は同一か、または異なり、ＴＮＦ受容体結合部位内
の異なるエピトープをターゲットとしているが、好ましくは同じエピトープに対して指向
性を有する。
【００５２】
　この実施態様の一つの好ましい態様では、２つ以上の免疫グロブリン可変領域はＴＮＦ
三量体のエピトープをターゲットにしており、ＴＮＦ受容体結合部位に位置する、および
／または一部を形成する。例えば、２つ以上の免疫グロブリン可変領域は、好ましくは以
下のアミノ酸残基を含むＴＮＦ‐アルファ三量体のエピトープに対して指向性を有する、
および／またはこれに結合可能である：第一のＴＮＦ単量体（本明細書では「単量体Ａ」
と呼ぶ）上の８８番目の位置のＧｌｎ、９０番目の位置のＬｙｓ、二番目のＴＮＦ単量体
（本明細書では「単量体Ｂ」と呼ぶ）上の１４６番目の位置のＧｌｕ（ＴＮＦ三量体にお
いて単量体Ａと単量体Ｂは一緒にＴＮＦ受容体結合部位を形成する）。
【００５３】
　ナノボディに関して以下でさらに詳述するように、該タンパク質または該ポリペプチド
において、該タンパク質または該ポリペプチドに存在する少なくとも２つの免疫グロブリ
ン可変領域のＮ末端とＣ末端との距離が、好ましくは少なくとも５０オングストローム、
より好ましくは５５～２００オングストロームの範囲、さらに好ましくはオングストロー
ム、特に６５～１５０オングストロームの範囲になるように、少なくとも２つの免疫グロ
ブリン可変領域は好ましくは連結する。
【００５４】
　この実施態様の特に好ましい態様では、これらの２つ以上の免疫グロブリン配列はナノ
ボディであり、好ましくは本明細書に記載のナノボディから選択する。本発明のこの実施
態様で使用する特に好ましいナノボディは、ＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１、配列番号：５２）
および／またはＰＭＰ５Ｆ１０（ＴＮＦ３、配列番号：６０）、そしてこれらのヒト化変
異体および他の変異体（本明細書に記載）であり、ＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１、配列番号：
５２）およびそのヒト化変異体が特に好ましい。
【００５５】
　したがって、今回、本実施態様ではナノボディに関してし詳細に記載する。しかし、本
明細書の記載を免疫グロブリン可変領域に同様に適用できることは当業者には明らかであ
ろう。
【００５６】
　本発明のこの実施態様では、２つ以上の免疫グロブリン配列は通常１つ以上の適切なリ
ンカーを介して連結し、リンカーは各免疫グロブリン配列が同じＴＮＦ三量体上の異なる
受容体結合部位に結合できるようになっている。適切なリンカーは特に免疫グロブリン配
列が結合するＴＮＦ三量体上のエピトープ（間の距離）によって決まり、任意の一定の限
られたルーチン実験後に本明細書の開示に基づいて当業者には明らかであろう。例えば、
２つ以上の免疫グロブリン配列が（一つの）ドメイン抗体またはナノボディである場合、
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本明細書に記載のリンカーから適切なリンカーを選択可能であるが、２つ以上の（一つの
）ドメイン抗体またはナノボディがそれぞれ同じＴＮＦ三量体上の異なる受容体結合部位
に結合できるようなリンカーの長さにする。
【００５７】
　また、ＴＮＦ‐アルファの受容体結合部位に結合する２つ以上の免疫グロブリン配列が
（一つの）ドメイン抗体またはナノボディである場合、それらは第三の（一つの）ドメイ
ン抗体またはナノボディを介して互いに連結することもできる（２つ以上の免疫グロブリ
ン配列を第三の（一つの）ドメイン抗体／ナノボディに直接、または適切なリンカーを介
して連結できる）。このような第三の（一つの）ドメイン抗体またはナノボディは、本明
細書にさらに記載のとおり、例えば、半減期を延長させる（一つの）ドメイン抗体または
ナノボディでありうる。例えば、後者の（一つの）ドメイン抗体またはナノボディは、本
明細書にさらに記載のとおり、（ヒトの）血清アルブミンといった（ヒトの）血清タンパ
ク質に結合可能な（一つの）ドメイン抗体またはナノボディでありうる。
【００５８】
　または、ＴＮＦ‐アルファの受容体結合部位に結合する２つ以上の免疫グロブリン配列
は連続的に（直接、または適切なリンカーを介して）連結し、（上述のとおり、半減期を
延長させうる）第三の（一つの）ドメイン抗体またはナノボディが、直接、またはリンカ
ーを介してこれらの２つ以上の前述の免疫グロブリン配列の１つと連結しうる。該構造物
の非限定的ないくつかの例は配列番号：９３または９４の構造物である。
【００５９】
　特に、本発明の多量体、または多特異的タンパク質またはポリペプチドで存在するナノ
ボディが、上記の特定のエピトープ（ＴＮＦ３およびそのヒト化変異体の他、ＴＮＦ１の
エピトープおよびそのヒト化変異体）に結合する場合、（本明細書に記載した結晶学的デ
ータを参照） 好ましくは、該タンパク質またはポリペプチドに存在する２つ（以上）の
抗ＴＮＦナノボディが、該タンパク質またはポリペプチドに存在する２つの抗ＴＮＦナノ
ボディのＮ末端とＣ末端との間の距離が好ましくは少なくとも５０オングストロームとな
るように連結する必要があり、そしてより好ましくは５５～２００オングストロームの範
囲、特に６５～１５０オングストロームの範囲（上限が臨界未満であり、便宜上の理由で
選ばれる（例、タンパク質発現／産生の目的））、またはより一般的には、距離が、タン
パク質またはポリペプチドのＴＮＦ三量体への分子内結合（つまり、分子内結合の代わり
に）が可能となるように、２つの抗ＴＮＦナノボディのＮ末端とＣ末端との間の距離は、
結晶学または分子モデル化などの適切な方法によって測定可能である（本明細書記載）。
一般に、これらの技術によって、特定の多価タンパク質または多特異的タンパク質または
ポリペプチドが分子内モデルを提供できるか否かを判定可能にする。 または、本発明は
、本発明の任意のタンパク質またはポリペプチドが（主に）ＴＮＦ三量体への分子内結合
または（主に）２つ以上のＴＮＦ三量体間の分子間結合をもたらすか否かを判定するため
に利用可能なサイズ排除クロマトグラフィー（Santora ら、Anal. Biochem., 299:119-12
9に記載）を利用した簡単な実験も提供する。したがって、本発明の特定の一実施態様で
は、本発明のタンパク質またはポリペプチドは、好ましくは、この実験において主に、ま
たは本質的に排他的に分子内結合に導くようになっている。しかし、上記で強調されると
おり、別のＴＮＦ‐アルファ分子（例、三量体）の分子間結合を介して機能する本発明の
タンパク質またはポリペプチドも本発明の範囲内であることに留意されたい。
【００６０】
　したがって、別の好ましい態様では、本発明は、ＴＮＦ‐アルファ（特にＴＮＦ‐アル
ファ三量体）に対する少なくとも２つのナノボディを含む多価または多特異的タンパク質
またはポリペプチドを提供し、ナノボディは好ましくはナノボディ ＰＭＰ１Ｃ２（本明
細書に記載）と本質的に同じエピトープをターゲットとしており、そしてタンパク質また
はポリペプチドがＴＮＦ三量体との分子内結合が可能なように、少なくとも２つの抗ＴＮ
Ｆ ナノボディのＮ末端とＣ末端の距離がなるように、少なくとも２つのナノボディは連
結する。好ましくは、該タンパク質またはポリペプチドにおいて、２つの抗ＴＮＦナノボ
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ディのＮ末端とＣ末端の距離は、少なくとも５０オングストローム、より好ましくは５５
～２００オングストロームの範囲、特に６５～１５０オングストロームの範囲である。
【００６１】
　このような好ましいタンパク質またはポリペプチドにおいては、少なくとも２つの抗Ｔ
ＮＦナノボディのＮ末端とＣ末端の好ましい距離が得られる限り、および／またはタンパ
ク質またはポリペプチドとＴＮＦ三量体との分子内結合（本明細書に記載）が可能な限り
、２つ以上のナノボディは適切に連結しうる。
【００６２】
　例えば、その最も単純な形では、少なくとも２つのナノボディは、少なくとも２つの抗
ＴＮＦナノボディのＮ末端とＣ末端の好ましい距離がもたらされて、タンパク質またはポ
リペプチドがＴＮＦ‐三量体と分子内結合（本明細書に記載）されることを可能とする、
適切なリンカーまたはスペーサーを介して連結する。適切なリンカーは本明細書に記載の
とおりであり、例えば、限定はされないが、好ましくは１４アミノ酸、より好ましくは少
なくとも１７アミノ酸（約２０～４０アミノ酸配列）を有するアミノ酸配列を含みうる（
これは、１個のアミノ酸の平均距離３．５オングストロームを利用して、４９オングスト
ロームのリンカー長、５９．５オングストローム、７０オングストロームのリンカー長に
それぞれ相当し、アミノ酸の最高量は上記の距離に基づいて計算される）。好ましくは、
このようなアミノ酸配列は、タンパク質またはポリペプチドがＴＮＦ‐三量体と分子内結
合（本明細書に記載）可能となるようにする必要がある。
【００６３】
　したがって、別の好ましい態様では、本発明は、ＴＮＦ‐アルファ（特にＴＮＦ‐アル
ファ三量体）に対する少なくとも２つのナノボディを含む多価または多特異的なタンパク
質またはポリペプチドを提供し、該ナノボディは好ましくはナノボディ ＰＭＰ１Ｃ２（
本明細書に記載）と本質的に同じエピトープをターゲットとしており、そしてタンパク質
またはポリペプチドがＴＮＦ三量体との分子内結合が可能なように、少なくとも２つの抗
ＴＮＦナノボディのＮ末端とＣ末端の距離がなるように、少なくとも２つのナノボディは
互いに連結する。好ましくは、該タンパク質またはポリペプチドにおいて、２つの抗ＴＮ
ＦナノボディのＮ末端とＣ末端の距離（ひいてはリンカーまたはスペーサーの好ましい長
さ）は、少なくとも５０オングストローム、より好ましくは５５～２００オングストロー
ムの範囲、特に６５～１５０オングストロームの範囲である。
【００６４】
　より好ましくは、この好ましい態様では、リンカーまたはスペーサーは、少なくとも１
４個、好ましくは少なくとも１７個、より好ましくは少なくとも２０個のアミノ酸を含む
アミノ酸配列を有する（便宜上の理由のために選ばれた非臨界上限は約５０個、好ましく
は約４０個のアミノ酸である）。好ましいが、非限定的な一実施態様では、リンカーは本
質的にグリシンおよびセリン残基からなる（さらに以下に記載）。例えば、１つ適切なリ
ンカーが本明細書において記述されるＧＳ３０リンカーである、そしてそれは３０のアミ
ノ酸残基を構成する。
【００６５】
　別の実施態様では、ＴＮＦ‐アルファに対する少なくとも２つのナノボディは、別のタ
ンパク質またはポリペプチドなどの、別の成分を介して（任意で１、２つのリンカーを介
して）互いに連結する。 この実施態様では、例えば、タンパク質またはポリペプチドが
依然としてＴＮＦ三量体と分子内結合（本明細書に記載）できるように、少なくとも２つ
の抗ＴＮＦナノボディのＮ末端とＣ末端の距離が好ましい（つまり、上記）ことが望まれ
うる。この実施態様では、やはり、好ましい距離および／または所望の分子内結合を依然
、実現できる限り、少なくとも２つのナノボディは他の成分に直接に、または適切なリン
カーまたはスペーサーを用いて直接、連結できる。 成分は、タンパク質またはポリペプ
チドのＴＮＦへの結合、および／またはタンパク質またはポリペプチドのさらなる所望の
生物学的または薬理学的特性を（それほど）損なわない任意の適切な成分でありうる。 
このように、成分は本質的に不活性である、または生物学的に活性であり、タンパク質ま
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たはポリペプチドの所望の特性を改善する、または改善しない、および／またはタンパク
質またはポリペプチドに１つ以上の追加の所望の特性を付与しうる。 例えば、限定はさ
れないが、成分はタンパク質またはポリペプチドの半減期を向上させて、および／または
その免疫原性を低下させて、または他の所望の特性でも改善させうる。 好ましい一実施
態様では、この成分は別のナノボディ（ＴＮＦ‐アルファに対する第三のナノボディを含
むが、これに限定されない。もっともこれは必要ではなく、通常はそれほど好ましくない
）、特に、例えば血清タンパク質（例、ヒト血清アルブミン）に対して指向性を有するナ
ノボディなどのタンパク質またはポリペプチドの半減期に向上させる別のナノボディであ
りうる。該タンパク質およびポリペプチドの例を本明細書に記載している。
【００６６】
　したがって、一つの実施態様では、本発明は、受容体結合部位に位置する、および／ま
たはその一部を形成するＴＮＦ‐アルファ（例、ＴＮＦ‐アルファ三量体）上のエピトー
プに対してそれぞれ指向性を有しており、ＴＮＦ三量体への結合時にポリペプチドがＴＮ
Ｆ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋および／またはシグナル伝達を抑制また
は低下させることのできるように、半減期を延長させる少なくとも１つの免疫グロブリン
配列を介して（任意で１つ以上の適切なリンカーを介して）互いに連結する、２つ以上の
免疫グロブリン配列（またはその適切な断片）を含む多価、多特異的な構造物に関する。
 該ポリペプチドは、最初に述べた２つ以上の免疫グロブリン配列がＴＮＦ三量体上の異
なる受容体結合部位にそれぞれ結合できる。
【００６７】
　特に、この実施態様では、ポリペプチドは、半減期を（例えばヒトの血清アルブミンの
ような血清タンパク質に導かれるナノボディ）延長させる第三のナノボディを介してナノ
ボディが互いに連結する、受容体結合部位に存在する、および／またはその一部を形成す
るＴＮＦ‐アルファ上のエピトープをそれぞれターゲットとする２つのナノボディを含む
、三価の二重特異性ナノボディを含みうる。ここでは、ＴＮＦ三量体への結合時にポリペ
プチドがＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋および／またはシグナル伝
達を阻害または低下させることができるように、最初に述べた２つの各ナノボディは第三
のナノボディに直接、または適切なリンカーを介して連結する可能性がある。該ポリペプ
チドは、最初に記載した２つのナノボディがＴＮＦ三量体上の異なる受容体結合部位にそ
れぞれ結合できる。ここでも、本発明のこの実施態様で使用する特に好ましいナノボディ
は、ＰＭＰ１Ｃ２ (ＴＮＦ１、配列番号：５２)および／またはPMP５F１０ (ＴＮＦ３、
配列番号：６０)、これらのヒト化変異体と他の変異体（本明細書に記載）；ＰＭＰ１Ｃ
２ (ＴＮＦ１、配列番号：５２)、および特に好ましいそのヒト化変異体；および本明細
書に記載のヒト血清アルブミンに対して指向性を有するナノボディである。限定はされな
いが、本発明のこの実施態様での好ましい構造物は、ＴＮＦ２４（配列番号：９０）、Ｔ
ＮＦ２６（配列番号：９２）、ＴＮＦ２７（配列番号：９３）、ＴＮＦ２８（配列番号：
９４）、ＴＮＦ６０（配列番号：４１７）、ＴＮＦ６２（配列番号：４１８）であり、こ
のうちＴＮＦ６０が特に好ましい。
【００６８】
　したがって、本発明の実施態様の好ましいいくつかの態様は、
ＸＩＸ）ＴＮＦ三量体との結合時に、該ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の
架橋および／または該受容体の架橋によって媒介されるシグナル伝達を阻害または低下さ
せることができるように、ＴＮＦ三量体の受容体結合部位に位置する、および／または一
部を形成する、それぞれＴＮＦ‐アルファ（特にＴＮＦ‐アルファ三量体）上のエピトー
プに対して指向性を有する２つ以上の免疫グロブリン可変領域（またはその適切な断片）
を含む、または主成分とするタンパク質またはポリペプチドに関する。
ＸＸ）該ポリペプチドがＴＮＦ三量体上の少なくとも２つのＴＮＦ受容体結合部位に分子
内結合できるように、ＴＮＦ三量体の受容体結合部位に位置する、および／またはその一
部を形成する、ＴＮＦ‐アルファ（特にＴＮＦ‐アルファ三量体）上のエピトープをそれ
ぞれターゲットとする２つ以上の免疫グロブリン可変領域（またはその適切な断片）を含
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む、または主成分とするタンパク質またはポリペプチド。
【００６９】
－　該タンパク質またはポリペプチドが一つのＴＮＦ三量体上の２つ以上の受容体結合部
位に同時に結合可能なように、該免疫グロブリン可変領域が互いに連結する、上記のＸＩ
Ｘ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　該免疫グロブリン可変領域がナノボディ ＴＮＦ１ (配列番号：５２)と同じエピトー
プに結合可能な、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペ
プチド。
－　該免疫グロブリン可変領域が、以下のアミノ酸残基を少なくとも含むＴＮＦ三量体の
ＴＮＦ受容体結合部位内のエピトープに対して結合可能な、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいず
れか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド：単量体Ａの８８番目の位置がＧｌｎ、
単量体Ａの９０番目の位置がＬｙｓ、単量体Ｂの１４６番目の位置がＧｌｕ。
該免疫グロブリン可変領域が、以下のアミノ酸残基を少なくとも含むＴＮＦ三量体のＴＮ
Ｆ受容体結合部位内のエピトープに対して結合可能な、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか
１つに記載のタンパク質またはポリペプチド：単量体Ａの８８番目の位置がＧｌｎ、単量
体Ａの９０番目の位置がＬｙｓおよび単量体Ｂの１４６番目の位置がＧｌｕ。そして、さ
らにＴＮＦ‐アルファ単量体Ａの以下のアミノ酸残基の少なくとも１つ、好ましくは２つ
以上、さらに好ましくは５つ以上、好ましくは全て、または実質的に全てをさらに含む：
２４番目の位置のＧｌｙ、２５番目の位置のＧｌｎ、７２番目の位置のＴｈｒ、７３番目
の位置のＨｉｓ、７４番目の位置のＶａｌ、７５番目の位置のＬｅｕ、７７番目の位置の
Ｔｈｒ、７９番目の位置のＴｈｒ、８３番目の位置のＩｌｅ、８９番目の位置のＴｈｒ、
９１番目の位置のＶａｌ、９２番目の位置のＡｓｎ、９７番目の位置のＩｌｅ、１３１番
目の位置のＡｒｇ、１３５番目の位置のＧｌｕ、１３６番目の位置のＩｌｅ、１３７番目
の位置のＡｓｎ、１３８番目の位置のＡｒｇ、１３９番目の位置のＰｒｏ、１４０番目の
位置のＡｓｐ、そして単量体Ｂの以下の残基：２０番目の位置のＰｒｏ、３２番目の位置
のＡｒｇ、６５番目の位置のＬｙｓ、１１２番目の位置のＬｙｓ、１１５番目の位置のＴ
ｙｒ、１４５番目の位置のＡｌａ、１４７番目の位置のＳｅｒ。
【００７０】
－　該免疫グロブリン可変領域が、以下のアミノ酸残基を少なくとも含むＴＮＦ三量体の
ＴＮＦ受容体結合部位内のエピトープに対して結合可能な、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいず
れか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド： 単量体Ａの８８番目の位置がＧｌｎ
、単量体Ａの９０番目の位置がＬｙｓおよび単量体Ｂの１４６番目の位置がＧｌｕ。そし
て、さらにＴＮＦ‐アルファ単量体Ａの以下のアミノ酸残基の少なくとも１つ、好ましく
は２つ以上、より好ましくは５つ以上、好ましくは全て、または実質的に全てをさらに含
む：７５番目の位置のＬｅｕ、７７番目の位置のＴｈｒ、７９番目の位置のＴｈｒ、８０
番目の位置のＩｌｅ、８１番目の位置のＳｅｒ、８７番目の位置のＴｙｒ、８９番目の位
置のＴｈｒ、９１番目の位置のＶａｌ、９２番目の位置のＡｓｎ、９５番目の位置のＳｅ
ｒ、９７番目の位置のＩｌｅ、１３５番目の位置のＧｌｕ、１３６番目の位置のＩｌｅ、
１３７番目の位置のＡｓｎ、そして単量体Ｂの以下の残基：３３番目の位置のＡｌａ、１
４５番目の位置のＡｌａ、１４７番目の位置のＳｅｒ。
【００７１】
－　該タンパク質またはポリペプチドに存在する第一の免疫グロブリン可変領域のＮ末端
と第二の免疫グロブリン可変領域のＣ末端の距離が少なくとも５０オングストロームにな
るように少なくとも２つの免疫グロブリン可変領域が連結する、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)の
いずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一の免疫グロブリン可変領域のＮ末端と第二の免疫グロブリン可変領域のＣ末端の
距離が５５～２００オングストロームになるような、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１
つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一の免疫グロブリン可変領域のＮ末端と第二の免疫グロブリン可変領域のＣ末端の
距離が６５～１５０オングストロームになるような、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１
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つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域がリンカーまたはスペーサーを介して連結する
、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　リンカーまたはスペーサーがアミノ酸配列を有する、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれ
か１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　リンカーまたはスペーサーが少なくとも１４個のアミノ酸残基を含む、上記のＸＩＸ
)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　リンカーまたはスペーサーが少なくとも１７～５０個のアミノ酸残基を含む、上記の
ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　リンカーまたはスペーサーがグリシンおよびセリン残基を主成分とする、上記のＸＩ
Ｘ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　リンカーまたはスペーサーがＧＳ３０ (配列番号：６９)である、上記のＸＩＸ)～Ｘ
Ｘ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が別の成分を介して互いに連結する、上記のＸ
ＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　他の該成分がタンパク質またはポリペプチドの成分である、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)の
いずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　他の該成分がタンパク質またはポリペプチドに少なくとも１つの所望の特性を付与す
る、またはタンパク質またはポリペプチドの少なくとも１つの所望の特性を改善させる、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　他の該成分がタンパク質またはポリペプチドの半減期を向上させる、またはタンパク
質またはポリペプチドの免疫原性を低下させる、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに
記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域がリンカーまたはスペーサーを介して他の該成
分に連結する、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプ
チド。
【００７２】
－　リンカーまたはスペーサーがアミノ酸配列を有する、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれ
か１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　リンカーまたはスペーサーが本質的にグリシンおよびセリン残基からなる、上記のＸ
ＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　他の該成分がナノボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタン
パク質またはポリペプチド。
－　他の成分がヒト血清アルブミンをターゲットとしている、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のい
ずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがヒト化ナ
ノボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペ
プチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがナノボデ
ィＡＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化変異体である、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか
１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがＡＬＢ３
（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）、ＡＬ
Ｂ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ ８（配列番号：１
０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）、ＡＬＢ１０（配列番号：１０４）からなるグル
ープから選択される、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポ
リペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがＡＬＢ 
８である、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド
。
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－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域がナノボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)の
いずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が２．１０×
１０－３（1/s）よりも小さい、好ましくは１．１０×１０－３（1/s）よりも小さいナノ
ボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプ
チド、または該ナノボディのヒト化変異体である、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つ
に記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００７３】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、国際公開第０４／０４１８６２号の実施例
１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ
分析試験で国際公開第０４／０４１８６２号のナノボディ ＶＨＨ ３Ｅ（配列番号：４）
のＥＣ５０値よりも小さいナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体である、上記
のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、国際公開第０４／０４１８６２号の実施例
１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が１２ｎ
Ｍよりも小さいナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体である、上記のＸＩＸ)
～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、国際公開第04/041862号の実施例１の３）
に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が５ｎＭよりも小
さいナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体である、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のい
ずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００７４】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、国際公開第０４／０４１８６２号の実施例
１、３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が３ｎＭ
よりも小さいナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体である、上記のＸＩＸ)～
ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載
のナノボディであり、ヒト化されている上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチド
であり、この実施態様の特に好ましいいくつかの態様は、
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域がＧＬＥＷ-クラスナノボディであり、上記の
ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が１０３番目の位置にアルギニン残基（Ｒ）を
有するナノボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質また
はポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が１０３番目の位置にアルギニン残基（Ｒ）を
有するＧＬＥＷ -クラスナノボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載
のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、配列番号５２（ＴＮＦ１）、７６（ＴＮＦ
１３）、７７（ＴＮＦ１４）、９５（ＴＮＦ２９）、または９６（ＴＮＦ３０）のアミノ
酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９
５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するナノ
ボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプ
チド。
【００７５】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて：
ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹ、または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
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　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列
を含み、
ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ、または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列
を含み、
ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮ、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
　　　　　、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の
　　　　　配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列
を含む、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００７６】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ１がアミノ
酸配列ＤＹＷＭＹを含む、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質また
はポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ２がアミノ
酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含む、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１
つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ３がアミノ
酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質ま
たはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧ
ＦＮを含む、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴ
ＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含む、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ
３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００７７】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ１がアミノ
酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、上記のＸＩＸ)
～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、ＣＤＲ１がアミノ酸配
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列ＤＹＷＭＹを含む、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含
む、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つ
に記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００７８】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹ、または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
列であり、
ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ、または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
ミノ酸が異なるアミノ酸配列であり、
ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮ、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
　　　　　、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の
　　　　　配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列である、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ１がアミノ
酸配列ＤＹＷＭＹである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質また
はポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ２がアミノ
酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１
つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ３がアミノ
酸配列ＳＰＳＧＦＮである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質ま
たはポリペプチド。
【００７９】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧ
　　　　　ＦＮである、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴ
　　　　　ＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
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－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ１がアミノ
酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、上記のＸＩＸ)
～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ１がアミノ
酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ
であり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか
１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８０】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
　　　－　任意のアミノ酸置換が好ましくは保存アミノ酸の置換であり、および／または
　　　－　該アミノ酸配列が、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸
　　　　　置換を含むのみで、アミノ酸の欠失または挿入を含まない、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ナノボディＴＮＦ１（配列番号：５２）お
よびナノボディＴＮＦ１（配列番号：５２）のヒト化変異体からなるグループから選択さ
れる、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＴＮＦ１３（配列番号：７６）、ＴＮＦ１
４（配列番号：７７）、ＴＮＦ２９（配列番号：９５）、ＴＮＦ３０（配列番号：９６）
からなるグループから選択される、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパ
ク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域がＴＮＦ３０（配列番号：９６）であり、
この実施態様の好ましいいくつかの態様は、
－　「第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＫＥＲＥ-クラスナノボディである、上
記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチドである、上記
のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、配列番号：５０（ＴＮＦ３）、８３（ＴＮ
Ｆ２０）、８５（ＴＮＦ２１）、８５（ＴＮＦ２２）、９６（ＴＮＦ２３）、９８（ＴＮ
Ｆ３３）のアミノ酸の一つと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で
規定）を有するナノボディである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパ
ク質またはポリペプチド。
【００８１】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧ、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列
を含み、
ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧ、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
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　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列
を含み、
ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹ、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
　　　　　少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少な
　　　　くとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２つ、または１つだけアミノ酸
　　　　　が異なるアミノ酸配列
を含む、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８２】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ１がアミノ
酸配列ＮＹＹＭＧである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質また
はポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ２がアミノ
酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１
つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディであり、ここでＣＤＲ３がアミノ
酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記
載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８３】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
　　　　　ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み、そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列Ｎ
　　　　　ＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含む、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディ であり、ここでＣＤＲ１がアミ
ノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含
み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹ（配列番号：４３６）を含む、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８４】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧ、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
列であり、
ｂ）ＣＤＲ２が
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　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧ、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列
であり、
ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹ、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
　　　　　少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少な
　　　　　くとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２つ、または１つだけアミノ酸
　　　　　が異なるアミノ酸配列
である、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８５】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディ であり、ここでＣＤＲ１がアミ
ノ酸配列ＮＹＹＭＧである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質ま
たはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディ であり、ここでＣＤＲ２がアミ
ノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか
１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディ であり、ここでＣＤＲ３がアミ
ノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに
記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８６】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
　　　　　ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷ
　　　　　ＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧであり、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８７】
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディ であり、ここでＣＤＲ１がアミ
ノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹであ
り、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)
のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタ
ンパク質またはポリペプチドについて記載のナノボディにおいて、
　　　－　任意のアミノ酸置換が好ましくは保存アミノ酸の置換であり；および／または
　　　－　該アミノ酸配列が、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸
　　　　　置換を含むのみで、アミノ酸の欠失または挿入を含まない、
上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
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－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、ナノボディＴＮＦ３（配列番号：６０）お
よびナノボディ ＴＮＦ３（配列番号：６０）のヒト化変異体からなるグループから選択
される、上記のＸＩＸ)～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　第一、第二の免疫グロブリン可変領域が、８３ＴＮＦ２０（配列番号：８３）、ＴＮ
Ｆ２１（配列番号：８４）、ＴＮＦ２２（配列番号：８５）、ＴＮＦ２３（配列番号：８
６）、ＴＮＦ３３（配列番号：９９）からなるグループから選択される、上記のＸＩＸ)
～ＸＸ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【００８８】
　タンパク質またはポリペプチドが「上記のＸＩＸ)からＸＸ)のいずれか１つに記載の」
と記述される場合、それは少なくともＸＩＸ)からＸＸ)のいずれか１つであり、ＸＩＸ)
およびＸＸ)のいずれにも記載であり、「上記のＸＩＸ)からＸＸ)のいずれか１つに記載
の」と示される他の態様の１つ以上も含みうる。
【００８９】
　しかし、本発明が任意の特定の作用機構または仮説に限定されないことに留意されたい
。 特に、本発明の一価のナノボディが本明細書に記載の分析およびモデルにおいても活
性でありうることが見出されており、ここでは、ＴＮＦ三量体の分子内結合が本発明の具
体的な一実施態様では好ましいが、本明細書記載のナノボディ、タンパク質、ポリペプチ
ドの所望の作用、効果を得るのに必須ではないことが確認されている。同様に、本明細書
記載のタンパク質およびポリペプチドによって、任意の適切な機構（つまり、分子内結合
、分子間結合、またはさらに単量体ＴＮＦへの結合、そしてこれによるＴＮＦ三量体の形
成の阻害による）を介して所望の作用が得られることも本発明の範囲に含まれる。
【００９０】
　本明細書において想定される使用法に適している限り、本発明のナノボディおよびポリ
ペプチドの部分、断片、類似体、突然変異体、変異体、対立因子および／または派生物の
使用、および／またはこれらを含む、または主成分とするタンパク質またはポリペプチド
の使用が本明細書において想定される使用法に適していることも本発明の範囲内である。
 このような部分、断片、類似体、突然変異体、変異体、対立因子、誘導体、タンパク質
および／またはポリペプチドは、本明細書においてさらに詳述される。
【００９１】
　別の態様では、本発明は、４つのフレームワーク領域（それぞれＦＲ１からＦＲ４）お
よび３つの相補性決定領域（それぞれＣＤＲ１からＣＤＲ３）からなる、ＴＮＦ‐アルフ
ァに対するナノボディ（本明細書で規定）に関連しており、ここで
（ｉ）ＣＤＲ１は、配列番号：１５～２１のＣＤＲ１配列からなるグループまたは配列番
号：１６４～１９７のＣＤＲ１配列からなるグループ、または配列番号：１５～２１のＣ
ＤＲ１配列からなるグループまたは配列番号：１６４～１９７のＣＤＲ１配列からなるグ
ループと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９
５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、ここで
【００９２】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、
および／または配列番号：１５～２１からなるグループからのＣＤＲ１配列または配列番
号：１６４～１９７からなるグループからのＣＤＲ１配列の少なくとも１つと、３つ、２
つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」（本明細書で規定）があるアミノ酸配列からなる
グループ、ここで
【００９３】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
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のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、ここで
（ｉｉ）ＣＤＲ２は、配列番号：２２～２８のＣＤＲ２配列からなるグループまたは配列
番号：２３２～２６５のＣＤＲ２配列からなるグループ、または配列番号：２２～２８の
ＣＤＲ２配列からなるグループまたは配列番号：２３２～２６５のＣＤＲ２配列からなる
グループと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも
９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列からなる
グループから選択され、ここで
【００９４】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、
および／または配列番号：２２～２８からなるグループからのＣＤＲ２配列または配列番
号：２３２～２６５からなるグループからのＣＤＲ２配列の少なくとも１つと、３つ、２
つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」（本明細書で規定）があるアミノ酸配列からなる
グループ、ここで
【００９５】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、ここで
（ｉｉｉ）ＣＤＲ３は、配列番号：２９～３３のＣＤＲ３配列からなるグループまたは配
列番号：３００～３３３のＣＤＲ３配列からなるグループ、または配列番号：２９～３３
のＣＤＲ３配列からなるグループまたは配列番号：３００～３３３のＣＤＲ３配列からな
るグループと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくと
も９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列からな
るグループから選択され、ここで
【００９６】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、
および／または配列番号：２９～３３からなるグループからのＣＤＲ３配列または配列番
号：３００～３３３からなるグループからのＣＤＲ３配列の少なくとも１つと、３つ、２
つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」（本明細書で規定）があるアミノ酸配列からなる
グループ、ここで
【００９７】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、
または配列番号：３４および３５のＣＤＲ３配列からなるグループまたは配列番号：３４
および３５のＣＤＲ３配列からなるグループと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも
９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同
一性を有するアミノ酸配列からなるグループから選択され、ここで
【００９８】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、
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および／または配列番号：３４および３５からなるグループからのＣＤＲ３配列の少なく
とも１つと、３つ、２つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」（本明細書で規定）がある
アミノ酸配列からなるグループ、ここで
【００９９】
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まない。
【０１００】
　上記、および以下でさらに詳述されている、ＴＮＦ‐アルファに対するナノボディは、
本明細書において本発明のナノボディとも呼ばれている。
【０１０１】
　本発明のナノボディの内、上で明確に記載されているＣＤＲの１つ以上を含むナノボデ
ィが特に好ましく、上で明確に記載されているＣＤＲの２つ以上を含むナノボディがさら
に好ましく、上で明確に記載されているＣＤＲの１つ以上を含むナノボディが最も好まし
い。
【０１０２】
　限定はされないが、ＣＤＲの特に好ましい組み合わせが下表Ｉにおいて見ることができ
、ここには本発明の多数の好ましいナノボディ（限定はされない）に存在するＣＤＲおよ
びフレームワーク配列が記載されている。当業者には明らかなように、同じクローンで生
じるＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の組み合わせ（つまり、表Ｉの同じ行に記載され
ているＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列）が通常、好ましい（もっとも、本発明は、広
義では、これに限定されず、表Ｉに記載のＣＤＲ配列の他の適切な組み合わせも含む）。
【０１０３】
　また、表Ｉ記載のＣＤＲの組み合わせを含む、本発明のナノボディにおいて、各ＣＤＲ
は、記載のＣＤＲと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少
なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列
からなるグループから選択されるＣＤＲによって置換可能であり、ここで
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まず、
および／または配列番号：３４、３５からなるグループからのＣＤＲ３配列の少なくとも
１つと、３つ、２つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」（本明細書で規定）があるアミ
ノ酸配列からなるグループ、ここで
（１）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）であり、
および／または
（２）該アミノ酸配列は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まない。
【０１０４】
　しかし、当業者には明らかなように、表Ｉに記載されるＣＤＲ配列（の組み合わせ）が
一般に好ましい。
【０１０５】
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【表Ｉ－５】

　表Ｉの注釈：
ＩＤは添付の配列表内の配列番号を示す。
ＣＤＲ１について：配列番号：１６４は配列番号：１５と一致する。：配列番号：１６７
は配列番号：１６と一致する。配列番号：１７２は配列番号：１７と一致する。配列番号
：１６５、１６６は配列番号：１８と一致する。配列番号：１７０は配列番号：１９と一
致する。配列番号：１７１は配列番号：２０と一致する。配列番号：１６８、１６９は配
列番号：２１と一致する。
ＣＤＲ２について：配列番号：２３２、２３３は配列番号：２２と一致する。：配列番号
：２３５は配列番号：２３と一致する。配列番号：２４０は配列番号：２４と一致する。
配列番号：２３４は配列番号：２５と一致する。配列番号：２３６、２３７は配列番号：
２６と一致する。配列番号：２３８は配列番号：２７と一致する。配列番号：２３９は配
列番号：２８と一致する。
ＣＤＲ３について：配列番号：３０３は配列番号：２９と一致する。配列番号：３０８は
配列番号：３０と一致する。配列番号：３０６は配列番号：３１と一致する。配列番号：
３０７は配列番号：３２と一致する。配列番号：３０４、３０５は配列番号：３３と一致
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する。配列番号：３００は配列番号：３４と一致する。配列番号：３０１、３０２は配列
番号：３５と一致する。
【０１０６】
　このように、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配
列の少なくとも１つは、表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグループ
、または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも１つと少なくとも８
０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
は少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤ
Ｒ３配列からなるグループ、および／または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配
列の少なくとも１つと３つ、２つ、または１つの「アミノ酸の相違」（本明細書で規定）
を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグループから適切に選択される。 
これに関連して、「適切に選択される」とは、該当する場合、ＣＤＲ１配列が適切なＣＤ
Ｒ１配列（本明細書で規定）から選択され、ＣＤＲ２配列が適切なＣＤＲ２配列（本明細
書で規定）から選択し、ＣＤＲ３配列が適切なＣＤＲ３配列（本明細書で規定）から選択
される。
【０１０７】
　特に、本発明のナノボディにおいて、少なくとも存在するＣＤＲ３配列は、表1記載の
ＣＤＲ３配列からなるグループ、または表Ｉ記載のＣＤＲ３配列の少なくとも１つと少な
くとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに
好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ３配列からなるグループ、およ
び／または表Ｉ記載のＣＤＲ３配列の少なくとも１つと３つ、２つ、または１つのアミノ
酸の相違を有するＣＤＲ３配列からなるグループから適切に選択される。
【０１０８】
　好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配
列の少なくとも２つは、表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグループ
、または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも１つと少なくとも８
０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
は少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤ
Ｒ３配列からなるグループ、および／または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配
列の少なくとも１つと３つ、２つ、または１つの「アミノ酸の相違」を有するＣＤＲ１、
ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグループから適切に選択される。
【０１０９】
　特に、本発明のナノボディにおいて、少なくとも存在するＣＤＲ３配列は、表Ｉ記載の
ＣＤＲ３配列からなるグループ、または表Ｉ記載のＣＤＲ３配列の少なくとも１つと少な
くとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに
好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ３配列からなるグループから適
切に選択され、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列の少なくとも１つは、表Ｉ記載のＣＤＲ
１、ＣＤＲ２配列からなるグループ、または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列の少なく
とも１つと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも
９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ３配列からなる
グループ、および／または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列の少なくとも１つと３つ、
２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列からなるグループか
ら適切に選択される。
【０１１０】
　最も好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ
３配列の３つ全ては、表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグループ、
または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも１つと少なくとも８０
％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは
少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグル
ープ、および／または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも１つと
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３つ、２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列か
らなるグループから適切に選択される。
【０１１１】
　さらに好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤ
Ｒ３配列の少なくとも１つは、表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグ
ループから適切に選択される。
好ましくは、この実施態様において、存在する他の２つのＣＤＲ配列の少なくとも１つ、
好ましくはいずれも、表Ｉ記載の対応するＣＤＲ配列の少なくとも１つと少なくとも８０
％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは
少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列、および／または表Ｉ記載の対応する
配列の少なくとも１つと３つ、２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ配列か
らなるグループから適切に選択される。
【０１１２】
　特に、本発明のナノボディにおいて、少なくとも存在するＣＤＲ３配列は、表Ｉ記載の
ＣＤＲ３配列からなるグループから適切に選択される。
好ましくは、この実施態様において、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列の少なくとも１つ
、好ましくはいずれも、表Ｉ記載の対応するＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列の少なくとも１つと
少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さ
らに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列のグルー
プ、および／または表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列の少なくとも１つと３つ、２つ、
または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列からなるグループから適切
に選択される。
【０１１３】
　さらに好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤ
Ｒ３配列の少なくとも１つは、表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグ
ループから適切に選択される。好ましくは、この実施態様では、存在する残りのＣＤＲ配
列が、表Ｉ記載の対応するＣＤＲ配列の少なくとも１つと少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９
％の配列同一性を有するＣＤＲ配列のグループ、および／または表Ｉ記載の対応する配列
の少なくとも１つと３つ、２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ配列のグル
ープから適切に選択される。
【０１１４】
　特に、本発明のナノボディにおいて、少なくともＣＤＲ３配列は表Ｉ記載のＣＤＲ３配
列からなるグループから適切に選択され、そしてＣＤＲ１配列またはＣＤＲ２配列が表Ｉ
記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２配列からなるグループから適切に選択される。好ましくは、こ
の実施態様では、存在する残りのＣＤＲ配列が、表Ｉ記載の対応するＣＤＲ配列の少なく
とも１つと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも
９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列のグループ
、および／または表Ｉ記載の対応するＣＤＲ配列と３つ、２つ、または１つのアミノ酸の
相違を有するＣＤＲ配列のグループから適切に選択される。
【０１１５】
　さらにもっと好ましくは、本発明のナノボディにおいて、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２
、ＣＤＲ３全配列は、それぞれ表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグ
ループから適切に選択される。
【０１１６】
　また、一般に、表Ｉ記載のＣＤＲの組み合わせ（つまり、表Ｉの同じ行に記載の組み合
わせ）が好ましい。 したがって、本発明のナノボディのＣＤＲは、表Ｉ記載のＣＤＲ配
列である、または表Ｉ記載のＣＤＲ配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０
％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性
を有するＣＤＲ配列のグループ、および／または表Ｉ記載の対応するＣＤＲ配列と３つ、
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２つ、または１つのアミノ酸の相違を有し、他のＣＤＲの少なくとも１つ、好ましくはい
ずれも表Ｉ記載の同じ組み合わせに属するＣＤＲ配列から適切に選択されるか、または表
Ｉ記載のＣＤＲ配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは
少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有するＣＤＲ配列
のグループ、および／または表Ｉ記載の対応するＣＤＲ配列と３つ、２つ、または１つの
アミノ酸の相違を有するＣＤＲ配列のグループから適切に選択されるＣＤＲ配列である。
上記のパラグラフで示される、表Ｉ記載のＣＤＲの組み合わせもその他に好ましい。
【０１１７】
　したがって、非限定的な例を用いれば、本発明のナノボディは、表Ｉ記載のＣＤＲ１配
列の１つと８０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ１、表Ｉ記載（しかし、異なる組み合
わせに属する）のＣＤＲ２の１つと３つ、２つ、または１つのアミノ酸が異なるＣＤＲ２
配列、そしてＣＤＲ３配列を含むことができる。
【０１１８】
　本発明の好ましいナノボディは、例えば、（１）表Ｉ記載のＣＤＲ１配列の１つと８０
％以上の配列同一性を有するＣＤＲ１配列、表Ｉ記載（しかし、異なる組み合わせに属す
る）のＣＤＲ２配列の１つと３つ、２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ２
配列、表Ｉ記載（しかし、異なる組み合わせに属する）のＣＤＲ３配列の１つと８０％以
上の配列同一性を有するＣＤＲ３配列、または（２）表Ｉ記載のＣＤＲ１配列の１つと８
０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列、表Ｉ記載のＣＤＲ３配列の
１つ、または（３）ＣＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列の１つと８０％以上の配列同一性を有す
るＣＤＲ２配列、表Ｉ記載で、ＣＤＲ２配列と同じ組み合わせに属するＣＤＲ３配列と３
つ、２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ３配列を含む可能性がある。
【０１１９】
　本発明の特に好ましいナノボディは、例えば、（１）表Ｉ記載のＣＤＲ１配列の１つと
８０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ１配列、表Ｉ記載で、同じ組み合わせに属するＣ
ＤＲ３配列と３つ、２つ、または１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ２配列、表Ｉ記載
で、同じ組み合わせに属するＣＤＲ３配列と８０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ３配
列、（２）ＣＤＲ１配列、表Ｉ記載のＣＤＲ２、表Ｉ記載のＣＤＲ３配列（ここで、ＣＤ
Ｒ２配列とＣＤＲ３配列は異なる組み合わせに属する）を含む可能性がある。
【０１２０】
　本発明のさらに好ましいナノボディは、例えば、（１）表Ｉ記載のＣＤＲ１配列の１つ
と８０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ１配列、表Ｉ記載で、同じ組み合わせに属する
ＣＤＲ２配列、表Ｉ記載で、異なる組み合わせに属するＣＤＲ３配列、または（２）表Ｉ
記載のＣＤＲ１配列、同じ組み合わせに属する表Ｉ記載のＣＤＲ２配列と３つ、２つ、ま
たは１つのアミノ酸の相違を有するＣＤＲ２配列、同じ異なる組み合わせに属する表Ｉ記
載のＣＤＲ３配列と８０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ３配列を含む可能性がある。
【０１２１】
　本発明の特に好ましいナノボディは、例えば、表Ｉ記載のＣＤＲ１配列、表Ｉ記載で、
同じ組み合わせに属するＣＤＲ２配列と８０％以上の配列同一性を有するＣＤＲ２配列、
そして表Ｉ記載で、同じ組み合わせに属するＣＤＲ３配列を含む可能性がある。
【０１２２】
　本発明の最も好ましいナノボディでは、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配
列を、表Ｉ記載のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列の組み合わせの１つから適切に
選択する。
【０１２３】
　好ましくは、表Ｉ記載のＣＤＲ配列の１つと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも
９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同
一性（本明細書で規定）を有するＣＤＲ配列のグループからＣＤＲ配列が適切に選択され
る場合、および／または表Ｉ記載のＣＤＲ配列の１つと３つ、２つ、１つのアミノ酸の相
違を有するＣＤＲ配列からなるグループからＣＤＲ配列が適切に選択される場合、
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ｉ）任意のアミノ酸置換は好ましくは保存アミノ酸の置換（本明細書で規定）、
および／または
ｉｉ）アミノ酸配列は好ましくは、表Ｉ記載のＣＤＲ配列と比較して、アミノ酸置換のみ
を含み、アミノ酸置換の欠失または挿入は含まない。
【０１２４】
　本発明の非限定的であるが、好ましい実施態様によると、本発明のナノボディのＣＤＲ
配列は上で規定されているとおりであり、また本発明のナノボディが、解離定数（KD）１
０-５～１０-１２moles/liter (M)以下、好ましくは１０-７～１０-１２moles/liter (M)
以下、より好ましくは１０-８～１０-１２moles/liter (M)、および／または結合定数(Ｋ

Ａ)少なくとも１０７M-１、好ましくは少なくとも１０８M-１、より好ましくは少なくと
も１０９M-１（例、少なくとも１０１２ M-１）、特にKD５００nM未満、好ましくは２０
０nM未満、より好ましくは１０nM未満（例、５００pM未満）でＴＮＦ‐アルファに結合す
るようにする。ＴＮＦ‐アルファに対する本発明のナノボディのＫＤ、ＫＡ値は、例えば
、本明細書記載の分析試験を利用して、それ自体公知の方法で測定される。
【０１２５】
　本発明の別の好ましいが、非限定的な実施態様によると、（ａ）ＣＤＲ１の長さは１～
１２アミノ酸残基、通常は２～９アミノ酸残基（例、５、６または７アミノ酸残基）、お
よび／または（ｂ）ＣＤＲ２の長さは１３～２４アミノ酸残基、通常は１５～２１アミノ
酸残基（例、１６、１７アミノ酸残基）、および／または（ｃ）ＣＤＲ３の長さは２～３
５アミノ酸残基、通常は３～３０アミノ酸残基（例、６～２３アミノ酸残基）である。
【０１２６】
　一態様では、本発明は、ナノボディ ３Ｅよりも性能の高いＴＮＦ‐アルファに対する
ナノボディ、つまり国際公開第０４／０４１８６２号記載の最も性能の高いナノボディを
提供する。
【０１２７】
　より具体的には、本発明のこの実施態様の好ましい態様は：
ＸＸＩ）ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が２．１０×１０－３（1/s）よりも小さく、好ま
しくは１．１０×１０－３（1/s）よりも小さい、４つのフレームワーク領域（ＦＲ１～
ＦＲ４）および３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）からなる、ＴＮＦ‐アルフ
ァに対するナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。
ＸＸＩＩ）国際公開第04/041862号の実施例１、３）記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベ
ース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第04/041862号のナノボデ
ィ ＶＨＨ３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、４つのフレームワーク領域
（ＦＲ１～ＦＲ４）および３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）からなる、ＴＮ
Ｆ‐アルファに対するナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。
ＸＸＩＩＩ）国際公開第04/041862号の実施例１、３）記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞
ベース分析試験においてＥＣ５０値が１２ｎＭよりも小さい、ＴＮＦ‐アルファに対する
ナノボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。
ＸＸＩＶ）国際公開第04/041862号の実施例１、３）記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベ
ース分析試験においてＥＣ５０値が５ｎＭよりも小さい、ＴＮＦ‐アルファに対するナノ
ボディ、または該ナノボディのヒト化変異体。
ＸＸＶ）国際公開第04/041862号の実施例１、３）記載のＫＹＭ細胞を使用した細胞ベー
ス分析試験においてＥＣ５０値が３ｎＭよりも小さい、ＴＮＦ‐アルファに対するナノボ
ディ、または該ナノボディのヒト化変異体であり；特に好ましいいくつかの態様が：
－　ＧＬＥＷ-クラスナノボディである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノ
ボディ。
－　１０３番目の位置にアルギニン残基（Ｒ）を含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つ
に記載のナノボディ。
－　ヒト化ナノボディである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　１０８番目の位置にロイシン残基（Ｌ）を含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに
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記載のナノボディ。
－　配列番号：５２（ＴＮＦ１）、７６（ＴＮＦ１３）、７７（ＴＮＦ１４）、９５（Ｔ
ＮＦ２９）または９６（ＴＮＦ３０）のアミノ酸配列のいずれかの１つと少なくとも８０
％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは
少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有する、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれ
か１つに記載のナノボディ。
【０１２８】
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、ここで
ａ）ＣＤＲ１が：
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含む、または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列を含み、
ｂ）ＣＤＲ２が：
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含む、または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列を含み、
ｃ）ＣＤＲ３が：
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含み、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
　　　　　、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の
　　　　　配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列を含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
【０１２９】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載
　　のナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含む、ＸＸＩ)～
　　ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記
　　載のナノボディ。
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、ここで：
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを
含む、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴ
　　　　　ＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含む、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記
　　　　　載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを
　　含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬ
ＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含みおよびＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、ＸＸＩ
) ～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
【０１３０】
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－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、ここで：
ａ）ＣＤＲ１が：
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹである；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列；であり
ｂ）ＣＤＲ２が：
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列；であり
ｃ）ＣＤＲ３が：
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
　　　　　、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の
　　　　　配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸
　　　　　配列である、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
【０１３１】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載
　　のナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである、ＸＸＩ)～
　　ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記
　　載のナノボディ。
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、ここで：
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧ
　　　　　ＦＮである；または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴ
　　　　　ＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである；または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、ＣＤＲ１がアミノ酸配
列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)の
いずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬ
ＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、ＸＸＩ)～
ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、
　　　－　任意のアミノ酸置換が好ましくは保存アミノ酸の置換であり、および／または
　　　－　該アミノ酸置換は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸
　　　　　置換のみを含み、アミノ酸の欠失または挿入を含まない、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)の
　　　　　いずれか１つに記載のナノボディ。
【０１３２】
特に好ましいいくつかの態様は、
－　ＫＥＲＥ-クラスナノボディである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノ



(40) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

ボディである。
－　配列番号：５０（ＴＮＦ３）、８３（ＴＮＦ２０）、８５（ＴＮＦ２１）、８５（Ｔ
ＮＦ２２）、９６（ＴＮＦ２３）または９８（ＴＮＦ３３）のアミノ酸配列のいずれかの
１つと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５
％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有する、ＸＸ
Ｉ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、
ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含む、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列を含み、
ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含む、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列を含み、
ｃ）ＣＤＲ３が、
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹ、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
　　　　　少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少な
　　　　　くとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２つ、または１つだけアミノ酸
　　　　　が異なるアミノ酸配列を含む、ナノボディ。
【０１３３】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載
のナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含む、ＸＸＩ)～Ｘ
ＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)の
いずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
　　　　　ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷ
　　　　　ＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含む、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含み、ＣＤＲ
　　　　　３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、ナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含む、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤ
ＤＰＧＷＮＴＹを含む、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、
ａ）ＣＤＲ１が
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧである、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
　　　　　より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列
　　　　　同一性を有するアミノ酸配列、または
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　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２つ、または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配
　　　　　列であり、
ｂ）ＣＤＲ２が
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
　　　　　しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましく
　　　　　は少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２つ、または１つだけア
　　　　　ミノ酸が異なるアミノ酸配列であり、
ｃ）ＣＤＲ３が
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
　　　　　少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少な
　　　　　くとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列、または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２つ、または１つだけアミノ酸
　　　　　が異なるアミノ酸配列である、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノ
　　　　　ボディ。
【０１３４】
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載
　　のナノボディ。
－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、ＸＸＩ)～
　　ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)の
　　いずれか１つに記載のナノボディ。
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディであり、
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
　　　　　ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷ
　　　　　ＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列NＩSWRGYNＩYYKDSＶKGであり、ＣＤＲ３がア
　　　　　ミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、ナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤ
　　ＤＰＧＷＮＴＹであり、ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである
　　、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
　　　－　任意のアミノ酸置換が好ましくは保存アミノ酸の置換であり、および／または
　　　－　該アミノ酸置換は、上記のアミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸
　　　　　置換のみを含み、アミノ酸の欠失または挿入を含まない、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)の
　　　　　いずれか１つに記載のナノボディ。
【０１３５】
－　ヒト化ナノボディである、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載のナノボディ。
および、さらに特に好ましい他のいくつかの態様は、
ＸＸＶＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の少なくとも１つのナノボディを含む
、または主成分とする、タンパク質またはポリペプチド。
ＸＸＶＩＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含む、タンパ
ク質またはポリペプチド。
ＸＸＶＩＩＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ＴＮ
Ｆ三量体への結合時に該ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋、および／
または受容体の該架橋によって媒介されるシグナル伝達を阻害または低下できる、タンパ
ク質またはポリペプチド。
ＸＸＩＸ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ＴＮＦ三
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量体上において少なくとも２つのＴＮＦ受容体結合部位への分子内結合が可能な、タンパ
ク質またはポリペプチド。
ＸＸＸ）適切なリンカーを介して連結するＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つ
のナノボディを含む、タンパク質またはポリペプチド。
ＸＸＸＩ）適切なリンカーを介して連結するＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２
つのナノボディを含み、ペグ化された、タンパク質またはポリペプチド。
ＸＸＸＩＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血
清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディをさらに含む、タンパ
ク質またはポリペプチド。
ＸＸＸＩＩＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト
血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディをさらに含み、ＴＮ
Ｆ三量体への結合時に該ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋、および／
または受容体の該架橋によって媒介されるシグナル伝達を阻害または低下できる、タンパ
ク質またはポリペプチド。
【０１３６】
ＸＸＸＩＶ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血
清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディをさらに含み、ＴＮＦ
三量体上において少なくとも２つのＴＮＦ受容体結合部位への分子内結合が可能な、タン
パク質またはポリペプチド。
ＸＸＸＶ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血清
アルブミンに対して指向性を有する１つのナノボディをさらに含み、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)の
いずれか１項記載の２つの各ナノボディが任意で適切なリンカーを介して、ヒト血清アル
ブミンに対して指向性を有する１つのナノボディに連結する、タンパク質またはポリペプ
チド。
ＸＸＸＶＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト血
清アルブミンに対して指向性を有する１つのナノボディをさらに含み、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)
のいずれか１項記載の２つの各ナノボディが任意で適切なリンカーを介して、ヒト血清ア
ルブミンに対して指向性を有する１つのナノボディに連結され、ＴＮＦ三量体への結合時
に該ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体の架橋、および／または受容体の該架
橋によって媒介されるシグナル伝達を阻害または低下できる、タンパク質またはポリペプ
チド。
ＸＸＸＶＩＩ）ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのナノボディを含み、ヒト
血清アルブミンに対して指向性を有する１つのナノボディをさらに含み、ＸＸＩ)～ＸＸ
Ｖ)のいずれか１つに記載の２つの各ナノボディが任意で適切なリンカーを介してヒト血
清アルブミンに対して指向性を有する１つのナノボディに連結され、ＴＮＦ三量体上にお
いて少なくとも２つのＴＮＦ受容体結合部位への分子内結合が可能なタンパク質またはポ
リペプチド。
【０１３７】
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがヒト化
ナノボディである、ＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか１つに記載のタンパク質または
ポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがナノボデ
　　ィ　ＡＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化変異体である、ＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)
　　のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディが、ＡＬＢ
　　３（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）
、Ａ
　　ＬＢ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ ８（配列番
号：
　　１０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）、ＡＬＢ１０（配列番号：１０４）からな
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る
　　グループから選択する、ＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか１つに記載のタンパク
質またはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも１つのナノボディがＡＬＢ８
である、ＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチ
ド。
－　ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の２つのヒト化ナノボディおよびナノボディ
 
　　ＡＬＢ １（配列番号：６３）の１つのヒト化変異体を含む、または主成分とする、
　　ＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか１つに記載のタンパク質またはポリペプチド。
【０１３８】
　ナノボディが「上記のＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の」と上で記載される場
合、少なくともＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つ記載、ＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか２つ
以上に記載であり、また「上記のＸＸＩ)～ＸＸＶ)のいずれか１つに記載の」と示される
他の態様のいずれか１つ以上をも含む可能性があることに留意されたい。 同様に、タン
パク質またはポリペプチドが「上記のＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか１つに記載の
」と上で記載される場合、少なくともＸＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか１つ記載、Ｘ
ＸＶＩ)～ＸＸＸＶＩＩ)のいずれか２つ以上に記載であり、また「上記のＸＸＶＩ)～Ｘ
ＸＸＶＩＩ)のいずれか１つに記載の」と示される他の態様のいずれか１つ以上も含む可
能性がある。
【０１３９】
　抗ＴＮＦナノボディとして特に有用であることが判明しているクローンは、クローンＰ
ＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１）である。表３９においてＫＹＭ分析試験からの比較データから分
かるように、ＴＮＦ１のＥＣ５０値は、国際公開第04/41862号記載の最も小さい一価のナ
ノボディ（ナノボディ ３Ｅ）のＥＣ５０値よりも４倍以上小さい（つまり、３Ｅで１２
ｎＭに対してＰＭＰ１Ｃ２で２．４６６ｎＭ）（表３９から分かるように、本発明のＴＮ
Ｆ１からＴＮＦ９の全てのナノボディが、この分析試験において３Ｅよりも小さいＥＣ５
０値を示した）。 この点に関して、国際公開第04/41862号のナノボディ ３Ｅが「ＫＥＲ
Ｅクラス」（本明細書に記載）に属し、従ってナノボディ ＰＭＰ１Ｃ２（「ＧＬＥＷク
ラス」に属する）よりも低い程度でヒト化されることも指摘する必要がある。ナノボディ
 ＰＭＰ１Ｃ２をＰＭＰ１Ｃ２と（ＣＤＲおよびフレームワークのいずれにおいても）高
い配列相同性を有するＧＬＥＷ-クラスナノボディである国際公開第04/41862号のナノボ
ディ １Ａと比較した場合、ＫＹＭ分析試験においてＰＭＰ１Ｃ２について得られたＥＣ
５０値は５０倍以上小さかった（つまり、１Ａでの１００ｎＭと比較して、ＰＭＰ１Ｃ２
では２．４６６ｎＭ）。
【０１４０】
　したがって、クローンＰＭＰ１Ｃ２（または、これに由来する、またはこれと一致する
ＣＤＲ配列）に存在する、１つ以上、好ましくは任意の２つ以上、さらに好ましくは３つ
全てのＣＤＲを含むナノボディが本発明において特に好ましい。 また、これらのナノボ
ディは好ましくは「１０３ Ｐ、Ｒ、Ｓグループ」（本明細書で規定）に属し、最も好ま
しくは１０３番目の位置にＲを有し、好ましくは４４－４７番目の位置にＧＬＥＷないし
ＧＬＥＷ様配列も有する。また、これらのナノボディは「１０３ Ｐ、Ｒ、Ｓグループ」
（特に１０３番目の位置にＲを有する場合）に属し、好ましいが非限定的な一つのヒト化
置換は１０８Ｑから１０８Ｌである。これら好ましいナノボディにおける、好ましいが非
限定的な他のヒト化置換は、ＴＮＦ１の配列とこれらのヒト化配列との比較から直ぐに明
らかなように、本明細書記載のＴＮＦ１のヒト化変異体（例、ＴＮＦ１３、ＴＮＦ１４、
ＴＮＦ２９、ＴＮＦ３０）に存在する置換の１つ以上である。
【０１４１】
　したがって、本発明の特に好ましいナノボディにおいては、存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ
２、ＣＤＲ３配列の少なくとも１つが、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２
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３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列（つまり、クローンＴＮＦ１に存
在するＣＤＲ配列）からなるグループ、または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番
号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列と少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくと
も９９％の「配列同一性」（本明細書で規定）を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配
列のグループ、および／または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２３２のＣ
ＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列と３つ、２つ、または１つだけ「アミノ酸
の相違」（本明細書で規定）を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグルー
プから適切に選択される。
【０１４２】
　好ましくは、本発明のこれら好ましいナノボディにおいては、存在するＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも２つが、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：
２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列（つまり、クローンＴＮＦ１に
存在するＣＤＲ配列）からなるグループ、または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列
番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列と少なくとも８０％、好
ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なく
とも９９％の「配列同一性」を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３のグループ、および
／または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号
：３００のＣＤＲ３配列と３つ、２つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」を有するＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列からなるグループから適切に選択される。
【０１４３】
　最も好ましくは、本発明のこれら好ましいナノボディにおいては、存在する３つ全ての
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列が、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２
３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列（つまり、クローンＴＮＦ１に存
在するＣＤＲ配列）からなるグループ、または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番
号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列と少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくと
も９９％の「配列同一性」を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３のグループ、および／
または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：
３００のＣＤＲ３配列と３つ、２つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」を有するＣＤＲ
１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３からなるグループから適切に選択される。
【０１４４】
　さらに好ましくは、本発明のこれら好ましいナノボディにおいては、存在するＣＤＲ１
、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも１つが、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列
番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列（つまり、クローンＴＮ
Ｆ１に存在するＣＤＲ配列）からなるグループから適切に選択される。好ましくは、この
実施態様において、存在する他の２つのＣＤＲ配列の少なくとも１つ、好ましくはいずれ
も配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３０
０のＣＤＲ３配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少
なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の「配列同一性」を有するＣＤＲ配
列から適切に選択され、および／または配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２
３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列と３つ、２つ、または１つだけ「
アミノ酸の相違」を有するＣＤＲ配列からなるグループから適切に選択される。
【０１４５】
　さらに好ましくは、本発明のこれら好ましいナノボディにおいては、存在するＣＤＲ１
、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列の少なくとも２つが、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列
番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列（つまり、クローンＴＮ
Ｆ１に存在するＣＤＲ配列）からなるグループから適切に選択される。好ましくは、この
実施態様において、存在する残りのＣＤＲ配列は、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配
列番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列と少なくとも８０％、
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好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少な
くとも９９％の「配列同一性」を有するＣＤＲ配列のグループ、および／または配列番号
：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ
３配列と３つ、２つ、または１つだけ「アミノ酸の相違」を有するＣＤＲ配列からなるグ
ループから適切に選択される。
【０１４６】
　本発明の特に好ましいナノボディでは、配列番号：１６４のＣＤＲ１配列、配列番号：
２３２のＣＤＲ２配列、配列番号：３００のＣＤＲ３配列（つまり、クローンＴＮＦ１に
存在するＣＤＲ配列）が含まれる。
【０１４７】
　上記のＣＤＲ配列を有するナノボディは、好ましくは本明細書においてさらに規定され
るフレームワーク配列を有する。特に好ましいが非限定的ないくつかのフレームワーク配
列の組み合わせは上の表Ｉを見るもわかる。当業者では明らかであるように、同じクロー
ン内において生じるＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＦＲ４配列の組み合わせ（つまり、表Ｉ内
の同じ行に記載されるＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＦＲ４配列）が通常好ましい（最も広い
い意味では、本発明はこれに限定されず、表Ｉ記載のフレームワーク配列の他の適切な組
み合わせも含む）。
【０１４８】
　より具体的には、本発明のこの実施態様のある好ましい態様は：
XXXVIII)　四つのフレ－ムワ－ク領域（それぞれＦＲ１からＦＲ４まで）および三つの相
補性決定領域（それぞれＣＤＲ１からＣＤＲ３まで）からなるＴＮＦ－アルファに
対するナノボディであって：
　ａ）ＣＤＲ１が：
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹ；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有
する、アミノ酸配列；または
－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列；を含み、
　ｂ）ＣＤＲ２が：
－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくと
も９９％の配列同一性を有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと２またはただ１つのアミ
ノ酸が異なるアミノ酸配列；を含み、
　ｃ）ＣＤＲ３が：
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮ；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を
有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列、を含む
ナノボディ。
【０１４９】
－　ＣＤＲ１が、アミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含む、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ２が、アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含む、XXXVIII)に
記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって：
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；そしてＣＤＲ３が、アミノ酸配列
ＳＰＳＧＦＮを含み；または
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　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列Ｅ
ＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み；または
　　　－　ＣＤＲ２はアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み；そして
ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含む、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み；そしてＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＰＳ
ＧＦＮを含む、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹを含み、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬ
ＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧを含み、そしてＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮを含むXXXVII
I)に記載のナノボディ。
【０１５０】
－　ナノボディであって、
－　いずれのアミノ酸置換も保存的アミノ酸置換であり；および／または
　－　前記アミノ酸配列は、上記アミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換
のみを含み、アミノ酸欠失または挿入を含まない、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ＧＬＥＷクラスのナノボディである、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　アルギニン残基（Ｒ）を１０３の位置に含む、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって、配列番号：５２（ＴＮＦ１）、７６（ＴＮＦ１３）、７７（Ｔ
ＮＦ１４）、９５（ＴＮＦ２９）または９６（ＴＮＦ３０）のアミノ酸配列の一つ、と少
なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さら
に好ましくは少なくとも９９％の配列同一性(本明細書で規定)を有する、XXXVIII)に記載
のナノボディ。
－　ヒト化されたナノボディである、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ロイシン残基（Ｌ）を１０８の位置に含む、XXXVIII)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって、ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が、２．１０×１０－３（１／ｓ
）より小さく、好ましくは１．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、XXXVIII)に記載の
ナノボディ；またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
【０１５１】
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第 04/04
1862号のＶＨＨ　３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、XXXVIII)に記載のナ
ノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、５ｎＭよりも小さい、XXXVIII)に
記載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、３ｎＭよりも小さい、XXXVIII)に
記載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
【０１５２】
XXXIX)　四つのフレ－ムワ－ク領域（それぞれＦＲ１からＦＲ４まで）および三つの相補
性決定領域（それぞれＣＤＲ１からＣＤＲ３まで）からなるＴＮＦ－アルファに
対するナノボディであって：
　ａ）ＣＤＲ１が：
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹ；または
　　　－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を
有する、アミノ酸配列；または
－　アミノ酸配列ＤＹＷＭＹと１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列であり；
そして
　ｂ）ＣＤＲ２が：
－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧ；または
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　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくと
も９９％の配列同一性を有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧと二またはただ１つのアミ
ノ酸が異なるアミノ酸配列であり；
そして
　ｃ）ＣＤＲ３が：
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮ；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％
、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を
有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮと1つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列であるナ
ノボディ。
【０１５３】
－　ＣＤＲ１が、アミノ酸配列ＤＹＷＭＹである、ＸＸＸＩＸ）に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ２が、アミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧである、ＸＸＸＩＸ
）に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、ＸＸＸＩＸ）に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって：
　　　－　ＣＤＲ１はアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり；そしてＣＤＲ３が、アミノ酸配列
ＳＰＳＧＦＮであり；または
　　　－　ＣＤＲ１はアミノ酸配列ＤＹＷＭＹをであり；そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列
ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり；または
　　　－　ＣＤＲ２はアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり；そして
ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮである、ＸＸＸＩＸ）に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり；そしてＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＰＳ
ＧＦＮである、XXXIX)に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＤＹＷＭＹであり、ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＥＩＮＴＮＧＬ
ＩＴＫＹＰＤＳＶＫＧであり、そしてＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＰＳＧＦＮであるＸＸＸ
ＩＸ）に記載のナノボディ。
－　XXXIX)に記載のナノボディであって、
　－　任意のアミノ酸置換も好ましくは保存的アミノ酸置換であり；および／または
　－　該アミノ酸配列は、上記アミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換の
　　　みを含み、アミノ酸欠失または挿入を含まない、ナノボディ。
－　ＧＬＥＷクラスのナノボディである、XXXIX)に記載のナノボディ。
－　アルギニン残基（Ｒ）を１０３の位置に含む、XXXIX)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって、配列番号：５２（ＴＮＦ１）、７６（ＴＮＦ１３）、７７（Ｔ
ＮＦ１４）、９５（ＴＮＦ２９）または９６（ＴＮＦ３０）のアミノ酸配列の一つ、と少
なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さら
に好ましくは少なくとも９９％の配列同一性(本明細書で規定)を有する、ＸＸＸＩＸ）に
記載のナノボディ。
【０１５４】
－　ヒト化されたナノボディである、XXXIX)に記載のナノボディ。
－　ロイシン残基（Ｌ）を１０８の位置に含む、XXXIX)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって、ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が、２．１０×１０－１０（１／
ｓ）より小さく、好ましくは１．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、XXXIX)に記載の
ナノボディ；またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第 04/04
1862号のＶＨＨ　３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、XXXIX)に記載のナノ
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ボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、５ｎＭよりも小さい、ＸＸＸＩＸ
）に記載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、３ｎＭよりも小さい、XXXIX)に記
載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ＴＮＦ１３（配列番号：７６）、ＴＮＦ１４（配列番号：７７）、ＴＮＦ２９（配列
番号：９５）およびＴＮＦ３０（配列番号：９６）からなる群から選択される、XXXIX)に
記載のナノボディ。
【０１５５】
－　ＴＮＦ３０（配列番号：９６）であるXXXIX)に記載のナノボディであって、他の好ま
しい態様が：
XL)　XXXVIII)またはXXXIX)に記載のナノボディを含み、もしくは本質的にそれから成る
、タンパクまたはポリペプチドである。
XLI)　XXXVIII)またはXXXIX)に記載のナノボディを少なくとも一つ含み、もしくは本質的
にそれから成る、タンパクまたはポリペプチドである。
－　XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボディを含む、XL)またはXLI)のいずれか
一項に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　タンパクまたはポリペプチドであって、XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボ
ディを含み、前記タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体に結合すると、前記ＴＮ
Ｆ三量体によって仲介されるＴＮＦレセプタ－の架橋および／またはそのようなレセプタ
－の架橋によって仲介されるシグナル伝達を、阻害または減少させることができる、XL)
またはXLI)のいずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボディを含み、そしてＴＮＦ三量体上の少
なくとも二つのレセプタ－結合部位と分子内結合が可能な、XL)またはXLI)のいずれか一
項に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボディを含み、それらは互いに直接連結し
ているかまたはリンカ－を介して互いに連結している、XL)またはXLI)のいずれか一項に
記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボディを含み、それらはアミノ酸配列を介
して互いに連結している、XL)またはXLI)のいずれか一項に記載されたタンパクまたはポ
リペプチドである。
－　XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボディを含み、それらは少なくとも１４の
アミノ酸、より好ましくは２０－４０アミノ酸のような（リンカ－ＧＳ３０のような）、
少なくとも１７のアミノ酸を含むアミノ酸配列（例えば、制限すること無しに、グリシン
およびセリン残基を含むアミノ酸配列）を介して互いに連結している、XL)またはXLI)の
いずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
【０１５６】
－　両方のナノボディＴＮＦ１がヒト化されている、ポリペプチドＴＮＦ７（配列番号：
７３）を含むもしくは本質的にそれから成る、XL)またはXLI)のいずれか一項に記載され
たタンパクまたはポリペプチドである。
－　ポリヌクレオチドＴＮＦ５５（配列番号：４１９）またはＴＮＦ５６（配列番号：４
２０）を含む、もしくはそれから成る、XL)またはXLI)のいずれか一項に記載されたタン
パクまたはポリペプチドである。
－　ペグ化された、XL)またはXLI)のいずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプ
チドである。
－　タンパクまたはポリペプチドであって、XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボ
ディを含み、前記タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体に結合すると、前記ＴＮ
Ｆ三量体によって仲介されるＴＮＦレセプタ－の架橋および／またはそのようなレセプタ
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－の架橋によって仲介されるシグナル伝達を、阻害または減少させることができ、および
／または前記タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体上の少なくとも二つのレセプ
タ－結合部位と分子内結合が可能であり、タンパクまたはポリペプチドが、さらにヒト血
清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディを含む、ＸＬ）または
ＸＬＩ）のいずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　タンパクまたはポリペプチドであって、XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つのナノボ
ディを含み、そのタンパクまたはポリペプチドは、さらにヒト血清アルブミンに対して指
向性を有する少なくとも一つのナノボディを含み、XXXVIII)またはXXXIX)に記載の二つの
ナノボディは、ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディ
に直接連結している、かまたはリンカ－を介してヒト血清アルブミンに対して指向性を有
する少なくとも一つのナノボディに連結しており、タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮ
Ｆ三量体に結合すると、前記ＴＮＦ三量体によって仲介されるＴＮＦレセプタ－の架橋お
よび／またはそのようなレセプタ－の架橋によって仲介されるシグナル伝達を、阻害また
は減少させることができ；および／またはタンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体
上の少なくとも二つのレセプタ－結合部位と分子内結合が可能である、XL)またはXLI)の
いずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
【０１５７】
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディが、ヒト化
ナノボディである、XL)またはXLI)のいずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプ
チドである。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディが、ナノボ
ディＡＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化変異体である、XL)またはXLI)のいずれか一項
に記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディが、ＡＬＢ
３（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）、Ａ
ＬＢ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ８（配列番号：１
０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）およびＡＬＢ１０（配列番号：１０４）からなる
群から選択される、XL)またはXLI)のいずれか一項に記載されたタンパクまたはポリペプ
チドである。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディがＡＬＢ８
である、XL)またはXLI)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチドである
。
－　XL)またはXLI)のいずれか１つに記載の二つのヒト化ナノボディおよびナノボディＡ
ＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化変異体を含む、もしくは本質的にそれらから成る、XL
)またはXLI)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　ナノボディＴＮＦ１およびナノボディＡＬＢ１の両方がヒト化されている、ポリペプ
チドＴＮＦ２４（配列番号：９０）を含む、もしくは本質的にそれから成る、XL)またはX
LI)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
－　二つのナノボディＴＮＦ３０および一つのナノボディＡＬＢ８を含む、もしくは本質
的にそれらから成る、XL)またはXLI)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペ
プチドである。
－　ポリペプチドＴＮＦ６０（配列番号：４１７）を含む、もしくは本質的にそれから成
る、XL)またはXLI)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチドである。
【０１５８】
　ナノボディが上記では「XXXVIIIに記載の」または「XXXIXに記載の」と記述した場合、
それは、少なくともXXXVIII)および／またはXXXIX)の一つに記載されているのであって、
ならびに上記の「XXXIXに記載された」または「XXXIXに記載された」と示された一つ以上
の他の態様のいずれかもまた含んでいてもよい。同様にタンパクまたはポリペプチドが上
記では、「XL)またはXLI)の」いずれか１つに記載された」と記述した場合、それは少な
くともXL)からXLI）の一つに記載されており、VI)からXVIII)の二つ以上に記載されてい



(50) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

てもよく、上記のXL)またはXLI)のいずれか１つに記載されているとして示された他の態
様の一つ以上のいずれかを含んでいてもよい。
【０１５９】
　上記のナノボディＴＮＦ１（ヒト化ナノボディを含むが、それに限定されない）に基づ
くナノボディに関して、フレ－ムワ－ク配列は、一般的に本明細書に記載するとおりであ
るが、好ましくは以下のとおりである：
ａ）ＦＲ１が、
　－　配列番号：１３０のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：１３０のアミノ酸配列と、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９
０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一
性を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：１３０のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列
を含むあるいはその配列であり、
そして
ｂ）ＦＲ２が
　－　配列番号：１９８のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：１９８のアミノ酸配列と、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９
０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一
性を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：１９８のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列
を含むあるいはその配列であり、
そして
ｃ）ＦＲ３が、
　－　配列番号：２６６のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：２６６のアミノ酸配列と、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９
０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一
性を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：２６６のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列
を含むあるいはその配列であり、
そして
ｄ）ＦＲ４が、
　－　配列番号：３３４のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：３３４のアミノ酸配列と、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９
０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一
性を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：３３４のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列
を含むあるいはその配列であり；
ここでフレ－ムワ－ク配列に存在するアミノ酸の相違は、本明細書で記述されたとおりで
あることがより好ましい。
【０１６０】
　ＴＮＦ－アルファに対するナノボディは、上記のようなフレ－ムワ－クを有し（すなわ
ちＴＮＦ１に似た）、フレ－ムワ－ク領域の少なくとも一つ（いずれか二つ、いずれか三
つまたはすべての四つの領域）はヒト化されているが、そのナノボディが、本発明の更な
る態様を形成する。そのようなナノボディは、特にＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が、２．
１０×１０－３（１／ｓ）より小さく、好ましくは１．１０×１０－３（１／ｓ）より小
さくなるようなＣＤＲを有し；および／またはナノボディが、国際公開第 04/041862号の
実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が
、同じ分析試験で国際公開第 04/041862号のＶＨＨ　３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値
よりも小さく、また１２ｎＭよりも特に小さく、５ｎＭよりもさらに特に小さく、３ｎＭ
よりも最上に特に小さくなるようなＣＤＲを有する。さらに、または代わりに、そのよう
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なナノボディは、ＴＮＦ１と同じＴＮＦ（すなわちＴＮＦ三量体）のエピト－プに対して
指向性を有することが好ましい。
【０１６１】
　特に、本発明は、ＴＮＦ－アルファに対するナノボディのヒト化変異体である、ＴＮＦ
－アルファに関し、そのＴＮＦ－アルファに対するナノボディは、以下の配列を有する：
ＦＲ１：配列番号：１３０；ＦＲ２：配列番号：１９８；ＦＲ３：配列番号：２６６；お
よびＦＲ４：配列番号：３３４。そのようなナノボディはＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が
、２．１０×１０－３（１／ｓ）より小さく、好ましくは１．１０×１０－３（１／ｓ）
より小さくなるようなＣＤＲを有し；および／またはナノボディが、国際公開第 04/0418
62の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０
値が、同じ分析試験で国際公開第 04/041862号のＶＨＨ　３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５
０値よりも小さく、また１２ｎＭよりも特に小さく、５ｎＭよりもさらに特に小さく、３
ｎＭよりも最上に特に小さくなるようなＣＤＲを有する。さらに、または代わりに、その
ようなナノボディは、ＴＮＦ１と同じＴＮＦ（すなわちＴＮＦ三量体）のエピト－プに対
して指向性を有することが好ましい。
【０１６２】
　抗ＴＮＦナノボディとして特に有用であると見出された別のクロ－ンは、ＰＭＰ５Ｆ１
０（ＴＮＦ３、配列番号：６０）クロ－ンである。表３９におけるＫＹＭ－分析試験から
の比較デ－タから見られるように、ＴＮＦ３、は国際公開第 04/41862号に記載された最
良の一価ナノボディよりも１５倍小さいＥＣ５０値を有している。
【０１６３】
　従って、クロ－ンＰＭＰ５Ｆ１０に存在するＣＤＲ（もしくはそれに由来するまたは対
応するＣＤＲ配列）の一つ以上の、好ましくは二つ以上のいずれか、さらに好ましくは三
つ全てを含むナノボディは、本発明では特に好ましい。さらに、これらのナノボディはＫ
ＥＲＥクラスに属することが好ましい。
【０１６４】
　より具体的には、本発明の本実施態様の好ましいいくつかの態様は以下のようになる：
XLII)　四つのフレ－ムワ－ク領域（それぞれＦＲ１からＦＲ４まで）および三つの相補
性決定領域（それぞれＣＤＲ１からＣＤＲ３まで）からなるＴＮＦ－アルファに対するナ
ノボディであって：
　ａ）ＣＤＲ１が：
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有
する、アミノ酸配列；または
－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列含み；
そして
　ｂ）ＣＤＲ２が：
－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくと
も９９％の配列同一性を有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２またはただ１つのアミ
ノ酸が異なるアミノ酸配列を含み；
そして
　ｃ）ＣＤＲ３が：
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹ；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９
％の配列同一性を有する、アミノ酸配列；または
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　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２または1つだけアミノ酸が異
なるアミノ酸配列を含むナノボディ。
【０１６５】
－　ＣＤＲ１が、アミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含む、ＸＬＩＩ）に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ２が、アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含む、ＸＬＩＩ）
に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、ＸＬＩＩ）に記載
のナノボディ。
－　ナノボディであって：
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み；そしてＣＤＲ３がアミノ酸配列Ｓ
ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含み；または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み；そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列Ｎ
ＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含み；または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧを含み；そして
ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、ＸＬＩＩ）に記載のナノ
ボディ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧを含み；そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹを含む、XLII)に記載のナノボディ。
－　XLII)に記載のナノボディであって、
　－　任意のアミノ酸置換も好ましくは保存的アミノ酸置換であり；および／または
　－　該アミノ酸配列は、上記アミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換の
　　　みを含み、アミノ酸欠失または挿入を含まない、ナノボディ。
－　ＫＥＲＥクラスのナノボディである、XLII)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって、配列番号：５０（ＴＮＦ３）、８３（ＴＮＦ２０）、８５（Ｔ
ＮＦ２１）、８５（ＴＮＦ２２）、９６（ＴＮＦ２３）または９９（ＴＮＦ３３）のアミ
ノ酸配列の一つと、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少
なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性(本明細書で規定)を有
する、XLII)に記載のナノボディ。
【０１６６】
－　ヒト化されたナノボディである、XLII)に記載のナノボディ。
－　ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が２．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、好ましく
は１．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、ＸＬＩＩ）に記載のナノボディ；またはそ
のようなナノボディのヒト化変異体。
－　　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細
胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第 04/
041862号のＶＨＨ　３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、XLII)に記載のナ
ノボディ；またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、５ｎＭよりも小さい、XLII)に記
載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、３ｎＭよりも小さい、XLII)に記
載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
【０１６７】
XLIII)　四つのフレ－ムワ－ク領域（それぞれＦＲ１からＦＲ４まで）および三つの相補
性決定領域（それぞれＣＤＲ１からＣＤＲ３まで）からなるＴＮＦ－アルファに対するナ
ノボディであって：
　ａ）ＣＤＲ１が：
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、
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より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性を有
する、アミノ酸配列；または
－　アミノ酸配列ＮＹＹＭＧと２または１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列であり；
そして
　ｂ）ＣＤＲ２が：
－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧ；または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと少なくとも８０％、好ま
しくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくと
も９９％の配列同一性を有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧと２または１つだけアミノ
酸が異なるアミノ酸配列であり；
そして
　ｃ）ＣＤＲ３が：
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹ；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと少なくとも８０％、好ましくは
少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９
％の配列同一性を有する、アミノ酸配列；または
　　　－　アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹと２または１つだけアミノ酸が異
なるアミノ酸配列であるナノボディ。
【０１６８】
－　ＣＤＲ１が、アミノ酸配列ＮＹＹＭＧである、XLIII)に記載のナノボディ。
－　ＣＤＲ２が、アミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧである、XLIII)に記
載のナノボディ。
－　ＣＤＲ３が、アミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、XLIII)に記載のナ
ノボディ。
－　ナノボディであって：
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり；そしてＣＤＲ３がアミノ酸配列Ｓ
ＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹであり；または
　　　－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり；そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列Ｎ
ＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧであり；または
　　　－　ＣＤＲ２がアミノ酸配列ＮＩＳＷＲＧＹＮＩＹＹＫＤＳＶＫＧであり；そして
ＣＤＲ３がアミノ酸配列ＳＩＬＰＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、XLIII)に記載のナノボデ
ィ。
－　ＣＤＲ１がアミノ酸配列ＮＹＹＭＧであり；そしてＣＤＲ２がアミノ酸配列ＳＩＬＰ
ＬＳＤＤＰＧＷＮＴＹである、XLIII)に記載のナノボディ。
－　XLIII)に記載のナノボディであって、
　－　任意のアミノ酸置換も好ましくは保存的アミノ酸置換であり；および／または
　－　該アミノ酸配列は、上記アミノ酸配列と比較した場合、好ましくはアミノ酸置換の
　　　みを含み、アミノ酸欠失または挿入を含まない、ナノボディ。
－　ＫＥＲＥクラスのナノボディである、XLIII)に記載のナノボディ。
－　ナノボディであって、配列番号：５０（ＴＮＦ３）、８３（ＴＮＦ２０）、８５（Ｔ
ＮＦ２１）、８５（ＴＮＦ２２）または９６（ＴＮＦ２３）または９９（ＴＮＦ３３）の
アミノ酸配列の一つと、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましく
は少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性(本明細書で規定)
を有する、XLIII)に記載のナノボディ。
【０１６９】
－　ヒト化されたナノボディである、XLIII)に記載のナノボディ。
－　ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が２．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、好ましく
は１．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、XLIIIに記載のナノボディ；またはそのよ
うなナノボディのヒト化変異体。
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－　　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細
胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第 04/
041862号のＶＨＨ　３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、XLIII)に記載のナ
ノボディ；またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、５ｎＭよりも小さい、XLIII)に記
載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　ナノボディであって、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞
を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、３ｎＭよりも小さい、XLIII)に記
載のナノボディ、またはそのようなナノボディのヒト化変異体。
－　配列番号：８３（ＴＮＦ２０）、８５（ＴＮＦ２１）、８５（ＴＮＦ２２）、９６（
ＴＮＦ２３）または９８（ＴＮＦ３３）ＴＮＦ１３（配列番号：７６）、ＴＮＦ１４（配
列番号：７７）、ＴＮＦ２９（配列番号：９５）およびＴＮＦ３０（配列番号：９６）か
らなる群から選択される、XLIII)に記載のナノボディ、
いくつかの他の好ましい態様として次のものを伴う：
【０１７０】
XLIV)　XLII)またはXLIII)に記載されたナノボディを含む、または本質的にそれから成る
タンパクまたはポリペプチド。
XLV)　XLII)またはXLIII)に記載されたナノボディの少なくとも一つを含む、または本質
的にそれから成るタンパクまたはポリペプチド。
XLVI)　XLII)またはXLIII)に記載されたナノボディの二つを含む、タンパクまたはポリペ
プチド。
XLVII)　XLII)またはXLIII)に記載されたナノボディの二つを含むタンパクまたはポリペ
プチドであって、前記タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体と結合すると、前記
ＴＮＦ三量体によって仲介されるＴＮＦレセプタ－架橋および／またはそのようなレセプ
タ－架橋によって仲介されるシグナル伝達を阻害または減少させることができる、タンパ
クまたはポリペプチド。
XLVIII)　XLII)またはXLIII)に記載されたナノボディの二つを含むタンパクまたはポリペ
プチドであって、ＴＮＦ三量体上の少なくとも二つのＴＮＦレセプタ－結合部位と分子内
結合することができる、タンパクまたはポリペプチド。
【０１７１】
－　その中で、両ナノボディＴＮＦ３がヒト化されている、ポリヌクレオチドＴＮＦ６（
配列番号：７２）またはＴＮＦ９（配列番号：７５）を含むまたは本質的にそれらから成
る、XLIV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチド。
－　ペグ化されている、XLIV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載されたタンパクまたは
ポリペプチド。
－　XLII)またはXLIII)に記載されたナノボディの二つを含むタンパクまたはポリペプチ
ドであって、前記タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体と結合すると、前記ＴＮ
Ｆ三量体によって仲介されるＴＮＦレセプタ－架橋および／またはそのようなレセプタ－
架橋によって仲介されるシグナル伝達を阻害または減少させることができ；および／また
は前記タンパクまたはポリペプチドが、ＴＮＦ三量体上の少なくとも二つのＴＮＦレセプ
タ－結合部位と分子内結合することができ、さらにそのタンパクまたはポリペプチドが、
ヒト血清アルブミンに対する指向性を有しているナノボディを少なくとも一つ含んでいる
、タンパクまたはポリペプチド。
【０１７２】
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有している少なくとも一つのナノボディが、ヒ
ト化ナノボディである、XLIV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載されたタンパクまたは
ポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有している少なくとも一つのナノボディが、ナ
ノボディＡＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化ナノボディである、XLIV)またはXLVIII)の
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いずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有している少なくとも一つのナノボディが、Ａ
ＬＢ３（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）
、ＡＬＢ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ８（配列番号
：１０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）およびＡＬＢ１０（配列番号：１０４）から
なる群から選択される、XLIV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載されたタンパクまたは
ポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有している少なくとも一つのナノボディがＡＬ
Ｂ８である、XLIV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチ
ド。
－　XLII)またはXLIII)に記載された二つのヒト化ナノボディおよびナノボディＡＬＢ１
　（配列番号：６３）を含む、または本質的にそれらからなる、XLIV)またはXLVIII)のい
ずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチド。
－　その中でナノボディＴＮＦ３およびナノボディＡＬＢ１がヒト化されている、ポリペ
プチドＴＮＦ２６（配列番号：９２）を含むまたは本質的にそれからなる、XLIV)またはX
LVIII)のいずれか１つに記載されたタンパクまたはポリペプチド。
【０１７３】
　ナノボディが上記において「XLIIに記載の」または「XLIIIに記載の」と言及された場
合、それは、少なくともXLII)および／またはXLIII)の一つに記載されているのであって
、ならびに上記の「XLIIに記載された」または「XLIIIに記載された」と示された一つ以
上の他の態様のいずれかもまた含んでいてもよい。同様にタンパクまたはポリペプチドが
上記において、「XLV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載された」と言及された場合、
それは少なくともXL)からXLI）の一つに記載されており、XLIV)からXLVIII)の二つ以上に
記載されていても良く、上記のXLIV)またはXLVIII)のいずれか１つに記載されているとし
て示された他の態様の一つ以上のいずれかを含んでいてもよい。
【０１７４】
　上記ナノボディＴＮＦ３（ヒト化ナノボディを含むがこれに限定されない）に基づくナ
ノボディに関して、フレ－ムワ－ク配列は、一般的に本明細書に記載される通りであるが
、好ましくは次の如くである；
ａ）ＦＲ１は以下のアミノ酸配列を含むまたはその配列である：
　－　配列番号：１３８のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：１３８のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０
％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性
を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：１３８のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列；
そして
ｂ）ＦＲ２は以下のアミノ酸配列を含むまたはその配列である：
　－　配列番号：２０６のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：２０６のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０
％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性
を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：２０６のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列；
そして
ｃ）ＦＲ３は以下のアミノ酸配列を含むまたはその配列である：
　－　配列番号：２７４のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：２７４のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０
％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性
を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：２７４のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列；
そして
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ｄ）ＦＲ４は以下のアミノ酸配列を含むまたはその配列である：
　－　配列番号：３４２のアミノ酸配列；または
　－　配列番号：３４２のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０
％、より好ましくは少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９９％の配列同一性
を有する、アミノ酸配列；または
　－　配列番号：３４２のアミノ酸配列と１つだけアミノ酸が異なるアミノ酸配列；
ここで、フレ－ムワ－ク配列に存在するアミノ酸の差は、本明細書に記載されたとおりで
あるのが、より好ましい。
【０１７５】
　別の態様では、本発明は、配列番号：５２から６０からなる群、配列番号：７６から８
６からなる群、配列番号：９５から９９からなる群、または配列番号１０５から１２９か
らなる群、もしくは配列番号：５２から６０、配列番号：７６から８６、配列番号：９５
から９９または配列番号：１０５から１２９のアミノ酸配列の一つ以上と、８０％を超え
る、好ましくは９０％を越える、より好ましくは９９％以上のように、９５％を越える「
配列同一性」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群、から選択されるアミ
ノ酸配列を有するナノボディに関するものであり、後者のアミノ酸配列は、最も好ましく
は、ナノボディのフレ－ムワ－ク配列の一般的な説明の下に、以下ではさらに規定される
フレ－ムワ－ク配列を有する。
【０１７６】
　具体的であるが、非限定的な一実施態様によれば、後者のアミノ酸配列は、本明細書で
はさらに説明するように、「ヒト化」されている。
【０１７７】
　最も好ましくは、本発明のナノボディは、配列番号：５２から６０からなる群、配列番
号：７６から８６からなる群、配列番号：９５から９９からなる群、または配列番号１０
５から１２９からなる群、から選択され、配列番号：７６から８６および配列番号：９５
から９９の「ヒト化」ナノボディが特に好まれてもよい。
【０１７８】
　上に述べたように、本発明の特に好ましいナノボディは、クロ－ンＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮ
Ｆ１；配列番号：５２）である。従って、好ましい態様では、本発明は、配列番号：５２
からなる群、または配列番号：５２のアミノ酸配列と８０％を超える、好ましくは９０％
を越える、より好ましくは９９％以上のように、９５％を越える「配列同一性」（本明細
書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択されるアミノ酸配列を有するナノボ
ディに関するものであり、後者のアミノ酸配列は、最も好ましくは、ナノボディのフレ－
ムワ－ク配列の一般的な説明の下で以下にさらに規定されるようなフレ－ムワ－ク配列を
有する。
【０１７９】
　特に好ましいのは、クロ－ンＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１；配列番号：５２）のヒト化変異
体である。好ましいが、非限定的ないくつかのヒト化変異体の実施例は、クロ－ンＴＮＦ
１３（配列番号：７６）、ＴＮＦ１４（配列番号：７７）、ＴＮＦ２９（配列番号：９５
）およびＴＮＦ３０（配列番号：９６）である。従って、好ましい態様では、本発明は、
配列番号：７６、７７、９５または９６からなる群、もしくは配列番号：７６、７７、９
５または９６のアミノ酸配列の一つと８０％を超える、好ましくは９０％を越える、より
好ましくは９９％以上のように、９５％を越える「配列同一性」（本明細書で規定）を有
するアミノ酸配列からなる群から選択されるアミノ酸配列を有するヒト化ナノボディに関
するものであり、後者のアミノ酸配列は、最も好ましくは、ナノボディのフレ－ムワ－ク
配列の一般的な説明の下で以下にさらに規定されるようなフレ－ムワ－ク配列を有する。
【０１８０】
　一つの好ましい実施態様によれば、本発明のナノボディは、ナノボディＴＮＦ１（配列
番号：５２）のヒト化変異体である。
【０１８１】
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　本発明の本実施態様の好ましいいくつかの態様は：
ＴＮＦに関するＫｏｆｆ速度が、２．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、好ましくは
１．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、ナノボディＴＮＦ１のヒト化変異体。
L)　国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース
分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第 04/041862号のＶＨＨ　３Ｅ
（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、ヒト化ナノボディ。
L1)　国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベー
ス分析試験においてＥＣ５０値が５ｎＭよりも小さい、ナノボディＴＮＦ１のヒト化変異
体。
LII)　国際公開第04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベー
ス分析試験においてＥＣ５０値が３ｎＭよりも小さい、ナノボディＴＮＦ１のヒト化変異
体。
LIII)　XLIX）からLII)のいずれか１つに記載のナノボディTNF1のヒト化変異体である、
少なくとも一つのナノボディを含むまたは本質的にそれから成るタンパクまたはポリペプ
チド。
LIV)　XLIX）からLII)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ１のヒト化変異体である
、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチド（
場合によってはリンカ－を介して連結してもよい）。
LV)　XLIX）からLII)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ１のヒト化変異体である
、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチドで
あって、ＴＮＦ三量体に結合すると、前記ＴＮＦ三量体によって仲介されるＴＮＦレセプ
タ－の架橋および／またはそのようなレセプタ－の架橋によって仲介されるシグナル伝達
を、阻害または減少させることができる、タンパクまたはポリペプチド。
LVI)　XLIX）からLII)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ１のヒト化変異体である
、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチドで
あって、ＴＮＦ三量体上の少なくとも二つのＴＮＦレセプタ－結合部位と分子内結合が可
能である、タンパクまたはポリペプチド。
LVII)　ナノボディＴＮＦ１の両方がヒト化されている、ポリペプチドＴＮＦ７（配列番
号：７３）を含むまたは本質的にそれから成るタンパクまたはポリペプチド。
LVIII)　ナノボディＴＮＦ１の両方がヒト化され、およびペグ化されている、ポリペプチ
ドＴＮＦ７（配列番号：７３）を含むまたは本質的にそれから成るタンパクまたはポリペ
プチド。
LIX)　XLIX）からLII)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ１のヒト化変異体である
、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチドで
あって、さらにヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディ
を含む、タンパクまたはポリペプチド。
LX)　XLIX）からLII)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ１のヒト化変異体である
、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチドで
あって、ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する一つのナノボディにそれぞれのナノ
ボディが連結している（場合によってはリンカ－を介して連結されてもよい）、タンパク
またはポリペプチド。
【０１８２】
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディがヒト化さ
れたナノボディである、LIII)からLX)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプ
チド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディがナノボデ
ィＡＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化された変種である、LIII)からLX)のいずれか１つ
に記載の、タンパクまたはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディが、ＡＬＢ
３（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）、Ａ
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ＬＢ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ８（配列番号：１
０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）およびＡＬＢ１０（配列番号：１０４）からなる
群から選択される、LIII)からLX)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチド
。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディがＡＬＢ８
である、LIII)からLX)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチド。
－　ナノボディＴＮＦ１およびナノボディＡＬＢＴＮＦ１の両方が、ヒト化されているポ
リペプチドＴＮＦ２４（配列番号：９０）を含む、もしくは本質的にそれらから成る、LI
II)からLX)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチド。
－　二つのナノボディＴＮＦ３０および一つのナノボディＡＬＢ８を含む、もしくは本質
的にそれらから成る、LIII)からLX)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチ
ド。
【０１８３】
　一つの好ましい実施態様によれば、本発明のナノボディはナノボディＴＮＦ３（配列番
号：６０）のヒト化変異体である。
【０１８４】
　本発明のこの実施態様のいくつかの好ましい態様は：
LXI)　ＴＮＦに対するＫｏｆｆ速度が２．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、好まし
くは１．１０×１０－３（１／ｓ）より小さい、ナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体。
LXII)　 国際公開第04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベ
ース分析試験においてＥＣ５０値が、同じ分析試験で国際公開第04/041862号のＶＨＨ　
３Ｅ（配列番号：４）のＥＣ５０値よりも小さい、ナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体。
LXIII)　国際公開第04/041862号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベ
ース分析試験においてＥＣ５０値が５ｎＭよりも小さい、ナノボディＴＮＦ３のヒト化変
異体。
LXIV)　国際公開第04/04186号の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベー
ス分析試験においてＥＣ５０値が３ｎＭよりも小さい、ナノボディＴＮＦ３のヒト化変異
体。
LXV)　LXI）からLXIV)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体である
、少なくとも一つのナノボディを含むまたは本質的にそれから成るタンパクまたはポリペ
プチド。
LXVI)　LXI）からLXIV)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体であ
る、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチド
（場合によってはリンカ－を介して連結されてもよい）。
LXVII)　LXI）からLXIV)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体であ
る、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチド
であって、ＴＮＦ三量体に結合すると、前記ＴＮＦ三量体によって仲介されるＴＮＦレセ
プタ－の架橋および／またはそのようなレセプタ－の架橋によって仲介されるシグナル伝
達を、阻害または減少させることができる、タンパクまたはポリペプチド。
LXVIII)　LXI）からLXIV)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体で
ある、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチ
ドであって、ＴＮＦ三量体上の少なくとも二つのＴＮＦレセプタ－結合部位と分子内結合
が可能である、タンパクまたはポリペプチド。
LXIX)　ナノボディＴＮＦ３の両方がヒト化されている、ポリペプチドＴＮＦ６（配列番
号：７２）またはＴＮＦ９（配列番号：７５）を含むまたは本質的にそれから成るタンパ
クまたはポリペプチド。
LXX)　ナノボディＴＮＦ１の両方がヒト化され、およびペグ化されている、ポリペプチド
ＴＮＦ６（配列番号：７２）またはＴＮＦ９（配列番号：７５）を含むまたは本質的にそ
れから成るタンパクまたはポリペプチド。
LXXI)　LXI）からLXIV)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体であ
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る、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチド
であって、さらにヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボデ
ィを含む、タンパクまたはポリペプチド。
LXXII)　 LXI）からLXIV)のいずれか１つに記載のナノボディＴＮＦ３のヒト化変異体で
ある、二つのナノボディを含むまたは本質的にそれらから成るタンパクまたはポリペプチ
ドであって、ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する一つのナノボディにそれぞれの
ナノボディが連結している（場合によってはリンカ－を介して連結してもよい）、タンパ
クまたはポリペプチド。
【０１８５】
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディがヒト化さ
れたナノボディである、LXV)からLXXII)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペ
プチド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディがナノボデ
ィＡＬＢ１（配列番号：６３）のヒト化された変種である、LXV)からLXXII)のいずれか１
つに記載の、タンパクまたはポリペプチド。
－　ヒト血清アルブミンに対する指向性を有する少なくとも一つのナノボディが、ＡＬＢ
３（配列番号：８７）、ＡＬＢ４（配列番号：８８）、ＡＬＢ５（配列番号：８９）、Ａ
ＬＢ６（配列番号：１００）、ＡＬＢ７（配列番号：１０１）、ＡＬＢ８（配列番号：１
０２）、ＡＬＢ９（配列番号：１０３）およびＡＬＢ１０（配列番号：１０４）からなる
群から選択される、LXV)からLXXII)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチ
ド。
－　ヒト血清アルブミンに対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディがＡＬＢ８
である、LXV)からLXXII)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチド。
－　ナノボディＴＮＦ３およびナノボディＡＬＢ１の両方が、ヒト化されているポリペプ
チドＴＮＦ２６（配列番号：９２）を含む、もしくは本質的にそれらから成る、LXV)から
LXXII)のいずれか１つに記載の、タンパクまたはポリペプチド。
【０１８６】
　別の態様では、本発明は、本明細書で規定するＴＮＦ－アルファに対する少なくとも一
つのナノボディを含むまたは本質的にそれから成るポリペプチドに関する。そのようなペ
プチドは、本明細書では「本発明のペプチド」とも呼ばれ、および本明細書ではさらに説
明されおよび／または国際公開第 04/041862号ではそこに開示されているナノボディに関
して一般的に説明されており、例えば以下にさらに説明するような、多価ポリペプチドま
たは多重特異性ポリペプチドであってもよい。
【０１８７】
　好ましくは本発明のポリペプチドは、二価または三価（すなわち本発明のナノボディの
二つまたは三つを含み、場合によっては下にそれぞれ規定されたような一つまたは二つの
リンカ－を介して連結していてもよい）であり、もしくは一つまたは二つ、好ましくは二
つの、本発明のナノボディを含み、また少なくとも一つのナノボディは血清タンパク、特
にヒト血清アルブミンのようなヒト血清タンパクに対して指向性を有する、多重特異的な
ポリペプチドである。
【０１８８】
　好ましいが、非限定的な一実施態様では、本発明のポリペプチドに存在する本発明のナ
ノボディは、配列番号：５２から６０および配列番号：１０５から１２９、もしくはそれ
らのヒト化変異体から選択され、特に配列番号：７６から８６および配列番号：９５から
９９のヒト化ナノボディからなる群から選択される。本発明のポリペプチドに存在する、
ヒト血清アルブミンに対するナノボディは好ましくは、下に規定されるとおりであるが、
より好ましくは配列番号：６１から６７、配列番号：８７から８９および配列番号：１０
０から１０４からなる群から選択され、特に、配列番号：７６から８９および配列番号：
１００から１０４の、ヒト血清アルブミンに対するヒト化ナノボディから選択される。
【０１８９】
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　本発明のポリペプチドに存在するナノボディに関して、本明細書で「好ましい」（また
は「より好ましい」、「さらにより好ましい」等）と記載しているナノボディは、また本
明細書に記載するポリペプチドの中で使用するのが好ましいことは、当業者にとっては明
らかである。従って、本発明の「好ましい」 ナノボディの一つ以上を含むまたは本質的
にそれらから成るポリペプチドは、一般的に好ましいであろうし、また本発明の「より好
ましい」 ナノボディの一つ以上を含むまたは本質的にそれらから成るポリペプチドは、
一般的により好ましいであろう。
【０１９０】
　従って、本発明においては、クロ－ンＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１；配列番号：５２）の好
ましい変種（前記好ましい変種は、本明細書で規定）の一つから本質的に成る、一つ以上
のナノボディを含むポリペプチドは、特に好ましい。さらにより好ましいのは、クロ－ン
ＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１；配列番号：５２）のヒト化変異体の一つから成る、一つ以上の
ナノボディを含むポリペプチドであって、ここで前記ヒト化変異体は本明細書で規定した
とおりである（例としては、ＴＮＦ１３、ＴＮＦ１４、ＴＮＦ２９およびＴＮＦ３０が挙
げられるが、これらに限定されない）。ＴＮＦ３０は、本発明のポリペプチドにおいて使
用する特に好ましいヒト化「構成要素」である。
【０１９１】
　そのようなタンパクおよびポリペプチドの、いくつかの好ましいが非限定的な例は、Ｐ
ＭＰ１Ｃ２それ自身、ヒト化変異体ＴＮＦ１３、ＴＮＦ１４、ＴＮＦ２９およびＴＮＦ３
０であり；配列番号：７０（ＴＮＦ４）、配列番号：７３（ＴＮＦ７）、配列番号：９０
（ＴＮＦ２４）、配列番号：９３（ＴＮＦ２７）の構造物；および配列番号：４１７（Ｔ
ＮＦ６０）、配列番号：４１９（ＴＮＦ５５）および配列番号：４２０（ＴＮＦ５６）の
構造物であり、ここで後者の三つの構造物は、構成要素としてヒト化変異体ＴＮＦ３０を
含む。
【０１９２】
　本明細書で言及するように、本明細書に記載されたナノボディおよび構造物は、ペグ化
されてもよく、またはペグ化を可能にする、および／またはペグ化を促進する一つ以上の
（追加の）アミノ酸残基を含んでいてもよい。そのようなポリペプチドの好ましいが非限
定的な二つの例はＴＮＦ５５およびＴＮＦ５６であり、両者はＰＥＧ基の容易な結合のた
めに、追加のシステイン残基を含んでいる。
【０１９３】
　本発明の好ましいが非限定的なポリペプチドのいくつか例は、配列番号：７０から７５
の本発明の二価ポリペプチドならびに配列番号：９０から９４および配列番号：４１７か
ら４２０の本発明の多重特異性ポリペプチドである。
【０１９４】
　下に表すデータから、特に比較例のデータを見てわかるように、本発明のナノボディお
よび／またはポリペプチドは、改善された性質を有している。特に、本発明のタンパクお
よびポリペプチドは、市販されている抗ＴＮＦ生物製剤、エンブレル（Ｅｎｂｒｅｌ）（
商標）、フミラ（Ｈｕｍｉｒａ）（商標）およびレミケード（Ｒｅｍｉｃａｄｅ）（商標
）と比較して、ＴＮＦ－アルファに対する改善されたアフィニティーを有しているかも知
れない（本明細書に記載されたＫＹＭアッセイにおけるＥＣ５０値として表現される）。
さらに、本明細書に記載されるナノボディは、国際公開第 04/041862号に記載された最も
性能のよいナノボディに比較して、ＴＮＦ－アルファに対してより高いアフィニティーを
有しているかも知れない。従って、本発明のナノボディの少なくとも一つを含む本発明の
ポリペプチドは、国際公開第 04/041862号に記載されたＴＮＦ－アルファに対するナノボ
ディのみを含むポリペプチドと比較して、改善された性質を有することを期待することが
できる。
【０１９５】
　さらに特記すれば、二つ以上の（好ましくは二つ）本明細書に記載されたようなナノボ
ディ（および場合によっては例えばヒト血清アルブミンに対するナノボディ）を含む、本
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明細書に記載されたポリペプチドは、国際公開第 04/041862号の実施例１の３）に記載の
ＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値が、Ｈｕｍｉｒａ（登録商
標）およびＲｅｍｉｃａｄｅ（登録商標）の同じ分析試験でＥＣ５０値よりも小さく、好
ましくはＥｎｂｒｅｌ（登録商標）のそれよりも小さい。
【０１９６】
　例えばそのようなタンパクまたはポリペプチドは、好ましくは国際公開第04/041862号
の実施例１の３）に記載のＫＹＭ細胞を使用する細胞ベース分析試験においてＥＣ５０値
が、０．７ｎＭよりも小さく、特に０．４ｎＭよりも小さいような、０．２ｎＭより小さ
く、好ましくは０．１ｎＭ小さい値を有する。
【０１９７】
　マウスＴＮＦ－アルファに対するナノボディおよびマウスＴＮＦ－アルファに対するナ
ノボディを含むポリペプチドは、次の疾患モデルにおいて有益な生物活性を示すことが、
出願人たちによって示された（デ－タは示さず）：
－　Okayasuらによって記載された、通常のマウスおよびＩＬ１０ノックアウトマウスを
用い
　　て、大腸炎のデキストラン硫酸ナトリウム（"ＤＳＳ"）モデル(Gastroenterol 1990,
 98(3): 694)
－　Courtenayら. (Nature 1980, 283(5748): 666)によって記載された、通常のマ
　　ウスおよびＩＬ１０ノックアウトマウスを用いた、関節炎（"ＲＡ）の、コラ－ゲン
によって誘起された関節炎（「ＣＩＡ」）モデル
－　例えば、Rennickら(Clin Immunol Immunopathol 1995, 76(3 Pt 2): S174)によって
記載されたようなＩＢＤのＩＬ１０ノックアウトマウスモデル
－　例えばKefferら(EMBO J 1991, 10(13): 4025)よって記載されたＲＡのKolliasモデル
－　Elsonら(J Immunol 1996, 157(5): 2174)によって記載されたＩＢＤの2,4,6－トリニ
トロベンゼンスルホン酸（"ＴＮＢＳ"）モデル
－　Koppietersら（投稿準備中）によって記載されたＲＡのＣＩＡモデル
－　滑膜由来線維芽細胞モデル（以下に記述）；
－　マウス空気嚢モデル。
【０１９８】
　好ましくは、本明細書に記載のナノボディは、これらのモデルの少なくとも一つでは、
また好ましくはこれらのモデルの全てにおいて国際公開第04/041862号からのナノボディ
１Ａよりも優れており、ならびにこれらのモデルの少なくとも一つでは、また好ましくは
これらのモデルの全てにおいて、より好ましくは国際公開第04/041862号からのナノボデ
ィ３Ｅよりも優れている。さらに、本明細書に記載のポリペプチドは、好ましくは、これ
らのモデルの少なくとも一つ、より好ましくはこれらのモデルの全てにおいて、Ｈｕｍｉ
ｒａ（登録商標）またはＲｅｍｉｃａｄｅ（登録商標）と等しいか、または優れており；
さらに好ましくは、これらのモデルの少なくとも一つ、より好ましくはこれらのモデルの
全てにおいてＥｎｂｒｅｌ（登録商標）と等しいか、または優れている。
【０１９９】
　これらのデ－タは、国際公開第 04/041862号に記載のナノボディおよびポリペプチド、
特に本明細書に記載のナノボディおよびポリペプチドのような、ＴＮＦ－アルファに対す
るナノボディおよびそれを含むポリペプチドが、上記の疾患および障害のようなＴＮＦに
よって介される疾患および障害に対して、治療効果を有するはずであるということを確証
する。
【０２００】
　他の態様では、本発明は、本発明のナノボディおよび／または本発明のポリペプチドを
コ－ドする核酸に関する。そのような核酸はまた、以下では「 本発明の核酸」と呼ばれ
、また例えば下に規定する遺伝的構造物の形であってもよい。
【０２０１】
　他の態様では、本発明は、本発明のナノボディおよび／または本発明のポリペプチドを
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発現するまたは発現能を有する；および／または本発明のナノボディおよび／または本発
明のポリペプチドをコ－ドする核酸を含む宿主または宿主細胞に関する。そのような宿主
または宿主細胞は、また国際公開第 04/041862号に記載の宿主および宿主細胞に相同であ
ってもよいが、本発明のナノボディおよび／または本発明のポリペプチドを発現しまたは
発現する能力を有し、および／または本明細書に記載されたような核酸を含む。
【０２０２】
　本発明は、さらに本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド；および／または本発明
の核酸を含むまたは包含する製品または組成物にも関する。そのような製品または組成物
は、例えば医薬組成物(下に説明するような）または診断用の製品または組成物（また下
に説明するような）であってもよい。そのような製品または組成物は、また国際公開第 0
4/041862号に記載の生産物および組成物と相同であってもよいが、本発明のナノボディ、
本発明のポリペプチドまたは本発明の核酸を含むか包含する。
【０２０３】
　本発明は、さらに本明細書に記載のナノボディ、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、生産
物および組成物を調製または生成するための方法にも関し、その方法については下にさら
に説明する。また一般的には、本明細書に記載のナノボディ、ポリペプチド、核酸、宿主
細胞、生産物および組成物は、国際公開第 04/041862号に記載の様式と相同な様式で、調
製し使用してもよい。
【０２０４】
　本発明は、さらに本発明に記載の上記ナノボディ、ポリペプチド、核酸、宿主細胞、生
産物および組成物の応用および使用に関するもので、その応用と使用としては、限定され
ないが、以下に記載する応用と使用が挙げられ、および／または国際公開第 04/041862号
におけるＴＮＦ－アルファに対するナノボディおよび／またはそれに対するポリペプチド
の使用と応用も挙げられる。
【０２０５】
　本発明の他の態様、実施態様、利点、および応用は、以下の更なる記述から明らかにな
るであろう。
【図面の簡単な説明】
【０２０６】
　本発明はここでさらに、以下の非限定的な実施例および図を用いて記述する。図は以下
のものを示す：
一価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
【図１】ヒトＴＮＦ‐アルファナノボディの配列アラインメント
【図２】血清アルブミン特異性ＴＮＦ‐アルファナノボディの配列アラインメント
【図３】アルブミン特異性ＴＮＦ‐アルファナノボディとヒト血清アルブミンとの結合
【図４】アルブミン特異性ＴＮＦ‐アルファナノボディとアカゲザル血清アルブミンとの
結合
【図５】アルブミン特異性ＴＮＦ‐アルファナノボディとマウス血清アルブミンとの結合
【図６】ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの純度（ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ）
【図７】ＴＮＦおよび血清アルブミンナノボディのウエスタンブロット分析
【図８】ＴＮＦ‐アルファナノボディとヒトＴＮＦ‐アルファとの結合（ＥＬＩＳＡ）
【図９】ＴＮＦ‐アルファナノボディとアカゲザルＴＮＦ‐アルファとの結合（ＥＬＩＳ
Ａ）
【図１０】ヒトＴＮＦ‐アルファに対するエンブレルの受容体阻害アッセイ
【図１１】アカゲザルＴＮＦ‐アルファに対するエンブレルの受容体阻害アッセイ
【図１２】ＴＮＦ‐アルファナノボディとヒトＴＮＦ‐アルファとの結合（Ｂｉａｃｏｒ
ｅ）
【図１３】ＴＮＦ‐アルファナノボディとアカゲザルＴＮＦ‐アルファとの結合（Ｂｉａ
ｃｏｒｅ）
【図１４】ＴＮＦ‐アルファナノボディとプロテインＡとの結合（Ｂｉａｃｏｒｅ）
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【図１５】ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの温度処理（ウエスタンブ
ロット）
【図１６】安定性：ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）
【図１７】血清アルブミンナノボディの温度処理（Ｂｉａｃｏｒｅ）二価ＴＮＦ‐アルフ
ァナノボディ
【図１８】二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの純度（ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ）
【図１９】二価ＴＮＦ‐アルファナノボディのウエスタンブロット分析
【図２０】二価ＴＮＦ‐アルファナノボディに対するエンブレルの受容体阻害アッセイ
【図２１－１】安定性：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）
【図２１－２】安定性：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）
【図２１－３】安定性：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）ヒト
化一価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
【図２２】ＴＮＦ１ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図２３】ＴＮＦ２ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図２４】ＴＮＦ３ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図２５】ＡＬＢ１ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図２６】ヒト化ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの純度（ＳＤＳ‐Ｐ
ＡＧＥ）
【図２７】ヒト化ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディのウエスタンブロッ
ト分析
【図２８】ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディとヒトＴＮＦ‐アルファとの結合
【図２９】ヒト化血清アルブミンナノボディとヒト血清アルブミンとの結合
【図３０－１】安定性：ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）
【図３０－２】安定性：ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）
【図３０－３】安定性：ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）三
価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
【図３１】三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの純度（ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ）
【図３２】三価ＴＮＦ‐アルファナノボディのウエスタンブロット分析
【図３３】安定性：三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ） ヒト化
一価ＴＮＦ‐アルファナノボディ（二回目）
【図３４】ＴＮＦ１ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図３５】ＴＮＦ２ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図３６】ＴＮＦ３ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図３７】ＡＬＢ１ヒト化ナノボディの複数配列アラインメント
【図３８】ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの純度（ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ）
【図３９】ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディのウエスタンブロット分析
【図４０－１】ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディとヒトＴＮＦ‐アルファとの結合
【図４０－２】ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディとヒトＴＮＦ‐アルファとの結合
【図４１】安定性：ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの温度処理（ＥＬＩＳＡ）
【図４２】検出のための、銀染色ＳＤＳ‐ＰＡＧＥゲル（Ａ）、クマシー染色ＳＤＳ‐Ｐ
ＡＧＥゲル（Ｂ）上の、および抗ＮＢを使用したウエスタンブロット分析（Ｃ）における
、精製ＴＮＦ６０の分析
【図４３】Superdex HR75でのＴＮＦ６０の分析的サイズ排除クロマトグラム
【図４４】ＴＮＦ６０とヒトＴＮＦ‐アルファとの結合
【図４５】エンブレル（エタネルセプト）、Humira（アダリムマブ）およびレミケード(
インフリキシマブ)と比較した、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ６０を使用したヒトＴ
ＮＦ‐アルファでの細胞毒性アッセイ定における用量反応曲線
【図４６】エンブレル（エタネルセプト）、Humira（アダリムマブ）およびレミケード(
インフリキシマブ)と比較した、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ６０を使用したアカゲ
ザルＴＮＦ‐アルファでの細胞毒性アッセイで得られた用量反応曲線



(64) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

【図４７】マウスＴＮＦ６０の薬物動態プロファイル
【図４８】マウスＴＮＦ６０の免疫原性プロファイル
【図４９】クマシー染色ＳＤＳ‐ＰＡＧＥゲル上の精製ＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０、ＴＮＦ
５６‐ＰＥＧ６０、ＴＮＦ５６‐ビオチン、ＴＮＦ５５‐ＰＥＧ４０、ＴＮＦ５５‐ＰＥ
Ｇ６０およびＴＮＦ５５‐ビオチンの分析
【図５０】検出のための、銀染色（Ａ）、クマシー染色（Ｂ）を用いたＳＤＳ‐ＰＡＧＥ
ゲル上の、および抗ＮＢを使用したウエスタンブロット分析（Ｃ）における、精製ＴＮＦ
５６‐ＰＥＧ４０の分析
【図５１】SuperdexHR75上のＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０の分析的サイズ排除クロマトグラム
【図５２】SuperdexHR200上のＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０の分析的サイズ排除クロマトグラ
ム
【図５３】エンブレル（エタネルセプト）、Humira（アダリムマブ）およびレミケード(
インフリキシマブ)と比較した、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０およ
び一価野生型Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ１を使用したヒトＴＮＦ‐アルファでの細
胞毒性アッセイで得られた用量反応曲線
【図５４】エンブレル（エタネルセプト）、Humira（アダリムマブ）およびレミケード(
インフリキシマブ)と比較した、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０を使
用したアカゲザルＴＮＦ‐アルファでの細胞毒性アッセイで得られた用量反応曲線
【図５５】マウスに静脈投与した後のペグ化二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ５６‐
ＰＥＧ４０およびＴＮＦ５６‐ＰＥＧ６０の薬物動態分析
【図５６】マウスに静脈投与した後のペグ化二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）３Ｅ‐３Ｅ‐
ＰＥＧ２０、およびペグ化二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）３Ｅ‐３Ｅ‐ＰＥＧ４０および
二重特異性Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）３Ｅ‐３Ｅ‐ＡＲ１の薬物動態分析
【図５７】マウスＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０およびＴＮＦ５６‐ＰＥＧ６０の免疫原性プロ
ファイル
【図５８】マウス慢性多発性関節炎予防に対するＴＮＦ６０の有効性
【図５９】マウス慢性多発性関節炎の治療処置に対するＴＮＦ６０の有効性
【図６０】マウス慢性多発性関節炎予防における有効性に対するＴＮＦ６０Ｎａｎｏｂｏ
ｄｙ（商標）の設定の効果
【図６１】Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＰＭＰ１Ｃ２、３Ｅ、１Ａおよび３Ｇの配列アライ
ンメント
【図６２】ＴＮＦ‐６０の分子モデル
【発明を実施するための形態】
【０２０７】
　本発明の上記のおよび他の態様ならびに実施態様は以下の更なる記述から明らかになる
であろうが、ここで
ａ）他に断らない限り、または規定されない場合は、使用される全ての用語は、当業者に
は明らかである、当技術における通常の意味を有する。参照としては、例えばSambrookら
 「Molecular Cloning: A Laboratory Manual」( 2nd.Ed.), Vols. 1－3, Cold Spring H
arbor Laboratory Press (1989); Ｆ．Ausubelら編 「Current protocols inMolecular b
iology」, Green Publishing and Wiley Interscience, New York (1987); Lewin「Genes
 II」, John Wiley & Sons, New York, N.Y., (1985); Oldら「Principles of Gene Mani
pulation: An Introduction to Genetic Engineering」, 第２版, University of Califo
rnia Press, Berkeley, CA (1981); Roittら「Immunology」(6th. Ed.), Mosby/Elsevier
, Edinburgh (2001); Ｒｏｉｔｔら Roitt's Essential Immunology, 第１０版 Blackwel
l Publishing, UK (2001); およびJanewayら「Immunobiology」(第6版.), Garland Scien
ce Publishing/Churchill Livingstone, New York (2005) のような標準的ハンドブック
、ならびに本明細書に引用する一般的な背景技術を用いる。
ｂ）他に断らない限り、「免疫グロブリン配列」という用語は、本明細書では重鎖抗体を
言う場合も、一般的な四鎖抗体を言う場合であっても、全長抗体、それの個々の鎖、およ



(65) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

びそれの全部分、ドメインまたは断片（抗体結合ドメインまたはＶＨＨドメインまたはＶ

Ｈ／ＶＬドメインのような断片を含むが、これらに限定されない）を含む一般的な用語と
して用いられる。加えるに、本明細書において用いられる「配列」という用語は（例えば
「免疫グロブリン配列」、「抗体配列」、「変異ドメイン配列」、「 ＶＨＨ配列」また
は「タンパク配列」のような用語）、前後関係が、より制限された解釈を要求しない限り
は、関連したアミノ酸配列および核酸配列の両方、もしくはアミノ酸配列をコ－ドするヌ
クレオチド配列を含むと一般的に理解されたい。
ｃ）他に断らない限り、詳細に具体的には説明していない、全ての方法、ステップ、技術
および操作は、当業者には明らかであるような、それ自体知られている様式で行うことが
可能であり、行われてきた。参照としては、例えば再び標準的なハンドブック、上に引用
された一般的な背景技術およびそれらに引用される更なる参考文献を用いればよい。
ｄ）表１に示したように、アミノ酸残基は、標準的な３文字または１文字のアミノ酸コ－
ドに従って示される。
【０２０８】

【表１】

注
（１）時にはまた極性、非荷電アミノ酸と見なされる。
（２）時にはまた非極性。非荷電アミノ酸と見なされる。
（３）当業者にとっては明らかであるように、この表でアミノ酸残基がｐＨ６．０から７
．０において荷電あるいは非荷電であると記載している事実は、６．０よりも低いｐＨで
はおよび／または７．０よりも高いｐＨにおいて前記アミノ酸残基が有するかも知れない
荷電に関しては、全く反映されない；表に記載しているアミノ酸残基は、当業者にとって
は明らかなようにそのように高いまたは低いｐＨにおいて、荷電しているおよび／または
荷電していない可能性がある。
（４）当技術において知られているように、ヒスチジン残基の荷電は、ｐＨにおける小さ
な動きにさえ依存するが、約６．５のｐＨにおいては実質的には非荷電であると一般的に
見なすことができる。
【０２０９】
ｅ）二つ以上のヌクレオチド配列を比較する目的で、第一のヌクレオチド配列と第二のヌ
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クレオチド配列の間の「配列同一性」の百分率は、[第二のヌクレオチド配列において、
対応する位置におけるヌクレオチドと同一である第一のヌクレオチド配列におけるヌクレ
オチド数]を[第一のヌクレオチド配列におけるヌクレオチドの全数]で割り、[１００％]
を掛けることによって計算すれば良く、第二のヌクレオチド配列におけるヌクレオチドの
、それぞれの欠失、挿入、置換または付加（第一のヌクレオチド配列と比較して）は一つ
のヌクレオチドの相違（位置）と見なされる。
【０２１０】
　代替法として、二つ以上のヌクレオチド配列の間の配列同一性の程度は、ＮＣＢ１　Ｂ
ｌａｓｔ　ｖ２．０のような配列比較の既知のコンピュ－タアルゴリズムを用いて、標準
的な設定で計算することができる。
【０２１１】
　配列同一性の程度を決定するための、他の技術、コンピュ－タアルゴリズムおよび設定
は、例えば国際公開第 04/037999, 欧州特許第 0 967 284号, 欧州特許第 1 085 089号, 
国際公開第 00/55318号, 国際公開第00/78972号, 国際公開第 98/49185号および GB 2 35
7 768－Aに記載されている。
【０２１２】
　通常、上に概略を述べた計算法に従って、二つのヌクレオチド配列の間の配列同一性の
百分率を決定する目的のためには、最大のヌクレオチド数を有するヌクレオチド配列が、
「第一の」ヌクレオチド配列とされ、他のヌクレオチド配列を「第二」のヌクレオチド配
列とする。
ｆ）二つ以上のアミノ酸配列を比較する目的で、第一のアミノ酸配列と第二のアミノ酸配
列の間の「配列同一性」の百分率は、[第二のアミノ酸配列において、対応する位置にお
けるアミノ酸残基と同一である第一のアミノ酸配列におけるアミノ酸数]を[第一のアミノ
酸配列におけるアミノ酸の全数]で割り、[１００％]を掛けることによって計算すれば良
く、第二のアミノ酸配列におけるアミノ酸残基の、それぞれの欠失、挿入、置換または付
加、　－第一のアミノ酸配列と比較して－、は一つのアミノ酸残基の相違（位置）と見な
される、すなわち下に規定したような「アミノ酸の相違」と見なされる。
【０２１３】
　代替法として、二つのアミノ酸配列の間の配列同一性の程度は、ヌクレオチド配列に関
する配列同一性を決定する上記のような既知のコンピュ－タアルゴリズムを用いて、また
標準設定で、計算してもよい。
【０２１４】
　通常、上に概略を述べた計算法に従って、二つのアミノ酸配列の間の配列同一性の百分
率を決定する目的のためには、最大のアミノ酸残基数を有するアミノ酸配列が、「第一の
」アミノ酸配列とされ、他のアミノ酸配列を「第二」のアミノ酸配列とする。
【０２１５】
　さらに、二つのアミノ酸配列の間の配列同一性の程度を決定する場合、当業者は、一般
的に、アミノ酸残基が類似した化学構造の別のアミノ酸残基と置換され、ポリペプチドの
機能、活性、または他の生物学的特性にほとんどまたは本質的に影響を与えない、いわゆ
る「保存的」アミノ酸置換を考慮に入れることができる。該保存的アミノ酸置換は当業者
においては良く知られており、例えば国際公開第 04/037999号、　GB－A－2357768、国際
公開第 98/49185号、国際公開第 00/46383号および国際公開第 01/09300号;および（好ま
しい）タイプおよび／またはそのような置換の組み合わせは国際公開第04/037999号、国
際公開第 98/49185号およびその中で引用されている参考文献からの妥当な示唆に基づき
選択することができる。
【０２１６】
　そのような保存的な置換は、次の（ａ）－（ｅ）群内の一つのアミノ酸が、同じ群内の
別のアミノ酸残基によって置換されるような、置換であることが好ましい：（ａ）：小さ
な脂肪族、非極性または僅かに極性の残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、ＰｒｏおよびＧｌ
ｙ；（ｂ）極性、負荷電残基およびそれらの（非荷電）アミド：Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ
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およびＧｌｎ；（ｃ）極性、正荷電残基：Ｈｉｓ、ＡｒｇおよびＬｙｓ；（ｄ）大きな脂
肪族、非極性残基：Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、ＶａｌおよびＣｙｓ；および（ｅ）芳香族
残基
：Ｐｈｅ、ＴｙｒおよびＴｒｐ。
【０２１７】
　特に好ましい保存的置換は以下のものである：ＡｌａをＧｌｙにまたはＳｅｒに；Ａｒ
ｇをＬｙｓに；ＡｓｎをＧｌｎまたはＨｉｓに；ＡｓｐをＧｌｕに；ＣｙｓをＳｅｒに；
ＧｌｎをＡｓｎに；ＧｌｕをＡｓｎに；ＧｌｙをＡｌａまたはＰｒｏに；ＨｉｓをＡｓｎ
またはＧｌｎに；ＩｌｅをＬｅｕまたはＶａｌに；ＬｅｕをＩｌｅまたはＶａｌに；Ｌｙ
ｓをＡｒｇ、ＧｌｎまたはＧｌｕに；ＭｅｔをＬｅｕ、ＴｙｒまたはＩｌｅに；Ｐｈｅを
Ｍｅｔ、ＬｅｕまたはＴｙｒに；ＳｅｒをＴｈｒに；ＴｈｒをＳｅｒに；ＴｒｐをＴｙｒ
に；ＴｙｒをＴｒｐに；および／またはＰｈｅをＶａｌ、ＩｌｅまたはＬｅｕに。
【０２１８】
　本明細書に記載のポリペプチドに適用されるいかなるアミノ酸置換も、SchultzらPrinc
iples　of Protein　Structure, Springer－Verlag，1978によって開発された、異なった
種の相同タンパク間のアミノ酸変異頻度の分析、ChouおよびFasman,Biochemistry１3:211
，1974 およびAdv.Enzymol.,47:45－149,1978によって開発された、構造形成能力の分析
、およびEisenbergら、Proc. Nat. Acad.　Sci. USA 81:140－144、1984; KyteおよびDoo
little;J Molec. Biol.１５７：105－132，1981およびGoldmanらAnn.Rev.Biophys．Chem
．１５：３２１－３５３，１９８６，によって開発された、タンパクにおける疎水性パタ
－ンの解析に基づくこともできる。これらすべては、参照として本明細書に援用される。
本明細書および一般的な背景技術で与えられた、ナノボディの一次、二次および三次構造
に関する情報は、上に引用された。さらに、この目的のために、ラマからのＶＨＨドメイ
ンの結晶構造は、例えば、Desmyterら、Nature Structural Biology、Vol.3,９，803(199
6)；Spinelliら、Natural Structural Biology(1996)；3,752－757；およびDecanniereら
、Structure、Vol.7,4,361(1999)に与えられている。従来のＶＨドメインでは、ＶＨ／Ｖ

Ｌインタ－フェ－スおよび潜在的なラクダ化置換を、これらの位置に形成するいくつかの
アミノ酸残基に関する更なる情報を、本明細書に引用されたナノボディに関する従来技術
では見出すことができる；
【０２１９】
ｇ）全長で１００％の配列同一性（本明細書で規定）を有しているならば、アミノ酸配列
およびヌクレオチド配列は「全く同一である」とされる；
ｈ）二つのアミノ酸配列を比較する場合、「アミノ酸の相違」という用語は、第二の配列
と比較して、第一の配列のある位置に一つのアミノ酸の、挿入、欠失または置換のことを
いう；二つのアミノ酸配列は、そのようなアミノ酸の相違を一つ、二つ以上含むことがで
きることを意味する；
ｉ）核酸配列またはアミノ酸配列は、例えば、それらが得られる天然の生物源および／ま
たは反応培地または培養培地と比較して、前記生物源または培地中で通常随伴している他
の成分、例えば他の核酸、他のタンパク／ポリペプチド、他の生物学的成分または高分子
、もしくは少なくとも一つの混入物、不純物または微量成分のようなものの少なくとも一
つから分離された時、「本質的に分離された（形態）」であると考えられる。特に、核酸
配列またはアミノ酸配列は、少なくとも２倍、特に少なくとも１０倍、さらに特定すれば
、少なくとも１００倍および１０００倍以上まで精製されたとき、「本質的に分離された
」と考えられる。「本質的に分離された形態」である核酸配列またはアミノ酸配列は、ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動のような、適切なクロマトグラフ技術のような、適切な技
術を用いて決定される、本質的に均一であることが好ましい。
ｊ）本明細書で用いている「ドメイン」という用語は、一般的に抗体鎖の球状の領域を言
い、特に重鎖抗体の球状領域、もしくはそのような球状領域から本質的に成るポリペプチ
ドを言う。通常そのようなドメインは、シ－トとしてまたはジスルフィド結合により安定
化された、ペプチドル－プ（例えば３または４ペプチドル－プ）を含むであろう。
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ｋ）「抗原決定基」という用語は、抗原結合分子（例えば本発明のナノボディまたはポリ
ペプチドのような）によって、より特定すれば、前記分子の抗原結合部位によって認識さ
れる抗原上のエピト－プを言う。本明細書においては、「抗原決定基」および「エピト－
プ」はまた、相互に交換して用いてもよい。
【０２２０】
ｌ）特定の抗原決定基、エピト－プ、抗原またはタンパク（または少なくとも一部、断片
またはそれらのエピト－プ）に対して、結合でき、アフィニティーを有しおよび／または
特異性を有するアミノ酸配列（例えば本発明のナノボディ、抗体またはポリペプチド、も
しくは一般的に抗原結合タンパクまたはポリペプチド、もしくはそれらの断片）は、前記
抗原決定基、エピト－プ、抗原またはタンパクに"対する"または「対する指向性を」有す
るとされる。
ｍ）「特異性」という用語は、特定の抗原結合分子または抗原結合タンパク（例えば、本
発明のナノボディまたはポリペプチド）分子が結合できる、異なったタイプの抗原または
抗原決定基の数を言う。ある抗原結合タンパクの特異性は、アフィニティーおよび／また
は結合活性に基づいて決定することができる。抗原と抗原結合タンパクとの解離の平衡定
数（ＫＤ）によって表されるアフィニティーは、抗原決定基と抗原結合タンパク上の抗原
結合部位の間の結合力の尺度である：ＫＤの値が小さければ小さいほど、抗原決定基と抗
原結合分子の間の結合力がより強い（代替法として、アフィニティーは１／ＫＤである親
和定数（ＫＡ）として表すこともできる）。当業者には明らかであるように（例えば、本
明細書における更なる開示に基づいて）、アフィニティーは、関心ある特定の抗原に依存
して、それ自体知られている様式で決定することができる。結合活性は、抗体結合分子（
例えば、本発明のナノボディまたはポリペプチド）および関連した抗原の間の結合力の尺
度である。結合活性は、抗原決定基および抗原結合分子の間のアフィニティーならびに抗
原結合分子上に存在する関連した結合部位の数の両方に関連する。典型的には、抗原結合
分子（例えば本発明のナノボディおよび／またはポリペプチド）は、解離定数（ＫＤ）１
０－５から１０－１２モル／リットル（Ｍ）または未満、好ましくは、１０－７から１０
－１２モル／リットル（Ｍ）または未満、および／または会合定数（ＫＡ）、少なくとも
１０７Ｍ－１、好ましくは少なくとも１０８Ｍ－１、より好ましくは少なくとも１０１２

Ｍ－１のように、少なくとも１０９Ｍ－１である。１０－４Ｍより大きいいかなるＫＤ値
も、非特異的な結合を示すと一般的に考えられている。好ましくは、本発明のナノボディ
またはポリペプチドは、希望する抗原と５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、よ
り好ましくは、例えば５００ｐＭ未満のように、１０ｎＭ未満のＫＤで結合する。抗原結
合タンパクの、抗原または抗原決定基との特異的な結合は、それ自体知られているいずれ
かの適切な方法で決定できるが、例えばScatchard分析および／または放射線免疫測定法
（ＲＩＡ）、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）およびサンドイッチ拮抗法のような拮抗結合測定
法、ならびに当技術においてそれ自体知られているそれらの別の変法を含む。
【０２２１】
ｎ）以下に説明するように、ナノボディのアミノ酸配列および構造は、これに限定されな
いが、四つのフレ－ムワ－ク領域または「ＦＲ」を含み、それらは当技術および本明細書
では、「フレ－ムワ－ク領域１」または「ＦＲ１」として；「フレ－ムワ－ク領域２」ま
たは「ＦＲ２」として；「フレ－ムワ－ク領域３」または「ＦＲ３」として；および「フ
レ－ムワ－ク領域４」または「ＦＲ４」として、それぞれ呼ばれ；それらのフレ－ムワ－
ク領域は三つの相補体決定領域または「ＣＤＲ」によって中断されており、それらは当技
術では、「 相補体決定領域１」またはＣＤＲ１として；「相補体決定領域２」またはＣ
ＤＲ２として；および「相補体決定領域３」またはＣＤＲ３として、それぞれ呼ばれ；
ｏ）さらに以下に説明するように、ナノボディにおけるアミノ酸残基の全数は、１１０～
１２０の領域、好ましくは１１２～１１５、最も好ましくは１１３である。しかしながら
、ナノボディの部分、断片またはアナログ（以下にさらに説明するように）が以下に概略
した更なる要項に適い、また本明細書に記載の目的に適している限り、ナノボディの部分
、断片またはアナログはそれらの長さおよび／またサイズに関しては特に限定されないこ
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とに留意されたい；
ｐ）ナノボディのアミノ酸残基は、上に引用したRiechmannおよびMuyldermansの論文にお
けるラクダ科のＶＨＨドメインに応用されたように（例えば前記の参考文献の図２を参照
）、Kabatら.（"Sequence of proteins of immunological interest"、US Public　Healt
h Services、NIH Bethesda、MD，Publication No.91)によって与えられたＶＨドメインに
対する一般的な番号付けに従って番号を付けられる。この番号付けに従って、ナノボディ
のＦＲＩはアミノ酸残基を１－３０の位置に含み、ナノボディのＣＤＲ１はアミノ酸残基
を３１～３６の位置に含む、ナノボディＦＲ２はアミノ酸残基を３６～４９の位置に含み
、ナノボディのＣＤＲ２はアミノ酸残基を５０～６５の位置に含み、ナノボディのＦＲ３
はアミノ酸残基を６６～９４の位置に含む、ナノボディのＣＤＲ３はアミノ酸残基を９５
－１０２の位置に含み、およびナノボディのＦＲ４はアミノ酸残基を１０３～１１３の位
置に含む。[この点に関して、ＶＨドメインおよびＶＨＨドメインに関して、当技術にお
いては良く知られているようにＣＤＲのそれぞれにおけるアミノ酸残基の全数は、変化す
るかもしれず、Kabatの番号付けによって示されたアミノ酸残基の全数と一致しないかも
知れない（すなわち、Kabatの番号付けによる一つ以上の位置が、実際の配列によって占
められていない可能性もあり、または実際の配列はKabatの番号付けが許す数よりも多い
アミノ酸残基を含んでいる可能性もある）。このことは、一般的にKabatによる番号付け
は、実際のアミノ酸配列の実際の番号と一致する可能性もあるし、可能性がないかも知れ
ないことを意味する。一般的にはしかし、Kabatの番号によって、およびＣＤＲにおける
アミノ酸残基数に関係なく、Kabatの番号による１の位置はＦＲ１の開始に相当し、逆も
成り立ち、Kabat番号による３６の位置はＦＲ２の開始に相当し、逆も成り立ち、Kabat番
号による６６の位置はＦＲ３の開始に相当し、逆も成り立ち、Kabat番号による１０３の
位置はＦＲ４の開始に相当し、逆も成り立つ。
【０２２２】
　ＶＨドメインのアミノ酸残基の番号を付ける代替法は、ラクダ科のＶＨＨドメインおよ
びナノボディにもまた適用できるのであるが、Chothiaら（Nature 342,877－883（1989）
）によって記述された方法で、いわゆる「ＡｂＭ規定」およびいわゆる「接触規定」であ
る。しかしながら、本明細書、請求項および図においては、RiechmannおよびMuyldermans
による、Kabatによる番号付けをＶＨＨドメインに適用したものに、特に断らない限り、
従う；ならびに
ｑ）図、配列表および実験部／実施例は、本発明をさらに例示するためのみに与えられる
ものであり、本明細書に明瞭に示されない限りは、本発明および／または付帯した請求項
の範囲を制限するものと解釈したり理解したりすべきではない。
【０２２３】
　重鎖抗体およびそれの可変ドメインについての一般的な説明に関しては、参考文献とし
て特に次の文献を一般的な背景技術として引用する：国際公開第 94/04678号, 国際公開
第95/04079号および 国際公開第 96/3410号（3 of the Vrije Universiteit Brussel）; 
国際公開第 94/25591, 国際公開第 99/37681号, 国際公開第 00/40968号, 国際公開第 00
/43507号, 国際公開第00/65057号, 国際公開第 01/40310, 国際公開第 01/44301号, EP 1
134231号および国際公開第 02/48193号（of Unilever）; 国際公開第 97/49805号, 国際
公開第 01/21817号, 国際公開第03/035694号, 国際公開第 03/054016号および 国際公開
第 03/055527号（of the Vlaams Instituut voor Biotechnologie (VIB)）; 国際公開第 
03/050531号of Algonomics N.V. and applicant; 国際公開第 01/90190号（by the Natio
nal Research Council of Canada）; 国際公開第 03/025020 号(= 欧州特許第1 433 793
号)（by the Institute of Antibodies）; ならびに出願人によるまたさらに出願人によ
って公表された特許出願 国際公開第 04/041867号, 国際公開第04/041862号, 国際公開第
 04/041865号, 国際公開第 04/041863号, 国際公開第 04/062551号；
Hamers－Casterman et al., Nature 1993 June 3; 363 (6428): 446－8; Davies and Rie
chmann, FEBS Lett. 1994 Feb 21; 339(3): 285－90; Muyldermans et al., Protein Eng
. 1994 Sep; 7(9): 1129－3; Davies and Riechmann, Biotechnology (NY) 1995 May; 13
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(5): 475－9; Gharoudi et al.,9th Forum of Applied Biotechnology, Med. Fac. Landb
ouw Univ. Gent. 1995; 60/4a part I: 2097－2100; Davies and Riechmann, Protein En
g. 1996 Jun; 9(6): 531－7; Desmyter et al., Nat Struct Biol. 1996 Sep; 3(9): 803
－11; Sheriff et al., Nat Struct Biol. 1996 Sep; 3(9): 733－6; Spinelli et al., 
Nat Struct Biol. 1996 Sep; 3(9): 752－7; Arbabi Ghahroudi et al., FEBS Lett. 199
7 Sep 15; 414(3): 521－6; Vu et al., Mol Immunol. 1997 Nov－Dec; 34(16－17): 112
1－31; Atarhouch et al., Journal of Camel Practice and Research 1997; 4: 177－18
2; Nguyen et al., J. Mol. Biol. 1998 Jan 23; 275(3): 413－8; Lauwereys et al., E
MBO J. 1998 Jul 1; 17(13): 3512－20; Frenken et al., Res Immunol. 1998 Jul－Aug;
149(6):589－99; Transue et al., Proteins 1998 Sep 1; 32(4): 515－22; Muyldermans
 and Lauwereys, J. Mol. Recognit. 1999 Mar－Apr; 12 (2): 131－40; van der Linden
 et al.,　Biochim. Biophys. Acta 1999 Apr 12; 1431(1): 37－46.; Decanniere et al
.,　Structure Fold. Des. 1999 Apr 15; 7(4): 361－70; Ngyuen et al.,　Mol. Immuno
l. 1999 Jun; 36(8): 515－24; Woolven et al.,　Immunogenetics 1999 Oct; 50 (1－2)
: 98－101; Riechmann and Muyldermans,　J. Immunol. Methods 1999 Dec 10; 231 (1－
2): 25－38; Spinelli et al., Biochemistry 2000 Feb 15; 39(6): 1217－22; Frenken 
et al.,　J. Biotechnol. 2000 Feb 28; 78(1): 11－21; Nguyen et al.,　EMBO J. 2000
 Mar 1; 19(5): 921－30; van der Linden et al., J. Immunol. Methods 2000 Jun 23; 
240 (1－2): 185－95; Decanniere et al., J. Mol. Biol. 2000 Jun 30; 300 (1): 83－
91; van der Linden et al., J. Biotechnol. 2000 Jul 14; 80(3): 261－70; Harmsen e
t al., Mol. Immunol. 2000 Aug; 37(10): 579－90; Perez et al., Biochemistry 2001 
Jan 9; 40(1): 74－83; Conrath et al., J. Biol. Chem. 2001 Mar 9; 276 (10): 7346
－50; Muyldermans et al., Trends Biochem Sci. 2001 Apr;26(4):230－5; Muyldermans
 S., J. Biotechnol. 2001 Jun; 74 (4): 277－302; Desmyter et al., J. Biol. Chem. 
2001 Jul 13 ;276 (28): 26285－90; Spinelli et al., J. Mol. Biol. 2001 Aug 3; 311
 (1): 123－9; Conrath et al., Antimicrob Agents Chemother. 2001 Oct; 45 (10): 28
07－12; Decanniere et al., J. Mol. Biol. 2001 Oct 26; 313(3): 473－8; Nguyen et 
al., Adv Immunol. 2001; 79: 261－96; Muruganandam et al., FASEB J. 2002 Feb; 16 
(2): 240－2; Ewert et al., Biochemistry 2002 Mar 19; 41 (11): 3628－36; Dumoulin
 et al., Protein Sci. 2002 Mar; 11 (3): 500－15; Cortez－Retamozo et al., Int. J
. Cancer. 2002 Mar 20; 98 (3): 456－62; Su et al., Mol. Biol. Evol. 2002 Mar; 19
 (3): 205－15; van der Vaart JM., Methods Mol Biol. 2002; 178: 359－66; Vranken 
et al.,　Biochemistry 2002 Jul 9; 41 (27): 8570－9; Nguyen et al., Immunogenetic
s 2002 Apr; 54 (1): 39－47; Renisio et al., Proteins 2002 Jun 1; 47 (4): 546－55
; Desmyter et al., J. Biol. Chem. 2002 Jun 28; 277 (26): 23645－50; Ledeboer et 
al., J. Dairy Sci. 2002 Jun; 85 (6): 1376－82; De Genst et al., J. Biol. Chem. 2
002 Aug 16; 277 (33): 29897－907; Ferrat et al., Biochem. J. 2002 Sep 1; 366 (Pt
 2): 415－22; Thomassen et al., Enzyme and Microbial Technol. 2002; 30: 273－8; 
Harmsen et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 2002 Dec; 60 (4): 449－54; Jobling 
et al., Nat Biotechnol. 2003 Jan; 21 (1): 77－80; Conrath et al., Dev. Comp. Imm
unol. 2003 Feb; 27 (2): 87－103; Pleschberger et al., Bioconjug. Chem. 2003 Mar
－Apr; 14 (2): 440－8; Lah et al., J. Biol. Chem. 2003 Apr 18; 278 (16): 14101－
11; Nguyen et al., Immunology. 2003 May; 109 (1): 93－101; Joosten et al., Micro
b. Cell Fact. 2003 Jan 30; 2 (1): 1; Li et al., Proteins 2003 Jul 1; 52 (1): 47
－50; Loris et al., Biol Chem. 2003 Jul 25; 278 (30): 28252－7; van Koningsbrugg
en et al., J. Immunol. Methods. 2003 Aug; 279 (1－2): 149－61; Dumoulin et al.,
　Nature. 2003 Aug 14; 424 (6950): 783－8; Bond et al., J. Mol. Biol. 2003 Sep 1
9; 332 (3): 643－55; Yau et al., J. Immunol. Methods. 2003 Oct 1; 281 (1－2): 16
1－75; Dekker et al., J. Virol. 2003 Nov; 77 (22): 12132－9; Meddeb－Mouelhi et 
al., Toxicon. 2003 Dec; 42 (7): 785－91; Verheesen et al., Biochim. Biophys. Act
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a 2003 Dec 5; 1624 (1－3): 21－8; Zhang et al.,　J Mol Biol. 2004 Jan 2; 335 (1)
: 49－56; Stijlemans et al., J Biol Chem. 2004 Jan 9; 279 (2): 1256－61; Cortez
－Retamozo et al., Cancer Res. 2004 Apr 15; 64 (8): 2853－7; Spinelli et al., FE
BS Lett. 2004 Apr 23; 564 (1－2): 35－40; Pleschberger et al., Bioconjug. Chem. 
2004 May－Jun; 15 (3): 664－71; Nicaise et al., Protein Sci. 2004 Jul; 13 (7): 1
882－91; Omidfar et al., Tumour Biol. 2004 Jul－Aug; 25 (4): 179－87; Omidfar et
 al., Tumour Biol. 2004 Sep－Dec; 25(5－6): 296－305; Szynol et al., Antimicrob 
Agents Chemother. 2004 Sep;48(9):3390－5; Saerens et al., J. Biol. Chem. 2004 De
c 10; 279 (50): 51965－72; De Genst et al., J. Biol. Chem. 2004 Dec 17; 279 (51)
: 53593－601; Dolk et al., Appl. EnvironMicrobiol. 2005 Jan; 71(1): 442－50; Joo
sten et al., Appl Microbiol Biotechnol. 2005 Jan; 66(4): 384－92; Dumoulin et al
., J. Mol. Biol. 2005 Feb 25; 346 (3): 773－88; Yau et al., J Immunol Methods. 2
005 Feb; 297 (1－2): 213－24; De Genst et al., J. Biol. Chem. 2005 Apr 8; 280 (1
4): 14114－21; Huang et al., Eur. J. Hum. Genet. 2005 Apr 13; Dolk et al., Prote
ins. 2005 May 15; 59 (3): 555－64; Bond et al., J. Mol. Biol. 2005 May 6;348(3):
699－709; Zarebski et al., J. Mol. Biol. 2005 Apr 21; [印刷前の電子出版]
【０２２４】
　上記の参考文献で用いる用語法に従って、天然の重鎖抗体に存在する可変ドメインは、
通常の４鎖抗体に存在する重鎖可変ドメイン（以下「ＶＨドメイン」と呼ぶ）および通常
の４鎖抗体に存在する軽鎖可変ドメイン（以下「ＶＬドメイン」と呼ぶ）と区別するため
に、また「ＶＨＨドメイン」と呼ぶ。
【０２２５】
　上に参照された先行技術で述べたように、ＶＨＨドメインは、分離されたＶＨＨドメイ
ン（ならびに、天然のＶＨＨドメインと構造的な特徴および機能的な性質を同じくする、
それに基づくナノボディ）を機能的な抗原結合ドメインまたはタンパクとして使用するの
を非常に有利にする、多数の構造的特長および機能的な性質を有する。特に、それに限ら
れるのではないが、ＶＨＨドメイン（軽鎖の可変ドメインの存在なしに、またそれとの相
互作用なしに、機能的に抗原と結合するように天然に「デザインされた」）およびナノボ
ディは、単一の、比較的小さな、機能的な抗原結合構造ユニット、ドメインまたはタンパ
クとして機能することができる。このことが、ＶＨＨドメインを通常の４鎖抗体のＶＨお
よびＶＬドメインから区別するものである。通常の４鎖抗体のＶＨおよびＶＬドメインは
、それ自体としては一般的に単一の抗原結合タンパクまたはドメインとしては実用には適
しておらず、機能的な抗原結合ユニットを提供するためには、種々な形で結合しなければ
ならない（例えばＦａｂ断片のような通常の抗体断片；ＶＬドメインと共有結合で連結し
たＶＨドメインより成るＳｃＦｖ）。
【０２２６】
　これらのユニ－クな特性の故に、単一抗原結合タンパクまたは抗原結合ドメイン（すな
わち、より大きなタンパクまたはポリペプチドの一部として）としてのＶＨＨドメインお
よびナノボディの使用は、従来のＶＨおよびＶＬドメイン、ｓｃＦｖまたは従来のの抗体
断片（例えばＦａｂ－またはＦ（ａｂ'）２－断片）の使用よりも、数多くの有意な利点
を提供する。
－　高いアフィニティーと高い選択性を有する抗原に結合するためには、ただ単一のドメ
インが必要なだけであり、二つの分離したドメインが存在する必要も無いし、これらの二
つのドメインが正しい空間配置および立体構造で存在することを保証する必要も無い（す
なわち、ｓｃＦｖの場合のように、特別にデザインされたリンカ－を用いて）：
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは単一の遺伝子から発現させることができ、翻訳後
の折りたたみまたは修飾も必要としない；
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは多価および多重特異性の型に用意に操作すること
ができる（本明細書でさらに考察するように）；
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは高度に可溶性であり、凝集する傾向は無い（Ｗａ
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ｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ，Ｖｏｌ．３４１，１９８９，ｐ．５４４によって記述されたマウ
ス由来の抗原結合ドメインのように）；
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは、熱、ｐＨ、プロテ－ア－ゼおよび他の変性剤ま
たは条件に対して高度に安定である（たとえば既出のＥｗｅｒｔらを参照）。
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは製造工程に要求される規模においてさえ、調製す
るには容易で比較的安価である。たとえば、ＶＨＨドメイン、ナノボディおよびそれを含
むタンパク／ポリペプチドは、微生物の発酵（以下に説明するような）、を用いて製造す
ることが可能であり、従来の抗体断片のように、哺乳動物発現システムの使用を必要とし
ない；
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは、従来の４鎖抗体およびその断片と比べると、比
較的小さく（約１５ｋＤａ、または従来のＩｇＧよりも１０分の１程度）、それ故、その
ような従来の４鎖抗体およびその断片よりも組織（固形腫瘍および他の密な組織を含むが
、限定されない）への浸透能が高い；
－　ＶＨＨドメインおよびナノボディは、いわゆる空洞結合性(特に、通常のＶＨドメイ
ンに比較して、より伸びたＣＤＲ３ル－プにより）を示すことができ、それ故、従来の４
鎖抗体およびその断片が接近できなかった標的およびエピト－プにも接近することができ
る。例えば、ＶＨＨドメインおよびナノボディは酵素を阻害することができる（例えば国
際公開第 97/49805; Transue（１９９８）既出；Lauwereysら（１９９８）既出。
【０２２７】
　上述のように、本発明は一般的に、以下に記述するまた国際公開第 04/041862における
予防、治療および／または診断の目的で使用可能な、ＴＮＦ－アルファに指向性を有する
ナノボディならびにそのようなナノボディを一つ以上含むまたは本質的にそれから成るポ
リペプチドに関する。
【０２２８】
　さらに上述のように、および以下に記述するように、本発明はまた、そのようなナノボ
ディおよびポリペプチドをコ－ドする核酸、そのようなナノボディおよびポリペプチドを
調製する方法、そのようなナノボディおよびポリペプチドを発現可能な宿主細胞、そのよ
うなナノボディ、ポリペプチド、核酸、または宿主細胞の使用、およびそのようなナノボ
ディ、ポリペプチド、核酸または宿主細胞を含む組成物に関する。
【０２２９】
　一般的に、本明細書において最も広義で使用されるナノボディという用語は、特定の生
物源または特定の調製法に限定されない。例えば、以下により詳細に考察するように、本
発明のナノボディは、（１）天然の重鎖抗体のＶＨＨドメインを分離することにより；（
２）天然のＶＨＨドメインをコ－ドするヌクレオチド配列を発現させる事により；（３）
天然のＶＨＨドメインをヒト化する事によりまたはそのようなヒト化ＶＨＨドメインをコ
－ドする核酸を発現させることにより；（４）いずれかの動物種からの、特にヒトからの
ような哺乳動物からの天然ＶＨドメインを「ラクダ化」することにより(以下に説明する
）、またはそのようなラクダ化したＶＨドメインをコ－ドする核酸を発現することにより
；（５）Ｗａｒｄら（既出）によって記載された「ドメイン抗体」または「Ｄａｂ」の「
ラクダ化」によりまたはそのようなラクダ化されたＶＨドメインをコ－ドする核酸を発現
することにより；（６）タンパク、ポリペプチドまたは他のアミノ酸配列を調製するため
の合成または半合成技術を用いて；（７）核酸合成技術を用いてナノボディをコ－ドする
核酸を調製し、次いで得られた核酸を発現する事により；および／または（８）先述のい
ずれかの組み合わせにより、得ることができる。先述を行うための適切な方法および技術
は、本明細書の開示に基づき当業者には明らかであり、例えば以下により詳細に記述され
る方法および技術を含む。
【０２３０】
　しかしながら、ある特定の実施態様によれば、本発明のナノボディは、たとえば哺乳動
物からの、特にヒトからの天然のＶＨドメインのアミノ酸配列のような、天然のＶＨドメ
インのアミノ酸配列と全く同じ（すなわち配列の同一性の程度が１００％）であるアミノ
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酸配列を有しない。
【０２３１】
　本発明の特に好ましいクラスのナノボディは、天然のＶＨＨドメインのアミノ酸配列に
対応する配列を有しているナノボディを含んでいるが、それは「ヒト化」されている。す
なわち前記天然ＶＨＨドメインのアミノ酸配列における一つ以上のアミノ酸残基を、ヒト
の通常の４鎖抗体からのＶＨドメイン（例えば上に示したような）における対応する位置
に存在する一つ以上のアミノ酸残基によって置換することにより、なされる。これはそれ
自体知られた様式で行うことが可能であり、当業者には、例えば以下の更なる記述と、本
明細書で参照されたヒト化に関する先行技術に基づいて、明らかである。更に、本発明の
そのようなヒト化ナノボディは、それ自体知られたいずれかの適切な様式で得ることがで
き（すなわち上記の（１）から（８）までの項で示したように）、従って、出発材料とし
て、天然ＶＨＨドメインを含むポリペプチドを用いて得られたポリペプチドに厳密に制限
されることは無い。
【０２３２】
　好ましいが非限定的な、１０３，Ｐ，Ｒ，Ｓ群および／またはＧＬＥＷ群（本明細書で
規定）に属するナノボディは１０８Ｑから１０８Ｌまでである。
【０２３３】
　本発明のナノボディの他の特に好ましい種類は、ラクダ化された天然に存在するＶＨド
メインのアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列を有するナノボディを含む、すなわち従来
の４鎖抗体からの天然に存在するＶＨドメインのアミノ酸配列の一つ以上のアミノ酸残基
を、重鎖抗体のＶＨＨドメインにおける対応する位置に存在する一つ以上のアミノ酸で置
換することによってラクダ化したものである。これはそれ自体知られた様式で行うことが
でき、例えば更なる以下の記述に基づき、当業者にとっては明らかである。また国際公開
第 94/047678をも参照とする。そのようなラクダ化は、以下でもまた述べるが、ＶＨ－Ｖ

Ｌインターフェースおよびいわゆるラクダ科特徴残基（国際公開第 94/047678を参照）に
存在するアミノ酸位置に優先的に起こっても良い。好ましくは、ラクダ化ナノボディを生
成またはデザインするための出発材料または出発点として使用されるＶＨドメインまたは
配列は、哺乳類のＶＨ配列、より好ましくはヒトのＶＨ配列である。しかしながら、本発
明のラクダ化ナノボディは、それ自体知られているいかなる適切な様式でも得ることがで
き（すなわち上記（１）－（８）の項で示されたような）、従って出発材料として天然に
存在するＶＨドメインを含むポリペプチドを用いて得られるポリペプチドに厳密に限られ
ている訳では無い。
【０２３４】
　例えば、また以下に記述するように、ヒト化およびラクダ化は、そのような天然に存在
するＶＨＨドメインまたはＶＨドメインをそれぞれコードするヌクレオチド配列を提供す
ることにより行うことができ、その後それ自体知られた様式で、前記ヌクレオチド配列の
ひとつ以上のコドンを変化させ、新しいヌクレオチド配列が本発明のヒト化またはラクダ
化ナノボディをコードするようにし、その後、欲する本発明のナノボディを提供するよう
に、得られたヌクレオチド配列をそれ自体知られた様式で発現させる。代替法として、天
然に存在するそれぞれのＶＨＨドメインまたはＶＨドメインのアミノ酸配列に基づいて、
本発明の欲するヒト化またはラクダ化ナノボディのそれぞれのアミノ酸配列を設計するこ
とができ、それ自体知られているペプチド合成の技術を用いて、新規に合成可能である。
更に天然に存在するそれぞれのＶＨＨドメインまたはＶＨドメインのアミノ酸配列または
ヌクレオチド配列に基づいて、欲する本発明のヒト化またはラクダ化ナノボディのそれぞ
れをコードするヌクレオチド配列を設計し、それ自体知られたヌクレオチド合成技術を用
いて、新規に合成可能であり、その後、得られたヌクレオチド配列は、それ自体知られた
様式で本発明のナノボディを提供するように、発現させることができる。
【０２３５】
　天然に存在するＶＨドメインまたは好ましくはＶＨＨドメイン（のアミノ酸配列）およ
び／またはそれらをコ－ドするヌクレオチド配列および／または核酸配列から出発して、
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本発明のナノボディおよび／またはそれをコ－ドするヌクレオチド配列および／または核
酸配列を得るための、他の適切な方法や技術は、当業者には明らかで、例えば天然に存在
するＶＨドメイン（例えば一つ以上のＦＲおよび／またはＣＤＲ）から由来する一つ以上
のアミノ酸配列および／またはヌクレオチド配列と、一つ以上の天然に存在するＶＨＨド
メイン（例えば一つ以上のFRまたはCDR)から由来する一つ以上のアミノ酸配列および／ま
たはヌクレオチド配列とを、本発明のナノボディ（コードするヌクレオチド配列または核
酸配列）を提供するような適切な様式で組み合わせることを含んでもよい。
【０２３６】
　本発明の態様の、好ましいが、非限定的な一態様によれば、その最も広い意味において
ナノボディは一般的に以下を含むポリペプチドと規定できる：
ａ）三つの相補体決定領域／配列によって中断される四つのフレームワーク領域／配列を
含むアミノ酸配列であって、Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基がＱであり；
および／または
ｂ）三つの相補体決定領域／配列によって中断される四つのフレームワーク領域／配列を
含むアミノ酸配列であって、Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基がＥであり、ま
たKabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基がＲであり；
および／または
ｃ）三つの相補体決定領域／配列によって中断される四つのフレームワーク領域／配列を
含むアミノ酸配列であって、Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基がＰ、Ｒ、お
よびＳからなる群から選択され、特に、ＲおよびＳからなる群から選択される。
【０２３７】
　従って、第一に好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは構造
 
　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しており、ここでＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い
、ＣＤＲ１からＣＤＲ３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで
ｉ）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基がＱであり；
および／または、そこで
ｉｉ）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基がＥであり、およびKabatによる番号４
５の位置のアミノ酸残基がＲであり；
および／または
ｉｉｉ）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基がＰ、Ｒ、およびＳからなる群か
ら選択され、特に、ＲおよびＳからなる群から選択され；
ｉｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、
上の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つ
に従って規定されることがより好ましい。
【０２３８】
　特に、本発明のＴＮＦ－アルファに対するナノボディは、構造
 
　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、ここでＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言
い、ＣＤＲ１からＣＤＲ３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで
ｉ）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基がＱであり；
および／または、そこで
ｉｉ）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基がＥであり、およびKabatによる番号４
５の位置のアミノ酸残基がＲであり；
および／または
ｉｉｉ）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基がＰ、Ｒ、およびＳからなる群か
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ら選択され、特に、ＲおよびＳからなる群から選択され；
ｉｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、
上の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つ
に従って規定されることがより好ましい。
【０２３９】
　特に、本発明の態様の、好ましいが非限定的な一態様では、ナノボディは、一般的に、
三つの相補体決定領域／配列によって中断される四つのフレームワーク領域／配列を含む
アミノ酸配列として規定でき、そこで；
ａ－１）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基が、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｇ、Ｑ、Ｒ、Ｓ、
Ｌからなる群から選択され；好ましくはＧ、Ｅ、またはＱからなる群から選択され；そし
て
ａ－２）Kabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基が、Ｌ、ＲまたはＣからなる群から
選択され；好ましくは、ＬまたはＲからなる群から選択され；そして
ａ－３）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基が、Ｗ、Ｒ、またはＳからなる群
から選択され；好ましくはＷまたはＲからなる群から選択され、そして最も好ましくはＷ
であり；
ａ－４）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基がＱであり；
ここで
ｂ－１）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基が、ＥおよびＱからなる群から選択
され；そして
ｂ－２）Kabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基がＲであり；そして
ｂ－３）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基が、Ｗ、ＲおよびＳからなる群か
ら選択され；好ましくはＷであり；
ｂ－４）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基が、ＱおよびＬからなる群から選
択され；好ましくはＱであり；
もしくは
ｃ－１）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基が、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｑ、Ｒ、Ｓおよび
Ｌからなる群から選択され；好ましくはＧ、ＥおよびＱからなる群から選択され；そして
ｃ－２）Kabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基が、Ｌ、ＲおよびＣからなる群から
選択され；好ましくは、ＬおよびＲからなる群から選択され；そして
ｃ－３）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基が、Ｐ、Ｒ、およびＳからなる群
から選択され；特に、ＲおよびＳからなる群から選択され、そして
ｃ－４）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基が、ＱおよびＬからなる群から選
択され；好ましくはＱである。
【０２４０】
　従って、別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで
ｉ）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基が、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｇ、Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｌか
らなる群から選択され；好ましくはＧ、ＥまたはＱからなる群から選択され；
そして
ｉｉ）Kabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基が、Ｌ、ＲまたはＣからなる群から選
択され；好ましくはＬまたはＲからなる群から選択され
そして
ｉｉｉ）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基が、Ｗ、ＲまたはＳからなる群か
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ら選択され；好ましくはＷまたはＲであり；最も好ましくはＷであり；
そして
ｉｖ）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基が、Ｑであり；
そして
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２４１】
　別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
ｉ）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基が、ＥおよびＱからなる群から選択され
；
そして
ｉｉ）Kabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基が、Ｒであり；
ｉｉｉ）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基が、Ｗ、ＲおよびＳからなる群か
ら選択され；好ましくＷであり；
そして
ｉｖ）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基が、Ｑであり；
そして
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２４２】
　別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
ｉ）Kabatによる番号４４の位置のアミノ酸残基が、Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｑ、Ｒ、ＳおよびＬか
らなる群から選択され；好ましくは、Ｇ、ＥおよびＱからなる群から選択され；
そして
ｉｉ）Kabatによる番号４５の位置のアミノ酸残基が、Ｌ、ＲおよびＣからなる群から選
択され；好ましくは、ＬおよびおＲからなる群から選択され；
そして
ｉｉｉ）Kabatによる番号１０３の位置のアミノ酸残基が、Ｐ、ＲおよびＳからなる群か
ら選択され；特にＲおよびＳからなる群から選択され；
そして
ｉｖ）Kabatによる番号１０８の位置のアミノ酸残基が、ＱおよびＬからなる群から選択
され；好ましくはＱであり；
そして
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
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の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２４３】
　二つの特に好ましいが、それに非限定的な本発明のナノボディの群は、上記のａ）に記
載された物；上記のｉ）－ａ－４）に記載された物；上記のｂ）に記載された物；上記の
ｂ－１）からｂ－４）に記載された物；上記のｃ）に記載された物；および／または上記
のｃ－１）からｃ－４）に記載された物であって；
ａ）Kabatによる番号４４～４７の位置のアミノ酸残基がＧＬＥＷ（または以下に規定す
るようなＧＬＥＷ様配列）を形成し、および１０８の位置のアミノ酸残基がＱであり；
または
ｂ）Kabatによる番号４３～４６の位置のアミノ酸残基がＫＥＲＥ配列またはＫＱＲＥ（
またはＫＥＲＥ様配列）を形成し、および１０８に位置のアミノ酸残基がＱまたはＬであ
り、好ましくはＱである。
【０２４４】
　従って、他の好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
ｉ）Kabatによる番号４４～４７の位置のアミノ酸残基がＧＬＥＷ（または以下に規定す
るようなＧＬＥＷ様配列）を形成し、および１０８の位置のアミノ酸残基がＱであり；
そして：
ｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、
上の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つ
に従って規定されることがより好ましい。
【０２４５】
　他の好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは構造
 
　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
ｉ）Kabatによる番号４３～４６の位置のアミノ酸残基がＫＥＲＥ配列またはＫＱＲＥ（
またはＫＥＲＥ様配列）を形成し、および１０８に位置のアミノ酸残基がＱまたはＬであ
り、好ましくはＱであり；
そして：
ｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、
上の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つ
に従って規定されることがより好ましい。
【０２４６】
　Kabatによる番号４３～４６の位置のアミノ酸残基がＫＥＲＥ配列またはＫＱＲＥを形
成する、本発明のナノボディでは、３７の位置のアミノ酸残基はＦであるのが最も好まし
い。Kabatによる番号４４－４７の位置のアミノ酸残基が配列ＧＬＥＷを形成する、本発
明のナノボディでは、３７の位置のアミノ酸残基はＹ、Ｈ、Ｉ、ＶまたはＦからなる群か
ら選択され、およびＦであるのが最も好ましい。
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【０２４７】
　従って、本明細書ではいかなる制限も無いのであるが、上記の位置に存在するアミノ酸
残基に基づいて、本発明のナノボディは、一般的に次の三つの群に基づいて分類すること
ができる：
ａ）「ＧＬＥＷ群」：Kabatによる番号４４～４７の位置にアミノ酸配列ＧＬＥＷおよびK
abatによる番号１０８の位置にＱを有するナノボディ。更に本明細書で説明するように、
この群のナノボディは通常Ｖを３７の位置に有し、および１０３の位置にＷ、Ｐ、Ｒまた
はＳを有することができ、好ましくは１０３の位置にＷを有する。更にＧＬＥＷ群はまた
下の表２に言及されたようなＧＬＥＷ様配列のいくつかを含む；
ｂ）「ＫＥＲＥ群」：Kabatによる番号４３～４６の位置にアミノ酸配列ＫＥＲＥ配列ま
たはＫＱＲＥを有しおよびKabatによる番号１０８の位置にＱまたはＬを有するナノボデ
ィ。更に本明細書で説明するように、この群のナノボディは通常Ｆを３７の位置に有し、
ＬまたはＦを４７の位置に；および１０３の位置にＷ、Ｐ、ＲまたはＳを有することがで
き、好ましくは１０３の位置にＷを有する。
ｃ）「１０３Ｐ、Ｒ、Ｓ群」：１０３の位置にＰ、ＲまたはＳを有するナノボディ。これ
らのナノボディは、Kabatによる番号４４～４７の位置にアミノ酸配列ＧＬＥＷもしくはK
abatによる番号４３－４６の位置にアミノ酸配列ＫＥＲＥまたはＫＱＲＥを有することが
でき、後者は最も好ましくは、３７の位置のＦおよび４７の位置のＬまたはＦとの組み合
わせであり（ＫＥＲＥ群についての規定のように）；ならびにKabatによる番号１０８の
位置にＱまたはＬを有することができ、および好ましくはＱを有する。
【０２４８】
　従って、他の好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、ＧＬＥＷ群（本
明細書に規定）に属するナノボディであっても良く、およびＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣ
ＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上の好ましい規定の一つに従って規
定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに従って規定されることがより好ま
しい。
【０２４９】
　他の好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、ＫＥＲＥ群（本明細書に
規定）に属するナノボディであっても良く、およびＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は
、上に規定したとおりであり、好ましくは、上の好ましい規定の一つに従って規定され、
更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに従って規定されることがより好ましい。
【０２５０】
　従って、他の好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、１０３Ｐ、Ｒ，
Ｓ群（本明細書に規定）に属するナノボディであっても良く、およびＣＤＲ１、ＣＤＲ２
およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上の好ましい規定の一つに
従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに従って規定されることが
より好ましい。
【０２５１】
　更に、より一般的に上記の１０８Ｑ、４３Ｅ／４４Ｒおよび１０３Ｐ、Ｒ、Ｓ残基に加
えて、本発明のナノボディは、通常のＶＨドメインではＶＨ／ＶＬインターフェースの一
部を形成する一つ以上の位置に、同じ位置に天然に存在するＶＨまたはＶＨＨに対応する
アミノ酸残基よりは、大きな荷電を有する一つ以上のアミノ酸残基を含むことができ、お
よび特に、一つ以上の荷電したアミノ酸残基（表１に載っている）を含むことができる。
【０２５２】
　そのような置換としては、下の表２に載っているＧＬＥＷ様配列；および国際公開第00
/29004号に記載のいわゆる「微小体」に関する例えば１０８の位置のＱおよび４４～４７
の位置のＫＬＥＷが挙げられるが、限定されない。
【０２５３】
　本発明のナノボディのある実施態様では、８３の位置のアミノ酸残基は、Ｌ、Ｍ、Ｓ、
ＶおよびＷからなる群から選択され；そして好ましくはＬである。
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【０２５４】
　また、本発明のナノボディのある実施態様では、８３の位置のアミノ酸残基は、Ｒ、Ｋ
、Ｎ、Ｅ、ＩおよびＱからなる群から選択され；そして最も好ましくはＫまたはＥ（天然
に存在するＶＨＨドメインに対応するナノボディに関して）でありまたはＲ（以下に説明
するヒト化ナノボディに関して）である。いくつかの実施態様では８４の位置におけるア
ミノ酸残基は、Ｐ、Ａ、Ｒ、Ｓ、ＤおよびＶからなる群から選択され、そして最も好まし
くはＰ（天然に存在するＶＨＨドメインに対応するナノボディに関して）でありまたはＲ
（以下に説明するヒト化ナノボディに関して）である。
【０２５５】
　さらに、１０４の位置のアミノ酸残基は、ＧおよびＤからなる群から選択され；最も好
ましくはＧである。
【０２５６】
　総合的に、１１、３７、４４、４５、４７、８３、８４、１０３、１０４および１０８
のアミノ酸残基は、上記のナノボディに存在するのであるが、本明細書において「特徴残
基」と呼ばれる。特徴残基および最も密接に関係しているヒトＶＨドメイン、ＶＨ３、に
ついて、表２に要約する。
【０２５７】
　天然に存在するＶＨＨドメインに存在する、これらの特徴残基の特に好ましい組み合わ
せのいくつかを表３に載せる。比較のために、ＤＰ４７と呼ばれるヒトＶＨ３の対応する
アミノ酸残基を斜体で示した。
【０２５８】

【表２】

注：
（１）：特に、しかしそれだけではなく、４３～４６の位置にＫＥＲＥ（配列番号：４３
７）またはＫＱＲＥ（配列番号：４３８）と組み合わせて。
（２）：通常４４～４７の位置にＧＬＥＷ（配列番号：４３９）として。
（３）：通常４３～４６の位置にＫＥＲＥまたはＫＱＲＥとして、例えば４３～４７の位
置に、ＫＥＲＥＬ（配列番号：４４０）、ＫＥＲＥＦ（配列番号：４４１）、ＫＱＲＥＬ
（配列番号：４４２）、ＫＱＲＥＦ（配列番号：４４３）またはＫＥＲＥＧ（配列番号：
４４４）として。代わりに、ＴＥＲＥ（配列番号：４４５）（例えばＴＥＲＥＬ（配列番
号：４４６））、ＫＥＣＥ（配列番号：４４７）（例えばＫＥＣＥＬ（配列番号：４４８
）またはＫＥＣＥＲ（配列番号：４４９））、ＲＥＲＥ（配列番号：４５０）（例えばＲ
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ＥＲＥＧ（配列番号：４５１））、ＱＥＲＥ（配列番号：４５２）（例えばＱＥＲＥＧ（
配列番号：４５３））、ＫＧＲＥ（配列番号：４５４）（例えばＫＧＲＥＧ（配列番号：
４５５））、ＫＤＲＥ（配列番号：４５６）（例えばＫＤＲＥＶ（配列番号：４５７））
は、可能である。他のいくつかの、可能ではあるが、好ましくない配列としては、ＤＥＣ
ＫＬ（配列番号：４５８）およびＮＶＣＥＬ（配列番号：４５９）が挙げられる。
（４）：４４～４７の位置にＧＬＥＷおよび４３～４６の位置にＫＥＲＥまたはＫＱＲＥ
の両方を有する。
（５）：天然に存在するＶＨＨドメインの８３～８４の位置に、しばしばＫＰまたはＥＰ
として。
（６）：特に、しかしそれだけではなく、４４～４７の位置にＧＬＥＷと組み合わせて。
（７）：４４－４７の位置がＧＬＥＷであるという条件で、１０８の位置は常にＱである
。
（８）：ＧＬＥＷ群は、また４４～４７の位置に、例えばＧＶＥＷ（配列番号：４６０）
、ＥＰＥＷ（配列番号：４６１）、ＧＬＥＲ（配列番号：４６２）、ＤＱＥＷ（配列番号
：４６３）、ＤＬＥＷ（配列番号：４６４）、ＧＩＥＷ（配列番号：４６５）、ＥＬＥＷ
（配列番号：４６６）、ＧＰＥＷ（配列番号：４６７）、ＥＷＬＰ（配列番号：４６８）
、ＧＰＥＲ（配列番号：４６９）、ＧＬＥＲ（配列番号：４７０）およびＥＬＥＷのよう
なＧＬＥＷ様配列をも含む。
【０２５９】
【表３】

【０２６０】
　ナノボディにおいては、特徴残基以外のいかなる他の位置のアミノ酸残基のそれぞれも



(81) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

、天然に存在するＶＨＨドメインの対応する位置（Kabatの番号付けに従って）に天然に
存在するいかなるアミノ酸残基であることができる。
【０２６１】
　そのようなアミノ酸残基は当業者には明らかであろう。表４～７に、天然に存在するＶ

ＨＨドメインのＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４のそれぞれの位置（Kabatの番号付
けに従って）に存在することが可能ないくつかの非限定的な残基を載せる。それぞれの位
置について、天然に存在するＶＨＨドメインのそれぞれの位置で最も高頻度で存在するア
ミノ酸残基（そしてそれはナノボディにおける前記位置について最も好ましいアミノ酸残
基である）を、太字で示す；そしてそれぞれの位置について、他の好ましいアミノ酸残基
には下線を施してある（注：天然に存在するＶＨＨドメインの２６～３０の位置に見出さ
れるアミノ酸残基の数は、これらの位置の残基はすでにＣＤＲ１の一部を形成していると
言うＣｈｏｔｈｉａの番号付け（既出）の基になる仮設を支持する。
【０２６２】
　表４～７には、ヒトＶＨ３ドメインの各位置に存在できる、非限定的な残基のいくつか
をも載せる。また各位置について、天然に存在するヒトＶＨ３ドメインの各位置で最も高
頻度で存在するアミノ酸残基を、太字で示す；そしてそれぞれの位置について、他の好ま
しいアミノ酸残基には下線を施してある。
【０２６３】
【表４】

【０２６４】
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【表５】

【０２６５】
【表６－１】
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【表６－２】

【０２６６】
【表６－３】

【０２６７】
【表７】

【０２６８】
　従って、別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
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を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
ｉ）特徴残基は上に規定されたとおりであり、
そして
ｉｉ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、
上の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つ
に従って規定されることがより好ましい。
【０２６９】
　別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
ｉ）ＦＲ１は、アミノ酸配列：
 
［１］ＱＶＱＬＱＥＳＧＧＧＸＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧ［２６］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：１］
 
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは９９％の配列同一性（本明細書で規定）を
有するアミノ酸配列からなる群から選択され；
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ1つの「アミノ酸の相違
」(本明細書で規定したような）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
そして
【０２７０】
ｉｉ）ＦＲ２は、アミノ酸配列：
 
［３６］ＷＸＲＱＡＰＧＫＸＸＥＸＶＡ［４９］　　　　　　　　　　［配列番号：２］
 
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
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しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定したような）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
そして
【０２７１】
ｉｉｉ）ＦＲ３は、アミノ酸配列：
 
［６６］ＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＸＸＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡ［９４］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：３］
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定したような）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
そして
【０２７２】
ｉｖ）ＦＲ４は、アミノ酸配列：
 
［１０３］ＸＸＱＧＴＸＶＴＶＳＳ［１１３］　　　　　　　　　　　［配列番号：４］
 
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；
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　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定したような）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
そして
【０２７３】
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましく；
ここで、特徴残基は「Ｘ」によって示され、上に規定されたとおりであって、括弧内の数
字はKabat番号によるアミノ酸残基の位置を言う。
【０２７４】
　別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
【０２７５】
ｉ）ＦＲ１は、アミノ酸配列：
 
［１］ＱＶＱＬＱＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧ［２６］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：５］
 
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置は上の配列に示したとおりであり；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列において、
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　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置は上の配列に示したとおりであり；
そして
【０２７６】
ｉｉ）ＦＲ２は、アミノ酸配列：
 
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＬＶＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：６］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＦＶＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：７］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＧＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：８］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＱＲＥＬＶＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：９］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＱＲＥＦＶＡ［４９］　　　　　　［配列番号：１０］
［３６］ＷＹＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：１１］
 
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置３７、４４、４５および４７は上の配列に示したとおりであり
；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置、３７、４４、４５および４７は上のそれぞれの配列に示した
とおりであり；
そして
【０２７７】
ｉｉｉ）ＦＲ３は、アミノ酸配列：
 
［６６］ＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＫＰＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡ［９４］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：１２］
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；そのアミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
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　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置８３および８４は上の配列に示したとおりであり；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定したような）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、そのア
ミノ酸配列において、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置８３および８４は上の配列に示したとおりであり；
そして
【０２７８】
ｉｖ）ＦＲ４は、アミノ酸配列：
 
［１０３］ＷＧＱＧＴＱＶＴＶＳＳ［１１３］　　　　　　　　　　［配列番号：１３］
［１０３］ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ［１１３］　　　　　　　　　　［配列番号：１４］
 
からなる群から選択され、
または上記のアミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書
で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され；そのアミノ酸配列は
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置１０３、１０４および１０８は上の配列に示したとおりであり
；
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置１０３、１０４および１０８は上の配列に示したとおりであり
；
そして
【０２７９】
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２８０】
　別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
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を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
【０２８１】
ｉ）ＦＲ１は、アミノ酸配列：
 
［１］ＱＶＱＬＱＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧ［２６］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：５］
 
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置は上の配列に示したとおりであり；
そして
【０２８２】
ｉｉ）ＦＲ２は、アミノ酸配列：
 
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＬＶＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：６］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＦＶＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：７］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＧＡ［４９］　　　　　　　　［配列番号：８］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＱＲＥＬＶＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：９］
［３６］ＷＦＲＱＡＰＧＫＱＲＥＦＶＡ［４９］　　　　　　［配列番号：１０］
 
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、２またはただ１つの「アミノ酸の相違」（
本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましく
　　　　　は、保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置３７、４４、４５および４７は上の配列に示したとおりであり
；
そして
【０２８３】
ｉｉｉ）ＦＲ３は、アミノ酸配列：
 
［６６］ＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＫＰＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡ［９４］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：１２］
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
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　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置８３および８４は上の配列に示したとおりであり；
そして
【０２８４】
ｉｖ）ＦＲ４は、アミノ酸配列：
 
［１０３］ＷＧＱＧＴＱＶＴＶＳＳ［１１３］　　　　　　　　　　［配列番号：１３］
［１０３］ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ［１１３］　　　　　　　　　　［配列番号：１４］
 
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置１０３、１０４および１０８は上の配列に示したとおりであり
；
そして
【０２８５】
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２８６】
　別の、好ましいが非限定的な態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
【０２８７】
ｉ）ＦＲ１は、アミノ酸配列：
 
［１］ＱＶＱＬＱＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧ［２６］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：５］
 
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および



(91) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

　　（３）特徴残基の位置は上の配列に示したとおりであり；
そして
【０２８８】
ｉｉ）ＦＲ２は、アミノ酸配列：
 
［３６］ＷＹＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＡ［４９］　　　　　　　［配列番号：１１］
 
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、２またはただ１つの「アミノ酸の相違」（
本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましく
　　　　　は、保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置３７、４４、４５および４７は上の配列に示したとおりであり
；
そして
【０２８９】
ｉｉｉ）ＦＲ３は、アミノ酸配列：
 
［６６］ＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＫＰＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡ［９４］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［配列番号：１２］
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置８３および８４は上の配列に示したとおりであり；
そして
【０２９０】
ｉｖ）ＦＲ４は、アミノ酸配列：
 
［１０３］ＷＧＱＧＴＱＶＴＶＳＳ［１１３］　　　　　　　　　　［配列番号：１３］
 
からなる群から選択され、
および／または上記のアミノ酸配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違
」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、その配列は：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置１０３、１０４および１０８は上の配列に示したとおりであり
；
そして
【０２９１】
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ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２９２】
　本発明のナノボディに存在することができるいくつかの他の配列は、上記の欧州特許欧
州特許第 656 946号に見出すことができる（例えば許可された対応する米国特許第5,759,
808号を参照）。
【０２９３】
　別の、好ましいが非限定的な別の態様では、本発明のナノボディは、構造
 
　　　ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４
 
を有しても良く、
 
ＦＲ１からＦＲ４は、それぞれフレームワーク領域１から４を言い、ＣＤＲ１からＣＤＲ
３は、それぞれ相補体決定領域１から３を言い、ここで：
【０２９４】
ｉ）ＦＲ１は、配列番号：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５から
９９のナノボディ、特に配列番号７６から８６または配列番号９５から９９のヒト化ナノ
ボディに存在するＦＲ１からなる群、または前記ＦＲ１配列の一つと少なくとも８０％、
好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、更により好ましくは少
なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選
択され：その配列では
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ１配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置は前記ＦＲ１配列に示したとおりであり；
　　　　および／または前記ＦＲ１配列の一つと、３、２またはただ1つの「アミノ酸の
　　　　相違」（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され：その
　　　　配列では
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましく
　　　　　は、保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、上記のアミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置は前記ＦＲ１配列に示したとおりであり；
そして
【０２９５】
ｉｉ）ＦＲ２は、配列番号：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５か
ら９９のナノボディ、特に配列番号７６から８６または配列番号９５から９９のヒト化ナ
ノボディに存在するＦＲ２からなる群、または前記ＦＲ２配列の一つと少なくとも８０％
、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、更により好ましくは
少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から
選択され；その配列では
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ２配列と比較して、アミノ酸
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　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置３７、４４、４５および４７はＦＲ２配列に示したとおりであ
り；
および／または前記ＦＲ２配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違」（
本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列では、
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表５で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ２配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置３７、４４、４５および４７はＦＲ２配列に示したとおりであ
り：
そして
【０２９６】
ｉｉｉ）ＦＲ３は、配列番号：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５
から９９のナノボディ、特に配列番号７６から８６または配列番号９５から９９のヒト化
ナノボディに存在するＦＲ３からなる群、または前記ＦＲ３配列の一つと少なくとも８０
％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、更により好ましく
は少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群か
ら選択され；その配列では
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ３配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置８３および８４はＦＲ３配列に示したとおりであり；
および／または前記ＦＲ３配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違」（
本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、
　　そのアミノ酸配列では：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表６で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ３配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置８３および８４はＦＲ３配列に示したとおりであり；
そして
【０２９７】
ｉｖ）ＦＲ４は、配列番号：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５か
ら９９のナノボディ、特に配列番号７６から８６または配列番号９５から９９のヒト化ナ
ノボディに存在するＦＲ４からなる群、または前記ＦＲ４配列の一つと少なくとも８０％
、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、更により好ましくは
少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列からなる群から
選択され；その配列では
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ４配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；および
　　（３）特徴残基の位置１０３、１０４および１０８はＦＲ４配列に示したとおりであ
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り；
および／または前記ＦＲ３配列の一つと、３、２またはただ１つの「アミノ酸の相違」（
本明細書で規定したような）を有するアミノ酸配列からなる群から選択され、そのアミノ
酸配列では：
　　（１）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（２）アミノ酸配列は、好ましくは、ＦＲ４配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まず；
　　（３）特徴残基の位置１０３、１０４および１０８はＦＲ４配列に示したとおりであ
り；
そして
【０２９８】
ｖ）ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は、上に規定したとおりであり、好ましくは、上
の好ましい規定の一つに従って規定され、更に好ましくは上の更に好ましい規定の一つに
従って規定されることがより好ましい。
【０２９９】
　本発明のいくつかの特に好ましいナノボディは、配列番号：５２から６０、配列番号７
６から８６または配列番号９５から９９のアミノ酸配列からなる、特に配列番号７６から
８６または配列番号９５から９９のヒト化ナノボディからなる群、または配列番号：５２
から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５から９９のアミノ酸配列の一つと少
なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％、更に
より好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ酸配列
からなる群から選択され；その配列では
　　（１）特徴残基は、上記の表２に示すことができ；
　　（２）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４～７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（３）アミノ酸配列は、好ましくは、上記アミノ酸配列と比較して、アミノ酸
　　　　　の置換のみを含み、欠失または挿入を含まない。
【０３００】
　本発明のいくつかのさらに特に好ましいナノボディは、配列番号：５２から６０、配列
番号７６から８６または配列番号９５から９９のアミノ酸配列からなる、特に配列番号７
６から８６または配列番号９５から９９のヒト化ナノボディからなる群、または配列番号
：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５から９９のアミノ酸配列の一
つと少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５％
、更により好ましくは少なくとも９９％の配列同一性（本明細書で規定）を有するアミノ
酸配列からなる群から選択され；その配列では
　　（１）特徴残基は、配列番号：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号
　　　　　９５から９９から選択される、妥当な配列で示されるような配列であり；
　　（２）特徴位置以外のいずれかの位置でのいかなるアミノ酸置換も、好ましくは、
　　　　　保存的アミノ酸置換（本明細書で規定）および／または
　　　　　表４～７で規定されたアミノ酸置換であり；および／または
　　（３）アミノ酸配列は、好ましくは、配列番号：５２から６０、配列番号７６か
　　　　　ら８６または配列番号９５から９９から選択される、妥当な配列と比較して、
　　　　　アミノ酸の置換のみを含み、欠失または挿入を含まない。
【０３０１】
　本発明のいくつかの最も好ましいナノボディは、配列番号：５２から６０、配列番号７
６から８６または配列番号９５から９９のアミノ酸配列からなる、特に配列番号７６から
８６または配列番号９５から９９のヒト化ナノボディからなる群から選択される。
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【０３０２】
　上述から明らかであるように、本明細書で用いる本発明のナノボディと言う用語は、そ
の最も広い意味で、配列番号：５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９５
から９９に記載したナノボディの、天然または合成突然変異体、変種、対立遺伝子、アナ
ログおよび相同分子種（以後集合的に「アナログ」と呼ぶ）をも含む。
【０３０３】
　一般的に、そのようなアナログとしては、例えば、ナノボディの相同配列（以下にさら
に規定するような）、機能的部分または相同配列の機能的部分が挙げられる。一般的に、
そのようなアナログでは、各フレ－ムワ－ク領域におけるそれぞれのアミノ酸残基（特徴
残基を除いて）は、フレ－ムワ－ク領域の配列同一性の総合的な程度が上に規定したよう
に保存されている限り、他のいかなるアミノ酸残基と置換することができる。しかしなが
ら、好ましくは、そのようなアナログにおいては：
－　上記のフレ－ムワ－ク配列における一つ以上のアミノ酸残基は、天然に存在するＶＨ

Ｈドメインにおけると同じ位置に天然に存在する、一つ以上のアミノ酸残基と置換される
。そのような置換の例は上の表４～７に記載されている；
および／または
－　上記のフレ－ムワ－ク配列における一つ以上のアミノ酸残基は、上に記述された保存
的アミノ酸置換と考えられる一つ以上のアミノ酸残基によって置換され；
および／または
－　上記のフレ－ムワ－ク配列における一つ以上のアミノ酸残基は、ヒトの天然に存在す
るＶＨドメインにおけると同じ位置に天然に存在する、一つ以上のアミノ酸残基と置換さ
れる。これは一般的に天然に存在するＶＨＨ／ナノボディ一般の、および特に前記位置の
「ヒト化」と言われ、以下により詳細に考察する；
そして：
－　上の表４～７ではＶＨドメインおよびＶＨＨドメインの両方に関して、一つのアミノ
酸残基のみが言及されている位置は、好ましくは置換されない。
【０３０４】
　さらに、一般的にはあまり好まれないが、フレ－ムワ－ク領域の総合的な配列同一性が
、上に規定したように保持されているならば、そのようなアナログにおいては、フレ－ム
ワ－ク領域から一つ以上のアミノ酸残基を欠失させても良く、および／またはフレ－ムワ
－ク領域に挿入してもよい（場合によっては上述の一つ以上のアミノ酸置換に加えて）。
特徴残基は欠失させてはならない。また、最も好ましくは、上の表４～７においてはＶＨ

ドメインおよびＶＨＨドメインの両方に関して、一つのアミノ酸残基のみが言及されてい
るアミノ酸残基は、欠失させないことが好ましい。
【０３０５】
　好ましくは、そのようなアナログは、ＴＮＦ－アルファに対して、未だ結合可能であり
、アフィニティーを有し、および特異性を有する、すなわち適切なアッセイ、例えばＴＮ
Ｆに対するアナログの結合を測定するアッセイ法および特に以下の実施例で用いたアッセ
イ法により測定した時、配列番号５２から６０、配列番号７６から８６または配列番号９
５から９９の配列のナノボディの少なくとも一つの、アフィニティーおよび／または特異
性の、少なくとも１０％、好ましくは少なくとも５０％、より好ましくは少なくとも７０
％、さらにより好ましくは、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９９％以
上のような、少なくとも８０％を有する。
【０３０６】
　一般的に、そのようなアナログは、例えば、天然に存在するＶＨＨドメインをコ－ドす
る核酸を提供し、一つ以上のヒト化されるべきアミノ酸残基に対するコドンを、対応する
ヒトアミノ酸残基のコドンに変化させ、得られた核酸／ヌクレオチド配列を適切な宿主ま
たは発現システムで発現させ；および場合によっては得られたアナログを分離および／ま
たは精製し、前記アナログを本質的に分離した形態で（上に規定）提供する。これは、一
般的に当業者には明らかな、例えば、本明細書で引用したハンドブックおよび参考文献お
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よび／または以下の更なる説明からの、それ自体知られた方法および技術を用いて行うこ
とができる。代わりに、例えば、アナログをコ－ドする核酸は、それ自体知られた様式で
合成することができ（例えば、先に規定したアミノ酸配列を有する核酸配列を合成するた
めの自動装置を用いて）、適切な宿主または発現系で発現させることができる。その後、
場合によっては得られたアナログを分離および／または精製して前記アナログを本質的に
分離した形態で（上に規定）提供することができる。アナログを提供する他の方法は、以
下に述べるようなそれ自他知られている、ペプチド合成技術を用いて、関連したアミノ酸
配列を化学合成する方法が関与している。
【０３０７】
　ＤＰ－４７、ＤＰ－５１、ＤＰ－５４またはＤＰ－２９のような、例えばヒトＶＨ３配
列のようなヒトＶＨ配列から出発して、上述のように（ａ）１０８の位置にＱ；および／
または（ｂ）４４の位置にＥおよび／または４５の位置にＲ、および好ましくは４４の位
置にＥおよび４５の位置にＲ；および／または（ｃ）１０３の位置にＰ、ＲまたはＳ、を
有するアミノ酸配列を提供するように、前記ヒトＶＨドメインのアミノ酸配列における一
つ以上のアミノ酸残基を変化させることにより、ナノボディ（そのアナログを含めて）が
提供できることは、一般的に当業者にはまた明らかであろう。また、前節に記載した種々
の方法および技術を用いて、ヒトＶＨドメインに関するアミノ酸配列および／またはヌク
レオチド配列を出発点として用いて、これを行うことができる。
【０３０８】
　本明細書においてその最も広い意味で用いられるナノボディと言う用語は、上に規定す
るような本発明のナノボディ（アナログを含めて）の一部または断片をも包含するが、そ
れらについては以下にさらに説明する。
【０３０９】
　一般的に、ナノボディおよび／またはアナログの部分または断片は、対応する全長ナノ
ボディまたはアナログのアミノ酸配列と比較して、Ｎ－末端におけるアミノ酸残基の一つ
以上、Ｃ－末端におけるアミノ酸残基の一つ以上、連続する内部アミノ酸残基の一つ以上
、またはそれらのいずれかの組み合わせが欠失し、および／または除去されているアミノ
酸配列を有する。そのような部分または断片の一つ以上を組み合わせて、本発明のナノボ
ディを提供することもまた可能である。
【０３１０】
　好ましくは、全長ナノボディおよび／またはアナログの一つ以上の部分または断片を含
むナノボディのアミノ酸配列は、対応する全長ナノボディのアミノ酸配列との、少なくと
も５０％、好ましくは少なくとも６０％、より好ましくは、少なくとも８０％、少なくと
も９０％または少なくとも９５％のような、少なくとも７０％の配列同一性の程度を有す
るべきである。
【０３１１】
　さらに、全長ナノボディおよび／またはアナログの一つ以上の部分または断片を含むナ
ノボディのアミノ酸配列は、対応する全長ナノボディのアミノ酸配列の少なくとも１０の
連続するアミノ酸残基、好ましくは少なくとも２０の連続したアミノ酸残基、より好まし
くは、少なくとも４０の連続したアミノ酸残基のような、少なくとも３０の連続したアミ
ノ酸残基を含むことが好ましい。
【０３１２】
　一般的に、本発明のナノボディの部分または断片は、本発明の対応する全長ナノボディ
のアミノ酸配列と比較して、Ｎ－末端におけるアミノ酸残基の一つ以上、Ｃ－末端におけ
るアミノ酸残基の一つ以上、連続する内部アミノ酸残基の一つ以上、またはそれらのいず
れかの組み合わせが欠失し、および／または除去されているアミノ酸配列を有する。その
ような部分または断片の一つ以上を組み合わせて、本発明のナノボディを提供することも
また可能である。
【０３１３】
　一つの好ましい実施態様に従えば、本明細書で用いられる断片は、本発明の全長ナノボ
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ディに存在するＣＤＲの少なくとも一つ、好ましくは本発明の全長ナノボディに存在する
ＣＤＲの少なくとも二つ、より好ましくは例えば、本発明の全長ナノボディに存在する全
三つのＣＤＲのように、本発明の全長ナノボディに存在するＣＤＲの少なくとも二つを含
む。
【０３１４】
　別の、特に好ましいが、非限定的な実施態様に従えば、そのような部分または断片は、
本発明の対応する全長ナノボディの少なくともＦＲ３、ＣＤＲ３およびＦＲ４を含む、す
なわち例えば、国際公開第 03/050531号(Lasterら）に記載されたようなもの。
【０３１５】
　好ましくは、そのような部分または断片は、ＴＮＦ－アルファに対して、未だ結合可能
であり、アフィニティーを有し、および特異性を有する、すなわち適切なアッセイ、例え
ばＴＮＦに対するアナログの結合を測定するアッセイ法および特に以下の実施例では用い
られたアッセイ法により測定した時、本発明の対応する全長のナノボディの、アフィニテ
ィーおよび／または特異性の、少なくとも１０％、好ましくは少なくとも５０％、より好
ましくは少なくとも７０％、さらにより好ましくは、少なくとも９０％、少なくとも９５
％、少なくとも９９％以上のような、少なくとも８０％を有する。
【０３１６】
　以上の記述から、本明細書で用いるナノボディのアミノ酸配列は、ヒトの抗体の天然に
存在するＶＨドメインのアミノ酸配列のような、天然に存在するＶＨドメインのアミノ酸
配列のフレ－ムワ－ク領域の、少なくとも一つにおける、少なくとも一つのアミノ酸位置
が異なっていることは明らかであろう。特に、本明細書で用いられたナノボディのアミノ
酸配列は、ラクダ科動物および／またはヒトの抗体の天然に存在するＶＨドメインのアミ
ノ酸配列のような、天然に存在するＶＨドメインのアミノ酸配列の特徴残基の、少なくと
も一つにおける、少なくとも一つのアミノ酸位置が異なっていることは明らかであろう。
【０３１７】
　従って、ある特定の実施態様によれば、本発明のナノボディは、天然に存在するＶＨド
メインのアミノ酸配列のフレ－ムワ－ク領域の一つにおいて少なくとも一つのアミノ酸位
置が異なっているアミノ酸配列を有する。本発明のより具体的であるが、非限定的な実施
態様によれば、本発明のナノボディは、天然に存在するＶＨドメインのアミノ酸配列の特
定残基の少なくとも一つが異なるアミノ酸配列を有している。
【０３１８】
　上記の記述から、例えば本発明のヒト化ナノボディのような本発明のナノボディのいく
つかのアミノ酸配列は、天然に存在するＶＨＨドメインのアミノ酸配列と、少なくとも一
つのフレ－ムワ－ク領域の少なくとも一つのアミノ酸位置が異なっていることは、明らか
であろう。従って、具体的であるが、非限定的な一実施態様によれば、本発明のナノボデ
ィは、天然に存在するＶＨＨドメインのアミノ酸配列の一つのフレ－ムワ－ク領域の少な
くとも一つのアミノ酸位置が異なったアミノ酸配列を有している。より特定された、しか
し非限定的な本発明の実施態様によれば、本発明のナノボディは、天然に存在するＶＨＨ

ドメインのアミノ酸配列の一つの特徴残基の少なくとも一つにおいて異なったアミノ酸配
列を有している。
【０３１９】
　本発明はまた、その最も広い意味では、本発明のナノボディの誘導体を含む。そのよう
な誘導体は、一般的に、本発明のナノボディおよび／または本発明のナノボディを形成す
る一つ以上のアミノ酸残基の修飾、特に化学的および／または生物学的（例えば酵素的）
修飾により得ることができる。
【０３２０】
　そのような修飾の例、ならびにそのような様式で（すなわち、タンパクのバックボーン
上か、好ましくは側鎖上で）修飾することができるナノボディ配列中のアミノ酸残基の例
、そのような修飾を導入するために用いることができる方法および技術、ならびにそのよ
うな修飾の利点は、当業者には明らかであろう。
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【０３２１】
　例えば、そのような修飾は、本発明のナノボディ内または上に一つ以上の官能基、残基
または（分子や錯体の）部分を導入（例えば、共有結合または他の適切な様式で）させる
ことに関係しており、特に、本発明のナノボディに、一つ以上の欲する性質や機能を与え
るような一つ以上の官能基、残基または（分子や錯体の）部分の導入に関与している。そ
のような官能基の例は、当業者には明らかである。
【０３２２】
　例えば、そのような修飾は、本発明のナノボディの半減期、溶解度および／または吸収
を増加させる、本発明のナノボディの免疫原性および／または毒性を減少させる、本発明
のナノボディの望ましくない、いずれかの副作用を除くまたは弱める、および／または本
発明のナノボディおよび／またはポリペプチドに他の有利な性質を与えおよび／または望
ましくない性質を減少させる；またはこれらの二つ以上の組み合わせの性質を与える、官
能基の導入（例えば、共有結合または他の適切な様式で）を含んでもよい。そのような官
能基およびそれらを導入する技術の例については、当業者には明らかであり、それらは上
に引用した一般的な背景技術に記載している全ての官能基および技術ならびに薬剤タンパ
ク、および特に抗体または抗体断片（ＳｃＦｖおよび単ドメイン抗体）に関するそれ自体
知られた官能基および技術、を包含する。これらに対する参考文献としては、Remington'
s Pharmaceutical Sciences、第１６版、Mack Publishing Co. Easton, PA (1980)が挙げ
られる。そのような官能基は、例えば本発明のナノボディに直接連結（例えば、共有結合
で）しても良く、または場合によっては適切なリンカ－またはスペ－サ－を介しても良く
、これもまた当業者には明らかであろう。
【０３２３】
　薬剤タンパクの半減期を増加させおよび／または免疫原性を減少させる、最も広く用い
られる技術の一つは、ポリエチレングリコ－ル（ＰＥＧ）またはその誘導体（メトキシポ
リ（エチレングリコ－ル）またはｍＰＥＧ）のような適切な薬剤として許容できるポリマ
－の結合を含む。一般的に、例えば、抗体および抗体断片（（単）ドメイン抗体およびＳ
ｃＦｖを含むが、これらに限定されない）に関する技術におけるペグ化の使用のような、
ペグ化のいかなる適切な型をも用いることができる。例えばChapman, Nat. Biotechnol.,
 54, 531-545 (2002); by Veronese and Harris, Adv. Drug Deliv. Rev. 54, 453-456 (
2003), by Harris とChess, Nat. Rev. Drug. Discov., 2, (2003) および 国際公開第 0
4/060965号を参照されたい。タンパクのペグ化のための種々の試薬は、例えばNektar The
rapeutics, USAから市販されている。
【０３２４】
　好ましくは、部位特異的なペグ化が用いられ、特にシステイン残基を介してのペグ化が
用いられる(例えば Yang ら., Protein Engineering, 16, 10, 761-770 (2003）を参照)
。例えばこの目的のために、ＰＥＧを本発明のナノボディに天然に存在するシステイン残
基に結合させてもよい、本発明のナノボディを、ＰＥＧ結合のために一つ以上のシステイ
ン残基を適切に導入するために、修飾してもよい、または本発明のナノボディのＮ－およ
び／またはＣ－末端に、ＰＥＧ結合のために、一つ以上のシステイン残基を含むアミノ酸
配列を融合させてもよい。これらは全て、当業者にはそれ自体知られたタンパク改変技術
を用いて行うことができる。
【０３２５】
好ましくは本発明のナノボディおよびタンパクに関して、ＰＥＧの分子量が１０，０００
を越えるような、５０００を越えるものおよび１００，０００未満のような２００，００
０未満のを用いる；例えば２０，０００～８０，０００の範囲のものである。
【０３２６】
　ペグ化に関しては、一般的に本発明は、一つ以上のアミノ酸位置でペグ化された、いか
なる本発明のナノボディおよび／または本発明のポリペプチドを包含することに注意を払
うべきであり、好ましくは、前記ペグ化は（１）生体内での半減期を増大させる；（２）
免疫原性を減少させる；（３）ペグ化に関してそれ自体知られている一つ以上の有利な性
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質を提供する；（４）ＴＮＦ－アルファに対するナノボディおよび／またはポリペプチド
のアフィニティーに本質的に影響を及ぼさない（下の実施例に記載されているような適切
なアッセイによって測定した場合、例えば、前記アフィニティーを９０％越えて減少させ
ず、好ましくは５０％を越えて減少させず、より好ましくは１０％を越えて減少させない
）。（５）本発明のナノボディおよび／またはポリペプチドの他の欲する性質のいずれに
も影響をしない。適切なＰＥＧ－基およびそれらを、特異的にまたは非特異的に結合させ
る方法は、当業者にとって明らかであろう。そのようなペグ化のための適切なキットおよ
び試薬は、例えば、Nektar（CA, USA)から得ることができる。
【０３２７】
　他の、通常それほど好ましくない修飾としては、Ｎ－連結またＯ－連結糖鎖付加が挙げ
られ、通常本発明のナノボディまたはポリペプチドを発現するために使用される宿主細胞
に依存する翻訳に伴うおよび／または翻訳後修飾の一部である。
【０３２８】
　さらに別の修飾は、標識されたナノボディの意図される用途に応じて、一つ以上の検出
可能な標識または他の信号を発する基または部分を導入することを含んでもよい。適切な
標識および結合、使用および検出の技術は、当業者には明らかであり、例えば、蛍光標識
（例えばフルオレセイン、イソチアシアネ－ト、ロ－ダミン、フィコエリスリン、フィコ
シアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルデヒドおよびフルオレスカミン、ならびに15

2Euのような蛍光金属またはランタニド系列からの他の金属のような）、リン光標識、化
学発光標識または生物発光標識（例えばルミナ－ル、イソルミノ－ル、テロマチック・ア
クリジニウム・エステル、イミダゾ－ル、アクリジニウム塩、シュウ酸エステル、ジオキ
セタンまたはGFPおよびそのアナログのような）、放射性同位元素（例えば3H, 125I, 32P
, 35S, 14C, 51Cr, 36Cl, 57Co, 58Co, 59Feおよび75Seのような）、金属、金属錯体また
は金属陽イオン（例えば、99mTc, 123I, 111In, 131I, 97Ru, 67Cu, 67Gaおよび68Gaのよ
うな金属陽イオン）または(157Gd, 55Mn, 162Dy, 52Crおよび 56Fe)のような、インビボ
，インビトロまたはインシツ（in situ)診断および造影における使用に特に適している金
属陽イオン、ならびに発色団および酵素（例えば、リンゴ酸デヒドロゲナ－ゼ、ブドウ球
菌ヌクレア－ゼ、デルタＶステロイドイソメラ－ゼ、酵母アルコ－ルデヒドロゲナ－ゼ、
アルファグリセロリン酸デヒドロゲナ－ゼ、トリオ－スリン酸イソメラ－ゼ、ビオチンア
ビジンペルオキシダ－ゼ、西洋ワサビペルオキシダ－ゼ、アルカリフォスファタ－ゼ、ア
スパラギナ－ゼ、グルコ－スオキシダ－ゼ、βガラクトシダ－ゼ、リボヌクレア－ゼ、ウ
レア－ゼ、カタラ－ゼ、グルコ－スＶＩリン酸デヒドロゲナ－ゼ、グルコアミラ－ゼおよ
びアセチルコリンエステラ－ゼのような）。他の適切な標識は当業者には明らかであろう
、そして例えばＮＭＲまたはＥＳＲ分光分析を用いて検出可能な（分子）部分が挙げられ
る。
【０３２９】
　そのような標識された本発明のナノボディおよびペプチドは、特定の標識の選択に依存
して、例えばインビボ，インビトロまたはインシツ（in situ)アッセイ（ＥＬＩＳＡ、Ｒ
ＩＡ、ＥＩＡおよび他の「サンドイッチアッセイ」等のようなそれ自体知られている免疫
アッセイ法を含む）ならびにインビボ診断および造影の目的で、使用されても良い。
【０３３０】
　当業者には明らかであるように、他の修飾は、例えば上述の金属または金属陽イオンを
キレ－ト化するために、キレ－ト基の導入に関わってもよい。適切なキレ－ト基としては
、例えば、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（Ｅ
ＴＤＴＡ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３３１】
　さらに他の修飾は、ビオチン－（ストレプト）アビジン結合ペアのような、特異的な結
合ペアの一部である官能基の導入を含んでいてもよい。該官能基は、本発明のナノボディ
を、結合ペアの他の半分に結合している別のタンパク、ポリペプチドまたは化学物質に連
結するために、すなわち結合ペアの形成を介して連結するために、用いてもよい。例えば
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本発明のナノボディは、ビオチンと結合してもよいし、アビジンまたはストレプトアビジ
ンと結合させた他のタンパク、ポリペプチド化合物または担体と連結してもよい。例えば
、このような結合したナノボディは、検出可能な信号発信剤がアビジンまたはストレプト
アビジンと結合している診断システムにおいて、レポ－タ－として用いてもよい。そのよ
うな結合ペアは、例えば、本発明のナノボディを、薬剤としての目的に適切な担体を含む
担体に結合させるために用いてもよい。非限定的な一例として、CaoおよびSuresh, Journ
al of Drug Targetting, 8, 4, 257 (2000)に記載されたリポソーム製剤が挙げられる。
そのような結合ペアは、治療的な活性剤と本発明のナノボディに連結するためにもまた用
いてもよい。
【０３３２】
　他の応用に関して、特に、本発明のナノボディがそれに対して指向性を持つ標的を発現
する細胞を殺すことを（例えば癌の治療）、またはそのような細胞の増大および／または
増殖を減少または遅くすることを意図する応用では、本発明のナノボディはまた毒素、毒
性残基または部分と連結してもよい。例えば毒性の化合物を提供するために、本発明のナ
ノボディに連結可能な、毒性部分、化合物または残基の例は、当業者には明らかであろう
し、例えば、上述の引用された先行技術および／または本明細書の更なる記述に見出すこ
とができる。一つの例としては、いわゆるＡＤＥＰＴ（商標）技術、国際公開第 03/0555
27号が挙げられる。
【０３３３】
　他の潜在的な化学的および酵素的修飾は、当業者には明らかであろう。そのような修飾
は、研究目的で導入してもよい(例えば機能－活性関係を研究するために）。例えばLundb
lad およびBradshaw, Biotechnol. Appl. Biochem., 26, 143-151 (1997)を参照されたい
。
【０３３４】
　上述したように、本発明はまた、少なくとも一つのＶＨＨドメインを含む（すなわち本
発明の方法を用いて同定されるような）タンパクまたはポリペプチドまたはそれに基づく
少なくとも一つのナノボディにも関する。
【０３３５】
　本発明の、非限定的な一実施態様によれば、本発明のそのようなポリペプチドは、本質
的にナノボディから構成されている。「本質的に構成されている」ということは、本発明
のポリペプチドのアミノ酸配列が、（上述の）ナノボディのアミノ酸配列とまったく同じ
であるか、または限られた数のアミノ酸残基、例えば１－１０アミノ酸残基、好ましくは
１、２、３、４、５または６のような１－６アミノ酸残基がナノボディのアミノ酸配列の
アミノ末端、カルボキシ末端またはアミノ末端とカルボキシ末端の両方に加えられた、ナ
ノボディのアミノ酸配列に対応することを意味する。
【０３３６】
　前記アミノ酸残基はナノボディの（生物学的）性質を変え、変化させ影響を与えるかも
知れないし、そうでないかも知れない、またナノボディに更なる機能を加えるかも知れな
いし、加えないかも知れない。例えばそのようなアミノ酸残基としては：
ａ）例えば異種の宿主細胞または宿主器官における発現の結果、Ｎ－末端Ｍｅｔ残基を含
むことができる；
ｂ）合成時に宿主細胞からのナノボディの分泌を導くシグナル配列またはリ－ダ－配列を
形成してもよい。適切なリ－ダ－配列は当業者には明らかであろう、そして本明細書では
さらに記載されているとおりである。通常そのようなリ－ダ－配列はナノボディのＮ末端
に連結されるであろうが、本発明の最も広い意味で、そこに限定されてはいない；
ｃ）ナノボディを、特定の器官、組織、もしくは細胞の部分または区画に指向性を持たせ
および／またはそこへ透過、侵入させる、および／またはナノボディを、細胞膜のような
生物学的障壁、上皮細胞層のような細胞層、固形癌を含む腫瘍または血液脳関門に、浸透
、通過させる、シグナル配列を形成してもよい。そのようなアミノ酸配列の例は、当業者
には明らかであろう。あるいくつかの非限定的な例としては、国際公開第 03/026700号お
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よびTemsamaniら, Expert Opin. Biol.Ther., 1, 773 (2001); Temsamani およびVidal, 
Drug Discov. Today, 9, 1012 (004)およびRousselle, J. Pharmacol. Exp. Ther., 296,
 124-131 (2001) に記載の「低分子ペプチドベクター」(「Pep-trans vectors」）および
Zhao ら、 Apoptosis, 8, 631-637 (2003)によって記載された膜輸送体が挙げられる。抗
体断片の細胞内標的指向化のためのＣ末端およびＮ末端アミノ酸配列は、例えばCardinal
e ら、Methods, 34, 171 (2004)に記載されている。他の適切な細胞内標的指向化のため
の技術は、上述のように、本発明のナノボディを含むいわゆる「細胞内抗体」の発現およ
び／または使用に関する；
【０３３７】
ｄ）ナノボディの精製を可能にし、または容易にする、例えばアミノ酸配列の「タグ」を
形成してもよく、精製は、例えば前記配列または残基に対して指向性を有するアフィニテ
ィー技術を用いてなされる。精製後、前記配列または残基を除去して（例えば化学的また
は酵素的切断により）、ナノボディ配列を提供してもよい（この目的のために、タグは、
場合によっては切断可能なリンカ－を介してナノボディ配列に連結してもよいし、また切
断可能なモチ－フを含んでいてもよい）。いくつかの好ましいが限定しない、そのような
残基の例としては、多重ヒスチジン残基、グルタチオン残基およびＡＡＡＥＱＫＬＩＳＥ
ＥＤＬＮＧＡＡ（配列番号：４７６）のようなｍｙｃタグが挙げられる；
ｅ）機能化され、および／または官能基の結合部位として役立つことのできる一つ以上の
アミノ酸残基あってもよい。適切なアミノ酸残基および官能基は当業者には明らかであり
、限定されないが、本発明のナノボディの誘導体に関して本明細書に記載するアミノ酸残
基および官能基が挙げられる。
【０３３８】
　別の実施態様によれば、本発明のポリペプチドは、本発明のナノボディが、そのアミノ
末端、カルボキシ末端、またはそのアミノ末端とカルボキシ末端の両方に、少なくとも、
さらにもう一つのアミノ酸配列と融合しているものを含む；すなわち本発明のナノボディ
および一つ以上の更なるアミノ酸配列を含む融合タンパクを提供するためである。そのよ
うな融合は本明細書においては、「 ナノボディ融合」と呼ぶ。
【０３３９】
　一つ以上の更なるアミノ酸配列は、いかなる適切なおよび／または欲するアミノ酸配列
であってもよい。更なるアミノ酸配列は、ナノボディの(生物学的）性質を変化させ、変
更しあるいは影響しても、しなくても良く、本発明のナノボディまたはポリペプチドに更
なる機能性を与えても、与えなくてもよい。更なるアミノ酸配列は、本発明のナノボディ
またはポリペプチドに一つ以上の欲する性質を与えるようなものであることが好ましい。
【０３４０】
　そのようなアミノ酸配列の例は、当業者には明らかであり、一般的に通常の抗体および
その断片（ＳｃＦｖおよび単ドメイン抗体）に基づくペプチド融合に用いられた全てのア
ミノ酸配列を含んでもよい。参照として例えば、Holliger および Hudson, Nature Biote
chnology, 23, 9, 1126-1136 (2005)による総説が挙げられる。
【０３４１】
　例えば、そのようなアミノ酸配列は、本発明のナノボディそれ自体と比較して、本発明
のポリペプチドの半減期、溶解度または吸収性を増加させ、免疫原性または毒性を減少さ
せ、望ましくない副作用を除去あるいは弱め、および／または他の有利な性質を与えおよ
び／または望ましくない性質を減少させるようなアミノ酸配列であってもよい。そのよう
なアミノ酸配列の、非限定的ないくつかの例としては、ヒト血清アルブミン（WAO 00/274
35を参照またはハプテン分子（例えば循環抗体によって認識されるハプテン、例えば国際
公開第 98/22141を参照）が挙げられる。
【０３４２】
　更なるアミノ酸配列は、また第二の結合部位を提供しても良く、その結合部位は、任意
の好ましいタンパク、ポリペプチド、抗原、抗原決定基またはエピト－プ（本発明のナノ
ボディが指向性を有するまたは異なったタンパク、ポリペプチド、抗原決定基またはエピ
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ト－プを含むが、それらに限定されない）に対して指向性を有してもよい。例えば、更な
るアミノ酸配列は、血清中での半減期が増加するように、血清タンパク（例えば、ヒト血
清アルブミンまたはＩｇＧのような別の血清タンパクのような）に指向する第二の結合部
位を提供してもよい。参照として、例えば欧州特許第 0 368 684号、 国際公開第 91/017
43号、 国際公開第 01/45746号および 国際公開第 04/003019号（その中で種々の血清タ
ンパクが記述されている）、「アルツハイマー病のような神経編成疾患の治療のための、
アミロイドベータに対するナノボディ（商標）およびそれを含むポリペプチド」と題する
出願人による欧州特許出願（種々の他のタンパクについて記載されている）、ならびにHa
rmsen ら、Vaccine, 23 (41); 4926-42が挙げられる。
【０３４３】
　別の実施態様によれば、一つ以上の更なるアミノ酸配列は、通常の四鎖抗体（および特
にヒト抗体）および／または重鎖抗体の一つ以上の部分、断片またはドメインを含んでも
よい。例えば、通常あまり好ましくはないが、本発明のナノボディは、通常の（好ましく
はヒトの）ＶＨまたはＶＬドメインまたはＶＨまたはＶＬドメインの天然または合成アナ
ログと連結していても良く、ここでも場合によってはリンカ－配列を介してもよい（Ｗａ
ｒｄらによって記載されたｄＡｂのような、他の（単一）ドメイン抗体を含めるが、限定
されない）。
【０３４４】
　少なくとも一つのナノボディは、一つ以上の（好ましくはヒトの）ＣＨ１、ＣＨ２およ
び／またはＣＨ３ドメインに、場合によってはリンカ－配列を介して、連結してもよい。
例えば、適切なＣＨ１ドメインに連結したナノボディを、適切な軽鎖と共に、従来のＦａ
ｂ断片またはＦ（ａｂ'）２断片と相同ではあるが、一つ（Ｆ（ａｂ'）２断片の場合）、
一つまたは両方の通常のＶＨドメインが本発明のナノボディによって置換された抗体断片
／構造体を生成するために、用いることができる。またインビボでの半減期が増加した構
築体を提供するために、二つのナノボディをＣＨ３ドメインに連結（場合によってはリン
カ－を介して）することができる。
【０３４５】
　本発明のポリペプチドの具体的一実施態様によれば、一つ以上の本発明のナノボディを
、一つ以上のエフェクタ－機能を本発明のポリペプチドに与える、および／または一つ以
上のＦｃレセプタ－に結合する能力を与える、一つ以上の抗体部分、断片またはドメイン
に連結してもよい。例えば、この目的のために、またそれによって限定されることなく、
一つ以上の更なるアミノ酸配列が、重鎖抗体のような（本明細書に記載）、より好ましく
は、通常の四鎖抗体のような、抗体のＣＨ２および／またはＣＨ３ドメインを一つ以上含
んでも良く、および／または、例えばＩｇＧ、ＩｇＥまたは他のヒトＩｇからのＦｃ領域
およびその部分を形成してもよい。例えば、国際公開第 94/04678号は、ラクダ科ＶＨＨ

ドメインまたはそのヒト化派生体（すなわちナノボディ）を含む重鎖抗体を記載し、そこ
では、ラクダ科のＣＨ２および／またはＣＨ３ドメインはヒトＣＨ２およびＣＨ３と置換
されており、ナノボディおよびヒトＣＨ２およびＣＨ３ドメイン（しかしＣＨ１ドメイン
無しに）をそれぞれ含む二つの重鎖よりなる免疫グロブリンを提供する。免疫グロブリン
はＣＨ２およびＣＨ３ドメインによって提供されたエフェクタ－機能を有し、その免疫グ
ロブリンはいかなる軽鎖の存在無しに機能することができる。エフェクタ－機能を提供す
るために本発明のナノボディに適切に連結可能な他のアミノ酸配列は、当業者には明らか
であり、所望のエフェクタ－機能に基づいて選択すればよい。参照としては、国際公開第
 04/058820号、国際公開第 99/42077号および 国際公開第 05/017148号ならびに Hollige
rおよびHudson（既出）による総説が挙げられる。本発明のナノボディのＦｃ部へのカッ
プリングもまた、本発明の対応するナノボディと比較して、半減期の増加を導くかも知れ
ない。いくつかの応用に関しては、生物学的に有意なエフェクタ－機能を持たずに半減期
の増加をもたらす、Ｆｃ部および／または恒常ドメイン（すなわちＣＨ２および／または
ＣＨ３ドメイン）の使用は、また適切であり、好ましいことでさえあるかも知れない。一
つ以上のナノボディおよび一つ以上の恒常ドメインを含み、インビボにおける半減期が増
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加した、他の適切な構築体は、当業者には明らかで、例えば、二つのナノボディがＣＨ３
ドメインに場合によってはリンカ－配列を介して連結しているものを含んでもよい。一般
的には半減期が増加した融合タンパクまたは派生体のいずれもが、腎臓吸収のカットオフ
値である５０ｋＤを越える分子量を持つことが好ましい。
【０３４６】
　更なるアミノ酸配列はまた、合成時に宿主細胞からの本発明のナノボディまたはポリペ
プチドの分泌を導く、シグナル配列またはリ－ダ－配列を形成してもよい（本発明のポリ
ペプチドを発現するために用いた宿主細胞に応じて、例えば本発明のポリペプチドのプレ
、プロ、プレプロ型を提供する）。
【０３４７】
　更なるアミノ酸配列は、本発明のナノボディまたはポリペプチドを、特定の器官、組織
、もしくは細胞の部分または区画に指向性を持たせおよび／またはそこへ透過、侵入させ
る、および／またはナノボディまたはポリペプチドを、細胞膜のような生物学的障壁、上
皮細胞層のような細胞層、固形癌を含む腫瘍または血液脳関門に、浸透、通過させる、配
列またはシグナルを形成してもよい。そのようなアミノ酸配列の例は、当業者には明らか
であり、例えば以下の物が挙げられるが、非限定的な：上述の「Ｐｅｐｔｒａｎｓ」ベク
タ－、Cardinaleらによって記載された配列、およびいわゆる"細胞内抗体"のような本発
明のナノボディおよびポリペプチドを発現製造するために使用することができる、それ自
体知られたアミノ酸配列および抗体断片、例えば国際公開第94/02610号, 国際公開第95/2
2618号,特許第7004940号, 国際公開第 03/014960号, 国際公開第 99/07414; 国際公開第 
05/01690号; 欧州特許第 1 512 696号; および、 in Cattaneo, A. & Biocca, S. (1997)
 Intracellular Antibodies: Development and Applications. Landes and Springer-Ver
lag; and in Kontermann, Methods 34, (2004), 163-170に記載された物、およびそれら
に引用された更なる参考文献に記載されたもの。
【０３４８】
　いくつかの応用に関して、特に、本発明のナノボディがそれに対して指向性を持つ標的
を発現する細胞を殺すことを（例えば癌の治療）、またはそのような細胞の成長および／
または増殖を減少または遅くすることを意図する応用では、本発明のナノボディはまた（
細胞）毒性タンパクまたはポリペプチドと連結してもよい。例えば本発明の細胞毒性ポリ
ペプチドを提供するために、本発明のナノボディと連結可能な、そのような毒性タンパク
またはポリペプチドの例は、当業者には明らかであり、上に引用された先行技術では、お
よび／または本明細書の更なる説明で見出すことができる。一つの例としては、いわゆる
ＡＤＥＰＴ（商標）技術、国際公開第 03/055527号が挙げられる。
【０３４９】
　非限定的な一実施態様によれば、PEG基の付加のための一つ以上の特定のアミノ酸残基
を提供するために、本発明のナノボディまたはポリペプチドのアミノ酸配列に、一つ以上
のアミノ酸残基を、付加、挿入および／または置換することができる。
【０３５０】
　タンパク薬剤の有効性は、標的を中和する力価に依存するが、可能性のある薬剤の固有
の薬物動態にも依存する。腎臓は一般的に６０，０００Ｄａ未満の分子をろ過するので、
浄化を減少させる努力は、タンパク融合（Syedら、１９９７）、糖鎖付加またはポリエチ
レングリコ－ルポリマ－による修飾、すなわちペグ化(Lee ら、1999; Abuchowski ら、19
77; Nucci ら、1991; Lecolleyら、. Chem Commun, 2004; Tao ら、 J Am Chem Soc, 200
4; Mantovani ら、2005)を通じての生物製剤の分子量を増加させることに焦点を当ててき
た。これらの方法により、生物製剤の生体内曝露時間を延長させるのに成功した。
【０３５１】
　代替法として、半減期は、別のペグ化剤、ＰＯＬＹ ＰＥＧを用いて二価ナノボディ、
ＴＮＦ５６またはＴＮＦ５５に結合させ、延長することができる。ＰＯＬＹ ＰＥＧは、
メタアクリルの背骨にＰＥＧの歯を持つ櫛型のポリマ－である。ＰＯＬＹ ＰＥＧは、メ
タアクリル背骨およびナノボディに対するＰＯＬＹ ＰＥＧの結合方法を決定する活性端
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末基上のＰＥＧ鎖の長さにより変わることができる。ナノボディに存在するＣ末端システ
インへの部位特異的結合は、ＰＯＬＹ ＰＥＧにおける活性マレイミド端末基を介して達
成できる。
【０３５２】
　本発明はまた、本発明のナノボディまたはポリペプチドを発現するために使用された宿
主細胞に通常依存して、一つ以上のアミノ酸の位置で糖鎖付加された、いかなる本発明の
ナノボディおよび／または本発明のポリペプチドも包含する（以下にさらに説明する）。
【０３５３】
　非限定的な一実施態様によれば、使用された宿主生物によって糖鎖付加されることがで
きる一つ以上の特定のアミノ酸残基および／または部位を提供するために、一つ以上のア
ミノ酸残基を、本発明のナノボディまたはポリペプチドのアミノ酸配列に付加、挿入およ
び／または置換することができる。例えばＰｉｃｈｉａによる糖鎖付加のための糖鎖付加
ｈ部位を提供するために、好ましいが非限定的な手段によって、本発明のナノボディのＣ
ＤＲ２内の５０の位置のＮ残基は、例えばＱ、ＤまたはＳ残基によって置換することがで
きる。
【０３５４】
　他の実施態様によれば、本発明のポリペプチドは、少なくとも一つの更なるアミノ酸配
列とアミノ末端、カルボキシ末端またはアミノ末端およびカルボキシ末端の両方と融合し
たナノボディのアミノ酸配列を、含むことができる。
【０３５５】
　再び、前記更なるアミノ酸配列は、ナノボディの（生物学的）性質を変え、変質させ、
またはそうでなければ影響を与えるかも知れないし与えないかも知れないし、またナノボ
ディに更なる機能を与えるかも知れないし、与えないかも知れない。
【０３５６】
　例えば、好ましいが非限定的な一実施態様によれば、三つ、四つまたは五つのように、
少なくとも二つのナノボディを含む本発明のポリペプチドを提供するために、前記更なる
アミノ酸配列は少なくとも一つの更なるナノボディを含んでもよいが、ここで前記ナノボ
ディは場合によっては一つ以上のリンカ－配列（本明細書で規定）を介して連結されても
よい。
【０３５７】
　二つ以上のナノボディを含む本発明のポリペプチドは、本明細書では「多価」ポリペプ
チドとも呼ばれる。例えば、本発明の「二価」 ポリペプチドは、場合によってはリンカ
－配列を介して連結した二つのナノボディを含み、一方、本発明の「三価」のポリペプチ
ドは、場合によっては二つのリンカ－配列を介して連結した三つのナノボディを含む；等
。
【０３５８】
　本発明の多価ポリペプチドでは、二つ以上のナノボディは同一であっても異なっていて
もよい。例えば、本発明の多価ポリペプチドにおける二つ以上のナノボディは、
－　同じ抗原に対して指向性を有しても良く、すなわち前記抗原の同じ部分またはエピト
－プに対して、または前記抗原の二つ以上の異なった部分またはエピト－プに対して；お
よび／または
－　異なった抗原に対して指向性を有してもよい；
またはそれらの組み合わせ。
【０３５９】
　従って、本発明の二価ポリペプチドは、例えば、
－　二つの同一のナノボディを含んでも良く；
－　第一のナノボディがある抗原の第一の部分またはエピト－プに指向性を有し、および
第二のナノボディが前記抗原の同じ部分またはエピト－プ、もしくは前記抗原の別の部分
またはエピト－プに指向性を有しており；
－　または第一のナノボディが第一の抗原に指向性を有しており、第二のナノボディが、



(105) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

第一の抗原とは異なる第二の抗原に指向性を有しており；
一方本発明の三価ポリペプチドは、例えば：
－　同じ抗原の同じまたは異なった部分またはエピト－プに対して指向性を有する、三つ
の同じ、または異なったナノボディを含んでも良く；
－　第一の抗原上の、同じまたは異なった部分またはエピト－プに対して指向性を有する
二つの同じまたは異なったナノボディ、および前記第一の抗原とは異なった第二の抗原に
指向性を有する第三のナノボディを含んでも良く；または
－　第一の抗原に対して指向性を有する第一のナノボディ、前記第一の抗原とは異なった
第二の抗原に対して指向性を有する第二のナノボディ、および前記第一の抗原および第二
の抗原とは異なった第三の抗原に指向性を有する、第三のナノボディを含んでもよい。
　少なくとも一つのナノボディは、第一の抗原に対して指向性を有し、また少なくとも一
つのナノボディは第一の抗原とは異なった第二の抗原に対して指向性を有する、少なくと
も二つのナノボディを含むポリペプチドは「多重特異的」とも呼ばれる。従って、「二重
特異的ナノボディ」は、第一の抗原に対して指向性を有する少なくとも一つのナノボディ
、および第二の抗原に対して指向性を有する少なくとも一つの更なるナノボディを含み、
一方、「三重特異的」 ナノボディは、第一の抗原に対する指向性を有する少なくとも一
つのナノボディ、第二の抗原に対する指向性を有する少なくとも一つの更なるナノボディ
、および第三の抗原に対する指向性を有する少なくとも一つの更なるナノボディを含み;
等。
【０３６０】
　従って、最も簡単な形では、本発明の二重特異的ポリペプチドは、本発明の二価のポリ
ペプチド（本明細書で規定）であって、第一の抗原に対して指向性を有する第一のナノボ
ディ、および第二の抗原に対して指向性を有する第二のナノボディを含み、前記の第一と
第二のナノボディは場合によってはリンカ－配列（本明細書で規定）を介して連結されて
いても良く、一方、本発明の三重特異的ポリペプチドは、その最も簡単な形では、本発明
の三価ポリペプチド（本明細書で規定）であって、第一の抗原に対して指向性を有する第
一のナノボディ、第二の抗原に対して指向性を有する第二のナノボディ、および第三の抗
原に対して指向性を有する第三のナノボディを含み、前記第一、第二および第三のナノボ
ディは、場合によっては一つ以上の、および特に一つ以上である、特に二つのリンカ－配
列を介して連結されてもよい。
【０３６１】
　しかしながら、前記から明らかなように、本発明の多重特異的ポリペプチドは、二つ以
上の異なった抗原に対して指向性を有するいかなる数のナノボディを含み得るという意味
では、それらに限定されていない。
【０３６２】
　一つ以上のＶＨＨドメインを含む多重特異的および多価ポリペプチド、およびそれらの
調製に関しては、参照としてConrath ら、 J. Biol. Chem., Vol. 276, 10. 7346-7350お
よび 欧州特許第 0 822 985号が挙げられる。
【０３６３】
　本発明のポリペプチドでは、一つ以上のナノボディおよび一つ以上のポリペプチドは、
互いに直接連結されていてもよい（例えば国際公開第 99/23221号に記載）および／また
は互いに一つ以上の適切なスペ－サ－またはリンカ－を介して、またはそれらのいずれか
の組み合わせで連結してもよい。
【０３６４】
　多重特異的および多価ポリペプチドにおいて使用されるスペ－サ－またはリンカ－は、
当業者には明らかであり、一般的に、アミノ酸配列を連結するために当技術分野において
用いるいかなるスペ－サ－またはリンカ－であってもよい。前記リンカ－およびスペ－サ
－は、薬剤用を目的とするタンパクまたはポリペプチドの構築に使用されるのに適してい
ることが好ましい。
【０３６５】
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　いくつかの特に好ましいスペ－サ－としては、抗体断片および抗体ドメインを連結する
ために当技術分野において用いるものが挙げられる。これらは、上に引用された一般的な
背景技術に記述したリンカ－、ならびに二重特異性抗体およびＳｃＦｖ断片を構築するた
めに、当技術分野で用いられたリンカ－を含む（しかしながら、この点について、二重特
異性抗体およびＳｃＦｖ断片においては、使用されるリンカ－配列は、関連したＶＨおよ
びＶＬドメインが一緒になって相補体抗原結合部位を形成できるような、長さ、可撓性お
よび他の特性を有していなければならないが、本発明のポリペプチドにおいて使用される
リンカ－については、各ナノボディがそれ自身で相補体抗原結合部位を形成することから
、長さまたは可撓性に関しては特に制限は無いことに注意されたい）。
【０３６６】
　他の適切なリンカ－は、一般的に、有機化合物またはポリマ－、特に医薬として使用さ
れるタンパクに使用するのに適した物を含む。例えば、ポリ（エチレングリコ－ル）部分
は、抗体ドメインを連結するために用いられて来た、例えば国際公開第 04/081026を参照
されたい。
【０３６７】
　使用されるリンカ－が本発明のポリペプチドに一つ以上の他の好ましい特性または機能
を与え、および／または派生体の形成および／または官能基の付加のための一つ以上の部
位（例えば、本発明のナノボディの派生体に関しては本明細書に記載）を提供することも
、本発明に含まれる。例えば、一つ以上の荷電したアミノ酸残基（上の表Ａ－３を参照）
を含むリンカ－は、親水性を改善することができ、一方、小さなエピト－プまたはタグを
形成しまたは含むリンカ－は、検出、同定および／または精製のために用いることができ
る。再び、本明細書の開示に基づき、当業者は、場合によってはいくつかのル－チン実験
の後に、本発明の特定のポリペプチドにおいて使用される最適のリンカ－を決定できるで
あろう。
【０３６８】
　最後に、本発明のポリペプチドでは、二つ以上のリンカ－が用いられた場合、これらの
リンカ－は同一であっても、異なってもよい。再び、本明細書の開示に基づき、当業者は
、場合によってはいくつかのル－チン実験の後に、本発明の特定のポリペプチドでは使用
される最適のリンカ－を決定できるであろう。
【０３６９】
　多価および多重特異性ポリペプチドにおいて使用されるリンカ－は、当業者には明らか
であり、例えば、国際公開第 99/42077号に記載された、（ｇｌｙ４ｓｅｒ）３または（
ｇｌｙ３ｓｅｒ２）３のような（ｇｌｙｘｓｅｒｙ）ｚの型のｇｌｙ－ｓｅｒリンカ－、
天然に存在する重鎖抗体の蝶番様領域のような蝶番様領域または同様な配列が挙げられる
。他の適切なリンカ－に関しては、上に引用した一般的な背景技術を参照されたい。ある
特に好ましいリンカ－は、配列番号：６８および６９において、与えられる。
【０３７０】
　リンカ－はまた、多価または多重特異性ポリペプチドにある機能性を与えることができ
る。例えば、一つ以上の荷電アミノ酸残基（上の表１を参照）を含むリンカ－は、改良し
た親水性を与えることができるし、一方、小さなエピト－プまたはタグを形成しまたは含
むリンカ－は、検出、同定および／または精製のために用いることができる。
【０３７１】
　本明細書に記載したとおり、本発明のタンパク質またはポリペプチドにおいては、本明
細書に記載する抗ＴＮＦナノボディは、好ましくは、該タンパク質もしくはポリペプチド
が、ＴＮＦ三量体への結合時、該ＴＮＦ三量体によって媒介されるＴＮＦ受容体架橋およ
び／またはこうした受容体架橋によって媒介されるシグナル伝達を阻害もしくは低減させ
ることができるように、かつ／またはこのタンパク質もしくはポリペプチドが、ＴＮＦ三
量体上の少なくとも２個のＴＮＦ受容体結合部位に分子内結合ができるように結合する。
適切なリンカーは、本明細書に記載される通りである。
【０３７２】
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　また、本明細書に記載したとおり、タンパク質またはポリペプチドが分子間結合または
分子外結合を実現するかどうかは、サイズ排除クロマトグラフィーによって（少なくとも
初めに）評価され得る。サイズ排除クロマトグラフィーによって、ＴＮＦ‐アルファと抗
体との複合体を分析して、複合体中の抗体とＴＮＦ‐アルファ分子の数および比を決定す
ることができる。これらのデータから、分子間または分子内結合が生じた場合、抗体と標
的の様々な比でモノクローナル抗体Ｄ２Ｅ７（Humira）がＴＮＦ‐アルファと結合すると
いう化学量論を確立するのにSantoraおよび同僚（L.C.Santoraら、Anal Biochem. 2001）
が行ったように推定し得る。複合体の分子量から、３個の抗体分子が３個のＴＮＦ三量体
で複合体を形成したことが結論付けられ、それによって抗体が分子間形態で結合すること
が示される。同様の実験が２価のナノボディで行なわれ、この場合、非常に短いリンカー
は、分子間結合によって得られる巨大分子複合体の形成を引き起こした。しかし、より長
いリンカーを有する同じ２価のナノボディは、分散した小さな複合体としてゲル濾過カラ
ムから溶出し、これによって分子内結合が形成されたことが実証される。より長いリンカ
ーを含むナノボディＴＮＦ１が最適な性能を有する（アッセイで使用するＴＮＦの完全中
和量、すなわち１０ｐＭ）というバイオアッセイデータと組み合わせると、２価のナノボ
ディの分子内結合が２個の細胞結合受容体の架橋結合および関連する受容体活性化を効率
的に妨げると結論付けることができる。HumiraやRemicadeなど公知のモノクローナル抗体
は、細胞結合受容体とのある程度の相互作用が利用できる三量体ＴＮＦ分子上に常に２個
の受容体結合部位を残して、こうした分子内結合を形成することはできず、それによって
バイオアッセイで測定されるように中和性能が低くなる。
【０３７３】
　あるいは、タンパク質またはポリペプチドが分子間結合または分子外結合を実現するか
どうかは、結晶学および／または分子モデル化（またはその他の適切なインシリコ技術）
によって評価され得る。三量体ＴＮＦ３０／ＴＮＦ‐アルファ複合体モデルを、モノマー
の野生型ＴＮＦ１／ＴＮＦ‐アルファ複合体の結晶構造に基づいて作製した。この構造か
ら、最終のＴＮＦ３０－リンカー－ＡＬＢ８－リンカー－ＴＮＦ３０構造物をモデル化し
た。ＴＮＦ３０－リンカー－ＡＬＢ８－リンカー－ＴＮＦ３０構造物を、２個のＴＮＦ３
０分子が結合したＴＮＦ‐アルファの三量体から出発させてモデル化した。ＡＬＢ８の構
造は公知ではないので、第３のＴＮＦ３０分子を代わりに使用し、これをＮ末端とＣ末端
の間のラインに沿って他の２個のナノボディ間に配置した。次いで、９個のアミノ酸リン
カーを、手動で加えた。
【０３７４】
　このモデルを図６２に示す。明らかに、ＡＬＢ８を一緒に備えた９個のアミノ酸リンカ
ーは、ＴＮＦ‐アルファに結合した２個のＴＮＦ３０ドメイン間に約６６Åにわたる十分
な余地がある。ＡＬＢ８自体は、すでに４０Åに及んでおり、各リンカーは、完全に拡張
した立体構造においてさらに約２７Åに及ぶ可能性がある。その結果、ＡＬＢ８は、動き
に相当な柔軟性があり、アルブミンへのその結合がＴＮＦ‐アルファへの結合を非常に妨
害することは予知されない。
【０３７５】
　さらに、特にＡＬＢ８のＣ末端であるリンカーの場合、恐らく、結合力に影響を及ぼさ
ずにリンカーを短くすることができるであろう。これは、架橋三量体に対して同じＴＮＦ
‐アルファ三量体への結合の増加に有益な効果がある。というのは、第２のＴＮＦ３０が
異なるＴＮＦ‐アルファと結合するという確率が、リンカーの長さで増加するからである
。
【０３７６】
　さらにまた本明細書に記載されるように、対応する１価のナノボディに比べて、所望の
抗原に対して、および以下に述べる血清タンパク質などの少なくとも１種の血清タンパク
質に対して、具体的にはヒト血清アルブミンに対して向けられる本発明の多重特異的ポリ
ペプチドは、血清において半減期の増加を示す可能性がある。
【０３７７】
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　前述のように、本明細書に記載の方法は、特に、本発明のこうした多価の多重特異的ポ
リペプチドの作製に適している。
【０３７８】
　本発明のポリペプチドでは、少なくとも１個のナノボディはまた、従来のＶＨドメイン
に、またはＶＨドメインの天然もしくは合成類似体に、場合によりリンカー配列によって
、結合する可能性がある。
【０３７９】
　本発明のポリペプチドでは、少なくとも１個のナノボディはまた、ＶＬドメインに、ま
たはＶＬドメインの天然もしくは合成類似体に、場合によりリンカー配列によって結合す
る可能性があり、それによって、従来のｓｃＦｖ断片と類似した形であるがＶＨドメイン
の代わりにナノボディを含む本発明のポリペプチドが提供される。
【０３８０】
　本発明のポリペプチドでは、少なくとも１個のナノボディはまた、ＣＨ１、ＣＨ２、お
よび／またはＣＨ３ドメインのうちの１個または複数に、場合によりリンカー配列によっ
て結合される可能性がある。例えば、適切なＣＨ１ドメインに結合したナノボディを、例
えば、適切な軽鎖と一緒に使用すると、従来のＦａｂ断片またはＦ（ａｂ’）２断片と類
似した抗体断片／構造が作製されるが、この場合、従来のＶＨドメインの一方、または（
Ｆ（ａｂ’）２断片の場合には）一方もしくは両方が、ナノボディと置き換えられた。該
断片はまた、すなわち２種以上の抗原に対して異種特異的または二重特異的である可能性
がある。例えばラクダ科（Camelid）由来の適切なＣＨ２およびＣＨ３ドメインに結合し
たナノボディを使用して、単一特異的または二重特異的な重鎖抗体を形成することができ
るであろう。最後に、例えばヒト由来の適切なＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ３ドメインに
結合したナノボディを、適切な軽鎖と一緒に使用すると、従来の４鎖の抗体と類似した抗
体が形成されるが、この場合、従来のＶＨドメインの一方または両方は、ナノボディと置
き換えられている。
【０３８１】
　また、１個または複数のナノボディに加えて、本発明のポリペプチドはまた、さらに以
下のとおり、官能性の基、部分、もしくは残基、例えばさらに後述のとおり治療上有効な
物質、および／または蛍光性マーカー、同位元素などのマーカーもしくは標識を含むこと
もできる。
【０３８２】
　本発明のナノボディ、本発明のポリペプチド、およびそれをコードする核酸は、本明細
書のさらなる説明から当業者に明らかであるように、それ自体が公知の方法で調製できる
。ナノボディ、ポリペプチド、および核酸を調製するためのいくつかの好ましいが非制限
的な方法として、先に述べた、かつ／またはさらに後述の方法および技術が含まれる。
【０３８３】
　当業者に明らかなように、本発明のナノボディおよび／またはポリペプチドを調製する
ための特に有用な一方法は、一般に、
－　適切な宿主細胞もしくは宿主生物（また、本明細書では「本発明の宿主」と呼ぶ）に
おいて、または本発明の該ナノボディまたはポリペプチド（また、本明細書では「本発明
の核酸」と呼ぶ）をコードする核酸の適切な別の発現系において発現させ、場合により続
いて：
－　こうして得た本発明のナノボディまたはポリペプチドを単離かつ／または精製するス
テップからなる。
　具体的には、こうした方法は、
－　本発明の宿主が本発明の少なくとも１個のナノボディおよび／またはポリペプチドを
発現かつ／または生成するように、ある条件下で本発明の宿主を培養かつ／または維持し
；場合により続いて：
－　こうして得た本発明のナノボディまたはポリペプチドを単離および／または精製する
ステップを含むことができる。
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【０３８４】
　本発明の核酸は、一本または二本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡの形状とすることができ、好
ましくは二本鎖ＤＮＡの形状である。例えば、本発明のヌクレオチド配列は、ゲノムＤＮ
ＡでもｃＤＮＡでも合成ＤＮＡ（所期の宿主細胞または宿主生物での発現に特異的に適し
たコドン使用頻度を備えたＤＮＡなど）でもよい。
【０３８５】
　本発明の一実施態様によれば、本発明の核酸は、上記に規定したように、本質的に単離
形である。
【０３８６】
　本発明の核酸はまた、例えば、プラスミド、コスミド、ＹＡＣなどのベクターの形でも
よく、それで存在してもよく、かつ／またはその一部でもよく、なお、これは本質的に単
離形でもよい。
【０３８７】
　本発明の核酸を、本明細書に示される本発明のポリペプチドに関するアミノ酸配列の情
報に基づいて、それ自体が公知の方法で調製し、または得ることができ、かつ／または適
切な天然の供給源から単離することができる。類似体を提供するのに、天然に存在するＶ

ＨＨドメインをコードするヌクレオチド配列は、例えば、部位特異的突然変異誘発を受け
る可能性があり、それによって該類似体をコードする本発明の核酸が提供される。やはり
、当業者に明らかなように、本発明の核酸を調製するのに、また、ナノボディをコードす
る少なくとも１種のヌクレオチド配列や例えば１個または複数のリンカーをコードする核
酸などいくつかのヌクレオチド配列は、適切な方法で一緒に結合することができる。
【０３８８】
　本発明の核酸を作製する技術は、当業者に明らかであり、例えば、自動ＤＮＡ合成；部
位特異的突然変異誘発；２種以上の天然および／または合成の配列（または２種以上のそ
の部分）を組み合わせること、切断型発現産物の発現をまねく突然変異の導入；１個また
は複数の制限部位の導入（例えば、適切な制限酵素を使用して容易に消化かつ／または連
結することができるカセットおよび／または領域を作製すること）、ならびに／あるいは
例えばテンプレートとして天然に存在するＧＰＣＲの配列を使用して、１個または複数の
「不適正」プライマーを使用するＰＣＲ反応による突然変異の導入を挙げることができる
が、それらに限定されない。上記その他の技術は、当業者に明らかであり、さらに、前述
のSambrookらやAusubelらなどの標準的なハンドブック、ならびに下記の実施例を参照さ
れたい。
【０３８９】
　本発明の核酸は、当業者に明らかなように、遺伝学的構造物の形でもよく、それで存在
してもよく、かつ／またはその一部でもよい。こうした遺伝学的構造物は、一般に、例え
ば、１種以上の適切な調節要素（適切なプロモーター、エンハンサー、ターミネーターな
ど）や以下に参照する遺伝学的構造物の別の要素など、それ自体が公知の遺伝学的構造物
の１種以上の要素に場合により結合する本発明の少なくとも１種の核酸を含む。本発明の
少なくとも１種の核酸を含むこうした遺伝学的構造物はまた、本明細書で「本発明の遺伝
学的構造物」とも呼ばれる。
【０３９０】
　本発明の遺伝学的構造物は、ＤＮＡでもＲＮＡでもよく、好ましくは二本鎖ＤＮＡであ
る。本発明の遺伝学的構造物はまた、所期の宿主細胞または宿主生物の形質転換に適した
形でも、所期の宿主細胞のゲノムＤＮＡへの組み込みに適した形でも、所期の宿主生物に
おける独立した複製、維持、および／または遺伝に適した形でもよい。例えば、本発明の
遺伝学的構造物は、例えば、プラスミド、コスミド、ＹＡＣ、ウイルスベクター、トラン
スポゾンなどのベクターの形をしていてもよい。具体的には、ベクターは、発現ベクター
、すなわち、インビトロおよび／またはインビボ（例えば、適切な宿主細胞、宿主生物、
および／または発現系）において発現を実現することができるベクターでよい。
【０３９１】



(110) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

　好ましいが非制限的な一実施態様では、本発明の遺伝学的構造物は、
ａ）本発明の少なくとも１種の核酸；但し、次のものに操作できるように接続されている
ｂ）１種以上の調節要素、例えば、プロモーター、場合により適切なターミネーターなど
；
ｃ）および場合により、また、
ｄ）それ自体が公知の遺伝学的構造物の１種以上の別の要素
を含み；ここでは、「調節要素」、「プロモーター」、「ターミネーター」、および「操
作できるように接続」という用語は、当技術分野における通常の意味を有し（さらに以下
に記載する通り）；遺伝学的構造物に存在する該「別の要素」は、例えば、３’－もしく
は５’－ＵＴＲ配列、リーダー配列、選択マーカー、発現マーカー／レポーター遺伝子、
および／または形質転換もしくは組込み（の効率）を促進もしくは増加させる可能性があ
る要素とすることができる。上記その他のこうした遺伝学的構造物に適した要素は、当業
者に明らかであり、例えば、使用する構造物のタイプ、所期の宿主細胞もしくは宿主生物
；対象とする本発明のヌクレオチド配列が発現されることになっている方法（例えば、構
成的発現、一過性発現、または誘導性発現によって）；および／または使用する形質転換
技術に依存する可能性がある。
【０３９２】
　好ましくは、本発明の遺伝学的構造物では、本発明の少なくとも１種の核酸、および調
節要素、および場合により１種以上の別の要素は、一般にこれらが互いに機能的な関係に
あることを意味する、互いに「操作できるように結合」されている。例えば、プロモータ
ーは、該プロモーターがコード配列の転写および／または発現を開始または制御／調節す
ることができる場合、コード配列に「操作できるように結合している」と考えられている
（この場合、コード配列はプロモーターの「制御下」にあると理解されたい）。一般に、
２個のヌクレオチド配列が操作できるように結合されているとき、これらは、同一の方向
性にあり、通常同じ読み枠にもある。それらはまた、通常、本質的に隣接しているが、こ
れはまた必要なことではない可能性がある。
【０３９３】
　好ましくは、本発明の遺伝学的構造物の調節および別の要素は、これらが所期の宿主細
胞または宿主生物において所期の生物学的機能を提供することができるようなものである
。
【０３９４】
　例えば、プロモーター、エンハンサー、またはターミネーターは、（例えば）プロモー
ターが、（本明細書で規定するように）それが操作できるように結合されているヌクレオ
チド配列、例えばコード配列の転写および／または発現を開始または制御／調節すること
ができることを意味する、所期の宿主細胞または宿主生物において「操作できる」ものと
すべきである。
【０３９５】
　いくつかの特に好ましいプロモーターとしては、後述のものおよび／または実施例で使
用するものなど、細菌細胞中に発現するそれ自体が公知のプロモーターが挙げられるが、
それに限定されない。
【０３９６】
　選択マーカーは、それによって、すなわち適切な選択条件下において、本発明のヌクレ
オチド配列で（正常に）形質転換された宿主細胞および／または宿主生物を、（正常に）
形質転換されなかった宿主細胞／生物と識別することができるようなものとすべきである
。こうしたマーカーのいくつかの好ましいが非限定的な例は、抗生物質（カナマイシンや
アンピシリンなど）に対する耐性をもたらす遺伝子、耐熱性をもたらす遺伝子、または宿
主細胞もしくは宿主生物を、形質転換されていない細胞もしくは生物の生存に不可欠な培
地中のある種の因子、化合物、および／または（食物）成分がない状態で維持させること
ができる遺伝子である。
【０３９７】
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　リーダー配列は、－所期の宿主細胞または宿主生物において、それが所望の翻訳後修飾
を可能にするようなもの、および／またはそれが転写されたｍＲＮＡを細胞の所望部分ま
たは細胞小器官に導くようなものとすべきである。リーダー配列はまた、該細胞からの発
現産物の分泌を可能にすることができる。したがって、リーダー配列は、宿主細胞または
宿主生物において操作可能な任意のプロ、プレ、またはプレプロ配列とすることができる
。リーダー配列は、細菌細胞での発現に必要ではない可能性もある。
【０３９８】
　発現マーカーまたはレポーター遺伝子は、宿主細胞または宿主生物において、それが遺
伝学的構造物（上に存在する遺伝子またはヌクレオチド配列）の発現の検出を可能にする
ようなものとすべきである。発現マーカーはまた、場合により、例えば細胞の特定部また
は細胞小器官における、および／または多細胞生物の特定細胞、組織、器官、または部分
における発現産物の局在化を可能にすることもできる。こうしたレポーター遺伝子はまた
、本発明のアミノ酸配列とのタンパク質融合物として発現される可能性がある。好ましい
が非限定的ないくつかの例としては、ＧＦＰなどの蛍光タンパク質が含まれる。
【０３９９】
　適切なプロモーター、ターミネーター、および別の要素のいくつかの好ましいが非限定
的な例としては、以下の実施例で使用するものが含まれる。プロモーター、選択マーカー
、リーダー配列、発現マーカー、および本発明の遺伝子構造物において存在／使用するこ
とができる別の要素－例えば、ターミネーター、転写および／または翻訳エンハンサー、
および／または組込み因子などのいくつかの（さらなる）非限定的な例に関しては、前述
のSambrookらやAusubelらなどの一般的なハンドブック、ならびに国際公開第95/07463号
、国際公開第96/23810号、国際公開第95/07463号、国際公開第95/21191号、国際公開第97
/11094号、国際公開第97/42320号、国際公開第98/06737号、国際公開第98/21355号、米国
特許第6,207,410号、米国特許第5,693,492号、および欧州特許第1 085 089号に示される
例を参照されたい。他の例は、当業者に明らかである。また、先に引用した一般的な背景
技術およびさらなる以下の引用文献も参照されたい。
【０４００】
　本発明の遺伝学的構造物は、一般に、例えば前述のSambrookらやAusubelらなどの一般
的なハンドブックに記載の技術を使用して、本発明のヌクレオチド配列を前述の1種以上
の別の要素に適切に結合させることによって提供できる。
【０４０１】
　しばしば、本発明の遺伝学的構造物は、本発明のヌクレオチド配列を、それ自体が公知
の適切な（発現）ベクターに挿入することによって得る。適切な発現ベクターのいくつか
の好ましいが非限定的な例は、以下の実施例で使用するもの、ならびに以下に述べるもの
である。
【０４０２】
　本発明の核酸および／または本発明の遺伝学的構造物を使用して、宿主細胞または宿主
生物を形質転換することができる。宿主細胞または宿主生物は、任意の適切な（真菌、原
核生物、真核生物の）細胞もしくは細胞株でもよく、または任意の適切な真菌、原核生物
、または真核生物、例えば：
－　細菌株、グラム陰性菌株、例えば、大腸菌；プロテウス、例えばプロテウスミラビリ
ス；シュードモナス、例えばシュードモナスフルオレッセンスの菌株など；およびグラム
陽性菌株、例えば、バシラス、例えば枯草菌またはブレビス菌；ストレプトミセス、例え
ばストレプトミセスリビダンス；ブドウ球菌、例えばスタフィロコッカスカルノーサス；
乳酸球菌、例えばラクトコッカスラクティスの菌株などが含まれるが、それらに限定され
ない；
－　真菌細胞、トリコデルマ種、例えばトリコデルマリーシエからの細胞；ニューロスポ
ラ種、例えばアカパンカビからの細胞；ソルダリア種、例えばソルダリアマクロスポーラ
からの細胞；アスペルギルス種、例えば黒色コウジ菌もしくはアスペルギルスソーエから
の細胞；またはその他の糸状菌からの細胞が含まれるが、それらに限定されない；
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－　酵母細胞、サッカロミセス種、例えばサッカロミセスセレビシエからの細胞；シゾサ
ッカロミセス種、例えばシゾサッカロミセスポンベからの細胞；ピキア種（Pichia）、例
えばピキアパストリスまたはピキアメタノリカからの細胞；ハンゼヌラ種、例えばハンゼ
ヌラポリモルファからの細胞；クリヴェロミセス種、例えばクリヴェロミセスラクティス
からの細胞；アルクラ（Arxula）種、例えばアルクラアデニニボランス（adeninivorans
）からの細胞；ヤロウイア種、例えばヤロウイアリポリティカからの細胞が含まれるが、
それらに限定されない；
－　両生類細胞または細胞株、例えばツメガエルの卵母細胞など；
－　昆虫派生の細胞または細胞株、例えば鱗翅類由来の細胞／細胞株など、ヨトウガＳＦ
９およびＳｆ２１細胞またはショウジョウバエ由来の細胞／細胞株、例えばシュナイダー
およびＫｃ細胞などが含まれるが、それらに限定されない；
－　植物または植物細胞、例えばタバコの細胞；および／または
－　哺乳動物細胞または細胞株、例えばヒト、哺乳動物由来の細胞または細胞株、ＣＨＯ
細胞、ＢＨＫ細胞（例えばＢＨＫ－２１細胞）、ならびにＨｅＬａ、ＣＯＳ（例えばＣＯ
Ｓ－７）、およびＰＥＲ．Ｃ６細胞などのヒト細胞または細胞株が含まれるが、それらに
限定されない；
ならびに当業者に明らかである、抗体および抗体断片の発現および産生に関するそれ自体
が公知のその他の宿主または宿主細胞（（単一）ドメイン抗体およびＳｃＦｖ断片を含む
が、それらに限定されない）でもよい。上記に引用された一般的な背景技術、ならびに例
えば国際公開第94/29457号；国際公開第96/34103号；国際公開第99/42077号；Frenkenら
、（1998）、参照；RiechmannおよびMuyldermans、（1999）、参照；van der Linden、（
2000）、参照；Thomassenら、（2002）、参照；Joostenら、（2003）、参照；Joostenら
、（2005）、参照；ならびにさらに本明細書の引用文献を参照されたい。
【０４０３】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドをまた、例えば、予防および／または治療目的
（例えば遺伝子治療として）のために、多細胞生物の１個または複数の細胞、組織、また
は器官に導入し発現させることができる。このために、本発明のヌクレオチド配列を、例
えば、（例えば、リポソームを使用して）、またはそれらを適切な遺伝子治療ベクター（
例えば、アデノウイルスや、アデノ関連ウイルスなどのパルボウィルスなどのレトロウイ
ルスに由来する）に挿入した後など、任意の適切な方法で細胞または組織へ導入すること
ができる。また当業者に明らかなように、こうした遺伝子治療を、患者、あるいは患者の
特定細胞または特定の組織もしくは器官に本発明の核酸またはそれをコードする適切な遺
伝子治療ベクターを投与することによって、その患者の身体においてインビボおよび／ま
たはその場で行うことができ；あるいは適切な細胞（外植されたリンパ球、骨髄穿刺液、
組織生検など、治療すべき患者の身体からしばしば得られる）を、本発明のヌクレオチド
配列を用いてインビトロで治療し、次いで、適切には、患者の身体に（再）導入すること
ができる。これはすべて、当業者に周知の遺伝子治療ベクター、技術、および送達系、例
えば、K. W.Culver、「Gene Therapy」、1994, p. xii, Mary Ann Liebert, Inc., Publi
shers, New York, N.Y.；Giordano、Nature F Medicine 2 (1996), 534-539;Schaper、Ci
rc. Res. 79 (1996), 911-919；Anderson、Science 256 (1992),808-813；Verma、Nature
 389 (1994),239；Isner、Lancet 348 (1996),370-374；Muhlhauser、Circ. Res. 77 (19
95),1077-1086；Onodera、Blood 91; (1998),30-36;Verma、Gene Ther. 5 (1998),692-69
9；Nabel、Ann. N.Y. Acad. Sci.: 811 (1997), 289-292；Verzeletti、Hum. Gene Ther.
 9 (1998), 2243-51；Wang、Nature Medicine 2 (1996),714-716；国際公開第94/29469号
；国際公開第97/00957号、米国特許第5,580,859号；米国特許第5,5895466号；またはScha
per、Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640を使用して行なうことがで
きる。例えば、ＳｃＦｖ断片（Afanasievaら、Gene Ther., 10, 1850-1859 (2003)）およ
び二重特異性抗体（Blancoら、J. Immunol, 171, 1070-1077 (2003)）のインシツ（in si
tu）発現が、当技術分野では記載されている。
【０４０４】
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　細胞におけるナノボディの発現に関しては、ナノボディは、例えば、国際公開第94/026
10号、国際公開第95/22618号および米国特許第7004940号；国際公開第03/014960号；Catt
aneo, A.& Biocca, S.(1997) Intracellular Antibodies: Development and Application
s. Landes and Springer-Verlag；ならびにKontermann, Methods 34, (2004), 163-170に
記載されるように、いわゆる「イントラボディ」として、発現されることもあり得る。
【０４０５】
　産生に関しては、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、遺伝子組換え哺乳類の乳
汁の中で、例えばウサギ、ウシ、ヤギまたはヒツジの乳汁の中で、（導入遺伝子を哺乳類
に導入するための一般的な技術については、例えば、米国特許第6,741,957号、米国特許
第6,304,489号、および米国特許第6,849,992号を参照されたい）、植物、または植物の葉
、花、果実、種子、根もしくは（例えばタバコ、トウモロコシ、ダイズまたはアルファル
ファの）塊茎（turbers）を挙げることができるが、それらに限定されない、植物の部分
において、または例えばカイコBombyx moriの蛹において例えば産生することもできる。
【０４０６】
　さらに、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、無細胞発現系において、発現かつ
／または産生することもでき、このような系の適切な例は、当業者に明らかである。いく
つかの好ましいが非限定的な例には、コムギ胚芽系；ウサギ網状赤血球溶解産物；または
大腸菌Zubay系における発現が含まれる。
【０４０７】
　前述のように、ナノボディを使用することの利点の１つは、ナノボディに基づくポリペ
プチドは、適切な細菌系における発現を介して調製されることができ、かつ適切な細菌発
現系、ベクター、宿主細胞、調節要素などが、例えば先の引用文献から当業者に明らかで
あることである。しかし、本発明は、その最も広い意味において、細菌系における発現に
限定されないことに留意されたい。
【０４０８】
　好ましくは、本発明において、医薬的使用に適切である形で本発明のポリペプチドを提
供する、例えば細菌発現系などの（インビボまたはインビトロ）発現系が使用するが、そ
のような発現系はまた、当業者に明らかである。また当業者に明らかなように、医薬的使
用に適切な本発明のポリペプチドは、ペプチド合成のための技術を使用して調製すること
ができる。
【０４０９】
　産業的規模での産生に関しては、ナノボディまたはナノボディを含むタンパク質治療薬
の（産業的）産生のために好ましい異種宿主には、大規模な発現／産生／発酵のために、
特に、大規模な医薬的発現／産生／発酵のために適切である、大腸菌、ピキアパストリス
（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）、Ｓ．セレビシエ（Ｓ．　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
の菌株が含まれる。こうした菌株の適切な例は、当業者に明らかである。こうした菌株お
よび産生／発現系は、例えばBiovitrum（ウプサラ、スウェーデン）などの企業によって
入手可能でもある。
【０４１０】
　あるいは、哺乳類の細胞系、特にチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞が、大規
模な発現／産生／発酵のために、特に大規模な医薬的発現／産生／発酵のために、使用さ
れ得る。なお、そのような発現／産生系は、前述の企業のいくつかによって入手可能でも
ある。
【０４１１】
　特定の発現系の選択は、ある種の翻訳後修飾、より具体的にはグリコシル化のための要
求条件に、一部依存するであろう。グリコシル化が望ましいまたはグリコシル化を必要と
する、ナノボディを含む組換えタンパク質の産生には、発現されたタンパク質をグリコシ
ル化する能力を有する、哺乳類の発現宿主を使用する必要があろう。この点に関して、得
たグリコシル化パターン（すなわち、付着する残基の種類、数および位置）は、その発現
用に使用する細胞または細胞系に依存することは、当業者には明らかであろう。好ましく
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は、ヒト細胞または細胞系を使用するか（すなわち、ヒトグリコシル化パターンを本質的
に有するタンパク質をつくる）または、本質的かつ／もしくは機能的に、ヒトグリコシル
化と同様の、または少なくともヒトグリコシル化を模倣する、グリコシル化パターンを提
供することができる、別の哺乳類の細胞系を使用する。一般に、大腸菌などの原核宿主は
、タンパク質をグリコシル化する能力を有さず、かつ、酵母などの下等真核生物の使用は
、通常、ヒトグリコシル化と異なるグリコシル化パターンにつながる。それにもかかわら
ず、すべての前述の宿主細胞および発現系は、得られる所望のナノボディまたはタンパク
質に依存して、本発明において使用できることを、理解されたい。
【０４１２】
　したがって、本発明の非限定的な一実施態様によれば、本発明のナノボディまたはポリ
ペプチドは、グリコシル化される。本発明の非限定的な別の実施態様によれば、本発明の
ナノボディまたはポリペプチドは、非グリコシル化される。
【０４１３】
　本発明の好ましいが非限定的な一実施態様によれば、本発明のナノボディまたはポリペ
プチドは、細菌細胞において、特に、例えば前述の菌株の細胞などの、大規模な医薬的産
生に適切な細菌細胞において、産生される。
【０４１４】
　本発明の好ましいが非限定的な別の実施態様によれば、本発明のナノボディまたはポリ
ペプチドは、酵母菌において、特に、例えば前述の種の細胞などの、大規模な医薬的産生
のために適切な酵母菌において、産生される。
【０４１５】
　本発明の好ましいが非限定的な別の実施態様によれば、本発明のナノボディまたはポリ
ペプチドは、哺乳動物細胞において、特に、ヒト細胞またはヒト細胞系の細胞において、
さらに特には、例えば前述の細胞系などの、大規模な医薬的産生のために適切であるヒト
細胞またはヒト細胞系の細胞において、産生される。
【０４１６】
　宿主細胞における発現が、本発明のナノボディおよびタンパク質を産生するために使用
する場合、本発明のナノボディおよびタンパク質を、細胞内（例えば細胞質ゾル内、ペリ
プラズマ内、または封入体内）で産生し、次いで宿主細胞から単離し、場合により、さら
に精製できるか；または、細胞外（例えば、宿主細胞が培養されている培地内）で産生し
、次いで培地から単離し、場合により、さらに精製できる。真核生物の宿主細胞を使用す
る場合には、通常は、細胞外産生が好ましいが、それは、得たナノボディおよびタンパク
質の、さらなる単離および下流での処理が、細胞外産生によって極めて容易になるからで
ある。例えば前述の大腸菌の菌株などの細菌細胞は、例えば毒素や溶血素などの２、３の
クラスのタンパク質を除き、通常は、細胞外でタンパク質を分泌せず、したがって、大腸
菌における分泌産生というのは、内膜を通りペリプラズム腔へタンパク質が移動すること
を指す。ペリプラズムでの産生は、細胞質ゾルでの産生に対し、複数の利点を提供する。
例えば、分泌された産物のＮ末端のアミノ酸配列は、特定のシグナルペプチダーゼにより
分泌シグナル配列が切断された後の、天然の遺伝子産物と同一であり得る。また、細胞質
より、ペリプラズムにおいての方が、プロテアーゼ活性がはるかに低いように見える。さ
らに、ペリプラズムにおいての方が汚染するタンパク質がより少ないため、タンパク質精
製がより簡単である。さらなる利点は、ペリプラズムは、細胞質よりも酸化的環境を提供
するため、正確なジスルフィド結合が形成する可能性があることである。大腸菌内で過剰
発現されたタンパク質は、不溶性の凝集体、いわゆる封入体の中に、しばしば存在する。
これらの封入体は、細胞質ゾル内またはペリプラズム内にあり得る。これらの封入体から
生物学的に活性のあるタンパク質を回収するためには、変性／再折りたたみプロセスが必
要である。治療用タンパク質を含む多くの組換えタンパク質が、封入体から回収される。
または、当業者に明らかであるように、所望のタンパク質を分泌するように遺伝子を組換
えた、細菌の組換え菌株、および、特に本発明のナノボディまたはポリペプチドを使用で
きる。
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【０４１７】
　したがって、本発明の非限定的な一実施態様によれば、本発明のナノボディまたはポリ
ペプチドは、細胞内で産生し、かつ、宿主細胞から、特に細菌細胞からまたは細菌細胞の
封入体から単離した、ナノボディまたはポリペプチドである。本発明の非限定的な別の実
施態様によれば、本発明のナノボディまたはポリペプチドは、細胞外で産生し、かつ、宿
主細胞が培養されている培地から単離した、ナノボディまたはポリペプチドである。
【０４１８】
　これらの宿主細胞と共に使用するための、好ましいが非限定的ないくつかのプロモータ
ーとしては、以下のものが挙げられる。
－大腸菌における発現に関しては：ｌａｃプロモーター（およびその誘導体、例えばｌａ
ｃＵＶ５プロモーターなど）；アラビノースプロモーター；ラムダファージの左向き（Ｐ
Ｌ）および右向きの（ＰＲ）プロモーター；ｔｒｐオペロンのプロモーター；ハイブリッ
ドのｌａｃ／ｔｒｐプロモーター（ｔａｃおよびｔｒｃ）；Ｔ７プロモーター（より具体
的にはＴ７ファージ遺伝子１０のプロモーター）および他のＴ系ファージプロモーター；
Ｔｎ１０テトラサイクリン耐性遺伝子のプロモーター；外来の調節用オペレータ配列の１
個または複数のコピーを含む上記のプロモーターを操作した変異体；
－Ｓ．セレビシエにおける発現に関しては：構成的：ＡＤＨ１（アルコールデヒドロゲナ
ーゼ１）、ＥＮＯ（エノラーゼ）、ＣＹＣ１（シトクロムｃ　ｉｓｏ－１）、ＧＡＰＤＨ
（グリセルアルデヒド－３－リン酸塩デヒドロゲナーゼ）；ＰＧＫ１（ホスホグリセリン
酸キナーゼ）、ＰＹＫ１（ピルビン酸キナーゼ）；調節性：ＧＡＬ１，１０，７（ガラク
トース代謝酵素）、ＡＤＨ２（アルコールデヒドロゲナーゼ２）、ＰＨＯ５（酸性ホスフ
ァターゼ）、ＣＵＰ１（銅メタロチオネイン）；異種性：ＣａＭＶ（カリフラワーモザイ
クウイルス３５Ｓプロモーター）；
－ピキアパストリスにおける発現に関しては：ＡＯＸ１プロモーター（アルコールオキシ
ダーゼＩ）
－哺乳動物細胞における発現に関しては：ヒトサイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）即時初
期エンハンサー／プロモーター；ヒトサイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）即時初期プロモ
ーターがＴｅｔレプレッサーによって調節されうるように、２個のテトラサイクリンオペ
レータ配列を含む、ヒトサイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）即時初期プロモーターの変異
体；単純疱疹ウイルスチミジンキナーゼ（ＴＫ）プロモーター；ラウス肉腫ウイルス末端
反復配列（ＲＳＶ　ＬＴＲ）エンハンサー／プロモーター；ヒト、チンパンジー、マウス
またはラットからの延長因子１α（ｈＥＦ－１α）プロモーター；ＳＶ４０初期プロモー
ター；ＨＩＶ－１末端反復配列プロモーター；β－アクチンプロモーター。
【０４１９】
　これらの宿主細胞と共に使用するための、いくつかの好ましいが非限定的なベクターに
は、以下のものが挙げられる。
－哺乳動物細胞における発現のためのベクター：ｐＭＡＭｎｅｏ（Clontech）、ｐｃＤＮ
Ａ３（Invitrogen）、ｐＭＣ１ｎｅｏ（Stratagene）、ｐＳＧ５（Stratagene）、ＥＢＯ
－ｐＳＶ２－ｎｅｏ（ＡＴＣＣ　３７５９３）、ｐＢＰＶ－１（８－２）（ＡＴＣＣ　３
７１１０）、ｐｄＢＰＶ－ＭＭＴｎｅｏ（３４２－１２）（ＡＴＣＣ　３７２２４）、ｐ
ＲＳＶｇｐｔ（ＡＴＣＣ３７１９９）、ｐＲＳＶｎｅｏ（ＡＴＣＣ３７１９８）、ｐＳＶ
２－ｄｈｆｒ（ＡＴＣＣ　３７１４６）、ｐＵＣＴａｇ（ＡＴＣＣ　３７４６０）、およ
び１ＺＤ３５（ＡＴＣＣ　３７５６５）、ならびに例えばアデノウイルスに基づく系など
のウィルスベースの発現系；
－細菌細胞における発現のためのベクター：ｐＥＴベクター（Novagen）およびｐＱＥベ
クター（Qiagen）；
－酵母または他の真菌細胞における発現のためのベクター：ｐＹＥＳ２（Invitrogen）お
よびピキア発現ベクター（Invitrogen）;
－昆虫細胞における発現のためのベクター：ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩ（Invitrogen）および
他のバキュロウイルスベクター
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－植物または植物細胞における発現のためのベクター：例えばカリフラワーモザイクウイ
ルスもしくはタバコモザイクウイルスに基づくベクター、アグロバクテリウム属の適切な
菌株、またはＴｉプラスミドベースのベクター。
【０４２０】
　これらの宿主細胞と共に使用するための、好ましいが非限定的ないくつかの分泌配列に
は、以下が挙げられる。
－例えば大腸菌などの細菌細胞における使用には：ＰｅｌＢ、Ｂｌａ、ＯｍｐＡ、Ｏｍｐ
Ｃ、ＯｍｐＦ、ＯｍｐＴ、ＳｔＩＩ、ＰｈｏＡ、ＰｈｏＥ、ＭａｌＥ、Ｌｐｐ、ＬａｍＢ
、など；ＴＡＴシグナルペプチド、溶血素Ｃ末端分泌シグナル
－酵母における使用には：α－接合因子プレプロ配列、ホスファターゼ（ｐｈｏ１）、イ
ンベルターゼ（Ｓｕｃ）など；
－哺乳動物細胞における使用には：標的タンパク質が真核生物起源である場合には、固有
のシグナル；マウスＩｇκ－鎖Ｖ－Ｊ２－Ｃシグナルペプチドなど。
【０４２１】
　本発明の宿主または宿主細胞を形質転換するための適切な技術は、当業者には明らかで
あり、所期の宿主細胞／宿主生物および使用される遺伝学的構造物に依存し得る。再度、
上述したハンドブックおよび特許出願を参照されたい。
【０４２２】
　形質転換後、本発明のヌクレオチド配列／遺伝学的構造物でうまく形質転換されたこれ
らの宿主細胞または宿主生物を検出し、選択するステップが行われ得る。これは、例えば
、本発明の遺伝学的構造物内に存在する選択可能なマーカーに基づいた選択ステップ、ま
たは本発明のアミノ酸配列を、例えば特異的な抗体を使用する、検出に関するステップで
あってもよい。
【０４２３】
　形質転換された宿主細胞（安定した細胞株の形態であり得る）または宿主生物（安定し
た突然変異株または菌株の形をし得る）が、本発明の別の態様を形成する。
【０４２４】
　好ましくは、これらの宿主細胞または宿主生物は、本発明のアミノ酸配列を発現するか
、または（例えば、適切な条件下で）（少なくとも）発現することができるようなもので
ある（宿主生物の場合：アミノ酸配列の少なくとも１個の細胞、部分、組織または器官内
）。本発明にはまた、本発明の宿主細胞または宿主生物の世代、後代および／または子孫
が含まれ、それらを、例えば、細胞分裂または有性もしくは無性生殖によって得てもよい
。
【０４２５】
　本発明のアミノ酸配列の発現を生成／得るために、形質転換された宿主細胞または形質
転換された宿主生物は、一般に、本発明の（所望の）アミノ酸配列が発現／生成されるよ
うな条件下で、保ち、維持し、および／または培養できる。適切な条件は、当業者には明
らかであり、使用される宿主細胞／宿主生物、並びに、本発明の（関連）ヌクレオチド配
列の発現を制御する調節要素に、通常は、依存するであろう。再度、本発明の遺伝学的構
造物に関する段落において上述したハンドブックおよび特許出願書類を参照されたい。
【０４２６】
　一般に、適切な条件として、適切な培地の使用、適切な食物源および／または適切な栄
養の存在、適切な温度の使用、場合により、誘発因子または化合物の存在（例えば、本発
明のヌクレオチド配列が誘導性プロモーターの制御下にある場合）が挙げられ得る。これ
ら全ては、当業者によって選択され得る。この場合にやはり、このような条件下では、本
発明のアミノ酸配列は、構成的な方法、一過性の方法、または適切に誘導される場合のみ
に発現し得る。
【０４２７】
　本発明のアミノ酸配列は、（まず）（上述したように）未成熟型で生成でき、次に、使
用する宿主細胞／宿主生物によって、翻訳後修飾を受け得ることも当業者には明らかであ
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る。また、本発明のアミノ酸配列は、この場合にもやはり、使用する宿主細胞／宿主生物
によって、グリコシル化され得る。
【０４２８】
　次いで、本発明のアミノ酸配列は、宿主細胞／宿主生物から、および／または宿主細胞
または宿主生物が培養された培地から、例えば、（分取）クロマトグラフィーおよび／ま
たは電気泳動法、分画沈殿法、（例えば、本発明のアミノ酸配列と融合した特異的な分解
アミノ酸配列を用いた）アフィニティー法、および／または、分取免疫学的手法（すなわ
ち、単離されるアミノ酸配列に対して抗体を用いること）など、それ自体は公知であるタ
ンパク質単離および／または精製技術を使用して単離され得る。
【０４２９】
　一般に、医薬用途では、本発明群のうちの本発明のポリペプチドは、本発明の少なくと
も１個のポリペプチドと、少なくとも１種の医薬上許容可能な担体、希釈剤または賦形剤
および／またはアジュバント、並びに、場合により１種以上の別の医薬的に有効なポリペ
プチドおよび／または化合物を含む医薬調剤として製剤化され得る。非限定な例によって
、このような製剤は、経口投与、非経口投与（例えば、静脈、筋肉もしくは皮下注射、ま
たは静脈注入）、局所投与、吸入による投与、皮膚パッチによる投与、インプラントによ
る投与、坐薬による投与などに適した形状であり得る。投与方法によって固体、半固体ま
たは液体であり得るこのような適切な投与形態、並びに、それを調製する際に用いられる
方法および担体は、当業者には明らかであり、さらに以下に記載する。
【０４３０】
　一般に、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、それ自体は公知である任意の適切
な方法で製剤化し、投与できる。これについては、例えば、先に引用した一般的な背景技
術（および、特に、国際公開公報第04/041862号、国際公開公報第04/041863号、国際公開
公報第04/041865号、および国際公開公報第04/041867号）、並びにRemington's Pharmace
utical Sciences, 18th Ed., Mack Publishing Company, USA (1990)またはRemington, t
he Science and Practice of Pharmacy, 21th Edition, Lippincotto Williams and Wilk
ins (2005)など標準的なハンドブックを参照されたい。
【０４３１】
　例えば、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、それ自体は公知である任意の方法
で、従来の抗体および抗体フラグメント（ＳｃＦｖフラグメントおよびｄｉａｂｏｄｙフ
ラグメントを含む）並びに他の医学的に有効なタンパク質に対して製剤化し、投与できる
。このような製剤とその調製方法は、当業者には明らかであり、例えば、非経口投与（例
えば、静脈、腹腔内、皮下、筋肉、管腔内、動脈内またはクモ膜下投与）または局所（す
なわち、経皮または皮内）投与に適した調剤を含んでいる。
【０４３２】
　非経口投与用の調剤は、例えば、注入または注射に適した無菌溶液、懸濁液、分散液、
または乳濁液であり得る。このような調剤に適した担体または希釈剤として、例えば、生
理学的リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液、ブドウ糖溶液およびハンクス液など無菌水並
びに水性緩衝液および溶液；水油；グリセロール；エタノール；プロピレングリコールな
どのグリコール、または並びに、鉱油、動物油および植物油（例えば、ピーナッツ油、大
豆油）、並びにそれらの適切な混合物が挙げられるが、それらだけに限定されない。通常
は、水溶液または懸濁液が好ましいであろう。
【０４３３】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドはまた、送達の遺伝子治療方法を用いて投与で
きる。例えば、米国特許第5,399,346号を参照されたい。そのすべての内容は参照により
本明細書に援用される。送達の遺伝子治療方法を用いると、本発明のナノボディまたはポ
リペプチドをコードする遺伝子でトランスフェクトされた初代細胞が、さらに、標的特定
器官、組織、移植片、腫瘍または細胞に、組織特異的プロモーターでトランスフェクトさ
れ得て、さらに、細胞内の局所的発現のために、シグナルおよび安定化配列でトランスフ
ェクトされ得る。
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【０４３４】
　したがって、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、例えば、不活性希釈剤または
同化可能な食用担体など医薬的に許容可能なビヒクルと組み合わせて、例えば、経口投与
など全身投与できる。本発明のナノボディおよびポリペプチドは、硬質または軟質殻のゼ
ラチンカプセルに包まれていてもよく、錠剤に圧縮されていてもよく、または患者の規定
食の食品とともに直接組み込まれてもよい。経口的な治療投与については、本発明のナノ
ボディおよびポリペプチドは、１種または複数の賦形剤と組み合わされ、摂取可能な錠剤
、口腔錠剤、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁液、シロップ剤、オブラート
などの形状で用いられ得る。このような組成物および調剤は、本発明のナノボディまたは
ポリペプチドの少なくとも０．１％を含むべきである。組成物および調剤の割合は、もち
ろん変動し得て、都合のよいことには、所定の単位用量剤形の重量の約２～約６０％の間
とすることができる。このような治療的に有効な組成物における本発明のナノボディまた
はポリペプチドの量は、有効な用量レベルを得るようなものである。
【０４３５】
　錠剤、トローチ剤、丸薬、カプセル剤などはまた、以下のものを含むことができる。ト
ラガカントガム、アカシア、コーンスターチまたはゼラチンなどの結合剤；リン酸ジカル
シウムなどの賦形剤；コーンスターチ、ジャガイモでんぷん、アルギン酸などの崩壊剤；
ステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤；およびショ糖、果糖、ラクトースまたはアスパ
ルテームなどの甘味剤、または、ペパーミント、冬緑油もしくはチェリー香などの芳香剤
を加えてもよい。単位用量剤形がカプセル剤である場合、上記のタイプの物質に加えて、
植物油またはポリエチレングリコールなどの液状担体を含んでもよい。様々な他の物質が
、被膜として、存在できるし、さもなければ固体の単位用量剤形の物理的形状を変更する
目的で存在できる。例えば、錠剤、丸薬またはカプセル剤がゼラチン、ワックス、セラッ
クまたは砂糖などでコーティングされ得る。シロップまたはエリキシル剤は、本発明のナ
ノボディおよびポリペプチド、甘味剤としてのショ糖または果糖、防腐剤としてのメチル
およびプロピルパラベン、染料、チェリーまたはオレンジ香などの芳香剤を含み得る。も
ちろん、任意の用量剤形を調製する際に用いられる任意の材料は、医薬的に許容可能で、
使用量においてほぼ無毒であるべきである。さらに、本発明のナノボディおよびポリペプ
チドを、持続放出調剤および持続放出製剤に組み込むことができる。
【０４３６】
　経口投与用の調剤および製剤には、また、本発明の構造物が胃の環境に耐え、腸に入る
ことを可能にする腸溶被膜が備わっていてもよい。より一般に、経口投与用の調剤および
製剤は、胃腸管の任意の所望の部分へ送達するために適切に製剤化できる。さらに、適切
な坐薬は、胃腸管に送達するために用いることができる。
【０４３７】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドはまた、注入または注射によって静脈または腹
腔内に投与できる。本発明のナノボディおよびポリペプチドの溶液またはそれらの塩は、
水の中で調製でき、場合により、無毒の界面活性剤と混合できる。分散液も、グリセロー
ル、液状ポリエチレングリコール、トリアセチンおよびその混合物内、並びに油内で調製
できる。貯蔵および使用の通常の条件下では、これらの調剤には、微生物の成長を妨げる
ために防腐剤を含んでいる。
【０４３８】
　注射または注入に適した医薬上の用量剤形として、無菌注射可能もしくは注入可能溶液
または分散液の即時調剤に適し、場合により、リポソームに封入されている有効成分を含
む、無菌の水溶液もしくは分散液、または無菌粉末を挙げることができる。全ての場合に
おいて、最終的な用量剤形は、製造および貯蔵の条件下で、無菌であり、流体であり、安
定していなければならない。液状担体またはビヒクルは、例えば、水、エタノール、ポリ
オール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液状ポリエチレングリコールな
ど）、植物油、無毒のグリセリルエステル、およびそれらの適切な混合物を含む、溶媒ま
たは液体分散液培地であり得る。適度な流動性が、例えば、リポソームを形成することに
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よって、分散液の場合には必要な粒子サイズを維持することによって、または、表面活性
剤を使用することによって、適度な流動性を維持できる。例えば、パラベン、クロロブタ
ノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなど様々な抗菌剤および抗かび剤によっ
て、微生物の活動を防ぐことができる。多くの場合、等張剤（例えば、砂糖、緩衝剤また
は塩化ナトリウム）を含むことが好ましいであろう。注射可能な組成物は、吸収遅延剤の
組成物（例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）において使用すること
によって、長期間吸収することができる。
【０４３９】
　無菌の注射可能溶液は、本発明のナノボディおよびポリペプチドを、必要ならば、上記
で列挙した様々な残りの成分を有する適切な溶媒に、必要量取り込み、次いで濾過滅菌す
ることによって調製する。無菌の注射可能溶液を調製するための無菌粉末の場合、好まし
い調製方法は、真空乾燥法および凍結乾燥法である。これらによって、有効成分に加え、
先に無菌濾過された溶液中に存在する任意の別の所望の成分の粉末を得る。
【０４４０】
　局所投与の場合、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、純粋な形態、すなわちそ
れらが液体である場合に、適用できる。しかし、一般には、それらを組成物または製剤と
して、固体または液体であり得る皮膚科学的に許容可能な担体と組み合わせて、皮膚に投
与することが望ましいであろう。
【０４４１】
　有用な固体担体として、タルク、粘土、微晶質セルロース、シリカ、アルミナなど微細
固体が挙げられる。有用な液状担体として、水、ヒドロキシアルキルまたは、グリコール
もしくは水－アルコール／グリコールのブレンドが挙げられる。これらに、本発明のナノ
ボディおよびポリペプチドが、有効なレベルで、場合により無毒の界面活性剤を用いて、
溶解または分散することができる。芳香剤および追加の抗菌剤などアジュバントを、所定
の用途に対する特性を最適化するために加えることができる。その結果生じた液状組成物
を、吸収パッドから適用し、包帯および他の手当用品に含浸させるために用い、またはポ
ンプ型もしくはエアゾールスプレーを用いて患部領域に噴射できる。
【０４４２】
　合成ポリマー、脂肪酸、脂肪酸塩およびエステル、脂肪アルコール、変性セルロース、
変性無機材料などの増粘剤がまた、使用者の皮膚に直接塗るために、塗布可能なペースト
、ゲル、軟膏、石鹸などを形成するために液状担体とともに使用することができる。
【０４４３】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドを皮膚に送達するために用いられることができ
る有用な皮膚組成物の例は、当技術分野では公知である。例えば、Jacquetら（米国特許
第4,608,392号）、Geria（米国特許第4,992,478号）、Smithら（米国特許第4,559,157号
）およびWortzman（米国特許第4,820,508号）を参照されたい。
【０４４４】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドの有用な用量は、それらのインビトロ活性とイ
ンビボ活性とを動物モデルにおいて比較することで決定できる。マウスおよび他の動物に
おけるヒトに対する有効な用量の外挿法は、当技術分野では公知である。例えば、米国特
許第4,938,949号を参照されたい。
【０４４５】
　一般に、ローション剤など液体組成物における本発明のナノボディおよびポリペプチド
の濃度は、約０．１～２５wt％であり、好ましくは、約０．５～１０wt％である。ゲルま
たは粉末など半固体または固体の組成物における濃度は、約０．１～５wt％、好ましくは
、約０．５～２．５wt％である。
【０４４６】
　治療に用いられるのに必要な本発明のナノボディおよびポリペプチドの量は、選択され
た特定のナノボディまたはポリペプチドだけでなく、投与経路、治療条件の本質、および
患者の年齢や状態とともに変化し、最終的には、従事する医師または臨床医の判断による



(120) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

であろう。また、本発明のナノボディおよびポリペプチドの投与量は、標的細胞、腫瘍、
組織、移植片、または器官によって変化する。
【０４４７】
　所望の投与量は、好都合なことに、単回投与量または適切な間隔で投与される分割投与
（例えば、１日に２回、３回、４回またはそれ以上のサブ投与量として示され得る。サブ
投与量自体はさらに、例えば、多数の個々に大まかに間隔の空いた投与に（例えば、吸入
器からの多重吸入または眼に複数回点眼することによって）分割してもよい。
【０４４８】
　投与計画は、長期の日常の治療を含み得る。「長期」は、少なくとも２週間、好ましく
は、数週間、数ヶ月または数年の継続期間を意味する。この投与量の範囲の必要な変更は
、本明細書の記述で示される日常的な実験のみを用いて、当業者が決定できる。Remingto
n's Pharmaceutical Sciences (Martin, E.W., ed. 4), Mack Publishing Co., Easton, 
PAを参照されたい。投与量はまた、任意の合併症が生じた場合には、個々の医師が調整で
きる。
【０４４９】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載したように、少なくとも１種のＴＮＦ関連の
疾患または障害の予防および／または治療方法であって、該方法は、医薬的に有効な量の
本発明のナノボディ、医薬的に有効な量の本発明のポリペプチド、および／またはそれを
含む医薬的に有効な量の医薬組成物を、それを必要とする被験体に投与することを含む方
法に関する。
【０４５０】
　本発明の中では、「予防および／または治療」という用語は、疾患を予防および／また
は治療することを含むだけでなく、一般に、疾患の発症を防ぐこと、疾患の進行を遅らせ
るかまたは食い止めること、疾患に関連した１種以上の症状の発症を防ぐかまたは遅らせ
ること、疾患に関連した１種以上の症状を軽減および／または緩和すること、疾患および
／またはそれに関連した任意の症状の重症度および／または期間を軽減すること、および
／または、疾患および／またはそれに関連した症状の重症度がさらに高くなるのを防ぐこ
と、疾患が原因で生じる任意の生理学的損傷を予防、軽減または食い止めることと、一般
に、治療を受けている患者に有益な任意の薬理作用とを含んでいる。
【０４５１】
　治療を受ける被験体は、任意の温血動物であり得るが、特に哺乳類であり、より具体的
にはヒトである。当業者には明らかであるように、治療を受ける被験体は、特に、本明細
書に記載した疾患および障害を患っているか、またはそれらの危険性がある人である。
【０４５２】
　本発明はまた、本発明のナノボディまたはポリペプチドを患者に投与することによって
、予防および／または治療することができる少なくとも１種の疾患または障害の予防およ
び／または治療のための方法であって、該方法は、医薬的に有効な量の本発明のナノボデ
ィ、医薬的に有効な量の本発明のポリペプチド、および／またはそれを含む医薬的に有効
な量の医薬組成物を、それを必要とする被験体に投与することを含む方法に関する。
【０４５３】
　より具体的には、本発明は、本明細書で挙げた疾患および障害からなる群から選ばれる
少なくとも１種の疾患または障害の予防および／または治療のための方法であって、該方
法は、医薬的に有効な量の本発明のナノボディ、医薬的に有効な量の本発明のポリペプチ
ド、および／またはそれを含む医薬的に有効な量の医薬組成物を、それを必要とする被験
体に投与することを含む方法に関する。
【０４５４】
　別の態様においては、本発明は、免疫療法、特に受動免疫療法に関し、この方法は、医
薬的に有効な量の本発明のナノボディ、医薬的に有効な量の本発明のポリペプチド、およ
び／またはそれを含む医薬的に有効な量の医薬組成物を、本明細書で記載した疾患および
障害に苦しんでいるかまたはそれらの危険性がある被験体に、投与することを含む方法に
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関する。
【０４５５】
　上記の方法においては、本発明のナノボディおよび／またはポリペプチド、および／ま
たはそれを含む組成物は、使用する特定の医薬製剤または組成物によって、任意の適切な
方法で投与できる。したがって、本発明のナノボディおよび／またはポリペプチドおよび
／またはそれを含む組成物は、例えば、やはり、使用する特定の医薬製剤または組成物に
よって、経口投与、腹腔内投与（例えば、静脈投与、皮下投与、筋肉投与、または胃腸管
を回避する任意の他の投与経路を介して）、鼻腔内投与、経皮投与、局所投与、坐薬を用
いた投与、吸入投与することができる。臨床医は、予防もしくは治療する疾患または障害
、並びに臨床医には周知の他の要因によって、適切な投与経路と、このような投与に用い
る適切な医薬製剤または組成物とを選択することができる。
【０４５６】
　本発明のナノボディおよび／またはポリペプチドおよび／またはそれを含む組成物は、
予防または治療されるべき疾患または障害を予防および／または治療するのに適した治療
計画に従って、投与される。臨床医は、一般に、予防または治療される疾患または障害、
治療される疾患の重症度および／またはその症状の重症度、使用される本発明の特異的な
ナノボディまたはポリペプチド、特定の投与経路および使用される医薬製剤または組成物
、患者の年齢、性別、体重、食生活、全身状態などの要因、並びに、臨床医に周知の同様
の要因によって、適切な治療計画を決定することができる。
【０４５７】
　一般に、治療計画は、本発明の１種または複数のナノボディおよび／またはポリペプチ
ド、または、それを含む１種または複数の組成物を、１種または複数の医薬的に有効な量
または投与量で、投与することを含んでいる。投与される特定の量または投与量は、やは
り、先に引用した要因に基づいて臨床医によって決定されることができる。
【０４５８】
　一般に、本明細書で記載した疾患および障害を予防および／または治療するためには、
治療される特定の疾患または障害、使用される本発明の特異的なナノボディおよびポリペ
プチドの効力、特定の投与経路および使用する特定の医薬製剤または組成物に依存して、
本発明のナノボディおよびポリペプチドは、一般に、１g／kg体重／日から０．０１μg／
kg体重／日の間、好ましくは、０．１g／kg体重／日から０．１μg／kg体重／日の間（例
えば、約１μg／kg体重／日、１０μg／kg体重／日、１００μg／kg体重／日、または、
１０００μg／kg体重／日）の量を、１日１回投与量として（例えば、注入によって）連
続的に、または、１日の間に複数の分割投与として、投与される。臨床医は、一般に、本
明細書で記載した要因によって、適切な毎日の投与量を決定することができる。特定の場
合には、臨床医は、例えば、先に引用した要因と臨床医の専門家としての判断に基づいて
、これらの量からはずれて選択し得る。一般に、投与される量に関するいくつかのガイダ
ンスは、本質的には同じ経路を介するが、アフィニティー／結合力、有効性、生体内分布
、半減期および当業者に周知の同様の要因の違いを考慮して、投与される同じ標的に対し
て、比較可能な従来の抗体または抗体フラグメントに対して通常投与される量から得られ
ることができる。
【０４５９】
　通常、上記の方法では、本発明の単一のナノボディまたはポリペプチドを使用する。し
かし、２種以上の本発明のナノボディまたはポリペプチドを組み合わせて使用することは
、本発明の範囲内である。
【０４６０】
　本発明のナノボディおよびポリペプチドは、医薬的に有効な1種以上の別の化合物また
は成分と組み合わせて、すなわち併用治療計画としても使用でき、これにより、相乗効果
を引き起こすこともあれば引き起こさないこともある。この場合もやはり、臨床医は、上
記に挙げた因子および専門家としての判断に基づいて、そのような別の化合物または成分
、ならびに適切な併用治療計画を選択することができるであろう。
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【０４６１】
　特に、本発明のナノボディおよびポリペプチドは、本明細書に引用する疾患および障害
の予防および／または治療のために使用するか、または使用できる、医薬的に有効な他の
化合物または成分と組み合わせて使用できる可能性があり、その結果として、相乗効果が
得られることもあれば得られないこともある。このような化合物および成分、ならびにそ
れらを投与するための経路、方法、および医薬製剤または医薬組成物は、臨床医には明ら
かであろう。
【０４６２】
　２種以上の物質または成分を併用治療計画の一環として使用する場合、それらは、同じ
投与経路を介して、または異なる投与経路を介して、本質的に同時に、または別々の時点
に（例えば、本質的に同時に、連続的に、もしくは交互に投与する治療計画に従って）、
投与できる。これらの物質または成分を同じ投与経路を介して同時に投与する場合、当業
者には明らかであるように、それらを、異なる医薬製剤もしくは医薬組成物として、また
は組み合わせた医薬製剤もしくは組成物の一部分として投与できる。
【０４６３】
　また、２種以上の有効物質または有効成分を併用治療計画の一環として使用する場合、
それらの各有効物質または有効成分は、その化合物または成分を単独で使用する場合に使
用するのと同じ量で、かつ同じ治療計画に従って投与でき、また、そのような併用により
、相乗効果を引き起こすこともあれば引き起こさないこともある。しかし、２種以上の有
効物質または有効成分の併用により相乗効果が起きる場合、投与予定のそれらの物質また
は成分の１種、複数、または全種の量を減らし、それでもなお所望の治療作用を実現する
ことが可能な場合もある。これは、例えば、通常の量で使用する場合に1種以上の物質ま
たは成分の使用に付随する任意の望ましくない副作用を、回避、制限、または軽減し、そ
れでもなお所望の医薬効果または治療効果を得るために有用な場合がある。
【０４６４】
　本発明に従って使用する治療計画の有効性は、臨床医には明らかであるように、関与す
る疾患または障害に関してそれ自体が公知である任意の様式で、決定および／または追跡
することができる。臨床医は、必要に応じて、かつケースバイケースで、所望の治療効果
を実現するため、望ましくない副作用を回避、制限、もしくは軽減するため、かつ／また
は、一方で所望の治療効果を実現し、その一方で望ましくない副作用を回避、制限、もし
くは軽減する適切なバランスを実現するために、個々の治療計画を変更または修正するこ
ともできる。
【０４６５】
　一般に、治療計画は、所望の治療効果が実現されるまで、かつ／または所望の治療効果
が維持されるべき期間、続けられる。やはり、これも臨床医が決定できる。
【０４６６】
　したがって、別の態様において、本発明は、少なくとも１種の本発明のナノボディまた
は少なくとも１種の本発明のポリペプチドおよび少なくとも１種の適切な担体（すなわち
、獣医学的使用に適した担体）、ならびに場合により１種以上の別の有効物質を含む医薬
組成物に関する。
【０４６７】
　本発明は、医薬組成物を調製する際、特に、前述した疾患または障害のうちの１種など
、ＴＮＦ‐アルファによって媒介され、かつ／またはＴＮＦ‐アルファに関連した（例え
ば、ＴＮＦ‐アルファの異常な活性、ＴＮＦ‐アルファの異常なレベル、ＴＮＦ‐アルフ
ァの異常な発現、および／またはＴＮＦ‐アルファに対する異常な過敏性もしくは応答に
関連した）疾患または障害、あるいはＴＮＦ‐アルファに関連した生物学的現象のうち１
種を予防および／または治療（少なくとも１種の症状の軽減が含まれるが、それに限定さ
れない）するための医薬組成物を調製する際の、本発明のナノボディおよび／または本発
明のポリペプチドの使用にも関する。
【０４６８】
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　本発明は、前述した疾患または障害のうちの１種など、ＴＮＦ‐アルファによって媒介
され、かつ／またはＴＮＦ‐アルファに関連した（例えば、ＴＮＦ‐アルファの異常な活
性、ＴＮＦ‐アルファの異常なレベル、ＴＮＦ‐アルファの異常な発現、および／または
ＴＮＦ‐アルファに対する異常な過敏性もしくは応答に関連した）疾患または障害、ある
いはＴＮＦ‐アルファに関連した生物学的現象のうち１種を予防および／または治療（少
なくとも１種の症状の軽減が含まれるが、それに限定されない）するための方法であって
、治療有効量の本発明のナノボディ、治療有効量の本発明のポリペプチド、および／また
は治療有効量の前述の医薬組成物を、それを必要とする被験体に投与する段階を含む方法
にも関する。
【０４６９】
　本発明は、腫瘍壊死因子－アルファ（ＴＮＦ‐アルファ）を被験体とする1種以上のナ
ノボディを含むポリペプチドを提供する。本発明はさらに、診断および治療法におけるそ
れらの使用にも関する。該抗体は、ヒトフレームワーク配列に相同性が高いフレームワー
ク配列を有してよい。腫瘍壊死因子－アルファ（ＴＮＦ‐アルファ）に対する抗体を単独
でまたは他の薬物と組み合わせて含む組成物について記載している。
【０４７０】
　腫瘍壊死因子－アルファ（ＴＮＦ‐アルファ）は、様々な障害において、例えば関節リ
ウマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、多発性硬化症などの炎症性障害において重要な役割
を果たすと考えられている。ＴＮＦ‐アルファも受容体（ＣＤ１２０ａ、ＣＤ１２０ｂ）
も、極めて詳細に研究されてきた。生物活性型のＴＮＦ‐アルファは三量体であり、隣接
するサブユニットによって形成される溝は、サイトカインと受容体の相互作用のために重
要である。サイトカインの作用に拮抗するためのいくつかの戦略が開発されており、様々
な疾患の状態を治療するために現在使用されている。
【０４７１】
　ＴＮＦ‐アルファに対して十分な特異性および選択性を有するＴＮＦ‐アルファ阻害因
子は、ＴＮＦ‐アルファが原因物質として関係付けられている障害を予防または治療する
ための効率的な予防用または治療用の医薬化合物となり得る。ＴＮＦ‐アルファに対する
抗体を用いて、毒素ショックを治療する方法（欧州特許第486526号）、腫瘍退縮、細胞毒
性の抑制（米国特許第6448380号、米国特許第6451983号、米国特許第6498237号）、ＲＡ
およびクローン病などの自己免疫疾患（欧州特許第663836号、米国特許第5672347号、米
国特許第5656272号）、移植片対宿主反応（米国特許第5672347号）、細菌性髄膜炎（欧州
特許第585705号）を治療する方法が、説明されている。
【０４７２】
　しかし、現在利用可能な薬物のどれも、自己免疫疾患の治療にとって完全に効果的では
なく、大半は高い毒性が原因で制限されている。さらに、効力およびそのような標的配列
に対する選択性が十分である新しい化学的単位（ＮＣＥ）を開発することは、極めて困難
であり、かつ非常に長いプロセスである。これに対して、抗体ベースの治療薬は、標的に
対する特異性が絶妙であり、かつ固有の毒性は低いため、薬物としてかなりの潜在能力を
有する。さらに、新しい化学的単位（ＮＣＥ）の開発と比べた場合、開発時間をかなり短
縮することができる。しかし、従来の抗体は、ＴＮＦ‐アルファの場合と同様に、リガン
ドの受容体結合ドメインが溝に埋め込まれている多量体タンパク質に対して産生させるの
が困難である。本発明において説明する、ラクダ科（Camelidae）に由来する重鎖抗体は
、空洞に結合する傾向を有することが公知である（国際公開第97/49805号；Lauwereysら
、EMBO J. 17, 5312, 1998)）。したがって、このような重鎖抗体は、本質的に、ＴＮＦ
のようなリガンドの受容体結合ドメインに結合するのに適している。さらに、このような
抗体は、長期間に渡って安定であり、したがって貯蔵寿命を延長することが公知である（
Perezら、Biochemistry, 40, 74, 2001）。さらに、このような重鎖抗体断片は、酵母ま
たは他の微生物など、哺乳動物細胞の培養発酵と比べて安価な発現系を使用する発酵槽中
で「まとめて」製造することもできる（欧州特許第0698097号）。
【０４７３】
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　マウス、ヒツジ、ヤギ、ウサギなどの供給源に由来する抗体およびそれらのヒト化誘導
体を、炎症の調節を必要とする状態の治療法として使用することは、いくつかの理由から
問題がある。従来の抗体は室温では安定ではなく、調製および貯蔵の間、冷却されていな
ければならないため、冷却された実験室設備、貯蔵および輸送を必要とし、時間および費
用がかかることになる。冷却は、発展途上国では実現可能ではないことがある。さらに、
該抗体の製造または小規模な作製は、完全かつ活性な抗体の発現に必要な哺乳動物細胞系
は時間および設備の点で高レベルの支援を必要とするため、高価であり、かつ収量は非常
に少ない。さらに、従来の抗体はサイズが大きいため、例えば、炎症を起こした組織部位
における組織への浸透が制限されるものである。さらに、従来の抗体は、ｐＨに依存する
結合活性を有し、したがって、例えば、胃の出血の治療、胃の外科手術の際など通常の生
理学的ｐＨ範囲外の環境において使用するには不適切である。さらに、従来の抗体は低ｐ
Ｈおよび高ｐＨで不安定であり、したがって、経口投与には適していない。しかし、ラク
ダ科動物の抗体は、極端なｐＨ、変性試薬、および高温など厳しい条件に耐えることが実
証された（Dumoulinら、Protein Science 11, 500, 2002）ため、経口投与による送達に
適している。さらに、従来の抗体は、温度に依存する結合活性を有し、したがって、生物
学的に活性な温度範囲（例えば３７±２０℃）外の温度で実施されるアッセイまたはキッ
トで使用するには不適切である。
【０４７４】
　ポリペプチド治療薬、特に抗体ベースの治療薬は、標的に対する特異性が絶妙であり、
かつ固有の毒性は低いため、薬物としてかなりの潜在能力を有する。しかし、治療的に有
用な標的に対して得た抗体は、ヒト治療法向けにそれを調製するために、それを投与した
際のヒト個体における望ましくない免疫学的反応を回避するようにさらに改変する必要が
あることは、当業者には公知である。この改変プロセスは、一般に「ヒト化」と呼ばれる
。ヒト以外の種において産生させた抗体は、その抗体をヒトでの治療に有用にするために
ヒト化する必要があることは当業者には公知である（（１）ＣＤＲ移植：Protein Design
 Labs：米国特許第6180370号、米国特許第5693761号；Genentech 米国特許第6054297号；
Celltech：460167、欧州特許第626390号、米国特許第5859205号；（２）ベニアリング（V
eneering）：Xoma：米国特許第5869619号、米国特許第5766886号、米国特許第5821123号
）。実質的なヒト化の要求をしないか、またはヒト化の必要性を完全に無くす抗体を作製
するための方法が必要とされている。所定のフレームワーク領域またはアミノ酸残基を有
し、かつ実質的なヒト化を必要とせず、またはヒト化を全く必要とせずにヒト被験体に投
与できる、新しい種類の抗体が必要とされている。
【０４７５】
　従来の抗体の別の重要な欠点は、それらが複雑な大型分子であり、したがって比較的不
安定であり、かつプロテアーゼによる分解の影響を受けやすいことである。これは、従来
の抗体薬物は、経口投与、舌下投与、局所投与、経鼻投与、経膣投与、直腸投与、または
吸入投与できないことを意味する。これら部位の低ｐＨ、これら部位および血中でのプロ
テアーゼの作用に対して、従来の抗体薬物は耐性がないこと、ならびに／またはサイズが
大きいことがその原因である。これらの問題のうちいくつかを克服するために、注射（静
脈注射、皮下注射など）によって、従来の抗体薬物を投与しなければならない。注射によ
る投与には、皮下注射用の注射器または針を正確かつ安全に使用するために専門家の訓練
が必要となる。さらに、滅菌済み機器、治療ポリペプチドの液体製剤、該ポリペプチドを
無菌かつ安定な形態でバイアル瓶に詰めたもの、および被験体に関しては、針を刺すのに
適した部位が必要となる。さらに、被験体は、注射を受ける前または受ける際に身体的か
つ心理的ストレスを一般に経験する。したがって、費用／時間を節約するだけでなく、被
験体にとってより簡便かつ快適でもあると考えられる、注射を必要としない、治療ポリペ
プチドを送達するための方法が必要である。
【０４７６】
　ナノボディベースの治療薬は、標的に対する特異性が絶妙であり、かつ固有の毒性は低
いため、薬物としてかなりの潜在能力を有する。しかし、それらの内因性かつ機能的なア
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フィニティーをさらに改善することにより、治療薬の投与量の低減、より迅速な治療法、
および副作用の軽減など患者にとって多くの利点がもたらされ得る。
【０４７７】
　本発明の一実施態様は、抗ＴＮＦ‐アルファナノボディであり、ナノボディは、好まし
くは上記により詳しく規定しているとおりである。
【０４７８】
　本発明の一実施態様は、少なくとも１種の抗ＴＮＦ‐アルファナノボディを含む抗ＴＮ
Ｆ‐アルファポリペプチドであり、ポリペプチドは、好ましくは上記により詳しく規定し
ているとおりである。
【０４７９】
　本発明の別の実施態様は、血清タンパク質に対して指向性を有する少なくとも１種のナ
ノボディをさらに含む、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０４８０】
　本発明の別の実施態様は、該血清タンパク質が、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、またはフィブリノーゲンのいずれかで
ある、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０４８１】
　本発明の別の実施態様は、抗ＩＦＮ－γナノボディ、抗ＴＮＦ‐アルファ受容体ナノボ
ディ、および抗ＩＦＮγ受容体ナノボディからなる群より選択される少なくとも１種のナ
ノボディをさらに含む、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０４８２】
　本発明の別の実施態様は、ＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有するナノボディの数が
少なくとも２つである、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０４８３】
　本発明の別の実施態様は、少なくとも１種のナノボディがヒト化したラクダ科動物ＶＨ

Ｈである、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０４８４】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド、ならびに抗ＩＦＮ
－γナノボディ、抗ＴＮＦ‐アルファ受容体ナノボディ、および抗ＩＦＮ－γ受容体ナノ
ボディからなる群より選択される少なくとも１種のナノボディを含む、被験体に対して同
時に、別々に、または逐次投与するための、組成物である。
【０４８５】
　本発明の別の実施態様は、ナノボディが相同配列、機能部分、あるいは全長ナノボディ
の相同配列の機能部分である、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組
成物である。
【０４８６】
　本発明の別の実施態様は、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドが相同配列、機能部分、あ
るいは全長抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの相同配列の機能部分である、前述の抗ＴＮ
Ｆ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成物である。
【０４８７】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは少なくと別
のナノボディがラクダ科動物ＶＨＨである、前述の組成物である。
【０４８８】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドをコードする核酸で
ある。
【０４８９】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドが腫瘍壊死因子‐ア
ルファと結合することを調節する薬剤を同定するための方法であって、以下の工程：
（ａ）ポリペプチドと標的との間の結合を可能にする条件下で、候補調節因子の存在下お
よび非存在下において腫瘍壊死因子－アルファである標的と前述の抗ＴＮＦ‐アルファポ
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リペプチドとを接触させる工程、および
（ｂ）同定した候補調節因子の非存在下での結合と比べて相対的に、前述の抗ＴＮＦ‐ア
ルファポリペプチドと腫瘍壊死因子－アルファとの結合を調節する薬剤として、同定され
た前記候補調節因子の存在下において結合が低下することにより、工程（ａ）のポリペプ
チドと標的との間の結合を測定する工程と
を含む方法。
【０４９０】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドが腫瘍壊死因子‐ア
ルファと結合することにより、腫瘍壊死因子－アルファ介在疾患を治療する薬剤を同定す
るための方法であって、以下の工程：
（ａ）ポリペプチドと標的との間の結合を可能にする条件下で候補調節因子の存在下およ
び非存在下における腫瘍壊死因子－アルファである標的と、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポ
リペプチドとを接触させる工程、および
（ｂ）同定した候補調節因子の非存在下における結合と比べて相対的に、腫瘍壊死因子－
アルファ介在疾患を治療する薬剤として、候補調節因子の存在下において結合が低下する
ことにより、工程（ａ）のポリペプチドと標的との結合を測定する工程、
を含む方法。
【０４９１】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの腫瘍壊死因子－ア
ルファに対する結合を通じて、腫瘍壊死因子－アルファのその受容体に対する結合を調節
する薬剤を同定する方法であって、
（ａ）前記ポリペプチドと標的との間における結合を可能にする条件下で、候補調節因子
の存在下および非存在下において腫瘍壊死因子－アルファである標的と、前述の抗ＴＮＦ
‐アルファポリペプチドとを接触させる工程、および
（ｂ）前記候補調節因子の非存在下における結合と比べて相対的に、腫瘍壊死因子－アル
ファのその受容体に対する結合を調節する薬剤として、同定された前記候補調節因子の存
在下において結合が低下することよる、前記候補調節因子が、工程（ａ）のポリペプチド
と標的との間の結合を測定する工程
を含む方法である。
【０４９２】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドと腫瘍壊死因子－ア
ルファを含む、腫瘍壊死因子－アルファ介在疾患を調節する薬剤のためのスクリーニング
用キットである。
【０４９３】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドが前述の方法に従っ
て、同定された腫瘍壊死因子‐アルファと結合するのを調節する未知の薬剤である。
【０４９４】
　本発明の別の実施態様は、前述の方法によって、同定された腫瘍壊死因子－アルファ介
在疾患を調節する未知の薬剤である。
【０４９５】
　本発明の別の実施態様は、疾患が、炎症、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎
、炎症性大腸症候群および多発性硬化症の１つ以上である、前述の未知の薬剤である。
【０４９６】
　本発明の別の実施態様は、炎症過程に関連する疾患を治療および／または予防／または
緩和させるための、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド、あるいは前述の核酸、ある
いは前述の組成物、あるいは前述の薬剤である。
【０４９７】
　本発明の別の実施態様は、炎症反応に関連する疾患の治療および／または予防および／
または緩和を目的とした薬剤を調製するための、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド
、あるいは前述の核酸、あるいは前述の組成物あるいは前述の薬剤の使用である。
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【０４９８】
　本発明の別の実施態様は、物質を不活性化させずに、胃内環境を通過できる、本発明の
ナノボディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患を治療および／または予防
および／または緩和するための、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の
組成物である。
【０４９９】
　本発明の別の実施態様は、物質を不活性化させずに胃内環境を通過できる、本発明のナ
ノボディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療および／または
予防および／または緩和するための薬剤の調製を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファ
ポリペプチドあるいは前述の組成物の使用である。
【０５００】
　本発明の別の実施態様は、膣腔および／あるいは消化管に送達された本発明のナノボデ
ィあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患を治療および／または予防および／
または緩和するための、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成物で
ある。
【０５０１】
　本発明の別の実施態様は、膣腔および／あるいは消化管に送達された本発明のナノボデ
ィあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の治療および／または予防および／
または緩和するための薬剤の調製を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド
あるいは前述の組成物の使用である。
【０５０２】
　本発明の別の実施態様は、鼻腔、上気道および／または肺に送達された本発明のナノボ
ディあるいはポリペプチドによる治療に受けやすい疾患の治療および／または予防および
／または緩和を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成
物である。
【０５０３】
　本発明の別の実施態様は、鼻腔、上気道および／または肺に送達された本発明のナノボ
ディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の治療および／または予防および
／または緩和を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成
物の使用である。
【０５０４】
　本発明の別の実施態様は、腸粘膜に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチ
ドによる調節を受けやすい、腸粘膜の浸透性を高めるような疾患の治療および／または予
防および／または緩和を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前
述の組成物である。
【０５０５】
　本発明の別の実施態様は、腸粘膜に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチ
ドによる調節を受けやすい、腸粘膜の浸透性を高めるような疾患の治療および／または予
防および／または緩和を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前
述の組成物の使用である。
【０５０６】
　本発明の別の実施態様は、舌下組織を効果的に通過できる本発明のナノボディあるいは
ポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の治療および／または予防および／または緩和
を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成物である。
【０５０７】
　本発明の別の実施態様は、舌下組織を効果的に通過できる本発明のナノボディあるいは
ポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の治療および／または予防および／または緩和
を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成物の使用であ
る。
【０５０８】
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　本発明の別の実施態様は、皮膚を効果的に通過できる本発明のナノボディあるいはポリ
ペプチドによる調節を受けやすい疾患の治療および／または予防および／または緩和を目
的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の組成物である。
【０５０９】
　本発明の別の実施態様は、皮膚を効果的に通過できる本発明のナノボディあるいはポリ
ペプチドによる調節を受けやすい疾患の治療および／または予防および／または緩和する
ための薬剤の調製を目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドあるいは前述の
組成物の使用である。
【０５１０】
　本発明の別の実施態様は、前記疾患が炎症、関節リウマチ、ＣＯＰＤ、喘息、クローン
病、潰瘍性大腸炎、炎症性腸症候群、多発性硬化症、アジソン病、自己免疫性肝炎、自己
免疫性耳下腺炎、糖尿病Ｉ型、精巣上体炎、糸球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー
症候群、橋本病、溶血性貧血、全身性エリテマトーデス、男性不妊症、多発性硬化症、重
症筋無力症、天疱瘡、乾癬症、リウマチ熱、サルコイドーシス、強皮症、シェーグレン症
候群、脊椎関節症、甲状腺炎および脈管炎のいずれかである、前述の方法、前述のキット
、前述の核酸あるいは薬剤、前述の核酸あるいは薬剤の使用、前述の組成物、前述の組成
物の使用、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプ
チドの使用である。
【０５１１】
　本発明の別の実施態様は、前述の核酸あるいは薬剤、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペ
プチド、あるいは前述の組成物、および好適な賦形薬を含む組成物である。
【０５１２】
　本発明の別の実施態様は、腫瘍壊死因子－アルファの機能異常によって特徴付けられる
疾患の診断方法であって、以下の工程：
（ａ）前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドと標本とを接触させる工程と、
（ｂ）前記ポリペプチドが標本と結合するのを検出する工程と、および
（ｃ）工程（ｂ）で検出した結合と標本に対して相対的に、結合の差異が腫瘍壊死因子－
アルファの機能異常によって特徴付けられる疾患の診断となる、基準とを比較する工程
を含む方法である。
【０５１３】
　本発明の別の実施態様は、前述の方法を用いた、前述に引用した疾患に対するスクリー
ニング用キットである。
【０５１４】
　本発明の別の実施態様は、前述の単離した抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを含む、前
述の疾患に対するスクリーニング用キットである。
【０５１５】
　本発明の別の実施態様は、前記腫瘍壊死因子－アルファの精製を目的とした前述の抗Ｔ
ＮＦ‐アルファポリペプチドの使用である。
【０５１６】
　本発明の別の実施態様は、腫瘍壊死因子－アルファと１つ以上の腫瘍壊死因子－アルフ
ァ受容体との間の相互作用を阻害することを目的とした、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリ
ペプチドの使用である。
【０５１７】
　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを産生するための方
法であって、以下の工程：
（ａ）腫瘍壊死因子－アルファを対象とするラクダ科動物のＶＨＨをコードする二重鎖Ｄ
ＮＡを得る工程、
（ｂ）工程（ｂ）で選択したＤＮＡをクローニングおよび発現させる工程、
とを含む方法。
【０５１８】
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　本発明の別の実施態様は、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを産生するための方
法であって、以下の工程：
（ａ）ポリペプチドの発現を可能にする条件下で、前述の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチ
ドをコードすることのできる核酸を含む宿主細胞を培養する工程、
（ｂ）培地から産生されたポリペプチドを回収する工程、
とを含む方法。
【０５１９】
　本発明の別の実施態様は、宿主細胞が細菌あるいは酵母菌である、前述の方法である。
【０５２０】
　本発明の別の実施態様は、炎症、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性
大腸症候群あるいは多発性硬化症のいずれかをスクリーニングするための、前述の抗ＴＮ
Ｆ‐アルファポリペプチドを含むキットである。
【０５２１】
　本発明による当業者にとって既知のＶＨＨは、国際公開第９４／０４６７８号に開示の
（以後ＶＨＨドメインまたはナノボディと称す）ラクダ科動物に由来する免疫グロブリン
など、軽鎖が生来欠失している免疫グロブリン由来の重鎖可変ドメインである。ＶＨＨ分
子は、ＩｇＧ分子に比べ約１０倍分だけ小さい。これら分子は、単一ポリペプチドであり
、非常に安定し、極度のｐＨおよび温度条件を維持する。さらにこれらの分子は、従来の
抗体に該当しないタンパク質分解酵素の作用に耐性を含む。さらに、ＶＨＨがインビボで
発現した場合には、高い収率で産生され、おそらくは正確に折り畳まれた機能性ＶＨＨと
なりうるであろう。さらに、ラクダ科動物内で生成された抗体は、抗体ライブラリの使用
により、あるいはラクダ科動物（国際公開第９７４９８０５号）以外の哺乳動物の免疫接
種によってインビトロで生成された抗体によって認識されるエピトープ以外のエピトープ
を認識する。このように、抗ＴＮＦ‐アルファＶＨＨは、従来の抗体に比べより効果的に
ＴＮＦ‐アルファと相互作用しうるため、ＴＮＦ‐アルファ受容体とのその相互作用をさ
らに効率的に遮断する。
【０５２２】
　ＴＮＦ‐アルファは、免疫反応を誘発しうるＴＮＦ‐アルファの断片でもある。ＴＮＦ
‐アルファは、全長ＴＮＦ‐アルファに対して生じるナノボディに結合できるＴＮＦ‐ア
ルファの断片でもある。
【０５２３】
　ＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有するナノボディは、１０－６Ｍよりも大きいアフ
ィニティーでＴＮＦ‐アルファに結合することができるナノボディを意味する。
【０５２４】
　本発明の一実施態様は、ナノボディがＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有するラクダ
科動物ＶＨＨを含む、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０５２５】
　ＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有する抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの１つ以上
のナノボディの配列は、同じであってよい。または、すべてが同じ配列を有していなくて
もよい。抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドが、すべてが同じ配列を共有しているわけでは
ないが、同じ標的、その１つ以上の抗原に対して指向性を有する抗ＴＮＦ‐アルファナノ
ボディを含むことは、本発明の目的の範囲内である。
【０５２６】
　本発明はさらに、前記ナノボディが、ヒト様配列を含むクラスに属し、ＴＮＦ‐アルフ
ァに対して指向性を有するＶＨＨである、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドに関する。こ
のクラスは、ＶＨＨが、位置４５、例えばＬ４５におけるグリシン、アラニン、バリン、
ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、メ
チオニン、セリン、スレオニン、アスパラギンあるいはグルタミンおよび位置１０３にお
けるトリプトファンからなる群から選択されたアミノ酸を輸送することで特徴付けられる
（付番はKabatの付番による）。別のヒト様クラスのラクダ科動物ナノボディが、国際公
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開第０３０３５６９４号に開示されており、これには、ヒト由来の従来の抗体あるいは他
の動物種からの従来の抗体に通常認められるが、二重鎖抗体からのＶＨに存在する保存ト
リプトファン残基を置換する、位置１０３上の電荷を含むアルギニン残基による親水性の
この欠失を補正する親水性ＦＲ２残基を含有している。このように、これらの２クラスに
属するペプチドは、ヒトＶＨフレームワーク領域に対する高アミノ酸配列相同性を示し、
前記ペプチドは、そこからの不要な免疫反応を予期することなく、さらにはヒト化のスト
リンジェントな作業も行うことなく、直接ヒトに投与してよい。本発明は、前記ポリペプ
チドをコードすることのできる核酸にも関する。
【０５２７】
　本発明により使用するＶＨＨのいずれかは、従来のクラスあるいはヒト様ラクダ科動物
の抗体のクラスであってよい。前記抗体は、ＴＮＦ‐アルファ全体あるいはその断片ある
いはその相同配列の断片に対して指向性を有してもよい。これらのポリペプチドには、全
長ラクダ科動物の抗体、すなわちＦｃおよびＶＨＨドメイン、それ自体または由来断片に
よるヒトＦｃドメインあるいはＶＨＨを含む重鎖ラクダ科動物の抗体のキメラ版を含む。
【０５２８】
　抗血清アルブミンＶＨＨは、担体タンパク質として既知である従来の抗体より優れた効
率的方法で血清アルブミンと相互作用する。担体タンパク質としての血清アルブミンのエ
ピトープの一部は、結合タンパク質、ペプチドおよび小化合物によるアクセスは不能であ
ると考えられる。ＶＨＨは、空洞などの「異常な」あるいは非従来型のエピトープに結合
することが既知であるので（国際公開第９７／４９８０５号）、このＶＨＨの循環アルブ
ミンに対するアフィニティーが高まる可能性がある。
【０５２９】
　本発明は、被験体の１つあるいはそれ以上の血清タンパクに対して指向性を有する１つ
以上のナノボディをさらに含む本明細書記載の抗ＴＮＦ‐ポリペプチドが、構造物のいず
れでもないときに抗ＴＮＦ‐アルファナノボディの半減期に比べ、驚くべきことに、被験
体の循環で大幅に半減期を延長させているという発見に関する。さらに、前記ポリペプチ
ドは、マウスで損なわれないままの保持される高い安定性、極度のｐＨ抵抗性、高温安定
性および高標的アフィニティーなどといった同じナノボディの好ましい特性を示すことが
明らかとなった。
【０５３０】
　血清タンパクは、被験体の血清中に認められる好適なタンパクであると考えられる。本
発明の一態様では、血清タンパクは、血清アルブミン、血清免疫ブロブリン、チロキシン
結合タンパク、トランスフェリンあるいはフィブリノゲンのいずれかである。標的抗原の
効果的処置および／または細分化のための必須半減期などといった目的とする用途しだい
で、ＶＨＨパートナーを前述の血清タンパクのひとつに指向させることができる。
【０５３１】
　本発明の具体的であるが非限定的な態様によれば、ヒト血清アルブミンに対するナノボ
ディは、４つのフレームワーク領域（ＦＲ１～ＦＲ４それぞれ）および３つの相補的決定
領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３それぞれ）で構成されており、それら領域には、
（ｉｖ）　CDR1が、以下からなる群から選択されたアミノ酸配列であり、
　　　SFGMS　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 36]
　　　LNLMG　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 37]
　　　INLLG　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 38]
　　　NYWMY;　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 39]
　　および／または前述のアミノ酸配列の１つを含む２つあるいは唯一の「アミノ酸の相
違」(本明細書で規定のとおり)を含むアミノ酸配列からなる群から選択されたアミノ酸
　　配列であり、この配列では、
　　（１）アミノ酸置換が好ましくは、保存的アミノ酸置換（本明細書で規定のとおり）
　　であり、および／または、
　　（２）前記アミノ酸配列が好ましくはアミノ酸置換だけを含み、前述アミノ酸配列に
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　　比べてアミノ酸欠失および挿入を含まないことが望ましく、
【０５３２】
（ｖ）　さらにＣＤＲ２は、以下からなる群から選択されたアミノ酸配列であり、
　　　SISGSGSDTLYADSVKG　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 40]
　　　TITVGDSTNYADSVKG　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 41]
　　　TITVGDSTSYADSVKG　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 42]
　　　SINGRGDDTRYADSVKG　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 43]
　　　AISADSSTKNYADSVKG　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 44]
　　　AISADSSDKRYADSVKG　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 45]
　　　RISTGGGYSYYADSVKG　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 46]
　　あるいは少なくとも８０%、好ましくは少なくとも９０%、さらに好ましくは９５%、
　　さらに好ましくは９９%の、前述のアミノ酸配列の１つを含む配列同一性（本明細書
　　で規定のとおり）を含むアミノ酸配列からなる群から選択されたアミノ酸配列であっ
　　て、この配列では、
　　（１）アミノ酸置換が保存的アミノ酸置換（本明細書で規定のとおり）であることが
　　好ましく、および／または、
　　（２）前記アミノ酸配列が、前述のアミノ酸配列に比べアミノ酸置換しか含まず、ア
　　ミノ酸欠失あるいは挿入を含まないことが好ましく、
　　および／または前述のアミノ酸配列の１つを含む３、２あるいは唯一の「アミノ酸」
　　の差異(本明細書で規定のとおり)を含むアミノ酸配列からなる群から選択されたアミ
　　ノ酸配列であり、この配列では、
　　（１）任意のアミノ酸置換が、好ましくは保存的アミノ酸置換（本明細書で規定のと
　　おり）であり、および／または、
　　（２）前記アミノ酸配列が前述のアミノ酸配列に比べアミノ酸置換だけを含んでおり
　　、アミノ酸欠失または挿入を含んでおらず、または、
【０５３３】
（ｖｉ）　ＣＤＲ３は、以下からなる群から選択されたアミノ酸配列であり、
　　　DREAQVDTLDFDY　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 47]
　　あるいは、少なくとも８０％、好ましくは９０％、さらに好ましくは９５％、きわめ
　　て好ましくは９９％前述のアミノ酸の１つとの同一性を含むアミノ酸
　　（１）任意のアミノ酸が保存的アミノ酸置換（本明細書で規定のとおり）であり、さ
らに／または
　　（２）前記アミノ酸配列が、前述のアミノ酸配列に比べ、アミノ酸置換だけを含み、
アミノ酸欠失あるいは挿入を含まないもの
　　からなる群から、さらには／または前述のアミノ酸の１つを含む３、２あるいは
　　唯一の「アミノ酸の相違」（本明細書で規定のとおり）を含む、
　　　GGSLSR　　　　　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 48]
　　　RRTWHSEL　　　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 49]
　　　GRSVSRS　　　　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 50]
　　　GRGSP　　　　　　　　　　　　　　　　[SEQ ID NO: 51]
　　のアミノ酸配列からなる群から選択され、この配列では、
　　（１）任意のアミノ酸置換が、好ましくは保存的アミノ酸置換（本明細書で規定のと
　　おり）であり、および／または、
　　（２）前記アミノ酸配列が、前述のアミノ酸配列に比べアミノ酸置換だけを含んでお
　　り、アミノ酸欠失または挿入を含まないことを特徴とする。
【０５３４】
　別の態様では、本発明は、下記のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３のそれぞれの組み
合わせのどれか１つを含むドメイン抗体および／または単一のドメイン抗体からなる群か
ら選択された、４つのフレームワーク領域（ＦＲ１～ＦＲ４それぞれ）および３つの相補
的決定領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３それぞれ）からなるヒト血清アルブミンに対するナノボ



(132) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

ディに関する。
－　CDR1: SFGMS; CDR2: SISGSGSDTLYADSVKG; CDR3: GGSLSR; 
－　CDR1: LNLMG; CDR2: TITVGDSTNYADSVKG; CDR3: RRTWHSEL; 
－　CDR1: INLLG; CDR2: TITVGDSTSYADSVKG; CDR3: RRTWHSEL; 
－　CDR1: SFGMS; CDR2: SINGRGDDTRYADSVKG; CDR3: GRSVSRS; 
－　CDR1: SFGMS; CDR2: AISADSSDKRYADSVKG; CDR3: GRGSP; 
－　CDR1: SFGMS; CDR2: AISADSSDKRYADSVKG; CDR3: GRGSP; 
－　CDR1: NYWMY; CDR2: RISTGGGYSYYADSVKG; CDR3: DREAQVDTLDFDY. 
【０５３５】
　前述のＣＤＲの組み合わせを含む本発明のナノボディにおいては、各ＣＤＲは、少なく
とも８０%、好ましくは少なくとも９０%、さらに好ましくは少なくとも９５%、さらに好
ましくは少なくとも９９%の、前述のＣＤＲを含む配列同一性の（本明細書で規定のとお
り）アミノ酸配列からなる群から選択されたＣＤＲによって置き換えることができ、ここ
で、
　　（１）任意のアミノ酸置換が、好ましくは保存的アミノ酸置換（本明細書で規定のと
お
　　り）であり、および／または、
　　（２）アミノ酸配列が、好ましくは前述のアミノ酸配列に比べアミノ酸置換だけを含
　　んでおり、アミノ酸欠失または挿入を含まないことを特徴とし、
　　および／または前述のアミノ酸配列のひとつである前述のＣＤＲを含む「アミノ酸の
相違」（本明細書で規定のとおり）３、２あるいは唯一の（前項に指摘）
　　を含むアミノ酸配列からなる群から選択されたＣＤＲによって置き換えることができ
　　る。ここで、
　　（１）任意のアミノ酸置換が、好ましくは保存的アミノ酸置換（本明細書で規定
　　のとおり）であり、および／または、
　　（２）アミノ酸配列が、好ましくは、前述のアミノ酸配列に比べアミノ酸置換だけを
　　含んでおり、アミノ酸欠失または挿入を含まない。
【０５３６】
　しかし、前述のＣＤＲの組み合わせを有する本発明のナノボディのうち、前述に列挙し
たＣＤＲの１つ以上を含むナノボディが特に好ましく、先に挙げたＣＤＲの２つ以上を含
むナノボディはさらに特に好ましく、先に挙げたＣＤＲの３つを含むナノボディはさらに
特に好ましい。
【０５３７】
　ヒト血清アルブミンに対するこれらのナノボディでは、フレームワーク領域ＦＲ１～Ｆ
Ｒ４が本発明のナノボディとして好ましくは規定されたとおりである。
【０５３８】
　ヒト血清アルブミンに対し特に好ましいナノボディは、配列番号：６１～６７、配列番
号：８７～８９および配列番号１００～１０４からなる群から選択される。好ましいＣＤ
Ｒの組み合わせとこれらナノボディに存在するフレームワーク領域を表ＩＩにも列挙する
。
【０５３９】
表ＩＩ：フレームワーク配列の好ましい組み合わせとヒト血清アルブミンに対するナノボ
ディ中のＣＤＲ 
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【表ＩＩ】

【０５４０】
　本発明の別の態様は、抗ＩＦＮ－ガンマポリペプチド、抗ＴＮＦ‐アルファ受容体ポリ
ペプチドおよび抗ＩＦＮ－ガンマ受容体ポリペプチドからなる群から選択された少なくと
別のポリペプチドをさらに含む本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである
。
【０５４１】
　本発明の一態様によれば、ナノボディは、ＴＮＦ‐アルファ受容体に対して指向性を有
する。前記ナノボディは、ラクダ科動物ＶＨＨであってもよい。
【０５４２】
　本発明の一態様によれば、ナノボディは、ＩＦＮガンマ受容体に対して指向性を有する
。前記ナノボディは、ラクダ科動物のＶＨＨであってよい。
【０５４３】
　本発明の別の態様は、本明細書に引用されている自己免疫疾患あるいは病態治療するた
めの、抗ＩＦＮガンマポリペプチド、抗ＴＮＦ‐アルファ受容体ポリペプチドおよび以下
に記載する相互に結合したポリペプチドなどの抗ＩＮＦガンマ受容体ポリペプチドからな
る群から選択された少なくと別のポリペプチドをさらに含む有効量の抗ＴＮＦ‐アルファ
ポリペプチドを完全に投与する工程を含む方法である。
【０５４４】
　この多重特異的構造物は、単一特異的構造物よりも炎症性治療化合物としての潜在的能
力が向上している可能性がある。
【０５４５】
　本発明の一態様は、本明細書に開示のような抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドおよび抗
ＩＦＮガンマポリペプチド、抗ＴＮＦ‐アルファ受容体ポリペプチドおよびＩＦＮガンマ
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受容体ポリペプチドからなる群から選択された少なくと別のポリペプチドを含む組成物で
あり、これらは被験体に同時に、個別に、あるいは順次投与する。
【０５４６】
　本発明の一態様は、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの有効量および抗ＩＦＮ－ガンマ
ポリペプチド、抗ＴＮＦ‐アルファ受容体ポリペプチドおよびＩＦＮ－ガンマ受容体ポリ
ペプチドからなる群から選択された少なくと別のポリペプチドの有効量を個人に対し同時
に、個別にあるいは順次投与する工程を含む自己免疫疾患を治療するための方法である。
【０５４７】
　本発明の別の態様は、被験体に同時に、個別にあるいは順次投与することを目的とした
、抗ＴＮＦ‐アルファペプチド、および抗ＩＮＦガンマポリペプチド、抗ＴＮＦ‐アルフ
ァ受容体ポリペプチドおよび抗ＩＦＮガンマ受容体ポリペプチドからなる群から選択され
た、少なくと別のポリペプチドを含むキットである。本発明に従いキットを使用すること
のできるという点は、本発明の１つの態様である。本明細書に引用する疾患を治療するの
にキットを使用することができるという点は、本発明の１つの態様である。
【０５４８】
　同時投与とは、被験体に対しポリペプチド群を同時に投与することを意味する。例えば
、ポリペプチドの混合物あるいは前記ポリペプチドを含む組成物として投与する。例とし
て、対象となるポリペプチドを含む液体の皮下投与、錠剤、液体、塗薬などの投与があげ
られるが、これに限定されない。
【０５４９】
　個別投与とは、同時に一人の被験体に複数の投与を行うことあるいは同時に皮下注射を
行うことを意味する。ポリペプチドは、独立した混合していない調剤としてキット内に存
在している。例えば、各種ポリペプチドは、個々の錠剤としてキット内に存在している場
合がある。２種類の錠剤を同時にあるいは１つずつ続けて嚥下させることによって被験体
に錠剤を投与してもよい。
【０５５０】
　順次投与とは、被験体にポリペプチドを順次投与することを意味する。ポリペプチドは
、独立した混合していない調剤としてキット内に存在する。投与には間隔が必要である。
例えば、１つのポリペプチドを、一方の成分を投与した後に３３６、３１２、２８８、２
６４、２４０、２１６、１９２、１６８、１４４、１２０、９６、７２、４８、２４、２
０、１６、１２、８、４、２、１または０．５時間内に投与することができる。
【０５５１】
　 順次投与では、１つのポリペプチドを１回投与するか、あるいは別のポリペプチドの
投与前および／または後に任意の回数、さまざまな用量で投与してもよい。順次投与は、
同時投与あるいは順次投与と組み合わせることができる。
【０５５２】
　以下に述べる抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの医療での使用は、本明細書に開示の抗
ＴＮＦ‐アルファポリペプチドおよび本明細書に開示の被験体に同時に、独立してまたは
順次投与することを目的とした、抗ＩＦＮガンマポリペプチド、抗ＴＮＦ‐アルファ受容
体ポリペプチドおよび抗ＩＦＮガンマ受容体ポリペプチドからなる群から選択された少な
くと別のポリペプチドを含む組成物にも適用される。
【０５５３】
　本発明の一態様によれば、抗ＩＦＮガンマポリペプチドあるいは抗ＴＮＦ‐アルファは
、ＩＦＮガンマに対して指向性を有するナノボディである。前記ナノボディはラクダ科動
物ＶＨＨであってよい。
【０５５４】
　本発明の一態様によれば、抗ＴＮＦ‐アルファナノボディは、ＴＮＦ‐アルファ受容体
に対して指向性を有する。前記ナノボディはタクダ科動物ＶＨＨであってよい。
【０５５５】
　本発明の一態様によれば、抗ＩＦＮガンマ受容体ポリペプチド抗ＴＮＦ‐アルファは、
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ＩＦＮガンマ受容体に対して指向性を有するナノボディである。前記ナノボディはラクダ
科動物ＶＨＨであってよい。
【０５５６】
　本発明の別の実施態様は、ＴＮＦ‐アルファに対して指向性を有するナノボディの数が
、２つ以上である、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。該多価の
抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、標的に対して異常なほど高い機能的アフィニティー
を有し、一価の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドに比べ、非常に高い阻害特性を示すとい
う利点がある。
【０５５７】
　多価の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、一価の親抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド
に比べ高い数倍ものレベルの機能的アフィニティーを有する。発明者らは、これら多価の
ポリペプチドの機能的アフィニティーが２価および多価抗体に関する先行技術で報告され
ている機能的アフィニティーよりもはるかに高いということを突き止めている。驚いたこ
とに、互に直接あるいは短いリンカー配列を介して結合している、本発明の抗ＴＮＦ‐ア
ルファポリペプチドは、従来の多価４鎖抗体で理論的に期待される高い機能的アフィニテ
ィーを示す。
【０５５８】
　発明者らは、このように大幅に上昇した機能的活性が直接結合試験で、あるいは機能的
試験、例えば細胞毒性試験などのいずれかで、多ドメインおよび多重メトリックタンパク
質からなる抗原で検出可能であることが好ましいことを発見した。
【０５５９】
　ナノボディは、当技術分野で既知の方法あるいは今後のいずれかの方法を用いて、複数
のナノボディを含む、本明細書で開示のポリペプチドのどれかを形成するために結合して
もよい。例えば、これらのナノボディを、Blattler ら、Biochemistry 24,1517-1524; 欧
州特許第294703号によって記述されているような、有機誘導体化材とアミノ酸残基を反応
させることによって化学的架橋によって融合させてもよい。あるいは、ナノボディをＤＮ
Ａレベルすなわち、１つ以上の抗標的ナノボディおよび１つあるいはそれ以上の抗血清タ
ンパクナノボディを含む、完全ポリペプチド構造物をコードする、形成されたポリヌクレ
オチド構造物であるＤＮＡのレベルで遺伝子操作によって融合させてもよい。２価あるい
は多価VHH ポリペプチド構造物を産生するための方法は、ＰＣＴ特許出願国際公開第96/3
4103号に開示されている。複数のナノボディを結合させるための一方法は、直接あるいは
ペプチドリンカーを介して、ナノボディコード配列を連結することによって遺伝子経路を
通じる方法である。例えば、第一のナノボディのＣ末端は、次のナノボディのＮ末端に連
結させてもよい。その連結方式は、３－、４－など機能的構造物の構築および産生のため
の別のナノボディを連結させるために拡張することができる。
【０５６０】
　本発明の一態様によれば、ナノボディはリンカーを使用せずに互に直接連結する。リン
カー配列が２つのサブユニットにおける結合活性を維持するのに必要であるような、従来
の大きい抗体を連結するのに対し、本発明のポリペプチドは直接連結でき、それによって
、ヒトの被験体に投与したときの抗原性、リンカー配列の不安定性によるサブユニットの
溶解など、リンカー配列の潜在的問題の発生を回避させることが可能である。
【０５６１】
　本発明の別の態様によれば、ナノボディは、ペプチドリンカー配列を介して互に連結す
る。該リンカー配列は、自然発生配列あるいは非自然発生配列のどちらであってもよい。
リンカー配列は、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを投与する被験体内では非免疫原性で
ある。リンカー配列は多価抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドに対し十分なしなやかさを備
える一方で、同時にタンパク質分解性劣化に対する耐性も備えうる。リンカー配列の非限
定的な例として、国際公開第９６／３４１０３号に記載されている、ＶＨＨのヒンジ領域
から由来することのできるリンカー配列がある。
【０５６２】



(136) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

　本発明の別の態様によれば、３つ以上のナノボディを含む多価ナノボディは、相互に直
接にあるいはリンカー配列を介して連結可能である。該構造物は、従来の抗体で大きいサ
ブユニットの立体障害によって産生することが困難であるために、機能性が、一価の構造
物に比べ、本発明のＶＨＨで認められるかなりの増大よりもむしろ喪失するかまたは大幅
に減少することになる。
【０５６３】
　本明細書に開示のポリペプチド構造物は、当技術分野で公知の方法あるいは将来のどれ
かの方法によれば、当業者によって産生することは可能であろう。例えば、ＶＨＨは、ラ
クダを免疫化し、そのハイブリドーマを得るか、あるいは当技術分野で公知の分子生物学
的技術を用いてナノボディライブラリをクローニングし、引き続きファージディスプレイ
を用いて選択を行うことによるなど、当技術分野で公知の方法を用いて得ることができる
。
【０５６４】
　本発明の態様によれば、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、全長抗ＴＮＦ‐アルファ
ポリペプチドの同種配列であってよい。本発明のさらなる態様によれば、抗ＴＮＦ‐アル
ファポリペプチドは、全長抗ＴＮＦ‐アルファペプチドの機能部分であってよい。本発明
のさらなる態様によれば、抗ＴＮＦ‐アルファペプチドは、全長抗ＴＮＦ‐アルファペプ
チドの同種配列であってよい。本発明のさらなる態様によれば、抗ＴＮＦ‐アルファペプ
チドは、全長抗ＴＮＦ‐アルファペプチドの機能部分であってよい。本発明の態様によれ
ば、抗ＴＮＦ‐アルファペプチドは、抗ＴＮＦ‐アルファペプチドの配列を有していても
よい。
【０５６５】
　本発明の態様によれば、抗ＴＮＦ‐アルファペプチドを形成するのに使用するナノボデ
ィは、完全ナノボディ（例えば、ＶＨＨ）あるいはその同種配列であってよい。本発明の
さらなる態様によれば、抗ＴＮＦ‐アルファペプチドを形成するのに使用するナノボディ
は、完全ナノボディの機能部分であってよい。本発明のさらなる態様によれば、ポリペプ
チド構造物を形成するのに使用するナノボディは、完全ナノボディの同種配列であってよ
い。本発明のさらなる態様によれば、ポリペプチド構造物を形成するのに使用するナノボ
ディは、完全ナノボディの同種配列の機能部分であってよい。
【０５６６】
　本明細書に使用するように、本発明の同種配列は、本発明のポリペプチドの機能的特性
を実質的に改変しない、１つ以上のアミノ酸の付加、欠失あるいは置換を含んでいてもよ
い。アミノ酸の欠失あるいは置換の数は、最高１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、
３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５
０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３
、６４、６５、６６、６７、６８、６９あるいは７０個までのアミノ酸であることが好ま
しい。
【０５６７】
　本発明による相同配列は、アミノ酸の挿入、欠失あるいは置換によって修飾されたポリ
ペプチドであってよいが、前記修飾は、未修飾ポリペプチドに比べ、機能的特性を実質的
に改変することはない。
【０５６８】
　本発明による相同配列は、アミノ酸の挿入、欠失あるいは置換によって修飾されたポリ
ペプチドであってよいが、前記修飾は、未修飾ポリペプチドに比べ、機能的特性を実質的
に改変することはない。
【０５６９】
　本発明による相同配列は、例えばラクダ、ヒトコブラクダ、ラマ、アルパカ、グワナコ
など、他のラクダ科の動物種に存在している配列であってよい。
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【０５７０】
　相同配列が、配列同一性を示す場合には、この相同配列とは親配列と高い同一性（７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％あるいは９８％より高い同種同一性）を示
し、親配列の類似した特性、すなわちアフィニティー、によって特徴付けられることが好
ましい配列を意味し、同一性は、公知の方法を用いて計算される。
【０５７１】
　あるいは、相同配列は、下記化学式に従って、親配列の任意の数の位置で許容される置
換から生じた任意のアミノ酸配列であってもよい：
Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、ＧｌｙおよびＡｓｎによって置換されたＳｅｒ；
Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ、ＬｙｓおよびＧｌｕの１つによって置換されたＡｒｇ；
Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、ＭｅｔおよびＶａｌの１つによって置換されたＬｅｕ
；
Ｐｒｏ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＴｈｒの１つによって置換されたＰｒｏ；
Ｔｈｒ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ａｌａ、Ｇｌｙ、ＨｉｓおよびＧｌｎの１つによって置換され
たＴｈｒ；
Ａｌａ、Ｇｌｙ、ＴｈｒおよびＰｒｏの１つによって置換されたＡｌａ；
Ｖａｌ、Ｍｅｔ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ、ＩｌｅおよびＬｅｕの１つによって置換されたＶａｌ
；
Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｔｈｒ、ＰｒｏおよびＳｅｒの１つによって置換されたＧｌｙ；
Ｉｌｅ、Ｍｅｔ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ、ＶａｌおよびＬｅｕの１つによって置換されたＩｌｅ
；
Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｍｅｔ、Ｔｙｒ、Ｉｌｅ、ＶａｌおよびＬｅｕの１つによって置換され
たＰｈｅ；
Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、ＶａｌおよびＬｅｕの１つによって置換され
たＴｙｒ；
Ｈｉｓ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ｇｌｎ、ＴｈｒおよびＡｒｇの１つによって置換されたＨｉｓ
；
Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、ＴｈｒおよびＡｒｇの１つによって置換され
たＧｌｎ；
Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ａｓｐ、ＧｌｎおよびＳｅｒの１つによって置換されたＡｓｎ；
Ｌｙｓ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、ＨｉｓおよびＡｒｇの１つによって置換されたＬｙｓ；
Ａｓｐ、ＧｌｕおよびＡｓｎの１つによって置換されたＡｓｐ；
Ｇｌｕ、Ａｓｐ、Ｌｙｓ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、ＨｉｓおよびＡｒｇの１つによって置換され
たＧｌｕ；
Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、ＬｅｕおよびＴｙｒの１つによって置換されたＭｅｔ
。
【０５７２】
　本発明による同種ヌクレオチド配列は、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条
件下（Sambrook ら、Molecular Cloning, Laboratory Manuel, Cold Spring, Harbor Lab
oratory press, New York によって報告されている条件など）で、親配列をコードするこ
とのできるヌクレオチド配列の逆相補体にハイブリダイズすることが可能な、５０、１０
０、２００、３００、４００、５００、６００、８００あるいは１０００個より多い数の
ヌクレオチドからなるヌクレオチド配列を表すこともある。
【０５７３】
　本明細書で使用する機能的部分は、重要な相互作用が、１×１０－６Ｍあるいはそれ以
上の大きいアフィニティーで、対象とする相互作用を保持する十分な大きさをもつナノボ
ディ配列を表している。
【０５７４】
　または、機能的部分は、完全なアミノ酸配列の部分的欠失を含み、なおかつ標的の結合
および標的との相互作用に必要な結合部位およびタンパク質ドメインを保持している。
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【０５７５】
　本明細書で機能部分は、完全な配列の１００％未満（例えば、９９％、９０％、８０％
、７０％、６０％、５０％、４０％、３０％、２０％、１０％、５％、１％など）の部分
を表すが、５個あるいはそれ以上、あるいは１５個あるいはそれ以上のヌクレオチドを含
んでいる。
【０５７６】
　ＴＮＦ‐アルファ、ＴＮＦ‐アルファ受容体、（例えば、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、トランスフェリン、フィブリノゲンなどの）血清タ
ンパクおよびＩＦＮガンマ、ＩＦＮガンマ受容体などの、本明細書に述べている標的は、
標的の断片であってよい。したがって、標的は、免疫反応を誘発することのできる標的の
断片であってよい。標的は、全長標的に対して成長させたナノボディに結合することがで
きる標的の断片でもある。
【０５７７】
　本明細書で使用する断片は、配列の１００％未満（例えば、９９％、９０％、８０％、
７０％、６０％、５０％、４０％、３０％、２０％、１０％など）であるが、５個、６個
、７個、８個、９個、１０個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８
個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、２５個あるいはそれ以上のアミ
ノ酸を含む断片を表す。断片は、１×１０－６Ｍあるいはそれより大きい対象とする相互
作用を保持するだけの十分な長さをもつ。
【０５７８】
　本明細書で使用する断片は、野生型標的に対して成長させたナノボディに結合できる標
的の能力を実質的に改変しない、１つ以上のアミノ酸の任意の挿入、欠失および置換も表
す。アミノ酸の挿入、欠失あるいは置換の数は、最高１個、２個、３個、４個、５個、６
個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１
７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、２５個、２６個、２
７個、２８個、２９個、３０個、３１個、３２個、３３個、３４個、３５個、３６個、３
７個、３８個、３９個、４０個、４１個、４２個、４３個、４４個、４５個、４６個、４
７個、４８個、４９個、５０個、５１個、５２個、５３個、５４個、５５個、５６個、５
７個、５８個、５９個、６０個、６１個、６２個、６３個、６４個、６５個、６６個、６
７個、６８個、６９個あるいは７０個までのアミノ酸であることが好ましい。
【０５７９】
　本発明の相同配列は、ヒト化された抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを含んでいてよい
。新クラスのＶＨＨの抗体をヒト化すると、投与時にヒト個体における望ましくない免疫
学的反応が起こる可能性がさらに減る。
【０５８０】
　本発明の１つの実施態様は、抗原に対するドメイン固有のアフィニティーを減少させず
、そのいっぽうで異種動物種に関するその免疫原性を減退させつつ、修飾することが可能
な抗体可変ドメイン（ＶＨＨ）のアミノ酸残基を判定することによってラマの抗体に基づ
く修飾ポリペプチドを調製するための方法；およびそのように修飾されたＶＨＨに関する
ものであり、ＶＨＨを使用すると、異種動物種に投与するのに有効な同定された残基が修
飾される。
【０５８１】
　さらに具体的には、本発明は、人に投与する目的で修飾された修飾ＶＨＨの調製、調製
されたＶＨＨおよびヒトの疾患に対する治療に対して該「ヒト化された」ＶＨＨの使用に
関する。ヒト化されたとは、ヒトの患者に投与したときに免疫原性が軽微となるかあるい
は存在しなくなるように、変異させることを意味する。本発明によれば、ポリペプチドの
ヒト化には、ポリペプチドがその典型的特長を失うことなく、すなわちヒト化によって調
製されたポリペプチドの抗原結合能力に大きな影響を与えずに、ヒトコンセンサス配列に
認められるような、それらのヒト対応アミノ酸によってラクダ科動物アミノ酸の１つ以上
を置き換える工程が含まれる。該方法は、当業者にとって公知である。
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【０５８２】
　ラクダ科動物抗体をヒト化するには、単一のポリペプチド鎖に一定限度の量のアミノ酸
を導入して、変異を誘発させる必要がある。このヒト化は、軽鎖と重鎖の２つの鎖にアミ
ノ酸の変化を導入し、両鎖の会合を保存する必要のある、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ、（Ｆａｂ）
２およびＩｇＧのヒト化とは対照的である。
【０５８３】
　国際公開第第04/041862号に開示のように、抗ＴＮＦ‐ナノボディをヒト化することが
できる。ヒト化には、例えば、レパートリークローニングに使用されているプライマーに
よって導入されているが、ラマ配列には自然発生しない、位置１および５におけるＦＲ１
中の残基の変異誘発工程を含んでいてよい。これら残基に変異誘発を導入しても、結果的
に結合および／または阻害活性を喪失させることはない。ヒト化には、位置７４、７６、
８３、８４、９３におけるＦＲ３中の残基の変異誘発を含まれていてよい。これら残基に
変異誘発を導入しても、結果的に結合および／阻害活性を喪失させることはない。したが
って、ＦＲ１とＦＲ３の変異を組み合わせても、結合／阻害活性には影響を与えない。ヒ
ト化には、位置１０８におけるＦＲ４中の残基の変異誘発も含まれていてよい。Ｑ１０８
Ｌの変異誘発を導入すると、結果的に大腸菌における産生レベルが低下する。位置１０８
は、ラクダ科動物ＶＨＨでは溶媒にさらされるが、ヒト抗体では、この位置はＶＨ－ＶＬ

間の界面に埋まっている（Spinelli, 1996; Nieba, 1997）。単離したＶＨの位置１０８
は、溶媒に曝露する。極性非荷電性Ｇｌｎの代わりに非極性疎水性Ｌｅｕを導入すると、
分子の固有の折畳み／安定性に大きな効果を及ぼしうる。さらに、位置４４および４５に
おけるヒト疎水性残基（Ｅ４４ＧおよびＲ４５Ｌ）によって親水性残基を置き換えても、
結合および／または阻害には影響を与えなかった。しかしながら、Ｆ３７ＶおよびＦ４７
Ｗを導入したときには、結合および／阻害活性の喪失が認められた。モデリングデータか
ら、臨界残基３７がＣＤＲ３ループ立体構造の完全性、ひいては活性を確保することが確
認されている（付番はすべて、Kabat による）。
【０５８４】
　本発明の１つの実施態様によれば、ヒト化には、単独であるいは組み合わせて、
－　ＦＲ１　の位置１、５、２８および３０と、
－　ＦＲ２における位置４４および４５におけるホールマークアミノ酸と、
－　ＦＲ３残基７４、７５、７６、８３、８４、９３および９４と、
－　ＦＲ４における位置１０３、１０４、１０８および１１１との
－　付番はすべて、Kabat の付番による
残基のいずれかを置き換える工程が含まれる。
【０５８５】
　本発明の１つの実施態様は、炎症過程に関する疾患の症候の治療、予防および／あるい
は緩和に使用することを目的とした、前記ポリペプチドをコードすることのできる抗ＴＮ
Ｆ‐アルファポリペプチドあるいは核酸である。ＴＮＦ‐アルファは、炎症過程に関与し
、ＴＮＦ‐アルファの作用を遮断すると、例えばクローン病などの特定の病態に非常に望
ましい抗炎症効果が得られる。実施例で、ＴＮＦ‐アルファに結合し、さらにＴＮＦ‐ア
ルファ受容体に対するその結合を遮断する、本発明によるＶＨＨについて実証する。
【０５８６】
　本発明の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、アジソン病（副腎）、耳の自己免疫疾患
（耳）、眼の自己免疫疾患（眼）、自己免疫肝疾患（肝）、自己免疫耳下腺炎（耳下腺）
、クローン病（腸）、Ｉ型糖尿病（膵）、精巣上体炎（副睾丸）、糸球体腎炎（腎）、甲
状腺機能亢進症（甲状腺）、ギラン・バレー症候群（神経細胞）、橋本病（甲状腺）、溶
血性貧血（赤血球）、全身性エリテマトーデス（多組織）、男性不妊（精子）、多発性硬
化（神経細胞）、重症筋無力症（神経筋接合部）、天疱瘡（主に皮膚）、乾癬（皮膚）、
リューマチ熱（心疾患、関節疾患）、関節リューマチ（関節皮膜）、サルコイドーシス（
多組織および多臓器）、強皮症（皮膚および結合組織）、シェーグレン症候群（外分泌線
およびその他の組織）、脊椎関節症（軸骨格およびその他の組織）、甲状腺炎（甲状腺）
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および脈管炎（血管）などの自己免疫疾患に適用可能である。
括弧内は、疾患に侵される組織である。この自己免疫疾患の一覧は、包括するためではな
く例示することを目的としている。
【０５８７】
　本発明の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチが適用可能な自己免疫病には、例えば、後天性
免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）、アトピー性アレルギー、気管支喘息、湿疹、ハンセン病、
統合失調症、遺伝性うつ病、組織および臓器の移植、慢性疲労症候群、アルツハイマー病
、パーキンソン病、心筋梗塞、脳梗塞、自閉症、てんかん、アルツス現象、アナフィラキ
シーならびにアルコールおよび薬物依存症などがあげられる。前述の特定された自己免疫
病では、疾患に侵される組織は、一次標的組織であり、それ以外の場合には、二次標的組
織である。これらの病状は、その一部あるいはほとんどが自己免疫症候群である。したが
って、これら疾患の治療にあったっては、同じ方法、あるいは本明細書に開示の同じ方法
を、場合によっては他の方法と組み合わせて、使用することができる。
【０５８８】
　本発明の別の実施態様は、本発明による抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド、あるいは炎
症過程に関連する疾患を治療するための薬剤を調製することを目的とした、前記ポリペプ
チドをコードすることのできる核酸の使用である。疾患の例としては、リューマチ性関節
炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性大腸症候群および多発性硬化症があげられる。
【０５８９】
　本発明によるポリペプチドおよび核酸は、静脈注射などの従来の経路に従って投与して
よい。ただし、本発明の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの特殊な特性として、これらが
組織膜および／または腫瘍などの障壁に浸透し、その上で局所的に作用し、さらには胃内
などの極度の環境に耐えうるだけの十分な安定性を備えている。したがって、本発明の別
の態様は、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの送達に関する。
【０５９０】
　本発明のナノボディおよび／またはポリペプチドを、特に消化管への経口投与法あるい
はその他の投与法によって消化管の疾患あるいは疾患の予防または治療に使用するか、あ
るいはそれらに使用することを意図している場合には、通常、血中半減期を延長させた（
すなわち、ペグ化であるかあるいは血中タンパクに対して指向性を有するナノボディを含
む）本発明のポリペプチドを使用する必要はない。したがって、該適応には、本発明のナ
ノボディだけを含む本発明のポリペプチドを使用することができる。特に、ＴＮＦ‐アル
ファに関連するか／またはＴＮＦ‐アルファを媒介とした（炎症性大腸炎（ＩＢＤ）およ
び、前述の消化管のその他の病気および疾患など）消化管の病気あるいは疾患の予防と治
療を目的とした経口投与に関しては、本発明の一価のナノボディ、あるいは実質的に本発
明の一価のナノボディからなる本発明のポリペプチドの使用が好ましい可能性があること
を発見した。該ナノボディが血流を介して目的とする作用部位に到達すべきときには、血
中半減期を延期させた本発明のポリペプチドの使用が好ましい。
【０５９１】
　本発明による被験体は、治療用ポリペプチドによる調節を受けやすい任意の哺乳動物で
あってよい。
【０５９２】
　本発明の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの経口送達により、疾患に侵された大腸局部
に該分子が活性体として提供される。これらの部位は、重篤な炎症を起こし、ＴＮＦ‐ア
ルファ産生細胞を含んでいてよい。ＴＮＦ‐アルファに結合する抗ＴＮＦ‐アルファポリ
ペプチドは、ＴＮＦ‐アルファを局部的に中和して、ナノボディ全体を通じた分布を回避
し、それによりマイナスの副作用を抑える。ミクロコッカッスラクティスなどの遺伝子修
飾微生物は、抗体あるいはその機能部分を分泌することができる。該修飾微生物は、腸内
の抗体あるいはその機能部分の局部産生および送達を目的とした賦形剤として使用できる
。抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを産生する菌株を使用することによって、炎症性大腸
症候群を治療することができる。
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【０５９３】
　本発明の別の態様には、国際公開第００／２３４７１号に開示のベクターを用いたラク
トコッカッスｓｐｅｃ．のグラム陽性菌などの非侵襲性細菌上の表面発現あるいはこれら
からの分泌を利用することによって、抗ＴＮＦ‐ポリペプチドを送達する工程が含まれる
。
【０５９４】
　本発明の一実施態様は、物質を不活性化されずに胃内環境を通過できる本発明のナノボ
ディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療、予防および／また
は緩和するのに使用する、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０５９５】
　疾患の例としては、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性大腸症候群お
よび多発性硬化症など、炎症を生じさせる疾患はすべてあげられるが、特にこれらに限定
されない。当業者によって公知のように、いったんポリペプチド構造物を得ることができ
れば、（胃内、大腸内など）適切な個所で最大量のポリペプチドが放出させる製剤術を適
用することができる。該送達法は、標的が消化管系にある疾患の症候を治療、予防および
／または緩和させるのに重要である。
【０５９６】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口
投与することによって、不活性化されずに胃内環境を通過できる、本発明のナノボディあ
るいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療、予防および／または緩和
するための方法である。
【０５９７】
　本発明の別の実施態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体
に経口投与することによって、不活性化されずに胃内環境を通過できる、本発明のナノボ
ディあるいはポリペプチドによる治療に受けやすい疾患の症候を治療、予防および／また
は緩和するための薬剤としての、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの使
用である。
【０５９８】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口
投与することによって、前記物質が不活性化されずに消化管系に本発明のナノボディある
いはポリペプチドを送達するための方法である。
【０５９９】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口
投与することによって、物質が不活性化されずに被験体の血流に本発明のナノボディある
いはポリペプチドを送達するための方法である。
【０６００】
　本発明の別の実施態様は、膣腔および／または直腸管に投与された本発明のナノボディ
あるいはポリペプチドによる治療に受けやすい疾患の症候あるいは疾患の治療、予防およ
び／または緩和に使用するための、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドで
ある。
【０６０１】
　疾患の例としては、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性大腸症候群お
よび多発性硬化症など、炎症を引き起こす疾患はすべてあげられるが、特にこれらに限定
されない。当業者によって公知のように、いったん前記ポリペプチド構造物を得ることが
できれば、（胃内、大腸内など）適切な個所で最大量のポリペプチドが放出させる製剤術
を適用することができる。この送達法は、標的が消化管系にある疾患の症候を治療、予防
および／または緩和させるのに重要である。非限定的な例では、本発明による製剤には、
ゲル、クリーム、座薬、塗膜などの剤形または、時間の経過に伴い活性成分を徐放する、
スポンジあるいは膣内リングの剤形で、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチ
ドが含まれる（該調剤については、欧州特許第７０７４７３号、欧州特許第６８４８１４
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号および米国特許第５６２９００１号に記載がある）。
【０６０２】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に膣腔
および／または直腸管を経由して投与することにより膣腔および／または消化管に送達さ
れた本発明のナノボディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療
、予防および／または緩和するための方法である。
【０６０３】
　本発明の別の実施態様は、膣腔および／または消化管に送達された本発明のナノボディ
あるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療、予防および／または緩
和するための薬剤の調製における、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの
使用である。
【０６０４】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に膣腔
および／または消化管を経由して投与することによって、前記物質が不活性化されずに膣
腔および／または消化管系に本発明のナノボディあるいはポリペプチドを送達するための
方法である。
【０６０５】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体の膣腔
および／または消化管に投与することによって、物質が不活性化されずに被験体の血流に
本発明のナノボディあるいはポリペプチドを送達するための方法である。
【０６０６】
　本発明の別の実施態様は、上気道および／または肺に送達された本発明のナノボディあ
るいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療、予防および／または緩和
するのに使用するための、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０６０７】
　疾患の例としては、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性大腸症候群お
よび多発性硬化症など、炎症を引き起こす疾患はすべてあげられるが、特にこれらに限定
されない。非限定的な例では、本発明による製剤には、スプレー式点鼻薬（例えば、エア
ロゾルなど）あるいは吸入剤などの剤形で、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペ
プチドが含まれる。ポリペプチド構造物は微細なため、治療用ＩｇＧ分子に比べはるかに
効果的にその標的に到達できる。
【０６０８】
　本発明の一態様は、口腔あるいは鼻腔を経由した吸引により送達された本明細書に開示
の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に投与することにより、上気道および／また
は肺に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい疾患
の症候を治療、予防および／または緩和するための方法である。
【０６０９】
　本発明の別の実施態様は、前記ポリペプチドが不活性化せずに、鼻腔、上気道および／
または肺に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチドによる調節を受けやすい
疾患の症候を治療、予防および／または緩和するための薬剤の調製における、本明細書に
開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの使用である。
【０６１０】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体の鼻腔
、上気道および／または肺に投与することによって、物質が不活性化させずに被験体の鼻
腔、上気道および／または肺に本発明のナノボディあるいはポリペプチドを送達するため
の方法である。
【０６１１】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体の鼻腔
、上気道および／または肺に投与することによって、物質を不活性化させずに被験体の血
流に本発明のナノボディあるいはポリペプチドを送達するための方法である。
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【０６１２】
　本発明の一実施態様は、腸粘膜に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチド
による調節を受けやすい、腸粘膜の浸透性を高める疾患の症候を治療、予防および／また
は緩和するのに使用するための、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドであ
る。本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、サイズが微細なため、例えば
クローン病などの、腸粘膜の浸透性を高める疾患にかかっている被験体中で、腸粘膜を通
過して血流により効率的に到達することができる。
【０６１３】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口
投与することによって、腸粘膜に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチドに
よる調節を受けやすい、腸粘膜の浸透性を高める疾患の症候を治療、予防および／または
緩和するための方法である。
【０６１４】
　この工程は、本発明の別の態様、すなわち活性輸送担体の使用によって、さらに向上さ
せることができる。本発明のこの態様では、ＶＨＨは、腸壁を通じた血流への移入を向上
させる担体に融合される。非限定的な例では、この「担体」は、治療用ＶＨＨに融合され
た第二のＶＨＨである。該融合構造物は、本技術分野で公知の方法を使用して製造する。
「担体」ＶＨＨは、腸壁を通じた能動的移入を誘発する腸内の受容体に特異的に結合する
。
【０６１５】
　本発明の別の実施態様は、腸粘膜に送達された本発明のナノボディあるいはポリペプチ
ドによる調節を受けやすい、腸粘膜の浸透性を高める疾患の症候を治療、予防および／ま
たは緩和するための薬剤の調製における、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプ
チドの使用である。
【０６１６】
　本発明の一態様は、本発明の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口投与する
ことによって、不活性化させずに腸粘膜に本発明のナノボディあるいはポリペプチドを送
達するための方法である。
【０６１７】
　本発明の一態様は、本発明のＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口投与するこ
とによって、物質を不活性化させずに被験体の血流に本発明のナノボディあるいはポリペ
プチドを送達するための方法である。
【０６１８】
　この工程は、本発明の別の態様、すなわち活性輸送担体の使用によって、さらに向上さ
せることができる。本発明のこの態様では、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペ
プチドは、腸壁を通じた血流への移入を向上させる担体に融合される。非限定的例では、
この「担体」は、治療用ＶＨＨに融合された第二のＶＨＨである。該融合構造物は、本技
術分野で公知の方法を使用して製造する。「担体」ＶＨＨは、腸壁を通じた能動的移入を
誘発する腸壁の受容体に特異的に結合する。
【０６１９】
　本発明の一実施態様は、舌下組織を効果的に通過できる本発明のナノボディあるいはポ
リペプチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療、予防および／または緩和するのに
使用するための、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０６２０】
　疾患の例としては、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性大腸症候群お
よび多発性硬化症など、炎症を生じさせる疾患はすべてあげられるが、特にこれらに限定
されない。本明細書に開示の前記プリペプチド構造物の、例えば錠剤、スプレーおよびド
ロップなどの剤形は舌下に置くと、粘膜を経由して舌下の毛細血管網に吸収される。
【０６２１】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に舌下



(144) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

投与することによって、舌下組織を経由して効果的に通過できる、本発明のナノボディあ
るいはポリペプチドによる調節を受けやすい、疾患の症候を治療、予防および／または緩
和するための方法である。
【０６２２】
　本発明の別の実施態様は、舌下組織を経由して通過できる、本発明のナノボディあるい
はポリペプチドによる調節を受けやすい、疾患の症候を治療、予防および／または緩和す
るための薬剤の調製における、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの使用
である。
【０６２３】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に舌下
投与することによって、不活性化させずに舌下組織に本発明のナノボディあるいはポリペ
プチドを送達するための方法である。
【０６２４】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に経口
投与することによって、不活性化させずに被験体の血流に本発明のナノボディあるいはポ
リペプチドを送達するための方法である。
【０６２５】
　本発明の一実施態様は、皮膚を効果的に通過できる本発明のナノボディあるいはポリペ
プチドによる調節を受けやすい疾患の症候を治療、予防および／または緩和するのに使用
するための、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドである。
【０６２６】
　疾患の例としては、関節リューマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性大腸症候群お
よび多発性硬化症など、炎症を生じさせる疾患はすべてあげられるが、特にこれらに限定
されない。前記ポリペプチド構造物の、例えばクリーム、塗膜、スプレーおよび貼薬など
の剤形は皮膚に使用すると、皮膚を経由して吸収される。
【０６２７】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを被験体に局所
投与することによって、皮膚を経由して効果的に通過できる、本発明のナノボディあるい
はポリペプチドによる調節を受けやすい、疾患の症候を治療、予防および／または緩和す
るための方法である。
【０６２８】
　本発明の別の実施態様は、皮膚を経由して効果的に通過できる、本発明のナノボディあ
るいはポリペプチドによる調節を受けやすい、疾患の症候を治療、予防および／または緩
和するための薬剤の調製における、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの
使用である。
【０６２９】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを局所的に被験
体に投与することによってナノボディまたは本発明のポリペプチドを不活化せずに皮膚に
送達する方法である。
【０６３０】
　本発明の一態様は、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを局所的に被験
体に投与することによってナノボディまたは本発明のポリペプチドを被験体の血流に送達
する方法である。
【０６３１】
　本発明の他の実施態様では、抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、前記抗ＴＮＦ‐アル
ファポリペプチドを肺ルーメンから血液に輸送する活性的な輸送担体として作用する担体
ナノボディ（例えばＶＨＨ）をさらに含む。
【０６３２】
　担体をさらに含む抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、粘膜面（気管支上皮細胞）に存
在する受容体に特異的に結合し、肺ルーメンから血液へのポリペプチドの輸送が活性化さ



(145) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

れる。担体ナノボディはポリペプチド構造物に融合させてよい。該融合構造物は当技術分
野で公知である方法を使用して作製してよく、本明細書に記載されている。「担体」ナノ
ボディは、表面を経由して転移を活性化する粘膜面にある受容体に特異的に結合する。
【０６３３】
　本発明の別の態様は、ナノボディ（例えばＶＨＨ）が経鼻投与で血流に積極的に輸送さ
れていることを判定する方法である。同様に、未処理のまたは免疫ＶＨＨファージライブ
ラリー は経鼻的に投与することが可能で、投与後の様々な時点後に血液または器官を単
離し、血流に積極的に輸送されたファージの増幅を助けることができる。肺ルーメンから
血液への輸送を活性化するための受容体の非限定的例としては、Ｆｃ受容体Ｎ（ＦｃＲｎ
）がある。本発明の一態様は、本方法で同定されたＶＨＨ分子を含んでいる。このような
ＶＨＨはその後、治療的ＶＨＨを血流中の対応する標的に経鼻投与で送達するための担体
ＶＨＨとして使用できる。
【０６３４】
　本発明の態様では、ポリペプチドとＴＮＦ‐アルファとの結合を調節する薬剤をスクリ
ーニングするために、本明細書に開示の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドを使用すること
が可能である。結合性、あるいは前記ポリペプチド置換のみを測定するアッセイで同定す
る場合、薬剤は、インビボで抗原の作用を調節するかを判定する機能テストを受けなれれ
ばならない。
【０６３５】
　置換実験の例では、ファージあるいは、ＴＮＦ‐アルファまたはその断片を発現する細
胞を、候補調節因子の濃度を上下して、標識化した本発明のポリペプチドを含む結合バッ
ファー中でインキュベートする。本アッセイを確認および調整するために、標識化してい
ない前記ポリペプチドの濃度を高めた対照競合反応を行うことができる。インキュベート
後に、細胞を広範囲に洗浄し、結合および標識化したポリペプチドを、所与の標識化に対
して必要であれば測定する（例えば、シンチレーション計測、蛍光等）。候補調節因子存
在下で結合する標識ポリペプチドの量が少なくとも１０％が減少することは、候補調節因
子により結合が置換されたことを示している。１μＭ以下の濃度で標識ポリペプチドが５
０％置換された場合（半飽和ポリペプチド量）、本アッセイまたは本明細書に記載の他の
アッセイでは候補調節因子は、特異的に結合すると考えられる。
【０６３６】
　あるいは、結合または結合の置換は表面プラズモン共鳴（SPR）で監視できる。表面プ
ラズモン共鳴アッセイは、２つの分子間の結合を測定する定量的方法として使用すること
が可能であり、その方法は、水相からセンサー上の膜内に固定されたＴＮＦ‐アルファへ
、本発明のポリペプチドが結合したり、あるいは結合が減少することによって生じる固定
センサー付近の大量の変化によって行われる。この大量変化は、前記ポリペプチドまたは
候補調節因子の注入または除去後に共鳴単位対時間として測定し、Biacore Biosensor（B
iacore AB）を使用して測定する。例えばＴＮＦ‐アルファは、Salamon らが記述した方
法に記載の薄膜脂質膜中のセンサーチップ（例えば研究等級のＣＭ５チップ；Biacore AB
）に固定化できる（Salamonら、1996年、Biophys J．71：283-294；Salamonら、2001年、
Biophys. J．80：1557-1567；Salamonら、1999年、Trends Biochem. Sci. 24：213-219、
それぞれは参照により本明細書に援用される）。Sarrioらは、ＳＲＰは、チップ上の脂質
層中に固定されたＧＰＣＲ Ａ(１)アデノシン受容体に結合しているリガンドを検出する
ために使用できることを証明した（Sarrio ら、2000年、Mol. Cell. Biol. 20：5164-517
4、その内容は参照により本明細書に援用される）。ＳＰＲアッセイにおける本発明のポ
リペプチドによるＴＮＦ‐アルファへの結合の条件は、出発点としてSarrio らによって
報告された条件を利用し当業者によって良好に微調整できる。
【０６３７】
　ＳＰＲは、少なくとも２つの方法で結合のモジュレーターの測定を行うことができる。
最初に、本発明のポリペプチドを固定化ＴＮＦ‐アルファに事前に結合し、その後０．１
ｎＭ～１μＭの濃度範囲で候補調節因子を注入することができる。結合ポリペプチドの置
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換を定量し、調節因子結合の検出が可能となる。あるいは、膜結合ＴＮＦアルファは候補
調節因子とともに事前にインキュベートし、本発明のポリペプチドと試験することもが可
能である。前記ポリペプチドおよび、調節因子と事前にインキュベートされたＴＮＦ‐ア
ルファ間の結合アフィニティーにおける差異は、前記ポリペプチドおよび、調節因子の非
存在下のＴＮＦ‐アルファ間のものと比較して、調節因子の存在下で前記ポリペプチドが
結合しているかまたは置換されているかを明らかにするものである。いずれかのアッセイ
では、候補調節因子の存在下で結合した前記ポリペプチドの量が１０％以上減少したこと
によって、候補調節因子の非存在下で結合した前記ポリペプチドの量と比較して、候補調
節因子はＴＮＦ‐アルファとポリペプチドの相互作用を阻害するということが示される。
【０６３８】
　例えば本発明のポリペプチドの、ＴＮＦ‐アルファへの結合の阻害を検出する他の方法
は、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を利用する。ＦＲＥＴは、互いに近接近してい
る（通常、距離＜１００Å）蛍光供与体（Ｄ）および蛍光受容体（Ａ）間に起こる量子力
学的現象であり、Ｄの発光スペクトルがＡの励起スペクトルと重なった場合に起こる。試
験すべき分子、例えば本発明のポリペプチドおよびＴＮＦ‐アルファは、相補的一対の供
与体および受容体フルオロフォアで標識化する。ＴＮＦ‐アルファ／ポリペプチド相互作
用によって密接に結合したとき、供与体フルオロフォアの励起で発せられた蛍光は、前記
ポリペプチドとＴＮＦ‐アルファが結合していないときの励起波長に反応して発せられた
ものと異なる波長を有し、したがって各波長における発光強度を測定することによって結
合分子対非結合分子の定量ができる。ＴＮＦ‐アルファを標識化する供与体フルオロフォ
アは、当技術分野で公知である。特に興味深いのは、シアンＦＰ（ＣＦＰ、供与体（Ｄ）
）および黄色ＦＰ（ＹＦＰ、受容体（Ａ））として知られるオワンクラゲＧＦＰの変異体
である。例として、ＹＦＰ変異体は、ＴＮＦ‐アルファとの融合タンパク質を作製できる
。融合物としてのＧＦＰ変異体の発現ベクター（Clontech社）ならびに蛍光標識試薬（分
子プローブ）が当技術分野で公知である。候補調節因子を、蛍光標識リペプチドおよびＹ
ＦＰ‐ＴＮＦ－アルファの混合物に添加すると、エネルギー移動が阻害され、これは例え
ば、候補調節因子を有しない試料と比較してＹＦＰ蛍光が減少することで明らかになる。
ＴＮＦ‐アルファ／ポリペプチド相互作用の検出に対するＦＲＥＴを利用したアッセイで
は、候補調節因子を含む試料では受容体波長での蛍光発光強度が１０％以上減少したこと
によって、候補調節因子を持たない試料と比較して、候補調節因子はＴＮＦ‐アルファ／
ポリペプチド相互作用を阻害するということが示される。
【０６３９】
　本明細書で使用の試料は、臨床、農業、法医学、研究あるいは他の目的可能な試料由来
の、臨床的な、例えば細胞画分、全血、血漿、血清、組織、細胞等のような、ＴＮＦ‐ア
ルファを含む任意の生物学的試料でよい。臨床的試料はヒトまたは動物起源のものでよい
。分析試料は、天然には固体でも液体でも存在し得る。固体物質を使用する場合、それら
が最初に好適な溶液に溶解することは明らかである。
【０６４０】
　ＦＲＥＴにおける変化は、分子相互作用を監視するために蛍光消光を利用している。相
互作用している対では、互いに極めて同格になるように化合された場合、一方の分子はフ
ルオロフォアで標識化することが可能であり、もう一方は、フルオロフォアの蛍光を消光
する分子で標識化することが可能である。励起下の蛍光の変化は、フルオロフォア／消光
剤ペアで標識化した分子の対合に変化があることを示す。概して、標識ＴＮＦ‐アルファ
の蛍光の増加は、消光剤を持つ抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドが置換されたことを示す
。消光アッセイでは、候補調節因子を含む試料では蛍光発光強度が１０％以上増加したこ
とによって、候補調節因子を持たない試料と比較して、候補調節因子はＴＮＦ‐アルファ
／抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド相互作用を阻害するということが示される。
【０６４１】
　表面プラズモン共鳴およびＦＲＥＴ法に加えて、結合の定量には蛍光偏光測定法が有用
である。蛍光標識分子の蛍光偏光度は、回転相関時間または回転速度に依存している。蛍
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光標識化した抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドと結合しているＴＮＦ‐アルファによって
形成されたような複合体は、複合していない標識ポリペプチドよりも偏光度が高い。ＴＮ
Ｆ‐アルファ／抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド相互作用の候補阻害物質を含むと、候補
阻害物質がＴＮＦ‐アルファと前記ポリペプチドの相互作用を破壊または阻害する場合、
候補阻害物質を含まない混合物と比較して蛍光偏光が減少する。蛍光偏光は、ＴＮＦ‐ア
ルファ／抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド複合体の形成を破壊する小分子の同定に非常に
適している。候補調節因子を含む試料では蛍光偏光が１０％以上減少したことによって、
候補調節因子を持たない試料における蛍光偏光と比較して、候補調節因子はＴＮＦ‐アル
ファ／抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド相互作用を阻害するということが示される。
【０６４２】
　ＴＮＦ‐アルファ／抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド相互作用を監視する他の代替法は
、バイオセンサーアッセイを利用する。ＩＣＳバイオセンサーは当技術分野で記述されて
きた（Australian Membrane Biotechnology Research研究所；Cornell B、Braach-Maksvy
tis V, King L, Osman P, Raguse B, Wieczorek LおよびPace R. 「A biosensor that us
es ion-channel switches」Nature 1997年、387、580）。この技術では、ＴＮＦ‐アルフ
ァと抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドの会合は、懸濁膜二重層におけるグラミシジン促進
性イオンチャネルの閉鎖と共役し、したがって、バイオセンサーのアドミタンス（インピ
ーダンスに類似している）の測定可能な変化とも共役している。このアプローチは直線の
６桁以上のアドミタンス変化であり、小分子組み合わせライブラリーのハイスループット
スクリーニングに理想的に適している。候補調節因子を含む試料ではアドミタンスが１０
％以上変化（増加または減少）したことによって、候補調節因子を持たない試料における
アドミタンスと比較して、候補調節因子はＴＮＦ‐アルファ／前記ポリペプチド相互作用
を阻害するということが示される。ＴＮＦ‐アルファと抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチド
との相互作用を試験する分析試験では、相互作用の調節因子が、物理的に前記ポリペプチ
ドと相互に作用するタンパク質のドメインと直接相互作用することは必ずしも必要でない
可能性があることに留意することが肝要である。相互作用部位から除去された位置で調節
因子が相互作用し、また例えば、ＴＮＦ‐アルファでの立体構造変化を起こす可能性もあ
る。にもかかわらず、このように作用する調節因子（阻害物質またはアゴニスト）は、Ｔ
ＮＦ‐アルファの受容体への結合を調節する薬剤として興味深い。
【０６４３】
　記述した結合アッセイはどれも、例えば、ＴＮＦ‐アルファに結合あるいは例えば本発
明のポリペプチドのＴＮＦ‐アルファへの結合に影響する組織試料などの試料中の薬剤の
存在を決定することに使用できる。そのように施行するため、試料の存在または非存在下
でＴＮＦ‐アルファを前記ポリペプチドと反応させ、またポリペプチド結合を、使用の結
合アッセイの必要に応じて測定する。前記ポリペプチドの結合が１０％以上減少したこと
によって、試料が、前記ポリペプチドのＴＮＦ‐アルファへの結合を調節する薬剤を含ん
でいるということが示される。無論、上記に概説した方法は、本発明の抗ＴＮＦ‐アルフ
ァポリペプチド、その相同配列、その機能的部位またはその相同配列の機能的部位とＴＮ
Ｆ‐アルファまたはその断片間の結合を改変する候補調節因子をスクリーニングすること
に簡単に応用できる可能性がある。
【０６４４】
　本発明の一実施態様は、本明細書に開示された方法で同定された未知の薬剤である。
【０６４５】
　本発明の一実施態様は、炎症過程に関する疾患の症状を治療、予防および／または軽減
することに使用される本明細書に開示された方法で同定された未知の薬剤である。
【０６４６】
　本発明の他の実施態様は、炎症過程に関する疾患の症状を治療、予防および／または軽
減することに使用される本明細書に開示された方法で同定された未知の薬剤の使用である
。
【０６４７】
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　疾患の例としては、関節リウマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性腸症候群、多発
性硬化症がある。
【０６４８】
　本発明にしたがって有用な細胞は、例えば大腸菌などの細菌細胞、例えばＳ．セレビシ
エやピキア・パストリスなどの酵母細胞、昆虫細胞または哺乳動物細胞から成る群から選
択されることが好ましい。
【０６４９】
　本発明にしたがって有用な細胞は、本発明の抗ＴＮＦ‐アルファ、その相同配列、その
機能的部位、または本発明にしたがったその相同配列の機能的部位を含むポリペプチドを
コードする核酸配列を導入することが可能な任意の細胞であり得る。それによってポリペ
プチドは、本明細書に記載したような自然レベルまたは自然を超えたレベルで発現する。
好ましくは、細胞で発現する本発明のポリペプチドは、本明細書で規定した正常または正
常に近い薬理作用を示す。
【０６５０】
　本発明の好ましい実施態様に従って、細胞は、ＣＯＳ７細胞、ＣＨＯ細胞、ＬＭ（ＴＫ
‐)細胞、ＮＩＨ‐３Ｔ３細胞、ＨＥＫ‐２９３細胞、Ｋ‐５６２細胞または１３２１Ｎ
１星状膠細胞腫細胞ならびに他のトランスフェクト可能な細胞系から成る群から選択され
る。
【０６５１】
　概して、「治療効果のある量」、「治療効果のある用量」および「有効量」は望ましい
１つのまたは複数の結果（ＴＮＦ‐アルファ結合の調節、炎症の治療または予防）を実現
するのに必要な量を意味する。その有効性ひいては有効量は、本発明で使用されるＴＮＦ
‐アルファ結合を調節する様々な化合物によって変化することが可能であることを、通常
の当業者であれば理解しよう。化合物の有効性を当業者は容易に評価できる。
【０６５２】
　本明細書で使用されているように、用語「化合物」は、本発明の抗ＴＮＦ‐アルファポ
リペプチド、化合物あるいは、本明細書に記載のスクリーニング法にしたがって同定され
る前記ポリペプチドまたは薬剤あるいは１つ以上の誘導体化されたアミノ酸を含む前記ポ
リペプチドをコードすることが可能な核酸を意味する。
【０６５３】
　「医薬的に許容できる」とは、生物学的にまたは他の用途で不適切でない材料に対する
言葉であり、すなわち該材料は、何らかの望ましくない生物学的効果を生じることまたは
その効果が含まれる医薬組成物の任意の他の成分を使用する有害な方法で相互作用するこ
とがない化合物とともに個体に投与してもよい。
【０６５４】
　本明細書に記載の抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、被験体の状態を治療または予防
するために有用であり、医薬的に有効量の化合物または組成物を投与することを含んでい
る。
【０６５５】
　本発明の抗ＴＮＦポリペプチドは、被験体の関節リウマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎
、炎症性腸症候群、多発性硬化症に関係する状態を治療または予防するために有用であり
、ＴＮＦ‐アルファに結合する医薬的に有効量の化合物または組成物を投与することを含
んでいる。
【０６５６】
　本明細書に開示された抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、被験体の状態を治療または
予防するために有用であり、例えばアスピリンなど他の化合物と組み合わせた医薬的に有
効量の化合物を投与することを含んでいる。
【０６５７】
　本明細書に開示された抗ＴＮＦ‐アルファポリペプチドは、被験体の関節リウマチ、ク
ローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性腸症候群、多発性硬化症に関係する状態を治療または予



(149) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

防するために有用であり、例えばアスピリンなど他の化合物と組み合わせた医薬的に有効
量の化合物を投与することを含んでいる。
【０６５８】
　本発明は、本発明の化合物を単独で含む製剤の投与に限定されない。併用治療を提供す
ることは本発明の範囲内であり、その製剤を必要とする患者に、本発明の一種を超える化
合物を含む製剤を投与する。
【０６５９】
　ＴＮＦ‐アルファが介在する状態には、関節リウマチ、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎
症性腸症候群、多発性硬化症が含まれるが、これらに限定されない。
【０６６０】
　本発明で有用な化合物を医薬組成物として製剤化し、選択された投与経路、すなわち経
口、非経口、経鼻、吸入、静脈内、筋肉内、局所または皮下経路に適応する様々な剤形で
、ヒト患者または家畜などの哺乳動物宿主に投与できる。
【０６６１】
　本発明の化合物は、送達の遺伝子治療法を利用しても投与できる。例えば米国特許第５
，３９９，３４６号を参照されたい。そのすべての内容は参照により本明細書に援用され
る。送達の遺伝子治療法を利用して、本発明の化合物に対する遺伝子でトランスフェクト
した一次細胞は、特異的器官、組織、移植片、腫瘍または細胞を標的にする組織特異性プ
ロモーターでさらにトランスフェクトできる。
【０６６２】
　したがって本化合物は、不活性の希釈剤または吸収可能な食用担体などの医薬的に許容
可能なビヒクルと併用して、例えば経口投与などで全身投与してもよい。それらはハード
またはソフトシェルのゼラチンカプセルに封入、錠剤に圧縮、または患者の食事中の食物
に直接混入させてもよい。治療的経口投与では、活性化合物は１つ以上の賦形剤と組み合
わせて、また錠剤、口腔錠、トローチ、カプセル、エリキシル剤、懸濁液、シロップ、ウ
エハース等の剤形で使用してもよい。このような組成物および製剤は少なくとも０．１％
の活性化合物を含むことが好ましい。組成物と製剤のパーセンテージは無論変更してもよ
く、所与の単位剤形中、重量約２～約６０％であることが好都合である。このような治療
効果のある組成物中の活性化合物の量は有効投与量レベルが得られるような量である。
【０６６３】
　錠剤、トローチ、丸薬、カプセル等は以下のものを含んでよい：トラガカントガム、ア
カシア、コーンスターチまたはゼラチンなどの結合剤；第二リン酸カルシウムなどの賦形
剤；コーンスターチ、ポテトスターチ、アルギン酸などの崩壊剤；ステアリン酸マグネシ
ウムなどの滑剤；およびスクロース、フルクトース、ラクトースまたはアスパルテームな
どの甘味剤、あるいはペパーミント、ウィンターグリーン油またはチェリー香料などの香
味料を添加してよい。単位剤形がカプセルである場合、上記のタイプの材料の他に、植物
油またはポリエチレングリコールなどの液体担体を含んでよい。他の様々な材料は被覆剤
として、あるいはその他固形単位剤形の物理的形状を改変するように存在してよい。例え
ば、錠剤、丸薬またはカプセルは、ゼラチン、ワックス、シェラックまたは砂糖等で被覆
してよい。シロップまたはエリキシル剤は活性化合物、甘味剤としてスクロースまたはフ
ルクトース、保存料としてメチルパラベンおよびプロピルパラベン、着色料およびチェリ
ーまたはオレンジ香料などの香味料を含んでよい。無論、任意の剤形を調製するのに使用
する任意の材料は医薬的に許容可能で、決定された量で実質的に非毒性であることが好ま
しい。さらに、活性化合物は徐放性製剤および装置に組み込まれてもよい。
【０６６４】
　活性化合物は点滴または注射で静脈内または腹腔内投与してよい。活性化合物またはそ
の塩の溶液は、任意に非毒性界面活性剤と混合して、水中で調整できる。分散は、グリセ
ロール、液体ポリエチレングリコール、トリアセチンおよびそれらの混合物中で、および
油中で調製できる。保存および使用の通常条件下で、これらの製剤は、微生物の増殖を防
止するために保存料を含む。
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【０６６５】
　注射あるいは点滴に適した医薬品剤形は、滅菌された注射液または点滴液またはそれら
の散液の即席の調製に適している活性成分を含む滅菌水溶液または散液、あるいは滅菌粉
末を含むことが可能で、任意にリポソームに被包することも可能である。あらゆる場合で
、究極の剤形は滅菌してあり、流体であり、製造および保存の条件下で安定していること
が必要である。液体担体またはビヒクルは、例えば水、エタノール、ポリオール（例えば
グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコール等）、植物油、非毒
性グリセリルエステルおよびそれらの好適な混合物を含む溶媒または液体分散媒であり得
る。適度な流動性は、例えばリポソーム形成によって、散液の場合は所望の粒子径を維持
することによって、あるいは界面活性剤の使用によって維持できる。微生物の活動は、様
々な抗菌薬および抗真菌薬、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン
酸、チメロサール等で防止できる。多くの場合、等張剤、例えば糖、緩衝剤または塩化ナ
トリウムを含むことは好ましいとされている。注入可能な組成物の吸収は、吸収を遅らせ
る薬剤、例えばモノステアリン酸アルミニウムやゼラチンの組成中で使用することで延長
できる。
【０６６６】
　滅菌された注入可能な溶液は活性化合物を、上記に列挙した様々な他の成分を含む適当
な溶媒中に必要量、組み込むことによって調製し、必要に応じてその後、ろ過滅菌を行う
。滅菌された注入可能な溶液の調整用滅菌粉末の場合、調製の好ましい方法は、真空乾燥
および凍結乾燥技術であり、それら技術により事前にろ過滅菌した溶液に存在する任意の
付加的な目的成分に加えて有効成分の粉末が生成する。
【０６６７】
　局所投与では、本化合物は、その化合物だけで、すなわち液状である場合に適用してよ
い。しかしながら、組成物または製剤として、固体または液体であり得る皮膚科学的に許
容可能な担体と組み合わせて皮膚に投与することが一般的に望ましい。
【０６６８】
　有用な固体担体は、タルク、粘土、微結晶性セルロース、シリカ、アルミナ等の微粉化
した固体を含む。有用な液体担体は、水、ヒドロキシアルキル、あるいはグリコールまた
は水‐アルコール／グリコールの混合物を含み、本化合物は有効レベルで溶解または懸濁
可能で、任意に非毒性界面活性剤を援用することもある。芳香剤や付加的な抗菌薬などの
アジュバントを添加して、所与の使用に対して性質を最適化できる。得られた液体組成物
は吸収剤パッド経由で適用が可能であり、包帯や他のドレッシングに含浸させるために用
いられ、あるいはポンプ型またはエアロゾル噴霧器を用いて患部に噴霧することが可能で
ある。
【０６６９】
　合成ポリマー、脂肪酸、脂肪酸塩およびエステル、脂肪アルコール、変性セルロースま
たは変性無機材料などの増粘剤は、延展可能なペースト、ゲル、軟膏、石鹸等を形成する
液体担体とともに使用することが可能であり、使用者の皮膚に直接塗布できる。
【０６７０】
　化合物を皮膚に送達するのに使用できる有用な皮膚科学的組成物の例は当技術分野に公
知であり、例えば、Jacquetら、（米国特許第4,608,392号）、Geria（米国特許第4，992,
478号）、Smithら、（米国特許第4,559,157号）およびWortzman（米国特許第4,820,508号
）を参照されたい。
【０６７１】
　化合物の有用な投与量は、動物モデルでインビトロおよびインビボでのその活性を比較
することによって決定できる。マウスおよび他の動物での有効投与量の外挿をヒトに当て
はめる方法は当技術分野で公知であり、例えば米国特許第４，９３８，９４９号を参照さ
れたい。
【０６７２】
　概して、ローションなどの液体組成物中の化合物の濃度は、約０．１～２５重量％から
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、好ましくは約０．５～１０重量％からとされている。ゲルや粉末のような半固体または
固体組成物の濃度は、約０．１～５重量％、好ましくは約０．５～２．５重量％とされて
いる。
【０６７３】
　治療に使用するために必要な化合物あるいは活性塩またはその誘導体の量は、選択され
た特定の塩のみならず投与経路、治療条件の性質および患者の年齢と状態で変化し、最終
的には担当の内科医または臨床医の判断に委ねられるとされている。また化合物の投与量
も、標的細胞、腫瘍、組織、移植片または器官にしたがって変化する。
【０６７４】
　望ましい用量は一日、一回量で提供されること、あるいは適当な間隔、例えば２、３、
４回以上の分配用量に分けて投与することが都合がよい。分配用量自体をさらに、例えば
吸入器での複数回の吸入あるいは複数回の点眼による投与などの数回の個々に大まかな間
隔のある投与になるよう分けてもよい。
【０６７５】
　投薬計画では、長期にわたる毎日の治療が可能であった。「長期」という言葉は、少な
くとも２週間、好ましくは数週間、数ヶ月間または数年間を意味する。この投与範囲に必
要な修正は、本明細書で教示された通常実験のみを利用して当業者によって決定してもよ
い。RemingtonのPharmaceutical Sciences （Martin, E.W.、編、４）、Mack Publishing
 社、イーストン、ペンシルベニア州、を参照されたい。また投与量はどんなに複雑な場
合でも、個々の内科医によって調製できる。
【０６７６】
　本発明は、ＴＮＦ‐アルファ／ＴＮＦ‐アルファ受容体相互作用の調節因子である薬剤
を提供する。
【０６７７】
　候補薬剤は合成薬剤または薬剤の混合物、あるいは天然産物（例えば植物エキスまたは
培養液上清）でもよい。本発明に記載の候補薬剤としては、合成可能な小分子、天然エキ
ス、ペプチド、タンパク質、炭水化物、脂肪等がある。
【０６７８】
　合成または天然薬剤の大規模ライブラリーから得られた候補調節因子薬はスクリーニン
グが可能である。手段の多くは現在、サッカライド、ペプチドおよび核酸をベースにした
薬剤のランダムな合成および目的を持った合成に使用されている。合成薬剤ライブラリー
は多数の会社、Maybridge Chemical社(Trevillet、コーンウォール、UK)、Comgenex（プ
リンストン、ニュージャージー州）、Brandon Associates（メリマク、ニューハンプシャ
ー州）およびMicrosource (ニューミルフォード、コネチカット州) から入手可能である
。希有な化学ライブラリーはAldrich（ミルウォーキー、ウィスコンシン州）から入手可
能である。組み合わせたライブラリーは入手可能であり調製可能である。あるいは、細菌
、真菌、植物および動物のエキスの形態での天然薬剤のライブラリーは、例えばPan研究
所（ボセル、ワシントン州）またはMycoSearch (ノースカロライナ州)から入手可能であ
り、あるいは当技術分野で公知の方法で容易に生産可能である。また、天然の、および合
成したライブラリーならびに薬剤は、従来の化学的、物理学的および生化学的手段によっ
て容易に改変する。
【０６７９】
　有用な薬剤は多数の化学的分類群中で見られる場合がある。有用な薬剤は有機薬または
小分子有機薬である場合がある。小分子有機薬の分子量は、５０Daを超え、約２，５００
Da未満、好ましくは約７５０Da未満、さらに好ましくは約３５０Da未満である。分類群の
好ましい例としては、複素環、ペプチド、サッカライド、ステロイド等がある。薬剤は改
変して、有効性、安定性、医薬的適合性等を促進してよい。薬剤の構造的同定は、付加的
薬剤を同定、産生またはスクリーニングするために利用してよい。例えばペプチド薬を同
定する場合、ペプチド薬はD‐アミノ酸、特にD‐アラニンなどの非天然アミノ酸を使用す
るなど安定性を促進するために様々な方法で改変してよく、それはアミノ末端またはカル
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ボキシル末端を官能基化、例えばアミノ基にはアシル化またはアルキル化、ならびにカル
ボキシル基にはエステル化またはアミド化等することによって可能となる。 
【０６８０】
　一次スクリーニングでは、本発明に記載の候補薬剤の有用な濃度は約１０ｍＭから約１
００μＭ 以上（すなわち１ｍＭ、１０ｍＭ、１００ｍＭ、１Ｍ等）である。一次スクリ
ーニング濃度は上限として使用され、二次スクリーニングまたは濃度曲線の産生のために
半対数の間隔で（例えば９つの追加の濃度で）一次スクリーニング濃度を減少させること
によって付加的濃度が決定される９つの付加的濃度とともに使用されている。
【０６８１】
　本発明に記載のハイスループットスクリーニングキットは、好ましくは濃度１μＭ～１
ｍＭの範囲にあるポリペプチドの存在下でＴＮＦ－アルファと相互作用することによって
、ＴＮＦ－アルファ／ＴＮＦ－アルファ受容体相互作用を調節する薬剤を検出するのに必
要な全ての手段および媒体を含んでいる。
【０６８２】
　該キットは以下のものを含む：マイクロタイタープレート、より好ましくは９６ウェル
マイクロタイタープレートなどの固体支持体上のキットにしたがって増殖する、ＴＮＦ－
アルファをコードするヌクレオチド配列を含み発現する本発明の組み替え細胞であり、こ
れは特に国際公開第00/02045に記載された当業者に公知の方法にしたがったものである。
あるいは、ＴＮＦ－アルファは、例えば９６ウェルマイクロタイタープレートに固定され
た精製された形態で当業者によって供給される。あるいは、ＴＮＦ－アルファは、例えば
９６ウェルマイクロタイタープレートに予め固定されたキットで供給される。ＴＮＦ－ア
ルファは、全ＴＮＦ－アルファでも、またはその断片でもよい。
【０６８３】
　濃度約１μＭ～１ｍＭ以上の本発明に記載の調節因子薬剤は、適当な濃度の抗ＴＮＦ－
アルファポリペプチド、その相同配列、その機能部分またはその相同配列の機能部分の存
在下で規定のウェルに添加する。前記ポリペプチドの前記濃度は、１μＭ～１ｍＭの範囲
にあることが好ましい。キットは１つ以上の本発明の抗ＴＮＦ－アルファポリペプチドを
含んでよい。
【０６８４】
　結合アッセイは本明細書にすでに開示された方法に従って行い、その結果を、例えば抗
ＴＮＦ－アルファポリペプチド、その相同配列、その機能部分またはその相同配列の機能
部分に結合するＴＮＦ－アルファのベースラインレベルと比較する。しかし調節因子薬剤
は添加しない。（例えば）調節因子が無い活性レベルと比べて、ＴＮＦ－アルファ‐ポリ
ペプチド結合が少なくとも２倍、好ましくは５倍、さらに好ましくは１０倍、最も好まし
くは１００倍以上増加または減少するウェルを、さらに分析するために選ぶ。
【０６８５】
　本発明は、ＴＮＦ－アルファ／ＴＮＦ－アルファ受容体結合の調節因子をスクリーニン
グをするのに有用な他のキット、ならびにＴＮＦ－アルファの機能障害によって特徴づけ
られる障害を診断するのに有用なキットを提供する。また本発明は、障害の調節因子をス
クリーニングするのに有用なキット、ならびにそれらの診断、ＴＮＦ－アルファを含む１
つ以上の工程によって特徴づけられる前記障害のためのキットを提供する。本発明にした
がって有用なキットは単離したＴＮＦ－アルファを含むことが可能である。あるいは、ま
たはさらに、キットは形質転換されＴＮＦ－アルファを発現する細胞を含むことができる
。さらなる実施態様では、本発明に記載のキットはＴＮＦ－アルファをコードするポリヌ
クレオチドを含むことが可能である。別のさらなる実施態様では、本発明に記載のキット
はＴＮＦ－アルファの増幅に有用な特異性プライマーを含んでよい。本発明にしたがって
有用なキットは、単離したＴＮＦ－アルファポリペプチド、その相同体またはその機能部
分を含むことが可能である。本発明に記載のキットは、形質転換され前記ポリペプチドを
発現する細胞を含むことが可能である。キットは一種以上のポリペプチドを含んでよい。
さらなる実施態様では、本発明に記載のキットは、ＴＮＦ－アルファをコードするポリヌ
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クレオチドを含むことが可能である。別のさらなる実施態様では、本発明に記載のキット
は、例えばＴＮＦ－アルファなどの巨大分子の増幅に有用な特異性プライマーを含んでよ
い。本発明に記載のキットはすべて、規定のアイテムまたはアイテムの組み合わせ、およ
び必然的に包装材料を含むとされている。またキットは使用説明書を含むものである。
【０６８６】
　さらに、本発明のナノボディの上述した１つ以上のＣＤＲを他の「足場」に「移植」で
きることは当業者にとって明らかなことであり、これはヒト足場または非免疫ブロブリン
足場も含むが、これらに限定されるものではない。このようなＣＤＲ移植に好適な足場お
よび技術は当業者に明らかであり、当技術分野に公知である。例えば、米国特許出願第7
，180,370号、国際公開第01/27160号、欧州特許第0 605 522号、欧州特許第0 460 167号
、米国特許出願第7,054,29７号、Nicaiseら、Protein Science（2004年）、13：1882-189
1；Ewertら、Methods、2004年10月；34（2）：）：773-783；O'BrienおよびJones、Metho
ds Mol. Biol.2003年：207：81-100；およびSkerra、J. Mol. Recognit、2000年：13：16
7-187、およびSaerensら、J. Mol. Biol.、2005年9月23；352（3）：597-607、および本
明細書で引用された別の参考文献を参照されたい。例えば、マウスまたはラットのＣＤＲ
をヒト骨格および足場に移植する自体公知の技術は、１つ以上の本発明のナノボディのＣ
ＤＲおよび１つ以上のヒト骨格領域または配列を含むキメラタンパク質を提供する類似し
た方法で利用可能である。
【０６８７】
　したがって他の実施態様では本発明は、本発明のナノボディの、本明細書に記載したＣ
ＤＲ１配列、ＣＤＲ２配列およびＣＤＲ３配列からなる群から選択された少なくとも１つ
のＣＤＲ配列を有するキメラポリペプチドを含む。好ましくは、このようなキメラポリペ
プチドは、本発明のナノボディの、本明細書に記載したＣＤＲ３配列から成る群から選択
した少なくとも１つのＣＤＲ配列を含み、および任意に、本発明のナノボディの、本明細
書に記載したＣＤＲ１配列およびＣＤＲ２配列から成る群から選択した少なくとも１つの
ＣＤＲ配列も含む。例えば、このようなキメラポリペプチドは、本発明のナノボディの、
本明細書に記載したＣＤＲ３配列から成る群から選択した１つのＣＤＲ配列、本発明のナ
ノボディの、本明細書に記載したＣＤＲ１配列から成る群から選択した１つのＣＤＲ配列
、および本発明のナノボディの、本明細書に記載したＣＤＲ１配列およびＣＤＲ２配列か
ら成る群から選択した１つのＣＤＲ配列を含んでよい。本発明のナノボディに好適な、本
明細書に記載のＣＤＲの組み合わせは、通常これらのキメラポリペプチドにも好適である
とされている。
【０６８８】
　前記キメラポリペプチドでは、ＣＤＲはさらなるアミノ酸配列と結合、および／または
アミノ酸配列を介して互いに結合してよい。ここでは前記アミノ酸配列は、骨格配列とし
て作用する、またはＣＤＲを表す足場を一緒になって形成する骨格配列またはアミノ酸配
列であることが好ましい。参照を、最後のパラグラフに記述された先行技術に対して再度
提供する。１つの好ましい実施態様にしたがって、アミノ酸配列は、ヒト骨格配列、例え
ばＶＨ３骨格配列である。しかしながら、非ヒト、合成、半合成または非免疫グロブリン
骨格配列も使用してよい。好ましくは、使用の骨格配列は以下のようなものである：（１
）キメラポリペプチドは、ｘｘｘｘに結合可能である、すなわち少なくとも１％、好まし
くは少なくとも５％、より好ましくは少なくとも１０％のアフィニティー、例えば少なく
とも２５％、および５０％まで、あるいは９０％以上の対応する本発明のナノボディのア
フィニティーを持つ；（２）キメラポリペプチドは医薬品としての使用に適している；お
よび（３）キメラポリペプチドは本質的に、それが医薬品として使用（すなわち適応、投
与法、有効量および治療計画）されるように意図された条件（それは本質的に本発明のナ
ノボディの使用に対して本明細書で記述した条件に類似していてよい）下で非免疫原性で
あることが好ましい。
【０６８９】
　非限定的な一実施態様にしたがって、キメラポリペプチドは、少なくとも１つの骨格配
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列を介して結合している（上述した）少なくとも２つのＣＤＲ配列を含んでおり、好まし
くは該２つのＣＤＲ配列のうち少なくとも１つは、ＣＤＲ１またはＣＤＲ２配列である他
のＣＤＲ配列と結合しているＣＤＲ３配列である。好ましいが限定的ではない実施態様に
従って、キメラポリペプチドは、少なくとも２つの骨格配列を結合している（上述した）
少なくとも２つのＣＤＲ配列を含んでおり、好ましくは該３つのＣＤＲ配列のうち少なく
とも１つは、ＣＤＲ１またはＣＤＲ２配列、好ましくは１つのＣＤＲ１配列および１つの
ＣＤＲ２配列である他の２つのＣＤＲ配列と結合しているＣＤＲ３配列である。１つの特
に好ましいが限定的ではない実施態様に従って、キメラポリペプチドは、構造ＦＲ１'‐
ＣＤＲ１‐ＦＲ２'‐ＣＤＲ２‐ＦＲ３'‐ＣＤＲ３‐ＦＲ４'を有し、ここではＣＤＲ１
、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３は本発明のナノボディのＣＤＲに対して本明細書で規定してお
り、ＦＲ１'、ＦＲ２'、ＦＲ３'およびＦＲ４'は骨格配列である。ＦＲ１'、ＦＲ２'、Ｆ
Ｒ３'およびＦＲ４'は特に、それぞれ（ＶＨ３配列などの）ヒト抗体の骨格１、骨格２、
骨格３および骨格４配列および／またはこのような骨格配列の一部断片であってよい。構
造ＦＲ１'‐ＣＤＲ１‐ＦＲ２'‐ＣＤＲ２‐ＦＲ３'‐ＣＤＲ３‐ＦＲ４'を有するキメラ
ポリペプチドの一部または断片も使用可能である。このような一部または断片は前述のパ
ラグラフに設定された基準を満たすものであることが好ましい。
【０６９０】
　本発明はまた、このようなキメラポリペプチドを含む、および／または本質的にこのよ
うなキメラポリペプチドから成るタンパク質およびポリペプチドに、このようなタンパク
質またはポリペプチドをコードする核酸に、このようなタンパク質およびポリペプチドを
調製する方法に、このようなタンパク質またはポリペプチドを発現する、または発現可能
な宿主細胞に、組成物、および特にこのようなタンパク質またはポリペプチド、核酸また
は宿主細胞を含む医薬的組成物に関係しており、また、特に予防、治療または診断目的で
の、例えば本明細書で記述された予防、治療または診断目的での、このようなタンパク質
またはポリペプチド、このような核酸、このような宿主細胞および／またはこのような組
成物の使用にも関係している。例えば、このようなタンパク質、ポリペプチド、核酸、方
法、宿主細胞、組成物および使用は本発明のナノボディに対して本明細書に記載されたタ
ンパク質、ポリペプチド、核酸、方法、宿主細胞、組成物および使用と類似のものであっ
てよい。
【０６９１】
　本発明のナノボディが上述の好ましいＣＤＲ配列よりも１つ以上多くＣＤＲを含んでい
る場合、これらのＣＤＲ配列は好適な（すなわち本明細書に記載の目的に適した）ＣＤＲ
配列であることが可能であり、および／または、これらのＣＤＲ配列は、例えば（好まし
い）ナノボディ、通常抗体由来（および特にヒト抗体由来）のＶＨドメイン、重鎖抗体、
（通常ヒト４鎖抗体などの）通常４鎖抗体、またはＴＮＦに対して指向性を有する他の免
疫グロブリン配列から自体公知の任意の方法で得ることが可能である。ｘｘｘｘに対して
指向性を有するこのような免疫グロブリン配列は、当業者に明らかであるとされているの
で、すなわちＴＮＦで免疫化することによって、またはＴＮＦで免疫グロブリン配列の好
適なライブラリーをスクリーニングすることで、あるいは好適なそれらの組み合わせによ
って、自体公知の方法で生成することが可能である。任意にその後、ランダムな、または
部位特異的な変異誘発などの技術、および／または自体公知のアフィニティー変異のため
の他の技術を行ってもよい。このような免疫グロブリン配列を生成する好適な技術は当業
者に明らかであり、例えばHoogenboom、Nature Biotechnology、23、9、1105-1116（2005
年）で概説されたスクリーニング技術がある。指定の標的に対する免疫グロブリンを生成
する他の技術には、例えばナノクローン技術（例えば未公開の米国特許仮出願60/648，92
2に記載されている）、いわゆるＳＬＡＭ技術（例えば欧州特許出願第0 542 810に記載さ
れている）、ヒト免疫グロブリンを発現するトランスジェニックマウスの使用または公知
のハイブリドーマ技術（例えばLarrickら、Biotechnology、7巻、1989年、p．934を参照
）がある。これらの技術をすべて使用してＴＮＦに対する免疫グロブリンを生成すること
が可能であり、このような免疫グロブリンのＣＤＲは本発明の、すなわち上記に概説した
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ナノボディ中で使用が可能である。例えば、このようなＣＤＲの配列は決定、合成および
／または単離、および（例えば、対応する未変性のＣＤＲを置換するために）本発明のナ
ノボディの配列に挿入することが可能であり、すべては本明細書に記載さしているような
自体公知の技術を使用している。あるいは、このようなＣＤＲを含む本発明のナノボディ
（またはこのようなＣＤＲをコードする核酸）は、本明細書に記述した技術を再度使用し
てデノボ合成することが可能である。
【実施例１】
【０６９２】
ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミン特異性ナノボディの同定
　拮抗ナノボディは、週間隔で１００μｇのサイトカインを６回注入することで、ヒトＴ
ＮＦ‐アルファで免疫化した２頭のラマ（Llama glama）で同定した。競合アッセイでス
クリーニングを行い、標識ＴＮＦ‐アルファのその受容体への結合の阻害能について個々
のナノボディを分析した。アルブミン特異性ナノボディは、ヒト血清アルブミンで免疫化
したラマから同定した。ヒト、アカゲザルおよびマウスアルブミンにおいて、ＥＬＩＳＡ
で個々のナノボディをスクリーニングし、様々な種の血清アルブミンと交差反応するナノ
ボディのパネルが得られた。
【実施例２】
【０６９３】
　単離したナノボディの配列分析
　マトリックスをスコア化するＢＬＯＳＵＭ６２およびカットオフ値が≧６０％である一
致度を利用して、配列分析（図１）に基づいて、様々なクラスのナノボディ：クラスＩ（
ＰＭＰ１Ｃ２、ＰＭＰ１Ｇ１１、ＰＭＰ１Ｈ６）、クラスＩＩ(ＰＭＰ１Ｇ５、ＰＭＰ１
Ｈ２、ＰＭＰ３Ｇ２)、クラスＩＩｂ(ＰＭＰ１Ｄ２)、クラスＩＩＩ(ＰＭＰ３Ｄ１０、Ｐ
ＭＰ５Ｆ１０)を同定した。表８には、これらのＴＮＦ‐アルファナノボディの配列（配
列番号５２～６０）が収載されている。
【０６９４】
　配列分析（図２）に基づいて、様々なクラスの血清アルブミンナノボディを、マトリッ
クスをスコア化するＢＬＯＳＵＭ６２およびカットオフ値が≧６０％である一致度を利用
して同定した。表８には、これらの血清アルブミンナノボディの配列（配列番号６１～６
７）が収載されている。
【実施例３】
【０６９５】
　Ｂｉａｃｏｒｅ分析
ＴＮＦ‐アルファ
　ＴＮＦ‐アルファへのナノボディの結合を、Ｂｉａｃｏｒｅ３０００の機器では表面プ
ラズモン共鳴で特徴づけた。反応単位が２５０に達するまで、様々な種由来のＴＮＦをア
ミン結合を介してＣＭ５センサーチップ表面に共有結合させた。残留した反応群を不活性
化した。ナノボディ結合を一種類の濃度（１／１０００希釈）で評価した。チップ結合抗
原に対する結合を可能にするために４５μｌ／ｍｉｎの流速で４分間、各ナノボディを注
入した。結合ナノボディの自然解離を可能にするために同じ流速で４時間、ナノボディを
有しない結合バッファーをチップにて送った。様々なナノボディについて得たセンサグラ
ムからＫｏｆｆ値を算出した。
【０６９６】
　ナノボディの各クラスのうち、未精製プロテインをＢｉａｃｏｒｅで分析した。Ｋｏｆ

ｆのデータは表９に収載されている。
【０６９７】
　各クラスの代表的ナノボディを、Ｋｏｆｆ値に基づくさらなる分析のために維持した。
クラスＩにはＰＭＰ１Ｃ２（ＴＮＦ１）を選択した；クラスＩＩの代表としてＰＭＰ１Ｇ
５（ＴＮＦ２）を選択した；クラスＩＩＩの代表としてＰＭＰ５Ｆ１０（ＴＮＦ３）を選
択した。
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【０６９８】
血清アルブミン
　結合を上述のようにアッセイした。その際例外として希釈は１／２０とした。図３、４
および５は、未精製タンパク質を使用した、アルブミン特異性ＴＮＦ‐アルファナノボデ
ィ対ヒト、アカゲザルおよびマウス血清アルブミンのスクリーニングを説明している。
【０６９９】
　ナノボディはＫｏｆｆ値にしたがってランク付けしている。下の表ＩＩＩを参照：
【表ＩＩＩ】

【０７００】
　ファミリーＣおよびファミリーＢのメンバーについて、最良のＫｏｆｆを得た。それら
のファミリーのメンバーについて、マウス、ヒトおよびアカゲザル血清アルブミン間の交
差反応も見られた。クラスＢおよびＣから得た代表的ナノボディを、さらなる分析のため
に規定した：ＰＭＰ６Ａ６（ＡＬＢ１）をクラスＢの代表として選択し、ＰＭＰ６Ａ８（
ＡＬＢ２）をクラスＣの代表として選択した。
【実施例４】
【０７０１】
　ｐＡＸ０５１における一価ナノボディのクローニング
大腸菌発現ベクターの説明
　ｐＡＸ０５１はｐＵＣ１９の誘導体である。それはＩＰＴＧを利用して発現の誘導の制
御を可能にするＬａｃＺプロモーターを含む。ベクターはアンピシリンまたはカルベニシ
リンに対する耐性遺伝子を有する。マルチクローニングサイトはいくつかの制限部位を収
容しており、制限部位のSfiIおよびBstEIIは頻繁にNanobody（商標）のクローニングに使
用されている。ＮＢをコードする配列を有するフレームでは、ベクターはＣ末端ｃ‐ｍｙ
ｃタグおよび（Ｈｉｓ）６タグをコードする。シグナルペプチドは、発現したNanobody（
商標）をペリプラズムに移動させるｇｅｎ３リーダー配列である。
【０７０２】
　選択されたナノボディＴＮＦ１（ＰＭＰ１Ｃ２）、ＴＮＦ２（ＰＭＰ１Ｇ５）、ＴＮＦ
３　（ＰＭＰ５Ｆ１０）、ＡＬＢ１（ＰＭＰ６Ａ６）およびＡＬＢ２（ＰＭＰ６Ａ８）を
コードするＤＮＡはｐＡＸ０５１中でクローン化され、構造物はＴＧ１エレクトロコンピ
テント細胞に形質転換した。クローンをＰＣＲ挿入部分について分析し、ヌクレオチド配
列は４つの陽性クローンから決定した。グリセロールのストックを、正しい配列を含むク
ローンから調製し、－８０℃で保存した。
【実施例５】
【０７０３】
一価ナノボディの発現
　各ナノボディを発現するクローンの単一コロニーを植菌し、３７℃でLuria培地、アン
ピシリン／カルベニシリン（１００μｇ／ｍｌ）および２%グルコース中で前培養を開始
し一晩行った。この前培養を利用し植菌を行った。植菌材料は１% （ｖ／ｖ）の生産培養
物（ＴＢ培地＋アンピシリン／カルベニシリン＋０．１％グルコース）である。生産培養
物は、６００ｎｍ でのＯＤ値が５～１０に到達するまで３７℃で培養し、ＩＰＴＧ（１
ｍＭの終濃度）を添加してナノボディ発現を誘導した。タンパク質発現を、４時間３７℃
あるいは一晩２８℃のいずれかで継続可能にし、その時点で細胞を遠心分離により回収し
、湿細胞ペーストとして－２０℃で保存する。
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【０７０４】
　－２０℃で保存した湿細胞ペーストの調製ペリプラズム抽出物を、ペレットをＰｅｒｉ
バッファー（５０ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨを８．０に調整）
に再懸濁し、混合物を４℃で３０分間ローテーターに供し、調製遠心分離機（Ｈ－６００
０Ａローターを備えたＳｏｒｖａｌｌ　ＲＣ－３Ｃ　Ｐｌｕｓ）を利用して該混合物を遠
心分離することによって作製し、細胞をペレット化する。ペリプラズム空間の粗抽出物で
ある上清は、さらなる精製のために回収する。
【０７０５】
　Ｈｉｓ（６）タグ化ナノボディは、固定化金属アフィニティークロマトグラフィー（Ｉ
ＭＡＣ）で精製する。TALON樹脂（Clontech）はメーカーの使用説明書にしたがって処理
する。該抽出物は該樹脂とともに３０分間ローテーター上で室温にてインキュベートする
。樹脂はＰＢＳで洗浄し、カラムに移す。封入された樹脂を１５ｍＭのイミダゾールで洗
浄する。ナノボディを、１５０ｍＭのイミダゾールを用いてカラムから溶出する。溶出し
た画分をHybond 膜にスポットし、ポンソーで視覚化して分析する。タンパク質を含む画
分を貯め、ＰＢＳに対して透析する。透析タンパク質を回収し、ろ過滅菌し、濃度を決定
し、アリコートで－２０℃で保存する。
【実施例６】
【０７０６】
一価ＴＮＦ‐アルファナノボディの特徴付け
　ヒト生殖系配列に対する相同性
　表１０に示されたとおり、ナノボディアミノ酸配列をヒト生殖系配列と比較した。ヒト
配列に対する相同性の順序では、ナノボディは以下のような：ＴＮＦ‐アルファナノボデ
ィについては、ＴＮＦ１＞ＴＮＦ２＞ＴＮＦ３であり；血清アルブミンナノボディについ
ては、ＡＬＢ１＞ＡＬＢ２である。
【実施例７】
【０７０７】
　発現レベル
　発現レベルを算出し、表１１に示した。収率の順序では、ナノボディは以下のような位
置づけである：ＴＮＦ‐アルファナノボディについては、ＴＮＦ１＞ＴＮＦ２＞ＴＮＦ３
であり；血清アルブミンナノボディについては、ＡＬＢ１＞ＡＬＢ２である。
【実施例８】
【０７０８】
　ＳＤＳ－Ｐａｇｅ分析
　純度の決定には、タンパク質試料を１５%のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで分析した。１０μl
 のLaemmliサンプルバッファーを１０μl（１ug）の精製タンパク質に添加し、試料は９
５℃で１０分間加熱し、冷却し、１５%のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに添加した。標準法にし
たがってゲルを処理し、クマシーブリリアントブルー（ＣＢＢ）で染色した。図６は、Ｔ
ＮＦ‐アルファ特異性および血清アルブミン特異性ナノボディに関するＳＤＳ－ＰＡＧＥ
を示す。
【実施例９】
【０７０９】
　ウエスタンブロット分析
　１００ngの精製タンパク質をゲル上に添加した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥに続いて、タンパク
質を、Mini Trans-Blot（登録商標）電気泳動転写細胞（Biorad）を使用したニトロセル
ロース膜に移した。膜はＰＢＳ、１%カゼイン中で一晩４℃でブロッキングした。
　構造物はすべてｃ－ｍｙｃタグに融合したので、マウスモノクローナル抗ｍｙｃ抗体を
検出ツールとして使用した。さらに、ウサギポリクローナル抗ナノボディ（Ｒ２３）を検
出ツールとして使用した。１／２０００に希釈した抗ｍｙｃ抗体を含むＰＢＳまたは１／
２０００に希釈した抗ナノボディ抗体を含むＰＢＳおよび１%カゼイン中で、ブロットを
攪拌しながら室温で１時間インキュベートした。膜をＰＢＳ中で５回洗浄し、その後二次
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抗体を添加した（１／１０００に希釈したウサギ抗マウスＩｇＧアルカリホスファターゼ
複合体、Sigma、Ａ１９０２を含むＰＢＳ、あるいはヤギ抗ウサギＩｇＧアルカリホスフ
ァターゼ複合体、Sigma、Ａ８０２５、および１%カゼイン）。室温で１時間軽く攪拌しな
がらインキュベートした後、膜をＰＢＳ中で５回洗浄した。ブロットをＢＣＩＰ／ＮＢＴ
溶液を使用して展開し、バンドが鮮明に見えるようになったときに、ブロットをｍｉｌｌ
ｉＱ水で洗浄することで反応を停止した。図７はウエスタンブロット分析を示している。
【実施例１０】
【０７１０】
　ＥＬＩＳＡヒトおよびアカゲザルＴＮＦ‐アルファへの結合
　ＥＬＩＳＡを行い、ヒトおよびアカゲザルＴＮＦ‐アルファへの結合を試験した。９６
ウェルのMaxisorpプレートを、２μｇ／ｍｌのニュートラアビジンを含むＰＢＳ中で４℃
で一晩、コーティングした。１％のカゼインで２時間、室温でプレートをブロッキングし
た。ビオチン化ＴＮＦ‐アルファ（４００ｎｇ／ｍｌ）をウェルに添加し、１時間、室温
でインキュベートした。ナノボディ試料を、開始時は２μｇ／ｍｌで、次いで１：３の希
釈度で希釈した。マウス抗ｍｙｃ（１／２０００希釈）およびウサギ抗マウスアルカリホ
スファターゼ（１／２０００希釈、Sigma、A1902）ならびに基質としてｐＮＰＰ（２ｍｇ
／ｍｌ）を使用してナノボディを検出した。図９および１０は、ヒトおよびアカゲザルＴ
ＮＦ‐アルファに対するＥＬＩＳＡにおける結合性を示している。
【０７１１】
　結果を表１２に要約する。ＴＮＦ１およびＴＮＦ３はヒトおよびアカゲザルＴＮＦ‐ア
ルファの両方に結合していることが分かる。ＴＮＦ２はヒトＴＮＦ‐アルファには結合す
るがアカゲザルＴＮＦ‐アルファには弱い反応しか示さない。
【実施例１１】
【０７１２】
受容体阻害アッセイ
　受容体‐リガンド相互作用の阻害能を、アカゲザルおよびヒトＴＮＦ‐アルファで分析
した。９６ウェルのMaxisorpプレートを、２μｇ／ｍｌのエンブレルを含むＰＢＳ中で４
℃で一晩、コーティングした。１％のカゼインで２時間、室温でプレートをブロッキング
した。ナノボディ試料を、ビオチン化ＴＮＦ‐アルファ（１０ｎｇ／ｍｌ）とともに室温
で３０分間プレインキュベートし、この際開始時は濃度５μｇ／ｍｌで、次いで１：２の
希釈度で行った。試料はプレートに添加し、１時間、室温でインキュベートした。Extrav
idinアルカリホスファターゼ（１／２０００希釈）および基質としてｐＮＰＰ（２ｍｇ／
ｍｌ）を使用してビオチン化ＴＮＦ‐アルファを検出した。図１１および１２は、ヒトお
よびアカゲザルＴＮＦ‐アルファに対する阻害ＥＬＩＳＡを示している。結果を表１３に
要約する。ＴＮＦ１およびＴＮＦ３についてリガンド／受容体結合の阻害は、ヒトおよび
アカゲザルの両ＴＮＦで見られるのに対して、ＴＮＦ２はヒトＴＮＦ‐アルファのみ阻害
している。
【実施例１２】
【０７１３】
　Ｂｉａｃｏｒｅ分析
ＴＮＦ‐アルファ結合
　実施例３に記載のとおり分析を行った。図１３および１４は、Ｂｉａｃｏｒｅ分析によ
り、ヒトおよびアカゲザルＴＮＦ‐アルファへの結合性を説明している。結果を表１４に
要約する。Ｂｉａｃｏｒｅでの結合性実験はＥＬＩＳＡの結果：ＴＮＦ１およびＴＮＦ３
についての交差反応結合を裏付けるものであり、一方ＴＮＦ２はヒトＴＮＦ‐アルファに
のみ顕著に結合する。
【０７１４】
血清アルブミン
　結合を上述のようにアッセイした。その際例外として一連の異なる濃度で行った。チッ
プ結合抗原に対する結合を可能にするために４５μｌ／ｍｉｎの流速で４分間、各濃度を
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注入した。結合ナノボディの解離を可能にするために同じ流速で、分析物を有しない結合
バッファーをチップにて送った。１５分後、再生液（２５ｍＭのＮａＯＨ）を注入して残
存している結合分析物を除去した。
【０７１５】
　各分析物の様々な濃度について得たセンサグラムから、平衡状態に達したとき、安定状
態アフィニティーを介してＫＤ値を算出した。
【０７１６】
　結果を表１５に要約する。ＡＬＢ１およびＡＬＢ２の両方に交差反応が見られる。ヒト
およびアカゲザルＴＮＦ‐アルファに対して、ＡＬＢ２でアフィニティーが最も高かった
。しかしながら、ＡＬＢ１でファクター１２の差異が見られたが、ヒト／アカゲザル対マ
ウス血清アルブミンに対するアフィニティーの差異はＡＬＢ２（ファクター４００）でさ
らに明らかである。
【実施例１３】
【０７１７】
　バイオアッセイ
　選択されたナノボディの抗ＴＮＦ‐アルファ活性を測定するため、ＴＮＦ‐アルファ感
受性マウス線維芽細胞系Ｌ９２９を使用した。培養液中、ＴＮＦ‐アルファが十分に高い
濃度、すなわち毒性用量の場合、Ｌ９２９細胞は壊死する。ＴＮＦ‐アルファとその受容
体の相互作用の阻害は、細胞に混合物を添加する前に、一連の抗体希釈物を細胞毒性濃度
のＴＮＦ‐アルファとともにプレインキュベートすることによって判定した。培養液がア
クチノマイシンＤを含んでいれば、細胞はＴＮＦ‐アルファに対してさらに感受性になり
、遊離ＴＮＦ‐アルファに対するバイオアッセイの感受性が高まる。
【０７１８】
　Ｌ９２９細胞を培養密度に近くなるまで増殖させ、９６ウェルマイクロタイタープレー
トに、１ウェル当り細胞５０００個をプレートアウトし、一晩インキュベートした。アク
チノマイシンＤを、終濃度１μｇ／ｍｌ で細胞に添加した。試験されるナノボディの段
階的希釈物は細胞毒性濃度のＴＮＦ‐アルファと混合した（最終アッセイ濃度は０．５ｎ
ｇ／ｍｌまたは１５ＩＵ／ｍｌ）。３７℃で少なくとも３０分間インキュベートした後、
この混合液を、プレートに播種した細胞に添加した。プレートを３７℃で２４時間、５％
のＣＯ２雰囲気下でインキュベートした。テトラゾリウム塩ＷＳＴ‐１を使用し細胞生存
を判定した。用量反応曲線およびＥＣ５０値をGraphpad Prismで算出した。
【０７１９】
ヒトおよびアカゲザルＴＮＦ‐アルファについて結果を表１６に要約する。細胞毒性活性
を中和するそれらの作用強度に基づいて、分子は以下のような位置づけである：ヒトＴＮ
Ｆ‐アルファについては、ＴＮＦ３＞ＴＮＦ１＞ＴＮＦ２であり；アカゲザルＴＮＦ‐ア
ルファについては、ＴＮＦ１＝ＴＮＦ３＞ＴＮＦ２である。
【実施例１４】
【０７２０】
　プロテインＡ結合
　図１４は、実施例１２で記述したとおりＢｉａｃｏｒｅで分析したプロテインＡ結合を
示している。陽性結合をＴＮＦ１、ＴＮＦ２、ＡＬＢ１について得た。ＴＮＦ３およびＡ
ＬＢ２については、結合は存在しないか、あるいは弱いものであった。
【実施例１５】
【０７２１】
温度安定性
　試料を２００μｇ／ｍｌで希釈し、５００μｌ の８つのアリコートに分注した。異な
るバイアルをインキュベートし、各々室温から９０℃まで所与の温度でインキュベートし
た。処理後、試料を室温で２時間冷却し、４℃で保った。沈殿物を１４，０００ｒｐｍで
３０分間遠心分離して除去した。ＳＮを注意深く除去し、さらに分析した。
【０７２２】
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２８０ｎｍでのＯＤ
　２８０ｎｍでのＯＤを測定し、濃度を算出した。結果を表１７に要約する。ＴＮＦ２お
よびＴＮＦ３については、８０℃でタンパク質含有量の減少が始まり、一方ＡＬＢ２につ
いては、７０℃から減少が始まった。
【０７２３】
ウエスタンブロット
　２μｇの処理タンパク質を１５％のＳＤＳ‐ＰＡＧＥで分離し、ニトロセルロース膜に
写し、上述のように処理した。ポリクローナル抗ナノボディ（Ｒ２３、１／２０００希釈
）および抗ウサギおよびウマのダイコンペルオキシダーゼ（ＤＡＫＯ、Ｐ０４４８、１／
２０００希釈）を使用し検出を行った。図１５はウエスタンブロット分析を示す。７０、
８０および９０℃で処理したＡＬＢ２について、タンパク質濃縮中で透明な液滴が見られ
た。７０、８０および９０℃で処理したＴＮＦ１について；９０℃で処理したＴＮＦ３に
ついて；９０℃で処理したＡＬＢ１について、凝集が依然として見られ、このことは、Ｓ
Ｎが依然として微量の沈殿物を含んでいることを意味し、２８０ｎｍでのＯＤの読み出し
が高めになってしまうことになる。このことは、これら高めの温度で処理したＴＮＦ１、
ＴＮＦ３およびＡＬＢ１について２８０ｎｍでのＯＤで測定したタンパク質濃度が何故減
少しないかを説明している。
【０７２４】
ＥＬＩＳＡ
　ヒトＴＮＦ‐アルファへの結合を検出するＥＬＩＳＡを、実施例１０に記述したとおり
に基本どおりに行った。結果を図１６に示す。ＴＮＦ１、ＴＮＦ２およびＴＮＦ３に対す
る、ヒトＴＮＦ‐アルファ結合は８０℃で減少し始める。
【０７２５】
バイオアッセイ
　実施例１３に記述したとおりにバイオアッセイを行った。結果を表１８に要約する。Ｔ
ＮＦ１について、ナノボディの作用強度は７０℃で減少し始め、ＴＮＦ２およびＴＮＦ３
については８０℃で減少し始める。
【０７２６】
Ｂｉａｃｏｒｅ
　実施例１２に記述したとおりにヒト血清アルブミンへの結合を判定した。濃度は一定に
固定した（１：５０希釈）。結果を図１７に示す。ＡＬＢ１については、温度処理は血清
アルブミンに対する結合に影響を及ぼしていない。ＡＬＢ２については、７０℃から処理
はｋｏｎに影響し始めた。
【実施例１６】
【０７２７】
二価ナノボディ
　二価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの設定
　ＴＮＦ１、ＴＮＦ２およびＴＮＦ３を二価ナノボディに向くように設定した。２つの構
成要素の間にあるスペーサーとして、９ＡＡ　ＧｌｙＳｅｒ リンカー（表１９　配列番
号６８）または３０ＡＡ　ＧｌｙＳｅｒ リンカー（表１９　配列番号６９）のいずれか
を使用した。これは、表２０に表される構造物を生成した。表１９には、これら二価ＴＮ
Ｆ‐アルファナノボディ（配列番号７０～７５）の配列が収載されている。
【実施例１７】
【０７２８】
　二価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの発現
　実施例５に記述したとおりに発現を行った。Ｈｉｓ（６）‐タグ化ナノボディを固定化
金属アフィニティクロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）で精製した。Ｎｉ‐ＮＴＡ樹脂（Qiag
en）をメーカーの使用説明書にしたがって処理した。抽出物を樹脂とともにインキュベー
トし、ローテーター上で室温で３０分間インキュベートした。樹脂をＰＢＳで洗浄しカラ
ムに移した。封入した樹脂をＰＢＳ（１：１０希釈）で洗浄した。カラムを１５ｍＭのイ
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ミダゾールで事前に溶出した。ナノボディを２５ｍＭのクエン酸（ｐＨ＝４）を用いてカ
ラムから溶出した。溶出した画分をHybond 膜にスポットし、ポンソーで視覚化して分析
した。タンパク質を含む画分を貯め、さらに陽イオン交換で精製し、その後サイズ排除を
行った。精製したタンパク質を回収し、ろ過滅菌し、濃度を決定し－２０℃でアリコート
に保存した。
【実施例１８】
【０７２９】
二価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの特徴づけ
　発現レベル
　二価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの発現レベルを算出し、表２１に示した。リン
カーはナノボディの発現レベルに有意な影響を示さない。
【実施例１９】
【０７３０】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
　実施例８に記述したとおりにＳＤＳ－Ｐａｇｅを行った。図１８にＳＤＳ‐Ｐａｇｅの
結果を示す。
【実施例２０】
【０７３１】
　ウエスタンブロット
　実施例９に記述したとおりにウエスタンブロット分析を行った。図１９にウエスタンブ
ロットの結果を示す。
【実施例２１】
【０７３２】
　受容体阻害アッセイ
　実施例１１に記述したとおりにアッセイを行った。図２０および表２２に結果を示す。
リガンド／受容体結合の阻害は、一価形態と比較してすべての二価ナノボディで促進され
ていた。
【実施例２２】
【０７３３】
　バイオアッセイ
　実施例１３に記述したとおりにアッセイを行った。表２３に結果を要約する。毒性活性
を中和する作用強度に基づいて、ＴＮＦ８、ＴＮＦ７、ＴＮＦ９およびＴＮＦ５は、エン
ブレルの範囲に作用強度を示している。
【実施例２３】
【０７３４】
　温度安定性
　実施例１５に記述したとおりに試料を分析した。
【０７３５】
２８０nmでのＯＤ
　２８０nmでのＯＤを測定し、濃度を算出した。表２４に結果を要約する。ＴＮＦ４およ
びＴＮＦ７では、タンパク質含有量は７０℃から減少し始め、一方ＴＮＦ５、ＴＮＦ６、
ＴＮＦ８およびＴＮＦ９では８０℃から減少し始めた。
【０７３６】
ウエスタンブロット法
　実施例１５に記述したとおりに、凝集物の有無について試料を分析した。
【０７３７】
ＥＬＩＳＡ
　上述のとおりに、ヒトＴＮＦ‐アルファへの結合を検出するＥＬＩＳＡ を基本どおり
に行った。図２１に結果を示す。ＴＮＦ５、ＴＮＦ６、ＴＮＦ８およびＴＮＦ９では、ヒ
トＴＮＦ‐アルファ結合は８０℃から減少し始め、ＴＮＦ４およびＴＮＦ７では、７０℃
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から減少し始めた。
【実施例２４】
【０７３８】
ヒト化一価ナノボディ
　ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミン特異性ナノボディにおける非ヒトアミノ酸位置
の同定
　図２２（ＴＮＦ１）、図２３（ＴＮＦ２）図２４（ＴＮＦ３）および図２５（ＡＬＢ１
）は、ＤＰ５１、ＤＰ５３、ＤＰ５４およびＤＰ２９配列を有する複数配列アラインメン
ト（Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ１．７）を表している。
【０７３９】
　アミノ酸の突然変異に加えて、コドン最適化が行われ、表２５の配列番号７６～８９（
ＴＮＦ‐アルファおよびヒト血清アルブミンにそれぞれ対するナノボディ）の配列が生成
された。
【実施例２５】
【０７４０】
　コドン最適化変異体の生成
　ナノボディの全配列にわたってオリゴヌクレオチドを合成した。 
【実施例２６】
【０７４１】
　二価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの発現
　実施例５に記述したとおりに発現を行った。
【実施例２７】
【０７４２】
ヒト化ナノボディの特徴づけ
　発現レベル
　表２６に算出した発現レベルを示す。３．５～１１．７ｍｇ／ｍｌの範囲の収率で、発
現を行った。誘導時間は収率に影響しなかった。
【実施例２８】
【０７４３】
　ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ
　実施例８に記述したとおりにＳＤＳ－ＰＡＧＥを行った。図２６にＳＤＳ－ＰＡＧＥゲ
ルを示す。
【実施例２９】
【０７４４】
　ウエスタンブロット
　実施例９に記述したとおりにウエスタンブロット分析を行った。図２７にウエスタンブ
ロットの結果を示す。
【実施例３０】
【０７４５】
　バイオアッセイ
　実施例１３に記述したとおりにアッセイを行った。
【０７４６】
　ヒト化ナノボディの結果を表２７に要約する。野生型ナノボディを参照として示す。
【実施例３１】
【０７４７】
　Ｂｉａｃｏｒｅ
　実施例１２に記述したとおりに分析を行った。図２８および３１にＢｉａｃｏｒｅの結
果を示す。
【実施例３２】
【０７４８】
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　温度安定性
　実施例１５に記述したとおりに試料を分析した。
【０７４９】
２８０ｎｍでのＯＤ
　２８０ｎｍでのＯＤを測定し、濃度を算出した。表２８に結果を要約する。
【０７５０】
　ヒト化ＴＮＦ１ナノボディ（ＴＮＦ１３～１４）では、タンパク質濃度は有意に減少し
ていない。ヒト化ＴＮＦ２（ＴＮＦ１５～１９）およびＴＮＦ３（ＴＮＦ２０～２３）で
は、タンパク質濃度は８０℃で減少し始める。ヒト化ＡＬＢ１（ＡＬＢ４～５）では、タ
ンパク質濃度は７０℃で減少し初め、ＡＬＢ３では６０℃から減少し始める。
【０７５１】
ウエスタンブロット
　実施例１５に記述したとおりに、凝集物の有無について試料を分析した。
【０７５２】
ＥＬＩＳＡ
　実施例１５に記述したとおりに、ヒトＴＮＦ‐アルファへの結合を検出するＥＬＩＳＡ
を基本どおりに行った。結果を図３０に示す。
【０７５３】
　ヒトＴＮＦ‐アルファ結合は、温度処理したＷＴ　ＴＮＦ１およびヒト化ＴＮＦ１３お
よび１４に；温度処理したＷＴ　ＴＮＦ２およびヒト化ＴＮＦ１５～１９に同等であり；
ＴＮＦ２１および２２ではヒトＴＮＦ‐アルファ結合は減少し、またＴＮＦ２３では少な
い程度に減少し、ならびにＴＮＦ２０では、温度処理したＷＴ　ＴＮＦ３と比較して効果
は全く見られない。
【実施例３３】
【０７５４】
三価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
　三価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの設定
　ＴＮＦ１、ＴＮＦ２、ＴＮＦ３およびＡＬＢ１を三価ナノボディに向くように設定した
。２つの構成要素の間にあるスペーサーとして、９ＡＡ　ＧｌｙＳｅｒ リンカー（表１
９　配列番号６８）または３０ＡＡ　ＧｌｙＳｅｒ リンカー（表１９　配列番号６９）
のいずれかを使用した。これは、表３０の構造物を生成した。表２９には、三価ＴＮＦ‐
アルファナノボディ（配列番号９１～９４）の配列が収載されている。
【実施例３４】
【０７５５】
　三価ＴＮＦ‐アルファ特異性ナノボディの発現
　実施例５に記述したとおりに発現を行った。Ｈｉｓ（６）‐タグ化ナノボディを固定化
金属アフィニティクロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）で精製する。Ｎｉ‐ＮＴＡ樹脂（Qiag
en）をメーカーの使用説明書にしたがって処理する。抽出物を樹脂とともにインキュベー
トし、ローテーター上で室温で３０分間インキュベートする。樹脂をＰＢＳで洗浄しカラ
ムに移す。封入した樹脂をＰＢＳ（１：１０希釈）で洗浄する。１５ｍＭのイミダゾール
で事前に溶出する。ナノボディを２５ｍＭのクエン酸（ｐＨ＝４）を用いてカラムから溶
出する。溶出した画分をHybond 膜にスポットし、ポンソーで視覚化して分析する。タン
パク質を含む画分を貯め、さらに陽イオン交換で精製し、その後サイズ排除を行う。精製
したタンパク質を回収し、ろ過滅菌し、濃度を決定し－２０℃でアリコートに保存する。
 
【実施例３５】
【０７５６】
三価ＴＮＦ‐アルファ／ＳＡ特異性ナノボディの特徴づけ
　発現レベル
　発現レベルを算出し、表３１に示した。
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【実施例３６】
【０７５７】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
　実施例８に記述したとおりにＳＤＳ－ＰＡＧＥを行った。図３１にＳＤＳ‐ＰＡＧＥゲ
ルを示す。
【実施例３７】
【０７５８】
　ウエスタンブロット分析
　実施例９に記述したとおりにウエスタンブロット分析を行った。図３２にウエスタンブ
ロット分析を示す。
【実施例３８】
【０７５９】
　バイオアッセイ
　実施例１３に記述したとおりにアッセイを行った。
【０７６０】
　表３２に二価ナノボディの結果を要約する。毒性活性を中和する作用強度に基づいて、
分子は一様に有効であり、二価分子と同等である作用強度を有する。 
【実施例３９】
【０７６１】
　ヒト血清アルブミンへの結合
　結合を上述のようにアッセイした。その際例外として一連の異なる濃度で行った。チッ
プ結合抗原に対する結合を可能にするために４５μｌ／ｍｉｎの流速で４分間、各濃度を
注入した。次いで、結合ナノボディの解離を可能にするために同じ流速で、分析物を有し
ない結合バッファーをチップにて送った。１５分後、再生液（２５ｍＭのＮａＯＨ）を注
入して残存している結合分析物を除去した。
【０７６２】
　各分析物の様々な濃度について得たセンサグラムから、平衡状態に達したとき、安定状
態アフィニティーを介してＫＤ値を算出した。
【０７６３】
　結果を表３３に要約する。設定されたＡＬＢ１結合剤については、野生型ＡＬＢ１に比
べてアフィニティーは減少している。しかしながらアフィニティーは依然として７．２～
１４ｎＭの範囲にある。
【実施例４０】
【０７６４】
　温度安定性
　実施例１５に記述したとおりに試料を分析した。
【０７６５】
２８０ｎｍでのＯＤ
　２８０ｎｍでのＯＤを測定し、濃度を算出した。表３４に結果を要約する。ＴＮＦ２４
、ＴＮＦ２７およびＴＮＦ２８では、タンパク質含有量は６０℃で減少し初め、一方、Ｔ
ＮＦ２５およびＴＮＦ２６では７０℃から減少し始める。
【０７６６】
ウエスタンブロット法
　実施例１５に記述したとおりに、凝集物の有無について試料を分析した。
【０７６７】
ＥＬＩＳＡ
　上述したとおりに、ヒトＴＮＦ‐アルファへの結合を検出するＥＬＩＳＡ を基本どお
りに行った。結果を図３３に示す。ＴＮＦ２４およびＴＮＦ２７では、ヒトＴＮＦ‐アル
ファ結合は６０℃から減少し初め、ＴＮＦ２５、ＴＮＦ２６およびＴＮＦ２８では７０℃
で減少し始める。
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【実施例４１】
【０７６８】
ヒト化一価ナノボディ（二回目）
ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミン特異性ナノボディにおける非ヒトアミノ酸位置の
同定
　図３４（ＴＮＦ１）、図３５（ＴＮＦ２）、図３６（ＴＮＦ３）および図３７（ＡＬＢ
１）は、ＤＰ５１、ＤＰ５３、ＤＰ５４およびＤＰ２９配列を有する複数配列アラインメ
ント（Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ１．７）を表している。変異した分子を発現させ、上述のよう
に精製し、表３５の配列番号９５～１０４（それぞれＴＮＦ‐アルファおよびヒト血清ア
ルブミンに対する）の配列を生成した。
【実施例４２】
【０７６９】
ヒト化ナノボディの特徴づけ
　発現レベル
　表３６に算出した発現レベルを示す。０．５～２．７ｍｇ／ｍｌの範囲の収率で、発現
を実現した。
【実施例４３】
【０７７０】
　ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ
　実施例８に記述したとおりにＳＤＳ－Ｐａｇｅを行った。図３８にＳＤＳ－Ｐａｇｅゲ
ルを示す。
【実施例４４】
【０７７１】
　ウエスタンブロット法
　実施例９に記述したとおりにウエスタンブロット分析を行った。図３９にウエスタンブ
ロットの結果を示す。
【実施例４５】
【０７７２】
　バイオアッセイ
　実施例１３に記述したとおりにアッセイを行った。
【０７７３】
　ヒト化ナノボディの結果を表３７に要約する。野生型ナノボディおよびヒト化ナノボデ
ィの一回目は参照としてこれに含まれる。
【実施例４６】
【０７７４】
　Ｂｉａｃｏｒｅ
　実施例１２に記述したとおりに分析を行った。図４０にＢｉａｃｏｒｅの結果を示す。
【実施例４７】
【０７７５】
　温度安定性
　実施例１５に記述したとおりに試料を分析した。
【０７７６】
２８０ｎｍでのＯＤ
　２８０ｎｍでのＯＤを測定し、濃度を算出した。表３８に結果を要約する。
【０７７７】
　ヒト化ＴＮＦ１ナノボディ（ＴＮＦ２９～３０）では、タンパク質濃度は有意に減少し
ていない。ヒト化ＴＮＦ２（ＴＮＦ３１～３２）およびＴＮＦ３（ＴＮＦ３３）では、タ
ンパク質濃度は８０℃で減少し始める。
【０７７８】
ウエスタンブロット



(166) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

　実施例１５に記述したとおりに、凝集物の有無について試料を分析した。
【０７７９】
ＥＬＩＳＡ
　実施例１５に記述したとおりに、ヒトＴＮＦ‐アルファへの結合を検出するＥＬＩＳＡ
 を基本どおりに行った。結果を図４１に示す。
【０７８０】
　ヒトＴＮＦ‐アルファ結合は、ＷＴ　ＴＮＦ１およびヒト化ＴＮＦ２９およびＴＮＦ３
０と同等であり；ＷＴ　ＴＮＦ２およびヒト化ＴＮＦ３１およびＴＮＦ３２と同等であり
；ならびにＷＴ　ＴＮＦ３およびヒト化ＴＮＦ３３とも同等である。
【０７８１】
比較例
　この比較例では、本発明の９つのナノボディを、それぞれ「ＶＨＨ＃１Ａ」または「１
Ａ」、「ＶＨＨ３Ｅ」または「３Ｅ」および「ＶＨＨ＃３Ｇ」または「３Ｇ」（国際公開
第04/041862号での配列番号１、４および５）と呼ばれる国際公開第04/041862号から得ら
れる３つのナノボディと比較した。使用のアッセイは、国際公開第04/41862号（例えば３
欄での実施例１を参照）で参照されたＫＹＭ細胞を使用した、細胞ベースのアッセイであ
った。結果は下記の表３９で述べられている。以上のように、本アッセイでは、本発明の
ナノボディのＥＣ５０値は３Ｅの１８倍高く、この値は国際公開第04/041862号にしたが
ったナノボディを最大に機能させる。
【実施例４８】
【０７８２】
　三価の二重特異性ヒト化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の生成
　三価の二重特異性ナノボディを設定し、最初に大腸菌発現ベクターｐＡＸ０５４にクロ
ーン化し、次いでＰＣＲで増幅を助け、ｐＰＩＣＺαＡ発現ベクターにクローン化した。
【０７８３】
大腸菌発現ベクターの説明
　ｐＡＸ５４はｐＵＣ１９の誘導体である。それは、ＩＰＴＧを用いて発現の誘導を制御
可能にするＬａｃＺプロモーターを含んでいる。そのベクターはアンピシリンまたはカル
ベニシリンに対する耐性遺伝子を有する。マルチクローニングサイトはいくつかの制限部
位を収容し、制限部位のＳｆｉＩおよびＢｓｔＥＩＩは頻繁にＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）
のクローニングに使用される。シグナルペプチドは、発現したＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）
をペリプラズムに移動させるｇｅｎ３リーダー配列である。
【０７８４】
ピキア・パストリス発現ベクターの説明
　ｐＰＩＣＺαＡは、大腸菌の増殖を可能にするｐＵＣ‐由来複製開始点を含んでいる。
それはピキア・パストリスＡＯＸ１（アルコールオキシダーゼ１）遺伝子のプロモーター
を含んでいる。この９４２ｂｐのプロモーター領域は、（ｉ）目的遺伝子の発現を、メタ
ノール誘導可能で高レベルなものにすることが可能で、（ｉｉ）５'ＡＯＸ１プロモータ
ー領域内で直線化されたベクターＤＮＡでピキアを形質転換した後、ＡＯＸ１遺伝子座に
プラスミドを組み込むことを目的にしている。ｐＰＩＣＺαベクターは酵母複製開始点を
含まず、したがって形質転換体は、組み換えがプラスミドとピキアゲノムの間で起こる場
合、単離することしかできないということに留意されたい。ベクターは大腸菌およびピキ
ア・パストリス宿主細胞の両方における抗生物質ゼオシン（Ｚｅｏｃｉｎ）への耐性を特
定する。ベクターはＳ．セレビシエα接合因子の分泌シグナルを取り込み、大部分のタン
パク質を培地に効率よく分泌させる。α因子シグナル配列の開始ＡＴＧは、ＡＯＸ１遺伝
子の未変性の開始ＡＴＧに相当する。マルチクローニングサイトはいくつかの制限部位を
収容し、その部位のＸｈｏ１／ＥｃｏＲ１またはＸｈｏ１／Ｎｏｔ１は、Ｎａｎｏｂｏｄ
ｙ（商標）をコードする配列を分泌シグナルに融合させるために使用される典型である。
マルチクローニングサイトの次にはＡＯＸ１転写終結領域がある。この発現ベクターのさ
らに詳しい記載はInvitrogen のウェブサイトで閲覧できる（http://www.invitrogen.com
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/content/sfs/manuals/ppiczalpha_man.pdf）。
【０７８５】
三価ナノボディの設定
　３つの別個のＰＣＲ反応を、ＷＰＡ－００１２に示されるオリゴの組み合わせを使用し
てＮ末端、中間およびＣ末端のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）サブユニットを増殖するように
設定した。Ｍ１３＿ｒｅｖ／Ｒｅｖ＿９ＧｌｙＳｅｒ＿Ｌ１０８を使用しＮ末端Ｎａｎｏ
ｂｏｄｙ（商標）を増殖した；Ｆｏｒ＿ＧｌｙＳｅｒ／ＳｈｏｒｔおよびＲｅｖ＿１５Ｂ
ｓｐＥＩ＿Ｌ１０８を使用して中間Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を増殖した；Ｆｏｒ＿Ｂｓ
ｐＥＩ／Ｍ１３＿ｆｏｒを使用してＣ末端Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を増殖した。１μl
のプラスミドＤＮＡ（５０～１００ｎｇ）、１．５μｌのフォワードプライマー（１０μ
Ｍ→３００ｎＭ）、１．５μｌのリバースプライマー（１０μＭ→３００ｎＭ）、１μｌ
のｄＮＴＰ（１０ｍＭ→０．２ｍＭ）、５μｌのバッファー（１０ｘ→１ｘ）、０．７５
μｌの酵素（３．５Ｕ／μｌ→２．６Ｕ／μｌ）および３９．２５μｌのＨ２ＯのＰＣＲ
反応液を、総量５０μｌとして調製した。プライマー配列を表４０に示す。ＰＣＲプログ
ラムを開始し、９４℃を２分間保った。９４℃で３０秒間、５０℃で３０秒間および７２
℃で１分間というサイクルを３０回繰り返し、その後７２℃を１０分間保った。ＰＣＲ反
応液を５μｌずつ２％アガロースゲル上で分離して増殖を検査した。ＰＣＲ産物を、メー
カーの使用説明書にしたがってQIAquick ＰＣＲ精製キットを使用し精製した。カラムを
１つ使用し、５０μｌのＥＢバッファーで溶出した。５０μｌのＤＮＡおよび２μｌのＢ
ａｍＨＩ（１０Ｕ／μｌ）をメーカーが推奨する適当なバッファー中で３７℃ で２時間
インキュベートし、Ｎ末端ＶＨＨ断片を調製した。引き続き、２μｌのＳｆｉＩ（１０Ｕ
／μｌ）を添加し、その混合液を５５℃で２時間インキュベートした。５０μｌ のＤＮ
Ａおよび２μｌのＢａｍＨＩ（１０Ｕ／μｌ）ならびに２μｌのＢｓｐＥＩ（１０Ｕ／μ
ｌ）をメーカーが推奨する適当なバッファー中で３７℃ で２時間インキュベートし、中
間ＶＨＨ断片を調製した。５０μｌのＤＮＡおよび２μｌのＢｓｐＥＩ（１０Ｕ／μｌ）
をメーカーが推奨する適当なバッファー中で３７℃で２時間インキュベートし、Ｃ末端Ｖ

ＨＨ断片を調製した。引き続き、２μｌのＢｓｐＥＩＩ（１０Ｕ／μｌ）を添加し、その
混合液を６０℃で１時間インキュベートした。予備消化反応液を２％アガロースゲルで分
離した。ＶＨＨのバンド（３５０～４５０ｂｐ）をゲルから切り取り、メーカーの使用説
明書にしたがいQIAquick Gel Extractionキットを使用してＤＮＡを精製した。カラム（
カラム１つに最大４００ｍｇのアガロースゲルを含む）を１つ使用し、結合ＤＮＡを５０
μｌのＥＢバッファーで溶出した。２６０ｎｍでのＯＤ（１ＯＤユニット＝５０μｇ／ｍ
ｌ）を測定し、ＤＮＡ濃度を決定した。１００ｎｇのベクターｐＡＸ５４、１２ｎｇのＮ
末端ＶＨＨ、１２ｎｇの中間ＶＨＨ断片、１２ｎｇのＣ末端ＶＨＨ断片、１μｌのライゲ
ーションバッファーおよび１μｌのリガーゼ（３Ｕ）を含み、終量１０μｌのライゲーシ
ョン混合液を調製し、室温で２時間インキュベートした。２μｌのライゲーション混合液
で大腸菌ＴＧ１の形質転換を行った。ＷＰＡ－００１０に記載のとおりにＰＣＲでコロニ
ーを分析する。陽性クローンで配列を分析する。メーカーの使用説明書にしたがって上述
のとおり、Qiaprep spin Miniprep キット（Qiagen）を用いてプラスミドを調製した。Ｖ
ＩＢの配列研究施設（アントワープ、ベルギー）で配列を決定した。 
【０７８６】
コードＤＮＡの増殖
　ｐＡＸ０５４大腸菌発現ベクター中でクローン化されたＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）をコ
ードする領域を、適当なプライマーペアを使用しＰＣＲで増幅を助ける。未変性のＮ末端
でＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）の発現を確実にするために、分泌シグナルのＫｅｘ２切断部
位を含むフレーム中でコード配列をクローン化する。フォワードプライマーは、ＸｈｏＩ
認識部位まで分泌シグナルのＣ末端部を、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）をコードする領域に
融合させる。１μｌのプラスミドＤＮＡ（５０～１００ｎｇ）、１．５μｌのフォワード
プライマー（１０μＭ→３００ｎＭ）、１．５μｌのリバースプライマー（１０μＭ→３
００ｎＭ）、１μｌのｄＮＴＰ（１０ｍＭ→０．２ｍＭ）、５μｌのバッファー（１０ｘ
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→１ｘ）、０．７５μｌの酵素（３．５Ｕ／μｌ→２．６Ｕ）および３９．２５μｌのＨ
２ＯのＰＣＲ反応液を、総量５０μｌとして調製した。プライマー配列を表４１に示す。
ＰＣＲプログラムを開始し、９４℃を２分間保った。９４℃で３０秒間、５０℃で３０秒
間および７２℃で２分間というサイクルを２０回繰り返し、その後７２℃を１０分間保っ
た。ＰＣＲ反応液を５μｌずつ２％アガロースゲル上で分離して増殖を検査した。ＰＣＲ
産物を、メーカーの使用説明書にしたがってQIAquick ＰＣＲ精製キットを使用し精製し
た。カラムを１つ使用し、結合ＤＮＡを５０μｌのＥＢバッファーで溶出した。
【０７８７】
クローニング計画
　ＮＢならびにｐＰＩＣＺαＡ発現ベクターをコードするＤＮＡ断片を、適当な制限酵素
（ＸｈｏＩ＋ＮｏｔＩ）で消化した。２μｌのＸｈｏＩ（１０Ｕ／μｌ）および２μｌの
ＮｏｔＩ（１０Ｕ／μｌ）を含むメーカー推奨の適当なバッファーとともに３７℃で３時
間、５０μｌのＰＣＲ産物をインキュベートし、挿入部分を得る。制限酵素量をプラスミ
ド量に合わせてベクターを同様に得る。ベクターおよびＮＢをコードする断片の両方を精
製し、BioPhotometer（Eppendorf）を用いてＤＮＡ濃度を定量する。断片およびアクセプ
ターベクターを、１ユニットのＴ４リガーゼ（Promega）を用いて等モル比で、室温で３
０分間または１６℃で一晩ライゲーションする。ＤＮＡ（２０～３０ｎｇ）をＴＧ１細胞
へと形質転換する。３'ＡＯＸ１　Ｒおよび５'ＡＯＸ１　Ｆプライマーを使用しＰＣＲで
コロニーを分析する。陽性クローンで配列を分析する。ＴＮＦ３０、ＴＮＦ３３およびＡ
ＬＢ８を三価二重特異性Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）に向くように設定した。構成要素間の
スペーサーとして、９ＡＡ　ＧｌｙＳｅｒリンカーを使用した。
【０７８８】
形質転換Ｐ・パストリス
　プラスミドＤＮＡを単離するために、クローンの単一コロニーを５０ｍｌのLuria培地
＋アンピシリンまたはカルベニシリン（１００μｇ／ｍｌ）＋２％グルコース中に植菌し
前培養を開始し、３７℃で一晩インキュベーションする。Plasmid Midiキット（Qiagen）
を使用しメーカーの使用説明書にしたがってプラスミドＤＮＡを調製する。３０μgプラ
スミドＤＮＡを、メーカーの使用説明書にしたがって適当なバッファー中で６μｌ のＢ
ｓｔＸ１（１０Ｕ／μｌ）とともに４５℃で３時間インキュベートし、ＤＮＡを直線化す
る。消化したＤＮＡを、メーカーの使用説明書にしたがってPCR Purificationキット（Qi
agen）を使用し精製する。標準法にしたがってＥｔＯＨ沈殿でＤＮＡを濃縮する。Ｘ‐３
３エレクトロコンピテント細胞を１０μｇの直線化ＤＮＡで形質転換し、細胞を、ゼオシ
ン含有選択ＹＰＤ寒天プレート（１００／２５０／５００μｇ／ｍｌ）上で４８時間培養
する。Ｘ‐３３は野生型ピキア・パストリス株である；その株自体ならびに誘導された組
み換え株は未変性のＡＯＸ１遺伝子を含み、メタノールを代謝できる（Ｍｕｔ＋）。
【０７８９】
　２４ウェルプレート中の１ｍｌのＢＧＣＭに単一コロニーを植菌し、３０℃、１２０ｒ
ｐｍで４８時間増殖し、発現レベルについてクローンをスクリーニングする。細胞を遠心
分離し、３０℃、１２０ｒｐｍで４８時間増殖するために新鮮なＢＧＣＭを細胞に添加す
る。次に、ＭｅＯＨを終濃度０．５％まで添加し、細胞を３０℃、１２０ｒｐｍで８時間
培養し、その後ＭｅＯＨを終濃度０．５％まで再度添加する。細胞を３０℃、１２０ｒｐ
ｍで一晩培養する。細胞を遠心分離し、上清を回収し、実施例１０に記述したとおりにＥ
ＬＩＳＡで分析する。
【実施例４９】
【０７９０】
　三価二重特異性ヒト化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の発現および精製
ピキア・パストリスにおける産生
　バッファー、溶液およびその他の構成はInvitrogen のウェブサイトで閲覧できる（htt
p://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ppiczalpha_man.pdf）。
　単一コロニーをプレートから５ｍｌのＹＰＤへ植菌し、前培養を開始した。培養液を３
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０℃、１８０ｒｐｍで一晩培養した。翌日、前培養液を５０ｍｌのＹＰＤへ溶出し、３０
℃、１８０ｒｐｍで一晩培養した。前培養液を植菌し、最終的に６００ｎｍでのＯＤを０
．０４～０．０８になるように生産培養を開始した。培養液を３０℃、１８０ｒｐｍで２
４時間ＢＧＣＭ中で培養し、４，５００ｒｐｍで３０分間遠心分離した。細胞を、初めの
１／３の量のＢＧＣＭ培地中に再懸濁し、最終的に６００ｎｍでのＯＤを１５～２０にな
るようにした。一定の時点で、典型的には３回／日、細胞をＭｅＯＨで誘導し、このとき
ＭｅＯＨの含有量は１％を超えないようにした。誘導から５０時間後、上清を回収する。
【０７９１】
ピキア・パストリスで発現したナノボディの精製
　培養上清を、２２μｍのろ過膜、精密ろ過（Hydrosart、Sartorius）でろ過する。試料
を１０kDaの限外ろ過膜（Hydrosart、Sartorius）で透析ろ過を使用して濃縮し、０．５
～１Ｌになるまで濃縮する。
【０７９２】
　プロテインＡアフィニティークロマトグラフィー（MabSelect Xtra、GE Healthcare）
を使用し、ランニングバッファーとしてＰＢＳおよびグリシン[１００ｍＭ、ｐＨ＝２．
５]で、溶出のためにＮａｎｏｂｏｄｙ商標）を精製する。１．５ＭのＴｒｉｓ（ｐＨ＝
８．８）で試料を中和する。Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を陰イオン交換クロマトグラフィ
ー（Source 30Q、GE Healthcare）中でさらに処理する。１０ｍＭのピペラジン（ｐＨ＝
１０．２）で試料を１０倍に希釈し、１ＭのＮａＯＨでｐＨ＝０．２に、またMilliQ水で
伝導率を＜２mS/cmに調整する。
【０７９３】
　サイズ排除クロマトグラフィー（Superdex 75pg、Hiload XK26/60、GE Healthcare）で
ナノボディを処理し、陰イオン交換クロマトグラフィー（Source 30Q、GE Healthcare）
を利用し、１ＭのＮａＯＨで消毒およびDulbeccoのＰＢＳで平衡化した５ｍｌのカラムに
通過させＬＰＳを除去する。
【０７９４】
　純度の決定には、実施例８に記述したとおりにタンパク質試料を１５％のＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥゲルで分析した。メーカー（Invitrogen）が記述した標準法にしたがってSilverQues
t（商標）でゲルを処理する。あるいは、実施例８および９に記述したようにクマシーブ
リリアントブルーまたはウエスタンブロットでゲルを処理する。結果を図４２に示す。
【実施例５０】
【０７９５】
三価二重特異性ヒト化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の特徴づけ
　ＴＮＦ６０は３６３個のアミノ酸から成る。該タンパク質の分子量は３８，４４１Daで
ある。ｐＩは８．７１である。２８０nmでの吸光係数は１．７３６である。
【０７９６】
質量分光光度法
　標準法にしたがってＥＳＩ‐ＭＳで該タンパク質の質量を測定した。ＴＮＦ６０の理論
的質量は３８，４４１Daである。タンパク質は２つのＳ‐Ｓ 架橋を有し、それはＥＳＩ
‐ＭＳで測定すると質量は３８，４３５Daになることが好ましい。３つの異なるバッチ由
来のＴＮＦ６０の質量を実験的に測定すると、理論的質量と最大で０．００５%異なり、
３８，４３３Da～３８，４３５Daの範囲である。
【０７９７】
Ｎ末端配列決定
　標準法にしたがってエドマン分解でＮ末端配列決定を行った。Ｎ末端配列決定により、
最初の７個のアミノ酸に対するタンパク質配列はＥＶＱＬＶＥＳであることが分かった。
これは理論的タンパク質配列と一致し、Ｎ末端処理が適切であることを示す。
【０７９８】
分析的サイズ決定
　試料（１００μｇ）を高分解能のSuperdex75カラムで分析し、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標
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）の様々なバッチを特徴づけた。Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）のサイズ排除クロマトグラフ
ィーでは、Superdex75では典型的に左右対称のピークが出現し、保持時間は１１．５ｍｉ
ｎである。吸光度は典型的に２８０、２５４および２１４ｎｍで記録する。２１４ｎｍで
の測定では、検出感度はさらに高くなる。ＰＢＳ中での分析的サイズ決定では、左右対称
のピークが出現する。汚染物質は見られなかった。３つの異なるバッチに見られる保持時
間は１１．５～１１．５５ｍｉｎである。代表的なプロファイルを図４３に示す。
【実施例５１】
【０７９９】
ＥＬＩＳＡにおけるヒトＴＮＦ‐アルファへのＴＮＦ６０の結合
　実施例１０に記述したとおり、ＴＮＦ６０の機能性、すなわちヒトＴＨＦαへの結合を
ＥＬＩＳＡで分析した。結果は図４４に要約してあり、ヒトＴＮＦ‐アルファへのＴＮＦ
６０の２つのバッチの用量依存および飽和可能な結合を明確に説明している。
【実施例５２】
【０８００】
細胞ベースのアッセイの機能性
　ＴＮＦ‐アルファの細胞毒性活性を中和する作用強度を、実施例１３に記述したとおり
に細胞ベースのアッセイで分析した。表４２ならびに図４５および４６に結果を要約する
。
【０８０１】
　データから、ＴＮＦ６０はエンブレル／エタネルセプトの範囲の作用強度を示し、Humi
ra ／アダリムマブおよびレミケード／インフリキシマブの１０倍強い作用強度を示すこ
とが分かる。
【実施例５３】
【０８０２】
　血清アルブミンへのＴＮＦ６０の結合
　ヒトおよびアカゲザル血清アルブミンへの結合を、実施例１２に記述したとおりにＢｉ
ａｃｏｒｅで分析した。ＫＤのＫｏｎおよびＫｏｆｆ値は表４３に示す。ＴＮＦ６０を、
野生型構成要素を有する三価二重特異性親Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）であるＴＮＦ２４と
比較する。
【０８０３】
　ヒトおよびアカゲザル血清アルブミンに対するＴＮＦ６０のアフィニティーは類似して
いる。アフィニティーは、ＴＮＦ６０の野生型類似体であるＴＮＦ２４に見られるアフィ
ニティーと比較して、２倍低い。Ｋｏｎは２つの分子間で一致しているが、ＫｏｆｆはＴ
ＮＦ６０では２倍高い。
【実施例５４】
【０８０４】
　マウスの三価二重特異性ヒト化ナノボディの薬物動態学的および免疫原性分析
動物
　ＤＢＡ１またはＢＡＬＢｃマウスを赤外線ランプで暖め、２００μｌのＮａｎｏｂｏｄ
ｙ（商標）（マウス１匹につき１００μｇ）を尾に静脈注射した。尾を小切開し、マイク
ロチューブに血液を回収し、異なる時点での血液試料を得た。典型的には、血液は、１５
分、２時間、４時間、６時間、１日、２日、３日、４日、７日、１４日の時点でサンプリ
ングした。血清を標準法にしたがって調製した。
【０８０５】
マウス血清のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）濃度の決定
　マイクロタイタープレート（NUNC、Maxisorb）を２μg/mlニュートラアビジンで４°C
で一晩被覆した。プレートを、ＰＢＳ／０．０５%Tween-20で５回洗浄し、ＰＢＳ／１%カ
ゼインを使用し室温で２時間ブロッキングした。ビオチン化ヒトＴＮＦ‐アルファ（ＰＢ
Ｓ／０．２%カゼイン中に１／２０００の割合で；４００ng/ml）をウェルに添加し、室温
で１時間インキュベートした。濃度５μg/ml で開始し、１%のマウス血漿を含むＰＢＳ中
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に５倍希釈して、標準対照Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を添加した。Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商
標）を室温で２時間結合させた。プレートを５回洗浄し、ウサギポリクローナル抗ナノボ
ディ（Ｒ２３）を２０００倍希釈で室温で１時間添加した。プレート洗浄後、ヤギポリク
ローナル抗ウサギＨＲＰ（DAKO）を用い、３０００倍希釈で室温で１時間、結合を検出し
、ＡＢＴＳ／Ｈ２Ｏ２で染色した。４０５nmでのＯＤを測定した。
【０８０６】
　この最初のＥＬＩＳＡを用いて標準対照のリニアレンジを判定した。第二のＥＬＩＳＡ
では、このリニアレンジでの濃度で、および典型的には２倍希釈の濃度で標準対照を使用
した。この第二のＥＬＩＳＡでは、血清試験試料を１００倍に希釈し、さらに１%のマウ
ス血漿中に５倍希釈して、血清試料において標準曲線のリニアレンジの読み出しが可能と
なる希釈を決定した。第三のＥＬＩＳＡでは、第二のＥＬＩＳＡで決定された適当な濃度
で、および血清試料中のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）の濃度を性格に決定するために２倍の
希釈を行って、血清試料を希釈する。
【０８０７】
　実験を行いマウス（ｎ＝３）のＴＮＦ６０の薬物動態プロファイルを決定した。投与か
ら１５分後にＣｍａｘ値、１０３，８４±３１μg/mlに到達した。半減期（ｔ１／２β）
を、マウス血清アルブミンの半減期と同じ１．９日と決定し、このことはＴＮＦ６０が血
清アルブミンの半減期を使用していることを示唆している。データを図４７に示す。
【０８０８】
マウス抗ナノボディ抗体の判定
　Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）をＰＢＳ中５μg/mlで、４°C で一晩被覆した。プレートを
、ＰＢＳ／０．０５%Tween-20で５回洗浄し、ＰＢＳ／１%カゼインを使用し室温で２時間
ブロッキングした。血清試料を１００倍希釈し、ウェルに添加し、室温で１時間インキュ
ベートした。１０００倍希釈ポリクローナルウサギ抗マウスＨＲＰ（DAKO、Ｐ０２６０）
および基質としてＡＢＴＳを用い検出を行った。
　血清試料を５０倍希釈し、マウス抗ＴＮＦ６０抗体の有無を分析した。ＴＮＦ６０では
免疫原性が存在しないことが明らかになった。データを図４８に示す。
【実施例５５】
【０８０９】
　二価長半減期ヒト化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の生成
ピキア・パストリス発現ベクターの説明
　実施例４８を参照されたい。
【０８１０】
二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の設定
　２つの別個のＰＣＲ反応を、ＷＰＡ－００１１に示される手順を使用してＮ末端および
Ｃ末端のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）サブユニットを増殖するように設定した。Ｎ末端Ｎａ
ｎｏｂｏｄｙ（商標）の増殖にはＰｉＦｏｒＬｏｎｇおよびＲｅｖ＿３０ＧｌｙＳｅｒ＿
Ｌ１０８をプライマーの組み合わせとして使用し；Ｃ末端Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の増
殖にはＦｏｒ＿ＧｌｙＳｅｒおよびＰｉＲｅｖＣｙｓ１ｈｕｍを使用し、あるいは、Ｆｏ
ｒ＿ＧｌｙＳｅｒおよびＰｉＲｅｖＣｙｓ２ｈｕｍを使用した。これらは設定に必要な制
限部位およびＣ末端変性に必要な遊離システイン残基を誘導した。
【０８１１】
　１μlのプラスミドDNA（５０～１００ng）、１．５μlのフォワードプライマー（１０
μM→３００nM）、１．５μlのリバースプライマー（１０μM→３００nM）、１μlのｄＮ
ＴＰ（１０mM→０．２mM）、５μlのバッファー（１０ｘ→１ｘ）、０．７５μlの酵素（
３．５U/μl→２．６U/μl）および３９．２５μlのＨ２ＯのＰＣＲ反応液を、総量５０
μlとして調製した。プライマー配列を表４４に示す。ＰＣＲプログラムを開始し、９４
℃を２分間保った。９４℃で３０秒間、５０℃で３０秒間および７２℃で１分間というサ
イクルを３０回繰り返し、その後７２℃を１０分間保った。ＰＣＲ反応液を５μlずつ２%
アガロースゲル上で分離して増殖を検査した。ＰＣＲ産物を、メーカーの使用説明書にし
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たがってQIAquick ＰＣＲ精製キットを使用し精製した。カラムを１つ使用し、５０μlの
ＥＢバッファーで溶出した。５０μlのＤＮＡおよび２μlのＢａｍＨＩ（１０U/μl）お
よび２μlのＸｈｏＩ（１０U/μl）をメーカーが推奨する適当なバッファー中で３７℃で
１．５時間インキュベートし、Ｎ末端ＶＨＨ断片を調製した。５０μl のＤＮＡおよび２
μl のＢａｍＨＩ（１０U/μl）および２μl のＥｃｏＲＩ（１０U/μl）をメーカーが推
奨する適当なバッファー中で３７℃で１時間インキュベートし、Ｃ末端ＶＨＨ断片を調製
した。予備消化反応液を２%アガロースゲルで分離した。ＶＨＨのバンド（３５０～４５
０ｂｐ）をゲルから切り取り、メーカーの使用説明書にしたがいQIAquick Gel Extractio
nキットを使用してＤＮＡを精製した。カラム（カラム１つに最大４００mgのアガロース
ゲルを含む）を１つ使用し、結合ＤＮＡを５０μlのＥＢバッファーで溶出した。２６０n
mでのＯＤ（１ＯＤユニット＝５０μg/ml）を測定し、ＤＮＡ濃度を決定した。ＸｈｏＩ
／ＥｃｏＲＩで直線化した１００ngのベクターｐＰＩＣＺαＡ、３０ngのＮ末端ＶＨＨ、
３０ngのＣ末端ＶＨＨ断片、１μlのライゲーションバッファーおよび１μlのリガーゼ（
３Ｕ）を含み、終量１０μlのライゲーション混合液を調製し、室温で１時間インキュベ
ートした。２μlのライゲーション混合液で大腸菌ＴＧ１の形質転換を行った。ＷＰＡ－
００１０に記載のとおりに、しかしＡＯＸＩＦｏｒ／ＡＯＸＩＲｅｖのプライマーを併用
してＰＣＲでコロニーを分析する。陽性クローンで配列を分析する。メーカーの使用説明
書にしたがって上述のとおり、Qiaprep spin Miniprep キット（Qiagen）を用いてプラス
ミドを調製した。ＶＩＢの配列研究施設（アントワープ、ベルギー）で配列を決定した。
【０８１２】
Ｐ・パストリスの形質転換
　実施例４８を参照されたい。
【０８１３】
　ＴＮＦ３０を二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）に向くように設定した。２つの構成要素間
のスペーサーとして、３０ＡＡ　ＧｌｙＳｅｒリンカーを使用した。Ｃ末端部位特異的変
性を可能にするため、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の末尾のＡＡとしてか、またはＧｌｙＧ
ｌｙＧｌｙＣｙｓ（配列番号：４７１）から成る過剰スペーサーを利用するかのいずれか
で、遊離システインを誘導した。
【実施例５６】
【０８１４】
　二価長半減期ヒト化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の発現および精製
ピキア・パストリスにおける産生
　実施例４９を参照されたい。
【０８１５】
二価ナノボディの精製
　遠心分離および０．２２μm のろ紙によるろ過で培地を無細胞状態にした。該滅菌培地
を４℃で保存し、さらに処理した。低分子汚染物質を、１０kDaの限外ろ過（UF）膜（Hyd
roSart Sartocon Slice Cassette ,Sartorius）で以下のように限外ろ過することで削減
した：４Ｌの培地を０．５～１Ｌに濃縮し、次いで５ＬのＰＢＳで希釈し、０．５Ｌに再
度濃縮した。この作業を２回行った。
【０８１６】
ＵＦの残留物をナイロン製４７mmの０．４５μm膜（Alltech ＃2024）でろ過した。
【０８１７】
　次のステップでは、プロテインＡアフィニティー精製（ＭａｂＳｅｌｅｃｔＸｔｒａＴ
Ｍ、ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅを使用）で、濃縮培地から二価のＮａｎｏｂｏｄｙ（商
標）を得た。カラム[３５Ｘ１００mm]をＰＢＳ中で平衡化し、試料添加後、ＰＢＳで広範
囲に洗浄した。ＴＮＦ５６をグリシン[１００mM、ｐＨ＝２．５]で溶出した。
【０８１８】
　ＭａｂＳｅｌｅｃｔＸｔｒａＴＭの溶出画分を、Ｔｒｉｓ　[１，５Ｍ、ｐＨ８，８] 
で中和し、４℃で保存した。ＴＮＦ５６を濃縮し、Source 30Q（GE Healthcare）を使用
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し、ＡＥＸ( Ａ＝１０mMのピペラジン（ｐＨ１０，８）およびＢ＝１ＭのＮａＣｌを含む
５０ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ ７，５））で精製した。この目的を達成するため、Nanobody
（商標）画分を、伝導率が５mS/cmになるまで、Ａバッファー（１０ｍＭのピペラジン（
ｐＨ１０，８））で希釈し、ｐＨを１０，８に調整した。カラム[２５Ｘ１００ｍｍ]をＡ
バッファー中で平衡化し、試料をカラムに添加した。ＴＮＦ５６を５カラム容量（column
 volume：ＣＶ）の勾配で溶出した。回収した画分のｐＨを、１ＭのＴｒｉｓ（ｐＨ＝７
．８）を用いて７．８に調製した。
【０８１９】
ピキア・パストリスで発現した二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）のペグ化
Ｃ末端システインの還元
　ジチオスレイトール（ＤＴＴ、Aldrich Ｃａｔ １５，０４６－０）を中和画分に添加
し、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）（通常およそ２０%）のカルボキシ末端システイン間に形
成した潜在的なジスルフィド架橋を還元した。ＤＴＴの終濃度は１０ｍＭ、およびインキ
ュベートは４℃一晩が最適であることが分かった。分析的サイズ排除クロマトグラフィー
（ＳＥＣ）で還元を評価した。したがって、２５μlの還元Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を
７５μlのＤ‐ＰＢＳに添加し、ＤｕｌｂｅｃｃｏのＰＢＳ（Ｄ‐ＰＢＳ、Gibco（商標）
、ＲＥＦ １４１９０～０９４）中で平衡化したＳｕｐ７５ １０／３００ ＧＬカラムで
注入した。
【０８２０】
　非還元Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）およびＤＴＴを、Ｄ‐ＰＢＳ中で平衡化したHiload 2
6/60 Superdex75 prep gradeカラムで、調製ＳＥＣによって除去した。
【０８２１】
　２８０nmで吸光度を測定し、還元Ｎａｎｏｂｏｄｙ商標）の濃度を測定した。Uvikon 9
43 Double Beam UV/VIS分光光度計（使用法：SOP ABL-0038を参照）を使用した。２４５
～３３０nmでの波長走査で吸収を測定した。Quartz Suprasil（登録商標）セルで調製し
た二つの精密なセルを使用した（Hellma、型番：104-QS；光路長：１０mm）。初めに、２
８０nmで、９００μlのＤ‐ＰＢＳが入った２つのセルを設置して、ブランクの吸収を測
定した。最初のセルに１００ l の試料を添加し、試料を希釈した（１／１０）。試料の
吸収を２８０nmで測定した。
【０８２２】
　濃度を以下の式で算出した：
【数１】

ＴＮＦ５５では：ε＝１，８５
ＴＮＦ５６では：ε＝１，８３
【０８２３】
ペグ化
　Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）をペグ化するために、新しく調製した１mMのＰＥＧ４０溶液
の５倍モル濃度のものを還元Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）溶液に添加した。
【０８２４】
　（NEKTAR（商標）のTransforming Therapeutics（2D3YOTO1）Ｍｗ＝４０，０００g/mol
のMPEG2-MAL-40K；NEKTAR（商標）のTransforming Therapeutics（2D3YOVO1）Ｍｗ＝６０
，０００g/molのMPEG2-MAL-60K）
【０８２５】
　Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）‐ＰＥＧ混合物を、室温（ＲＴ）で１時間軽く攪拌しながら
インキュベートした後、４°C に移した。分析的ＳＥＣによってペグ化を評価した。した
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がって、２５μlのＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）を７５μlのＤ‐ＰＢＳに添加し、Ｄ‐ＰＢ
Ｓ中で平衡化したＳｕｐ７５ＨＲ １０／３００カラムで注入した。ペグ化Ｎａｎｏｂｏ
ｄｙ（商標）は、カラムの体積を排除した範囲（＞７５kDa）で溶出した。
【０８２６】
　ペグ化および非ペグ化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を陽イオン交換クロマトグラフィー（
Source30Sを用いたＣＥＸ、GE Healthcare；Ａバッファー＝２５mMのクエン酸、ｐＨ＝４
およびＢ＝１ＭのＮａＣｌを含むＰＢＳ）によって分離した。伝導率が＜５mS/cmになる
ように試料を希釈し、ｐＨを４，０に調整した。カラム［２５Ｘ１００mm］を平衡化し、
試料添加後、Ａバッファーで広範囲に洗浄した。ペグ化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を3 CV
勾配で溶出した。Ｄ‐ＰＢＳで平衡化したHiload 26/60 Superdex 75 prep gradeカラム
でＳＥＣによって、回収したＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）をＤ‐ＰＢＳへとバッファー交換
した。
【０８２７】
　最後に陰イオン交換カラム（Source30Q）を経由した方法でＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）
からＬＰＳを除去した。カラム（１０ｘ１００mm）をＮａＯＨ［１Ｍ］中で一晩消毒し、
その後、エンドトキシンを含まないＤ－ＰＢＳ中で平衡化した。
【０８２８】
ビオチン化
　Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）をビオチン化するために、１０ｍＭのストックソリューショ
ンから調製したビオチン（EZ-Link（登録商標）マレイミド‐PO2‐ビオチン、Pierce #21
901）の５倍モル濃度のものを還元Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）に添加した（５．５．１を
参照）。ビオチン‐Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）混合物を、室温で１時間軽く攪拌しながら
インキュベートした後、４℃で保存した。
【０８２９】
　ビオチン化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の純度を分析的ＳＥＣによって制御した。したが
って、２５μlのビオチン化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）を７５μlのＤ‐ＰＢＳに添加し、
Ｄ‐ＰＢＳ中で平衡化したＳｕｐ７５ＨＲ １０／３００カラムで注入した。得られたク
ロマトグラムから、Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）‐ビオチンは追加の精製を必要としないこ
と：遊離スルフヒドリルの酸化によるＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）の二量化は検出され得な
かったことが結論づけられた。Sephadex G25 fine（９０ml）カラムの脱塩を経由した方
法でＡバッファーをＤ‐ＰＢＳに変えた。
【０８３０】
　最後に陰イオン交換カラム（Source30Q、GE Healthcare）を経由した方法でＮａｎｏｂ
ｏｄｙ（商標）‐ビオチンからＬＰＳを除去した。カラム（１ｘ１０cm）を１ＭのＮａＯ
Ｈ中で一晩消毒し、その後、Ｄ‐ＰＢＳ中で平衡化した。
【０８３１】
　純度を判定するため、実施例８および４９に記述したとおりにタンパク質試料を１５%
ＳＤＳ‐ＰＡＧＥゲルで分析した。結果を図４９および５０に示す。
【実施例５７】
【０８３２】
　二価長半減期ヒト化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の特徴づけ
生化学的特徴づけ
　ＴＮＦ５５は２６０個のアミノ酸から成る。タンパク質の分子量は、２７，１０６Daで
ある。ｐＩは８．６７である。２８０nmでの吸光係数は１．８５０である。
【０８３３】
　ＴＮＦ５６は２６４個のアミノ酸から成る。タンパク質の分子量は、２７，３６５Daで
ある。ｐＩは８．６７である。２８０nmでの吸光係数は１．８３０である。
【０８３４】
質量分光光度法
　ＴＮＦ５５の理論的質量は２７，１０６Daである。ＴＮＦ５５‐ビオチンタンパク質は
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２つのＳ‐Ｓ 架橋を有し、ビオチンを変性すると質量は、ＥＳＩ‐ＭＳの測定で２７，
６２７Daになることが好ましい。ＴＮＦ５５‐ビオチンの質量を実験的に測定すると、２
７，６２７Daである。
【０８３５】
　ＴＮＦ５６の理論的質量は２７，３６５Daである。ＴＮＦ５５‐ビオチンタンパク質は
２つのＳ‐Ｓ 架橋を有し、ビオチンを変性すると質量は、ＥＳＩ‐ＭＳの測定で２７，
８８６Daになることが好ましい。ＴＮＦ５５‐ビオチンの質量を実験的に測定すると、２
７，８８６Daである。
【０８３６】
Ｎ末端配列
　ＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０のＮ末端配列決定により、最初の７個のアミノ酸に対するタン
パク質配列はＥＶＱＬＶＥＳであることが分かった。これは理論的タンパク質配列と一致
し、Ｎ末端処理が適切であることを示す。
【０８３７】
分析的サイズ決定
　ＰＢＳ中でのＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０分析的サイズ決定では、左右対称のピークが出現
する。汚染物質は見られなかった。観察された保持時間は、Superdex HR 75では８．５ml
で、Superdex HR 200では１０．３２mlである。代表的なプロファイルを図５１および５
２に示す。
【実施例５８】
【０８３８】
　細胞ベースのアッセイの機能性
　ＴＮＦ‐アルファの細胞毒性活性を中和する作用強度を、細胞ベースのアッセイで分析
した。様々な濃度でＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）ならびに市販のエンブレル、Humira およ
びレミケードの作用強度を、モルベースで試験した。ＥＣ５０が増加するほど、化合物の
活性は低下し、ＴＮＦ‐アルファは中和される。
【０８３９】
　結果を表４５ならびに図５３および５４に要約する。
【０８４０】
　データは、一価Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ１と比較して、二価Ｎａｎｏｂｏｄｙ
（商標）についての作用強度の上昇を示している。ＴＮＦ５５誘導体の作用強度はＴＮＦ
５６誘導体と類似しており、この作用強度はエンブレルの範囲であり、Humiraおよびレミ
ケードの１０倍である。
【実施例５９】
【０８４１】
　マウスの二価長半減期ヒト化ナノボディの薬物動態学的および免疫原性分析
　実施例５４を参照されたい。
【０８４２】
　マウスペグ化Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）の半減期を試験するため、実験を行った。二価
ＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０の半減期をＴＮＦ５６‐ＰＥＧ６０の半減期と比較した。両ナノ
ボディの２日目までの半減期は類似している。結果を図５５に示す。
【０８４３】
　さらに、ペグ化二価３Ｅ‐３Ｅの半減期を調査した。３Ｅ‐３Ｅ‐ＰＥＧ２０の半減期
を、１００μｇのＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）を静脈注射した後３Ｅ‐３Ｅ‐ＰＥＧ４０の
半減期と比較した。３Ｅ‐３Ｅ‐ＰＥＧ２０の半減期は１７時間であり、一方、３Ｅ‐３
Ｅ‐ＰＥＧ４０の半減期は２．１日であり、これは３Ｅ‐３Ｅ‐ＭＳＡ２１と同等である
。結果を図５６に示す。
【０８４４】
　血清試料を１００倍希釈し、マウス抗ＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０または抗ＴＮＦ５６‐Ｐ
ＥＧ６０抗体の有無を分析した。両分子ともに、免疫原性を持たないことが明らかになっ
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た。データを図５７に示す。
【実施例６０】
【０８４５】
　慢性多発性関節炎の予防における抗ＴＮＦ‐アルファナノボディＴＮＦ６０（ＴＮＦ６
０）の有効性
　３'変性ヒト腫瘍壊死因子（ｈＴＮＦ－アルファ、カケクチン）導入遺伝子を担持し発
現するトランスジェニックマウス系を、モデルとして使用し、関節炎の発症を予防する場
合のＴＮＦ６０（ＴＮＦ６０）の有効性を研究した（EMBO J. 10、４０２５～４０３１）
。これらのマウスは、４～７週齢では１００%の発症率で慢性多発性関節炎を発症するこ
とが分かった。
【０８４６】
　３週齢から、トランスジェニックマウスの同腹仔を８匹のグループに分けた。試験を開
始する前に、各グループでの平均体重を算出した。以降、全試験過程で、各グループでの
動物体重を週一回記録した。
【０８４７】
　慢性多発性関節炎の予防におけるＴＮＦ６０の有効性を試験するために、以下のスキー
ムにしたがって個々のグループの各動物に週二回腹腔内注射した：
‐グループ１（陰性対照）：リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（処方バッファー）
‐グループ２（ナノボディ治療）：３０mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ３（ナノボディ治療）：１０mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ４（ナノボディ治療）：３mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ５（第一陽性対照）：３０mg/kgの最終用量でのエンブレル
‐グループ６（第一陽性対照）：１０mg/kgの最終用量でのエンブレル
‐グループ７（第二陽性対照）：３０mg/kgの最終用量でのレミケード
‐グループ８（第二陽性対照）：１０mg/kgの最終用量でのレミケード
‐グループ９（第二陽性対照）：３mg/kgの最終用量でのレミケード
各グループに対して、注入のデータおよび注入量を記録した。
【０８４８】
　７週間、注入を続けた。この間、各動物に対して、関節の形態における肉眼的変化を観
察することによって臨床スコアを記録した。
【０８４９】
　１０週齢では、すべてのマウスを屠殺し、血清および関節を回収した。血清は－７０℃
で保存し、足関節はホルマリン保存した。
【０８５０】
　選択されたグループに対して、足関節をパラフィンに包埋し切断した。続いて足関節の
切片を、疾患の進行を組織病理学的に評価するために使用した。
【０８５１】
　結果を図５８に示す。
【実施例６１】
【０８５２】
　慢性多発性関節炎の治療処置における抗ＴＮＦ‐アルファナノボディＴＮＦ６０（ＴＮ
Ｆ６０）の有効性
　３'修飾ヒト腫瘍壊死因子（ｈＴＮＦ-アルファ、カケクチン）導入遺伝子を担持し発現
するトランスジェニックマウス系を、モデルとして使用し、関節炎の治療処置をする場合
のＴＮＦ６０（ＴＮＦ６０）の有効性を研究した（EMBO J.10,4025-4031）。これらのマ
ウスは、４～７週齢では１００%の発症率で慢性多発性関節炎を発症することが分かった
。
【０８５３】
　６週齢から、トランスジェニックマウスの同腹仔を８匹のグループに分けた。試験を開
始する前に、各グループでの平均体重を算出した。以降、全試験過程で、各グループでの
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動物体重を週一回記録した。
【０８５４】
　慢性多発性関節炎の治療処置におけるＴＮＦ６０の有効性を試験するために、以下のス
キームにしたがって個々のグループの各動物に週二回腹腔内注射した：
‐グループ１（陰性対照）：リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（処方バッファー）
‐グループ２（ナノボディ治療）：３０mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ３（ナノボディ治療）：１０mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ４（第一陽性対照）：３０mg/kgの最終用量でのエンブレル
‐グループ５（第二陽性対照）：３０mg/kgの最終用量でのレミケード
各グループに対して、注入のデータおよび注入量を記録した。
【０８５５】
　７週間、注入を続けた。この間、各動物に対して、関節の形態における肉眼的変化を観
察することによって臨床スコアを記録した。
【０８５６】
　１３週齢では、すべてのマウスを屠殺し、血清および関節を回収した。血清は－７０℃
で保存し、足関節はホルマリン保存した。
【０８５７】
　選択されたグループに対して、足関節をパラフィンに包埋し切断した。続いて足関節の
切片を、疾患の進行を組織病理学的に評価するために使用した。
【０８５８】
　結果を図５９に示す。
【実施例６２】
【０８５９】
　慢性多発性関節炎の予防における抗ＴＮＦ‐アルファナノボディの有効性に対する設定
の効果
　３'修飾ヒト腫瘍壊死因子（ｈＴＮＦ-アルファ、カケクチン）導入遺伝子を担持し発現
するトランスジェニックマウス系を、モデルとして使用し、慢性多発性関節炎を予防する
場合の、様々な方法で設定された抗ＴＮＦ-アルファナノボディの有効性を研究した（EMB
O J. 10、４０２５～４０３１）。これらのマウスは、４～７週齢では１００%の発症率で
慢性多発性関節炎を発症することが分かった。
【０８６０】
　３週齢から、トランスジェニックマウスの同腹仔を８匹のグループに分けた。試験を開
始する前に、各グループでの平均体重を算出した。以降、全試験過程で、各グループでの
動物体重を週一回記録した。
【０８６１】
　慢性多発性関節炎の予防のための様々な形式の抗ＴＮＦ‐アルファナノボディの有効性
を試験するために、以下のスキームにしたがって個々のグループの各動物に週二回腹腔内
注射した：
‐グループ１（陰性対照）：リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（処方バッファー）
‐グループ２（ナノボディ形式１）：１０mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ３（ナノボディ形式１）：２．５mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ４（ナノボディ形式１）：１mg/kgの最終用量でのＴＮＦ６０
‐グループ５（ナノボディ形式２）：１０mg/kgの最終用量でのＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０
‐グループ６（ナノボディ形式２）：１．８mg/kgの最終用量でのＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４
０
‐グループ７（ナノボディ形式２）：０．７mg/kgの最終用量でのＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４
０
‐グループ８（ナノボディ形式３）：１．８mg/kgの最終用量でのＴＮＦ５６‐ｂｉｏｔ
‐グループ９（ナノボディ形式４）：１mg/kgの最終用量でのＴＮＦ３０
‐グループ１０（ナノボディ形式５）：１mg/kgの最終用量でのＴＮＦ１
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‐グループ１１（第一陽性対照）：１０mg/kgの最終用量でのエンブレル
‐グループ１２（第二陽性対照）：１０mg/kgの最終用量でのレミケード
各グループに対して、注入のデータおよび注入量を記録した。
【０８６２】
　７週間、注入を続けた。この間、各動物に対して、関節の形態における肉眼的変化を観
察することによって臨床スコアを記録した。
【０８６３】
　１０週齢では、すべてのマウスを屠殺し、血清および関節を回収した。血清は－７０℃
で保存し、足関節はホルマリン保存した。
【０８６４】
　選択されたグループに対して、足関節をパラフィンに包埋し切断した。続いて足関節の
切片を、疾患の進行を組織病理学的に評価するために使用した。
　結果を図６０に示す。
【実施例６３】
【０８６５】
　アカゲザルの抗ＴＮＦ‐アルファナノボディＴＮＦ６０（ＴＮＦ６０）およびＴＮＦ５
６‐ＰＥＧ４０の薬物動態学的研究
　捕獲繁殖したアカゲザル（Macaca mulatta）を使用し、ＴＮＦ６０およびＴＮＦ５６‐
ＰＥＧ４０の薬物導体プロファイルを判定する。
【０８６６】
　１６体の動物を本研究で使用し（雄８体および雌８体）、４つのグループに分けた（１
グループにつき、雄２体、雌２体）。全ての動物体重は約５kgであり、使用までの少なく
とも６週間、無病状態である。餌はSniff（登録商標）Pri vegetarisch V3994である。各
サルに体重kg当たり６０gの餌を与える。残留物は除去する。一定の間隔（１年に少なく
とも２回）で、ＥＰＡ／ＵＳＡに基づいて、LUFA-ITL によって餌の汚染物質を分析した
。水道水を任意に与える。各治療グループの動物を、サル施設内のいくつかの隣接したケ
ージの一群に収容する。サルは、９０cmＸ８２cmＸ９６cmのサイズのＶ２Ａスチール製の
ケージに一体ずつ入れる。室温は２３℃±３℃（最大範囲）で、相対湿度は６０% ±２０
%（最大範囲）で維持する。例えば洗浄手順の間に生じる最大範囲からの偏差はＳＯＰ中
で処理する。室は１２時間おきに照明および消灯される。
【０８６７】
　２つのグループにＴＮＦ６０を与え、別の２つのグループにＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０を
与える。右または左腕の橈側皮静脈に（ＰＢＳに溶解した）ＴＮＦ６０およびＴＮＦ５６
‐ＰＥＧ４０を留置カテーテルで静脈投与し、ＴＳＥ輸送ポンプ（以下参照）を一定の用
量２mg/kgで投与した。
【０８６８】
　単独投与を４回行い、少なくとも１４日間の洗浄によって分離した。最終投与後、少な
くとも８週間の経過観察期間を設けた。４グループのうち２グループは、（ＰＢＳに溶解
した）メトトレキサート（ＭＴＸ）と併用してＴＮＦ６０またはＴＮＦ５６‐ＰＥＧ４０
を投与した。グループ２はＴＮＦ６０およびＭＴＸを投与し；グループ４はＴＮＦ５６‐
ＰＥＧ４０およびＭＴＸを投与する。ＭＴＸは、０．２mg/kg で毎週筋肉内投与する。投
与当日は、投与の約３０分前にＭＴＸを投与する。初回投与はナノボディで開始し、８週
間完全に投与を続け、４回目の投与後洗浄することとする。１４回の単独ＭＴＸ投与を、
少なくとも１週間の洗浄期間によって分割し、最初の試験項目の投与で開始する。
【実施例６４】
【０８６９】
　滑膜由来線維芽細胞の研究
　本研究では、ＲＡ‐滑膜由来線維芽細胞によるＴＮＦ‐アルファ誘導IL‐６産生を弱め
る抗ＴＮＦ生物学的製剤であるＡＬＸ００７１およびエタネルセプトの能力を評価した。
【０８７０】
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滑膜線維芽細胞の単離
　同意ＲＡ患者から得た滑膜関節組織を、抗生物質を含むＤＭＥＭをベースとした培地中
で、４℃で関節置換手術の９６時間後まで保存した。３７℃で２時間行ったコラゲナーゼ
消化によって、切開した滑膜から滑膜細胞を単離した。その後、得られた細胞懸濁液を、
一連の遠心分離および再懸濁のステップによって洗浄し、次いで得られた細胞を、１０%
ＦＣＳ（v/v）が添加されたＤＭＥＭをベースとした培地中で３７℃で培養した。得られ
た線維芽細胞を第２または第３継代で以下の実験に使用した。４人のドナーから得た細胞
を個々の実験に使用した。９６ウェル平底ポリスチレンプレートに、１０%ＦＣＳ（v/v）
が添加された終量２５０μLのＤＭＥＭをベースとした培地中、１ウェルにつき１．５ｘ
１０４個の割合で線維芽細胞を播種し、一晩培養した。
【０８７１】
滑膜線維芽細胞の刺激
　その後細胞を、５０ｎｇ／ｍＬ（３ｎＭ（R&D Systems 210-TA/CF）のＴＮＦ‐アルフ
ァを単独、あるいは漸増用量のＡＬＸ００７１（０．５７５～１９２０ｎｇ／ｍＬ；０．
０１５～５０ｎＭ）またはエタネルセプト（Wyeth Labs；３．７５～１１２５０ｎｇ／ｍ
Ｌ；０．０２５～７５ｎＭ）の存在下で添加したＤＭＥＭベース培地中で、７２時間イン
キュベートした。各ウェルで終量は２５０μＬであり、各評価を三重に行った。７２時間
後、培地の上清を除去し、ＩＬ‐６ＥＬＩＳＡ（R&D Systems）による分析まで－４０℃
で保存した。ＴＮＦα誘導ＩＬ‐６産生の阻害を判定し、ＡＬＸ００７１およびエタネル
セプトともに、ＩＣ５０値を算出した。
【０８７２】
結果の要約
　４人のドナー全員から得たＲＡ滑膜由来線維芽細胞によって、ＡＬＸ１００７１および
エタネルセプトはともに用量依存的にＴＮＦα誘導ＩＬ‐６産生を減少させた。これらの
アッセイ条件下では２つの試薬間で同様の作用強度が見られた。
【実施例６５】
【０８７３】
マウス空気嚢の研究
　本研究では、マウス空気嚢へのＴＮＦ‐アルファ誘導細胞浸潤を弱める抗ＴＮＦ生物学
的製剤であるＡＬＸ００７１およびエタネルセプトの能力を評価した。
【０８７４】
空気嚢の作製
　２．５mLの滅菌空気を麻酔した雄Ｃ５７Ｂｌ／６／Ｊマウス（２５～３０g、Harlan）
の背面に皮下（ｓ．ｃ．）注射し、空気嚢を形成した。３日後に２．５mlの滅菌空気を注
射し、嚢を再膨張させた。
【０８７５】
ＴＮＦ‐アルファ刺激
　空気嚢を最初に作製してから６日後、動物を麻酔し、嚢に、０．１ gの組み換えヒトＴ
ＮＦ‐アルファ（R & D Systems、210-TA-050/CF）を含む０．５%カルボキシメチルセル
ロース（ＣＭＣ）ビヒクルを１ml注射した。その他の３つの動物グループでは、ＴＮＦ‐
アルファの注射の１９時間前にＡＬＸ００７１（０．０６２５、０．１２５および０．２
５mg/kg）を皮下注射した。第二の３つの動物グループに、ＴＮＦ‐アルファの注射直前
にエタネルセプト（Wyeth Labs、０．１２５、０．２５および０．５mg/kg）を皮下注射
した。
【０８７６】
　ＴＮＦ‐アルファ注射の２４時間後に、ＣＯ２の濃度上昇でマウスを間引いた。嚢を、
５IU/mlのヘパリンを含む２mlの氷冷却エンドトキシンフリー滅菌ＰＢＳで洗浄した。体
積を記録し、Sysmex XT-Vet細胞計数装置で総白血球細胞（ＷＢＣ）の個体群を計数する
ために、０．５mlのアリコートを分離した。各グループについて、回収した洗浄液１ml当
たりの総ＷＢＣ数の平均および平均の標準誤差（ＳＥＭ）を算出した。統計的分析は、未
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【０８７７】
結果の要約
　ＡＬＸ００７１およびエタネルセプトはともに、空気嚢へのＴＮＦ‐アルファ誘導ＷＢ
Ｃ浸潤を弱めた（表）。この減弱が、０．１２５（Ｐ＜０．０１）および０．２５mg/kg
（Ｐ＜０．０５）ＡＬＸ００７１服用グループの両方で統計的有意性を示している場合で
も、全てのエタネルセプト服用グループでは統計的有意性は見られなかった。
【０８７８】
【表８－１】
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【表８－３】
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【表８－４】

【０８７９】
【表９】

【０８８０】
【表１０】

【０８８１】
【表１１】

【０８８２】
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【表１２】

【０８８３】

【表１３】

【０８８４】
【表１４】

【０８８５】
【表１５】

【０８８６】

【表１６】

【０８８７】
【表１７】
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【０８８８】
【表１８】

【０８８９】
【表１９－１】
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【表１９－２】

【０８９０】
【表２０】

【０８９１】
【表２１】

【０８９２】
【表２２】

【０８９３】
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【表２３】

【０８９４】
【表２４】

【０８９５】
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【表２５－１】

【表２５－２】

【０８９６】
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【表２６】

【０８９７】
【表２７】

【０８９８】
【表２８】

【０８９９】



(190) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

【表２９－１】

【表２９－２】
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【表２９－３】

【０９００】
【表３０】

【０９０１】
【表３１】

【０９０２】
【表３２】

【０９０３】
【表３３】

【０９０４】
【表３４】
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【０９０５】
【表３５】

【０９０６】

【表３６】

【０９０７】



(193) JP 6420200 B2 2018.11.7

10

20

30

40

【表３７】

【０９０８】
【表３８】

【０９０９】
【表３９】

【０９１０】
【表４０】

【０９１１】
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【表４１】

【０９１２】
【表４２】

【０９１３】
【表４３】

【０９１４】
【表４４】

【０９１５】
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【表４５】

【０９１６】
【表４６】

【０９１７】
【表４７】

【０９１８】
　当業者は、単なる通常実験で、本明細書に記載された本発明の特定の実施態様に対する
多くの同等物を理解し、または解明し得よう。このような同等物は以下の特許請求の範囲
に包含されるように意図されたものである。
【０９１９】
　本明細書に開示された内容はすべて、参照により完全に援用される。
【０９２０】
　添付の表は本明細書の不可欠な部分を形成しており、それを以下に示す：
一価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
　　表８－１～８－４：ＴＮＦ‐アルファナノボディの配列リスト
　　表９：ヒトＴＮＦ‐アルファナノボディのＫｏｆｆ値
　　表１０：ヒト生殖系配列に対するＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディ
の相同性
　　表１１：ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの発現レベル
　　表１２：ＥＬＩＳＡとヒトおよびアカゲザルＴＮＦ‐アルファとの結合
　　表１３：ＴＮＦ‐アルファナノボディの受容体阻害アッセイ
　　表１４：ＴＮＦ‐アルファナノボディのＢｉａｃｏｒｅ分析
　　表１５：ＴＮＦ‐アルファナノボディとＴＮＦ‐アルファとの結合（ＫＤ値）
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　　表１６：ヒト（ａ）およびアカゲザル(ｂ)のＴＮＦ‐アルファを中和するＴＮＦ‐ア
ルファナノボディの作用強度
　　表１７：温度処理後のＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの２８０nm
でのＯＤ値
　　表１８：温度処理後のＴＮＦ‐アルファナノボディの作用強度
二価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
　　表１９－１：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディおよびリンカー配列の配列リスト
　　表１９－２：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディおよびリンカー配列の配列リスト
　　表２０：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディ構造物
　　表２１：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの発現レベル
　　表２２：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの受容体阻害アッセイ
　　表２３：ヒト（ａ）およびアカゲザル（ｂ）のＴＮＦ‐アルファを中和するＴＮＦ‐
アルファナノボディの作用強度
　　表２４：二価ＴＮＦ‐アルファナノボディの２８０nmでのＯＤ値
ヒト化一価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
　　表２５－１～２５－３：ヒト化一価ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボデ
ィの配列リスト
　　表２６：ヒト化ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの発現レベル
　　表２７：ヒトＴＮＦ‐アルファを中和するＴＮＦ‐アルファナノボディの作用強度
　　表２８：ヒト化ＴＮＦ‐アルファおよび血清アルブミンナノボディの２８０nmでのＯ
Ｄ値
三価ＴＮＦ‐アルファナノボディ
　　表２９－１～２９－３：三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの配列リスト
　　表３０：三価ＴＮＦ‐アルファナノボディ構造物
　　表３１：三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの発現レベル
　　表３２：ヒトＴＮＦ‐アルファを中和する三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの作用強
度
　　表３３：血清アルブミンへの三価ナノボディの結合（ＫＤ値）
　　表３４：三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの２８０nmでのＯＤ値
ヒト化一価ＴＮＦ‐アルファナノボディ（二回目）
　　表３５：二回目のヒト化三価ＴＮＦ‐アルファナノボディの配列リスト
　　表３６：ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの発現レベル
　　表３７：ヒトＴＮＦ‐アルファを中和するＴＮＦ‐アルファナノボディの作用強度
　　表３８：ヒト化ＴＮＦ‐アルファナノボディの２８０nmでのＯＤ値
　　表３９：ナノボディの生物活性の比較
追加表
　　表４０：三価のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）を設定するのに使用するオリゴヌクレオチ
ドの概要
　　表４１：三価のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）をクローニングするのに使用するオリゴヌ
クレオチドの概要
　　表４２：市販のコントロール(エンブレル、レミケード、Humira)と比較した、三価の
Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）ＴＮＦ６０を使用した毒性アッセイで得られたＥＣ５０値
　　表４３：Ｂｉａｃｏｒｅにおけるヒト血清アルブミンへのＴＮＦ６０およびＴＮＦ２
４のアフィ二ティー判定　Ｎｄは未判定（ｎｏｔ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ）を表す。
　　表４４：二価のＮａｎｏｂｏｄｙ（商標）を設定するのに使用するオリゴヌクレオチ
ドの概要
　　表４５：市販のコントロール(エンブレル、レミケード、Humira)と比較した、二価の
Ｎａｎｏｂｏｄｙ（商標）使用した毒性アッセイで得られたＥＣ５０値
　　表４６：滑膜由来線維芽細胞の研究結果
　　表４７：マウス空気嚢の研究結果
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